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牛带绦虫亚洲亚种 渊Taenia saginata asiatica冤 广
泛分布于东南亚袁 包括我国西南地区和台湾省袁 韩
国尧 泰国尧 印尼和菲律宾等地咱1鄄3暂遥 其成虫寄生于人
体肠道袁 引起亚洲牛带绦虫病袁 有恶心尧 腹痛尧 肛周
搔痒尧 头晕和头痛等临床表现咱4暂遥 人们通过食生或半
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揖Abstract铱 Objective To clone and express the lactate dehydrogenase 渊LDH冤 gene of Taenia saginata asiatica

and analyze the immunogenicity of the recombinant protein. Methods By screening the full length cDNA plasmid
library袁 the coding region of LDH was amplified with PCR袁 and cloned into the prokaryotic expression vector pET鄄30a
渊+冤, then expressed in E. coli BL21 with IPTG induction. The recombinant protein was detected by SDS鄄PAGE and
purified by Ni鄄IDA affinity chromatography, and its immunogenicity was analyzed by Western blotting. Results PCR,
double enzyme digestion and DNA sequencing confirmed that the recombinant expression plasmid was constructed. The
expression products were obtained and purified by Ni鄄IDA affinity chromatography. Western blotting analysis of LDH
recombinant protein testified that the recombinant protein could be recognized by sera of the Taenia saginata asiatica
infected swine and the patient. Conclusions The LDH gene of Taenia saginata asiatica has been cloned and
expressed袁 and the purified protein has been confirmed with immunogenicity.
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揖摘要铱 目的 对牛带绦虫亚洲亚种成虫乳酸脱氢酶基因 渊LDH冤 进行克隆尧 表达和免疫原性分析遥 方法 将牛

带绦虫亚洲亚种成虫 TaLDH 克隆到原核表达质粒 pET鄄30a渊+冤中袁 在大肠埃希菌 BL鄄21/DE3中用异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖
苷 渊IPTG冤 诱导表达袁 表达产物通过十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤 进行鉴定袁 用镍离子金属螯合
剂亲和层析柱进行纯化袁 纯化的重组蛋白 pET鄄30a渊+冤鄄TaLDH用蛋白质印迹 渊Western blotting冤 分析其免疫原性遥 结果

PCR尧 双酶切及 DNA测序结果均显示重组质粒 pET鄄30a 渊+冤鄄TaLDH构建成功遥 SDS鄄PAGE结果表明袁 目的基因在大肠埃
希菌 BL鄄21/DE3中获得高效表达袁 经亲和层析获得了高纯度蛋白袁 浓度为 0.9 mg/ml遥 Western blotting分析结果显示袁 重
组蛋白 pET鄄30a渊+冤鄄TaLDH能识别感染牛带绦虫亚洲亚种的猪血清和患者血清袁 在相对分子质量 (Mr) 35 000处有一清晰
条带袁 表明其具有免疫反应性遥 结论 牛带绦虫亚洲亚种成虫乳酸脱氢酶基因可在原核表达系统中获得具有免疫学活

性的高效表达遥
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生含有牛带绦虫亚洲亚种囊尾蚴的猪或野猪的内脏特

别是肝脏而感染袁 对劳动生产力和畜牧业造成极大损
失遥 2006年作者科研组在前期研究的基础上进行了
牛带绦虫亚洲亚种功能基因组学的研究袁 系统地开展
对牛带绦虫亚洲亚种在分类地位尧 分子生物学诊断和
疫苗等方面的研究咱5鄄6暂遥 本研究从牛带绦虫亚洲亚种
成虫 cDNA 质粒文库中筛选出一个乳酸脱氢酶
渊lactate dehydrogenase袁 LDH冤 的同源基因袁 构建了
pET鄄30a 渊+冤鄄TaLDH原核表达载体袁 并对其原核表达
产物进行了初步的免疫学研究遥

材料与方法

1 材料

1援1 感染血清 感染牛带绦虫亚洲亚种的猪血清及阴

性猪血清由贵阳医学院寄生虫学教研室提供遥 感染牛
带绦虫亚洲亚种患者血清袁 采自贵州省都匀市米秀乡
牛带绦虫亚洲亚种病流行区感染者血清 渊驱虫后冤袁 健
康人血清由中山大学热带病防治教育部重点实验室提

供遥
1援2 文库尧 质粒尧 菌株来源 虫体标本由上述感染

者驱虫后获取袁 经形态学鉴定后袁 构建牛带绦虫亚洲
亚种成虫全长 cDNA质粒文库和 EST测序及 Unigene
分析 渊与上海联合基因有限公司合作完成冤遥 原核表
达质粒 pET鄄30a渊+冤和大肠埃希菌 BL鄄21/DE3由中山
大学热带病防治教育部重点实验室保存遥
1援3 主要试剂和工具酶 ExTaq酶 渊含 dNTP冤尧 Nde玉尧
Hind芋尧 T4 DNA连接酶和 DNA标志物 渊DL 2000冤 均
购自大连宝生物工程有限公司袁 异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半
乳糖苷 渊IPTG冤 购自美国 Promega公司袁 镍离子金属
螯合剂亲和层析柱 渊Ni鄄IDA Agarose袁 cat No 为
69670冤 购自美国 Novagen公司袁 蛋白质标志物购自
立陶宛 MBI公司袁 DNA凝胶回收试剂盒尧 质粒纯化
试剂盒购自北京赛百盛基因有限公司袁 辣根过氧化物
酶标记的山羊抗猪 IgG渊HRP鄄IgG冤尧 兔抗人 IgG渊HRP鄄
IgG冤和 3袁3二氨基联苯胺渊DAB冤显色试剂盒均购自武
汉博士德有限公司袁 硝酸纤维素滤膜渊PVDF膜冤购自
美国 Millipore公司袁 十二烷基硫酸钠渊SDS冤尧 丙烯酰
胺尧 亚甲叉双丙烯酰胺和过硫酸胺等试剂均购自上海
申友生物科技有限公司遥
1援4 引物合成和 DNA测序 基因扩增引物和重组质

粒 DNA测序由 Introvigen上海生物技术有限公司合成遥

2 方法

2援1 牛带绦虫亚洲亚种乳酸脱氢酶 渊TaLDH冤 基因的
识别 将获得的牛带绦虫亚洲亚种 unigene 进行

Blastx分析袁 获得编码牛带绦虫亚洲亚种成虫 TaLDH
基因的文库质粒袁 编号为 Ta HC4鄄A8袁 GenBank登录
号为 EF420317袁 并通过瑞士生物信息学研究所的蛋
白分析专家系统 渊ExPASY袁 http院 //ca.expasy.org/冤 预
测其理化特性遥
2援2 TaLDH 基因的 PCR 扩增 根据已获得的 LDH
编码序列袁 利用 DNAClub和 PCRdesign设计引物遥
P1院 ATACATATGATGCATGGTGGAGGTTTGTTG

Nde玉酶切位点
P2院 ATAAAGCTTCCACTTGATGTCTGCGATAATCG

Hind芋酶切位点
以牛带绦虫亚洲亚种成虫 cDNA文库中 LDH基

因的克隆质粒为模版袁 进行 PCR扩增袁 反应条件为院
4 益 缘 min曰 怨4 益 员 min袁 56 益 员 min袁 苑圆 益 员 min袁
共 猿5个循环曰 苑圆 益 员园 min袁 PCR产物经 1豫琼脂糖
凝胶电泳回收遥
2援3 重组原核表达质粒 渊pET鄄30a 渊+冤鄄TaLDH冤 的构
建及鉴定 将 PCR产物和原核表达质粒 pET鄄30a 渊+冤
经 Nde玉和 Hind芋双酶切后回收袁 连接袁 转化入大肠
埃希菌 BL鄄21/DE3感受态细胞袁 卡那霉素筛选阳性克
隆袁对阳性克隆提取质粒进行 PCR袁双酶切和测序
鉴定遥
2援4 TaLDH 基因在大肠埃希菌 BL鄄21/DE3中的诱导
表达 取 50 滋l培养过夜的阳性克隆菌液袁 加入含有
卡那霉素的 5 ml LB培养基中袁 37 益 250 r/min振摇
至吸光度渊A 600值冤=0.4~0.6时袁 加入 IPTG至终浓度
1 mmol/L诱导表达 5 h遥 离心收集菌体袁 在沉淀中加
入 100 滋l 1伊十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳
渊SDS鄄PAGE冤 上样缓冲液袁 煮沸 5~10 min袁 13 000伊g
离心 1 min袁 取上清 10 滋l袁 进行 SDS鄄PAGE电泳分析遥
2援5 TaLDH 基因的大量诱导表达和纯化 按照上述

方法对阳性克隆在大肠埃希菌 BL鄄21/DE3中进行大量
诱导表达袁 离心收集菌体袁 按每克菌体加入 4 ml 1伊
结合缓冲液重悬菌体袁 冰上放置 30 min后冰上超声
裂解 渊功率 150 W袁 持续 1 s袁 停 2 s袁 共 15 min冤袁 4 益
13 000伊g 离心 20 min袁 收集上清袁 用 0.45 滋l滤膜过
滤袁 参照镍离子金属螯合剂亲和层析柱说明书袁 进行
蛋白纯化袁 收集蛋白洗脱液袁 取 30 滋l加入 10 滋l 4伊
SDS鄄PAGE上样缓冲液处理样品袁 12豫 SDS鄄PAGE电
泳袁 考马斯亮兰 R250 染色遥 将洗脱目的蛋白在
0.15 mol/L PBS 渊pH 7.4冤 透析液中 4 益透析 24 h渊其
间换透析液 2~3次冤遥
2援6 重组蛋白的蛋白质印迹 渊Western blotting冤 分析
将纯化的蛋白进行 SDS鄄PAGE 渊12豫冤电泳袁 电转移仪
于 100 V冰浴转印 1.5 h袁 将蛋白转移至 PVDF膜上遥
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将含预染蛋白质标志物条带剪下袁 5%脱脂奶粉封闭
过夜袁 PVDF膜转入用 1% 牛血清白蛋白 渊BSA冤 稀
释 渊1 颐 100稀释冤 的感染牛带绦虫亚洲亚种的猪血清
和患者血清各 20 滋l袁 以相应的阴性血清 20 滋l
渊1颐100冤为对照袁 室温孵育 2 h袁 PBS洗涤 3次袁 每次
5 min遥 加入山羊抗猪 HRP鄄IgG 渊1 颐 500冤 5 滋l和兔抗
人 HRP鄄IgG 渊1 颐 2000冤 2 滋l袁 室温孵育 1 h袁 PBS洗
涤 3次袁 每次 5 min袁 DAB显色至出现目的条带袁 超
纯水终止反应遥

结 果

1 生物信息学分析

牛带绦虫亚洲亚种乳酸脱氢酶 渊TaLDH冤 基因
渊 LDH冤 与恶性疟原虫的 LDH 基因 渊登录号为
AAK12097冤 的序列一致性为 55豫袁 全长 1 285 bp袁
编码区为 92~1 084 bp袁 编码 331个氨基酸曰 TaLDH
基因的理论相对分子质量和等电点分别为Mr 35 268.9
和 8.03遥

2 原核重组质粒的鉴定

重组质粒的 PCR产物与目的基因 渊993 bp冤 的大
小相符曰 双酶切后鉴定结果显示袁 在约 1 000 bp处有
一清晰的条带 渊图 1冤遥 与目的基因的大小基本相符袁
证明重组质粒构建成功遥

3 蛋白表达纯化结果

将构建的重组质粒转化到 E.coli BL鄄21/DE3中表
达袁 SDS鄄PAGE分析结果显示袁 约在 Mr 35 000处出
现一表达条带袁 与目的蛋白分子质量基本相符遥 将
pET鄄30a 渊+冤 鄄TaLDH蛋白进行纯化袁 Mr 35 000 处

得到一清晰的条带袁 且与目的蛋白相符 渊图 2冤袁 证
明目的蛋白纯化成功遥 测得纯化产物的蛋白浓度为
0.9 mg/ml遥

4 蛋白质印迹 渊Western blotting冤 分析
分析结果显示袁 pET鄄30a 渊+冤鄄TaLDH纯化蛋白能

识别感染牛带绦虫亚洲亚种的猪血清以及患者血清袁
在约 Mr 35 000处均显示出一条清晰的条带 渊图 3冤遥

M院 蛋白标志物袁 1院 感染猪血清袁 2院 健康猪血清袁 3院 患者血
清袁 4院 健康人血清遥
M院 Protein marker袁 1院 Purified product with serum of Taenia
saginata asiatica鄄infected swine袁 2院 Purified product with normal serum
of swine袁 3院 Purified product with serum of patient infected by T.s.
asiatica袁 4院 Purified product with sera of healthy persons.
图 3 重组质粒 pET鄄 30a渊+冤鄄TaLDH表达产物Western blotting分析

Fig.3 Western blotting analysis of the recombinant
pET鄄30a渊+冤 鄄TaLDH

M院 DNA 标志物 渊DL 2000冤袁 1院 TaLDH的 PCR 产物袁 2院 pET鄄30a
渊+冤 鄄TaLDH双酶切袁 3院 pET鄄30a 渊+冤 鄄TaLDH重组质粒遥
M院 DNA marker 渊DL 2000冤袁 1院 The PCR product amplified from cDNA
library of Taenia saginata asiatica袁 2院 The recombinant 渊pET鄄30a渊+冤鄄
TaLDH冤 digested by Nde玉and Hind芋袁 3院 The recombinant 渊pET鄄
30a 渊+冤 鄄TaLDH冤.

图 1 重组质粒的 PCR及双酶切鉴定
Fig.1 Identification of the pET鄄30a 渊+冤 鄄Ta LDH by PCR

amplification and digestion with restriction enzymes

M 1 2 3bp

2 000
1 000750500

250
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116 000
66 200
45 000
35 000
25 000
18 40014 400

M院 蛋白标志物袁 1院 未诱导 pET鄄30a 渊+冤袁 2院 诱导 pET鄄30a 渊+冤 6 h袁
3院 未诱导 pET鄄30a 渊+冤 鄄TaLDH袁 4院 诱导 pET鄄30a 渊+冤 鄄TaLDH 6 h袁
5院 pET鄄30a 渊+冤 鄄TaLDH诱导破碎后沉淀袁 6院 pET鄄30a 渊+冤 鄄TaLDH
诱导破碎后上清袁 7院 pET鄄30a 渊+冤 鄄TaLDH纯化产物遥
M院 Protein marker袁 员院 pET鄄30a渊+冤 trantformants without IPTG induction袁
2院 pET鄄30a渊+冤 transformants with IPTG induction袁 3院 pET鄄30a渊+冤鄄
TaLDH transformants without IPTG induction袁 4院 pET鄄30a渊+冤鄄TaLDH
transformants with IPTG induction袁 5院 Precipitation of soluble protein
of pET鄄30a 渊+冤鄄TaLDH trantformants袁 6院 Soluble protein of pET鄄30a
渊+ 冤鄄TaLDH transformants袁 7院 Purification of insoluble protein of
pET鄄30a 渊+冤 鄄TaLDH transformants.

图 2 重组质粒 pET鄄30a 渊+冤 鄄TaLDH的表达及其
纯化产物的 SDS鄄PAGE电泳分析

Fig.圆 SDS鄄PAGE analysis of the prokaryotic expression
product and purified product
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讨 论

LDH是糖代谢过程中一个非常重要的酶袁 广泛分
布于细菌尧 植物和动物中遥 在还原型辅酶玉/辅酶玉
渊NADH/NAD+冤 辅助下催化丙酮酸还原为乳酸尧 及乳
酸氧化为丙酮酸的可逆反应咱8暂遥 在人体袁 LDH同工酶
谱的变化可一定程度反映组织器官的病变袁 对诊断心
脑血管疾病尧 呼吸道疾病尧 肝脏疾病和肿瘤等有重要
参考价值咱9暂遥 已知绝大多数体内寄生虫能量代谢的主
要途径是无氧糖酵解袁 LDH是该途径的末端酶袁 研
究寄生虫与宿主 LDH在分子结构及功能上的差异对
于寄生虫病的免疫诊断和药物开发有重要意义遥 有关
蠕虫 LDH的研究相对较少袁 韩国研究者对 LDH在曼
氏迭宫绦虫成虫及裂头蚴的组织化学定位及其特性进

行了研究袁 发现 LDH在成虫及裂头蚴的皮下及皮下
肌层活性最高咱10暂遥 作者等通过生物信息学分析发现
TaLDH无线粒体尧 过氧化酶体尧 溶酶体和细胞核等
亚细胞定位序列袁 但有 3个跨膜区袁 是跨膜蛋白遥 所
以推测 TaLDH也很可能在牛带绦虫亚洲亚种成虫的
皮层细胞膜上分布较多袁 而膜蛋白则可能是诊断和疫
苗抗原或药物的靶分子遥
本研究利用纯化的原核表达载体 pET30a 对

TaLDH进行亚克隆袁 转化入大肠埃希菌 BL21渊DE3冤袁
IPTG诱导表达遥 PCR尧 双酶切及 DNA测序结果均表
明重组质粒 pET鄄30a渊+冤鄄TaLDH构建成功遥 但重组蛋
白在亲和层吸洗脱后袁 在溶液中很快形成絮状沉淀袁
这主要是由于该蛋白的等电点与洗脱缓冲液的 pH值
接近袁 可通过改变洗脱缓冲液的 pH值或加入脂溶性
的助溶剂等提高其溶解性遥 Western blotting分析结果
显示袁 pET鄄30a 渊+冤鄄TaLDH纯化蛋白能识别感染牛带
绦虫亚洲亚种的猪血清和患者血清袁 证实了重组蛋白
在纯化后具有免疫反应性袁 可推测 TaLDH是牛带绦
虫亚洲亚种的潜在诊断抗原遥 有研究结果表明疟原虫
LDH具有特殊的理化及免疫学特性袁 是理想的免疫
诊断靶分子并已开发出了相应的诊断试剂盒咱11袁12暂遥 本
研究对牛带绦虫亚洲亚种乳酸脱氢酶基因进行了克

隆尧 表达及可溶性重组蛋白纯化袁 为进一步研究该基

因的生物学功能以及在诊断尤其是疫苗研究方面奠定

了基础遥
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