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旋毛虫 p 49 抗原基因原核表达产物的纯化
`
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摘 要 目的 建立旋毛虫 p 49 抗原基 因原核表达产物的纯化方法
.

方 法 菌体经冻融
、

超声破菌及提取包涵体后
,

用

离子交换和凝胶过滤层析纯化蛋 白质
。

结果 纯化后的融合蛋 白 p 49 /G S T 经 S D S
一

P A G E 电泳鉴定达电泳纯
。

双杭体夹心

E L SI A 法检测结果表明纯化的 p 4 9 /G S T 融合蛋 白能与旋毛虫感染的鼠血清和纯化融合蛋 白免疫的兔血清反应
,

而不与正常

民和兔血清反应
。

结论 纯化后 的融合蛋 白 p 49 /G ST 具有较高的纯度及较强 的免疫活性
,

可望作为旋毛 虫病的免疫诊断抗

原
。

关挂词 旋毛形线 虫 p 49 抗原 融合蛋 白 纯化
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旋毛形线 虫 ( T 八 c h in e l l a s p i r a l i:
,

简 称旋毛

虫 ) 可感染人及 1 50 多种动物
,

引起严重的人兽共

患寄生虫病
〔 1〕 。

然而
,

旋毛虫病的临床表现较为复

杂
,

诊断较困难
,

易与其它传染病相混淆
。

免疫学

诊断技术有助于旋毛虫病的诊断
〔 2〕 。

旋毛虫肌幼虫

排泄一分泌抗原 ( e x e r e t o r y
一 s e e r e t o r y a n t ig e n s ,

E S

抗原 ) 中的 p 49 抗原是旋毛虫的主要功能性抗原
,

已

被 证明 可 能 对 疫 苗研制 和 免疫诊 断有 重 要 价

值
〔3一 ” 。

由于天然抗原的制备程序繁琐
、

得率低
,

我

们利用基因工程技术 已在体外成功地表达猪旋毛虫

p 4 9 / G S T 融合蛋 白
〔6〕 。

本文报道 p 4 9 / G S T 融合蛋

白的纯化结果
。

1 材料和方法

1
.

1 菌株与发酵液 的制备 含编码猪旋 毛虫 p 49

基因的大肠杆菌菌株 D H 5 a / p G E X
一

p 49 为厦门大学

肿瘤细胞工程国家专业实验室构建
。

过夜培养物接

种后
,

3 7 ℃培养 3h (O D
6 0。
= 0

.

8 )
,

经 0
.

l m m o l / L

IP T G 诱导表达 6h 后
,

6 0 0 o r /m in 离心 l om i n 收集

菌体
〔 6, 。

1
.

2 包涵体蛋 白的纯化 离心收集的菌体用 P B S

( p H 7
.

2 ) 洗涤
,

再用菌体裂解液 ( 5 0m m o l / L T r i s
-

C I
,

l om m o l / L E D T A
,

0
.

8 5写 N a C I ) 悬浮菌体
,

反

复冻融 3 次
,

超声破碎菌体
,

4℃ 9 8 2 99 离心 1 5m ni
,

取沉淀
。

然后依次用洗液 A ( 20 %蔗搪
,

50 m m ol / L

T r is
一

C I
,

1 0m m o l / L E D T A
, 0

.

8 5% N a C I
,

1
.

0%

T r i t o n X
一

1 0 0 )
、

洗液 B ( 1 0%蔗糖
,

2 0m m o l / L T r i s
-

C I
,

1 0m m o l / L E D T A )
、

洗液 C (洗液 B + 4m o l / L

尿素 ) 洗涤
,

同上离心
,

所得沉淀物即为粗提纯化

的 p 4 9 / G S T 包 涵 体 蛋 白
,

用 sm ol / L 尿 素
、

,
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