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【摘要】 目的 构建真核表达载体pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his,经表达、纯化后获得融合蛋白EG14-3-3-myc-his,并

通过生物信息学预测EG14-3-3蛋白的空间结构。 方法 以pet41a-EG14-3-3为模板PCR扩增EG14-3-3基因的CDS
区,经限制性内切酶EcoRⅠ和BamHⅠ双酶切后连接到真核表达质粒pcDNA3.1-myc-his

 

A(-)中,构建真核表达质粒

pcDNA3.1-
 

EG14-3-3-myc-his。将质粒转染入293T 细胞中表达 EG14-3-3-myc-his蛋白,经亲和层 析 纯 化 后 进 行

Western
 

blot鉴定,通过在线网站对 EG14-3-3蛋白空间结构进行生物信息学预测。 结果 成功构建pcDNA3.1-
EG14-3-3-myc-his真核表达质粒,表达产物纯化后经SDS-PAGE电泳分析其分子质量为27.9

 

ku,与预期一致,且以第3
次(4

 

℃过夜)洗涤的靶蛋白含量较高。Western
 

blot检测纯化后带有 His标签的重组蛋白EG14-3-3-myc-his能被 His
单克隆抗体识别。生物信息学预测EG14-3-3蛋白无信号肽和跨膜区,其二级结构中的N端为无规则卷曲,之后紧连两

个α螺旋,C末端为无规则卷曲和较短的片层结构。 结论 成功构建了pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his真核表达载体,

通过蛋白纯化技术获得高纯度的蛋白。表达的EG14-3-3蛋白含有无规则卷曲,可能为抗原表位所在位置,为进一步研

究14-3-3蛋白的功能及应用奠定了实验基础。
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【Abstract】 Objective The
 

eukaryotic
 

expression
 

vector
 

pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his
 

was
 

constructed,and
 

the
 

fusion
 

protein
 

EG14-3-3-myc-his
 

was
 

expressed
 

and
 

purified.The
 

spatial
 

structure
 

of
 

EG14-3-3
 

protein
 

was
 

predicted
 

by
 

bioinformatics. Methods Using
 

pet41a-EG14-3-3
 

as
 

the
 

template,the
 

CDS
 

region
 

of
 

EG14-3-3
 

was
 

amplified
 

and
 

cleaved
 

into
 

the
 

eukaryotic
 

expression
 

plasmid
 

pcDNA3.1-myc-his
 

A(-)
 

by
 

restriction
 

enzyme
 

EcoR
 

I
 

and
 

BamH
 

I.The
 

eukaryotic
 

expression
 

plasmid
 

pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his
 

was
 

constructed
 

and
 

transfected
 

into
 

293T
 

cells
 

to
 

express
 

EG14-3-3-myc-his
 

protein.The
 

fusion
 

protein
 

was
 

purified
 

by
 

affinity
 

chromatography
 

and
 

identified
 

by
 

Western
 

blot.The
 

spatial
 

structure
 

of
 

EG14-3-3
 

protein
 

was
 

predicted
 

by
 

bioinformatics
 

through
 

various
 

online
 

websites. Results The
 

eukaryotic
 

expression
 

plasmid
 

pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his
 

was
 

successfully
 

constructed.After
 

purification,SDS-PAGE
 

electrophoresis
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

an
 

obvious
 

band
 

at
 

27.9
 

kDa,which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

expected
 

position
 

of
 

the
 

protein,and
 

the
 

protein
 

content
 

was
 

higher
 

after
 

the
 

third
 

washing
 

(overnight
 

at
 

4℃).Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

purified
 

recombinant
 

protein
 

EG14-3-3-myc-his
 

could
 

be
 

recognized
 

by
 

anti-His
 

monoclonal
 

antibody.It
 

is
 

predicted
 

by
 

bioinformatics
 

that
 

EG14-3-3
 

protein
 

had
 

no
 

signal
 

peptide
 

and
 

no
 

transmembrane
 

region,the
 

N-terminal
 

of
 

the
 

secondary
 

structure
 

of
 

EG14-3-3
 

protein
 

had
 

random
 

coil,followed
 

by
 

two
 

alpha
 

helix,and
 

the
 

C-terminal
 

had
 

random
 

coil
 

and
 

short
 

lamellar
 

structure. Conclusion The
 

eukaryotic
 

expression
 

vector
 

pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his
 

was
 

successfully
 

constructed,and
 

the
 

high
 

purity
 

protein
 

was
 

obtained
 

by
 

protein
 

purification
 

technology.The
 

EG14-3-3
 

protein
 

had
 

random
 

coil,which
 

may
 

be
 

the
 

location
 

of
 

the
 

antigen
 

epitope.It
 

provided
 

the
 

basis
 

for
 

the
 

study
 

on
 

the
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function
 

and
 

application
 

of
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in
 

the
 

future.
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  细粒棘球蚴病又称囊型包虫病,是由细粒棘球绦

虫(Echinococcus
 

granulosus,Eg)的幼虫寄生于人或

动物体内而引发、具有严重危害的人畜共患疾病[1-
 

2]。
包虫病的传播已呈全球性分布,在我国主要流行于西

北牧区如青海、内蒙古、宁夏、甘肃、新疆等地[3]。目前

对于包虫病的治疗主要依靠手术和药物,但手术治疗

对人体损伤极大且易复发,而药物可产生极强的毒副

作用,且部分患者不耐受,效果均不理想[4-6]。近几年

在对真核细胞信号通路的研究中发现了一组关键信号

蛋白14-3-3蛋白家族[7],该蛋白依靠I型结构域通过

与其配体相互作用,参与细胞生物学过程的调节[8]。
在细粒棘球绦虫不同的发育阶段均可检查到稳定存在

14-3-3蛋白,该蛋白在其增殖分化中发挥重要的调控

作用,提示EG14-3-3蛋白可作为疫苗工具来预防囊型

包虫 病 感 染[9-11]。本 研 究 通 过 构 建 真 核 表 达 质 粒

pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his表达重组蛋白EG14-3-
3-myc-his,并对重组蛋白进行纯化及鉴定,利用生物

信息学方法对EG14-3-3蛋白的结构进行预测,为囊型

包虫病的预防与治疗提供条件。

材料与方法

1 材料

1.1 主 要 试 剂 和 菌 株  DNA
 

Marker
 

DL2000,

pushion酶,限制性内切酶 BamHⅠ、EcoRⅠ及 T4
 

DNA连接酶购自美国 NEB公司;NucleoSpin
 

Gel
 

和
 

PCR
 

Clean-up胶回收试剂盒购自德国 MACHEREY-
NAGEL公司;Plasmid

 

Mini
 

KitⅠ柱式质粒小量抽提

试剂盒购自美国 OMEGA公司;LBA固体培养基和

LB液体培养基,氨苄青霉素,IPTG 以及anti-GST
(mouse)购自美国Sigma公司。Liminata

 

Crescendo
 

Western
 

HRP
 

substrate购自美国 Millipore公司,大
肠埃希菌E.coli

 

DH10B由新疆医科大学第一附属医

院中心实验室提供。

1.2 分 析 软 件 包括
 

SignalP(http://www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP/),TMHMM

 

Server(http:/

www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/),

PSIPRED(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred),I-
TASSE(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/)。

2 方法

2.1 引物设计与合成 根据细粒棘球绦虫EG14-3-3
基因序列(登录号:KU739136.1)及质粒pcDNA3.1-

 

myc-his
 

A(-)的酶切图谱,利用DNAstar软件辅助设

计引物,由上海Sangon公司合成。EG14-3-3上游引

物P1:5'-ATTCCGGAATTCATGGCAGCTATTA
CCTCTTGG-3';

EG14-3-3下游引物P2:5'-ATTGCGGGATCCG
GAGTCGGTCTCACATTCGGAGCT-3'。

2.2 EG14-3-3基 因 扩 增 与 pcDNA3.1-EG14-3-3-
myc-his真核表达质粒的构建 以pet41a-

 

EG14-3-3
为模板,以P1和P2为引物PCR扩增 EG14-3-3基

因。扩增条件:94
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,55
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,共25个循环;72
 

℃延伸7
 

min。分别用

EcoRⅠ 和 BamH Ⅰ 双 酶 切 PCR 产 物 及 质 粒

pcDNA3.1-myc-his
 

A(-),酶切目的片段经T4
 

DNA
连接酶连接后转化至感受态DH10B中,37

 

℃培养过

夜,经氨苄抗性标记筛选得到的阳性克隆酶切鉴定后

交由上海Sangon公司测序,利用 DNAstar软件及

GenBank/Blast在线工具对测序结果进行分析。

2.3 EG14-3-3-myc-his重组蛋白的真核表达及纯化

 通过转染试剂Tubfect将测序正确的18μg真核表

达质粒pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his
 

转染入3盘直

径10
 

cm皿的293T细胞中,置于5%CO2 细胞培养箱

37
 

℃培养48
 

h。根据细胞培养皿的面积加入适量含

蛋白酶抑制剂及PMSF的lysis
 

buffer(50
 

mmol/L
 

NaH2PO4,300
 

mmol/L
 

NaCl,10
 

mmol/L咪唑,1%
 

Triton
 

X-100,pH8.0),反复冻融2次,冰上裂解20
 

min,收集裂解液至EP管,冰上超声破碎(功率75
 

W,

15
 

s/次,共6次,每次间隔10s)。将细胞裂解液于4℃
以9600g离心20min,收集上清至15

 

ml离心管。将

细胞裂解液上清加至经过lysis
 

buffer预洗涤的Ni柱

上,于4
 

℃以300
 

g离心10
 

min,反复将所有裂解液过

柱3次。用 washing
 

buffer(50
 

mmol/L
 

NaH2PO4,

300
 

mmol/L
 

NaCl,20
 

mmol/L咪唑,pH8.0)洗柱3
次,于4

 

℃以900
 

g离心10
 

min,收集3次的过滤液,
标记为 W1、W2、W3。最后加入200

 

μl
 

Elution
 

buffer
(50

 

mmol/L
 

NaH2PO4,300
 

mmol/L
 

NaCl,250
 

mmol/L咪唑,pH8.0)洗脱EG14-3-3-myc-his融合蛋

白,洗脱液反复洗脱3次(分别为1、2
 

h和4
 

℃过夜),
收集每次的洗脱液,标记为E1、E2、E3,并进行蛋白定

量。取20
 

μl上清(细胞裂解液、W1、W2、W3、E1、E2、

E3)与等体积2×SDS上样缓冲液混合,100
 

℃变性5
 

min,用12%
 

SDS
 

PAGE电泳检测蛋白表达情况。

2.4 EG14-3-3-myc-his真核表达蛋白的鉴定 纯化

后的 蛋 白 加 热 变 性 后 经 SDS-PAGE 分 离,湿 转 至

PVDF膜(0.45
 

μm)上,5%脱脂奶粉TBST封闭1
 

h,
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加入anti-his(1∶1000)4
 

℃孵育过夜,加入二抗anti-
rabbit(1∶10000)室 温 孵 育 1

 

h,采 用 Liminata
 

Crescendo
 

Western
 

HRP
 

substrate进行显色,X片曝

光显影。

2.5 EG14-3-3蛋白的结构预测 EG14-3-3蛋白存

于GenBank,登录号 AMX81438.1,全长247个氨基

酸。EG14-3-3蛋白氨基酸序列为:msslskreenvymakl
ceqcerydemvkamkdvlesgadlsveernllsvayknvvgarrsswr
vissieqkhdgdakmqiakkvreeierelsatckeildlldktllpaasss
eskifflkmkgdyyryvaefctgderkqasdnslmayksatevaegd
mqtthpirlglalnfsvfyyeimnnpkracelarkafddavaeldtlpe
esykdatlimqllrdnltlwnsdagdtdaaeppkad。

通 过 SignalP 预 测 信 号 肽,应 用 在 线 软 件

TMHMM
 

Server分析重组蛋白的跨膜结构域,运用

SOPMA在线分析软件预测蛋白的二级结构。运用I-
TASSER建立模型,分析蛋白的三级结构。

结 果

1 EG14-3-3-myc-his真核表达质粒的构建

以pet41a-
 

EG14-3-3质粒为模板,PCR扩增出目

的基因EG14-3-3片段。经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定,
扩增片段约为771

 

bp,与预计序列长度相符(图1A)。
选取构建的5个克隆通过BamHⅠ、EcoRⅠ进行双酶

切鉴定,其中2-4,6号克隆均得到771
 

bp的特异性片

段(图1C)。选取鉴定正确的克隆质粒进行测序,测序

结果经DNAstar软件及GeneBank/BLast分析,证明

pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his
 

重组表达质粒构建正

确。

  A EG14-3-3
 

PCR扩增 M DNA标志物(DL2000) 1 EG14-
3-3

 

PCR产物B质粒pcDNA3.1-myc-his
 

A(-)经BamHⅠ、EcoRⅠ双酶
切鉴定 M DNA标志物(DL2000) 1 质粒pcDNA3.1-myc-his

 

A
(-) 2 质粒pcDNA3.1-myc-his

 

A(-)经BamHⅠ、EcoRⅠ双酶切 3
 EG14-3-3

 

PCR产物经BamHⅠ、EcoRⅠ双酶切CpcDNA3.1-EG14-
3-3-myc-his双酶切鉴定 M DNA标志物(DL2000) 1~6 分别为

6个pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his克隆双酶切
图

 

1 质粒pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his的构建

A M
 

DL2000 1 EG14-3-3
 

PCR
 

productB M DL2000 1 
Plasmid

 

pcDNA3.1-myc-his
 

A(-) 2 plasmid
 

pcDNA3.1-myc-his
 

A
(-)

 

was
 

double-digested
 

by
 

BamH,EcoRⅠ 3 EG14-3-3
 

PCR
 

product
 

was
 

double-digested
 

by
 

BamHⅠ,EcoRⅠC
 

M DL2000 1-6 Six
 

pcDNA3.1-EG14-3-3-MYC-HIS
 

clones
 

were
 

selected
 

and
 

identified
 

by
 

double
 

digestion
Fig.1 Construction

 

of
 

plasmid
 

pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his

2 EG14-3-3的表达及纯化

EG14-3-3-myc-his
 

蛋白在真核细胞293T 中表

达,从图2可以看出pcDNA3.1-myc-his
 

A(-)在真核

细胞中表达量满足实验需要。当使用washing
 

buffer
洗涤后,第1次洗涤可洗脱大量蛋白,但不含目的蛋

白,而第2、3次洗脱蛋白较少。当对挂柱的蛋白使用

Elution
 

buffer洗涤后,第1、2次洗脱蛋白较少,第3
次(4

 

℃过夜法)洗脱蛋白较多,且为特异蛋白。3次

洗脱的蛋白总量依次为0.12
 

μg,0.1
 

μg和2.2
 

μg。

  M 蛋白分子质量标准 1 全细胞裂解液 2 Washing第1次
洗脱蛋白 3 Washing第2次洗脱蛋白 4 Washing第3次洗脱蛋
白 5 Elution第1次洗脱蛋白 6 Elution第2次洗脱蛋白 7 
Elution第3次洗脱蛋白

图
 

2 重组蛋白EG14-3-3-myc-his的纯化

M Protein
 

marker 1 Whole
 

cell
 

lysate 2 Washing
 

first
 

eluent 3 Wshing
 

second
 

eluen 4 Washing
 

third
 

eluent 5 
Elution

 

first
 

eluent 6 Elution
 

second
 

eluent 7 Elution
 

third
 

eluent
Fig.2 Purification

 

of
 

recombinant
 

EG14-3-3-myc-his

3 EG14-3-3的鉴定

Western
 

blot显示,经表达、纯化获得的融合蛋白

EG14-3-3-myc-his能被抗 His单克隆抗体识别,表明

其携带His标签,反应条带位于27.9
 

ku处,融合蛋白

EG14-3-3-myc-his表达正确(图3)。
 

4 EG14-3-3蛋白结构预测

SignalP和TMHMM 预测EM18蛋白无信号肽

和跨膜区(图4)。PSIPRED预测EG14-3-3蛋白二级

结构,结果如图5A。可以看出,EG14-3-3蛋白蛋白N
端为无规卷曲,之后紧连2个α螺旋,C末端为无规则

卷曲和较短的片层结构。这些无规则卷曲多数含有5
个以上的氨基酸残基,是形成抗原表位的可能位置。
利用I-TASSER[12-13]对重组蛋白的三级结构进行预

测,结果见图5B。C-score=0.30(Read
 

more
 

about
 

C-
score);TM-score

 

=
 

0.75±0.10;RMSD
 

=5.2±
3.3A。
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图
 

3 重组蛋白EG14-3-3-myc-his的 Western
 

blot鉴定

Fig.3 Western
 

blot
 

identification
 

of
 

recombinant
 

EG14-3-3-myc-his

  A EG14-3-3蛋白的信号肽预测 B EG14-3-3蛋白的跨膜结构

域预测

图
 

4 重组蛋白的信号肽与跨膜结构域预测

A Prediction
 

of
 

signal
 

peptide
 

of
 

EG14-3-3
 

protein B 
Prediction

 

of
 

transmembrane
 

domain
 

of
 

EG14-3-3
 

protein
Fig.4 Prediction

 

of
 

signal
 

peptide
 

and
 

transmembrane
 

domain
of

 

recombinant
 

protein

讨 论

包虫病作为一种动物源性疾病,是由棘球绦虫幼

虫感染中间宿主所引起的,由于该病控制的复杂性和

长期性,决定了其控制措施必须经济且有效,通过免疫

预防来阻断病原循环链成为研究的主要方向,其应用

也显著缩短了控制进程[14]。14-3-3蛋白是一类存在

于真核细胞中高度保守且广泛表达的酸性蛋白家族,
在细胞的增殖、分化、凋亡及衰老中起重要作用[15-16]。
在寄生虫领域,14-3-3蛋白在部分寄生虫中的生物学

功能已经明确。李文桂等[17]研究发现,BCG(Em-14-
3-3)疫苗免疫小鼠后抗体水平均增高,提示可作为抗

EM泡型包虫病的候选疫苗。李宗吉等[11]用重组蛋

白EG14-3-3免疫小鼠,4周后采用Eg原头蚴攻击,小
鼠血清IgG1,IgG2a抗体水平显著升高,表明该蛋白

可诱导机体产生免疫保护效应,因此极有可能成为Eg
的候选疫苗。王强等[18]用纯化EG14-3-3蛋白免疫小

鼠对细粒棘球蚴攻击感染的保护率为85.3%。因此,
对EG14-3-3蛋白功能的研究将有助于明确它在机体

抗寄生虫感染中的作用机制。

  A EG14-3-3蛋白的二级结构预测 B EG14-3-3蛋白三级结构
域预测

图
 

5 EG14-3-3蛋白蛋白结构预测

A Prediction
 

of
 

secondary
 

structure
 

of
 

EG14-3-3
 

protein B 
Prediction

 

of
 

tertiary
 

domain
 

of
 

EG14-3-3
 

protein
Fig.5 Protein

 

structure
 

prediction
 

of
 

EG14-3-3
 

protein

蛋白表达系统是指由载体、外源基因、宿主及辅助

成分等组成的体系,通过该体系可完成外源基因在所

处的宿主细胞中的持续表达。在所有的表达系统中,
真核表达载体因在其基因高效表达的同时,另有翻译

后加工修饰体系,表达的蛋白更加接近于天然蛋白,利
于蛋白正常折叠,因此常常作为外源天然蛋白表达载

体的首选。根据酶切位点,本研究选择pcDNA3.1-
myc-his

 

A(-),且其氨基酸末端融合6×His-tag,也为

表达蛋白的纯化提供了条件,同时6×His-tag与分子

质量约为26
 

ku的GST-Tag[19]相比只有相差不到0.
84

 

ku,所以对与之结合的蛋白质的功能影响很小。将

带有His-Tag的EG14-3-3蛋白与 Ni2+ 树脂相融合,
当用缓冲液洗去其他杂质蛋白后再用

 

Elution
 

buffer
进行洗脱,从而纯化与Ni2+树脂有亲和作用的EG14-
3-3蛋白。本实验在不同时间经Elution

 

buffer进行
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洗脱以探索最佳纯化条件,经SDS-PAGE分析,第3
次(4

 

℃过夜)洗脱的目的蛋白含量较高,总量为2.2
 

μg。使用18
 

μg真核表达质粒转染,可得到2.42
 

μg
纯化目的蛋白。对 HIS-EG14-3-3重组蛋白进行纯化

条件的优化可获得高纯度的蛋白抗原。将构建的

pcDNA3.1-EG14-3-3-myc-his真核表达质粒转染入

293T 细 胞 中 获 得 大 量 目 的 蛋 白 并 利 用 融 合 蛋 白

EG14-3-3-myc-his的 HIS标 签 对 纯 化 的 蛋 白 进 行

Western
 

blot鉴定,结果显示27.9
 

ku的融合蛋白能

被相应抗体识别,表明成功诱导表达纯化出目的蛋白。
近年来随着计算机生物信息学科技的发展,应用

生物信息学在线软件分析可以对蛋白质结构进行预测

和比对,将研究的重点从蛋白质的一级结构的分析转

为更深入的蛋白质二、三级结构预测,从而更高效地对

蛋白功能进行分析[20]。I-TASSER[21]利用同源模建

和线串法两套算法进行蛋白质三级结构建模,其三维

模型建立于多线路的LOMETS和迭代 TASSER基

础之上,推算出与BioLiP蛋白质功能的数据库匹配的

预测模型。本研究中向I-TASSER提交的EG14-3-3
蛋白序列登录号为 AMX81438.1,预测EG14-3-3蛋

白三级结构分值C-score为0.30,TM-Score为0.75
±0.10,Exp.RMSD为5.2±3.3A。一般来说,TM-
score分值大于0.5具有预测意义。

本研究成功构建了细粒棘球蚴EG14-3-3基因真

核表达质粒,表达并纯化了EG14-3-3重组蛋白,为开

展EG14-3-3蛋白的功能研究与细粒棘球绦虫疫苗的

研制奠定了基础。
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