
第 28 卷第4 期
2007 年 10 月

华南农业大学学报 VoL28 , No.4 
Oct. 2007 Joumal of South China Agricultural University 

有齿食道口线虫 msp 基因的克隆与表达
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摘要:以有齿食道口线虫为研究对象，扩增出其雄虫的 msp 基因，克隆至质粒载体.pTrcHis-B 中，构建了阳p 基因重

组原核表达载体.经测序表明，目的基因阳p 己以正确的阅读框架整合至表达质粒中-应用大肠杆菌 ToplO为宿主

菌，通过 IPTG 诱导方法，表达包含 msp 基因产物的融合蛋白，经 SDS-PAGE 分析，表明表达蛋白大小正确，表达量高
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Cloning and Expression of Major Sperm Protein Gene 

from Oesophagostomum dentatum 

LIN Rui-qing , ZHUANG Rui-hong , ZHANG Xue , LIN Xiao-ling , SONG Hui-qun , ZHU Xing-quan 

(College of Veterin町 Medicine ， South China Agric. Univ. ,Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: The major sperm protein (MSP) gene of Oesophagostomum dentαtum was amplified by PCR 

and subsequenÙy inserted into the expression vector pTrcHis-B. The msp gene was sequenced and com­

pared with other published msp gene sequences. Sequence analysis revealed that the reading frame of the 

msp gene inserted was correct. The MSP fusion protein was expressed in Escherichia coli (Top lO) after 

induction with IPTG. SDS-PAGE analysis showed that the msP fusion protein was expressed efficienÙy. 
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食道口线虫病是由食道口属 Oesophagostomum

的多种线虫寄生于动物肠道引起，虽然通常只在反

鱼动物、猪和猴子上发现，但也有感染人的报道，特

别是在非洲的多哥和加纳等地区，有很高的感染

率口.2] 猪的食道口线虫病呈全球流行，在国内也普

遍存在，造成较大的经济损失;国内调查表明，感染

猪的食道口线虫主要是有齿食道口线虫 Oesophagos­

tomum dentαtum 和四棘食道口线虫 O. quadrispinula­

tum[3-5] 药物防治是目前寄生虫病防治的主要手段，

但由于长期以及不适当的用药，耐药性、药物残留以

及环境污染日益严重』寄生虫疫苗的研制也遇到困

难.寄生虫的抗原十分复杂，不同的发育阶段抗原不

同，而且存在着抗原变异、抗原伪装等现象，其功能

抗原的确定很困难，且寄生虫生活史复杂，较难人工
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培养，靠传统抗原提纯技术难以实现寄生虫抗原的

批量生产，现有寄生虫疫苗大多数只能产生不完全

的保护作用[6.7] 由于这些问题的存在，科学家们一

直在寻找有效防治寄生线虫的新途径，通过阻断或

干扰线虫的某个或几个生殖发育阶段可能是防治线

虫感染的新途径[8] 线虫中第一个被鉴定的性别特

异表达蛋白是主要精子蛋白家族(MSPs) .主要精子

蛋白相对分子质量较小(约 14000) ，是线虫特异性

细胞骨架蛋白，占整个精子细胞总蛋白的 10% -

15% ，在推动细胞向前运动方面起到重要作用.基于

主要精子蛋白对线虫生殖的重要性，本试验从猪的

有齿食道口线虫基因组中扩增出主要精子蛋白基

因，并进行克隆、鉴定与表达，为猪食道口线虫病重

组疫苗的研制及性别控制研究打下基础.
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1 材料与方法

1. 1 虫体样品

编号为 OdYJ6 Õ ①的有齿食道口线虫雄虫样

品，来自广东阳江，宿主为猪，体积分数为 70% 的酒

精保存

1. 2 质粒和工程菌

经菌液 PCR 鉴定和双酶切鉴定后，送上海英峻生物

技术有限公司测序，所得阳p 基因序列以 DNASTAR

软件(5.01 版)与网上发表的有齿食道口线虫 msp

基因进行序列比较.在 30 "c条件下转化有 pTrcHis­

msp 的宿主菌，以 1 mmoVL 的 IPTG 诱导表达 6 h ，产

物经 SDS-PAGE 蛋白电泳分析，蛋白相对分子质量

预期大小约为 21 000. 
pGEM-T Easy 载体试剂盒为 Promega 公司产品;

pTrcHis-B 表达质粒为 Invitrogen 公司产品; ToplO表 2 结果
达宿主菌为华南农业大学兽医寄生虫学研究室保存 2.1 阳p 基因的 PCR 扩增
1. 3 主要试剂

以提取的有齿食道口线虫 OdYJ6 Õ ①基因组为
DNA 提取试剂盒 Wizard™ DNA Clean-Up System 

为 Promega 公司产品， PCR 试剂 (Ex TIαq 、 Buffer 、

MgC12 、 dNTPs) 为大连宝生物公司产品，T4DNA 连接

酶为 Promega 公司产品.

1. 4 虫体 DNA 提取

取单个雄性成虫，用蒸悟水反复吹打冲洗 3 -4 

次后，置于一干净的1. 5 mL 的离心管中，加人 SDS

裂解缓冲液280μL和 25μgI μL 的蛋白酶 K 20μL 

ilt.匀后，放于 37 'c恒温培养箱中消化 12 -48 h. 消

化好的虫体悬液按 Promega 试剂盒 Wizard™ DNA 

Clean-Up System 使用说明提取虫体 DNA.

1. 5 引物的设计与合成

参照基因库已发表的有齿食道口线虫 MSPs 基

因序列，设计 1 对兼并引物: OMSP1F: 5'-ATGGC­

TACCGTWCCACC-3': MSP1R: 5'-TCAARGATTG­

TAYTCGATGGG-3'. 

将扩增出的主要精子蛋白基因片段连接到

pGEM-T Easy 载体，得到重组质粒 pGEM-msp ， 测序

后根据序列针对 msp 基因片段重新设计 I 对引物，

上游引物加 EcoR I 酶切位，点，下游引物加 Hind m酶

切位点，5'端均加 3 个保护性碱基，引物由上海英峻

生物技术有限公司合成，引物序列如下: OdmspPF: 

5'-AATGAATTCATGGCTACCGTTCCACC -3'; Odmsp­

PR ,5'-CTAAAGCTITCAAGGATTGTACTCG -3'. 

PCR 反应条件为 :94 "c预变性 5 min ，之后 94 "c 

变性30 s ,50 "c退火 30 s , 72 "c延伸到 s 共 30 个循

环，最后 72 "C延伸 5m皿同时设不加 DNA 模板的

阴性对照.扩增产物经 10 glL 琼脂糖凝胶电泳，于

紫外透射仪上观察.

1. 6 重组表达载体的构建
阳p 基因片段的 PCR 产物纯化后，以 EcoR 1 和

Hind m双酶切并与已同样酶切后的 pTrcHis-B 载体

连接，重组表达载体标记为 pTrcHis-msp.

1. 7 阳p 基因序列比较及表达产物的鉴定

重组质粒 pTrcHis-msp 转化至表达宿主菌 ToplO，

模板，用引物 OMSP1F 和 MSP1R 进行 PCR 扩增，产

物经 10 gI L 琼脂糖凝胶电泳，可见 2 条约 400 bp 的

条带(图 1) . 
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图 1 引物 OMSPl 和 MSPIR 扩增产物琼脂糖电泳分析

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of PCR product amplified with 

primers OMSPl and MSPl R 

PCR 产物纯化后连接至 pGEM-T Easy 载体，转

化感受态细胞 JM109 ，获得重组质粒， PCR 鉴定和酶

切鉴定(图略)显示所得序列片段有大小不同的 2

种，测序结果显示为含内含子的阳p 基因序列以及

不含内含子的 msp 基因序列.以不含内含子的阳p

基因获得的重组质粒 pGEM-msp 为模板，以 Odrr叩PF

和 OdmspPR 为引物，扩增用于构建原核表达的阳P

基因片段，PCR 产物在 10 glL 琼脂糖凝胶电泳，可见

1 条约 400 bp 条带，与预期一致(图 2) . 
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M: DNA marker DL2000 250 
l 空白对照; 2: msp 基因片段

100 M.. DNA marker DL2000; 
1: negative control; 2: msp gene 

固 2 msp 墓因扩增产物琼腊糖电泳分析

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of PCR product of 阳'P gene 
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2.2 msp 基因的原核重组质粒的构建与鉴定

阳p 基因片段的扩增产物经纯化后以 EcoR 1 和

Hind m双酶切回收，质粒 pTrcHis-B 同样经双酶切回

收，两者以合适的浓度进行连接.连接产物转化后，

经菌落 PCR 鉴定，电泳得 1 条约 400 bp 的特异性条

带;提取重组质粒 pTrcHis-msp 以 EcoR 1 和 Hind m 
双酶切，电泳可得目的基因(约 400 bp) 及载体(约

4500 bp) ，见图 3 ，结果均与预期一致.

bp 
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250 

000 

Ml: DNA marker DLl5000; M2: DNA marker D12000; 1: 空白对照;

2: 重组质粒 PCR 鉴定; 3: 重组质粒双酶切

Ml : DNA marker DL1 5000; Ml : DNA marker D12000; 1: negative con­

trol; 2: PCR identification of recombinant plasmids; 3: digestion of 

pTrcHis-1T!.!p PCR products with EcoR 1 and Hind m 
图 3 重组质粒 pTrcHis-msp 的 PCR 和酶切鉴定

Fig. 3 Identification of recombinant plasmids by PCR amplifica­

tion and restric60n digestion 

2.3 重组质粒 pTrcHis-msp 表达蛋白的 SDS-PAGE

分析

转化重组质粒后的 ToplO菌株以 1 mmolJL 的

IPTG 诱导表达 6 h ，取表达宿主菌处理后进行 SDS-

PAGE 分析，考马斯亮蓝染色，可观察到约在蛋白相对

分子质量 21 ()()()处有明显的表达产物条带，条带大小

与预期相符，未经诱导的 pTrcHis-n呻重组菌和诱导

表达的空质粒重组菌对照均不见该条带(图 4) . 

2 3 
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M:蛋白质相对分子质量标准; 1: 未诱导表达的 pTrcH卧阳'p;2: IJYfG 

诱导表达的 pTrcH四; 3 :I阿G 诱导表达的 pTrcHis-r阳P

M: relative molecular mass of protein marker; 1: pTrcHis-1T!.!p without 

IJYfG induction;2: pTrcHis induced with IJYfG; 3: pTrcHis-阳p induced 

with lJYfG 

图 4 pTrcHis-msp 表达蛋白的 SDS-PAGE 分析

Fig.4 SDS-PAGE analysis of expressed products 

2.4 阳p 基因片段的核苦酸和氨基酸的序列分析与

比较

经序列测定，证实插入表达载体 pTrcHis-msp 的

msp 基因阅读框架正确，阳p 基因序列全长为 381

坤，表达 126 个氨基酸，其核昔酸序列及推导的氨基

酸序列组成见图 5. 将本实验所获得的 msp 基因序

列与 GenBank 发表的代表性阳p 基因进行比较，结

果见表1.

ATGGCTACCGTTCCACCAGGTGACATCCACACCCAGCCCGGATCCAAGGTCGTCTTCAATGCTCC 

ATATGATGACAAGCACACCTACCACATCAAGATCACCAACGCGTCTGGCCGTCGTATCGGATGGG 

CCATCAAGACCACCAACATGAGGCGTCTTGGTGTCGACCCCGCCTGCGGTGTCCTCGACCCCAAG 

GAAACCACCCTTATGGCTGTGTCCTGCGATACCTTCGACTATGGCCGTGAGGACACCAACAACGA 

CCGTATCACCGTCGAATGGTGCAACACCCCCGAAGGTGCCGCCAAGCAGTTCCGTCGTGAATGGT 

TCCAGGGTGACGGTATGGTCCGCAGAAAGAACCTCCCCATCGAGTACAATCCTTGA 

• 65bp 

• 130bp 

• 195bp 

• 260bp 

• 325bp 

• 381bp 

• 65 

• 126 

图 5 有齿食道口线虫阳p 基因核昔酸序列及推导的氨基酸序列(阴影部分)

Fig.5 Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence( shadowed) of msp gene of o. dentαtum 

表 1 不同的阳p 基因编码的核昔酸序列及推导的氨基酸序列相似性比较

Tab. 1 Comparison of nucleotide sequences and deduced amino acid sequences of msp genes 

基因库代码
核昔酸相似性 氨基酸相似性

虫种 species
GenBank accession number 

similarity of nucleotide similarity of deduced 

sequences/% amino acid sequences /% 

有齿食道口线虫 O. dentatum AJ627869 95.8 96.9 

有齿食道口线虫。. dentatum AJ627870 96.9 98.4 

有齿食道口线虫。. dentatum AJ627872 95.0 97.6 

有齿食道口线虫。. dentatum AJ627873 94.2 96. 1 

猪且因虫 Ascari.s suum AY305390 76.1 82.7 

秀丽新杆线虫 Caenorhabdítis e组2时 NM 062487 76.6 80.3 
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3 讨论

中国的养猪业，包括集约化的养猪场仍然普遍

受到寄生虫的威胁，由于多数的寄生虫感染元明显

的临床症状，所以容易被人们忽视.但国内的一些调

查显示，寄生虫感染给养猪生产造成的经济损失是

相当严重的 [5] 由于药物防治以及常规疫苗存在的

一些问题，随着分子生物学技术在寄生虫学研究领

域的应用，目前很多学者除了加快寄生虫基因工程

疫苗研制外，也加强了对奇生虫生殖发育的分子机

制的研究，寻求通过生殖或发育控制来防治寄生虫

的新途径.

阳p 基因具雄性特异性，它的调控对寄生线虫的

生殖有重要作用.目前国外对于 msp 基因的文献报

道已逐渐增多，大多是关于基因的克隆及序列分
析[9-Jl]而国内此方面的研究较少.本研究结果显

示，具有亲缘和远缘关系的线虫，通常其推测的 msp

蛋白序列具有很高的相似性;营寄生生活的有齿食

道口线虫与营自由生活的秀丽新杆线虫其 msp 基因

推导的氨基酸相似性达 80.3% ，说明 msp 基因相对

保守.一般来说 ， msp 基因是一个家族，大多数寄生

虫性线虫有 5 -13 个阳p 基因，营自由生活的线虫

有 15 -50 个阳p 基因 [B] GenBank 上已报道有齿食

道口线虫 4 种不同的 msp 基因，为从 cDNA 文库和基

因组文库获得的问本试验从国内有齿食道口线虫

扩增出的 msp 基因既发现有不含内含子的阳p 基

因，也发现有含内含子的 msp 基因，不含内含子的

阳p 基因序列分析显示为阳p 基因家族的新成员.

本试验以国内有齿食道口线虫为研究对象，以

pTrcHis-B 为表达载体成功表达阳p 融合蛋白­

pTrcHis 为融合蛋白高效表达载体，采用 trc 强启动

子，表达的融合蛋白带 6 个组氨酸，方便纯化.载体

通过柔性氨基酸与目的蛋白相连，由于其结构较短

且在生理条件下不带电荷，所以基本上不影响蛋白

的结构和功能，而且融合部分可用肠激酶(EK) 简单
切去[口

本试验构建的重组质粒 pTrcHis-msp 通过序列

测定证明阅读框架正确 i 以 IPTG 诱导，在大肠杆菌

中过量表达后，通过 SDS-PAGE 电泳，显示获得目的

蛋白质，从而为构建食道口线虫基因重组疫苗以及

性别控制奠定了基础并提供了材料.
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