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新孢子虫天冬氨酰蛋白酶ASP5功能研究
张云瀚,李新,王晓岑,张旭,张西臣,宫鹏涛,张楠,李建华,杜博亚*

(吉林大学动物医学学院,吉林长春
 

130062)

【摘要】 目的 制备抗新孢子虫NcASP5多克隆抗体,对 NcASP5蛋白进行亚细胞定位;构建 NcASP5基因敲除虫株

(△NcASP5),探究NcASP5蛋白在虫体入侵、生长及致病中的作用。 方法 原核表达 NcASP5蛋白,纯化后免疫小

鼠,制备抗NcASP5蛋白多克隆抗体,免疫荧光法观察NcASP5蛋白亚细胞定位;运用CRISPR-cas9技术构建△NcASP5
虫株,通过噬斑试验、入侵试验、增殖试验、逸出试验和动物试验探究 NcASP5蛋白在虫体入侵、生长及致病中的作用。

 结果 成功制备抗NcASP5蛋白多克隆抗体,免疫荧光法观察NcASP5蛋白定位于虫体细胞质;成功构建△NcASP5
虫株,其噬斑面积、入侵率和逸出率与野生虫株比较差异均无统计学意义(均P>0.05),增殖率△NcASP5虫株在含1
个与8个速殖子的纳虫空泡的数量所占百分比差异有统计学意义(P<0.05)。与感染野生虫株小鼠相比,感染

△NcASP5虫株小鼠死亡时间延长2~4
 

d,组织中荷虫量差异无统计学意义(P>0.05)。 结论 敲除NcASP5基因对

新孢子虫虫体增殖有显著影响,而对虫体的生长、入侵及毒力等无显著影响,这为揭示新孢子虫致病机制和新孢子虫病

防控提供了理论依据。
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【Abstract】 Objective Preparation
 

of
 

anti-Neospora
 

NcASP5
 

polyclonal
 

antibody
 

and
 

subcellular
 

localization
 

of
 

NcASP5
 

protein;construction
 

of
 

NcASP5
 

knockout
 

strain
 

(ΔNcASP5)
 

and
 

investigation
 

of
 

the
 

role
 

of
 

NcASP5
 

protein
 

in
 

parasite
 

invasion,growth
 

and
 

pathogenesis. Methods The
 

NcASP5
 

protein
 

was
 

expressed
 

in
 

the
 

nucleus,purified
 

and
 

immunized
 

in
 

mice,and
 

anti-NcASP5
 

polyclonal
 

antibodies
 

were
 

prepared.
 

The
 

subcellular
 

localization
 

of
 

NcASP5
 

protein
 

was
 

observed
 

by
 

immunofluorescence;the
 

△NcASP5
 

strain
 

was
 

constructed
 

by
 

CRISPR-cas9
 

technology,and
 

the
 

role
 

of
 

NcASP5
 

protein
 

in
 

the
 

invasion,growth
 

and
 

pathogenesis
 

of
 

the
 

parasite
 

was
 

investigated
 

by
 

spot-eating
 

assay,invasion
 

assay,proliferation
 

assay,escape
 

assay
 

and
 

animal
 

assay. Results The
 

anti-NcASP5
 

protein
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

successfully
 

prepared
 

and
 

the
 

NcASP5
 

protein
 

was
 

localized
 

in
 

the
 

cytoplasm
 

of
 

the
 

parasite
 

by
 

immunofluorescence;the
 

△NcASP5
 

strain
 

was
 

successfully
 

constructed
 

and
 

the
 

differences
 

in
 

phagocytic
 

area,invasion
 

rate
 

and
 

escape
 

rate
 

were
 

not
 

statistically
 

significant
 

when
 

compared
 

with
 

the
 

wild-type
 

strain
 

(all
 

P>0.05),and
 

the
 

proliferation
 

rate
 

of
 

the
 

△NcASP5
 

strain
 

was
 

statistically
 

significant
 

in
 

the
 

number
 

of
 

nacreous
 

vacuoles
 

containing
 

one
 

versus
 

eight
 

tachyzoites
 

The
 

difference
 

in
 

percentage
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
 

Mice
 

infected
 

with
 

the
 

ΔNcASP5
 

strain
 

had
 

a
 

2-4
 

d
 

longer
 

time
 

to
 

death
 

compared
 

to
 

mice
 

infected
 

with
 

the
 

wild-type
 

strain,and
 

the
 

difference
 

in
 

the
 

amount
 

of
 

holothuria
 

in
 

the
 

tissues
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05). Conclusion Knockdown
 

of
 

the
 

NcASP5
 

gene
 

had
 

a
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

Neospora,but
 

not
 

on
 

the
 

growth,invasion
 

and
 

virulence
 

of
 

the
 

worm,which
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

unraveling
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

Neospora
 

and
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

Neospora.
【Key

 

words】 Neospora
 

caninum;NcASP5;CRISPR-cas9;function
 

of
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 *新孢子虫(Neospora
 

caninum)是顶复亚门原虫,
在宿主的有核细胞内寄生,由新孢子虫引起的新孢子

虫病在世界各地均有分布。犬科动物是新孢子虫的终

末宿主,牛、羊、鹿、马、犬、兔等多种动物是新孢子虫的

中间宿主[1-2],其中对牛的危害不容忽视,严重影响养

牛业的健康发展[3]。新孢子虫主要寄生在动物的脑、
肌肉和肝脏等组织,可引起母畜的生殖障碍、流产、死

胎、木乃伊胎[4-5]和幼畜脑膜炎及运动障碍等,使养殖

业经济损失巨大[6]。
新孢子虫致病机制是疫苗和药物研究的基础[7],
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目前仍缺乏防治新孢子虫的有效药物及商品化疫苗,
主要是由于人们对新孢子虫与感染宿主之间的免疫机

制尚不完全清楚。随着研究的深入,越来越多的虫体

蛋白如致密颗粒蛋白[8-10]和虫体表面抗原[11]等参与新

孢子虫对宿主细胞的入侵过程、纳虫空泡形成等致病

过程,蛋白功能研究成为新孢子虫病防治研究的热点。
天冬氨酰蛋白酶5(aspartyl

 

protease,ASP5)是一

种真核动物体内常见的蛋白水解酶,主要参与生物体

新陈代谢以及生物调控作用[12-13]。在顶复门原虫,如
疟原虫[14]、锥虫[15]、弓形虫[16]和隐孢子虫[17]等体内,

ASP5主要参与虫体外分泌蛋白的转运以及结构变化

等。在寄生虫病防治中,ASP5是一种寄生虫药物靶

点蛋白[18],但鲜有关于新孢子虫ASP5功能的研究报

道。
本研究拟制备抗新孢子虫NcASP5多克隆抗体,

对NcASP5蛋白进行亚细胞定位,并构建NcASP5基

因敲除虫株(△NcASP5),探究 NcASP5蛋白在虫体

入侵、生长及致病中的作用。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞与虫株 VERO细胞系、HTERT细胞系

及新孢子虫速殖子来源于本实验室。

1.2 主要试剂 PrimeSTAR
 

Max
 

DNA
 

Polymerase
与 DL10,000

 

DNA
 

Marker购自日本 TAKARA 公

司;6×Protein
 

Loading
 

Buffer及Blue
 

Plus
 

II
 

Protein
 

Marker(14-120kDa)购自北京全式金生物技术有限公

司;PCR产物回收试剂盒购自生工生物工程股份有限

公司;质粒小提试剂盒、无内毒素质粒小提中量试剂盒

购 自 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司;Q5Site-Directed
 

Mutagenesis
 

Kit购自英国 Biolabs公司;胎牛血清

(FBS)购自美国BI公司;TRIzol和DAPI购自美国

Life
 

Technologies公司;吉林省库美生物科技有限公

司提供引物合成服务。

2 方法

2.1 细胞培养与新孢子虫速殖子培养 在 HTERT
细胞培养瓶中加入含有12%FBS的DMEM培养基进

行培养,在 VERO细胞培养瓶中加入含有10%FBS
的1640培养基进行培养。细胞贴壁长满后使用胰酶

进行传代。接种新孢子虫速殖子后 HTERT细胞改

换为含有1%FBS的DMEM 培养基培养;VERO细

胞改换为1%FBS的1640培养基培养。

2.2 抗NcASP5蛋白多克隆抗体的制备 待大部分

新孢子虫从细胞中逸出,纯化后提取总RNA,使用试

剂盒反转录成cDNA,通过PCR扩增 NcASP5基因,
上下游引物分别为NcASP5-F:5'-CCGGAATTCTCT

CTCTCGCCGGAATTCTCTCTCTCGAATGACGC
CGCC-3';NcASP5-R:5'-CCCAAGCTTTGGGGAAC
AAGCTGCTC-3'。回收扩增产物,将产物双酶切后,
与pET-28a表达载体相连接,转入 DH5α感受态细

胞,提质粒后分别进行PCR鉴定、双酶切鉴定及送测

鉴定。将 鉴 定 正 确 的 质 粒 转 入 表 达 菌 Transetta,

IPTG诱导后通过SDS-PAGE和 Western
 

blot对表

达的重组蛋白进行鉴定。将重组蛋白纯化后,首次免

疫用 纯 化 蛋 白 与 弗 氏 完 全 佐 剂 混 合 后 皮 下 注 射

BALB/c小鼠,二免三免用纯化蛋白与弗氏不完全佐

剂混合后皮下注射,三次免疫之间分别间隔14、7、7
 

d,
三免后采血收集血清。

2.3 NcASP5蛋白在虫体中的定位 在24孔板的圆

形盖玻片上加入 HTERT细胞,待细胞单层长满后加

入纯化后的速殖子,24
 

h后向圆形盖玻片中加入多聚

甲醛进行固定,随后依次使用Triton×100溶液进行

透化,3%BSA进行封闭。用BSA稀释抗NcASP5蛋

白多克隆抗体作为一抗对圆形盖玻片进行孵育;以

BSA稀释的羊抗鼠荧光标签IgG作为二抗孵育圆形

盖 玻 片,我 们 采 用 间 接 免 疫 荧 光 的 方 法 来 确 定

NcASP5蛋白定位。

2.4 基因敲除质粒的构建和DHFR同源重组基因片

段制 备 使用 ToxoDB网站(https://toxodb.org/

toxo/app/)查询 NcASP5基因序列,筛选包含PAM
序列 的 前 间 隔 序 列,通 过 NEBaseChanger 网 站

(https://nebasechanger.neb.com/)设计protospacer
前后同源序列(引物序列见表1);利用Q5点突变试剂

盒合成Nc-pSAG1-Cas9:U6-SgUPRT-NcASP5载体,
通过PCR及测序鉴定。通过数据库查询NcASP5基

因信息,在其开放阅读框前后5􀆳和3􀆳UTR区分别设

计引物,在所设计引物的5􀆳端插入DHFR序列。以

pNC-DHFR为模板设计引物(引物序列见表1),进行

PCR扩增。将产物进行回收,测序鉴定。

表
 

1 NcASP5基因敲除质粒构建和DHFR同源重组基因片段制备
所用引物

Table
 

1 The
 

primers
 

for
 

construction
 

of
 

NcASP5
 

gene
 

knockout
plasmids

 

and
 

DHFR
 

homologous
 

recombinant
 

gene
 

fragments
引物名称
Primer

序列(5'-3')
Sequence

NcASP5-CRISPR
F:CACGGCTCTAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
R:CTCTGAAGACAAACAACAATGTCCCTTTG

NcASP5-DHFR

F:GCAGCGTCTGTCGTCTCCTAGACAAGTTTGT
ACAAAAAAGCAGGCT

R:ACACACGCGCATGGTTAGAGACCACTTTGT
ACAAGAAAGCTGGGT

2.5 NcASP5基因敲除虫株(△NcASP5)的构建及鉴

定 将6
 

μg重组质粒与2
 

μg同源重组片段混匀后加

入100
 

μL
 

Cytomix缓冲液中。将新孢子虫速殖子纯
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化计数并稀释至1×107 个/300
 

μL,与上述溶液混匀。
将4

 

mm电转杯提前置于-20
 

℃预冷,将混合液于电

转杯中电穿后迅速转移至含有1
 

μmol/L乙胺嘧啶的

HFF细胞中。待虫体逸出后,改为使用加入1
 

μmol/

L乙胺嘧啶的DMEM 培养基进行培养。将速殖子加

入长满 HTERT细胞的96孔板中,筛选单克隆敲除

虫株,随后分别进行PCR鉴定、Western
 

blot鉴定及

IFA鉴定。NcASP5-validate
 

PCR引物F:5'-
 

AAGC
GTCGTCTTCCTCCGTCTTCC-3';R:5'-GAGAAT
GTCGAGGAAGTAGTAGGCG-3'。

2.6 噬斑试验、入侵及增殖试验和逸出试验 在6孔

细胞培养板的圆形盖玻片中加入 HTERT细胞,待每

孔长满,将100个纯化后的新孢子虫速殖子加入其中,
放于37

 

℃恒温培养箱中培养7
 

d,取出后每孔加入无

水乙醇,静置20
 

min。将乙醇吸除,将2%结晶紫染液

加入每孔,染色30
 

min,吸除染液后加入蒸馏水缓慢

清洗细胞培养板,倒扣于滤纸上室温干燥过夜。
将VERO细胞加入至12孔细胞培养板的圆形盖

玻片,待每孔细胞长满后加入3×106 个纯化后的新孢

子虫速殖子,置于37
 

℃恒温培养箱培养4
 

h。取出12
孔板后每孔使用PBS晃洗3次;加入1%FBS的1640
培养基,再次置于37

 

℃恒温培养箱中培养18
 

h,取出

后PBS清洗1次;使用兔抗新孢子虫SAG1多克隆抗

体对圆形盖玻片进行间接免疫荧光染色,观察细胞内

侵入的虫体数、纳虫空泡数及细胞总数。
将HTERT细胞加入至12孔细胞培养板的圆形

盖玻片,待每孔细胞长满;每孔加入5×104 个纯化后

的新孢子虫速殖子,置于37
 

℃恒温培养箱培养24
 

h,
将培养板取出每孔加入PBS小心清洗3次;更换培养

基,并加入终浓度为8
 

μmol/L的A23187,置于37
 

℃
恒温培养箱培养3

 

min;通过间接免疫荧光试验观察

统计所有视野中纳虫空泡数量及已有虫体逸出的纳虫

空泡数量,计算逸出率。

2.7 毒力试验 将40只6~8周龄的BALB/c小鼠

随机分成两组,其中20只向腹腔接种2.5×107 个纯

化后的△NcASP5虫株速殖子,另20只每只腹腔接种

2.5×107 个纯化后的新孢子虫野生型虫株速殖子。
任选其中10只野生型虫株接种小鼠与△NcASP5虫

株接种小鼠为一组,观察小鼠生存情况。剩余20只小

鼠5
 

d后安乐死,分别取心、肝、脾、肺、肾和脑组织,研
磨后提取组织基因组DNA,采用绝对荧光定量PCR
检测小鼠各组织器官荷虫量。NC5引物F:5'-ACTG
GAGGCACGCTGAACAC-3';R:5'-AACAATGCTT
CGCAAGAGGAA-3'。

2.8 统计学分析 实验数据用均数±标准差或散点

图表示,采用方差分析(ANOVA)和多重比较试验对

各种检测条件进行评价,P<0.05为差异有统计学意

义。

结 果

1 NcASP5蛋白亚细胞定位

将纯化后的NcASP5蛋白免疫BALB/c小鼠,三
免后 收 集 血 清。以 ASP5 血 清 作 为 一 抗,进 行

Western
 

blot,反应条带分别位于79.5×103 处(图

1A),表明制备的多克隆抗体能特异性识别新孢子虫

NcASP5蛋白。间接免疫荧光实验以制备的ASP5血

清作为一抗,镜下可见NcASP5蛋白定位于速殖子细

胞质(图1B)。

  A 抗 NcASP5蛋 白 多 克 隆 抗 体 的 Western
 

blot鉴 定 B 
NcASP5蛋白在新孢子虫的免疫荧光定位

图
 

1 抗NcASP5蛋白多克隆抗体的鉴定及其亚细胞定位

A Western
 

blot
 

identification
 

of
 

polyclonal
 

antibodies
 

against
 

NcASP5 B Immunofluorescence
 

iocalization
 

of
 

NcASP5
 

protein
 

in
 

N.
 

caninum
 

Fig.1 Subcellular
 

localization
 

of
 

NcASP5
 

proteins

2 △NcASP5虫株的构建及鉴定

将经过乙胺嘧啶筛选后的速殖子纯化,提取基因

组DNA,利用先前设计的鉴定引物进行PCR扩增,琼
脂糖凝胶电泳显示目的片段大小正确(图2A)。使用

制备的抗NcASP5蛋白多克隆抗体与新孢子虫总蛋

白进行 Western
 

blot鉴定,使用抗NcASP5蛋白多克

隆抗体进行IFA鉴定,结果见图2B、2C。△NcASP5
虫株不表达NcASP5蛋白,表明NcASP5基因敲除成

功。

3 △NcASP5虫株的生长、入侵、增殖和逸出

用新孢子虫野生型虫株和△NcASP5虫株各1×
102 个速殖子感染长满六孔板的

 

HTERT单层细胞,
在感染后第7

 

d分析形成噬斑的大小和数量,结果如

图3A。与野生型虫株株相比,△NcASP5虫株对形成

的噬斑大小与数量均无显著影响(均P>0.05)。
用新孢子虫野生型虫株和△NcASP5虫株感染长

满12孔板的VERO细胞,使用荧光显微镜观察并记

录入侵与增值率,结果如图3B。与野生型虫株相比,

△NcASP5虫株对新孢子虫入侵能力无显著影响(P
>0.05)。与野生型虫株相比,△NcASP5虫株在只有

1个与8个速殖子的纳虫空泡的数量所占百分比差异

有统计学意义(均P<0.05,图3C)。表明NcASP5敲

除后对新孢子虫增殖有一定影响。
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用新孢子虫野生型虫株和△NcASP5虫株感染长

满单层 HTERT细胞的12孔板,记录速殖子从细胞

内逸出的时间,结果如图3D。△NcASP5虫株对新孢

子虫逸出能力无显著影响(P>0.05)。

  A △NcASP5虫株PCR鉴定 B △NcASP5虫株 Western
 

blot
鉴定 C △NcASP5虫株免疫荧光鉴定

图
 

2 △NcASP5虫株鉴定

A PCR
 

identification
 

of
 

△NcASP5
 

strain B Western
 

blot
 

identification
 

of
 

△NcASP5
 

strain  C  Immunofluorescence
 

identification
 

of
 

△NcASP5
 

strain
Fig.2 Identification

 

of
 

△NcASP5
 

strain

4 △NcASP5虫株的毒力

分别用新孢子虫野生型虫株和△NcASP5虫株感

染小鼠,记录感染小鼠的生存率,并检测小鼠内脏荷虫

量。结果发现,感染△NcASP5虫株的小鼠死亡时间

与感染野生虫株小鼠相比仅延长2~4
 

d,表明新孢子

虫敲除 NcASP5基因后毒力并未显著降低(图4A)。
与感染野生虫株相比,感染△NcASP5虫株小鼠的心、
肝、脾、肺、肾和脑荷虫量并无显著变化,差异无统计学

意义(均P>0.05,图4B)。

讨 论

天冬氨酰蛋白酶广泛存在于动物、植物、真菌与细

菌中[19]。人类基因组中编码有8种功能活跃的天冬

氨酰蛋白酶,包括胃蛋白酶、胃亚蛋白酶、肾素、组织蛋

白酶D、组织蛋白酶E、天冬氨酰蛋白酶A、β-淀粉样前

体蛋白裂解酶、β位点APP裂解酶2[20]。
通过基因组序列分析显示,顶复门原虫中,包括疟

原虫、球虫、锥虫、弓形虫和隐孢子虫等也有天冬氨酰

蛋白酶同源基因[21]。Coombs等[22]报道,ASP5是一

种寄生虫治疗药物靶标基因,且在虫体中具有重要作

用。Boonyalai等[23]的研究显示,疟原虫 ASP5蛋白

可剪切虫体外分泌蛋白中的疟原虫输出原件(PEXEL),

  A △NcASP5虫株生长率 B △NcASP5虫株入侵率 C 
△NcASP5虫株增殖率 D △NcASP5虫株逸出率

 

(a
 

组间比较,P<
0.05)

图
 

3 △NcASP5虫株生长、入侵、增殖和逸出

A Growth
 

rates
 

of
 

△NcASP5
 

strain B Invasion
 

rates
 

of
 

△NcASP5
 

strainC Proliferation
 

rates
 

of
 

△NcASP5
 

strain D 
Egression

 

rates
 

of
 

△NcASP5
 

strainaP<0.05
Fig.3 Growth,invasion,proliferation

 

and
 

egression
 

rates
 

of
 

△NcASP5
 

strain

  A △NcASP5虫株生存试验 B △NcASP5虫株感染小
鼠心、肝、脾、肺、肾、脑荷虫量

 

(a
 

组间比较,P<0.05)
图

 

4 △NcASP5虫株毒力检测

A Survival
 

rates
 

of
 

△NcASP5
 

strain B Parasite
 

number
 

burdens
 

in
 

heart,liver,spleen,lung,kidney
 

and
 

brain
 

of
 

BALB/c
 

mice
 

infected
 

by
 

△NcASP5
 

straina
 

P<0.05
Fig.4 Virulence

 

of
 

△NcASP5
 

strain

随后外分泌蛋白构象发生变化,并从虫体中分泌到红

细胞中发挥作用。Curt-Varesano等[24]的研究显示,
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弓形虫ASP5蛋白与疟原虫ASP5蛋白有相似作用,
可剪切弓形虫部分外分泌蛋白如GRA16、GRA24

 

等

蛋白中PEXEL同源氨基酸片段,随后外分泌蛋白构

象改变,可进入纳虫空泡并被转运到宿主细胞中发挥

作用。本研究显示,NcASP5蛋白在新孢子虫中亚细

胞定位于虫体细胞质且 NcASP5基因敲除后对虫体

的生长、入侵和毒力等无显著影响,但对虫体的增殖有

显著影响。
以上表明,NcASP5蛋白分别定位于速殖子细胞

质,参与虫体增殖过程,而敲除 NcASP5基因对虫体

的生长、入侵和毒力等无显著影响。这为揭示新孢子

虫致病机制和新孢子虫病防控提供了理论依据。
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