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·基础实验研究论著·

日本血吸虫重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２的构建及其

在大肠埃希菌ＢＬ２１中的表达


谭建蓉，李文桂△，张　丽

（重庆医科大学附属第一医院传染病寄生虫病研究所，重庆４０００１６）

　　摘　要：目的　构建日本血吸虫（Ｓｊ）重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２并研究其在大肠埃希菌ＢＬ２１中的表达效率。方法　从该实验室

保存的ＢＬ２１（ｐＥＴ２８αＳｊ３２）重组菌中抽提质粒ｐＥＴ２８αＳｊ３２，ＰＣＲ扩增Ｓｊ３２抗原编码基因，定向克隆入穿梭载体ｐＧＥＸ１λＴ，构

建重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２。将重组质粒转化大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３），经异丙基硫代βＤ半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达；表达产物用

ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行鉴定。结果　ＰＣＲ成功扩增出Ｓｊ３２编码基因，并成功构建了重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２；ＳＤＳＰＡＧＥ

显示相对分子质量约为５８×１０３ 的重组蛋白，薄层扫描分析显示表达蛋白约占菌体总蛋白的２１％；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示重组蛋白可

被日本血吸虫感染兔血清识别。结论　成功构建日本血吸虫重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２，该重组质粒在大肠埃希菌ＢＬ２１中得到了高

效表达，且表达蛋白具有特异的抗原性。
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　　日本血吸虫病是一种免疫性疾病，日本血吸虫尾蚴感染人

和动物后，在体内可发育为童虫、成虫并产生虫卵，虫体本身及

其分泌物可诱导机体免疫系统产生体液及细胞免疫应答，这是

机体清除病原体的一种保护性反应。最早由Ｌｉｃｈｔｅｎｂｅｒｇ等
［１］

发现人和鼠类感染Ｓｊ后具有部分抵抗力，表明Ｓｊ能在宿主体

内诱导一定的保护性免疫反应。Ｃａｐｒｏｎ等
［２］认为Ｓｊ在终宿主

体内并不繁殖，降低感染后成虫负荷可显著减轻病理损伤和疾

病的传播，同时指出了免疫力不到１００％的疫苗也足以从临床

学角度控制血吸虫病。因此，研制疫苗有望成为防治血吸虫病

的一种新手段，同时弥补目前血吸虫防治工作中出现的化疗耐

药、灭螺难度大及不能预防潜在流行等不足，从而有效阻断血

吸虫病的流行。一种相对分子质量为３２×１０３ 的蛋白被证实

为天冬酰胺肽链酶［３］，因其有较强的免疫原性而受到广泛关

注，是当前Ｓｊ疫苗研究的热点领域之一。本研究拟扩增Ｓｊ３２

抗原编码基因，将其定向克隆至质粒ｐＧＥＸ１λＴ，构建重组质

粒ｐＧＥＸＳｊ３２，将重组质粒转化大肠埃希菌ＢＬ２１，经ＩＰＴＧ诱

导表达。以期阐明Ｓｊ３２在大肠埃希菌中的表达情况，为其用

于疫苗研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＰＣＲ扩增试剂盒（ＳＫ２０７３）、ＵＮＩＱ１０柱

式质粒小量抽提试剂盒（ＳＫ１１９２）、高效感受态细胞制备试剂

盒（ＳＫ２３０３）、ＵＮＩＱ１０柱式ＰＣＲ产物纯化试剂盒（ＳＫ１１４２）、

丙烯酰胺（ＳＤＳ）、Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、考马

斯亮蓝及二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色剂均购自上海生工公司；

Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ限制性内切

酶购自立陶宛Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；中分子质量蛋白购自重庆百萃

公司；硝酸纤维素膜及辣根过氧化物酶标记羊抗兔ＩｇＧ购自北

方同正公司；ＬＢ液固体培养基、ＭＲＳ液固体培养基和感染日

本血吸虫的兔血清由该实验室制备。恒温摇床及恒温水浴箱

购自日本三洋公司；台式高速离心机及核酸蛋白仪购自德国

·３５１３·国际检验医学杂志２０１４年１２月第３５卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２３

 基金项目：重庆市科委地方病重大专项基金（２００８ＡＢ５０５５、２００８ＡＢ５００８、２００８ＡＢ５０５４）。　作者简介：谭建蓉，女，硕士研究生，主要从事

病原微生物的分子生物学研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｃｑｌｉｗｅｎｇｕｉ＠１６３．ｃｏｍ。



Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＰＣＲ仪（ＰＴＣ２００）购自美国 ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公

司；凝胶成像仪、电泳仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。

１．２　ＤＮＡ模板、质粒和宿主菌　ｐＥＴ２８αＳｊ３２由该实验室构

建并保存，ｐＧＥＸ１λＴ及宿主大肠埃希菌ＢＬ２１由该实验室保

存［４］。

１．３　Ｓｊ３２目的基因的扩增　根据ＧｅｎＢａｎｋ检索到的Ｓｊ３２基

因全长设计并合成引物 Ｐ１：５′ＣＴＣＧＧＡＴＣＣＡＡＧ ＡＧＡ

ＡＡＴＡＡＴＧＴＴＴＴＡＴＴＣ３′，Ｐ２：５′ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＧＡＡ

ＴＡＡＴＴＴＴＡＡＣＴＴＡＡＣＣＧＣ３′；在Ｐ１、Ｐ２的５′端分别引

入犅犪犿ＨⅠ和犈犮狅ＲⅠ位点（下划线部分）；以ｐＥＴ２８αＳｊ３２为

模板，Ｐ１、Ｐ２为引物，通过ＰＣＲ扩增Ｓｊ３２编码基因，设５０μＬ

反应体系：２×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ２５μＬ，上下游引物各 ３μＬ，

ｐＥＴ２８αＳｊ３２为３μＬ，双蒸水１６μＬ。反应条件为：９５℃预变

性４ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，５４℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，

共３５个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物３μＬ，用１．

２％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．４　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２构建和鉴定

１．４．１　Ｓｊ３２编码基因和ｐＧＥＸ１λＴ 双酶切反应　将质粒

ｐＧＥＸ１λＴ和Ｓｊ３２基因ＰＣＲ产物分别用犅犪犿ＨⅠ和犈犮狅ＲⅠ

双酶切，６０μＬ酶切体系：双蒸水９．４μＬ，１０×ＴａｎｇｏＢｕｆｆｅｒ６

μＬ，底物ＤＮＡ４２μＬ，犅犪犿ＨⅠ１．３μＬ，犈犮狅ＲⅠ１．３μＬ。５０００

ｒ／ｍｉｎ（离心半径为１５．０ｃｍ）离心１５ｓ，置３７℃水浴２ｈ。

１．４．２　产物纯化、连接及鉴定　双酶切产物按 ＵＮＩＱ１０柱式

ＰＣＲ产物纯化试剂盒说明书纯化。将纯化后的质粒ｐＧＥＸ

１λＴ与目的基因Ｓｊ３２按１∶５的摩尔比混合，用Ｔ４ＤＮＡ连接

酶进行连接，连接体系为：质粒ｐＧＥＸ１λＴ３μＬ、Ｓｊ３２１３μＬ、

Ｔ４ＤＮＡ连接酶２μＬ、１０×Ｔ４Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，总体积２０μＬ。

５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｓ。４℃作用过夜，置７０℃１０ｍｉｎ灭活

Ｔ４ＤＮＡ连接酶。将连接产物转化大肠埃希菌ＢＬ２１感受态细

胞，３７℃１５０ｒ／ｍｉｎ（离心半径为２．０ｃｍ）振摇培养１ｈ，随后接

种至含５０μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ琼脂平板上，３７℃厌氧培

养２４～７２ｈ。挑取平板上的单个菌落接种于含５０μｇ／ｍＬ氨

苄青霉素的ＬＢ液体培养基中，３７℃２２０ｒ／ｍｉｎ（离心半径为

２．０ｃｍ）振摇培养４８～７２ｈ，抽提重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２。双酶

切鉴定重组质粒，酶切体系类似目的基因及载体质粒的制备。

１．５　重组质粒的诱导表达及ＳＤＳＰＡＧＥ分析　将被证明含

有重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２的大肠埃希菌接种至含氨苄青霉素的

ＬＢ液体培养基中，３７℃２２０ｒ／ｍｉｎ（离心半径为２．０ｃｍ）振摇

培养至吸光度（Ａ６００）值为０．５～０．８时，取适量作为未诱导对

照，其余加入１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ进行诱导，分别于１、３、５、７、

９、１１和１３ｈ时各收集菌液１ｍＬ。将收集的菌液以１００００ｒ／

ｍ（离心半径为１５．０ｃｍ）离心２ｍｉｎ，分别收集菌体，以５０μＬ

的１×蛋白上样缓冲液重悬后煮沸５ｍｉｎ，取１５μＬ用５％的浓

缩胶和１０％的分离胶进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，经考马斯亮蓝染

色，以脱色液脱色后经ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统分析重组蛋白的

表达情况。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　以未诱导的菌体作对照，诱导表达

的菌体总蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，用半干转移系统电转移

至硝酸纤维素膜上；于封闭液中室温摇床封闭２ｈ，ＰＢＳ洗涤３

次，每次５ｍｉｎ；加入用封闭液１∶１００稀释的日本血吸虫感染

的兔血清，室温摇床孵育２ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；再加

入用封闭液１∶１０００稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

ＩｇＧ，室温摇床孵育２ｈ，ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ；加入底物

ＤＡＢ，避光反应１０～１５ｍｉｎ，用蒸馏水洗膜终止反应。

２　结　　果

２．１　抗原编码基因Ｓｊ３２的鉴定　经ＰＣＲ扩增后，可获得长

度为１２７０ｂｐ的片段，与设计的扩增片段长度相符（图１）。

　　１：ＤＮＡ分子标记物；２～８：Ｓｊ３２抗原基因ＰＣＲ扩增产物。

图１　　Ｓｊ３２抗原基因ＰＣＲ扩增产物鉴定

２．２　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２的双酶切鉴定　重组质粒ｐＧＥＸ

Ｓｊ３２经ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切，凝胶电泳结果显示２条条

带，分别为４９４７ｂｐ的载体片段和１２７０ｂｐ的目的基因片段

（图２）。

　　１：ＤＮＡ 分子标记物；２、３：ｐＧＥＸ１λＴ 空质粒；４、５：重组质粒

ｐＧＥＸＳｊ３２双酶切产物。

图２　　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２双酶切产物鉴定

２．３　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２在大肠埃希菌中表达产物的ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析　将重组质粒 ｐＧＥＸＳｊ３２在 ＢＬ２１（ＤＥ３）中经

ＩＰＴＧ诱导表达后，经ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，得到约５８×１０３

的条带，其中以７ｈ时收集的菌液表达水平较高，表达蛋白占

菌体总蛋白的２１％（图３）。

　　１：未经ＩＰＴＧ 诱导的 ＢＬ２１（ｐＧＥＸＳｊ３２）产物；２～８：分别为经

ＩＰＴＧ诱导的１、３、５、７、９、１１和１３ｈ的ＢＬ２１（ｐＧＥＸＳｊ３２）产物；９：蛋白

标志物。

图３　　ｐＧＥＸＳｊ３２在ＢＬ２１中的表达产物的

ＳＤＳＰＡＧＥ分析

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２表达产物可被

日本血吸虫感染的兔血清识别，识别的相对分子质量为５８×

１０３（图４）。
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　　１：蛋白标志物；２：重组质粒ｐＧＥＸＳｊ３２诱导表达产物。

图４　　ｐＧＥＸＳｊ３２在ＢＬ２１中的表达产物的

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

３　讨　　论

基因重组技术以其安全、方便、易于在体外操作等优点受

到广泛关注，已有众多学者利用该技术研制日本血吸虫病疫

苗，将单一或多个日本血吸虫抗原编码基因与表达载体重组

后，将重组体转化原核或真核生物进行表达，表达产物通过各

种途径诱导宿主产生保护性免疫应答，从而有效抵抗日本血吸

虫感染。本课题组已成功将多个日本血吸虫抗原编码基因

（Ｓｊ２６ＧＳＴＳｊ３２和Ｓｊ１４３３）、多房棘球绦虫ＥｍⅡ／３Ｅｍｌ４３３

融合基因、结核分枝杆菌 ＭＰＴ６４基因、细粒棘球绦虫 Ｅｇ９５

ＥｇＡ３１融合基因
［５９］与穿梭表达载体ｐＧＥＸ１λＴ重组，构建各

类基因的重组质粒并在大肠埃希菌中得到了有效表达，为下一

步疫苗的研究奠定了深厚的基础。

大肠埃希菌以其基因背景研究清楚、细菌生长快速、培养

条件简单等优点被广泛用于载体克隆外源ＤＮＡ后的受体菌。

王孝会等［１０］将ＲＩＰＸ蛋白基因插入载体ｐＧＥＸ４Ｔ２中，构建

原核表达质粒 ｐＧＥＸ４Ｔ２ＲＩＰＸ；转化大肠埃希菌 ＤＨ５α，

ＩＰＴＧ诱导表达；表达产物经ＳＤＳＰＡＧＥ分析成功表达了相对

分子质量为７０×１０３ 的融合蛋白，表明大肠埃希菌能接受并整

合外源ＤＮＡ，指导完成转录、翻译。为了完成携带外源ＤＮＡ

片段进入指定的受体细胞并完成复制、转录和表达，必须应用

合适的载体。本课题采用的穿梭表达载体ｐＧＥＸ１λＴ含有大

肠埃希菌和双歧杆菌的复制起始点、一个多克隆位点、一个氨

苄青霉素抗性基因和一个谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）基因，目

的基因连在 ＧＳＴ的下游，当基因进行表达时，表达产物是

ＧＳＴ和目的基因表达蛋白的融合体，且 ＧＳＴ相对分子质量

大，结构复杂，免疫动物时抗原性强，这就使得ＧＳＴ融合标签

便于表达蛋白的亲和纯化，表达效率高，容易操作。载体

ｐＧＥＸ１λＴ可携带Ｓｊ３２目的基因至大肠埃希菌，为目的基因

提供复制和整合能力，为扩增和表达提供必要的条件。ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析结果显示Ｓｊ３２基因在大肠埃希菌中成功地表达了

相对分子质量为５８×１０３ 的目的蛋白，与预期（ＧＳＴ蛋白２６×

１０３＋Ｓｊ３２表达的３２×１０
３ 蛋白）结果相符，这为ｐＧＥＸ１λＴ作

为合适载体用于后续日本血吸虫病疫苗研究的可行性提供了

有力依据。

血吸虫３２×１０３ 蛋白是天冬酰胺肽链酶，其免疫动物后可

降低机体成虫负荷及成虫的生殖能力，延缓或阻止虫体发育成

熟［１１］。傅志强等［１２］将日本血吸虫３２×１０３ 抗原基因转化大肠

埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３），表达产物能被日本血吸虫阳性血清识别，

提示３２×１０３ 蛋白具有较好的免疫原性；沈定文等
［１３］对日本

血吸虫３２×１０３ 蛋白的保护性免疫力研究得到了２１．８％的减

虫率和７１．４％的减卵率，提示３２×１０３ 蛋白可诱导产生部分抗

血吸虫感染的免疫保护力；李传明等［１４］构建了日本血吸虫

Ｓｊ３２ＤＮＡ疫苗，将其免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠、尾蚴攻击后得到了

３８．６％的减虫率和５５．７％的肝减卵率。以上研究提示Ｓｊ３２是

一种有潜在价值的血吸虫病疫苗候选分子。

本研究以ｐＥＴ２８αＳｊ３２为模板，ＰＣＲ扩增Ｓｊ３２抗原编码

基因，通过穿梭表达载体ｐＧＥＸ１λＴ携带Ｓｊ３２基因至大肠埃

希菌ＢＬ２１中表达，表达产物经ＳＤＳＰＡＧＥ显示为相对分子质

量为５８×１０３（质粒ＧＳＴ２６ｋＤａ×１０３＋Ｓｊ３２表达的３２×１０
３）

的蛋白，且在诱导的７ｈ表达较高，表达蛋白占全菌总蛋白的

２１％；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定发现该蛋白能识别血吸虫尾蚴感染的

家兔血清，表明构建的重组质粒能在菌体内完成复制、转录和

翻译；其编码产物是相对分子质量为３２×１０３ 的蛋白，具有较

好的免疫原性。这为Ｓｊ３２疫苗用于日本血吸虫病的免疫预防

提供了可靠证据，并为后续疫苗研究奠定了坚实的基础。
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