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提要　目的: 以筛选恶性疟原虫 FCC1öHN 株 Κgt11 cDNA 表达文库所获得的强阳性克隆作基础, 对上述强

阳性克隆的 cDNA 插入片段进行 DNA 序列测定, 阐明相对应的新表达序列标签 (EST s) , 作为发现新抗原基因

的线索。方法: 以 cDNA 表达文库接头的较长链作 PCR 引物、扩增 cDNA 插入片段, 将扩增产物克隆入M 13 mp18

测序载体, 进行部分DNA 序列测定、编辑, 将之在 GenBank 中进行DNA 序列同源性搜索比较和分析。结果: 获

得 1 个 C03 序列为已知恶性疟原虫热休克蛋白 7022 基因片段, 发现 5 个新的具有抗原意义的恶性疟原虫表达序

列标记位 (EST s)。结论: 这 5 个新的恶性疟原虫表达序列标记位为发现新的恶性疟原虫抗原基因奠定了基础。

关键词　恶性疟原虫　 抗原　 cDNA 　 表达序列标记位

　　1994 年, 人类基因组第一代物理图谱研究小组

负责人D aniel Cohen 着手筹集资金启动恶性疟原虫

基因组的研究[ 1 ]。1995 年, 英国W ellcom e T rust 基

金会资助的国际协作组织成功地构建了恶性疟原虫

3D 7 株的 YA C 文库, 标志恶性疟原虫基因组计划

开始具体实施[ 2 ]。

在基因组研究中, 新表达序列标记位 (exp ressed

sequence tags, EST s) 的挖掘具有重要意义, 它们是

从 cDNA 文库中获取克隆、进行 cDNA 插入片段序

列分析后而确定的标记序列, 可用于新基因的发现、

基因组的作图以及鉴别基因组序列中的编码序列

等。这种快速的 cDNA 定性策略为简化整个基因组

序列测定中最有价值部分基因的标记和定位提供新

的遗传标志, 成为生物研究领域中广泛的源泉。1994

年, Chak rabarti 等报道了恶性疟原虫随机 cDNA 克

隆的部分序列分析, 从中发现若干新恶性疟原虫

EST s, 为恶性疟原虫基因组研究提供了宝贵资

源[ 3 ]。恶性疟原虫基因组计划的提出启发了我们应

在原有疟疾免疫工作基础上、具有特色地进行新的

抗原表达序列标记位的发掘。所以我们用特有的患

者抗血清、免疫血清及单克隆抗体筛选恶性疟原虫

FCC1öHN 株 Κgt11 cDNA 表达文库所获得的强阳

性克隆作基础, 对上述强阳性克隆的 cDNA 插入片

段进行DNA 序列测定, 阐明相对应的新表达序列

标记位 (EST s) , 作为发现新抗原基因的线索。

材料与方法

材料

用兔免疫血清、患者抗血清及单克隆抗体筛选

恶性疟原虫 FCC1öHN 株 Κgt11 cDNA 表达文库获得

的强阳性克隆见参考文献。本文涉及的 6 个 cDNA

表达文库强阳性克隆 (编号按 C012C06 顺序依次

为: B 109, E1230, H 1225, L 1230Ê , D 0109, B 0104) 是经兔

免疫血清初筛及复筛后, 与恶性疟患者混合血清、保

护性或诊断性单抗呈强阳性反应的克隆[ 4 ]。

测序载体M 13 mp18 由复旦大学遗传工程国家

重点实验室保存, 大肠杆菌 T G1 (SupE h sd∃5 th i∃
(lac2p roAB) F′[ traD 36 p roAB + lac Iq lacZ∃M 15 ]) 购

自 Boeh ringer M annheim 公司, Y1090 菌种 (SupF

h sdR araD 139 ∃ lon ∃ lacU 169 rp sL trpC22: : T n10

(tetr) pM C9)购自 G IBCO BRL 公司, 各种限制性内

切酶和修饰酶为德国Boeh ringer M annheim 公司产

品或美国 P rom ega 公司产品, PCR 全套试剂购自复

旦大学遗传所, D yep rim er DNA 测序试剂盒为美国

AB I公司产品。

方法

抗体筛选 cDNA 文库所获强阳性克隆 cDNA

插入片段的 PCR 扩增　从 cDNA 文库中用抗体筛

选的强阳性克隆[ 4 ]Κ嗜菌体培养上清经梯度稀释及

铺板 (Y1090 铺平板菌) , 挑取数个嗜菌斑作为 PCR

模板。PCR 引物为构建 Κgt11 cDNA 文库时衔接

Κgt11 和 cDNA 的 EcoR É (N o tÉ ) 接头之较长链

(5′2AA T TCGCGGCCGCGTCGA C23′) , 由复旦大

学遗传工程国家重点实验室合成。在 PE9600 PCR

扩增仪上进行DNA 扩增反应。

抗体筛选 cDNA 文库所获强阳性克隆 cDNA

插入片段的克隆测序　cDNA 片段扩增产物经末端

磷酰化及补平, 与经限制性内切酶 Sam É 切割及处
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理的M 13 mp18 测序载体连接, 转化, 挑取白斑, 鉴

定, 保存目的上清, 抽单链, 在AB I 373A 型自动

DNA 序列分析仪上进行DNA 序列测定。

所获恶性疟原虫 cDNA 片段初步序列分析及

EST s 的确定　从AB I 373A 型自动DNA 序列分析

仪上拷贝所测 cDNA 片段序列文件, 在 PCGEN E

软件上将其转换成 PCGEN E 核酸序列文件格式, 去

掉接头序列和第一个“测序仪无法辨别的碱基”及

其以后序列, 编辑成所需 cDNA 片段序列。将它们

与 EM BL öGenBank release 43 DNA 序列数据库在

PCGEN E　 618 上进行DNA 同源性比较, 并通过

In ternet 网 在 美 国 N CB I (N ational Cen ter fo r

B io techno logy Info rm ation) GenBank 中的 ST S 数据

库 (ST S D ivision)、EST 数据库 (EST D ivision) 以

及 GenBank+ EM BL + DDBJ + PDB 核酸序列数据

库用BLA ST (Basic L ocalA lignm en t Search Too l) 命

令进行DNA 序列同源性搜索、比较与分析, 确定所

获得的抗原 EST s 性质。

结　　果

所获 cD NA 片段的部分序列　以下列出的

cDNA 序列为测序结果中介于接头序列和第一个

‘测序仪无法辨别的碱基’之间的有效序列, 其为相

应所筛 cDNA 表达文库强阳性克隆插入片段的部

分DNA 序列, 即上文提及的表达序列标记位

(EST ) 序列。

　　　　C01 序列 　　BASE 　　COUNT 　　94 A 　　50 C 　　25 G 　　137 T
　　　　　　1 TTTA TA TTTA AAA TA TCCA T TTTCA TCAAA A TAAAAA GA T TCTTCACA TT TTAAA GA GTC
　　　　　61 A TCACGTTTT TGTTCTTTTA TGTCA TGA GC A TTA TA TCCA CTTAAAA TA T TA TTTACCAA
　　　　　121 CAAA GAA TTA TTA TA TA TTG GTACAAACTT A TTCA TA TGT TCA TTGTCTT TA TTTA TTTG
　　　　　181 TGTTCCCCCT TTTAA GA GA T GCAAAA TTTT TTTTTCAAAC CA GTA GGA TT TGCCCA TTCA
　　　　　241 TTA GTA TTCA CA TCCTTCTT TAA TA TA TCT TCA TCTTTCT GTA TTTCCAA AACA TTTGTT
　　　　　301 ACTTTT
　　　　C02 序列 　　BASE 　　COUNT 　　117 A 　　68 C 　　59 G 　　119 T
　　　　　　1 GTCAA GA TCT A TA GA GACA T GCA GGA TGTT TCAAA TTCTA TCTTAAAA TT TGACCAAA TC
　　　　　61 TTTGGTCAAA TAA TAA TACT GTTACTCAAA TA TTA GCTTT TTACCA TTTA GA GCAAA TTA
　　　　　121 CAA TCA GGTA ACA TTCAAAA TTCTAACCCT CCCTTCCCAA CA TGGGAA TA TCTA TTAA GT
　　　　　181 A GGAAA TGA G A GAACCCCCT AA TTTCCCA T TTCA GTGA TA A TACTGA TTG A GTA TCTCTT
　　　　　241 A TCTGAN GTG CTTGGGACCA GAA GTGTTTT GGA TCTGGGT TTTTCTCA GA TTTTGAAA TA
　　　　　301 TTTGCA TTA T ACCA GTTGA G TA TCCCAAAA TCAAAACTN G GAA TCTGGAA TGA TCCCA TG
　　　　　361 GCCCG
　　　　C03 序列 　　BASE 　　COUNT 　　180 A 　　50 C 　　88 G 　　102 T
　　　　　　1 A GTTTTTGAA GGA GAAA GA G CA TTAACCAA A GA TAA TCAC CTTTTA GGAA A GTTTGAA TT
　　　　　61 A TCTGGTA TT CCACCA GCAC AAA GA GGA GT ACCCAAAA TT GAA GTTACCT TTACCGTA GA
　　　　　121 CAAAAA TGGT A TCTTACA TG TTGAA GCTGA A GACAAA GGT ACA GGTAAAA GTA GA GGTA T
　　　　　181 AACTA TTACT AA TGACAAA G GTA GA TTA TC GAAA GAACAA A TCAAAAAA T GA TTAA TGA T
　　　　　241 GCA GAAAAA T TCGCA GA TGA A GA TAAAAAC TTAA GA GAAA AA GTTGAA GC CAAAAA TAAC
　　　　　301 CTTGA TAA TT A TA TACA GA G TA TGAAA GCA ACTGTTGAA G GTAAA GA TTA AA TTA GCTGA
　　　　　361 TAAAA TCGGA GAA GAA GA TA AAAA TACTA T CCTTTCA GGC TTGTTAAA TG GGGGGGGGGG
　　　　C04 序列 　　BASE 　　COUNT 　　132 A 　　35 C 　　65 G 　　105 T
　　　　　　1 TAACTCTTTT CAAA TA TA TG AA GAAAAAAA AAAAAAA GTA ACAAA TGTTT TGGAAA TACA
　　　　　61 GAAA GA TGAA GA TA TA TTAA A GA GGGA TGT GAA TACTAA T GA TTGGGCAA A TCCTACTGG
　　　　　121 TTTGAAAAAA AAA TTTTGCA TCTCTTAAAA GGGGGACCAC AAA TAA TTAA A GCCAA TGAC
　　　　　181 CA TA TGA TTA GGTTTGTACC AA TA TA TAA T AA TTCTTTGT TGGTAAA TAA TA TTTTAA GT
　　　　　241 GGGTA TAA TG CTCA TGGCA T AAAA GGCCCA AACCGGGGTG GCCCTTTAAA A TGTGAA GGG
　　　　　301 TCTTTTTA TT TTGGTGGAA T GGGTA TTTTT AAA TTAA
　　　　C05 序列 　　BASE 　　COUNT 　　140 A 　　81 C 　　88 G 　　105 T
　　　　　　1 TTTTTTTTTT TTGGCA GCAA AACA TGTA TT TTAACGACTC TGA GA TCACA GCACA TTGGA
　　　　　61 AA GGTAAA TN ACCCTCTTCC CTCTGA TGA G TTCTGAAA GC TA GGACA GCA AA GCTTCCCT
　　　　　121 AACA GGACA G ACGGGAA GTC CA GGACCCCA CACAA GTTCT A GAA GGGTGT GGAACCAACT
　　　　　181 GACGTTGAA G TA GA TGTA GA TCTA TTTCAA A GTA TTTCTG ACTA GGGTCT A TGTTAA TAA
　　　　　241 ACA GGGCTGA TA GGA TTTA T A GGTCAA GA G AAA TGGA GTC TAAAAA GA TG AAAACTAAAC
　　　　　301 TACA GGTCGA GCA TCCCAAA TCCAAAAA TC CAAAA TCTGA A GCGCTCCAA AA TCCAAAAC
　　　　　361 TTTTTGA GCA CTTACA TGGC ACTCAA GGGA ACGGGCA TGG GGTCA TTTCA GA TTT
　　　　C06 序列 　　BASE 　　COUNT 　　90 A 　　88 C 　　68 G 　　165 T
　　　　　　1 ACAAA GCTGG A TGCTA TTA T TTTTCAACAC A TCTGA GA GA TTGTTCTTTA A TCTA TTTAC
　　　　　61 CAA GAA GACT GGGGA TTTTT TTTGTTCCCT CACCTTACA T TTTGGTTCGA TTTTTTTTTC
　　　　　121 TTCACTCTAC TTTTA TCCTC TA GCGGTTTA GAA GTTACGT A TGTACA TTT CCTTCTGCTA
　　　　　181 TTGGTCACCT TGTA TTTTCC ACA TA TA TA T TTAAAA TTGA A TTGTCACGT A GTTAA TCA G
　　　　　241 TGTCTACA GC CTCCTTA GCA GGGGGCCA GA GACTTCCTGC A TTTTTGCTT TCTTCA TTTC
　　　　　301 CA TCCTCCA G ACTCCCCCTC TTGTTGAA GA TA TCTGGGA G TTCA GCTTGC TTGACTCTTT
　　　　　361 TA TTA TAA TC GAA GAA TTTT TA GTGGACCC CTGA GCTTTC TA GGGCTA TG C

恶性疟原虫 cDNA 片段部分序列
Partia l sequence of obta ined cDNA fragment of P. f a lcipa rum
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表 1　所获 cDNA 序列与数据库序列同源性比较结果
Table 1　Results of compar ison of homology of obta ined cDNA sequences with database sequences

序列编号
Sequence

No.

最高同源计分
H ighest

score

最高同源性 (% )
H ighest

homology

所比序列长度
Compared

sequ. length

同源序列名称
Significant

homology w ith

C01 418 5819 326ö306

C02 452 5711 403ö365

C03 1586 9813 409ö420 PfHSP7022

C04 402 5514 368ö337

C05 448 5511 445ö415

C06 456 5513 434ö411

　　cD NA 序列同源性的搜索、比较及分析　所获

表达序列标记位 (EST ) 序列用BLA ST 命令在

DNA 序列数据库中进行同源性搜索、比较及分析结

果见表 1。其中“最高同源计分”、“最高同源性”为

比较搜索出的众多序列中计分最高者, 即同源性最

强者;“所比序列长度”为计算机实际比较序列长度。

　　所获抗原 cD NA 序列 (ESTs) 性质确定　由上

述同源性比较结果可知, C03 序列为已知恶性疟原

虫抗原热休克蛋白 7022 基因片段 (P. f alcip arum

an tigen ic heat shock p ro tein 7022 mRNA ) , 其余 5 个

抗原 cDNA 片段为未知序列, 即我们所发现的恶性

疟原虫 FCC1öHN 株新抗原表达序列标记位

(EST s)。

讨　　论

序列标记位 (ST S) 正在成为基因组物理图谱分

析中的标准标记, 这些来源于基因组克隆且较短的

序列, 独自地代表了物理图谱中的特定位置。EST s

可以与随机测序基因组DNA 而获得的 ST S 达到同

样目的, 并且额外指出其是表达基因。有关恶性疟

原虫基因组编码基因的数量, 估计约为3 500或

5 000个, 基因组大小为 3×107 bp , 平均转录长度约

2 kb, 而恶性疟原虫基因组DNA 编码序列几乎占去

其 40% , 比起其它物种基因组DNA 通常只有 2%

左右转录而言, 就显得很高。因此在恶性疟原虫基

因组研究中, 发掘 EST s 的意义尤为突出[ 3 ]。

恶性疟原虫具有复杂的生活史, 而通常构建的

cDNA 文库均是针对红内期而言, 因为红内期恶性

疟原虫的培养较为容易, 也就是说, 所发掘的EST s

均局限于红内期的编码基因, 其它期的序列标记位

可以通过构建基因组文库来获得[ 5 ]。另外, EST 往

往仅是基因片段, 以EST 为线索在基因组文库中筛

选全序列也是我们正在进行的工作之一[ 6 ]。
值得强调的是, 我们所分析的 cDNA 克隆均是

经过免疫学筛选所得, 大多具有与之相对应的单抗,

无疑对以后与 cDNA 序列相关的编码蛋白研究提

供了方便。当然, 要进一步鉴定这些EST s 的存在还

有多方面工作要做, 包括对应基因全序列的测定及

表达、染色体图谱分析和定位以及组织分布及免疫

学特性等。
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ABSTRACT

A IM : To sequence the strong positive clones obtained by imm uno2screen ing of P lasm od ium f alcip arum

FCC1öHN Κgt11 cDNA exp ression library, and to elucidate the an tigen ic exp ressed sequence tags th rough se2
quencing the cDNA insert of these positive clones, and new an tigen ic EST s could serve as a resource to pursue
their co rresponding an tigen genes. M ETHOD S: cDNA inserts of positive Κgt11 phage clones w ere amp lified by
PCR. T he PCR p roducts, after purification, w ere cloned in to theM 13 mp18 sequencing vecto r. Single2strand2
ed M 13 DNA w as p repared and sequenced. T hen the acquired sequences w ere compared in homologies w ith
EM BL öGenBank database on the PCöGEN E softw are system and searched in N CB I (N ational Cen ter fo r
B io techno logy Info rm ation) GenBank using BLA ST (Basic L ocal A lignm en t Search Too l) commond. RE2
SUL TS: Sequence C03 w as part of the know n P. f alcip arum an tigen ic heat shock p ro tein 70 (Pfh sp70) gene,
w h ile the o ther 5 sequences w ere new P. f alcip arum an tigen ic exp ressed sequence tags (EST s). CONCL U2
SION: T he 5 new an tigen ic EST s generated could serve as the break ing th rough po in ts in our effo rts to find out
new P. f alcip arum an tigen genes.

Key words: P lasm od ium f alcip arum , an tigen, cDNA , exp ressed sequence tags

上 海 市 寄 生 虫 学 会 1 9 9 9 年 会

　　上海市寄生虫学会 1999 年会于 12 月 17 日至 18 日在上
海市青浦区召开。年会主题是: 上海市寄生虫病流行现状分
析; 寄生虫病防治经验和防治研究进展。中国预防医学科学
院寄生虫病研究所、上海医科大学、上海第二医科大学、第
二军医大学、上海中医药大学、华山医院、上海市疾病控制
预防中心及青浦、嘉定、浦东新区、金山、奉贤等区县卫生
防疫站等共 14 个单位 40 余位科研人员和疾病防治第一线
的卫生工作人员出席了会议, 学会理事长冯正研究员主持
会议。

会议邀请许隆祺、薛纯良、蔡黎和石尧忠四位教授分别
作了题为“我国食源性寄生虫病流行态势概述”、“孕期弓形
虫感染的诊断和处理”、“上海市寄生虫病流行现状与展望”
和“寄生虫病 10 例报告”四篇学术报告, 大会共交流学术论
文和工作报告 26 篇。来自各有关院校、上海市疾病预防控制
中心和各区县卫生防疫部门的会员分别作了“蠕虫感染对儿
童智商的影响”、“寄生虫感染与卫生习惯的关系”、“青浦区
寄生虫病防治和监测工作报告”、“金山区人群寄生虫感染十
年消长分析”、“嘉定区人体肠道线虫感染十年变化的研究”、
“上海市流动人口弓形虫感染的血清学监测分析”、“唾液作
为日本血吸虫病检测标本的实验和引用研究”等工作报告,

充分反映了我国及上海市近十年来寄生虫病流行状况及防
治研究成果。对于近年来出现的新情况、新变化以及有关的
寄生虫病诊断方法也进行了交流和讨论。

随着上海市经济建设的迅速发展, 人民生活水平的不断
提高, 寄生虫病防治科研人员多年来坚持不懈地努力工作,

使原有的几种主要寄生虫病 (如血吸虫病、疟疾、丝虫病) 的
防治和研究取得了巨大成就, 达到了基本消灭的标准。同时,

随着人们生活习惯及饮食方式的变化, 城市建设和旅游业的

发展、流动人口急剧上升, 食源性寄生虫病 (如肺吸虫病、囊
尾蚴病、姜片吸虫病等)、免疫缺陷和免疫力低下人群机会性
寄生虫感染 (如弓形虫、卡氏肺囊虫和隐孢子虫等) 和输入
性寄生虫病等有不断升高的趋势。对此, 与会者认为应该引
起寄生虫病防治研究及有关领导部门的足够重视。

本次会议为上海地区寄生虫学科的专家教授和寄生虫
病防治人员提供了互相交流互相学习的机会。大家进行了认
真热烈的研讨, 一致认为, 上海作为国际化的大都市, 不仅
在经济和城市建设方面高速发展, 同时在疾病防治研究、提
高市民健康水平及生活质量方面也应尽快向国际大都市应
有的水平迈进, 并学习各省 (市、区) 的防治经验, 为全国
寄生虫病防治作出贡献。会议提出, 在新世纪来临之际, 上
海市应加强各科研院所、医科院校和基层防疫部门的合作,

积极开展寄生虫病流行状况调查及科研防治工作, 通过各种
媒体大力开展健康教育宣传工作, 提高自我保健意识, 加强
卫生工作人员教育培训, 为上海市有关部门决策献计献策;

要继续努力降低上海市土源性寄生虫感染率, 做好食源性寄
生虫病、机会性寄生虫病和输入性寄生虫病的控制和防治工
作, 争取在“十五”期间大幅度降低本市寄生虫感染率, 进
一步减轻寄生虫病的危害, 为保护市民健康, 提高生活质量
作贡献。

会议期间, 冯正理事长主持召开了学会第四次理事会
议, 总结 1999 年学会工作, 讨论 2000 年工作计划, 并向大
会作了学会工作报告和大会总结发言。与会者一致认为大会
开得十分成功, 达到了预期目的, 同时大家充满信心地迎接
新世纪的到来。

(钟万剑)
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