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摘　 要　 目的 构建动合子阶段表达绿色荧光蛋白的基因工程疟原虫,为该阶段相关的研究提供工具虫

株。 方法 构建含有 GFP 基因序列和 pb25 基因位点重组同源臂的打靶载体,线性化后电转染至伯氏疟原虫

P. berghei。 经药物筛选后使用有限稀释法进行克隆,利用 PCR 进行基因型鉴定。 通过观察记录感染小鼠的发

病情况、疟疾血症、红内期各阶段和合子、动合子的形态发育,分析基因工程疟原虫的生物学特性。 结果 基

因工程伯氏疟原虫 P. bzoGFP,经 PCR 基因型鉴定与预期一致,且能在动合子阶段表达绿色荧光蛋白。
P. bzoGFP 与野生型疟原虫在红细胞内的形态和体外培养合子、动合子的形态均无差异,感染小鼠的生存时间

无统计学差异(χ2 = 0. 309,P>0. 05),体外培养动合子的转化情况无显著差别( t= 0. 341,P>0. 05)。 结论 成功

构建基因工程疟原虫 P. bzoGFP,其生物学特性与野生型疟原虫无明显不同,能够在合子形成后有效表达 GFP,
无需抗体标记,可直接用于疟疾传播阻断效果的评估等此阶段相关研究。
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Abstract: Objective To
 

construct
 

a
 

genetically
 

engineered
 

Plasmodium
 

berghei
 

strain
 

that
 

expresses
 

green
 

fluorescent
 

protein
 

at
 

the
 

ookinete
 

stage,providing
 

a
 

tool
 

for
 

studies
 

related
 

to
 

this
 

stage. Methods A
 

targeting
 

vector
 

comprising
 

the
 

GFP
 

gene
 

sequence
 

and
 

the
 

recombinant
 

homology
 

arms
 

of
 

the
 

pb25
 

gene
 

locus
 

was
 

constructed,
linearised

 

and
 

then
 

electro-transfected
 

into
 

Plasmodium
 

berghei. Following
 

drug
 

screening,cloning
 

was
 

carried
 

out
 

using
 

limited
 

dilution,and
 

genotype
 

of
 

parasites
 

was
 

detected
 

using
 

PCR. The
 

biological
 

characteristics
 

of
 

the
 

genetically
 

engineered
 

Plasmodium
 

berghei
 

were
 

analyzed
 

through
 

observation
 

of
 

the
 

morphological
 

characteristics
 

of
 

the
 

intra-
erythrocytic

 

phase,zygote
 

and
 

ookinete
 

phase
 

and
 

by
 

comparing
 

the
 

parasitemia
 

and
 

survival
 

of
 

mice
 

infected
 

with
 

WT
 

and
 

genetically
 

engineered
 

parasites. Results Genetically
 

engineered
 

Plasmodium
 

berghei
 

P. bzoGFP,
 

genotyped
 

by
 

PCR,exhibited
 

consistent
 

results
 

with
 

the
 

predicted
 

outcomes
 

and
 

demonstrated
 

the
 

capacity
 

to
 

express
 

green
 

fluores-
cent

 

protein
 

at
 

the
 

ookinete
 

stage. P. bzoGFP
 

did
 

not
 

display
 

any
 

significant
 

deviations
 

from
 

the
 

wild
 

strain
 

with
 

respect
 

to
 

the
 

morphology
 

of
 

the
 

intra-erythrocytic
 

phase,the
 

zygote
 

and
 

ookinete
 

phase. The
 

survival
 

curves
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

did
 

not
 

differ
 

significantly
 

(χ2 = 0. 309,P>0. 05). The
 

number
 

of
 

ookinetes
 

obtained
 

from
 

in
 

vitro
 

culture
 

was
 

not
 

sta-
tistically

 

significant
 

( t = 0. 341,P> 0. 05). Conclusion The
 

genetically
 

engineered
 

Plasmodium
 

berghei
 

strain
 

P.
bzoGFP

 

has
 

been
 

successfully
 

constructed,exhibiting
 

biological
 

characteristics
 

that
 

are
 

not
 

significantly
 

different
 

from
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those
 

of
 

the
 

wild-type
 

parasite. This
 

strain
 

can
 

effectively
 

express
 

GFP
 

after
 

zygote
 

formation,enabling
 

its
 

direct
 

use
 

in
 

studies
 

related
 

to
 

this
 

phase,such
 

as
 

evaluating
 

the
 

efficacy
 

of
 

malaria
 

transmission
 

blockade,without
 

the
 

need
 

for
 

anti-
body

 

labeling.
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　 　 疟疾是一种由疟原虫感染引起的威胁人类生

命的蚊媒传染病。 自 2015 年以来,全球每年约有

2 亿余人罹患疟疾,导致 40 余万人死亡,其中主要

是 5 岁以下的儿童[1] 。 疟原虫对包括青蒿素在内

的多种药物的耐药性问题,为当前疟疾治疗带来了

前所未有的重大挑战[2] 。 加之全球气候变化、蚊
虫抗药和缺乏安全、高效的疫苗使得全球疟疾的防

控仍然艰巨[3] 。
疟疾发作主要由红细胞内期的裂体增殖所致,

但病原体疟原虫的成功传播依赖于按蚊。 当蚊媒

摄取的血餐中含有疟原虫的有性阶段雌、雄配子体

时,其可在蚊胃内发育为雌、雄配子,受精为合子,
随后转化为能运动的动合子,穿过围营养基质和蚊

胃上皮,停留在蚊胃的基底膜下,发育成圆球形的

卵囊。 卵囊内进行孢子增殖,形成的数以万计的子

孢子被释放到蚊血腔中,经血淋巴侵入唾液腺,随
后当蚊虫再次叮咬吸血时随唾液进入新的宿主体

内。 一些靶向疟原虫有性阶段抗原和蚊胃壁抗原

的抗体可有效阻断疟原虫在蚊体内的发育[4] 。 因

此,研发高效的传播阻断策略有助全球消除疟疾,
但需要客观、可重复的评估方法来测量传播阻断疫

苗及候选化合物的阻断效果。 常用的体外传播阻

断效果评价方法 动合子形成抑制试验,需对不

同处理条件下的培养物进行染色或荧光标记,并在

显微镜下计数动合子数量。 整个操作过程繁琐,乏
味,耗时较长,并且显微镜下的动合子计数多需要

人工完成,存在一定的主观偏差。
基因工程技术为深入理解疟原虫的生物学特

性、药物筛选、耐药基因研究和疫苗开发等相关领

域的研究提供了一个可靠的平台[5] 。 其中基因工

程获得的荧光疟原虫可帮助我们深入认识其生物

学特征并进行定量性的分析,如子孢子期表达绿色

荧光蛋白的基因工程疟原虫 CSP ∶ ∶ GFP 能够对子

孢子感染的动物进行活体成像[6] 。 在此,我们利

用动合子表面蛋白 P25 ( ookinete
 

surface
 

protein
 

P25)的阶段性表达[7] ,成功构建了一种可以在动

合子阶段表达 GFP 的基因工程疟原虫 P. bzoGFP,
具有野生型疟原虫相似的生物学特性,可应用于疟

原虫与蚊虫相互作用的研究,其用于动合子形成抑

制试验时将不需要 IFA 的操作,能够简化实验流

程,并可采用流式细胞仪或多功能酶标仪读取数

值,增加数据的客观真实性。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1 　 疟原虫虫株及实验动物 　 伯氏疟原虫

(Plasmodium
 

berghei
 

ANKA
 

strain
 

2. 34,P. b)和载

体 PL0034 均由中国医科大学病原生物学教研室

馈赠。 雌性 KM、C57BL / 6 小鼠(5 ~ 6 周龄),SPF
级,购自济南朋悦实验动物繁育有限公司。 本研究

已通过济宁医学院医学实验动物伦理委员会批准

(JNMC-2021-DW-074)。
1. 1. 2　 主要试剂　 实验所用引物由苏州金唯智生

物科技有限公司合成;限制性内切酶 EcoR
 

Ⅰ、Xho
 

Ⅰ、Hind
 

Ⅲ、Pst
 

Ⅰ购自 NEB 公司;高保真 PCR 酶

PrimeSTAR
 

HS 和无缝克隆试剂盒购自 Takara 公

司;质粒提取试剂盒和琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂

盒购自天根生化科技有限公司;胎牛血清及含

HEPES 的 RPMI
 

1640 培养基购自 ThermoFisher 公

司;荧光抗体 Anti-mouse
 

IgG ( H + L ), F ( ab′)
2Fragment

 

(Alexa
 

Fluor
 

555
 

Conjugate)购自 CST 公

司;乙胺嘧啶购自 Sigma 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 打靶载体 PL0034-GFP-pb25 的构建　 提取

疟原虫基因组,以此为模板,使用引物 pb25-5uF /
pb25-5uR 和 pb25-CDSF / pb25-CDSR

 

PCR 扩增,获
取同源臂 DNA 序列 5′pb25 和 pb25CDS。 以本实

验保存的质粒 pUC18-hDHFR-GFP 为模板,分别使

用 引 物 GFP-25F / GFP-25R 和 Pbeef1α-5UF /
Pbeef1α-5UR

 

PCR 扩增, 获取目的片段 GFP-3′
HRP2 和 5′pbeef1α。 再以 5′pb25 和 GFP-3′HRP2
为模板,使用引物 pb25-5uF / GFP-25R 进行重叠

PCR,获取目的 DNA 序列 5′pb25-
 

GFP-3′HRP2。
并以 5′ pbeef1α 和 pb25CDS 为模板,以 Pbeef1α-
5UF / pb25-CDSR 为引物,重叠 PCR 扩增目的 DNA
片段 5′pbeef1α-pb25CDS。 最后使用无缝克隆,将
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5′pbeef1α-pb25CDS 和 5′pb25-
 

GFP-3′HRP2,依次

克隆至载体 PL0034 的 EcoRⅠ / XhoⅠ和 HindⅢ /
PstⅠ双酶切位点处(图 1)。
1. 2. 2　 疟原虫 P. bzoGFP 的构建及基因型鉴定

如前所述进行疟原虫的电转染[8-9] 。 无内毒素

质粒提取后使用 Hind
 

Ⅲ线性化,随后苯酚氯仿异

戊醇抽提,乙醇沉淀, ddH2O 溶解并调整浓度为

1μg / μL。 抗凝取疟原虫红细胞感染率约 10%的

KM 小鼠血,37℃ 过夜培养后梯度密度离心纯化疟

原虫裂殖体,计数,取 1×108 个裂殖体,离心去上

清,加入 90μL
 

Cytomix 缓冲液和 10μg 线性化质

粒,使用伯乐电转仪 MicroPulser,程序选择 SCR2

电转 染 ( 1. 5kv, 0. 7ms )。 电 转 染 后 立 即 加 入

100μL 预冷的裂殖体培养基并随即小鼠尾静脉注

射。 24h 后给予小鼠 70μg / mL 的乙胺嘧啶饮用水

4 ~ 7d。
电转染后第 6 天起涂片观察,并对感染疟原虫

进行基因型的初步鉴定,鉴定引物见表 1,扩增区

段见图 2。 初步鉴定含有重组基因型的疟原虫后,
有限稀释法进行克隆,即稀释至每 100μL

 

PBS 含

有 1 个疟原虫,每只小鼠注射 100μL,共注射 10
只。 自第 5 天起涂片检测小鼠感染情况,并提取感

染小鼠体内疟原虫基因组,进行 PCR 基因型鉴定。

表 1　 载体构建及疟原虫基因型鉴定引物

引物名称 序列 目的

pb25-5uF GCTTGACCATGATTACGCCAAGCTTTCATAGGGATATTTACATACT 同源臂 1 的 PCR 扩增

pb25-5uR CTCCTTTACTCATTTTTAAATAAATTTAAACGAA 同源臂 1 的 PCR 扩增

GFP-25F ATTTATTTAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACT GFP-3'HRP2 的 PCR 扩增

GFP-25R CGAAAAGAATTAAGCTGGGCTGCAGTTTAATAAATATGTTCTTAT GFP-3'HRP2 的 PCR 扩增

Pbeef1α-5UF TCCTTCAATTTCGGGTACCCTCGAGCCCAGCTTAATTCTTTTCGA 5'
 

pbef1-α 的 PCR 扩增

Pbeef1α-5UR ATAAGTATTCATCCCTATGTTTTATAAAATTTT 5'
 

pbef1-α 的 PCR 扩增

Pb25-CDSF ATAAAACATAGGGATGAATACTTATTACAGTGT 同源臂 2 的 PCR 扩增

Pb25-CDSR TTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCTTAAATGATATTTGAAAATA 同源臂 2 的 PCR 扩增

P25GFP-P1 TGGATACGCTTGATAATTGAGGA 基因型鉴定

P25GFP-P2 CTATTATTAAATTTATTTGTATAGTTCATCCATGC 基因型鉴定

P25GFP-P3 AACTGCAGCCCAGCTTAATTCTTTTCGAG 基因型鉴定

P25GFP-P4 TGGTAGTTCGGTTGTAATGGTTC 基因型鉴定

hDHFR-F GTTCGCTAAACTGCATCGTC 基因型鉴定

yfcu-R GTTTGAGGTAGCAAGTAGACG 基因型鉴定

1. 2. 3　 疟原虫 P. bzoGFP 红细胞内期无性阶段的

生物特性鉴定

C57BL / 6 小鼠随机分成实验组和对照组,每组

5 只,实验组小鼠腹腔注射 1×106 个寄生 P. bzoGFP
的红细胞,对照组每只腹腔注射 1 × 106 个寄生

P. bWT 的红细胞。 自感染后第 2 天开始,每天小

鼠尾静脉取血,制备薄血膜,吉姆萨染色,油镜下观

察比较疟原虫 P. bWT 和 P. bzoGFP 红细胞内无性

阶段的形态,并计数红细胞感染率以统计疟疾血症

水平,记录小鼠死亡情况,使用 GraphPad 软件进行

绘图及统计学分析。
1. 2. 4　 疟原虫 P. bzoGFP 的有性阶段形态鉴定与

生殖能力分析

取 6 只 C57BL / 6 小鼠,苯肼 1mg 每只预处理,
3d 后随机分为 P. bWT 组和 P. bzoGFP 组,每组 3

只小鼠,P. bWT 组小鼠腹腔注射 5 × 106 个寄生

P. bWT 的红细胞,P. bGFP 组小鼠腹腔注射 5×106

个寄生P. bzoGFP 的红细胞。 感染第 4 天制备薄血

膜,吉姆萨染色观察小鼠感染情况,并比较两组疟

原虫雌、雄配子体的形态。 同时取尾血 10μL 混入

90μL 动合子培养基中,19℃ 培养
 

24h,取 10μL 培

养物制备涂片,吉姆萨染色观察动合子的形态,再
取 0. 5μL 均匀涂于 8 孔显微载玻片的 1 孔内,做 3
个重复孔, 使用兔源 pb25 多克隆抗体和 Alexa

 

Fluor􀳏 555 标记的山羊抗兔的二抗进行间接免疫

荧光染色,DIPA 细胞核染色后荧光显微镜下观察

动合子的形态并计数各孔动合子数量。
1. 3　 统计学方法

采用 GraphPad 软件对数据进行处理及分析,
组间比较采用独立样本 t 检验,感染小鼠的生存分
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析使用 Log-rank 检验,P<0. 05 认为有统计学差异。

2　 结果

2. 1　 基因工程疟原虫 P. bzoGFP 的构建

2. 1. 1　 打靶载体 PL0034-GFP-pb25 的构建及鉴定

　 以 P. bWT 基因组为模板,成功扩增出同源臂

DNA 序 列 pb25CDS 和 5 ’
 

pb25, 大 小 分 别 为

0. 65kb 和 0. 89kb。 又以质粒 pUC18-hDHFR-GFP
为模板,成功获取目的片段 GFP-3’ HRP2 和 5’
pbeef1α, 长 度 与 预 期 一 致, 分 别 为 1. 3kb 和

0. 58kb。 在已获取片段的基础上,重叠 PCR 获取

目的片段 5’ pb25-
 

GFP-3’ HRP2 和 5’ pbeef1α-
Pb25CDS,大小与预期的 2. 2kb 和 1. 2kb 一致。 通

过无缝克隆依次将目的片段克隆至质粒 PL0034
的 HindⅢ / PstⅠ和 XhoⅠ / EcoRⅠ双酶切位点,成
功构建打靶载体 PL0034-GFP-pb25。 XhoⅠ / EcoR
Ⅰ酶切质粒 PL0034-pb25 的条带为 5. 5kb / 1. 2kb
和 HindⅢ / PstⅠ酶切质粒 PL0034-GFP-pb25 的条

带为 6. 7kb / 2. 2kb,均与预期大小一致(图 1)。 对

重组质粒测序,其碱基序列无误。

注:A. 载体构建示意图;B. 目的片段 p25CDS、5′pb25、GFP-3′HRP2 和 5′pbeef1α 的 PCR 产物电泳结果;C. 重叠 PCR 扩

增 5′pb25-
 

GFP-3′HRP2 和 5′pbeef1α-p25CDS 的电泳结果;D. 质粒 PL0034-pb25 的 XhoⅠ / EcoRⅠ酶切鉴定结果;E.
 

质粒

PL0034-GFP-pb25 的 HindⅢ / PstⅠ酶切鉴定结果。
图 1　 打靶载体 PL0034-GFP-pb25 的构建及鉴定
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2. 1. 2　 疟原虫裂殖体的转染及鉴定

依据双交叉同源重组的基因工程技术, 将

HindⅢ线性化的载体成功电转染至疟原虫,并在靶

位点 5′ pb25 和 pb25CDS 处同源重组置入目的

DNA 序列,使得 GFP 可在 5′pb25 的调控下表达,
pb25 通过 5′pbeef1α 调控区控制其表达。 有限稀

释克隆获取重组疟原虫 P. bzoGFP,提取基因组,用

引物 P25GFP-P1 和 P25GFP-P2 扩增出 1. 8kb 条

带,引物 P25GFP-P3 和 P25GFP-P4 扩增出 1. 4kb
条带,引物 P25GFP-P1 和 P25GFP-P4 扩增条带为

6. 5kb,引物 hDHFR-F 和 yfcu-R 扩增药物筛选基因

内区段,片段长度 1. 1kb。 P. bWT 疟原虫仅引物

P25GFP-P1 和 P25GFP-P4 扩增出 1. 9kb 条带。
PCR 扩增基因型鉴定结果与预期一致(图 2)。

注:A. 重组疟原虫 P. bzoGFP 的构建示意图,其中 5′pb25 为 pb25 基因的 5′非编码区,pb25CDS 为 pb25 基因的编码序

列,GFP 为绿色荧光蛋白基因编码序列,3′HRP2 为富组氨酸蛋白
 

Ⅱ(histidine-rich
 

protein
 

Ⅱ)基因的 3′非编码区,hDHFR 为

人二氢叶酸还原酶基因编码序列,yfcu 为酵母胞嘧啶脱氨酶-尿嘧啶磷酸核糖转移酶融合蛋白基因序列,5′pbeef1α 为伯氏

疟原虫真核翻译延伸因子 1-α 的 5′非编码区,AmpR 为氨苄西林抗性基因编码序列,DCO(double
 

cross-over,双交叉);B. 基

因型 PCR 鉴定结果,M 为 marker
 

DL5000,1、2、3、4 分别使用引物 P25GFP-P1 和 P25GFP-P2、P25GFP-P3 和 P25GFP-P4、
P25GFP-P1 和 P25GFP-P4、hDHFR-F 和 yfcu-R 以 P. bzoGFP 和 P. bWT 基因组为模板 PCR 扩增并 DNA 琼脂糖凝胶电泳。

图 2　 重组疟原虫 P. bzoGFP 的构建及鉴定

2. 2　 疟原虫 P. bzoGFP 的表型分析

2. 2. 1　 红细胞内期的形态及感染情况　 红内期疟

原虫的形态观察和疟原虫无性增殖能力分析表明

疟原虫 P. bzoGFP 与 P. bWT 的表型无明显不同。
制备薄血膜,吉姆萨染色对疟原虫寄生红细胞内的

发育及裂体增殖阶段的形态进行观察,疟原虫 P.
bzoGFP 的滋养体、裂殖体形态均与P. bWT 无明显

不同。 感染 P. bzoGFP 和 P. bWT 疟原虫小鼠均在

感染后的第 2 天检测到感染的红细胞,并在第 13
天红细胞感染率达到峰值,约为 80%。 两组小鼠

自感染后第 10 天开始陆续出现死亡,至 20 日均无

存活小鼠,两组小鼠感染后的生存曲线相似,Log-
rank 检验分析无统计学差异 ( χ2 = 0. 309, P >
0. 05)。 见图 3。

注:A. 疟原虫红细胞内发育增殖情况的形态观察,吉姆萨染色,放大倍数 1000;B. 疟原虫感染后小鼠红细胞感染率变

化情况;C. 小鼠感染疟原虫后的生存曲线。
图 3　 疟原虫红内期的形态及感染情况
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2. 2. 2　 有性阶段形态及动合子转化分析　 疟原虫

P. bzoGFP 具有 P. bWT 相同的有性生殖能力。 疟

原虫 P. bzoGFP 的雌雄配子体、合子、动合子经吉

姆萨染色油镜下观察,其形态与 P. bWT 相比,无明

显不同之处(图 4)。 P. bzoGFP 可在动合子阶段表

达 GFP,具有较明亮的绿色荧光(图 5)。 感染相同

数量疟原虫的小鼠,在感染第 4 天各取相同体积鼠

疟血 液 培 养, 取 0. 5μL 培 养 物 计 数 动 合 子,
P. bzoGFP 组为 403. 7±113. 2,P. bWT 组为 428. 0±
60. 06,相同培养条件下两组形成的动合子数无统

计学差异( t= 0. 341,P>0. 05)。

注:疟原虫雌、雄配子体、合子、动合子吉姆萨染色,油镜下观察,未见明显的形态学差异。
图 4　 疟原虫有性阶段的形态

注:A. 荧光显微镜下观察动合子,抗 pb25 抗体作为一抗进行间接免疫荧光检测与 GFP 对比,放大倍数 1000;B. 疟原虫

动合子转化情况。
图 5　 动合子的荧光成像及动合子转化分析

3　 讨论

疟疾作为一种全球性公共卫生问题,其防控面

临着诸多挑战[2] 。 本研究通过基因工程技术构建

的疟原虫 P. bzoGFP 可在动合子阶段特异性表达

绿色荧光蛋白,且生物学特性与野生型相似,能够

为疟疾传播阻断策略等相关领域的研究提供新的

工具虫株。
荧光报告寄生虫作为研究疟原虫整个生活史

周期中复杂的发育过程、寄生虫与宿主关系的重要

工具,可对疟原虫在哺乳动物和无脊椎动物宿主的

宿主细胞入侵、组织移行、细胞内生长、增殖和宿主

细胞排出等过程中进行持续有力的监测,拓展我们

对寄生虫生活史阶段转换和适应新环境等基本方

面的认识[10-11] 。 同时还可利用荧光对疟原虫进行

计数、分选及荧光值的定量分析[12-14] 。 例如,疟原

虫 Pbred 利用热休克蛋白 HSP70 的 5′调控区实现

红色荧光蛋白在疟原虫红内期、蚊和肝脏感染阶段

的高水平表达,用于寄生虫与宿主的相互作用和全

生命周期的研究[11] 。 基因工程疟原虫 CTRPp.
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GFP 被成功地应用于传播阻断药物的高通量筛

选,一定程度上取代标准膜饲试验[12] 。 疟原虫 Pb-
GFPCON 实现了蚊胃荧光卵囊计数的半自动化,提
高了传播阻断研究的效率[14] 。

本研究巧妙地将 GFP 基因置于 P25 基因的 5′
调控区,实现了 GFP 在疟原虫动合子阶段的特异

性表达。 P25 是表达在合子和动合子表面的受精

后抗原,已从多种疟原虫中克隆出来,可与层粘连

蛋白和胶原蛋白Ⅳ结合,参与动合子至卵囊的转

化,靶向 P25 的传播阻断抗体可以抑制这一过

程[15-16] 。 虽然在实验过程中我们发现因 pb25 基

因的 5′调控区置换为 5′pbeef1α,导致其在动合子

时期的表达有所降低,但与野生型寄生虫相比,在
红细胞内期,P. bzoGFP 的滋养体和裂殖体形态与

P. bWT 无明显差异,小鼠感染后生存曲线也无统

计学差异,表明 P. bzoGFP 在脊椎动物宿主体内的

生长和繁殖能力与野生型疟原虫相当。 在有性阶

段,P. bzoGFP 的雌雄配子体、合子和动合子形态与

P. bWT 一致,相同培养条件下所形成的动合子数

亦无统计学意义,表明P. bzoGFP 具有与野生型疟

原虫同等的有性生殖能力。
综上所述,本研究构建的 P. bzoGFP 是一种可

在动合子阶段特异性表达绿色荧光蛋白的基因工

程虫株,能应用于蚊体内疟原虫有性发育的研究及

体内外传播阻断效果的评价等,在传播阻断效能的

评价上,将简化实验操作,并可与流式细胞仪或多

功能酶标仪相结合,读取更客观的 GFP 荧光信号,
有望快速、准确地评估传播阻断疫苗及候选化合物

对疟原虫动合子形成的影响,从而筛选出具有高效

传播阻断效果的疫苗和药物。
利益冲突:所有作者均申明不存在利益冲突。
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