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摘 要 以日本血吸虫/0!1为模板，用02’340法快速克隆到一大小约-%%56的7!1片

段，7!1序列分析证实，所扩增到的7!1片段中含有日本血吸虫&&8-膜相关蛋白（9:’&&8-
（4;））基因，将该基因重组到表达型质粒6<=>’)2中，表达的<92融合蛋白分子量约).?7，

用谷胱甘肽琼脂糖凝胶亲和层析柱纯化的重组蛋白不仅纯度好，而且得率高，纯化产量可达

)%/@／A培养物，免疫试验结果表明该重组蛋白具有良好的抗原性，为其在血吸虫病抗感染

中的免疫作用研究创造了条件。
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血吸虫病是一种重要的寄生虫病，在世界范围内广泛分布，国内流行株为日本血吸虫

中国大陆株，该虫株不仅感染牛羊等动物，而且也给人类的健康造成危害。一方面，在血

吸虫生活周期中，表膜分子是虫体细胞膜的组成部分，对虫体结构的维持和寄生生活起重

要作用；另一方面，由于虫体以表膜和寄生宿主直接相互接触，最容易受到宿主的免疫攻

击。用识别血吸虫表膜的单克隆抗体做被动转移试验，可提供*%D!C%D的保护力［$］，

因此这一类分子在抗血吸虫疫苗研究时倍受研究者关注。

血吸虫表膜相关分子中已鉴定的主要有&&8-?7、&*?7、&C?7、*&?7、*(?7、)%?7等

分子［&!C］，除此之外，丙糖异构酶（23E）、三磷酸甘油醛脱氢酶（<137F）等酶类分子被研

究发现也分布于表膜上［C］。在这些分子中，曼氏血吸虫和日本血吸虫的&&8-?7及&*?7
等膜类分子的基因已被克隆和表达［-，(］，且重组的9/&*膜蛋白可使小鼠获得)%D!
C%D的保护力［.］。本研究旨在采用02’340法快速克隆日本血吸虫&&8-?7膜相关蛋白

基因，并对其在大肠杆菌中的表达产物的抗原性加以研究，为评估其表达产物在日本血吸

虫病抗感染免疫过程中所起的作用提供了条件。

& 材料与方法

&"& 材料

&"&"& 菌株与质粒：大肠杆菌（!"#$%&）2<$和2G$，质粒6<=>’)2，噬菌粒69H（I），
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辅助性噬菌体!"#$%&均为上海生物化学研究所保存。

!"!"# 日本血吸虫中国大陆株成虫：由中国农科院上海家畜寄生虫病研究所钉螺室维

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，’周后剖杀冲虫所得。

!"!"$ 主要酶类及其它生化试剂：各种()*限制酶、+,()*连接酶、$-./01酶、低熔

点琼脂糖、+2340-和5)*反转录试剂购自6789%公司，硝酸纤维膜（)9膜）是四青生化

材料厂产品，辣根过氧化物酶标记的抗小鼠7:6，谷胱甘肽琼脂糖凝胶和还原型谷胱甘肽

是;3:<=公司产品，>95系列试剂购自>20<.:=公司，+&()*测试试剂盒为?;8公司

产品。

!"!"% >95引物：根据现已发表的日本血吸虫@@A’B(膜蛋白（;CD@@E’（*F））()*序

列［&］设 计 引 物。引 物"：GHD9*6**++9*+669**9+*9+6*6+*9D#H，相 对 应 于;CD
@@E’%5I中的"!"JKL；引物@为：GHD96**69++++*96**6*966+6++96D#H，对应

于;CD@@E’%5I中GGJ!G&’KL。为了便于>95产物的克隆，在引物"和引物@的两端分

别设计了一个!"#5"和$%&M#位点，由中国科学院上海细胞生物学研究所合成。

!"# 方法

!"#"! 反转录聚合酶链式反应（5+D>95）：取新鲜冻存的日本血吸虫成虫"NN<:，用

+2340-试剂抽提总5)*，反转录成O()*，取@$PO()*进行>95，>95反应条件为：Q#R
,GS，TGGR,GS，T&@R’NS，共#G个循环，循环结束后自动延伸@N<3/。

!"#"# >95产物的克隆和鉴定：利用>95产物两端的!"#5"和$%&M#位点，参照文

献［Q］中介绍的方法将其克隆到L;$（T）质粒上，按?;8+&测序试剂盒说明书操作，测

定其核苷酸序列，与;CD@@E’膜蛋白（;CD@@E’（*F））的()*序列相比较进行鉴定。

!"#"$ ;CD@@E’膜蛋白基因在大肠杆菌中的表达：按常规方法，将经序列分析鉴定的

L;$（T）／;CD@@E’质粒中;CD@@E’基因片段用!"#5%和’()"切出，$-./01酶补平并克

隆到经’*("线性化的表达型质粒L6UVD,+中，选择正向重组子，转化宿主菌+8"中。

取GN$P转化菌过夜培养物接种G<P@WX+培养基，#&R@GN2／<3/培养#Y，加入7>+6
至终浓度为"<<0-／P，继续培养。在诱导表达（加入7>+6）NY，"Y，@Y，#Y，,Y，GY，’Y和&Y
分别取等量培养物，离心收集菌体，进行;(;D>*6U凝胶电泳，观察时相表达的变化。

!"#"% L6UV／;CD@@E’的大肠杆菌表达产物的纯化：L6UV／;CD@@E’重组表达产物为;CD
@@E’与载体L6UV中@’B(6;+的融合蛋白，所以可用载体上的6;+进行亲和纯化。以

"NN<P@WX+培养物诱导表达GY，参照文献［"N］方法，用谷胱甘肽琼脂糖亲和层析一步

纯化表达产物。纯化表达产物分别用;(;D>*6U凝胶电泳和紫外分光光度法确定其纯

度和表达量。

!"#"& 表达产物和日本血吸虫成虫粗抗原免疫小鼠血清的反应性测定：将日本血吸虫

成虫粗抗原免疫小鼠血清用L6UVD,+表达产物充分吸附，直到(0ZDUP7;*检测抗@’B(
6;+抗体为阴性止，然后用吸附血清与重组表达产物作[.SZ.2/K-0Z反应，检查重组表达

产物是否具有抗原性。

# 结 果

#"! ’()##*+膜蛋白基因的克隆鉴定
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图! 免疫印渍转移试验，示日本血吸虫成虫抗原

免疫血清识别纯化的"#$%#&&’(抗原

)*+’! ,-./-"0123/40425.*.3678"*6*-9"#$%#&&’(15/:-
.-"8;*;;80*<-9=*/:$%=3";40/*+-0.
>’;4"?-"；@’7ABC／$%#&&’(／DE@；&’7ABC／DE@

图@ 7$F（G）／$%#&&’(和7ABC／$%#&&’(限制酶分析

)*+’@ H-./"*I/*30-09308I2-4.-40425.*.36
7$F（G）／$%#&&’(4097ABC／$%#&&’(

>’!JKL／!"#9"；@’$%#&&’(MNH7"398I/；&’7$F（G）／

$%#&&’(／$%&H# G!"#9"；!’7ABC／$%#&&’(／$%&H#

以 日 本 血 吸 虫 中 国 大 陆 株 成 虫

;HKL为模板，参照$%#&&’(基因序列

设计引物，用MNH方法扩增出一段大小

约(OO17左右的JKL片段，将其克隆

到7$F（G）上（见图@）。通过序列分析

证实 该 扩 增 片 段 中 含 有 日 本 血 吸 虫

&&P(?J膜蛋白基因（$%#&&P(），该基因

QH)为RS(17（见图&），编码@T@个氨

基酸，相应的蛋白分子量为&&P(?J。日

本血吸虫粗抗原免疫血清与重组表达产

物的,-./-"0123/试验结果也证实了重

组表达产物与日本血吸虫抗原的一致性

（见图!）。

!"! #$%!!&’在大肠杆菌中的表达及表

达产物的纯化

重组表达质粒7ABC／$%#&&’(在大

肠杆菌DE@中经UMDA诱导呈高效表

达，表 达 产 物 的 大 小 为 VW?J，其 中

7ABC载体部分为&(?J，$%#&&’(膜蛋

白为&&P(?J，为了确定最佳表达条件，

我们进行了表达时相的分析（见图V），

结果表明，在&XYD培养基中，转化菌

经UMDA诱导后，O$R:内融合蛋白的

表达量呈递增趋势，R:后融合蛋白的水

平基本稳定，不再上升，故我们把诱导表

达时间选定在R:。

表达产物用谷胱甘肽琼脂糖凝胶亲

和纯化后，所得到的产物在$J$#MLAB
图谱上呈 现 为 一 条 清 晰 的 条 带（见 图

R），据紫外分光光度法’&WO值计算，重

组表达产物的纯化表达量为VO;+／Z大

肠杆菌培养物，由此可以看出，用这种亲

和纯化的方法所得到的产物不仅具有良

好的纯度，而且表达产物的纯化得率也高，为今后动物免疫试验提供了保证。

!"( 表达产物的抗原性测定

以重组表达产物作为抗原进行$J$#MLAB凝胶电泳，并转移到K’N’膜上，用经

7ABC表达产物吸附的日本血吸虫粗抗原免疫血清进行检测，显色后在VW?J处有一明显

的杂交条带（见图!），显示了重组蛋白具有良好的抗原性，可用于对其免疫学特性的进一
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步研究，确定它与抗日本血吸虫感染之间的关系。

图! "#$!!%&（’(）、")!!%&（*)）和"#$!!%&（*+）,-*序列比较

./0%! ’1)234/516178(959:+96$917"#$!!%&（’(）;/8(8(15917")!!%&36<!!%&（*+）

=(9215/8/16;(9498(969$>918/<95;949)/55/60;949/6</$389<?@!
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图! "#"$%&’(凝胶电泳，显示)%*’不同

诱导时间的表达产物

+,-.! "#"$%&’(/01123456172,489:1,541,;2<,17)%*’
=，>，?，@，!，A，B，C：)489:1,547593D；E.%3512,4;03F23.

图A "#&"$%&’(凝胶电泳

+,-.A "#"$%&’(56/93,6,283$"G$??.B
E：%3512,4;03F23.>.%93,6,283$"G$??.B／*H)；

?./’(I／"G$??.B／*H)；@./’(I$?*／*H)；!.*H).

! 讨 论

近年来，日本血吸虫基因工程疫苗的研究在候选抗原基因的克隆和表达方面取得了

不少进展［J，>>!>!］，候选抗原基因主要分为三类：膜蛋白类、肌蛋白类和酶类分子，在膜蛋

白分子中重组的?@F#抗原具有一定的保护力，但至今尚无有关"G$??.B重组蛋白的抗原

性及其与日本血吸虫病抗感染关系的报道。本研究是在参照已报道的"G$??.B膜蛋白基

因（"G$??.B（&9））序列的基础上［K］，用%LM法克隆而得到"G$??.B（L7）基因，该基因在大

肠杆菌中的表达产物的N2D1234OP51试验结果表明了其良好的抗原性。

我们克隆的"G$??.B（L7）基因序列与";$??.B:#Q&相比［B］，同源性为CJR，相应的

氨基酸的同源性为C>R；和N0,42克隆的"G$??.B（&9）基因相比［C］，Q$端和L$端较保守，

变异主要分布于中间区域，在其SM+中有!个碱基的差异：他们发表的序列中在?B@O/
处为’，我们测得该处为&，即’!&（&3-!TUD），@C?处*!L（氨基酸不变），这些差别可

能反映了地理品系之间的差异。

N0,42曾报道"G$??.B（&9）在!"#$%&中的表达研究，表达量为?=;-／T培养物，而我

们的克隆株"G$??.B（L7）纯化后的得量为!=;-／T培养物，获得高的表达量对未来的疫苗

生产更具有实际应用价值。虽然未能得到"G$??.B（&9）抗原，难以就"G$??.B（&9）和"G$
??.B（L7）的抗原性进行比较，但本试验结果证实了重组的"G$??.B（L7）具有良好的抗原

性，为该抗原的应用提供了前提保证。

致 谢 本研究得到了中国科学院上海生化所潘 华博士，中国农科院上海家畜寄生虫

病研究所叶 萍、刘金明、李 浩和傅志强等同志的帮助，在此表示感谢！
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