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摘要: 首先在凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)转录组测序的基础上, 应用RT-PCR方法获得了凡纳滨对虾泛素交联酶E2 (UE2)基因的开放阅读框序列。该序列长为447 bp, 编码148个氨基酸, 理论相对分子量为16.84 kD, 等电点为4.90。同源性比对和系统进化分析显示, 不同物种的UE2基因具有较高的同源性, 其中凡纳滨对虾与中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)的同源性最高并聚为一支。半定量RT-PCR分析表明, UE2基因在所检测的组织中均有表达; 实时定量PCR分析表明, UE2基因在肝胰腺和肠中的表达量最高, 在心脏、鳃、胃和肌肉组织中的表达量略低, 在血淋巴中的表达量最低。原核表达分析结果显示, PCR®T7/NT-Topo TA-UE2表达载体在1.0 mmol/L IPTG、37℃诱导3 h条件下可获得纯度较高的分子量约17 kD的蛋白。利用亲和层析的方法将蛋白进行纯化用以制备抗体。研究结果将为深入研究UE2基因在对虾白斑综合症病毒侵染过程中的作用机制奠定基础。
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泛素交联酶E2是泛素蛋白酶体途径(Ubiqu​itin Proteasome Pathway, UPP)中的关键因子之一, 对泛素化作用的特异性和精确性起关键性作用, 因此在UPP参与调节的众多细胞生命进程中也发挥重要作用[1–8]。它广泛存在于真核生物中, 目前在人类、酵母、拟南芥等植物中已克隆出了多种该酶的基因序列, 并对其功能进行了初步研究, 例如人类泛素交联酶UBE2W能够抑制TNFα诱导的NF-κB的转录活性, 并在NF-κB相关的免疫炎症反应和肿瘤形成中发挥作用[9]; 植物中UE2基因的表达能提高植物对不良环境的适应性[10]; 酵母中UE2参与了核酸修复及N末端序列蛋白的降解等过程[11–12]。但对于甲壳动物中UE2基因的研究甚少, 目前只在极少数种类如中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)[13]、中华绒螯蟹 (Erio​cheir sinensis)[14]中被克隆出来, 而对于其功能及作用机理的研究也才处于起步阶段。 

凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)又称南美白对虾, 属甲壳纲(Crustacea), 十足目(Decapoda), 滨对虾属, 是世界三大主要的经济虾类之一, 具有重要的经济价值。但由于白斑综合征病毒(White Spot Syndrome Virus, WSSV)的侵害[15–16], 给对虾养殖业带来了巨大的经济损失, 且目前尚无有效的治疗和防御方法[17–18]。因此针对于WSSV的分子免疫控制逐渐引起了国内外学者的广泛关注。本课题组前期关于凡纳滨对虾转录组和数字基因表达谱的测序结果显示, 注射感染WSSV 5 h和48 h后, UE2基因均呈显著高表达[19], 结果提示UE2基因可能参与了WSSV侵染对虾的过程及对虾的抗病毒免疫反应, 但是其参与WSSV增殖的机制尚不清楚。本研究在凡纳滨对虾转录组测序的基础上, 克隆获得了凡纳滨对虾UE2基因开放阅读框序列, 然后分别进行了该基因的组织和原核表达分析, 同时利用亲和层析的方法纯化蛋白以制备抗体, 该研究结果将为进一步阐明UE2在WSSV侵染过程中的作用奠定基础。
1  材料和方法

1.1  实验材料

实验用凡纳滨对虾购自天津立达水产养殖有限公司, 体长8~10 cm, 体质量15 g左右。抽取对虾血淋巴, 4℃ 800 g离心10 min获得血细胞, 加TRIzol, 同时取心脏、肝胰腺、肌肉、肠、胃、鳃。所有实验样品液氮冷冻后于–80℃保存。

1.2  UE2基因成熟肽的克隆

TRIzol法提取肝胰腺组织总RNA, 使用M-MLV反转录酶(Promega)按推荐方法合成cDNA第一链, 反转录体系: 凡纳滨对虾肝胰腺组织总RNA 100 ng, Oligo(dT)18 1 μL, 5×M-MLV Buffer 2 μL,  dNTP(10 mmol/L) 0.5 μL, RNase 抑制剂 0.25 μL, 用RNase-free 水补足至10 μL。反应条件: 42℃ 水浴60 min, 70℃ 保温 15 min, 冰上冷却。以cDNA为模板, UE2ex-F、UE2ex-R(表1)为引物在25 µL的体系中扩增, 扩增体系: DEPC水17.3 µL; 10×Exbuffer 2.5 µL; dNTP 2 µL; 引物UE2ex-F、UE2ex-R各1 µL; cDNA模板1 µL; ExTaq酶0.2 µL。PCR扩增条件: 94℃预变性4 min; 94℃变性1 min, 55℃退火1 min, 72℃延伸1 min, 
表1  实验中所用引物序列

Tab. 1  Primers used in the experiment

	引物primer
	序列 (5′–3′) sequence (5′–3′)

	UE2ex-F
	ACTCGGTCTGACCCTCAA

	UE2ex-R
	GCAAACATACTCTGCCATT

	E2-f
	CATATGCAACGAATCAGCAAGGAGA

	E2-r
	CTCGAGCATAGCATGCTGGCG

	TPI-qF
	GGTCACGTGTTGTCTTGGCTTATGAACC

	TPI-qR
	CTGAACAAAGTCTGGCTTGAGAGCTGC

	E2-qf
	TCTGCCTTGACATCTTGGACA

	E2-qr
	TACTCGTCTCGCAGGTTGAA

	E2-Tf
	GGAATTCCATATGCAACGAATCAGCAAGGAGA

	E2-Tr
	CCCAAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCATAGCATGCTGGCG


25个循环; 72℃延伸10 min。1%的琼脂糖凝胶电泳检测后割胶回收, 与克隆载体pMD-18T 16℃过夜连接, 转化感受态细胞, 并挑取阳性克隆进行测序检验。

1.3  序列及系统发生分析

利用在线软件(http: //www.expasy.org/tools)进行蛋白质的翻译, 分子量及等电点的预测。利用SMART软件进行蛋白结构域的预测和分析。在NCBI的Protein Blast数据库中搜寻其他物种的UE2蛋白序列, 分别利用Clustal-X和MEGA 4.1软件进行多序列比对和聚类分析, 并采用Neig​hbour-Joining方法构建系统发生树。

1.4  UE2基因的组织表达分析

将血细胞、心脏、肝胰腺、肌肉、肠、胃、鳃7种组织的RNA按上述方法反转录为cDNA, 以此cDNA为模板, 以E2-f、E2-r (表1) 为特异性引物, TPI-qF、TPI-qR (表1)为内参引物进行半定量RT-PCR, 反应条件为95℃预变性5 min; 95℃变性30 s, 55℃退火30 s, 72℃延伸1 min, 共27个循环; 72℃总延伸10 min。PCR产物经1％的琼脂糖凝胶电泳进行鉴定分析。

以上述7种组织的RNA反转的cDNA为模板,  E2-qf、E2-qr(表1)和TPI-qF、TPI-qR(表1)为引物, 采用SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ(TaKaRa)进行实时定量PCR, 反应条件为95℃ 预变性30 s; 95℃ 变性5 s, 60℃ 退火30 s, 40个循环; 溶解温度从55℃升至95℃。所获得的数据经统计分析后使用
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法计算。

1.5  UE2基因原核表达载体构建

参照表达载体PCR®T7/NT-Topo TA多克隆位点的排列, 利用Primer5.0 引物设计软件设计引物E2-Tf和E2-Tr(表1), 在引物上游引入NdeⅠ酶切位点和保护碱基, 下游引入Hind Ⅲ 酶切位点、6个His标签和保护碱基。

以测序结果正确的菌液为模板, E2-Tf、E2-Tr为引物, 进行PCR扩增, 扩增条件同1.2。获得具有双酶切位点的开放阅读框序列, PCR产物电泳后用凝胶回收试剂盒回收, 回收纯化的产物用限制性内切酶NdeⅠ和Hind Ⅲ进行双酶切。表达载体PCR®T7/NT-Topo TA抽提质粒后用上述相同的酶进行双酶切。用凝胶回收试剂盒分别回收酶切后的目的基因片段与载体质粒片段, 在T4 DNA连接酶的作用下16℃过夜连接, 并将连接产物转化入E. coli感受态细胞DH5α中, 筛选阳性克隆并测序。

1.6  重组质粒的诱导表达及条件优化

将测序正确的重组质粒从DH5α中提取出来并转化入BL21(DE3)plysS感受态细胞, 筛选单克隆转接到含氯霉素和氨苄的3 mL的LB培养基中, 37℃过夜培养, 次日扩大培养。当菌液OD600≈ 0.4~0.6时, 取菌液作为阴性对照, 再分别加不同浓度的IPTG (0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mmol/L)诱导表达相同时间, 通过SDS-PAGE电泳进行分析。在最佳IPTG浓度的诱导下进行最佳诱导时间的确定, 分别在诱导1 h、2 h、3 h、4 h、5 h后取样, 将菌液离心破碎处理后SDS-PAGE电泳分析。

1.7  重组蛋白的分离纯化

在最佳的IPTG诱导浓度和最佳的诱导时间进行UE2重组蛋白大批量的诱导表达, 4℃ 10 000 r/min离心10 min收集菌体, 加入破碎缓冲液重悬菌体后超声破碎, 破碎完毕后收集沉淀进行洗涤, 以洗去杂蛋白, 最后用20 mmol/L咪唑溶解蛋白。使用GE healthcare公司的His TrapTM FF对目的蛋白进行纯化, 并用40、60、80、100、150、200、500 mmol/L的咪唑依次进行洗脱, 收集洗脱液后用SDS-PAGE电泳进行检测。

1.8  数据统计方法

实时定量的实验数据采用
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法进行相对定量分析, 计量数据均用平均值±标准差的方式表示, 使用 SPSS 17.0 软件进行显著性分析, 并用 Turkey 法进行多重比较分析(P<0.05 为显著水平)。

2  结果与分析

2.1  UE2基因成熟肽的克隆及序列分析

以凡纳滨对虾肝胰腺组织cDNA为模板, UE2ex-F、UE2ex-R为引物, 扩增获得了 UE2基因的ORF区, 长为447 bp, 编码148个氨基酸, 经预测其理论相对分子量为16.84 kD, 等电点为4.90。利用SMART软件分析发现, 凡纳滨对虾UE2基因编码蛋白含有一个典型的UBCc结构域及与之相重叠的RWD结构域, 第86位为一个保守的活性位点Cys残基(图1)。
2.2  UE2基因的同源性比对及系统进化分析

利用BlastP对凡纳滨对虾UE2基因编码的氨基酸序列与已公布的其他物种的UE2氨基酸序列进行比对(图2), 结果发现不同物种的UE2基因均具有较高的同源性, 其中凡纳滨对虾与中国明对虾UE2基因(ADK60919.1)的同源性高达93%, 与其物种氨基酸序列的相似性均为59%~61%。利用MAGE4.1软件在同源性分析的基础上进行系统进化树的构建。如图3所示, 黑寡妇蜘蛛(ADV40195.1)、果蝇(NP_731941.1)、点蜂缘蝽(BAN20608.1)、苜蓿切叶蜂(XP_003703906.1)及中华绒螯蟹(AEC48730.1)聚为一支, 蓝鲇 (ADO27985.1)、斑马鱼(NP_955865.1)、大西洋鲑(ACM09287.1)、胡瓜鱼(ACO09151.1)聚为一支, 中国明对虾与凡纳滨对虾的亲缘关系最近聚为一支。
2.3  UE2基因的组织表达分析

半定量RT-PCR分析结果表明, 在所检测的7种组织中UE2基因均有表达(图4)。实时定量PCR结果显示UE2基因在肝胰腺和肠的表达量相对较高(图5); 其中肝胰腺组织为参照设为1, 柱上的字母代表组间的差异显著性(P<0.05)。
2.4  UE2基因原核表达载体的鉴定

以测序结果正确的菌液为模板, E2-Tf、E2-Tr为引物, 所扩增序列为UE2基因的ORF区, 并含有酶切位点NdeⅠ、Hind Ⅲ和His标签。将加有酶切位点的目的基因序列与表达载体PCR®T7/NT-Topo TA双酶切, 16℃过夜连接, 转化入 E. coli感受态细胞DH5α, 菌落PCR筛选阳性克隆并选阳性克隆送测序, 结果比对后显示目的基因序列成功的以正确的方向与表达载体连接。
2.5  UE2重组蛋白的诱导表达和条件优化

重组质粒转化入BL21(DE3)plysS感受态细胞, 经筛选后菌液扩大培养。取未诱导和诱导后
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图1  凡纳滨对虾UE2基因的核苷酸序列及其氨基酸序列

ATG和TGA分别为起始密码子和终止密码子, 下划线部分表示UBCc结构域, 灰色部分表示RWD结构域, 
虚线框部分为半胱氨酸残基.

Fig.1  Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of UE2 gene from Litopeaneus vannamei

The letters in box indicated the start codon (ATG) and the stop codon (TGA).The UBCc domain was underlined and the RWD domain was shaded. The letter in dashed box was Cys residue.
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图2  凡纳滨对虾UE2氨基酸序列与其他物种UE2氨基酸序列的比对

Fig.2  Amino-acid sequence alignment of UE2 between  Litopeaneus vannamei and other species

的菌液超声破碎, 离心处理后分别收集上清和沉淀, 经SDS-PAGE电泳分析, 发现IPTG诱导前后的上清液中的蛋白条带无显著差异; 与诱导前相比, 诱导后的破碎沉淀中在约17 kD处出现1条明显加粗的条带。表明UE2重组蛋白在大肠杆菌中以包涵体的形式表达(图6)。
在37℃下诱导表达, 通过调节诱导时IPTG的浓度和诱导的时间对UE2重组蛋白的表达进行条件优化。结果发现IPTG浓度为0.1 mmol/L时重组蛋白的诱导表达量低于浓度为0.2、0.5、1.0 mmol/L
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图3  利用MAGE软件构建的UE2氨基酸序列系统进化树

Fig.3  Phylogenetic tree based on UE2 amino acid sequences using MAGE4.1
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图 4  凡纳滨对虾UE2 基因的 RT-PCR 检测

Fig.4  RT-PCR analysis of UE2 expression in different tissues of Litopeaneus vanname

[image: image7.png]3:x+SD
bc

n:

G
| | | | | | | | | |
S RO T AN XY T Ao
N — — - — O O O O
oISSaIdXa NV W 7N AR

HEHYE[XHYG0ZAN




图5  凡纳滨对虾UE2基因的qPCR检测 (P<0.05)

Fig.5  Real-time PCR analysis of UE2 expression in different tissues of Litopeanens vannamei (P<0.05)

时的表达量, 而IPTG浓度为0.2、0.5、1.0 mmol/L时蛋白的表达量无明显差异(图7)。在IPTG浓度为1.0 mmol/L的条件下, 研究蛋白表达的最佳诱
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图6  凡纳滨对虾UE2重组蛋白的表达分析

1、2: 未诱导破碎后的上清及沉淀;

3、4: 诱导破碎后的上清和沉淀; M: 标准蛋白分子量.

Fig.6  The expression analysis of recombinant protein UE2 of Litopeaneus vannamei

1, 2: Supernatant and precipitation of uninduced recombinant protein E2; 3, 4: Supernatant and precipitation of induced 
recombinant protein UE2. M: protein marker.
导时间, 结果表明1 h、2 h、3 h时重组蛋白的表达量随诱导时间的延长而增加, 但3 h后表达量无明显的变化(图8)。因此, 最终确定37℃, IPTG浓度为1.0 mmol/L诱导3 h作为重组蛋白的诱导条件。

2.6  UE2重组蛋白的分离纯化

由于在扩增泛素交联酶E2基因的下游引物中加入了His标签, 因此采用亲和层析的方法用
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图7  不同IPTG浓度诱导UE2重组蛋白

M: 标准蛋白分子量;1: 未诱导; 2~5: IPTG浓度分别为0.1、0.2、0.5、1.0 mmol/L.
Fig.7  Induced expression of recombinant protein UE2 with different concentration of IPTG.

M: protein marker; 1.uninduced; 2-5: IPTG concentration 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mmol/L.
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图8  不同时间诱导UE2重组蛋白

M: 标准蛋白分子量; 1: 未加IPTG诱导; 2~6: 诱导1 h、2 h、3 h、4 h、5 h.

Fig.8  Induced expression of recombinant protein UE2 in different time

M: protein marker;1: uninduced with IPTG; 2-6: induced 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h.

His TrapTM FF对UE2重组蛋白进行分离纯化。用 40、60、80、100、150、200 mmol/L的咪唑依次洗脱杂蛋白, 最后用含500 mmol/L咪唑的Elution buffer进行洗脱, 获得分子量约17 kD的重组蛋白如图9箭头所示。
3  讨论

UPP是真核生物体内的重要信号调节通路, 该途径介导的蛋白降解是机体调节细胞内蛋白水
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图9  UE2重组蛋白的纯化
M: 标准蛋白分子量; 1: 纯化的重组蛋白
Fig.9  Purification of recombination protein UE2

M: protein marker; 1: the purified recombination protein
平与功能的一个重要机制。其中UE2在蛋白底物的多聚泛素化过程中发挥重要作用。目前在真核生物中已发现许多类型的UE2基因, 且均含有一个保守的核心结构域UBCc[20]。本研究克隆获得了凡纳滨对虾泛素交联酶E2基因的ORF区序列, 大小为447 bp, 编码148个氨基酸, 且经SMART分析含有一个典型的UBCc结构域, 内含一个保守的Cys残基活性位点, 是与泛素分子形成硫酯键的位置。通过同源序列比对, 发现凡纳滨对虾UE2氨基酸序列与其他物种的UE2氨基酸序列具有较高的同源性, 其中与中国明对虾的同源性高达93%, 可能是因为两者同属于十足目对虾科, 亲缘关系很近。与节肢动物门的果蝇、苜蓿切叶蜂等及鱼类的同源性相对较低。系统进化分析显示, UE2在进化过程保守性很强。据此可以确定凡纳滨对虾UE2基因是属于UE2家族的, 而且可能具有与其他物种UE2基因相同的功能。

最新研究表明UE2还参与了一些重要的免疫反应, 但是在甲壳动物中的相关研究较少, 并且在凡纳滨对虾中尚无报道。此外, 根据本课题组前期关于凡纳滨对虾转录组和数字基因表达谱测序的结果, UE2基因在WSSV感染刺激后出现显著的高表达, 说明UE2可能参与了对虾抗病毒的免疫过程。因此, 本研究从UPP的关键因子UE2入手, 对该基因进行了组织表达分析研究, 结果发现, UE2基因在所检测的各组织中均有表达, 其中在肝胰腺和肠中的表达量最高。对虾的肝胰腺具有脊椎动物中肝、胰腺和肠的许多功能[21], 被作为疾病、污染及病原菌侵染程度的指示剂[22–23], 是对虾的一个重要的免疫器官, 对对虾的健康成长和生存是至关重要的[24]。因此UE2基因在肝胰腺和肠中的高表达表明它可能是参与机体的免疫反应的, 这与泛素蛋白酶体降解途径同免疫及炎症反应密切相关也是一致的。

原核表达是生物学中表达重组蛋白的经典方法, 它具有周期短, 易操作, 蛋白的表达量较高, 实验成本较低等特点。本实验中利用原核表达载体PCR®T7/NT-Topo TA进行重组蛋白的表达, 结果重组蛋白以包涵体的形式存在, 且大小与通过在线软件(http: //www.expasy.org/tools)预测的大小相一致, 约17 kD。因此后期对于活性的蛋白的研究还需要进行蛋白的复性。为了提高重组蛋白的产量, 进行了不同IPTG浓度和诱导时间对蛋白表达影响的探索, 发现在一定的浓度和时间范围内, 蛋白的产量随IPTG浓度提高和诱导时间的延长而增加。纯化后的蛋白将用于后期实验中蛋白抑菌活性的检测, 制备抗体等, 能够为进一步研究凡纳滨对虾泛素交联酶E2基因在对虾体内的具体功能和作用机制奠定一定的基础, 进而为研究UPP在对虾抗病毒免疫的作用奠定基础。
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Cloning and expression of ubiquitin-conjugating enzyme E2 in 
Litopeaneus vannamei

LI Chuanxiang1, XUE Shuxia2, LIU Yichen1, GENG Xuyun2, SUN Jinsheng1, 2
1. Tianjin Key Laboratory of Resistance of Plants and Animals, College of Life Science, Tianjin  Normal University, Tianjin 300381, China;

2. Tianjin Center for Control and Prevention of Aquatic Animal Infections Disease, Tianjin 300221, China
Abstract: Litopeaneus vannamei is one of the shrimps which have the highest farming production in the world. White Spot Syndrome Virus (WSSV) has been recognized as one of the major threats factors in shrimp aquaculture industry and has been causing severe damage. So the study for antiviral mechanism is extremely meaningful. Ubiquitin proteasome pathway (UPP) is an important cellular functions regulation system in eukaryote. Ubiquitin-conjugating enzyme E2 (UE2) is an integral part of the pathway. According to our preliminary work about transcriptome sequencing and digital gene expression sequencing of Litopeaneus vannamei, we found that UE2 gene was expressed significantly higher in hemocyte after WSSV injection. It hints that UE2 may take part in the process of virus infection of prawn. But the mechanism is not clear. In this study, the ORF sequence of ubiquitin-conjugating enzyme E2 (UE2) gene from Litopeaneus vannamei was amplified by RT-PCR based on transcriptome sequencing. The open reading frame (ORF) was 447 bp, encoding 148 amino acid. The predicted molecular mass of UE2 protein was 16.84 KD, and the theoretical isoelectric point was 4.90.The homology and phylogenetic analysis revealed that the deduced amino acid sequence of UE2 exhibited high identity in different species and highest identity wih Fenneropenaeus chinensis.UE2 gene was expressed in all the tissues examined by semi-quantitative RT-PCR. While the expressional profile was detected by real-time quantitative PCR, it showed that the UE2 gene was expressed higher in hepatopancreas and intestine than in the other tissues. Then the UE2 gene was cloned into the prokaryotic expression vector to yield an identified recombinant plasmid, which was then transformed into competent cells of BL21 (DE3) plysS after being confirmed by sequencing. The recombinant protein approximately 17 kD was gained by inducing expression using IPTG. For antibody preparation, the protein was purified by means of affinity chromatography. These results have laid the foundation for further study of UE2 gene and UPP pathway in the process of virus infection of prawn.
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Corresponding author: SUN Jinsheng. E-mail: jinshsun@163.com 















收稿日期: 2014-01-23; 修订日期: 2014-04-22.
基金项目: 国家973重点基础研究计划(2012CB114405); 国家863计划项目(2012AA10A401, 2012AA092205).
作者简介: 李传香(1988–), 女, 研究生, 主要从事水生动物分子生物学研究.E-mail: licxok@126.com
通信作者: 孙金生, 教授. E-mail: jinshsun@163.com

_1464088594.unknown

_1464088648.unknown

