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日本血吸虫中国大陆株雌、雄成虫!"#$文库的构建
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摘 要 用456789试剂盒分别提取日本血吸虫中国大陆株雌、雄成虫总5):，8’;<&（=4）纤维素柱纯化,5):，

反转录合成第一链>?):，完成第二链>?):合成后，凝胶电泳回收@$$-A以上的片段并过柱纯化后，与载体

!7;A9&B连接。体外包装后分别得到雌、雄成虫>?):噬菌体表达文库。经测定雌、雄文库容量分别为3C20D!$"、

3C#1D!$"，重组比率均在E"F以上，插入片段长度多在!G-左右。通过HI5技术，我们从文库中钓取到JKH、

#3G?膜蛋白、:>L;M和KIH的>?):，其中KIH基因为低丰度表达基因。各项指标表明，我们成功构建了高质量的

>?):文库，可作为研究雌雄成虫基因差异及筛选保护性抗原基因的重要资源。

关键词 日本血吸虫，雌、雄成虫>?):文库

中图分类号 N@## 文献标识码 : 文章编号!$$$/3$"!（#$$$）$"/$2#2/$0

血吸虫病是一种严重危害人类健康的寄生虫

病，流行于全世界20个国家。国内流行株为日本血

吸虫中国大陆株。血吸虫生活史复杂，入侵机体后

有一个从童虫到成虫、雌雄合抱、交配、受精、产卵的

复杂发育过程。其虫卵沉积是引起血吸虫病严重病

理损害的主要因素，随粪便排出的虫卵是造成环境

污染的传染源。鉴于血吸虫的特殊发育、成熟特点，

若能从血吸虫性别特异性方面入手，找出雌、雄虫遗

传基因的差异，阻断其雌雄合抱、性成熟等，便可通

过控制血吸虫的生殖来达到防治血吸虫病的目的。

目前，国外学者已逐步深入研究血吸虫在性成熟过

程中基因表达的性别特异性，曼氏血吸虫方面已取

得了可喜的成果［!"0］，可为日本血吸虫中国大陆株

同类工作的研究提供参考和借鉴。为从基因水平上

找出血吸虫的性别差异，我室构建了日本血吸虫中

国大陆株雌、雄成虫>?):噬菌体表达文库，现报告

如下。

% 材料和方法

%&% 材料

自感染!@$$条日本血吸虫尾蚴0#=的家兔门

静脉收集成虫，雌、雄分离后分别置液氮中保存。

456789及OPHJ5OI56H44Q9R,-=ROSTL+,U&.>?):

OSMLV+T;TRM=!I’&M;M<试剂盒购自K;->&W59公

司；?JHI为O;<,R公司产品；,5):纯化试剂盒购

自HVR.,R>;RW;&L+>V公司；?):胶回收试剂盒为

N6:KJ)公司产品；K;<RAR>G"#K&’=/!!噬菌体包

装蛋白为OL.RLR<+M+公司产品。42、OH"寡核苷酸

引物由ORM<&M公司合成。:>L;M［@］及KIH片段引

物由朱建国博士提供，KIH上游引物序列为@X/::
KK:4II::I:4KKIIK:IK:KK::K/3X，下游引

物序列为@X/KKI4IK:K44:K::KI:444:IKK
4K::I::/3X。JKH引物由张慧硕士提供，其上游

引物序列为@X/::KK:4II::I:4I:4I:IK:4/
I:I4I:::K::/3X，下游引物序列为@X/II::KI
444K::I4I::4:KK:KKK4KI:/3X。#3G? 膜

蛋白基因引物由本室刘金明提供，上游引物序列为

@X/K:KK:4II44KKIK:I444KKK:4I/3X下 游

引物序列为@X/KIK4IK:I44:::I:44I4K:4:
:4IK4K4/3X。

%&’ 方法

%&’&% 总5):提取和H&’S（:）Y5):分离：将液

氮冻存的虫体称重后，加液氮迅速研磨粉碎。每克

湿重虫体加!$,9456789，用电动匀浆器剧烈搅

动，余下按试剂盒说明操作。异丙醇沉淀后取小部

分离心，?JHI水溶解后甲醛变性电泳检测5):的



质量，紫外检测!"#的纯度及浓度。用$%&’(（)*）

纤维素柱纯化+!"#。

!"#"# ,-"#的 合 成：以./0!’+!"#为 模 板，

1/0!’含 !"#"位 点 的 $%&’(（)*）1.为 引 物，在

2345!26!74*#!*反转录酶作用下，合成第一链,-8
"#；加入$%&"’(!9:;<，$%&"’(-"#聚合酶"和

$%&"’(-"#连接酶，合成第二链,-"#；再加*=
-"#聚合酶补平末端后与)*’"接头连接，经!"#
"酶解后得到.>端是)*’"、?>端是!"#"酶切位点

的双粘性末端,-"#。

!"#"$ ,-"#的纯化与定量：将):,-"#全部上样

进行1@琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下迅速切下.00AB
以上片段的凝胶，用C7#DE&,FG;%5HIJ9,I&(KF&I纯

化，具体操作按试剂盒操作手册进行。洗脱出的

):,-"#加1／10体积?+(%／L"9#,，M体积的冰乙

醇，NM0O沉淀过夜，以M.K’和.0K’$-"#作定量

P9JF;J，电泳对):,-"#定量。

!"#"% ,-"#与载体$Q&BL(H的连接与包装：将约

=0K’,-"#与1/0!’载体RO过夜连接，MMO包装

MS，加0/.+L噬菌体包装稀释液（2P）和?0!L氯

仿，混匀后，高速离心?0:，水相移至新管。取.!L
做梯度稀释后，铺平板，测文库容量。

!"#"& 文库质量鉴定与评价：

（1）文库的滴度测定：文库的容量测定后，按10
万个噬菌斑／板将剩余的文库全部铺板扩增。扩增

后每板各加10+L2P，摇床上洗脱噬斑。收集文

库，高速离心去除菌体碎片，取.!L梯度稀释，铺平

板，测文库滴度。取少部分加?@氯仿=O保存，其

余加T@-P2$8T0O冻存。

（M）文库重组比测定：在雌、雄文库扩增的平板

上各随机挑取.0个噬斑，加.0!L2P室温浸泡MS
后铺小板。各加?+L2P 洗脱，离心去菌体碎片

后，取上清，按M00!L／+L加入M0@45G，混匀，室

温放置0/.S后离心，加=0!L))<M$溶解沉淀。取

.!L做模板，以载体多克隆位点两端的*T、24U为

引物进行46!，循环参数为：V=O预变性.+&K，V=O
1+&K，W..O=.:，WTMOM+&K，循环?0次后，TMO
延伸10+&K。电泳检查扩增情况，计算文库的重组

比率。

（?）用 特 异 引 物 从 文 库 中 钓 取 目 的 基 因：以

1/0!L雌虫文库为模板，用张慧硕士提供的引物钓

取卵壳蛋白5G4的,-"#，用刘金明提供的引物钓

取M?F-的膜蛋白基因的,-"#。以1/0!L雄虫文

库为模板，用朱建国博士提供的两对引物，分别钓取

肌动蛋白基因#,I&K及抱雌沟蛋白G64的部分基

因 片 段。 循 环 参 数 为：V=O预 变 性T+&K，V=O
1+&K，W=MO=.:，WTMO1+&K，?.个循环后，TMO
延伸10+&K。电泳检查扩增情况。

# 结 果

#"! 总’()的提取及*’()分离

如图1所示，所提取的日本血吸虫总!"#在

甲醛变性凝胶电泳上只呈现1R2、.2两条带，而另

一条L8J!"#（MU2）未出现。6(H［U］等认为这是一种

典型 的L8J!"#体 内 切 口 现 象，电 泳 时L8J!"#
（MU2）与28J!"#（1R2）一同迁移，只形成一条亮带。

电泳结果表明在抽提过程中有效抑制了!"#酶的

活性，并无!"#降解的迹象。紫外测定+MU0／+MR0
介于1/V%M/0之间，说明!"#提取纯度高。此

!"#经$%&’(（)*）纤维素柱M次纯化后，得到+!8
"#。高质量的+!"#是构建高质量的,-"#文库

的前提。如图M所示，纯化所得+!"#在凝胶电泳

上分布良好，无降解，紫外测定+MU0／+MR0介于1/V
%M/0之间，完全符合建库的要求。

图1 雌、雄成虫总!"#甲醛变性电泳

X&’Y1 *(I9%!"#&:(%9I;)ZJ(++9IEJ;Z;+9%;
9K)+9%;[(J+(Z,-(K);K9IEJ&K’9’9J(:;
1/X;+9%;[(J+!"#；MYP9%;[(J+!"#

#"# +’()的合成

):,-"#电泳显示，合成的,-"#大小分布在

0/?%UFA之间。主要集中在1%MFA（图?、图=）。

据载，用绝大多数组织来源的!"#进行反转录，

,-"#长度分布在?.0%U000AB范围内，平均长度

为1?00%1U00AB［T］，由此可见，本实验,-"#合成

体系较好。

#"$ +,()文库的质量鉴定与评价

=0K’,-"#与1/0E’载体$\&B%(H连接包装后，

分别得到容量为?/T=]10U的雌虫文库和?/MR]
10U的雄虫文库。滴度分别为./T.]1010BZE／+L、

V/T]1010BZE／+L。随机挑选噬斑进行46!鉴定，
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图! 雌、雄虫"#$%变性凝胶电泳

&’()! "#$%*+",-./0+0",10,23",104*/"
*+!"/.2*2302,-./’2(,(,/*50

67&0",104*/""#$%；!78,104*/""#$%

图9 雌虫:;$%6<琼脂糖凝胶电泳

&’()9 6<,(,/*50(01010:-/*=>*/05’5
*+!"",-./0+0",10:;$%

67!;$%／#$%3"",/?0/；!7!"",-./0+0",10:;$%

图@ 雄虫:;$%6<琼脂糖凝胶电泳

&’()@ 6<,(,/*50(01010:-/*=>*/05’5
*+!"",-./0",10:;$%

67!;$%／#$%3"",/?0/；!7!"",-./0",10:;$%

文库重组比均大于AB<，插入片段的长度多在6?C
左右（图D）。用特异引物从文库中钓取目的基因，

结果从雌虫库中获得B@EC=的一卵壳蛋白FGH基

因和BDIC=的!9J;膜蛋白基因。从雄虫库中扩增

到66D!C=的肌动蛋白%:-’2基因和抱雌沟蛋白基

因的K@@C=的片段，与引物提供者的#LMHN#结果

相同（图B）。其中抱雌沟蛋白基因为低丰度表达基

因。以 上 各 项 指 标 表 明，我 们 构 建 了 高 质 量 的

:;$%文库。

图D 雌、雄文库中随机挑选的克隆:;$%插入

片段的HN#产物电泳结果

&’()D L>0HN#=/*3.:-’*2*+1,"C3,:;$%:1*205=’:?03
,-/,23*"+/*"!"+0",10,23",104*/":;$%1’C/,/’05

6#@)L>0:1*205+/*"+0",10:;$%1’C/,/O；

B#I)L>0:1*205+/*"",10:;$%1’C/,/O；D);P!EEE",/?0/

图B 雌雄文库中特异引物HN#产物的凝胶电泳

&’()B %(,/*50(01010:-/*=>*/05’5*+HN#=/*3.:-5
+/*"!"",-./0+0",10,23",10:;$%1’C/,/’05

67;P!EEE",/?0/；!)FGH；9)GNH；

@)!"!9?;；D)%:-’2

! 讨 论

血吸虫虫卵沉积所引起的宿主肝脏与肠粘膜形

成肉芽肿及肝组织纤维化是血吸虫病的主要病理表

现。由于虫卵在发病和致死方面的重要性使得血吸

虫的生殖系统作为免疫靶器官的潜在目标越来越受

到研究者的关注［9#@，K］。

血吸虫是裂体科的雌雄异体吸虫，其雌虫的生

殖呈现一个动态的成熟过程。与双性感染的血吸虫

相比，单性感染的雌虫生长迟缓且生殖系统不发育。

而发育成熟的雌虫与雄虫分离后，卵黄腺和卵巢迅

速退化［A］。可见，血吸虫雌虫生殖能力与雌雄合抱

行为紧密相关。6AKD年，%/*25-0’2和Q-/,23曾报

道KB?;的抱雌沟蛋白（Q"GNH）是曼氏血吸虫性别
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特异性蛋白［!"］，雄虫在与雌虫合抱后表达该蛋白，

而未配对的雄虫则无此蛋白表达，合抱后再分离的

雄虫此蛋白的表达也随之停止。这一研究提示抱雌

沟蛋白对血吸虫交配、产卵有重要作用，可能为我们

进行血吸虫抗生殖治疗的思路提供一个理想的着眼

点。在目前已鉴定的血吸虫抗原基因中，与血吸虫

性成熟、产卵、致病等相关的基因较少，因此寻找、确

定与血吸虫生长、发育、成熟和生殖相关的基因将是

血吸虫基因组计划的一个重要内容［!!］。

根据已有的报道，血吸虫抗原具有种的特异性，

异种抗原不起交叉保护作用。日本血吸虫中国大陆

株分子生物学的研究起步较晚，目前国内关于日本

血吸虫中国大陆株性别特异性基因方面的研究尚未

见报道。为开展这方面的研究，以期能探索出血吸

虫抗生殖治疗的方法，我室首先构建了日本血吸虫

中国大陆株雌、雄成虫的#$%&表达文库。多项实

验数据表明，我室构建了高质量的#$%&文库，可作

为雌雄成虫基因差异研究及筛选保护性抗原基因的

重要资源。

致 谢：本研究得到上海肿瘤研究所赵新泰、周筱

梅、李宏年老师，以及中国农业科学院上海家畜寄生

虫病研究所冯新港博士后、朱建国博士及本室刘金

明、傅志强、李浩等的指导与帮助，在此表示感谢！
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