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地适应现场检测的需要遥
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马来丝虫 3鄄磷酸甘油醛脱氢酶基因的克隆尧
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谢东方袁 方政 *袁 童海燕袁 徐邦生袁 黄为群袁 方浩袁 沈勤

揖提要铱 根据 GenBank中马来丝虫 3鄄磷酸甘油醛脱氢酶基因 (BmG3PD基因) 序列设计引物袁 以马来丝虫 mRNA
为模板袁 RT鄄PCR扩增 BmG3PD基因袁 将其克隆入 pGEM鄄T载体袁 转化大肠埃希菌 渊E. coli冤 DH5琢袁 筛选阳性克隆遥 经
EcoR玉和 Xho玉双酶切及 PCR鉴定袁 获得阳性重组质粒 pGEM鄄BmG3PD袁 经序列分析及同源性比较袁 以及对其编码产
物进行 B细胞表位预测袁 结果表明 PCR扩增的特异性条带为 1 020 bp袁 与预期相符袁 与 GenBank已知基因序列同源性
为 99%遥 编码产物 B细胞表位预测袁 氨基酸区域可能在 22耀36尧 242耀255尧 303耀318和 326耀336位遥

揖关键词铱 马来丝虫；3鄄磷酸甘油醛脱氢酶；基因克隆；序列分析；B细胞表位

中图分类号院 R383.161 文献标识码院 A

Cloning袁 Sequencing of G3PD Gene from Brugia malayi
and Prediction of B cell Epitopes in its Amino Acid Sequence

XIE Dong鄄fang袁 FANG Zheng*袁 TONG Hai鄄yan袁 XU Bang鄄sheng袁
HUANG Wei鄄qun袁 FANG Hao, SHEN Qin

渊Department of Parasitology袁 School of Basic Medical Sciences袁 Nantong University袁 Nantong 226001袁 China冤
揖Abstract铱 Specific primers were designed and synthesized based on the reported glyceraldehydes鄄3鄄phosphate de鄄

hydrogenase 渊BmG3PD冤 gene of Brugia malayi 渊GenBank Accession No. U18137冤. Total RNA was extracted from Bru鄄
gia malayi and its BmG3PD gene was amplified by reverse transcription鄄polymerase chain raction 渊RT鄄PCR冤. The PCR
product was purified and cloned into plasmid pGEM鄄T袁 then transformed into Escherichia coli DH5琢. The recombinant
plasmids were screened and identified by digestion with restriction enzyme and PCR amplification. The positive recombi鄄
nant plasmid pGEM鄄T鄄BmG3PD was confirmed by sequencing and homology comparison. Five parameters and methods
were used to predict B鄄cell epitopes in amino acid sequence of BmG3PD. The amplified DNA fragment 渊1 020 bp冤 had
a high identity of 99% with the BmG3PD gene sequence of Brugia malayi. B鄄cell epitopes of BmG3PD were probably at
or adjacent to 22-36袁 242-255袁 303-318 and 326-336 in its amino acid sequence.
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M院 DNA标志物袁 1院 BmG3PD基因遥
图 1 BmG3PD基因 RT鄄PCR琼脂糖凝胶电泳

M1和 M2, DNA标志物, 1院 pGEM空质粒袁 2院 pGEM鄄BmG3PD双
酶切袁 3院 pGEM鄄BmG3PD遥

图 2 重组质粒 pGEM鄄BmG3PD双酶切电泳分析
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丝虫病对人类危害较大袁 全世界丝虫病患者约 1.2亿袁 为
全球致残的第二大病因袁 每年因此损失达数十亿美元咱1袁2暂遥 3鄄磷
酸甘油醛脱氢酶 渊G3PD冤 广泛存在于原核和真核生物袁 在糖
代谢中有重要作用遥 研究表明袁 G3PD 具有较显著的免疫原
性袁 可产生一定的保护作用咱3袁 4暂遥 本实验体外扩增周期型马来
丝虫3鄄磷酸甘油醛脱氢酶基因 (BmG3PD基因) 袁 并对其编码
产物的 B细胞表位进行预测袁 结果报告如下遥

1 材料与方法
1.1 动物和主要试剂 周期型马来丝虫感染的沙鼠模型由大连

医科大学实验动物中心提供遥 焦碳酸二乙酯 渊DEPC冤 为美国
Sigma公司产品袁 总 RNA提取试剂 Trizol及第 1链 cDNA合成
试剂盒均为美国 Invitrogen公司产品遥 Taq DNA聚合酶尧 Xho玉
和 EcoR玉限制性内切酶尧 T4 DNA连接酶尧 DNA标志物及 PCR
纯化试剂盒袁 均为日本 Takara公司产品遥 pGEM鄄T载体为美国
Promega公司产品袁 E. coli DH5琢为本实验室保存遥 猴肾成纤维
细胞系 COS鄄7 渊COS鄄7细胞冤 由南通大学生物化学教研室惠赠遥
1.2 引物设计 根据 GenBank 中已知 BmG3PD 基因序列 渊登
录号为 U18137冤 设计 1对引物袁 在每条引物的 5忆端分别引入
EcoR玉和 Xho玉酶切位点及保护性碱基遥 上游引物为 5忆鄄CC
GAA TTC ATT ATG AGC AAA CCA AAG G鄄3忆袁 其中 GAA TTC
为 EcoR玉酶切位点袁 ATG 为起始密码子遥 下游引物为 5忆鄄CC
CTC GAG TTT ATC TGC TGG CAA T鄄3袁 其中 CTC GAG为 Xho玉
酶切位点袁 引物由上海生工生物工程有限公司合成遥
1.3 虫体收集和总 RNA测定 以 5 ml灭菌生理盐水冲洗阳性
长爪沙鼠腹腔袁 收集腹腔液袁 用平皿孵育法收集周期型马来丝
虫微丝蚴遥 按试剂盒说明提取总 RNA袁 待其沉淀干燥后袁 加
入 DEPC 渊密度为 1.12 g/ml冤 30 滋l溶解袁 用紫外分光光度计检
测其吸光度 渊A 260和 A 280值冤袁 计算其浓度和纯度遥
1.4 目的基因克隆及鉴定 RT鄄PCR 扩增目的基因袁 反应总体
积为 25 滋l袁 反应条件为 95 益 4 min曰 94 益 45 s袁 57 益 1 min袁
72 益 1 min袁 共 30个循环曰 72 益延伸 8 min遥 PCR产物经纯化
与酶切袁 再用 1%琼脂糖凝胶电泳检测酶切结果遥 将目的基因
和 pGEM鄄T载体于 4 益连接过夜袁 制备感受态细胞大肠埃希菌
渊E. coli冤 DH5琢袁 将连接物转染细胞袁 再将培养物涂于 LB平
板 咱平板上含有异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷 渊IPTG冤袁 5鄄溴鄄4鄄
氯鄄3鄄吲哚鄄D鄄半乳糖苷 渊X鄄gal冤 和氨苄西林 渊Amp冤暂袁 37益培
养过夜遥 自 LB平板挑取单个白色菌落接种于液体培养基 渊含
Amp冤袁 37 益振荡培养过夜遥 用碱裂解法提取所筛质粒 DNA
渊pGEM鄄BmG3PD冤袁 对质粒进行 EcoR玉和 Xho玉双酶切袁 PCR
产物经 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定遥
1.5 目的基因序列分析 取目的基因 T鄄A 克隆的阳性重组
子要要要重组质粒 pGEM鄄BmG3PD袁 送上海生工生物工程有限公
司测序遥 并将测序结果进行同源性分析和推导其编码的氨基酸
序列遥
1.6 BmG3PD蛋白 5种参数及其二级结构预测 采用 Hopp和
Woods亲水性参数尧 Emini表面可及性参数尧 Jameson鄄Wolf抗
原性参数尧 Zimmerman极性参数和柔韧性参数进行预测咱5-8暂

渊http院//www.expasy.org/cgi鄄bin/protscale.pl冤袁 以及应用 EXPASY
服务器上的 SOPMA尧 GOR尧 nnPredict尧 HNN 和 EMBOSS 程序

分析预测 BmG3PD的二级结构遥 将上述方法互相参照和综合
分析比较袁 兼顾各预测参数袁 推断其 B细胞识别的表位遥
1.7 表达产物分析 构建真核表达载体袁 抽提重组质粒
pcDNA3.1 渊+冤/BmG3PD袁 转染对数生长期的 COS鄄7 细胞遥 置
37 益 5% CO2培养箱培养 60 h袁 用空载体对照细胞和未转染的
COS鄄7 细胞作为对照遥 转染后培养 60 h袁 收集细胞袁 提取总
RNA袁 并进行 RT鄄PCR验证遥 用十二烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺
凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤 分析和鉴定表达产物遥

2 结果
2.1 总 RNA浓度测定和 BmG3PD基因片段扩增 RNA提取后经
甲醛变性及电泳分析袁 28 S和 18 S rRNA条带清晰遥 A 260/A 280
为1.801袁 RNA浓度为 854 滋g/ml遥 RT鄄PCR扩增目的基因片段
经 1%琼脂糖凝胶电泳袁 显示 1条约 1 020 bp的特异性条带袁
与预期值相符 渊图 1冤遥
2.2 重组质粒 pGEM鄄BmG3PD酶切鉴定 阳性重组质粒 pGEM鄄
BmG3PD 经 EcoR玉与 Xho玉双酶切和 PCR 扩增袁 均出现约
1 020 bp的特异性条带 渊图 2冤遥
2.3 BmG3PD基因序列分析 对重组质粒 pGEM鄄BmG3PD中
的目的基因进行序列分析袁 其全长为 1 020 bp袁 含完整的开放
阅读框袁 编码 339个氨基酸遥 与 GenBank中 BmG3PD 基因序
列进行 Blast 比较袁 其同源性为 99%袁 仅第 628 渊T/C冤尧 683
渊G/A冤尧 709 渊A/T冤尧 792 渊G/A冤尧 828 渊G/A冤 及 904 渊T/G冤
位共 6 个碱基不同; 而推导的氨基酸顺序袁 仅第 210 渊M/T冤尧
237 渊K/F冤 和 302 渊S/A冤 位 3 个氨基酸不同袁 分别是由第
628尧 709和 904位上的碱基改变所引起遥
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M院 DNA标志物袁 1院 pcDNA3.1渊+冤/BmG3PD转染的 COS鄄7细胞袁
2院 COS鄄7细胞袁 3院 pcDNA3.1渊+冤转染的 COS鄄7细胞遥

图 3 转染 COS鄄7细胞 RT鄄PCR凝胶电泳
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M院 蛋白质标志物袁 1院 pcDNA3.1 渊+冤 /BmG3PD 转染的 COS鄄7 细
胞袁 2院 pcDNA3.1 渊+冤 转染的 COS鄄7细胞遥

图 4 重组蛋白 BmG3PD的 SDS鄄PAGE分析

100 00085 00074 000
66 200
50 00035 000
27 000
15 000
10 000

1 2 M
Mr

2. 4 BmG3PD抗原B细胞表位预测及其抗原性 对 BmG3PD的二
级结构预测袁 提示其中的柔性区域以无规则卷曲为主袁 少见 茁鄄
转角遥 其无规则卷曲主要位于 N端 9耀15尧 31耀37尧 54耀58尧 82耀
93尧 127耀133尧 186耀196尧 204耀217尧 248耀259尧 290耀296 和
309耀321区段遥 这些柔性区域多出现在蛋白表面袁 因为是突出
结构袁 利于与抗体嵌合袁 成为抗原表位的可能性较大遥 各参数
预测结果显示袁 其预测的抗原表位的数目和抗原表位出现的肽
段可有所不同袁 但氨基酸序列片段 22耀36渊AVEKDTVDVVAVN
DP冤尧 242耀255渊TPDVSVVDLTCRLQ冤和 303耀318渊LACISLNPNF
VKLIAW冤尧 326耀336渊SNRVVDLISYI冤则与多种预测方法的预测
结果基本一致袁 且抗原性指数均较高遥 综合以上多种预测方法
的结果袁 显示 B细胞表位可能位于此 4个区段内或其附近遥
2.5 表达产物分析 结果表明袁 转染的 COS鄄7细胞高水平表达
BmG3PD的 mRNA袁 而未转染的 COS鄄7细胞及空质粒对照细胞
均未检测到 BmG3PD mRNA的表达 渊图 3冤遥 SDS鄄PAGE结果显
示袁 转染的 COS鄄7细胞裂解后在约 Mr 43 000 处见特异条带袁
而空质粒对照细胞无此条带 渊图 4冤遥

3 讨论

丝虫的生活史及抗原成分复杂袁 寻找有效疫苗抗原分子一
直是免疫预防丝虫病研究工作的重点咱9暂遥 抑制寄生虫所依赖的
生物合成旁路中的某些关键酶活性袁 是研制抗寄生虫药物的一
种有效策略遥 G3PD具有催化甘油醛鄄3鄄磷酸氧化磷酸化袁 使其
生成 1袁3鄄二磷酸甘油酸遥 哺乳动物的 G3PD除具有酶活性外袁

还参与膜转运尧 微管装配尧 核 RNA转运袁 甚至基因表达的翻
译调控等过程咱10袁11暂遥 作为生物体糖酵解过程中的一个重要酶袁 在
人体寄生原虫 渊如利什曼原虫尧 恶性疟原虫冤 和锥虫的酶和基
因均有一些研究袁 并为开展 G3PD分子疫苗和药物研究提供了
重要的参考资料咱12暂遥本实验克隆的 BmG3PD基因与 GenBank中
已知基因序列同源性为 99%遥 其中有一些差异袁 可能与不同
地域马来丝虫株型间基因多态性有关袁 需进一步研究遥

B细胞表位是抗原中可被 B细胞受体或抗体特异性识别袁
并互相结合的线性片段袁 或空间构象性结构遥 B细胞表位的研
究可帮助研究者进行相关疫苗的设计尧 抗原表位的筛选袁 提高
成功率遥 准确预测 B细胞表位袁 有助于基础免疫学研究尧 疫苗
和抗体的研究与开发, 以及疾病预防和诊断遥
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