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摘#要#原核表达恶性疟原虫多期多表位基因并制备其多克隆抗体$ 在前期构建恶性疟原虫复合多期多表位重组真核表达

载体的基础上%将测序正确的>b>b9W基因克隆入原核表达载体 \W9h*1&! 并诱导表达$ 采用包涵体洗涤的方式纯化目的

蛋白%以>b>&! 抗体对纯化蛋白进行O/JM/:0&E43M分析$ 将纯化的融合蛋白免疫小鼠制备多克隆抗体$ 通过 CXH成功获

得长度为 ! $$$ E\的恶性疟原虫>b>&! 胞外域基因片段%获得了与多表位基因连接后的 >b>b9W基因$ 通过诱导表达%

显示在相对分子量约 +( $$$ 处有预计大小的特异性条带%表明成功表达出融合蛋白$ 经此纯化的融合蛋白免疫的小鼠能产

生特异性抗体%其滴度达到 !q!$

(

$ 纯化的融合蛋白和多克隆抗体为研究新型疟疾疫苗奠定一定的理论和实践基础$

关键词#恶性疟原虫##疫苗##多表位基因
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##疟疾是危害人类健康的严重传染病( 最新数

据表明$全球有约 A(m的人口"约 "A<' 亿人#生活

在有一定感染疟疾风险的环境中$全球有 !$ 亿人生

活在疟疾发病高危地区( 全球疟疾形势的恶化$ 迫

切需要采用新技术研制新的疟疾防治方法以控制

其流行( 目前在研的方法包括研制不同作用机制

的新型抗疟药和能抵抗疟原虫感染的转基因蚊虫

以及疟疾疫苗等( 研究者普遍认为$研制安全&有

效的疟疾疫苗是人类控制乃至根除疟疾的重要途

径( 因此$ 世界各国对疟疾疫苗研究给予了前所未

有的关注和支持'疟疾&爱滋病和结核疫苗一起成

为全球优先发展的三大疫苗( 但是$由于疟原虫具

有复杂的生活史&抗原高度变异等特点$有效疫苗

的研制仍旧面临极大困难( 至今尚无有效疫苗应

用于临床实践$作为目前免疫保护效果最好的H1,$

,疫苗研究耗时 "$ 余年$在 ddd期临床试验中对低

龄婴儿的保护率仅为 (Am左右)!*

$但已属疟疾疫苗

研究领域非常重大的突破( 本研究在前期构建恶

性疟原虫复合多期多表位重组真核表达载体的基

础上$构建恶性疟原虫复合多期多表位重组原核表

达载体$并表达蛋白和进行抗体制备$该工作可能

对研究有效的恶性疟原虫预防S治疗性疫苗提供重

要的理论和实践基础(

!"材料和方法

!$!"材料

大肠埃希菌 RT"! "U9A#&UG(

%

为本室保存(

R74ESX小鼠购自第四军医大学实验动物中心(

\W9h*1!! 原核表达质粒为瑞典 C27:I7-.7公司产

品( 兔抗谷胱甘肽转移酶"W,1#d5W"X7M@!$$$$)$)

>C#辣根过氧化物酶 GHC标记的抗兔 d5W"X7M@

$$$$!!"#为C:3M/.0M/-2 公司产品( GHC标记的抗

小鼠 d5W"X7M@GU$$A!!#购自北京鼎国生物公司(

化学发光 GHC底物 dII3E.430 O/JM/:0 为 b.44.\3:/

公司产品 "X7M@OReT,D!!$$ #( 1!>b>!! 和

1!b9W均为本教研室制备$其余化学试剂均为国

产分析纯(



!$#"方法

!<"<!# \W9h*1#!S>b>b9W重组表达载体的

构建

用 I(AGd和 4#&d双酶切 1)>b>)!$ 获得

>b>!! 基因片段%以 4#&d和 B(4d双酶切 1)b9W$

获得 b9W片段$将 >b>!!&b9W和经 I(AGd和

B()d双酶切的原核载体 \W9h*1!! 用 1

*

U=>连接

酶连接$ 转化 UG(

%

( 重组质粒 \W9h*1!! S

>b>b9W的鉴定采用双酶切鉴定$酶切鉴定得到的

阳性克隆$送17e7H7公司进行核苷酸序列测定(

!<"<"#重组蛋白的诱导表达

将重组质粒 \W9h*1!!S>b>b9W转化入感

受态细菌RT"!"U9A#$挑取阳性克隆接种于 ( IT

含 !$$

(

5SIT氨苄青霉素的 TR液体培养基中$

A'p$""$ :SI.0震荡培养 !& 2!"$ 2$次日以 !q!$$

比例转接种于 !$$ IT含氨苄青霉素的 TR培养液

中$A'p$""$ :SI.0(

震荡培养$当吸光度"?F值#达到 $<& 时添加

终浓度为 $<! II34的异丙基!

"

Û硫代半乳糖苷

"dC1W#$"$ p$""$ :SI.0震荡培养 ( 2$* $$$ :SI.0

离心 !$ I.0 后弃上清$收集沉淀菌体$ %̂$p保存

备用( 同时诱导前后取样各 ! IT$离心收集菌体$

少量CR,重悬后加入等体积 " oT378.05R?]]/:$!$$

p煮沸 ( I.0$离心取上清进行 ,U,)C>W9电泳及

O/JM/:0 R43MM.05检测表达产物(

!<"<A#>b>b9WSW,1包涵体重组蛋白的纯化

将菌体沉淀用适量 CR, 重悬$超声裂解菌体$

*p$!$ $$$ 5离心 "( I.0$分别取上清和沉淀少量

进行 ,U,)C>W9电泳检测表达产物( 将包涵体沉淀

分别用含有 !<(m1:.M30h!!$$ 和 " I34尿素的CR,

溶液洗涤$!" $$$ 5离心 !$ I.0$各重复三次$将沉

淀用 % I34尿素SCR,溶液室温搅拌溶解 " 2$!" $$$

5离心 !$ I.0$分别对各洗涤液上清和沉淀取样进

行 ,U,)C>W9电泳和 O/JM/:0 R43MM.05检测表达产

物( 检测正确后经 !$m,U,)C>W9电泳分离后$考

马斯亮蓝染色$切取目的条带$液氮速冷后研磨成

粉$用适量 % I34尿素SCR,溶解$离心后取上清$按照

试剂盒操作测定蛋白含量$ %̂$ p保存蛋白备用(

!<"<* 重组蛋白免疫小鼠

选取R74ESX小鼠 & 只$雌性$体重 !%!"$ 5$将

重组蛋白与弗氏完全佐剂等体积充分混匀$按 !$

(

5蛋白S只小鼠""$$

(

T#经腹腔注射$" 周后将重

组蛋白与弗氏不完全佐剂等体积充分混匀$按 !$

(

5S只小鼠""$$

(

T#经腹腔注射$" 周后再次加强

免疫$之后第十天摘眼球取血$收集血清$进行

9Td,>和O/JM/:0 R43MM.05检测抗体效价及特异性(

!<"<(#9Td,>检测抗体效价

用抗原包被液将重组蛋白稀释至 !$

(

5SIT$每

孔加 !$$

(

T$* p过夜$次日用 CR,1清洗 " 次$拍

干后用 !$$

(

TS孔 (m脱脂牛奶SCR,溶液封闭 ! 2$

将待测小鼠血清以 !$

!̂

!!$

&̂倍比稀释至各孔$A'

p孵育 " 2$CR,1清洗 A 次$加新鲜稀释的酶标抗体

!$$

(

TS孔$A' p孵育 ! 2$CR,1清洗 A 次$加入

1bR底物溶液 !$$

(

TS孔$A' p显色 !( I.0$加入 "

I34硫酸 ($

(

TS孔终止显色$用酶标仪进行测定(

!<"<&#O/JM/:0 R43MM.05检测抗体特异性

纯化后的重组蛋白加入 ( oT378.05R?]]/:煮沸

( I.0$!$m,U,)C>W9电泳$转印 C;UB膜 *$ ;恒

压 ! 2( 用 (m脱脂牛奶SCR, 溶液封闭转印膜 ! 2$

以 !q($$ 稀释小鼠血清孵育转印膜$* p过夜$次日

用CR,1清洗 !$ I.0重复 A 次$加入GHC标记的抗

小鼠 d5W$室温孵育 ! 2$CR,1清洗 !$ I.0A 次$

O/JM/:0显色剂进行显影(

#"结果

#$!"JNLO.)9!PC@C@LN重组载体的酶切鉴定

经I(AGd和 B()d双酶切 \W9h*1)!S>b>b9W$

得到 ! *$$ E\左右的片段"图 !#$与预期片段大小

一致$测序分析显示序列与原始设计序列完全一致(

#$#"JNLO.)9!PC@C@LN重组蛋白的原核表达

及鉴定

dC1W诱导后在相对分子量约为 +( NU处可见

明显蛋白条带$与预测相符$,U,)C>W9电泳结果显

示$该融合蛋白少量为水溶性$大部分以包涵体形

式存在裂解后的菌体沉淀中"图 "#(

#$%"包涵体纯化和鉴定

包涵体沉淀先用 " I34尿素SCR, 溶液清洗$只

有少量目的蛋白包涵体被溶解$随后连续两次用 %b

+A*(
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图 !#\W9h*1)!S>b>b9W重组载体的酶切鉴定

b!UT"$$$ b7:N/:%

!!I(AGd708 =8/d\W9h*1)!S>b>b9W

8.5/JM/8 E6I(AGd708 =8/d

图 "#W,1S>b>b9W重组蛋白的诱导表达

b!\:3M/.0 I7:N/:$!!12/\:/-.\.M7M/3].08?-/8

/̀\:/JJ.30$"!12/J?\/:07M70M3].08?-/8 /̀\:/JJ.30$

A!d08?-/8 /̀\:/JJ.30$*!k0.08?-/8 /̀\:/JJ.30

尿素SCR,溶液溶解$第一次即可达到较理想的溶解

效果$大部分包涵体已被溶解( 变性后的沉淀中基

本不含有包涵体"图 A#( !$m,U,)C>W9电泳考马

斯亮蓝染色后切取目的蛋白条带$重新用少量 % I34

尿素SCR,溶液溶解后RX>试剂盒测定蛋白浓度达

到 $<!( I5SIT$后经O/JM/:0 R43MM.05鉴定后确定该

蛋白即为重组蛋白W,1S>b>b9W"图 *#(

#$."重组蛋白免疫小鼠血清的制备以及抗体效价

和特异性的检测

图 A#包涵体蛋白的纯化

b!\:3M/.0 I7:N/:$!!94?M.30 3]" I34k:/7SCR,$

"!94?M.30 3]% I34k:/7SCR,"].:JMM.I/#$A!94?M.30

3]% I34k:/7SCR,"J/-308 M.I/#

图 *#W,1S>b>b9W重组蛋白的鉴定

b!\:3M/.0 I7:N/:$!!C?:.]./8 .0-4?J.30 E386g.M2

8/07M?:7M.30$"!C:3M/.0J]:3I:/J34?M.30 3]5/4

将取得的蛋白测定浓度后免疫R74ESX小鼠$两

次加强免疫后 9Td,>测定抗血清效价达到 !q!$

(

(

以纯化后的重组蛋白 W,1S>b>b9W为蛋白样品

进行 !$m,U,)C>W9电泳$转膜后将小鼠抗血清以

!q($$ 稀释后 O/JM/:0 R43MM.05检测小鼠血清抗体$

如图 ($免疫小鼠后获得的抗血清具有较好的特

异性(

%"讨论

对于恶性疟原虫红前期免疫作用的靶点有两

个'子孢子和受染肝细胞( 针对子孢子的疫苗$ 需

要达到 !$$m 的保护效力$ 否则难以预防感染( 这

是因为疟原虫抗原有期特异性$ 子孢子疫苗只对子

孢子有保护作用$ 而对其他各期原虫均无效( 这

$**( 科#学#技#术#与#工#程 !" 卷



图 (#小鼠抗血清特异性检测

W,1!W,170M.E386"8.4?M.30 !q($$# $!!&! .II?0/

I3?J/70M.J/:?I"8.4?M.30 !q($$# $ '!=3I74

I3?J/70M.J/:?I"8.4?M.30 !q($$#

样$ 只要有少数子孢子逃避疫苗的作用$ 它们即可

通过肝内及红细胞内繁殖产生大量原虫$ 造成感染

并使机体致病( 所以$该期疫苗不仅要诱导高效价

的抗子孢子抗体$还要诱导稳定而高效的 X1T杀伤

受染肝细胞( 为了达到该预期目的$本研究筛选改

造恶性疟原虫红前期抗原的隐性表位$即修饰恶性

疟原虫环子孢子蛋白"X,C#&血凝素相关匿名蛋白

"1H>C# 和肝期特异性抗原 ! "T,>"!# 这些重要

的红前期疟疾疫苗候选抗原中)"!&*的隐性表位$使

其诱导稳定而持久的针对原隐性表位 X1T

)'!+*

$从

而可能避免优势表位抗原变异而发生免疫逃避(

同时$现今的疫苗设计更倾向于多表位的参与$直

接诱导出针对多表位的广泛的 X1T应答也显得十

分重要$感染者可能从多特异性X1T应答中受益(

恶性疟原虫裂殖子顶端膜抗原 >b>!! 是红

内期重要的保护性抗原$用纯化的天然抗原或重组

蛋白在小鼠和猴体模型中均可诱导出对疟原虫攻

击的有效保护$对众多 >b>!! 等位基因型的分析

表明$人群中的保护性免疫主要针对该蛋白的胞外

结构域( 我室研究人员使用 >b>!! 胞外域的多

种形式)!$!!"*联合免疫$较好的诱导了小鼠体内的免

疫应答( 选择>b>!! 胞外域联合前述抗原表位$

兼顾到体液免疫和细胞免疫$以期较好的诱导小鼠

体内的免疫应答$可能对研究有效的恶性疟原虫预

防S治疗性疫苗提供重要的理论和实践基础(

将前述方法得到的表达重组恶性疟原虫多期

多表位原核表达载体在大肠杆菌 RT"! 中进行诱导

表达$特异性地表达了相对分子量约为 +( eU的抗

原$并对其进行纯化后$免疫小鼠制备了多克隆抗

体$研究结果表明$纯化后得到了纯度较高的

>b>b9W融合蛋白并得到具有较高效价的小鼠抗

血清$为疫苗研究奠定基础$进一步的功能实验正

在积极进行中(
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