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旋毛虫与小鼠 ＴＬＲ２结合蛋白 ＧＧＨ 的鉴定及其免疫调节作用
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(南京农业大学动物医学院ꎬ江苏 南京 ２１００１４)

摘要:[目的]本文旨在探究旋毛虫肌肉幼虫排泄分泌蛋白(Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ ｓｐｉｒａｌｉｓ ｍｕｓｃｌｅ ｌａｒｖａｅ ｅｘｃｒｅｔｏｒｙ￣ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
ＴｓＭＥＳＰ)中叶酸 γ－谷氨酰水解酶(ｆｏｌａｔｅ ｇａｍｍａ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ ｈｙｄｒｏｌａｓｅꎬＧＧＨ)结合小鼠 Ｔｏｌｌ 样受体 ２(Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬＴＬＲ２)能
力ꎬ以及结合后对小鼠巨噬细胞功能和下游通路的影响ꎮ [方法]通过 Ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 试验和质谱分析ꎬ筛选出与小鼠 ＴＬＲ２ 结合的

ＴｓＭＥＳＰꎬ对其中 ＧＧＨ 进行鉴定ꎮ 构建表达 ＧＧＨ 和 ＴＬＲ２ 胞外域的真核质粒ꎬ共转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞ꎬ利用免疫共沉淀(Ｃｏ￣ＩＰ)
和荧光共定位试验分析二者的结合情况ꎮ 将重组旋毛虫 ＧＧＨ 蛋白(ｒＴｓＧＧＨ)与小鼠巨噬细胞共孵育ꎬ研究其对细胞吞噬、活
性氧(ＲＯＳ)释放、一氧化氮(ＮＯ)分泌、细胞因子(ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１０)和 ＴＬＲ２、Ｍｙｄ８８ 蛋白表达的影响ꎮ [结果]筛选到 ２８ 个

与小鼠 ＴＬＲ２ 结合的旋毛虫候选蛋白ꎮ Ｃｏ￣ＩＰ 结果显示 ＧＧＨ 和 ＴＬＲ２ 胞外域存在较强的共定位关系ꎬ共定位系数为 ０.８８ꎮ
ｒＴｓＧＧＨ 能够显著促进巨噬细胞的吞噬、ＲＯＳ 的释放和 ＮＯ 的分泌(Ｐ<０.０５)ꎬ显著上调 ＴＬＲ２、Ｍｙｄ８８、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１０ 的表

达(Ｐ<０.０５)ꎮ [结论]旋毛虫 ＧＧＨ 是小鼠 ＴＬＲ２ 的结合蛋白ꎬｒＴｓＧＧＨ 通过 ＴＬＲ２ / Ｍｙｄ８８ 通路显著影响宿主免疫功能ꎬ是有效

的免疫调节分子ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]:Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｆｏｌａｔｅ ｇａｍｍａ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ (ＧＧＨ) ｉｎ Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ ｓｐｉｒａｌｉｓ
ｍｕｓｃｌｅ ｌａｒｖａｅ ｅｘｃｒｅｔｏｒｙ￣ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ＴｓＭＥＳＰ) ｃｏｕｌｄ ｂｉｎｄ ｔｏ ｍｏｕｓｅ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ (ＴＬＲ２) ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐａｔｈｗａｙ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ
ＴｓＭＥＳＰ ｔｈａｔ ｂｉｎｄ ｔｏ ｍｏｕｓｅ ＴＬＲ２ꎬａｎｄ ｔｈｅ ＧＧＨ ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ＧＧＨ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＴＬＲ２ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＥＫ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓꎬａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ.
Ｃｏ￣ＩＰ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ ｓｐｉｒａｌｉｓ ＧＧＨ ｐｒｏｔｅｉｎ (ｒＴｓＧＧＨ) ｗａｓ ｃｏ￣ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｕｓｅ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓꎬｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＲＯＳ) ｒｅｌｅａｓｅꎬｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ (ＮＯ) ｓｅｃｒｅｔｉｏｎꎬｃｙｔｏｋｉｎｅ
(ＩＬ￣１βꎬＩＬ￣６ꎬａｎｄ ＩＬ￣１０)ꎬａｎｄ ＴＬＲ２ꎬＭｙｄ８８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｗｅｎｔｙ￣ｅｉｇｈｔ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｔｈａｔ ｍｉｇｈｔ ｂｉｎｄ ｔｏ ｍｏｕｓｅ
ＴＬＲ２ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ ｓｐｉｒａｌｉｓ. Ｃｏ￣ＩＰ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＧＧＨ ａｎｄ ＴＬＲ２ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎｓ ｈａｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ.
Ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｙ ｈａｄ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ ０.８８. ｒＴｓＧＧＨ
ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓꎬＲＯＳ ｒｅｌｅａｓｅ ａｎｄ ＮＯ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ(Ｐ<０.０５)ꎬｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＴＬＲ２ꎬＭｙｄ８８ꎬＩＬ￣１βꎬＩＬ￣６ ａｎｄ ＩＬ￣１０ (Ｐ<０.０５) . [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ ｓｐｉｒａｌｉｓ ＧＧＨ ｉｓ ａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＴＬＲ２. Ｔｈｅ
ｒＴｓＧＧＨ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｈｏｓｔ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＴＬＲ２ / Ｍｙｄ８８ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｉｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｍｏｌｅｃｕｌｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ ｓｐｉｒａｌｉｓꎻＴｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ (ＴＬＲ２)ꎻｆｏｌａｔｅ ｇａｍｍａ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ ｈｙｄｒｏｌａｓｅꎻｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎻｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
(Ｃｏ￣ＩＰ)

旋毛虫病是一种重要的人畜共患寄生虫病ꎬ严重威胁公共卫生安全[１]ꎮ ２００９—２０２０ 年期间ꎬ在我国

发生的 ４７９ 起病例和 ２ 例死亡中ꎬ由病猪肉引起的占 ８７.５０％[２]ꎮ 猪群接种疫苗对于旋毛虫病防控具有重

要意义ꎬ但目前尚无商品化的疫苗用于该病的免疫预防ꎬ新型疫苗候选抗原的发掘十分必要和迫切ꎮ
先天免疫系统是机体的第一道防线ꎬ其通过模式识别受体(ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＰＲＲ)识别病

原体并激活宿主免疫应答ꎬ快速响应病原体入侵ꎮ ＰＲＲ 识别的病原体组分通常保守且广泛存在ꎬ这些组
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分被称为病原相关分子模式 ( ｐａｔｈｏｇｅｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓꎬＰＡＭＰ ) [３]ꎮ Ｔｏｌｌ 样受体 ( Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＴＬＲ)是一类重要的 ＰＲＲꎬ在识别 ＰＡＭＰ 后ꎬＴＬＲ 会募集接头蛋白 Ｍｙｄ８８、ＴＩＲＡＰ 和 ＴＲＩＦ 等ꎬ启动

下游的信号转导ꎬ激活核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬＮＦ￣κＢ)等转录因子ꎬ诱导Ⅰ型干扰素、炎症因子、趋化

因子和共刺激因子的表达和释放[４]ꎮ ＴＬＲ２ 作为 ＴＬＲ 的重要成员ꎬ在旋毛虫与宿主相互作用中发挥重要

作用ꎮ 小鼠感染旋毛虫后ꎬ其 ＴＬＲ２ 表达水平显著上调[５]ꎮ ＴｓＭＥＳＰ 能够显著上调 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ＴＬＲ２
的转录水平[６]ꎮ ＴｓＭＥＳＰ 中存在一些 ＴＬＲ２ 的配体成分[７]ꎬ然而 ＴｓＭＥＳＰ 中 ＴＬＲ２ 的结合分子具体有哪些ꎬ
其功能和作用机制仍不清楚ꎮ

本试验拟通过 Ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 试验结合质谱分析和 Ｃｏ￣ＩＰ 等方法ꎬ鉴定出 ＴｓＭＥＳＰ 中与小鼠 ＴＬＲ２ 结合的

旋毛虫蛋白ꎬ对其中 ＧＧＨ 的结合作用进行验证ꎬ并分析该蛋白对小鼠巨噬细胞免疫功能的影响ꎮ 研究结

果可为进一步了解旋毛虫对宿主先天免疫的反应机制奠定基础ꎬ并为寻找疫苗候选抗原提供新思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 试验虫株和动物　 旋毛虫为中国河南猪分离株ꎬ国际编号 ＩＳＳＳ５３４ꎬ由本课题组传代保存ꎻ健康 ６
周龄雌性 ＳＤ 大鼠ꎬ购自江苏青龙山生物科技有限公司ꎮ
１.１.２　 载体、菌种和细胞系　 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体、大肠杆菌 ＤＨ５α、ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株、人胚胎肾(ＨＥＫ２９３Ｔ)
细胞和小鼠单核巨噬细胞白血病(ＲＡＷ２６４.７)细胞均由本课题组保存ꎮ
１.１.３　 主要试剂、材料和仪器　 重组小鼠 ＴＬＲ２ 蛋白(Ｈｉｓ￣Ｔａｇ)购自北京义翘神州科技股份有限公司ꎻ抗
ＦＬＡＧ 标签和抗 ＨＡ 标签兔源抗体购自 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司ꎻ抗 Ｍｙｄ８８ 抗体、抗 Ｈｉｓ 标签抗体和抗 β￣Ｔｕｂｕｌｉｎ 抗体

均购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司ꎻ抗 ＦＬＡＧ 标签和抗 ＨＡ 标签鼠源抗体购自艾比玛特医药科技(上海)有限公司ꎻ抗
ＴＬＲ２ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＮＯ 和 ＲＯＳ 检测试剂盒购自碧云天公司ꎻＦＩＴＣ￣ｄｅｘｔｒａｎ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ抗 Ｈｉｓ
磁珠和 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ / Ｇ 磁珠购自上海翎因生物科技有限公司ꎻ内毒素去除试剂盒购自南京金斯瑞生物科技有

限公司ꎻＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂盒购自湖南艾科瑞生物工程有限公司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｅｒ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂购自南京诺唯赞生物科技有限公

司ꎻ胃蛋白酶购自上海源叶生物科技有限公司ꎻ消化液由 １０ ｇ 胃蛋白酶与 １０ ｍＬ 浓盐酸溶于去离子水后

定容至 １ Ｌ 配制ꎻ电泳仪、转印系统为 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 产品ꎻ化学发光系统为 Ｔａｎｏｎ ５２００ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＴｓＭＥＳＰ 的收集　 大鼠经口感染 ５ ０００ 条旋毛虫肌肉幼虫ꎬ３５ ｄ 后剖杀ꎮ 取全身肌肉ꎬ剪碎ꎬ加入

消化液ꎬ消化 ６ ｈ 后收集肌肉幼虫ꎬ洗净ꎬ加入 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基ꎬ调整虫体密度至 １０ ０００ ｍＬ－１ꎬ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 培养 ２４ ｈꎮ 收集上清液ꎬ透析浓缩ꎬ过滤除菌ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ分装后置于－８０ ℃保存ꎮ
１.２.２　 抗 ＴｓＭＥＳＰ 多克隆抗体的制备　 将 ３００ μｇ ＴｓＭＥＳＰ 与弗氏完全佐剂等体积混合ꎬ经乳化器充分乳

化后皮下多点注射 ＳＤ 大鼠ꎮ １４ ｄ 后将 ３００ μｇ ＴｓＭＥＳＰ 与弗氏不完全佐剂等体积混合ꎬ充分乳化后加强

免疫 １ 次ꎮ ７ ｄ 后进行第 ３ 次免疫ꎮ 第 ３ 次免疫 ７ ｄ 后采血并取血清ꎬ分装后置于－８０ ℃冰箱保存ꎮ
１.２. ３ 　 Ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 富集 ＴＬＲ２ 结合蛋白 　 将 １０ μｇ 小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域(Ｈｉｓ￣Ｔａｇ) 重组蛋白与 ８００ μｇ
ＴｓＭＥＳＰ 混合ꎬ４ ℃、旋转孵育过夜ꎮ 试验组加入偶联抗 Ｈｉｓ 抗体的磁珠ꎬ对照组加入偶联 Ｎｏｒｍａｌ ＩｇＧ 的磁

珠ꎬ４ ℃、旋转孵育过夜ꎮ 收集磁珠ꎬＰＢＳ 清洗后取出部分磁珠ꎬ加入 ＳＤＳ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀ꎬ水浴煮沸 １０
ｍｉｎꎮ 取上清液进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ剩余样品送至上海中科新生命生物科技有限公司进

行质谱检测ꎮ
１.２.４　 真核表达载体的构建　 根据小鼠 ＴＬＲ２ 基因序列(ＮＭ＿０１１９０５.３ꎬＧｅｎｅＢａｎｋ Ｎｏ.)设计胞外段引物ꎬ
上游添加 ＫｐｎⅠ酶切位点ꎬ下游添加 ＸｈｏⅠ酶切位点和 ＨＡ 标签蛋白基因序列ꎮ 根据旋毛虫 ＧＧＨ 基因序

列(ＫＲＹ３１０７８)ꎬ去除信号肽序列后设计特异性引物ꎬ上游添加 ＥｃｏＲⅠ酶切位点ꎬ下游添加 ＸｈｏⅠ酶切位

点和 ＦＬＡＧ 标签蛋白基因序列ꎮ 引物对序列 ( ｐＣＡＧＧＳ￣ＴＬＲ２ 和 ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＧＨ) 见表 １ꎮ 分别提取

ＲＡＷ２６４.７ 细胞和旋毛虫肌肉幼虫 ＲＮＡꎬ通过反转录 ＰＣＲ(ＲＴ￣ＰＣＲ)扩增目的基因ꎮ 将 ＴＬＲ２ 胞外域和

ＧＧＨ 基因片段连接到 ｐＣＡＧＧＳ 载体ꎬ阳性质粒分别命名为 ｐＣＡＧＧＳ￣ＴＬＲ２￣ＨＡ 和 ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＧＨ￣ＦＬＡＧꎮ
１.２.５　 Ｃｏ￣ＩＰ 验证结合　 重组质粒 ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＧＨ￣ＦＬＡＧ 和 ｐＣＡＧＧＳ￣ＴＬＲ２￣ＨＡ 共转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞ꎬ培养

２４ ｈ 后收集细胞ꎬ用 ＮＰ￣４０ 裂解液裂解细胞ꎮ 向细胞裂解液中分别加入 ＦＬＡＧ￣Ｔａｇ Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ、ＨＡ￣Ｔａｇ

５７８
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Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ 和 Ｎｏｒｍａｌ Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧꎬ４ ℃旋转孵育过夜ꎬ加入 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ / Ｇ 磁珠ꎬ４ ℃再孵育 ４ ｈꎮ 收集磁珠ꎬ
用 ＰＢＳ 清洗ꎬ蛋白洗脱和制样与 １.２.３ 节相同ꎮ 使用 ＦＬＡＧ￣Ｔａｇ ｍｏｕｓｅ ｍＡｂ 和 ＨＡ￣Ｔａｇ ｍｏｕｓｅ ｍＡｂ 进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎮ
表 １　 本试验中使用的 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ
引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物对序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)

ｐＣＡＧＧＳ￣ＴＬＲ２ 　 　 ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＡＧＧＡＧＴＣＴＣＴＧＴＣＡＴＧＴＧＡＴ /
　 　 ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＡＡＧＣＧＴＡＧＴＣＴＧＧＧＡＣＧＴＣＧＴＡＴＧＧＧＴＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＴＴＣＣＡＡＧＡＣＧＧＡ

ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＧＨ 　 　 ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＴＧＡＡＡＡＧＡＧＣＡＡＣＡＴＧＣＣＴ /
　 　 ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＴＧＴＣＡＴＣＧＴＣＧＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＧＧＧＧＡＡＡＡＡＡＴＡＣＴＴＴＴＣＣＴＣ

ｐＥＴ￣３２ａ￣ＧＧＨ 　 　 ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＴＧＡＡＡＡＧＡＧＣＡＡＣＡＴＧ / ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＧＧＧＡＡＡＡＡＡＴＡＣＴＴＴＴＣＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ 　 　 ＣＡＴＣＡＣＴＧＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧ / ＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧ
ＩＬ￣６ 　 　 ＡＧＡＣＡＡＡＧＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＴＣＡ / ＧＣＣＡＣＴＣＣＴＴＣＴＧＴＧＡＣＴＣＣ
ＩＬ￣１β 　 　 ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ / ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ
ＩＬ￣１０ 　 　 ＧＡＣＡＡＣＡＴＡＣＴＧＣＴＡＡＣＣＧＡＣＴＣＣ / ＴＣＣＴＴＧＡＴＴＴＣＴＧＧＧＣＣＡＴＧＣ
ＴＬＲ２ 　 　 ＣＧＴＴＧＴＴＣＣＣＴＧＴＧＴＴＧＣＴＧ / ＣＡＧＡＧＣＴＧＧＣＧＴＣＴＣＣＡＴＡＧ
Ｍｙｄ８８ 　 　 ＣＧＧＡＡＣＴＴＴＴＣＧＡＴＧＣＣＴＴＴＡＴ / ＣＡＣＡＣＡＣＡＡＣＴＴＡＡＧＣＣＧＡＴＡＧ

　 　 注:１)ＧＡＰＤＨ:甘油醛－３－磷酸脱氢酶基因 Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻＩＬ￣６:白细胞介素 ６ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６ ｇｅｎｅꎻＩＬ￣１β:
白细胞介素 １β 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １β ｇｅｎｅꎻＩＬ￣１０:白细胞介素 １０ 基因 Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １０ ｇｅｎｅꎻＴＬＲ２:Ｔｏｌｌ 样受体 ２ 基因 Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ ｇｅｎｅꎻ
Ｍｙｄ８８:髓样分化因子 ８８ 基因 Ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｇｅｎｅ ８８ ｇｅｎｅ. ２)下划线部分的序列为酶切位点ꎮ Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｓｉｔｅ.

１.２.６　 共定位分析　 将 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞接种于细胞爬片ꎬ转染操作同 １.２.５ 节ꎮ 培养 ２４ ｈꎬ固定细胞后进

行通透和封闭ꎮ 加入抗 ＨＡ 标签兔源抗体和抗 ＦＬＡＧ 标签鼠源抗体ꎬ４ ℃过夜孵育ꎮ 去除一抗ꎬ加入 ＦＩＴＣ￣
ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ Ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)和 Ｃｙ３￣ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ Ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)二抗ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ 去

除二抗后封片ꎬ使用激光共聚焦显微镜进行观察ꎮ
１.２.７　 旋毛虫 ＧＧＨ 原核表达载体的构建　 根据 ＧＧＨ 基因序列(ＫＲＹ３１０７８)去除信号肽后设计特异性引

物ꎬ上游添加 ＢａｍＨⅠ酶切位点ꎬ下游添加 ＸｈｏⅠ酶切位点ꎮ 引物对(ｐＥＴ￣３２ａ￣ＧＧＨ)序列见表 １ꎮ 通过 ＲＴ￣
ＰＣＲ 扩增目的基因ꎬ将 ＧＧＨ 基因片段连接到 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体ꎬ阳性质粒命名为 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＧＧＨꎮ
１.２.８　 蛋白的表达与纯化　 将 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＧＧＨ 转化至大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)菌株ꎬ在 Ａ 值约为 ０.６ 时加入终

浓度为 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＩＰＴＧꎬ继续培养 ５ ｈꎬ分析蛋白分布ꎮ 用镍柱纯化重组蛋白ꎬ用试剂盒去除内毒素ꎬ
ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体的标签蛋白纯化操作相同ꎮ
１.２.９　 ｒＴｓＧＧＨ 对小鼠巨噬细胞吞噬功能的影响　 调整 ＲＡＷ２６４.７ 细胞密度为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ接种 ２４ 孔

板ꎬ加入 ｒＴｓＧＧＨꎬ调整浓度为 ５、１０、２０ 和 ４０ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ同时设置 ＰＢＳ 和 ５ μｇ􀅰ｍＬ－１的 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)标签蛋

白 ２ 个对照组ꎬ每组至少 ３ 个重复ꎮ 孵育 １２ ｈꎬ加入终浓度为 ５００ μｇ􀅰ｍＬ－１ ＦＩＴＣ￣ｄｅｘｔｒａｎꎬ继续孵育 １ ｈꎮ 收

集细胞ꎬＰＢＳ 清洗后利用流式细胞仪检测平均荧光强度ꎮ
１.２.１０　 ｒＴｓＧＧＨ 对小鼠巨噬细胞 ＲＯＳ 释放的影响　 调整 ＲＡＷ２６４.７ 细胞密度为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ接种 ９６ 孔

板并加入 ｒＴｓＧＧＨꎬ分组同 １.２.９ 节ꎮ 孵育 １８ ｈ 后按照试剂盒说明检测细胞 ＲＯＳ 释放情况ꎮ
１.２.１１　 ｒＴｓＧＧＨ 对小鼠巨噬细胞 ＮＯ 分泌的影响　 调整 ＲＡＷ２６４.７ 细胞密度为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ接种 ２４ 孔

板并加入 ｒＴｓＧＧＨꎬ分组同 １.２.９ 节ꎮ 孵育 １８ ｈ 后按照试剂盒说明检测细胞 ＮＯ 分泌情况ꎮ
１.２.１２　 ｒＴｓＧＧＨ 对小鼠巨噬细胞 ＴＬＲ２ 和 Ｍｙｄ８８ ｍＲＮＡ 表达水平的影响　 调整 ＲＡＷ２６４.７ 细胞密度

为 １×１０６ ｍＬ－１ꎬ接种 １２ 孔板并加入 ｒＴｓＧＧＨꎬ分组同 １.２.９ 节ꎮ 孵育 ６ ｈꎬ提取细胞 ＲＮＡ 进行反转录 ｑＰＣＲ
(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)ꎮ 反应体系:５ μＬ ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ Ｐｒｅｍｉｘꎬ上、下游引物各 ０.２ μＬꎬ１ μＬ ｃＤＮＡ 模板ꎬ
３.６ μＬ 无酶水ꎮ 按试剂盒推荐反应程序进行 ｑＰＣＲꎬ采用 ２－ΔΔＣｔ计算 ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎮ ｑＰＣＲ 引物见

表 １ꎮ
１.２.１３　 ｒＴｓＧＧＨ 对小鼠巨噬细胞 ＴＬＲ２ 和 Ｍｙｄ８８ 蛋白表达水平的影响　 调整 ＲＡＷ２６４.７ 细胞密度为

１×１０６ ｍＬ－１ꎬ接种 １２ 孔板并加入 ｒＴｓＧＧＨꎬ分组同 １.２.９ 节ꎮ 孵育 １２ ｈ 后用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解后提取蛋白ꎬ
进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎮ
１.２.１４　 ｒＴｓＧＧＨ 对小鼠巨噬细胞部分细胞因子 ｍＲＮＡ 表达的影响　 操作同 １.２.１２ 节ꎮ 采用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ
检测 ｒＴｓＧＧＨ 刺激后 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１０ ｍＲＮＡ 表达水平的变化ꎮ 引物见表 １ꎮ
１.３　 数据处理与分析

使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２６ 软件的 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 法对数据进行方差分析和差异显著性检

６７８
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验ꎮ 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件绘图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 旋毛虫肌肉幼虫 ＥＳＰ(ＴｓＭＥＳＰ)的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

由图 １ 可见:ＴｓＭＥＳＰ 相对分子质量主要分布在(１０~１００)×１０３(图 １－Ａ 泳道 １)ꎬ收集 ＴｓＭＥＳＰ 时使用

的 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基没有观察到蛋白条带(图 １－Ａ 泳道 ２)ꎻＴｓＭＥＳＰ 可以被大鼠感染血清识别(图 １－Ｂ
泳道 ３)ꎬ而不能被阴性大鼠血清识别(图 １－Ｂ 泳道 ４)ꎮ

图 １　 ＴｓＭＥＳＰ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｓＭＥＳＰ
Ａ. ＴｓＭＥＳＰ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎻＢ. 大鼠感染血清识别 ＴｓＭＥＳＰ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎮ

Ｍ. 标准分子质量蛋白ꎻ１. ＴｓＭＥＳＰꎻ２. ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基ꎻ３. 感染旋毛虫大鼠血清ꎻ４. 阴性大鼠血清ꎮ
Ａ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ＴｓＭＥＳＰꎻＢ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ＴｓＭＥＳＰ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒａｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｅｒｕｍ.

Ｍ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ１. ＴｓＭＥＳＰꎻ２. ＲＰＭＩ￣１６４０ ｍｅｄｉｕｍꎻ３. Ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ ｓｐｉｒａｌｉｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｒａｔｓꎻ４. Ｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒａｔｓ.

２.２　 抗 ＴｓＭＥＳＰ 多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

由图 ２ 可见:抗 ＴｓＭＥＳＰ 多克隆抗体能够识别 ＴｓＭＥＳＰꎬ而阴性大鼠血清不能识别 ＴｓＭＥＳＰꎮ

图 ２　 抗 ＴｓＭＥＳＰ 多克隆抗体识别 ＴｓＭＥＳＰ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣ＴｓＭＥＳＰ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｉｎｇ ＴｓＭＥＳＰ
Ｍ. 标准分子质量蛋白ꎻ１. 抗 ＴｓＭＥＳＰ 多克隆抗体ꎻ２. 阴性大鼠血清ꎮ

Ｍ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ１. Ａｎｔｉ￣ＴｓＭＥＳＰ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙꎻ２. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒａｔ ｓｅｒｕｍ.

２.３　 旋毛虫肌肉幼虫 ＥＳＰ 与 ＴＬＲ２ 胞外域结合蛋白的分析

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 结果(图 ３)显示ꎬＰｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 试验组和对照组存在差异的蛋白条带(图 ３－Ａ 泳道 ２ 和 １)ꎮ
与使用小鼠非特异性抗体 ＩｇＧ 对照组(图 ３－Ｂ 泳道 ２ 和图 ３－Ｃ 泳道 ２)相比ꎬ使用抗 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ 抗体下拉的

蛋白复合物中检测到 ＴＬＲ２ 胞外域(图 ３－Ｂ 泳道 １)和差异的 ＥＳＰ 蛋白(图 ３－Ｃ 泳道 １)ꎮ 选取质谱结果中

仅出现在试验组中的蛋白ꎬ结合现有研究ꎬ确定了 ２８ 个候选蛋白为小鼠 ＴＬＲ２ 结合蛋白(表 ２)ꎮ

７７８
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图 ３　 ＴｓＭＥＳＰ 与 ＴＬＲ２ 结合蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｓＭＥＳＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ＴＬＲ２
　 　 Ａ. ＴｓＭＥＳＰ 与 ＴＬＲ２ Ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 蛋白复合物的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析(Ｍ. 标准分子质量蛋白ꎻ１. ＩｇＧ 对照组ꎻ２. 抗 Ｈｉｓ 抗体试验组)ꎻＢ. 抗 Ｈｉｓ￣
Ｔａｇ 抗体识别 ＴｓＭＥＳＰ 与 ＴＬＲ２ Ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 蛋白复合物(Ｍ. 标准分子质量蛋白ꎻ１. 抗 Ｈｉｓ 抗体试验组ꎻ２. ＩｇＧ 对照组)ꎻＣ. 抗 ＴｓＭＥＳＰ 多克隆抗

体识别 ＴｓＭＥＳＰ 与 ＴＬＲ２ Ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 蛋白复合物(Ｍ. 标准分子质量蛋白ꎻ１. 抗 Ｈｉｓ 抗体试验组ꎻ２. ＩｇＧ 对照组)ꎮ 箭头指示为差异条带ꎮ
Ａ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｓＭＥＳＰ ａｎｄ ＴＬＲ２ ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ (Ｍ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ１. ＩｇＧ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ２. Ｈｉｓ￣

Ｔａｇ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐ)ꎻＢ. Ｈｉｓ￣Ｔａｇ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｓ ＴｓＭＥＳＰ ａｎｄ ＴＬＲ２ ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ (Ｍ. Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ１. Ｈｉｓ￣Ｔａｇ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐꎻ２. ＩｇＧ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)ꎻＣ. Ａｎｔｉ￣ＴｓＭＥＳＰ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｓ ＴｓＭＥＳＰ
ａｎｄ ＴＬＲ２ ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ (Ｍ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ１. Ｈｉｓ￣Ｔａｇ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｅｓｔ ｇｒｏｕｐꎻ２. ＩｇＧ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ) . Ｔｈｅ
ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂａｎｄｓ.

表 ２　 与小鼠 ＴＬＲ２ 结合的候选蛋白 ＴｓＭＥＳＰ
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ＴｓＭＥＳＰ ｔｈａｔ ｂｉｎｄ ｔｏ ｍｏｕｓｅ ＴＬＲ２

序号
Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

蛋白名称
Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ

相对分子质量 / １０３

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ

１ Ａ０Ａ０Ｖ１ＢＢＱ６ 未表征蛋白 Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ９５.１

２ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｂ５Ａ１ 脂质结合血清糖蛋白 Ｃ 末端结构域蛋白(片段)
Ｌｉｐｉｄ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) ６６.４

３ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｂ２１０ 叶酸 γ－谷氨酰水解酶(片段) Ｆｏｌａｔｅ ｇａｍｍａ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) ３６.８
４ Ａ０Ａ０Ｖ１ＢＺ３５ 丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｂ９ Ｓｅｒｐｉｎ Ｂ９ ６６.５
５ Ａ０Ａ０Ｖ１ＢＬＳ５ 未表征蛋白 Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １７.０
６ Ａ０Ａ０Ｖ１ＡＵＢ１ 推测的肌球蛋白调节轻链 Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｍｙｏｓｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ １１７.３
７ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｂ３Ｒ３ ＷＡＰ 结构域蛋白(片段)ＷＡＰ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) １３.４
８ Ａ０Ａ０Ｖ１ＢＸＶ２ Ｄｐｐ 拮抗蛋白 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｔｈｅｒｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｄｐｐ ２８４.６
９ Ｑ２７０７３ ４３ ｋＤ 分泌型糖蛋白 ４３ ｋＤ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ３７.７
１０ Ａ０Ａ０Ｖ１ＢＭ６８ 白细胞弹性蛋白酶抑制剂 Ｃ(片段)Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｅｌａｓｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｃ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) ４３.５
１１ Ａ０Ａ４８１ＷＸＦ８ 普兰西毒素 １(片段) Ｐｌａｎｃｉｔｏｘｉｎ １ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) ４０.０
１２ Ａ０Ａ０Ｖ１ＡＷＱ４ 推测的酸性磷酸酶 ５ Ｐｕｔａｔｉｖｅ ａｃｉｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ５ １１３.１
１３ Ｅ５Ｓ１７１ 延伸因子 ２ Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ ９９.１
１４ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｂ１Ｍ０ 含 Ａｐｐｌｅ 结构域蛋白 Ａｐｐｌｅ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ６７.６
１５ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｂ００１ 前列蛋白酶(片段) Ｐｒｏｓｔａｓｉｎ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) ２９.６
１６ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｂ６Ｎ９ 含未知功能 ＤＢ 结构域蛋白 Ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｕｎｋｎｏｗｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ＤＢ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ２６.６
１７ Ｅ５ＳＰＲ９ 小核糖体亚基蛋白 ＵＳ４ Ｓｍａｌｌ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｓｕｂｕｎｉｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＵＳ４ ２２.６
１８ Ａ０Ａ０Ｖ１ＢＮ６４ 小核核糖核蛋白 Ｓｍ Ｄ３ Ｓｍａｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｍ Ｄ３ １２.３
１９ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｃ０９０ 棕榈酰蛋白硫酯酶 １(片段) Ｐａｌｍｉｔｏｙｌ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅ １ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) ３１.５
２０ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｂ１Ａ４ ＴＢＣ１ 结构域家族成员 ３０ ＴＢＣ１ ｄｏｍａｉｎ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ３０ １５９.１
２１ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｂ３Ｖ５ 含 ＥＢ 结构域蛋白(片段) ＥＢ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) １６.９
２２ Ａ０Ａ０Ｖ１Ｃ１Ｊ７ Ｐ５３ 和 ＤＮＡ 损伤调节蛋白 １ Ｐ５３ ａｎｄ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ １５.１
２３ Ａ０Ａ０Ｖ１ＢＣ２３ 分泌型卷曲相关蛋白 ５(片段) Ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｉｚｚｌｅｄ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ５ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) ３９.１
２４ Ａ０Ａ０Ｖ１ＡＹ８８ 液泡蛋白分选相关蛋白 ４５ Ｖａｃｕｏｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｒｔｉｎｇ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ４５ １３７.０
２５ Ａ０Ａ０Ｖ１ＢＢ９６ 膜突蛋白 /埃兹蛋白 /根蛋白同源物 １ Ｍｏｅｓｉｎ / ｅｚｒｉｎ / ｒａｄｉｘｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ １ ７４.３
２６ Ｑ９６１Ｘ６ 热休克蛋白 ７０(片段) Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０ (Ｆｒａｇｍｅｎｔ) ６８.７
２７ Ａ０Ａ０Ｖ１ＢＪ７１ ５－甲基胞嘧啶 ｒＲＮＡ 甲基转移酶 ＮＳＵＮ４ ５￣ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ ｒＲＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＮＳＵＮ４ ８１.４
２８ Ｃ９ＤＴＹ３ １４￣３￣３ 蛋白 １４￣３￣３ ｐｒｏｔｅｉｎ ２８.２
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２.４　 旋毛虫 ＧＧＨ 和小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域真核表达载体的构建

由图 ４ 可见:旋毛虫 ＧＧＨ 和小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域基因 ＰＣＲ 扩增产物与预期大小一致ꎮ 重组质粒

ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＧＨ￣ＦＬＡＧ 和 ｐＣＡＧＧＳ￣ＴＬＲ２￣ＨＡ 经双酶切后ꎬ观察到载体片段和目的基因片段ꎮ

图 ４　 旋毛虫 ＧＧＨ 和小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域真核表达载体的构建

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｆｏｒ Ｔ􀆰 ｓｐｉｒａｌｉｓ ＧＧＨ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ＴＬＲ２ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ
　 　 Ｍ. ＤＮＡ 标准品ꎻ１. 旋毛虫 ＧＧＨ 基因的 ＰＣＲ 产物ꎻ２. 小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域基因的 ＰＣＲ 产物ꎻ３. 双酶切的 ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＧＨ￣ＦＬＡＧ 质粒ꎻ
４. 双酶切的 ｐＣＡＧＧＳ￣ＴＬＲ２￣ＨＡ 质粒ꎮ

Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｔ􀆰 ｓｐｉｒａｌｉｓ ＧＧＨ ｇｅｎｅꎻ２. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＴＬＲ２ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎ ｇｅｎｅꎻ３. Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ￣
ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＧＨ￣ＦＬＡＧ ｐｌａｓｍｉｄꎻ４. Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ￣ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐＣＡＧＧＳ￣ＴＬＲ２￣ＨＡ ｐｌａｓｍｉｄ.

２.５　 旋毛虫 ＧＧＨ 与小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域结合的验证

图 ５　 Ｃｏ￣ＩＰ 验证旋毛虫 ＧＧＨ 与小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域相结合

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｔ􀆰 ｓｐｉｒａｌｉｓ ＧＧＨ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ
ＴＬＲ２ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎｓ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｂｙ Ｃｏ￣ＩＰ

如图 ５ 所示:使用 ＦＬＡＧ 抗体进行 Ｃｏ￣ＩＰ 时可

以同时检测到 ＧＧＨ￣ＦＬＡＧ 和 ＴＬＲ２￣ＨＡꎬ使用 ＨＡ
抗体进行 Ｃｏ￣ＩＰ 时也可以同时检测到 ＴＬＲ２￣ＨＡ
和 ＧＧＨ￣ＦＬＡＧꎬ而使用非特异性抗体 ＩｇＧ 进行

Ｃｏ￣ＩＰ 时没有检测到条带ꎮ 以上结果表明ꎬ旋毛

虫 ＧＧＨ 能结合小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域ꎮ
２.６　 旋毛虫 ＧＧＨ 与小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域共定位

从图 ６ 可知ꎬ将重组真核质粒共转染进细胞

中ꎬ可观察到 ＧＧＨ(绿色)和 ＴＬＲ２ 胞外域(红色)
主要表达在胞质内ꎬ存在较强的共定位荧光(黄色)ꎬ共定位系数为 ０.８８ꎬ横断面的荧光分布曲线相似ꎬ表
明 ＧＧＨ 与 ＴＬＲ２ 胞外域存在较强的共定位关系ꎮ
２.７　 旋毛虫 ＧＧＨ 基因的克隆表达

双酶切鉴定重组质粒 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＧＧＨꎬ在相应位置分别观察到载体与目的基因条带(图 ７－Ａ)ꎻｒＴｓＧＧＨ
蛋白主要以包涵体形式存在(图 ７－Ｂ 泳道 ３)ꎬ纯化后的 ｒＴｓＧＧＨ 和 ｐＥＴ￣３２ａ 载体标签蛋白纯度较好(图 ７－Ｂ
泳道 ４ 和 ５)ꎬｒＴｓＧＧＨ 能够被抗 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ 抗体识别(图 ７－Ｃ)ꎮ
２.８　 ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞功能的影响

从图 ８ 可以看出:ｒＴｓＧＧＨ 能够显著促进巨噬细胞的吞噬功能ꎬ２０ μｇ􀅰ｍＬ－１时促进效果最显著(图 ８－Ａꎬ
Ｐ<０.０５)ꎮ 同时ꎬｒＴｓＧＧＨ 能够以浓度依赖性方式显著促进 ＲＯＳ 和 ＮＯ 的产生(图 ８－Ｂ、ＣꎬＰ<０.０５)ꎮ
２.９　 ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞 ＴＬＲ２ 和 Ｍｙｄ８８ 表达水平的影响

由图 ９ 可知:ｒＴｓＧＧＨ 能够显著上调巨噬细胞 ＴＬＲ２ 和 Ｍｙｄ８８ ｍＲＮＡ 相对表达水平ꎬ在 ４０ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ对
ＴＬＲ２ 和 Ｍｙｄ８８ ｍＲＮＡ 相对表达水平的促进作用最显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 同时ꎬ ｒＴｓＧＧＨ 能够上调巨噬细胞

ＴＬＲ２ 和Ｍｙｄ８８ 蛋白表达水平ꎬ在 １０ 和 ４０ μｇ􀅰ｍＬ－１时能够显著上调 ＴＬＲ２ 蛋白表达水平(Ｐ<０.０５)ꎬ在 ５ 和

１０ μｇ􀅰ｍＬ－１时能够显著上调 Ｍｙｄ８８ 蛋白表达水平(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.１０　 ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞部分细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

由图 １０ 可知:ｒＴｓＧＧＨ 能够显著上调巨噬细胞 ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１０ ｍＲＮＡ 水平ꎮ 在 ５ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ对
ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 促进表达效果最显著(Ｐ<０.０５)ꎬ在 ４０ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ对 ＩＬ￣６ 和 ＩＬ￣１０ ｍＲＮＡ 的促进表达效果最

显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
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图 ６　 旋毛虫 ＧＧＨ 与小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域共定位结果

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔ􀆰 ｓｐｉｒａｌｉｓ ＧＧＨ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ＴＬＲ２ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎｓ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
　 　 Ａ. 共转染后通过激光共聚焦显微镜观察旋毛虫 ＧＧＨ 和小鼠 ＴＬＲ２ 胞外域在 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞中的定位情况(细胞

核使用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色ꎬＴＬＲ２ 使用 Ｃｙ３ 进行标记ꎬＧＧＨ 使用 ＦＩＴＣ 进行标记ꎬ在对应的激发波长下分别呈现蓝色、
红色和绿色)ꎻＢ. 通过荧光强度分析共定位情况ꎬ红色曲线代表 ＴＬＲ２ 胞外域荧光分布ꎬ绿色曲线代表旋毛虫 ＧＧＨ 荧

光分布ꎮ 左图为共定位散点图ꎬ右图为荧光强度分布曲线图ꎮ
Ａ. Ａｆｔｅｒ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ􀆰 ｓｐｉｒａｌｉｓ ＧＧＨ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ＴＬＲ２ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｓ

ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｓｉｎｇ ｌａｓｅｒ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ(Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｉｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ꎬＴＬＲ２ ｉｓ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｙ３ꎬａｎｄ ＧＧＨ ｉｓ
ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ＦＩＴＣꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｈｏｗｉｎｇ ｂｌｕｅꎬ ｒｅｄꎬ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ)ꎻＢ. Ｔｈｅ ｃｏ￣
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎬｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｒｅｄ ｃｕｒｖｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ２
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｏｍａｉｎꎬａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｅｅｎ ｃｕｒｖｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｔ􀆰 ｓｐｉｒａｌｉｓ ＧＧＨ. Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｉｍａｇｅ ｉｓ ａ
ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔꎬａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｉｍａｇｅ ｉｓ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｐｒｏｆｉｌｅ ｐｌｏｔ.

图 ７　 旋毛虫 ＧＧＨ 基因的克隆表达

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｔ􀆰 ｓｐｉｒａｌｉｓ ＧＧＨ ｇｅｎｅ
　 　 Ａ. 双酶切的 ｐＥＴ￣３２ａ￣ＧＧＨ 质粒ꎻＢ. ｒＴｓＧＧＨ 和 ｐＥＴ￣３２ａ( ＋)载体标签蛋白的纯化ꎻＣ. 抗 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ 抗体识别纯化的

ｒＴｓＧＧＨꎮ
Ｍ. 标准分子质量蛋白ꎻ１. 全菌裂解液ꎻ２. ｒＴｓＧＧＨ 在上清液的分布ꎻ３. ｒＴｓＧＧＨ 在包涵体的分布ꎻ４. 纯化的 ｒＴｓＧＧＨ 蛋

白ꎻ５. 纯化的 ｐＥＴ￣３２ａ(＋)载体标签蛋白ꎻ６. 抗 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ 抗体识别纯化的 ｒＴｓＧＧＨꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ￣ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐＥＴ￣３２ａ￣ＧＧＨ ｐｌａｓｍｉｄꎻＢ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐＥＴ￣３２ａ (＋) ｖｅｃｔｏｒ ｔａｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎻＣ. Ｈｉｓ￣

Ｔａｇ ｍＡｂ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｓ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒＴｓＧＧＨ.
Ｍ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ１. Ｗｈｏｌｅ￣ｃｅｌｌ ｌｙｓａｔｅꎻ２. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ３. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ

ｒＴｓＧＧＨ ｉｎ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｉｅｓꎻ ４. Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒＴｓＧＧＨ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ５. Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐＥＴ￣３２ａ ( ＋) ｖｅｃｔｏｒ ｔａｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ６. Ａｎｔｉ Ｈｉｓ￣Ｔａｇ ｍＡｂ
ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｓ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｒＴｓＧＧＨ.
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图 ８　 ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞功能的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
　 　 Ａ. ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞吞噬功能的影响ꎻＢ. ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞 ＲＯＳ 表达的影响ꎻＣ. ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞 ＮＯ 表达的影响ꎮ

采用 ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 法对各组进行组间差异分析ꎮ 相同字母表示差异不显著(Ｐ>０.０５)ꎬ不同字母表示差异显著

(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈａｇｏｃｙｔｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌｓꎻＢ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｏｎ ＲＯＳ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌｓꎻ

Ｃ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｏｎ ＮＯ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌｓ.
Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ｍｅａｎｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

(Ｐ>０.０５)ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ９　 ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞 ＴＬＲ２ 和 Ｍｙｄ８８ 表达水平影响

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＬＲ２ ａｎｄ Ｍｙｄ８８ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
　 　 Ａ. ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ 相对表达水平的影响ꎻＢ. ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞 Ｍｙｄ８８ ｍＲＮＡ 相对表达水平的影

响ꎻＣ. ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞 ＴＬＲ２ 和 Ｍｙｄ８８ 蛋白表达水平的影响与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 半定量分析ꎮ
Ａ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎻＢ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｍｙｄ８８ ｍＲＮＡ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎻＣ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＬＲ２ ａｎｄ Ｍｙｄ８８ ｉｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

图 １０　 ｒＴｓＧＧＨ 对巨噬细胞细胞因子 ｍＲＮＡ 表达水平的影响

Ｆｉｇ􀆰 １０　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒＴｓＧＧＨ ｏｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
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３　 讨论

排泄分泌蛋白在寄生虫与宿主的相互作用中发挥重要作用[８－９]ꎮ ＴｓＭＥＳＰ 能够通过诱导 Ｔ 细胞极化、
抑制树突状细胞成熟、选择性活化 Ｂ 细胞、调节巨噬细胞表型和抑制中性粒细胞胞外诱捕网(ＮＥＴ)释放

等方式来调节宿主的免疫功能ꎬ确保虫体的长期定殖[１０－１３]ꎬ其中某些蛋白可能具有作为疫苗候选抗原的

潜力ꎮ ＴＬＲ 是最早发现的 ＰＲＲꎬ属于Ⅰ型跨膜蛋白ꎬ分为胞外域、胞浆区和跨膜区 ３ 部分ꎬ其中胞外域部

分可以选择性识别 ＰＡＭＰꎬ将信号传导至胞内发挥相应的免疫功能[１４－１５]ꎮ
本研究首先利用 Ｐｕｌｌ￣ｄｏｗｎ 试验结合质谱分析ꎬ选取质谱结果中仅出现在试验组中的蛋白ꎬ得到 ２６ 个

可能与 ＴＬＲ２ 结合的蛋白ꎬ再结合现有的研究结果ꎬ旋毛虫 １４￣３￣３ 和 ＨＳＰ７０ 蛋白可能结合小鼠

ＴＬＲ２[１６－１８]ꎬ最终确定了 ２８ 个候选蛋白ꎮ 这些蛋白参与生命活动的各个过程ꎬ包括抗感染反应、炎症调节、
细胞凋亡和蛋白修饰等ꎮ 研究发现 １４￣３￣３ 蛋白能够通过 ＴＬＲ２ 抑制 ＮＦ￣κＢ 活性[１６]ꎬ堆型艾美耳球虫

１４￣３￣３ 蛋白能够与鸡 ＴＬＲ２Ａ 结合[１７]ꎬ重组的旋毛虫 １４￣３￣３ 蛋白能够刺激小鼠产生高水平的 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２
型细胞因子ꎬ对小鼠肌肉幼虫减虫率达 ４６.２％[１９]ꎮ ＨＳＰ７０ 蛋白可以通过 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ 激活树突状细胞ꎬ
诱导针对旋毛虫的保护性免疫[１８]ꎮ 丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｂ９ 和白细胞弹性蛋白酶抑制剂 Ｃ 都是丝氨酸蛋

白酶抑制剂家族成员ꎬ丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｂ９ 可以抑制颗粒酶 Ｂ 对细胞的损伤[２０]ꎬ白细胞弹性蛋白酶抑

制剂 Ｃ 主要在慢性炎症和肠道疾病中发挥作用[２１]ꎮ 前列蛋白酶是上皮钠通道的刺激剂ꎬ具有胰酶样活

性ꎬ能够通过增强细胞程序性死亡－配体 １(ＰＤ￣Ｌ１)的表达ꎬ抑制 ＬＰＳ 诱导的炎症反应[２２－２３]ꎮ 延伸因子 ２
是保守的蛋白质合成调节因子ꎬ显著影响细胞毒性 Ｔ 淋巴细胞(ＣＴＬ)的功能[２４]ꎮ Ｐｌａｎｃｉｔｏｘｉｎ １ 具有核酸

酶活性[２５]ꎬ旋毛虫可以通过分泌 Ｐｌａｎｃｉｔｏｘｉｎ １ 蛋白ꎬ降解中性粒细胞 ＮＥＴꎬ从而逃避宿主免疫[２６]ꎮ Ｐ５３ 和

ＤＮＡ 损伤调节蛋白 １ 在调节 ＤＮＡ 损伤和细胞程序性死亡等方面发挥作用[２７]ꎬ能够通过 ＭＥＫ / ＥＲＫ / ＣＤ４４
通路促进细胞的增殖和迁移[２８]ꎮ 分泌型卷曲相关蛋白 ５ 能够抑制 Ｗｎｔ 通路ꎬ调节代谢ꎬ发挥抗炎作

用[２９]ꎮ ５－甲基胞嘧啶 ｒＲＮＡ 甲基转移酶 ＮＳＵＮ４ 是秀丽隐杆线虫(Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ)线粒体中多位点

特异性 ｔＲＮＡ / ｒＲＮＡ 甲基转移酶ꎬ在 ＲＮＡ 胞嘧啶的甲基化中发挥作用[３０]ꎮ ＧＧＨ 是叶酸代谢途径的关键

酶ꎬ维持着细胞内叶酸的稳态ꎬ影响着 ＤＮＡ 甲基转移酶活性ꎬ在生物 ＤＮＡ 合成、甲基化、细胞增殖和细胞

修复中起着关键作用[３１]ꎮ ＧＧＨ 可以通过影响癌细胞对 ５－氟尿嘧啶和甲氨蝶呤的化学敏感性ꎬ抑制癌细

胞的生长[３２－３３]ꎮ
本试验首先对 ＧＧＨ 蛋白进行了验证ꎬ通过双向 Ｃｏ￣ＩＰ 再结合荧光共定位的结果ꎬ确定其为 ＴＬＲ２ 结合

蛋白ꎮ 目前有关 ＧＧＨ 的研究大多集中在人类癌症方面ꎬ在寄生虫免疫方面的研究还比较少ꎬ但叶酸代谢

途径中的其他关键酶已经在抗寄生虫感染方面有了广泛的研究和应用ꎮ 基于抑制叶酸代谢途径中的二氢

叶酸还原酶和二氢蝶酸合酶开发的 Ｆａｎｓｉｄａｒ(磺胺多辛－乙胺嘧啶复方制剂)曾是治疗疟疾的主要化学药

物[３４－３５]ꎮ 二氢叶酸还原酶－胸苷酸合成酶和蝶啶还原酶是开发抗非洲锥虫病药物的潜在位点[３６]ꎮ ＧＧＨ
在旋毛虫与宿主相互作用中发挥的具体作用仍有待进一步研究ꎮ

巨噬细胞是动物机体重要的免疫细胞ꎬ在先天免疫和获得性免疫中都发挥着重要作用[３７－３８]ꎬ
ＲＡＷ２６４.７ 是理想的巨噬细胞体外模型ꎬ已被广泛用于各种巨噬细胞的研究ꎮ ＲＯＳ 和 ＮＯ 具有重要的生

物学作用ꎬ包括传导信号、影响代谢、调节炎症、直接杀伤病原体等[３９－４１]ꎬ是宿主抵抗寄生虫侵入的重要手

段ꎮ 大鼠能够通过增加 ＮＯ 分泌ꎬ阻断日本血吸虫(Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ)的寄生[４２]ꎮ ＲＯＳ 能够杀伤利什

曼原虫(Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ ｓｐｐ.)和恶性疟原虫(Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ)ꎬ保护宿主[４３－４４]ꎮ
大多数 ＴＬＲ 识别到配体后都是通过 Ｍｙｄ８８ 进行信号传导ꎬ激活下游通路(如 ＮＦ￣κＢ)ꎬ从而刺激细胞

因子的释放[４５－４６]ꎮ ｒＴｓＧＧＨ 能够通过 ＴＬＲ２ / Ｍｙｄ８８ 途径激活下游通路ꎬ上调 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１０ ｍＲＮＡ 的表

达ꎮ ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣６ 是重要的促炎因子ꎬ在抗寄生虫感染中发挥重要作用ꎮ 嘌呤能受体 Ｐ２Ｘ７ 能够通过激活

ＮＦ￣κＢ / ＮＬＲＰ３ / ＩＬ￣１β 通路介导抗旋毛虫的免疫保护[４７]ꎬＩＬ￣６ 在小鼠抗丝虫感染早期发挥重要作用ꎬ缺乏

ＩＬ￣６ 的小鼠ꎬ丝虫负荷数显著增多[４８]ꎮ ＩＬ￣１０ 属于调节性细胞因子ꎬ能抑制多种炎性因子产生和释放ꎬ平
衡免疫功能ꎬ避免过度的炎症反应造成机体损伤[４９]ꎮ 上述试验结果说明 ｒＴｓＧＧＨ 能够激活巨噬细胞ꎬ影
响宿主的免疫功能ꎬ调控炎症反应进行ꎬ在旋毛虫与宿主的相互作用中发挥重要作用ꎮ

综上ꎬ本研究证实旋毛虫 ＧＧＨ 是小鼠 ＴＬＲ２ 的结合蛋白ꎬ能够通过 ＴＬＲ２ / Ｍｙｄ８８ 影响下游通路ꎬ调节

免疫反应ꎬ是有效的免疫调节分子ꎬ具有进一步研究的潜力ꎮ
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