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凡纳滨对虾 Ｐ５３亲水肽段原核表达及抗体制备
刘　欢，黄明珠，陈晓燕，房春娟，姜雯雯，朱芳芳，熊志伟

（江西科技学院护理学院，江西南昌３３００９８）

　　摘要：在哺乳动物细胞中，肿瘤抑制基因Ｐ５３是目前研究最为广泛和系统的抑癌基因之一。Ｐ５３参与了 ＤＮＡ损
伤修复、细胞周期调控、细胞凋亡及抑制血管生成等过程，在甲壳动物中研究较少。对ＬｖＰ５３的蛋白质全序列进行抗
原性分析，将编码亲水肽段ＤＮＡ连接到Ｐｅｔ３２ａ表达载体上，转化原核表达菌株ＢＬ２１，利用异丙基－β－Ｄ－硫代半乳
糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβ－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，简称ＩＰＴＧ）诱导融合蛋白质表达，经蛋白电泳分析表明，融合蛋白主要以包涵体
形式存在。利用Ｎｉ柱亲和纯化发酵产物，得到较单一的蛋白，以制备多克隆抗体。
　　关键词：Ｐ５３；原核表达；纯化；多克隆抗体
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作者简介：刘　欢（１９８５—），女，江西宜春人，硕士，主要从事动物分
子免疫学研究。Ｔｅｌ：（０７９１）８８１３６６８２；Ｅ－ｍａｉｌ：３７３７４０６４３＠
ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：黄明珠，硕士，主要从事动物分子免疫学研究。Ｔｅｌ：
（０７９１）８８１３６６８４；Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｍｉｎｇｚｈｕ１２＠１６３．ｃｏｍ。

　　凡纳滨对虾（别称南美白对虾）是当今世界水产养殖业
产量最高的三大虾类之一。随着养殖规模的扩大，对虾病害

已经成为制约该产业发展的重要障碍。凡纳滨对虾为较低等

的水生节肢动物，其生理特征表现为对病害的易感性。生长、

发育的生命周期较短，各器官和系统形成迅速、构造简单，较

高的新陈代谢水平和较低等的器官结构使得凡纳滨对虾对病

原体抵抗能力较弱。凡纳滨对虾的鳃直接与水体接触，在进

行呼吸和排泄时，各种外界恶劣的环境条件直接接触鳃结构，

因此病原体较易感染或通过鳃部而影响全身。凡纳滨对虾的

生命周期中有蜕壳的生理特点，蜕壳前凡纳滨对虾停止进食，

蜕壳之后虾体又非常脆弱，在此期间虾体的防御能力减弱，对

病原体和敌害的抵抗力极差，因而极易被病原体感染［１］。随

着养殖水域受到严重污染，水质的富营养化，水体的酸碱化，

重金属污染等都是目前非常严重的问题［２］，养殖强度的扩大

和养殖环境恶化将给对虾病害的控制带来更大的挑战。

机体在对抗病害、重金属、环境等因素胁迫时，会导致负

氧离子等活性氧（ＲＯＳ）的产生［３－４］，高浓度的氧化自由基会

导致细胞损伤甚至细胞死亡［５］。Ｐ５３与 ＤＮＡ的完整性、细胞
周期、呼吸暴发都有密切联系［６－７］。亚硝酸盐应激诱导对虾

血细胞产生了过量的ＮＯ和ＲＯＳ，造成氧化胁迫作用，诱导凋
亡Ｐ５３基因的表达［８］。在重金属和低 ｐＨ值环境的应激下，
凡纳滨对虾Ｐ５３基因表达与ＬｖＭｎＳＯＤ和 ＬｖＧＰｘ有着密切的
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联系［９］。十足目的Ｐ５３对损伤的 ＤＮＡ进行修复以保证正常
的精子发生，或引发凋亡以去除不正常的精细胞［１０］。本研究

通过分析凡纳滨对虾Ｐ５３序列亲水性，利用原核表达获得亲
水肽段，免疫大白兔获得多克隆抗体，探索出１条简单高效地
获得Ｐ５３多克隆抗体的途径，为Ｐ５３的功能研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株和载体　大肠杆菌 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α、Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１菌株，原核表达载体 ｐｅｔ３２ａ，ＰＭＤ－１８Ｔ载体，购自
ＴａＫａＲａ公司。
１．１．２　试剂　弗氏完全佐剂／弗氏不完全佐剂，为 Ｓｉｇｍａ公
司产品；ＮＣ膜为 ＰａｌｌＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ公司产品；ＮｉＮＴＡ填料，
Ｔｒｉｚｏｌ试剂，购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；酵母浸出膏、胰蛋白胨、蛋白
胨，为ＭＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、限制
性内切酶、质粒小提试剂盒，为 Ａｘｙｇｅｎ产品；反转录试剂盒
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶，为ＴａＫａＲａ公司
产品；预染低分子量蛋白Ｍａｒｋｅｒ，为 ＢＩＯ－ＲＡＤ公司产品；动
物蛋白提取试剂盒，为生工生物工程（上海）股份有限公司产

品；碱性磷酸酶标记山羊抗兔ＩｇＧ，为北京鼎国生物科技有限
公司产品。其余产品为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　引物设计与合成　从 ＧｅｎＢａｎｋ获得凡纳滨对虾 Ｐ５３
基因序列（ＡＮＮ８７８７４．１），通过在线网站（ｈｔｔｐ：／／ｔｏｏｌｓ．
ｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｂｃｅｌｌ／ｉｅｄｂ＿ｉｎｐｕｔ）预测 Ｐ５３亲水肽
段，根据亲水肽段编码序列设计特异性引物，即上游引物

Ｐ５３ｓ：５′－ＧＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＧＴＣＡＣＡＡＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＴＣＣＣＴＣ
Ｃ－３′，下游引物 Ｐ５３ｘ：５′－ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧ
ＡＴＧＡＴＧＧＣＡＣＴＴＧＣＡＧＣＡＣＴＴＡＡＴＧＴＣＣＡＧ－３′（包含酶切位
点、终止密码子、６×Ｈｉｓ标签）扩增Ｐ５３亲水肽段。引物由深
圳华大基因合成。

１．２．２　凡纳滨对虾肝胰腺ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ的合成　取肝
胰腺，液氮冷冻研磨，按说明书 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，按照反
转录试剂盒说明书反转录合成ｃＤＮＡ。
１．２．３　扩增目的基因　以“１．２．２”节步骤中合成的ｃＤＮＡ为
模板，利用设计的特异性引物进行 ＰＣＲ扩增，程序为９５℃
５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，６３℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，３０个循环；７２℃
４ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ产物通过１％琼脂糖胶电泳检测，紫外

灯下切胶后，用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收。
１．２．４　鉴定目的片段　将“１．２．３”节步骤回收的 ＤＮＡ片段
与ＰＭＤ－１８Ｔ载体连接后，转化大肠杆菌 ＤＨ５ａ，转化后涂氨
苄青霉素（Ａｍｐ）固体平板，３７℃培养过夜，挑阳性克隆进行
菌液ＰＣＲ，测序。测序正确的载体命名为ＰＭＤ－１８Ｔ－Ｐ５３。
１．２．５　表达载体构建　用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ对
ＰＭＤ－１８Ｔ－Ｐ５３和ｐｅｔ３２ａ载体分别进行双酶切，酶切产物跑
１％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下切胶，通过ＤＮＡ凝胶回收试剂
盒回收，回收产物按物质的量比１∶５混合，按比例加入 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶，４℃过夜，转化ＤＨ５α，转化后涂平板，３７℃过夜
培养，挑阳性克隆进行菌液 ＰＣＲ检测，送生工生物工程（上
海）股份有限公司测序。测序正确的载体命名为 ｐｅｔ３２ａ－
Ｐ５３。　
１．２．６　融合蛋白诱导　将构建的重组表达质粒转化进
ＢＬ２１，转化后涂平板，３７℃培养过夜，挑阳性克隆进行菌液
ＰＣＲ验证。验证正确的菌株接种于含１００ｍｍｏｌ／ＬＡｍｐ的ＬＢ
液体培养基中，１８０ｒ／ｍｉｎ、３７℃培养至Ｄ６００ｎｍ为０．４～０．６，加
入异丙基 －β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβ－Ｄ－
ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，简称ＩＰＴＧ），使之终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导３ｈ
后，每隔１ｈ取样，跑十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）蛋白胶检测蛋白表达情况。
１．２．７　发酵产物纯化　大量发酵后，收集菌体，用磷酸缓冲
液重悬，在超声波下破碎 ３０ｍｉｎ；８０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心
１５ｍｉｎ，弃 上 清；用 含 ４ｍｏｌ／Ｌ尿 素 的 缓 冲 液 溶 解，
１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心２０ｍｉｎ，留上清，０．４μｍ滤膜过滤；依
照Ｎｉ－ＮＡＴ操作手册进行蛋白纯化，跑ＳＤＳ－ＰＡＧ蛋白胶检
测蛋白纯化情况。

１．２．８　抗体制备　重组蛋白溶液（含０．５～１．０ｍｇ重组蛋
白）加等体积弗氏完全佐剂，用注射器混匀，分多点注射于大白

兔腹部及腹股沟，每隔７ｄ免疫１次，免疫４次后，收集血清。

２　结果与分析

２．１　目的片段扩增
由图１、图２可知，通过在线网站预测 Ｐ５３亲水肽段，以

编码亲水肽段ｃＤＮＡ为模板扩增目的片段，琼脂糖凝胶电泳
验证表明，在５００ｂｐ左右有亮带，与预期大小相符，经测序证
实确为Ｐ５３序列。
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２．２　表达载体构建
分别双酶切载体和目的基因后，连接酶切后所需片段，转

化大肠杆菌ＢＬ２１，扩大培养后，提取质粒，对质粒进行双酶切
验证。由图 ３可知，电泳后有 ２条条带，较大的为开环
ｐｅｔ３２ａ，较小５００ｂｐ左右的片段为目的片段，证实表达载体构
建成功。

２．３　融合蛋白诱导表达及纯化
将构建好的原核表达菌株经 ＩＰＴＧ诱导后，经 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ蛋白胶检测，以加入 ＩＰＴＧ之前菌体为对照，由图４可
知，诱导后的菌体在１８ｋｕ左右有明显差异条带，符合预期大
小；由图５可知，通过镍（Ｎｉ）柱纯化后得到较单一条带。

２．４　抗体制备检测
纯化蛋白免疫新西兰白兔后，取血清，用抗体稀释液与肝

胰腺总蛋白进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，结果见图６。

３　讨论

由于ＬｖＰ５３ＯＲＦ有超过１．５ｋｂ的 ＤＮＡ序列，编码蛋白
分子量过大，不易表达，所以选择其中一段含有多个亲水位点

的（即含多个抗原表位）序列。原核表达方法成熟且表达量

大，通过原核表达获得高拷贝数的免疫活性的Ｐ５３抗原。在

ＰＣＲ获得目的片段和连接酶切位点时，一般方法必须经过２
次ＰＣＲ。在本研究中，直接连上酶切位点和ＨＩＳ标签，引物设
计超过２０ｂｐ，下游引物达到５３ｂｐ，１次ＰＣＲ，一步到位，节约
了时间和试剂。不足的是ＰＣＲ产物中有大量的引物二聚体，
通过切胶回收目的条带，也能满足做下一步研究的需求。
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