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揖摘要铱 目的 构建东方巴贝虫渊Babesia orientalis冤cDNA文库袁 从中筛选免疫学阳性的克隆遥 方法 用东方巴贝

虫感染牛袁 提纯红细胞内虫体的总 RNA袁 反转录合成 cDNA袁 PCR扩增后将其连接于噬菌体载体 渊姿TriplEx2冤袁 通过体
外包装袁 建成东方巴贝虫 cDNA文库袁 并进行扩增遥 用兔抗东方巴贝虫的血清筛选 cDNA文库袁 阳性克隆经大肠埃希
菌 BM25.8自身环化酶将噬菌体重组子 姿TriplEx2转化为相应的质粒重组子 pTriplEx2袁 PCR 鉴定插入片段大小袁 并测
序袁 用 Blast对测序结果进行同源性分析袁 并对序列编码的氨基酸序列进行结构和功能的预测遥 结果 未扩增文库的

滴度为 2.0伊106 pfu/ml袁 重组率为 98.8%袁 文库插入片段大小为 500~3 000 bp袁 扩增后的滴度为 5.8伊108 pfu/ml遥 从东方
巴贝虫 cDNA文库中筛选得到 3个阳性克隆 B04尧 B05和 B41袁 插入片段大小分别约为 1 300尧 1 000和 2 400 bp袁 3个
片段均包含开放阅读框袁 分别与多种原虫的核动蛋白尧 功能未知的假定蛋白和热激蛋白 70具有较高的同源性遥 B04尧
B05和 B41分别编码 310尧 192和 647个氨基酸袁 相对分子质量(Mr) 分别约为 34 000尧 21 000和 70 700遥 结论 构建

了较高质量的东方巴贝虫 cDNA文库袁 并发现 3个东方巴贝虫阳性克隆遥
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揖Abstract铱 Objective To construct a cDNA library for Babesia orientalis and screen immunologically positive clones.

Methods Total RNA of B. orientalis in red blood cells from an infected calf was isolated. cDNA was synthesized by
reverse transcriptase袁 amplified by PCR and ligated into 姿TriplEx2 vector. The recombined vectors were packaged and the
unamplified cDNA library was constructed. The cDNA library was then amplified and immunologically screened with
rabbit anti鄄B. orientalis serum. The recombinant 姿TriplEx2 of positive clones were converted to the corresponding recom鄄
binant pTriplEx2. The inserted fragments were identified by PCR amplification. The plasmids were sequenced and compared
against GenBank database by Blast. Results The titer of the unamplified library was 2.0伊106 pfu/ml. The inserted
fragment length of the library ranged from 500 to 3 000 bp袁 and the recombination efficiency accounted for 98.8%. The
titer of the amplified library was 5.8伊108 pfu/ml. Three positive clones were selected by serum immunological screening
and named B04袁 B05袁 and B41袁 respectively. The inserted fragments of the B04袁 B05 and B41 were about 1 300 bp袁
1 000 bp袁 and 2 400 bp袁 respectively. Sequence analysis revealed that the 3 clones contained open reading frames. Blast
results showed that they were highly homologous to the nuclear movement protein gene袁 the hypothetical protein gene
and the heat shock protein 70 (HSP70) gene袁 respectively. The deduced amino acid sequences of B04袁 B05 and B41
contained 310袁 192 and 647 amino acid residues袁 with Mr of 34 000袁 21 000, and 70 700袁 respectively. Conclusion
A qualified cDNA library of B. orientalis has been constructed and three positive clones of B. orientalis discovered.
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东方巴贝虫 渊Babesia orientalis冤 是一种蜱传性
的血液原虫袁 寄生于红细胞袁 引起严重的水牛巴贝虫
病袁 目前已将其定为一个独立的虫种咱1暂遥 在中国的中
部和中南部袁 该虫是引起水牛疾病的重要病原之一袁
且呈地方性流行咱2暂遥 水牛巴贝虫病的主要症状表现为
食欲减退尧 发热尧 贫血尧 黄疸和血红蛋白尿等袁 病情
严重的可致死亡袁 给畜牧业造成重大的经济损失咱3暂遥
随着现代分子生物学的发展袁 基因工程技术已成

为免疫诊断和疾病治疗研究的重要手段遥 cDNA文库
是获得功能基因的基础工具之一咱4暂遥 采用免疫学方法
调取文库中的 cDNA片段袁 是研究寄生虫疫苗及免疫
诊断分子抗原的有效途径之一咱5暂遥 本研究通过构建东
方巴贝虫 cDNA文库袁 免疫学筛选袁 获得阳性克隆袁
并对阳性克隆进行克隆尧 测序和 Blast分析遥

材料与方法

1 材料

1.1 虫株和实验动物 东方巴贝虫株由华中农业大

学寄生虫病实验室保存遥 1岁水牛犊购自水牛巴贝虫
病非疫区袁 耳静脉血涂片吉氏染色镜检确认无血液原
虫感染袁 在无蜱条件下饲养袁 实验前约 30 d手术切
脾遥 雄性成年新西兰大白兔袁 2~3 kg袁 购自湖北省实验
动物中心遥 大肠埃希菌渊E. coli冤 XL1鄄Blue和 BM25.8
均由华中农业大学寄生虫学教研室保存遥
1.2 主要试剂和仪器 E.Z.N.ATM血液 RNA提取试剂
盒购自美国 Omega Bio鄄tek公司袁 SMARTTM cDNA 文
库构建试剂盒购自美国 Clontech 公司袁 Gigapack 芋
噬菌体包装试剂盒购自美国 Stratagene公司袁 噬菌体
表面展示肽库试剂盒购自美国 NEB公司袁 异丙基鄄茁鄄
D鄄硫代半乳糖苷渊IPTG冤尧 5鄄溴鄄4鄄氯鄄3鄄吲哚鄄茁鄄D鄄半乳
糖苷渊X鄄gal冤尧 4鄄氯鄄1鄄萘酚和 Hybond蛋白杂交膜购自
美国 Promega公司袁 辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG
渊HRP鄄IgG冤尧 福氏完全佐剂和福氏不完全佐剂购自美
国 Sigma公司遥 其他试剂为国产分析纯遥 核酸扩增仪
渊PTC鄄200冤为德国 BioRad 公司产品袁 凝胶成像系统
渊Kadak Gel Logic 100冤为美国 Kodak公司产品遥

2 方法

2.1 cDNA文库的构建 按文献[1]的方法将东方巴贝
虫感染牛袁 收集纯化含虫红细胞袁 用 E.Z.N.ATM血液
RNA提取试剂盒袁 按操作说明提取总 RNA遥

用 SMARTTM cDNA 文库构建试剂盒构建 cDNA
文库袁 以总 RNA为模板袁 合成双链 cDNA袁 琼脂糖
凝胶电泳鉴定双链 cDNA分布范围遥 cDNA经酶切消
化后袁 通过预装微型凝胶过滤柱分级分离袁 收集前 3

个含有 cDNA的组分袁 乙醇沉淀回收遥 按 cDNA与噬
菌体载体 渊姿TriplEx2冤1.5 颐1进行连接袁 用 Gigapack 芋
噬菌体包装试剂盒将连接产物进行体外包装袁 构建东
方巴贝虫 cDNA 未扩增文库袁 测定未扩增文库的滴
度遥 采用蓝白筛选以计算重组效率遥
2.2 cDNA文库的扩增 取 20个灭菌离心管袁 分别
加入 500 滋l重悬的 E. coli XL1鄄Blue菌液与 20 滋l初
始文库混匀袁 37 益孵育 10耀15 min袁 加入 20个上层
琼脂铺平板袁 37 益倒置培养 6耀18 h至噬菌斑清晰可
见遥 无菌条件下收集所有的噬菌体裂解液遥 加入终
浓度为 7%的二甲基亚砜袁 原80 益保存备用袁 并用上
述方法测定扩增后的滴度遥
2.3 噬菌体 DNA提取和文库 PCR鉴定 按噬菌体表

面展示肽库试剂盒提供的方法提取噬菌体 DNA遥 根
据载体克隆位点两端的序列设计引物袁 5忆引物 T3院 5忆
鄄CTCCGAGATCTGGACGAGC鄄3忆 袁 3忆 引 物 T7院 5忆 鄄
TAATACGACTCACTATAGGG鄄3忆 渊由北京奥科生物有
限公司合成冤遥 以噬菌体 DNA为模板进行 PCR扩增袁
扩增条件院 96 益 3 min曰 94 益 30 s袁 56 益 30 s袁 72 益
100 s袁 共 35个循环曰 72 益 10 min遥
2.4 兔抗东方巴贝虫血清的制备和预吸收 裂解含虫

红细胞袁 收集尧 纯化虫体袁 制备东方巴贝虫全虫抗原
粗提物咱6暂袁 临用前将其与等量的佐剂充分乳化遥 在
4 只新西兰大白兔渊经琼脂扩散试验 咱7暂检测东方巴
贝虫抗体为阴性冤背部两侧皮下分点注射袁 每 2周 1
次袁 共 3 次袁 剂量为虫体蛋白质0.5 mg/渊只窑次冤遥 第
1次用福氏完全佐剂袁 第 2尧 第 3次用福氏不完全佐
剂遥 每次免疫后 7 d自耳静脉采血袁 分离血清袁 以琼
脂扩散实验和ELISA 咱7暂检测东方巴贝虫特异性抗体遥
抗体滴度达到要求渊琼脂扩散试验抗体滴度逸1 颐 32袁
且 ELISA抗体滴度逸1 颐 500曰 若末次免疫后抗体滴度
达不到要求则静脉直接缓慢注射东方巴贝虫粗提抗

原 0.5 mg袁 10 d后检测抗体滴度袁 若抗体滴度仍未达
到要求则弃之冤 后袁 禁食 24 h袁 无菌操作颈动脉放
血袁 收集血液袁 37 益放置 1 h袁 4 益过夜袁 1 500伊g离
心 15 min袁 分离血清遥
根据文献 [8]方法裂解 E. coli XL1鄄Blue袁 利用该

裂解液对抗血清进行吸附袁 去除抗 E. coli抗体遥
2.5 cDNA 文库的免疫学筛选 挑取单个 XL1鄄Blue
菌落接种入 15 ml LB培养基 (含硫酸镁袁 麦芽糖)袁
37 益振荡培养过夜袁 4 000伊g离心 5 min袁 弃上清袁 用
10 mmol/L硫酸镁 7.5 ml 重悬沉淀遥 将 1 颐 10 000稀
释的 cDNA 文库 20 滋l 与上述菌悬液 200 滋l 混匀袁
37 益孵育 10~15 min袁 用直径为 90 mm的平板袁 以每
板约 1 000个噬菌斑的密度铺板袁 共约 5.0伊104 个噬

誘R

誘R
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菌体袁 42 益培养 3.5 h遥 覆盖硝酸纤维素膜 (NC膜)袁
继续培养 4~6 h后袁 做不对称的位置标记袁 剥离 NC
膜遥 经 PBS鄄T 漂洗 3 次后于 5%脱脂奶粉中封闭过
夜袁 置于经预吸收的抗血清中室温孵育 2 h袁 漂洗 3次袁
浸入羊抗兔 HRP鄄IgG 渊1 颐 5 000冤室温孵育 2 h袁 漂洗 3
次袁 经 4鄄氯鄄1鄄萘酚底物显色遥 根据 NC膜上阳性反
应环的位置袁 挑取 LB平板上相应的噬菌斑咱9暂袁 重复上
述步骤进行复筛袁 直至 NC膜上所有斑点均为阳性遥
2.6 插入片段核苷酸序列测定和同源性分析 按

SMARTTM cDNA文库构建试剂盒操作说明袁 把阳性克
隆噬菌体重组子 姿TriplEx2由 BM25.8菌自我环化转
化为质粒重组子 pTriplEx2遥 对阳性克隆插入片段的
大小进行 PCR 鉴定袁 引物及扩增条件同 2.3遥 根据
pTriplEx2 载体序列 袁 合成一段测序引物 5忆 鄄
CGGGAAGCGCGCCATTGTGTT鄄3忆袁 进行 DNA序列测
定 (测序由北京奥科生物有限公司完成)遥 用 Blast进
行核苷酸同源性比对遥
2.7 阳性克隆编码的氨基酸序列预测和分析 采用

DNAstar软件预测阳性克隆编码的氨基酸序列和理论
相对分子质量(Mr)等袁 SignalP 3.0软件渊http院 //www.cbs.
dtu.dk/services/SignalP冤预测分析蛋白是否含有信号肽袁
SubLoc v1.0 软 件 渊http院//www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/
SubLoc/冤预测蛋白的亚细胞定位袁 Scanprosite软件渊http院//
www.expasy.org/tools/scanprosite/冤分析蛋白的功能位点
和蛋白质结构域袁 TMpred软件渊http院//www.ch.embnet.
org/software/TMPRED_form.html冤分析蛋白的跨膜区 袁
SOPMA渊http院//npsa鄄pbil.ibcp.fr/冤预测蛋白的二级结构遥

结 果

1 cDNA文库的构建及扩增
合成的双链 cDNA集中于 500~4 000 bp袁 呈瀑布

状渊图 1冤遥 未扩增文库滴度为 2.0伊106 pfu/ml袁 重组效
率为 98.8%遥 扩增文库滴度为 5.8伊108 pfu/ml遥

2 cDNA文库的 PCR鉴定
PCR鉴定结果显示袁 姿TriplEx2重组子插入片段

的大小为 500~3 000 bp 渊图 2冤遥

3 cDNA文库的免疫学筛选
初筛获得 18个克隆袁 经过 2次复筛袁 得到 3个

符合要求的阳性克隆袁 分别为 B04尧 B05和 B41遥

4 阳性克隆的 PCR鉴定
PCR 鉴定结果显示袁 插入片段大小分别约为

1 300尧 1 000和 2 400 bp渊图 3冤遥

5 阳性克隆测序结果和同源性分析

测序结果表明袁 B04尧 B05和 B41等 3个阳性克
隆插入 cDNA 片段长度分别为 1 088尧 732 和 2 192
bp袁 均包含开放性读码框遥 同源性分析表明袁 B04插
入的 cDNA序列与牛巴贝虫渊Babesia bovis冤尧 环形泰勒
虫渊Theileria annulata冤尧 小泰勒虫渊T. parva冤 和人隐
孢子虫渊Cryptosporidium hominis冤 等的核动蛋白基因
渊登录号分别为 XP001611385尧 XP954250尧 XP766039
和XP667917冤 同源性较高袁 序列一致性分别为 69%尧
54%尧 53%和 39%曰 B05插入的 cDNA序列与牛巴贝
虫尧 小泰勒虫和环形泰勒虫等的一个保守的功能未知
的假定蛋白基因 渊登录号分别为 XP001610114尧

M院 DNA标志物袁 1院 B04袁 2院 B05袁 3院 B41袁 4院 阴性对照遥
M院 DNA marker袁 1院 B04袁 2院 B05袁 3院 B41袁 4院 Negative control.

图 3 阳性克隆 PCR鉴定结果
Fig.3 Identification of recombinant plasmid of

positive clones by PCR
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1 500
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2 500
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M院 DNA标志物袁 1院 双链 cDNA遥
M院 DNA marker袁 1院 Double鄄strand cDNA.

图 1 双链 cDNA琼脂糖凝胶电泳
Fig.1 Electrophoresis of double strand cDNA

bp M 1

4 000

500

M院 DNA标志物袁 1耀8院 姿TriplEx2重组子 PCR产物遥
M院 DNA marker袁 1-8院 PCR products of recombinant 姿TriplEx2 clones.

图 2 cDNA文库重组子的 PCR鉴定
Fig.2 Identification of recombinant clones of

cDNA library by PCR
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表 2 东方巴贝虫 cDNA文库阳性克隆编码的氨基酸序列预测与分析
Table 2 Prediction and analysis of the amino acid sequences coded by the positive clones in Babesia orientalis cDNA library

编号
Code
B04
B05
B41

编码的氨基酸
Amino acids

310
192
647

相对分子质量
Mr

34 000
21 000
70 700

等电点
Isoelectric point

5.03
4.95
5.27

信号肽
Signal peptide
无 None
无 None
无 None

跨膜区
Transmembrane domain

1个 (153~172)
2个 (62~78袁154~175)
3个 (1~20袁392~415袁615~638)

亚细胞定位
Subcellular localization
细胞核 Nucleus
细胞核 Nucleus
细胞质 Cytoplasm

表 1 东方巴贝虫 cDNA文库阳性克隆核苷酸序列分析
Table 1 Nuleotide sequence analysis of positive clones

in B. orientalis cDNA library

编号
Code

B04
B05
B41

登录号
No.accession

FJ222760
FJ222761
EF512547

cDNA
片段长度
Length of

cDNA 渊bp冤
1 088

732
2 192

读码框大小
Length of theopen readingframe 渊bp冤

933
579

1 944

同源基因
Identified gene

核动蛋白
Nuclear movement protein
假定蛋白
Hypothetical protein
热激蛋白 70
Heat shock protein 70

XP765127和 XP952153冤 同源性较高袁 序列一致性分
别为 68%尧 27%和 28%曰 B41插入的 cDNA序列与牛
巴贝虫和羊巴贝虫 渊B. ovis冤等的热激蛋白 70
渊HSP70冤基因渊登录号分别为 AF107118和 BAF02618冤
同源性较高袁 序列一致性分别为 96%和 97%遥 B04尧
B05和 B41等 3个阳性克隆插入的 cDNA序列均已登
录 GenBank袁 登录号分别为 FJ222760尧 FJ222761 和
EF512547 渊表 1冤遥

6 阳性克隆编码的氨基酸序列预测和分析

B04插入片段编码 310个氨基酸袁 理论值约为Mr
34 000曰 二级结构 琢螺旋占 43.6%袁 无规卷曲占38.1%袁

延伸链占 12.9%袁 茁转角占 5.5%曰 含 5种类型的特定
功能位点袁 分别为 6 个酪蛋白激酶域磷酸化位点尧
5个蛋白激酶 C磷酸化位点尧 4 个 N鄄肉豆蔻酸化位
点尧 1个 N鄄糖基化位点和 1个酰胺化位点曰 包含核动
蛋白的结构域的模式序列 PS51203遥

B05 插入片段编码 192 个氨基酸袁 理论值约为
Mr 21 000曰 二级结构 琢螺旋占31.3%袁 无规卷曲占
44.3%袁 延伸链占 16.2%袁 茁转角占 8.3%曰 含 4种类
型的特定功能位点袁 分别为 8个酪蛋白激酶域磷酸
化位点尧 6个 N鄄肉豆蔻酸化位点尧 3个蛋白激酶 C磷
酸化位点与 2个环磷酸腺苷 渊cAMP冤 和环磷酸鸟苷
渊cGMP冤 依赖性蛋白激酶磷酸化位点遥

B41 插入片段编码 647 个氨基酸袁 理论值约为
Mr 70 700曰 二级结构 琢螺旋占 41.3%袁 无规卷曲占
33.5%袁 延伸链占 19.2%袁 茁转角占 6.0%曰 含 7种类
型的特定功能位点袁 分别为 16个酪蛋白激酶域磷酸
化位点尧 12个 N鄄肉豆蔻酸化位点尧 9个蛋白激酶 C
磷酸化位点尧 6 个 N 鄄糖基化位点尧 2 个 cAMP 和
cGMP依赖性蛋白激酶磷酸化位点尧 1个酰胺化位点
与 1个酪氨酸激酶磷酸化位点曰 包含 HSP70家族结构
域的 3 个模式序列袁 分别为 PS00297尧 PS00329 和
PS01036 渊表 2冤遥

讨 论

本研究采用 SMARTTM cDNA 文库构建试剂盒袁
直接从总 RNA 中合成 cDNA袁 摒弃了传统 cDNA 文
库构建的复杂操作袁 不需要纯化 polyA+ mRNA袁 而且
获得了长片段 cDNA袁 大大地简化了操作过程遥 而且
构建的 cDNA文库的滴度达到 5.8伊108 pfu/ml袁 重组效
率达到 98.8%袁 插入片段大于 500 bp袁 各项参数均达
到理想要求袁 文库质量较高遥
东方巴贝虫是本实验室发现的一个新种咱1暂袁 有关

其基因序列的研究还很少遥 本研究通过 3次免疫学筛
选得到 3个阳性克隆 B04尧 B05和 B41袁 插入的 cDNA
片段分别与多种原虫的核动蛋白尧 未知功能的假定蛋
白和 HSP70的同源性较高遥

经预测袁 B04编码的氨基酸序列包含核动蛋白的
结构域的模式序列 PS51203遥 核动蛋白基因起源于细
胞生长早期诱导有丝分裂应答的相关基因咱10暂遥 核动蛋
白与动力蛋白和肌动蛋白组成生物化学复合体袁 在神
经干细胞分化过程中起着核易位的作用曰 在细胞的有
丝分裂和减数分裂过程中袁 核动蛋白调节着微管的纺
锤体中间区和中体咱11暂遥 目前袁 核动蛋白在寄生虫中的
作用仍不清楚遥 B05编码的氨基酸序列的结构域和功
能目前尚不清楚遥 B41编码的氨基酸序列包含 HSP70
家族结构域的 3 个模式序列 袁 分别为 PS00297尧
PS00329和 PS01036袁 提示此克隆可能是东方巴贝虫
HSP70基因序列遥

HSP70蛋白约为 Mr 70 000袁 它作为一种分子伴
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侣袁 通过与多种不同的分子蛋白和多肽组成分子伴侣
的复合物遥 它广泛分布于细胞核尧 细胞质尧 内质网尧
线粒体和叶绿体等部位袁 作为分子伴侣参与细胞内蛋
白质的合成和定位袁 蛋白质的成熟袁 以及错误折叠
蛋白质的降解和调控等过程 咱12暂遥 HSP70在细胞增殖
和调节细胞功能方面也起着重要的作用咱13暂遥 此外袁
HSP70是许多细菌和寄生虫的主要抗原之一咱14暂曰 参与
日本血吸虫和恶性疟原虫等寄生虫在宿主体内的免疫

逃避和虫体增殖的过程咱15暂遥 另一方面袁 寄生虫通常需
要应对环境温度的突然变化袁 如利什曼原虫的体外培
养实验显示袁 当环境温度突然从 25 益上升到 37 益
时袁 病原体的 HSP70表达显著升高袁 表明 HSP70参
与了该热激应答咱16暂遥

因此袁 本研究获得的东方巴贝虫阳性克隆 B41
的插入片段可能是编码 HSP70的 cDNA袁 该蛋白有可
能成为水牛东方巴贝虫病疫苗的候选分子袁 其生物学
特性尧 血清学诊断价值和免疫保护作用有待进一步
研究遥
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