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-

Q

&模板
%

-

Q

&上下游引物各
%

-

Q

&

""I

0

600

-

Q

#!

按程序,

/)s)4$-

&

*A

次下列循环"

/)s*&,

!

AA

s*&,

!

10s%4$-*&,

#

&

10s14$-

&

)s

-进

行
;B7

扩增'产物经
%Z

琼脂糖凝胶电泳检测!

P.*.R.!

胶回收试剂盒回收!与克隆载体
X

<]!

%/5

于
%.s

连接过夜!转化
P."+0(5TD-,A

&

感受

态细胞后挑取阳性克隆测序鉴定'

%'*'*

!

C3

KK

A$0R!"D50

编码蛋白质的序列分析

!!

;B7

产物的测序结果以
]8=@3DT1'&

与预测

基因
C5I

1

&&&0/%%A

进行序列比对&以
8B̂M

]CQ5=!̂Q=@5

"

:33

X

$%%

UED,3'-9U$'-E4'-$:'

O

#W

#

进行所编码蛋白质序列的比对和保守功能结构域分

析&比对结果导入
<CJ=.'&

以
<L@BQC

进行系

统进化分析)

%1

*

!截取
XX

!JDE8=9!5

功能结构域的

比对结果导入
2NUQ#

O

#

"

:33

X

$%%

YNUE#

O

#'UNTSN!

EN

G

'N"P

%

E#

O

#'9

O

$

#分析顶复门原虫间
XX

JDE8=9!50

的氨基酸保守性)

%1!%(

*

'

#E%

!

N7

GG

R5-HB@P(!

的重组表达与鉴定

%')'%

!

C3

XX

JDE8=9!50

的重组表达
!

以测序正

确的阳性菌液为模板!用表达引物"

C3

KK

A$0R!"D

50D\

$

B

O

B

OO

=5BB=5

OO

BBBB=

OOO

=

O

=

O

BB

&

C3D

KK

A$0R!"D50!7

$

BB

OO

==55B55=B=55B55

O

!

B555B=5

O

5=

O

'下划线分别为
C$3I

)

和
P"+7

)

的酶切位点#扩增目的基因!同,

%'*'0

-的程序进

行
;B7

扩增'将表达载体
X

JCa!.

X

!%

和带酶切位

点的
C3

KK

A$0R!"D50

扩增产物分别以
C$3I

)

(

P"+7

)

酶切!

%. s

连接过夜构建重组表达质粒

C3

KK

A$0R!"D50!

X

JCa!.

X

!%

并转化
P."+0(5TD-,A

&

!

挑取单菌落于
%4QQ̂

"

=<;

`

#中
*1s

过夜&菌液

;B7

鉴 定 后!按
%o%&&

接 种
%&& 4Q

的
Q̂

"

=<;

`

#

*1s

振荡培养至
6]

.&&-4

为
&'.

"

&'(

后

加终浓度为
%44#E

0

Q

p%的
M;5J

!取诱导前和诱

导后
):

菌液各
%4Q

!沸水浴
%&4$-

!

@]@!;=JC

电

泳检测'离心收集诱导后
):

的菌体以
;̂ @

重悬超

声破碎!分别收集上清和沉淀进行
@]@!;=JC

检

测'按
;T#3N$-E,#J@57N,$-

纯化柱说明书分离纯

化
TC3

XX

JDE8=9!50

'

%')'0

!

重组表达
C3

XX

JDE8=9!50

的鉴定
!!

;T#!

3N$-E,#J@57N,$-

柱分离纯化的重组表达产物进

行
@]@!;=JC

电泳!切取蛋白质条带送上海中科新

生命生物技术有限公司以
=̂ MA(&&<=Q]M!56\

%

56\

串联质谱仪进行质谱鉴定'

#E'

!

荧光定量
6A+

检测

%'A'%

!

引物设计
!!

根据
C3

KK

A$0R!"D50

的
9]!

8=

和内参基因
C3%(@T78=

序列!设计引物"

C3%(@!

\

$

=5B

O

B=

O

55

OO

55B5555

OO

!

C3%(@!7

$

BB5!

O

B5

O

BB55BB55=

O

=5

O

&

C3

KK

A$0R!"D50!\

$

O

B

O

5!

55B5555B=

O

5

OO

555

O

5

O

!

C3

KK

A$0R!"D50!7

$

OO

!

=5

O

5

O

B55

O

==

O

5B

O

5

OO

5B

#!以
8B̂M

的
;T$4NT!

Q̂=@5

比对分析确定引物序列特异性'

%'A'0

!

目的基因的检测
!!

首先以
@H

阶段的

9]8=

为模板分别作
%q

(

)q

(

%.q

(

%0.q

梯度稀释

A1%0
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进行反应"各三个重复#!以仪器自带
<[*&&A

X

W)'%&

软件绘制标准曲线'以
%(@T78=

为内参!

P.#&)&00$L@6

(

@6

1:

(

@6

(

@H

和
0

-"

<H

等
A

个阶

段虫体的
9]8=

为模板!进行
F

;B7

反应检测目的

基因转录水平!每组
*

个重复'反应程序$

/As*&,

&

/AsA,

!

.&s*&,

!

)&

个循环&

/As%A,

!

.&s

%4$-

!

/As%A,

'反应结束后用
<[*&&A

X

W)'%&

分析扩增曲线和熔解曲线!获取其
/#

值'

%'A'*

!

数据处理和统计分析
!!

478=

相对表达

量根据
>'?'Q$WDS

等的
0

p

((

/#法)

%/

*计算'

%%

/#v

试验组
/#

值"

/#目的基因 p/#内参基因#

p

对照组
/#

值

"

/#目的基因p/#内参基因#'

!

!

结
!

果

!E#

!

N7

AA

G#/D"-5*!

基因的扩增和重组表达及纯化

以
P.#&)&00$

子孢子
9]8=

为模板!用
75!

;B7

扩增获得约
0&&&U

X

目的基因"图
%

#!回收后

测序结果显示扩增产物长为
%/(*U

X

'重组表达载

体
C3

KK

A$0R!"D50!

X

JCa!.

X

!%

阳 性 菌 液 经

%44#E

0

Q

p%

M;5J*1s

诱导表达
):

后分别收集

菌体超声破碎!产物进行
@]@!;=JC

电泳检测!结

果表明
C3

KK

A$0R!"D50!

X

JCa!.

X

!%

在上清和包涵

体中都有表达!重组蛋白质大小约
%&&SP

"图
0

#'

以
;T#3N$-E,#J@57N,$-

纯化柱结合菌液上清后按最

大洗脱量
J@I

浓度为
%A44#E

0

Q

p%进行洗脱'纯

化后的融合蛋白质进行
@]@!;=JC

电泳!结果显示

在约
%&&SP

"图
0

#处有明显条带!与预期结果相符'

<']QA&&&]8=

相对分子质量标准&

%'C3

KK

A$0R!"!50

基因
;B7

产物

<']8=4DTSNT]QA&&&

&

%';B7

X

T#"P93#VC3

KK

A$0R!"!50

图
#

!

N7

AA

G#/D"-P(!

基因
6A+

扩增

D2

3

E#

!

A-,424

3

,.

3

*4*@,;24

3

.,:N7

AA

G#/D"-P(!

<'

蛋白质相对分子质量标准&

%'

X

JCa!.

X

!%

空载体&

0'C3D

KK

A$0R!"!50!

X

JCa!.

X

!%

重组表达菌超声裂解上清液&

*'

C3

KK

A$0R!"!50!

X

JCa!.

X

!%

重组表达菌超声裂解沉淀&

)'

C3

KK

A$0R!"!50!J@5

纯化后蛋白样品

<';T#3N$-4#EN9PEDTYN$

O

:34DTSNT

&

%'8#-!9DTT$NTWN93#T

X

JCa!.

X

!%

&

0'Q

G

,D3N,P

X

NT-D-3#VTN9#4U$-D-3P."+0(V#T

N[

X

TN,,$-

O

C3

KK

A$0R!"!50!

X

JCa!.

X

!%

&

*'Q

G

,D3N,N"$!

4N-3#VTN9#4U$-D-3P."+0(V#TN[

X

TN,,$-

O

C3

KK

A$0R!"!

50!

X

JCa!.

X

!%

&

)';PT$V$N" C3

KK

A$0R!"!50!J@5 Y$3:

X

T#3N$-E,#J@5TN,$-

图
!

!

N7

AA

G#/D"-P(!

的重组表达结果

D2

3

E!

!

NT

G

:*99*;:*@,FC24547N7

AA

G#/D"-P(!24+,-./0<NJ

<=Q]M!56\

%

56\

串联质谱仪鉴定结果表

明!

*

个酶解肽段分别与
L-$;T#3

数据库中根据
P.

#&)&00$

基因组数据预测的
C3

XX

JDE8=9!50

"

a;

1

&%*00/1%/'%

#的
7

)&(

!>

)0.

(

>

))&

!7

)A(和
7

.)*

!7

..)片

段完全匹配!三者均位于保守结构域区!匹配率

('.Z

!在线比对分析指示重组表达产物为
C3

XX

!

JDE8=9!50

"图
*

#'

!E!

!

N7

GG

R5-HB@P(!

蛋白质序列分析

]8=@3DT1'&

软件翻译克隆的
C3

KK

A$0R!"D50

!

表明
C3

XX

JDE8=9!50

由
..&==

组成!相对分子质

量为
1A'%)SP

'

]CQ5=!̂Q=@5

分析显示!其氨基

酸顺序与
P.$"&'970()$

(

5.

1

+)4((

(

R."$)()73

的相似性分别为
//Z

(

(1Z

和
(1Z

!且含有完整的

XX

!JDE8=9!5

功能结构域'

2NUQ#

O

#

分析揭示

C3

XX

JDE8=9!50

功能结构域
XX

!JDE8=9!5

中具有

参与结合
L];!JDE

的
J5%

模体特征性
][I

基序!

酶活性所必须的
]

0*0和
I

0*)在这些原虫及其他物种

间极其保守&同样在催化半乳糖基转移的活性中心

JDE

%

JDE8=9!5

模体中!也包含有进化上高度保守

且功能所必须的
]

*%/

[[[[[2JJC8[C

**%基序'此

外活性中心所必须的其他氨基酸如
\

0*&

(

B

0*A

(

R

*%(

(

J

*0%

(

<

*00等在艾美耳球虫亚目的原虫间也高度保

守"图
)

#'

.1%0



!

%%

期 刘晓丽等$柔嫩艾美耳球虫多肽$

R!

乙酰氨基半乳糖转移酶
0

的基因表达及转录动态分析

左图
'

重组
C3

XX

JDE8=9!50

酶解片段的质谱鉴定结果&右图
'

质谱鉴定肽段的比对结果

QNV3'<=Q]M!56\

%

56\,N

F

PN-9$-

O

#VTN9#4U$-D-3C3

XX

JDE8=9!50

&

7$

O

:3'=E$

O

-4N-3#V

X

N

X

3$"N,N

F

PN-9N,$"N-3$V$N"U

G

<=Q]M!56\

%

56\D

O

D$-,33:N

X

TN"$93N"C3

XX

JDE8=9!50,N

F

PN-9N$-L-$;T#3"D3DUD,N

图
J

!

N7

GG

R5-HB@P(!

重组表达产物的质谱鉴定

D2

3

EJ

!

A,4.2:F572,4,.:*@,FC24547N7

GG

R5-HB@P(!C

0

>BV<UP(KD

$

(KD545-

0

929

图中氨基酸符号的字体大小代表其保守程度

5:N9#-,NTWD3$#-#VD4$-#D9$"$-3:ND93$W$3

G

,$3N,YD,"$,

X

ED

G

N"U

G

3:N,

G

4U#E,$_N#V,

X

N9$V$9D4$-#D9$"

图
%

!

球虫亚目原虫
GG

R5-HB@P(!

功能结构域
BB

保守性分析

D2

3

E%

!

I*CV,

3

,545-

0

929,.5F24,5@2;@,49*:Q572,4827)247)*

GG

R5-HB@P(!.?4@72,45-;,F5245F,4

3

1?C,:;*:N2F*:2,:245

!EJ

!

N7

AA

G#/D"-5*!

在
+,?%=%//#

不同发育阶段

的转录动态

!!F

75!;B7

法分析
P.#&)&00$L@6

(

@6

1:

(

@6

(

@H

和
0

-"

<H

的
9]8=

!同时检测目的基因和参照

基因!试验数据用
0

p

((

/#法计算各阶段的
C3

KK

A$0D

R!"D50

基因转录的相对水平!结果显示!

C3

KK

A$0D

R!"D50

基因在子孢子阶段转录水平最高!总体上

侵袭阶段高于卵囊阶段&在孢子发育阶段则随着孢

子化的进行逐渐降低!至孢子化卵囊几近不能检出

"图
A

#'

J

!

讨
!

论

柔嫩艾美耳球虫的生活史复杂!包括孢子生殖(

裂殖生殖和配子生殖三个阶段'蛋白质翻译后的糖

基化修饰作为一种重要的表观遗传调控方式!对某

些蛋白质的折叠成熟(分泌(功能发挥具有不可或缺

的作用!从而影响球虫的入侵(发育和致病过程)

0&

*

!

但相关研究甚少报道'

7'='2DESNT

等)

0%

*曾对

P.#&)&00$

配子发育和合子形成过程中参与糖链合

成和糖基转移过程的
.

种酶"葡糖胺$果糖
!.!

磷酸

氨基转移酶!

C3J\=5

&葡糖胺
!.!

磷酸
R!

酰基转移

酶!

C3J8=

&磷酸乙酰葡糖胺变位酶!

C3=J<

&

L];!R!

葡糖胺焦磷酸酶!

C3L=;

&

L];!R!

葡糖胺

)!

差向异构酶!

C3L=C

&多肽$

R!

乙酰葡糖氨基转移

酶!

C3

XX

JE98=9!5

和
C3

XX

JDE8=9!5

#进行
F

75!

;B7

检测!表明
C3AH!5

尽管在大配子发育早期

即有转录!但
C3J\=5

仅在成熟大配子才可检测

到&

R!JDE8=9

合成的
*

种酶基因"

C3!AF

(

C38!<

和
C38!R

#在大配子发育中也有转录水平上调!使

大配子中
R!JDE8=9

水平显著升高!与此同时
C3

K

D

K

A$0R!"D5

的转录水平则主要在未孢子化卵囊阶

段上调!表明
J!

糖基化在卵囊形成时大配子糖蛋白

11%0
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0

-"

<H'

第二代裂殖子&

L@6'

未孢子化卵囊&

@6

1:

'

孢子化

1:

卵囊&

@6'

孢子化卵囊&

@H'

子孢子

0

-"

<H'@N9#-" 4NT#_#$3N

&

L@6'L-,

X

#T#ED3N" ##9

G

,3

&

@6

1:

'699

G

,3,

X

#T#ED3$-

O

V#T1:

&

@6'@

X

#T#ED3N"##9

G

,3

&

@H'@

X

#T#_#$3N

图
'

!

+,?%=%//#

不同发育阶段
N7

AA

G#/D"-5*!

的
F+HB

转录水平比较

D2

3

E'

!

A,F

G

5:29,4,. F+HB-*Q*-9.,:N7

AA

G#/D"-5*!

5F,4

3

7)*;2..*:*47;*Q*-,

G

F*475-975

3

*9,.+,?%=%//#

向卵囊壁的转移中具有重要作用'但作者并未对

C3

XX

JDE8=9!5

的同种型进行专门检测'从基因组

数据分析看!

P.#&)&00$

具有
A

个
XX

JDE8=9!5

同

种型编码基因!他们各自在不同发育阶段的差异表

达有待深入研究'我们的结果显示
C3

KK

A$0R!"D

50

基因在
@H

阶段最高(

0

-"

<H

阶段次之!随着孢

子化的进行!则逐渐降低到孢子化卵囊时期几近不

能检测"图
A

#'这提示
J!

糖基化修饰随
P.#&)&00$

生活史发育过程而表现显著动态改变'孢子化卵囊

是代谢相对静息阶段!而子孢子由于受胰酶(胆汁酸

及其肠细胞信号刺激!代谢极为活跃!开始大量表达

入侵所需要的糖蛋白"如
<MB0

(

<MB)

(

7680

等#'

已有报道证明糖缀合物是多种原虫和蠕虫入侵宿主

细胞及与宿主相互作用过程所必须的!如虫体入侵

时黏附细胞所需要的凝集素样蛋白)

00

*

'笔者实验

室对
P.#&)&00$

不同发育阶段
R!

糖基化的定量修
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