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犬弓首蛔虫雄虫犮犇犖犃文库构建及犈犛犜分析
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摘　要：为构建犜．犮犪狀犻狊雄虫ｃＤＮＡ 文库，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取 犜．犮犪狀犻狊雄虫的总 ＲＮＡ，合成ｃＤＮＡ，连接到

λＴｒｉｐＥｘ２载体上，通过包装蛋白对连接产物的包装，接种到大肠杆菌ＸＬ１Ｂｌｕｅ中进行原始文库和扩增文库的滴

度测定。经质量鉴定表明：初始文库的滴度为５．２５×１０６ｐｆｕ·ｍＬ
－１，扩增后文库的滴度为６．９０×１０９ｐｆｕ·ｍＬ

－１。

文库的插入片段大小在５００～２０００ｂｐ，平均片段大小为１０００ｂｐ，重组率为９９．４７％。所有指标均显示已成功构建

了犜．犮犪狀犻狊雄虫的ｃＤＮＡ文库。利用该文库获得了１８９条５′有效表达序列标签（ＥＳＴ）。对ＥＳＴｓ拼接后代表了

１０１个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，含有２７个Ｃｏｎｔｉｇｓ和７４个Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ。其 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ在 ＧｅｎＢａｎｋ中的序列号为 ＨＯ３４８１９５～

ＨＯ３４８２９５。同源性分析检索到有５６个Ｕｎｉｇｅｎｅｓ与已知基因同源，其中具有已知或推测功能的基因有４０个，未知

功能基因有１６个，未比对上的基因４５个。未比对上的基因与ＮＲ数据库中的蛋白序列没有任何意义的匹配，为研

究中发现的新基因。这些结果为进一步开展犬弓首蛔虫功能基因及分子机制研究奠定了基础。
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犜．犮犪狀犻狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犜狅狓狅犮犪狉犪犮犪狀犻狊；ｍａｌｅ；ｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙ；ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ（ＥＳＴ）

　　犬弓首蛔虫病是一种分布广泛、危害严重的人

兽共患寄生虫病。据资料统计，世界各地该病的流

行率为５．５％～６４．７％
［１６］。犬弓首蛔虫（犜狅狓狅犮犪狉犪

犮犪狀犻狊）寄生于犬的小肠，其感染性虫卵可以感染人

和多种动物，小肠孵出的幼虫在非特异宿主中可引

起幼虫移行症［７８］。已经证明人（特别是儿童）感染

犜．犮犪狀犻狊后，会导致严重的病理综合征
［９］。目前，

国内外对犬弓首蛔虫病的控制仍然是药物治疗和预

防，但由于寄生虫免疫机制复杂，往往使药物治疗由

急性感染转为慢性带虫感染。另外，药物防治随之

出现的环境污染、食品安全以及抗药性等问题引起

了人们普遍的关注，迫切需要新型的防治策略来控

制该病。

表达序列标签（Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ，ＥＳＴ）

是组织或细胞基因组ｃＤＮＡ的部分序列，主要用于

发现新基因和了解基因表达概况，是获得未知基因

和发现新基因相对快速的方法［１０１１］。在寄生虫研

究领域，自１９９２年开始启动的血吸虫基因组研究计

划拉开了大规模寄生虫基因组研究的序幕，至今已

获得了大量ＥＳＴ数据，丰富了寄生虫基因组知识。

这些为了解寄生虫生物学特性、耐药机理和免疫逃

避机理等的研究提供重要的依据，为发现新的寄生

虫病治疗药物和诊断方法、研制新的疫苗奠定基础。

因此，本试验首先构建犜．犮犪狀犻狊雄虫ｃＤＮＡ文库，然

后随机挑取部分克隆进行ＥＳＴ测序，并对ＥＳＴ进

行功能注释，以获得大量有价值的ＥＳＴ序列资源，

以期为犬弓首蛔虫差异表达基因的筛选及候选疫苗

分子的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

犜．犮犪狀犻狊采自西南大学荣昌校区动物医院某患

病犬，分离鉴定并保存备用。

ＳＭＡＲＴＴＭｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉｔ和

Ａｄｖａｎｔａｇｅ
ＴＭ２ＰＣＲＥｎｚｙｍｅＳｙｓｔｅｍ购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ

公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；Ｇｉｇａｐａｃｋ Ⅲ

ＧｏｌｄＰａｃｋａｇｉｎｇＥｘｔｒａｃｔ购自Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司；大肠

杆菌ＢＭ２５．８由ＳＭＡＲＴ试剂盒提供；质粒纯化试

剂盒购自ＴｒａｎｓＧｅｎ生物技术公司；生物信息学软

件包括 ＢＬＡＳＴ、ＢＩＯＥＤＩＴ、ＤＮＡＭＡＮ 和 ＤＮＡＳ

ＴＡＲ等。

１．２　方法

１．２．１　材料的处理　　将采集的犜．犮犪狀犻狊雄虫置

生理盐水内室温放置数小时，待其排泄物排出后，称

重为０．９８ｇ，放置于用 ＤＥＰＣ溶液预处理的冻存

管，－８０℃保存。

１．２．２　总ＲＮＡ的提取及浓度的测定　　采用Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产的Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取犜．犮犪狀犻狊雄虫

总ＲＮＡ。将研钵用液氮预冷，加入液氮将虫体研磨

成粉末，按Ｔｒｉｚｏｌ说明书进行提取。使用核酸测定

仪检测犜．犮犪狀犻狊雄虫总ＲＮＡ的纯度和测量ＲＮＡ

的浓度，甲醛变性凝胶电泳检测ＲＮＡ的质量。

１．２．３　犜．犮犪狀犻狊雄虫ｃＤＮＡ文库的构建　　按照

ＳＭＡＲＴＴＭｃＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＫｉｔ说明书

进行文库的构建。首先反转录合成ｃＤＮＡ 第一链，

通过ＬＤＰＣＲ扩增，合成ｄｓｃＤＮＡ。用Ｓ犳ｉⅠ内切

酶修饰此ｄｓｃＤＮＡ，形成两端分别带有Ｓ犳ｉⅠＡ和

Ｓ犳ｉⅠＢ的黏性末端。经ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ４００柱纯

化，收集４００ｂｐ以上的ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ４００片段，

将其 连 接 于 带 有 Ｓ犳ｉⅠＡ 和 Ｓ犳ｉⅠＢ 末 端 的

λＴｒｉｐｌＥｘ２噬菌体载体，经体外包装后，以ＸＬ１Ｂｌｕｅ

为受体菌构建ｃＤＮＡ文库。并对原始文库和扩增

文库进行滴度测定。

１．２．４　ｃＤＮＡ克隆的ＥＳＴ测序

１．２．４．１　噬菌体文库质粒化：ＢＭ２５．８菌具有自身

环化的特点，通过该菌的这个特点进行质粒化，将

λＴｒｉｐｌＥｘ２噬菌体文库转化为ｐＴｒｉｐｌＥｘ２质粒文

库。操作步骤按照说明书进行。

１．２．４．２　阳性质粒的ＰＣＲ筛选：ＰＣＲ反应按常规

方法进行，总体积为５０μＬ。反应在Ｂｉｏｍｅｔｒａ循环

反应仪上进行。反应参数为预变性９４℃５ｍｉｎ，变

性９４℃４０ｓ，退火５８℃１ｍｉｎ，延伸７２℃１ｍｉｎ，循

环３０次，７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增结束后，产物用１％

琼脂糖凝胶电泳检测，根据电泳结果，挑取阳性结果

所对应的ＬＢ／羧苄青霉素平板的菌落，接种到３ｍＬ

ＬＢ／氨苄青霉素液体培养基中，３７℃２２０ｒ·ｍｉｎ－１振
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荡培养１２ｈ。

１．２．４．３　阳性质粒的抽提：质粒提取按ＴｒａｎｓＧｅｎ

的犈犪狊狔犘狌狉犲ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＰｒｅｐＫｉｔ试剂盒说明书

进行。

１．２．４．４　ＥＳＴ测序：确定含有克隆质粒的菌液用

于测序，测序由南京金思瑞生物科技有限公司的

ＡＢＩ３７３０序列分析仪完成。所有的质粒均经过５′

测序引物测序，只测一个反应的序列，测序引物为

５′ｓｅｑｕｅｎｃｅＰｒｉｍｅｒ（５′ＣＴＣＣＧＡＧＡＴＣＴＧＧＡＣＧＡ

ＧＣ３′）。

１．２．５　ＥＳＴ序列分析　　原始序列首先用ＢＩ

ＯＥＤＩＴ软件和ＤＮＡＳＴＡＲ软件进行序列处理，同

时结合ＣＨＲＯＭＡＳ软件比对克隆测序图，长度低

于１５０ｂｐ的低质量序列和信号不清楚序列均需去

除。然后将上述预处理的ＥＳＴ序列和ｐＴｒｉｐｌＥｘ２

载体序列进行比对，去除载体序列。使用ＳｅｑＭａｎ

程序对经过上述处理的所有ＥＳＴ序列进行聚类分

析，形成单拷贝序列（Ｕｎｉｑｕｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）。这些单

拷贝序列包括单一序列（Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ）和重叠群

（Ｃｏｎｔｉｇｓ）２种形式的序列。Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ只有１条

ＥＳＴ序列，Ｃｏｎｔｉｇ有２条或２条以上的ＥＳＴ序列

组成。Ｃｏｎｔｉｇ通常代表１个单一基因，由重叠部分

的ＥＳＴ或具有同一性的ＥＳＴ拼接组成。将拼接后

的单一序列和重叠群在ＮＣＢＩ上通过ＢＬＡＳＴ程序

与非冗余数据库（Ｎｏｎｒｅｄａｎｄａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｓｅ，

ＮＲ）进行ＢＬＡＳＴ比对逐一对每条序列进行数据注

释。注释的内容有Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ和Ｃｏｎｇｔｉｇｓ所对应

的基因名称，匹配序列的功能注释，匹配碱基的数

目，犈ｅｖａｌｕｅ和同源性分值等。犈ｖａｌｕｅ＜１０
－５的

ＥＳＴ认为在生物学意义上有显著相似性，犈ｖａｌｕｅ＞

１０－５的ＥＳＴ，没有发现有与之匹配序列，及其它相

似性很低的序列，均认为是可能的新基因片段。

２　结　果

２．１　犜．犮犪狀犻狊雄虫总犚犖犃的提取

用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取的犜．犮犪狀犻狊雄虫总ＲＮＡ，

经变性胶电泳检测，２８Ｓ和１８Ｓ条带清晰（图１），并

且在３７℃作用１ｈ时后基本无明显降解。表明提

取的总 ＲＮＡ 较完整。经测定 ＲＮＡ 的纯度为

Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ ＝ １．９２，ＲＮＡ 的 浓 度 为 ７６０

μｇ·μＬ
－１，符合文库构建要求。

２．２　犜．犮犪狀犻狊雄虫犮犇犖犃合成及纯化

通过ＬＤＰＣＲ合成ｄｓｃＤＮＡ。经１％琼脂糖凝

胶电泳，发现条带呈弥散分布，大小在 ２００～

４０００ｂｐ（图２）。

图１　变性琼脂糖胶电泳鉴定犜．犮犪狀犻狊雄虫总犚犖犃

犉犻犵．１　犌犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅狀犳狅狉犿犪犾犱犲犺狔犱犲犱犲狀犪狋狌狉犪犾犻狕犪

狋犻狅狀犪犵犪狉狅狊犲狅犳狋狅狋犪犾犚犖犃犳狉狅犿犿犪犾犲犪犱狌犾狋犜．犮犪

狀犻狊

Ｍ．λ犈犮狅Ｔ１４Ｉｄｅｇｅｓｔｍａｒｋｅｒ；１．犜．犮犪狀犻狊雄虫双链

ｃＤＮＡ；２．阳性对照（人胎盘组织ｃＤＮＡ）

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒλ犈犮狅Ｔ１４Ｉｄｅｇｅｓｔ；１．Ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ

ｃＤＮＡｏｆａｄｕｌｔｍａｌｅ犜．犮犪狀犻狊；２．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｈｕ

ｍａｎｐｌａｃｅｎｔａ）

图２　犜．犮犪狀犻狊雄虫双链犮犇犖犃琼脂糖胶电泳

犉犻犵．２　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狊狔狀狋犺犲狊犻狕犲犱犱狊犮犇

犖犃犳狉狅犿犪犱狌犾狋犿犪犾犲犜．犮犪狀犻狊

２．３　犜．犮犪狀犻狊雄虫初始犮犇犖犃文库滴度及扩增文

库滴度测定结果

　　对犜．犮犪狀犻狊雄虫未扩增文库进行了４个梯度

稀释，即１!５、１!１０、１!１５和１!２０体积比稀

释，然后对每个稀释梯度铺板，进行初始文库滴度的

测定，数据见表１。

根据表１结果，计算出犜．犮犪狀犻狊雄虫初始文库

的最终滴度为５．２５×１０６ｐｆｕ·ｍＬ
－１，达到了初始

文库的库容量要求。然后对文库进行扩增，其滴度

为６．９０×１０９ｐｆｕ·ｍＬ
－１。
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表１　犜．犮犪狀犻狊雄虫犮犇犖犃文库滴度测定

犜犪犫犾犲１　犜犻犾狋犲狉犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犮犇犖犃犾犻犫狉犪狉狔狅犳犿犪犾犲

犪犱狌犾狋犜．犮犪狀犻狊

稀释度

Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

噬菌斑个数

Ｐｌａｑｕｅｃｏｕｎｔ

滴度／（ｐｆｕ·ｍＬ
－１）

Ｔｉｔｅｒ

１!５ １２６０ ６．３×１０６

１!１０ ４８０ ４．８×１０６

１!１５ ３５０ ５．３×１０６

１!２０ ２３０ ４．６×１０６

２．４　犜．犮犪狀犻狊雄虫文库的鉴定

对雄虫随机挑取的３００个噬菌斑克隆进行ＰＣＲ

鉴定（图３），扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳，发现

文库的重组率达到９９．４７％，插入片段大小为５００～

２０００ｂｐ。

２．５　犜．犮犪狀犻狊雄虫犈犛犜序列的基本特征

对犜．犮犪狀犻狊雄虫ｃＤＮＡ 测序获得了１９０条

ＥＳＴ序列，其中有１条插入片段小于１００ｂｐ的低质

量序列，占总的测序克隆数的０．５３％。去除低质量

的序列后，最终获得了高质量的犜．犮犪狀犻狊雄虫ＥＳ

Ｔｓ序列１８９条，占全部测序总数的９９．４７％。这

１８９条ＥＳＴｓ有效序列长度跨度从２７５～１０４０ｂｐ。

全部有效序列总长度为１２２１０１ｂｐ，平均长度为

６４６．０４ｂｐ（图４）。

Ｍ．Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓＤＮＡ相对分子质量标准；１～２４．随机克隆的ｃＤＮＡ插入片段

Ｍ．Ｔｒａｎｓ２ＫＰｌｕｓＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１２４．ＣｌｏｎｅｓｆｒｏｍｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙ
图３　随机挑取克隆的插入片段犘犆犚结果

犉犻犵．３　犜犺犲犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犻狀狊犲狉狋犲犱犳狉犪犵犿犲狀狋犾犲狀犵狋犺犻狀犪犱狌犾狋犿犪犾犲狅犳犜．犮犪狀犻狊犮犇犖犃犾犻犫狉犪狉狔

图４　犜．犮犪狀犻狊雄虫犈犛犜狊的分布

犉犻犵．４　犜犺犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲犪犱犻狀犵犾犲狀犵狋犺狅犳１８９犈犛犜狊

狅犳犿犪犾犲犪犱狌犾狋犜．犮犪狀犻狊犈犛犜狊

２．６　雄虫犈犛犜序列的拼接

对犜．犮犪狀犻狊雄虫１８９条ＥＳＴ进行聚类分析，拼

接后得到了１０１个Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，包括７４个Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎｓ

和２７个Ｃｏｎｔｉｇｓ（图５）。其中有１个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ由

２２条ＥＳＴｓ构成。所有的Ｕｎｉｇｅｎｅｓ在ＧｅｎＢａｎｋ序

列号为 ＨＯ３４８１９５ＨＯ３４８２９５。Ｕｎｉｇｅｎｅ序列最短

的是２７５ｂｐ，最长的是１０４０ｂｐ。

图５　犜．犮犪狀犻狊雄虫犝狀犻犵犲狀犲狊的特性分析

犉犻犵．５　犌犲狀犲狉犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犿犪犾犲犪犱狌犾狋犜．犮犪狀犻狊犝狀犻

犵犲狀犲狊

２．７　雄虫犈犛犜序列的同源性检索分析

通过对犜．犮犪狀犻狊雄虫１８９条ＥＳＴｓ组装成的

１０１个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＢＬＡＳＴＸ比对。发现有５６个

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ在数据库具有较高的相似性（ＢＬＡＳＴＸ

犈ｖａｌｕｅｓ＜１０
－５），占所有 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的５５．４５％，见
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表２。这５６个Ｕｎｉｇｅｎｅｓ基因匹配的情况，可分为３

类：已知基因（Ｋｎｏｗｎｇｅｎｅｓ）有３７个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，占

匹配基因的６６．０７％；或７６条ＥＳＴｓ，占匹配ＥＳＴｓ

的７５．２５％；推测基因（Ｐｕｔａｔｉｖｅｇｅｎｅｓ）有３个 Ｕｎｉ

ｇｅｎｅｓ，占匹配基因的０．５４％；或３条ＥＳＴｓ，占匹配

ＥＳＴｓ的０．３０％；未知基因（Ｕｎｋｎｏｗｎｇｅｎｅｓ）有１６

个Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，占匹配基因的２８．５７％；或２２条ＥＳ

Ｔｓ，占匹配ＥＳＴｓ的２１．７８％。此外的４５个 Ｕｎｉ

ｇｅｎｅｓ，占总的４４．５５％，或者８８ＥＳＴｓ，占总ＥＳＴｓ

的４６．５６％与ＮＲ数据库中的蛋白序列没有任何意

义的匹配，是研究中发现的新基因。

表２　犜．犮犪狀犻狊雄虫犈犛犜与犖犆犅犐犖犚蛋白数据库的犅犔犃犛犜犡分析

犜犪犫犾犲２　犛狌犿犿犪狉狔狅犳狋犺犲犈犛犜狅犳犿犪犾犲犪犱狌犾狋犜．犮犪狀犻狊犅犔犃犛犜犡犪狀犪犾狔狊犻狊犪犵犪犻狀狊狋狋犺犲犖犆犅犐犖犚狆狉狅狋犲犻狀犱犪狋犪犫犪狊犲狊

特征Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ Ｕｎｉｇｅｎｅ数（％）Ｎｏ．ｏｆｃｌｏｎｅｓＵｎｉｇｅｎｅｓ（％） ＥＳＴ数（％）Ｎｏ．ｏｆＥＳＴｓ（％）

总ＥＳＴ和Ｕｎｉｇｅｎｅｓ

ＴｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆＵｎｉｇｅｎｅｓｏｒＥＳＴｓ
１０１（１００．００） １８９（１００．００）

已知基因 Ｋｎｏｗｎｇｅｎｅｓ ３７（３６．６４） ７６（４０．２１）

推测基因Ｐｕｔａｔｉｖｅｇｅｎｅｓ ３（２．９７） ３（１．５９）

未知基因 Ｕｎｋｎｏｗｎｇｅｎｅｓ １６（１５．８４） ２２（１１．６４）

新基因 Ｎｏｖｅｌｇｅｎｅｓ ４５（４４．５５） ８８（４６．５６）

３　讨　论

随着分子生物学的发展，ｃＤＮＡ文库的构建方

法取得了很大的进展。自２０世纪７０年代初第１例

ｃＤＮＡ克隆报道以来
［１２］，采用构建ｃＤＮＡ文库的方

法已经分离和鉴定了很多基因。经典的文库构建方

法通常费时费力，会损失很多有用的信息，同时需要

用不同的酶多次处理有限的样品，而且需要的起始

ｍＲＮＡ量很大（一般需要５～１００μｇ）
［１３］，这些都极

大地限制了基因克隆的速度。本试验所采用的

ＳＭＡＲＴ技术就是ｃＤＮＡ 文库构建的一种好方

法［１４１７］。不用ｐｌｏｙＡ
＋ｍＲＮＡ，而是直接用总ＲＮＡ

获得了高质量的ｃＤＮＡ文库。该方法避免了稀有

克隆在纯化ｐｌｏｙＡ
＋ ｍＲＮＡ过程中的损失，减少了

脱氧核糖核酸污染和核糖核酸降解的机会。然后采

用ＬＤＰＣＲ方法扩增ｄｓｃＤＮＡ。在ＰＣＲ过程中势

必会产生一些小片段ＤＮＡ分子，这些小的ＤＮＡ分

子是无效的重组子，在文库筛选时必定增加后期工

作量。因此，试验过程中使用ＣＨＲＯＭＡＳＰＩＮ４００

凝胶柱，去除大部分小于４００ｂｐ的ｄｓｃＤＮＡ，及酶

切过程中留下的小片段ＤＮＡ，充分保证了文库中有

较多大片段的ＤＮＡ分子，这样运用长距离ＰＣＲ增

加了获得较长片段的概率，这种方法可明显减少后

期试验的工作量，对文库筛选及表达序列标签

（ＥＳＴ）的获取具有重要意义。

ＥＳＴ是单向测序所获得的序列，包括从３′端测

序和从５′端测序。通常从３′末端测序所获得ＥＳＴ

包含编码区信息较少，相对而言，从５′末端测序所

获得的ＥＳＴ包含的信息量相对较大。因为 ｍＲＮＡ

３′末端有一个ｐｏｌｙＡ结构，靠近ｐｏｌｙＡ处又有特异

性的非编码区，测序时易导致测序质量下降，而

ｍＲＮＡ５′末端含有的信息量较大，非编码区较小，

适合寻找新基因或者是研究差异表达基因，还有利

于进行ＥＳＴ拼接
［１８］。综合考虑这些因素，本次研

究所获得的ＥＳＴ都采取从５′末端测序。在测序过

程中，高表达基因被测到的次数也多，由于采取随机

测序，造成了部分ＥＳＴ序列的冗余，借助生物信息

学软件处理后最终获得了犜．犮犪狀犻狊雄虫的１０１条单

拷贝序列。由于都是正向测序所得到的序列，所以

这些序列有利于以后数据库登录的基因识别。

ＥＳＴ分类与功能注释是ＥＳＴ分析工作的重要

内容，其结果直接影响对基因表达情况的判断，所以

选择恰当的分析方法在ＥＳＴ功能注释中就显得尤

为重要。与数据库进行同源性比较是ＥＳＴ分类与

功能注释的基础。查询序列的生物学功能最直接的

方法就是进行ＢＬＡＳＴ同源搜索，这是目前序列比

较最常用的工具。通常都是挑选同源性最高的蛋白

质作为最有可能的ＥＳＴ编码产物。但是由于ＥＳＴ

序列长度可能偏短，或者ＥＳＴ序列在读取过程中常

会出现碱基缺失或插入现象等原因，常会影响到

ＢＬＡＳＴＸ的分值和结果。所以ＢＬＡＳＴＸ分析的结

果只能为确定其编码蛋白质的功能提供暂定的线

索，作为分析工具，ＢＬＡＳＴＸ分析的结果并非完全

正确。基因真正的功能还必须经过一系列的生化和

３１６
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遗传学方法确认后才能赋予［１９］。

本研究通过对犬弓首蛔虫的ＥＳＴ序列分析后

发现，有３种情况存在：与已知基因高度相似的序

列；较低相似性的ＥＳＴ序列；还有一些就是没有匹

配的序列。已知基因为对后续基因的克隆提供了有

意义的信息线索。可以对感兴趣的基因克隆其全长

ｃＤＮＡ，并进一步研究其功能。对于有些ＥＳＴ序列

在数据库中没有与之匹配的序列，可能是在目前的

数据库中，没有同类或同种生物的基因，所以定为新

基因。本次分析通过对已有的蛋白质水平和核苷酸

水平的数据库进行搜索，发现犜．犮犪狀犻狊雄虫有８８条

没有匹配的ＥＳＴ序列，这些序列均暂定为新基因。

这种情况与目前犜．犮犪狀犻狊的分子生物学水平研究比

较落后的现实情况相一致，所以必须进行犜．犮犪狀犻狊分

子水平的研究，希望从分子水平上寻找与其发育、繁

殖和代谢等有关的基因，这对检测犜．犮犪狀犻狊的感染并

进一步控制该病有着非常重要的作用。
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