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旋毛虫钙网蛋白对小鼠巨噬细胞和大鼠
ＰＢＭＣ 免疫功能的影响
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(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本文旨在研究旋毛虫钙网蛋白(ＴｓＣＲＴ)对宿主免疫系统的影响ꎮ [方法]将原核表达纯化的重组旋毛虫钙网

蛋白( ｒＴｓＣＲＴ))进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 验证ꎻ将 ｒＴｓＣＲＴ 与小鼠巨噬细胞共孵育ꎬ检测该蛋白对小鼠巨噬细胞增殖、ＮＯ 释放和凋

亡的影响ꎻ将 ｒＴｓＣＲＴ 与大鼠外周血单核细胞(ＰＢＭＣ)共孵育ꎬ检测该蛋白对大鼠 ＰＢＭＣ 转录因子和细胞因子的影响ꎮ
[结果]Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬｒＴｓＣＲＴ 可以被感染旋毛虫的大鼠血清所识别ꎻｒＴｓＣＲＴ 可促进小鼠巨噬细胞的增殖和 ＮＯ 的

分泌ꎬ抑制小鼠巨噬细胞的凋亡ꎻｒＴｓＣＲＴ 下调大鼠 ＰＢＭＣ 转录因子 Ｔ￣ｂｅｔ、Ｇａｔａ￣３ 和 ＰＵ.１ 的转录水平ꎬ上调 Ｆｏｘｐ３、Ａｈｒ、
ＲＯＲγｔ 和 Ｂｃｌ￣６ 的转录水平ꎻｒＴｓＣＲＴ 上调大鼠 ＰＢＭＣ 细胞因子 ＩＦＮ￣γ、ＩＬ￣１７、ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β、Ｉｌ￣９ 和 ＩＬ￣２２ 的转录水平ꎬ下调 ＩＬ￣４
和 ＩＬ￣２１ 的转录水平ꎮ [结论]旋毛虫钙网蛋白可刺激宿主产生 Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ、Ｔｈ９ 和 Ｔｈ２２ 等多种类型的免疫反应ꎬ抑制

Ｔｈ２ 和 Ｔｆｈ 免疫ꎬ对宿主免疫调节作用复杂ꎮ
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ａｎａｌｙｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ＮＯ ｒｅｌｅａｓｉｎｇ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｒＴｓＣＲＴ ｃｏ￣ｉｎｃｕｂａｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｍｏｕｓｅ
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ｃｅｌｌｓ(ＰＢＭＣ) . [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｒＴｓＣＲＴ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｅｒａ ｏｆ ｒａｔ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｔ. ｓｐｉｒａｌｉｓ. Ｃｅｌｌ
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ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔ￣ｂｅｔꎬＧａｔａ￣３ ａｎｄ ＰＵ. １ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｒａｔ ＰＢＭＣ. Ｆｏｘｐ３ꎬＡｈｒꎬＲＯＲγｔ ａｎｄ Ｂｃｌ￣６ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
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旋毛虫病(Ｔｒｉｃｈｉｎｏｓｉｓ)是由旋毛形线虫(Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ ｓｐｉｒａｌｉｓ)引起的一种食源性人兽共患病ꎬ呈全球性

分布ꎮ 主要临床症状是创伤性和免疫学的改变ꎬ包括眼睑水肿、发热综合征、腹泻、肌肉疼痛和嗜酸性粒细

胞增多等[１]ꎮ 旋毛虫病重症患者的特征是心血管、肺和中枢神经系统损伤ꎬ最终可导致宿主死亡ꎬ给动物

生产和人类公共卫生安全构成了严重威胁ꎮ 旋毛虫可感染多种哺乳动物、鸟类和爬行动物等ꎬ其中鼠是旋

毛虫病的一种重要的传染源[２]ꎮ 当旋毛虫与宿主建立寄生关系时ꎬ会产生各种免疫逃避机制ꎬ从而让其

能够成功寄生[３]ꎬ因此其逃避宿主免疫系统的机制引起了广泛关注ꎮ 尽管现在针对旋毛虫病有相对安全
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的药物ꎬ如阿苯达唑等[４]ꎬ但其耐药问题已日趋严重ꎮ 故此ꎬ研究旋毛虫与宿主间相互作用、筛选出新的

疫苗候选抗原对预防该病具有重要意义[５]ꎮ
钙网蛋白(ｃａｌｒｅｔｉｃｕｌｉｎꎬＣＲＴ)是内质网中高度保守的 Ｃａ２＋结合蛋白[６]ꎬ在某些情况下其可以从细胞内

转运出来ꎬ出现在胞质、胞膜表面、血清、颗粒物等中ꎬ或者以可溶性的形式被分泌到体外[７－８]ꎮ 钙网蛋白

是一种钙结合伴侣ꎬ参与一系列细胞过程ꎬ在免疫反应中具有多种功能ꎮ 在内质网中ꎬ钙网蛋白促进主要

组织相容性复合体(ＭＨＣ) Ｉ 类分子及其组装因子的折叠ꎬ从而影响向细胞毒性 Ｔ 细胞的抗原呈递[９]ꎮ 研

究表明钙网蛋白也可在细胞表面表达[１０]ꎬ并与细胞的吞噬摄取和免疫原性相关ꎮ 然而ꎬ研究 ｒＴｓ￣ＣＲＴ 对

宿主免疫细胞功能的影响却少有报道ꎮ
本研究团队前期从旋毛虫外泌体蛋白质谱分析结果中鉴定到钙网蛋白ꎬ但其对宿主免疫功能的影响

尚不清楚ꎮ 本文根据 ＮＣＢＩ 上发布的钙网蛋白核苷酸序列进行了克隆表达ꎬ并对重组蛋白的免疫调节功

能开展了初步研究ꎬ以期为深入了解虫体与宿主间的相互作用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 试验动物与虫体　 旋毛虫为中国河南猪分离株ꎬ国际编号 ＩＳＳＳ５３４ꎬ由本研究团队传代并保存ꎮ 健

康 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠(约 ２００ ｇ)购自北京维通利华实验动物公司ꎮ
１.１.２　 主要试剂与材料　 大肠杆菌 ＤＨ５α、ＢＬ２１ 菌种ꎬｐＥＴ￣２８ａ(＋)载体ꎬ小鼠巨噬细胞系(ＲＡＷ２６４.７)均
由本实验室保存ꎻ大鼠淋巴细胞分离液、抗凝真空采血管为天津灏洋公司产品ꎻＤＮＡ 回收试剂盒为 Ｏｍｅｇａ
公司产品ꎻＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性内切酶(ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ)、Ｌｉｇａｔｉｏｎ ｍｉｘ 为 ＴａＫａＲａ 公司

产品ꎻＴｏｘｉｎＥｒａｓｅｒＴＭ内毒素去除试剂盒为金斯瑞公司产品ꎻＲＰＭＩ－１６４０ 培养基、内毒素去除柱、青链霉素双

抗、ＨＲＰ 标记抗大鼠 ＩｇＧ、胎牛血清(ＦＢＳ)、ＲＩＰＡ 裂解液为 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司产品ꎻ总 ＮＯ 检测试剂盒、
ＣＣＫ￣８ 检测试剂盒和细胞凋亡检测试剂盒为碧云天公司产品ꎻＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｒ、ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ反转录试剂、ｑＰＣＲ
试剂盒为南京诺唯赞公司产品ꎻＤＡＢ 显色试剂盒为天根生物公司产品ꎻ引物由通用生物公司合成ꎮ
１.２　 ＴｓＣＲＴ 基因的克隆与表达

１.２.１　 引物设计与合成　 根据 ＮＣＢＩ 中 ＴｓＣＲＴ 的 ＣＤＳ 序列(ＸＭ＿００３３７９４５５.１)设计引物ꎬ选择酶切位点

ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠꎬ引物如下所示ꎬ下划线部分的序列表示酶切位点ꎮ ＣＲＴ Ｆ / Ｒ:５′￣ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＧＧＴＴＴＡ￣
ＴＴＴＧＡＡＡＧＡＡＡＣＧＴＴＣ￣３′ / ５′￣ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＡＧＴＴＣＧＴＣＧＴＣＡＧＣＡＴＧ￣３′ꎮ
１.２.２　 目的基因的扩增与原核表达质粒的构建 　 根据 ＴＲＩｚｏｌ 试剂说明书提取旋毛虫肌肉幼虫虫体总

ＲＮＡꎬ将其反转录为 ｃＤＮＡꎬ再通过 ＰＣＲ 扩增目的基因ꎮ 按照凝胶回收试剂盒(ＯＭＥＧＡ)说明书回收 ＰＣＲ
产物ꎬ用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ将回收产物与 ｐＥＴ￣２８ａ(＋)质粒分别进行双酶切ꎬ并在 ２５ ℃水浴条件下连接酶切

产物ꎬ时间为 ３０ ｍｉｎꎮ 将连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 中ꎬ置于 ３７ ℃摇床中培养 １２ ~ １６ ｈꎬ收集重组

菌ꎬ进行双酶切与测序鉴定ꎮ 阳性质粒命名为 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＴｓＣＲＴꎮ
１.２.３　 重组旋毛虫钙网蛋白(ｒＴｓＣＲＴ)的表达及纯化　 将 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＴｓＣＲＴ 转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ꎬ挑取单

菌落 ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１振荡培养约 ３ ｈꎬ加入 ＩＰＴＧ 至其终浓度为 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ继续振荡培养 ５ ｈꎬ用 １２０
ｇ􀅰Ｌ－１十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分析蛋白分布情况ꎮ 用镍柱纯化重组蛋白ꎬ再用

ＰＥＧ２００００ 浓缩蛋白ꎬ并使用试剂盒去除内毒素ꎮ
１.２.４　 旋毛虫感染血清的制备　 用 ７ ０００ 条旋毛虫肌幼虫经口感染 ＳＤ 大鼠ꎬ３５ ｄ 后经腹主动脉采血并分

离得到纯化的抗重组 ＣＲＴ 蛋白( ｒＴｓＣＲＴ)血清ꎬ分装后保存于－２０ ℃备用ꎮ
１.２.５　 ｒＴｓＣＲＴ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后将重组蛋白转印 ＰＶＤＦꎬ在 ３７ ℃条件下用 ５０
ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉封闭 １ ｈꎬ再使用 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉按 １ ∶１００(体积比)稀释一抗(感染旋毛虫的大鼠血清与

未感染的大鼠血清)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎻ加入 ５０ ｇ􀅰Ｌ－１脱脂奶粉按 １ ∶５ ０００(体积比)稀释的山羊抗大鼠 ＩｇＧꎬ
３７ ℃避光孵育 １ ｈꎮ 将 ＥＣＬ 滴加于 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ使用全自动化学发光图像分析系统曝光成像ꎮ
１.３　 ｒＴｓＣＲＴ 对小鼠巨噬细胞功能的影响

１.３.１　 ｒＴｓＣＲＴ 对小鼠巨噬细胞增殖的影响　 将传代培养的小鼠巨噬细胞浓度调整为 ５×１０５ｍＬ－１ꎬ以每

孔 １００ μＬ 加入 ９６ 孔细胞培养板ꎬ分别向每孔加入不同浓度的 ｒＴｓＣＲＴ(０、５、１０、２０、４０、８０ μｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬ另设

空培养基的空白孔ꎮ 置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养 ４８ ｈꎬ根据 ＣＣＫ￣８ 检测液说明书检测增殖结果ꎮ

２
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１.３.２　 ｒＴｓＣＲＴ 对小鼠巨噬细胞分泌 ＮＯ 的影响　 将传代培养的小鼠巨噬细胞浓度调整为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ
将细胞加入 ２４ 孔细胞板ꎬ每孔 １ ｍＬꎮ 用不同浓度的 ｒＴｓＣＲＴ(５、１０、２０、４０、８０ μｇ􀅰ｍＬ－１)处理巨噬细胞ꎻ同
时设置 ＰＢＳ 空白组ꎮ 每组设 ３ 个重复ꎮ 置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养 ４８ ｈꎮ 收集细胞ꎬ２ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ按照总 ＮＯ 检测试剂盒的步骤检测每组的 ＮＯ 分泌水平ꎮ
１.３.３　 ｒＴｓＣＲＴ 对小鼠巨噬细胞凋亡的影响　 将传代培养的小鼠巨噬细胞浓度调整为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ将细

胞加入 ２４ 孔细胞板ꎬ每孔 １ ｍＬꎮ 用不同浓度的 ｒＴｓＣＲＴ(５、１０、２０、４０、８０ μｇ􀅰ｍＬ－１)处理巨噬细胞ꎬ同时设

ＰＢＳ 空白组ꎮ 置于培养箱内培养 ２４ ｈꎬ每组至少 ３ 个重复ꎮ 根据凋亡试剂盒说明书检测凋亡结果ꎬ试验独

立重复 ３ 次ꎮ
１.４　 ｒＴｓＣＲＴ 对大鼠 ＰＢＭＣ 转录因子和细胞因子转录水平的影响

１.４.１　 ｒＴｓＣＲＴ 对大鼠 ＰＢＭＣ 不同类型 Ｔｈ 细胞关键转录因子转录水平的影响 　 将新鲜分离的大鼠

ＰＢＭＣ 培养在含 １％青(链)霉素双抗和 １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ－１６４０ 中ꎬ浓度调整为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ然后将细胞

铺于 １２ 孔细胞培养板ꎬ每孔 ２ ｍＬꎬ分别加入不同浓度(１０、２０、４０ 和 ８０ μｇ􀅰ｍＬ－１)的 ｒＴｓＣＲＴ 和 ＰＢＳꎬ每组

设 ３ 个重复ꎮ 置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养 ２４ ｈꎮ ２４ ｈ 后使用 ＴＲＩｚｏｌ 法分别提取各孔细胞总

ＲＮＡꎬ逆转录合成 ｃＤＮＡꎬ再进行实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)ꎬ最后试验结果采用 ２－ΔΔＣＴ法计算ꎬ分析各组转

录因子 ｍＲＮＡ 的水平变化ꎮ ｑＰＣＲ 反应体系:ｃＤＮＡ 模板 １ μＬꎬ上、下游引物各 ０.２ μＬꎬＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ
Ⅱ ０.２ μＬꎬ２×ＧＳ ＡｎｔｉＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３.４ μＬꎬ总反应体积为 １０ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃
１ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ２０ ｓꎬ６５ ℃ ２０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ熔解曲线程序:９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ６０ ｓꎬ９５ ℃１５ ｓꎮ ｑＰＣＲ
引物序列见表 １ꎮ

表 １　 本试验中 ｑＰＣＲ 所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＰＣＲ ｉｎ ｔｈｉｓ ｔｅｓｔ

基因 Ｇｅｎｅ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ(５′→３′) 基因 Ｇｅｎｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

　 β￣ａｃｔｉｎ 　 　 ＣＧＴＴＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣ /
　 　 ＴＡＧＧＡＧＣＣＡＧＧＧＣＡＧＴＡＡＴＣＴ

　 　
ＩＦＮ￣γ

　 　 ＧＧＣＡＡＡＡＧＧＡＣＧＧＴＡＡＣＡＣＧ /
　 　 ＧＴＧＣＴＧＧＡＴＣＴＧＴＧＧＧＴＴＧＴ

　 Ｔ￣ｂｅｔ 　 　 ＴＣＣＡＣＣＣＡＧＡＣＴＣＣＣＣＣＡＡＣＡ /
　 　 ＧＧＣＴＣＡＣＣＧＴＣＡＴＴＣＡＣＣＴＣＣＡ

　 　
ＩＬ￣４

　 　 ＣＡＧＧＧＴＧＣＴＴＣＧＣＡＡＡＴＴＴＴＡＣ /
　 　 ＣＡＣＣＧＡＧＡＡＣＣＣＣＡＧＡＣＴＴＧ

　 Ｇａｔａ￣３ 　 　 ＴＴＣＣＴＧＴＧＣＧＡＡＣＴＧＴＣＡＧＡＣＣＡ /
　 　 ＣＣＴＴＴＴＴＧＣＡＣＴＴＴＴＴＣＧＡＴＴＴＧＣＴＡ

　 　
ＩＬ￣１７

　 　 ＣＣＡＴＧＴＧＣＣＴＧＡＴＧＣＴＧＴＴＧ /
　 　 ＡＧＴＴＡＴＴＧＧＣＣＴＣＧＧＣＧＴＴＴ

　 ＲＯＲγｔ 　 　 ＣＴＴＴＴＧＣＣＣＡＣＡＧＡＧＣＣＴＴＴＴ /
　 　 ＡＡＴＣＴＴＧＡＧＣＣＴＧＧＧＧＣＣＡＴ

　 　
ＴＧＦ￣β

　 　 ＣＡＣＴＣＣＣＧＴＧＧＣＴＴＣＴＡＧＴＧ /
　 　 ＧＧＡＣＴＧＧＣＧＡＧＣＣＴＴＡＧＴＴＴ

　 Ｆｏｘｐ３ 　 　 ＧＣＣＣＡＣＡＣＣＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣ /
　 　 ＣＴＧＴＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＴＧＣＣＴＧ

　 　
ＩＬ￣１０

　 　 ＧＣＣＡＡＧＣＣＴＴＧＴＣＡＧＡＡＡＴＧＡ /
　 　 ＴＣＣＣＡＧＧＧＡＡＴＴＣＡＡＡＴＧＣＴ

　 Ｂｃｌ￣６ 　 　 ＧＧＡＧＡＴＧＧＧＡＧＡＧＡＣＣＣＡＧＴ /
　 　 ＴＧＣＣＴＴＴＧＴＡＧＣＧＧＡＡＧＧＡＧ

　 　
ＩＬ￣２１

　 　 ＴＧＣＣＴＧＣＴＡＡＧＡＧＧＡＣＡＧＧＡＡ /
　 　 ＧＧＡＧＣＣＡＴＴＴＴＡＧＴＣＴＴＴＣＡＡＧＧＡ

　 ＰＵ.１ 　 　 ＴＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧＡＴＧＧＣＴＴＧ /
　 　 ＣＣＴＴＧＴＧＣＴＴＧＧＡＣＧＡＧＡＡ

　 　
ＩＬ￣９

　 　 ＧＡＣＧＡＣＣＣＡＴＣＡＴＣＡＡＡＡＴＧＣ /
　 　 ＣＴＧＴＧＡＣＡＴＴＣＣＣＴＣＣＴＧＧＡＡ

　 Ａｈｒ 　 　 ＣＴＧＧＣＡＡＴＧＡＡＴＴＴＣＣＡＡＧＧＧＡＧＧ /
　 　 ＣＴＴＴＣＴＣＣＡＧＴＣＴＴＡＡＴＣＡＴＧＣＧ

　 　
ＩＬ￣２２

　 　 ＴＴＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧＴＴＡＴＣＡＧＴＴＧＴ /
　 　 ＧＧＴＧＣＧＧＴＴＧＡＣＧＡＴＧＴＡＴ

　 　 注:β￣ａｃｔｉｎ:β－肌动蛋白基因 β￣ａｃｔｉｎ ｇｅｂｅꎻＴ￣ｂｅｔ:Ｔ 盒子转录因子基因 Ｔ￣ｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔ ｇｅｎｅꎻＧａｔａ￣３:ＧＡＴＡ 结合蛋白 ３ 基因
ＧＡＴＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ｇｅｎｅꎻＲＯＲγｔ:转录因子维甲酸相关孤独核受体 γｔ 基因 Ｏｒｐｈａｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ ｔ ｇｅｎｅꎻＦｏｘｐ３:叉头框蛋
白 Ｐ３ 基因 Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｐ３ ｇｅｎｅꎻＢｃｌ￣６:Ｂ 细胞淋巴瘤因子 ６ 基因 Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｆａｃｔｏｒ ６ ｇｅｎｅꎻＰＵ. １:转录因子 ＰＵ. １ 基因
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＰＵ. １ ｇｅｎｅꎻＡｈｒ:芳香烃受体基因 Ａｒｙｌ ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇｅｎｅꎻＩＦＮ￣γ:伽马干扰素基因 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇａｍｍａ ｇｅｎｅꎻ
ＩＬ￣４:白细胞介素 ４ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ４ ｇｅｎｅꎻＩＬ￣１７:白细胞介素 １７ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １７ ｇｅｎｅꎻＴＧＦ￣β:转化生长因子 β 基因 Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β ｇｅｎｅꎻＩＬ￣１０:白细胞介素 １０ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １０ ｇｅｎｅꎻＩＬ￣２１:白细胞介素 ２１ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２１ ｇｅｎｅꎻＩＬ￣９:白细胞介素 ９
基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ９ ｇｅｎｅꎻＩＬ￣２２:白细胞介素 ２２ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２２ ｇｅｎｅ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

１.４.２　 ｒＴｓＣＲＴ 对大鼠 ＰＢＭＣ 细胞因子转录水平的影响　 具体步骤同 １.４.１ 节ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 引

物序列见表 １ꎮ
１.５　 数据的处理与分析

使用 ＳＰＳＳ ２２.０ 统计软件分析数据ꎬ采用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 法对数据进行方差分析和差异显著性检验

(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎬ采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 绘图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＣＲＴ 基因的克隆与表达

琼脂糖凝胶电泳验证扩增产物ꎬ结果显示在 １ １５２ ｂｐ 处有单一条带(图 １－Ａ)ꎻ双酶切鉴定重组质粒

３
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ｐＥＴ￣２８ａ￣ＣＲＴꎬ在相应位置分别观察到载体与目的基因条带(图 １－Ｂ)ꎻ重组蛋白主要分布于上清液(图 １－
Ｃ)ꎬ蛋白纯化效果良好ꎬ相对分子质量约为 ４６×１０３(图 １－Ｄ)ꎮ

图 １　 ＣＲＴ 基因的克隆表达及蛋白的表达和纯化

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＣＲＴ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　 　 Ａ.ＣＲＴ 基因 ＰＣＲ 扩增(Ｍ.ＤＮＡ 标准 ＤＬ２０００ꎻ１.ＰＣＲ 产物)ꎻＢ. ｐＥＴ￣２８ａ￣ＣＲＴ 的双酶切鉴定(Ｍ.ＤＮＡ 标准 ＤＬ１００００ꎻ１.重组质粒经

ＥｃｏＲⅠ和 ＸｈｏⅠ双酶切)ꎻＣ.重组 ＣＲＴ 蛋白的分布情况(Ｍ.蛋白标准ꎻ１.ＣＲＴ 在上清液的分布ꎻ２.ＣＲＴ 在包涵体的分布)ꎻＤ.重组蛋白 ＣＲＴ
的纯化(Ｍ.蛋白标准ꎻ１. ＣＲＴ 的纯化结果)ꎮ

Ａ. ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＴ ｇｅｎｅ(Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ１. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ)ꎻＢ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ￣２８ａ￣ＣＲＴ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ(Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１００００ꎻ１. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＥｃｏＲⅠａｎｄ ＸｈｏⅠ)ꎻＣ. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＣＲＴ(Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＴ ｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ２. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＴ ｉｎ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓ)ꎻＤ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ＣＲＴ(Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１.Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＲＴ) .

２.２　 ｒＴｓＣＲＴ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ在相对分子质量为 ４６×１０３ 左右有一特异性条带ꎬ而阴性对照无条带(图 ２)ꎬ
说明该重组蛋白具有良好的反应原性ꎬ能够被感染旋毛虫大鼠阳性血清识别ꎮ

图 ２　 重组蛋白 ＣＲＴ(ｒＴｓＣＲＴ)的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＣＲＴ
Ｍ.蛋白标准品ꎻ１.ｒＴｓＣＲＴ 与大鼠阳性血清ꎻ２.ｒＴｓＣＲＴ 与大鼠阴性血清ꎮ
Ｍ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ１. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＣＲＴ ｗｉｔｈ ｒａｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍꎻ２. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＣＲＴ ｗｉｔｈ ｒａｔ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ.

２.３　 ｒＴｓＣＲＴ 对小鼠巨噬细胞增殖的影响

细胞增殖指数(试验组吸光值 /对照组吸光值)如图 ３ 所示:与空白对照组相比ꎬ５、１０、２０、４０、８０
μｇ􀅰ｍＬ－１的 ｒＴｓＣＲＴ 均能够促进小鼠巨噬细胞的增殖ꎮ

４
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２.４　 ｒＴｓＣＲＴ 对小鼠巨噬细胞分泌 ＮＯ 的影响

从图 ４ 结果可知:与空白对照组相比ꎬ５、１０、２０、４０、８０ μｇ􀅰ｍＬ－１的 ｒＴｓＣＲＴ 均能够促进小鼠巨噬细胞细

胞分泌 ＮＯꎬ且在重组蛋白浓度为 １０ 和 ２０ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ刺激效果最显著ꎮ

图 ４　 ｒＴｓＣＲＴ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ＮＯ 分泌的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ ｒＴｓＣＲＴ ｏｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ
ＮＯ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

图 ３　 ｒＴｓＣＲＴ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ ｒＴｓＣＲＴ ｏｎ ＲＡＷ２６４.７
ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

∗∗∗Ｐ<０.００１.Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

２.５　 ｒＴｓＣＲＴ 对小鼠巨噬细胞凋亡的影响

使用流式细胞仪对 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ￣ＦＩＴＣ 和碘化丙啶(ＰＩ)双染后的细胞进行检测ꎮ 结果如图 ５ 所示ꎬ与空

白对照组相比ꎬ不同浓度的 ｒＴｓＣＲＴ 均能够抑制小鼠巨噬细胞的凋亡ꎬ且在重组蛋白浓度为 ２０ μｇ􀅰ｍＬ－１

时ꎬ抑制程度最显著ꎮ

图 ５　 ｒＴｓＣＲＴ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞凋亡影响的流式细胞检测(Ａ)和凋亡率统计(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ(Ａ)ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ(Ｂ)ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔｓ ｏｆ ｒＴｓＣＲＴ

ｏｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

２.６　 不同浓度 ｒＴｓＣＲＴ 对大鼠 ＰＢＭＣ 不同类型 Ｔｈ 细胞关键转录因子转录水平的影响

结果如图 ６ 所示:与阴性对照组相比ꎬｒＴｓＣＲＴ 对 Ｔ￣ｂｅｔ、Ｇａｔａ￣３、ＰＵ.１ 都具有显著抑制作用(Ｐ<０.０５)ꎬ
其中重组蛋白浓度在 １０ μｇ􀅰ｍＬ－１时对 Ｔ￣ｂｅｔ 和 Ｇａｔａ￣３ 的抑制效果最明显ꎮ 该蛋白能够显著刺激 Ｆｏｘｐ３ 和

Ａｈｒ(Ｐ<０.０５)的表达ꎬ其中对 Ａｈｒ 的刺激效果最为明显ꎮ 重组蛋白在 １０ μｇ􀅰ｍＬ－１时能显著刺激 ＲＯＲγｔ 和
Ｂｃｌ￣６(Ｐ<０.０５)的转录ꎬ而在浓度 ２０、４０ 和 ８０ μｇ􀅰ｍＬ－１时与阴性对照组相比无显著差异ꎮ
２.７　 不同浓度 ｒＴｓＣＲＴ 对大鼠 ＰＢＭＣ 细胞因子转录水平的影响

结果如图 ７ 所示:与阴性对照组相比ꎬｒＴｓＣＲＴ 对 ＩＦＮ￣γ、ＩＬ￣１７、ＩＬ￣１０、ＩＬ￣９ 和 ＩＬ￣２２ 的表达都具有显著

刺激作用(Ｐ<０.０５)ꎬ其中对 ＩＬ￣１７ 和 ＩＬ￣２２ 的刺激效果最明显ꎮ 重组蛋白浓度在 ２０ 和 ４０ μｇ􀅰ｍＬ－１时能显

５
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著刺激 ＴＧＦ￣β(Ｐ<０.０５)的表达ꎮ 该蛋白能够显著抑制 ＩＬ￣２１ 的转录水平(Ｐ<０.０５)ꎬ且对 ＩＬ￣２１ 的抑制作用

随蛋白浓度的升高而减弱ꎮ 同时该蛋白在 １０ 和 ２０ μｇ􀅰ｍＬ－１能显著抑制 ＩＬ￣４ 的转录(Ｐ<０.０５)ꎬ但浓度为

８０ μｇ􀅰ｍＬ－１时能显著刺激其转录ꎮ

图 ６　 ｒＴｓＣＲＴ 对大鼠 ＰＢＭＣ 转录因子转录水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒＴｓＣＲＴ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔ ＰＢＭＣ

图 ７　 ｒＴｓＣＲＴ 对大鼠 ＰＢＭＣｓ 细胞因子转录水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒＴｓＣＲＴ ｏｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｒａｔ ＰＢＭＣ

３　 讨论与结论

巨噬细胞是机体免疫反应中的一种重要免疫细胞ꎬ参与大部分先天性免疫和获得性免疫反应ꎬ在炎症

和宿主防御中起着重要作用[１１]ꎮ 病原体感染宿主ꎬ巨噬细胞能够通过吞噬作用及分泌不同的细胞因子和

释放 ＮＯ 等发挥免疫功能ꎮ 因此ꎬ本试验通过测定小鼠巨噬细胞增殖、凋亡和 ＮＯ 分泌这些免疫指标ꎬ从
而明确 ｒＴｓＣＲＴ 与宿主免疫细胞之间的作用关系ꎮ 细胞增殖对机体免疫反应非常重要ꎬ能够帮助细胞参与

６
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宿主防御病原体的入侵过程ꎮ 细胞凋亡通常在发育和衰老过程中发生ꎬ以维持组织中细胞群的稳[１２]ꎮ 本

研究结果显示ꎬｒＴｓＣＲＴ 在与小鼠巨噬细胞共孵育后能够极显著促进其增殖功能及 ＮＯ 的释放ꎬ并抑制其

凋亡功能ꎮ 这表明该蛋白能通过多种机制调节宿主免疫细胞发挥功能ꎬ有利于机体排出或杀死旋毛虫ꎮ
外周血单个核细胞(ＰＢＭＣ)是一类包含淋巴细胞、单核细胞和树突状细胞在内的混合细胞ꎬ在免疫系

统中起重要作用[２]ꎮ ＰＢＭＣ 收集与分离方法较为成熟ꎬ被广泛运用于多种试验研究中[１３]ꎮ 本试验前期结

果已初步表明 ＣＲＴ 对小鼠巨噬细胞具有一定的影响ꎬ而旋毛虫入侵宿主过程复杂ꎬ且多种免疫细胞均参

与其中ꎬ因此选用大鼠 ＰＢＭＣ 继续探究 ＣＲＴ 对其的影响能够更好地模拟旋毛虫在感染宿主过程中对宿主

免疫系统产生的影响ꎮ
幼稚 ＣＤ４＋Ｔ 细胞分化为不同的 Ｔｈ 细胞亚群取决于诸多因素ꎬ特定的刺激条件能够影响转录因子的

表达ꎬ决定 Ｔ 细胞将遵循的分化程序ꎬ从而影响细胞因子的生产ꎮ Ｔｈ１ 亚群需要 ＩＬ￣１２ 的刺激而进行分化ꎬ
产生 ＩＦＮ￣γ 作为其标志性细胞因子ꎬ受转录因子 Ｔ￣ｂｅｔ 调节ꎬ对细胞内病原体的免疫很重要ꎻＴｈ２ 亚群需要

ＩＬ￣４ 的刺激而进行分化ꎬ受转录因子 Ｇａｔａ￣３ 调节ꎬ介导针对细胞外病原体的免疫应答ꎻＴｈ１７ 亚群需要 ＩＬ￣
２１ 进行分化ꎬ产生 ＩＬ￣１７ 作为其标志性细胞因子ꎬ受转录因子 ＲＯＲγｔ 调节ꎻ调节性 Ｔ 细胞亚群需要 ＴＧＦ￣β
的刺激而进行分化ꎬ受转录因子 Ｆｏｘｐ３ 调节ꎬ对于维持自我耐受和调节免疫至关重要ꎮ 研究表明ꎬ缺乏 Ｔ￣
ｂｅｔ 和 ＧＡＴＡ３ 表达的 Ｔｒｅｇ 细胞能够上调 ＲＯＲγｔ 表达并获得产生 ＩＬ￣１７ 的能力ꎻ且 Ｔ￣ｂｅｔ 和 Ｇａｔａ￣３ 的动态表

达以及 Ｔ￣ｂｅｔ、Ｇａｔａ￣３、ＲＯＲγｔ 和 Ｆｏｘｐ３ 之间的交叉调节对于维持 Ｔｒｅｇ 功能非常重要[１４]ꎮ 本研究中ꎬ与 ＰＢＳ
组相比ꎬｒＴｓＣＲＴ 能够显著下调 Ｔ￣ｂｅｔ 和 ＧＡＴＡ￣３ 表达ꎬ同时产生更高水平的转录因子 Ｆｏｘｐ３ 和 ＲＯＲγｔꎬ与先

前报道[１４]结果类似ꎮ
细胞因子的表达模式表征了单 Ｔｈ 细胞亚群ꎬ并决定了它们在宿主防御中的功能[１５]ꎮ 当寄生虫感染

发生时ꎬ细胞介导的免疫对于阻止寄生虫的寄生有着很重要的作用[１６]ꎮ 旋毛虫在感染早期ꎬ可诱导宿主

中 Ｔｈ１ / Ｔｈ２ 免疫应答[１７]ꎮ ＩＦＮ￣γ 是 Ｔｈ１ 细胞和 ＣＤ８＋Ｔ 细胞的关键细胞因子[１８]ꎮ 它可以激活巨噬细胞和

树突状细胞ꎬ刺激 ＭＨＣ－肽复合物的表达增加ꎬ并防御细胞内感染[１９]ꎮ ＩＬ￣４ 以自分泌的方式促进 Ｔｈ２ 细

胞分化ꎬ其转录水平可反映 Ｔｈ２ 型免疫应答ꎮ 先前研究发现旋毛虫感染期间 Ｔｈ１７ 和 Ｔｒｅｇ 反应的相互发

展对于免疫保护和免疫病理学的平衡很重要ꎬ增加的 ＴＧＦ￣β 可能有助于 Ｔｈ１７ 的早期增加[２０]ꎬ而由此产生

的 ＩＬ￣１７ 通过介导空肠肌肉的收缩ꎬ帮助蠕虫排出[２１]ꎮ 本研究中ꎬ与 ＰＢＳ 组相比ꎬｒＴｓＣＲＴ 在与大鼠 ＰＢＭＣ
共孵育后ꎬ能产生更高水平的 Ｔｈ１ 类细胞因子( ＩＦＮ￣γ)、Ｔｈ１７ 类细胞因子( ＩＬ￣１７)、Ｔｒｅｇ 类细胞因子( ＩＬ￣１０
和 ＴＧＦ￣β)、Ｔｈ９ 类细胞因子( ＩＬ￣９)以及 Ｔｈ２２ 类细胞因子( ＩＬ￣２２)ꎬ表明 ｒＴｓＣＲＴ 能够刺激大鼠产生 Ｔｈ１、
Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ、Ｔｈ９、Ｔｈ２２ 等多种类型的免疫反应ꎮ ｒＴｓＣＲＴ 能显著抑制 Ｔｆｈ 类细胞因子( ＩＬ￣２１)的表达ꎬ且在

蛋白浓度为 １０ 和 ２０ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ显著抑制了 Ｔｈ２ 类细胞因子( ＩＬ￣４)的表达ꎮ 这表明 ｒＴｓＣＲＴ 可以抑制

Ｔｈ２ 和 Ｔｆｈ 免疫反应ꎮ 除此之外ꎬＰＢＭＣ 细胞因子转录水平变化情况还显示ꎬＩＬ￣１７ 一直处于较高的转录水

平ꎬ且 ＴＧＦ￣β 的转录水平也上调ꎬ这表明 ｒＴｓＣＲＴ 在宿主体内可能会通过引起宿主空肠肌肉的收缩来达到

排除虫体的效果ꎮ
综上所述ꎬ本研究证实旋毛虫钙网蛋白(ＴｓＣＲＴ)主要通过刺激巨噬细胞活化、增殖ꎬ抑制其凋亡来发

挥免疫作用ꎻｒＴｓＣＲＴ 可显著促进大鼠 ＩＦＮ￣γ、ＩＬ￣１７、ＩＬ￣１０、ＴＧＦ￣β、ＩＬ￣９、ＩＬ￣２２ 等细胞因子的表达ꎬ抑制 ＩＬ￣４、
ＩＬ￣２１ 等表达ꎬ结果说明 ＴｓＣＲＴ 可刺激宿主产生 Ｔｈ１、Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ、Ｔｈ９、Ｔｈ２２ 等多种类型的免疫反应ꎬ抑制

Ｔｈ２ 和 Ｔｆｈ 免疫ꎬ对宿主免疫调节作用复杂ꎮ
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