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摘要:为明确虾肝肠胞虫(Enterocytozoon
 

hepatopenaei)类泛素蛋白家族成员 EhUBL的序列特征和定位情况,利用

Expasy、WegoLoc、Interpro等在线软件对EhUBL的序列特征和空间结构进行预测分析,通过对它的编码基因EhUBL 进

行克隆、原核表达以获得 EhUBL重组蛋白(rEhUBL),并制备特异性多克隆抗体anti-EhUBL,再通过免疫电镜探查

EhUBL的亚细胞定位情况。结果显示:1)
 

EhUBL 全长873
 

bp,编码292个氨基酸;EhUBL的预测相对分子质量为

31.38
 

kDa,该 蛋 白 分 子 拥 有 UBL(ubiqutin-like)-UBA(ubiquitin
 

associated)结 构 域。2)
 

EhUBL 与 黄 道 蟹 肠 胞 虫

(Enterospora
 

canceri)假定蛋白ECANGB1_154和毕氏肠胞虫(Enterocytozoon
 

bieneusi)假定蛋白EBI_25559的亲缘关系

较近。3)
 

通过基因克隆和原核表达成功获得了rEhUBL,并制备了anti-EhUBL。4)
 

EhUBL主要分布在虾肝肠胞虫孢子

的胞壁及细胞核中。上述结果为EhUBL的功能研究奠定基础,为虾肝肠胞虫的防控提供了新靶标。
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虾肝肠胞虫(Enterocytozoon
 

hepatopenaei)为微孢子虫门(Microsporidia)肠胞虫科(Enterocytozoonidae)肠
胞虫属(Enterocytozoon)的一种微孢子虫,主要感染斑节对虾(Penaeus

 

monodon)、凡纳滨对虾(Litopenaeus
 

vannamei)等虾类的肝胰腺并引发肝胰腺微孢子虫病[1-2]。宿主在感染虾肝肠胞虫初期并不表现出明显症状,但
随着病程发展,宿主将会出现行动缓慢、伏底、摄食减少、肝胰腺萎缩等症状,宿主的生长因此而变得迟缓甚至停

滞[3]。目前,已有不少研究者报道在泰国、印度、文莱、越南、委内瑞拉、马来西亚等国的养殖对虾体内发现了虾

肝肠胞虫感染[4-5],例如在印度安得拉邦内洛尔区养殖的凡纳滨对虾体内,虾肝肠胞虫感染阳性率甚至高达

92.5%[6]。2013年以来,中国多地养殖的凡纳滨对虾先后出现虾肝肠胞虫感染,各地对虾养殖业因此遭受了极

大的经济损失[7]。2022年,因虾肝肠胞虫而引发的虾肝肠胞虫病在《中华人民共和国农业农村部公告第573
号》[8]中被列入甲壳类动物二类疫病。

已有研究发现了参与虾肝肠胞虫侵染宿主的部分因子,如可以粘附宿主细胞的孢壁蛋白EhSWP1[9],但虾

肝肠胞虫如何侵染宿主细胞并增殖的具体机制目前仍不清楚。类泛素蛋白因一般包含有 UBL(ubiqutin-like)-
UBA(ubiquitin

 

associated)结构域,故也被称为UBL-UBA穿梭蛋白;类泛素蛋白是一类被广泛研究的非蛋白酶

体泛素受体家族,在物种间具有进化保守性[10-12]。DNA损伤诱导蛋白Ddi1、紫外线切除修复蛋白Rad23和类泛

素蛋白Dsk2是目前研究最多的UBL-UBA穿梭蛋白[13]:Ddi1对于 Ho核酸内切酶的降解至关重要[14],RAD23
和DSK2则参与了内质网相关蛋白的降解和蛋白OLE-1的诱导途径[15]。类泛素蛋白还在寄生类病原体的增殖

发育过程中发挥着重要作用[16]。有研究发现,在敲除弓形虫(Toxoplasma
 

gondii)的3个类泛素蛋白基因

Ddi1、Rad23 和Dsk2 后,弓形虫的生长受到明显抑制,而且泛素化蛋白也因此在弓形虫体内积累[17];Bajaj等

人[18]发现,利什曼原虫(Leishmania)体内的类泛素蛋白Myo21中2个UBA结构域缺失会导致细胞分裂过程中
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G2/M期的延迟和细胞内囊泡转运的严重受损,致使细胞生长减慢。尽管类泛素蛋白在病原侵染宿主中的功能

引起了研究者的广泛关注,然而关于虾肝肠胞虫的类泛素蛋白的研究鲜有报道。
本研究鉴定了一个虾肝肠胞虫的类泛素蛋白家族成员EhUBL,分析了EhUBL的序列特征并对它的编码基

因EhUBL 进行了克隆和原核表达,进而使用获得的EhUBL重组蛋白(rEhUBL)制备了对应的多克隆抗体

anti-EhBUL,最后通过免疫电镜分析了EhUBL的亚细胞定位,为进一步研究EhUBL的功能打下坚实基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验用患病凡纳滨对虾取自重庆某对虾养殖场,利用基于孢子壁蛋白基因靶点的实时荧光定量PCR法[19]

对它们进行检测,确认其中感染有大量虾肝肠胞虫后,取100只病虾的肝胰腺按照杨小娟等人[20]的方法对虾肝

肠胞虫孢子进行纯化后备用。

1.2 实验方法

1.2.1 EhUBL序列生物信息分析

从NCBI网站(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)下载EhUBL序列(登录号:No.OQS53980)信息,利用

Expasy网站(https://web.expasy.org/protparam/)的Protparam、TMHMM
 

2.0、NetOGlyc
 

4.0、NetPhos
 

3.1
等软件进行蛋白质序列特征分析[21];使用 WegoLoc(http://www.btool.org/wegoloc)[22]和Interpro(https://

www.ebi.ac.uk/interpro/
 

protein/UniProt)[23]软件进行蛋白质亚细胞定位预测和保守结构域分析,使用

Phyre2(http://www.sbg.bio.ic.ac.
 

uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)[24]软件进行蛋白质三级结构预测

分析。此外,仍从NCBI网站下载EhUBL的同源蛋白序列信息,用DNAMAN
 

9软件[25]将EhUBL及它的同源

蛋白进行序列比对,然后使用 MEGA
 

11软件[26]并用邻接法来构建EhUBL的系统发育树。

1.2.2 EhUBL 的克隆与原核表达

根据虾肝肠胞虫EhUBL 序列设计上下游引物,即EhUBL-F:5'-CGCGGATCCATGATTGTAAAAATTT-
 

CCATGAAAGAT-3'和EhUBL-R:5'-CGCGTCGACTTTTTTAGTTAACTCTTCAATTGCTCC-3'。取8.65×108

个纯化的虾肝肠胞虫孢子,用十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)法提取虾肝肠胞虫的基因组,并以此作为模板进行

PCR扩增。PCR 体系包括:rTag酶12.5
 

μL、DNA
 

2.0
 

μL、上游引物1.0
 

μL、下游引物1.0
 

μL、双蒸水

(ddH2O)9.0
 

μL。PCR程序为:95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃变性30
 

s、59
 

℃退火30
 

s、72
 

℃延伸90
 

s,共30个循

环;72
 

℃终延伸10
 

min。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳(w琼脂糖=1%)检测和分离,在美国Bio-Rad公司出品的

Gel
 

Doc2000凝胶成像仪下进行拍照记录,并用南京诺唯赞生物科技股份有限公司生产的DC301型胶回收试剂

盒对目的片段进行回收,用赛默飞世尔科技公司(中国)出品的Thermo
 

Scientific
 

NanoDrop分光光度计检测回

收片段的浓度,然后将含有目的片段溶液和TaKaRa公司(中国)出品的pMD19-T载体(货号:6013)溶液以1∶1
的体积比例混合,让目的片段和pMD19-T载体进行连接,再转入生工生物工程(上海)股份有限公司出品的大肠

杆菌(Escherichia
 

coli)DH5α感受态细胞(货号:B528413),通过菌液PCR、双酶切和测序筛选阳性克隆菌。用

BamH
 

I酶、Sal
 

I酶对阳性重组质粒与原核表达载体pET-28a进行双酶切,胶回收EhUBL 片段后进行连接、转
化、涂板实验,构建原核表达载体。通过菌液PCR、质粒PCR、双酶切对原核表达载体进行验证。

将验证正确的重组质粒EhUBL-pET-28a转入生工生物工程(上海)股份有限公司出品的大肠杆菌Rosetta
(DE3)(货号:B528414)表达菌株中,挑取单克隆到试管中培养过夜,扩大培养,当培养液在光波长为600

 

nm处

的吸光度为0.6时,加入终浓度为0.5
 

mmol·L-1 的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)溶液,在37
 

℃下诱导表

达4
 

h。以12
 

000
 

r·min-1 离心5
 

min,收集菌体并进行超声波破碎5
 

min,并分别对上清与沉淀进行十二烷基

磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)检测。

1.2.3 EhUBL的纯化与anti-EhUBL的制备

将获得的rEhUBL通过镍柱亲和层析进行纯化,并采用上海碧云天生物技术股份有限公司生产的BCA蛋

白浓度测定试剂盒(货号:P0011)测定纯化后的rEhUBL浓度。按照皮下免疫400
 

μg·次-1 的剂量对2只购自

江苏省农业科学院体质量为2
 

kg的新西兰白兔(Oryctolagus
 

cuniculus)进行免疫,每14
 

d免疫1次,共进行

3次免疫。通过间接酶联免疫吸附试验(ELISA)确定3次免疫完成后抗血清针对rEhUBL的效价,待效价超过
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1∶50
 

000时,最终采血制备含anti-EhUBL的抗血清和纯化。
将rEhUBL与琼脂糖介质偶联制备成抗原亲和纯化层析柱,将所得抗血清与磷酸盐缓冲液(PBS)等量混合

后缓慢上样,待抗体结合后用甘氨酸洗脱缓冲液洗脱,即得到所需纯化的anti-EhUBL,立即在PBS中于4
 

℃进

行透析过夜,隔1日进行anti-EhUBL的纯度、浓度和效价测定。
将rEhUBL及虾肝肠胞虫孢子总蛋白通过SDS-PAGE来分离蛋白样品,然后将蛋白转到美国密理博公司

出品的IPFL00010型PVDF膜上,使用脱脂奶粉液(w脱脂奶粉=5%)在37
 

℃下封闭1
 

h后再将PVDF膜放入稀

释比为1∶2
 

000的anti-EhUBL一抗中,于37
 

℃下孵育1
 

h后用含吐温-20的Tris-盐酸缓冲液(TBST)清洗。
取出清洗后的PVDF膜加入稀释比为1∶5

 

000经辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗(上海碧云天生物技术股

份有限公司生产,货号:A0208),于37
 

℃下孵育1
 

h,用TBST溶液清洗后,使用增强型化学发光试剂盒(上海碧

云天生物技术股份有限公司生产,货号:P0018S)进行显色,然后观察拍照。

1.2.4 EhUBL的免疫电镜分析

EhUBL的免疫电镜分析按照以下步骤与方法进行。

1)
 

样品包埋与切片制备。将纯化的虾肝肠胞虫孢子用灭菌ddH2O清洗后,用免疫电镜固定液使样品于

4
 

℃固定过夜,离心收集沉淀;用0.1
 

mol·L-1 的二甲砷酸钠溶液充分洗涤孢子,在4
 

℃、12
 

000
 

r·min-1 条件

下离心2
 

min,重复洗涤孢子3次后弃上清液;将孢子重悬于pH为7.4、浓度为0.01
 

mol·L-1 的PBS(其中含有质

量分数分别为0.1%、4%的甘氨酸、蔗糖以及浓度为0.1
 

mol·L-1 的二甲砷酸钠)中在4
 

℃下静置30
 

min,然后以

4
 

℃、12
 

000
 

r·min-1 离心2
 

min,去除上清液;用50
 

μL琼脂糖溶液(w琼脂糖=1%)重悬孢子,以12
 

000
 

r·min-1

离心10
 

min,将冷却凝固的琼脂糖块切成体积为1
 

mm3 的均匀小块;使用体积分数分别为30%、50%、70%、

80%、95%、100%的乙醇溶液于-20
 

℃冰箱内进行梯度脱水,每个体积分数梯度脱水30
 

min;将甲醇置于-20
 

℃
预冷,过0.22

 

μm滤膜后,在通风橱中配制LK4M 树脂与甲醇体积比分别为1∶1、1∶2和1∶3的3种混合溶

液,并各取500
 

μL在-20
 

℃下分别浸润处理样品3、12、12
 

h;再用纯LK4M树脂,于-20
 

℃下处理样品3
 

h,更
换新的LK4M树脂溶液,再于-20

 

℃下静置浸泡12
 

h。取1或2个琼脂块放入PCR管底部,并在通风橱中向

PCR管内加满LK4M树脂,再将PCR管放置于紫外聚合仪中在-20
 

℃下聚合48
 

h,将聚合好的包埋块切成厚

度为90
 

nm的切片,并放置在镍网上。

2)
 

免疫标记与观察。用过膜ddH2O清洗镍网上的样品切片5
 

min,重复3次;用含山羊血清的封闭液

(φ山羊血清=1%)室温封闭1
 

h;用封闭液以1∶50稀释比对制备的含anti-EhUBL抗血清进行稀释,并在4
 

℃下孵

育过夜,同时以未免疫的兔血清为阴性对照进行孵育;然后用PBS清洗孵育后的血清6次,每次3
 

min;再用封闭

液以1∶50稀释比对与胶体金颗粒偶联的山羊抗兔抗体进行稀释,在37
 

℃下孵育1
 

h后用PBS清洗6次,每次

3
 

min;用乙酸双氧铀溶液(w乙酸双氧铀=1%)染色10
 

min,使用超纯水清洗3次,每次5
 

min;再用柠檬酸铅溶液

(w柠檬酸铅=1%)染色5
 

min,然后使用超纯水清洗3次,每次5
 

min;将染色清洗后的镍网烘干,用透射电子显微

镜观察图像并拍照保存。

2 结果与分析

2.1 EhUBL的序列分析结果

通过ExPASy软件预测 EhUBL的序列特征,结果显示:EhUBL由292个氨基酸残基组成,分子式为

C1353H2143N367O439S25,相对分子质量为31.38
 

kDa,理论等电点为5.41;EhUBL中带负电荷的残基(Asp+Glu)
总数为32个,带正电荷的残基(Arg+Lys)总数为27个;EhUBL的不稳定性指数(Ⅱ)为45.56,属于不稳定蛋

白;EhUBL的脂肪指数为51.92,亲水性的平均值为-0.586,故预测该蛋白为亲水性蛋白。磷酸化位点预测结

果发现:EhUBL存在不同程度的磷酸化修饰,有26个磷酸化位点,主要集中在丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸这3种

氨基酸上(图1a)。糖基化位点预测结果显示:EhUBL无N-糖基化位点,有10个O-糖基化位点(其中包含5个

丝氨酸和5个苏氨酸位点)(图1b)。
利用Phyre2在线软件预测了EhUBL的二级结构及三级结构,结果显示:该蛋白的二级结构元件中α-螺旋

和无规则卷曲所占比例分别为39%和58%,β-折叠链占比仅为6%(图2);对三级结构的预测结果显示该蛋白N
端为UBL结构域、C端为UBA结构域,这表明该蛋白属于UBL-UBA穿梭蛋白家族(图3)。通过 WegoLoc在

线软件预测了EhUBL的亚细胞定位,结果显示该蛋白定位于细胞核。
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a 磷酸化位点预测 b 糖基化位点预测

     注:图b中★为预测的糖基化位点。

图1 EhUBL磷酸化位点及糖基化位点预测

Fig.1 Phosphorylation
 

and
 

glycosylation
 

sites
 

of
 

EhUBL

图2 EhUBL的二级结构预测

Fig.2 Prediction
 

of
 

secondary
 

structure
 

of
 

EhUBL

图3 EhUBL的三级结构预测

Fig.3 Prediction
 

of
 

tertiary
 

structure
 

of
 

EhUBL
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通过NCBI网站对EhUBL进行同源序列搜索,将7个微孢子虫的类泛素蛋白同源序列进行序列比对,结果

显示EhUBL与黄道蟹肠胞虫(Enterospora
 

canceri)的假定蛋白ECANGB1_154和毕氏肠胞虫(Enterocytozoon
 

bieneusi)的假定蛋白EBI_25559同源性最高,同源性分别为42.86%和40.54%(图4)。选取EhUBL的同源序

列构建 系 统 发 育 树,结 果 显 示:多 细 胞 的 子 囊 菌 门(Ascomycota)、壶 菌 门(Chytridiomycota)、担 子 菌 门

(Basidiomycota)等分为1支,单细胞的微孢子虫门单独分为1枝,虾肝肠胞虫、黄道蟹肠胞虫和毕氏肠胞虫的亲

缘关系最近(图5)。

图4 7种微孢子虫类泛素蛋白序列比对分析

Fig.4 Multiple
 

sequence
 

alignment
 

analysis
 

of
 

seven
 

ubiquitin-like
 

proteins
 

from
 

microsporidium

2.2 EhUBL 的克隆与原核表达结果

用CTAB法提取虾肝肠胞虫基因组,进行核酸凝胶电泳检测后显示该基因组DNA条带单一、质量较优可

用于后续实验(图6a)。以虾肝肠胞虫基因组为模板,通过PCR反应扩增出EhUBL 除终止密码子以外全长为

873
 

bp的片段(图6b);将EhUBL 片段连接到pMD19-T载体上,通过菌液PCR及质粒双酶切初步筛选出阳性

克隆菌,将阳性克隆菌送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序验证。
利用BamH

 

I酶和Sal
 

I酶对阳性重组质粒与原核表达载体pET-28a进行酶切,之后将两者连接,成功构建

pET-28a-EhUBL 表达载体。将该表达载体成功转入大肠杆菌Rosetta(DE3)表达菌株中以后进行扩大培养并

加入IPTG诱导rEhUBL的表达,SDS-PAGE检测结果显示在40
 

kDa处有特异条带,说明rEhUBL成功表达;
同时该检测结果也显示rEhUBL主要存在于菌体裂解液的沉淀中,说明它的原核表达形式为包涵体表达(图6c)。

2.3 rEhUBL的纯化与anti-EhUBL的制备结果

将纯化后的rEhUBL(图7a)用BCA蛋白浓度测定试剂盒进行浓度测定,结果证明纯化效果良好。然后用

纯化rEhUBL免疫新西兰白兔,经3次免疫后,取少量兔血进行检测,通过ELISA检测评估其中抗体的效价,结
果显示抗体有效效价达到1∶256

 

000,超过1∶50
 

000,进而进一步采集兔血制备抗血清并进行纯化;通过SDS-
PAGE和考马斯亮蓝染色检测纯化后的抗血清纯度,结果显示它的纯度较高,说明anti-EhUBL制备成功(图

7b)。通过免疫印迹(Western
 

blot)分析对anti-EhUBL的特异性进行验证:当使用anti-EhUBL为一抗杂交

rEhUBL时,在40
 

kDa左右处杂交到明显且单一的条带(图8a);当使用anti-EhUBL与虾肝肠胞虫孢子总蛋白

杂交时,在32
 

kDa处有明显条带(图8b)。上述结果表明anti-EhUBL具有良好的特异性。

2.4 EhUBL的亚定位分析

为探究EhUBL在孢子中的精细亚细胞定位情况,采用纯化后的虾肝肠胞虫成熟孢子进行固定、包埋、切片

处理,制备虾肝肠胞虫超薄切片。然后使用制备的兔源特异性anti-EhUBL作为一抗,使用与胶体金偶联的山羊

抗兔抗体作为二抗,进行免疫电镜分析。结果显示:经anti-EhUBL标记的金颗粒多数分布在虾肝肠胞虫孢子的
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内壁和外壁,另有少量金颗粒分布在细胞核(图9a);未经anti-EhUBL标记的金颗粒(阴性对照)则未出现在虾肝

肠胞虫孢子中(图9b)。该结果说明EhUBL主要分布在虾肝肠胞虫孢子的胞壁及细胞核中。

注:各物种拉丁学名后的编号为各物种与EhUBL相关的蛋白序列在Genbank数据库中的登录号。

图5 EhUBL的系统发育分析

Fig.5 Phylogenetic
 

analysis
 

of
 

EhUBL

a 虾肝肠胞虫DNA提取 b EhUBL 的PCR扩增 c EhUBL表达形式检测

图6 EhUBL 的克隆与原核表达

Fig.6 Cloning
 

and
 

prokaryotic
 

expression
 

of
 

the
 

EhUBL
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a rEhUBL的纯化 b anti-EhUBL的纯化

      注:M为 Western
 

blot
 

Marker。

图7 rEhUBL和anti-EhUBL的纯化

Fig.7 Purification
 

of
 

rEhUBL
 

and
 

anti-EhUBL

a anti-EhUBL与

rEhUBL杂交

b anti-EhUBL与虾肝肠

胞虫孢子总蛋白杂交

  注:M 为 Western
 

blot
 

Marker,图a、b中 的 泳 道1分 别 为anti-EhUBL 与

rEhUBL、虾肝肠胞虫孢子总蛋白杂交结果。

图8 anti-EhUBL的特异性检测

Fig.8 Detection
 

of
 

the
 

specificity
 

of
 

anti-EhUBL

3 讨论

虾肝肠胞虫是一种专性细胞内寄生的真核病原体。从虾肝肠胞虫于1989年首次在马来西亚养殖的斑节对

虾体内被发现以来,全球对虾养殖业因该病原体引发的对虾病害而遭受了非常严重的经济损失[27-28]。然而至今

人们对虾肝肠胞虫的侵染增殖机制尚不清楚。类泛素蛋白在病原体入侵宿主以及在宿主细胞增殖等过程中发

挥着重要作用。本研究成功鉴定了一个虾肝肠胞虫的类泛素蛋白家族成员EhUBL,该蛋白拥有 UBL和 UBA
这2个类泛素蛋白的保守结构域,属于典型的穿梭蛋白家族;亚细胞定位预测分析预示EhUBL可能定位于细胞

核;经过EhUBL 的克隆、原核表达和anti-EhUBL的制备,并通过免疫电镜发现EhUBL主要定位在虾肝肠胞虫

孢子的孢壁上和细胞核中,从而探明了EhUBL的精细亚细胞定位情况。
已有研究表明,孢壁蛋白是微孢子虫孢壁的组成成分,在与宿主细胞的黏附、能量传递、信号传导、酶促反应

等方面发挥着重要作用[28-29]。有研究报道:家蚕微粒子虫(Nosema
 

bombycis)的孢壁蛋白NbSWP16被抗体封
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闭后,孢子对宿主细胞的黏附率可降低20%[30];分布于孢壁的水通道蛋白NbAQP对孢子的萌发至关重要[31]。
虾肝肠胞虫的孢壁蛋白EhSWP1拥有肝素结构域,可与宿主细胞表面肝素相互作用,从而介导了对宿主的侵染

过程[9]。本研究发现,EhUBL主要定位在虾肝肠胞虫的孢壁上且在内壁和外壁均有分布,由此推测该蛋白在构

建虾肝肠胞虫孢壁结构及虾肝肠胞虫孢子黏附宿主过程中可能发挥一定作用。同源序列分析也表明,EhUBL
是一种在物种间进化相对保守的类泛素蛋白。有研究者发现弓形虫中的UBL-UBA蛋白定位在细胞核和细胞

质中,并影响细胞核中的泛素化蛋白选择性积累和DNA的异常复制[32]。本研究结果显示EhUBL在虾肝肠胞

虫孢子的细胞核内也存在定位情况,与亚细胞定位预测结果一致。这说明EhUBL可能存在与弓形虫中 UBL-
UBA蛋白类似的功能,在虾肝肠胞虫的基因组复制或基因转录中发挥作用,但有待于在后续的研究中进行更加

深入的探讨。

a 经anti-EhUBL标记的金颗粒在

虾肝肠胞虫孢子中的分布

b 未经anti-EhUBL标记的金颗粒(阴性对照)在

虾肝肠胞虫孢子中的分布

注:白色箭头所指黑点为金颗粒。

图9 EhUBL定位的免疫电镜分析

Fig.9 Immunoelectron
 

microscopy
 

analysis
 

of
 

EhUBL
 

localization

具有UBL和UBA结构域的类泛素蛋白是重要的功能蛋白家族,在细胞周期调控、信号转导、酶促相互作用

等多种生命过程中发挥重要作用[33-34],与生物体的泛素-蛋白酶体系统(ubiquitinproteasome
 

system,UPS)和免

疫系统关系密切。病原体在与宿主的长期拉锯竞争中进化出独特的分泌系统,可将自身分泌的蛋白注入宿主细

胞中来调节宿主细胞的泛素化过程,从而帮助病原体的入侵以及在宿主细胞中增殖发育[35]。曲昱蓉等人[36]发

现新城疫病毒(newcastle
 

disease
 

virus,NDV)感染Hela细胞后会使Hela细胞的UPS更加活跃,当使用蛋白酶

体抑制剂和泛素连接酶抑制剂处理 Hela细胞后,NDV的增殖也明显被抑制。Green等人[37]发现恶性疟原虫

(Plasmodium
 

falciparum)从血细胞内寄生虫阶段向胞外裂殖子转变过程中细胞总体泛素化水平增加,说明泛

素化在疟原虫的增殖过程中起着重要作用。而微孢子虫的基因组高度简化,缺乏线粒体和过氧化物酶体,许多

重要的代谢途径丧失[38-39],通过分泌蛋白与宿主线粒体相互作用并使宿主线粒体外膜蛋白泛素化而被蛋白酶体

降解[40-41],实现逃避宿主免疫并劫取能量维持自身的增殖。已有研究发现,海伦脑炎微孢子虫(Encephalitozoon
 

hellem)和巴黎杀线虫微孢子虫(Nematocida
 

parisii)可通过分泌蛋白调控宿主细胞UPS
 [42]。在 Wu等人[43]开

展的转录组和蛋白质组学研究中,发现了包括EhUBL 在内的大量虾肝肠胞虫UPS途径多个潜在基因的表达,
说明EhUBL等UPS途径相关蛋白可能参与了虾肝肠胞虫的侵染增殖过程。本研究也发现EhUBL与其他微孢

子虫的类泛素蛋白具有较高的同源性,由此可以推测EhUBL的生物学功能具有保守性。总之,进一步探明

EhUBL等类泛素蛋白的生物学功能,将有利于阐明虾肝肠胞虫的侵染增殖机制,还有助于虾肝肠胞虫防治靶标

和药物的筛选。
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Protein
 

EhUBL
 

from
 

Enterocytozoon
 

hepatopenaei

TAN
 

Nianqiu1,
 

WEI
 

Chunmei1,
 

WEN
 

Yusong1,
 

FAN
 

Xiaodong1,2,
 

ZHOU
 

Zeyang1,2

(1.
 

Chongqing
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Animal
 

Biology,
 

School
 

of
 

Life
 

Sciences,
 

Chongqing
 

Normal
 

University,
 

Chongqing
 

401331;

2.
 

Chongqing
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Microsporidium
 

Infection
 

and
 

Control,
 

Southwest
 

University,
 

Chongqing
 

400715,
 

China)

Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

clarify
 

the
 

sequence
 

characterisation
 

and
 

localisation
 

analysis
 

of
 

the
 

ubiquitin-like
 

protein
 

in
 

Enterocytozoon
 

hepatopenaei
 

(EhUBL),
 

the
 

sequence
 

features
 

and
 

spatial
 

structure
 

of
 

EhUBL
 

were
 

predicted
 

and
 

analysed
 

using
 

online
 

websites
 

such
 

as
 

Expasy,
 

WegoLoc
 

and
 

Interpro,
 

the
 

recombinant
 

EhUBL
 

(rEhUBL)
 

was
 

obtained
 

by
 

cloning
 

its
 

coding
 

gene
 

EhUBL
 

and
 

prokaryotic
 

expression
 

and
 

the
 

specific
 

polyclonal
 

antibody
 

(anti-EhUBL)
 

was
 

prepared,
 

and
 

then
 

the
 

subcellular
 

localisation
 

of
 

EhUBL
 

was
 

probed
 

by
 

immunoelectron
 

microscopy.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

1)
 

The
 

length
 

of
 

EhUBL
 

was
 

873
 

bp,
 

it
 

encoded
 

292
 

amino
 

acids;
 

the
 

predicted
 

relative
 

molecular
 

mass
 

of
 

EhUBL
 

was
 

31.38
 

kDa,
 

and
 

the
 

protein
 

had
 

the
 

UBL
 

(Ubiqutin-like)-UBA
 

(Ubiquitin
 

associated)
 

domain.
 

2)
 

EhUBL
 

was
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

hypothetical
 

protein
 

ECANGB1_154
 

of
 

Enterospora
 

canceri
 

and
 

the
 

hypothetical
 

protein
 

EBI_25559
 

of
 

Enterocytozoon
 

bieneusi.
 

3)
 

rEhUBL
 

was
 

successfully
 

obtained
 

by
 

gene
 

cloning
 

and
 

prokaryotic
 

expression,
 

and
 

anti-EhUBL
 

was
 

also
 

successfully
 

prepared.
 

4)
 

EhUBL
 

was
 

mainly
 

distributed
 

in
 

the
 

cell
 

wall
 

and
 

nucleus
 

of
 

the
 

spore
 

of
 

E.
 

hepatopenaei.
 

The
 

results
 

above
 

laid
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

functionl
 

study
 

of
 

EhUBL
 

and
 

provided
 

a
 

new
 

target
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

E.
 

hepatopenaei.
Keywords:

 

Enterocytozoon
 

hepatopenaei;
 

ubiquitination;
 

UBL(ubiqutin-like)-UBA(ubiquitin
 

associated)
 

domain;
 

prokaryotic
 

expression;
 

subcellular
 

localization
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