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摘要 根据相近物种的同类基因设计引物 ，从凡纳滨对虾 Litopenaeus vannamei肌 肉组织中克隆 

获得原肌球蛋 白基 因(TPMS)，长度为 901 bp，其中包含长度为 852 bp的完整开放阅读框，编码原肌 

球蛋白分子量为32．8 kDa；RT—PCR结果显示，原肌球蛋白在心、肝胰腺、胃、鳃、肠和肌 肉组织中均 

有表达，在肌肉中表达量最高，在鳃中表达量最低；将原肌球蛋白基因构建原核重组表达载体 TPMS— 

pET30a，转化受体菌株 BL21(DE3)并利用 IPTG诱导后 能够大量表达 ，蛋 白分子量为 38．2 kDa；经 

优化，IPTG的最适诱导浓度为 0．05mmol／L，最适诱 导时间为 4h；经过亲和纯化后 ，能够得到纯度 

90％以上的重组表达蛋白。 
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ABSTRACT A 90 1 bp fragment of tropomyosin gene(TPMS)was cloned from muscle of 

Litopenaeus vannamei using primers designed on the basis of homologous genes of other 

shrimps．A complete open reading frame of 852 bp coding a 32．8 kDa protein was found in the 

fragment．Results of RT—PCR indicated that the gene expressed in all examined tissues inelu— 

ding heart，hepatopancreas，stomach，gills，intestine and muscle with different expressing lev— 

els．The strongest signal was found in muscle and the weakest signal was in gills．TPM S was 

sub—cloned into pET一30a and expressed in E．coli BL21(DE3)．After induction of IPTG，a 38．2 

kDa protein was largely expressed and formed inclusion bodies．Five hours inducing period and 

0．05 mmol／L IPTG were the best conditions for recombinant expression．Recombinant ex— 

pressed TPMS could be purified with His Bind Resin and the purity was higher than 90 9／6． 
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食物过敏已经成为一种重要的威胁人类健康的食品安全隐患(Barbi et a1． 2008)，美国食品药品管理局 

(FDA)和欧洲食品安全局(EFSA)都针对食品中的过敏原成分制定了相应 的法规(Gendel et a1． 2006；王国 

政等 2007)。在我国，食品过敏症状的发病率要高于发达国家(吕相征等 2005)，但是国家食品安全部门仍没 

有制定具体法规，这与我国食品过敏相关研究的相对滞后有很大关系。因此，大力发展食品过敏原的研究已经 

成为食品安全领域的重要研究内容。 

在所有的致敏食物中，以虾为代表的甲壳类动物是一类重要的致敏食品(佟 平等 2007；Garcia—Orozco 

et a1． 2007；Shiomi et a1． 2008)，致敏物质主要为原肌球蛋白 (Tropomyosin)(Lehrer et a1． 2003)。原 

肌球蛋白存在于一切脊椎动物和无脊椎动物中(Werner et a1． 2007)，并且具有较高的同源性。过敏者 IgE 

与不同甲壳动物的原肌球蛋白有很高的交叉反应，甚至与软体动物、尘螨和蟑螂等无脊椎动物的原肌球蛋白也 

具有交叉反应(Ayuso et a1． 2002；Lehrer et a1． 2003；Wild et a1． 2005)。因此 ，对虾类原肌球蛋白的研 

究，对于食品致敏机理研究、致敏原分析和脱敏食品开发等都具有广泛的指导意义。 

近年来 ，国外对于虾类原肌球蛋白的研究主要包括 ：不 同虾类原肌球蛋 白的基 因克隆与序列分析 、原肌球 

蛋 白的重组表达与致敏性及交叉反应分析、原肌球蛋 白的致敏原因分析 、原肌球蛋 白的脱敏研究和原肌球蛋 白 

的检测等方面。褐对虾 Penaeus aztecus、磷 虾 Euphausia superba、口虾 蛄 Oratosquilla oratoria、斑节 对虾 

Penaeus monodon和日本对虾Penaeus japonicus的原肌球蛋白基因先后克隆得到，并对其基因及氨基酸序列 

进行了分析(Randow et a1． 2006；Nagashima eta1． 2008；Motoyama eta1． 2007)，其中褐对虾和磷虾的 

原肌球蛋白研究较多。研究结果表明，重组表达蛋 白与天然蛋 白具有 同等 的致敏性和交叉反应 (Albrecht et 

a1． 2008；Nakano et a1． 2008)。Mikita等(2007)的研究表明，与脊椎动物原肌球蛋白不同，虾类原肌球蛋 

白经过 胃蛋 白酶消化后 ，仍有大 片段不能够被继续消化 ，这 可能是 甲壳类 动物原肌球蛋 白能够致敏的原因。 

Reese等(2005)利用点突变使原肌球蛋白的一个氨基酸发生改变，虽然没有改变蛋白的二级结构，但是致敏性 

却下降了 90 ～98 ，为虾类原肌球蛋白的脱敏提供了思路。Werner等(2007)利用双抗夹心 ELISA特异性 

检测甲壳类食品中的原肌球蛋白，检测限能够达到 lmg／kg。与国外相 比，国内对于虾类原肌球蛋 白的研究相 

对较少 ，张在军等(2006)和向军俭等(2006)分别从河虾和海虾 中分离纯化出过敏原组分 ；顾可飞等(2007a，b) 

利用辐照处理对虾过敏原 ，并对处理后的蛋 白作 了抗原性和生化性质的检测 。 

目前为止，关于凡纳滨对虾 Litopenaeus vannamei原肌球蛋白的研究还未见报道。本研究利用分子克隆 

技术，从凡纳滨对虾中克隆到原肌球蛋白基因，并进行了重组表达，又利用亲和纯化系统获得纯度较高的表达 

产物，为原肌球蛋白的进一步研究奠定良好的基础；本研究还对该基因的表达模式作了研究，对虾类食品脱敏 

研究提供了有益指导。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 实验 动 物 

凡纳滨对虾购 白天津海鲜市场。 

1．1．2 主要 试 剂 

总 RNA提取试剂 Unizol购 自上海博星公司；限制性内切酶、T4 DNA连接酶 、高保真 Taq DNA聚合酶 、 

PCR产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒和载体购自Promega公司；反转录系统购 自Invitrogen公司；pET一30a和 

感受态细胞购 自Novagen公司；IPTG、异丙醇和乙醇为 BBI公司产品；培养基购 自 OXOID公司；其他试剂为 

国产分析纯 。 

1．2 实验方法 

1．2．1 总 RNA 提 取及 cDNA 合成 

利用 Unizol提取凡纳滨对虾心 、肝、胃、鳃 、肠和肌肉总 RNA，具体步骤按照 Unizol操作手册进行 。 
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取总RNA 5 g，用以反转录第一链 cDNA。具体操作按照 Superscript llI(Invitrogen)提供方法进行。 

1．2．2 原肌球蛋白基因克隆 

从 NCBI数据库 中检索 获得不 同虾类原 肌球蛋 白基 因，比对 不 同基 因序列 ，设计 引物 Tpms F1(5’ 

AACCgatateATGGACGCCATCAAGAAGAAGA 3’，粗体为 EcoR V酶切位点)和 Tpms R1(5’GAAGgaat- 

tcGGCAGAACAGTTTGGAGC AGAG 3’，粗体为 EcoR I酶切位点)。 

取第一链 cDNA 1 l，基因特异性引物各 1 1进行 PCR，其他试剂及用量参照高保真 Taq DNA聚合酶说 

明进行 ，总体积 25 td，PCR条件为：94℃ 2 rain；94℃ 30 S，55℃ 45 S，72℃ 1 min，循环 35次；72℃ 10 rain。 

扩增后电泳检测扩增结果，PCR回收后，连接至pGEM—T—Easy载体中进行测序，并对测序结果进行分析，测序 

单位为天津生物芯片技术有限责任公司。 

1．2．3 原肌球蛋白表达模式 

取不同组织 cDNA各 1 l，用基因特异性引物 Tpms F2(5’ATGGACGCCATCAAGAAGAAGA 3’)和 

Tpms R2(5’GGCAGAACAGTTT GGAGCAGAG 3’)进行半定量 PCR，PCR条件为 94℃ 2 min；94℃ 30 

S，55℃ 45 S，72℃ 1 rain，循环 3O次 。同时 ，以相同条件扩增 Actin作为内标 。以上 PCR重复 3次 ，用 BioRad 

Quantity one图像分析系统对结果进行分析。 

1．2．4 原肌球蛋白重组表达 

(1)重组表达载体构建。分别对克隆得到的原肌球蛋 白基因和表达载体 pET一30a进行 EcoR V和 EcoR I 

双酶切，PCR回收后用 T4连接酶进行连接，转化感受态细胞 DH5a并筛选阳性克隆，扩增阳性克隆获得重组 

表达质粒。 

(2)重组表达。取重组表达质粒转化感受态细胞 BL21(DE3)，随机挑取 4个克隆过夜培养 ，1：10转培养 

至对数生长期(OD600—0．7～1．O)，加入 IPTG至终浓度为 0．1 mmol／L继续培养 5 h，SDS—PAGE检测基因 

表达情况。 

(3)表达条件优化。重组表达菌液生长 OD6O0达到 0．7～1．0时，分别以 0．01、0．05、0．1、0．5和 1 mmol／L 

IPTG浓度进行诱导表达，5 h后 SDS—PAGE检测表达情况；利用最佳 IPTG浓度进行诱导表达，分别在诱导后 

1、2、3、4和 5 h时取出相同体积的样品，SDS-PAGE检测不同时间表达情况。 

1．2．5 蛋 白纯化 

超生破碎诱导后菌体，分离上清和沉淀进行 SDS-PAGE，检测重组表达蛋白是否形成包含体。利用 8 

mol／L脲对包含体进行变性和复性处理(Kuhelj el a1． 1995)，获得可溶性的蛋白，将蛋白液高速离心并过 

0．22 m微孔虑膜后进行亲和纯化，具体操作按照 His Bind Resin提供步骤进行。SDS-PAGE检测纯化后蛋 

白，并利用 BioRad Quantity one图像分析系统计算蛋 白纯度。 

2 结果 

2．1 基因克隆 

利用基因特异性引物，从凡纳滨对虾肌 肉 cDNA中克隆得到长 

度为 901 bp的基因片段(图 1)，经测序为原肌球蛋 白基因，且包含长 

度为 852 bp的完整开放阅读框 ，编码分子量为 32．8 kDa的原肌球 

蛋白，该蛋白由 284个氨基酸组成 ，其中 48~284位氨基酸构成原肌 

球蛋白结构域(图 2)。 

2．2 半定量 PCR 

利用基 因特异性 引物 ，以凡 纳滨对虾心、肝 、胃、鳃 、肠和肌 肉 

cDNA为模板检测原肌球蛋白基因在不同器官中的表达模式。结果 

1：原肌球蛋白扩增结果 ；2：分子量标记 DL2000 

1：Tropom yosin gene am plified with gene 

specific primers；2：Marker DL2000 

图 l PCR扩增原肌球蛋 白基因 

显示，原肌球蛋白在所有检测组织中均有表达，在含有肌肉组织的器 Fig· PcR amP1ifica i。n of r。pomy。si“ge“e 

p
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l_标准蛋白；2．IPTG诱导前；3-7．分别用 0．01、0．05、0．1、0．5和 1 

mmol／L IPTG诱导后 

l_Protein standard；2．E coli with pET30a-TPMS without I盯 G；3 7．E 

coli with pET30a-TPMS indueed th 0．01、0．05、0．1、0．5 and 1 mmol／L 

IPTG 

图 4 SDS-PAGE检测不 同浓度 IPTG诱导结果 

Fig．4 SD PAGE analysis of recombinant TPMS 

induced with different IPTG 
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1．标准蛋白；2．IPTG诱导前；3-7．IPTG诱导 1⋯2 3 4．5 h结果 

1．Protein standard；2．E．coli with pET30a-TPMS without IPTG；3-7．E 

coli with pET30a-TPMS induced with IPTG for lh，2h，3h，4h，5h 

图 5 SDS_PAGE检测 IPTG诱导时间 

Fig．5 SDS-PAGE analysis periods induced with IPTG 

次之，而在肝胰腺和鳃组织 中也检测到了明显 的表达 。这一结果说 

明，除了肌肉这一主要的可食用部分以外 ，对虾的其他组织也会导致 

食用者的过敏现象 ，这对于虾类食 品的脱敏加工具有重要 的指导作 

用 。 

虽然原肌球蛋白在对虾肌肉中含量较高，但是通过纯化的方式 

获得大量纯度较高的蛋 白，仍然需要复杂的过程。由于该蛋 白不属 

于酶类 ，无法通过生物化方法鉴别该蛋 白所存在的分离组分，这给蛋 

白的纯化带来很大困难 。另外 ，纯化后蛋白的纯度很难保证 ，如果其 

他蛋白混于其中，由于都为虾类来源的蛋白，会对该蛋白的进一步研 

究带来很多干扰。利用重组表达系统，这些问题可以得到很好的解 

决 。利用重组表达系统的标签序列 ，可以很容易利用亲和纯化系统 

得到纯度较高的蛋 白，即使纯度不是非常高 ，其 中的杂蛋白也为细菌 

来源，不会或很少对蛋 白的进一步研究造成干扰。重组表达 的原肌 

球蛋 白，可以用于过敏原因诊断和致敏蛋白的脱敏研究，通过制备其 

特异性抗体还可以用于食品中过敏原的检测 。 
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