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抗日本血吸虫 pVAX1/ SjHGPRT·SDISP 多价疫苗的构建方法探讨 *
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摘要 目的：探讨抗日本血吸虫生殖产卵编码基因多价疫苗 pVAX1/ SjHGPRT·SDISP 的构建方法并从基因与蛋白水平验证该构

建方法是否成功。方法：分别以 pcDNA3.0/SjHGPRT、pcDNA3.0/SjSDISP 为模板，设计引物扩增 SjHGPRT、SjSDISP，采用 overlap
方法扩增全长 SjHGPRT·SDISP。将纯化后的产物 SjHGPRT·SDISP 以及 pVax1 质粒采用 Kpn I 和 Xba I 双酶切，1%低熔点胶回

收目的 DNA 片段以及酶切后 Pvax1 载体片段双胶连。连接产物转化至 DH5α细胞。挑选阳性克隆采用双酶切以及测序方法从

基因水平鉴定是否构建成功。将构建产物免疫观察动物，采用免疫组化方法从蛋白水平鉴定疫苗 pVAX1/ SjHGPRT·SDISP 是否

构建成功。结果：酶切方法以及测序结果均显示重组质粒的插入序列分别与目的基因完全一致，昆明小鼠肌肉组织酶免疫组织化

学染色显示免疫组小鼠肌细胞中呈现较强的棕黄色颗粒，而阴性对照组肌细胞呈阴性。结论：真核重组质粒 pVAX1/SjHG- PRT·
SDISP 构建成功，且在昆明鼠肌肉细胞内能够获得良好的表达。
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ABSTRACT Objective: To explore the method to construct the multivalent DNA vaccine pVAX1/ SjHGPRT·SDIS and certify
whether this method was successful at both gene and protein level. Methods: SjHGPRT and SjSDISP were amplified with the templates
of pcDNA3.0/SjHGPRT and pcDNA3.0/SjSDISP. Full-length SjHGPRT·SDISP were amplified by overlap method. The purified prod-
ucts SjHGPRT·SDISP and plasmid pVax1 were digested with Kpn I and Xba I. 1% low melting Gel was used to collect the fragments of
DNA and make the carriers' fragments of Pvax1 glue together after digestion. The ligated product was transformed into DH5α cell. Posi-
tive clones were screened to confirm whether the construction is successful at gene level with the method of digestion and sequencing.
Use the products of construction to immune and observe animals and confirm whether the construction of vaccine pVAX1/ SjHGPRT·S-
DISP was successful with the method of immunohistochemical staining. Results: Restriction enzyme digestion and sequencing results
showed that the inserted sequence of the recombinant plasmid is completely the same with the target gene. Result of immunohistochem-
istry showed intense brown particles appeared in the muscle cells of Kunming mise immuned with the multivalent vaccine, while no spe-
cific fluorescence or brown particles appeared in muscle of the control groups. Conclusions: The pVAX1/ SjHGPRT·SDISP was suc-
cessfully constructed, which may be well expressed in the muscle of vaccined mice.
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前言

血吸虫病是一种具有流行范围广、危害大、具有较高的传

染效能的人畜共患的寄生虫病。目前，在亚、非、拉丁美洲等 76
个国家与地区均有着广泛的发病。全球的发病人群数量达到 2
亿，每年造成上百万患者的死亡。在我国，血吸虫主要分布在长

江流域及其以南的 12 个省、市、自治区[1-2]。长期以来，大规模的

人畜同步化疗以及易感地带灭螺使得我国的血吸虫防治工作

取得了较好的成效。但是，由于血吸虫的宿主种类多样，且长期

化疗药物的使用伴随的耐药现象的发生，使得我国的血吸虫防

治工作进入了一个徘徊阶段。针对血吸虫的自身特点，设计特

异性的疫苗被认为是有效控制和阻断血吸虫传播的最有效策

略之一[3-5]。近十年来，有关血吸虫疫苗的研究也已经成为我国

防治血吸虫相关科学研究工作的重点内容之一。本研究是前期

研究的进一步深入，前期研究我们借助蛋白质组学等方法，鉴

定出 10 个与血吸虫免疫相关的抗原分子，其中两个相关抗原
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图 2 重组质粒 pVAX1/SjHGPRT·SDISP 双酶切鉴定

Fig.2 The digestions identification of recombinant plasmid

pVAX1/SjHGPRT·SDISP

M：DNA marker 1：pVAX1/SjHGPRT·SDISP

被分别证明与次黄嘌吟 - 鸟嘌吟磷酸核糖转移酶 （HGPRT）和

琥珀酸脱氢酶铁硫蛋白（SDISP）相关。研究发现 HGPRT 是一

种在血吸虫体内有很高活性、与血吸虫的生长发育密切相关，

且与嘌吟核苷酸合成替代途径中起重要作用的关键酶。SDISP
作为细胞三羧酸循环限速酶（琥珀酸脱氢酶）的亚单位成份，主

要参与血吸虫能量代谢过程[6-7]。虽然已经明确上述两种酶与血

吸虫的生理代谢关系密切，但是由于从虫体获取足够的日本血

吸虫 SjHGPRT 和 SjSDISP 天然成分作为研究材料十分困难，

不可避免地制约了其在实际中的应用。因此，通过基因工程的

方法，将 SjHGPRT、SjSDISP 的编码基因以 " 串联 " 方式插入

到同一人用载体 pVAX1 上，构 建 多 价 共 表 达 DNA 疫 苗

pVAX1/ SjHGPRT·SDISP 具有及其的研究价值。本研究旨在前

期研究的基础上，探讨构建共表达的 DNA 疫苗的方法，并通过

基因与蛋白水平验证构建方式的合理性，为进一步开发相关铲

平提供前期研究基础。

1 材料与方法

1.1 质粒与菌株

pcDNA3.0/SjHGPRT、pcDNA3.0/SjSDISP、真核表达载体

pcDNA3.0、宿主菌 E.coli DH5α均由湖南省血吸虫病免疫与

传播控制重点实验室保存。真核表达载体 pVAX1 由军事医学

科学院基础研究所于继云研究员惠赠。
1.2 引物

扩增 SjHGPRT 编码基因引物：上游引物为 Hp1：5'GCG-
GTACCATGTCTGGTGTTATGAAAAG 3'KpnI， 下 游 引 物 为

Hp2：5'TCGGGCCCTTAAACTGATTTCGGCACAC 3'ApaI，扩

增 SjSDISP 编码基因引物：上游引物 Sp1：5'GCGGTACCAT-
GCTGAAGTCTCTATCTAC 3'KpnI， 下 游 引 物 Sp2：

5'TAGGGCCCTCAGTCAGTTCTTGTCTCCG 3'ApaI， 扩 增

SjHGPRT·SDISP 编码基因引物：LINKER F：5' ACCTTGTGT-
GCCGAAATCAGTTATGCTGAAGTCTCTATCTACTTTGCA
3'，LINKE R：5'TGGAACACACGGCTTTAGTCAATACGACT
TCAGAGATAGATGAAACGT 3'，HGPRT F：5' CGGGGTAC-
CATGTCTGGTG TTATGA 3' KpnI；SDISP R：5' TGCTCTA-
GATCAGACAGTTCTTGTCTC 3' XbaI；HGPRT R：5' TGCTC-
TAGATTAAACTGATTTCGGCACACAAGG 3' XbaI；SDISP F：

5' CGGGGTACCATGCTGAAGTCTCTATCTACTT 3' KpnI。
1.3 采用 overlap 法扩增全长 SjHGPRT·SDISP

分别使用 Linker F 引物和 HGPRT R 引物扩增出 HGPRT
基因，使用 Linker R 引物和 SDISP R 引物扩增出 SDISP 基因。
通过使用等量的两个基因的作模板，以 HGPRT -F 和 SDISP-R
引 物 扩 增 全 长。扩 增 条 件 ：95℃预 变 性 5min；94℃变 性

20s，62℃退 火 30s，72℃延 伸 1min； 共 30 个 循 环 ；72℃，

10min，4℃保存。采用 Takara 回收试剂盒回收目的片段。
1.4 pVAX1/ SjHGPRT·SDISP 重组质粒构建

提取质粒 pVAX1，纯化后与 SjHGPRT·SDISP 采用 Kpn I
和 Xba I 双酶切，纯化。1%低熔点胶回收目的 DNA 片段以及

酶切后 Pvax1 载体片段双胶连。载体与目的基因在 T4 连酶作

用下 16℃连接过夜，取感受态细胞转化。挑选阳性克隆 37℃摇

菌过夜，进行 PCR 和双酶切鉴定。并通过测序鉴定。

1.5 免疫组化鉴定

9 只昆明小鼠分为 3 组，A 组 pVAX1/SjHGPRT·SDISP 多

价疫苗组；B 组为为 pVAX1 对照组；C 组为生理盐水。每组注

射相应质粒 / 生理盐水各 100μg/100μL，注射部位为左后腿股

四头肌。2 周后取注射部位肌肉组织，4%中性甲醛 4℃固定过

夜，石蜡包埋、切片，然后进行酶免疫组织化学检测，除一抗为

本室自备的日本血吸虫感染兔抗血清（1:500，37℃ 2h）外，其他

操作均按试剂盒说明书或常规方法进行。

2 结果

2.1 SjHGPRT 和 SjSDISP 的拼接与 SjHGPRT·SDISP 的扩增

SjHGPRT、SjSDISP 拼接后扩增，1.0%琼脂糖凝胶电泳分

析可见大小约 1533bp 的 PCR 扩增带 (图 1)。

2.2 重组质粒的构建与鉴定

纯化后的 SjHGPRToSDISP 基因定向克隆入载体，构建重

组质粒。以重组质粒进行目的基因扩增，获得的基因片段与预

设一致。pVAX1/SjHGPRT·SDISP 经限制性核酸内切酶 Kpn I
和 Xba I 双酶切，在 1533bp 处可见清晰的条带 (图 2)。测序结

果显示，预期目的基因经 NCBI 在线比对后显示插入片段与目

的基因 SjHGPRT 和 SjSDISP ORF 完全一致，其同源性分别达

到 100%和 99%，证明 pVAX1/SjHGPRT·SDISP 重组质粒构建

成功。

图 1 SjHGPRT·SDISP 的拼接及扩增（SOE-PCR）
Fig.1 SOE -PCR of SjHGPRT·SDISP

M：DNA marker；1, 2：SOE-PCR products of SjHGPRT·SDIS
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图 3 pVAX1/SjHGPRT·SDISP 在小鼠肌肉细胞的表达（酶免疫组织化学染色,X100）
Fig.3 The expression of pVAX1/SjHGPRT·SDISP in muscle cells of mice (enzyme immunohistochemical staiing,X100)

2.3 免疫组化结果

取免疫动物的相应肌肉组织切片进行免疫组化结果显示，

疫苗处理小鼠的肌细胞中呈现较强的棕黄色科里，对照组呈阴

性反应（图 3）。

A：pVAX1/SjHGPRT 组 B：空质粒 pVAX1 组 C：生理盐水组；

3 讨论

近期的研究发现，血吸虫缺乏嘌呤核苷酸的从头合成所需

要的多种酶类。因此，其体内的嘌呤核苷酸的合成主要通过替

代途径来间接完成。参与嘌呤核苷酸的替代合成途径中，HG-
PRT 是一种具有高度保守性，且作用关键的合成酶。以上的研

究结果提示，HGPRT 在血吸虫的核苷酸循环以及后续的生长

发育过程中具有举足轻重的作用。介于以上的背景信息，我们

有理由香型 HGPRT 是一种血吸虫疫苗研发过程中具有及其

重要价值的候选分子。琥珀酸脱氢酶铁硫蛋白（SDISP）的功能

明确其在细胞的能量代谢过程中发挥重要的作用。我们知道，

血吸虫的童虫阶段各方面均表现较为脆弱，此时的段琥珀酸脱

氢酶铁硫蛋白表达水平虽然有所下降，但降幅理应不是很大；

加上转型期虫体各方面平衡还未完全建立，是疫苗应用的最好

时期。因此，构建 pVAX1/SjHGPRT·SDISP 具有及其重要的理

论价值以及推广应用前景[8]。
DNA 疫苗的推广与应用，得益于其可持续诱导体液与细

胞免疫的特点，同时具有较好的安全性。DNA 疫苗的免疫力低

下一直是目前相关领域研发的瓶颈。由此，选择多价疫苗进行

相关的构建方法探索，具有较强的针对性与现实价值[9-10]。本次

研究选用 pVAX1 载体是一种常用的真核载体，在兼具卡那霉

素抗性的同时，有效的去除了与研发目的不必要的序列，并减

少了可能与人类基因同源的 DNA 序列，较好的规避了染色体

整合的可能性。本次研究，旨在探讨采用 pVAX1 这一合适的载

体构建 pVAX1/SjHGPRT·SDISP 的多价 DNA 疫苗方法，通过

双酶切以及动物免疫的方式，观察目的疫苗的构建是否成功。
结果显示本次构建的目的片段长度与预期一致，且通过测序分

析进一步证明了构建方法的合理性。动物免疫的结果显示，在

免疫动物的肌肉组织中，目的疫苗能够很好的表达。本次构建

的成功，为后续进一步的探讨该多价疫苗在发挥预防与治疗血

吸虫疾病领域奠定了坚实的基础，为后续研究铺平了道路。
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