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细粒棘球绦虫重组pcD—Eg95质粒构建及鉴定 

周 辉，李文桂 

(重庆医科大学附属第一医院传染病寄生虫病研究所，重庆 4000l6) 

【摘 要】目的：构建并鉴定细粒棘球绦虫( 1c noc0cc“s granulosus，Eg)重组 pCD—Eg95质粒。方法：从细粒棘球蚴包囊中分 

离原头节，超声粉碎后抽提总RNA，采用RT—PcR方法扩增E 5编码基因，将该基因定向克隆到真核表达载体pcDNA3．1中构 

建 pcD—E 5重组质粒；电穿孔转化大肠杆菌 BL21(DE3)株 ，抽提质粒进行酶切及 PcR鉴定。结果：电泳及测序证实 471 hp 

Eg95基因克隆成功。经酶切及 PcR证实重组质粒 pcD—Eg95成功转入 BL21(DE3)。结论：成功构建了Eg重组 pcD—E 5质粒。 
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【Abstract】O电 c￡ e：T0 constmct and identify the recombinant pcD—Eg95 p1asmid of Ec noc0cc granu1osus． d ：Total RNA 

was extr_acted fllt1m hydatid cyst pmtoscoleces shattered by supersound．The Eg95 coding gene was amplified by RT—PCR，and then was 

c10ned into the eukary0tic expressi0n vector pCDNA3．1 t0 c0nstn】ct the recombinant pCD—Eg95 plasmid．The I e0mbinant plasmid was 

electmporated into E．co1iBL21(DE3)stI．ain．． }8s Z s：The 471 bp Eg95 coding gene was success l1y ampli ed，and the recombinant 

pCD—Eg95 plasmid was successf 】lIy constmcted，which was confi丌ned by I_estriction endonuclease digesti0n and PCR．( ) c s 0 ：The 

results c0u1d pmvide the hasis fbr Lhe further research of the nucleic id vaccine 0f Ec ococc granu1osus． 

【Key w0rds】＆ noc0cc￡ granul0sus；Recombjnant pcD—Eg95 plasmid；constnlction；Identj cati0n 

棘球蚴病(Echinococcosis)又称包虫病，是由棘 

球属绦虫的中绦期幼虫引起的一种严重危害人类 

健康的人兽共患寄生虫病。其中由细粒棘球绦虫 

( 0c0cc“s granu1osus，Eg)的续绦期幼虫引起的 

称囊性棘球蚴病(Cvstic echin0coccosis，CE)，主要累 

及人体肝、肺等脏器。本病分布广，危害大，是我国 

卫生部规划防治的 5大寄生虫病之一。目前对该病 

的控制主要以中间宿主犬的驱虫和对牧民的健康 

教育为主，临床治疗仍以外科手术为主，药物治疗 

为辅 ，但手术对人体损伤大而且可能复发，药物化 

疗可产生严重的不良反应。因此，寻求 CE的有效预 

防措施已迫在眉睫。Light0wIers等lI1 2{发现 Eg95重组 

蛋白免疫中间宿主(羊)，可抵抗六钩蚴的感染 ，并 

获得 96％～l00％的免疫保护作用 ，其中 86％得到完 
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全保护，提示 Eg95是一种有希望的疫苗分子。因 

此，本研究拟将 Eg Eg95编码基因插入真核表达载 

体 pCDNA3．1，构建重组 pCD—Eg95质粒，为研究 Eg 

核酸疫苗打下基础。 

1 材料与方法 

1．1 主要 试剂 

RNeasv Mini kits和 一 步 法 RT—PCR 试 剂 盒 购 自 

QIAGEN公司；高保真即用 PcR扩增试剂盒、uNIQ一10柱式 

DNA胶回收试剂盒 、uNIQ—l0柱式 PcR产物纯化试剂盒、 

uNIQ一10柱式质粒小量抽提试剂盒、高效感受态细胞制备试 

剂盒均购 自上海 San n公司； 6口I、 I、|r4DNA连接 

酶和DNAM盯ker均购自Fe丌T1entas公司。LB液体和固体培养 

基由本室制备。菌种及质粒：大肠杆菌 BL21(DE3)株、Eco血 

rr0p1O(含 pcDNA3．1质粒)由本室保存。 

1．2 动 物模 型 

感染 取 的 BALB，c鼠由青海省地方病预防控制所王虎 
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教授提供；动物模型由本所用沙鼠传代保存。 

1_3 E 5编码基因的扩增 

①分离原头节：处死小鼠从腹腔中取出包囊，尽可能剪碎， 

利用 3层沙布过滤得到原头节。②提取 Eg原头节总 RNA：超 

声粉碎 原头节，按 RNeasy mini试剂盒说明书提取总的RNA。 

③RT—PCR扩增 E 5编码基因：根据 GenBank(x90928)基 

因序列，自行设计 1对引物：E 5上游引物 P1：5’一cTcTAGA— 

ATGGCATTCCAGTI'ATGTcTC一3’，1潲 l物P2：5’一CGAA ITC— 

TCACA1TrACAGTGC rrrCCTTCTTGC一3’。在上游及下游引物 

的5’端分别引入 6n I和 o I位点，引物由上海 sang0n 

公司合成。Eg95的RT—PcR扩增条件：cDNA合成40℃30 min， 

94℃预变性 2 min，94℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72 延伸 

2 min，共 30次循环，最后 72℃延伸 l0 min。④Eg95编码基因 

鉴定及测序：RT—PcR产物用1．2％琼脂糖凝胶电泳鉴定。以研 

究之引物，对 RT—PcR产物进行测序，由上海 sang0n公司完 

成。⑤E 5编码基因纯化：RT—PcR产物经 1．2％琼脂糖凝胶 

电泳后，用胶回收试剂盒回收471hp目的基因片段。 

1．4 质粒 DCDNA3．1的扩增 

将含有pcDNA3．1的E瑚“T0p10接种在含氨苄青霉素 

的 LB液体培养基中 37cc振摇培养，待 A 大于 1．5时按照 

uN1Q一10柱式质粒小量抽提试剂盒说明抽提质粒 pCDNA3．1。 

1．5 重组质粒pCD—E 5的构建 

Eg95编码基 因的纯化产物和质粒 pcDNA3．1分别用 

6。I及 。 I双酶切，酶切体系各 6O“l：目的基因或载体 

42 l、X60 I l-3 l、EcoR I 1_3 l、lO×Tan2．0 Buf r 6 l、 

灭菌去离子水(Dw)9．4 1。置 37℃水浴 2h，各取 3 1酶切 

产物进行 1．2％琼脂糖凝胶电泳，余下的酶切产物用 PcR产 

物纯化试剂盒纯化。按照酶切后载体与目的基因约 1：5的 

摩尔比及 T4DNA连接酶说明建立 20汕l的连接体系：目的 

基因7．7 l、载体大片段8-3 l、10×rr4Bu舱r2 l、rr4DNA连 

接酶 2 l。4℃过夜后，置70℃水浴 10min，灭活 T4DNA连接 

酶。 

1．6 连接产物转化 E c0 BL21 

①BL21(DE3)感受态的制备：按照高效感受态细胞制备 

试剂盒说明书进行操作，取 BL21(DE3)菌种接种 LB平板， 

37℃孵箱过夜；挑取单个菌落于 LB培养液中，37℃200 r／min 

振摇过夜；加入 LB培养液，37℃30o r／min摇床培养3 h，A = 

03～0L5时取出冰浴 10min；4℃4 Oo0 r／min离 10 min，弃上清， 

加入soluti0nA悬浮菌体，冰浴 15 min；4℃35o0 r／Inin 10min，彻 

底弃上清，加入s0luti0n B悬浮菌体；此菌可直接用于转化。② 

电，鼾 L转化BL21(DE3)：取20 l连接产物和80 1BL21(DE3) 

感受态细菌于 1．5 mlEP管，混匀，冰浴 1 min后转移至电穿 

孔杯中(规格为 0．1 cm)；电穿孔参数设置：电压 1．2 kV、转化 

时间5 ms、转化次数 2次。转化完毕后 rBL21在电穿孑L杯中 

停留5 l0min，加入 1 m1LB液体培养基，轻轻混匀，转入 lO 

ml培养管 ，37 ，200 r／min，振摇 3 h。③重组质粒 pcD—Eg95 

的扩增：取 rBL21的全部菌液涂布于含 50 咖 l氨苄青霉 

素的LB琼脂平板上，37℃孵育48～72 h。取单一菌落加入含 

5O g，ml氨苄青霉素的 LB液体培养基中，37qc，20o r／min， 

振摇培养。待 rBL21培养至 A 约 2．0时按照 UNIQ一10柱式 

质粒小量抽提试剂盒说明抽提质粒。 

1．7 重组质粒 pCD—Eg95的鉴定 

①pCD—Eg95的 PcR鉴定 ：以从 rBL2l中抽提的质粒 

为模板进行PcR。( cD—Eg95的酶切鉴定：用 6口I和 D尺I 

对从rBL2l中抽提的质粒双酶切，酶切体系类似目的基因的 

制备。 

2 结 果 

2．1 Eg95基因序列测定 

上海 Sangon公司测序发现其长度为 715 bp，序列分析 

表明其序列与预期的序列完全相同。 

2．2 质粒 pCDNA3．1、重组质粒 pCD—Eg95及 Eg95编码基 

因的双酶切鉴定 

经 60 I和 EcoR I酶 双酶切后质粒 pCDNA3．1、Eg95编 

码基因均呈现唯一条带，而重组质粒 pCD—Eg95产生约 5 kb 

的载体片段和 500bp左右的 目的基 因片段 ，见图 1。 

2_3 重组质粒 pCD—Eg95的PCR鉴定 

以从 rBL21中抽提的重组质粒为模板进行 PCR，可扩增 

出 50O bp左右的 目的基因片段 ，与双酶切产物的片段大小 

一

致 ，而对照空载 BIJ2l(DE3)单菌落为空白，见图 2。 

3 讨 论 

W0lff等 (1990年)将编码功能蛋白的质粒 DNA肌肉注 

射小 鼠，发现质粒 DNA可在局部肌肉组织表达。这种 DNA既 

是疫苗又是载体，故称为 DNA疫苗。这为疫苗的发展开拓了 

一

条崭新的途径。刁振字等 在猪带绦虫融合抗原 DCC27基 

因片段 5’末端引入辅助性T淋巴细胞表位(TGG)，构建融合 

基因 STGD—CC27，插入 pVAX3．0构建 pVAX—STGG—CC27。用 

lo0 g重组 质粒肌 肉注射 BALB，c小 鼠 ，每 3周 1次 ，共注 

射 2次，发现小鼠血清的抗 pCC27 1gG在第5周达到最高，平 

均滴度为 1：l 024，同时 IgG1、IgG2a以及 IgG2a／IgG1比值也 

长时间保持较高应答水平。王媛媛等口1将猪囊尾蚴保护性抗 

原TS045—4B插入 pCDNA3．1构建 pCDNA3．1一 O45_4B。用 

100 g重组质粒肌肉注射 BALB／c小鼠，发现血清 IL一2、IL一 

4及 IFN一 含量在第 2、4周达到较高水平，第 8周开始下降。 

孟民杰等l句将猪囊虫抗原基因1、s76的真核表达型质粒 VTs76 

单独或与pUC18联合肌肉注射BALB，c小鼠，发现V rs76免疫 

小鼠各项细胞和体液免疫应答反应指数均比空白对照组小 

鼠显著提高，且联合免疫组小鼠的细胞免疫应答和体液免疫 

应答反应均比V11S76单独免疫组高，表明联合免疫能提高免 

疫应答效应。Rosas等【7J在肥头绦虫KETc7抗原基因序列5’端 

引入 p聚糖受体信号肽，克隆人 pCDNA3．0构建 p —sp7。用 
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b p

1 0 0 0 0

2 0 0 0

l 0 H0 0

7 5 0

5 0 0

2 0 0

1 ． 质粒 p C D N A 3 ． 1 双 酶切 产 物 ；2 ． 重 组 质粒 p C D — E g 9 5 双 酶

切 产物 ； 3 ． D N A 标 志 物 ；4 — 5 ． E g 9 5 基 因 双 酶切 产 物

图 1 质 粒 p C D N A 3 ． 1 ， 重 组 质 粒 p C D — E g 9 5 及 基 因 E g 9 5 双

酶 切 鉴 定

2 0 0 P． g 重 组 质 粒 皮 内 注 射 B A L B ／c 小 鼠 ， 每 2 周 1 次 ， 共 3

次 ． 1 5 d 后 发 现 小 鼠血 清 相 应 I g G 有 显 著 升 高 ：末 次 免 疫 1 5 d

后 ． 用 1 0 个 幼 虫 腹 腔 注 射 小 鼠 ． 3 0 d 后 发 现 雌 性 小 鼠 和 雄 性

小 鼠 分 别 获 得 了 5 8 ． 6 ％ 和 1 0 0 ％ 的 保 护 力 。 S c h e e r l i n k 等 日发

现 用 E g 9 5 的 质 粒 D N A 肌 肉 注 射 免 疫 羊 1 次 ． 再 用 E g 9 5 分 子

加 强 免 疫 ， 1 周 后 即 可 测 出 高 水 平 I g G 抗 体 ． 因 而 认 为 编 码

E g 9 5 的 质 粒 D N A 免 疫 接 种 也 是 一 种 有 效 的 方 法 。 这 些 D N A

疫 苗 主 要 有 以 下 优 点 ： 同 时 兼 有 减 毒 活 疫 苗 诱 导 全 面 免 疫 应

答 的 能 力 和 分 子 疫 苗 的 安 全 性 ：能 直 接 在 宿 主 细 胞 内 完 成 表

达 和 后 加 工 ；能 完 整 地 保 留 产 物 的 天 然 结 构 和 抗 原 性 ；单 次

接 种 能 诱 导 宿 主 持 续 产 生 表 达 蛋 白 ， 强 化 T 细 胞 和 B 细 胞 的

记 忆 ， 能 引 起 持 久 的 细 胞 和 体 液 免 疫 应 答 ： 目 的 基 因 很 容 易

克 隆人 表 达 载 体 ， 制 备 简 单 ， 省 时 省 力 。

L i g h t o w l e r s 等 [9 1用 抗 E g 天 然 六 钩 蚴 抗 原 ( 2 3 ～ 2 5 k D ) 的

抗 体 扫 筛 E g 六 钩 蚴 k Z A P c D N A 文 库 得 到 1 个 克 隆 ， 命 名 为

E g 9 5 。 其 长 度 为 7 1 5 b p ， 其 中 4 7 1 b p 基 因 可 编 码 分 子 量 1 6 ． 5

k D a 的 含 1 5 3 个 氨 基 酸 的 蛋 白质 。 氨 基 酸 序 列 分 析 表 明 E g 9 5

蛋 白 含 有 纤 连 蛋 白 Ⅲ 型 结 构 域 ． 与 免 疫 球 蛋 白 超 家 族 、 细 胞

粘 附 分 子 、 细 胞 表 面 受 体 和 糖 结 合 蛋 白有 部 分 同 源 性 。 免 疫

组 化 技 术 证 实 E g 9 5 蛋 白位 于 E g 虫 卵 的 六 钩 蚴 ， 育 囊 生 发 层

和 原 头 蚴 以 及 成 虫 体 被 上 ， 可 能 在 E g 六 钩 蚴 钻 穿 小 肠 绒 毛 上

皮 层 的 过 程 中 起 重 要 作 用 。 韩 秀 敏 等 ㈣ 用 D N A S t a r 软 件 对

E g 9 5 基 因 序 列 进 行 分 析 ， E g 9 5 基 因 由 3 个 外 显 子 和 2 个 内

含 子 组 成 ， 外 显 子 I 、 Ⅱ和 Ⅲ 长 度 分 别 为 7 0 b p 、 3 0 b p 和 9 5 b p ，

推 导 O R F 为 4 7 1 b p 。 本 试 验 从 感 染 E g 的 B A L B ／c 鼠 中 分 离

原 头 节 提 取 R N A
， 采 用 R T — P C R 扩 增 出 4 7 l b p 的 E g 9 5 编 码

基 因 ． 经 电 泳 鉴 定 和 测 序 分 析 均 与 预 期 长 度 相 符 ， 表 明 成 功

扩 增 出 E g 9 5 基 因 。

质粒 p C D N A 3 ． 1 是 一 种 真核 表 达 载 体 ， 含 有 C M V 启 动 子 、

G H p o l y A 加 尾 信 号 和 S V 4 0 早 期 启 动 子 ． 能 在 真 核 细 胞 中高效

表 达 插 入 的 外 源 目的 基 因 片段 ， 是 近 年 来 构 建 D N A 疫 苗 较 为

理 想 的 载 体 。 因 此 ， 本 研 究 将 R T — P C R 扩 增 出 的 E g 9 5 编 码 基

b p

0 0 0 0

2 0 0 0

l 0 0 0

7 5 0

5 0 0

2 0 0

1 2 3 4 5 6

1 ． D N A 标 志 物 ；2 — 5 ． p C D — E g 9 5 的 P C R 产 物 ：

6 ． 空 白对 照

图 2 重 组 质 粒 p C D — E g 9 5 的 P C R 鉴 定

因 定 向 克 隆 入 载 体 p C D N A 3 ． 1 ． 构 建 重 组 p C D — E g 9 5 质 粒 ． 并

电 穿 孔 转 化 大 肠 杆 菌 B L 2 1 ( D E 3 ) 株 ， 经 P C R 及 双 酶 切 鉴 定

均 证 实 E g 9 5 编 码 基 因 成 功 插 入 载 体 p C D N A 3 ． 1 中 ． 表 明成 功

构 建 了 E g D N A 疫 苗 。
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