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蛔虫过敏原ABA-1融合基因在大肠杆菌中的表达及鉴定****
★◆ 

于超生1，文  忠1，邹泽红2，陈惠芳2，陶爱林2 

Expression and identification of chimeric protein truncated from Ascaris allergen ABA-1     

Yu Chao-sheng1, Wen Zhong1, Zou Ze-hong2, Chen Hui-fang2, Tao Ai-lin2 

Abstract 
BACKGROUND: Serious allergic reaction could be caused by Ascaris anaphylactogen ABA-1 protein (Ascaris Body fluid 
allergen 1). 
OBJECTIVE: To express the chimeric protein truncated from Ascais major allergen ABA-1 in Escherichia coli. 
METHODS: The chimeric gene, obtained from GeneBank and Protein Database and named as BAA hereafter, was constructed 
by tailoring the coding fragments of Ascaris main allergen ABA-1, i.e., ABA-1B1, ABA-1A2 and ABA-1A1. The fusion gene BAA 
was synthesized and cloned into expression vector PET-44a, and transformed into Escherichia coli JM109 with the method of 
KCM .When the plasmid was confirmed by double restriction enzymatic digestive test with NdeⅠand PstⅠand DNA sequencing, 
it was transformed into Escherichia coli RosettaBlueTM step by step. The produced chimeric protein BAA was purified by nickel 
ion affinity chromatography, followed by identification by Western Blot and protein sequencing.  
RESULTS AND CONCLUSION: Chimeric protein was inducibly expressed in Escherichia coli, with the production up to 40% of 
the total protein. Protein purity could reach about 90% after purification. Western Blot showed a specific band at 45 000, and 
amino acid sequencing identified that the 15 N-terminal amino acids were identical to the target protein. The chimeric protein has 
been efficiently expressed in Escherichia coli. 
 
Yu CS, Wen Z, Zou ZH, Chen HF, Tao AL. Expression and identification of chimeric protein truncated from Ascaris allergen 
ABA-1.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(20): 3679-3682.      
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：利用蛔虫基因融合技术，可将过敏原 ABA-1的主要基因进行融合。 
目的：利用大肠杆菌表达系统重组表达蛔虫主要过敏原 ABA-1融合蛋白。 
方法：从 Gene Bank和 Protein Database中获取蛔虫主要过敏原 ABA-1基因和蛋白序列，选定其中的 ABA-1B1，ABA-1A2
与 ABA-1A1 基因重组为融合基因 BAA，经密码子优化后，全基因合成目的基因 BAA 并构建于表达载体 PET-44a 上，经
KCM法转化入大肠杆菌 JM109中进行克隆，PET-44a/BAA经 NdeⅠ和 PstⅠ双酶切及 DNA测序正确后，转化入大肠杆菌
RosettaBlueTM

中，经 IPTG诱导表达。表达蛋白经 Ni柱亲和层析纯化后，通过Western blot和氨基酸测序鉴定目的蛋白。 
结果与结论：大肠杆菌的融合蛋白 BAA表达量约占总蛋白的 40%，纯化后蛋其白纯度可达 90%左右。Western Blot结果
显示在相对分子质量 45 000处可见一特异目的条带，氨基酸测序显示 N端 15个氨基酸与目的蛋白完全相同。结果证实，
融合蛋白 BAA在大肠杆菌中得到高效的表达。 
关键词：蛔虫；过敏原；ABA-1；密码子优化；组织构建 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.20.017 
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0  引言 
 

蛔虫过敏原 ABA-1(Ascaris Body fluid 
allergen 1)蛋白是蛔虫体液的主要成分[1]

，主要

包括ABA-1A1，ABA-1A2，ABA-1A3，ABA-1A4 
及ABA-1B1共5种蛋白，其在蛔虫的整个生长周
期中都有分泌，主要作用是为结合和转运脂类

物质，为蛔虫提供营养物质蛔虫
[2-3]
。ABA-1蛋

白可以致敏机体，引起速发型超敏反应，包括

哮喘、过敏性鼻炎等一系列过敏性疾病
[4-5]
。同

时，ABA-1蛋白还可调节机体的免疫系统，从
而改变过敏性疾病的自然进程

[6-7]
，但这一结论

目前还存在争议
[8]
。 

以往对于ABA-1蛋白的研究主要集中在蛔

虫体液的整体研究，或是只对其中的一个蛋白

如ABA-1A1进行研究，而不能更好的说明
ABA-1蛋白整体功能和作用，且需大量的人力
物力和原材料。 
鉴于此，实验选定蛔虫ABA-1基因中3个主

要基因ABA-1A1，ABA-1A2与ABA-1B1，经密
码子优化后，通过全基因合成法将3个基因融
合，试图利用原核表达系统高效表达融合蛋白，

并通过免疫印迹和氨基酸测序鉴定目的蛋白。 
 
1  材料和方法 

 
设计：基因学体外实验。 
时间及地点：于2009-05/2010-06在广州

医学院第二附属医院/过敏反应与临床免疫重 
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点实验室完成。 
材料：  
试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 
目的基因的设计与合成：从GeneBank和

Protein database中查找已知的蛔虫主要过敏
原ABA-1的全序列基因和氨基酸序列，根据大
肠杆菌密码子偏爱性将蛔虫主要过敏原ABA-1
基因中的ABA-1B2，ABA-1A1及ABA-1A2进行
基因融合及密码子优化

[9]
，大肠杆菌密码子使

用 频 率 参 考 Codon Usage Database 
(http://www.kazusa.or.jp/codon/)。 

在不改变氨基酸序列的基础上，使所有密

码子尽可能采用最优密码子，然后利用

DNAStar分析软件，对mRNA的二级结构进行
局部调整，使其更有利于翻译，并在基因两端

加上NdeⅠ和PstⅠ两个酶切位点，融合基因命
名为BAA，并送上海博尚生物公司合成，融合
基因BAA大小为1 200 bp。 

BAA基因表达载体的构建：新合成的融合基

因BAA片段在PBH载体上，保存在1.5 mL甘油
菌JM109中，氨苄青霉素(Amp)抗性LB平板筛
选后，取单菌落接种至含有Amp的LB液体培养
基(质量浓度10 g/L胰化蛋白胨、5 g/L酵母提取
物和10 g/L NaCl)中37 ℃震荡培养12 h后，提
取含有BAA基因的PBH质粒，经NdeⅠ和Pst
Ⅰ双酶切后，回收融合基因BAA片段，并与带
有6个组氨酸标签的pET-44a载体通过T4 DNA
连接酶于4 ℃连接过夜，然后经KCM(0.5 mol/L 
KCl，0.15 mol/L CaCl2，0.25 mol/L MgCl2)法
将重组质粒转化入大肠杆菌JM109，经Amp抗
性LB平板筛选后，挑选阳性菌落LB液体培养基
培养过夜后提取pET-44a-BAA质粒，37 ℃行
NdeⅠ和PstⅠ双酶切4 h，1.5%的琼脂糖凝胶
电泳检测后

[10]
，进行DNA测序。通过Amp抗性

LB平板筛选和经双酶切鉴定正确后，进行DNA
测序。 

BAA融合蛋白的表达及检测：取测序正确的带

有目的基因重组质粒的pET-44a-BAA大肠杆菌
RosettaBlueTM

接种至含有Amp的LB液体培养
基中，37 ℃振荡培养8 h后，按1%的接种量接
种到新鲜的LB液体培养基中培养100 min，吸
光度值在0.6~0.7之间，然后加入终浓度为   
0.5 mmol/L IPTG诱导剂，于37 ℃振荡培养3 h
左右，取1.5 mL菌液离心收集菌体，与上样缓
冲液[质量浓度20 g/L SDS、体积分数50%甘
油、62.5 mmol/L Tris-HCl (pH 6.8)、20 mL/L β-
巯基乙醇、0.1 g/L溴酚蓝、30 mmol/L NaCl、
1 mmol/L EDTA]充分混合，煮沸并充分离心，
取上清进行12% SDS-PAGE电泳鉴定[11]

。 
BAA融合蛋白的纯化条件探索：按照上述方

法，诱导表达2 L菌液，离心收集并称量菌体，
在 每 克 湿 菌 中 加 入 5 mL LEW 缓 冲 液       
(50 mmol/L NaH2PO4，300 mmol/L NaCl，pH 
7.5)，再加入终浓度为1 g/L溶菌酶，冰上振荡
30 min，冰上超声破碎(强度50%，超声10 s，
停15 s)10 min，离心后取上清和沉淀分别做
SDS-PAGE电泳，分析结果表明，表达产物主
要存在于上清中。 
实验在蛋白非变性 (缓冲液中未加入     

6 mol/L的尿素)和变性(缓冲液中加入6 mol/L的
尿素)2种条件下，按Merk产品说明书要求，分
别对目的蛋白进行Ni柱亲和层析纯化[12]

，并用

12%SDS-PAGE电泳检测纯化后的蛋白。 
BAA融合蛋白的Western blot分析：纯化的融

合蛋白BAA经12%SDS-PAGE电泳后，将蛋白
转移至PVDF膜上[11]

，用含脱脂奶粉的PBST缓
冲液(质量浓度8 g/L NaCl，0.28 g/L KCl，   
0.28 g/L Na2HPO4 ， 2.98 g/L Na2HPO4•     
12 H2O，pH 7.4，体积分数0.1% Tween-20)
室温封闭2 h后，清洗条带数次后加入25%的蛔
虫过敏患者的血清，4 ℃孵育过夜后，室温下
用PBST在脱色摇床上洗3次后加入1/1 000的
辣根过氧化物酶标记的羊抗人IgE抗体，室温孵
育3 h，再用PBST及PBS在脱色摇床上充分洗
涤后，用二氨基联苯胺(DAB)底物液显色，检
测融合蛋白BAA。 

BAA融合蛋白的氨基酸序列测定：纯化的融合

蛋白经12%SDS-PAGE电泳后，经CAPS转移
缓冲液(CAPS 22.13 g，加去离子水至900 mL，
用2 mol/L NaOH调pH值至11.0)将凝胶上的蛋
白质电转移至PVDF膜上，用去离子水漂洗
PVDF膜数次，然后进行考马斯亮蓝染色40 s，
用甲醇乙酸溶液及去离子水充分洗涤，待干燥

试剂及仪器 来源 

蛔虫融合基因 ABA-1 
T4DNA连接酶、pET-44a表达
载体 
克隆宿主大肠杆菌 JM109、 
表达宿主大肠杆菌 

RosettaBlueTM 
NdeⅠ酶、PstⅠ酶、IPTG 
FPLC蛋白纯化仪 
镍柱填料  

上海博尚生物公司合成 
美国 Promega公司 
 
美国 Novagen公司 
 
 
大连宝生物公司 
美国 Amersham公司 
德国 Merk公司 
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后剪下待测序目的条带，送上海中科新生命生物科技有

限公司测序。 
主要观察指标：①融合基因的蛋白表达情况。②目

的蛋白的纯化、Westernblot检测及N-端氨基酸测序结
果。 

   
2  结果 
 
2.1  重 组 表 达 载 体 构 建 和 鉴 定 结 果  构 建
pET-44a-BAA后用限制性内切酶NdeⅠ和PstⅠ对重组
质粒进双酶切鉴定，得到线性pET-44a质粒和1 200 bp
目的条带片段，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

 
结果表明目的基因已经成功构建到pET-44a载体

中。测序的结果与原始序列同源性为100%，可进行下
一步的原核表达。 
2.2  BAA蛋白在大肠杆菌中的表达及纯化结果  重组
质粒pET-44a-BAA转化入大肠杆菌RosettaBlueTM

后，

蛋白质诱导表达结果显示，在相对分子质量45 000处
出现了一条新的蛋白条带，与目的蛋白BAA分子质量
相符，见图2a。经Quantity One软件分析，目的蛋白
约占总蛋白的40%，说明目的基因BAA在大肠杆菌中
得到了高效表达。大肠杆菌中的融合蛋白BAA用2种方
法经Ni柱亲和层析纯化后发现，在非变性条件下，未
能得到理想的纯化效果，而在变性条件下，缓冲液中

加入6 mol/L的尿素后，却得到了较理想的纯化效果，
经SDS-PAGE分析，在相对分子质量45 000处可见到
清晰目的条带，经Quantity One软件分析蛋白纯度约
90%，见图2b。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3  BAA融合蛋白的Western Blot鉴定结果  融合蛋
白 BAA经Western Blot分析，在相对分子质量 45 000
位置可见一明显的条带，这与 SDS-PAGE中 BAA融合
蛋白的位置完全相符，说明融合基因 BAA 在大肠杆菌
中成功表达，并具有反应原性。见图 3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4  BAA融合蛋白的氨基酸序列测定结果  经蛋白质
氨基酸测序后发现，其 N端 15个氨基酸序列为
T-M-E-H-Y-L-K-T-Y-L-S-W-L-T-E，图4列出了N端1-6个
氨基酸的测序图。将上述氨基酸序列与融合蛋白BAA序
列比对发现，该序列与目的序列完全相同，这说明表达

的蛋白为融合蛋白BAA。 
 
3  讨论 

 
抗原特异性脱敏治疗被认为是可以从病因方面治

疗过敏性疾病的有效方法
[13]
，但其中的特异性脱敏制剂 

Figure 1  Restriction analysis of recombinant plasmid 
pET-44a/BAA 

图 1  pET-44a/BAA重组质粒的双酶切电泳 

Lane 1: pET-44a/BAA double 
restriction enzymatic digestive test 
with Nde I and Pst I; M: DNA 
marker DL2000 
a: Double restriction with Nde I and 
Pst I for pET-44a/BAA plasmid from 
Escherichia coli JM109 

Lane 1 and Lane 2: pET-44a/BAA 
double restriction enzymatic 
digestive test with Nde I and Pst I; 
M: DNA marker DL2000 
b: double restriction with Nde I and 
Pst I for pET-44a/BAA plasmid from 
Escherichia coli RosettaBlueTM 

Figure 2  Expression and purification of recombinant 
protein BAA 

图 2  BAA融合蛋白的表达及纯化 

a: M: protein marker; Lane 1: 
uninduced by IPTG; Lanes 2-5: 
induced by IPTG 

b: M: protein marker; Lane 1: 
purified protein 

Figure 3  Protein BAA confirmed by Western Blotting 
图 3  BAA融合蛋白的Western blot 分析结果 

a: M: protein marker; Lanes 
1-3:immunoblotted with different 
serum from patients allergic to the 
Ascaris 

b: M: protein marker; Lane 1-3: 
protein BAA in 12%SDS-PAGE 
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需要有完整的抗原表位和非常高的纯度。A、B两类蛋
白的氨基酸相似率约为50%。国外的许多研究只侧重于
ABA-1蛋白中的ABA-1A1，而忽视了ABA-1中其他蛋白
的作用，而国内则主要是利用蛔虫的粗提液进行脱敏治

疗，存在较高的危险性。本次实验，为了得到更多的抗

原表位，选择了ABA-1中氨基酸序列差异较大的
ABA-1A1，ABA-1A2及ABA-1B1基因片段进行融合，并
根据大肠杆菌的密码子偏爱性和RNA结构对基因进行
优化设计，得到新的目的基因，并成功表达融合蛋白

BAA。同时，利用全基因合成的方法可以不受原材料的
限制。 
实验所表达的目的蛋白BAA主要以可溶解的形式

存在，这与以往研究对于ABA-1A1基因的研究相     
同

[14-15]
。但采用非变性条件纯化时未得到理想结果，与

以往研究在表达纯化ABA-1A1蛋白时的研究不同[14-15]
。

实验在采用含有6 mol/L尿素的变性溶液的条件下进行
纯化时，得到了较理想的纯化结果，这可能与融合蛋白

的组氨酸标签发生折叠有关，但具体原因还需要进一步

的探讨研究。 
实验纯化后的融合蛋白BAA经Western blot检测和

蛋白质氨基酸测序鉴定，结果均显示所得蛋白为目的蛋

白，这就为BAA融合蛋白的临床用特异性蛔虫脱敏疫苗
的研制和蛔虫过敏原在变应性疾病中的作用机制研究

提供了重要物质基础，但融合蛋白BAA与天然ABA-1蛋
白结构与功能是否一致，尚有待于进一步的研究。 
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