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日本血吸虫天然抗原分子的柱层析分离纯化与鉴定

彭先楚，汪世平!9 周松华，姜孝新，吕志跃，徐绍锐，肖小芹9
曾少华，余俊龙，戴 橄，李文凯，吴仕筠

（中南大学湘雅基础医学院病原生物学系血吸虫病研究室9长沙 :488;<）

【摘要】 目的 分离纯化日本血吸虫成虫 =>?>@和未成熟虫卵 = ABC>@可溶性抗原中的单一蛋白，为血吸虫病
免疫诊断、预防提供新的抗原分子。方法 柱层析分离纯化成虫和未成熟虫卵可溶性抗原，ADAEF>GC及银染色进
行分析鉴定。结果 得到了三种不同大小血吸虫分子抗原 >?>4< 888#9 ABC>:7 888#9 ABC>4H8 888#。结论 实验
证明柱层析法是一种快速分离纯化血吸虫单一组分抗原简单而有效的方法。
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血吸虫抗原成分复杂，来自血吸虫不同发育阶

段的单一抗原组分的分离纯化及其鉴定，不仅有助

于阐明血吸虫的免疫发病机制，而且对血吸虫病免

疫诊断及疫苗的研制也具有十分重要的意义。许多

学者对血吸虫抗原的纯化做了大量的工作，且应用

于血吸虫病的诊断和预防取得了很好的效果 _ 4 ‘ a b。

本文用不同分子筛介质进行柱层析对日本血吸虫

成虫、未成熟虫卵进行分离纯化，结果获得了几种

纯天然抗原分子，现报道如下。

4 材料和方法

4c 4 材 料
4c 4c 4 主要试剂 超凝胶 P’X$"L.’ >d>::购自瑞
典 Ref公司；葡聚糖凝胶 A.*K&/.Q GE788购自美国
A+LZ&公司；丙烯酰胺，甲叉双丙烯酰胺，十二烷基
磺酸钠，购自 >Z.Y,"公司；低分子量标准蛋白购自
中科院上海生化所，中分子量标准蛋白为 -fB公司
产品；辣根过氧化物酶联葡萄球 >蛋白（NIFEAF>）
购自上海科欣生物技术研究所；其他试剂均为国产

分析纯。

4c 4c 7 仪器设备
4c 4c 71 4 柱层析系统 fAME488 自动部分收集
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基金项目：国家“十·五”重大科技专项资助项目（3"c 7887>>7M
HH:H）；“<aH”国家血防重大专项（3"c 788:>>7MH2
H8）；教育部“g<2 行动计划”（3"c 8H h g<2 h H）；湖
南省 “十·五”重点学科建设专项经费 （3"c 7884 h
78;）。
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图 ! "#$%超凝胶 %&%’’ 柱层析
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图 < %=%葡聚糖凝胶 > ? !@@ 柱层析

()*A < %=% ,-./-01023 )3-45216 78 31/;561B > ? !@@
,-49.0 ,;-:-.52-*:5/;8

器购自上海沪西分析仪器厂；&’(#!()) 核酸蛋白
检测仪为上海琪特分析仪器有限公司产品；&*(#恒
流泵购自上海新波无线电厂；+,-(.小型台式记录
仪为上海自动化仪表厂产品。

!/ !/ #0 # 电泳系统 双面垂直板型电泳槽为
123(456公司产品，电泳仪为瑞典 *71公司产品。
!/ !/ #0 " 其它设备 89:#(;; 超声波细胞粉碎仪
为宁波新芝科器研究所生产；.<=>-4?@ A%# 型
紫外分光光度计为上海光谱仪器有限公司生产；台

式冷冻干燥机购自北京博医康公司。

!/ # 方 法
!/ #/ ! 抗原的制备
!/ #/ !0 ! 成虫可溶性抗原（B,B） 人工感染家兔
! %$$ C # $$$条尾蚴，"#6后剖杀，肝门冲虫法收集
日本血吸虫成虫，生理盐水洗涤 "次，参考文献 D A E的

方法冰浴匀浆处理，超声粉碎后 !F %$$G H I2J离心
#$I2J，取上清部分过 K $/ F%!I滤膜即为层析用原
抗。

!/ #/ !0 # 未成熟虫卵可溶性抗原（.;=B） 将尾蚴
感染 "#6的兔肝用组织捣碎器捣碎，经不同目的绢
筛后，于 FL M % $$$G H I2J反复离心，每次 %I2J，分
离纯化未成熟虫卵。将纯净虫卵在冰浴条件下充分

磨碎，超声粉碎后反复冻融数次，同上离心、过滤供

层析用。抗原蛋白定量采用 .<=>-4?@ A%#型紫外
分光光度计测定。

!/ #/ # 葡聚糖凝胶 N(#$$柱层析 分离方法参照
>O5PPQRR 等 D ) E进行并稍加修改。取适量葡聚糖凝胶

N(#$$ 用 $/ #@ P&F/ : 柠檬酸缓冲液浸泡洗涤数
次，装柱 #/ STI U %$TI，用上述缓冲液平衡洗脱。控
制流速为 !%IR H O，待平衡后上样 B,B，每次上样
"/ %IR V W ! H !$床体积 X，以每管 "IR收集，共收集
!$$管。用 "#6感染兔血清作 =*;.B检测层析后抗
原活性M 并将数批各对应管合并，经 A%#型紫外分
光光度计检测 Y’值，并计算其蛋白浓度，用 =ZTQR
软件绘制蛋白峰型图。将活性管用双蒸水 FL充分
透析、台式冷冻干燥机冻干，.’.(<BN=后进行银染
色，鉴定抗原纯度。

!/ #/ " 超凝胶 B>BFF 柱层析 按上述同样的方
法，取适量超凝胶 B>BFF，装柱 #/ STI U %$TI，平衡
洗脱。控制流速为 #$IR H O，待平衡后上样 .;=B，每
次上样 "/ %IR V W ! H !$床体积 X，以每管 #IR收集。
紫外检测仪 B#)$JI示踪，自动记录描图。同上检测
层析后抗原活性，根据分离峰型，将数批层析后各

对应管分别集中，取第 #分部活性管及第 !峰各管，

按 !/ #/ #方法透析、冻干，电泳银染检测抗原的纯
度。

!/ #/ F 分离纯化抗原的分子量测定 参考李允
鹤 D : E的方法测定标准蛋白和目的蛋白的相对电泳迁

移率 4[M 以各标准蛋白质样品的相对迁移率为横坐
标，其相对分子质量的对数为纵坐标，于半对数坐

标纸上作出标准曲线，根据分离蛋白相对迁移率数

值，直接从标准曲线上查得蛋白质的分子量。

# 结 果

#/ ! 日本血吸虫成虫 VB,BX的层析
B,B经葡聚糖凝胶 N(#$$柱层析后，可见到 "

个蛋白峰。经 =*;.B检测血清学抗原活性，主要位
于第 #小峰内，相当于第 #! C "#管之内（图 !）。

#/ # 日本血吸虫未成熟虫卵可溶性抗原（.;=B）的
层析

.;=B经超凝胶 B>BFF柱层析后，可见 #个蛋
白峰，活性管主要位于第 # 峰及紧接的低波峰区
间。从图中可以看出第 !峰小而尖，第 #峰高而宽
（图 #）。
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7: ; !"!#$%&’及银染色结果
葡聚糖凝胶 <=788：柱层析后 >?@AB活性管作

ACA=DB<>及银染色，从图;中可以看出分离的蛋白经
银染显示一条带，而且与 BEB中相应的蛋白位置
一致，根据标准分子量计算，该蛋白分子量为

4F 888#。

图 ( 分离后 )* +++,蛋白电泳图

-./0 ( !"!#$%&’ 12 23456.174689 )* +++#
-：-&$G.$；4H 4F 888#；7：BEB1

超凝胶 BIB99柱层析后取第 7活性峰及第 4峰
电泳银染得到单一蛋白条带，测定其蛋白分子量分别

为 97 888#、4;8 888#；从图 9可以看出二者与 A@>B
相应位置蛋白一致。

图 : 分离后 :; +++#< )(+ +++#蛋白电泳图

-./0 : !"!#$%&’ 12 23456.174689
-：-&$G.$J 4：A@>BJ 7：97 888#J ;：4;8 888#1

; 讨 论

抗原的分离纯化为血吸虫病诊断及疫苗的进

一步研究与应用提供了重要的手段。目前分离纯化

血吸虫抗原常采用电泳切胶加电渗洗脱，但得量较

柱层析法少 K ; L，而免疫亲和层析需首先制备纯度较

高的单抗，高效液相色谱由于价格昂贵而不易在普

通实验室使用。电泳层析与分子筛柱层析相比，电

泳过程中的抗原经变性处理，不适于酶的分离纯

化。汪世平等采用 BIB29超凝胶柱层析结合超滤、
透析、沉淀等方法分离纯化了日本血吸虫成虫

;4 888 M ;7 888#；其主要蛋白峰与本文结果基本一
致，此纯化抗原用于血吸虫的诊断敏感性高，特异

性好 K 7 L。随后，4NN2年应用超凝胶柱层析方法分离
日本血吸虫未成熟虫卵可溶性抗原 7O 888 M 7F 888#
获得成功 K ; L；该抗原被证明有很高的抗生殖产卵和

抗卵胚发育的作用 K 9 L。本文用葡聚糖凝胶 <=788，超
凝胶 BIB99 柱层析分离纯化了日本血吸虫成虫的
4F 888#，未成熟虫卵中 97 888#、4;8 888#三种不同
大小电泳纯蛋白分子。本研究进一步证实，通过改

变不同型号凝胶，柱的长短和直径，选择合适的流

速等，可以得到不同分子量的单一组分抗原，为纯

化抗原生物学特性的进一步分析、鉴定及应用提供

了快速、简便的途径。目前，本文所获得的这几种纯

化抗原的免疫生化特征及其诊断价值或作为疫苗

的潜能正在研究中。
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