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摘要: 以鲢(Hypophthalmichthys molitrix)肌肉cDNA为模板, 利用小清蛋白特异性引物进行PCR扩增, 克隆得到β小清蛋白两种不同亚型, 即Ⅰ型、Ⅱ型编码区基因。将目的基因片段连接到pET28a (+)表达载体, 并在大肠杆菌[E.coli BL21 (DE3)]中诱导表达。结果表明, 经诱导的小清蛋白重组质粒菌株有特异的蛋白表达。SDS-PAGE分析显示, 目的蛋白的分子量约为13 kD, 与预期大小一致。菌体超声破碎后发现2种亚型的小清蛋白均为可溶表达。利用Ni2+亲和层析柱对重组蛋白进行纯化, 得到高纯度的重组小清蛋白PVⅠ和PVⅡ。经Western Blot 鉴定, 重组小清蛋白PVⅠ和PVⅡ均能与抗鲢小清蛋白单克隆抗体反应。本研究为进一步分析小清蛋白的结构与致敏性的关系提供了重要的基础。
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鱼类是八大致敏食物之一, 由于不能食用鱼类及相关制品影响了过敏患者饮食质量, 同时也带来了新的食品安全问题。因此, 研究鱼类过敏原的结构与致敏性的关系, 揭示食品加工方式对鱼类致敏性的影响具有重要的理论及应用价值。

鱼类主要过敏原为小清蛋白(parvalbumin, PV)。PV的分子量约为12 kD, 是一种水溶性钙结合蛋白, 对热、pH、化学试剂及蛋白酶水解都比较稳定[1−2], 主要存在于骨骼肌的白色肉中, 在肌肉的舒张等生理活动中起着重要作用[3−5]。小清蛋白一般分为α和β两种不同的类型。α型小清蛋白含有的酸性氨基酸残基多于β型, 因此α型小清蛋白的等电点(pI)高于β型小清蛋白。一般地, α型的pI大于5, 而β型的pI则小于4.5[6–7]。这两种类型的小清蛋白在不同鱼类中又分别含有数量不等的亚型。已有的研究表明, 大多数鱼类的肌肉中含有1~4种小清蛋白亚型, 有些硬骨鱼在生长发育过程中可能会产生3~5种亚型[8–9]。在前期的研究中, 笔者课题组从鲢肌肉中纯化得到3种不同的小清蛋白, 分子量为10~14 kD, 其热稳定性存在一定差异, 其中2种亚型小清蛋白(即PVⅠ和PVⅡ)的含量较多 [10–11]。另外, 笔者从海水鱼赤[image: image1.png]]



(Dasyatis akajei)肌肉中纯化得到2种小清蛋白, 并发现二者的热稳定性差异与其致敏性之间存在一定关系[4]。

目前, 国内外对鱼类小清蛋白性质的研究报道较多, 通过基因序列比对显示, 不同的小清蛋白的序列相似性较高[12–13]。Beale等[12]从不同的鱼类中纯化得到5种小清蛋白的异构体并能发生免疫交叉反应, 同时发现沙丁鱼(Sardinops sagax)的小清蛋白与E类免疫球蛋白(IgE)的结合活性最高。Guo等[14]从红鲷(Evynnis japonica)肌肉中纯化到两种类型的小清蛋白(PAⅠ和PAⅡ), 且PAⅠ与单克隆抗体G类免疫球蛋白(IgG)和对鱼过敏的人血清IgE的反应活性比PAⅡ和其他鱼类小清蛋白的反应活性弱, 证明不同类型小清蛋白之间在致敏性上存在一定的差异。王海燕等[15]从鳙(Aristichthys nobilis)中克隆小清蛋白基因, 并进行表达, 证实重组小清蛋白能与过敏患者血清发生特异性结合。

本研究以国内产量较高的淡水鱼鲢为研究对象, 对其肌肉中的两种小清蛋白亚型(PVⅠ和PVⅡ)的编码区基因进行cDNA克隆, 构建重组表达载体, 并在大肠杆菌中进行原核表达, 以期获得具有生物活性的体外重组小清蛋白, 为进一步研究不同类型小清蛋白的结构特征与致敏性的关系奠定基础。

1  材料和方法

1.1  材料

鲜活鲢购于福建厦门集美菜市场。

总RNA提取试剂盒购于罗氏公司; TIANScript cDNA 第一链合成试剂盒、DNA纯化回收试剂盒和小提质粒试剂盒购自天根生物有限公司; rTaq DNA聚合酶、DNA marker、NdeⅠ、BamHⅠ、pMD-18T 载体购于TAKARA公司; 抗鲢小清蛋白单克隆抗体由本研究室制备[16]; pET28a(+)、E.coli Top10 和BL21 (DE3)由本实验室保存。

1.2  方法

1.2.1  引物设计  根据笔者课题组之前在NCBI的GenBank中登录的鲢小清蛋白核酸序列(Gen​Bank登录号: FJ216937、FJ216938)设计引物, 扩增编码区基因(图1、表1)。引物设计时, 在PVF 5′端加入NdeⅠ酶切位点, 在PVⅡR1和PVⅡR2 5′端分别加入BamHⅠ酶切位点。以cDNA为模板, 用引物PVF和 PVⅠR扩增PVⅠ的编码区基因片段。由于PVⅠ和PVⅡ在编码区同源性极高, 因此在非编码区设计PVⅡ的下游引物, 用PVF和PVⅡR1第一轮扩增, 用第一轮扩增产物为模板以PVF和PVⅡR2为引物扩增PVⅡ编码区基因片段。
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图1  引物设计示意图

Fig. 1  The map of designed primers

表1  PCR扩增所用引物

Tab. 1  Primers used for PCR amplification

	引物名称

primer
	序列 sequence

	PVF
	5′-CATATGGCATTCGCTGG-3′

	PVⅠR
	5′-GGATCCTTATGCCTTGACCAGGACGG-3′

	PVⅡR1
	5′-AAGACAGGAGACACAACCGCTA-3′

	PVⅡR2
	5′-GGATCCTTATGCCTTAACCAAGGCAG-3′


1.2.2  总RNA的提取和第一链cDNA的合成  取鲢肌肉少许于液氮中迅速研磨, 称取50 mg转入到RNase Free离心管中, 加入1 mL Trizol充分捣碎, 再加入200 μL三氯甲烷剧烈震荡15 s。在4℃, 12 000 r/min离心15 min, 取上清加入等体积的异丙醇, 充分混匀, 室温放置30 min后, 4℃, 12 000 r/min离心10 min。沉淀用75 %乙醇洗涤2次, 室温干燥10 min后加入RNase Free水溶解, 得到总RNA。利用TIANScript cDNA 第一链合成试剂盒, 根据使用说明书进行第一链cDNA的合成。

1.2.3  RT-PCR和重组表达载体的构建  以上述第一链cDNA为模板, 用rTaq DNA聚合酶进行PCR扩增, 反应体系为25 μL, 其中模板cDNA 1 μL, 10×Buffer 2.5 μL, 2.5 mmol/L dNTPs 2 μL, 10 nmol/L上下游引物各1 μL, rTaq DNA聚合酶0.3 μL, 用17.2 μL ddH2O补足至25 μL。扩增条件为 94℃ 5 min; 94℃ 50 s, 56℃ 50 s, 72℃ 50 s, 30个循环; 72℃ 7 min, 4℃保存。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳后回收纯化, 将纯化后的目的片段连接到pMD18-T克隆载体, 转化至大肠杆菌Top10感受态细胞中, 挑取单菌落经PCR鉴定后, 阳性质粒送上海英骏生物有限公司测序。

用限制性内切酶NdeⅠ和BamHⅠ将测序正确的pMD18T-PVⅠ、pMD18T-PVⅡ质粒37℃酶切3 h, 所获目的基因片段与经同样双酶切处理过的表达载体pET28a用T4 DNA连接酶16℃连接过夜, 转化至大肠杆菌BL21 (DE3)工程菌中, 形成pET28a-PVⅠ和pET28a-PVⅡ。

1.2.4  重组PVⅠ、PVⅡ的诱导表达及表达产物的纯化  挑取含有25 mg/L卡那霉素(Kan)的固体平板上pET28a-PVⅠ和pET28a-PVⅡ重组质粒阳性单菌落至5 mL液体培养基中37℃培养至OD600值约为0.6, 加入终浓度1 mmol/L异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达4 h后, SDS-PAGE鉴定表达结果。将上述表达鉴定的阳性菌接种到300 mL LB液体培养基(含Kan终质量浓度为25 mg/L)的锥形瓶中, 37℃培养。当OD600值达到0.4~0.6时, 加入终浓度为1 mmol/L的IPTG诱导表达4 h。收集菌体重悬于20 mmol/L Tris-HCl(pH 7.5), 超声波破菌, 8 000 r/min离心5 min, 收集上清。针对6×His标签, 采用镍离子(Ni2+)亲和层析柱(美国GE公司)纯化重组蛋白。

1.2.5  Western Blot分析  将纯化后的样品经SDS-PAGE后, 通过半干转移装置将蛋白转移到硝酸纤维素膜上, 以5%脱脂奶室温封闭1 h后, 采用抗鲢小清蛋白单克隆抗体为一抗, HRP标记的兔抗小鼠IgG为二抗进行免疫印迹实验, 加入ECL底物孵育2 min, 在化学发光凝胶成像系统(Fluor Chem Q)显色并记录结果。

2  结果与分析

2.1  PVⅠ、PVⅡ编码区基因片段的扩增

鲢PVⅠ、PVⅡ PCR产物的琼脂糖凝胶电泳结果如图2所示。图2a显示克隆的基因片段约330 bp, 为Ⅰ型小清蛋白编码区基因片段; 图2b显示的基因片段约550 bp。再以图2b的DNA片段为模板扩增PVⅡ编码区基因序列, 图2c显示扩增的基因片段约330 bp, 为Ⅱ型小清蛋白编码区基因片段。图2显示所有基因片段均与理论分
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图2  鲢小清蛋白基因扩增产物电泳图 

(a) PVⅠ编码区基因片段, 条带1; (b) PVⅡ基因片段, 条带2; (c) PVⅡ编码区基因片段, 条带3. M: DNA marker.

Fig. 2  Agarose gel analysis of parvalbumin products from silver carp

(a) Coding region gene of PVⅠ, lane 1; (b)The gene of PVⅡ, lane 2; (c) Coding region gene of PVⅡ, lane 3. M: DNA marker.
子量相符。
本研究克隆获得的鲢PVⅠ和PVⅡ完整编码区全长均为330 bp, 编码109个氨基酸残基, 序列相似性高达86% (图3)。两种PV在序列上的差异主要存在于N端, 其他部分的氨基酸序列较为保守。
2.2  重组PVⅠ、PVⅡ表达载体的构建

将pMD18T-PVⅠ、pMD18T-PVⅡ质粒和pET28a质粒经NdeⅠ和BamHⅠ双酶切。琼脂糖凝胶电泳结果显示pMD18T-PVⅠ、pMD18T-PVⅡ酶切后目的片段为330 bp(图4), 分别回收PVⅠ、PVⅡ目的片段和双酶切后pET28a载体, 用T4 DNA连接酶分别将两个目的片段连接到表达载体pET28a。将重组表达质粒转化到大肠杆菌BL21感受态细胞中, 经Kan抗性筛选, 挑取单菌落经PCR验证后再将阳性克隆测序, 测序结果证实目的基因已经正确插入到pET28a载体中。
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图3  PVⅠ和PVⅡ氨基酸序列比对

Fig. 3  Sequence alignment of deduced amino acid sequence of PVⅠand PVⅡ
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图4  pET28a (a)、PVⅠ(b)、PVⅡ(c) 经NdeⅠ和BamHⅠ双酶切后电泳图

M: DNA marker; 1: 质粒酶切前; 2: 酶切后产物.

Fig. 4  The restriction analysis for pET28a (a), PVⅠ(b) and PVⅡ (c) after NdeⅠand BamHⅠ cleavage

M: DNA marker; 1: plasmid before enzyme digestion; 2: product after enzyme digestion.

2.3  重组PVⅠ、PVⅡ的诱导表达和纯化

将构建的重组小清蛋白表达载体转化到大肠杆菌BL21中, 挑取单菌落诱导表达, 用SDS- PAGE验证其表达效果。图5a为PV小量表达鉴定结果, 根据表达载体pET28a空载表达对照(泳道1)可看出重组PVⅠ和PVⅡ均有明显的表达(分


子量在13 kD左右)。将重组菌种扩大培养, 经1 mmol/L IPTG诱导后收集菌体超声破碎, SDS- PAGE分析表明2种小清蛋白均为可溶性表达。将超声破碎后的上清液直接上样于Ni2+亲和层析柱, 用100 mmol/L咪唑进行洗脱, 将收集的蛋白经SDS-PAGE分析验证其纯度。图5 (b、c)分别为重组PVⅠ、PVⅡ的纯化电泳图, 由图可知通过Ni2+亲和层析柱分离, 得到了较高纯度的重组PVⅠ (图5b, 泳道6)和PVⅡ(图5c, 泳道5)。
2.4  重组PVⅠ、PVⅡ的免疫反应

以重组表达产物进行SDS-PAGE电泳, 经电转移转至NC膜上, 以抗鲢小清蛋白单克隆抗体作为一抗, 进行免疫印迹检测。结果如图6所示, 重组鲢小清蛋白PVⅠ和PVⅡ都能与单克隆抗体有很好的特异性反应, 且其反应性与天然鲢小清蛋白相当。重组PVⅠ和PVⅡ 的分子量均略大于天然PVⅠ蛋白, 这是由于重组PV蛋白带有His标签, 但由Western Blot结果显示, 该标签并没有影响其免疫反应活性。
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图5  重组鲢小清蛋白的诱导表达和Ni2+亲和层析柱纯化

(a)  M: 标准蛋白; 1: pET28a空载菌体蛋白; 2: pET28a-PVⅠ菌体蛋白; 3: pET28a-PVⅡ菌体蛋白; (b) 重组PVⅠ纯化: 1–3未吸附蛋白; 4–6洗脱蛋白; (c) 重组PVⅡ纯化: 1–3未吸附蛋白; 4–5洗脱蛋白.

Fig. 5  Expression and Ni2+ affinity column purification of recombinant parvalbumins

(a) M: protein marker; 1: pET28a induced by IPTG; 2: pET28a-PVⅠinduced by IPTG; 3: pET28a-PVⅡinduced by IPTG; (b) purification of PVⅠ, 1–3: unadsorbed proteins, 4–6 eluted protein;(c) purification of PVⅡ, 1–3: unadsorbed proteins, 4–5: eluted protein.

3  讨论

天然小清蛋白主要存在于鱼肉肌浆蛋白中, 其分子量约为12 kD[3, 17]。不同鱼类中小清蛋白的存在形式与存在类型有所不同, 且与鱼的生长发


育阶段有关[9]。本实验室之前从鲢肌肉中纯化得到3种不同亚型的小清蛋白, 分子量分别为12 kD、11 kD和14 kD [11]。鱼体肌肉中存在多种形式的小清蛋白, 因此在纯化过程中有可能得到2种或2种以上小清蛋白[12], 这使得深入研究不同
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图6  纯化的重组PVⅠ和PVⅡ的Western Blot结果

1: 重组PVⅠ; 2: 重组PVⅡ; 3: 天然PVⅠ.

Fig. 6  Western Blot analysis of purified recombinant PVⅠand PVⅡ

1: recombinant PV I; 2: recombinant PV II; 3, native PV I.

类型小清蛋白致敏性差异的难度加大。对GenBank中已报道的鱼类小清蛋白序列进行比对, 发现不同鱼种的小清蛋白序列相似性很高, 本实验中PVⅠ、PVⅡ的基因序列相似性为86%, PVⅠ的基因序列与GenBank中鲤PV的序列相似性为93%、81%(JN190495、JN190495), 鲫92%、82% (AJ292211、AJ292212), PVⅡ的基因序列与鲤PV的序列相似性为89%、91%(JN190495、JN190495), 鲫88%、91%(AJ292211、AJ292212)。但是, 目前为止国内外对不同小清蛋白性质的差异性与致敏性之间的关系报道很少, 本研究实现的鲢小清蛋白体外高效表达为今后进一步研究其结构与致敏性关系提供了重要的基础。

pET28是带有T7噬菌体启动子的原核表达载体, 可使小清蛋白基因在大肠杆菌中高效表达。本研究中选用了pET28a表达载体, 其N端加上了包括6个组氨酸的24个氨基酸残基, 为重组蛋白的纯化及检测提供了便利。由实验结果显示(图5), 小清蛋白在IPTG的诱导下可在大肠杆菌中表达, 且表达产物均为可溶表达在结构上更接近于天然小清蛋白, 避免了融合蛋白以包涵体的形式存在, 使蛋白错误折叠而没有生物活性的缺陷。

之前的研究表明, Ca2+对维持重组表达的鳕(Gadus morhua)小清蛋白的稳定性有重要的作用, 但Ca2+的去除几乎不影响鳕鱼天然小清蛋白的稳定性, 而Ca2+结合位点的突变可降低小清蛋白的IgE结合能力[17–18]。在本实验中, 在没有Ca2+存在情况下, 天然和重组小清蛋白都能与抗体IgG有较好的反应, 但发现纯化后的重组小清蛋白很容易形成二聚体甚至多聚体, 因此, 重组鲢小清蛋白稳定性及与IgE结合能力有待进一步研究。Davis等[19]报道小清蛋白多聚体的形成是分子内或分子间相互作用的结果。另有研究表明, 一些过敏原的二聚体其致敏性要强于单体[20], 如Tong等[21]研究指出, 热处理能导致鸡蛋中过敏原二硫键的断裂, 从而降低其致敏性。因此, 过敏原分子内及分子间的交联结构可能与过敏原的稳定性及致敏性有着密切的关系。本研究利用原核表达系统获得了2种高纯度且具有生物活性的重组小清蛋白, 将有利于今后利用该重组小清蛋白进一步开展热加工对于不同亚型小清蛋白稳定性及致敏性影响的研究。
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Cloning and prokaryotic expression of parvalbumin from silver carp (Hypophthalmichthy molitrix) skeletal muscle

WANG Ci1, 2, CAO Minjie1, 2, ZHENG Xiaojiang1, ZHAN Chunlan1, 2, LIU Guangming1, 2, CAI Qiufeng1, 2
1. School of Biological Engineering, Jimei University, Xiamen 361021, China; 

2. Fujian Engineering Research Center of Deep Processing of Aquatic Products, Jimei University, Xiamen 361021, China
Abstract: Parvalbumin (PV) is a major fish allergen that is involved in IgE-mediated food hypersensitivity. Sensitized individuals can develop some clinical symptoms including urticaria, angioedema, asthma, and even fatal anaphylaxis after ingestion of trace quantitiesof fish. As the largest producer and consumer of fresh water fish in the world, a high number of Chinese people suffer from allergies associated with consumption of fresh water fish. Despite this, little is known about the allergens in freshwater fish products that are available in China. We extracted total RNA from silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) skeletal muscle, and synthesized first-strand cDNA by reverse transcriptase with an oligo (dT)18 primer. Some specific primers were designed based on the sequences of silver carp PV mRNA (GenBank nos. FJ216937 and FJ216938). Using these primers and the synthesized cDNA, two PV isoform genes (PVI and PVII) were cloned. The full-length coding region of both PVs was 330 bp, which encoded a protein of 109 amino acid residues. The PCR products were cloned into a pMD18-T vector for sequencing. Both the positive plasmid and the plasmid pET28a were digested by Nde I and BamH I.The target genes were subcloned into pET28a for expression in [E.coli BL21 (DE3)] by 1 mmol/LIPTG induction at 37℃ for 4 h. The two target protein bands were ~13 kD, which was consistent with the predicted size. SDS-PAGE analysis indicated that the recombinant PVI and PVII both existed in the soluble fraction of the proteins. The recombinant PVI and PVII were further purified by Ni-NTA agarose affinity chromatography, and the target proteins were eluted by 100 mmol/L imidazol. Both purified proteins yielded a single band on SDS-PAGE. Similar to the native PV, the recombinant proteins reacted strongly with anti-silver carp PV monoclonal antibody in the western blot analysis, suggesting that the recombinant PVI and PVII have strong IgG binding activity. Thus, we obtained two isoforms of purified and biological active recombinant PV. The interaction force of intermolecularcross linkage may have a close relationship with the stability and allergenicity of PV. However, there are few reports concerning the relationship between the structure and allergenicity of PV. Therefore, further research will be carried out to determine the relationship between the structure and allergenicity of freshwater fish PV and the impact of thermal processing on the stability and allergenicity of different PVs.
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