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研究项目介绍

	背景知识简介

（或训练内容）

	细粒棘球蚴病(echinooocoosis) 又称囊性包虫病(cysticechinooocoosis，CE)是所由棘球属续绦期幼虫寄生于人体和动物引的一类重要的、有地方流行性的人畜共患性寄生虫病，呈世界性分布。人的主要感染途径是通过消化道摄入虫卵, 多寄生于肝脏。在我国主要分布于西部和北部的内蒙古、新疆、甘肃、宁夏、青海、四川和西藏等地[1]。2000年召开的我国西部地区寄生虫专业会议上，CE被确认为危害西部地区发展和人民健康最严重的寄生虫病。内蒙古地区1990-1992年调查绵羊棘球蚴平均感染率为14.92%；1991-1995年设点检测3982人，结果表明血清学平均阳性9.82%，且历年病例呈增多趋势[4]。
目前在全球范围内，棘球蚴病的误诊率较高，主要是由于细粒棘球蚴组织结构和抗原表现很复杂。现在最常用的血清学诊断抗原是棘球蚴囊液, 但粗制的棘球蚴囊液抗原与其他蠕虫病患者血清有严重的交叉反应和非特异性反应，因此假阳性问题难以克服，诊断特异性不理想[2]。

在已鉴定的棘球蚴特异抗原中，Ag5和抗原AgB 是2个在早期研究过程中发现的特异性较强的抗原蛋白，但后来试验证明Ag5与囊尾蚴和某些肠道线虫有交叉反应。目前公认AgB 是具有诊断价值的囊液蛋白, 免疫印迹显示其最小亚基(8 kD) 可用于棘球蚴病患者血清抗体的检测[1，2]。

近来的研究表明，AgB是由一个基因家族编码的耐热脂蛋白，至少包括三个基因，其中AgB8已获得两个cDNA克隆和序列，按报道顺序分别称为AgB8/1基因和AgB8/2基因。比较这两个基因的结构显示，AgB8/1基因序列为331bp，有243bp开放阅读框；AgB8/2基因基因序列为393bp，有270bp开放阅读框[2]。Virginio等对6六种不同的重组抗原基因AgB8/1、AgB8/2、Eg-CMDHC、Eg-caBP2、Eg-AFFPf和Eg-AFFPt在大肠埃希杆菌中表达得到的重组融合蛋白,用ELISA检测：rAgB8/2的敏感性为93%，特异性为99%；结果提示rAgB8/2是具有诊断意义的重组蛋白[5]。

Lightowlers等从羊细粒棘球绦虫（新西兰株）六钩蚴cDNA文库中筛选得到Eg95cDNA,编码153个氨基酸，分子质量为16.5KDa[7]。EG95被认为是目前最具有免疫保护性的细粒棘球蚴候选疫苗，是具有免疫诊断价值的特异性抗原。
细粒棘球蚴存在地理株差异已为许多研究所证实[2,6]。我们拟通过克隆细粒棘球蚴内蒙株的AgB8/2基因和Eg95基因，进行原核表达，纯化蛋白作为检测用特异性抗原，根据免疫学原理建立快速检测方法。以EG95作为初筛抗原，以AgB8/2为复检，研制具有临床使用价值的包虫病快速诊断试剂盒。
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	现有研究基础


	本实验室近几年来完成了几个细粒棘球蚴内蒙株疫苗候选基因的克隆和原核表达，已克隆到EG95基因cDNA并建立了有效的原核表达体系，并进行了初步的Western blot检测，效果良好。AgB8/2基因序列已有报道，拟通过RT-PCR方法克隆。项目所涉及的技术成熟，资料齐全，实验室设备能够满足项目需要，可以保证项目的顺利实施。


	研究摘要

	本项目拟通过RT-PCR方法克隆细粒棘球蚴内蒙株特异性蛋白基因AgB8/2和EG95，然后建立原核表达体系，纯化蛋白作为检测用特异性抗原。根据免疫学原理建立快速检测方法，以EG95作为初筛抗原，以AgB8/2为复检，研制具有临床使用价值的、特异性较强的包虫病快速诊断试剂盒。
1、 基因克隆
 根据GenBank中细粒棘球蚴AgB8/2基因序列设计引物，提取细粒棘球蚴(内蒙株)的原头蚴总RNA，RT-PCR扩增目的基因。回收其纯化的产物克隆到pMD19-T载体后进行序列分析。

2、 原核表达载体的构建 
测序正确的重组质粒经由EcoR I和 HindⅢ双酶切。回收其小片段AgB8/2 基因。原核表达载体pET44a(+)经同样的双酶切，回收其载体大片段。在T4DNA连接酶的作用下连接，构建原核表达载体pET44a(+)- AgB8/2，筛选出阳性克隆后进行酶切和PCR验证。
3、 重组融合蛋白的诱导表达及检测 
重组质粒pET44a(+)- AgB8/2和pET44a(+)- Eg95转化E.coli BL21(DE3)感受态细胞，经含Amp的LB平板筛选出阳性重组子后，培养一定时间后加入IPTG诱导，小规模培养。SDS-PAGE检测融合表达蛋白，考马斯亮蓝染色。Westeern blot检测重组融合蛋白后，扩大培养规模。
4、 蛋白纯化
用融合表达的蛋白用蛋白纯化试剂盒TALONTM Purification Kit（Clontech公司）纯化蛋白。
5、 包虫病快速检测试剂盒的研制
基于蛋白点杂交技术，拟通过点膜，封闭，抗体孵育和显色，建立高效、简单的包虫病快速检测试剂盒。

	进度计划

	1、 基因克隆 2008.5——2008.8
2、 表达载体构建2008.8——2008.10
3、 重组融合蛋白的的诱导表达及检测 2008.11——2009.5
4、 蛋白纯化 2009.5——2009.7
5、 建立包虫病快速检测试剂盒体系2009.8-2010.6


	预期成果形式
	1. 克隆到细粒棘球蚴AgB8/2抗原基因。 
2. AgB8/2基因和Eg95基因原核表达系统的建立。
3. 研制包虫病快速检测试剂盒。

	项目来源说明
	如说明已获资助或正在申请中的项目名称、时间和经费
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