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肝片吸虫候选检测抗原基因筛选及
假定蛋白D915_000128的鉴定*

刘少雄,张楠,王晓岑,李新,李建华,宫鹏涛,张西臣**

(吉林大学动物医学学院人兽共患病研究教育部重点实验室,吉林
 

长春
 

130062)

【摘要】 目的 筛选肝片吸虫cDNA表达文库,获得肝片吸虫感染候选检测抗原基因,经对筛选结果分析后选取假定

蛋白D915_000128基因进行表达和反应原性鉴定。 方法 利用绵羊肝片吸虫感染阳性血清对肝片吸虫cDNA表达文

库进行筛选,以阳性噬菌斑为模板进行PCR扩增,对PCR产物测序并进行生物信息学分析和比较。通过PCR技术将选

取的候选检测抗原基因片段进行扩增,并与原核表达载体pET-32a连接,构建重组表达质粒,经酶切鉴定正确后转化

BL21感受态细胞,以异丙基-β-D硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达,应用SDS-PAGE和 Western
 

blot对重组蛋白的大小及

其反应原性进行分析和鉴定。 结果 通过对肝片吸虫cDNA表达文库的筛选,成功获得了肝片吸虫候选检测抗原基

因12个,其中2个为已报道的检测抗原基因(GenBank:PIS79729.1、ABC66278.1),10个为新发现的可用于肝片吸虫感

染检测的候选抗原基因(GenBank:AYA57790.1、THD19001.1、TPP64335.1、PIS88126.1、AAA80273.1、THD26809.1、

THD19926.1、TPP60711.1、THD26810.1、THD29021.1)。成功构建假定蛋白D915_000128基因原核表达载体,其诱导

表达产物经SDS-PAGE分析为85×103 的重组融合蛋白,Western
 

blot分析该重组蛋白可被绵羊肝片吸虫自然感染阳

性血清识别,即具有反应原性。 结论 筛选获得12个肝片吸虫候选检测抗原基因,分析比较选取了肝片吸虫假定蛋

白D915_000128基因,构建的原核表达载体表达的重组蛋白具有良好的反应原性。
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【Abstract】 Objective The
 

cDNA
 

expression
 

library
 

of
 

Fasciola
 

hepatica
 

was
 

screened
 

to
 

obtain
 

candidate
 

antigen
 

genes
 

for
 

detection
 

of
 

F.
 

hepatica
 

infection.
 

After
 

analysis
 

of
 

screening
 

results,the
 

hypotheticalprotein
 

D915_000128
 

gene
 

was
 

selected
 

for
 

expression
 

and
 

reactogenicity
 

identification. Methods A
 

sheep
 

F.
 

hepatica
 

infection
 

positive
 

serum
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

F.
 

hepatica
 

cDNA
 

expression
 

library.
 

Positive
 

phage
 

spots
 

were
 

used
 

as
 

templates
 

for
 

PCR
 

amplification,and
 

the
 

PCR
 

products
 

were
 

sequenced
 

and
 

subjected
 

to
 

bioinformatic
 

analysis
 

and
 

comparison.The
 

selected
 

candidate
 

detection
 

antigen
 

gene
 

fragment
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR
 

and
 

ligated
 

with
 

the
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

pET-
32a

 

to
 

construct
 

a
 

recombinant
 

expression
 

plasmid,which
 

was
 

transformed
 

into
 

BL21
 

competent
 

cells
 

after
 

correct
 

enzymatic
 

identification
 

and
 

expression
 

was
 

induced
 

with
 

isopropyl-β-D
 

thiogalactopyranoside
 

(IPTG).
 

The
 

molecular
 

weight
 

and
 

reactogenicity
 

of
 

the
 

recombinant
 

protein
 

were
 

analyzed
 

and
 

characterized
 

by
 

applying
 

SDS-PAGE
 

and
 

Western
 

blot. Results Through
 

screening
 

of
 

the
 

F.
 

hepatica
 

cDNA
 

expression
 

library,12
 

candidate
 

antigen
 

genes
 

for
 

detection
 

of
 

F.
 

hepatica
 

were
 

successfully
 

obtained,of
 

which
 

2
 

were
 

reported
 

detection
 

antigen
 

genes
 

(GenBank:PIS79729.1,

ABC66278.1)
 

and
 

10
 

were
 

newly
 

discovered
 

candidate
 

antigen
 

genes
 

that
 

could
 

be
 

used
 

for
 

detection
 

of
 

F.
 

hepatica
 

infection
 

(GenBank:AYA57790.1,THD19001.1,TPP64335.1,PIS88126.1,AAA80273.1,THD26809.1,THD19926.1,

TPP60711.1,THD26810.1,THD29021.1).
 

We
 

successfully
 

constructed
 

a
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

for
 

the
 

hypothetical
 

protein
 

D915_000128
 

gene.
 

The
 

recombinant
 

protein
 

was
 

analyzed
 

by
 

SDS-PAGE
 

as
 

85×103,and
 

the
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

recombinant
 

protein
 

could
 

be
 

recognized
 

by
 

sheep
 

F.
 

hepatica
 

positive
 

sera. Conclusion 
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Twelve
 

candidate
 

antigen
 

genes
 

of
 

F.
 

hepatica
 

were
 

selected,and
 

the
 

hypothetical
 

protein
 

D915_000128
 

gene
 

of
 

F.
 

hepatica
 

was
 

selected.
 

The
 

recombinant
 

protein
 

expressed
 

by
 

the
 

constructed
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

has
 

good
 

reactivity.
【Key

 

words】 Fasciola
 

hepatica;immunological
 

screening;candidate
 

detection
 

antigen
 

gene;prokaryotic
 

expression

  肝片吸虫病是由肝片吸虫(Fasciola
 

hepatica)感
染引起的一种重要的人畜共患病[1]。该病呈世界性分

布[2],遍及81个国家[3]。肝片吸虫的易感对象主要为

反刍类动物,以绵羊感染率较高[4]。绵羊感染肝片吸

虫后会出现呈急性或慢性的肝炎和胆管炎。目前针对

肝片吸虫病还没有安全有效的疫苗。肝片吸虫病主要

是利用三氯苯达唑、肝蛭净、氯氰碘柳胺钠等药物进行

治疗[5-7]。肝片吸虫感染的检测是防治肝片吸虫病的

关键,在早发现早治疗,减少治疗成本的同时,更能达

到最佳的治疗效果[8]。
目前用于检测肝片吸虫感染的方法主要有病原学

检测方法、分子生物学检测方法和免疫学检测方法

等[9]。病原学检测方法(如粪便检查法)存在漏检的可

能,分子生物学检测方法(如PCR)对检测仪器设备要

求高。免疫学检测方法具有稳定性好、敏感性高和特

异性强等优点,在临床实践中被广泛使用[10]。目前虽

然已经有了用于检测肝片吸虫的特异性抗原蛋白基

因,如半胱氨酸蛋白酶[11]、组织蛋白酶L[12]和谷胱甘

肽S转移酶[13-14]等,但相对较少。为了继续发掘新的

肝片吸虫候选检测抗原基因,本研究通过对肝片吸虫

cDNA表达文库的筛选,并对候选检测抗原基进行表

达,对表达蛋白进行反应原性鉴定,为建立肝片吸虫感

染检测方法提供新的候选抗原基因。

材料与方法

1 材料

肝片吸虫成虫cDNA表达文库(库容量为2×107
 

pfu/800
 

μL)菌液[11],肝片吸虫cDNA和绵羊肝片吸

虫自然感染阳性血清均为本实验室制备并保存;XL1-
Blue大肠埃希菌和pET-32a质粒均为本实验室保存;

DNA连接酶均购自宝生物技术有限公司;HRP标记

的兔抗羊IgG二抗和DAB显色试剂均购自于武汉博

士德生物工程有限公司。

2 方法

2.1 肝片吸虫cDNA表达文库的筛选 将XL1-Blue
菌接种于加有1%四环素的LB液体培养基中,37

 

℃
摇床培养12

 

h左右,至A600=1.0。菌液以12
 

000
 

g
室温离心5

 

min,用200
 

μL
 

10
 

mmol/L
 

MgSO4 重悬

后加入到4
 

ml离心管中,再加入10
 

μL用SM
 

Buffer
稀释105 倍的肝片吸虫cDNA表达文库菌液,混匀,37

 

℃孵育15
 

min。将温度约为50
 

℃的 NZY顶层琼脂

加入孵育的cDNA表达文库菌液中,吹吸混合均匀后

倒入37
 

℃预热的 NZY琼脂板中。待平板琼脂凝固

后37
 

℃培养6
 

h。将NC膜浸没在10
 

mmol/L
 

IPTG
溶液中10

 

min后覆盖在琼脂表面,37
 

℃孵育6
 

h,4
 

℃
预冷30

 

min;取下NC膜,用TNT
 

Buffer冲洗后移入

含1%脱脂奶粉的TNT
 

Buffer中,室温封闭2
 

h,冲
洗;依次加入经去除交叉反应抗体处理的绵羊肝片吸

虫自然感染阳性血清(1∶200稀释)和HRP标记的兔

抗羊IgG二抗(1∶5000稀释),在室温中分别孵育3
 

h
和1

 

h,冲洗;加入 DAB显色试剂室温避光15~30
 

min后显色,NC膜上周围深,中央浅的环形斑即为阳

性噬菌斑,做好标记以备取样。于1.5
 

mL离心管中

加入200
 

μL无菌SM
 

Buffer,挑取已标记的阳性噬菌

斑置于SM
 

Buffer中,室温放置1
 

h后按照以上步骤

进行复筛。
将溶解有阳性噬菌斑的SM

 

Buffer作为模板,加
入用于噬菌体测序的通用引物,PCR扩增目的片段。
上游引物:5'-CTCGGGAAGCGCGCCATTGTGTTGGT-
3';下游引物:5'-ATACGACTCACTATAGGGCGA-
ATTGGC-3'。

PCR反应体系:模板1μL,上、下游引物各1
 

μL,2
×Master

 

Mix
 

10
 

μL,dd
 

H2O
 

8
 

μL。PCR反应条件:

94
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃变性60
 

s,61
 

℃退火60
 

s,72
 

℃延伸1
 

min,共35个循环;72
 

℃延伸10
 

min,PCR
产物采用1%琼脂糖凝胶电泳鉴定。

2.2 肝片吸虫假定蛋白D915_000128基因的表达 
根据GenBank中肝片吸虫假定蛋白D915_000128的

核苷酸序列,设计携带有BamH
 

I和EcoR
 

I限制性酶

切位点的上游和下游引物,引物由库美生物科技有限

公司合成。上游引物:5'-CGCGGATCCATGGAAT-
CAACTTCACAGTCC-3'(下划组部分为BamH

 

I酶

切位点);下游引物:5'-ACGCGTCGACAAATCCGA-
AGTGGAACTTCTT-3(下划组部分为EcoR

 

I酶切

位点)。
以肝片吸虫cDNA作为模板PCR扩增该基因。

PCR产物由1%
 

琼脂糖凝胶电泳鉴定并回收。回收

的PCR产物与pET-32a空载体质粒经 BamH
 

I和

EcoR
 

I双酶切后切胶回收,并用DNA连接酶进行连

接,连接产物转化DH5α感受态后挑取单克隆菌落,37
 

℃培养过夜。提取质粒,通过双酶切鉴定筛选阳性表

达载体质粒,命名为pET-32a-D915_000128,标记后送
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库美生物公司测序。
将测序正确的阳性表达载体质粒转化至BL21感

受态中,同时以转化pET-32a空载体质粒的BL21作

为对照(空载体组)。挑取单菌落,37
 

℃培养过夜,取
培养的菌液接种入新的LB培养基中37

 

℃进行培养,
当菌液A600 值达到约0.6时加入IPTG诱导剂(诱导

组全菌),同时设置不加IPTG诱导剂的未诱导组。将

温度调至16
 

℃培养6
 

h,12
 

000
 

g、4
 

℃离心5
 

min,弃
上清。菌体用PBS重悬后超声破碎,10

 

000
 

g,4
 

℃离

心10
 

min,收集的上清与沉淀设置为诱导组上清和诱

导组沉淀。各组均取40μL加入SDS上样Buffer进

行SDS-PAGE分析。

2.3 肝片吸虫假定蛋白 D915_000128重组蛋白的

鉴定重组蛋白经SDS-PAGE后转印PVDF膜,用含

1%脱脂奶粉的TBST
 

Buffer
 

4
 

℃封闭过夜;加入绵羊

肝片吸虫自然感染阳性血清(1∶200稀释),37
 

℃孵

育1h,TBST
 

Buffer洗涤3次;加入 HRP标记的兔抗

羊IgG二抗(1∶5000稀释),37
 

℃孵育1
 

h,TBST
 

Buffer洗涤3次后上机显色并拍照留存。

结 果

1 肝片吸虫cDNA表达文库的筛选

以溶解有阳性噬菌斑SM
 

Buffer为模板,加入通

用引物,设定PCR程序,扩增筛选获得的阳性噬菌体

插入片段。结果显示有12条大小在400~2
 

000
 

bp、
条带明显单一的基因片段(图1)。

M DNA标志物(DL2000) 1~12 阳性噬菌斑的目的基因PCR产物

图
 

1 阳性噬菌斑免疫筛选PCR结果

M DNA
 

marker(DL2000) 1-12 PCR
 

products
 

of
 

positive
 

phages
Fig.1 PCR

 

results
 

of
 

immune
 

screening

经过比对分析,其中10个为新发现的肝片吸虫候

选检测抗原基因(编号:1-10),可作为建立肝片吸虫感

染检测方法的候选抗原基因。2个为已报道的抗原基

因(编号:11-12)(表1)。

2 肝片吸虫假定蛋白D915_000128基因的表达

如图2所示,经1%琼脂糖凝胶电泳分析,目的基

因PCR产物约为1
 

509
 

bp。测序结后与 GenBank
(THD29021.1)公布的肝片吸虫D915_000128蛋白基

因序列进行比对,同源性为100%。
构建的表达载体质粒双酶切后获得1

 

509
 

bp大

小的目的基因片段,表明表达载体构建正确(图3)。

SDS-PAGE显示,诱导组全菌、诱导组上清与诱

导组沉淀中的目的蛋白相对分子质量约85×103,表
明该重组蛋白以包涵体及溶解2种形式存在(图4)。

表
 

1 免疫筛选获得的肝片吸虫蛋白基因分析
Table

 

1 Analysis
 

of
 

the
 

F.
 

hepatica
 

genes
 

obtainedby
 

immunoscreening

编号
No.

名称
Name GenBank

大小
(bp)
Length

1 amoebapore-like
 

protein AYA57790.1 306
2 FHAP

 

protein THD19001.1 243
3 putative

 

uncharacterized
 

protein TPP64335.1 306
4 Keratin-associated

 

protein
 

6-2
 

family
 

protein PIS88126.1 525
5 unknown,partial AAA80273.1 201
6 Hypothetical

 

protein
 

D915_002430 THD26809.1 480
7 Hypothetical

 

protein
 

D915_009428 THD19926.1 3135
8 Hypothetical

 

protein
 

FGIG_08614 TPP60711.1 270
9 Hypothetical

 

protein
 

D915_002431 THD26810.1 525
10 Hypothetical

 

protein
 

D915_000128 THD29021.1 1509
11 Saposin-like

 

type
 

B,region
 

1 PIS79729.1 435
12 secreted

 

saposin-like
 

protein
 

SAP-3 ABC66278.1 306

M DNA标志物(DL2000) 1 D915_000128基因PCR产物
图

 

2 D915_000128
 

PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

marker(DL2000) 1 PCR
 

product
 

of
 

D915_000128
Fig.2 PCR

 

product
 

of
 

D915_000128

  M  DNA 标 志 物 (DL10000) 1 pET-32a-D915_
000128BamH

 

I和EcoR
 

I双酶切 2 pET-32a-D915_000128对照
图

 

3 pET-32a-D915_000128双酶切鉴定

M DNA
 

marker(DL10000) 1 Identification
 

of
 

pET-32a-D915_
000128with

 

BamH
 

I
 

and
 

EcoR
 

I
 

digestion 2 pET-32a-D915_000128
 

control
Fig.3 Double

 

endonuclease
 

digestion
 

identification
of

 

pET-32a-D915_000128

3 肝片吸虫假定蛋白 D915_000128 重组蛋白的

Western
 

blot鉴定

如图5所示,经 Western
 

blot鉴定,肝片吸虫假定

蛋白D915_000128重组蛋白可被绵羊肝片吸虫自然
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感染血清识别,反应条带位于约85×103 处,表明目的

蛋白具有反应原性。

  1 IPGT诱导重组菌全菌 2 重组菌未诱导 3 空载体对照 
4 IPGT诱导重组菌超声破碎上清 5 IPGT诱导重组菌超声破碎沉
淀

图
 

4 重组蛋白的SDS-PAGE分析

1 Induced
 

group
 

whole
 

bacteria 2 Uninduced
 

group 3 
Empty

 

vector 4 Induction
 

group
 

supernatant 5 Induced
 

group
 

precipitation
Fig.4 SDS-PAGE

 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein

  1 IPTG诱导重组菌全菌与绵羊肝片吸虫自然感染血清反应条带

 2 重组菌IPTG未诱导对照 3 空载体对照 4 IPTG诱导重组

菌超声破碎上清与绵羊肝片吸虫自然感染血清反应条带 5 IPTG诱

导重组菌超声破碎沉淀与绵羊肝片吸虫自然感染血清反应条带

图
 

5 重组蛋白D915_000128的 Western
 

blot分析

1 Induced
 

group
 

whole
 

bacteria 2 Uninduced
 

group 3 
Empty

 

vector 4 Induction
 

group
 

supernatant 5 Induced
 

group
 

precipitation
Fig.5 Western

 

Blotting
 

analysis
 

of
 

recombinant
 

protein
 

D915_000128

讨 论

筛选出特异性强,敏感性高的肝片吸虫诊断抗原

基因是建立肝片吸虫感染免疫学检测方法的基础。目

前,抗原基因筛选的方法包括基于质谱的蛋白质组学、
生物信息学、多组学技术联合和cDNA表达文库的筛

选方法。质谱的蛋白质组学方法可从整体水平对寄生

虫的抗原分子进行鉴定和筛选[15-17],但目前寄生虫蛋

白质数据库尚不完整,技术尚不成熟。多组学技术联

合方法可通过差异性数据高效精确筛选抗原基因[18],
但寄生虫的公共数据库较少,限制了该技术在寄生虫

方面的应用。cDNA表达文库的筛选方法是将细胞内

所有的mRNA反转录为cDNA,经克隆后与载体连接

转化后形成重组DNA克隆群,称为cDNA表达文库,
主要用于新基因的发现及基因功能的研究[19]。在寄

生虫领域,cDNA表达文库筛选技术已广泛用于诊断

抗原的筛选及基因功能鉴定等研究[20]。刘太峰等[21]

采用该方法对肝片吸虫cDNA表达文库进行了筛选,
获得了16个候选检测抗原基因,据分析均为具有潜在

应用价值的肝片吸虫病候选诊断抗原基因。表明该技

术作为筛选抗原基因的方法具有可行性。

cDNA表达文库技术虽然是一种简单有效的筛选

抗原基因的方法[22]。但在正式试验前需要对试验条

件和材料进行优化和处理:(1)cDNA表达文库溶液浓

度过大时,噬菌斑的数量会非常多,甚至完全覆盖整个

培养皿,导致不能挑取单克隆噬菌斑。浓度过小时,培
养后只有零星的数个噬菌斑,对实验材料是一种浪费,
所以在正式筛选前对噬菌体表达文库原液做不同梯度

的稀释,确定了cDNA表达文库菌液的最佳浓度,本
试验中cDNA表达文库菌液最佳的稀释倍数为1×
105。(2)绵羊肝片吸虫自然感染的血清中存在和大肠

埃希菌发生交叉免疫反应的抗体,在筛选过程中会增

加假阳性的发生,所以在筛选之前需要去除血清中的

免疫交叉抗体。
本研究通过对筛选结果进行比对分析,选取最佳

的抗原基因。通过 NCBI比对发现假定蛋白 D915_

000128基因特异性较强。ProtScale软件分析该蛋白

由504个氨基酸组成,相对分子质量为53.8×103,为
亲水性蛋白;TMHMM软件分析该蛋白且无跨膜区;

SignalP
 

5.0软件分析其1-27个碱基为信号肽序列,
故推测该蛋白为分泌型蛋白。分泌蛋白是寄生虫与宿

主相互作用的主要分子,由于其直接暴露于宿主免疫

系统,因此是寄生虫病诊断试剂主要的候选分子。所

以根据筛选结果分析表明肝片吸虫假定蛋白D915_

000128基因可作为肝片吸虫病的候选诊断抗原基因。
本实验通过肝片吸虫cDNA表达文库的筛选,获

得了一种新的肝片吸虫感染候选检测抗原基因,为肝

片吸虫病诊断方法的建立奠定了理论基础。
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