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揖摘要铱 目的 分析肝片形吸虫重组谷胱甘肽鄄S鄄转移酶 渊FhGST冤 对 SD大鼠的免疫原性遥 方法 将已构建重组原

核表达质粒 pET30a鄄FhGST转化大肠埃希菌 BL21 渊DE3冤 宿主菌袁 以异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷 渊IPTG冤 诱导重组蛋白表达遥
十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤 分析表达产物袁 蛋白质印迹 渊Western blotting冤 分析其免疫反应性遥 20
只 SD大鼠随机均分为蛋白免疫组和佐剂对照组袁 蛋白免疫组以纯化的重组蛋白皮下注射免疫 SD大鼠袁 抗原免疫剂量为
200滋g/渊只窑次冤袁 共免疫 3次袁 每次间隔 3周遥 佐剂对照组以 PBS代替免疫抗原同法注射遥 免疫前尧 每次免疫后和末次免疫
后 3周尧 6周鼠尾采血袁 分离血清遥 利用间接 ELISA法检测免疫大鼠血清 IgG抗体水平的动态变化袁 噻唑兰法 渊MTT法冤
检测脾淋巴细胞增殖情况遥 结果 经纯化获得重组 FhGST蛋白袁 SDS鄄PAGE电泳结果显示袁 在相对分子质量 Mr 31
300处出现单一条带遥 Western blotting分析结果表明袁 纯化重组 FhGST蛋白能识别自然感然肝片形吸虫的山羊阳性血
清袁 在 Mr 31 300处可见特异的免疫反应带遥 重组 FhGST蛋白免疫 SD大鼠后袁 可诱导产生特异性 IgG抗体袁 在免疫后
第 9周袁 抗体效价达到顶峰 渊1 颐 89 144冤袁 且明显高于佐剂对照组 渊1 颐 1 000冤遥 重组蛋白能显著刺激大鼠脾细胞的生长
和增殖遥 结论 重组 FhGST蛋白能诱导 SD大鼠产生特异性免疫应答袁 具有良好的免疫原性遥
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揖Abstract铱 Objective To analyze the immunogenicity of recombinant glutathione S鄄transferase protein of Fasciola

hepatica 渊FhGST冤 in SD rats. Methods The recombinant expression plasmid pET30a鄄FhGST was transformed into E.
coli BL21 渊DE3冤 cells and induced with IPTG for protein expression. The recombinant protein FhGST was analyzed by
SDS鄄PAGE and identified by Western blotting. Twenty SD rats were randomly divided into two groups: immunized group
and adjuvant control group. SD rats in immunized group were injected subcutaneously with 200 滋g of purified FhGST
protein. The adjuvant control group with 10 SD rats received only adjuvants emulsified with PBS. All the rats received
three immunizations at 3鄄week intervals. Serum samples were collected at pre鄄immunization, the day after each
immunization, 3 weeks and 6 weeks after the final immunization. The IgG antibody of rats爷 sera was examined by indirect
ELISA and spleen lymphocyte proliferation 渊SLP冤 was tested by MTT. Results The molecular weight of purified FhGST
was about Mr 31 300. The recombinant FhGST was recognized by pool sera of goats naturally infected with F. hepatica.
The recombinant protein induced specific antibody IgG against GST protein in SD rats significantly higher than that of the
control, and the antibody titer reached the peak at 9 weeks after the first immunization 渊GMT 1 颐 89 144冤. FhGST protein
significantly enhanced the growth and proliferation of rat splenocytes. Conclusion The recombinant FhGST protein
induces specific immune response in SD rats.
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肝片形吸虫病是由肝片形吸虫 渊Fasciola hepati鄄
ca袁 Fh冤 寄生引起的人兽共患病遥 该病遍及世界各
地袁 牛尧 羊感染率最高咱1暂袁 是中国危害最严重的反刍
兽寄生虫病之一咱2暂遥 目前袁 该病尚无安全有效的疫苗袁
传统疫苗研制受虫体获得的限制袁 难以大规模生产遥
药物驱虫易造成药物残留袁 新型基因工程疫苗的开发
是目前防制肝片形吸虫病的一个主要研究方向遥 谷胱
甘肽鄄S鄄转移酶 渊glutathione S鄄transferase袁 GST冤 是与
细胞解毒及许多生理尧 生物异源物质排泄有关的一种
多功能酶袁 是蠕虫主要解毒酶之一袁 能通过其解毒作
用和修复机制等多种防御机制逃避宿主免疫应答咱3鄄5暂袁
可作为一种抗肝片形吸虫的候选疫苗抗原遥 本研究利
用基因工程重组 FhGST蛋白免疫 SD大鼠袁 检测其诱
导免疫应答的效果袁 为研制安全尧 有效的抗肝片形吸
虫病疫苗奠定基础遥

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物尧 菌株和载体 清洁级健康雌性 SD大
鼠 20只袁 体重 180耀200 g袁 购自中国科学院上海实
验动物中心遥 重组原核表达质粒 pET30a鄄FhGST由本
实验室构建袁 含该质粒的阳性大肠埃希菌 渊E. coli冤
BL21 渊DE3冤 菌株由本实验室保存袁 所表达的重组蛋
白可与自然感染肝片形吸虫的山羊阳性血清发生特异

性反应遥 自然感染肝片形吸虫的山羊阳性血清和重组
谷胱甘肽鄄S鄄转移酶 渊GST冤 蛋白免疫的 SD大鼠阳性
血清由本实验室保存遥
1.2 主要试剂尧 酶和抗体 辣根过氧化物酶 渊HRP冤
标记的兔抗山羊 IgG和兔抗大鼠 IgG购自武汉博士德
生物工程有限公司袁 改良 Eagle培养基 渊DMEM冤 和
RPMI 1640培养基购自美国 Invitrogen公司遥

2 方法

2.1 重组菌诱导表达 重组原核表达质粒 pET30a鄄
FhGST 阳性重组菌接种于溶菌肉汤 渊LB冤 培养基袁
吸光度 渊A 600值冤抑1.0时袁 加入异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳
糖苷 渊IPTG冤 至终浓度为 1 mmol/L 进行诱导表达遥
诱导 3 h后袁 12 000伊g离心 5 min收集菌体沉淀袁 进
行十二烷基硫酸钠 鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊 SDS鄄
PAGE冤咱6暂遥
2.2 重组蛋白的纯化与定量和蛋白质印迹 渊Western
blotting冤 分析 诱导 500 ml重组菌液袁 参考黄轶等咱7暂

的方法袁 采用透析袋电洗脱法纯化重组蛋白遥 取 10 滋l
纯化的蛋白溶液袁 经 SDS鄄PAGE检测纯化效果袁 用自
然感染肝片形吸虫的山羊阳性血清进行Western blot鄄

ting分析咱6暂袁 并测定纯化目的蛋白的浓度遥
2.3 动物免疫实验 20只 SD大鼠随机均分为重组
蛋白免疫组 渊A组冤 和佐剂对照组 渊B组冤遥 A组注
射重组蛋白 FhGST袁 抗原与佐剂乳化后袁 背部皮下多
点注射免疫大鼠袁 每次抗原免疫剂量为 200 滋g/只袁
共免疫 3次袁 每次间隔 3周遥 其中袁 前 2次免疫使用
福氏完全佐剂袁 第 3次使用福氏不完全佐剂遥 B组以
PBS代替免疫抗原与佐剂乳化袁 同法免疫大鼠遥 大鼠
于免疫前尧 每次免疫后和末次免疫后 3周尧 6周尾静
脉采血袁 每组 5只袁 分离血清遥
2.4 ELISA 检测 采用本实验室建立的间接 ELISA
方法测定抗体效价咱8暂遥 用 100 滋l 纯化的重组蛋白
FhGST 渊6 mg/ml冤 作为抗原包被 ELISA 板袁 5%脱脂
奶粉 4 益过夜封闭曰 加入 1 颐 200倍稀释的待检血清袁
37 益作用 1 h曰 加入兔抗大鼠 HRP鄄IgG 作用 1 h袁
3袁3忆袁5袁5忆鄄四甲基联苯胺渊TMB冤显色 15 min袁 2 mol/L
硫酸终止反应袁 测定 A 450 值遥 以阴性血清平均 A 450
值+3倍标准差为阳性阈值遥
2.5 免疫大鼠脾淋巴细胞增殖试验 渊MTT法冤 末次

采血后袁 每组取 5只大鼠脱颈处死袁 无菌取脾袁 制备
脾细胞悬液袁 用含 10%犊牛血清的 RPMI 1640培养液
调整细胞浓度为 1伊107个/ml遥 于 96孔细胞培养板中
培养细胞袁 每孔加入 50 滋l淋巴细胞悬液遥 实验孔每
孔加入 40 滋g/ml刀豆球蛋白 A 渊ConA冤 50 滋l袁 对照孔
加入等体积的 RPMI 1640培养液袁 各设 3个复孔袁 置
于 37 益 5% CO2培养箱中培养 68 h遥 加入 5 滋g/滋l噻
唑蓝 渊MTT冤 10 滋l/孔袁 继续培养 4 h曰 加入 100 滋l二
甲基亚砜 渊DMSO冤 终止袁 充分混匀使紫黑色结晶完
全溶解后袁 测定 A 490值袁 计算淋巴细胞刺激指数 渊SI冤
=实验孔 A 490值/对照孔 A 490值遥

3 统计学分析

采用 SAS 9.0软件进行统计分析实验数据袁 检验
水平为 0.05遥

结 果

1 重组蛋白 FhGST的诱导表达与纯化
SDS鄄PAGE 电泳结果表明 袁 在相对分子质量

渊Mr冤 约 31 300 处有一蛋白条带袁 与预测理论值相
符遥 经透析袋电洗脱法纯化的重组蛋白在 Mr 31 300
处出现单一条带 渊图 1冤遥 基因蛋白定量仪测定纯化
的重组 FhGST蛋白浓度为 3.45 mg/ml遥

2 Western blotting分析
结果表明袁 纯化重组 GST蛋白能识别自然感染肝
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采血时间 渊周冤
Serum collection time 渊week冤

M院 蛋白质标志物曰 1院 感染肝片形吸虫山羊血清曰 2院 健康山羊血清遥
M院 Protein marker曰 1院 Sera of goat infected with Fasciola hepatica曰
2院 Sera of healthy goat.

图2 纯化的重组 FhGST蛋白Western blotting结果
Fig. 2 Western blotting analysis of the recombinant FhGST protein

片形吸虫的山羊阳性血清袁 在Mr 31 300处可见特异的
免疫反应带袁 而阴性血清对照则未出现反应带 渊图 2冤遥

3 IgG抗体消长情况
结果表明袁 与佐剂对照组 渊1 颐 1 000冤 相比袁 免疫

组 IgG抗体效价从首次免疫后 3周开始升高 [几何平均
效价 渊GMT冤 1 颐 5 571袁 1 颐 3 200耀1 颐 6 400]袁 在末次免疫
后 渊即第 9周冤 抗体效价达到顶峰 渊GMT 1 颐 89 144袁
1 颐 51 200耀1 颐 102 400冤袁 末次免疫后 6周 渊即第 15周冤
抗体效价仍处于较高水平 渊GMT 1 颐38 802袁 1 颐25600耀
1 颐 51 200冤 渊图 3冤遥

4 淋巴细胞转化试验

结果显示袁 各免疫组平均刺激指数 渊2.26依0.07冤
明显高于 PBS对照组 渊1.17依0.03冤渊P<0.05冤遥

讨 论

分泌排泄抗原是指肝片形吸虫分泌排泄产物

渊 Fasciola hepatica excretory鄄secretory products袁 Fh鄄
ESP冤袁 其具有抗原特性袁 能诱导宿主获得保护性免
疫遥 大鼠皮下植入肝片形吸虫成虫可诱发产生部分抵
抗力袁 表明 FhESP具有诱发产生保护性免疫应答的
作用咱9暂遥 GST是 FhESP的重要组分袁 对寄生虫维持体
内环境平衡和保护寄生虫抵抗因免疫应答诱导产生自

由基的攻击是必不可少的遥 GST作为防治血吸虫病的
分子疫苗候选抗原的研究已取得可观的进展遥 Spithill
等咱10暂用自肝片形吸虫分泌排泄物中提取的 GST免疫
动物袁 取得了较好的抗肝片形吸虫感染的免疫保护效
果遥 来自于肝片形吸虫的 GST接种绵羊和牛已获得
较好的抗虫保护遥 GST亦是肝片形吸虫与血吸虫交叉
免疫的主要反应成分袁 感染曼氏血吸虫的小鼠能产生
对肝片形吸虫 GST的交叉反应抗体咱11暂袁 交叉免疫的存
在提示了交叉保护力的可能遥 因此袁 推测 GST可作为
一种抗肝片形吸虫的候选疫苗抗原遥

本研究应用重组 GST蛋白免疫 SD大鼠袁 ELISA
检测结果显示袁 与佐剂对照组相比袁 蛋白免疫组从第
3周开始 IgG抗体效价升高袁 且在第9周抗体水平升
至最高 渊1 颐102 400冤袁 第 12周开始下降袁 第 15周持
续减少遥 说明重组蛋白诱导的体液免疫应答较强袁 但
在大鼠体内发挥作用的时间较短遥 应用 MTT法检测
大鼠 T淋巴细胞的转化程度袁 脾淋巴细胞经 ConA刺
激转化实验反映出袁 免疫后不同时间蛋白免疫组细胞
受非特异刺激后不同的增殖转化强度袁 一般将 SI>1.5
判定为有效刺激袁 SI值越大袁 说明所免疫细胞群体的
反应能力和免疫功能越强遥 在本研究中袁 免疫组大鼠
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M院 蛋白质标志物曰 1院 pET30a鄄FhGST诱导前曰 2院 pET30a鄄FhGST诱导
后 3 h曰 3院 纯化的重组蛋白遥
M院 Protein marker曰 1院 pET30a鄄FhGST without induction曰 2院 pET30a鄄
FhGST with IPTG induced for 3h曰 3院 Purified recombinant protein FhGST.
图 1 重组蛋白 FhGST的诱导表达和纯化的 SDS鄄PAGE分析

Fig. 1 SDS鄄PAGE analysis of expression and purification of the
recombinant protein FhGST
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图 3 GST免疫大鼠血清 IgG抗体消长曲线

Fig. 3 Dynamic curves of IgG in sera in immunized rats
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刺激指数均大于 1.5袁 且明显高于对照组 渊P<0.05冤袁
表明重组蛋白能促进大鼠脾淋巴细胞的生长和增殖遥

本研究利用原核表达的肝片形吸虫重组 GST蛋
白免疫 SD大鼠袁 通过间接 ELISA 方法和 MTT法检
测免疫后效果袁 实验结果表明袁 重组蛋白能够诱导大
鼠发生免疫应答产生特异性抗体和致敏淋巴细胞袁 但
抗体持续时间较短遥 在今后的研究中或可通过与
DNA疫苗的联合使用提高其免疫效果咱12暂遥 本研究结
果弥补了肝片形吸虫天然 GST蛋白较难获得的缺点袁
并证实了重组蛋白的活性袁 为研制方便尧 有效的抗肝
片形吸虫病新型分子疫苗奠定基础遥
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情况袁 因地制宜的制定有效控制策略遥 当然袁 钉螺的
消长还可能受高程尧 降水尧 湿度和温度等其他气候因
素及人为灭螺干预措施的影响袁 因此今后还可以考虑
拟合其他一些因素以探讨综合效应对不同区域洲滩螺

情的变化影响袁 从而更好地掌握影响钉螺分布综合因
素的规律袁 为钉螺控制和血吸虫病的预防控制提供理
论支持[16,17]遥
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