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摘 要:基于西藏地区采集的片形吸虫,构建片形吸虫成虫噬菌体展示cDNA文库,利用感染片形吸虫羊血清对该文库进行

初筛和复筛。挑取阳性噬菌斑,PCR扩增及测序,对测序结果进行生物信息学分析;利用所得序列设计引物,以片形吸虫

DNA为模板进行PCR扩增再次验证。结果成功构建了片形吸虫成虫cDNA文库,文库滴度为1.24×107pfu/mL,重组率为

100%,共筛选和鉴定出8个免疫基因蛋白。
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Abstract:BasedonFasciolaspp.collectedfromXizang,aphage-displayedcDNAlibraryofadultFasciolaspp.wasconstructed,andthe

librarywasprimaryandsecondaryscreenedusingserumfromsheepinfectedwithFasciolaspp.PositiveplaqueswerepickedforPCRamplifi-

cationandsequencing,andbioinformaticsanalysiswasperformedonthesequencingresults.Primersweredesignedaccordingtotheobtained

sequences,andPCRamplificationwasconductedagainwithFasciolaspp.DNAasthetemplateforverification.Theresultsshowedthatthe

cDNAlibraryofadultFasciolaspp.wassuccessfullyconstructedwithatiterof1.24×107pfu/mLandarecombinationrateof100%,anda

totalof8immunegeneproteinswerescreenedandidentified.
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  片形吸虫隶属于复殖目片形科片形属,是一

种重要的人畜共患寄生虫,严重危害牛、羊等家

畜健康[1]。该虫感染可导致宿主肝胆系统出现

病理损伤,引起生长发育受阻、繁殖能力下降及

生产性能降低,严重时可致死亡[2]。片形吸虫病

在全球广泛流行,据估计已在70多个国家造成

约240万 人 感 染[3],并 对 畜 牧 业 带 来 年 均 约

32亿美元的经济损失[4],严重制约着牛羊养殖业

的可持续发展。因此,加强片形吸虫病的相关研

究,不仅对畜牧业可持续发展具有重要意义,也
可为人类公共卫生安全提供重要保障[5-6]。

西藏自治区位于我国西南边陲的青藏高原,
平均海拔在4000m以上,自然资源丰富,地理

环境复杂。该区域雪融溪流与季节性扩张的沼

泽湿地为片形吸虫的中间宿主提供了丰富且稳

定的栖息场所[7],加之传统的四季轮牧模式,导
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致家畜反复暴露于疫水环境,从而增加了片形吸

虫病感染的风险。调查数据显示,西藏地区片形

吸虫病感染率为20.00%~44.30%[8-10],呈现出

高感染态势,因此开展准确的病原诊断已成为有

效防控该病的关键环节。
目前,片形吸虫病的常规诊断方法主要依赖

于粪便镜检虫卵,但该方法敏感性较低,且虫体

从感染至成虫排卵需历时2~3月,待检出时往

往已对宿主造成严重病理损害[11]。早期感染阶

段虫体移行可刺激机体产生特异性抗体,因此血

清学抗体检测被视为实现早期诊断的有效途

径[12]。目前已开发出多种基于重组抗原的片形

吸虫诊断试剂盒,但西藏地区片形吸虫可能存在

遗传和抗原性上的独特性,因此,针对这一需求,
本研究构建了片形吸虫的cDNA文库,并开展免

疫学筛选,旨在为西藏片形吸虫病免疫诊断技术

提供支持。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

Advantage􀆿2PCRKit和SMARTTMcDNA
LibraryConstructionKit购 自 Clontech公 司;

TissueDNAKit和TotalRNAKit购自OMEGA

生物;polyASpinmRNA分离试剂盒购自上海哈

灵生物科技有限公司;1kbDNALadder和硝酸

纤维素膜购自碧云天生物;2×PCRMix、DL2000
DNAMarker、Ts-GelRed购自擎科生物科技股份

有限公司;其他试剂均购自索莱宝。

1.2 片形吸虫虫体及血清采集

2023年11月屠宰季期间,于本地农牧民饲

养的牦牛肝脏中采集片形吸虫成虫20份,虫体

迅速液氮冷冻,实验室-80℃冰箱长期保存;采
集同一批自然感染片形吸虫病的阳性牦牛血液

样本,获得血清,-20℃冰箱保存备用。

1.3 虫体分子生物学鉴定

根据TissueDNAKit说明书提取虫体全基

因组DNA,并保存于-20℃冰箱中。参照已报

道片形吸虫线粒体基因 NADHdehydrogenase
subunit1(NAD1)序列[13]设计引物(表1),由擎

科生物技术有限公司合成。经PCR扩增后,产
物通过1%琼脂糖凝胶电泳进行鉴定,对预期大

小条带进行切胶回收,纯化后的阳性产物送擎科

生物技术有限公司进行双向测序。测序拼接结

果在NCBI数据库中进行BLAST比对分析。采

用 MEGA11.0软件进行同源性分析,邻接法构

建系统进化树。
表1 PCR引物信息

名 称 引物序列(5'-3') 产物大小/bp 退火温度/℃

NAD1
F:AAGGATGTTGCTTTGTCGTGG
R:GGAGTACGGTTACATTCACA

619 56

通用PCR引物
T7:TCCGAGATCTGGACGAGC
T3:TAATACGACTCACTATAGGG

根据实际 54

FgCL2
F:TCCTCACGGTCGGAGTGCTTG
R:TCACATAACCAGATTCACGCCAGTC

339 54

FgBⅡ
F:ACGGCGAGTTCAACAGACATGC
R:CCACCAAATCCACCACCACGAC

340 55

FgSAP2
F:TGCTGGCGGCAGTAACTTTCG
R:GGCAGATTTCCGTTGTGTTGTGTTG

265 57

Fg08
F:CGCCAGAATCCATCCGTTCATCC
R:CTACTGCTTCCACTGCTGCTTCC

297 49

FgX1
F:GTGGCCTTTCTGGTGCGATACG
R:GACGACTGACCTCACTCACATTACG

353 51

Fg83
F:GATTCGTGCCTTGGTGTTGCTAAC
R:TCCAATGAAGGTTGCCGAGACAATC

287 55

Fg14
F:ATGAATGTACAATTCATTTTCGTCTTT
R:TCAAAACAAAACGAATACAGTCTTATC

273 54

Fg28
F:ATGTCATTGATTTTGGGCAAAGAATT
R:TCATTGTGGTAGCATTTGGGGA

216 56
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1.4 总RNA的提取和纯化

将保存于-80℃冰箱中的虫体样本取出,
在液氮预冷条件下研磨成粉,按TotalRNAKit
说明书流程提取其总RNA,经变性琼脂糖凝胶

电泳检测总 RNA的完整性。使用polyASpin
mRNA分离试剂盒,从总 RNA 中分离并纯化

mRNA,再采用 Nanodrop核酸测定仪对纯化后

的mRNA进行浓度与纯度检测。
1.5 cDNA文库的构建

按照 SMARTTM cDNA LibraryConstruc-
tionKit说明书进行操作,以 mRNA为模板,在
反转录酶催化下合成cDNA第1链,利用PCR
扩增合成cDNA第2链。双链cDNA经蛋白酶

K消化后,通过CHROMASPIN-400TM 柱进行

离心层析,去除接头片段及短链cDNA。收集所

得cDNA片段与λTriplEx2TM噬菌体载体连接,
并转化入宿主菌XL1-Blue中,构建出包装好的

初始cDNA文库。
1.6 cDNA文库的免疫学筛选

用大肠杆菌裂解液预吸附自然感染混合阳

性血清以去除非特异性抗体。将片形吸虫cDNA
噬菌体文库铺板,转印至IPTG预处理的 NC膜

上,用处理后的阳性血清进行孵育,经封闭、二抗

孵育和DAB显色后筛选阳性噬菌斑,复筛3轮。
筛选出的阳性噬菌斑为DNA模板,通用引物PCR
(表1)扩增,送至擎科生物技术有限公司测序。
1.7 PCR验证

根据筛选测序获得的8个基因序列(表1)设
计特异性引物,以片形吸虫 DNA为模板,通过

PCR扩增验证上述基因是否来源于实验所用虫

体。PCR扩增程序:95℃3min,95℃15s,退
火15s,72℃30s,35个循环;72℃10min。扩

增产物使用1%琼脂糖凝胶在150V电压下电泳

15min进行分离和检测。
1.8 阳性克隆的生物信息学分析

对筛选到的8个基因蛋白进行生物信息学

分析,使用https://services.healthtech.dtu.dk/
services/SignalP-5.0 预 测 是 否 含 有 信 号 肽,

http://www.psort.org/psortb/index.html进行

亚细 胞 定 位 的 预 测,http://www.cbs.dtu.dk/

services/TMHMM/分析是否存在跨膜区。

2 结果与分析

2.1 片形吸虫分子鉴定结果

从西藏地区采集到20份片形吸虫成虫,进

行NAD1基因扩增,出现约619bp条带,与预期

目的条带均相符(图1)。测序后BLAST比对分

析结果显示,20条基因序列均与大片 形 吸 虫

NAD1基因序列一致性为99.34%~100%,鉴
定为大片形吸虫。系统进化树分析结果显示,大
片形吸虫和肝片吸虫处于两个不同的分支上,本
研究 中 的 大 片 形 吸 虫 与 来 自 印 度(GenBank:

OR908783)同源性较高(图2)。

N为阴性对照,1~9为片形吸虫样本,

M为DNA标准DL2000
图1 部分片形吸虫样品NAD1基因PCR扩增结果

图2 基于片形吸虫NAD1基因构建的系统进化树
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2.2 片形吸虫总RNA质量的鉴定

提取的片形吸虫总RNA经Nanodrop核酸测

定仪测定其浓度为1643μg/mL,OD260/OD280比

值为2.18。琼脂糖凝胶电泳结果显示清晰的28S
rRNA和18SrRNA条带(图3),表明总RNA质

量较好,满足cDNA文库构建的要求。

1为总RNA样品,M为DL1kbDNAMarker
图3 片形吸虫总RNA及双链cDNA电泳图

2.3 片形吸虫cDNA文库构建

构建的初级文库库容大于有效文库要求的

1×106pfu/mL,测定文库滴度为1.24×107pfu/mL,
随机选择的单克隆插入片段在200~3000bp,
重组率为100%。

2.4 cDNA文库免疫筛选与阳性克隆鉴定

用预处理的片形吸虫混合阳性血清对cDNA
文库进行免疫筛选(图4),筛选出孵育的NC膜上

特有阳性斑点14个,复筛后获得10个阳性克隆,

PCR电泳和测序分析得到8条有效序列(表2)。

1~9为阳性克隆,N为阴性对照,

M为DL2000DNAMarker
图4 部分阳性克隆的PCR扩增结果

表2 免疫筛选获得的片形吸虫蛋白基因分析

GenBank登录号 基因注释 蛋白登录号 序列长度/bp

AF510856 组织蛋白酶L2 AAM44832.1 1068

EF110993.1 卵黄蛋白BⅡ ABL11192.1 908

AY870255.1 鞘脂激活样蛋白SAP-2 AAX68446.1 434

SUNJ01010311.1 假定蛋白FGIG_06508 TPP59733.1 675

SUNJ01001586.1 假定蛋白FGIG_02543 TPP66628.1 216

SUNJ01002206.1 镁依赖性磷酸酶1 TPP66157.1 774

SUNJ01013826.1 假定蛋白FGIG_04483 TPP56987.1 345

SUNJ01009074.1 假定蛋白FGIG_08614 TPP60711.1 237

2.5 筛选基因PCR验证

以片形吸虫 DNA 为模板,对筛选获得的

8个基因序列进行PCR扩增。结果显示,扩增产

物大小与预期目的片段大小一致(图5),表明该

8个基因均在片形吸虫虫体中表达,进一步验证

了本研究结果的可靠性。

2.6 免疫筛选的基因生物信息学分析

经预测分子,8个蛋白中FgCL2、FgSAP2和

假定蛋白FGIG_06508有信号肽,其余均无信号

肽;亚单位定位都是细胞质;除了FgSAP2为跨

膜蛋白、假定FGIG_02543为内膜蛋白外,其余

蛋白均没有跨膜区,属于外膜蛋白(表3)。

1为Fg43,2为FgSAP2,3为FgCL2,4为FgBⅡ,

5为Fg08,6为FgMDP1,7为Fg83,8为Fg14,

N为阴性对照,M为DL2000DNAMarker
图5 候选基因PCR扩增验证结果
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表3 鉴定蛋白的分析

蛋白 信号肽 亚细胞定位 跨膜结构域

FgCL2 有 细胞质 外膜

FgBⅡ 无 细胞质 外膜

FgSAP2 有 细胞质 跨膜

假定蛋白FGIG_06508 有 细胞质 外膜

假定蛋白FGIG_02543 无 细胞质 内膜

FgMDP1 无 细胞质 外膜

假定蛋白FGIG_04483 无 细胞质 外膜

假定蛋白FGIG_08614 无 细胞质 外膜

3 讨论与结论

3.1 讨论

西藏自治区是我国5大牧区之一,天然草场

面积居全国首位,畜牧业在全国具有不可替代的

地位。片形吸虫病是一种常见于反刍动物的寄

生虫病,同时也是重要的人畜共患病。该病主要

由肝片吸虫和大片吸虫引起,近年来还发现介于

二者之间的杂合型[14-15]。本研究对采集的片形

吸虫样本利用线粒体 NAD1基因进行分子生物

学鉴定,结果采集的样本均为大片形吸虫。以往

研究多基于传统形态学和血清学进行其种类鉴

定,普遍认为西藏地区反刍动物感染以肝片吸虫

为主[8-10],未能从分子生物学角度来准确区分大

片形吸虫与肝片吸虫。本研究通过分子生物学

方法明确了大片形吸虫在该区的优势地位,为正

确评估片形吸虫病的流行特征和制定防控策略

提供了科学依据。
近年来,随着分子生物学技术的迅速发展,

cDNA文库可识别病原体关键基因和宿主标志

物,为病原体诊断和疫苗开发提供理论基础,已
被广泛 应 用 于 兽 医 基 础 研 究 的 多 个 领 域[16]。

cDNA文库的质量通常可从库容量、重组率以及

插入片段长度等指标进行评价[17-18]。本研究建

立了片形吸虫的高质量cDNA文库,文库滴度为

1.24×107pfu/mL,随机选择的单克隆插入片段

在200~3000bp,重组率为100%,可满足后续

免疫筛选的要求。
在西藏地区,目前片形吸虫病的流行情况较

为严重,但对该病的研究仍停留在流行病学调查

阶段,因此筛选具有诊断潜力的抗原分子为片形

吸虫病的早期诊断提供了技术支持。本研究在

构建片形吸虫成虫cDNA文库的基础上,通过免

疫筛选成功获得8个可被片形吸虫阳性血清识

别的蛋白抗原编码基因。其中,组织蛋白酶L2
和镁依赖性磷酸酶1在肝片吸虫和大片形吸虫

中已有相关报道[19-20];鞘脂激活样蛋白SAP-2在

肝片吸虫中作为诊断抗原表现出良好的特异

性[21];卵黄蛋白BⅡ具有高度保守性和组织特异

性表达特征,作为一个功能未知的抗原,其潜在

的功能差异、调控机制以及在疫苗开发和诊断工

具中的应用价值值得进一步探索[22]。此外,还鉴

定出4个新发现的片形吸虫病候选诊断抗原,包
括假 定 蛋 白 FGIG_06508、假 定 蛋 白 FGIG_

02543、假 定 蛋 白 FGIG_04483 和 假 定 蛋 白

FGIG_08614。这些结果为建立片形吸虫病的免

疫学诊断方法奠定了基础。

3.2 结论

本研究通过分子生物学鉴定,采集的片形吸

虫为大片形吸虫。成功建立了cDNA文库,利用

阳性血清对该文库进行免疫筛选,成功获得包括

组织蛋白酶L2、卵黄蛋白BⅡ、鞘脂激活样蛋白

SAP-2、镁依赖性磷酸酶1以及多个功能未知的

假定蛋白。
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