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提要 　目的 : 大量获得纯化的日本血吸虫 2216 kDa 重组抗原。方法 : 用 PCR 方法将其编码基因序列经改造
后亚克隆入载体质粒 p GEX21λT 进行表达。结果 : 得到了融合表达的蛋白抗原。此融合蛋白表达量大 , 用凝血
酶酶切后易大量制备纯化的重组 2216 kDa 抗原。结论 : 以此融合蛋白免疫的小鼠抗血清进行免疫印迹试验 , 表
明 Sj2216/ Sj26 GST 融合重组蛋白具有与 Sj2216 蛋白一样的免疫学活性。
　　关键词 　日本血吸虫 　2216 kDa 抗原 　重组抗原 　融合表达

　　近年来 , 血吸虫重组疫苗的研究已越来越受到

人们重视。迄今 , 对曼氏血吸虫已发现了数种有意

义的疫苗候选抗原 , 对日本血吸虫病疫苗候选分子

的研究也在进行中。张桂筠等[1 ,2 ]将编码日本血吸

虫 2216 kDa 抗原 ( S j2216) 的编码基因片段亚克

隆入表达载体 p GEX21λT , 以基因工程方法制备得

到了 S j2216 kDa 抗原蛋白 , 但是该蛋白与质粒本

身编码的日本血吸虫 26 kDa GST 蛋白呈分离表

达 , 造成重组抗原表达量低且极难提纯 , 严重影响

了该重组抗原的实际应用[2 ,3 ] 。对该编码基因的测

序结果显示 , 在基因片段的起始密码子 A TG上游

第 10 位～12 位碱基处有一终止密码子 TAA , 因此

诱导表达时重组抗原与质粒本身编码的 S j26 GST

不能融合。本实验在此基础上 , 对该重组抗原编码

基因的邻近序列进行改造并进一步研究。

3 本课题获总理预备金所设血防专项基金资助 (942Y223)

材料与方法

1 　Sj2216 编码基因的改造及亚克隆[ 4]

111 改造序列的设计 　根据 S j2216 编码基因的开

放阅读框两侧序列重新设计引物 , 以去除 A TG前

面的终止密码子 TAA 并同时引入 EcoR I 酶切位

点。具体设计如下 :

注 : AGCT 改造前的基因序列
AGCT Gene sequence before reform
agct 333 引物及改造后的基因序列

agct 333 Primer and gene sequence after reform

112 　以 PCR 方法从 S j514 克隆[1 ]中扩增得到改造

后的 S j2216 编码基因片段并进行 1 %琼脂糖凝胶

电泳鉴定 　PCR 方法如下 : 94 ℃30 s , 60 ℃30 s ,

72 ℃30 s , 共重复 35 个循环。

113 　S j2216 编码基因片段的亚克隆 　PCR 产物经

电泳分离后 , 用 Glassmilk 纯化试剂盒 (购自 Bio2
Rad 公司) 从琼脂糖凝胶中回收并纯化。以 EcoR I

酶将基因片段和表达载体质粒 p GEX21λT 分别在

37 ℃下酶切 4 h , 并用碱性磷酸酶在 37 ℃下对酶切

后的载体末端行去磷酸化处理。再将处理后的片段

和 p GEX21λT 质粒在 DNA 连接酶的作用下 , 16 ℃

连接反应过夜。

114 　重组子转化大肠杆菌并挑选含阳性重组子的

克隆 　将重组子转化入感受态大肠杆菌 TG2 , 铺于
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含氨苄青霉素 100 mg/ ml 的 YT 培养板 37 ℃培养

过夜。挑取生长的菌落 , 以碱裂解法快速小量提取

重组质粒 DNA , 并用 1 %琼脂糖凝胶电泳进行初

步鉴定。对可疑阳性的 , 再用 EcoR I 酶切后 , 以 1

%琼脂糖凝胶电泳作进一步的鉴定。

2 　纯化 Sj2216/ Sj26 GST 融合蛋白和 Sj2216 重

组蛋白的制备[ 5]

211 　S j2216/ S j26 GST 融合蛋白的表达 　挑取含

阳性重组子的菌落 1 个 , 接种入 2 ml YT 培养液于

37 ℃生长过夜 , 再以 1∶50 接种培养。37 ℃培养 4 h

后 (OD600为 015) 加入 IPTG至终浓度为 1 mmol/

L , 继续培养 5 h 进行表达。于 4 ℃, 1 500 g 离心

集菌后 , 以 PBS 重悬沉淀备用。

212 　S j2216/ S j26 GST 融合蛋白的纯化 　将上述

表达物在 200 瓦功率下超声粉碎 40 min 后于 4 ℃,

10 000 g 离心 10 min , 取上清加入还原型谷胱甘肽2
琼脂糖珠 (glutathione Sepharose 4B , GS4B) 离心柱

(购自 Pharmacia 公司) , 在室温中孵育吸附 30 min

以使 Sj2216/ Sj26 GST 融合蛋白的 GST 部分与

GS4B 柱上的谷胱甘肽特异性结合 , 用 10 倍柱床体

积 PBS洗柱 3 次。每次 500 g 离心 5 min 以去除上

清 , 最后加入 1 倍柱床体积的洗脱缓冲液 (含 10

mmol/ L 还原型谷胱甘肽 , 50 mmol/ L Tris2HCl ,

PH810) 混匀 , 在室温下孵育 10 min 以使结合在柱

上的融合蛋白被还原型谷胱甘肽竞争性置换而洗脱

下来。收集到的洗脱液中即含有纯化的融合蛋白。

213 　纯化 S j2216 重组蛋白的制备[6 ] 　将超声粉

碎物的离心上清同前法装柱结合并洗柱 , 500 g 离

心 5 min 以去除上清后加入 1 ml 凝血酶 ( throm2
bin) 酶切液 ( 含 50 IU thrombin 的 PBS 液 ,

thrombin 购自 Pharmacia 公司) , 室温下酶切反应

20 h , 500 g 离心 5 min , 收集的上清液中即含有纯

化的高浓度的 S j2216 重组蛋白。

3 　纯化的 Sj2216 重组蛋白及 Sj2216/ Sj26 GST

融合蛋白的特性鉴定

311 　鼠免疫血清的制备 　取 6 周龄的雌性 BALB/

c 小鼠 (购自南京军区总医院实验动物中心) , 每

鼠注射含 10μg 纯化融合蛋白抗原的福氏完全佐剂

与 PBS 的混合物。隔周免疫 1 次 , 共免疫 3 次。

最后 1 次免疫 1 wk 后采血并分离血清。

312 　SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS2PA GE) 鉴

定　取纯化的 S j2216 重组蛋白、融合蛋白和可溶

性成虫抗原 (SWA) 各 100μl , 分别加入等量的 2

X SDS2PA GE 载样缓冲液 , 进行 10 % SDS2PA GE

电泳 , 凝胶以考马斯亮蓝染液染色后观察结果。

313 　蛋白转移印迹试验 ( Western blotting) 鉴

定[7 ] 　将 10 %SDS2PA GE 电泳后的凝胶在 300 mA

下对硝酸纤维素薄膜进行印迹转移 , 然后将硝纤膜

浸入 5 %脱脂奶粉溶液 , 于 37 ℃封闭 1 h 后 , 以

PBS2T ( PBS 中含有 0105 % Tween220) 溶液洗 3

次 , 每次 5 min。再将硝纤膜浸泡于免疫鼠血清溶

液 (1∶20 稀释) 中 , 于 4 ℃反应过夜。次日将膜以

PBS2T 洗 3 次 , 每次 5 min , 与 1∶500 的绵羊抗小

鼠 Ig G2辣根过氧化物酶 ( HRP) 结合物于 37 ℃反

应 1 h , 再以 PBS2T 洗膜 4 次 , 每次 10 min , 加入

新配制的底物液 (6 mg 42氯212萘酚、2 ml 甲醇、

10 ml TBS、12μl H2O2) 37 ℃显色 10 min , 最后用

蒸馏水冲洗终止反应。(本实验中应用Bio2Rad 公司

生产的 Western blotting 装置进行免疫印迹试验) 。

结 　　果

1 　用新设计的引物以 PCR 法扩增改造过的 Sj2216

抗原编码基因并进行 1 %琼脂糖凝胶电泳的结果见

图 1 , 在约 590 bp 处可见一单一的扩增条带。

1 　φX174 DNA/ Hae Ⅲ标记物 　2 　PCR产物
1 　φX174 DNA/ Hae Ⅲmarker 　2 　PCR products

图 1 　改造后 Sj2216 编码基因的 PCR产物
Fig. 1 　PCR products of reformed gene fragment of Sj2216

2 　纯化的 Sj2216 重组蛋白、融合蛋白及可溶性成

虫抗原进行 SDS2PAGE 电泳鉴定的结果

　　SDS2PA GE 电泳鉴定的结果 : 前两者分别在约

2216 kDa 和 50 kDa 处可见较纯的蛋白条带 (图

2) , 且在成虫抗原的相应部位也存在。

3 　纯化的 Sj2216 重组蛋白、融合蛋白及可溶性成

虫抗原 Western blotting 的鉴定结果

　　Western blotting 的鉴定结果见图 3 , 由图中的

2、4 及 5 的 2216 kDa 处 , 分别可见识别条带。在

4 及 5 的约 26 kDa 处也可见相应的识别条带。

讨 　　论

　　血吸虫病是一种严重威胁人类健康的寄生虫

病。现行的以化疗为主的综合防治措施难以达到预
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1 　蛋白质分子量标准　2 　Thrombin 切下的 rSj2216 　3 　Sj2216/ Sj26 GST重组融合蛋白
4 　融合蛋白被 thrombin 酶切成单独的 rSj2216 和 Sj26 GST两条蛋白带　5 　日本血吸虫可溶性成虫抗原

1 　Protein molecular weight standard 　2 　Purif ied r Sj2216 　3 　 Sj2216/ Sj26 GST fusion protein
4 　Two protein bands , rSj2216 and Sj26 GST, were from the digestion 　5 　Adult S1 j aponicum soluble antigen

　　图 2 　重组抗原的 SDS2PAGE鉴定结果　图 3 　重组抗原的 Western bloting 鉴定结果
　　Fig. 2 　Result of SDS2PAGE for identif ication of the Sj2216/ Sj26 GST fusion protein and r Sj2216 　Fig. 3 　Result of Western blotting for i2

dentif ication of the Sj2216/ Sj26 GST fusion protein and r Sj2216

防的目的 , 急需寻找新的防治措施。疫苗的发明和

广泛应用是今天人类得以免除或减轻许多传染病危

害的关键性干预措施。未来的血吸虫病防治措施

中 , 可能采用疫苗接种预防来补充化疗控制传播的

不足。在日本血吸虫病疫苗候选分子的寻找及验证

过程中 , 大量获得纯化 r S j2216 蛋白和 S j2216/

S j26 GST 融合蛋白 , 可用于探讨其能否诱导小鼠

产生抗日本血吸虫感染的保护力。本研究采用

PCR 方法对 S j2216 编码基因序列进行改造 , 以去

除其开读框首位启动密码子 A TG前面的终止密码

子 TAA , 将此改造后的基因片段亚克隆入高表达

载体 p GEX21λT 后 , 得到了与载体序列本身编码的

日本血吸虫 26 kDa GST 融合表达的 S j2216 重组

抗原蛋白 , 该融合蛋白的表达量比以前[1～3 ]分离

表达时明显提高。由于融合蛋白中的 GST 部分与

GS4B 柱上的谷胱甘肽能以酶与底物的形式特异性

地结合 , 因而能够极方便地用 GS4B 柱以亲和层析

的方法将其从诱导表达的克隆菌超声粉碎混合物中

纯化出来。更为方便的是 , 应用 thrombin 酶切 ,

可以从融合蛋白中切出纯度很高的单一 S j2216 蛋

白。由于整个亲和层析纯化过程时间很短且可以在

4 ℃下操作 , 因此理论上能得到纯度很高且具有与

蛋白相近活性的蛋白。从 SDS2PA GE 和 Western

blotting 的结果可以看出 , 重组蛋白与虫本身蛋白

质具有相同的分子量。用基因工程方法生产的融合

蛋白制备的小鼠免疫血清 , 可同时识别成虫抗原中

的 S j2216 蛋白、重组 S j2216/ S j26 GST 融合蛋白
和切下的 r S j2216 蛋白 , 这充分证明用基因工程方

法生产的重组蛋白与血吸虫蛋白质具有相同的免疫

原性和免疫学活性 , 用基因工程方法可大量制备抗

原蛋白用于血吸虫病疫苗候选分子的研究工作。
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EXPRESSION AND IDENTIFICATION OF RECOMBINANT 2216 kDa
FUSION PROTEIN OF SC HIS TOSO MA J A PON ICU M

SU 　Chuan , 　MA 　Lei , 　WU 　Haiwei , 　SHEN 　Lei ,
CHEN Shuzhen , 　ZHAN G　Zhaosong , 　WU 　Guanling

Depart ment of Parasitology , N anji ng Medical U niversity , 　N anji ng 　210029

ABSTRACT

AIM : To obtain a large amount of purified 2216 kDa antigen of Schistosom a japonicum ( S j2216) in large

quantity. METHODS : The sequence of the gene fragment encoding S j2216 was reformed by PCR and sub2
cloned into plasmid vector p GEX21λT that coded for the 26 kDa GST antigen of Schistosom a japonicum ( S j26

GST) . The recombinant plasmid was transformed into E1 coli TG2 and then the positive recombinant clone was

expressed by induction with IPTG. RESULTS : The recombinant S j2216/ S j26 GST fusion protein was ex2
pressed in 511 % of total bacterial protein and was easy to be purified with glutathione sepharose 4B. Moreover ,

the purified recombinant S j2216 antigen could be cut off easily from the fusion protein with thrombin and had

high immunogenicity. CONCL USION : The purified recombinant S j2216 protein and S j2216/ S j26 GST fusion

protein had the same immunological activity as the native S j2216 kDa protein .

　　Key words : Schistosom a japonicum , 2216kDa antigen , recombinant antigen , fusion expression

3 Supported by the Premier funds for the development of vaccine against shistosomiasis japonica (942Y223)

溶组织内阿米巴阴道炎一例
山东省枣庄市山亭区人民医院 　枣庄 　277200 　张贵堂 　王祥华

　　患者 ,女性 ,49 岁 ,农民。因外阴、阴道瘙痒和疼痛 ,赤

白带增多 ,伴轻度腹痛与腹泻 3 wk ,于 1997 年 8 月 20 日来

院就诊。询问病史 :慢性腹泻 4 年 ,大便稀糊状 ,每日 2～3

次 ,1993 与 1994 年夏季两次急性腹泻发作时 ,排出血脓便 ,

并有腥臭味 ,次数较多 ,无泌尿生殖系感染症状。体检 :外阴

潮红 ,阴道壁有数个黄豆粒大小的溃疡 ,边缘隆起 ,表面覆以

黄棕色粘液状分泌物。实验室检查 : WBC 13. 9 ×109/ L ,N

78 % ,L 22 % ,Hb 85 g/ L ,RBC 2. 8 ×1012/ L 。阴道分泌物查

见溶组织内阿米巴 ( Entamoeba histolytica , E. h. ) 滋养体。

粪便生理盐水涂片镜检查见阿米巴滋养体 ( + ) ,RBC ( + ) ,

碘液染色镜检包囊 ( + ) ,再做铁苏木素染色鉴定为 E1 h1 大

滋养体 ,确诊为 E1 h1 痢疾与 E1 h1 阴道炎。给予甲硝唑和

复方新诺明治疗 5 d ,症状消失 ,续服甲硝唑和喹碘仿 1 个疗

程 (10 d) ,停药 2 wk 后 ,再服 1 个疗程 ,阴道分泌物和大便

均未查见 E1 h1 滋养体和包囊。1 年后复检仍为阴性 ,临床

治愈。

　　 E1 h1 阴道炎罕见 ,多继发于肠道感染[ 1 ] 。该患者

1993 年门诊病历诊断为急性 E1 h1 痢疾 ,口服甲硝唑和土

霉素治疗。自诉症状控制后 ,未按疗程正规治疗 ,转为慢性

腹泻 ,以致夏季用浴盆洗澡时感染阴道炎。本病例给卫生工

作者较深刻的启示 ,首先应加强农村卫生宣传教育 ,患病后

患者应按时服药 ,彻底治疗 ,改善不良的盆浴习惯 ,勤换内衣

裤 ,减少继发感染。另一方面应健全门诊病例登记制度 ,并

让患者保存好病历和检查报告单 ,为以后复诊提供快速正确

的诊断依据。
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