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摘要! 为获得尼罗罗非鱼 *<?0=9N0<E=融合蛋白!开展相关 *<?0=9N0<E=蛋白的功能研究!深入了

解罗非鱼与无乳链球菌相互作用机制$ 本研究利用前期构建的 / 个含 ?1*',7)'1:,"$(的克

隆质粒!J-$扩增获得 ?1*',7A3%?1*',7A8@ 和 ?1*',7A38 '1:,的膜外段序列!插入真核表达载体

F95%&/13" C# L)?K3 (9中!双酶切%测序鉴定后转染 -"*:: 细胞$ UJ-$%X=NC=4>:G0/C对目

的蛋白的表达进行检测&亲和层析法纯化融合蛋白!*5*:J&K,电泳检测纯化效率$ ,')*&检

测融合蛋白与 KP*的结合活性$ 测序结果显示!成功构建 / 个融合蛋白真核表达载体

F95%&/13" C#L)?K3 (9:?1*',7)'1:,O<J$ 检测结果显示!转染细胞中 / 个 *<?0=9N6,H:(9融合

蛋白在 ;$%&和蛋白水平都有高效表达!且过柱后的融合蛋白具有较高纯度&/ 个融合蛋白

与罗非鱼源 KP*的结合活性较对照组均有显著差异$ 研究表明!利用真核表达系统成功制备

了具有较高纯度的尼罗罗非鱼 / 种 *<?0=9N融合蛋白!且均有与 KP*的结合活性$

关键词! 尼罗罗非鱼& 唾液酸结合型免疫球蛋白样凝集素& 重组蛋白& 真核表达& 结合活性

中图分类号! M:97& *074555555555 文献标志码'&

55 无乳链球菌" 即 P群链球 菌 # K4/@F P

?52,/5.7.77()"KP*$"为革兰氏阳性菌& KP*依

据荚膜多糖的抗原反应鉴定的血清型"可分为 32

个血清型#)3))G)))<)Y$"其中对鱼类具有较强

致病性的为 )G))3和 )))型
'3 61(

& 近年来广东)海

南等多个罗非鱼主产区暴发了大规模的罗非鱼链

球菌病"给罗非鱼产业造成了重大损失"其病原体

主要是无乳链球菌
'3(

"为 )3血清型"*D: 型
'/(

&

目前关于鱼类 KP*感染的分子机理研究极为匮

乏"成为科学有效防控链球菌病的瓶颈&

唾液酸结合型免疫球蛋白样凝集素 #N<30<9

39<A:G<>A<>? <;;@>/?0/G@0<>:0<E=0=9C<>N"*<?0=9N$

是一类能特异性识别自身及病原菌唾液酸多糖的

免疫细胞膜上受体& 已发现的 *<?0=9N分子超过

34 种"研究表明大多数 *<?0=9N都在造血和非特异

性免疫细胞上表达"胞内含有一个或多个酪氨酸

抑 制 性 基 序 # <;;@>/:4=9=FC=4 CB4/N<>=:G3N=A

<>L<G<C</> ;/C<8N")D)2$或 )D)2样结构"在免疫调

节中主要起负调控作用"如抑制细胞增殖)诱导凋

亡)抑制细胞活化等
'8(

& 有证据显示在 ?1*',7A6

#类似人 ?1*',7A4$基因敲除的小鼠中"可以检测

到骨髓)外周血和组织中嗜中性粒细胞增加
'4(

&

在长期的进化过程中"已知至少 12 种病原微

生物获得了自身合成或从外界环境中获取唾液酸

的能力" 如 KP*) 脑膜炎 奈瑟氏菌 # K,1)),21%

4,-1-*151=1)$)未分型流感嗜血杆菌 # >/>CBF=3G0=

G%,4./31'()1-;'(,-P%,"%D+<$等
'7(

& 某些病原微

生物可通过*伪装+成宿主成分的唾液酸多糖与

宿主免疫细胞的 *<?0=9N特异性结合"产生免疫抑

制信号"进而逃避宿主免疫
':(

& 已有研究证实哺

乳动物体内多个 *<?0=9N参与宿主与 KP*等病原

体的相互作用
': 633(

&
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目前"*<?0=9N的研究主要集中在哺乳类"包括

人与鼠& 而非哺乳动物"*<?0=9N的研究则只有鹌鹑

#B.5(2-1J7.5(2-1J$)斑马鱼 ##%-1. 2,21.$和红鳍

东方#E%:1;(*( 2(@21/,)$等为数不多的报道
'31(

"

且大多数仅有 ,*D序列
'3/(

& 因此"研究罗非鱼中

是否也存在 *<?0=9N或 *<?0=9N0<E=蛋白"并被 KP*

等病原菌识别利用从而实现*免疫逃逸+"将有助

于探究罗非鱼链球菌病的发病机制和抗链球菌病

新 途 径& 本 实 验 室 前 期 从 尼 罗 罗 非 鱼

#92,.732.41)-1'.517()$嗜中性粒细胞中筛选克隆

到 / 个 ?1*',7)样基因"?1*',7A3 '1:,#O272878/$)

?1*',7A8@ '1:,# O2997133 $ 和 ?1*',7A38 '1:,

#O2744939$"并对它们的序列进行了分析预测&

本研究克隆此 / 个 *<?0=9N样分子的膜外段序列"

构建带有人 )?K3 (9标签的融合蛋白真核表达载

体 F95%&/13 # C$ L)?K3 (9:?1*',7)'1:,O<J"并在

-"*:: 细胞中进行表达& 初步鉴定纯化融合蛋白

*<?0=9N6,H:(9与 KP*的结合活性"为进一步了解

尼罗罗非鱼 *<?0=9N的功能奠定基础&

35材料与方法

"#"$质粒$菌株及细胞系

质粒 F95%&/13 # C$ L)?K3 (9)-"*:: 细胞

系均购自湖南长沙赢润生物技术有限公司

#V$K=>=$& F2512:D克隆载体)5+4

"

感受态

菌株均购自 D3O3$3公司&

"#%$主要的试剂及仪器

'<F/8=9C3;<>=1222 转染试剂)D4<S/0试剂均

购自 )>Q<C4/?=> 公司& 高保真酶 J4<;=*D&$23H

5%&J/0B;=43N=)D

8

5%&连接酶)M@<9E-@C$;'

)))F%4+ )) G1-A )))和 Q/- )内切酶均购自

D3O3$3公司%反转录试剂盒购自 $/9L=公司%胶

回收试剂盒购自 ";=?3公司%小鼠抗人 )?K

# ://3:0 $ 购 自 P=9E;3> 公 司% 胎 牛 血 清

#*./229:$)"FC<:2,2 )培养基)J4/C=<> & )?K

J@4<8<93C</> O<C#J<=49=8877:$),-'化学发光试

剂盒#J<=49=/1320$均购自 DL=4;/ 公司"X=NC=4>

G0/C等试剂购自生工生物工程#上海$有限公司%

荧光定量 J-$仪为 &P)公司的 J$)*2 :/22%酶

标仪为 D,-&%公司的 )>8<><C=122&

"#=$重组真核表达载体的构建

设计 *<?0=9N膜外段的扩增引物#表 3$"分别

以 F25:?1*',7A3)8@)38 '1:,#均由本实验室前期

构建$为模板"J-$扩增其膜外段 ?1*',7A3O<J)

?1*',7A8@O<J及 ?1*',7A38O<J序列& J-$扩增条

件!08 R 1 ;<>%09 R 32 N"72 R 34 N":1 R 72 N"

/4 个循环%:1 R 32 ;<>& / 个 ?1*',7)O<JJ-$纯

化产物分别经过双酶切回收后"用 D

8

5%&连接

酶插入经相同双酶切的 F95%&/13# C$ L)?K3 (9

载体中"构建成 / 个重组表达载体 F95%& /13

# C$ L)?K3 (9:?1*',7)'1:,O<J"并转入大肠杆菌

5+4

"

感受态细胞"酶切)测序鉴定&

表 "$构建罗非鱼 O+,*107*+G1真核表达载体及 AFMQ分析使用的引物序列

&'(#"$F5+6157B-50-.725/02+-.-B510-6(+.'.24*'76+37'.3AFMQ'.'*;7+7

目标序列

C34?=C?=>=

引物序列#4T:/T$

F4<;=4N=U@=>9=

用途

3;F0<8<93C</>

?1*',7A3O<J6(6$;')) 4T:D-DD&&K&DDK--&--&DKKDK&-&:/T J-$

?1*',7A3O<J6$6Q/- ) 4T:KKKKD&----D-D-DK-DK&DKD-DK&DD&--:/T J-$

?1*',7A8@O<J6(6$;')) 4T:D-DD&&KK--&--&DKDDK&-&KD-KK:/T J-$

?1*',7A8@O<J6$6Q/- ) 4T:-KKKKD&----KD--&KK&&KD&K--&-&KDK:/T J-$

?1*',7A38O<J6(6G1-A ))) 4T:---&&K-DDKKK--&--&DKK&-&&D-&&&-&&&KDDD&DK&:/T J-$

?1*',7A38O<J6$6F%4+) 4T:-KKK&D---K-&&D----&-D&-&K-&K:/T J-$

?1*',7A3 '1:,6( 4T:-&D-&KD--&D-&KKDDDKK:/T UJ-$

?1*',7A3 '1:,6$ 4T:DK-D-DD-DDK&&--&KKDK:/T UJ-$

?1*',7A8@ '1:,6( 4T:-&D-&KD--&D-&KKDDDKK:/T UJ-$

?1*',7A8@ '1:,6$ 4T:DK-D-DD-DDK&&--&KKDK:/T UJ-$

?1*',7A38 '1:,6( 4T:DKK&&KK--&DDKDDKD&&&:/T UJ-$

?1*',7A38 '1:,6$ 4T:DDK--DDD&D-&DK--&-&D:/T UJ-$

!

A%751-6( 4T:&DKK&DK&DK&D&D-K--K-K-D-:/T UJ-$

!

A%751-6$ 4T:-D&K&&--&DDDK-KKDKK&-K&D:/T UJ-$

注!J-$引物上的酶切位点用下划线表示

%/C=N!CL=4=NC4<9C</> =>SB;=N<C=N<> CL=F4<;=4N34=@>A=40<>=A

91/
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"#E$重组表达载体转染 M)OCL 细胞

-"*:: 细胞复苏后"培养于含 32I胎牛血清

的 "FC<:2,2 )培养基中& 转染前 18 L"每孔

3 =32

4

<1 =32

4

个细胞接种于 7 孔培养板上"在

/: R)7I -"

1

下培养至 02I<04I汇合度后进

行转染& 采用 '<F/8=9C3;<>=1222 转染试剂盒进

行细胞转染"F95%&/13 # C$ L)?K3 (9空载作为

阴性对照& 转染过程如下"用"FC<:2,2 )培养基

稀释 8

%

? 5%&#&液$至 322

%

'"温和混匀%稀释

4

%

''<F/ 1222#P液$终体积 322

%

'"轻轻混合

&)P液"室温静置 34 <12 ;<>& 弃去 7 孔培养板

上的培养基"JP*#422

%

'6孔$漂洗 3 次"将 &)P

混合液加入 317 ;'无血清的 "FC<:2,2 )培养

基混匀"缓慢加入培养板"在 /: R)7I -"

1

体积

分数的培养箱中培养 7 L 后弃培养液"每孔加入

1 ;'含 32I胎牛血清的 "FC<:2,2 )培养基再培

养 18 L 并检测&

"#H$转染细胞的转染水平检测

荧光定量检测55培养 18 L 后取部分细胞"

UJ-$检测细胞 *<?0=9N6,H:(9;$%&的表达& 以

F95%&/13# C$L)?K3 (9转染细胞作为对照& 转

染细胞用胰蛋白酶消化后"JP*漂洗并悬浮& 室

温离心"422 =* 32 ;<> 沉淀细胞"每 4 =32

7

个细

胞加入 3 ;'D4<S/0"抽吸几次促进细胞裂解"具

体操作按照 D4<S/0试剂提取说明进行& 提取的总

$%&用电泳检测其完整性"并用超微量分光光度

计检测其浓度及纯度" 692 R保存备用&

用$/9L=反转录试剂盒进行 95%&反转录"具

体步骤参考说明书& 反转录的 95%&检测后

612 R保存&

#

:39C<> 作为 UJ-$内参基因
'38(

& 12

%

'UJ-$体系如下"219

%

'模板 95%&"32

%

'1 =

23NC=42<H"21/

%

'(/4W34A J4<;=4#32

%

;/06'$"

21/

%

'$=Q=4N=J4<;=4#32

%

;/06'$"917

%

'AA+

1

"&

设 /个重复"以不加模版 95%&为阴性对照& 扩增

条件为"04 R 32 ;<>%04 R 34 N"72 R /2 N":1 R 34

N"循环 82 次& 溶解曲线设定!04 R 34 N"72 R 3

;<>"04 R 34 N& 1

6

''

B

C法计算相对荧光值"平均值 ?

标准差#- >8$表示*<?0=9N0<E=的相对表达值&

X=NC=4>:G0/C检测55取 18 L 时收集的部分

细胞"用 322

%

'3 =*5*'/3A<>? P@88=4裂解"8

R 31 222 46;<> 离心 4 ;<> 后取上清液& P-&法

测蛋白总浓度& 取 82

%

'上清液加入 4 =0/3A<>?

G@88=4#8D3$混匀"煮沸 4 ;<>%*5*:J&K,电泳 02

."12 ;<>%312 ."312 ;<>%半干电转移至醋酸纤

维膜上%用含 4I脱脂奶粉的 DP*D封闭"洗膜后

用 +$J标记鼠抗人 )?K:(9抗体 #用 DP*D按

3D3 222稀释$室温孵育 3 L"DP*D洗 / 次后用

,-'显色%K&J5+#3D32 222$抗体 8 R孵育过

夜"相应二抗为 +$J标记的鼠抗人 K&J5+抗体

#3D3 222$",-'显色& X=NC=4>:G0/C结果采用软

件 );3?=!分析&

"#K$融合蛋白的亲和层析纯化

检测后的细胞 3D1 222 比例传代至 322 ;;

培养皿中培养"422

%

?6;'K839 进行压力筛选"

3/ A 后将培养皿中形成的细胞单克隆挑至 07 孔

板培养& 待细胞长满后依次转入 18 孔板"鉴定并

取上清液作 X=NC=4>:G0/C筛选& 稳定表达的单克

隆株培养至 92I<02I汇合度时换无血清培养

基"培养 18 L 后 1 222 46;<> 离心 4 ;<> 收集细胞

上清液中的分泌蛋白&

亲和层析法纯化融合蛋白!室温放置 J4/C=<>

&柱子和试剂"打开柱子引流贮存缓冲液& 加入

4 ;'的 P<>A<>? G@88=4平衡 J4/C=<> &预装柱子"

流速 3 ;'6;<>& 上清液分泌蛋白用 );;@>/F@4=

)?KP<>?A<>? G@88=43D3 稀释后上样& 34 ;'的

P<>A<>? G@88=4清洗柱床以除去非特异性结合"4

;'的 );;@>/F@4=)?K,0@C</> G@88=4洗脱融合蛋

白"收集 214 <3 ;'的洗脱液 #即目的蛋白$&

*5*:J&K,电泳检测"并测定蛋白浓度&

"#L$融合蛋白与 JTO结合活性的检测

KP*#血清型为 )3型"由本实验室鉴定)保存$

3D322 接种在脑心浸液#P+)$培养基中"/2 R)112

46;<> 培养至对数期#"5

722 >;

>217$& 室温 / 222

46;<>离心 4 ;<>"JP*重悬"用碳酸盐缓冲液# F+

014$配成 214 =32

0

个6;'悬液& 加入异硫氰酸荧

光素 #80@/4=N9=<> <N/CL</9B3>3C="()D-$ 溶 液 # 32

;?6;'"二甲基亚枫配制$"()D-终浓度为 213I"

/: R孵育 314 L& / 222 46;<> 离心并用 JP*充分

漂洗"用 ,')*& G@88=4#12 ;;/06'+,J,*:%3"+

G@88=4"F+:184% 314 ;;/06'%3-0"2121I %3%

/

"

3I P*&$重悬至 3 =32

:

-(#6;'浓度后"荧光显

微镜检查标记效果"8 R保存备用&

取 07 孔黑色酶标板"每孔加入 322

%

'含

214

%

?6;'的 F4/C=<> &# F+ 014" 42 ;;/06'

934G/>3C=G@88=4$"8 R封闭过夜& 弃包被液"加入

342

%

' ,')*& G@88=4洗涤 1 次" 并用 ,')*&

01/



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

G@88=4室温孵育 3 L& 弃洗涤液分别加入融合蛋

白 *<?0=9N6,H:(9#经 ,')*& G@88=4稀释至 214

%

?6;'$和阴性对照 L)?K3 (9#214

%

?6;'$"每

孔 342

%

'"室温孵育 1 L& 每孔用 342

%

',')*&

G@88=4冲洗 / 次后加入 322

%

'()D-:KP*#3 =32

:

-(#6;'$"1 222 46;<> 离心 32 ;<>"/: R孵育 34

;<> 使 KP*与蛋白充分结合& 酶标仪检测初始

荧光值"然后去除孔中液体#含未结合的 KP*$"

加入,')*&G@88=4洗涤后"检测残余荧光值#激发

波长"894 >;%发射波长"4/9 >;$&

15结果与讨论

%#"$融合蛋白重组质粒的鉴定

扩增 / 个 *<?0=9N0<E=的胞外段序列 *<?0=9:36

,H) *<?0=9:8G6,H 和 *<?0=9:386,H" 分 别 插 入

F95%&/13# C$L)?K3 (9载体中#图 3$& 对筛选

获得的重组子分别进行双酶切鉴定"并经测序证

明插入序列正确& 融合基因由 *<?0=96,H 和 :/9

GF 的 (9片段组成"*<?0=9:36,H (9)*<?0=9:8G6,H

(9和 *<?0=9:386,H (9的融合基因大小分别为

3 :23)3 ::7 和 3 481 GF"预期编码 7118)7412 和

4:14 E@ 的融合蛋白&

%#%$AFMQ检测重组基因在 M)OCL 细胞中的表达

重组表达载体转染 -"*:: 细胞培养 18 L 后"

提取 $%&并逆转录成 95%&"荧光定量分析分别

检测 / 个融合基因 ;$%&的表达水平"结果显示

与对照组相比"/ 个 *<?0=9N6,H:(9的基因均能在

-"*:: 细胞中高效表达 #图 1$& 方差分析显示"

*<?0=9:8G6,H:(9和 *<?0=9:386,H:(9的 ;$%&表

达较对照组有极显著差异#8@2123$"而 *<?0=9:

386,H:(9虽表达量高"但与对照组相比无显著差

异#8B2124$&

%#=$融合蛋白的 U17215.C(*-2检测及亲和层析

纯化

收集转染后培养 18 L 的细胞"破碎并收集总

蛋白& 经 *5*:J&K,分离后进行 X=NC=4>:G0/C检

测"/ 个转染细胞株蛋白样品均有分子量约 72 E@

的单一目的条带"与预测大小一致#图 /:3$"说明

-"*:: 细胞能有效表达 / 种 *<?0=9N6,H:(9重组

蛋白& 灰度分析显示相比对照组"/ 个融合蛋白

的表达量 #*<?0=9N6,H:(96K&J5+$都较高"且表

达量由高到低依次为 *<?0=9:8G6,H:(9)*<?0=9:36

,H:(9和 *<?0=9:386,H:(9#图 /:G$&

图 "$= 个融合基因 O+,*107VW9C@0的结构

#3$ F95%&/13# C$ L)?K3 (9质粒结构示意图% # G$/ 个 *<?0=9N6,H:(9融合基因结构

@+,#"$O25/02/51-B28128511B/7+-.,1.1O+,*107VW9C@0

#3$CL=NC4@9C@4=/8F95%&/13# C$ L)?K3 (9Q=9C/4% # G$CL=8@N</> ?=>=NC4@9C@4=/8*<?0=9N6,H:(9

2//
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图 %$荧光定量检测转染 M)OCL 细胞中

O+,*107VW9C@0的 6Q>?水平

对照组!F95%&/13# C$ L)?K3 (9质粒转染-"*:: 细胞% 实验

组 3)1)/! F95%&/13 # C$ L)?K3 (9:?1*',7A3O<J) F95%&/13

# C$ L)?K3 (9:?1*',7A8@O<J和 F95%&/13 # C$ L)?K3 (9:

?1*',7A38O<J分别转染的 -"*:: 细胞%

""

表示相比对照组"

转染 -"*:: 细胞中 *<?0=96,H:(9融合蛋白的 ;$%&表达存

在极显著差异#8@2123$ "下同

@+,#%$W945177+-.7-B28511O+,*107VW9C@0+.

M)OCL 01**7(; AFMQ

-/>C4/0!F95%&/13 # C$ L)?K3 (9C43>N8=9C=A -"*:: 9=00N%

=HF=4<;=>C30?4/@FN3"1"/!F95%&/13# C$ L)?K3 (9:?1*',7A3O

<J" F95%&/13 # C$ L)?K3 (9:?1*',7A8@O<J3>A F95%&/13

# C$ L)?K3 (9:?1*',7A38O<JC43>N8=9C=A -"*:: 9=00N%

""

;=3>N

CL=A<88=4=>9=/8;$%& =HF4=NN</> G=CW==> F95%&/13 # C$

L)?K3 (9:?1*',7)O<J3>A 9/>C4/0C43>N8=9C=A 9=00NW3N=HC4=;=0B

A<88=4=>C#8@2123$ "CL=N3;=3NG=0/W

图 =$U17215.C(*-2检测 O+,*107VW9C@0融合蛋白的表达

#3$K&J5+"内参蛋白 K&J5+在 -"*:: 细胞中的表达% #G$对

照组和 *<?0=9:36,H:(9#3$)*<?0=9:8G6,H:(9#1$和 *<?0=9:386,H:

(9#/$融合蛋白在-"*::细胞中相对K&J5+内参蛋白的表达

@+,#=$W945177+-.-BB/7+-.45-21+.7-B

O+,*107VW9C@0(; U17215.C(*-2'.'*;7+7

#3$K&J5+"<>C=4>309/>C4/0/8K&J5+<> CL=-"*:: 9=00N% #G$

=HF4=NN</> /89/>C4/03>A 8@N</> F4/C=<>N*<?0=9:36,H:(9# 3 $"

*<?0=9:8G6,H:(9#1$3>A *<?0=9:386,H:(9#/$4=03C<Q=C/ K&J5+

55经 K839 压力筛选并经 X=NC=4>:G0/C检测确

认的稳定表达株扩大培养至 :1 L 时"收集上清液

分泌蛋白过柱纯化& *5*:J&K,电泳显示 / 个重

组蛋白纯化样品条带均一"仅在 72 E@ 处有一明

显主带#图 8$"说明过柱后蛋白纯度较高& 酶标

仪检测显示蛋白浓度分别为 2131 #*<?0=9:36,H:

(9$) 2132 # *<?0=9:8G6,H:(9$ 和 213/ ;?6;'

#*<?0=9:386,H:(9$&

图 E$纯化后融合蛋白的 O<OCF?JW检测

21蛋白 ;34E=4% 31*<?0=9:36,H:(9融合蛋白% 11*<?0=9:8G6,H:

(9融合蛋白% /1*<?0=9:386,H:(9融合蛋白

@+,#E$O<OCF?JW'.'*;7+7-B281

4/5+B+13B/7+-.45-21+.7

21F4/C=<> ;34E=4% 31*<?0=9:36,H:(98@N</> F4/C=<>% 11*<?0=9:

8G6,H:(98@N</> F4/C=<>% /1*<?0=9:386,H:(98@N</> F4/C=<>

%#E$融合蛋白与 JTO的结合

采用 ,')*&检测融合蛋白与 KP*的结合&

包被 J4/C=<> &的酶标板分别用 / 种融合蛋白孵

育后"加入 ()D-标记的 KP*"酶标仪测定荧光

值以检测融合蛋白同 KP*的结合效率& 以人

)?K3 (9蛋白作为空白对照& 结果显示"与空白

组相比"/ 个 *<?0=9N6,H:(9融合蛋白组都能检测

到较高的荧光值"说明这 / 个融合蛋白具有与

KP*结合的活性& 方差分析显示 / 个 *<?0=9N6

,H:(9融合的结合活性较空白对照组都有显著

差异#8@2124$ "其中 *<?0=9:8G6,H:(9和 *<?0=9:

38 6,H:(9融合蛋白与其差异极显著 #8@2123 $

#图 4$ &

3//
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图 H$@I&M标记的 JTO与 O+,*107VW9C@0

融合蛋白的结合

对照组1人 )?K3 (9蛋白% 31*<?0=9:36,H:(9融合蛋白% 11

*<?0=9:8G6,H:(9融合蛋白% /1*<?0=9:386,H:(9融合蛋白%

"

表示与对照组相比融合蛋白结合活性存在显著差异 #8@

2124$ %

""

表示差异极显著#8@2123$

@+,#H$@I&MCJTO'3815172- O+,*107VW9C@0

B/7+-.45-21+.7

-/>C4/01L@;3> )?K3 (9F4/C=<>% 31CL=*<?0=9:36,H:(98@N</>

F4/C=<>% 11*<?0=9:8G6,H:(98@N</> F4/C=<>% /1*<?0=9:386,H:(9

8@N</> F4/C=<>%

"

;=3>NCL=G<>A<>? 39C<Q<C<=NG=CW==> *<?0=9N6

,H:(98@N</> F4/C=<> 3>A 9/>C4/0W3NN<?><8<93>C0B A<88=4=>C#8@

2124 $ %

""

;=3>NCL=A<88=4=>9=/8G<>A<>? 39C<Q<C<=NW3N

=HC4=;=0B A<88=4=>C#8@2123$

/5结论

免疫细胞上的 *<?0=9N受体在非特异性免疫

过程中发挥着特殊的调节作用& 研究表明哺乳动

物的 *<?0=9N能通过与唾液酸多糖的结合促进细

胞间的结合与相互作用)介导细胞信号转导"从而

调节非特异性免疫与特异性免疫细胞的功能"防

止机体产生自身免疫病
'34(

& 某些病原微生物为

逃避脊椎动物非特异性免疫"在进化过程中获得

合成唾液酸或获取宿主唾液酸的能力"通过与补

体因子 +结合阻断 -/ 转化酶通路形成"或与免

疫细胞上的唾液酸结合"传导负调控信号从而阻

止宿主非特异性免疫细胞的杀灭作用
'37(

& KP*

在人体内能通过分子模拟"利用其荚膜多糖上的

唾液酸与宿主细胞上的 *<?0=9N结合"启动宿主炎

症反应的负调控信号"实现免疫逃逸
': 60(

& 因此"

*<?0=9N在病菌与宿主相互作用中起着重要作用&

*<?0=9N家族属 )型免疫球蛋白样凝集素"其

分子结构包括细胞外区)跨膜区和胞内区 / 段"其

膜外的 %端都有 3 个免疫球蛋白 .区和 3 <1 个

免疫球蛋白 -区"是配体唾液酸的结合位点
'3:(

&

本实验室前期克隆筛选获得尼罗罗非鱼 / 个

*<?0=9N0<E=基因"其蛋白结构预测# LCCF!

!

WWW1

=G<1391@E6D//0N6F836<F4N93>6$显示!/ 个 *<?0=9N

分子均由胞外区)跨膜区和胞内区 / 部分组成%其

膜外段均具有与唾液酸结合的关键结构"即至少

1 </ 个 )?:0<E=#免疫球蛋白样 $ 结构%胞内区

*<?0=9:3" 68G 0<E=各含有 3 个 )D)2#酪氨酸抑制

性结构域$ 6)D)2:0<E=结构"而 *<?0=9:38 0<E=无此

结构"但存在 3 个 K4G1#生长因子受体结合蛋白

1$类似结构& 人 *<?0=94 <33 的研究显示具有

)D)26)D)2:0<E=结构的 *<?0=9分子"与配体结合

后可对胞内下游信号产生抑制作用
':"39 630(

"而

K4G1 则能激活胞内相关免疫信号
'12 613(

& 因此"

尼罗罗非鱼 *<?0=9:3 和 *<?0=9:8G 0<E=与配体唾液

酸的结合可能起免疫抑制的功能"而 *<?0=9:38

0<E=则可能起免疫激活作用&

唾液酸多糖是 *<?0=9N蛋白的主要配体"

*<?0=9N与唾液酸多糖的结合活性是其功能研究

的关键步骤"通常通过,')*&实验验证 *<?0=9N融

合蛋白与唾液酸多糖的结合活性
'0"13(

& 因此"融

合蛋白的制备对所克隆 *<?0=9N分子的特性验证

和开展进一步的功能研究至关重要&

本研究制备的尼罗罗非鱼 *<?0=9N融合蛋白"

选用人 )?K3 (9作为融合蛋白标签"不仅便于用

J4/C=<> &进行亲和层析以实现高效纯化"且引入

的 )?K重链稳定区可延长融合蛋白的半衰期"增

加蛋白稳定性
'11 618(

& (9标签蛋白前面以尼罗罗

非鱼 *<?0=9N0<E=胞外 %端的前 1 个 )?6)?:0<E=结

构域作为插入序列"保留了 *<?0=9N蛋白与唾液酸

多糖的完整识别功能域& 插入序列与 (9片段间

有 // GF 即 33 个氨基酸的 0<>E=4连接"能够增强

融合蛋白 (3G 段#即 *<?0=9N胞外段部分$与受体

或底物结合的稳定性"防止 1 段序列单独表达互

补配对形成二聚体)降低融合蛋白的生物活

性
'14 617(

& 同时 -"*:: 转染细胞具有转染效率

高)易于培养的优点&

*<?0=9N融合蛋白与 KP*等病原体的结合实

验"可从分子水平上探究 *<?0=9N蛋白对病原体的

识别作用& 研究显示人的 *<?0=9:4 和 *<?0=9:38 与

()D-标记的唾液酸多糖依赖型流感嗜血杆菌

#%D+<$具有较高的结合强度"结合的荧光强度是

阴性对照组的 111 <11: 倍
'33(

"在人 *<?0=9:4)

67) 6:) 60 与不同血清型的 KP*结合实验中

1//
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发现"这些 *<?0=9N分子与 )3型 KP*的结合强度

较强"是 )))型 KP*突变株 #唾液酸缺乏型 $的

34 <13 倍
'0(

& 不同血清型 KP*所带唾液酸数量

不同"血清型 )3和 )G 唾液酸密度最高#1 个单糖6

*<3$"

+

型最低#4 个单糖6*<3$"而 KP*唾液酸的

密度与 *<?0=9N结合的位点数)结合力呈正相

关
'1:(

& 鱼类 *<?0=9N的研究非常有限"仅有红鳍

东方 *<?0=9:8 融合蛋白与唾液酸多糖的结合实

验"其结合
"

1" /:型唾液酸的能力高于
"

1" 7:

型
'31(

& 本研究制备的罗非鱼 / 个 *<?0=9N0<E=融

合蛋白与罗非鱼源 KP*#)3型$

'/(

结合的荧光强

度是阴性对照组的 310 <113 倍#图 4$"不仅初步

证明制备的融合蛋白有较高的结合活性"为罗非

鱼 / 个 *<?0=9N0<E=分子与 KP*的结合活性提供

直接证据"而且丰富了鱼类 *<?0=9N分子结合活性

的研究&

本研究成功构建了尼罗罗非鱼 / 种 *<?0=9N

0<E=融合蛋白的表达质粒"并在 -"*:: 细胞中转

染)表达纯化获得罗非鱼 *<?0=9N6,H:(9融合蛋

白& 实验为进一步揭示罗非鱼 *<?0=9N的具体功

能)了解 KP*与宿主免疫反应的互作机制提供实

验基础&
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