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多房棘球绦虫Eml4—3—3抗原编码基因在 BCG中的表达 

王 鸿，李文桂 

(重庆医科大学传染病寄生虫病研究所，重庆 400016) 

t摘 要1目的：研究多房棘球绦虫Em14—3—3抗原编码基因在BCG中的表达。方法：将重组质粒 pBcG—Eml4—3—3用电穿孔 

法导人BCG构建rBCG，将含有重组子的细菌培养至对数生长期，在收菌前3天每天45~C热诱导30min，然后对表达产物作 

SDS—PAGE及免疫印迹分析。结果：多房棘球绦虫 pBCG—Eml4—3—3在 BCG中成功表达了Em14-3-3重组蛋白，在相对分子量 

为27KDa处可见明显的表达蛋白带，其表达量占菌体总蛋白量的 1 1％。结论：多房棘球绦虫 pBCG-Em14-3—3能在 BCG中高 

效表达，且能与鼠血清抗体发生特异结合，提示 rBCG—Eml4—3—3疫苗表达的 Em14-3—3重组蛋白具有特异的抗原性。 
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Expression of EChinOCOCCuS multilocularis 1 4-3-3 

antigen encoding gene in BCG 

AⅣG Hong,et al 

(Institute ofInfectious and Parasitic Diseases，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective： To study the expression of Echinococcus multilocularis 14-3 antigen encoding gene in Bacillus Cal- 

meae—Guerin(BCG)．Methods：The recombinant plasmid pBCG—Em14-3-3 was introduced into BCG by electroporation and the bacteria 

with pBCG-Em 1 4-3—3 were cultured to logarithm growth period， then induced daily by heating at 45~C for 30min in the last three days． 

The expression products were analyzed by SDS-PAGE and Western blot．Result：The Eml 4—3—3 recombinant protein Was successfully 

expressed by pBCG—Em14—3—3 in BCG as an obvious ban d of 27kDa by SDS-PAGE， which accounted for 1 1％ oftotal bacterial protein 

in BCG．Conclusion：Th e pBCG-Em14-3-3 could be expressed efficiently in BCG and be combined with specific an tibody in mice ser- 

a，which suggested that the Em14-3-3 recombinant protein expressed by rBCG—Em14-3—3 vaccine was ofspecific antigenicity． 

【Key words】Echinococcus multilocularis；Recombinant Em14-3—3 protein．；BCG；Gene expression 

泡球蚴病 (Alveolar echinococcosis，AE)是由多 

房棘球绦虫 (Echinococcus multilocularis，Em)的续 

绦期幼虫以肿瘤样无限制浸润生长引起肝脏等脏 

器损害的一种严重危害人类健康和影响畜牧事业 

发展的人畜共患寄生虫病。AE被认为是最致命的 

蠕虫感染，俗称 “寄生虫癌症”，早期无明显症状 ， 

待发现时病灶多已扩散或转移，常已无法手术。据 

统计 AE患者的病灶仅 20％一40％可进行手术切 

除，且手术治疗后复发率高，不能作手术切除的病 

例，10年内死亡率高达 90％，而药物治疗副作用 
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大，病人不能耐受，所以迫切需要研究有效疫苗进 

行防治。卡介苗(bacillus calmette—guerin，BCG)既是 

用于防治结核病的活疫苗，又是目前最强的免疫佐 

剂之一，具有低毒性、免疫力持久和对热稳定等特 

性，以 BCG作为疫苗载体具有其它疫苗载体不可 

比拟的优越性。相对分子量为27kDa的 Eml4—3—3 

抗原与AE的病情活动及多房棘球绦虫续绦期幼虫 

的肿瘤样无限制浸润生长引起肝脏等脏器损害密 

切相关【l1，作者曾成功构建了多房棘球绦虫重组质 

粒 pBCG—Eml4—3—3及重组 BCG—Eml4—3—3疫苗， 

在此基础上拟研究重组质粒 pBCG—Eml4—3—3在 

BCG 中的表达效率 ，为进一步研究 重组 蛋 白 

Eml4—3—3的免疫保护性及 BCG的开发利用奠定 

基础 。 
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次．SDS—PAGE分析结果表明，庄分子量约为27kI)a 
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后 rBC( 在相埘分子量 27kDa处产生一特异反应 

带．。j 779h[tEmI4—3—3基冈开放凄鸦框编码产物 

的理c仑分子龄丰H符(网2) 

3 讨 论 

外源基因在分枝杆菌中的有救表达是基因1： 
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程分枝杆菌多价疫苗发挥作用的基础 ，要在分枝 

杆菌中高效表达外源蛋白就要求所用的穿梭表达 

载体中含有能被分枝杆菌DNA依赖的RNA聚合 

酶所识别的启动子。本研究采用的穿梭表达质粒 

pBCG具有卡那霉素和 HgC1 抗性基因、大肠杆菌 

一 分枝杆菌的复制起始点及人结核分枝杆菌热休 

克蛋白70 (heat shock protein 70，HSP70)的启动 

子。HSP70是一种高度保守的蛋白质 ，从细菌到人 

体细胞的 HSP序列具有很高的同源性 ，麻风杆菌 

HSP70全长氨基酸序列分别与结核杆菌、人的同 

源性为 95％、46％【21。HSP70在应激环境下能大量 

表达 ，生物的进化过程中具有高度的保守性 ，因此 

用人结核分枝杆菌 HSP70启动子作为分枝杆菌中 

表达外源基因的启动子既能利用种属之间的高度 

同源性使不同分枝杆菌的 RNA聚合酶对其易于 

识别而启动外源基因的表达，又可在受到热、过氧 

化物及被巨噬细胞吞噬等应急情况下使 目的蛋白 

大量表达[31。当 BCG在体内被 巨噬细胞吞噬后 ， 

HSP70启动子被活化 ，诱导转录及外源蛋白的产 

生，并通过抗原递呈而激活机体的保护性免疫反 

应。HSP70启动子这种活化方式利于载体在分枝 

杆菌中保持稳定性 ，减少外源蛋白表达对宿主细 

胞生长产生的影响以及减少宿主细胞蛋白酶对所 

表达蛋白的降解作用。 

Em续绦期幼虫表达 Eml4—3—3蛋白水平是 

Em成虫的 10倍 ，免疫荧光显示其定位于生发层。 

与泡球蚴无限制浸润生长密切相关 。本研究发现 

rBCG—Eml4—3—3经热诱导而高效表达 Eml4—3—3 

重组蛋白，从理论上揭示 rBCG—Eml4—3—3疫苗免 

疫接种后 ，被单核巨噬细胞吞噬的同时活化 HSP70 

启动子，使 rBCG在生存和繁殖的过程中表达大量 

的 Eml4—3—3重组蛋白，分泌或释放到吞噬体内， 

经抗原提呈细胞提呈而激活特异的免疫保护作用， 

从而为rBCG—Eml4—3—3疫苗成为一种有价值的疫 

苗奠定物质基础。而非热诱导的rBCG可能由于表 

达量少而没被 SDS—PAGE检测出来。免疫印迹试验 

发现，鼠抗血清能特异识别 SDS—PAGE相对分子量 

为 27kDa的目的蛋白带，提示 rBCG中表达的重组 

抗原能够正确地折叠，保持着具有活性的免疫功能 

区，具有特异抗原性 。这为进一步研究 rBCG— 

Eml4—3—3疫苗的免疫保护力奠定了基础，但外源 

基因在分枝杆菌中表达量的控制和翻译后修饰等 

问题尚待进一步研究。 
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