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pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)重组质粒的构建
及表达产物的纯化与鉴定*
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【摘要】 目的 构建pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)原核表达质粒,诱导表达后纯化,获得重组蛋白CTLA-4IgV-

EgG1Y162-2(4),并对其免疫学特性进行初步鉴定,对其空间结构进行预测。 方法 利用DNA重组技术构建重组质

粒pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4),将测序正确的质粒转化至E.coli
 

BL21(DE)菌株中,分别采用不同浓度的

IPTG在不同诱导时间及温度下诱导表达重组蛋白。取菌液超声破碎,SDS-PAGE分析上清及沉淀中蛋白的表达;通过

镍柱亲和层析法纯化蛋白并进行 Western
 

blot鉴定。通过生物信息学技术,利用SOPMA、I-TASSER在线数据库预测

重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的空间结构。 结果 成功构建pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)重组质

粒,转化至E.coli
 

BL21(DE)后诱导表达相对分子质量为53×103 的重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)。SDS-
PAGE分析CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)重组蛋白在IPTG浓度为0.7

 

mmol/L,37
 

℃、4
 

h条件下上清中表达量较高。

镍柱 层 析 纯 化 用20
 

mmol/L 咪 唑 浓 度 洗 脱 的 蛋 白 浓 度 及 纯 度 较 高。Western
 

blot检 测 重 组 蛋 白 CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)能被相应抗体识别,反应条带位于53×103 处,与预期相符。生物信息学在线软件分析CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)中各蛋白均能正常折叠,未对优势表位产生影响。 结论 利用原核表达成功获得 CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)重组蛋白,并预测出该蛋白的三维结构模型,为细粒棘球蚴重组疫苗的研制提供了重要的实验依据。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

prokaryotic
 

expression
 

plasmid
 

and
 

purify
 

the
 

recombinant
 

protein
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

after
 

induced
 

expression,and
 

to
 

preliminatively
 

identify
 

the
 

immunological
 

characteristics
 

of
 

recombinant
 

protein
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

and
 

predict
 

its
 

spatial
 

structure. 
Methods The

 

recombinant
 

plasmid
 

pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

was
 

constructed
 

by
 

DNA
 

recombination
 

technology,and
 

the
 

correctly
 

sequenced
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

E.coli
 

BL21(DE)
 

strain.
 

The
 

recombinant
 

proteins
 

were
 

induced
 

by
 

IPTG
 

with
 

different
 

concentrations
 

at
 

different
 

induction
 

times
 

and
 

temperature.
 

The
 

bacterial
 

solution
 

was
 

crushed
 

by
 

ultrasound,and
 

the
 

expression
 

of
 

protein
 

in
 

supernatant
 

and
 

precipitation
 

was
 

analyzed
 

by
 

SDS-PAGE.
 

The
 

protein
 

was
 

purified
 

by
 

nickel
 

column
 

affinity
 

chromatography
 

and
 

identified
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

spatial
 

structure
 

of
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

was
 

predicted
 

using
 

SOPMA
 

and
 

I-TASSER
 

online
 

database
 

by
 

bioinformatics
 

techniques. Results The
 

recombinant
 

plasmid
 

pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

with
 

the
 

length
 

of
 

6666bp
 

was
 

successfully
 

constructed,which
 

was
 

transformed
 

into
 

E.coli
 

BL21(DE)
 

and
 

induced
 

to
 

express
 

the
 

recombinant
 

protein
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

with
 

the
 

relative
 

molecular
 

weight
 

of
 

53×103.
 

SDS-PAGE
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

recombinant
 

protein
 

was
 

higher
 

in
 

the
 

supernatant
 

at
 

37
 

℃
 

for
 

4
 

h
 

at
 

the
 

IPTG
 

concentration
 

of
 

0.7
 

mmol/L.
 

The
 

concentration
 

and
 

purity
 

of
 

protein
 

eluted
 

by
 

20
 

mmol/L
 

imidazole
 

in
 

nickel
 

column
 

chromatography
 

were
 

higher.
 

Western
 

blot
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

recombinant
 

protein
 

CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)

 

could
 

be
 

recognized
 

by
 

the
 

corresponding
 

antibody,and
 

the
 

reaction
 

band
 

was
 

located
 

at
 

53×103,which
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was
 

consistent
 

with
 

the
 

expectation.
 

Bioinformatics
 

online
 

software
 

results
 

showed
 

that
 

each
 

protein
 

in
 

CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)

 

could
 

fold
 

normally
 

without
 

affecting
 

the
 

dominant
 

epitope. Conclusion The
 

recombinant
 

protein
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

was
 

successfully
 

obtained
 

by
 

prokaryotic
 

expression,and
 

the
 

three-dimensional
 

structure
 

model
 

of
 

the
 

protein
 

was
 

predicted,which
 

provided
 

an
 

important
 

experimental
 

basis
 

for
 

the
 

development
 

of
 

recombinant
 

vaccine
 

against
 

Echinococcus
 

granulosus.
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  细粒棘球蚴病又称囊型包虫病(CE),是由细粒棘

球绦虫的幼虫期感染人体组织导致的一类慢性人畜共

患寄生虫病。细粒棘球蚴病高度流行于畜牧区,是一

种全球性蠕虫病,在欧洲[1]、加拿大[2]、巴基斯坦[3]等

地区均有分布。我国的新疆、西藏、青海、四川等畜牧

业地区有该病流行,对当地公共卫生和经济发展带来

影响。其发病机制主要是细粒棘球绦虫的成虫寄生于

终宿主的小肠内,其蠕虫发育成熟后产出虫卵,虫卵随

粪便排到体外,人类由于误食带有虫卵的食物和水使

其进入体内,进而感染包虫病。该病的发生部位较为

广泛,肝脏[4]、肺部[5]、腿部[6]以及眼眶[7]等部位均有

出现,其最严重的危害是导致肝脏不可逆性损伤,进而

威胁宿主健康。目前,基于包虫病的诊断和治疗效果

的局限性,新型候选疫苗的筛选和改进一直是人们研

究的 重 点[8]。曹 春 宝 等[9]报 道 细 粒 棘 球 蚴 抗 原

EgG1Y162可能是细粒棘球蚴绦虫终末宿主的保护性

抗原,极可能作为细粒棘球蚴病的有效疫苗候选分子。

Zhang 等[10] 根 据 优 势 T-B 联 合 表 位 信 息 将

EgG1Y162抗原分为EgG1Y162-1和EgG1Y162-2两

段序列。李玉娇等[11]的进一步研究结果表明,在刺激

机体产生免疫应答的 过 程 中 EgG1Y162-2抗 原 较

EgG1Y162-1具有更强的免疫保护效应。
细胞毒性 T淋巴细胞相关蛋白4(cytotoxic

 

T
 

lymphocyte-associated
 

antigen
 

4,CTLA-4)作为一种

T细胞活化的负性调节因子以更高的亲和力与CD28
竞争性结合抗原提呈细胞(APC)上的B7分子,并通

过螯合其配体抑制CD28介导T细胞活化[12]。单独

的CTLA-4胞外区因缺少胞内区与跨膜区而不具备

免疫负性调节的特点,但其与APC特异性结合的能力

仍然存在。为了增加包虫病疫苗的免疫原性与免疫反

应性,本 研 究 将 4 个 EgG1Y162-2 抗 原 基 因 通 过

linker序列串联后与CTLA-4胞外区进行融合,制备

重组蛋白,探索其最佳诱导表达和纯化的条件,预测其

三级结构,为细粒棘球蚴重组疫苗的研制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 质粒、菌株 pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162,

pET30a-EgG1Y162-2(4)重 组 质 粒 和 E.coli
 

BL21

(DE)菌株由本实验室构建并保存。

1.2 主要试剂 DNA连接酶,EcoRⅠ、HandⅢ和

SalⅠ 快 切 酶 购 自 大 连 TaKaRa 技 术 有 限 公 司;

DNAmarker5000购自中国赛默飞世尔科技;质粒提

取试剂盒购自北京天根有限公司;切胶回收试剂盒

MA-CHEREY-NAGEL
 

Nucleospin
 

Extraxt
 

Ⅱ购 自

德国 MN公司;蛋白质 Maker购自上海臻诺生物科技

有限公司;异丙基硫代半乳糖苷(IPTG,isopropyl
 

β-D-
Thiogalactoside)和SDS-PAGE凝胶制备试剂盒购自

北京Solarbio科技有限公司;PVDF膜购自美国默克

公司;His-Tag
 

Mouse抗体购自上海优宁维生物科技

股份有限公司;goat
 

anti-mouse抗体购自爱必信上海

生物科技有限公司。

2 方法

2.1 pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)重组质粒

的构建及鉴定 利用EcoRⅠ和 HandⅢ对重组质粒

pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162和pET30a-EgG1Y162-
2(4)进行双酶切,经1%琼脂糖凝胶电泳后切胶回收

酶切产物pET30a-CTLA-4IgV 和 EgG1Y162-2(4),
测定浓度后使用 PCR仪将pET30a-CTLA-4IgV 和

EgG1Y162-2(4)通过DNA连接酶16
 

℃过夜连接,连
接产物转入感受态细胞DH5α,37

 

℃过夜培养。提取

重组质粒pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4),用

Sal
 

Ⅰ和EcoR
 

Ⅰ进行双酶切鉴定,并送上海生工生物

工程股份有限公司测序。

2.2 CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)重组蛋白诱导表

达条件的优化 将测序正确的原核表达质粒pET30a-
CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)转入大肠埃希菌感受态

细胞,挑取单克隆菌落于含有30
 

μg/ml卡那霉素的

LB液体培养基中37
 

℃、220
 

r/min过夜培养。将含

有重组质粒pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的
菌液按1∶50接种到含卡那霉素的LB液体培养基至

A600 值为0.6~0.8,将菌液分装至12个50
 

ml灭菌离

心管,分为3组,第1组IPTG终浓度为0.4
 

mmol/L,
第2组IPTG终浓度为0.7

 

mmol/L,第3组IPTG终

浓度为1
 

mmol/L,诱导条件分别为未诱导、28
 

℃
 

6
 

h、

37
 

℃
 

4
 

h、28
 

℃
 

2
 

h,37
 

℃
 

2
 

h。4
 

000
 

r/min离心10
 

min,收集诱导菌体,冰浴条件下超声波破碎裂解,

12
 

000
 

r/min离心10
 

min,分离上清与沉淀进行12%
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SDS-PAGE电泳分析,确定最佳诱导条件。

2.3 重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的纯化

 以最佳诱导条件IPTG浓度0.7
 

mmol/L,37
 

℃、4
 

h大量诱导表达重组蛋白 CTLA-4IgV-EgG1Y162-2
(4),收集菌液上清并用0.22

 

μm 过滤器除去杂质。
用5倍柱床体积无菌ddH2O冲洗镍柱,将过滤的菌液

上清缓慢过柱,重复两次,分别得到未过柱、第1次过

柱、第2次过柱蛋白,镍柱4
 

℃过夜保存。次日,依次

用浓度为20、40、60、80、100、200、300、400、500
 

mmol/

L的咪唑洗脱蛋白,用SDS-PAGE检测重组蛋白分子

量大小和纯度,确定最佳纯化条件。

2.4 重 组 蛋 白 CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的

Western
 

blot鉴定 将纯化的重组蛋白CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)通过12%SDS-PAGE凝胶电泳后转

移至孔径为0.45
 

μm的PVDF膜,5%脱脂奶粉室温

封闭2
 

h,1×Tris-盐酸缓冲液(TBST)间隔15
 

min,重
复洗涤3次;加入鼠源 His-tag单克隆抗体(1∶1000
稀释),4

 

℃摇床孵育过夜,1×TBST间隔15
 

min,重
复洗涤3次;加入 HRP标记绵羊抗鼠抗体(1∶2000
稀释),避光室温孵育2

 

h,1×TBST间隔15
 

min,重复

洗涤3次;加入ECL显影,观察并记录结果。

2.5 CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)重组蛋白的免疫

信息学 分 析 运用 DNAMAN 对目的基因 CTLA-
4IgV-EgG1Y162-2(4)进行测序比对;通过SOPMA
在线软件分析重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
的二级空间结构(npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_

automat.pl? page=npsa_sopma.html);利 用 I-
TASSER 在 线 数 据 库 (https://zhanggroup.org/I-
TASSER/)建 立 模 型,预 测 重 组 蛋 白 CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)的三级结构。

结 果

1 重组质粒pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的
构建及鉴定

pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162 和 pET30a-
EgG1Y162-2(4)双 酶 切 后 连 接,构 建 重 组 质 粒

pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)。重组质粒经

SalⅠ和EcoRⅠ双酶切,得到大小约为5
 

722
 

bp、882
 

bp的2个基因片段(图1A),与预期相符;对pET30a-
CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)测 序,通 过 使 用

DNAMAN对测序结果进行序列比对,插入的基因序

列与预期结果相符,同源性约为97.95%(图1B),重
组质粒pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)构建正

确。

2 重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的诱导表达

通过不同条件探索CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)

最佳诱导表达条件。SDS-PAGE结果显示,其表达蛋

白的相对分子质量约为53×103,与预期相符;菌液上

清蛋白在IPTG浓度为0.7
 

mmol/L,37
 

℃诱导4
 

h时

表达量最高,此条件为最佳诱导条件(图2)。

  A 重组质粒酶切分析 M DNA
 

标志物 1 pET30a-CTLA-
4IgV-EgG1Y162-2(4) 2 pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)Sal
Ⅰ、EcoRⅠ双酶切 B pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)测序比
对

图
 

1 重组质粒pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的
酶切鉴定及序列比对

A Enzyme
 

digestion
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

plasmid M DNA
 

marker 1 Recombinant
 

plasmid
 

pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2
(4) 2 pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)

 

digested
 

by
 

SalⅠand
 

EcoR Ⅰ  B  Sequencing
 

comparison
 

of
 

pET30a-CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)

Fig.1 Identification
 

and
 

sequence
 

alignment
 

of
 

recombinant
plasmid

 

pET30a-CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)

3 重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的纯化

重组蛋白上柱后用不同浓度咪唑洗脱,探索蛋白

最佳纯化条件,SDS-PAGE结果见图3。20
 

mml/L咪

唑蛋白洗脱液中目的蛋白含量、纯度高于其它浓度,因
此确定20

 

mml/L咪唑为蛋白洗脱最佳浓度。

4 重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的 Western
 

blot鉴定

Western
 

blot结果显示,纯化的重组蛋白CTLA-
4IgV-EgG1Y162-2(4)可被 His-tag抗体识别,反应条

带位于53×103 处(图4),表明重组蛋白具有反应原

性。

5 重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的空间结构

预测

SOPMA在线数据库分析该蛋白的结构特点,结
果 显 示 CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)中 α 螺 旋 占

13.56%(蓝色),β-折叠占34.25%(红色),β-转角占

14.94%(绿色),Ω环占37.24%(黄色)(图5A)。通

过I-TASSER在线数据库分析得到重组蛋白CTLA-
4IgV-EgG1Y162-2(4)的三级结构模型。其 C-score
=-1.25(Read

 

more
 

about
 

C-score);TM-score
 

=0.56
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±0.15;RMSD=9.9±4.6。可以看出CTLA-4IgV
蛋白和EgG1Y162-2(4)蛋白能克服空间位阻的影响

得以正确折叠(图5B)。

  A 重组菌体裂解沉淀液SDS-PAGE分析 M 蛋白分子质量标
准 1~4 分别为重组菌0.4

 

mmol/L
 

IPTG诱导37
 

℃
 

0
 

h、28
 

℃
 

6
 

h、
37

 

℃
 

4
 

h和28
 

℃
 

2
 

h+37
 

℃
 

2
 

h 5~8 分别为重组菌0.7
 

mmol/L
 

IPTG诱导37
 

℃
 

0
 

h、28
 

℃
 

6
 

h、37
 

℃
 

4
 

h和28
 

℃
 

2
 

h+37
 

℃
 

2
 

h 9~
12 分别为重组菌1

 

mmol/L
 

IPTG
 

诱导37
 

℃
 

0
 

h、28
 

℃
 

6
 

h、37
 

℃
 

4
 

h
和28

 

℃
 

2
 

h+37
 

℃
 

2
 

h B 菌体裂解上清液SDS-PAGE分析(上样顺
序同沉淀液)

图
 

2 重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)诱导表达的

SDS-PAGE分析

A SDS-PAGE
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

precipitates M 
protein

 

molecular
 

weight
 

marker 1~4 Induced
 

by
 

0.4
 

mmol/L
 

IPTG
 

at
 

37
 

℃
 

for
 

0
 

h、28
 

℃
 

for
 

6
 

h、37
 

℃
 

for
 

4
 

h
 

and
 

28
 

℃
 

for2
 

h+37
 

℃
 

for
 

2
 

h 5~8 Induced
 

by
 

0.7
 

mmol/L
 

IPTG
 

at
 

37
 

℃
 

for
 

0
 

h、28
 

℃
 

for
 

6
 

h、37
 

℃
 

for
 

4
 

h
 

and
 

28
 

℃
 

for
 

2
 

h+37
 

℃
 

for
 

2
 

h 9-12 Induced
 

by
 

1
 

mmol/L
 

IPTG
 

at
 

37
 

℃
 

for
 

0
 

h、28
 

℃
 

for
 

6
 

h、37
 

℃
 

for
 

4
 

h
 

and
 

28
 

℃
 

for
 

2
 

h+37
 

℃
 

for
 

2
 

h B SDS-PAGE
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

supernatant
 

(Same
 

order
 

as
 

above)
Fig.2 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

induced
 

expression
 

of
 

recombinant
protein

 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)

讨 论

包虫病是一种全球性分布的人畜共患病,在中国

高度流行,并已被列入国家传染病检测项目[13]。棘球

蚴感染机体后会产生抑制免疫细胞功能的物质,从而

引发机体发生免疫病理损伤
 

,并且棘球蚴在宿主体内

呈外生性生长,给病患造成极大地痛苦和经济负担。
控制细粒棘球蚴病的发生是关乎人类健康的重要举

措[14]。免疫预防在控制包虫病传播中扮演着重要角

色,加强疫苗预防措施可以降低细粒棘球蚴感染的风

险,并有利于将流行率控制在持续传播必须水平以

下[15],而减少包虫病在医学领域和畜牧业中带来的巨

大的经济损失。当前,囊型包虫病诊断方法的局限性、
可用药物的低效性[16],以及不完善的手术策略是控制

和预防包虫病的重大挑战。因此,借助分子生物学技

术研发出可以刺激机体产生保护性免疫以及免疫持久

的基因工程疫苗是预防包虫病的理想途径。

  M 蛋白分子质量标准 1 未过柱蛋白 2 一次过柱蛋白 3
 两次过柱蛋白 4 20

 

mml/L咪唑洗脱蛋白 5 40
 

mml/L咪唑洗
脱蛋白 6 60

 

mml/L咪唑洗脱蛋白 7 80
 

mml/L咪唑洗脱蛋白 
8 100

 

mml/L咪唑洗脱蛋白 9 200
 

mml/L咪唑洗脱蛋白 10 
300mml/L咪唑洗脱蛋白 11 400

 

mml/L咪唑洗脱蛋白 12 500
 

mml/L咪唑洗脱蛋白
图

 

3 重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的镍柱层析纯化

M Protein
 

molecular
 

weight
 

marker 1 Unpassed
 

protein 2 
First

 

pass
 

column 3 Second
 

pass
 

column 4 20
 

mml/L
 

imidazole 
5 40

 

mml/L
 

imidazole 6 60
 

mml/L
 

imidazole 7 80
 

mml/L
 

imidazole 8 100
 

mml/L
 

imidazole 9 200
 

mml/L
 

imidazole 10 
300

 

mml/L
 

imidazole 11 400
 

mml/L
 

imidazole 12 500
 

mml/L
 

imidazole
Fig.3 Purification

 

of
 

recombinant
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
by

 

nickel
 

column
 

chromatography

  M 蛋 白 分 子 质 量 标 准  1~4 重 组 蛋 白 CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)与 His-tag抗体反应条带

图
 

4 CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)的 Western
 

blot分析

M Protein
 

molecular
 

weight
 

marker 1-4 Recombinant
 

protein
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
Fig.4 Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)

  A SOPMA数据库分析CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)二级结构 
B I-TASSER数据库预测CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)三级结构

图
 

5 重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)空间结构示意图

A The
 

secondary
 

structure
 

of
 

CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)
 

was
 

analyzed
 

by
 

SOPMA
 

database B The
 

tertiary
 

structure
 

of
 

CTLA-
4IgV-EgG1Y162-2(4)

 

was
 

predicted
 

by
 

I-TASSER
 

database
Fig.5 Spatial

 

structure
 

diagram
 

of
 

recombinant
 

protein
CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)

细粒棘球绦虫基因组是首批被测序的绦虫基因组

之 一[17],在 此 基 础 上,曹 春 宝 等[9] 成 功 克 隆 出
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EgG1Y162抗原基因。相关研究发现 EgG1Y162基

因含有3个T-B联合优势抗原表位,其中EgG1Y162-
2具有两个T-B联合优势抗原表位,在激活机体的免

疫反应过程中较EgG1Y162-1可以发挥更好的免疫效

果[11]。单独的EgG1Y162-2抗原表位少,容易导致机

体的免疫耐受。因此,本研究将EgG1Y162-2抗原进

行了连接以增加抗原表位及分子质量,以增强宿主体

内T、B细胞的特异性识别,从而介导机体产生强烈的

免疫应答能力。CTLA-4是T细胞跨膜受体,包括胞

外V区、跨膜区和胞浆内尾部[18],单独的CTLA-4胞

外区无法将负向调节的免疫信号传递至胞内区,但胞

外区存在B7分子结合基序 MYPPPY,仍然具有与

APC结合的能力。有研究表明,通过CTLA-4胞外区

融合抗原,可增强机体的适应性免疫应答[19]。本研究

以CTLA-4胞外区作为抗原提呈细胞的靶向分子和

新型 分 子 佐 剂,将 CTLA-4胞 外 区 与 特 异 性 抗 原

EgG1Y162-2(4)融合,进而将其靶向结合到 APC上,
以此加强表位疫苗针对包虫病的免疫反应。在重组质

粒的构建中,利用pET30a(+)质粒上位于 KpnⅠ和

EcoRⅠ之间的碱基序列翻译出的氨基酸序列[20],作
为连接CTLA-4IgV和EgG1Y162-2(4)的Linker序

列。在CTLA-4IgV与EgG1Y162-2(4)之间形成了长

达 16 个 氨 基 酸 的 天 然 骨 架 Linker 序 列

“GTDDDDKAMADIGSEF”,将 CTLA-4IgV 和

EgG1Y162-2(4)隔开,避免了空间位阻的干扰,从而使

重组蛋白CTLA-4IgV-EgG1Y162-2(4)得以正确折叠

并正常发挥其免疫功能。
在重组蛋白的诱导表达中常选用大肠埃希菌表达

系统,但在实验过程中发现重组蛋白高效表达过程中

会形成不溶性蛋白颗粒,以包涵体形式存在于蛋白沉

淀中,分离纯化这些固体颗粒过程十分繁琐与复杂,并
会影响蛋白质活性和功能,故本研究未对其作进一步

纯化。本实验通过不同条件诱导表达 CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)重 组 蛋 白,发 现 重 组 蛋 白 在 不 同

IPTG浓度、时间、温度下,其表达量不同。菌体裂解

上清液在IPTG浓度为0.7
 

mmol/L,37
 

℃诱导4
 

h时

表达量最高。固定金属离子亲和层析(IMAC)被认为

是基于组氨酸和过渡金属离子(通常为Ni2+和Co2+)
之间的金属配位相互作用来分离His标签蛋白的最有

效方法之一[21],本实验利用其可以便捷、高效纯化

His-Tag融合蛋白的特性,采用咪唑与Ni柱结合竞争

性洗脱 His-Tag蛋白的原理,将上清以最佳条件20
 

mml/L咪唑洗脱蛋白,获得高浓度、高纯度的靶蛋白。

Westernblot验证目的蛋白具有反应原 性,即 能 被

His-tag抗体识别。
近年来,生物信息学的进步推动了蛋白质结构预

测功能的发展。本研究通过在线软件对CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4)原核表达蛋白的空间结构进行了预

测,结果表明通过Linker序列串联后各蛋白结构均未

发生改变,且存在较多的易成表位的转角和无规则卷

曲区域,因此该重组蛋白可作为包虫病的候选疫苗。
本研 究 成 功 构 建 了 重 组 质 粒 pET30a-CTLA-

4IgV-EgG1Y162-2(4),表达了重组蛋白CTLA-4IgV-
EgG1Y162-2(4),EgG1Y162-2蛋白的串联及CTLA-
4胞外区的加入不仅提高了疫苗的免疫原性,又增强

了树突状细胞提呈抗 原 的 能 力,重 组 蛋 白 CTLA-
4IgV-EgG1Y162-2(4)的设计及制备为包虫病疫苗的

改良提供了新思路。
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供可能性。
综上所述,EGR-09314基因所编码的蛋白可能对

细粒棘球蚴的生长、发育、寄生具有重要的调节作用,
且含有多个B细胞及T细胞抗原表位,抗原性良好,
为抗棘球绦虫感染药物的开发、疫苗的研制提供了信

息基础。
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