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【摘要】　目的　克隆、表达粉尘螨聚泛素样蛋白（ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ，ｐｏｌｙ－ｕ）的编码基因全长并制备表达质粒，对表达产物进

行生物学预测和分析。　方法　根据转录组测序及其功能注释结果，以粉尘螨Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ为模板，ＲＴ－ＰＣＲ和ＲＡＣＥ
技术获得全长基因后构建原核表达质粒，转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｔ１Ｒ感受态细胞中，利用异丙基－ｂ－Ｄ－硫代半乳糖苷
（ＩＰＴＧ）诱导表达，采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定表达产物。采用生物信息学软件分析该基因及其编码蛋白的生

物学特征。　结果　获得了粉尘螨聚泛素样蛋白的编码基因，全长１　６４４ｂｐ，构建的原核表达质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ
转化ＢＬ２１后经ＩＰＴＧ诱导表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ鉴定均可见目的蛋白条带。生物信息学分析该基因编码的

蛋白质由５４７个氨基酸组成，相对分子质量为６１．３×１０３。预测二级结构包括α－螺旋（占３２．５４％）、延伸主链（占１５．

３６％）和无规卷曲（占５２．１０％），优势表位可能为 ＴＧＧＱＱＭＧＲ、ＬＥＤＲＲＴＬ、ＩＱＤＫＥＱＩＰＰＤＱ。　结论　成功获得粉尘

螨聚泛素样蛋白的编码基因全长及其原核表达质粒，，并对其生物学特征进行了分析，为进一步针对该基因开发尘螨防

制措施奠定了基础。
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【基金项目】　国家自然科学基金项目（Ｎｏ．ＮＳＦＣ８１９７１５１１，ＮＳＦＣ８１００１３３０）；２０２０太湖人才计划高端人才项目（Ｎｏ．２０２０ＴＨＲＣ－ＧＤ－７）；无

锡市卫生计生科研重大项目（Ｎｏ．Ｚ２０１７０１）。

【通讯作者】　崔玉宝，Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｂｃｕｉ１９７５＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

【作者简介】　李青青（１９９５－），女，安徽人，在读硕士研究生。研究方向：尘螨与过敏性疾病。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｑｉｎｇｑｉｎｇ１２３１＠１６３．ｃｏｍ



　　目前全世界有３０％～４０％人群受过敏性疾病困
扰，已成为全球第六大疾病［１］。２０世纪６０年代，

Ｖｏｏｒｈｏｒｓｔ报道尘螨是室内灰尘过敏原的主要来源，此
后研究表明尘螨是过敏性疾病的重要诱因，如过敏性
哮喘、过敏性鼻炎、特应性湿疹等，全球人口总数的

２０％和５０％的过敏性疾病患者对尘螨过敏［２－３］。粉尘
螨和屋尘螨是我国人居环境中的优势螨种［４］。为了解
尘螨与过敏性疾病的关系，从１９８０年开始，多种过敏
原编码基因被测序、克隆和表达，已经发现的粉尘螨和
屋尘螨过敏原单组分有近４０个［５］。

Ｃｕｉ等［６－７］报道，为了解尘螨机体蛋白质的空间结
构、优势抗原表位，及其与Ｔ和Ｂ细胞表位之间的相
互作用，以便于进一步了解蛋白质的作用机制，有针对
性地设计出螨类抑制剂和开发杀螨剂用于控制室内尘

螨孳生，降低室内过敏原浓度，预防尘螨源性过敏性疾
病的发生发展。本研究在进行粉尘螨转录组测序和功
能注释时发现一段核酸序列与聚泛素样蛋白（ｐｏｌｙｕ－
ｂｉｑｕｉｔｉｎ，ｐｏｌｙ－ｕ）同源性较高。为进一步探讨其生理功
能以及其作为靶点抑杀螨类的可能性，采用分子生物
学方法获得了该编码基因全长并构建其原核表达质

粒，通过生物信息学软件分析了其理化性质并预测表
达蛋白的三维结构等特征，结果报告如下。

材料与方法

１　主要试剂与仪器

ＲＮＡｉｓｏ　Ｐｌｕｓ（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．９１０８　＆９１０９），３＇－Ｆｕｌｌ
ＲＡＣＥ　Ｃｏｒｅ　Ｓｅｔ　ｗｉｔｈ　ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭＲＴａｓｅ（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．
６１０６），ＴａＫａＲａ　ＬＡ　Ｔａｑ? ｗｉｔｈ　ＧＣ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．
ＲＲ０２ＡＧ），ＭｉｎｉＢＥＳＴ　Ａｇａｒｏｓｅ　Ｇｅｌ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．４．０（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．９７６２），５＇－Ｆｕｌｌ　ＲＡＣＥ　Ｋｉｔ　ｗｉｔｈ
ＴＡＰ（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．６１０７），Ｔｋｓ　Ｇｆｌｅｘ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．Ｒ０６０Ａ），ｐＳＩＭＰＬＥ－１９ＥｃｏＲＶ／ＢＡＰ　Ｖｅｃｔｏｒ
（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．６０１２），Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ　Ｃｅｌｌ　ＪＭ１０９
（ＴａＫａＲａ，Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．９０５２），ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｔ１Ｒ感受态细
胞均采购于大连宝生物公司；Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ? ＨＤ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．６３９６３３）采购于Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公
司；电泳成像装置为英国 Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏ－
ｔｅｃｈ公司产品；ＰＣＲ仪（Ｃ１０００）和电泳仪均购于美国

Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司。

２　方法

２．１　粉尘螨总ＲＮＡ提取　挑选５００只粉尘螨，匀浆
后使用ＲＮＡｉｓｏ　Ｐｌｕｓ（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．９１０８　＆９１０９）试剂提
取总ＲＮＡ，操作步骤按说明书进行。

２．２　目的基因获得　以粉尘螨总ＲＮＡ为模板，使用

３＇－Ｆｕｌｌ　ＲＡＣＥ　Ｃｏｒｅ　Ｓｅｔ　ｗｉｔｈ　ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＴＭ　ＲＴａｓｅ
（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．６１０６）反转录合成ｃＤＮＡ，试验设立 Ｍ－

ＭＬＶ（－）对照组。使用 ＴａＫａＲａ　ＬＡ　Ｔａｑ? ｗｉｔｈ　ＧＣ
Ｂｕｆｆｅｒ（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．ＲＲ０２ＡＧ）进行２次ＰＣＲ扩增，第１
次ＰＣＲ引物为Ｆ１、Ｒ１，第２次ＰＣＲ引物为Ｆ１、Ｒ２。

ＰＣＲ产物使用ＴａＫａＲａ　ＭｉｎｉＢＥＳＴ　Ａｇａｒｏｓｅ　Ｇｅｌ　ＤＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｖｅｒ．４．０（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．９７６２）切胶回收。
使用 ＴａＫａＲａ　５’－Ｆｕｌｌ　ＲＡＣＥ　Ｋｉｔ　ｗｉｔｈ　ＴＡＰ

（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．６１０７）对５μｌ粉尘螨 Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ 进行

ＣＩＡＰ、ＴＡＰ处理，与５’ＲＡＣＥ　Ａｄａｐｔｏｒ连接后反转录
合成ｃＤＮＡ。５’ＲＡＣＥ：设计并合成引物Ｒ３、Ｒ４，使用

ＴａＫａＲａ　Ｔｋｓ　Ｇｆｌｅｘ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．
Ｒ０６０Ａ）进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶
电泳鉴定后切胶回收并纯化。３’ＲＡＣＥ：设计合成引
物Ｆ２、Ｆ３，使用 ＴａＫａＲａ　ＬＡ　Ｔａｑ? ｗｉｔｈ　ＧＣ　Ｂｕｆｆｅｒ
（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．ＲＲ０２ＡＧ）进行ＰＣＲ扩增，扩增产物电泳后
切胶回收。引物序列见表１，由宝生物工程（大连）有
限公司合成。

表１　引物序列
Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

（５’－３’）

长度
Ｌｅｎｇｔｈ
（ｂｐ）

Ｆ１ ＡＴＣＡＧＣＡＡＣＧＴＴＴＧＡＴＣＴＴＴＧＣ　 ２２
Ｆ２ ＡＡＣＡＧＴＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＣＣＧＡＡＣ　 ２２
Ｆ３ ＡＣＴＴＴＧＡＣＴＧＧＴＡＡＡＡＣＡＡＴ　 ２０
Ｆ４ ＡＡＴＧＧＧＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＡＡＴＣＴＴＴＧＴＧＡＡＡＡＣ　 ３６
Ｒ１ ＴＡＧＴＴＴＣＣＡＣＣＡＣＧＡＡＧＴＣＧ　 ２０
Ｒ２ ＡＧＡＴＣＡＡＴＣＧＴＴＧＣＴＧＧＴＣＴＧＧ　 ２２
Ｒ３ ＡＣＣＡＣＧＴＡＧＡＣＧＣＡＡＴＡＣＣＡＡＡ　 ２２
Ｒ４ ＣＣＴＴＴＴＧＡＡＴＡＴＴＡＴＡＡＴＣＧＧＡ　 ２２
Ｒ５ ＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＴＴＣＣＡＣＣＡＣＧＡＡＧＴＣ　 ３６
Ｔ７ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ　 ２０
Ｔ７ｔ ＴＧＣＴＡＧＴＴＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＧＧ　 ２０

２．３　全长基因克隆及表达质粒构建　使用ＴａＫａＲａ
Ｔｋｓ　Ｇｆｌｅｘ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．Ｒ０６０Ａ）ＰＣＲ
扩增目的基因。反应体系（５０μｌ）：反转录ｃＤＮＡ　２μｌ，

２×Ｇｆｌｅｘ　ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋，ｄＮＴＰ　ｐｌｕｓ）２５μｌ，Ｔｋｓ
Ｇｆｌｅｘ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（１．２５ｕｎｉｔｓ／μｌ）１μｌ，Ｆ４（２０
ｐｍｏｌ／μｌ）１μｌ，Ｒ５（２０ｐｍｏｌ／μｌ）１μｌ，２０μｌ　ｄＨ２Ｏ２。
取５μｌ　ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，切胶回收
目的片段。使用Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ? ＨＤ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｃｌｏｎ－
ｔｅｃｈ　Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．６３９６３３）将目的基因 ＰＣＲ 产物和

ｐＳＩＭＰＬＥ－１９ＥｃｏＲＶ／ＢＡＰ　Ｖｅｃｔｏｒ（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．６０１２）连
接。连接体系：ｐＳＩＭＰＬＥ－１９ＥｃｏＲＶ／ＢＡＰ　Ｖｅｃｔｏｒ（５０
ｎｇ／μｌ）１μｌ，目的基因扩增ＰＣＲ产物（５０ｎｇ／μｌ）２μｌ，

５×Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ　ＨＤ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｐｒｅｍｉｘ　２μｌ，加ｄＨ２Ｏ２ 至

１０μｌ。置５０℃中反应１５ｍｉｎ。取１μｌ连接产物热转
化至Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ　Ｃｅｌｌ　ＪＭ１０９（Ｃｏｄｅ　Ｎｏ．９０５２）
中，涂布平板，３７℃过夜培养。挑取阳性克隆，提取质
粒，用引物Ｔ７、Ｔ７ｔ进行测序，测序正确的质粒命名为

·３２９·
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ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ。

２．４　目的蛋白表达及鉴定　取３５μｌ转化液涂布

ＬＢ／抗生素 Ａｍｐ（１００μｇ／ｍｌ）平板，３７℃过夜培养。
取１．０μｌ质粒转化Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ　ｃｅｌｌ　ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｔ１Ｒ。
同样做ｐＥＴ－２８ａ（＋）空质粒对照。分别挑取单菌落至

２ｍｌ　ＬＢ／Ａｍｐ（１００μｇ／ｍＬ）培养基中，３７℃过夜培
养，在玻璃管中添加５ｍｌ　ＬＢ／Ａｍｐ（１００μｇ／ｍｌ）培养
基，添加种培养菌液１００μｌ。３７℃培养至吸光度Ａ６００
＝０．６，添加１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ　５０μｌ（ｆｉｎａｌ　１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ）于３７℃继续培养４ｈ。然后用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ验证表达产物［８－１０］。

２．５　生物信息学分析　利用 ＮＣＢＩ网站的 ＯＲＦ
ＦＩＮＤＥＲ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）
预测目的基因开放阅读框并翻译成氨基酸序列；采用
在线软件 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／

ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）进行理化性质预测。应用ＳｉｎｇａＩＰ　５．０软
件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ｓｉｇｎａｌｐ／）进行
信号肽序列分析。采用 ＴＭｐｒｅｄ软件进行跨膜区分
析，采用ＧＯＲ４软件预测氨基酸序列的二级结构。采
用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ进行三级结构预测，并用ＳＡＶＥＳ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓｎ．ｍｂｉ．ｕｃｌａ．ｅｄｕ／ＳＡＶＥＳ／）在线软
件中的ＰＲＯＣＨＥＣＫ和ＶＥＲＩＦＹ－３Ｄ方法进行模型质
量评估。采用 Ｍｅｇａ－Ｘ 软件建立分子进化树，方法为

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ），类型为 Ｐｈｙｌｏ－ｇｒａｍ。使用

ＩＥＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｔｏｏｌｓ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｂｃｅｌｌ／）、ＢｅｐｉＰｒｅｄ　１．０
Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＢｅｐｉＰｒｅｄ－
１．０／）在线软件进行Ｂ细胞抗原预测。使用ＶＭＤ软
件在预测的三维结构上标注出优势抗原位置。

结　果

１　目的基因克隆
以粉尘螨总ＲＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，经１％

琼脂糖凝胶电泳鉴定，扩增的目的基因条带清晰。通
过ＲＡＣＥ技术获得全长序列。使用 ＮＣＢＩ的 ＯＲＦ
Ｆｉｎｄｅｒ服务器对该系列进行开放读框架的分析，显示
含１个完整开放读码框，从起止密码子 ＡＴＧ至终止
密码子ＴＡＡ全长１　６４４ｂｐ（图１）。

２　目的蛋白的表达与鉴定
将含有目的基因的质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ转入

ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｔ１Ｒ感受态细胞中，用ＩＰＴＧ对阳性克隆
进行诱导表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（图２Ａ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ
（图２Ｂ）鉴定，结果表明该质粒成功表达。

３　粉尘螨多聚泛素样蛋白的生物信息学分析

３．１　蛋白的分子特征　粉尘螨聚泛素样蛋白基因编
码５４７个氨基酸，相对分子质量约６１．３×１０３，理论ｐＩ
７．７４，带负电荷的残基数为（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）７７，带正电荷

的残基数为（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）７８。不稳定性指数为３５．７４，
该蛋白质为稳定蛋白。脂肪指数９７．４４，亲水性的平
均值－０．４９７。跨膜结构域分析显示，该编码蛋白具有
螺旋区域，无信号肽结构。蛋白的二级结构包括α－螺
旋（占３２．５４％）、延伸主链（占１５．３６％）和无规卷曲
（占５２．１０％）（图３）。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１　粉尘螨多泛素样蛋白基因ＰＣＲ
扩增产物

图１　粉尘螨多泛素样蛋白基因ＰＣＲ扩增产物电泳图（左）
及其序列全长（右）

Ｍ　ＤＬ２　０００ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；　１　ＲＴ－ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ
ｔｈｅ　Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓｆａｒｉｎａｅ　Ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｇｅｎｅ
Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓ　ｏｆ　ＲＴ－ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ
ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｆａｒｉｎａｅ　Ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｇｅｎｅ（Ｌｅｆｔ）ａｎｄ

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｆａｒｉｎａｅ
Ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｇｅｎｅ（Ｒｉｇｈｔ）

３．２　抗原表位　使用在线软件ＩＥＤＢ和 ＢｅｐｉＰｒｅｄ
Ｓｅｒｖｅｒ预测Ｂ 细胞优势抗原，得到长度＞６个氨基酸
的抗原（表２）。

３．３　空间结构　使用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ软件以编号为

５ｂ８３．２．Ａ蛋白质分子为模板，建立了粉尘螨多聚泛
素样 蛋 白 的 三 维 空 间 结 构 （图 ４Ａ），模 型 质 量

ＱＭＥＡＮ值为０．７６（ＱＭＥＡＮ在０～１之间，越趋近于

１，模型质量越高），模型质量评估较好。使用ＳＡＶＥＳ
在线软件对该模型进行模型质量评估，结果如表３。
在评估合格的三维结构模型上进行优势抗原注释，结
果见图４Ｂ、４Ｃ、４Ｄ。

３．４　分子进化分析　使用ＢＬＡＳＴ软件对该序列进
行同源性分析后，选取同源性较高的屋尘螨、家蝇、蜜
蜂、大黄蜂、拟南芥、长牡蛎、铜绿蝇、烟粉虱、米象、温
带臭虫及夜蛾序列，使用 ＭＥＧＡ－Χ软件构建进化树，
结果见图５。粉尘螨和屋尘螨进化关系较近，独成一
簇。
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　　Ａ　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＭＷ　ｍａｒｋｅｒ（Ｂｒｏａｄ）　１　ｐＥＴ－２８ａ（＋）全细胞　
２　ｐＥＴ－２８ａ（＋）上清　３　ｐＥＴ－２８ａ（＋）沉淀　４　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ
全细胞　５　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ上清　６　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ沉淀

Ｂ　Ｍ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｐｌｕｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ　１　ｐＥＴ－２８ａ（＋）全细
胞　２　ｐＥＴ－２８ａ（＋）上清　３　ｐＥＴ－２８ａ（＋）沉淀　４　ｐＥＴ２８ａ（＋）－
ｐｏｌｙ－ｕ全细胞　５　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ上清　６　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ
沉淀　Ｍ２　ｐｅｒｆｅｃｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ。箭头所示为目的蛋白。

图２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ａ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｂ）鉴定质粒
ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ在大肠埃希菌中的表达

Ａ　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ＭＷ　ｍａｒｋｅｒ（Ｂｒｏａｄ）　１　ｐＥＴ－２８ａ（＋）ｗｈｏｌｅ
ｃｅｌｌ　２　ｐＥＴ－２８ａ（＋）ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　３　ｐＥＴ－２８ａ（＋）ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　４
　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ　ｗｈｏｌｅ　ｃｅｌｌ　５　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
　６　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

Ｂ　Ｍ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｐｌｕｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ　１　ｐＥＴ－２８ａ（＋）ｗｈｏｌｅ
ｃｅｌｌ　２　ｐＥＴ－２８ａ（＋）ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　３　ｐＥＴ－２８ａ（＋）ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　４
　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ　ｗｈｏｌｅ　ｃｅｌｌ　５　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
　６　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　Ｍ２　ｐｅｒｆｅｃｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍａｒｋｅｒ．
Ｔｈｅ　ａｒｒｏｗ　ｓｈｏｗｓ　ｔｈｅ　ｔａｒｇｅｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ．
Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｅ．ｃｏｌｉ

ｂｙ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ａ）ａｎｄ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｂ）

注：ｈ－α螺旋；ｅ－延伸链；ｃ－无规卷曲
图３　粉尘螨聚泛素样蛋白二级结构

Ｎｏｔｅｓ：ｈ－Ａｌｐｈａ　ｈｅｌｉｘ；ｅ－Ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｓｔｒａｎｄ；ｃ－Ｒａｎｄｏｍ　ｃｏｉｌ．
Ｆｉｇ．３　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ

表２　粉尘螨多聚泛素样蛋白Ｂ细胞抗原表位预测
Ｔａｂｌｅ　２　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｂ　ｃｅｌｌ　ｅｐｉｔｏｐｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｆａｒｉｎａｅ

预测软件
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
ｓｅｒｖｅｒ

表位预测
Ｅｐｉｔｏｐｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
（Ｐｅｐｔｉｄｅ，ａａ）

选择表位
Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｅｐｉｔｏｐｅｓ
（Ｐｅｐｔｉｄｅ，ａａ）

ＩＥＤＢ

５－１２、４４－５５、６３－１００、１２０－１３２、１４５－１５６、
１６０－１７６、１９６－２０６、２２１－２５１、２７２－２８２、２９６－
３０７、３１３－３１８、３４８－３５８、３７３－３８３、３８９－４１４、
４２３－４３４、４４９－４８１、５００－５１１、５２５－５３４

５－１２ＴＧＧＱＱＭＧＲ
６４－７０ＬＥＤＲＲＴＬ
２７２－２８２
ＩＱＤＫＥＱＩＰＰＤＱ

ＢｅｐｉＰｒｅｄ
１．０Ｓｅｒｖｅｒ

４－１２、３１－３９、４３－５４、６４－７０、１０７－１１５、１１９－
１３０、１４０－１４６、１８３－１９１、１９５－２０６、２１６－２２２、
２５９－２６７、２７１－２８２、２９２－２９８、３３５－３４３、３４７－
３５８、３６８－３７４、４１１－４１９、４２３－４３４、４４４－４５０、
４８７－４９５、４９９－５１０、５２０－５２６

表３　粉尘螨多聚泛素样蛋白模型质量评估
Ｔａｂｌｅ　３　Ｑｕａｌｉｔｙ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｄｅｌ

ｏｆ　Ｄ．ｆａｒｉｎａ
方法
Ｍｅｔｈｏｄ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

模型质量
Ｑｕａｌｉｔｙ

ＶＥＲＩＦＹ－３Ｄ １００％的氨基酸残基３Ｄ／１ＤＳＣＯＲＥ≥０．２ 合格

ＥＲＲＡＴ　 Ｏｖｅｒａｌｌ　ｑｕａｌｉｔｙ　ｆａｃｔｏｒ：９７．０２６％ 合格

ＰＲＯＣＨＥＣｋ
拉氏图显示９５．１％的氨基酸残基位于红色
区域内，４．９％的氨基酸残基位于黄色区域
内，三维结构图质量较好；

合格

　　Ａ　粉尘螨多聚泛素样蛋白三维空间结构　Ｂ　粉尘螨多聚泛素
样蛋白ａａ５－ａａ１２位抗原表位　Ｃ　粉尘螨多聚泛素样蛋白ａａ６４－ａａ７０位
抗原表位　Ｄ　粉尘螨多聚泛素样蛋白ａａ２７２－ａａ２８２位抗原表位

图４　粉尘螨多聚泛素样蛋白的空间结构及表位预测
Ａ　Ｔｈｅ　ｓｐａｔｉａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　Ｄｅｒ－

ｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓｆａｒｉｎａｅ　Ｂ　Ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａａ５－ａａ１２ｅｐｉｔｏｐｅ
ｏｆ　Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓｆａｒｉｎａｅ　Ｃ　Ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａａ６４－ａａ７０
ｅｐｉｔｏｐｅ　ｏｆ　Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｆａｒｉｎａｅ　Ｄ　Ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ
ａａ２７２－ａａ２８２ｅｐｉｔｏｐｅ　ｏｆ　Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓｆａｒｉｎａｅ

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｓｐａｔｉａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｅｐｉｔｏｐｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｆａｒｉｎａｅ

讨　论

本研究在国际上首次获得了粉尘螨多聚泛素类蛋

白的编码基因。１９７５年人们首次在牛胸腺中发现泛
素，为含有７６个氨基酸的小分子蛋白，高度保守［１１］，
参与真核生物中的“泛素化”过程，通过标记靶蛋白来

·５２９·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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进行蛋白质降解［１２］。泛素同样是自噬机制的重要分
子，已有近２０种不同类型的选择性自噬被描述，其中
约５０％是泛素驱动的［１３］。泛素系统亦参与自身免疫
性疾病和炎症性疾病的发病机制，如关节炎、牛皮癣和
过敏［１４］。泛素分子通过赖氨酸残基或者 Ｎ端蛋氨酸
残基偶联所形成的特定聚合物称为多聚泛素［１５］。这
种偶联的不确定性决定了多聚泛素类分子作用机制的

多样性。

　　注：Ａｅｔ　ｔ、Ｓｉｔ　ｏ、Ｂｅｍ　ｔ、Ｃｒａ　ｇ、Ｓｐｏ　ｆ、Ｃｉｍ　ｌ、Ａｐｉ　ｍ、Ｖｅｓ　ｍ、Ｌｕｃ　ｃ、
Ｍｕｓ　ｄ、Ｄｅｒ　ｐ和Ｄｅｒ　ｆ依次为拟南芥、米象、烟粉虱、长牡蛎、夜蛾、温带
臭虫、蜜蜂、大黄蜂、铜绿蝇、家蝇、屋尘螨、粉尘螨的多聚泛素基因。
图５　粉尘螨多聚泛素样蛋白的分子进化树（ＭＥＧＡ－Ｘ，

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）方法）
Ｎｏｔｅｓ：Ａｅｔ　ｔ，Ｓｉｔ　ｏ，Ｂｅｍ　ｔ，Ｃｒａ　ｇ，Ｓｐｏ　ｆ，Ｃｉｍ　ｌ，Ａｐｉ　ｍ，Ｖｅｓ　ｍ，Ｌｕｃ　ｃ，

Ｍｕｓ　ｄ，Ｄｅｒ　ｐ，Ｄｅｒ　ｆ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｇｅｎｅ　ｆｒｏｍ
Ａｅｔｈｉｎａ　ｔｕｍｉｄａ，Ｓｉｔｏｐｈｉｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ，Ｂｅｍｉｓｉａ　ｔａｂａｃ，Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ，
Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ，Ｃｉｍｅｘ　ｌｅｃｔｕｌａｒｉｕｓ，Ａｐｉｓ　ｍｅｌｌｉｆｅｒａ，Ｖｅｓｐａ
ｍａｎｄａｒｉｎｉａ，Ｌｕｃｉｌｉａ　ｃｕｐｒｉｎａ，Ｍｕｓｃａ　ｄｏｍｅｓｔｉｃａ，Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ
ｐｔｅｒｏｎｙｓｓｉｎｕｓ，Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓｆａｒｉｎａｅ．

Ｆｉｇ．５　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｇｅｎｅ
ｏｆ　Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅｓ　ｆａｒｉｎａｅ（ＭＥＧＡ－Ｘ，ｍｅｔｈｏｄ：

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ））

本研究通过ＲＴ－ＰＣＲ技术获得粉尘螨多聚泛素
样蛋白的编码基因，构建并成功表达了目的蛋白

ｐＥＴ２８ａ（＋）－ｐｏｌｙ－ｕ。经生物信息学分析，预测该蛋白
亲水性较差，并且不具有信号肽结构域。信号肽是位
于新生蛋白Ｎ末端的一段可与引导蛋白质到达特定
区域的片段，并介导蛋白质完成跨膜转运。因粉尘螨
多聚泛素蛋白无信号肽，因此无法在信号肽的介导下
到达特定区域。

抗原表位的性质、数目和空间构型决定抗原的特
异性，抗原表位与相应的淋巴细胞表面的抗原受体结
合，可激活淋巴细胞引起机体免疫应答，本研究预测粉
尘螨多聚泛素样蛋白含有优势Ｂ细胞抗原，并在蛋白
三维结构图上标注出３个优势Ｂ细胞抗原的空间位
置。使用 ＭＥＧＡ－Χ软件对粉尘螨多聚泛素样蛋白构
建分子进化树，结果显示该蛋白与屋尘螨进化关系较

近，有相似功能，与尘螨分类体系一致［１６］。
本研究成功得到了粉尘螨多聚泛素类蛋白编码基

因及其原核表达质粒，生物信息学分析显示，其表达产
物含有优势Ｂ细胞抗原，可能具有抗原性，可为研发
该基因为靶点的疫苗提供理论基础。
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Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１４，４７（３）：３４４－３５３．
［７］　Ｃｕｉ　Ｙ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｍｉｔｅ　ａｌｌｅｒｇｅｎｓ［Ｊ］．Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　Ｒｅｐ，

２０１３，４０（１）：６８１－６８６．
［８］　杨华莹，朱晗婷，崔玉宝．粉尘螨瘦素受体叠加转录蛋白样１基因

克隆及序列分析［Ｊ］．中国血吸虫病防治杂志，２０２０：２４８－２５４．
［９］　孙金霞，周鹰，杨李，等．粉尘螨变应原Ｄｅｒ　ｆ　Ｍａｌ　ｆ　６的克隆、表达

及生物信息学分析［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２０１３，３１（６）：５３０－

５３４．
［１０］　朱晗婷，吴美丽，周鹰，等．粉尘螨长链脂肪酸转运蛋白基因克隆

及序列分析［Ｊ］．中国媒介生物学及控制杂志，２０２０，３１（２）：１６９－

１７４．
［１１］　Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ　Ｇ，Ｓｃｈｅｉｄ　Ｍ，Ｈａｍｍｅｒｌｉｎｇ　Ｕ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｐｏｌｙ－

ｐｅｐｔｉｄｅ　ｔｈａｔ　ｈａｓ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ａｎｄ　ｉｓ

ｐｒｏｂａｂｌｙ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ　ｕｎｉｖｅｒｓａｌｌｙ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ

Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，１９７５，７２（１）：１１－１５．
［１２］　Ｃｈｅｎ　ＲＨ，Ｃｈｅｎ　ＹＨ，Ｈｕａｎｇ　ＴＹ．Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆ　ａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｓｃｉ，２０１９，２６（１）：８０．
［１３］　Ｇｒｕｍａｔｉ　Ｐ，Ｄｉｋｉｃ　Ｉ．Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ａｎｄ　ａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ｊ　Ｂｉｏｌ

Ｃｈｅｍ，２０１８，２９３（１５）：５４０４－５４１３．
［１４］　Ｗａｎｇ　Ｊ，Ｍａｌｄｏｎａｄｏ　Ｍ　Ａ．Ｔｈｅ　ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ　ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ

ｉｔｓ　ｒｏｌｅ　ｉｎ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ａｎｄ　ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２００６，３（４）：２５５－２６１．
［１５］　Ａｋｕｔｓｕ　Ｍ，Ｄｉｋｉｃ　Ｉ，Ｂｒｅｍｍ　Ａ．Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ　ｃｈａｉｎ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ａｔ　ａ

ｇｌａｎｃｅ［Ｊ］．Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ，２０１６，１２９（５）：８７５－８８０．
［１６］　Ｌｉ　Ｌ，Ｑｉａｎ　Ｊ，Ｚｈｏｕ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｄｏｍｅｓｔｉｃ　ｍｉｔｅ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ａｌｌｅｒｇｙ：ｃａｕ－

ｓｅｓ，ｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ａｎｄ　ｆｕｔｕｒｅ　ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ［Ｊ］．Ｉｎｔ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１８（３２）：２０５８７３８４１８８０４０９．
【收稿日期】　２０２１－０５－０１　【修回日期】　２０２１－０７－１６

·６２９·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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