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揖摘要铱 目的 筛选噬菌体十二肽库中与日本血吸虫 渊Schistosoma japonicum冤 脱尾童虫表膜特异性结合而不
与尾蚴表膜结合的短肽并鉴定遥 方法 利用 M13噬菌体十二肽库袁 经体外逆向差异筛选日本血吸虫尾蚴和脱尾活
童虫袁 从第 3轮回收的结合噬菌体中随机挑取 15个克隆进行测序遥 获取目标噬菌体后袁 采用 ELISA 法尧 洗脱回收率
实验 渊以 M13KE为阴性对照冤 和免疫组织化学法检测日本血吸虫脱尾童虫尧 尾蚴与噬菌斑克隆的特异性结合遥 荧光
显微镜观察人工合成的阳性噬菌体短肽与日本血吸虫脱尾童虫体外的特异性结合遥 构建目的片段 pEGFP鄄C2 质粒体
外转染日本血吸虫脱尾童虫遥 结果 经 3 轮逆向差异筛选后袁 噬菌体回收率从第 1 轮的 3.50伊10鄄5%到第 3 轮的
3.20伊10鄄2%袁 富集度明显提高遥 DNA 测序结果表明袁 15个噬菌体克隆分别含有 ZL6尧 ZL4 和 ZL1 等 3个不同的短肽
序列遥 ELISA 结果显示袁 M13 噬菌体短肽 ZL4 渊MppZL4冤尧 MppZL6 和 MppZL1 分别与脱尾童虫膜蛋白结合后的 P/N
值为 6.72袁 3.65 和 2.22袁 分别与尾蚴膜蛋白结合后的 P/N 值为 1.58袁 5.15 和 1.20遥 洗脱回收率实验结果显示袁
MppZL4 与脱尾童虫洗脱回收率 咱渊4.60依0.27冤 伊10鄄2%暂 远高于 MppZL6 咱渊2.10依0.23冤 伊10鄄3%暂尧 MppZL1 咱渊1.20依
0.28冤 伊10鄄3%暂 和 M13KE 咱渊1.30依0.60冤 伊10鄄7%冤渊P<0.01冤遥 免疫组化结果显示袁 日本血吸虫脱尾童虫与 MppZL4特异
性结合袁 阳性率为 83.0% 渊83/100冤遥 荧光显微镜检测结果显示袁 人工合成的 RhB鄄ZL4 可与日本血吸虫脱尾童虫体外
特异性结合遥 构建的 ZL4/pEGFP鄄C2质粒体外可成功转染日本血吸虫脱尾童虫遥 结论 筛选获得的短肽 ZL4能与日
本血吸虫童虫表膜特异性结合袁 不与尾蚴表膜结合遥
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揖Abstract铱 Objective To screen and analyze the peptides in 12 phage鄄display peptide library specifically binding

to the schistosomulum, not cercaria, tegument of Schistosoma japonicum. Methods A 12 phage鄄display peptide library
was screened with the S. japonicum schistosomula and cercariae as the target cells for biopanning by degrees, 15 positive
clones were picked randomly and deduced by DNA sequencing. According the sequencing result, ELISA test, elution
recovery test and immunohistochemical staining were performed to determine the specificity of the phages to the tegument.
To further examine its binding properties, the positive peptide conjugated to RhB and recombinant pEGFP鄄C2 plasmid
were similarly synthesized. Results After 3 rounds of biopanning, the phage recovery rate increased from 3.50伊10鄄5% to
3.20伊10鄄2%, indicating that the phage library was successfully enriched in the tegument of schistosomula. The analyzed
sequences were identical with 3 peptide sequence of ZL6, ZL4 and ZL1. ELISA showed that the P/N value of MppZL4,
MppZL6 and MppZL binding the schistosomulum membrane protein was 6.72袁 3.65 and 2.22, while 1.58袁 5.15 and
1.20 of binding the membrane protein of cercariae, respectively. Elution recovery test showed that the elution recovery
rate of MppZL4 咱渊4.60依0.27冤伊10鄄2%暂 was much higher than that of MppZL6 咱渊2.10依0.23冤伊10鄄3%暂, MppZL1 咱渊1.20依0.28冤
伊10鄄3%暂 and M13KE 咱渊1.30依0.60冤伊10鄄7%暂渊P<0.01冤. Immunohistochemical staining showed that MppZL4 specifically bound
to the tegument of schistosomula with a positive rate of 83.0% 渊83/100冤. Fluorescent microscopy revealed that the

揖论著铱文章编号院1000鄄7423渊2013冤鄄01鄄0027鄄06

日本血吸虫脱尾童虫表膜结合短肽的筛选与鉴定
刘彦 1袁 张组萍 2袁 王可耕 1袁 顾孔珍 2袁 蔡立汀 2袁 曾庆仁 2 *

27窑 窑



中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2013年 2月第 31卷第 1期 Chin J Parasitol Parasit Dis Feb. 2013袁 Vol. 31袁 No.1

日本血吸虫病是一种严重危害人类健康的人兽共

患寄生虫病遥 中国和菲律宾袁 有 6 900万~7 500万人
受到日本血吸虫感染的威胁咱1暂遥 由于缺乏行之有效的
可控制传播与反复感染的方法和技术袁 使血吸虫病在
部分湖洲地区流行仍然相当严重咱2鄄6暂遥

用于治疗血吸虫病的吡喹酮和预防药物青篙素

类袁 在体内药代动力学特点表现为代谢快和分布面
广袁 使药物的生物利用度不高咱7,8暂遥 如能将杀虫药物特
异靶向到虫体袁 则不仅可提高药物在虫体部位的浓
度袁 发挥更好抗虫效果袁 而且还可低剂量投药以减
少药物所致毒副反应袁 并达到提高药物生物利用度
的目的咱9暂遥

本课题组在实践中经过反复探索袁 研究获得噬菌
体体外逆向差异筛选活虫体的技术 渊专利号为
CN200910043720.5冤遥 为探索日本血吸虫体被在正常
生理状态下所能黏附和结合的外源性多肽分子和特

性袁 本研究根据日本血吸虫尾蚴和脱尾童虫体表不同
特性咱10鄄13暂袁 以日本血吸虫脱尾活童虫为靶标袁 利用噬
菌体展示技术对其进行筛选和鉴定遥

材料与方法

1 材料

1.1 实验钉螺尧 尾蚴和脱尾童虫 阳性钉螺由湖南

省寄生虫病防治所提供 渊来源于洞庭湖血吸虫病流行
区冤遥 阳性钉螺常规方法逸蚴遥 参照文献[14尧 15]方法
将尾蚴机械脱尾袁 制备脱尾童虫袁 用于实验遥
1.2 试剂和仪器 Ph.D.鄄12TM噬菌体表面展示肽库试
剂盒尧 M13KE 噬菌体和宿主菌 ER2738 购自美国
NEW ENGLAND公司袁 RPMI 1640培养基购自美国
Gibco公司袁 3,3忆,5,5忆鄄四甲基联苯胺 渊3,3忆,5,5忆鄄tetram鄄
ethylbenzidine袁 TMB冤 和二氨基联苯胺 渊diaminoben鄄
zidine袁 DAB冤 显色试剂盒购自上海碧云天生物技术有
限公司公司袁 胰蛋白胨尧 酵母浸出物和琼脂粉等常规
试剂购自上海汇合生物科技有限公司袁 培养瓶和培养
板为美国 Corning公司产品袁 净化工作台为苏州苏净
集团安泰公司产品袁 恒温摇床为美国 Labnet公司产
品袁 倒置显微镜和数码相机为日本 Olympus公司产

品袁 酶标板置酶标分析仪 渊ELX800冤 为美国 Bio鄄Tek
设备公司产品遥

2 方法

2.1 M13噬菌体肽库体外逆向差异筛选童虫体表膜
结合短肽

2.1.1 筛选童虫体表膜结合短肽 取 渊500依20冤 条尾
蚴袁 放入 15 ml玻璃离心管袁 加入封闭液 3 ml袁 37 益
封闭 10 min袁 1 000伊g离心 10 min袁 弃上清曰 加入
5.7伊1010 pfu噬菌体袁 37 益轻摇 150 min袁 1 500伊g离
心 10 min袁 吸出上清噬菌体置于新管曰 取 1 滋l上清袁
分别用双层琼脂平板法和 real鄄time PCR法测定噬菌
体丰度咱16暂袁 并计算回收率 渊回收率=尾蚴吸附后上清
中的噬菌体数/加入的噬菌体总数伊100%冤遥

根据试剂盒操作说明和参考文献咱17暂袁 将剩余上
清加入至 100 ml对数前期的 ER2738培养液中袁 37 益
200 r/min 轻摇 8 h袁 1 500伊g离心 10 min袁 收集上清袁
聚乙二醇 渊PEG冤 /NaCl 收集沉淀袁 用 TBS 悬浮沉
淀袁 即为扩增后上清袁 用于差异筛选与脱尾童虫结合
的短肽袁 real鄄time PCR法测定噬菌体丰度遥
取脱尾童虫 渊500依20冤 条袁 用 RPMI 1640培养基

洗涤 3次袁 封闭 10 min后袁 放入 10 ml 玻璃离心管
中袁 加入扩增后上清袁 37 益轻摇 150 min袁 1 000伊g
离心 10 min袁 弃上清遥 用 0.1% TBST洗涤虫体袁 同
等条件再次离心袁 弃上清袁 洗涤虫体袁 重复 10次遥 加
入 500滋l洗脱液袁 温和摇 5 min袁 1 500伊g离心 10 min袁
吸取上清袁 加入 150 滋l 1 mol/L Tris鄄HCl 渊pH 9.1冤
中和遥 取 10 滋l洗脱后上清袁 real鄄time PCR法测定噬
菌体丰度袁 并计算洗脱回收率 渊洗脱回收率=脱尾童
虫洗脱后的噬菌体数/加入的噬菌体总数伊100%冤遥 其
余置于 20~40 ml 对数前期的 ER2738 菌液中扩增袁
进行下一轮逆向差异筛选袁 共重复 3轮遥
2.1.2 阳性克隆鉴定 根据试剂盒操作说明袁 第 3
轮逆向差异筛选获得的洗脱上清用双层琼脂平板法测

定滴度袁 挑选噬菌斑进行克隆扩增袁 碘化银 渊AgI冤
抽提单链 DNA并纯化咱17暂袁 经凝胶电泳检测后袁 送上
海英骏 渊Invitrogen冤 生物技术有限公司进行自动循环

synthesized RhB鄄ZL4 bound to the tegument of schistosomula. The ZL4/pEGFP鄄C2 plasmid was introduced into juvenile
S. japonicum and expressed in the parasite. Conclusion The peptide of ZL4 specifically binds to the schistosomulum
tegument but not to that of cercaria.

揖Key words铱 Schistosoma japonicum曰 Tegument曰 Phage display
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双脱氧测序 袁 引物为 5忆 鄄CCCTCATAGTTAGCG鄄
TAACG鄄3忆遥
2.2 ELISA检测脱尾童虫膜蛋白尧 尾蚴膜蛋白与噬
菌斑克隆的特异性结合 参考文献咱18暂制作日本血吸
虫脱尾童虫膜蛋白 袁 二喹啉甲酸 渊Bicinchoninic
acid袁 BCA冤 法定量袁 将 50 滋l用碳酸盐包被缓冲液
稀释的膜蛋白渊10 滋g冤 加入 96孔酶标板中袁 4 益过
夜曰 弃包被液袁 PBS洗涤 3次袁 轻拍孔板甩干曰 每孔
中加入 200 滋l 封闭液 渊5%脱脂牛奶冤 4 益 过夜曰
PBS洗涤 2次曰 每孔加入 108 pfu筛选的噬菌体袁 盖
上膜板袁 室温轻摇 150 min 后袁 PBS 洗涤 10 次袁 加
入 100 滋l 渊1 颐 5 000冤 辣根过氧化物酶标记的抗 M13
单抗 渊Pharmacia#27鄄9411鄄01冤袁 孵育 2 h袁 PBS洗涤 6
次袁 TMB底物作用 15 min后袁 加入 50 滋l 5% H2SO4
终止反应袁 测定吸光度 渊A 450值冤遥 设 M13KE克隆为
阴性对照组袁 TBS为空白对照组袁 实验重复 3次袁 计
算 P/N值遥 计算公式为 P/N值= 渊待测孔 A 450-空白孔
A 450冤 /渊阴性对照孔 A 450-空白孔 A 450冤袁 逸2.1为阳性袁
2.1约P/N约1.5为疑似阳性袁 臆1.5为阴性咱19暂曰 同法测定
尾蚴膜蛋白与噬菌斑克隆的特异性结合遥
2.3 洗脱回收实验检测脱尾童虫与噬菌斑克隆的

特异性结合 根据说明书稍加改进院 取 15 ml 离心
管袁 放入 渊500依20冤 条脱尾童虫袁 封闭 l0 min后加
入 1010 pfu 的筛选的噬菌体袁 37 益 轻摇 150 min袁
1 000伊g离心 10 min袁 弃上清袁 洗脱尧 回收尧 滴定噬
菌体丰度袁 比较噬菌体与脱尾童虫的洗脱回收率 渊洗
脱回收率=洗脱噬菌体丰度/加入噬菌体丰度伊100%冤袁
洗脱回收率高袁 则表示噬菌体与脱尾童虫特异性结合
较好袁 反之亦然遥 设 M13KE克隆为阴性对照组袁 实
验重复 3次遥
2.4 免疫组织化学检测脱尾童虫与阳性噬菌体的特

异性结合 渊500依20冤 条脱尾童虫放入 15 ml离心管
中袁 TBS 洗涤 3 次袁 BSA 37 益封闭 60 min 后加入
1010 pfu的阳性噬菌体袁 37 益轻摇 150 min袁 1 000伊g
离心 10 min袁 弃上清袁 最后 1次洗涤后袁 保留约 50 滋l
液体袁 再缓缓悬起虫体袁 滴至载玻片上袁 均匀涂片袁
风扇轻轻吹干袁 使虫体贴在载玻片上袁 加多聚甲醛
1 ml袁 固定 10 min袁 0.5%TBST洗涤 3 次曰 加入灭活
内源性过氧化物酶 1 ml袁 常温下孵育 10 min袁 TBST
洗涤 3次袁 加入 1 颐 5 000的 anti鄄M13单克隆抗体 1 ml
渊TBS稀释冤袁 4益过夜后袁 PBST洗涤 6次袁 滴加 200滋l
渊1 颐 200冤 辣根过氧化物酶标记免疫球蛋白 G 渊HRP鄄
IgG冤袁 37 益作用 60 min袁 PBST 洗涤 6 次后 DAB 显
色袁 虫体带有棕黄色色素沉着即判为阳性袁 计算 100
条虫体的阳性率遥 设 M13KE克隆和日本血吸虫尾蚴

为对照组袁 实验重复 3次遥
2.5 荧光显微镜观察人工合成的阳性噬菌体短肽与

脱尾童虫体外特异性结合情况 根据阳性噬菌体的插

入短肽序列袁 人工合成罗丹明标记的短肽遥 渊500依20冤
条脱尾童虫放入 15 ml 离心管中袁 TBS 洗涤 3 次袁
BSA 37 益封闭 60 min袁 加入 50 滋g人工合成的阳性
噬菌体短肽袁 设随机 12 肽为阴性对照袁 37 益轻摇
150 min袁 1 000伊g离心 10 min袁 弃上清遥 收集虫体袁
TBST 洗涤 3 次袁 1 000伊g离心 10 min袁 重复 10 次袁
倒置荧光显微镜观察并拍照咱20暂袁 计算阳性率遥 实验重
复 3次遥
2.6 目的片段 pEGFP鄄C2质粒体外转染脱尾童虫 根

据阳性噬菌体插入短肽的基因序列袁 优化后人工合成
含目的片段的 pEGFP鄄C2质粒遥袁 取 渊100依5冤 条脱尾
童虫袁 置入含有 0.75%二甲基亚砜培养基的 24孔板
中袁 加入 100 滋g人工合成质粒袁 37 益袁 5%CO2袁 饱
和湿度培养箱培养 72 h袁 隔天换液 1次袁 每 12 h倒
置荧光显微镜观察 1次袁 计算计算 100条虫体的阳性
率咱21,22暂遥 设空白载体为对照组遥 实验重复 3次遥

3 统计学分析

采用 SPSS 11.5软件对数据进行 字2检验袁 显著性
差别设置为 P<0.05遥

结 果

1 M13噬菌体肽库体外逆向差异筛选活虫体表膜结
合短肽

经随机 12肽库对虫体表膜的 3轮逐步加压逆向
差异筛选袁 噬菌体上清回收率逐级提高袁 从第 1轮的
1.70伊10鄄3%到第 3轮的 73.5%袁 提高约 40 000倍遥 洗
脱回收率亦逐级提高袁 从第 1轮的 3.50伊10鄄5%到第 3
轮的 3.20伊10鄄2%袁 提高约 1 000倍袁 洗脱的噬菌体得
到有效富集 渊表 1冤遥

在符合条件 渊平板噬菌斑总量为 10~100个袁 无
成堆现象冤 的 4块平板上共挑取 15个样品袁 根据主
要实验人员姓氏和重复的频率分别命名为 M13噬菌
体短肽 ZL6 渊M13 phage peptide Zeng and Liu 6袁
MppZL6冤袁 MppZL4和 MppZL1 渊表 2冤遥 BLAST分析
显示袁 MppZL1 与家鼠载脂蛋白 B 有 53.8% 渊7/13冤
同源性袁 MppZL6与日本血吸虫 CHGC07116 蛋白有
69.2% 渊9/13冤 同源性袁 MppZL4与阴道毛滴虫自交第 3
代的表面抗原 Bsp A样蛋白有 80.0% 渊8/10冤 同源性遥

2 ELISA检测脱尾童虫膜蛋白尧 尾蚴膜蛋白与Mp鄄
pZL6尧 MppZL4和MppZL1特异性结合
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图 1 ELISA 鉴定阳性克隆
Fig. 1 Identification of positive clones of linear 12 peptide

library by ELISA

8
7
6
5
4
3
2
1
0 MppZL6 MppZL4 MppZL1

实验分组 Group
脱尾童虫 Schistomula 尾蚴 Cercariae

表 3 MppZL6尧 MppZL4和MppZL1与日本血吸虫脱尾童虫
结合后的洗脱回收率

Table 3 Recovery rate of M13 phage peptide binding to schistosomula
分组Group 噬菌体加入量/pfuPhages added/pfu 噬菌体洗脱量/pfuPhages eluted/ pfu 洗脱回收率/%Recovery rate/%

MppZL6 渊4.30依0.03冤伊1010 (9.10依0.063)伊105 (2.10依0.23)伊10-3

MppZL4 渊4.20依0.04冤伊1010 (1.90依0.093)伊107 (4.60依0.27)伊10-2*

MppZL1 渊5.50依0.02冤伊1010 (6.70依0.054)伊105 (1.20依0.28)伊10-3

M13KE 渊5.10依0.04冤伊1010 (6.80依0.024)伊10 (1.30依0.60)伊10-7

注院与 M13KE比较袁 * P<0.01遥
Note: vs. M13KE, * P<0.01.

表 2 15个噬菌体克隆的碱基序列
Table 2 Base sequence of the 15 phage clones

样品编号Samplecode
碱基序列渊5忆寅3忆冤Base sequence(5忆寅3忆) 频率Frequency

噬菌体
命名Namedphage

插入肽段
命名Namedinsertedpeptide

1鄄1尧 1鄄4尧2鄄2尧 2鄄3尧2鄄4尧 4鄄1
GAT CGT TAT TCTGAG ATT CGG ACTTCT TCG ACG TTG 6 MppZL6 ZL6

1鄄2尧 2鄄1尧2鄄5尧 4鄄2 TAT TCG GGG TTGCAG GAT AGT TCGCTT AGG CTT CGG 4 MppZL4 ZL4
1鄄3 GAT TAT CCT TCTGCG AAT AAG TGGCCG CGG TAT GTT 1 MppZL1 ZL1
2鄄6尧 3鄄4 插入片段缺如 2
3鄄1尧 3鄄2 DNA已经降解 2

表 1 每轮逆向差异筛选后噬菌体富集度
Table 1 Phage enrichment after each round of reverse absorption and bio鄄panning

注院 荫 原始噬菌体肽库曰 ▼ 尾蚴逆向吸附后经过扩增后的噬菌体曰 银 上一轮筛选后扩增的噬菌体遥
Note: 荫 Phages from original peptide library曰 ▼ Phages from cercariae reverse absorption and amplified on the phage volume曰 银 Phages from
the last round of bio鄄panning and amplified on the phage volume.

筛选轮数 Round 加入噬菌体数量/ pfuNo. added phages/ pfu
尾蚴逆向吸附后上清中噬菌体Phage in supernatant after cercariae absorption 脱尾童虫洗脱回收的噬菌体Phage eluted from schistosomula
数量/pfuNumber/pfu 回收率/%Yield rate/% 数量/pfuNumber/pfu 洗脱回收率/%Recovery rate/%

第 1轮逆向吸附1st reverse absorption 5.70伊1010荫 9.80伊105 1.70伊10-3

第 1轮筛选1st bio鄄panning 2.60伊1010▼ 9.00伊103 3.50伊10-5

第 2轮逆向吸附2nd reverse absorption 4.10伊1010银 1.50伊107 3.57伊10-2

第 2轮筛选2nd bio鄄panning 3.70伊1010▼ 6.70伊103 1.80伊10-3

第 3轮逆向吸附3rd reverse absorption 5.40伊1010银 3.90伊1010 73.51
第 3轮筛选3rd bio鄄panning 3.10伊1010▼ 9.90伊106 3.20伊10-2

结果显示袁 MppZL4尧 MppZL6和 MppZL1分别与
脱尾童虫膜蛋白结合后的 P/N 值为 6.72袁 3.65 和
2.22袁 均为阳性袁 提示 3个噬菌体短肽均能与脱尾童虫
膜蛋白结合曰 与尾蚴膜蛋白结合后的 P/N值为 1.58尧
5.15和 1.20袁 仅MppZL6与尾蚴膜蛋白结合 渊图 1冤遥

3 洗脱回收实验检测脱尾童虫与MppZL6尧 MppZL4
和MppZL1的特异性结合
结果显示袁 MppZL4与脱尾童虫特异性结合较好袁

其洗脱回收率咱渊4.60依0.27冤 伊10鄄2%暂 远高于 MppZL6
咱渊2.10依0.23冤 伊10鄄3%暂尧 MppZL1 咱渊1.20依0.28冤 伊10鄄3%暂
和M13KE 咱渊1.30依0.60冤 伊10鄄7%暂渊P<0.01冤 渊表 3冤遥

4 免疫组织化学检测脱尾童虫与阳性噬菌体MppZL4
的特异性结合

脱尾童虫与 MppZL4反应后袁 有棕黄色色素附着
于童虫体表袁 虫体颜色明显比阴性对照组黄而深
渊图 2冤遥 脱尾童虫与 MppZL4结合的阳性率为 83.0%
渊83/100冤遥

5 荧光显微镜观察 RhB鄄ZL4与脱尾童虫体外特异性
结合

根据 MppZL4 的插入短肽序列 袁 由上海
ChinaPeptide 公司合成罗丹明标记的 ZL4 短肽 RhB鄄
YSGLQDSSLRLR 渊RhB鄄ZL4冤袁 其纯度为 98%曰 同时合
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A B
A: MppZL4与脱尾童虫结合曰 B院 M13KE与脱尾童虫结合 渊阴性对照冤遥
A院 MppZL4 binding to schistosomula曰 B院 M13KE binding to schistoso鄄
mula 渊negative control冤.
图 2 日本血吸虫脱尾童虫与MppZL4特异性结合的检测 (伊200)

Fig. 2 Detection of MppZL4 specifically binding to
schistosomula (伊200)

成罗丹明标记的随机 12肽 RhB鄄12P遥
脱尾童虫与 RhB鄄ZL4孵育后袁 荧光显微镜下明

显可见童虫表膜的红色荧光袁 尤以腹吸盘明显 渊图
3A冤曰 童虫与 RhB鄄12P孵育后袁 腹吸盘偶见轻微的
红色荧光 渊图 3B冤曰 经计数袁 童虫与 RhB鄄ZL4孵育
15 min后的阳性率为 78.0豫 渊78/100冤遥

6 ZL4/pEGFP鄄C2质粒体外转染血吸虫脱尾童虫
根据宿主菌大肠埃希菌 E. coli ER2738菌株和实

验动物小鼠袁 对 ZL4基因序列进行密码子优化后渊5忆鄄
TACTCTGGCCTGCAGGACAGCTCCCTGAGGCTGAGA鄄
3忆冤袁 由南京 Genscript公司合成 ZL4/pEGFP鄄C2质粒遥

二甲基亚砜培养液中加入 100 滋g ZL4/pEGFP鄄C2
质粒袁 24 h后第 1次换液袁 倒置荧光显微镜下未见增
强型绿色荧光蛋白 渊enhanced green fluorescent pro鄄
tein袁 EGFP冤 表达袁 换液后追加 ZL4/pEGFP鄄C2质粒
100 滋g袁 24 h后袁 倒置荧光显微镜下可见部分脱尾童
虫在蓝色激发光下呈现绿色荧光 渊图 4A冤袁 表明有
EGFP 的表达袁 换液后未添加 ZL4/pEGFP鄄C2 质粒袁
72 h后荧光亮度减弱袁 96 h后荧光消失曰 EGFP主要
集中于童虫的皮层和副皮层袁 呈颗粒状袁 虫体的口尧
腹吸盘部位尤为明显袁 转染率为 7%曰 pEGFP鄄C2空白

载体组腹吸盘稍带绿色荧光渊图 4B冤袁 余未见明显阳性遥

讨 论

噬菌体展示技术使特异性靶分子的筛选具有更为

便利的手段咱23暂遥 Ph.D.库作为噬菌体展示肽库的代表
被广泛利用袁 特别是分离一系列生物分子 渊如抗体尧
酶尧 受体尧 细胞因子以及细胞溶质成分的某些胞质蛋
白冤 的肽配体咱24,25暂遥 在肿瘤和心血管研究领域袁 Ph.D.
库有不少用来直接筛选活体内细胞或脉管的标志物袁
是一种高效获取结果的途径咱26,27暂曰 而在血吸虫研究领
域中仅见用抗体作探针来免疫筛选相应抗原模拟表

位咱28,29暂袁 其目的是通过筛选获取模拟抗原表位袁 作免
疫保护或免疫诊断的研究遥
已有研究证实袁 血吸虫尾蚴和童虫的体表成分有

较大不同咱10,30暂曰 尾部脱落对于虫体通透性的影响尽管
时间短暂袁 但效果非常明显咱31暂袁 可促使虫体单细胞腺
体内的钙离子尧 碱性蛋白和酶类等分泌物排空袁 使一
些童虫具备的特异性蛋白附着于虫体表面袁 而尾蚴
则不具备袁 如 SmSLP 咱11暂尧 Sm鄄7TM 咱12暂等袁 因此袁 能
与血吸虫活童虫表膜结合的多肽有可能通过噬菌体肽

库筛选出来曰 此外袁 血吸虫脱尾童虫暴露了与宿主发
生关系的膜界面袁 血吸虫体被具有与自身生理功能
渊如分泌代谢和调节渗透压冤 有关的离子通道 渊如
Ca2+通道冤咱32暂袁 同时也具有与信号转导有关的多种受
体咱33暂袁 而这些受体和通道亦有可能与适合的短肽分子
结合遥 基于这些理论基础袁 本研究利用噬菌体肽库袁
通过逆向吸附和筛选技术袁 从活虫体表筛选与童虫结
合而不与尾蚴结合的噬菌体短肽遥 经过 3轮差异筛
选袁 富集度明显增高遥 阳性克隆测序后显示袁 Mpp鄄
ZL6尧 MppZL4和 MppZL1短肽均由 8~9个亲水的极
性氨基酸残基和疏水的非极性氨基酸残基交错构成袁
此结构便于蛋白与蛋白之间的结合袁 这可能是目标噬

A: RhB鄄ZL4与脱尾童虫结合曰 B院 RhB鄄12P与脱尾童虫结合 渊阴性对照冤遥
A院 RhB鄄ZL4 binding to schistosomula曰 B院 RhB鄄12P binding to schis鄄
tosomula 渊negative control冤.
图 3 日本血吸虫脱尾童虫与 RhB鄄ZL4特异性结合的检测 (伊200)
Fig. 3 Detect on of RhB鄄ZL4 binding to schistosomula (伊200)

A B

坻

A: ZLW/pEGFP鄄C2转染脱尾童虫曰 B院 pEGFP鄄C2空白载体转染与脱尾
童虫 渊阴性对照冤遥
A院 ZLW/pEGFP鄄C2 transfected into schistosomula曰 B院 pEGFP鄄C2
transfected into schistosomula 渊negative control冤.
图 4 重组质粒 ZLW/pEGFP鄄C2 体外转染日本血吸虫脱尾童虫 渊伊200冤
Fig. 4 ZLW/pEGFP鄄C2 in vitro transfected into schistosomula 渊伊200冤

A B

坻
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菌体能与虫体结合的原因之一曰 且 MppZL4和 Mpp鄄
ZL1短肽等电点分别为 8.75和 8.50袁 呈碱性袁 也有利
于与具有酸性特征咱10]的虫体膜分子结合遥 经过 ELISA
和噬菌体回收实验袁 MppZL4是目前所筛选的最佳噬
菌体短肽袁 能与脱尾童虫结合而不与尾蚴结合遥

由于 MppZL4是 ZL4短肽与 M13 噬菌体结合的
分子袁 为验证 ZL4短肽是否具备同样的特异性结合作
用袁 本课题人工合成了罗丹明标记的 ZL4短肽 RhB鄄
ZL4袁 并通过荧光显微镜检测发现 RhB鄄ZL4可与日本
血吸虫脱尾童虫体外特异性结合遥 但 ZL4为只有 12
个氨基酸的短肽袁 直接注入宿主体内袁 很快被降解袁
且有可能诱导免疫耐受袁 产生免疫逃避袁 促使病情发
展袁 因此将 ZL4 序列优化后构建 ZL4/pEGFP鄄C2 质
粒袁 体外转染日本血吸虫脱尾童虫后发现袁 ZL4可在
虫体内表达袁 但其转染率和荧光亮度均不及本课题组
构建的另 1个质粒咱22暂遥
本研究创建了一种新筛选方法袁 在体外利用日本

血吸虫活童虫筛选出目标噬菌体 ZL4袁 该噬菌体在日
本血吸虫的药物治疗尧 影像学诊断和基因治疗方面将
具有重要的实用价值和学术意义遥
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