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棘球蚴病 渊俗称包虫病冤 是棘球绦虫的幼虫寄生所致的一
种严重的人兽共患寄生虫病遥 我国是棘球蚴病发病较高的国家
之一袁 该病严重影响我国西部农尧 牧民身体健康咱1暂遥 棘球蚴病
分为囊型棘球蚴病 渊cystic echinococcosis袁 CE冤 和泡型棘球蚴
病 渊alveolar echinococcosis袁 AE冤 两种袁 分别由细粒棘球绦虫
渊 Echinococcus granulosus袁 Eg冤 和多房棘球绦虫 渊 Echin鄄
ococcus multilocularis袁 Em冤 寄生于人体所致遥 细粒棘球绦虫
和多房棘球绦虫在卵尧 原头蚴尧 成虫等各时期均具有较相似的
形态结构袁 但它们在中间宿主体内的生长发育模式及致病程度

却大不相同遥
Ras基因是一种生长发育调控基因袁 属于丝裂原活化蛋白

激酶 渊mitogen鄄activated protein kinase袁 MAPK冤 信号通路袁 由
于在传递细胞生长分化信号方面起重要作用而广泛存在于滴

虫 咱2暂尧 线虫 咱3暂尧 果蝇咱4暂尧 哺乳动物 咱5暂等多种生物中遥 Spiliotis
等咱6鄄8暂从多房棘球绦虫原头蚴中克隆出多种 MAPK信号通路样
基因袁 如 Em Ras GTPase尧 EmMPK1尧 Em p38等袁 发现它们
在多房棘球绦虫幼虫的发育过程中具有重要作用并可能成为治

疗 AE的药物作用靶点遥 由于细粒棘球绦虫与多房棘球绦虫在
各方面均具有较大的相似性袁 本研究从细粒棘球绦虫的不同发
育阶段 渊原头蚴和成虫冤 中克隆 Ras GTPase基因袁 为进一步
研究 Ras GTPase在细粒棘球绦虫发育过程中的分子调控机制
及判断其能否成为新的药物作用靶点奠定基础遥

细粒棘球绦虫原头蚴和成虫发育调控基因
Ras GTPase的克隆及序列分析

揖研究简报铱文章编号院1000鄄7423渊2009冤鄄01鄄0091鄄03

揖提要铱 应用 RT鄄PCR方法分别从新疆株细粒棘球绦虫原头蚴和成虫中克隆出 Eg Ras GTPase基因袁 分别命名为Eg
Ras鄄pro 渊GenBank登录号为 EU560397冤 和 Eg Ras鄄adult 渊GenBank 登录号为 EU560398冤遥 生物信息学分析表明两者

cDNA长度均为 552 bp袁 编码 184个氨基酸袁 等电点 渊pI冤 为 6.54袁 彼此间仅有 2个碱基和 1个氨基酸的差别遥 同源性
比对分析结果显示袁 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult与多房棘球绦虫 Ras 渊EmRas冤 基因的同源性分别高达 98.4%和 98.9%曰
与其他种类的寄生虫尧 酵母尧 果蝇及人类的 Ras GTPase基因的同源性为 53.9%耀78.8%遥 进化树分析发现 Eg Ras鄄pro
和 Eg Ras鄄adult与 EmRas和血吸虫 Ras 渊SmRas冤 相聚集遥 本研究首次从新疆株细粒棘球绦虫两个发育阶段 渊原头蚴和
成虫冤 中克隆出 Eg Ras GTPase基因袁 其序列具有较高的保守性遥
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揖Abstract铱 The Ras GTPase gene from protoscolex and adult worm of Echinococcus granulosus in Xinjiang were
cloned by RT鄄PCR and named as Eg Ras鄄pro 渊GenBank No. EU560397冤 and Eg Ras鄄adult 渊GenBank No. EU560398冤.
Sequence analysis showed that each gene had 552 bp袁 coding 184 aa with an pI of 6.54. Bioinformatics analysis revealed
that Eg Ras鄄pro and Eg Ras鄄adult had 98.4% and 98.9% homology to Echinococcus multilocularis Ras and 53.9%耀
78.8% homology to other species. Phylogenetic analysis showed that Eg Ras鄄pro and Eg Ras鄄adult clustered with
EmRas and SmRas. The data indicated that EgRas GTPase has been expressed from protoscolex and adult worm of
Echinococcus granulosus袁 and both are highly conservative.
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图 2 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult与血吸虫尧线虫尧果蝇尧人类和酵母
Ras亚家族的系统进化树
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂 新疆株细粒棘球绦虫原头蚴及成虫由本室

提供遥 引物由上海捷瑞生物有限公司合成遥 Trizol购自美国 Invi鄄
trogen公司袁 反转录试剂盒购自美国 Promega公司遥 克隆载体
pMD18鄄T尧 限制性内切酶尧 DNA标志物均购自日本 TaKaRa公司遥
1.2 总 RNA的提取及 cDNA 合成 按照 Trizol使用说明提取
细粒棘球绦虫原头蚴和成虫总 RNA遥 以总 RNA为模板逆转录
合成 cDNA袁 反应体系为院 RNA 2 滋g袁 Oligo 渊dT冤 20 1 滋l袁
5伊缓冲液 渊Buffer冤 2 滋l袁 10 mmol/L 脱氧核苷三磷酸 渊dNTP冤
1 滋l袁 反转录酶渊reverse transcriptase冤 0.5 滋l袁 RNA 酶抑制剂
渊RNase inhibit冤 0.5滋l袁 焦磷酸二乙酯 渊DEPC冤 水补齐至 10 滋l袁
42益孵育 60 min后袁 99益加热 5 min终止反应袁 -20益保存备用遥
1.3 细粒棘球绦虫原头蚴和成虫 Ras基因的克隆 参照文献

咱7暂合成上下游引物 渊 Ras鄄5PR鄄mod院 5忆 鄄GTG CCT GAG
TAC AAA CTC G鄄3忆袁 Ras鄄3PR鄄mod院 5忆鄄GAG CAG ATG GCA
TTT CCT CTT G鄄3忆冤袁 以细粒棘球绦虫不同发育阶段 渊原头蚴
和成虫冤 的 cDNA为模板袁 扩增目的基因袁 反应条件为院 94 益
5 min曰 94 益 30 s袁 52 益 1 min袁 72 益 1 min袁 共 30个循环曰
72 益 10 min遥 PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测袁 回收目的
片段袁 克隆至 pMD18鄄T载体袁 经转化尧 酶切鉴定后袁 送上海生
工生物有限公司和上海捷瑞生物有限公司测序遥
1.4 细粒棘球绦虫原头蚴和成虫 Ras基因序列同源性分析及
功能预测 利用 DNAMAN5.0 软件及 GenBank/BLAST 的序列
局部比对查询工具 渊Basic Local Alignment Search Tool冤袁 网
址院 htttp院 //www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST冤 功能对序列进行生
物信息学分析袁 并与其他种类的寄生虫尧 酵母尧 果蝇及人类的
Ras GTPase基因进行同源性比对和进化分析遥

2 结果

2.1 细粒棘球绦虫原头蚴和成虫 Ras基因的克隆及鉴定 从

细粒棘球绦虫原头蚴和成虫中均扩增出约为 550 bp的目的条
带袁 与预测结果一致 渊图 1冤袁 表明 Ras基因在原头蚴和成虫
中均有表达袁 分别命名为 Eg Ras鄄pro基因 渊原头蚴阶段冤 和
Eg Ras鄄adult基因 渊成虫阶段冤遥

2.2 细粒棘球绦虫原头蚴和成虫基因序列的测定及分析 测

序结果显示 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult基因长度均为 552 bp袁 编

码 184个氨基酸袁 蛋白质相对分子质量为 Mr 21 000袁 等电点
渊pI冤 为 6.54袁 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult间同源性高达 99.64%袁
仅有 2个碱基和 1个氨基酸的差别遥 BLAST结果表明 Eg Ras鄄
pro和 Eg Ras鄄adult为两条新的 Ras基因序列袁 GenBank登录号
分别为 EU560397和 EU560398遥 同源性比对结果表明袁 Eg的
Ras鄄pro氨基酸序列与 EmRas的同源性高达 98.4%袁 仅有 10个
碱基和 3个氨基酸的差别袁 与曼氏血吸虫同源性为 78.8%袁 与
其他种类的寄生虫尧 线虫尧 酵母尧 果蝇和人类同源性为 53.9%
耀77.8%曰 Eg Ras鄄adult与 EmRas 同源性高达 98.9%袁 与曼氏
血吸虫同源性为 79.9%袁 与其他种类的寄生虫尧 酵母尧 果蝇和
人类同源性为 54.4%耀78.8%遥 生物信息学分析表明袁 Eg Ras鄄
pro和 Eg Ras鄄adult均具有小 GTP结合蛋白家族所特有的一些
高度保守的结构域袁 包括 G鄄1区 渊负责结合 GTP或 GDP的 琢
和 茁磷酸集团冤尧 G鄄2区 渊感受 GTP结合时构象的变化冤尧 G鄄3
区 渊结合 酌磷酸集团和催化 Mg2+离子冤尧 G鄄4区 渊结合鸟嘌呤
环冤 和 G鄄5区 渊负责 GTP或 GDP结合的稳定性冤遥 Eg Ras鄄pro
和 Eg Ras鄄adult与其他种类的寄生虫尧 线虫尧 酵母尧 果蝇和人
类的 G鄄1 区尧 G鄄2 区尧 G鄄3 区尧 G鄄4区和 G鄄5 区氨基酸序列相
似性分别为 84.6%耀100%尧 100%尧 100%尧 62.5%耀100%和
66.7%耀100%遥 从进化树结果可看出袁 Eg Ras鄄pro 和 Eg Ras鄄
adult与寄生虫来源的 EmRas和 SmRas 渊曼氏血吸虫冤 相聚集
渊图 2冤袁 提示 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult序列高度保守遥

3 讨论

Ras亚家族基因是 MAPK信号通道的关键基因袁 在真核细
胞的增殖尧 发育和信号转导过程中起重要作用咱9暂袁 线虫咱3暂尧 果
蝇咱4暂尧 多房棘球绦虫咱6暂尧 海胆咱10暂和血吸虫咱11暂等生物中均存在
Ras亚家族蛋白遥 由于 Ras GTP 酶在多种生物模式系统里具
有参与细胞信号传导的重要功能袁 因此是研究细粒棘球绦虫成
囊和成虫双向发育及其信号转导的很好的候选分子遥

本研究首次从细粒棘球绦虫原头蚴和成虫两个发育阶段中

克隆出 Ras基因袁 同源性分析发现 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult

M院 DNA 标志物 渊DL 2000冤袁 1院 原头蚴袁 2院 成虫遥
图 1 从细粒棘球绦虫原头蚴和成虫中 PCR扩增 Ras GTPase基因
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基因与多房棘球绦虫的 Ras GTPase基因 EmRas同源性最高袁
与血吸虫尧 线虫尧 果蝇和人类等物种来源的 Ras GTPase也具
有较高的同源性而与酵母来源的 Ras GTPase相似性较低曰 生
物信息学分析显示 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult均具有 G1尧 G2尧
G3尧 G4和 G5 的功能区域袁 且功能区域序列差异较小袁 氨基
酸的变化多集中于其 C端袁 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult的 C端
有一个与 EmRas 相同的 canonical prenyl鄄group 结合域 渊C181鄄
HLL冤袁 表明 Ras GTPase 基因是一个在进化上相当保守的基
因袁 本研究克隆到的 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult基因是 Ras基
因家族中的两个新成员遥 由于 Ras 家族成员与细胞有丝分裂尧
细胞骨架调控和发育调控均有关咱5暂袁 并有证据显示EmRas可能参
与了多房棘球绦虫的发育袁 因此推测 Eg Ras鄄pro 和 Eg Ras鄄
adult基因可能参与细粒棘球绦虫的发育调控曰 另外袁 细粒棘
球绦虫在中间宿主体内寄生于肝脏袁 并发育成为囊型结构袁 而
在终末宿主体内发育为成虫袁 显示出截然不同的发育模式和形
态特征袁 推测 Eg Ras鄄pro和 Eg Ras鄄adult也参与细粒棘球绦虫
的成囊和成虫这两种不同的发育模式袁 但其具体功能尚有待进
一步研究遥
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