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牙鲆(Paralichthys olivaceus) CD59 基因 

的原核表达与功能探究*  
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(中国海洋大学海洋生命学院  海洋生物遗传学与育种教育部重点实验室  青岛  266003) 

摘要    本研究分析了 CD59 基因在牙鲆(Paralichthys olivaceus)感染鳗弧菌(Vibrio anguillarum)前

后的表达模式。结果显示，感染前，CD59 基因在检测的 4 种免疫器官中均不表达；感染后，该基

因均有不同程度的表达，其中，肾脏的表达量最高。对牙鲆 CD59 基因进行原核表达，构建原核表

达载体 pET-32a-CD59，并将其转化入大肠杆菌(Escherichia coli) BL21，使用异丙基-β-D-硫代半乳

糖苷(IPTG)诱导，获得约为 29 kDa 的重组蛋白 pET-32a-CD59。该蛋白以包涵体形式存在，通过

His 亲和层析柱纯化和超滤管浓缩目的蛋白后，经 SDS-PAGE 检测得到单一条带，纯化效果较好。

Western blotting 分析结果显示，重组蛋白 pET-32a-CD59 可以与抗 His 单克隆抗体发生特异性反应，

说明牙鲆 CD59 基因在大肠杆菌系统中成功表达。对重组蛋白进行透析复性，复性结束后，蛋白无

析出或絮状沉淀，初步表明复性成功。选取嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、鳗弧菌、金黄色

葡萄球菌(Staphylococcus aureus)和大肠杆菌 4 种致病指示菌，测定复性重组蛋白 pET-32a-CD59 的

抑菌活性。研究表明，重组蛋白 pET-32a-CD59 对嗜水气单胞菌具有一定的抑菌活性。本研究旨在

探究牙鲆免疫调节机制，并为提高牙鲆养殖效率提供一定的分子理论基础。 
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牙鲆(Paralichthys olivaceus)是一种重要的海水

养殖鱼类，主要分布于日本，韩国和中国的沿海地区

(Seikai, 2002)，其肉质细嫩、营养丰富，深受广大消

费者的喜爱。在我国牙鲆养殖业蓬勃发展的同时，由

于牙鲆人工养殖特别是高密度集约化养殖条件与天

然环境差别很大，导致各种疾病时有发生。牙鲆养殖

病害日趋严重，已成为制约其养殖发展的重大障碍。 

牙鲆病害主要有病毒性和细菌性疾病，在我国细

菌性疾病危害最为严重。牙鲆的病原细菌有许多种，

主要包括鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、迟缓爱德华氏

菌(Edwardsiella tarda)、溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)、

链球菌(Streptococcus)等(周丽等, 1997)。其中，由鳗

弧菌引起的鳗弧菌病是一种危害性较大的细菌性疾

病，致死率较高，且在世界范围内流行(Egidius, 1987; 

杨少丽等, 2005)。 

由于牙鲆细菌性病害死亡率高，对养殖业存在严

重危害，研制稳定、可靠的商品疫苗预防细菌性疾病

的暴发，培育具有抗细菌性疾病的优良品种是牙鲆病

害防治的主要途径。无论采用哪种途径，首先必须深

入了解鲆鲽类受细菌感染的影响，研究牙鲆免疫相关

分子机理。在脊椎动物中，免疫系统通常被分为两个

相互独立又相互关联的亚系统，即先天性免疫和获得
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性免疫。而在鱼类中，虽然同时存在先天性免疫和获

得性免疫，但其获得性免疫较原始，与哺乳动物和鸟

类相比免疫应答时间较长，且免疫记忆弱，同时会受

到水温的影响，二次应答与初次应答抗体价的比率一

般较低，有的鱼类几乎没有区别(Sun et al, 2014)。因

此，在鱼类抵御外来病原体入侵等免疫过程中，先天

性免疫的作用更为突出。补体系统是先天性免疫的重

要组成部分，它能够帮助抗体和吞噬细胞清除病原微

生物，是一套复杂高效而精密的防御系统，由 30 多

种蛋白质组成。而在调节补体激活保护机体免受自身

补体攻击的过程中，终末裂解途径又起到至关重要的

作用。CD59 蛋白，又称保护素(Protectin)，是迄今为

止唯一被鉴定出的研究最为透彻的可在终末裂解途

径中起到调节作用的蛋白(Miwa et al, 2001)。CD59

是一个分子量为 18–20 kDa 的球状膜糖蛋白，它通过

糖基化磷脂酰基醇(GPI)锚定在细胞膜上(Davies et al, 

1989)。CD59 的主要功能是抑制终末裂解途径中攻膜

复合体(MAC)的装配，且其抑制原理是通过阻止 C9

结合到 C5b-8 复合体上而完成的(Meri et al, 1990)。在

鱼类中，CD59 的分子特征及功能已有报道。Sun 等

(2013)克隆了斑马鱼的 CD59 基因并进行了原核表

达，且研究了其时空表达模式。结果发现，重组表达

蛋白能够与革兰氏阴性和阳性细菌特有的细胞壁成

分 LPS 和 LTA 结合，进而表现出抑菌活性；Gan 等

(2015)在尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)中也进行

了 CD59 基因的克隆与表达分析，同样通过原核表达

获得重组蛋白，该蛋白具有与 PGN 和 LTA 的结合能力，

且对无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)具有一定的

杀菌活性。此外，CD59 基因在大黄鱼(Pseudosciana 

crocea)、虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)和斑点叉尾  

(Ictalurus Punetaus)等鱼类中均有研究(Liu et al, 2007; 

Papanastasiou et al, 2007; Yeh et al, 2007)。 

本研究以牙鲆为研究对象，研究了感染鳗弧菌后

牙鲆 CD59 基因的表达模式，并进行了 CD59 基因在

大肠杆菌系统中的原核表达，成功得到了重组蛋白并

对其进行了纯化复性。同时，还研究了该重组蛋白对

各类致病菌的抑菌活性，为进一步研究牙鲆 CD59 基

因功能提供了一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  鳗弧菌的培养    实验所用鳗弧菌菌株来自

中国海洋大学海洋微生物研究中心。将该菌株划线接

种于 2216E 固体培养基(蛋白胨 5.0 g/L，酵母提取物

1.0 g/L，FePO4·4H2O 0.1 g/L，琼脂 20 g/L，pH 7.6)

中，28℃活化培养 12 h。活化后将单克隆菌落接种于

2216E 液体培养基(蛋白胨 5.0g/L，酵母提取物 1.0 g/L，

FePO4·4H2O 0.1 g/L，pH 7.6)中，28℃扩大培养 12 h。

用 PBS 缓冲液稀释至终浓度为 109 CFU/ml。 

1.1.2  实验牙鲆来源    本研究所用牙鲆为 6 月龄，

平均体长为 20–22 cm，来源于山东省黄海水产有限

公司(山东，海阳)，实验前置于充气海水中，17–20℃

暂养 7 d。 

1.2  实验方法 

1.2.1  鳗弧菌攻毒实验    取 12 尾牙鲆，进行腹腔

注射。其中，6 尾作为对照组，注射生理盐水；6 尾

作为实验组，注射 109 CFU/ml 的鳗弧菌菌液。注射

剂量为 1 ml/尾。随后，将注射组和对照组分别暂养

于 17–20℃的充气海水中，48 h 后取样。取牙鲆的    

4 种免疫器官：肝脏、脾脏、肾脏和鳃，用组织剪剪

碎，液氮速冻后，于–80℃保存备用。 

1.2.2  RNA 的 提 取 与 反 转 录     采用 TRIzol 法

(Invitrogen, 美国)进行牙鲆各组织RNA的提取。操作

步骤严格按照厂家提供的说明书进行。采用1%琼脂糖

凝胶电泳进行检测所提取的RNA质量和完整性，采用

微量紫外分光光度计(NanoPhotometer Pearl，德国)测

定RNA浓度。随后，用DNaseⅠ(RNase free)(TaKaRa，

日本)去除可能存在的DNA残留。cDNA的合成采用

M-MLV(TaKaRa，日本)方法。操作步骤严格按照产

品说明书进行，cDNA合成后于–20℃保存备用。 

1.2.3  半定量 PCR    根据实验室前期克隆得到的

牙鲆 CD59 基因序列(GenBank 登录号：EU224373)

设计特异性引物(表 1)进行半定量 PCR，检测鳗弧菌

感染前后各个免疫组织的 CD59 表达模式。实验组和

对照组各取 3 条牙鲆，每条牙鲆均取 4 种免疫组织(肝

脏、脾脏、肾脏和鳃)，同一种组织的 cDNA 混合后

进行检测。反应总体系为 25 μl：cDNA 2 μl，10×PCR 

Buffer (Mg2+) 2.5 μl，MgCl2 (25 mmol/L)1.5 μl，dNTP 

(2.5 mmol/L) 2 μl，引物(10 μmmol/L)各 0.5 μl，Taq

酶(5 U/μl) 0.25 μl，ddH2O 补足至 25 μl。选用牙鲆    

18S RNA 基因作为内参基因。扩增条件为 94℃     

4 min；94℃ 30 s，65℃ 30 s，72℃ 30 s；从 20 个

循环开始，每 2 个循环取出 1 个 PCR 小管，直到    

28 个循环，确定指数期在 26 个循环以内，由此各组

织差异表达选定循环数为 24 个。目的基因 CD59 的扩

增条件为 94℃ 4 min；94℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 

30 s；从 28 个循环开始，每 2 个循环取出 1 个 PCR
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小管，直到 40 个循环，确定指数期在 40 个循环之内，

各组织差异表达选定循环数为 36 个。PCR 结束后，

用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳进行检测。 

 
表 1  本研究所用引物 

Tab.1  Primer used in the study 

引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence 

CD59-RT Fw CAGGGACAAACCACCGAAG 

CD59-RT Rv TGGATCATCCAACATCATAATG 

18s Fw GGTAACGGGGAATCAGGGT 

18s Rv TGCCTTCCTTGGATGTGGT 

CD59-Fw1 GAATTCCTGACGTGCAACTACTGTTACTC

CD59-Rv1 CTCGAGTAATGGCGCCAAGCTGAGGTG 

注：下划线标注部分为酶切位点 
Note: The restriction site was underlined 

 
1.2.4  CD59 的原核表达    设计 1对引入 EcoRⅠ和

XhoⅠ两个酶切位点的引物(表 1)，对编码 CD59 成熟

肽(氨基酸序列 20–99)的 cDNA 进行 PCR 扩增。扩增

得到的 PCR 产物用 EcoRⅠ和 XhoⅠ(TaKaRa，日本)

进行双酶切，并连接入 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切的

pET-32a(+)(Invitrogen，美国 )载体中。将构建好的

pET-32a-CD59 载体转化入克隆菌株 trans 5α (全式

金，中国)，通过菌落 PCR 挑取阳性克隆，送往生工

生物工程(上海)有限公司进行测序鉴定。测序鉴定序

列正确后，将 pET-32a-CD59 载体转化入表达菌株

BL21(DE3)pLysS(全式金，中国)。绘制重组表达菌株

的生长曲线：取 16 支试管，用含有 50 μg/ml 氨苄霉

素和 34 μg/ml 氯霉素双抗的 LB 液体培养基(蛋白胨

10 g/L, 酵母提取物 5 g/L，NaCl 10 g/L，pH 7.0) 37℃

培养重组表达菌。每小时取 1 支试管，测定 OD600 值，

根据每小时所测得的菌液 OD600 值，绘制重组表达菌

株的生长曲线。根据测定的重组菌株的生长曲线(见

结果 2.2)，在培养 3 h 时，加入诱导剂异丙基-β-D-

硫代半乳糖苷(IPTG)至终浓度为 1 mmol/L。分别在

37℃诱导 1 h、3 h 和 6 h 后，收集菌液，用 SDS-PAGE

电泳进行检测。 

1.2.5  CD59 重组蛋白表达形式的确定    用上述条

件进行重组蛋白的诱导表达，诱导 3 h 后，收集菌

液。5000×g 离心 10 min，收集菌体，用预冷的裂解

液(50 mmol/L Tris, 100 mmol/L NaCl, pH 8.0)重悬菌

体，冰浴进行超声破碎。12000×g 离心 20 min，分离

上清液和沉淀，用 SDS-PAGE 电泳进行检测。 

1.2.6  CD59 重组蛋白的纯化    CD59 重组蛋白以

包涵体形式存在于超声破碎的沉淀中(见结果 2.4)。因

其含有 His 标签，使用 Ni-Agarose His 标签蛋白纯化

试剂盒(包涵体蛋白)(CWBIO，中国)进行纯化。用上

述条件进行超声破碎后，12000×g 离心 20 min，收集

沉淀(包涵体)，充分溶解于 Binding Buffer (Tris-HCl 

20 mmol/L，咪唑 5 mmol/L，NaCl 0.5 mmol/L，尿素

8 mol/L)中，负载过 Ni 柱，最后用 Elution Buffer 

(Tris-HCl 20 mmol/L ， 咪 唑 500 mmol/L ， NaCl     

0.5 mol/L，尿素 8 mol/L)洗脱目的蛋白，得到纯化的

CD59 重组蛋白，用 SDS-PAGE 电泳进行检测。 

1.2.7  Western blotting    通过 SDS-PAGE 分离蛋

白样品，湿转法将蛋白样品转移至 PVDF 膜上，用含

有 4% BSA 的 10 mmol/L PBS 封闭，室温孵育 2 h。

PBS 洗涤 PVDF 膜后，孵育一抗(Anti-His Antibody，

CWBIO)，抗体浓度为 0.2–1.0 μg/ml，4℃孵育过夜。

PBS 洗涤 PVDF 膜后，室温孵育 1︰400 稀释的二抗

(羊抗鼠 IgG-HRP，CWBIO) 40 min。最后，用 DAB

加 0.03%双氧水进行显色。 

1.2.8  CD59 重组蛋白的复性及浓度测定    采用透

析的方式进行 CD59 重组蛋白的复性。即将纯化后的

CD59 重组蛋白依次逐级经过以下透析液进行透析复

性：透析液Ⅰ(Tris 25 mmol/L，NaCl 200 mmol/L，尿素

5 mlo/L，EDTA 1 mmol/L，DTT 5 mmol/L)、透析液Ⅱ

(Tris 25 mmol/L，NaCl 50 mmol/L，尿素 4 mol/L，EDTA 

1 mmol/L，GSSG 0.2 mmol/L，GSH 2 mmol/L)、透析

液Ⅲ(Tris 25 mmol/L，NaCl 20 mmol/L，尿素 2 mol/L，

EDTA 1 mmol/L，GSSG 0.5 mmol/L GSH 1 mmol/L)、

透析液Ⅳ(Tris 25 mmol/L，NaCl 10 mmol/L，尿素    

1 mol/L，EDTA 1 mmol/L，DTT 5 mmol/L，GSSG     

1 mmol/L，GSH 1 mmol/L，甘油 25 ml)、透析液Ⅴ(Tris 

25 mmol/L，NaCl 10 mmol/L，尿素 0.5 mol/L，EDTA 

1 mmol/L，DTT 5 mmol/L，GSSG 1 mmol/L，GSH    

1 mmol/L，甘油 25 ml，甘氨酸 5 g)、透析液Ⅵ(Tris   

25 mmol/L，NaCl 10 mmol/L，DTT 5 mmol/L，甘油

25 ml，甘氨酸 5 g)和透析液Ⅶ(Tris 25 mmol/L，NaCl 

10 mmol/L)。每一级均透析 12 h，冰浴下搅拌进行。

复性后的重组蛋白经超滤浓缩，用 Super Bradford 蛋

白定量试剂盒(CWBIO，中国)测定蛋白浓度。 

1.2.9  CD59 重组蛋白的抑菌活性测定    采用菌落

计数法(Wang et al, 2011)进行重组蛋白的抑菌实验。

选取嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、鳗弧菌、

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)和大肠杆菌

(Escherichia coli) 4 种致病指示菌与重组蛋白进行作

用，检测其抑菌程度。CD59 重组蛋白的抑菌活性计

算公式为： 

抑菌活性=(对照组菌落数–实验组菌落数)/对照

组菌落数×100% 
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2  结果 

2.1  CD59 的表达模式 

对鳗弧菌攻毒后牙鲆的 CD59 基因进行了半定量

分析。分别取实验组和对照组牙鲆各 3 条，检测 4 种

免疫组织(肝脏、脾脏、肾脏、鳃)中 CD59 基因的相

对表达量。成功扩增得到了 356 bp 的牙鲆 CD59 基因

和 171 bp 的牙鲆 18S RNA 基因的片段(图 1)。由图 1

可知，实验组中，牙鲆的 CD59 基因在 4 种免疫器官

中均有表达，而对照组中该基因则均不表达。其中，

牙鲆肾脏的 CD59 表达量最高，脾脏和鳃的表达量其

次，肝脏中该基因的表达量则较低。 
 

 
 

图 1  注射鳗弧菌后牙鲆的 CD59 基因在肝脏、肾脏、 

脾脏和鳃中的表达 
Fig.1  Expression of CD59 in liver, kidney, spleen, and gill 

of Japanese flounder after V. anguillarum injection 

M：DL2000；1、3、5、7：对照组肝脏、肾脏、脾脏

和鳃；2、4、6、8：实验组肝脏、肾脏、脾脏和鳃 
M: DL2000; 1, 3, 5, and 7: Liver, kidney, spleen and gill in 

control group; 2, 4, 6, and 8: Liver, kidney, spleen and gill in 
experimental group 

 

2.2  CD59 重组菌株的生长曲线 

通过构建原核表达载体，获得了牙鲆 CD59 重组

表达菌株，并进行了牙鲆 CD59 基因的原核表达。为

确定加入诱导剂 IPTG 的最佳时间，即确定重组菌株

的生长状态较好并对外源蛋白耐受力较高的时间，绘

制了 CD59 重组菌株的生长曲线(图 2)。发现在震荡

培养 3 h 左右时，重组菌株进入指数生长期的上升时

期。由此可以判断，在后续的诱导中，可以选择在培

养 3 h 左右时加入 IPTG，此时菌体的生长状况最佳， 
 

 
 

图 2  重组菌株 pET-32a-CD59 的生长曲线 
Fig.2  The growth curve of recombinant pET-32a-CD59 

对 IPTG 的加入及大量外源蛋白表达的耐受性也最

高。因此，在后续的实验中将该时间点作为加入诱导

剂的最佳时机。 

2.3  CD59 重组蛋白的诱导表达 

根据 2.2 中确定的最佳诱导剂添加时间，在重组

菌株培养至 3 h 时，加入 IPTG 诱导，成功表达了牙

鲆的 pET-32a-CD59 重组蛋白，SDS-PAGE 检测获得

的重组蛋白(图 3)。从图 3 可以看出，在诱导 1 h 时有

约为 29 kDa 的目的蛋白的表达，随着诱导时间的增

加(3 h、6 h)，表达量也有所增加，但在诱导 3 h 时蛋

白的表达量就已经达到一定的丰度，与诱导 6 h 的蛋

白量相差不大。因此，后续实验选择诱导 3 h。 
 

 
 

图 3  重组蛋白 pET-32a-CD59 在大肠杆菌中的诱导表达

(目的蛋白约为 29 kDa) 
Fig.3  Expression of recombinant protein pET-32a-CD59 

(target protein was 29 kDa approximately) 

M：蛋白分子量标准；1：未诱导；2：诱导 1 h； 

3：诱导 3 h；4：诱导 6 h 
M: Protein relative molecular mass marker; 1: Before 

induction; 2: 1 h induction; 3: 3 h induction; 4: 6 h induction 

2.4  CD59 重组蛋白的表达形式 

为了检测牙鲆 pET-32a-CD59 重组蛋白的表达形

式，超声波破碎重组表达菌体，离心分离上清液和沉

淀，并进行 SDS-PAGE 分析(图 4)，发现 pET-32a-CD59

重组蛋白主要存在于沉淀中，即该蛋白主要以不溶性

包涵体的形式存在。包涵体蛋白结构致密、无活性、

易以颗粒状沉淀存在于细胞中。对 CD59 重组蛋白功

能的探究需进行蛋白复性。 

2.5  CD59 重组蛋白的纯化 

pET-32a-CD59 重组蛋白带有 His 标签，本研究

通过 Ni 离子亲和层析，得到了纯化的 pET-32a-CD59

重组蛋白。纯化后的重组蛋白分子量大小与预测的一

致，条带单一，主带清晰(图 5)。 
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图 4  pET-32a-CD59 重组蛋白的表达形式 
Fig.4  The expression form of pET-32a-CD59  

recombinant protein 

M：蛋白分子量标准；1：pET-32a 空载体；2：pET-32a-CD59

全菌；3：pET-32a-CD59 超声破碎上清；4：pET-32a-CD59

超声破碎沉淀 
M: Protein relative molecular mass marker; 1: Negative 

control of BL21 transferred by pET-32a; 2: Whole cell of 
BL21 transferred by pET-32a-CD59; 3: Supernatant of 
pET-32a-CD59 after ultra-sonication; 4: Precipitate of 

pET-32a-CD59 after ultra-sonication 
 
 

 
 

图 5  pET-32a- CD59 重组蛋白的纯化 
Fig.5  The purification of pET-32a-CD59  

recombinant protein 

M：蛋白分子量标准；1：纯化的 pET-32a-CD59 重组蛋白 
M: Protein relative molecular mass marker; 1: Purified 

recombinant pET-32a-CD59 

2.6  Western blotting 

纯化后的 pET-32a-CD59 重组蛋白经 SDS-PAGE

电泳后转印到 PVDF 膜上，分别用 His 抗体和羊抗鼠

IgG-HRP 作为一抗和二抗进行 Western blotting。结果

显示，pET-32a-CD59 重组蛋白在 29 kDa 处出现一条

特异性条带，表明诱导纯化后的 CD59 重组蛋白正确

表达(图 6)。 

2.7  CD59 重组蛋白的复性及浓度测定 

透析复性后观察发现，重组蛋白无絮状析出或沉

淀，复性成功。超滤后，对得到的浓缩蛋白进行蛋白

浓度的测定，结果显示，蛋白浓度为 1100 μg/ml。 

 
 

图 6  Western blotting 检测重组蛋白 
Fig.6  Western blotting analysis of the recombinant protein 

M：蛋白分子量标准；1：CD59 重组蛋白 
M: Protein relative molecular mass marker; 1: Recombinant 

pET-32a-CD59 
 

2.8  CD59 重组蛋白的抑菌活性 

为了检测牙鲆 pET-32a-CD59 重组蛋白的抑菌活

性，本研究选择了 4 种致病指示菌，通过菌落计数法

探究其抑菌活性(表 2)。从表 2 可以看出，pET-32a- 

CD59 重组蛋白仅对嗜水气单胞菌具有一定的抑菌效

果，从 100 μg/ml 起，其抑菌活性就已达 50%，但随

着浓度的升高，其抑菌活性增幅不大。 
 

表 2  重组蛋白 pET-32a-CD59 对嗜水气单胞菌的抑菌活性 
Tab.2  Antimicrobial activity of recombinant  

pET-32a-CD59 against A. hydrophila 

重组蛋白 pET-32a-CD59 
Recombinant protein 

pET-32a-CD59 (μg/ml) 

抑菌率 
Antibacterial rate 

(%) 

0  

100 50 

250 52 

500 54.1 

1000 56.25 

3  讨论 

牙鲆生活在富含微生物的复杂水环境中，长期地

适应生活形成了高效的自我防御机制，其先天性免疫

系统高度发达。而补体系统是先天性免疫系统中的重

要组成部分。CD59 在补体系统中具有重要的调节作

用，对于该基因的研究，有助于进一步了解牙鲆免疫

系统的调节机制，并为将来其在提高牙鲆免疫防御力

方面的提供理论支持。 

本研究通过半定量 PCR 技术检测了牙鲆 CD59

基因在肝脏、肾脏、脾脏和鳃 4 种免疫组织中的表达

模式。结果显示，牙鲆 CD59 基因在受到细菌感染之

后的肾脏中表达量最高。而在其他鱼类中，类似的研
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究显示，尼罗罗非鱼和虹鳟的 CD59 基因广泛分布于

肾、肝、脾、心、脑、肠等，其中，脑中的表达量最

高，在肾中，其表达量在对照组和实验组间也有显著

差异(Gan et al, 2015; Papanastasiou et al, 2007)。斑马

鱼中，CD59 基因表达分布广泛，且在脑中具有最高

丰度的表达(Sun et al, 2013)。这种差异可能与鱼的种

类有关。脑和肾脏是鱼体神经内分泌系统中的重要组

织，且脑对免疫反应有调控作用(王文博等, 2002)，

而肾脏是鱼类重要的免疫器官，是鱼类抵御外来病原

菌入侵过程中最先产生免疫调节作用的免疫器官之

一；肾脏也是脊椎动物合成补体的主要场所之一。当

牙鲆受到细菌感染后，补体系统激活产生膜攻击复合

物(MAC)，导致细胞肿胀、坏死、细胞因子释放，参

与许多肾脏疾病的发病过程。而 CD59 基因可以通过

抑制 C9 和 C5b-8 的结合及 C9 分子的延伸阻-断 MAC

的形成对肾脏内皮细胞系膜细胞起保护作用(王金泉

等, 1996)，本研究在牙鲆中 CD59 的半定量结果也显

示，CD59 基因在牙鲆免疫防御和补体系统激活/抑制

中起重要作用，揭示了 CD59 是牙鲆抵抗细菌感染的

重要免疫基因。 

原核表达结果显示，牙鲆 CD59 重组蛋白是以包

涵体形式存在的，形成包涵体主要有两方面原因：一

方面，由于原核表达系统中缺乏真核细胞中天然存在

的辅助蛋白折叠的分子伴侣等小分子物质，从而在空

间上使来源于真核细胞的外源蛋白无法正确折叠。在

本研究中，CD59 重组蛋白本身具有多个二硫键结构，

且其结构对于功能的发挥至关重要。因此，二硫键无

法正确配对，无法形成正确的蛋白构象，导致无活性

包涵体的产生。另一方面，高效的大肠杆菌表达系统

使得表达菌株在加入诱导剂后几乎立即停止自身蛋

白的表达，转而高效地大量表达转化入细胞内的外源

蛋白，而这种蛋白合成速度往往过快，从而在时间上

使重组蛋白来不及进行正确的折叠，进而导致重组蛋

白以错误的折叠方式(结构致密的包涵体形式)存在。

Sun 等(2013)报道了斑马鱼的 CD59 重组蛋白同样以

包涵体形式存在，且需要经过复性后才表现出一定的

抑菌活性。 

为了研究牙鲆 CD59 重组蛋白的生物活性，作者

对其进行了复性。复性过程采用透析方式，首先加入

足量的变性剂(尿素)使包涵体蛋白充分溶解，致密的

结构能够松散打开。随后，通过逐量减少变性剂、加

入 GSSG 与 GSH 等氧化还原体系，使错误的二硫键

打开，进而重新配对结合，形成正确的二硫键。最后

一级的透析液中不添加变性剂，只是单纯的 Tris-NaCl

缓冲液，为重组蛋白提供一种适宜的生理环境，确保

其生物活性的维持。 

通过对牙鲆 CD59 重组蛋白的抑菌实验发现，重

组蛋白在浓度为 100 μg/ml 时，对嗜水气单胞菌具有

近 50%的抑菌活性，随着蛋白浓度的提高最高可升至

56.25%。斑马鱼的 CD59 重组蛋白对大肠杆菌具有一

定的抑菌活性，对金黄色葡萄球菌具有轻微的抑菌活

性(Sun et al, 2013)，且有一定的浓度依赖效应。有趣

的是，当重组蛋白浓度低于 100 μg/ml 时，对金黄色

葡萄球菌反而起了促进生长的作用。这可能是由于低

浓度的重组蛋白不但没有杀菌效果，反而作为一种碳

氮营养源为细菌的生长提供了养分。而尼罗罗非鱼的

CD59 重组蛋白在浓度为 100 μg/ml 时，对无乳链球菌

产生了一定的抑菌活性，且随着蛋白浓度的提高显示出

明显的浓度依赖效应，当浓度达到 800 μg/ml 时，其对

无乳链球菌的抑菌活性可达到 44.2%(Gan et al, 2015)。

Liu 等(2007)研究表明，大黄鱼的 CD59 重组蛋白在

体外溶血系统中能够抑制红细胞的裂解。但这种作用

只对来源于大黄鱼和罗非鱼的血清起作用，而对小鼠

和鸡的血清无效果，这表明 CD59 对于补体激活的调

节过程具有物种选择性。 

CD59基因在牙鲆感染鳗弧菌前后的表达模式显

示，牙鲆CD59基因参与了牙鲆对鳗弧菌感染的免疫

防御，是牙鲆补体系统中重要的免疫基因。CD59可

抑制补体调节过程中MAC的形成，这也意味着该基

因可能在保护机体不受自身免疫系统攻击的同时，对

于已经产生细胞溶解反应的正常细胞具有修复作用。

这也提供了一个新的CD59基因在免疫防御方面的研

究方向。本研究利用原核表达的方法获得了重组表达

蛋 白 pET-32a-CD59 ， 纯 化 、 复 性 后 的 重 组 蛋 白

pET-32a-CD59对嗜水气单胞菌具有抑菌活性，且较低

浓度(100 μg/ml)即具有一定的抑菌能力，结果可进一

步用于牙鲆抗菌肽的开发与应用。但本研究所获得的

蛋白为包涵体，表达后的蛋白纯化及复性过程复杂，

且蛋白得量较低，这些因素限制了重组蛋白的大规模

生产及应用。因此，下一步的研究中需构建更加合适

的融合表达载体，并筛选大量表达且有活性的抗菌肽

工程菌株，简化纯化过程，降低生产成本，以实现大

规模生产。 
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Prokaryotic Expression and Functional Analysis of CD59  
of Japanese Flounder (Paralichthys olivaceus) 
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(Key Laboratory of Marine Genetics and Breeding, Collage of Marine Life Science, Ministry of Education,  

Ocean University of China, Qingdao  266003) 

Abstract    CD59 is a glycophosphatidylinositol (GPI)-linked protein, identified as a regulator of the 

terminal pathway of complement membrane system. This study reported the gene expression patterns of 

CD59 of Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) before and after challenged with Vibrio anguillarum. 

The results implied that few expression of CD59 was detected in all tissues before challenged with      

V. anguillarum. After being challenged, the expression levels of CD59 were significantly higher than the 

control group on different levels. And the most abundant expression was identified in kidney. Meanwhile 

the CD59 gene was inserted into the pET-32a to construct prokaryotic expression plasmid. The 

recombinant plasmid expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) cells through isopropyl-β-thiogalacto- 

pyranoside (IPTG) induction and approximate 29 kDa recombinant protein of pET-32a-CD59 was 

obtained. Through the analysis of ultra-sonication on recombinant expression strains, the recombinant 

pET-32a-CD59 was identified in precipitate. It implied that the recombinant pET-32a-CD59 existed as an 

inclusion body. Then the recombinant protein was purified and concentrated by Ni-chelating affinity 

chromatography and ultrafiltration. SDS-PAGE analysis revealed a single band implying successful 

purification. Western blotting analysis showed that the recombinant protein could be specifically 

combined with anti-His monoclonal antibody. So the expressed protein was confirmed as the target 

protein. The recombinant protein was refolded by dialysis because of its incapability in biological activity. 

There was no precipitate or separation after refolding, which suggested that the operation of refolding by 

dialysis on recombinant protein was successful. After purification and refolding, the antimicrobial activity 

of the recombinant CD59 was demonstrated in Japanese flounder. Four pathogens were chosen for the 

experiment including Aeromonas hydrophila, V. anguillarum, Staphylococcus aureus and E. coli. The 

results revealed that recombinant Japanese flounder CD59 displayed antimicrobial ability through the 

inhibition on the growth of A. hydrophila. This study explored the immune regulation mechanism in 

Japanese flounder and provided molecular theoretical basis for improving the efficiency of breeding in 

Japanese flounder.  

Key words    Japanese flounder; CD59; Prokaryotic expression; Antimicrobial activity 
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