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华支睾吸虫的一个 !型 !"#基因的表达、纯化
与免疫反应性鉴定

伍忠銮，余新炳，吴 德，徐 劲，吴忠道，胡旭初

（中山大学基础医学院寄生虫学教研室，广东 广州 (&""%"）

摘 要：【目的】扩增华支睾吸虫一个 !型谷胱甘肽转移酶（/:$>2099 62:?0?@1A5< ?B0594<B09< A4 !"#$#%&’() )($*$+
)(), C9DEFG）基因，明确是否存在内含子，进行原核表达，纯化其表达产物，鉴定免疫反应性。【方法】用 HCI方
法从成虫 >JKL文库和基因组中扩增出目的基因，测序，定向克隆到原核表达载体 M)F$#"0 N O P，在大肠杆菌

’Q!& R J)#表达，按照K1$KFL060BA9<说明书纯化重组蛋白，用十二烷基硫酸钠$聚丙烯酰胺凝胶电泳 N 9A=1:/=A=<$
>S2 9:240?<$MA2S0>BS20/1=< 6<2 <2<>?BAM@AB<919T EJE$HLD)P、薄层色谱 N ?@15$20S<B >@BA/0?A6B0M@ST FQC P 和免疫印迹
（U<9?<B5 V2A??156）分析。【结果】!)-./0 基因全长 W(, VM，没有内含子，构建的原核表达质粒 M)F$#"0 N O P

$C9DEFG在大肠杆菌中得到了有效表达，0B，M)F$#"0 N O P $C9DEFG X #& Y &"#。重组蛋白达总蛋白的 #+Z，纯化后的重组
蛋白纯度为 +%Z，重组蛋白在纯化前后均有免疫反应性。【结论】!)-./0基因没有内含子，在大肠杆菌中能有效
表达，纯化前后的重组蛋白都具有免疫反应性。
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华支睾吸虫病是广东省目前最严重的寄生虫

病，严重威胁人民的身体健康，是迫切需要解决的

一个公共卫生问题 8 ! I。寻找有诊断和药物靶标研究

价值的蛋白质是采取综合防治措施消灭华支睾吸

虫病的重要切入点之一。为此，我室建立了华支睾

吸虫成虫 7J<K质粒文库并进行了大规模的筛选、
测序，获得了大量的 L:M和全长基因。谷胱甘肽转
移酶（$%&’(’)*+,- ’.(,/0-.(/-/C N:M/）（LO DP FP !P !Q）
是一组由多个基因编码的、具有多种功能、广泛存

在于从原虫到脊椎动物的各种生物体内的同工

酶。它以膜结合形式或胞浆内二聚体形式存在，寄

生性蠕虫胞浆内的 N:M/居多。胞浆内 N:M/分为
!、"、#、$和 %型，各型又分为不同的亚型。O/6
N:M@ 属于胞浆内 N:M/，主要位于成虫的皮层
（’-$&R-,’）和实质（3(.-,7)SR(）。其中皮层细胞胞
体最多，输卵管的皮层和卵巢次之，与华支睾吸虫

的代谢和生殖有关 8 D I，且与其他吸虫无交叉免疫反

应性 8 T I，可能是一个理想的诊断和药物靶标分子。

本文报告关于 !),-./基因的扩增、克隆、在大肠
杆菌中的表达、纯化及免疫反应性鉴定。

! 材料与方法

!P ! 材 料
!P !P ! 虫体、血清、文库、质粒和菌株 华支睾吸
虫成虫从市场购买的新鲜猫肝中获取，华支睾吸虫

病人血清取自粪检阳性的华支睾吸虫病人。7J<K
质粒文库由本室构建，克隆载体为 3U%&-/7.*3’ !:V
的改造载体（上海联众科技研究院），含 :0*"K和
:0*"U 接头序列，酶切后可定向插入 7J<K 片段
（:0*"K":0*"U）。原核表达质粒 3LM6T"( ? W B由香
港中文大学冯明钊教授惠赠。大肠杆菌 JXF !、
UYD! Z JLT由本室保存。
!P !P D 主要试剂和工具酶 M([(\( L2 .01M@酶

?含 A<M]B、2&#\ "、-0" "、J<K标准 ?JY!F"""、
JYD""" B、ME J<K连接酶购自大连宝生物工程公
司，异丙基硫代 6 &6J6 半乳糖苷（*/+3.+3S%’)*+
$(%(7’+/*A-C ^]MN）购自美国 3.+R-$(公司。<*6<MK
K$(.+/- ?O(’P <+P T"D!" B 购自德国 _^KNL< 公
司。羊抗人 ^$N 6过氧化物酶购自武汉博士德生物
工程有限公司。二氨基联苯胺（A*(R*,+5-,‘*A*,-C

JKU）购自北京鼎国生物技术有限公司。蛋白质分
子标准购自广州威佳科技公司（中科院上海生化研

究所产品）。J<K回收试剂盒、质粒抽提试剂盒、
:J:、丙烯酰胺、亚甲双丙烯酰胺、过硫酸胺等试剂
购自上海申友生物技术公司。

!P !P T 引物合成 扩增 !),-./ 基因的引物由
上海生工生物工程技术公司合成。

!P D 方 法
!P DP ! 7J<K文库的筛选及 !),-./基因的获得
华支睾吸虫 7J<K 文库经转化 JXF ! 感受态细
胞，蓝白斑筛选阳性克隆，送上海联众科技研究院

测序。那些同时含有 :0*"K和 :0*"U接头序列的基
因是已经测通的基因。用 <OU^的 a\b b^<JL\程
序寻找所测序列的完整的阅读框，再用 5%(/’2程序
判定所得到的序列是已知基因还是新基因。其中一

个序列（编号为 ""!7"c(）的可读框 ?a\bB与华支睾
吸虫的已知基因— !),-./（N-,U(,V 的登录号为
YEcHHD）完全一样。
!P DP D !),-./基因的扩增、原核表达质粒的构
建及鉴定 根据已测序的 !),-./ 基因的全长编
码区序列，利用 J<K7%&5和 37.A-/*$,软件设计引
物。上游引物 ]! 为 F dONNKKMMOKMNNOMOOON6
MKMMNNN Td，引入了 2&#\"酶切位点；下游引物
]D 为 FdONNMONKOMMMKNNNKMNOKNNNNTd，引
入了 -0""酶切位点。两条引物的退火温度相近并
且不相互配对，]D是根据 !),-./基因终止密码
子后面的第 E"6FF位碱基序列设计的。按文献 8 E I
方法提取华支睾吸虫成虫基因组。分别以 O/N:M@
文库质粒和基因组为模板，用 M([(\( L2 .01M@酶

扩增 !),-./基因的反应条件如下：HF e预变性 T
R*,，HE e变性 ! R*,，FH e退火 F" /，cD e延伸 !
R*,，共 T"个循环，最后 cD e延伸 Q R*,。]O\产物
用 !D $ Z Y 的琼脂糖凝胶电泳分析后，基因组的
]O\产物送上海申友生物技术公司测通，文库的
]O\产物回收，进行 2&#\"和 -0""双酶切C 与进
行同样双酶切的原核表达载体 3LM6T"( ? W B 按物
质量比 T6E f ! 用 ME J<K 连接酶于 !# e连接 !Q
)。连接产物转化 UYD! Z JLT感受态细胞，卡那霉素
筛选阳性克隆。对阳性质粒进行 ]O\、双酶切和测
序鉴定（送上海申友生物技术公司测序）。

!P DP T !),-./ 基因在大肠杆菌 UYD! Z JLT 的
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图 ! 从基因组 "#$和 %"#$ 文库 &’(扩增的 ’)*+,-
产物

./01 ! &’( 23456%7) 48 ’)*+,- 8349 0:;49/% "#$ <;5
%"#$ =/>3<3?

)*+, !- .*/0,/ 1)( """2 3*+, (- 456 7/89:;< 8= !"!#$% =/8>
?,+8>@; 1AB2 3*+, C- 456 7/89:;< 8= 5D%&’. =/8> ;1AB 3@E/*/F

图 @ 原核表达质粒 2A,BCD< E F G H ’)*+,- 的双酶切和
&’(鉴定
./01 @ &34I<3?47/% :J23:))/4; 2=<)9/5 2A,BCD E< G H ’)B
*+,- K<) /5:;7/8/:5 >? 546>=: :;L?9: 5/0:)7/4; <;5 &’(

)*+, !- .*/0,/ 1)( """2 3*+, (- 456 7/89:;< 8= <G, /,;8>E@+*+<
73*D>@92 3*+, C- 6,;8>E@+*+< 73*D>@9 7H’IC"* J K L M 5D%&’. 9@?,D<,9
N@<G &’(6 "*+9 #)* "2 3*+, O- 73*D>@9 7H’（C"* J K L 9@?,D<,9 N@<G
&’(6 "*+9 #)* "2 3*+, P- .*/0,/ 1) !P """

诱导表达 以含空质粒 7H’IC"* J K L的 Q)(! R 1HC
为阴性对照。含重组质粒 7H’IC"* J K L I5D%&’.的
Q)(! R 1HC 接种于含有卡那霉素的培养基，C# S
振荡培养过夜后按 !" >) R )比例转接，在 C# S振
荡培养至 +T"" U "V T，取出 !V P >)菌液作为诱导前
样品，加入 W4’%（终浓度为 ! >>83 R )）诱导培养 O
G，取出 !V P >)菌液作为诱导后样品。所有样品离
心后收集菌体，加入 !"" !) ! X &1&I4B%H上样缓
冲液裂解后，煮沸 C >@+，取 !P !)行 &1&I4B%H（分
离胶 !P" ? R )，浓缩胶 P" ? R )），用考马斯亮蓝染
色，观察有表达后，进行大量表达及纯化。

!V (V O ,"!#$% 基因在大肠杆菌 Q)(! R 1HC 的
大量诱导表达及在非变性条件下的纯化 参照

A@IA’B B?*/8D,说明书进行。C# S振荡培养过夜的
菌液按 (" >) R )比例转接至 T"" >)培养液中，在
C# S振荡培养至 +T"" U "V T，取出 !V P >)菌液作为
诱导前样品，加入 W4’%（终浓度为 ! >>83 R )）诱导
培养 O G，取出 !V P >)菌液作为诱导后样品。余下
菌液 O """ X -离心 (" >@+，收集沉淀，称重后 M ("
S过夜。次日将收集的菌体置冰上溶 !P >@+，每克
菌重加入 P >)裂解缓冲液重悬后加入溶菌酶至终
浓度为 ! >? R >)，冰上放置 C" >@+后冰上超声破
碎（功率 !P" Y，持续 ! D，停 ( D，共 !( >@+），O S
!" """ X -离心 C" >@+Z 收集上清，取上清（可溶
蛋白）和沉淀（不溶蛋白）分别加入 O X &1&I4B%H
上样缓冲液和 ! X &1&I4B%H 上样缓冲液，同前
处理样品。每 O >)上清加入 ! >) A@IA’B B?*/8D,，
O S (P" / R >@+摇 ! G后，全部加入层析柱，用 O >)
洗涤缓冲液洗 (次后，每次用 ! >)洗脱缓冲液洗
脱，共洗脱 O 次，收集洗脱液（含纯化的重组蛋
白）。取洗脱液加入 O X &1&I4B%H上样缓冲液，同
前处理、电泳及染色，送本校分析测试中心进行

’)5分析重组蛋白的相对量。
!V (V P 重组蛋白纯化前、后的免疫反应性鉴定
免疫印迹实验按文献 [ P \ 方法进行，&1&I4B%H的
分离胶为 !]" ? R )，浓缩胶为 P" ? R )，蛋白分子标
准用氨基黑染色。华支睾吸虫病人血清先用饱和的

含 7H’IC"* J K L 的大肠杆菌 Q)(! R 1HC 的菌体蛋
白进行初步的纯化后作一抗，稀释度为 !^ P""，二
抗羊抗人 W?%I过氧化物酶按说明书稀释，底物显
色系统为 1BQI_(‘(。

( 结 果

(V ! ’)*+,-基因的扩增

用 4!、4(从文库和基因组中扩增的 456产物
在 !( ? R )的琼脂糖凝胶上都是位于 #P" E7与 P""
E7之间的单一条带（图 !），与预期的大小一致。基
因组的 456产物测通后表明 ,"!#$%基因没有内
含子。

(V ( 重组质粒 2A,BCD<E F GB’)*+,-的鉴定
456、双酶切鉴定（图 (）和测序结果表明原核

表达重组质粒 7H’IC"* J K L I5D%&’.克隆成功。

(V C ’)*+,-基因在 MN@! O "AC中的表达、纯化
W4’%诱导后 O G，重组菌体在 %/为 C! X !"C 附

近有一新的、浓染的蛋白质条带，而诱导前和空质

粒菌体无，重组蛋白在菌体沉淀和裂解上清都较

多，得到了较好的纯化（图 C）。’)5分析显示重组蛋
白在细菌总蛋白占 Cab，在菌体不溶蛋白中占
(]b，在菌体可溶蛋白中占 (Tb，纯化蛋白的纯度
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图 ! "#$ % &’() * + % ,-./$0 在大肠杆菌的表达产物
及其纯化产物的免疫印迹分析

1234 ! $56 67"86--69 "8:9;<= :> "#$ % &’() * + % ,-?
./$0 2@ !4 <:A2 (@9 2=- ";82>269 "8:9;<= (@(ABC69 DB
E6-=68@ DA:==2@3

&’() !* +,-./.)0 +-10,23 1/ 415,65) +-13).( +78 9 :"’ ; < = 9 >4?
@A8B 3-’(4/1-C’(34D 5’() E* +78 9 :"’ ; < = 9 >4@A8B 3-’(4/1-C’(34
F.3G HI8@ .(0,23.1( /1- J GD 5’() :* +78 9 :"’ ; < = 9 >4@A8B 3-’(4?
/1-C’(34 F.3G1,3 HI8@ .(0,23.1(D 5’() J* +78 9 :"’ ; < = 3-’(4/1-C’(34
F.3G HI8@ .(0,23.1( /1- J GD 5’() K* I-13).( C’-L)-

中山大学学报 ;医学科学版 = 第 EK 卷

图 & "#$?&’() * + % ,-./$0在大肠杆菌的表达产物及
其纯化产物的 FG’ 3 H I /J/?KL.#分析

1234 & $56 67"86--69 "8:9;<= :> "#$?&’! ) * + % ,-./$0
2@ !" #$%& (@9 2=- ";82>269 "8:9;<= (@(ABC69 DB FG’ 3 H I
/J/?KL.#

&’() !* I-13).( C’-L)-D 5’() E* +78 9 :"’ ; < = 3-’(4/1-C’(34
F.3G1,3 HI8@ .(0,23.1(D 5’() :* +78 9 :"’ ; < = 3-’(4/1-C’(34 F.3G
HI8@ .(0,23.1( /1- J GD 5’() J* +78 9 :"’ ; < = 9 >4@A8B 3-’(4/1-?
C’(34 F.3G1,3 HI8@ .(0,23.1(D 5’() K* +78 9 :"’ ; < = 9 >4@A8B
3-’(4/1-C’(34 F.3G HI8@ .(0,23.1( /1- J GD 5’() M* .(415,65) +-13).( 1/
+78 9 :"’ ; < = 9 >4@A8B 3-’(4/1-C’(34D 5’() N* 415,65) +-13).( 1/
+78 9 :"’ ; < = 9 >4@A8B 3-’(4/1-C’(34D 5’() #* +,-./.)0 +-10,23 1/

415,65) +-13).( 1/ +78 9 :"’ ; < = 9 >4@A8B 3-’(4/1-C’(34

达 O#P。

EQ J 重组蛋白纯化前、后的免疫反应性鉴定
重组蛋白在纯化前、后都能被华支睾吸虫病

人血清识别（图 J），表明它在纯化前后都具有免疫
反应性。

: 讨 论

人 $ M %、恶性疟原虫 $ N % 的 !"#$基因有内含子，
血吸虫不同株间的 !"#$基因结构不同，埃及血吸
虫 !"#$ 没有内含子 $ # %。本研究结果表明 %$!"#&
基因没有内含子，华支睾吸虫的其他的 @A84以及
其他吸虫的 !"#$基因有无内含子尚未见报道。
恶性疟原虫的 @A84是潜在的药物靶标，并且

带组氨酸标签的重组 @A8?EM在大肠杆菌中表达有
催化活性 $ O %。蠕虫的 @A84参与对由虫体代谢和宿
主免疫系统所产生的脂质过氧化物和细胞毒性的

羰基的解毒，也被认为是免疫疗法和化学疗法的一

个潜在的靶标 $ !" %。其中，主要定位于成虫实质的血

吸虫 @A8?EM和 @A8?E#$!! %，是 RST提出的 M个最
具潜力的候选疫苗分子之一 $ !E % D 华支睾吸虫的
@A8?EM 和 @A8?E# 编码基因在原核表达也有催化
活性 $ : % ，并且重组 @A8?EM可用于检测 HU@和 HU7
抗体 $ !: %。因而，原核表达有活性的重组 @A8是可
行的，并且易于得到大量的重组蛋白以用于功能和

应用研究。

原核表达载体 +78?:"’ ; < = 在其 ’?末端携带
了一个组氨酸标签 V凝血酶 V A 标签 V肠肽酶构型
的序列， %?末端带有一个可供选用组氨酸标签序
列，可以对重组蛋白进行纯化。组氨酸标签不影响

重组蛋白的免疫反应性，但在研究重组蛋白的三维

构象（如 BWH）时就必须去掉这个标签。因此，我们
在设计下游引物时没有去掉终止密码子，只利用

’?末端的组氨酸标签，既便于纯化，又可以在必
要时用凝血酶切掉组氨酸标签。&-X >4@A8B Y EKQ ! Z
!": $: %，重组质粒 +78?:"’ ; < = ?>4@A8B的标签序列
&-X +78?:"’ ; < = Y M Z !":（FFFQ )[+’4\Q 1-U 在线计算所
得）X &-，+78?:"’ ; < = ?>4@A8B Y :!Q ! Z !":。图 E第 K、M、N、
# 泳道显示的重组蛋白条带与预期的大小是一致
的，8&>分析证明它在细菌总蛋白占 :OP，说明
%$!"#&基因得到了有效表达。重组蛋白在菌体可
溶蛋白中占 EMP，与 >4@A8B属于胞浆 @A84是相
符的。纯化蛋白的纯度达 O#P，并且重组蛋白在纯
化前后都具有免疫反应性，为重组蛋白的免疫诊断

和免疫原性研究提供了条件，也为进一步纯化用作

活性分析奠定了基础。
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研究结果相似。

本文结果提示R A9W"68;)3 疫苗与 W")3 疫苗相

比，免疫大鼠同样能产生高滴度抗体。其对细胞的

毒性作用小，免疫后血清能明显抑制 W"对 QZ!3
细胞的毒性。表明多重抗原肽系统技术能较好的解

决短肽疫苗抗原性弱的问题，可广泛用于肽疫苗研

制。这为 WJ 免疫治疗可能提供新途径。有关
A9W"68;)3免疫接种 WJ患者是否有细胞毒性，以及
是否产生合适滴度的抗体，能否用来替代 W")3疫

苗用于 WJ 的临床试验治疗正在做进一步的研
究。

参考文献：

&FK1>I J< W-aE+BM;Y1H/ B--D>+HK1,/.a *+, WEGK1B-1, c L
MBL1/L1R HK1 1>M +* HK1 Y10B>>B>0 4 ? 5 < V/H \1^ V1D,+LFB@
3""3@ 6 (!" 2 R :3);:<
=+FI Z@ A+>B1HGI+ d@ &H,1**1, ? \，!" #$< W>HBY+MB1L /;
0/B>LH ";/-aE+BM LE+N F+0>BHB^1 M1FEB>1 B> WEGK1B-1,’L
MBL1/L1 4 ? 5 < V1D,+>@ 3""6@ 6: () 2 R 7)9;7)<
林 贤@ 汪华侨@ 徐 杰@ 等 < W !)3 及其 Z端亚单位
疫苗接种正常大鼠后产生高滴度的抗 W !)3 抗体 4 ? 5 <
解剖学报@ 3""6@ 6) (6 2 R 36!;7<
&FK1>I J@ U/,Y+D, \@ JD>> e@ !" #$< ]--D>BG/HB+>
NBHK /-aE+BM;Y1H/ /HH1>D/H1L WEGK1B-1,;MBL1/L1;EBI1

./HK+E+0a B> HK1 QJWQQ -+DL1 4 ? 5 < V/HD,1@ !###@ )""
(89)" 2 R !96;9<
&B0D,MLL+> O T@ &FK+EHG+^/ =@ T1KH/ Q J@ !" #$< ]-;
-D>BG/HB+> NBHK / >+>H+PBF f >+>*BY,BEE/, /-aE+BM;Y1H/ K+;
-+E+0+DL .1.HBM1 ,1MDF1L WEGK1B-1, c L MBL1/L1;/LL+FB/H1M
./HK+E+0a B> H,/>L01>BF -BF1 4 ? 5 < W- ? Q/HK+E@ 3""!@
!7## (3 2 R )6#;)9<
司徒镇强，吴军正 < 细胞培养 4T 5 < 北京R 世界图书
出版社@ 3""!< !6: g )"<
C/>I>1, U W@ J/N1L S \@ [BLK1, &@ !" #$< V1D,+H+PBF;
BHa +* / *,/0-1>H +* HK1 /-aE+BM .,1FD,L+, /LL+FB/H1M NBHK
WEGK1B-1, c L MBL1/L1 4 ? 5 < &FB1>F1@ !#:#@ 3)7 ()#!8 2 R
)!9;3"<
汪华侨，谢 瑶，袁群芳，等 $ ’W##"3 对加速老化小鼠
( &WT;Q f : 2脑 W"样颗粒沉积的影响 4 ? 5 $ 中山大学学
报 (医学科学版 2，3""6，3) (6 2：3"8;!"$
姚志彬 < 以 W" 为靶的老年性痴呆治疗策略 4 ? 5 < 科
技导报@ !##:@ #R 39 g :<
?/>DL Z@ Q1/,L+> ?@ TFS/D,B> ?@ !" #$< W Y1H/ .1.HBM1
B--D>BG/HB+> ,1MDF1L Y1K/^B+D,/E B-./B,-1>H />M
.E/‘D1L B> / -+M1E +* WEGK1B-1, c L MBL1/L1 4 ? 5 < V/HD,1@
3"""@ )": (8:!7 2 R #9#;:3<
胡金家，汪华侨，林 贤，等 $ 铝佐剂 W")3 及其亚单

位疫苗可有效诱导大鼠产生特异性抗体 4 ? 5 $ 中山大
学学报 (医学科学版 2，3"")，37 (! 2：6#;))$

（编辑 张恩健）

4 ! 5

43 5

46 5

4) 5

47 5

48 5

49 5

4: 5

4# 5

4!" 5

4!! 5


