
ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．２２１１０８ ·论著·

十二指肠钩虫半胱氨酸蛋白酶抑制剂的分离、

表达与活性研究

邵正１，邓莉１，崔咏诗２，卢晓盠１，张菊英２，卢玲玲１，许琴英１，陈传１，何庆丰１，彭礼飞１

（１．广东医科大学寄生虫学教研室，广东湛江５２４０２３；２．广东医科大学医学技术学院）

【摘要】　目的　分离、克隆十二指肠钩虫半胱氨酸蛋白酶抑制剂犃犱狌ＣＰＩ１犃犱狌ＣＰＩ４基因，在大肠埃希菌中进行表达，

了解重组犃犱狌ＣＰＩ１犃犱狌ＣＰＩ４对组织蛋白酶（ｃａｔｈｅｐｓｉｎ，ｃａｔ）的抑制作用。　方法　根据预测的４种编码犃犱狌ＣＰＩ基因

序列（ＧｅｎＢａｎｋＮｏＪＱ７６２４１６ＪＱ７６２４１９）设计引物，采用ＰＣＲ技术从十二指肠钩虫成虫ｃＤＮＡ中扩增犃犱狌ＣＰＩｓ成熟蛋

白编码基因，并克隆、连接到表达质粒ｐＥＴ３２ａｓｕｍｏ，构建重组原核表达载体。重组载体转入到犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３），用

ＩＰＴＧ诱导表达融合蛋白。通过ＮｉＮＴＡ亲和层析纯化破碎菌上清中的重组融合蛋白，在纯化柱上用ＳＵＭＯ蛋白酶酶

切融合伴侣，收集穿透液获得纯化的重组目的蛋白，采用ＳＤＳＰＡＧＥ分析蛋白表达及纯化情况，采用酶活性抑制试验检

测４种重组犃犱狌ＣＰＩ对ｃａｔＢ、ｃａｔＬ和ｃａｔＳ的抑制作用。　结果　扩增并克隆获得了４种犃犱狌ＣＰＩ的成熟蛋白编码基因，

构建的重组表达载体转化大肠埃希菌后表达相应蛋白，经纯化获得重组犃犱狌ＣＰＩ１犃犱狌ＣＰＩ４。４种犃犱狌ＣＰＩ抑制ｃａｔＳ

（０．５ｎｍｏｌ／Ｌ）（ｐＨ６．５或７．４）的ＩＣ５０ 在（０．６０±１．１３）ｎｍｏｌ／Ｌ～（２．８９±１．３７）ｎｍｏｌ／Ｌ，抑制ｃａｔＬ（０．５ｎｍｏｌ／Ｌ）（ｐＨ

５．５）的ＩＣ５０ 在（０．５０±１．０６）ｎｍｏｌ／Ｌ～（１．４２±１．０７）ｎｍｏｌ／Ｌ，抑制ｃａｔＢ（０．５ｎｍｏｌ／Ｌ）（ｐＨ６．０或７．４）的ＩＣ５０ 在（５．２４±

１．０３）ｎｍｏｌ／Ｌ～（６８．９０±１．３８）ｎｍｏｌ／Ｌ，其中以犃犱狌ＣＰＩ４对３种组织蛋白酶的抑制作用最强，而犃犱狌ＣＰＩ２对ｃａｔＳ、ｃａｔＢ

（ｐＨ７．４）的ＩＣ５０ 分别为（０．８０±１．０８）ｎｍｏｌ／Ｌ和（６８．９０±１．３８）ｎｍｏｌ／Ｌ，抑制作用效率差异较大，犃犱狌ＣＰＩ２对ｃａｔＳ具有

较好的选择性抑制作用。　结论　克隆表达了４种犃犱狌ＣＰＩ，该４种蛋白对组织蛋白酶Ｌ和Ｓ均具有很强的抑制作用，

对组织蛋白酶Ｂ的抑制作用也较强，研究结果为进一步了解犃犱狌ＣＰＩｓ的生物学功能及其应用奠定了基础。
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　　半胱氨酸蛋白酶抑制剂（ｃｙｓｔａｔｉｎ，或称ｃｙｓｔｅｉｎｅ

ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＣＰＩ）是一类在生物中普遍存在的

蛋白质家族，其可紧密并可逆地结合半胱氨酸蛋白酶

而抑制半胱氨酸蛋白酶活性［１］。ｃｙｓｔａｔｉｎ在线虫、吸

虫、绦虫、原虫等寄生虫中广泛分布，寄 生 虫 的

ｃｙｓｔａｔｉｎ可通过抑制抗原提呈细胞中的抗原加工和呈

递、调节细胞因子和一氧化氮的产生、抑制Ｔ细胞的

增殖、抑制模式识别受体等方式参与调控宿主的免疫

功能，因此，ｃｙｓｔａｔｉｎ被认为是寄生虫参与调节宿主免

疫的 重要因子［２５］。十 二 指 肠 钩 虫 （犃狀犮狔犾狅狊狋狅犿犪

犱狌狅犱犲狀犪犾犲）是重要的人体寄生钩虫之一，其成虫可在

人体小肠寄生１年左右，长者可达５年以上，目前对十

二指肠钩虫体内的ｃｙｓｔａｔｉｎ是否可能作为免疫调控因

子还不了解。作者前期进行了十二指肠钩虫转录组高

通量测序，分析预测成虫体内至少有４种十二指肠钩

虫半氨酸蛋白酶抑制剂 （犃狀犮狔犾狅狊狋狅犿犪犱狌狅犱犲狀犪犾犲

ｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，犃犱狌ＣＰＩ）基因（ＧｅｎＢａｎｋ

ＮｏＪＱ７６２４１６～ＪＱ７６２４１９）的转录表达。本实验在此

基础上进一步对各犃犱狌ＣＰＩ基因进行分离、克隆，并

制备 重 组 犃犱狌ＣＰＩ（ｒ犃犱狌ＣＰＩ），研 究 犃犱狌ＣＰＩ１

犃犱狌ＣＰＩ４对人组织蛋白酶Ｂ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＢ，ｃａｔＢ）、Ｌ

（ｃａｔＬ）和Ｓ（ｃａｔＳ）酶活性的抑制作用，为进一步了解

犃犱狌ＣＰＩｓ的生物学功能提供依据。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株与十二指肠钩虫成虫ｃＤＮＡ　大肠埃希菌

（犈．犮狅犾犻）ＤＨ５α及犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）为本室保存；

原核表达质粒ｐＥＴ３２ａｓｕｍｏ为本室改造而成
［６］；十二

指肠钩虫成虫ｃＤＮＡ 为本室制备并保存于８０ ℃

中［７］。

１．２　主要试剂和仪器　限制性核酸内切酶犈犮狅犚Ｉ、

犎犻狀犱ＩＩＩ，ＤＮＡ及蛋白分子质量标准购自宝生物工程

（大连）有限公司；ＰＣＲ扩增和ＰＣＲ产物纯化、ＤＮＡ

凝胶回收和质粒提取试剂盒，Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白浓度测定

试剂盒以及ｐｆｕ酶购自生工生物工程（上海）股份有限

公司；镍亲和层析树脂ＮｉＮＴＡ购自美国ＧＥ公司；人

肝ｃａｔＢ和ｃａｔＬ、人ｃａｔＳ以及相应荧光底物ＺＡｒｇ

ＡｒｇＡＭＣ·２ＨＣｌ、ＺＰｈｅＡｒｇＡＭＣ·ＨＣｌ、ＭｃａＧｌｙ

ＡｒｇＴｒｐＰｒｏＰｒｏＭｅｔＧｌｙ～ ＬｅｕＰｒｏ ＴｒｐＧｌｕＬｙｓ

（Ｄｎｐ）ＤＡｒｇＮＨ？均为德国ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司产品；

重组ＳＵＭＯ蛋白酶为本室制备。

２　方法

２．１　ＰＣＲ引物设计与合成　根据在 ＧｅｎＢａｎｋ中登

记的犃犱狌ＣＰＩ基因序列 （ＧｅｎＢａｎｋＮｏＪＱ７６２４１６～

ＪＱ７６２４１９）设计表达成熟蛋白编码序列的扩增引物，

其中包括扩增犃犱狌ＣＰＩ１成熟蛋白基因所需的１条５？

端巢式外引物ＣＰＩ１３（表１）。

表１　表达犃犱狌犆犘犐狊成熟蛋白基因的犘犆犚引物

犜犪犫犾犲１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犿犪狋狌狉犲犃犱狌犆犘犐狊

目的蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５３）

犃犱狌ＣＰＩ１ ＣＰＩ１３ ＡＴＧＣＣＡＧＡＧＣＴＴＧＣＣＣＴＣＧＴＣＧＴＣ

ＣＰＩ１１ｅ ＣＣ犵犪犪狋狋犮ＣＡＡＧＴＧＡＴＧＣＣＴＧＧＡＧ

ＣＰＩ１２ｅ ＧＣ犪犪犵犮狋狋ＣＴＣＡＡＧＣＡＧＡＡＡＣＧＴＣ

犃犱狌ＣＰＩ２ ＣＰＩ２１ｅ ＣＣ犵犪犪狋狋犮ＣＡＡＧＴＧＡＴＧＡＣＴＧＧＡＧ

ＣＰＩ２２ｅ 同ＣＰＩ１２ｅ

犃犱狌ＣＰＩ３ ＣＰＩ３１ｅ ＣＣ犵犪犪狋狋犮ＣＡＡＡＴＧＧＣＧＧＧＡＧＧＡＣ

ＣＰＩ３２ｅ
ＧＣ犪犪犵犮狋狋

ＡＡＧＧＡＧＧＣＣＧＴＴＡＧＡＴＴＴＧ
犃犱狌ＣＰＩ４ ＣＰＩ４１ｅ ＣＣ犵犪犪狋狋犮ＡＴＧＡＴＧＡＣＣＧＧＴＧＧＴＧ

ＣＰＩ４２ｅ ＧＣ犪犪犵犮狋狋ＡＧＡＧＴＴＧＴＴＣＴＣＣＧＧＣ

　　注：“犵犪犪狋狋犮”和“犪犪犵犮狋狋”分别为限制性内切酶犈犮狅犚 Ⅰ和 犎犻狀犱 Ⅲ
酶切位点，１ｅ为上游引物，２ｅ为下游引物。

２．２　基因克隆及重组表达载体的构建与鉴定　以表

１中对应引物分别直接从十二指肠钩虫ｃＤＮＡ中扩增

犃犱狌ＣＰＩ２犃犱狌ＣＰＩ４成熟蛋白编码序列。对犃犱狌ＣＰＩ１

而言：首先以ＣＰＩ１３、ＣＰＩ１２ｅ引物配对从虫体ｃＤＮＡ

中扩增获得第一轮ＰＣＲ产物，再以第一轮ＰＣＲ产物

为模板，以ＣＰＩ１１ｅ、ＣＰＩ１２ｅ为配对引物ＰＣＲ扩增获

得犃犱狌ＣＰＩ１成熟蛋白编码序列。ＰＣＲ反应体系总体

积５０μＬ，其中包括十二指肠钩虫ｃＤＮＡ或犃犱狌ＣＰＩ１

基因第一轮ＰＣＲ产物１μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃３０

ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３０个循环。ＰＣＲ产物经

１．２％琼脂糖凝胶电泳鉴定。成熟蛋白编码序列ＰＣＲ

产物经纯化后用ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ３７℃双酶切２ｈ，

酶切产物回收后连接入原核表达质粒ｐＥＴ３２ａｓｕｍｏ，

连接产物转化入ＤＨ５α。经测序鉴定，分别获得４种

犃犱狌ＣＰＩ成熟蛋白的重组表达载体。用Ｃｌｕｓｔａｌｗ程
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序对４种犃犱狌ＣＰＩ及人胱抑素（ｃｙｓｔａｔｉｎｃ）进行氨基

酸序列比对，用Ｂｌａｓｔｐ在线程序（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）搜索氨基酸相似性序列。

２．３　重组蛋白的诱导表达、分离与纯化　方法参照文

献［８］。经鉴定正确的重组表达载体转化犈．犮狅犾犻ＢＬ

２１（ＤＥ３）后，用ＩＰＴＧ诱导表达重组融合蛋白表达。

离心收集菌体，冰浴上超声破碎菌体，ＮｉＮＴＡ亲和纯

化上清中的可溶性融合蛋白，在纯化融合蛋白的层析

柱上加入ＳＵＭＯ蛋白酶，于４℃酶切２ｈ，收集穿透液

以获得切割融合伴侣的目的蛋白。１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ

分析蛋白表达及纯化蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度

后保存于－２０℃备用。

２．４　抑制组织蛋白酶活性测定　参照文献［９］和

［１０］。１００μＬ 反应体系中包括 １０μＬＢｕｆｆｅｒ或

ｒ犃犱狌ＣＰＩ，５０μＬ组织蛋白酶Ｂ、Ｌ或Ｓ（３７℃孵育１５

ｍｉｎ，终浓度为０．５ｎｍｏｌ／Ｌ），４０μＬ荧光底物（３７℃孵

育，终浓度４μｍｏｌ／Ｌ）。检测组织蛋白酶Ｂ、Ｌ或Ｓ蛋

白酶活性用的底物分别为：ＺＡｒｇＡｒｇＡＭＣ·２ＨＣｌ，

ＺＰｈｅＡｒｇＡＭＣ· ＨＣｌ，ＭｃａＧｌｙＡｒｇＴｒｐＰｒｏＰｒｏ

ＭｅｔＧｌｙ～ＬｅｕＰｒｏＴｒｐＧｌｕＬｙｓ（Ｄｎｐ）ＤＡｒｇＮＨ２，

激发波长（λｅｘ）分别为３８０、３８０、３４０ｎｍ，发射波长

（λｅｍ）分别为４６０、４２５、４０５ｎｍ，反应体系Ｂｕｆｆｅｒ的

ｐＨ值分别为６．０、５．５、６．５，或三者同为７．４。操作方

法：加入底物混合后于 Ｃｙｔａｔｉｏｎ５型多功能酶标仪

（ＢｉｏＴｅｋ，美国）分别检测λｅｍ，５ｍｉｎ后再次检测

λｅｍ，两次λｅｍ的差值即为５ｍｉｎ的反应速度。Ｖ０ 为

对照组反应速度，Ｖ为加入各ｒ犃犱狌ＣＰＩ后的反应速

度，每个反应速度均平行检测３孔。检测不同浓度下

（７～８个浓度）的ｒ犃犱狌ＣＰＩ对组织蛋白酶活性的抑制

作用，用ＧｒａｐｈａＰａｄＰｒｉｓｍ５进行分析和拟合曲线，作

图并求各ｒ犃犱狌ＣＰＩ抑制相应组织蛋白酶的ＩＣ５０。

结　果

１　犃犱狌犆犘犐狊犮犇犖犃序列的扩增

从十二指肠钩虫 ｃＤＮＡ 中扩增的 犃犱狌ＣＰＩ１

犃犱狌ＣＰＩ４的 ＰＣＲ 产物凝胶电泳见图 １，其 中 各

犃犱狌ＣＰＩ成熟蛋白的ｃＤＮＡ 大小均约为３６０ｂｐ，以

犃犱狌ＣＰＩ１的巢式外引物ＣＰＩ１３与下游引物ＣＰＩ１２ｅ

配对扩增获得第一轮ＰＣＲ产物大小约为４００ｂｐ，扩增

产物大小均与预期相符。

２　犃犱狌犆犘犐狊氨基酸序列

连接入重组质粒的犃犱狌ＣＰＩ１犃犱狌ＣＰＩ４基因编码

的蛋白氨基酸序列见图２。犃犱狌ＣＰＩ１和犃犱狌ＣＰＩ２成

熟蛋白由１１８个氨基酸组成，犃犱狌ＣＰＩ３和犃犱狌ＣＰＩ４

成熟蛋白由１２３个氨基酸组成。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１　犃犱狌ＣＰＩ１第一轮扩增ｃＤＮＡ　２

　犃犱狌ＣＰＩ１　３　犃犱狌ＣＰＩ２　４　犃犱狌ＣＰＩ３　５　犃犱狌ＣＰＩ４

图１　从十二指肠钩虫犮犇犖犃中扩增犃犱狌犆犘犐狊成熟蛋白编码基因

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１　Ｔｈｅ１ｓｔｒｏｕｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒ

ａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ犃犱狌ＣＰＩ１　２　犃犱狌ＣＰＩ１　３　犃犱狌ＣＰＩ２　４　犃犱狌ＣＰＩ３

　５　犃犱狌ＣＰＩ４

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犵犲狀犲狊犲狀犮狅犱犻狀犵犃犱狌犆犘犐狊犿犪狋狌狉犲狆狉狅狋犲犻狀

犳狉狅犿狋犺犲犃．犱狌狅犱犲狀犪犾犲犮犇犖犃

图２　犃犱狌犆犘犐狊及人犮狔狊狋犪狋犻狀犮成熟蛋白氨基酸序列及比对

犉犻犵．２　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲犪狀犱犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳犿犪狋狌狉犲狆狉狅狋犲犻狀

狅犳犃犱狌犆犘犐狊犪狀犱犺狌犿犪狀犮狔狊狋犪狋犻狀犮

如图２，４种犃犱狌ＣＰＩ成熟蛋白均有靠近 Ｎ端的

“ＧＧ”保守序列，犃犱狌ＣＰＩ１、犃犱狌ＣＰＩ３和犃犱狌ＣＰＩ４具

有“ＱＶＶＡＧ”和“ＰＷ”保守结构，但犃犱狌ＣＰＩ２对应序

列为“ＱＶＶＧＧ”和“ＬＷ”。两两间氨基酸序列比较：４

种犃犱狌ＣＰＩ与人ｃｙｓｔａｔｉｎｃ序列一致性在２０．４％～

２４．８％；除犃犱狌ＣＰＩ１与犃犱狌ＣＰＩ２之间序列一致性最

高为８６．４％外，其他的犃犱狌ＣＰＩ之间序列一致性为

５５．６％ ～６９．４％。与 其 他 物 种 的 ＣＰＩ 比 较，

犃犱狌ＣＰＩ１、犃犱狌ＣＰＩ３和 犃犱狌ＣＰＩ４与预测的犬钩虫

（犃．犮犪狀犻狀狌犿 ）ｃｙｓｔａｔｉｎ 结 构 蛋 白 ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ

ＲＣＮ５２８９０、ＧｅｎＢａｎｋＮｏＲＣＮ４７４４３和 ＧｅｎＢａｎｋＮｏ

ＲＣＮ５２８８７具有最大一致性，分别为１００／１１８（８５％）、

１２２／１２３（９９％）和１１２／１２３（９１％），犃犱狌ＣＰＩ２与预测

的锡 兰 钩 虫 （犃．犮犲狔犾犪狀犻犮狌犿）ｃｙｓｔａｔｉｎ 结 构 蛋 白

ＧｅｎＢａｎｋＮｏＥＰＢ７０５２８具有最大一致性，为１０３／１１８

（８７％）。

３　重组蛋白的表达、分离与纯化

测序结果表明编码犃犱狌ＣＰＩ１犃犱狌ＣＰＩ４成熟蛋白

的基因均成功连接入表达质粒，即表达各犃犱狌ＣＰＩ的

原核表达载体构建正确。重组原核表达质粒转染犈．

犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）用ＩＰＴＧ诱导表达，菌体超声破碎上

清中检测到约４０ｋｕ的融合蛋白（图３）。ＮｉＮＴＡ柱

亲和纯化的融合蛋白在层析柱上用ＳＵＭＯ蛋白酶酶
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切除去融合伴侣后，收集穿透液得到的目的蛋白

ｒ犃犱狌ＣＰＩ１～ｒ犃犱狌ＣＰＩ４大小约１４ｋｕ，融合标签大小约

为２９．０ｋｕ，分子质量与预期一致（图３）。犃犱狌ＣＰＩ３

和 犃犱狌ＣＰＩ４ 的 分 子 质 量 略 大 于 犃犱狌ＣＰＩ１ 和

犃犱狌ＣＰＩ２，与该两个蛋白的氨基酸序列较后两者多了

５个氨基酸残基的特性相符。

　　Ｍ　 蛋白分子质量标准 　１　ＩＰＴＧ 诱导的 ｐＥＴ３２ａｓｕｍｏ／

ＡｄｕＣＰＩ１转化菌的上清　２　纯化的ｒ犃犱狌ＣＰＩ１　３　ＩＰＴＧ 诱导的

ｐＥＴ３２ａｓｕｍｏ／犃犱狌ＣＰＩ２转化菌的上清　４　纯化的ｒ犃犱狌ＣＰＩ２　５　

ＩＰＴＧ诱导的 ｐＥＴ３２ａｓｕｍｏ／犃犱狌ＣＰＩ３转化菌的上清　６　纯化的

ｒ犃犱狌ＣＰＩ３　７　ＩＰＴＧ诱导的ｐＥＴ３２ａｓｕｍｏ／犃犱狌ＣＰＩ４转化菌的上清

　８　纯化的ｒ犃犱狌ＣＰＩ４　９　融合标签

图３　重组表达的犃犱狌犆犘犐狊及纯化的狉犃犱狌犆犘犐狊犛犇犛犘犃犌犈分析
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犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犃犱狌犆犘犐狊犪狀犱狆狌狉犻犳犻犲犱狉犃犱狌犆犘犐狊

４　狉犃犱狌犆犘犐狊的酶活性检测

酶活性检测显示，４种犃犱狌ＣＰＩ对人ｃａｔＢ、ｃａｔＬ和

ｃａｔＳ的抑制作用均呈剂量依赖关系，其中对ｃａｔＬ和

ｃａｔＳ有非常强的抑制作用，对ｃａｔＢ有较强的抑制作

用，以犃犱狌ＣＰＩ４对该３种组织蛋白酶的抑制作用为最

强（图４）。

　　

图４　犃犱狌犆犘犐狊对组织蛋白酶的抑制作用

Ａ　ＣａｔｈｅｐｓｉｎＢ　Ｂ　ＣａｔｈｅｐｓｉｎＬ　Ｃ　ＣａｔｈｅｐｓｉｎＳ

犉犻犵．４　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狅犳犃犱狌犆犘犐狊狅狀犮犪狋犺犲狆狊犻狀犅，犔犪狀犱犛

人ｃａｔＢ、ｃａｔＬ和ｃａｔＳ分别在ｐＨ６．０、５．５和６．５，

以及ｃａｔＢ和ｃａｔＳ在ｐＨ７．４的反应体系中均有较快

反应速度，但ｃａｔＬ在ｐＨ７．４时无明显反应速度（表

２）。ｃａｔＢ在ｐＨ７．４时的反应速度约为其在ｐＨ６．０

时的６８．３％，ｃａｔＳ在ｐＨ７．４时的反应速度约为其在

６．５时的８１．３％。在设定的ｐＨ值下，犃犱狌ＣＰＩ４抑制

ｃａｔＬ和ｃａｔＳ（０．５ｎｍｏｌ／Ｌ）的ＩＣ５０ 均低于（０．６６±

１．２７）ｎｍｏｌ／Ｌ，抑制ｃａｔＢ（０．５ｎｍｏｌ／Ｌ）的ＩＣ５０ 低于６

ｎｍｏｌ／Ｌ（表２）。４种犃犱狌ＣＰＩ对ｃａｔＢ、ｃａｔＬ和ｃａｔＳ的

抑制效率有所不同，其中犃犱狌ＣＰＩ２对ｃａｔＳ的抑制作

用效率远强于其对ｃａｔＢ的抑制作用，在ｐＨ７．４时，

犃犱狌ＣＰＩ２抑制ｃａｔＢ的ＩＣ５０ 是其抑制ｃａｔＳ的８０多倍，

而犃犱狌ＣＰＩ１则对ｃａｔＬ的抑制效率则高于其抑制ｃａｔＢ

和ｃａｔＳ的效率。

表２　犃犱狌犆犘犐狊抑制组织蛋白酶的犐犆５０
犜犪犫犾犲２　犐犆５０狅犳犃犱狌犆犘犐狊狅狀犮犪狋犺犲狆狊犻狀犅，犔犪狀犱犛

组织蛋白酶

Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ
（０．５ｎｍｏｌ／Ｌ）

ｐＨ

空白组反应

速度ｃｏｎｔｒｏｌ
（λｅｍ／ｍｉｎ）

ＩＣ５０（ｎｍｏｌ／Ｌ）

犃犱狌ＣＰＩ１ 犃犱狌ＣＰＩ２ 犃犱狌ＣＰＩ３ 犃犱狌ＣＰＩ４

人组织

蛋白酶Ｂ

６．０ ３０８７．８７±１４．９５ １２．１４±１．０６ ４０．７２±１．０９ ８．５９±１．０４ ５．２４±１．０３

７．４ ２１１０．３３±２１．８１ １３．８１±１．０７ ６８．９０±１．３８ ７．４４±１．２０ ５．５６±１．０４

人组织

蛋白酶Ｌ

５．５ ２７６５．１３±２２．７９ ０．７１±１．０７ １．４２±１．０７ １．３２±１．０７ ０．５０±１．０６

７．４ １０．２７±１６．５９ ／ ／ ／ ／

人组织

蛋白酶Ｓ

６．５ ６１６．２０±３０．３０ ２．２８±１．２４ ０．８３±１．２０ １．３２±１．１６ ０．６０±１．１３

７．４ ５００．８７±６．５０ ２．８９±１．３７ ０．８０±１．０８ １．５０±１．１３ ０．６６±１．２７

　　注：“／”表示未检测。

讨　论

寄生虫ｃｙｓｔａｔｉｎ可能参与调节宿主的免疫作用，

近年来得到了较大的关注。本研究对预测的４种

犃犱狌ＣＰＩ编码基因进行克隆，并表达、纯化获得了相应

ｒ犃犱狌ＣＰＩ。活性检测结果表明４种犃犱狌ＣＰＩ均对人

ｃａｔＬ和ｃａｔＳ有很强的抑制作用，ＩＣ５０ 在（０．６０±１．１３）

ｎｍｏｌ／Ｌ～（２．８９±１．３７）ｎｍｏｌ／Ｌ；对ｃａｔＢ有较强的抑

制作用，ＩＣ５０ 在（５．２４±１．０３）ｎｍｏｌ／Ｌ～（６８．９０±

１．３８）ｎｍｏｌ／Ｌ。ｒ犃犱狌ＣＰＩ４对３种组织蛋白酶酶活性

的抑制作用均为最强，但ｒ犃犱狌ＣＰＩ２有较好的酶抑制

作用选择性，其能高效抑制ｃａｔＳ的酶活性，而对ｃａｔＢ

的抑制作用则弱得多，ｒ犃犱狌ＣＰＩ１对人ｃａｔＬ的抑制效

率最高，而对ｃａｔＢ和ｃａｔＳ的抑制作用较弱。

ｃｙｓｔａｔｉｎ依据蛋白结构可分为３个亚家族，即

ｓｔｅｆｉｎｓ（也称 １ 型 ｃｙｓｔａｔｉｎｓ），ｃｙｓｔａｔｉｎｓ（也称 ２ 型

ｃｙｓｔａｔｉｎｓ）和 ｋｉｎｉｎｏｇｅｎｓ （激 肽 原，也 称 ３ 型

ｃｙｓｔａｔｉｎｓ）。Ｓｔｅｆｉｎｓ由约１００个氨基酸残基组成，无信

号肽。２型ｃｙｓｔａｔｉｎｓ为约１２０个氨基酸组成的分泌性

蛋白。３型ｃｙｓｔａｔｉｎｓ为由３个２型ｃｙｓｔａｔｉｎｓ结构域

组成的分泌性蛋白，长约 ３５０ 个氨基酸残基
［２３］。

ｃｙｓｔａｔｉｎｃ（也称胱抑素ｃ）是人体组织中表达最丰富的

２型ｃｙｓｔａｔｉｎｓ之一，线虫来源的ｃｙｓｔａｔｉｎ多为２型

ｃｙｓｔａｔｉｎｓ
［２］，本研究中的 ４ 种 犃犱狌ＣＰＩ具有 ２ 型

ｃｙｓｔａｔｉｎｓ的保守结构特征。各犃犱狌ＣＰＩ之间具有较

高的序列同源性，而检索与犃犱狌ＣＰＩ同源性最高的其

他物种蛋白均为钩口线虫属的ｃｙｓｔａｔｉｎ结构蛋白，提

示钩口线虫属的ｃｙｓｔａｔｉｎ具有较高的序列保守性。

犃犱狌ＣＰＩ１ 和 犃犱狌ＣＰＩ２ 同 源 性 最 高，利 用 扩 增

犃犱狌ＣＰＩ１成熟蛋白的引物（表１）从虫体ｃＤＮＡ中直
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接扩增的序列主要为犃犱狌ＣＰＩ２编码基因，因此本研

究设计了外引物ＣＰＩ１３，进行两轮ＰＣＲ扩增而获得

了犃犱狌ＣＰＩ１成熟蛋白编码基因。虽然４种犃犱狌ＣＰＩ

之间具有较高的序列同源性，但它们对ｃａｔＢ、ｃａｔＬ和

ｃａｔＳ的抑制作用效率却有明显差异，即具有一定的抑

制选择性，影响上述抑制选择性的关键结构尚不清楚，

值得进一步研究。

寄生线虫ｃｙｓｔａｔｉｎ通常可抑制ｃａｔＢ、ｃａｔＬ和ｃａｔＳ

的酶活性［２，１１１３］。组织蛋白酶不仅在细胞内溶酶体发

挥抗原呈递、蛋白质降解、蛋白质和脂质代谢、自噬、细

胞应激信号和溶酶体介导的细胞死亡等生理功能，而

且可通过溶酶体胞吐作用分泌到细胞外环境介导基质

蛋白降解、细胞信号传导作用［１４１５］。大多数半胱氨酸

类组织蛋白酶仅在弱酸性条件下具有酶活性，在中性

和碱性环境中容易丧失活性，但ｃａｔＳ在较宽泛的酸碱

度下（ｐＨ４．５～８）内均有较好的酶活性
［１５］。本研究中

的４种ｒ犃犱狌ＣＰＩ在ｐＨ６．５和ｐＨ７．４的条件下均对

ｃａｔＳ具有强抑制作用，也提示ｒ犃犱狌ＣＰＩ在正常人体生

理ｐＨ７．３５～７．４５下可发挥高效的抑制ｃａｔＳ作用。

在人体内，ｃａｔＳ与炎症、自身免疫性疾病、癌症、心血

管疾病等的发生发展密切相关［１６］，因此寻找针对ｃａｔＳ

的选择性抑制剂在ｃａｔＳ相关疾病防治中具有应用前

景。ｃｙｓｔａｔｉｎ通常可抑制多种半胱氨酸组织蛋白酶，

即对组织蛋白酶的抑制选择性较差，而本研究中的

犃犱狌ＣＰＩ２能在一定程度上选择性抑制ｃａｔＳ的特性可

能使其在应用于ｃａｔＳ相关疾病疾病的防治中具有优

势。虽然对寄生虫ｃｙｓｔａｔｉｎ可调节宿主免疫的作用已

有大量研究，但犃犱狌ＣＰＩｓ在十二指肠钩虫寄生人体肠

道过程中是否可能参与调节宿主的免疫功能，这４种

犃犱狌ＣＰＩｓ是否具有不同的生物学功能，还需要深入研

究。

总而言之，本研究从十二指肠钩虫成虫ｃＤＮＡ中

克隆获得了４种犃犱狌ＣＰＩ基因，通过原核表达系统制

备了ｒ犃犱狌ＣＰＩｓ，通过体外活性实验明确了ｒ犃犱狌ＣＰＩｓ

对ｃａｔＬ和ｃａｔＳ具有很强抑制作用，对ｃａｔＢ具有较强

抑制作用，研究结果为进一步了解犃犱狌ＣＰＩｓ的生物学

功能及应用奠定了基础。
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ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｆｒｏｍ

ｈｕｍａｎｒｏｕｎｄｗｏｒｍ犃狊犮犪狉犻狊犾狌犿犫狉犻犮狅犻犱犲狊［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１４，９

（４）：ｅ９６０６９．

［１２］　 ＭａｎｏｕｒｙＢ，Ｇｒｅｇｏｒｙ ＷＦ，ＭａｉｚｅｌｓＲＭ，ｅｔａｌ．ＢｍＣＰＩ２，ａ

ｃｙｓｔａｔｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｆｉｌａｒｉａｌ ｐａｒａｓｉｔｅ 犅狉狌犵犻犪

犿犪犾犪狔犻，ｉｎｈｉｂｉｔｓｃｌａｓｓＩＩＭＨＣｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ［Ｊ］．

ＣｕｒｒＢｉｏｌ，２００１，１１（６）：４４７４５１．

［１３］　祝程诚，李宝钏，李舒婷，等．重组广州管圆线虫半胱氨酸蛋白酶

抑制剂（ＡｃＣｙｓｔａｔｉｎ）的理化性质研究［Ｊ］．热带医学杂志，２０１３，

１３（６）：６６９６７３．

［１４］　ＯｌｓｏｎＯＣ，ＪｏｙｃｅＪＡ．Ｃｙｓｔｅｉｎｅｃａｔｈｅｐｓｉｎｐｒｏｔｅａｓｅｓ：ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓｏｆ

ｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．Ｎａｔ Ｒｅｖ

Ｃａｎｃｅｒ，２０１５，１５（１２）：７１２７２９．

［１５］　ＢｒｉｘＫ，ＤｕｎｋｈｏｒｓｔＡ，ＭａｙｅｒＫ，ｅｔａｌ．Ｃｙｓｔｅｉｎｅｃａｔｈｅｐｓｉｎｓ：

ｃｅｌｌｕｌａｒｒｏａｄｍａｐｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ，２００８，９０

（２）：１９４２０７．

［１６］　ＳｍｙｔｈＰ，ＳａｓｉｗａｃｈｉｒａｎｇｋｕｌＪ，ＷｉｌｌｉａｍｓＲ，ｅｔａｌ．ＣａｔｈｅｐｓｉｎＳ

（ＣＴＳＳ）ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅＡｔｒｅａｓｕｒｅｔｒｏｖｅｏｆ

ｕｎｔａｐｐｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｐｏｔｅｎｔｉａｌ［Ｊ］．ＭｏｌＡｓｐｅｃｔｓ Ｍｅｄ，２０２２，８８：

１０１１０６．

【收稿日期】　２０２２０７０１　【修回日期】　２０２２０９２７

·２８２１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２２年１１月　第１７卷第１１期

Ｎｏｖ．２０２２，　Ｖｏｌ．１７，Ｎｏ．１１


	2022-11内文

