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恶性疟原虫FCCl /I-IIN株环子抱子蛋白基因在BCG中的表达
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    r介苗‘DCG〕山于其广泛应用的安全性和免疫("9作用，

因而近年来以13(Y:为载体的重组疫苗研究口益受到重视’_

环子泡子蛋白‘in- p- nlc Mx6n. ('tiP)分子量为40一60

kF)k.是一种覆盖于子抱子表面的蛋白，是目前已鉴定的厂抱户

特异性抗原分子，也是疟疾疫苗候选抗原之一z 本研究将克

隆有(w基因的重组大肠杆菌分枝杆菌穿梭表达质粒PE",/

CS'通过电穿孔转化法导人Ft(r:.观察其在h(r}中的表达情

兄

冷的PBS巾进行超声粉碎 然后加人等体积2<Y)S加样缓冲

液(0. 1 n61/1. &i-I-KI,州 6. 8. 10%二筑基苏糖醇.4叹，月尽

0.2 ro漠酚蓝,20%甘油)1WtA一8 nun:

]4 月卜      PAGE 参考文献「3,4、取25 W上述处理后的A液

用于'T)S- PAGF分析.用(0.25%考马斯亮蓝x2.;cl染色

1.5  w},-, blottmg参考文献13,4].苗体蛋自经S1 Si聚丙烯

6充寸段凝胶电泳后.用电泳转移装置将蛋白区帝转移至硝酸纤维

膜I进行wat- blotting分析

1材料与方法

1.1主要试齐}、截体及宿主菌 丙烯酸胺.X‘.N丙烯酞胺亚

甲双、考马斯亮蓝、二疏基苏糖醇、过硫酸胺等为Sigma产品

恶性疟原虫阳性血清采集自海南省疟疾病人. HRI酶标羊抗人

晒购自上海生物制品研究所 Wdle 13-k 71‘(:W1阴培养
基购自美国Wa〕公司-ADC' E-id.-t为美国Pi)公司产品_

p13UCZ6为本实验室保存质粒，重组大肠杆菌分枝杆菌穿俊表

达质粒PBCG/('Sip为自行构建.ax为兰州生物制品研究所产
口

口口

]2 分技杆菌的培养与转化 将1icn接种于含10% V)C的

\t7Fv-I- 80(含0.05%)液体培养基中，37℃培养全对数生

长期((场。为。5一l山.冰浴2.5 h;4℃4 500 g离心10 min,
收集细菌，沉淀悬浮于100 t�i预冷的lll%日油中.4 'C, 2 700 g

离心10 nun.沉淀悬浮十50 nil预冷的10%甘油中a℃I R00 g

离心10 nun，沉淀悬浮于25 inl预冷的10%甘油中，a℃1 350 g

离心10二 ，沉淀悬浮于1.5耐预冷的10%甘油中.用于电转

化_取10X7尽细菌于即管中、加人约0.1一1.01 ,g的重组质粒

?PCGc}p"混匀后转移至电穿孔杯中，置冰浴10一15 nn;置

decttc}urtorl均ll-dllf)进行电转化，转化时间约为5,，转化后

立即加人1 ml M71-PAI.培养基中，混匀 转人玻璃试昔,37℃

温育2 h，取。1一。2 ml涂布于含25 ug/ml卡那霉素的

N7,1-H.A.DC培养基平板巨,37 IC孵育，4一6wk后长出菌落

1.:  mCi的诱导表返 从含25 pg/nil卡那霉素的MIFHADC
培养基平板上挑取转化有PBCGCg)的BLS重组子接种于

Am 19AUC液体培养基中，37℃培养4 wk至对数生长期，收菌

前3天行天45℃热诱导巧nvct.离心收集菌体.沉淀悬浮于预

2 结果

2. 1  CSI〕基因在F3(X; 1}表达产物的印卜PACE h祈 含重组

人肠杆菌分枝杆菌穿梭表达质粒pBCY'/CSF的重组BM to养

4 wk后，经45℃诱导.在分子量接近42 ki A处有明显的表达蛋

白带

2.2  (51'基因在1N (X中表达产物的W,-T- blmt6tg分析 含

重组大肠杆菌分枝杆菌穿俊表达质粒pBCG/CS的重组II )c;

表达产物经Vri聚丙烯酸胺凝胶电泳后.转移至硝酸纤维膜

P. ,用于W}tem blotting分析，发现在近32 kD处有一特异性
的反琦区带

3 讨论

    本实验室将恶哇疟原虫的(5P基因按正确的阅读朴Ihm宁

插人到pL(X:5.6,受控于人结核杆菌I,T70启动子.钩建成重组

PELT CSF.在大肠杆菌分枝打菌两个系统中均能稳定夏ib'1.从

而提高插人基囚片段的高效表达_通过电穿孔转化法获得含有

pBCY C51二的重组13CG.经培养和诱导表达后的产物I川,fir

PAGE及免疫印迹分析.均发现分子量约为32 kiln的(SP蛋

白，可见恶性疟原虫环子袍子蛋白在分枝杆菌中得到表达
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