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摘　要:【目的】扩增日本血吸虫 26 ku 谷胱甘肽硫-转移酶(Sj26GST)基因片段 , 构建其重组原核载体 , 以研制 SjGST 重

组克隆。【方法】根据已知基因序列设计一对引物 ,运用 RT-PCR技术扩增 Sj26GST 目的基因 cDNA片段 , 将其克隆到 pBlue-

script(KS)质粒中 ,并经酶切 、PCR和测序鉴定。【结果】获得 GS T-pBluescript(KS)重组克隆。【结论】本实验获得 Sj26GST 重

组克隆 ,为进一步研制基因工程蛋白疫苗作准备。
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Abstract:【Objective】To amplify the gene of 26 ku glutathione S-t ransferase of Schistosoma japonicum

(Sj26GST)and construct a recombinant prokaryotic expression vecto r.【Methods】One pair of primers w as de-

signed acco rding to the sequence of GS T.The cDNA fragment of Sj26GS T gene w as obtained by RT-PCR , then

i t w as cloned into a vector -pBluescript(KS), and corrobo rated through rest riction enzymes map 、PCR and se-

quencing.【Resul ts】GST-pBluescript(KS)recombinant clone w as constructed successfully.【Conclusions】GST

recombinant clone w as achieved in the experiment.It is prepared fo r further study on Gene-engineering vaccine.
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　　日本血吸虫病仍然是一种严重危害我国人民

身体健康的寄生虫病。因此发展血吸虫疫苗是我

国血吸虫病防治的重要研究课题。目前在众多的

候选疫苗分子中 , 血吸虫谷胱甘肽硫-转移酶

(GST)被认为是一种很有发展前途的候选疫苗分

子。血吸虫GST 是存在于血吸虫体内的具有解毒

作用的一组同工酶 ,在其生活中具有关键的作用。

作者对日本血吸虫 26 ku 谷胱甘肽硫-转移酶

(Sj26GST)基因进行了初步研究 ,为进一步研制基

因工程蛋白疫苗作准备。

1　材料和方法

1.1　材　料

1.1.1　细菌菌株　DH5α为本室保存 。

1.1.2　质　粒　pBluescript(KS)为本室保存 。

1.1.3　日本血吸虫　阳性湖北钉螺购自江苏省血

吸虫病研究所 ,按常规方法逸出尾蚴感染家兔获得

成虫 。

1.1.4　主要试剂　异硫氰酸胍 、AMV逆转录酶为

Promega 产品 , PCR 扩增试剂为真达公司产品 ,
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PCR markers和λDNA/ Hin dⅢ markers为华美公

司产品 , T4 连接酶 、Hind Ⅲ、EcoRⅠ为生工公司产

品。

1.2　方　法

1.2.1　引物的设计与合成　按文献[ 1]自行设计

一对引物 。引物 Ⅰ含HindⅢ酶切位点和起始密码

子 ATG:5′GAAGCTTGGTCATG TCCCCTATACT 3′;

引物 Ⅱ含 EcoR Ⅰ酶切位点:5′AGAATTCCGA-

CATTTATATTTAGTTTAA3′。引物经 PCGENE

软件分析后 ,由上海生工公司合成 。

1.2.2　日本血吸虫成虫总 RNA的提取　取日本

血吸虫成虫30 mg ,加入 300μL变性缓冲液 ,匀浆 ,

加入 1/10体积 2 mol/L 醋酸钠 ,等体积水饱和酚

(pH 5)和 2/10体积氯仿:异戊醇 ,混匀 ,冰浴后离

心 ,5 000 r/min , 20 min(TGL-18R台式冷冻离心

机 ,转头半径 4.5 cm),取上清 。异丙醇沉淀后 ,冷

无水乙醇洗两次 ,溶于 20 μL DEPC 水中 。

1.2.3　逆转录 cDNA第一链合成　将总 RNA 、反

向引物 Ⅱ、AMV Buffer 混合 , DEPC水补足剩余体

积 ,65 ℃ 10 min ,加入 dNTP 和 AMV 逆转录酶 ,

混匀 ,置 42 ℃1 h ,70 ℃15 min终止反应。

1.2.4　PCR扩增目的基因片段　以 cDNA第一链

为模板进行 PCR 扩增反应 ,在 500 μL Eppendorf

管中依次加入下列物质:ddH2O 、Buffer 、dN TP 、引

物 、cDNA 第一链 ,总反应体积 50 μL ,97 ℃预变性

6 min ,加入 Taq酶 2.5 U),94 ℃45 s;55 ℃50 s;

72 ℃90 s;共 30个循环 ,72 ℃延伸 10 min。扩增

产物经 20 g/L 琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,酚:氯仿抽提

纯化 。

1.2.5　GST-pBluescript(KS)质粒的构建　分别用

EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切目的基因和载体 pBlue-

script(KS),低融点琼脂糖凝胶回收纯化。酶切目

的基因 2μg 与载体 0.5 μg加入 1 μL T 4连接酶缓

冲液和 1 U T 4 连接酶 , 以水补足反应体积到 10

μL ,16 ℃连接过夜。取连接产物 5 μL 转化大肠杆

菌 DH5α感受态细胞 , 利用蓝-白斑法进行初筛。

挑取白斑摇菌 ,抽提质粒 ,进行双酶切和 PCR扩增

鉴定 。

1.2.6　测　序　将重组质粒送宝生物公司测序。

2　结　果

2.1　GST基因 cDNA片段的扩增

运用异硫氰酸胍酸酚法抽提总 RNA ,通过逆

转录 PCR方法扩增得到 GST 基因 cDNA 片段。

根据引物Ⅰ和引物 Ⅱ的理论扩增值 ,目的基因 cD-

NA片段大小为 721 bp ,扩增产物大小与理论值相

符(图 1)。

图 1　RT-PCR 产物经 20 g/L琼脂糖凝胶电泳

Fig.1　Detection of RT-PCR products with 20 g/L

agarose electrophoresis

Lane 1:blank control;Lane 2 , 3 , 4:GST RT-PCR products;m:

DNA markers

2.2　重组质粒构建和鉴定

如图 2 所示 ,重组质粒 GST-pBluescript(KS)

经过双酶切得到两条电泳条带 ,其中一条与空质粒

pBluescript(KS)双酶切后大小相符;另一条与目的

基因产物大小相等。以重组质粒为模板进行 PCR

扩增反应 ,得到与目的基因片段大小相同的电泳条

带 ,表明已获得 GST 重组克隆。

图 2　重组质粒的酶切分析

Fig.2　Restriction analysis of recombinant plasmid

m:DNA markers;Lane 1:GST RT-PCR products;Lane 2:

pBluescript-GST PCR p roducts;Lane 3:pBluescript-GST digested by

EcoRⅠ and Hind Ⅲ M :λDNA/ Hind Ⅲ markers(repeated for 5

times)

2.3　测序及分析

将重组质粒测序 ,所得序列有起始密码 ATG
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和终止密码 TAA , 具有完整的阅读框。与 Gen-

Bank中日本血吸虫成虫菲律宾株 26 ku 抗原 cD-

NA序列进行对比分析 ,在第 499 位和第 576位均

由 T 碱基取代了C 碱基;由第 499位到501位密码

子编码的氨基酸 ,在大陆株是丝氨酸 ,而菲律宾株

是脯氨酸;第 574位到 576位密码子编码的氨基酸

则都是酪氨酸(图 3)。

图 3　序列的分析比较

Fig.3　Analysis and comparing of sequences

S jc:Schistosoma japonicum (strain Chinese) Sjp:S chistosoma

japonicum(st rain Philippines)

3　讨　论

谷胱甘肽硫-转移酶(GST)是一组以谷胱甘肽

为底物的具有解毒作用的同工酶。在曼氏血吸虫

和日本血吸虫成虫体内都存在有 26 ku和 28 ku

GST[ 1] 。曼氏血吸虫 Sm28GST 是当前血吸虫疫

苗研究最深入的候选分子 ,已在小鼠 、大鼠 、羊 、猪 、

狒狒以及人身上作过实验 ,具有降低虫荷数及雌虫

产卵率等作用[ 2 , 3] ,此外虫卵孵出毛蚴的能力也受

到影响[ 4] 。SmGST 与 SjGS T 同源性很高[ 5] , 但

Sj28GST 的免疫保护效果并不好。实验证明

Sj26GST 免疫小鼠和猪也取得了与 Sm28GST 相

似的保护效果[ 6] 。此外有学者研究发现血吸虫 26

ku GST(Sj26GST 、Sm26GST)的抗原肽对人乳腺

癌 、胃癌和白血病细胞及红白血病细胞均有一定的

抑制作用[ 1] 。因此日本血吸虫 GST 具有潜在的开

发应用价值。

本实验运用 RT-PCR 技术 , 成功获得了编码

Sj26GST 的基因 cDNA片段 ,测序证明具有完整的

阅读框 。与日本血吸虫成虫菲律宾株 26KDaGST

相比较 ,在第 499位和 576 位碱基有所不同 ,分别

由 T 取代了 C;大陆株第 167 位氨基酸是丝氨酸 ,

菲律宾株则是脯氨酸 ,第 192位氨基酸则二者相同

均为酪氨酸。与国内学者李传明报道有所不同[ 7] 。

本实验将编码 Sj26GST 的基因 cDNA 片段克

隆入原核质粒 pBluescript(KS)中 ,为进一步研制日

本血吸虫重组 GST 奠定了基础。
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