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多房棘球蚴ＣａｌｐａｉｎＡ基因克隆、表达

及其多克隆抗体制备
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（１．青海大学医学部，青海西宁８１００００；２．中国农业科学院兰州兽医研究所动物疫病防控全国重点实验室，

甘肃省动物寄生虫病重点实验室）

【摘要】　目的　分析并克隆多房棘球蚴ＣａｌｐａｉｎＡ（ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ）基因开放阅读框（ＯｐｅｎＲｅａｄｉｎｇＦｒａｍｅ，ＯＲＦ）序列，

进行体外诱导表达并制备兔多克隆抗体。　方法　从 ＷｏｒｍＢａｓｅ数据库下载多房棘球绦虫ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ基因ＯＲＦ序

列。采用ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＳＭＡＲＴ等在线工具对其理化性质、蛋白结构域等进行分析和预测；利用 ＭＥＧＡ７．０软件的邻接

法构建系统进化树。提取原头蚴总ＲＮＡ并反转录为ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增ＣａｌｐａｉｎＡ基因，构建ｐＥＴ２８ａＥｍＣａｌｐａｉｎＡ原

核表达载体，经异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达重组蛋白，纯化后免疫新西兰大白兔制备多克隆抗体，采用１０％

ＳＤＳＰＡＧＥ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＥＬＩＳＡ对重组蛋白纯度和抗体滴度及反应性进行鉴定。　结果　序列分析表明 Ｅｍ

ＣａｌｐａｉｎＡ基因ＯＲＦ长度为２４６９ｂｐ，编码８２２个氨基酸，推测理论分子质量约９２．１３ｋｕ，等电点为５．３。蛋白结构分析

显示ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ具有１个高度保守的钙蛋白酶样硫醇蛋白酶结构域（ＣｙｓＰｃ）、１个钙蛋白酶ＩＩＩ结构域（ＣａｌｐａｉｎＩＩＩ）和

２个Ｅ、Ｆ的螺旋环螺旋结构（ＥＦｈａｎｄ），说明其属于钙蛋白酶家族。系统进化分析显示ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ序列与带科绦虫

聚于一类，与肝片吸虫、日本血吸虫、人、犬、牛及原虫亲缘关系较远。重组蛋白主要以包涵体形式表达，蛋白分子质量约

为９３ｋｕ，与预测分子质量大小基本一致。ＥＬＩＳＡ检测结果显示制备的多克隆抗体效价达１∶２６２１４４；该抗体可特异性

识别 ＨｉｓＥｍＣａｌｐａｉｎＡ和原头蚴天然ＣａｌｐａｉｎＡ蛋白。　结论　成功构建ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ基因的原核表达系统并制备

了其多克隆抗体，为研究该基因的功能奠定了基础。

【关键词】　多房棘球蚴；ＣａｌｐａｉｎＡ；序列分析；基因克隆；表达纯化；多克隆抗体
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　　棘球蚴病（犲犮犺犻狀狅犮狅犮犮狅狊犻狊）是由棘球绦虫的中绦期

幼虫引起的一种严重危害人体健康以及畜牧业发展的

人兽共患寄生虫病。对人类致病的棘球绦虫主要是细

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）和多房棘球绦

虫（犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊）
［１］。我国是棘球蚴病最严重的

国家之一，主要在西藏、四川、青海、宁夏、甘肃、新疆等

地区流行。目前人棘球蚴病的治疗方法主要采取手术

切除和药物辅助治疗，但手术治疗风险大，易复发，而

药物治疗效果不佳［２］。采取疫苗接种阻断传播途径是

较理想途径，但因棘球绦虫生活史复杂，中间宿主种类

繁多，目前仍未研制出能对终末宿主（犬类）和中间宿

主（牛、羊、人等）具有完全免疫原性的高效疫苗［３４］，因

此棘球蚴病的防治仍面临巨大挑战。研发新型疫苗候

选分子及诊断和药物靶标对于有效控制棘球绦虫感染

及提高包虫病诊疗效果具有重要意义。

钙蛋白酶（Ｃａｌｐａｉｎ）是一种主要存在于细胞质中

的半胱氨酸蛋白酶［５］，被钙离子激活后可以对多种蛋

白质底物进行水解进而调节蛋白质的活性［６］，与细胞

增殖、细胞凋亡和分化等过程有关［７］。Ｓｉｄｄｉｑｕｉ等
［８９］

的研究表明，钙蛋白酶与血吸虫逃避宿主免疫反应有

关，用血吸虫钙蛋白酶免疫小鼠，可诱导宿主产生Ｔｈ１

型免疫应答，并且与人和其他脊椎动物钙蛋白酶不会

产生交叉免疫反应，因此钙蛋白酶可以作为血吸虫病

的候选疫苗靶点之一。Ｚｈａｎｇ等
［１０１１］对钙蛋白酶的表

位进行分析，表明钙蛋白酶可能作为血吸虫病的免疫

诊断靶标。此外，Ｇｏｍｅｓ等
［１２］发现利用钙蛋白酶特异

抑制剂可以降低恶性疟原虫钙蛋白酶的表达，降低恶

性疟原虫的存活率，证明钙蛋白酶可能是潜在抗疟靶

点，可用于挖掘疟疾新型药物。王芬等［１３］对细粒棘球

蚴Ｃａｌｐａｉｎ蛋白进行生物信息学分析，为研制基于

Ｃａｌｐａｉｎ的棘球蚴病疫苗提供了理论基础。寄生虫来

源的钙蛋白酶可能作为疾病的免疫诊断靶标以及疫苗

的靶点已有研究，但目前关于多房棘球绦虫钙蛋白酶

（ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ）的生物学功能研究尚鲜有报道。

本研究对ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ基因进行分子克隆和体

外诱导表达，并免疫新西兰大白兔制备抗ＣａｌｐａｉｎＡ

多克隆抗体，以期为后续ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ生物学功能鉴

定及其在棘球绦虫生长发育和致病性相关研究提供研

究基础和参考。

材料与方法

１　材料

１．１　虫体、质粒及菌株　原头蚴和ｐＥＴ２８ａ载体由本

室保存；大肠埃希菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）感受态细胞

Ｔｏｐ１０和ＢＬ２１（ＤＥ３）购自南京诺唯赞生物科技股份

有限公司。

１．２　主要试剂　总ＲＮＡ快速提取试剂盒、反转录试

剂盒、ＤＮＡ纯化回收试剂盒、高敏型ＥＬＣ化学发光检

测试剂盒均购于南京诺唯赞生物科技股份有限公司；

犅犪犿犎Ｉ和犡犺狅Ｉ限制性内切酶购自美国ＮＥＢ公司；

ＴＭＢ显色液购于美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＨＲＰ标记的山

羊抗兔ＩｇＧ购于生工生物工程股份有限公司；ＨＲＰ标

记的抗Ｈｉｓ标签抗体（ａｎｔｉＨｉｓＨＲＰ）购于美国Ｓｉｇｍａ

公司；其他试剂均为国产分析纯。

１．３　实验动物　健康新西兰大白兔，３只，雌性，由中

国农业科学院兰州兽医研究所实验动物中心提供，实

验动物使用许可证号：ＳＣＸＫ（甘）２０２０００１０。

２　方法

２．１　 ＥｍＣａｌｐａｉｎ Ａ 基 因 序 列 特 征 分 析 　 从

Ｗｏｒｍｂａｓｅ数据库（Ｖｅｒｓｉｏｎ：ＷＢＰＳ１９）以及 ＮＣＢＩ蛋

白数据库中下载多房棘球绦虫ＥｍｃａｌｐａｉｎＡ基因序

列（ＥｍｕＪ＿０００９１１２００）、细粒棘球绦虫、亚洲带绦虫、牛

带绦虫、肝片吸虫、日本血吸虫、恶性疟原虫以及人、

犬、牛的钙蛋白酶蛋白氨基酸序列。采用在线分析工

具对基因结构、氨基酸同源性、蛋白理化性质、功能结

构域等进行预测和分析（表１）。选择与ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ

蛋白氨基酸序列同源性最高且＞４０％的模型作为同源

建模的模板，利用分子模拟系统（Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｓｔｕｄｉｏ

２０１８）预 测 ＥｍＣａｌｐａｉｎ Ａ 的 三 级 结 构。通 过

ＭＥＧＡ７．０软件中的邻接法构建ＥｍｃａｌｐａｉｎＡ和其

·９·
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他物种的系统进化树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ设为２０００。

表１　在线软件

犜犪犫犾犲１　犗狀犾犻狀犲狊狅犳狋狑犪狉犲

名称

Ｎａｍｅ

网址

Ｗｅｂｓｉｔｅ

Ｗｏｒｍｂａｓｅ ｈｔｔｐｓ：／／ｐａｒａｓｉｔｅ．ｗｏｒｍｂａｓｅ．ｏｒｇ／

ＳｉｇｎａｌＰ６．０ ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ６．０／

ＴＭＨＭＭ
ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ２．

０／
ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／

ＳＭＡＲＴ ｈｔｔｐｓ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ．ｄｅ／

ＳＯＰＭＡ
ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？

ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ

２．２　引物的设计与合成　参照ＥｍｃａｌｐａｉｎＡ核苷酸

序列（Ｗｏｒｍｂａｓｅ：ＥｍｕＪ＿０００９１１２００），利用ＳｎａｐＧｅｎｅ

软件设计编码基因带有同源臂的特异性上、下游引物

及菌液鉴定引物Ｔ７Ｆ和Ｔ７Ｒ（表２），均由上海生工

生物工程股份有限公司合成。

表２　引物序列

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲

名称

Ｎａｍｅ

引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

ｐＥＴ２８ａＣａｌｐａｉｎＡＦ

ＧＴＧＧＡＣＡＧＣＡＡＡＴＧＧＧＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧ

ＧＴＴＡＧＣＧＴＴＧＧＧＴＧＧＡＣＴＣＡＴＡＡＣＴＡＴＴＣＣ
（下划线为犅犪犿犎Ｉ酶切位点）

ｐＥＴ２８ａＣａｌｐａｉｎＡＲ

ＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＧＡＧＣＡＧ

ＧＴＡＧＡＧＣＡＧＧＡＴＧＴＴＧＡＧＡＡＧＣＴＧＧＧＣＡＣＣ
（下划线为犡犺狅Ｉ酶切位点）

Ｔ７Ｆ ＴＣＡＡＧＡＣＣＣＧＴＴＴＡＧＡＧＧ

Ｔ７Ｒ ＧＣＧＡＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣ

２．３　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ基因的克隆与原核表达载体构建

　参照总ＲＮＡ快速提取试剂盒说明书提取原头蚴总

ＲＮＡ并反转录为ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增

ＣａｌｐａｉｎＡ基因。ＰＣＲ体系：１μＬｃＤＮＡ，上、下游引

物各１μＬ，２×ｐｆｕＰＣＲＭｉｘ２５μＬ，２２μＬｄｄＨ２Ｏ。扩

增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，５５℃退火

９０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，共２５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳验证。使用内切酶

犅犪犿犎Ｉ和犡犺狅Ｉ对ｐＥＴ２８ａ载体进行酶切后，与回

收的ＣａｌｐａｉｎＡ基因片段利用Ｔ４连接酶１６℃连接过

夜，将连接产物转化至犈．犮狅犾犻ＴＯＰ１０感受态细胞，

挑取单个菌落接种至ＬＢ培养基培养。经酶切鉴定，

阳性克隆菌液送至上海生工生物工程股份有限公司进

行测序验证。

２．４　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ重组蛋白的表达、纯化及鉴定　

将重组质粒转化至犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）中，涂至含终浓

度５０μｇ／ｍＬ卡那霉素（ｋａｎ
＋）的ＬＢ固体培养基上，

于３７℃恒温培养箱培养，挑取单个菌落加入ＬＢ液体

培养基（ｋａｎ
＋）中，３７℃摇菌培养至对数生长期后加

终浓度０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导表达，诱导８ｈ后收

集菌液并进行超声破碎，离心后分别收集上清及包涵

体，采用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。切下目的条带

进行蛋白胶回收［１４］，并使用丙酮沉淀蛋白后用ＰＢＳ复

溶，重组蛋白转移至ＰＶＤＦ膜上，使用５％脱脂牛奶封

闭２ｈ，洗涤；加入１∶２０００稀释的ａｎｔｉＨｉｓＨＲＰ抗

体，３７℃孵育１ｈ；洗涤３次后滴加ＥＣＬ化学显色液

曝光。

２．５　多克隆抗体的制备及效价测定　随机选取３只

新西兰大白兔，注射前采集兔阴性血清。采用纯化后

的ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ蛋白皮下多点注射免疫实验兔，共免

疫４次，首次注射时采用蛋白＋弗氏完全佐剂，２１ｄ后

用蛋白＋弗氏不完全佐剂进行加强免疫，末次免疫后

第１０ｄ心脏采血制备血清。采用ＥＬＩＳＡ检测抗体效

价，以１∶３２～１∶１０４８５７６倍比稀释的多抗血清和兔

阴性血清为一抗，１∶２０００稀释的山羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ

作为二抗，反应完成后用酶标仪检测４５０ｎｍ处吸光

值，分析多克隆抗体效价。

２．６　多抗血清的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　采用液氮研磨

和裂解法提取原头蚴总蛋白［１５］。将原头蚴蛋白和

ＨｉｓＥｍＣａｌｐａｉｎＡ 蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ后，使用转

膜仪转移至ＰＶＤＦ膜上。使用５％脱脂牛奶封闭２ｈ，

洗涤；分别以１∶２００稀释的多抗血清和兔阴性血清作

为一抗，４℃孵育过夜，洗涤５次；以１∶２０００稀释的

山羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ作为二抗，３７℃孵育１ｈ，洗涤３

次后滴加ＥＣＬ化学显色液曝光。

结　果

１　犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃基因的生物信息学分析

１．１　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ理化性质、信号肽及跨膜结构域

　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ基因ＣＤＳ大小为２４６９ｂｐ，编码８２２

个氨基酸，其中主要氨基酸为亮氨酸（Ｌｅｕ，８．５％）、甘

氨酸（Ｇｌｙ，８．３％）、丝氨酸（Ｓｅｒ，７．８％）和天冬氨酸

（Ａｓｐ，７．１％）；分子质量为 ９２．１３ｋｕ，分子式为

Ｃ４０９１Ｈ６３２４Ｎ１１２６Ｏ１２３３Ｓ３５；理论等电点为５．３０；不稳定系

数为４２．０１，脂溶指数和总平均疏水指数分别为７６．４０

和－０．３４４，表明ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ蛋白可能为亲水蛋白，

稳定性低。此外，ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ无信号肽、不含跨膜

结构域。

１．２　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ蛋白结构域　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ蛋

白含有１个钙蛋白酶样硫醇蛋白酶结构域（ＣｙｓＰｃ）、１

个钙蛋白酶ＩＩＩ结构域（ＣａｌｐａｉｎＩＩＩ）、１个低度重复序

列区域（ｌｏｗｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ）、２个Ｅ、Ｆ的螺旋环螺旋结

构（ＥＦｈａｎｄ），分别位于９８４２０ａａ、４２６５７５ａａ、６４２

６５７ａａ、７０４７３２ａａ和７３４７６２ａａ（图１）。

１．３　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ 蛋白二级结构　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ

蛋白二级结构中含有α螺旋、延伸链、无规则卷曲和β

·０１·
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转角，占比分别为 ３０．５４％、１８．６１％、４４．７７％ 和

６．０８％（图２）。

图１　犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃蛋白结构域预测

犉犻犵．１　犜犺犲狆狉犲犱犻犮狋犲犱狊狋狉狌犮狋狌狉犪犾犱狅犿犪犻狀狊狅犳犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃狆狉狅狋犲犻狀

图２　犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃蛋白二级结构预测

犉犻犵．２　犛犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃狆狉狅狋犲犻

１．４　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ蛋白三级结构　Ｂｌａｓｔ搜索ＰＤＢ

ｎｒ９５数据库结果表明，人 ｍＣａｌｐａｉｎＡ 蛋白（ＰＤＢ：

１ＫＦＵ＿Ｌ）与 ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ 序列同源性最高，为

４１．０％，与ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ序列的叠合长度为７１９，可

作为ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ同源建模的模板。利用Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ

Ｓｔｕｄｉｏ构建的３Ｄ结构显示，ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ的三级结

构主要有α螺旋以及无规则卷曲，且ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ较

模板多一个ｌｏｏｐ环（图３ＡＣ）。从 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ

Ｐｌｏｔ显示预测模型拉氏评分为９２．１％（图３Ｄ），表明

该模型预测质量较好。

　　Ａ　模板１ＫＦＵ＿Ｌ３Ｄ模型　Ｂ　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ３Ｄ模型　Ｃ　

１ＫＦＵ＿Ｌ与ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ３Ｄ结构拟合图　Ｄ　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ３Ｄ模型

拉氏图

图３　犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃蛋白三级结构预测

Ａ　Ｔｅｍｐｌａｔｅ１ＫＦＵ＿Ｌ３Ｄｍｏｄｅｌ　Ｂ　ＭｏｄｅｌｅｄＥｍＣａｌｐａｉｎＡ３Ｄ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｃ　Ｓｕｐｅｒｉｍｐｏｓｉｎｇｏｆ１ＫＦＵ＿ＬａｎｄＥｍＣａｌｐａｉｎ Ａ３Ｄ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　Ｄ　ＲａｍａｃｈａｎｄｒａｎｐｌｏｔｏｆＥｍＣａｌｐａｉｎＡ３Ｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

犉犻犵．３　犜犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃狆狉狅狋犲犻狀

２　犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃同源性分析

将ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ与其他物种氨基酸序列进行多

重比对，通过 ＭＥＧＡ７．０软件对不同物种来源的

ＣａｌｐａｉｎＡ蛋白构建进化树（图４）。ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ序

列与带科绦虫聚于一类，与细粒棘球绦虫、亚洲带绦虫

和牛带绦虫亲缘关系较近，核苷酸序列的同源性分别

为９８．７％、８８．４％和８６．８％，氨基酸序列的一致性分

别为９９％、８８．１％和８５．５％；与肝片吸虫、日本血吸

虫、人、犬、牛及原虫亲缘关系较远，核苷酸序列的同源

性低于５２．０％，氨基酸序列的一致性低于４５．０％。

图４　犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃蛋白进化树分析

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃

３　犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃基因克隆与原核表达载体构建

ＰＣＲ扩增出约２４６９ｂｐ的目的条带，与预期目的

条带大小一致（图５Ａ）。ｐＥＴ２８ａＥｍＣａｌｐａｉｎＡ重组

质粒经犡犺狅Ｉ单酶切后出现约１４５０ｂｐ条带，符合实

验预期结果（图５Ｂ），说明ｐＥＴ２８ａＥｍＣａｌｐａｉｎＡ原

核表达载体构建成功。

　　Ａ　ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ基因ＰＣＲ扩增结果　Ｍ　ＤＮＡ分子质量标准

　１　ＰＣＲ扩增产物　Ｂ　ｐＥＴ２８ａＥｍＣａｌｐａｉｎＡ质粒酶切鉴定　Ｍ　

ＤＮＡ分子质量标准　１　ｐＥＴ２８ａＥｍＣａｌｐａｉｎＡ质粒　２　质粒的Ｘｈｏ

Ｉ酶切产物

图５　犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃基因凝胶电泳结果

Ａ　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＥｍＣａｌｐａｉｎＡｇｅｎｅ　Ｍ　ＤＬ５０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１

　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ　Ｂ　ＥｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ２８ａ

ＥｍＣａｌｐａｉｎ Ａ　 Ｍ　ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ　１　ｐＥＴ２８ａＥｍＣａｌｐａｉｎ

Ａｐｌａｓｍｉｄ　２　ｐＥＴ２８ａＥｍＣａｌｐａｉｎＡｐｌａｓｍｉｄｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＸｈｏＩ．

犉犻犵．５　犌犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃犵犲狀犲

４　狆犈犜２８犪犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃蛋白的诱导表达及纯化

ｐＥＴ２８ａＥｍＣａｌｐａｉｎＡ／ＢＬ２１菌液经０．５ｍｍｏｌ／

ＬＩＰＴＧ诱导后成功表达目的蛋白 ＨｉｓＥｍＣａｌｐａｉｎ
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Ａ；目的蛋白主要存在于菌体裂解沉淀中，以包涵体形

式表达；切胶回收的目的蛋白为单一条带，大小约９３

ｋｕ，均与预测分子质量基本一致（图６Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析结果显示，纯化后的ＨｉｓＥｍＣａｌｐａｉｎＡ可被

Ｈｉｓ标签抗体识别，在约９３ｋｕ处有明显条带（图６Ｂ），

ＨｉｓＥｍＣａｌｐａｉｎＡ重组蛋白成功表达和纯化。

　　Ａ　重组蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白质分子质量标准　１

　诱导的ｐＥＴ２８ａ／ＢＬ２１菌液　２　诱导的ｐＥＴ２８ａＥｍＣａｌｐａｉｎ／ＢＬ２１

全菌　３　诱导后上清　４　诱导后沉淀　５　纯化蛋白　Ｂ　Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析　Ｍ　蛋白质分子质量标准　１　ｐＥＴ２８ａ／ＢＬ２１菌液对照　２

　重组蛋白

图６　犈犿犆犪犾狆犪犻狀犃重组蛋白的１０％犛犇犛犘犃犌犈及犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

Ａ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓ　Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒ　

１　ＩｎｄｕｃｅｄｐＥＴ２８ａ／ＢＬ２１　２　ＩｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＥＴ２８ａＥｍ

Ｃａｌｐａｉｎ／ＢＬ２１　３　Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　４　Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　５　Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂ　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓＭＰｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒ　１　ｐＥＴ２８ａ／ＢＬ２１ｃｏｎｔｒｏｌ　２　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．６　１０％犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犈犿犆犪犾狆犪犻狀

犃狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狉狅狋犲犻狀

５　抗体效价的测定

ＥＬＩＳＡ检测结果表明，１～３号免疫兔血清自１∶

３２开始倍比稀释至１∶１０４８５７６进行抗体检测，以Ｐ／

Ｎ＞２．１判定为阳性值，血清效价均达１∶２６２１４４（图

７）。

图７　兔血清抗体效价的犈犔犐犛犃测定

犉犻犵．７　犜犺犲狋犻狋犲狉狊狅犳狉犪犫犫犻狋狊犲狉犪犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犈犔犐犛犃

６　多抗血清的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析免疫兔阳性血清可特异性识别

重组蛋白和天然蛋白，均在约９３ｋｕ左右处出现反应

条带，阴性血清则无反应（图８）。

Ｍ　蛋白质分子质量标准　１、３　重组蛋白　２、４　天然蛋白

图８　多抗血清的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

Ｍ　ＰｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔＭａｒｋｅｒ　１，３　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

　２，４　Ｎａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．８　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狆狅犾狔犮犾狅狀犪犾犪狀狋犻犫狅犱狔

讨　论

钙蛋白酶是一类具有重要生物学功能的蛋白酶，

寄生虫中的许多钙蛋白酶对生物体的致病性和活力发

挥重要作用；靶向这些钙蛋白酶是对抗疾病的一种有

效方法［１６］，研究表明钙蛋白酶可作为疟疾［１７］、锥虫

病［１８］、血吸虫病［１９］等疾病的潜在治疗靶点。经典的

钙蛋白酶结构包括位于 Ｎ端的α螺旋结构（结构域

Ｉ）、ＣｙｓＰｃ结构（结构域ＩＩ）、Ｃ２结构（结构域ＩＩＩ）和

ＥＦｈａｎｄ结构（结构域ＩＶ）。结构域Ｉ及结构域ＩＩＩ调

节钙蛋白酶活性；结构域ＩＩ为催化活性中心，是钙蛋

白酶的水解活性的关键部位；结构域ＩＶ是钙离子的

结合部位。非经典的钙蛋白酶无Ｃ２结构（结构域ＩＩＩ）

和ＥＦｈａｎｄ结构（结构域ＩＶ）
［２０］。本研究对多房棘球

绦虫钙蛋白酶进行了生物信息学分析，发现 Ｅｍ

ＣａｌｐａｉｎＡ存在典型的Ｃ２结构域及ＥＦｈａｎｄ结构，属

于经典钙蛋白酶。ＥＦｈａｎｄ结构域是一种螺旋中央

环螺旋的结构，具有钙结合位点，ＥＦｈａｎｄ结构对日

本血吸虫病及细粒棘球蚴病有潜在的诊断价值［２１２２］。

基于人ｍＣａｌｐａｉｎＡ（１ＫＦＵ＿Ｌ）蛋白构建ＥｍＣａｌｐａｉｎ

Ａ蛋白三级结构模型，使用ＲａｍａｃｈａｎｄｒａｎＰｌｏｔ验证

模型质量［２３］，拉氏评分表明预测模型质量较好，从模

板１ＫＦＵ＿Ｌ与ＥｍＣａｌｐａｉｎＡ三级结构拟合图可以看

到多房棘球蚴ＣａｌｐａｉｎＡ较模板多一个由无规则卷曲

形成的ｌｏｏｐ环，由于ｌｏｏｐ环无规则结构，因此具有较

高的灵活性和可塑性，可能在蛋白的构象和功能活性

中发挥重要作用。

原核表达系统因缺乏一些蛋白质折叠所需的辅助

因子，无法对表达的蛋白进行适当的修饰和折叠，因此

蛋白多以不可溶的包涵体方式表达［２４］。目前主要采

用镍（Ｎｉ）亲和层析法对带 Ｈｉｓ标签的包涵体蛋白进

行纯化；但本研究在重组蛋白前期纯化时发现，采用

０．２％、１％、２％的脱氧胆酸钠（ＤＯＣ）洗涤包涵体，用

温和型变性剂十二烷基肌氨酸钠（ＳＫＬ）进行变性溶
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解，或者采用强变性剂４～８ｍｏｌ／Ｌ尿素进行变性溶

解３ｈ，均不能有效溶解ＨｉｓＥｍＣａｌｐａｉｎＡ包涵体，对

后续亲和层析纯化蛋白造成了困难。研究表明ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳已成为分离和制备蛋白质的有效方法，从

凝胶中回收的蛋白可成功用于制备抗体或蛋白测序

等［１４］。本研究采用切胶洗脱回收 ＨｉｓＥｍＣａｌｐａｉｎＡ

包涵体蛋白，再将蛋白用丙酮沉淀处理，获得了高纯度

重组蛋白；以其免疫新西兰大白兔获得了高效价多克

隆抗体，可特异识别 ＨｉｓＥｍＣａｌｐａｉｎＡ 和原头蚴的

ＣａｌｐａｉｎＡ天然蛋白；说明切胶回收蛋白方法简单可

行，纯化的目的蛋白具有良好的免疫原性和反应性，适

用于后续蛋白功能的研究。此外，切胶回收蛋白较Ｎｉ

亲和纯化法操作简便，避免了尿素对实验的干扰；结合

丙酮沉淀后可得到较高纯度的蛋白并可以保护蛋白质

的结构和活性，而且成本较低、作用时间短、回收率高，

应用范围更广，适用于绝大多数蛋白质的纯化［２５］。

综上所述，本研究对多房棘球蚴ＣａｌｐａｉｎＡ蛋白

进行了生物信息学分析、基因克隆和表达纯化；使用纯

化蛋白免疫新西兰大白兔制备了ＣａｌｐａｉｎＡ多克隆抗

体，多抗效价达１∶２６２１４４，并且制备的多抗可与重组

蛋白和天然蛋白反应，为进一步探讨多房棘球蚴

ＣａｌｐａｉｎＡ的生物学功能提供了理论参考。
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