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　　摘要：根据ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的柔嫩艾美耳球虫（Ｅｉｍｅｒｉａｔｅｎｅｌｌａ）ＳＡＧ１０基因序列，利用计算机软件设计１对引
物，从Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ江苏株的第２代裂殖子中成功克隆出ＳＡＧ１０基因。将该基因与ＧｅｎＢａｎｋ中国内外不同Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分
离株的ＳＡＧ１０基因进行比对，发现Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ江苏株与北京株的 ＳＡＧ１０基因同源性最高，高达９９％，其后依次为杨凌
株、豪顿株。４种不同分离株ＳＡＧ１０基因的ＯＲＦ之间有１１个碱基不同，其中３个为无义突变，８个为有义突变。分析
４种分离株ＳＡＧ１０基因推导蛋白质的亲水性、抗原指数、表面可及性发现，国内外不同Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分离株ＳＡＧ１０蛋白的
抗原性总体比较接近且很强，但国内不同分离株之间的抗原性更加接近，并优于国外的豪顿株，这可能是由于氨基酸

突变引起蛋白质的空间构象和亲水性等发生变化而引起。将上述 ＳＡＧ１０基因序列与复顶门原虫的其他相关 ＳＡＧｓ基
因序列进行遗传进化分析，发现Ｅｉｍｅｒｉａ属球虫ＳＡＧｓ基因之间相对比较保守，且与犬新孢子虫（Ｎｅｏｓｐｏｒａｃａｎｉｎｕｍ）、Ｎ．
ｈｕｇｈｅｓｉ、刚地弓形虫（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉ）的 ＳＡＧ基因之间同源性较低，与已有观点一致；但神经肉孢子虫（Ｓａｒｃｏｃｙｓｔｉｓ
ｎｅｕｒｏｎａ）的２条ＳＡＧ１基因序列却与Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ的ＳＡＧ１基因序列表现出更高的同源性，这与其他研究结论不符。
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　　鸡球虫基因克隆始于１９８７年，迄今已有２４０多个基因被
成功克隆，鸡球虫的重组疫苗也得到了广泛研究［１］。有分析

认为，参与艾美耳球虫宿主细胞入侵过程的相关分子是最具

应用潜力的保护性抗原，如子孢子和裂殖子表面抗原（ｓｕｒｆａｃｅ
ａｎｔｉｇｅｎｓ，简称ＳＡＧｓ）以及微线、棒状体、折光体等分泌型亚细
胞器的分泌蛋白［１－２］。柔嫩艾美耳球虫（Ｅｉｍｅｒｉａｔｅｎｅｌｌａ）表面
抗原ＳＡＧ１０（ｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎ１０）是一种 Ｃ端具有疏水性的糖
基化磷脂酰肌醇（ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ，简称 ＧＰＩ）锚定
结构域的表面蛋白［３］。由于 ＳＡＧ１０基因在 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ子孢子
和第２代裂殖子阶段均有表达，且 ＳＡＧｓ被认为在启动顶复
门原虫识别、黏附和侵袭宿主细胞、免疫调节、免疫逃避、宿主

特异性等方面均发挥着重要作用，因此国外很多学者正加大

对 ＳＡＧ１０等表面抗原的研究力度［３－６］。韩德强等［７］、麦博

等［２］分别对Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ北京株、杨凌株的ＳＡＧ１０基因进行了研
究，但目前尚无对Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ江苏株ＳＡＧ１０基因进行研究的报
道。麦博等研究发现，ＳＡＧ１０在不同Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ株间存在抗原
性差异，这与认为Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ不存在明显株间抗原性差异的传
统观点相对立［２］。本研究通过对 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ江苏（Ｊｉａｎｇｓｕ）株
的ＳＡＧ１０基因进行克隆，并将其与国内外学者在 ＧｅｎＢａｎｋ中

公布的Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ豪顿（Ｈｏｕｇｈｔｏｎ）株、北京（Ｂｅｉｊｉｎｇ）株、杨凌
（Ｙａｎｇｌｉｎｇ）株的 ＳＡＧ１０基因进行比对和分析，为研究
Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧ１０的生物学功能、筛选 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ保护性抗原
等工作提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　球虫卵囊　Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分离自江苏省某鸡场，由南通
市出入境检验检疫局有害生物检疫实验室鉴定并保存。

１．１．２　试验鸡　１日龄ＡＡ肉鸡，购自江苏省南通市某商品
鸡孵化场，饲养于严格消毒且无球虫的笼舍中，饲料中不含抗

球虫药。

１．１．３　试剂　焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ），购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；莫
洛尼氏鼠白血病病毒（Ｍ－ＭＬＶ）、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５Ｐｒｉｍｅｒ，购自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、
ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ、限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＤＮＡ胶回
收试剂盒，均购自宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　引物设计与合成　根据 Ｔａｂａｒｅｓ等在 ＧｅｎＢａｎｋ中发
表的Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧ１０基因序列［３］（登录号：ＡＪ５８６５５２），利用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计１对特异性扩增引物，上游引物
为５′－ＣＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＴＡＣＡＧＣＧＧＡＡＧＣＴＡＣ－３′，下游引
物为５′－ＴＧＧＡＡＴＴＣＴＡＡＡＧＴＣＡＴＡＡＴＧＣＣＧＡＡＣ－３′，扩增的
目的片段长度为７９９ｂｐ。为便于后续操作，分别在上、下游引
物中设计了酶切位点 ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ（如下划线部分所
示）。引物由宝生物工程（大连）有限公司合成。

１．２．２　ｃＤＮＡ模板的制备　将３０羽１日龄 ＡＡ肉鸡饲养至
１４日龄，经口接种新鲜孢子化卵囊 １×１０５个／羽，接种后
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１２０ｈ杀鸡取盲肠。参考文献［８］的方法分离和纯化
Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ第２代裂殖子，再采用一步法［９］提取总 ＲＮＡ并进
行反转录，以反转录ｃＤＮＡ作为ＰＣＲ模板。
１．２．３　ＳＡＧ１０基因的克隆及鉴定　采用特异性引物进行
ＳＡＧ１０基因的 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系：１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ、ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．０μＬ、ｄＮＴＰＭｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｅａｃｈ）０．５μＬ、上游及下游引物（５０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μＬ、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ、灭菌双蒸水１４．５μＬ、ｃＤＮＡ模
板５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃ ５５ｓ，５８℃ ５５ｓ，
７２℃５５ｓ，３５个循环；７２℃延伸１５ｍｉｎ。循环完毕后，向扩
增产物中加入５μＬ上样缓冲液，在１％琼脂糖凝胶上电泳，
并在紫外灯下观察结果。回收 ＳＡＧ１０基因目的条带，连接
ｐＭＤ１８－Ｔ载体并转化ＤＨ５α，用ＢａｍＨⅠ＋ＥｃｏＲⅠ双酶切及
ＰＣＲ鉴定出阳性克隆，挑取３个克隆送至宝生物工程（大连）
有限公司测序，将测序结果输入“ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／”进行网上比对。
１．２．４　ＳＡＧ１０蛋白的特性分析　采用 ＤＮＡＳｔａｒ４．０软件分
别编辑ＧｅｎＢａｎｋ中报道的Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ豪顿株、北京株、杨凌株、
本研究克隆的江苏（Ｊｉａｎｇｓｕ）株的ＳＡＧ１０基因序列，分析开放
阅读框（ＯＲＦ）的碱基序列，并推导出编码蛋白的氨基酸序
列。采用ＭｅｇＡｌｉｇｎＣｌｕｓｔａｌＶ软件对 ＳＡＧ１０基因 ＯＲＦ的碱基
序列和推导氨基酸序列进行比对，分析Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ不同分离株
之间ＳＡＧ１０基因碱基和推导氨基酸的突变情况，进一步采用
ＤＮＡＳｔａｒＰｒｏｔｅａｎ软件预测这些突变引起 ＳＡＧ１０蛋白亲水性
结构（ＨｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙＰｌｏｔ）、抗原性指数（Ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｎｄｅｘ）、表面
可及性（ＳｕｒｆａｃｅＰｒｏｂａｂｉｌｉｔｙＰｌｏｔ）的变化情况。
１．２．５　ＳＡＧ１０基因遗传进化分析　分别收集若干条 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中公布的Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ和毒害艾美耳球虫、新孢子虫、肉孢
子虫、弓形虫等其他顶复门原虫 ＳＡＧｓ基因家族（ＳＡＧｓｇｅｎｅ
ｆａｍｉｌｙ）序列，结合 ＧｅｎＢａｎｋ中已公布及本研究克隆的 Ｅ．
ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧ１０基因序列，共同采用ＭＥＧＡ６．０６软件构建遗传
进化发生树，分析本研究克隆ＳＡＧ１０基因和其他ＳＡＧ基因之
间的遗传进化关系。

２　结果与分析

２．１　ＳＡＧ１０基因的克隆
从Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ第２代裂殖子中提取总ＲＮＡ并进行逆转录

ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）扩增，产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测，发现
２个泳道中均有１条约７９９ｂｐ的条带（图１），与预期大小相
吻合。切胶并回收目的条带后，连接ｐＭＤ１８－Ｔ载体，转化大
肠杆菌ＤＨ５α。
２．２　ＳＡＧ１０基因的鉴定

提取ｐＭＤ１８－Ｔ－ＳＡＧ１０基因重组质粒，经双酶切鉴定，
可获得与预期大小一致的目的条带，进一步采用ＰＣＲ方法进
行鉴定，也能得到约７９９ｂｐ的条带（图２），与理论值相吻合。
从双酶切和 ＰＣＲ鉴定的阳性克隆中挑取３个菌落进行 ＤＮＡ
测序，然后将测序结果输入ＧｅｎＢａｎｋ进行Ｂｌａｓｔ比对，发现本
研究克隆的Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ江苏株 ＳＡＧ１０基因与 ＧｅｎＢａｎｋ中公布
的Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ北京株ＳＡＧ１０基因同源性最高，高达９９％，其后
依次为杨凌株、豪顿株，表明ＳＡＧ１０基因克隆成功。
２．３　ＳＡＧ１０的蛋白特性分析

　　目前，ＧｅｎＢａｎｋ中公布的Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧ１０基因序列共有
４条，其中同源性为１００％的２条豪顿株ＳＡＧ１０基因序列由国
外不同研究小组发表，北京株、杨凌株 ＳＡＧ１０基因序列均由
国内学者发表（表１）。这４条ＳＡＧ１０基因均只有完整的ＯＲＦ
部分，无两端序列，全长７８６ｂｐ，编码２６１个氨基酸，蛋白分子
量约为２７．９ｋｕ。本研究克隆的 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ江苏（Ｊｉａｎｇｓｕ）株
ＳＡＧ１０基因全长７９９ｂｐ，其中不仅包含Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧ１０基因
完整ＯＲＦ，同时还包含引物设计过程中人为添加的保护碱基
和酶切位点。采用 ＤＮＡＳｔａｒ４．０软件分析本研究克隆的
ＳＡＧ１０基因的ＯＲＦ，并推导出氨基酸序列，与ＧｅｎＢａｎｋ中发表
的４条序列共同采用 ＭｅｇＡｌｉｇｎＣｌｕｓｔａｌＶ软件比对 ＯＲＦ内碱
基序列和推导氨基酸序列。结果发现，４种不同 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分
离株ＳＡＧ１０基因之间共有１１个位点存在差异（本研究中引
物设计时人为引入的突变未计算在内，下同），除去第 ４２６、
４３５、５５２位３个位点的碱基突变为无义突变外，其余８个碱
基突变均为有义突变，引起了８个氨基酸突变（表１）。进一
步采用 ＤＮＡＳｔａｒＰｒｏｔｅａｎ软件中的 Ｋｅｔｙ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ、Ｊａｍｅｓｏｎ－
Ｗｏｌｆ、Ｅｍｉｎｉ算法，依次分析 ＳＡＧ１０蛋白的亲水性结构、抗原
指数、表面可及性的变化情况。结果显示，不同 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分
离株ＳＡＧ１０蛋白的Ｎ端和Ｃ端疏水性均较强，而中间段则有
很多亲水性区域。国内外不同Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分离株之间，ＳＡＧ１０
蛋白抗原性总体比较接近，且抗原性很强，但国内不同分离株

之间的抗原性更加接近，它们与国外豪顿株的氨基酸序列在

１４０～１６０位差异均较大，且国内分离株的抗原性优于国外豪
顿株（图３）。这可能是由于 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ国内分离株和国外豪
顿株的ＳＡＧ１０氨基酸序列在１４０～１６０位变化频率较高（表
１），引起蛋白质的空间构象和亲水性发生一定变化而导致。
采用Ｅｍｉｎｉ算法分析ＳＡＧ１０蛋白的表面可及性，发现１４０～
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表１　不同Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分离株ＳＡＧ１０基因和推导氨基酸序列差异比较

Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分离株
ＳＡＧ１０基因碱基序列差异位点 ＳＡＧ１０基因推导氨基酸序列差异位点

１７２ ２８０ ３７９ ４０３ ４２６ ４３１ ４３５ ４４０ ４７０ ５５２ ６９１ ５８ ９４ １２７ １３５ １４４ １４７ １５７ ２３１
江苏株（本研究） Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｈ Ｔ Ｖ Ｋ Ｒ Ｄ Ｖ Ｎ
北京株（ＥＵ３７８９０８） Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｈ Ｔ Ｖ Ｋ Ｒ Ｄ Ａ Ｄ
杨凌株（ＥＦ６４９９８９） Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｄ Ａ Ｖ Ｋ Ｒ Ｄ Ｖ Ｄ
豪顿株（ＡＪ５８６５５２） Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｈ Ｔ Ｉ Ｅ Ｋ Ｇ Ｖ Ｄ
豪顿株（ＸＭ１３３７５９０５） Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｈ Ｔ Ｉ Ｅ Ｋ Ｇ Ｖ Ｄ

　　注：表中数据表示碱基位置。

１６０位氨基酸序列位于 ＳＡＧ１０蛋白表面的可能性较大，一定
程度上可解释为何该区域氨基酸突变频率较高会对国内外分

离株之间抗原性差异产生影响。

２．４　ＳＡＧ１０基因遗传进化分析
本研究收集了 ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ４条

ＳＡＧ１０基因和 １～２条不等的 ＳＡＧ１、ＳＡＧ５、ＳＡＧ８、ＳＡＧ９、
ＳＡＧ１１、ＳＡＧ１２基因序列。同时收集了毒害艾美耳球虫（Ｅｉｍｅ
ｒｉａｎｅｃａｔｒｉｘ）ＳＡＧ基因家族序列和犬新孢子虫（Ｎｅｏｓｐｏｒａｃａｎｉ
ｎｕｍ）、洪氏新孢子虫（Ｎｅｏｓｐｏｒａｈｕｇｈｅｓｉ）、神经肉孢子虫（Ｓａｒ
ｃｏｃｙｓｔｉｓｎｅｕｒｏｎａ）的 ＳＡＧ１基因序列，以及刚地弓形虫（Ｔｏｘｏ
ｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉ）ＳＡＧ１（别称Ｐ３０）和ＳＡＧ５（可分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ共
４种多肽）的基因序列，结合本研究克隆的 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧ１０
基因序列，共同采用 ＭＥＧＡ６．０６软件构建遗传进化发生树
（图４）。结果表明，Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ和Ｅ．ｎｅｃａｔｒｉｘ的ＳＡＧｓ基因家族
序列均分布在进化树的同一较大分支上，表明艾美耳属（Ｅｉ
ｍｅｒｉａ）球虫的 ＳＡＧｓ基因之间可能相对比较保守。Ｎ．ｃａｎｉ
ｎｕｍ、Ｎ．ｈｕｇｈｅｓｉ、Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ的 ＳＡＧ基因则分布在进化树的另
一较大分支上，其中同为新孢子虫属（Ｎｅｏｓｐｏｒａ）的 Ｎ．ｃａｎｉ
ｎｕｍ和 Ｎ．ｈｕｇｈｅｓｉＳＡＧ１基因序列也分布在同一亲缘关系较
近的分支上，这与 Ｅｉｍｅｒｉａ属球虫 ＳＡＧｓ基因的特性相似。另
外，ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的４条Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧ１０基因与本研究
克隆ＳＡＧ１０基因的亲缘关系较近，分布在同一较小分支上，

且Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ江苏株和北京株的 ＳＡＧ１０基因分布最近，与
“２．２”节中江苏株ＳＡＧ１０基因的ＢＬＡＳＴ结果一致。

已有研究认为，顶复门原虫的 ＳＡＧｓ编码基因在组织寄
生型原虫（包囊形成型原虫，如Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ、Ｓ．ｎｅｕｒｏｎａ、Ｎ．ｃａｎｉ
ｎｕｍ）间是高度同源的，但Ｅｉｍｅｒｉａ与隐孢子虫、疟原虫及这三
者与弓形虫间无任何同源性［１０－１１］。本研究发现，Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ、
Ｎ．ｃａｎｉｎｕｍ、Ｎ．ｈｕｇｈｅｓｉ、Ｅｉｍｅｒｉａ球虫ＳＡＧｓ基因之间确实表现
出了上述特点，但例外的是，Ｓ．ｎｅｕｒｏｎａ的２条 ＳＡＧ１基因却
与Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ、Ｎ．ｃａｎｉｎｕｍ、Ｎ．ｈｕｇｈｅｓｉ的ＳＡＧｓ基因序列均表现
出了较低的同源性，反而与 Ｅｉｍｅｒｉａ球虫 ＳＡＧｓ基因分布在进
化树的同一较大分支上，且与 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ的 ＳＡＧ１基因间表现
出较高的同源性，这与上述已有观点明显不符。

３　结论与讨论

ＧＰＩ锚定蛋白是一类通过其羧基末端的糖基化磷脂酰肌
醇结构锚定于真核细胞膜表面的蛋白，与传统的跨膜型表面

蛋白不同，它们不跨越细胞膜脂质双层，只通过其羧基末端的

ＧＰＩ锚定于细胞上，同时这种 ＧＰＩ锚在磷脂酶 Ｃ的处理下又
可从细胞膜上脱落［１２］。已发现的ＧＰＩ锚定蛋白种类很多，包
括水解酶、细胞黏附分子、表面抗原、受体、朊病毒等［１３］。ＧＰＩ
锚定蛋白功能广泛，涉及细胞识别、信号转导、生长发育、分

化、程序性死亡等重要生命过程，与血栓形成、白血病等很多
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疾病有着一定联系［１４］。ＳＡＧｓ是一类 ＧＰＩ锚定蛋白，大量分
布于弓形虫、疟原虫、隐孢子虫、新孢子虫等侵袭性阶段虫体

细胞表面，是虫体与宿主细胞黏附的主要分子［１０］。目前，弓

形虫的ＳＡＧｓ已被深入研究，但针对Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧｓ的研究仍
有待进一步加强［３，１０］。

麦博等对Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ杨凌株 ＳＡＧ１０基因及其氨基酸序列
进行了研究，发现ＳＡＧ１０在不同Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ株间存在抗原性差
异［２］。简永利等对 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ杨凌株 ＳＡＧ２基因进行研究后
也发现了类似现象［１０］。但这些发现与认为 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ不存在
明显株间抗原性差异的传统观点相对立。韩德强等对 Ｅ．
ｔｅｎｅｌｌａ北京株ＳＡＧ１０基因进行了研究，未报道是否发现这一
现象［７］。为澄清这一问题，同时为研究Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧ１０的生
物学功能以及为筛选理想的 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ保护性抗原等提供信
息，本研究对Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ江苏株的 ＳＡＧ１０基因进行了克隆，并
将它与国内外在 ＧｅｎＢａｎｋ中发表的 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ豪顿株、北京
株、杨凌株的 ＳＡＧ１０基因进行了系统比对和分析。结果表
明，Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ江苏株 ＳＡＧ１０基因与 ＧｅｎＢａｎｋ中收录的 Ｅ．
ｔｅｎｅｌｌａ北京株ＳＡＧ１０基因同源性最高，高达９９％，其后依次
为杨凌株、豪顿株ＳＡＧ１０基因。对４种不同Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分离株
ＳＡＧ１０基因和推导氨基酸序列进行研究发现，ＳＡＧ１０基因之
间共有１１个位点存在差异，其中８个碱基突变为有义突变，
引起了８个氨基酸突变。分析 ＳＡＧ１０蛋白的亲水性、抗原
性、表面可能性等特性发现，国内外不同 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ分离株之
间的 ＳＡＧ１０蛋白抗原性总体比较接近，且抗原性很强，但国
内不同分离株之间的抗原性更加接近，它们均与国外豪顿株

的氨基酸序列在１４０～１６０位差异较大，且国内分离株的抗原
性优于国外豪顿株。这可能是由于 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ国内分离株和
国外豪顿株的ＳＡＧ１０氨基酸序列在１４０～１６０位变化频率较
高，引起蛋白的空间构象、亲水性等发生变化而导致。

目前对于Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧｓ的研究深度远远落后于弓形虫
等其他复顶门原虫ＳＡＧｓ，因此在开展Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧｓ的蛋白
结构、生物学功能等研究过程中，常须要从弓形虫等其他复顶

门原虫ＳＡＧｓ的研究中获得启发，并进行对比和推测。简永
利等研究发现，Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ杨凌株与豪顿株的 ＳＡＧ２基因序列
高度同源，但与Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ、Ｎｅｏｓｐｏｒａｃａｎｉｎｕｍ、Ｓａｒｃｏｓｙｓｔｉｓｎｅｕｒｏｎａ
ＳＡＧ２无任何同源性［１０］。更有观点认为，顶复门原虫的 ＳＡＧｓ
编码基因在组织寄生型原虫（包囊形成型原虫，如 Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ、
Ｓ．ｎｅｕｒｏｎａ、Ｎ．ｃａｎｉｎｕｍ）间是高度同源的，但 Ｅｉｍｅｒｉａ与隐孢
子虫、疟原虫及这三者与弓形虫间无任何同源性［１０－１１］。为证

实这一观点，本研究收集了 ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ４
条 ＳＡＧ１０基因和 １～２条不等的 ＳＡＧ１、ＳＡＧ５、ＳＡＧ８、ＳＡＧ９、
ＳＡＧ１１、ＳＡＧ１２的基因序列，同时收集了 Ｅ．ｎｅｃａｔｒｉｘ、Ｎ．ｃａｎｉ
ｎｕｍ、Ｎ．ｈｕｇｈｅｓｉ、Ｓ．ｎｅｕｒｏｎａ、Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ的相关ＳＡＧ基因序列，
结合本研究克隆的 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａＳＡＧ１０基因序列，共同采用
ＭＥＧＡ６．０６软件构建遗传进化发生树。结果发现，Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ
和Ｅ．ｎｅｃａｔｒｉｘ的ＳＡＧｓ基因家族的序列均分布在进化树的同
一较大分支上，表明同为 Ｅｉｍｅｒｉａ属的球虫 ＳＡＧｓ之间可能相
对比较保守。Ｎ．ｃａｎｉｎｕｍ、Ｎ．ｈｕｇｈｅｓｉ、Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ的 ＳＡＧ基因
则分布在进化树的另一较大分支上，其中，同为Ｎｅｏｓｐｏｒａ属的
Ｎ．ｃａｎｉｎｕｍ和Ｎ．ｈｕｇｈｅｓｉＳＡＧ１基因序列也分布在同一亲缘
关系较近的分支上，这与 Ｅｉｍｅｒｉａ属球虫 ＳＡＧｓ基因的特性相
似，也与上述其他学者的观点一致。但例外的是，Ｓ．ｎｅｕｒｏｎａ
的２条ＳＡＧ１基因却均与Ｔ．ｇｏｎｄｉｉ、Ｎ．ｃａｎｉｎｕｍ、Ｎ．ｈｕｇｈｅｓｉ的
ＳＡＧ１基因序列表现出了较低的同源性，反而与 Ｅｉｍｅｒｉａ球虫
ＳＡＧｓ基因分布在进化树的同一较大分支上，且与 Ｅ．ｔｅｎｅｌｌａ
的 ＳＡＧ１基因间表现出较高的同源性，这与已有研究结
果［１０－１１］明显不符。导致这一异常现象的原因有待进一步研

究，同时须分析比对更多的序列。
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［１１］ＪｕｎｇＣ，ＬｅｅＣＹ，ＧｒｉｇｇＭＥ．ＴｈｅＳＲＳｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙｏｆＴｏｘｏｐｌａｓｍａ
ｓｕｒｆａｃｅｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｆｏｒＰａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙ，２００４，３４
（３）：２８５－２９６．

［１２］熊茂林，宋　畅，罗荣城，等．人糖基磷脂酰肌醇（ＧＰＩ）－Ｂ７－１
真核表达载体的构建及表达［Ｊ］．中国病理生理杂志，２００５，２１
（１）：１５４－１５８．

［１３］苏建亚，沈晋良．棉铃虫幼虫中肠非糖基磷酯酰肌醇锚着氨肽
酶Ｎ基因的克隆和测序［Ｊ］．昆虫学报，２００５，４８（３）：４４４－４４９．

［１４］张云华，黄　瑾．ＧＰＩ锚定蛋白的合成及功能［Ｊ］．农垦医学，
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荆半夏胚性愈伤组织的诱导

李先良１，李居宁１，张喜才１，赵志常２

（１．荆楚理工学院生物工程学院／荆楚理工学院科技处，湖北荆门４４８０００；
２．中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所／农业部华南作物基因资源与种质创制重点开发实验室，海南儋州 ５７１７３７）

　　摘要：以竹叶型荆半夏叶柄为外植体，研究不同培养基、激素配比、不同叶柄处理方式对愈伤组织诱导的影响。结
果表明，单独添加２，４－Ｄ或６－ＢＡ均能诱导半夏叶柄愈伤组织，但诱导率较低，愈伤组织质量相对较差。叶柄不同
部位对愈伤组织诱导有显著影响，叶柄下段适合愈伤组织诱导，黄化处理能提高叶柄愈伤组织诱导的效果。正交试验

结果表明，４因素对半夏愈伤组织诱导影响从大到小为２，４－Ｄ浓度＞叶柄位置＞６－ＢＡ浓度＞蔗糖浓度。从诱导率
和愈伤组织质量考虑，取半夏叶柄下段接种于培养基ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋６０ｇ／Ｌ蔗糖上进行
培养，效果较好。
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　　半夏（Ｐｉｎｅｌｌｉａｔｅｒｎａｔａ）是天南星科多年生草本植物，主要
分布于湖北省、四川省、河南省、贵州省、安徽省等地，其中产

于湖北省荆州市的半夏被称为荆半夏，因色白、质坚实、粉性

足等优点而被誉为上品。半夏是传统中药，据对５５８个处方
分析，半夏出现频率位于第２２位。半夏以块茎入药，含半夏

生物碱、β－谷甾醇等成分［１－２］，具有燥湿化痰，降逆止呕，消

痞散结等多种功效［３－４］。近年来，半夏蛋白被发现还具有抗

早孕、抗肿瘤［４－６］、抗心律失常、抗衰老［７－８］的特殊功效。半

夏市场需求量大，市场价格比较稳定，野生半夏满足不了市场

需求，人工栽培逐渐发展起来。人工栽培半夏种茎价格较高，

目前湖北省半夏栽培使用种茎量为 ４．５～６ｔ／ｈｍ２，需
９万～１２万元／ｈｍ２。因此，降低种茎成本可以有效提高半夏
人工栽培效益。

半夏自然状态下可进行有性繁殖和无性繁殖。有性繁殖

形成的种子发芽率低，除了种子外，半夏通过块茎形成珠芽来

进行无性繁殖，一般２～３年生的块茎会形成１～２个珠芽，无
性繁殖效率较低。因此，组织培养作为一种高效繁殖方法，将

其运用于半夏种苗或种茎的培育一直备受重视。半夏主要通
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