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摘要　用谷胱甘肽琼脂糖凝胶亲和层析法从中国广西水牛源大片吸虫 ( Fasciola gigantica ) 成虫体内提纯大片

吸虫谷胱甘肽 S-转移酶 ( FgGST )。提纯的 FgGST在 12% SDS-PAGE图谱上呈现二条清晰谱带 , 分子量分别为

26. 5 k D和 28 kD。以 CDNB为标准底物测得 FgGST的活力为 17. 08μmol /min mg。用谷胱甘肽亲和层析柱纯

化的 FgGST , 不仅纯度好 , 而且获得率高 , 所得 FgGST至少占上柱上清液总蛋白含量的 3. 1% 。
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Abstract　 In our experiment, Fasciola gigantica glutathione s-transferase ( FgGST) w as isola ted

f rom crude ex t racts of Fasciola gigantica by glutathione ag rose af finity chromatapaphy. SDS-PAGE

show s tw o closely mig ra ting polypeptides with molecular w eight of 26. 5 kD and 28 kD respective-

ly. The substance has GST activi ty of 17. 08μmol /min mg, when measured using CDN B as stan-

dard subst rate. AndFasciola gigantica has high concentration of GST. Fo r each isolation 100 mg

protein of F. g ex t ract is loaded onto the affini ty colum n and the yield of FgGST obtained is at least

3. 1% of the total pro tein.
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　　谷胱甘肽 S-转移酶 ( GST)在寄生虫疫苗研究中

有重要意义。谷胱甘肽 S-转移酶 ( GST) 以同工酶的

形式广泛存在于动、 植物体中。该酶以酶促反应催化

还原型谷胱甘肽 ( GSH)的疏基阴离子与许多次级底

物结合 ,或以非共价结合的蛋白质与许多巯水配基相

结合 ,通过酶反应和结合能力 , 解除内源性或外源性

毒物的毒性 , 包括脂质过氧化反应的次级产物。Bro-

phy等 [1 ]报道在所有蠕虫成虫的体内均存在有活性

的 GST, 蠕虫的 GST多存在于虫体细胞的胞质中。

GST在蠕虫的代谢中起着非常重要的作用 , 是蠕虫

主要解毒酶之一。许多蠕虫的 GS T还可能在代谢方

面有更特异的内在功能 ,包括合成白三烯 /前列腺素 ,

作为血红素、 类固醇和胆汁酸类配基的转运蛋白 ,

GST还可与正铁血红素结合 , 以免形成正铁血红素

结晶而堵塞吸虫的肠管 [1 ]。因此 GST成为设计抗蠕

虫药物的靶目标和一种抗蠕虫的候选疫苗抗原。在抗

血吸虫病的疫苗研究中 , 曼氏血吸虫的 28 kD GST

( Sm 28GST) 是最有希望的疫苗候选抗原。纯化的天

然 Sm 28GST免疫大鼠可诱导 50% ～ 70%的免疫保

护力。目前已获得编码 Sm 28GST的 cDN A克隆 , 并

利用基因重组技术 , 在多种载体 (包括大肠杆菌、酵

母菌、牛痘疫苗 )中表达。重组的 Sm 28GST加佐剂氢

氧化铝在多种动物 (小鼠、 大鼠、 狒狒等 ) 的免疫试

验中均获较高的免疫保护力 (平均为 42% ) , 肝脏虫
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卵肉芽肿明显缩小 , 雌虫平均产卵量减少 68% ,虫卵

的孵出明显减少 85% ,虫卵孵出率、毛蚴的活力及感

染性降低 ( 58% ) [ 2]。Sex ton等
[3 ]用肝片吸虫的 GST

( FhGST) 免疫绵羊 , 结果对同源攻击有明显的保护

(与对照组比较 ,吸虫数量减少 57% ) ,免疫应答似乎

针对童虫。 Muro A.等 [4 ]通过筛选基因库获得了编码

FhGST的 cDN A克隆。 Salvatore L.等 [5 ]用重组的

FhGST免疫绵羊和牛 , 其免疫保护率分别为绵羊

48% , 牛 50% 。

广西主要流行的是大片吸虫 ( F. gigantica )。为

了研究免疫预防大片吸虫病 ,比较大片吸虫与肝片吸

虫在保护性抗原方面的异同 ,本实验用谷胱甘肽琼脂

糖凝胶亲和层析法从中国水牛源大片吸虫中提纯

FgGST,并对其生化特性进行初步鉴定 ,为今后进一

步研究 FgGST的免疫保护作用奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　虫体来源: 用中国广西南宁地区水牛胆管中

寄生的大片吸虫。

1. 1. 2　主要的生化试剂: 谷胱甘肽琼脂糖凝胶 Sig-

maG-9761,还原型谷胱甘肽 ( GSH) SigmaG-4251, 1-

氯-2, 4二硝基氯苯 ( CDNB)为 Sigma公司产品 ; 标

准蛋白 ( 14. 4kD-97. 4kD) , 苯甲基磺酰氟 ( PM SF) ;

乙二胺四乙酸 ( EDT A)为上海奥伯生物科技有限公

司产品。

1. 2　方法

1. 2. 1　虫体的处理

从新鲜水牛肝脏的胆管中取出活的大片吸虫 ,用

冷的 0. 01 M PBS ( pH值= 7. 2)清洗干净 ,保存于 -

80℃冰箱或液氮备用。使用时 , 加入虫体 4倍体积的

0. 01M PBS (其中含 1 m M EDTA, 1 mM PM SF, 1%

Tri ton-x100) ,在研磨器中研成匀浆后 ,反复冻融

2～ 3次 , 4℃超声裂解 , 然后于 10 000 r /min, 4℃

离心 1 h,收集上清液 , 将其蛋白浓度调节至 8. 0 m g /

m L, - 70℃保存至使用 [ 6 ]。

1. 2. 2　大片吸虫 GST的提纯

将谷胱甘肽琼脂糖凝胶 ( SigmaG-9761) 浸于

0. 01 M PBS ( pH值= 7. 0)中饱和 , 置 4℃ 约 2 h。将

凝胶装柱后 ,用相同的 PBS平衡柱子 ,取蛋白浓度为

8 mg /m L的成虫匀浆上清液 15 m L上柱 , 循环 3～ 4

次过滤 ,然后用上述的 PBS液洗柱 ,直至无蛋白洗出

为止 [ 6]。结合于柱上的 GST用含 7 mM谷胱甘肽

( Sigma G-4251) , 50 m M Tris的洗脱液 ( pH值 =

9. 1) ,进行洗脱 ,将洗脱收集的 FgGST的 pH值调至

7. 0 (用 2 M Tris缓冲液 , pH值= 6. 0) , 透析除去

Tris, 分装于小管中 , 蛋白浓度调至 1. 5 mg /m L
[ 7]。

1. 2. 3　大片吸虫 GST的生化分析

1. 2. 3. 1　 FgGST纯度及分子量的测定: 应用 12%的

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE)

检测纯化 GST的纯度 , 并以标准蛋白 ( 14. 4 kD～

97. 4 kD)作对照 ,用考马斯亮蓝 R250染色 ,测定 Fg-

GST的分子量
[7 ]

。

1. 2. 3. 2　蛋白含量的测定: 用紫外分光光度计测定

经亲和层析纯化的 FgGST的蛋白含量 , 并分装保存

于 - 80℃。

1. 2. 3. 3　纯化的 FgGST酶活力的测定: 以 1 m M

GSH, 1 mM CDNB为标准底物 , 用紫外分光光度计 ,

在 340 nm处 , 测定 FgGST的酶活力
[ 7]。

2　结果

( 1)大片吸虫虫体匀浆上清液经谷胱甘肽琼脂糖

凝胶亲和层析柱纯化后 , 收集的洗脱液在 12% SDS-

PAGE图谱上只呈现 2条清晰的条带 , 分子量分别为

26. 5 kD和 28 kD (见图 1)。

( 2)用紫外分光光度计测定收集的洗脱液中蛋白

含量 , 把蛋白含量较高的洗脱组分合并 ,将蛋白浓度

调节为 1. 5 mg /m L, 分装保存。

( 3)以 1 m M GSH、 1 m M CDNB作为标准底物 ,

用紫外分光光度计 , 在 340 nm处 , 测得 FgGST活力

为 17. 08μmol /min mg 。

　　图 1　不同浓度的大片吸虫 GST提取物 ( FgGST ) 的

SDS-PAGE ( 12% ) 图谱

　 　 Fig. 1　 SDS-PAGE ( 12% ) of purified F . gigantica glu-

tathione S-transfrerase ( FgGS T) at the different protein con-

centra tions

1. 标准蛋白 ; 2. 3. 4. 不同浓度的大片吸虫 GST提取物

( FgGST ) . 1. M o lcula r weight standa rds; 2. 3. 4. Different

pr otein concentrations of FgGST.

3　讨论

近年来对片形吸虫病免疫预防的研究在候选疫
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苗抗原方面取得了不少进展 , FhGST对同源攻击表

现出较好的免疫保护作用 ,成为有希望的疫苗抗原成

分。但目前国内外对大片吸虫 GST的研究仍甚少 ,据

查实 , 仅 Wiedosari E发表了 1篇关于 FgGST方面的

文章
[8 ]

。

本实验用谷胱甘肽琼脂糖凝胶亲和层析法从中

国广西水牛源大片吸虫成虫体内提纯了 FgGST, 并

对其生化特性进行了初步的研究。大片吸虫 GST在

12% SDS-DAGE图谱上呈现 2条清晰的条带 ,分子量

分别为 26. 5 kD和 28 kD。该分子量与 Brophy等
[1 ]报

道的 FhGST的分子量为 26 kD～ 26. 5 kD及 Hillyer

等 [6 ]报道的 FhGST分子量为 27. 8 kD～ 29 kD接近 ,

均在 GSTs单体分子量范围之内 , 电泳图谱显示 Fg-

GST至少含有两组分子量较接近的成分。以 1 m M

GSH, 1 mM CDNB为标准底物测得 FgGS T的酶活

力为 17. 08μm ol /min mg。研究表明 GST的酶活力 ,

在不同蠕虫中差异较大。 Salv atore
[5 ]
报道 Fh GST活

力为 11. 5± 0. 6μm ol/min mg, Sm28 kDGST活性为

7. 27± 0. 22 μm ol/min mg。 Echinococcus granulosus

protoscoleces 的 GS T 活 力 为 0. 4 μmol /min  

mg。
[9 ]

Trichinella spiral is的 GST活性为 ( 0. 365～

0. 1773) μmol /min mg。
[10 ]可见大片吸虫的 GST活

性较高 , 这与前人报道的 GS T在复殖吸虫中活性较

高相符。[11 ]纯化所得 FgGST含量占上柱虫体匀浆上

清液总蛋白含量的 3. 1% , 表明大片吸虫体内 GST

含量较高 ,提示该酶在大片吸虫的代谢中也许起很重

要的作用 ,针对该酶的免疫反应对大片吸虫而言可能

是致命的。因此 , FgGS T抗吸虫病的免疫保护作用值

得进一步研究。

总之 ,本实验描述了一种简单的从大片吸虫中提

纯 GST的方法 ,为进一步的动物免疫实验奠定基础。
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