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细粒棘球绦虫囊化原头蚴ＡＱＰ基因转录动态及异源表达实验研究
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　　［摘要］　目的　探索细粒棘球蚴水通道蛋白（Ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｕｓｇｒａｎｕｌｏｓｕｓａｑｕａｐｏｒｉｎｓ，ＥｇＡＱＰｓ）在棘球
蚴液形成过程中的作用。方法　收集体外培养不同时期的棘球蚴标本和ＢＡＬＢ／ｃ小鼠体内接种的继发
棘球蚴标本，ＲＴｑＰＣＲ方法检测１２个ＥｇＡＱＰｓ基因在体内、体外培养不同发育时期的转录表达。以细
粒棘球蚴ｃＤＮＡ为模板，扩增 ＥｇＡＱＰ、ＥｇＡＱＰ１、ＥｇＡＱＰ３、ＥｇＡＱＰ４１、ＥｇＡＱＰ４４和 ＥｇＡＱＰ９１６个基因
编码区片段，同时，通过化学合成方法扩增另外６个 ＥｇＡＱＰｓ（ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ、ＥｇＡＱＰＦＡＣＨＩＰ、ＥｇＡＱＰ４２、
ＥｇＡＱＰ４３、ＥｇＡＱＰ４５、ＥｇＡＱＰ９２）基因编码区片段，并在非洲爪蟾卵母细胞中检测这１２个 ＥｇＡＱＰｓ基
因的透水功能，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥｇＡＱＰｓ在卵母细胞膜上的表达。结果　体外培养的原头蚴及感染小
鼠的继发棘球蚴体积均随培养时间的延长而逐渐增大，棘球蚴囊内透明液体增多。ＲＴｑＰＣＲ结果显示
１２个ＥｇＡＱＰｓ基因在体内、体外培养不同发育时间的转录表达水平均较低。注射 ＥｇＡＱＰｓ基因的非洲
爪蟾卵母细胞的体积变化率和透水系数与阴性对照组差异无统计学意义，这１２个ＥｇＡＱＰｓ基因在卵母
细胞中未表现出水通道功能。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测１２个 ＥｇＡＱＰｓ基因在卵母细胞总蛋白、胞质蛋白与胞
膜蛋白上的表达，结果均未观察到蛋白在预期的水通道蛋白理论分子量处表达。结论　１２个 ＥｇＡＱＰｓ
基因在原头蚴囊化形成棘球蚴过程中转录表达水平均较低，这些基因在爪蟾卵母细胞的异源表达均未

表现出通透水的功能。
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ＥｇＡＱＰ４３，ＥｇＡＱＰ４５ａｎｄＥｇＡＱＰ９２）ｗｅｒｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｃｈｅｍｉｃａｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．Ｔｈｅｗａｔｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆ
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ｏｏｃｙｔｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥｇＡＱＰｓｇｅｎｅｓａｒｅｑｕｉｔｅｌｏｗｉｎｔｈｅｅｎｃｙｓｔａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｕｓｇｒａｎｕｌｏｓｕｓ；ａｑｕａｐｏｒｉｎ；ｐｒｏｔｏｓｃｏｌｅｘ；ｈｙｄａｔｉｄ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅ；
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　　细粒棘球蚴病，也称为囊型包虫病（ｃｙｓｔｉｃｅｃｈｉｎｏ
ｃｏｃｃｏｓｉｓ，ＣＥ），是由细粒棘球绦虫（Ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｕｓｇｒａｎｕ
ｌｏｓｕｓ，Ｅｇ）的幼虫棘球蚴引起的人畜共患寄生虫病，主
要损害人体肝（６０％～７０％）、肺（１０％～２５％）等器
官［１－２］。该病在中亚、东欧、北美、南美和中国西北部

游牧地区等地流行，引起当地严重的公共健康问

题［３］。中国被认为是全球棘球蚴病流行最严重的国

家之一，以西藏、新疆、青海、四川等游牧地区发病率较

高［４］。棘球蚴呈圆形或近圆形的囊状体，包囊内充满

无色或淡黄色的透明液体，囊液对棘球蚴的存活十分

重要［５］。然而到目前为止，棘球蚴囊液生成机制仍然

未知。

　　水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ，ＡＱＰｓ）是一类具有完整
质膜的跨膜通道蛋白，能快速转运水分子及一些小分

子物质，广泛存在于原核及真核生物的细胞膜上［６－７］。

研究发现在寄生虫体内也存在 ＡＱＰｓ，多种寄生虫
ＡＱＰｓ可参与寄生虫体内水的跨膜转运、营养物质吸
收及代谢产物排出等生理过程，还可参与抗寄生虫药

物的转运［８－９］。而对于细粒棘球蚴 ＡＱＰｓ（Ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｕｓ
ｇｒａｎｕｌｏｓｕｓａｑｕａｐｏｒｉｎｓ，ＥｇＡＱＰｓ）的研究目前处于空白
状态，是否具有类似的调控功能还不清楚，本研究拟探

索ＥｇＡＱＰｓ基因在棘球蚴囊液形成中的作用。
　　对于ＥｇＡＱＰｓ基因所编码蛋白的结构和功能，前
期课题组利用生物信息学进行了详细的分析［１０－１１］。

为进一步探讨 ＥｇＡＱＰｓ的具体生物学功能，本研究利
用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）分别检测 ＥｇＡＱＰｓ
基因在体内、体外培养的棘球蚴不同发育时间相对转

录表达水平，观察它们在棘球蚴体内的表达状态；克隆

所有ＥｇＡＱＰｓ基因，并分别将其注入非洲爪蟾（Ｘｅｎｏｐｕｓ
ｌａｅｖｉｓ，Ｘ．ｌａｅｖｉｓ）卵母细胞中，验证它们的水通道功
能；最后在卵母细胞膜上异源表达 ＥｇＡＱＰｓ，验证其蛋
白分子量大小，为深入研究 ＥｇＡＱＰｓ的生物学功能奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验动物　　感染细粒棘球蚴的绵羊肝脏采
自新疆乌鲁木齐某屠宰场，通过冷链运输至本实验室；

５０只６～８周雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠来自重庆医科大学实
验动物中心；Ｘ．ｌａｅｖｉｓ由清华大学陶庆华教授惠赠。动
物实验通过伦理委员会审批（２０２０年６月），动物饲养
及实验相关程序均遵循实验动物管理和保护相关规定。

１．１．２　主要试剂　　ＴＲＩｚｏｌ、ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔｋｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ、ＴａＫａＲａＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自宝生
物工程（大连）有限公司；１－５ＴＭ２×ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ购自北京擎科生物科技有限公司；ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏⅠ、
ＢａｍＨⅠ、ＣＩａⅠ和 ＮｓｉⅠ等限制性内切酶购自 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；无内毒素质粒大提试剂盒购自
天根生化科技（北京）有限公司；Ｆｌａｇ标签抗体、Ｅｃａｄ
抗体、αｔｕｂｌｉｎ抗体、山羊抗大鼠 ＩｇＧ、山羊抗小鼠 ＩｇＧ
购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＨＡ标签抗体购自 Ｒｏｃｈ公司；
βａｃｔｉｎ购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
１．２　实验方法
１．２．１　体外培养的棘球蚴及 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠体内的继
发棘球蚴标本的收集　　收集感染细粒棘球蚴绵羊肝
脏中的原头蚴，参考吴宏烨等［１２］的培养方法培养原头

蚴。培养至０、１０、３０、６０、９０、１２０、１５０、１８０ｄ时，分别吸
取轻摇混匀的棘球蚴悬液０．５ｍＬ，经台盼蓝（０．４％）染
色，通过光学显微镜观察不同时期棘球蚴囊泡的形态

特征并测量各时期棘球蚴囊大小，剩余的棘球蚴悬液

用ＰＢＳ充分洗涤３遍后冻存于－８０℃冰箱备用。
　　取５０只ＢＡＬＢ／ｃ健康雌性小鼠，用无菌注射器吸
０．２ｍＬ棘球蚴悬液注射入每只小鼠腹腔，计数约含

２８０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２０００个棘球蚴。感染小鼠喂养到第３、６、９、１２、１５个
月，分别随机解剖１０只小鼠，观察棘球蚴在小鼠体内
寄生部位，剥离出棘球蚴囊泡，测量并记录囊泡大小。

无菌注射器抽吸囊液后，囊壁组织用 ＰＢＳ充分洗涤后
冻存于－８０℃超低温冰箱中待用。
１．２．２　提取棘球蚴总 ＲＮＡ及逆转录合成 ｃＤＮＡ　　
从－８０℃冰箱取出各时期适量棘球蚴囊壁组织放入冰
上准备的１．５ｍＬ无酶ＥＰ管中，按照ＴＲＩｚｏｌ说明书提
取各组织样本的总ＲＮＡ。根据ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒
说明书将提取合格的 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，ｃＤＮＡ产
物保存于－２０℃冰箱备用。
１．２．３　ＲＴｑＰＣＲ检测ＥｇＡＱＰｓ基因相对转录表达水平
１．２．３．１　ＥｇＡＱＰｓ基因的ＲＴｑＰＣＲ引物设计与合成　
　在ＮＣＢＩ数据库共检索到１５个编码ＡＱＰｓ的基因，其
中有 ３对分别反向互补，ＥｇＡＱＰ３（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：

ＥＧＲ＿０３１３７）与 ＥｇＡＱＰ９（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＥｇｒＧ＿
００１１９０８００），ＥｇＡＱＰ４（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＥＧＲ＿０４１５７）与
ＥｇＡＱＰ４（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＥｇｒＧ＿０００１２４９００），ＥｇＡＱＰ９
（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：ＥＧＲ＿０６９０７）与 ＥｇＡＱＰ９（ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ：ＥｇｒＧ＿０００１５３２００），因此记为１２个 ＡＱＰｓ的基
因。ＥｇＡＱＰ４与 ＥｇＡＱＰ９有多个转录本，为方便区分，
以编号的方式呈现出来（表１）。
　 　 由于 ＥｇＡＱＰ和 ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ、ＥｇＡＱＰ４３和
ＥｇＡＱＰ４５这两对基因在核苷酸水平上差异非常小，
故分别共用 １对引物，分别标记为 ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ和
ＥｇＡＱＰ４３５。ａｃｔｉｎ＋ＡｃｔⅡ和 ＮＤＩ＋ＡＴＰ６两个内参基
因组合分别对体外培养的囊化原头蚴和小鼠体内继发

棘球蚴的ＥｇＡＱＰｓ基因转录表达水平进行校正和标准
化［１３］。引物由北京擎科生物科技有限公司合成，引物

序列及相关信息见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列及相关信息

基因名称　　 登录号 引物序列（５′→３′）　　 预期大小／ｂｐ

ＡｃｔⅡ ＡＦ００３７４９
上游：ＡＴＧＧＴＴＧＧＴＡＴＧＧＧＡＣＡＡＡＡＧＧ
下游：ＴＴＣＧＴＣＡＣＡＡＴＡＣＣＧＴＧＣＴＣ

１１８

ＮＤ１ ＡＦ４０８６８８
上游：ＧＣＣＧＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＴＡＧＧＴＡ
下游：ＡＧＣＡＣＡＴＣＧＡＡＣＣＧＡＣＣＴＴＡ

８７

ＡＴＰ６ ＪＦ６９０９７７
上游：ＧＴＧＴＧＣＴＴＧＧＣＣＧＡＧＴＣＴＡＴ
下游：ＣＡＣＡＡＡＴＴＡＣＣＣＡＡＴＧＣＣＡＣＴ

１１３

Ａｃｔｉｎ Ｌ０７７７５
上游：ＡＡＴＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡ
下游：ＧＣＧＡＴＴＧＧＣＴＴＴＡＧＧＡＴＴＧＡ

１１７

ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ
ＥｇｒＧ＿０００１２５５００
ＥＧＲ＿０４１６２

上游：ＧＧＧＴＧＧＧＧＧＧＣＴＣＴＡＣＧＴＴ
下游：ＣＴＣＡＴＴＧＣＴＴＣＣＡＧＧＣＧＧＴ

１９９

ＥｇＡＱＰＦＡＣＨＩＰ ＥＧＲ＿０４１６１
上游：ＣＣＣＣＴＧＣＴＣＴＣＴＣＴＴＧＡＣＣＡＣ
下游：ＧＡＣＡＡＣＡＡＣＣＣＴＣＴＣＣＡＣＣＣＴ

１２３

ＥｇＡＱＰ１ ＥｇｒＧ＿０００１２５４００
上游：ＣＴＧＴＣＴＧＴＴＡＡＧＴＣＣＧＣＣ
下游：ＧＣＴＴＣＴＧＣＧＴＴＧＣＴＣＡＣＴ

１６３

ＥｇＡＱＰ３ ＥＧＲ＿０３１３７
上游：ＧＣＴＧＧＴＣＣＣＴＴＣＴＧＣＣＡＣＴＣ
下游：ＴＣＣＣＧＣＣＧＴＣＡＴＴＣＴＣＴＧＴ

１２３

ＥｇＡＱＰ４１ ＥＧＲ＿０４１５７
上游：ＧＡＴＧＡＣＧＣＴＴＣＣＴＧＧＧＡＡＴＧＧ
下游：ＣＧＴＴＡＡＴＣＡＴＧＡＧＧＧＣＣＡＡＣＡＴＧ

１７９

ＥｇＡＱＰ４２ ＥＧＲ＿０４１６４
上游：ＣＴＴＣＧＴＴＴＧＣＧＡＧＧＣＣＧＴＴＧＣＴＧ
下游：ＧＧＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＧＴＴＧＡＴＧＴＧ

１７２

ＥｇＡＱＰ４３５
ＥｇｒＧ＿０００１２５６００
ＥＧＲ＿０４１６５

上游：ＣＡＴＧＧＧＴＡＴＧＡＣＴＡＴＧＣＣＴＣＧＣ
下游：ＴＧＡＧＣＡＴＧＴＡＧＡＣＧＣＡＡＧＣＣＡ

１７０

ＥｇＡＱＰ４４ ＥｇｒＧ＿０００１２５５５０
上游：ＣＴＡＣＣＡＧＣＧＧＡＧＧＴＣＡＣＡＴＣＡＡＣ
下游：ＧＴＴＧＴＴＧＧＧＣＴＣＴＴＧＧＧＧＴＣＧ

１７０

ＥｇＡＱＰ９１ ＥＧＲ＿０６９０７
上游：ＣＡＡＧＡＡＣＡＣＡＴＡＴＧＡＣＡＡＴＧＧＣＡＣ
下游：ＧＴＣＣＡＡＡＡＴＡＧＣＣＡＴＴＡＴＣＧＣＴＧＣ

１４８

ＥｇＡＱＰ９２ ＥＧＲ＿１００６９
上游：ＧＣＣＣＴＣＴＣＡＴＣＧＣＡＴＡＴＣＣＡＡＣ
下游：ＧＡＡＧＧＴＴＧＣＧＧＣＴＡＧＣＴＣＡＧＣ

１５２
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１．２．３．２　ＲＴｑＰＣＲ检测棘球蚴体内 ＡＱＰｓ相对转录
表达水平　　以各时期的棘球蚴 ｃＤＮＡ为模板，按照
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒说明书进行，具体反
应体系与反应条件参考吴宏烨［１４］方法进行操作。

１．２．４　ＥｇＡＱＰｓ基因扩增及重组表达载体的构建
１．２．４．１　 ＥｇＡＱＰ、ＥｇＡＱＰ１、ＥｇＡＱＰ３、ＥｇＡＱＰ４１、
ＥｇＡＱＰ４４、ＥｇＡＱＰ９１和 ＲｎＡＱＰ１基因的扩增　　根
据 ＮＣＢＩ数据库提供的 ＥｇＡＱＰ、ＥｇＡＱＰ１、ＥｇＡＱＰ３、
ＥｇＡＱＰ４１、ＥｇＡＱＰ４４、ＥｇＡＱＰ９１和 ＲｎＡＱＰ１基因
ｍＲＮＡ序列，设计并合成 ＰＣＲ引物（表 ２），引物由北
京擎科生物科技有限公司合成。

　　以０ｄ的原头蚴ｃＤＮＡ为模板，应用设计好的上、

下游引物扩增 ＥｇＡＱＰ、ＥｇＡＱＰ１、ＥｇＡＱＰ３、ＥｇＡＱＰ４１、
ＥｇＡＱＰ４４、ＥｇＡＱＰ９１和ＲｎＡＱＰ１基因。反应结束后，
取５μＬＰＣＲ产物经 １％琼脂糖凝胶电泳分离，按照
ＴａＫａＲａＤＮＡ片段纯化试剂盒说明书纯化与目的基因
大小一致的片段。

１．２．４．２　化学合成 ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ、ＥｇＡＱＰＦＡＣＨＩＰ、
ＥｇＡＱＰ４２、ＥｇＡＱＰ４３、ＥｇＡＱＰ４５和 ＥｇＡＱＰ９２基因
　　根据ＮＣＢＩ数据库提供的 ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ、ＥｇＡＱＰ
ＦＡＣＨＩＰ、 ＥｇＡＱＰ４２、 ＥｇＡＱＰ４３、 ＥｇＡＱＰ４５ 和

ＥｇＡＱＰ９２基因ｍＲＮＡ序列，化学合成这６个基因，相
关信息见表３。

表２　ＰＣＲ引物序列及相关信息

基因名称 登录号 引物序列（５′→３′） 预期大小／ｂｐ

ＥｇＡＱＰ ＥｇｒＧ＿０００１２５５００
上游：ＣＣＣＡＴＣＧＡＴＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＴＣＴＴＧＧＡＧＧＡＴＴＴＧ
下游１：ＴＣＡＣＴＴＧＴＣＡＴＣＧＴＣＧＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＴＴＴＴＣＣＡＣＣＡＧＴＴＴＣＴＴＣ
下游２：ＡＧＧＧＣＧＡＧＡＧＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＴＧＴＣＡＴＣＧＴＣＧ

７３８

ＥｇＡＱＰ１ ＥｇｒＧ＿０００１２５４００
上游：ＣＣＣＡＴＣＧＡＴＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＣＣＣＧＧＴＣＣＴＧＧＡＧ
下游１：ＴＣＡＣＴＴＧＴＣＡＴＣＧＴＣＧＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＧＣＴＴＣＴＧＣＧＴＴＧＣＴＣＡＣ
下游２：ＡＧＧＧＣＧＡＧＡＧＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＴＧＴＣＡＴＣＧＴＣＧ

６５７

ＲｎＡＱＰ１ Ｘ６７９４８．１
上游：ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＣＡＧＣＧＡＡＡＴＣＡＡＧＡＡＧ
下游：ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＡＴＣＧＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＴＴＴＧＧＧＣＴＴＣＡＴＣＴＣＣＡＣ

８１０

ＥｇＡＱＰ３ ＥＧＲ＿０３１３７
上游：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＡＧＴＧＡＧＣＣＡＡＡＡＴＡＡＴＡＡＣＣ
下游：ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡＡＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣＧＴＡＴＧＧＧＴＡＣＴＴＴＧＣＣＴＣＧＣＴＴＡＡＡＴＣ

９７８

ＥｇＡＱＰ４１ ＥＧＲ＿０４１５７
上游：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＧＡＡＧＣＣＡＴＣＣＴＡＣＡＡＡＧＧ
下游：ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣＧＴＡＴＧＧＧＴＡＧＡＣＡＣＣＣＡＣＧＴＣＴＴＣＴＴＧＧ

７８６

ＥｇＡＱＰ４４ ＥｇｒＧ＿０００１２５５５０
上游：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＣＴＡＡＧＡＡＴＣＣＧＧＴＧＣＣＣＡ
下游：ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＣＡＡＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣＧＴＡＴＧＧＧＴＡＧＣＴＧＴＴＣＣＣＣＡＡＧＴＣＧＴＣ

８０１

ＥｇＡＱＰ９１ ＥＧＲ＿０６９０７
上游：ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＡＣＡＴＡＴＣＡＣＣＧＡＡＴＣＴＴＡＣ
下游：ＣＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣＧＴＡＴＧＧＧＴＡＴＴＴＴＴＴＡＴＡＡＡＣＡＴＣＣＧＡＴＴＣＡＴＣＧＣ

８９１

ＲｎＡＱＰ１ Ｘ６７９４８．１
上游：ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＣＡＧＣＧＡＡＡＴＣＡＡＧＡＡＧ
下游：ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣＧＴＡＴＧＧＧＴＡＴＴＴＧＧＧＣＴＴＣＡＴＣＴＣＣＡＣＣ

８１０

ＧＡＡＴＴＣ为酶切位点 ＥｃｏＲⅠ，ＣＴＣＧＡＧ为酶切位点 ＸｈｏⅠ，ＧＧＡＴＣＣ为酶切位点 ＢａｍＨⅠ；ＣＴＴＡＴＣＧＴ
ＣＡＴＣＧＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴ为Ｆｌａｇ标签；ＡＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣＧＴＡＴＧＧＧＴＡ为ＨＡ标签

表３　化学合成６个ＥｇＡＱＰｓ基因的相关信息

基因名称 登录号 预期大小／ｂｐ 限制性酶切位点 标签

ＥｇＡＱＰ４２ ＥＧＲ＿０４１６４ ９５７
ＥｃｏＲⅠ：ＧＡＡＴＴＣ
ＸｈｏⅠ：ＣＴＣＧＡＧ

ＨＡ

ＥｇＡＱＰ４５ ＥｇｒＧ＿０００１２５６００ ７７７
ＥｃｏＲⅠ：ＧＡＡＴＴＣ
ＸｈｏⅠ：ＣＴＣＧＡＧ

ＨＡ

ＥｇＡＱＰ４３ ＥＧＲ＿０４１６５ ９９６
ＣｉａⅠ：ＡＴＣＧＡＴ
ＸｈｏⅠ：ＣＴＣＧＡＧ

Ｆｌａｇ

ＥｇＡＱＰ９２ ＥＧＲ＿１００６９ ５８２
ＥｃｏＲⅠ：ＧＡＡＴＴＣ
ＸｈｏⅠ：ＣＴＣＧＡＧ

Ｆｌａｇ

ＥｇＡＱＰＡｎＧ ＥＧＲ＿０４１６２ ７１７
ＥｃｏＲⅠ：ＧＡＡＴＴＣ
ＸｈｏⅠ：ＣＴＣＧＡＧ

Ｆｌａｇ

ＥｇＡＱＰＦＡＣＨＩＰ ＥＧＲ＿０４１６１ １０５０
ＢａｍＨⅠ：ＧＧＡＴＣＣ
ＸｈｏⅠ：ＣＴＣＧＡＧ

Ｆｌａｇ

４８０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．２．４．３　ＥｇＡＱＰｓ、ＲｎＡＱＰ１基因与 ｐＣＳ１０７质粒双酶
切　　纯化后的 ＰＣＲ产物 ＥｇＡＱＰｓ、ＲｎＡＱＰ１基因和
提取的ｐＣＳ１０７质粒经对应的限制性内切酶进行双酶
切。反应条件为：３７℃ 酶切９０ｍｉｎ，６５℃ ２０ｍｉｎ使
酶失活。反应结束后，按照 ＴａＫａＲａＤＮＡ片段纯化试
剂盒说明书纯化与目的基因大小一致的片段，回收的

双酶切产物保存于－２０℃冰箱备用。
１．２．４．４　ＥｇＡＱＰｓｐＣＳ１０７重组质粒的构建及鉴定　
　采用 Ｔ４连接酶连接双酶切后纯化的 ＥｇＡＱＰｓ、
ＲｎＡＱＰ１基因和 ｐＣＳ１０７质粒，４℃冰箱放置２４ｈ后，
转化入大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，均匀涂布在含氨苄
西林（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）的ＬＢ固体琼脂平板上，倒
置于３７℃培养箱中培养１４～１６ｈ。挑取生长良好的单
个菌落加入到２ｍＬ含氨苄西林（终浓度为１００μｇ／ｍＬ）
的ＬＢ液体培养基中，在３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ条件下振摇
４ｈ，进行菌液 ＰＣＲ鉴定，反应结束后 １％琼脂糖凝胶
电泳检测，符合目的基因条带的阳性菌液送至北京擎

科生物科技有限公司测序。

１．２．５　体外转录模板的制备　　ＥｇＡＱＰｓｐＣＳ１０７和
ＲｎＡＱＰ１ｐＣＳ１０７重组质粒按照去内毒素质粒大提试
剂盒说明书提取，重组质粒经限制性内切酶 ＮｓｉⅠ 酶
切，进行线性化处理。纯化酶切产物，利用体外转录试

剂盒ｍＭＥＳＳＡＧＥｍＭＡＣＨＩＮＥＨｉｇｈＹｉｅｌｄＣａｐｐｅｄＲＮＡ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ合成ｃＲＮＡ。
１．２．６　检测非洲爪蟾卵母细胞异源表达 ＥｇＡＱＰｓ的
透水系数　　非洲爪蟾用 ＭＳ２２２（鱼安定）麻醉完全
后，在体视显微镜下剥离卵母细胞滤泡膜，挑选Ⅴ或Ⅵ
期生长良好的卵母细胞。实验组、阳性对照组及阴性

对照组每颗卵母细胞分别注射５０ｎＬＥｇＡＱＰｓｃＲＮＡ、
５０ｎＬＲｎＡＱＰ１ｃＲＮＡ和５０ｎＬＲＮＡｆｒｅｅｗａｔｅｒ，每个基
因重复３次。具体操作参考王芬［１１］的实验方法，按下

列公式计算水的渗透速率（ｏｓｍｏｔｉｃｗａｔｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ，
Ｐｆ）［１５－１６］。
　　Ｐｆ＝Ｖ０［ｄ（Ｖ／Ｖ０）／ｄｔ］／［Ｓ０×Ｖｗ（ｏｓｍｉｎ－ｏｓｍｏｕｔ）］
　　其中Ｖ０代表初始体积为９×１０

－４ｃｍ３，Ｓ０代表初始
细胞表面积为０．０４５ｃｍ２，Ｖｗ代表水分子的偏摩尔体
积为１８ｃｍ３／ｍｏｌ，体积 Ｖ计算公式为：Ｖ＝（４／３）×Ｓ×
（Ｓ／π）／２，Ｓ代表细胞表面积，ｏｓｍｉｎ代表细胞内渗透

压，ｏｓｍｏｕｔ代表细胞外渗透压。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥｇＡＱＰｓ表达　　提取的各
组卵母细胞总蛋白、胞质蛋白和胞膜蛋白经过热变性

处理后，在 ＳＤＳＰＡＧＥ胶的每个孔中加入蛋白样品各
１０μＬ。电泳结束后转移至ＰＶＤＦ膜，转膜结束后ＰＶＤＦ
膜用５％脱脂奶粉在３７℃封闭２ｈ；一抗标签抗体加入
５％奶粉中，按 １∶１０００稀释，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αｔｕｂｌｉｎ或
βａｃｔｉｎ用５％奶粉按１∶２０００稀释后加入，４℃过夜孵
育；二抗加入山羊抗大鼠ＩｇＧ（一抗为ＡｎｔｉＦｌａｇ或Ａｎｔｉ
ＨＡ）或山羊抗小鼠ＩｇＧ（一抗为 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αｔｕｂｌｉｎ或
βａｃｔｉｎ）按１∶５０００的比例稀释，室温孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ
漂洗膜３次，每次１０ｍｉｎ；洗膜结束后ＥＣＬ显影，凝胶
成像仪上读取结果并保存。

１．２．８　统计学分析　　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，数
据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ｔ检验和方差分析对实验数据进
行处理，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　原头蚴的分离培养及囊化原头蚴成囊效果
　　从绵羊肝脏收集的原头蚴在光学显微镜下观察呈
椭圆或类椭圆形，大小较均匀，未见头节外翻及成囊现

象（图１Ａ）；培养至１０ｄ时，镜下观察到部分原头蚴开
始向棘球蚴方向发育，大部分原头蚴处于头节外翻状

态，顶突逐渐退化，虫体内钙颗粒明显可见（图１Ｂ）；培
养至３０ｄ时，可见部分棘球蚴角质层，呈透明状，大部
分原头蚴向棘球蚴囊泡发育（图１Ｃ）；培养至６０ｄ时，
棘球蚴已具有完整的角质层，吸盘已退化不可见，囊泡

体积逐渐增大（图 １Ｄ）；９０ｄ时，肉眼即可看到微小、
透明的棘球蚴囊泡（图１Ｅ）；培养１２０、１５０ｄ和１８０ｄ
分别观察棘球蚴囊泡，随着时间延长，除囊泡体积逐渐

增大、囊液逐渐增多外，无其他明显变化。

２．２　小鼠体内继发棘球蚴囊泡生长情况
　　在第３、６、９、１２、１５个月分别解剖１０只小鼠，腹腔
中均可见大小不同、数量不等的棘球蚴囊泡，游离在腹

腔或黏附在肝、脾等脏器表面。小心分离囊泡，取出后

放入无菌培养皿中。随感染时间延长，小鼠体内囊泡

直径逐渐增大，囊泡内透明囊液逐渐增多（图２）。

５８０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）
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图１　体外培养０～１８０ｄ的囊化原头蚴光学显微镜观察　（×２０）
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图２　小鼠体内继发棘球蚴在不同时期囊泡发育情况

２．３　ＲＴｑＰＣＲ检测体内、体外培养不同时期囊化原
头蚴ＥｇＡＱＰｓ基因转录表达水平

　　体内、体外培养的棘球蚴各样本总 ＲＮＡ通过１％
琼脂糖凝胶电泳检测，纯度较高，逆转录后可用于后续

实验。

　　以 ａｃｔｉｎ和 ＡｃｔⅡ作为内参基因，ＲＴｑＰＣＲ检测体
外培养１８０ｄ的棘球蚴在不同时期体内 ＡＱＰｓ基因的
相对转录表达水平（图 ３Ａ）。ＥｇＡＱＰ、ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ、
ＥｇＡＱＰＦＡＣＨＩＰ、ＥｇＡＱＰ１、ＥｇＡＱＰ４３、ＥｇＡＱＰ４５和
ＥｇＡＱＰ９２７个基因的相对转录表达值太低，仪器基本
检测不到。虽然能够检测到 ＥｇＡＱＰ４１、ＥｇＡＱＰ４２和
ＥｇＡＱＰ４４３个基因的相对转录表达值，最大值仅
０．０２。ＥｇＡＱＰ３和ＥｇＡＱＰ９１基因的相对转录表达值

在０ｄ的原头蚴中转录表达量最高，分别为 ０．１３８和
０．１７７，培养至１０ｄ时迅速下降，１８０ｄ时降至最低，几
乎检测不出。ＥｇＡＱＰ３和 ＥｇＡＱＰ９１基因在培养１０ｄ
及以后各个时期的相对转录表达值与 ０ｄ相比，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
　　以ＡＴＰ６和ＮＤＩ作为内参基因，ＲＴｑＰＣＲ检测小
鼠体内培养不同时期（４５ｄ至１５个月）的继发棘球蚴
ＡＱＰｓ基因相对转录表达水平（图 ３Ｂ）。ＥｇＡＱＰ、
ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ、ＥｇＡＱＰＦＡＣＨＩＰ、ＥｇＡＱＰ１、ＥｇＡＱＰ３、
ＥｇＡＱＰ４３、ＥｇＡＱＰ４５、ＥｇＡＱＰ９１和 ＥｇＡＱＰ９２检测
几乎无信号；ＥｇＡＱＰ４１、ＥｇＡＱＰ４２和 ＥｇＡＱＰ４４基因
虽然有相对转录表达值，但其值都太低，所有 ＡＱＰｓ中
最大相对转录表达值仅有０．０６５。

６８０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图３　体内外原头蚴不同培养时期ＥｇＡＱＰｓ基因相对转录表达水平

２．４　棘球蚴１２个ＥｇＡＱＰｓ及阳性对照ＲｎＡＱＰ１基因
扩增及重组质粒鉴定

　　ＥｇＡＱＰｓ基因以原头蚴 ｃＤＮＡ为模板，阳性对照
以提取的大鼠肺组织的 ＡＱＰ１ｃＤＮＡ为模板，扩增
ＥｇＡＱＰ、ＥｇＡＱＰ１、ＥｇＡＱＰ３、ＥｇＡＱＰ４１、ＥｇＡＱＰ４４、
ＥｇＡＱＰ９１和ＲｎＡＱＰ１７个基因，１％琼脂糖凝胶电泳
得到７条特异性条带，与目的基因片段（分别为 ７３８、
６５７、９７８、７８６、８０１、８９１、８１０ｂｐ）大小一致；化学合成的
ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ、ＥｇＡＱＰＦＡＣＨＩＰ、ＥｇＡＱＰ４２、ＥｇＡＱＰ４３、
ＥｇＡＱＰ４５、ＥｇＡＱＰ９２基因，１％琼脂糖凝胶电泳验证

基因片段大小，与目的基因片段（分别为 ７１７、１０５０、
９５７、９９６、７７７、５８２ｂｐ）大小一致（图４）。
　　带有 Ｆｌａｇ标签和 ＨＡ标签的 ＥｇＡＱＰｓ基因与
ｐＣＳ１０７载体经双酶切后，通过Ｔ４连接酶过夜连接，获
得ＥｇＡＱＰｓｐＣＳ１０７重组质粒；带Ｆｌａｇ标签和ＨＡ标签
的ＲｎＡＱＰ１基因分别与ｐＣＳ１０７载体连接，构成重组质
粒ＲｎＡＱＰ１ｐＣＳ１０７。构建好的重组质粒测序结果与
目的基因序列比对结果一致，且 Ｆｌａｇ或 ＨＡ标签成功
插入终止密码子前面，表明成功构建 ＥｇＡＱＰｓｐＣＳ１０７
和ＲｎＡＱＰ１ｐＣＳ１０７重组质粒。

７８０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）
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图４　ＥｇＡＱＰｓ基因ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳检测结果

２．５　注射ＥｇＡＱＰｓ基因的非洲爪蟾卵母细胞透水系
数检测

　　含 ＥｇＡＱＰｓ、ＲｎＡＱＰ１ｃＲＮＡ或 ＲＮＡｆｒｅｅｗａｔｅｒ的
爪蟾卵母细胞在 ＮＤ９６溶液中培养 ４８ｈ后，ＲｎＡＱＰ１
ｃＲＮＡ的卵母细胞转入 ５倍稀释的低渗溶液中，显微
镜下观察到细胞体积迅速增大，５ｍｉｎ内几乎全部胀
破；注射ＥｇＡＱＰｓｃＲＮＡ或ＲＮＡｆｒｅｅｗａｔｅｒ的卵母细胞
转入５倍稀释的低渗溶液后，连续观察３０ｍｉｎ，卵母细

胞体积仅有轻微变化，无细胞破裂发生。结果显示注

射ＥｇＡＱＰｓｃＲＮＡ的卵母细胞与注射 ＲＮＡｆｒｅｅｗａｔｅｒ
的卵母细胞的相对体积变化率（Ｖ／Ｖ０）差异无统计学
意义（图５），实验组注射ＥｇＡＱＰｓｃＲＮＡ基因的卵母细
胞Ｐｆ值与注射 ＲｎＡＱＰ１ｃＲＮＡ基因的阳性对照组卵
母细胞Ｐｆ值相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），与注
射ＲＮＡｆｒｅｅｗａｔｅｒ的阴性对照卵母细胞Ｐｆ值相比差异
无统计学意义（图６）。

!"#

!"$

!"!

!"%

%"&

% #% '% &% !$% !(% !)% $!% $*% $+% #%% ##%

时间
,-

相
对
体
积
变
化
率
（
.
,
.

%

）

!"(

!"*

!"#

!"$

!"!

!"%

%"&

% #% '% &% !$% !(% !)% $!% $*% $+% #%% ##%

时间
,-

相
对
体
积
变
化
率
（
.
,
.

%

）

!"#

!"$

!"!

!"%

%"&

相
对
体
积
变
化
率
（
.
,
.

%

）

% ( !% !( $% $( #% #(

时间
,/01

阴性对照
234

234! 234!21"5

23462!7894 234*!#

234&!$

!"#

!"$

!"!

!"%

%"&

相
对
体
积
变
化
率
（
.
,
.

%

）

% ( !% !( $% $( #% #(

时间
,/01

阴性对照
234#

234*!! 234*!$

234*!* 234*!(

234&!!

7

2 :

;

Ａ：带Ｆｌａｇ标签的阳性对照ＲｎＡＱＰ１在卵母细胞中的相对体积变化率（Ｖ／Ｖ０）；Ｂ：阴性对照 ＲＮＡｆｒｅｅｗａｔｅｒ与带 Ｆｌａｇ标签
的ＥｇＡＱＰｓ在卵母细胞中的相对体积变化率（Ｖ／Ｖ０）；Ｃ：带 ＨＡ标签的阳性对照 ＲｎＡＱＰ１在卵母细胞中的相对体积变化
（Ｖ／Ｖ０）；Ｄ：阴性对照ＲＮＡｆｒｅｅｗａｔｅｒ与带ＨＡ标签的ＥｇＡＱＰｓ在卵母细胞中的相对体积变化率（Ｖ／Ｖ０）

图５　ＥｇＡＱＰｓ基因在非洲爪蟾卵母细胞中的相对体积变化率

８８０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：１～８分别为携带Ｆｌａｇ标签的阳性对照ＲｎＡＱＰ１，阴性对照ＲＮＡｆｒｅｅｗａｔｅｒ，实验组ＥｇＡＱＰ、ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ、ＥｇＡＱＰ
ＦＡＣＨＩＰ、ＥｇＡＱＰ１、ＥｇＡＱＰ４３、ＥｇＡＱＰ９２ｃＲＮＡ基因的卵母细胞 Ｐｆ值；Ｂ：１～８分别为携带 ＨＡ标签的阳性对照
ＲｎＡＱＰ１，阴性对照ＲＮＡｆｒｅｅｗａｔｅｒ，实验组ＥｇＡＱＰ３、ＥｇＡＱＰ４１、ＥｇＡＱＰ４２、ＥｇＡＱＰ４４、ＥｇＡＱＰ４５、ＥｇＡＱＰ９１基因
的卵母细胞Ｐｆ值；ａ：Ｐ＜０．０５，与阳性对照比较

图６　ＥｇＡＱＰｓ基因卵母细胞透水系数Ｐｆ值检测

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥｇＡＱＰｓ蛋白在非洲爪蟾卵母
细胞膜上的表达

　　注射ＲｎＡＱＰ１基因的非洲爪蟾卵母细胞作为阳性
对照，总蛋白和胞膜蛋白均能被 Ｆｌａｇ和 ＨＡ标签抗体
识别，在约２８×１０３处均有一条识别条带，与其理论蛋
白分子量相符；而分别注射１２个ＥｇＡＱＰｓ基因和ＲＮＡ
ｆｒｅｅｗａｔｅｒ的卵母细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示１２个基
因的理论分子量在对应条带附近无条带显示。ＡＱＰ３
基因的总蛋白和胞质蛋白在约２０×１０３处出现一条条
带，ＡＱＰ９１基因的总蛋白和胞膜蛋白在约２５×１０３和
２８×１０３处各有２条条带，ＡＱＰ４１基因的总蛋白、胞质
蛋白和胞膜蛋白在约２８×１０３处各有一条条带，ＡＱＰ４２
基因的总蛋白和胞质蛋白在约２８×１０３和３２×１０３处各
有２条条带，ＡＱＰ４４基因的总蛋白和胞质蛋白在约
２８×１０３处各有一条条带，ＡＱＰ４５基因的总蛋白和胞
膜蛋白在约２２×１０３处各有一条条带（图７）。

３　讨论

　　棘球蚴囊壁生发层细胞可产生原头蚴，中间宿主
体内的棘球蚴意外破裂会导致原头蚴形成次生棘球

蚴。此外，原头蚴体外培养时具有双向发育特征，在胆

汁酸盐刺激调控下会向成虫方向发育，无胆汁酸盐刺

激时则会形成次生棘球蚴［１７］。在有关棘球蚴的分子

生物学及药物试验研究中，通常采用的方法是以原头

蚴体外培养或接种实验动物获取次生棘球蚴［１８－１９］。

本实验将从羊肝分离出来的细粒棘球绦虫原头蚴体外

成功培养为棘球蚴，随着培养时间的延长，棘球蚴囊泡

体积不断增大，体内棘球蚴液也不断增多。

　　棘球蚴囊液形成原因至今未知，但我们推测与细
粒棘球蚴体内ＡＱＰｓ基因有关。水通道蛋白是一类跨
膜通道蛋白家族［２０－２１］，在人、细菌、病毒、动植物体内均

发现ＡＱＰｓ［２２－２３］。经典的ＡＱＰｓ具有６个α螺旋跨膜
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Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测带Ｆｌａｇ标签的 ＥｇＡＱＰｓ与 ＲｎＡＱＰ１蛋白在非洲爪蟾卵母细胞膜上的表达；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测带ＨＡ标签的ＥｇＡＱＰｓ与ＲｎＡＱＰ１蛋白在非洲爪蟾卵母细胞膜上的表达

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥｇＡＱＰｓ在非洲爪蟾卵母细胞膜上表达
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结构域和 ２个高度保守的 ＮＰＡ（ＡｓｎＰｒｏＡｌａ）基序，
ＮＰＡ基序位于通道中心的狭窄部位，与水或其他小分
子的选择性通过有关［１１，２４］。课题组前期通过生物信

息学分析了 ＥｇＡＱＰｓ基因在棘球蚴体内分布状态，
ＥｇＡＱＰ和 ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ定位于膜结合囊泡，ＥｇＡＱＰ
ＦＡＣＨＩＰ和ＥｇＡＱＰ３定位于膜结合内质网，ＥｇＡＱＰ９１
定位于膜结合高尔基复合体，其余 ７种 ＥｇＡＱＰｓ蛋白
定位于细胞膜。进化树分析将ＥｇＡＱＰｓ划分为两大分
支，其中 ＥｇＡＱＰ９１、ＥｇＡＱＰ９２、ＥｇＡＱＰ３均属于水甘
油通道蛋白，其余９种ＥｇＡＱＰｓ蛋白属于水通道蛋白。
　　为了解原头蚴在囊化形成次生棘球蚴过程中
ＥｇＡＱＰｓ基因转录变化状态与囊液形成之间的关系，本
研究利用ＲＴｑＰＣＲ方法检测细粒棘球蚴在不同培养
时期１２个基因的相对转录表达水平。无论体外还是
体内检测ＥｇＡＱＰｓ相对转录表达水平，相对转录表达
值都并不高，但０ｄ的原头蚴转录表达水平与原头蚴
ＲＮＡＳｅｑ转录组分析的表达量结果是一致的［２５］，从而

说明ＥｇＡＱＰｓ在棘球蚴体内的表达状态是可信的。
　　非洲爪蟾卵母细胞具有细胞体积较大易于操作、
质膜内源性转运系统数量少、外源 ｍＲＮＡ表达量高且
质膜水渗透性低等特点。因此，非洲爪蟾卵母细胞被

认为是研究 ＡＱＰｓ的理想异源表达系统［２６］。多种寄

生虫水通道蛋白经证实在非洲爪蟾卵母细胞中具有通

透水及一些小分子的功能，例如日本血吸虫ＡＱＰ能够
渗透水、甘油和尿素［２７］；刚地弓形虫 ＡＱＰ对水的渗透
性较野生型增加了８倍［２８］。

　　本研究涉及基因较多，耗时费力，因此验证ＥｇＡＱＰｓ
功能的实验分成２批完成。第１批为ＥｇＡＱＰ、ＥｇＡＱ
ＰＡｎ．Ｇ、ＥｇＡＱＰＦＡＣＨＩＰ、ＥｇＡＱＰ１、ＥｇＡＱＰ４３ 和
ＥｇＡＱＰ９２６个基因，设计引物带有 Ｆｌａｇ标签，Ｆｌａｇ标
签蛋白通常不会影响目的蛋白的生物活性，也不会干

扰目的蛋白的正常折叠［２９］；第 ２批为 ＥｇＡＱＰ３、
ＥｇＡＱＰ４１、ＥｇＡＱＰ４２、ＥｇＡＱＰ４４、ＥｇＡＱＰ４５ 和
ＥｇＡＱＰ９１，在方法上略有改进，设计引物时选用 ＨＡ
标签。ＨＡ融合蛋白是一种小肽，由 ９个氨基酸组成
（ＹＰＹＤＶＰＤＹＡ），来源于流感病毒的红细胞凝集素表
面抗原决定簇。它对外源目的蛋白空间结构影响较小，

容易构建成标签蛋白融合到Ｎ端或者Ｃ端［３０］。其中，

ＥｇＡＱＰＡｎ．Ｇ、ＥｇＡＱＰＦＡＣＨＩＰ、ＥｇＡＱＰ４２、ＥｇＡＱＰ４３、
ＥｇＡＱＰ４５、ＥｇＡＱＰ９２这 ６个基因 ＰＣＲ无法扩增出
来，为了验证细粒棘球蚴体内所有ＡＱＰｓ透水功能，选
择化学合成这 ６个基因。把 １２个 ＥｇＡＱＰｓ基因注射
入非洲爪蟾卵母细胞中，结果在卵母细胞中均未表现

出透水功能。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测这１２个 ＡＱＰｓ基因在

非洲爪蟾卵母细胞膜上表达，条带显示与预测的理论

分子量大小不符或者未表达。ＡＱＰ３、ＡＱＰ４２和
ＡＱＰ４４基因仅表达了总蛋白和胞质蛋白，表明这３个
基因没有整合到卵母细胞胞膜上；ＡＱＰ９１基因的总蛋
白和胞膜蛋白在约２５×１０３和２８×１０３处各出现２条条
带，ＡＱＰ４１基因的总蛋白、胞质蛋白和胞膜蛋白在约
２８×１０３处各出现一条条带，ＡＱＰ４５基因的总蛋白和
胞膜蛋白在约２２×１０３处各出现一条条带，虽然能在膜
上表达，但是与其理论分子量并不相符，可能因为卵母

细胞是异源表达系统，在翻译过程中蛋白质不能正确

地进行剪切、折叠或化学修饰等。王芬［１１］的前期实验

中ＡＱＰ３与ＡＱＰ４４基因携带 Ｆｌａｇ标签，本研究中的
ＡＱＰ３与ＡＱＰ４４基因携带ＨＡ标签，但是所得结果一
致，在非洲爪蟾卵母细胞进行异源表达时均未见透水

功能。

　　分析ＥｇＡＱＰｓ在卵母细胞膜上不能正常表达的原
因，发现１２个ＥｇＡＱＰｓ基因含有多个疏水性区域，虽然
均具有ＭＩＰ超家族特征性结构域，但 ＡＱＰｓ的 ＮＰＡ基
序并不保守，都已发生缺失或改变［１１］。这种ＮＰＡ基序
的改变可能会影响 ＡＱＰ对水的渗透性［３１］。有报道显

示，果蝇大脑组织水通道蛋白第２个ＮＰＡ基序的改变使
其丧失了转运水的能力［３２］。另外，在 ＡＨＭＡＤＰＯＵＲ
等［３３］的综述中提到了 ＡＱＰｓ跨膜转运水的能力会受
到微生物生存环境的影响，可能在进化过程中会逐渐

适应生活环境而发生改变。棘球蚴囊内积累的棘球蚴

液具有滋养囊壁生发层细胞的功能［５］。这也可能是

棘球蚴ＡＱＰｓ不同于其他寄生虫的原因之一。
　　１２个 ＥｇＡＱＰｓ基因是研究人员通过生物信息学
分析得到的细粒棘球绦虫基因组数据，可能某些ＡＱＰｓ
在棘球蚴生长过程中的特定阶段发挥通透水作用，比

如在成虫阶段而不是在幼虫阶段发挥作用。实际上，

随着时间延长棘球蚴体积越来越大，棘球蚴液也在增

加。棘球蚴液增加的部分原因可能是棘球蚴囊壁生发

细胞产水量增加，棘球蚴囊壁的生发层细胞营养代谢

会产生水，比如有氧代谢三羧酸循环［３４－３５］。从以上实

验结果发现，体内外培养的棘球蚴 ＡＱＰｓ基因转录表
达水平呈现极低水平表达，ＥｇＡＱＰｓ在卵母细胞中的
功能验证似乎表现为“失能”。如果有更多的 ＥｇＡＱＰｓ
表达实验在其他表达系统来证实本研究结果，就可能

表明棘球蚴的 ＡＱＰｓ基因没有表现出渗透水的功能，
正好可阻止棘球蚴包囊内的水流出，致使囊液逐渐增

加。因此，下一步将选取新的表达系统来验证

ＥｇＡＱＰｓ基因的功能，进一步说明 ＥｇＡＱＰｓ基因与棘
球蚴液积累的关系。

０９０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｅｓ［Ｊ］．ＪＭｅｍｂｒＢｉｏｌ，２０１４，２４７（２）：
１０７－１２５．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００２３２０１３９６１８８．

［２１］ＳＯＮＧＪ，ＭＡＫＥ，ＷＵＢＨ，ｅｔａｌ．Ｐａｒａｓｉｔｅａｑｕａｐｏｒｉｎｓ：
ｃｕｒｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｉｎｄｒｕｇｆａｃｉｌｉｔａｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．
ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１４，１８４０（５）：１５６６－１５７３．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｂｂａｇｅｎ．２０１３．１０．０１４．

［２２］ＭＵＲＡＴＡＫ，ＭＩＴＳＵＯＫＡＫ，ＨＩＲＡＩＴ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓｏｆｗａｔｅｒｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈａｑｕａｐｏｒｉｎ１［Ｊ］．
Ｎａｔｕｒｅ，２０００，４０７（６８０４）：５９９－６０５．ＤＯＩ：１０．１０３８／
３５０３６５１９．

［２３］ＧＯＭＥＳＤ，ＡＧＡＳＳＥＡ，ＴＨＩ?ＢＡＵＤＰ，ｅｔａｌ．Ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ
ａｒｅｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｗａｔｅｒａｎｄｓｏｌｕｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓｈｉｇｈｌｙ
ｄｉｖｅｒｇｅｎｔｉｎｌｉｖｉｎｇｏｒｇａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，
２００９，１７８８（６）：１２１３－１２２８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂａｍｅｍ．
２００９．０３．００９．

［２４］ＶＥＲＫＭＡＮＡＳ，ＭＩＴＲＡＡＫ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆ
ａｑｕａｐｏｒｉｎｗａｔｅｒｃｈａｎｎｅｌｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＲｅｎＰｈｙｓｉｏｌ，
２０００，２７８（１）：Ｆ１３－Ｆ２８．ＤＯＩ：１０．１１５２／ａｊｐｒｅｎａｌ．２０００．
２７８．１．Ｆ１３．

［２５］范俊杰，吴宏烨，李锴，等．细粒棘球绦虫原头蚴水通
道蛋白编码基因的转录组分析［Ｊ］．中国病原生物学杂
志，２０１８，１３（１１）：１１８７－１１９２，１１９７．ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．
ｃｊｐｂ．１８１１０３．
ＦＡＮＪＪ，ＷＵＨＹ，ＬＩＫ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆａｑｕａｐｏｒｉｎｅｎｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｐｒｏｔｏ
ｓｃｏｌｅｃｅｓｏｆＥｃｈｉｎｏｃｏｃｃｕｓｇｒａｎｕｌｏｓｕｓ［Ｊ］．ＪＰａｔｈｏｇｅｎＢｉｏｌ，
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ＫＯＮＧＹＢ，ＷＡＮＧＢ，ＺＨＡＮＧＨ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄ
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ｆａｌｃｉｐａｒｕｍａｑｕａｐｏｒｉｎ［Ｊ］．ＰｒｏｔｅｉｎＥｘｐｒＰｕｒｉｆ，２００８，５９
（１）：６９－７８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｐｅｐ．２００８．０１．００４．

［３２］ＦＩＮＮＲＮ，ＣＥＲＤ?Ｊ．Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
ａｑｕａｐｏｒｉｎｓ［Ｊ］．ＢｉｏｌＢｕｌｌ，２０１５，２２９（１）：６－２３．ＤＯＩ：１０．
１０８６／ＢＢＬｖ２２９ｎ１ｐ６．

［３３］ＡＨＭＡＤＰＯＵＲＤ，ＧＥＩＪＥＲＣ，ＴＡＭ?ＳＭＪ，ｅｔａｌ．Ｙｅａｓｔ
ｒｅｖｅａｌｓｕｎｅｘｐｅｃｔｅｄｒｏｌｅｓａｎｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆｅａｔｕｒｅｓｏｆａｑｕａｐｏｒｉｎｓ
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０２７．

［３４］ＺＨＥＮＧＨＪ，ＺＨＡＮＧＷＢ，ＺＨＡＮＧＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｇｅｎｏｍｅ
ｏｆｔｈｅｈｙｄａｔｉｄｔａｐｅｗｏｒｍＥｃｈｉｎｏｃｏｃｃｕｓｇｒａｎｕｌｏｓｕｓ［Ｊ］．Ｎａｔ
Ｇｅｎｅｔ，２０１３，４５（１０）：１１６８－１１７５．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｇ．
２７５７．
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（收稿：２０２００６２２；修回：２０２００８１１）
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