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隐孢子虫病是一种世界范围的人兽共患寄生虫病袁 被认为
是六大腹泻病之一袁 2002年被美国疾病预防控制中心和美国
国家卫生研究院列为 B 类生物恐怖病原咱1暂遥 艾滋病患者的隐
孢子虫感染率高达 48%袁 是其重要致死原因之一遥 尽管硝唑尼
特 渊nitazoxanide冤 已被美国食品药物管理局批准用于治疗儿童
隐孢子虫病袁 但对免疫缺陷患者来说袁 目前尚无有效的防治药
物遥 至今已尝试的 200多种药物均不能有效控制隐孢子虫感
染袁 主要原因在于该虫寄生于由宿主细胞膜和虫体膜共同构成
的尧 位于细胞质外的纳虫空泡内遥 隐孢子虫细胞与宿主细胞之
间的作用机制尚不清楚遥 隐孢子虫子孢子对宿主上皮细胞的识
别尧 黏附和侵入可能是虫体致病的关键遥 有研究证实袁 位于子
孢子表膜的分子在虫体对宿主上皮细胞的黏附和侵入过程中起

着关键作用袁 这些分子的发现及功能鉴定对于研制疫苗或有效
的防治药物至关重要遥

本研究用人结肠癌细胞系 渊Caco鄄2 cell冤 筛选微小隐孢子
虫 T7噬菌体展示文库袁 以期获得微小隐孢子虫黏附相关蛋白

质袁 为探讨微小隐孢子虫致病机制奠定基础遥

1 材料与方法

1.1 虫株与细胞株 牛源微小隐孢子虫长春分离株由本室保

存遥 Caco鄄2 cell购自中国科学院上海细胞生物学研究所细胞库遥
1.2 噬菌体展示文库构建 隐孢子虫 T7噬菌体展示文库由本
实验室构建咱2暂袁 文库容量为 1.2伊107个重组子袁 插入片段平均大小
为 400 bp遥
1.3 筛选微小隐孢子虫噬菌体展示文库 将 Caco鄄2细胞悬液
加至 96孔细胞培养板袁 约 3 d长成单层袁 吸出培养基袁 每次筛选
使用 16个孔遥 每孔加入 100 滋l 5%牛血清白蛋白 渊BSA冤 37 益
封闭 1 h遥 用含 0.1% Tween鄄20 的 Tris平衡盐缓冲液 渊TBST冤 洗
5次袁 200 滋l/次遥 将重组噬菌体与培养基 1 颐 1混合袁 50 滋l/孔袁
37 益 放置 1 h遥 弃上清袁 TBST洗 5次袁 每孔再加入 200 滋l噬
菌体洗脱液袁 37 益放置 10 min遥 将噬菌体洗脱液吸出袁 即为第
1 轮结合的噬菌体袁 取 10 滋l 梯度稀释后感染大肠埃希菌
渊BLT5403冤 检测滴度遥 将第 1轮筛选获得的噬菌体加入 100 ml
宿主菌 渊大肠埃希菌 BLT5403冤 内袁 37 益震荡培养至宿主菌裂
解袁 约 5 h后袁 菌液变澄清遥 将菌液 5 000伊g离心 30 min袁 收
集上清袁 即为扩增后文库遥 反复使用 Caco鄄2细胞筛选扩增文
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表 2 Caco鄄2 细胞筛选得到的基因及其编码的蛋白质

基因登录号
XM_625389
XM_625966
XM_627245
XM_628196
AY471868

基因编码的蛋白质
微小隐孢子虫可能的顶器门特异蛋白质
微小隐孢子虫包含信号肽的蛋白质
微小隐孢子虫分泌蛋白袁富含半胱氨酸尧含有一个黏
蛋白样苏氨酸重复序列和信号肽的蛋白质
微小隐孢子虫含信号肽和可能的 4-5个跨膜区袁SKSR家族成员袁末端着丝粒的(染色体)蛋白
微小隐孢子虫 CP2蛋白

功能
未知
未知

未知

未知

已知

片段长度渊bp冤
333
415
508
433
366

A垣T含量渊%冤
62.76
53.01
61.42
71.36
63.93

与已知序列同源性渊%冤
100
100
100
100
100

库袁 待结合噬菌体的滴度稳定后终止筛选袁 共筛选 7轮遥
1.4 噬菌体插入片段的序列测定与分析 用无菌枪头从原始

包装物滴度测定平板上挑取 100个噬菌斑袁 分别加入含 100 滋l
10 mmol/L 乙二胺四乙酸 渊EDTA袁 pH 8.0冤 的离心管内袁 旋涡振
荡 30 s袁 65 益加热 10 min遥 冷却至室温袁 12 000伊g离心 3 min袁
上清含噬菌体裂解物遥 以噬菌体裂解物为模板袁 利用 T7引物
渊上游引物院 5忆鄄ggagctgtcgtattccagtc鄄3忆袁 下游引物院 5忆鄄aacccct鄄
caagacccgttta鄄3忆袁 来自 Novagen公司 T7 Select 10鄄3b 克隆试剂
盒冤 PCR扩增插入的基因片段袁 PCR反应条件为院 94 益 3 min曰
94 益 50 s袁 50 益 1 min袁 72 益 1 min袁 30个循环曰 72 益 7 min遥
PCR产物凝胶回收后克隆至 pMD18鄄T 载体 渊日本 TaKaRa 公
司冤袁 送上海生物工程技术服务有限公司测序遥 测序结果登陆
NCBI 渊http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi冤 进行 Blast 核酸同
源性检索袁 对所获得的基因序列及其编码的氨基酸序列进行生
物信息学分析遥

2 结果

2.1 噬菌体展示文库的筛选 用 Caco鄄2细胞对微小隐孢子虫
噬菌体展示文库进行 7轮筛选袁 第 5轮至第 7轮筛选结合的噬

菌体滴度基本稳定袁 说明能结合在细胞上的噬菌体已饱和袁 去
除了非特异性结合的噬菌体 渊表 1冤遥

2.2 基因测序及同源性分析 以裂解的噬菌体为模板袁 进行
PCR扩增袁 扩增出 5个基因袁 其中 1个为编码已知功能蛋白质
的基因袁 4个为编码未知功能蛋白质的基因遥 将筛选得到的 5
个功能基因编码的氨基酸序列通过 InterProScan分析袁 结果显
示袁 4个蛋白质含有 N端信号肽袁 3个蛋白质含有跨膜区遥 利
用生物信息学软件 DNAstar对编码蛋白质的基因与已知序列的
同源性进行分析袁 同源性均为 100豫渊表 2冤遥

表 1 各轮筛选的噬菌体富集结果

筛选轮次
1
2
3
4
5
6
7

投入噬菌体滴度渊pfu/ml冤
2.4伊1010

2.8伊1010

1.9伊1010

2.2伊1010

2.6伊1010

1.8伊1010

1.7伊1010

结合噬菌体滴度渊pfu/ml冤
2.2伊104

3.6伊104

7.6伊105

2.1伊106

5.4伊106

6.5伊106

4.5伊106

结合率
8.8伊10-7

1.3伊10-6

5.1伊10-6

9.5伊10-5

2.1伊10-4

3.6伊10-4

2.6伊10-4

3 讨论

随着微小隐孢子虫全基因组序列的破解袁 对隐孢子虫的研
究已从结构基因组学阶段转到功能基因组学阶段遥 微小隐孢子
虫子孢子与宿主上皮细胞之间的黏附作用是其致病作用的关

键袁 这一过程涉及多种虫体分子与宿主细胞的相互作用遥 研究
虫体对宿主细胞识别和作用的分子机制对于阐明隐孢子虫的致

病机制和制定有效的防治策略至为重要遥 但目前对两者之间的
分子识别机制研究很有限袁 其黏附机制尚不明确遥

本研究用 Caco鄄2细胞从已构建的微小隐孢子虫子孢子的
噬菌体展示文库中筛选黏附相关蛋白遥 Caco鄄2细胞具有与小肠
上皮细胞相同的微绒毛结构和紧密连接袁 并且可被微小隐孢子
虫感染咱3暂袁 因而广泛应用于微小隐孢子虫同宿主细胞相互作用
的研究中袁 其对文库的筛选模拟了隐孢子虫在宿主体内的黏附
和侵入过程袁 获得 5条编码黏附相关蛋白的基因袁 其中 1条编
码 CP2蛋白袁 该蛋白位于卵囊和子孢子的表面袁 可能与隐孢
子虫子孢子的黏附和侵入有关咱4暂遥

筛选得到的 5个蛋白经 InterProScan分析袁 可能是黏附和
侵入相关蛋白遥 这些基因与 GenBank中的已知序列具有高同
源性袁 表明这些基因序列是保守的袁 可能编码具有重要功能的
蛋白遥 其中编码含有跨膜区蛋白质 XM_625389的基因在顶器
门寄生虫 渊如疟原虫尧 微小泰勒虫冤 中含有类似基因袁 表明蛋

白 XM_625389 可能在顶复门寄生虫中具有某种相似的功能袁
可能是潜在的黏附和侵入相关蛋白遥 另外袁 XM_627245 为黏
蛋白类相关蛋白袁 而且与已报道的 GP900 蛋白在结构上相类
似袁 具有黏蛋白样模体尧 半胱氨酸和苏氨酸富集模体袁 并具有
O鄄糖基化位点咱5暂袁 提示该蛋白可能具有与 GP900蛋白相似的黏
附功能遥
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