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要!旨在探讨
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基因的特征及其在细粒棘球绦虫上的抗氧化作用&通过原核表达得到重组
C
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!5M]

!

对其进行酶活性测定*免疫印迹*

CPW54

以及免疫荧光定位分析&经原核表达出的重组
C

G

!5M]

蛋白为可溶性蛋

白!以羟胺法测定其酶学活性!可达"
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#
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&免疫印迹结果显示!该蛋白质能够被实验室人工

感染细粒棘球蚴的小鼠阳性血清所识别!具有较强的反应原性'

CPW54

分析显示!重组
C

G

!5M]

对人工感染细粒棘

球蚴的小鼠血清和自然感染包虫病的绵羊血清检出率均为
%&&_

!而对细颈囊尾蚴的交叉反应为
*1'6_

!提示该

蛋白质可以作为潜在的诊断候选分子&免疫荧光定位显示该蛋白质广泛分布于成虫和原头蚴的组织间隙!以及少

量分布于表皮&本研究对
C

G

!5M]

的特点进行了初步的探讨!并揭示该蛋白质与虫体的抗氧化损伤有着密切的联系&
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#的中

绦期幼虫"细粒棘球蚴#寄生于人和动物的肝和肺等

器官内!引起人和动物的细粒棘球蚴病"又称为囊型

包虫病#&在中国!有
06

个省*市*自治区有包虫病

病例的报道!其中以西部牧区发病最为严重(

%!0

)

&该

病给我国畜牧业造成了严重的经济损失!同时也为

人类带来了诸多公共卫生安全问题&

细粒棘球绦虫寄生于犬科动物的小肠内!而其

幼虫"细粒棘球蚴#则寄生于人和动物的多种组织器

官内"主要为肝或肺#导致发生细粒棘球蚴病(

*!)

)

&

细粒棘球蚴包囊能够长期地寄生在宿主器官中!最

长可达几十年&在寄生期间!宿主可以通过多种机

制释放出大量的自由基!如氧自由基"
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S

!

G
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V
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!

BM5

#*氮自由基以及羟自由基等(

6!1

)

!

这些自由基可以作为宿主抵御外来病原物感染的一

道屏障!具有杀伤病原体的作用(

(

)

&而对于寄生虫

来说!想要在宿主中维持寄生状态!必须具有能够克

服这些自由基杀伤作用的体系&在长期的进化过程

中!寄生虫获得了可以中和
BM5

氧化作用的抗氧化

"

;-A$#F

SG

=-;A$#-

#防御系统!这其中最重要的就是

超氧化物歧化酶(

/!%&

)

&它能催化超氧离子"

M

b

0

#歧

化为分子氧"

M

0

#和过氧化氢"

L

0

M

0

#!后者再被其

他酶类降解为氧和水!从而抵抗来自宿主的杀灭作

用&

目前已有多种寄生虫的
>?

%

Q-5M]

已被深入

研究&研究者以曼氏血吸虫"

-",(<#+<+3$3$)<+)(

#

>?

%

Q-5M]]R4

疫苗免疫小鼠!发现该疫苗对曼

氏血吸虫感染有显著的抵抗作用(

%%

)

&此外!在大片

吸虫"

Q$<"(+4$

7

(
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$)#("$

#*猪带绦虫"

?$&)($<+4(N

:3

#和盘尾丝虫"

L)",+"&'"$C+4C:4:<

#等虫种的研

究表明!

>?

%

Q-5M]

具有较强的免疫原性(

%0!%6

)

&在

>?

%

Q-5M]

酶活性的研究上!发现多种抗寄生虫药

物!如苯并咪唑类药物!能够对其产生特异性的抑制

作用!而不伤害宿主
>?

%

Q-5M]

的活性(

%.!%1

)

&然

而!在细粒棘球绦虫上!对
>?

%

Q-5M]

的研究还非

常有限(

%(

)

&因此!本研究拟对细粒棘球绦虫
>?

%

Q-

5M]

"

C

G
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#的抗氧化作用!免疫原性以及它在各

时期虫体中的分布情况进行研究!期望通过了解

C

G

!5M]

的这些基本特征!为该蛋白质的进一步深

入研究奠定基础!并为包虫病的防控提供基础参考

资料&

#

!

材料与方法

#D#

!

虫体

细粒棘球蚴包囊采自青海省西宁市屠宰场的绵

羊肝或肺!在实验室无菌条件下进行手术分离&用

一次性注射器对囊液进行反复抽送后吸出囊液!并

分离生发层&囊液经
*&&&<

1

D$-

b%离心
6D$-

!

取沉淀用灭菌生理盐水洗涤
*

次即得细粒棘球蚴原

头蚴&

为了获取细粒棘球绦虫成虫!对两只来自非棘

球蚴病疫区的犬"约
6

月龄!雌性#提前
%

周投喂吡

喹酮"

V

<;K$

[

?;-A=E

#和阿苯达唑"

;EJ=-";K#E=

#&在

四川农业大学生物安全二级实验室条件下!分别将

约
0&&&&

个原头蚴饲喂犬!

*6"

后剖杀犬只!取其

小肠部分!置于
*1m

温热的生理盐水中!并用木片

轻轻刮取其黏膜表面!自然沉降得到残渣!用放大镜

从中挑取成虫&

#D!

!

血清

对
%0

只
.

%

(

周龄雌性
W>B

小鼠进行腹腔接

种!每只接种
0&&

3

P

含有约
0&&&

个原头蚴的
8\5

混悬液"含
%&&O

1

DP

b%青霉素和
%&&

3

G

1

DP

b%

链霉素#&

/

个月后!对小鼠进行断尾采血!并剖杀

小鼠!在其腹腔中发现了棘球蚴包囊的小鼠血清视

为阳性血清'阴性血清为未接种原头蚴的小鼠血清&

%)

份自然感染细粒棘球蚴的绵羊血清以及健康绵

羊血清采自新疆某屠宰场'

(

份感染细颈囊尾蚴的

绵羊血清来自四川某屠宰场&

#D'

!

生物信息学分析

从细粒棘球绦虫基因组数据库中下载得到细粒

棘球绦虫
C

G

!-LT

基因全序列!以
]R45A;<

软件推

测其对应的氨基酸序列&以在线软件
5$
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V

$%%
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%
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%#和
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=A8

"

HAA

V

$%%

III'@J,'

"A?'"X

%

,=<U$@=,

%

9;<

G

=A8

%#分别对其信号肽*跨膜

区以及亚细胞定位进行分析&以推导出的氨基酸序

列找出同源基因!并以
>E?,A;E30

在线软件"

HA!

1)*
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%

D,;

%

@E?,A;EI0

%#对氨

基酸序列进行比对分析&以
]R4:4R

比较同源

基因之间的相似性&最后用
:C246'&6

软件以邻

接法构进行系统进化分析!并构建进化树&

#D%

!

Q

+

7<UN

的表达&纯化与酶活性测定

取约
0&&&

个原头蚴!以动物组织总
BR4

提取

试剂盒"

9$;-

G

=-

!

>H$-;

#提取总
BR4

!并以反转录

试剂盒"

W-U$A<#

G

=-

!

>;<E,J;"

!

>4

!

O54

#将其反转

录为
@]R4

&设计一对特异性的
8>B

引物"上游$

6q!>222294>>4924422>929>9292994!

92>!*q

!下划线为
.

9

)

&

酶切位点'下游$

6q!>>2!

>9>2422>999942>2499>>24924!*q

! 下

划线为
G,+

&

酶切位点#!从
@]R4

中扩增出
C

G

!

-LT

基因全长
>],

区域&经
94

克隆后!将扩增产

物以酶切链接的方式导入
V

C9*0;

载体中'经测序

验证连接正确后!将质粒转入大肠杆菌
\P0%

中!以

W892

诱导重组蛋白质的表达&超声裂解重组菌

后!取裂解产物上清!以
R$

0c亲和层析的方法进行

纯化&按超氧化物歧化酶分型测试试剂盒"羟胺法#

"南京建成生物工程研究所#的操作步骤对重组
C

G

!

5M]

蛋白的酶活性进行测定&

#DH

!

重组蛋白质多克隆抗体的制备

以重组蛋白质对
0

只约
%6

周龄的雄性新西兰

大白兔进行
*

次皮下免疫!每次免疫间隔
0

周&首

次免疫为
6&

3

G

1

DP

b%重组蛋白质与等体积弗氏完

全佐剂混合!加强免疫为
6&

3

G

1

DP

b%重组蛋白质

与等体积弗氏不完全佐剂混合&免疫结束后第
0

周!对大白兔进行采血!并分离血清&将分离后的血

清在
8<#A=$-4

亲和层析柱"

\$#!B;"

!

O54

#中进行

纯化!得到血清中的多克隆抗体&对照组大白兔即

把重组蛋白质替换为等体积的
8\5

!抗体制备过程

与试验组相同&

#D$

!

免疫印迹

将重组蛋白质和原头蚴裂解液分别进行
5]5!

842C

凝胶电泳!再将凝胶分别转移到硝酸纤维素

膜上&经
6_

脱脂牛奶封闭后!分别以绵羊和小鼠

棘球蚴阳性*阴性血清"均为
%r0&&

稀释#对重组蛋

白质进行孵育'以重组蛋白质高免血清和对照血清

"均为
%r%&&&

稀释#对原头蚴裂解液进行孵育&

经洗涤后!以
LB8

标记的山羊抗小鼠或兔抗绵羊

二抗对重组蛋白质进行孵育'再以
LB8

标记的山

羊抗兔二抗对原头蚴裂解产物进行孵育&最后在显

色底物作用下进行显色观察&

#D&

!

QTJ<:

向
/.

孔板中加入
%&&

3

P

含有
0

3

G

1

DP

b%重

组蛋白质的包被液"

&'%D#E

1

P

b%碳酸钠溶液
V

L

/o.

#!

)m

包被过夜&经
6_

脱脂牛奶包被后!向孔

中分别加入
%0

份小鼠棘球蚴阳性血清和阴性血清

"

%r0&&

稀释#进行孵育'然后加入
LB8

标记的山

羊抗小鼠二抗进行孵育'洗涤后以可溶性
9:\

显

色底物进行显色!并以
0D#E

1

P

b%

L

0

5M

)

终止显

色&在酶标仪紫外波长
)6&-D

处测定吸光度值&

以相同的抗原和血清反应浓度分别对
%)

份细粒棘

球蚴绵羊阳性和阴性血清以及
(

份细颈囊尾蚴绵羊

血清进行孵育!再以
LB8

标记的兔抗绵羊二抗孵

育!并进行显色!测定
M]

值&

#DI

!

免疫荧光定位

取新鲜虫体样品"包括原头蚴*生发层和成虫#

于
)_

多聚甲醛溶液中固定
*.H

'样本经一系列的

脱水*透明处理后包埋入石蜡内!并以切片机切片备

用&经脱蜡和水化处理后!将切片用
*_ L

0

M

0

处

理
%&D$-

!然后置于约
/6m

的
&'&%D#E

1

P

b%枸橼

酸缓冲液中
6

%

%&D$-

!进行热修复抗原'经洗涤

后!分别以多克隆抗体和健康兔
W

G

2

对切片进行
)

m

孵育过夜'随后!反复洗涤切片!以
7W9>

标记的

山羊抗兔荧光二抗"

\=AH

S

EP;J#<;A#<$=,

#对虫体进

行显色!并在荧光显微镜下进行观察&

!

!

结
!

果

!D#

!

Q

+

7,A1

基因的生物信息学分析

细粒棘球绦虫基因组中
>?

%

Q--LT

基因全长

0*6.J

V

!含两个较长的内含子和三个外显子!与其

他带科绦虫或蠕虫的基因结构相似&该基因
>],

序列含
)6/

个碱基!编码
%60

个氨基酸!与其他物种

5M]

氨基酸序列之间的保守性较高!与带科绦虫之

间的相似性达到
/0'1._

%

/('.(_

!与其寄生宿主

"哺乳动物#之间的相似性为
61'(/_

%

6/'0%_

"图

%

#&经氨基酸序列预测!

5M]

蛋白没有信号肽和跨

膜区!其相对分子质量约为
%6'.X?

!等电点为

6o/6

!分布于细胞周质之中&

C

G

!5M]

二级结构具

有典型的
>?

%

Q-5M]

酶活性区域!八个折叠区以

及两个二硫键形成位点可供形成二聚体&基于动物

界
>?

%

Q--LT

基因氨基酸序列的进化分析显示!

所有序列主要归为四大分支!即蠕虫分支*昆虫分

支*线虫分支以及脊椎动物分支!

C

G

!5M]

归为蠕虫

分支"图
0

#&

()*
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箭头所示为铜离子或锌离子结合位点'圆圈为半胱氨酸残基二硫键位点'星号为精氨酸残基超氧阴离子结合位点'

八个
1

片层结构标注于序列上方

9H=

V

?A;A$U=;D$-#;@$"<=,$"?=,<=

[

?$<="T#<@##<"$-;A$-

G

@#

VV

=<;-"K$-@;<=D;<X="J

S

;<<#I,

'

@$<@E=,$-"$@;A=AH=

@

S

,A=$-=<=,$"?=,IH$@HT#<D;"$,?ET$"=J#-"

'

AH=4<

G

<=,$"?=AH;A$,-=@=,,;<

S

A#

G

?$"=AH=,?

V

=<#F$"=;-$#-A#AH=

;@A$U=,$A=$,E;J=E="J

S

,A;<

'

AH=<=

G

$#-,#T=$

G

HA

1

,A<;-",;<=,H#I-;J#U=AH=;E$

G

-D=-A'2=-\;-X;@@=,,$-

G

-?D!

J=<,

$

=F

7

'$):4+<:<CO\.*%0/'%

'

=F3:4#(4+":4$'(<>]Y&%.)/'%

'

?F"'$<<("&

9

<4CP16&)('%

'

?F<+4(:34CP16&)1'%

'

@F3("'+<#+3$>]5*%*)0'%

'

-F

U

$

9

+)(":3>4N1%&/*'%

'

-F3$)<+)(4440//*.'%

'

5F3$4$

/

(44B&..*('%

'

TF(3N

3(#(<44\.%)10'%

'

0F4+$C7M%6*/6'%

'

LFC+4C:4:<80)1&.'%

'

!F<::3 4]̂ ).&&)'%

'

@F"+)#+'#:<a01...'%

'

>F&4N

&

7

$)<R8

0

&&%&0%/61'%

'

;:<3:<":4:<R8

0

&*66.)'%

'

LC(<$'(&<R8

0

&&%%*(.61'%

'

>$

9

'$,('":<R8

0

&&%010)1/'%

'

5+<#$:':<R8

0

111&)&'%

'

@+3+<$

9

(&)<R8

0

&&&))6'%

图
#

!

K=

(

b/<UN

序列比对分析

C.

+

D#

!

<,

L

=,/2,1F.

+

/6,/;*4K=

(

b/<UN

!D!

!

重组
Q

+

7<UN

的表达及其识别

经凝胶电泳显示!由特异性引物
8>B

扩增的产

物为一条
)6/J

V

左右的条带!与基因组数据中的

C

G

!-LT

基因大小一致&经测序得到的序列与基因

组中的序列相似性达到
%&&_

!即表明该片段为
C

G

!

-LT

基因
>],

全序列&

经亲和层析后的重组蛋白质在
5]5!842C

下

显示为单一条带!大小约为
*6X?

!符合预期大小

"加上
V

C9*0;

载体上的
9<F

标签约
0&X?

#&通过

与小鼠和绵羊棘球蚴阳性血清进行免疫印迹反应!

/)*
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物种名称后为该序列的
2=-\;-X

登录号

2=-\;-X;@@=,,$-

G

-?DJ=<,I=<=

G

$U=-;TA=<AH=,

V

=@$=,-;D=

图
!

!

以
K=

(

b/<UN

氨基酸序列构建的系统进化树$

Rc

树%

C.

+

D!

!

E3,

G

3

>

F*

+

,/,;.2

$

/,.

+

3@*)7

\

*././

+

%

;),,@1-,9*/;3,16./*12.9-,

L

=,/2,-*4K=

(

b/<UN

发现重组
C

G

!5M]

能够被阳性血清特异性的识别

"图
*

#!说明
C

G

!5M]

具有较好的反应原性&以羟

胺法针对
>?

%

Q-5M]

酶活性进行测试!显示
<C

G

!

5M]

具有较强的酶活性!经
R;R

*

处理后活性依然

不减!达到"

).)'66l%/'//

#

O

1

D

G

b%

"表
%

#!说明

<C

G

!5M]

不是
:-5M]

而是
>?

%

Q-5M]

&

!D'

!

QTJ<:

分别用人工感染细粒棘球蚴的小鼠血清*细粒

棘球蚴以及细颈囊尾蚴绵羊血清作
CPW54

分析!对

<C

G

!5M]

的诊断价值进行初步评估&经优化抗原

抗体稀释倍数得知!抗原和血清的稀释倍数均为

%r0&&

时
CPW54

反应效果最佳&

%0

份小鼠阳性血

清的
M]

)6&-D

值为
%'*&&

%

0'&16

"平均为
%'.%6

#!远

远大于阈值"小鼠阴性
Sc*<p&'.00

#!即阳性检

出率为
%&&_

"图
)

#'

%)

份细粒棘球蚴绵羊血清的

M]

值为
&'6%0

%

&'/%&

"平均为
&'.)0

#!大于阈值

"绵羊阴性
S c*< p&'%&)

#!即阳性检出率为

%&&_

'而对
(

份细颈囊尾蚴绵羊血清的
M]

值为

&'&1/

%

&'*//

"平均为
&'%.*

#!其中有
*

份大于阈

值!即交叉反应率为
*1'6_

&

&6*
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%'

重组
C

G

!5M]

与实验室感染细粒棘球蚴的小鼠血清孵
育'

0'

重组
C

G

!5M]

与健康小鼠血清孵育'

*'

重组
C

G

!5M]

与自然感染细粒棘球蚴的绵羊血清孵育'

)'

重组
C

G

!5M]

与健康绵羊血清孵育'

6'

原头蚴裂解液与兔重组
C

G

!5M]

高免血清孵育'

.'

原头蚴裂解液与对照兔血清孵育

%'B=@#DJ$-;-AC

G

!5M]$-@?J;A="I$AH,=<?D#TD$@==F!

V

=<$D=-A;EE

S

$-T=@A="I$AH=F

7

'$):4+<:<

V

<#A#,@#E=F=,

'

0'

B=@#DJ$-;-AC

G

!5M]$-@?J;A=" I$AH,=<?D #TH=;EAH

S

D$@=

'

*'B=@#DJ$-;-AC

G

!5M]$-@?J;A=" I$AH,=<?D #T

,H==

V

-;A?<EE

S

$-T=@A="I$AH=F

7

'$):4+<:<

'

)'B=@#DJ$!

-;-AC

G

!5M]$-@?J;A="I$AH,=<?D#TH=;EAH

S

,H==

V

'

6'

P

S

,;A=#T

V

<#A#,@#E=F=,$-@?J;A="I$AH<;JJ$A;-A$!<C

G

!

5M],=<?D

'

.'P

S

,;A=#T

V

<#A#,@#E=F=,$-@?J;A="I$AH-;!

$U=<;JJ$A,=<?D

图
'

!

重组
Q

+

7<UN

与虫体
Q

+

7<UN

的免疫印迹分析

C.

+

D'

!

B,-;,)/@F*;1/1F

>

-.-*4;3,),2*6@./1/;1/9/1;.M,

Q

+

7<UN

%'

实验室人工感染细粒棘球蚴的小鼠血清'

0'

健康小鼠

血清'

*'

自然感染细粒棘球蚴的绵羊血清'

)'

自然感染细

颈囊尾蚴的绵羊血清'

6'

健康绵羊血清&虚线和实线分

别代表健康小鼠和绵羊阴性血清的平均
M]

值
Sc*<

%'5=<;#TD$@==F

V

=<$D=-A;EE

S

$-T=@A="I$AH=F

7

'$):4+N

<:<

'

0'5=<;#TH=;EAH

S

D$@=

'

*'5=<;#T,H==

V

-;A?<;EE

S

$-!

T=@A="I$AH=F

7

'$):4+<:<

'

)'5=<;#T,H==

V

-;A?<;EE

S

$-T=@!

A="I$AH>

/

<#("&'":<#&):("+44(<

'

6'5=<;#TH=;EAH

S

,H==

V

'

9H="#AE$-=;-"AH=,#E$"E$-=<=

V

<=,=-A,AH=@?A#TTU;E?=

"

Sc*<

#

#TH=;EAH

S

D$@=;-",H==

V

,=<;

!

<=,

V

=@A$U=E

S

图
%

!

)Q

+

7<UN

蛋白的
QTJ<:

分析

C.

+

D%

!

Q/Z

>

6,7F./W,9.66=/*-*)@,/;1--1

>

*4)Q

+

7<UN

表
#

!

重组
Q

+

7<UN

酶活性的测定

E1@F,#

!

Q/Z

>

6,12;.M.;

>

1/1F

>

-.-*4),2*6@./1/;Q

+

7<UN

组别

2<#?

V

M]

66&-D

试验组

9<=;AD=-A

G

<#?

V

M]

66&-D

对照组

>#-A<#E

G

<#?

V

反应稀释倍数

]$E?A$#-<;A$#

蛋白质质量浓度%"

D

G

1

DP

b%

#

8<#A=$-@#-@=-A<;A$#-

比活力%"

O

1

D

G

b%

#

5

V

=@$T$@;@A$U$A

S

% &'0() &'1&1 %%&% 0'1%)) )(6'*.

0 &'0/& &'1%* %%&% 0'1%)) )(%'0(

* &'*&% &'.(. %%&% 0'1%)) )66'0(

) &'0./ &'6(0 %%&% 0'1%)) )*.'0(

平均值
4U=<;

G

= ).)'66l%/'//

酶活力计算公式为$酶活力"

O

1

D

G

b%

#

p

"对照组
M]

值
b

试验组
M]

值#

y

对照组
M]

值
y6&_k

反应稀释倍数
y

蛋白质浓度

>#D

V

?A;A$#-;ET#<D?E;

$

C-K

S

D=;@A$U$A

S

"

O

1

D

G

b%

#

p

(

M]U;E?=

"

>#-

#

bM]U;E?=

"

CF

V

#)

yM]U;E?=

"

>#-

#

y6&_k]$E?!

A$#-<;A$#y8<#A=$-@#-@=-A<;A$#-

!D%

!

Q

+

7<UN

在细粒棘球绦虫各生活史阶段的定位

免疫荧光定位所用多克隆血清经
3=,A=<-JE#A

验证!能够特异性的识别虫体中的
C

G

!5M]

蛋白"图

*

#!故可以用作下一步试验&经荧光免疫定位试验

显示!

C

G

!5M]

大量且广泛地存在于虫体的各个生

活时期!在原头蚴皮层下部*整个生发层和虫卵卵壳

外层有大量表达'在原头蚴皮层外部*成虫皮层外部

有少量表达"图
6

#&

'

!

讨
!

论

铜锌超氧化物歧化酶作为超氧自由基清除剂!

广泛地分布于各种生物器官之中!清除细胞内的氧

自由基!避免其形成对机体有毒害作用的氧自由基

"如过氧化氢!次氯酸盐以及过氧亚硝酸盐等#!从而

保护机体细胞(

%/

)

&正常情况下!在机体有氧代谢过

程中即会产生少量的
BM5

!它们会被自身的
5M]

酶及时地还原&在微生物感染过程中!宿主往往通

过中性粒细胞*嗜酸性粒细胞或者嗜碱性粒细胞等

通过
R4]8L

氧化酶等产生氧自由基来对病原微

生物进行杀伤(

0&

)

&在寄生虫的寄生过程中!它们能

够成功地逃避宿主免疫系统的杀伤!有一部分原因

就是因为它们自身具有发达的抗氧化酶系统"如$

5M]

*谷胱甘肽转移酶*谷胱甘肽还原酶*硫氧还原

蛋白等#

(

/

)

&在此体系中
5M]

具有重要的作用!它

%6*
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C

为阳性!与
<C

G

!5M]

特异性
W

G

2

孵育'

\

*

]

*

7

为阴性对照&箭头所示为阳性区域'

9=

G

'

皮层'

C

GG

'

虫卵'标

尺
p6&

3

D

C2!5M]#-AH=

V

<#A#,@#E=F

"

4

!

\

#!

G

=D$-;EE;

S

=<

"

>

!

]

#

;-";"?EAI#<D

"

C

!

7

#

I=<=$DD?-#TE?#<=,@=-AE

S

E;J=EE="

I$AH,

V

=@$T$@;-A$!<C2!5M]W

G

2

"

4

!

>;-"C

#!

;-"@#-A<#E

"

\

!

];-"7

#

'7E?#<=,@=-@=!E;J=E="<=

G

$#-,I=<=D;<X="

I$AH;<<#I,'9=

G

'9=

G

?D=-A

'

\;<p6&

3

D

图
H

!

Q

+

7<UN

蛋白在各时期虫体上的免疫荧光定位

C.

+

DH

!

J66=/*F*21F.Z1;.*/*4Q

+

7<UN*/;3,F1)M1F1/919=F;-;1

+

,-*4=-

@

#.'/%60/0

能将超氧自由基歧化为水和过氧化氢!后者在过氧

化氢酶等的作用下进一步分解为对机体无害的水!

从而化解氧化压力&

在本研究中!作者对细粒棘球绦虫的
>?

%

Q-

-LT

基因结构和蛋白质活性进行了分析&

C

G

!-LT

基因与其他绦虫的基因在结构和序列上相似度较

高!

>?

0c和
Q-

0c离子结合位点*二硫键结合位点*以

及超氧自由基结合位点与其它动物
>?

%

Q-5M]

完

全保守!提示
C

G

!-LT

基因是一个非常保守的基

因&对其他寄生虫
>?

%

Q-5M]

的研究表明!阿苯

达唑和噻苯达唑等苯并咪唑类抗寄生虫药物能够特

异性地抑制寄生虫
5M]

酶活性!而不损害宿主

5M]

酶活性(

%.

)

&系统进化树分析显示!绦虫
>?

%

Q-

-LT

基因能够与其哺乳动物宿主基因明显地区分

开来!说明了它们之间存在着较大的差异!这使得寄

生虫
>?

%

Q-5M]

作为药物靶点成为可能&

2'5;E$-;,

等(

%(

)曾对细粒棘球绦虫各时期虫体

及组分中
5M]

酶活性进行了分析!显示大部分的酶

活性来自于
>?

%

Q-5M]

!而
:-5M]

只有少部分组

织中才有!且活性较低!说明
>?

%

Q-5M]

在细粒棘

球绦虫抗氧化系统中的重要地位&本研究通过免疫

组织化学的方法也发现
>?

%

Q-5M]

酶在细粒棘球

绦虫各时期虫体和组织中广泛分布!并且在原头蚴

和虫卵中的含量也相对较高&

2'5;E$-;,

等的研究

也曾指出在原头蚴中的
>?

%

Q-5M]

酶活性最高&

结合本研究结果!推测当细粒棘球蚴在寄生于中间

宿主体内时经受的氧化压力最强!当某些包囊中的

原头蚴不能再承受这种压力以后!就可能会产生细

胞凋亡等过程而被杀死!从而产生了不育包囊&

免疫印迹和
CPW54

结果显示
<C

G

!5M]

具有良

好的反应原性!对小鼠阳性血清以及自然感染细粒

棘球蚴的绵羊血清识别率均为
%&&_

!提示其可作

为一个候选的诊断抗原&但是!由于阳性血清的种

类和数量还比较欠缺!还需要来自更多患病动物或

人类的阳性血清对其敏感性进行分析'同时还需要

其他动物寄生虫病"如脑多头蚴病等#阳性血清对其

特异性进行分析&本研究通过原核表达纯化出具有

较高酶活性和反应原性的重组蛋白质!为后续将

<C

G

!5M]

作为人和动物包虫病诊断抗原的研究奠

定了良好的基础&
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