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·基础实验研究论著·

华支睾吸虫表膜蛋白ＴＰ３１．８的克隆、表达及免疫活性

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　　摘　要：目的　从华支睾吸虫ｃＤＮＡ文库扩增表膜蛋白３１．８ｋＤａ（ＴＰ３１．８）基因，克隆入表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１，诱导表达重组

蛋白，纯化重组蛋白免疫大鼠获得特异性抗体，为后续功能研究奠定基础。方法　以华支睾吸虫ｃＤＮＡ文库为模板，设计一对特

异性引物，扩增华支睾吸虫ＴＰ３１．８基因，扩增产物经犈犮狅犚 Ⅰ、犡犺狅Ⅰ双酶切后与做相应酶切的ｐＧＥＸ４Ｔ１连接，转化大肠杆菌

ＢＬ２１，提取质粒进行双酶切鉴定，ＩＰＴＧ诱导重组蛋白表达，并对基因进行测序及比对分析。融合蛋白经谷胱甘肽Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ

柱纯化后，用凝血酶去除谷脱甘肽疏基转移酶（ＧＳＴ）。获得纯化的重组蛋白，使用重组蛋白皮下注射免疫大鼠，ＥＬＩＳＡ检测抗

ＴＰ３１．８的特异性ＩｇＧ抗体滴度。结果　ＴＰ３１．８基因成功扩增，重组ｐＧＥＸ４Ｔ１ＴＰ３１．８双酶切鉴定可见目的片段。测序结果

显示ＴＰ３１．８在正确阅读框中，ＴＰ３１．８开放阅读框长８２８ｂｐ，编码相对分子质量为３１．８×１０
３ 的蛋白，等电点为４．７。ＴＰ３１．８与

其他蠕虫的表膜蛋白具同源性，与日本血吸虫表膜蛋白Ｓｍ２０的一致性为４１％，ＩＰＴＧ诱导后，ｐＧＥＸ４Ｔ１ＴＰ３１．８／ＢＬ２１有相对

分子质量５７．８×１０３ 融合蛋白的表达。融合蛋白经凝血酶酶切后得到相对分子质量３１．８×１０３ 的重组蛋白。使用重组蛋白免疫

大鼠，ＥＬＩＳＡ检测抗重组蛋白的特异的ＩｇＧ抗体滴度为１∶２５６００。结论　成功克隆了华支睾吸虫表膜蛋白ＴＰ３１．８基因，并获

得重组蛋白的表达。重组ＴＰ３１．８具免疫原性，免疫大鼠获得的特异性抗体滴度为１∶２５６００，为其后续功能研究奠定了基础。
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　　华支睾吸虫成虫寄生在人和食鱼类哺乳动物的肝胆管内，

引起的华支睾吸虫病（肝吸虫病）是一种严重的人兽共患寄生

虫病。

吸虫表膜是宿主免疫系统与虫体接触的界面，分子组成复

杂，包括蛋白、多肽、糖蛋白、糖脂、脂肪酸等。因此，表膜相关

抗原对宿主的免疫、致病起重要作用［１］。目前对血吸虫表膜蛋

白的研究较多，在血吸虫病疫苗的研发和免疫诊断方法的建立

等方面有重要作用［２］。本研究在对华支睾吸虫成虫ｃＤＮＡ质

粒文库进行随机测序筛选时，发现了一种与其他物种表膜相关

抗原高度同源的新基因，暂时将其命名为华支睾吸虫表膜蛋白
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３１．８ｋＤａ（ＴＰ３１．８）。本研究对其进行了原核克隆及表达，并

使用纯化的重组蛋白免疫大鼠，获得了抗ＴＰ３１．８的特异性抗

体，为其后续功能研究奠定了基础。

１　材料和方法

１．１　试剂与仪器　ｐＧＥＸ４Ｔ１质粒载体、谷胱甘肽Ｓｅｐｈａ

ｒｏｓｅ４Ｂ纯化柱、凝血酶购自法马西亚公司；ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合

酶，犈犮狅犚 Ⅰ、犡犺狅 Ⅰ限制性内切酶，Ｔ４ＤＮＡ 连接酶，ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ等购自Ｔａｋａｒａ公司。胰蛋白胨、酵母提取物购自英国

Ｏｘｏｉｄ公司。使用的仪器主要有德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司ＰＣＲ仪、

英国ｕｖｉｔｅｃ公司ＧＡＳ７５０８Ｔ２０紫外凝胶成像分析系统、上海

力申公司 ＨＦｓａｆｅ１２００型生物安全柜、德国Ｓｏｒｖａｌｌ公司 ｍｉ

ｃｒｏ１７Ｒ台式高速冷冻离心机。

１．２　方法

１．２．１　ＴＰ３１．８基因的扩增　根据华支睾吸虫ｃＤＮＡ文库测

序获得的 ＴＰ３１．８序列，设计特异性引物一对，Ｐ１：５′ＣＧＧ

ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＴＧＣＴＴＴＴＡＴＣＧ３′引物加入保护性

碱基ＣＧＧ和犈犮狅犚 Ⅰ酶切位点；Ｐ２：５′ＧＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＡ

ＴＡＡＴＡＴＧＧＴＧＴＣＴＴＧ３′引物加入保护性碱基 ＧＧ 和

犡犺狅Ⅰ酶切位点，由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。以含目的基因的测

序质粒为模板，ＥｘｔｒａＴａｑ酶进行ＰＣＲ扩增。扩增产物用１％

琼脂糖凝胶电泳初步鉴定。

１．２．２　ＴＰ３１．８克隆入ｐＧＥＸ４Ｔ１载体　ＰＣＲ产物纯化后，

用犈犮狅犚 Ⅰ、犡犺狅Ⅰ做双酶切。将酶切后的产物与经相同酶切

的ｐＧＥＸ４Ｔ１连接，转化大肠杆菌ＢＬ２１。挑取经氨苄青霉素

筛选的菌落提取质粒进行ＰＣＲ及双酶切鉴定。

１．２．３　ＴＰ３１．８的序列分析　将鉴定含有ｐＧＥＸ４Ｔ１ＴＰ

３１．８的ＢＬ２１／ＤＥ３中工程菌送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司采用双脱氧链

末端终止法在ＡＢＩＰＲＩＳＭＤＮＡ序列分析仪上测定插入片段

的核苷酸序列。登陆ｈｔｔｐ：／／ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ网站，将测序

结果进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析，分析其与其他已知序列的同

源性。

１．２．４　ｐＧＥＸ４Ｔ１ＴＰ３１．８在大肠杆菌ＢＬ２１／ＤＥ３的诱导表

达　将含有ｐＧＥＸ４Ｔ１ＴＰ３１．８的ＢＬ２１／ＤＥ３工程菌接种于

含氨苄青霉素（１００μｇ／ｍＬ）的ＬＢ琼脂板，培养过夜后挑单菌

落于含氨苄青霉素的ＬＢ液体培养基中，３７℃培养至ＯＤ６００为

０．５左右，加ＩＰＴＧ至终浓度０．２ｍｍｏｌ／Ｌ３０℃诱导表达５ｈ。

８０００ｒ／ｍｉｎ，４ ℃离心１５ｍｉｎ，收集菌体，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

鉴定。

１．２．５　菌体的裂解　将２５０ｍＬ培养物的细菌沉淀悬于１０

ｍＬ的ＰＢＳ，－２０℃冷冻３０ｍｉｎ，３７℃放置２０ｍｉｎ，反复冻融３

次，加入溶菌酶至终浓度１ｍｇ／ｍＬ，冰上放置３０ｍｉｎ。按每克

细菌加入２０μＬＤＮａｓｅⅠ（１ｍｇ／ｍＬ），搅匀后室温放置至裂解

液不再黏稠。将裂解液冰上超声破碎。８０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心

１５ｍｉｎ，收集上清液和沉淀，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定。

１．２．６　重组蛋白的亲和层析纯化　使用ＰＢＳ（ｐＨ７．３）平衡

谷胱甘肽Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ亲和层析柱。吸取裂解上清液加入柱

内，流速０．２～１ｍＬ／ｍｉｎ，１０ｍＬＰＢＳ洗涤后，用１０ｍＬ洗脱缓

冲液洗脱，分管收集洗脱液，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定。将纯化融

合蛋白用凝血酶于室温（２２～２５℃）放置１６ｈ进行酶切，重复

亲和层析步骤除去谷胱甘肽疏基转移酶（ＧＳＴ），获得纯化的重

组蛋白。

１．２．７　多抗的制备及鉴定　以１００μｇ纯化的重组ＴＰ３１．８与

等体积弗氏完全佐剂混匀，通过背部、足垫部位皮下注射免疫

ＳＤ大鼠；相同方法，间隔２周进行第２次加强免疫（以相同剂

量加不完全弗氏佐剂）；间隔２周进行最后一次加强免疫。末

次免疫后１周采集血液，于血清中加入诱导表达的ｐＧＥＸ４Ｔ

１／ＢＬ２１产物超声裂解液，４℃吸附过夜。ＥＬＩＳＡ 检测血清

效价。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　将纯化的表达产物经ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳后电转移至ＰＶＤＦ膜，以小鼠ＴＰ３１．８血清为一抗（１∶１

０００稀释），羊抗大鼠ＩｇＧ为二抗行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定。

２　结　　果

２．１　华支睾吸虫ＴＰ３１．８基因的扩增　以含ＴＰ３１．８基因的

测序质粒为模板，以特异性引物ＰＣＲ扩增ＴＰ３１．８基因。１％

琼脂糖凝胶电泳显示，在预期位置（８２８ｂｐ）有目的条带，见

图１。

　　泳道 Ｍ：ＤＮＡ分子量标记ＤＬ２０００；泳道１：ＴＰ３１．８基因ＰＣＲ产

物。

图１　　ＴＰ３１．８基因的ＰＣＲ扩增产物电泳结果

２．２　重组ｐＧＥＸ４Ｔ１ＴＰ３１．８质粒的鉴定　挑取转化后氨苄

青霉素抗性ＬＢ平板上生长的单克隆，提取质粒，以重组质粒

为模板，用ＴＰ３１．８特异性引物进行ＰＣＲ，获得与目的基因片

段大小一致的片段。将筛选出的重组质粒进行犈犮狅犚 Ⅰ、犡犺狅

Ⅰ双酶切鉴定，切下大小约８２８ｂｐ的目的片段，与ＴＰ３１．８基

因的片段大小一致，见图２。

　　泳道 Ｍ：ＤＮＡ分子量标记ＤＬ２０００；泳道１～２：经双酶切的重组质

粒ｐＧＥＸ４Ｔ１ＴＰ３１．８。

图２　　重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１ＴＰ３１．８的双酶切鉴定

２．３　阳性克隆测序　测序结果显示，ＴＰ３１．８含有一个８２８ｂｐ

的开放阅读框，起始密码为 ＡＴＧ、终止密码为ＴＧＡ，编码２７５

个氨基酸。其理论相对分子质量和等电点分别为３１．８×１０３

和４．７，其序列已登录Ｇｅｎｂａｎｋ（登入号：ＥＦ０７７２１７）。Ｉｎｔｅｒｐｒｏ

Ｓｃａｎ程序进行保守功能域搜索发现该序列同时含动力蛋白轻

链１（Ｄｙｎｅｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎｔｙｐｅ１）功能域及钙结合功能的 ＥＦ

ｈａｎｄ功能域。
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ＴＰ３１．８基因核苷酸序列进行同源性比对发现：该序列与

血吸虫表膜蛋白有一定同源性，与日本血吸虫表膜蛋白Ｓｍ２０

的同源性最高，氨基酸一致性达４１％（１１５／２７５）。与曼氏血吸

虫表膜蛋白Ｓｍ２０．８和埃及血吸虫膜相关抗原２２．６ｋＤａ有一

定同源性。

２．４　ＴＰ３１．８在大肠杆菌中的表达、纯化　重组表膜蛋白

３０℃ＩＰＴＧ诱导表达６ｈ，裂解上清都见可溶性表达。使用不

同浓度ＩＰＴＧ（０．２～１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）观察重组表膜蛋白的表达情

况。结果显示，ＩＰＴＧ浓度从０．２ｍｍｏｌ／Ｌ增至１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，

重组蛋白表达量的比例未见明显变化。本研究选用了０．２

ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ浓度进行大量诱导表达。

　　经谷胱甘肽柱纯化后，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳显示，在对应的相

对分子质量位置可见与 ＧＳＴ融合表达的重组蛋白条带（图

３）。融合蛋白经过凝血酶酶切后，得到去除ＧＳＴ的纯化表膜

蛋白１ｍＬ，蛋白浓度为１．８ｍｇ／ｍＬ。纯化蛋白分装后于－７０

℃保存备用。

　　泳道 Ｍ：蛋白分子量标记物；泳道１：重组融合蛋白经凝血酶酶切

纯化的ＴＰ３１．８；泳道２：重组融合蛋白经谷胱甘肽柱纯化得到的ＧＳＴ

ＴＰ３１．８；泳道３：ｐＧＥＸ４Ｔ１ＴＰ３１．８ＩＰＴＧ诱导表达裂解产物；泳道

４：空表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１ＩＰＴＧ诱导表达裂解产物。

图３　　重组ＴＰ３１．８的１５％ＳＤＳＰＡＧＥ分析

２．５　重组ＴＰ３１．８的活性鉴定　从重组ＴＰ３１．８免疫的大鼠

获得了含高滴度特异性抗体的血清。使用纯化的重组ＴＰ３１．８

包被ＥＬＩＳＡ板，检测ＩｇＧ抗体，滴度为１∶２５６００，表明重组蛋

白具免疫原性，可诱导大鼠产生高滴度抗体。用大鼠血清抗体

作为一抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，发现重组蛋白能被血清中的

特异性ＩｇＧ识别，重组蛋白具反应原性，见图４。

　　泳道Ｍ：蛋白分子量标记物；泳道１：重组ＴＰ３１．８与含特异性抗体

的大鼠血清孵育的结果。

图４　　重组表膜蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

３　讨　　论

华支睾吸虫在宿主体内虽然寄生在肝胆管，不像血吸虫、

疟原虫那样直接与血液接触，但其发育成熟过程中，虫体生长

代谢所需的糖和氨基酸也可以通过体表从宿主获得，从表膜脱

落的分子可以进入到血液循环，作为循环抗原刺激宿主机体产

生抗体；作为与宿主的肝胆管直接接触的虫体表膜可以引起胆

管局部的黏膜免疫反应和全身的免疫应答［３５］。

通过对华支睾吸虫全长ｃＤＮＡ文库的大规模测序，本研

究组获得了８９００多个ＥＳＴ序列，归并为１７７５个Ｕｎｉｇｅｎｅ
［６］，

笔者从中选出表膜蛋白 ＴＰ３１．８进行研究。华支睾吸虫

ＴＰ３１．８与血吸虫表膜蛋白具同源性。此表膜蛋白具钙结合功

能的ＥＦｈａｎｄ保守功能域及动力蛋白轻链１功能域。含ＥＦ

ｈａｎｄ结构域的蛋白功能大致分两类，调节蛋白和结构蛋白。

前者与钙离子的结合会引起构象改变，促进酶学反应，后者主

要通过维持细胞内钙水平从而维持结构。曼氏血吸虫、日本血

吸虫、疟原虫、肝片形吸虫等的表膜蛋白也具有ＥＦｈａｎｄ结构

域［７］，其功能属于后者，推测ＴＰ３１．８也有类似功能，需通过钙

结合实验证明。

ＴＰ３１．８具动力蛋白轻链１功能域。动力蛋白轻链是动力

蛋白复合物和肌球蛋白Ⅴ的组分，参与以微管和肌动蛋白为基

础的分子驱动器作用，与两种运动蛋白的导向和调节作用有

关，其在种属间高度保守。动力蛋白为向微管负端运输的马达

蛋白，其功能包括细胞核的迁移、有丝分裂纺锤体定位以及细

胞间期和有丝分裂的细胞骨架再组装［８］。现发现血吸虫多个

表膜蛋白具动力蛋白轻链功能域，用动力蛋白轻链单克隆抗体

检测到曼氏血吸虫成虫及肺期童虫体表动力蛋白轻链的表达，

但在尾蚴、毛蚴中未见表达［９］。跨膜螺旋预测显示ＴＰ３１．８具

跨膜区，提示它们为膜结合蛋白。

为验证生物信息学分析结果，笔者选用ｐＧＥＸ４Ｔ１表达

载体对目的基因进行大肠杆菌原核克隆表达。ｐＧＥＸ４Ｔ１表

达载体含ｔａｃ启动子、ｌａｃ操纵基因，所表达的蛋白为含有ＧＳＴ

的融合蛋白，具有易表达、表达量高、易纯化的特点。本研究中

ＴＰ３１．８有明显可溶表达，纯化后重组蛋白浓度达１．８ｍｇ／

ｍＬ，为后续工作奠定了良好基础。

使用重组蛋白皮下注射免疫大鼠，获得含特异性抗体的血

清，滴度达１∶２５６００，表明重组ＴＰ３１．８具免疫原性。使用大

肠杆菌裂解液对血清进行反复吸附，除去可能存在的抗大肠杆

菌抗体，尽可能地消除使用该血清进行免疫检测的非特异性背

景。使用大鼠含特异性抗体的血清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，重

组ＴＰ３１．８能被识别，验证了其反应原性。

总之，本研究对华支睾吸虫的表膜蛋白基因ＴＰ３１．８进行

了克隆、表达、纯化。结果显示重组ＴＰ３１．８具免疫原性及反

应原性，为其后续功能研究奠定了基础。
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离氨的定量关系，即得游离氨浓度在１０～２００μｍｏｌ／Ｌ的定量

线性范围（图１）。注射黄曲霉毒素Ｂ１一定时间后（２、４、６、８、

１０周）采血，测定ＯＤ６３０，计算血氨浓度（表１），随着时间的推移

毒素组的血氨浓度呈上升趋势。用生理盐水对照组的小鼠血

氨浓度作分母，毒素组的血氨浓度作分子柱状图分析（图２）。

结果也显示随着时间的推移毒素组的血氨浓度相对于对照组

呈上升趋势。

图１　　血氨标准曲线

表１　　黄曲霉毒素组血氨浓度的变化

注射时间（周） 血氨浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

０ ４０．７６±６．５４

２ ６８．５５±９．５６

４ ７５．３６±５．０５

６ ９８．９５±１１．０４

８ １１９．９１±１４．０９

１０ １７２．３３±１３．９８

３　讨　　论

黄曲霉毒素又称肝脏毒素，其毒害作用主要是损害肝脏。

秦雪等［９］通过差异蛋白组学推测黄曲霉毒素Ｂ１会损害肝脏，

一定程度干扰尿素循环。尿素循环的功能是将有毒的氨合成

无毒的尿素，从而避免高氨血症的发生。本研究通过黄曲霉毒

素Ｂ１注射昆明鼠，注射量约５０μｇ／次，建立紫外分光光度法

检测血液中的氨浓度，测定血氨浓度的动态变化。实验显示，

毒素组小鼠血氨浓度从４０μｍｏｌ／Ｌ上升到１７０μｍｏｌ／Ｌ，同时，

随着时间的推移毒素组小鼠的血氨浓度相对对照组呈上升趋

势，结果与其他相关推测一致，表明黄曲霉毒素Ｂ１干扰了尿

素循环。

血氨浓度测定是本研究的一个关键技术。标本放置时间

越长，其血氨浓度越高，主要原因可能是血液细胞自身代谢或

部分微生物代谢后产生氨致使其血氨浓度升高［１０１２］。本实验

研究中，每次采血后用肝素抗凝，立即低温分离血浆进行血氨

浓度测定，避免了血氨假阳性升高。

总之，本实验通过黄曲霉毒素Ｂ１注射小鼠，发现小鼠血

氨浓度持续上升，推测黄曲霉毒素Ｂ１干扰了尿素循环，为下

一步研究黄曲霉毒素Ｂ１与尿素循环障碍关系的研究奠定了

基础。
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