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大劣按蚊与烟草天蛾丝氨酸蛋白酶的交叉免疫活性

王( 英，徐文岳，陈继德，段建华，周桃莉，黄复生( ( （第三军医大学基础医学部病原生物学教研室，重庆 %""")’）

( ( 摘( 要：目的( 探讨大劣按蚊与烟草天蛾丝氨酸蛋白酶之间是否存在交叉免疫反应性。方法( 首先利用生物信息学
方法分析不同昆虫间丝氨酸蛋白酶的氨基酸序列的保守性，尤其是大劣按蚊与烟草天蛾间丝氨酸蛋白酶的序列相似性；

然后，*+,*-+,. /0#! 表达载体对大劣按蚊丝氨酸蛋白酶进行体外原核表达，利用 123.24, 56-.方法检测表达产物与烟草天
蛾丝氨酸蛋白酶抗血清之间的免疫反应性。结果( 生物信息学分析结果显示，不同昆虫间（包括大劣按蚊与烟草天蛾）丝
氨酸蛋白酶的氨基酸序列具有较高保守性；成功进行了大劣按蚊丝氨酸蛋白酶的体外原核表达，723.24, 56-.结果显示，烟
草天蛾丝氨酸蛋白酶抗血清能够能够识别表达产物。结论( 大劣按蚊与烟草天蛾丝氨酸蛋白酶具有交叉免疫活性，利用
烟草天蛾丝氨酸蛋白酶抗血清研究大劣按蚊丝氨酸蛋白酶是可行的。这将为下一步从蛋白水平研究大劣按蚊丝氨酸蛋

白酶的生物学特性奠定基础。
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( ( 探讨蚊抗疟原虫感染的天然免疫机制，有助于阻
断性疟疾疫苗的开发与治疗新靶点的发现。丝氨酸蛋

白酶在蚊抗疟原虫感染机制中具有重要作用，尤其是

该酶在黑化包被反应中的作用已在多种昆虫中得以证

实［!］。目前已对冈比亚按蚊、果蝇、烟草天蛾等昆虫

的丝氨酸蛋白酶级联反应开展了较为深入的研究，但

对于我国及东南亚重要的传疟媒介大劣按蚊，其丝氨
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酸蛋白酶的研究尚少［& \ %］。我室已利用 8L#*C8 技术
成功克隆了大劣按蚊丝氨酸蛋白酶的部分 QH<;序列
并已进行原核表达［$］，在尚未制备大劣按蚊丝氨酸蛋

白酶抗体的情况下，我们拟利用烟草天蛾丝氨酸蛋白

酶抗血清，进一步从蛋白水平对大劣按蚊丝氨酸蛋白

酶生物学特性进行研究。为探讨这一研究思路的可行

性，本研究将从试验和理论的不同角度分析利用烟草

天蛾前酚氧化酶（N4-NI2,-6-W+G032 0Q.+T0.+,? N4-.2+,#
032，*;*）抗体鉴定大劣按蚊丝氨酸蛋白酶的可行性。

78 材料与方法

!9 !( 材料
!9 !9 ! ( 实验动物 ( ( 实验中所用动物及菌株：大劣按蚊

!!
第 )" 卷第 ! 期
&""’ 年 ! 月

( ( 第( 三( 军( 医( 大( 学( 学( 报
;CL;( ;C;HES];E( SEH]C]<;E( S]^]L;8]V( LE8L];E

( ( _-69 )"，<-9 !
F0,9 &""’



（!"#$%&’&()*+,(）为我国海南株，约氏疟原虫（-’.(/#)*,/ 0#&’**）
为 !"#$% 株。原核表达所用菌株为 &’()* 大肠杆菌（由本校
微生物学教研室提供）。

(+ (+ #, 主要试剂, , -./标准和 -./ 胶纯化回收试剂盒购
自 012131公司。辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 456购自北京
中杉公司。.7膜购自 !89:31;公司。1.2酶、<8=<98=>0’ ?1:( 0
表达系统试剂盒和碱性磷酸酶标记的链球菌亲和素购自 <@9:
AB51 公司。.!0 C !74< 购自武汉博士德生物工程有限公司。
预染蛋白 ’1@DB@购自中科院上海生物化学研究所。烟草天蛾
丝氨酸蛋白酶抗血清由堪萨斯州立大学蒋浩波博士馈赠。<8=:
E98=> ?1:( C /;F<G表达质粒由我室徐文岳等［%］构建。

(+ #, 方法
(+ #+ (, 生物信息学分析, , 对大劣按蚊丝氨酸蛋白酶 G（/:
=9EHBIBJ ;8@KJ G，/;F<G）在 6B=!1=D 数据库中进行 !L/F0 检
索，并对不同种属的丝氨酸蛋白酶进行同源性分析。在 6B=!1=D
数据库中搜索烟草天蛾丝氨酸蛋白酶 </<(、</<# 和 </<G 的氨
基酸序列，利用 -./F4F 软件，进行 /;F<(、/;F<G 和 </<(、
</<#、</<G等各种氨基酸序列的比对，分析其保守位点。
(+ #+ #, /;F<G 原核表达产物免疫反应性研究
(+ #+ #+ (, 鉴定构建的表达质粒和诱导表达, , -./测序鉴定
已构建的 <8=E98=> ?1:( C /;F<G表达质粒；利用构建的表达质粒
对 /;F<G 进行诱导表达，并设阴性对照（同上）；MBJ>B@= NI9>和
.!0 C !74<显色鉴定表达产物，具体参照徐文岳等［%］的方法。
(+ #+ #+ #, 检测表达产物与烟草天蛾丝氨酸蛋白酶抗血清间的

交叉免疫反应性, , 将表达的菌液裂解后，进行 F-F:</6O 电
泳和转膜。<!F 漂洗 .7 膜，% A8= P # 次。#Q脱脂奶粉封闭
.7膜，R S过夜。<!F 漂洗 .7 膜，% A8= P ( 次。加烟草天蛾
丝氨酸蛋白酶 </<# 抗血清（一抗），( T %)) 稀释，R S过夜。
<!F漂洗，% A8= P R 次。加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 456
（二抗），(T %)) 稀释，GU S孵育 # H。<!F 漂洗，% A8= P R 次。
-/!显色，背景适度时，水洗终止显色。

!" 结果

#+ (, 生物信息学分析
, , 结果显示不同的昆虫之间丝氨酸蛋白酶的氨基酸序列有
着很高的保守性。大劣按蚊丝氨酸蛋白酶 /;F<( 与冈比亚按
蚊的丝氨酸蛋白酶（BAN，7/!*)V(V+ (）的氨基酸序列同源性高
达 URQ，大劣按蚊丝氨酸蛋白酶 /;F<G 与冈比亚按蚊的丝氨
酸蛋白酶（5N，O//)VR(V+ #）的同源性高达 V%Q。/;F<( 和 /;:
F<G 与烟草天蛾等其他昆虫的丝氨酸蛋白酶或 </< C <</O 也
有很高的同源性。其中，/;F<( 与烟草天蛾 </<G（6B=!1=D：
//?(V$GU+ (）的氨基酸同源性为 RUQ，/;F<G 与烟草天蛾
</<(（6B=!1=D：//?(V$G$+ (）的氨基酸同源性为 R(Q，与烟草
天蛾 E@9</<（6B=!1=D：//7$R))R+ (）的氨基酸同源性为 R#Q。
对 /;F<(、/;F<G 与烟草天蛾的 </<(、</<# 和 </<G 进行氨基
酸序列比对发现，它们不仅具有较高的同源性，而且在很多位

点上都是高度保守的，包括组成其活性中心的催化三联体 JB@:
8=B（F）、H8J>8;8=B（W）和 1JE1@>8X 1X8;（-）位点（图 (）。
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#( , , , , , , , , , , , 第 , 三 , 军 , 医 , 大 , 学 , 学 , 报 , , , , , , , , , , , , 第 G)卷



第 ! 期" 王" 英，等#大劣按蚊与烟草天蛾丝氨酸蛋白酶的交叉免疫活性"

$# $" %&’()&’* +,-! . /01%2 原核表达质粒的鉴定与诱
导表达

" " 34/序列测定显示，获得的克隆插入片段长 5!6 7(，与我
室之前已经克隆的 /01%2 的 834/序列（9:’;,’<：/=>22!6>）
比较，除上游增加了一个碱基 ? 外，其序列一致。插入方向正
确，开放阅读框无误。由此断定，我们利用的 %&’()&’* +,-! . /0-
1%2重组表达克隆是正确的。在大肠杆菌 @A!>B 中经 C%?9 诱
导表达后，并经 D:E*:F’ 7G)* 及 4;? . ;HC% 显色鉴定，提示表达
成功（图 $）。
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表达的融合蛋白"

细菌自身生物素：! 蛋白"
载体自身编码蛋白"

!：对照组；$：/01%2 表达组；2：蛋白标准
图 !" 表达产物的鉴定结果

$# 2" /01%2 的原核表达产物免疫反应性研究结果
" " 利用 %/%$ 抗血清的识别，经 D:E*:F’ 7G)* 方法的鉴定：在
%/%$ 抗血清存在的情况下，表达菌株组在 4H 膜上出现一 25
I !>2 棕色条带，而其他 2 个泳道均未见阳性着色条带。结果
提示：原核表达产物相对分子质量在 25 I !>2 左右，且能够与

%/%$ 抗血清反应，即表达产物具有免疫反应性（图 2）。

! " # $ %

!&’($)!*#

!++(")!*#

!$#(*)!*#

!#!(*)!*#

!"*(!)!*#

!!$($)!*#

!：空菌株，!J 5>> %/%$ 抗血清（ K）；$：表达组，!J 5>> %/%$ 抗血
清（ K）；2：空菌株阴性对照，抗血清（ L）；6：表达组阴性对照，抗
血清（ L）；A：预染蛋白标准
图 #" 检测表达产物免疫反应性的$%&’%() *+,’结果

#" 讨论

" " 本研究中，对不同大劣按蚊与烟草天蛾丝氨酸蛋
白酶生物信息学分析结果显示，虽然该两种昆虫在生

物分类上属于不同的种类，具有较大的遗传距离，但大

劣按蚊丝氨酸蛋白酶与烟草天蛾的 %/% 在氨基酸序

列上具有较高的相似性，且在很多重要位点上高度保

守，包括组成其活性中心的催化三联体（1、M、3）位
点。而丝氨酸蛋白酶的催化功能主要取决于其活性中

心，即由 1、M和 3组成的催化三联体［N］。这在理论上，
支持了利用烟草天蛾丝氨酸蛋白酶抗血清研究大劣按

蚊丝氨酸蛋白酶的可行性。

" " 原核表达是分子生物学常用的方法之一，是通过
分子克隆研究基因及其编码蛋白功能的简便而有效的

手段。%&’%)&’*表达载体系统则是进行原核表达的一
种常用载体，其表达蛋白的鉴定和纯化简便易行［O］。

其表达产物带有一生物素化标签，可利用生物素与特

异亲和素结合的原理，对表达产物进行D:E*:F’ 7G)*鉴
定和蛋白纯化。而 @A!>B 大肠杆菌产生内源性生物
素化蛋白较少，采用 @A!>B 为宿主菌可减少内源性生
物素蛋白对实验结果的干扰。本研究中利用已构建的

%&’%)&’*?A +,-! . /01%2 表达质粒，在 @A!>B 大肠杆菌
中成功进行了原核表达。D:E*:F’ 7G)* 检测表达融合
蛋白的免疫反应性，结果证明此融合蛋白能够与烟草

天蛾的丝氨酸蛋白酶抗血清反应。这一结果同时提

示，烟草天蛾丝氨酸蛋白酶抗体与大劣按蚊丝氨酸蛋

白酶存在交叉免疫反应。

" " 丝氨酸蛋白酶是昆虫抗感染天然免疫中最为重要
的成分之一，研究该酶在蚊抗疟原虫感染中的作用具

有重要意义［P L !>］。本研究首先对不同昆虫（尤其是大

劣按蚊和烟草天蛾）的丝氨酸蛋白酶氨基酸序列进行

生物信息学分析，以判断大劣按蚊与烟草天蛾丝氨酸

蛋白酶在氨基酸序列上的相似性；然后对大劣按蚊丝

氨酸蛋白酶 /01%2 进行原核表达，检测表达产物与烟
草天蛾丝氨酸蛋白酶抗血清之间的免疫反应性。这将

从理论和实验两个层面探讨利用烟草天蛾抗血清研究

大劣按蚊丝氨酸蛋白酶的可行性。综合上述生物信息

学分析结果和表达产物免疫活性检测结果得知，烟草

天蛾 %/% 与大劣按蚊丝氨酸蛋白酶在氨基酸序列上
保守，在实验基础上证明二者存在交叉免疫反应。因

此，利用烟草天蛾丝氨酸蛋白酶抗血清研究大劣按蚊

丝氨酸蛋白酶在理论和实验上均是可行的。尽管利用

抗交叉抗原抗血清研究蛋白功能具有一定的不确定

性，但在尚无同种蛋白抗血清的情况下，这也不失为一

种可行的研究思路。例如，烟草天蛾前酚氧化酶活化

酶（%%Q）CR9和按蚊 %%Q之间也有较强的交叉反应，
@&,’R等［!!］和徐文岳等［!$］便分别用烟草天蛾 %%Q CR9
成功地检测出了冈比亚按蚊和大劣按蚊血淋巴中的

%%Q；而 %%Q在黑化包被反应中恰好是丝氨酸蛋白酶
的下游蛋白和作用对象。这也进一步肯定了该思路的

可行性。本研究为下一步从蛋白水平研究大劣按蚊丝

氨酸蛋白酶的生物学特性奠定了基础。
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b b（上接 = 页）
!, @b "+:H对 "‘]‘细胞 973Q; 基因蛋白影响
b b 分别取增殖抑制试验实验组与对照组细胞，按常规提取全
细胞蛋白，将蛋白浓度均调整为 > .4 c .3，经变性电泳、免疫印
迹、化学发光法显示 973Q; 基因蛋白表达程度、经图像分析系统
测采集、分析结果。

!, ?b 凋亡细胞测定
b b 将 ! d !<L c .3 浓度的 "‘]‘细胞（一式三份），接种于内置
盖玻片的六孔培养板，分别按细胞增殖抑制试验处理后，

>? e、LfO‘;条件下培养 !; ’，取出盖玻片按 ^N[*"（D‘T）试
剂盒说明书进行细胞固定、显色、封片。光镜 =<< 倍放大下计
数细胞核呈棕黄色的细胞比例。

!" 结果

;, !b "+:H对 "‘]‘细胞增殖的抑制程度
b b 对照孔 %（@<<）值为（<, B! g <, !;），加 > !3 "+:H 孔为
（<h @> g <, <B）低于对照孔（& i <, <L）；加 @、Z !3 "+:H孔的分
别为（<h =! g <, <Z）、（<, !B g <, <B），低于对照孔（& i <, <!）。

;, ;b "+:H对 "‘]‘细胞 973Q; 基因蛋白的影响
b b 加 >、@、Z !3的孔的积分光密度分别为 ; Z!Z、; ;@!、! >B=，
显著低于对照孔的 L Z?B（& i <, <!），见图 !。

! " # $

!：对照孔；;：> !3 "+:H；>：@ !3 "+:H；=：Z !3 "+:H

图 #" 蛋白印记观察 $%&’ 对 $()(细胞增殖的抑制程度

;, >b "+:H促使 "‘]‘细胞凋亡的效果
b b 对照孔中棕黄色细胞比例为 Lf，加入 "+:H > !3 后为

;<f，高于对照组（& i <, <L）。加入 "+:H @、Z !3 后，分别为
>!f、LZf，皆高于对照孔（& i <, <!）。

*" 讨论

b b "+:H是一具有多种生物功能的多糖酯。文献［>］报道体
内、外实验证实 "+:H 具有抑制肿瘤细胞增殖的作用，但其分
子机制少见报道。作者在不同剂量 "+:H 造成的 "‘]‘ 细胞
增殖抑制状态下，检测凋亡细胞数量变化，973Q; 基因蛋白含量
变化。973Q; 是抗凋亡基因，且与肿瘤的发展密切相关［=］。它
通过其转录翻译产物 973Q; 蛋白，参与细胞内抗氧化作用和抑
制钙离子跨膜运动而调控细胞凋亡。它的表达增强或减少是

影响肿瘤细胞凋亡和增殖状态的重要因素之一。本实验显示

"+:H可导致 "‘]‘细胞 973Q; 基因蛋白表达减少，减少程度随
"+:H剂量的增加而加大，与此同时 "‘]‘ 细胞株增殖受抑制
的程度加大，凋亡细胞数量增加。说明 "+:H 抑制该 "‘]‘ 细
胞增殖、促进凋亡与降低 973Q; 基因蛋白有关。
b b 关键词：昆布多糖硫酸酯；结肠癌细胞；增殖
b b 中图法分类号：_?>Q>@!b b b 文献标识码：9
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