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揖摘要铱 目的 分析恶性疟原虫棒状体颈部蛋白 4基因 渊PfRON4冤 在红内期不同发育阶段的转录水平遥 方法 用

山梨醇结合等渗细胞分离液 渊Percoll冤 对实验室体外培养的恶性疟原虫进行均一化处理袁 收集间隔为 6 h不同发育阶段
的疟原虫袁 提取 RNA遥 根据 PfRON4基因及相关基因 (PfAMA1和 PfRhopH2) 的序列设计特异性引物袁 构建标准质粒并
制作标准曲线袁 对 PfRON4及相关基因的 mRNA进行定量检测分析遥 结果 纯化并同步后的疟原虫生长发育较为同

步均一袁 用于定量分析的标准曲线相关性较好袁 PfRON4尧 PfAMA1 和 PfRhopH2 的相关系数 渊r 值冤 分别为-1.00尧
-0.98 和-0.98遥 产物熔解曲线分析结果均显示为单一波峰遥 定量分析结果显示袁 在恶性疟原虫红内期发育过程中袁
PfRON4基因的转录水平在裂殖子入侵红细胞后 36耀40 h 渊即成熟裂殖体阶段冤 达到高峰遥 结论 恶性疟原虫 PfRON4
基因在成熟裂殖体阶段高表达遥
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Transcription Profile of PfRON4 Gene in Plasmodium falciparum
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揖Abstract铱 Objective To reveal the transcription profile of PfRON4 gene in Plasmodium falciparum erythrocytic
stage. Methods P. falciparum schizonts were purified by differential centrifugation on a Percoll鄄sorbitol gradient袁 after
which the released merozoites were allowed to invade uninfected erythrocytes for 4 hours before the clearance of all
remaining schizonts using 5% D鄄sorbitol. The cultured synchronous parasites were harvested for RNA assay immediately袁
24 hours later袁 and then at every 6th hour. PfRON4 and related genes (PfAMA1 and PfRhopH2) were amplified by
real鄄time PCR for establishing standard curves to evaluate the copy number of genes. Results P. falciparum parasites
were well sychronized. Those quantative analyses were reliable because the R value of standard curves were more than
0.98 and the melting curve showed a single peak. When parasites were in the schizont stage袁 PfRON4 gene transcription
reached a peak in 36 -40 hours after invasion. Conclusion The transcription of PfRON4 peaks at mature schizont
stage袁 suggesting that the PfRON4 gene may involve in erythrocyte鄄invasion of P. falciparum.
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疟疾是当今世界严重的传染性疾病之一咱1暂袁 也是
危害我国人民身体健康和生命安全的重要传染病咱2暂遥
红内期疟原虫在入侵新的红细胞前袁 裂殖子直接暴露
于机体免疫系统袁 是疟原虫生命周期中最薄弱的环节
之一袁 因此成为研究红内期疫苗的主要靶点遥 如能揭
示疟原虫入侵红细胞的机制并鉴别相关的蛋白分子袁
就可制定相应的干预措施袁 从而控制疟原虫在人体内
的发育增殖遥
最近在刚地弓形虫的研究中袁 用蛋白质组技术分

离得到一组新的棒状体颈部蛋白 渊TgRON冤袁 并发现
其部分成员可与顶端膜蛋白抗原 1 (TgAMA1) 形成复
合体袁 在入侵宿主细胞过程中起关键作用咱3-5暂遥恶性疟
原虫基因组数据库中也存在棒状体颈部蛋白基因的同

源基因 渊PfRONs冤遥 而且袁 Alexander等咱6暂在恶性疟原
虫的棒状体颈部发现 TgRON4的同源基因要要要恶性疟

原虫棒状体颈部蛋白 4 基因 ( PfRON4) 袁 且发现
PfRON4 蛋白可与恶性疟原虫顶端膜蛋白抗原 1
(PfAMA1) 形成复合体遥 因此袁 PfRON4蛋白很可能和
PfAMA1蛋白一起袁 在恶性疟原虫入侵宿主细胞的过
程中起重要作用遥 目前尚不清楚 PfRON4基因在红内
期的转录和表达情况遥 因此袁 本研究通过对恶性疟原
虫 PfRON4基因及其相关基因的定量检测袁 来了解红
内期不同发育阶段疟原虫中 PfRON4基因转录水平的
变化袁 从而为进一步研究该基因的功能提供信息遥

材料与方法

1 主要试剂及仪器

2伊QuantiTect 反应混合物尧 定量 PCR 试剂盒
渊QuantiTect SYBR green玉冤尧 DNA凝胶回收试剂盒
和质粒抽提试剂盒 渊QIAprep Spin Miniprep冤 均购自
荷兰 Qiagen 公司袁 大肠埃希菌 渊E. coli冤 DH5琢 和
pGEM鄄T载体购自美国 Sigma公司袁 TA克隆试剂盒购
自美国 Progma公司袁 RNA 抽提试剂 TRIzol LS和反
转录试剂 Superscript芋购自美国 Invitrogen公司袁 实
时荧光定量 PCR仪 渊Light Cycle 480冤 为德国 Roche
公司产品袁 普通 PCR 仪 渊Mastercycler冤 为德国 Ep鄄
pendorf 公司产品 袁 紫外分光光度仪 渊GeneQuant
1300/100冤 为美国通用公司产品遥

2 疟原虫培养及同步处理

恶性疟原虫克隆株 HB3按照常规条件在实验室
进行体外培养咱7暂遥 采用等渗细胞分离液 渊Percoll冤 非连续
密度梯度离心法纯化疟原虫咱8暂袁 将收集的富含裂殖体的
疟原虫继续培养 4 h袁 用 5%山梨醇进行同步化处理后继
续培养咱9暂袁 并于同步后第 24 h开始袁 每 6 h收集 1次袁

各取 1 ml 于-80 益冻存备用袁 同时取少量涂制薄血
膜袁 吉氏染色后显微镜下观察疟原虫生长发育情况遥

3 总 RNA的抽提和反转录
取 250 滋l 冷冻的恶性疟原虫 渊红细胞压积为

2豫袁 疟原虫密度约 3豫冤 加入 750 滋l TRIzol LS袁 混
匀遥 按 TRIzol LS 试剂使用说明提取总 RNA袁 进行
DNA酶处理袁 用紫外分光光度仪检测其吸光度 渊A 260/
A 280值冤袁 检验 RNA纯度并计算其浓度遥 反转录采用
随机引物法袁 按Superscript芋试剂使用说明操作袁 获
得的 cDNA于-20 益保存备用遥

4 标准质粒的构建

根据目的基因 PfRON4及相关基因 渊PfAMA1和
PfRhopH2冤 的序列袁 分别设计特异性引物 渊表 1冤遥
PCR扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测袁 DNA凝胶
回收试剂盒割胶纯化 PCR产物遥 TA克隆法将 pGEM鄄
T 载体与纯化后的 PCR 产物连接并转化感受态的
E. coli DH5琢遥 筛选重组质粒袁 经测序进一步确认遥 挑
选确认的重组质粒袁 进行大量制备袁 用质粒抽提试剂
盒抽提袁 紫外分光光度仪准确定量袁 并进行梯度稀释袁
作为标准品袁 -20 益保存备用遥

5 定量 PCR测定及熔解曲线分析
定量 PCR的反应体系为 2伊QuantiTect反应混合物

5 滋l袁 cDNA 模板 4.5 滋l袁 10 pmol/滋l 上尧 下游引物
各0.5 滋l遥 反应条件为 95 益 15 min曰 92 益 15 s袁 55 益
15 s袁 68 益 7 s袁 共 60 个循环遥 循环结束后进行熔
解曲线分析遥 在同一次反应中袁 设置标准质粒反应组
(4个浓度分别 4伊106尧 8伊104尧 1.6伊103和 32 copies/滋l)袁
所有反应设 3个重复遥 用实时荧光定量 PCR仪 Light
Cycle软件袁 根据质粒标准品建立标准曲线袁 计算待测
样品中各目的基因的拷贝数遥

结 果

1 处理后不同时期的疟原虫

表 1 荧光定量 PCR引物
Table 1 Oligonucleotide sequence for real鄄time PCR

目的基因
Target gene

引物名称
Primer name

引物序列
Oligonucleotide sequence

PfRON4
PfAMA1
PfRhopH2

fRON4.qF
fRON4.qR
fAMA1.qF
fAMA1.qR
fRhopH2.qF
fRhopH2.qR

5忆鄄ctttttacatttattgatatagttaaacc鄄3忆
5忆鄄tatatggctagcaggtgttgcttg鄄3忆
5忆鄄ggaagaggacagaattattgggaac鄄3忆
5忆鄄cctgaatcttcttgttggtatgtatg鄄3忆
5忆鄄gtaacaacacttactaaggcagact鄄3忆
5忆鄄gtacaaagctacaatattgttagatct鄄3忆
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图 2 不同发育阶段红内期疟原虫 PfRON4尧 PfAMA和
PfRhopH2的转录水平

Fig.2 Transcription level of PfRON4袁 PfAMA and PfRhopH2
in Plasmodium falciparum erythrocytic stage
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光镜下观察不同时间收集的恶性疟原虫样品袁 发
现同一时间样品的疟原虫形态高度一致遥 其中袁 纯化
后大部分原虫为晚期滋养体或裂殖体袁 经山梨醇同步
化处理后均为环状体袁 培养 24 h后均为早期滋养体袁
30 h后为晚期滋养体袁 有的疟原虫细胞核已开始分
裂曰 36 h后均为成熟裂殖体曰 42 h后部分裂殖体已破
裂袁 裂殖子入侵新的红细胞曰 48 h后所有裂殖子均已
入侵新的红细胞并发育为环状体 渊图 1冤遥

2 标准曲线

配套软件根据标准质粒的测试结果自动绘制以初

始浓度 渊拷贝数冤 的对数 ( log concentration) 为 X
轴袁 初始循环数 渊cycle number冤 为 Y轴标准曲线袁
PfRON4尧 PfAMA1和 PfRhopH2基因标准曲线的相关
系数 渊r冤 分别为-1.00尧 -0.98和-0.98袁 表明所得的
标准曲线线性关系良好遥

3 熔解曲线分析

PfRON4尧 PfAMA1和 PfRhopH2基因的熔解曲线
分析结果均显示为单一峰 袁 熔解温度 ( melting
temperature袁 Tm) 分别约为 71.8尧 75.5和 74.5 益袁 熔
解温度均一袁 峰形较锐利袁 表明反应中未产生特异性
产物遥 同时袁 制备标准质粒时 PCR产物的琼脂糖凝
胶电泳结果亦显示只有单一条带袁 由此双重确认了
PCR产物的特异性遥

4 定量分析结果

结果显示袁 PfRON4尧 PfAMA1和 PfRhopH2基因
的转录水平均在入侵红细胞后 36耀40 h为最高 渊图 2冤遥

讨 论

恶性疟原虫红内期体外连续培养技术的建立咱7暂袁 为
恶性疟分子生物学和免疫学研究提供了丰富的样品袁
大大促进了相关研究的进展遥 但要对某一发育阶段的
原虫进行研究袁 获取同步发育的疟原虫仍较困难遥 本
研究采用 Percoll密度梯度离心纯化结合山梨醇同步
化的方法对原虫进行 野均一化冶 处理袁 先后收集到富
含晚期滋养体和裂殖体的疟原虫袁 继续培养 4 h后再
用 5%山梨醇同步化处理袁 杀死未入侵红细胞的原虫遥
继续培养的原虫均为两次处理间入侵红细胞袁 即仅有
4 h的 野窗口期冶袁 从而得到相对发育较均一的疟原
虫袁 然后进行不同时期转录水平的比较研究遥 观察不
同时间点所收集的原虫袁 发现各个时间点的原虫形态
非常统一袁 从而证实该方法有效袁 可获得均一的样
品袁 用于进一步研究遥

裂殖子顶端膜抗原 1 渊AMA1冤 广泛分布于顶复
门寄生虫中袁 并行使着类似的功能要要要在入侵宿主细

胞中起关键作用遥 恶性疟原虫裂殖子顶端膜抗原 1
渊PfAMA1冤 的单克隆抗体和多克隆抗体都能抑制体外
培养疟原虫入侵红细胞咱10, 11暂袁 在自然感染者血清中提
取的抗 AMA1抗体亦有此抑制作用袁 鼠疟模型也证
实抗 AMA1抗体具有免疫保护力咱12暂袁 因此袁 AMA1成
为目前最具潜力的红内期疟疾疫苗候选抗原之一遥 但
由于 PfAMA1在入侵红细胞过程中的具体生物学功能
尚不清楚袁 在一定程度上阻碍了其在疫苗研究中的进
展遥 而最近对刚地弓形虫的研究表明袁 AMA1蛋白和

A院 经 Percoll纯化后袁 B院 同步化处理后袁 C院 处理后 24 h袁 D院 处理
后 30 h袁 E院 处理后 36 h袁 F院 处理后 42 h袁 G院 处理后 48 h遥
A院 After purification袁 B院 Immediately after synchronization袁 C院 24 h
after synchronization袁 D院 30 h after synchronization袁 E院 36 h after
synchronization袁 F院 42h after synchronization袁 G院 48 h after synchroni鄄
zation.

图 1 山梨醇同步化处理后不同时期疟原虫形态
Fig. 1 Plasmodium parasites at different stages

of sorbitol treatment
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棒状体颈部蛋白 TgRON4和 TgRON2能免疫共沉淀袁
在刚地弓形虫入侵宿主细胞的过程中袁 它们分布在弓
形虫和宿主细胞的联结部位袁 并随着入侵过程后移袁 直
至虫体完全进入宿主细胞而消失遥 认为 TgRON4 与
TgAMA1 和 TgRON2共同参与该野移动连接 渊moving
juntion冤冶 的构成咱4袁5暂遥 而 TgRON4的同源基因 PfRON4
在恶性疟原虫棒状体颈部的发现袁 以及 PfRON4 和
PfAMA1同样形成复合体的现象 咱6暂袁 提示在疟原虫体
内可能也存在类似的情形遥 最近袁 本课题组在恶性疟
原虫成熟裂殖体提取物中袁 检测到 PfRON4尧 PfRON2
和 PfAMA1形成免疫复合体 咱13暂遥 因此袁 PfRON4很可
能与 PfAMA1和 PfRON2一起袁 在恶性疟原虫入侵宿
主细胞的过程中起重要作用遥 本研究通过对 PfRON4
基因的转录水平分析袁 发现它和其他棒状体蛋白
PfRhopH2和 PfRON2咱13暂转录谱类似袁 在裂殖体时期水
平较高袁 而 PfAMA1 也是在成熟裂殖体时期达到高
峰袁 与推测相吻合院 它们在裂殖子中表达并在入侵红
细胞过程中起关键作用遥 但最近对约氏疟原虫的研究
发现袁 其同源基因 PyRON4的特异性抗体并不能产生
免疫保护作用咱14暂遥 因此袁 RON4能否作为疟疾疫苗候选
分子尚需进一步研究遥
综上所述袁 本研究首次对恶性疟原虫 PfRON4及

其相关基因的 mRNA进行定量检测袁 发现 PfRON4的
转录水平在成熟裂殖子阶段达到高峰袁 因此可能在疟
原虫裂殖子中表达袁 从侧面证实了 PfRON4在疟原虫
入侵红细胞过程有重要的作用袁 但其具体的生物学功
能袁 以及其与 PfRON2和 PfAMA1的相互作用机制袁
有待于进一步研究遥
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文章编号院 1000鄄7423渊2009冤鄄03鄄0209鄄01 揖消息铱
新书 叶食源性寄生虫病图释曳 出版

我国当前寄生虫病流行的新特点袁 是肠道线虫病危害大幅度下降袁 而食源性寄生虫病呈迅速增长的态势遥 为此袁 原卫生部寄
生虫病专家咨询委员会副主任委员林金祥等专家袁 集数十年积累的食源性寄生虫病原实物标本照片及防治工作的实际经验袁 编辑
出版了 叶食源性寄生虫病图释曳遥 全书共 133页袁 收入彩图 860幅袁 有食源性寄生虫病的病原形态特征尧 传播媒介尧 终宿主等照
片袁 并附以简短的文字说明遥 本书的亮点是通过阅览袁 能全面掌握各种食源性寄生虫病的生活史尧 识别各期病原形态特征尧 临床
症状表现尧 诊治要点和食品病原的检查方法遥 全书分总论尧 各论袁 总论介绍食源性寄生虫病定义尧 种类袁 食物与寄生虫尧 寄生虫
与人及动物的关系袁 寄生虫对人的危害袁 食源性寄生虫感染人方式袁 食源性寄生虫种类遥 各论按不同的食物源袁 依次介绍鱼源性尧
肉源性尧 贝类尧 甲壳类尧 蛙尧 蛇尧 昆虫类和植物源性寄生虫病袁 是一本图文并茂尧 通俗易懂袁 集科学性尧 可读性与一体袁 雅俗共
赏的专业参考书与科普宣教书遥 该书是高校教学尧 科研和疾病预防控制尧 卫生监督等单位的重要参考书袁 也适合基层专业人员防
治和科普宣教之用袁 可供卫生监督人员尧 临床医务人员尧 疾病预防控制工作者工作中参考遥 本书已由人民卫生出版社出版袁 定价
63元遥
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