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摘 要 根据日本血吸虫菲律宾株编码 $!C5DE 蛋白的基因设计引物，以日本血吸虫中国大陆株成虫 -F*G 为模

板，用 F60HIF 法扩增出大小为 11".> 的基因片段。经序列分析推断该基因片段为编码日本血吸虫中国大陆株

$!C5DE 蛋白基因的完整阅读框，与菲律宾株该基因的碱基序列同源性为 2"J。将其克隆到表达载体 >:6$"8（ K ）

中，在大肠杆菌 LM$! 中获得表达，融合表达产物分子量约为 $1C3DE。利用日本血吸虫成虫抗原免疫血清对该表达

产物进行 N,=A,/B 印迹检测，在预测位置出现了明显的识别条带，说明该基因的表达产物具有抗原性。
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血吸虫病是一种流行广泛、危害严重的人畜共

患寄生虫病。虽然治疗血吸虫病的药物吡喹酮疗效

较好，但无法防止重复感染，且存在用药副反应等问

题。因而，为控制和消灭血吸虫病，迫切需要开拓免

疫预防的途径。为此，人们积极开展了血吸虫病疫

苗的候选抗原研究。近有研究结果显示 PQ: 抗体在

血吸虫病的保护性免疫中起着重要作用［!、$］，R8S8(0
(8 ) T I［4］等 !222 年用来自抗血吸虫成虫抗原应答中

高 PQ: 滴度人群的 PQ: 抗体从日本血吸虫菲律宾株

中筛选出编码 $!C5DE 蛋白的基因。本研究针对在

我国流行的日本血吸虫中国大陆株，采用 F60HIF
方法克隆到相应基因，通过对该基因进行同源性分

析发现其与血吸虫多种膜相关蛋白基因有不同程度

的同源性。本试验并对 $!C5DE 蛋白基因在大肠杆

菌中的表达及表达产物的抗原性进行了研究，为评

估其表达产物在日本血吸虫病抗感染免疫中的作用

提供了条件。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌 株 和 质 粒：大 肠 杆 菌（ 3 ) 0(,#）6U! 和

LM$!，质粒 H=D，>:6$"8（ K ）分别由中国科学院上海

生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所和中

国农业科学院上海家畜寄生虫病研究所保存。

"#"#! 日本血吸虫中国大陆株成虫：由中国农业科

学院上海家畜寄生虫病研究所钉螺室以感染性钉螺

维持的日本血吸虫中国大陆株安徽品系尾蚴感染新

西兰大白兔，1 周后剖杀冲虫，液氮冻存备用。

"#"#’ 主要酶类及其他生化试剂：各种 E*G 限制

酶购自 68V8F8 公司。63 连接酶购自 H/’-8Q8 公司。

琼脂糖、W;(+,/ L,8X= E*G 回收试剂盒及 HIF 系列试

剂均为生工生物工程公司产品。反转录酶 GY&、6/0
;Z’( 试剂购自 U;.<’ 公司。硝酸纤维素膜（*I 膜）系

上海四青生化材料厂产品。辣根过氧化物酶（RFH）

标记的羊抗兔 PQU 系华美生物工程公司产品。

"#"#( HIF 引物：根据已报道的编码日本血吸虫菲

律宾株 $! )5DE 抗原基因 45$!C5［4］的序列设计引物，

扩增日本血吸虫中国大陆株的相应基因。引物 !：

1[0GIUUG6IIG6UUIUGU6GIGGUUGGI04[，引 物 $：

1[0II6I6IUGU66GG66U666UU6U6GIUII04[。 为 便

于 HIF 产物的克隆及表达，分别在两引物的 1[端设

计了一个 .+6RP 和 7"(P 位点。引物由上海基康生

物技术有限公司合成。

"#! 方法

"#!#" 反转录聚合酶链反应（F60HIF）：取液氮冻存

的日本血吸虫成虫 $%% -Q，分别按 6/;Z’( 试剂盒和



反转录试剂盒说明抽提其总 !"#，并反转录成 $%&
"#。取 ’!( $%"# 为模板进行 )*!，)*! 反应条件

分别为 +,-预变性 ./01，然后 +,-’ /01，..- ..2，
34-,.2，共 56 个 循 环，循 环 结 束 后 34- 延 伸 ’6
/01。

!"#"# )*! 产物的克隆和鉴定：将 )*! 产物用 708&
9:; <:=>2 %"# 回收试剂盒进行回收，利用 )*! 产物

两端 的 !"#?@ 和 $%&@ 位 点，将 )*! 产 物 及 A7B
（ C ）质粒分别酶切后用 7089:; <:=>2 %"# 回收试剂

盒进行回收，按文献介绍的方法连接，并转化到大肠

杆菌 DE’，分别用 !"#?@ 和 $%&@ 进行限制性酶切

分析鉴定重组克隆。将阳性克隆用 7=1F:;2 双脱氧

核糖核酸末端终止法测序，由上海基康生物技术有

限公司完成。

!"#"$ 与其它膜相关蛋白基因的碱基序列和氨基

酸序列的一致性比较：将克隆得到的 ’(4’G3（*H）的

序列及其理论推测氨基酸组成用 <8=2I 软件分析其

与其它相关基因及蛋白的序列一致性。

!"#"% 融合基因在大肠杆菌中的表达：按文献的方

法，从测序后确定的重组质粒 )2J（ C ）K ’(4’G3（*H）

中用限制酶 !"#?@ 和 $%&@ 切出 ’(4’G3（*H）全长编

码基因片段，克隆到表达型质粒 ALD4M=（ C ）相应的

酶切位点中，转化表达宿主菌 <(4’，经酶切鉴定及

测序无误后，阳性克隆接种到含卡那霉素（.6!FN/(）

的 (< 液体培养基中，53-培养过夜，取 .6!( 培养液

加到 ./( 含卡那霉素（.6!FN/(）的 (< 液体培养基

中，53-通气培养 4H 后，加入 @)DE 至终浓度 ’//O8N
/(，进行诱导表达，分别于加入 @)DE 6H、4H、,H、PH、

MH 时各取 ’/( 离心收集菌体，按文献［,］进行 7%7&
)#EL（聚丙烯酰胺分离胶浓度 ’4Q，浓缩胶 .Q）观

察表达时相变化。

!"#"& 融合蛋白抗原性鉴定：将表达量高时相段的

产物进行 7%7&)#EL，再转移到硝酸纤维膜上，转移

条件为 6G4. #，5 H，用经 ALD4M=（ C ）载体转化的大

肠杆菌培养液吸附处理过的日本血吸虫成虫抗原免

疫血清作一抗，按文献［,］的方法进行 R:2I:;1 印迹

检测。

!"#"’ 基因表达产物的纯化：在 ALD4M=（ C ）中融合

表达的外源蛋白均带有一段 ?02 序列，可用专门的

?02<01> !:201 蛋白纯化试剂盒来纯化融合蛋白，按

纯化试剂盒说明书操作，纯化融合蛋白。

!"#"( 7S4’G3 编码蛋白的结构和功能预测：用 #"&
D?L 软件和计算机辅助疫苗设计软件对 7S4’G3 编码

蛋白的结构域、功能域和可能的抗原表位进行预测。

# 结 果

#"! !"#!"(（)*）全长编码基因的克隆及序列分析

以日本血吸虫中国大陆株成虫 /!"# 为模板，

参照菲律宾株 ’(4’G3 基因序列设计引物，用 !D&
)*! 扩增出一段大小为 .3. TA 的 %"# 片段。将其

克隆到 A7B（ C ）上，重组质粒经酶切鉴定含插入片

段。通过测序并进行序列分析，推断该片段含编码

日本 血 吸 虫 中 国 大 陆 株 4’G3J% 抗 原 的 全 序 列

’(4’G3（)%）。该编码基因 U!V 为 ..MTA，编码 ’M.
个氨基酸（图 ’）。测序后比较其与日本血吸虫菲律

图 ’ 日本血吸虫中国大陆株和日本血吸虫菲律宾株、

曼氏血吸虫 4’G3J% 蛋白氨基酸序列比较

V0FW’ $O/A=;02O1 OX 2:YZ:1$: OX =/01O =$0> OX 4’G3J% A;OI:01
<:I[::1 ’(4’G3（)%）、’(4’G3 =1> 7/4’G3

图 4 7%7&)#EL 分析 *’(4’G3（)%）在大肠杆菌中的表达

V0FW4 7%7&)#EL =1=8\202 OX :]A;:220O1 A;O>Z$I2 OX
;’(4’G3（)%）01 + W ,&-.

’ W );OI:01 /=;J:;；

4、,、P、M W ALD4M=（ C ）K *’(4’G3（)%）01>Z$:> [0IH @)DE XO; 6H，4H，,H

=1> PH；5，.，3，+W ALD4M=（ C ）01>Z$:> [0IH @)DE XO; 6H，4H，,H =1>

PH；’6W AZ;0X0:> *’(4’G3（)%）:]A;:220O1 A;O>Z$I

宾株该基因碱基序列的同源性，发现有 + 个碱基不

同，分别在 34，M,，’’6，’’4，’+M，44M，45’，536，5M5 位

置，由碱基 *、E、D、E、#、#、D、*、D 改换为 D、D、E、D、

E、E、#、D、*，二者同源性为 +MQ。经软件分析发

现这 +个 碱 基 的 变 化 导 致 了 5 个 氨 基 酸 的 变 换
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（图 !）。

!"! 同源性比较

经软件分析发现 !"!"#$（#$）于其它几种膜相

关蛋白在碱基序列和氨基酸组成上都有一定的同源

性。其与曼氏血吸虫的 !%!"#$、!%!% 基因的碱基

同源性为 &&’，编码氨基酸序列同源性为 (%’；与

曼氏血吸虫 !%!!#(、!%!!、!%!)#& 基因，日本血吸

虫 !"!!#(、!"!! 基 因 编 码 氨 基 酸 同 源 性 分 别 为

*!’、*!’、+%’、%&’、%&’；与 肝 片 吸 虫 的 两 个

,-! . 结合蛋白的氨基酸同源性为 %+’。

!"# !"!$"%（#$）在大肠杆菌中表达及其产物的鉴

定

将目的片段克隆到 /01!&-（ . ）中，酶切鉴定及

测序证实克隆无误，通过不同时相诱导表达，表明诱

导 !2 已达最高表达时相（图 !）。用 345 6478 9:547
试剂盒纯化，;<;=>?@0 结果显示该融合表达产物

&!"!"#$（,2）分子量约为 !*#% A<，与推测的大小相

符合（图 +）。

图 + ;<;=>?@0 分析 &!"!"#$（#$）的纯化产物

B4CD+ ;<;=>?@0 -7-EF545 GH /IJ4H4:8 &!"!"#$（#$）

0K/J:554G7 /JG8ILM5
"，!，+，%，* D ;-N/E:5 HJGN 84HH:J:7M LGEE:LM:8 MIO:5；(D >JGM:47 N-JA:J

!"& 表达产物的抗原性测定

以重组表达产物进行 ;<;=>?@0，经电转移到

P, 膜上，用经 /01!&-（ . ）的大肠杆菌转化子培养

液吸附的日本血吸虫成虫抗原免疫血清做一抗进行

Q:5M:J7 印迹检测，结果在约 !*#%A< 处有一明显的

识别条带（图 %），证实重组表达产物与日本血吸虫

抗原的一致性。说明所克隆编码日本血吸虫大陆

株 !"#$A<蛋 白 基 因 的 表 达 产 物 具 有 良 好 的 抗 原

性。

!"’ ()!$"% 编码蛋白的结构和功能域预测

用 ?P130 软件对 ;R!"#$ 编码蛋白进行结构和

功能域预测，结果显示该蛋白没有信号肽；虽与一些

膜蛋白有高度的同源性但却没有跨膜区（图 *），且

与 1S;B 膜蛋白家族成员无同源性；亲、疏水区均匀

分布（图 (）。对其功能性肽段分析结果显示该担保

具有 P=糖基化位点，0B 手型 ,-! . 结合区和一些激

酶的磷酸化位点（结果见表 "）。计算机辅助疫苗

设计软 件 分 析 结 果 表 明 "()="(& 的 氨 基 酸 序 列

TUU1@;VQS 为 1细胞抗原表位，具有较强的免疫原

性。

图 % 用日本血吸虫成虫抗原的免疫血清进行

Q:5M:J7=OEGMM47C 分析重组 &!"!"#$（#$）的抗原特异性

B4CD% Q5M:J7=OEGMM47C -7-EF545 GH &!"!"#$（#$）

:K/J:554G7 /JG8ILM
>JGO:8 W4M2 M2: 5:JIN 4NNI74X:8 W4M2 !" -8IEM WGJN -7M4C:7

"D >JGM:47 N-JA:J；! D 0K/J:55:8 /JG8ILM GH /01!&-（ . ）Y &!"!"#$
（,2）；+D 0K/J:55:8 /JG8ILM GH /01!&-（ . ）

图 * !"!"#$L 的跨膜区预测结果

B4CD* S:NOJ-7:=5/-7747C J:C4G7 /J:84LM4G7 J:5IEM5 GH !"!"#$L

图 ( !"!"#$L 的疏水性预测结果

B4CD( 3F8JG/2GO4L4MF /J:84LM4G7 J:5IEM5 GH !"!"#$L
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表 ! !""!#$% 结构和功能域预测

&’()* ! &+* ,*-.)/- 01 -/,.%/.,’) ’12 3.1%/401’)
50/43- 03 !""!#$%

!"#$ %& ’()$ !*#+$, -()$ -$.*$/0$ %& 12 12

!34560%’65")(%/ ’()$’ 7 789 : 7;< !=->

?=3@" ’()$’ 7 8A : ;<
BCBDB!EF

GH??=

ID@ IJ%’KJ%,65")(%/

’()$’
<

L8 : LM -NE

7<L : 7OA GED

@D!IJ%’KJ%,65")(%/

’()$’
O

O : ; -GP?

QM : 8A ->=B

8L : ;7 GH??

IGD IJ%’KJ%,65")(%/

’()$’
7 7O; : 7QO DFDH??ER

!37Q315S65")(%/

’()$’
<

;M : M< NHD1!?

7<< : 7<M NNRD1B

6 讨 论

血吸虫病是一种重要的人畜共患病，在世界范

围内广泛分布，严重威胁着人畜健康。大量现场研

究资料表明，人类在血吸虫感染后可获得自然免疫

力，提示发展血吸虫病疫苗的策略是可行的 2
近年来的研究工作表明，F4? 抗体在血吸虫病

免疫中起着重要的保护性作用［7，<，8］。F4? 抗体是巨

嗜细胞介导杀伤作用的基本成分，F4? 抗体在血吸

虫病的免疫作用中激活了巨嗜细胞，诱发了抗血吸

虫的细胞毒反应，且 F4? 激发的细胞毒反应具有种

属特异性［; T 9］。另有研究发现，F4? 抗体能刺激机体

血小板的杀童虫作用［7A］。由于 F4? 抗体在血吸虫保

护性免疫中起的重要作用，在血吸虫候选疫苗抗原

的研究中，分离能刺激机体产生 F4? 抗体的相关抗

原基因引起了人们的重视。>"&"55" 2 U @［O］等用来自

于抗血吸虫成虫抗原应答中高 F4? 滴度人群的 F4?
抗体筛选出日本血吸虫菲律宾株的 <7VMSB 蛋白基

因。本研究则针对在我国流行的中国大陆株，参照

该基因序列设计引物，用 EG3I@E 方法克隆得到日

本血吸虫中国大陆株的相应基因 !"<7VM（#$），经测

序和序列分析发现其与菲律宾株有 9 个碱基的差

异，序列同源性达 9LW，造成 O 个氨基酸的变化，这

些差别可能反映了地理品系之间的差异。

在血吸虫生活周期中，表膜蛋白分子既是虫体

细胞的组成部分，对虫体结构的维系和寄生生活起

重要作用，又易受到宿主的免疫攻击。用识别血吸

虫表膜蛋白的单克隆抗体做被动转移保护实验，可

产生 OAW T 8AW的保护效果［77］；重组的 -#<O 表膜

蛋白 能 使 小 鼠 获 得 QAW T 8AW 的 保 护 力［7<］，被

X>YZGBE 选定为血吸虫候选疫苗分子之一。因此

这一类蛋白分子在抗血吸虫疫苗研究中倍受研究者

的关注。本试验克隆所得的基因及其理论推测氨基

酸组成用 [5"’) 软件进行了同源性分析，结果表明该

基因编码的蛋白与曼氏血吸虫和日本血吸虫多种膜

相关蛋白有较大的同源性。此外该蛋白与肝片吸虫

的两个 @"< \ 结合蛋白［7O、7Q］有较大的同源性，肝片吸

虫的这两个 @"< \ 结合蛋白皆属具有 ?= 手型模体的

@"< \ 结合蛋白，能可逆地与钙离子结合［7O、7Q］，此结果

暗示该蛋白也可能与血吸虫对 @"< \ 的利用有关。

利用 1!G>? 软件对 !"<7VM% 编码蛋白质的结

构和功能域进行了分析，结果表明该蛋白质虽类属

于膜蛋白但却没有跨膜区，其亲、疏水区呈均匀分

布，推测该蛋白质可能是一种位于细胞膜表面的天

线蛋白，可在信号接受和传递方面起重要作用。分

析结果还显示该蛋白质具有几种酶的磷酸化位点，

提示其可能是磷酸化 ]去磷酸化信号途径中的重要

成分。该蛋白质还具有一个 ?= 手型 @"< \ 结合域，

这一结果和同源性分析的其与肝片吸虫两个属 ?=
手型模体的 @"< \ 结合蛋白同源的结果相吻合，说明

该蛋白质应与血吸虫对 @"< \ 的利用有关。分析又

发现该蛋白质具有 !3糖基化位点，糖蛋白是血吸虫

各阶段的重要抗原物质，在血吸虫免疫应答及免疫

调节方面起着重要的作用［78］，该蛋白质具有糖基化

位点对作为疫苗候选抗原甚为有利，但糖蛋白在血

吸虫的免疫应答中可能具有双重效应，即既可以诱

导保护性抗体，亦可能诱导封闭性抗体的产生，但从

该蛋白质相应诱导的 F4? 抗体在血吸虫病保护性免

疫中起重要作用的实验事实考虑，它应能诱导保护

性抗体的产生，当然对此还应作进一步的研究。此

外应用计算机辅助疫苗设计软件对该蛋白质进行分

析，发现该蛋白质具有诱导细胞免疫的氨基酸序列，

显示该蛋白质还可能有诱导 G 细胞免疫的潜能。综

上所述，该蛋白质作为抗血吸虫病基因工程疫苗候

选抗原值得深入研究。

本文研究结果对进一步研究其生物学功能，进

而探讨其在血吸虫病防治中的作用打下了基础。
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