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　　血吸虫成虫 31ö32 kD a 蛋白除具有公认的免疫学诊断

价值外,作为疫苗抗原的候选分子也有潜在价值 [1 ]。我们对

编码大陆株日本血吸虫 32 kD a天冬酰胺肽链酶 (Sj 32)进行

了克隆、测序鉴定、构建真核表达载体,并在小鼠骨骼肌细胞

得到表达,为该抗原的DNA 疫苗研究打下了基础。

　　材料与方法

Sj 32 cD NA 的克隆、鉴定

日本血吸虫成虫 RNA 的分离纯化, cDNA 合成等参见

文献[2 ]。根据文献[3 ]报道的核苷酸序列, 设计并合成引物,

P1: 5’2CTCGGA TCCAA GA GAAA TAA T GT T T TA T TC23’

P2: 5’2CGCAA GCT T GAA T TA T T T TAA CT TAA CCGCA

23’, P1 和P2 分别在其5’端设有BamH I和H indË酶切位点,

常规R T 2PCR 制备 Sj32编码区 cDNA。PCR 产物经BamH I

和 H ind Ë 双酶切后, 在 T 4 DNA 连接酶作用下, 克隆到

pB luescrip t,构建重组 p Sj 32,转化大肠杆菌 T G1,酶切图谱

法筛选鉴定阳性克隆, 并采用DNA 测序酶 2. 0 版试剂盒

(U SA ) ,对 Sj 32 cDNA 进行核苷酸序列测定。

　　真核表达载体 PCD -Sj 32的构建

另设计一条 5’端带 Xba I 酶切位点的引物 P3: 5’2

CTCTCTA GA GAA T TA T T T TAA CT TAA CCGCA23’, 与

P1 一起以 p Sj 32为模板,扩增出 Sj 32cDNA ,经BamH I和

Xba I双酶切后, 亚克隆入 PCD 载体, 构建重组真核表达载

体 PCD 2Sj 32,常规转化、筛选、鉴定阳性克隆。

　　Sj 32在小鼠骨骼肌细胞的表达及检测

将制备纯化的 PCD 2Sj 32溶于无菌生理盐水,调整浓度

为 1 ΛgöΛl,取 50 Λl直接注射于 5 w k 龄雄性BALBöc小鼠

股四头肌,做好标记, 10 d后处死小鼠,取注射部位肌肉进行

冰冻切片。多聚甲醛固定切片, PBS洗 3次,每次 3 m in,加抗

Sj 31ö32的M cA b 在室温下孵育 1 h 或 4℃过夜。PBS洗 3

次后,加 F ITC 标记的羊抗鼠 IgG室温下孵育 1 h, PBS洗涤

后,吹干,滴加甘油封片,荧光显微镜下观察结果。

　　结　果

重组D NA pSj 32的构建及鉴定

用 1 Λg血吸虫成虫的总 RNA , 在逆转录酶作用下, 合

成 cDNA 第一链, 采用 R T 2PCR 方法成功扩增出 1 312 bp

的 Sj 32编码区 cDNA。重组pSj 32测序结果,在 cDNA 编码

区 5’端可见A T G 起始密码子及其前面的BamH I位点, 在
3’端可见 TAA 终止密码子及其后面的H indË位点,均与预

期结果一致。

真核重组表达载体 PCD -Sj 32的鉴定

PCD 2Sj 32 经BamH I和 XbaÉ 双酶切后可得到 1 312

bp 的 Sj 32cDNA 片段。以该重组DNA 为模板进行 PCR 扩

增,可得到以 cDNA 为模板同样大小的DNA 片段。

Sj 32在小鼠骨骼肌细胞的表达

免疫组化结果显示 Sj 32能在小鼠体内表达,表达产物

主要见于骨骼肌细胞胞浆内, 在肌细胞间也可见到表达产

物。空白载体和生理盐水对照组均未见阳性表达产物。

　　讨　论

过去认为 Sm 32即血红蛋白酶,现发现具有血红蛋白酶

活性的是 Sm 31[4 ]。Sm 32与编码豆荚天冬酰胺肽链酶的 cD 2

NA 具有同源性。因此,血吸虫的 32 kD a蛋白应为天冬酰胺

肽链酶,归类于新的半胱氨酸家族。该酶主要作用于天冬酰

胺残基的羧基端肽链[5 ]。该酶在血吸虫生活史中的重要生物

学功能有待进一步阐明。
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