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利用抑制消减杂交技术筛选猪蛔虫性别差异表达基因 

吴绍强，邹丰才，翁亚彪，宋慧群，林瑞庆，朱兴全 

（华南农业大学兽医学院，广州 510642） 

 
摘要：为了筛选线虫的性别特异性基因，为线虫乃至寄生虫的性别控制提供新的工具，本研究选择猪蛔虫

（Ascaris suum）为模型，分别提取雌性和雄性成虫的 mRNA 后，采用 Clontech 公司的 PCR-select
TM
试剂盒进行

反转录合成 cDNA 并进行抑制消减杂交（SSH），构建猪蛔虫雌、雄虫性别差异表达的消减 cDNA 文库，并采用地高

辛（DIG）标记的 cDNA 探针进行 Southern 杂交检验所构建文库的消减效率。结果表明，雌、雄虫性别差异表达

的消减 cDNA 文库均具有很强的性别特异性。随机从各库中各抽取 25 个克隆进行测序及在线 BLAST 分析，发现在

25 个雄虫 ESTs 中有 20 个已知 ESTs，5 个新的 ESTs；25 个雌虫 ESTs 中有 11 个已知 ESTs，还有 8 个可能为新基

因。猪蛔虫性别差异表达的消减 cDNA 文库的成功构建，为进一步研究性别特异基因的功能奠定了基础。   
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Profiling of Gender-Specific Gene Expression for Ascaris suum by 

Suppression Subtractive Hybridization 
WU Shao-qiang, ZOU Feng-cai, WENG Ya-biao, SONG Hui-qun, LIN Rui-qing, ZHU Xing-quan 

(College of Veterinary Medicine, South China Agricultural University, Guangzhou 510642) 

 
Abstract: Attempting a new method of gender-controlling nematode infection in animal production, differentially expressed 

male and female cDNA libraries of the adult Ascaris suum were constructed using the technique of suppression subtractive 
hybridization (SSH). The gender specificity of the constructed archives was determined using Southern blots with 
Digoxigenin(DIG)- labeled male and female cDNA probes. Twenty-five clones from each archive were selected ad libitum for 
sequence determination and homology analysis by BLAST online. Twenty of the 25 ESTs from the male cDNA library have a 
homology to the genes from C. elegans and 11 of the 19 ESTs from the female cDNA library have a homology to the genes from C. 
elegans. The successful construction of differentially expressed male and female cDNA libraries have provided a foundation for 
further study of the gender-specific genes. 
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中国是养猪大国，由猪蛔虫（Ascaris suum）感染

而导致的猪蛔虫病是危害猪体健康的重要疾病之一，

对中国养猪业造成的经济损失非常严重。据调查，中

国猪群蛔虫病的感染率从 17.3%[1]到 80%[2]不等，感染

强度与猪只饲养管理条件有关。目前，猪蛔虫病主要

以药物防治为主，这不仅从一定程度上影响了肉品品

质，还容易导致蛔虫耐药性的产生。 

猪蛔虫具有强大的繁殖力，而且虫卵对外界环境

抵抗力较强，随粪便排至外界后可存活 3～5 年，极易

引起猪群的普遍感染。如能选择性地抑制或阻断猪蛔

虫性别相关基因的表达，则可抑制成虫的繁殖及产卵，

从而有效地控制猪蛔虫病的传播、流行。 
近年来，以研究基因功能为目的的“功能基因组

学”发展十分迅速。抑制消减杂交技术（suppression



5 期               吴绍强等：利用抑制消减杂交技术筛选猪蛔虫性别差异表达基因    1041 

 

subtractive hybridization, SSH）是 1996 年提出的以消

减杂交和抑制 PCR 结合而发展起来的一种克隆新基

因的方法[3]，该方法具有高度的敏感性，即使低丰度

的 mRNA 也能被检出，而且效率高，一次 SSH 反应

可以同时分离几十或成百个差异表达基因[4]。本研究

通过将猪蛔虫雌、雄成虫 cDNA 进行相互抑制消减杂

交（SSH），构建性别差异表达的消减 cDNA 文库，

从而大规模筛选性别差异表达基因，为性别相关基因

的功能及性别调控研究奠定基础，并为最终研制成功

性别控制疫苗或药物提供一个新的工具。 

1  材料与方法 

1.1  猪蛔虫成虫   

自屠宰场采集猪蛔虫成虫，于生理盐水内室温放

置数小时、使其代谢物排出后，根据生殖器官的差异

鉴别性别，将雌、雄性虫体分别放置于用 DEPC 溶液

预处理的冻存管内，-86℃保存。 
1.2  猪蛔虫雌、雄虫总 RNA 和 mRNA 的提取  

自-86℃取出约 1 g 雌性或雄性虫体，放于预先加

入液氮的研钵内，研成粉末后，加入 TriPure Isolation 
Reagent（Roche）分离虫体总 RNA，用 Biophotometer
（Eppendorf）测定含量后，取约 2 mg，按照 Poly（A）

Purist 试剂盒（Ambion）操作说明分离 Poly（A）mRNA，

经 1%琼脂糖凝胶电泳检测无降解后，用

Biophotometer 测定含量，-86℃保存备用。 
1.3  抑制消减杂交 

按 PCR-Select cDNA Subtraction 试剂盒（Clon- 
tech）说明书进行。首先分别取约 2 µg mRNA 合成猪

蛔虫雌、雄虫的双链 cDNA，然后分别经 RsaⅠ酶切

消化后，纯化，加上接头（adaptor）并分析接头的连

接效率；以 adaptor-RsaⅠ -cDNA（♂）为受试子

（Tester）、 RsaⅠ-cDNA（♀）为驱逐子（Driver），

经过 68℃ 8 h 和 20 h 两轮消减杂交后，然后进行两轮

抑制性 PCR，获得特异性扩增的雄虫 cDNA；同样，

以 adaptor-RsaⅠ-cDNA（♀）为 Tester、 RsaⅠ-cDNA
（♂）为 Driver 进行抑制消减杂交，获得猪蛔虫雌

虫差异表达的的消减 cDNA。  
1.4  Southern blot 检测  

采用 Southern blot 评价所获得的 cDNA 的特异

性。按照 DIG DNA labeling and detection 试剂盒

（Roche）说明进行操作。 
1.4.1   探针的标记  采用随机引物延伸法，分别

以 300 ng 经 RsaⅠ酶切消化的猪蛔虫雌、雄虫的双链 

cDNA 为模板，制备 DIG 标记的雌、雄虫探针，标记

的探针经检测，标记效率均为 10 pg·µl-1，4℃放置备

用。 
1.4.2  Southern blot 操作  各取约 1.0 µg 经抑制

消减扩增的雌、雄虫 cDNA，在无溴化乙锭（EB）的

条件下进行 0.7%琼脂糖凝胶电泳；电泳结束后，将凝

胶修边、切除多余部分并作方向标记后，先后在 1.5 
mol·L-1 NaCl、0.5 mol·L-1 NaOH 溶液中变性 45 min、
在 1 mol·L-1 Tris-HCl（pH 7.4）、1.5 mol·L-1 NaCl 溶
液中中和处理后，以 20×SSC 溶液为转移缓冲液，将

DNA 转移到带正电荷的尼龙膜（Roche）上，连续转

移 2 h。转移结束后，将尼龙膜放于紫外交联仪

（Uvitec）内， 254 nm、1.5 J·cm-2固定。采用 DIG Easy 
Hyb（Roche）溶液在封闭的杂交袋（Roche）内进行

预杂交 2 h，然后采用雄虫探针含量为 15 ng·ml-1 的

DIG Easy Hyb 溶液，在杂交炉（Thermo）内进行     
37℃过夜杂交。严格洗涤后，采用 DIG Wash and block 
buffer 试剂盒（Roche）中的相应试剂将膜封闭、洗涤

后显色并拍照，以检测雌虫差异表达文库的消减效率。

同样，将转印后的尼龙膜采用 15 ng·ml-1 雌虫探针进行

杂交，以检测雄虫差异表达文库的消减效率。 
1.5  性别差异表达的消减 cDNA 文库的构建  

将获得的猪蛔虫性别差异表达的 cDNA 插入

pGEM-T easy 载体（Promega）上，转化 E.coli JM109 
感受态细胞 （Promega），蓝/白斑法筛选阳性克隆。 
1.6  测序及序列比较分析  

从猪蛔虫雌、雄虫性别差异表达的消减 cDNA 文

库中随机挑选 40 个克隆，采用质粒抽提试剂盒

（Vitagene）提取质粒，用 EcoRⅠ进行酶切鉴定后，

随机抽取 25 个阳性克隆送上海博亚生物工程公司用

ABI PRISM 377 测序仪进行测序。将所测 ESTs 序列

在美国生物信息中心网站进行在线 BLAST 分析

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）。 

2  结果与分析 

2.1  抑制消减杂交（SSH）效率分析 

采用 TriPure 分离虫体总 RNA，得率约为 3.44 
mg·g-1组织，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测无降解；取约 
2 mg，按照 Poly（A）Purist 试剂盒（Ambion）说明

分离 Poly（A）mRNA， 经含量测定，表明 mRNA
回收率约为 7.12 µg·g-1组织，OD260/280=1.91。将获

得的 mRNA 用含 RNasin（Promega）的 ddH2O 溶解后，

-86℃保存备用。 
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在接头的连接效率为 61%时，进行 2 轮消减杂交和 2
轮特异性 PCR 扩增，将获得的性别差异表达的 cDNA
进行电泳，发现与没有消减的对照 cDNA 相比，消减

文库 cDNA 大小多在 0.4～1.0 kb 之间，且得到明显扩

增，而较大的片段得到了明显的消减 (图 1) 。  
 

 

 
1.未消减的雌虫 cDNA Tester 第 2 轮 PCR 产物；2.消减的雌虫 cDNA 
Tester 第 2 轮 PCR 产物；3.未消减的雄虫 cDNA Tester 第 2 轮 PCR 产物；

4. 消减的雄虫 cDNA Tester 第 2 轮 PCR 产物；5.TaKaRa λ-EcoT14 Ⅰ
Marker 
1. The 2nd PCR products of unsubtracted female cDNA Tester; 2. The 2nd 
PCR products of subtracted female cDNA Tester; 3. The 2nd PCR products 
of unsubtracted male cDNA Tester; 4. The 2nd PCR products of subtracted 
male cDNA Tester; 5. TaKaRa λ-EcoT14 ⅠDNA Marker 

 

图 1  猪蛔虫雌、雄虫 cDNA 相互抑制消减杂交结果 

Fig.1  Results of the subtractive suppression hybridization 

with cDNA of the male and female adults of Ascaris 

suum 

 

2.2  cDNA 特异性分析 

采用地高辛标记探针进行 Southern blot 以检

测文库特异性，发现当采用雌虫探针进行杂交时，

雌虫消减文库信号较强，杂交颜色较深，而雄虫消减

文库的颜色较淡；同样，当采用雄虫探针进行杂交时，

发现雄虫消减文库信号较强，杂交颜色很深，而雌虫

消减文库的颜色非常浅淡。说明消减效果明显，文库

性别特异性较好。(图 2、3)。 
2.3  插入片段的酶切分析 

随机抽取各库中各 40个克隆，各加入 1.5 ml Ampr 
LB 培养基中，37℃过夜摇菌后，提取质粒并进行 EcoR
Ⅰ酶切、1%琼脂糖电泳，发现插入片段大小多在 600 

 
 
1.雄虫 SSH 文库；2. 雌虫 SSH 文库 
1. Male SSH library; 2. Female SSH library 

 

图 2  采用地高辛标记雌虫探针对文库进行 Southern blot

检测结果 

Fig.2  Southern blot analysis of the male and female 

subtracted cDNA libraries using DIG-labeled female 

cDNA as probe 

 

 
 

1. 雄虫 SSH 文库；2.雌虫 SSH 文库 
1. Male SSH library; 2. Female SSH library 

 

图 3  采用地高辛标记雄虫探针对文库进行 Southern blot

检测结果 

Fig.3  Southern blot analysis of the male and female 

subtracted cDNA libraries using DIG-labeled male 

cDNA as probe 

 

bp 左右，雄虫文库的阳性率为 97.5%，40 个克隆中，

只有 1 个没有预计大小的插入片段；雌虫文库的阳性

率为 92.5%，40 个克隆中，有 3 个没有预计大小的插

入片段。 
2.4  测序及在线 BLAST 分析 

随机抽取雌、雄虫文库中酶切鉴定为阳性的各 25
个克隆进行测序，发现雄虫文库的所有 25 个克隆均没
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有重叠 ESTs 序列，通过 BLAST 分析在 DNA 数据库

中找到与 C. elegans基因具有同源性的 ESTs 有 18 个，

其余 7 个为新基因；雌虫文库的 25 个克隆中，有 10
个克隆为 4个ESTs序列的重叠群，即只有 19个ESTs，
通过同源性比较，其中 11 个为已知基因，另外 8 个没

有同源序列，这些 ESTs 推测的功能见表。 
 

表  猪蛔虫性别差异表达的ESTs与C.elegans的ESTs同源

性比较 

Table  Comparative analysis of A. suum male-specific and 
female-specific ESTs with homologues in C. elegans 

C.elegans 的相关 
ESTs 的功能 
Function of C.elegans  
homologue 

雄虫文库中同源 
ESTs 的数量 
Male-specific ESTs 

雌虫文库中同源 
ESTs 的数量 
Female-specific 
ESTs 

主要精子蛋白（MSP） 
Major sperm protein 

3 - 

卵黄蛋白原（VIT） 
Vitellogenin 

- 3 

蛋白激酶 
Protein kinase 

4 - 

肌动蛋白（ACT） 
Actin 

2 - 

其它蛋白 Other proteins 11 8 
功能不清 Unknown function 5 8 

 

3  讨论 

1996 年，Diatchenko 等人在抑制性 PCR 的基础上

发明了抑制消减杂交（SSH）技术，并构建了睾丸组

织肿瘤特异性 cDNA 文库。此后，SSH 在肝细胞癌、

肾癌、肺癌等[5~7]肿瘤相关基因的克隆上均获得了成

功，验证了这一技术在筛选差异表达基因方面的高度

敏感性，它可使低丰度的基因富集 1 000 倍以上，从

而易于发现采用常规方法不能检测到的基因。 
本研究对常规 SSH 方法进行了优化，根据笔者经

验，接头的连接在变温条件下进行效果更好，笔者采

用先在 16℃连接 2 h，然后 4℃过夜，发现连接效率较

高。在杂交时间上，参照肖丙秀等[4]经验，为使 Tester 
cDNA 得到富集，第 1 轮杂交时间以 8 h 为好（<12 h），
第 2 轮杂交时间以 20 h 为好，这样能够获得足够的差

异片段。在进行第二轮杂交时，同步混合也是获得较

高消减效率的保证，同时将第 2 次的扩增循环数降为

8，以防止低含量的被消减片段在长时间的扩增后得到

富集。 
当对基因组文库进行 Southern 杂交时，由于基因

组 DNA 分子量较大，通常采用 0.7%的琼脂糖凝胶进

行过夜转移，然后进行脱嘌呤处理以保证转移充分[8]。

本试验的检验对象为经过 RsaⅠ酶切的性别特异性

cDNA，大小约为 0.4~1.0 kb，试验发现，2 h 即可保

证转移完全，也无需脱嘌呤处理。为了保证杂交的特

异性，降低背景，本试验采用了严格的预杂交和封闭，

预杂交时间延长至 2 h，并采用新鲜配制的 1%脱脂乳

封闭 45 min，获得了较好的效果，无明显的非特异性

核酸结合。 
用地高辛（digoxigenin，DIG）标记核酸探针是

近几年发展起来的非放射性标记技术，它克服了放射

性同位素标记危害性大、成本高等缺陷，同样具有高

灵敏度和特异性，目前已为人们所接受并得到广泛的

应用。付宝权等 [9]采用地高辛标记旋毛虫 5 日龄成虫

期特异性基因，获得了特异性探针 T671，并用此从

cDNA 文库中筛选出了全长 cDNA，编码旋毛虫角皮

胶原蛋白。黄志彪等 [10]根据马来丝虫 Hha 重复序列，

合成地高辛标记寡核苷酸探针用于平远县马来丝虫病

的监测。发现该探针杂交检测方法特异性强，敏感性

高。本研究也发现，地高辛标记核酸探针的灵敏度和

特异性可以满足 Southern blot 检测的需要，并且耗时

少，花费低，值得推广应用。 
本研究发现所测定的雄虫消减文库的 25 个克隆

无一重叠序列，而测定的雌虫文库中的 25 个克隆却只

有 19 个独立的 ESTs，这说明雄虫文库的 ESTs 含量

明显高于雌虫，这与 Jiang 等 [11]的结果是一致的，在

他们研究的 2 171 个 C. elegans 性别特异性基因中，

76%为雄性特异性基因。Nisbet 和 Gasser [12]构建了玻

璃毛圆线虫（Trichostrongylus vitrinus）的性别特异性

SSH 文库，亦发现雄性基因的比例高于雌性基因，占

60%。 
通过 BLAST 分析发现，在雄虫特异性 SSH 文库

中，主要精子蛋白（MSP）基因 ESTs 的含量很高，

包括 msp-1、msp-4 和 msp-5 三个成分，MSP 为线虫

特异性的细胞骨架蛋白，对维持精子的变形运动具有

重要作用[13]。进入雌虫子宫内的精子，虽然要从不能

自由运动的精细胞发育为可以活泼运动的精子的过

程，但其中没有 mRNA 的转录和翻译，所以从雌虫抽

提的 RNA 中 MSP 相应的 ESTs 的含量较低[14]。另外，

在雄虫特异性 SSH 文库中，蛋白激酶的含量也较高，

包括磷蛋白质磷酸激酶、酪蛋白激酶，推测它们通过

参与蛋白的翻译后修饰与加工而对精子的成熟起着重

要的调节作用[15]。 
卵黄蛋白原（VIT）为雌性肠道上皮细胞合成的 
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一种具有脂类结合能力的蛋白质，在本研究中所构建

的雌性消减 cDNA 文库中含量也较高，包括 vit-1 和

vit-6，这与 Nisbet 和 Gasser [12]采用玻璃毛圆线虫进行

研究的结果是一致的。肠道上皮合成的卵黄蛋白原可

以通过受体介导的细胞内吞作用而进入卵巢中的胚胎

内[16]，从而为后代的发育提供能量。另外，有相当比

例的 ESTs 在 DNA 数据库中无 C. elegans 同源序列，

说明了寄生生活线虫和自由生活的 C. elegans 在性别

发育及调控方面确有不同[17]。 

4  结论 

本研究采用抑制消减杂交（SSH）技术，成功构

建了猪蛔虫性别差异表达的雌雄性成虫的 cDNA 文

库，经 Southern blot 检测，性别特异性良好，为研究

寄生线虫性别特异性基因的功能及性别调控的机理提

供了新的工具，亦向最终采用性别控制的方法消灭寄

生虫病迈出了坚实的一步。 
 
致谢: 本教研室的朱建荣老师提供了本试验中的虫体

样品，特此致谢！ 
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