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曼氏迭宫绦虫异柠檬酸脱氢酶的基因克隆、蛋白表达
及其在裂头蚴阶段的转录水平检测分析*

梁鹏1,张园元2,符瑞佳1,3,王大勇3,梁培1,3**

(1.海南医学院热带病转化医学教育部重点实验室,海南海口
 

571199;2.广州金域医学检验中心;

3.海南大学生命科学与药学院生物技术与分子药理学实验室)

【摘要】 目的 利用生物信息学方法识别和分析曼氏迭宫绦虫异柠檬酸脱氢酶(SmNAD-IDH)核苷酸序列及生物学特

征;克隆该基因并诱导蛋白表达,分析其在裂头蚴阶段的转录水平。 方法 利用生物信息学在线分析工具对

SmNAD-IDH基因的核苷酸序列进行识别,预测分析氨基酸序列的理化性质。分别以曼氏迭宫绦虫裂头蚴cDNA、孕节

cDNA和成节cDNA作为模板PCR扩增目的基因,扩增产物与表达载体pET-30a重组后转化至BL21细胞中诱导蛋白

表达。利用real
 

time
 

PCR技术分析裂头蚴阶段三羧酸循环中3个关键代谢酶的转录水平。 结果 BLASTx分析

SmNAD-IDH基因全长1
 

095
 

bp,编码蛋白由356个氨基酸组成。该基因与其他寄生虫同源基因核苷酸序列一致性>
70%,与人类同源基因核苷酸序列一致性为51%。该蛋白的理论等电点为6.84,分子质量为40

 

ku,并且氨基酸序列中

无信号肽和跨膜区,为脂溶性稳定的胞内蛋白。SmNAD-IDH在裂头蚴、成节、孕节中均有表达,在裂头蚴阶段三羧酸循

环中的关键酶柠檬酸合成酶、酮戊二酸脱氢酶、SmNAD-IDH均有转录,以SmNAD-IDH的转录水平较高。 结论 成

功重组SmNAD-IDH基因并诱导SmNAD-IDH蛋白表达,该蛋白对于曼氏迭宫绦虫,尤其是裂头蚴,是具有潜在研究价

值的重要代谢酶。

【关键词】 曼氏迭宫绦虫;SmNAD-IDH;基因克隆;蛋白表达;转录水平

【中图分类号】 R383.3   【文献标识码】 A   【文章编号】 1673-5234(2022)09-1030-05

[Journal
 

of
 

Pathogen
 

Biology.
 

2022
 

Sep.;17(9):
 

1030-1034.]

Gene
 

cloning,protein
 

expression
 

and
 

transcription
 

analysis
 

at
 

sparganum
 

develpment
 

stage
 

of
 

isocitrate
 

dehydrogenase
 

from
 

Spirometra
 

mansoni
LIANG

 

Peng1,ZHANG
 

Yuan-yuan2,FU
 

Rui-jia1,3,WANG
 

Da-yong3,
 

LIANG
 

Pei1,3 (1.School
 

of
 

Tropical
 

and
 

Laboratory
 

Medicine,Hainan
 

Medical
 

University,Hainan,Haikou,China
 

571199;
 

2.
 

Guangzhou
 

King-
Med

 

Diagnostics
 

Group
 

Co.;
 

3.Laboratory
 

of
 

Biotechnology
 

and
 

Molecular
 

Pharmacology,School
 

of
 

Life
 

and
 

Phar-
maceutical

 

Sciences,Hainan
 

University)***

【Abstract】 Objective To
 

identify
 

the
 

nucleotide
 

sequence
 

and
 

biological
 

characteristics
 

of
 

isocitrate
 

dehydrogenase
 

(SmNAD-IDH)
 

from
 

Spirometra
 

mansoni
 

by
 

bioinformatics
 

methods,clone
 

the
 

SmNAD-IDH
 

gene,induce
 

its
 

protein
 

expression
 

and
 

analyze
 

its
 

transcription
 

level
 

in
 

sparganum
 

stage. Methods The
 

nucleotide
 

sequence
 

of
 

SmNAD-IDH
 

was
 

identified
 

and
 

predicted
 

its
 

physicochemical
 

properties
 

by
 

using
 

bioinformatics
 

tools.
 

The
 

target
 

genes
 

were
 

amplified
 

by
 

PCR
 

using
 

cDNA
 

of
 

sparganum,mature
 

proglottid,gravid
 

proglottid,as
 

templates.
 

The
 

amplified
 

product
 

was
 

recom-
bined

 

with
 

expression
 

vector
 

pET-30a
 

and
 

transformed
 

into
 

BL21
 

cells
 

to
 

induce
 

protein
 

expression.
 

In
 

addition,real-time
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

transcription
 

levels
 

of
 

three
 

key
 

metabolic
 

enzymes
 

in
 

the
 

tricarboxylic
 

acid
 

cycle
 

(TCA)
 

of
 

sparganum. Results The
 

total
 

length
 

of
 

nucleotide
 

sequence
 

of
 

SmNAD-IDH
 

gene
 

was
 

1095
 

bp,and
 

the
 

protein
 

was
 

composed
 

of
 

356
 

amino
 

acids
 

by
 

BLASTx..
 

The
 

identities
 

of
 

nucleotide
 

sequence
 

of
 

SmNAD-IDH
 

gene
 

were
 

more
 

than
 

70%
 

consistent
 

with
 

homologous
 

genes
 

of
 

other
 

parasites
 

and
 

51%
 

consistent
 

with
 

homologous
 

genes
 

of
 

human.
 

The
 

the-
oretical

 

isoelectric
 

point
 

of
 

the
 

protein
 

molecule
 

is
 

6.84
 

and
 

the
 

theoretical
 

molecular
 

weight
 

is
 

40
 

ku.
 

There
 

is
 

no
 

signal
 

peptide
 

and
 

no
 

transmembrane
 

region
 

in
 

the
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

SmNAD-IDH.
 

It
 

is
 

a
 

stable
 

intracellular
 

protein
 

mole-
cule

 

with
 

lipid
 

solubility.
 

SmNAD-IDH
 

is
 

expressed
 

in
 

the
 

different
 

devolopment
 

stages
 

of
 

sparganum,mature
 

proglottid,

gravid
 

proglottid.
 

Furthermore,the
 

key
 

enzymes
 

of
 

the
 

tricarboxylic
 

acid
 

cycle,such
 

as
 

citrate
 

synthase,ketoglutarate
 

de-
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hydrogenase
 

and
 

SmNAD-IDH,are
 

transcripted
 

in
 

the
 

sparganum
 

development
 

stage,and
 

the
 

transcription
 

level
 

of
 

SmNAD-IDH
 

is
 

higher. Conclusion The
 

SmNAD-IDH
 

gene
 

was
 

successfully
 

recombined
 

and
 

its
 

protein
 

was
 

induced
 

to
 

express.
 

The
 

SmNAD-IDH
 

protein
 

is
 

an
 

important
 

metabolic
 

enzyme
 

with
 

potential
 

research
 

value
 

for
 

Spirometra
 

mansoni,especially
 

for
 

sparganum.
【Key

 

words】 Spirometra
 

mansoni;NAD-IDH;gene
 

cloning;protein
 

expression;transcriptional
 

level
 

analysis

  曼氏迭宫绦虫(Spirometra
 

mansoni)生活史中需

要3个宿主,第一中间宿主是剑水蚤,第二中间宿主为

蛙,终宿主要是犬类和猫类[1]。鸟类、蛇类、猪等动物

也可作为转续宿主,而人既可作为第二中间宿主、转续

宿主,还可以是终宿主[2]。与曼氏迭宫绦虫成虫相比

较,裂头蚴感染人类导致的危害程度更大,主要原因是

裂头蚴有很强的移行能力,移行至皮下、内脏、眼部、脑
部等重要部位时引起严重并发症,如在眼部可导致白

内障甚至失明,脑部浸润可导致抽搐和瘫痪,甚至死

亡[3-5]。在世界范围内均有曼氏裂头蚴病的病例报道,
但主要集中在东南亚地区,我国多见于南方地区,其他

中部地区病例报道也逐年增多。据不完全统计,全世

界有2
 

000多例的裂头蚴病病例报道,我国占了70%
左右[6]。人可通过喝生水误食剑水蚤感染裂头蚴,也
可因食用生的或半生的青蛙肉或是蛇肉而感染裂头

蚴,或用感染裂头蚴的蛙肉或是蛇肉贴在创口治疗疾

病而导致感染[7]。
三羧酸循环是需氧生物体内普遍存在的代谢途

径,三羧酸循环是三大营养素,如糖类、脂类、氨基酸的

最终代谢通路,也是糖类、脂类、氨基酸代谢的枢纽[8]。
在三羧酸循环中,异柠檬酸脱氢酶(Isocitrate

 

Dehy-
drogenase,NAD-IDH)主要催化异柠檬酸生成α-酮戊

二酸,NAD-IDH的催化反应是不可逆的,酶的活性一

旦失活,对整个物质循环途径都会造成影响[9]。近年

来,在 其 他 寄 生 虫 中 也 有 关 NAD-IDH 的 研 究 报

道[10-11],但尚未见关于裂头蚴NAD-IDH的研究报道。
裂头蚴主要寄生于青蛙肌肉中并吸取营养。青蛙肌肉

中主要含有糖原、氨基酸、葡萄糖等营养物质。目前,
在相关曼氏裂头蚴参与糖酵解途径中烯醇酶的研究中

发现裂头蚴阶段低葡萄糖更加有利于虫体的生长[12]。
裂头蚴生存中可能利用了该途径产生的能量,NAD-
IDH作为此途径中的关键酶分子,在其中可能发挥重

要作用。本研究通过对 NAD-IDH 基因的分子克隆、
蛋白表达及其在裂头蚴阶段的转录水平检测分析,为

NAD-IDH作为潜在的药物靶点研究奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 文库和基因序列 曼氏迭宫绦虫成虫基因组文

库由海 南 医 学 院 病 原 生 物 学 教 研 室 吕 刚 等 构 建,

NAD-IDH全长基因核苷酸序列从文库中调取。

1.2 表达载体质粒和菌株 原核表达载体pET-30a
(+)为Kan抗性的全长5

 

422
 

bp,含有两个 His标签

位于其序列两端,由中山大学寄生虫学教研室提供。
菌株E.coli

 

DH5α和BL21(DE3)购于天根生化科技

(北京)有限公司。

1.3 主要试剂 PCR
 

mix,DNA标志物DL2000
 

和

DL15000,质粒提取试剂盒,DNA琼脂回收试剂盒及

GoldView核酸染料均购自北京天根生化科技有限公

司;T4-DNA
 

ligase,限制性内切酶BamHI、HindIII及

蛋白分子质量标准购自美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific
公司;Yeast

 

extract,Tryptone和Trise-Base购于OX-
OID(英国)公司;总RNA提取试剂盒购于Qiagen(德
国)公司;Taq

 

DNA
 

聚合酶和SYBR
 

Premix
 

EX
 

Taq
购于宝生物工程(大连)有限公司。

2 方法

2.1 NAD-IDH基因全长序列的识别 从曼氏迭宫

绦虫成虫基因组文库中调取NAD-IDH 基因序列,通
过ORF

 

Finder在线软件对该序列进行开放阅读框进

行预测,通过NCBI网站中的(http//www.ncbi.nlm.
nlm.

 

nih.gov)BLASTx程序进行 NAD-IDH 核苷酸

序列与GenBank中的同源核苷酸序列进行比对分析。

2.2 NAD-IDH的生物信息学分析 利用在线软件

ExPasy中的ProtParam预测分析 NAD-IDH 蛋白的

理化性质,包括氨基酸组成、等电点、分子质量以及在

酵母或细菌体内的半衰期等;利用在线网站(http://

www.cbs.dtu.dk/services/)中的Signal
 

Peptide进行

信号肽预测,利用Secretome
 

2.0a
 

Server
 

进行蛋白非

经典途径分泌预测,利用TMHMM 预测蛋白氨基酸

序列中是否具有跨膜区。

2.3 NAD-IDH基因扩增

2.3.1 引物设计与合成 通过曼氏迭宫绦虫成虫基

因组文库调取基因序列,并通过ORF
 

finder确定开放

阅读框,利用引物设计软件包(Primer
 

5.0和 DNA
 

club)设计全长基因扩增的特异性引物。上游引物:5'-
GAGGATCCATGTTTTCGAGGCTAGCG-3'(下 划

线部 分 为 BamHI酶 切 位 点);下 游 引 物:5'-GTA-
AGCTTGTTGGGCCCCTTTTCAAT-3'(下 划 线 部

分为HindIII酶切位点)。引物由华大基因有限公司

合成。
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2.3.2 NAD-IDH全长基因扩增 从野生青蛙肌肉

中分离曼氏迭宫绦虫裂头蚴,曼氏迭从人工感染的猫

中分离宫绦虫成虫,利用RNA提取试剂盒提取成虫

成节、成虫孕节及裂头蚴总RNA,利用逆转录试剂盒

合成cDNA。以上述cDNA作为模板,利用相应特异

性引物PCR扩增NAD-IDH基因全长序列。PCR反

应体系(50
 

μl):PCR
 

Mix(Taq聚合酶混合物)25.0
 

μl,上、下游引物各2.0
 

μl,cDNA模板2.0
 

μl,去离子

水19.0
 

μl。PCR扩增程序:94
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

45
 

s,

52
 

℃
 

50
 

s,72
 

℃
 

60
 

s,共30个循环;72
 

℃
 

10
 

min。

2.3.3 PCR产物的纯化回收和PLB
 

vector重组质粒

的构建 利用1%琼脂糖凝胶和DNA胶纯化试剂盒

纯化回收NAD-IDH基因PCR产物,按照试剂盒说明

操作。将回收的目的基因产物与PLB
 

vector克隆载

体连接,将目的基因进行平端化处理后连接产物转化

至大肠埃希菌DH5α感受态细胞中,再转至琼脂平板

培养基(含0.1%氨苄青霉素)37
 

℃培养12
 

h。从平板

上挑取生长良好的克隆菌落培养的进行菌液PCR验

证,阳性者经二次培养后利用质粒提取试剂盒提取重

组质粒,交由上海生物生工技术有限公司作测序鉴定。

2.3.4 重组表达质粒的构建 将鉴定正确的PLB重

组质粒和表达载体pET-30a(+)分别用限制性内切酶

BamHI和HindIII进行双酶切。酶切体系:酶各加2
 

μl,缓冲液4
 

μl,去离子水22
 

μl,重组质粒或PET-30a
载体各10

 

μl。酶切体系置37
 

℃反应1
 

h。酶切产物

经1%琼脂糖凝胶电泳后切胶回收,按照DNA纯化试

剂盒说明操作。纯化的目的基因酶切产物和PET-30a
质粒酶切产物在T4-DNA

 

ligase作用下连接。连接反

应体系:目的基因酶切产物2.75
 

μl,表达载体酶切产

物5.4
 

μl,T4-DNA
 

ligase
 

1
 

μl,连接缓冲液2
 

μl,加去

离子水至20
 

μl。连接体系置4
 

℃反应过夜。连接产

物利用热休克法转化至200
 

μl大肠埃希菌DH5α感

受态细胞中,再将大肠埃希菌接种在含卡那青霉素的

琼脂平板上,37
 

℃恒温箱孵育12
 

h,挑去阳性克隆菌

进行摇菌培养后作测序鉴定。

2.3.5 重组蛋白的诱导表达 将重组质粒通过热休

克转化至大肠埃希菌BL21表达菌后接种于琼脂平板

进行培养。次日挑取阳性克隆,经液体培养基培养后

进行菌液PCR鉴定。将菌液接种于5
 

ml培养基试管

中,以250
 

r/min、37
 

℃培养4
 

h,按照1∶1
 

000比例

加入IPTG进行小量诱导。收集菌液,12
 

000
 

r/min
离心,取沉淀进行12%

 

SDS-PAGE电泳分析,确定最

佳诱导时间。根据最佳诱导时间进行大量诱导,收集

菌体,在冰浴上超声破碎,4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心10
 

min,分别取上清和沉淀进行12%
 

SDS-PAGE电泳分

析。

2.3.6 裂头蚴三羧酸循环途径中关键酶的转录水平

从感染裂头蚴的青蛙肌肉中分离裂头蚴,利用 RNA
提取试剂盒提取总RNA,逆转录合成cDNA,以相应

基因引物(表1)进行扩增,以不加模板作为空白对照。
反应体系:SYBR

 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

(2×)
 

10.0
 

μl,上、
下游 引 物 各 0.2

 

μl(10
 

pmol/L),cDNA
 

2.0
 

μl,

ddH2O
 

7.6
 

μl。反应程序:95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

20
 

s,95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,95
 

℃
 

15
 

s。每个反应均

设3个复孔,并重复3次取均值。记录CT值,利用

2-ΔΔCT 法计算柠檬酸合成酶、酮戊二酸脱氢酶、NAD-
IDH在裂头蚴阶段的转录水平。

表
 

1 PCR引物

Table
 

1 Primers
 

Sequences
基因名称
Genes

 

name
引物序列(5'-3')
Primer

 

Sequences

柠檬酸合成酶基因 GTTCCTGGTTTCGGACACGC
GCACTGGGCGACAATCTTCA

酮戊二酸脱氢酶基因 ATCAAGGTTCCTGCCTTCCC
ATGGCGGTCTTGTCGGTTT

NAD-IDH基因 TCAGTCTTTATGCCAATGTGCG
GCCCGAGTATTCACCCTCTGTA

Actin CATCTACGAGGGTTACGCACTG
GCTCATCTCCTGCTCAAAGTCC

结 果

1 NAD-IDH基因全长序列的识别

利用 ORF-finder和 BLAST 序 列 比 对 工 具 对
 

NAD-IDH核苷酸序列进行比对,全长1
 

095
 

bp,编码

365个氨基酸。比对结果中,一致性最高的是埃及血

吸虫IDH(75.52%,GenBank
 

NO.XM_012938423.
2),与绦虫属中的细粒棘球绦虫IDH核苷酸序列一致

性为71.19%(GenBank
 

NO.XM_024499258.1),与
人类IDH 氨基酸序列一致性为51%(GenBank

 

NO.
AAC50455.1)。

2 生物信息学分析

通过 Protparam 蛋白理化参数分析工具预测,

NAD-IDH的氨基酸序列编码365个氨基酸,等电点

(pI)为6.84,理论分子质量为39.89
 

ku。预测该蛋白

在哺乳动物网织红细胞体外表达半衰期为30
 

h,在酵

母菌体内表达半衰期>20
 

h,在大肠埃希菌体内表达

半衰期>10
 

h。蛋白的不稳定指数为32.92(小于阈

值40),稳定性较好。脂溶系数为94.05,预测为脂溶

性蛋白。预测NAD-IDH的氨基酸序列中不含有信号

肽,且不能通过蛋白非经典途径分泌。TMHMM 预

测该蛋白序列中无跨膜区。

3 PCR扩增全长基因序列

利用特异性引物扩增 NAD-IDH 基因,扩增产物

进行1%琼脂糖凝胶电泳,目的基因片段稍大于1
 

000
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bp,与预期值1
 

095
 

bp相接近,且曼氏迭宫绦虫孕节、
成节、裂头蚴均可扩增出目的片段(图1)。

  M DNA标志物(DL2000
 

) 1、2、3 阴性对照 4 裂头蚴cD-
NA扩增产物 5 成虫成节cDNA扩增产物 6 成虫孕节cDNA

 

扩
增产物

图
 

1 NAD-IDH基因PCR扩增产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DL2000
 

DNA
 

Marker 1,2,3 The
 

control
 

groups 4 The
 

amplification
 

products
 

used
 

cDNA
 

of
 

sparganum
 

as
 

template 5 The
 

amplification
 

products
 

used
 

cDNA
 

of
 

mature
 

proglottid
 

as
 

template 6
 The

 

amplification
 

products
 

used
 

cDNA
 

of
 

gravid
 

proglottid
 

as
 

tem-
plate

Fig.1 Identification
 

of
 

amplification
 

products
 

of
 

NAD-IDH
 

gene

4 pET-30a(+)-NAD-IDH重组表达质粒的构建和鉴

定

将鉴定正确的PLB重组质粒和表达载体pET-
30a(+)分别用限制性内切酶BamHI和 HindIII进行

双酶切,并将酶切目的片段连接,构建pET-30a(+)-
NAD-IDH重组表达质粒。

对重组表达质粒进行双酶切,得到1
 

000
 

bp和

5
 

400
 

bp的酶切片段(图2),重组表达质粒构建正确。

  M DL2000和DL15000
 

DNA
 

标志物 1 NAD-IDH
 

PCR产物

 2 PET-30a空载质粒对照 3 重组质粒 4 重组质粒双酶切
图

 

2 pET-30a重组质粒的构建和酶切鉴定

M DL2000
 

and
 

DL15000
 

DNA
 

marker 1 NAD-IDH
 

PCR
 

product 2 pET-30a
 

plasmid
 

vector 3 The
 

recombinant
 

plasmid 
4 The

 

products
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

by
 

double
 

restriction
 

enzyme
 

digestion
Fig.2 Construction

 

and
 

identification
 

of
 

recombinant
plasmid

 

pET-30a

5 重组蛋白的诱导表达

将重组质粒PET-30a-NAD-IDH 转化至大肠埃

希菌表达菌株BL21,IPTG诱导5
 

h后超声破碎菌体,
分离上清和沉淀。经12%

 

SDS-PAGE蛋白电泳分

析,沉淀中的表达蛋白为47
 

ku(含有两个 His标签),
未诱导的菌液无相应片段。上清中无该蛋白表达(图
3)。

  M 蛋白质分子质量标准 1 未诱导的重组质粒对照 2 重组
质粒IPTG诱导5

 

h 3 重组菌裂解上清 4 重组菌裂解沉淀
图

 

3 NAD-IDH重组蛋白表达

M Protein
 

marker 1 Uninduced
 

recombinant
 

plasmid 2 
The

 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG
 

for
 

5
 

h 3 The
 

super-
natant

 

of
 

bacterria
 

after
 

induced 4 The
 

precipitation
 

of
 

bacteria
 

after
 

induced
Fig.3 Expression

 

of
 

NAD-IDH
 

protein

6 裂头蚴三羧酸循环途径中关键酶的转录水平

利用裂头蚴cDNA作为模板,进行三羧酸循环途

径中3个关键酶的转录水平检测,结果利用2-△△CT 法

进行计算。图4显示,3个关键酶均有转录,其中转录

水平最高的是 NAD-IDH,高于柠檬酸合成酶12.9
倍,高于酮戊二酸脱氢酶5.2倍。

图
 

4 三羧酸循环中关键酶在裂头蚴阶段的转录水平分析

Fig.4 The
 

transcriptional
 

level
 

analysis
 

of
 

key
 

enzymes
in

 

the
 

TCA
 

pathway
 

at
 

sparganum
 

development
 

stage

讨 论

异柠檬酸脱氢酶主要有两种分类,分别是 NAD
和NADP作为辅酶,通过NAD或NADP转移H+子。

NADP-IDH的分子质量较小,在真核和原核生物细胞

核中均有存在,主要发挥抗氧化作用[13],而机体中发

挥重要能量代谢作用的参与酶则是NAD-IDH。该酶

主要存在于线粒体中,被认为是三羧酸循环的重要限
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速酶[14]。
在真核生物如哺乳动物等高级生物中分离纯化的

NAD-IDH有α、β、γ三类亚基以2∶1∶1的比例形成

四聚体。每个四聚体都有单独的异柠檬酸、NAD、

NADH、Mn2+离子等的结合位点来发挥其活性作用,α
亚基持有催化作用,而β、γ亚基可能 发 挥 调 节 作

用[15]。
本研究利用生物信息学在线分析软件进行比对,

NAD-IDH基因序列全长1
 

095
 

bp,编码蛋白含有365
个氨基酸。NAD-IDH核苷酸序列与其他物种一致性

最高的是埃及吸虫,与人类同源基因的核苷酸序列一

致性51%。NAD-IDH氨基酸序列中无信号肽和跨膜

区,也不能通过非经典途径分泌到胞外,因此推测该蛋

白为胞内蛋白,这更有利于其参与发挥能量代谢的作

用。
生物信息学预测NAD-IDH蛋白有良好的稳定性

和脂溶性,在重组菌的超声破碎沉淀中有表达,即以包

涵体的形式存在。这一预测结果与实际的蛋白表达形

式一致。包涵体由于形成了高密度的折叠结构,破坏

了蛋白质的溶解特性,使其丧失了生物活性,并不利于

对蛋白的酶活性研究。本实验在大量诱导时采用了与

小剂量诱导相同的条件,可能是导致包涵体形成的主

要原因。因此,可通过优化诱导条件进行大量诱导,如
使用低浓度的诱导剂,在低温条件下进行诱导,或相对

调低震荡培养箱的转速等。还可通过增加氧气的供应

以防止菌液pH降低而接近目的蛋白的等电点,导致

蛋白的溶解度降低。此外,重组蛋白对于大肠埃希菌

而言是异源性蛋白,原核生物缺乏修饰真核生物蛋白

的酶类,导致大量蛋白的堆积,形成包涵体[16]。
目前,许多用于治疗寄生虫的药物靶点均是针对

阻断能量代谢或是葡萄糖摄取,三羧酸循环在能量代

谢中发挥重要作用,曼氏迭宫绦虫中 NAD-IDH 可能

帮助寄生虫利用宿主碳源、氮源为自身提供能量。在

NAD-IDH基因全长序列扩增中,分别利用成虫的成

节、孕节、裂头蚴cDNA作为模板进行PCR扩增,均
能得到全长基因序列,说明该基因在上述3个虫体发

育阶段均有转录,NAD-IDH 对于曼氏迭宫绦虫的裂

头蚴阶段、成虫的成节和孕节发育阶段均是不可或缺

的重要分子,在能量代谢中有重要作用。此外,利用

real
 

time
 

PCR检测在裂头蚴三羧酸循环途径中的柠

檬酸合成酶、酮戊二酸脱氢酶、NAD-IDH 均有转录,
说明三羧酸循环途径在裂头蚴阶段是完整的,可能对

于裂头蚴的能量功能发挥重要作用。其中NAD-IDH
转录水平在3个关键酶基因中最高,再次证明该基因

对于裂头蚴而言极其重要。若能有效调节曼氏迭宫绦

虫NAD-IDH的酶活性,使其能量代谢受到抑制从而

影响虫体的生存,因此NAD-IDH可能为潜在的药物

靶点。
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