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旋毛虫钙网蛋白的表达和生物学特性鉴定

白圣洁，程永康，王珍，闫树炜，刘若丹，龙绍蓉，崔晶，王中全

（郑州大学基础医学院病原生物学系，河南郑州４５０００１）

【摘要】　目的　克隆表达旋毛虫钙网蛋白（ＴｓＣＲＴ），并对其生物学特性进行鉴定。　方法　通过 ＲＴＰＣＲ扩增

ＴｓＣＲＴ基因，构建重组质粒ｐＭＤ１９ＴＴｓＣＲＴ，测序正确后亚克隆至表达载体ｐＱＥ８０Ｌ，构建重组表达载体ｐＱＥ８０Ｌ

ＴｓＣＲＴ，转化大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３），以异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ｑＰＣＲ和免疫荧

光试验（ＩＦＴ）鉴定ｒＴｓＣＲＴ的反应原性及其在不同虫期的表达与组织定位，通过动物免疫试验观察ｒＴｓＣＲＴ的免疫原

性。　结果　成功构建重组表达载体ｐＱＥ８０ＬＴｓＣＲＴ，转化 ＤＥ３后经ＩＰＴＧ诱导表达相对分子质量为４７×１０
３ 的

ｒＴｓＣＲＴ蛋白。用纯化的ｒＴｓＣＲＴ免疫小鼠３次，血清抗体效价达１∶１０
５。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，ｒＴｓＣＲＴ可被抗ｒＴｓＣＲＴ

血清和旋毛虫感染小鼠血清识别。ｑＰＣＲ检测显示，ＴｓＣＲＴ在旋毛虫肌幼虫、肠道感染性幼虫、成虫和新生幼虫期均有

转录和表达。ＩＦＴ试验显示，ＴｓＣＲＴ主要定位在旋毛虫的表皮和胚胎中。　结论　ＴｓＣＲＴ在旋毛虫不同虫期均有表

达，重组表达的ｒＴｓＣＲＴ具有良好的抗原性，可作为制备抗旋毛虫疫苗及血清学诊断的候选靶抗原。
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旋毛虫病是一种呈全球性分布的食源性人兽共患

寄生虫病，对公共卫生与肉类食品安全均构成严重威

胁。２００９２０２０年，我国发生了８起旋毛虫病疫情，共

有４７９人发病，２例死亡
［１］。人类感染旋毛虫病是由

于生食或者半生食含有旋毛虫幼虫囊包的肉类引起

的［２］。幼虫囊包被宿主食入后，在消化液的作用下释

放出幼虫，幼虫被胆汁激活后在小肠内发育成肠道感

染性幼虫（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｆｅｃｔｉｖｅｌａｒｖａｅ，ＩＩＬ），ＩＩＬ侵入小

肠上皮内经历４次蜕皮后发育为成虫（ａｄｕｌｔｗｏｒｍｓ，

ＡＷ），雌雄成虫交配后，孕雌虫产出的新生幼虫

（ｎｅｗｂｏｒｎｌａｒｖａｅ，ＮＢＬ）随血液和淋巴，侵入骨骼肌形
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成囊包幼虫，从而完成旋毛虫的生活史［３４］。旋毛虫幼

虫在人体骨骼肌内可存活３０年，表明旋毛虫已建立了

稳定的免疫逃逸机制从而逃逸宿主免疫系统的攻击，

并可保证宿主与旋毛虫的存活。旋毛虫来源的蛋白分

子，尤其是其表面蛋白与排泄分泌（ＥＳ）蛋白，暴露于

宿主的免疫系统，直接诱导宿主的免疫应答或参与免

疫逃逸［５］，这些旋毛虫蛋白分子有可能是研制抗旋毛

虫疫苗或治疗旋毛虫病新药的靶分子。

钙网蛋白（ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ，ＣＲＴ）是一种高度保守的

Ｃａ
２＋蛋白，在高等生物存在于除红细胞以外的所有有

核细胞中，属于内质网蛋白家族，但也分布在细胞表

面。钙网蛋白具有多种生物学活性与功能，多种寄生

虫的钙网蛋白具有较高的抗原性，在寄生虫与宿主的

相互作用中发挥重要作用，有可能成为抗寄生虫感染

的新靶标［６７］。马来丝虫钙网蛋白通过抑制补体Ｃ１ｑ

介导的宿主免疫应答而参与丝虫感染的建立［８］。旋毛

虫钙网蛋白（ＴｓＣＲＴ）通过与宿主补体Ｃ１ｑ的直接结

合，抑制Ｃ１ｑ介导的补体经典途径的激活与非补体途

径的巨噬细胞激活，从而在旋毛虫免疫逃逸与宿主体

内生存中发挥重要作用［９］。

本实验在通过免疫蛋白组技术从旋毛虫新生幼虫

可溶性蛋白中鉴定出一种新的旋毛虫钙网蛋白

（犜狉犻犮犺犻狀犲犾犾犪狊狆犻狉犪犾犻狊ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎ，ＴｓＣＲＴ；ＧｅｎＢａｎｋ：

ＫＲＹ３４２１５．１）基础上克隆表达 ＴｓＣＲＴ，并对其生物

学特性进行鉴定，为进一步研究其功能及作为抗旋毛

虫疫苗的靶分子奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　旋毛虫、载体、菌株及实验动物　旋毛虫ＩＳＳ５３４

株分离自河南省自然感染的家猪，由本实验室昆明小

鼠传 代 保 种。克 隆 载 体 ｐＭＤ１９Ｔ 与 表 达 载 体

ｐＱＥ８０Ｌ购于日本 Ｔａｋａｒａ公司；大肠埃希菌（犈．

犮狅犾犻）ＢＬ２１为本实验室冷冻保存；４～６周龄雌性

ＢＡＢＬ／ｃ小鼠购于河南省实验动物中心。

１．２　主要试剂　限制性内切酶ＢａｍＨⅠ、ＳａｌⅠ购自

美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；２×ＰＣＲＭｉｘ、和低分子质

量蛋白标准购自大连宝生物公司；ＤＮＡ 标志物

（ＤＬ２０００）购自日本 Ｔａｋａｒａ公司；ＤＥＰＣ、Ｔｒｉｚｏｌ和柱

式ＤＮＡ胶回收试剂盒购自上海生工生物公司；ＨＲＰ

羊抗鼠ＩｇＧ购自北京鼎国生物技术；硝酸纤维素（ＮＣ）

膜购自瑞典Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自立

陶宛Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。

２　方法

２．１　ＴｓＣＲＴ 生物信息学分析 　 根据 ＮＣＢＩ上

ＴｓＣＲＴ的氨基酸序列，运用Ｉｎｔｅｒｐｒｏ和 ＰｒｏｔＰａｒａｍ

分析 预 测 ＴｓＣＲＴ 的 结 构，使 用 Ｊａｌｖｉｅｗ 软 件 和

ＭＥＧＡＸ软件将 ＴｓＣＲＴ序列与旋毛虫其他虫种的

序列进行对比并构建进化树［１０］。旋毛虫其他种及其

他物种ＣＲＴ的基因号如下：犜．狀犲犾狊狅狀犻（ＫＲＸ２１７７４．

１），犜狉犻犮犺犻狀犲犾犾犪Ｔ８（ＫＲＺ９０８３８．１），犜．狆犪狋犪犵狅狀犻犲狀狊犻狊

（ＫＲＹ２１４４０．１），犜．犫狉犻狋狅狏犻 （ＫＲＹ５３８４５．１），犜．

犿狌狉狉犲犾犾犻 （ＫＲＸ４９６７０． １ ）， 犜狉犻犮犺犻狀犲犾犾犪 Ｔ９

（ＫＲＸ５７７８５．１），犜．狀犪狋犻狏犪 （ＫＲＺ５７３２８．１），

犜狉犻犮犺犻狀犲犾犾犪 Ｔ６ （ＫＲＸ８５２０６．１），犜． 狆犪狆狌犪犲

（ＫＲＺ７７０８９．１），犜．狕犻犿犫犪犫狑犲狀狊犻狊 （ＫＲＺ０９０３１．１），

犜． 狆狊犲狌犱狅狊狆犻狉犪犾犻狊 （ＲＸ９４６４９．１），犜狉犻犮犺狌狉犻狊

狋狉犻犮犺犻狌狉犪（ＣＤＷ５７９３７．１），犆．犲犾犲犵犪狀狊（ＮＰ＿５０４５７５．

１），犎狅犿狅狊犪狆犻犲狀狊 （ＮＰ＿００４３３４．１），犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊

（ＮＰ＿０３１６１７．１）。

２．２　旋毛虫的收集　将感染旋毛虫４２ｄ后的小鼠处

死，取骨骼肌，人工消化后收集肌幼虫（ＭＬ）。另取感

染旋毛虫后６ｈ的小鼠小肠，剖开，剪成１～２ｃｍ长的

肠段，置于３７℃生理盐水中孵育１ｈ收集ＩＩＬ；于感染

旋毛虫后２ｄ和６ｄ处死小鼠，分别收集２ｄ和６ｄ成

虫（ＡＷ）。取６ｄ成虫用含抗生素的无菌ＰＢＳ洗涤后

在ＤＭＥＭ 完全培养基中培养４８ｈ，收集新生幼虫

（ＮＢＬ）
［１１］。

２．３　ＴｓＣＲＴ重组表达载体的构建　根据ＴｓＣＲＴ序

列，去除信号肽序列后使用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件设

计ＴｓＣＲＴ引物，在引物的上、下游分别引入ＢａｍＨ Ⅰ

和ＳａｌⅠ酶切位点（以下划线标出）。上游引物 Ｆ：

ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＧＧＴＴＴＡＴＴＴＧＡＡＡＧＡＡＡＣＧＴ

ＴＣＧ；下 游 引 物 Ｒ：ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＡＡＧＴＴ

ＣＧＴＣＧＴＣＡＧＣＡＴＧＴＴＴＣ。使用肌幼虫ｃＤＮＡ 作

为模板，加入 ＴｓＣＲＴ 特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增。

ＰＣＲ反应体系为：反应体积２０μｌ，其中含模板ｃＤＮＡ

０．５μｌ，２× ＴａｑＭｉｘ１０μｌ，上下游引物各１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ

７．５μｌ。ＰＣＲ反应程序参数为：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５

℃变性３０ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃延伸６０ｓ（末次延伸

５ｍｉｎ），共３２个循环。用胶回收试剂盒对ＴｓＣＲＴ基

因扩增产物进行回收纯化，然后使用Ｔ４ＤＮＡ连接酶

与ｐＭＤ１９Ｔ载体连接，连接产物导入犈．犮狅犾犻ＤＨ５α

感受态细胞后进行培养，阳性菌落进行ＰＣＲ鉴定及酶

切鉴定并测序。

测序鉴定正确的转化菌大量培养后使用碱裂解液

法提取质粒，使用 ＢａｍＨ Ⅰ 和 Ｓａｌ Ⅰ 内切酶对

ｐＭＤ１９Ｔ／ＴｓＣＲＴ和表达载体ｐＱＥ８０Ｌ分别进行双

酶切，酶切片段用在Ｔ４ＤＮＡ连接酶作用下连接，构

建重组表达质粒ｐＱＥ８０Ｌ／ＴｓＣＲＴ并转入大肠埃希菌

ＢＬ２１中，对阳性菌落进行质粒ＰＣＲ和双酶切鉴定。

２．４　ｒＴｓＣＲＴ的诱导纯化及可溶性分析　挑取重组

·４６·
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菌单菌落加入ＬＢ液体培养基培养至对数期，然后加

入０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ在２５℃诱导８ｈ，诱导后的菌

液进行超声破碎，分别保留上清和沉淀，通过ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析表达蛋白的可溶性。用 Ｎｉ柱对ｒＴｓＣＲＴ

进行纯化［１２］。

２．５　抗ｒＴｓＣＲＴ血清制备及血清效价检测　取１５

只４～６周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，将ｒＴｓＣＲＴ与ＩＳＡ

２０１佐剂充分乳化后按每只小鼠２０μｇｒＴｓＣＲＴ的剂

量皮下多点注射免疫，共免疫３次，每次间隔２周，末

次免疫后２周尾部采血分离血清，采用间接ＥＬＩＳＡ检

测抗ｒＴｓＣＲＴＩｇＧ抗体效价
［１３］。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ｒＴｓＣＲＴ反应原性　制备肌

幼虫粗抗原与排泄分泌（ＥＳ）抗原，与ｒＴｓＣＲＴ分别进

行ＳＤＳＰＡＧＥ，湿转法将上述３种蛋白转印到ＮＣ膜

上，ＴＢＳＴ洗涤后用５％脱脂奶粉封闭，洗涤后分别以

抗ｒＴｓＣＲＴ血清、旋毛虫感染小鼠血清（１∶１００）为一

抗，ＨＲＰ羊抗鼠ＩｇＧ（１∶１００００）为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ，用ＤＡＢ显色
［１４］。试验设正常小鼠血清为阴性对

照。

２．７　ＴｓＣＲＴ在旋毛虫不同虫期的转录和表达检测　

分别收集肌幼虫、ＩＩＬ、成虫和ＮＢＬ，提取虫体ＲＮＡ进

行ｑＰＣＲ，以ＧＡＰＤＨ作为内参基因，根据２
（ΔΔＣｔ）法分

析ＴｓＣＲＴ在各个虫期的转录水平
［１５］；制备肌幼虫、

ＩＩＬ、成虫和 ＮＢＬ虫体可溶性抗原（粗抗原），通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴｓＣＲＴ在不同虫期的表达
［１６］。

２．８　免疫荧光试验（ＩＦＴ）检测ＴｓＣＲＴ在虫体的表达

与定位　分别取肌幼虫、ＩＩＬ、成虫和ＮＢＬ用４％多聚

甲醛室温固定２０ｍｉｎ，石蜡包埋后切片，用５％山羊血

清封闭。将完整虫体及切片用ＰＢＳ洗涤后分别以抗

ｒＴｓＣＲＴ血清、感染血清（１∶１０）为一抗，以ＦＩＴＣ标

记的羊抗鼠ＩｇＧ（１∶１００）为二抗进行ＩＦＡ，显色后用

５％甘油封片，荧光显微镜下观察结果
［１７］。试验设正

常小鼠血清为阴性对照。

结　果

１　犜狊犆犚犜的生物信息学分析

ＴｓＣＲＴ基因全长１２２１ｂｐ，编码４０６ａａ蛋白，ｐＩ

为４．６５，相对分子质量为４７．２０３×１０
３。该蛋白有信

号肽，无跨膜区。将 ＴｓＣＲＴ和旋毛虫属内其他虫种

的ＣＲＴ进行多序列比对，结果显示ＴｓＣＲＴ与其他种

旋毛虫 ＣＲＴ 的相似性均在９５％以上（图１），提示

ＣＲＴ在旋毛虫不同种间序列高度保守，可能具有相似

的生物学特性与功能。ＴｓＣＲＴ的系统进化树显示，旋

毛虫属内的１２个虫种／基因型位于一个单系群内，该

单系群又分为２个明显的分枝：一个是９种成囊型旋

毛虫／基因型，另一个是３种非成囊型旋毛虫（图２）。

注：深蓝色部分表示序列相同，序列末尾的数字表示序列对比相似性。

图１　犜狊犆犚犜与旋毛虫属其他虫种／基因型的多序列比对

Ｎｏｔｅｓ：Ｄａｒｋｂｌｕｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｅｑｕｅｎｃｅｉｄｅｎｔｉｔｙ，ａｎｄｎｕｍｂｅｒｓａｔｔｈｅ

ｅｎｄｏｆｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ

犉犻犵．１　犕狌犾狋犻狆犾犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳犜狊犆犚犜狑犻狋犺狅狋犺犲狉

狊狆犲犮犻犲狊／犵犲狀狅狋狔狆犲狊狅犳犜狉犻犮犺犻狀犲犾犾犪

　　注：使用 ＭＥＧＡＸ软件邻接法构建钙网蛋白系统发育进化树。成

囊与非成囊型旋毛虫／基因型位于２个不同的进化分枝上。

图２　犜狊犆犚犜系统发育进化树

Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎｏｆ１６ｏｒｇａｎｉｓｍｓｗａｓ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）ｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄａｎｄ

ｎｏｎｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ犜狉犻犮犺犻狀犲犾犾犪ｗａｓｌｏｃａｌｉｚｅｄｉｎｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ

ｃｌａｄｅｓｏｆ犜狉犻犮犺犻狀犲犾犾犪．

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犜狊犆犚犜

２　犜狊犆犚犜的表达与抗原性分析

ＰＣＲ扩增 ＴｓＣＲＴ后进行１％琼脂糖凝胶电泳，

结果显示成功扩增出与ＴｓＣＲＴ基因理论碱基数一致

的片段（１１７０ｂｐ）。将ＴｓＣＲＴ与克隆载体ｐＭＤ１９Ｔ

连接，然后导入ＤＨ５α，对长出的阳性菌落提取质粒进

行质粒ＰＣＲ鉴定，片段大小与预期一致，测序显示与

原始序列相似度为１００％。构建 ＴｓＣＲＴ 表达质粒

ｐＱＥ８０Ｌ／ＴｓＣＲＴ质粒，双酶切鉴定正确后进行ＩＰＴＧ

诱导表达，ＳＤＳＰＡＧＥ显示表达蛋白相对分子质量约

为４７×１０
３（图３Ａ）。旋毛虫肌幼虫粗抗原、ＥＳ抗原

及纯 化 后 ｒＴｓＣＲＴ 的 ＳＤＳＰＡＧＥ 分 析 见 图 ３Ｂ。

·５６·
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Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ｒＴｓＣＲＴ能被抗ｒＴｓＣＲＴ血

清和旋毛虫感染鼠血清识别；此外，抗ｒＴｓＣＲＴ血清

能够识别肌幼虫粗抗原中的天然ＴｓＣＲＴ蛋白，但不

识别肌幼虫ＥＳ抗原中的天然ＴｓＣＲＴ蛋白（图３Ｃ），

表明ＴｓＣＲＴ是一种虫体蛋白，但不是分泌蛋白。将

重组菌体超声破碎，分别取上清和沉淀进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳，结果显示ｒＴｓＣＲＴ在上清与沉淀中均有

表达。ＥＬＩＳＡ检测显示，ｒＴｓＣＲＴ第３次免疫小鼠后

２周，血清抗体效价已达１∶１０
５。

　　Ａ　ｒＴｓＣＲＴ的ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　未

诱导ｐＱＥ８０Ｌ／ＴｓＣＲＴ全菌蛋白　２　ＩＰＴＧ诱导ｐＱＥ８０Ｌ／ＴｓＣＲＴ全

菌蛋白　３　纯化的ｒＴｓＣＲＴ　Ｂ　旋毛虫肌幼虫粗抗原与ＥＳ抗原的

ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　肌幼虫ＥＳ抗原　２　

肌幼虫粗抗原　３　纯化的ｒＴｓＣＲＴ　Ｃ　ｒＴｓＣＲＴ反应原性 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ鉴定　Ｍ　蛋白分子质量标准　１　肌幼虫ＥＳ抗原（无反应条带）

　２、３　肌幼虫粗抗原中的天然ＴｓＣＲＴ和ｒＴｓＣＲＴ与抗ｒＴｓＣＲＴ血清

反应条带　４～６　肌幼虫ＥＳ抗原、粗抗原、ｒＴｓＣＲＴ与旋毛虫感染鼠

血清反应条带　７～９　肌幼虫ＥＳ抗原、粗抗原、ｒＴｓＣＲＴ与正常小鼠

血清无反应条带。

图３　狉犜狊犆犚犜的表达与鉴定

Ａ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒＴｓＣＲＴ　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１　

ＵｎｉｎｄｕｃｅｄｐＱＥ８０Ｌ／ＴｓＣＲＴ　２　ＩｎｄｕｃｅｄｐＱＥ８０Ｌ／ＴｓＣＲＴ　３　

ＰｕｒｉｆｉｅｄｒＴｓＣＲＴ　Ｂ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｒｕｄｅａｎｄＥＳａｎｔｉｇｅｎｓｏｆ

犜．犛狆犻狉犪犾犻狊ｍｕｓｃｌｅｌａｒｖａｅ（ＭＬ）　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１　ＭＬＥＳ

ａｎｔｉｇｅｎ　２　ＭＬｃｒｕｄｅａｎｔｉｇｅｎ　３　ＰｕｒｉｆｉｅｄｒＴｓＣＲＴ　Ｃ　Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒＴｓＣＲＴａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ　Ｍ　ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１　

ＭＬＥＳａｎｔｉｇｅｎｗａｓｎｏｔｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｂｙａｎｔｉｒＴｓＣＲＴｓｅｒｕｍ　２，３　

ＮａｔｉｖｅＴｓＣＲＴｉｎＭＬｃｒｕｄｅａｎｔｉｇｅｎａｎｄｒＴｓＣＲＴａｒｅｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｂｙａｎｔｉ

ｒＴｓＣＲＴｓｅｒｕｍ　４６　ＭＬＥＳａｎｔｉｇｅｎ，ｃｒｕｄｅａｎｔｉｇｅｎａｎｄｒＴｓＣＲＴｗｅｒｅ

ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｂｙ 犜．犛狆犻狉犪犾犻狊ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｏｕｓｅｓｅｒｕｍ 　７９　 ＭＬ ＥＳ

ａｎｔｉｇｅｎ，ｃｒｕｄｅａｎｔｉｇｅｎａｎｄｒＴｓＣＲＴｗｅｒｅｎｏｔｂｅｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄｂｙｎｏｒｍａｌ

ｍｏｕｓｅｓｅｒｕｍ

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犜狊犆犚犜

３　犜狊犆犚犜在旋毛虫不同虫期的转录和表达

ｑＰＣＲ检测显示，ＴｓＣＲＴ在旋毛虫不同虫期均有

基因转录，在ＩＩＬ和肌幼虫期ＴｓＣＲＴ的转录水平高于

其他虫期（犉＝２１９２．６６２，犘＜０．０１），成虫期的转录水

平最低（图４Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示ＴｓＣＲＴ在旋毛虫

的肌幼虫、ＩＩＬ、成虫及ＮＢＬ等４个虫期均有表达（图

４Ｂ、４Ｃ）。

４　犜狊犆犚犜在不同虫期的表达与定位的犐犉犜检测

旋毛虫全虫ＩＦＴ显示，在不同期虫体表面均存在

天然的ＴｓＣＲＴ，虫体皮层均能被抗ｒＴｓＣＲＴ血清识

别，表现为亮绿色荧光（图５Ａ）。虫体切片ＩＦＴ结果

表明，ＴｓＣＲＴ主要分布于虫体的皮层与雌虫胚胎中

（图５Ｂ）。

　　Ａ　ＴｓＣＲＴ在不同虫期转录水平的ｑＰＣＲ分析（与 ＭＬ期相比，

犘＜０．０５）　Ｂ　旋毛虫不同虫期粗抗原的ＳＤＳＰＡＧＥ分析　Ｍ　蛋白

分子质量标准　１～４　肌幼虫、ＩＩＬ、ＡＷ及ＮＢＬＣＴｓＣＲＴ在旋毛虫不

同虫期表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　Ｍ　蛋白分子质量标准　１～４　肌

幼虫、ＩＩＬ、ＡＷ及ＮＢＬ粗抗原中天然ＴｓＣＲＴ与抗ｒＴｓＣＲＴ血清反应条

带

图４　狇犘犆犚与 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋对犜狊犆犚犜在旋毛虫不同虫期表达的鉴定

Ａ　ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴｓＣＲＴｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｌｅｖｅｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗｏｒｍ

ｓｔａｇｅｓ（Ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，犘＜０．０５）ｗｉｔｈ

ｒｅｓｐｅｃｔｔｏＭＬ　Ｂ　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｒｕｄｅａｎｔｉｇｅｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔａｇｅｓｏｆ犜狉犻犮犺犻狀犲犾犾犪狊狆犻狉犪犾犻狊　Ｍ　ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　１４　ＭＬ，ＩＩＬ，

ＡＷａｎｄＮＢＬ　Ｃ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＴｓＣＲＴｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆ犜狉犻犮犺犻狀犲犾犾犪狊狆犻狉犪犾犻狊　Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

　１４　ＮａｔｉｖｅＴｓＣＲＴｉｎＭＬ，ＩＩＬ，ＡＷ，ＮＢＬｃｒｕｄｅａｎｔｉｇｅｎｓｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ

ｂｙａｎｔｉｒＴｓＣＲＴｓｅｒｕｍ

犉犻犵．４　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犜狊犆犚犜犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋犪犵犲狊

狅犳犜．狊狆犻狉犪犾犻狊犫狔狇犘犆犚犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

讨　论

旋毛虫是一种肠道和组织寄生线虫，生活史复杂，

不同的发育期既有共同抗原，又有期特异性抗原。理

想的旋毛虫疫苗应该是能阻止ＩＩＬ侵入肠上皮，驱出

肠道内成虫，抑制肠道内残存成虫的生殖力，杀灭新生

幼虫与肌幼虫，完全消除免疫动物攻击感染后肌肉中

的旋毛虫幼虫，达到肉类安全的标准［１８１９］。然而，现有

的旋毛虫重组蛋白疫苗或ＤＮＡ疫苗，无论是通过皮

下注射、滴鼻或口服，以及应用佐剂，免疫动物在攻击

感染后的肌幼虫减虫率一般在５０％左右
［１８２０］。因此，

需要筛选与鉴定新的旋毛虫保护性抗原，为研究高保

护效果的旋毛虫疫苗奠定基础。

Ｄｅｂｒａｂａｎｔ等
［２１］报道，杜氏利什曼原虫钙网蛋白

Ｐ功能域的表达导致其分泌通路的损害，降低巨噬细

胞内的虫荷。捻转血茅线虫钙网蛋白通过与宿主Ｃ

反应蛋白（ＣＲＰ）的结合，降低游离的 ＣＲＰ浓度，而

ＣＲＰ具有抗虫活性，或通过激发ＣＲＰ与Ｃ１ｑ结合而

抑制经典补体路径的活化，从而有利于虫体在宿主体

内的生存［２２］。马来丝虫钙网蛋白（ＢｍＣＲＴ）与班氏丝

虫钙网蛋白（ＷｂＣＲＴ）具有９７％的同源性，ＢｍＣＲＴ

通过与Ｃ１ｑ结合而阻止补体介导的虫体死亡，将重组

的ＢｍＣＲＴ免疫乳鼠可诱导产生强烈的抗虫免疫与免

疫保护，攻击感染后免疫动物体内的微丝蚴与成虫荷

显著降低［２３］。以上表明钙网蛋白在寄生虫与宿主的

相互作用中发挥了重要作用，可能成为抗寄生虫感染

疫苗的新靶标。

·６６·
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　　Ａ　旋毛虫完整虫体ＴｓＣＲＴ的ＩＦＴ检测（与抗ｒＴｓＣＲＴ血清孵育

后，在每个虫期虫体表面均能观察到亮绿色荧光，ＭＬ、ＩＩＬ和 ＡＷ 比例

尺为１００μｍ，ＮＢＬ标尺为２００μｍ）　Ｂ　旋毛虫切片ＴｓＣＲＴ的ＩＦＴ检

测（ＴｓＣＲＴ主要分布于虫体的皮层与雌虫胚胎中，比例尺为１００μｍ）

图５　犜狊犆犚犜在旋毛虫不同虫期表达与定位的犐犉犜检测

Ａ　ＩＦＴａｓｓａｙｏｆＴｓＣＲＴｏｎｉｎｔａｃｔｗｏｒｍｓ（Ａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈ

ａｎｔｉｒＴｓＣＲＴｓｅｒｕｍ，ｂｒｉｇｈｔｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｏｎｔｈｅ

ｓｕｒｆａｃｅｏｆｅａｃｈｓｔａｇｅｗｏｒｍｓ．ＳｃａｌｅｂａｒｓｏｆＭＬ，ＩＩＬａｎｄＡＷ：１００μｍ，

ａｎｄｓｃａｌｅｂａｒｓｏｆＮＢＬ：２００μｍ）　Ｂ　ＩＦＴａｓｓａｙｏｆＴｓＣＲＴｏｎｗｏｒｍ

ｓｅｃｔｉｏｎｓ（ＴｓＣＲＴｗａｓｍａｉｎｌｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄａｔｔｈｅｃｕｔｉｃｌｅｏｆｔｈｅｗｏｒｍａｎｄ

ｆｅｍａｌｅｉｎｔｒａｕｔｅｒｉｎｅｅｍｂｒｙｏｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒｓ：１００μｍ）

犉犻犵．５　犐犉犜犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀

狅犳犜狊犆犚犜犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋犪犵犲狊狅犳犜．狊狆犻狉犪犾犻狊

本研究对ＴｓＣＲＴ的理化性质和生物学特性进行

了分析，预测ＴｓＣＲＴ基因全长１２２１ｂｐ，编码４０６ａａ，

ＣＲＴ在旋毛虫不同种间序列高度保守，提示ＣＲＴ在

旋毛虫属内的不同虫种／基因型间可能具有相似的生

物学特性与功能。构建的ＴｓＣＲＴ表达载体ｐＱＥ８０Ｌ／

ＴｓＣＲＴ转化 ＤＥ３后经ＩＰＴＧ诱导，表达的ｒＴｓＣＲＴ

免疫小鼠，诱导产生的血清抗体效价达１∶１０
５，表明

ｒＴｓＣＲＴ具有良好的免疫原性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显

示，ｒＴｓＣＲＴ可被ｒＴｓＣＲＴ免疫血清与旋毛虫感染鼠

血清识别，表明ｒＴｓＣＲＴ亦具有良好的免疫反应性。

ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＩＦＴ结果显示，ＴｓＣＲＴ在旋毛

虫不同发育期（ＭＬ、ＩＩＬ、ＡＷ 和 ＮＢＬ）均有转录和表

达，且主要定位于虫体表皮和胚胎中。表明 ＴｓＣＲＴ

可能是旋毛虫生活史中的一种必需蛋白，在幼虫侵入、

发育、生存及免疫逃逸过程中可能发挥重要作用，可作

为抗旋毛虫疫苗的候选靶抗原［２４］。最近的研究表明，

将ＴｓＣＲＴＤＮＡ疫苗口服免疫小鼠后，诱导了全身

Ｔｈ１／Ｔｈ２混合型免疫应答与肠黏膜免疫应答以及部

分免疫保护，肠黏膜与肌肉炎症亦显著减轻［２５］。该结

果为进一步研究ＴｓＣＲＴ在抗旋毛虫感染中的作用奠

定了基础。
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ＶＰ１序列与肠道病毒的致病性密切相关，通过分析

ＶＰ１基因分型，可分析ＥＶ７１病毒的流行传播规律，对

研究手足口病的发病机制与预防传染有重要意义。
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