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　　提要　目的: 构建编码恶性疟原虫复合多价保护性抗原的基因的重组质粒, 为进行基因免疫提供条件。方法:

设计一对特异引物 P1与 P2, 采用 PCR 法扩增获取M SP1中C 端 19肽基因, 纯化后用 SalÉ + XbaÉ双酶切, 把

含复合基因 PfCM R 的重组质粒 pW R 45021öPfCM R 用 EcoR É + SalÉ双酶切, 回收复合基因 PfCM R , 将M SP119

基因与 PfCM R 基因串联后与经 EcoR É + XbaÉ 双酶切的真核表达质粒 pcDNA 3 进行重组, 转化大肠杆菌

JM 109, 经电泳初筛、双酶切鉴定及 PCR 鉴定。结果: PCR 扩增获得 363 bp 的M SP119基因, 重组克隆经双酶切

鉴定及 PCR 鉴定后获得正确重组克隆子pcDNA 32PfCM R 2M SP119 (命名为pcDNA 32Pf8) , Pf8基因长度为 618 bp。

结论: 成功构建编码恶性疟原虫多价保护性抗原的基因的重组质粒 pcDNA 32Pf8。

　　关键词　恶性疟原虫　聚合酶链式反应　核酸疫苗　克隆　主要裂殖子表面蛋白 1

　　疟疾是世界性危害严重的寄生虫病, 疫苗可望

成为疟疾防治的重要手段, 多价疫苗的研制越来越

受到重视。Knapp 等把M SA 1 与富含色氨酸的

SERA 及富含组氨酸的HR P 杂合表达的抗原,在猴

体可诱导保护应答[ 1 ]。有把含多个B 细胞及 T 细胞

表位的M SA 1 与 R ESA 在小鼠中诱导明显的抗体

反应及淋巴细胞增殖反应, 对约氏疟原虫 (P las2
m od ium y oelii)有部分保护作用[ 2 ]。由于亚单位疫苗

及重组活病毒疫苗均或多或少有一些缺陷, 发展新

的安全有效的疫苗是保护人类健康的迫切需要, 基

因免疫接种技术的出现为疟疾疫苗的研究开辟了一

条新的途径, 直接给动物接种编码抗原的外源基因

可使动物获得对该抗原的免疫力[ 3～ 5 ]。

　　本文应用 PCR 技术扩增获得 FCC21öHN 株裂

殖子表面蛋白 1 C 端 19肽基因 (M SP119) , 与人工

化学合成的复合基因 PfCM R [ 6 ]在体外串联, 插入含

CM V (巨细胞病毒) 强启动子的真核表达质粒pcD 2
NA 3, 构建pcDNA 32PfCM R 2M SP119 (命名为pcD 2
NA 32Pf8) , 并对其进行了克隆鉴定, 为进一步将该

重组质粒转入H eL a 细胞内表达蛋白及直接免疫接

种动物观察其诱导产生免疫应答打下基础。

3 国家“九五”攻关项目基金、广东省自然科学资助基金和国家

教育部博士点基金资助

材料与方法

　　质粒与菌株

　　真核表达质粒pcDNA 3由香港大学引进, 大肠

杆菌 JM 109为本室保存的受体菌株。

　　酶与主要试剂

　　EcoR É、XbaÉ 和 SalÉ 为 Pharm acia 公司产

品; T 4 DNA 连接酶为美国 P rom ega公司产品; 低

溶点琼脂糖、丙烯酰胺和N , N’亚甲基双丙烯酰胺

购自 Sigm a 公司。

　　引物的设计

　　根据恶性疟原虫M SP119基因序列[ 7 ] , 设计并合

成一对引物 P1与 P2, 在引物 5’端均添加限制性内

切酶识别序列。合成后的引物经 15% 聚丙烯酰胺变

性胶纯化。
P1　5’2GGTCGA CA TGAA CA TTTCA CAA CA CCAA TGC23’

　　　　　SalÉ

P2　5’2GC TCTA GA TTAAA TGAAA CTGTA TAA TA TTAA CA23’

　　　　　XbaÉ

　　PCR扩增M SP119基因

　　反应体积为100 Λl, 其中10倍 PCR 缓冲液 (10

mm o löL T ris2HC l, 50 mm o löL KC l, 210 mm o löL
M gC l2, 011 m göm l BSA , pH 813) 10 Λl; 2 mm o lö

L dN T P 10 Λl; 引物 P1及 P2各1 Λl, 50 pm o l; Pf

DNA 115 Λg; H 2O 7515 Λl。混匀后95℃变性5 m in

后, 再加入 T aq DNA 酶1 Λl (2 U )。进入下列循环:

94℃变性45 s, 60℃退火45 s, 72℃延伸90 s, 共进

行30个循环, 最后一个循环72℃延伸7 m in。扩增产

物经112%琼脂糖凝胶电泳进行检测。

　　M SPl19、PfCM R基因的重组克隆

　　M SP l19、PfCM R 基因的重组克隆参方法照文

献[ 8 ]。

1　目的DNA 片段的制备

111　 pcDNA 3质粒DNA 的制备　用碱裂解法小

量提取质粒 pcDNA 3, 溶于20 Λl T E (10 mm o löL
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T ris2HC l, 1 mm o löL ED TA , pH 810) 中, 取10 Λl

质粒, 用 EcoR É + Xba É对其进行双酶切, 反应体

系为25 Λl, 酶解完全后, 用018 %的低溶点琼脂糖

对目标DNA 大片段进行回收。

112　PfCM R 基因的制备　碱裂解法提取重组质粒

pW R 45021öPfCM R [ 9 ] , EcoR É + SalÉ 对其进行双
酶切, 5 %聚丙烯酰胺凝胶电泳 (PA GE) 分离回收

目的片段 PfCM R。

113　M SP l19基因的制备　把纯化后的 PCR 产物,

用 SalÉ + Xba É双酶切, 酶解完全后, 用酚ö氯仿
抽提, 乙醇沉淀后溶于 ddH 2O 中备用。

2　M SP l19与 PfCM R 串联定向克隆　将上述3个片

段混合在一起, 在015 m l离心管中进行连接反应,

15 Λl反应体积中: 含 T 4 DNA 连接酶015 Λl (3U ö

Λl) , 10倍 T 4 DNA 连接酶缓冲液 (200 mm o löL
T ris2HC l, pH 716, 50 mm o löL M gC l2, 50 mm o löL
二硫苏糖醇) 115 Λl, A T P (10 mm o löL ) 1 Λl, 目

的基因与载体质粒摩尔之比为5÷1, 加 ddH 2O 至15

Λl, 16℃保温8 h。

3　感受态细胞的制备　参照文献[ 8 ]并加以改进。大

肠杆菌 JM 109在新鲜LB 平板37℃培养过夜, 挑取

单菌落于5 m l LB 培基中, 37℃振荡培养过夜, 然后

取50 Λl菌液于5 m l LB 培基中, 37℃振摇4 h, 取出

菌液置冰浴10 m in, 于4℃以4 000 g 离心10 m in, 弃

上清, 加011 m o löL 的CaC l20175 m l重悬沉淀, 置

冰浴30 m in, 同法离心10 m in, 弃上清, 加冰预冷的

011 m o löL CaC l2 75 Λl 重悬细胞沉淀, 置冰浴30

m in, 即可用于转化。

4　转化　取连接反应物3 Λl加入感受态细胞中, 轻

轻旋转内容物, 冰浴30 m in, 42℃热冲击90 s, 快速

移至冰浴中2 m in。每管加 LB 培基250 Λl , 37℃低

速振荡45 m in,取150 Λl涂到含氨苄青霉素的LB 平

皿上 (氨苄青霉素浓度为100 Λgöm l) , 37℃倒置培养

过夜。同时设立2组对照, 一组为加入已知标准超螺

旋质粒 pcDNA 3制品的感受态细胞, 一组为不加质

粒DNA 的感受态细胞。

　　JM 109转化菌中阳性重组克隆的筛选与鉴定

　　转化菌落先经氨苄青霉素初步筛选, 从LB 平

皿上随机挑出氨苄青霉素抗性的菌落, 接种培养后

进行进一步的鉴定。

1　电泳初步鉴定　采用碱裂解法抽提质粒DNA ,

在110 %琼脂糖凝胶上电泳, 与对照质粒 pcDNA 3

比较迁移率, 重组质粒DNA 比对照迁移率慢的作

进一步鉴定。

2　酶切鉴定阳性重组子　将电泳迁移率慢的重组

质粒, 进一步用 EcoR É + Xba É双酶切, 对照分子

量, 110 %琼脂糖凝胶上电泳, 以鉴别插入片段的大

小。

3　PCR 鉴定　以双酶切鉴定正确的重组质粒

DNA 为模板, 用 P1、P2为引物进行 PCR 扩增 (用

于鉴定M SP119基因) , 反应体系为50 Λl。两引物各

50 pm o löL , dN T P 各012 mm o löL , 10×PCR 缓冲

液 (10 mm o löL T ris2HC l, 50 mm o löL KC l, 210

mm o löL M gC l2, 011 m göm l BSA , pH 813) 5 Λl, 重

组质粒DNA 1 Λl, T aq DNA 聚合酶1U ; 在94℃ 45

s、60℃ 45 s、72℃ 90 s的循环条件下进行30个循

环。110 %琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。同时以

F1、F8为引物[ 6 ] (用于鉴定 PfCM R 基因) , 按照上

述条件进行 PCR 扩增鉴定。

结　　果

1　PCR扩增结果

　　恶性疟原虫 FCC21öHN 株基因组 DNA , 经

PCR 扩增后, 扩增产物经110%琼脂糖凝胶电泳在

363 bp 处出现一特异条带, 而伯氏疟原虫及未加模

板的空白对照均无扩增条带出现 (图1)。

2　重组质粒的构建

　　用 EcoR É + Sal É 双酶切质粒 pW R 45021ö

PfCM R , 回收 PfCM R 基因 (图2)。纯化后的 PCR 产

物经 SalÉ + XbaÉ 双酶切, 回收M SP l19基因, 把

PfCM R 基因、M SP l19基因与经过 EcoR É + XbaÉ
双酶切并回收的质粒 pcDNA 3重组, 构建重组表达

质粒 pcDNA 32Pf8。

3　重组质粒的筛选与鉴定

　　用改良后的制备细胞感受态方法, 把重组质粒

pcDNA 32Pf8转化入大肠杆菌 JM 109, 在氨苄青霉

素平板上得到一批菌落, 分别接种与扩增后, 提取

转化子DNA 进行鉴定。

311　重组质粒的电泳鉴定　在110 %的琼脂糖凝

胶电泳中, 可见从 JM 109中抽提的质粒2号、5号、7

号及8号比对照质粒 pcDNA 3迁移率慢 (图3)。

312　重组质粒的酶切鉴定　取迁移率慢的重组质

粒进一步作酶切鉴定,用EcoR É + XbaÉ双酶切重
组质粒, 电泳可见切出一长度约618 bp 片段 (图4) ,

与 Pf8基因相符。

313　重组质粒的 PCR 鉴定　对酶切出正确片段的

重组质粒进一步用 P1、P2, F1、F8两对引物分别进

行 PCR 鉴定, 分别扩增出约为363 bp 及274 bp 长
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　　图 1　PCR扩增恶性疟原虫M SPl19基因片段 (110%琼脂糖电泳)　M : PCR标志物　1:伯氏疟原虫　2, 3:恶性疟原虫 (箭头: 363 bp)　4:
蒸馏水　图 2　 重组质粒 pW R450-1öPfCM R双酶切分析 (110%琼脂糖电泳)　M : PCR标志物　1: pW R450-1-PfCM R EcoRÉ öSalÉ双酶切
　图 3　110%琼脂糖凝胶电泳初步筛选阳性克隆　1: pcD NA3对照　2～ 9: 重组 pcD NA3克隆　图 4　重组质粒 pcD NA3-Pf8的酶切鉴定　
M : PCR标志物　1, 2: pcD NA3-Pf8用 EcoRÉ öXbaÉ双酶切　图 5　重组质粒pcD NA3-Pf8的 PCR鉴定　M : PCR标志物　1, 2: F1与 F8的扩
增产物　3, 4: P1与 P2的扩增产物
　　F ig. 1　M SPl19 gene fragmen t amplif ied by PCR (110% agarose gel electrophoresis)　LaneM : PCR markers　Lane 1: P lasm od ium berghei
　Lanes2, 3: P lasm od ium f a lcip a rum (arrow: 363 bp)　Lane 4: ddH2O　F ig. 2　 Restr iction analysis of the recombinan t plasm id pW R450-1-
PfCM R (110% agarose gel electrophoresis)　Lane M : PCR markers　Lane 1: pW R450-1öPfCM R digested with EcoRÉ öSalÉ 　F ig. 3　Pre-
l im inary screen ing and iden tif ication of positive clones by 110% agarose gel electrophoresis　Lane　1: pcD NA3 (con trol) Lanes 2～ 9: Clones
of recombinan t pcD NA3　F ig. 4　Restr iction analysis of recombinan t plasm ids pcD NA3-Pf8　Lane　M : PCR markers　Lanes　1, 2: pcD NA3-
Pf8 digested by EcoRÉ öXbaÉ　F ig. 5　 Iden tif ication of recombinan t plasm ids pcD NA3-PfCM R-M SPl19 by PCR techn ique　Lane　M : PCR
markers　Lanes　1, 2: Amplif ied products of F1 and F8　Lanes　3, 4: Amplif ied products of P1 and P2

度的片段 (图5) , 与预期大小相一致。

讨　　论

　　从研制疫苗角度出发, 选择有保护作用的保守

区的表位具有重要价值, 一般情况下, 保守区的表位

比较稳定, 不易在免疫选择压力下发生变异。此外,

表达产物的正确构型对表达产物的活性具有相当大

的重要性, 与原核表达系统比较, 真核细胞表达外源

基因具有许多明显的优点, 如它能识别蛋白合成, 加

工及分泌信号, 其表达的蛋白质在高级结构, 理化性

质和生物学功能上接近于天然蛋白。用 PCR 技术在

从整个基因组中获取所需的目的基因, 具有高效、特

异及简便等优点, 可避免传统方法 (如从基因组或

cDNA 文库中筛选目的基因) 的繁琐过程。本文将用

PCR 技术获取的疟疾疫苗重要候选抗原M SP1 C 端

保守区19肽基因与人工化学合成的含恶性疟原虫不

同发育期抗原的6个 T öB 细胞表位 PfCM R 进行串

联重组, 插入真核表达质粒pcDNA 3, 目的是表达复

合多价疫苗抗原, 探讨能否刺激机体产生针对疟原

虫生活史不同发育时期均起免疫作用的抗原, 多个

T öB 细胞表位的引入, 有可能克服M HC 限制。

　　基因免疫接种技术的出现导致了基因疫苗的诞

生, 它既有重组亚单位疫苗的安全性, 又具有减毒活

疫苗诱导全方位免疫应答的高效力[ 10, 11 ]。我们用于

构建DNA 疫苗的质粒 pcDNA 3是一种带有 CM V

强启动子的真核表达载体, 由CM V 启动子、多克隆

位点、氨苄抗性基因及乙酰霉素抗性基因等组成。

CM V 强启动子下游的多克隆位点可供插入外源基

因, 在读框正确下可表达出外源蛋白质。M SP119与

PfCM R 串联后与pcDNA 3进行重组, 阳性克隆经用

琼脂糖电泳初筛后, 用双酶切和 PCR 对其进行检测

验证, 得到正确重组子pcDNA 32Pf8。与常用筛选方

法分子杂交相比, PCR 法具有快速及简便,同样具有

高敏性, 且不需要用同位素[ 12 ]。目前我们已将构建好
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的编码含有恶性疟原虫8个保护性表位的复合抗原

基因 pcDNA 3 2Pf8直接免疫接种BALB öc小鼠, 观

察其诱导产生的体液及细胞免疫反应, 结果将另文

报道。
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RECOM B INAT ION AND CLON ING OF M SP119 AND
PfCM R OF PLASM OD IUM FAL C IPARUM

L I Xuerong, YU X inb ing,LUO Shuhong

D ep artm en t of P arasitology , S un Y a t2sen U niversity of M ed ica l S ciences, Guang z hou 510089

ABSTRACT

A IM ÷ To con struct a recom b inan t p lasm id DNA encoding m u lt ian t igen s of P lasm od ium f a lcip a rum

and to p rovide the requ irem en ts fo r DNA imm un iza t ion. M ETHOD S: Tw o o ligonucleo t ide p rim ers w ere de2

signed to am p lifyM SP119, the pu rif ied PCR p roducts w ere d igested by SalÉ + XbaÉ , and the recom b inan t

p lasm id pW R 45021öPfCM R w as digested by EcoR É + SalÉ to recover PfCM R gene . PfCM R and M SP119

gene fragm en ts w ere linked and recom b ined w ith m amm alian exp ression vecto r pcDNA 3. RESUL TS: T he

M SP119 gene fragm en t w ith abou t 363 base pa irs w ere specif ica lly am p lif ied by u sing PCR techn ique. T he

po sit ive recom b inan t pcDNA 32PfCM R 2M SP119 (nam ed pcDNA 32Pf8) w as screened and iden t if ied by a2

garo se gel electropho resis, endonu lease d igest ion and PCR techn ique, the w ho le leng th of Pf8 is 618 bp .

CONCL USION: By specif ica lly am p lifying M SP119 gene a t the C2term ina l of M SP1, a recom b inan t p lasm id

pcDNA 32Pf8 encoding m u lt ian t igen s of P lasm od ium f a lcip a rum w as successfu lly con structed.

Key words: P lasm od ium f a lcip arum ,　po lym erase chain reaction,　nucleic acid vaccine,　clon ing,　m erozo ite surface p ro tein 1

3 Suppo rted by UND PöW o rld BanköW HO Special P rogram fo r Research and T rain ing in T rop ical D iseases and the Science Foundation fo r
Youth,M in istry of H ealth, Ch ina
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