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要!旨在利用同源克隆法从柔嫩艾美尔球虫"

C(5&'($#&)&66$

#中克隆组织蛋白酶
5

基因"

C#"$#I

#!为进一步

研究其基因表达和基因功能奠定基础(选用未孢子化的柔嫩艾美耳球虫
E#>

C

=S#-

株!通过对已公布的柔嫩艾美

尔球虫序列进行分析!利用
O7!Q]O

的方法克隆
C#"$#I

基因的
A6L4

序列!并将其重组于
SV<-,:%

原核表达载体

中!鉴定后!重组质粒转入大肠杆菌
O#,8SS<

进行诱导表达(利用纯化所得
:SA<S5

蛋白制备兔抗多抗!同时利用明

胶酶谱法初步验证其活性(利用
O8<9!S$;8Q]O

和
H8,S8V-U9#S

的方法检测
:SA<S5

在球虫发育不同阶段和孢子

化不同阶段的表达水平(成功克隆得到一个长度为
%1*/U

D

的
C#"$#I

基因!并重组表达了球虫的组织蛋白酶
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电泳结果显示!在
%;;#9

+
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\%

IQ7M*3Z

诱导
)=

下!主要以包涵体的形式表达&

)Z

过夜诱导可以

使之转为可溶性表达(表达产物在低
D

E

'有还原剂存在的环境中!可以降解明胶!初步证明重组表达的酶具有一

定的活性!

:SA<S5

在配子体和裂子体时期表达较高!未孢子化和子孢子阶段表达相对较低!孢子化过程中表达逐

步增加(

C#"$#I

基因的克隆和表达研究!为进一步探究该基因在鸡球虫入侵及其他生物学功能中所起的作用提

供了理论基础(
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鸡球虫病是由顶复合门艾美尔属球虫引起的一

种寄生虫病!可对养禽业造成重大的经济损失(目

前对鸡球虫病的控制措施主要依赖于化学药物预

防!但目前抗药性和药物残留日趋严重!急需开发新

药或找到新的药物靶点(

组织蛋白酶
5

"

A<S=8,
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$-5

#是一类半胱氨酸类

蛋白酶!属于木瓜蛋白家族!研究表明在寄生虫的生

存'与宿主细胞的相互作用'致病性以及逃逸诸多过

程中都发挥了重要的作用)
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*

(在与球虫相似的其他

顶复合门的寄生虫中!已经发现并克隆了类组织蛋

白酶
5

蛋白!他们在虫体入侵和入侵相关蛋白质的

成熟加工中发挥着重要的作用)

0!)

*

(

顶复门原虫作为专性胞内寄生虫!游离的虫体

在宿主胞外不能长时间存活(其入侵过程一般在很

短时间内完成!组织蛋白酶对于胞外的虫体快速入

侵宿主细胞有重要作用(入侵相关蛋白质的成熟以

及在形成纳虫空泡后从宿主细胞膜上分离的过程中

都涉及大量蛋白酶的参与)

1!3

*

(一旦完成入侵!寄生

虫将利用宿主蛋白质进行新陈代谢!合成自身生长

繁殖所需营养物质(这一过程也涉及多种蛋白酶的

参与!由于虫体与宿主细胞的代谢过程不尽相同!因

此在抗寄生虫药物筛选中!这些蛋白酶作为潜在目

标被广泛研究(寄生虫的蛋白酶在维持虫体蛋白质

稳态'蛋白质运输以及重塑宿主细胞等方面也均发

挥作用!因而具有药物靶点的潜在价值)
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(可见!

组织蛋白酶对寄生虫完成其生活史具有重要作用!

因此抑制这些蛋白酶活性可在感染过程的不同阶段

抑制寄生虫发育(

半胱氨酸蛋白酶对于许多寄生虫疾病都是重要

的免疫优势抗原!能刺激宿主产生较好的细胞和体

液免疫(该类蛋白质还存在种属特异性!因此作为

一种较好的候选诊断抗原也有重要意义(同时!由

于蛋白酶的酶活性位点与小分子物质可发生相互作

用!蛋白酶作为药物开发的靶位点!开发多种小分子

蛋白酶抑制剂!越来越受人们关注(随着寄生虫的

半胱氨酸蛋白酶研究的深入!半胱氨酸蛋白酶日益

瞩目!相关领域的研究不仅揭示了寄生虫与宿主相

互作用的具体机制!也为寄生虫病的诊断与防治开

辟了新的思路(

#

!

材料与方法
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卵囊的分离与纯化

C .#&)&66$E#>
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株未孢子化卵囊的分离'

纯化$用
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)

C.#&)&66$E#>

C
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株卵囊感

染鸡后!在感染的第
3

天收集盲肠!用组织匀浆器捣

碎后
%&&

目网过滤!然后用饱和盐水漂浮!洗涤后再

用
%&Y

次氯酸钠处理!离心沉淀后回收!加
%

;;#9

+

[

\%亚硫酸氢钠!置于
)Z

备用(

#F!

!

总
IO<

的提取和反转录

C .#&)&66$E#-

C

=S#-

株未孢子化卵囊总
OL4

的提取$取
1k%&

3 冻存的卵囊块加入研磨器液氮充

分研磨!加入
%;[7V$B#9

"

I-X$SV#

C

8-

#中!室温静置

1;$-

!提取总
OL4

(反转录采用
7V<-,2AV$

D

S

反转

录试剂盒"北京全式金生物技术有限公司#!

A6L4

存于
\0&Z

(

#FG

!

引物的设计

利用弓形虫中报道的
]<S=8
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,$-5

的序列!与

C.#&)&66$

的数据库 "
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#进行
59<,SQ

比对!在数据库中

找到序列"
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D

A#-S$
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#可编码具有
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类蛋白 特 征的开放 阅读 框 "

cOJ

#(用
QV$;8V

D

V8;$8V1'&

软件设计
%

对引物!
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A2=32/

基因序列克隆及分析

以
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为模板!扩增条件$

/1 Z

预变性
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&

/)Z0&,
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30Z
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"
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#

Q]O

产物连接到
7

载体"北京全式金生物技术有限公

司#!以
Q]O

及序列测定筛选阳性克隆"

D

:427!

7%!:SA<S5

#!用
6L4e4L

进行序列分析(

#F$

!
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的原核表达

利用
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对序列进行分析!去除信号
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将
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产物连接到表达载体"北京全式金生物技术

有限 公 司#!

Q]O

及 序 列 测 定 筛 选 阳 性 克 隆

"

D

:427!:%!:SA<S5

#(取阳性表达菌接种到
[5

"含
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D

#中!

*3Z0&&V

+
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\%扩大培养!菌液浓

度增至
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&'.
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IQ7M

诱导!
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分析!确定表达条件(使用
L$!L74

柱"

g$<!
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#进行纯化(

#F&

!

S1/31J

的活性检测

将蛋白质加入等量非变性
262

电泳上样缓冲

液中"

0Y262
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甘油!
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溴酚蓝#!经含
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明胶的
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电泳终止后!凝胶置于漂洗液中"含
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!
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#漂洗
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*

遍!孵育于底物缓冲液"
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+

[
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酸钠'

%'0%0

C

半胱氨酸'

&'1;;#9

+

[

\%

:674
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*3Z

孵育
0)=

!

%Y

考马斯亮蓝染色!脱色后可见具

明胶酶活性处为清晰透明条带(

#F(

!

S1/31J

多克隆抗体的制备

首免将纯化好的
:SA<S5

重组蛋白质与等体积

的弗氏完全佐剂混匀后"

&'1;

C

+

`

C

\%

#对成年健

康家兔进行背部多点皮下及肌肉注射!

0

周后再用

:SA<S5

重组蛋白质与等体积弗氏不完全佐剂混匀
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C
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#背部多点皮下及肌肉注射!此后每隔

%

周用蛋白质样品"
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C

+
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C
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#皮下及肌肉注射(

四免后采集血液!用间接
:[I24

测定抗体效价(用
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蛋白"
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#包被
:[I24

板!每孔
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过夜后弃液体!
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#洗涤
*

次(在用
1Y
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;

%

X

#脱脂奶粉进行封闭!

*3Z%=

&

Q527

洗涤后分别加入不同稀释度的抗血清!同时

以免疫前血清作为阴性对照!

*3Z

孵育
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&
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洗涤
*

次后加入
%n)&&&

稀释的
EOQ

标记的山羊

抗兔
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M
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孵育
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&加底物
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显色
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!终止反应后!读取
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吸光值(

#FX

!

\+71+6.>B-1

和
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检测

取
%&

3 个
C.#&)&66$

的子孢子'裂殖子'配子体

分别加入
%;[7OIB#9

中充分混匀!室温作用
1

;$-

!取
%&

3 个未孢子化卵囊和孢子化不同时间卵囊

于液氮中研磨!研磨好的样品加入
%;[7OIB#9

中

充分混匀!室温作用
%1;$-

并提取
OL4

!剩余油相

用异丙醇沉淀蛋白质(每使用
%;[7OIB#9

加
%'1

;[

异丙醇!室温放置
%&;$-

!

)Z%0&&&k

C

离心

%&;$-

弃上清(用含
&'*;#9

+

[

\%盐酸胍的
/1Y

乙醇洗涤蛋白质沉淀!每使用
%;[7OIB#9

加
0;[

洗涤液!室温放置
0&;$-

!

0

%

(Z31&&k

C

离心
1

;$-

!弃上清!共洗
0

次(用
0;[

无水乙醇同样方法

再洗一次(真空抽干蛋白质沉淀
%&;$-

!用
%Y262

溶解蛋白质!反复吸打!

1&Z

温浴使其完全溶解(

262!Q4M:

蛋白电泳后!选用
Qb6J

膜!用
5$#!

O<"

湿转装置!

.&X

电转
0=

(把
Qb6J

膜浸入
1Y

脱

脂奶粉!

*3Z

封闭
%=

&

Q527

"

&'&1Y

#洗涤后分别加

入
%n0&&&

的一抗!

*3Z

孵育
%=

&加入
%n0&&&

稀

释的
EOQ

标记的山羊抗兔
I

C

M

!

*3Z

孵育
%=

&

Q527

洗涤
1

次后!用
:][!

D

9>,

来检测蛋白质(

O8<9!S$;8Q]O

使用的引物为
JA<S5

"

1d!]7!

MMMM44M]]MM]]4M]7M774M]!*d

#'

OA<S5

"

1d!]M77]]4M]7M77]4]4M]74M]]4M!*d

#&选

用的内参为
!

K$"#()

!引物为
J<AS$-

"

1d!]4]]4]!

]

C

]]

C

4

C

444

C

4!*d

#和
O<AS$-

"

1d!

C

44]44!

]477

C

]]

C

74

C

4

CC

!*d

#

反应体系$

A6L4

模板
0

$

[

!

Q#T8V2K5O

MV88-Q]O e<,S8Ve$?%&

$

[

!上%下游引物"

01

$

;#9

+

[

\%

#各
&'1

$

[

!

E

0

c3

$

[

!总体积
0&

$

[

(

反应程序$

/1Z%&;$-

&

/1Z%1,

&

1&Z*&,

&

30Z)&,

"读板#!共
)1

个循环(

利用
MV<

D

=Q<"QV$,;1

软件对数据进行分析

和绘图(利用
2Q22

软件采用
6>-A<-

.

,;>9S$

D

98

V<-

C

8S8,S

进行各组数据显著性分析(

!

!

结
!

果

!F#

!

A2=32/

基因扩增及序列分析

琼脂糖凝胶电泳"图
%

#显示有
%

条约
%1&&U

D

条带!与预计大小一致(测序结果显示基因大小为

%1*/U

D

!与
,<-

C

8V

上所得的序列"

2>

D

A#-S$

C

/

0*

#

完全一致(序列分析得知
C#"$#I

编码区"

]62

#编

码
1%0

个氨基酸!其蛋白质相对分子质量为
1.'(.

>̀

!理论
D

I

为
1'(0

(氨基端含有
0%

个氨基酸构成

的信号肽!羧基端有典型的
A<S=8

D

,$-5

的结构特

征(与弓形虫报道的
A<S=8

D

,$-5

相似性为
13Y

(

!F!

!

S1/31J

原核表达载体的构建和表达条件优化

262!Q4M:

电泳结果显示!在
%;;#9

+

[

\%

IQ7M

条件下!与对照组相比!诱导组均表达了
13

>̀

大小的特异带"图
0

!泳道
*

'

)

和
1

#!与预测的相

对分子质量相符"图
0

#(表达结果显示!

*3Z

诱导

)=

!该蛋白质主要以包涵体的形式表达&

)Z

过夜

诱导转为可溶性表达(

!FG

!

重组
S1/31J

活性检测

明胶酶谱法试验结果"图
*

#显示!在不同质量

&)(%



!

%&

期 刘任强等$柔嫩艾美耳球虫
]<S=8

D

,$-5

基因的克隆表达及活性研究

e'6[0&&&

D

9>,

相对分子质量标准&

%'C#"$#I

基因
Q]O

结果

e'6[0&&&

D

9>,;<V̀8V

&

%'Q]OV8,>9S#@C#"$#I

C

8-8

图
#

!

A2=32/

基因的克隆

H2

:

F#

!

,B-.2.

:

-8A2=32/

:

+.+

%'7V<-,!:%!:SA<S5

质粒转化
V#,8SS<

菌诱导
&=

的融合

蛋白质&

0

'

*'7V<-,!:%!:SA<S5

质粒转化
V#,8SS<

菌
*3Z

诱导
.=

的融合蛋白质上清和沉淀&

e'

蛋白质相对分子

质量标准&

)

'

1'7V<-,!:%!:SA<S5

质粒转化
V#,8SS<

菌
)

Z

过夜诱导的融合蛋白质上清和沉淀

%'7=8C."+6(SV<-,@#V;8"U

R

7V<-,!:%!:SA<S5$-">A8"

T$S=IQ7M@#V&=#>V,

&

0'7=8,>

D

8V-<S<-S

D

V#S8$-,$-!

">A8"T$S=IQ7M$-*3 Z@#V.=#>V,

&

*'7=8$-A9>,$#-

U#"$8,$-">A8"T$S=IQ7M$-*3Z@#V.=#>V,

&

e'QV#S8$-

;<V̀8V

&

)'7=8,>

D

8V-<S<-S

D

V#S8$-,$-">A8"T$S=IQ7M$-

)Z#X8V-$

C

=S

&

1'7=8$-A9>,$#-U#"$8,$-">A8"T$S=IQ7M

$-)Z#X8V-$

C

=S

图
!

!

S1/31J

原核表达
Q9QM5<KS

电泳分析

H2

:

F!

!

<.3B

;

727-8+V

0

6+77+4

0

6-1+2.>

;

Q9QM5<KS

浓度的酶作用下!均能不同程度的降解明胶!

13

和

*1 >̀

出现特异性透明条带!且蛋白质质量浓度越

高!降解越彻底!条带越明显(

!F%

!

多克隆抗体制备和
\+71+6.>B-1

及
I+3BM12@+

5,I

检测

间接
:I[24

显示兔抗
:SA<S5

血清效价在
%&

3

以上!表明重组蛋白质具有良好的免疫原性(以
C.

%

%

1'&'&*

'

&'&.

'

&'%0

'

&'01

'

&'1;

C

+

;[

\%蛋白质明胶

酶谱图&

e'

蛋白质相对分子质量标准

%!1'7=8V8,>9S#@

C

89<S$-B

R

;#

C

V<

D

=

R

$-&'&*

!

&'&.

!

&_%0

!

&_01

!

&'1;

C

+

;[

\%

V8,

D

8AS$X89

R

&

e'QV#S8$-;<V̀8V

图
G

!

采用
Q9QM5<KS

明胶酶谱法检测重组蛋白酶活性

H2

:

FG

!

</12=212+7-86+/-@>2.3.1

0

6-1+2.>

;

Q9QM5<KS

:

+M

B312.Z

;

@-

:

63

0

*

;

#&)&66$E#>

C

=S#-

株配子体'未孢子化卵囊'子孢子

和裂殖子
A6L4

为模板!同时检测
C#"$#I

和参照

基因"

!

K$"#()

#的表达!计算各阶段
C#"$#I

基因表

达的相对水平!结果显示
C#"$#I ;OL4

水平在配

子体和裂殖体要高于未孢子化卵囊和子孢子阶段

"图
)

#(分别以上述
C.#&)&66$

四种不同阶段总蛋

白质为模板!同时检测
:SA<S5

和参照蛋白质"

S>U>!

9$-

#的表达!结果显示
:SA<S5

以未成熟和成熟两种

形式均在!蛋白质大小分别为
13

和
*1 >̀

!

:SA<S5

在配子体和裂子体时期表达较高!未孢子化和子孢

子阶段表达相对较低"图
1

#(以孢子化不同阶段

"

&

'

.

'

%0

'

%(

'

0)

和
)(=

#

A6L4

为模板!同时检测

C#"$#I

和参照基因"

!

K$"#()

#的表达!计算孢子化不

同阶段
C#"$#I

基因表达的相对水平!结果显示

MB'

配子体&

F,#'

未孢子化卵囊&

2B'

子孢子&

eB'

裂殖子

MB'M<;8S#A

R

S8,

&

F,#'F-,

D

#V>9<S8"##A

R

,S,

&

2B'2

D

#V#B#!

$S8,

&

eB'e8V#B#$S8,

图
%

!

AB2191>>3T-A

:

*1-.

株各发育阶段
A2=32/@IO<

水平

H2

:

F%

!

)*+@IO<B+=+B7-8A2=32/2.AB2191>>3T-A

:

*M

1-.71632.2.4288+6+./+B28+713

:

+

%)(%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

C#"$#I ;OL4

水平在孢子化过程中!基本保持一致

"图
.

#(以孢子化不同阶段"

*

'

.

'

%0

'

%(

'

0)

和
)(=

#

总蛋白为模板!同时检测
:SA<S5

和参照蛋白"

S>U>!

9$-

#的表达!结果显示
:SA<S5

在孢子化过程中!未成

熟蛋白质和成熟蛋白质的水平略有上升趋势"图
3

#(

F,#'

未孢子化卵囊&

2B'

子孢子&

eB'

裂殖子&

MB'

配子体

F,#'F-,

D

#V>9<S8"##A

R

,S,

&

2B'2

D

#V#B#$S8,

&

eB'e8V#B#!

$S8,

&

MB'M<;8S#A

R

S8,

图
$

!

AB2191>>3T-A

:

*1-.

株各发育阶段
S1/31J\+71+6.

>B-1

结果

H2

:

F$

!

)*+6+7AB1-8\+71+6.>B-1-8S1/31J2.AB2191>>3

T-A

:

*1-.71632.2.4288+6+./+B28+713

:

+

图
&

!

AB2191>>3T-A

:

*1-.

株孢子化不同阶段
A2=32/

@IO<

水平

H2

:

F&

!

)*+@IO<B+=+B7-8A2=32/2.AB2191>>3T-A

:

*M

1-.71632.4A62.

:

7

0

-6AB312-.

图
(

!

AB2191>>3T-A

:

*1-.

株孢子化不同阶段
S1/31J

\+71+6.>B-1

结果

H2

:

F(

!

)*+6+7AB1-8\+71+6.>B-1-8S1/31J2.AB2191>>3

T-A

:

*1-.71632.4A62.

:

7

0

-6AB312-.

G

!

讨
!

论

蛋白酶是寄生虫的一种重要的毒力因子!它们

在感染宿主的过程中起了关键作用!可作为预防和

治疗寄生虫的新型药物靶点!因此越来越受到大家

的重视(研究表明!在
-.5$);+)(

中!组织蛋白酶
5

可分泌到肠腔中!帮助虫体降解血红蛋白)

%&

*

(

Q.

6$536($

含有
*

个组织蛋白酶
5

!在虫体的脱囊和成

囊过程中发挥作用)

%%

*

(

E.3'8"&(

的组织蛋白酶
5

参

与对吞噬的宿主蛋白的降解!且为生存所必需的蛋白

质)

%0!%*

*

(有研究表明在艾美尔球虫的生活史中!蛋白

酶参与了诸如宿主细胞入侵)

%)

*和卵囊壁形成等重要

的生理过程)

%1

*

(但组织蛋白酶
5

在其中具体参与了

何种生理过程及对球虫防控的影响尚不明确(

本课题组通过
O7!Q]O

手段与国外两家实验

室)

%.!%3

*几乎同时克隆并表达柔嫩艾美尔球虫的组织

蛋白酶
5

!通过
D

5[427

比较发现!柔嫩艾美耳球

虫的组织蛋白酶
5

"

:SA<S5

#与
E.

9

+):((

"

4A'L#'

:QO.**3)'%

#相似性最高!可达
)/Y

!与其相似性

较高 的 寄 生 虫 还 有
C.;(6("86+;8;

"

4A'L#'

]5L3(/(%'%

#'

E.;

D

('$6(;

"

4A'L#'GQ

/

&&**3/.1&'

%

#'

-.5$);+)(

"

4A'L#'GQ

/

&&013)/3)'%

#!相似性

分别是
)*Y

'

)&Y

'

*/Y

(与禽类相比"

4A'L#'

444(3&31'%

#!尽管在保守区域相似性较高"可达

)&Y

#!但
:SA<S5

全长含有
1%0

个氨基酸!而鸡的

A<S=8

D

,$-5

仅含有
*)&

个氨基酸!两者对比发现!

在组成结构上!特别是
L

端起调节作用的结构域上

区别很大!研究表明!

A<S=8

D

,$-5

的这一结构域不

仅在蛋白质加工折叠中起作用!也可以抑制蛋白酶

的活性)

%(

*

(由此可见!二者的亲缘关系较远!这为

以其作为设计药物治疗或者免疫预防奠定了基础(

本试验中!利用大肠杆菌原核表达系统成功表

达重组蛋白质
:SA<S5

(该蛋白质在
*3Z

诱导
.=

条件下以包涵体的形式存在!虽然包涵体对表达产

物纯化和表达产量提高非常有利!但难以获得活性

良好的包涵体蛋白!为了后期进行蛋白质活性检测!

试验中对表达条件进行了优化!发现在
%.Z

过夜诱

导的条件下蛋白质可以部分以上清的形式表达(通

过明胶酶谱法我们确定所得蛋白质有一定的活性!

结果显示不仅在
13

和
*1 >̀

有两条特异性条带!推

测分别是
:SA<S5

未成熟和成熟形式(

作者对重组蛋白质进行酶动力学研究!通过荧

光
:[I24

的方法!利用
P!Q=8!Q=8!4e]

检测低浓

度的
:SA<S5

活性!结果显示原核表达的重组蛋白质

的活性较低!这一结果和
e'2A=<8@@8V

等)

%/

*的结果一

致(

e'2A=<8@@8V

通过试验表明!酵母系统表达所得

产物具有较好的蛋白酶活性!说明
:SA<S5

蛋白结构

的适度糖基化和修饰对其发挥活性至关重要(

0)(%



!

%&

期 刘任强等$柔嫩艾美耳球虫
]<S=8

D

,$-5

基因的克隆表达及活性研究

0&%0

年!

e'̂<SV$U

等)

0&

*首次利用半定量的方

式对
:SA<S5

不同时期的表达进行了初步分析!

0&%*

年!

4'O$8>?

等)

%.

*用测定酶活的方法进一步

确定了
:SA<S5

孢子化过程中的表达水平(随后

e'e<S,>U<

R

<,=$

等)

%3

*用半定量法分析了
:SA<S5

在孢子化过程中的表达!并用
H8,S8V-U9#S

的方法

检测了不同发育阶段的表达情况(本试验中!作者

利用
O8<9!S$;8Q]O

和
H8,S8V-U9#S

的方法进一步

检测了
:SA<S5

在球虫发育不同阶段和孢子化不同

阶段的表达水平!结果显示
:SA<S5

在配子体和裂

子体时期表达较高!子孢子和未孢子化阶段表达相

对较低!孢子化过程中变化不明显(本研究为探讨

:SA<S5

在球虫的发育和入侵中的功能及寻找与其

互作蛋白质!并为寻找其合适的特异性抑制药物等

奠定了基础(
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ÎIL ON

!

5Oc22I:OJ

!

8S<9'2S<

C

8!

,

D

8A$@$A8?

D

V8,,$#-#@

D

V#S8<,8

C

8-8,$-S=8<

D

$A#;

D

9!

8?<-

D

<V<,$S8

!

C(5&'($#&)&66$

)

N

*

'IJ=Q&)+5(";

!

0&%0

!

%*

$

.(1'

"编辑
!

白永平#

*)(%




