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[摘要] 　 虾肝肠胞虫(Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｏｚｏｏｎ ｈｅｐａｔｏｐｅｎａｅｉꎬＥＨＰ)是对虾养殖业的重要病原体之一ꎬ其裂殖增殖的分子机制

尚不明确. 本研究通过克隆和分析 ＥＨＰ 裂殖期 Ｓｅｐｔｉｎ蛋白 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的基因序列、表达及定位ꎬ初步阐释了该基因

在 ＥＨＰ 裂殖中的潜在作用. 结果表明ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ基因序列编码 ２６５个氨基酸的蛋白质ꎬ分子量约 ３０.４ ｋＤａꎬ等电点

４.７５. 构建 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ原核表达载体ꎬ获得高纯度表达蛋白. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ验证了表达蛋白与天然蛋白一致. 此外ꎬ
本研究建立了 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 基因显色原位杂交技术(ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎꎬＣＩＳＨ)ꎬ分析感染对虾样本中

ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的表达模式. 结果显示ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的表达水平随 ＥＨＰ 感染强度增加而升高ꎬ表明其参与了 ＥＨＰ 的裂殖

过程. 本研究首次报道了 ＥＨＰ 裂殖相关蛋白 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的克隆、表达、定位及其在 ＥＨＰ 感染过程中的变化规律ꎬ为
探究 ＥＨＰ 裂殖分子机制和防治该病原体的感染提供了理论基础和技术手段.
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张　 晟ꎬ等:虾肝肠胞虫 Ｓｅｐｔｉｎ的生物信息学分析及其在增殖中的潜在作用

虾肝肠胞虫(ＥＨＰ)属于肠胞虫科、肠胞虫属[１－２]ꎬ主要侵染对虾肝胰腺上皮并迅速增殖ꎬ大量攫取宿

主能量及营养物质ꎬ并影响对虾的免疫、能量及营养代谢ꎬ继而造成对虾生长缓慢症状ꎬ造成了对虾养殖业

的巨大经济损失[３－４] . 因此ꎬ控制其在宿主体内的增殖对于预防和治疗 ＥＨＰ 感染至关重要.
在微孢子虫的侵染机制研究中ꎬＳｅｐｔｉｎ基因在家蚕微孢子虫中被报道ꎬ表明其在微孢子虫侵染过程中

发挥着重要作用. Ｓｅｐｔｉｎ是一种高度保守的 ＧＴＰ 结合蛋白ꎬ在多种真核生物中广泛存在ꎬ参与了细胞增

殖、纤毛形成以及病原侵染宿主等重要的生物学过程[５] . 大量研究证实ꎬＳｅｐｔｉｎ 蛋白在酵母、线虫、果蝇等

多种模型生物的细胞分裂过程中发挥关键的调控作用. Ｃｈａｎｔ 等在对芽殖酵母的研究中发现ꎬ４ 种 Ｓｅｐｔｉｎ
成员均定位在酵母芽颈部位ꎬ它们之间的协同作用对维持正常的酵母细胞周期至关重要[６] . 线虫中的两

种 Ｓｅｐｔｉｎ蛋白与卵裂沟高度相关ꎬ在细胞分裂末期集中于中间体ꎬ并在后期胞质分裂时起核心调控作

用[７－８] . 在对果蝇的研究中也证实ꎬＳｅｐｔｉｎ蛋白是细胞质分裂过程中必不可少的因子ꎬ在分裂间期分布于

皮质层ꎬ分裂末期则迁移至卵裂沟完成定位[９] . 在人类疾病方面ꎬ下调卵巢癌细胞中 Ｓｅｐｔｉｎ￣９的表达可明

显抑制肿瘤的增殖和转移[１０] . 此外ꎬ昆虫寄生虫如家蚕微孢子虫在进行裂殖时ꎬ其 ＮｂＳｅｐｔｉｎ基因会高度转

录ꎬ表明 Ｓｅｐｔｉｎ蛋白在该寄生虫的增殖中也起着关键作用[１１] . 由此表明ꎬＳｅｐｔｉｎ 蛋白参与调控细胞增殖和

分裂的功能高度保守. 研究推断ꎬＳｅｐｔｉｎ蛋白在 ＥＨＰ 的增殖过程中扮演着重要的调控因子角色.
原位杂交( ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎꎬＩＳＨ)技术能够在组织和细胞水平上准确检测和定位特定的核酸序列ꎬ

已广泛应用于各类基因的时空表达模式研究[１２] . 在 ＥＨＰ 的相关研究中ꎬ原位杂交也被采用为重要的辅助

手段ꎬ用于确认组织切片和 ＰＣＲ结果中的病原体[１３－１４] . 与传统原位杂交技术相比ꎬ显色原位杂交(ＣＩＳＨ)
通过采用染色底物实现结果的可视化ꎬ不仅能准确定位目标序列ꎬ还简化了结果分析流程[１５] . 尽管如此ꎬ
显色原位杂交技术至今还未在 ＥＨＰ 病原体的研究中应用. 本研究拟通过建立 ＥＨＰ 显色原位杂交技术ꎬ以
实现对该病原体的高灵敏性检测与定位ꎬ为 ＥＨＰ 的诊断研究提供一种新的技术手段.

本研究基于 ＥＨＰ 基因组信息ꎬ拟通过克隆和鉴定其 Ｓｅｐｔｉｎ基因ꎬ并建立显色原位杂交技术平台ꎬ来研

究 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ在 ＥＨＰ 不同增殖阶段的表达模式ꎬ以期深入阐明 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ在 ＥＨＰ 增殖中的潜在作用.

１　 材料和方法

１.１　 生物材料及试剂

原核表达菌、分子克隆感受态细胞菌株 ＤＨ５α、ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ｕｌｔｒａ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自南京

Ｖａｚｙｍｅ公司ꎻ海洋动物组织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司ꎻＰＣＲ、限制性核酸

内切酶所用试剂购自 ＴａＫａＲａ公司ꎻＰｅｒｃｏｌｌ试剂购自上海源叶生物科技有限公司ꎻＤｉａＳｐｉｎ 柱式质粒 ＤＮＡ
小量抽提试剂盒、辣根过氧化氢酶 ＤＡＢ 显色试剂盒购自上海 Ｓａｎｇｏｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司ꎻＣｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ ｉｎ ｓｉｔｕ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ(ＣＩＳＨ)Ｋｉｔ购自广州 ＢｅｒｓｉｎＢｉｏ公司ꎻ其他试剂配制所需药品均为分析纯.
１.２　 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 序列特征和系统发育分析

通过 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｓｅｒｖｅｒ的在线软件 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ对 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 的理化性质进行分析和预测ꎻ利用

ＳｉｇｎａｌＰ ５. ０ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 预测信号肽ꎻ利用 ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｄｔｕ.ｂｉｏｌｉｂ.ｃｏｍ / ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ)预测跨膜结构域ꎻ利用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ Ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＮｅｔＰｈｏｓ / )预测磷酸化位点ꎻ利用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １.０ Ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＮＧｌｙｃ / )预测糖

基化位点ꎻ利用 ＮＰＳ＠ (ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ＮＰＳＡ / ｎｐｓａ＿ｓｅｃｃｏｎｓ. ｈｔｍｌ)预测蛋白质二级结构ꎻ使用

ＤＮＡＭＡＮ ６.０软件进行氨基酸序列比对ꎬ通过 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ方法构建进化树.
１.３　 ＥＨＰ 的分离与纯化

取 ２００只患严重感染 ＥＨＰ 的南美白对虾样品ꎬ取其肝胰腺组织充分研磨ꎬ加超纯水ꎬ纱布过滤ꎬ筛绢

(２００目)过滤ꎬ再经 ５ μｍ滤芯过滤ꎬ滤液在 ２５ ℃、２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ９ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取沉

淀ꎬ加超纯水定容将沉淀重悬ꎬ在 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ经多次差速离心后得到粗提液. 粗提液采用细

胞分离液 Ｐｅｒｃｏｌｌ 进行密度梯度离心ꎬ４８００ ｒ / ｍｉｎ离心 ４０ ｍｉｎ 进行进一步纯化. 纯化得到的 ＥＨＰ 孢子经超

纯水充分离心洗涤ꎬ最后收集底层白色沉淀即为 ＥＨＰ 孢子ꎬ用超纯水悬浮ꎬ－８０ ℃保存.
１.４　 ＥＨＰ 基因组 ＤＮＡ 的提取

在 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中加入 １ ｍＬ(１０９ 个孢子 / ｍＬ)纯化的 ＥＨＰ 悬液以及适量氧化锆研磨珠ꎬ在研磨机中

—７６—
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６ ｍ / ｓ研磨 ５次ꎬ每次 ３０ ｓꎻ研磨间隔期使用液氮速冻处理. 研磨后用海洋动物组织基因组 ＤＮＡ提取试剂

盒提取 ＥＨＰ 的基因组.
１.５　 重组表达载体的构建

从本实验室获得的 ＥＨＰ 基因组数据中挖掘到 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 蛋白基因序列 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＯＱＳ５５５６１.１)ꎬ使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件筛选了 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 序列内切酶ꎬ利用 ＣＥ Ｄｅｓｉｇｎ Ｖ１.０４ 软件根据

ｐＥＴ￣２８ａ(＋)质粒酶切位点设计引物ꎬ引物序列为:
上游引物:５′ ｃａｇｃａａａｔｇｇｇｔｃｇｃｇｇａｔｃｃＡＴＧＧＡＡＡＣＴＧＡＴＡＧＡＡＡＴＧＡＣＧＡＴＧＴ ３′ꎻ
下游引物:５′ ｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｃｔｃｇａｇＴＴＡＣＴＴＡＡＴＡＴＣＡＡＧＣＴＴＣＴＴＴＴＴＴＣＴＣＧ ３′.
下划线处分别为 ＳａｃⅠ和 ＮｈｅⅠ的酶切位点. 并以 ＥＨＰ 基因组 ＤＮＡ 为模板对 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 蛋白基因进

行 ＰＣＲ扩增. ＰＣＲ程序:９８ ℃变性 ３０ｓꎻ９８ ℃变性 １０ｓꎬ６０ ℃退火 ５ｓꎬ７２ ℃延伸 １ｍｉｎꎬ共 ３０个循环ꎻ终延伸

１０ ｍｉｎ.
ＰＣＲ产物通过 ２％琼脂糖凝胶电泳和测序验证ꎬ扩增产物用限制性内切酶 ＳａｃⅠ和 ＮｈｅⅠ进行双酶切ꎬ

按照 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ｕｌｔｒａ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ操作说明进行连接反应ꎬ连接产物转化至大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
Ｔｏｐ １０感受态细胞ꎬ取 １００ μＬ已转化的感受态细胞涂布于含卡那霉素的 ＬＢ琼脂固体培养基上ꎬ３７ ℃过夜培

养 １６ ｈ. 从平板上挑取单菌落接种至含卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ摇床中 ２００ ｒ / ｍｉｎ 条件下 ３７ ℃培养

１２ ｈꎬ取 ２ μＬ菌液进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ经 ２％琼脂糖凝胶电泳判定为阳性的菌液送至南京擎科生物公司进行

测序.
１.６　 重组蛋白的诱导表达与纯化

将测序正确的重组质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ转化至 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｒｏｓｅｔｔａ感受态细胞中ꎬ以 ｐＥＴ２８ａ(＋)载体质

粒作为阴性对照ꎬ涂布于含卡那霉素的 ＬＢ固体培养基上ꎬ３７ ℃培养过夜ꎻ选择 ＰＣＲ鉴定阳性的菌落接种

至含卡那霉素的 ＬＢ液体培养基中ꎬ３７ ℃震荡培养至 ＯＤ６００ 为 ０.６ ~ ０.８ 时ꎬ加入终浓度为 ０.２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

ＩＰＴＧꎬ１６ ℃培养箱中诱导培养 １２ ｈꎬ取 ５ ｍＬ菌液ꎬ通过离心收集菌体ꎬ用 １×ＰＢＳ 洗涤 ３次ꎬ菌体用 ２００ μＬ
１×ＰＢＳ重悬ꎻ冰上超声破碎ꎬ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ将上清液转移至新的离心管中ꎬ沉淀用 ２００ μＬ
１×ＰＢＳ 重悬ꎻ一部分蛋白样品加入 １０ ｍＬ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ混匀ꎬ按照磁珠法蛋白纯化说明书对重

组 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白进行纯化ꎬ并通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ对未纯化和纯化的蛋白进行鉴定.
１.７　 多克隆抗体制备及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 分析

将 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白序列提交给南京金斯瑞生物公司ꎬ并委托该公司设计抗原ꎬ使用蛋白序列中的

ＣＶＩＮＧＥＤＥＫＩＫＮＩＮＧ多肽链来免疫新西兰兔ꎬ制备多克隆抗体. 取 １０ μＬ 未纯化的蛋白样品ꎬ经过 ８０ Ｖ
３０ ｍｉｎ、１２０ Ｖ ６０ ｍｉｎ电泳分离后ꎬ以 ８０ Ｖ １２０ ｍｉｎ 的条件将电泳分离后的蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎻ将
ＰＶＤＦ膜浸泡在含有 ５％脱脂奶粉的缓冲液中ꎬ在摇床上进行过夜孵育ꎻ洗膜后ꎬ使用 １ ∶２ ０００ 的 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ
多抗(一抗)孵育 ２ ｈꎻ再使用 １ ∶５ ０００的兔抗(二抗)孵育 ２ ｈꎻ使用辣根过氧化氢酶 ＤＡＢ 显色试剂盒进行

显色ꎬ并拍照记录结果.
１.８　 组织切片

以人工回感第 １~６ ｄ的对虾肝胰腺组织为材料ꎬ进行组织切片实验ꎬ具体方法如下:取回感的对虾肝

胰腺组织ꎬ将其置于 ４％多聚甲醛固定液中避光固定 ２４ ｈ. 将固定组织放入包埋盒中ꎬ以 １×ＰＢＳ 缓冲液浸

泡 ６ ｈꎬ每 ２ ｈ更换一次缓冲液. 之后将包埋盒依次放入 ３０％、５０％、７５％、８５％、９５％、１００％乙醇中进行脱水

处理ꎬ每种浓度的乙醇各浸泡 ４０ ｍｉｎꎬ接着依次放入 ５０％和 １００％二甲苯溶液中进行透明ꎬ时间分别为

３０ ｍｉｎ 和 １５ ｍｉｎ. 再依次放入不同温度的切片石蜡中进行浸蜡. 浸蜡后将组织块进行包埋、切片并使用多

聚赖氨酸处理的防脱载玻片捞取切片进行烘干ꎬ再将烘干的切片依次置于 １００％二甲苯Ⅰ、１００％二甲苯Ⅱ、
１００％乙醇溶液Ⅰ、１００％乙醇溶液Ⅱ中进行脱蜡处理ꎬ分别浸泡 １０ ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ. 最后将切片依

次置于 ９５％乙醇溶液Ⅰ、９５％乙醇溶液Ⅱ、８５％乙醇溶液、７５％乙醇溶液以及 ｄｄＨ２Ｏ中进行复水处理ꎬ分别

浸泡 ５ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ、３ ｍｉｎ、２ ｍｉｎ、２ ｍｉｎ.
１.９　 ＣＩＳＨ

将编码 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白的基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＯＱＳ５５５６１.１)发送给广州伯信生物科技公司ꎬ
并委托公司设计合成杂交用探针ꎬ序列如表 １所示.

—８６—
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表 １　 ＣＩＳＨ 探针合成用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＣＩＳＨ ｐｒｏｂｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

基因 引物名称 引物序列(５′￣３′) 目标条带

ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ Ｐｒｏｂｅ￣Ｆ
Ｐｒｏｂｅ￣Ｒ

ＡＧＧＡＧＴＡＡＴＧＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＣＡＴＴＴＧＴ
ＧＡＴＣＡＧＡＴＴＧＴＴＴＴＡＧＡＣＣＡＴＡＴＣＣ ２２１

　 　 将已完成脱蜡、复水的组织切片ꎬ按照如下步骤进行 ＣＩＳＨ 处理:首先需要对样品进行一系列预处理ꎬ
即先用 ３％双氧水溶液处置样品切片 １０ ｍｉｎꎬ灭活组织中的内源性酶活性ꎻ然后用原位杂交 ＰＢＳ 缓冲液洗

涤切片ꎬ加入胃蛋白酶溶液 ３７ ℃消化 １０ ｍｉｎꎬ去除组织中的蛋白成分. 经原位杂交、ＰＢＳ 洗涤后ꎬ在 ３７ ℃
的条件下进行 ３ ｈ稳温预杂交ꎬ更换杂交反应液ꎬ７５ ℃热变性 ＤＮＡ双链 ５~１０ ｍｉｎꎬ迅速转移至 ４２ ℃恒温

箱内杂交反应过夜. 杂交反应结束后ꎬ依次用含甲酰胺和 ＮＰ￣４０的 ＳＳＣ缓冲液洗涤样品切片ꎬ以去除非特

异杂交产物. 然后进行封闭、生物素化二抗反应、链霉亲和素－生物素复合物(ＳＡＢＣ)反应、酶显色等步

骤. 最后用苏木素对细胞核进行染色ꎬ封片即可在光学显微镜下观察结果.

２　 结果与讨论

２.１　 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 蛋白序列分析

利用生物信息学相关软件对 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ进行分析和预测ꎬ结果显示该蛋白质由 ２６５ 个氨基酸组成ꎬ预
测蛋白质分子质量为 ３０.４ ｋＤａꎬ等电点为 ４.７５ꎬ蛋白质的分子质量和等电点通常与其功能和结构密切相

关. ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白的平均亲水系数为－０.４２６ꎬ表明它可能具有一定的亲水性. ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 蛋白缺乏信号肽

和跨膜结构域ꎬ由此表明该蛋白可能主要存在于细胞内ꎬ而不在细胞膜上ꎬ这与一些细胞骨架蛋白或细胞

内调节蛋白的性质相符. ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白具有 ２３个磷酸化位点ꎬ这可能意味着该蛋白在细胞信号传导和调

节中扮演着重要的角色. 根据 ＮＰＳ＠ 预测ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 蛋白的二级结构主要由 α 螺旋(２８.６８％)、延伸链

(１９.２５％)和无规则卷曲(５２.０８％)组成ꎬ这些不同的二级结构元素可以影响蛋白的折叠和功能ꎬ可能反映

了其多功能性.

图 １　 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 与其他微孢子虫同源蛋白的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｏｚｏｏｎ ｈｅｐａｔｏｐｅｎａｅｉ
ｗｉｔｈ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉａｎｓ

多重序列比对分析发现ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 与大多数微孢子虫 Ｓｅｐｔｉｎ 序列的相似性超过了 ３４％ꎬ表明

ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ与其他微孢子虫的 Ｓｅｐｔｉｎ蛋白具有相对较高的保守性ꎬ即它们在进化过程中保留了相似的基因

序列[１６] . 值得关注的是ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 与肠脑炎微孢子虫(Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ)、蚱蜢脑炎微孢子虫

(Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ ｒｏｍａｌｅａｅ)、西方蜜蜂微孢子虫(Ｎｏｓｅｍａ ａｐｉｓ)和东方蜜蜂微孢子虫(Ｎｏｓｅｍａ ｃｅｒａｎａｅ)之间

—９６—
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的同源性较高ꎬ分别为 ４７.８４％、４５.８５％、４２.１９％和 ４０.８６％. 由此表明 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 与这些微孢子虫的 Ｓｅｐｔｉｎ
蛋白在基因水平上有较高的相似性ꎬ初步推论 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ在 ＥＨＰ 中功能上与其他微孢子虫有相似之处.

系统发育分析结果显示(图 ２)ꎬＥＨＰ 与 Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ 属和 Ｎｏｓｅｍａ 属微孢子虫聚在同一分支上. 表
明 ＥＨＰ 与上述两属微孢子虫存在较近的进化关系和遗传亲缘性. 从系统发育的角度看ꎬ三者可能具有一

些共同的祖先或共有一定的同源基因ꎬ并在漫长的进化过程中保留了某些基本的遗传特征. 因此ꎬＥＨＰ 与

脑炎微孢子虫属和小孢子虫属有着较近的系统发育关联性.

图 ２　 基于 ＥＨＰ 与其他微孢子虫 Ｓｅｐｔｉｎ 蛋白氨基酸序列的系统进化树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｓｅｐｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｆｒｏｍ ＥＨＰ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉａｎ ｐａｒａｓｉｔｅｓ

２.２　 表达载体的构建和鉴定

ＰＣＲ扩增结果显示ꎬ从 ＥＨＰ 基因组中成功扩增出了一段 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 基因片段ꎬ其长度约为 ８００ ｂｐ
(图 ３Ａ) . 序列分析发现ꎬ该片段包含一个完整的 ７９８ ｂｐ 开放阅读框ꎬ与 ＮＣＢＩ 数据库中已知的 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ
基因序列(ＯＱＳ５５５６１.１)高度一致ꎬ验证了所克隆片段的准确性. 在重组表达载体的构建过程中ꎬ载体双酶

切产物呈现两条明显的 ＤＮＡ片段ꎬ其大小与预期的 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 插入片段及载体片段大小一致(图 ３Ｃ)ꎬ这
表明ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ基因已经成功插入表达载体并完成了重组载体的构建.

　 　 Ａ:ＰＣＲ扩增 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ基因ꎻＢ:ｐＥＴ２８ａ(＋)空载质粒双酶切结果 ＰＣＲꎻＣ:ｐＥＴ２８ａ￣ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 的

酶切鉴定. １:ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的 ＰＣＲ产物ꎻ２:ｐＥＴ２８ａ( ＋)空载质粒ꎻ３:ｐＥＴ２８ａ( ＋)空载质粒双酶切后的

ＤＮＡ片段ꎻ４:ｐＥＴ２８ａ￣ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ酶切结果ꎻＭ:ＤＮＡ分子量标准ꎻ箭头指示目的基因 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ.
图 ３　 原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ￣ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 的构建

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ２８ａ￣ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ

２.３　 重组蛋白的诱导表达与纯化

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ检测结果显示ꎬ在 ＩＰＴＧ诱导条件下ꎬ重组表达菌中出现一条相对分子质量约为 ３０ ｋＤａ 的
明显增强蛋白带(图 ４Ａ泳道 ２箭头所示)ꎬ而非诱导状态下重组菌中没有此条增强带(图 ４Ａ泳道 １) . 纯
化后的 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白在 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ上的主要检测条带较单一(图 ４Ａ泳道 ３)ꎬ符合纯化蛋白的预期ꎬ表明

获得了相对纯净的重组蛋白样品. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ结果验证了 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 重组蛋白的成功表达和纯化ꎬ为后续

开展 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的生化特征分析和功能研究奠定了基础.

—０７—
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　 　 １:转化 ｐＥＴ２８ａ(＋)的菌液蛋白ꎻ２ꎬ４:转化 ｐＥＴ２８ａ￣ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的菌液蛋白ꎻ３:转化 ｐＥＴ２８ａ￣ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的菌

液蛋白经磁珠法纯化ꎻＭ:蛋白质分子量标准ꎻ箭头指示目的蛋白 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ.
图 ４　 重组蛋白 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示ꎬ所制备的抗 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ抗体能够识别约 ３０ ｋＤａ的靶标蛋白(图 ４Ｂ)ꎬ该条带

与 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ预测蛋白大小一致ꎬ验证了抗体的特异性. 但同时ꎬ该抗体也与约 ３５ ｋＤａ 的非特异蛋白发生

了交叉反应(图 ４Ｂ) . 为了提高结果的可靠性ꎬ需要对抗 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ抗体的特异性进一步优化改进ꎬ或者调

整免疫检测条件以最大限度减少非特异性背景. 这对获得准确可信的 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 在组织和细胞内的定位

信息至关重要.
２.５　 ＣＩＳＨ

对阳性和阴性样品的肝胰腺组织进行 ＣＩＳＨ 分析结果显示ꎬ在阳性样品中ꎬ目的基因呈现为棕红色ꎬ
而细胞核则呈现为深蓝色ꎬ这一效果在 ４０×１０ 的放大倍数下观察效果最佳ꎬ而在阴性样品中未观察到任

何阳性信号(图 ５) .

图 ５　 南美白对虾肝胰腺组织 ＣＩＳＨ 结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＣＩＳＨ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆ Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ

对回感 ＥＨＰ １~６ ｄ的对虾肝胰腺样品 ＣＩＳＨ分析结果显示ꎬ第 １ ｄ 在组织样品中未显示出棕红色区

域ꎬ这与阴性对照相似(图 ６Ａ)ꎻ在第 ２ ｄ的组织样品中开始出现棕红色区域(标注区域)ꎬ并且与阳性对照

(图 ５－Ｉ－４０×１０)相比ꎬ判定为阳性信号(图 ６Ｂ)ꎻ第 ３ ｄ和第 ４ ｄ的组织样品中可以看到棕红色区域(标注

区域)的颜色逐渐加深ꎬ同时在视野中覆盖的区域也逐渐增多(图 ６Ｃ、Ｄ)ꎻ第 ５ ｄ的组织样品中棕红色区域

已经占据了大部分视野ꎬ并且颜色进一步加深(图 ６Ｅ)ꎻ第 ６ ｄ的组织样品出现了明显的病理变化ꎬ棕红色

区域已经扩展到肝胰腺组织ꎬ结构细胞破碎(图 ６Ｆ) .

—１７—
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Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ:第 １~６ ｄ回感样品ꎻＩ:回感组ꎻＮ:对照组

图 ６　 回感样品肝胰腺组织 ＣＩＳＨ 结果

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＣＩＳＨ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ

２.６　 讨论

为了探究 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ在 ＥＨＰ 增殖中的潜在作用ꎬ克隆并预测了 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的蛋白序列特征. 分析显示ꎬ
ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白的分子量约为 ３０ｋＤａꎬ等电点约为 ６.４ꎬ平均亲水性指数为－０.４２６ꎬ提示其可能具有一定的亲

水性. 这些关键的参数与 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白的功能和结构密切相关[１７] . ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 缺乏信号肽序列和跨膜结

构域ꎬ提示其可能主要定位于细胞内部而非细胞膜上. 既往研究表明ꎬＳｅｐｔｉｎ 蛋白可在细胞内组装成丝状

结构ꎬ并与多种细胞骨架和结构蛋白进行交互作用ꎬ在调控细胞形态和运动中发挥关键作用[１８] . 因此ꎬ
ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ作为一种细胞内蛋白ꎬ其特定的亲水性可能影响其空间构象以及与其他蛋白的相互作用ꎬ进而

参与 ＥＨＰ 的生长周期调控. 此外ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白序列中存在多处潜在的磷酸化位点ꎬ提示其活性可能受

到磷酸化调控[１９] . 综上ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的生物信息学分析为研究其在 ＥＨＰ 增殖过程中的潜在功能奠定了基

础ꎬ但其具体作用机制还需进一步的实验验证.
多重序列比对分析发现ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 与肠脑炎微孢子虫(Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ)、蚱蜢脑炎微孢子

虫(Ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｏｚｏｏｎ ｒｏｍａｌｅａｅ)、西方蜜蜂微孢子虫(Ｎｏｓｅｍａ ａｐｉｓ)和东方蜜蜂微孢子虫(Ｎｏｓｅｍａ ｃｅｒａｎａｅ)之
间的 Ｓｅｐｔｉｎ 蛋白同源性较高ꎬ提示 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 与这些微孢子虫的 Ｓｅｐｔｉｎ 蛋白在结构和功能上可能存在共

性ꎬ可能参与调控类似的细胞骨架动力学过程和细胞周期事件ꎬ表示 ＥＨＰ 与这两个微孢子虫属之间可能

存在共同的进化史或共享一些基本的遗传特征.
本研究成功表达且纯化了重组 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白ꎬ并制备了相应抗体. 虽然该抗体存在一定的非特异性

识别问题ꎬ但已经具备初步应用价值. ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ作为 ＥＨＰ 的特征性病原相关蛋白ꎬ其在 ＥＨＰ 感染和传播

过程中可能发挥重要作用ꎬ有望成为潜在的治疗或诊断靶点[２０] . 未来将优化 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 抗体的特异性ꎬ并
利用该分子探针系统地研究 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ在 ＥＨＰ 生命周期各阶段的表达模式、定位和功能ꎬ为开发针对 ＥＨＰ
感染的新型防治策略提供理论依据和实验基础.

本文构建了以 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ基因片段为探针的 ＣＩＳＨ技术ꎬ并对回感 ６ ｄ的肝胰腺样本用 ＣＩＳＨ技术探究

ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ基因与 ＥＨＰ 增殖的关系ꎬ结果发现 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 的表达与 ＥＨＰ 感染后的不同时期相关. 具体而

言ꎬ感染初期 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ阳性信号不明显ꎬ第 ２ ｄ开始出现阳性信号ꎬ提示 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的表达启动ꎻ第 ３~４ ｄ
阳性信号范围扩大且颜色加深ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ表达持续上调ꎻ第 ５ ｄ 阳性信号占据主要视野ꎬ表达量进一步增

加ꎻ第 ６ ｄ阳性信号广泛分布ꎬ肝胰腺组织结构损伤明显. 这表明 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的表达水平随感染时间延长而

逐步升高ꎬ并与 ＥＨＰ 的增殖过程相关. 这与家蚕微孢子虫中 Ｓｅｐｔｉｎｓ 基因的表达类似ꎬＮｂＳｅｐｔｉｎｓ 在感染家

蚕微孢子虫 １~４ ｄ的 Ｓｆ９细胞中的转录特征分析显示其在裂殖增殖期高量转录ꎬ并且定位于家蚕微孢子

虫的裂殖体膜ꎬ这表明这个过程中需要大量的 ＮｂＳｅｐｔｉｎｓ 协助家蚕微孢子虫进行增殖ꎬ推测其在家蚕微孢

—２７—
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子虫裂殖增殖中发挥功能[１１] . 有报道称 Ｎ􀆰 ｃｅｒａｎａｅ￣ＰＴＰ３ 和 Ｎ􀆰 ａｐｉｓ￣Ｒｐｂ１基因被证明是这些微孢子虫繁殖

的有用工具ꎬＰＴＰ３ 基因表达与其他孢子特异性蛋白相似ꎬ在兔脑炎孢子感染期间的孢子生殖后半期合

成[２１－２３]ꎻ而 Ｒｐｂ１ 与细胞周期 Ｓ 期期间蛋白质编码基因的转录[２４] 以及非编码 ＲＮＡ 的产生直接相

关[２５] . 研究结果也印证 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ可能是 ＥＨＰ 增殖的标志性基因之一. 这一发现有助于理解 ＥＨＰ 在宿主

组织内的生长规律及病理效应ꎬ未来研究可针对 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ设计特异性的小分子抑制剂ꎬ从而阻断 ＥＨＰ 的

增殖过程. 这为开发基于 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的 ＥＨＰ 治疗药物奠定了理论基础. 在 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 抑制剂药效评价的基

础上ꎬ可以系统优化其结构ꎬ提高特异性和效果ꎬ探索其应用于 ＥＨＰ 感染治疗的可能性.

３　 结论

本文克隆表达了 ＥＨＰ 的 Ｓｅｐｔｉｎ蛋白ꎬ解析了其基本生物学特性ꎬ并首次建立了一种以 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 基因

为探针的 ＣＩＳＨ技术ꎬ为研究 ＥＨＰ 的侵染机制建立了分析平台. 结果显示ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ蛋白由 ２６５个氨基酸

组成ꎬ预测蛋白质分子质量为 ３０.４ ｋＤａꎬ等电点为 ４.７５ꎬ蛋白质的分子质量和等电点通常与其功能和结构

密切相关. 随着 ＥＨＰ 的增殖ꎬＥｈｐＳｅｐｔｉｎ 基因的表达量逐渐增加ꎬ表明了其在裂殖增殖中发挥了重要作

用. ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ基因的表达在时间推移中伴随着 ＥＨＰ 的增殖而逐渐增加ꎬ最终导致宿主组织结构的破

坏. 由于 ＥＨＰ 感染过程中 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ的表达水平持续上调并与 ＥＨＰ 增殖密切相关ꎬ因此 ＥｈｐＳｅｐｔｉｎ可能成

为 ＥＨＰ 感染的潜在治疗靶点.
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