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文章编号:1000-7423(2001)-04-0213-04 【论著】

用聚丙烯酞胺凝胶电泳和双向电泳分析
          阴道毛滴虫滋养体抗原

高兴政‘ 谭荣安2

    【摘要】 目的 研究阴道毛滴虫滋养体可溶性抗原。 方法 用聚丙烯酞胺凝胶电泳(SDS-PAGE),酶联免

疫电转移印迹(EITB)和双向电泳等方法，对阴道毛滴虫滋养体全虫可溶性抗原进行分析。 结果 SDS-PAGE分
离出26条蛋白带，其中主带9条，分子量8条为15̂ 62 kDa, l条为97 kD., EITB显示24条带，仅在75 kDa和

22 kDa处缺如，其中主带 8条 V向电泳分离出43个多肤斑点，多分布于PI 3. 65--5. 84，分子量为27->100

kDa，其中有9个主要多肤斑点。 结论 阴道毛滴虫滋养体可溶性抗原26条蛋白带中，有8条蛋白含量较高、
免疫学反应较强。在43个多肤斑点中有 9个多肤含量明显较高
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    [Abstract]  Objective     To analyze soluble antigens of Trichmzumas vagindis.   Methods  Soluble antigens of the parasite

from a patient suffering from trichomonad vaginitis were analyzed by SDS-PAGE, immunoblotting and two-dimensional gel elec-

trophoresis.   Results                            A total of 26 distinct protein bands were demonstrated by using 10% resolution gel. Nine of them were

main bands, eight with MWs 15一62 kDa, one with MW 97 kDa. By immunoblotting the specific anti-T. vagirzulis antibodies

raised in rabbit recognized 24 protein bands with 8 main bands in them. Two-dimensional gel electrophoresis revealed up to 43 in-

dividual trichomonad polypeptide spots, among which. 9 were main ones. The pl and MWs of these spots were 3. 65一5. 84 and

27->100 kDa respectively.   Conclusion   Eight protein bands out of 26 soluble antigen bands of the parasite showed high im

munogenicity. There were 9 main polypeptide spots in 43 polypeptide spots of the parasite.

    [Key words]   Trichomonas vaginnlis, antigen, SDS-PAGE, two-dimensional gel electrophoresis.

    阴道毛滴虫是常见病原体之一，主要引起滴虫

性阴道炎。其抗原成分复杂，有关抗原性质和毒性

以及致病机制，特别是对阴道毛滴虫特异多肤了解

甚少。目前滴虫性阴道炎的诊断主要用显微镜检查，

易漏诊，有些虫株用灭滴灵治疗困难，甚至产生抗

药性，在滴虫防治工作中仍有许多问题M待解决。鉴

定阴道毛滴虫特异性抗原，对于分析滴虫与宿主的

相互关系，建立敏感、特异的免疫诊断方法，以及

寻找其他抗滴虫药物等具有重要的理论和实用意

义 国外虽有报告但显不足t，一‘」，国内资料也较

少二;。本文用聚丙烯酸胺凝胶电泳(SDS-PAGE),酶

联免疫电转移印迹(ElTB)和双向电泳(two-dimen-
sional gel electrophoresis)技术分析阴道毛滴虫滋养
体全虫可溶性抗原，试图鉴别特异的、高免疫原性

滴虫蛋白和多肚，以增加对阴道毛滴虫生物学和宿

主免疫机制的理解，为开发特异、敏感的免疫学诊

断方法、研制抗滴虫药物和疫苗提供参考资料。

                  材料与方法

作衡单位:1 北京大学基础医学院寄生虫学教研室，北京100083;
          2 香港大学生物化学系

1 虫种培养和全虫可溶性抗原的制备

    阴道毛滴虫取自北京大学第三医院妇科门诊滴

虫性阴道炎患者阴道分泌物，经肝浸汤培养基(培养

前加 10%灭活小牛血清)37 C无菌培养 24 h，选

择活动力强的虫体置 0. 15 mol/L磷酸缓冲液

(pH7. 2) 200 g离心4 min,洗涤3次后取沉淀虫
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体超声粉碎,11 400 g 4 C离心1h，取上清，用液

晶紫外分光光度计测其蛋自浓度为。. 8 mg/ml，将

抗原分装Eppendorf管中，一20 C保存备用。

2 聚丙烯酞胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)

    样品制备 取阴道毛滴虫滋养体可溶性抗原

20月和标准分子量蛋白于Eppendorf管中，加等量

电泳祥品液，沸水浴3 min

    凝胶制备 用 10片 分离胶混匀后立即加人两

玻璃板的间隙中，室温聚合30 min后，加4写浓缩

胶于分离胶上，室温聚合。

    电泳 用SE25()小型垂直板电泳仪(hoefer sci

entiic nstraments)，电泳槽中加’Iris一甘氨酸缓冲
液，样品加于样品槽中，30 mA稳压，电泳 3h，直

至指示剂跑出凝胶板底部，停止电泳，取下凝胶。

    染色 凝胶用考马斯亮蓝液染色30 min，用脱

色液脱色至本底无色止

    测定蛋白分子量 从标准蛋自分离胶起点到
蛋自条带中线距离作横坐标，标准分子量换算成对

数值作纵坐标，画标准曲线，然后根据待测蛋白迁

移率计算蛋白分子量。标准蛋白采用磷酸化酶b

(97400),卵清蛋白(46000),碳酸配酶(carbonic an-

hcdrase) (31000)和溶菌酶 (14400)

    使用管状电泳仪进行等电聚焦 圆柱胶长7. 5

cm, 7 ml管胶中含两性电解质(ampholytes) pH5̂-

7为0.23 mt, pH3--10为0. 12 mt,聚焦前250 V

恒压30 min，使ampholytes构成pH梯度。加样品

30川(样品量与lysis缓冲液各 ]15月)于每管胶上，

其后，恒压 500V3h以达到完全聚焦

    第 2向电泳用SE25。小型垂直板电泳仪。聚焦

完成后，取出圆柱凝胶，放在10%分离胶上，用1%

琼脂糖封盖，恒压 80 v、直至指示剂达胶底部，停

止电泳，取出凝胶，用银染色

    测定多肤斑点分子量方法同前，标准蛋白分子

量为伴清蛋白 (76000),清蛋白 〔66200).肌动蛋

白 ((43000)，二磷酸甘油醛脱氢酸 ((36000),碳酸

配酶 (31000)

结果与讨论

I   SDS-PAGE

    阴道毛滴虫全虫可溶性抗原SDS-PAGE电泳

凝胶经考马斯亮蓝染色显示 26条蛋白带。此结果

明显多于张跃等.71报道的14条阴道毛滴虫全虫抗

原蛋白带，而接近Aldcretès」报告的30 40条蛋白

带 (表1).

    表 I 用SDS-PAGE和EITB分析阴道毛滴虫可溶性抗原
      Table l Analysis of T. vaginalis soluble antigens with

                            SDSPAGE and EITB

3 酶联免疫电转移印迹 (EITB)

    用SE25。小型垂直板电泳仪进行SDS-PAGE,

力法同前。用trans blot SD型半千转移电泳仪(Bio-

Rad Laboratory)进行转移电泳。将凝胶、硝酸纤维
素膜 (NC膜amersham life science)和滤纸 (NC膜

和滤纸的大小应与胶相同)浸人转移缓冲液至少20

mm.在铂金阳极板依次铺上滤纸、NC膜、凝胶和

滤纸，稳压15V，转移30 min

    Ponceau S染色:转移后的NC膜在Ponceau S

中染色10 min.显示清晰蛋白带后，空气干燥，4‘ C

保存或直接做酶联免疫染色。

    酶联免疫染色:裁成细条的NC膜置反应槽

中.用 1%脱脂奶粉封闭后加滴虫免疫兔血清 (稀

释度为1，20), 37 C 1 h，用。.05 X聚Ill梨酸20

IBS洗3次 再加1 %,脱脂奶粉稀释的辣根过氧化

物酶标记的驴抗免IgG. 37 C孵育1 h，洗演同前，

然后加DAB和H,O，15 min后观察结果

    测定蛋白分子量.同前

    SDS PAGE蛋白带

Protein bands in SDS PAGE

    免疫原性蛋白带
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      衰 2 双向电泳分析阴遭毛油虫总资自中多肚点汇编
Table 2  Codification of individual polypeptide spots resolved妙
two-dimensional gel electrophoresis of total protein of T. vagiao(is

        多肤特征
Polypeptide characteristics

分子且(kDa)
      MW

spots t.(spots
次点
【t】Inor

spots

> 100

> 100

二》100

> 100

> 100

一> 100

等电点的pH
      PI

主点 次点

spots spots

  多 肤

  密 码
Assigned
  code for

    e    ach

polypeptide

4.35

2. 85

7. 65

2. 85

2. 85

7. 65

100 4. 35

7. 65蚝

一
即

一
韶

we
兀

一
件

72
超

肠

阴

90 4. 50

4.45

86 4. 45

4.15

79 4.95

4. 60

75 5. 00

染色显示43个多肤斑点，绝大部分分布于PI 3. 65

~5.84，其分子量范围为27 100 kDa及100 kDa

以上。其中多肤点7 (100 kDa PI 4.35), 9 (90 kDa

pl 4.50), 11 (86 kDa pl 4.45), 13 (79 kDa pl

4.95)、15 (75 kDa pI 5.00), 21(64 kDa pl

5.00), 22 (64 kDa pl 5.30)、29(53 kDa pl

4.55)和31 (51 kDa pl 4. 55)着色深，为主要抗原

多肤点，特别是多肤点7, 9, 11, 13及15多肤含

量较高。Alderete等j]用双向电泳和放射自显影技

术，阴道毛滴虫显示200多个多肤点，其多肤图谱

与本实验结果也不尽相同，这可能因实验条件不同

所致。因而设计表 2，以便在选择性分离特异的阴

道毛滴虫基因和鉴别每个多肤中，为有效、快速与

国内外不同实验室比较其生物化学参数时提供具有

重要价值的参考依据。

    双向电泳多肤斑点图谱有利于鉴别阴道毛滴虫

滋养体不同虫株，有助于理解其抗原的性质及其复

杂性，对开发阴道毛滴虫免疫诊断和研制抗滴虫疫

苗有重要意义。
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