
ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．２１０８１０ ·论著·

细粒棘球绦虫ＴＳＰ２基因的克隆及生物信息学分析＊

王宁１，赵鹏鹏１，张艳艳２，马勋１，王正荣２＊＊，薄新文２＊＊

（１．石河子大学动物科技学院，新疆石河子８３２０００；２．省部共建绵羊遗传改良与健康养殖国家重点实验室／

新疆农垦科学院畜牧兽医研究所）

【摘要】　目的　克隆细粒棘球绦虫发育相关基因Ｔｅｔｒａｓｐａｉｎ　２－ＴＳＰ２（ＴＳＰ２），并 对 其 进 行 生 物 学 分 析。　方 法　通 过

在线检索 ＷｏｒｍＢａｓ　ＰａｒａＳｉｔｅ网站中Ｅｇ细粒棘球绦虫基因 组 数 据 库，获 得ＴＳＰ１的ｃＤＮＡ序 列 并 设 计 特 异 性 引 物。提

取细粒棘球绦虫原头蚴总ＲＮＡ，以此模板，ＲＴ－ＰＣＲ扩 增ＴＳＰ２基 因，将ＰＣＲ产 物 克 隆 到ｐＭＤ１９－Ｔ载 体 后 进 行 测 序，

并进行生物信息学分析。通过ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ　ｑＲＴ－ＰＣＲ方法分析ＴＳＰ２基因在原头蚴、包囊壁以及成虫中 ｍＲＮＡ的相

对表达量。　结果　克隆的ＴＳＰ２基因序列与 ＷｏｒｍＢａｓ　ＰａｒａＳｉｔｅ中已登录的细粒棘球绦虫跨膜蛋白ＥＧＲ＿０５０８３．１同

源性为１００％。ＴＳＰ２基因ｃＤＮＡ全长６２１个核苷酸，编码２０６个氨基酸的ＴＳＰ２蛋白，理论等电点为７．３３，不稳定指数

为４７．５０，为不稳定蛋白。脂肪系数为１０９．７１，亲水性疏水性平均值为０．９８７，为疏水性可溶性蛋白。ＴＳＰ２编码的蛋白

含有４个跨膜区，４个优势Ｂ抗原表位，属于跨膜蛋白家族，该蛋白具有３个开放阅读框。ｑＲＴ－ＰＣＲ显示，ＴＳＰ２基因在

细粒棘球绦虫原头蚴、包 囊 壁 及 成 虫 中 均 有 转 录，转 录 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义（Ｐ＞０．０５）。　结 论　细 粒 棘 球 绦 虫

ＴＳＰ２基因其编码蛋白含有优势Ｂ抗原表位，为包虫病重组免疫诊断抗原和亚单位疫苗的研发奠定了基础。
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　　棘球蚴病又称包虫病，是由棘球蚴引起的一种严

重的人畜共患慢性寄生虫病，其中９５％以上为细粒棘

球蚴（Ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓ　ｇｒａｎｕｌｏｓｕｓ，Ｅｇ）感 染 所 致 的 囊 型

包虫病（ｃｙｓｔｉｃ　ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓ，ＣＥ）［１］。包虫病呈世界

性分布，我 国 是 棘 球 蚴 病 流 行 最 严 重 的 国 家 之 一［２］。

２０１９年苏中华等［３］报 道，西 藏６３个 县 畜 间 棘 球 蚴 平

均感染率为１３．２１％，羊、牛、猪 棘 球 蚴 感 染 率 分 别 为

１８．２４％、９．１５％和０．９９％，西藏地区人群棘球蚴感染

率最高达１．７１％。２０１８年高伟等［４］报道，青海省永治

县有细粒棘球 绦 虫 病 患 者１２６例，检 出 率 为０．５４％。
新疆是我 国 包 虫 病 高 发 地 区 之 一［５］，２０１５－２０１７新 疆

塔城地区人群棘球蚴病感染率 为０．２５％［６］。２０１９年

对北疆阿勒泰、昌吉和伊犁部分牛和绵羊屠宰场进行

包虫病调查，查出病牛病羊４０头（只），平均感染率为

１．６０％［７］，包虫病危害严重［８］。
控制包虫病重在预防，筛选敏感、特异的细粒棘球

蚴抗原是 疫 苗 研 制 的 关 键［９］。四 跨 膜 蛋 白 家 族（ｔｅｔ－
ｒａｓｐａｎｉｎ，ＴＳＰ）在细胞感染病毒的生理过程中起重要

作用［１０］，其中一些成员已被证明可作为泡状棘球蚴病

（ａｌｖｅｏｌａｒ　ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓ，ＡＥ）、血 吸 虫 病（ｓｃｈｉｓｔｏｓｏ－
ｍｉａｓｉｓ）、华支 睾 吸 虫 病（ｃｌｏｎｏｒｃｈｉａｓｉｓ）等 的 候 选 疫 苗

靶标［１１－１５］。本研究利用分子克隆及生物信息学分析的

方 法 对 细 粒 棘 球 绦 虫 发 育 相 关 基 因 Ｔｅｔｒａｓｐａｉｎ　２－
ＴＳＰ２（ＴＳＰ２）进行克隆并分析其分子特征，以期 为 包

虫病重组免疫诊断抗原和亚单位疫苗的研发提供理论

基础。

材料与方法

１　材料

细粒棘球绦虫原头蚴采自新疆乌鲁木齐牛羊定点

屠宰厂包虫病绵羊的肝脏，成虫由省部共建绵羊遗传

改 良 与 健 康 养 殖 国 家 重 点 实 验 室 提 供；Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ　ＤＨ５α感受态细胞，ｐＭＤ１９－Ｔ载体，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚

合 酶，Ｔ４ＤＮＡ 连 接 酶，ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ均 购 自 日 本

ＴａＫａＲａ公 司；ＴＲＩＺＯＬ　Ｒｅａｇｅｎｔ购 自 美 国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＲＮＡ提取试剂盒，２×ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ均购自北京康为世纪公司。

２　方法

２．１　总 ＲＮＡ 的 提 取　取 新 鲜 原 头 蚴 及 包 囊 壁 用

ＰＢＳ清洗２～３次。将 成 虫、原 头 蚴 及 包 囊 壁 分 别 按

ＲＮＡ提取试剂盒说明书步骤提取总ＲＮＡ。

２．２　ＲＮＡ反转录及ＴＳＰ２基因的克隆和测序　将原

头蚴总 ＲＮＡ反 转 录 为ｃＤＮＡ，根 据 ＷｏｒｍＢａｓ　Ｐａｒａ－
Ｓｉｔｅ中ＴＳＰ２基 因 编 码 序 列（ＥＧＲ＿０５０８３．１），应 用

Ｐｒｉｍｅｒ　５．０设 计 ＴＳＰ２全 长 序 列 的 特 异 性 引 物。

Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆ：５’－ＡＴＧＧＧＴＧＧＴＣＴＴＣＡＡＧＧＴＧＧ－３＇，

Ｐｒｉｍｅｒ－Ｒ：５’－ＴＴＡＡＴＡＡＡＣＣＧＣＡＴＡＡＣＴＴＣＧ－３’。
引物由生工生物工程（上海）有限公司合成。用反转录

得到 的ｃＤＮＡ 为 模 板 进 行 ＴＳＰ２基 因 ＰＣＲ 扩 增。

ＰＣＲ扩 增 体 系（２０μｌ）：２×ＰＣＲ　ｍａｓｔｅｒＭｉｘ　１０μｌ；

ＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ　ｄＨ２Ｏ　７μｌ，模板ｃＤＮＡ，２μｌ。上、下游引

物各０．５μｌ。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

２ｍｉｎ，５５℃退火３０ｓ，９４℃延伸３０ｓ，共４５个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电

泳 鉴 定 后 进 行 胶 回 收，胶 回 收 产 物 连 接 至 克 隆 载 体

ｐＭＤ１９－Ｔ，转化ＤＨ５α感受态细胞，经ＰＣＲ验证阳性

的重组载体由生工生物工程（上海）有限公司测序。

２．３　ＴＳＰ２基 因 的 生 物 信 息 学 分 析　采 用Ｐｒｏｔ－Ｐａ－
ｒａｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）在线软件

和ＤＮＡＳｔａｒ分析ＴＳＰ２基因编码蛋白的氨基酸序列

及理化性质；采用ＮｅｔＰｈｏｓ　３．０Ｓｅｒｖｅｒ软件预测ＴＳＰ２
蛋白的磷 酸 化 位 点；采 用ＳｉｇｎａＩＰ　４．１Ｓｅｒｖｅｒ在 线 软

件预测 ＴＳＰ２蛋 白 的 信 号 肽；采 用 在 线 网 站（ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｄｄ和ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）预
测ＴＳＰ２蛋白的保守结构域和开放阅读框；采用ＩＥＤＢ
（ｈｔｔｐ：／／ｔｏｏｌｓ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｂｃｅｌｌ／）预 测 ＴＳＰ２蛋 白 的Ｂ
淋巴细胞抗原表位；采用ＳＯＰＭＡ程序预测蛋白二级

结构；采 用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ预 测 蛋 白 的 三 维 结 构 模

型；采用 ＭＥＧＡ７．０软件 构 建ＴＳＰ２与 其 他 物 种 的 系

统发育进化树。

２．４　ＴＳＰ２基因在 虫 体 不 同 发 育 期 的 差 异 分 析　将

提取的细粒棘球绦虫不同发育阶段或组织的总ＲＮＡ
反转录为ｃＤＮＡ，以 此 为 模 板，以 ＧＡＰＤＨ 为 内 参 对

ＴＳＰ２基因进行ｑＰＣＲ扩增。反应体系（２０μｌ）：ＳＹＢＲ
ＧＲＥＥＮ　ＭＩＸ　１０μｌ，上、下游引物各１μｌ，ｃＤＮＡ　１μｌ，

ｄｄＨ２Ｏ　７μｌ。每个样品重复３次。反应条件：９５℃预

变性６００ｓ；９５℃变性３０ｓ，５８℃复性３０ｓ，７２℃延伸

３０ｓ，共４５个循环。采用相对比 较△Ｃｔ（Ｑｒ＝２－△△Ｃｔ）
法计算ＴＳＰ２基因在细粒棘球绦虫原头蚴、包囊壁以

及成虫中的相对转录量并进行差异分析。

２．５　统 计 学 分 析　利 用ＳＰＳＳ１７．０软 件 以 及 Ｇｒａｏｈ
Ｐａｄ５．０对得到的数据进行统计学分析，以Ｐ＜０．０５为

差异有统计学意义。

结　果

１　ＴＳＰ基因的克隆

用设计 的 引 物 对 目 的 基 因 进 行 ＰＣＲ 扩 增，经

１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，得到目的片段与预期目的

片段大小一致（图１）。扩增片段胶回收后进行克隆转

化，阳性菌液由上海生工生物工程股份有限公司测序，
获得序列长为６２１ｂｐ的ＴＳＰ基因阳性转化子（图２）。

·７１９·
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Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１　ＴＳＰ２基因ＰＣＲ产物

图１　ＴＳＰ２基因ＰＣＲ扩增结果

Ｍ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１　ＴＳＰ２ｇｅｎｅ
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ＴＳＰ２ｇｅｎｅ

图２　ＴＳＰ２基因测序结果

Ｆｉｇ．２　ＴＳＰ２ｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ

２　生物信息学分析

２．１　理化性质　ＴＳＰ２基因ｃＤＮＡ全长６２１ｂｐ，编码

２０６个氨基酸 的 ＴＳＰ２蛋 白（图３），其 分 子 式 为Ｃ１０７６
Ｈ１６４３Ｎ２４３Ｏ２７４Ｓ２１，相 对 分 子 质 量 为２３．００×１０３，理 论

等电点（ＰＩ）为７．３３，半衰期：３０ｈ（ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｒｅｔｉｃｕ－
ｌｏｃｙｔｅｓ）＞２０ｈ（ｙｅａｓｔ）＞１０ｈ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ），不

稳定指数为４７．５０（＞４０），为不稳定蛋白。脂肪系 数

１０９．７１，亲 水 性 疏 水 性 平 均 值 为０．９８７，为 可 溶 性 蛋

白。应用ＮｅｔＰｈｏｓ　３．０Ｓｅｒｖｅｒ软件预测ＴＳＰ２蛋白含

有１６个磷酸化位点，其中有９个丝氨酸（ｓｅｒｉｎｅ）磷酸

化位点，４个苏氨酸磷酸化位点，３个酪氨酸磷酸化位

点（图４）；应用ＤＮＡＳｔａｒ对ＴＳＰ２蛋白的亲水性、柔性

区域、抗原性系数、表面可及性进行预测（图５，图６）。
亲水 性 系 数 分 值 较 高 的 区 域 在９－１１、４２－４５、４６－５０、

１１０－１１６、１１８－１２７、１１９－１４２、１６９－１７１、１９９－２０４氨基酸残

基附近，柔 性 区 域 主 要 分 布 在５－８、４４－４９、７９－８１、１１７－
１２０、１２５－１３７、１４６－１４８、１５８－１５９、１６５－１７０、１９７－２０１位氨

基酸残基附近。ＴＳＰ２蛋白含有的抗原区域主要在６－
７、３１－３５、４４－５０、７１－８３、１０８－１１４、１１６－１５１、１５９－１６０、１６５－
１７０、１９７－２０２位氨 基 酸 残 基 附 近。ＴＳＰ２蛋 白 的 氨 基

酸呈现在表面可能性较大的区域主要是２－３９、４７－１０６、

１３９－１４４、１４８－１５５、１６０－１６７、１７０－１９７、２０４－２０６位 氨 基

酸。

图３　推导的ＴＳＰ２基因编码氨基酸序列

Ｆｉｇ．３　Ｄｅｄｕｃｅｄ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＴＳＰ２ｃＤＮＡ

图４　ＴＳＰ２蛋白磷酸化位点

Ｆｉｇ．４　ＴＳＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ　ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ

图５　ＤＮＡＳｔａｒ软件分析ＴＳＰ２蛋白的各项参数

Ｆｉｇ．５　ＤＮＡＳｔａｒ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉｏｕｓ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ｏｆ　ＴＳＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ

注：横轴表示氨基酸残基数，纵轴表示亲水性得分

图６　ＴＳＰ２亲水性分析

Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ　Ｘ－ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ｔｈｅ　ａｍｉｏｎ　ａｃｉｄ　ｒｅｓｉｄｕｅｓ，Ｙ－ｃｏ－
ｏｒｄｉｎａｔｅ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ　ｓｃｏｒｅ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ

Ｆｉｇ．６　ＴＳＰ２ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ

２．２　ＴＳＰ２蛋白的结构域和ＯＲＦ分析　利用在线网

站（ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｄｄ和ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｏｒ－
ｆｆｉｎｄｅｒ／）预 测 ＴＳＰ２蛋 白 的 保 守 结 构 域 和 开 放 阅 读

框，结果表明该蛋白属于跨膜蛋白家族（图７），具有３
个开放阅读框（图８）。

·８１９·
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图７　ＴＳＰ２蛋白的保守结构域

Ｆｉｇ．７　Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　ｄｏｍａｉｎｓ　ｏｆ　ＴＳＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ

图８　ＳＰ２蛋白的开放阅读框

Ｆｉｇ．８　Ｏｐｅｎ　ｒｅａｄｉｎｇ　ｆｒａｍｅ　ｏｆ　ＳＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ

２．３　跨膜区域分 析　使 用ＴＭＨＭＭ　Ｓｅｒｖｅｒ　ｖ．２．０
软件预测ＴＳＰ２的跨膜结构域，结果见图９。ＴＳＰ２含

有４个跨膜结构域，由Ｎ－Ｃ端分别为１６－３８、５３－７５、８４－
１０６、１７４－１９６个氨基酸。

２．４　ＴＳＰ２蛋白Ｂ抗原表位　通过ＩＥＤＢ在线软件对

ＴＳＰ２蛋白的Ｂ细 胞 表 位 进 行 预 测，结 果 见 表１，图

１０。ＴＳＰ２基因有５个Ｂ细胞表位。

图９　ＴＳＰ２蛋白的跨膜结构域

Ｆｉｇ．９　Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ　ｄｏｍａｉｎ　ｏｆ　ＴＳＰ２

图１０　生物信息学软件ＩＥＤＢ预测的ＴＳＰ２Ｂ细胞抗原表位

Ｆｉｇ．１０　ＴＳＰ２Ｂｃｅｌｌ　ｅｐｉｔｏｐｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ　ｂｙ　ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ｓｏｆｔｗａｒｅ　ＩＥＤＢ

表１　ＩＥＤＢ软件在线预测的ＴＳＰ２蛋白Ｂ细胞抗原表位

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｎａｌｉｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｂ　ｃｅｌｌ　ｅｐｉｔｏｐｅｓ　ｏｆ　ＴＳＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ　ｕｓｉｎｇ　ＩＥＤＢ
ｏｎｌｉｎｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｓｏｆｗａｒ

序号
Ｎｏ．

起始位点
Ｓｔａｒ　ｓｉｔｅ

结束位点
Ｅｎｄ　ｓｉｔｅ

氨基酸序列
Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

长度（ｂｐ）
Ｌｅｎｇｔｈ

１　 ３８　 ５１ ＹＱＬＳＦＹＳＮＱＦＧＤＶＶ　 １４
２　 １１０　 １３４ ＤＥＬＭＤＦＬＳＫＲＦＥＥＶＦＳＤＰＤＴ－

ＴＦＲＱＱ
２５

３　 １３６　 １３８ ＥＲＥ　 ３
４　 １４０　 １６１ ＱＣＣＧＦＫＭＰＤＶＮＣＧＬＹＶＦＲＫＳＣＷ　 ２２
５　 ２０２　 ２０２ Ｓ １

２．５　信 号 肽　通 过ＳｉｇｎａｌＰ软 件 分 析 ＴＳＰ２蛋 白 无

信号肽（图１１），ＴＳＰ２为非分泌蛋白。

２．６　ＴＳＰ２蛋白的二、三级结构　预测ＴＳＰ２蛋白二

级结构中α－螺旋占５９．７１％，无规则卷曲占１５．５３％，
延伸链结构占９．４２％和β－转角占５．３４％（图１２）。以

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ在 线 软 件 预 测 得 到 ＴＳＰ２蛋 白 的 三

维结构模型，结果显示该蛋白含有７个α螺旋，２个β
转角（图１３）。

图１１　ＳｉｇｎａＩＰ预测ＴＳＰ２信号肽

Ｆｉｇ．１１　ＳｉｇｎａＩＰ　ｐｒｅｄｉｃｔｓ　ＴＳＰ２ｓｉｇｎａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅ

注：ｈ表示α－螺旋；ｅ表示延伸连；ｃ表示无规则卷曲；ｔ表示β－转角

图１２　ＳＯＭＰＡ程序预测ＴＳＰ２蛋白的二级结构

Ｎｏｔｅｓ：ｈ　ｍｅａｎｓα－ｈｅｌｉｘ；ｅ　ｍｅａｎｓ　ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ；ｃ　ｍｅａｎｓ　ｒａｎ－
ｄｏｍ　ｃｕｒｌ；ｔ　ｍｅａｎｓβ－ｔｕｒｎ

Ｆｉｇ．１２　Ｔｈｅ　ＳＯＭＰＡ　ｐｒｏｇｒａｍ　ｐｒｅｄｉｃｔｓ　ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｏｆ　ＴＳＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ

图１３　ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ预测ＴＳＰ２的三级结构

Ｆｉｇ．１３　ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ　ｐｒｅｄｉｃｔｓ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ－ｌｅｖｅｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ＴＳＰ２

２．７　ＴＳＰ２蛋 白 氨 基 酸 序 列 同 源 性 及 系 统 进 化 分 析

·９１９·
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　将细粒棘球绦虫ＴＳＰ２基因的蛋白序列和ＮＣＢＩ和

ＷｏｒｍＢａｓ　ＰａｒａＳｉｔｅ数据 库 内 其 他 物 种 的 蛋 白 进 行 比

对，ＴＳＰ２基 因 与 已 登 录 的 细 粒 棘 球 绦 虫 跨 膜 蛋 白

（ＣＤＳ０５０８３．１）同源性为１００％，且ＴＳＰ２在 不 同 物 种

中均 具 有 保 守 性。应 用 ＭＥＧＡ　７．０分 析 软 件 绘 制

ＴＳＰ２基因编码序列 进 化 树，结 果 见 图１４。细 粒 棘 球

绦虫ＴＳＰ２蛋白与微口膜壳绦虫（Ｈｙｍｅｎｏｌｅｐｉｓ　ｍｉｃｒ－
ｏｓｔｏｍａ）进 化 关 系 较 近，与 小 鼠（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ）、犬

（Ｃａｎｉｓ　ｌｕｐｕｓ　ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ）、智 人 （ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ）、牛

（Ｏｖｉｓ　ａｒｉｅｓ）等的进化关系较远。

图１４　细粒棘球绦虫ＴＳＰ２蛋白进化树

Ｆｉｇ．１４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　Ｅ．ｇ　ＴＳＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ

２．８　ＴＳＰ２基因在 虫 体 不 同 发 育 阶 段 或 组 织 中 的 转

录水平　ＴＳＰ２基 因 在 细 粒 棘 球 绦 虫 原 头 蚴、包 囊 壁

及成虫中均有转录，且转录水平差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）（图１５）。

图１５　ＴＳＰ２基因在细粒棘球绦虫不同发育阶段的差异表达

Ｆｉｇ．１５　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｓｐ２ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｔａｇｅｓ
ｏｆ　Ｅ．ｇｒａｎｕｌｏｓｕｓ

讨　论

包虫主要流行于我国气候寒冷的高山草甸地区和

干旱少雨的牧区，如新疆、西藏、青海等。人感染包虫

病后短时间内难以察觉且无有效的治愈方法，手术治

疗易复发［１６］。因 此 包 虫 病 的 免 疫 预 防 成 为 研 究 的 热

点。
四跨膜蛋白 家 族 是 一 种 小 蛋 白 家 族（２０－３０ｋｕ），

包含４个 横 跨 质 膜 的 跨 膜 区，其 中 有 小 细 胞 外 环

（ＣＥ１）（９～２６个氨基酸）和大细胞外环（ＥＣ２）各１个

（最多可达１３８个氨基酸），具有保守的残基，以及短的

Ｎ－末端和Ｃ－末 端［１７－１８］。大 胞 外 环 包 含 一 个 保 守 的 半

胱氨酸基序（ＣＣＧ），以 及２个 保 守 的 半 胱 氨 酸 残 基。
四跨膜蛋白调节多种不同的生物学过程，包括信号转

导、细胞间通讯、免疫调节、细胞粘附、肿瘤发生、迁移

以及生长 和 分 化［１９］。ＣＤ８１的ＥＣ２中 的４个 保 守 的

半胱氨酸已 被 证 实 可 促 进 二 硫 键 的 形 成［２０］。在 人 类

中已经鉴 定 出３３个 四 跨 膜 蛋 白，果 蝇 中 鉴 定 出３７
个［２１］，秀丽隐杆线虫中鉴定出２０个［２２］，但是在绦虫中

是否存在尚不清楚。
四跨膜蛋白在参与寄生虫和宿主相互作用中起重

要作用，其许多家族成员可作为许多寄生虫的候选疫

苗靶标［２３］。ＴＳＰ２属于四跨膜家族中的１个成员，在

中枢神经系统中可能参与少突胶质细胞的分化，成为

髓鞘 形 成 胶 质 细 胞 的 早 期 阶 段。在 人 类 肺 癌 中，

ＴＳＰ２可能参 与 肿 瘤 转 移 的 过 程［２４］。曼 氏 血 吸 虫 四

跨膜蛋 白 Ｓｍ－ＴＳＰ－２为 抗 鼠 类 血 吸 虫 病 的 有 效 疫

苗［２５］。
本研究对 细 粒 棘 球 绦 虫ＴＳＰ２基 因 进 行 克 隆 及

生物信息学分析，结果表明ＴＳＰ２蛋白无信号肽，无信

号传导，为 非 分 泌 蛋 白。ＴＳＰ２蛋 白 二 级 结 构 包 含

５９．７１％的α－螺旋，表明该蛋白的稳定性良好，为亲水

性蛋白。通过ＩＥＤＢ在线软件预测ＴＳＰ２蛋白含有５
个Ｂ细胞表 位，且 均 位 于 非 跨 膜 区 域，表 明ＴＳＰ２具

有良好的免疫原性。通过进化关系分析细粒棘球绦虫

ＴＳＰ２蛋白与微口 膜 壳 绦 虫 的 亲 缘 关 系 较 近，而 与 小

鼠、犬、智人、牛等的亲缘关系较远。通过实时荧光定

量ＰＣＲ对ＴＳＰ２基因在细粒棘球绦虫原头蚴、包囊壁

及成虫中ｍＲＮＡ相对表达量进行检测。结果显示该

基因在原头蚴、包囊壁及成虫中均有表达，且转录水平

无差异，推测该基因在细粒棘球绦虫整个发育中均起

到重要作用。
综上所述，ＴＳＰ２基因在细粒棘球绦虫原头蚴、包

囊壁及成虫 中 均 有 表 达，且ＴＳＰ２蛋 白 无 信 号 肽，无

信号传导，稳定性良好，具有良好的免疫原性。有望成

为细粒棘球蚴病候选疫苗靶标抗原。但是发挥的具体

作用和机制尚不清楚，有待进一步研究。
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初步分析［Ｄ］．石河子：石河子大学，２０２０．
［２４］　Ｙａｓｅｅｎ　ＩＨ，Ｍｏｎｋ　ＰＮ，Ｐａｒｔｒｉｄｇｅ　ＬＪ．Ｔｓｐａｎ２：ａ　ｔｅｔｒａｓｐａｎｉｎ　ｐｒｏ－

ｔｅｉｎ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｏｌｉｇｏｄｅｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｃａｎｃｅｒ　ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．

Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　Ｔｒａｎｓ，２０１７，４５（２）：４６５－４７５．
［２５］　Ｐｉｎｈｅｉｒｏ　ＣＳ，Ｒｉｂｅｉｒｏ　ＡＰ，Ｃａｒｄｏｓｏ　ＦＣ，ｅｔ　ａｌ．Ａ　ｍｕｌｔｉｖａｌｅｎｔ　ｃｈｉｍ－

ｅｒｉｃ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｃｏｍｐｏｓｅｄ　ｏｆ　Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ　ｍａｎｓｏｎｉ　ＳｍＴＳＰ－２ａｎｄ

Ｓｍ２９ｗａｓ　ａｂｌｅ　ｔｏ　ｉｎｄｕｃｅ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｇａｉｎｓｔ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｍｉｃｅ［Ｊ］．

Ｐａｒａｓｉｔｅ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１４，３６（７）：３０３－３１２．
【收稿日期】　２０２１－０５－２５　【修回日期】　

檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿檿

２０２１－０８－１２

（上接９１５页）
［２０］　王博．基于知识图谱的我国语文学科教学研究热点与发展趋势可

视化分析［Ｄ］．西北师范大学，２０１７．
［２１］　Ｓｃｈｉａｆｆｉｎｏ　Ｆ，Ｐｌａｔｔｓ－Ｍｉｌｌｓ　Ｊ，Ｋｏｓｅｋ　ＭＮ．Ａ　Ｏｎｅ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｐｐｒｏａｃｈ

ｔｏ　ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｎｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｏｓｉｓ［Ｊ］．

Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ，２０１９，３２（５）：４５３－４６０．
［２２］　Ｆｉｔｚｐａｔｒｉｃｋ　ＭＣ，Ｓｈａｈ　ＨＡ，Ｐａｎｄｅｙ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｏｎｅ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｐｐｒｏａｃｈ

ｔｏ　ｃｏｓｔ－ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｒａｂｉｅｓ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｉｎ　Ｉｎｄｉａ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ

ＵＳＡ，２０１６，１１３（５１）：１４５７４－１４５８１．
［２３］　周晓农，姜庆五，孙乐平，等．我国血吸虫病防治与监测［Ｊ］．中国

血吸虫病防治杂志，２００５，１７（３）：１６１－１６５．
［２４］　雷正龙，周晓农．消除血吸虫病－我国血吸虫病防治工作的新目标

与新任务［Ｊ］．中国血吸虫病防治杂志，２０１５，２７（１）：１－４．
［２５］　中华人民共和国中央人民政府．国家卫生健康委会同相关部门联

防联控 全力应对 新 型 冠 状 病 毒 感 染 的 肺 炎 疫 情［ＥＢ／ＯＬ］．ｈｔ－
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｏｖ．ｃｎ／ｇｕｏｗｕｙｕａｎ／２０２０－０１／２２／ｃｏｎｔｅｎｔ＿５４７１４３７．

ｈｔｍ．２０２０．
［２６］　李志慧，李芊璘，王子晨，等．基于“Ｏｎｅ　Ｈｅａｌｔｈ”理念的新型冠 状

病毒肺炎防控 策 略［Ｊ］．暨 南 大 学 学 报（自 然 科 学 与 医 学 版），

２０２０，４１（２）：９９－１０３，１０９．
［２７］　Ｂｕｒｃｈａｒｄ　Ｊ，Ｏ’ｎｅｉｌｌ　Ｔ，孙佩元，等．在“同一个健康”框架下，加强

兽医与人医合作，有效监测和应对人畜共患病和新发传染病［Ｊ］．

中国动物检疫，２０１０，２７（３）：１１－１７．
［２８］　崔基贤，王靖飞，王幼明，等．兽医工作在“同一健康”实践中的作

用与地位［Ｊ］．中国动物检疫，２０１４，３１（４）：３７－４０．
【收稿日期】　２０２１－０５－２３　【修回日期】　２０２１－０７－０８
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