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摘要 运用噬菌体展示技术构建日本血吸虫未成熟虫卵可溶性抗原(SIEA)单链抗体(scFv)表达文库，以天然分子候选疫苗
SIEA26～ 28 ku 为靶抗原筛选 SIEA 单链抗体库，获得特异性单链抗体．并将该 scFv 基因亚克隆至原核高效表达载体
PET32a，诱导 SIEA26～ 28 ku特异性 scFv大量表达．随后以此为探针筛选日本血吸虫尾蚴 cDNA文库，以期获得 SIEA26～
28 ku天然分子候选疫苗相关的编码基因．结果显示，所获得的 SIEA26～ 28 ku特异性 scFv，表达量高，采用该探针初步筛
选出相关基因核糖体蛋白 S4．SIEA26～ 28 ku特异性 scFv的获得，为进一步筛选、分析鉴定抗日本血吸虫病天然分子候选
疫苗 SIEA26～ 28 ku的编码基因奠定了基础．
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血吸虫病是一种危害严重的人兽共患病．化疗

与疫苗的联合应用，为长远有效控制日本血吸虫病

的传播带来了希望[1]．成熟卵是血吸虫病的主要致

病因素和传播血吸虫病的唯一因子．如采用免疫方

法使雌虫产卵量降低或虫卵发育受阻，从而减少虫

卵的排出，对控制血吸虫病传染源的传播具有重要

意义．因此，抗生殖、抗卵疫苗的研究一直受到

WHO/TDR的重视[2]．

近十多年来，我们课题组多年的研究已经证

实：SIEA具有抗虫卵胚胎发育和抗雌虫生殖产卵
的作用[3, 4]，随后的研究发现，SIEA26～28 ku抗原
分子是其中的主要效应成分之一[5～8]，可诱导产生

较高滴度的体液免疫应答．免疫组化定位研究发

现，抗卵抗体不仅可以直接作用于虫卵胚胎，导致

胚胎期死卵的增加和组织中成熟卵的下降，而且还

与雌虫卵黄腺和紧邻卵黄腺的肠腔内膜组织有高度

的亲和性 [4, 9]．因此，大量制备这种特异性抗体，

对于筛选、分析鉴定天然分子候选疫苗相应的编码

基因，为解决天然分子分离纯化与制备的难题，提

供一条可能的途径．近几年来，噬菌体单链抗体技

术的发展，为我们快速获得具有与完整抗体相同抗

原结合功能的单链抗体(scFv)提供了方便．
为此，我们通过构建 SIEA 噬菌体单链抗体

库，用 ELISA 筛选获得 SIEA26～28 ku特异性
scFv，随后构建高效表达质粒 PET32a/SIEA26～
28 ku-scFv，诱导 SIEA26～28 ku特异性 scFv的大
量表达．进一步以此为探针，对日本血吸虫尾蚴

cDNA文库进行了初步筛选．现将结果报告如下．

1 材料和方法

1援1 质粒，菌种，噬菌体和文库

噬菌体载体 pCANTAB5E，大肠杆菌 TG1、
HB2151，辅助噬菌体 M13K07 购自 Amersham
Pharmacia 公司；载体 PET32a，大肠杆菌 BL21
(DE3)、XL1-Blue、BM25.8由中南大学湘雅医学院
寄生虫学系保存；日本血吸虫尾蚴 cDNA文库由
南方医科大学陈晓光教授构建、惠赠．

1援2 动物
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控制中心．

1援3 主要试剂

SIEA、电泳纯 SIEA26～28 ku由中南大学湘雅
医学院寄生虫学系制备，方法参见文献 [3,10]；
RPAS detection module、HRP/anti-E tag 抗体购自
Amersham Pharmacia公司；RT试剂盒、蛋白质质
量标准购自 Fermentas 公司；His-tag 抗体、DNA
Marker购自 Tiangen公司；HRP/anti-mouse IgG 购
自 DAKO公司；BstN玉限制性内切酶购自 NEB公
司；其他限制性内切酶、Ex Taq DNA聚合酶、T4
DNA 连接酶、胶回收、质粒提取试剂盒购自
Takara公司；其他试剂为国产分析纯．
1援4 引物

VH、VL简并引物设计参考文献[11～13]，并
经适当修改．VH (back)含 Sfi玉酶切位点，VH (for)含

(Gly4Ser)3连接肽部分序列；VL(for)含 Not玉酶切位
点，VL(back)含(Gly4Ser)3连接肽部分序列，其中 21
个碱基与 VH(for)部分序列重叠．VH(back): 5忆 TTACT-
CGCGGCCCAGCCGGCC ATGGCCCAGGTSMAR-
CTGCAGSAGTCWGG 3忆(Sfi玉)，VH(for): 5忆 GCCA-
GAGCCACCTCCGCCTGA ACCGCCTCCACCTG-
AGGAGACGGTGAC CGTGGTGCC 3忆， VL (back):
5忆 TCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGAGGC-
TCGGACATTGAGCTCACCCAGTCTC 3忆，VL (for):
5忆 GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTBAKYTC-
CARCTTKGTSCC 3忆 (Not玉)．B = T, C, G; K = T,
G; M = A, C; R = A, G; S = G, C; W= A, T; Y = C, T．
H1、H2为扩增 SIEA26～28 ku特异性 scFv引物，
EcoR玉、Sal玉酶切位点代替 Sfi玉、Not玉酶切位
点．H1: 5忆 CGGAATTCATGGCCCAGGTGCA- GC
3忆 (EcoR 玉 )， H2: 5忆 ACGCGTCGACCCGTT-
TGATTTCCA 3忆 (Sal玉)．
1援5 方法

1援5援1 动物免疫及总 RNA提取．SIEA与弗氏完全
佐剂混匀，每只鼠腹腔注射 100 滋g SIEA，2周后，
改用弗氏不完全佐剂，每 2周加强 1次，共 4次．
末次免疫后第 7天，取小鼠尾静脉血 ELISA测定
效价，取效价达 10 000以上的小鼠脾脏，Trizol试
剂提取脾脏总 RNA，凝胶电泳检测 RNA完整性，
紫外分光光度计测定 A 260 /A 280比值．

1援5援2 cDNA第一链的合成及全套 VH和 VL基因
片段的扩增．以 RNA为模板，oligo(dt)18为引物，

M-mulv 逆转录酶反转录合成 cDNA 第一链．以
cDNA第一链为模板，分别用 VH、VL上下游引

物，扩增全套 VH、VL基因．PCR条件：94℃预
变性 3 min，94℃变性 30 s，65℃退火 45 s，72℃
延伸 45 s，30 个循环后 72℃延伸 7 min．纯化
VH、VL片段 PCR产物．
1援5援3 重叠 PCR 法拼接扩增 scFv 片段．以 VH、
VL片段互为模板、引物，重叠 PCR 法随机拼接
VH、VL片段成 scFv，PCR 扩增条件同 1援5援2．7
个循环后 72℃延伸 3 min．在 50 滋l反应体系中补
加 VH(back)、VL(for)各 1 滋l，10伊缓冲液 0.5 滋l，双蒸
水 2.5 滋l，继续 PCR，扩增条件同前．30个循环
72℃延伸 7 min后纯化 PCR产物．以 scFv为模板，
VH(back)、VL(for)为引物，PCR扩增并纯化 scFv．
1援5援4 单链抗体库的构建及鉴定．Sfi玉、Not玉双
酶切 scFv片段、pCANTAB5E载体并纯化，16℃
连接过夜后电转化至感受态 TG1菌,加入 2伊YT-AG
液，37℃，250 r/min培养 1 h．测定库容．涂布菌
液于 SOBAG板，30℃培养过夜．随机挑取多个菌
落，碱裂解法提取质粒，以质粒为模板，VH(back)、

VL(for)为引物，PCR扩增检测是否含插入子．BstN玉
酶切质粒，观察酶切片段差异来鉴定多样性．2伊
YT液洗下其他菌落，-70℃保存．
1援5援5 全套 scFv基因噬菌体表面呈现．取单链抗
体库液按 1∶20置于 2伊YT-AG液中，37℃振摇培
养至对数期，M13K07拯救使单链抗体基因表面呈
现，离心弃上清，2伊YT-AK液重悬，37℃培养过
夜．离心取上清，用 1/5体积 PEG/NaCl沉淀重组
噬菌体，2伊YT液悬浮沉淀．
1援5援6 SIEA26-28 ku单链抗体的富集及筛选．
20 mg/L SIEA26～28 ku包被硝酸纤维膜，用 5%脱
脂奶粉(MPBS)，4℃封闭过夜，加入重组噬菌体，
37℃温育 1 h，PBS、PBST各洗 5次(第 2～4轮富
集，各洗 10次)，0.1 mol/L Gly-HCl (pH2.2)洗脱吸
附的重组噬菌体，然后用 1 mol/L Tris-HCl (pH8.0)
中和．将洗脱的噬菌体加入对数期 TG1 菌中，
37℃温育 15 min，250 r/min 培养 45 min．离心弃
上清，2伊YT-AG 液重悬，振摇培养至对数期，
M13K07 拯救生成富集克隆的噬菌体表面呈现文
库．共富集 4轮．取 4轮富集后再感染的库液涂布
SOBAG 板， 30℃ 培养过夜． 挑取单菌落经
M13K07拯救获得单个重组噬菌体，用等体积 2%
MPBS，室温封闭 10 min，加到包被 SIEA26～
28 ku的酶标板中，37℃温育 2 h，加入 HRP标记
M13抗体，37℃温育 1 h，TMB-H2O2显色，1 mol/L
H2SO4终止反应，测 A 450值．
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Fig援 2 Agarose gel electrophoresis of PCR products of
VH, VL and scFv fragment

(a) M: DNA marker; H: VH PCR products; L: VL PCR products; (b)
M: DNA marker; scFv: scFv PCR products.

1援5援7 可溶性 scFv的表达与分析．将阳性克隆感
染琥珀终止密码子非抑制表型菌 HB2151，E-tag与
g3基因之间琥珀终止密码子被识别，抗体以可溶
性形式表达．于 2伊YT-AI 液中，30℃，250 r/min
诱导 20 h，离心收集沉淀，分别提取细菌周质及胞
质内可溶性 scFv．SDS-PAGE、免疫印迹分析可溶
性单链抗体的表达及其特异性．抗体为 HRP标记
E-tag抗体，DAB-H2O2显色．

1援5援8 特异性 scFv 序列测定． 提取特异性
SIEA26～28 ku-scFv菌质粒，以 pCANTAB5E载体
两端固定序列 R1、R2为引物测序．R1：5忆 CCA-
TGATTACGCCAAGCTTTGGAGCC 3忆；R2：5忆 C-
GATCTAAAGTTTTGTCGTCTTTCC 3忆．将序列登
录 NCBI进行核苷酸序列 Blast分析，与 Kabat 数
据库中免疫球蛋白序列进行 Blast分析．
1援5援9 重组质粒 PET32a/SIEA26～28 ku-scFv的构
建．依据 SIEA26～28 ku-scFv 的 ORF 设计引物
H1、H2，以 1援5援8提取的质粒为模板，PCR 扩增
scFv基因并纯化，条件：94℃预变性 3 min，94℃
变性 1 min，57℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，30
个循环后 72℃延伸 7 min．纯化 scFv PCR 产物，
EcoR玉、Sal玉双酶切 scFv片段、PET32a 载体并
纯化，16℃连接过夜后转化至感受态 BL21(DE3)菌
中，涂布含氨苄抗生素的 LB平板，37℃过夜培养
后挑取菌落，PCR及酶切鉴定确定阳性克隆．
1援5援10 单链抗体的表达与分析．接种阳性菌于 LB
液中，37℃培养过夜，1∶100转种至 LB液，继续
培养至 A 600约 0.6，加入 IPTG至终浓度 0.5 mmol/L，
诱导 3h后离心，PBS重悬后冰浴超声，4℃，超速
离心 10 min收集上清．SDS-PAGE、免疫印迹鉴定
可溶性 scFv，一抗为鼠抗 His-tag 抗体，二抗为
HRP标记兔抗鼠 IgG，DAB-H2O2显色．

1援5援11 筛选 cDNA 文库．将文库稀释至适当浓
度，与 XL1-Blue菌于 37℃孵育 20 min，加入顶胶
铺板，37℃培养至噬斑针尖大小，覆盖 IPTG浸泡
的 NC 膜，培养 6 h后揭膜，5%MPBS，4℃封闭
过夜，PBST 洗涤，加入可溶性 scFv，4℃过夜，
PBST洗涤，加入鼠抗 His-tag抗体，37℃孵育 2 h，
PBST洗涤，加入 HRP标记兔抗小鼠 IgG，37℃孵
育 2 h，DAB-H2O2显色．挑取 3轮筛选持续阳性噬
斑，与 BM25.8 菌液 31℃孵育 30 min，加入 LB
液，31℃，225 r/min培养 1 h，取上清涂布 LB-Amp
平板，31℃培养过夜，挑取单菌落，提取质粒．
1援5援12 PCR扩增与序列分析．根据 cDNA文库定

向克隆入 姿TriplEx2/BM25.8系统的 Sfi玉A和 Sfi玉B
位点附近序列，设计引物 P1、P2(P1：5忆 CTCCG-
AGATCTGGACGAGC 3忆；P2：5忆 TAATACGAC-
TCACTATAGGG 3忆)，PCR 扩增阳性克隆，条件
为：94℃预变性 5 min，94℃变性 45 s，55℃退火
45 s， 72℃延伸 1 min， 35 个循环后 72℃延伸
7 min．取长度超过 691 bp的克隆(空载体上测序引
物间序列长 191 bp)测序．去除 5忆端 Sfi玉A及之前
序列和 3忆端 Sfi IB及之后序列，将编辑后的 EST
通过 NCBI的 Blastn、Blastp程序进行核苷酸和蛋
白质水平的同源性分析．

2 结 果

2援1 RNA质量分析
RNA 完整性好，有 28 S，18 S，5 S 三条带

(图 1)，A 260 /A 280比值为 1.898．

2援2 全套 VH和 VL基因的扩增及 scFv基因的随
机拼接

PCR扩增出抗 SIEA全套 VH、VL基因， VH
片段约 420 bp，VL片段约 360 bp (图 2a) ．VH和
VL片段随机拼接成约 780 bp的 scFv片段(图 2b)．

Fig援 1 Total RNA extracted from spleens of
mice immunized with SIEA

28 S

18 S

5 S

M H L M scFv(a) (b)
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500400300
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Fig援4 Fingerprint analysis of scFv genes
digested with BstN玉

M: DL2000 ladder marker; 1～10: 10 clones from scFv library.

Fig援 5 SDS鄄PAGE analysis of positive scFv
M: Protein marker; 1: Whole cell extract of positive clone; 2:

Periplasmic extract of positive clone; 3: Periplasmic extract of negative

control (E援 coli HB215).

Fig援 6 Western blot analysis of positive scFv
M: Protein marker; 1: Whole cell extract of positive clone; 2:

Periplasmic extract of positive clone; 3: Periplasmic extract of negative

control (E援 coli HB215).

Fig援 7 Western blot analysis of specific
SIEA26～ 28 ku scFv reacting with SIEA

M: Protein marker; 1: Negative control (E援 coli HB215); 2: Specific

SIEA26～28 ku scFv.

Fig援 3 Agarose gel electrophoresis of PCR
products of recombinant clones

M: DL2000 ladder marker; 1～10: PCR products of 10 clones from

scFv library.

2援3 库容，重组率及多样性

SIEA单链抗体库库容为 2.27伊109，随机挑选

多个菌落均能扩出大小约 780 bp片段，重组率较
高(图 3)，多样化的 BstN玉酶切图谱证实单链抗体
库多样性好(图 4)．

2援4 富集和筛选

4轮富集后，针对 SIEA26～28 ku的噬菌体抗
体收率呈增加趋势，比第 1轮增加约 1 300倍(表 1).
从第 4轮富集后的抗体库中随机挑取 90个菌落，
ELISA筛选获得 5个与 SIEA26～28 ku反应的阳性
克隆．

2援5 SDS鄄PAGE、免疫印迹分析可溶性 scFv表达
阳性克隆表达约 32 ku的 g3p-scFv-E tag融合蛋

白，能被 HRP/anti E-tag 抗体识别，阴性对照
E. coli HB2151未见融合蛋白表达(图 5, 6)．其中
有一阳性克隆表达的可溶性 scFv 识别 SIEA 于

26～28 ku的位置，条带单一，为 SIEA26～28 ku特
异性 scFv(图 7)．

Table 1 Selection of scFv displaying phage
binding to SIEA26～ 28 ku

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2 000
1 000

750500
250
100

bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2 000
1 000750500

250
100

bp

Panning rounds 1st 2nd 3rd 4th
Total input phage(CFU) 1012 1012 1012 1012

Total output phage(CFU) 2.5伊103 1.95伊105 1.15伊106 3.25伊106

Ratio(output phage/input phage) 2.5伊10-9 1.95伊10-7 1.15伊10-6 3.25伊10-6

M 1 2 3ku
97.4
66.2

42.7

31.0

14.4

32 ku

M 1 2 3
ku

97.4
66.2

42.7

31.0

14.4

32 ku

M 1 2ku

66.2

14.4

26～28 ku

116.0

45.0

35.0

25.0

18.4
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Fig援 8 Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of specific SIEA26～ 28 ku scFv

Fig援 9 Restriction and PCR identification of the
recombinant plasmid PET32a/SIEA26～ 28 ku鄄scFv

M: DNA marker; 1: PET32a plasmid; 2: PET32a/SIEA26～28 ku-scFv

plasmid; 3: PET32a digested by EcoR 玉 and Sal 玉 ; 4: PET32a/

SIEA26～28 ku-scFv digested by EcoR玉 and Sal玉; 5: PCR products

of PET32a/SIEA26～28 ku-scFv plasmid.

Fig援 10 SDS鄄PAGE analysis of soluble Trx鄄scFv
M: Protein marker; 1: PET32a induced at 3h; 2 ～6: PET32a/

SIEA26～28 ku-scFv induced at 0, 1, 2, 3, 4 h respectively.

2援7 PET32a/SIEA26～28 ku鄄scFv重组质粒的鉴定
以 PET32a/SIEA26～28 ku-scFv 质粒为模板，

PCR扩增得到与目的片段大小一致的产物， EcoR玉
和 Sal玉酶切得到 5.9 kb和约 730 bp两个片段，空
载体 PET32a酶切后仅有一 5.9 kb左右片段(图 9).

2援8 SDS鄄PAGE、免疫印迹分析可溶性 scFv
结果显示，PET32a/SIEA26～28 ku-scFv重组

菌表达约 46 ku的可溶性单链抗体融合蛋白
Trx-scFv， IPTG诱导 3h后表达量达峰值，且能被
His-tag抗体识别．空载体 PET32a菌未见该融合蛋
白表达(图 10，11)．

2援6 SIEA26～28 ku特异性 scFv DNA序列分析
SIEA26～28 ku特异性 scFv DNA 长 726 bp，

编码 242个氨基酸．VH基因长 363 bp，编码 121
个氨基酸，VL基因长 318 bp，编码 106个氨基酸，
VH和 VL通过短肽(Gly4Ser)3连接．将 VH、VL基

因序列登录 NCBI进行核苷酸序列 Blast分析，VH
的同源序列均为鼠 Ig 重链同变区基因，同源性
98%，属于 酌链类型；VL同源序列均为鼠 Ig V资
基因，同源性 97%；VH、VL均具有 4 个框架区
(FRs)和 3个抗原互补决定区(CDRs)(图 8)．

M 1 2 3 4 5

2 000
1 200

800
500
200

bp

3 000
4 500

1 atggcccaggtgcagctgcaggagtcaggggctgaactggcaaaacctggggcctcagtgaagatgtcctgc
M A Q V Q L Q E S G A E L A K P G A S V K M S C

73 aaggcttctggctacacctttactagctactggatgcactgggtaaaacagaggcctggacagggtctggaa
K A S G Y T F T S Y W M H W V K Q R P G Q G L E

VH-CDR1
145 tggattggatacattaatcctagcactggttatactgagtacaatcagaagttcaaggacaaggccacattg

W I G Y I N P S T G Y T E Y N Q K F K D K A T L
VH-CDR2

217 actgcagacaaatcctccagcacagcctacatgcaactgagcagcctgacatctgaggactctgcagtctat
T A D K S S S T A Y M Q L S S L T S E D S A V Y

289 tactgtgcaagacgcgactatgattacgacggatacttcgatgtctggggcgcaggcaccacggtcaccgtc
Y C A R R D Y D Y D G Y F D V W G A G T T V T V

VH-CDR3
361 tcctcaggtggaggcggttcaggcggaggtggctctggcggtggaggctcggacattgagctcacccagtct

S S G G G G S G G G G S G G G G S D I E L T Q S
Linker

433 ccagcactcatgtctgcatctccaggggagaaggtcaccatgacctgcagtgccagctcaagtgtaagttac
P A L M S A S P G E K V T M T C S A S S S V S Y

VL-CDR1
505 atgtactggtaccagcagaagccaggatcctcccccagactcctgatttatgacacatccaacctggcttct

M Y W Y Q Q K P G S S P R L L I Y D T S N L A S
VL-CDR2

577 ggagtccctgctcgcttcagtggcagtgggtctgggacctcttactctctcacaatcagcagcatggaggct
G V P A R F S G S G S G T S Y S L T I S S M E A

649 gaagatgctgccacttattactgccatcagcggagtagttacacgttcggaggggggacaaagctggaaatc
E D A A T Y Y C H Q R S S Y T F G G G T K L E I

VL-CDR3
721 aaacgg

K R
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Fig援 11 Western blot analysis of soluble Trx鄄scFv
M: Protein marker; 1, 2: PET32a/SIEA26～28 ku-scFv induced at 3, 0 h

respectively; 3: PET32a uninduced.

Fig援 12 Agarose gel electrophoresis of PCR
products of positive clones

M: DL2000 ladder marker; 1～8: Positive clones.

2援9 cDNA文库的筛选
以 SIEA26～28 ku特异性 scFv为探针，筛选获

得 8个阳性克隆．PCR扩增可见插入的 cDNA 分
子片段大小分布于 0.5～2.0 kb之间(图 12)．

2.10 测序结果与分析

选取强阳性克隆测序，获得分子质量约为

28 ku阳性克隆一个，初步分析鉴定为日本血吸虫
核糖体蛋白 S4基因(RPS4)．基因全长 871 bp，开
放阅读框 795 bp，编码 264个氨基酸，理论分子质
量约 28 ku，等电点(pI)为 10.39．RPS4是小亚基核
糖体蛋白的一种，定位于 40 S 和 60 S 亚基连接
处[14]，同起始因子 eIF-3相互作用[15]，可能参与了

核糖体与 mRNA的结合，被认为是更直接地涉及
核糖体功能的小亚基蛋白，该部分缺失将抑制蛋白

质的合成．

3 讨 论

单链抗体作为诊断、治疗手段被应用于许多疾

病，如癌症[16]、病毒性疾病[17]、寄生虫病[18]等．近

年来，血吸虫病研究领域研制出了一些具有治疗和

诊断价值的单链抗体[19～22]．SIEA单链抗体库的构
建为抗日本血吸虫病天然分子候选疫苗的研发提供

了新的途径．我们为了获得抗日本血吸虫病天然分

子候选疫苗 SIEA26～28 ku的特异性 scFv，在传统
筛选方法的基础上，用具有较强抗原结合能力的

NC膜替代常规筛选方法所用的固相载体，并加强
洗涤力度去除非特异性 scFv，获得了较高阳性
率．同时，为了提高可溶性 scFv 的表达量，将
scFv 片段克隆至含硫氧还蛋白(Trx)的表达载体
PET32a，原来以不溶形式存在的蛋白质当与 N端
硫氧还蛋白(Trx·Tag)序列融合后，硫氧还蛋白驱
动二硫键形成，促进 scFv以可溶性形式大量表达，
为其进一步分析应用提供了可能．

研究发现，SIEA26～28 ku天然分子候选疫苗
特异性 scFv 具有与完整抗体相同的抗原结合功
能．以此为探针筛选日本血吸虫 cDNA文库，获
得天然分子候选疫苗相应的编码基因，可为

SIEA26～28 ku天然分子候选疫苗的大量制备提供
可能．免疫印迹分析证明，未成熟虫卵可溶性抗原

26/28 ku(SIEA26～28 ku)可被血吸虫尾蚴感染血清
特异识别[5]；同时发现 SIEA26～28 ku天然分子候
选疫苗和致弱尾蚴均能诱导宿主产生明显的抗生

殖、抗卵胚发育的免疫效应[23, 24]；李华等[25]比较了

紫外线照射前后尾蚴抗原的变化，发现紫外线照射

致弱尾蚴在约 26 ku的蛋白质浓度明显高于正常尾
蚴，与正常尾蚴抗原反应比较，紫外线照射尾蚴免

疫猪血清与照射尾蚴抗原反应，在 26 ku处出现一
条明显的强反应条带．研究结果提示，SIEA26-28
ku天然分子与致弱尾蚴疫苗抗原之间可能存在起免
疫保护作用的共同抗原．我们采用高效天然分子疫

苗免疫的猪血清筛选尾蚴抗原，也获得了一些与

SIEA共同抗原的类似结果[26]．

我们以 SIEA26～28 ku特异性 scFv为探针，初
步筛选了日本血吸虫尾蚴 cDNA 文库．获得了核
糖体蛋白 S4基因(RPS4)，在日本血吸虫研究中尚
未见对该基因的深入报道．有研究发现 RPS4除具
有看家基因的功能外，很可能参与生物系统的发育

调控，其表达水平随细胞的类型和生长状况不同出

现明显的差异表达．有人发现核糖体 S4蛋白参与

M 1 2 3 4 5 6 7 8

2 000
1 000

750
500
250
100

bp
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了黄鳝性别分化发育，在不同性腺中也存在差异表

达[27]．溴氰菊酯抗性蚊中，核糖体 S4蛋白就存在
着差异表达，而这种差异表达的结果与溴氰菊酯的

抗药性和敏感性抗性有关[28] ．在利什曼原虫病疫

苗的研究中，核糖体蛋白 S4基因作为疫苗应用的
潜在价值已被肯定[29]．RPS4在血吸虫不同阶段是
否存在差异表达及其作为疫苗的潜在价值，有待进

一步深入研究．此外，特异性 SIEA26～28 ku单链
抗体的制备成功也为抗血吸虫病理的治疗性疫苗研

究提供了基础．
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Construction, Screening and Application of Single鄄chain Fv Antibody
Library Against Immature Egg of Schistosoma japonicum*

HE Zhuo1), WANG Shi-Ping1)**, XIAO Xiao-Qin1), ZENG Shao-Hua2),
LIU Ming-She3), LI Lin1), ZHOU Shuai-Feng1)
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3)Department of Parasitology, Shanxi Province Changzhi School of Medicine, Changzhi 046000, China)

Abstract Single-chain Fv (scFv) antibody library against SIEA (soluble immature egg antigen) of Schistosoma
japonicum was constructed by phage display technology. Specific SIEA26～28 ku scFv was obtained by screening
the SIEA scFv library using the natural molecular candidate vaccine, SIEA26～28 ku. The specific scFv fragment
was subcloned to prokaryotic expression vector PET32a and induced the expression of soluble specific scFv in high
level. Subsequently, specific scFv as a probe was used to screen the cercaria cDNA library of Schistosoma
japonicum to get the coding genes of SIEA26～28 ku molecules. Results showed that specific SIEA26～28 ku scFv
with high level expression was achieved. The corresponding gene, ribosomal protein S4 was obtained by initially
screening the cercaria cDNA library with the specific SIEA26～28 ku scFv. The obtaining of specific SIEA26～
28 ku scFv lays the foundation for further screening and identification of the coding genes of SIEA26～28 ku, the
natural molecular candidate vaccine against schistosomiasis.

Key words Schistosoma japonicum, soluble immature egg antigen (SIEA), single-chain Fv antibody (scFv),
phage display antibody library, cDNA library
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