
第３６卷 第１期

２０１７年　１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３６　No．１

Jan．２０１７,８６~９２

收稿日期:２０１６Ｇ０５Ｇ１８
基金项目:国家自然科学基金项目(３１２７２６８５);福建省自然科学基金项目(２０１２J０１１４０);福建省教育厅项目(JA１２１９３)
黄　媛,硕士研究生．研究方向:生物化学与分子生物学．EＧmail:yuanhuang２０１６＠１６３．com
通信作者:林　鹏,博士,教授．研究方向:生物化学与分子生物学．EＧmail:linpeng＠jmu．edu．cn

日本囊对虾组织蛋白酶 B 基因的原核表达及纯化

黄　媛１　王艺磊１　张子平２　岳　亮１　冯建军１　郭松林１　林　鹏１

１．集美大学水产学院/农业部东海海水健康养殖重点实验室,厦门３６１０２１;

２．福建农林大学水产系,福州３５０００２

摘要　采用原核表达的方法得到日本囊对虾(Marsupenaeusjaponicus)组织蛋白酶B基因的重组蛋白.以

日本囊对虾卵巢组织为试验材料,采用双标签(GST和 His)的方法,用带有EcoRⅠ和NotⅠ酶切位点以及６×
HisＧtag的特异引物扩增CathepsinB 的开放阅读框,并连接至表达质粒pGEXＧ４TＧ２中.将重组表达质粒导入

大肠杆菌BL２１中,在３０℃条件下,用终浓度为１mmol/L的IPTG(isopropylβＧDＧ１Ｇthiogalactopyranoside)诱导

５h得到最佳诱导量,His亲和柱进行纯化,纯化蛋白依次于８、６、４、２、１、０mol/L尿素缓冲液中梯度透析,得到

复性后可溶于水的重组蛋白,经SDSＧPAGE检测,得到单一条带,其分子质量约为６３ku.取冻干后的蛋白制备

多克隆抗体,抗体效价达５００００,经 Westernblot检测,同样可在６３ku处得到该条带,表明制备的组织蛋白酶

B(CB)多克隆抗体具有特异性,该抗体可特异识别CB蛋白.
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　　组织蛋白酶大多属于木瓜蛋白酶家族(papain
family)[１],是蛋白水解酶中重要的一类,在生物体

多种器官内广泛存在[２].人类基因组计划完成的十

多年来,关于蛋白水解酶的研究有了很大的进展,其
分类已逐渐明确,并建立了肽酶数据库[３].根据催

化水解机制的不同,可以分为天冬氨酸蛋白酶、半胱

氨酸蛋白酶、丝氨酸/苏氨酸蛋白酶和金属蛋白酶等

４种类型[４].到目前为止研究最多的是半胱氨酸蛋

白酶,其家族多种成员在人类基因组上的分子特征

和结构已得到阐述[５],如组织蛋白酶B、F、H、K、L、

O、S、V、W、X和T等.组织蛋白酶B(cathepsinB,

CB;EC３．４．２２．１)同时具有肽链内切酶(endopepdiＧ
dase)和羧基二肽酶(dipeptidylcarboxypeptidase)
的活性[６],又因其在人类癌症和炎症等疾病中超表

达[７Ｇ１１],是脊椎动物中研究最为深入的细胞内酸性

半胱氨酸蛋白酶.在虾蟹类及昆虫中,关于 CB的

研究,主要集中在卵子的形成、卵巢发育、胚胎幼虫

的形成中[１２Ｇ１６],但虾蟹类等 CB的蛋白表达并未见

报道.
日本囊对虾(Marsupenaeusjaponicas),又称

日本对虾[１７],雌性个体生长速度明显高于雄性个

体[１８].笔者所在实验室前期已运用双向电泳技术

鉴定出了日本囊对虾性腺差异蛋白———组织蛋白酶

B(MjCB)[１９],并利用 SMARTＧRACE 技术克隆其

cDNA 全长(GenBank:HQ３２８９４３．１),同时运用荧

光定量PCR方法分析了日本囊对虾卵巢发育不同

时期CB 基因的表达情况[１５],该文参照性腺发育指

数(gonadＧsomaticindex,GSI)和切片观察将卵巢发

育分为４个时期,其中Ⅰ期CB 基因表达量最高.
笔者采取CB 表达量最高的Ⅰ期卵巢组织进行取

样,运用双标签方法构建,成功构建了能够在E．coＧ
li中大量表达的CB 原核重组表达质粒,并将此重

组蛋白成功纯化、复性制备出特异的多克隆抗体,以
期为研究日本囊对虾在各组织中CB蛋白的表达情

况提供基础资料,并为虾蟹类基因的原核表达方法

构建提供一定的思路.

1　材料与方法

1.1　供试材料及主要仪器

１)动物材料.日本囊对虾雌虾购自厦门市中埔
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水产市场,体长约２１cm,体质量约６８g.新西兰大

白兔由厦门大学动物实验中心提供.

２)试剂材料.RDP[２０]是一种可以同时提取

RNA、DNA和蛋白的试剂,为笔者实验室自行配

置.Taq 酶等 PCR 常规试剂以及 T４DNA 连接

酶、EcoRⅠ和 NotⅠ(快酶)等均购自 TaKaRa公

司.pGEXＧ４TＧ２优化空质粒,由国家海洋局第三研

究所馈赠.大肠杆菌JM１０９和 BL２１均为笔者所

在实验室保存.DNaseⅠ 和 ThermoRevertAidTM

FirstStrandcDNASynthesisKit购自 Thermo公

司.二抗羊抗兔IgGＧHRP购自武汉博士德生物工

程公司.胶回收试剂盒购自 Promega公司.质粒

提取试剂盒购自 Omega公司.８８２２６型 HisPurNiＧ
NTASpinColumns购自 Thermo公司.ProteinlＧ
soTM ProteinAResin购自北京全式金生物技术有

限公司.

３)主要仪器.０７０Ｇ９５１型 PCR 仪购自 BiomeＧ
tra公司.３Ｇ３０K低温高速离心机购自Sigma公司.
冷冻干燥机(冻干机)购自 Christ公司.超声波破

碎仪购自Scentz公司;SDSＧPAGE电泳仪和 WestＧ
ernblot电转仪购自BioＧRAD公司.
1.2　cDNA 模板的制备

解剖卵巢发育Ⅰ期的日本囊对虾的卵巢组织,
迅速冰上取样,并于液氮中过夜后于－８０℃保存.
取已保存的卵巢组织,用 RDP方法[２１]提取卵巢总

RNA,经过 DNaseⅠ处理后,按照 ThermoReverＧ
tAidTM FirstStrandcDNASynthesisKit说明书中

的方法逆转录得到cDNA模板.
1.3　 MjCB 原核表达特异引物的设计及其 ORF 的

扩增

　　根据笔者所在实验室之前克隆的 MjCB 全长

cDNA序列,结合所用原核表达质粒pGEXＧ４TＧ２的

特点,用Primer５软件设计原核表达引物(如表１),
并交由上海捷瑞生物工程有限公司合成.以上述

cDNA为模板,扩增带双酶切位点的MjCB 的 ORF
全长.PCR条件:９５℃预变性 ５min;９５℃ ３０s、

６１℃３０s、７２℃ １ min,３５个循环;７２℃延伸１０
min;１６℃冷却５min.

表１　MjCB 原核表达引物设计

Table１　MjCBprokaryoticexpressionprimerdesign

引物名称

Primername
引物序列(５′Ｇ３′)Primersequences(５′Ｇ３′)

正向引物 Formerprimer MjCBＧF AGGAATTCCCATGAGGGTTATTGTGGGTTTGTTG

反向引物 Reverseprimer MjCBＧR CGATGCGGCCGC GTGGTGGTGGTGGTG GTGGTTCAGCTTGGGCAACCCAG

　注:下划线标注出EcoRⅠ和NotⅠ酶切位点,方框标注出６×HisＧtag标签,加粗标注出起始密码子.Note:Theunderlinesshowthe

EcoRⅠandNotⅠrestrictionsites,blockmarksthe６× HisＧtaglabels,boldmarksthestartcodon．

1.4　pGEXＧ4TＧ2ＧMjCB 表达重组质粒的构建

PCR产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测后,按
照Promega胶回收试剂盒的方法纯化回收.胶回

收的产物(带酶切位点的目的片段)和pGEXＧ４TＧ２
空质粒同时进行EcoRⅠ和 NotⅠ酶的双酶切.双

酶切条件:３７℃２０min;８０℃２０min;２０℃５min.
琼脂糖凝胶电泳检测双酶切后的产物,回收双

酶切后的目的片段和 pGEXＧ４TＧ２质粒.利用 T４
DNA 连接酶连接目的片段和 pGEXＧ４TＧ２ 质粒,

１６℃过夜.将重组质粒转化入大肠杆菌JM１０９感

受态细胞后,涂平板,挑选阳性克隆扩大培养,运用

菌体PCR的方法检测,１％的琼脂糖凝胶电泳检测

有条带的进行质粒提取并送至上海生工生物公司进

行测序.
1.5　重组质粒的转化及大肠杆菌的诱导表达

参考 NCBI中提交的序列进行比对,验证重组

质粒序 列,将 比 对 正 确 的 重 组 质 粒 pGEXＧ４TＧ２Ｇ

MjCB转化大肠杆菌BL２１感受态细胞.涂平板,挑
选阳性单克隆于１mLLB液体培养基(含 Amp)
中,３７℃２３０r/min摇床震荡过夜.运用菌体PCR
的方法检测,１％的琼脂糖凝胶电泳检测有条带的即

转化成功(可取转化成功的大肠杆菌 BL２１菌种保

种,－８０℃保存备用).
将转化成功的菌液,以１∶１００比例于LB液体

培养基(含 Amp)中扩大培养,３７℃２８０r/min摇床

震荡至D６００为０．６~０．８时停止培养,加入异丙基ＧβＧ
DＧ硫代半乳糖苷(isopropylβＧDＧ１ＧthiogalactopyrＧ
anoside,IPTG)使其终浓度为１mmol/L,３０℃２５０
r/min摇床震荡,并分别在 ３、４、５、６、７h 时取出

１mL菌液,运用SDSＧPAGE的方法确定最佳诱导

时间.同时,以未转化的空质粒作为阴性对照.将

未诱导菌液,以及分别诱导３、４、５、６、７h的菌液,置
于冰上进行超声波破碎:５０Hz,１０s,间隔２０s,共

１０min.将破碎后的菌液于４℃１０４６５r/min离心

７８
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５min,去上清,并于沉淀中加入３００μLPBS重悬,
进行 SDSＧPAGE 电泳,经考马斯亮蓝 G２５０ 染色

１h,脱色１h后进行观察.
1.6　表达蛋白的纯化、复性和冻干

使用 HisPurNiＧNTASpinColumns(Thermo)
纯化重组表达蛋白pGEXＧ４TＧ２ＧMjCB,将其放于已

处理过的透析袋中依次于８、６、４、２、１、０mol/L尿素

缓冲液中(PBS配置)１２h进行梯度透析使蛋白复

性,最后再放置于双蒸水中透析２次,每次１６h.取

１０μL复性后的蛋白进行SDSＧPAGE检测.具体

步骤为:①制备１２．５％的分离胶(pH８．８,１．５mol/L
TrisＧHCl)和３％压缩胶(pH６．８,１．０mol/LTrisＧ
HCl);②单向蛋白电泳(条件:８０V２０min,然后换

电压至１２０V５０min);③胶固定１h(固定液:９５％
乙醇 ２１ mL、１００％ 乙酸 ５ mL、ddH２O２４ mL);

④胶的清洗:用ddH２O将固定好的胶清洗３次,每
次１０min;⑤凝胶染色:用 G２５０[２２]对胶进行染色

１．５h;⑥清洗并观察结果:用ddH２O 对染过色的凝

胶清洗３次,每次２０min,清洗的过程中蛋白条带

会越来越清晰.检测具有单一目的条带的蛋白样品

即为复性成功后的表达蛋白.最后将复性后的蛋白

冻干为粉末状,－８０℃保存.
1.7　多克隆抗体的制备及效价检测

取健康的雄性新西兰大白兔,将冻干的表达蛋

白pGEXＧ４TＧ２ＧMjCB加入弗氏完全佐剂乳化后进

行背部皮下多点注射,在此之前,耳缘静脉取其血液

作为阴性对照.此后每隔１４d进行１次加强,加强

针是冻干的表达蛋白加入弗氏不完全佐剂,共３次.
取血之前用 ELISA 的方法测效价.如果效价在

５００００以上,则处死大白兔,动脉取血.血液４℃静

置过夜后,４℃ ２０００r/min１０min取上清即为抗

血清,分 装 至 ２００μL EP 管 中,避 免 反 复 冻 融,

－８０℃保存.
1.8　抗体的纯化和重组蛋白的 Western blot 分析

参照抗体纯化柱 ProteinlsoTMProteinAResin
的说明书进行血清的纯化.取保种的大肠杆菌

BL２１菌液,按照上述条件诱导５h,获得重组表达

蛋白,BSA法测浓度,取１０μg上述样品,进行SDSＧ
PAGE电 泳;对 电 泳 后 的 凝 胶 进 行 转 膜 (湿 转:

１００V电压转印１h),预染的 Marker可以显示转膜

效果;用PBST(含０．５％ Tween２０)缓冲液配置的

３％(w/V)牛血清蛋白(BSA)对膜进行封闭(封闭条

件:４℃过夜);将制备的抗体稀释适当浓度,作为一

抗进行抗体的孵育(条件:３７℃孵育２h);一抗孵育

完成后用PBST(含０．２％ Tween２０)清洗PVDF膜

３次,第１次洗膜５min,第２次１０min,第３次１５
min;按照二抗说明书要求(ECL显色)的比例稀释

二抗到新配制的封闭液中得到二抗孵育液,３７℃孵

育１h.PBST多次清洗后显影拍照.

2　结果与分析

2.1　cDNA 模板的制备和带双酶切位点 ORF 的扩增

　　以日本囊对虾卵巢cDNA 作为 PCR 模板,以
特异引物扩增 ORF的目的片段.扩增结果如图１,
在１０００bp左右处有一亮带,与 MjCB 的 ORF全

长９９６bp大小一致,回收亮带胶.

　M:Marker;１,２:MjCB 基因PCR产物PCRproductsofMjCB

gene．

图１　MjCB 基因ORF的扩增

Fig．１　ORFamplificationofMjCBgene
2.2　pGEXＧ4TＧ2ＧMjCB 表达重组质粒的构建

将胶回收的目的片段和pGEXＧ４TＧ２空质粒,同
时进行EcoRⅠ和NotⅠ酶的双酶切,结果如图２A,
目的片段出现在１０００bp左右的位置,空质粒出现

在４９００bp左右的位置.当酶切过后的空质粒和

目的片段连接过后形成的重组质粒,再次进行双酶

切验证,如图２B,对验证有目的片段插入的重组质

粒进行序列测定,测序结果正确.
2.3　pGEXＧ4TＧ2ＧMjCB 诱导表达条件的优化

在一定范围内IPTG诱导浓度的差异结果相差

不会太大[２３],本试验主要摸索了诱导表达时间的差

异,前期笔者所在实验室已鉴定出 MjCB 的表达以

包涵体的形式存在于沉淀中[１９],不同时间点诱导表

达情况如图３所示.从诱导后第５小时,蛋白表达

含量稳定,因此,确定诱导最佳时间为５h.MjCB
预测分子质量为３７ku,GST标签为２６ku,所以重

组蛋白分子质量约为６３ku.从图３中可以明显看

到与诱导前及空质粒相比,重组蛋白有了大量表达,
且在预期分子质量的位置可以检测到.

８８
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　M:Marker;１:MjCB 的 PCR 产 物 ProductofMjCB gene;

２:已构建重组质粒 pGEXＧ４TＧ２ＧMjCB的双酶切验证 DoublediＧ

gestionverificationofrecombinantplasmidpGEXＧ４TＧ２ＧMjCB．

　M１,M２:Marker;１:MjCB 的 双 酶 切 产 物 DigestedMjCB;

２:pGEXＧ４TＧ２的双酶切产物 DigestedpGEXＧ４TＧ２plasmid．

图２　目的基因和质粒的双酶切(A)以及重组质粒双酶切(B)的验证

Fig．２　DoubledigestionoftargetgeneandpGEXＧ４TＧ２plasmid(A)anddoubledigestion
verificationofrecombinantplasmid(B)

　１:４TＧ２空质粒的菌液４TＧ２plasmidwithouttargetgene;２:未

诱导的重组菌液 UninducedrecombinantBL２１byIPTG;泳道

３~７:表示重组菌液诱导后３、４、５、６、７h时的结果 Theexpressed

proteinofrecombinantBL２１inducedbyIPTGat３h,４h,５h,

６h,７h,respectively;M:Marker．

图３　pGEXＧ４TＧ２ＧMjCB重组

蛋白表达IPTG诱导时间的优化

Fig．３　Optimizationofinductiontimeby
IPTGforrecombinationprotein’sexpression

　M:Marker;１:４TＧ２空质粒的菌液４TＧ２plasmidwithouttarget

gene;２:重组菌液诱导５h时 Recombinantbacteriainducedby

IPTGafter５h;３:纯化后可溶的重组蛋白 MjCBPurifiedtarget

protein;４:重组蛋白 MjCB的 Westernblot检测 WesternblotdeＧ

tectoftherecombinantproteinMjCB．

图４　重组蛋白的纯化及 Westernblot检测

Fig．４　PurificationandWesternblotdetection
ofMjCBprotein

2.4　表达蛋白的纯化、复性和冻干

重组蛋白经过镍柱纯化后,经过尿素梯度脱水

后已形成可溶性的蛋白,用SDSＧPAGE的方法进行

检测,得到单一条带,如图４中泳道３所示.诱导后

５h的目的蛋白有了大量表达,同时也有一些非特

异的蛋白杂带,但是经纯化后只有１条目的蛋白.
2.5　多克隆抗体的检测

用酶联免疫吸附法检测多克隆抗体的效价,达
到了５００００.同时用 Westernblot的方法检测重组

蛋白的特异性,结果如图４中泳道４所示,从而对所

制备多克隆抗体的特异性进行了验证.

3　讨　论

对脊椎动物的研究发现,CB广泛存在于多种组

织中,具有一系列特殊的细胞功能[２４],虾蟹类CB的

研究目前集中在不同物种中CB 基因的克隆以及在

不同组织和应激条件下的表达情况,在不同物种中

组织特异性并不完全相同.Stephens等[２５]发现在

凡纳滨对虾(Litopenaeusvannamei)中,CB 除了游

泳足和眼柄外,在其他组织中均有表达;而在中国明

９８
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对虾中,CB 在肝胰腺中的表达量是最多的,其次是

鳃和肌肉,并且包含在白斑综合征病毒(WSSV)的
免疫反应的通路中[２６];在日本囊对虾中,CB 基因除

了在卵巢中高表达外,其他组织中表达量都较低.
尤其是精巢中,基本不表达[１９].但是对于CB 在甲

壳类中发挥各项功能的机制并不清楚.目前卵生动

物中CB蛋白的表达,在烟夜蛾(HelicoverpaassulＧ
ta)[２７]、棉铃虫(Helicoverpaarmigera)[１２,２８]和旋

毛虫(Trichinellaspiralis)[２９]等昆虫中有报道.在

虾蟹类等甲壳类动物中尚未见报,如能大量表达出

有活性的CB,将推动虾蟹类CB 功能的研究.
通过对已知序列CB 的多重比对发现,亲缘性

近的物种,CB 的cDNA 比对结果相似性能达到

９７％以上.我们对已公布的甲壳类CB 的基因结构

进行分析发现:N端均有２０aa左右的信号肽、前体

结构域propeptide_C１和成熟肽,且成熟肽由重链

和轻链 ２ 条链组成.有报道称 CB 存在多种亚

型[３０Ｇ３１],２００６年,鲤中发现２种CB 亚型[３２],目前在

日本囊对虾中我们只发现了１种CB 序列.
笔者所在实验室曾多次尝试进行 MjCB 的表

达,改变诱导条件、切除信号肽区域等,但是均没有

表达出可溶解的重组蛋白.本试验采取手动添加

His标签的方式,利用镍柱纯化,不同的咪唑浓度洗

脱,最后用梯度尿素复性得到可溶性的重组蛋白,复
性过程操作简单,制备出的抗体并不影响 Western
blot对蛋白的检测,对于包涵体的表达可以尝试本

试验的方法.除了上述双标签的表达创新点外,在

CB 原核表达的过程中,引物的合成至关重要,在引

物上添加酶切位点时,需要提前预测是否会发生移

码突变;在诱导表达阶段,IPTG 的终浓度、诱导表

达的温度条件以及诱导表达的时间均需要设置梯度

去优化最佳条件.Westernblot检测多克隆抗体特

异性时,封闭和PBST洗涤过程均是重要阶段,操作

不规范可能导致非特异条带的产生,并非一定是多

克隆抗体的问题.因此,封闭液中 BSA(或脱脂奶

粉)的浓度应梯度调节摸索最佳浓度,BSA 浓度过

低会导致封闭不完全,产生非特异条带.PBST 溶

液中,Tween２０的浓度也可以设置梯度,摸索最佳,
其浓度过高或过低都会影响洗涤效果.虽然我们已

成功表达出 MjCB蛋白,并制备了特异性的多克隆

抗体,可用于 MjCB功能的后续研究,但是原核表达

要经过复性的处理,尽管复性后成为可溶性的蛋白,

不影响 Westernblot实验对蛋白的检测,但是复性

的折叠并不能完全反映出该蛋白在生物体内的所有

活性,如果能在酵母体系中对 MjCB进行真核表达,

MjCB活性蛋白的应用将会更容易推广,因此,笔者

所在课题组对 MjCB在毕赤酵母中的表达也进行了

尝试,成功构建了真核表达重组质粒,并对其进行诱

导表达,最终有少量诱导表达产物生成,但是由于检

测方法的限制,并未检测到此蛋白是否为表达所得

目的蛋白.我们还将继续对其进行研究,通过改变

诱导条件、检测方法等实现其大量表达.
蛋白抗体的成功制备为其功能的研究提供了必

要条件.人类 CB蛋白在癌症、肿瘤以及炎症中的

高表达,已让其成为检测一些病症的标签[３３Ｇ３４].现

在哺乳动物 CB的抗体已商品化,极大地促进了其

应用范围.昆虫 CB蛋白亦被证明广泛存在于卵、
脂肪体、卵巢中,在胚胎发育的过程中高表达,并为

其提供发育所需的必需氨基酸[３５Ｇ３６],因此,预期以干

扰CB 基因的表达或采用 CB抑制剂为目的进行抗

病害(杀虫灭卵)的研究将有很大的应用前景[２７].
目前,有关 CB蛋白表达的研究在对虾中还未见报

道,本研究成功制备出特异的多克隆抗体,可以为各

组织中CB蛋白表达的检测提供基础,为研究其在卵

巢发育过程中的功能及其对虾的单性化养殖提供

资料.
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ProkaryoticexpressionandpurificationofcathepsinBinshrimp,
Marsupenaeusjaponicus
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Abstract　TherecombinantproteinofcathepsinBinMarsupenaeusjaponicuswasobtainedbyproＧ
karyoticexpression．OpeningreadingframeofthecathepsinB genewasamplifiedwithspecificprimer
whichcontainEcoRⅠandNotⅠrestrictionsitesand６×HisＧtagfromtheovary,connectedwithexpresＧ
sionvectorpGEXＧ４TＧ２andintroducedintoE．coliBL２１．Theoptimalinductionwasacquiredat５hwith
IPTGconcentrationof１mmol/Lat３０℃．TherecombinantproteinwaspurifiedbyHisaffinitycolumn．
Aseriesofureabuffers(８mol/L,６mol/L,４mol/L,２mol/L,１mol/Land０mol/L)wereusedforgraＧ
dientdialysis．Thesolublerecombinantproteinswerepreservedin－８０℃afterfreezeＧdrying．ThemolecＧ
ularweightoftheproteinwas６３kumeasuredbySDSＧPAGE．Thepolyclonalantibodywaspreparedby
usingthefreezeＧdriedproteins,andtheantiserumtiterofantibodywas５００００byELISA．Thespecificity
ofitcanbedetectedbyWesternblot．ThepreparationofantibodylaidthefoundationforproteinexpresＧ
sionandgenefunctionstudyofcathepsinB．

Keywords　Marsupenaeusjaponicus;ovary;cathepsinBgene;prokaryoticexpression;polyclonal
antibody
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