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摘要! *@IH9= 家族成员作为主要的丝氨酸蛋白酶抑制剂!通过调节一系列丝氨酸蛋白酶和半

胱氨酸蛋白酶的活性来调节蛋白酶级联反应!进而参与了包括血液凝结&补体激活&纤维蛋白

溶解&炎症反应&肿瘤抑制和激素转运等大量的基本生物过程!在调节机体免疫及其它重要生

理功能等方面发挥着重要作用" 在前期研究中!从中国明对虾血细胞中克隆得到一个 J@IH9=

型丝氨酸蛋白酶抑制剂基因$G/H&)'$1*!D@=E8=F 登录号(3G/18870%!初步研究显示它在转录

水平参与了病原菌和白斑杆状病毒$O**.%引发的中国明对虾先天免疫应答反应'利用原核

重组表达系统!成功获得了重组的中国明对虾 J@IH9= 型丝氨酸蛋白酶抑制剂$I(?6J@IH9=%!纯

化复性后得率为 31/ :4''活性分析显示!重组目的蛋白$I(?6J@IH9=%对多种病原菌的生长均有

一定抑制作用!研究结果进一步证实它参与病原微生物引发的对虾防御应答过程!为探讨甲壳

动物先天免疫防御应答机制提供了有价值的参考"

关键词! 中国明对虾' 丝氨酸蛋白酶抑制剂' 重组表达' 抑菌活性

中图分类号! G087' *:681244444444 文献标志码(&

44丝氨酸蛋白酶#J@I9=@HI/L@8J@"*5$是一类重

要的蛋白水解酶"广泛存在于动植物及病原微生物

中"介导了机体中很多重要的免疫反应"如血淋巴

凝结&补体激活&黑化&吞噬和包囊等
(1 52)

"而丝氨

酸蛋白酶抑制剂#J@I9=@HI/L@8J@9=<9M9L/I"*5)$作

为分子开关调控着这些反应的进程' *5)通过调

控 *5活力参与蛋白酶级联反应"它作为精确调节

*5活力的控制因子"可以防止蛋白酶的过量激活"

从而避免宿主自身组织的损伤和破坏' *5)主要

存在于血浆或血细胞的颗粒中"共同参与一系列重

要的生理功能"包括参与消化作用&受精作用&血液

凝结&纤维蛋白溶解&胚胎发育和免疫过程等
(/ 59)

'

节肢动物血淋巴中已经发现的丝氨酸蛋白酶抑制

剂"可根据其结构特点&结合机制和功能分为 9 个

家族!B8;80家族&B>=9L;家族&

,

6巨球蛋白家族和

*@IH9= 家族
(7 56)

"甲壳动物中的 *5)则主要分属于

B8;80和 *@IH9= 家族
(0)

' *@IH9= 家族结构序列高度

同源"-端为反应中心环区#I@8?L92@?@=LI@0//H"

$-'$"其 51 位点决定成员的抑制专一性"靶酶识

别的机制为诱导构象改变模型
(8)

' 节肢动物的

*5)在免疫调节与防御中发挥着重要作用"例如凝

结作用&HI/5"级联反应&细胞因子激活和对病原

的选择消化抑制真菌和细菌蛋白酶的活性等"从而

保护机体免受病原微生物侵害'

目前在甲壳动物的 J@IH9= 的研究中"仅在鲎

#2"/0B$7)%&+'18)*+"+%&$

(:)

&三疣梭子蟹#!5'+%*%&

+'1+%;)'/>08L>J$

(13)

& 拟 穴 青 蟹 # 4/B77"

$"'"#"#5&"1* $

(11)

和 斑 节 对 虾 # !)*")%&

#5*585*$

(12 51/)

中有相关报道"主要围绕其基因

克隆&组织分布&表达特征和初步的活性分析方
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面' 我 们 在 前 期 研 究 中" 从 中 国 明 对 虾

#G)**)'5$)*")%&/01*)*&1&$血细胞中克隆获得一

个典型的 J@IH9= 型丝氨酸蛋白酶抑制剂基因#G/H

&)'$1*$"细菌或病毒#O**.$的感染可诱导血细

胞中该基因表达量的显著上调
(19)

"表明其在先天

免疫应答过程中可能发挥着重要作用' 在此基础

上"利用原核重组表达获得了该抑制剂并初步探

讨了其潜在的生物学活性"研究结果有望为探讨

甲壳动物先天免疫防御应答机制提供有价值的参

考"并为对虾的病害防治奠定理论基础'

14材料与方法

$%$&实验材料

实验动物%菌株%质粒44健康中国明对虾

#体长 12 <19 ?7$购买于天津市神堂水产育苗养

殖有限公司"实验前在水族箱中充气暂养以适应

实验室内的养殖环境%菌株N"5613(.为本实验室

保存"表达宿主菌 E'21 #3,/$ H0CJ*感受态细胞

购于北京市天根生化科技有限公司%实验中所用

到的致病菌 #大肠杆菌&鳗弧菌&哈维氏弧菌&金

黄色葡萄球菌&枯草芽孢杆菌&苏云金芽孢杆菌&

酵母菌&白色念珠菌$由天津市水产养殖病害防

治中心提供%克隆载体 HP3186N购自 N8B8$8公

司"表达载体 H-$

-

N04%NN"5"

-

N&由中国科

学院海洋研究所宋林生研究员馈赠'

实验试剂44N$);/0总 $%&提取试剂盒

#)=29LI/:@=$%质粒提取试剂盒及 3%&凝胶纯化试

剂盒%限制性核酸内切酶&N

9

3%&连接酶&3%&

78IF@I#N8B8$8$%蛋白 78IF@I#(@I7@=L8J$%异丙

基6

.

636硫代半乳糖苷(生工生物工程#上海$有限

公司)%营养肉汤培养基#北京双旋微生物培养基

制品厂$%其它试剂均为国产或进口分析纯'

实验仪器445-$仪&酶标仪&核酸蛋白检

测仪&蛋白电泳仪 #E9/6$8A$%恒温培养箱 #上海

博讯实业有限公司医疗设备厂$%快速蛋白液相

系统 #E9/'/:9?3>/(0/V"E9/6$8A$%台式冷冻离

心机 #,HH@=A/IK$%!U:2623超声波细胞粉碎机

#新芝$%冻干机#北京六一$等'

$%A&总 P"#的提取及第一链 ?!"#的合成

从健康的中国明对虾第一腹节基部腹血窦抽

取血淋巴"离心获得血细胞"参照 N$);/0说明书

的方法提取血细胞总 $%&"经琼脂糖凝胶电泳与

微量核酸蛋白测定仪进行定性和定量检测" 583

Q保存备用' 以血细胞总 $%&为模板"H/0C#N$

#7R6DD--&-D-DN-D&-N&DN&-#N$16#&4-4

D$6/R$为反转录引物"合成第一链 ?3%&'

$%B&81:&)'$0*的表达和纯化

表达载体的构建44根据前期研究中的 G/H

&)'$1* 序列#D@=E8=F 登录号!3G/18870$和 H-$

-

N04%NN"5"

-

N&表达载体序列特征"设计表达

引物 G/H&)'$1*6(# 7R6&-D-DDN-NDNNN&DDND6

/R$ 和 G/H&)'$1*6$# 7R6&&-NN-NDD-DDNDN-D6

/R$"上游引物 7R端含 N"#+)酶切位点"下游引物

7R端含 N&+E)酶切位点' 以血细胞 ?3%&为模板

进行 5-$反应"扩增该基因成熟肽区域' 将 5-$

产物纯化后与克隆载体 HP3186N连接"选阳性克

隆进行测序' 测序正确的阳性克隆的质粒与表达

载体质粒 H-$

-

N04%NN"5"

-

N&同时用 N"#+

)和 N&+E)进行双酶切"琼脂糖凝胶电泳回收酶

切片段及表达载体质粒"并用 N

9

3%&连接酶连

接"构建重组表达质粒 H-$

-

N04%NN"5"

-

N&6

J@IH9="转化大肠杆菌 E'21#3,/$ H0CJ*感受态细

胞"选阳性克隆进行测序 #北京华大基因公司$"

测序正确后保种待用'

重组蛋白的诱导表达和表达产物的初步分析

44取 1 7'上述保种菌体接入 23 7'新鲜的

'E培养液中 #含 133

&

:47'氨苄青霉素 $"/0

Q"233 I479= 培养至 "3

633=7

达到 316 <318 时"

取出 1 7'未诱导的菌液"其余的菌液在 /0 Q&

233 I479= 条件下以终浓度为 1 77/04'的 )5ND

继续诱导培养 6 <"在 3&1&2&/&9&7 < 分别取样

#每次 1 7'$"将收集到的样品在 9 Q"13 333 I4

79= 条件下离心 7 79="沉淀保存于 523 Q待用'

在每个样品中加 133

&

'上样缓冲液#1 7/04'H+

618 NI9J6+-0" 1S 溴酚蓝" 31179 : 3NN" 13S

*3*"13S甘油$处理"沸水浴 13 79= 裂解菌体"

将收集到的样品进行 17S *3*65&D,电泳检测"

以确定蛋白的最佳诱导时间'

重组蛋白的分离纯化及复性44将前述保种

菌在 /0 Q条件下大量培养至菌体密度达到

"3

633=7

为 316 <318"加入终浓度为 1 77/04'的

)5ND诱导培养 7 < 后"9 Q条件下 13 333 I479= 离

心 13 79= 收集菌体"按 1 : 湿菌体413 7'破碎缓

冲液#1S NI9L/=X6133"2 77/04',3N&$的比例重

悬菌体"在冰浴条件下超声破碎"9 Q"13 333 I479=

离心 13 79= 收集包涵体%用包涵体洗涤液 #/33

0261
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77/04' B-'" 73 77/04' B+

2

5"

9

" 7 77/04'

)79=8;/0@"1 7/04'#I@8"H+019$洗涤 / 次' 上述

洗涤获得的包涵体溶于包涵体裂解液#/33 77/04

'B-'"73 77/04'B+

2

5"

9

"7 77/04')79=8;/0@"

8 7/04'#I@8"H+019$"振荡 23 79="9 Q条件下

13 333 I479= 离心 13 79="取上清"应用快速蛋白液

相系统#E9/'/:9?3>/(0/V"E9/6$8A$"通过固定金

属亲和层析#)P&-$和 %96%N&技术进行目的蛋白

的 分 离 纯 化" 具 体 操 作 按 照 E9/6*?80@P9=9

HI/K8=9LC )P&-操作手册进行' 分离纯化后的目

的蛋白置于处理好的透析袋中"依次放入含有 8&6&

9&/&2&1 和 3 7/04'尿素的 NI9J6+-0缓冲液中#73

77/04'"H+019$"在 9 Q条件下每一梯度各透析 9

< 进行复性处理"将复性后的蛋白脱盐后冻干称

重"保存于 583 Q'

$%F&质谱鉴定

将 *3*65&D,胶上的目的条带切下"利用胰

蛋白酶进行胶内酶解"取 27

&

'酶解后的样品进

行离 子 阱 质 谱 分 析 # '-G 3,-& X5

H0>J

P*"

N<@I7/(9I79:8="#*&$"利用 E9/V/IFJ软件与

*,G#,*N数据库进行比对'

$%Q&重组目的蛋白#.'?D01.,(2$的抑菌活性分析

采用液体生长方法检测重组目的蛋白 #I(?6

J@IH9=$ 的 最 小 抑 菌 浓 度 # 79=97>7 9=<9M9L/IC

?/=?@=LI8L9/="P)-$"所用受试菌株在液体培养基

中培养过夜"用培养基稀释其浓度至 "3

633

为

31331左右"在 :6 孔板的每孔中加入 73

&

'梯度

稀释的重组目的蛋白#终浓度在 1127

&

7/04'到

83

&

7/04'之间$"然后依次加入 73

&

'的受试菌

悬液%/0 Q条件下培养 18 <29 <"利用酶标仪通

过测定 "3

7:7

来确定 P)-"对照组为 73

&

'菌液

与 73

&

'NI9J6+-0缓冲液的混合溶液'

24结果

A%$&重组蛋白的表达与纯化

G/H&)'$1* 的扩增及其重组表达载体的构建4

根据 G/H&)'$1* 的 ?3%&序列设计带有酶切位点的

引物"以对虾血细胞 ?3%&为模板进行 5-$扩增"

获得含有其 "$(区的目的片段"回收经测序验证

正确后"将其连入表达载体 H-$

-

N04%NN"5"

-

N&后转化表达宿主菌 E'21#3,/$H0CJ*感受态细

胞"重组载体测序结果表明载体构建成功'

重组蛋白的诱导表达和表达产物的初步分析

44经 )5ND诱导后"利用 *3*65&D,检测重组

蛋白的表达"结果发现!在预期分子量稍 97 F> 附

近的位置出现了特异条带"该蛋白的表达量随着

诱导时间的延长而显著增加"7 < 后表达量达到平

台期"继续培养"目的蛋白表达量相对稳定"由于

重组 目 的 蛋 白 带 有 一 个 组 氨 酸 标 签 # 5

P$D*++++++DP5$"故分子量略大于其预测

理论值"所以推断该蛋白谱带可能为重组目的蛋

白' 通过凝胶成像系统分析发现"目的蛋白谱带

的表达量占宿主菌总蛋白含量的 /3S左右'

质谱鉴定结果44重组蛋白经 *3*65&D,

分离后"切下目的条带"利用 '-6,*)6P*分析和

鉴定的结果显示!I(?6J@IH9= 中有 / 条肽段 # 5

'*D%%'$5" 53%,N%%%'(PD.U$ 5和 5

5('(')$5$与我们前期克隆的中国明对虾的

J@IH9= J@I9=@HI/L@9=8J@9=<9M9L/I基因推导的氨基

酸序列#D@=E8=F 登录号!&E-//:16$完全匹配'

由此可以判定"上述蛋白条带即为重组表达的目

的蛋白 I(?6J@IH9="中国明对虾 G/H&)'$1* 成熟肽

成功地获得了体外重组表达'

重组蛋白的纯化与复性44利用 %96)3&技

术对目的蛋白进行纯化"电泳检测显示在 97 F>

附近位置有单一条带"这与 I(?6J@IH9= 预期分子量

#96177 F>$的结果相一致#图 1$"纯化的目的蛋

白复性后得率约为 31/ :4''

图 $&重组目的蛋白经 7C5G诱导前后及

纯化后的 S!SDC#G*检测结果

P1标准蛋白 P8IF@I% 泳道 1 <61经 )5ND诱导 3 <7 < 的含重

组质粒的宿主菌中表达的蛋白% 泳道 01未转入重组质粒的

E'21 菌株表达的蛋白% 泳道 81纯化后的重组蛋白% 泳道 :1

洗涤后纯化前的包涵体蛋白

'()%$&*R,.100(92/2=,+.(8(?/;(9298;-1

;/.)1;8+0(92,.9;1(2

P15I/L@9= 7/0@?>08IV@9:<L# F>$ 78IF@I% 1 561-I>A@@ZLI8?L

KI/7E'21#3,/$ H'CJ*#L<@@ZHI@JJ9/= 2@?L/I9=A>?@A MC )5ND

8KL@I3 57 < $ % 01-I>A@@ZLI8?LKI/7 E'21 # 3,/ $ H'CJ*

#V9L</>LL<@@ZHI@JJ9/= 2@?L/I$ % 815>I9K9@A L8I:@LHI/L@9=#I(?6

J@IH9=$ % :1#=H>I9K9@A 9=?0>J9/= M/AC HI/L@9=

8261
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A%A&重组蛋白的抑菌活性分析

本研究利用液体生长方法检测了 I(?6J@IH9=

对不同病原菌的最小抑菌浓度#P)-$"研究结果

发现其对多种革兰氏阳性菌&阴性菌和真菌的生

长均有抑制作用"特别是对枯草芽孢杆菌&大肠杆

菌和真菌的生长有明显抑制效果"最小抑菌浓度

在 7

&

7/04'以下#表 1$'

表 $&重组目的蛋白对主要病原菌的

抑菌活性及最小抑菌浓度

5/6%$&#2;(:(?.96(/</?;(J(;@ /2=O7I98.'?D01.,(2

菌株

79?I//I:8=9J7

受试范围内最小

抑菌浓度4#

&

7/04'$

P)-

革兰氏阳性菌#D

=

$

苏云金芽孢杆菌#N"/177%&+0%'1(1)*&1&$ 83

金黄色葡萄球菌# 4+"$0B75/5//%&"%')%&$ 23

枯草芽孢杆菌#N"/177%&&%;+171&$ 217

革兰氏阴性菌#D

5

$

鳗弧菌#O1;'15 "*(%177"'%#$ 83

哈维氏弧菌#O1;'15.0"'E)B1$ 93

大肠杆菌 N"513(. #C&/0)'1/01" /571$ 7

真菌

酵母菌# 4"//0"'5#B/)+)&./)')E1&1")$ 7

白色念珠菌#,"*818" "7;1/"*&$ 7

/4讨论

*@IH9= 型丝氨酸蛋白酶抑制剂在脊椎动物中

得到了较为广泛的研究"近年来无脊椎动物中的

*5)也逐渐得到了重视
(17 516)

' 节肢动物血液凝

结和酚氧化酶原激活系统通过丝氨酸蛋白酶的级

联作用快速而有效地对外界的威胁刺激做出应

答"刺激消失后机体的稳态恢复过程则需要丝氨

酸蛋白酶抑制剂的精密调节
(10)

' 大量研究表明"

哺乳动物的炎症反应&血液凝结和补体激活等免

疫过程均需要 J@IH9= 的参与%节肢动物对微生物

感染的快速应答也需要胞外的丝氨酸蛋白酶来介

导"这些调节的机制是不可逆的
(18)

' 从甲壳动物

体内分离的几种蛋白酶抑制剂也有报道"鲎中的

J@IH9= 可以通过抑制和去除凝结酶来抑制凝结过

程
(:)

"现有 / 种 J@IH9= 已证实是胞内凝结抑制剂"

分别命名为 N)-)16/

(1: 523)

'

前期实验中我们首次从中国明对虾血细胞中

克隆到一种 J@IH9= 型丝氨酸蛋白酶抑制剂 #G/H

&)'$1*$"具有典型的 J@IH9= 家族特征"该基因在转

录水平参与了由细菌或病毒引发的免疫应答过

程' 本研究在此基础上"对 G/H&)'$1* 基因的成熟

肽区域进行了原核重组表达"成功获得了纯化的

目的蛋白"并对其活性开展了初步研究' 鉴于病

原菌的侵染引发该基因表达的显著变化"我们探

讨了 G/H&)'$1* 参与机体抗菌应答的作用"多种受

试病原菌的抑制实验结果表明!该抑制剂对所有

受试菌均有不同程度的抑制作用"其中对枯草芽

孢杆菌和真菌的抑制效果最为明显' 我们所用的

表达宿主菌 E'21#3,/$H0CJ*具有抗毒性表达的

作用"因此可以成功地表达出这种具有抑菌活性

的蛋白' 有研究表明"B8;80型抑制剂抑制枯草

杆菌蛋白酶的同时也具有抑菌活性#尤其是枯草

芽孢杆菌$

(21 522)

"并且抑菌活性与靶酶抑制活性

正 相 关
(2/)

% 斑 节 对 虾 中 报 道 的 重 组 的

57*,$5)%8 对枯草芽孢杆菌有抑制作用"但对哈

维氏弧菌无明显抑菌效果
(12)

' 本研究中的 I(?6

J@IH9= 展现了多重抑菌活性"推测该抑制剂可能

通过抑制病原微生物分泌的枯草杆菌蛋白酶来抑

制其生长"作为先天免疫应答调控通路的终端效

应物"直接通过调理作用促进血细胞对病原微生

物进行凝集&吞噬和杀灭"这为将该蛋白产物作为

抗生素替代物应用于养殖生产实践奠定了理论基

础' *@IH9= 家族成员通过 51 位点的结构特异性

发挥抑制作用"其 51 位点的氨基酸残基直接决定

着抑制剂对靶酶的选择性' (?6J@IH9= 在活性位点

环区与其它的 J@IH9= 有很高的相似性"51 活性位

点
/73

&I: 表明它可能主要对胰蛋白酶&胰凝乳蛋

白酶&酚氧化酶原激活酶&凝血酶和凝结酶有抑制

活性
(1/)

"这些酶都是先天免疫防御系统中重要的

体液免疫因子' 本研究对中国明对虾血细胞中的

J@IH9= 型抑制剂基因进行了原核重组表达和初步

活性分析"探讨了其在对虾先天免疫过程中的可

能作用"进一步对其在酚氧化酶原激活途径和抗

病毒免疫应答过程中的作用研究正在进行中"这

些工作将为探索对虾 J@IH9= 型抑制剂精确的生物

功能和调控机制提供有用的信息"并为深入了解

甲壳动物免疫应答机制和开展病害防治研究提供

理论依据'
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