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摘  要 : 极管蛋白（Polar tube protein）是极管的主要成分，能特异性定位于微孢子虫极管，在微孢子虫侵染宿

主过程中发挥重要作用。文中分析了家蚕微孢子虫极管蛋白 1 中潜在的 O-、N-糖基化修饰位点，克隆了家蚕微

孢子虫极管蛋白 1 全基因序列，并将其插入带有 V5 和 His 标签的真核表达载体 pMT/Bip/V5-His A 中，成功构建

了 pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 重组质粒，经转染果蝇 S2 细胞后，发现 NbPTP1 基因能在果蝇细胞中高效表达。

此外，Lectin blotting 和 β-消除反应分析结果表明：果蝇 S2 细胞内表达的 NbPTP1 具有 O-糖基化修饰特征。以上

结果为研究 NbPTP1 的糖基化修饰特征与其功能之间的关系提供了基础，有助于揭示微孢子虫侵染机制，建立可

行有效的微孢子虫病诊断和防治措施。 

关键词 : 极管蛋白 1，果蝇 S2 细胞，糖基化 ,家蚕微孢子虫  
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Abstract:  The polar tube protein is the major component of polar tube, and can specifically locate on the polar tube of 
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microsporidia and plays an important role in invasion host cell. In this study, we analyzed the potential O- and N- 

glycosylation sites in polar tube protein 1 from Nosema bombycis. NbPTP1 was successfully cloned to eukaryotic expression 

vector pMT/Bip/V5-His A, involved V5 and His tags. After transfection, NbPTP1 gene could be efficiently expressed in 

Drosophila S2 cells. In addition, Lectin blotting and beta elimination analysis showed that NbPTP1 expressed in Drosophila 

S2 cells was O-glycosylation. These studies provided a basis for understanding the relationship between glycosylation and 

function of NbPTP1, helped us to reveal the infection mechanism of microsporidia and established effective diagnosis and 

prevention methods for microsporidia. 

Keywords:  polar tube protein 1, Drosophila S2 cells, glycosylation, Nosema bombycis 

微孢子虫是一类宿主广泛的细胞内专性寄生

的单细胞真核生物[1-3]。迄今已发现约有 200个属，

1 400多种微孢子虫[4-5]，然而不同种属微孢子虫

拥有相似的侵染器官和侵染机制。未侵染宿主的

微孢子虫，其极管能有序地盘绕在孢子内部；侵

染宿主时，成熟孢子能感知外界环境变化并触发

极管，长而中空的极管具有强力弹射和类似“注射

器”的功能，能在不足两秒时间内完成整个弹出、

刺入宿主细胞、运输孢原质的过程[6-8]。 

极管蛋白 (Polar tube protein) 能特异定位于

微孢子虫极管上，是组装极管的重要成分。目前

发现至少存在 5种主要的极管蛋白 (PTP1、PTP2、

PTP3、PTP4和 PTP5)，其中 PTP1的含量约占极

管蛋白总量的 70%[5,9-12]。不同来源的 PTP1 溶解

性惊人相似，它们易溶于 DTT、β-巯基乙醇等还

原剂，不溶于 SDS、尿素、氯仿等有机溶剂[12-15]；

然而其氨基酸序列同源性较低，脯氨酸和半胱氨

酸残基的位置和数量却相对保守。脯氨酸是一个

疏水性的氨基酸，其环状结构可在多肽中形成紧

密结构使肽链具有一定的硬度，PTP1 蛋白序列

中高丰度的脯氨酸能使蛋白质具有如胶原蛋白、

弹性蛋白一样的抗张强度、弹力和收缩力，这一

蛋白特性将有助于微孢子虫的极管弹出和孢原

质输出[4,16]。 

微孢子虫在侵染宿主过程中，超微结构观察

发现极管刺入宿主细胞时，宿主细胞膜会发生内

陷，但此过程中极管与宿主细胞膜之间互作的分

子机制尚未阐明[9,17]。微孢子虫能瞬间完成整个

侵染过程，其中宿主细胞膜上一定存在能识别极

管的受体，最新的研究发现海伦微孢子虫极管蛋

白 4 (EhPTP4) 能与宿主表面的转铁蛋白受体发

生相互作用从而介导微孢子虫对宿主的侵染[18]。

Xu 等发现海伦微孢子虫 EhPTP1 能结合凝集素

ConA，且经 PNGase F 酶处理后的 EhPTP1 仍能

与 ConA 结合，说明 PTP1 具有 O-糖基化修饰而

不具有 N-糖基化修饰，并且兔脑炎微孢子虫

EcPTP1 能够被 3H-Mannose 标记，说明 EcPTP1

是一个 O-甘露糖基化修饰蛋白[19-22]。利用甘露糖

处理兔肾细胞 RK13 后，海伦微孢子虫对其侵染

率明显低于未处理组，说明甘露糖封闭了宿主细

胞表面的甘露糖结合位点，使微孢子虫极管上的

PTP1 蛋白无法结合宿主表面受体而降低了微孢

子虫的感染率[19]。 

家蚕微孢子虫是微孢子虫属的典型种，其快

速的水平传播和垂直传播所引发的家蚕微粒子病

给我国乃至世界养蚕业造成巨大经济损失。前期

我们已经成功地获得了家蚕微孢子虫 NbPTP1 原

核表达蛋白及其抗体[23]，为了更好地研究具有翻

译后修饰的家蚕微孢子虫极管蛋白 1 的功能，本

研究采用果蝇 S2表达系统，真核表达具有糖基化

修饰的 NbPTP1。对极管蛋白 1 开展深入研究有

利于揭示微孢子虫侵染的关键机制，建立行之有

效的微孢子虫病诊断和防治措施。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

pMT/Bip/V5-His A 载体、果蝇 S2细胞购自

Invitrogen公司；菌种 E. coli DH5α为本实验室保
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存；Taq酶、T4 DNA连接酶购自 TaKaRa 公司；

质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒购自 Qiagen 公

司；各种限制性内切酶购自 NEB公司；HRP-ConA

购于 Sigma 公司；NbPTP1 兔源多克隆抗体由本

实验室制备，V5 鼠源单克隆抗体购自 Abcam 公

司；X-tremeGENE HP DNA转染试剂购自 Roche

公司；DNA Marker、ECL蛋白 Marker购自北京

全式金生物技术有限公司；引物合成与 DNA 测

序由生工生物工程 (上海) 股份有限公司进行。

家蚕微孢子虫 Nosema bombycis CQ1分离株，由

家蚕基因组生物学国家重点实验室病原微生物学

研究组分离，保存于中国兽医微生物菌种保藏管

理中心 (CVCC)，保藏号：CVCC102059。 

1.2  糖基化修饰位点分析 

利用在线工具 NetOGlyc 4.0 Server (http:// 

www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) 和 NetNGlyc 

1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 

在家蚕微孢子虫数据库中 SilkPathDB (http:// 

silkpathdb.swu.edu.cn/) 分别分析家蚕微孢子虫极

管蛋白 1序列中O-糖基化修饰位点和N-糖基化修

饰位点。 

1.3  表达载体的构建 

根据获得的家蚕微孢子虫极管蛋白基因序

列，利用 Primer 5.0软件设计特异引物 F (5′-GG 

AAGATCTAACATGGCATGTTCACCCGG-3′，下

划线为 BglⅡ酶切位点) 和引物 R (5′-CCGCTC 

GAGGTTTAGCACACATGGATTAT-3′，下划线为

XhoⅠ酶切位点)，以家蚕微孢子虫基因组 DNA为

模板进行 PCR扩增。反应条件为：94  4 min℃ ；

94  45 s℃ ，58  45 s℃ ，72  1 min℃ ，30个循环；

72  10 min℃ ；4 ℃终止。PCR产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳分离后，用胶回收试剂盒回收目的条带。

将回收的 PCR 产物与载体 pMD19-T 连接，转化

E. coli DH5α 进行 T 克隆。对阳性克隆 pMD19- 

NbPTP1 进行双酶切和 PCR 验证后送生工生物工

程 (上海) 股份有限公司测序。 

分别用 Bgl Ⅱ和 XhoⅠ双酶切 pMD19-NbPTP1

质粒和 pMT/Bip/V5-His A质粒，琼脂糖凝胶电泳

分离后，胶回收试剂盒分别回收 NbPTP1 基因片

段和 pMT/Bip/V5-His A载体片段，将基因与载体

片段连接后，转化 E. coli DH5α进行亚克隆。对

阳性克隆进行 pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1双酶切

和 PCR验证。 

1.4  重组质粒转染细胞与融合蛋白诱导表达 

利用无内毒素的质粒提取试剂盒抽提重组表

达质粒 pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 和空载对照

pMT/Bip/V5-His A。按照产品说明书进行质粒转

染，过程如下：分别将 2 μg DNA质粒 (pMT/Bip/ 

V5-His A-NbPTP1和空载对照 pMT/Bip/V5-His A) 

溶于 200 μL 无血清的 Schneider’s Drosophila 

Medium 中，混匀后，将制备好的 DNA 与 6 μL

脂质体轻轻混合均匀，即为包裹好的脂质体

DNA，室温放置 30 min；制备好的脂质体/DNA

小心滴加至 S2 细胞表面 (2.5×106个细胞／孔)，

置于 28 ℃培养箱孵育 24 h。转染 24 h 后，加入

终浓度 500 μmol/L 的 CuSO4进行蛋白的诱导表

达，转染 72 h后收集转染细胞。 

1.5  融合蛋白鉴定 

别 收 集 转 染 重 组 质 粒 pMT/Bip/V5-His 

A-NbPTP1 和空载质粒 pMT/Bip/V5-His A 的细

胞，经 3 000 r/min离心 5 min，分离细胞上清和

沉淀。沉淀溶于 RIPA缓冲液中，4 ℃溶解 10 min

后，12 000 r/min离心 10 min取上清。采用 12% 

SDS-PAGE和 Western blotting检测 NbPTP1基因

在果蝇 S2细胞中的表达。 

1.6  融合蛋白的糖基化修饰分析 

Lectin blotting分析将细胞表达融合蛋白样品

经 12% SDS-PAGE后, 通过电转移方法将蛋白转

移到 PVDF 膜上，膜用含 2% (V/V) Tween-20 的

PBS缓冲液室温封闭 2 min；将膜用 PBS缓冲液

洗 2次；用 1 µg/mL的 HRP-Con A室温孵育 16 h；
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用 PBS缓冲液洗去多余的HRP-Con A，ECL显色。  

参考 Xu 等[19]的 β-消除方法，利用 5 µL 的

0.1 mol/L NaOH溶液，分别与适量的家蚕微孢子

虫天然 PTP1 蛋白和果蝇 S2 细胞表达的 PTP1 融

合蛋白混合，在 45 ℃下反应 20 min和 30 min后，

置冰上并迅速加入 1 µL 10%醋酸溶液终止反应。

Western blotting 和 Lectin blotting 方法分析

NbPTP1在家蚕微孢子虫和果蝇 S2细胞中糖基化

修饰特征。利用 Image J 软件分析蛋白质含量，

设反应   0 min的蛋白含量为 100%。 

2  结果与分析 

2.1  NbPTP1 糖基化修饰位点分析 

根据糖基化修饰位点分析结果 (图 1) 发现，

NbPTP1 蛋白序列上存在 3 个潜在的 O-糖基化位

点，分别为位于 22 位氨基酸的甲硫氨酸、位于

26位和 108位氨基酸的脯氨酸；其序列中无任何

N-糖基化位点。依据前期报道[23]，NbPTP1 蛋白

序列的 N 端前 20 个氨基酸组成了信号肽，去除

基因信号肽后的融合蛋白表达质粒 pMT/Bip/ 

V5-His A-NbPTP1 并不影响其蛋白的翻译后修

饰，应存在 3个潜在的 O-糖基化修饰位点，而无

潜在的 N-糖基化修饰位点。 

2.2  融合蛋白表达载体的构建 

根据家蚕微孢子虫基因组数据库，由于

NbPTP1 基因内不存在内含子，因此以家蚕微孢

子虫基因组 DNA 为模板，利用特异性引物进行 

PCR扩增，获得长度约为 1 200 bp的 NbPTP1基

因。并将获得的 DNA片段与载体 pMD19-T连接

后，转化大肠杆菌 DH5α，菌落 PCR 扩增验证正

确后，通过基因测序进一步确认克隆构建成功。

将构建成功的重组质粒 pMD19-NbPTP1 与载体

pMT/Bip/V5-His A 通过 BglⅡ和 XhoⅠ双酶切后

连接，转化大肠杆菌 DH5α，利用 PCR和双酶切

的方法对阳性重组质粒进行验证 (图 2)，结果发

现阳性重组质粒 pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1中目

的基因片段、载体片段与理论大小一致。 

2.3  融合蛋白诱导表达及可溶性分析 

将融合蛋白表达重组质粒 pMT/Bip/V5-His 

A-NbPTP1和空载对照质粒 pMT/Bip/V5-His A瞬

时转染果蝇 S2 细胞，经 CuSO4诱导后, Western 

blotting检测结果见图 3。由图 3A可知，NbPTP1

抗体能特异性识别重组质粒转染果蝇 S2 细胞后

的胞内成分，分子量大小约为 55 kDa，比理论分

子量偏大约 15 kDa，暗示其蛋白进行了翻译后修

饰。而无论是空载对照质粒转染的细胞上清表达

和胞内表达，还是重组质粒转染的细胞上清表达

均无识别信号，说明 pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1

瞬时转染 S2细胞后只在细胞内表达，未分泌到细

胞上清中。此外，经一抗二抗去除液处理后，PVDF 

 

 
 

图 1  NbPTP1 氨基酸序列分析   

Fig. 1  Amino acid sequence of NbPTP1. The signal peptide was marked in grey background, and the potential 
O-glycosylation sites were highlighted in bold.  
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图 2  重组质粒 pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 的检测 

Fig. 2  Analysis of pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 recombinant 
plasmid. (A) PCR identification of pMT/Bip/V5-His 
A-NbPTP1. M: DNA marker; 1: PCR product. (B) 
Digestion identification of pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 

with BglⅡand XhoⅠ. 
 

 
 

图 3  Western blotting 分析 NbPTP1 在果蝇 S2 细胞

中的表达 

Fig. 3  Western blotting analysis of NbPTP1 expressed in 
Drosophila S2 cell lines. (A) Analysis NbPTP1 expression 
by NbPTP1 polyclonal antibody. M: protein molecular 
weight marker; 1: supernatant from pMT/Bip/V5-His A 
transfected S2 cells; 2: pellet from pMT/Bip/V5-His A 
transfected S2 cells; 3: supernatant from pMT/Bip/V5-His 
A-NbPTP1 transfected S2 cells; 4: pellet from 
pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 transfected S2 cells. (B) 
Analysis NbPTP1 expression by V5 monoclonal antibody. 
M: protein molecular weight marker; 1: supernatant from 
pMT/Bip/V5-His A transfected S2 cells; 2: pellet from 
pMT/Bip/V5-His A transfected S2 cells; 3: supernatant 
from pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 transfected S2 cells; 4: 
pellet from pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 transfected S2 
cells. 

膜上的 NbPTP1 抗体已被成功洗脱。随后利用 V5

抗体对同一 PVDF 膜上的蛋白质进行杂交，发现

V5抗体也能识别果蝇 S2细胞中胞内表达的融合蛋

白，且与 NbPTP1 抗体杂交的条带一致 (图 3B)，

说明果蝇 S2细胞内表达的NbPTP1融合蛋白带有

V5标签，由于 V5标签和 His标签位于同一开放

阅读框内，暗示 His 标签也成功融合表达在重组

蛋白中，可用于后续融合蛋白纯化。 

2.4  融合蛋白的糖基化修饰分析 

根据 NbPTP1 序列分析发现其具有潜在的糖

基化修饰特征，利用辣根过氧化物酶(HRP)标记的

ConA，结合 Lectin blotting检测方法，分析果蝇

S2细胞内表达的 NbPTP1融合蛋白糖基化修饰特

征。由图 4A 可知，HRP 标记的 ConA 可以在转

染重组质粒和空载质粒的细胞上清及胞内表达物

中分别识别多条具有糖基化修饰的蛋白条带。但

被 ConA识别的蛋白条带中，仅有 55 kDa蛋白条

带最清晰，且蛋白浓度最大。经一抗、二抗去除

液处理后，PVDF 膜上的 HRP-ConA 已被成功洗

脱。随后利用 V5 抗体对同一 PVDF 膜上的蛋白

质进行杂交，结合图 4B的 Western blotting检测

结果，此 55 kDa 蛋白条带既能被 HRP 标记的

ConA 识别也能被 V5 标签抗体识别，说明该    

55 kDa蛋白条带为融合表达的 NbPTP1蛋白，而

其他未能被 V5抗体识别的条带应为果蝇 S2细胞

自身表达的糖蛋白。因此，融合表达的 NbPTP1

蛋白具有糖基化修饰。 

2.5  融合蛋白的 O-糖基化特征分析 

前期研究发现海伦微孢子虫 EhPTP1 和脑炎

微孢子虫 EcPTP1均具有 O-糖基化修饰，而不具

有 N-糖基化修饰[19-22]；同时我们发现家蚕微孢子

虫天然极管蛋白 1具有 O-糖基化修饰特征 (未发

表)。因此，利用 β-消除法对果蝇 S2 细胞内表达

的 NbPTP1融合蛋白 O-糖基化修饰进行了分析。

实验结果发现，不论是天然的 NbPTP1 还是果蝇  
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图 4  Lectin blotting分析果蝇 S2细胞中表达NbPTP1

的糖基化修饰 

Fig. 4  Lectin blotting analysis the glycosylation of 
NbPTP1 expressed in Drosophila S2 cell lines. (A) 
Analysis the glycosylation of NbPTP1 by HRP-ConA 
antibody. M: protein molecular weight marker; 1: 
supernatant from pMT/Bip/V5-His A transfected S2 
cells; 2: pellet from pMT/Bip/V5-His A transfected S2 
cells; 3: supernatant from pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 
transfected S2 cells; 4: pellet from pMT/Bip/V5-His 
A-NbPTP1 transfected S2 cells. (B) Analysis NbPTP1 
expression by V5 monoclonal antibody. 1: supernatant 
from pMT/Bip/V5-His A transfected S2 cells; 2: pellet 
from pMT/Bip/V5-His A transfected S2 cells; 3: 
supernatant from pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 transfected 
S2 cells; 4: pellet from pMT/Bip/V5-His A-NbPTP1 
transfected S2 cells. 

 
S2细胞表达的 NbPTP1融合蛋白，经过 0.1 mol/L 

NaOH处理不同时间后，PTP1总蛋白量有所减少；

经一抗、二抗去除液处理后，Lectin blotting检测

结果发现 PTP1 蛋白中的糖蛋白含量也会随反应

时间延长而降低，但糖消除速度明显快于蛋白降

解速度 (图 5)。说明果蝇 S2细胞表达的 NbPTP1

与天然 PTP1 一样，均具有 O-糖基化修饰，且

ConA可以结合在 O-糖链上。 

3  讨论 

自 1857 年 Nageli 从病蚕中分离到第一个微

孢子虫起，研究人员对微孢子虫的形态结构、分

类、侵染机制等方面进行了大量研究。微孢子虫

宿主域广、种类繁多，不同种属微孢子虫均拥有

一个独特的侵染器官——极管。 

 

 
 

图 5  家蚕微孢子虫天然 NbPTP1 与果蝇 S2 细胞中表

达 NbPTP1 的 O-糖基化修饰特征 

Fig. 5  Analysis of O-glycosylation of NbPTP1. (A) 
NbPTP1 from Nosema bombycis was treated with NaOH. 
(B) NbPTP1 expressed in Drosophila S2 cell lines was 
treated with NaOH After treatment, samples were analyzed 
by SDS-PAGE followed by either immunoblotting with 
polyclonal rabbit antibody (bottom panel) or labeled ConA 
overlay (top panel).  

 
极管蛋白 1 作为微孢子虫中第一个被鉴定的

能定位于极管上的蛋白，其含量最为丰富，也是

目前研究的最为透彻的极管蛋白。随着各微孢子

虫基因组测序工作相继完成[24-25]，发现各种属微

孢子虫极管蛋白 1的序列中 N端均具有信号肽、

富含脯氨酸、具有糖基化修饰等特征。研究发现，

EhPTP1 和 EcPTP1 均具有 O-甘露糖基化修饰，

并且证实极管蛋白 1 的糖基化修饰与微孢子虫对

宿主的侵染有密切联系[9,16-17]。蛋白质的糖基化修

饰在许多病原真菌侵染宿主的过程中起着粘附、

侵染和维持稳定等重要作用[26]。自然界中许多病

原都具有类似侵染机制，如添加外源糖可以降低
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动物体内病原细菌 E. coli的粘附宿主细胞能力，

从而阻止病原侵染[27]。对于肠道原虫，它们大多

利用自身表面糖蛋白粘附宿主上的粘膜细胞进而

侵染宿主[28-29]。推测微孢子虫极管蛋白 1 的 O-

糖基化修饰可能在保护自身极管免受宿主细胞消

化或与宿主细胞膜上的甘露糖受体发生相互作用

的过程中发挥功能，从而促进微孢子虫对宿主的

侵染[19,30-31]。 

由于蛋白溶解性极差，使得从微孢子虫中分

离纯化天然极管蛋白 1 并进行后续功能研究变得

十分艰难。另外，微孢子虫具有一层厚而坚固的

孢壁，加之其严格的细胞内寄生，现有的遗传操

作体系在微孢子虫体内均无法实施，因此，微孢

子虫中蛋白质功能研究进展相对缓慢。为了更好

地研究 NbPTP1 功能，前期我们已经成功地对其

进行了原核表达，制备了相应的多克隆抗体，但

原核表达的 NbPTP1 蛋白并不能真实反映家蚕微

孢子虫极管蛋白的天然折叠及翻译后修饰特征，

对后续研究其功能造成了阻碍。目前，家蚕微孢

子虫也可以通过酵母表达系统异源表达相关蛋

白，研究其功能[32]；然而，酵母表达时常出现表

达的蛋白发生自剪切的情况。与酵母表达系统相

比，果蝇 S2表达系统结合了哺乳动物细胞和昆虫

表达系统的优点，培养条件要求低，生长周期短，

是一种成本低廉、容易操作的高效表达系统。本

研究利用果蝇 S2 细胞表达家蚕微孢子虫的极管

蛋白 1，能表达既具有天然构象、又具有翻译后

糖基化修饰的蛋白，为后续 NbPTP1 的功能研究

奠定基础。 

本研究是首次利用果蝇 S2 异源真核表达系

统表达家蚕微孢子虫的极管蛋白。结果表明，

NbPTP1蛋白在果蝇 S2细胞内成功表达，其分子

量比理论分子量偏大约 15 kDa，通常情况下发生

翻译后修饰的蛋白质都会比其理论分子量大；并

且表达的蛋白能够被 ConA 抗体识别，说明其具

有糖基化修饰特征；β-消除反应后果蝇 S2细胞表

达的 NbPTP1 上糖链被消去的速度明显快于总蛋

白的降解速度，说明果蝇 S2细胞表达的 NbPTP1

融合蛋白与家蚕微孢子虫天然 PTP1 蛋白一致，

都是 O-糖基化蛋白；融合蛋白具有 V5、His标签

便于后续蛋白纯化。然而，此融合蛋白的表达还

存在一些不足之处，需要在后续实验中改进：1) 

果蝇 S2表达系统所用载体 pMT/Bip/V5-His A中

Bip 序列是一个分泌型信号，能使表达的目的蛋

白分泌到细胞上清中，无需裂解细胞就能获得大

量的目的蛋白[33]。在昆虫表达系统中提高异源蛋

白分泌表达的一大策略就是使用一个昆虫特异的

信号肽来替代异源蛋白信号肽[34]，然而并非所有

信号肽的替换都能成功地将异源蛋白表达至细胞

上清中[35]，此外更换信号肽对某些特定蛋白质的

分泌表达程度并无任何影响[36]。我们的实验结果

发现，去除了目的蛋白 NbPTP1 的信号肽，仅靠

Bip 序列并不能将表达的目的蛋白分泌到细胞上

清中，因此后续会优化信号肽序列与表达条件。

2) 可建立稳定表达 NbPTP1的细胞系，让蛋白在

细胞上清中持续分泌表达，利于大规模的连续生

产[37-38]。3) 可利用融合蛋白带有His标签的特征，

对表达的 NbPTP1 蛋白进行分离纯化，进行后续

糖基化修饰位点、糖链特征鉴定及其功能分析。 
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