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摘 要：【目的】研究日本血吸虫亲免素基因编码序列的结构及进行初步的功能预测。【方法】用 ,S端和 DS端
锚定 TC8从尾蚴文库中扩增，以获取日本血吸虫中国大陆株亲免素基因完整的开放阅读框（&’4% U4IP"%L KUI#4R
68;）；用生物信息学技术确认其是否为亲免素编码基因并进行结构功能的初步分析和预测。【结果】用 ,S端和 DS
端锚定 TC8 从尾蚴文库中获得了亲免素基因 ,S端和 DS端所缺序列，得到的亲免素基因 QB29 的总序列长
为E .DH V’，其 68;长 E +/F V’，编码 .DE个氨基酸。利用生物信息学技术鉴定其为日本血吸虫亲免素基因的完
整 QB29序列。并用 8=>TC8从日本血吸虫尾蚴 #829扩增出亲免素基因的 68;。【结论】成功获得了日本血吸
虫亲免素编码基因的全长 QB29，为进一步的功能研究打下了基础。
关键词W日本血吸虫；中国大陆株；亲免素；序列分析；基因扩增
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（$%&，其与 $%’(结合）和 )*+,#结合蛋白（)*-&）
分别属于两个大的家族，现已发现 $%&家族成员
!,多个，)*-&家族成员 .,多个，它们在原核及真
核生物中广泛存在且高表达 / 0 1。目前为止已经在哺

乳动物中发现了 0+ 种 )*-&，他们绝大多数在脑
中以高浓度表达 / . 1；在无脊椎动物中，只有曼氏血

吸虫亲免素基因是唯一的 234(及 34(全长已知
的 / !5 6 1。曼氏血吸虫亲免素基因 234(全长及 34(
序列已在美国国家生物技术信息中心 （4$-7，网
址：899:; < < =2>?@ =AB@ =?8@ CDE <）上登录。我们在欧
洲生物信息学研究所（F-7）上对曼氏血吸虫亲免素
基因开放阅读框（D:G= HGIJ?=C KHIBG5 LM)）利用寄
生虫 -AIN9=（网址：899:; < < OOO@ G>?@ I2@ PQ < >AIN9 <
?=JGR@ 89BA）进行分析后，对与之同源性高的日本血
吸虫表达序列标签 （F’S）序列进行电子拼接，发
现最长的 F’S属于日本血吸虫菲律宾株亲免素样
BM4( 序列 （4$-7 登陆号 ()0T+0.#），其 +U端
尚缺 0+ 个 >: 的序列，而日本血吸虫中国大陆株
中，与该基因同源性高的 F’S （4$-7 登陆号
-VT"T0.0，以及 4$-7 登陆号 -VT".W+"）的 +U
和 !U端均不完整。对这些序列我们利用 F-7上的
$APN9IAX （网 址 ： 899:; < < OOO@ G>?@ I2@ PQ <
2APN9IAO <）进行多序列比对，显示全部同源性序
列的位置，据此设计了 6 条引物，用 +U端锚定和
!U端锚定 &$M从尾蚴文库中扩增，以获得日本血
吸虫中国大陆株亲免素基因完整的 LM)；并利用
生物信息学进行了结构、功能分析和预测。

0 材料与方法

0@ 0 材 料
0@ 0@ 0 尾蚴的获取及其文库资料 阳性湖北钉
螺 （!"#$%&’(")( *+,&"-)-）购自江苏省血吸虫病防
治研究所。日本血吸虫尾蚴文库由香港中文大学冯

明钊教授惠赠；文库运用 “’Y(MS”234(文库构
建试剂盒构建，为全长文库。

0@ 0@ . 引物设计 为扩增日本血吸虫亲免素基
因 234(全长，根据曼氏血吸虫亲免素基因 234(
及日本血吸虫亲免素 F’S 的 $APN9IAX 分析结果
（图 0），设计 6条巢式引物为; &0：+U $$($Z(S[
$($$(Z(SZZZ$SS(( !U；&.：+U SSZSSS$SZ$S[
Z($(S$(Z(Z$$$( !U；&.U （&. 的反向互补序
列）：+U SZZZ$S$SZ(SZS$(Z$(Z((($(( !U；

&!：+U (((ZZ(SS$S(((SSSZ(SS$ !U。文库通用
上游 +U端引物为 ’0：+U$S$$Z(Z(S$SZZ($Z(Z$
!U，通用下游 !U端引物为 ’.：+US((S($Z($S[
$($S(S(ZZZ$ !U，文库插入片段 +U端测序引物为
’!：+U$S$ZZZ((Z$Z$Z$$(SSZSZSSZZS !U。扩
增亲免素基因全长 234(序列的特异引物为：7&0：
$(Z((SS$(SZ$$Z((Z(S$Z$(ZSSZ($(； 7&.：
$(ZS$Z($S$($(ZZZ$(Z($SSSS$(S$(，分别
引入 .#$M !和 /(’ !的酶切位点。以上引物均由
上海生工公司合成。

0@ 0@ ! 主要试剂 0(1酶、J4S&、YIHQGH 3\.,,,
为大连宝生物公司产品。凝胶及质粒回收试剂盒是

上海申友公司产品。

0@ . 方 法
0@ .@ 0 序列同源性检索 采用 F-7上的 &IHIN?9G
>AIN9=和 4$-7上的 >AIN9R 与数据库中的核苷酸序
列或蛋白质序列进行同源性比较。

0@ . @ . 日本血吸虫文库 34(模板的提取 取文
库液稀释到 0 ] 0,,后，与噬菌体宿主菌 ^\0[-APG
预吸附 0+ B?=后，加入到顶琼脂中，然后铺到含 \-
和 0, BBDA < \ YC’L6的平板上，# _ 0W 8后（见到噬
菌斑互相融合），加入噬菌体缓冲液（’Y液）洗脱过
夜，吸取洗脱液 6 ,,, ‘ 2离心 + B?=，每 B\上清
加入 .,, C < \聚乙二醇（3H5 &FZ5 a W ,,,）.,, "\，
沉淀 34( ,@ + 8后，0. ,,, ‘ 2离心 0+ B?=，用超
纯水煮沸溶解，测双链 34(含量后即可用作 &$M
扩增的模板。

0@ .@ ! +U端和 !U锚定 &$M扩增亲免素所缺片段
利用上述方法制备的模板，先用引物 ’0和外引
物 &.进行 &$M扩增，然后回收其 &$M产物并作为
模板，用引物 ’0和内引物即靠 +U端引物 &0 进行
&$M扩增得到亲免素基因的 +U端。用同样的模板，
先用 &.U和 ’.作引物进行扩增，回收 &$M产物作
模板，再用靠 !U端引物 &!和引物 ’.进行 &$M，即
可得到目的基因的 !U端。&$M反应体系（.+ "\总
反应）：0, ‘ >PKKGH（含 YC. b）.@ + "\，0, BBDA < \
J4S& ,@ + "\，引物 &0（&.、&.U、&!）和引物 ’0（’.）
c引物浓度为 ., :BDA < "\d 各 ,@ + "\，文库 34(
模板 .@ , "\（第 0 次 &$M 产物回收后加 0 "\），
0(1酶 c + V < "\d ,@ .+ "\，补水至 .+@ , "\。采用
’9G:JDO= &$M，反应参数为："# e预变性 ! B?=，"6
e变性 0 B?=，T. e退火 0 B?=，T.e延伸 . B?=
0,个循环，以后的退火温度分别为 #T e、#. e .
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%&’各 ()个循环，*# + , %&’，(*个循环，延伸条
件同前，共 -*个循环。序列测定：./0产物经琼脂
糖凝胶电泳鉴定分子大小，对目的片段进行回收，

回收产物送上海申友公司利用 1!作为测序引物进
行 *2端序列测定；用 .!作为测序引物进行 !2端序
列测定。

(3 ,3 - 编码基因全长 4567 的扩增及鉴定 采
用特异引物 8.(、 8.,，以尾蚴 %067 为模板
09:./0扩增目的片段，并测序鉴定。
(3 ,3 * 序列分析 利用 8’;<=’<;上的有关生物信
息学网站如 6/>8、 ?@>A 和 ?B.71C（D;;EF G G
HHH3 <BEIJC3 4D G ;KKLJ G）对所获得的全长序列进行
序列的结构分析，分析内容包括核苷酸序列 M0N
的寻找，编码氨基酸的推导，推导的氨基酸与

1O811:.0M9蛋白质库中序列的同源性比较等。

, 结 果

,3 ( 日本血吸虫亲免素 !"#与曼氏血吸虫亲免
素基因 $%&’序列的多序列比对
将日本血吸虫亲免素 ?19与曼氏血吸虫亲免

素基因 4567序列的多序列进行比对P 显示全部同
源性序列的位置。结果显示，日本血吸虫亲免素基

因 4567序列中 *2端最长的 ?19 >Q#",R(*与曼氏
血吸虫全长 4567序列相比，尚差 * SE；而 !2端最
长的 ?19 >Q#"#(,(与曼氏血吸虫全长 4567序列
相比，尚差 ,#- SE。序列图中其中斜体或者变浅的
!段序列为巢式引物序列，在曼氏血吸虫和日本血
吸虫之间相对保守 T图 ( U。
,3 , 亲免素编码基因的扩增与测序
用 *2端和 !2端锚定 ./0分别获得约 !)) SE和

接近于 #*) SE的条带，回收该条带送上海申友公
司测序，分别得到一个 (,* SE 和 *", SE的序列，
与日本血吸虫亲免素基因的 ! 条相关 ?19 进行
/LVJ;<=ILO分析、电子拼接后， 得到一个 ( -!W SE
的总序列。对其在 6/>8 上进行 M0N的寻找和分
析，确定 !" 亲免素基因 4567序列 M0N长 ( ,"R
SE。09:./0扩增后得到一位于 ( ))) X , ))) SE之
间的片段（图 ,），送测序后的序列与电子 ./0拼接
后的序列的 M0N相同。通过 ?BEIJC上的程序翻译
成氨基酸，共 -!(个氨基酸残基，其氨基酸序列如
下：

,3 ! 日本血吸虫亲免素核苷酸及氨基酸序列的
结构及功能的初步预测

利用 ?BEIJC网站预测亲免素基因编码的氨基
酸序列的相对分子质量 #= Y -W3 R(W Z ()!，等电点

为 R3 )#。用 6/>8上的 >LIJ;B程序对核苷酸总序列
进行同源性检索，结果如图 !。
结果表明该序列编码 N[*)R结合蛋白 -，为亲

免素编码基因。采用 ?BEIJC中的 @K;&\J4I’程序对
1O811:.0M9蛋白质数据库进行检索，该氨基酸序
列具有 N[*)R 结合蛋白型肽脯氨酰顺反异构酶
（N[>. : ;CE< E<E;&]CL : E=KLCL 4&J : ;=I’J &JK%<=IJ<，
N[>.:..871?）特征性结构域 F .5M/))-,R 和
.1*))*"；其 E\I%F 为 N[>.（II -, X (!(）̂ E=\F 为
N[>.:..871?:! T II*(((W U。
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图 ! 日本血吸虫亲免素基因 "#$%&"扩增后琼脂糖凝胶
电泳

’()* ! "#$%&" +,-.(/(0+1(23 2/ (,,432-5(.(3 )636 2/ !"
$%&’ () *+, -%./’. 0 1112 ( 0"3 456 $%&’ 0) 78 9::;&<5=9>9& ?’&’

@*+,
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! 讨 论

利用生物信息学对新获得的核苷酸序列，经常

按如下顺序来进行基因的识别和鉴定 D C，3 E：! 预
测其可能的阅读框；" 找寻启动子、终止子、
5<>F A,B尾及判断启动子附近序列是否符合真核生
物 G<H%/原则；# 翻译成蛋白质的氨基酸序列；
$ 通过 I>%JK& 和 I>%JKL 搜寻，与数据库中已知的
核酸序列和蛋白质序列进行比较，如果 I>%JKL 结
果显示与该基因对应的蛋白质具有 7@<.’ 值大于
011 或 M和 NO’&K9KF 大于 C1P，则可大概判断该基
因编码的为何种蛋白质；% 通过 +QIN中的 Q<&R
J’.S’O O<:%9& J’%.@= 程序进行分析，如果保守功
能域完整，则可以判断该基因是否具有完整的阅

读框。当然，进一步的鉴定应该是实验的证实。

本研究即是通过该步骤识别了日本血吸虫亲免素

基因 @*+,全长具有 ( T!# 45。
扩增新基因全长的方法可总结为 U7V策略、

巢式 WVRXQWDY E、锚定 XQW、W,QU 及利用保守序
列的简并引物进行扩增等。从 @*+, 文库中进行
未知基因全长的扩增，锚定 XQW是首选的方法，
从亲免素相关 U7V设计巢式引物及利用 7K’5 O<Z&
XQW，有利于提高扩增产物的特异性，从而得到
目的 U7V的特异延伸。当然，文库的质量也是保
证是否可得到基因序列全长的关键，如果文库中

无该基因全长的克隆，也将得不到全长。香港大

学冯明钊教授惠赠的全长尾蚴文库保证了该 @*R
+,文库的质量 D # E。本实验室彭寨玉等 D " E利用该方

法扩增得到了乳酸脱氢酶、亲环素 ,等基因。亲
环素即属于亲免素大家族的另一成员。亲免素基

因的测序为研究亲免素家族的功能及血吸虫病疫

苗的研制有重要意义。
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