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摘 要 由 ^E;基因家族产物与其它相关基因产物构成的 ^E;信号通路，是细胞发育和生长调节的一个关键途径，对动物的
发育特别是生殖系统的发育起重要的调节作用。在人类和小鼠中，̂ E;I蛋白是性腺分化过程中主要调节因子，在胚胎发育中
起着关键作用。利用 .9PS技术从日本血吸虫 =73童虫中首次扩增到一个 ^E;家族基因，序列分析表明该基因的完整编码框
含 ="==5:，编码 I"8个氨基酸，理论分子量 I7_8B<。同源性分析结果表明，该基因的氨基酸序列具有典型 ^E;家族蛋白特征，
与日本三角涡虫、人 ^E;I的氨基酸序列相似性分别达 I"‘、"$‘，推测为血吸虫的 ^E;I基因，命名为 3?@$/I（\/Ea,EB登陆号
<[8I"J!7）。实时定量 MP.分析显示该基因在 =I3童虫、=73童虫、"=3虫体、II3雌虫及 II3雄虫中均有表达，其中 =73童虫中
的表达量明显高于其它发育阶段，II3雌虫中的表达量明显高于雄虫。构建了该基因的原核表达载体 :\SYRI>R!R3?@$/I，应用
大肠杆菌系统进行了表达，表达蛋白以包涵体形式存在，̂ /@;/6E印迹显示表达产物能被日本血吸虫成虫粗抗原免疫血清所识
别。3?@$/I基因及其表达产物的获得，为探索 ^E;信号通路对血吸虫发育、生殖的调节提供了重要基础。
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L2.%是一类从水螅、昆虫到脊椎动物中都能发
现的分泌型糖蛋白，由细胞分泌出来后，与自身或邻

近细胞的膜受体结合，激发下游的信号通路，调节核

内靶基因的表达，决定细胞的分化命运，在动物发育

中起着广泛的调节作用［&］。L2.蛋白异常的时空表
达或异常的激活往往与肿瘤的发生有关［C］。有研究

表明，L2.信号通路对哺乳动物生殖系统的正常发
育起关键的调节作用，它主要参与了缪勒氏管及其

派生器官的形成，调控卵泡的发育、排卵及黄体化，

另外与正常妊娠的建立以及妊娠过程中乳腺的变化

也有关。L2.’ 是 L2. 家族蛋白成员之一，在小鼠
中，L2.’对缪勒氏管的形成有关键意义，缺失 L2.’
的雌、雄小鼠都没有缪勒氏管；L2.’ 突变的雌鼠没
有缪勒氏管的派生器官（即输卵管、子宫、子宫颈和

阴道上部）；而沃尔夫管则继续存在。L2.’ 缺失的
雄性动物其睾丸的发育不受影响，但当发育着的雌

性性腺中一旦缺失L2.’信号，其结构和功能上都呈
现一定的雄性化特征，性腺虽然定位在它们正确的

部位，但其外形比正常的卵巢更圆，且像睾丸一样没

有包被。此外，突变的性腺可以分泌 NGF（缪勒氏管
抑制物质）及睾酮［1，’］。在人类中，男性的染色体

081& O 81P片段的二倍体导致了 L2.’增多，L2.’的
过量表达致使 BQ的男性具有了女性的表型［P］。因
此，L2.’可能是一种性别表型的决定基因［P］。对血
吸虫生长发育信号转导的研究是了解和认识血吸虫

生活特征的有效途径。但是到目前为止，对血吸虫

生长发育信号转导系统的研究甚少，以致在开发高

效候选疫苗分子和筛选新型药物的方面进展缓慢。

对血吸虫L2.基因的研究国内外尚未有研究报道。
本研究利用 R=SA技术首次克隆到编码日本血吸虫
L2.’蛋白的含 TRU的 +;<=序列，分析了该基因在
日本血吸虫不同发育阶段虫体中的表达情况，应用

大肠杆菌系统进行了表达，并对表达产物进行了抗

原性测定。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 主要试剂和酶：:#-M"0、@323R)+3#:N V-. 购自
G2?-.#"432公司；A7 :)W X". F.)#. ;<=聚合酶、限制性
内切酶 1.-2!、3+(!、:’ ;<=连接酶、荧光定量
HSR检测试剂盒和随机引物购自 :)V)R)生物工程
（大连）有限公司；羊抗鼠 G4@5XRH购自天根生化科
技（北京）有限公司；抗 @F:单抗购自 FG@N=公司；
羊抗兔 G4@5XRH购自华美生物工程公司；逆转录酶
购自 F.#).)432 公司；R<= 酶抑制剂购自 H#"$34) 公
司；FQDR @#332!和 S)0->#).-"2购自 DGT5R=;公司。
)*)*+ 菌种、质粒及实验动物：质粒 8@AB5’:5C、大
肠杆菌 ;XP"、DEC&（;A1）由本所提供，8YS$5:载体
购自天根生化科技（北京）有限公司。新西兰白兔

（雄性，CZP O 1Z[K4）购自上海罗泾飞达实验动物养
殖场。日本血吸虫中国大陆株尾蚴由本所钉螺室提

供。

)*+ 方法
)*+*) 新西兰白兔分别以腹部贴片法感染 \[[[、
P[[[、C[[[条血吸虫尾蚴，在 &’(、&](、1&(和 ’’(后
剖杀，以肝门静脉灌注法收集虫体，液氮冻存备用。

)*+*+ 总 R<=的提取：取液氮中冻存的日本血吸
虫 &]( 童虫 C[[$4，按 :#-M"0 试剂盒说明书进行总
R<=的提取。
)*+*, R=SA的引物设计和扩增：本实验室程国锋
等［J］利用双向电泳结合肽质量指纹图谱技术获得一

个 L2.家族蛋白的一段肽序列，以此肽序列为询问
序列在日本血吸虫 AF:库中（,..8：̂^!!!9 2+>- 9 20$9
2-, 9 4"?^DE=F:）搜索到一个日本血吸虫的相应 AF:
片段（ @32D)2K )++3%%-"2 2/$>3# ==N\]\IC），长
ICI>8，不含有完整的 TRU。以该 AF:序列为模板设
计合成 R=SA引物（由上海申能博采生物技术有限
公司合成）。1_R=SA 的两个巢式引物：1@FH&：P_5
:=:@S:@:@@:S@=@@=:::===S@51_， 1@FHC： P_5
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!!"!""!#$$$!""!"#"!"$$$$#$%&’；(’ )$#* 的
两个巢式引物：(!+,-：(’%!!"!""!#$$$!""!"#"!"
$$$$#$%&’， (!+,.： (’%""!"#!"""$$$"##"#!$
##$#$!%&’。具体步骤按 !/0/)12/3"4试剂盒操作手
册进行。将 )$#*产物克隆到试剂盒提供的 5#)6%
"7,7载体中，挑选阳性克隆，由英俊生物技术有限
公司测序。利用 89$+:13软件查找 &’、(’)$#*产物
序列与原 *+"序列的重叠部分，将三段序列拼接。
!"#"$ 含 7); 289$ 片段的扩增：根据拼接的
289$序列设计引物（;-和 ;.）进行含 7); 289$片
段 的 扩 增。 ;-：(’%##!!!$"##$"!$$"#"$$#"
#$!#"$!$$%&’引入酶切位点 !"#<!（加下划线）；
;.： (’%#!!#"#!$!""$$""$#$"!"$!$"$"$$#%&’
引入酶切位点（$%&!）（由上海申能博采生物技术
有限公司合成）。取 &"=在 &’)$#*中反转录得到
的 289$为模板进行 ,#)扩增，,#)反应条件分别
为 >6?预变性 (@A0，然后 >6?、&BC，((?、&BC，D.?、
>BC，共 &B 个循环，循环结束后 D.?延伸 -B@A0。
,#)产物用琼脂糖凝胶 89$回收试剂盒进行回收，
纯化后连 5E#@%"载体，转化至大肠杆菌 8<(#感受
态细胞，选单个菌落酶切鉴定，阳性质粒命名为

5E#@%"%’()*+6并送英俊生物技术有限公司测序。
!"#"% 生物信息学分析：将测序得到的 289$ 在
9#FG上进行相似性比对（H::5：IIJJJK 02LA K 0M@K 0AH K
NOPIF=$+"）；利用 9#FG上的 7); QA0R/3找出新基因
的读码框；利用 89$C:13 软件对氨基酸残基数、组
成、蛋白质相对分子量等参数进行分析；利用

#MSC:1MT软件对不同物种 T0: 蛋白进行多重比对；
利用 !/0/8O2 软件对比对结果进行编辑；利用
9/:$2/: 软 件（ H::5：IIJJJK 2LC K R:S K RUIC/3PA2/CI
9/:$2/:I）进行糖基化位点预测。利用 +V;,*G"<G的
4<#$表型在线预测工具（H::5：IIJJJK S0A%:S/LA0N/0K
R/IS0AIUWAI）进行 "细胞表位预测。
!"#"& 荧光实时定量 )"%,#)：试验中选择血吸虫
的持家基因#%微管蛋白（#%:SLSMA0）［D，X］为内参。分别
提取 -6R和 ->R童虫、&-R成虫、66R雄虫和 66R雌虫
总 )9$，去除基因组 89$ 后利用随机引物合成
289$第一链。 ’()*+6 荧光定量 ,#) 引物 +-：(’%
$#$"$#$$$$"#!"#"!!"#"#%&’， +.： (’%!$"!!"
$$$!!#!$"!"$!"#%&’，扩增片段长度 .-6L5；#%
:SLSMA0 荧光定量 ,#) 引物 "-：(’%#"!$""""##
$""#!"""!%&’，".：(’%!""!"#"$##$"!$$!!#$%&’，
扩增片段长度 .-&L5。引物由上海生工生物工程有
限公司合成。采用荧光染料法进行实时定量 ,#)，

反应体系包括：( Y )%,#) FSQQ/3 ("=，.(B@@OMI=
4N. Z B[&"=，-B@@OMI= R9", B[D("=，-B"@OMI= 引物
-[B"=，.( Y +VF) !3//0! -[B"=，-B

\ & Y #1MAL31:AO0
-[B"=，(SI"= *W "1] <+ B[.("=，RR<.7 -6[D"=，模板

289$ -[B"=，共 .("=。反应参数：>(? &@A0，>(?
(C，(X? &BC，6B个循环，其中 (X? &BC结束时间点为
荧光信号检测点。每个反应均做 & 孔重复。采用
FG7%)$8公司 A#^2M/3"4 G_ P/3CAO0 &[B软件进行计算
分析，以#%:SLSMA0为内参标化反应结果，得出相对于
每百万持家基因的目的基因含量。

!"#"’ 重组表达质粒的构建：从测序后确定的重
组质粒 5E#@%"%’()*+6中用限制性内切酶 !"#<!、
$%&!切出 ’()*+6 含 7);的 289$片段，将该完整
序列定向克隆于原核表达载体 5!*‘%6"%.的多克隆
位点区，构建重组表达质粒 5!*‘%6"%.%’()*+6，并转
化表达宿主菌 F=.-（8*&）。
!"#"( 在大肠杆菌中的表达 将鉴定好的 5!*‘%6"%
.%’()*+6IF=.-（8*&）接种于液体 =F培养基，&D?振
荡培养，,- 值为 B[a时加终浓度为 -@@OMI=的 G,"!
诱导表达。在 G,"! 诱导后 BH，B[(H，-H，.H，6H，aH
分别收集菌体，应用 +8+%,$!*分析菌体蛋白，确定
最佳诱导时间。

!"#") 抗 3+bJ0:6 鼠血清的制备 重组表达产物以每
只每次 .B"N免疫 F1MLI2 鼠，每间隔 . 周免疫 - 次，
共免疫 &次，第 &次免疫后两周采血，分离血清。
!"#"!* T/C:/30 LMO::A0N检测 将高表达时相菌体蛋
白进行 +8+%,$!*电泳，转移到硝酸纤维素膜上，分
别用抗 !+"单抗、经 5!*‘%6"%.IF=.-大肠杆菌裂解
液吸附处理过的日本血吸虫成虫抗原免疫兔血清和

抗 3+bJ0:6 鼠血清作一抗，辣根过氧化物酶标记的羊
抗鼠、羊抗兔 GN!为二抗，8$F作为底物进行显色。

# 结果

#"! !"#$%+ $编码基因的克隆及生物信息学分析
本研究利用 )$#* 技术对 *+" 片段（!/0F10U

登录号 $$4X>XD.）进行 &’端和 (’端延伸，分别经 .
轮 ,#) 扩增，将 ,#) 产物测序后拼接得到 .B66L5
的 89$片段，进一步利用 ,#)技术克隆获得含完整
开放阅读框的编码基因，其开放阅读框为 -&--L5，
编码 6&a个氨基酸。利用 9#FG的 FM1C:软件对该序
列进行同源性搜索，结果显示该基因序列与血吸虫

其它已知基因无显著同源性，为血吸虫新基因。氨

基酸序列的相似性比较结果显示与 T0: 家族蛋白
具有高度同源性，其中与 T0:6蛋白的同源性最高。

6>& .%/*010 2&34*"5 &6 !/&+07%*&5&89 生物工程学报 .BBD，cOM[.&，9O[&



对氨基酸序列进行分析也发现其具有十分典型的

!"#家族蛋白特征：整个蛋白序列中散在着 $%% 多
个 !"#家族蛋白的保守位点；富含可交连形成二硫
键的半胱氨酸残基，约 &’ ( &) 个保守的半胱氨酸，
其中 *%+位于蛋白的羧基端（图 $）；具有三个或四
个糖基化位点。我们又选择了分别来自日本三角涡

虫（,-"./"0登录号 .123’&’34$）、人（,-"./"0登录
号 567 $$%’884&）、小鼠（,-"./"0 登录号 567

%’’*)34$）、 尤 金 袋 鼠 （ ,-"./"0 登 录 号
119$8:8%4$）、鸡（,-"./"0 登录号 ;<&)*$）、线虫
（,-"./"0 登录号 567 )3’==84$）、果蝇（,-"./"0 登

录号 567 ):=8$%4$）:个物种的 !"#)蛋白进行氨基
酸序列的多重比对（图 $）。结果显示，该基因所编
码氨基酸序列与同属扁形动物门的日本三角涡虫的

!"#)相似性最高达 )’+（> ? $-@$%%），与人 !"#)的
相似性为 ’:+（> ? 3-@:&），其余皆在 ’=+ ( ’8+之
间。据此，推测该基因编码的蛋白为日本血吸虫

!"#) 蛋白，将该基因命名为日本血吸虫 A"#)
（!"#$%)）（,-"./"0登录号 2B=)’8&3）。
对该基因编码的氨基酸序列进行 C细胞表位的

预测结果显示该序列中含有多个可与特定 DE1分
子具较高结合效价的抗原肽段（表 $）。

图 $ 不同物种 !"#)蛋白氨基酸序列的多重比对（<EFGC1E!）
HIJK $ 1LI"M /NIO P-QR-"N- /SIJ"L-"# MT !5C) MU#VMSMJR-P（<EFGC1E!）

<M"P-UW-O NXN#-I"- U-PIOR-P（<）ILYMU#/"# TMU P-NM"O/UX P#URN#RU- /U- L/U0-O AI#V /" /P#-UIP0K GV/O-O U-JIM"P I"OIN/#- U-PIOR-P AI#V PV/U-O VMLMSMJXK
5RLZ-UP I"OIN/#- U-PIOR- "RLZ-U K

表 ! !"#$%"与 #$%有较高结合效率的潜在的抗原肽
&’()* ! &+* ,*,-./* (.0/.01 -2 #$% 3.-+ +.1+ *44.5.*056 .0 !"#$%"

CXY-P MT DE1 6MP 1LI"M P-QR-"N- GNMU-
DE1@2[.$!%$%$ $’3 G 1 9 \ E 1 \ C G 1 , \ G D 1 ’%

&*= E 6 ] H [ D E , 1 B E B > [ H &3
)3 B ] ] E < [ B 9 G D E ^ > G \ &8
’%= G 1 E E G G \ \ G , \ G G G 2 &8

DE1@2[.$!%’%$ &* > C H \ , 1 2 , ] E B ^ G _ < &8
&%= [ 5 [ E ] [ 5 6 ] E , E C 5 E &:
$38 [ B H E 2 \ [ > [ 5 [ E ] [ 5 &=

DE1@2[.$!%)%$ ’’% [ 5 1 H 2 C E C [ G C G E C C &8
$&* B C 9 E 2 ] E E G ] , C [ > G &=
$’3 G 1 9 \ E 1 \ C G 1 , \ G D 1 &=
$*$ G D 1 \ C ] 1 < G G , E D 2 5 &=

DE1@2[.$!$$%$ ’’% [ 5 1 H 2 C E C [ G C G E C C ’%
&*% [ C < ! [ G E 6 ] H [ D E , 1 &=

DE1@2[.$!$*%$ &*’ ! [ G E 6 ] H [ D E , 1 B E B ’%
DE1@2[.$!%:%$ $*$ G D 1 \ C ] 1 < G G , E D 2 5 ’%

$83 5 _ D H , 1 1 H G [ B H E 2 \ ’%
&38 , 5 1 E E E G D G 1 E E G G \ ’%
&:’ 1 _ B \ C 9 _ B 5 [ E \ G ^ ] &8

787 !"&$%" 基因的期别、性别表达分析
为了了解 !"&$%) 基因在日本血吸虫不同发育

阶段虫体的表达情况，提取 $)O童虫、$3O童虫、’$O
成虫、))O 雄虫和 ))O雌虫虫体总 [51，选择持家基
因!@#RZRSI"作为内参，利用荧光定量 6<[法检测该
基因在日本血吸虫几个不同发育阶段虫体的表达情

况。实验结果表明，!"&$%) 在日本血吸虫童虫、成
虫及雌雄虫中均有表达（图 &），其中在 $3O 童虫中
表达量最高，))O雌虫中的表达量明显比雄虫高。
789 重组原核表达载体 ,:;<="&=7=!"#$%"的构建
经 6<[、’()D"和 *+,"双酶切鉴定（图 ’）和测

序证实 Y,>‘@)C@&@!"#$%)重组表达质粒构建成功。
78" !"#$%"基因在大肠杆菌中表达
重组表达质粒 Y,>‘@)C@&@!"#$%) 在大肠杆菌

.E&$（2>’）中获得表达，G2G@61,> 电泳结果显示，

*3’陶丽红等：日本血吸虫信号转导蛋白 !"#$%@ )基因的克隆、表达及功能分析





产卵关系密切的调控物质和能量代谢的复杂的细胞

间信号转导体系研究甚少，使得对这一病原的生长

发育的机理认识没有新的突破。日本血吸虫 !"#$
基因的成功克隆，不仅为丰富 !"# 基因家族的普遍
生物学功能意义作出了贡献，更为开展 !"#信号通
路对血吸虫发育、生殖机制的研究提供了切入点，具

有十分重要的价值。

本文的研究结果表明 $%&"#$ 基因在日本血吸
虫感染宿主后第 %$天童虫、%&’童虫、(%’虫体、$$’
雌虫和 $$’雄虫体内均有表达，但 %&’童虫的表达
量显著的高于其它各个阶段；与此同时，该基因在

$$’雌虫中的表达量高于 $$’雄虫。从过去的研究
已知：日本血吸虫感染宿主后，在第 %) * %+ 天雌雄
虫合抱配对，雌雄虫合抱后卵黄腺开始发育，卵黄细

胞分化，合成卵黄小滴；第 ,,天雌虫体内表达卵壳
蛋白；到第 ,$ 天后长期保持排卵状态［%(］。上述
$%&"#$基因的表达状况分析结果显示，该基因的表
达变化与血吸虫性别表型的发育变化密切相关，从

一个侧面揭示了 !"#$基因在血吸虫生殖系统发育
中的重要作用。这个结果与该基因在小鼠和小袋鼠

中表达的生物学意义有一定的相似性。在小鼠中，

!"#$最初在肾管间充质及未分化的性腺中表达，它
在两性未分化的性腺中都表达，但经过性别特异的

分化后，在雄性性腺中 !"#$表达下降，而在雌性性
腺中一直维持［(］。在有袋动物塔马尔沙袋鼠中，

!"#$ -./0在未分化的两性性腺中都有表达；雌性
小袋鼠 !"#$ -./0在卵巢分化过程中表达水平显
著上升，约在小袋鼠出生后 & * %(’后到达顶峰，然
后当所有的雌性生殖细胞进入减数分裂后开始下

降；雄性小袋鼠的 !"#$ -./0表达水平在输精管形
成后立即下降［%$］。因此，如果能通过人为干预，如

使用 ./01 技术抑制血吸虫 !"#$ 的表达或者以
!"#$蛋白为药靶抑制它的活性，从而控制血吸虫性
别发育、产卵，对减轻血吸虫病的病理损害及阻断传

播将有重要意义。

!23#24" 567#结果表明该重组表达产物具有良好
的抗原性。研究证明：宿主 89$: ;细胞介导的免疫
效应在抗血吸虫免疫保护中起关键作用。而 89$: ;
细胞识别的是与宿主 <=8!分子结合的肽，即所谓
的线性 ;细胞表位。本文分析推测的可能与宿主
<=8!类分子结合的 ;细胞表位的信息，也为研制
高效的抗血吸虫病疫苗提供了理论支持。

本研究首次克隆获得血吸虫 !"#$ 基因，还克
隆得到了日本血吸虫 !"#%>? 编码基因（ $%&"#%>’）

（待另文发表），将为深入研究 !"#信号通路在血吸
虫生长发育特别是生殖器官发育中的作用以及开发

高效的抗血吸虫病的疫苗和筛选新型的抗血吸虫药

物奠定基础。
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