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细粒棘球绦虫ＴＳＰ３基因的生物信息学分析及原核表达
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【摘要】　目的　为分析细粒棘球绦虫（犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊）ＴＳＰ３基因的生物信息学特性并表达其非跨膜区蛋白。

　方法　本研究利用ＰＣＲ扩增ＥｇＴＳＰ３全长基因及非跨膜区序列，采用生物信息学软件对ＥｇＴＳＰ３蛋白的理化性质、

结构特点及亲缘进化关系进行分析；利用ＲＴＱＰＣＲ分析ＴＳＰ３在细粒棘球绦虫不同发育阶段中的相对转录水平；并构

建重组质粒，经双酶切鉴定，将其转化至大肠埃希菌犈．犮狅犾犻犅犔２１（ＤＥ３）后，采用ＳＤＳＰＡＧＥ检测ＴＳＰ３蛋白的表达，通

过ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对蛋白进行抗原性分析。　结果　生物信息学分析结果显示，ＥｇＴＳＰ３基因全长６８１ｂｐ，编码２２６个氨

基酸，蛋白分子式为Ｃ１１１３Ｈ１７７２Ｎ２７０Ｏ２９７Ｓ２０，无信号肽，有４个跨膜区，理论相对分子质量约２４×１０
３，含有５个Ｂ细胞抗原

表位，为稳定的胞内蛋白。ＥｇＴＳＰ３的氨基酸序列与绦虫属的氨基酸序列一致性为９０％以上，进化关系中两者亲缘性

极近，与人的氨基酸序列一致性为４２．２％，进化关系中两者亲缘性较远。ＴＳＰ３基因在细粒棘球绦虫的原头蚴、包囊壁

以及成虫阶段均有转录，且转录水平无显著差异。双酶切鉴定及测序分析，证明成功构建重组质粒ｐＥＴ３２ａＴＳＰ３，重组

质粒转化ＢＬ２１后成功诱导表达蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，该蛋白具有良好的反应原性。　结论　本研究初步表明

ＥｇＴＳＰ３蛋白是一个具有潜在研究价值的疫苗免疫靶点，为进一步研究囊型包虫病的疫苗候选分子奠定了基础。
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　　细粒棘球绦虫（犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊，Ｅｇ）隶

属扁形动物门（Ｐｌａｔｙｈｅｌｍｉｎｔｈｅｓ），绦虫纲（Ｃｅｓｔｏｄａ），

圆叶目（Ｃｙｃｌｏｐｈｙｌｌｉｄｅａ），带绦虫科（Ｔａｅｎｉｉｄａｅ），棘球

属（Ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）
［１］。Ｅｇ是独特的双宿主寄生虫，幼

虫寄生在牛、羊、人等中间宿主的肝脏和肺脏等实质性

脏器内，成虫寄生在犬、狐等终末宿主的小肠内［２］。中

间宿主可通过呼吸道、消化道或直接接触而感染，犬科

动物因误食中间宿主的脏器而感染，以此形成恶性循

环 的 生 活 史［２３］。Ｅｇ 是 囊 型 包 虫 病 （Ｃｙｓｔｉｃ

ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓ，ＣＥ）的主要病原，呈全球性分布，我国

是该病的高发国家之一［４］。ＣＥ作为一种严重的人畜

共患寄生虫病，已危及我国１２个省约七千万人口和六

千万牲畜，每年造成的经济损失可达３０亿元，该病不

仅严重影响到畜牧业的发展，还威胁着人类的安全，对

全球造成巨大的经济损失［５］。目前，ＣＥ已被纳入“健

康中国２０３０”规划中的五大寄生虫病，同时也是我国

免费救治的重大传染病之一［６］。

四跨膜蛋白（Ｔｅｔｒａｓｐａｎｉｎ，ＴＳＰ）是一类广泛存在

于真核生物体内且进化保守的细胞膜蛋白，参与细胞

的增殖、分化、粘附及免疫反应等重要的生物过程［７８］。

研究表明，ＴＳＰ家族参与吸虫外皮的发育、成熟及稳

定，并参与血吸虫的免疫逃避，已有部分ＴＳＰ家族成

员被用于华支睾吸虫病、血吸虫病、泡型包虫病以及丝

虫病的候选疫苗抗原［９］。Ｄａｎｇ等
［１０］报道多房棘球绦

虫ＴＳＰ３参与局部及全身的免疫反应，具有较好的免

疫原性，是多房棘球绦虫潜在的疫苗抗原候选分子。

但目前未见ＥｇＴＳＰ３相关的研究报道，因此，为了研

究Ｅｇ四跨膜蛋白家族ＴＳＰ３基因的免疫原性，本研究

旨在对Ｅ．ｇ的ＴＳＰ３核苷酸序列进行基因克隆、生物

信息学分子及蛋白重组表达，为其生物学功能、免疫原

性等方面的研究奠定基础，为抗包虫病疫苗候选分子

的筛选提供理论依据。

材料与方法

１　材料

细粒棘球绦虫原头蚴、成虫和包囊壁由本实验室

保存提供。犈．犮狅犾犻ＤＨ５α及ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞

购于 天根生化科 技有限公司；ｐＭＤ１９Ｔ 载 体 和

ＰＥＴ３２ａ载体购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＮＡ提取试

剂盒，ＲＮＡ反转录试剂盒和ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ凝胶

制备试剂盒购自康为世纪生物科技有限公司；

ＴＲＩＺＯＬ 试 剂 Ｒｅａｇｅｎｔ购 自 美 国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶，Ｔ４ＤＮＡ 连接酶，

ＤＬＤＮＡ２０００／４５００ Ｍａｒｋｅｒ，限制性核酸内切酶

犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅犾Ⅰ，ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ，２×ＰＣＲＭｉｘ及

５×ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液购自ＴａＫａＲａ公司；ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒购自南京诺唯赞生物科技

有限公司；质粒小提取试剂盒和琼脂糖凝胶ＤＮＡ回

收试剂盒购自天根生化科技有限公司；异丙基硫代半

乳糖苷（ＩＰＴＧ）购自美国Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司。

２　方法

２．１　引物的设计及合成　应用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计

针对ＥｇＴＳＰ３基因全长序列（ＥｇｒＧ＿００１０７７４００）和非

跨膜区（ＬＥＬ）部分序列的ＰＣＲ引物；应用Ｐｒｉｍｅｒ３．０

软件设计针对ＥｇＴＳＰ３的ｑＰＣＲ引物，ｑＰＣＲ内参引

物由本实验室保存。引物序列见表１，下划线部分为

犅犪犿犎Ｉ和犡犺狅犾Ⅰ的酶切位点。引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成。

表１　犘犆犚扩增引物

犜犪犫犾犲１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉犻犿犲狉狊

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

ｎａｍｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５３）

片段大小（ｂｐ）

Ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｓｉｚｅ

ＴＳＰ３Ｆ ＡＴＧＧＣＴＣＴＴＴＣＧＴＧＴＧＧＴＧＧ

ＴＳＰ３Ｒ ＴＴＡＡＡＣＣＴＴＣＴＣＧＴＡＴＴＣＧＴＴＧＡＣＣ
６８１

ＴＳＰ３Ｆ
ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＧ

ＣＡＴＧＡＣＴＴＴＧＴＣＧＧＴＣＴＴＧＴＧ

ＴＳＰ３Ｒ
ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＧ

ＣＡＧＡＧＡＧＧＡＡＴＣＣＴＴＡＡＴＴＴＧＣＴ

２６４

ｑＴｓｐ３Ｆ ＴＴＧＴＧＧＣＴＧＡＧＡＴＣＧＴＣＴＧＴ

ｑＴｓｐ３Ｒ ＴＧＡＴＧＣＡＧＧＧＴＡＧＧＧＣＴＴＡＣ

ＧＡＰＤＨＦ ＧＡＧＴＣＡＴＧＴＡＧＧＣＣＡＣＧ

ＧＡＰＤＨＲ ＡＧＡＴＧＧＡＧＧＴＧＧＧＧＡＴＡＧＧ

２．２　目的基因的ＰＣＲ扩增、克隆及测序　采用ＲＮＡ

提取试剂盒提取细粒棘球绦虫成虫总ＲＮＡ并反转录

为ｃＤＮＡ，以此为模板，利用ＴＳＰ３Ｆ／ＴＳＰ３Ｒ、ＴＳＰ３

Ｆ／ＴＳＰ３Ｒ分别扩增 ＴＳＰ３ＯＲＦ全长基因序列和非

跨膜基因序列。ＰＣＲ扩增条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０

ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，７２℃１０ｍｉｎ，共３５个循

环。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测后，回收特

异性基因片段。目的基因连接至克隆载体ｐＭＤ１９Ｔ，

连接产物转化至ＤＨ５α感受态细胞后进行菌液ＰＣＲ

鉴定，阳性重组载体送至上海生工生物工程有限公司

测序。

２．３　ＥｇＴＳＰ３全长目的基因的生物信息学分析　将

测序正确的ＥｇＴＳＰ３氨基酸序列进行生物信息学分

析。利 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
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ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）在线软件分析ＴＳＰ３基因编码蛋白的氨

基酸序列及理化性质；应用ＮｅｔＰｈｏｓ３．０Ｓｅｒｖｅｒ软件

预测ＴＳＰ３蛋白的磷酸化位点；利用ＤＮＡｓｔａｒ软件预

测蛋白的抗原表位。运用 ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ

ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ

＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ） 以 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥ （ｈｔｔｐ：／／

ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）分析该蛋白的二、三级结

构；利用ＳｉｇｎａＩＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ在线软件预测ＴＳＰ３蛋白

的信号肽；利用在线网站（ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｄｄ和

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）预测ＴＳＰ３蛋白的保守

结构域和开放阅读框；利用在线软件ＩＥＤＢ（ｈｔｔｐ：／／

ｔｏｏｌｓ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｂｃｅｌｌ／）预测ＴＳＰ３蛋白的Ｂ细胞抗原

表位；利用 ＭＥＧＡ５．０软件分析ＥｇＴＳＰ３编码的氨基

酸序列与其他物种氨基酸序列的遗传进化关系，根据

同源性构建系统发育进化树。

２．４　ＥｇＴＳＰ３基因在虫体不同发育阶段转录水平测

定　分别以原头蚴、成虫及包囊壁的ｃＤＮＡ为模板，

以ＧＡＰＤＨ为内参基因，对ＴＳＰ３基因进行ｑＰＣＲ扩

增。反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ，共４５个循环。采用相对比较△Ｃｔ（Ｑｒ＝

２
－△△Ｃｔ）法对ＴＳＰ３基因在原头蚴、成虫及包囊壁中的

相对转录量进行分析，用ＧｒａｏｈＰａｄ５．０对得到的数据

进行统计分析作图，犘＜０．０５为差异具有统计学意

义。

２．５　ＥｇＴＳＰ３非跨膜区片段重组质粒的构建及鉴定

　将测序正确的ＥｇＴＳＰ３菌液扩大培养，采用质粒小

提试剂盒提质粒，用限制性内切酶犅犪犿犎Ⅰ和犡犺狅犾

Ⅰ对ＴＳＰ３质粒和表达载体ｐＥＴ３２ａ进行双酶切，琼

脂糖凝胶电泳检测后，回收目的片段，连接至表达载

体，构建重组质粒ｐＥＴ３２ａＥｇＴＳＰ３，连接产物转化

至ＤＨ５α感受态细胞中，进行菌液ＰＣＲ鉴定，阳性重

组菌扩大培养，提取质粒进行双酶切鉴定并测序。

２．６　ＥｇＴＳＰ３非跨膜区蛋白的原核表达及鉴定　将

构建的重组质粒 ｐＥＴ３２ａＥｇＴＳＰ３ 转化至 ＢＬ２１

（ＤＥ３）受态细胞中，次日挑取单菌落，３７℃扩大培养

至菌液Ａ６００ 值达到０．６～０．８，加入终浓度为１ｍｍｏｌ／

Ｌ的ＩＰＴＧ，６ｈ后取１ｍＬ菌液裂解，进行１２％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳检测，再将ＥｇＴＳＰ３蛋白转至聚偏二氟乙

烯（ＰＶＤＦ）膜上，分别以正常犬血清和感染原头蚴的

犬血清为一抗，ＨＲＰ标记的兔抗犬ＩｇＧ为二抗（１∶

５０００稀释）进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，鉴定非跨膜区表达。

结　果

１　犈犵犜犛犘３基因犘犆犚扩增

经１％琼脂糖凝胶电泳检测，ＰＣＲ扩增的目的片

段大小与预期一致（图１）。扩增片段胶回收后进行克

隆转化，阳性菌液送至生工生物公司测序验证，分别获

得序列长为６８１ｂｐ、２６４ｂｐ的ＴＳＰ３基因阳性转化子。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　ＴＳＰ３基因ＰＣＲ产物

图１　犈．犵犜犛犘３全长基因（左）和非跨膜区（右）犘犆犚扩增产物

１％琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ　ＤＮＡＭａｒｋｅ　１　ＴＳＰ３ｇｅｎｅ

犉犻犵．１　犈．犵犜犛犘３犳狌犾犾犾犲狀犵狋犺犵犲狀犲（犾犲犳狋）犪狀犱狀狅狀狋狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲

狉犲犵犻狅狀（狉犻犵犺狋）犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊

２　犈犵犜犛犘３生物信息学分析

２．１　ＥｇＴＳＰ３基因全长及编码蛋白的理化性质　利

用生物信息学软件分析 ＥｇＴＳＰ３基因ｃＤＮＡ 全长

６８１ｂｐ，编码２２６个氨基酸。ＥｇＴＳＰ３蛋白的分子式

为Ｃ１１１３Ｈ１７７２Ｎ２７０Ｏ２９７Ｓ２０，相对分子质量为２４×１０
３，理

论等电点为８．４３。该蛋白含有１个潜在的 Ｎ端糖基

化位点，具有５个开放阅读框，含有１个胞外环结构，

位于２５６８个氨基酸区域。蛋白的不稳定指数为

３０．５８，表明为稳定蛋白。脂肪系数为１１２．６１，亲水性

为０．７３２，为亲水性蛋白，而亲水性蛋白有利于蛋白的

高效率表达和抗原抗体的嵌合。

２．２　ＥｇＴＳＰ３蛋白跨膜区、信号肽及抗原表位预测

利用ＴＭＨＭＭ预测ＥｇＴＳＰ３蛋白有４个跨膜区，由

ＮＣ端分别为１２３４、４９７１、８３１０５、１９４２１６个氨基酸

（图２）。该蛋白无信号肽，且为非分泌蛋白。通过

ＩＥＤＢ在线软件预测ＴＳＰ３蛋白有５个潜在的Ｂ细胞

表位，分别位于 ＥｇＴＳＰ３蛋白３８４５、１０９１３６、１４３

１４３、１４６１８１、２２２２２３氨基酸区段（图３），表明 Ｅｇ

ＴＳＰ３蛋白具有良好的抗原性。

２．３　Ｅ．ｇＴＳＰ３ 蛋白二、三级结构 　 以 ＳＷＩＳＳ

ＭＯＤＥＬ在线软件预测ＥｇＴＳＰ３蛋白质的二、三级结

构包含５６．６４％的α螺旋，２３．０１％的无规则卷曲，１４．

１６％的延伸链结构和６．１９％的β转角，经盘绕、折叠

和卷曲等一系列复杂的过程形成的三级结构如图４。

２．４　ＥｇＴＳＰ３氨基酸序列的比对及蛋白进化树的构

建　将ＥｇＴＳＰ３的氨基酸序列和 ＮＣＢＩ数据库中其

他物种的氨基酸序列进行比对，结果显示ＥｇＴＳＰ３的
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氨基酸序列与细粒棘球绦虫跨膜蛋白ＣＤＳ１７９８１．１的

同源性为９４％，与绦虫属的同源性为９０％以上，与其

他物种也具有同源性，表明ＥｇＴＳＰ３在不同物种中均

具有保守性。利用ＭＥＧＡ６．０软件绘制ＥｇＴＳＰ３的

蛋白系统进化树，结果显示ＥｇＴＳＰ３与多房棘球绦虫

（犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊）、亚洲带绦虫（犜犪犲狀犻犪

犪狊犻犪狋犻犮犪）等绦虫属聚为一支，同源进化关系极近，而与

人类（Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ）、斑马鱼（犇犪狀犻狅狉犲狉犻狅）、犬狼

（犆犪狀犻狊犾狌狆狌狊犳犪犿犻犾犻犪狉犻狊）等在同源进化关系较远（图

５）。

图２　犈犵犜犛犘３蛋白的跨膜结构域

犉犻犵．２　犜狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲犱狅犿犪犻狀狅犳犈犵犜犛犘３

图３　犈犵犜犛犘３蛋白犅细胞抗原表位预测

犉犻犵．３　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犅犮犲犾犾犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犈犵犜犛犘３

图４　犈犵犜犛犘３蛋白三级结构预测

犉犻犵．４　犛狋狉狌犮狋狌狉犪犾狅犳犈犵犜犛犘３狆狉狅狋犲犻狀

图５　犈犵犜犛犘３蛋白进化树

犉犻犵．５　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犈犵犜犛犘３狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

３　犈犵犜犛犘３基因在虫体不同发育阶段的转录水平

采用ｑＰＣＲ分析ＴＳＰ３基因在原头蚴、成虫及包

囊壁中的相对转录量，结果如图６。ＴＳＰ３基因在Ｅｇ

原头蚴、包囊壁以及成虫阶段均有转录，且转录量差异

无统计学意义（犘＞０．０５），表明ＥｇＴＳＰ３基因可能在

细粒棘球绦虫原头蚴、成虫及包囊壁的生长发育过程

中均起到调控作用。

图６　犈犵犜犛犘３基因在虫体不同发育阶段的转录水平

犉犻犵．６　犜狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犈犵犜犛犘３犵犲狀犲犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪犾狊狋犪犵犲狊狅犳犻狀狊犲犮狋狊

４　重组狆犈犜３２犪犈犵犜犛犘３质粒的鉴定

将提 取 的 重 组 ｐＥＴ３２ａＥｇＴＳＰ３ 质 粒 进 行

犅犪犿犎 Ⅰ和犡犺狅犾Ｉ酶双酶切，１％琼脂糖凝胶电泳检

测显示插入ｐＥＴ３２ａ片段与目的片段大小一致（图７）。

酶切鉴定正确的重组质粒转化至表达菌ＢＬ２１，测序显

示ＴＳＰ３目的基因片段与其载体ＰＥＴ３２ａ两端的序列

及连接方向正确，表达载体构建成功。

５　重组犈犵犜犛犘３蛋白的犛犇犛犘犃犌犈及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

鉴定

重组质粒转化至ＢＬ２１（ＤＥ３）后在３７℃进行诱导

表达，表达产物经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测，获得８．

８ｋｕ的重组蛋白，与预测的ＥｇＴＳＰ３蛋白分子质量一

致。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示ＥｇＴＳＰ３蛋白能被感染原头

蚴的犬血清识别，在８．８ｋｕ处出现反应条带（图８），而

不与正常犬血清发生反应，表明ＥｇＴＳＰ３具有良好的

反应原性。
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Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　ｐＥＴ３２ａＥｇＴＳＰ３双酶切产物

图７　重组质粒狆犈犜３２犪犈犵犜犛犘３的双酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ　１　ＰｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＥＴ３２ａＥｇＴＳＰ３ｄｏｕｂｌｅ

ｅｎｒｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

犉犻犵．７　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狆犈犜３２犪犈犵犜犛犘３

犫狔犱狅狌犫犾犲犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　经ＩＰＴＧ诱导的空载体菌　２　未经

诱导的重组菌　３　重组ＥｇＴＳＰ３蛋白　４　重组ＥｇＴＳＰ３蛋白与正

常犬血清反应对照　５　重组ＥｇＴＳＰ３蛋白与犬阳性血清反应条带

图８　重组蛋白犈犵犜犛犘３的犛犇犛犘犃犌犈分析及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ　１　Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ 　２　 Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ　３　

ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥｇＴＳＰ３ｐｒｏｔｅｉｎ　４　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥｇＴＳＰ３ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄ

ｎｏｒｍａｌｄｏｇｓｅｒｕｍ　５　ＲｅａｃｔｉｏｎｂａｎｄｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥｇＴＳＰ３ｐｒｏｔｅｉｎ

ｗｉｔｈｄｏｇｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒｕｍ

犉犻犵．８　犛犇犛犘犃犌犈犱犲狋犲犮狋犻狅狀犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀犈犵犜犛犘３

讨　论

蛋白质的翻译需进行多次的修饰反应，才能成为

功能成熟的蛋白质。磷酸化是最常见的蛋白质修饰过

程，会随着细胞外界环境的改变而变化，对蛋白有酶原

激活和细胞信号传导等作用，当蛋白修饰异常时，会导

致宿主发生疾病［１１］。运用生物信息学分析软件预测

ＥｇＴＳＰ３潜在的生物学特征，该蛋白含有１个酪氨酸

激酶磷酸化位点，表明ＴＳＰ３蛋白可能参与Ｅｇ的生长

发育过程。抗原表位的预测在研究蛋白质结构与功能

中尤为重要，特定的抗原表位决定抗原的特异性，在疾

病的诊断及疫苗开发具有重要意义。ＥｇＴＳＰ３有５

个潜在的Ｂ细胞抗原表位，其中无规则卷曲区域在

１５０１７８和１２５１３０位氨基酸的比例较高，显示这两个

区域具有较强的抗原性，且大部分抗原表位均位于四

跨膜蛋白ＬＥＬ胞外环区域，具有高度保守的半胱氨酸

序列，表明ＥｇＴＳＰ３蛋白具有抗原潜力。α螺旋和β

折叠位于蛋白质内部，是构成跨膜区域的重要结构，在

维持蛋白质二级结构的稳定中到重要作用，而β转角

和无规卷曲位于蛋白质表面，容易与配体结合，出现抗

原表位的几率很高［１２１３］。ＥｇＴＳＰ３蛋白的二、三级结

构以α螺旋为主，具有良好的稳定性，且为亲水性蛋

白，蛋白质的空间构象使存在于蛋白表面的亲水残基

结合溶液中的极性分子，中和蛋白质电荷，使蛋白质保

持最小能量，而亲水性区域与抗原表位息息相关［１４］。

对ＥｇＴＳＰ３的氨基酸序列进行多序列比对分析，

其与人类、犬、狼的氨基酸序列同源性不高，在分子进

化树中亲缘性较远，而与多房棘球绦虫同源性极近。

Ｗａｎｇ等
［１３］报道棘球蚴表面的抗原ＴＳＰ家族具有良

好的免疫原性，Ｄａｎｇ等
［１５］研究发现 ＴＳＰ３是棘球蚴

感染过程中产生免疫原性最好的虫体蛋白。庞明

泉［１６］对多房棘球绦虫ＴＳＰ３蛋白进行了抗原表位的

预测，结果表明该蛋白可作为候选的抗原分子。刁晓

艳等［１７］对多房棘球绦虫ＴＳＰ３基因进行原核表达并

获得纯化蛋白，为其免疫学相关研究奠定了基础。本

研究预测ＥｇＴＳＰ３序列中无信号肽且有５个Ｂ细胞

线性表位，故可作为棘球蚴病疫苗研制的潜在靶点。

通过分析ＥｇＴＳＰ３在虫体不同阶段的转录水平，发现

其在细粒棘球绦虫的每个发育阶段均稳定转录。由于

细粒棘球绦虫是一种无肠道绦虫，因此其具有微绒毛

的体表便成为细粒棘球绦虫吸收营养以及清除外环境

废物的重要部位，ＴＳＰ家族同时调节细胞通透性，推

测ＥｇＴＳＰ３蛋白可能参与调节细粒棘球绦虫营养物

质的代谢运输［９］。本研究成功表达了ＥｇＴＳＰ３非跨

膜区蛋白，为深入了解ＥｇＴＳＰ３的结构、功能及其在

虫体生长发育过程中代谢及免疫的规律奠定了基础。

研究表明，ｍＲＮＡ稳定性、密码子偏嗜性及启动

密码子强度等会抑制外源基因在宿主系统中的表

达［１８］。Ｇｒｏｓｊｅａｎ等
［１９］报道外源蛋白在大肠埃希菌中

的表达效率与外源蛋白的密码子组成有关Ｓｏｒｅｎｓｅｎ

等［２０］发现稀有密码子在ｍＲＮＡ中的分布情况会导致

外源蛋白在大肠埃希菌中的原核表达水平过低甚至失

败。本实验室对细粒棘球绦虫ＴＳＰ家族多个基因的

全长进行原核表达，结果均未成功，分析发现ＴＳＰ家

族的基因含有较多的串联稀有密码子，导致其表达量

过低，且跨膜蛋白的跨膜区域对蛋白的原核表达也有

影响［２１］。“ＬＥＬ”环是四跨膜蛋白重要的四跨膜网，决

定了四跨膜蛋白的分子特性，也参与分子的相互作

用［２２］。在对 ＴＳＰ３基因的生物信息学分析时发现，

ＴＳＰ３蛋白的“ＬＥＬ”区域基本包含所有主要的抗原表

位，因此在本研究中截取ＴＳＰ３非跨膜区的主要抗原

区域，对ＴＳＰ３的“ＬＥＬ”区域进行原核表达。杨光友

等［９］对ＥｇＴＳＰ１基因的ＬＥＬ区域进行了表达并免疫
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小鼠，发现重组的 ＬＥＬ区域具有较好的免疫效果。

Ｄａｎｇ等
［１０］评估了７种多房棘球绦虫对小鼠肺泡棘球

蚴病模型的保护作用，发现ＥｍＴＳＰ１重组ＬＥＬ诱导

的包囊减少率可达到８０％以上。本研究对ＥｇＴＳＰ３

蛋白进行了原核表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示重组蛋白Ｅｇ

ＴＳＰ３能被感染原头蚴犬血清识别，而不与正常犬的

血清发生反应，表明ＥｇＴＳＰ３具有良好的反应原性，

有望作为细粒棘球蚴病的诊断抗原或疫苗候选抗原。

本研究成功克隆了ＥｇＴＳＰ３ＯＲＦ全长基因序列

并表达了其主要抗原表位编码蛋白，经生物信息学预

测ＴＳＰ３可作为细粒棘球绦虫免疫相关研究的重要分

子，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定该蛋白具有很好的反应原性，具

有作为疫苗候选抗原的潜力。
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［Ｊ］．ＰａｒａｓｉｔｏｌＲｅｓ，２０１６，１１５（１０）：３９９１３９９８．

［１４］　ＺｈａｎｇＷ，ＬｉｕＪ，ＺｈａｏＭ，ｅｔａｌ．ＰｒｅｄｉｃｔｉｎｇｌｉｎｅａｒＢｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅｓ

ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｆｅａｔｕｒｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＤａｔａＭｉｎＢｉｏｉｎｆｏｒｍ，２０１２，６（５）：５５７５６９．

［１５］　ＤａｎｇＺＳ，ＹａｇｉＫ，ＹｕｚａｂｕｒｏＯ，ｅｔａｌ．Ａｐｉｌｏｔｓｔｕｄｙｏｎｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ

ｍｕｃｏｓａｌｖａｃｃｉｎｅａｇａｉｎｓｔａｌｖｅｏｌａｒｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓ（ＡＥ）ｕｓｉｎｇ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｔｅｔｒａｓｐａｎｉｎ３：Ｖａｃｃｉｎｅｅｆｆｉｃａｃｙａｎｄｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ

［Ｊ］．ＰＬｏＳＮｅｇｌＴｒｏｐＤｉｓ，２０１２，６（３）：ｅ１５７０．

［１６］　庞明泉．多房棘球蚴抗原蛋白Ｅｍｙ１６２及ＴＳＰ３的抗原表位的

预测及鉴定［Ｄ］．西宁：青海大学，２０１６．

［１７］　刁晓艳，周虎，李润乐，等．多房棘球蚴蛋白ＴＳＰ３的原核表达及

分离纯化［Ｊ］．中国高原医学与生物学杂志，２０１８，３９（３）：１９１

１９６．

［１８］　尹春光，杜立新，赵桂平，等．Ｍｘ基因稀有密码子和 ｍＲＮＡ结

构及大肠埃希菌表达优化［Ｊ］．遗传，２００９，３１（１）：７５８２．

［１９］　ＧｒｏｓｊｅａｎＨ，ＦｉｅｒｓＷ．Ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｄｏｎｕｓａｇｅｉｎｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｇｅｎｅｓ：ｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｃｏｄｏｎａｎｔｉｃｏｄｏｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｅｎｅｒｇｙａｎｄｔｈｅ

ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｃｏｄｏｎｕｓａｇｅｉｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，

１９８２，１８（３）：１９９２０９．

［２０］　ＳｏｒｅｎｓｅｎＭＡ，ＫｕｒｌａｎｄＣＧ，ＰｅｄｅｒｓｅｎＳ．Ｃｏｄｏｎｕｓａｇｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓ

ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｒａｔｅｉｎ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻［Ｊ］．ＪＭｏｌＢｉｏｌ，１９８９，２０７

（２）：３６５３７７．

［２１］　王炜烨．细粒棘球绦虫ＴＳＰ８、ＴＳＰ１１基因的原核表达及免疫学

初步分析［Ｄ］．石河子：石河子大学，２０２０．

［２２］　Ｓｅｉｇｎｅｕｒｅｔｍ，ＣｏｎｊｅａｕｄＨ，ＺｈａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｂａｓｅｓｆｏｒ

ｔｅｔｒａｓｐａｎｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＴｅｔｒａｓｐａｎｉｎｓＳｐｒ，２０１３：１２９．
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［１３］　杨树国．阴道毛滴虫有症状及无症状株黏附蛋白３３基因的克

隆、序列比较和表达研究［Ｄ］．成都：四川大学，２００７．

［１４］　Ｆｒｉｅｄｍａｎ Ｍ，ＸｕＡ，ＬｅｅＲ，犲狋犪犾．ＴｈｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

Ａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅｓａｇａｉｎｓｔｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｐｒｏｔｏｚｏａ，ｐａｃｔｅｒｉａ，ａｎｄＦｕｎｇｉ

ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｔｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２０，２５（１３）：

３１０１．

［１５］　王彦英，王秀菊，郭永和．中药体外抗阴道毛滴虫的试验研究

［Ｊ］．中国寄生虫病防治杂志，２００２，１５（４）：插页２０．

［１６］　闫艳，陈建芳，董文杰，等．三种中草药体外抗阴道毛滴虫作用研

究［Ｊ］．包头医学院学报，２０１０，２６（３）：６７，１０．

［１７］　郭永和，刘永春，秦剑．１１种中药体外灭阴道毛滴虫［Ｊ］．时珍国

医国药，２０００，１１（４）：２９７２９８．

［１８］　潘玉华，徐亚利，杜秋燕，等．八种中药体外抗滴虫试验研究［Ｊ］．

中医药研究，２００２，１８（３）：４５．

［１９］　李哲敏，刘航．滴虫性阴道炎介入单味大黄煎液治疗效果分析

［Ｊ］．实用妇科内分泌电子杂志，２０２０，７（２４）：５０６２．

［２０］　孙宝清，张丽娟，谭桂莲，等．大黄酸、大黄素和大黄酚体外抗阴

道毛滴虫作用的观察［Ｊ］．现代预防医学，２０１３，４０（１９）：３６５４

３６５６．

［２１］　刘晗，高云．大黄素药理作用的分子机制研究进展［Ｊ］．中国药理

学通报，２００９，２５（１２）：１５５２１５５５．

［２２］　刘德明，周春燕，吴嘉思，等．大黄素通过线粒体通路诱导 ＨｅｐＧ２

细胞凋亡［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１８，２４（３）：１０４１０８．

［２３］　邓洁，张小霞，邓晓杨，等．大黄素上调ＰＰＡＲγ促进 ＨｅＬａ细胞

ＰＴＥＮ表达的实验研究［Ｊ］．西部医学，２０１５，２７（１０）：１４５６１４５９．

［２４］　 ＭｏｈａｍｍｅｄＡ，Ｉｂｒａｈｉｍ Ｍ，Ｔａｊｕｄｄｅｅｎ Ｎ，犲狋犪犾．Ａｎｔｉｄｉａｂｅｔｉｃ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅｓ：Ａｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］．ＰｈｙｔｏｔｈｅｒＲｅｓ，２０２０

（３４）：４８６５０４．
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