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日本血吸虫丝氨酸蛋白酶抑制剂的克隆与表达
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　　【摘要】　目的　获得日本血吸虫丝氨酸蛋白酶抑制剂的原核表达蛋白。方法　根据ＧｅｎＢａｎｋ中日本血吸虫

丝氨酸蛋白酶抑制剂的序列设计引物，以ｃＤＮＡ为模板聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增该基因，将其亚克隆入原核表达载

体ｐＥＴ２８ａ中，异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达重组蛋白。结果　成功克隆了具有完整开放阅读框的日本血

吸虫丝氨酸蛋白酶抑制剂重组质粒，获得相对分子质量约４４×１０３ 的目的蛋白。结论　成功地克隆表达了丝氨酸

蛋白酶抑制剂，为进一步研究该蛋白的特性、功能及免疫保护作用奠定了基础。
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　　在人类寄生虫病中，就社会经济和公共卫生重要性而言，

血吸虫病是仅次于疟疾的第二重要的热带病，是一种严重威胁

人民健康的人畜共患寄生虫性传染病，在我国仍然是一个重要

的公共卫生问题［１］。因而通过免疫方法继续寻找新的血吸虫

抗原分子是非常必要的。作者根据ＧｅｎＢａｎｋ中公布的丝氨酸

蛋白酶抑制剂（ＳＰＩ）的序列设计引物，克隆表达了ＳＰＩ，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＢＬ２１大肠埃希菌、表达载体ｐＥＴ２８ａ由本室保

存。克隆载体ｐＭＤ１８Ｔ、各种限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、

聚合酶链反应（ＰＣＲ）Ｍａｒｋｅｒ、蛋白质低分子量的标准品、Ｔｒｉｓ

碱、明胶均购自大连宝生物工程有限公司；聚合酶链反应

（ＰＣＲ）胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自杭州 Ｖｇｅｎｅ生物

工程有限公司；其他试剂是国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　日本血吸虫ＳＰＩ基因的体外扩增　根据ＳＰＩ基因序

列，设计一对引物，序列为Ｐｒｉｍｅｒ１：５′ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡ

ＣＣＡＡＡＡＧＴＴＣＡＡＧ３′；Ｐｒｉｍｅｒ２：５′ＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＡＡ

ＣＡＴＴＧＧＡＴＴＧＡＴＴ３′。两条引物分别引入限制性的内切

酶ＸｈｏⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切位点，由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。以日本血吸虫ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ反应条件

为９４℃５ｍｉｎ热启动，９４℃变性１ｍｉｎ，５２℃退火１ｍｉｎ，７２℃

延伸１．５ｍｉｎ，共３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，１％琼脂糖

电泳分析。ＰＣＲ产物胶回收按照试剂盒说明书进行。

１．２．２　日本血吸虫ＳＰＩ基因的克隆与鉴定　将ＰＣＲ扩增的

ＳＰＩ基因与Ｔ载体相连，然后转化 ＸＬ１ｂｌｕｅ；第２天，提取质

粒，经ＸｈｏⅠ和ＥＣＯＲⅠ双酶切，１％琼脂糖凝胶电泳回收目的

条带。将表达载体ｐＥＴ２８ａ用同样的两个酶进行酶切，１％琼

脂糖凝胶电泳回收目的条带，再与已经回收的ＳＰＩ的ＰＣＲ产

物进行连接，转化ＢＬ２１，涂含有卡那霉素的ＬＢ平板；第２天，

从平板中挑取１０个单个菌落，扩大培养，然后提取质粒，用经

ＸｈｏⅠ和ＥＣＯＲⅠ双酶切鉴定，１％琼脂糖凝胶电泳。将酶切

鉴定正确的克隆送上海生工生物工程有限公司进行序列测定。

１．２．３　日本血吸虫ＳＰＩ的表达　将酶切与测序鉴定正确的克

隆，加入到含卡那霉素的３ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃、２２０

ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜；再按１∶５０的比例扩大培养约３ｈ，使

ＯＤ６００为０．６左右时，留取１ｍＬ的菌液；剩余的菌液中加入１

ｍｏｌ／Ｌ异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）至终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ进

行诱导，继续培养，分别在加入ＩＰＴＧ后５ｈ、１２ｈ收集１ｍＬ的

菌液，再将所有收集的菌液均作同样的处理，４０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，每管中加入３０ｍＬ的无菌水重悬细菌和３０ｍＬ的２×

蛋白上样缓冲液，沸水浴中煮沸１０ｍｉｎ以裂解细菌，４０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，采用１２％凝胶，不连续缓冲系统，通过十二烷

基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），浓缩胶５５Ｖ１
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ｈ、分离胶１１０Ｖ１．５ｈ，考马氏亮蓝染色１ｈ，摇振脱色过夜，观

察结果并拍照。

２　结　　果

２．１　日本血吸虫ＳＰＩ的ＰＣＲ扩增 　ＰＣＲ扩增后，１％琼脂糖

电泳后可以见到约１２００ｂｐ大小的条带，与理论值一致，见

图１。

　　注：１为ＳＰＩ的ＰＣＲ产物，Ｍ为ＤＮＡ标记物。

图１　ＳＰＩ的ＰＣＲ扩增产物电泳图

２．２　日本血吸虫ＳＰＩ的重组体的酶切鉴定结果　提取质粒，

用ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ酶切后，１％琼脂糖电泳可见大小两条带，

可见１２００ｂｐ左右的目的条带出现，与理论大小一致，结果见

图２。

　　注：１为重组体的酶切鉴切，Ｍ为ＤＮＡ标记物。

图２　ＳＰＩ的酶切鉴定结果

２．３　序列分析结果　将测序结果分别与ＧｅｎＢａｎｋ进行比对，

结果显示本研究克隆入表达载体中的序列为日本血吸虫ＳＰＩ，

表明重组质粒构建成功。

２．４　日本血吸虫ＳＰＩ的表达（ＳＤＳＰＡＧＥ）　 ＳＤＳＰＡＧＥ结

果显示，在没有加入ＩＰＴＧ诱导时，未见明显特异性条带出现，

在加入ＩＰＴＧ后的５ｈ和１２ｈ后，在相对分子质量４４×１０３ 处

可见有明显条带出现，与理论值大小相符（图３）。

　　注：１为未加ＩＰＴＧ；２为加入ＩＰＴＧ后５ｈ；３为加入ＩＰＴＧ后１２ｈ，

Ｍ为蛋白质标准物。

图３　ＳＰＩ表达的ＳＤＳＰＡＧＥ图

３　讨　　论

　　日本血吸虫生活史复杂，有性生殖和无性繁殖交替，中间

宿主和终末宿主转换［２］，血吸虫在演化过程中虫体内仍具有许

多种、属间及各期间高度保守的基因，已知这些高度保守基因

序列及其产物在生长、发育、生殖及血吸虫与宿主相互关系中

发挥着重要作用，在虫体的信号传递、细胞分化与增殖、蛋白质

相互作用和宿主免疫诱导反应等生理生命活动中也是至关重

要的。

本实验室在运用对血吸虫感染有抗性的血清免疫学方法

筛选日本血吸虫童虫ｃＤＮＡ文库时，在２５个阳性克隆中，其中

就有２个为日本血吸虫ＳＰＩ
［３］。而阎玉涛等［４］用对血吸虫感

染存在天然抗性的东方田鼠的血清筛选日本血吸虫成虫ｃＤ

ＮＡ文库时发现，所筛选出的５１个阳性克隆中有１０个为含日

本血吸虫ＳＰＩ基因的阳性克隆，可见血吸虫ＳＰＩ与血吸虫的免

疫逃避机制明显相关。

ＳＰＩ属于丝氨酸蛋白酶超家族，此家族是一类具有共同来

源及结构序列高度同源的蛋白酶抑制剂家族［３］。这个家族已

发现了数百个成员，广泛分布于动物、植物体和病毒粒子中。

ＳＰＩ具有多种功能，可作为酶的抑制剂起作用，如抑制丝氨酸

蛋白酶的活性、抑制纤溶酶原激活剂的活性等。对血吸虫ＳＰＩ

的功能研究较少，Ｌｉｍ等
［５］发现，小鼠先注射非肽类ＳＰＩ，然后

进行尾蚴攻击感染，可使小鼠获得８０％的减虫率和９２％的减

卵率。很多学者认为，血吸虫本身ＳＰＩ的作用在于该抑制剂与

血吸虫的丝氨酸蛋白酶共价结合后，封闭了丝氨酸蛋白酶的表

位，该复合物中丝氨酸蛋白酶的免疫原性消失；同时该抑制剂

可抑制嗜中性粒细胞弹性蛋白从而抑制嗜中性粒细胞对寄生

于体内血吸虫的攻击。

本研究以日本血吸虫ｃＤＮＡ为模板，选择不含任何多克

隆酶切位点的Ｔ载体，当ＰＣＲ产物在与Ｔ载体相连后，转化

细菌，提取质粒，然后使用ＰＣＲ引物中引入的限制性内切酶将

ＰＣＲ产物酶切下来，不仅极大地提高了ＰＣＲ产物酶切效率，

而且克服了直接酶切，胶回收ＰＣＲ产物引起的损失，大大提高

了ＰＣＲ产物与相应载体的连接效率，并将其亚克隆入原核表

达载体ｐＥＴ２８ａ中，ＩＰＴＧ诱导表达重组蛋白———ＳＰＩ。ＳＰＩ是

一类从病毒到人类均有分布的蛋白，相对分子质量较大，通常

由３００～５００个氨基酸残基组成。它含有８～９个α螺旋、３个

β折叠组成的保守三级结构，功能域位于Ｃ端，有一个暴露于

蛋白主体外的反应中心环（ＲＣＬ），其与抑制蛋白酶的种类和活

性密切相关。其中，ＲＣＬ上的Ｐ１位点氨基酸残基决定了抑制

蛋白酶的特异性，ＳＰＩ可在细胞内也可分泌到细胞外发挥作

用，它主要参与寄生虫与宿主的相互作用，可作用于宿主酶利

于虫体获取营养，或抵抗宿主酶对虫体的损伤，或参与调控宿

主的炎症及免疫应答［６］。重组表达获得血吸虫ＳＰＩ，为进一步

研究日本血吸虫ＳＰＩ的特性、功能及免疫保护作用，深入了解

血吸虫适应宿主体及对宿主致病的分子机制，发展基于抑制剂

靶点干预的血吸虫病防治药物提供参考，也为寻找血吸虫新保

护性候选疫苗分子的研究提供了新思路。
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胞呈浓度依赖，刺激物浓度在０．４μｍｏｌ／Ｌ最好，ＬＧＯ对 Ｎ２ａ

细胞的活性高于ＤＧＯ，各浓度比对差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。

图１　显微镜观察Ｎ２ａ细胞生长活性

图２　ＧＯ衍生物对Ｎ２ａ细胞生长活性比较

２．３　０．４μｍｏｌ／ＬＧＯ衍生物对Ｎ２ａ细胞增殖比较　图３结果

显示，ＬＧＯ对Ｎ２ａ细胞的活性为９４％，ＤＧＯ对 Ｎ２ａ细胞的

活性为５２％，两者间统计学分析差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。

图３　０．４μｍｏｌ／ＬＧＯ衍生物对Ｎ２ａ细胞

生长活性的比较

３　讨　　论

　　ＧＯ衍生物是单原子结构，表面有很多的含氧活性基团，

生物相容性很好，而且十分有利于对ＧＯ的表面进行化学功能

化修饰。由于氧化石墨烯表面含有羟基、环氧基、羧基等基团，

这些基团成为氧化石墨烯发挥功能的活性中心［６］。氧化石墨

烯在生物医学方面的应用发展十分迅速。最近几年，氧化石墨

烯在疾病诊断方面，微生物学方向，药物的运输以及分子生物

学等方面得到了各研究学者的广泛关注［７］，国外也有学者将其

作为药物载体开发［８９］。最近在阿尔茨海默病（ＡＤ）研究中，由

于ＧＯ衍生物能透过血脑屏障，对神经瘤模型细胞具有活

性［１０］，因此，ＧＯ衍生物也作为靶向药物正在被研究
［１１］。本实

验以Ｎ２ａ细胞为模型，分别考察ＬＧＯ和ＤＧＯ诱导下该细胞

的生长活性。结果显示，０．１～０．４μｍｏｌ／ＬＧＯ衍生物对 Ｎ２ａ

细胞的活性呈浓度依存，ＬＧＯ对Ｎ２ａ细胞的生长更有促进作

用，两者之间的活性差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＬＧＯ和

ＤＧＯ的这种差异性，为ＧＯ衍生物作为靶向药物的进一步开

发提供了科学依据。
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