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随着分子生物学与免疫学的迅速发展袁 血吸虫病的诊断和
疫苗研究取得很大进展咱1暂遥 然而袁 迄今尚无用于现场的兽用或
人用血吸虫疫苗袁 亦未建立高敏感性和特异性的诊断方法遥 目
前研制基因工程疫苗面临诸多困难袁 数个被认为有发展潜力的
基因工程疫苗候选分子的免疫保护作用均未达到 WHO提出的
40%减虫率咱2暂袁 免疫保护力的持续时间较短咱3暂袁 分子诊断用抗

原抗体的大批量制备尧 质量监控以及诊断用重组抗原的无活性或
活性低等咱4暂遥 因此继续寻找新的血吸虫抗原分子非常必要遥 本
实验用感染日本血吸虫 14 d 的小鼠血清在其童虫 cDNA 文库
中筛选早期诊断抗原和疫苗候选抗原分子袁 并对阳性克隆进行
初步鉴定和分析遥

1 材料与方法

1.1 cDNA表达文库与菌株 日本血吸虫中国大陆株童虫 cDNA
文库由本实验室构建 渊容量为 3伊105 pfu/ml袁 平均插入片段长
度为 920 bp冤遥 EXAssist 辅助噬菌体 渊Stratagene冤尧 XL1鄄Blue
MRF忆菌株 渊Stratagene冤尧 SOLR菌株 渊Stratagene冤 和大肠埃希
菌 DH5琢尧 BL21 渊DE3冤 由本实验室保存遥
1.2 实验动物 雌性昆明小鼠 20 只袁 4周龄袁 体重约 20 g袁
购自中国科学院实验动物中心遥

揖提要铱 用日本血吸虫感染 14 d的小鼠血清免疫筛选日本血吸虫童虫 cDNA文库袁 将获得的 7个阳性克隆进行核苷
酸序列同源性分析袁 结果显示其中一个克隆所测序列与日本血吸虫 HSP70有很高的同源性 渊分值 score=650冤袁 另有 2
个克隆所测序列分别与已报道的日本血吸虫 FABP 渊score=229冤 和含锌指结构的 CDGSH型蛋白样蛋白 渊score=246冤 明
显同源袁 其余 4 个未找到已知的同源序列袁 为新基因遥 4 个新基因序列已被 GenBank 接受 渊登录号为 EU121231尧
202646尧 202647和 202648冤遥

揖关键词铱 日本血吸虫；童虫；cDNA文库；免疫筛选；抗原基因

揖Abstract铱 The cDNA library of Schistosoma japonicum 渊Sj冤 juveniles was immunoscreened with the anti鄄serum
from day 14 post鄄infection mice. The inserts of the seven positive clones were sequenced and analyzed for their homology
in GenBank database. Results showed that one was highly homologous to the SjHSP70 渊score =650冤, two were
significantly homologous to the SjFABP渊score=229冤 and Sj CDGSH鄄type Zn finger鄄containing protein鄄like protein渊score=
246冤, and the other four were not homologous to genes in GenBank and thus identified as Sj novel genes. The
sequences of the novel genes were submitted to GenBank and the accession numbers were obtained 渊EU121231, 202646,
202647 and 202648冤.

揖Key words铱 Schistosoma japonicum；Schistosomula；cDNA library；Immunoscreening；Antigen gene

Supported by the Hi鄄tech Research and Development Program of China 渊No. 2007AA02Z153冤; TMRC/NIH渊No. 5 P50 AI39461冤; The National
Basic Research Program of China 渊No. 2003CB716804冤
* Corresponding author袁 E鄄mail院 hubeixf@hotmail.com

中图分类号院 R383.24 文献标识码院 B

Immunoscreening and Identification of Schistosoma japonicum
Juvenile cDNA Library

DUAN Xin鄄wei1袁 FU Ying鄄hui3袁 LU Yan2袁 HUANG Cheng鄄yu1袁 JU Chuan2袁
XU Bin2袁 XU Xue鄄nian2袁 FENG Zheng2袁 HU Wei2 *

渊1 Biotechnology School, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China; 2 National
Institute of Parasite Diseases, Chinese Center for Disease Control and Prevention, WHO Collaborating Centre for
Malaria, Schistosomiasitis and Filariasis, Shanghai 200025, China; 3 Shanghai Jiaotong University School of Medicine,
Shanghai 200025, China冤

80窑 窑



中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2009年 2月第 27卷第 1期 Chin J Parasitol Parasit Dis Feb. 2009袁 Vol. 27袁 No.1

表 2 7个蛋白的定位和功能位点的预测

编号

P1
P2
P4鄄3
P7
P11
P13
P16

等电点

5.57
4.27
7.93
4.75
9.61
8.83
9.68

信号肽

无
有渊第 1耀19位氨基酸冤
无
无

无

无

无

跨膜区

无
1个渊第 1耀20位氨基酸冤
无
无
1个渊第 117耀137位氨基酸冤
1个渊第 36耀59位氨基酸冤
无

亚细胞
定位
线粒体

细胞质

细胞外
细胞核

细胞核

细胞质

细胞核

功能
位点
abcdf
abcd
abcd
abd
abcde
abceg
abc

二级
结构 *

1234
1234
3214
1234
2134
2134
2314

注院 功能位点袁 a院 蛋白激酶 C磷酸化位点袁 b院 酪蛋白激酶域磷酸
化位点袁 c院 N鄄肉豆蔻酸化位点袁 d院 N鄄糖基化位点袁 e院 cAMP和
cGMP依赖性蛋白激酶磷酸化位点袁 f院 酪氨酸激酶磷酸化位点袁 g院
酰胺化位点曰 * 按照含量多少排序袁 野1冶 琢 螺旋袁 野2冶 无规卷
曲袁 野3冶 延伸链袁 野4冶 茁 转角遥

1.3 主要试剂 血吸虫抗体检测试剂盒购自深圳市康百得生

物科技有限公司袁 辣根过氧化物酶标记羊抗鼠 IgM 渊HRP鄄
IgM冤尧 麦芽糖和氨基联苯胺 渊DAB冤 购自美国 Sigma公司袁 酵
母提取物和蛋白胨购自英国 OXOID公司袁 酪蛋白的酶促水解
物 渊NZ胺冤 购自美国 AMRESCO 公司袁 四环素 渊tetracycline冤
购自洛阳华美生物工程公司袁 硝酸纤维素膜 渊NC膜冤 购自英
国 Amersham公司袁 其他试剂为国产分析纯遥
1.4 小鼠血清的制备 日本血吸虫尾蚴感染 20 只昆明小鼠
渊800条/鼠冤袁 14 d 后眼眶取血遥 用 ELISA 法检测出效价较高
的小鼠血清袁 混合后经大肠埃希菌 XL1鄄blue裂解液反复吸附袁
用于筛库遥
1.5 cDNA文库的免疫筛选 参照文献 [5,6] 的方法对日本血
吸虫童虫 cDNA文库进行免疫筛选遥
1.6 体外删除环化阳性克隆 按照ZAP鄄cDNA合成试剂盒 渊美
国 Stratagene公司冤 操作说明进行遥
1.7 阳性克隆插入基因片段的 PCR鉴定 用质粒提取试剂盒

抽提环化后的质粒 DNA袁 并以此为模板进行 PCR扩增遥 PCR
引物为通用引物 T3 渊5忆鄄ATTAACCTCACTAAAGGGA鄄3忆冤 和 T7
渊5忆鄄TAATACGACTCACTATAGGG鄄3忆冤袁 反应条件为院 95益 5 min曰
94 益 1 min袁 56 益 1 min袁 72 益 2 min袁 30个循环曰 72 益延伸
10 min遥 依据 1%琼脂糖凝胶电泳结果判断插入片段的大致分
子量遥
1.8 插入片段核苷酸序列测定及同源性分析 由上海英峻生

物技术有限公司测序袁 测序结果与 GenBank 中的核苷酸序列
进行同源性分析遥 根据分值 渊score冤 判断其是否为已知基因袁
将新基因序列上传至 GenBank遥
1.9 阳性克隆的生物信息学分析 使用 ORF finder软件分析
新基因编码的蛋白质阅读框袁 SignalP3.0软件 渊http://www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP冤 预测蛋白是否含有信号肽袁 SubLoc v1.
0软件 渊http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/SubLoc/冤 对蛋白进行
亚细胞定位的预测袁 TMpred 软件 渊http://www.ch.embnet.org/
software/TMPRED_form.html冤 分析蛋白的跨膜区袁 Scanprosite
软件 渊http://us.expasy.org/tools/scanprosite/冤 分析蛋白的功能位
点袁 SOPMA 软件 渊 http://npsa鄄pbil.ibcp.fr/cgi鄄bin/npsa_automat.
pl?page=npsa_sopma.html冤 预测蛋白的二级结构遥

2 结果

2.1 cDNA 表达文库的免疫学筛选和阳性克隆的 PCR鉴定
用预吸附的小鼠血清对日本血吸虫童虫 cDNA文库进行 3轮筛
选袁 获得 7个持续阳性克隆遥 PCR扩增结果显示袁 7个阳性克隆
全部扩增出特异条带袁 插入的 cDNA片段大小约为 0.5耀3.0 kb遥
2.2 阳性克隆的 DNA测序与同源性分析 测定 7个阳性克隆
渊编号为 P1尧 P2尧 P4鄄3尧 P7尧 P11尧 P13 和 P16冤 的核苷酸序
列遥 这 7个克隆的插入片段长度分别为 1 398尧 1 295尧 666尧
547尧 2 425尧 722和 817 bp曰 A+T含量分别为59.37%尧 68.80%尧
61.11%尧 67.28%尧 62.85%尧 64.13%和 64.26%遥 利用 NCBI鄄Blast
对这 7个序列进行核苷酸同源性分析袁 结果显示 P1与已报道
的日本血吸虫 HSP70有很高的同源性 渊score=650冤袁 P4鄄3与已
报道的日本血吸虫 FABP 有一定的同源性 渊score=229冤袁 P13

与已报道的含锌指结构的 CDGSH型蛋白样蛋白有一定的同源
性 渊score=246冤遥 其余 4个克隆所测序列与已知基因序列无显
著同源性袁 为新基因遥 其中 P2蛋白基因长 1 295 bp袁 含有一
个 612 bp的开放阅读框袁 起始密码子位于第 70位遥 P7蛋白基
因长 547 bp袁 含有一个 423 bp的开放阅读框袁 起始密码子位
于第 54位遥 P11蛋白基因长 2 425 bp袁 含有一个 1 785 bp的开
放阅读框袁 起始密码子位于第 210 位遥 P16 蛋白基因长 817
bp袁 含有一个 507 bp的开放阅读框架袁 起始密码子位于第 71
位 渊表 1冤遥

2.3 蛋白质结构与功能预测 7个阳性克隆的编码蛋白的特征
见表 2遥 4个新基因编码蛋白的结构与功能预测如下院 P2基因
编码 203个氨基酸袁 等电点为 4.27袁 预测其编码蛋白为跨膜蛋
白 渊score=734冤 渊图 1A冤袁 前 19个氨基酸为信号肽袁 编码蛋
白定位于细胞质遥 P7基因编码 140个氨基酸袁 等电点为 4.75袁
预测其编码蛋白定位于细胞核遥 P11基因编码 594个氨基酸袁
等电点为 9.61袁 预测其编码蛋白为跨膜蛋白 渊score=611冤 渊图
1B冤袁 定位于细胞核遥 P16基因编码 168个氨基酸袁 等电点为
9.68袁 预测其编码蛋白定位于细胞核遥

结构域

热休克蛋白Hsp70家族特征位点
HEAT重复位点
脂肪酸结合
蛋白特征位点
无
核定位
信号序列位点

无

hesB家族
特征位点

表 1 7个阳性克隆的特征

编号

P1
P2
P4鄄3
P7
P11
P13
P16

登录号

AF044413
EU202646
AF331756
EU121231
EU202647
DQ480550
EU202648

基因注释

HSP70
新基因

FABP
新基因

新基因

CDGSH型
蛋白样蛋白

新基因

插入片段
长度渊bp冤

1 398
1 295

666
547

2 425
722
817

编码蛋白
渊Mr冤

41 000
22 000
15 000
16 000
68 000
15 000
19 000
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3 讨论

随着分子生物学尧 分子免疫学和基因工程技术的快速发展
及其在寄生虫学方面的应用袁 人们开始致力于基因工程重组诊
断抗原和分子疫苗的研究遥 分离和鉴定抗原候选基因常用方法
之一就是通过构建血吸虫某一发育阶段的 cDNA文库袁 采用核
酸探针或抗体探针对 cDNA文库进行筛选遥 免疫筛选血吸虫童
虫文库具有以下优势院 童虫较成虫脆弱袁 对宿主免疫攻击的抵
抗力弱袁 若能找到针对此阶段的特异性抗原分子袁 则有望使用
单一的疫苗分子将其杀死曰 童虫文库中可能含有童虫特有的基
因袁 比如与生长发育和性别分化有关的阶段特异性基因曰 若能
将血吸虫杀灭在童虫阶段或是在此阶段影响其生长发育袁 便可
有效的减轻血吸虫对宿主的机体损伤袁 甚至可阻止其传播咱7暂遥
因此袁 对血吸虫童虫 cDNA文库进行免疫筛选有望找到其早期
诊断的靶点遥

目前 cDNA文库筛选常用的抗体探针有健康动物血清尧 免
疫动物血清尧 感染动物血清以及疫区患者血清遥 感染血清易获
得尧 且能获得较高的阳性克隆筛出率咱8暂遥 本研究采用感染 14 d
的小鼠血清筛选日本血吸虫童虫 cDNA文库袁 经过 3轮筛选获
得 7 个持续阳性反应克隆袁 其中 3个与已知基因有较高同源
性袁 其余 4个为新基因遥 经相关蛋白质数据分析软件预测袁 这
4个新基因所编码的蛋白中 P2和 P7为酸性蛋白袁 P11和 P16
为碱性蛋白曰 这 4种蛋白均含有酪蛋白激酶域磷酸化位点和蛋
白激酶 C磷酸化位点袁 说明这 4 种蛋白可能在日本血吸虫细
胞信号传导和基因的表达调控过程中发挥一定作用遥 P7和 P16为
非跨膜蛋白袁 P2和 P11为单次跨膜蛋白遥 目前所发现的血吸
虫抗原分子中袁 有许多为跨膜蛋白基因袁 如血吸虫 Mr 23 000
膜蛋白咱9,10暂尧 血吸虫 TOR 渊trispanning orphan receptor冤 咱11暂以及
日本血吸虫乳酸脱氢酶 渊SjLDH冤 咱12暂等袁 这些跨膜蛋白参与血吸
虫的细胞信号传导袁 是血吸虫表膜理想的免疫攻击靶位袁 而
P2和 P11蛋白可能是日本血吸虫表膜潜在的免疫攻击靶点咱13暂遥
基于生物信息学提供的这些线索袁 目前针对这 4种新基因的进
一步研究正在进行中遥
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A: P2基因, B: P11基因遥 纵坐标院 负值表示亲水性袁 正值表示疏水性袁 分值大于 500者有统计学意义遥
图 1 2个新基因编码蛋白的跨膜区分布图
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