
!" 卷 # 期

#$$# 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-./ #$$#

收稿日期：#$$!0$10#!，修回日期：#$$!0!#0!$。

基金项目：中国博士后科学基金与国家 "2% 高技术研究发展计划项目基金资助（*’)!$#0$30$40$%）。

"通讯作者。56(："20#!074$"#237；8,9："20#!074$1$$44；:0;,<(：9=>2#?!2%) @6A

用日本血吸虫部分 !"#$ 表达质粒文库免疫小鼠产生的保护性效果

冯新港" 林矫矫 朱建国 张 亮 苑纯秀 蔡幼民
（中国农业科学院上海家畜寄生虫病研究所，农业部动物寄生虫学重点开放实验室，上海 #$$#%#）

关键词 日本血吸虫，部分 .B*C，表达文库免疫

中图分类号 D%1#E!! 文献标识码 C 文章编号 !$$$0%$2!（#$$#）$#0$#%!0$4

寻找保护性效果更好的抗原分子一直是抗血吸虫病疫

苗研发领域的热点和难点。国内外筛选日本血吸虫（ 30"#&/(4
&(5+ 6+7($#0)5）保护性抗原分子采取的主要策略有 # 种：一

是通过构建血吸虫某一生活史 .B*C 文库，采用探针（核酸

或抗体）从文库或文库表达产物中筛选出特异性抗原基因，

再逐一评估其保护性效果。该策略的主要缺陷是筛选操作

费时费力，且效率不高。另一途径则是根据已知的曼氏血吸

虫或其它种（株）保护性抗原基因序列，通过 FGD 或核酸探

针等技术筛选与之同源的相应抗原分子，这一方法（尤其是

FGD方法）尽管针对靶标分子操作比较方便，但要求已知的

基因序列可资利用，因而受到一定的限制。

H,--I + C 等人报道，用肺支原体（820(7,+&5+ 7),5($#）基

因组 B*C 文库直接免疫小鼠，筛选获得了具有较高保护效

果的子文库，阐明了基因组表达文库免疫（:9J-6KK<’@ (<L-,-I
<;;M@<N,A<’@，:OP）策略用于筛选原核病原生物候选疫苗的可

行性［!］。尽管这一策略较之常规方法有其独特的优点，但一

般认为，基因组表达文库直接免疫方法很难应用于更为复杂

的寄生虫疫苗候选基因的筛选，因为寄生虫基因组都较大，

在原初的表达文库中，由于保护性抗原出现的量极少，很难

提呈到宿主的免疫系统中。!111 年 F<6Q-,><A, B 等人证实［#］，

用该策略筛选细胞内寄生的硕大利什曼原虫的保护性抗原

基因同样行之有效。他们通过将总基因组文库细分成几个

亚文库的方法，在体内选择具有保护性效果的文库，认为可

以通过这一过程富集保护性基因片段的集合或基因片段。

为探索表达文库免疫策略应用于筛选日本血吸虫保护性候

选抗原分子的可行性，我们构建了日本血吸虫部分 .B*C 表

达质粒文库，并在小鼠模型中评价了表达质粒文库经肌注途

径导入机体后抗攻击感染的保护性效果，进一步完善这一新

策略。

% 材料和方法

% 材料

%&%&% .B*C 文库：日本血吸虫（中国大陆株）成虫 .B*C 文

库由本所构建、保存，该文库系将 目 的 .B*C 片 段 构 建 于

!R<JO’9ST!$1$（RO）系统中，雌、雄文库库容量分别为 %E34 U
!$2、%E#" U !$2，重组率均在 12V以上，插入片段长度多在 $E7
W # XL 之间［%］。

%&%&’ 菌株与质粒：大肠杆菌 BY7"：基 因 型 为 8Z 6@QC(，
/KQD!3（-XZ ;X[ ），KMJ:44，A/<0!，!Z ，-6.C(，=I-12，-6(C(，#（,-=80
O,.RI,），\!21，$"$，O,.R#+!7，由本室保存。

质粒 JG+&0]Y：为含 G+& 强启动子并含人生长激素基

因的真核表达载体。全长约 2E$! XL，有氨苄青霉素抗性筛

选标记。由美国得克萨斯西南医学中心大学 ^A6J/6@ C(L6-A
_’/@KA’@ 博士惠赠。

%&%&( 主要试剂：FGD 试剂盒、B*C 分子量标准购自宝生物

工程公司，限制酶为 H<’(,LK 产品，54 B*C 连接酶为 *:H 产

品，质粒抽提、回收试剂盒与 FGD 产物回收试剂盒、超感受

态细胞等购自上海博彩生物公司，辣根过氧化物标记的羊抗

小鼠 P=] 购自华美生物工程公司。

%&%&) 实验动物：人工感染日本血吸虫的阳性湖北钉螺

（9$0(5%,+$#+ ")7%$&#&）由本所钉螺室提供。4 周龄昆明系清

洁级小鼠由本所实验动物室提供。

%&’ 方法

%&’&% 日本血吸虫部分 .B*C 表达质粒文库的构建：

（!）目的 .B*C 片段的扩增：选择邻近目的 .B*C 片段的

!R<JO’9ST!$1$（RO）文库中的 7‘与 %‘区域的 53 与 ^F2 处为引

物，为便于将目的片段定向克隆于真核表达载体相应的酶切

位点，在 53 的 7‘端加入了 ! 个 .1,%酶切位点和 # 个保护性

碱基。以混合文库为模板进行目的片段的 FGD 扩增。条件

与循环参数分别是：引物各 $E7&O，Q*5F 4&O，反应 HM>>6- 7&O，

模板 !$&O，高保真 5,a B*C 聚合酶 $E7&O，加灭菌 QQY#b 至

7$&O；14c!;<@，77c! ;<@，3#c # ;<@ 进行 %$ 个循环，循环结

束后 3#c延伸 7 ;<@ 终止。扩增产物经 !V的琼脂糖凝胶电

泳鉴定。

（#）部分 .B*C 表达质粒文库的构建：质粒 JG+&0]Y 的

提取按试剂盒说明操作，用 .1,%和 :#$Q’ %3c酶切 4 /，



!"#$琼脂糖凝胶电泳分离，再用试剂盒回收；%&’ 扩增产物

用 ($琼脂糖凝胶电泳分离后，用博彩公司 )*+,-. /-0,1 234
试剂盒回收 5!! 6 75!! 89 的 234 片段，回收片段用 !"#!和

$%&," :;<酶切过夜，次日加入 !"#!和 $%&," :;<继续

酶切 = >，酶切后的产物用 )*+,-. /-0,1 %&’ 试剂盒回收。然

后将载体与目的基因按 ( ? : 摩尔比例混合，加适量 @= 234
连接酶 (A<连接过夜；将 7! BC 超感受态细胞 2D5#分装成

7!!$C，每管加入 (!$C 连接液，按标准方法转化、铺板，计算

转化子数。转化子按文献报道的方法收集、保存［7］。全部转

化子命名为 CE&FGE)DEHI’，并将其等分为 : 个亚文库，分别

命名为 CE&FGE)DEHI’( 、CE&FGE)DEHI’7，CE&FGE)DEHI’:。

（:）部分转化子的鉴定：随机挑取 #; 个菌落，提取质粒

后作酶 切 鉴 定；(= 个 作 部 分 序 列 测 定，由 上 海 基 康（)-E
.-&*J-）生物技术公司完成，测序结果用 /+01K［=］、)-.-1L0.［5］等

程序分析。随机挑取的全部质粒命名为 CE&FGE)DEHI’1。
!"#"# 表达质粒文库免疫昆明（MF）小鼠实验：

（(）质粒 234 制备及免疫的方法：质粒 234 制备：参照

文献［A］，碱裂解法大量制备表达文库质粒 234，并用旋转柱

质粒回收试剂盒纯化，分光光度计测定纯度与含量，用生理

盐水稀释至 ($NO$C。质粒 234 免疫小鼠分组：(）生理盐水

（3H）对照；7）9&FGE)D 空质粒对照；:）CE&FGE)DEHI’；=）CE
&FGE)DEHI’(；5）CE&FGE)DEHI’7 ；A）CE&FGE)DEHI’:；;）CE

&FGE)DEHI’1。每组鼠数 (! 只。免疫途径与方法：采用肌肉

注射法，每只鼠左后腿肌肉注射质粒 234 约 75$N，第 ( 次免

疫后 (=, 同剂量进行第 7 次免疫、;5, 同剂量进行第 : 次免

疫。分别于加强免疫后 7!,、:5,、((!, 每组每次取 : 只小鼠

眼眶取血，分离血清，用于 PN) 抗体的检测。

（7）免疫鼠血清特异性抗体的测定：待测血清均作 ( ? 5!
稀释。QCPH4 法按文献［;］进行，各组均数间的比较用 ’ 检验。

!"#"$ 免疫鼠抗攻击感染实验：免疫小鼠分组同 ("7"7 中

（(）所述，于末次免疫后 :5, 进行尾蚴攻击，每只小鼠经腹部

皮肤感染日本血吸虫尾蚴 =5 条；于攻击感染后 :!, 后处死

小鼠，行门静脉灌注冲洗收集成虫计数，公式：减虫率 R（( S
观察组检获成虫均数O对照组检获成虫均数）T (!!$。

# 结 果

#"! 日本血吸虫部分 %&’(表达质粒文库的构建

7"("( 目的 L234 片段的扩增：以日本血吸虫雌、雄成虫混

合文库%UV9C*WOX(!Y!（UC）为模板、用通用引物对 @; 与 H%A
经 %&’ 方法扩增出大小约 =!! 6 7!!!89 的 234 弥散带段，与

预期结果相符合（图 (）。

#"!"# 部分 L234 表达质粒文库的构建：构建方案如图 7 所

示。按标准方法转化、铺板后，得到约 (!5 个转化子，符合进

一步实验的要求。

#"!"$ 部分转化子的鉴定：随机挑取的 #; 个菌落，提取质

粒后用 !"#!和 $%&,"作酶切鉴定，结果有 A# 个均切出大

小不等的插入片段；图 :4、:/ 所示为其中的 (! 个转化子的

酶切结果。

图 ( %&’ 产物电泳分析

ZVN[( @>- 0.0+\1V1 *] %&’ 9J*,^LK1 8\ ($ 0N0J*1-
N-+ -+-LKJ*9>*J-1V1

( [ 234 B0J_-J（2C7!!）；7[ %&’ 9J*,^LK1

图 7 日本血吸虫部分 L234 表达质粒文库构建

ZVN[7 &*.1KJ^LKV*. *] 0. -W9J-11V*. +V8J0J\ L*.K0V.V.N
90JKV0+ L234 *] ( [ )*+,&%-./

对其中的 (= 个作部分序列测定，结果读出 (7 个序列。

/+01K 分析发现：( 个为空载质粒，( 个与已知的血吸虫甘油醛

E:E磷酸脱氢酶基因相匹配，其余的则与已知的血吸虫基因

不相匹配，但与其它种属的已登录在数据库中的某些基因部

分节段相匹配（见表 (）。

用 )-.-1L0. 程序分析显示，所测序列的 4 ‘ @ 含量在

55"Y$ 6 AA";$之间；序列的傅立叶谱峰图在频率为 (O: 处

的信号噪声比 0 值大多大于 =，仅 ( 条序列的 0 值小于 =。

#"# 表达质粒文库免疫 )*小鼠实验

#"#"! 免疫鼠特异性抗体检测结果：检测结果如图 =，免疫

组血清特异性 PN) 抗体 12=Y7 的均值与 3H 及空质粒对照组

无显著性差异（0 a !"!5）。

#"#"# 免疫鼠抗攻击感染实验：结果表明：表达文库 CE&FGE
)DEHI’ 组及亚文库 CE&FGE)DEHI’( 和 CE&FGE)DEHI’7 组与

空质粒对照组比较有显著性差异（0 b !"!5），亚文库 CE&FGE
)DEHI’: 及随机挑取的转化子质粒组 CE&FGE)DEHI’1 和空载

质粒 9&FGE)D 对照组比较则无显著性差异（0 a !"!5）。
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图 ! 部分转化子的酶切鉴定
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表 ! 重组子测序鉴定分析

"#$%& ! ’&()&*+& #*#%,-.- /0 1&+/2$.*#*3 +/*-31)+3- +/*3#.*.*4 ! 5 "#$%&’()* 4&*&-

O(P3(),(2 :.%
J5-2* 2(-/,4 D()(2,-) -)-562#2!

&’()*#+#,-*#.) 7,,(22#.) <()$*4（--） &’()*#*6QR 7 S T（R） ’ U (（8Q!）Q"(
OVIOT>>>W 8X>>>>8<8W Y&Z ?/.*(#) [W97\> 88! M! NN%K 88 %WN
OVIOT>>=] Y3*-*#F( *-*- 1#)’#)$ ?/.*(#)（#)*(/-,*#)$ ?/.*(#)> [WY!7] K= !N N!%K 8K %!X
OVIOT>>XM @.+#5#) @^"&C O@EY^ 8!X !X N!%K N %>K
OVIOT>>]! N>O -,#’#, /#1.2.0-5 ?/.*(#) ?=（-55(/$() -2? +]） \<7=C7OY"_ 88K M! KN%X 88 %K
OVIOT>>WW D56,(/-5’(46’(C!C?4.2?4-*( ’(46’/.$()-2( [=XXXN =8N WN K] %8 =8 %M>
OVIOT>M>M ,9:7："<V=8]NX "&O，@<^:I EIY>=M8W [WEN_! 8=K M] NM%! M %=K
OVIOT>M=8 T6/- ?/.*(#) [WZ[KW 8>K K> N8%N N %W!
OVIOT>MX8 J(*-C-’-?*#) !7（7YC! ,.0?5(‘ 1(*-!- 2313)#*） [Wa8T8 MN !M NN%X 8 %KM
OVIOT>MNW @DX>X! ?/.*(#) [WB9=W 8W8 X8 KK%W K %8
OVIOT>MXN @Z= -5?4- 2313)#* [W:<WK 8>W XXR N8%W 8] %XM
OVIOT>KXX @.0?5(0()* ,.0?.)()* 8，[ 231,.0?.)()* 1#)’#)$ ?/.*(#) [W@OB] 8WN =X N8%M 8= %K
!T4( R ,.)*()* .+ 7 S T .+ ()*%+,-+-./ 9:7 #2 0./( *4-) N>R；9:7 2(P3(),( 0-6 1( ?/.*(#)C,.’#)$ #+ ’ b M

图 M 表达文库免疫小鼠后不同时间

血清 &$D 抗体 I<&O7 检测结果

"#$%M T4( /(235*2 .+ &$D -)*#1.’#(2 ’(*(,*#.) #) 2(/-
+/.0 *4( 0#,( #003)#c(’ G#*4 ,9:7 (‘?/(22#.) 5#1/-/#(2

.+ ( % 012-&%)3. -+*(/ ’#++(/()* ’-62 16 I<&O7

表 6 日本血吸虫部分表达文库质粒 789 肌

注免疫小鼠后抗攻击感染效果

"#$%& 6 ":& ;1/3&+3.<& &00&+3 /0 2.+& <#++.*#3&= >.3:
;#13.#% +789 &?;1&--./* %.$1#1.&- /0 ! 5 "#$%&’()*

3:1/)4: .525 #4#.*-3 +:#%%&*4& .*0&+3./*

D/.3?2 \(,.F(/6 0(-) G./0
13/’()（4 d (）

e./0 /(’3,*#.)
/-*( f R ’CF-53(

<C@ABCDECOg\ =>%KX d N%X> !8 %M! > %>8!
<C@ABCDECOg\8 =8 %>> d K%N] !> %>> > %>=N
<C@ABCDECOg\= =8 %X8 d K%]= =X %N! > %>M=
<C@ABCDECOg\! =! %>> d N%!= =! %!! > %>]X

<C@ABCDECOg\2 =M %K> d K%=8 8] %!! > %8X=

?@ABCDE ,.)*/.5 !> %>> d ]%!W h h

:O ,.)*/.5 !8 %K> d X%KN

@ 讨 论

用所构建的质粒表达文库直接免疫小鼠试验结果表明：

质粒文库注射后，能诱导机体产生保护性的免疫应答，免疫

鼠抗攻击感染减虫率为 =!i!!R H !8iM!R。这一结果至少

可与目前已报道的血吸虫候选抗原分子的保护性效果相

当［]］。值得注意的是，从文库中随机挑取的 ]X 个转化子

9:7 直接免疫小鼠，抗攻击感染的效果则较低，减虫率为

8]i!!R，可能其中包含的保护性片段或表位较少，也可能产

生较高保护性效果的表位未出现在这些转化子中。揭示应

用这一方法时，初始文库应尽可能全地涵盖表达的基因。本

!!== 期 冯新港等：用日本血吸虫部分 ,9:7 表达质粒文库免疫小鼠产生的保护性效果



研究中，我们只选取了部分成虫 !"#$ 构建初始文库，并将

其等分为 % 个子文库，初始文库 &’()*’+,’-./ 和子文库 &’
()*’+,’-./0 及 &’()*’+,’-./1 免疫后，抗攻击感染的减虫

率与对照组比较存在显著性差异；而子文库 &’()*’+,’-./%

免疫后的保护性效果则不明显。2345678397 " 等人报道［1］，他

们应用该方法筛选硕大利什曼原虫保护性基因时，也发现某

些子文库的保护性效果不显著。所以，细分文库可能使筛选

的范围缩小，但初始文库应尽量涵盖全部的基因。对血吸虫

来说，理想的方案是选择生活史各期的 !"#$ 构建初始文

库，再将其细分进行筛选试验，可能会获得更好的效果。

文献报道 "#$ 免疫动物后，有的能诱导产生较高水平

的特异性抗体；有的则较低［:，0;］。从血吸虫单剂量辐照减毒

疫苗的试验证实：抗体水平的高低并非与免疫保护力正相

关［00］。我们的结果也显示：文库免疫后小鼠 <=+ 抗体水平低，

但小鼠获得了抗攻击感染的保护性。这种保护力是否主要与

细胞免疫相关或与其它类型的抗体有关，尚有待深入研究。
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孟秀珍老师及本课题组陈永军、朱传刚、李浩、倪振亚等同志

的帮助，一并致谢！
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