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摘要! 运用生物信息学技术分析罗非鱼热休克蛋白 :3"E<03=<3@A3E?@/9N =M/EA<C!E+*H:3#的

理化特性%糖基化位点%跨膜区域%蛋白的细胞定位及信号肽与虹鳟等其他动物 +*H:3 的相

似性!以人工合成 95%&为模板!通过聚合酶链式反应扩增其完整 -5*!并将此 5%&片段

与真核表达载体 =G&HY3:&连接!构建 =G&HY3:#&>:3 表达质粒!在毕赤酵母 G*441 中表

达 E+*H:3 蛋白!对表达上清液进行 *5*:H&G,及 TA?EAMC:R0/EE<CD 分析后!采用 %<

2 =

)5&层

析脱盐纯化目的蛋白!并对所表达的蛋白进行糖基化 H&*染色鉴定$ 对表达的蛋白进行

*5*:H&G,后!将所获得的非预定大小"约 433 N>#条带进行电离飞行时间质谱鉴定!并确

定其蛋白种类$ 结果表明'E+*H:3 所含氨基酸数量为 783!分子量为 :3 2:811 >!等电点为

1180$ 在哺乳动物网织红细胞"体外#的半衰期为 /3 @!在酵母内半衰期大于 23 @!而在大

肠杆菌内的半衰期也大于 43 @!不稳定指数为 /7178!脂肪族指数为 91119$ 可能分别含有

7 个 %:和 ":糖基化位点!所克隆 E#&>:3 基因与目的基因完整编码区序列完全一致!所构建

的 =G&HY3:#&>:3 质粒能在 G*441 中成功表达!诱导表达上清液经 *5*:H&G,及 TA?EAMC:

R0/EE<CD 分析后发现!除 :3 N> 目的蛋白外!还出现一条 433 N> 条带$ 经糖基化 H&*染色证

明!此 433 N> 蛋白可能是 +*H:3 糖基化的结果!且能被人的兔抗 +*H:3 抗体识别!质谱鉴

定证明该条带即是 E+*H:3 蛋白$ 本研究所表达 E+*H:3 蛋白为后续罗非鱼细胞学及抗原

提呈等免疫学研究奠定了基础$

关键词! 罗非鱼热休克蛋白 :3& 真核表达& 糖基化& 质谱鉴定

中图分类号! L:91& *071555555555 文献标志码'&

55鱼类热休克蛋白 # @A3E?@/9N =M/EA<C"+*H$

在各种应激条件下表达的变化及其在免疫系统

中的作用是目前鱼类免疫学研究的热点) 越来

越多的研究表明"从细菌&哺乳动物&人和利用

生物工程技术生产纯化的 +*H均具有潜在的刺

激机体产生免疫反应的功能
'4 60(

) 例如"+*H能

刺激自然杀伤细胞产生细胞溶解活性"也能刺

激巨噬细胞和树突状细胞产生大量一氧化氮和

趋化因子
'43 644(

) 另外"作为热休克蛋白家族中

研究较多的 +*H:3 可增强抗原特异性 -58

=

和

-59

=

J细胞反应"这是因为与 +*H:3 蛋白结合

的抗原肽能被 +*H:3 通过刺激巨噬细胞或树突

状细胞上的能与 +*H:3 结合的受体 #如 -504"

'"Z:4$高效摄取而发挥作用
'42 64/(

) 据此推测"

+*H:3 可能在提高抗原呈递细胞的抗原呈递能

力上发挥重要作用) 已有研究表明"+*H:3 作

为分子伴侣与肿瘤细胞中的内源性多肽结合"

经细胞免疫途径增强其抗肿瘤效应"所制备的

+*H:3:肽肿瘤疫苗的抗肿瘤作用已经在实验动

物上得到证实
'48 641(

) 已对多种鱼 #&>:3 基因
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和蛋白的克隆&表达及鉴定开展相关研究"例如

虹鳟 # 5(30/67(36*8.79+88$

'47(

&青
!

# 5/7F+-8

,-"+2:8$

'4:(

&斑马鱼 #?-(+0 /:/+0$

'49(

&红鳍东方

 # B-9+@*)* /*A/+2:8$

'40(

& 罗 非 鱼 # B+,-2+-

(+,0"+3- $

'23(

& B+(:- 3/::9

'24(

& 鲤 # =72/+(*8

3-/2+0 $

'22(

& '*8"/-,-8+-( 8(-22:/

'2/(

& 大 黄 鱼

#$-/+.+36"6783/03:-$

'28(

和剑尾鱼 #G+260260/*8

6:,,/+$

'21(

等) 然而"这些鱼类的 #&>:3 主要在

原核表达系统中表达"且主要研究热应激条件

下鱼体组织中 #&>:3 基因的表达情况"并未对

纯化鉴定后的 +*H:3 蛋白的生物学功能进行深

入研究"更未对 +*H:3 的免疫学特性进行深层

次探索) 对 +*H:3 如何刺激机体免疫反应&增

强免疫细胞提呈抗原能力的研究目前仍罕见报

道) 对其进行详细研究的前提是获得具有生物

活性的纯化 +*H:3 蛋白"并对其基本特性进行

研究) 本实验利用酵母真核表达系统体外表达

+*H:3"对其进行纯化和质谱鉴定"为后续免疫

学研究奠定基础)

45材料与方法

!"!#实验试剂

表达载体 =G&HY3:&和菌株 G*441 酵母菌

株购自 '<8A*9<AC9A公司#中国$%高保真 =8> 聚合

酶&J

8

5%&'<D3?A&限制性内切酶 H30$

&

和 GA-

&

购自 %,S公司#中国$%5%&胶纯化试剂盒和

质粒小提试剂盒购自 &F4DAC 公司#中国$%3122

!

;无菌滤器和透析袋购自 2<00<=/MA公司 #中

国$%%<

2 =

)5&亲和层析胶购于 #R</ 公司 #中

国$%小鼠原性抗 +<?:E3D 单克隆抗体和兔抗鼠

+$H二抗由北京英茂盛业生物科技有限公司提

供%H.5(膜购自美国 2<00<=/MA公司 #中国$%Z

光片购自美国柯达公司%,-'显色液购自中国普

利莱公司%蛋白标准分子量和 ,&*W?AA:TA?EAMC

23MNAM购自中国全式金公司%S-&蛋白浓度测定

试剂盒购自威格拉斯公司 #中国 $% J4M=E/CA&

WA3?E,FEM39E购自 "Z")5公司 #德国$%WH5培

养基&43 @W%S培养基&3132K生物素&43 @5培

养基#23K葡萄糖$&43 @2培养基#1K甲醇$&43

@GW培养基 #43K甘油$&4 ;/06'磷酸钾缓冲

液 # =+ 713 $& 4 ;/06'山梨醇& 25 培 养基&

S2GW和 S22W培养基均为国产分析纯配置%

引物和 +*H:35%&全长序列由北京中美泰和公

司合成)

!"$#实验方法

罗非鱼 +*H:3 蛋白的生物信息学分析55

下载 %-S)数据库 # @EE=!

!

PPP1C9R<1C0;1C<@1

D/U6$中罗非鱼 #&>:3 基因#(!24/9/014$及蛋白

#&-)8297114$序列"采用 HM/EH3M3# @EE=!

!

PAR1

AF=3?41/MD6=M/E=3M3;6$程序对罗非鱼 +*H:3 蛋

白序 列 的 基 本 理 化 特 性 进 行 分 析" 并 采 用

%AE%G049413 *AMUAM及 %AE"G049813 *AMUAM

#@EE=!

!

PAR1AF=3?41/MD6E//0?$对蛋白质可能出

现的糖基化位点进行预测) 运用 HM/E*930A# @EE=!

!

PAR1AF=3?41/MD6=M/E?930A6$预测蛋白的亲水性

和疏水性) 利用 J2+22#@EE=!

!

PPP19R?1BE>1

BN6?AMU<9A?6J2+22:2136$进行跨膜区预测) 利

用 *<DC30H814 *AMUAM# @EE=!

!

PPP19R?1BE>1BN6

?AMU<9A?6*<DC30H6$ 进行信号肽预测% H*"$J

'

=MAB<9E</C#@EE=!

!

=?/ME1@D917=68/M;21@E;0)C=>E$

进行亚细胞定位预测%在 %-S)数据库 # @EE=!

!

PPP1C9R<1C0;1C<@1D/U6$下载人&鼠及其他水生

动物 +*H:3 蛋白序列后运用 5%&*E3M软件进行

2AD&0<DC 比对)

引物设计!H-$扩增及表达载体构建55根

据 #&>:3 编码核甘酸序列及分泌型真核表达载

体 =G&HY3:&多克隆位点序列"设计扩增全长

#&>:3 -5*的引物"并在上游引入 H30$

&

切点"

下游引入 GA-

&

切点) 引物序列如下!#&>:(!

&--JG&&JJ-J-JG-&G-J&&&GGJGJ&G-G:

&J-G% #&>:$! JJGJJ-J&G&&&GJ--&--J-:

-J-&&J&GJGGG----JGGG&G--GG"并在下

游插入 7 个组氨酸标签) 以合成的罗非鱼 #&>:3

序列#(!24/9/014$为模板"扩增条件为 08 Q预变

性 1 ;<C%08 Q变性 /3 ?"11 Q退火 /3 ?":2 Q延

伸 423 ?"共 /3 个循环%:2 Q再延伸 43 ;<C) 将

H-$产物电泳后"经回收纯化后 H30$

&

和 GA-

&

双酶切"并用 J

8

5%& '<D3?A将 H-$产物与用

H30$

&

和 GA-

&

双酶切后的 =G&HY3:&载体连

接%连接产物用 -3-4

2

热休克法转化到感受态大

肠杆菌 5+1

#

中%用双酶切方法鉴定阳性克隆"并

送北京中美泰和公司测序验证"获得 =G&HY3:

#&>:3 表达菌株)

表达质粒电转化及阳性表达工程菌的鉴定5

047
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]将 =G&HY3:#&>:3 质粒用 'I/

'

酶线性化"取

1

!

D 线性化后的质粒电转化毕赤酵母 # =<9@<3

=3?E/M<?"HH$ G*441"经平板初步筛选后"分别用

07 孔板连续转接培养至浓度趋于一致"然后接种

至分别含有 311&413 及 213 ;D6;'YA/9<C 的

WH5平板筛选高拷贝转化子%在 YA/9<C 终浓度为

213 ;D6;'的 WH5平板上筛选到多个转化子)

毕赤酵母 G*441 菌株电转化感受态的制备及质

粒提取按照 )CU<EM/DAC 公司的 H<9@<3,F=MA??</C

O<E#21:34:8 $操作说明进行) 用 25平板培养

#29 Q$:2 @ 后"挑取 7 个菌落分别置于含 43 ;'

25培养液的 13 ;'锥形瓶中"以 213 M6;<C 摇

床"29 Q下培养至 "5

733

值为 1 <43"离心回收菌

体"用质粒提取试剂盒抽提 5%&后进行 #&>:3

特异性 H-$鉴定)

重组 #&>:3 诱导表达!透析及超滤55将

H-$鉴定为阳性的转化子置于含 /3 ;'WH5的

锥形瓶中"29 Q下 213 M6;<C 振荡培养至 "5

733

值

为 213%以 4 133 @) 离心 1 ;<C 后弃去上清液"将

菌体悬浮于 1 ;'=+713 的 WH5中"分别取甲醇

诱导前和诱导后 28&89&:2&07 &423 和 488 @ 的发

酵液上清液进行 *5*:H&G,电泳检测%取样品电

泳转膜后用 +<?:E3D 及 +*H:3 单抗分别进行

TA?EAMC:R0/EE<CD 鉴定) 经鉴定后的阳性表达菌株

用于后续 +*H:3 大量诱导表达"即挑取经过小量

诱导表达筛选出的较高表达水平的菌株"接种至

含 43 ;'WH5培养基的小三角瓶中"29 Q下 273

M6;<C 振荡培养至 "5

733

值 213 <713) 将 43 ;'

培养物接种至含 4'WH5的摇瓶中"29 Q下 273

M6;<C 振荡培养至对数生长期) 4 133 @) 离心 1

;<C 收集细胞并重悬于含 /33 ;'WH5培养基的

2 '摇瓶中"29 Q下 273 M6;<C 振荡培养诱导表

达) 诱导至 07 @"8 Q 4 133 @) 离心 1 ;<C"收集

上清液) 透析和超滤按文献'27(进行)

TA?EAMC:R0/EE<CD 5 5 本 实 验 中 所 采 用 的

TA?EAMC:R0/EE<CD 方法参照文献 '2: (进行) 所用

鼠 +<?:E3D 抗体检测"一抗 4>4 333 稀释"二抗为

兔抗鼠 )DG4>1 333 稀释) 所用兔抗人 +*H:3 抗

体检测"一抗 4>4 333 稀释"二抗为鼠抗兔 )DG

4>/ 333稀释)

蛋白纯化及质谱鉴定55诱导表达上清液用

%<

2 =

)5&3D3M/?A亲和层析柱进行纯化目的蛋白"

用 83 ;;/06'咪唑液进行洗脱"流速为 2 ;'6

;<C"收集各阶段洗脱峰"用 *5*:H&G,检测融合

蛋白的分子量大小和纯度"按照 S-&蛋白浓度测

定试剂盒说明书测定蛋白浓度) 用超滤离心管进

行超滤浓缩"离心过程中用 =+为 :1/ 的 HS*更换

缓冲液) 将蛋白进行 *5*:H&G,电泳后进行过碘

酸:*9@<88试剂#H&*$对糖基化蛋白质染色
'29(

) 将

蛋白进行 *5*:H&G,电泳分离后"切取目的蛋白

条带"送广西大学生命科学院大型仪器共享平台进

行标准化 2&'5):J"(:2*质谱鉴定
'20(

)

25结果

$"!#罗非鱼 RH@FL 的生物信息学分析

将罗非鱼 +*H:3 蛋白序列在线提交后得到

如下结果!氨基酸数量为 783"分子量为 :3 2:811

>"等电点为 1180) 在哺乳动物网织红细胞 #体

外$的半衰期为 /3 @"在酵母内半衰期大于23 @"

而在大肠杆菌内的半衰期也大于 43 @) 不稳定指

数为 /7178" 被界定为稳定) 脂肪族指数为

91119) 糖基化位点预测表明该蛋白在 %:上有 7

个糖基化位点"阈值为 311#图 4:3$"同时在 ":上

也有 7 个糖基化位点"其分值在 823 <7/4 之间)

发现有 7 个 -4?残基"可形成 / 个二硫键) 未发

现有跨膜区#图 4:R"9$) 蛋白定位在细胞质的可

能性为 7112K) 总平均疏水指数为 6318/2"总

体表现为亲水性强##图 4:B$) 未发现明显的信

号肽序列 #图 4:A$) 该蛋白与人&小鼠&非洲爪

蟾&美国红鱼&青
!

&虹鳟的 +*H:3 蛋白的相似性

均高 于 :1K" 与 家 鼠 的 +*H:3 相 似 性 较 低

#4410K$#图 4:8$)

$"$##%3FL 序列 EPH的 @E<扩增及 *G>@S&D

#%3FL 构建

以合成的全长罗非鱼 -5*序列为模板"用设

计好的特异性引物进行 H-$扩增"获得大小约

4 023 R=的片段 #图 2 $) 将 #&>:3 片段亚克隆

=G&HY3载体"阳性克隆经 H30$

&

和 GA-

&

双酶

切鉴定"可切出约 410 NR 的基因片段带和约 /14

NR 的载体带"初步推测该基因片段已经克隆到

=G&HY3载体#图 /$) 将阳性克隆送到北京中美

泰和公司测序) 将测序所得的序列和 #&>:3 基

因片段序列进行比对"显示构建序列与预计碱基

序列完全一致"=G&HY3:#&>:3 构建成功)

327
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图 !#RH@FL 蛋白的生物信息学分析结果

#3$%:糖基化位点预测% # R$跨膜区预测#J2+22方法$ % #9$跨膜区预测#O4EA:5//0<EE0A方法$ % # B$疏水性预测% #A$信号肽预

测% #8$与其他物种 +*H:3 蛋白序列比对

J-2"!#T-3-/A3,.&0-9&/&1O5-53ARH@FL *,30+-/

#3$%:0<CNAB D049/?403E</C ?<EA?=MAB<9E</C% # R $ EM3C?;A;RM3CAB/;3<C =MAB<9E</C # J2+22 ;AE@/B $ % # 9$ EM3C?;A;RM3CAB/;3<C

=MAB<9E</C#O4EA:5//0<EE0A;AE@/B$ % # B$ @4BM/=@/R<9<E4 =MAB<9E</C% #A$?<DC30=A=E<BA=MAB<9E</C% #8$2AD&0<DC /8U3M</>?+*H:3 =M/EA<C

?AI>AC9A

图 $#RH@FL EPH@E<扩增结果

215%&标准分子量 5'2333% 41+*H:3

J-2"$#EPH@E<&.*1-A-9&0-3/3ARH@FL

215%&23MNAM5'2333% 41+*H:3

图 :#*G>@S&DRH@FL 酶切鉴定图

41=G&HY3:+*H:3 酶切产物% 215%&标准分子量

J-2":#(/UO.+6-2+50-3/3A*G>@S&DRH@FL *1&5.-6

41R3CB?/8=G&HY3:+*H:3 =/?EB<DA?E</C% 215%&23MNAM
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$":#表达质粒电转化及阳性表达工程菌的鉴定

使用 'I/

'

线性化重组质粒"电泳检测可见

目的条带#图 8$) 取 1

!

D 线性化后的质粒电转

化毕赤酵母 G*441"经平板初步筛选后"在 YA/9<C

终浓度为 213 ;D6;'的 WH5平板上筛选到多个

转化子#图 1$) 挑选其中 7 个阳性克隆"特异性

引物进行 H-$扩增"结果显示 2 号菌株条带较

弱"其他均为阳性#图 7$)

图 ;#重组质粒线性化结果检测

215%&标准分子量% 41酶切前质粒% 2 <71酶切后质粒% 标

准分子量#从下到上$ !4 333&2 333&/ 333&8 333&1 333&7 333&

9 333&43 333 R=

J-2";#V-/+&,-U&0-3/3A07+*G>@S&DRH@FL *1&5.-6

215%& 23MNAM% 41=03?;<B RA8/MAB<DA?E</C% 2 671=03?;<B?

B<DA?EAB% 23MNAM! 4 333" 2 333" / 333" 8 333" 1 333" 7 333"

9 333"43 333 R=# B/PC E/ >=$

图 ?#平板初步筛选所得转化子

J-2"?#T&90+,-&1913/+5*35007+&/0-'-30-959,++/-/2

图 B#转化子 @E<鉴定结果

215%&标准分子量 5'2333% 4 <714 <7 号菌株

J-2"B#@E<-6+/0-A-9&0-3/3A07+913/+5*350

&/0-'-30-959,++/-/2

215%&23MNAM5'2333% 4 671%/14 6%/17 90/CA?

$";#重组 RH@FL 诱导表达

分别将上述 7 株阳性菌株接种"小试培养"分

别取 3&28&89&:2&07&423 和 488 @ 的发酵液进行

*5*:H&G,电泳#图 :$"然后取培养后 :2 @ 发酵

液用 +<?:E3D 单克隆抗体进行 PA?EAMC:R0/EE<CD 检

测"结果显示 4&8 和 7 号菌株蛋白识别信号较强

#图 9$) 分别取该 / 株进行培养表达"4 号菌株培

养 07 @ 后收取蛋白发酵液"使用 H,G浓缩后"经

%<柱纯化"洗脱后"未得到目的蛋白"8 号菌株培

养 :2 @ 后经 %<柱纯化"得到的蛋白浓度低于 314

;D6;'"不具有扩大培养意义%选定 7 菌株进行

扩大培养)

图 F#发酵液进行 HPHD@>G(电泳结果

21蛋白质标准分子量% 4 <:13&28&89&:2&07&423 和 488 @ 培

养的发酵液

J-2"F#HPHD@>G(,+541053A07+54*+,/&0&/0

21=M/EA<C ?E3CB3MB% 4 6:1?>=AMC3E3CE3E3"28"89":2"07"423

3CB 488 @ =/?E<CB>9E</C

图 W#培养 F$ 7发酵液 X+50+,/D'1300-/2 结果

21蛋白质标准分子量% 4 <714 <7 号菌株

J-2"W#X+50+,/D'1300-/2 ,+541053A07+54*+,/&0&/0&0

F$ 7*350-/6490-3/

21=M/EA<C ?E3CB3MB% 4 671%/14 6%/17 ?EM3<C?

$"?#蛋白纯化及质谱鉴定

将 7 号菌株进行扩大培养"诱导表达后进行

%<柱纯化"洗脱后进行 *5*:H&G,电泳"并进行

S-& 蛋 白 浓 度 测 定" 所 得 蛋 白 ,4 浓 度

3140 ;D6;'"体积 310 ;'",2 浓度 3112 ;D6

;'"体积 218 ;'%,/ 浓度 3128 ;D6;'"体积 411

;'"共计蛋白约 419 ;D#图 0$) 纯化结果显示"
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洗脱后蛋白有两条带"初步怀疑部分蛋白形成糖

基化或其他高级折叠结构"表达分子量比正常分

子量偏大"使用 +<?:E3D 和人 +*H:3 抗体分别对

,4&,2&,/ 进一步通过 TA?EAMC:R0/EE<CD 验证"结

果表明表达后的 ,4&,2&,/ 蛋白均能被 +<?:E3D

识别#图 43$"选择其中 ,2 与兔抗人 +*H:3 抗体

反应"显示也可被其抗体识别#图 44$) 为进一步

确定是否因糖基化导致表达出现双带现象"以葡

萄糖和 S*&分别作为阳性和阴性对照进行了

H&*染色"并进行了 2&'5):J"(:2*质谱鉴定"

结果显示阳性对照组葡糖糖显示强烈糖基化"阴

性对照组 S*&则染色为阴性"而测定的蛋白

#,2$H&*染色呈阳性"因此确定存在糖基化现象

#图 42$"质谱鉴定结果显示该糖基化的蛋白为罗

非鱼 +*H:3 蛋白"其蛋白分子量&等电点&蛋白评

分值及所对应的主要肽段特征均与罗非鱼 +*H:3

蛋白相吻合#表 4"表 2$)

图 Y#B 号菌株 F$ 小时发酵液 =-柱纯化

HPHD@>G(电泳结果

21蛋白质标准分子量% 41浓缩后发酵液% 21流出液% /1洗脱

4#,4$ % 81洗脱 2#,2$ % 11洗脱 /#,/$

J-2"Y#HPHD@>G(,+541053A07+54*+,/&0&/03A

=3"B 50,&-/&0F$ 7*350-/6490-3/

21=M/EA<C ;3MNAM% 419/C9ACEM3EAB ?>=AMC3E3CE% 21A880>ACE% /1

A0>E</C 4#,4$ % 81A0>E</C 2#,2$ % 11A0>E</C /#,/$

图 !L#(!Z($Z(: 的抗 R-5D0&2 X+50+,/D'1300-/2 结果

21蛋白质标准分子量% 41洗脱 4#,4$ % 21洗脱 2#,2$ % /1洗

脱 /#,/$

J-2"!L#X+50+,/D'130-/2 3A07+(!Z($Z(:

45-/2 R-5D%&2 &/0-'36O

21HM/EA<C 23MNAM% 41A0>E</C 4 #,4 $ % 21A0>E</C 2 #,2 $ % /1

A0>E</C /#,/$

图 !!#($ 的抗 RH@FL 抗体 X+50+,/D'1300-/2 结果

21蛋白质标准分子量% 41洗脱 2#,2$ % 21人 +*H:3 蛋白

J-2"!!#X+50+,/D'1300-/2 3A($ 45-/2 ,&''-0

&/0-D74.&/RH@FL &/0-'36O

21HM/EA<C 23MNAM% 41A0>E</C 2#,2$ % 21@>;3C +*H:3

图 !$#RH@FL 蛋白的 @>H染色结果

41葡萄糖% 21S*&% /1洗脱 2#,2$

J-2"!$#@>H50&-/-/2 3ARH@FL

41D0>9/?A% 21S*&% /1A0>E</C 2#,2$

表 !#[>VPID%MJD[H质谱鉴定蛋白的特征

%&'"!#[>VPID%MJD[H-6+/0-A-9&0-3/3A07+!LL \4*,30+-/

蛋白名称

=M/EA<C C3;A

登录号

399A??</C

C/1

蛋白分子量

=M/EA<C

;/0A9>03M

PA<D@E

等电点

=M/EA<C

<?/A0A9EM<9

=/<CE

肽数量

=A=E<BA

9/>CE

蛋白

评分值

=M/EA<C

?9/MA

蛋白总分

可信度6K

=M/EA<C ?9/MA

-1)1

离子总分

E/E30</C

?9/MA

离子总分

可信度6K

E/E30</C ?9/MA

-1)1

@A3E?@/9N =M/EA<C :3

#5/:036/0.+8(+,0"+3*8$

D<2304:42/0 : 322414 1180 24 793 433 833 433

@A3E?@/9N =M/EA<C :3

#5;-*/:*8$

D<2300:82/0 : 321414 11890 00 :: 44 49 47

@A3E?@/9N =M/EA<C :3

#5;(+,0"+3*8$

D<23:77:2:9 : 32/414 11890 00 :: 44 49 47
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表 $#[>VPID%MJD[H质谱鉴定蛋白所对应的肽特征

%&'"$#[>VPID%MJD[H-6+/0-A-9&0-3/3A07+*+*0-6+5

理论分子量

9309>03EAB ;3??

实测分子量

/R?AMUAB ;3??

分子量校正

CB3

序列起始位点

?E3ME?AI>AC9A

序列终止位点

ACB ?AI>AC9A

质谱匹配序列

?AI>AC9A

数据类型

MA?>0EE4=A

4 33/1184 9 4 33/11:7 1 313/8 : 142 140 '*O,,),$ 23?9/E

4 43011:/ 0 4 4301744 7 313/: : /14 /10 ''L5((%G$ 23?9/E

4 424119/ : 4 4241724 4 313/: 8 4/4 483 ,)&,&W'GLO 23?9/E

4 4/:111/ 1 4 4/:1109 31388 1 12: 1/1 WO&,55'L$ 23?9/E

4 40:1772 7 4 40:1:47 2 3131/ 7 874 8:4 (,'JG)HH&H$ 23?9/E

4 40:1708 0 4 40:1:47 2 31324 / 472 4:/ 5&G.)&G'%.'$ 23?9/E

4 2:0174/ 0 4 2:0177: 9 3131/ 0 2/0 289 2.%+(.,,(O 23?9/E

4 2011739 0 4 2011774 / 31312 8 2/0 289 2.%+(.,,(O 23?9/E

4 /3/1109 9 4 /3/1711 9 3131: 182 112 %*',*W&(%2O 23?9/E

4 /40110/ 7 4 /401780 1 31311 0 182 112 %*',*W&(%2O 23?9/E

/5讨论

毕赤酵母#HH$作为真核表达宿主菌有着比

原核表达宿主 H;30,+更优异的功能特性) 它同

其他一些高等真核生物细胞一样"能实现对蛋白

质的翻译后修饰) 在 HH中可实现多种翻译后修

饰"如信号肤剪切&折叠&二硫键形成&糖基化以及

磷酸化等"从而更接近天然形式) 有学者对 HH

和 H;30,+中表达的同一种蛋白进行了比较研究"

发现 HH在蛋白质翻译后修饰以及折叠形成高级

结构的过程中具有的显著优势
'/3(

) 鉴于此"本实

验选择 HH作为表达宿主菌对 E+*H:3 进行真核

表达"以期获得具有生物学活性的 E+*H:3"为后

续免疫学研究奠定基础)

HH宿主菌常用的有 G*441 和 O2:4 两种"

都具有 +<?8 营养缺陷标记) 本实验选用的

G*441 茵株具有 '5G4 基因"是 2>E

=

"即甲醇利

用正常型"能很好地满足甲醇诱导表达的条件)

另外"本实验选用 =G&HY

#

载体"其表达的融合

蛋白在 %:端带有酿酒酵母的
#

:因子分泌信号肽"

可引导重组蛋白进入分泌途径"使蛋白质在分泌

到胞外之后获得准确的构型) 生物信息学研究分

析发现E+*H:3 基本不含信号肽"在构建 =G&HY3:

#&>:3 表达载体时"将这段无信号肽序列的

E+*H:3 置于载体序列的信号肽引导序列之后"可

在强
#

:因子分泌信号肽引导下进行分泌性表达)

实验通过甲醇诱导 HH表达 E+*H:3"结果发现

E+*H:3 得到了有效表达"同时出现了分子量大于

目的条带#:3 N>$的另一蛋白条带#约 433 N>$)

对于此种+双条带,现象"我们认为最有可能

是糖基化
'/4 6/2( (

导致了另一条带在 *5*:H&G,上

的呈现) 这是因为生物信息学分析显示 E+*H:3

蛋白具有 7 个 %:糖基化位点和 7 个 ":糖基化位

点"具备了出现糖基化现象的物质基础"很有可能

形成独特的结构"从而使得蛋白分子量增加) 另

外"采用直观而便捷的 H&*染色方法检测 E+*H:3

蛋白是否发生了糖基化"染色结果发现 E+*H:3 蛋

白具有阳性 H&*染色信号"这与生物信息学分析

预测结果一致"表明 E+*H:3 蛋白在 *5*:H&G,

上的双条带现象很可能与表达过程中的糖基化现

象有关) 已有研究表明"糖基化对某些外源蛋白

的活性无大影响"但糖基化可能会在机体内产生

免疫反应或毒副作用
'//(

"而 E+*H:3 蛋白对鱼类

细胞是否会有此种毒副作用还有待进一步探究)

为进一步证明所表达的蛋白是否具有免疫原

性"实验利用 E+*H:3 与人 +*H:3 具有很高相似

性的特征"采用兔抗人 +*H:3 抗体进行 TA?EAMC:

R0/EE<CD"结果该抗体能很好地识别所表达的蛋

白"说明糖基化后的 E+*H:3 蛋白依然具有很好的

免疫学活性) 为确定所表达的蛋白是否是目的蛋

白 E+*H:3"实验将蛋白样品进行了 2&'5):J"(:

2*质谱鉴定"结果显示所送样品与 %-S)数据库

中罗非鱼 +*H:3 蛋白序列 # D<2304:42/0$具有

高度 相 似 性 # 433 $" 进 一 步 证 明 构 建 好 的

=G&HY3:#&>:3 质粒可在 HH宿主菌 #G*441$中

成功表达"并具有免疫学活性) 陈明等
'/8 6/1(

研究

表明"E+*H:3 与海豚链球菌抗原共刺激淋巴细胞

可显著增强免疫相关基因的表达量"且在罗非鱼

腹腔巨噬细胞上也具有相似作用"因此认为

E+*H:3 具有免疫增强和免疫佐剂的功能) 对此"
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我们比较了陈明等
'/7(

为表达 E+*H:3 蛋白所构建

的表达载体和所使用的宿主菌的特点"虽然所使

用的表达载体和宿主菌不同"但其表达的融合蛋

白均带有酿酒酵母的
#

:因子分泌信号肽"因为
#

2

因子中含有 / 个%2 糖基化位点和 4 个J:D2 蛋白

酶加工位点"当此酶对表达产物加工不全时可导

致信号序列中潜在糖基化位点的存在"此种信号

肽的载体均具有较大可能发生糖基化现象) 因

此"若不能准确排除宿主菌中糖基化的发生"需要

对 E+*H:3 自身发生糖基化进行确定后方能对后

续免疫学实验结果做出正确判断) 糖基化对于

HH所表达蛋白质的功能影响因蛋白质而异"可能

与糖基化位点的位置有关"由此可能出现降

低
'/:(

&增强
'/9(

或不影响
'/0(

蛋白功能的情况) 本

研究表明"对于使用 HH系统表达的重组 E+*H:3

蛋白"在明确有自身糖基化现象发生时"很有必要

对该种 +*H:3 蛋白进行去糖基化处理"并进一步

开展其免疫学活性变化机理的研究)
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