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【摘要】 目的 构建和表达细粒棘球绦虫重组卡介苗
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菌株
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方法 通过基因工程技

术将细粒棘球绦虫抗原
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的编码基因与大肠埃希菌
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分枝杆菌穿梭表达质粒载体
4O7$<#

重组
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后进行扩增
)
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经
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)
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!

十二烷基硫酸钠
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结论 构建和表达了细粒棘球绦虫
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细粒棘球蚴病是由细粒棘球绦虫幼虫感染中间宿

主引起的一种地方性和自然疫源性的人兽共患寄生虫

病 "

#

#

$

疫苗的研制有利于对该病流行的控制 "
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#
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重组

卡介苗
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:&;

&

是借助基因工程学技术对
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基因

进行合理的重组改造
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并利用
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的活疫苗载体的

特点
!

构建单次免疫诱导持久作用的新型疫苗"
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前期研究发现
!

细粒棘球蚴
!";=>#?!

抗原的基

因序列
'
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选疫苗
!#>#?!

具有高度的相似性 "

?@A

#
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国外研究发

现
!

!#>=?!

对终末宿主有良好的保护作用
!

因此推

测
!";=>=?!

抗原可能也是终末宿主的保护性抗原
$

本研究拟将
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抗原基因克隆入大肠埃希菌
!

分枝杆菌穿梭表达载体
4B7$?=

中
!

将此重组质粒电

转化入
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!

构建细粒棘球绦虫
-:&;!!";=>=?!

菌

株
!

并诱导表达
$

材料与方法

!

材料
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只
!
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K

大量抽提试剂盒和

293
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$
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和
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'

N

%
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连接酶
'
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司
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纯化试剂盒纯化回收
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载体分别用
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双酶切
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并按
$ % #

的摩尔比
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目的片段
%

载体
&
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连

接产物直接转化
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感受态细胞
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并接种于

含卡那霉素
%

#66 &EKV1
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的
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选

取生长良好的单菌落
!

小量增菌后提取质粒
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分别通

过酶切
'
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扩增和序列测定
%

由北京六合华大基因

科技股份有限公司完成
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等方法鉴定
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的构建和鉴定
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的复苏和培养 将
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保存的
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菌

株复苏后
!

接种于含
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油酸白蛋白葡萄糖酶
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&
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后作为模板进行
+&?

鉴定
$

提取质粒进行酶切鉴定
$

!8J -L&<!("<;=;>!

的诱导表达 将经
+&?

鉴定电

转化成功的
-L&<

接种在含卡那霉素的
JMN

液体培养

基中
!

$J "

摇菌培养至对数生长期
%

约
;K C

&!

%K "

热诱导
$O @()

$

取
; @1

热诱导后的
-L&<

菌液
!

% "

; >P"#"

离心
;" @()

!

收集沉淀
!

加入
; @1

预冷的

+LQ

重悬沉淀后
!

再加入等体积蛋白上样缓冲液
!

煮沸

;" @()

!

立即冰浴
K @()

!

% " > J!"#"

离心
K @()

!

取
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进行十二烷基硫酸钠
!

聚丙烯酰胺凝胶电泳

%

Q2Q!+3<R
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分析
$

!5P

免疫蛋白印迹（
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）分析 将前期

研究'
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(中原核表达的重组蛋白
("<#=#>!

纯化后
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溶
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结 果

< !"&<(<)1

基因的
*+,

扩增

以重组质粒
+X&@!YU("<#=#>

为模板的
+&?

扩

增结果显示
!

在约
$>O H4

处见一特异性扩增条带
!

与预期大小相符
%

图
#

&$

1

重组穿梭质粒
";$%!!"&<(<)1

的鉴定

重组质粒
-4:7!("<#=#>!

经限制性内切酶
(#$?!

和
%&'C"

双酶切
!

以及
+&?

扩增
!

均可见约
$>O H4

的条带
%

图
!

&!

其测序结果正确
$

G "HIJ!!"J<(<=1

的鉴定

以
-L&<!("<#=#>!

基因组
293

为模板
!

+&?

扩

增得到约
$>O H4

的特异性条带
$

抽提重组质粒
!

限

制性内切酶酶切结果亦得到相同位置的条带
%

图
$

&$

K "HIJ!!"J<(<=1

的诱导表达

-L&<!("<#=#>!

培养至对数生长期后
!

经
%K "

热诱导后进行
Q2Q!+3<R

!

与未经诱导的
-L&<

相比
!

在相对分子质量
%

)

-

&

约
J# OOO

处有明显的目的蛋

白条带
%

图
%

&$

L "MIJ!!"J<(<=1

表达产物的
N4A64"5 ?F:66.5/

分析

-L&<!!"<#=#>!

表达产物与免疫家兔制备的多

克隆血清反应后
!

在约
*

-

J# OOO

处产生一特异反应

带
%

图
K

&$

:

"

293

标志物
#

#

"

-L&<!("<#=#>!

的双酶切产物
#

!

"

-L&<!

("<#=#>!

的
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产物
$

:

"
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中国寄生虫学与寄生虫病杂志
!"#$

年
%

月第
$#

卷第
!

期
&'() * +,-,.(/01 +,-,.(/ 2(. 34-5 !6#$

!

7018 $#

!

905!

!

-

:; """

;!" """

<= """

=% """

$= """

!= """

!" """

> # ! $ %

>

"

蛋白标志物
#

#?%

"

-@&A!"#A#B#C!

的表达产物
$

>

"

+-0/D() E,-FD-

#

;G%

"

HI4-D..(0) 4-0JKL/ 0M -@&A!"#A#B#C!8

图
! "#$%!!"%&'&()

表达产物的
*+,-+". /01--2.3

分析

4235 6 *+,-+". /01--2.3 17 +89"+,,21. 9"1:;<- 17

"=$%!!"%>'>?@

讨 论

目前
!

棘球蚴病的预防不仅是医学上的一个难

题
!

还是一个严重的公共卫生问题%

<

&

$

因此
!

研制

出具有实际应用价值的新型疫苗是解决当前公共卫

生问题的关键
!

而找到保护性靶抗原是目前研究工

作的重点%

NO#6

&

$

重组卡介苗
'

-@&A

(

是借助基因工程学技术对

@&A

基因进行优化改造
!

并利用
@&A

活疫苗载体的

特性
!

构建一次免疫即能产生较强免疫应答的基因工

程疫苗 %

$

&

$

该种基因工程
-@&A

疫苗具有以下特点
"

!

其安全性以及稳定性已经确认
#

"

对与
@&A

重

组的靶抗原没有限制性要求
#

#

接种一次即能诱导

持久免疫
#

$

具备免疫佐剂与载体的双重功能
!

%

成本低
!

容易保存%

##O#!

&

$

本研究采用的载体是大肠埃希菌
!

分枝杆菌穿梭

质粒载体
4>7$C#

!

是国外研究者
P/0QD-

等%

#$

&

#NN#

年

在质粒
4>7!C#

的基础上构建出的一种整合载体
!

其

包含热休克蛋白基因
'.4C6

$

本研究将
"#A#B#C!

基

因片段插入至
'.4C6

启动子下游
!

在热诱导条件下可

控制目的蛋白的表达
!

表达蛋白产物为
"#A#B#C!

和

RP+C6

的融合蛋白
!

约为
!

-

:# 666

$

若用
-@&A!

"#A#B#C!

免疫动物
!

'.4C6

将有助于目的蛋白在动

物体内稳定
)

持久地表达
*

志谢 本研究得到石河子大学医学院张万江教授和袁俐教授的大力支

持
!

在此表示感谢
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为促进热带医学与寄生虫学领域的学术交流
!

首都医科大

学附属北京友谊医院
+

北京热带医学研究所定于
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年
%

月
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日在北京举办
/

第五届北京热带医学与寄生虫学论

坛
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届时将邀请国内相关领域知名专家共聚一堂
!

就热带医

学与寄生虫学方面国内最为关注的问题作专题报告
!

并从不同

角度切磋相关热点问题
!

以繁荣学术发展
!

增进同仁交流
*

本

届论坛已列入国家级继续医学教育项目
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