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要!细粒棘球绦虫原头蚴"

9@<

#具有双向发育的特点!本文旨在利用
@@S

和生物信息学方法筛选原头蚴包囊

"

<_

#和成虫"

A_

#特异性的基因'将
9@<!<_

和
9@<!A_

双相发育差减
KC8A

文库的差减
9<\

产物克隆入

X

>D[!Y

载体并测序!利用
<A9*,6

L

M6-K6F,,6EW7

J

在线软件(

B7F,I0>]

软件与
>6-BF-H

数据库对测序结果进行

分析!筛选原头蚴成囊和成虫特异性的基因!并探讨这些基因的功能'结果显示$对
9@<!<_

和
9@<!A_

文库进

行扩增!分别得到
0(&

和
0&&

个阳性克隆!菌落
9<\

鉴定结果表明!这些克隆均插入
0&&

"

%&&&W

X

片段'测序结

果显示从
9@<!<_

和
9@<!A_ @@S

文库中分别得到
%.

和
%&

个特异性基因'其中
9@<!<_@@S

文库中得到
)

个出

现频率较高的基因!其余
%0

个基因仅出现
%

次!其中
1

个为未知基因!已知基因分别编码细胞色素
<

氧化酶
$

(热休克

蛋白
2&

和铁蛋白等功能蛋白质'

9@<!A_ @@S

文库中得到
%&

个基因!其中
0

个出现频率较高基因!

(

个基因仅出现

%

次!

)

个为未知基因!

.

个已知基因分别编码基质蛋白
%

(延伸因子
%

(

和脂肪酸结合蛋白等功能蛋白质'本研究筛选

获得原头蚴成囊和成虫发育时差异表达的基因!对这些基因的功能进行分析表明!

9@<!<_@@S

文库中多是与营养

和能量转运功能的相关基因!而
9@<!A_ @@S

文库中多为发育与分化相关的基因!这些基因的差异表达可能与原头

蚴处于不同的生长环境和发育方向有关!同时也为棘球蚴病免疫诊断(药物筛选和疫苗研制提供候选基因'
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细粒棘球蚴病!又称为包虫病!是由细粒棘球绦

虫引起的一种严重的人畜共患病)

%

*

'细粒棘球绦虫

原头蚴具有独特的双向性发育的能力!可以在中间

宿主体内发育为包囊!进而完成生活史的无性繁殖

"继发性感染#!若中间宿主带包囊的脏器被终末宿

主"犬等#采食!原头蚴在犬小肠中发育为细粒棘球

绦虫成虫!这又构成了原头蚴有性繁殖"图
%

#!若能

寻找到相关的特异性基因!就可以切断其循环史'

随着分子生物学技术的发展和对寄生虫虫体发育学

的深入认识!人们可以筛选出在虫体不同发育阶段

特异性表达的基因!以研究这些基因在细胞分化过

程中的作用及相互关系!为寄生虫病的免疫诊断(药

物筛选和疫苗研制提供候选基因'抑制差减杂交

"

,M

XX

56,,$#-,MWI5FKI$V64

J
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@@S

#是一

种高效鉴定和克隆差异表达基因的新技术)

0

*

'

@@S

在许多方面具有其独特的优越性$该方法操作简便(

周期短!且阳性率高!达
/)b

以上)

*

*

!有利于快速建

立基因表达图谱!从整体上了解生物"细胞#在特定

时期或特定环境下的基因表达动态&该方法灵敏度

高!可使低丰度的
E\8A

得以高于
%&&&

倍的富

集!较其他方法更易于在转录水平上研究特定细胞

或组织的基因表达差异)

)

*

'本研究利用细粒棘球绦

虫生长发育的特殊生物学特点!以幼虫"原头蚴#双

相发育为切入点'利用
@@S

分离原头蚴特异的成

囊及成虫基因!并结合生物信息学"

W$#$-G#5EFI$K,

#

技术对获得基因进行分析!以筛查细粒棘球蚴双相

发育相关基因!为研究细粒棘球蚴双相发育现象奠

定基础'

图
#

!

细粒棘球绦虫原头蚴的双相发育
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材料与方法

试验于
0&&/

0

0&%&

年在新疆畜牧科学院兽医

研究所完成'

#G#
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PPW

文库

%'%'%

!

9@<!<_@@S

文库
!!

以细粒棘球绦虫原

头蚴为驱动相!包囊为实验相!构建的原头蚴包囊抑

制差减杂交文库!由新疆畜牧科学院兽医研究所寄

生虫研究室提供'

%'%'0

!

9@<!A_@@S

文库
!!

以细粒棘球绦虫原

头蚴为驱动相!成虫为实验相!构建的原头蚴成虫抑

制差减杂交文库!由新疆畜牧科学院兽医研究所寄

生虫研究室提供'

#G!
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菌种和质粒

X

>D[!Y 6F,

J

V6KI#5

购 自
95#E6

3

F

公 司&

X

[A?!

X

0;

载体由本室保存!大肠杆菌
CS1

"

和

.%0%
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期 赵
!

莉等$细粒棘球蚴原头蚴包囊和原头蚴成虫抑制差减杂交文库中差异表达基因的筛选及分析

B?0%

由本室保存'其他试剂均为国产分析纯产品'

#G)

!

生化及分子生物学试剂

9<\

片段回收试剂盒!胶回收试剂盒均购自北

京天根生化科技有限公司&

D;5$

N

C8A

聚合酶(

C8AEF5H65

(

Y

)

C8A

连接酶(限制性内切酶购自

YF=F\F

公司&硝酸纤维素膜及
*EE

滤纸均为德

国
_4FIEF-

公司产品&其余常规试剂为国产分析

纯试剂'

#G%

!

引物设计与合成

根据
X

>D[ Y6F,

J

V6KI65

载体序列合成以下

引 物!

Y2

X

5$E65

$

1g!YAAYA<>A<Y<A<YAY!

A>>>!*g

&

[%*56V65,6

X

5$E65

$

1g!A><>>AYAA!

<AAYYY<A<A<A>>A!*g

!引物由上海生工公司

合成'

#G$

!

目的片段与载体的连接反应

将原头蚴包囊和原头蚴成虫的
@@S

文库的

9<\

产物与
X

>D[ Y

载体于
Y

)

C8A

连接酶作用

下!

)e

连接过夜!将连接产物转化大肠杆菌
CS1

(

感受态细胞!涂在含
AE

X

f

"

21

#

3

/

E?

d%

#琼脂平

板上!

*2e

!正置
0&E$-

后!倒置培养过夜'

#G&

!

PPW

文库的鉴定

用牙 签 挑 取 单 菌 落 接 入 少 量
?B

培 养 基

"

AE

X

f

#中!摇床振荡培养过夜!取少量细菌为模板

进行
9<\

扩增'

9<\

扩增参数$

/) e

预变性
1

E$-

&

/)e

变性
*&,

!

.&e

退火
)1,

!

20e

延伸
%

E$-

!共进行
*&

个循环&

20e

延伸
2E$-

'在
&'2b

的琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物后!用
C8A

凝胶

回收试剂盒对
9<\

产物进行切胶纯化'

#G'

!

PPW

文库测序与序列分析

将菌落
9<\

扩增片段在
0&&

"

%&&&W

X

的克隆

分别挑选
%&&

个克隆送上海博尚生物有限公司进行

测序'

9@<!<_

和
9@<!A_@@S

文库测序成功的

序列分别为
(.

和
(&

个序列'将测序结果去除载体

和引物序列以后!首先利用
<A9*,6

L

M6-K6F,,6E!

W7

J

在线软件对序列的正反向进行比对!获得高表

达基因和单一基因!然后利用
B?A@Y0>]

在线软

件与
>6-BF-H

数据库进行同源序列比对分析和已

知序列在生物学过程(分子功能和细胞组分方面所

具有的功能'

!

!

结
!

果

!G#

!

消减文库插入片段的
IS=

鉴定

将
9@<!<_

和
9@<!A_

文库的
9<\

产物分别

插入
X

>D[!Y6F,

J

V6KI#5

!转化
CS1

(

感受态细

胞!分别得到
0(&

和
0&&

个阳性克隆!以
X

>D[!Y

6F,

J

V6KI65

通用引物进行菌落
9<\

扩增!均能扩增

出大小不等的插入片段!电泳结果显示插入片段大

小主要分布在
0&&

"

%&&&W

X

!这些条带可能代表差

异表达的基因片段 "图
0

(

*

#'

['C?0&&&C8A

相对分子质量标准&

%

"

).'KC8A

插入片段的
9<\

产物

['C8AEF5H65C?0&&&

&

%!).'Y469<\

X

5#"MKI,#GKC8A$-,65I,

图
!

!

IPS*SXPPW

文库的部分
IS=

扩增结果

@6

7

G!

!

IS=./.>

E

;6;239L1IPS*SXPPW>6C5.5

E

!G!

!

IPS*SX

文库的
0MQ+

测序与序列分析初步

结果

0'0'%

!

序列同源性比较
!!

将文库送至上海博尚

生物有限公司!进行全文库单向测序'利用
<A9*

,6

L

M6-K6F,,6EW7

J

在线软件进行正反向序列分析!

结果显示!共获得
%.

个基因!其中有
)

个为出现频

率较多基因!

%0

个基因仅出现
%

次!用
B7F,I0>]

在

线软件与
>6-BF-H

数据库进行同源性比较!结果显

示
%%

个基因是已知基因!

1

个未知基因!

9@<!<_

文库测序结果见表
%

'

2%0%
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['C?0&&&C8A

相对分子质量标准&

%

"

).'KC8A

插入片段的
9<\

产物

['C8AEF5H65C?0&&&

&

%!).'Y469<\

X

5#"MKI,#GKC8A$-,65I,

图
)

!

IPS*+X

文库的部分
IS=

扩增结果

@6

7

G)

!

IS=./.>

E

;6;239L1IPS*+XPPW>6C5.5

E

0'0'0

!

功能分析
!!

对差异表达基因编码的蛋白

质按照生物学过程"

W$#7#

3

$KF7

X

5#K6,,

#(分子功能

"

E#76KM7F5GM-KI$#-

#和细胞组分"

K677M7F5K#E

X

#!

-6-I

#水平进行功能分类分析'按生物学过程水平

分析"图
)

#!其功能主要涉及细胞分化和凋亡"

>]

$

&&&//(2

#(细 胞 内 大 分 子 等 物 质 代 谢 "

>]

$

&&&(%10

#(蛋白转运与定位"

>]

$

&&1%%2/

#(电子传

递及细胞内环境调节"

>]

$

&&.1&&2

#(应激反应

"

>]

$

&&1&(/.

#以 及 编 码 细 胞 构 成 成 分 "

>]

$

&&%.&)*

#等'在分子功能水平分析"图
1

#!它们主

要具有核苷酸(阴离子(血红素等的结合能力"

>]

$

&&&1)((

#(氧 化 还 原 酶 类 的 催 化 活 性 "

>]

$

&&&*(0)

#(核糖体的组成成分"

>]

$

&&&1%/(

#(基质

跨膜转运活性"

>]

$

&&&10%1

#和氢(铁等离子载体活

性"

>]

$

&&&/&11

#等功能'按照细胞组分水平分析

"图
.

#!这些基因编码蛋白能够构成细胞膜"

>]

$

&&&1.0*

#(线粒体(细胞质等器官"

>]

$

&&)*00.

#和

细胞复杂的大分子物质等"

>]

$

&&*0//%

#'

!G)

!

IPS*+X

文库的
0MQ+

测序与序列分析初步

结果

0'*'%

!

序列同源性比较
!!

将文库送至上海博尚

生物有限公司!进行全文库单向测序扫描'根据

<A9*,6

L

M6-K6F,,6EW7

J

在线软件进行正反向序列

分析!结果显示!共获得
%&

个基因!其中
0

个为出现

频率 较 多 的 基 因!

(

个 基 因 仅 出 现
%

次!用

B7F,I0>]

在线软件与
>6-BF-H

数据库进行同源性

比较!结果显示
.

个基因是已知基因!

)

个未知基

因!

9@<!A_

文库测序结果列于表
%

'

图
%

!

基于生物学过程水平对
IPS*SX

文库序列进行分析

@6

7

G%

!

OL1./.>

E

;6;239L10>2/1239L1IPS*SXPPW>6*

C5.5

E

.9C62>2

7

60.>

K

5201;;>1-1>

图
$

!

基于分子功能水平对
IPS*SX

文库序列的分析
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7

G$

!

OL1./.>

E

;6;239L10>2/1239L1IPS*SXPPW>6*

C5.5

E

.9B2>108>.538/0962/>1-1>

0'*'0

!

功能分析
!!

将上述已知序列在生物过程

水平上进行分析"图
2

#!其编码的蛋白质涉及细胞

大分子物质的合成等生物合成过程"

>]

$

&&&//(2

#!

细胞 内 大 分 子(蛋 白 质 等 的 代 谢 过 程 "

>]

$

&&&(%10

#!细胞营养成分转运等"

>]

$

&&1%%2/

#'在

分子功能水平上进行分析"图
(

#!结果显示!它们主

/%0%
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要具有核酸(脂质体等的结合作用"

>]

$

&&&1)((

#!

水解酶活性"

>]

$

&&&*(0)

#!

\8A

构成活性"

>]

$

&&&1%/(

#!翻译延伸因子的转运活性"

>]

$

&&&10%1

#

等功能'按照细胞组分水平分析"图
/

#!这些基因

编码 蛋 白 质 可 构 成 宿 主 细 胞 的 细 胞 核 "

>]

$

&&&1.0*

#(细胞膜"

>]

$

&&&112.

#等成分'

图
&

!

基于细胞成分水平对
IPS*SX

文库序列的分析
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7
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E
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C5.5

E
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K
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图
'
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基于生物过程水平对
IPS*+X

文库序列进行分析

@6

7

G'
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C5.5

E

.9C62>2
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图
(

!

基于分子功能水平对
IPS*+X

文库序列进行分析

@6

7

G(

!

OL1./.>

E

;6;239L10>2/1239L1IPS*+XPPW>6*

C5.5

E

.9B2>108>.538/0962/>1-1>

图
H

!

基于细胞成分水平对
IPS*+X

文库序列的分析

@6

7

GH

!

OL1./.>

E

;6;239L10>2/1239L1IPS*+XPPW>6*

C5.5

E

.901>>8>.502B

K
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!

讨
!

论

寄生虫的生活史比较复杂!需经过几个不同发

育阶段来完成整个生命周期!每个阶段的虫体均有

不同的形态结构和生理特点!需要不同的生活条件'

因此!每个发育阶段都有其特异表达的基因'目前!

已经发现了一些危害较为严重的寄生虫不同发育阶

段的差异表达基因'细粒棘球绦虫的生长和发育是

一个复杂的过程!存在
)

个发育阶段!包虫囊可大如

西瓜(成虫"绦虫#细小而分节(原头蚴及虫卵期"六

钩蚴#仅能借助于显微镜才能看到!它们的生长发

育(形态(行为和对环境的需求方面都有很大程度的

不同'其原头蚴和包囊是在羊等中间宿主体内生长

发育的!而成虫和虫卵是在犬等终末宿主体内生长

发育的'在实验室条件和自然宿主体内!诱导细粒

棘球蚴原头蚴分别向包囊和成虫方向分化生长!差

异不显著'在中间宿主体内!原头蚴是在肝(肺等内

脏器官中发育成包囊!而在终末宿主体内!原头蚴寄

生在肠道'本研究在实验室条件下!利用培养基中

成分的不同!将原头蚴培养成包囊!同时!模拟犬肠

道内环境!将原头蚴培养成成虫'但是细粒棘球蚴

原头蚴分别向包囊和成虫方向分化生长过程中出现

的阶段性(差异性以及各发育阶段产生的特性的内

在机制尚不清楚!有待进一步研究'

@@S

技术是
%//.

年由
?'C$FIK46-H#

等)

0

*在

抑制性
9<\

和
C8A

差减杂交方法的基础上!建立

的一种分离和鉴定不同细胞或不同基因型差异表达

基因和低丰度基因的方法'本实验室曾经进行过相

关试验!但试验结果不理想!测序结果显示!大部分

基因都是终末宿主犬体内的基因'在本研究中!首

次以细粒棘球绦虫幼虫原头蚴为驱动相!分别以包

囊和成虫为实验相!获得了
9@<!<_

和
9@<!A_

两个差减文库!继而将差异
9<\

产物连接到

X

>D[!Y

载体上!对其进行测序和同源性分析'

对
9@<!<_

文库的测序结果进行初步分析"表

%

#!结果表明得到了
%.

个基因序列!其中已知基因

%%

个!出现频率较高的有
*

个基因!分别编码热休

克蛋白
2&

"

Q-?2&

#(细胞色素
<

氧化酶
$

和类质

&00%
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粒复制起始蛋白!其他基因均只出现过一次!分别编

码线粒体蛋白(细胞色素
<

氧化酶
/

(铁蛋白等功

能和调控蛋白'其中!

D9<G&(

与编码铁蛋白的基因

序列相似性为
(&'21b

!铁蛋白是原核生物和真核

生物体内储存铁的一种蛋白质)

1

*

'

D9<<#-I$

3

)

与

编码热休克蛋白
2&

"

Q-?2&

#的基因序列相似性为

/*c%b

!

S@92&

是细胞水平上的一种分子监控蛋

白!参与蛋白质合成和细胞内囊泡的转折和装配)

.

*

!

而且此蛋白在许多原虫感染过程中具有很高的免疫

原性)

2!/

*

'鉴于
S@92&

的功能!我们进行了克隆表

达!进一步探讨其在包虫病防治方面可能的应用前

景'

D9<<#-I$

3

0

!与编码细胞色素
<

氧化酶
$

"

"+S

$

#的基因序列相似性为
/2'&1b

!

"+S

$

基因已被

广泛用来区分扁形动物的种间界限和系统发育的亲

和力!它在不同物种的分类和系统发育研究中具有

重要意义)

/!%0

*

'对于从形态学差异无法区分的物

种!可通过
"+S

$

基因序列分析加以区分!并可从系

统发育学的角度阐述这种物种的形成过程!可作为

物种的基因标志)

%*!%1

*

'

D9<K&.

!与编码线粒体内膜

移位酶
5(3(

的基因序列相似性为
.%'&(b

!线粒体

内膜移位酶
Y$E(

位于线粒体内膜!在部分营养成

分进入线粒体的过程中起一定作用)

%.!%(

*

'

上述
9@<!<_

文库中的基因序列!从生物过程

水平分析!基因序列
D9<G&(

编码的蛋白质在细胞

内有运输金属离子等功能!如运输铁离子等二价和

三价无机阳离子!从而维持细胞内平衡'基因序列

D9<6%0!0

编码的蛋白质在线粒体中具有运输

AY9

(氧和铁离子等作用!在维持呼吸系统电子传

递和磷酸化过程中起重要作用&基因序列
D9<<#-!

I$

3

0

编码细胞内氧化呼吸作用及代谢过程中能量产

生所需的酶&基因序列
D9<K&.

编码蛋白质导向和

胞内蛋白转运相关的蛋白质&基因序列
D9<6&.6&(

编码核糖体蛋白!在翻译及生物大分子的合成中起

重要作用&基因序列
D9<<#-I$

3

)

编码的蛋白质能

够调节生长素等激素的合成和代谢及对刺激物的反

应'从细胞组分角度上!其大多基因编码的蛋白质

参与合成线粒体(核糖体(细胞膜等生物器官'从分

子功能上!其大多基因编码的蛋白与离子(氧(

AY9

转运有关!以维持细胞生长和代谢!其中基因序列

D9<<#-I$

3

0

和
D9<6%0!0

具有细胞色素
<

活性!编

码运输阳离子的跨膜蛋白&基因序列
D9<G&(

编码

的蛋白质能转运铁离子等阳离子和氧&基因序列

D9<6&.

(

D9<<#-I$

3

)

编码的蛋白质具有
\8A

结

合能力的结构分子'另外还有一部分克隆在
>6-!

BF-H

中无法查到相对应的同源性基因!可能是一些

新基因'

对
9@<!A_

文库的测序结果进行初步分析!得

到
%&

个基因!其中
.

个为已知基因!且都是出现频

率较低的基因!分别编码脂肪酸结合蛋白(基质蛋白

和碱性磷酸酶等'其中!

9A1

与编码脂肪酸结合蛋

白的基因序列相似性为
2.'(b

!脂肪酸结合蛋白接

种动物后可诱导产生免疫保护)

%/

*

'有报道称其能

诱导动物产生抗血吸虫的免疫保护效果!能够作为

预防血吸虫病的候选疫苗)

0&

*

'在
<'Y'P#-,6KF

等

的研究中!脂肪酸结合蛋白能诱导小鼠产生免疫应

答!在小鼠体内的荷虫量减少
0)b

"

**b

!肝中的

虫体数量减少
02b

"

0/b

)

0%

*

'

9A%&

与延伸因子

%

(

"

DP!%

(

#的基因序列相似性为
/('(1b

!其在不同

物种间具有高度保守性!可用于物种的种系发生分

析!同时它还是一个多功能蛋白质!在翻译过程中起

重要作用)

00!0)

*

'以往确定细粒棘球绦虫的亚类主要

根据线粒体基因)

01!*&

*

'最近!研究者开始尝试用核

酸延伸因子
%

(

"

DP!%

(

#基因的序列和类型来区分细

粒棘球绦虫亚型)

*%!*0

*

'

[']HFE#I#

等在细胞凋亡

试验中发现
DP!%

在转录过程中起重要作用!并调

节细胞凋亡)

*0

*

'

9A2%

与编码基质蛋白
%

的基因序

列相似性为
(/b

!基质蛋白
%

是细胞生长和发育过

程中不可或缺的成分!它有诱导细胞分化的作

用)

**

*

'根据生化过程水平的分析!

9A1

与代谢产物

的转运和细胞识别有关!

9A%&

在基因翻译和表达

以及细胞内蛋白质等大分子的合成和代谢等过程中

发挥作用'分子功能水平分析表明!

9A1

(

9A%&

(

9A2%

和
9A(0

能够编码一些调控蛋白!可调控信号

转导或基因表达等过程'细胞成分水平分析表明!

A%&

为细胞质的组成成分!

9A2%

是细胞膜的组织

成分'同样!

9@<!A_

文库中也测得一些未知基

因'

原头蚴通过无性繁殖发育成包囊!这是一个缓

慢的发育过程!

*

"

.

月才能发育成
&'1KE

的包囊!

原头蚴进入中间宿主绵羊等体内!寄生在宿主的肝(

肺等脏器!从宿主体内获得营养成分!使自身得到繁

殖!故需要营养转运和能量获取相关的蛋白质'本

研究中!

9@<!<_@@S

文库筛选出的基因大多能编

码和调控转运营养和能量的功能性蛋白质!如
K#;

$

(铁蛋白(

K#;

/

和
Y$E(

等!这与成囊期发育过程

所需蛋白质相吻合'

%00%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

原头蚴通过有性繁殖发育成成虫!原头蚴进入

终末宿主犬等体内!寄生在小肠内!约
)1"

后!犬开

始排泄虫卵!约
%&"

左右!大量虫卵都脱落了!故成

虫发育较快!需要大量参与代谢的酶以及转运蛋白!

同时也需要大量构成细胞的组分'我们的研究中!

9@<!A_@@S

文库中筛选获得的基因主要参与生

物发育与分化!可促进生物体的快速发育!这与成虫

阶段的快速发育相一致'
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