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摘要：本研究扩增肝片吸虫（Ｆａｓｃｉｏｌａ　ｈｅｐａｔｉｃａ，Ｆｈ）谷胱甘肽硫转移酶（ＧＳＴ）基因，并进行同源性分析。根据ＧｅｎＢａｎｋ发

表的部分Ｆｈ　ＧＳＴ基因序列设 计 并 合 成 一 对 特 异 性 引 物，利 用ＲＴ－ＰＣＲ方 法 扩 增 出Ｆｈ　ＧＳＴ基 因 完 整 的 开 放 阅 读 框（ｏｐｅｎ

ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），测定序列，使用分子生物学软件进行同源性分析。获得Ｆｈ　ＧＳＴ基因全长６８２ｂｐ，编码２１８个氨基酸，与

澳大利亚分离的肝片吸虫ＧＳＴ同源性较高，与大片吸虫和卫氏并殖吸虫的ＧＳＴ也有较高的同源性。不 同 虫 株ＧＳＴ基 因 具

有较高的同源性，因此Ｆｈ　ＧＳＴ蛋白不适合用作诊断抗原，但 由 于 其 存 在 交 叉 反 应，ＧＳＴ基 因 作 为 分 子 疫 苗 的 候 选 基 因 具 有

重要意义。肝片吸虫ＧＳＴ基因的克隆，为进一步研究ＧＳＴ蛋白的功能和作用奠定了基础。
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　　肝片吸虫病（ｆａｓｃｉｏｌｏｓｉｓ）是由肝片吸虫寄生于

牛、羊等反刍动物肝脏胆管中，引起的急性或慢性肝

炎和胆管炎，并伴发全身性中毒现象和营养障碍的

一种吸虫病。该病遍及世界各地，牧区家畜发病率

较高，牛、山羊、绵羊、马、骆驼等易感，其中牛、羊肝

片吸 虫 病 感 染 率 可 达 ３３％ ～７９％ （Ｄａｌｔｏｎ 等，

２００３），是中国危害最严重、覆盖面最广范的反刍兽

寄 生 虫 病 之 一 （赵 辉 元，１９９６；Ｇａａｓｅｎｂｅｅｋ 等，

２００１）。肝片吸虫病在给畜牧业带来巨大经济损失

的同时，还能够感染人，威胁人们的身体健康。
谷胱甘肽硫转移酶（ＧＳＴ）在寄生虫疫苗研究中

有重要意义。ＧＳＴ是 广 泛 分 布 于 脊 椎 动 物 和 无 脊

椎动物中，与细胞解毒和许多生理及生物异源物质

排泄 有 关 的 一 种 多 功 能 酶 家 族（Ｇａａｓｅｎｂｅｅｋ等，

２００１）。ＧＳＴ存在 于 所 有 蠕 虫 成 虫 的 体 内，在 蠕 虫

的代谢中起着非常重要的作用，是蠕虫主要解毒酶

之一（Ｃｈｅｍａｌｅ等，２００６）。研 究 结 果 表 明，ＧＳＴ分

布于肝片吸 虫 成 虫 的 实 质 和 皮 层 及 肠 道 细 胞 的 表

层。Ｓｐｉｔｈｉｌｌ等（１９９７）用 肝 片 吸 虫 分 泌 排 泄 物 中 提

取的ＧＳＴ免疫动物，取得了较好的抗肝片吸虫感染

的免疫保护效果。
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　　本试验针对肝片吸虫ＧＳＴ基因进行研究。根据

ＧｅｎＢａｎｋ上的已 知 序 列 设 计 一 对 特 异 性 引 物，采 用

ＲＴ－ＰＣＲ方法扩增大庆地区分离的绵羊肝片吸虫的

ＧＳＴ基因，测定ＧＳＴ基因的完整ＯＲＦ序列，并用分

子生物学软件对其核苷酸序列和氨基酸序列进行同

源性分析，以期从分子生物学水平了解其结构特点，

为进一步了解ＧＳＴ的生物学特性奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　虫株、宿主菌与载体　肝片吸虫成虫由黑龙

江八一农垦大学王春仁教授惠赠，液氮冻存保种；大
肠杆 菌 ＴＧ１、ｐＭＤ１８－Ｔ载 体 由 黑 龙 江 八 一 农 垦 大

学预防兽医学省重点实验室保存备用。

１．１．２　酶 和 试 剂　ＲＮａｓｅ抑 制 剂、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚 合

酶、ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、限 制 性 内 切 酶ＢａｍＨⅠ、

ＨｉｎｄⅢ均购自宝生物工程（大连）有限公司；鼠源反转

录酶购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；柱式ＰＣＲ产物回收试剂盒

购自上海生物工程技术服务有限公司；ＴＲＩｚｏｌ　ＲＮＡ
提取试剂盒购自ＴＩＡＮＧＥＮ公司；其余试剂均为国产

分析纯。

１．２　方法

１．２．１　肝 片 吸 虫 总 ＲＮＡ 提 取　参 照 ＴＲＩｚｏｌ总

ＲＮＡ提取试剂盒的方法略作修改提取肝片吸虫总

ＲＮＡ：取出液氮中 冻 存 的 肝 片 吸 虫，称 取５０ｍｇ虫

体，加入１ｍＬ　ＴＲＩｚｏｌ，用研磨器充分匀浆处理。将

匀 浆 样 品 于 室 温 放 置５ｍｉｎ，４ ℃条 件 下１００００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取 上 清，每１ｍＬ　ＴＲＩｚｏｌ加 入

２００μＬ氯仿，盖好管盖，剧烈振荡１５ｓ，室温放置１０
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ｍｉｎ。４℃条件下１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，把水相

转移到新管中，加入等体积异丙醇，混匀，－２０℃放

置３０ｍｉｎ。４℃条 件 下１２０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０ｍｉｎ，
去上 清。室 温 放 置 晾 干 沉 淀，根 据 试 验 需 要，加 入

５０μＬ　ＤＥＰＣ水，反复吹打混匀。

１．２．２　ＲＴ－ＰＣＲ　根据ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的序列

设计Ｆｈ　ＧＳＴ基因完整的开放阅读框的特异性引物

进 行 扩 增。引 物 序 列 如 下，Ｐ１：５′－ＡＴＧＣＣＡＧＣ－
ＣＡＡＡＣＴＣＧＧＡＴ－３′，Ｐ２：５′－ＧＧＡＴＴＧＡＣＧＣＧ－
ＧＡＣＡＡＴＧＴＣ－３′，由 上 海 生 工 生 物 工 程 有 限 公 司

合成引物。

１．２．２．１　反转录　取ＲＮＡ模板４μＬ，上、下游引

物各１μＬ加入到用ＤＥＰＣ水 处 理 过 的０．５ｍＬ离

心管 中，７０℃５ｍｉｎ，冰 浴２ｍｉｎ，加 入５×Ｂｕｆｆｅｒ
４μＬ，４×ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）８μＬ，ＲＮａｓｅ抑制剂

１μＬ，３７℃５ｍｉｎ，加 入 鼠 源 反 转 录 酶１μＬ，混 匀，

４２℃２．５ｈ，７０℃１０ｍｉｎ终止反应，获得ｃＤＮＡ，取
出放于冰上待用。

１．２．２．２　ＰＣＲ扩 增　以 上 述ｃＤＮＡ为 模 板 进 行

ＰＣＲ反应，反应体系如下：１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，

ｄＮＴＰ　１．５μＬ，上、下 游 引 物 各０．２５μＬ，模 板０．５

μＬ，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶０．２５μＬ，补充灭菌去离子水

至２５μＬ。扩增程序如下：９５℃变性５ｍｉｎ；９４℃变

性４０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，３０个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＰＣＲ产 物 的 克 隆 与 测 序　回 收 上 述ＰＣＲ
产物 连 接 至ｐＭＤ１８－Ｔ载 体，转 化 ＴＧ１感 受 态 细

胞，涂布 于 含 Ａｍｐ＋（终 浓 度 为１００μｇ／ｍＬ）的ＬＢ
固体培养基，挑 取 单 个 菌 落 培 养，常 规 方 法 提 取 质

粒，经ＰＣＲ和酶切鉴定，筛选阳性克隆，送上海生工

生物工程技术有限公司测序。

１．２．４　序列分析　通过ＮＣＢＩ　ＢＬＡＳＴ分析，选取

同源性较高 的 序 列 作 为 参 考，进 行 分 析，参 考 株 见

表１。应用ＤＮＡＳｔａｒ　ＭｅｇＡｌｉｇｎ进 行 核 苷 酸 序 列 与

氨基酸同源性比较分析。

表１　ＧＳＴ基因序列分析参考虫株

分离地点／时间 简写 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

中国大庆／２００７ Ｄｑ　 ＨＭ５８４６０８
澳大利亚／１９９２ Ａｕｓｔｒａｌｉａ－２ Ｍ７７６８２
波多黎各／１９９２ Ｐｕｅｒｔｏｒｉｃａｎ　 Ｍ９３４３４
泰国／１９９８ Ｔｈａｉｌａｎｄ　 ＡＦ１１２５６７
澳大利亚／１９９２ Ａｕｓｔｒａｌｉａ　 Ｍ７７６８０
澳大利亚／１９９２ Ａｕｓｔｒａｌｉａ－１ Ｍ７７６８１
澳大利亚／１９９２ Ａｕｓｔｒａｌｉａ－９ Ｍ７７６７９
韩国／２００３ Ｋｏｒｅａ　 ＡＹ５１３６４３

２　结果

２．１　ＲＴ－ＰＣＲ扩增　以虫体ｃＤＮＡ为模板，Ｐ１、Ｐ２
为引物扩增出一条６８２ｂｐ的片段，与预期大小相符

（图１）。

图１　ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果

注：Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，Ｆｈ　ＧＳＴ基因ＰＣＲ产物。

２．２　重组质粒的 鉴 定　ＰＣＲ产 物 克 隆 到ｐＭＤ１８－
Ｔ载体上后，转化大肠杆菌ＴＧ１感 受 态 细 胞，小 量

提取质粒，经ＰＣＲ鉴定与ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶

切鉴定，筛 选 出 阳 性 质 粒ｐＭＤ１８－Ｔ－ＦｈＧＳＴ。ＰＣＲ
扩增出约６８２ｂｐ条带（图２），与ＧＳＴ基因大小相符；
双酶切得到２６９２和６８２ｂｐ的两条带，与载体和目的

片段大小相符（图３），表明目的基因已正确插入载体。
阳性样品送上海生工生物工程有限公司测序。

图２　重组质粒ＰＣＲ鉴定

注：Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，Ｆｈ　ＧＳＴ基因的扩增产物。

图３　重组质粒双酶切鉴定结果

注：Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，重组质粒的酶切结果。

２．３　测序结果及序列比较分析　测序结果表明Ｆｈ
ＧＳＴ基因全长６８２ｂｐ，编 码２１８个 氨 基 酸，推 测 其

分子质量为２５．３ｋｕ。利用ＤＮＡＳｔａｒ软件对ＧＳＴ核
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苷酸序列及氨基酸序列进行同源性分析，结果见图

４，表明该序列与澳大利亚分离的肝片吸虫ＧＳＴ同

源性较高（氨 基 酸 同 源 性 为７５．２％～９８．３％，核 苷

酸同源性为７３．８％～９８．１％），与 波 多 黎 各 分 离 大

片吸虫 的 ＧＳＴ 同 源 性 也 较 高（氨 基 酸 同 源 性 为

９７．９％，核苷酸同源性 为９８．１％），而 与 韩 国 分 离 卫

氏并殖吸虫 的 ＧＳＴ同 源 性 较 低（氨 基 酸 同 源 性 为

６２．３％，核苷酸同源性为６５．１％），说明Ｆｈ　ＧＳＴ与

肝片吸虫μ型谷胱甘肽转移酶的同源性最高，其差

异可能来自地域的影响。

图４　同源性比较

３　讨论

ＧＳＴ是一组由 多 基 因 家 族 编 码 的 多 功 能 蛋 白

质，能 通 过 多 种 防 御 机 制 逃 避 宿 主 免 疫 反 应，如

ＧＳＴ的 解 毒 作 用 及 修 复 机 制（Ｄａｎｉｅｌ，１９９３；Ｃｈｅ－
ｍａｌｅ等，２０１０）。据 研 究 报 道，蠕 虫 含 有 至 少７个

ＧＳＴ亚型，已克隆 其 中４种 亚 型，这 些 克 隆 的 亚 型

都属于μ型谷胱甘肽Ｓ转移酶，它们共有大于７１％
的同源性，分别显示不同的底物特异性。ＧＳＴ折叠

结构由两部分组成：Ｎ端谷胱甘肽结合区，包括４条

β折叠链 和３个 单 环；Ｃ端 是 完 整 的α螺 旋（Ｒｏｓｓ－
ｊｏｈｎ等，１９９７）。ＧＳＴ作 为 防 治 血 吸 虫 病 的 分 子 疫

苗候选抗原的研究已取得可观的进展。对ＧＳＴ的

研究也 已 扩 展 到 其 它 寄 生 虫，用 来 自 肝 片 吸 虫 的

ＧＳＴ接种绵羊和牛已经取得了较好的抗虫保护，因

此ＧＳＴ有望成为一种抗肝片吸虫的候选疫苗抗原。

ＧＳＴ还是肝片 吸 虫 与 血 吸 虫 交 叉 免 疫 的 主 要 反 应

成分（Ｈｉｌｌｙｅｒ等，１９９２），交 叉 免 疫 的 存 在 提 示 了 交

叉保护力的可能。
本研究采 用ＲＴ－ＰＣＲ方 法 扩 增 出 大 庆 地 区 分

离的绵羊肝片吸虫的ＧＳＴ基因全长序列，利用分子

生物学软件研究ＧＳＴ基因序列间的同源性，从而在

基因水平发现不同吸虫ＧＳＴ的共性。ＧＳＴ活性所

需残基的保守性很可能是肝片吸虫与血吸虫之间交

叉免疫的分子基础。本研究结果表明该序列与澳大

利亚分离的肝片吸虫的ＧＳＴ同源性较高（氨基酸同

源性为７５．２％～９８．３％，核苷酸同源性为７３．８％～
９８．１％），与波多黎各分离大片吸虫的ＧＳＴ同源性

也较高（氨基 酸 同 源 性 为９７．９％，核 苷 酸 同 源 性 为

９８．１％），与韩国分离卫氏并殖吸虫的ＧＳＴ同源性

较低（氨基酸同源性６２．３％，核苷酸同源性６５．１％）。

说明Ｆｈ　ＧＳＴ与肝片吸虫μ型谷胱甘肽转移酶的同

源性最高，各地区虫种之间的序列差异可能来自地

域的影响。ＧＳＴ基因在吸虫间同源性较高，不适合

用作诊断抗原的靶基因，但其作为分子疫苗的候选

基因较为理想。本研究为进一步了解ＧＳＴ 基因的

进化及肝片吸虫分子疫苗的研制奠定了基础。
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单克隆抗体研究进展

刘萍，陈苗苗，刘学荣，牟克斌，黄银君

（中农威特生物科技股份有限公司，甘肃兰州　７３００４６）

摘要：杂交瘤技术使鼠源单克隆抗体被广泛用于人类疾病的诊断和研究，建立了治疗性抗体的第一个里程碑。随着生物

学技术的发展和抗体基因结构的阐明，应用ＤＮＡ重组技术和抗体库技术对鼠单抗进行人源化改造，先后出现了嵌合抗体、人

源化抗体和全人抗体，它们从不同角度克服了鼠单抗临床应用的不足，使抗体制备技术进入了一个全新的时代。

关键词：单克隆抗体；鼠源性单抗；人源性单抗

中图分类号：Ｓ８５９．７９＋７　　　　　文献标识码：Ａ　　　　　文章编号：１６７１－７２３６（２０１２）０１－００６７－０４

　　１９７５年 Ｋｏｅｈｌｅｒ和 Ｍｉｌｓｔｅｉｎ创 立 了 体 外 杂 交

瘤技 术（Ｋｏｈｌｅｒ等，１９７５），得 到 了 鼠 源 性 单 克 隆 抗

体，开始了 多 克 隆 抗 体 走 向 单 克 隆 抗 体 的 新 时 代。
与多克隆抗体相比，单 克 隆 抗 体 具 有无可比拟的优

越性，它具有特异性高、效价高、纯度高、理化性状均

一、重复性强、成本低并可大量生产等优点。鼠源性

单抗应用于人类有较强的免疫原性，但主要缺陷是诱

发人抗鼠抗体（ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＨＡＭＡ）

修回日期：２０１１－０５－１１

作者简介：刘萍（１９７９－），女，山东人，研习员，研究方向：分子生

物化学及病毒学。

基金项目：甘肃 省 科 技 计 划 资 助（１００８ＦＣＣＡ００６）；中 农 威 特 研

发项目（ＹＦ２０１０１００７）。

反应，其次是鼠单抗不能有效地激活人体的生物效

应功能，因 此 限 制 了 其 临 床 应 用（Ｄｈａｒ等，２００４）。
减少或避免 ＨＡＭＡ反应并提高疗效的主要途径是

鼠源性单抗人源化，随着对各类抗体结构和氨基酸

序列及其变异的种属和功能之间关系的深入了解，
而能够利用抗体工程技术对抗体结构进行改造（胡

春艳等，２００８）。抗体的应用经历了非人源抗体、人

鼠嵌合抗体、人源化抗体，最终到制备全人源单抗的

转基因小鼠和噬菌体展示文库等不同的阶段。

１　鼠源性单抗

自单克隆抗体制备技术问世以来，制备单抗的

一般程序基本相同，从超免疫的供体中即抗原免疫

的小鼠获取脾细胞，再与骨髓瘤细胞融合，
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