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摘要：自 1993 年转染技术首次在弓形虫中成功报道以来，顶复门原虫的转染研究得到了快速发展，不仅在

弓形虫、疟原虫和住肉孢子虫等实现了稳定转染，而且在体外细胞上生长效率较低的柔嫩艾美耳球虫也相继实现

了瞬时转染和稳定转染。顶复门原虫转染技术的日渐成熟及其在顶复门原虫研究中的应用，为顶复门原虫基因功

能和免疫学等领域研究提供了新思路和新的有力工具。本文结合本课题组近几年来的研究成果，综述了转染技术

及其在顶复门原虫基因表达调控、基因功能、耐药性分子机理、药物敏感性试验和免疫学等研究中应用的最新进展。 
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Abstract: Since transient transfection of Toxoplasma gondii was first reported in 1993, stable transfections of apicomplexa such 
as T. gondii, Plasmodium species and Sarcocystis neurona have been achieved later, moreover, both the in vitro transient and in vivo 
stable transfection systems of Eimeria tenella, which do not undergo re-cycling of any life cycle stages, has been developed 
successfully. With the rapid development of transfection technology in Apicomplexan parasites, genetic manipulation provides a 
powerful tool for the study of the biochemical and cell biology of Apicomplexa. This paper has reviewed the latest progress of 
transfection technology and its application in gene regulation, the function of gene, the nature of drug resistance, drug sensitivity test 
and immunology of Apicomplexan parasites in combination with the related researches in authors’ laboratory in past years. 
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1  引言 

1993 年首次报道刚地弓形虫（Toxoplasma gondii, 
T. gondii）和鸡疟原虫（Plasmodium gallinaceum, P. 
gallinaceum）的瞬时转染后[1-2]，刚地弓形虫和疟原虫

不同物种的稳定转染也成功实现[3-4]。刚地弓形虫的转

染效率高达 50%，转染技术比较成熟，非常容易实现

外源基因在刚地弓形虫内的稳定表达[5-7]。而在疟原虫

中，只有啮齿类疟原虫如伯氏疟原虫（Plasmodium 
berghei, P. berghei）的转染效率较高，基因操作比较

容易可行，而其它疟原虫特别是恶性疟原虫

（Plasmodium falciparum, P. falciparum）虽然实现了

瞬时转染和稳定转染，但由于在红细胞外期的裂殖子

存活的生命周期较短，多采用红细胞内裂殖生殖阶段

进行转染，而转染载体需要通过 4 层膜（红细胞膜、

带虫空泡膜、虫体细胞膜和虫体核膜）屏障才能到达

虫体的细胞核内，因此转染效率极低，仅为 10-6，严

重制约着转染技术在疟原虫基因功能和细胞生物学特

性研究中的应用[8-10]。另外，目前在顶复门原虫的其

它种中，脑住肉孢子虫（ Sarcocystis neurona, S. 
neurona）、柔嫩艾美耳球虫（Eimeria tenella, E. tenella）
等也成功实现了稳定转染[11-13]，犬新孢子虫（Neospora 
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caninum, N. caninum）、环形泰勒虫（Theileria annulata, 
T. annulata）、牛巴贝斯虫（Babesia bovis, B. 

bovis）和尼氏艾美耳球虫（Eimeria nieschulzi, E. 
nieschulzi）等也成功实现了瞬时转染[14-18]。不同顶复

门原虫转染取得突破和进展，使转染技术成为研究顶

复门原虫入侵、致病性、宿主特异性、代谢等相关基

因功能、研制新型疫苗（如活载体疫苗和 DNA 疫苗）

和筛选新的药物靶基因等方面的有力工具。 

2  转染技术 

转染技术是将外源基因导入真核细胞内，并在  
细胞内表达的一种技术。转染技术通常可分为两大  
类，一类是瞬时转染，另一类是稳定转染。前者外    

源基因不整合到宿主染色体内，宿主细胞内可存在多

个拷贝，产生高水平表达，但持续时间短。瞬时转染

多用环形质粒转染和报告分子（如黄色荧光蛋白）。

后者外源基因既可整合到宿主染色体内，也可作为一

种游离体（episome）存在。往往线性外源片段比环形

质粒整合效率高，另外还需要选择性标记分子（主要

包括药物筛选基因和荧光蛋白基因）和相应的筛选手

段，才能实现稳定转染。转染技术是研究基因表达调

控和基因功能等方面有力的工具。转染载体和转染方

法是转染技术的两大核心部分，合理构建转染载体和

选择合适的转染方法对转染研究的成功至关重要。重

组刚地弓形虫表达黄色荧光蛋白的转染技术路线如

下：

 

 
 
2.1  转染载体 

用于疟原虫、弓形虫和其它原虫的一般转染载体

是由顶复门原虫的启动子、3′端转录终止调控序列以

及在二者之间的一个完整的开放阅读框组成[3,11,19]。根

据研究目标可以选择持续性表达的强启动子，也可以

选择阶段特异性表达的启动子；对 3′端转录终止调控

序列要求不太严格，只要用于同一个虫种的转染，不

同基因启动子可以共用一个 3′端转录终止调控序列；

插入的外源基因必须在启动子和 3′端转录终止调控序

列之间形成一个正确的开放阅读框，避免移码问题。

将以上顶复门原虫转染载体必需元件通过分子生物学

方法插入原核克隆载体如 pUC19、pBluescript SK(+/-)
中，形成原核生物和顶复门原虫之间的穿梭载体，这

种载体可以在大肠杆菌如 DH5α 内复制扩增，可以方

便地构建、检测和扩增正确的顶复门原虫转染载体。

插入的外源基因可以是报告分子（如黄色荧光蛋白）

或药物抗性基因（如 hDHFR-TS），在报告基因或药

物抗性基因的 5′或 3′端可融合其它外源蛋白基因，通

过用荧光显微镜、流式细胞仪检测转染体或进行药物

筛选，方便地筛选出阳性的转染克隆。另外，可以在

启动子的 3′端融合信号肽序列，引导报告分子、外源

蛋白或报告分子与外源蛋白的复合体分泌或打靶到虫

体的不同部位[20]。这种常规的转染载体转染虫体后得

到的阳性克隆，往往是随机整合到宿主的染色体基因

组内；而用环形质粒转染，则在药物压力下能以附加

体形式在宿主细胞内进行复制、转录和表达[21]。 
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为了实现转染载体在原虫基因组内定点整合，达 
到特定基因突变或替换目标，需要在上述常规转染载

体启动子和 3′端转录终止调控序列两侧插入与虫体目

标基因序列相同的 DNA 片段，长度为 600～3 000 bp，
转染后使转染载体与虫体基因组序列通过单交换或双

交换进行同源重组，整合到原虫基因组的特定区域。

据文献报道，线性载体比环形载体的同源重组效率高。

相对于随机整合的转染载体，同源重组载体的转染效

率较低，但为了进行特异位点的整合，使用同源重组

载体仍不失为一种好方法[22]。另外，利用转座系统如

piggyBac 也可以实现转染载体在宿主细胞基因组中的

定点整合，并且转染效率较高[23]。 
对单表达框载体来说，如果在启动子后面插入多

个基因，可能会导致开放阅读框太大，影响外源蛋白

表达；或者由于多个蛋白距离较近，在空间折叠等方

面相互干扰，影响蛋白的活性或功能。为了克服以上

缺点，可以把多个外源基因分配到同一载体的 2 个表

达框内。在疟原虫和住肉孢子虫研究中就有成功的设

计。在脑住肉孢子虫转染研究中，2 个表达框分别载

有黄色荧光蛋白和弓形虫的乙胺嘧啶抗性基因，成功

获得了稳定转染[11]。这种载体特别适于稳定转染，一

个表达框表达报告基因或药物筛选基因，另一个表达

框表达外源蛋白，通过流式细胞仪或药物筛选，可以

很快拿到稳定转染虫系。 
2.2  转染方法 

目前转染方法很多，主要有电穿孔转染、质脂体

转染、磷酸钙转染、病毒介导的转染、显微注射、基

因枪等方法[15,19,24]。电穿孔转染和脂质体转染适用于

所有细胞，转染效率高，但前者需要 DNA 和细胞数

量较大，后者转染时需去除血清且转染效率随细胞类

型变化大。病毒介导的转染以逆转录病毒和腺病毒为

主，可用于难转染的细胞、原代细胞，体内细胞等，

但携带基因大小受限，且存在安全问题。显微注射多

用于工程改造或转染动物的胚胎细胞，但转染细胞数

量和大小受限制，而且转染效率较低。基因枪目前多

用于 DNA 疫苗的动物接种，在体外细胞转染方面稳

定性差，且对细胞损伤较大。磷酸钙转染操作简单，

但重复性差，不适用于原代细胞。在顶复门原虫转染

研究中应用 多，转染效率 高的还是电穿孔转染。

近报道，基于电穿孔转染的 AMAXA nucleofector®
转染系统能大大提高不同类型细胞和疟原虫等转染效   
率[25]。目前电转仪器主要有 2 种型号：Gene Pulser 
Xcell™ Electroporation System（Bio-Rad，Hercules，

California ） 和 BTX ECM 630 electroporator
（Genetronics，San Diego，CA，USA）。基于电穿孔

转染，通过优化转染试剂、转染策略和改进转染载体

等途径，探索出适合不同虫种和不同研究目标的转染

方法，其中限制性内切酶介导的整合转染（REMI）和

两个或两个以上转染载体共转染由于操作简单，转染

效率高并且稳定可靠，在原虫转染中应用 广。 

3  转染技术在顶复门原虫研究中的

应用 

3.1  基因转录表达调控研究 

通过对顶复门原虫的瞬时转染，根据宿主细胞表

达报告分子（如 β-半乳糖苷酶、GFP 和 YFP 等）的时

间点和表达强度，可以筛选到阶段特异性表达的优秀

启动子和持续性表达基因的强启动子，间接推测出顶

复门原虫不同发育阶段发挥主要功能的基因和持家基

因。如弓形虫的微管蛋白 Tublin1 启动子能调控黄色

荧光蛋白持续表达，说明 Tublin1 在弓形虫完整的发

育过程中发挥功能[26]。鸡疟原虫的 PFS16 基因启动子

能驱动 CAT 和 LUC 在蚊子体内的配子生殖和禽体内

的红细胞外裂殖生殖阶段表达，而属于同一家族的

PFS25 基因启动子仅在配子生殖阶段调控 CAT 和

LUC 的表达，说明 PFS25 基因在有性生殖阶段特异性

表达而发挥功能作用[27]。柔嫩艾美耳球虫的组蛋白 4
基因启动子能驱动黄色荧光蛋白在球虫孢子生殖、裂

殖生殖和配子生殖阶段持续性地高表达[13,28]；另外，

通过瞬时转染，可以鉴定大量的种特异性或种间保守

的启动子和 3′端转录终止调控序列，为进一步稳定转

染和基因功能研究提供更多可选择的优秀转录表达调

控序列。 
3.2  基因功能研究 

随着顶复门中恶性疟原虫、约氏疟原虫（P. 
yoelii）、刚地弓形虫(T. gondii)、微小隐孢子虫（C. 
parum）、双芽巴贝斯虫（B. bigemina）和环形泰勒虫

（T. annulata）全基因组测序的完成以及柔嫩艾美耳

球虫、犬新孢子虫等基因组测序计划正在进行，寄生

虫学工作者能方便地获得越来越多的基因序列。但在

众多基因序列当中，弄清功能的仅有部分基因，大部

分基因序列的功能和注解信息还是未知的[7,29-30]。 
转染技术成为基因功能研究的有力工具[8]。顶复

门原虫在入侵、运动和代谢等方面有共同特点，但在

入侵宿主或细胞特异性和致病性等方面不同虫种又有
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很大差异。从分子水平上弄清控制入侵、运动、代谢、

致病性和宿主特异性等生物学功能的主要基因，对进

一步掌握这些危害人类和动物的病原微生物的生物特

性，研制新型有效的疫苗和新的药物，更好地控制这

些疾病的危害至关重要。通过基因敲除、基因突变、

基因缺失和基因互补等策略，借助转染技术，可以分

析鉴定相关基因序列的功能。例如通过构建 Actin 点

突变的转染载体，转染弓形虫后获得弓形虫突变体，

这种突变体丧失了运动入侵的能力，从基因水平上确

定了 Actin 是控制弓形虫运动的关键基因[31]。通过基

因缺失和转染技术，验证 TRAP 基因功能域是伯氏疟

原虫侵染蚊子唾液腺和哺乳动物肝细胞所必需的部 
分[32]。相对于伯氏疟原虫，恶性疟原虫转染效率低的

主要原因之一就是其红细胞外期的裂殖子存活时间太

短，如果能确定控制红细胞外期发育的关键基因，通

过基因突变延长红细胞外期的裂殖子存活时间，进而

大大提高其转染效率，可为进一步研究危害人类 严

重的病原—恶性疟原虫提供有力的工具。 
通过转染技术，可以直观准确地了解相关功能蛋

白在虫体细胞内的定位与分布。通过在报告分子如

YFP 的 5′端融合顶复门原虫分泌性信号肽、核定位序

列和细胞骨架引导肽等信号肽序列，可以观察到黄色

荧光蛋白被打靶到虫体的不同部位。如 T. gondii 的不

同信号肽序列能将黄色荧光蛋白打靶到速殖子的核、

细胞膜、线粒体、顶质体、高尔基体和带虫空泡内等

不同部位[20]。柔嫩艾美耳球虫组蛋白 4 基因的核定位

序列能将黄色荧光蛋白定位到球虫子孢子、裂殖子、

未孢子化卵囊等阶段虫体的核上[13,28]。另外，顶复门

原虫内不同种属间的信号肽序列具有保守性。比如疟

原虫的 GRA8 分泌性信号肽序列在柔嫩艾美耳球虫内

仍能够把黄色荧光蛋白分泌到带虫空泡内[33]，柔嫩艾

美耳球虫的组蛋白 4 基因核定位序列在刚地弓形虫内

仍能够把黄色荧光蛋白定位到弓形虫的核上（数据待

发表）。 
3.3  耐药性和筛选新药物作用靶基因研究 

耐药性的出现是顶复门原虫中的普遍现象[34-37]，

而疟疾、弓形虫病和鸡球虫病等疾病依然威胁着人类

和动物的健康，并且可利用的疫苗有限，因此揭示耐

药性分子机理，筛选新的药物靶点和研制新型药物依

然迫切。而转染技术是揭示原虫耐药性机理和筛选新

药物靶点的有效手段。 
通过转染技术，可以揭示耐药性分子机理[38]。例

如通过对弓形虫 DHFR-TS 诱发 2～3 个点突变，然后

通过转染手段获得转染虫系，而转染虫系就能抵抗弓

形虫的特效药——乙胺嘧啶（pyrimethamine）的杀  
伤[39]。由于顶复门原虫与脊椎动物进化关系久远，代

谢途径差别也很大，选取调控虫体代谢的主要基因作

为药物作用的靶点，生产的药物对动物和人不会产生

副作用。如顶复门原虫普遍不能自身合成嘌呤，依靠

从宿主细胞摄取嘌呤，其中疟原虫主要通过嘌呤核苷

磷酸化酶（PNP）/HGXPRT 途径，而疟原虫的 PNP
是一种六聚体分子，明显不同于脊椎动物真核细胞内

的三聚体分子，这种分子结构上的巨大差异可以作为

化学治疗药物的靶点[38,40]。球虫的脂肪酸代谢途径与

经典真核细胞也不同，这些调控代谢的基因或分子均

可以作为新药物靶点的候选分子[41]。 
3.4  药物敏感性分析 

由于耐药性的产生，单用一种药物很难有效控制

疾病的发生，而且研制新药物周期长、成本高，因此

进行简单可行的药物敏感性试验显得尤为必要。不像

细菌，顶复门原虫不能在体外进行有效的药物敏感性

试验，但是通过转染技术能获得稳定表达黄色荧光蛋

白或 β-半乳糖苷酶的转染虫系，应用特定的读数仪器

可以方便地检测虫体生长状态，用之筛选敏感药物。

结合体外培养技术，可以在体外进行顶复门原虫的药

物敏感性试验。如稳定高表达黄色荧光蛋白的弓形虫

能在 384 孔培养板内的细胞上生长，其发出的荧光强

度与虫体数量呈正相关，通过在培养液内加入不同浓

度的乙胺嘧啶、细胞松弛素和氯林可霉素，可以筛选

到抑制效果 好的药物和浓度，与稳定表达 β-半乳糖

苷酶的弓形虫相比，在高密度虫体条件下，其准确性

更高[26]。稳定表达黄色荧光蛋白或 β-半乳糖苷酶的转

染脑住肉孢子虫也能用于筛选乙胺嘧啶、地克珠利

（diclazuril）和妥曲珠利（toltrazuril）等药物的 佳

抑制浓度[11]。 
3.5  顶复门原虫免疫学研究 

顶复门原虫为细胞内寄生，能刺激机体产生有效

的保护性免疫应答[42-43]。研究顶复门原虫不同种属刺

激机体产生保护性免疫应答的类型和分子机制对疫苗

研制的控制原虫感染具有重要的免疫学指导意义。但

是顶复门原虫生物学特性和抗原类型比较复杂，而且

相关蛋白的抗原表位未知，研究难度大。而利用模型

抗原如 OVA 或 BSA，通过转染技术获得表达模型抗

原或其部分 T、B 细胞表位的重组虫体，通过动物接

种试验，可以从抗体水平、T 细胞亚群数量和细胞因子

水平分析原虫感染产生的免疫应答类型和动态变化。 
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通过转染技术获得以分泌形式表达部分 OVA 的 
重组刚地弓形虫能刺激小鼠产生特异性 CD4+T 细胞，

同时也能有效刺激特异性 CD4+T 细胞产生 IFN-γ，并

且特异性 CD4+T 细胞能给 IFN-γ-/-基因敲除小鼠提供

免疫保护；而在细胞质内表达 OVA 的重组刚地弓形

虫不能产生有效的免疫保护[44]。另外，分泌性表达

β-gal CD8+T 细胞表位的重组弓形虫速殖子能刺激小

鼠产生保护性 CD8+ T 细胞和 IFN-γ，而在细胞质内表

达 β-gal 的重组弓形虫却不能提供保护[45]。说明抗原

性质、抗原输送载体和抗原存在形式等对疫苗的保护

功效起决定作用。 
活载体疫苗因其在免疫原性和生产成本上的独特

优势。而成为控制重大疫病的有效手段。以顶复门原

虫为活载体的疫苗，能模仿顶复门原虫自身刺激机体

产生保护性的细胞免疫或粘膜免疫，抵抗其它细胞内

病原感染[46-48]。例如表达伯氏疟原虫 CSP 抗原的重组

致弱弓形虫能刺激机体产生 CD8+ T 细胞保护性免疫

应答[46]。另外，弓形虫还能有效表达犬新孢子虫和微

小隐孢子虫的抗原蛋白。弓形虫属于真核生物，相对

于原核生物，能对表达的外源蛋白进行翻译后糖基化

等修饰，表达的蛋白活性和免疫原性更强，弓形虫同

属于顶复门原虫，表达顶复门其它原虫蛋白不存在密

码子偏爱性问题。同理，顶复门其它原虫也有同样的

优势。例如柔嫩艾美耳球虫寄生于肠道上皮细胞内，

能激发机体产生有效的保护性细胞免疫和粘膜免疫应

答，而且不像弓形虫，柔嫩艾美耳球虫为自限性感染，

只感染鸡不感染动物和人。如果通过转染技术把柔嫩

艾美耳球虫改造为禽类其它重大疫病病原如禽流感的

活载体疫苗，理论上将会给鸡提供有效的细胞免疫和

粘膜免疫保护，而且生物安全性高[49-51]。 
通过在外源蛋白一侧或两侧融合分泌性信号肽，

转染后，转染顶复门原虫能将表达的外源蛋白分泌到

虫体外，与 MHC I 分子结合通过内源性途径递呈到细

胞表面，更有效地激起机体产生以细胞免疫为主的保

护性免疫应答。总之，转染技术是研究顶复门原虫免

疫学和研制新型疫苗的有力工具。 

4  展望 

随着顶复门原虫基因组计划的开展和深入，越来

越多的基因序列和基因注释可以从互联网上获得，这

大大加快了转染研究的发展，同时也为转染技术开辟

了更广阔的应用平台。顶复门原虫中，大量未知基因

的功能研究及筛选新的药物靶基因和保护性抗原基因

离不开转染技术，把细胞内寄生激发宿主产生保护性

细胞免疫应答的顶复门原虫改造成一种新型的活载体

疫苗也需要转染技术。总之，在研究顶复门原虫基因

功能和免疫学中，转染技术是一种强大的工具。 
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