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摘　要　本实验在用感染兔血清和单克隆抗体对日本血吸虫(大陆株)成虫 cDNA表达文库进行筛选的基

础上 ,对筛选出的阳性克隆插入片段 DNA进行了亚克隆和序列分析。
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　　血吸虫病是一种世界性分布的人兽共患寄生虫

病 ,它发病率高 , 危害严重。多年来人们一直在探寻

能对它进行有效控制的实用防治方法 , 目前一般认

为血吸虫分子疫苗的研制和应用 , 能为达到这个目

的提供一条充满希望的途径[ 1] 。使用抗体探针对血

吸虫表达基因文库进行筛选 , 是获得抗血吸虫病疫

苗抗原成分的常用方法。本实验在用感染兔血清和

单克隆抗体对日本血吸虫(大陆株)成虫 cDNA表达

文库进行筛选的基础上 , 对筛选出的阳性克隆插入

片段 DNA 进行了亚克隆和序列分析 , 报道如下。

1　材料与方法

1.1　材　料

日本血吸虫成虫 cDNA表达文库由上海医科大

学生化教研室提供。日本血吸虫感染兔血清为本室

按常规方法制备;抗日本血吸虫成虫 140 kd 抗原的

酶标单克隆抗体由南京医科大学寄生虫学教研室管

晓虹教授惠赠。试剂:PCR 扩增试剂盒(kit)与文库

载体λgtll克隆位点两端序列引物(华美生物工程公

司产品);质粒:pTZ19和加“ T”法克隆 kit(Strata);T 4

连接酶(Boehringer Mannheim);T7 Sequencing kit

(Pharmacia)。

1.2　方　法

1.2.1　文库的筛选和阳性克隆的鉴定　参照 Sam-

brook 等[ 2]有关方法进行。

1.2.2　阳性克隆插入片段的亚克隆　①阳性克隆

插入片段的制备及纯化:用 PCR方法扩增一阳性克

隆插入片段 DNA[ 3] , 用低溶点琼脂糖凝胶挖块回收

法验证并纯化 PCR 扩增产物 , 然后用玻璃微珠洗脱

法对其进行进一步纯化[ 3] 。 ②插入片段的亚克隆:

加“ T”法 , 参照 Strata 公司试剂盒(名称:T-vecto r

cloning kit;批号:ST 951108 A)说明书进行。 ③转

染:亚克隆质粒 pTZ19转染宿主菌 DHα过程参照文

献[ 2] 。 ④亚克隆重组质粒的筛选和鉴定:运用菌落

颜色筛选法 、PCR法和 SspⅠ、 PstⅠ双酶切分析 3 种

方法对重组质粒进行鉴定[ 2] 。

1.2.3　亚克隆重组质粒的制备　参照文献
[ 3]
用碱

裂解法制备用于序列分析的亚克隆重组质粒。

1.2.4　插入片段序列分析　①测序:用 Sanger 双

脱氧链末端终止法对插入片段测序 ,具体参照 Phar-

macia测序 kit说明书。 ②序列分析:用 PcGENE 软

件对测序结果进行分析。

2　结　果

2.1　日本血吸虫 cDNA 表达文库的筛选及阳性克

隆的鉴定

文库筛选共获得 8 个复筛阳性克隆。对这些阳

性克隆进行了诱导表达和 SDS -PAGE、ELISA 及

Western-blo tting 等方法的鉴定 , 证明它们表达的融

合蛋白均包含特异的日本血吸虫抗原;且表达产物

抗体反应滴度可高达 1∶1280。
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2.2　阳性克隆插入片段的亚克隆

①采用 PCR方法对其中一阳性克隆的插入片

段进行扩增 , 得到一约 0.4 kb 的 DNA 扩增片段。

②扩增的插入片段用加“ T” 法借助 T4 连接酶连接

到经 S maⅠ酶切的亚克隆质粒 pTZ19上。 ③铺板培

养已转染宿主菌的亚克隆重组质粒 , 在 IPTG 和 X-

gal存在条件下 , 平板上出现散在分布的数十个白色

和蓝色菌斑 ,蓝斑∶白斑约为 1∶5 左右;而对照的培

养平板上只有蓝斑出现。 ④PCR法与双酶切分析

的鉴定结果(图 1)显示:亚克隆 DNA 片段与目的

DNA 片段大小一致 ,且目的基因为正向插入。

图 1　阳性克隆插入片段的亚克隆

A　亚克隆重组质粒 PCR筛选;

B　亚克隆重组质粒双酶切分析

2.3　序列分析

阳性克隆插入片段 DNA 的测序结果如图 2。

该序列共有亲水性高峰 8 个 ,易曲性区域 8 处 ,且亲

水性和易曲性部位基本一致(如图 3)。根据读片结

果确定:插入片段由 372 个碱基组成 , 其对应的氨基

酸序列见图 4。

图 2　阳性克隆插入片段 DNA 的测序

箭头所示为阅读起始区

图 3　氨基酸链的亲水性(A)和易曲性(B)分析

3　讨　论

目前 , 日本血吸虫抗原基因的研究是寄生虫研

究的一个热点[ 1] 。其结果对于血吸虫的分类及血吸

虫病的诊断和预防均有重要意义。

本实验通过对 cDNA 文库的筛选 , 以获取包含

日本血吸虫抗原基因的阳性克隆。我们选取用日本

血吸虫多克隆血清抗体筛选出的一个阳性克隆 , 对

其插入片段 DNA 进行了亚克隆和序列分析。

首先 ,我们对该阳性克隆的插入片段用 PCR 法

进行了扩增 , 由于 PCR扩增所用引物上无合适的酶

切位点。故对扩增的插入片段只能用平端连接法克

隆到质粒载体上。本实验所选用的质粒载体 pTZ19

是法国 Strata公司的专利产品 , 被证明用于 PCR 产

物的平端克隆效果良好。另外 , 我们选用加“ T” 法

进行克隆 , 结果获得较高克隆效率。由于加“ T” 法

有方法简便 ,不影响克隆位点两端的酶切位点等突

出优点 ,因此 , 它被认为是一种最新的高效平端克隆

方法[ 4] 。

亚克隆完成后 , 我们对克隆子进行了筛选。本

实验首先使用了菌落颜色筛选法初步对重组与非重

组质粒进行区分;然后 , 我们挑选白色菌斑用 PCR

法进行进一步的鉴定;经 PCR 筛选出的重组子 , 我

们根据重组克隆位点两端的内切酶图谱 , 进行双酶

切分析 ,经上述方法的筛选和鉴定 , 将保证我们能获

得正确克隆的目的 DNA 重组质粒。

对插入片段的测序结果 , 我们利用 PcGENE 软

件在计算机上对该序列编码的多肽进行了抗原表位

分析和推测。那些亲水性强 ,且易曲性好的区域 , 很

可能是该序列抗原表位之所在[ 5] 。

此外 , 经比较发现本实验测定的序列与已知的

日本血吸虫基因序列同源性较低 , 其性质与意义将

另文讨论。
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图 4　插入片段 DNA 序列和其编码的氨基酸链

　　本实验结果对于建立一种独特的日本血吸虫抗

原表达基因结构的研究方法 , 探讨其表达的抗原分

子的性质和效应机制 , 及寻找新的日本血吸虫抗原

基因 ,都具有一定的意义。
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CLONING AND SEQUENCING OF ANTIGENIC GENE

OF ADULT WORM OF SCHISTOSOMA

JAPONICUM(CHINESE STRAIN)

Chen Daixiong 　Liu Q iwen　 Zhan Ximei

(Department of Parasitology , Sun Yat-sen Universi ty of Medical S ciences , Guangzhou , 510089)

Using infective rabbit sera(IRS)and two strains of monoclonal antibodies as catching antibody probes , the au-

thors have immunologically screened cDNA expression library of Schistosoma japonicum (adult worm).Eight posi-

tiv e clones were obtained.The gene inserted of a positive clone w as subcloned and its sequence was also analyzed.

Subject headings　　Schistosoma japonicum/ genetics;genes;cloning , molecular;sequence analysis , DNA

·新成果·

假肥大型肌营养不良症细胞膜缺陷

的基因机制的研究

课题负责人　刘焯霖

(中山医科大学附属第一医院神经科;广州 , 510080)

假肥大同营养不良症的发病是由于肌细胞缺陷所引起 ,机制是什么仍然不清楚。故此 ,课题组从假肥大型肌营

养不良症(DMD)患者细胞膜缺陷的机制,提出了缺失热区疏水肽段是该蛋白的重要功能区 ,细胞膜的缺陷导致肌细

胞内肌酶的外溢而致 DMD患者的血清中肌酶明显升高。证实DMD基因产物的结构特点是导致 DMD患者肌细胞

胞膜缺陷的最重要的原因。应用该成果进行 DMD的基因诊断和携带者的检出对提高我国人口素质和优生优育有

重要意义。为 DMD的基因治疗打下基础,该研究 1996年获国家教委科技进步二等奖。

(陈丽芳)
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and ascending phlebography.Postopera tiv e follow-up rate w as 73.1%[ mean time(6.5±0.5)years] .In all limbs

w ith PCCS plus greater saphenous vein ligation and stripping , recur rent v aricosis was found in 13 limbs(7.6%),

and recurrent ulceration in 10 limbs(16.1%).Deep venous valve insufficiency was found in all recurrent cases.The

symptoms and signs diappeared in all limbs with ex ternal valvuloplasty and deep venous valve sufficiency was demon-

strated by Colar Doppler.PCCS , combined with greater saphenous vein ligation and stripping , is an ideal method fo r

v aricosis of low er ex tremities.Ex ternal valvuloplasty of superfioial femoral vein valve should be perfo rmed on the

cases with deep venous valve insufficiency above Ⅱ°～ Ⅲ°at the same time.

Subject headings 　　peripheral v ascular disease/ surgery;vascular surgery/ method
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