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　　表达序列标记 (exp ressed sequence tag, EST )

技术是 1991 年由A dam s 等[ 1 ]提出的, 用于寻找人

类新基因, 绘制人类基因组图谱, 识别基因组序列编

码区的一种技术。所谓 EST , 实际上就是对应于

m RNA 的 cDNA 上的一条序列片段, 这些短序列代

表着染色体上独一无二的识别位点, 所以它对应的

序列标记位点 ( sequence2tagged site, ST S) 已成为

绘制基因组物理图谱的标准标记 (standard m ark) ,

长度超过 150 bp 的 EST 是一种最有用的遗传标

记, 并且适宜于相似基因的寻找。在美国分子生物学

家经过两年的辩论决定于 1988 年开始对人类基因

组进行核苷酸序列研究之后, cDNA 序列分析作为

人类基因组计划的一部分, 人们对其价值的看法却

不尽相同。有人认为, 基因组的编码区序列包含着基

因组的绝大部分信息, 却仅占DNA 总量的 3% 左

右, 因此 cDNA 测序应优于基因组测序[ 2 ]。但有人

提出[ 3 ] , 要找出表达于所有组织, 各种类型细胞及其

不同发育阶段的所有的m RNA 太困难, 并且在 cD 2
NA 测序时容易丢失来自内含子 ( in t ron) 和基因间

序列的信息, 他们认为, 基因编码区即m RNA 序列

很容易从基因组序列中推测出来, 因而没有必要进

行大规模的 cDNA 序列分析, 事实上, 基因组序列

转录产物 ( t ran scrip ts) 的推测[ 4 ]只有在相对较大的

外显子 (exon) 中才有可能。无论如何, EST 技术从

产生到现在短短数年, 发现的新基因是已知基因的

数倍。

寄生虫感染一直严重困扰着全世界, 在全球范

围流行的传染病中, 寄生虫感染率可能超过其它任

何病原所致的感染, 估计占世界三分之一的人口有

肠道蠕虫 (包括鞭虫、蛔虫、旋毛虫等) 的感染, 有 2

～ 3 亿人感染三种血吸虫之一, 有 1. 5 亿人以上感

染丝虫, 所以寄生虫感染的预防已是一个迫在眉睫

的任务。然而, 迄今为止还没有一种理想而有效的疫

苗可用于免疫预防并阻断寄生虫病的传播, 造成这

种情况的原因是多方面的, 最根本的原因还是我们

对寄生虫的了解不够。据悉, 目前我们所了解的寄生

虫基因仅占寄生虫全部基因的 2%～ 3% 左右, 在这

么少的基因基础上进行蛋白质或核酸疫苗的研制显

然不够, EST 技术为我们从事寄生虫研究提出了一

个全新的视角, 为寄生虫新基因和未知基因的寻找

提供了一个高效的工具。

EST 技术

自从 70 年代中叶首例 cDNA 克隆问世以来,

已发展了许多提高双链 cDNA 克隆合成效率的方

法, 并大大改进了载体系统, 将 [po ly (A ) + m RNA ]

在逆转录酶的作用下合成 cDNA , 进而将此DNA

导入原核载体这一流程已成为真核分子生物学的基

本手段, 而EST 技术正是基于 cDNA 文库基础上的

cDNA 克隆的部分序列测定, 因此 EST 技术有如下

步骤: ①构建 cDNA 文库, ②随机挑选 cDNA 克隆,

③碱裂解法或 PCR 扩增制备模板, ④序列分析, ⑤

与同种和异种生物已知的核酸和蛋白数据库进行比

较分析, ⑥新基因及未知基因的基因库 (GenBank)

登录。真核生物基因组相当庞大, 它的最大特点是含

有大量的重复序列, 而且功能DNA 片段多被不编

码蛋白质的非功能DNA 片段所隔开, 这就是“C 值

反常规现象 (C2value paradox)”。按重复频率高低,

重复序列分为高度重复序列、中度重复序列和低度

重复序列及单拷贝序列。为了增加获得新基因的可

能性, 必须提高 cDNA 文库的机率。可在起始m R 2
NA 或由它合成双链 cDNA 时进行富集, 富集可使

cDNA 文库缩小并可降低获得新基因的人力物力。

尽管如此, cDNA 文库还是存在大量的高丰度 cD 2
NA 克 隆, 根 据 A dam s 等[ 1 ] 的“试 验 ( p ilo t

p ro ject)”, 来自人脑海马体 cDNA 文库的 30% 以上

的克隆由 rRNA、线粒体 cDNA 和全部由多聚腺苷

酸组成的插入序列。因此, 一个理想的 cDNA 文库

必须去除或尽量消除这些无信息克隆的影响, 这就

涉及到 cDNA 文库的前加工技术, 例如: 消减杂

交[ 5 ] ( sub tract ive hyb rid iza t ion) , 均等化[ 6 ] (no rm al2
iza t ion)。通过文库前加工, 一方面可以减少高丰度

cDNA 克隆的数量, 另一方面可以使文库中所有的

基因序列所占的比例大致相等。理想的 cDNA 文库
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的另一特征是定向克隆 (d irect iona l clon ing) , 这样

可选择性的得到编码序列或是 3’端非编码序列。

Hoog [ 7 ]采用差异 cDNA 文库筛选策略, 使获得新基

因的概率从随机挑选的 63% 上升至 84%。

为了能快速分析大量的 cDNA 克隆, 减少准备

测序模板的时间, 可采用 PCR 扩增与线性 PCR 序

列分析相结合的方法, 同时用琼脂糖凝胶电泳进行

PCR 扩增产物分析, 例如无扩增产物出现, 可以排

除那些插入序列很短、无插入序列甚至无扩增产物

的克隆, 这样就大大优化了测序效果。获得 EST 序

列数据后, 首先与 GenBank 核酸数据库进行相似性

检测, 假如没有精确匹配基因, 将 EST 序列数据按

正反 6 种阅读框翻译成蛋白质, 按着与蛋白质序列

数据库进行比较分析, 基因分析的结果大致有 3 种:

第一是已知基因, 是研究对象为人类已鉴定和了解

的基因; 第二是以前未经鉴定的新基因; 第三是未知

基因, 这部分基因无同种或异种基因的匹配。新基因

和未知基因将进一步用于生物学研究。

在寄生虫方面的应用

1　在血吸虫研究中的进展

在血吸虫研究方面, 目前 EST 技术主要对曼氏

血吸虫 (S ch istosom a m anson i, Sm ) 进行了研究。

F ranco 等[ 8, 9 ]用了不到两年的时间分离到大量的新

基因, 超过已知的 Sm 基因的两倍, 这些新的 Sm 基

因广泛分布于细胞浆结构蛋白和调节蛋白、酶、膜、

核和分泌蛋白。同时 F ranco 等[ 10 ]还用 EST 技术对

曼氏血吸虫不同发育阶段基因表达的全貌进行了比

较研究, 共获得 1 401 个 EST。7 个不同的 cDNA 文

库来自生活史的 4 个不同阶段, 它们中无效克隆少

于 20% , 新基因却多于 50% , 对每个库的富有基因

研究表明, 成虫 cDNA 文库含有少量的高频基因。

比较一下不同文库的 EST 可以发现: 大多数的基因

仅在某一文库出现, 但也有一些基因在一个以上的

不同发育阶段表达, 这些少数基因或许代表 Sm 的

管家基因 (hou sekeep ing gene)。将那些在一种以上

的文库中仅出现一次的基因规定为独特基因 (u2
n ique gene) , 在这些基因中, 大约 20% 与来自其它

生物体的基因有同源性, 8% 与 Sm 已知基因相同,

有 70% 属未知基因, 在这些基因中或许有 Sm 种属

特异性基因。另外, 通过 EST 测序, F ranco 等[ 11 ]还

从成虫 cDNA 文库中获得编码胸基本保守蛋白

(b reast basic con served p ro tein) ö核糖体L 13 的基

因, 并通过与 Sm 有序粘粒文库杂交将该基因定位

于 3 号和W 染色体上。

2　在锥虫研究中的进展

以前对非洲锥虫的分子遗传学研究仅集中在少

数的基因及基因产物上, 而且大多数基因只涉及其

表面抗原。为了获得新基因并分析它们的表达情况,

产生表达序列标记绘制锥虫基因组物理图谱,

D jikeng 等[ 12 ]对从罗德西亚布氏锥虫文库中随机挑

选的 cDNA 克隆进行了部分序列分析, 2 128 个

EST 的分析表明: 它与来自人、啮齿动物、动基体目

原生动物、酵母和植物基因表达的蛋白质有显著的

相似性。这些 EST 编码的同源蛋白具有各种各样的

功能, 例如: 信号接收、转导、促细胞分离、基因调节、

DNA 修复和复制、维护结构完整性等等。 36% 的

EST 与非洲锥虫以外的生物基因有显著的同源性,

仅 15% 为锥虫已知基因, 52% 的 EST 与已知生物

基因无显著同源性。M ath ieu2D aude 等[ 13 ]采用基于

随 机引物 PCR ( random arb it ra ry p rim ed po ly2
m erase cha in react ion, RA P2PCR ) 的 RNA 指印技

术对表达于布氏锥虫生活史过程中的基因进行鉴

定, 标准的 RA P2PCR 分两步: ①用根据 5’端最小

外元设计的引物进行 PCR 扩增, 可确保大多数扩增

产物含有m RNA 的 5’末端; ②不同的产物被再次

扩增, 并通过单链结构多态性 (sing le st rand com 2
fo rm at ion po lym o rph ism ) 凝胶电泳分离, 然后进行

克隆、测序, 共获得 32 个 EST , 通过逆转录 PCR

(R T 2PCR ) 证实了 24 个 EST 表达于锥虫生活史的

不同阶段, 这些转录产物包括编码细胞表面蛋白、代

谢酶类、热休克蛋白的基因。通过随机挑选 cDNA

克隆和部分序列分析, E l2Saved 等[ 14 ]从罗德西亚布

氏锥虫 cDNA 文库中获得 518 个 EST , 其中 205 个

EST 在已知数据库中找到匹配基因, 主要编码代谢

酶、信号转导蛋白、转录因子、核糖体蛋白、组蛋白、

增殖相关蛋白等, 313 个 EST 无任何匹配, 这些来

自 cDNA 的 EST 为寻找新的锥虫特异基因提供了

一条新途径。

3　在弓形虫研究中的进展

为了加速刚地弓形虫的基因发现和遗传图谱绘

制,A jioka 等[ 15 ]从弓形虫 cDNA 文库中随机挑选的

cDNA 克隆的 5’末端获得 7 000 多个 EST , 通过与

数据库比较, 其中约有 500 多个新的刚地弓形虫基

因, 其功能主要有转录、翻译、蛋白质分泌、信号转

录、代谢等, 50% 以上的 EST 其对应的基因功能不

明。刚地弓形虫是一个有着复杂生活史的顶复合门

寄生虫, 其生活史包括速殖子这一快速分裂期, 据报
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道速殖子表面有 5 个主要抗原, 含量最大的是表面

抗原 1 (su rface an t igen 1, SA G1) , 其它 4 个中至少

有 SA G3 和新近描述的小抗原 (SA G12rela ted se2
quence 1, SR S1) , 它们与 SA G1 有结构上的相关性,

为了证实是否有更多的 SA G1 同系物存在,M anger

等[ 16 ] 对 EST 数据库进行了搜索, 发现在大量的

EST 相应基因中至少有 3 个新基因与 SA G1 相关,

象 SA G1 一样, 这些新的 SR S 基因编码含有若干基

序和一系列半胱氨酸残基的糖基化 12磷脂酰肌醇

磷酸三酯酶锚定蛋白, 免疫荧光试验证实这些 SR S

表达于弓形虫速殖子的表面, 目前已搞清楚, SA G1

家族有 10 个成员, 其中包括 5 个主要 SA G 中的 3

个, 以及仅表达于缓殖子的一个抗原, 该家族的功能

是提供大量与宿主细胞相互作用的受体系统和ö或
通过免疫反应限制刚地弓形虫感染。除了速殖子之

外, 刚地弓形虫还有缓殖子这一缓慢分裂的无性形

式, 为了进一步研究这两种无性形式的差异,

M anger 等[ 17, 18 ]从速殖子和缓殖子文库中获得了大

量的 EST , 与以前从速殖子中得到的大约 7 400 个

EST 结合起来分析, 发现了一个缓殖子特异的烯醇

化酶, 考虑到以前发现的缓殖子乳酸脱氢酶, 提示缓

殖子期糖酵解流量的显著差异, 丰富了对弓形虫生

长和代谢的认识。

4　在利什曼原虫研究中的进展

目前, 硕大利什曼原虫已有约 500 个 EST 序列

进入数据库[ 19 ] , 均是从含有引导序列的全长 cDNA

的 5’端测出的序列, 对利什曼原虫的目标是测出至

少 1 500 个新序列, 包括寄生于脊椎动物中的鞭毛

体构建的含引导序列的 cDNA 库的 EST 序列。

Patrick Bast ien 等在法国已利用 EST 技术绘制利

什曼虫种核型图谱。W incker 等[ 19 ]用 66 个 EST、41

个已知基因和 137 个未知DNA 序列做成特异性探

针与婴儿利什曼原虫梯度分离的染色体杂交, 进行

染色体物理图谱的研究。结果表明: 利什曼原虫含有

36 条染色体, 大小 0. 35～ 3 m b, 将婴儿利什曼原虫

与硕大利什曼原虫、热带利什曼原虫及埃塞俄比亚

利什曼原虫进行基因组结构比较, 发现在所有利什

曼原虫中都有联锁群。提示: 利什曼原虫结构上的保

守性也许是致病的关键。目前研究中获得的高密度

标记将加速利什曼原虫详细物理图谱的构建, 从而

促进利什曼原虫的遗传学研究。

结 语

感染人类寄生虫的基因组研究计划主要针对 7

种主要的人体寄生虫病: 疟疾、利什曼病、非洲锥虫

病、美洲锥虫病、弓形虫病、血吸虫病和丝虫病。由

W HO 资助,M art in A slet t (欧洲生物信息研究所,

英国) 建立了一个寄生虫主页—- h t tp: ∥www.

eb i. ac. uköparasites- genom e. h tm l[ 20 ] , 该网络与 7

个基因组相连, 主要涉及丝虫基因组数据库, 目前收

录的马来丝虫表达序列标签已超过 4 000 个, 此外

有 300 多个旋盘尾丝虫的 EST 亦被收录到该数据

库中。美国佛罗里达大学生物技术研究中心的John

D am e 则专门为恶性疟原虫建立了一个基因序列标

签数据库站 址—h t tp: ∥ Parasite. a rf nfl. eduö
m alaria. h tm l. W HO、UND P (联合国开发计划署)和

世界银行共同创建了一个血吸虫基因组网络

(S ch istosom a Genom e N etw o rk, SGN ) [ 21 ] , 该网络收

录的血吸虫 EST 约 3 000 个。此外, 利什曼原虫和

格氏锥虫也各自建立了基因组计划数据库。

EST 测序所获得的基因中约 70% 在数据库中

找不到有匹配关系的序列, 但随着更多的其它生物

序列的获得, 这种情况将有所改变, 或许可能这些基

因是更好的化疗目标和候选疫苗分子, 目前有人开

始探索一种新方法, 先将这些DNA 分子作为疫苗

而不必先测定其蛋白结构或功能, 如果它可以作核

酸疫苗使用, 再进一步测序和功能分析。

可以预见, 随着 EST 技术的进一步完善, EST

测序的不断进展, 更多的寄生虫新基因的鉴定, 将丰

富人类对寄生虫的认识, 促进寄生虫疫苗的研制, 为

阻断寄生虫感染的途径并最终控制和消灭寄生虫病

打下坚实的基础。
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以牛带绦虫六钩蚴静脉注射小牛后检出牛囊尾蚴
新疆医科大学寄生虫学教研室　乌鲁木齐　830054　康金凤　吾拉木·马木提
旭川医科大学寄生虫学教研室　日本　伊滕亮

　　为适应寄生虫学教学及科研的需要, 我们曾给小牛经口

灌喂大量的牛带绦虫虫卵, 甚至整节妊娠节片, 结果均未感

染成功。今以虫卵孵化出的六钩蚴, 经静脉途径注射感染小

牛获得成功。

　　材料与方法

1　感染动物　断奶 1 个月的雌性小牛 1 只。

2　牛带绦虫虫卵　采自用槟榔、南瓜籽、硫酸镁驱出的活虫

体, 用自来水洗净, 取末端妊娠节片 3～ 5 节, 剪碎、使虫卵散

出, 用无菌生理盐水漂洗, 直至除净虫体碎片, 留取纯净虫卵

备用。

3　孵化液　蒸馏水配制, 内含 115% 胰酶, 1%N aHCO 3, 5%

羊胆汁。

4　虫卵孵化　将上述纯净的虫卵置 3 m l 孵化液中, 37 ℃水

浴振荡, 15 m in 后吸取混匀的该孵化液镜下观察, 待全部虫

卵胚膜破裂、六钩蚴孵出后, 即加入 10 倍～ 20 倍的无菌 生

理盐水, 混匀, 室温自然沉淀。然后弃去上清液, 留取白色的

沉淀物 (即聚集的六钩蚴) , 再加无菌生理盐水至原量, 并混

匀后镜下计数 (1 000 个六钩蚴öm l, 共 30 m l) , 待用。

5　牛体感染　用 9 号输血头皮针头, 经颈静脉将上述孵化

的六钩蚴缓慢注入牛体。注射过程中注意活动针管, 使六钩

蚴保持悬浮状态, 避免因六钩蚴聚集而形成栓塞。

　　结　果

　　感染 4 个月后将小牛宰杀, 进行活检。发现牛体全身肌

肉均有牛囊尾蚴寄生, 约有上万个, 以心肌、膈肌、咀嚼肌及

舌肌等处较多。虫体为典型的透明ö半透明囊状物, 卵圆形,

长径 2 mm～ 4 mm , 个别可达 6 mm。囊外有宿主纤维组织形

成的外囊, 囊内充满清晰囊液, 并可见卷缩在内的白色头节。

压片后镜下观察到头节的 4 个吸盘发育完好, 头节部位布满

石灰小体。

　　讨　论

　　此法简单、易行、成功率高, 且可控性强, 能满足有关的

科研及教学需要。补充说明的是: ①选取小牛, 是因它对寄生

虫易感, 而小牛的雌雄性别应不受限制。②活的虫体遇刺激

后即收缩, 子宫主干不易找到, 为获取较多虫卵, 剪碎虫体,

使子宫中虫卵散出; 死亡虫体节片松弛, 可顺着子宫主干剪

开, 在生理盐水中荡洗, 待虫卵散出后挑出节片, 即可获取纯

虫卵。③为减少孵化液中的胆汁及酶类等进入血液引起不良

反应, 所用孵化液的量, 以能将虫卵彻底孵化的最小量为适

宜, 并且用 10 倍～ 20 倍的生理盐水对孵化出的六钩蚴清洗

1 次, 清洗时采用自然沉淀法, 以免对六钩蚴造成伤害。④所

有与注入牛体有关的操作环节, 应做到无菌, 以避免接种注

射引起细菌感染。⑤未孵化的虫卵不应注入血循环, 因其直

径 31 Λm～ 43 Λm , 有可能引起微细血管堵塞, 影响虫体播

散。
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