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广州管圆线虫 ｃＤＮＡ文库基因
筛选的研究进展
陈婧　詹希美

【摘要】　ｃＤＮＡ文库因不含内含子而便于克隆和大量扩增，利用多种筛选方法并结合生物信息学
软件获得阳性克隆，对于从分子水平上深入研究广州管圆线虫病的致病机制及诊断方法具有重要意

义。该文综述了广州管圆线虫各期ｃＤＮＡ文库特异基因筛选的研究进展。
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　　广州管圆线虫病是一种人兽共患寄生虫病，其
病原体主要流行于东南亚、太平洋岛屿及加勒比海

沿岸国家和地区，随着全球旅游的普及和潜在中间

宿主的多样性分布，近几年来在欧洲、美国南部等

地也相继出现该病的流行［１］。广州管圆线虫幼虫

进入人体后主要侵犯中枢神经系统，引起嗜酸性粒

细胞增多性脑膜脑炎或脑膜炎，除大脑和脑膜外，

病变还可波及小脑、脑干、脊髓和眼部［２］，在成年患

者中，主要的临床症状为头痛（９５％）、颈项强直
（４６％）、感觉异常（４４％）、呕吐（３８％）和恶心
（２８％）［３］。该病诊断的金标准是在患者脑积液中
查出幼虫，但检出率一般为１０％ ～４４％，易造成误
诊、漏诊以致患者死亡。虽然用虫体粗抗原或蛋白

组分抗原可以检出患者产生的抗体，但虫体的获得

有限，用虫体能够制备的粗抗原和蛋白组分就更

少，亦造成广州管圆线虫病诊断困难。

以ｍＲＮＡ为模板，在体外经反转录酶催化反转

录成ｃＤＮＡ，与适当的载体（常用噬菌体或质粒载
体）连接后转化受体菌，则每个细菌含有一段 ｃＤＮＡ
并能繁殖扩增，这样包含着细胞全部 ｍＲＮＡ信息的
ｃＤＮＡ克隆集合称为该组织细胞的 ｃＤＮＡ文库。在
寄生虫学领域，由于寄生虫特异抗原基因重组 ＤＮＡ
技术的发展，构建 ｃＤＮＡ文库可以从分子水平上提
供虫源抗原，在保护性和诊断性抗原的获取及研究

方面起到重要作用。同时，ｃＤＮＡ文库有自身的特
殊用途，如可对寄生虫发育过程中时间调节基因的

表达特征进行分析［４］。构建优质的表达文库，从中

筛选特异性抗原，对于从分子水平上深入研究广州

管圆线虫病的致病机制及诊断方法具有重要意义。

现将广州管圆线虫各期ｃＤＮＡ文库免疫筛选出的结
果分述如下。

１　广州管圆线虫Ⅳ期幼虫ｃＤＮＡ文库的筛选结果
１．１　组织蛋白酶

岳永亮等［５］将构建的 ＩＶ期幼虫 ｃＤＮＡ文库大
规模测序及归类，从中发现了组织蛋白酶 Ｚ的同源
基因，再根据已获得的广州管圆线虫组织蛋白酶 Ｚ
ｃＤＮＡ序列，去除信号肽的编码序列并设计引物，
ＰＣＲ扩增目的基因，将重组质粒转化大肠杆菌ＢＬ２１
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感受态细胞，经卡那霉素筛选获得阳性克隆。生物

信息学分析表明克隆号为０００１２Ｆ０９的 ＥＳＴ基因在
ＧｅｎＢａｎｋ中与多个物种的组织蛋白酶 Ｚ基因同源，
其中与新隐杆线虫的组织蛋白酶 Ｚ的同源性最高，
一致性达 ８２％，相似性达 ８９％。在物种进化关系
上，与新隐杆线虫及秀丽隐杆线虫亲缘关系最近。

该基因编码２９４个氨基酸，Ｎ端的１７个氨基酸属于
分泌型信号肽，未发现线粒体等亚细胞定位序列及

跨膜序列。因此推断此蛋白酶为一种分泌性的蛋

白酶，作为分泌抗原有可能进入宿主体内刺激宿主

产生可供临床检测的特异抗体，同时该酶具有构成

真核生物半胱氨酸蛋白酶活性中心的３个氨基酸残
基（Ａｓｎ２５３、Ｃｙｓ８４、Ｈｉｓ２３２），属于木瓜蛋白酶家族中
的半胱氨酸蛋白酶，且在溶液中性质稳定，有研究

表明半胱氨酸蛋白酶是多种寄生虫的免疫优势抗

原，作为诊断抗原具有很好的敏感性及特异性。

１．２　半胱氨酸蛋白酶抑制剂
潘智华等［６］将广州管圆线虫 ＩＶ期幼虫 ｃＤＮＡ

质粒文库测序后经同源比对，筛选出半胱氨酸蛋白

酶抑制剂（ｃｙｓｔａｔｉｎ）基因，再将该基因克隆表达后用
纯化的融合蛋白隔周免疫小鼠，末次免疫１周后用
广州管圆线虫Ⅲ期幼虫攻击感染，３周后剖杀小鼠，
小鼠产生了５８．１％的减虫率和２０％的保护率。半
胱氨酸蛋白酶抑制剂是半胱氨酸蛋白酶可逆的竞

争性内源抑制剂超家族，根据其他寄生线虫研究报

道，半胱氨酸蛋白酶抑制剂对于其寄生宿主的免疫

应答调节起重要作用，主要表现在以下 ３个方面：
（１）抑制抗原提呈细胞ＭＨＣⅡ分子恒定链的切割，
从而抑制特异 Ｔ细胞增殖。（２）上调宿主 ＩＬ１０表
达，通过抑制Ｔｈ１型细胞因子合成及细胞增殖分化，
使得宿主 Ｔ细胞从免疫保护性 Ｔｈ１型免疫应答向
无保护性 Ｔｈ２型免疫应答转变。（３）上调 ＩＦＮγ活
化的巨噬细胞释放一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ），而
ＮＯ对寄生虫有细胞毒作用［７１０］。Ｄａｉｎｉｃｈｉ等［１１］证

实巴西日圆线虫的重组半胱氨酸蛋白酶抑制剂免

疫小鼠对巴西日圆线虫有更强的抵御能力。此实

验表明广州管圆线虫的半胱氨酸蛋白酶抑制剂可

诱导小鼠产生保护型免疫力，对小鼠有免疫保护作

用，然而保护率不高，仅２０％，可能通过对免疫剂量
的探索和免疫途径的改变来提高免疫保护效果。

Ｌｉｕ等［１２］根据表达序列标签（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｔａｇ，ＥＳＴ）分析设计引物，经 ＰＣＲ扩增含一个
３６９ｂｐ的完整开放读框，构建重组质粒并表达，再

用抗血清筛选出特异性抗原。经 ＲＴＰＣＲ分析显示
该基因在ＩＩＩ期、ＩＶ期幼虫和成虫体内表达量相同，
该基因在广州管圆线虫感染过程中可能起着免疫

调节作用。

１．３　天冬氨酸蛋白酶
郭鹏娟等［１３］以 ｃＤＮＡ文库中含有天冬氨酸蛋

白酶（ＡＳＰ）基因的质粒为模板扩增目的基因，得到
广州管圆线虫 ＡＳＰ基因，编码１２１个氨基酸，相对
分子质量（Ｍｒ）为１３３９８．２６。天冬氨酸蛋白酶在
人体中构成胃蛋白酶等已被确认，这些酶主要参与

降解和吞饮细胞内蛋白，且在组织中分布广泛。目

前天冬氨酸蛋白酶已经在很多线虫中得到确认，包

括秀丽隐杆线虫、美洲板口线虫、犬钩口线虫及粪

类圆线虫等［１４１７］。由天冬氨酸蛋白酶、半胱氨酸蛋

白酶以及金属蛋白酶组成的肠源性多酶体系已被

认为是较好的线虫疫苗候选抗原，在许多寄生虫病

的临床用药中，天冬氨酸蛋白酶已成为临床用药

靶位。

１．４　胶原蛋白
王琼等［１８］根据 ＥＳＴ中部分序列和文库载体序

列设计引物，采用ＰＣＲ技术从广州管圆线虫幼虫的
ｃＤＮＡ文库中分段扩增，再拼接获得到全长 ｃＤＮＡ
序列。根据ｃＤＮＡ全长序列，从文库中扩增出编码
一种胶原蛋白的新基因。胶原蛋白是动物体内含

量最丰富的蛋白，它不仅是结缔组织的主要蛋白成

分，也是与多种组织器官密切相关的功能性蛋白。

过去认为胶原蛋白只用于构成支架，起到保护作

用，现已发现胶原蛋白结构的改变可以使天然状态

下未充分暴露的抗原决定簇暴露，从而增强抗原性。

１．５　半乳凝素蛋白
郝丽等［１９］根据 ｃＤＮＡ文库 ＥＳＴ测序结果筛选

出有诊断潜能的半乳凝素基因。半乳凝素最早是

Ｂａｒｏｎｄｅｓ等［２０］从脊椎动物中提取出的一种能和半

乳苷糖结合的凝集素，它的出现是嗜酸性或嗜碱性

炎症的标志，半乳凝素以二聚体或三聚体结构域存

在，可能参与细胞分化、细胞调节和细胞间的相互

作用，该蛋白可能是一个较好的诊断抗原。

以上的研究可以看出，大多数研究者都选择广

州管圆线虫ＩＶ期幼虫ｃＤＮＡ文库进行筛选，主要是
由于广州管圆线虫 ＩＩＩ期幼虫侵入人体后在中枢神
经系统发育为ＩＶ期幼虫并致病有关。该期筛选到
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的基因多为编码蛋白酶及蛋白酶抑制剂、结构蛋白

等，此类蛋白大多具有较好的诊断及免疫调节功

能，这对于将广州管圆线虫病的诊断及免疫调节锁

定在ＩＶ期幼虫有着很好的提示意义。

２　广州管圆线虫Ｖ期幼虫ｃＤＮＡ文库的筛选结果
赵巧莲等［２１］从广州管圆线虫Ⅴ期幼虫提取总

ＲＮＡ，用ＳＭＡＲＴｃＤＮＡ文库构建试剂盒构建了滴度
为１．４９×１０１０ｐｆｕ／ｍｌ的扩增文库，重组效率达到
９９．８％。应用感染ＳＤ大鼠血清作为探针免疫筛选
表达文库，共获得１１个阳性克隆。同源分析发现其
中１个与广州管圆线虫Ⅴ期幼虫的１个 ＥＳＴ同源
性为９９％，有５个与秀丽隐杆线虫和新杆状线虫同
源性最高，为９１％。用 ＤＮＡＳｔａｒ软件预测出６个序
列含有完整的开放读框，推测的编码蛋白质 Ｍｒ为
１７６００～４０９００。

王寒等［２２］在前期研究中用广州管圆线虫感染

鼠血清筛选ｃＤＮＡ文库，获得了广州管圆线虫 Ｖ期
幼虫７个特异性抗原基因。对这些抗原基因进行同
源分析，结果显示，ＡＣ１１基因与犬钩虫和秀丽隐杆
线虫中一种假定的亚硫酸盐氧化酶 ｍＲＮＡ序列的
同源性为７８％，表明 ＡＣ１１可能为广州管圆线虫的
亚硫酸盐氧化酶。有研究证明亚硫酸盐氧化酶的

催化反应对人是极其重要的，一旦缺乏会导致严重

的神经系统异常，甚至引起早期死亡［２３２４］。由此推

测 ＡＣ１１蛋白可能与广州管圆线虫的生长发育
有关。

３　筛选广州管圆线虫成虫ｃＤＮＡ文库
孟锦绣等［２５］利用多克隆抗大鼠血清制备抗体

探针免疫筛选广州管圆线虫成虫 ｃＤＮＡ文库，对筛
选得到的阳性克隆做交叉反应实验，ＰＣＲ扩增外源
基因插入片段并测序，结果获得 １５个阳性克隆，
ｃＤＮＡ插入片段分属于３种基因。经核苷酸序列分
析和同源比对，其中１个属中间纤维家族基因，长为
１５１０ｂｐ，３个与旋盘尾丝虫和秀丽隐杆线虫的真皮
抗原基因同源，１１个属精原蛋白家族基因。蛋白质
结构预测表明３种基因均存在明显疏水区。

孟锦绣等［２６］在成虫 ｃＤＮＡ文库中挑选分离良
好的噬菌斑进行 ＰＣＲ扩增，获得长１４１６ｂｐ、编码
４２１个氨基酸的 γ丁基甜菜碱羟化酶（ＧＡＭＭＡ
ＢＢＨ）的基因。ＧＡＭＭＡＢＢＨ是 Ｌ肉碱生物合成的
关键酶，而 Ｌ肉碱是脂肪酸代谢的关键酶，提示寄
生虫与宿主在脂肪酸代谢方面可能存在一定关系。

一般寄生虫缺乏脂肪酸代谢的酶类，而广州管圆线

虫成虫高丰度表达该酶，推测可能是因为成虫早期

寄生在终宿主脑部，而脑是富含脂类物质的器官，

广州管圆线虫寄生的血管中脂类物质含量也相对

较高，这些脂类物质可能成为广州管圆线虫重要的

食物和能量来源［２７］。如果破坏广州管圆线虫的脂

肪酸β氧化作用就有可能阻止该虫的生长发育，因
此 ＧＡＭＭＡＢＢＨ可能成为抗广州管圆线虫的新
药靶。

４　结语
１９９７年以前，广州管圆线虫病在我国大陆地区

极为罕见，仅报道３例确诊病例。近年来，该病病例
数迅速增加，先后在浙江温州、福建长乐［２８２９］等地

暴发流行。广州管圆线虫病日益成为威胁我国人

民健康的传染病之一，２００３年广州管圆线虫病被卫
生部列为我国新发传染病［３０］。

利用基因重组和分子生物学技术在体外表达

特异性蛋白现已广泛适用于各个研究领域，通过免

疫筛选的方法从ｃＤＮＡ文库中筛选特异有效的抗原
是寄生虫研究的常用方法，结合生物信息学软件对

筛选的基因进行核酸序列分析和蛋白质结构功能

预测是更常见的分析途径。目前已有研究者报道

一些新的筛选方法，如抑制性消减杂交技术、ＳＳＳ
（ｓｕｂｓｅｃｔｉｏｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇ）筛选法［３１３２］。目前筛选获得

的蛋白大致分为分泌排泄抗原、结构蛋白类、酶类

和酶抑制剂类。
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