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　 　 鸡球虫病是严重危害养禽业的寄生虫病ꎬ每年

造成巨大的经济损失ꎮ 生产实践表明ꎬ加强饲养管

理可以减少鸡舍内、外球虫卵囊的数量ꎬ但仅仅依靠

此项措施不能有效地控制鸡球虫病的发生ꎮ 因此ꎬ
抗球虫药物的使用是当前养鸡业中球虫病的主要防

治手段[１￣３]ꎮ 由于药物治疗花费较大和耐药虫株的

出现ꎬ通过疫苗免疫来预防鸡球虫病已成为一项重

要的手段[４]ꎮ 现阶段用于鸡球虫病防治的疫苗主

要有球虫活疫苗和亚单位疫苗ꎮ 近年来ꎬ开发了

Ｉｍｍｕｎｃｏｘ、Ｃｏｃｃｉｖａｃ 和 ＥｉｍｅｒｉｖａｃＰｌｕｓ 等活疫苗[５]ꎮ
但活卵囊疫苗具有以下缺点:(１)生产成本相对较

高ꎻ(２)强毒疫苗的毒性较高ꎻ(３)减毒株疫苗存在

毒力返强的可能ꎻ(４)某些虫株抗原变异ꎬ疫苗效果

存在地理株的差异ꎮ 已有研究结果表明ꎬ亚单位疫

苗预防鸡球虫病可获得良好的效果[６￣１１]ꎬ成为球虫

疫苗研究的热点ꎮ
迄今为止ꎬ已报道的具有一定免疫原性球虫基

因的来源主要包括柔嫩艾美耳球虫(Ｅｉｍｅｒｉａ ｔｅｎｅｌ￣
ｌａꎬ)、堆型艾美耳球虫(Ｅ. ａｃｅｒｖｕｌｉｎａ)、毒害艾美耳

球虫(Ｅ. ｎｅｃａｔｒｉｘ)和巨型艾美耳球虫(Ｅ. ｍａｘｉｍａ)ꎮ
其中 Ｅ. ｔｅｎｅｌｌａ 的抗原基因有 ５４０１、ＳＯ７、ＬＰＭＣ￣６１ｆ、
ＧＸ３２６２、Ｅｔ７ｂ２、 ＥｔｌＡＩ、 Ｅｔｒｏｐ / ５ 和 ＥｔＳ３ａ[１２￣１４]ꎻ而 Ｅ.
ａｃｅｒｖｕｌｉｎａ 的 抗 原 基 因 有 ３￣１Ｅ、 ９Ｓ４、 ＥａｌＡ、 ＭＡ１、
ＥＡＭＺｐ３０￣４０ 和 ＭＡ１６ 等[１５￣１６]ꎮ 这些基因编码的抗

原蛋白都具有良好的免疫原性ꎬ为鸡球虫亚单位疫

苗的研究提供了重要的基础ꎮ
Ｌａｂｂé 等[１７]从裂殖体 ｃＤＮＡ 文库中克隆了柔嫩

艾美耳球虫烯醇化酶(ＥｔＥＮＯ)基因ꎬ发现 ＥｔＥＮＯ 基

因在子孢子阶段有表达ꎬ在缺氧的裂殖生殖过程中

表达量增加ꎮ 在激活的条件下ꎬＥｔＥＮＯ 存在于子孢

子内部和细胞外ꎬ也存在于子孢子和裂殖体的细胞

核中ꎮ 以上结果提示 ＥｔＥＮＯ 不仅在糖酵解过程中

发挥作用ꎬ而且可能参与了球虫入侵机体的过程ꎬ或
可作为鸡球虫亚单位疫苗的候选蛋白ꎮ 但 ＥｔＥＮＯ
的免疫原性尚未见研究报道ꎮ

本研究利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 的方法ꎬ以纯化的 Ｅ. ｔｅｎｅｌ￣
ｌａ 第二代裂殖子为材料ꎬ克隆 ＥｔＥＮＯ 基因的开放阅

读框(Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬＯＲＦ)ꎬ用 ＤＮＡｓｔａｒ 生物学

软件对其序列进行了抗原性分析ꎬ同时构建原核表

达载体 ｐＥＴ２８ａ(＋)￣ＥＮＯꎬ在大肠杆菌中表达 ＥｔＥＮＯ
融合蛋白ꎬ并对其抗原性进行研究ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

１.１.１　 球虫卵囊　 Ｅ. ｔｅｎｅｌｌａ 卵囊由本实验室(南京

农业大学兽医寄生虫分子与免疫实验室)保存ꎮ
１.１. ２ 　 细菌和载体 　 宿主菌 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α、 ＢＬ２１

(ＤＥ３)、表达载体 ｐＥＴ２８ａ ( ＋) 由本实验室保存ꎬ
ｐＭＤ１８￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ 克隆载体购自大连宝生物( ＴａＫａ￣
Ｒａ)工程有限公司ꎮ
１.１. ３ 　 试剂 　 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂为 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司产品ꎬ
ＤＥＰＣ 为 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司产品ꎬ反转录酶 ＡＭＶ、Ｏｌｉｇｏ
(ｄＴ ) １８、 ｒＴａｑ 酶、 ｄＮＴＰ、 ＤＮＡ 分 子 量 标 准 物

ＤＬ２０００、Ｔ４ ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、限制性内切酶 Ｅｃｏ ＲⅠ、限
制性内切酶 ＳａｌⅠ、水饱和酚和琼脂糖胶回收试剂盒

均为大连宝生物(ＴａＫａＲａ)工程有限公司产品ꎬＨｉｓ
标签蛋白纯化柱 ( Ｈｉｓ ＴｒａｐＴＭ ＦＦ ｃｒｕｄｅ) 购自 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司ꎬ蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎬ
鸡抗 Ｅ. ｔｅｎｅｌｌａ 多克隆抗体由本实验室保存ꎬ兔抗鸡

二抗购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ其余试剂为国产分析纯ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 Ｅ. ｔｅｎｅｌｌａ 第二代裂殖子的分离和纯化 　 用

Ｅ. ｔｅｎｅｌｌａ 孢子化卵囊以每羽 １×１０５个经口接种 １４
日龄无球虫感染的三黄鸡ꎬ１２０ ｈ 后扑杀取盲肠ꎬ参
照文献[１８]的方法分离和纯化第二代裂殖子ꎮ
１.２.２　 总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成　 取适量上

述纯化好的 Ｅ. ｔｅｎｅｌｌａ 第二代裂殖子置于 ＤＥＰＣ 处

理过的玻璃匀浆器中ꎬ加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ 试剂ꎬ研磨 １０
ｍｉｎꎬ采用一步法[１９] 提取总 ＲＮＡꎮ 以 Ｏｌｉｇｏ( ｄＴ) １８
为引物进行反转录合成 ｃＤＮＡ:总 ＲＮＡ １􀆰 ０ μｇ、Ｏｌｉｇｏ
(ｄＴ)１８ １􀆰 ０ μｌ 混匀后 ７５ ℃变性 ５ ｍｉｎꎬ立即置冰上

冷却ꎬ再加入 ｄＮＴＰ (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２􀆰 ０ μｌ、５×ＲＴ ｂｕｆｆ￣
ｅｒ ４􀆰 ０ μｌ、ＭｇＣｌ２(２５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２􀆰 ０ μｌ、ＲＮａｓｉｎ １􀆰 ０
μｌ、ＡＭＶ ( ５ Ｕ / μｌ) １􀆰 ０ μｌꎬ 加 ＤＥＰＣ 处理过的

ｄｄＨ２Ｏ至 ２０ μｌꎬ混匀ꎬ４２ ℃水浴反应 １ ｈꎬ然后 ９５ ℃
灭活 ５ ｍｉｎꎮ
１.２.３　 ＥｔＥＮＯ 基因的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增　 根据已发表的

ＥｔＥＮＯ 基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＡＡＫ３８８８６.１)ꎬ应
用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５.０ 软件合成 １ 对克隆引物ꎮ 上游引

物(Ｐ１)添加 Ｅｃｏ ＲⅠ酶切位点:５′￣ ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＴＧ￣
ＧＣＣＡＴＡＧＴＣＧＡＧＧＴＣ￣３′ꎻ下游引物(Ｐ２)添加 ＳａｌⅠ酶

切位点:５′￣ ＧＴＣＧＡＣＣＴＡＧＴＴＧＧＡＧＧＧＧＴＴＴＣＧＧＡ￣３′ꎮ
引物由上海英俊生物技术有限公司合成ꎮ 以 ｃＤＮＡ

３４６郭长明等:柔嫩艾美耳球虫烯醇化酶基因的克隆表达和抗原性分析



为模板ꎬ用 ｒＴａｑ 酶扩增 ＥｔＥＮＯ 基因ꎬＰＣＲ 条件为:
９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ７０ ℃到 ５０ ℃梯

度退火 ４５ ｓꎬ每个循环降落 １ ℃ꎬ７２ ℃延伸 １２０ ｓꎬ２０
个循环ꎻ９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ５０ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸

１２０ ｓꎬ１５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 反应结束后ꎬ
取扩增产物在 １％琼脂糖凝胶上电泳并观察结果ꎮ
紫外灯下切下含目的条带的琼脂糖凝胶ꎬ用胶回收

试剂盒纯化目的片段备用ꎮ
１.２.４　 ＥｔＥＮＯ 基因的鉴定　 将回收的 ＥｔＥＮＯ ＰＣＲ
产物与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 载体连接并其转化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α
感受态细胞ꎬ 按常规方法培养ꎬ 提取质粒并用

Ｅｃｏ ＲⅠ和 ＳａｌⅠ酶切鉴定和 ＰＣＲ 扩增鉴定ꎮ 将 ３
个鉴定正确的克隆送上海英俊生物技术有限公司进

行测序ꎮ 将测序结果用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件进行编辑ꎬ并
与 ＧｅｎＢａｎｋ 的 ＥｔＥＮＯ 基因序列进行 ＢＬＡＳＴ 分析ꎮ
１.２.５　 ＥｔＥＮＯ 基因的原核表达　 用 Ｅｃｏ ＲⅠ、ＳａｌⅠ
分别双酶切 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＥＮＯ 和 ｐＥＴ２８ａ ( ＋)质粒ꎬ用
胶回收试剂盒回收 ＥｔＥＮＯ 目的基因和 ｐＥＴ２８ａ (＋)
大片段ꎬ连接构建 ｐＥＴ２８ａ(＋)￣ＥＮＯ 重组质粒ꎬ转化

ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ在卡那霉素抗性平板上选

择性培养后ꎬ按方法 １.２.４ 筛选、鉴定阳性克隆ꎮ 挑

取阳性菌落ꎬ３７ ℃振荡培养过夜ꎬ将菌液按１ ∶ １００
的比例接种于含 ６０ μｇ / ｍｌ卡那霉素的 ＬＢ 培养基

中ꎬ３７ ℃培养至 ＯＤ６００ ＝ ０.４~ ０􀆰 ６ꎬ加入 ＩＰＴＧ(终浓

度 １ ｍｍｏｌ / ｍｌ)进行诱导表达ꎬ分别收集 ０ ｍｉｎ、１５
ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、７５ ｍｉｎ 的菌液各 １ ｍｌ 进
行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ 将菌体重悬于 ＰＢＳ 溶液ꎬ在冰

浴中超声破碎ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ分别收集上

清和沉淀ꎬ用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析表达蛋白在菌体中的

分布ꎮ 重组蛋白的纯化参照 Ｈｉｓ 标签蛋白纯化柱说

明书进行ꎮ
１.２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 　 镍柱纯化的表达产物和

转化有 ｐＥＴ２８ａ (＋)的 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌体蛋白对照经

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 后ꎬ以 Ｂｉｏ￣ＲＡＤ 系统电转移至 ＰＶＤＦ 膜

上ꎬ经牛血清白蛋白封闭后ꎬ依次加入柔嫩艾美耳球

虫多克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的兔抗鸡 ｇＩＧ
抗体ꎬ最后在联苯胺(ＤＡＢ)溶液中显色ꎬ观察结果ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＥｔＥＮＯ 基因 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增

利用合成的特异引物ꎬ以 Ｅ. ｔｅｎｅｌｌａ 第二代裂殖

子 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＲＴ￣ＰＣＲꎮ ＰＣＲ 产物的 １％琼

脂糖凝胶电泳结果显示ꎬ在约１ ５００ ｂｐ 处有一特异

性目的条带ꎬ大小与预期１ ３３８ ｂｐ 一致(图 １)ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ 分子质量标准ꎻ１:ＲＴ￣ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 ＰＣＲ 扩增 ＥｔＥＮＯ 基因

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＥｔＥＮＯ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＣＲ

２.２　 ＥｔＥＮＯ 基因的酶切鉴定及 ＰＣＲ 鉴定

ＰＣＲ 产物连接 ｐＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体获得 ｐＭＤ１８￣
Ｔ￣ＥＮＯ 重组质粒ꎬＥｃｏ ＲⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切结果显示ꎬ在
约１ ３３８ ｂｐ 处有一目的条带ꎬ与预期大小一致(图 ２)ꎮ
以重组质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＥＮＯ 为模板ꎬ用克隆引物进行

ＰＣＲ 鉴定ꎬ结果与酶切鉴定结果一致(图 ３)ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ 分子质量标准ꎻ１:Ｅｃｏ Ｒ Ｉ / Ｓａｌ Ｉ 双酶切ꎻ２:ｐＭＤ１８￣Ｔ￣
ＥＮＯ 质粒ꎮ
图 ２　 重组质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＥＮＯ 的双酶切鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＥＮＯ ｂｙ
ＥｃｏＲ Ｉ / Ｓａｌ Ｉ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.３　 ＥｔＥＮＯ 基因序列测定及分析

将酶切及 ＰＣＲ 鉴定均正确的重组质粒进行测

序ꎬ结果显示克隆片段含一个长１ ３３８ ｂｐ 的开放阅

读框(ＯＲＦ)ꎬ与 Ｌａｂｂé 等[１７] 报道的 ＥｔＥＮＯ 基因(登
录号:ＡＦ３５３５１５)的同源性为 ９９％ꎻ编码 ４４５ 个氨基

酸ꎬ理论分子量为 ４.８０× １０４ꎮ 该序列已提交 Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋꎬ登录号为 ＧＵ１６９３３３ꎮ
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Ｍ:ＤＬ２０００ 分子质量标准ꎻ１:ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＥＮＯꎮ
图 ３　 重组质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＥＮＯ 的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＥＮＯ ｂｙ
ＰＣＲ

２.４　 ＥｔＥＮＯ 蛋白抗原性分析

应用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件对 ＥｔＥＮＯ 氨基酸序列的亲

水区域(Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ｐｌｏｔ)的分布、抗原指数(Ａｎｔｉ￣
ｇｅｎｉｃ ｉｎｄｅｘ)及 Ｔ 细胞表位(Ｔ ｃｅｌｌ ｍｏｔｉｆ)进行分析

(图 ４)ꎮ ＥｔＥＮＯ 基因编码的蛋白质片段有大量的亲

水区域ꎬ并且连续分布ꎻ氨基酸区域抗原指数较高且

连续分布ꎬ有 ８ 个区域抗原指数达到 ３ 以上ꎬ其中在

１２~２２ 位、３０１~ ３１３ 位氨基酸抗原指数最高ꎬ达到

３􀆰 ４ꎻＥｔＥＮＯ 蛋白质共有 １９ 个 Ｔ 细胞表位ꎬ连续分

布ꎮ 从以上结果可以看出ꎬＥｔＥＮＯ 蛋白质片段亲水

性较强ꎬ抗原指数高ꎬ含较多 Ｔ 细胞表位ꎬ这些为进

一步研究 ＥｔＥＮＯ 的生物学功能提供了参考ꎬ利用该

基因构建 ＤＮＡ 疫苗可能会有较好的保护效果ꎮ

图 ４　 ＥｔＥＮＯ 蛋白质结构及抗原性分析

Ｆｉｇ.４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ＥｔＥＮＯ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.５　 ＥｔＥＮＯ 基因原核表达质粒的构建

用 Ｅｃｏ Ｒ Ⅰ、 ＳａｌⅠ 对提取的重组表达质粒

ｐＥＴ２８ａ(＋)￣ＥＮＯ 进行酶切鉴定ꎬ切出１ ３３８ ｂｐ 左右

的片段ꎬ与预计大小相符(图 ５)ꎮ
２.６　 重组表达质粒 ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ＥＮＯ 在大肠杆菌

中的表达

　 　 鉴定为阳性的重组单菌落用 ＩＰＴＧ 诱导表达ꎬ
分别收集 ０ ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、７５

ｍｉｎ 的诱导表达菌ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳结果表明ꎬＥｔＥ￣
ＮＯ 融合表达蛋白大小在 ５.１７×１０４左右(其中 ＥｔＥ￣
ＮＯ 为 ４.８０×１０４ꎬｐＥＴ２８ａ 载体为 ３.７×１０３)ꎬ诱导后

４５ ｍｉｎ 表达量最高(图 ６)ꎮ 超声波破碎后的沉淀与

上清的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果表明ꎬ大部分重组蛋白

以可溶性蛋白质形式表达(图 ７)ꎮ
２.７　 重组 ＥｔＥＮＯ 蛋白质的纯化

细菌裂解上清经过蛋白质纯化柱纯化后ꎬ进行
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Ｍ:ＤＬ２０００ 分子质量标准ꎻ１:Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 双酶切ꎻ２:重组质粒

ｐＥＴ２８ａ(＋)￣ＥＮＯꎮ
图 ５　 重组质粒 ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ＥＮＯ 双酶切鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ＥＮＯ
ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１ ~ ６:ｐＥＴ２８ａ ( ＋)￣ＥＮＯ 分别诱导 ０ ｍｉｎ、
１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、 ４５ ｍｉｎ、 ６０ ｍｉｎ、 ７５ ｍｉｎ 后的菌液ꎻ ７:空载体

ｐＥＴ２８ａ (＋) ＩＰＴＧ 诱导前菌液ꎻ８:空载体 ｐＥＴ２８ａ (＋) ＩＰＴＧ 诱导

７５ ｍｉｎ 后的菌液ꎮ
图 ６　 ｐＥＴ２８ａ(＋) ￣ＥＮＯ 表达产物的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.６ 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐＥＴ２８ａ
(＋) ￣ＥＮＯ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:诱导表达菌液裂解沉淀ꎻ２: 诱导表达

菌液裂解上清ꎻ３:诱导表达 ４５ ｍｉｎ 的菌液ꎮ
图 ７　 重组 ＥｔＥＮＯ 蛋白质可溶性的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ.７　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＥｔＥＮＯ
ｐｒｏｔｅｉｎ

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎬ结果显示得到了纯化的重组蛋白

(图 ８)ꎮ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:纯化后的蛋白质ꎮ
图 ８　 纯化重组 ＥｔＥＮＯ 蛋白质的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳检测

Ｆｉｇ.８　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＥｔＥＮＯ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉ￣
ｃａｔｉｏｎ

２.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析重组 ＥｔＥＮＯ 蛋白质的抗原

性

　 　 纯化的重组蛋白经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 后电转移至

ＰＶＤＦ 膜上进行蛋白质印迹分析(图 ９)ꎮ 从图 ９ 中

可见在分子量 ５.１７×１０４处有一条明显的蛋白质印

迹带ꎬ说明该重组蛋白具有反应原性和球虫抗原性ꎮ

Ｍ:蛋白质分子量标准ꎻ１:纯化后的蛋白ꎻ２:转化有 ｐＥＴ２８ａ ( ＋)
的 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌体蛋白对照ꎮ
图 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析重组 ＥｔＥＮＯ 蛋白质的抗原性

Ｆｉｇ.９　 Ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＥｔＥＮＯ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨 论

烯醇化酶是糖酵解途径中催化 ２￣磷酸甘油酸

与磷酸烯醇式丙酮酸之间转化的酶ꎬ是一种比较保

守的蛋白质ꎮ 很多研究者发现烯醇化酶定位于细
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菌、真菌、原虫[２０]、蠕虫[２１] 的表面ꎮ 它是一种多功

能蛋白质ꎬ能与细胞骨架蛋白质和多聚核苷酸结合ꎬ
具有热休克蛋白的功能[２２￣２４]ꎬ还是纤溶酶原及层粘

连蛋白的受体[２５]ꎬ在感染和免疫中可作为抗体作用

的靶分子[２６]ꎬ在寄生虫侵袭宿主组织过程中发挥作

用[２０]ꎮ
Ｌａｂｂé 等[１７]首次对 ＥｔＥＮＯ 特性进行了研究ꎬ发

现在子孢子阶段就能检测到 ＥｔＥＮＯ 基因的表达ꎬ并
且发现在缺氧的第一代裂殖生殖过程中ꎬＥｔＥＮＯ 基

因的表达量增加了ꎮ 在激活的条件下ꎬ烯醇化酶不

仅存在于子孢子内部ꎬ并且一部分分泌到细胞外ꎮ
另外ꎬ烯醇化酶也存在于子孢子和裂殖体的细胞核

中ꎮ Ｄｅ 等[２７]通过实验证明 ＥｔＥＮＯ 作为免疫原性蛋

白存在于子孢子阶段ꎮ Ｌｉｕ 等[２８] 研究发现 ＥｔＥＮＯ
贯穿于柔嫩艾美耳球虫生活史的始终ꎮ 这些研究结

果提示烯醇化酶不仅在糖酵解过程中发挥作用ꎬ还
可能参与寄生虫入侵机体的过程ꎬ并且可能有调节

基因表达的功能ꎬ可作为开发新型疫苗的候选蛋白ꎮ
本研究利用国外已报道的 ＥｔＥＮＯ 基因序列设

计一对特异性引物ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法从 Ｅ. ｔｅｎｅｌｌａ
第二代裂殖子表面成功克隆出 ＥｔＥＮＯ 基因 ＯＲＦꎬ通
过测序得知该基因 ＯＲＦ 长 １ ３３８ ｂｐꎬ编码 ４４５ 个氨

基酸ꎮ 用 ＤＮＡｓｔａｒ 生物学软件进行分析ꎬ发现本研

究所克隆的 ＥｔＥＮＯ 基因 ＯＲＦ 与国外公布的 ＥｔＥＮＯ
基因 ＯＲＦ 核苷酸同源性为 ９９％ꎬ仅有 １ 个碱基发生

突变ꎬ说明这个基因在不同地理株之间有很强的保

守性ꎬ推测突变原因可能是由于不同地理株发生变

异造成的ꎮ 本研究采用基因工程技术获得大量纯度

较高的重组 ＥｔＥＮＯ 蛋白ꎬ抗原性分析结果显示ꎬ该
蛋白反应原性和球虫抗原性较好ꎬ是一个在鸡球虫

亚单位疫苗和基因工程疫苗研发中具有研究价值的

球虫抗原蛋白ꎮ 这为进一步研究 Ｅ. ｔｅｎｅｌｌａ 烯醇化

酶的生物学功能以及免疫保护性奠定了基础ꎮ
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ｔｈｅ ｔｕｒｔｌｅ ｌｅｎｓ: Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｅｘｐｅｒ￣
ｉｍｅｎｔａｌ Ｅｙｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ １９８５ꎬ ４０(５):７４１￣７４９.

[２３] ＴＡＫＥＩ Ｎꎬ ＫＯＮＤＯ Ｊꎬ ＮＡＧＡＩＫＥ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｅｕｒｏｎａｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｆａｃ￣

ｔｏｒ ｆｒｏｍ ｂｏｖｉｎｅ ｂｒａｉｎ ｉｓ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｔｏ ｎｅｕｒｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｎｏｌａｓｅ[ Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９９１ꎬ ５７(４):１１７８￣１１８４.

[２４] ＡＬ￣ＧＩＥＲＹ Ａ Ｇꎬ ＢＲＥＷＥＲ Ｊ Ｍ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｅｎｏｌａｓｅ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ[ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ Ｅｔ Ｂｉｏ￣
ｐｈｙｓｉｃａＡｃｔａꎬ １９９２ꎬ １１５９(２):１３４￣１４０.

[２５] ＣＡＲＮＥＩＲＯ Ｃ Ｒꎬ ＰＯＳＴＯＬ Ｅꎬ ＮＯＭＩＺＯ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｎｏｌａｓｅ ａｓ ａ ｌａｍｉｎｉｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ￣
ｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｅｓ ＆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ２００４ꎬ ６(６):６０４￣６０８.

[２６] ＴＥＲＲＩＥＲ Ｂꎬ ＤＥＧＡＮＤ Ｎꎬ ＧＵＩＬＰＡＩＮ Ｐ. Ａｌｐｈａ￣ｅｎｏｌａｓｅ: Ａ ｔａｒ￣
ｇｅｔ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ａｎｄ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ[Ｊ] . Ａｕｔｏ￣
ｉｍｍｕｎｉｔｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ２００７ꎬ ６(３):１７６￣１８２.

[２７] ＤＥ Ｖ Ｐꎬ ＣＨＩＣＨ Ｊ Ｆꎬ ＦＡＩＧＬＥ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｗａｒｄｓ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｐ
ｏｆ Ｅｉｍｅｒｉａ ｔｅｎｅｌｌａ ｓｐｏｒｏｚｏｉｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ｔｗｏ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏ￣
ｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｆｏｒ Ｐａｒａ￣
ｓｉｔｏｌｏｇｙꎬ ２００４ꎬ ３４(１２):１３２１￣１３３１.

[２８] ＬＩＵ Ｌ Ｈꎬ ＸＵ Ｌ Ｘꎬ ＹＡＮ Ｆ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｅｒｏｚｏｉｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｅｉｍｅｒｉａ ｔｅｎｅｌｌａ [ Ｊ] .
Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ １６４(２￣４):１７３.
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