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揖Abstract铱 Objective To clone袁 express and purify Schistosoma japonicum elastase鄄2b gene渊SjCE鄄2b冤袁 and ana鄄

lyze its stage鄄specific transcription. and expression. Methods The coding sequence of the Sj gene was predicted, and a
phylogenetic tree of Sj elastase was drawn. RT鄄PCR and Western blot were used to investigate the differential transcription
and expression of SjCE鄄2b gene during the developmental stages. The SjCE鄄2b gene obtained by RT鄄PCR was subcloned
into pET28b袁 and expressed in E.coli 渊rSjCE鄄2b冤. The expressed protein was purified with His窑Tag affinity chromatogra鄄
phy. Western blotting was used to investigate the immunogenicity. Results RT鄄PCR showed specific bands in sporocysts袁
eggs and adult worms袁 while Western blot showed that the recombinant protein渊rSjCE鄄2b冤 existed only in cercariae and
sporosysts袁 with Mr 31 000. The expression vector of SjCE鄄2b/pET28b was constructed and expressed in E. coli. The re鄄
combinant protein rSjCE鄄2b was specifically recognized by the S. japonicum鄄infected rabbit serum. Conclusion The tran鄄
script of S.japonicum elastase鄄2b gene was found in sporocysts袁 eggs and adult worms袁 and this gene might be a potential
candidate for vaccine, for drug and diagnosis target.
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揖摘要铱 目的 克隆和表达日本血吸虫弹性蛋白酶基因渊SjCE鄄2b冤袁 纯化表达重组蛋白袁 并研究该基因在各虫期的转
录情况遥 方法 预测 SjCE鄄2b 基因的编码序列遥 绘制血吸虫尾蚴弹性蛋白酶家族成员系统进化树遥 用 RT鄄PCR和蛋白
质印迹渊Western blotting冤分析 SjCE鄄2b 基因在日本血吸虫各期转录的差异遥 将 RT鄄PCR扩增得到的 SjCE鄄2b 基因亚克隆
至载体 pET28b袁 在大肠埃希菌中诱导表达得到重组蛋白 rSjCE鄄2b袁 用组氨酸标签亲和层析法纯化表达产物袁 Western
blotting分析其免疫原性遥 结果 在虫卵尧 子胞蚴和成虫检测到 SjCE鄄2b 基因转录本渊714 bp冤袁 表达的重组蛋白 rSjCE鄄
2b袁 相对分子质量约为 Mr 31 000袁 与预测的融合蛋白相对分子质量相符遥 构建了重组原核表达载体 SjCE鄄2b/pET28b袁
并在大肠埃希菌中表达遥 纯化后的重组蛋白 rSjCE鄄2b 可被日本血吸虫感染的兔血清识别遥 结论 在日本血吸虫虫卵尧
子胞蚴和成虫发现 SjCE鄄2b基因转录本遥 SjCE鄄2b基因有可能成为潜在的日本血吸虫病疫苗候选抗原和药物及诊断靶点遥
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血吸虫尾蚴感染哺乳动物宿主过程中袁 胰蛋白酶
家族的丝氨酸蛋白酶 渊即弹性蛋白酶袁 elastase冤 发
挥了重要作用咱1鄄3暂遥 弹性蛋白酶是从尾蚴腹吸盘周围的
穿刺腺分泌出来的袁 能够降解宿主皮肤中所含的如角
蛋白尧 层粘连蛋白尧 IV型胶原蛋白尧 纤连蛋白和弹
性蛋白等多种大分子物质袁 帮助尾蚴完成对宿主的
入侵咱4暂遥

20世纪 90年代对曼氏血吸虫尾蚴弹性蛋白酶基
因及其功能进行了较深入的研究咱5鄄7暂袁 但日本血吸虫弹
性蛋白酶基因 渊SjCE鄄2b冤的研究目前尚未见报道遥 本
研究通过同源性对比方法袁 在日本血吸虫基因组中寻
找 SjCE鄄2b 基因袁 预测其编码序列袁 设计特异性引
物袁 体外扩增及克隆表达该基因袁 并检测该基因在日
本血吸虫各个虫期的转录情况遥

材料与方法

1 材料

1.1 各虫期日本血吸虫 虫卵院 按常规腹部贴片法
每只新西兰白兔 渊体重 2耀3 kg袁 雄性袁 购于中国科
学院实验动物中心冤 感染 1 500条中国大陆株日本血
吸虫尾蚴袁 感染后 45 d自肝脏分离虫卵遥 毛蚴院 每
只 C57BL/6小鼠 渊雌性袁 体重 20 g袁 购自中国科学院
实验动物中心冤 感染日本血吸虫尾蚴 100条袁 42 d后
剖杀袁 取肝脏袁 压碎袁 用去氯水淘洗去除肝组织袁 收集虫
卵袁 22 益耀27 益光照条件下孵化毛蚴袁 4 益 10 000伊g
离心 15 min袁 收集毛蚴袁 液氮保存遥 子胞蚴院 取感染
毛蚴后 45 d的阳性钉螺 渊无锡血吸虫病防治研究所
提供冤袁 敲碎袁 解剖镜下分离胞蚴袁 生理盐水清洗后
液氮保存遥 尾蚴院 将感染毛蚴后 60 d左右的阳性钉
螺置于去氯水中袁 28 益光照条件下逸出尾蚴袁 用玻片
捞取尾蚴袁 在预冷的去氯水中 1 000伊g 离心 10 min袁
取沉淀袁 重复洗涤几次袁 最后用 0.15 mol/L PBS 渊pH
7.2冤 洗 3次袁 置微量离心管中袁 立即置-20 益冰箱保
存备用遥 童虫尧 成虫院 每只新西兰白兔 渊雄性袁 体重
2.5 kg袁 购于中国科学院实验动物中心冤 感染 2 000
条尾蚴袁 感染后第 14天和第 42天剖杀袁 灌注法从门
静脉收集 14日龄童虫袁 以及 42日龄雌虫和雄虫袁 用灭
菌的 PBS洗涤 3耀4次袁 置液氮中冻存备用遥
1.2 主要试剂及酶类 总 RNA提取试剂渊TRIZOL Rea鄄
gent冤购自美国 Invitrogen公司袁 第 1链 cDNA合成试
剂盒为日本 TOYOBO公司产品曰 Taq DNA 聚合酶尧
异丙基鄄茁鄄D硫代半乳糖苷渊IPTG冤和脱氧核苷三磷酸
渊dNTP冤购自上海赛百盛生物公司袁 B型 DNA片段快
速胶回收试剂盒购自北京博大泰克生物公司遥 限制性
内切酶 Hind芋尧 Xho玉为美国 NEB公司产品袁 日常

型质粒 DNA 小量快速制备试剂盒为中国杭州 V鄄
gene 公司出品袁 T4DNA连接酶购自美国 Promega公
司袁 BugBuster 蛋白抽提试剂购自德国 Merck 公司袁
纯化重组蛋白所用的镍鄄硝基三乙酸琼脂糖渊Ni鄄NTA
agarose冤 树脂购自德国 QIAGEN公司遥 其余试剂为国
产分析纯遥 pET鄄28b 质粒 尧 大肠埃希菌 DH5琢 和
BL21渊DE3冤均为本实验室提供遥 rSjCE鄄2b重组蛋白多
抗兔血清由中国科学院实验动物中心制备遥

2 方法

2.1 预测 SjCE鄄2b的编码序列 根据编码 SjCE鄄2b基
因序列 渊序列编号为 d000046963.contig1冤袁 应用基因
分析工具 Netgene2预测该基因的外显子和内含子边
界袁 从而得知 SjCE鄄2b的编码序列 渊coding sequence袁
CDS冤遥
2.2 SjCE鄄2b生物信息学分析 利用生物信息学软件

MEGA3.1以及 TREEVIEW构建血吸虫尾蚴弹性蛋白
酶基因家族的系统进化树咱8袁9暂袁 用 Clustal X咱10暂完成各
基因多序列联配曰 用 EXPASY 中提供的工具预测基
因相应蛋白的理论相对分子质量和等电点遥
2.3 6个虫期总 RNA提取 按总 RNA提取试剂说
明进行袁主要步骤为院 分别称取各虫期日本血吸虫 100
mg袁 加 1 ml Trizol试剂袁 于 30 益研磨 5 min袁 加入 0.2
ml三氯甲烷渊CHCl3冤袁 30益 3 min遥 于 4益 1 2 000伊g离
心15min袁 移水相至新的微量离心管袁 加异戊醇 0.5 ml袁
25 益作用 10 min袁 4 益 12 000伊g离心 15 min袁 弃上
清遥 于沉淀中加入 70%乙醇 1 ml袁 4 益 7 500伊g离心
5 min袁 弃乙醇袁 晾干遥 溶液沉淀于 100 滋l经焦碳酸
二乙酯渊DEPC冤处理的水中袁 置于-70 益长期保存袁
也可置于-20益保存随时使用遥 同时袁 用紫外分光光
度计 渊GeneQuant Pro袁 英国冤 测定吸光度渊A 260/A 280
值冤袁 以及琼脂糖凝胶电泳分析遥
2.4 SjCE鄄2b 的 RT鄄PCR 扩增 根据预测的 SjCE鄄2b
序列 袁 用 Primer 5.0 软件设计 1 对特异性引物
SjCEPF/SjCEPR袁 对 SjCE鄄2b 进行 RT鄄PCR 扩增袁 引
物由上海英峻生物技术有限公司合成遥
PF院 5忆鄄CCCAAGCTT ATACGTAGTGGTGAACCCG鄄3忆

Hind 芋酶切位点
PR院 5忆鄄CCGCTCGAG TTAGATATTAGAGAGTATA鄄3忆

Xho玉酶切位点
取各虫期总 RNA 为模板袁 寡聚脱氧胸腺嘧啶

咱Oligo渊dT冤20暂为引物袁 应用 RT鄄PCR技术合成 cDNA
第 1链袁 反应总体积为 20 滋l遥 取 2 滋l cDNA为模板袁
于 0.5 ml离心管中加入引物 PF和 PR 各约 20 pmol尧
4种脱氧核苷三磷酸渊dNTP冤 200 滋mol/L尧 10伊PCR缓
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冲液 5 滋l尧 Taq DNA聚合酶 2.5 U袁 再加无菌双蒸水
至总反应体积 50 滋l袁 混匀遥 RT鄄PCR反应条件院 95益
4 min曰 94益 1 min袁 57 益 1 min袁 72 益 1 min袁 共 30
个循环曰 72 益 延伸 10 min遥 然后将扩增产物进行琼
脂糖凝胶电泳鉴定遥 按胶回收试剂盒说明将其回收袁
溶于 20 滋l ddH2O中袁 -20 益保存遥
2.5 重组质粒 SjCE鄄2b/pET28b 的构建 将纯化的

RT鄄PCR产物和质粒 pET鄄28b分别用 Hind芋尧 XhoI进
行双酶切袁 纯化回收双酶切产物袁 以 8颐1 摩尔浓度
比袁 用 T4DNA 连接酶将双酶切后的 SjCE鄄2b片段和
双酶切后的质粒 pET28b连接袁 并将连接产物转化感
受态大肠埃希菌 DH5琢株袁 均匀地涂布于含有卡那霉
素的LB平板上渊100 mg/ml冤袁 37 益倒置培养过夜遥 随
机挑取少量细菌克隆进行双酶切鉴定袁 并对阳性克隆
测序遥 重组克隆的菌液和适当量的丙三醇混合袁 -80 益
保存备用遥
2.6 弹性蛋白酶基因的原核表达与纯化 从大肠埃

希菌 DH5琢株提取重组质粒 SjCE鄄2b/pET28b转化感
受态大肠埃希菌 BL21渊DE3冤袁 构建 SjCE鄄2b/pET28b原
核表达系统遥 经酶切鉴定及测序无误后袁 阳性克隆接
种到含卡那霉素渊50 滋g/ml冤的 LB液体培养基中袁 37 益
培养过夜袁 取 50 滋l培养液加到 5 ml含卡那霉素渊50
滋g/ml冤的 LB液体培养基中袁 37 益通气培养 2 h袁 加
入 IPTG至终浓度 1 mmol/ml袁 进行诱导表达袁 分别加
入 IPTG 后袁 2尧 4尧 6 及 8 h 各取 1 ml 离心收集菌
体袁 进行十二烷基磺酸钠-聚丙稀酰胺凝胶 渊SDS鄄
PAGE冤电泳袁 观察表达时相变化遥
经鉴定重组蛋白为包涵体袁 扩大培养 BL21单菌

落的菌液袁 离心去除上清菌液后用蛋白抽提试剂裂解
已经诱导的菌液离心产物袁 5 000伊g离心 15 min袁 弃
上清袁 加入裂解缓冲液袁 室温裂解 1 h袁 12 000伊g离
心 20 min袁 保留上清袁 用 Ni鄄NTA agarose 亲和纯化
rSjCE鄄2b重组蛋白遥
2.8 rSjCE鄄2b重组蛋白的蛋白质印迹渊Western blotting冤
分析 用纯化的 rSjCE鄄2b重组蛋白免疫家兔袁 得到重
组蛋白免疫的多抗兔血清遥 将纯化的 rSjCE鄄2b重组
蛋白进行 SDS鄄PAGE 电泳袁 再电转移到硝酸纤维膜
上袁 转移条件为 0.22 A袁 2 h袁 对 rSjCE鄄2b重组蛋白
免疫的多抗兔血清尧 感染日本血吸虫尾蚴 42 d的兔
血清及正常兔血清进行Western blotting分析遥

结 果

1 SjCE鄄2b编码序列
通过预测得到 SjCE鄄2b含有 3段外显子袁 其cDNA

序列长 792 bp袁 编码 263 个氨基酸袁 蛋白质的理

论相对分子质量 渊Mr冤 为 28 536.24袁 等电点渊PI冤
为 6.94遥

2 血吸虫尾蚴弹性蛋白酶家族系统进化树的分析

挑选目前已鉴定出的包括日本血吸虫在内的 4种
血吸虫尾蚴 10个弹性蛋白酶氨基酸序列袁 进行多序
列联配遥 结果表明血吸虫尾蚴弹性蛋白酶家族成员间
蛋白序列比较保守袁 有较高的同源性遥
在进行多序列联配的基础上袁 进一步对 SjCE鄄2b

家族的系统进化关系进行预测袁 绘制系统进化树袁
在分支上显示 bootstrap 支持率 渊bootstrap 检验值为
1 000次重复冤 , 显示 SjCE鄄2b 与 SmCE鄄2b 亲缘关系
最为紧密 (图 1)遥

3 SjCE鄄2b在血吸虫发育各阶段的转录情况
将分别抽提的虫卵尧 毛蚴尧 子胞蚴尧 尾蚴尧 童虫

及成虫的总 RNA袁 用 SjCE鄄2b的特异性引物进行 RT鄄
PCR扩增袁 结果在虫卵尧 子胞蚴和成虫均扩增出 714
bp片段渊图 2冤遥 将扩增产物连入 T鄄easy Vector 载体
中袁 筛选重组质粒进行测序袁 结果显示扩增出的片段
均为 SjCE鄄2b的编码序列遥

4 SjCE鄄2b/pET28b重组质粒的鉴定
构建的重组质粒 SjCE鄄2b/pET28b袁 经 Hind芋/

Xho玉双酶切鉴定袁 结果如图 3所示遥 序列测定结果
表明袁 插入的外源基因片段正确袁 重组质粒 SjCE鄄2b/
pET28b构建成功遥

5 SjCE鄄2b原核表达产物的鉴定与纯化
用 SjCE鄄2b/pET28b重组质粒转化大肠埃希菌 BL21

感受态细胞袁 培养的菌液经 IPTG诱导后袁 和诱导前相比
较在靠近 Mr 31 000处有一明显条带袁 与理论预测的
融合蛋白相对分子质量相符渊图 4冤遥
表达的重组蛋白 SjCE鄄2b的菌体经 BugBuster蛋

白抽提试剂裂解袁 离心后分离上清和沉淀袁 将沉淀用
PBS重悬遥 分别取上清液和沉淀的悬浮液进行 SDS鄄
PAGE分析遥 结果表明 SjCE鄄2b的表达产物位于沉淀
中袁 为不可溶性蛋白袁 按照 QIAGEN公司的 6伊组氨
酸标签渊6伊His鄄tagged冤亲和柱层析法纯化表达产物结
果见图4遥

6 重组蛋白的免疫原性分析

Western blotting结果显示袁 纯化的重组蛋白可以被
感染兔血清和免疫兔血清识别袁 在约Mr 32 000处均出
现 1条特异性条带袁 而与正常兔血清则无反应 渊图5冤遥
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M院 蛋白质标志物袁 1院 重组蛋白诱导前袁 2院 重组蛋白诱导 4 h 渊1
mmol/L IPTG冤袁 3院 菌体裂解后上清袁 4院 菌体裂解后沉淀袁 5院 纯
化后的重组 SjCE鄄2b蛋白遥
M院 Protein marker袁 1院 SjCE鄄2b/pET28b without IPTG induction袁 2院
SjCE鄄2b/pET28b with IPTG induction袁 3院 Soluble fractions of SjCE鄄
2b/pET28b with IPTG induction袁 4院 Insoluble fractions of SjCE鄄2b/
pET鄄28b with IPTG induction袁 5院 Elution of fusion protein.

图 4 重组蛋白 SjCE鄄2b可溶性分析
Fig.4 Solubility analysis of SjCE鄄2b recombinant protein

M 1 2 3 4 5Mr
97 000
66 000
43 000
21 000
31 000

20 000
14 000

M院 DNA标志物袁 1院 重组质粒 SjCE鄄2b/pET28b双酶切产物袁 2院 质
粒 pET28鄄b双酶切产物遥
M院 DNA marker袁 1院 Recombinant SjCE鄄2b/pET28b digested with Hind芋
and Xho玉袁 2院 Empty plasmid pET鄄28b digested with Hind芋 and
Xho玉.

图 3 重组质粒 SjCE鄄2b/pET28b酶切鉴定
Fig. 3 The enzyme restriction for identification of

recombinant plasmids

M 1 2
bp

4 500

1 200

500

SmCE鄄1a1院 曼氏血吸虫弹性蛋白酶 1a1亚型袁 SmCE鄄1c院 曼氏血吸
虫弹性蛋白酶 1c亚型袁 SmCE鄄1b院 曼氏血吸虫弹性蛋白酶 1b亚型袁
SmCE鄄1a院 曼氏血吸虫弹性蛋白酶 1a亚型袁 ShCE鄄1a院 埃及血吸虫弹
性蛋白酶 1a 亚型袁 ShCE鄄1b院 埃及血吸虫弹性蛋白酶 1b 亚型袁
SdCE鄄1a院 杜氏血吸虫弹性蛋白酶 1a亚型袁 SmCE鄄2a院 曼氏血吸虫弹
性蛋白酶 2a 亚型袁 SmCE鄄1a2院 曼氏血吸虫弹性蛋白酶 1a2 亚型袁
SmCE鄄2b院 曼氏血吸虫弹性蛋白酶 2b亚型袁 SjCE鄄2b院 日本血吸虫弹
性蛋白酶 2b亚型遥
SmCE鄄1a1院 S.mansoni cercaria elastase鄄1a1袁 SmCE鄄1c院 S.mansoni cer鄄
caria elastase鄄1c袁 SmCE鄄1b院 S.mansoni cercaria elastase鄄1b袁 SmCE鄄1a院
S.mansoni cercaria elastase鄄1a袁 ShCE鄄1a院 S.haematobium cercaria elas鄄
tase鄄1a袁 ShCE鄄1b院 S.haematobium cercaria elastase鄄1b袁 SdCE鄄1a院 S.
douthittl cercaria elastase鄄1a袁 SmCE鄄2a院 S.mansoni cercaria elastase鄄2a袁
SmCE鄄1a2院 S.mansoni cercaria elastase鄄1a2袁 SmCE鄄2b院 S.mansoni
cercaria elastase鄄2b袁 SjCE鄄2b院 S.japonicum cercaria elastase鄄2b.

图 1 血吸虫尾蚴弹性蛋白酶家族基因邻接树
Fig. 1 Phylogenetic analysis of CE family genes generated by

neighbor鄄joining method
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SmCE鄄1a2
SmCE鄄2b
SjCE鄄2b
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99

69
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M院 DNA 标志物袁 1院 虫卵袁 2院 毛蚴袁 3院 子胞蚴袁 4院 尾蚴袁
5院 童虫袁 6院 成虫袁 7院 对照 渊未加模板冤遥
M院 DNA marker袁 1院 Eggs袁 2院 Miracidia袁 3院 Sporocysts袁 4院
Cercariae袁 5院 Schistosomula袁 6院 Adult worms袁 7院 Negative control.

图 2 各虫期 RT鄄PCR结果
Fig. 2 Agarose gel analysis of RT鄄PCR products

bp
800700600500

M 1 2 3 4 5 6 7

讨 论

血吸虫的尾蚴弹性蛋白酶是一种胰蛋白酶样的丝

氨酸蛋白酶袁 是血吸虫尾蚴入侵感染终宿主过程中的
关键酶遥 文献报道袁 除日本血吸虫外袁其他 3种血吸
虫[曼氏血吸虫渊S.mansoni冤, 杜氏血吸虫渊S.douthitti冤,
埃及血吸虫渊S.haematobium冤]袁特别是曼氏血吸虫已进
行了较为全面和深入的研究袁 但日本血吸虫尾蚴弹性
蛋白酶基因的研究尚未见报道遥钱应娟等[11]曾用酪蛋白

溶液对粗制的日本血吸虫尾蚴分泌的蛋白水解酶活性

进行测定袁 证实日本血吸虫尾蚴在转化为童虫的过程
中能分泌一种具有较强水解蛋白活性的蛋白水解酶遥

在日本血吸虫尾蚴弹性蛋白酶基因 SjCE鄄2b
被发现之前袁人们已在其他 3 种血吸虫渊曼氏血吸
虫, 杜氏血吸虫, 埃及血吸虫冤中发现 9个弹性蛋白酶
家族成员遥 在曼氏血吸虫中袁已先后鉴定出 5 个弹
性蛋白酶基因 SmCE鄄1a尧1b尧1c尧2a 及 2b袁在杜氏血
吸虫和埃及血吸虫中分别发现了 SdCE鄄1a尧 1b 和
ShCE鄄1a尧1b[6]遥

Chlichlia等[12]用纯化的曼氏血吸虫尾蚴蛋白酶制
备的兔血清袁 通过免疫荧光定位法在日本血吸虫尾蚴
腺体中检测到尾蚴蛋白酶的存在遥 而应用 SmCE鄄1a基
因制成的 DNA疫苗鼠血清却不能识别日本血吸虫尾
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M院 预染蛋白质标志物袁 1院 重组蛋白 SjCE免疫多抗兔血清袁 2院 感
染尾蚴 42 d的兔血清袁 3院 正常兔血清遥
M院 Protein marker袁 1院 Serum of immunized rabbit袁 2院 Infected
rabbit serum袁 3院 Normal rabbit serum.

图 5 重组蛋白的Western blotting分析
Fig. 5 Western blotting analysis of SjCE鄄2b recombinant protein

Mr M 1 2 3
209 000124 00080 000

49 100
34 800
28 900
20 600
7 100

蚴腺体和分泌物中蛋白酶遥 而且在目前公布的日本血
吸虫基因组数据中也找不到与 SmCE鄄1a 有足够同源
性的序列袁 因此 Chlichlia等[12]推测日本血吸虫尾蚴弹
性蛋白酶基因野SjCE鄄1a冶缺失遥
在日本血吸虫基因组测序工作完成之后袁 本研究

对获得的基因组序列进行了搜索袁 仅得到 1个尾蚴弹
性蛋白酶编码基因曰 通过与已知的血吸虫弹性蛋白酶
家族成员作同源比对袁 显示该基因为 SjCE鄄2b遥 除此
之外袁 是否还含有其他尚未发现的尾蚴弹性蛋白酶或
其他蛋白酶成分袁 仍有待进一步研究遥

Pierrot等[5]分别在 mRNA和蛋白质两个水平上对
曼氏血吸虫弹性蛋白酶所受到的调控进行了研究遥 首
先袁利用 RT鄄PCR技术在曼氏血吸虫虫卵尧尾蚴和成虫
RNA中检测弹性蛋白酶 mRNA袁结果在每个阶段均扩
增出一段长度为 800 bp的 DNA片段遥 这些片段的测
序结果表明虫卵尧 尾蚴和成虫所有这些阶段均含有弹
性蛋白酶的转录本遥 本研究结果显示袁 在日本血吸虫
虫卵尧 子胞蚴和成虫 3个阶段均存在 SjCE鄄2b的转录
本遥而在尾蚴则未检测到 SjCE鄄2b转录本袁分析原因袁
可能是在尾蚴阶段该基因的转录本拷贝数太少的缘

故遥 此外 Pierrot等[5]进一步利用纯化的重组弹性蛋白
酶制备的兔抗血清与曼氏血吸虫不同发育阶段中的提

取物进行Western blotting分析袁 结果在尾蚴和子胞

蚴的匀浆中检测出天然的弹性蛋白酶袁 而在虫卵和成
虫中则无遥

综上所述袁 推测 SjCE鄄2b可能在日本血吸虫各个
虫期均被转录袁 但在子胞蚴和尾蚴阶段或是只在子胞
蚴阶段才被翻译为尾蚴弹性蛋白酶来行使其生物学作

用袁帮助日本血吸虫穿过宿主完整的皮肤袁 进而感染

终宿主遥 该基因的表达可能受到某种翻译水平的调
控遥本研究 RT鄄PCR正向引物序列为 5忆鄄CCCAAGCTT
ATACGTAGTGGTGAACCCG鄄3忆袁 克隆表达的重组蛋白
是成熟的日本血吸虫尾蚴弹性蛋白酶所对应的基因序

列遥 另外袁 通过Western blotting分析证实袁 日本血吸
虫弹性蛋白酶具有一定的免疫原性袁 它有可能成为日
本血吸虫疫苗的候选抗原和药物或诊断靶点遥 本研究
首次对日本血吸虫尾蚴弹性蛋白酶基因 SjCE鄄2b进行
了克隆和表达袁 为下一步对该基因功能的深入研究打
下了基础遥
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