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日本血吸虫线粒体相关蛋白的
特性及抗原表位的分析关

胡雪梅2 张兆松， 吴海玮‘ 苏川’ 赵巍J 马磊’ 周吉礼2 吴观陵’

        【摘要」 目的 分析rSj338重组蛋白的奴基酸序列，了解该蛋白的特性，顶测其抗原表位。方法 制备

    Sj338基因片段并重组人测序载体pGEM-T，对其核昔酸序列进行测定，分别以DNASIS和GOLDKEY软件对序列资料
    进行分析，并在BLAST网上进行同源性分析。结果 rSj338基因长487 bp.含]个由459饰组成的开放阅读框，编
    码一由153个氨基酸残基组成的多肤，分子量为17.6 k0a,氨基酸同源性分析发现.重组蛋白与人的线粒体传人受
    体亚单位氨基酸同源性为46 ，与褐鼠线粒体膜受体的前体氨基酸同源性为44%,预测该蛋白的抗原表位位置为

    26一32,37一46,131一136和147一151氨基酸肤段。结论 rSj338重组蛋白可能为H本血吸虫线粒体相关蛋白
        【关健词〕 日本血吸虫;线粒体;重组蛋白;序列分析;线粒体相关蛋白
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    [ Abstrac日 Objective  To sequence the cloned gene Sj338 and to idemify the encoded protein and its antigen epitopes.Methods
The Sj338 gene fragment obtained from adult S. japonicum r.DNA library amplified by PCR method was subcloned into pGEM-T rector for

sequencing. The sequence of nucleotides and the chametmistics of the encoded protein were analyzed by DNASIS Program and Goldkey DNA
and Protein Analytical Progam, and then the homology of the~ acid sequence was searched on the RLAST net. Results   flu, cloned

rSj338 gene was demonstrated to be 487饰 containing one 459bp ORE, encoding a protein consisted of 153 amino acids with a molecuLu

weight of 17.6 kDa. The amino acid sequence of the recombinant protein rSj338 shared 46% identity with that of the corresponding part of
human mitochondria) import receptor and 44% identity with that of the Rnuas sp, nutochondrial precursor receptor. The possible antigen

epitopes were predicted within the, peptide fragments of 26一32 as, 37一46 as and 147一151 aa.Conclusion   The protein encoded场6j338

gene fragment might be the mitochondria-related protein of Schbtosoma japanicum

    [Key wordsl   Schistosoma faponicum, mitochondria, recombinant protein, sequence analysis, mithochondria-related protein
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    对日本血吸虫中国大陆株成虫。DNA库的免疫

学筛选，获得了基因Sj338/24基因克隆，重新设计
引物，并设计双酶切位点，通过PCR方法扩增，以获

得基因Sj338片段，将其亚克隆人表达载体pGEX-

6P-t ,阳性克隆能够高效融合表达，其融合蛋白的分

子量为43.6 kllai t'，为寻找新的疫苗候选分子，了解

该蛋白质特性十分必要，因此本研究对该蛋白质的

特性及氨基酸序列进行分析，并预测其抗原表位。

材料与方法

基金项自:!江苏省医学分子生物学重点实验室开放课题资金(No
K9832)总理基金(、。94-Y-23)及国家自然科学基金资助项Q (No
39800316)部分资助
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2滨州医学院寄生虫学教研室，滨州 256603; 3 宁夏医学院生物
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1 重组体的制备

    用PCR方法扩增目的墓因别338，并将日的片段

亚克隆人pGEM-T载体，构建成pEGM-T-rSj338重组

体，操作按pGEM-T vecter试剂盒(购自Promega公
司)说明书进行，将重组体转化到大肠杆菌JM109

中

2 重组体的鉴定及核普酸序列测定
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    用X-蒯/Amp选择培养基挑选阳性克隆，碱裂
解法抽取质粒进行 EcoR工和Not l双酶切鉴定，选

阳f克隆菌株进行目的片段的核昔酸序列测定(分

别送两家不同的生物工程公司测序，两次测序结果

完全一致)

3 氨基酸序列、氨基酸同源性及蛋白质特性分析

    采用MASTS软件分析该墓因的核昔酸序列，

并推测氨基酸的序列，在 BLAST网上检索氨基酸

的同源性;分析该基因所编码蛋白质的特性
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4 抗原表位的预测

    将蛋白质的分析指标采川COLDKEY软件 (军

事医学科学院基础K学研究所，Ver.2.0)进行分

析，预测出重组蛋白的抗原表位

                  结 果

1  Sj338亚克隆入pGEM-T载体

    将Sj338基M if.克隆pGEM-T，转化大肠杆菌
]M109,获9个白色菌落，琼脂糖凝胶电泳鉴定，9

个自色菌落的DNA均明显落后于空载质粒DNA,

为可能阳性菌落。用碱裂解法提取可能阳性菌落的

DNA，经ECOR工和Not I双酶切，1%琼脂糖凝胶
电泳，均切下目的条带，表明重组成功
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图1  Sj338核普酸测序结果及其编码蛋白质的氮基酸序列
Fig. 1N“deotide吕e  q- 成匀洲 and iu dedmxd amino add

2 rSj338基因序列分析
2.1碱基42成 该基因全长487 by，其中A: 137,

C: 97, G: 109, T: 144, G/C含量为42%，A+T/ G

+C构成比为1.36: 1，符合血吸虫结构基因高A

十T的构成特点。

2.2 开放阅读框 在该段基因内，只有第一阅读

框为开读框，第7位核廿酸处为第一个起始密码

子，第465位核有酸处为终止密码子，故开读框长

459 bp,编码153个氨基酸残基的多肤 (图1)，编
码蛋白质的分子量为17.6 kDa。另外，在此开读框

内第206位和257位核普酸处有2个起始密码子

4 蛋白质特性分析

    以GOLDKEY软件对该段基因编码的蛋白质分

析，发现该蛋白质二级结构内部形成Loop结构，最

大的Loop结构由30个氨基酸组成，重组蛋白的等

电点(l'1)为9.40，极性基团主要位于26一33,36

47,67一73和131一145位氨基酸，主要含有赖氨酸、

精氨酸、组氨酸、天门冬氨酸和谷氨酸，153个氨基

酸残基中带有非极性疏水基团的氨基酸有72个，共

含3个半胧氨酸。

3 氨基酸序列同源性分析

    将该重组蛋白的氨基酸序列在BLAST网上进

行同源性分析，结果与人的线粒体膜蛋白受体亚基

的同源性为46%,与褐鼠线粒体膜受体蛋白的同

源性为44% (图2)，同源的氨基酸相对集中在两

个区域 (19一30和106一115位氨基酸)。

5 重组蛋白质抗原表位预测

    根据电荷分布(charge distribution )、亲水性

( hydrophilichy ) ,抗原性 (antigenicity )、可及性

(accessibility)、迁移度( mobility)及蛋白质的二级结构

(secondary structure)等6种参数，用GOLDKEY软件

对阎338编码蛋白质抗原位点进行分析，综合各参
数的分析结果，得到抗原位点的综合判断，结果显

示，153个氨基酸这域内形成4个主峰(图3),可能

为抗原表位，其位置及氨基酸序列从N-端起为26

32(KKRRSHP),37一46(NLRKK111EQK), 131一136

(QSKYKT)和147一151(EIEED)
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                讨 论

    日本血吸虫病疫苗研究进展迅速，在国内外若

干实验室已克隆和表达了一系列日本血吸虫抗原基
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步研究，重新设计引物，获得了主要编码蛋白越

因，并进行r核昔酸序列分析，引物中设计双酶切

位点，为进一步亚克隆及表达打下了基础:氨基酸

同源性分析发现，该基因所编码蛋白与人线粒体传

人受体亚单位的同源性为46% (identity二59/126),

与褐鼠线粒体受体前体同源性为44% (identity二
65/146),因此初步认为该基因所编码蛋自可能为
日本血吸虫线粒体相关蛋白。为从干扰血吸虫的能

量代谢及代谢调节，进而影响虫体的生殖功能等方

面来探索新的疫苗候选分子提供物质基础。蛋白质

特性分析发现该蛋白为酸性蛋白质，其中含有较多

带有非极性疏水基团的氨基酸，可以解释该重组蛋

白在表达中易形成不溶性蛋白包涵体的特性。本研

究利用软件可预测该基因所编码蛋白的主要抗原表

位，为开展合成肚疫苗的肤段位置的选择提供理论

依据s,71，并对采用噬菌体表面显示肤库筛选该蛋

白的抗原表位具有参考价值。
r丁15Q又122
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