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多房棘球绦虫钙网蛋白的原核表达及初步鉴定*
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【摘要】 目的 原核表达多房棘球绦虫钙网蛋白EmCRT,并对其免疫学功能进行初步鉴定。 方法 以多房棘球绦

虫囊cDNA为模板,PCR扩增目的基因,克隆至pGEX-4T-2载体,构建重组质粒pGEX-4T-2-EmCRT;PCR、酶切鉴定及

测序正确后,转化至表达菌BL21(DE3),并用异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达;运用10%
 

SDS-PAGE电泳以

及 Western
 

blot分析鉴定表达的重组蛋白rEmCRT。 结果 成功构建了重组质粒pGEX-4T-2-EmCRT,转化表达菌

BL21后,经IPTG诱导表达及纯化,获得了纯度较高的可溶性重组蛋白rEmCRT,相对分子质量约为72
 

ku(含表达载体

序列);通过Stains
 

all染色,表明rEmCRT具有Ca2+结合能力;免疫学特性鉴定表明rEmCRT具有较好的抗原特异性。

 结论 成功表达多房棘球绦虫钙网蛋白EmCRT,具有免疫反应性,可为包虫病诊断及其疫苗研发提供理论基础。
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【Abstract】 Objective We
 

construct
 

the
 

recombinant
 

Echinococcus
 

multilocularus
 

calreticulin
 

(rEmCRT)
 

protein
 

by
 

prokaryotic
 

expression
 

and
 

identify
 

its
 

immunological
 

function
 

primarily. Methods cDNA
 

from
 

E.
 

multilocularus
 

ves-
icles

 

was
 

used
 

as
 

the
 

template
 

to
 

amplify
 

Emcrt
 

gene
 

by
 

PCR
 

and
 

the
 

amplification
 

products
 

were
 

then
 

subcloned
 

into
 

the
 

pGEX-4T-2
 

plasmid
 

to
 

construct
 

recombinant
 

plasmids
 

pGEX-4T-2-EmCRT.
 

After
 

PCR
 

amplification,restriction
 

en-
zymes

 

digestion
 

and
 

sequence,the
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

BL21
 

(DE3)
 

and
 

expressed
 

by
 

isopropyl-β-d-
thiogalactoside

 

(IPTG)
 

induction.
 

The
 

expression
 

of
 

rEmCRT
 

was
 

detected
 

by
 

10%
 

SDS-PAGE
 

and
 

Western
 

blot. Re-
sults The

 

recombinant
 

plasmid
 

pGEX-4T-2-EmCRT
 

was
 

transformed
 

into
 

BL21
 

after
 

it
 

was
 

successfully
 

constructed,

and
 

then
 

the
 

recombinant
 

protein
 

rEmCRT
 

was
 

induced
 

to
 

express
 

by
 

IPTG
 

and
 

purified.
 

We
 

obtained
 

the
 

soluble
 

recom-
binant

 

protein
 

rEmCRT
 

which
 

has
 

a
 

higher
 

purity
 

and
 

the
 

molecular
 

weight
 

was
 

about
 

72
 

ku
 

(including
 

the
 

expression
 

vector
 

sequence).
 

The
 

rEmCRT
 

was
 

stained
 

blue
 

by
 

Stains
 

all
 

indicating
 

that
 

its
 

calcium-binding
 

feature.
 

Immunological
 

characterization
 

showed
 

that
 

rEmCRT
 

was
 

a
 

highly
 

immunogenic
 

antigen. Conclusion The
 

recombinant
 

Echinococcus
 

multilocularus
 

calreticulin
 

(rEmCRT)
 

was
 

expressed
 

successfully
 

and
 

it
 

has
 

immunological
 

function
 

which
 

provide
 

an
 

im-

portant
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

echinococcosis
 

and
 

the
 

development
 

of
 

anti-echinococcosis
 

vaccines.
【Key

 

words】 Echinococcus
 

multilocularis;calreticulin;expression
 

and
 

identification;antigenicity

*** 

包虫病(Echinococcosis),又称棘球蚴病,是由棘球

绦虫幼虫感染引起的一种严重的人兽共患寄生虫病,
主要流行于北半球高纬度国家[1],严重危害人类健康

和畜牧业生产[2]。我国是世界上包虫病高发的国家之

一,主要有囊型包虫病(Cystic
 

Echinococcosis,CE)和
泡型包虫病[3](Alveolar

 

Echinococcosis,AE)2种,分
别由细粒棘球绦虫(Echinococcus

 

granulosus,Eg)和
多房棘球绦虫(Echinococcus

 

multilocularis,Em)感
染而引起,新疆、青海、甘肃、宁夏、西藏、内蒙古和四川

等地为主要流行区[4]。人患泡型包虫病比患囊型包虫
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病更为严重,病死率也高,有“恶性包虫病”或“虫癌”之
称[5]。

目前对于AE缺乏有效的预防及早期诊断方法,
多数包虫病患者确诊时已到后期,病灶可侵及肝脏各

部,囊泡团块呈多囊状,有时也会出现因泡球蚴过度生

长,营养供应不足而液化性坏死的情况,病灶边缘就会

浸润性扩散感染邻近肝的其他组织如胰腺、胆道、下腔

静脉或发生远处转移,药物治疗效果欠佳[6],手术尚不

能完全切除根治,术后疗效亦不稳定,易复发,预后较

差,因此,亟待研制安全有效的包虫病疫苗。
目前研制的包虫病疫苗主要有灭活疫苗、亚单位

疫苗、DNA疫苗、重组鼠伤寒沙门氏杆菌疫苗和重组

抗原疫苗等。其中重组抗原疫苗具有纯度高、成分单

一、易于大规模生产等优点,有着广阔的发展前景。截

止目前已经有多种多房棘球绦虫候选抗原分子如

Em14-3-3[7]、EmY162[8]、Em18[9]及Em95[10]等被发

现。因此,加强包虫病疫苗的研发,是包虫病防治工作

的重要任务。
钙网蛋白(Calreticulin,CRT)是一种高度保守的

Ca2+结合蛋白,具有多种生物学功能[11-13]。多种寄生

虫CRT可表达于虫体体表或分泌至体外,且一些寄

生虫的CRT免疫动物后可产生良好的免疫保护作

用,是一个具有应用前景的疫苗候选抗原分子。如猪

带绦虫(Taenia
 

solium)CRT口服免疫小鼠可诱导产

生33%~44%的保护率,且可诱导产生Th1/Th2混

合型免疫应答[14-16]。钩虫(Necator
 

americanus)CRT
免疫小鼠后,小鼠肺部可产生达43%~49%的虫体减

虫率,血清IgE水平升高[17];曼氏血吸虫(Schistosoma
 

mansoni)CRT可被照射致弱尾蚴免疫的小鼠血清识

别,并诱导T细胞应答,为T、B细胞抗原,可作为曼氏

血吸虫的一种潜在候选疫苗分子[18]。
经同源性分析比对发现,多房棘球绦虫钙网蛋白

(Echinococcus
 

multilocularus
 

calreticulin,EmCRT)
与猪带绦虫、钩虫、曼氏血吸虫CRT的同源性分别为

88%、58%、48%,认为EmCRT也具有作为包虫候选

抗原分子的潜能,因此本研究拟对EmCRT进行克隆

和表达,并对其进行免疫学初步鉴定,为抗包虫病疫苗

和新药的研制提供理论基础。

材料与方法

1 材料
 

1.1 虫体和菌株 多房棘球绦虫原头蚴采自内蒙古

呼伦贝尔某农场,采用昆明株小鼠腹腔接种传代,保存

于厦门大学寄生动物研究室[19];原核表达载体pGEX-
4T-2由厦门大学细胞应激生物学国家重点实验室韩

家淮提供。

1.2 主要试剂 总RNA提取试剂盒购自QIAGEN
公司;反转录试剂盒购自艾科瑞生物公司;PCR高保

真酶、限制性核酸内切酶、ECL化学发光试剂盒、蛋白

分子质量marker均购自美国Thermo
 

scientific公司;
蛋白酶抑制剂购自康为世纪公司;IPTG购自生工生

物工程(上海)股份有限公司;PCR产物纯化试剂盒、
小量提取质粒试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公

司;PVDF膜购自美国 Millipore公司;GST标签蛋白

纯化试剂盒购自碧云天生物技术公司;GST(91G1)
 

rabbit
 

mAb购自美国Cell
 

Signaling
 

Techonology公

司;HRP标记的羊抗鼠IgG二抗和 HRP标记的羊抗

兔IgG二抗购自博士德生物工程有限公司;Stains
 

all
试剂购买自美国Sigma公司;10%

 

PAGE快速凝胶试

剂盒购自上海雅酶生物科技有限公司。

2 方法

2.1 引物的设计与合成 根据 Uniprot数据库中收

录的多房棘球绦虫钙网蛋白Emcrt基因(GenBank登

录号:LN902845.1)序列,利用Snapgene软件设计引

物。上 游 引 物 F1:5􀆳-
 

GTTCCGCGTGGATCCATG-
GAAGTTTACTTC

 

-3􀆳,下游引物 R1:5􀆳-
 

GCGGC-
CGCTCGAGCAATTCATCCTTTG

 

-3􀆳,下划线部分

为酶切位点,加粗部分为不依赖连接反应克隆(Liga-
tion

 

independent
 

cloning,LIC)序列。引物由厦门铂

瑞生物公司合成。

2.2 RNA提取与cDNA合成 将收集到的多房棘

球绦虫囊用RNAlater处理,按照总RNA提取试剂盒

使用说明书提取囊总RNA并参照反转录试剂盒的操

作说明书合成cDNA。

2.3 Emcrt基因的克隆 以反转录所得cDNA为模

板,对Emcrt基因进行PCR扩增。PCR扩增体系(50
 

μL):rTaq
 

Mix
 

25
 

μL,ddH2O
 

17.5
 

μL,cDNA模板5
 

μL,上、下游引物各1.25
 

μL。反应条件:94
 

℃预变性

3
 

min;94
 

℃变性10
 

s,60
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸1
 

min
 

26
 

s,共35个循环;72
 

℃再延伸5
 

min。扩增产物

经1%琼脂糖凝胶电泳后,用PCR产物纯化试剂盒回

收扩增片段。

2.4 重组质粒pGEX-4T-2-EmCRT的构建 将上述

扩增片段的回收产物与事先用BamH
 

Ⅰ、XhoⅠ酶切

的pGEX-4T-2载体以LIC连接法[20]连接,反应体系

(10
 

μL):载体90
 

ng,PCR回收产物90
 

ng,酶缓冲液1
 

μL,用水补至10
 

μL,冰浴5
 

min后加入1
 

μL
 

ExoⅢ
酶,混匀,置冰上1

 

h后加入1
 

μL
 

EDTA(0.5
 

mol/L,

pH8.0)终止反应,再于65
 

℃水浴5
 

min、冰浴5
 

min。
将连接产物转化至DH5α感受态细胞中,涂布于含有

氨苄青霉素的平板,37
 

℃过夜培养12~16
 

h后进行

菌落 PCR 鉴 定,将 PCR 鉴 定 正 确 的 重 组 质 粒 用
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BamH
 

Ⅰ、XhoⅠ进行双酶切鉴定,将酶切鉴定正确

的质粒送至厦门铂瑞生物公司测序。

2.5 重组质粒pGEX-4T-2-EmCRT的诱导表达及可

溶性分析 将测序鉴定正确的重组质粒pGEX-4T-2-
EmCRT转化大肠埃希菌BL21,菌液接种于含氨苄青

霉素(终浓度为50
 

μg/mL)的LB培养基中,37
 

℃
 

220
 

r/min振荡培养至A600≈0.6,加入IPTG至终浓度为

0.4
 

mmol/L,诱导培养4
 

h。取2
 

mL菌液超声破碎

菌体,离心,收集菌体蛋白。分离可溶性与不可溶性成

分,进行10%
 

SDS-PAGE电泳,观察电泳结果,分析

重组蛋白可溶性。

2.6 重组蛋白rEmCRT的纯化及初步鉴定 按照上

述诱导表达的最优条件,加IPTG(0.4
 

mmol/L)诱
导,大量表达蛋白,运用GST标签蛋白纯化试剂盒纯

化蛋白。

Western
 

blot检 测 rEmCRT 蛋 白 的 表 达:将

rEmCRT蛋白进行10%
 

SDS-PAGE 电泳,转膜后

5%脱脂奶粉室温封闭2
 

h,以抗GST标签单抗为一抗

及辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG为二抗进行杂

交,最后用ECL显色。

2.7 重组蛋白的Ca2+结合能力鉴定(Stains
 

all) 将

5
 

μg重组EmCRT、EmBmi-1-GST及BSA进行10%
 

SDS-PAGE电泳,固定、水洗、染色后进行脱色[21-22],
直到条带对比背景清晰可见,扫描分析结果(全程需室

温避光)。

2.8 重组蛋白与特异性血清的 Western
 

blot识别 
方法如2.6所述,不同之处在于一抗为人工感染泡球

蚴小鼠血清(1∶200)以及rEmCRT免疫小鼠产生的

特异性血清IgG(1∶1
 

000稀释),相同比例(1∶200)
稀释的正常鼠血清作为阴性对照,二抗为 HRP标记

的羊抗鼠IgG多抗(1∶10
 

000)。

结 果

1 Emcrt基因的扩增

提取多房棘球绦虫囊总 RNA,反转录合成cD-
NA。以cDNA为模板,设计引物对Emcrt基因进行

PCR扩增。经1%琼脂糖凝胶电泳检测,目的基因大

小约1
 

100
 

bp,与预期值相符(图1)。

2 重组质粒(pGEX-4T-2-EmCRT)的筛选和鉴定

将PCR产物连接到原核表达载体pGEX-4T-2
(+)上,获得重组质粒,经转化DH5α宿主菌后,挑取

单个菌落进行菌落PCR鉴定,目的基因大小约1
 

100
 

bp,与预期结果相符(图2A)。
挑取PCR鉴定正确的菌落,接种培养后提取质

粒,用BamH
 

I和Xho
 

I进行双酶切鉴定,质粒经双酶

切后得到大小分别约为5.1
 

kb和1.1
 

kb两个核酸片

段(图2B),符合预期结果。将酶切鉴定及菌落PCR
正确的质粒送去测序,测序结果经 GeneDoc比对与

Emcrt基因序列一致性达100%(图2C)。

M DNA分子标准量(500
 

bp) 1 Emcrt基因的PCR产物
图

 

1 Emcrt基因的PCR扩增产物

M 500
 

bp
 

DNA
 

Ladder 1 PCR
 

products
 

of
 

Emcrt2
Fig.1 PCR

 

amplification
 

products
 

ofEmcrt

  A 重组质粒菌落PCR鉴定结果 M DNA分子标准量(500
 

bp)
 1~6 单克隆菌落PCR产物 B 重组质粒双酶切鉴定结果 M 
DNA分子标准量(GeneRuler

 

1
 

kb) 1 pGEX-4T-2-EmCRT 2 
pGEX-4T-2-EmCRT双酶切(BamH

 

I和Xho
 

I) 3 pGEX-4T-2双酶
切(BamH

 

I和Xho
 

I) C pGEX-4T-2-EmCRT测序结果
图

 

2 重组质粒菌落PCR和双酶切鉴定及测序结果

A Identification
 

of
 

the
 

recombinant
 

plasmids
 

by
 

PCR
 

amplifica-
tion M 500

 

bp
 

DNA 1-6 PCR
 

products
 

of
 

the
 

selected
 

monoclonal
 

colony B Identification
 

of
 

the
 

recombinant
 

plasmids
 

by
 

restriction
 

enzyme
 

digestion
 

M
 

GeneRuler
 

1
 

kb
 

DNA
 

Ladder 1 pGEX-4T-2-
EmCRT

 

plasmid 2 pGEX-4T-2-EmCRT
 

digested
 

with
 

BamH
 

I
 

and
 

Xho
 

I 3 pGEX-4T-2
 

plasmid
 

digested
 

with
 

BamH
 

I
 

and
 

Xho
 

I C 
Sequencing

 

results
 

of
 

pGEX-4T-2-EmCRT
Fig.2 Identification

 

of
 

the
 

recombinant
 

plasmids
 

by
 

PCR
 

and
restriction

 

enzyme
 

and
 

sequencing
 

results

3 重组质粒的诱导表达和可溶性分析

经IPTG诱导表达4
 

h,收集全菌蛋白的可溶性成

分和不可溶性成分,经10%
 

SDS-PAGE电泳后在约

72
 

ku处有一特异的表达条带,与预期大小相符(图

3A),不可溶成分即沉淀在72
 

ku处无明显的条带,证
明重组蛋白rEmCRT已成功表达且主要以可溶的形

式表达(图3B)。

4 重组蛋白的纯化及初步鉴定

由于重组蛋白rEmCRT主要存在于上清当中,因
此采用可溶性蛋白纯化方法。经10%

 

SDS-PAGE电
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泳及 Western
 

blot结果显示,在约72
 

ku处(含表达载

体所携带的GST标签)有明显的单一条带,与预期一

致,表明经纯化可得到纯度较高的重组蛋白(图4)。

  A pGEX-4T-2-EmCRT诱导表达结果 M 蛋白分子质量标准

 1 IPTG诱导表达的空载体pGEX-4T-2(+)全菌蛋白 2 未诱导
表达的pGEX-4T-2-EmCRT全菌蛋白 3 IPTG诱导表达的pGEX-
4T-2-EmCRT全菌蛋白,箭头所指为表达蛋白) B rEmCRT可溶性
分析结果 M 蛋白分子质量标准 1 未诱导表达的pGEX-4T-2-
EmCRT全菌蛋白 2 IPTG诱导表达的pGEX-4T-2-EmCRT全菌蛋
白 3 诱导菌可溶性成分 4 诱导菌不可溶性成分(箭头所指为重
组蛋白表达条带)
图

 

3 重组蛋白诱导表达及可溶与不可溶性分析的SDS-PAGE结果

A The
 

result
 

of
 

induced
 

expression
 

from
 

recombinant
 

protein M
 Standard

 

protein
 

marker 1 IPTG-induced
 

E.
 

coli
 

lysate
 

of
 

pGEX-
4T-2 2 Uninduced

 

E.
 

coli
 

lysate
 

(pGEX-4T-2-EmCRT) 3 
IPTG-induced

 

E.
 

coli
 

lysate
 

(pGEX-4T-2-EmCRT).
 

(The
 

arrow
 

de-
notes

 

the
 

expression
 

protein) B Solubility
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein M Standard
 

protein
 

marker 1 Uninduced
 

E.coli
 

lysate
 

(pGEX-4T-2-EmCRT) 2 IPTG-induced
 

E.
 

coli
 

lysate
 

(pGEX-4T-
2-EmCRT) 3 Soluble

 

composition
 

of
 

induced
 

E.
 

coli
 

lysate 4 In-
soluble

 

composition
 

of
 

induced
 

E.
 

coli
 

lysate.
 

(The
 

arrow
 

denotes
 

the
 

expression
 

protein)
Fig.3 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

the
 

rEm-CRT
 

induced
 

by
 

IPTG

  A 纯化后的rEmCRT
 

SDS-PAGE电泳结果 M 蛋白分子质量

标准 1 超声后离心收集的上清 2 穿流液 3~8 洗涤 1~6 
9~12 洗脱 1~4 B rEmCRT纯化后的 Western

 

blot电泳结果 
M 标准蛋白分子质量 1 未诱导表达的pGEX-4T-2-EmCRT全菌

蛋白 2 IPTG诱导表达的pGEX-4T-2-EmCRT全菌蛋白 3 纯化

后的rEmCRT(箭头所指为重组蛋白表达条带)
图

 

4 rEmCRT纯化后的SDS-PAGE电泳及 Western
 

blot结果

A SDS-PAGE
 

analysis
 

of
 

the
 

purified
 

rEmCRT M Standard
 

protein
 

marker 1 Supernatant
 

collected
 

by
 

centrifugation
 

after
 

ultra-
sound 2 Flow

 

through 3-8 Wash 1-6 9-12 Elution 1-4 B
 Western

 

blot
 

analysis
 

of
 

the
 

purified
 

rEmCRT M Standard
 

protein
 

marker 1 Uninduced
 

E.
 

coli
 

lysate
 

(pGEX-4T-2-EmCRT) 2 
IPTG-induced

 

E.
 

coli
 

lysate
 

(pGEX-4T-2-EmCRT) 3 purified
 

rEmCRT.
 

(The
 

arrow
 

denotes
 

the
 

expression
 

protein)
Fig.4 SDS-PAGE

 

analysis
 

and
 

Western
 

blot
 

analysis
of

 

the
 

purified
 

rEmCRT

5 重组蛋白的Ca2+结合功能鉴定

经染色后rEmCRT呈现蓝色,而EmBmi-1-GST
作为虫体非相关对照蛋白,BSA作为阴性对照蛋白都

呈现红色,表明rEmCRT具有Ca2+结合能力(图5)。

M 蛋白分子质量标准 1 rEmCRT 2 BSA 3 EmBmi-1-GST
图 5 rEmCRT的Stains

 

all染色结果

M Standard
 

protein
 

marker 1 rEmCRT 2 BSA 3 EmBmi-1-GST
Fig.5 Stains

 

all
 

analysis
 

of
 

rEmCRT

6 重组蛋白的抗原特异性

将rEmCRT 与 泡 球 蚴 感 染 小 鼠 血 清 以 及

rEmCRT免 疫 小 鼠 产 生 的 特 异 性 血 清IgG 进 行

Western
 

blot识别,结果显示用感染泡球蚴的小鼠血

清(图6A)以及rEmCRT免疫小鼠制备的多克隆抗体

(图6B)作为一抗均可识别rEmCRT,而阴性对照正

常小 鼠 血 清 不 能 识 别 重 组 蛋 白 (图 6C),表 明

rEmCRT具有抗原特异性。

  A M
 

蛋白分子质量标准 1 泡球蚴感染小鼠血清 B M
 

蛋白
分子量标准 1 rEmCRT免疫小鼠血清 C M

 

蛋白分子标准
 

1
 

正
常小鼠血清

图
 

6 rEmCRT与阳性血清的 Western
 

blot结果

A M
 

Standard
 

protein
 

marker 1 rEmCRT
 

recognized
 

by
 

sera
 

from
 

mice
 

infected
 

by
 

Echinococcus
 

multilocularis B M
 

Standard
 

protein
 

marker 1 rEmCRT
 

recognized
 

by
 

the
 

specific
 

IgG
 

of
 

the
 

Balb/c
 

mouses
 

serum
 

which
 

were
 

immunized
 

with
 

recombinant
 

protein
 

rEmCRT C M
 

Standard
 

protein
 

marker 1 rEmCRT
 

recognized
 

by
 

sera
 

from
 

normal
 

mice
Fig.6 The

 

antigenicity
 

ofrEmCRT
 

by
 

Western
 

blot

讨 论

人兽共患寄生虫病一直以来是发展中国家亟待解

决的公共卫生问题,严重危害人畜健康,给畜牧业造成

巨大经济损失。目前用于控制寄生虫病有效的方法仍

然是疫苗接种,而研制安全有效的寄生虫病疫苗是当

前研究的热点和难点。我国西北牧区包虫病流行严
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重,通过免疫预防手段来防控包虫病方法有效。
研究发现,一些寄生虫的钙网蛋白免疫动物后可

产生较好的免疫保护作用,是一个具有应用前景的疫

苗候选抗原分子[15-18],比如猪带绦虫、钩虫、曼氏血吸

虫的CRT均可对宿主产生一定的免疫保护作用,而
多房棘球绦虫CRT与其他寄生虫CRT具有较高的

同源性,由此推测,多房棘球绦虫感染后其CRT可能

也具有免疫调节的作用。本研究前期应用生物信息学

的方法对EmCRT蛋白的理化特性、二、三级结构及

T、B细胞表位进行了预测分析,发现该蛋白具有6个

潜在的T、B细胞联合表位[23]。本研究在此基础上对

其免疫学功能进行进一步探究。
外源蛋白质表达系统分为原核表达系统和真核表

达系统,其中常用的原核表达系统是大肠埃希菌(E.
 

coli)表达系统,具有遗传背景清楚、生长繁殖速度快、
转化效率高、成本低廉、可快速大规模生产目的蛋白等

优点[24]。本研究选用pGEX-4T-2作为表达载体,表
达产生的重组蛋白为 N端具有 GST标签的融合蛋

白,易于蛋白的纯化和检测。应用SignalP
 

4.1软件对

EmCRT蛋白结构进行预测,发现其 N端1-18
 

aa为

信号肽序列,为了不影响蛋白的分泌[25],体外在设计

原核表达的引物时去除了 Emcrt 的信号肽。应用

PCR法成功从多房棘球绦虫囊中克隆出Emcrt基因,
经测序证实其与 GenBank公布的Emcrt序列一致。
运用基因重组技术将Emcrt基因片段插入原核表达

载体pGEX-4T-2,成功构建了pGEX-4T-2-EmCRT
重组质粒。将重组质粒转入大肠埃希菌BL21,SDS-
PAGE及 Western

 

blot可检测到rEmCRT的表达,表
明重组质粒能够在大肠埃希菌中正确表达。在重组蛋

白纯化前,对蛋白的溶解性进行了检测。经可溶性分

析发现,rEmCRT主要以可溶形式存在,为后续重组

蛋白的功能性研究奠定了良好的基础。由于重组蛋白

携 带 有 GST 标 签,故 运 用 GST 单 抗 对 纯 化 的

rEmCRT进行 Western
 

blot鉴定,结果显示重组蛋白

可被 GST 单 抗 所 识 别。同 时 Western
 

blot显 示

rEmCRT可被泡球蚴感染的小鼠血清以及rEmCRT
免疫小鼠产生的特异性血清IgG所识别,证明其具有

抗原特异性。
体外检测Ca2+的方法有多种,比如电泳迁移率改

变分析法、45Ca2+覆盖法[26]及全染法(Stains
 

all),本研

究采用全染法,该方法操作简单、成本较低,为Ca2+结

合蛋白的检测提供较好的选择[21]。经Stains
 

all染

色,重组蛋白rEmCRT呈现蓝色,表明该蛋白具有

Ca2+结合能力。以上结果表明,经表达、纯化已成功

获得具有Ca2+结合功能的rEmCRT。
综上所述,本研究成功克隆、表达了多房棘球绦虫

钙网蛋白EmCRT,具有较好的免疫反应性和钙离子

结合特性,可为研究该蛋白在包虫病的诊断及防治中

的作用提供理论基础。
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