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广州管圆线虫病在我国台湾和福建两省发生

了多起暴发流行事件,全国各地散发病例的报道也

时有发生, 我国卫生部在 2003 年将其列为新发传

染病 [1]。广州管圆线虫病的流行地域已经不局限于

太平洋沿岸国家和地区 , 在美洲、欧洲和澳洲都有

发生,广州管圆线虫病已被世界公认为新流行或再

流行的人兽共患寄生虫病[2]。广州管圆线虫病是由

三期幼虫的感染而引起的以嗜酸性粒细胞增多性

广州管圆线虫抗原 IF 的体外表达系统的建立和分析
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摘 要:【目的】建立广州管圆线虫特异性抗原中间纤维( IF)基因的体外表达系统 , 研究 IF 蛋白的结构和功

能关系。【方法】将 IF基因亚克隆入原核表达载体 pET- 30a- c(+)并在原核中诱导表达 , Western blot 鉴定融合表

达产物的免疫特性 ,用组氨酸( His)亲合层析柱分离纯化表达产物 , 鉴定表达体系效率。生物信息学分析目的蛋

白结构和功能关系。【结果】抗原基因 IF在原核中与 6 个组氨酸进行了融合表达 ,以可溶性表达为主 ,并能在该

系统中大量、稳定表达 , 其相对分子质量 Mr = 48×103, 该表达产物具有较好的抗原性 , 可被大鼠感染血清识别 ,

抗原 IF具有典型的中间纤维家族特征 ,该蛋白具有多个抗原表位存在。【结论】建立了 IF的有效原核表达系统 ,

IF抗原蛋白的结构决定了它的属性和功能。
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Angiostrongylus Cantonensis: Construction of Expression System in Vitro and

Identification of Antigen Gene IF
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Abstract: 【Objective】To construct the expression system in vitro of specific antigen cDNA, the intermediate

filament gene (IF) of Angiostrongylus cantonensis, and study IF protein structure correlating its property and function.

【Methods】The IF cDNA was subcloned into the prokaryotic expressing vector pET- 30a- c(+) and expressed in vitro.

The immuno- characteristics of expressed products were identified by western blot, the expressed products His- tagged

were isolated and purified by affinity chromatography resins and the expression ratio was analyzed. The correlation

between structure and function of IF proteins was analyzed by bioinformatics. 【Results】The antigen IF was expressed

as recombinant protein fused with 6 histidine, it could be expressed effectively as soluble protein. The molecular mass

of antigen IF was Mr=48×103, it had effective antigenicity and could be recognized by infected rat antiserum. IF

protein had the characteristics of intermediate filament protein family and several hydrophilic domain as well.

【Conclusion】An effective prokaryotic expression system of antigen IF of Angiostrongylus cantonensis was constructed,

the study showed that the structure of IF protein determine its property and function.
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脑炎或脑膜脑炎为主的中枢神经系统的损害,严重

的可造成死亡。但因为缺少有效的诊断手段,该病

的误诊率颇高,寻找适合的抗原来制备诊断试剂成

为防治该病的热点和关键。在前期工作中,我们通

过免疫探针筛选获得了广州管圆线虫特异性抗原

候选基因中间纤维 ( intermediate filament, IF) [3] , 为

此本研究将对该基因进行体外表达、鉴定分析以及

运用生物信息学分析和预测该蛋白的结构和功能

特征 , 建立 IF 基因的有效表达系统 , 为 IF 抗原的

制备奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

载体 λTriplEx2 (CLONTECH, 美国 ) , pET-

30a- c(+)载体和 BL21(DE3)菌株(INVITROGEN,美

国), 限制性内切酶 BamHⅠ和 SalⅠ( NEB, 美国 ) ,

PCR 引 物 ( 上 海 博 亚 合 成 ) , Taq Plus I DNA

Polymerase (上海生工 ) , T4 DNA Ligase (MBI, 美

国) , NC膜( Pall,美国) , Ni- NTA His·Bind Resin 和

抗 6 个组氨酸抗体 ( NOVAGEN, 美国 )。离心机

Hettich Universal 32R (HETTICH, 德国 ; 半径 5.5

cm )。

1.2 IF 的 pET- 30a- c(+)原核表达载体的构建

IF cDNA片段在前期工作中已构建于噬菌体

载体 λTriplEx2 中 , 将其亚克隆入 pET- 30a- c(+)原

核表达载体。

1.2.1 引入 BamHⅠ和 SalⅠ限制性酶切位点的

PCR 扩增 引入 BamHⅠ酶切位点的上游引物

ET- IF P1 BamH 5′>GCGGATCCCTAGTCAAATTG

TCGAATATTG< 3′和引入 SalⅠ酶切位点的下游引

物 ET- IF P2 Sal 5′>GCGTCGACTTACGTAG CGCT

TTGACTC<3′扩增目的片段。在总体积为 50 μL反

应体系中, 加入 10×PCR Buffer 5 μL, dNTPs( 10

mmol/L) 2 μL,上下游引物( 10 mmol/L)各 1 μL,重

组 质 粒 pTripE/IF 模 板 1 μL, Taq Plus I DNA

Polymerase( 5 U/μL) 0.5 μL, ddH2O 39.5 μL。反应

条件为: 95 ℃ 2 min热启动, 94 ℃ 45 s, 64 ℃ 45 s,

72 ℃ 60 s, 35个循环, 72 ℃延伸 10 min,产物行 10

g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定。PCR 产物和 pET- 30a- c

(+) 载体的纯化按 Qiaquick Gel Extraction Kit 说明

书进行。

1.2.2 IF基因 PCR 产物和 pET- 30a- c (+) 载体的

SalⅠ单酶切 纯化的载体和 IF PCR 产物分别用

紫外分光光度计定量后分别进行 SalⅠ单酶切。

pET- 30a- c(+)载体经 SalⅠ酶切后生成 pET/ SalⅠ:

反应体系为 25 μL, 10×SalⅠ Buffer 2.5 μL, pET-

30a- c(+) vecter(20 ng/μL) 5 μL, SalⅠ( 10 U/μL) 1

μL, ddH2O 16.5 μL混匀, 37 ℃ 15 h, 65 ℃ 20 min

灭活。IF基因 PCR产物经 SalⅠ酶切后生成 IF/ Sal

Ⅰ:反应体系为 25 μL, 10×SalⅠ Buffer 2.5 μL, IF

PCR Products(25 ng/μL) 4 μL, SalⅠ ( 10 U/μL) 1

μL, ddH2O 17.5 μL, 混匀 , 37 ℃ 15 h, 65 ℃ 20 min

灭活。酶切产物进行回收、纯化。

1.2.3 SalⅠ单酶切产物的 BamHⅠ单酶切 纯化

的 pET/ SalⅠ载体框和 IF/ SalⅠ产物经定量后分

别进行 BamHⅠ酶切。pET/ SalⅠ载体的 BamHⅠ酶

切反应 :反应体系为 25 μL, 10×BamHⅠ Buffer 2.5

μL, BSA( 1 g/L) 0.25 μL, pET/ SalⅠvecter(20 ng/

μL) 6 μL, BamHⅠ ( 20 U/μL) 1 μL, ddH2O 15.25

μL, 混匀 , 37 ℃ 15 h, 65 ℃ 20 min 灭活。IF/SalⅠ

PCR 产物的 BamHⅠ酶切反应 : 反应体系为 25

μL, 其中 10×BamHⅠ Buffer 2.5 μL, BSA( 1 g/L)

0.25 μL, IF/SalⅠ PCR products (25 ng/μL) 5 μL,

BamHⅠ( 20 U/μL) 1 μL, ddH2O 16.25 μL, 混匀 ,

37 ℃ 15 h, 65 ℃ 20 min灭活。IF/SalⅠ和 pET/ Sal

Ⅰ的 BamHⅠ酶切产物的回收、纯化同上。

1.2.4 双酶切产物的连接和转化 纯化的 pET-

30a- c(+)双酶切载体与 IF 双酶切 PCR 产物按其摩

尔比 1∶12 混合,建立 20 μL的连接反应体系。10×

T4 DNA Ligase Buffe 2 μL, IF 双酶切 PCR 产物 3

μL, pET 双酶切载体( 50 ng) 1 μL, T4 DNA Ligase

( 3 U/μL) 1 μL, ddH2O 13 μL, 混匀 , 22 ℃ 6 h, 65

℃ 10 min。常规氯化钙法制备 BL21(DE3)细菌感

受态,连接产物的转化和筛选按文献[ 4]进行。重组

质粒扩增后抽提质粒 DNA 直接电泳。重组质粒

DNA为模板 , 以 ET- IF P1 BamH 和 ET- IF P2 Sal

为引物进行 PCR扩增,反应条件同上。质粒的双酶

切鉴定:反应体系为 50 μL,其中 10×BamHⅠ Buffer

5 μL, BSA 0.5 μL, BamHⅠ 2 μL, SalⅠ 2 μL,

pET- IF(30 ng/μL) 8 μL, ddH2O 32.5 μL混匀, 37 ℃

过夜 , 65 ℃ 20 min 灭活 , 双酶切产物行 10 g/L琼

脂糖凝胶电泳并摄像记录。同时阳性重组质粒送上

海博亚公司进行核苷酸序列测定。

1.3 重组质粒 pET- IF 在 BL21(DE3)中的诱导

表达
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以空质粒 pET- 30a- c(+)的 BL21(DE3)表达菌

株为阴性对照,进行 pET- IF的融合表达。将- 70 ℃

质粒表达菌株划线接种在 LB/Kan 平板上 , 37 ℃倒

置培养过夜, 挑取单克隆转接入 3 mL LB/Kan培养

液, 37 ℃ 280 r/min振摇培养 12～16 h, 1∶100转接入

新鲜 LB/Kan培养液, 37 ℃ 280 r/min振摇培养 2.5～

3 h,至 A600=0.5～0.7。留取 1 mL菌液作为诱导前样

品, 吸取若干份 1 mL菌液加入 IPTG至终浓度为 1

mmol/L, 30 ℃ 280 r/min诱导表达,对照组于诱导后

4 h 留取样品, 融合表达菌液分别于诱导后每隔 1

h留取 1份 1 mL菌液样品, 留取至 8th h。

1.4 pET- IF 表达产物的 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电

泳和Western blot 鉴定

留取表达样品 13 000 r/min离心 1 min 收集菌

体 , 加入 100 μL 1×SDS- PAGE 上样缓冲液重悬裂

解 , 煮沸 5 min, 13 000 r/min 离心 1 min 行 SDS-

PAGE,按预定顺序各加样 15 μL, 电泳结束后一块

凝胶用考马斯亮蓝 R- 250 染色并记录结果 , 另外

一块凝胶在冰浴下 100 V电压下转印 NC膜 1 h,

描记 Marker 泳带 , 余下泳带置 50 g/L脱脂奶粉 4

℃轻缓振摇过夜封闭,取出 NC膜 ,于室温 PBST洗

膜 3～5次, 每次 5 min, 泳条分别用抗 6×His抗体

( 1∶1 000 稀释)和大鼠感染血清( 1∶100 稀释) (已经

大肠杆菌预吸附) 置脱色摇床 37 ℃轻缓振摇结合

1～2 h,取出 NC膜 , 室温 PBST洗膜 3～5 次 , 每次 5

min, 置兔抗小鼠 IgG- HRP 溶液( 1∶300 稀释 ) 37 ℃

轻缓振摇结合 1～2 h, 取出 NC膜 , 室温 PBST洗膜

3～5次,每次 5 min, DAB显色,记录图像。

1.5 重组蛋白的可溶性分析

配备菌体裂解缓冲液 : 50 mmol/L NaH2PO4、

300 mmol/L NaCl、10 mmol/L咪唑、pH 8.0。将小量

诱导表达的菌液以及未诱导表达的对照菌液各取

1 mL, 分别 13 000 r/min 离心 1 min, 弃上清 , 加入

菌体裂解液缓冲液 25 mL, 重新悬浮细胞沉淀 ,加

入新鲜配制的溶菌酶至终浓度为 1 mg/mL,冰上放

置 30 min, 冰上超声破菌(输出 80 W, 强度 40 %,

超声 1 s,停 2 s, 超声 4 min) , 10 000 r/min 离心 10

min,可溶性上清液和不溶性沉淀经裂解后行 SDS-

PAGE电泳。

1.6 表达蛋白的 His亲和层析纯化

将表达质粒按上述方法大量表达后收集菌体

超声裂解,留取蛋白裂解上清液进行 His 亲合层析

纯化。将 4 ℃保存的 Ni- NTA His·Bind Resin 平衡

至室温并充分悬匀, 将 2.5 mL加入空柱 , 弹除气

泡 ,开放出口滤出乙醇储存液 , 再加入 15 mL无菌

去离子水洗涤 , 加入 12 mL 蛋白结合缓冲液使

Resin具有吸附能力,逐渐加入蛋白裂解上清液,液

体流尽后,加入 4 mL蛋白纯化清洗缓冲液清洗,重

复 1 次后,加入 0.5 mL蛋白纯化洗脱缓冲液 ,洗脱

8 次 , 分管收集 , 每管取 5 μL加入 10 μL 2×SDS-

PAGE 上样缓冲液 , 沸水浴 10 min, 行 SDS- PAGE,

考玛斯亮蓝染色并记录结果。

1.7 生物信息学分析

为了解 IF蛋白的结构和功能关系,登陆网站 ,

在线进行蛋白理化性质、一级、二级结构和亲水性

分析 , 用 SWISS- MODEL Protein Modelling软件进

行蛋白三级结构分析。

2 结 果

2.1 原核表达载体 pET- IF 的构建

特异性抗原候选基因 IF 与噬菌体载体

λTripIEx2 重组成为 λTripIEx2- IF,经 PCR 引物(引

入了 SalⅠ和 Bam H Ⅰ限制性酶切位点)扩增出片

段长度和序列与目的基因相符的 PCR产物,双酶切

后将其定向亚克隆入原核表达载体 pET- 30a- c (+)

构建为重组质粒 pET- IF,经质粒直接电泳、PCR 扩

增,单酶切、双酶切和核苷酸序列测定证实 IF 基因

按正确的读码框和方向亚克隆入了 pET- 30a- c (+)

表达载体多克隆位点 , IF 基因 5′端连接 6 个组氨

酸编码序列( 6·His) ,终止密码子为 IF 基因的终止

密码, pET- IF按预定设计成功克隆。

2.2 pET- IF 原核表达产物的 SDS- PAGE 鉴定

纯化的 pET- IF以氯化钙方法转化入大肠杆菌

BL21(DE3)进行诱导表达,表达目的蛋白的最适诱

导条件为 1 mmol/L的 IPTG 30 ℃诱导表达 6 h。诱

导后的表达产物经 SDS- PAGE 检测 , 重组质粒

pET- IF表达蛋白谱明显增加一条蛋白条带 , 在未

经 IPTG诱导的空质粒 pET和重组 pET- IF 均未见

该条带 , 该条带位于 Mr=45 000 和 Mr=66 000 之

间,与生物信息学推测的目的融合蛋白相对分子质

量 Mr=48 000 相符, 重组质粒 pET- IF 在大肠杆菌

BL21(DE3)中成功表达出目的蛋白。pET- IF 的融

合表达产物以可溶性表达为主,目的蛋白占菌体可

溶性总蛋白的 23 %, 纯化后蛋白纯度可达 82.26

%。pET- IF的鉴定结果如图 1。
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2.3 pET- IF 表达产物的Western blot 鉴定

pET- IF在大肠杆菌 BL21(DE3)中的表达产物

经 SDS- PAGE 转印到硝酸纤维素膜上 , Western

blot 鉴定目的蛋白均能被抗 6×His 单克隆抗体和

大鼠感染血清识别, 证明融合表达蛋白表达了 6×

His标签和抗原 IF蛋白,是为融合表达。pET- IF的

融合表达产物同时具有与大鼠感染血清中抗体结

合的能力 ,保持了 IF 的抗原性。Western blot 鉴定

结果见图 2。

2.4 抗原 IF 的生物信息学分析

ProtParam tool 分析推导氨基酸半衰期在哺乳

动物红细胞为 1 h, 在酵母内为 30 min, 而在大肠

杆菌中大于 10 h, 这一特性保证了 IF蛋白在有效

的原核表达时间内保持稳定并达到在丰度表达 ( 6

h) ,从理论上保证了 IF 原核表达体系的成功构建。

二级结构分析 , IF 具有 α- 螺旋和 β- 折叠 , EMBL

的 smart分析具有 2个螺旋( coiled- coil)结构 ,分别

位于第 1- 76和 6- 247位氨基酸之间, 构成了中间

纤维的 1 区和 2 区。绘出 IF 的结构简图包括 L1-

1B- L12- 2A- L2- 2B-尾部(图 3) ,该结果表明,研究

所获得的 IF 基因正确编码出中间纤维的特征结

构,并具有完整的羧基端。在线经 Expasy 分析 IF-

cDNA推导氨基酸的疏水性结果表明存在多个亲

水性区域,说明 IF具有多个抗原表位。三级结构分

析 , 本研究获得的 IF 经 SWISS- MODEL Protein

Modelling模型构建结果如图 4, IF的三级结构包括

了折叠集中的球部和明显线性结构的尾部,符合中

间纤维家族蛋白三级结构。

图 1 pET- IF 表达产物 SDS- PAGE 分析

Fig. 1 Analysis of insoluble and pur ified soluble pET- IF

exression products

1: pET induced; 2: pET- IF uninduced; 3: purified soluble

pET- IF expression products; M: protein molecular marker

图 2 pET- IF 融合表达产物的 Western blot 鉴定

Fig. 2 Identification of the pET - IF fusion protein by

Western- blot

1: identified by anti- His monoclonal antibody; 2: identified by IF

antiserum; M: protein ladder

图 3 IF 的二级结构分析及结构图绘制

Fig. 3 The secondary structure analysis of IF

图 4 IF 的三级结构分析

Fig. 4 The ter tiary structure analysis of IF

中山大学学报(医学科学版) 第 27 卷

103 Mr

103 Mr

622



[1]

[2]

3 讨 论

广州管圆线虫病成为近年来严重危胁人类健

康的新发传染病。广州管圆线虫三期幼虫通过螺和

蜗牛等软体动物或污染蔬菜而经消化道感染人体,

引起人的广州管圆线虫病,临床主要表现为药物难

以控制的剧烈头痛等神经系统损害,因此常被误诊

为细菌性或病毒性脑膜炎或脑膜脑炎 [5] ,该病具有

较高的病死率和致残率。但目前广州管圆线虫病的

诊断尚缺乏有效的检测手段,主要原因是至今未能

获得用于诊断的理想抗原。

很多学者力求通过分离的虫体蛋白组分来寻

找广州管圆线虫特异性的诊断抗原 , 如 Maleewong

等 [6]纯化出的 Mr=29 000, Eamsobhana 等 [7]纯化的

Mr=31 000、Wongkham等 [8]纯化的 Mr=315 000 和李

华等 [9, 10]纯化的 Mr=320 000 和 Mr=330 000 都证实

在广州管圆线虫的检测中具有较高的敏感性和特

异性,但不同学者用相同的方法却得到的相对分子

质量上非常相近的抗原蛋白,这些不同实验室得到

的理想的抗原分子是不同蛋白还是相同蛋白,无法

证实也难以重复,因为直接分离虫体蛋白组分的方

法具有很大的局限性,尚不能明确获得蛋白的氨基

酸序列或核酸编码序列。为获得明确的特异抗原,

本研究从功能基因的筛选着手, 获得了 IF 特异性

抗原基因及其表达蛋白,其性质明确并可大量稳定

表达 , 重组载体 pET- IF 经大肠杆菌表达 , IF 蛋白

以可溶性表达为主, 占菌体可溶性总蛋白的 23%,

纯化后可得 82%的纯度,能满足诊断抗原的制备需

求,也可以用于疫苗的研究。与虫体蛋白组份分离

的研究策略相比优点更加突出,这为广州管圆线虫

的免疫机制研究和免疫诊断奠定了良好的前期工

作基础。

本研究在前期工作中构建了广州管圆线虫成

虫噬菌体文库 ,经免疫筛选获得了抗原基因 IF, 该

cDNA片段长 1 510 bp,推测氨基酸序列长 371 aa,

生物信息学分析属中间纤维家族蛋白,筛选实验表

明该基因表达蛋白有较好的特异性,可望成为广州

管圆线虫候选诊断抗原和疫苗候选分子。为进一步

确定该基因表达产物的理、化性质 , 并建立一套能

够大量并有效表达该抗原的表达系统,特进行了该

基因的亚克隆 , 融合蛋白的表达、鉴定和生物信息

学的深入分析。本研究构建了抗原 IF的原核表达

载体 pET- IF,经体外诱导表达 ,表达产物为目的蛋

白 , 并能被大鼠感染血清所识别 , 表达产物较好地

保留了原目的蛋白的抗原性 ,为利用该表达产物制

备诊断抗原和进一步研究抗原 IF的特性奠定了基

础。分析抗原 IF的结构和功能的关系, IF的氨基酸

序列编码的结构在原核中具有较长的半衰期 ( 10

h) ,因此本研究中构建的表达体系可以制备出表达

量、纯度和抗原性理想的目的蛋白。分析二、三级结

构,抗原 IF具有典型的中间纤维家族蛋白结构 ,形

成了较完整的空间构象 , 确保了目的蛋白的稳定

性。亲水性分析表明抗原 IF存在多个亲水基团,表

明抗原 IF具有多个抗原表位,尤其是在“尾部”,因

为“尾部”为多变区 , 因此推测抗原 IF 的特异性来

自于“尾部”,这为进一步优化和利用该抗原提供了

依据。

pET- IF重组原核表达载体的构建和表达大大

简化了获取目的蛋白的操作,并保证目的蛋白的生

物活性。pET- 30a- c(+)在氨基酸和羧基端各带有由

6 个组氨酸编码基因组成的组氨酸标签 ( 6×His

Tag) , 本研究中构建的重组 pET- IF保留了氨基端

的组氨酸标签, 终止密码子采用的是 IF 基因读码

框的终止密码子, 融合表达蛋白不带有羟基端 6×

His 标签 ,根据融合表达蛋白羧基端的组氨酸可以

被抗 6×His抗体识别并结合的特性, IF基因的融合

表达蛋白就可以用抗 6×His抗体鉴定和纯化出来。

IF 融合蛋白带有的 6×His 标签相对分子质量 Mr=

0.84×103,与谷胱甘肽转移酶(GST)融合表达载体 [11]

的 GST标签(Mr=26.8×103)相比 ,由于其分子远远小

于目的蛋白 IF (Mr=48×103) , 在 SDS- PAGE 和

Western blot 的鉴定中可以乎略不计。组氨酸为蛋

白中的稀有氨基酸,只占氨基酸总量的 2%,组氨酸

连续排列现象在蛋白中则更为少见,抗 6×His抗体

与蛋白 IF无交交叉反应。另外, 6×His的简单序列

也不会影响 IF 蛋白的功能 ,对 IF 蛋白的功能进行

研究时也不用切除标签蛋白,从而避免了因标签蛋

白切除不充分或非特异酶切造成的对蛋白研究的

影响。
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