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揖Abstract铱 Objective To express the recombinant antigen B 渊 rAgB冤 of Echinococcus granulosus 渊Eg冤 and
investigate its immunoreactivity. Methods The rAgB gene fragments were inserted into pET41a 渊 + 冤 prokaryotic
vector. The recombinant plasmid was transformed into E. coli BL21 渊DE3冤 and followed by expression of the protein
induced by isopropyl 茁鄄D鄄1鄄thiogalactopyranoside 渊IPTG冤. The protein was purified with sepharose 4B by affinity
chromatography, and tested by SDS鄄PAGE electrophoresis. Its immunoreactivity was examined by Western blotting, and a
rapid diagnosis kit for human echinococcosis was used as control. Results The constructed recombinant plasmid
pET41a鄄rAgB was identified by PCR, digestion with restriction enzyme and sequencing. The recombinant rAgB鄄GST was
about Mr 40 800 with a purity of 78.4%. Western blotting showed that the positive rate of rAgB鄄GST reacting with sera
of cystic echinococcosis渊CE冤, alveolar echinococcosis渊AE冤, paragonimiasis westermani and clonorchiasis sinensis patients,
and healthy persons is 79.2%渊95/120冤, 51.1%渊23/45冤, 0渊0/32冤, 0渊0/20冤, and 0渊0/24冤, respectively. Its overall sensitivity
and specificity were 79.2% 渊95/120冤 and 81.0% 渊98/121冤 , respectively, slightly higher than the sensitivity 渊72.8%,
75/103冤 and specificity 渊76.9%, 30/39冤 of the rapid diagnosis kit for human echinococcosis. Conclusion The rAgB鄄
GST recombinant protein is recognized by the sera of CE and AE patients, showing a proper immunoreactivity.
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揖摘要铱 目的 利用基因工程方法表达细粒棘球绦虫抗原 B重组蛋白 渊rAgB冤袁 并分析其免疫反应性遥 方法 将

rAgB基因片段插入原核表达载体 pET41a 渊+冤 中袁 转化大肠埃希菌 BL21 渊DE3冤 菌株袁 经异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷
渊IPTG冤 诱导表达袁 获得重组蛋白 rAgB鄄GST遥 用谷胱甘肽琼脂糖树脂亲和层析柱 渊GST鄄sepharose 4B冤 纯化袁 经十二烷
基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤 分析重组蛋白的表达情况遥 用蛋白质印迹 渊Western blotting冤 分析其免疫
反应性袁 并用免疫胶体金包虫诊断试剂盒作为对照遥 结果 PCR尧 双酶切及 DNA测序结果均显示重组质粒 pET41a鄄
rAgB构建成功遥 SDS鄄PAGE结果表明袁 重组蛋白 rAgB鄄GST的相对分子质量 渊Mr冤 为 40 800袁 纯化蛋白含量为 78.4%遥
Western blotting分析结果显示袁 重组蛋白 rAgB鄄GST检测细粒棘球蚴病和多房棘球蚴病患者血清的阳性率分别为 79.2%
渊95/120冤 和 51.1% 渊23/45冤袁 但与卫氏并殖吸虫病患者尧 华支睾吸虫病患者血清以及健康人血清反应均为阴性遥 rAgB鄄
GST的敏感性和特异性分别为 79.2豫 渊95/120冤 和 81.0% 渊98/121冤袁 均略高于免疫胶体金棘球蚴病诊断试剂盒的敏感性
(72.8%袁 75/103冤 和特异性 渊76.9%袁 30/39冤遥 结论 重组 rAgB鄄GST蛋白可被细粒棘球蚴病和多房棘球蚴病患者血清识
别袁 有较好的免疫反应性遥
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棘球蚴病是棘球绦虫幼虫寄生于人体及某些动物

体内所致的一种严重的人兽共患病袁 主要为细粒棘球
蚴病和多房棘球蚴病遥 我国西北广大农牧区是棘球蚴
病的主要流行区袁 细粒棘球蚴病尤为多见咱1暂遥 近年来
研究显示袁 细粒棘球绦虫抗原 B渊EgAgB冤是细粒棘球
蚴囊液和原头节的一种主要抗原成份袁 是大分子热稳
定脂蛋白袁 包含相对分子质量为 Mr 8 000尧 16 000和
24 000 的 3个亚单位咱2暂遥 EgAgB是常用的诊断细粒棘
球蚴病的抗原袁 有较高的特异性和确诊率咱3袁4暂遥 本实验
室的前期研究将 Eg重组抗原 B渊rAgB冤与麦芽糖结合
蛋白渊maltose binding protein袁 MBP冤偶联表达袁 发现
其有较好的敏感性和特异性袁 但由于检测样本的例数
及种类较少咱5暂袁 未能全面客观反映 rAgB的免疫诊断效
果遥 为进一步评价 rAgB对细粒棘球蚴病患者的免疫诊
断效果袁 本研究通过扩大样本量尧 增加其他寄生虫病患
者血清样本等方法袁 进一步分析 rAgB的免疫反应性遥

材料与方法

1 材料

1.1 血清来源 经病理确诊为细粒棘球蚴病患者血

清共 120份袁 其中 35份由新疆医科大学第一附属医
院标本库提供袁 85份细粒棘球蚴病患者血清尧 45份
多房棘球蚴病患者血清尧 32份卫氏并殖吸虫病患者
血清尧 20份华支睾吸虫病患者血清和 24份健康人血
清均由新疆包虫病研究所提供遥
1.2 质粒和菌种 原核表达载体 pET41a 渊+冤由澳大
利亚昆士兰医学研究所张文宝博士馈赠袁 菌种 E.
coli BL21渊DE3冤由新疆大学新疆生物资源基因工程重
点实验室馈赠袁 pMal鄄p2x鄄rAgB质粒由本实验室提供遥
1.3 主要试剂 异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷渊IPTG冤购
自美国 Promega公司袁 DNA纯化试剂盒尧 限制性内
切酶尧 T4 DNA连接酶和 DNA标志物购自大连宝生物
工程有限公司袁 谷胱甘肽琼脂糖树脂 渊GST鄄sepharose
4B冤 亲合层析柱购自美国 Amersham公司袁 辣根过氧
化物酶标记的羊抗人 IgG 渊HRP鄄IgG冤 购自美国 Sigma
公司袁 其他生化试剂均购自上海生工生物工程技术服
务有限公司袁 免疫胶体金包虫诊断试剂盒购自新疆贝
斯明生物技术发展有限公司遥

2 方法

2.1 构建 rAgB原核表达质粒 质粒 pMal鄄p2x鄄rAgB
经 EcoR玉和 Hind芋双酶切袁 用 DNA 纯化试剂盒回
收 177 bp 左右的片段袁 再与经同样双酶切处理的
pET41a渊+冤表达载体连接并转化 DH5琢菌株遥 经卡那
霉素抗性筛选袁 随机挑选阳性菌落袁 小量提取质粒经

EcoR玉和 Hind芋双酶切分析袁 及 PCR验证袁 选择有
正确插入片段的克隆送上海生工生物工程技术服务有

限公司测序袁 用 DNAman软件进行序列分析遥
2.2 重组蛋白的表达及纯化 选取测序鉴定正确的

重组质粒转化 E. coli BL21渊DE3冤袁 随机挑选菌落过夜
培养后袁 取 10 ml菌液接种于 1 000 ml LB培养基渊含
50 滋g/ml卡那霉素冤中袁 培养至菌液吸光度 渊A 600值冤
越0.6时袁 加入终浓度 0.25 mmol/L IPTG袁 37 益培养 3 h遥
收集细菌沉淀袁 PBS洗涤 2次后离心去上清袁 加入终
浓度为 0.5%溶菌酶尧 0.5%曲拉通 X鄄100 渊Triton
X 鄄100冤尧 0.05%苯甲基磺酰氟及 5 ml 裂解液 咱含
50 mmol/L 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐渊Tris鄄HCl冤尧
1 mmol/L乙二胺四乙酸渊EDTA冤和 100 mmol/L NaCl暂袁
超声破碎袁 4 益 12 000伊g离心 10 min袁 收集上清遥 按
GST鄄sepharose 4B亲合层析柱说明书纯化蛋白袁 十二
烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳渊SDS鄄PAGE冤分析重
组蛋白 rAgB鄄GST的表达情况遥
2.3 蛋白质印迹 渊Western blotting冤分析 BL21
渊DE3冤 pET41a鄄rAgB诱导前尧 后菌体总蛋白尧 rAgB鄄
GST重组蛋白及 GST蛋白经 SDS鄄PAGE电泳后袁 电
转移至硝酸纤维素膜渊NC膜冤 上遥 丽春红预染色袁 标
记蛋白泳道袁 5%脱脂奶粉溶液中 37 益封闭 1 h袁 1伊
PBST 渊含 0.14 mol/L NaCl尧 2.7 mmol/L KCl尧 10 mmol/L
Na2HPO4尧 1.8 mmol/L KH2PO4和 0.05%吐温鄄20冤 洗涤
3次袁 将每个蛋白泳道一分为二袁 分别加入用封闭液
1 颐 100稀释的 20份健康人混合血清和 20份细粒棘球
蚴病患者混合血清与 NC膜上的蛋白抗原反应袁 4 益
孵育过夜遥 1伊PBST洗涤 3次袁 加入辣根过氧化物酶
标记的羊抗人 IgG 渊工作浓度 1 颐 8 000冤 与 NC膜反
应袁 37 益孵育 1 h袁 加 3,3鄄二氨基联苯胺渊DAB冤显色
至清晰后袁 蒸馏水洗膜终止反应遥
将电转移至 NC膜上的 rAgB鄄GST蛋白分别与各寄

生虫病患者血清及健康人血清 渊1 颐 100稀释冤袁 4 益
孵育过夜遥 1伊PBST洗涤 3次袁 再加入 HRP鄄IgG渊工作
浓度 1 颐 8 000冤袁 37 益孵育 1 h遥 加入 DAB显色至清
晰后袁 用蒸馏水终止反应遥
2.4 免疫胶体金棘球蚴病诊断试剂盒检测 利用免疫

胶体金棘球蚴病诊断试剂盒 103份细粒棘球蚴病患者
血清尧 15份多房棘球蚴病患者血清和 24份健康人血
清袁 具体步骤参照说明书进行袁 以评价试剂盒的敏感
性和特异性遥

结 果

1 重组质粒 pET41a鄄rAgB的 PCR尧 酶切鉴定及序
列分析
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重组质粒 pET41a鄄rAgB经 EcoR玉和 Hind芋双酶
切与 PCR扩增产物的电泳结果均出现 1条约 177 bp
的特异条带渊图 1冤遥 DNAman软件分析表明袁 成功构
建了 pET41a鄄rAgB重组表达质粒遥

2 重组蛋白Western blotting分析
经 GST鄄Sepharose 4B 亲和层析纯化袁 得到相对

分子质量约 Mr 40 800的纯化 rAgB鄄GST融合蛋白渊图
2 A冤袁 纯化蛋白含量为 78.4%遥

Western blotting结果显示袁 细粒棘球蚴病患者混
合血清与诱导后 BL21渊DE3冤pET41a鄄rAgB菌体总蛋白
和纯化 rAgB鄄GST在约 Mr 40 800处均有一特异性反
应条带袁 但与诱导前 BL21渊DE3冤pET41a鄄rAgB菌体总
蛋白和 GST纯化蛋白无特异反应遥 所有检测蛋白与
健康人混合血清均无特异反应 渊图 2 B冤遥

3 免疫反应性分析

Western blotting分析结果显示袁 重组蛋白 rAgB鄄
GST检测细粒棘球蚴病和多房棘球蚴病患者血清的
阳性率分别为 79.2%渊95/120冤和 51.1%渊23/45冤袁 但与
卫氏并殖吸虫病患者尧 华支睾吸虫病患者血清以及健
康人血清反应均为阴性渊图 3袁表 1冤遥 rAgB鄄GST检测
细粒棘球蚴病的敏感性为 79.2豫渊95/120冤袁 特异性为
81.0%渊98/121冤遥

4 免疫胶体金棘球蚴病诊断试剂盒检测

免疫胶体金棘球蚴病诊断试剂盒检测细粒棘球蚴

病患者血清的阳性率为 72.8%渊75/103冤尧 多房棘球蚴病
患者血清的阳性率为 60.0%渊9/15冤袁 但与健康人血清反
应均为阴性 渊表 1冤遥 该试剂盒检测细粒棘球蚴病的敏
感性为 72.8% 渊75/103冤袁 特异性为 76.9%渊30/39冤遥

M院 蛋白质标志物袁 1院 诱导前 BL21 渊DE3冤 pET41a鄄rAgB袁 2院 诱导后 BL21 渊DE3冤 pET41a鄄rAgB袁 3院 纯化 rAgB鄄GST蛋白袁 4院 GST蛋白曰
野-冶 为 20份健康人混合血清袁 野+冶 为 20份细粒棘球蚴病患者混合血清遥
M院 Protein marker袁 1院 E. coli BL21/pET41a鄄rAgB before induction袁 2院 E. coli BL21/pET41a鄄rAgB after induction袁 3院 Purified rAgB鄄GST pro鄄
tein袁 4院 Purified GST protein曰 野-冶 Sera of 20 healthy persons袁 野+冶 Sera of 20 CE patients.

图 2 纯化蛋白 GST鄄rAgB的 SDS鄄PAGE电泳 渊A冤 及Western blotting分析 渊B冤
Fig.2 Expression and purification of GST鄄rAgB analyzed by SDS鄄PAGE 渊A冤 and Western blotting (B)

M1尧 M2院 DNA 标志物袁 1院 阴性对照袁 2院 质粒 pET41a鄄rAgB 的
PCR产物袁 3院 质粒 pET41a鄄rAgB双酶切遥
M1袁M2院 DNA marker袁 1院 Negative control袁 2院 PCR product of
plasmid pET41a鄄rAgB袁 3院 pET41a鄄rAgB /EcoR玉+Hind芋.

图 1 重组质粒 pET41a鄄rAgB的 PCR产物及酶切鉴定
Fig.1 Identification of pET41a鄄rAgB by PCR analysis and

restriction endonuclease
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M院 蛋白质标志物袁 1尧 2院 细粒棘球蚴病患者血清袁 3尧 4院 多房棘
球蚴病患者血清袁 5尧 6院 卫氏并殖吸虫病患者血清袁 7尧 8院 华支睾
吸虫病患者血清袁 9尧 10院 健康人血清遥
M院 Protein marker袁 1袁2院 Sera of CE patients袁 3袁4院 Sera of AE
patients袁 5袁6院 Sera of paragonimiasis patients袁 7袁8院 Sera of clonorchi鄄
asis patients袁 9袁10院 Sera of healthy persons.

图 3 重组 rAgB鄄GST蛋白Western blotting分析
Fig.3 Western blotting analysis of the recombinant rAgB鄄GST
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讨 论

我国是棘球蚴病高发的国家之一袁 以新疆尧 西
藏尧 宁夏尧 甘肃尧 青海尧 内蒙古和四川等 7省 渊区冤
最为严重遥 2005年卫生部 叶全国人体重要寄生虫病
现状调查报告曳 显示袁 棘球蚴病是中国人兽共患病中
常见且危害性大的寄生虫病遥 该病在新疆等西部省区
血清学检测阳性率为 12.04%袁 每年给我国畜产品造
成的经济损失逾 8亿元袁 是影响西部地区农牧民身体
健康和制约经济发展的重要原因之一咱6暂遥
目前棘球蚴病主要通过影像学检查联合免疫胶体

金棘球蚴病诊断试剂盒进行诊断遥 试剂盒所用诊断抗
原是从细粒棘球蚴囊液中提取的天然抗原 B袁 但因需
不断从感染动物体内收集包囊液袁 易污染环境袁 且抗
原成分不纯袁 易引起交叉反应遥 基因工程表达 rAgB
能提高蛋白的纯度袁 避免杂质蛋白造成的交叉反应遥
本研究所用的 pET41a渊+冤原核表达载体具有 2种

标签袁 即谷胱甘肽 S转移酶表达标签 渊GST鄄tag冤和组
氨酸蛋白表达标签渊His鄄tag冤袁 利用 GST鄄sepharose 4B
和镍离子亲和树脂亲和层析双重纯化袁 能获得较纯的
蛋白遥 且 GST鄄tag的相对分子质量渊Mr 33 000冤比麦芽
糖结合蛋白 渊Mr 42 000冤小袁 可减少产生交叉反应的
概率遥 有研究表明袁 GST鄄tag和 His鄄tag均不与人血清
反应袁 不会产生交叉反应咱7暂遥 基于以上优点袁 本研究
将 rAgB基因构建到 pET41a渊+冤表达载体上袁 表达尧
纯化 rAgB鄄GST遥 并将纯化的标签蛋白 GST与健康人
血清及细粒棘球蚴病患者血清反应袁 结果显示反应均
为阴性袁 由此判断标签蛋白 GST不干扰 rAgB与细粒
棘球蚴病患者血清反应袁 因此该融合蛋白可直接用于
诊断袁 无须将 GST切除遥
本研究结果袁 rAgB鄄GST对细粒棘球蚴病患者血

清的敏感性和特异性分别为 79.2豫和 81.1%袁 且不与卫
氏并殖吸虫病尧 华支睾吸虫病患者血清和健康人血清
反应袁 均优于免疫胶体金棘球蚴病诊断试剂盒的敏
感性渊72.8%冤和特异性渊76.9%冤袁 这可能与试剂盒中
所用天然抗原 B中的杂蛋白导致的非特异性反应有
关袁 而原核表达纯化的 rAgB鄄GST可避免来自虫体其他
蛋白的干扰遥

重组蛋白 rAgB与多房棘球蚴病患者血清有较高
的交叉反应渊51.1%冤袁 与Maddison等咱8暂报道的交叉反应
为 39%的结果相近遥 可能与 rAgB序列与多房棘球绦
虫 AgB1序列具有高度同源性渊92.3%冤有关袁 若多房
棘球蚴病患者血清中含有抗 EmAgB1的抗体袁 可与
rAgB发生交叉反应咱9暂遥 因此袁 本研究结果提示袁 单独
使用 rAgB不能用于鉴别诊断多房棘球蚴病和细粒棘球
蚴病袁 与多房棘球蚴病特异性诊断抗原渊如 Em18等冤联
合使用才能有效区分多房棘球蚴病和细粒棘球蚴病遥
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测试血清
Tested sera

细粒棘球蚴病患者 CE patients
多房棘球蚴病患者 AE patients
卫氏并殖吸虫病患者 Paragonimiasis patients
华支睾吸虫病患者 Clonorchiasis patients
健康人 Healthy peasons

阳性率渊%冤Positive rate
79.2
51.1
0
0
0

表 1 rAgB鄄GST重组蛋白Western blotting和免疫胶体金棘球蚴病诊断试剂盒检测血清结果
Table 1 Results by Western blotting with rAgB鄄GST and by echinococcosis diagnosis kit

检查人数No. examined
120

45
32
20
24

阳性数No. positives
95
23
0
0
0

检查人数No. examined
103

15
-
-

24

阳性数No. positives
75

9
-
-
0

阳性率渊%冤Positive rate
72.8
60.0
-
-
0

重组蛋白
rAgB鄄GST 免疫胶体金棘球蚴病诊断试剂盒Echinococcosis diagnosis kit
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