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摘　要：为了构建莫氏巴贝斯虫（犅犪犫犲狊犻犪犿狅狋犪狊犻）裂殖子ｃＤＮＡ表达文库，从中筛选和鉴定功能基因，利用差速离

心法从莫氏巴贝斯虫感染的红细胞中纯化裂殖子，提取总ＲＮＡ并纯化 ｍＲＮＡ。在合成的双链ｃＤＮＡ两端加上含

犈犮狅ＲⅠ和 犎犻狀ｄⅢ定向接头后连接到λＳＣＲＥＥＮ载体上。通过体外包装形成完整的噬菌体颗粒，并用之转染

ＥＲ１６４７，构建莫氏巴贝斯虫裂殖子的ｃＤＮＡ表达文库。用莫氏巴贝斯虫阳性血清筛选ｃＤＮＡ文库，获得的阳性克

隆，经过测序和Ｂｌａｓｔ软件分析鉴定，然后利用末端快速扩增技术（ＲＡＣＥ）对筛选到的功能基因片段进行全长扩增。

结果表明构建的ｃＤＮＡ表达文库其初级库容量约为１．０×１０６ＰＦＵ，扩增文库为３．５×１０９ＰＦＵ；通过免疫学筛选，

获得５０个阳性克隆。测序和Ｂｌａｓｔ分析后，鉴定出１０个莫氏巴贝斯虫基因片段，ＲＡＣＥ扩增获得了其中８个基因

的全长。本试验构建的莫氏巴贝斯虫裂殖子的ｃＤＮＡ表达文库和筛选到的１０个结构和功能基因，为研究巴贝斯

虫生物学特性、筛选疫苗与诊断用抗原及药物靶位奠定了基础。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：犅．犿狅狋犪狊犻；ｃＤＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｉｂｒａｒｙ；ｉｍｍｕｎｏｓｃｒｅｅｎｉｎｇ；ＲＡＣＥ

　　羊巴贝斯虫病（Ｂａｂｅｓｉｏｓｉｓ）是由媒介蜱传播的

血液原虫病；感染动物表现发热、贫血、黄疸、血红蛋

白尿等临床症状，严重感染时甚至会引起死亡。目

前已经报道和命名的羊巴贝斯虫病病原有５种，即

莫氏巴贝斯虫（犅．犿狅狋犪狊犻）、绵羊巴贝斯虫（犅．

狅狏犻狊）、粗糙巴贝斯虫（犅．犮狉犪狊狊犪）、叶状巴贝斯虫（犅．

犳狅犾犻犪狋犪）和泰氏巴贝斯虫（犅．狋犪狔犾狅狉犻）。中国对羊

巴贝斯虫病的研究起步较晚，最早在四川（１９８２

年）［１］和黑龙江（１９８６年）
［２］有过相关报道。之后，

在云南、山西、河南和甘肃等省份也有零星的报道，

但一直没有分离到病原。直到１９９６年，本实验室在

甘肃东部地区由羊巴贝斯虫致死的小尾寒羊体内分

离到第１株巴贝斯虫病病原，即莫氏巴贝斯虫宁县

株（犅．犿狅狋犪狊犻Ｎｉｎｇｘｉａｎ）
［３］。此后，又从河北、辽宁、

甘肃、新疆、湖北和甘肃等地分离到８株羊的巴贝斯

虫，并通过分子分类学和生物学特性（传播媒介、形

态学和致病性等）研究显示这些病原可以分为２个

种，即莫氏巴贝斯虫和新疆巴贝斯虫未定种［４７］。同

时也建立了各种分子生物学和血清学检测技术，通过

流行病学调查工作显示，中国羊巴贝斯虫病阳性率为

１１．２％～３１．７％，在甘肃甘南牧区高达８２．３８％
［８１１］。

这些数据表明，羊巴贝斯虫病在中国普遍分布，对养

羊业的健康持续发展造成严重的影响。

然而，截至目前为止，对巴贝斯虫的一些生命活

动机制（如细胞入侵、运动和出胞等）、免疫机理的研

究甚少，防控技术不够完善。主要原因是对病原生

物学特征、药物靶位、疫苗用抗原等方面的研究不够

深入。而构建ｃＤＮＡ文库是获得、保存、开发生物

基因资源、发现新基因和研究基因功能的一项重要

技术，同时也为研究生物的生长发育、生殖、免疫机

制等分子机理的研究提供材料［１２］。到目前为止，国

内外已经构建了多个顶复门原虫的ｃＤＮＡ 文库。

通过恶性疟原虫滋养体ｃＤＮＡ文库的构建和筛选，

获得了１７个特异性免疫反应的ｃＤＮＡ克隆
［１３］。从

弓形虫速殖子ｃＤＮＡ文库中筛选到了具有抗弓形

虫感染作用的新基因和与棒状体蛋白、致密颗粒同

源的基因［１４１６］。柔嫩艾美耳球虫裂殖子连续多个

发育阶段ｃＤＮＡ文库的构建，为挖掘侵袭和发育相

关的基因提供了材料［１７］。从吕氏泰勒虫ｃＤＮＡ文

库中发现了３０个新基因
［１８］。

在巴贝斯虫中，只有吉氏巴贝斯虫、东方巴贝斯

虫和牛巴贝斯虫有ｃＤＮＡ文库构建的报道
［１９２１］，目前

尚未见到国内外有关莫氏巴贝斯虫裂殖子ｃＤＮＡ文

库的报道。本研究为了便于筛选莫氏巴贝斯虫生命

活动调节和免疫原性基因，构建了莫氏巴贝斯虫裂殖

子ｃＤＮＡ表达文库，并应用免疫学筛选技术获得了多

个可能参与莫氏巴贝斯虫入侵、运动、蛋白折叠和转

运调控、ＤＮＡ损伤修复和基因表达调控等生命活动

的基因，以及一些可能是药物开发的靶位和可用于诊

断、疫苗候选抗原的基因，为将来深入探索莫氏巴贝

斯虫的生命活动特征及防控技术的研究提供材料。

１　材料与方法

１．１　主要试剂

ｍＲＮＡ 纯化试剂盒（Ａｍｅｒｓｈａｍ）；ＯｒｉｅｎｔＥｘ

ｐｒｅｓｓ
ＴＭ Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｎｏｖａ

ｇｅｎ）；λＳＣＲＥＥＮ
ＴＭ犈犮狅ＲⅠ／犎犻狀ｄⅢ ＡｒｍｓＫｉｔｐｌｕｓ

ＰｈａｇｅＭａｋｅｒ Ｋｉｔ（Ｎｏｖａｇｅｎ）；ＳＭＡＲＴ
ＴＭ ＲＡＣＥ

ｃＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ（ＣｌｏｎｔｅｃｈＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）。

１．２　虫种和抗血清

用于ｃＤＮＡ文库免疫筛选的阳性血清和莫氏

巴贝斯虫临潭株单克隆株Ｇ７由兰州兽医研究所寄

生虫病研究室提供［２２２３］。

１．３　莫氏巴贝斯虫裂殖子的纯化与犚犖犃的提取

莫氏巴贝斯虫临潭株单克隆株Ｇ７的体外培养

和裂殖子的纯化参照关贵全等报道的方法进

行［２３２４］。总ＲＮＡ 的提取采用 ＴＲＩＺＯＬ法。利用

Ａｍｅｒｓｈａｍ 公司的 ｍＲＮＡ 纯化试剂盒纯化 ｍＲ

ＮＡ，操作步骤按说明书进行。获得的 ｍＲＮＡ用微

量核酸蛋白检测仪测定浓度，并对其进行凝胶分析。
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１．４　犮犇犖犃表达文库的构建

以ｍＲＮＡ为模板，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为引物，合成双

链ｃＤＮＡ。并在双链ｃＤＮＡ的两端分别加上含有

犈犮狅ＲⅠ、犎犻狀ｄⅢ酶切位点的定向接头。用犈犮狅Ｒ

Ⅰ、犎犻狀ｄⅢ对含有酶切位点的ｃＤＮＡ进行双酶切，

通过柱层析筛选大片段的ｃＤＮＡ并与λＳＣＲＥＥＮ

载体臂进行连接，通过体外包装，转染宿主菌

ＥＲ１６４７，构建成莫氏巴贝斯虫裂殖子初级ｃＤＮＡ文

库。采用平板计数法测定初级文库的库容量。将初

级文库噬菌体与ＥＲ１６４７混匀，再铺平板，当噬斑长

到肉眼可见时，用１０ｍＬＳＭ 缓冲液洗脱噬菌体。

收集平板中所有ＳＭ，加０．５ｍＬ氯仿摇匀。３０００

ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ去除琼脂糖残渣，将上清转入另

一干净管中，取５μＬ测定扩增库容量。其余加ＤＭ

ＳＯ至终浓度为７％，每管２００μＬ分装，－７０℃保存。

１．５　文库重组率的测定

从测定库容量的平板上随机挑取５０个噬斑，溶

于２５μＬＳＭ溶液中，室温静置１ｈ。９９℃加热处理

５ｍｉｎ。分别取５μＬ上清作为模板，以ＳＰ６启动子

和Ｔ７终止子为靶序列合成特异性引物进行ＰＣＲ

扩增。扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，

５５℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３５个循环后７２℃延伸６

ｍｉｎ。扩增产物用１％的琼脂糖凝胶电泳检测插入

片段的大小并计算文库的重组率。

１．６　犮犇犖犃文库的免疫学筛选及阳性克隆的鉴定

将适当稀释的扩增ｃＤＮＡ 文库与ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｐＬｙｓＥ菌液混合，３７℃静置培养３０ｍｉｎ后，将此混

合物与顶层琼脂糖迅速混匀后平铺于２×ＹＴ 固体

培养基平板上。倒置培养７ｈ。将标记好的ＮＣ膜

覆盖于顶层琼脂糖表面，于３７℃倒置培养３ｈ后取

出平板，４℃放置３０ｍｉｎ。取膜并在ＴＢＳＴ中漂洗

５ｍｉｎ，按照 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，依次用１％的明胶

封闭３０ｍｉｎ、与阳性血清反应、碱性磷酸酶标记的

兔抗羊ＩｇＧ作用、ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色，待蓝紫色阳性

信号出现后用水终止反应。根据膜上阳性信号的位

置，挑取平板上的相应噬斑浸泡于１ｍＬＳＭ 中，

４℃过夜。将此噬菌体溶液适当稀释重新铺板，按

照上述操作进行复筛至整个膜上均为阳性信号。所

得阳性噬菌体转染宿主菌ＢＭ２５．８使之自动亚克隆

为重组质粒，用亚克隆的质粒转化宿主菌ＪＭ１０９并

提取重组质粒进行测序。获得的测序结果应用Ｌａ

ｓｅｒｇｅｎｅ软件中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ进行序列比对分析，剔

除重复的阳性克隆，然后引用ＢＬＡＳＴ与 ＧｅｎＢａｎｋ

中的序列进行序列分析。

１．７　利用犚犃犆犈扩增基因的全长犆犇犛及基因的序

列分析

　　根据获得的基因片段，用Ｐｒｉｍｅ５．０设计ＲＡＣＥ

扩增的特异性引物。利用ＳＭＡＲＴＴＭｃＤＮＡａｍｐｌｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）扩增基因的全长ＣＤＳ，具体

操作按说明书进行。对ＲＡＣＥ扩增后的序列拼接，

获得基因全长。用ＢＬＡＳＴ与ＧｅｎＢａｎｋ／ＮＣＢＩ中的

序列进行同源性比较，并将所获基因登录 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ／ＮＣＢＩ，获取登录号。

２　结　果

２．１　莫氏巴贝斯虫的培养及纯化

用渗透压法裂解莫氏巴贝斯虫感染的红细胞

（图１Ａ），通过差速离心法从裂解物中分离纯化莫氏

巴贝斯虫裂殖子。光学显微镜观察表明，纯化的莫

氏巴贝斯虫裂殖子保持良好的形态（图１Ｂ）。

Ａ．细胞内巴贝斯虫（箭头）；Ｂ．纯化的巴贝斯虫裂殖子

Ａ．犅．犿狅狋犪狊犻ｉｎＲＢＣ（ａｒｒｏｗｉｎｇ）；Ｂ．Ｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｍｅｒｏｚｏｉｔｅｓｏｆ犅．犿狅狋犪狊犻
图１　莫氏巴贝斯虫裂殖子

犉犻犵．１　犜犺犲犿犲狉狅狕狅犻狋犲狊狅犳犅．犿狅狋犪狊犻
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２．２　莫氏巴贝斯虫裂殖子犮犇犖犃文库构建

纯化得到的 ｍＲＮＡ电泳检测呈良好的ｓｍｅａｒ

分布，表明 ｍＲＮＡ质量良好，可以用于ｃＤＮＡ的合

成及文库的构建（图２）。构建的文库初始库容量约

为１．０×１０６ＰＦＵ，扩增库容量为３．５×１０９ＰＦＵ。

２．３　用犘犆犚方法鉴定犮犇犖犃文库的重组率

对随机挑取的５０个噬斑进行ＰＣＲ鉴定，表明

构建的ｃＤＮＡ表达文库的重组率为１００％；大多数

插入片段位于２５０～２０００ｂｐ（图３）。

２．４　免疫学筛选、鉴定及全长扩增

通过对筛选到的５０个阳性克隆进行序列比较

分析，获得１０个与其它贝斯虫有同源性的 ＥＳＴ。

依次编号为ＢＬＴ０１～ＢＬＴ１０，其中多数ＥＳＴ序列

没有完整的开放阅读框。利用ＲＡＣＥ扩增技术对

ＢＬＴ０１～ＢＬＴ１０的末端进行扩增，除了ＢＬＴ０３

和ＢＬＴ０４尚未获得基因的全长ＣＤＳ外，其它８个

基因均已扩增到全长。将ＢＬＴ０１～ＢＬＴ１０的基

因序列用ＢＬＡＳＴＮ／Ｐ软件进行同源性分析、开放

阅读框预测及基因特性分析。结果见表１。

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ｃＤＮＡ；２．纯

化的ｍＲＮＡ

Ｍ．２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．ｃＤＮＡ；２．ＰｕｒｉｆｉｅｄｍＲＮＡ
图２　双链犮犇犖犃琼脂糖凝胶电泳分析

犉犻犵．２　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊狔狀狋犺犲狊犻狕犲犱犮犇犖犃犫狔犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮

狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡ相对分子质量标准；１～２０．随机挑选的噬菌斑的ＰＣＲ产物

Ｍ．２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１２０．ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｒａｎｄｏｍＰｈａｇｅｓ
图３　犘犆犚鉴定犮犇犖犃表达文库的重组率

犉犻犵．３　犜犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狉犪狋犲狅犳犮犇犖犃犾犻犫狉犪狉狔犫狔犘犆犚

表１　基因的序列分析

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犲狀犲狊

阳性克隆编号

Ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓ

相关序列的相似性比较／％

Ｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｙｗｉｔｈ犅犪犫犲狊犻犪ｓｐｐ

基因长度／ｂｐＦｕｌｌｌｅｎｇｔｈ

ｃＤＮＡｏｆｇｅｎｅｓ

开放阅读框长度／ｂｐ

ＳｉｚｅｏｆＯＲＦｆｏｒｇｅｎｅｓ

登录号

Ｌｏｃｕｓ

ＢＬＴ０１ 犅．犫狅狏犻狊Ｒａｂ１ｂ，７５％ ７５８ ６６９ ＪＸ０９１０８２

ＢＬＴ０２ 犅．犫狅狏犻狊Ｈｓｐ９０，８１％ ２３９２ ２１５４ ＧＱ３９７８５６

ＢＬＴ０３ 犅．犫犻犵犲犿犻狀犪ｐ２００，７６％ ６４３▲ ＪＸ０９１０８５

ＢＬＴ０４ 犅．犫狅狏犻狊ＨｉｓｔｏｎｅＨ２Ａｐｒｏｔｅｉｎ，７７％ ３３２▲ ＪＸ０９１０８４

ＢＬＴ０５ 犅．犫狅狏犻狊ｇｌｉｄｉｎｇａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ４５，７９％ ６６４ ５７９ ＪＱ８６４０８３

ＢＬＴ０６ 犅．犫犻犵犲犿犻狀犪ｃｙｐｇｅｎｅｆｏｒｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ，９１％ ７４９ ６２４ ＪＸ０９１０７９

ＢＬＴ０７ 犅．犫狅狏犻狊Ｈｙｏｔｈｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，２６％ １１４０ ９３６ ＧＵ０１４４８７

ＢＬＴ０８ 犅．犫狅狏犻狊ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ，７０％ ９０１ ６４８ ＪＸ０９１０８０

ＢＬＴ０９
犅．犫狅狏犻狊ＲＮＡｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｍｏｔｉｆ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，７０％
１３５９ １１２５ ＪＸ０９１０８１

ＢＬＴ１０ 犅．犫狅狏犻狊Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２ ７１４ ６３６ ＪＸ０９１０８３

“▲”表示基因的部分序列，“▲”ｔｈｅｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｇｅｎｅｓ
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３　讨　论

自１８８８年，Ｂａｂｅｓ在调查罗马尼亚发生的无名

高热时发现巴贝斯虫至今，全世界报道的巴贝斯虫

已经超过１００种。由于巴贝斯虫病流行范围广、危

害大，而且某些病原，如田鼠巴贝斯虫（犅．犿犻犮狉狅狋犻）

和分歧巴贝斯虫（犅．犱犻狏犲狉犵犲狀狊）等可以感染人，因

此受到人们的广泛关注。本研究利用渗透压差法对

莫氏巴贝斯虫裂殖子进行纯化；提取总ＲＮＡ，构建

ｃＤＮＡ表达文库，通过免疫学筛选、测序、ＲＡＣＥ扩

增和Ｂｌａｓｔ分析，从ｃＤＮＡ表达文库中筛选到１０个

功能基因，将这些基因登录ＧｅｎＢａｎｋ／ＮＣＢＩ并获取

登录号。其中，ＢＬＴ０２基因与牛巴贝斯虫热休克蛋

白（ＨｅａｔＳｈｏｃｋＰｒｏｔｅｉｎ，ＨＳＰ）９０在氨基酸水平上

有９２％的相似性，属于 ＨＳＰ家族成员。ＨＳＰ普遍

存在于细菌、植物和哺乳动物中，且在进化过程中高

度保守［２５］。依据基因序列的相似性、大小及功能将

ＨＳＰ 分 为 不 同 的 家 族，如 ＨＳＰ１１０、ＨＳＰ９０、

ＨＳＰ７０、ＨＳＰ６０、ＨＳＰ４０和小的 ＨＳＰ等
［２６］。ＨＳＰ

在机体内具有多种功能；如参与蛋白质的折叠、调节

蛋白合成与降解的平衡、增强细胞对应激的耐受程

度等。ＨＳＰ９０具有执行核苷酸结合、ＡＴＰ酶活性、

分子伴侣等功能的保守结构域。因此，特异性结构

域的抑制物可能是寄生虫病治疗的潜在药物

靶位［２７２８］。

ＢＬＴ０５与牛巴贝斯虫滑动相关蛋白４５（Ｇｌｉ

ｄｉｎｇａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＡＰ）基 因 的 相 似 性 为

７９％。ＧＡＰ４５ 是顶复门原虫滑动装置滑动体

（Ｇｌｉｄｅｏｓｏｍｅ）的重要组分；滑动体是由血小板反应

蛋白相关匿名蛋白（Ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｒｅｌａｔｅｄａｎｏｙ

ｍｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＴＲＡＰ）、醛缩酶（Ａｌｄｏｌａｓｅ）、肌动蛋

白（Ａｃｔｉｎ）、肌球蛋白Ａ（ＭｙｏｓｉｎＡ，ＭｙｏＡ）、肌球

蛋白轻链（Ｍｙｏｓｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，ＭＬＣ）以及滑动相关

蛋白（Ｇｌｉｄｉｎｇａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＡＰ）４５和５０组

成［２９］。顶复门原虫没有纤毛、鞭毛样的运动器官，

它们不能像锥虫等原生动物那样进行游动，也不同

于通过细胞变形形成伪足的阿米巴虫和脊椎动物细

胞那样进行爬动，而是以一种支撑物依赖型的滑动

方式移动，现在普遍称其为滑行运动（Ｇｌｉｄｉｎｇｍｏ

ｔｉｌｉｔｙ）
［３０］。顶复门原虫的这种滑行运动与滑动体密

切相关。正是由于顶复门原虫具有共同的运动方

式，它们可能具有相似的运动装置［２９，３１］。因此，巴

贝斯虫中也可能存在与弓形虫和疟原虫滑动体相似

的结构。该基因的发现为今后开展巴贝斯虫滑动装

置的结构组成、运动和入侵机理的研究奠定了基础。

ＢＬＴ０７与 牛 巴 贝 斯 虫 Ｔ２ＢＯ 的 假 定 蛋 白

（Ａ７ＡＳＤ６）在氨基酸水平上只有２６％的一致性；

ＢＬＴ０７基因编码的蛋白经验证为天然无折叠蛋白

质（Ｎａｔｉｖｅｌｙｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＵＰ），也称为固有

无结构蛋白质（Ｉｎｔｒｉｎｓｉｃａｌｌｙｕｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ，

ＩＵＰ）或固有无序化蛋白质（Ｉｎｔｒｉｎｓｉｃａｌｌｙｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ）。ＮＵＰ结构松散，肽链以伸展的状态存

在。这类蛋白质中的亲水氨基酸（Ｅ、Ｋ、Ｒ、Ｇ、Ｑ、Ｓ

和Ｐ）含量高，疏水氨基酸（Ｉ、Ｌ、Ｖ、Ｗ、Ｆ、Ｙ、Ｃ 和

Ｎ）含量较低
［３２３３］。ＢＬＴ０７基因编码的蛋白预测相

对分子质量为３５ｋｕ，而试验研究显示其重组蛋白

在ＳＤＳＰＡＧＥ电泳中发生异常迁移，出现在５０ｋｕ

附近。通过对该基因结构的研究，发现该基因没有

内含子［２３］。ＢＬＴ０７编码蛋白的特异性抗体，与泰勒

虫、牛巴贝斯虫、边缘无浆体不发生交叉反应；表明

该蛋白是莫氏巴贝斯虫血清学检测的潜在抗原。

ＢＬＴ０１与牛巴贝斯虫（犅．犫狅狏犻狊）Ｒａｂ１ｂ基因

的相似性为７５％。Ｒａｂ蛋白家族属于ＧＴＰ（三磷酸

鸟苷）结合蛋白超家族（由 Ｒａｓ、Ｒｈｏ／Ｒａｃ／Ｃｄｃ４２、

Ｒａｎ、Ｓａｒ／Ａｒｆ、Ｒａｂ等家族组成）中的成员
［３４］，与蛋

白质的合成和囊泡的转运调控有关［３５３６］。ＢＬＴ０３

与双芽巴贝斯虫Ｐ２００相似性为７６％。在双芽巴贝

斯虫血 清 学 检 测 中 被 用 来 作 为 诊 断 抗 原［３７］。

ＢＬＴ０４在氨基酸水平上与牛巴贝斯虫核心组蛋白

Ｈ２Ａ的相似性达７７％。目前已知的 Ｈ２Ａ的主要

功能是参与 ＤＮＡ 的损伤修复和基因的转录调

控［３８３９］。ＢＬＴ０６与牛巴贝斯虫亲环素氨基酸水平

的相似性达９１％。亲环素是重要的免疫抑制剂环

孢霉素Ａ（ＣｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎＡ，ＣｓＡ）的受体，可能成为研

制抗顶复门寄生虫药物的靶位。ＢＬＴ０８与牛巴贝

斯虫膜蛋白具有同源性。疟原虫膜蛋白Ｐ３６基因

缺失的疟原虫免疫动物，可以使动物机体获得对野

生型疟原虫的抵抗力；小泰勒虫膜蛋白Ｐ６７也能够

产生免疫保护作用［４０４２］。ＢＬＴ０９为ＲＮＡ识别基序

（ＲＮＡｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｍｏｔｉｆ，ＲＲＭ），也称为 ＲＮＡ结

合结构域（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＲＢＤ）或核糖核蛋

白结构域（Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎ，ＲＮＰ）。具有

该结构域的蛋白从细菌到真核的植物和动物中广泛

存在，是一类在生物进化过程中高度保守的蛋

白［４３４４］。它们在基因表达的转录后调控 （如ｐｒｅ

ｍＲＮＡ的剪切、编辑、运输、稳定和降解、翻译等）中
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发挥作用［４５］。

综上所述，本研究构建的巴贝斯虫裂殖子ｃＤ

ＮＡ文库和筛选到的基因为研究参与巴贝斯虫入

侵、运动、繁殖等生命活动提供了生物材料，同时为

开展巴贝斯虫诊断、免疫预防和药物治疗等方面的

工作提供了数据。另外，对本研究已筛选获得基因

功能的确定和巴贝斯虫诊断和防控中的应用尚待进

行深入的研究和探索。
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