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日本血吸虫特异性膜蛋白的筛选及其中ｓｊ１５蛋白编码序列的克隆

张双民１，２，张莉滟１，刘稳升１，吕志跃１，郑焕钦１，吴忠道１

（１．中山大学中山医学院，教育部热带病防治重点实验室，广州５１００８０；２．陕西师范大学生命科学院微生物研究室，西安７１００６２）

［摘要］　目的：筛选日本血吸虫可能的特异性膜蛋白，并根据筛选结果在日本血吸虫成虫中尝试克隆某一可能具有免疫保护

功能的预测蛋白的编码序列，为血吸虫病防治研究寻找新的疫苗候选分子或药物靶标。方法：以“Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｊａｐｏｎｉｃｕｍ”和

“ｍｅｍｂｒａｎｅｏｒｔｅｇｕｍｅｎｔ”为关键词，在公共数据库ＮＣＢＩ进行查找并下载数据，建立本地化的日本血吸虫膜蛋白序列数据库，

与本实验室建立的曼氏血吸虫、人类、大鼠及小鼠蛋白质数据库等进行多序列比对，筛选日本血吸虫特异性膜蛋白，同时通过

ＣＢＳ网站相应分析工具软件预测目的蛋白的特征和功能。针对其中可能有免疫保护功能的预测蛋白的预测编码序列设计引

物，采用ＲＴＰＣＲ技术从日本血吸虫成虫中扩增出该编码序列，并克隆入ｐＧＥＸ４Ｔ１构建原核表达重组质粒。结果：共检索

到１５３个理论推测的日本血吸虫膜蛋白序列，筛选出２８个可能的日本血吸虫特异性膜蛋白；成功从日本血吸虫成虫中扩增出

相对分子质量为１５０００的预测蛋白的预测编码序列，暂命名为ｓｊ１５基因，同时成功构建ｐＧＥＸ４Ｔ１ｓｊ１５重组质粒。结论：成

功筛选出多个日本血吸虫特异性膜蛋白；从日本血吸虫成虫中成功克隆出ＧｅｎＢａｎｋ公布的预测的ｓｊ１５基因，证实了成虫中该

预测基因的存在，并成功构建原核表达载体，为进一步的功能研究奠定了基础。

［关键词］　血吸虫，日本；膜蛋白质类；生物信息学；克隆，分子

［中图分类号］　Ｒ３８３．２４　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００７）０８０８９４０４

ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＳｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｊａｐｏｎｉｃｕｍａｎｄｃｌｏｎｉｎｇｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｅｎｃｏｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓｊ１５

ＺＨＡＮＧＳｈｕａｎｇｍｉｎ１，２，ＺＨＡＮＧＬｉｙａｎ１，ＬＩＵ Ｗｅｎｓｈｅｎｇ１，ＬＺｈｉｙｕｅ１，ＺＨＥＮＧ Ｈｕａｎｑｉｎ１，ＷＵＺｈｏｎｇｄａｏ１ （１．Ｋｅｙ
ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＴｒｏｐｉｃａｌＤｉｓｅａｓｅｓＣｏｎｔｒｏｌｏｆ ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅＰｒｅＣｌｉｎｃｉａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｓｕｎ Ｙａｔｓｅｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１００８０，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｈａａｎｘｉＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉ’ａｎ７１００６２）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｃｒｅｅｎｆｏｒｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｓｅｂｕｉｌｔｂｙｏｕｒＬａｂａｎｄ

ｔｏｃｌｏｎｅｔｈｅｅｎｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆａｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔ，ｓｏａｓｔｏｓｅａｒｃｈｆｏｒｎｅｗ

ｖａｃｃｉｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅｏｒｄｒｕｇｔａｒｇｅｔｓｆｏｒＳｃｈｉｓｔｏｓｏｍｉａｓｉｓｃｏｎｔｒｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｄａｔａｗｅｒｅｒｅｔｒｉｅｖｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｋｅｙｗｏｒｄｓ
“Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｊａｐｏｎｉｃｕｍ”ａｎｄ“ｍｅｍｂｒａｎｅｏｒｔｅｇｕｍｅｎｔ”ｆｒｏｍｔｈｅＮＣＢＩｄａｔａｂａｓｅｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｌｏｃａｌｄａｔａｂａｓｅｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ

ｏｆＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ．Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙｍｕｌｔｉａｌｉｇｎｍｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｏｕｒｌｏｃａｌ

ｄａｔａｂａｓｅｏｆＳｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｍａｎｓｏｎｉ，Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ，ＲａｔｔｕｓｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓａｎｄＭｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ．Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈｐｕｂｌｉｃｓｏｆｔｗａｒｅｉｎｔｈｅｗｅｂｓｉｔｅＣＢＳ．Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｆｏｒｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｆｕｎｃｔｉｏｎｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｔｉｚｅｄ；ｔｈｅｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｔｈｅｎ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｈｅａｄｕｌｔｗｏｒｍｏｆＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍｂｙＰＣＲａｎｄｗａｓｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＧＥＸ４Ｔ１．Ｒｅｓｕｌｔｓ：

Ａｔｏｔａｌｏｆ１５３ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ ｗｅｒｅｒｅｔｒｉｅｖｅｄａｎｄ２８ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ ｗｅｒｅ

ｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔ．Ｔｈｅｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ｗｉｔｈａｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆａｂｏｕｔ１５０００，ｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｔｈｅａｄｕｌｔｗｏｒｍｏｆＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍａｎｄｗａｓｔｅｍｐｏｒａｒｉｌｙｎａｍｅｄｇｅｎｅｓｊ１５；ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＧＥＸ４Ｔ１

ｓｊ１５ｗａｓａｌｓｏｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＭａｎｙｓｐｅｃｉｆｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍｈａｖｅｂｅｅｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔ．Ｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｓｊ１５ｇｅｎｅ（ａｎｎｏｕｎｃｅｄａｓＡＹ２２３４５７ｉｎＧｅｎＢａｎｋ）ｈａｓｂｅｅｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｌｏｎｅｄ，ｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅ

ｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆｓｊ１５ｇｅｎｅｉｎａｄｕｌｔｗｏｒｍｏｆＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ．ＴｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＧＥＸ４Ｔ１ｆｏｒｓｊ１５ｈａｓａｌｓｏｂｅｅｎ

ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｆｓｊ１５ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａｊａｐｏｎｉｃｕｍ；ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｃｌｏｎｉｎｇ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００７，２８（８）：８９４８９７］

［基金项目］　国家自然科学基金（３０２７１１６５），教育部博士点基金

［（２００５）２１６号］．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ

ｏｆＣｈｉｎａ（３０２７１１６５）ａｎｄＤｏｃｔｏｒａｌＦｕｎｄｏｆＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎｏｆ

Ｃｈｉｎａ［（２００５）２１６］．
［作者简介］　张双民，博士生，讲师．Ｅｍａｉｌ：ｓｓ６９ｍ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｗｕｚｈｄ＠ｍａｉｌ．ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　血吸虫病是由人体血吸虫感染引起的以虫卵肉
芽肿和肝纤维化为主要特征的人兽共患寄生虫病，
我国只有日本血吸虫病。日本血吸虫尾蚴经皮肤侵
入人体后转为童虫、童虫沿循环系统移行并不断发
育，最后定居门脉肠系膜静脉系统，雌雄成虫在此
合抱，成熟雌虫产卵，并造成机体严重的肝脏病理损
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伤。血吸虫感染后，可引起机体产生一定程度的“伴
随免疫”。血吸虫表面膜蛋白（表膜）是宿主免疫系
统与血吸虫虫体直接接触的界面，其表膜组成成分
复杂，种类繁多，包括蛋白、多肽、糖蛋白、糖脂、脂肪
酸等［１３］。血吸虫在宿主体内发育成熟过程中，虫体
表膜的分子组分不断更新，膜的抗原及其受体发生
显著变化，同时血吸虫还可获得宿主的抗原成分（如
血型抗原，组织相容抗原和细胞内物质抗原），致使
血吸虫的抗原性降低，借以逃避宿主的免疫攻击。
因此，对表膜相关抗原的研究在血吸虫病疫苗开发
和免疫诊断等方面起重要作用［４５］。但目前对日本
血吸虫表膜蛋白的相关研究尚不系统，不少研究仅
仅停留在理论预测水平，缺乏更进一步的实践验证
和详细的实验数据支持。为此，本课题组充分利用
日本血吸虫基因组序列信息，结合本实验室相关研
究平台，建立了日本血吸虫膜蛋白编码序列筛选及
克隆技术体系，为筛选新的疫苗候选分子或药物靶
标提供实验基础。本文报道日本血吸虫特异性膜蛋
白序列的筛选及其中可能有免疫保护功能的ｓｊ１５
预测蛋白编码序列克隆的结果。

１　材料和方法

１．１　主要实验设备与试剂　ＢｉｏＲａｄＰＣＲ扩增仪
（ＢｉｏＲａｄ），ＤＹＹⅢ８Ｂ稳压稳流型电泳仪，高速离
心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｆｆ），凝胶电泳成像分析仪（ＢｉｏＲａｄ）。
宿主菌ＤＨ５α和载体ｐＧＥＸ４Ｔ１为本实验室保藏，

Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
ＤＬ２０００及ＤＬ１５０００、琼脂糖、逆转录试剂盒、凝胶
回收试剂盒及质粒提取试剂盒均为大连宝生物公司

产品，ｄｄＨ２Ｏ为灭菌 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水，限制性核酸
内切酶ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶为 Ｎｅｗ
ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司产品，ＴＲＩｚｏｌ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司产品。

１．２　日本血吸虫特异性膜蛋白的筛选　以“Ｓｃｈｉｓ
ｔｏｓｏｍａｊａｐｏｎｉｃｕｍ”和“ｍｅｍｂｒａｎｅｏｒｔｅｇｕｍｅｎｔ”为关
键词，在公共数据库ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ）进行查找并下载数据，建立本地化的日本
血吸虫膜蛋白序列数据库。采用ＳＨＥＬＬ语言编写
程序在Ｒｅｄｈａｔ９．０的ＬＩＮＵＸ系统下将本地化的日
本血吸虫膜蛋白质数据库分别与本实验室建立的曼

氏血吸虫蛋白质数据库、人类蛋白质数据库、大鼠及
小鼠蛋白质数据库等４个本地数据库进行多序列比
对，筛选与人类、曼氏血吸虫、大鼠、小鼠氨基酸序列
相似性差的日本血吸虫特异性膜蛋白。同时通过

ＣＢＳ网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／）的

相应分析工具软件预测目的蛋白的特征和功能。

　　蛋白序列同源性判断标准：① 同源序列为Ｅ值
小于１０－３且长度不少于８０个氨基酸，其序列相似性
大于２０％；② 非同源性序列为Ｅ值大于１且长度小
于８０个氨基酸，其序列相似性小于２０％。

１．３　预测膜蛋白ｓｊ１５编码序列的克隆

１．３．１　引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的预测序列
（ＧｅｎＢａｎｋＡＹ２２３４５７）设计ｓｊ１５的一对引物。上游
引物 Ｐ１ 序列为 ５′ＴＡＧ ＧＡＡ ＴＴＣ ＡＧＣ ＧＣＴ
ＧＡＴＡＧＴＴＧＧＧＡＴＡＡＴＣ３′［５′端加ＥｃｏＲⅠ
切点（下划线为引物中引入的酶切位点）并去除起始
密码ＡＴＧ］（３１ｂｐ），下游引物Ｐ２序列为５′ＡＡＴ
ＣＴＣＧＡＧＧＴＡＡＣＣＣＡＴＴＣＧＣＴＣＧＴＡＡＴＧ
３′［５′端加ＸｈｏⅠ（下划线为引物中引入的酶切位
点）并去除终止密码子］（３０ｂｐ），引物由上海生工生
物工程技术有限公司合成。

１．３．２　日本血吸虫成虫总 ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ
的合成　 首先采用ＴＲＩｚｏｌ一步法提取日本血吸虫
成虫（通过购买的阳性钉螺逸出尾蚴，再以１５００条
尾蚴／只的剂量感染家兔，感染４５ｄ后处死并自肝
门静脉收集成虫）总ＲＮＡ，再取５μｌ总ＲＮＡ作模
板，按逆转录试剂盒说明操作合成ｃＤＮＡ，作为预测
蛋白基因ｓｊ１５的ＰＣＲ扩增模板。

１．３．３　ＰＣＲ扩增　ＰＣＲ扩增体系，总反应体积２５

μｌ，在５００μｌＥＰ管中加入２μｌｃＤＮＡ模板、上下游
引物各０．５μｌ、ｄＮＴＰ２μｌ、１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ

２＋

ｐｌｕｓ）２．５μｌ、Ｔａｑ酶０．２５μｌ、ｄｄＨ２Ｏ（灭菌双蒸水）

１７．５μｌ，加１５μｌ灭菌的液体石蜡后瞬时离心后置

ＰＣＲ仪中开始扩增。ＰＣＲ扩增反应程序：９５℃预变
性５ｍｉｎ，进入三温循环，９４℃变性１ｍｉｎ，６０℃退火

１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３２个循环，７２℃末端延伸１０
ｍｉｎ。扩增反应结束后用１％的琼脂糖凝胶电泳检
测ＰＣＲ终产物。

１．３．４　ｐＧＥＸ４Ｔ１ｓｊ１５重组质粒的构建　用凝胶
回收试剂盒回收ＰＣＲ产物，ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶
切后再次凝胶回收，进而将目的基因克隆到载体

ｐＧＥＸ４Ｔ１并转化大肠杆菌ＤＨ５α，通过菌落ＰＣＲ
初步鉴定转化的克隆，再提取菌落ＰＣＲ初步检测为
阳性克隆的重组质粒，进而进行双酶切和ＰＣＲ鉴
定，１％的琼脂糖凝胶电泳检测。将双酶切和ＰＣＲ
鉴定均为阳性的克隆送大连宝生物工程有限公司测

序。

２　结　果

２．１　日本血吸虫特异性膜蛋白序列筛选结果　在
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ＮＣＢＩ网站通过关键词检索到１５３个日本血吸虫膜
蛋白序列及理论推测的膜蛋白序列，将下载的每个
蛋白序列与本实验室建立并更新的人类、曼氏血吸
虫、大鼠、小鼠本地蛋白质数据库进行多重比对分
析。结果筛选出２８个与人类、大鼠或小鼠蛋白质序
列相似性低的膜蛋白序列，其中的ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ
３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ、ｓｊ９７、ｓｊ６６、ｓｅｒｐｉｎ、ｐａ
ｒａｍｙｏｓｉｎ等与曼氏血吸虫有较高同源性，且已作为
日本血吸虫病疫苗候选分子得到深入研究［６７］。

２．２　Ｓｊ１５的筛选及其序列特征　在这２８个候选膜
蛋白中，ＧｅｎＢａｎｋ收录号为 ＡＡＰ０６４９３的预测蛋白
可能是一个抑制蛋白或变应原（ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ｐｕｔａｔｉｖｅｐｒｏｆｉｌｉｎ／ａｌｌｅｒｇｅｎ），其含有１２９个氨基
酸残基，相对分子质量约１５０００，其编码序列（ＣＤＳ）
收录号为 ＡＹ２２３４５７，预测大小为３９０ｂｐ。为便于
描述，暂将该蛋白定名为ｓｊ１５蛋白，其编码基因定
名为ｓｊ１５基因。该蛋白的理论等电点为６．０，理论
相对分子质量为１４４００。

　　应用ＣＢＳ网站的公共分析软件对ｓｊ１５蛋白序
列进行分析发现：ＢｅｐｉＰｒｅｄ１．０软件预测该蛋白的
第１～７、第３１～４２、第１０２～１１２氨基酸之间含有３
个线性Ｂ细胞表位；ＮｅｔＣＴＬ１．２软件预测该蛋白
第５～１３、第２５～３３、第５７～６５、第６１～６９、第１１６～
１２４位氨基酸之间有４个 Ｔ细胞表位；ＴＭｐｒｅｄ预
测在第１４～３３氨基酸之间有１个跨膜螺旋；Ｎｅｔ
ＰｈｏｓＫ１．０预测第９３个氨基酸苏氨酸处有１个蛋
白激酶磷酸化位点。

２．３　Ｓｊ１５基因的ＰＣＲ扩增　Ｓｊ１５的ＣＤＳ大小为

３９０ｂｐ，加上设计引物时添加的酶切位点和保护性碱
基，扩增片段理论大小应为４０８ｂｐ。本研究ＰＣＲ扩
增产物大小约为４００ｂｐ，与预测大小基本一致（图１）。

图１　日本血吸虫膜蛋白ｓｊ１５基因的ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ

ｓｊ１５ｇｅｎｅｏｆＳ．ｊａｐｏｎｉｃｕｍ
Ｍ：ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｓｊ１５

２．４　Ｓｊ１５重组质粒的构建与鉴定　ＰＣＲ产物经

ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切后再次凝胶回收，将目的基
因克 隆 到 载 体 ｐＧＥＸ４Ｔ１ 中，转 化 大 肠 杆 菌

ＤＨ５α，菌落ＰＣＲ筛选阳性克隆，进行重组质粒双酶
切鉴定，结果发现ＰＣＲ产物及双酶切切割下来的插
入片段大小均为４０８ｂｐ（图２），与预期大小基本一
致。阳性克隆测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 预测序列

ＡＹ２２３４５７完全一致。

图２　重组质粒的ＰＣＲ及双酶切鉴定结果

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔａｎｄｄｏｕｂｌｅ

ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
Ｍ１：ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；Ｍ２：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋ

ｅｒＤＬ１５０００；１，２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；３，４：ＥｃｏＲ

Ⅰ／ＸｈｏⅠｄｏｕｂｌｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ

３　讨　论

　　血吸虫成虫的表皮（ｔｅｇｕｍｅｎｔ）曾被认为是无活
力，只是有保护作用的“角皮”。但深入的研究发现，
它是覆盖整个虫体的合胞体（ｓｙｎｃｙｔｉｕｍ）结构，且具
有代谢活力；从外到内由外质膜、远端胞质区、基质
膜组成；除具有保护虫体作用外，还兼具吸收营养物
质及感觉等生理功能。在结构上，体被可随环境条
件、发育阶段的不同而有差别，也可出现更新。表皮
在与宿主相互作用的过程中参与营养吸收、免疫逃
避及免疫调节、排泄代谢产物、调节渗透压、感觉和
信号转导等生理过程；更重要的是，从疫苗开发角度
讲，表皮是血吸虫与宿主直接的接触面［８］。表皮中
表达最丰富的膜蛋白四跨膜蛋白分子（ｔｅｔｒａｓｐａｎｉｎ
ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，ＴＭ４ＳＦ）家族成员（如Ｓｍ２３、ＴＳＰ１、

ＴＳＰ２、Ｓｍ０４４６３、Ｓｍ０７３９２）被证明是很好的疫苗抗
原，四跨膜蛋白分子可能是宿主蛋白的受体［９１０］，与
血吸虫的营养吸收和免疫逃避有重要关系。

　　随着血吸虫蛋白质组学研究的深入，对表皮中
表达的蛋白质认识更为全面，这使得从表皮蛋白中
筛选疫苗分子或药物靶标成为可能。尽管血吸虫绝
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大部分营养依赖吞食红细胞获取，但其在宿主内移
行过程中表皮是摄取营养的主要结构，尤其是在肝
门脉系统中借助表皮中的各种转运蛋白（如转运糖
类的ＳＧＴＰ１和ＳＧＴＰ４等）和离子通道维持其寄生
生活的稳定，吡喹酮就是通过破坏钙离子的稳态而
发挥杀虫效应［１１］。值得注意的是所有表皮蛋白中
只有为数极少的含特定结构域（ｍｏｔｉｆ）（如信号肽或
跨膜区等结构）的膜蛋白才真正“暴露”给宿主。

　　以往研究［９］一般采用人或动物感染血清免疫筛

选ｃＤＮＡ表达文库中的分泌蛋白或膜蛋白作为疫苗
候选分子，虽然发现了一些较好的疫苗候选分子，但
这种方法略显盲目而费时费力。借助蛋白质组学特
定的方法，可以快速、特异、高通量地从预测序列中
筛选出真正存在于表皮的功能蛋白。Ｌｉｕ等［１２］运用

高通量的蛋白质组学方法预测出日本血吸虫１５６个
成虫膜蛋白和１５９个肝期童虫膜蛋白，但亚细胞定
位提示大部分都是胞内蛋白。

　　本研究应用 ＮＣＢＩ数据库平台，共检索到１５３
个日本血吸虫膜蛋白序列及理论推测的膜蛋白序

列，成功建立本地化日本血吸虫膜蛋白序列数据库；
结合本实验室的研究平台，共筛选出２８个可能的日
本血吸虫特异性膜蛋白；从日本血吸虫成虫中成功
扩增出登录号为ＡＡＰ０６４９３的预测蛋白编码基因序
列，证实成虫中该蛋白的存在，该蛋白预测相对分子
质量为１５０００，故暂命名为ｓｊ１５基因，并成功构建

ｐＧＥＸ４Ｔ１ｓｊ１５重组质粒。重组质粒酶切鉴定时
条带结果不很理想，估计是制作凝胶时基质不均匀
而使分子量标准 Ｍ２的泳动减慢，故图２显示该标
准的２５０ｂｐ条带明显慢于分子量标准 Ｍ１中的相
应条带。

　　Ｐｒｏｆｉｌｉｎ是哺乳动物大量表达的肌动蛋白结合
蛋白，可结合含多聚脯氨酸的蛋白、膜磷酸肌醇及肌
动蛋白单体等，除了主要参与肌动蛋白解聚外，作为
胞膜与胞内微丝系统信号转导通路的受体，还参与

３，４磷脂酰肌醇二磷酸和２，３，４磷脂酰肌醇三磷酸
介导的信号转导［１３］。研究［１４］发现小鼠神经元特异

表达的ｐｒｏｆｉｌｉｎ２可参与膜转运调节，其过量表达能
抑制细胞内吞作用，而不表达或低表达则增强内吞
作用及膜循环。以上结果表明，ｐｒｏｆｉｌｉｎ是真核细胞
中有重要功能的蛋白质。本研究筛选、克隆的ｓｊ１５
蛋白是Ｌｉｕ等［１２］预测的日本血吸虫表达膜蛋白，理
论推测为一种过敏原，与ｐｒｏｆｉｌｉｎ有相似的结构域，
但其与ｐｒｏｆｉｌｉｎ是否具有同样的功能还有待进一步
实验验证。

　　本研究成功建立本地化日本血吸虫膜蛋白序列
数据库，成功筛选出２８个日本血吸虫特异性膜蛋白；
从日本血吸虫成虫中成功克隆出ＧｅｎＢａｎｋ公布的预
测的ｓｊ１５基因，证实了成虫体内该预测基因的存在，
成功构建原核表达载体，并对该蛋白功能域进行了初
步预测分析，为进一步的功能研究奠定了基础。
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