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【提要】
;<

山梨醇连续
!

次同步化恶性疟原虫培养物
"

= '

窗口
#!

培养
>% '

后
!

直接孵育组
"

?

组
$

将
;: !1

含寡核苷酸培养基与
@;: !1

恶性疟原虫培养物
%

;<

虫血率
!

><

血压积
$

混合孵育
!

A)/-,)./3-!B

试剂转染组
"

C

组
$

将
;: !1

转染复合物
"

含寡核苷酸链和转染试剂
$

与
@;: !1

恶性疟原虫培养物混合孵育
!

培养
; '

后重悬
!

分别取出

!;: !1

!

# ;::"!

离心
$ D()

!

收集沉淀
!

进行荧光显微镜观察和流式细胞术检测转染效率
&

剩余细胞经
B+EF >%@:

培养

基洗涤
>

次后
!

加入
;:: !1

含
!<

新鲜红细胞的培养基
!

继续培养
>! '

至第
!

个细胞周期
!

再次进行流式细胞术检测
&

荧光显微镜观察结果显示
!

A)/-,)./3-!B

试剂转染组可明显观察到感染红细胞中标记探针的绿色荧光
!

而直接孵育组未

观察到绿色荧光
&

流式细胞术检测结果表明
!

A)/-,)./3-!B

试剂转染组小分子寡核苷酸转染疟原虫的效率可达
"

@G8@:#

$8$H

$

<

!

高于普通孵育法
'"

:8%:#:8!G

$

<

(!

且该组在第
!

个周期中维持转染率约
%

!%8=;#!8H:

$

<

!

而直接孵育组

在第
!

个细胞周期则几乎检测不到
&

提示利用纳米转染试剂
A)/-,)./3-!B

能提高寡核苷酸转染疟原虫的效率
&

【关键词】 恶性疟原虫；Entranster
!

R转染；寡核苷酸链
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疟疾是由疟原虫感染而引起的严重的寄生虫传染病
!

据

!:>!

年
eJK

疟疾报告显示
!

!:>:

年死亡病例约
%%

万
-

感染

人类的几种疟原虫中
!

恶性疟原虫危害最大'

>

(

&

自
P,-V)3-

等'

!

(

在
!::!

年公布恶性疟原虫基因组数据以来
!

疟原虫的基因功

能研究取得很大进展
&

纵观近
>:

多年的发展
!

基因敲除技术

是研究疟原虫基因功能的主要手段'

$

(

!

但红内期基因敲除技术

存在一定的限制
!

如转染成功率低
!

筛选时间长
!

某些重要基

因敲除后致死等'

@

(

&

高通量测序技术的应用证明疟原虫中存在

大量的正义和反义核酸序列及非编码序列
!

并发挥重要的基因

@=G
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4

#

<
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#

表达调控功能"

=!>

#

$

已有研究报道反义核酸技术在疟原虫基因功

能研究中的作用 "

?:!?=

#

!

但大部分研究采用
@,A,A0-/

等 "

?:

#的方

法
!

即采用 $!

+

和 $

B

标记技术
!

通过将反义核酸与疟原虫体外

培养物共同孵育的方法进行
!

但未提及反义核酸进入疟原虫的

效率
$

!::%

年起
!

有报道纳米材料在该领域的应用
!

如
C0D3-

等"

?%

#采用阳离子纳米颗粒转染系统
!

利用反义核酸抑制疟原虫

拓扑异构酶
EE

!

最高抑制率可达
FGH

$

I-JK31

等"

?G

#采用阳离子

纳米乳转染系统可提高转染效率
$

本研究采用直接孵育法和纳

米转染试剂法 "

?F

!

?>

#对寡核苷酸转染疟原虫的效率进行了比较
!

现报告如下
$

!

材料与方法

?8?

材料

?8?8?

虫株 恶性疟原虫
$2G

株由本实验室传代保种
!

?8?8!

主要试剂
L1;JM,K !

购自美国
E)N(/-0D3)

公司
!

含

!= MM01OP Q!

%

!!

羟乙基
&

!?!

哌嗪乙磺酸
%

BR+RS

&

的
@+TE

?%Q:

液体培养基
%

&,/,10D 9JM;3- !!Q::!:F>

&

购自美国

P(U3 V34'

公司
'

荧光染料
B034'./ $$$Q!

购自美国
S(DM,

公

司
!

以双蒸水配成
#: MDOM1

作为储存液
'

山梨醇
(

葡萄糖
(

次黄嘌呤和
P!

谷氨酰胺均购自上海生工生物工程有限公司
'

R)/-,)./3-!@

转染试剂购自北京英格恩生物科技有限公司
'

硫

代荧光标记探针
CEV&!="!&LV&L&&VV&L&&&V&V&&L!$"

由宝

生物工程
%

大连
&

有限公司合成
!

以
@+TE #%Q:

液体培养基

配制成
!: MM01OP

的储存液
!

分装小管并于
W!: #

冰箱中保

存备用
$

?8!

方法

?8!8?

恶性疟原虫培养和同步化 根据
V-,D3-

等"

!:

#的方法
!

采

用
:8=H L1;JM,K !

替代人血清
!

进行常规培养
$

=H

山梨醇

连续
!

次同步化之后
%

窗口压缩在
F '

&!

培养
?% '

!

恶性疟原

虫基本处于大滋养体期
!

转移至
!Q

孔板中
!

虫血率控制在
=H

左右
!

血压积为
?H

$

?8!8!

实验分组 分为直接孵育组
%

L

组
&

和
R)/-,)./3-!@

试

剂转染组
%

I

组
&$

L

组
)

?: "1

探针储存液加
Q: "1 @+TE

?%Q:

培养基混匀
!

室温静置
$: M()

后
!

滴加至
Q=: "1

恶性疟

原虫培养物中
!

混合均匀后
$G $

培养箱中培养
= '

$

I

组
)

转

染复合物根据
R)/-,)./3-!@

转染试剂盒提供的说明书进行优化
$

将
?: "1

探针储存液加入
?= "1 @+TE ?%Q:

培养基
!

混匀
'

= "1

转染试剂加入
!: "1 @+TE ?%Q:

培养基
!

混匀
'

将上述
!

种混

合物合并
!

以加样器吹吸混匀
%

!?:

次
&!

室温静置
$: M()

后
!

滴加到
Q=: "1

恶性疟原虫培养物中
!

混匀后
$G $

培养箱

中继续培养
= '

$

!

组重悬培养物后各取
!=: "1 ? =::%!

离心

$ M()

!

收集沉淀
!

备用
$

剩余
!=: "1

培养物经
@+TE ?%Q:

培

养基洗涤
?

次后
!

加入含
!H

新鲜红细胞的培养基
=:: "1

!

继

续培养
?! '

至第
!

个细胞周期再次收集
!

备用
$

?8!8$

荧光显微镜观察 将第
?

次收集的培养物用
?%+IS

洗

涤
$

次
!

加终浓度为
= "DOM1 B034'./ $$$Q!

染色
= M()

!

取部

分细胞进行荧光显微镜观察
%

!!:

个视野
&!

拍照
$

?8!8Q

流式细胞仪检测转染效率 将
!

组
!

次收集的细胞分别

进行流式细胞仪检测
!

以相同处理的红细胞作为基准
!

紫外激

发
B034'./ $$$Q!

检测虫血率
!

CEV&

通道检测转染成功的感染

红细胞
$

实验重复
$

次
$

!

结果

!8?

直接孵育法与试剂转染法对
CEV&

标记探针进入感染红细

胞的观察 荧光显微镜观察结果显示
!

直接孵育组感染红细

胞中未见到
CEV&

标记探针的绿色荧光
!

而试剂转染组感染红

细胞中可见较强的绿色荧光
%

图
?

&$

!8!

流式细胞仪检测转染效率 实验结果显示
!

R)/-,./3-!@

试剂组的转染效率可达
%

QG8Q:&$8$>

&

H

!

而直接孵育组约为

%

:8%:&:8!G

&

H

$

试剂转染组在第
!

个细胞周期中仍能维持转

染率约
%

!%8F=&!8>:

&

H

$

而直接孵育组在第
!

个细胞周期则

几乎检测不到
$

?

)

直接孵育法组
'

!

)

试剂转染法组
$

,

)

B034'./ $$$Q!

'

;

)

CEV&

'

4

)

明场
%

可见光下视野
&'

<

)

合并
%

三图叠加效果
&$

图
"

短链寡核苷酸转染恶性疟原虫
%

%?:::

&

QFF
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讨论

以往研究表明
!

硫代反义核酸直接孵育可以抑制恶性疟原

虫的生长
!

但并没有直接证据表明这些反义核酸进入恶性疟原

虫中
!

对外源核酸分子转染疟原虫的效率
"

基因沉默效率等均

没有定量分析#

#:!#;

$

%

也有研究者认为
!

在上述实验中
!

硫代反

义核酸抑制疟原虫生长主要是因为反义核酸的负电荷阻碍裂殖

子再次入侵红细胞而引起的非特异性效果#

!#

$

%

如果反义核酸能

有效地转入到感染红细胞中
!

即可确定反义核酸是否直接影响

疟原虫基因表达的作用
"

从而影响疟原虫的生长
%

<)/-,)./3-!=

转染试剂是一种新型的纳米转染试剂
!

已广泛

用于哺乳动物细胞的小分子
=9>

转染#

?@

!

?A

$

%

研究发现
!

同步化

后直接进行转染
!

即环期转染
!

其转染效率较差
&

未发表资

料
'!

而在大滋养体期进行转染
!

其转染效率较高
%

推测可能

是因为恶性疟原虫感染红细胞后
!

红细胞膜的通透性随疟原虫

细胞周期的变化而逐步增大
!

逐步形成一些非特异性的通道#

!!

$

!

到大滋养体期时
!

有利于转染复合物进入
!

即转染效率的高低

与恶性疟原虫的生长期密切相关
%

由于转染大滋养体
!

反义核

酸起作用的时间将较短
!

因此
!

本课题组又检测了第
!

个细胞

周期
!

发现还存在超过
!BC

的感染红细胞被标记
%

因此
!

在研

究中可采取在连续
!D$

个周期中重复使用该方法来解决这一

限制
%

此外
!

用于小分子
=9>

转染的商品化转染试剂很多
!

其中可能存在一些试剂也适合转染恶性疟原虫
!

值得进行尝

试
%

此类转染试剂的应用
!

对于该领域的研究具有一定的促进

作用
%
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