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［摘要］ 河鲀的卵黄蛋白原可能参与河豚毒素 （ＴＴＸ） 的体内转运过程。 为了探讨该机理， 建立了毕赤

酵母真核表达系统， 成功地表达了菊黄东方鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｆｌａｖｉｄｕｓ） 卵黄蛋白原的 ｖＷＤ 结构域肽段（ ｒＴＦ＿
ｖＷＤ）， 并采用 Ｂｉａｃｏｒｅ － 表面等离子体共振 （ＳＰＲ） 系统检测了 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 与 ＴＴＸ 的亲和力， 以及腹腔注射小

鼠验证 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 对 ＴＴＸ 毒力的中和作用。 结果表明： ｒＴＦ＿ｖＷＤ 与 ＴＴＸ 的平衡解离常数（ＫＤ ）为 ３􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；
将 ＴＴＸ 与 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 共孵后肌肉注射小鼠， ２ ｈ 内小鼠的死亡率显著下降， 表明 ＴＴＸ 与 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 结合后，
ＴＴＸ 的毒性降低了。
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０　 引言
大多数的河鲀都含有河豚毒素 （ ｔｅｔｒａｏｄｏｔｏｘｉｎ， ＴＴＸ）， ＴＴＸ 是一类毒性极强的非蛋白类神经毒

素［１］ ， 它可以选择性地与肌肉和神经组织中的电压门控 Ｎａ ＋ 通道结合， 从而封闭神经轴突传导能力，
导致进行性瘫痪， 甚至使生物因呼吸和心力衰竭而死亡［２］ 。 ＴＴＸ 对小鼠的半数致死量 （ ＬＤ５０） 约为

８ μｇ ／ ｋｇ （按小鼠体重计）， 对人的最小致死剂量只有 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ ｍｇ［３］ ， 其毒性是氰化钠的 １ ２５０ 倍［４］ ，
但目前还没有对 ＴＴＸ 中毒治疗的特效药。 由于河鲀肉味鲜美、 营养丰富， 日本、 澳大利亚、 孟加拉

国、 中国素有食用河鲀的习惯； 然而， ＴＴＸ 的化学性质稳定， 一般烹调手段难以破坏［５］ ； 因此， 人

们因食用河鲀而导致 ＴＴＸ 中毒的事件， 屡有发生， 严重威胁人们的生命安全［６ － ８］ 。
四齿鲀科的许多河鲀都可以贮积 ＴＴＸ。 野生河鲀可通过食物链的毒素富集作用， 大量贮积 ＴＴＸ

于特定组织， 如肝脏、 卵巢和皮肤等［９］ 。 养殖的无毒的红鳍东方鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ） 和星点东方鲀

（Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｎｉｐｈｏｂｌｅｓ） ， 若饲喂含 ＴＴＸ 的饵料后， 其肝脏、 卵巢和皮肤中也可累积 ＴＴＸ［１０ － １１］ 。 对野生

斑点东方鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｐｏｅｃｉｌｏｎｏｔｕｓ） 进行研究发现， 在性成熟期 （１２ 月至 ３ 月）， 随着性腺指数 （ｇｏ⁃
ｎａｄｏｓｏｍａｔｉｃ ｉｎｄｅｘ， ＧＳＩ） 的升高， 卵巢中的 ＴＴＸ 毒性含量增加， 与此同时， 肝脏中的 ＴＴＸ 含量显著

降低［１２］ ， 提示河鲀体内的 ＴＴＸ 可通过组织间转运从肝脏转移到卵巢。 为了探究 ＴＴＸ 组织间转运机

制， Ｙｉｎ 等［１３］提取和纯化了豹纹东方鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｐａｒｄａｌｉｓ） 卵巢中的高分子量物质， 获得分子质量为

１０ ｋｕ左右的毒素结合蛋白 （ＴＰＯＢＰ － １０）， 通过 Ｅｄｍａｎ 法为其氨基酸测序， 并进行 ｃＤＮＡ 克隆， 结果

显示该蛋白与红鳍东方鲀的卵黄蛋白原 ｖＷＤ 结构域 （ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ ｓｕｂｄｏｍａｉｎ， ｖＷＦ ｔｙｐｅ Ｄ） 高度同源，
提示卵黄蛋白原肽段 ｖＷＤ 可能具有结合 ＴＴＸ 的功能， 进而参与 ＴＴＸ 在河鲀卵巢中的富集作用［１３］ 。 然

而， 卵黄蛋白原肽段 ｖＷＤ 是否可结合 ＴＴＸ， 是否可中和 ＴＴＸ 的毒性， 目前仍缺少相关的证据。
为此， 本研究采用真核表达系统体外重组表达菊黄东方鲀 （Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｆｌａｖｉｄｕｓ） 中卵黄蛋白原 ｖＷＤ

结构域肽段， 并采用 Ｂｉａｃｏｒｅ － 表面等离子体共振 （ ＳＰＲ） 检测重组蛋白结合 ＴＴＸ 的能力， 并进一步

研究重组蛋白对 ＴＴＸ 毒性的中和作用， 为阐明 ＴＴＸ 从肝脏转移到卵巢的机制积累重要基础资料。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验材料

菌株： Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞为本实验室保存， 毕赤酵母菌株 ＧＳ１１５ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； 质粒：
ｐＭＤ１９ － Ｔ － ＴＦ＿ｖＷＤ 克隆质粒为本实验室保存， 表达载体 ｐＰＩＣ９Ｋ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； 实验动物： １９􀆰 ０
～ ２１􀆰 ０ ｇ 的无特定病原体级 （ＳＰＦ） ＩＣＲ 品系雄性健康小鼠， 由厦门大学实验动物中心提供。

１􀆰 １􀆰 ２　 实验试剂

胰蛋白胨 （ｔｒｙｐｔｏｎｅ）、 酵母粉 （ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ） 购自 ＯＸＯＩＤ 公司； 生物素购自上海生工生物公司；
无氨基酵母氮源 （ＹＮＢ） 购自 Ｄｉｆｃｏ 公司； ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ （３４２７Ａ）、 Ｅｘ Ｔａｑ 酶试剂盒、 ＥｃｏＲ Ｉ
和 Ｎｏｔ Ｉ 限制性内切酶、 核酸共沉剂试剂盒、 Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ 均购自 ＴａＫａＲａ 公司； 预染蛋白质分子质

量标准 Ｍａｒｋｅｒ （ＤＭ１３１ － ０１） 购自北京全式金生物公司； ＤＬ１０ ０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ （ＳＭ０３３１） 购自赛默

飞世尔科技有限公司； Ｈｉｓ⁃Ｔａｇ 抗体 （６ × Ｈｉｓ， Ｈｉｓ⁃Ｔａｇ Ａｎｔｉｂｏｄｙ）、 羊抗鼠二抗 （ Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ
（Ｈ ＋ Ｌ）） 购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； 河豚毒素粗品 （ Ｃ１１Ｈ１７Ｎ３Ｏ８， 纯度≥９８％ ） 购自泰州康特生物工

程有限公司； ＨｉｓＴｒａｐＴＭ ＦＦ Ｃｒｕｄｅ ５ｍＬ 亲和层析柱、 氨基偶联试剂盒 （氢氧化钠、 乙醇胺、 醋酸钠缓

冲液 （ｐＨ ＝ ４􀆰 ０， ４􀆰 ５， ５􀆰 ０， ５􀆰 ５）、 ＮＨＳ （Ｎ － 羟基马来酰亚胺）、 ＥＤＣ － ＨＣｌ （１ － （３ － 二甲氨基丙

基） － ３ － 乙基碳二亚胺盐酸盐） 等）、 甘氨酸 － 盐酸 （ｐＨ ＝ ２􀆰 ０）， 以及传感生物芯片 ＣＭ５ 均购自美

国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司； ＰＢＳ 缓冲液 （ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 由本实验室制备。
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１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｐＰＩＣ９Ｋ － ＴＦ＿ｖＷＤ 载体的构建

根据菊黄东方鲀 ＴＦ＿ｖＷＤ 蛋白质编码基因 （ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＭＴ１６０１９２）， 采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ
６􀆰 ０ 软件设计上下游引物。 上游引物为 ＴＦ＿ｖＷＤ － Ｆ： ５′ － ＧＧＧＧＡＡＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＡＡＣＧＡＣＡＴＣＡ －
３′； 下游引物为 ＴＦ ＿ ｖＷＤ － Ｒ： ５′ － ＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＣＣＣＧＴＴＧＧＧＣＡＴＡＣ
ＧＧＡ － ３′。 下划线部分为限制性内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 的酶切位点， 终止密码子前为 ６ × Ｈｉｓ 标签 （如
加粗部分）。 引物合成由生工生物工程 （上海） 股份有限公司完成。

以菊黄东方鲀 ｐＭＤ１９ － Ｔ － ＴＦ＿ｖＷＤ 阳性质粒 （本实验室保存） 为模板， 分别以 ＴＦ＿ｖＷＤ － Ｆ 和

ＴＦ＿ｖＷＤ － Ｒ 为上、 下游引物， 采用 Ｅｘ Ｔａｑ 􀅹酶扩增目的基因片段， 获得含有酶切位点的 ＴＦ＿ｖＷＤ 目

的基因片段。 使用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 限制性内切酶进行双酶切， 同时对 ｐＰＩＣ９Ｋ 载体质粒进行 ＥｃｏＲ Ｉ 和

Ｎｏｔ Ｉ 双酶切， 用核酸共沉剂试剂盒按照说明书回收酶切后的目的基因片段及载体。 采用 Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇ⁃
ａｓｅ 于 １６ ℃下将具有 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 黏性末端的 ｐＰＩＣ９Ｋ 载体与具有相同黏性末端的 ＴＦ＿ｖＷＤ 基因片

段连接， 转化至 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞中， 涂布于含有卡那霉素的 ＬＢ 琼脂平板上进行抗性筛选，
用 ＰＣＲ 法鉴定阳性克隆菌， 交由生工生物工程 （上海） 股份有限公司完成测序。 根据测序结果， 将

已构建成功的阳性菌株 － ８０ ℃保存于终体积分数为 ２０％ 的甘油中备用。
真核表达载体的构建过程如图 １ 所示， 分泌型表达载体 ｐＰＩＣ９Ｋ 的 Ｎ 端含有 ＡＯＸ １ 启动子， 利用

酵母信号肽 α⁃ｆａｃｔｏｒ 因子引导 ＴＦ＿ｖＷＤ 分泌表达， 其 Ｃ 端加入 ６ × Ｈｉｓ 标签， 可以通过 Ｎｉ ＋ 亲和层析纯

化目的蛋白。

图 1 pPIC9K-TF_vWD 重组质粒载体的示意图

Fig.1 Schematic diagram of the recombinant plasmid vector of pPIC9K-TF_vWD

１􀆰 ２􀆰 ２　 ｐＰＩＣ９Ｋ － ＴＦ＿ｖＷＤ 载体的转化

将测序正确的 ｐＰＩＣ９Ｋ － ＴＦ＿ｖＷＤ 菌株进行培养并提取质粒， 通过 Ｓａｃ Ｉ 限制性内切酶对其线性

化。 用核酸共沉剂对酶切产物进行纯化， 通过电击法将线性化的质粒转化至毕赤酵母 ＧＳ１１５ 感受态

细胞中， 并立即将转化液涂布于 ＭＤ 平板上， 放入培养箱 （２８ ℃ ） 中培养 ２ ～ ３ ｄ， 随机挑取 ＭＤ 平

板上的单克隆菌落接种于 ＹＰＤ 平板培养。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＴＦ＿ｖＷＤ 重组蛋白的表达与纯化

挑取 ＹＰＤ 平板上 ＧＳ１１５ 单菌落接种于 ２０ ｍＬ ＢＭＧＹ 培养基中， 然后放入培养箱 （２８ ℃ ）。 以

２３０ ｒ ／ ｍｉｎ摇菌至 ６００ ｎｍ 波长下 ＯＤ 值为 ４ ～ ６ 时， ２０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 收集细胞， 再加入 ２０ ｍＬ ＢＭＭＹ
培养基。 比较在 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０、 诱导甲醇体积分数为 ０􀆰 ５％ 、 不同诱导时间 （０， １２， ２４， ４８， ７２， ９６ ｈ）
下重组蛋白的表达量 （每隔 ２４ ｈ， 补加 ０􀆰 ５％ 的甲醇）。 利用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 对 ＴＦ＿ｖＷＤ 重组蛋白（ ｒＴＦ＿
ｖＷＤ）的表达量进行分析， 其余表达菌液的上清， 经 ＰＢＳ 透析缓冲液透析 ３ 次， 每次 ２４ ｈ， 经

０􀆰 ４５ μｍｏｌ ／ Ｌ 膜抽滤收集上清液并用 Ｎｉ ＋ 亲和层析柱纯化。
按照 ＧＥ 公司的 ＨｉｓＴｒａｐＴＭＦＦ ｃｒｕｄｅ 亲和层析柱操作说明书进行纯化： 用 ５ ～ １０ 倍体积超纯水清

洗层析柱， 用 ５ ～ １０ 倍柱体积的平衡缓冲液平衡 ＨｉｓＴｒａｐ 层析柱； 将过滤后的蛋白液上柱， 用 ３ ～ ５ 倍

柱体积的平衡缓冲液平衡过柱， 洗去未结合的杂蛋白； 用洗脱缓冲液过柱， ５ ～ １０ 倍柱体积， 洗脱目

标蛋白； 收集洗脱峰， 取少量洗脱液进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳鉴定 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 的纯度， 并以 Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ －
６Ｈｉｓ Ｔａｇ 为一抗， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定。
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１􀆰 ２􀆰 ４　 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 与 ＴＴＸ 的亲和力检测

１） ｐＨ 筛选　 使用 Ｂｉａｃｏｒｅ Ｔ２００ 系统中的控制软件 （Ｂｉａｃｏｒｅ Ｔ２００ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｓｏｆｔｗａｒｅ） 进行表面等离

子体共振 （ＳＰＲ） 分析 ＴＴＸ 与 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 的相互作用。 在将 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 固定在传感器芯片 ＣＭ５ 上之前，
筛选合适的结合缓冲液的 ｐＨ 值， 以 ＰＢＳ 缓冲液为工作缓冲液， 用 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸钠缓冲液 （ｐＨ 值

分别为 ５􀆰 ０、 ４􀆰 ５ 和 ４􀆰 ０） 稀释 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 至终质量浓度为 ３０ μｇ ／ ｍＬ。 进样完成后选取偶联量最大的

ｐＨ 值进行后续实验， 每次进样后用 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 再生表面。
２） ｒＴＦ＿ｖＷＤ 在 ＣＭ５ 传感片表面的偶联　 系统设置将 ＥＤＣ 和 ＮＨＳ 以 １∶ １ 比例进行混合，活化传

感器芯片 ＣＭ５ 表面，再进样 ３０ μｇ ／ ｍＬ ｒＴＦ＿ｖＷＤ 重组蛋白溶液 （用 ｐＨ ＝ ４􀆰 ０ 的醋酸钠缓冲液配制，
ｐＨ 条件根据上述实验筛选所得）， 最后以 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙醇胺盐酸封闭液封闭活化的芯片表面。

３） ｒＴＦ＿ｖＷＤ 与 ＴＴＸ 的动力学分析　 用 ＰＢＳ 缓冲液分别稀释 ＴＴＸ 粗品浓度至 ０， ３１􀆰 ２５， ６２􀆰 ５，
１２５， ２５０， ５００， １０００， ２０００， ４０００ μｍｏｌ ／ Ｌ， 依次通入到传感芯片上进行测量， 在每次测量后以

ｐＨ ＝ ２􀆰 ０ 的甘氨酸进行洗脱。 本实验在 ２５ ℃下进行， 利用 Ｂｉａｃｏｒｅ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 评估软件从结合

和解离曲线计算出 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 与 ＴＴＸ 的平衡解离常数 （ＫＤ）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 利用腹腔注射验证 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 对 ＴＴＸ 的中和作用

选取 １９􀆰 ０ ～ ２１􀆰 ０ ｇ 的无特定病原体级 （ＳＰＦ） ＩＣＲ 系雄性健康小鼠 ５０ 只， 称量并记录体重。 实

验操作方法参照食品安全国家标准 “水产品中河豚毒素的测定” ［１４］ 。
１） 对照组： 准备 １０ 只小鼠， 每只小鼠腹腔注射 ０􀆰 １５ μｇ ＴＴＸ， 等待小鼠死亡， 记录在 ２ ｈ 内的

生存时间及死亡数量。
２） 实验组： 提前将 ＴＴＸ 与 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 按摩尔比为 １∶ １ 和 １∶ ５０ 分别混匀， 在 １５ ℃条件下分别孵育

１５ ｈ。 准备 ２０ 只小鼠， 随机分为 ２ 组， 每组小鼠分别腹腔注射 ０􀆰 １５ μｇ ＴＴＸ 与对应摩尔比的 ｒＴＦ＿
ｖＷＤ 混合液， 等待死亡， 记录在 ２ ｈ 内的生存时间及死亡数量。

２　 实验结果

a) pPIC9K-TF_vWD b) 阳性重组子 Positive clones

M1 为DL10 000 DNA Marker；1 为线性化 pPIC9K-TF_vWD
重组质粒；M2 为 DL2000 DNA Maker；2、3 为重组表达载体

pPIC9K-TF_vWD 的阳性克隆
M1—DL10 000 DNA Marker； 1—the linearized pPIC9K -TF_VWD
plasmid；M2—DL2000DNAMaker；2and3—positive clones for pPIC9K-
TF_VWD

图 2 重组表达载体 pPIC9K-TF_vWD 的构建与
PCR 鉴定结果图

Fig.2 The electrophoretogram of pPIC9K-TF_vWD
recombinant plasmid and PCR identification results

２􀆰 １　 ｐＰＩＣ９Ｋ － ＴＦ＿ｖＷＤ 真核载体的构建与鉴定

经 ＰＣＲ 扩增获得 ＴＦ＿ｖＷＤ ＯＲＦ 框的编码序

列， 大小为 ４３５ ｂｐ， 编码 １４５ 个氨基酸， 分子质

量为 １６􀆰 ４９ ｋｕ， ｐＩ 值为 ５􀆰 ５８。 分别使用 ＥｃｏＲ Ｉ
和 Ｎｏｔ Ｉ 对目的基因及 ｐＰＩＣ９Ｋ 载体进行酶切， 将

酶切后的载体与目的基因连接， 获得 ４７５ ｂｐ ＋
９􀆰 ２ Ｋｂｐ 的 ｐＰＩＣ９Ｋ － ＴＦ ＿ｖＷＤ 重组质粒 （见图

２ａ）， 并转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 中。 挑取若干单

克隆， 进行 ＰＣＲ 鉴定， 得到阳性重组子克隆片段

约 ５００ ｂｐ， 与预期片段大小相符 （见图 ２ｂ）。 分

别取阳性菌液测序， 结果证明连接正确， 核苷酸

的开放阅读框编码连续， 最终获得正确构建的

ｐＰＩＣ９Ｋ － ＴＦ＿ｖＷＤ 融合表达载体。
２􀆰 ２　 ＴＦ＿ｖＷＤ 在毕赤酵母中表达及纯化

实验在培养基 ｐＨ 为 ７􀆰 ０， 诱导表达的甲醇体

积分数为 ０􀆰 ５％ 的条件下， 比较了不同时间点

（０， １２， ２４， ４８， ７２， ９６ ｈ） ｒＴＦ ＿ ｖＷＤ 的表达

量。 结果表明： 在各诱导表达条件下， 在约１６ ｋｕ
位置均出现目的条带， 且 ７２ ｈ 后， 表达量最高

·２０３·



　 第 ４ 期 蒋彩云， 等： 菊黄东方鲀卵黄蛋白原肽段 ｖＷＤ 的真核重组表达及功能研究

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

（见图 ３ａ）。
重组毕赤酵母诱导表达后， 离心后收集上清， 经透析和过滤后， 利用镍离子螯合亲和层析柱纯化

ｒＴＦ＿ｖＷＤ 真核表达产物。 用低浓度咪唑 （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 洗脱杂蛋白， 高浓度咪唑 （５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 洗脱

螯合的融合蛋白， ２８０ ｎｍ 检测紫外吸收曲线， 可见到明显的洗脱蛋白峰。 收集洗脱组分进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳， 经 Ｑｕａｎｌｉｔｙ Ｏｎｅ 软件分析， 得到了纯度为 ９０％ 的 ｒＴＦ＿ｖＷＤ。 对纯化后的 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 鉴定， 结果在分子质量约为 １６ ｋｕ 的位置发现单一目的条带 （见图 ３ｂ）。

M1 为预染蛋白 Maker；M2 为低分子量蛋白 Marker；1 为 TF_vWD 毕赤酵母真核表达产物纯化蛋白重组蛋白；
2 为 Western Blot 鉴定 rTF_vWD
M1—prestained protein Maker；M2—protein Marker；1—TF_vWD purified by eukaryotic expression product of pichia
pastoris；2—rTF_vWD for Western Blot identification

图 3 rTF_vWD 在毕赤酵母中真核表达及其纯化

Fig.3 SDS鄄PAGE analysis of rTF_vWD expression in P. pastoris and the purification of TF_vWD production

a) 不同诱导时间对 rTF_vWD 表达的影响
The influence of different induction time on the expression of rTF_vWD

时间 Time/h

b) 纯化后 rTF_vWD
Purified rTF_vWD

２􀆰 ３　 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 蛋白与 ＴＴＸ 的动力学分析

用 ｐＨ 值分别为 ５􀆰 ０、 ４􀆰 ５ 和 ４􀆰 ０ 的醋酸钠缓冲液稀释 ｒＴＦ＿ｖＷＤ， 进样完成后选取偶联量最大的

ｐＨ 值进行后续实验。 实验结果表明， 最佳偶联 ｐＨ 值为 ４􀆰 ０ （见图 ４）， ｒＴＦ＿ｖＷＤ 在 ＣＭ５ 芯片表面最

终偶联量为 ４９４６ ＲＵ （见图 ５）。 以 ０， ３１􀆰 ２５， ６２􀆰 ５， １２５， ２５０， ５００， １０００， ２０００， ４０００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＴＴＸ 粗品流过固定有 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 的芯片， 测定并分析配体与受体的相互作用。 结果显示， ｒＴＦ＿ｖＷＤ 与

ＴＴＸ 结合的响应值 （Ｒｍａｘ） 为 １００ ＲＵ， 通过稳态拟合 （Ａｆｆｉｎｉｔｙ） 计算出 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 与 ＴＴＸ 的平衡解离

常数 ＫＤ为 ３􀆰 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （见图 ６）。 结果表明 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 能够与 ＴＴＸ 结合， 且亲和力较弱。
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图 4 筛选 rTF_vWD 在 CM5 芯片表面最佳偶联 pH
Fig.4 Screening the best pH coupling of rTF_vWD

on CM5 chip surface

时间 Time/s
图 5 CM5 芯片表面绑定 rTF_vWD 的响应图

Fig.5 Response diagram of CM5 chip
surface binding rTF_vWD
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２􀆰 ４　 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 蛋白对 ＴＴＸ 的中和作用

对照组中， 对小鼠按每千克体重腹腔注射 ７􀆰 ５ μｇ ＴＴＸ （或按 ０􀆰 １５ μｇ ／ 鼠的量注射 ＴＴＸ）， ２ ｈ 内

·３０３·
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１０ 只小鼠死亡７ 只， 致死速度较快， 因此选择在 １０ ｍｉｎ 后进行肌肉注射 ｒＴＦ＿ｖＷＤ。 实验组中， 腹腔

注射 ＴＴＸ 与 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 孵育后的混合液， 小鼠存活率显著上升 （Ｐ ＜ ０． ０５） （见图 ７）， 这表明 ＴＴＸ 与

蛋白体外孵育后， ＴＴＸ 毒性显著降低了， 即 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 对 ＴＴＸ 的毒性有中和作用。
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图 6 rTF_vWD 与 TTX 动力学分析

Fig.6 rTF_vWD and TTX dynamics analysis
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图 7 TTX 与 rTF_vWD 体外孵育后腹腔注射小鼠

后的生存曲线

Fig.7 The survivorship curve of mice after intraperitoneal
injection with TTX and rTF_vWD mixture
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３　 讨论
卵黄蛋白原是卵黄蛋白 （ｖｉｔｅｌｌｉｎ， Ｖｎ） 的前体， 主要是在肝脏中合成的， 通过体循环将其分布至全

身， 并携带到卵巢。 卵黄蛋白原被储存在早期卵母细胞体内， 然后裂解为卵黄脂磷蛋白 （Ｉ 和 ＩＩ）、 卵黄

高磷蛋白和 ｖＷＤ 结构域［１５］ 。 除了作为卵黄蛋白前体的作用外， 卵黄蛋白原还能作为金属、 无机磷酸

盐、 脂类和碳水化合物的载体蛋白［１６］ ， 其中 ｖＷＤ 结构域具有与病毒或细菌互作的性质， 对微生物进行

识别并介导微生物的清除［１７］ 。 最近有研究发现从豹纹东方鲀卵巢中分离纯化的卵黄蛋白原肽段 ｖＷＤ 可

能参与 ＴＴＸ 的结合［１３］ 。 为了验证卵黄蛋白原肽段 ｖＷＤ 与 ＴＴＸ 的结合能力， 本研究利用毕赤酵母表达系

统， 经诱导表达条件的优化， 在 ０􀆰 ５％ （体积分数） 甲醇、 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 的条件下， 诱导表达 ７２ ｈ 时， ｒＴＦ＿
ｖＷＤ 蛋白表达量最高， 通过 Ｎｉ ＋ 亲和层析柱纯化得到 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 蛋白纯度为 ９０％ 。

Ｂｉａｃｏｒｅ － 表面等离子体共振 （ＳＰＲ） 是一种高度敏感的技术， 常用来验证包括蛋白质和核酸在内

的生物系统的相互作用［１８］ 。 ＳＰＲ 的主要优势是它能够实时测量亲和力和动力学， 并且是一种无标签，
使用材料相对少的技术［１９］ 。 近年来， 应用 ＳＰＲ 分析不同蛋白质和小分子相互作用的研究进展表明，
ＳＰＲ 在分析生物大分子和潜在候选药物的亲和力方面具有广泛的应用价值［２０ － ２２］ 。 本文利用 Ｂｉａｃｏｒｅ
Ｔ２００ 生物分子相互作用分析系统， 将 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 作为受体， 以 ＴＴＸ 作为配体进行相互作用的亲和力和

动力学分析。 结果表明 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 能够与 ＴＴＸ 结合， 平衡解离常数为 ３􀆰 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 且亲和力较弱。
本研究提供了 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 可结合 ＴＴＸ 的直接证据， 为卵黄蛋白原肽段 ｖＷＤ 可作为不同组织器官间 ＴＴＸ
的传递［２３ － ２４］介质提供重要的证据。 本研究还提供了 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 可中和 ＴＴＸ 毒性的重要佐证： 预先将

ＴＴＸ 与 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 孵育后， 再腹腔注射小鼠， 则小鼠死亡率显著下降， 结果表明 ｒＴＦ＿ｖＷＤ 可中和 ＴＴＸ
毒性作用。 本研究为河鲀对 ＴＴＸ 耐受和 ＴＴＸ 在河鲀体内转移和富集等机理的研究提供重要资料。
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