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猪囊尾蚴磷蛋白在毕赤酵母中的表达及初步应用

苏彩霞 才学鹏" 韩雪清 骆学农 郑亚东 窦永喜
（中国农业科学院兰州兽医研究所，兰州 ’&%%#1）

摘 要 将猪囊虫磷蛋白 E$ 基因克隆到毕赤酵母表达系统分泌性表达载体 >EFG"H 中，构建了重组表达载体

>EFG"H0E$。经测序证明基因序列完全正确，从而大量制备重组质粒 >EFG"H0E$，并用 3+,!、.1," 两种内切酶分别

线性化，然后分别电转化毕赤酵母菌种 3I!!2，采用 3#!6 抗性梯度筛选得到高拷贝重组菌株，利用 JJ 和 JK 培养

基鉴定重组菌株 J.L 表型，然后用甲醇进行诱导表达；并对表达产物通过 IKI0EM3:、N5CL5OD0@*)L 和 :PFIM 分析，结

果表明，重组菌株成功地分泌表达了分子量大小为 !$Q1RK，表达量占分泌总蛋白的 &&S，且具有免疫反应活性的重

组磷蛋白，从而解决了囊虫病诊断抗原来源问题并为研制新型猪囊虫疫苗奠定了基础。
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囊虫病（G/CL<=5O=)C<C）是由猪带绦虫（4+%$#+ &(,#5
)6）的幼虫———猪囊尾蚴（!2&/#0%*0)& 0%,,),(&+%）感染

猪或人而引起的人畜共患寄生虫病，猪是最主要的

中间宿主，人不仅是中间宿主，而且是唯一的终末宿

主，囊虫病在我国流行广泛，严重危害人体健康，并

制约着养猪业发展。目前关于囊虫病的防治还未有

成熟的手段，过去的化学药物治疗以及虫体抗原免

疫都已经暴露了很大的局限性。研究资料表明磷蛋

白参与蛋白质的合成［!］，并且与自身免疫密切相

关［$］；猪囊虫磷蛋白已有在原核系统中表达的报道，

并且预测了其作为诊断抗原和在自身免疫疾病尤其

是脑囊虫病中的潜在作用［&］，因此磷蛋白基因成为

在研制诊断试剂盒和基因工程猪囊虫疫苗中免疫相

关基因的候选基因之一。

毕赤酵母表达系统是当前流行的真核表达系统

之一［#，2］，它具有可诱导的强启动子 EMUV!，外源基因

整合于染色体上，具有高表达、高稳定、高密度发酵、

适度糖基化及表达产物生物活性好、操作简便及易

于工业化生产等优点［1，’］，已成功地表达了多种极具

价值的蛋白，比如：4,7!%Q%BWP［6］，破伤风毒素 G 片

段 !$BWP［"］，XF(B>!$% !Q$2BWP［!%］，在基因工程疫苗的

开发研制中显示出其特有的优越性。本研究探讨了

猪囊虫磷蛋白 E$ 在毕赤酵母表达系统中分泌表达

的可行性，并研究了重组磷蛋白作为诊断抗原的可

能性，从而解决了囊虫病诊断抗原来源问题并为猪

囊虫的其他功能性抗原基因在此系统中的表达，研

制猪囊虫病诊断试剂盒及基因工程疫苗打下了良好

的基础。

! 材料和方法

!"! 菌种、载体和酵母表达系统试剂

-J!%" 菌种购自 EO);5B8 公司；毕赤酵母 3I!!2
由预防医学科学院病毒研究所吕宏亮博士提供；

>3:J0E$ 重组质粒由本室构建［!!］；分泌型真核表达

载体 >EFG"H 由本所病毒室韩雪清博士提供，培养基

及其它试剂均按美国 FDY<LO)B5D 公司的多拷贝巴斯

德毕赤酵母表达试剂盒的操作手册配制。

!"# 工具酶和主要试剂

限制性内切酶 70(Z!、8"(!、9(/!、.1,"、

3+,!、4#K,M 连接酶、H*5D)[ 酶、EGZ 试剂盒、MB8O0
)C5 35* K,M :9LO8=L<)D H<L 均购自 >O);5B8 公司；酵母

氮碱（\,]）购自 K<^=)、K0生物素为日本进口、K0山梨

醇购 自 I<B;8、3#!6 购 自 3F]GU、蛋 白 酶 抑 制 剂

EJI7 购 自 ])5_O<DB5O、K,M J8OR5O（KP$%%%）购 自

48H8Z8、低分子量蛋白 J8OR5O 购自 E_8O;8=<8、辣根



过氧化物酶标记羊抗人 !"# 购自经科公司；咔吧唑

购自 $%"&’ 公司、囊虫病人阳性血清由吉林农业大

学囊虫病研究所刘德惠教授提供。

!"# 重组表达载体 $%&’()*%+ 的构建

将测序正确的含有猪囊虫磷蛋白基因 () 的

*#+,-() 质粒和 *(!./0 载体质粒分别用 !"#! 和

$#%! 内切酶酶切，再分别用 012345 酶补平粘末端使

其形成平末端，最后均用 &’#6! 酶切，因此外源基因

() 和载体片段均形成了匹配的一平一粘端，用 78
9:; 连接酶将二者连接，转化大肠杆菌 <,=>/，运用

酶切、(.6 和 测 序 的 方 法 鉴 定 阳 性 克 隆，命 名 为

*(!./0-()。(.6 扩增引物依据 #23?’3@ 中猪囊虫

磷蛋白基因序列设计，由宝生物（大连）工程公司合

成，上游引物：AB-##;7..;7#，.#.，7;7，.7.，#.7，

#.7，7;7，.-CB，下游引物：AB-.7.，#;#，77;，#7.，

;;;，###，;.7，#;;，;..-CB。
!", 电转化酵母细胞筛选高拷贝酵母菌株

将 *(!./0-() 和 *(!./0 质粒对照，经 ()*!、

+,*"两种酶线性化处理，与感受态毕赤酵母细胞

#$==A 混匀进行电转化，转化物涂营养缺陷型 ,9
平皿，置 )DE恒温培养 ) F 8G，能在 ,9 培养基上生

长的菌落为 H!$I 转化子。将 ,9 培养基平皿中长

出的最初 H!$I 转化子，影印法依次接种到含 #8=D
浓度梯度为 =J>、)J>、CJ>、8J>&"K&L 的 M(9 培养基

中，逐级筛选 #8=D 抗性菌株即目的基因高拷贝重组

菌株。

!"- 鉴别 .&/0 1230 和 .&/0 123/ 表型

将筛选得到的高拷贝菌株依次影印接种到 ,9
和 ,, 培养基上，)DE培养，观察其生长差异。若在

,9 培养基上生长良好，而同时在 ,, 培养基上也

生长 快 的 菌 落 即 甲 醇 利 用 快 的，则 表 型 为 H!$I

,N7I ，命名为 #$==AK*(!./0-() H!$I ,N7I ；相反若

在 ,9 培养基上生长良好，而同时在 ,, 培养基上

生长缓慢的菌落即利用甲醇慢的，则表型为 H!$I

,N7$，命名为 #$==AK*(!./0-() H!$I ,N7$。

!"4 重组酵母菌株的诱导表达及表达产物的检测

和鉴别

将高拷贝菌株单菌落（或者接种冻存的菌液）于

?,#M 培养基中，)D F C>E 摇 床 培 养 =O F =DP，当

-.O>>达 8 F O 时，离心收获细胞弃上清，用 ?,,M 培

养基悬浮细胞，)DE甲醇诱导表达，诱导表达完毕将

表达培养液离心，收集上清并用 QAR的饱和硫酸铵

沉淀，离心弃上清，蛋白沉淀用 A>&&41KL 的 7S%T-H.1
（含 =&&41KL (,$U）缓冲液溶解，透析浓缩留作检测

用。同时将离心得到的菌体加入细胞裂解缓冲液和

玻璃 珠，破 碎 处 理，离 心 取 上 清 留 作 检 测 用。用

$9$-(;#+ 和 V2TW2S3-X14W 检测并鉴别表达产物。

!"5 重组磷蛋白应用于囊虫病临床诊断

应用毕赤酵母表达的重组磷蛋白以间接 +L!$;
法检测囊虫病人血清，具体步骤如下：（=）包被 =C 号

#$==AK*(!./0-() 菌株所表达的重组磷蛋白作为抗

原，同时以 #$==A-*(!./0 菌株分泌上清作为阴性对

照，#$==A 菌株作为空白对照。（)）封闭后加适当稀

释的囊虫病人血清，同时正常人血清作为阴性对照，

CQE反应 =P。（C）加入酶标第二抗体 H6(-抗人 !"#
抗体 CQE反应 =P。（8）加 7,? 底物显色并终止，终

止反应后酶标仪读 -.8A>值，/ K$ 比大于 )J= 判为阳

性。

+ 结 果

+"! 重组表达载体 $%&’()*%+ 的构建及鉴定

重组质粒经酶切和 (.6 扩增鉴定，酶切扩增片

段都与目的基因大小相一致，9:; 测序结果显示其

序列和读码框架皆正确，与国外发表在 #23?’3@ 中

的磷 蛋 白 基 因 核 苷 酸 序 列 相 比 较 其 同 源 性 达

//J8AR，阅读框架完全一致，推导氨基酸同源性达

/DJCOR。重组质粒结构和鉴定结果分别见图 =、)。

图 = 重组表达载体 *(!./0-() 的结构

U%"J= $WSYZW%43 4[ S2Z4&X%3’3W \2ZW4S *(!./0-()

图 ) 重组表达质粒 *(!./0-() 酶切及 (.6 鉴定

U%"]) !G23W%[%Z’W%43 4[ S2Z4&X%3’3W *1’T&%G *(!./0-()
=] () "232；) ] *(!./0 ；C] *(!./0-()；

8 ] *(!./0-() G%"2TW2G 5%WP &’#6!’3G $#%!；

A ] (.6 *S4GYZW [S4& *(!./0-()；O] 9L)>>> &’S@2S
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!"! 重组酵母菌株的构建及鉴定

!"#$%&’"( 用 !"#!、$%#"酶线性化的载体转

化后在 )* 培养基平皿上分别长出 +,-、./ 个 0#12

转化子。将所有转化子，通过 34-5 筛选，最后得到

用 !"##、$%#"酶线性化的 34-5 高抗性即高拷贝菌

株分别为 (/ 个和 ( 个；对这 (( 个菌株 ))、)* 培

养基鉴定表型，结果为 !"## 酶线性化所得重组菌株

表型为 0#12 )672 ，$%#"酶线性化所得重组菌株表

型为 0#12 )671，这一结果与不同的酶切线性化产

生不同整合方式从而产生不同表型这一理论相符

合。同时用 "$8 方法鉴定重组菌株，即提取重组菌

株的染色体 *9: 作为模板，引物为 ,;:<=-、+;:<=-
进行 "$8 扩增，均能扩增出含有外源基因的片段。

!"# 表达产物的 $%$&’()* 电泳检测和 +,-.,/0&
123. 鉴别

将诱导表达量较高的重组菌株 31--,>!"#$%&’
"( 0#12 )672 -+ 号的培养上清液、菌体破碎液、不

同时间点取样的上清液经沉淀浓缩后进行 1*1’
":3? 分析，结果显示重组菌株菌体破碎液中未检

测到外源蛋白，而培养上清液中检测到分泌表达的

-(@.A* 的外源蛋白，占总蛋白的 ++B，分子量大小

与国外报道以及氨基酸序列推导的大小一致。在诱

导表达 45C 开始分泌表达，D(C 表达量达最高（图

+:）。

表达产物经 1*1’":3? 电泳后转移到 9$ 膜上，

转移完毕剪下 )EFAGF 泳道 9$ 膜进行氨基黑染色，

所有的蛋白带都显色；样品泳道 9$ 膜进行免疫学

反应后咔吧唑显色，出现了一条特异性强的显色带

且无任何非特异性显色带，与氨基黑染色的 )EFAGF
泳道 9$ 膜拼接进行分析，结果显示，表达产物中

-(@.A* 的外源蛋白带能被人囊虫病血清抗体识别，

出现强特异性显色带，说明分泌表达的目的外源蛋

白具有免疫反应活性（图 +H）。

图 + 表达产物的 1*1’":3? 电泳分析（:）及表达产物的 IGJKGFL’MNOK 分析结果（H）

PQRS + 1*1’":3?（:）ELT IGJKGFL’MNOK（H）ELENUJQJ OV "( !FOKGQL GW!FGJJGT QL &’()’" *"+,-.’+
-、4 S $XNKXFG JX!GFLEKELK OV 31--,>!"#$%& ELT 31--,>!"#$%&’"(；

(、+ S $FXTG !FOKGQL VFOY KCG ZXNKXFG !FGZQ!QKEKQOL OV 31--,>!"#$%& ELT 31--,>!"#$%&’"(；

, [ %S $FXTG !FOKGQL VFOY KCG ZXNKXFG JX!GFLEKELK OV 31--,>!"#$%&’"( EVKGF QLTXZGT 45C、D(C、D(C、%.C、%.C FGJ!GZKQ\GNU；

-/S )ONGZXNEF ]GQRCK YEFAGF

!"4 重组磷蛋白应用于囊虫病检测结果

用毕赤酵母重组菌株表达的重组磷蛋白作包被

抗原共检测了 -/ 份人囊虫病阳性血清 /04,/值均在

-@( 以上，而阴性对照均在 /@( 以下，& >1 ^ . _ (@-，

这一检测结果与临床其它方法诊断结果相一致，并

且有很强的特异性，与其它寄生虫如棘球绦虫、血吸

虫等抗血清无交叉反应，因此说明此重组磷蛋白完

全可以作为临床囊虫病诊断用抗原。

# 讨 论

猪囊虫的虫体抗原成分十分复杂，是由多种生

物分子组成的异质性混和物，其抗原与多种寄生虫

抗原有交叉反应，因此以虫体抗原作为诊断抗原暴

露了很大的局限性，而且虫体抗原来源有限。本实

验选择了猪囊虫免疫相关基因磷蛋白基因，在毕赤

酵母系统中进行分泌表达，经过培养条件的初步优

化获得了稳定表达目的蛋白的重组菌株，表达产物

的 1*1’":3? 检 测 结 果 表 明 表 达 量 占 总 蛋 白 的

++B，分子量为 -(@.A*；IGJKGFL’MNOK 分析结果表明

重组磷蛋白能被囊虫病人阳性血清抗体识别具有免

疫反应活性；而且临床应用研究表明它完全可以用

作诊断检测囊虫病的抗原，且与其它寄生虫抗血清

无交叉反应，有很强的特异性。因此，重组磷蛋白有

希望成为一种理想的临床诊断用抗原，从而代替传

统的虫体诊断抗原；并且有待更进一步对其进行纯

化研制诊断试剂盒用于早期临床诊断人的脑囊虫病

和养猪业猪囊虫病的筛选，相信会带来巨大的经济

效益和实用价值，同时也为当前猪囊虫疫苗的研制

.(4 生 物 工 程 学 报 -% 卷



提供了有力的检测手段，加速猪囊虫基因工程疫苗

的研制，从而尽早消除流行于世界各地的囊虫病。

致 谢：本实验在兰州兽医研究所农业部畜禽病毒

病重点实验室完成，特此感谢刘湘涛研究员和韩雪

清博士。
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