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弓形虫ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ蛋白对ＲＡＷ２６４．７细胞增殖

与凋亡的影响及相关机制
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【摘要】　目的　探讨弓形虫Ⅰ、Ⅱ型ＲＯＰ１６蛋白对小鼠腹腔巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７细胞增殖和凋亡的影响及相关机

制。　方法　用构建的Ⅰ、Ⅱ型ＲＯＰ１６重组慢病毒表达载体转染ＲＡＷ２６４．７细胞，经嘌呤霉素筛选稳定后获得单克隆

过表达细胞株。ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法鉴定过表达效果，免疫光法检测其定位，ｃｃｋ８法测定细胞增殖活性，流式细

胞术检测细胞凋亡变化水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和信号通路相关

蛋白ｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３、ｔｏｔａｌＳＴＡＴ３、ｐＮＦκＢｐ６５和ＮＦκＢｐ６５的相对表达水平，ｑＲＴＰＣＲ法检测细胞凋亡相关基因

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的相对转录水平。　结果　重组慢病毒表达载体转染ＲＡＷ２６４．７细胞后可观察到强

绿色荧光，并检测到狉狅狆１６基因转录与蛋白表达，且该蛋白主要定位于ＲＡＷ２６４．７细胞核及其周围。ｃｃｋ８检测显示，

Ⅰ、Ⅱ型ＲＯＰ１６蛋白均可促进ＲＡＷ２６４．７细胞增殖。流式细胞术检测显示，过表达ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ组细胞凋亡率为

（５．３５±０．０５２９）％，过表达组ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ组细胞凋亡率为（５．２７６７±０．０６５１）％，均显著低于空白对照组（１０．４７３３

±０．２１７８）％和空载体对照组（１０．６５３３±０．０７０２）％（均犘＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ｑＲＴＰＣＲ检测显示过表达ｏｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ组促凋亡因子Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｂａｘ蛋白及其 ｍＲＮＡ均显著升高，抗凋亡因子Ｂｃｌ２蛋白及其 ｍＲＮＡ表

达受抑制（均犘＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ组ｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３蛋白相对表达水平显著高于对

照组（犘＜０．０１），过表达ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ组ｐＮＦκＢｐ６５蛋白相对表达水平显著高于对照组（犘＜０．０１）。　结论　Ⅰ

型和Ⅱ型ＲＯＰ１６蛋白可促进 ＲＡＷ２６４．７细胞增殖并抑制其凋亡。
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【中图分类号】　Ｒ３８２．５　　　 【文献标识码】　Ａ　　　 【文章编号】　１６７３５２３４（２０２３）０１００３００７

［犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔．２０２３Ｊａｎ；１８（１）：３０３６．］

犈犳犳犲犮狋狅犳犚犗犘１６Ⅰ／Ⅱ 狆狉狅狋犲犻狀狅犳犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻狅狀犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犚犃犠 ２６４．７犮犲犾犾犪狀犱狉犲犾犪狋犲犱

犿犲犮犺犪狀犻狊犿

ＬＩＪｉａｍｉｎｇ
１，ＹＡＮＧＮｉｎｇａｉ

２，ＷＡＮＧＰｅｎｔａｏ
２，ＷＡＮＧＹｉｘｕａｎ

１，ＭＡＨｕｉｈｕｉ
１，ＬＩＵＣｈｕｎｌａｎ

１，ＬＡＮ

Ｍｉｎ
１，ＺＨＡＯＺｈｉｊｕｎ

２，３
　（１．犛犮犺狅狅犾狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犕犲犱犻犮犻狀犲，犖犻狀犵狓犻犪犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犢犻狀犮犺狌犪狀７５０００４，犆犺犻狀犪；２．

犖犻狀犵狓犻犪犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犕犻犮狉狅犫犻狅犾狅犵狔；３．犕犲犱犻犮犪犾犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犆犲狀狋犲狉，犌犲狀犲狉犪犾犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犖犻狀犵狓犻犪

犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔）

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉｔｙｐｅ Ⅰ ａｎｄ Ⅱ ＲＯＰ１６ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｎｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｍｏｕｓｅｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．　犕犲狋犺狅犱狊　

ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｏｆＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉｔｙｐｅⅠａｎｄⅡ

ＲＯＰ１６，ａｎｄｍｏｎｏｃｌｏｎａｌｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄａｆｔｅｒｐｕｒｏｍｙｃｉｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ．ｑＲＴＰＣＲａｎｄ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｅｆｆｅｃｔ，ｉｍｍｕｎｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｔｏｄｅｔｅｃｔｉｔｓｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ，ｃｃｋ８

ａｓｓａｙｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９，Ｂａｘ，Ｂｃｌ２ａｎｄｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３，ｔｏｔａｌＳＴＡＴ３，ｐＮＦκＢｐ６５ａｎｄＮＦκＢｐ６５ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｌｅｖｅｌｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９，ＢａｘａｎｄＢｃｌ２ｂｙｑＲＴＰＣＲ．　犚犲狊狌犾狋狊　Ｓｔｒｏｎｇｇｒｅｅｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ，狉狅狆１６

ｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｍａｉｎｌｙｌｏｃａｌｉｚｅｄｉｎａｎｄａｒｏｕｎｄｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｏｆ

ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓ．ｃｃｋ８ａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｂｏｔｈｔｙｐｅⅠａｎｄⅡ ＲＯＰ１６ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲＡＷ

·０３·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２３年１月　第１８卷第１期

Ｊａｎ．２０２３，　Ｖｏｌ．１８，Ｎｏ．１





【基金项目】　国家自然科学基金地区项目（Ｎｏ．８１５６０３３３）；宁夏自然科学基金项目（Ｎｏ．２０２２ＡＡＣ０３５４７）；宁夏医科大学校级科研资助项

目（Ｎｏ．ＸＭ２０２１０３７）。

【通讯作者】　赵志军，Ｅｍａｉｌ：ｚ１５８１５ｚ＠１６３．ｃｏｍ

【作者简介】　李佳铭（１９９８），女，宁夏中卫人，在读硕士研究生。研究方向：临床病原微生物与免疫学。Ｅｍａｉｌ：１１５１１４３９１５＠ｑｑ．ｃｏｍ



２６４．７ｃｅｌｌｓ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓ（５．３５±０．０５２９）％ｉｎｔｈｅｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰｇｒｏｕｐ

ａｎｄ（５．２７６７±０．０６５１）％ｉｎｔｈｅｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ ｇｒｏｕｐ，ｂｏｔｈｏｆｗｈｉｃｈｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｂｌａｎｋ

ｃｏｎｔｒｏｌ（１０．４７３３±０．２１７８）％ａｎｄｔｈｅｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｑＲＴＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｐｒｏａｐｏｐｔｏｔｉｃｆａｃｔｏｒｓＣａｓｐａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ９，ＢａｘｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅｉｒｍＲＮＡｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｏｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃｆａｃｔｏｒＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｉｔｓｍＲＮＡｗｅｒｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ（犘＜

０．０１ｆｏｒｂｏｔｈ）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｏｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅰｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）ａｎｄｐＮＦκＢｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱｇｒｏｕｐ（犘＜０．０１）ｔｈａｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｙｐｅＩａｎｄｔｙｐｅⅡ ＲＯＰ１６ｐｒｏｔｅｉｎｓｐｒｏｍｏｔｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＲＡＷ

２６４．７ｃｅｌｌｓ．
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　　弓形虫（犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻）是专性细胞内寄生

虫，能够感染包括人类在内的绝大多数温血动物，在所

有有核细胞中入侵和复制。据估计，全世界约３０％的

人感染了这种寄生虫［１］。弓形虫感染在健康人通常无

明显症状，在免疫功能低下者弓形虫感染则后果严重

甚至可能会危及生命，子宫内感染可能会导致胎儿出

现重大缺陷［２３］。在北美和欧洲，大多数弓形虫株属于

克隆型Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅺ谱系
［４］，这些克隆谱系在许多表

型上不同，包括毒力、迁移、对宿主信号通路的调节和

对宿主免疫反应的敏感性等［５］。这些虫株特异性在很

大程度上依赖于弓形虫顶端细胞器分泌的蛋白—棒状

体蛋白（ＲＯＰｓ）和致密颗粒（ＧＲＡｓ）
［６］。已有研究证

明，ＲＯＰ１６是弓形虫入侵的关键蛋白，在弓形虫的三

个致病阶段（快速生长的速殖子、组织包囊中的缓殖子

和卵囊中的子孢子）均有表达，并显示出高度的致病性

和免疫原性［７］，是弓形虫病诊断和疫苗研制的非常有

前景的候选分子。

弓形虫通过逃避和破坏免疫系统在宿主中建立终

身慢性感染。巨噬细胞作为抗原提呈细胞，在先天免

疫和获得性免疫之间存在交互作用。有证据表明，弓

形虫在宿主体内优先以单核／巨噬细胞系细胞、树突状

细胞和中性粒细胞为目标［８］。在宿主感染期间，弓形

虫要处理许多不同的巨噬细胞亚群［９］。Ｏｌｉａｓ等
［１０］报

道巨噬细胞能够在被ＩＦＮγ和由ＬＰＳ或ＴＮＦα提供

的第二信号激活后控制弓形虫复制。在弓形虫感染后

宿主的免疫应答过程中，通常由巨噬细胞与弓形虫在

细胞水平和分子水平的相互作用共同决定感染的进程

和转归［１１］。基于此，本研究使用小鼠腹腔巨噬细胞系

ＲＡＷ２６４．７细胞构建稳定表达Ⅰ型 ＲＨ 株、Ⅱ型

ＭＥ４９株ＲＯＰ１６蛋白的细胞株，探讨弓形虫Ⅰ、Ⅱ型

ＲＯＰ１６蛋白对ＲＡＷ２６４．７细胞增殖及凋亡的影响，

以揭示弓形虫的免疫逃避机制。

材料与方法

１　材料

１．１　细胞和毒株　ＲＡＷ２６４．７细胞购自上海名劲生

物科 技 有 限 公 司；ｐＨＢＬＶＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ 慢 病 毒 和

ｐＨＢＬＶＣＭＶ空载体对照慢病毒购自北京汉恒生物

有限公司。

１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清购自以色

列ＢＩ公司；嘌呤霉素购自美国ＴｈｅｒｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；

ＴＲＩｚｏｌ试剂购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录试剂盒

和ＲＴＰＣＲ试剂盒购于日本 ＴａＫａＲａ公司；抗 Ｈｉｓ

ｔａｇ、ｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ３、ＮＦκＢｐ６５、ｐＮＦκＢ

ｐ６５、Ｃａｓｐａｓｅ９ 抗 体 购 自 英 国 Ａｂｃａｍ 公 司；抗

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２抗体购于武汉爱博泰克生物科技

有限公司；家兔抗人βａｃｔｉｎ抗体购自德国ＣＳＴ公司；

ＨＰＲ标记山羊抗家兔ＩｇＧ（ＩｇＧＨＲＰ）购自美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；目的基因扩增引物（表１）由上海擎

科生物科技有限公司合成；凋亡检测试剂盒购自杭州

联科生物技术股份有限公司。

表１　犘犆犚扩增引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犘犆犚犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

ｎａｍｅｓ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

ＧＡＰＤＨ ＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ ＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＣＣ

ｒｏｐ１６ ＣＧＧＣＴＧＡＡＧＴＡＧＧＴＣＴＣＧＧ ＧＧＴＧＡＡＡＧＣＴＧＧＧＴＴＴＧＧＴ

Ｂａｘ ＴＴＧＣＣＣＴＣＴＴＣＴＡＣＴＴＴＧＣＴＡＧ ＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣＴＧＡＴＣＡＧＣＴＣ

Ｂｃｌ２ ＧＡＴＧＡＣＴＴＣＴＣＴＣＧＴＣＧＣＴＡＣ ＧＡＡＣＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧＣＣＡＣＡＡＴＣ

Ｃａｐａｓｅ３ ＡＡＣＡＡＡＡＴＧＡＴＴＣＴＧＴＧＡＧＣＣＣ ＴＴＧＡＣＡＡＡＴＧＣＴＴＴＴＣＣＣＴＧＡＧ

Ｃａｐａｓｅ９ ＴＧＴＧＡＡＴＡＴＣＴＴＣＡＡＣＧＧＧＡＧＣ ＧＡＧＴＡＧＧＡＣＡＣＡＡＧＧＡＴＧＴＣＡＣ

２　方法

２．１　细胞培养　小鼠腹腔巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７细

胞培养于ＤＭＥＭ培养基，附加１０％热灭活胎牛血清、

１０Ｕ／ｍｌ青霉素、１０μｇ／ｍｌ链霉素。细胞在３７℃、

５％ＣＯ２ 条件下培养，待细胞生长到９０％左右进行传

代，连续传代３代以上。

２．２　稳转细胞系的构建　将处于对数生长期的

ＲＡＷ２６４．７细胞计数后稀释至１×１０
５ 个／ｍｌ，加入

９６孔板，１００μｌ／孔。试验分为３组：空白对照组、空载

体对照组、过表达组。按说明书推荐的感染复数值

（ＭＯＩ值）范围设置不同 ＭＯＩ值进行试验确定最佳
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ＭＯＩ值，向各组细胞中加入相应体积慢病毒，培养７２

ｈ后观察荧光信号强度。转染成功后，用含嘌呤霉素

的完全培养基进行筛选，直至空载体对照组和过表达

组中无死亡细胞，得到稳定表达 ＲＯＰ１６的 ＲＡＷ

２６４．７细胞株。

２．３　免疫荧光法检测ＲＯＰ１６在ＲＡＷ２６４．７细胞中

的定位　将处于对数生长期的空白对照组、空载体对

照组、过表达组细胞分别接种到玻璃盖玻片上，２４ｈ

观察爬片情况。爬片成功的细胞用４％多聚甲醛固定

１５ｍｉｎ，用０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００在ＰＢＳ中透膜５ｍｉｎ，

用２％ＢＳＡ封闭１ｈ；加入２％ＢＳＡ稀释的特异性一

抗（Ｈｉｓｔａｇ抗体），孵育后洗涤；加入抗鼠ＩｇＧＣｙ３二

抗，孵育后洗涤；加入５μｇ／ｍｌＤＡＰＩ室温避光染色１０

ｍｉｎ，荧光显微镜下观察。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测促凋亡蛋白表达水平　提取

全蛋白并将其定量为等质量等体积的蛋白样品，１００

℃水浴１５ｍｉｎ，经８％～１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转

膜，封闭后依次加入一抗（Ｈｉｓｔａｇ、ｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３、

ＳＴＡＴ３、ＮＦκＢｐ６５、ｐＮＦκＢｐ６５、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ

３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、βａｃｔｉｎ）及 ＨＲＰ标记的二抗孵育，加入

显色液显色后在凝胶成像仪上成像，使用ＩｍａｇｅＬａｂ

软件分析灰度值，并以内参βａｃｔｉｎ蛋白的表达进行归

一化处理。

２．５　ＰＣＲ检测狉狅狆１６基因表达水平　提取各组细胞

ＤＮＡ并检测其浓度及纯度。以ＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩

增目的基因。反应体系：ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，

ＤＮＡ１μＬ，上、下游引物各１μＬ，无酶水补足２０μＬ。

反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃

５０ｓ，共３２个循环；７２℃１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ扩增产物

进行１．０％琼脂糖凝胶电泳，鉴定狉狅狆１６基因的表达

情况。

２．６　ＲＴＰＣＲ检测细胞凋亡因子ｍＲＮＡ转录水平　

提取各组细胞的总ＲＮＡ并逆转为ｃＤＮＡ。通过罗氏

４８０实时荧光定量ＰＣＲ仪检测靶基因的 ｍＲＮＡ 水

平。反应条件：９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，共４０

个循环；９５ ℃ ５ｓ，６０ ℃ １ｍｉｎ，５０ ℃ ３０ｓ。通过

２
△△Ｃｔ计算分析不同组中各基因（表１）相对靶 ｍＲＮＡ

水平，并与 ＧＡＰＤＨ 基因的 ｍＲＮＡ转录水平进行归

一化处理。

２．７　ＣＣＫ８试验检测ＲＡＷ２６４．７细胞增殖情况　

将处于对数生长期的空白对照组、空载体对照 组、

ＲＯＰ１６过表达组细胞接种于９６孔板，密度为４×１０
３

个／孔，分别于培养０、６、２４、４８、７２ｈ时加入１０μｌｃｃｋ

８试剂。３７℃孵育１．５ｈ后使用酶标仪测定细胞在

４５０ｎｍ处的吸光度（Ａ４５０）值。

２．８　流式细胞术检测ＲＡＷ２６４．７细胞凋亡情况　

分别将处于对数生长期的空白对照组、空载体对照组、

ＲＯＰ１６过表达组细胞用ｐＨ７．４的预冷ＰＢＳ冲洗２

次，收集（１～１０）×１０
５ 个细胞（包括培养上清中的细

胞）。加入５００μｌ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞，每管

再加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ和１０μｌ７ＡＡＤ，轻柔涡

旋混匀，室温避光孵育５ｍｉｎ后用流式细胞仪和Ｃｅｌｌ

Ｑｕｅｓｔ软件在１ｈ内对染色标本进行检测分析。

２．９　统计学分析　使用Ｐｒｉｓｍ９进行统计学分析，通

过单向或双向 ＡＮＯＶＡ以及成对或不成对狋检验评

估平均值间的差异性，检验水准为α＝０．０５。

结　果

１　犚犗犘１６稳定转染细胞株的构建

分别用已包装的ｐＨＢＬＶＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ 慢病毒和

ｐＨＢＬＶＣＭＶ空载体对照慢病毒转染ＲＡＷ２６４．７细

胞，７２ｈ后荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白高表达，

ｐＨＢＬＶＣＭＶ空载体慢病毒及ｐＨＢＬＶＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ慢

病毒最佳感染复数均为３０（ＭＯＩ＝３０）。细胞呈对数

生长且状态良好时，用含嘌呤霉素的ＤＭＥＭ 完全培

养基进行筛选，１周后荧光显微镜下观察视野中９０％

以上细胞均表达强绿色荧光（图１），表明已成功构建

稳定 表 达 ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ 和 ｐＨＢＬＶＣＭＶ 空 载 体 的

ＲＡＷ２６４．７细胞株。

　ＡＤ　细胞形态（透射光，２００×）　ａｄ　ＧＦＰ荧光表达情况（２００×）

图１　稳定转染细胞株荧光蛋白表达情况

ＡＤ　Ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ （ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄｌｉｇｈｔ，２００×）　ａｄ　ＧＦＰ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，２００×）

犉犻犵．１　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狊狋犪犫犾犲犮犲犾犾犾犻狀犲狊

２　犚犗犘１６在犚犃犠２６４．７细胞中的过表达情况

ｐＨＢＬＶＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ过表达载体转染ＲＡＷ２６４．７

细胞后时行ＰＣＲ检测，结果显示过表达组（ｏｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ）均表达狉狅狆１６基因（图２Ａ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
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检测过表达组（ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ）ＲＯＰ１６蛋白相对

表达水平较空白对照组和空载体对照组显著上调（犉

＝４９３５，犘＜０．０１）（图２Ｂ）；ＲＴＰＣＲ检测过表达组

（ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ）狉狅狆１６基因相对转录水平较空

白对照组和空载体对照组显著上调（犉＝２７３．２，犘 ＜

０．０１）（图２Ｃ）。表明ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ均在ＲＡＷ２６４．７细

胞中稳定表达。

　　Ａ、Ｂ　分别为 ＰＣＲ鉴定ｒｏｐ１６基因表达和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

ＲＯＰ１６蛋白表达　Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　空白对照组　２　空载体

ＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ对照组　３　ＯｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ 过表达组　４　ＯｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅱ过表达组　Ｃ　ＲＴＰＣＲ检测狉狅狆１６基因转录（ａ与Ｃｏｎｔｒｏｌ组

及ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ组相比较，犘＜０．０１）

图２　犚犃犠２６４．７细胞中狉狅狆１６基因的转录和表达鉴定

Ａ，Ｂ　ａｒｅｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｒｏｐ１６ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＰＣＲａｎｄ

ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｏｄｅｔｅｃｔＲＯＰ１６ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ　

１　Ｅｍｐｔｙｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｃｏｎｔｒｏｌ）　２　Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ）　３　Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ）

　４　Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ）ＣＴｈｅ狉狅狆１６ｇｅｎｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＲＴＰＣＲ （ａＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐａｎｄＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１）．

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉狅狆１６狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犪狀犱狋狉犪狀狊犾犪狋犻狅狀

犻狀犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊

３　犚犗犘１６在犚犃犠２６４．７细胞中的定位

用ＤＡＰＩ试剂对细胞核进行标记（蓝色荧光），用

Ｈｉｓｔａｇ抗体对ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ蛋白进行标记（红色荧光），

以空白对照组与空载体对照组为对照，激光共聚焦显

微镜下观察。结果显示，空白对照组和空载体对照组

无红色荧光，过表达组细胞中可见红色荧光且主要聚

集在 ＲＡＷ２６４．７细胞核，表明 ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ 在 ＲＡＷ

２６４．７细胞中过表达，且主要定位于细胞核（图３）。

４　犚犗犘１６过表达对犚犃犠２６４．７细胞增殖的影响

　　ＣＣＫ８ 试验显示，各组细胞培养不同时间，

ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ蛋白对 ＲＡＷ２６４．７细胞的增殖表现为不

同程度的促进作用，呈时间依赖性。２４ｈ后，同空白

对照组和空载体对照组相比，稳定表达ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ的

ＲＡＷ２６４．７细胞活力均显著升高（犉 值分别为２２１、

２９４、８６８１，均犘＜０．０１）（表２，图４）。表明ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ

蛋白均对ＲＡＷ２６４．７细胞的增殖具有较强的促进作

用。

图３　免疫荧光法检测 犚犗犘１６在 犚犃犠２６４．７细胞中的定位（６００×）

犉犻犵．３　犔狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳犚犗犘１６犻狀犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊犪狊犿犲犪狊狌狉犲犱

犫狔犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲（６００×）

　　注：ｎｓ与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ组比较，犘＞０．０５；ａ与

Ｃｏｎｔｒｏｌ组及ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ组比较，犘＜０．０１。

图４　犮犮犽８检测犚犗犘１６过表达后犚犃犠２６４．７细胞增殖

Ｎｏｔｅｓ：ｎｓＣｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌａｎｄ ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ

ｇｒｏｕｐｓ，犘＞０．０５；ａＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌａｎｄＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ

ｇｒｏｕｐｓ，犘＜０．０１．

犉犻犵．４　犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狑犪狊犿犲犪狊狌狉犲犱犫狔犮犮犽８

犪犳狋犲狉犚犗犘１６狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

表２　犚犗犘１６过表达对犚犃犠２６４．７细胞增殖（犃４５０值）和凋亡（％）的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犚犗犘１６狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀狋犺犲狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀（犃４５０狏犪犾狌犲）犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊（％）狅犳犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊

组别

Ｇｒｏｕｐ

Ａ４５０值（狓±狊）

０ｈ ６ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

细胞凋亡（％）

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．３２６±０．００１ ０．３８４３±０．００２１ ０．３６６３±０．００３８ ０．５１４７±０．０１６２ ０．７３３７±０．００９９ １０．４７３３±０．２１７８

ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ ０．３１８７±０．００８３ ０．４０２３±０．００１２ ０．４１６±０．００９５ ０．５１４７±０．０１６２ ０．７３６±０．００９ １０．６５３３±０．０７０２

ＯｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ ０．３０９±０．０１１５ ０．３６８±０．００６１ ０．４９±０．００３６ ０．８２２±０．００２６ １．２３８３±０．０１６５ ５．３５±０．０５２９
ａ

ＯｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ ０．３１６±０．０２０４ ０．３７７３±０．００２１ ０．４４７３±０．００６７ ０．７２５７±０．０４ ０．９９７±０．００８２ ５．２７６７±０．０６５１
ａ

　　注：ａ同空白对照组与空载体对照组相比，犘＜０．０１。

５　犚犗犘１６过表达对犚犃犠２６４．７细胞凋亡的影响

流式细胞检测显示，ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ 组细胞凋

亡率为（５．３５±０．０５２９）％，ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ组凋亡

率为（５．２７６７±０．０６５１）％，与空白对照组（１０．４７３３±

０．２１７８）％和空载体对照组（１０．６５３３±０．０７０２）％比较

差异均有统计学意义（犉＝１８５７，犘＜０．０１）（表２，图

５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＲＯＰ１６过表达组（ｏｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ）细 胞 中 促 凋 亡 蛋 白 Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、

·３３·
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Ｃａｓｐａｓｅ９的相对表达水平均较空白对照组和空载体

对照组显著降低（犉 值分别为１９．１、５３２．７、１４９．６，均

犘＜０．０１），抑制调亡蛋白Ｂｃｌ２相对表达水平显著升

高（犉＝２０２１，犘＜０．０１），Ｂａｘ／Ｂｃｌ２相对表达水平显

著降低（犉＝６６８．６，犘 ＜０．０１）（图６）。ＲＴＰＣＲ检测

ＲＯＰ１６过表达组（ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ）细胞中促凋亡

蛋白Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９基因的相对转录水平均

低于对照组（犉 值分别为３３５．６、１７３．９、１７８．６，均犘＜

０．０１），抑调亡蛋白Ｂｃｌ２基因的相对转录水平高于对

照组（犉＝５９．８１，犘＜０．０１），Ｂａｘ／Ｂｃｌ２低于对照组（犉

＝２４７．７，犘＜０．０１）（图７），与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果一致。

表明ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ蛋白可保护ＲＡＷ２６４．７细胞，抑制其

凋亡。

图５　流式细胞术检测犚犗犘１６过表达后犚犃犠２６４．７细胞凋亡情况

犉犻犵．５　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犚犗犘１６狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

狑犪狊犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔

　　１　空白对照组　２　空载体 ＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ 对照组　３　ＯｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅰ过表达组　４　ＯｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ过表达组　注：ａ与Ｃｏｎｔｒｏｌ

组及ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ组比较，犘＜０．０５；ｂ与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｃｏｎｔｒｏｌ

ＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ组比较，犘＜０．０１。

图６　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测犚犗犘１６过表达后犚犃犠２６４．７细胞

凋亡蛋白的表达

１　Ｅｍｐｔｙｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ （Ｃｏｎｔｒｏｌ）　２　Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ （ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ）　３　Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ （ｏｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅰ）　４　Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ）　Ｎｏｔｅｓ：ａ

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５；

ｂＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓｇｒｏｕｐ，犘 ＜

０．０１．

犉犻犵．６　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪狆狅狆狋狅狋犻犮狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犻狀犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犚犗犘１６狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

　　注：ａ与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ组比较，犘＜０．０５；ｂ与

Ｃｏｎｔｒｏｌ组及ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ组比较，犘＜０．０１。

图７　犚犜犘犆犚检测犚犗犘１６过表达后犚犃犠２６４．７细胞凋亡因子

犿犚犖犃转录水平

Ｎｏｔｅｓ：ａＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ

ｇｒｏｕｐ，犘 ＜０．０５；ｂ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ

ＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓｇｒｏｕｐ，犘＜０．０１．

犉犻犵．７　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪狆狅狆狋狅狊犻狊犳犪犮狋狅狉狊犻狀犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊

犪犳狋犲狉犚犗犘１６狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

６　犚犗犘１６过表达后犚犃犠２６４．７细胞相关信号通路

变化

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，空载体对照组ＳＴＡＴ３、

ｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３、ＮＦκＢｐ６５、ｐＮＦκＢｐ６５蛋白相对

表达水平与空白对照组相比差异无统计学意义（狋值

分别为３．４１９、４．２６２、３．７７１、１．４４５，犘＞０．０５，图８）；

ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅰ过表达组ｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３蛋白相

对表达水平显著高于对照组（犉＝７１４２，犘＜０．０１，图

８），过表达组（ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ）ｐＮＦκＢｐ６５蛋白相

对表达水平显著高于对照组（犉＝３３０．８，犘＜０．０１，图

８）。表明 ＲＯＰ１６Ⅰ 蛋白可磷酸化 Ｔｙｒ７０５ＳＴＡＴ３，

ＲＯＰ１６Ⅱ蛋白可磷酸化ＮＦκＢｐ６５。

　　１　空白对照组　２　空载体 ＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ 对照组　３　ＯｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅰ过表达组　４　ＯｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ过表达组　注：ｎｓ与Ｃｏｎｔｒｏｌ

组及ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ组比较，犘＞０．０５；ａ与Ｃｏｎｔｒｏｌ组及Ｃｏｎｔｒｏｌ

ＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ组比较，犘＜０．０１。

图８　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋检测犚犗犘１６过表达后犚犃犠２６４．７

细胞信号通路蛋白的表达

１　Ｅｍｐｔｙｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ （Ｃｏｎｔｒｏｌ）　２　Ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ （ＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓ）　３　Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ （ｏｖｅｒＥｘｐ

ＲＯＰ１６Ⅰ）　４　Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐ（ｏｖｅｒＥｘｐＲＯＰ１６Ⅱ）ＮｏｔｅＳ：ｎｓ

ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓｇｒｏｕｐ，犘＜０．０５；

ａＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＣｏｎｔｒｏｌＲＯＰ１６Ｖｅｎｕｓｇｒｏｕｐ，犘＜

０．０１．

犉犻犵．８　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊

犪犳狋犲狉犚犗犘１６狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀
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讨　论

弓形虫入侵宿主细胞是虫体蛋白和宿主蛋白等多

种因子相互作用的过程。ＲＯＰｓ由弓形虫顶端细胞器

分泌，包括两个家族：ＲＯＰ１和 ＲＯＰ２蛋白家族
［１２］。

大部分ＲＯＰ２家族成员在虫体入侵时定位于纳虫空

泡膜（Ｐａｒａｓｉｔｏｐｈｏｒｏｕｓｖａｃｕｏｌｅｍｅｍｂｒａｎｅ，ＰＶＭ），辅

助纳虫空泡（ＰＶ）的形成
［１３］，联系宿主细胞和 ＰＶ。

Ｓａｅｉｊ等
［１４］报道ＲＯＰ１６可在１０ｍｉｎ内从棒状体迅速

分泌到宿主细胞核，在１０ｍｉｎ至４ｈ可检测到较强的

荧光信号，且在２４ｈ时仍能看到。该研究还发现

ＲＯＰ１６分泌到宿主细胞核的浓度与胞内ＰＶ数量呈

正相关，但与入侵虫体总数无关。Ｍｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙ

等［１５］的研究表明ＲＯＰ１６在巨噬细胞功能的调节中起

主要作用。本研究分别用ＲＨ 株 ＲＯＰ１６（ＲＯＰ１６Ⅰ）

和 ＭＥ４９株ＲＯＰ１６（ＲＯＰ１６Ⅱ）过表达慢病毒转染小

鼠腹腔巨噬细胞 ＲＡＷ ２６４．７，发现 ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ 在

ＲＡＷ２６４．７细胞中稳定表达并主要定位于宿主细胞

核，为进一步研究ＲＯＰ１６与巨噬细胞的相互作用机

制奠定了基础。

ＲＯＰ１６在入侵早期即可被迅速分泌到宿主细胞

内，并通过核易位序列迅速转移到宿主细胞核内［１６］，

其序列存在丝氨酸／苏氨酸激酶区域，可发挥其蛋白激

酶活性，参与宿主细胞内信号转导和转录激活因子

（ＳＴＡＴ）的磷酸化，干扰宿主细胞内信号通路传导，进

而操纵宿主免疫反应，影响宿主细胞的增殖、分化和凋

亡等功能［１７１８］，从而决定寄生虫的毒力和感染后

果［１９］。ＲＯＰ１６基因序列存在多态性，Ⅱ型与Ⅰ、Ⅲ型

虫株等位基因核酸序列同源性存在差异［１３，１８］。Ｊｅｎｓｅｎ

等［２０］的研究证明，Ⅰ型和Ⅲ型虫株激活ＳＴＡＴ３，导致

Ｍ２巨噬细胞激活和炎症抑制，Ⅱ型虫株激活核转录

因子ｋＢ（ＮＦｋＢ），导致 Ｍ１巨噬细胞激活和炎症反应

激活［９］。Ｙａｍａｍｏｔｏ等
［１７］的研究表明，Ⅰ型虫株的

ＲＯＰ１６进入宿主细胞后会结合并磷酸化 Ｔｙｒ７０５

ＳＴＡＴ３，进而影响宿主的免疫反应以及宿主细胞的增

殖、分 化 等。本 研 究 中 ＲＡＷ２６４．７ 细 胞 过 表 达

ＲＯＰ１６Ⅰ 蛋白后胞内 ｐＴｙｒ７０５ＳＴＡＴ３ 表达升高，

ＲＡＷ２６４．７细胞过表达 ＲＯＰ１６Ⅱ 蛋白后胞内ｐＮＦ

κＢｐ６５表达升高，提示 ＲＨ 株 ＲＯＰ１６诱导 ＳＴＡＴ３

Ｔｙｒ７０５被激活磷酸化发挥相应功能，而 ＭＥ４９株

ＲＯＰ１６诱导ＮＦκＢｐ６５被激活磷酸化发挥相应功能。

细胞增殖是生物体生长、发育、繁殖以及遗传的基

础，细胞凋亡是由细胞基因表达模式的改变和翻译后

修饰激活的程序性细胞死亡［２１］。在分子水平上了解

细胞凋亡和其他程序性细胞死亡的机制，可以更深入

地了解各种疾病过程，从而可能影响治疗策略［２２］。

Ｎａｓｈ等
［２３］曾经证实弓形虫入侵宿主细胞后宿主细胞

具有明显的抗凋亡性，这一观点后来也被大量研究所

证明。Ｃａｓｐａｓｅ级联反应在细胞凋亡中发挥重要调控

作用，Ｃａｓｐａｓｅ在凋亡 的作用下首先激活启动型

Ｃａｓｐａｓｅ引发Ｃａｓｐａｓｅ级联反应，然后通过活化的执行

型Ｃａｓｐａｓｅ裂解 导致，Ｃａｓｐａｓｅ９作为关键的细胞凋

亡启动者，收到信号后能通过自剪接而激活，进而产生

Ｃａｓｐａｓｅ级联反应。Ｃａｓｐａｓｅ３作为关键的调控分子，

收到上游凋亡信号后被活化，生成ｃｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３，

进而执行细胞凋亡［２４２５］。本研究结果表明，在ＲＡＷ

２６４．７细胞中，ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ蛋白均可减少细胞凋亡并抑

制Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９的表达，提示该棒状体蛋白可

能通过直接或间接调控Ｃａｓｐａｓｅ级联反应来影响巨噬

细胞凋亡。

此外，细胞凋亡过程中的早期变化与Ｂｃｌ２蛋白

家族成员介导的线粒体变化有关，包括促凋亡的Ｂａｘ

蛋白和抗凋亡的Ｂｃｌ２蛋白。Ｊｉａ等
［２６］的研究表明，激

活ＳＴＡＴ３信号通路在诱发癌症细胞的产生、发展、侵

袭与转化过程中起着举足轻重的作用。磷酸化后转位

到细胞核的ＳＴＡＴ３通过调控线粒体功能影响细胞进

程，激活调节靶蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及细胞周期蛋白Ｄ１的

表达，这些蛋白可以调节细胞增殖和凋亡，从而介导宿

主细胞的启动、侵袭和进展［２７］。此外，ＮＦκＢ也在降

低弓形虫引起的细胞凋亡中起一定作用［２８］。本研究

结果显示，ＲＯＰ１６Ⅰ／Ⅱ 蛋白分别能够诱导 Ｔｙｒ７０５

ＳＴＡＴ３、ＮＦκＢｐ６５磷酸化，控制促凋亡蛋白Ｂａｘ基

因的表达，促进抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２基因的表达，利用下

调Ｂａｘ／Ｂｃｌ２来控制巨噬细胞凋亡。

综上 所 述，ＲＯＰ１６Ⅰ 蛋 白 能 够 诱 导 Ｔｙｒ７０５

ＳＴＡＴ３磷酸化，ＲＯＰ１６Ⅱ蛋白能够诱导ＮＦκＢｐ６５磷

酸化，促进宿主细胞增殖，抑制宿主细胞凋亡。细胞凋

亡被认为是一个受到严密调控的能量依赖性过程，虽

然弓形虫感染后许多在凋亡途径中被激活或失活的关

键凋亡蛋白已经被鉴定，但这些蛋白的作用或激活的

分子机制并不完全清楚，是继续研究的重点。此外，细

胞凋亡广泛参与弓形虫感染后的病理生理过程，在分

子水平上了解细胞凋亡机制有助于更深入地了解弓形

虫感染过程，从而可能影响治疗策略。

【参考文献】

［１］　ＰａｐｐａｓＧ，ＲｏｕｓｓｏｓＮ，ＦａｌａｇａｓＭＥ．Ｔｏｘｏｐｌａｓｍｏｓｉｓｓｎａｐｓｈｏｔｓ：

ｇｌｏｂａｌ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ 犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪 犵狅狀犱犻犻 ｓｅｒｏｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ

ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｐｒｅｇｎａｎｃｙａｎｄｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｔｏｘｏｐｌａｓｍｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｉｎｔ

ＪＰａｒａｓｉｔｏｌ，２００９，３９（１２）：１３８５１３９４．

［２］　孙慧，王龙江，李瑾，等．弓形虫微线蛋白２５的生物信息学分析

及其互作蛋白预测［Ｊ］．Ｉｌｅ，２０２０，１１：３６．

［３］　ＫｉｍＫ，ＷｅｉｓｓＬＭ．Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉ：ｔｈｅｍｏｄｅｌａｐｉｃｏｍｐｌｅｘａｎ

［Ｊ］．ＩｎｔＪＰａｒａｓｉｔｏｌ，２００４，３４（３）：４２３４３２．

·５３·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２３年１月　第１８卷第１期

Ｊａｎ．２０２３，　Ｖｏｌ．１８，Ｎｏ．１



［４］　ＬｏｒｅｎｚｉＨ，Ｋｈａｎ Ａ，Ｂｅｈｎｋｅ ＭＳ，ｅｔａｌ．Ｌｏｃａｌａｄｍｉｘｔｕｒｅｏｆ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｅｄ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ

ｓｈａｐｅｓｍｏｓａｉｃ犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻ｇｅｎｏｍｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，

２０１６，７（１）：１１３．

［５］　ＳａｅｉｊＪＰＪ，ＢｏｙｌｅＪＰ，ＢｏｏｔｈｒｏｙｄＪＣ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅ

ｍａｊｏｒ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ 犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪 犵狅狀犱犻犻 ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄｈｏｓｔ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＰａｒａｓｉｔｏｌ，２００５，２１

（１０）：４７６４８１．

［６］　ＬｉｍａＴＳ，Ｌｏｄｏｅｎ ＭＢ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｈｕｍａｎｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｅ

ｅｖａｓｉｏｎｂｙ犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＩｎｆｅｃｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２０１９（９）：１０３．

［７］　ＺｈａｎｇＹ，ＬａｉＢＳ，ＪｕｈａｓＭ，ｅｔａｌ．犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｒｏｌｅｉｎｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｓ，２０１９，２２７：１２６２９３．

［８］　ＣｈｔａｎｏｖａＴ，ＳｃｈａｅｆｆｅｒＭ，ＨａｎＳＪ，ｅｔａｌ．Ｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ

ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓｄｕｒｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，２００８，

２９（３）：４８７４９６．

［９］　 Ｇｅｉｓｓｍａｎｎ Ｆ，Ｇｏｒｄｏｎ Ｓ，Ｈｕｍｅ ＤＡ，ｅｔａｌ．犝狀狉犪狏犲犾犾犻狀犵

犿狅狀狅狀狌犮犾犲犪狉ｐｈａｇｏｃｙｔｅｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，

２０１０，１０（６）：４５３４６０．

［１０］　ＯｌｉａｓＰ，ＥｔｈｅｒｉｄｇｅＲＤ，ＺｈａｎｇＹ，ｅｔａｌ．犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪ｅｆｆｅｃｔｏｒ

ｒｅｃｒｕｉｔｓ ｔｈｅ Ｍｉ２／ＮｕＲＤ ｃｏｍｐｌｅｘ ｔｏ ｒｅｐｒｅｓｓ ＳＴＡＴ１

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｂｌｏｃｋＩＦＮγｄｅｐｅｎｄｅｎｔｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．

ＣｅｌｌＨｏｓｔＭｉｃｒｏｂｅ，２０１６，２０（１）：７２８２．

［１１］　ＢｏｏｔｈｒｏｙｄＪＣ．Ｈａｖｅｉｔｙｏｕｒｗａｙ：ｈｏｗｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ，ｉｎｊｅｃｔｅｄ

ｋｉｎａｓｅｓａｎｄｐｓｅｕｄｏｋｉｎａｓｅｓｅｎａｂｌｅｔｏｘｏｐｌａｓｍａｔｏｓｕｂｖｅｒｔｈｏｓｔ

ｄｅｆｅｎｓｅｓ［Ｊ］．ＰＬＯＳＰａｔｈｏｇ，２０１３，９（４）：ｅ１００３２９６．

［１２］　ＳａｂｏｕＭ，ＤｏｄｅｒｅｒＬａｎｇＣ，ＬｅｙｅｒＣ，ｅｔａｌ．犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻

ＲＯＰ１６ｋｉｎａｓｅｓｉｌｅｎｃｅｓｔｈｅｃｙｃｌｉｎＢ１ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｂｙｈｉｊａｃｋｉｎｇ

ｈｏｓｔｃｅｌｌＵＨＲＦ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｏｌ

ＬｉｆｅＳｃｉ，２０２０，７７（１１）：２１４１２１５６．

［１３］　刘功振，王彬，王洪法．弓形虫棒状体蛋白ＲＯＰ１６的研究进展

［Ｊ］．中国血吸虫病防治杂志，２０１５，２７（２）：２１７２２０．

［１４］　ＳａｅｉｊＪＰ，ＣｏｌｌｅｒＳ，ＢｏｙｌｅＪＰ，ｅｔａｌ．犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪ｃｏｏｐｔｓｈｏｓｔｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆａｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｋｉｎａｓｅｈｏｍｏｌｏｇｕｅ［Ｊ］．

Ｎａｔｕｒｅ，２００７，４４５（７１２５）：３２４３２７．

［１５］　ＭｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙＤ，ＳａｅｉｊＪＰＪ．ＡｓｓａｙｓｔｏＥｖａｌｕａｔｅ犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪

ＭａｃｒｏｐｈａｇｅＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［Ｍ］／／犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犵狅狀犱犻犻．Ｈｕｍａｎａ，

ＮｅｗＹｏｒｋ，ＮＹ，２０２０：３４７３７０．

［１６］　 Ｃｈｅｎ Ｌ，Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ ＤＡ，Ｋｏｃｈａｎｏｗｓｋｙ Ｊ Ａ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
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ｔｒａｎｓ，ａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓＴｃｅｌｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．ＪＥｘｐＭｅｄ，２０２０，

２１７（３）．

［１７］　Ｙａｍａｍｏｔｏ Ｍ，ＳｔａｎｄｌｅｙＤＭ，ＴａｋａｓｈｉｍａＳ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｎｇｌｅ
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ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓｔｈｅｄｉｒｅｃｔａｎｄｓｔｒａｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＳｔａｔ３［Ｊ］．

ＪＥｘｐＭｅｄ，２００９，２０６（１２）：２７４７２７６０．

［１８］　姜诗晨，魏海霞，何成，等．刚地弓形虫入侵宿主细胞过程中棒状

体蛋白１６的分泌与分布［Ｊ］．中国寄生虫学与寄生虫病杂志，

２０１６，３４（３）：２．

［１９］　ＨａｋｉｍｉＭＡ，ＯｌｉａｓＰ，ＳｉｂｌｅｙＬＤ．犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪ｅｆｆｅｃｔｏｒｓｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ｈｏｓｔｓｉｇｎａｌｉｎｇａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｖ，２０１７，
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ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｅｌｌＨｏｓｔＭｉｃｒｏｂｅ，２０１１，９（６）：４７２

４８３．

［２１］　ＰｉｅｔｅｎｐｏｌＪＡ，ＳｔｅｗａｒｔＺＡ．Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇ：Ｃｅｌｌ

ｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｖｅｒｓｕｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌＬｅｔｔ，２００２（１８１）：４７５

４８１．

［２２］　ＷｕＬ，ＷｕＬ，ＸｉＣ，ｅｔａｌ．犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪犌狅狀犱犻犻ＲｈｏｐｔｒｙＰｒｏｔｅｉｎ
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ＮａｎｏｓｃｉＮａｎｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０２０，２０（１）：２４３０．
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ｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓａｒｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｍｕｌｔｉｐｌｅｉｎｄｕｃｅｒｓｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．

ＪＩｍｍｕｎｏｌ，１９９８，１６０（４）：１８２４１８３０．

［２４］　ＺｈｕａｎｇＬＫ，ＹａｎｇＹＴ，ＭａＸ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ９２ｂｐｒｏｍｏｔｅｓ

ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＳｍａｄ７ａｎｄｉｓ

ｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＸＩＳＴ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，

２０１６，７（４）：ｅ２２０３ｅ２２０３．

［２５］　ＰａｎＹ，ＨｕＪ，ＭａＪ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１９３ａ３ｐａｎｄｍｉＲ２２４ｍｅｄｉａｔｅ

ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａｌｐｈａ２，３

ｓｉａｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＩＶａｎｄｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ／Ａｋｔ

ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｒｃｉｎｏｇ，２０１８，５７（８）：１０６７１０７７．

［２６］　ＪｉａＺＨ，ＪｉａＹ，ＧｕｏＦＪ，ｅｔａｌ．ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＳＴＡＴ３ａｔ

Ｔｙｒ７０５ｒｅｇｕｌａｔｅｓＭＭＰ９ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ

［Ｊ］．ＰｌｏＳｏｎｅ，２０１７，１２（８）：ｅ０１８３６２２．

［２７］　ＨｉｒａｎｏＴ，ＩｓｈｉｈａｒａＫ，ＨｉｂｉＭ．ＲｏｌｅｓｏｆＳＴＡＴ３ｉｎｍｅｄｉａｔｉｎｇｔｈｅ

ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｓｉｇｎａｌｓｒｅｌａｙｅｄｔｈｒｏｕｇｈ

ｔｈｅＩＬ６ｆａｍｉｌｙｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０００，１９

（２１）：２５４８２５５６．

［２８］　高德俊，常爽，单秀梅，等．刚地弓形虫棒状体蛋白 ＲＯＰ１６对小

鼠脑神经细胞凋亡的影响［Ｊ］．中国寄生虫学与寄生虫病杂志，

２０１７，３５（６）：５７０５７４．

【收稿日期】　２０２２０９０６　【修回日期】　２０２２１１２８
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