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研制血吸虫疫苗是防治血吸虫病的理想方法之

一, 但其研究进展缓慢遥 虽然 WHO推荐了 6种候选
疫苗分子, 但其保护作用达到 40%以上的较少咱1暂遥 血
吸虫虫体表膜是直接与宿主相互作用的部位, 其中仅
表膜外表面的抗原分子才有可能被宿主免疫系统识

别, 表膜抗原分子是疫苗靶点研究热点之一咱2暂遥 Braschi

等咱3暂用长链生物素标记活体曼氏血吸虫, 发现 9种分
子暴露于虫体外表面, 其中包括曼氏血吸虫四跨膜家
族蛋白(Schistosoma mansoni Tetraspanin 2, SmTsp2)遥
Tran等咱4暂研究发现, 用 SmTsp2蛋白免疫小鼠具有 57%
的减虫率和 64%减卵率, 表明 SmTsp2蛋白可能是有潜
力的疫苗分子遥 本研究采用分子生物学方法, 克隆表
达日本血吸虫表膜四跨膜超家族蛋白(SjTsp2)大环部
分, 并分析其与 SmTsp2蛋白的氨基酸同源性以及免
疫活性遥
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日本血吸虫表膜蛋白 Tetraspanin 2鄄A基因的

克隆、表达与鉴定
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揖摘要铱 目的 扩增并表达日本血吸虫表膜蛋白(SjTsp2鄄A)基因 SjTsp2遥 方法 根据与曼氏血吸虫表膜蛋白 SmT鄄
sp2 基因同源的 SjTsp2 序列 (编号为 AY810722) 设计引物, 体外扩增目的蛋白基因, 并将其亚克隆入原核表达载体
pET28a, 转化至大肠埃希菌 (E. coli) BL21株, 异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷(IPTG)进行诱导表达, 用纯化的重组蛋白免疫小
鼠, ELISA检测其血清抗体效价, 蛋白质印迹 (Western blotting)分析鉴定其免疫反应性遥 结果 PCR扩增获得SjTsp2
基因大环核苷酸序列为 228 bp, 与曼氏血吸虫表膜蛋白 (SmTsp2) 的氨基酸序列同源性为 52%遥 SjTsp2基因亚克隆入
pET28a并可溶性表达, 免疫小鼠可产生高滴度(最高 1 颐 32 000)特异性抗体遥 Western blotting分析结果表明, 纯化的 SjT
sp2鄄A蛋白能被疫区居民血吸虫抗体阳性者血清尧 急性及慢性血吸虫病患者血清识别, 与健康人血清无反应遥 结论

日本血吸虫表膜蛋白基因 SjTsp2在体外获得表达, 其表达蛋白具有一定的抗原性遥
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Cloning, Expression and Identification of Membrane Protein
Tetraspanin 2鄄A of Schistosoma japonicum
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揖Abstract铱 Objective To clone and express a membrane protein (Tetraspanin 2) gene of Schistosoma japonicum
(SjTsp2). Methods A pair of primers was designed to amplify the SjTsp2 gene which was subcloned into prokaryotic
plasmid pET28a(+). The recombinant plasmid was transformed into E. coli BL21(D3) and followed by expression of the
protein induced by IPTG. The protein was purified by affinity chromatography and used to immunize BALB/c mice.
Dilution of antibody against SjTsp2 was determined by ELISA. The protein was also identified by Western blotting.
Results Big loop of SjTsp2鄄A, 228 bp, was amplified in vitro by PCR. Its deduced amino sequence shared 52%
similarity with SmTsp2. The soluble recombinant SjTsp2鄄A was expressed in the experiment and high dilution antibody
against the recombinant (1 颐 32 000 in maximum) was produced in immunized mice. SjTsp2鄄A reacted positively with sera
of acute and chronic schistosomiasis patients but not with sera from healthy persons by Western blotting. Conclusion
SjTsp2 has been expressed and shows certain antigenicity.
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材料与方法

1 主要材料

1.1 文库尧 质粒及菌种 日本血吸虫(中国大陆株)童
虫 cDNA文库,采用美国 Clontech公司 SMARTTM cDNA
文库构建试剂盒, 由本教研室构建咱5暂遥 T载体 pMD18鄄T
购自日本 Takara 公司, 载体 pET28a(+)尧大肠埃希菌
(E. coli) XL1鄄blue尧 BL21(D3)株由本室保存遥
1.2 血清与实验小鼠 健康人血清采自安徽医科大

学一年级健康新生,均来自非血吸虫病流行区遥急尧 慢
性血吸虫病患者血清各 30份, 分别采自安徽省安庆市
疫区血吸虫病患者遥 疫区居民血吸虫抗体阳性者血清
4份, 采自长期生活在安徽省安庆市高河镇血吸虫病
流行区居民, 年龄 40耀50岁(男尧 女各 2人), 特点是
均经常接触疫水, 从未接受过血吸虫病药物治疗, 采
血前均经改良加藤法 3送 6检虫卵阴性, 血清中血吸
虫特异性抗体检测呈强阳性(间接凝集实验 1 颐 40阳性
和 ELISA法跃1 颐 400阳性)咱6暂遥 7周龄清洁级雌性 BABL/c
小鼠, 由安徽省实验动物中心提供遥
1.3 试剂 限制性内切酶尧 DNA标志物(DL2000)购
自日本 Takara公司, T4连接酶尧 蛋白质标志物购自立
陶宛MBI公司, GenExtractTM质粒快速提取试剂盒尧 琼
脂糖凝胶电泳 DNA纯化回收试剂盒均购自北京道普
生物科技有限公司遥 带组氨酸标签的蛋白纯化试剂盒
购自美国 Novagen公司, 辣根过氧化物酶(HRP)标记
的山羊抗小鼠 IgG (H+L)(H+L指该抗体是抗 IgG的轻
链和重链的多抗)和 HRP标记羊抗人 IgG(H+L), 均购
自北京中杉金桥生物技术有限公司遥 化学发光试剂盒
(ECL)购自美国 Pierce公司遥 其余试剂均为国产分析纯遥

2 SjTsp2基因扩增与克隆
2.1 基因扩增 根据与 SmTsp2基因同源的日本血吸
虫基因序列 (编号为 AY810722) 设计引物, P1: 5忆鄄GAA
TTCATGGAAAAGCCGAAGGTGA鄄3忆; P2: 5忆鄄AAGCTT
CTAGTGCTTTTTAGTCAGA鄄3忆, 分别引入限制性内切
酶 EcoR玉和 Hind芋酶切位点(划底线部分)遥 由上海生
工生物工程技术服务有限公司合成遥以日本血吸虫童虫
cDNA文库为模板进行 PCR扩增遥 反应条件为 94益 5
min; 94益 45s, 54益 45 s, 72 益 1 min, 30个循环; 最
后 72 益 10 min遥
2.2 基因克隆 PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳 DNA纯
化回收试剂盒回收, 与 T载体 pMD18鄄T 4益 连接, 过
夜, 转化感受态细菌 E. coli XL1鄄blue, 涂于含 100滋g/ml
氨苄青霉素 LB 固体平皿遥 挑取单一菌落, 提取质粒
为模板进行 PCR扩增尧 双酶切和 DNA序列测定遥 确

定阳性菌落的质粒, 经双酶切, 纯化回收目的片段, 与
经过相同处理的表达质粒 pET28a(+)连接, 转化感受
态细菌 E. coli XL1鄄BLUE, 涂于 100 滋g/ml卡那霉素
LB固体平皿遥 挑取单一菌落, 同样经 PCR扩增尧 双酶
切和 DNA序列测定遥 两次 DNA测序皆由上海生工生
物工程技术服务有限公司完成遥

3 SjTsp2基因表达及产物纯化
3.1 基因表达 将测序正确的表达重组质粒 pET28a(+)/
SjTsp2转化感受态细菌 E. coli BL21(D3), 涂于卡那霉
素 LB固体平皿, 挑取单一菌落, 提取质粒, 进行PCR
扩增和双酶切鉴定遥 将鉴定正确的菌落接种于含 100
滋g/ml卡那霉素液体 LB培养基中扩大培养, 当吸光度
(A 600 值) 为 0.8时, 加入异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷
(IPTG, 终浓度为 1 mmol/L)进行诱导表达, 分别收集
诱导前以及诱导后 1尧 3和 5 h的菌液遥
3.2 产物纯化 大量诱导重组菌 (200 ml) 经 1 500伊g
离心 10 min, 收集上清, 用 20 ml PBS重悬, 反复冻
融 3次, 冰浴超声破碎(400 W伊6次, 每次超声 3 s, 间
歇 3 s, 停 5 min)遥 10 000伊g离心 10 min, 收集上清遥经
0.45 滋m定性滤纸过滤后进行亲和层析纯化(按产品使
用说明操作)遥 纯化表达产物 SjTsp2蛋白用十二烷基硫
酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS鄄PAGE)分析验证遥

4 纯化蛋白 SjTsp2鄄A 免疫小鼠及其抗体滴度测定
纯化的 SjTsp2蛋白, 经福氏完全佐剂乳化后皮下

注射免疫小鼠, 剂量为每次 100滋g/鼠遥 2尧 4周后再用经
不完全佐剂乳化的 SjTsp2蛋白同法加强免疫 2次遥 于
末次免疫后 2周尾静脉取血, ELISA检测抗体效价,
即每孔包板纯化 SjTsp2蛋白(5 滋g/ml)100 滋l, 4 益过夜,
PBST洗涤 4次, 5 min/次, 含 5%脱脂奶粉的 PBS作
封闭液, 每孔 200 滋l, 4 益过夜袁同上洗涤, 免疫鼠血
清和健康鼠血清经 PBS倍比稀释 渊1 颐 500耀1 颐 64 000冤
加至反应孔,每孔 100 滋l, 37 益作用 1.5 h,同上洗涤遥
然后每孔加入山羊抗小鼠 HRP鄄IgG 渊1 颐 100 000 PBS
稀释冤100 滋l, 作用 1 h, 同上洗涤,最后用二氨基联苯
胺渊DAB冤显色遥

5 纯化蛋白 SjTsp2鄄A 的蛋白质印迹分析(Western
blotting)
纯化的 SjTsp2蛋白经 15% SDS鄄PAGE, 然后电转

移 (350 mA, 30 min)至硝酸纤维素膜(NC膜)遥将该 NC
膜剪成条状, 经过 5%脱脂奶粉液封闭 2 h, 分别与健
康人血清尧 血吸虫急性感染者及慢性感染者血清, 以
及疫区居民血吸虫抗体阳性者血清于室温 (25 益)作
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用 1.5 h, 然后用 PBST (PBS中含 0.1%吐温)洗涤 5次,
10 min/次遥 再将该膜放于 1 颐 100 000稀释的羊抗人
HRP鄄IgG二抗液中, 置室温 1 h, 同上洗涤遥 最后通过
化学发光法(按试剂使用手册)检测抗原抗体反应遥

结 果

1 SjTsp2基因克隆与亚克隆
以血吸虫童虫 cDNA文库为模板, 扩增出 228 bp

SjTsp2基因遥 PCR产物先与 T载体 pMD18鄄T连接为
pMD18鄄T鄄SjTsp2, 然后亚克隆至表达载体 pET28a(+),
构建表达 SjTsp2基因的重组质粒 pET28a (+)鄄SjTsp2遥
两次连接产物的 PCR与双酶切鉴定结果如图 1遥

2 SjTsp2 基因测序与分析
与 T载体连接的产物取 3个 (命名为 SjTsp2鄄A尧

SjTsp2鄄B和 SjTsp2鄄C), 经测序各不相同, 皆与 SjTsp2
基因同源, 而与 SmTsp2 基因的同源性分别为 52%尧
57%和 58%遥 选择其中的 SjTsp2基因进行亚克隆和表
达, 其基因序列见图 2, 其中黑框字为限制性内切酶
的酶切位点遥 将 SjTsp2鄄A蛋白氨基酸序列与 SmTsp2
蛋白氨基酸序列比对, 同源性为 52%(图 3)遥
图 3两序列间的字母表示完全相同的氨基酸, 而

野+冶表示性质相似但序列不同的氨基酸, 野空格冶表示
两序列中存在的不同的氨基酸遥
GAATTCATGGAAAAGCCGAAGATGAAAAGACATGTCACTACAGCATCAAAAGACCTTGTAGGACAATACGGACACGATAGACGCCTAGACAAAGTTTTGGACGAAATTCAAGATAAATTACAATGTTGTGGTGCCGAATCGCCTGCTGATTATTCTAGCGAAAGACCTCCATCATGTAAGAATTATAATGAGGGATGCATTGGTAAAGTCACCGATCTGACTAAAAAGCACTAGAAGCTT
黑框内字为限制性内切酶的酶切位点遥Letters in box stand for sites of EcoR玉 and Hind芋.

图 2 SjTsp2基因测序结果
Fig. 2 Sequence of SjTsp2 gene

Sjtsp2鄄A 1 MEKPKMKRHVTTASKDLVGQYGHDRRLDKVLDEIQDKLQCCGAESPADYSSERPPSCK-- 174
+ EKPK + K+ H+ T+A K LV +Y +D + KV DEIQ KL CCGA+SP DY P SC

Sm鄄TSP鄄2 106 VEKPKVKKHITSALKKLVDKYRNDEHVRKVFDEIQQKLHCCGADSPKDYGENPPTSCSKD 165
Sjtsp2鄄A 175 --NYNEGCIGKVTDLTKKH 225

+ EGCI KV+DL+K H
Sm鄄TSP鄄2 166 GVQFTEGCIKKVSDLSKAH 184

图 3 SjTsp2蛋白与 SmTsp2蛋白氨基酸序列比对
Fig. 3 Alignment of amino acid sequences of SjTsp2

protein & SmTsp2 protein

3 SjTsp2基因诱导表达与其蛋白纯化
诱导前及诱导后各时相以及纯化后蛋白, 经过

SDS鄄PAGE (5%浓缩胶 50 V, 15%分离胶 100 V), 其
中 1条带随着诱导时间的延长而增宽, 3 h达最大;
并且在超声破碎后的上清电泳中也可见到此条带遥
该条带与目的蛋白大小相近 (融合 3 个组氨酸 , 相
对分子质量约为 Mr 12 000) (图 4)遥

4 免疫小鼠抗体效价的 ELISA检测
经 ELISA 检测, 免疫小鼠抗基因重组 SjTsp2 蛋

白的 IgG 效价最高可达 1 颐 32 000遥

5 纯化蛋白Western blotting分析
纯化的 SjTsp2 重组蛋白能被急性尧慢性血吸虫

病患者血清以及疫区居民血吸虫抗体阳性者血清

识别, 而不被健康人血清识别(图 5)遥
讨 论

血吸虫表膜为合胞体, 并且是虫体与宿主直接相
互作用的部位, 参与血吸虫营养尧 渗透调节尧 免疫侵
袭与免疫逃避等作用咱7暂遥 血吸虫表膜分子的研究是血
吸虫疫苗研究的热点遥 WHO推荐的血吸虫表膜蛋白
Sm23, 其 DNA共价疫苗对小鼠的保护作用较为明显,

M 1 2 3 4

2 000
1 000750500
250
100

bp

M: DNA 标志物(DL2000), 1尧 3: pET28a(+)鄄SjTsp2 酶切和 PCR分析,
2尧 4: pMD18鄄T鄄SjTsp2 酶切和 PCR分析遥
M: DNA marker (DL2000), 1, 3: Restriction endonuclease and PCR
analysis of pET28a (+ )鄄SjTsp2, 2, 4: Restriction endonuclease and
PCR analysis pMD18鄄T鄄SjTsp2 of鄄SjTsp2.
图 1 pMD18鄄T鄄SjTsp2, pET28a(+)鄄SjTsp2的酶切和 PCR鉴定

Fig. 1 Identification of pMD18鄄T鄄SjTsp2 & pET28a(+)鄄SjTsp2 by
restriction endonuclease and PCR analysis

M: 蛋白质标志物, 1: 诱导前(含重组质粒菌体蛋白), 2: 诱导后 1 h,
3: 诱导后 3 h, 4: 诱导后 5 h, 5: 超声后的上清, 6: 纯化后的蛋白遥
M: Protein marker(low MW), 1: Total protein of BL21/pET28a/SjTsp2
before induction, 2: 1 h after induction, 3: 3 h after induction, 4:
5 h after induction, 5: Supernatant of ultrasonic BL21/pET28a/SjTsp2
5 h after induction by centrifugation, 6: Purified protein.
图 4 重组质粒 pET28a(+)/SjTsp2转化感受态 E. coli BL21(D3)

经 IPTG诱导表达结果
Fig. 4 Expression of E. coli BL21 transformed with the

recombinant plasmid induced by IPTG

M 1 2 3 4 5 6
97 00066 200
42 700
31 000

14 400

Mr
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达到 44%咱8暂遥
Tran等咱4暂利用信号序列截留 PCR方法渊signal se鄄

quence trapping PCR冤扩增并表达出表膜蛋白 SmTsp1
和 SmTsp2的大环部分袁 用这两种表膜蛋白分别免疫
CBA/CaH小鼠袁 再经攻击感染袁 结果表明, SmTsp1
蛋白免疫小鼠获得 34%减虫率和 52%减卵率袁而
SmTsp2 蛋白则获得 57%减虫率和 64%减卵率遥 SmT鄄
sp2蛋白的保护作用明显高于 WHO推荐疫苗的保护
作用(约 40%或者更低)遥 Tran等咱4暂在巴西曼氏血吸虫病
流行区MinasGerais州袁 采集到推测具有抗血吸虫感染
者的血清袁 用该血清对 SmTsp2的免疫反应结果表明袁
几乎完全是 IgG3和 IgG1反应袁 而健康人和慢性血吸
虫病患者血清对该蛋白几乎不发生反应遥 本研究得到
的 SjTsp2蛋白与 SmTsp2氨基酸同源性达 52%袁 虽然
与血吸虫病流行区血吸虫抗体阳性者血清发生明显反

应袁 但同时也能被急尧 慢性血吸虫病患者血清所识别遥
这是由于种或期的不同袁 还是该蛋白存在不同亚型,
值得进一步研究遥 而 SjTsp2 蛋白做为抗日本血吸虫感
染疫苗候选分子的作用有待研究遥
血吸虫四跨膜家族蛋白是包括很多不同分子的蛋

白家族, 除了 Tsp2和 Tsp1, 还有 Sm29咱9暂尧 Calpain咱10暂

及 Sm23咱11暂等, 它们 4次跨膜, 膜外有两个环状区域,
其中大环由 70耀90个氨基酸组成, 这些环状结构可能
介导特殊的蛋白质相互作用咱12暂遥 Andre等咱13暂认为四跨
膜家族蛋白对人类细胞膜网络维持与组装是必要的,
而血吸虫四跨膜家族蛋白对其自身细胞膜的维持是否

具有相似功能, 有待研究遥
本研究从童虫 cDNA文库中扩增 SjTsp2基因时,

发现 3个不同基因, 3者之间核酸序列和氨基酸序列的
相似性皆为 90%左右, 推测可能都属于表膜蛋白家

族, 或者是 SjTsp2基因的 3个不同亚型遥 表膜蛋白家
族可能参与免疫侵袭, 免疫共沉淀实验结果表明, 血
吸虫表膜蛋白分子能与宿主组织相容性复合物(MHC)

分子结合遥 有趣的是, SmTsp2蛋白能与主要组织相溶
性复合体域(MHC域)琢重链结合咱12暂, 推测 SmTsp2蛋白
可能利用宿主分子的掩蔽而逃避宿主的免疫攻击咱4暂遥
而抗表膜蛋白抗体将封闭表膜蛋白分子与宿主的相互

作用, 使虫体暴露, 受到机体的免疫攻击, 从而限制
虫体生长与繁殖, 导致虫体死亡咱4暂遥SjTsp2蛋白是有希
望的疫苗候选分子, 值得深入研究遥
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1: 健康人血清, 2: 急性血吸虫病患者血清, 3: 慢性血吸虫病患者血
清, 4: 疫区居民血吸虫抗体阳性者血清遥
1: Normal human serum, 2: Serum from case with acute schistoso鄄
miasis, 3: Serum from case with chronic schistosomiasis, 4: Serum
of local resident with antibody against Schistosoma japonicum.

图 5 SjTsp2鄄A蛋白质免疫印迹分析
Fig. 5 Analysis of SjTsp2鄄A protein by Western blotting

24窑 窑


