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摘　要:【目的】分离和鉴定日本血吸虫(Schistosoma japonicum , S .j)新基因。【方法】应用免疫学方法筛选 S .j cDNA

文库获得阳性克隆;通过 PCR 直接序列测定技术 ,表达序列标签(EST)同源性检索对阳性克隆插入片段进行鉴定;采用亚克

隆技术及生物信息学等技术 ,对获得的日本血吸虫精氨酸酶编码基因序列进行结构与功能的分析。【结果】获得了一个含

1 061 bp外源插入片段的阳性克隆 , 其 cDNA 序列含有一个 840 bp 的阅读框 , 编码 279 个氨基酸 , 属精氨酸酶家族 ,与国际蛋
白质库中的酵母 、蛙 、人和大鼠精氨酸酶序列的同源性分别为 44%, 50%, 51%, 53%和 54%。【结论】获得了编码日本血吸虫

精氨酸酶编码基因全长 cDNA , 为日本血吸虫精氨酸酶基因功能的研究奠定了基础。
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Isolation and Sequence Analysis of the cDNA Encoding

Schistosoma japonicum Arginase

WU Zhong-dao , ZHENG Yi-nan , XU Jing , YU Xin-bing

(Depar tment of Parasitology , Sun Yat-sen University o f Medical Sciences , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Objectives】To isolate and identify novel genes of Schistosoma japonicum(S .j)f rom cDNA li-

brary.【Methods】cDNA clones were screened from S .j cDNA library by immunological method , the inserts of

posit ive cDNA clones w ere identified by PCR directed sequencing and homologous searching of ES T , the cDNA

sequence encoding S .j arginase w as analyzed by the subcloning and bioinformatics.【Results】The positive

cDNA clone w ith 1 061 bp insert was isolated from S .j cDNA library , which sequence of the insert included a

ORF w ith 840 bp , and translated into 279 amino acid residues.The deduced pro tein was similar to the arginase

family , the homology at amino acid sequence level w as 44%, 50%, 51%, 53% and 54% with schizosacch-

aromyces pombe(fission yeast)arginase , xenopus laev is(af rican claw ed frog)arginase , homo sapiens(human)

arginase ii precursor and rat tus norvegicus(rat)arginase ii precursor respectively .【Conclusion】The full-length

cDNA sequence encoding Schistosoma japonicum arginase w as cloned , which gave the basis for further studying

of Schistosoma japonicum arginase.
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　　血吸虫侵入宿主体内后迅速生长 ,成虫期则大

量排卵 ,其蛋白质合成十分旺盛 。因此 ,研究血吸

虫氨基酸的代谢途经和机制 ,探索阻断其代谢途经

的方法 ,对于预防和治疗血吸虫病都具有重要的价

值。精氨酸是血吸虫虫体的主要氨基酸组分之一 ,

尽管目前对血吸虫精氨酸的代谢还研究的不多 ,但

已有的研究发现 ,日本血吸虫具有很高的精氨酸酶

活力 ,提示精氨酸酶在血吸虫氨基酸代谢中起作重

要的作用[ 1] 。我们采用血吸虫感染者血清 ,对日本

血吸虫成虫 cDNA 文库进行免疫学筛选 ,获得了一

个含 1 061 bp外源插入片段的阳性克隆。经序列

测定和序列分析 ,初步确认该插入片段为日本血吸
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虫精氨酸酶编码序列 。

1　材料与方法

1.1　cDNA文库及试剂

日本血吸虫(中国大陆株)成虫 cDNA 文库由

南京医科大学陈淑贞教授等构建
[ 2]
。大肠杆菌 E .

coli Y1090和噬菌体λg t11 均购自 Promega 公司 ,

Taq酶(5×106 U/L)和 2 mmol/ L dN TP购自加拿

大真达公司 ,HRP-羊抗人 IgG购自广州华美公司。

1.2　抗体探针的制备

在日本血吸虫重度流行区 ,采用静脉抽血方法

收集日本血吸虫感染者(粪检虫卵阳性者)血清 ,分

装后低温保存 。血清经λgt11/Y1089 裂解物反复

吸附后制备成筛库用抗体探针[ 3] 。

1.3　阳性克隆的筛选及 PCR鉴定

按吴海玮等方法对 cDNA 文库进行免疫学筛

选和阳性克隆噬菌体 DNA的扩增
[ 3]
。

选取λg t11 Sfi-No t载体插入位点上下游邻近

区核苷酸序列 ,设计上下列引物一对并由上海生工

公司合成 。上游引物(P1)5′-GGT GGC GAC GAC

TCC TGG AGC CCG-3′;下游引物(P2)5′-TTG

ACA CCA GGC CAA CTG GTA ATG-3′。

1.4　阳性克隆 EST的获得及同源性检索

扩增 150 ～ 200μL单个阳性重组克隆的 cDNA

插入片段 ,采用 PCR产物直接序列测定技术 ,对插

入片段的 5′端进行部分序列测定[ 4] ,获得阳性克隆

表达序列标签(EST)。通过国际互联网将测得的

阳性克隆 EST 序列与 EMBL 血吸虫基因库中的核

苷酸序列进行同源性搜寻 , 该基因库网址为:

ht tp://www2.ebi.ac.uk/blast2/parasites.html ,所

用程序为 Blastn 。

1.5　阳性克隆插入片段的通测及序列分析

将阳性克隆插入片段 PCR 产物与质粒

pMD18-T 连接 ,构建测序质粒 ,并进行全序列的测

定。本项工作由大连宝生物公司(TakaRa)协助完

成。

利用国际互联网上的有关生物生物信息网站

如 Webgen(ht tp://www .itba.mi.cnr.it/web-

gene/) 和 ExPASy (http://www .expasy .ch/

tools/)进行序列的结构分析 ,分析内容包括核苷酸

序列中开放读框(ORF)的寻找 ,编码氨基酸的推

导 ,推导出的氨基酸与 Sw iss-Prot蛋白质库中序列

的同源性比较等 。

2　结　果

2.1　阳性克隆的筛选及 EST的产生

应用预处理过的混合血清 ,对 S .j cDNA文库

大约 2.5×10
4
个噬菌体克隆进行了筛选 。初筛获

得克隆 12个 ,然后再挑取单个初筛阳性噬菌斑进

行复筛 ,最后确定了 5个阳性克隆 。5个阳隆克隆

均扩增出单一片段 ,大小从 400 ～ 1 100 bp不等 ,而

野生型 Lambda g t11未出现扩增片段 ,表明经过复

筛确定的阳性克隆均含有外源性 cDNA 插入片段。

其中阳性克隆 JAYW0p22.GY 的 cDNA 插入片段

约为 1.1 kb。

采用 PCR产物直接测序法对筛选到阳性克隆

的 cDNA插入片段 PCR产物进行了5′端部分序列测

定(长度为 200 ～ 600 bp),获得了相应的 EST(此部

分内容另文发表)。其中阳性克隆 JAYW0p22.GY

的 EST 核苷酸序列长度为 578 bp ,其 GenBank 进

入号为AW160123。

2.2　EST同源性检索

采用WU-Blastn程序进行同源性检索 ,结果发

现 ,AW160123序列与 EMBL 中AA294801序列高

度同源 ,其一致性为 98%(277/280), AA294801为

国际基因库中已登录的一个日本血吸虫表达基因

EST ,序列长度 311 bp ,为精氨酸酶同源序列(Gen-

Bank 对 AA294801 的注释为:JA00A108.QA3

Adult SjC 7/94 Schistosoma japonicum cDNA clone

SJADA108 5′similar to Arginase , mRNA sequence ,

Length 311 bp)。

2.3　插入片段的通测及序列分析

将阳性克隆 JAYW0p22.GY插入片段 PCR产

物亚克隆入质粒 pMD18-T ,并测定其全长 cDNA

序列 。该 cDNA序列长 1 061 bp ,含有 6个可能的

开放性阅读框(ORF),其中最大的一个ORF 为 840

bp ,起始密码子为 ATG ,终止密码子为 TGA ,编码

279个氨基酸 , 3′未端的非编码区长度为 164 bp ,

Poly(A)信号在 999 ～ 1 006 bp , Poly(A)尾出现在

1 052 bp处(图 1)。

2.4　推导氨基酸序列的结构分析

开放读框内的 279个氨基酸组成的多肽分子

为 30.527 ku ,等电点 PI 为 6.36 ,氨基酸平均亲水

性值为 -0.191 。采用 InterPro程序对 SWISS-
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图 1　日本血吸虫表达基因 cDNA克隆 JAYW0P22.GY

插入片段的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Fig.1　cDNA sequence and its deduecd amino acid sequence

of the clone JAYW0P22.GY from Schistosoma japon-

icum cDNA library

The amino acids w ere indicated under the nucleotide sequence , sig-

nature sequence of the amino acids w as underlined by tw o lines;＊

show s stop codon.Poly(A)singnal w as underlined

PROT 蛋白质数据库进行检索 ,鉴定出该氨基酸序

列属精氨酸酶家族 ,其序列中含有 3段精氨酸家族

特征性序列 ,它们分别是“VGGDHSMATGTILG” 、

“IIWVDAHGD”和“SFDIDALDPSIAPSTGTAVPGG ”。

将该氨基酸序列与 SWISS-PROPT 中的已知蛋白

质序列进行比较 ,发现与大鼠(rattus norvegicus)、

人(homo sapiens)、蛙 (xenopus laevis)及酵 母

(schizosaccharomyces pombe)精氨酸酶氨基酸序列的

同源性较高 ,分别为 54%(118/216), 53%(115/

216), 51%(111/216), 50%(110/216)和 44%(99/

224),见图 2 。

3　讨　论

利用生物信息学(bioinformatics)技术研究新

基因的功能和预测基因表达产物的性质已成为当

基因组研究的主要技术策略
[ 5 ,6]
。如加拿大科学家

图 2　推导的日本血吸虫精氨酸序列与其它生物精

氨酸序列的同源性比较

Fig.2　Homology analysis of Deduced amino sequence

of Schistosoma japonicum arginase and other

arginase sequences

＊:Conserved amino;First line:Deduced amino sequence of

S ch istosoma japonicum arginase;Second line:ARG2_RAT 008701

rat tus norvegicus)(rat).arginase ii p recursor;Third line:ARG2_

HUMAN P78540 homo sapiens(human).arginase ii precursor;Fourth

line:ARG2_XENLA Q91554 xenopus laevis (african clawed f rog).

arginase;Fif th line:ARG1_SCHPO P37818 schizosaccharomyces pombe

(fission yeast).arginase

Rio rdan等人
[ 7]
在得到蛋白产物之前 ,通过对囊性

纤维变性过膜传导调控因子(cystic fibrosis t rans-

membrane conductance regulato r)的核苷酸序列的

分析 ,准确地预测了该蛋白的结构及其作用模式。

对新获得的核苷酸序列 ,通常按以下步骤来进

行基因的识别和鉴定 。①预测其中可能的编码区;

②搜寻信号序列 ,如启动子 、翻译起始位点 、RNA

剪接信号 、终止子等;③将编码区连为一个完整的

序列 ,并翻译蛋白质 。然后以蛋白质序列为模板序

列 ,对序列库作同源性检索;④预测序列的二级和

三级结构 ,对其可能的功能进行理论预测 ,如亲水

性 、抗原表位等(如果为 cDNA序列 ,问题则大为简

化 ,可根据起始密码子直接预测/确定可能的编码

区或开放读框)。在此分析基础上 ,再采用生物学

实验手段进行基因的实验鉴定 。为此 ,利用生物信

息学识别基因与应用生物学实验方法鉴定基因 ,两
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者可相辅相成 ,互相促进 ,从而加速新基因的发现

和鉴定。

目前 ,生物信息学发展迅速 ,国际核苷酸序列

如 GenBank/EMBL 和氨基因序列库如 SWISS-

PROT 等定期更新和公布所收集的序列资料 ,并可

通过国际互联网方便地进行序列检索 。同时 ,序列

分析软件如GCG 具有强大的功能 ,能基本满足对

已获得的 DNA 序列结构与功能分析的需要 。此

外 ,各类生物信息学网站为基因序列和氨基酸序列

的分析提供了更加有效的技术途经。如著名的

Webgen和 ExPasy 网站等 ,这些网站提供了从核苷

酸序列编码读框(ORF)的预测到推导氨基酸一 、

二 、三级结构的理论分析等一系列相关程序。本文

主要应用其中的 “ORF and protein analy sis” ,

“Hcpoly a” ,“Compute PI/MW” , “InterPro Search” ,

“ScanPileScan”和“MSA”等程序 ,并取得了较满意

的分析结果 。通过对获得的日本血吸虫 cDNA 阳

性克隆 JAYW0p22.GY的插入片段 cDNA 序列的

结构分析 ,结果显示 ,该序列含有一个 840 bp的阅

读框 ,编码 279个氨基酸 ,属精氨酸酶家族 ,其氨基

酸序列与国际蛋白质库中的酵母 、蛙 、人和大鼠精

氨酸酶序列的同源性高达 44%～ 54%。表明 ,我

们已获得了编码日本血吸虫精氨酸酶编码基因全

长 cDNA ,这为日本血吸虫精氨酸酶基因功能的研

究奠定了基础。目前 ,我们正在对该 cDNA序列的

重组表达产物进行实验鉴定。
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·新成果·

治疗性角膜移植的系列研究

课题负责人　陈家祺 , 等

(中山医科大学眼科中心 , 广东 广州　510080)

各种原因引起的角膜溃疡或穿孔是我国最严重及最常见的角膜病 , 每年患病人数达数十万 , 治疗性角膜移植是此类患者

治疗的重要措施及复明的唯一方法。本研究自 1969 年开始历时 30 多年 ,经过 1 万例以上的角膜移植手术病例观察 , 对治疗

性角膜移植的若干临床重点问题进行系列研究。通过全身及局部免疫学调查 , 发现了蚕蚀性角膜溃疡是一种以体液免疫为

主细胞免疫参与的自身免疫性疾病 ,修正了国际上关于此病发病机制的传统观点。在国际上率先提出了完全切除角膜及结

膜病灶组织后行板层角膜移植及术后应用免疫抑制剂治疗蚕蚀性角膜溃疡的综合治疗方案 ,通过国际上最大样本的临床应

用 ,其治愈率位于国际首位。自行设计出分别用于有晶体眼及无晶体眼的人工角膜 , 此人工角膜较国外所设计及生产的人工

角膜视野宽 、清晰 ,在我国率先开展眼球前 、后段联合手术治疗角膜白斑伴有视网膜脱离患者 , 其手术效果明显优于国外报

告。在国际上最系统地提出了根据角膜溃疡或穿孔的原因 、位置 、大小等综合因素考虑治疗性角膜移植手术的时机 、方案 、技

巧及术后处理原则。这些理论已基本成为我国治疗性角膜移植的经典原则 , 被眼科学教科书及各种角膜手术专著引用 , 并被

全国各大医院普遍采用。该成果于 2000 年获广东省科学技术进步一等奖 。

(陈丽芳)
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