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重组日本血吸虫亲环素Ｂ的克隆、表达及免疫分析

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　　摘　要：目的　克隆、表达日本血吸虫亲环素Ｂ（ＳｊＣｙＰＢ）基因，鉴定并分析重组蛋白的免疫性。方法　根据Ｇｅｎｂａｎｋ中日本

血吸虫序列设计一对特异性引物，以日本血吸虫ｃＤＮＡ为模板扩增ＳｊＣｙＰＢ基因，酶切后连接到表达载体ｐＥＴ２８，构建ｐＥＴ２８ａ

（＋）ＳｊＣｙＰＢ重组质粒，转化入感受态大肠杆菌ＢＬ２１／ＤＥ３后对质粒进行双酶切和测序鉴定。ＩＰＴＧ诱导表达后，经亲和层析纯

化重组蛋白。采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ分析鉴定重组蛋白的抗原性。将纯化的重组蛋白免疫大鼠，获得免疫血清，ＥＬＩＳＡ检测抗

ＳｊＣｙＰＢ特异性抗体滴度。结果　构建的ｐＥＴ２８ａ（＋）ＳｊＣｙＰＢ重组质粒经双酶切和测序鉴定证实ＳｊＣｙＰＢ基因成功连接到

ｐＥＴ２８ａ（＋）质粒中。经原核表达后获得纯化的重组蛋白，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，该重组蛋白可与感染日本血吸虫的兔血清

结合形成明显的条带。采用ＥＬＩＳＡ检测重组蛋白免疫后大鼠免疫血清的特异性ＩｇＧ抗体滴度为１∶５１２００。结论　成功克隆了

日本血吸虫ＣｙＰＢ基因，并获得大量纯化的重组蛋白，重组ＳｊＣｙＰＢ具有免疫原性和抗原性。
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　　血吸虫病是一种在世界范围内广泛流行的寄生虫病，在热

带和亚热带国家有将近２亿人感染血吸虫，每年有近２８万人

死于该病［１］，在我国流行的是日本血吸虫。我国血吸虫病的综

合防制虽取得了巨大成绩，但血吸虫作为人兽共患寄生虫，宿

主范围很广，彻底消除难度很大，仍然是一个引起社会广泛关

注的公共健康问题［２］。而疫苗是预防感染性疾病的战略手段，

筛选并研制有效的基因工程重组疫苗是血吸虫病防治的重要

方向［３］。

存在于真核生物中的亲环素（ＣｙＰｓ）是一个相对较保守的

多功能蛋白家族，具有肽基脯氨酰异构酶（ＰＰＩａｓｅ）活性，可催

化蛋白质中的脯氨酸残基侧链发生构像改变，促进蛋白质肽链

折叠和空间结构形成，在应激状态下对其他蛋白分子发挥分子

伴侣的保护作用［４］。目前对血吸虫亲环素研究较多的是亲环

素Ａ（ＣｙＰＡ），该蛋白对血吸虫感染具有较明显的保护作用
［５］。

同样是亲环素家族的ＣｙＰＢ与ＣｙＰＡ的同源性很高，近年来，

ＣｙＰＢ越来越引起人们的关注。研究表明，ＣｙＰＢ的降低与肝

纤维化程度的抑制有关［６］。在ＣｙＰＢ敲除小鼠中发现明显的

胶原蛋白异常，说明ＣｙＰＢ在胶原合成中起了重要的调控作

用［７］。而血吸虫卵沉积于宿主肝脏导致的肝纤维化，是血吸虫

病最主要且最严重的病变。因此，本研究拟对日本血吸虫

ＣｙＰＢ进行原核克隆及表达，并分析该重组蛋白的免疫原性及

抗原性，为后续疫苗开发、抗体制备奠定基础。

１　资料与方法

１．１　材料与试剂　日本血吸虫成虫的ｃＤＮＡ模板由本室提
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取合成。大肠埃希菌ＤＨ５α、ＢＬ２１／ＤＥ３由本室保存、原核表达

质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）购自ｎｏｖｅｇｅｎ公司。Ｔ４ＤＮＡ连接酶、Ｅｘ

Ｔａｑ酶购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司、ＥｃｏＲⅠＤＮＡ内切酶、ＸｈｏⅠＤＮＡ

内切酶购自Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＮｉＩＤＡＡｇａｒｏｓｅＨｉｓ纯化试剂盒购

自ｎｏｖｅｇｅｎ公司、异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、ＰＶＤＦ膜

均购于 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ二抗、羊抗大鼠ＩｇＧ

ＨＲＰ二抗购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＴＭＢ显色试剂盒购自于 ＢＤ

公司。

１．２　方法

１．２．１　ＳｊＣｙＰＢ基因的扩增　结合ＳｊＣｙＰＢ全长基因ｃＤＮＡ序

列的ＯＲＦ和载体ｐＥＴ２８ａ（＋）多克隆位点，采用ＤＮＡＣｌｕｂ设

计ＳｊＣｙＰＢ引物。上游引物：５′ＴＧＣＧＡＡ ＴＴＣＡＴＧ ＧＣＣ

ＧＴＧＴＴＡＡＧＡＧＴ３′，酶切位点为 ＥｃｏＲⅠ，下游引物：５′

ＴＡＴＣＴＣＧＡＧＴＣＡ ＴＴＣＡＧＣＡＧＣＧＴ３′，酶切位点为

ＸｈｏⅠ（下划线为酶切位点）。引物由华大基因合成。以日本

血吸虫成虫的ｃＤＮＡ 为模板进行扩增，ＰＣＲ 反应程序为：

９４℃预变性５ｍｉｎ，热循环参数为９５℃１ｍｉｎ，６２℃１ｍｉｎ，

７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．２　ｐＥＴ２８ａ（＋）ＳｊＣｙＰＢ重组质粒的构建　用ＥｃｏＲⅠ、

ＸｈｏⅠ对纯化后的ＰＣＲ产物及载体ｐＥＴ２８ａ（＋）进行双酶切，

将酶切后的ＰＣＲ产物与酶切后的载体用Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行

连接。将连接产物转化入感受态大肠杆菌ＢＬ２１／ＤＥ３。

１．２．３　ｐＥＴ２８ａ（＋）ＳｊＣｙＰＢ重组质粒的鉴定　挑取经卡那

霉素筛选阳性的菌落，提取质粒后用ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ进行双酶

切鉴定，将鉴定结果正确的菌株送公司测序。

１．２．４　ＳｊＣｙＰＢ重组蛋白的表达　将含有ｐＥＴ２８ａ（＋）Ｓｊ

ＣｙＰＢ重组质粒的菌株接种于含卡那霉素（３０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ液

体培养基中，３７℃培养至犗犇６００＝０．５时，加入终浓度为０．５

ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ３７℃诱导表达５ｈ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收

集细菌。菌体按每克湿菌加入３ｍＬＰＢＳ缓冲液，吹打重悬细

菌沉淀，然后－２０℃过夜。次日将细菌沉淀自然解冻后于冰

上超声破碎（１７０Ｗ，超声１ｓ，停２ｓ，超声１５ｍｉｎ）。８０００ｒ／

ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后，分别收集上清和沉淀进行ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳判断重组蛋白的可溶性表达情况。

１．２．５　ＳｊＣｙＰＢ重组蛋白的纯化　ＳｊＣｙＰＢ主要以包涵体形式

表达，存在于沉淀中。将沉淀用２Ｍ 尿素ＰＢＳ溶液完全溶解

后，采用梯度递减尿素浓度的方法，对蛋白溶液透析，直至透析

至ＰＢＳ溶液中。将透析后的蛋白溶液根据 Ｈｉｓ柱蛋白纯化说

明书进行纯化。

１．２．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ分析ＳｊＣｙＰＢ重组蛋白抗原性　将

１０μｇ纯化的ｒＳｊＣｙＰＢ经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ后电转移至ＰＶＤＦ

膜，经含５％的脱脂奶粉的ＰＢＳ封闭后，分别置于正常兔血清、

感染血吸虫的兔血清孵育２ｈ（１∶５００稀释），羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ

二抗室温孵育１ｈ（１∶２０００稀释），ＤＡＢ显色液中显色显示

条带。

１．２．７　ＥＬＩＳＡ分析ＳｊＣｙＰＢ重组蛋白的免疫原性　将纯化的

ＳｊＣｙＰＢ重组蛋白免疫大鼠，初次免疫，将１００μｇ蛋白与等体

积的弗氏完全佐剂混合后于大鼠腹部、背部和足垫部位皮下多

点免疫。间隔２周后，用５０μｇ蛋白和等体积的弗氏不完全佐

剂混合，进行加强免疫，共２次。末次免疫２周后大鼠尾部采

血，收集血清。用纯化的ＳｊＣｙＰＢ重组蛋白包被酶标板，间接

ＥＬＩＳＡ检测收集的大鼠血清中特异性抗ＳｊＣｙＰＢ抗体的滴度。

２　结　　果

２．１　ＳｊＣｙＰＢ基因的扩增和ｐＥＴ２８ａ（＋）ＳｊＣｙＰＢ重组质粒的

鉴定　纯化的ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，在基因

长度为５００～７５０ｂｐ可见一特异性条带，与ＳｊＣｙＰＢ基因片段

分子大小（６４８ｂｐ）一致，见图１。ｐＥＴ２８ａ（＋）ＳｊＣｙＰＢ重组质

粒用ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ进行双酶切后，经１％琼脂糖凝胶电泳可

见两条带，分别为质粒和ＳｊＣｙＰＢ基因片段，而空质粒仅可见

一质粒条带，见图１。将鉴定结果正确的菌株送公司测序，经

测序结果在ＢＬＡＳＴ上进行比较，与目的基因序列一致。

　　注：Ｍ 为ＤＮＡ相对分子质量标记 ＤＬ２０００，１为ＳｊＣｙＰＢＰＣＲ产

物，２为ｐＥＴ２８ａ（＋）ＳｊＣｙＰＢ重组质粒双酶切产物，３为ｐＥＴ２８ａ（＋）

空质粒双酶切产物。

图１　　ｐＥＴ２８ａ（＋）ＳｊＣｙＰＢ重组质粒的双酶切鉴定

２．２　ｒＳｊＣｙＰＢ蛋白诱导表达　将重组质粒转化入大肠埃希菌

ＢＬ２１／ＤＥ３中表达，ｒＳｊＣｙＰＢ为包涵体表达，用２Ｍ 尿素溶解、

复性后经Ｈｉｓ亲和层析纯化。ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定结果显示，在相

对分子质量２５×１０３ 处可见清晰的单一蛋白质条带，与分析所

得蛋白相对分子质量相符，见图２。

　　注：Ｍ为蛋白质标准相对分子质量，１为空质粒诱导前，２为空质

粒诱导后，３为重组质粒诱导前，４为重组质粒诱导后，５为上清，６为沉

淀，７为纯化的蛋白。

图２　　重组质粒ｐＥＴ２８ａ（＋）ＳｊＣｙＰＢ原核

表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析

２．３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ分析ＳｊＣｙＰＢ重组蛋白抗原性　用感染

血吸虫的兔血清和正常兔血清作为一抗，进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ

ｔｉｎｇ分析，发现纯化的重组蛋白与感染血清可产生明显条带；

正常血清无明显条带反应，见图３。
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２．４　ＥＬＩＳＡ分析ＳｊＣｙＰＢ重组蛋白的免疫原性　通过用重组

ＳｊＣｙＰＢ蛋白免疫大鼠获得特异性多克隆抗体，用纯化的重组

ＳｊＣｙＰＢ蛋白包被ＥＬＩＳＡ板，进行间接ＥＬＩＳＡ，检测到大鼠血

清中特异性抗重组ＳｊＣｙＰＢ蛋白特异性抗体滴度为１∶５１２００。

　　注：Ｍ为预染蛋白相对分子质量；１为正常的小鼠血清；２为感染

血吸虫的小鼠血清。

图３　　ｐＥＴ２８ａ（＋）ＳｊＣｙＰＢ重组蛋白抗原性分析

３　讨　　论

　　日本血吸虫侵入宿主，在皮下组织短暂停留后，随血液循

环，到达肠系膜动脉穿过毛细血管进入肝门静脉，并在此发育

到性器官成熟后产卵。根据这一血吸虫生活史，对血吸虫的预

防及治疗研究主要针对虫体迁移及肝脏的病理改变。

ＣｙＰＢ是亲环素家庭的主要成员之一，是环孢素 Ａ、

ＦＫ５０６、雷帕霉素等免疫抑制药物在细胞内的主要结合蛋

白［８］。它主要存在于内质网中，可分泌至细胞外，在细胞间信

号传导中发挥作用，是一种分子伴侣［９］。在伴淋巴结转移的结

肠癌组织中ＣｙＰＢ表达增高，且高水平的ＣｙＰＢ可促进结肠癌

淋巴结转移［１０］。在肝纤维化膜型中，应用ｓｉＲＮＡ干扰大鼠星

状细胞亲环素Ｂ后，发现亲环素Ｂ的降低与肝纤维化程度的

抑制有关［６］。最新的研究显示，在ＣｙＰＢ敲除小鼠中发现了明

显的胶原蛋白异常，并证明ＣｙＰＢ可通过影响Ⅰ型胶原末端结

构域中赖氨酸羟基化调控胶原交联［７］。此外，ＣｙＰＢ还可调节

丙型肝炎病毒的复制，在多种肿瘤中高表达［１０１３］。ＣｙＰＢ促进

肿瘤转移及肝纤维化的作用提示ＣｙＰＢ在血吸虫的致病过程

中可能有类似的作用。因此，课题组选择ＳｊＣｙＰＢ作为血吸虫

疫苗的候选分子，成功克隆了ＳｊＣｙＰＢ基因，表达了ＳｊＣｙＰＢ重

组蛋白。

重组ＳｊＣｙＰＢ蛋白通过 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ来检测自然感染

的小鼠血清，都可以检测到ＩｇＧ的抗体，说明ＳｊＣｙＰＢ在虫体

自然感染过程中都有一定量的抗原释放，引起宿主一定的免疫

反应。重组的ＳｊＣｙＰＢ蛋白免疫大鼠后，获得特异性抗体滴度

达１∶５１２００的血清，表明重组蛋白具有较好的免疫原性。

本研究通过ＴＡ克隆技术，成功克隆了ＳｊＣｙＰＢ基因，并通

过原核表达系统，获得了大量纯化的重组ＳｊＣｙＰＢ蛋白。通过

免疫分析表明该蛋白具有免疫原性及抗原性，为后续的疫苗研

究奠定了基础。
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