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猪囊尾蚴排泄分泌抗原TPx蛋白的表达、纯化
及其多克隆抗体制备*
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【摘要】 目的 原 核 表 达 猪 囊 尾 蚴 排 泄 分 泌 抗 原(Excretory
 

secretory
 

antigen,ESA)硫 氧 还 蛋 白 过 氧 化 物 酶

(Thioredoxin
 

peroxidase,TPx),并纯化TPx蛋白及制备兔多克隆抗体。 方法 通过全基因合成的方法PCR扩增

TPx基因。将扩增的TPx基因克隆至原核表达质粒pET30a载体中,构建重组质粒pET30a-TPx并转化至大肠埃希菌

BL21(DE3)感受态细胞,通过异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达,12%
 

SDS-PAGE电泳分析蛋白表达情况。用 Ni-
IDA亲和层析柱进行纯化,Western

 

blot鉴定TPx重组蛋白的纯化效果。用纯化的TPx重组蛋白免疫新西兰兔,制备

TPx多克隆抗体,ELISA测定纯化抗体的效价。 结果 成功构建重组质粒pET30a-TPx,经IPTG诱导表达,获得以

可溶性形式高效表达的TPx重组蛋白,相对分子质量约为22.43×103,纯化后的带有 His标签的TPx重组蛋白能被兔

抗血清识别。用纯化的TPx重组蛋白免疫新西兰兔,获得TPx多克隆抗体,其ELISA效价为1∶1
 

126
 

400,抗体纯度为

85%。 结论 成功制备猪囊尾蚴排泄分泌抗原TPx重组蛋白,并获得了高纯度、高效价的兔多克隆抗体。
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【Abstract】 Objective Prokaryotic
 

expression
 

of
 

Thioredoxin
 

peroxidase
 

(TPx)
 

at
 

Excretory
 

secretory
 

antigen
 

(ESA)
 

of
 

Cysticercus
 

cellulosae
 

was
 

performed,and
 

the
 

TPx
 

protein
 

was
 

purified
 

and
 

rabbit
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

prepared. 
Methods TPx

 

gene
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR
 

using
 

whole
 

gene
 

synthesis.
 

The
 

amplified
 

TPx
 

gene
 

was
 

cloned
 

into
 

prokaryotic
 

expression
 

plasmid
 

pET30a
 

vector,and
 

the
 

recombinant
 

plasmid
 

pET30a-TPx
 

was
 

constructed
 

and
 

transformed
 

into
 

competent
 

Escherichia
 

coli
 

BL21
 

(DE3)
 

cells,and
 

the
 

expression
 

was
 

induced
 

by
 

isopropyl
 

thiogalactoside
 

(IPTG).
 

The
 

expression
 

of
 

TPx
 

was
 

analyzed
 

by
 

12%
 

SDS-PAGE,and
 

purified
 

by
 

Ni-IDA
 

affinity
 

chromatography.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

purification
 

effect
 

of
 

TPx
 

recombinant
 

protein.
 

Polyclonal
 

antibody
 

against
 

TPx
 

was
 

prepared
 

by
 

immunizing
 

New
 

Zealand
 

rabbits
 

with
 

purified
 

TPx
 

recombinant
 

protein.
 

The
 

titer
 

of
 

purified
 

antibody
 

was
 

determined
 

by
 

ELISA. Results The
 

recombinant
 

plasmid
 

pET30a-TPx
 

was
 

successfully
 

constructed,and
 

TPx
 

recombinant
 

protein
 

was
 

obtained
 

by
 

IPTG
 

induced
 

expression,and
 

the
 

molecular
 

mass
 

was
 

about
 

22.43×103.
 

The
 

purified
 

TPx
 

recombinant
 

protein
 

with
 

His
 

label
 

could
 

be
 

recognized
 

by
 

rabbit
 

antiserum.
 

Immunizing
 

New
 

Zealand
 

rabbits
 

with
 

purified
 

TPx
 

recombinant
 

protein,TPx
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

obtained,with
 

a
 

titer
 

of
 

1∶
1

 

126
 

400
 

and
 

antibody
 

purity
 

of
 

85%. Conclusion The
 

recombinant
 

protein
 

of
 

excretory
 

antigen
 

TPx
 

from
 

C.
 

cellulosae
 

was
 

successfully
 

prepared,and
 

the
 

rabbit
 

polyclonal
 

antibody
 

with
 

high
 

purity
 

and
 

high
 

efficiency
 

was
 

obtained.
【Key

 

words】 Cysticercus
 

cellulosae;excretory
 

secretory
 

antigen;thioredoxin
 

peroxidase;prokaryotic
 

expression;

polyclonal
 

antibody
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  猪囊尾蚴病(cysticercosis
 

cellulosae)俗称囊虫

病,是由猪带绦虫(Taenia
 

solium)的幼虫猪囊尾蚴

(Cysticercus
 

cellulosae)寄生于人体皮下肌肉、脑、眼
等引起的一种严重危害人类健康和畜牧业生产的人兽

共患寄生虫病[1-2]。其中,以脑囊虫病最为严重,具有

极高的致死率及致残率。此外,当人生食或半生食含

猪囊尾蚴的猪肉后,猪囊尾蚴在人体小肠中发育为成

虫,使人患猪带绦虫病[3-4]。囊虫病以药物治疗为主,
研发保护性疫苗是防治囊虫病最有效的经济手段。由

于囊虫病的免疫发病机制复杂,是制约囊虫病疫苗研

发的重要因素之一[5-6]。
寄生虫感染宿主后可主动或被动地释放排泄分泌

抗原(excretory
 

secretory
 

antigen,ESA)。研究发现,
寄生虫ESA可诱导宿主产生免疫抑制细胞并分泌相

关的细胞因子,从而逃避宿主的免疫攻击[7-9]。Fan
等[10]的研究发现猪囊尾蚴ESA可诱导Treg细胞的

分化及启动 Th2型免疫应答,从而发挥免疫逃避作

用。ESA成分复杂,为进一步研究猪囊尾蚴ESA中

发挥免疫逃避作用的蛋白分子,He等[11]通过非标定

量蛋白质组学筛选出猪囊尾蚴ESA中具有免疫调控

的硫氧还蛋白过氧化物酶(thioredoxin
 

peroxidase,

TPx)。TPx蛋白属于硫氧还蛋白超家族中的一员,广
泛存在于寄生虫的各个发育阶段及其ESA中,可参与

调控宿主的免疫应答[12-15]。本研究拟通过全基因合成

TPx基因,构建重组质粒pET30a-TPx,转化至E.coil
 

BL21(DE3)感受态细胞中表达,通过纯化获得TPx重

组蛋白,并用该重组蛋白免疫新西兰兔,制备多克隆抗

体,为该重组蛋白的进一步研究奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 质粒和菌种 质粒pET30a,大肠埃希菌Top10
和BL21(DE3)购自南京钟鼎生物技术有限公司。

1.2 主要试剂 Protein
 

Marker购自美国 Thermo
公司;IPTG,Acr,Bis和 Tris购自美国Sigma公司;

SDS购 自 美 国 Amresco公 司;TEMED 购 自 美 国

BIO-RAD公司;Tryptone和Yeast
 

Extract购自英国

OXOID公司;0.22
 

μm 无菌滤器和透析袋购自美国

Millipore 公 司;Ni-IDA 亲 和 层 析 胶 购 自 美 国

Novagen公司;PVDF膜购自美国 Millipore公司;酶
标二抗和PBST购自南京钟鼎生物技术有限公司;弗
氏佐剂购自美国Sigma公司。

2 方法

2.1 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),通过全基因合成的方法设计全长拼接

引物,在引物两端分别加入NdeI和XhoI酶切位点和

保护性碱基,PCR扩增TPx基因。扩增参数:96
 

℃预

变性5
 

min;96
 

℃变性22
 

s,60
 

℃退火22
 

s,72
 

℃延伸

25
 

s,共25个循环;72
 

℃终延伸1
 

min。PCR产物进

行1%琼脂糖凝胶电泳鉴定,其余产物按照凝胶回收

试剂盒说明书进行回收纯化。

2.2 重组质 粒pET30a-TPx的 构 建 及 鉴 定 利用

NdeI和XhoI双酶切纯化的PCR产物及pET30a载

体,连接后转化至大肠埃希菌Top10感受态细胞。挑

取阳性克隆,提取质粒进行酶切和测序鉴定。

2.3 TPx重 组 蛋 白 的 表 达、纯 化 将鉴定正确的

pET30a-TPx重组质粒转化至E.coli
 

BL21(DE3)感
受态细胞。挑取单个菌落,接种于含50

 

μg/ml
 

Amp
的3

 

ml
 

LB培养液中,37
 

℃、220
 

r/min振摇过夜,次
日按1∶100接种于50

 

μg/ml
 

Amp的30
 

ml
 

LB培养

液中,37
 

℃、220
 

r/min振摇至菌体 A600 值为0.6~
0.8。取1

 

ml培养物未诱导作为对照,余下的培养物

中加入终浓度为0.2
 

mmol/L的IPTG,15
 

℃诱导过

夜,取出1
 

ml诱导物。分别将1
 

ml诱导与未诱导的

培养物10
 

000
 

r/min(离心半径22
 

cm)室温离心2
 

min,弃上清,用100
 

μL
 

1×上样缓冲液重悬菌体沉

淀。再将剩余的培养物4
 

000
 

r/min离心10
 

min,弃
上清,用PBS重悬菌体沉淀。重悬液进行超声波破

碎,分别取上清与沉淀液加入上样缓冲液重悬,进行

12%
 

SDS-PAGE电泳。利用低压层析系统,将诱导破

碎后上清以0.5
 

ml/min流速上样至Ni-IDA
 

Binding-
Buffer预平衡的 Ni-IDA-Sepharose

 

Cl-6B亲和层析

柱,用 Ni-IDA
 

Binding-Buffer以0.5
 

ml/min流速冲

洗,至流出液 A280 值到达基线;用 Ni-IDA
 

Washing-
Buffer(20

 

mmol/L
 

Tris-HCl,30
 

mmol/L
 

咪唑,0.15
 

mol/L
 

NaCl,pH
 

8.0)以1
 

ml/min流速冲洗,至流出

液 A280 值 到 达 基 线;用 Ni-IDA
 

Elution-Buffer(20
 

mmol/L
 

Tris-HCl,250
 

mmol/L 咪 唑,0.15
 

mol/L
 

NaCl,pH
 

8.0)以1
 

ml/min流速洗脱目的蛋白,收集

流出液。上述收集的蛋白溶液加入透析袋中,使用

PBS透析过夜后进行12%
 

SDS-PAGE分析。

2.4 TPx重组蛋白的 Western
 

blot鉴定 纯化的

TPx重组蛋白经12%
 

SDS-PAGE电泳湿法转移至

PVDF膜上;将PVDF膜浸入封闭液中37
 

℃封闭1
 

h,PBST洗涤4次,每次5
 

min;加入PBS稀释一抗

(抗His标签抗体),37
 

℃孵育1
 

h,PBST洗涤4次,每
次5

 

min;加入用5%的牛奶封闭的酶标二抗(羊抗鼠-
HRP,1∶10000),37

 

℃孵育1
 

h,PBST洗涤4次,每
次5

 

min;ECL法显色,拍照并记录结果。

2.5 兔抗血清的制备及纯化 将纯化的TPx重组蛋

白与等体积的弗氏佐剂混匀后免疫新西兰实验兔(皮
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下免疫400
 

μg/次),2~3周免疫1次,共免疫3次。
末次免疫1周后颈动脉放血,分离血清。将TPx重组

蛋白与琼脂糖介质偶联制备成抗原亲和纯化层析柱,
将兔抗血清与PBS等量混合后缓慢上样,待抗体结合

后用甘氨酸洗脱缓冲液洗脱,得到纯化的抗体。

2.6 酶联免疫吸附试验(ELISA)测定纯化抗体的效

价 用PBS包被液将纯化重组 TPx蛋白稀释成5
 

μg/L,混匀后加入板条中,每孔100
 

μL,4
 

℃冰箱过

夜,洗板3次;每孔加入200
 

μL封闭液,37
 

℃封闭1
 

h,洗板1次;加入 PBS倍比稀释的纯化抗体(1∶
1100、1∶2200、1∶4400、1∶8800、1∶17600、1∶
35200、1∶70400、1∶140800、1∶281600、1∶563200、1
∶1126400),每孔100

 

μL,37
 

℃孵育1
 

h,洗板3次;每
孔加入100

 

μL酶标二抗(羊抗兔-HRP,1∶50000),37
 

℃孵育1
 

h,洗板4次;每孔加入100
 

μL
 

TMB显色液,

37
 

℃显色15
 

min后每孔加入100
 

μL
 

1
 

mol/L
 

HCl溶

液终止反应,用酶标仪测量吸光度A450 值,将A值大

于设定的阴性对照 A值的2.1的孔对应的稀释度定

为该样品的效价。取纯化的抗体进行SDS-PAGE电

泳,考马斯亮蓝染色进行后灰度扫描,计算抗体纯度。

结 果

1 重组质粒pET30a-TPx的酶切和测序鉴定

重组质粒pET30a-TPx经NdeI和XhoI双酶切,
用1%琼脂糖凝胶电泳,得到5

 

422
 

bp的pET30a载

体片段和615
 

bp的TPx基因片段,与预期结果相符

(图1)。测序结果表明与预期序列100%匹配,重组质

粒pET30a-TPx构建成功。

M DNA标志物 1 酶切前质粒 2 酶切后质粒
图

 

1 重组质粒酶切鉴定
M DNA

 

marker 1 Plasmid
 

before
 

enzyme
 

digestion 2 
Plasmid

 

after
 

enzyme
 

digestion
Fig.1 Identification

 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

by
 

enzyme
 

digestion

2 TPx重组蛋白的表达、纯化和鉴定

重组质粒pET30a-TPx经15
 

℃、0.2
 

mmol/L
 

IPTG诱导过夜后进行SDS-PAGE分析,得到相对分

子质量约22.43×103 的目的蛋白(图2),与预测分子

质量加上His标签分子质量的大小相符,表明该蛋白

为带His标签的TPx蛋白。TPx蛋白主要以可溶形

式存在于菌体处理后的上清液中。将TPx重组蛋白

通过Ni-IDA亲和层析柱纯化,获得大小约22.43×
103 的单一目的蛋白条带(图3)。Western

 

blot鉴定

纯化的重组蛋白能被相应抗体识别,反应条带位于

22.43×103 处(图4)。

  M 蛋白分子质量标准 1 pET30a诱导对照 2 重组质粒转
化菌未诱导 3 重组质粒转化菌IPTG

 

诱导3
 

h 4 IPTG诱导重组
质粒转化菌破碎上清 5 IPTG诱导重组质粒转化菌破碎沉淀

图
 

2 诱导表达的TPx重组蛋白SDS-PAGE分析

M Protein
 

marker 1 pET30a
 

induction
 

control 2 
Recombinant

 

plasmid
 

transformed
 

bacteria
 

were
 

not
 

induced 3 
Recombinant

 

plasmid
 

transformed
 

bacteria
 

IPTG
 

induction
 

for
 

3
 

h 4 
IPTG

 

induced
 

recombinant
 

plasmid
 

transformed
 

bacteria
 

crushed
 

supernatant 5 IPTG
 

induced
 

recombinant
 

plasmid
 

transformed
 

bacteria
 

crushed
 

and
 

precipitated
Fig.2 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

induced
 

expression
of

 

TPx
 

recombinant
 

protein

  M 蛋白分子质量标准 1 IPTG
 

诱导重组质粒转化菌破碎上清

 2 流出液 3、4 洗脱液
图

 

3 纯化TPx重组蛋白的SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

marker 1 IPTG
 

induced
 

recombinant
 

plasmid
 

transformed
 

bacteria
 

crushing
 

supernatant 2 Effluent 3,4 Eluent
Fig.3 SDS-PAGE

 

electrophoresis
 

analysis
 

of
 

purified
TPx

 

recombinant
 

protein
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M 蛋白分子质量标准 1 TPx重组蛋白与相应抗体反应条带
图

 

4 TPx
 

重组蛋白的 Western
 

blot鉴定

M  Protein
 

marker 1  TPx
 

recombinant
 

protein
 

with
 

corresponding
 

antibody
 

reaction
 

bands
Fig.4 Western

 

blot
 

identification
 

of
 

TPx
 

recombinant
 

protein

3 免疫血清抗体效价及纯度

间接ELISA检测显示,纯化的TPx重组蛋白免

疫兔血清抗体效价为1∶1
 

126
 

400(图5)。纯化的

TPx多克隆抗体通过SDS-PAGE电泳分析,55×103

和25×103 处出现抗体重链与轻链条带,未发现杂蛋

白(图6)。灰度扫描计算纯化的抗体纯度为85%。

图
 

5 ELISA检测免疫血清的抗体效价

Fig.5 ELISA
 

detects
 

antibody
 

titer
 

in
 

immune
 

serum

讨 论

猪囊尾蚴病呈全球性分布,在国外主要分布于亚

洲、拉丁美洲和非洲等发展中国家,在我国以西北、华
北、东北和西南地区的农村和少数民族聚集地较常

见[16-18]。该病的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可调节宿主T细胞免疫应答[19-20]。
猪囊尾蚴ESA是囊尾蚴在寄生过程中为抵御宿主免

疫攻击而分泌的一些特异性蛋白成分,可诱导宿主产

生免疫应答反应[21]。ESA成分复杂,为寻找猪囊尾蚴

ESA调控 T细胞时发挥关键作用的蛋白分子,He
等[11]在蛋白质组学分析的基础上从猪囊尾蚴ESA中

筛选出高表达的TPx蛋白。推测TPx蛋白可能是调

控宿主免疫应答的重要蛋白分子,因此选取该蛋白作

为重点研究对象。

M 蛋白分子质量标准 1 纯化的免疫兔抗体
图

 

6 纯化抗体的SDS-PAGE分析

M Protein
 

marker 1 Purified
 

immune
 

rabbit
 

antibody
Fig.6 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

purified
 

antibody

TPx蛋白又称过氧化物酶(Peroxiredoxin,Prx),
是一种高度保守的蛋白质家族[22-23],在细胞免疫应答

作用中发挥着重要作用。研究表明,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[24-27]。此外,寄生虫

TPx蛋白具有良好的免疫诊断价值及作为候选疫苗

的潜力[28-29]。TPx蛋白在寄生虫领域的相关研究较

多,但其在猪囊尾蚴病中的影响尚不清楚。为进一步

探讨猪囊尾蚴ESA中TPx蛋白调控T细胞免疫应答

的作用,本实验对其进行了原核表达和多克隆抗体制

备。
基于大肠埃希菌易于操作、表达量高、周期短、可

用性高以及对其代谢和遗传已有广泛的知识体系,因
而被广泛用作表达重组蛋白,其中菌株BL21(DE3)由
于缺乏蛋白酶的有利特性,能够避免靶蛋白的降解,成
为大 肠 埃 希 菌 中 最 具 代 表 性 的 重 组 蛋 白 表 达 系

统[30-32],因此以E.coli
 

BL21(DE3)作为该试验的表

达菌株表达TPx重组蛋白。本实验通过全基因合成

的方法扩增TPx抗原编码基因,将其亚克隆到原核表

达载体pET30a中,构建重组质粒pET30a-TPx经双

酶切和测序鉴定证实 TPx基因成功插入到pET30a
中,表 明 重 组 质 粒 pET30a-TPx 构 建 正 确。将

pET30a-TPx重组质粒转化至E.coli
 

BL21(DE3)感
受态细胞,经SDS-PAGE分析表达相对分子质量约

22.43×103 的目的蛋白,且该蛋白主要存在于重组菌

破碎上清中。将IPTG诱导的重组菌破碎上清进行

Ni-IDA亲和层析柱纯化,收集的流出液进行SDS-
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PAGE分析,获得纯度较高的22.43×103 融合蛋白。
纯化的TPx蛋白经 Western

 

blot鉴定,能被相应抗体

识别,即具有反应原性。用纯化的TPx重组蛋白免疫

新西 兰 兔,得 到 的 血 清 抗 体 ELISA 效 价 为 1∶
1

 

126
 

400,表明制备的TPx蛋白具有免疫原性,获得

的抗血清抗体效价高。纯化抗体进行SDS-PAGE电

泳后通过灰度扫描计算其纯度为85%,纯度较高。
综上所述,本研究实现了猪囊尾蚴排泄分泌抗原

TPx基因在E.coli
 

BL21(DE3)中的高效表达,并成

功制备了高纯度的TPx重组蛋白,获得了高效价的多

克隆抗体,为该重组蛋白的进一步研究奠定了基础。
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在接受抗逆转录病毒治疗后效果较好,总有效率为

90.02%。在治疗过程中,应加大对年龄≥60岁、文化

程度初中以下、治疗前 WHO临床分期3期、有合并

症、服药依从性差患者的关注,适当增加此类患者的随

访频率,加强服药依从性教育,早期发现抗逆转录病毒

治疗过程中出现的副反应并及时采取应对措施,提高

治疗效果。然而本研究仅收集到尚在治疗中的 HIV
感染/AIDS患者信息,未能收集完全停药后患者的相

关信息,今后有必要开展停药患者的研究探讨。
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