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旋毛虫原肌球蛋白的特性分析及原核表达*

朱莹莹,王灏轩,郭文平,谢广成,杜娈英**

(承德医学院基础医学院,河北承德
 

067000)

【摘要】 目的 分析旋毛虫(Trichinella
 

spiralis)的原肌球蛋白(Tropomyosin,TM)特性并制备重组旋毛虫TM蛋白。

方法
 

在NCBI的Nucleotide数据库选取旋毛虫TM
 

(GenBank:AF419300.1),利用在线分析工具分析旋毛虫TM的氨基

酸组成、二级/三级结构、疏水性等特性。密码子优化后合成旋毛虫TM(GenBank:AF419300.1)的全长并插入到原核表

达载体pET-28a(+),构建重组原核表达质粒pET-28a(+)-TM,转化至BL21(DE3)中,以终浓度为0.5
 

mmol/L的

IPTG诱导旋毛虫TM的表达,纯化后采用 Western
 

blot法对重组旋毛虫TM蛋白进行鉴定。 结果 旋毛虫TM为亲

水性不稳定蛋白,二级结构以α-螺旋为主,无复杂的空间结构。构建的重组原核质粒pET-28a(+)-TM 经双酶切得到

867
 

bp的基因片段,序列测定后证实重组原核质粒pET-28a(+)-TM构建正确。经IPTG诱导的菌体超声混悬液、离心

后上清均检测到相对分子质量约40×103 的目的蛋白,纯化后得到条带单一的旋毛虫TM。Western
 

bolt显示纯化的重

组旋毛虫TM具有良好的反应原性,能被相应抗体识别。 结论 获得具有反应原性的纯化的重组旋毛虫TM,该蛋白

为亲水性不稳定蛋白,无复杂空间结构,为进一步研究旋毛虫TM蛋白的生物学功能奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

characteristics
 

of
 

Tropomyosin
 

(TM)
 

protein
 

and
 

obtain
 

recombinant
 

TM
 

pro-

tein
 

of
 

Trichinella
 

spiralis. Methods The
 

TM
 

gene
 

sequence
 

of
 

T.
 

spiralis(GenBank:AF419300.1)
 

was
 

selected
 

from
 

the
 

NCBI
 

Nucleotide
 

database,the
 

physicochemical
 

properties
 

of
 

deduced
 

TM
 

protein
 

were
 

analyzed
 

by
 

ExpasyProt-
Param.

 

The
 

secondary
 

structure
 

of
 

deduced
 

TM
 

protein
 

was
 

predicted
 

by
 

SOPMA,and
 

its
 

3D
 

homology
 

model
 

was
 

ana-
lyzed

 

by
 

Swissmodel.
 

The
 

hydrophilicity
 

of
 

TM
 

protein
 

was
 

analyzed
 

by
 

Protscale.
 

The
 

phosphorylation
 

sites
 

of
 

TM
 

pro-
tein

 

were
 

predicted
 

by
 

NetPhos3.1
 

Servera
 

software,and
 

the
 

conserved
 

domain
 

of
 

TM
 

protein
 

was
 

identified
 

by
 

the
 

NCBI
 

CDD
 

database.
 

The
 

complete
 

ORF
 

of
 

T.
 

spiralis
 

TM
 

gene
 

was
 

synthesized
 

and
 

cloned
 

into
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

pET-28a
 

(+)
 

with
 

a
 

His
 

tag
 

after
 

codon
 

optimization.The
 

recombinant
 

prokaryotic
 

expression
 

plasmid
 

pET-28a
(+)-TM

 

was
 

transformed
 

into
 

E.
 

coli
 

DH5α
 

competent
 

cells.
 

The
 

transformants
 

were
 

selected
 

on
 

LB
 

agar
 

plates
 

and
 

then
 

inoculated
 

into
 

100
 

mL
 

LB
 

liquid
 

medium
 

containing
 

kanamycin.The
 

plasmid
 

was
 

extracted
 

and
 

identified
 

by
 

restric-
tion

 

enzyme
 

digestion
 

with
 

BamH
 

I
 

and
 

Xho
 

I
 

restriction
 

enzymes(completed
 

by
 

Beijing
 

Tianyi
 

Hui
 

Yuan
 

Biological
 

Co.,

LTD.).
 

The
 

corrected
 

recombinant
 

prokaryotic
 

plasmid
 

pET-28a(+)-TM
 

was
 

transformed
 

into
 

BL21(DE3).
 

The
 

ex-

pression
 

of
 

T.
 

spiralis
 

TM
 

was
 

induced
 

by
 

IPTG
 

with
 

the
 

final
 

concentration
 

of
 

0.5mM/L.The
 

recombinant
 

protein
 

was
 

purified
 

using
 

a
 

BeyoGoldTM
 

His-tag
 

Purification
 

Resin
 

and
 

analyzed
 

by
 

Western
 

bolt
 

using
 

anti-His-tag
 

monoclonal
 

anti-
body

 

and
 

mouse
 

antiserum
 

against
 

Trichinella
 

spiralis
 

as
 

the
 

primary
 

antibody. Results The
 

secondary
 

structure
 

anal-

ysis
 

of
 

T.
 

spiralis
 

TM
 

protein
 

showed
 

that
 

279
 

amino
 

acids
 

(98.24%)
 

were
 

involved
 

in
 

the
 

formation
 

of
 

α
 

helix
 

and
 

5
 

a-
mino

 

acids
 

formed
 

irregular
 

curls
 

(1.76%),The
 

tertiary
 

structure
 

prediction
 

showed
 

that
 

the
 

rod-like
 

structure
 

consisted
 

of
 

two
 

identical
 

α
 

helix
 

chains
 

winding
 

round
 

each
 

other.
 

Glutamic
 

acid
 

was
 

the
 

most
 

abundant
 

amino
 

acid
 

in
 

T.
 

spiralis
 

TM
 

protein,accounting
 

for
 

22.2%(63/284).
 

The
 

theoretical
 

isoelectric
 

point
 

of
 

T.
 

spiralis
 

TM
 

protein
 

was
 

4.64.
 

It
 

was
 

predicted
 

that
 

T.
 

Spiralis
 

TM
 

protein
 

was
 

an
 

unstable
 

hydrophilic
 

protein,and
 

the
 

instability
 

coefficient
 

was
 

44.44.
 

The
 

protein
 

has
 

33
 

potential
 

phosphorylation
 

sites,including
 

12
 

phosphorylated
 

serine
 

sites,12
 

phosphorylated
 

threonine
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sites,and
 

9
 

phosphorylated
 

tyrosine
 

sites.
 

According
 

to
 

the
 

CDD
 

database,TM
 

protein
 

has
 

one
 

conserved
 

domain,which
 

belongs
 

to
 

the
 

TM
 

superfamily.
 

The
 

recombinant
 

prokaryotic
 

plasmid
 

pET-28a(+)-TM
 

was
 

double-digested
 

to
 

obtain
 

the
 

867bp
 

gene
 

fragment,and
 

the
 

sequence
 

analysis
 

confirmed
 

that
 

the
 

recombinant
 

prokaryotic
 

plasmid
 

pET-28a(+)-TM
 

was
 

correctly
 

constructed.
 

Gel
 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

target
 

protein
 

with
 

a
 

molecular
 

weight
 

of
 

about
 

40
 

ku
 

was
 

detec-
ted

 

in
 

the
 

lane
 

with
 

the
 

bacterial
 

lysate
 

and
 

the
 

lane
 

with
 

the
 

induced
 

protein
 

supernatant.
 

A
 

single
 

band
 

of
 

the
 

T.
 

spira-
lis

 

TM
 

protein
 

was
 

obtained
 

after
 

purification.
 

Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

purified
 

recombinant
 

T.
 

spiralis
 

TM
 

protein
 

present
 

good
 

immunoreactivity
 

and
 

could
 

be
 

specifically
 

recognized
 

by
 

anti-His-tag
 

monoclonal
 

antibody
 

as
 

well
 

as
 

mouse
 

antiserum
 

against
 

Trichinella
 

spiralis. Conclusion The
 

TM
 

protein
 

is
 

a
 

hydrophilic
 

and
 

unstable
 

protein
 

with-
out

 

complex
 

spatial
 

structure.
 

The
 

purified
 

recombinant
 

T.
 

spiralis
 

TM
 

protein
 

with
 

good
 

immunoreactivity
 

was
 

ob-
tained,and

 

our
 

results
 

provide
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

studies
 

on
 

the
 

biological
 

function
 

of
 

T.
 

spiralis
 

TM
 

protein.
【Key

 

words】 Trichinella
 

spiralis;Tropomyosin;Prokaryotic
 

expression;Bioinformatics
 

analysis

  旋毛虫(Trichinella
 

spiralis)是一种重要的食源

性人兽共患寄生虫,近年来有研究表明旋毛虫感染可

增加宿主对肿瘤的抵抗力[1-2]。用旋毛虫菌株或其培

养上清等相关组分处理荷瘤小鼠能抑制骨髓瘤[3]、非
小细胞肺癌[4]、人结直肠癌[5]和肝癌[6-7]细胞的生存。
旋毛虫感染小鼠也能抑制肿瘤细胞的增殖,对R1白

血病细胞、同基因E1-4肿瘤细胞和异基因P815肿瘤

细胞具有较强的细胞毒作用[8]。但旋毛虫抗肿瘤作用

的具体机制尚不完全清楚。
原肌球蛋白(Tropomyosin,TM)是一个细胞骨架

蛋白家族,结合并稳定肌动蛋白微丝,是由两条相同的

α-螺旋链互相缠绕组成的杆状结构。罗婧梅等[9]对旋

毛虫肌幼虫排泄分泌蛋白(excrete
 

secreted
 

proteins,

ESPs)进行的质谱分析显示旋毛虫TM蛋白显著富集
 

。本实验通过检测和分析旋毛虫TM 的特性并进行

重组蛋白的原核表达鉴定,为进一步研究旋毛虫TM
潜在的生物学功能奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌 株、血 清 大肠埃希菌的感受态 DH5α和

BL21(DE3)
 

购自北京天根有限公司;小鼠抗旋毛虫多

抗血清由本实验室制备并保存。

1.2 主要试剂 预染蛋白分子质量标准购自美国

ThermoScientific公司;BamH
 

I和Xho
 

I
 

限制性内切

酶购自日本Takara公司;氯化钠购自天津市大茂化学

试剂厂;酵母粉、蛋白胨购自英国 OXOID公司;His
标签抗体购自北京全式金生物技术有限公司;His标

签蛋白纯化试剂盒和HRP标记的羊抗鼠IgG购于上

海碧云天生物有限公司;硫酸卡那霉素和IPTG均购

自北京索莱宝科技有限公司。

2 方法

2.1 旋毛虫TM基因的获取和生物信息学分析 在

NCBI的Nucleotide数据库查找获取旋毛虫TM基因

序列(GenBank:AF419300.1),利用SOPMA(http://

npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=
npsa_sopma.htm)预测旋毛虫 TM 蛋白质的二级结

构。通过在线网站Swissmodel(
 

interactive)分析TM
的三维同源模型。利用在线网站 ExpasyProtParam
(https://

 

/)分 析 TM 蛋 白 的 理 化 性 质。通 过

Protscale(https://web.expasy.org/protscale/)分析

TM蛋白质的亲水性。采用NetPhos3.1
 

Servera(ht-
tps://services.healthtech.dtu.dk/service.php?

NetPhos-3.1)软件预测 TM 蛋白磷酸化位点,登陆

NCBI的CDD数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/cdd/)分析TM蛋白保守结构域。

2.2 重组旋毛虫TM蛋白的原核表达 重组原核质

粒pET-28a(+)-TM 由北京天一辉远生物有限公司

以旋毛虫TM基因序列(GenBank:AF419300.1)为靶

序列进行密码子优化后合成并构建。将重组原核质粒

pET-28a(+)-TM转化至DH5α感受态,涂板于含卡

那霉素的LB固体培养基,37
 

℃培养12
 

h,挑取单菌

落接种在100
 

ml含卡那霉素的LB液体培养基中,提
取质粒,用BamH

 

I和Xho
 

I限制性内切酶进行酶切

鉴定及序列测序(由北京天一辉远生物有限公司完

成)。验证正确的重组原核质粒pET-28a(+)-TM 转

化至BL21(DE3),挑取单克隆菌落于含卡那霉素的

LB液体培养基,37
 

℃培养4~6
 

h至A600 值约为0.6
时,加入IPTG至终浓度为0.5

 

mmol/L,22
 

℃诱导表

达12
 

h,收集菌体,超声破碎后离心,分别取超声混悬

液、离心后上清和沉淀制样,进行SDS-PAGE电泳鉴

定。

2.3 重组旋毛虫TM蛋白纯化 取500
 

μl混合均匀

的BeyoGoldTM
 

His-tag
 

Purification
 

Resin,4
 

℃离心

(1000
 

g×10
 

s),弃去储存液,向凝胶中加入2
 

ml非变

性裂解液混匀以平衡凝胶,4
 

℃离心(1000
 

g)
 

10
 

s,弃
去液体,再重复平衡1~2次,弃去液体,加入约2

 

ml
细菌裂解液上清,4

 

℃水平摇床上缓慢摇动60
 

min,以
充分结合。打开亲和层析顶部活塞,使液体流出。加

入5
 

ml非变性洗涤液重悬凝胶,使液体流出。重复上
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步洗涤步骤,再次洗涤。加入500
 

μl非变性洗脱液,
轻轻重悬凝胶,打开亲和层析顶部活塞,使液体流出,
即为纯化的带有 His标签的目的蛋白。重复步骤两

次。

2.4 重组旋毛虫TM蛋白的反应原性分析 测定纯

化的重组旋毛虫TM 蛋白浓度,取50
 

μl并加入上样

缓冲液,100
 

℃煮沸5
 

min后上样进行SDS-PAGE凝

胶电泳,泳毕后250
 

mA转膜45
 

min,5%脱脂奶粉室

温封闭2
 

h,分别以小鼠抗 His标签抗体、小鼠抗旋毛

虫多克隆抗体血清为一抗,以羊抗小鼠IgG为二抗进

行 Western
 

blot,PBST漂洗后进行ECL化学发光显

影。

结 果

1 旋毛虫TM 蛋白特性

旋毛虫TM蛋白含量最多的氨基酸是谷氨酸,为

63个(Glu,占比22.2%),其次是丙氨酸(Ala,占比

11.6%)和亮氨酸(Leu,占比10.6%)。不含半胱氨酸

(Cys)、脯氨酸(Pro)、色氨酸(Trp)、硒半胱氨酸(Sec)
和吡咯赖氨酸(Pyl)。负电荷残基数Asp和Glu

 

共79
个,占27.81%;正电荷残基数Arg和Lys共50个,占

17.6%(表1)。
旋毛虫TM 蛋白二级结构分析显示279个氨基

酸参与α螺旋的形成(98.24%),5个氨基酸参与无规

则卷曲的形成(1.76%)(图1)。选取相似度达58.8%
的1c1g.2.A蛋白Alpha-链为模板构建TM蛋白三级

结构,结果如图2。三级结构为由两条相同的
 

α-螺旋

链互相缠绕组成的杆状结构,TM与PDB数据库中的

1c1g.2.A序列相似性为69%,预测的可信度为79%。

表
 

1 旋毛虫TM 蛋白的氨基酸组成
Table

 

1 Amino
 

acid
 

composition
 

of
 

T.
 

spiralis
 

TM

氨基酸种类
Amino

 

acid
 

species

个数
Number

含量(%)
Content
(%)

氨基酸种类
Amino

 

acid
 

species

个数
Number

含量(%)
Content
(%)

丙氨酸 33 11.6 亮氨酸 30 10.6
精氨酸 23 8.1 赖氨酸 27 9.5

天冬酰胺 8 2.8 甲硫氨酸 8 2.8
天冬氨酸 16 5.6 苯丙氨酸 3 1.1
谷氨酰胺 22 7.7 丝氨酸 9 3.2
谷氨酸 63 22.2 苏氨酸 7 2.5
甘氨酸 5 1.8 酪氨酸 5 1.8
组氨酸 1 0.4 缬氨酸 16 5.6

异亮氨酸 8 2.8

旋毛虫TM蛋白理论等电点为4.64,蛋白质不稳

定系数为44.44,为不稳定蛋白。预测旋毛虫TM 蛋

白为亲水性蛋白(图3),具有33个潜在磷酸化位点,
其中磷酸化丝氨酸位点12个,磷酸化苏氨酸位点12
个,磷酸化酪氨酸位点9个(图4)。经 NCBI的CDD

数据库分析,TM蛋白有1个为TM的保守结构域,属
于TM

 

超家族(图5)。

  注:蓝色表示α-螺旋,红色表示β-折叠,绿色表示β-转角,橙色和紫
色表示无规则卷曲。

图
 

1 旋毛虫TM 蛋白的二级结构

Notes:blue:α
 

-helix,red:β
 

-folding,green:β
 

-turning,orange
 

and
 

purple:random
 

crimp.
Fig.1 Secondary

 

structure
 

of
 

T.
 

spiralis
 

TM

图
 

2 T.spiralis
 

TM 蛋白的三级结构

Fig.2 Three-dimensionalstructure
 

of
 

T.spiralis
 

TM

图
 

3 旋毛虫TM 蛋白的疏水性预测

Fig.3 Hydrophobicity
 

prediction
 

of
 

T.spiralis
 

TM
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图
 

4 旋毛虫TM 蛋白的磷酸化位点预测

Fig.4 Phosphorylation
 

sites
 

prediction
 

of
 

T.spiralis
 

TM

图
 

5 旋毛虫TM 蛋白的保守结构域

Fig.5 Conserved
 

domain
 

of
 

T.spiralis
 

TM

2 重组旋毛虫TM 蛋白的表达及纯化

为了获得重组旋毛虫TM 蛋白,构建旋毛虫TM
的重组原核表达质粒pET-28a-(+)-TM,经BamH

 

I
和Xho

 

I双酶切后得到867
 

bp的酶切产物(图6),结
合测序验证确定重组原核表达质粒pET-28a-(+)-
TM构建正确。重组质粒转化菌经IPTG诱导后的全

菌体超声裂解液和超声破碎上清液中均检出分子质量

约40
 

ku的目的蛋白,经 His标签介质纯化后得到目

的蛋白条带唯一且浓度较高的重组旋毛虫TM 蛋白

(图7)。

  M DNA标志物(DL12000
 

Plus) 1 重组pET-28a-(+)-TM质
粒双酶切 2 重组pET-28a-(+)-TM质粒

图
 

6 重组质粒pET-28a-(+)-TM 的酶切鉴定

M DL12000
 

marker 1 Digestion
 

products
 

of
 

recombinant
 

pET-
28a-(+)-TM

 

plasmid
 

by
 

double
 

restriction
 

enzymes 2 Recombinant
 

pET-28a-(+)-TM
 

plasmid
Fig.6 Identification

 

of
 

recombinant
 

pET-28a-(+)-TM
 

plasmid

3 重组旋毛虫TM 蛋白鉴定

Western
 

blot分析显示,重组旋毛虫TM 蛋白能

被His标签抗体和小鼠抗旋毛虫多抗血清识别,反应

条带位于相对分子质量约40×103 处,表明制备的重

组旋毛虫TM蛋白具有的反应原性(图8)。

  M 蛋白分子质量标准 1 IPTG诱导后菌体超声破碎悬液 2
 超声破碎上清 3 超声破碎沉淀 4,5 纯化的重组旋毛虫TM蛋白

图
 

7 重组T.spiralis
 

TM 蛋白的SDS-PAGE电泳分析

M Standard
 

protein
 

ruler 1 Total
 

ultrasonic
 

suspension
 

in-
duced

 

by
 

IPTG 2 Supernatant
 

of
 

ultrasonic
 

whole
 

bacteria
 

by
 

centrif-
ugation 3 Precipitation

 

of
 

ultrasonic
 

whole
 

bacteria
 

by
 

centrifugation
 4,5 Purified

 

recombinant
 

T.spiralis
 

TM
 

protein
Fig.7 Identification

 

of
 

recombinant
 

T.spiralis
 

TM
 

protein

  A 以His标签抗体为一抗的 Western
 

blot M 蛋白分子质量标
准 1~3 重组旋毛虫TM蛋白与相应抗体反应条带

 

 B 以小鼠抗
旋毛虫多抗血清为一抗的 Western

 

blot M 蛋白分子质量标准 1~
3 重组旋毛虫TM蛋白与相应抗体反应条带

图
 

8 重组旋毛虫TM 蛋白的 Western
 

blot鉴定

A M
 

Standard
 

protein
 

ruler 1-3 Recombinant
 

T.spiralis
 

TM
 

protein B M
 

Standard
 

protein
 

ruler 1-3 Recombinant
 

T.spiralis
 

TM
 

protein
Fig.8 Identification

 

of
 

recombinant
 

T.spiralis
 

TM
 

protein
by

 

Western
 

blot

讨 论

研究发现,旋毛虫虫体蛋白与排泄分泌蛋白有一

定的抗肿瘤作用[10-11],任保彦等[12]克隆并成功表达与

乳腺癌细胞 MCF-7相关的旋毛虫TS498基因,表达

产物能够被兔抗旋毛虫肌幼虫阳性血清所识别。高江

明等[13]克隆及表达与肺癌细胞A549抗原相关旋毛虫

Tsp06172基因,表达的融合蛋白能被抗A549细胞的

多克隆抗体识别。鹿香云等[14]表达了小鼠Lewis肺

癌(LLC)细胞与旋毛虫相关抗原基因sHSPs,其表达

产物可被抗LLC细胞多抗血清识别。表明旋毛虫与

多种肿瘤细胞具有相同抗原,具有抗肿瘤作用的潜在

价值。
有学者以人体中的原肌球蛋白(TM)为对象,探

讨了其与肿瘤的发生发展的关系[15-16]。有研究发现
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TM作为肿瘤抑制基因在多种癌症中下调,如TM1通

过抑制Ras效应途径或其启动子的去甲基化可导致

食管鳞状细胞癌细胞迁移减少[17]。在肾细胞癌中,转
染TM1后,肾细胞癌 OSRC-2和786-O细胞系的迁

移和侵袭能力下降,细胞凋亡增强[18]。Mahadev
 

等

等[19]报道TM1对乳腺癌转化表型具有抑制作用[19]。
以上研究表明TM1可通过不同的信号通路和机制来

抑制肿瘤的进展。此外,宫鹏涛等[20]的研究发现旋毛

虫与骨髓瘤细胞SP2/0之间的骨髓瘤相关抗原 TM
可能具有诱导交叉保护免疫的作用,用制备的骨髓瘤

相关抗原TM免疫小鼠,抑瘤率45.3%。另有报道在

转化细胞和几种人类癌症中,TM 下调[21]。这些证据

均表明原肌球蛋白与肿瘤的发生发展有密切联系。
肺癌是危害人体健康的重要疾病,根据国家癌症

中心最近估计,我国每年新发肺癌病例约为78.7万

例,每年因肺癌死亡例数约为63.1万[22],其发病率

高,且治疗效果有限。实验表明旋毛虫排泄分泌蛋

白[23-25]、虫体蛋白[26]可促进小细胞肺癌细胞 H446凋

亡,旋毛虫排泄分泌产物可促进非小细胞肺癌细胞

A549发生S期周期阻滞[27]。为进一步明确是哪些蛋

白起主要作用,利用质谱法分析了旋毛虫肌幼虫排泄

分泌蛋白(ESPs),确定了其中抗肿瘤活性蛋白,即原

肌球蛋白,本研究将原肌球蛋白进行了原核表达,

Western
 

blot显示旋毛虫重组蛋白 TM 能被小鼠抗

His标签抗体和小鼠抗旋毛虫多克隆抗体阳性血清所

识别,表明制备的重组蛋白具有反应原性。
生物信息学分析显示,旋毛虫融合蛋白TM 为亲

水性不稳定蛋白。预测该蛋白有多个磷酸化位点,说
明其可能参与细胞间的信号转导。预测旋毛虫 TM
蛋白的二级结构,α螺旋占98.24%。α-螺旋在DNA
结合基序(DNA

 

binding
 

motifs)中有非常重要的作

用,DNA结合基序为保守序列,表明该蛋白较为保守。
本研究为探讨旋毛虫TM 蛋白的功能及其对肺癌的

抑制作用机制奠定了基础。
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PCR法具有更高的敏感性,可用于人感染山羊无形体

的早期检测与蜱携带该病原体的监测。
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