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间日疟原虫 MSP1-19 基因的克隆与表达

李光友1，陈 勇1，夏 惠2，方 强2，刘 丹2，买月琴1，贺文欣1

［摘要］目的:构建间日疟原虫 MSP1-19( Plasmodium vivax merozoite surface protein-1-19，Pv MSP1-19) 基因克隆及表达的载体。
方法:将 MSP1-19 基因克隆入原核表达载体 pET28a 中，构建重组表达载体。以重组载体转化大肠埃希菌 BL21，在 IPTG 诱导

下表达重组 Pv MSP1-19 蛋白。采用亲合层析纯化重组蛋白，应用 SDS-PAG 电泳和 Western blot 对表达产物进行鉴定和分析。
结果:成功构建了质粒 pET28a /Pv MSP1-19，并在大肠埃希菌中诱导可溶性表达的目的蛋白。表达的蛋白能与间日疟患者血

清发生特异性结合反应。结论:成功地原核表达出 Pv MSP1-19 目的蛋白，为间日疟的疫苗研制提供了实验基础。
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Cloning and expression of Plasmodium vivax merozoite surface protein-1-19 gene
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［Abstract］Objective: To construct a vector which clone and express Plasmodium vivax MSP1-19 Gene( Pv MSP1-19) ．Methods: The
Pv MSP1-19 was cloned into the expression vector pET28a． The recombinant expression vector was transformed into E． coli，and the Pv
MSP1-19 protein was expressed under IPTG induction． The recombinant protein was purified by affinity chromatography and the fusion
protein was characterized by SDS-PAGE and Western blot． Results: The Pv MSP1-19 gene in plasmid pET28a was expressed in E． coli
as a fusion protein． The fusion protein could be reacted specifically with Plasmodium vivax patient serum． Conclusions: The Pv MSP1-
19 gene was expressed successfully in E． coli，which provides the necessary basis for preparing vaccine in human．
［Key words］Plasmodium vivax; merozoite surface protein-1-19; gene prokaryotic expression; gene expression

疟疾是严重危害人类健康的寄生虫病，其中间

日疟是流行最广泛的疟疾之一，危害性仅次于恶性

疟［1］。我国中部沿黄淮流域地区疫情回升势头虽

得以遏制，但疟疾发病仍处较高水平［2］，因此研制

有效防治疟疾疫苗受到越来越多研究者的重视。由

于在间日疟生活史中，唯有红内期原虫能使人体致

病甚至危及生命，所以研制针对红内期的疫苗对降

低间日疟的发病率和病死率具有重要意义。疟原虫

裂 殖 子 主 要 蛋 白 1 ( merozoite surface protein-1，

MSP1) 是一种表达于裂殖子表面的蛋白，由于其位

于裂殖子表面，所以认为它可能参与裂殖子的入侵，

是重要疫苗候选分子之一［3 － 4］。它含有保护性免疫

功能域，可以产生特异性保护性抗体，这些抗体可以

阻止 疟 原 虫 入 侵 红 细 胞。本 研 究 以 间 日 疟 原 虫

MSP1 羧基端 19 kDa 片段( Pv MSP1-19) 进行克隆与

表 达，以期获得MSP1-19重组蛋白，
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间日疟疫苗的研制提供基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 IPTG、DNA Marker、Taq 多聚酶和 PCP
试剂均为宝生物公司( 大连) 产品。蛋白 Marker 购

自 Fermentas 公司。质粒小提试剂盒和凝胶回收试

剂盒为天根生化科技有限公司产品，引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成。E． coli B21、
DH5a 及 pET-28a 均为本实验室保存。NC 膜购自

Millipore 公司。Ni 离子亲和柱购自 GE 公司。羊抗

人 IgG-HRP 购于 Sigma 公司，DAB 底物显色系统购

于武汉博士德公司。间日疟患者血清及压积血为本

实验室保存。其余试剂均为国产分析纯。
1． 2 方法

1． 2． 1 MSP1-19 基因扩增 根据 Gene bank 间日

疟 MSP1-19 基因序列设计引物。上游引物 P1: 5'-
CGG GAT CCA ATG TGC AAA CTC AGT TAT TAA
C-3'; 下游引物 P2: 5'-CCG CTC GAG GCT GGA GGA
GCT ACA GAA AAC-3'。以间日疟患者压积血获取

DNA 为模板，以 P1 和 P2 为引物，扩增 MSP1-19 基

因片段。扩增参数: 95 ℃ 5 min; 95 ℃ 30 s，56 ℃
30 s，72 ℃ 2 min，共 32 个循环; 再于 72 ℃ 延伸

7 min。取PCR 扩增产物 4 μl 进行琼脂糖凝胶电泳

鉴定。按照天根生化科技有限公司 DNA 回收试剂

盒说明书进行操作，自凝胶中回收 MSP1-19 片段。
1． 2． 2 MSP1-19 重组表达载体构建及鉴定 BamH
Ⅰ和 XhoⅠ双酶切 pET28a 载体和 PCR 扩增片段，

T4 DNA 连接酶连接两个片段并转化 DH5а 感受态

细胞，涂 LB 琼脂平板并挑单菌落进行 PCR 扩增和

双酶切鉴定，阳性克隆经测序验证后保持菌种。
1． 2． 3 MSP1-19 重组蛋白的诱导表达 将重组表

达质粒 pET28a /MSP1-19 转化大肠埃希菌表达宿主

BL21 后，挑取阳性克隆于含 10 mg /L 卡那霉素的

LB 培养基中，37 ℃过夜培养，次日按 1∶ 100 稀释扩

种，至 A600 约为 0． 6 时，在菌液中加入 IPTG 至终

浓度为 0． 5 mmol /L，在 30 ℃诱导表达 6 h。分别于

诱导后 1、2、3、4、5 和 6 h 各取样 1 ml 收集并裂解菌

体，加入 1 × SDS 样品缓冲液进行 SDS-PAGE 电泳分

析表达蛋白。
1． 2． 4 表达产物的纯化 离心收集菌体，用 1 /10
培养基体积的贮存液( 50 mmol /L Tris-Hcl，pH 8． 0，

2 mmol /L EDTA ) 重 悬，加 入 溶 菌 酶 至 终 浓 度

100 μg /ml，再 加 1 /10 体 积 1% 的 Triton X-100，

30 ℃温育 30 min，置冰浴中超声处理，超声破碎后

离心，留取上清。参照 Ni 离子亲和层析柱说明，将

收集的上清以 15 ～ 20 ml /h 流速过柱，再分别用含

咪唑 80、500 mmol /L 溶液洗柱并收集洗脱液。
1． 2． 5 Western blot 检测表达产物 将重组蛋白

MSP1-19 样品经 SDS-PAGE 分离后，再电转移至硝

酸纤维素膜上。以 50 g /L 脱脂奶粉封闭 2 h，依次

与 1∶ 100 稀释的间日疟患者血清( 室温 2 h、PBS 洗

3 次) 以及 1∶ 1 000 稀释的羊抗人 IgG-HRP( 室温反

应 1 h、PBS 洗涤 3 次) 进行反应，最后加底物 DAB
显色并拍照。

2 结果

2． 1 MSP1-19 基 因 扩 增 PCR 扩 增 获 得 约

400 bp 条带，同预计的 MSP1-19 基因片段的大小相

符( 见图 1) 。
2． 2 MSP1-19 重 组 表 达 载 体 的 鉴 定 MSP1-19
PCR 产物与 pET-28a 载体分别经 BamHⅠ和 Xho Ⅰ
双酶切后连接，转化 DH5α。挑选单菌落进行双酶

切鉴定，得到约为 400 bp 酶切产物( 见图 2) 。
2． 3 MSP1-19 的诱导及表达 在蛋白 Marker 约为

19 000 处出现 1 条新生的蛋白带( 见图 3 ) ，同预期

的 MSP1-19 蛋白相符合。
2． 4 Western blot 分析 MSP1-19 表达 将纯化后的

重组蛋白进行 Western blot 分析显示，在间日疟条带

上出现一条与羊抗人 IgG-HRP 血清起反应的条带

( 见图 4) 。

3 讨论

间日疟原虫寄生于人体红细胞内，其裂殖子周

期性大量增殖导致红细胞破裂，引起机体发病。因

此，只要能够抑制裂殖子入侵红细胞，就可以有效的

降低疟疾的临床发病。DNA 疫苗能够较为全面的

诱导体液和细胞免疫应答，且具有操作简单和造价

低廉等特点［5 － 9］。研制 DNA 重组疫苗已成为抗疟

疾疫苗的重要途径之一。
MSP1 是疟原虫在裂体增殖的过程中合成的，

是一种被覆于裂殖子表面的糖蛋白。间日疟原虫的

MSP1 基因没有内含子，编码 1 726 个氨基酸，相对

分子质量约 200 000，MSP1 在裂体增殖的后期，分解

为小的蛋白多肽片段［10 － 11］，其中相对分子质量为

19 000 的羧基端片段，被携带进入红细胞内。研

究［12 － 13］表明，在猴和鼠疟疾模型中，以MSP1-19和
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MSP1-42 免疫分别诱导出对攻击感染的保护作用。
然而 MSP1-19 更加引人注目，因为其在不同疟原虫

株中高度保守。因此 MSP1-19 抗原为疟疾防治的

重要疫苗候选分子之一。
体外蛋白表达一般分为原核和真核两大类，真

核表达具有天然构象和活性等优点，但其表达水平

较低，培养条件严格，操作复杂，成本高，不利于大规

模生产。与其相比，原核表达量高，条件简单，成本

低［14］。我们选用大肠埃希菌作为宿主菌，成功的表

达出可溶性的 pET-28a /MSP1-19 重组蛋白，然后经

Ni 离子层析柱纯化，经 SDS-PAGE 电泳表明，pET-
28a /MSP1-19 重组蛋白大小约为 19 kDa，与理论大

小基本相符。Western blot 印迹分析显示，表达的重

组蛋白能够被间日疟患者血清所识别，而与正常人

血清不反应，表明所表达的重组蛋白具有一定的免

疫活性，为进一步的疟原虫疫苗的研究提供必要的

基础。
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