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揖摘要铱 目的 构建蓝氏贾第鞭毛虫 alpha鄄8贾第素渊琢鄄8 giardin冤特异性锤头状核酶鄄GCV重组载体遥 方法 采用

RNA draw软件对蓝氏贾第鞭毛虫 琢鄄8贾第素基因序列渊GenBank登录号为 AY781323冤的二级结构进行模拟分析袁 按照
G 颐C比例和锤头状核酶设计原则袁 选取合适的核酶切割靶点袁 设计特异性锤头状核酶渊H8冤序列袁 并将其与犬贾第虫病
毒渊GCV冤连接袁 获得 琢鄄8贾第素特异性锤头状核酶鄄GCV重组载体渊pGCV634/H8/1423冤遥 将载体线性化体外转录产物电
击转染至贾第虫滋养体细胞内遥 提取转染后 24 h 的各组虫体总 RNA袁 并以其为模板采用 RT鄄PCR验证转染效果及对靶
mRNA的切割效果遥 结果 成功设计尧 合成了蓝氏贾第鞭毛虫 琢鄄8贾第素 mRNA锤头状核酶序列 渊H8冤袁 将其与犬贾
第虫病毒载体渊GCV冤连接袁 成功构建了 pGCV634/H8/1423曰 RT鄄PCR 实验结果表明袁 重组载体 pGCV634/H8/1423 转
染贾第虫细胞后 24 h 可检测到核酶 RNA 的存在袁 并实现了对 琢鄄8 贾第素 mRNA 高效尧 特异的切割作用遥 结论

构建的 pGCV634/H8/1423能有效转染至贾第虫细胞内袁 并在其细胞内对 琢鄄8贾第素基因的 mRNA具有高效尧 特异的切
割作用遥
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揖Abstract铱 Objective To construct a GCV鄄 ribozyme recombinant vectors of 琢鄄8 giardin in Giardia lamblia.

Methods The secondary structure of 琢鄄8 giardin mRNA 渊GenBank Accession No. AY781323冤 was analyzed with the
RNA draw software. According to the proportion of G 颐 C and principles of designing hammerhead ribozyme袁 suitable
ribozyme cleavage points were chosen. A specific antisense鄄hammerhead ribozyme渊H8冤was designed and synthesized. The
ribozyme was cloned into Giardia canis virus 渊GCV冤 vector to construct a recombinant viral vector鄄pGCV634/H8/1423.
The vector was linearized and transcripted into the trophozoites of G. lamblia by electroporation method. The 琢鄄8 giardin
mRNA level of the transfectants and normal trophozoites were analyzed 24 h after electroporation by RT鄄PCR. Re鄄
sults The recombinant vector of GCV鄄specific hammerhead ribozyme of 琢鄄8 giardin in Giardia lamblia渊pGCV634/H8/
1423冤 was constructed. RT鄄PCR assays showed the ribozyme 渊H8冤 mRNA can be detected 24h after transfection and 琢鄄8
giardin mRNA was cleaved effectively by ribozyme 渊H8冤 introcellularly. Conclusion pGCV634/H8/1423 can transfect Giar鄄
dia trophozoites and cleave mRNA of 琢鄄8 giardin intracellularly.
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蓝氏贾第鞭毛虫渊Giardia lamblia袁 简称贾第虫冤呈
世界性分布咱1袁2暂袁 是一种重要的机会性致病原虫遥 贾
第虫寄生于人体小肠袁 引起以腹泻和消化不良为主的
贾第虫病渊giardiasis冤咱2暂遥
贾第虫是生物进化过程中最早分化出来的真核生

物之一咱3暂遥 它虽然是一种原始的真核生物袁 但具有与
高等真核生物相似的高度发达而精细的细胞骨架系

统遥 组成细胞骨架的微管尧 微丝和相关蛋白主要构成
虫体的 4对鞭毛尧 腹吸盘尧 中体咱4暂和 funis 渊由尾鞭毛
的轴丝发出的一种短阵列微丝冤 等咱5暂遥
贾第虫的细胞骨架渊包括构成骨架的各种骨架蛋

白冤不但参与虫体形态的维持尧 运动和细胞分裂等活
动袁 还与虫体的致病力密切相关咱6鄄8暂遥 1983年袁 Cross鄄
ley等咱9暂首次提出贾第素渊giardin冤是贾第虫细胞骨架的
特有成分遥 贾第素种类繁多袁 功能复杂袁 其中 alpha
渊琢冤鄄贾第素渊琢鄄giardin冤是一组重要的骨架蛋白袁 其性
质为钙结合蛋白 咱10鄄13暂袁 由 21个成员组成袁 相对分子
质量渊Mr冤为 29 000耀38 000遥 至今袁 多数 琢鄄贾第素在
贾第虫滋养体细胞内的定位和功能并不十分清楚遥 根
据初步研究结果推测袁 在 21种 琢鄄贾第素中有 17种
可能分布于胞膜尧 吸盘渊disk冤尧 鞭毛渊flagella冤和胞质
等处 咱14暂遥 然而袁 琢鄄4尧 琢鄄7.1尧 琢鄄8和 琢鄄11的细胞定位
尚未见报道遥
核酶渊ribozyme冤是一种具有催化功能和高度特异

性内切核酸酶活性的 RNA 分子咱15暂遥 其类型有 3种袁
其中以锤头状核酶渊hammerhead ribozyme冤最为常见袁
因其活性区域碱基序列的二级结构呈 野锤头冶 状而得
名遥 随着对核酶结构和催化动力学的深入了解袁 将其
用于阻断特异基因表达的研究日趋广泛咱12袁16暂遥 锤头状
核酶的单个分子可与多个 RNA分子结合并使靶序列
在特定部位断裂袁 从而高效率的切割靶 mRNA分子袁
达到抑制基因表达的目的遥 它是目前基因功能研究的
重要工具酶之一咱17暂遥
本研究从 琢鄄8贾第素入手袁 设计了一种能够特异

性切割其 mRNA 的特异性锤头状核酶序列袁 将之与
犬贾第虫病毒 渊Giardia canis virus袁 GCV冤 RNA连接袁
构建 琢鄄8贾第素特异性锤头状核酶鄄GCV 重组载体袁
旨在为该贾第素的细胞内定位和功能研究提供先期实

验资料遥
材料与方法

1 材料

1.1 蓝氏贾第鞭毛虫 贾第虫 C2株袁 系从四川省农
村一名腹泻患者分离的虫体建立的纯培养虫株咱18暂袁
由本室保存袁 复苏后用改良 TY1鄄S鄄33培养基咱19暂培养尧

传代遥
1.2 培养基尧 载体和主要试剂 TY1鄄S鄄33 培养基成
分购自美国 Sigma 公司袁 载有绿色荧光蛋白基因的
犬贾第虫病毒载体质粒渊pGCV鄄GFP冤由吉林大学畜
牧兽医学院张西臣教授惠赠袁 感受态大肠埃希菌
渊E. coli冤TOP10尧 RNAclean和 RNA 纯化试剂盒购自
北京天根生化科技有限公司袁 限制性内切酶和
pMD18鄄T 载体均购自北京六合通技术发展有限公
司袁 Trizol 试剂尧 电击杯渊0.4 cm冤均购自美国 Invit鄄
rogen 公司袁 DNA 片段快速纯化回收试剂盒尧 T7
RiboMAX 快速大量 RNA 制备系统渊T7 RiboMAXTM
Express Large Scale RNAProduction System冤均购自
美国 Promega公司遥

2 方法

2.1 琢鄄8贾第素锤头状核酶 H8及其引物设计 采用

RNA draw软件对贾第虫 琢鄄8 giardin基因序列渊Gen鄄
Bank登录号为院 AY781323冤的二级结构进行模拟分
析袁 筛选每个序列中核酶可能的作用位点遥 选择该基
因开放阅读框 mRNA的 600耀602 bp GUC为核酶作
用靶点遥 核酶催化活性中心选择由 22个核苷酸组成
的保守序列 袁 即 CTGATGAGTCCGTGAGGACGAA遥
在此序列前后两端各添加与底物互补的 22和 24个核
苷酸遥 经计算机联机检索袁 未检索到与之相同的其他
基因序列遥 在此序列 5忆端加 PstI酶切位点 渊斜体部
分冤袁 将上述组合的整个序列命名为 H8R遥 以 H8R作
为扩增核酶序列的下游引物 袁 其序列为 5忆 鄄
CTGCAGCATGCAGATAGCTGTCTCCAAGCTGATGAGT
CCGTGAGGACGAAACTTGTTTGTGTGCTCCTCGTAAG
鄄3忆遥 另在 琢鄄8 giardin基因开放阅读框的 300耀325 bp
处设计上游引物 H8F袁 在其 5忆端加 SalI 酶切位点
渊斜体部分冤 其序列为 5忆 鄄GTCGACTGTGATTCTGT鄄
GCAGCACAGATGACT鄄3忆遥 以 H8F 和 H8R 作为扩增
核酶 H8的特异性引物遥

2.2 GCV尧 内参和对照渊琢鄄8 giardin冤引物设计 根据

GCV 序列特点袁 分别设计扩增 GCV 载体 5忆端长为
634 bp渊命名为 634冤和 3忆端长为 1 423 bp 渊命名为1423冤
两个片段所需的两对特异性引物遥 另外袁 为半定量观

图 1 H8核酶设计示意图
Fig. 1 The design of hammerhead ribozyme H8

cleavage site
5忆噎噎噎噎噎噎AAACAAGUCCUUGGA噎噎噎噎噎噎噎噎3忆

600 602

切割位点
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表 1 引物序列
Table 1 Nucleotide sequence of the primers

引物名称
Primer name
H8F
H8R
634F
634R
1423F
1423R
PKF
PKR
琢8F
琢8R

引物序列
Primer sequence

5忆鄄GTCGACTGTGATTCTGTGCAGCACAGATGACT鄄3忆
5忆鄄CTGCAGCATGCAGATAGCTGTCTCCAAGCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACTTGTTTGTGTGCTCCTCGTAAG鄄3忆
5忆鄄GAGCTCTAATACGACTCACTATAGGAAGAAGTGCCAGGCCATTACC鄄3忆
5忆鄄CTGCAGCGCTGCCGCCCAGCGCGTGATTATC鄄3忆
5忆鄄GTCGACGTCGCGGGGTACCCAGCTAGAATGATG鄄3忆
5忆鄄GATATCCGACCCCCTCGTACGCTGCCTCCTAC鄄3忆
5忆鄄ATGTTCTCTGACGCCGTGCAGCGTA鄄3忆
5忆鄄ATTCCATTGCCTTGTTGAACATGAT鄄3忆
5忆鄄GACGCATTGGTGGACCTTGT鄄3忆
5忆鄄GAGTGGGATGGCGGTGTTAT鄄3忆

察干扰效果袁 选择贾第虫丙酮酸激酶 渊pyruvate ki鄄
nase袁 PK冤基因片段作为 RT鄄PCR的内参遥 为此袁 设计
扩增 PK基因的 1对特异性引物 PKF和 PKR遥 为对
比观察核酶对目的基因的切割效果袁 设计特异性扩增
琢鄄8 giardin 基因的引物 琢8F 和 琢8R遥 上述引物由上
海英骏生物工程有限责任公司合成袁 并经 HAP纯化遥
F为正向引物袁 R 为反向引物袁 斜体部分为酶切位
点袁 下划线部分为 T7启动子渊表 1冤遥
2.3 核酶和各目的片段的 PCR扩增 取处于对数生

长期的贾第虫滋养体袁 用蛋白酶 K鄄酚鄄氯仿法抽提基
因组 DNA袁 置-20 益保存备用遥 用上述引物对各目
的片段进行 PCR扩增遥 PCR反应的总体积均为 25 滋l袁
包括 buffer 2.5 滋l袁 MgCl2 2.5 滋l袁 三磷酸脱氧核糖核
苷酸 渊dNTPs袁 215 mmol/L冤 1 滋l袁 上尧 下游引物渊10
滋mol/L冤各1 滋l袁 Taq 酶 渊5 U/滋l冤 0.5 滋l袁 ddH2O 13.5
滋l袁 模板 3 滋l遥 反应条件为院 95 益 3 min曰 94 益
1 min袁 50 益 1 min袁 72 益 1 min曰 共 35个循环曰 72
益 5 min遥 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测袁 紫外透射
灯下观察并拍照记录遥
2.4 克隆测序和序列分析 用 DNA片段快速纯化回
收试剂盒纯化各目的片段袁 并将其分别与 pMD18鄄T
载体连接袁 将连接产物转化感受态 E. coli TOP10遥 将
转化菌涂于含 100 mg/ml 氨苄青霉素的 LB 固体培
养板上袁 37 益培养 12耀16 h遥 挑取白色克隆袁 分别溶
于 10 滋l无菌 ddH2O中遥 各取 2 滋l为模板分别用各自
的引物 M13F 和 634鄄R尧 M13F 和 1423鄄R尧 M13F 和
H8F 进行 PCR 扩增遥 PCR的反应体系尧 反应条件同
上遥 将经 PCR鉴定正确的阳性菌送北京六合通技术发
展有限公司测序遥 用 Blastn软件将所测序列与 GenBank
中相应序列及所设计的核酶序列进行一致性比对遥
2.5 目的片段的获得与连接 分别各取 1株序列正
确的菌液袁 提取质粒 DNA遥 将重组质粒 pMD18T鄄634
以 Hind芋/Sal玉双酶切袁 回收 GCV 5忆端的 634片段曰
将质粒 pMD18T鄄H8用 Sal玉/Xba玉双酶切袁 回收 H8

片段曰 将质粒 pMD18T鄄1423用 Hid芋/Xba玉双酶切袁
回收带有 GCV 3忆端 1423的载体片段遥 将回收得到的
634片段尧 核酶 H8片段和带有 1423 的载体片段以
3 颐 3 颐 1的比例混合袁 组成一个连接体系袁 16 益连接
过夜袁 即得 琢鄄8贾第素特异性锤头状核酶鄄GCV重组
载体渊pGCV634/H8/1423冤遥
2.6 连接产物的转化和克隆的筛选鉴定 将全部连

接产物转化 E. coli TOP10袁 将转化菌液涂布于含 100
mg/ml 氨苄青霉素的 LB 平板上袁 37 益倒置培养过
夜袁 至菌落长出遥 挑取单个阳性克隆袁 接种于 10 ml
LB液体培养基渊含 100 滋g/ml氨苄青霉素冤中袁 37 益袁
180 r/min震摇过夜遥 收集菌液后抽提重组质粒 DNA袁
分别用 Pst玉/Sal玉尧 Sal玉/BamH玉尧 Sal玉/Sma玉和
BamH 玉/Sma玉对 PCR 鉴定为阳性的重组质粒
pGCV634/H8/1423 进行双酶切鉴定袁 酶切结果与预
计大小一致者袁 即为阳性重组质粒袁 并进一步测序鉴定遥
2.7 体外转录与电击转染

2.7.1 体外转录 重组质粒 pGCV634/H8/1423 经
Sma玉酶切线性化袁 质粒 pGCV鄄GFP 经 Not玉线性化遥
用 DNA片段快速纯化回收试剂盒分别对两者进行回
收尧 定量遥 各取约 1.5 滋g 线性化质粒作为模板袁 用
T7 RiboMAX 快速大量 RNA 制备系统对两种线性模
板进行体外转录遥 反应在室温下进行袁 反应体系均为
20 滋l袁 其中包括 T7 RiboMAX 缓冲液 10 滋l袁 线性
DNA 模板 3 滋l袁 酶混合液 2 滋l袁 无 RNase 无菌水
渊RNase free ddH2O冤 5 滋l遥 轻柔混匀后袁 37 益孵育 45
min遥 加 1 滋l无RNase的DNase袁 37 益孵育 15 min袁 对
转录产物分别进行回收袁 电泳观察转录结果遥
2.7.2 电穿孔转染 取培养至对数生长期的贾第虫滋

养体袁 367伊g离心 10 min袁 用预冷的 PBS洗涤 2次袁
再用预冷的电击缓冲液渊cytomix冤悬浮虫体袁 经伊红染
色后计数活虫数袁 将虫液终浓度调至 1伊107/ml遥 在
3个电击杯中各加入 0.3 ml上述虫体悬浮液袁 向 A杯
中加入线性质粒 pGCV鄄GFP体外转录子 RNA 200滋g袁
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B杯中各加入线性重组质粒 pGCV634/H8/1423 体外
转录子 RNA 200 滋g袁 C 杯中不加任何 RNA遥 加样
完毕后袁 将各杯充分混匀袁 各以 1 000 V/cm 电压
和8 ms脉冲时间行单次电击反应遥 电击后冰浴 15 min袁
将杯中虫液分别转入培养管内袁 加满新鲜 TY1鄄S鄄33
培养基培养遥 将转染后的虫体培养 24 h袁 再用荧光
显微镜观察绿色荧光蛋白渊GFP冤的表达情况遥 收集
转染后 24 h虫体提取总 RNA袁 以核酶合成所需的引
物袁 RT鄄PCR检测转染后贾第虫体内核酶的 RNA遥
2.7.3 转染后核酶切割效率的 RT鄄PCR 检测 采用

Trizol试剂一步法抽提分别经质粒 pGCV634/H8/1423
转染后 24 h虫体的总 RNA袁 以及相应时段电击对照
虫体和正常虫体的总 RNA遥 用 1%琼脂糖凝胶电泳鉴
定 RNA 的完整性遥 紫外分光光度计测定各组总 RNA
的纯度和浓度遥 对同一时段的 3种 RNA样品各采用
以下程序进行 RT鄄PCR 反应院 淤 逆转录合成 cDNA院
反应体积为 10 滋l袁 其中含 MgCl2 2 滋l尧 10伊RT buffer
1 滋l尧 无 RNase无菌水 3.75 滋l尧 dNTPs 1 滋l尧 RNase
抑制剂 0.25 滋l尧 AMV 逆转录酶 0.5 滋l尧 随机引物 9
渊Random primer 9冤 0.5 滋l尧 RNA模板 1 滋l遥 反应程序院
30 益 10 min袁 55 益 2 min袁 99 益 5 min袁 5 益 5 min遥
于 RT鄄PCR扩增院 分别以每一种反转录 cDNA为模板
同时以 634F和 634R袁 1423F和 1423R袁 琢8F和 琢8R
与 PKF和 PKR 4对引物分别扩增 634片段尧 1423片
段尧 alpha鄄8 giardin 和内参 PK的 DNA片段遥 1%琼
脂糖凝胶电泳检测 PCR 扩增结果遥

结 果

1 核酶目的片段的扩增及测序结果

扩增和测序结果均显示袁 核酶 H8尧 GCV 3忆端
1423 和 5忆端 634 片段长度分别为 358 bp尧 1 423 bp
和 634 bp袁 与预计的结果一致渊图 2冤遥

2 重组质粒的双酶切鉴定结果

重组质粒 pGCV634/H8/1423 双酶切鉴定结果显
示袁 各获得 634 bp和 4 679 bp尧 358 bp和 4 755 bp尧
1 781 bp和 3 332 bp尧 1 423 bp和 3 790 bp等片段渊图3冤遥
长度均与预期大小一致袁 表明重组质粒构建正确遥

3 体外转录结果

线性重组质粒 pGCV634/H8/1423尧 pGCV鄄GFP和阳
性对照线性模板的体外转录产物大小分别为2 410 bp尧
2 770 bp和 2 300 bp袁 与预期大小一致渊图 4冤遥 说明转
录 RNA较完整袁 符合转染条件遥

4 荧光显微镜检测结果

转染后 24 h的荧光显微镜观察结果显示袁 经质
粒 pGCV鄄GFP体外转录产物转染的虫体出现绿色荧
光 渊图 5A冤袁 而电击对照虫体未显示绿色荧光 渊图
5B冤遥 表明带有荧光基因的 pGCV鄄GFP 已成功转入
贾第虫细胞内袁 该基因表达了荧光蛋白遥

5 核酶的 RT鄄PCR检测结果
结果显示袁 在转染后 24 h可检测到核酶 RNA的

存在袁 说明携有核酶的载体已被成功导入贾第虫体内
渊图 6冤遥

6 核酶切割效果的 RT鄄PCR检测结果
RT 鄄PCR 检测结果表明渊图 7冤袁 以重组质粒

pGCV634/H8/1423转染虫体总 RNA为模板袁 扩增出
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M院 DNA标志物曰 1院 H8片段; 2院 GCV 5忆端 634片段曰 3院 GCV 3忆端
1423片段遥
M院 DNA marker曰 1院 H8曰 2院 634 of 5忆鄄end of the GCV曰 3院 1423
of 3忆鄄end of the GCV.

图 2 核酶目的片段的 PCR 扩增结果
Fig. 2 Amplification of H8 by PCR

M院 DNA 标志物曰 1院 Pst玉/Sal玉双酶切曰 2院 Sal玉/BamH玉双酶切曰
3院 Sal玉/Sma玉双酶切曰 4院 BamH玉/Sma玉双酶切遥
M院 DNA marker曰 1院 Digested by Pst玉/Sal玉曰 2院 Digested by Sal玉/
BamH玉曰 3院 Digested by Sal玉/Sma玉曰 4院 Digested by BamH玉/Sma玉.

图 3 重组质粒 pGCV634/H8/1423双酶切鉴定结果
Fig. 3 Identification of the recombinant plasmid pGCV634/H8/

1423 by restriction endonucleases
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634片段渊634 bp冤和 1423片段渊1 423 bp冤袁 但未能扩
增出 琢鄄8 giardin基因片段遥 以正常虫体和电击虫体
总 RNA为模板袁 均未能扩增出 634尧 1423片段袁 但
可扩增出 琢鄄8 giardin基因片段渊936 bp冤遥 在同等上样
量的情况下袁 三者均能扩增出亮度一致的 PK 渊412 bp冤
基因片段遥 表明构建的特异性核酶载体 pGCV634/H8/
1423已成功转入贾第虫体内袁 并对贾第虫体内编码
的琢鄄8 giardin mRNA进行了有效切割袁 结果与预期一致遥

讨 论

贾第虫的细胞骨架袁 通过它们精细的协调作用袁
使蓝氏贾第鞭毛虫得以完成复杂的 野落叶式冶 运动和
其他重要的生理功能咱20袁21暂遥 因此袁 对贾第虫细胞骨架
渊包括构成骨架的各种骨架蛋白成分冤的研究对深入探
讨贾第虫细胞骨架的功能及新药靶点的筛选具有极其

重要的意义遥
基因转染技术在贾第虫分子生物学研究中占有重

要的地位遥 本研究选用 RNA病毒介导的转染系统袁
其病毒载体 GCV袁 虽然分离自犬贾第虫袁 但因其无

严格的宿主细胞特异性袁 可用于感染本实验分离自人
体的贾第虫滋养体遥 由于病毒具有体积小尧 性质稳
定袁 易于纯化尧 感染率高和无毒性渊即使每个滋养体
感染 105 个病毒袁 其生长和形态也不受影响冤 等特
点袁 且其 cDNA体外转录体亦具有感染性袁 因而可将
之作为一种新型转染载体或表达载体用于贾第虫的基

因干扰研究 咱16袁22暂遥 本实验即利用 GCV的上述特点袁
以其作为转染载体袁 通过电击的方法袁 将其瞬间大量
导入贾第虫细胞内遥 实验结果表明袁 将携带 GFP片
段的 GCV重组质粒 pGCV鄄GFP导入滋养体细胞袁 24 h
后即可在荧光显微镜下观测到受染细胞显示绿色荧光

且未见虫体形态的改变袁 这一结果进一步验证了

1 2 3

1院 阳性对照曰 2院 线性重组质粒 pGCV634/H8/1423曰 3院 线性重组质
粒 pGCV634/GFP/1423遥
1院 Positive control template曰 2院 pGCV634/H8/1423曰 3院 pGCV634/GFP/
1423.

图 4 线性化体外转录产物和阳性对照电泳结果
Fig. 4 Transcripts of linearized pGCV634/H8/1423 and positive

control template
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M院 DNA标志物曰 1院 核酶 H8遥
M院 DNA maker曰 1院 琢鄄8 giardin antisense transcript.
图 6 pGCV634/H8/1423 转染后 24 h虫体细胞内核酶渊H8冤的 RT鄄

PCR检测结果
Fig. 6 RT 鄄PCR detection of H8 24 h after pGCV634/H8 /1423

transfection
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M院 DNA标志物曰 1院 核酶转染后虫体的 634片段曰 2院 核酶转染后虫
体的 1423片段曰 3院 核酶转染后虫体的 PK片段曰 4院 电击虫体的 PK
片段曰 5院 电击虫体的 琢鄄8 giardin片段曰 6院 正常虫体的 PK片段曰 7院
正常虫体的 琢鄄8 giardin片段遥
M院 DNA marker曰 1院 634 fragment in trophozoites transfected with H8曰
2院 1423 fragment in trophozoites transfected with H8曰 3院 PK fragment
in trophozoites transfected with H8曰 4院 PK fragment in normal electro鄄
porated trophozoites曰 5院 琢鄄8 giardin fragment in normal electroporated
trophozoites曰 6院 PK fragment in normal unelectroporated trophozoites曰
7院 琢鄄8 giardin fragment in normal unelectroporated trophozoites.

图 7 转染后核酶载体的 RT鄄PCR 鉴定结果
Fig. 7 RT鄄PCR assay after transfection

A院 接受 pGCV鄄GFP 体外转录产物转染后的虫体曰 B院 接受电击的正
常虫体遥
A院 Trophozoites transfected by transcript of pGCV鄄GFP曰 B院 Normal elec鄄
troporated trophozoites.
图 5 GFP基因在贾第虫细胞内表达荧光的检测结果 渊伊400冤

Fig. 5 GFP gene expression in Giardia detected by fluorescent
microscope 渊伊400冤

A B

325窑 窑



中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2011年 10月第 29卷第 5期 Chin J Parasitol Parasit Dis Oct. 2011袁 Vol. 29袁 No.5

GCV作为将外源基因导入贾第虫细胞的转染载体的可
行性遥 本室以往曾成功用该病毒构建了贾第虫丙酮酸
激酶渊PK冤和丙酮酸双激酶渊pyruvate phosphate diki鄄
nase袁 PPDK冤特异性锤头状核酶载体袁 并用于两者功
能的研究咱23暂遥 这些研究结果也证实了犬贾第虫病毒是
构建核酶的良好载体遥
本研究通过核酶干扰的手段袁 成功的将重组载体

转染至贾第虫滋养体细胞内并对靶 mRNA进行了有
效的切割袁 为进一步探讨贾第虫滋养体内基因功能的
研究提供了有效的手段遥 重组载体的成功构建为进一
步实现对 琢鄄8贾第素基因表达的抑制袁 并在此基础上
深入探讨 琢鄄8贾第素的功能提供了有价值的实验资料遥
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