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摘要： 磷酸丙糖异构酶 （ＴＰＩ） 是生物体糖酵解的一种关键酶， 对大片吸虫获取能量而赖以生存有着十分重要的作用。 本试验根据肝片吸虫 ＴＰＩ
（ＧｅｎＢａｎｋ： ＫＣ１６４３４６􀆰 １） 的基因序列， 设计带有 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ作为酶切位点的引物， 以大片吸虫的 ｃＤＮＡ 为模板， 扩增大片吸虫磷酸丙糖异

构酶 （ＦｇＴＰＩ） 基因。 结果： ＦｇＴＰＩ 基因开放阅读框为 ７６２ ｂｐ， 编码 ２５３ 个氨基酸， 理论等电点 ｐＩ 为 ８􀆰 ０７； 构建的重组表达质粒 ＦｇＴＰＩ－ｐＥＴ－

２８ａ （＋）成功在大肠杆菌中表达， 重组蛋白的分子量约为 ３２ ｋＤａ； 重组蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 收取多克隆抗体， ＥＬＩＳＡ 检测结果显示， ｒＦｇＴＰＩ
能诱导较高的 ＩｇＧ 抗体水平； 用感染大片吸虫动物的血清检测重组蛋白的免疫原性， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析表明， 重组蛋白 ｒＦｇＴＰＩ 具有良好的免疫原

性； 生物信息学预测显示， ＦｇＴＰＩ 主要以 α 螺旋和 β 折叠为主， β 转角较少， 有 ３ 个较长的无规则卷曲； 通过 α－磷酸甘油脱氢酶偶联法测定其活

性， 发现 ＦｇＴＰＩ 酶促反应最佳 ｐＨ 值为 ７􀆰 ５， 最适温度为 ３５ ℃。 本试验结果为深入研究 ＦｇＴＰＩ 的生物学功能、 评价其作为抗大片吸虫病疫苗候选

分子奠定了基础。
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　 　 片形吸虫病是大片吸虫 （Ｆａｓｃｉｏｌａ ｇｉｇａｎｔｉｃａ） 和

肝片吸虫 （Ｆａｓｃｉｏｌａ ｈｅｐａｔｉｃａ） 寄生于反刍动物和人的
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∗通信作者： 韩艳辉， 博士， 讲师， 主要研究方向为人兽共患寄

生虫病学， Ｅ－ｍａｉｌ： ｈａｎ２０１９ｈｎｋｊｘｙ＠ １２６􀆰 ｃｏｍ。

肝脏、 胆管中引起的一种人兽共患寄生虫病［１－２］。 片

形吸虫病是一种食源性寄生虫病， 人类是偶感宿主，
通过饮用受污染的水或水生植物而感染。 该病影响全

球超过 ７５ 个国家的 ２４０ 万人， 感染了全球数百万反

刍动物， 每年造成超过 ３０ 亿美元的经济损失［３］。 近

年来， 农田灌溉面积扩大、 湿地改造等人为活动使片

形吸虫病的感染率呈上升趋势［４］， 世界卫生组织将

其归类为一种被忽视的热带疾病［５］。 目前， 三氯苯
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达唑 （ＴＣＢＺ） 是治疗片形吸虫病的首选药物， 然而

过度使用会导致耐药性的产生， 荷兰、 智利、 土耳其

和秘鲁等地均出现了抗 ＴＣＢＺ 虫株， 这对该病的预防

和控制产生了巨大影响［６］， 开发新的抗片形吸虫病

疫苗候选分子迫在眉睫。
大片吸虫主要依赖糖酵解获取能源赖以生存［７］，

而磷酸丙糖异构酶 （ＴＰＩ） 是糖酵解过程中必不可少

的酶， 它可以将磷酸二羟丙酮转化为 ３ －磷酸甘油

醛［８］。 ＴＰＩ 作为糖酵解的关键酶， 广泛存在于各类生

物中， 科学家已从多种生物体中克隆并成功表达出该

基因［９］。 有研究显示， ＴＰＩ 可用于开发药物或疫苗，
不仅用于克服华支睾吸虫病， 还包括其他人畜共患的

蠕虫病［１０］。 目前， 对大片吸虫 ＴＰＩ （ＦｇＴＰＩ） 的研究

微乎其微。 本试验以大片吸虫的 ＴＰＩ 为研究对象， 对

该基因的生物学特性进行了初步分析， 为评价其作为

抗大片吸虫病疫苗候选分子的潜在能力， 以及深入研

究 ＦｇＴＰＩ 的生物学功能奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌种、 质粒、 实验动物

大肠杆菌 ＤＨ５α、 ＢＬ２１ （ＤＥ３）、 表达质粒 ｐＥＴ－
２８ａ （＋） 和大片吸虫 ｃＤＮＡ 模板均由河南科技学院

动物科技学院实验室保存； ６ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雄

性小鼠购自河南斯克贝斯生物有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂和酶

ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒 （离心柱型）、 高纯度质粒

ＤＮＡ 小提试剂盒 （离心柱型）、 限制性核酸内切酶

ＢａｍＨⅠ、 ＸｈｏⅠ、 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、
ＤＮＡ 标志物均购自 ＴａＫａＲａ 生物工程 （大连） 有限

公司； 异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ） 购自北

京全式金生物技术有限公司； Ｎｉ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ｅｘｃｅｌ 购自

美国 Ｇｅｎｅｒａｌ Ｅｌｅｃｔｒｉｃ 公司。 酶活性测定试剂均购自北

京索莱宝科技有限公司。
１􀆰 ３　 引物的设计与合成

参照 ＮＣＢＩ 收录的肝片吸虫基因（Ｎｏ􀆰 ＫＣ１６４３４６􀆰 １）
核苷酸序列， 通过软件设计含有限制性酶切位点

ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ的引物， 引物由 ＴａＫａＲａ 生物工程

（大连） 有限公司合成。
１􀆰 ４　 目的基因的克隆

以大片吸虫的 ｃＤＮＡ 为模板， 进行 ＰＣＲ 扩增。
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ５０ ｓ， ５５ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃
２ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ， ４ ℃保存。 凝

胶电泳鉴定并回收目的片段。 目的片段与 ｐＭＤ１９－Ｔ
连接过夜， 按照转化说明书将连接产物转化入 ＤＨ５α
感受态细胞中， 培养过夜， 挑取单克隆， ＰＣＲ 鉴定

并测序。

１􀆰 ５　 ＦｇＴＰＩ 基因的序列测定及生物信息学分析

对鉴定正确的质粒进行生物信息学分析。 用

ＢＬＡＳＴ 软件进行基因序列分析， 并进行序列相似性

比较。 运 用 在 线 网 站 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ）对 ＦｇＴＰＩ 蛋白序列进行亲疏水性分析， 并

在网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）上进行参

数分析， 最后利用在线网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ）预测其三级结构。 运用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件分

析 ＦｇＴＰＩ 的蛋白分子量和理论等电点 （ＰＩ）。
１􀆰 ６　 重组质粒 ＦｇＴＰＩ－ｐＥＴ－２８ａ （＋） 的构建

对 １􀆰 ４ 中的测序正确样品提取质粒， 并进行双酶

切， 并与双酶切的 ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） 质粒 １６ ℃连接过

夜， 构建重组表达质粒 ＦｇＴＰＩ－ｐＥＴ－２８ａ （＋）。
１􀆰 ７　 重组质粒在大肠杆菌中的表达与表达产物的

纯化

　 　 按照转化说明书将 １􀆰 ６ 中的连接产物转化入大肠

杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 感受态细胞中， 经 ＰＣＲ 扩增、 酶

切及测序鉴定正确后， 大量扩增， 并进行诱导表达。
获得可溶性重组蛋白 ｒＦｇＴＰＩ， 用 Ｎｉ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ｅｘｃｅｌ 进
行蛋白的纯化， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 验证纯化效果。
１􀆰 ８　 动物免疫与免疫血清制备

选择 ６ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ３０ 只， 随机分

成 ３ 组， 分别为免疫组 （ＦｇＴＰＩ－Ａｄｊｕｖａｎｔ）、 佐剂对

照组 （２０６－Ａｄｊｕｖａｎｔ） 和空白对照组 （ＰＢＳ）。 免疫

组每次每只注射 １００ μＬ 含 ２０６ 佐剂和 ２０ μｇ 纯化的

重组蛋白 ｒＦｇＴＰＩ 的乳化剂； 佐剂对照组每次每只注

射 １００ μＬ 含 ２０６ 佐剂和 ＰＢＳ 的乳化剂； 空白对照组

每次每只注射 １００ μＬ 的 ＰＢＳ。 ３ 组均腹腔注射， 每

隔 １ 周免疫 １ 次， 共免疫 ３ 次。 小鼠免疫之前 （阴性

血清） 以及每次免疫之后 １ 周采血， 分离并收集血

清， 备用。
１􀆰 ９　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将 １０ μｇ 重组蛋白 ｒＦｇＴＰＩ 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 后转

移至硝酸纤维素膜上， 加入 ０􀆰 ５％的 ＰＢＳＴ－脱脂奶

粉， ４ ℃封闭过夜。 随后分别与感染大片吸虫羊的血

清 （１ ∶ ５００）、 未感染的阴性血清 （１ ∶ ５００） 共孵

育， 室温静置 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 与兔抗羊 ＩｇＧ－
ＨＲＰ （１ ∶ ２ ０００） 室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 用

自动化学发光图像分析系统进行成像分析。
１􀆰 １０　 ＥＬＩＳＡ 检测特异性 ＩｇＧ 抗体水平

以纯化的重组蛋白 ｒＦｇＴＰＩ 为抗原包被 ＥＬＩＳＡ 板，
以 １􀆰 ８ 中制备的免疫血清为一抗， 检测 ３ 组小鼠免疫

前后血清中抗 ｒＦｇＴＰＩ 特异性抗体 ＩｇＧ 的效价变化。
以包被缓冲液稀释抗原浓度至 １０ μｇ ／ ｍＬ， 每孔

１００ μＬ， ４ ℃ 过夜。 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次后， 每孔加入

１５０ μＬ ＰＢＳＴ－１􀆰 ５％牛血清白蛋白进行封闭， ３７ ℃孵
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育 １ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每孔加入 １００ μＬ 被检血清

（１ ∶ １００）， ３７ ℃孵育 ２ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加入羊

抗小鼠 ＩｇＧ－ＨＲＰ （１ ∶ １ ０００） ３７ ℃孵育 １ ｈ。 ＰＢＳＴ
洗涤 ３ 次， 然后加入可溶性 ＴＭＢ 底物 １００ μＬ， 避光

显色 ５ ｍｉｎ， 加入 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ （５０ μＬ ／孔） 终止反

应， 用 ＢｉｏＴｅｋ 公司的酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸

光值。
１􀆰 １１　 重组蛋白的酶活性分析

采用 α－磷酸甘油脱氢酶偶联法对该重组蛋白进

行酶活性研究［１１］， 偶联反应式如下：
Ｄ 型甘油醛－３－磷酸 二羟丙酮磷酸；

二羟丙酮磷酸＋ＮＡＤＨ α 磷酸甘油＋ＮＡＤ＋。

反应的溶液为 ＴＥ 缓冲液 （１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 三乙醇

胺， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ） 添加 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸 （ＮＡＤＨ）， ０􀆰 ９ 个单位的 α－磷酸甘油脱

氢酶 （ α －ＧＤＨ） 和 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ 型甘油醛 － ３ －磷酸

（ＧＡＰ）。 加入 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＦｇＴＰＩ 开始反应。 以质粒

ｐＥＴ－２８ａ（＋）作为阴性对照。
１􀆰 １１􀆰 １　 ｐＨ 值对酶活性的影响

调节反应体系 ｐＨ 值依次为 ６􀆰 ０、 ６􀆰 ５、 ７􀆰 ０、
７􀆰 ５、 ８􀆰 ０、 ８􀆰 ５、 ９􀆰 ０。 分别测定上述反应体系在各个

ｐＨ 条件下 ３ ｍｉｎ 内 ３４０ ｎｍ 处吸光度的变化情况。
１􀆰 １１􀆰 ２　 温度对酶活性的影响

选用 ２０、 ２５、 ３０、 ３５、 ４０、 ４５ 和 ５０ ℃共 ７ 个温

度点， 分别测定上述反应体系在各温度条件下 ３ ｍｉｎ
内 ３４０ ｎｍ 处吸光度的变化情况。
１􀆰 １１􀆰 ３　 动力学参数测定

反应混合物的最终体积为 １ ｍＬ 的 ＴＥ 缓冲液，
含有 ＧＡＰ （１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＮＡＤＨ （０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）、 ０􀆰 ９
单位的 α－ＧＤＨ 和 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 的 ＦｇＴＰＩ。 通过在最佳温

度和最佳 ｐＨ 值下改变 ＧＡＰ 浓度 （０～３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 测

量初始速度， 然后采用双倒数法作图， 确定 ＧＡＰ 的

米氏常数和最大反应速度。

２　 结果

２􀆰 １　 ＦｇＴＰＩ 基因扩增

ＰＣＲ 克隆基因 ＦｇＴＰＩ， ＤＮＡ 凝胶电泳显示， 在

７６２ ｂｐ 处可见明显片段 （图 １）。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； １􀆰 ＦｇＴＰＩ ＰＣＲ 产物。

图 １　 ＦｇＴＰＩ 基因的 ＰＣＲ 扩增

２􀆰 ２　 相似物种 ＴＰＩ 的 ＢＬＡＳＴ 分析

选择分别来自肝片吸虫 （Ｆａｓｃｉｏｌａ ｈｅｐａｔｉｃａ， 简称

ＦｈＴＰＩ） ２５３ ａａ （ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＧＪ８３７６２􀆰 １）， 捻转血矛

线虫 （ Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓ ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ， 简称 ＨｃＴＰＩ ） ２４７ ａａ
（ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＤＲ６６０２７􀆰 １）， 日本血吸虫 （Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ
ｊａｐｏｎｉｃｕｍ，简称 ＳｊＴＰＩ）２５２ ａａ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＡＣ４７８５５􀆰 １），
曼氏血吸虫（Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ ｍａｎｓｏｎｉ，简称 ＳｍＴＰＩ）２５２ ａａ
（ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＰ＿０１８６４７６２３􀆰 １），马来丝虫（Ｂｒｕｇｉａ ｍａｌａｙｉ，
简称 ＢｍＴＰＩ） ２４７ ａａ （ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＰ＿００１８９７２６９􀆰 １）， 秀

丽线虫 （Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ， 简称 ＣｅｌＴＰＩ） ２４７ ａａ
（ＧｅｎＢａｎｋ： ＮＰ ＿ ００１３６６６５１􀆰 １） 和人 （Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ，
简称 ＨｓＴＰＩ） ２４９ ａａ （ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＡＨ１７９１７􀆰 １） ７ 个

物种的 ＴＰＩ 与所得大片吸虫的 ＴＰＩ 序列进行比对， 结

果显示 ＦｇＴＰＩ 编码的氨基酸序列与其他物种 ＴＰＩ 基因

相似性分别为 ９９􀆰 ６０％ （肝片吸虫）、 ６８􀆰 ２５％ （人）、
６７􀆰 ８６％ （血吸虫）。 用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件将该 ＯＲＦ 所编

码的氨基酸序列与上述 ＧｅｎＢａｎｋ 中已经公布的其他

物种的 ＴＰＩ 氨基酸序列进行分析， 发现该序列含有

ＴＰＩ 活性功能位点序列 ＡＹＥＰＶＷＡＩＧＴＧ （图 ２）。

图 ２　 大片吸虫 ＴＰｌ 基因编码的氮基酸序列与其他物种 ＴＰｌ 序列比对分析
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２􀆰 ３　 ＦｇＴＰＩ 基因编码蛋白的分析

ＦｇＴＰＩ 基因开放阅读框为 ７６２ ｂｐ， 编码 ２５３ 个氨

基酸， 如图 ３Ａ 所示。 分析 ＦｇＴＰＩ 的二级结构， 发现

该蛋白以 α 螺旋为主， 分别位于 ２４ ～ ３２、 ５１ ～ ６３、
８１～８５、 １０５ ～ １２１、 １２７ ～ １６１、 １８５ ～ １９８、 ２１６ ～ ２２８、
２４０～ ２４７； β 折叠相对 α 螺旋较少， 主要位于 ３７ ～
５０、 ９０～ ９５、 ９９ ～ １０４、 １１６ ～ １２６、 １６２ ～ １７４、 ２０３ ～
２１１； β 转角区较少； 较长的无规则卷曲分别位于

１３～ １９、 １７６ ～ １８１。 结合柔性区域和表面可及性的预

测结果表明， ＦｇＴＰＩ 蛋白主要含有 ６ 个线性 Ｂ 细胞抗

原表位， 分别位于氨基酸序列的第 ３ ～ ５、 １６ ～ ２０、
８６～ ８８、 １７８ ～ １８４、 ２２９ ～ ２３１、 ２５０ ～ ２５３ 位。 此外，
对目的蛋白亲疏水性 （图 ３Ｂ） 以及三级结构预测

（图 ３Ｃ） 均进行了分析。
ＤＮＡＳｔａｒ 分析显示，该蛋白分子量为 ２７ ７９４􀆰 ８１ Ｄａ，

理论等电点 ｐＩ 为 ８􀆰 ０７。

Ａ． 二级结构与 Ｂ 细胞抗原表位分析； Ｂ． 疏水性分析； Ｃ． 三级结构预测。

图 ３　 ＦｇＴＰＩ 蛋白的生物信息学分析

２􀆰 ４　 重组质粒 ＦｇＴＰＩ－ｐＥＴ－２８ａ （＋） 的鉴定

重组质粒 ＦｇＴＰＩ－ｐＥＴ－２８ａ （＋） 酶切鉴定分别能

得到 ７６２ ｂｐ 的目的基因和相应大小的重组质粒片段，
说明该重组质粒构建成功 （图 ４）。
２􀆰 ５　 ｒＦｇＴＰＩ 纯化

大量扩增的重组菌菌液 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 ８ 时，
加入终浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＩＰＴＧ， ３０ ℃诱导 ６ ｈ，
此时上清液表达量最高。 菌液 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

２０ ｍｉｎ， 收取上清液， 用 Ｎｉ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ｅｘｃｅｌ 纯化柱进

行蛋白纯化。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析表明， 在上清液中收

集到了重组蛋白 ｒＦｇＴＰＩ （图 ５）。
Ｍ． ＤＮＡ 标准分子量 ＤＬ２０００； １􀆰 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切 ＦｇＴＰＩ－

ｐＥＴ－２８ａ （＋） 质粒； ２􀆰 未酶切的 ＦｇＴＰＩ－ｐＥＴ－２８ａ （＋） 质粒。

图 ４　 重组质粒 ｐＭＤ１９－Ｔ－ＴＰｌ 酶切鉴定
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　 　 Ｍ． 蛋白分子量标准； １􀆰 未纯化的 ｒＦｇＴＰＩ； ２􀆰 纯化后的 ｒＦｇＴＰＩ。

图 ５　 重组蛋白 ｒＦｇＴＰＩ 的纯化

２􀆰 ６　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将重组蛋白进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 之后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分析， 结果显示， 用感染大片吸虫的羊血清作为

一抗时， ３２ ｋＤａ 处有一明显的识别条带， 而阴性对

照组在 ３２ ｋＤａ 处未有条带出现， 表明重组蛋白具有

良好的免疫反应性 （图 ６）。

　 　 Ｍ． 蛋白分子量标准； １􀆰 一抗为大片吸虫感染羊的血清；
２􀆰 一抗为阴性血清。

图 ６　 重组蛋白 ｒＦｇＴＰＩ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

２􀆰 ７　 小鼠血清抗 ｒＦｇＴＰＩ 蛋白特异性抗体的检测

ＥＬＩＳＡ 检测 ３ 组小鼠免疫前后血清中抗体 ＩｇＧ 的

效价变化。 结果显示， 重组蛋白一免、 二免、 三免后

特异性抗体水平较 ２０６ 佐剂组和空白对照组显著升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 在三免后其抗体水平达到最大值； 而佐

剂对照组和空白对照组血清中抗 ｒＦｇＴＰＩ 的特异性 ＩｇＧ
抗体水平均未出现明显变化 （图 ７）。

图 ７　 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠抗 ｒＦｇＴＰＩ 特异性 ＩｇＧ 抗体水平

２􀆰 ８　 酶活性的测定

采用 α－磷酸甘油脱氢酶偶联法对 ｒＦｇＴＰＩ 进行酶

活性的测定， 并进一步研究了 ｐＨ 值和温度对其活性

的影响。 结果显示 （图 ８）， 重组蛋白 ｒＦｇＴＰＩ 具有一

定的 ＴＰＩ 活性， 其酶促反应最佳 ｐＨ 值为 ７􀆰 ５， 最佳

温度为 ３５ ℃； ｐＥＴ－２８ａ （＋） 空载体蛋白不具有 ＴＰＩ
活性。

酶促反应动力学结果显示， 米氏常数和最大反应

速 度 分 别 为 （ ０􀆰 ５７ ± ０􀆰 １ ） ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 ３ １０２􀆰 ４
ｍｍｏｌ ／ （ｍｉｎ·Ｌ）。 　

图 ８　 ｐＨ 值 （ａ） 和温度 （ｂ） 对 ＴＰＩ 酶活性的影响

３　 讨论

随着现代社会的进步， 人们对粮食的需求不断提

高， 绿色食品、 人与自然和谐共存的概念已成为当今

时代的主流， 因此， 大片吸虫病作为一种重要的食源

性疾病引起了人们的广泛关注［１２］。 吸虫感染是许多

发展中国家人类残疾和死亡的主要原因， 并且仍然是

２１ 世纪医学面临的最重要挑战之一［７］。 诊断片形吸

虫病有 ２ 种常见的方法： 一种是依赖于被屠宰动物肝

组织中成虫的宏观鉴定， 另一种是基于粪便样本中寄

·３４·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 １ 期



生虫虫卵的显微镜检测。 然而， 这 ２ 种方法准确性较

低且具有一定的缺点： 第 １ 种方法局限性在于不能应

用于人类疾病的检测； 第 ２ 种方法的缺点在于直到感

染晚期才能检测到虫卵， 而且虫卵会间歇性地从胆管

中分泌出来［１３］。 近年来， 与粪便标本的常规显微镜

检查相比， 免疫学技术变得更加敏感和特异， 并且更

受青睐［１４］。 ＴＣＢＺ 为苯并咪唑类中专用于治疗片形吸

虫病的药物， 对片形吸虫有明显驱杀效果， 对牛和鹿

大片吸虫病等均有效［１５］。 然而， ＴＣＢＺ 耐药性虫株的

出现给本病的防治带来了极大困难， 因此， 对单一药

物治疗大片吸虫病的依赖性是该病未来面临的严峻挑

战。 寻求抗大片吸虫病候选疫苗成为一种新的治疗

方法。
ＴＰＩ 是糖酵解途径中的一种关键酶， 几乎存在于

所有类型的细胞中［１６］。 在高等动物中缺乏 ＴＰＩ 酶可

能会引起溶血性贫血， 严重的甚至会导致生物个体死

亡。 目前， 在生物体内， ＴＰＩ 的酶学活性没有其他酶

类可以替代。 ＴＰＩ 属于较古老的一类酶家族， 其在真

核原核分化之前就已经形成［１７］。 本文成功地克隆了

ＦｇＴＰＩ 基因， 并且重组质粒 ＦｇＴＰＩ－ｐＥＴ－２８ａ （＋） 在

大肠杆菌中呈现可溶性表达。 运用 ＢＬＡＳＴ 对比，
ＦｇＴＰＩ 与肝片吸虫 ＴＰＩ 的基因相似度高达 ９９􀆰 ６０％。
生物信息学分析显示， 该重组蛋白 Ｂ 细胞抗原表位

较多， 表达的分子量为 ２７ ７９４􀆰 ８１ Ｄａ， 理论等电点 ｐＩ
为 ８􀆰 ０７。 ＴＰＩ 的酶活性位点附近的残基序列具有很高

的保守性， 目前已知的 ＴＰＩ 都具有高度保守的序列特

征［１７］。 生物信息学分析发现， ＦｇＴＰＩ 活性功能位点

序列为 ＡＹＥＰＶＷＡＩＧＴＧ。
目前， ＴＰＩ 在血吸虫的研究中较为深入， 被

ＷＨＯ ／ ＴＤＲ 推荐为曼氏血吸虫病的 ６ 种候选抗原基因

之一［１８］。 Ｓｈｏｍｅｍａｋｅｒ 等［１９］从曼氏血吸虫中分离出一

段与 ＴＰＩ 序列同源的全长 ｃＤＮＡ， 并在大肠杆菌中表

达了 ＳｍＴＰＩ， 通过免疫亲和纯化可溶性表达产物， 又

进一步证明该表达产物具有 ＴＰＩ 活性， 且能被具有免

疫保护作用的单克隆抗体 （ＭｃＡｂ） Ｍ􀆰 １ 所识别， 说

明 ＳｍＴＰＩ 是非常有前景的血吸虫候选疫苗。 此外，
日本血吸虫 ＴＰＩ 已经被成功地克隆并表达。 Ｄａｉ 等［２０］

和 Ｚｈｕ 等［２１］克隆并优化了日本血吸虫磷酸丙糖异构

酶 （ＳｊＴＰＩ） 的密码子， 同时构建了不同类型的疫苗，
包括 ＤＮＡ 疫 苗 （ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － ＳｊＴＰＩ、 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ －
ＳｊＴＰＩ． ｏｐｔ）、 重组蛋白疫苗 （ ｒＳｊＴＰＩ） 和重组腺病毒

疫苗 （ｒＡｄＶ－ＳｊＴＰＩ． ｏｐｔ）， 均诱导了很好的减虫率和

减卵率。 本试验 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 重组抗原 ｒＦ⁃
ｇＴＰＩ 具有较好的抗原性； ＥＬＩＳＡ 结果指出， 与佐剂

对照组和空白对照组相比， ｒＦｇＴＰＩ 诱导小鼠产生了

较高水平的特异性 ＩｇＧ 抗体， 推测重组蛋白在宿主体

内可以诱导一定的免疫保护效果， 为以后的动物免疫

保护试验及 ＤＮＡ 疫苗的制备提供依据。
ＴＰＩ 可以催化 ３－磷酸甘油醛与二羟丙酮磷酸之

间的可逆反应， 这一转换过程存在于几乎所有包括三

糖磷酸脂代谢途径中， 如糖酵解、 糖异生、 磷酸戊糖

途径及脂肪酸的生物合成等［２２］。 关于 ＴＰＩ 的酶活性

分析， α－磷酸甘油脱氢酶偶联法是常用的一种研究

该酶活性的方法， 本试验运用此方法对 ｒＦｇＴＰＩ 进行

了酶活性测定， 结果显示， ＦｇＴＰＩ 酶活性测定的最佳

反应条件为 ｐＨ＝ ７􀆰 ５、 温度 ３５ ℃， 而阴性对照 ｐＥＴ－
２８ａ （＋） 并未显示有 ＴＰＩ 的活性； 酶促反应动力学

分析显示， 米氏常数和最大反应速度分别为 （０􀆰 ５７±
０􀆰 １） ｍｍｏｌ ／ Ｌ 和 ３ １０２􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ （ｍｉｎ·Ｌ）。 本试验

结果与之前报道的其他物种 ＴＰＩ 的酶活性分析有一定

的相 似 性， 例 如， 肝 片 吸 虫 ＴＰＩ （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ６，
３７ ℃） ［２３］， 日本血吸虫 ＴＰＩ （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ５， ３７ ℃） ［２４］，
贾第虫 ＴＰＩ （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ４， ２５ ℃） ［２５］， 猪带绦虫 ＴＰＩ
（ｐＨ＝ ７􀆰 ５， ２５ ℃） ［２６］ 和尖孢镰刀菌 ＴＰＩ （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０，
３７ ℃） ［２７］。

综上所述， 本文成功克隆表达了 ＦｇＴＰＩ， 并对其

抗原性进行了初步分析， 为深入研究 ｒＦｇＴＰＩ 的生物

学功能及评价其作为大片吸虫病疫苗候选的潜力奠定

基础。
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