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猪囊尾蚴排泄分泌抗原TPx蛋白的筛选验证、
T细胞抗原表位预测及真核表达*

何威,李丽竹,孙晓晴,罗波,周必英**

(遵义医科大学寄生虫学教研室,贵州遵义
 

563000)

【摘要】 目的 在对猪囊尾蚴及其排泄分泌抗原(excretory
 

secretory
 

antigen,ESA)非标定量(label-free
 

quantification,

LFQ)蛋白质组学分析的基础上,筛选并验证具有调控 T细胞免疫应答功能的硫氧还蛋白过氧化物酶(thioredoxin
 

peroxidase,TPx)蛋白,预测TPx蛋白的亲水性和T细胞抗原表位并进行真核表达。 方法 对猪囊尾蚴ESA差异蛋

白进行基因本体论(gene
 

ontology,GO)富集和生物学功能注释,筛选 TPx蛋白。运用平行反应监测技术(parallel
 

reaction
 

monitoring,PRM)验证TPx蛋白。运用 Kyte
 

&
 

Doolittle法预测TPx蛋白的亲水性,运用Propred软件预测

TPx蛋白T细胞抗原表位。采用基于PCR准确合成(PCR-based
 

accurate
 

synthesis,PAS)方法,全基因合成TPx抗原编

码基因并克隆至pcDNA3.4载体,构建重组质粒pcDNA3.4-TPx,转染至 HEK293细胞,表达和纯化TPx蛋白。 结果

 根据GO富集和生物学功能注释,筛选出差异表达量最大的TPx蛋白。TPx蛋白经PRM验证,LFQ蛋白质组学与靶

向蛋白质组学对TPx蛋白表达量的趋势一致。预测该蛋白为亲水性蛋白,且含有多个可能的优势T淋巴细胞抗原表

位。重组质粒pcDNA3.4-TPx构建正确,经SDS-PAGE电泳分析和 Western
 

blot鉴定,在细胞培养上清获得相对分子

质量约为26×103 的TPx蛋白,且纯化后带有 His标签的TPx重组蛋白能被抗 His单克隆抗体识别。 结论 成功实

现了对猪囊尾蚴ESA中TPx蛋白的筛选、验证、T细胞抗原表位预测和真核表达,且表达的TPx蛋白具有反应原性,为
该蛋白的进一步研究奠定了基础。
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【Abstract】 Objective Based
 

on
 

the
 

label-free
 

quantification
 

(LFQ)
 

proteomics
 

analysis
 

of
 

Cysticercus
 

cellulosae
 

and
 

its
 

excretory-secretory
 

antigen
 

(ESA),thioredoxin
 

peroxidase
 

(TPx)
 

protein
 

with
 

the
 

function
 

of
 

regulating
 

T
 

cell
 

immune
 

response
 

was
 

screened
 

and
 

verified.
 

The
 

hydrophilicity
 

and
 

T-cell
 

antigenic
 

epitopes
 

of
 

TPx
 

protein
 

were
 

predicted
 

and
 

expressed
 

in
 

eukaryotic
 

cells. Methods The
 

gene
 

ontology
 

(GO)
 

enrichment
 

and
 

biological
 

function
 

annotation
 

of
 

Cysticercus
 

cellulosae
 

ESA
 

differential
 

proteins
 

to
 

screen
 

the
 

TPx
 

protein.The
 

TPx
 

protein
 

was
 

verified
 

by
 

parallel
 

reaction
 

monitoring
 

(PRM).
 

The
 

hydrophilicity
 

of
 

TPx
 

protein
 

was
 

predicted
 

by
 

the
 

Kyte
 

&
 

Doolittle
 

method,

and
 

the
 

T-cell
 

antigenic
 

epitopes
 

of
 

TPx
 

protein
 

was
 

predicted
 

by
 

Propred
 

software.
 

The
 

TPx
 

antigen-encoding
 

gene
 

was
 

synthesized
 

by
 

PCR-based
 

accurate
 

synthesis
 

(PAS),cloned
 

into
 

the
 

pcDNA3.4
 

vector
 

to
 

construct
 

recombinant
 

plasmid
 

pcDNA3.4-TPx,which
 

was
 

transfected
 

into
 

HEK293
 

cells
 

to
 

express
 

and
 

purify
 

TPx
 

protein. Results According
 

to
 

GO
 

enrichment
 

and
 

biological
 

function
 

annotation,the
 

highest
 

differentially
 

expressed
 

TPx
 

protein
 

was
 

screened.
 

TPx
 

protein
 

was
 

validated
 

by
 

PRM,and
 

the
 

trend
 

of
 

TPx
 

protein
 

expression
 

was
 

consistent
 

between
 

LFQ
 

proteomics
 

and
 

targeted
 

proteomics.
 

The
 

protein
 

was
 

predicted
 

to
 

be
 

a
 

hydrophilic
 

protein
 

and
 

contained
 

multiple
 

possible
 

predominant
 

T
 

lymphocyte
 

antigenic
 

epitopes.
 

The
 

TPx
 

protein
 

with
 

relative
 

molecular
 

weight
 

of
 

26×103
 

was
 

obtained
 

in
 

cell
 

culture
 

supernatant
 

by
 

SDS-PAGE
 

and
 

Western
 

blot
 

identification,and
 

the
 

purified
 

TPx
 

recombinant
 

protein
 

with
 

His
 

tag
 

could
 

be
 

recognized
 

by
 

anti-His
 

monoclonal
 

antibody. Conclusion The
 

screening,verification,T-cell
 

antigenic
 

epitope
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prediction
 

and
 

eukaryotic
 

expression
 

of
 

the
 

TPx
 

protein
 

in
 

Cysticercus
 

cellulosae
 

ESA
 

have
 

been
 

successfully
 

achieved,and
 

the
 

expressed
 

TPx
 

protein
 

had
 

reactivity,laying
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

study
 

of
 

the
 

protein.
【Key

 

words】 Cysticercus
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expression

  猪囊尾蚴病(Cysticercosis
 

cellulosae)是由猪带绦

虫 (Taenia
 

solium,Ts)的 幼 虫—猪 囊 尾 蚴

(Cysticercus
 

cellulosae)寄生于人体皮下、肌肉、脑和

眼等引起的一种严重危害人类健康和畜牧业发展的人

畜共患寄生虫病[1]。该病呈全球性分布,在国外主要

分布于拉丁美洲、非洲和亚洲的发展中国家,在我国主

要集中在东北、华北、西北和西南的农村及少数民族地

区[2-3]。研制保护性疫苗是防治猪囊尾蚴病的一种经

济有效手段,鉴于猪囊尾蚴病的免疫发病机制尚未阐

明,乃是制约该病疫苗研制的重要瓶颈之一[4-5]。
寄生虫在感染过程中直接排泄或分泌的混合产物

称为 排 泄 分 泌 抗 原 (excretory-secretory
 

antigen,

ESA)。研究发现,寄生虫 ESA 可影响宿主 CD4+/

CD8+T细胞比值变化,诱导宿主产生具有免疫抑制作

用的细胞及其因子,从而逃避宿主的免疫攻击[6-7]。

Fan等[8]报 道 猪 囊 尾 蚴 ESA 不 仅 可 诱 导 CD4+/

CD8+T细胞比例失调,还可诱导Treg细胞数量增加

及IL-10水平表达上调。此外,猪囊尾蚴ESA还可显

著诱导 Th2型免疫应答产生,从而发挥免疫逃避作

用。为进一步寻找猪囊尾蚴ESA中参与调控T细胞

免疫应答的蛋白分子,本实验在对猪囊尾蚴及其ESA
的LFQ蛋白质组学分析基础上[9],拟筛选并验证猪囊

尾蚴ESA中参与调控T细胞免疫应答的硫氧还蛋白

过氧化物酶(thioredoxin
 

peroxidase,TPx)蛋白,预测

其亲水性和T细胞抗原表位,并全基因合成TPx抗原

编码基因,构建重组质粒 pcDNA3.4-TPx,转 染 至

HEK293细胞,表达和纯化TPx蛋白,为TPx蛋白的

进一步研究打下基础。

材料与方法

1 材料

胰酶购于美国Promega公司;乙腈和超纯水购于

美国Fisher
 

Chemical公司;三氟乙酸购于美国Sigma-
Aldrich公司;甲酸购于德国Fluka公司;碘代乙酰胺,
二硫苏糖醇和尿素购自于美国Sigma公司;蛋白酶抑

制剂购自于德国Calbiochem公司;EcoR1和BamHI
购自日本Takara公司;大肠埃希菌Top

 

10感受态细

胞,质粒pcDNA3.4,pfu
 

DNA聚合酶,HEK293细胞

和His标签抗体均购自中国南京钟鼎生物技术有限公

司;转染试剂PEI购自美国Polyscience公司;琼脂糖

购自中国上海基因公司;DNA胶纯化试剂盒和质粒抽

提试剂盒购自美国 Axygen公司;胰蛋白胨和酵母抽

提物购自英国Oxoid公司。

2 方法

2.1 TPx蛋白筛选 基于猪囊尾蚴及其ESA的蛋

白组学分析,对猪囊尾蚴及其ESA差异蛋白进行鉴

定。将每个蛋白在多次重复样本中的相对定量值均值

之比作为差异倍数(fold
 

change,FC)。计算公式:

FCA/B,k=Mean
 

(Rik,i∈A)/Mean
 

(Rik,i∈B)。其中

A代表猪囊尾蚴,B代表猪囊尾蚴ESA,R表示蛋白

相对定量值,i表示样本数,k表示蛋白。
将每个蛋白在比较组样本中的相对定量值进行t

检验,通过计算相应的P 值判断其差异的显著性。去

除无定量信息和重复性不好的蛋白,选择P<0.05的

蛋白。当P<0.05时,以差异倍数超过1.5作为显著

上调的变化阈值,小于1/1.5作为显著下调的变化阈

值。因此,猪囊尾蚴ESA的差异蛋白将在差异倍数小

于1/1.5区域筛选。随后将猪囊尾蚴ESA差异蛋白

进行基因本体论(gene
 

ontology,GO)富集和生物学功

能注释,筛选猪囊尾蚴ESA中TPx蛋白。

2.2 TPx蛋白验证 将猪囊尾蚴及其ESA进行等

量酶解,用裂解液将体积调整至一致。缓慢加入终浓

度20%三氟乙酸,涡旋混匀,4
 

℃沉淀2
 

h,4
 

500
 

g离

心5
 

min,弃上清,用预冷的丙酮洗涤沉淀2~3次,沉
淀晾干;加入终浓度200

 

mmol/L四乙基溴化铵,超声

打散沉淀,以1∶50比例(蛋白酶:蛋白,m/m)加入胰

蛋白酶,酶解过夜;加入二硫苏糖醇使其终浓度为5
 

mmol/L,56
 

℃还原30
 

min;加入碘乙酰胺使其终浓度

为11
 

mmol/L,室温避光孵育15
 

min。
肽段用液相色谱流动相A(含0.1%甲酸和2%乙

腈的水溶液)溶解后使用EASY-nLC
 

1000超高效液

相系统分离,分离物注入NSI离子源中电离后进行Q
 

ExactiveTM
 

Plus质谱分析。离子源电压设置为2.1
 

kV,肽 段 母 离 子 及 其 二 级 碎 片 均 使 用 高 分 辨 的

Orbitrap进行检测和分析。

2.3 TPx蛋白亲水性和T细胞抗原表位预测 运用

Kyte
 

&
 

Doolittle(http://organelledb.lsi.umich.
edu)预测TPx蛋白亲水性;运用Propred软件预测分

析该蛋白的T淋巴细胞抗原表位。

2.4 TPx抗 原 编 码 基 因 合 成 和 引 物 设 计 根据

NCBI数 据 库 猪 带 绦 虫 TPx基 因 序 列(GenBank:

AHZ89374.1)。设计全长拼接引物,在引物两端分别
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引入EcoR1(GAATTC)和BamHI(GGATCC)酶切

位点和保护性碱基,采用基于PCR准确合成(PCR-
based

 

accurate
 

synthesis,PAS)的方法[10],全基因合

成TPx。

2.5 pcDNA3.4-TPx重组质粒的构建与鉴 定 将

TPx目的基因经EcoR1和BamHI双酶切后连接至

真 核 表 达 载 体 pcDNA3.4 中,构 建 重 组 质 粒

pcDNA3.4-TPx,随后转化至大肠埃希菌Top10感受

态细胞。挑取阳性克隆子,抽提质粒,进行酶切和测序

鉴定。

2.6 哺乳动物细胞瞬时转染及表达 HEK293细胞

处于对数生长期,生长至(1.8~2.2)×106
 

cells/ml,
且活力大于95%时,将质粒DNA及聚乙烯亚胺转染

剂加入转染缓冲液,混匀,37
 

℃孵育15
 

min。随后将

孵育的质粒加入HEK293细胞中,37
 

℃悬浮培养。在

转染24
 

h后补充生长因子和氮源,第6
 

d进行计数,
观察细胞状态,计算死亡率。取菌液5

 

000
 

r/min离

心15
 

min,分别收集细胞培养上清和细胞。用PBS重

悬细胞沉淀,超声波破碎后分别收集上清和沉淀,通过

SDS-PAGE和 Western
 

blot分析目的蛋白表达情况。

2.7 TPx重组蛋白的纯化 将 Ni柱与透析过夜的

细胞培养上清在旋转孵育器4
 

℃孵育3~4
 

h后缓慢

加入纯化空柱中,用 Washing
 

Buffer(20
 

mmol/L咪

唑,50
 

mmol/L
 

Tris,300
 

mmol/L
 

NaCl,pH
 

8.0)以1
 

mL/min流速冲洗,至流出液 A280 值到达基线,收集

柱层析流出液和杂蛋白洗脱液。用 Elution
 

Buffer
(200

 

mmol/L咪唑,50
 

mmol/L
 

Tris,300
 

mmol/L
 

NaCl,pH
 

8.0)以1
 

ml/min流速洗脱目的蛋白,透析

后进行SDS-PAGE,分析其纯化效果。

2.8 纯化蛋白的 Western
 

Blot鉴定 另将表达蛋白

SDS-PAGE电泳后的凝胶以恒压100
 

V转膜约1.5
 

h。PBS洗涤4次,每次5
 

min,置于5%脱脂奶粉中

37
 

℃封闭1
 

h;加入1∶1000稀释的His标签抗体,

4
 

℃过夜,37
 

℃
 

PBST洗涤4次,每次5
 

min;加入1∶
5000稀释的羊抗鼠 HRP-IgG,37

 

℃孵育1
 

h,37
 

℃
 

PBST洗涤4次,每次5
 

min,ECL显影采集图像。

结 果

1 TPx蛋白筛选

对猪囊尾蚴ESA差异蛋白进行生物学功能注释,
其中含酪氨酸蛋白磷酸酶域的蛋白(tyrosine-protein

 

phosphatase
 

domain-containing
 

protein)、蛋白酶体亚

基β(proteasome
 

subunit
 

beta)、酪 氨 酸 激 酶 受 体

(receptor
 

protein-tyrosine
 

kinase)、t-SNARE卷曲螺

旋同源结构域蛋白(t-SNARE
 

coiled-coil
 

homology
 

domain-containing
 

protein)和TPx共5个蛋白具有调

控T细胞免疫应答功能,选择差异表达最大的TPx蛋

白(A0A0R3W7L6)作为重点研究对象(表1和图1)。

注:a组间比较,P<0.05
图

 

1 蛋白差异表达量

Note:a
 

Comparison
 

between
 

groups,P<0.05
Fig.1 Differential

 

expression
 

of
 

proteins

表
 

1 具有调控T细胞免疫应答功能的蛋白
Table

 

1 Proteins
 

with
 

the
 

function
 

of
 

regulating
 

T
 

cell
 

immune
 

response
Protein

 

accession Protein
 

description A1 A2 A3 B1 B2 B3 FCA/B P
 

value

A0A0R3WDB8 Tyrosine-protein
 

phosphatase
 

domain-
containing

 

protein
0.7054 0.7299 0.8065 1.3211 1.1908 1.2463 0.5965 0.00049870

A0A0R3VT49 Proteasome
 

subunit
 

beta 0.6016 0.5615 0.5614 1.1370 1.1783 1.1601 0.4962 0.00001026
A0A158R9E3 Receptor

 

protein-tyrosine
 

kinase 0.5956 0.8783 0.4806 1.4320 1.2638 1.3498 0.4831 0.01361241

A0A158R8G6 t-SNARE
 

coiled-coil
 

homology
 

domain-
containing

 

protein
0.6901 0.7125 0.7038 1.4868 1.4914 1.5154 0.4687 0.00000027

A0A0R3W7L6 Thioredoxin
 

peroxidase 0.6023 0.5306 0.5999 1.5996 1.5259 1.4416 0.3794 0.00004629
  注:A猪囊尾蚴;B猪囊尾蚴ESA;FCA/B 为A相对于B蛋白表达量的变化比例,比值越低说明在ESA中表达量越高。

Notes:A
 

Cysticercus
 

cellulosae;B
 

Cysticercus
 

cellulosae
 

ESA;FCA/B The
 

ratio
 

of
 

change
 

in
 

A
 

relative
 

to
 

B
 

protein
 

expression.
 

The
 

lower
 

the
 

ratio,the
 

higher
 

the
 

expression
 

in
 

ESA.
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2 TPx蛋白验证

将筛选 的 TPx 蛋 白 采 用 平 行 反 应 监 测 技 术

(parallel
 

reaction
 

monitoring,PRM)进行验证,结果

如图2,TPx蛋白的差异表达量在LFQ蛋白质组学与

靶向蛋白质组学(PRM)的变化趋势一致。

注:A 猪囊尾蚴 B 猪囊尾蚴ESA
图

 

2 TPx蛋白的验证

Note:A Cysticercus
 

cellulosae B Cysticercus
 

cellulosae
 

ESA
Fig.2 Validation

 

of
 

TPx
 

protein

3 TPx蛋白亲水性和T细胞抗原表位预测

通过 Kyte
 

&
 

Doolittle法(http://organelledb.
lsi.umich.edu)预测TPx蛋白为亲水性蛋白(图3);
通过Propred软件中Rothbard

 

-Taylor方法预测分析

TPx蛋白的16-21、81-85、120-125、134-137、152-162
和178-183氨基酸区段有优势的T淋巴细胞抗原表位

(图4)。

图
 

3 TPx蛋白亲水性预测

Fig.3 Hydrophobicity
 

prediction
 

of
 

TPx
 

protein

图
 

4 TPx蛋白T细胞抗原表位预测

Fig.4 T-cell
 

antigenic
 

epitopes
 

prediction
 

of
 

TPx
 

protein

4 重组质粒pcDNA3.4-TPx的酶切和测序鉴定

重组质粒pcDNA3.4-TPx经 EcoRI和 BamHI
双酶切后进行1%琼脂糖凝胶电泳,获得6

 

011
 

bp的

pcDNA3.4载体片段和678
 

bp的 TPx目的基因片

段,与预期相符。测序结果与预期的TPx基因序列进

行比对,匹配度为100%,重组质粒pcDNA3.4-TPx
构建成功(图5)。

5 TPx重组蛋白的表达、纯化和鉴定

将重组质粒pcDNA3.4-
 

TPx转染至HEK293细

胞,培养至第6
 

d,经SDS-PAGE和 Western
 

blot分析

表达蛋白相对分子质量约26×103,且主要存在于重

组质粒转染细胞培养上清(图6,图7)。表达蛋白经柱

层析纯化后进行SDS-PAGE,显示为相对单一的26
 

ku蛋白条带(图8)。经 Western
 

blot分析,显示该蛋

白可被Anti-His标签抗体识别,且仍具有反应原性

(图9)。

M DNA标志物 1 pcDNA3.4-TPx双酶切 2 pcDNA3.4-TPx
图

 

5 重组质粒pcDNA3.4-TPx酶切鉴定

M DNA
 

marker 1 pcDNA3.4-TPx
 

double
 

enzyme
 

digestion 
2 pcDNA3.4-TPx

Fig.5 Identification
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

pcDNA3.4-TPx
by

 

enzyme
 

digestion

讨 论

猪囊尾蚴病是一种呈全球性分布的人畜共患寄生

虫病,其免疫发病机制较为复杂,其中,猪囊尾蚴ESA
是影响宿主免疫应答的重要因素之一,且已证明猪囊

尾蚴ESA可参与调控T细胞免疫应答。为进一步寻

找猪囊尾蚴ESA中参与调控T细胞免疫应答的蛋白

分子,本实验在猪囊尾蚴及其ESA的LFQ蛋白质组

学分析基础上,对猪囊尾蚴ESA差异蛋白进行GO富

集和生物学功能注释,发现其中有5个蛋白具有调控

T细胞免疫应答的功能,并筛选出差异表达量最大的

TPx蛋白。TPx蛋白属于过氧化物氧还蛋白超家族

成员,广泛表达于寄生虫各个生长发育阶段及其ESA
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中[11-14]。结合文献查阅,寄生虫TPx蛋白可参与调控

宿主免疫应答,诱导宿主CD4+T细胞亚群分化,产生

Th混合免疫反应[15-19]。推测TPx蛋白可能是猪囊尾

蚴ESA调控T细胞免疫应答的主要成分之一,因此

选取该蛋白作为重点研究对象。

  M 蛋白质分子质量标准 1 空质粒转染细胞培养上清 2 空
质粒转染细胞裂解上清 3 空质粒转染细胞裂解沉淀 4 重组质粒
转染细胞培养上清 5 重组质粒转染细胞裂解上清 6 重组质粒转
染细胞裂解沉淀

图
 

6 TPx重组蛋白表达的SDS-PAGE分析

M Protein
 

marker 1 Culture
 

supernatant
 

of
 

empty
 

plasmid-
transformed

 

cells 2  Lysate
 

supernatant
 

of
 

empty
 

plasmid-
transformed

 

cells 3  Lysate
 

precipitation
 

of
 

empty
 

plasmid-
transformed

 

cells 4 Culture
 

supernatant
 

of
 

recombinant
 

plasmid-
transformed

 

cells 5 Lysate
 

supernatant
 

of
 

recombinant
 

plasmid-
transformed

 

cells 6 Lysate
 

precipitation
 

of
 

recombinant
 

plasmid-
transformed

 

cells
Fig.6 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

TPx
 

recombinant
 

protein
 

expression

  M 蛋白质分子质量标准 1 空质粒转染细胞培养上清 2
 

 空
质粒转染细胞裂解上清 3 空质粒转染细胞裂解沉淀 4 重组质粒
转染细胞培养上清 5 重组质粒转染细胞裂解上清 6 重组质粒转
染细胞裂解沉淀

图
 

7 TPx重组蛋白表达的 Western
 

blot鉴定

M Protein
 

marker 1 Culture
 

supernatant
 

of
 

empty
 

plasmid-
transformed

 

cells 2  Lysate
 

supernatant
 

of
 

empty
 

plasmid-
transformed

 

cells 3  Lysate
 

precipitation
 

of
 

empty
 

plasmid-
transformed

 

cells 4 Culture
 

supernatant
 

of
 

recombinant
 

plasmid-
transformed

 

cells 5 Lysate
 

supernatant
 

of
 

recombinant
 

plasmid-
transformed

 

cells 6 Lysate
 

precipitation
 

of
 

recombinant
 

plasmid-
transformed

 

cells
Fig.7 Western

 

blot
 

identification
 

of
 

TPx
 

recombinant
 

protein
 

expression

  M 蛋白质分子质量标准 1 重组质粒转染细胞培养上清 2 
柱层析流出液 3 杂蛋白洗脱液 4 重组蛋白洗脱液

图
 

8 TPx重组蛋白的纯化

M Protein
 

marker 1 Culture
 

supernatant
 

of
 

recombinant
 

plasmid-transformed
 

cells 2 Column
 

chromatography
 

effluent 3 
Heteroprotein

 

eluate 4 Recombinant
 

protein
 

eluate
Fig.8 Purification

 

of
 

TPx
 

recombinant
 

protein

M 蛋白标志物 1 纯化的TPx蛋白

图
 

9 纯化TPx蛋白的 Western
 

blot鉴定

M Protein
 

marker 1 Purified
 

TPx
 

protein
Fig.9 Western

 

blot
 

identification
 

of
 

purified
 

TPx
 

protein

蛋白质组学技术在绦虫领域中已得到广泛研究和

应用,靶向蛋白质组学已成为一种强大的蛋白质定量

工具[20],而PRM 是靶向蛋白质组学数据采集的主流

方法,基于高分辨率和高精确质谱仪的离子监测分析,
通过对目标蛋白或特异性肽段进行选择性检测,从而

实现对靶蛋白或目标肽段的定量[21]。其优点在于

PRM具有极高的特异性,在复杂的生物样品中可提供

更高的选择性,更有效地将目标肽的产物离子信号与

共洗脱干扰区分开来,从而提高数据分析的质量[22-23]。
鉴于猪囊尾蚴及其ESA成分复杂,本实验运用PRM
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技术对TPx蛋白进行验证。结果表明,LFQ蛋白质

组学与靶向蛋白质组学对TPx蛋白表达量的趋势一

致。提示 TPx蛋白在猪囊尾蚴及其ESA 中均有表

达,且猪囊尾蚴ESA中TPx蛋白的表达量显著高于

猪囊尾蚴。
经Kyte

 

&
 

Doolittle法预测 TPx蛋白为亲水性

蛋白,该 结 果 与 ExPASy-PortPara法 预 测 结 果 一

致[24],本实验中检测表达蛋白也主要存在于细胞培养

上清中。基于蛋白质组学分析,TPx蛋白具有调控T
细胞免疫应答的功能,且T细胞抗原表位具有刺激机

体活化T细胞免疫的作用[25]。为进一步了解TPx蛋

白是否对T细胞具有免疫调节的功能,对其潜在的优

势T细胞抗原表位进行预测,通过Propred软件的

Rothbard-Taylor方法预测TPx蛋白含有6个可能的

优势T淋巴细胞抗原表位,推测其具有激活T淋巴细

胞免疫应答的能力。
采用PCR方法全基因合成TPx抗原编码基因,

克隆至pcDNA3.4载体,构建pcDNA3.4-TPx重组质

粒,测序和酶切鉴定表明重组质粒pcDNA3.4-TPx构

建正确。TPx蛋白广泛存在于需氧真核生物体内,在
哺乳动物细胞系真核表达后进行蛋白质翻译修饰。为

保持其生物活性,本实验将构建的pcDNA3.4-TPx重

组质 粒 转 染 至 易 于 培 养、转 染 率 高 的 HEK293细

胞[26]。经SDS-PAGE分析发现,TPx重组蛋白主要

表达于转染细胞后的培养上清,因SDS-PAGE分析存

在非特异性因素,因此进一步通过特异性的 Western
 

blot以确定其存在于细胞培养上清液中。鉴于分泌到

细胞培养上清中的TPx-His蛋白是无信号肽的成熟

体蛋白,具有天然的折叠结构且更加接近天然蛋白的

生物学性质[27]。因此收集细胞培养上清进一步纯化

TPx重组蛋白,经SDS-PAGE分析和 Western
 

blot鉴

定,结果表明,该蛋白相对分子质量约为26×103,与
理论分子质量加上 His标签分子质量的大小相符,且
纯化的TPx蛋白仍可被 Anti-His标签抗体识别,即
仍具有反应原性。

本实验成功实现了对猪囊尾蚴ESA中TPx蛋白

的筛选验证、亲水性及其T细胞抗原表位预测和真核

表达,为该蛋白的进一步研究奠定了基础。
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