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　　摘要：Ｃｏｘ４是电子传递链上复合体Ⅳ的１个关键亚基，实现 Ｃｏｘ４的高效表达以及制备其抗体，对于线粒体功能
研究至关重要。根据裂殖酵母序列信息数据库（Ｓ．ｐｏｍｂｅ＿ＧｅｎｅＤＢ）中ｃｏｘ４的基因序列（登录号：ＳＰＡＣ１２９６．０２）设计引
物，以粟酒裂殖酵母的ｃＤＮＡ序列为模板，通过ＰＣＲ扩增技术得到目标蛋白的基因，然后通过克隆构建到含有 Ｔ７强
启动子的表达载体ｐＥＴ－２８ａ（＋）上，并将其转入大肠杆菌ＢＬ２１（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１）中实现重组工程菌株的构建。
结果表明，通过一系列条件优化实现了对重组工程菌株中Ｃｏｘ４的高效表达，并纯化得到大量相应蛋白，最后以纯化的
蛋白为抗原成功制备了Ｃｏｘ４抗体。Ｃｏｘ４抗体的成功制备为粟酒裂殖酵母中线粒体功能研究奠定了基础。
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　　线粒体有自己的基因组，是一种半自主性的细胞器［１－２］，

几乎存在于所有真核生物中。线粒体能够进行氧化磷酸化和

三磷酸腺苷（ＡＴＰ）的合成，是有氧呼吸的主要场所［３－４］，可为

细胞的生命活动提供能量，被称为细胞内的发动机［５］。同

时，线粒体还参与调控细胞的信息传递、细胞的凋亡和细胞的

分化等一系列生理过程，并且还对细胞生长和细胞周期进行

调控［６］，因此，线粒体对细胞的生长至关重要［５］。氧化磷酸

化是一个电子传递过程，依赖于线粒体的电子传递链。线粒

体的电子传递链对于线粒体功能的正常发挥十分重要［７］，一

旦电子传递链受损会引起很多疾病的发生［８－９］。在粟酒裂殖

酵母中，电子传递链由４种复合体组成，而组成这些复合体的
蛋白是由核基因组和线粒体基因组共同编码的。细胞色素Ｃ
氧化酶（复合物Ⅳ）是线粒体中电子传递链的末端酶，催化电
子从细胞色素Ｃ转移到氧［１０］，核编码的细胞色素Ｃ氧化酶亚
基４（Ｃｏｘ４）是其中１个关键亚基。由此可见，在对线粒体功
能进行研究时，不可避免地需要对线粒体中构成这些复合体

的蛋白水平进行检测，因此制备这些蛋白的相应抗体就显得

尤为重要。本研究主要是将粟酒裂殖酵母中构成复合体Ⅳ的
细胞色素Ｃ氧化酶亚基Ｃｏｘ４在大肠杆菌中进行高效表达，并
制备相应的抗体。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌株与质粒　粟酒裂殖酵母单倍体菌株 ｙＨＬ６３８１
［ｈ＋，组氨酸生物合成缺陷型（ｈｉｓ３－Ｄ１），亮氨酸生物合成缺

陷型（ｌｅｕ１－３２），尿嘧啶生物合成缺陷型（ｕｒａ４－Ｄ１８），腺嘌呤
生物合成缺陷型（ａｄｅ６－Ｍ２１０）］，由南京师范大学微生物所实
验室保存。质粒ｐＥＴ－２８ａ（＋）为笔者所在实验室保存。
１．１．２　试剂　ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶、限制性内切酶、ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ
（货号为６０２２）、蛋白ｍａｒｋｅｒ，购自ＴａＫａＲａ公司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，
购自北京全式金生物技术有限公司；ＤＮＡ割胶回收试剂盒、
ＰＣＲ过柱纯化试剂盒，购自北京博大泰克生物基因技术有限
责任公司；十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称
ＳＤＳ）、琼脂粉、４－羟乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、山梨醇
（ｓｏｒｂｉｔｏｌ）、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、３－（Ｎ－吗啉基）丙磺
酸（ＭＯＰＳ）、３０％丙烯酰胺和乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），购自索
莱宝公司；酵母粉，购自 ＯＸＯＩＤ公司；腺嘌呤、尿嘧啶、精氨
酸、组氨酸、卡那霉素（Ｋａｎ），购自Ｓｉｇｍａ公司；ＲＮＡ提取试剂
盒，ＯＭＥＧＡ（货号为Ｒ６８７０－００），购自南京贝纳生物技术有
限公司；ｉＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ合成试剂盒（货号为１７０８８９０），购自南
京润亚生物科技发展有限公司；ＰＣＲ引物，由南京思普金生
物工程技术服务有限公司合成；常用试剂为分析纯级，购自国

药集团化学试剂有限公司和生工生物工程（上海）股份有限

公司。

１．１．３　培养基　（１）ＬＢ培养基配方（１００ｍＬ）：１ｇ胰蛋白
胨，０．５ｇ酵母粉，１ｇ氯化钠，在固体培养基中添加２ｇ琼脂
粉。（２）ＬＢ＋Ｋａｎ培养基：在ＬＢ培养基中添加卡那霉素至终
浓度为５０ｍｇ／Ｌ。（３）ＹＥＳ培养基配方（１００ｍＬ）：３．０ｇ葡萄
糖，０．５ｇ酵母粉，２２．５０ｍｇ腺嘌呤，２２．５０ｍｇ尿嘧啶，
２２．５０ｍｇ亮氨酸，２２．５０ｍｇ组氨酸。
１．２　试验方法
１．２．１　引物的设计　根据裂殖酵母序列信息数据库（Ｓ．
ｐｏｍｂｅ＿ＧｅｎｅＤＢ）中登录号为 ＳＰＡＣ１２９６．０２的基因序列，通过
ｈｔｔｐｓ：／／ｉｈｇ．ｇｓｆ．ｄｅ／ｉｈｇ／ｍｉｔｏｐｒｏｔ．ｈｔｍｌ预测线粒体定位序列，将
线粒体定位序列去掉后，设计上下游特异性引物，在正向引物

的５′端加入ＮｄｅⅠ酶切位点，在互补链引物的５′端加入ＸｈｏⅠ酶
切位点（下划线分别表示ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ酶切位点）：正向引物：
５′－ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＡＴＧＡＡＴＧＡＧＣＡＡＡＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＧＣＣ－
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３′；反向引物：５′－ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡＣＴＧＴＧＴＴＣＡＧＣＧＴＴＧ
ＧＧ－３′。
１．２．２　ＰＣＲ片段扩增　取用ＹＥＳ培养过夜的粟酒裂殖酵母
１．５ｍＬ，离心收集菌体。按照ＯＭＥＧＡ的说明书提取总ＲＮＡ，
然后加入反转录酶，以随机六聚体为引物合成 ｃＤＮＡ，然后以
此ｃＤＮＡ为模板，用ＳＰＡＣ１２９６．０２的特异性引物进行扩增，
扩增条件如下：９５℃ ２ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，３２个循环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃保存。扩增产物用１．０％
琼脂糖凝胶电泳检测。将ＰＣＲ片段用 ＰＣＲ过柱纯化试剂盒
进行纯化。

１．２．３　原核表达载体ｐＥＴ－２８ａ（＋）／ｃｏｘ４ｐ的构建　把纯化
后的ＰＣＲ片段与ｐＥＴ－２８ａ（＋）载体进行 ＮｄｅⅠ和 ＸｈｏⅠ双
酶切，回收纯化双酶切后的产物，将两者按合适配比加入到酶

连反应体系内，１６℃连接过夜；将酶连产物转到大肠杆菌
ＴＯＰ１０感受态细胞中，涂布到含有 Ｋａｎ抗性的 ＬＢ固体培养
基上，３７℃培养过夜，挑取菌落ＰＣＲ呈阳性的转化子于ＬＢ＋
Ｋａｎ的液体培养基中，３７℃振荡培养１０ｈ，通过碱裂解法提
取重组质粒，经ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切初步鉴定后，由南京思普
金生物技术有限公司完成测序。将测序正确的重组质粒转入

到Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１感受态细胞中，得到重组表达菌株。
１．２．４　目的蛋白的表达　将重组表达菌接种到５ｍＬ含有
５０ｍｇ／ＬＫａｎ的ＬＢ液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养
过夜，将重组表达菌分别转接到２管１５ｍＬ含有５０ｍｇ／ＬＫａｎ
的ＬＢ液体培养基中，使其Ｄ６００ｎｍ≈０．２，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ继续
振荡培养至 Ｄ６００ｎｍ≈０．６，此时向其中 １管菌液中加入
１ｍｍｏｌ／Ｌ异 丙 基 硫 代 半 乳 糖 苷 （ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβ－Ｄ －
ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，简称ＩＰＴＧ），于 ３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养过
夜。次日，于４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集菌体，之后用
１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液（ｐＨ值为７．０）将菌体重悬，重复洗
涤３次后，加入适量缓冲液［含 ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基磺酰氟
（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，简称 ＰＭＳＦ）和 １４．３ｍｍｏｌ／Ｌ
β－巯基乙醇］，将其置于冰浴中进行超声波破碎，破碎１０ｓ，
冷却１０ｓ，待菌体完全破碎后，于 ４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，收集细胞上清，取适量进行聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），以分析
目标产物的表达情况。

１．２．５　目的蛋白的纯化　重组表达菌破碎完全后，于
１６０００ｇ、４℃离心３０ｍｉｎ，将上清转移至新的１．５ｍＬ离心管
中。向上清中加入组氨酸标签蛋白纯化试剂盒（Ｎｉ－ＮＴＡ
柱），根据Ｎｉ－ＮＴＡ柱的吸附度来决定上清蛋白样品中需要
加入的Ｎｉ－ＮＴＡ体积。在４℃低温冰箱中，用垂直混匀器匀
速转动离心管２～４ｈ，确保目的蛋白与Ｎｉ－ＮＴＡ柱充分接触
并结合，２～４ｈ后，１０００ｇ、４℃离心２ｍｉｎ，小心地将上清转
移到另１支新的１．５ｍＬ离心管中（该上清中含有未与 Ｎｉ－
ＮＴＡ柱结合的蛋白），用ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ洗涤２～５次离心下来的
Ｎｉ－ＮＴＡ柱，保留洗液，该步的目的是去除没有与Ｎｉ－ＮＴＡ柱
结合或者与Ｎｉ－ＮＴＡ柱结合不牢固的蛋白。再用ＥｌｕｔｅＢｕｆｆｅｒ
对Ｎｉ－ＮＴＡ柱进行洗脱，可将与Ｎｉ－ＮＴＡ柱结合的目的蛋白
洗脱下来。洗脱液的体积按照加入的 Ｎｉ－ＮＴＡ柱的体积换
算，洗涤３次，洗涤得到的溶液主要含有所纯化的目的蛋白。
将目标蛋白洗脱液置于截留量为３５００ｕ的透析袋中对蛋白进

行透析，透析液为１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液（ｐＨ值为６．８），
经过３次换液后，将得到的蛋白液吸出并加入１．５ｍＬ离心管
中，这些蛋白样品可进行对照试验。取适量透析后的蛋白样品

进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，以检测目的蛋白的纯化程度。
１．２．６　抗体的制备与检测　将纯化得到的蛋白作为抗原送
巴傲得生物科技有限公司制备相应的抗体，然后提取粟酒裂

殖酵母的线粒体［１１－１２］，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ－Ｂｌｏｔ方法检测抗体质
量。将线粒体提取液上样于 １２％聚丙酰胺凝胶中，进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，湿转（硝酸纤维素膜，简称 ＮＣ膜），条件为
３００ｍＡ、１００ｍｉｎ。用封闭液（０．１３７ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．０２ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ，５％脱脂奶粉，质量浓度）封闭硝酸纤维素膜 ２ｈ。用
ＴＢＳＴ缓冲液（含 ０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，０．１３７ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．１％
Ｔｗｅｅｎ２０，调节ｐＨ值至７．４）洗膜３次，按比例加入一抗，室
温孵育４ｈ，用ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３次，再按比例加入二抗，室
温避光孵育１ｈ，用ＯＤＹＳＳＥＹ激光扫描显示结果。

２　结果与分析

２．１　目的片段ｃｏｘ４的扩增
以提取的 ｙＨＬ６３８１菌株的 ＲＮＡ通过反转录得到的

ｃＤＮＡ作为模板，通过 ＰＣＲ扩增目的片段 ｃｏｘ４。目的基因
ｃｏｘ４的碱基数为３９３ｂｐ。如图１所示，根据ｍａｒｋｅｒ，所获得的
目的片段介于２５０～５００ｂｐ之间，且只有１条单一条带，因此
确定该目的片段为ｃｏｘ４。

２．２　重组质粒ｃｏｘ４－ｐＥＴ２８ａ的构建及验证
将扩增得到的ｃｏｘ４目的片段进行ＰＣＲ过柱纯化，将纯化

后的目的片段与载体质粒ｐＥＴ－２８ａ（＋）分别用ＮｄｅⅠ、ＸｈｏⅠ
进行双酶切，酶切过夜后割胶回收载体质粒片段，过柱纯化目

的ＰＣＲ片段。将纯化后的载体片段与目的 ＰＣＲ片段酶连，
１６℃ 反应过夜。接下来通过化学转化法将酶连产物转入
ＴＯＰ１０大肠杆菌感受态细胞中，涂布于添加卡那霉素的 ＬＢ
固体培养基上，３７℃培养１２ｈ后，将平板取出，接种单菌落于
添加卡那霉素的ＬＢ液体培养基上，于３７℃振荡培养１２ｈ后
提取重组质粒。提取的重组质粒如图２所示。笔者选取图２
中的４号质粒进行酶切验证。由图３的验证结果可以看出
ｃｏｘ４基因的释放片段，将４号重组质粒送至南京思普金生物
科技有限公司测序。由图４的测序结果可以看出，该片段与
Ｓ．ｐｏｍｂｅ＿ＧｅｎｅＤＢ数据库中的序列完全一致，表明４号重组
质粒的构建是成功的。

２．３　目的蛋白Ｃｏｘ４的表达
将上述验证正确的重组质粒转入ＢＬ２１大肠杆菌感受态
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细胞中，得到带有 ｐＥＴ－２８ａ（＋）／ｃｏｘ４的重组菌株，通过
ＩＰＴＧ诱导，使得重组质粒在细胞中表达，得到本研究所需的
Ｃｏｘ４蛋白。笔者将经过 ＩＰＴＧ诱导和未经过 ＩＰＴＧ诱导的重
组表达菌株通过超声破碎处理后，进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，结果如
图５所示，在经过ＩＰＴＧ诱导的重组表达菌的上清组分中，可
以看到 １条大小为 １６ｋｕ左右的蛋白条带，与 Ｓ．ｐｏｍｂｅ＿
ＧｅｎｅＤＢ上公布的 Ｃｏｘ４蛋白大小１８．１６ｋｕ相近，表明 Ｃｏｘ４
蛋白得到了表达。

２．４　目的蛋白Ｃｏｘ４的纯化
在Ｃｏｘ４蛋白成功得到了表达后，笔者对表达的蛋白进行

纯化，通过 Ｎｉ－ＮＴＡ柱与目的蛋白结合，用 ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ洗去
杂蛋白与未与Ｎｉ－ＮＴＡ柱结合的蛋白，最后用ｅｌｕｔｅｂｕｆｆｅｒ将
目的蛋白洗脱下来，去除盐离子后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，检测蛋
白的纯化效果。从图６可以看出，经过ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ洗脱后，去
除了大部分杂蛋白，得到了纯度较高的目的蛋白。

２．５　Ｃｏｘ４蛋白抗体的制备及检测
笔者将纯化后的Ｃｏｘ４蛋白样品送至巴傲得生物科技有

限公司制备抗体。抗体制备完成后，提取 ｙＨＬ６３８１的线粒
体，通过免疫印记分析试验对抗体进行检测。如图７所示，在
线粒体提取液中，本试验成功检测到了 Ｃｏｘ４蛋白且大量富
集，其分子量大小与之前表达的蛋白大小是一致的，表明抗体

的制备是成功的。

３　讨论

在本研究中，笔者将Ｃｏｘ４蛋白的编码序列去除线粒体定
位序列后克隆到表达载体 ｐＥＴ－２８ａ（＋）上，构建了 ｐＥＴ－
２８ａ（＋）／ｃｏｘ４重组表达质粒，因为表达载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）上
含有Ｔ７／Ｌａｃ启动子，该启动子在受 ＩＰＴＧ诱导时会启动基因
的表达，因此表明重组表达质粒经过 ＩＰＴＧ诱导，在表达型的
大肠杆菌中成功表达，通过一系列优化后提高了Ｃｏｘ４蛋白在
细胞中的表达量，得到了成功表达的Ｃｏｘ４蛋白。接下来将成
功表达的蛋白以过Ｎｉ－ＮＴＡ柱的方式进行纯化，使目的蛋白
与Ｎｉ－ＮＴＡ柱相结合，从而去除其他杂蛋白，达到纯化蛋白
的目的。最后将纯化的蛋白作为抗原送相关公司制备相应的

抗体。通过检测发现，本研究所制备的抗体是成功的，而且特

异性较好，从而为检测Ｃｏｘ４的蛋白水平研究奠定了基础。

—３３—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１５期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄

参考文献：

［１］Ｏｓｔｏｊｉｃ′Ｊ，ＰａｎｏｚｚｏＣ，Ｂｏｕｒａｎｄ－ＰｌａｎｔｅｆｏｌＡ，ｅｔａｌ．Ｒｉｂｏｓｏｍｅｒｅｃｙｃｌｉｎｇ
ｄｅｆｅｃｔｓｍｏｄｉｆｙｔｈｅｂａｌａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄａｓｓｅｍｂｌｙｏｆ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｕｂｕｎｉｔｓｏｆｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｃｏｍｐｌｅｘｅｓｉｎｙｅａｓｔ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１６，４４（１２）：５７８５－
５７９７．　

［２］ＧｏｕｇｅｔＫ，ＶｅｒｄｅＦ，ＢａｒｒｉｅｎｔｏｓＡ．Ｉｎｖｉｖｏｌａｂｅｌｉｎｇａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｂｕｄｄｉｎｇａｎｄｉｎｆｉｓｓｉｏｎｙｅａｓｔｓ
［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００８，４５７：１１３－１２４．

［３］ＨｅｎｚｅＫ，ＭａｒｔｉｎＷ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｂｉｏｌｏｇｙ：ｅｓｓｅｎｃｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００３，４２６（６９６３）：１２７－１２８．

［４］ＷａｎｇＣ，ＹｏｕｌｅＲＪ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．
ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００９，４３（１）：１１－２２．

［５］ＶｏＴＤ，ＰａｌｓｓｏｎＢＯ．Ｂｕｉｌｄｉｎｇｔｈｅｐｏｗｅｒｈｏｕｓｅ：ｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｉｎ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｓｔｕｄｉｅｓｔｈｒｏｕｇｈｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓａｎｄｓｙｓｔｅｍｓｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．
ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００７，２９２（１）：
Ｃ１６４－Ｃ１７７．　

［６］ＦｏｕｒｙＦ，ＲｏｇａｎｔｉＴ，ＬｅｃｒｅｎｉｅｒＮ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅ

ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅｏｆＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］．ＦＥＢＳＬｅｔｔｅｒｓ，
１９９９，４４０（３）：３２５－３３１．

［７］ＢｉｒｓｏｙＫ，ＷａｎｇＴ，ＣｈｅｎＷ Ｗ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｏｆｔｈｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｃｈａｉｎｉｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｓｔｏｅｎａｂｌｅ
ａｓｐａｒｔａｔｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１５，１６２（３）：５４０－５５１．

［８］张　颖，胡国华．线粒体呼吸链功能异常在帕金森病中作用的研
究进展［Ｊ］．中风与神经疾病，２０１０，２７（１）：８９－９１．

［９］ＨｅｒｒｍａｎｎＰＣ，ＧｉｌｌｅｓｐｉｅＪＷ，ＬｕＣ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｒｏｔｅｏｍｅ：
ａｌｔｅｒｅｄｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔｌｅｖｅｌｓｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．
Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００３，３（９）：１８０１－１８１０．

［１０］ＯｌｉｖａＣＲ，ＭａｒｋｅｒｔＴ，ＧｉｌｌｅｓｐｉｅＧＹ，ｅｔａｌ，Ｎｕｃｌｅａｒ－ｅｎｃｏｄｅｄ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ４ｒｅｇｕｌａｔｅｓＢＭＩ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙｏｆｈｉｇｈ－ｇｒａｄｅｇｌｉｏｍａｓ［Ｊ］．
Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１５，６（６）：４３３０－４３４４．

［１１］ＭｅｉｓｉｎｇｅｒＣ，ＰｆａｎｎｅｒＮ，ＴｒｕｓｃｏｔｔＫＮ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｙｅａｓｔｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００６，３１３：３３－３９．

［１２］ＢｏｌｄｏｇｈＩＲ，ＰｏｎＬ Ａ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｓｕｂｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｆｒｏｍｔｈｅｙｅａｓｔＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ
ｉｎＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２００７，８０（９）：４５－６４．

王进军，薛　藩．虾过敏ＤＮＡ疫苗的设计和构建［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（１５）：３４－３７．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．１５．００９

虾过敏 ＤＮＡ疫苗的设计和构建
王进军，薛　藩

（扬州大学环境科学与工程学院，江苏扬州２２５１２７）

　　摘要：通过“一珠一化合物”方法筛选虾过敏的抗原表位，加上免疫元件构建重组真核表达质粒。取对虾过敏患
者的血清，纯化抗体。用所得抗体从耦联氨基酸多肽库中筛选出不同长度的多肽２０个。在每个多肽前后加入免疫元
件（ＫＯＺＡＫ序列、Ｔｈ－ＰＡＤＲＥ、ＣｐＧ１、Ｔｈ－Ｐ１８ｍｎ、ＣｐＧ２、ｔＰＡ前导序列、多肽加尾信号），根据密码子表和ＪＣＡＴ网站选
出适宜在小鼠内表达的ＤＮＡ序列。按重叠ＰＣＲ的方法设计６个２０ｂｐ的核苷酸链，通过ＰＣＲ获得全长片段，双酶切
连接入真核表达载体，构建重组表达质粒。经测序分析，证明成功构建虾抗原表位的重组表达质粒 ｐＣＩｎｅｏ－ＴＭ。本
研究为虾过敏抗原表位在真核系统的表达以及已建立的虾过敏小鼠动物模型奠定了良好基础，可为虾过敏的治疗提

供新的方法。
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　　虾作为海产品的主力军，其味道鲜美闻名于世，但不少人
因对虾过敏而无法享用。目前，还没有针对虾过敏的治疗方

法。虾过敏的主要原因是虾中存在过敏原。随着免疫学、临

床医学和食品生物化学等学科和分子生物学技术的发展，不

同品种的虾过敏原的性质被研究，结果表明不同品种的虾主

要过敏原均为分子量３６ｋｕ组分，而且其氨基酸的组成和顺
序很相似，都是肌肉中的原肌球蛋白［１－２］。这种蛋白质存在

于肌原纤维中，和肌钙蛋白一起，结合在 Ｆ－肌动蛋白上，形
成细丝。进一步研究表明，虾过敏原的抗原表位，即能引起过

敏反应的最小单位，通常为几个氨基酸的多肽或者肽段，如棕

虾的抗原表位为９个肽段，这９个肽段有两大重叠区域［３－７］。

ＤＮＡ疫苗即基因疫苗，是在分子生物学技术基础上发展
起来的第３代新型疫苗，指的是将编码外源性抗原的基因插
入到含真核表达系统的质粒上，然后将质粒直接导入人或动

物体内，让其在宿主细胞中表达抗原蛋白，诱导机体产生免疫

应答。抗原基因在一定时限内的持续表达，不断刺激机体免

疫系统，使之达到防病的目的［８－９］。

本研究通过基因克隆技术构建虾过敏原抗原表位的

ＤＮＡ疫苗，通过“一珠一化合物”的分析方法获得虾过敏抗原
表位的多肽的氨基酸序列，通过真核表达载体 ｐＣＩｎｅｏ为骨
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