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细粒棘球绦虫乳酸脱氢酶基因的生物信息学分析

及原核表达
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／新疆农垦科学院畜牧兽医研究所；３．石河子大学动物科技学院）

【摘要】　目的　了解细粒棘球绦虫的乳酸脱氢酶蛋白基因的生物信息学特性，并进行原核表达。　方法　利用 ＮＣＢＩ

网站登录的细粒棘球绦虫乳酸脱氢酶基因序列设计特异性引物和ｑＲＴＰＣＲ引物，使用ＰＣＲ扩增细粒棘球绦虫乳酸脱

氢酶基因，使用荧光定量法检测细粒棘球绦虫乳酸脱氢酶在不同发育阶段的相对表达量，使用生物信息学软件对细粒棘

球绦虫乳酸脱氢酶蛋白进行分析；构建重组ｐＥＴ２８ａＥｇＬｄｈ质粒，转进大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，利用ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测蛋白的表达，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对蛋白进行免疫原性分析；利用原核表达重组ｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨ蛋白免疫

小鼠制备多克隆抗体，通过间接免疫荧光分析其在虫体上的分布。　结果　生物信息学分析发现 ＥｇＬＤＨ全长９９６ｂｐ，

编码３３１个氨基酸，分子式为Ｃ１５７５Ｈ２５６１Ｎ４２５Ｏ４７０Ｓ１７，相对分子质量为３５５１６．２５，理论等电点为６．３２，不稳定指数为

２７．９６，显示为稳定蛋白，脂肪系数为１０６．８３，亲水性为０．２３６，为疏水性蛋白，有１３个潜在的Ｂ细胞抗原表位；通过双酶

切鉴定及测序分析证明，ｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨ重组质粒构建成功。重组质粒ｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨ转化大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）

感受态细胞后使用ＩＰＴＧ成功诱导表达蛋白，分子质量约为４０ｋｕ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，重组蛋白能被感染棘球蚴的

犬阳性血清识别，表明其均具有良好的反应原性。ＥｇＬＤＨ在细粒棘球绦虫阶段的相对转录水平显著高于原头蚴阶段。

间接免疫荧光分析显示其定位在原头蚴的表皮层。　结论　ｒＥｇＬＤＨ具有较好的免疫活性，是一种潜在的疫苗候选抗

原。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊；ＥｇＬＤＨｇｅｎｅ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ；ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　细粒棘球蚴病是由细粒棘球绦虫（犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狅狊

犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊）的中绦期幼虫引起的一种地方性、自然疫

源性人兽共患病，幼虫主要寄生于人和动物肝脏和肺

脏，对机体造成较大损伤［１］。细粒棘球蚴病呈世界性

分布，我国特别是西北地区农牧民和动物深受细粒棘

球绦虫病危害严重［２］。细粒棘球绦虫卵污染环境或食

物，被牛、羊等中间宿主摄入，在体内移行至肝脏或肺

脏等器官内形成包囊，被犬、狼等终末宿主食入后在小

肠发育为成虫，虫卵随成熟的节片排出体外［３］。目前，

细粒棘球蚴病尚无特效药，病人多采用手术摘除，但易

复发和产生后遗症。疫苗免疫是预防细粒棘球蚴病的

重要手段，具有安全性高、残留少、无休药期和适宜推

广等优点［４］。目前研究较为成熟的细粒棘球蚴病疫苗

抗原主要有 Ｅｇ９５，还有 ＥｇＡ３１、ＥｇＭ、ＥｇＴｐｘ、及

ＴＳＰ３等抗原需进一步验证其有效性
［５］。

细粒棘球绦虫无消化系统以及呼吸系统，能量代

谢主要依赖发生于表皮层的无氧糖酵解途径［６］。乳酸

脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）是寄生蠕虫的

重要功能酶之一，参与糖类的无氧酵解反应，主要作用

为催化丙酮酸和乳酸的相互转化，释放能量保证虫体

所需，还可防止乳酸堆积，造成虫体损伤的作用［７］。陈

祖云等［８］研究发现吡喹酮和苯并咪唑类药物可直接作

用于亚洲带绦虫乳酸脱氢酶，乳酸脱氢酶可作为抗亚

洲带绦虫药物作用的靶标分子。有研究表明通过对弓

形虫乳酸脱氢酶基因敲除发现体外培养的弓形虫发育

减慢，也可使小鼠模型的弓形虫囊肿的发育减缓［９］，说

明弓形虫乳酸脱氢酶对于弓形虫生长发育有着至关重

要的的作用。Ｗｉｌｌｉａｍ等
［１０］通过建立了一种新的用于

微小孢子虫的靶向基因敲除的方法并使用该方法成功

敲除了微小孢子虫的乳酸脱氢酶基因，而且观察到微

小隐孢子虫在体外培养５６ｈ时，实验组微小隐孢子虫

生长发育情况显著低于空白对照组微小隐孢子虫，进

一步证明乳酸脱氢酶对于微小隐孢子虫的生长发育具

有重要作用，Ｌｉ等
［１１］通过针对微小隐孢子虫乳酸脱氢

酶蛋白筛选出能够抑制微小隐孢子虫乳酸脱氢酶蛋白

活性的抑制剂，应用于微小隐孢子虫感染鼠模型，发现

可以防止肠绒毛萎缩以及微小隐孢子虫引起的粘膜侵

蚀。上述研究均提示乳酸脱氢酶是体内寄生虫生长发

育过程不可缺少的关键酶。

为进一步了解细粒棘球绦虫乳酸脱氢酶在其发育

过程中所发挥的生物学功能作用，本研究对 ＮＣＢＩ数

据库中已公布的细粒棘球绦虫乳酸脱氢酶（ＥｇＬＤＨ）

基因进行生物信息学分析、分子克隆和重组蛋白表达，

鉴定其蛋白在原头蚴阶段的定位情况，以期为解析

ＥｇＬＤＨ基因在细粒棘球绦虫寄生时所发挥的生物学

功能以及为细粒棘球蚴病疫苗研发提供基础数据。

材料与方法

１　材料及主要试剂

细粒棘球绦虫成虫由省部共建绵羊遗传改良与健

康养殖国家重点实验室提供，原头蚴自新疆石河子市

某牛羊屠宰场患棘球蚴病的病羊肝脏中收集。大肠埃

希菌ＤＨ５α及ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞、质粒提取试剂

盒、琼脂 糖凝 胶 ＤＮＡ 回收 试剂 盒、２×ＴａｑＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘⅡ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒＩＩＩ等均购自天根生化科

技（北京）有限公司；ｐＭＤ１９Ｔ、ｐＥＴ２８ａ（＋）载体、

ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ均购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公

司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限制性核酸内

切酶ＥＣＯＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ、５×ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液

等均购自ＴａＫａＲａ公司；广谱彩虹预染蛋白质分子质

量标准、反转录试剂盒、ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ凝胶制备

试剂盒等均购自康为世纪生物科技有限公司；牛血清

白蛋白（ＢＳＡ）、ＤＡＰＩ、ＦＩＴＣ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ、

ＨＲＰ标记的兔抗犬ＩｇＧ等均购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ（北京）公

司；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
?
９６系统购自罗氏诊断产品（上海）有

限公司；激光共聚焦显微镜购自日本 Ｎｉｋｏｎ公司感

·６５５·

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
　
２０２４年５月　第１９卷第５期

Ｍａｙ２０２４，　Ｖｏｌ．１９，Ｎｏ．５



染；患棘球蚴病的犬阳性血清为省部共建绵羊遗传改

良与健康养殖国家重点实验室制备并保存。

２　方法

２．１　引物设计　在ＮＣＢＩ数据库中，下载细粒棘球绦

虫ＥｇＬＤＨ（序列登录号：ＨＭ７４８９１７）基因序列，采用

Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计ＰＣＲ引物，下划线部分为ＥｃｏＲＩ

和 ＨｉｎｄＩＩＩ酶切位点（见表１）；采用Ｐｒｉｍｅｒ３Ｐｌｕｓ在

线软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｒｉｍｅｒ３ｐｌｕｓ．ｃｏｍ／）设计ｑＲＴ

ＰＣＲ引物，参照文献
［１２］设计细粒棘球绦虫甘油醛３

磷 酸 脱 氢 酶 （ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ，序 列 登 录 号 （ＸＭ ＿

０２４４９４５７４）基因为ｑＲＴＰＣＲ内参引物，引物均由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成（表１）。

表１　细粒棘球绦虫犈犵犔犇犎的引物信息

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀犳狅狉犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊犈犵犔犇犎

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

目的片段大小

Ｔａｒｇｅｔｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ

ＥｇＬＤＨＦ ＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＴＧＴＧＧＡＧＧＧＧＴＴＧ

ＥｇＬＤＨＲ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＴＧＡＴＧＣＣＴＧＣＧＡＴＡＡＴ
９９６ｂｐ

ｑＥｇＬＤＨＦ ＡＧＴＴＡＡＧＣＧＧＣＴＴＴＣＣＡＣＡＧ

ｑＥｇＬＤＨＲ ＣＡＡＣＧＧＴＣＡＣＣＣＴＡＣＴＣＣＡＴ

１７４ｂｐ

ｑＧＡＰＤＨＦ ＣＧＣＡＴＣＧＧＴＣＧＴＣＴＴＧＴＧＴＴ

ｑＧＡＰＤＨＲ ＣＧＧＴＡＡＴＣＣＴＧＴＧＧＣＴＧＴＣＡＡＴ
１９０ｂｐ

２．２　ＥｇＬＤＨ基因的克隆　利用ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ按照

提取细粒棘球绦虫成虫和与原头蚴总ＲＮＡ并反转录

为 ｃＤＮＡ，以 其 为 模 板，利 用 ＥｇＬＤＨＦ／Ｒ 扩 增

ＥｇＬＤＨ基因。ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：２×ＴａｑＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘⅡ１０μＬ，上、下游引物各０．５μＬ，ｃＤＮＡ

模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变

性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６２℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０

ｓ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。经１．５％琼脂糖凝

胶电泳检测后回收目的片段。

将回收的目的片段连接ｐＭＤ１９Ｔ载体质粒得到

重组质粒ｐＭＤ１９ＴＥｇＬＤＨ，将重组质粒转化大肠埃

希菌ＤＨ５α感受态细胞后涂布至含ＡＭＰ的ＬＢ固体

培养基，３７℃过夜培养，挑取单菌落于含 ＡＭＰ抗性

的１ｍＬＬＢ液体培养基，３７℃培养４ｈ后进行菌液

ＰＣＲ验证，ＰＣＲ反应体系相同，对阳性菌液进行保菌

和提取重组质粒，重组质粒送至生工生物工程（上海）

股份有限公司进行测序。

２．３　ＥｇＬＤＨ基因　在虫体不同发育阶段的表达差

异反应体系为：２×ＣｈａｍＱ ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，内参引物ＧＡＰＤＨＦ和ＧＡＰＤＨ

Ｒ各１μＬ，模板（原头蚴、成虫ｃＤＮＡ）２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７

μＬ。每个模板设置３次重复，反应条件为：９５℃预变

性６００ｓ；９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共４５个循

环；其他按系统默认参数运行。对结果采用２
ΔΔＣｔ 法

进行分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２．４　ＥｇＬＤＨ蛋白的生物信息学　分析利用ＥｘＰＡＳｙ

系统中的ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线程序（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．

ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析蛋白理化性质；利用 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ

在线软件预测蛋白进行亲疏水性；使用 Ｍｅｇａ７．０软

件［１３］，通过邻近树法（ＮＪ）构建系统进化树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ

设置１０００次重复，使用泊松校正方法
［１４］计算进化距

离，以 每 个 位 点 的 氨 基 酸 取 代 数 为 单 位；利 用

ＴＭＨＭＭ 在线软件 （ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．

ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？）预测蛋白跨膜区；利用ＳｉｇｎａｌＰ

４．１ Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／

ＳｉｇｎａｌＰ４．１／）分析信号肽位置；利用ＳＯＰＭＡ在线软

件 （ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ ＿

ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）预测蛋白二级

结 构；利 用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ 在 线 软 件 （ｈｔｔｐ：／／

ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）预测蛋白三级结构；利用

ＮＣＢＩ的ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎ（ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｄｄ）

和 Ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ 在 线 网 站 （ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）预测蛋白保守结构域和开放阅读框；利用

ＩＥＤＢ在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｔｏｏｌｓ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｂｃｅｌｌ／）预测

蛋白的Ｂ细胞抗原表位。

２．５　ＥｇＬＤＨ基因重组质粒的构建与鉴定　将测序

正确的ｐＭＤ１９ＴＥｇＬＤＨ 菌液扩大培养，提取质粒，

用限制性内切酶ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ分别对ｐＭＤ１９

ＴＥｇＬＤＨ质粒和表达载体质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）进行双

酶切，经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测后回收目的片段，

连接目的片段与表达载体，构建重组质粒ｐＥＴ２８ａ

ＥｇＬＤＨ，转化至大肠埃希菌ＤＨ５α感受态细胞，对菌

液ＰＣＲ验证为阳性的菌株进行扩大培养，提取重组质

粒进行双酶切鉴定并送至生工生物工程（上海）股份有

限公司测序。

２．６　ＥｇＬＤＨ 蛋白的原核表达及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

　将构建成功的重组质粒ｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨ转化至大

肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，次日挑取单菌落，

扩大培养至菌液吸光度Ａ６００值达到０．６～０．８时，加入

终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，分别在０ｈ和８ｈ各取

１ｍＬ菌液离心取沉淀加５×上样缓冲液煮沸，经１２％

ＳＤＳＰＡＧＥ检测后转至ＰＶＤＦ膜上，以感染棘球蚴病

的犬阳性血清单克隆抗体为一抗（１∶３００稀释）、ＨＲＰ

标记的兔抗犬ＩｇＧ 为二抗（１∶２０００稀释），通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定蛋白表达。

２．７　重组ＥｇＬＤＨ蛋白多克隆抗体的制备及ＥｇＬＤＨ

蛋白间接免疫荧光定位　将重组ＥｇＬＤＨ蛋白与佐剂

ＱｕｉｌＡ１∶１混合制成重组蛋白疫苗，振荡过夜后皮下

接种小鼠，１周免疫１次，共３次，免疫前及３次免疫

后７ｄ采眼眶血，分离血清，获得多克隆抗体。

·７５５·
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将采集的的新鲜原头蚴培养过夜，移去旧培养液，

用多聚甲醛固定，使用用５％ ＢＳＡ封闭，以上一步制

备的多克隆抗体（１∶２００）为一抗，以ＦＩＴＣ标记的山

羊抗鼠ＩｇＧ（１∶２０００）为二抗，经ＤＡＰＩ染色后，置于

激光共聚焦显微镜下观察ＥｇＬＤＨ蛋白在原头蚴上的

定位，设置ＰＢＳ对照，拍照观察，保存结果。

结　果

１　犈犵犔犇犎基因犘犆犚扩增及测序

以细粒棘球蚴原头蚴ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩

增，成功扩增出约９９６ｂｐ的目的片段（见图１）。将扩

增片段胶回收后，进行克隆转化，阳性菌液提取质粒后

送测序验证，成功获得９９６ｂｐ目的基因片段。

Ｍ　ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ　１　ＥｇＬＤＨ基因基因ＰＣＲ扩增产物

图１　犈犵犔犇犎基因犘犆犚扩增结果

Ｍ　ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ　１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＥｇＬＤＨｇｅｎｅ

犉犻犵．１　犜犺犲犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲犈犵犔犇犎犵犲狀犲

２　犈犵犔犇犎基因在细粒棘球绦虫不同发育阶段表达差

异分析

ｑＲＴＰＣＲ结果显示，ＥｇＬＤＨ基因在细粒棘球绦

虫原头蚴阶段和成虫阶段均有转录，经２
ΔΔＣｔ 法计算

得出细粒棘球绦虫原头蚴阶段和成虫阶段的平均Ｃｑ

值，结果见图２，得出细粒棘球绦虫成虫阶段的相对转

录水平显著高于原头蚴阶段（犘＜０．０１）。

犘＜０．０５，犘＜０．０１，、犘＜０．００１

图２　犈犵犔犇犎基因在细粒棘球绦虫不同发育阶段的差异表达

犉犻犵．２　犇犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狋犺犲犈犵犔犇犎犵犲狀犲犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪犾狊狋犪犵犲狊狅犳犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊

３　犈犵犔犇犎蛋白理化性质分析和蛋白进化树构建结果

ＥｘＰＡＳｙ系统中的ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线程序预测结果

显示，ＥｇＬＤＨ 基因全长９９６ｂｐ，编码３３１个氨基酸，

分子 式 为 Ｃ１５７５Ｈ２５６１Ｎ４２５Ｏ４７０Ｓ１７，相 对 分 子 质 量 为

３５５１６．２５，理论等电点为６．３２，不稳定指数为２７．９６，

显示为稳定蛋白，脂肪系数为 １０６．８３，亲水性为

０．２３６，为疏水性蛋白。Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ在线软件预测结果

显示，ＥｇＬＤＨ 蛋白亲疏水性预测结果如图３。在第

２５５氨基酸位点存在最大值２．２４４，疏水性最强，蛋白

在第３１０氨基酸位点存在最小值－２．１８９，亲水性最

强，而且氨基酸链各位点分值均在阈值（１．５）以下且标

度值大于０的区比较密集，整体分析图像可以推测

ＥｇＬＤＨ蛋白为疏水性蛋白，与ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线程序

预测结果一致。

图３　犈犵犔犇犎蛋白亲疏水性预测

犉犻犵．３　犘狉狅犪犳犳犻狀犻狋狔犪狀犱犺狔犱狉狅狆犺狅犫犻犮犻狋狔狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀狊

使用 ＭＥＧＡ７软件，选择邻接法推断ＥｇＬＤＨ 蛋

白进化史，得到分支长度之和为２．７１８０６８９５的最佳树

（图３）。结果显示，ＥｇＬＤＨ与多房棘球绦虫处于同一

分支，进化距离接近，同源性为９３．９６％，与猪带绦虫

同源性为８４．７１％；而与哺乳动物以及鸡进化距离较

远。

４　犈犵犔犇犎蛋白跨膜区和信号肽预测结果

ＴＭＨＭＭ在线软件预测结果显示，ＥｇＬＤＨ蛋白

无跨膜区（图４）。ＳｉｇｎａＩＰ５．０预测结果显示ＥｇＬＤＨ

蛋白无信号肽（图５），原核表达预测结果正确。

５　犈犵犔犇犎蛋白二级和三级结构预测

ＳＯＰＭＡ在线软件预测结果显示，ＥｇＬＤＨ蛋白二

级结构中α螺旋、无规则卷曲、延伸链、β转角占比分

别为４２．６０％、２０．８５％、２６．６７％和８．１６％（图６）。利

用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ预测ＥｇＬＤＨ蛋白的三级结构，得

到以细粒棘球蚴一种Ｌ乳酸脱氢酶（Ｊ７Ｆ５５８．１．）为模

板使用ＡｌｐｈａＦｏｌｄｖ２方法预测的一种ＥｇＬＤＨ 蛋白

·８５５·
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三级结构模型，ＧＭＱＥ（全球性模型质量估测）值为

０．９４（图７），且模型有较多的α螺旋和无规则卷曲，与

二级结构预测结果一致。

注：“●”标记为本研究ＥｇＬＤＨ蛋白序列。

图４　犈犵犔犇犎蛋白系统进化树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋犺犲犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀狊

图５　犈犵犔犇犎蛋白的跨膜结构域预测

犉犻犵．５　犜狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲犱狅犿犪犻狀狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀狊

图６　犈犵犔犇犎蛋白的信号肽预测

犉犻犵．６　犜犺犲狊犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀

６　犈犵犔犇犎蛋白保守结构域和开放式阅读框预测结果

使用ＮＣＢＩ的ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎ在线程序预测

发现，ＥｇＬＤＨ 蛋白属于 ＮＡＤＢ＿Ｒｏｓｓｍａｎｎ超家族并

分属于Ｌｄｈ１亚组，该家族中的蛋白质除了ＮＡＤＢ结

构域外还包含第二个结构域，负责特异性结合底物并

催化 特 定 的 酶 促 反 应，ＥｇＬＤＨ 还 具 有 Ｌｌａｃｔａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ结构域，负责催化糖酵解将丙酮酸转化

为Ｌ乳酸 （图 ８）。使用 Ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ在线程序预测

ＥｇＬＤＨ具有开放式阅读框（图９）。

图７　犈犵犔犇犎蛋白二级结构的预测

犉犻犵．７　犘狉犲狅犳狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狊狅犳犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀

图８　犈犵犔犇犎蛋白的三级结构预测

犉犻犵．８　犜犺犲狋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狋犺犲犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀

图９　犈犵犔犇犎蛋白的跨膜保守结构域预测

犉犻犵．９　犜狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲犮狅狀狊犲狉狏犲犱犱狅犿犪犻狀狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

狅犳狋犺犲犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀

７　犈犵犔犇犎蛋白犅细胞抗原表位预测结果

ＩＥＤＢ在线软件预测结果显示，ＥｇＬＤＨ蛋白有１３

个潜在的Ｂ细胞抗原表位，分别位于第６１８、５６５８、

７２８５、９８１０８、１２５１２５、１５０１５３、１９５１９８、２０４２２８、

２４２２４２、２７８２８３、３０７３１０、３１２３１３、３２４３２４位氨基酸

处（图１０）。表明ＥｇＬＤＨ蛋白具有较好的抗原性。

图１０　犈犵犔犇犎蛋白的开放式阅读框预测

犉犻犵．１０　犗狆犲狀狉犲犪犱犻狀犵犳狉犪犿犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀

８　重组质粒狆犈犜２８犪犈犵犔犇犎双酶切鉴定结果

用限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ对构建的

ｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨ质粒进行双酶切，成功得到与目的片

段大小一致的插入片段（图１１），结合测序结果，表明

重组质粒ｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨ构建成功。

·９５５·
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图１１　犈犵犔犇犎蛋白的犅细胞抗原表位预测

犉犻犵．１１　犅犮犲犾犾犪狀狋犻犵犲狀犲狆犻狋狅狆犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀

　　Ｍ　ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒⅢ 　１　重组质粒ｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨ质粒双酶切

产物　２　重组质粒ｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨ质粒

图１２　重组质粒狆犈犜２８犪犈犵犔犇犎双酶切鉴定结果

Ｍ　ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ　１　Ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨｐｌａｓｍｉｄ　２　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＥＴ２８ａ

ＥｇＬＤＨｐｌａｓｍｉｄ

犉犻犵．１２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犱狅狌犫犾犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋

狆犈犜２８犪犈犵犔犇犎狆犾犪狊犿犻犱

　　Ｍ　广谱彩虹预染蛋白质分子质量标准　１　未诱导的重组菌　２

　经ＩＰＴＧ诱导的重组菌　３　未诱导的空菌　４　经ＩＰＴＧ诱导的空

菌　５　未诱导的空载体菌　６　经ＩＰＴＧ诱导的空载体菌　７　超声

破碎上清　８　超声破碎沉淀　９　纯化的重组ＥｇＬＤＨ蛋白

图１３　犈犵犔犇犎蛋白的犛犇犛犘犃犌犈检测

Ｍ　Ｂｒｏａｄｓｐｅｃｔｒｕｍｒａｉｎｂｏｗｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ

ｓｔａｎｄａｒｄ　１　 Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ　２　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ　３，４　ＥｍｐｔｙｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ　５

　Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｂａｃｔｅｒｉａ　６　Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｂａｃｔｅｒｉａｉｎｄｕｃｅｄ

ｂｙＩＰＴＧ　７　 Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｃｒｕｓｈｉｎｇｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　８　 Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　９　ＰｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥｇＬＤＨｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．１３　犜犺犲犛犇犛犘犃犌犈犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀

　　Ｍ　广谱彩虹预染蛋白质分子质量标准　１　重组ＥｇＬＤＨ蛋白与

犬阳性血清反应条带

图１４　犈犵犔犇犎蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

Ｍ　Ｂｒｏａｄｓｐｅｃｔｒｕｍｒａｉｎｂｏｗｐｒｅｓｔａｉｎｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ

ｓｔａｎｄａｒｄ　１　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＥｇＬＤＨｐｒｏｔｅｉｎｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈｃａｎｉｎｅｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｓｅｒｕｍｂａｎｄｓ

犉犻犵．１４　犜犺犲犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀

图１５　犈犵犔犇犎蛋白在原头蚴阶段间接免疫定位

犉犻犵．１５　犐狀犱犻狉犲犮狋犻犿犿狌狀犔狅犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳犈犵犔犇犎狆狉狅狋犲犻狀

犪狋狋犺犲犿犲狋犪犮犲狉犱犻犪犾狊狋犪犵犲

９　犈犵犔犇犎蛋白的犛犇犛犘犃犌犈及 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

将重组质粒ｐＥＴ２８ａＥｇＬＤＨ 质粒转化大肠埃希

菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞后诱导表达，表达产物用

１２％ＳＤＳＰＡＧＥ进行检测，结果显示，成功获得大小

约４０ｋｕ的重组蛋白（图１１），与预期大小一致，

ＥｇＬＤＨ蛋白主要位于包涵体中。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定结果表明重组ＥｇＬＤＨ蛋白能

够被细粒棘球绦虫感染的犬血清识别，显示其有着良

好的免疫原性，证明其有作为细粒棘球绦虫病疫苗抗

原的潜力。

１０　犈犵犔犇犎蛋白间接免疫荧光结果

原头蚴玻片经过间接免疫荧光方法检测，通过激

光共聚焦观察可见，在原头蚴的表皮层可以看到特异

性绿色荧光，其他部位无特异性绿色荧光，表明

ＥｇＬＤＨ基因主要在原头蚴的表皮层表达。
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讨　论

我国是受细粒棘球绦虫威胁最严重的国家之一，

危害严重［１５１６］。乳酸脱氢酶在疟原虫诊断方面有着相

当大的关注度。李雪峰等［１７］用抗疟疾乳酸脱氢酶重

组蛋白的单克隆抗体免疫层析试剂盒评价该试剂盒在

疟疾诊断和鉴别诊断上的特异性和敏感性以及考核疟

疾治疗效果，表明抗疟疾乳酸脱氢酶重组蛋白的单克

隆抗体对于疟疾诊断有着良好的效果。弓形虫乳酸脱

氢酶脱氢酶基因缺失株接种小鼠可以引发针对致命感

染的有效免疫力，而且弓形虫乳酸脱氢酶脱氢酶基因

缺失株毒力减弱，证明弓形虫ＬＤＨ 缺失突变体具有

疫苗研发潜力［１８］。一种以堆型艾美尔球虫乳酸脱氢

酶基基因为抗原的ＤＮＡ疫苗，接种实验鸡后进行攻

虫，结果成功诱导出现保护性免疫，而且与鸡ＩＬ２或

ＩＦＮγ共表达可增强其保护性免疫效果
［１９］。乳酸脱

氢酶在体内寄生虫的疫苗和诊断抗原研究备受关注。

本研究通过生物信息学分析发现ＥｇＬＤＨ蛋白没

有跨膜区与信号肽，是一种疏水性稳定蛋白，与 Ｌｕ

等［２０］推测ＥｇＬＤＨ蛋白可能具有跨膜区的结论相悖。

荧光定量ＰＣＲ结果显示乳酸脱氢酶在成虫阶段的表

达量显著高于原头蚴阶段，说明细粒棘球绦虫成虫阶

段糖酵解过程激烈程度大于成虫阶段。本研究发现

ＥｇＬＤＨ具有１３个潜在的抗原表位，且 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

结果发现重组ＥｇＬＤＨ蛋白能够被细粒棘球绦虫感染

的犬血清识别，显示其有着良好的免疫原性，证明其有

作为细粒棘球绦虫病疫苗抗原的潜力，可以作为终末

宿主疫苗候选抗原分子继续深入研究，间接免疫荧光

结果显示 ＥｇＬＤＨ 定位于原头蚴表皮层，与 Ｈｕａｎｇ

等［２１］通过对亚洲带绦虫乳酸脱氢酶蛋白间接免疫荧

光实验发现其定位于成虫虫体表膜和六钩蚴的表皮层

结果相一致，由于细粒棘球绦虫寄生于中间或终末宿

主体内时所处环境为缺氧环境，无氧糖酵解反应是其

能量来源的主要途径，因此在此过程中会产生大量丙

酮酸，继而转化为乳酸，而乳酸的蓄积对虫体有害，所

以需要乳酸脱氢酶将其转化为丙酮酸防止乳酸堆积对

虫体产生危害，也可以为上一步反应提供原材料，维持

虫体丙酮酸与乳酸之间的平衡，而且乳酸脱氢酶定位

于表皮层有利于乳酸排出。

综上，ＥｇＬＤＨ蛋白定位于表皮层与虫体寄生过

程中能量的来源有重要作用，为研发细粒棘球蚴病疫

苗候选抗原和药物靶点提供理论基础。
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