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摘要： 旨在探索是否存在直接与宿主白细胞介素 （ＩＬ） －１２ 结合并调节其功能的弓形虫蛋白， 以进一步解析弓形虫免疫逃逸的分子机制。 通过

免疫沉淀技术 （ＩＰ） 联合液相色谱－串联质谱 （ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ） 分析， 从弓形虫速殖子中筛选出 ３９ 种能与小鼠 ＩＬ－１２ 结合的候选分子。 根据基因注

释与功能分析， 从 ３９ 种候选分子中选定弓形虫 １４－３－３、 延伸因子－１α （ＥＦ－１α）、 Ｒａｓ 相关蛋白 １ａ （Ｒａｂ１ａ）、 β－微管蛋白 （β－ｔｕｂｕｌｉｎ） 及假定

蛋白 （ＨＹＰ） 进行结合验证。 分别构建 １４－３－３、 ＥＦ－１α、 Ｒａｂ１ａ、 β－ｔｕｂｕｌｉｎ、 ＨＹＰ 以及 ＩＬ－１２ 的真核重组蛋白表达系统并进行正反向免疫共沉

淀， 发现 １４－３－３、 Ｒａｂ１ａ 与小鼠 ＩＬ－１２ 未产生直接结合， 而 β－ｔｕｂｕｌｉｎ、 ＥＦ－１α 可与 ＩＬ－１２ 产生正向结合， 但无反向结合信号。 此外， 弓形虫

ＨＹＰ 在人胚肾细胞 （ＨＥＫ ２９３Ｔ） 表达系统不表达。 本研究首次较为系统地探索了弓形虫蛋白与宿主 ＩＬ－１２ 的直接结合关系， 为解析弓形虫免疫

调控网络及开发相关干预策略提供了新视角。
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　 　 刚地弓形虫 （Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ） 为顶复门寄生

原虫， 可入侵所有有核细胞并在其胞内复制， 引起包

括人在内的几乎所有温血动物的感染。 流行病学研究

显示， 全球将近四分之一的人口感染过弓形虫。 虽然

多数患者为慢性感染且无明显临床症状， 但对免疫
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功能低下者 （如艾滋病患者） 威胁较大， 导致较高

死亡率［１］。 刚地弓形虫可分为Ⅰ、 Ⅱ、 Ⅲ三种基因

型， 其中Ⅰ型虫株 （如 ＲＨ 虫株） 毒力最强， 感染

后短期内可造成小鼠死亡； 而Ⅱ型虫株毒力中等， 可

引起部分死亡； Ⅲ型虫株毒力最弱， 几乎不会造成小

鼠死亡［２］。
宿主对弓形虫的免疫清除过程极其复杂， 往往会

激活先天免疫， 而后诱导获得性免疫反应。 在先天免

疫中， Ｔｏｌｌ 样受体、 Ｎｏｄ 样受体和 Ｃ 型凝集素等模式

识别受体检测病原感染后会诱导促炎类细胞因子的产
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生， 包括肿瘤坏死因子 （ ＴＮＦ） － α、 白细胞介素

（ＩＬ） －６、 ＩＬ－１２ 等， 其中， ＩＬ－１２ 已被证明在抗弓

形虫免疫中发挥重要作用。 由树突状细胞和巨噬细胞

产生的 ＩＬ－１２ 可刺激自然杀伤 （ＮＫ） 细胞、 ＣＤ４＋ Ｔ
细胞和细胞毒性 ＣＤ８＋ Ｔ 细胞增殖， 并诱导大量干扰

素 （ＩＦＮ） －γ 的产生； 而 ＩＦＮ－γ 可刺激被感染细胞

表达数百种受 ＩＦＮ 调控的基因， 抑制弓形虫的生长和

复制［３－４］。 尽管如此， 弓形虫可通过其产生的某些效

应蛋白间接操控 ＩＬ－１２ 产生的信号通路， 削弱宿主免

疫应答， 以在宿主体内生存、 复制并建立持续感

染［５］。 例如， 棒状体蛋白 （ＲＯＰ） １６ 在弓形虫感染

早期被释放到宿主细胞质中， 通过磷酸化人和小鼠细

胞中的 ＳＴＡＴ３ 和 ＳＴＡＴ６， 抑制 ＩＬ－１２ 的产生， 负向

调节抗弓形虫免疫［６］。 然而， 目前尚未明确是否存

在能够直接与宿主 ＩＬ－１２ 结合并调节其功能的弓形虫

蛋白。 因此， 本研究旨在通过免疫沉淀技术 （ ＩＰ）
结合液相色谱－串联质谱 （ＬＳ－ＭＳ ／ ＭＳ） 分析， 筛选

可与宿主 ＩＬ－１２ 结合的潜在结合分子， 初步探究弓形

虫中是否存在与 ＩＬ－１２ 互作的蛋白， 为阐明弓形虫与

宿主间的互作关系提供新的依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 虫株、 菌株、 质粒与细胞

刚地 弓 形 虫 ＲＨ 虫 株、 人 包 皮 成 纤 维 细 胞

（ＨＦＦ） 和人胚肾细胞 （ＨＥＫ ２９３Ｔ） 由南京农业大学

兽医 寄 生 虫 病 教 研 室 保 存。 大 肠 杆 菌 ＤＨ５α、
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 质粒保存于本实验室－８０ ℃冰箱中。
１􀆰 ２　 主要试剂

Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ 高保真酶、 Ｔａｇ 酶、 ＴＲＩｚｏｌ 试剂、
ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 和同源重组试剂盒购于南京诺唯

赞公司； ＤＮＡ 限制型内切酶 ＥｃｏＲⅠ、 ＨｉｎｄⅢ购于宝

生物 ＴａＫａＲａ （大连） 有限公司； 胶回收试剂盒、 质

粒提取试剂盒、 去内毒素质粒提取试剂盒购于 Ｏｍｅｇａ
公司； ＤＭＥＭ 高糖培养基、 胰酶、 反转录试剂盒、
转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００、 青霉素－链霉素、 磁珠

购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； 胎牛血清购于

Ｃｙｔｉｖａ 公司； 小鼠抗 Ｈｉｓ 标签抗体、 小鼠抗 Ｆｌａｇ 标签

抗体以及 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠抗体购于武汉三鹰

生物技术有限公司； 蛋白酶与磷酸酶抑制剂、 无血清

细胞冻存液购于苏州新赛美公司； Ｔ２５ 或 Ｔ７５ 细胞培

养瓶、 １２ 孔细胞培养板、 ６ 孔细胞培养板购于 Ｎｅｓｔ
公司； 冻存管、 细胞刮刀、 １５ ｍＬ 离心管、 ５０ ｍＬ 离

心管购于甄选公司； ＩＰ ／ ＷＢ 裂解液购于碧云天公司；
ＥＣＬ 发光液购于天能公司。

１􀆰 ３　 细胞的复苏、 传代与冻存

复苏： 将细胞冻存管取出置于 ３７ ℃ 水浴锅中，
而后加入 １ ｍＬ 完全培养基 （含 １０％胎牛血清与 １％
青霉素－链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基）， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 弃上清液， 加入适量培养基吹打混匀后移至

Ｔ２５ 细胞培养瓶， 置于含 ５％ ＣＯ２的 ３７ ℃细胞培养箱

培养。
传代： 胰酶消化生长至 ８０％ ～９０％的细胞， 终止

消化后 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液， 重悬后移

至细胞培养瓶或细胞培养板培养。
冻存： 将胰酶消化清洗后细胞用 １ ｍＬ 无血清冻

存液重悬， 使用梯度降温盒冻存后放入液氮中长期

保存。
１􀆰 ４　 弓形虫的复苏、 纯化与冻存

复苏： 将装有弓形虫的冻存管置于 ３７ ℃水浴锅

中， 加入 １ ｍＬ 含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基，
３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清液后加入 １ ｍＬ 培养

基， 吹打混匀后移至长有 ＨＦＦ 细胞的培养瓶中进行

培养。
纯化： 当弓形虫溢出细胞 ３０％ ～５０％时， 使用细

胞刮刀刮取细胞与虫体， 将刮取液使用 ５ ｍＬ 注射器

吹打 ５～ ８ 遍， 经 ５ μｍ 滤器过滤后 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ， 沉淀即为纯化后的虫体。
冻存： 用 １ ｍＬ 无血清冻存液重悬纯化后的虫体

并进行冻存。
１􀆰 ５　 重组质粒的构建

根据 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）中各

基因序列设计上下游引物， 并交由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成 （表 １）。 使用 ＴＲＩｚｏｌ 从小鼠

脾脏与 ＲＨ 速殖子中提取 ＲＮＡ 并将其分别反转录为

ｃＤＮＡ 模板。 根据 Ｐｈａｎｔａ 酶说明书配备相应 ＰＣＲ 体

系与反应程序。 确认 ＰＣＲ 产物大小与目的基因大小

一致后， 用胶回收试剂盒获取纯化的目的片段。 使用

双酶切连接法或同源重组法构建重组质粒， 并转化至

ＤＨ５α 感受态细胞。 单克隆阳性菌落经验证后送至擎

科生物公司测序， 测序结果使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件进行

比对。
１􀆰 ６　 质粒转染

使用 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 减血清培养基稀释 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ 脂质体转染试剂与重组质粒， 混匀后室温孵育

５ ｍｉｎ （体积质量比为 ３ ∶ １）， 加入 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中

（培养至 ９０％左右） 转染后培养 ３６ ｈ。 转染前将完全

培养基更换为 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 减血清培养基。
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表 １　 ＰＣＲ 引物序列

ＮＣＢＩ 登录号 目的基因 引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ

ＮＭ＿００１３０３２４４􀆰 １
白细胞介素－１２

（ＩＬ－１２）

ＩＬ－１２－Ｆ ＣＣＡＡＧＣＴＴＧＣＣＡＣＣＡＴＧＴＧＴＣＣＴＣＡＧＡＡＧＣＴＡＡＣＣ

ＩＬ－１２－Ｒ ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＧＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＧＧＡＴＣＧＧＡＣＣＣＴＧＣＡＧ
１ ０３２

ＫＹＦ４０７４１􀆰 １ １４－３－３
１４－３－３ －Ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＣＧＧＡＴＡＴＡＧＣＡＴＴＴＴＣ

１４－３－３ －Ｒ ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＣＴＧＡＴＣＡＧＣＴＴＧＴＴＣＴＧＣＧＧ
１ ０１２

ＫＦＧ６５６１７􀆰 １
假定蛋白

（ＨＹＰ）

ＨＹＰ－Ｆ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＴＴＧＧＣＡＧＣＧＣＴＡＡＡＴＧＴＧ

ＨＹＰ－Ｒ ＣＣＣＴＣＧＡＧＣＴＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＣＡＧＡＡＡＡＴＴＧＣＡＧＧＡＣＡＧＴＧＧ
４０１

ＸＰ＿００２３６９９９１􀆰 １
β－微管蛋白

（β－ｔｕｂｕｌｉｎ）

β－ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｆ ｃｔａｇｃｇｔｔｔａａａｃｔｔａａｇｃｔｔＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＧＴＧＡＧＡＴＣＧＴＣＣＡＣＡＴＣ

β－ｔｕｂｕｌｉｎ－Ｒ ｇｇａｔａｔｃｔｇｃａｇａａｔｔｃＴＴＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＴＧＣＴＴＣＧＣＣＴＴＣＧＧＣ
１ ４１７

ＫＡＦ４６４６１９５􀆰 １
延伸因子 １α
（ＥＦ－１α）

ＥＦ－１α－Ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＧＴＡＡＧＧＡＡＡＡＧＡＣＴＣＡＣＡＴＴＡＡＣ

ＥＦ－１α－Ｒ ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＴＴＴＣＴＴＧＧＣＧＧＣＣＴＴＧＡＣ
１ ３８７

ＸＰ＿００２３７０７９８􀆰 １
Ｒａｓ 相关蛋白 １ａ

（Ｒａｂ１ａ）

Ｒａｂ１ａ－Ｆ ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＧＣＣＴＧＡＡＴＡＣＧＡＣＴＡＴＣＴＴＴＴＣ

Ｒａｂ１ａ－Ｒ ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＧＣＡＡＣＡＡＣＣＣＧＡＡＧＡＧＡＣ
６４９

　 　 注：序列中小写字母表示同源臂。

１􀆰 ７　 弓形虫与细胞全蛋白的提取

用提前预冷的 ＰＢＳ 将纯化后的 ＲＨ 速殖子或转染

后的 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞清洗 ３ 遍， 分别用 ＩＰ ／ ＷＢ 裂解

液 ４ ℃孵育 １０～２０ ｍｉｎ 后， ４ ℃离心 （１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）
１０ ｍｉｎ。 取上清液放入新的离心管中， 添加蛋白酶与

磷酸酶抑制剂 （体积比为 １ ∶ １００） 用于下一步试验。
１􀆰 ８　 ＩＰ 试验

取 ５０ μＬ 磁珠加入转染有重组 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＩＬ－１２
质粒的细胞裂解液， 并分别与 １ ∶ １００ 稀释的小鼠抗

ＨｉｓＴａｇ 抗体 （ＩＰ－ＩＬ－１２ 组）、 小鼠正常 ＩｇＧ （ＩＰ－ＩｇＧ
对照组） 共孵育。 ４ ℃过夜后收样， 磁珠清洗后加入

弓形虫全蛋白提取物， ４ ℃ 孵育 ５ ｈ。 磁珠清洗后，
加入 ５×ＳＤＳ－ＰＡＧＥ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ， 煮样、 离

心并收集上清液。 免疫沉淀复合物样品一式三份， 分

别进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 质谱分析。 在

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测中， 小鼠抗 Ｈｉｓ 标签抗体用作一抗，
将其 １ ∶ １０ ０００ 稀释后与转印膜 ４ ℃孵育过夜。 洗膜

后， 加入 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠抗体 （１ ∶ ５ ０００ 稀

释） 室温孵育 １ ｈ。 洗膜后进行 ＥＣＬ 发光、 显影。
１􀆰 ９　 质谱鉴定与潜在结合蛋白的筛选

将免疫沉淀复合物送至上海生科新生命公司进行

质谱鉴定。 基于 ＴｏｘｏＤＢ 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔｏｘｏｄｂ． ｏｒｇ ／
ｔｏｘｏ ／ ａｐｐ ／ ）， 使用 Ｍａｓｃｏｔ ２􀆰 ２ 软件对质谱鉴定原始数

据进行分析。 参数设定： 指定羧甲基化 （Ｃ） 为固定

修饰， 氧化 （Ｍ） 为动态修饰， 允许最多 ２ 个漏切位

点。 所有鉴定到的肽段均通过错误发现率 （ＦＤＲ≤
０􀆰 ０１） 和 Ｍａｓｃｏｔ 得分 （≥２０） 双重筛选。 经上述多

重分析后， 选定在 ３ 个生物学重复中均检测到≥２ 条

独特肽段的蛋白用于下一步分析。 将 ＩＰ－ＩＬ－１２ 组与

ＩＰ－ＩｇＧ 对照组中鉴定出的蛋白进行比对， 选定 ＩＰ －
ＩｇＧ 对照组中未出现的高丰度蛋白为潜在结合蛋白，
并通过免疫共沉淀 （ｃｏ－ＩＰ） 进行验证。
１􀆰 １０　 ｃｏ－ＩＰ 试验

将 ２５ μＬ 的磁珠加入共转染有 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＩＬ－１２
以及潜在质粒的细胞裂解液后， 分别与小鼠抗 Ｈｉｓ 标

签抗体、 小鼠抗 Ｆｌａｇ 标签抗体或小鼠正常 ＩｇＧ （对
照） ４ ℃过夜共孵育。 磁珠清洗后， 重悬、 煮样、 离

心并 收 集 上 清 液。 样 品 经 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 后 转 印，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测两种蛋白是否存在正反向结合。 正

向 ｃｏ－ＩＰ 中使用小鼠抗 Ｆｌａｇ 标签单抗为一抗， 反向

ｃｏ－ＩＰ 中使用小鼠抗 Ｈｉｓ 标签单抗为一抗。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 小鼠 ＩＬ－１２ 载体的构建与蛋白表达

提取小鼠脾脏 ＲＮＡ， 将其反转录为 ｃＤＮＡ 并以

ＩＬ－１２ 引物配定 ＰＣＲ 体系。 琼脂糖凝胶检测结果显

示， ＰＣＲ 产物大小为 １ ０３２ ｂｐ 左右 （含添加的 Ｈｉｓ 标
签序列）， 与预期相符 （图 １Ａ）。 将 ＩＬ－１２ 扩增产物

与 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 载体双酶切连接后构建成重组载体

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＩＬ－１２。 双酶切验证结果显示 ５ ０００ ｂｐ 与

１ ０３２ ｂｐ 左右均出现相应大小的目的条带 （图 １Ｂ），
且测序结果无误。 将重组质粒转染至 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞

后， 对细胞裂解液进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 结果显示

在分子量 ４０ ～ ５５ ｋＤａ 之间出现目的条带 （图 １Ｃ），
表明由 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＩＬ－１２ 质粒编码的重组 ＩＬ－１２ 蛋白

可在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中正确表达。
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Ｍ１􀆰 ＤＮＡ 分子量标准 ＤＬ２０００； １􀆰 ＩＬ－１２ 的 ＰＣＲ 扩增产物； Ｍ２􀆰 ＤＮＡ 分子量标准 ＤＬ５０００； ２􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＩＬ－１２ 的双酶切产物； Ｍ３􀆰 蛋白质

标准分子量； ３􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＩＬ－１２ 在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中的表达情况。

图 １　 小鼠 ＩＬ－１２ 的基因扩增 （Ａ）、 重组质粒双酶切 （Ｂ） 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 （Ｃ）

２􀆰 ２　 弓形虫速殖子全蛋白中与 ＩＬ－１２ 结合的蛋白

检测

　 　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 结果显示， 弓形虫速殖子全蛋白分

布范围为 １０ ～ １８０ ｋＤａ， 符合后续试验的需要 （图

２Ａ）。 将表达有 ＩＬ－１２ 的细胞裂解液与弓形虫速殖子

全蛋白裂解液进行 ＩＰ 试验， 并对获取的免疫沉淀复

合物进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。 与使用小

鼠正常 ＩｇＧ 的对照组相比， ＩＰ－ＩＬ－１２ 组的免疫沉淀

复合物中具有较为明显的差异条带 （图 ２Ｂ）， 而在使

用大鼠抗弓形虫速殖子全蛋白抗体作为一抗的

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测中也观察到了相同的结果 （图 ２Ｃ）。

Ｍ． 蛋白质标准分子量； １􀆰 弓形虫 ＲＨ 速殖子全蛋白； ２􀆰 ＩＰ－小鼠正常 ＩｇＧ 复合物； ３􀆰 ＩＰ－小鼠抗 Ｈｉｓ 标签抗体复合物。

图 ２　 弓形虫全蛋白与免疫沉淀复合物考马斯亮蓝染色 （Ａ、 Ｂ） 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 （Ｃ）

２􀆰 ３　 质谱鉴定与蛋白筛选

免疫沉淀复合物经胰酶消化富集后， 使用谱图计

数的方法对分离肽段进行提取及定量分析， 进而鉴定

蛋白种类。 质谱 Ｂａｓｅ Ｐｅａｋ 图谱显示， ＩＰ－ＩＬ－１２ 组以

及 ＩＰ－ＩｇＧ 对照组中的每个质谱扫描点中强度最高的

离子峰分布均匀， 提示肽段色谱分离效果较好， 可用

于下一步分析 （图 ３）。 对鉴定出唯一肽段进行搜库

分析， ＩＰ－ＩＬ－１２ 组中鉴定出 １５５ 种蛋白， 而 ＩＰ －ＩｇＧ
对照组中鉴定出 １１６ 种蛋白。 以 ＩＰ－ＩｇＧ 对照组质谱

结果为参照进行比对， 选定 ＩＰ －ＩｇＧ 对照组中未出现

的高丰度蛋白为差异蛋白， 共获得 ３９ 种潜在结合蛋

白 （表 ２）。 此外， 结合基因注释及功能分析进行筛

选， 选定弓形虫 １４ － ３ － ３、 ＥＦ － １α、 Ｒａｂ１ａ、 ＨＹＰ、
β－ｔｕｂｕｌｉｎ 进行下一步结合验证。
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Ａ． ＩＰ－ＩＬ－１２ 组； Ｂ． ＩＰ－ＩｇＧ 组。

图 ３　 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 分析胰酶消化富集的肽鉴定

表 ２　 与 ＩＬ－１２ 潜在结合的弓形虫蛋白

名称 英文全称 登录号
肽段

总数

唯一

肽段数

肽段覆

盖率 ／ ％
分子质量 ／

ｋＤａ
等电点

含 ｈｅｃｔ 结构域 （泛素转

移酶） 蛋白

ＨＥＣＴ－ｄｏｍａｉｎ （ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ） －
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＥＰＲ５７９４２􀆰 １ ５ ４ ０􀆰 ２０ １ ３１２􀆰 ０ ６􀆰 ６９

组织型纤溶酶原激活剂

ｓｅｎｔｒｉｎ 特异性蛋白酶 ３
ＴＰＡ： ｓｅｎｔｒｉｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ ３ ＣＥＬ７５７５８􀆰 １ ４ ４ １􀆰 １６ ３２９􀆰 ９ ５􀆰 ０６

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＸＰ＿０１８６３６９０１􀆰 １ ４ ４ ０􀆰 ５０ ６９０􀆰 ５ ８􀆰 ３４

Ｒａｓ 相关蛋白 １ａ Ｒａｓ－ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ａ， ｐａｒｔｉａｌ ＫＦＧ６２２４２􀆰 １ ４ ４ １６􀆰 ８３ ２２􀆰 ９ ７􀆰 ６

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＦＧ６５６１７􀆰 １ ６ ３ ６􀆰 ００ １３􀆰 ６ １０􀆰 ８４

组蛋白 Ｈ２Ｂｖ ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ２Ｂｖ ＥＰＲ５７８６３􀆰 １ ３ ３ ０􀆰 １８７ １３􀆰 ７ １０􀆰 ５５

推定的钙调蛋白结合羧

基末端驱动蛋白样家族

蛋白

ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｒｂｏｘｙ－ｔｅｒ⁃
ｍｉｎａｌ ｋｉｎｅｓｉｎ－ｌｉｋｅ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＥＰＲ５９３５２􀆰 １ ３ ３ ３􀆰 ６１ ８６􀆰 ３ ５􀆰 ４
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续表２

名称 英文全称 登录号
肽段

总数

唯一

肽段数

肽段覆

盖率 ／ ％
分子质量 ／

ｋＤａ
等电点

翻译 起 始 因 子 ｅＩＦ３ 亚

基 １３５
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｅＩＦ３ ｓｕｂｕｎｉｔ
１３５， ｐａｒｔｉａｌ

ＫＦＧ３８８４２􀆰 １ ３ ３ ０􀆰 ００６ ４２２􀆰 ０ ６􀆰 １２

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＦＨ０３０９２􀆰 １ ３ ３ ０􀆰 ００６ ９ ３１６􀆰 ３ ７􀆰 ８３

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＦＨ１３２２７􀆰 １ ３ ３ ０􀆰 ９９ ２２３􀆰 ５ ９􀆰 ７６

热休克蛋白 ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＹＦ４０３８３􀆰 １ ３ ３ ２􀆰 ７５ ７８􀆰 ３ ６􀆰 ８４

翻译 延 伸 因 子 ２ 家 族

蛋白

ｐｕｔａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２
ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＰＩＭ０２４０５􀆰 １ ３ ３ ２􀆰 ４２ １０６􀆰 ６ ６􀆰 ６７

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＱＸ６７３４６􀆰 １ ３ ３ ２􀆰 ３０ １１２􀆰 ５ ８􀆰 ８２

β 微管蛋白 β－ｔｕｂｕｌｉｎ ＸＰ＿００２３６９９９１􀆰 １ ３ ３ ７􀆰 ３５ ０􀆰 １ ４􀆰 ７２

含 ＲＮＡ 识别基序的蛋白 ＲＮＡ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｍｏｔｉｆ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＱＸ６７８１１􀆰 １ ３ ３ １􀆰 ８３ １２４􀆰 ７ ９

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＥＰＴ３０６４９􀆰 １ ７ ２ ０􀆰 ５９ ２５９􀆰 ４ ８􀆰 ４２

含 ＲＮＡ 识别基序的蛋白 ＲＮＡ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｍｏｔｉｆ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ＥＰＴ２７７３７􀆰 １ ６ ２ ０􀆰 ７０ １６０􀆰 ２ ８􀆰 ７１

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＰＩＭ０１３００􀆰 １ ５ ２ ０􀆰 ９１ ２１５􀆰 ８ ６􀆰 ６９

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＥＰＴ３０１９５􀆰 １ ４ ２ １􀆰 １７ １５２􀆰 １ ８􀆰 ７

极光激酶 ａｕｒｏｒａ ｋｉｎａｓｅ ＫＡＦ４６４２８７１􀆰 １ ４ ２ ０􀆰 ６４ ２９８􀆰 ２ ９􀆰 ２４

１４－３－３ 蛋白 １４－３－３ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢＡＡ２５９９６􀆰 １ ４ ２ ６􀆰 ７７ ３０􀆰 ７ ４􀆰 ７

延伸因子－１α ｐｕｔａｔｉｖｅ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ－１α （ＥＦ－１α） ＫＡＦ４６４６１９５􀆰 １ ４ ２ ７􀆰 ５９ ４９􀆰 ０ ９􀆰 ０２

神经丝三联体蛋白 Ｍ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔ ｔｒｉｐｌｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ， ｐａｒｔｉａｌ

ＲＱＸ６８３７３􀆰 １ ４ ２ １􀆰 ０２ １６０􀆰 ３ ９􀆰 ７

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＥＰＴ３０１５３􀆰 １ ３ ２ ０􀆰 ８３ １８７􀆰 ６ ４􀆰 ９４

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＡＦ４６３９７４７􀆰 １ ３ ２ ０􀆰 ９４ ３６４􀆰 ３ ６􀆰 ５４

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＦＧ３０８８３􀆰 １ ３ ２ １􀆰 １０ １１７􀆰 ５ ９􀆰 ２４

ＰＦ２ ａｒｒｅｓｔ 特异性蛋白 ｐｕｔａｔｉｖｅ ＰＦ２ ａｒｒｅｓｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ８ ／ １１ ＫＦＧ４６５４９􀆰 １ ３ ２ ４􀆰 ２８ ５４􀆰 ６ ６􀆰 ５２

含 ＷＤ 结构域、 Ｇ－β 重

复序列的蛋白

ＷＤ ｄｏｍａｉｎ， Ｇ－β ｒｅｐｅａｔ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ　

ＫＦＨ０７７３３􀆰 １ ３ ２ ０􀆰 ８１ １３２􀆰 ０ ８􀆰 ４８

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＦＨ１４０２８􀆰 １ ３ ２ ０􀆰 ３１ ６５３􀆰 ４ ８􀆰 ８７

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＫＹＦ４３６７２􀆰 １ ３ ２ ０􀆰 ４７ ２５３􀆰 ７ ４􀆰 ８８

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＰＩＭ０４３７６􀆰 １ ３ ２ ４􀆰 ５９ ３３􀆰 ３ ９􀆰 ３１

跨膜蛋白 ｐｕｔａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ＰＵＡ８４０６９􀆰 １ ３ ２ ０􀆰 ４３ ３７４􀆰 ８ ５􀆰 １３

伴侣蛋白 ＢｉＰ ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＢｉＰ ＲＱＸ７２５５２􀆰 １ ３ ２ ３􀆰 ５９ ７３􀆰 ３ ５􀆰 ２３

假定蛋白 ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＸＰ＿０１８６３７１１５􀆰 １ ３ ２ ２􀆰 ２５ ６８􀆰 ６ ５􀆰 ９４

组蛋白 Ｈ３􀆰 ３ 变体 ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ３􀆰 ３ ｖａｒｉａｎｔ ＡＡＭ９５７９０􀆰 １ ２ ２ ８􀆰 ０９ １５􀆰 ４ １１􀆰 ２９

组织型纤溶酶原激活剂：
假定蛋白

ＴＰＡ： ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＥＬ７２５２１􀆰 １ ２ ２ ５􀆰 １５ ４６􀆰 ０ ８􀆰 ６６

组织型纤溶酶原激活剂：
假定蛋白

ＴＰＡ： ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＥＬ７３０９２􀆰 １ ２ ２ ０􀆰 ２７ ５０４􀆰 ９ ５􀆰 ８３

组织型纤溶酶原激活剂：
假定蛋白

ＴＰＡ： ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＥＬ７３０９３􀆰 １ ２ ２ １􀆰 ２５ １０８􀆰 ９ ５􀆰 ８４

含 ａｌｖｅｏｌｉｎ 结构域的中

间丝

ＴＰＡ： ａｌｖｅｏｌｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｉｎｔｅｒｍｅ⁃
ｄｉａｔｅ ｆｉｌａｍｅｎｔ ＩＭＣ１４

ＣＥＬ７４３１７􀆰 １ ２ ２ ３􀆰 ４１ ８３􀆰 ３ ８􀆰 ６５

２􀆰 ４　 潜在结合分子真核重组表达质粒构建

提取弓形虫速殖子 ＲＮＡ， 反转录获取 ｃＤＮＡ 并

进行 ＰＣＲ。 经琼脂糖凝胶检测， 结果显示 １４－３－３、
ＥＦ－１α、 Ｒａｂ１ａ、 ＨＹＰ、 β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因的 ＰＣＲ 产物

大小分别为 ６４９、 １ ３９０、 ４０１、 １ ３８７、 １ ０１２ ｂｐ 左右

（含添加的 Ｆｌａｇ 标签序列） （图 ４Ａ）。 分别将 １４－３－
３、 ＥＦ－１α、 Ｒａｂ１ａ、 ＨＹＰ 等 ４ 种基因的扩增产物与

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ 载体进行双酶切， 并构建成 ４ 种重组真核

表达质粒 （图 ４Ｂ）。 对 β－ｔｕｂｕｌｉｎ 基因则使用同源重

组法构建重组表达质粒。 测序结果显示 ５ 种重组表达
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质粒均构建成功。
２􀆰 ５　 ＩＬ－１２ 潜在结合蛋白的真核表达

将 ５ 种重组质粒转染至 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞后， 使用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测重组蛋白表达情况。 结果显示， 转

染有 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － Ｒａｂ１ａ、 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ － β － ｔｕｂｕｌｉｎ、
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＦ－１α、 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－１４－３－３ 重组质粒的

细胞裂解产物可被小鼠抗 Ｆｌａｇ 标签抗体识别， 分别

在 ２３、 ５１、 ４９、 ３１ ｋＤａ 处出现目的条带 （图 ５）， 而

转染有 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＨＹＰ 重组质粒的细胞裂解物未被

识别。 以上结果表明， 弓形虫 Ｒａｂ１ａ、 β － ｔｕｂｕｌｉｎ、
ＥＦ－１α、 １４－３－３ 蛋白均可在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中表达，
而 ＨＹＰ 蛋白则不表达。

Ｍ１􀆰 ＤＮＡ 分子量标准 ＤＬ２０００； １􀆰 Ｒａｂ１ａ； ２􀆰 β－ｔｕｂｕｌｉｎ； ３􀆰 ＨＹＰ； ４􀆰 ＥＦ－１α； ５􀆰 １４－３－３； Ｍ２􀆰 ＤＮＡ 分子量标准 ＤＬ５０００； ６􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－

Ｒａｂ１ａ； ７􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－β－ｔｕｂｕｌｉｎ； ８􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＨＹＰ； ９􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＦ－１α； １０􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－１４－３－３。

图 ４　 ＩＬ－１２ 潜在结合蛋白的基因扩增 （Ａ） 及重组质粒双酶切 （Ｂ） 验证

Ｍ． 蛋白质标准分子量； １􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－Ｒａｂ１ａ； ２􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－β－ｔｕｂｕｌｉｎ； ３􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＨＹＰ； ４􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＥＦ－１α； ５􀆰 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－１４－３－３。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ５ 种重组质粒在 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中的表达

２􀆰 ６　 潜在结合分子与小鼠 ＩＬ－１２ 的 ｃｏ－ＩＰ 验证

分别将 ４ 种重组表达质粒与 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １－ＩＬ－１２ 质

粒共 转 染， 使 ４ 种 潜 在 结 合 分 子 （ Ｒａｂ１ａ、 β －
ｔｕｂｕｌｉｎ、 ＥＦ－１α 以及 １４－３－３） 与小鼠 ＩＬ－１２ 共表达

于 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中。 分别使用小鼠抗 Ｈｉｓ 标签抗体

或小鼠抗 Ｆｌａｇ 标签抗体进行正反向 ｃｏ－ＩＰ， 配合以小

鼠正常 ＩｇＧ 为阴性对照。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示， 在

Ｒａｂ１ａ、 １４－３－３ 与 ＩＬ－１２ 的 ｃｏ－ＩＰ 验证中， 正反向

ｃｏ－ＩＰ 条带均未被检出 （图 ６Ａ、 ６Ｃ）。 而在 ＥＦ－１α、
β－ｔｕｂｕｌｉｎ 与 ＩＬ－１２ 的 ｃｏ－ＩＰ 验证中， 可在正向 ｃｏ－ＩＰ
中检测出 ＥＦ－１α 与 β－ｔｕｂｕｌｉｎ 的相应条带， 而在反向

ｃｏ－ ＩＰ 中未检测出与 ＩＬ － １２ 结合的条带 （图 ６Ｂ、
６Ｄ）。 以上结果显示， ４ 种弓形虫蛋白均未能与小鼠

ＩＬ－１２ 产生明显结合。
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图 ６　 ４ 种弓形虫蛋白与小鼠 ＩＬ－１２ 结合的 ｃｏ－ＩＰ 验证

３　 讨论

在弓形虫感染中， 宿主通过先天性与获得性免疫

对入侵虫体进行防御清理， 涉及 ＩＦＮ －γ、 ＴＮＦ －α、
ＩＬ－４、 ＩＬ－５、 ＩＬ－９、 ＩＬ－１０、 ＩＬ－１３ 以及 ＩＬ－１２ 等多

种细胞因子的协同作用［３］。 这些细胞因子不仅在激

活和调节免疫细胞的功能方面发挥关键作用， 还在平

衡促炎与抗炎反应之间维持免疫稳态， 确保宿主能够

有效清除病原体的同时， 避免自身组织的过度损

伤［７］。 与此同时， 弓形虫也可通过调节细胞因子及

其受体功能而实现多层次、 多维度的免疫逃避。 现有

研究证明， 弓形虫可通过棒状体、 致密颗粒等细胞器

产生效应蛋白操控细胞因子信号通路， 削弱宿主免疫

应答， 以在宿主体内建立持续感染［８］。 ＩＬ－１２ 是一种

促炎类异二聚体细胞因子， 可诱导 ＩＦＮ－γ 的产生，
促进 Ｔｈ１ 细胞的分化， 是先天抵抗和适应性免疫之间

的重要纽带［９－１０］。 现有研究证实 ＩＬ－１２ 在抗弓形虫免

疫中发挥着重要作用， 其在启动针对弓形虫的保护性

Ｔｈ１ 免疫反应中起核心作用［４，１１－１２］。 使用 ＩＬ－１２ 抗体

中和其功能后， 肠道免疫系统中 ＬＰ 和 ＭＬＮ 细胞产

生的 ＩＦＮ－γ 大幅减少［１２］。 在弓形虫感染中， ＩＬ－１２
的免疫清除功能可被某些效应蛋白间接调控且抑制，
如 ＲＯＰ１６ 蛋白。 然而， 在宿主与弓形虫的相互作用

中， 是否存在直接作用于 ＩＬ－１２ 的分子， 相关调控机

制如何仍未知。 因此， 本研究聚焦于筛选、 鉴定出能

够直接与宿主 ＩＬ－１２ 结合并可能调节其功能的弓形虫

蛋白。
通过 ＩＰ 配合质谱分析， 本研究共鉴定出 ３９ 种可

与宿主 ＩＬ－１２ 结合的潜在结合分子。 结合基因注释及

功能分析进一步筛选， 选定了 １４ － ３ － ３、 ＥＦ － １α、
Ｒａｂ１ａ、 β－ｔｕｂｕｌｉｎ、 ＨＹＰ 进行验证。 １４－３－３ 家族蛋

白是在所有真核细胞中普遍表达。 作为二聚化接头蛋

白， 它们可调控多种细胞过程， 包括迁移、 凋亡和细

胞周期等［１３］。 弓形虫中 １４－３－３ 蛋白被发现在卵囊

和速殖子阶段有较高丰度表达， 且定位于虫体胞质、
纳虫泡膜以及虫体分泌排泄抗原中 （ＥＳＡ） ［１４］。 研究

表明， 速殖子 ＥＳＡ 中的 １４－３－３ 蛋白能够刺激免疫系

统， 诱导细胞免疫和体液免疫［１５］。 此外， 该蛋白可

引起被寄生的小胶质细胞和树突状细胞产生过度迁

移， 提示其具有劫持宿主细胞迁移实现虫体传播的功

能［１６］。 此外， 免疫重组 １４－３－３ 蛋白可引起较强免

疫应答， 被认为是适用于抗弓形虫疫苗的开发的潜在

候选分子［１７］。 值得注意的是， 尽管先前的研究已发

现弓形虫 １４－３－３ 可与宿主 ｈＣＧ１８２１２７２ 以及 ｅＩＦ５Ｂ
分子互作［１８］， 但在本研究中， １４－３－３ 与宿主 ＩＬ－１２
的正反向 ｃｏ－ＩＰ 验证中均未检测出相应 ＩＰ 条带， 提

示 １４－３－３ 不是宿主 ＩＬ－１２ 的结合受体。
Ｒａｂ 家族蛋白均为 ＧＴＰ 酶， 是 Ｒａｓ 超家族单体 Ｇ

蛋白成员。 作为膜相关蛋白， Ｒａｂ 蛋白参与囊泡运输

的多个环节， 包括囊泡初始形成、 沿细胞骨架的运输

过程， 以及囊泡与靶膜最终的膜融合事件［１９］。 弓形

虫基因组编码 １５ 种 Ｒａｂ ＧＴＰ 酶， 其中 １２ 种在速殖子

阶段表达并主要定位于早期和晚期分泌系统［２０］。 值

得注意的是， Ｒａｂ５ａ 和 Ｒａｂ５ｃ 是调控微线体和棒状体

运输的关键因子， 而 Ｒａｂ６ 则负责高尔基体后致密颗

粒细胞器与高尔基体间的蛋白质转运［２０－２１］。 Ｒａｂ１１ｂ
在子代虫体的内膜复合体 （ＩＭＣ） 的生物合成中不可

或缺， 而 Ｒａｂ１１ａ 介导的囊泡运输对 ＩＭＣ 成熟以及新

生质膜向子细胞的递送至关重要［２２－２３］。 近期研究发

现 Ｒａｂ１ｂ 参与内吞运输及囊泡向棒状体球部的分选，
该过程受蛋白质异戊烯化修饰调控［２４－２５］。 然而， 目

前弓形虫 Ｒａｂ１ａ 的生物学功能尚无报道。 在本研究

中， 通过 ＩＰ 及质谱鉴定， 发现 Ｒａｂ１ａ 具有与宿主ＩＬ－
１２ 结合的潜力， 但后续验证发现其不可与 ＩＬ － １２
互作。

蛋白翻译是将氨基酸残基在核糖体上组装成多肽
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链的生物学过程， 包含起始、 延伸和终止三阶段。 在

延伸阶段， ｍＲＮＡ 与 ｔＲＮＡ 在核糖体的两个活性位点

（Ａ 位和 Ｐ 位） 完成配对， 而多个真核延伸因子参与

调控该过程。 ＥＦ － １α 通过结合 ＧＴＰ 并与氨酰基 －
ｔＲＮＡ 相互作用， 促进氨酰基－ｔＲＮＡ 向核糖体 Ａ 位的

募集。 ＧＴＰ 水解后， ＧＤＰ 结合形式的 ＥＦ１ａ 从核糖体

解离， 随后由 ＥＦ１ｂ 催化重新转化为具有活性的

ＧＴＰ－ＥＦ１ａ［２６］。 此外， ＥＦ－１α 还参与细胞增殖、 运

动、 蛋白质周转及信号转导等过程［２７］。 近年研究更

揭示其参与 ＤＮＡ 复制及细胞凋亡密切相关［２８－２９］。
ＥＦ－１α 已被证实在多种原虫的致病中发挥作用， 如

肠贾第虫 ＥＦ－１α 蛋白在滋养体阶段定位于核区， 但

其在入侵宿主细胞过程中会发生亚细胞转位， 重定位

于细胞质； 而定位于子孢子表面及顶质体内膜下方的

微小隐孢子虫 ＥＦ－１α 可参与宿主细胞的入侵［３０－３１］。
尽管目前对弓形虫 ＥＦ－１α 尚无系统性研究， 但其家

族同系物 ＥＦ２ 已被证实调节弓形虫氧感应蛋白 ＰＨＹｂ
介导的翻译延伸过程。 此外， 弓形虫 ＰＨＹｂ 蛋白虽非

弓形虫入侵、 复制或逸出所必需， 但其对维持高效裂

殖生长及胞外存活至关重要［３２］。 在本研究中， 弓形

虫ＥＦ－１α 在 ｃｏ－ＩＰ 中与 ＩＬ－１２ 产生正向结合， 但在

反向 ｃｏ－ＩＰ 中未被检测出相应 ＩＰ 条带。
微管蛋白超家族包含 ６ 个亚组， 均具有 ［Ｓ ／ Ａ ／

Ｇ］ －Ｇ－Ｇ－Ｔ－Ｇ－ ［Ｓ ／ Ａ］ －Ｇ 保守基序， 其中 α、 β
及 γ－微管蛋白在所有真核细胞中高度保守， δ、 ε、
ζ－微管蛋白则参与基体与中心粒构建， 仅存在于具

有这类结构的生物中［３３］。 基于微管蛋白的细胞骨架

结构对顶复门原虫具有关键作用， 被认为是疫苗或药

物研发的重要靶点［３４］。 在弓形虫中， 微管蛋白对虫

体分裂、 入侵、 鞭毛形成等生命周期核心过程不可或

缺， 其基因组内包含 ３ 个 α－ｔｕｂｕｌｉｎ 同种型 （α１－ＴＧ⁃
ＭＥ４９＿３１６４００、 α２ － ＴＧＭＥ４９ ＿２３１７７０、 α３ － ＴＧＭＥ４９ ＿
２３１４００） 和 ３ 个 β － ｔｕｂｕｌｉｎ 同种型 （ β１ － ＴＧＭＥ４９ ＿
２６６９６０、 β２ － ＴＧＭＥ４９ ＿ ２２１６２０、 β３ － ＴＧＭＥ４９ ＿
２１２２４０） ［３５］。 全基因组 ＣＲＩＳＰＲ 筛选显示， α１、 α２、
β１ 和 β２ 微管蛋白为体外速殖子存活所必需， 而 α３
和 β３ 则非必需基因［３６］。 ３ 个 β－ｔｕｂｕｌｉｎ 同种型氨基

酸序列同一性为 ９６􀆰 ４％ ～ ９６􀆰 ９％、 相似性达 ９８％ ～
９８􀆰 ７％， 主要差异集中于 Ｃ 端最后 ８ 个氨基酸中的 ７
个位 点； 而 ３ 个 α － ｔｕｂｕｌｉｎ 同 种 型 间 同 一 性 为

３５􀆰 ５％～６８􀆰 ３％、 相似性 ５２􀆰 ７％ ～７９􀆰 ４％， 其中 α３ 型

与其他二者差异显著［３５］。 ＲＮＡ 测序分析表明， ３ 种

β－ｔｕｂｕｌｉｎ 的 ｍＲＮＡ 存在于速殖子、 缓殖子及卵囊等

所有生命周期， 而 α２ 和 α３ 的 ｍＲＮＡ 在速殖子阶段

缺失［３７］。 在本研究中， 通过 ＩＰ 配合质谱分析， 鉴定

出的能够与宿主 ＩＬ － １２ 结合的潜在互作分子 β －

ｔｕｂｕｌｉｎ 为 β２ 同种型。 尽管在后续的 ｃｏ－ＩＰ 验证中 β－
ｔｕｂｕｌｉｎ 可与宿主 ＩＬ－１２ 产生正向结合， 但其反向结

合中却未能观察到相应 ＩＰ 结果， 提示可能存在中间

分子连接 β－ｔｕｂｕｌｉｎ 与 ＩＬ－１２ 的互相作用， 但需要进

一步研究。
ＩＬ－１２ 不仅是介导宿主抗弓形虫免疫防御的核心

效应因子， 还可作为细胞因子佐剂提升疫苗免疫效

能。 研究证实， 以弓形虫 ＭＩＣ８ 蛋白联合 ＩＬ－１２ 作为

免疫原， 可显著诱导感染小鼠血清 ＩｇＧ ／ ＩｇＧ２ａ 抗体滴

度升高， 并引起脾细胞 ＩＦＮ－γ 分泌水平上调， 从而

显著延长感染宿主的生存周期［３８］。 目前， 弓形虫通

过产生效应蛋白劫持宿主免疫调控网络的分子机制仍

存在诸多盲区。 聚焦效应蛋白对 ＩＬ－１２ 信号通路的靶

向干预， 不仅可系统解析弓形虫免疫逃逸的分子策

略， 更可为开发靶向阻断型疫苗或药物提供理论依

据。 本研究基于 ＩＰ 联合质谱分析， 初步鉴定出 ３９ 种

能够与小鼠 ＩＬ－１２ 结合的潜在结合分子， 并验证了弓

形虫 １４－３－３、 ＥＦ－１α、 Ｒａｂ１ａ、 β－ｔｕｂｕｌｉｎ、 ＨＹＰ 与

ＩＬ－１２ 的互作可能性。 尽管正反向 ｃｏ－ＩＰ 试验未能验

证其直接相互作用， 但可能存在弓形虫效应蛋白通过

非经典途径调控宿主 ＩＬ－１２ 的功能。 后续研究可整合

基因编辑技术、 组学技术与生物信息学技术， 进一步

系统筛选 ＩＬ－１２ 结合蛋白并解析其功能特性， 重点阐

明其对 ＩＬ－１２ 信号通路的调控节点及分子机制， 为开

发靶向 ＩＬ－１２ 通路的抗弓形虫治疗策略提供新思路。
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ｖａｓｉｏｎ ｂｙ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｉｎｆｅｃｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，
２０１９， ９： １０３．

［７］ 　 ＷＯＮＧ Ｚ Ｓ， ＢＯＲＲＥＬＬＩ Ｓ Ｌ Ｓ， ＣＯＹＮＥ Ｃ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ ｔｙｐｅ－

ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ － ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｈｏｓｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ ａｎｄ ｉｔｓ
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ｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｖｅｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｐａｒａｓｉｔｏｌ， ２０２０， ５０ （５）： ４２３－４３１．
［８］ 　 ＳＡＳＡＩ Ｍ， ＹＡＭＡＭＯＴＯ Ｍ． Ａｎｔｉ－Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｈｏｓｔ ｄｅｆｅｎｓｅ ｓｙｓｔｅｍｓ

ａｎｄ ｔｈｅ ｐａｒａｓｉｔｉｃ ｃｏｕｎｔｅｒｄｅｆｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ［ Ｊ］ ． Ｐａｒａｓｉｔｏｌ Ｉｎｔ，
２０２２， ８９： １０２５９３．

［９］ 　 ＶＩＧＮＡＬＩ Ｄ Ａ Ａ， ＫＵＣＨＲＯＯ Ｖ Ｋ． ＩＬ－１２ ｆａｍｉｌｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ： ｉｍ⁃
ｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｌａｙｍａｋｅｒｓ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０１２， １３ （ ８ ）：
７２２－７２８． 　

［１０］ ＴＲＩＮＣＨＩＥＲＩ Ｇ． Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１２ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｎａｔｅ ｒｅｓｉｓｔ⁃
ａｎｃｅ ａｎｄ ａｄａｐｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００３， ３
（２）： １３３－１４６．

［１１］ ＣＨＡＮＤＲＡＳＥＫＡＲＡＮ Ｓ， ＫＯＣＨＡＮＯＷＳＫＹ Ｊ Ａ， ＭＥＲＲＩＴＴ Ｅ Ｆ，
ｅｔ ａｌ． ＩＦＮ－γ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｍｏｕｎｔ ａｎｔｉ－ｐａｒａ⁃
ｓｉｔｉｃ ｄｅｆｅｎｓｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐａｒａｓｉｔｅ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２２， １３ （１）： ４６０５．

［１２］ ＳＮＹＤＥＲ Ｌ Ｍ， ＤＯＨＥＲＴＹ Ｃ Ｍ， ＭＥＲＣＥＲ Ｈ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＩＬ－１２ｐ４０ ａｎｄ ｔｙｐｅ １ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｂｙ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ ｉｎ ｔｈｅ ａｂ⁃
ｓｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ －ＭｙＤ８８ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｃａｓｃａｄｅ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏｇ，
２０２１， １７ （１０）： ｅ１００９９７０．

［１３］ ＳＬＵＣＨＡＮＫＯ Ｎ Ｎ， ＧＵＳＥＶ Ｎ Ｂ． １４－３－３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， ２０１０， ７５ （１３）： １５２８－１５４６．

［１４］ ＡＳＳＯＳＳＯＵ Ｏ， ＢＥＳＳＯＮ Ｆ， ＲＯＵＡＵＬＴ Ｊ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏ⁃
ｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ １４－３－３ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ ｔａｃｈｙｚｏｉｔｅｓ ａｎｄ
ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ａ ｌｉｐｉｄ ｒａｆｔ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｏｒｍ ［Ｊ］ ． ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｌｅｔｔ，
２００３， ２２４ （２）： １６１－１６８．

［１５］ ＡＳＳＯＳＳＯＵ Ｏ， ＢＥＳＳＯＮ Ｆ， ＲＯＵＡＵＬＴ Ｊ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｎ ｅｘｃｒｅｔｅｄ ／ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ａｎｔｉｇｅｎ ｆｏｒｍ ｏｆ １４ － ３ － ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ ｔａｃｈｙｚｏｉｔｅｓ ［ Ｊ］ ． ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｌｅｔｔ， ２００４，
２３４ （１）： １９－２５．

［１６］ ＷＥＩＤＮＥＲ Ｊ Ｍ， ＫＡＮＡＴＡＮＩ Ｓ， ＵＣＨＴＥＮＨＡＧＥＮ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉ⁃
ｇｒａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒａｓｉｔｉｚｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｚｏａｎ Ｔｏｘｏ⁃
ｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ １４ － ３ － ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１６， １８
（１１）： １５３７－１５５０．

［１７］ ＭＥＮＧ Ｍ， ＨＥ Ｓ， ＺＨＡＯ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＤＮＡ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ ｓｕｒ⁃
ｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎ １ （ＳＡＧ１） ａｎｄ １４－３－３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ［Ｊ］ ．
Ｐａｒａｓｉｔ Ｖｅｃｔｏｒｓ， ２０１２， ５： ２７３．

［１８］ ＬＩ Ｆ Ｃ， ＬＩＵ Ｑ， ＥＬＳＨＥＩＫＨＡ Ｈ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｎｏ⁃
ｖｅｌ ｈｏｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ １４－３－３ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｂｙ ｙｅａｓｔ ｔｗｏ－ｈｙｂｒｉｄ ｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ］ ． Ｐａｒａｓｉｔｏｌ Ｒｅｓ， ２０１８， １１７ （４）：
１２９１－１２９６．

［１９］ ＺＥＲＩＡＬ Ｍ， ＭＣＢＲＩＤＥ Ｈ． Ｒａｂ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｒｇａｎｉｚｅｒｓ
［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２００１， ２ （２）： １０７－１１７．

［２０］ ＫＲＥＭＥＲ Ｋ， ＫＡＭＩＮ Ｄ， ＲＩＴＴＷＥＧＥＲ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｓｃｒｅｅｎ ｏｆ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ Ｒａｂ－ＧＴＰａｓｅｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ｒｏｕｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｎｅｍｅｓ ［ Ｊ ］ ． ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏｇ， ２０１３， ９ （ ３ ）：
ｅ１００３２１３． 　

［２１］ ＳＴＥＤＭＡＮ Ｔ Ｔ， ＳＵＳＳＭＡＮＮ Ａ Ｒ， ＪＯＩＮＥＲ Ｋ Ａ． Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎ⁃
ｄｉｉ Ｒａｂ６ ｍｅｄｉａｔｅｓ ａ ｒｅｔｒｏｇｒａｄｅ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｓｏｒｔｉｎｇ ｏｆ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ
ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｔｏ ｔｈｅ Ｇｏｌｇｉ ｃｏｍｐｌｅｘ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００３，
２７８ （７）： ５４３３－５４４３．

［２２］ ＡＧＯＰ－ＮＥＲＳＥＳＩＡＮ Ｃ， ＥＧＡＲＴＥＲ Ｓ， ＬＡＮＧＳＬＥＹ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏ⁃
ｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｓ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｂｙ ｔｈｅ ａｌｖｅｏｌａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＧＴＰａｓｅ Ｒａｂ１１Ｂ ［ Ｊ ］ ． ＰＬｏＳ
Ｐａｔｈｏｇ， ２０１０， ６ （７）： ｅ１００１０２９．

［２３］ ＡＧＯＰ－ＮＥＲＳＥＳＩＡＮ Ｃ， ＮＡＩＳＳＡＮＴ Ｂ， ＢＥＮ ＲＡＣＨＥＤ Ｆ， ｅｔ ａｌ．

Ｒａｂ１１Ａ－ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｎｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｓ ｒｅ⁃
ｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｃｏｍｐｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｉｃｏｍｐｌｅｘａｎ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｓ ［ Ｊ ］ ． ＰＬｏＳ
Ｐａｔｈｏｇ， ２００９， ５ （１）： ｅ１０００２７０．

［２４］ ＷＡＮＧ Ｑ Ｑ， ＳＵＮ Ｍ， ＴＡＮＧ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ
Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｐｒｅｎｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｅｎｄｏｃｙｔｉｃ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ａｎｄ
ｒｈｏｐｔｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｒｔｉｎｇ ［Ｊ］． ｍＢｉｏ， ２０２３， １４ （４）： ｅ０１３０９２３．

［２５］ ＷＡＮＧ Ｑ Ｑ， ＨＥ Ｋ， ＡＬＥＥＭ Ｍ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｎｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ ｒｅｇｕ⁃
ｌａｔｅ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｒｔｉｎｇ ａｎｄ ｐａｒａｓｉｔｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ
ｇｏｎｄｉｉ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２３， ２４ （８）： ７１７２．

［２６］ ＢＲＯＷＮＥ Ｇ Ｊ， ＰＲＯＵＤ Ｃ Ｇ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅ － ｃｈａｉｎ
ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２００２， ２６９
（２２）： ５３６０－５３６８．

［２７］ ＲＩＤＧＬＥＹ Ｅ Ｌ， ＸＩＯＮＧ Ｚ Ｈ， ＫＡＵＲ Ｋ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｉｃ ｏｒｇａｎｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ－１α ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ
ｂｒｕｃｅｉ ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐａｒａｓｉｔｏｌ， １９９６， ７９ （１）： １１９－１２３．

［２８］ ＴＯＵＥＩＬＬＥ Ｍ， ＳＡＩＮＴ－ ＪＥＡＮ Ｂ， ＣＡＳＴＲＯＶＩＥＪＯ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １Ａ： ａ ｎｏｖｅｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｉｎ ｔｈｅ ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ／
ｒｅｐａｉｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，
２００７， ４５ （２）： １１３－１１８．

［２９］ ＬＡＭＢＥＲＴＩ Ａ， ＬＯＮＧＯ Ｏ， ＭＡＲＲＡ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃ－Ｒａｆ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＦＮ－α ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｒｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
１Ａ ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ， ２００７， １４ （５）： ９５２－９６２．
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