
ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．２３０９０９ ·论著·
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及真核表达
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【摘要】　目的　初探白纹伊蚊唾液蛋白Ａｎｔｉｇｅｎ５３（ＡｌｂＡＧ５３）的结构与功能特征，并采用果蝇Ｓ２真核表达体系表达

ＡｌｂＡＧ５３。　方法　采取同源比对的方式，从ＮＣＢＩ数据库中钓取Ａｎｔｉｇｅｎ５３序列，根据白纹伊蚊分泌蛋白Ａｎｔｉｇｅｎ５

３基因参考序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＹ８２６１０５．１）设计特异性引物，从白纹伊蚊安顺株中扩增基因全长。经序列比对后利用美国

国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）和瑞士生物信息学研究所的蛋白分析专家系统（Ｅｘｐａｓｙ）以及生物信息学在线软件Ｓｉｇ

ｎａｌＰ、ＴＭＨＭＭ、ＳＯＰＭＡ、ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ、ＡｌｐｈａＦｏｌｄ等对该蛋白进行生物信息学分析。Ｔｒｉｚｏｌ法提取白纹伊蚊雌蚊与

雄蚊整蚊以及吸血前后雌蚊唾液腺ＲＮＡ，ｑＲＴＰＣＲ检测ＡｌｂＡＧ５３在ＲＮＡ相对表达量；以白纹伊蚊整蚊ｃＤＮＡ为模

板，特异性扩增除信号肽外的ＡｌｂＡＧ５３编码区，ＰＣＲ产物经切胶回收纯化后与昆虫真核表达载体ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５连接，

构建真核重组质粒ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３。随后转入果蝇Ｓ２细胞中，５００μｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４ 诱导重组蛋白 ＡｌｂＡＧ５３

的表达。收集上清，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定Ｖ５表达标签，镍柱亲和层析纯化重组蛋白 ＡｌｂＡＧ５３。　结果　生物信息

学分析该基因ＣＤＳ（Ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ）区扩增全长为７６８ｂｐ，编码２５５个氨基酸，二、三级结构预测以无规则卷曲和ａ螺

旋为主，具ＣＡＰ超家族经典的ＰＲ１结构域，该基因编码的蛋白是一种强亲水性（ＧＲＡＶＹ：０．８６４）的富含半胱氨酸的分

泌蛋白。ＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡ在雌蚊中表达量高于雄蚊且吸血后的表达量显著下调。成功构建了白纹伊蚊唾液蛋白

ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３真核表达质粒并通过果蝇Ｓ２表达体系表达出真核蛋白，镍柱亲和纯化后的 ＡｌｂＡＧ５３经

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测能被Ｖ５标签蛋白抗体识别。　结论　成功构建白纹伊蚊ＡｌｂＡＧ５３真核质粒并在果蝇Ｓ２细胞中表

达真核蛋白ＡｌｂＡＧ５３，镍柱亲和纯化后获得单一的ＡｌｂＡＧ５３蛋白以备后续分析。
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ａｎｄｒｉｃｈｉｎｃｙｓｔｅｉｎｅ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡｉｎｆｅｍａｌｅｍｏｓｑｕｉｔｏｅｓｗａｓｍｕｃｈｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｍａｌｅ，ａｎｄ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｆｔｅｒｂｌｏｏｄｆｅｅｄｉｎｇ．ＴｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｏｆｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３ｗａｓｃｏｎ

ｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＳ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ．Ｔｈｅｐｕｒｉ

ｆｉｅｄＡｌｂＡＧ５３ｗｉｔｈｎｉｃｋｅｌｃｏｌｕｍｎａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｕｌｄｂｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅＶ５ｌａｂｅｌｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｎｔｉｂｏｄｙｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．　犆狅狀

犮犾狌狊犻狅狀　犃犲犱犲狊犪犾犫狅狆犻犮狋狌狊ＡｌｂＡＧ５３ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｐｌａｓｍｉｄｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎＡｌｂ

ＡＧ５３ｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａＳ２ｃｅｌｌｓ．ＡｓｉｎｇｌｅＡｌｂＡＧ５３ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄａｆｔｅｒａｆｆｉｎｉｔｙｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｉｔｈｎｉｃｋ

ｅｌｃｏｌｕｍｎｆｏｒｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　犃犲犱犲狊犃犾犫狅狆犻犮狋狌狊；ＡｌｂＡＧ５３；ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

　　白纹伊蚊又称亚洲虎纹，起源于东南亚热带森林，

是乙脑、登革热、黄热病等多种蚊媒传染病的主要载

体。白纹伊蚊主要适生区在热带及亚热带地区，但由

于其适应性强，目前已经遍布全球［１］，在我国大多数地

区皆有分布［２３］。白纹伊蚊雌蚊叮咬人体吸血时会同

时引起皮肤奇痒、红肿，局部或全身性皮炎等，抓破后

更易引起溃疡感染［４］，这种反应主要是由蚊的唾液腺

分泌物引起的。研究发现蚊唾液腺分泌物可引起宿主

血管舒张、抗凝血、调控机体免疫应答［５］及促进蚊媒病

毒感染［６］。目前，已有部分唾液蛋白及其发挥作用的

通路被发现，但绝大多数的唾液蛋白的功能仍不清

楚［７］。

Ａｎｔｉｇｅｎ５蛋白家族属于 ＣＡＰ蛋白超家族的成

员，是一类富含半胱氨酸的分泌蛋白（ｃｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈｓｅ

ｃｒｅｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＣＲＩＳＰｓ）
［８］。ＣＡＰ蛋白超家族广泛

分布于多种生物腺体组织分泌液如哺乳动物精液、蛇

毒液、节肢动物唾液及植物分泌液中，在哺乳动物体内

被命名为ＣＲＩＳＰｓ蛋白家族，在植物体内名为Ｐｒ１蛋

白家族，在非哺乳动物组织中被称作Ａｎｔｉｇｅｎ５蛋白家

族［９］。到目前为止，关于哺乳动物ＣＲＩＳＰｓ的研究主

要集中在精子成熟、精卵融合以及人类疾病如前列腺

癌等方面［１０］。而在非哺乳动物中，Ａｎｔｉｇｅｎ５蛋白被发

现是毒液中强烈的变应原成分之一，也是刺叮昆虫毒

液中表达较丰富的蛋白成分之一［１１］，可对宿主造成严

重的变态反应［１２］。在蛇毒唾液腺中ＣＲＩＳＰ家族成员

可通过阻断Ｎａ
＋、Ｋ

＋、Ｃａ
２＋及环核苷酸门控通道发挥

阻断宿主与炎症反应的作用［１３］。

本实验室前期研究运用２Ｄ电泳技术构建了白纹

伊蚊雌蚊吸糖（ＳＦ）与吸血（ＢＦ）后唾液腺蛋白谱，经过

图谱比对，筛选到显著度大于２的蛋白点２６个。通过

质谱分析这些差异蛋白，发现其中一个蛋白多肽（编

号：１１８１）与Ｇｅｎｂａｎｋ中命名为Ａｎｔｉｇｅｎ５３蛋白（Ａｃ

ｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．：ｇｉ５６４１７４７２）同源，并在吸血组蛋白谱中

显著下调［１４］。因此推测该蛋白可能被吸血调控，并可

能会对宿主机体产生某种重要影响。通过对ＮＣＢＩ中

白纹伊蚊Ａｎｔｉｇｅｎ５蛋白家族进行搜索比对分析，发现

该家族在白纹伊蚊被注释的成员有４个，但其功能均

还未被解析。本研究拟对已筛选的白纹伊蚊 Ａｎｔｉ

ｇｅｎ５３（ＡｌｂＡＧ５３）蛋白的分子结构进行生物信息学

分析，并检测其在白纹伊蚊雌蚊、雄蚊中的表达情况以

及吸血前后的 ｍＲＮＡ表达量；通过果蝇真核表达体

系表达并纯化获得有活性的重组ＡｌｂＡＧ５３蛋白，为

进一步探索Ａｎｔｉｇｅｎ５３蛋白及Ａｎｔｉｇｅｎ５蛋白家族在

蚊唾液中的功能及其对宿主的作用奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　实验动物、载体、宿主菌和细胞　白纹伊蚊安顺

株（采用勺舀法采自贵州省安顺市地区的白纹伊蚊幼

虫，实验室饲养成蚊）为本实验室饲养。ＩＣＲ小鼠由贵

州医科大学实验动物中心提供。犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＤＨ

５ɑ由本实验室保存，ｐＭＤ１８ＴＶｅｃｔｏｒ载体购于日本

ＴａＫａＲａ公司；ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＨｉｓＡ载体购于美国Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；果蝇Ｓ２细胞购于上海傅恒细胞库，并

由本实验室保存传代。

·０４０１·
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１．２　主要试剂及仪器　ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐ
ＴＭ
ＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ

ｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ，ＴＢＧｒｅｅｎ
?
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

ＴＭ
Ⅱ，

Ｂｇ１Ⅱ、ＮｏｔⅠ限制性内切酶，ＧｅｌＬｏａｄｉｎｇＤｙｅ，Ｐｕｒｐｌｅ

（６×），ＥｘＴａｑ
?，Ｔ４ＤＮＡ连接酶，以及ＤＮＡ胶回收

试剂盒均购于日本ＴａＫａＲａ公司；去内毒素质粒提取

试剂 盒 采 购 于 美 国 Ｏｍｅｇａ 公 司；Ｔｒｉｚｏｌ 和 Ｘ

ｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ购于美

国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＥＣＬ化学发光检测试剂盒购

于爱必信生物科技有限公司；Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ果蝇细胞培养

基和胎牛血清（ＦＢＳ）购于美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＡｎｔｉＶ５

ｔａｇｐＡｂＨＲＰＤｉｒｅｃＴ购于日本 Ｍｅｄｉｃａｌ＆Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司；超滤管（１０ＫＤ）购于美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ

公司；Ｈｉｓ·Ｂａｎｄ? ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ购于美国 Ｍｅｒｃｋ

公司。荧光定量ＰＣＲ仪和多功能成像系统为美国

ＢＩＯＲＡＤ公司生产；ＰＣＲ扩增仪为德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司生产；ＭＣＯ１７ＡＩ细胞培养箱购于日本三洋公

司；ＨＦｓａｆｅ１２００生物安全柜购于香港力康发展有限

公司；Ａｌｌｅｇｅｒａ６４Ｒ冷冻高速离心机为美国 ＢＥＣＫ

ＭＡＮ公司生产。

２　方法

２．１　白纹伊蚊的饲养　蚊虫饲养条件为温度（２５±２）

℃，相对湿度（７５±５）％，光照周期为１４∶１０（Ｌ∶Ｄ）。

Ⅰ～Ⅳ龄幼虫采用牛肝粉喂养，成蚊采用１０％的糖水

喂养。

２．２　引物设计与合成　用筛选的蛋白多肽（编号：

１１８１）序列在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行ｔｂｌａｓｔｎ比对。

下载同源序列（ＡＹ８２６１０５．１）作为参考序列，采用

Ｐｒｉｍｅｒ３设计扩增全编码区序列的引物 ＡｌｂＡＧ５３

Ｆ１ （５′ＴＡＡＴＴＣＡＧＣＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＧＧＧ３′） 和

ＡｌｂＡＧ５３Ｒ１（５′ＴＧＧＧＴＴＴＧＡＴＡＡＴＣＧＡＣＴＧＣ

ＣＡ３′）。选择跨外显子且经验证无特异性扩增的引

物作为荧光定量ＰＣＲ引物检测 ＡｌｂＡＧ５３的表达

量。引 物 ＡｌｂＡＧ５３Ｆ２：５′ＣＣＡＡＧＣＡＴＧＧＴＧＧ

ＧＡＴＧＡＡＣ３′； ＡｌｂＡＧ５３Ｒ２： ５′ＴＴＴＧＡＴＡ

ＡＴＣＧＡＣＴＧＣＣＡＴＴＧＣ３′。采用白纹伊蚊ＲＰＳ６基

因为定量内参基因。引物 ＲＰＳ６Ｆ：５′ＧＡＡＧＴＴ

ＧＡＡＣＧＴＡＴＣ ＧＴＴＴＣ３′；ＲＰＳ６Ｒ：５′ＧＡＧＡＴＧ

ＧＴＣＡＧＣＧＧＴＧＡＴＴＴ３′。真核表达质粒构建引物

设计为不包括信号肽及终止子，并在上游加上Ｂｇ１Ⅱ

酶切位点（ＡＧＡＴＣＴ），下游加上 ＮｏｔⅠ酶切位点

（ＧＣＧＧＣＣＧＣ）及移位密码子（ＡＣ）序列。引物 Ａｌｂ

ＡＧ５３Ｆ：５′ＡＧＡＴＣＴＡＡＡＡＧＴＡＡＡＧＡＣＴＡＣＴＧ

ＣＡＧＴＧＣ３′；ＡｌｂＡＧ５３Ｒ：５′ＧＣＧＧＣＣＧＣＡＣＡＴ

ＣＡＣＡＣＡＡＣＧＡＴＴＴＧＴＡＡＧ３′。引物由生工生物

工程（上海）有限公司合成。

２．３　ＡｌｂＡＧ５３基因编码区全长序列的获得及生物

信息学分析　以白纹伊蚊整蚊总ＲＮＡ逆转录的ｃＤ

ＮＡ为模板，用ＡｌｂＡＧ５３Ｆ１、ＡｌｂＡＧ５３Ｒ１为引物

ＰＣＲ扩增ＡｌｂＡＧ５３的编码区全长序列，经１％琼脂

糖凝胶电泳检测后切胶回收，连接ｐＭＤ１８Ｔ克隆载

体，取ＰＣＲ鉴定片段大小正确的单克隆测序，采用生

物信息学在线分析软件Ｅｘｐａｓｙ中ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析编

码ＡｌｂＡＧ５３蛋白的理化性质，ＣｏｎｓｅｒｖｅｒｄＤｏｍａｉｎｓ

分析 ＡｌｂＡＧ５３ 保守结构域；Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ软件分析

ＡｌｂＡＧ５３蛋白亲疏水性；ＳｉｇｎａｌＰ分析 ＡｌｂＡＧ５３

蛋白的信号肽；ＴＭＨＭＭ 分析 ＡｌｂＡＧ５３蛋白的跨

膜结构。采用ＥｘＰａｓｙ中的ＳＯＰＭＡ分析ＡｌｂＡＧ５３

蛋白二级结构；运用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ和ＡｌｐｈａＦｏｌｄ分

析ＡｌｂＡＧ５３蛋白三级结构。

２．４　ＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡ表达分析　随机选择５日龄

白纹伊蚊雌蚊与雄蚊各５只，Ｔｒｉｚｏｌ法提取整蚊总

ＲＮＡ并逆转录为ｃＤＮＡ，以 ＡｌｂＡＧ５３Ｆ２和 Ａｌｂ

ＡＧ５３Ｒ２为引物进行荧光定量ＰＣＲ，ＲＰＳ６基因作为

内参基因，检测白纹伊蚊雌蚊与雄蚊中 ＡｌｂＡＧ５

３ｍＲＮＡ的相对表达量。同时随机选取吸糖和吸血后

（０ｈ）的５日龄雌性白纹伊蚊各１０只，分离唾液腺，提

取总ＲＮＡ，同法检测ＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡ的相对表达

量。

２．５　ＡｌｂＡＧ５３克隆质粒的构建　以ＡｌｂＡＧ５３Ｆ、

ＡｌｂＡＧ５３Ｒ为引物，以雌蚊整蚊ｃＤＮＡ为模板扩增

ＡｌｂＡＧ５３基因除信号肽以外的ＣＤＳ序列，１％琼脂

糖凝胶电泳鉴定目的片段。切胶回收并纯化目的片

段，与ｐＭＤ１８Ｔ载体４℃连接过夜，连接产物转化至

感受态细胞犈．犮狅犾犻ＤＨ５ɑ中，加入无Ａｍｐ
＋的ＬＢ液

体培养基，摇菌培养１ｈ后涂于含有Ａｍｐ
＋抗性的ＬＢ

固体平板上，３７℃培养１２ｈ，挑选单克隆扩大培养后

进行ＰＣＲ鉴定。经鉴定片段大小正确的单克隆接种

到含Ａｍｐ
＋抗性的５ｍＬＬＢ液体培养基中摇菌扩大

培养１２ｈ，收集菌液，抽提质粒，命名为ｐＭＤ１８Ｔ

ＡｌｂＡＧ５３。

２．６　ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３真核表达质粒的构建

　ｐＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３质粒和昆虫真核表达载体

ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＨｉｓＡ分别使用限制性内切酶Ｂｇ１Ⅱ、

ＮｏｔⅠ进行双酶切后加入 ＧｅｌＬｏａｄｉｎｇＤｙｅ和Ｐｕｒｐｌｅ

（６×）进行１％琼脂糖凝胶电泳分析，在正确位置切胶

回收目的片段。用胶回收试剂盒分别纯化目的片段和

载体，在Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下连接，构建表达载体，

转化至犈．犮狅犾犻ＤＨ５α中进行扩大培养（３７℃培养１２

ｈ）。挑选单克隆进行ＰＣＲ鉴定，片段大小正确的单克

隆委托华大基因公司测序，测序正确的克隆按１∶１００

接种到含Ａｍｐ
＋的５０ｍＬＬＢ液体培养基中扩大培养

１２ｈ，采用去内毒素的质粒提取试剂盒提取得到真核

·１４０１·
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表达质粒ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３，检测浓度后分

装，保存于８０℃备用。

２．７　真核表达重组ＡｌｂＡＧ５３蛋白　果蝇Ｓ２细胞

用含１０％ＦＢＳ的施耐德培养基（ＳＤＭ）在２８℃培养

至细胞铺板的９０％，吸取培养基轻轻吹打皿底，收集

细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１４ｃｍ）离心５ｍｉｎ，去掉

上清，用新鲜培养基重悬细胞，并调整细胞密度至５×

１０
６ 个／ｍＬ备用。预先在６孔板中每孔加入２ｍＬ培

养基，将细胞吹打均匀后以每孔２００μＬ加入至６孔板

中，轻轻摇晃使细胞铺匀，待细胞生长至覆盖孔底部

７０％时开始转染。转染前以每孔２００μＬＳＤＭ 培养

基、２μｇｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３质粒、６μＬ的转染

试剂 ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ

制成混合液，轻轻震荡混匀，静置３０ｍｉｎ后加入到６

孔板中，２８℃培养１２～１４ｈ，更换为５００μｍｏｌ／Ｌ的

ＣｕＳＯ４ 诱导培养基，培养７２ｈ后收集上清液。取含

ＡｌｂＡＧ５３蛋白的上清液，经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后

转膜，使用Ｖ５标签抗体（１∶３０００）进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，

使用ＥＣＬ显色后拍照。

２．８　真核表达重组ＡｌｂＡＧ５３蛋白的纯化及鉴定　

使用１０ｋｕ超滤管将培养基上清浓缩至５ｍＬ后上

ＮｉＩＤＡＡｇａｒｏｓｅ蛋白纯化柱
［１５］，依次用１００、１５０、

２００、２５０、３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱蛋白，并根据洗脱液

中蛋白浓度调整咪唑浓度，以确定 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ和洗

脱液中咪唑的最佳浓度。使用１×ＰＢＳ置换１０ｋｕ超

滤管中由咪唑洗脱的蛋白，此过程重复３次，以充分去

除蛋白中的咪唑，最后再次使用１０ｋｕ超滤管将蛋白

浓缩至１ｍＬ。用ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定蛋

白是纯化情况。纯化蛋白测定浓度后分装，每管５０

ｍＬ，保存于８０℃。

２．９　统计学分析　计量资料数据用狓±ｓ表示，组间

比较采用独立样本狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

结　果

１　犃犾犫犃犌５３基因生物信息学分析

１．１　ＡｌｂＡＧ５３基因编码蛋白的理化性质　获得的

ＡｌｂＡＧ５３基因ＣＤＳ区序列全长７６８ｂｐ，编码２５５个

氨基酸，经与参考序列（Ｇｅｎｂａｎｋ：ＡＹ８２６１０５．１）比对，

一致性为１００％。利用生物信息学在线软件 ＴＭ

ＨＭＭ分析 ＡｌｂＡＧ５３蛋白的跨膜结构，结果显示

ＡｌｂＡＧ５３无跨膜区域（图１Ａ）。利用ＳｉｇｎａｌＰ预测

信号肽位置，结果显示 ＡｌｂＡＧ５３中含有信号肽，其

信号肽剪切位置出现在２０２１位氨基酸处（图１Ｂ），故

ＡｌｂＡＧ５３属于分泌型蛋白。因此，真核表达载体构

建引物从第２１位氨基酸位点开始。

Ａ　ＡｌｂＡＧ５３蛋白跨膜区预测　Ｂ　ＡｌｂＡＧ５３蛋白信号肽预测

图１　犃犾犫犃犌５３蛋白跨膜区及信号肽预测

Ａ　ＴｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＡｌｂＡＧ５３ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂ　

ＳｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＡｌｂＡＧ５３ｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．１　犉狌狀犮狋犻狅狀狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犃犾犫犃犌５３狆狉狅狋犲犻狀

用于真核表达的序列为去信号肽、终止子后的序

列，全长为７０５ｂｐ，编码２３５个氨基酸。利用生物信息

学在线分析软件Ｅｘｐａｓｙ分析ＡｌｂＡＧ５３蛋白的理化

性质。其分子质量为２７．２２５０１ｋｕ，原子总数为３７３９

个，分子式为Ｃ１１９８Ｈ１８３４Ｎ３３２Ｏ３５４Ｓ２１，碱基数７０５ｂｐ，氨

基酸数２３５个，其中含赖氨酸（Ｌｙｓ）３０个、丝氨酸

（Ｓｅｒ）２３个、酪氨酸（Ｔｙｒ）１５个、天冬氨酸（Ａｓｐ）１５个、

丙氨酸（Ａｌａ）１４个、半胱氨酸（Ｃｙｓ）１２个。正电荷数

４０个，带负电荷的残基总数２６个，带正电荷残基总数

３８个，等电点９．０６，为碱性蛋白。亲水性总平均值为

０．８５２，为亲水性氨基酸。在２８０ｎｍ处的消光系数为

５５３５０，在体外哺乳动物红细胞中的半衰期为１．３ｈ，

不稳定系数４２．４５（＞４０），属于不稳定蛋白（图２）。

１．２　ＡｌｂＡＧ５３基因编码蛋白的二、三级结构　利用

Ｅｘｐａｓｙ中ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎ对ＡｌｂＡＧ５３基因编码

蛋白的保守结构域进行预测。结果显示，ＡｌｂＡＧ５３

蛋白含有典型的ＣＡＰ保守结构域（图３）。利用在线

工具ＳＯＰＭＡ对ＡｌｂＡＧ５３基因的ＣＤＳ编码蛋白的

二级结构进行预测，无规则卷曲（ｃ）占５０．２％，ɑ螺旋

（ｈ）占３６．４７％，延伸链（ｅ）占１１．７６％，β转角（ｔ）占

１．５７％（图４）。利用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ及 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ

在线软件预测 ＡｌｂＡＧ５３基因编码蛋白的三维结构

模型，结果显示两种软件所预测的三维结构模型大致

相同，即由３个大的ɑ螺旋和３个β折叠组成，具有

ＣＡＰ超家族经典的ɑβɑ三明治结构域。但在 Ｎ端

结构预测略有不同，ＡｌｐｈａＦｏｌｄ显示出在 Ｎ端有两个

小的ɑ螺旋存在，而ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ预测无此结构

（图５）。

·２４０１·

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
　
２０２３年０９月　第１８卷第０９期

Ｓｅｐ．２０２３，　Ｖｏｌ．１８，Ｎｏ．０９



　　Ａ　真核表达 ＡｌｂＡＧ５３蛋白的氨基酸组成　Ｂ　真核表达 Ａｌｂ

ＡＧ５３蛋白亲疏水性分析

图２　犃犾犫犃犌５３蛋白的氨基酸组成及亲疏水性分析

Ａ　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｌｂＡＧ５３

ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂ　ＨｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＡｌｂＡＧ５３

ｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．２　犘犺狔狊犻犮狅犮犺犲犿犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲狌犽犪狉狔狅狋犻犮

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀狅犳犃犾犫犃犌５３狊犲狇狌犲狀犮犲

图３　犃犾犫犃犌５３蛋白保守结构域预测

犉犻犵．３　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犮狅狀狊犲狉狏犲犱犱狅犿犪犻狀狅犳犃犾犫犃犌５３狆狉狅狋犲犻狀

注：ｃ为无规则卷曲；ｔ为β转角；ｈ为ɑ螺旋；ｅ为延伸链。

图４　犛犗犘犕犃软件预测犃犾犫犃犌５３蛋白二级结构

Ｎｏｔｅｓ：ｃ　ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ；　ｔ　ｂｔｕｒｎ；　ｈ　ａｈｅｌｉｘ；　ｅ　ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ

犉犻犵．４　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犃犾犫犃犌５３狆狉狅狋犲犻狀犫狔

犛犗犘犕犃狊狅犳狋狑犪狉犲

２　犃犾犫犃犌５３犿犚犖犃在白纹伊蚊中的表达分析

提取５日龄白纹伊蚊雌蚊与雄蚊整蚊总ＲＮＡ，采

用实时荧光定量ＰＣＲ检测ＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡ相对表

达量。结果显示，ＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡ在雌蚊成蚊中的

表达量显著高于雄蚊（犘＜０．０５）（图６Ａ）。提取吸糖

和吸血后蚊唾液腺总ＲＮＡ，实时荧光定量ＰＣＲ检测

显示蚊虫吸血后ＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡ的表达量显著下

调（犘＜０．０５）（图６Ｂ）。

　　Ａ　ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ软件预测的 ＡｌｂＡＧ５３蛋白三级结构（红色

为ɑβɑ结构域，绿色为 Ｎ端，紫色为Ｃ端）　Ｂ　ＡｌｐｈａＦｏｌｄ软件预测

的ＡｌｂＡＧ５３蛋白三级结构

图５　犃犾犫犃犌５３蛋白三级结构预测

Ａ　ＴｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＡｌｂＡＧ５３ｐｒｏｔｅｉｎｂｙＳＷＩＳＳ

ＭＯＤＥＬｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｔｈｅɑβɑｄｏｍａｉｎｉｓｒｅｄ，ｔｈｅｎｔｅｒｍｉｎａｌｉｓｇｒｅｅｎ，ａｎｄ

ｔｈｅＣｔｅｒｍｉｎａｌｉｓｐｕｒｐｌｅ）　Ｂ　ＴｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＡｌｂ

ＡＧ５３ｐｒｏｔｅｉｎｂｙＡｌｐｈａＦｏｌｄｓｏｆｔｗａｒｅ

犉犻犵．５　犜犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犃犾犫犃犌５３狆狉狅狋犲犻狀

　　Ａ　ｑＲＴＰＣＲ检测白纹伊蚊雌蚊和雄蚊中ＡｌｂＡＧ５３的相对表达

量　Ｂ　ｑＲＴＰＣＲ检测吸糖、吸血后ＡｌｂＡＧ５３的相对表达量。

注：组间比较，ａ犘＜０．０５；
ｂ
犘＜０．０１。

图６　白纹伊蚊唾液蛋白犃犾犫犃犌５３的表达分析

Ａ　ｑＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｌｂＡＧ５３ｉｎ

ｆｅｍａｌｅａｎｄｍａｌｅＡｅｄｅｓａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ　Ｂ　ｑＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ

ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｌｂＡＧ５３ａｆｔｅｒｓｕｃｋｉｎｇｓｕｇａｒａｎｄｂｌｏｏｄ．

Ｎｏｔｅｓ：
ａ
犘＜０．０５；

ｂ
犘＜０．０１．

犉犻犵．６　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊犪犾犻狏犪狉狔狆狉狅狋犲犻狀犃犾犫犃犌５３

犻狀犃．犪犾犫狅狆犻犮狋狌狊

３　重组克隆质粒狆犕犇１８犜犃犾犫犃犌５３的构建与鉴定

以雌蚊整蚊总ｃＤＮＡ 为模板，采用引物 Ａｌｂ

ＡＧ５３Ｆ、ＡｌｂＡＧ５３Ｒ扩增出不包含 ＡｌｂＡＧ５３信

号肽的目的基因片段，经１％琼脂糖凝胶电泳后（图

７Ａ）切胶回收ＤＮＡ片段，与ｐＭＤ１８Ｔ克隆载体连接

后转化至犈．犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细胞中进行克隆扩增，

取菌液进行ＰＣＲ鉴定并测序（图７Ｂ），测序结果与参

·３４０１·
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考序列（ＡＹ８２６１０５．１）比对，相似性为１００％（图８），即

在氨基酸水平上未发生突变，重组克隆质粒ｐＭＤ

１８ＴＡｌｂＡＧ５３构建正确。

　　Ａ　ＡｌｂＡＧ５３基因ＰＣＲ扩增　Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１～

４　ＡｌｂＡＧ５３基因 ＰＣＲ产物　Ｂ　ｐＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３重组质粒

ＰＣＲ扩增　Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１～３　ｐＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３

重组质粒ＰＣＲ产物

图７　犃犾犫犃犌５３编码基因犘犆犚扩增与狆犕犇１８犜犃犾犫犃犌５３

质粒的犘犆犚鉴定

Ａ　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＡｌｂＡＧ５３ｇｅｎｅ　Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋ

ｅｒ（ＤＬ２０００）　１４　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＡｌｂＡＧ５３ｇｅｎｅＢＰＣＲ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｏｆＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ　Ｍ　

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１３　ｐＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓ

ｍｉｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．７　犃犮狇狌犻狊犻狋犻狅狀狅犳犃犾犫犃犌５３狋犪狉犵犲狋犵犲狀犲犪狀犱狆犕犇１８犜犃犾犫

犃犌５３犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犫狔犘犆犚

图８　白纹伊蚊犃犾犫犃犌５３真核表达蛋白序列与参考序列比对

犉犻犵．８　犅犔犃犛犜狉犲狊狌犾狋犫犲狋狑犲犲狀犃犾犫犃犌５３犲狌犽犪狉狔狅狋犻犮犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

狆狉狅狋犲犻狀狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犃．犪犾犫狅狆犻犮狋狌狊犪狀犱狋犺犲狉犲犳犲狉犲狀犮犲狊犲狇狌犲狀犮犲

４　狆犕犜／犅犻犘／犞５犃犾犫犃犌５３真核质粒的鉴定

获得的ｐＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３重组克隆质粒用限

制性内切酶Ｂｇ１Ⅱ、ＮｏｔⅠ进行双酶切后进行１％琼脂

糖凝胶电泳分析，片段大小在７５０ｂｐ左右，与目的片

段大小相符 （图 ９Ａ）。获得的 ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５Ａｌｂ

ＡＧ５３重组表达质粒经ＰＣＲ鉴定，片段大小合适（图

９Ｂ）。对ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３重新测序，确证序

列正确无突变后抽提质粒，纯化去内毒素后分装，２

ｍｇ／管。

５　狆犕犜／犅犻犘／犞５犃犾犫犃犌５３真核重组蛋白的诱导表

达

将真核重组表达质粒ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３

转染至果蝇Ｓ２细胞中，经ＣｕＳＯ４ 诱导后收取上清液

进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，在２５～３５ｋｕ处无明显蛋白条

带（图１０Ａ）；转膜采用Ｖ５标签抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测，反应条带位于３０ｋｕ处（图１０Ｂ），表达蛋白与

ＡｌｂＡＧ５３的预期分子质量大小相同。

　　Ａ　ｐＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３重组质粒双酶切鉴定　Ｍ　ＤＮＡ标志

物（ＤＬ２０００）ＡＧ５３ｐＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３质粒犅犵１Ⅱ＋犖狅狋Ⅰ双酶切

　Ｂ　ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３重组表达真核质粒ＰＣＲ鉴定　Ｍ　

ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１～４　ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３重组表达真

核质粒ＰＣＲ产物

图９　狆犕犇１８犜犃犾犫犃犌５３克隆质粒的双酶切鉴定与狆犕犜／犅犻犘

／犞５犃犾犫犃犌５３表达质粒的犘犆犚鉴定

Ａ　ＤｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆＰＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

　Ｍ　ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）ＡＧ５３ＰＭＤ１８ＴＡｌｂＡＧ５３ｐｌａｓｍｉｄ

ｗａｓｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犵１Ⅱ＋犖狅狋ⅠｅｎｚｙｍｅＢＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＭＴＢｉＰＶ５ＡｌｂＡＧ５３ｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ　Ｍ　ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１４　ｐＭＴＢｉＰＶ５ＡｌｂＡＧ５３ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘ

ｐｒｅｓｓｅｄｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｐｌａｓｍｉｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲ

犉犻犵．９　犇狅狌犫犾犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳狆犕犇１８犜犃犾犫犃犌５３犮犾狅狀犲狆犾犪狊犿犻犱

犪狀犱犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犕犜／犅犻犘／犞５犃犾犫犃犌５３

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犾犪狊犿犻犱

图１０　真核表达蛋白犃犾犫犃犌５３的犛犇犛犘犃犌犈分析（犃）

及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定（犅）

犉犻犵．１０　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊（犃）犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀（犅）

狅犳犲狌犽犪狉狔狅狋犻犮犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀犃犾犫犃犌５３

６　犃犾犫犃犌５３真核重组蛋白的纯化

经鉴定后的 ＡｌｂＡＧ５３真核重组蛋白上清液采

用１０ｋｕ超滤管浓缩后进行 ＮｉＩＤＡＡｇａｒｏｓｅ柱层析

纯化，收集洗脱液进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ。结果显示，纯化

洗脱过程中的 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ，１５０、２００、２５０、３００ｍｍｏｌ／

Ｌ咪唑洗脱缓冲液中都含有目的蛋白，其中 Ｗａｓｈ

Ｂｕｆｆｅｒ中蛋白含量较高，３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液中

蛋白含量较低，１００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑中未检测到目的蛋

白（图１１）。由于原 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ中含有６０ｍｍｏｌ／Ｌ

咪唑，因此将 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ中咪唑浓度调整为３０、４０、

５０ｍｍｏｌ／Ｌ后检测流出液中目的蛋白的量。Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ显示，当 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ中咪唑浓度稀释为 ３０

·４４０１·
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ｍｍｏｌ／Ｌ时反应条带较浅，即洗下的目的蛋白较少（图

１２）。因此确定蛋白纯化均采用 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ咪唑浓

度为３０ｍｍｏｌ／Ｌ，洗脱缓冲液采用３００ｍｍｏｌ／Ｌ。纯

化收集的蛋白溶液经１０ｋｕＵｔｕｂｅ超滤浓缩管进行

浓缩脱盐，测定蛋白浓度后分装，每管５０μＬ，保存于

８０℃。

　　Ｍ　彩虹１８０广谱蛋白标志物　１　ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ　２　洗脱缓冲液

（１００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）　３　洗脱缓冲液（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）　４　洗脱缓

冲液（２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）　５　洗脱缓冲液（２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）　６　洗

脱缓冲液（３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）　７　ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ　８　蛋白上纯化柱

后的流出液　９　蛋白纯化前上超滤管后的流出液

图１１　纯化蛋白犃犾犫犃犌５３的犛犇犛犘犃犌犈分析（犃）

及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定（犅）

Ｍ　Ｒａｉｎｂｏｗ１８０ｂｒｏａｄｓｐｅｃｔｒｕｍｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１　ＷａｓｈＢｕｆｆ

ｅｒ　２　ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（１００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）　３　ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ

（１５０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）　４　ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（２００ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）

　５　ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（２５０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）　６　ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（３００

ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）　７　ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ）　８　Ｅｆｆｌｕｅｎｔ

ｆｒｏｍｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｔｕｂｅｂｅｆｏｒｅｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　９　Ｅｆｆｌｕｅｎｔａｆｔｅｒ

ｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｌｏａｄｅｄｏｎＵｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｔｕｂｅ

犉犻犵．１１　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狅犳狆狌狉犻犳犻犲犱狆狉狅狋犲犻狀犃犾犫犃犌５３

讨　论

蚊唾液会引起宿主的炎症反应。宿主被除去唾液

腺的蚊虫叮咬后，叮咬部位没有了皮肤反应［１６］。蚊唾

液是由复杂的生物活性物质组成，如埃及伊蚊雌蚊唾

液腺中鉴定出１２０８种蛋白质，这些蛋白质绝大多数

注释并不明晰，其中有２３８个蛋白质甚至没有归类到

任何分子功能中［５］。本研究对前期发现的一个白纹伊

蚊唾液腺蛋白ＡｌｂＡＧ５３进行克隆，并采用生物信息

学方法对白纹伊蚊唾液蛋白ＡｌｂＡＧ５３进行分析，证

实其是一种较不稳定的分泌型蛋白。该蛋白具有

ＣＡＰ保守结构域，蛋白结构主要以无规则卷曲、ɑ螺

旋、β转角为主。构建的蛋白质三维结构模型可看出

其具有典型的ＣＡＰ超家族结构中的 Ｎ端ＰＲ１结构

域，但缺少Ｃ端的ＣＲＤ结构域。ＡｌｂＡＧ５３蛋白含

半胱氨酸１２个，比经典的１６个保守半胱氨酸残基少

４个。根据结构分析，该４个缺失的半胱氨酸残基正

好分布于缺失的ＣＲＤ结构域区域
［１７］。ＣＲＤ结构域

是哺乳动物 ＣＲＩＳＰｓ蛋白家族所特有的保守结构

域［１８］，因此推测蚊唾液蛋白ＡｌｂＡＧ５３在功能上与经

典的ＣＡＰ超家族成员会有所差别。

　　Ｍ　彩虹１８０广谱蛋白标志物　１　ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（３０ｍｍｏｌ／Ｌ咪

唑）　２　ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（４０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）　３　ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／

Ｌ咪唑）　４　ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（６０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）

图１２　纯化蛋白犃犾犫犃犌５３的 犠犪狊犺犫狌犳犳犲狉浓度优化

Ｍ　Ｒａｉｎｂｏｗ１８０ｂｒｏａｄｓｐｅｃｔｒｕｍｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１　ＷａｓｈＢｕｆｆ

ｅｒ（３０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）　２　ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（４０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）　

３　ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ／Ｌｉｍｉｄａｚｏｌｅ）　４　ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（６０ｍｍｏｌ／Ｌ

ｉｍｉｄａｚｏｌｅ）

犉犻犵．１２　犠犪狊犺犅狌犳犳犲狉犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳狆狌狉犻犳犻犲犱狆狉狅狋犲犻狀犃犾犫犃犌５３

狑犪狊犻狀狏犲狊狋犻犵犪狋犲犱

ＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡ检测显示，该基因在吸血后表

达量显著下调，这与ＡｌｂＡＧ５３蛋白在吸血后蚊唾液

腺中下调［１４］的结果一致，说明白纹伊蚊唾液腺分泌蛋

白ＡｌｂＡＧ５３吸血后下降是由ＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡ表

达下调所致。ＡｌｂＡＧ５３ｍＲＮＡ在雌蚊中表达量显

著高于雌蚊，而吸血行为雌蚊所特有，因此推测 Ａｌｂ

ＡＧ５３蛋白可能与吸血行为密切相关。Ｓｕｎ等
［１９］报

道，埃及伊蚊Ａｎｔｉｇｅｎ５家族成员ＡａＶＡ１可通过自噬

促进登革和寨卡病毒对ＴＨＰ１细胞的入侵，同时可加

重由登革病毒引起的 ＡＧ６免疫缺陷鼠的病毒血症。

与吸血功能相关的白纹伊蚊 ＡｌｂＡＧ５３蛋白是否具

有相似功能尚不清楚。

为了进一步探究ＡｌｂＡＧ５３蛋白的功能，本研究

利用ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＨｉｓＡ载体构建了真核表达质粒

ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＡｌｂＡＧ５３，并通过果蝇Ｓ２真核表达

体系表达了带 Ｈｉｓ标签的 ＡｌｂＡＧ５３重组蛋白。因

ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５ＨｉｓＡ载体含有ＢｉＰ信号肽，可使重组

蛋白以分泌型表达，因此直接收集细胞培养基上清并

进行纯化即可获得目的蛋白。但同时发现在对真核表

·５４０１·
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达的蛋白量相对较少，因此需要对收集到的蛋白上清

液进行浓缩后再纯化。

镍柱亲和层析是常用的活性蛋白纯化方法，通常

通过一步处理就能获得高纯度的蛋白质。本研究对表

达蛋白纯化过程中的各部分流出液进行ＳＤＳＰＡＧＥ

和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，发现在柱前浓缩流出液中无目

的蛋白，说明目的蛋白被截留在超滤管中浓缩。Ｗａｓｈ

Ｂｕｆｆｅｒ洗液及不同浓度咪唑洗脱液中均含有目的蛋

白，且随着咪唑浓度的升高目的蛋白的洗脱效率也逐

渐升高。由于 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ中含有６０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，

推测可能该浓度的咪唑对目的蛋白来说较高，需要进

一步优化。当 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ中咪唑浓度降低到３０

ｍｍｏｌ／Ｌ时，目的蛋白流出显著减少。

Ｃｉｆｕｅｎｔｅｓ等
［２０］发现在不同的吸血节肢动物中，

Ａｎｔｉｇｅｎ５相关蛋白能够调节宿主的免疫系统，诱导机

体产生炎症反应。Ｗａｎｇ等
［２１］研究发现，富含半胱氨

酸的分泌蛋白可激活 ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ信号通路调节

机体发生炎症反应，从而诱导细胞间黏附分子１（ｉｎ

ｔｅｒｃｅｌｌｕａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、血管黏附分

子（ｖａｓｃｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＶＣＡＭ１）及Ｅ选择

素（Ｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）表达。Ｔａｄｏｋｏｒｏ等
［１７］报道在蛇及七

鳃鳗等唾液腺中的Ａｎｔｉｇｅｎ５家族蛋白可通过与Ｃｕ
２＋

相互作用抑制胶原诱导血小板聚集，从而减少炎症作

用。因此，当富含半胱氨酸的分泌蛋白ＡｌｂＡＧ５３作

为外源蛋白作用于宿主是否会诱导机体产生炎症反

应、调控蚊媒病毒复制以及该基因在唾液腺中又是如

何被调控的需要进一步去探究。ＡｌｂＡＧ５３蛋白属于

分泌蛋白，而Ｓ２细胞具有独特的蛋白质分泌调节能

力［２２］，因此，该蛋白在果蝇Ｓ２细胞中真核表达，能够

保留该蛋白原有的生物学性质。同时，去内毒素试剂

盒提取的真核质粒表达后具有特异性且对细胞无毒性

作用。镍柱亲和层析纯化后获得单一的 ＡｌｂＡＧ５３

蛋白，为该蛋白的功能研究奠定了基础。
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ａｔｅｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｃｒｅｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｉｃｕｌｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏ

ｔｅｉｎｓｉｎｄｒｏｓｏｐｈｉｌａＳ２ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｉｏｅｎｇＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０２２，１０：

８７１９３３．
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