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摘　 要:　 目的　 构建日本血吸虫动力蛋白轻链 ＤＮＡ 疫苗和小鼠干扰素真核表达质粒ꎬ研究其在 ＨｅＬａ 细胞

及动物体内的表达ꎮ 　 方法　 设计特异性引物ꎬＰＣＲ 扩增获取动力蛋白轻链(ＳｊＤＬＣ)与干扰素￣γ( ＩＦＮ￣γ)基因ꎬ克
隆于 ｐｃＤＮＡ３.１ 真核质粒ꎬ经双酶切及测序鉴定ꎮ 将两种重组质粒分别转染至 ＨｅＬａ 细胞ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定其表

达ꎮ 真核质粒经左腿股四头肌免疫小鼠ꎬ在末次免疫 ２ 周后ꎬＰＣＲ 法检测小鼠肌组织内 ＳｊＤＬＣ 和 ＩＦＮ￣γ 基因ꎬ免疫

组织化学法检测基因的表达ꎬＭＴＴ 法检测 Ｔ 细胞增殖水平ꎮ 　 结果　 ＰＣＲ 和双酶切能检测到 ２８０ ｂｐ 的 ＳｊＤＬＣ 基

因及 ４８０ ｂｐ 的 ＩＦＮ￣γ 基因ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示在 １２ ｋＤａ 和 １９ ｋＤａ 处有阳性反应条带ꎬ与 ＳｊＤＬＣ 和 ＩＦＮ￣γ 分子量大小

一致ꎬ两种基因能在 ＨｅＬａ 细胞中表达ꎮ ＰＣＲ 及免疫组化显示两种基因能在小鼠肌肉组织中存在和表达ꎮ ＭＴＴ 法

显示两种质粒均能刺激 Ｔ 细胞增殖ꎮ 　 结论　 成功构建 ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ 和 ｐｃＤＮＡ ３.１ / ｍＩＦＮ￣γ 真核质粒ꎬ两种

质粒能在 ＨｅＬａ 细胞和动物体内表达ꎮ
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　 　 在血吸虫病防治方面ꎬ寻找疫苗候选抗原分子和

加强疫苗的保护效果是血吸虫病研究工作的热点ꎮ
本课题组前期通过构建日本血吸虫 ｃＤＮＡ 文库ꎬ发现

了日本血吸虫新基因即动力蛋白轻链( ｄｙｎｅｉｎ ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ ｏｆ Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ ｊａｐｏｎｉｃｕｍꎬＳｊＤＬＣ)基因ꎬ并对其

进行了初步的生物学特性研究[１]ꎮ 细胞因子具有

增强免疫应答及调节免疫应答类型的作用ꎬ目前已

作为佐剂广泛应用ꎬ如 ＩＦＮ￣γ 具有刺激 Ｔｈ１ 细胞增

殖及抑制 Ｔｈ２ 细胞作用ꎬ应用 ＩＦＮ￣γ 能调节细胞免

疫向 Ｔｈ１ 型极化ꎬ从而减轻 Ｔｈ２ 型细胞免疫所致疾

病[２]ꎮ 为进一步研究日本血吸虫 ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ
ＤＮＡ 疫苗及 ＩＦＮ￣γ 在日本血吸虫感染中的保护性

作用ꎬ本研究通过构建 ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ 及 ｐｃＤＮＡ
３.１ / ｍＩＦＮ￣γ 真核质粒并鉴定其在小鼠体内的表达

情况ꎬ为疫苗研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂 　 　 ６ ~ ８ 周雌性 ＢＡＬＢ / Ｃ 小鼠购

自长沙斯莱克景达实验动物有限公司ꎬｐｃＤＮＡ３.１ꎬ
ＤＨ５α 由本研究所保存ꎮ Ｔｒｉｚｏｌ 购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司ꎬ逆转录试剂盒购于大连宝生物工程有限公司ꎬ
Ｔ４ＤＮＡ 连接酶、ＢａｍＨ Ｉ、Ｈｉｎｄ ＩＩＩ、ＥｃｏＲ Ｉ 限制性内

切酶购于 ＮＥＢ 公司ꎬＰＣＲ 产物纯化试剂盒、质粒去

内毒素大量提取试剂盒购于 ＯＭＥＧＡ 生物技术公

司ꎬＭＴＴ 购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ
１.２ 　 ｐｃＤＮＡ３. １ / ＳｊＤＬＣ 和 ｐｃＤＮＡ３. １ / ｍＩＦＮ￣γ 真核

质粒的构建及鉴定　 　 根据 ＤＬＣ 基因和 ｍＩＦＮ￣γ 基

因序列使用 ＰＲＩＭＥＲ５.０ 软件设计特异性引物ꎬ在上

游引物中引入 ＢａｍＨ Ｉ 酶切位点(ＧＧＡＴＣＣ)ꎬ在下游

引物中分别引入 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点(ＡＡＧＣＴＴ) 和

ＥｃｏＲＩ 酶切位点(ＧＧＡＴＣＣ)ꎬ其中 ＤＬＣ 基因上游引

物: ５′￣ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＧＡＡＴＧＡＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＡＧＣＣＧ￣
３′ꎬ下游引物:５′￣ＣＣＣ ＡＡＧＣＴＴＴＴＡＴＣＣＴＧＡＴＴＴＡＡＡＴ￣
ＡＧＴＡＧＡＡ ＡＴＧＣ￣３′ꎬｍＩＦＮ￣γ 基因上游引物:５′￣ＣＧＣＧ￣
ＧＡＴＣＣＡＣＡＡＴＧＡＡＣＧＣＴＡＣＡＣＡＣＴＧＣＡ￣３′ꎬ下游引物:
５′￣ＣＣＧＧＡ ＡＴＴＣＴＣＡＧＣＡＧＣＧＡＣＴＣＣＴＴＴＴＣＣ￣３′ꎬ 上 述

引物由上海生工生物工程股份有限公司合成ꎮ
ＤＬＣ 基因扩增方法如下ꎬ新西兰兔腹部敷贴法

感染尾蚴ꎬ４２ 天后取成虫ꎬ使用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取成虫

ＲＮＡꎬ逆转录为 ｃＤＮＡꎮ ｍＩＦＮ￣γ 基因扩增方法如下ꎬ
健康 ８ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ无菌取脾脏后ꎬ剪碎放入

７０ μｍ 细胞筛孔中ꎬ加 ＰＢＳ 研磨洗涤ꎻ加 ２ｍＬ 红细

胞裂解液裂解 １０ ｍｉｎꎬ１ ７００ ｒｐｍꎬ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上

清ꎻ加入 ２ ｍＬ 含 １０ μＬ / ｍＬ ＣｏｎＡ 的完全 ＲＰＭ
Ｉ１６４０ 培养基于 ５％ ＣＯ２ ３７ ℃ 培养箱中诱导 ３ 天ꎻ
然后收集细胞提取 ＲＮＡꎬ逆转录为 ｃＤＮＡꎬ以两者

ｃＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 条件:９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃
变性６０ ｓ、５８ ℃ 退火 ６０ ｓ、７２ ℃延伸 ６０ ｓꎬ共 ３５ 个

循环后 ７２ ℃保温 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃终止反应ꎮ １％琼脂

糖凝胶鉴定后ꎬ纯化 ＰＣＲ 产物ꎮ 纯化后的产物与

ｐｃＤＮＡ３.１ 常规连接方法连接后ꎬ转化至 ＤＨ５αꎬ筛
选阳性克隆菌ꎬ同时进行 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶

切ꎬ鉴定后测序ꎮ
１.３　 真核质粒在 ＨｅＬａ 细胞中的表达　 　 ＨｅＬａ 细

胞分别接种到细胞培养板中(每孔 ２ ｍＬꎬ５.０×１０５ 个

细胞 /孔)ꎬ生长达 ９０％时ꎬ按照 Ｌｉｐ２０００ 说明书将质

粒转染细胞ꎬ培养 ４８ ｈꎬ收集细胞ꎬ加入 ５ 倍细胞体

积的 ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ悬浮细胞ꎬ冰上裂解半小时ꎬ
１３ ０００ ｒｐｍ ４ ℃ 离心５ ｍｉｎꎬ收集蛋白ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧ 电

泳ꎬ用半干式电转移法将蛋白电泳条带转移至

ＰＶＤＦ 膜ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎮ 一抗为日本血吸

虫感染兔血清 (１ ∶ １ ０００ 稀释)ꎬ４ ℃ 反应过夜ꎻ
ＴＢＳＴ 液洗膜５ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次ꎬ加 ＨＲＰ 标记的羊抗

兔 ＩｇＧ 二抗(１ ∶ １０００ 稀释)４ ℃反应 ２ ｈꎮ 洗膜同

上ꎬＥＣＬ 化学发光显影ꎮ
１.４　 真核质粒在小鼠体内的接种及表达　 　 １５ 只

雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠随机分为 ３ 组: ｐｃＤＮＡ３. １ 组、
ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ 组及 ｐｃＤＮＡ３.１ / ｍＩＦＮ￣γ 组ꎬ分
别经左腿股四头肌注射重组质粒ꎬ每 ２ 周免疫 １ 次ꎬ
共免疫 ３ 次ꎮ 末次免疫后 ２ 周ꎬ麻醉后断颈处死小

鼠ꎬ取腿部肌肉提取总 ＤＮＡꎬＰＣＲ 法检测小鼠肌组

织内 ＳｊＤＬＣ 和 ｍＩＦＮ￣γ 基因ꎮ 另取每组小鼠的股四

头肌用 ４％多聚甲醛固定 ４ ｈ 后ꎬ常规制作石蜡切

片ꎬ免疫组化法检测 ＳｊＤＬＣ 和 ＩＦＮ￣γ 基因在小鼠体

内的表达ꎮ
１.５　 ＭＴＴ 法检测 ＳｊＤＬＣ 和 ｍＩＦＮ￣γ 刺激 Ｔ 细胞增

殖情况　 　 末次免疫后 ２ 周ꎬ 麻醉后断颈处死小

鼠ꎬ分离小鼠脾淋巴细胞ꎬ调整细胞浓度为 ６ ×
１０６ / ｍＬꎬ接种于 ９６ 孔板ꎬ每组分别用 ＲＰＭＩ１６４０ 培

养液、ＳＷＡ(１０ μｇ / ｍＬ)和 Ｃｏｎ Ａ(１０ μｇ / ｍＬ)作为刺

激物进行刺激ꎬ于 ５％ ＣＯ２ ３７ ℃ 培养箱培养 ７２ ｈ
后ꎬ每孔加入 ＭＴＴ 溶液(５ ｍｇ / ｍＬ) ２０ μＬ 培养 ４ ｈꎬ
８００ ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎ 弃上清ꎬ 每孔加入 １５０ μＬ
ＤＭＳＯꎬ振荡 １０ ｍｉｎꎬ检测每孔 ＯＤ５７０ｎｍ 值ꎮ
１.６　 统计分析　 　 计量数据用均数＋标准差表示ꎬ
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统计学分析采用 ＳＰＳＳ １８.０ 软件进行 ｔ 检验分析ꎬ以
Ｐ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ 及 ｐｃＤＮＡ３.１ / ｍＩＦＮ￣γ 真核

质粒的构建及鉴定

２.１.１　 ＳｊＤＬＣ 和 ｍＩＦＮ￣γ 基因 ＰＣＲ 扩增结果 　 　
１％琼脂糖胶电泳后在 ２８０ ｂｐ 处可见目的条带ꎬ与
ＳｊＤＬＣ 基因大小相符(图 １ Ａ)ꎻ在 ４８０ ｂｐ 处可见目

的条带ꎬ与 ｍＩＦＮ￣γ 基因大小一致(图 １ Ｂ)ꎮ

图 １.ＳｊＤＬＣ 基因(Ａ)和 ｍＩＦＮ￣γ 基因(Ｂ)ＰＣＲ 的扩增

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＳｊＤＬＣ 基因扩增产物ꎻ２:ｍＩＦＮ￣γ 基因扩增产物

２.１. ２ 　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３. １ / ＳｊＤＬＣ 及 ｐｃＤＮＡ３. １ /
ｍＩＦＮ￣γ 双酶切鉴定　 利用 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶

切方法检测到重组质粒的两条目的条带ꎬ条带大小

与 ＰＣＲ 检测结果一致 (图 ２)ꎮ

图 ２　 重组质粒的双酶切鉴定

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:双酶切验证 ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ 质粒ꎻ
２:双酶切验证 ｐｃＤＮＡ３.１ / ｍＩＦＮ￣γ 质粒ꎻ

３:双酶切验证 ｐｃＤＮＡ３.１ 质粒

２. ２ 　 ｐｃＤＮＡ３. １ / ＳｊＤＬＣ 及 ｐｃＤＮＡ３. １ / ｍＩＦＮ￣γ 在

ＨｅＬａ 细胞中的表达　 　 ＨｅＬａ 细胞分别接种到细胞

培养板中ꎬ按照 Ｌｉｐ２０００ 说明书将质粒转染细胞ꎬ培
养 ４８ ｈꎬ收集细胞ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 显示在 １２ ｋＤａ(图 ３Ａ)和 １９ ｋＤａ(图 ３Ｂ)处有阳

性反应条带ꎬ与 ＳｊＤＬＣ 和 ＩＦＮ￣γ 分子量大小一致ꎮ

图 ３　 ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ 和 ｐｃＤＮＡ３.１ / ＩＦＮ￣γ
在 ＨｅＬａ 细胞中的表达

Ａ:１:ｐｃＤＮＡ３.１ꎻ ２:ｐｃＤＮＡ３.１/ ＳｊＤＬＣꎻ
Ｂ:１:ｐｃＤＮＡ３.１ꎻ２:ｐｃＤＮＡ３.１/ ＩＦＮ￣γ

２.３　 ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ 及 ｐｃＤＮＡ３.１ / ｍＩＦＮ￣γ 真核

质粒在动物体内的表达

２.３.１　 ＰＣＲ 法检测小鼠肌肉组织中 ＳｊＤＬＣ 和 ｍＩＦＮ￣
γ 基因　 取腿部肌肉组织提取总 ＤＮＡꎬ使用 ＳｊＤＬＣ
及 ｍＩＦＮ￣γ 特异性引物ꎬ扩增各基因ꎬ结果可见能从

小鼠肌肉组织中扩增出 ２８０ ｂｐ 的 ＳｊＤＬＣ 基因及

４８０ ｂｐ的 ｍＩＦＮ￣γ 基因(图 ４)ꎮ

图 ４　 ＰＣＲ 法检测小鼠肌肉组织中 ＳｊＤＬＣ 及 ｍＩＦＮ￣γ基因

Ｍ:ＤＮＡ Ｍａｋｅｒꎻ１:ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣꎻ２:ｐｃＤＮＡ３.１ / ｍＩＦＮ￣γ

２. ３. ２ 　 免 疫 组 化 法 检 测 ｐｃＤＮＡ３. １ / ＳｊＤＬＣ 和

ｐｃＤＮＡ３.１ / ｍＩＦＮ￣γ 在小鼠肌肉组织中的表达 　 免

疫组化结果显示各组肌细胞区域可见 ｐｃＤＮＡ３.１ /
ＳｊＤＬＣ 和 ｐｃＤＮＡ３.１ / ｍＩＦＮ￣γ 在肌肉组织中表达的

棕黄色阳性反应颗粒(图 ５)ꎮ

０６５ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＮｏｖ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.６



图 ５　 免疫组化法检测小鼠肌肉组织内重组质粒的表达(２００×)
Ａ:ｐｃＤＮＡ３.１ꎻ Ｂ:ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣꎻ Ｃ:ｐｃＤＮＡ３.１ / ｍＩＦＮ￣γ

２.４　 ＭＴＴ 法检测淋巴细胞体外增殖试验 　 　 ＭＴＴ
法结果显示:用 ＳＷＡ 刺激后 ＳｊＤＬＣ 组和 ＩＦＮ￣γ 组 Ｔ
细胞增殖水平均显著性高于 ｐｃＤＮＡ３.１ 对照组ꎬＰ<
０.０５ꎬＩＦＮ￣γ 组高于 ＳｊＤＬＣ 组ꎬＰ<０.０５ꎮ Ｃｏｎ Ａ 刺激

组与 ＳＷＡ 刺激组比较ꎬＰ>０.０５ꎮ ＲＰＭＩ１６４０ 刺激后

各组 Ｔ 细胞均不增值ꎬ与 ＳＷＡ 刺激组比较ꎬＰ <
０.０５ꎮ 见图 ６ꎮ

图 ６　 ＭＴＴ 检测免疫后小鼠脾淋巴细胞增值率

与 ｐｃＤＮＡ３.１ 比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５ꎬ与 ＳＷＡ 组比较ꎬ＃:Ｐ<０.０５

３　 讨　 　 论

核酸疫苗是近年来快速发展的新型疫苗ꎬ将编

码抗原基因或基因片段插入质粒载体中构成重组质

粒ꎬ直接免疫后ꎬ机体内的细胞表达这一抗原ꎬ刺激

机体免疫系统ꎬ产生细胞免疫和体液免疫ꎬ达到抗感

染的目的[３]ꎮ 核酸疫苗能诱导有效的适应性免疫

应答ꎬ也没有死疫苗、减毒疫苗的致病作用ꎬ并且生

产简单ꎬ成本低廉ꎬ因此受到广泛青睐ꎮ
目前血吸虫病的疫苗研究仍未得到令人满意的

结果[４]ꎬ因此ꎬ寻找有效的候选疫苗抗原分子仍然

是日本血吸虫疫苗研究工作的重要基础ꎮ 血吸虫抗

原作为疫苗常常免疫效果有限ꎬ为了加强疫苗的免

疫效果联合佐剂十分重要ꎬ运用细胞因子作为佐剂

也是目前血吸虫病疫苗研究的方向ꎮ
本研究通过构建日本血吸虫 ＳｊＤＬＣ ＤＮＡ 疫苗

及 ｍＩＦＮ￣γ 真核质粒ꎬ初步研究其在真核细胞及小

鼠体内表达状况ꎬ为寻找有效的候选疫苗抗原分子

及应用 ＩＦＮ￣γ 作为佐剂加强血吸虫疫苗免疫接种效

果奠定基础ꎮ
日本血吸虫动力蛋白轻链基因(ＳｊＤＬＣ)是由本

课题组前期发现的新基因ꎬ已获得 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

(ＡＹ２２５８５１)ꎬ该基因序列与曼氏血吸虫 ＤＬＣ 基因

序列同源性较高ꎬ相似性为 ８６％[１]ꎮ 该蛋白位于血

吸虫体被ꎬ介导其与“外界分子”的相互识别ꎬ可结

合血吸虫体被需要转运的物质通过微管进行运输ꎬ
是血吸虫生存和发挥免疫逃逸的重要基因之一[５￣６]ꎮ

ＩＦＮ￣γ 主要是由 Ｔｈ１ 细胞分泌ꎬ具有抗感染、抗
肿瘤及免疫调节作用的细胞因子ꎬ能抑制 Ｔｈ２ 型细

胞免疫ꎬ有利于减轻由血吸虫虫卵抗原诱导的 Ｔｈ２
型细胞免疫介导的免疫病理损伤[７￣８]ꎮ

本研究构建了 ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ 及 ｐｃＤＮＡ３.１ /
ｍＩＦＮ￣γ 真核质粒ꎬ通过 ＰＣＲ 和双酶切方法检测到

２８０ ｂｐ 的 ＳｊＤＬＣ 基因及 ４８０ ｂｐ 的 ｍＩＦＮ￣γ 基因ꎬ测
序结果显示这两个基因的核苷酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中的序列完全一致ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示在 １２ ｋＤａ 和

１９ ｋＤａ 处有阳性反应条带ꎬ与 ＳｊＤＬＣ 和 ＩＦＮ￣γ 分子

量大小一致ꎬ说明两种基因能在 ＨｅＬａ 细胞中表达ꎮ
ＰＣＲ 能从小鼠肌肉组织中扩增出 ２８０ ｂｐ 的 ＳｊＤＬＣ
基因及 ４８０ ｂｐ 的 ｍＩＦＮ￣γ 基因ꎬ免疫组化结果显示

小鼠肌组织中出现两种蛋白的阳性反应颗粒ꎮ 说明

ｐｃＤＮＡ３.１ / ＳｊＤＬＣ 及 ｐｃＤＮＡ３. １ / ｍＩＦＮ￣γ 能在小鼠

肌肉组织中存在和表达ꎬ这是疫苗发挥作用的免疫

学基础ꎮ ＭＴＴ 法检测到 ＳｊＤＬＣ 和 ＩＦＮ￣γ 能显著性

诱导 Ｔ 细胞增殖和活化ꎮ (下转第 ５７９ 页)
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的保护性作用奠定了实验基础ꎮ
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