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杜氏利什曼原虫引起的黑热病 渊又称内脏利什曼
病冤 是一种严重威胁患者生命的人兽共患病袁 WHO/
TDR 将其列为 6 种重点防治的热带病之一遥 迄今袁
尚无可供临床大规模应用的疫苗遥 寻找有效的尧 新的

疫苗候选分子是当今黑热病预防研究工作的重点遥 近
年来对无鞭毛体蛋白 (amastin冤 的研究 咱1袁2袁5袁6袁暂使其有
望成为一种黑热病疫苗候选分子遥 本文首次在国内外
克隆了分离自我国四川省的 2株杜氏利什曼原虫的无
鞭毛体蛋白编码基因袁 并进行了序列分析遥 构建的重
组质粒 pcDNA3.1 渊+冤鄄SC10H2鄄amastin在真核表达系
统 NIH3T3细胞中稳定表达袁 为构建黑热病无鞭毛体
蛋白基因疫苗奠定了基础遥
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揖Abstract铱 Objective To clone and express the amastin gene of two Leishmania donovani isolates from Sichuan

Province of China. Methods Amastin gene was amplified from nuclear DNA of two L.donovani isolates袁 cloned into
pcDNA3.1渊+冤袁 and sequenced by the dideoxy chain termination. NIH3T3 cell was transfected by recombinant plasmid.
Transient expression of amastin gene was detected by immunofluoresence and stable expression was detected by RT鄄PCR
and Western blot. Results Amastin gene of both isolates was 552 bp. Sequence analysis showed that the similarity was
86% between the two isolates. A high green fluorescence was found on the cell membrane and inside the cell. The NIH3T3
cell was transfected by the recombinant plasmid successfully. Amastin gene was obtained by RT鄄PCR from the transfected
NIH3T3 cells. Western blot analysis showed that there was a protein about Mr 20 000 in lysate of the transfected NIH3T3
cells袁 indicating that the amastin gene was expressed in the cells. Conclusion Amastin gene of the two L.donovani
isolates has been cloned and the gene can be expressed stably in the NIH3T3 cell.
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揖摘要铱 目的 克隆尧 真核表达杜氏利什曼原虫四川株的无鞭毛体蛋白渊amastin冤编码基因遥 方法 PCR扩增杜氏
利什曼原虫四川汶川人株 L.d.SC10H2与四川南坪犬株 L.d.SC7的无鞭毛体蛋白基因袁 将该基因导入 pcDNA3.1渊+冤袁构建
真核表达重组质粒袁 转染 NIH3T3细胞袁 采用免疫荧光法鉴定重组质粒的瞬时表达曰 RT鄄PCR和 Western blotting鉴定稳
定表达遥 结果 2株杜氏利什曼原虫均扩增出 552 bp的无鞭毛体蛋白基因袁 同源性为 86豫遥 转染后在 NIH3T3细胞膜
和细胞内观察到较强的绿色荧光袁 表明无鞭毛体蛋白基因在 NIH3T3细胞中获得短暂表达遥 细胞裂解产物经 Western
blotting袁 在相对分子质量 渊Mr冤约 20 000处检测到阳性杂交信号袁 表明无鞭毛体蛋白基因在 NIH3T3细胞内获得了稳定
表达遥 结论 获得了我国杜氏利什曼原虫四川分离株 L.d.SC10H2和 L.d.SC7的无鞭毛体蛋白基因序列袁 并在 NIH3T3
细胞中稳定表达遥
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材料与方法

1 虫株及利什曼原虫前鞭毛体基因组 DNA的提取
两虫株分别为本室自行保存的四川省汶川县人分

离株渊MHOM/CN/90/SC10H2袁 简称 L.d.SC10H2冤和四
川省南坪县犬分离株渊MCAN/CN/86/SC7袁 简称 L.d.SC7冤遥
将虫株从液氮中取出袁 先转入 NNN培养基中27 益培养
7 d袁 之后转入含 15豫小牛血清的 M199培养基渊美国
Invitrogen公司产品冤中进行扩大培养遥 当虫体总数达
5伊109耀1伊1010时收集虫体袁 参照文献咱3暂的方法袁 提
取前鞭毛体的基因组 DNA遥

2 PCR引物的设计和合成
根据 GenBank已有的 4种利什曼原虫无鞭毛体

蛋白编码基因序列设计一对引物遥 上游引物 P1的 5忆
端添加限制性内切酶 BamH I识别序列和保护序列袁
下游引物 P2的 5忆端添加限制性内切酶 Xho I识别序
列和保护序列遥 引物合成工作由宝生物工程 渊大连冤
有限公司完成遥 引物序列如下院
P1 5忆鄄GGCGGATCCATGCTGTGCTCGTGCATCGTGTT鄄3忆

BamH I
P2 5忆鄄CGCCTCGAGCTACATTATAATCAGCAGCACCAGG鄄3忆

Xho I

3 无鞭毛体蛋白基因的扩增

PCR扩增所用聚合酶 Premix ExTaq 为宝生物工
程渊大连冤有限公司产品遥 反应条件为 94益 3 min袁 然后
94益 30 s袁 60益 40 s袁 72益 40s袁 共 30个循环袁 最后一
个循环 72 益 10 min遥 扩增产物经 1豫琼脂糖凝胶电泳
鉴定遥

4 无鞭毛体蛋白基因的克隆及鉴定

将上述两虫株的 PCR产物尧 质粒载体 pcDNA3.1
渊+冤 分别进行 BamH I和 Xho I双酶切袁 酶切后的产
物经胶回收试剂盒渊杭州博日科技有限公司产品冤纯化遥
用 T4DNA连接酶 渊英国New England Labs公司产品冤
分别将两虫株 amastin基因片段与质粒载体 pcDNA3.1
渊+冤 相连接袁 16益过夜遥 取连接反应液分别转化预先
制备的大肠埃希菌 DH5琢感受态细胞袁 均匀涂布菌液
于含氨苄青霉素的 LB培养基平皿上袁 37 益培养 16 h
后从平皿上挑取菌落袁 扩大培养袁 并进行重组质粒的
PCR鉴定和酶切鉴定遥 将四川人分离株 amastin 基因
的重组质粒命名为 pcDNA3.1 渊+冤 鄄SC10H2鄄amastin袁
四川犬分离株 amastin 基因的重组质粒命名为 pcD鄄
NA3.1渊+冤鄄SC7鄄amastin遥

5 无鞭毛体蛋白基因序列测定及同源性分析

对 PCR鉴定及酶切鉴定均正确的重组质粒进行
测序 渊由上海英骏生物技术有限公司完成冤遥 使用
ORF Finding软件确定所获序列是否拥有完整的开放
阅读框遥 运用生物软件 DNAMAN袁 将 L.d.SC10H2尧
L.d.SC7无鞭毛体蛋白基因序列分别与 GenBank中收
录的其他 4种利什曼原虫无鞭毛体蛋白基因序列进行
对比分析袁 并同时进行 L.d.SC10H2和 L.d.SC7的无鞭
毛体蛋白基因序列对比分析遥 另外袁 分析了推导的 L.
d.SC10H2和 L.d.SC7的无鞭毛体蛋白氨基酸序列与其
他虫株无鞭毛体蛋白氨基酸序列的同源性遥

6 重组质粒转染 NIH3T3细胞
转染前 24 h 将细胞培养瓶中生长状态良好的

NIH3T3 细胞 [含 10%小牛血清袁 100 U/ml 青霉素袁
100 滋g/ml 链霉素的 DMEM 渊美国 Invitrogen 公司产
品) 完全培养基培养] 用胰蛋白酶消化袁 以 5伊105个/孔
接种 6孔细胞培养板袁 当细胞生长至 70%左右汇合
时袁 按照转染试剂 渊南京凯基生物科技发展有限公司
产品冤 使用说明转染细胞遥 实验分 pcDNA3.1渊+冤对照组
和重组质粒 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin实验组遥

7 免疫荧光法检测瞬时表达

在 6孔细胞培养板中制作细胞爬片袁 按上述方法转
染遥 转染后 48 h 处理爬片袁 检测 pcDNA3.1 渊+冤鄄
SC10H2鄄amastin在细胞中的瞬时表达遥 具体步骤为院
PBS 清洗细胞爬片袁 4%多聚甲醛固定 30 min袁 PBS
清洗袁 2%Triton X鄄100处理 15 min袁 PBS清洗袁 加封
闭血清 37 益封闭 15 min袁 加 20 滋l杜氏利什曼原虫兔
血清抗体渊本室自行制备袁 工作浓度 1 颐 200冤 4 益过
夜袁 PBS清洗袁 加 FITC标记的第二抗体 渊北京成文
免疫化学研究室产品袁 工作浓度 1 颐 100冤袁 37 益孵育
15 min后 PBS清洗袁 50%缓冲甘油封片袁 在荧光显微
镜下观察结果遥

8 G418筛选稳定表达细胞克隆
转染 48 h 后袁 换用含 G418 渊美国 Invitrogen 公

司产品袁 300 滋g/ml冤 的培养液继续培养细胞袁 每 2 d
更换 1次培养液遥 当空白对照孔细胞完全死亡时袁 换
用含 G418 渊150 滋g/ml冤 的培养液继续培养袁 每 2 d
更换 1次培养液袁 至稳定表达转入基因的细胞克隆出
现时转入细胞培养瓶中扩大培养遥

9 RT鄄PCR鉴定稳定表达
经 G418 筛选后存活细胞生长至 80%左右汇合
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图 2 6株利什曼原虫无鞭毛体蛋白基因序列比较
Fig.2 Comparison of the amastin nucleotide sequences of six

leishmania isolates

M院 DNA标志物袁 1院 L.d.SC10H2无鞭毛体蛋白基因袁 2院 L.d.SC7无
鞭毛体蛋白基因袁 3院 阴性对照遥
M院 DNA marker 渊D2000冤袁 1院 Amastin gene of L.d.SC10H2袁 2院 A鄄
mastin gene of L.d.SC7袁 3:院 Negative control.

图 1 L.d.SC10H2 和 L.d.SC7的无鞭毛体蛋白基因 PCR
扩增产物电泳结果 渊1豫琼脂糖凝胶电泳冤

Fig.1 PCR product of amastin gene of L.d.SC10H2
and L.d.SC7 渊1% Agarose gel electrophoresis冤
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时袁 使用总 RNA提取试剂盒 渊上海生工生物工程技
术服务有限公司产品冤 提取其总 RNA遥 所获总 RNA
经反转录 渊反转录试剂盒为上海生工生物工程技术服
务有限公司产品冤 后再用前述引物进行 PCR 扩增袁
以鉴定其是否稳定表达无鞭毛体蛋白基因遥

10 Western blotting鉴定稳定表达
经 G418筛选后存活的细胞生长至 80%左右汇合

时袁 用 PBS洗涤细胞袁 加预冷的细胞裂解液袁 冰浴20
min袁 将裂解产物移至 1.5 ml离心管中袁 4益尧 10 000伊g
离心 5 min袁 取上清袁 加 2伊SDS上样缓冲液袁 混匀袁
100 益处理 5 min袁 取 25 滋l进行 SDS鄄PAGE分析 渊分
离胶浓度为 15%冤袁 电泳后转印到硝酸纤维素膜上袁
将膜浸泡在含 50 g/L脱脂奶粉的 TTBS 中袁 室温封闭
3 h袁 依次与杜氏利什曼原虫兔血清抗体 渊工作浓度为
1颐200冤尧 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体渊北京中杉
金桥公司产品袁 工作浓度为 1颐1 000冤作用后袁 用 DAB
显色试剂盒渊北京中杉金桥公司产品冤避光显色遥

结 果

1 无鞭毛体蛋白基因的 PCR扩增
用 PCR方法从我国杜氏利什曼原虫四川分离株

L.d.SC10H2和 L.d.SC7的基因组 DNA 中分别扩增出
与预期大小一致袁 约 550 bp的 DNA片段 渊图 1冤遥

2 无鞭毛体蛋白基因序列测定及同源性分析

2.1 序列测定 L.d.SC10H2和 L.d.SC7的无鞭毛体蛋
白基因片段长度均为 552 bp袁 经 ORF Finding软件确
定拥有完整的开放阅读框遥 序列已被 GenBank收录袁
收录号分别为 DQ864502和 DQ864503遥 所获两序列
与 GenBank中收录的其他 4种利什曼原虫无鞭毛体
蛋白基因序列对比结果见图 2遥

2.2 序列同源性分析 L.d.SC10H2和 L.d.SC7分别与
其他株利什曼原虫无鞭毛体蛋白基因序列进行同源性

分析 渊表 1冤遥 推导的 L.d.SC10H2和 L.d.SC7的无鞭
毛体蛋白氨基酸序列分别与其他虫株无鞭毛体蛋白氨

基酸序列进行同源性分析 渊表 1冤遥
结果表明袁 L.d.SC7的无鞭毛体蛋白基因序列及

推导的氨基酸序列与 GenBank中收录的其他 4种利
什曼原虫的相应序列有高度的同源性袁 L.d.SC10H2
的序列相比而言则相对较低遥 L.d.SC10H2尧 L.d.SC7
两者的无鞭毛体蛋白基因序列及推导的氨基酸序列均

有一定的差异袁 可能存在株间变异遥

3 免疫荧光法检测 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin在
NIH3T3细胞中的瞬时表达

pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin转染的 NIH3T3细

L.major         1   ATGCTGTGCTCGTGCATCGTGTTCATGTTCCTCGTGACGTCTGCGCCGATCTCGCAGTTC   60 
L.braziliensis  1   ------------------------A-------------------G-----C--------C   60 
L.mexicana      1   ------------------------A-------------------G-----C--------C   60 
L.amazonensis   1   ------------------------A-------------------G-----C--------C   60 
L.d_SC10H2      1   ------------------------G-------------------A-----C--------T   60 

L.d_SC7         1   ------------------------A-------------------G-----A--------C   60 

L.major         61  CGCGGCAGGGGCATCAACGCTAGCGCCACTGGCGGCGCGAGCAAGTTGTCGTGCGTGACT   120 
L.braziliensis  61  --C----G------CA-----------AC--G-------------T--T----C-----T   120 
L.mexicana      61  --C----G------CA-----------AC--G-------------T--T----C-----T   120 
L.amazonensis   61  --C----G------CA-----------AC--A-------------T--T----C-----C   120 
L.d_SC10H2      61  --T----A------TC-----------GA--G-------------C--A----T-----T   120 

L.d_SC7         61  --C----G------CA-----------AC--G-------------T--T----C-----C   120 

L.major         121 GCGTGGGGGCTGAAGAACGACTGCAACTCCAACAACTACGACTACCGCCCGACGAGCATA   180 
L.braziliensis  121 -C-T----GC-------C---------T-------C----------------C------A   180 

L.mexicana      121 -C-T----GC-------C---------T-------C----------------C------A   180 
L.amazonensis   121 -C-T----GC-------C---------T-------C----------------A------A   180 
L.d_SC10H2      121 -T-G----CT-------T---------A-------C----------------C------G   180 

L.d_SC7         121 -T-T----CC-------T---------G-------T----------------C------A   180 

L.major         181 GGGTGCGCACGCGCGAAGCAGCTGTTCCAGGTGTCGGAGGCGTTCTACATTGTCGCCGTT   240 
L.braziliensis  181 -G-------CGCGCGA---AG-----------------------C-----TG-C--CG-T   240 

L.mexicana      181 -G-------CGCGCGA---AG-----------------------C-----TG-C--CG-T   240 
L.amazonensis   181 -A-------GACGTGG---GA-----------------------C-----TG-C--CA-T   240 
L.d_SC10H2      181 -G-------CGTGCCA---AG-----------------------T-----CA-T--TG-G   240 

L.d_SC7         181 -G-------CGCTCGA---AG-----------------------C-----TG-C--TG-T   240 

L.major         241 ATTGTGTCGTTCCTGTCGTGCCTGATGAGCGGCCTGTACTTCATCGGCATGAAGGCAAAG   300 
L.braziliensis  241 -----------C-----G---------A-C-----------C--C--C--G---------   300 

L.mexicana      241 -----------C-----G---------A-C-----------C--C--C--G---------   300 
L.amazonensis   241 -----------C-----G---------A-C-----------C--C--G--G---------   300 
L.d_SC10H2      241 -----------T-----A---------T-T-----------C--C--C--C---------   300 

L.d_SC7         241 -----------C-----G---------A-C-----------T--G--C--C---------   300 
L.major         301 GTGCTGCTAGTCCTGCTTGCCGTCCTTGAGGTTGTGGTCGCGCTGATCCCATGGGTGTGC   360 
L.braziliensis  301 --------AG--C--------G-CC-T----T--TGG-C--------C------------   360 
L.mexicana      301 --------AG--C--------G-CC-T----T--TGG-C--------C------------   360 
L.amazonensis   301 --------AG--C--------G-CC-T----T--TGG-C--------C------------   360 
L.d_SC10H2      301 --------GA--G--------A-CT-C----C--TGT-T--------T------------   360 

L.d_SC7         301 --------GG--C--------G-TC-T----T--GTT-T--------C------------   360 

L.major         361 ATGACGGCGGTGTGGCACGGCAACTACTGCGGCGGGTCGACCGTGAAGATCAACACGTCG   420 
L.braziliensis  361 ------G--G-----C--GG-A-CT--------------A-C-----GA-C----C-T-G   420 
L.mexicana      361 ------G--G-----C--GG-A-CT--------------A-C-----GA-C----C-T-G   420 
L.amazonensis   361 ------G--G-----C--AG-G-AC--------------A-T-----GA-C----C-T-G   420 
L.d_SC10H2      361 ------T--C-----C--AA-A-CT--------------C-C-----TC-G----G-A-A   420 

L.d_SC7         361 ------G--G-----T--GG-A-CT--------------A-C-----GA-C----C-T-G   420 

L.major         421 AACGGCAAGGCGGACGGCGTGCCGTACGGCTCTGTGCTGCGTGAGTCGTTCAAGGCCAGC   480 
L.braziliensis  421 -A-------GCG-----C--G---T----CT--G----------GTCG----A-GC----   480 

L.mexicana      421 -A-------GCG-----C--G---T----CT--G----------GTCG----A-GC----   480 
L.amazonensis   421 -A-------GCG-----C--G---T----CT--G----------GTCG----A-GC----   480 
L.d_SC10H2      421 -A-------TTA-----T--T---C----TG--A----------TATT----G-AT----   480 

L.d_SC7         421 -G-------GTG-----C--G---T----CT--G----------GTCG----A-GC----   480 

L.major         481 GCTGGCTACGGTCTGACGGTTGCGGCGTGGTGCACCCAGGTGATTGGCCTGGTGCTGCTG   540 
L.braziliensis  481 -----------------G-----G----------CC------------------------   540 

L.mexicana      481 -----------------G-----G----------CC------------------------   540 
L.amazonensis   481 -----------------G-----G----------TC------------------------   540 
L.d_SC10H2      481 -----------------T-----T----------TT------------------------   540 

L.d_SC7         481 -----------------G-----G----------CC------------------------   540 

L.major         541 ATTATAATGTAG  552 
L.braziliensis  541 ------------  552 

L.mexicana      541 ------------  552 
L.amazonensis   541 ------------  552 
L.d_SC10H2      541 ------------  552 

L.d_SC7         541 ------------  552 
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M院 DNA标志物袁 1院 转染 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin的 NIH3T3细
胞的 RT鄄PCR产物袁 2院 转染 pcDNA3.1 渊+冤的 NIH3T3细胞的 RT鄄PCR
产物袁 3院 阳性对照遥
M院 DNA marker 渊 D2000冤 袁 1院 RT鄄PCR product of NIH3T3 cells
transfected with pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin袁 2院 RT鄄PCR product of
NIH3T3 cells transfected with pcDNA3.1渊+冤袁 3院 Positive control.
图 4 RT鄄PCR检测 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin于 NIH3T3

细胞中的表达渊1豫琼脂糖凝胶电泳冤
Fig.4 Detection of the expression of pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄

amastin in NIH3T3 by RT鄄PCR 渊1% agarose gel electrophoresis冤

M 1 2 3
bp

2 000
1 000

750
500
250
100

表 1 L.d.SC10H2/L.d.SC7与其他株利什曼原虫无鞭毛体蛋白基因序列和氨基酸序列的同源性渊豫冤
Table 1 Similarity of the amastin nucleotide sequence and amino acid sequence between

L.d.SC10H2/L.d.SC7 and other Leishmania isolates渊豫冤

四川人分离株L.d.SC10H2
四川犬分离株

L.d.SC7

硕大利什曼原虫
L.major

86
96

巴西利什曼原虫
L.braziliensis

86
96

墨西哥利什曼原虫
L.mexicana

86
96

亚马逊利什曼原虫
L.amazonensis

84
93

杜氏利什曼原虫四川
人分离株 L.d.SC10H2

100
86

杜氏利什曼原虫四川犬
分离株 L.d.SC7

86
100

四川人分离株

L.d.SC10H2
四川犬分离株L.d.SC7

80.87
94.54

80.87
94.54

80.87
94.54

75.96
88.52

100
79.78

79.78
100

基因序列

氨基酸序列
Amino acid
sequence

Nucleotide
sequence

A院 转染质粒 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin的 NIH3T3细胞渊荧光冤袁 B院 转染质粒 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin的 NIH3T3细胞渊普通光冤袁 C院 转
染质粒 pcDNA3.1渊+冤的 NIH3T3细胞渊荧光冤袁 D院 转染质粒 pcDNA3.1渊+冤的 NIH3T3细胞渊普通光冤遥
A院 NIH3T3 cells transfected with plasmid pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin 渊fluorescence冤袁 B院 NIH3T3 cells transfected with plasmid pcDNA3.1渊+冤鄄
SC10H2鄄amastin 渊ordinary light冤袁 C院 NIH3T3 cells transfected with plasmid pcDNA3.1渊+冤 渊fluorescence冤袁 D院 NIH3T3 cells transfected with plas鄄
mid pcDNA3.1渊+冤 渊ordinary light冤.

图 3 免疫荧光法检测重组质粒 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin在 NIH3T3细胞中的表达 渊伊200冤
Fig.3 Immunofluorescence of the expressed products of recombinant plasmid pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin in NIH3T3 cells 渊伊200冤

A B C D

胞在荧光显微镜下可见细胞膜和细胞内有较强的绿色

荧光 渊图 3A冤袁 同一视野细胞在普通光下形态清晰
渊图 3B冤遥 表明 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin成功转
入 NIH3T3 细胞袁 并在细胞膜和细胞内获得短暂表
达遥 空质粒 pcDNA3.1渊+冤转染的 NIH3T3细胞在荧光
显微镜下未检测到绿色荧光 渊图 3C冤袁 而同一视野细
胞在普通光下形态清晰 渊图 3D冤遥

4 RT鄄PCR鉴定 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin在
NIH3T3细胞中的稳定表达
经 G418筛选后存活细胞的总 RNA 经反转录后

PCR扩增出无鞭毛体蛋白基因遥 而空质粒 pcDNA3.1
渊+冤转染的 NIH3T3细胞总 RNA经反转录后 PCR未扩
增出任何产物 渊图 4冤遥 表明无鞭毛体蛋白基因在
NIH3T3细胞中获得了稳定表达遥

5 Western blotting鉴定 pcDNA3.1 渊+冤鄄SC10H2鄄a鄄
mastin在 NIH3T3细胞中的稳定表达
经 G418筛选后存活细胞的裂解产物袁 在相对分

子质量 渊Mr冤约 20 000处可见明显的阳性杂交信号袁

表明 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin在 NIH3T3细胞中
稳定表达出无鞭毛体蛋白遥 而空质粒 pcDNA 3.1渊+冤转
染的 NIH3T3细胞裂解产物未检测到杂交信号渊图 5冤遥

中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2007年 04月第 25卷第 2期 Chin J Parasitol Parasit Dis Api. 2007袁 Vol. 25袁 No.2 127窑 窑



中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2007年 4月第 25卷第 2期 Chin J Parasitol Parasit Dis Apr. 2007袁 Vol. 25袁 No.2

M院 蛋白质标志物袁 1院 pcDNA3.1 渊+冤转染的 NIH3T3细胞裂解产物袁
2院 重组质粒 pcDNA3.1 渊+冤鄄SC10H2鄄amastin转染的 NIH3T3细胞裂解
产物遥
M院 Protein marker袁 1院 Lysate of NIH3T3 cells transfected with pcD鄄
NA3.1渊+冤袁 2院 Lysate of NIH3T3 cells transfected with pcDNA3.1渊+冤鄄
SC10H2鄄amastin遥

图 5 Western blotting 检测 pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄amastin
于 NIH3T3 细胞中的表达

Fig.5 Detection of the expression of pcDNA3.1渊+冤鄄SC10H2鄄
amastin in NIH3T3 by Western blotting

M 1 2Mr
120 000
86 000

47 000

34 000
26 000
20 000

讨 论

杜氏利什曼原虫隐性感染者或黑热病患者康复后

其机体可产生持久的针对杜氏利什曼原虫的保护性免

疫应答袁表明疫苗接种的方法预防杜氏利什曼原虫的感
染是可行的遥免疫预防的免疫原可以来源于基因工程表
达的蛋白或蛋白亚单位袁 或者是编码这些蛋白的基因遥
但选择何种蛋白或其编码的基因作为免疫原则至关重要遥

Teixeira等咱1暂渊1994冤通过对锥虫 cDNA文库的差异
筛选袁 在国际上首次报道并成功克隆了位于锥虫虫体
表面的无鞭毛体蛋白基因遥 Wu 等咱4暂 渊2000冤 将几种
与锥虫无鞭毛体蛋白类似的利什曼原虫无鞭毛体蛋白

与绿色荧光蛋白融合袁 利用激光共聚焦显微镜证实袁
利什曼原虫的无鞭毛体蛋白也主要位于无鞭毛体时期

虫体表面袁 是一种转录后调控的发育调节蛋白遥 Sa鄄
lotra等咱5暂的研究表明袁 无鞭毛体蛋白在患黑热病后皮
肤利什曼病渊PKDL冤时表达上调袁 这有可能在改变患
者的临床表现上起重要作用袁 以致于影响黑热病的临
床治疗效果遥 Stober等咱6暂对 100种新的硕大利什曼原
虫疫苗候选者进行筛选袁 发现无鞭毛体蛋白是其中一
种最新的有前途的保护性抗原遥 加之无鞭毛体蛋白位
于利什曼原虫虫体表面袁 在利什曼原虫感染侵入宿主
体内后有着更多的与宿主免疫系统接触的机会袁 因而
有望成为抗利什曼原虫感染的疫苗候选抗原蛋白袁 其
编码基因则可成为基因疫苗的候选基因遥 但迄今为
止袁 未见利什曼原虫中对人生命威胁最大的杜氏利什

曼原虫无鞭毛体蛋白基因的克隆尧 序列报告以及真核
表达方面的报道遥
本研究克隆了杜氏利什曼原虫四川人分离株渊L.d.

SC10H2冤和四川犬分离株渊L.d.SC7冤的无鞭毛体蛋白基
因袁 并进行了测序尧 序列分析以及该基因在真核表达
系统 NIH3T3细胞中表达的研究遥 结果发现袁 克隆的
两株杜氏利什曼原虫的无鞭毛体蛋白基因序列及推导

的氨基酸序列存在一定的差异袁 有可能存在株间变异
或是由于宿主不同而产生的差异袁 有待进一步证实遥
此外袁 L.d.SC7的无鞭毛体蛋白基因序列及推导的氨
基酸序列与成军等报道的 4种利什曼原虫无鞭毛体蛋
白基因序列及推导的氨基酸序列具有高度同源性袁 而
L.d.SC10H2的序列相比而言则同源性略低袁 提示无
鞭毛体蛋白是一种较保守的蛋白袁 加之其位于虫体表
面袁 易于诱导机体产生保护性免疫力袁 成为疫苗候选
分子的希望较大遥 用免疫荧光法检测重组质粒 pcD鄄
NA3.1 渊+冤鄄SC10H2鄄amastin在 NIH3T3细胞中的瞬时
表达时袁 在荧光显微镜下见到细胞膜和细胞内有绿色
荧光遥 经 G418筛选存活细胞的总 RNA经 RT鄄PCR后
扩增出无鞭毛体蛋白基因曰 细胞裂解产物经 Western
blotting鉴定袁 在相对分子质量 渊Mr冤约 20 000 处检
测到阳性杂交信号袁 表明无鞭毛体蛋白基因可以在真
核细胞中稳定表达遥 本研究为黑热病无鞭毛体蛋白基
因疫苗的研制奠定了基础遥
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