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阴道毛滴虫过氧化物氧化还原
酶系统的 RNA 干扰

阴道毛滴虫系最原始的单细胞真核生物咱1暂袁 没有
线粒体袁 但有氢酶体咱2袁3暂袁 能量代谢方式主要为糖酵
解咱4暂袁 并能适应在低氧环境下生长遥 在自然条件下袁
毛滴虫细胞是暴露于氧气中的袁 一般认为氧气不利于
该细胞的生长袁 因为有氧代谢可产生一些对细胞有害
的活性氧自由基遥 在大部分真核细胞中袁 氧气被还原

型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸渊NADPH冤和黄嘌呤氧化酶
转化成超氧阴离子后由超氧化物歧化酶转化成过氧化

氢袁 后者在过氧化物酶和谷胱甘肽过氧化物酶的作用
下被还原成水遥 阴道毛滴虫缺乏真核细胞所具有的过
氧化氢酶尧 谷胱甘肽及其过氧化物酶等咱5暂袁 那么它是
如何清除细胞内过氧化氢等活性氧呢钥 章家新等咱6袁7暂

通过构建阴道毛滴虫 cDNA表达文库袁 发现其存在另
外一种抗氧化系统袁 该系统包括过氧化物酶渊Prx冤尧
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揖摘要铱 目的 用干扰 RNA的方法特异性降解阴道毛滴虫细胞过氧化物酶渊Prx冤和硫氧还蛋白还原酶渊TrxR冤的 mR鄄
NA袁 并观察其对虫体生长情况的影响遥 方法 取患者阴道毛滴虫培养袁 用酚尧 氯仿法提取其基因组 DNA袁 反转录合成双
链 RNA 渊dsRNA冤后用 RNase 芋消化过柱袁 合成小分子渊21耀23 bp冤干扰 RNA渊siRNA冤曰 由脂质载体介导分 A尧 B尧 C等
3组转染袁 分别降解毛滴虫细胞 Prx尧 TrxR及 Prx+TrxR袁 转染前的细胞作为对照组 渊D组冤曰 收集转染前尧 转染后 24 h和
48 h的毛滴虫细胞袁 用半定量反转录鄄PCR渊RT鄄PCR冤检测 Prx和 TrxR的 mRNA水平曰 转染 36 h后显微镜下计数并观察细
胞活力遥 结果 转染后阴道毛滴虫 Prx和 TrxR的mRNA水平显著下降袁 组间细胞的活力差异无统计学意义 渊P跃0.05冤袁 但组
间细胞数差异具有统计学意义 渊P约0.01冤袁 4组的细胞均数院 A尧 B尧 C尧 和 D组分别为 7.2伊107/L尧 14.2伊107/L尧 3.8伊107/L和
20.3伊107/L遥 结论 用干扰 RNA的方法可以抑制 Prx和 TrxR的 mRNA水平袁 对阴道毛滴虫的细胞周期有明显延长作用袁
而对细胞活力无明显影响遥

揖关键词铱 阴道毛滴虫；RNA 干扰；过氧化物酶；硫氧还蛋白还原酶
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揖Abstract铱 Objective To inhibit the expression of the target genes of peroxiredoxin 渊Prx冤 and thioredoxin reductase

渊TrxR冤 by RNA interference and evaluate its effect on the growth of Trichomonas vaginalis. Methods Genomic DNA
was extracted from cultured Trichomonas vaginalis with phenol鄄chloroform method and was transcribed to double stranded
RNA 渊dsRNA冤. Short interference RNAs 渊siRNA袁 21-23 bp冤 synthesized by digestion of dsRNA with RNase 芋 and
purified through filter cartridge袁 were transfected into the cells in three groups 渊A袁 B and C冤 to degrade the target genes of
Prx袁 TrxR and Prx垣TrxR through siPORT lipid袁 respectively袁 and the untransfected was selected as a control 渊group D冤.
The levels of Prx and TrxR mRNA were determined 24 h and 48 h post鄄transfection by relative quantitative RT鄄PCR袁 and
the growth of Trichomonas vaginalis was estimated under microscope 36 h post鄄transfection. Results Trichomonas vaginalis
mRNA levels of Prx and TrxR decreased. Though the cell activity showed no significant difference 渊P跃0.05冤 in four groups
as expected袁 a difference existed 渊P约0.01冤between the groups in the average of cells渊7.2伊107/L袁 14.2伊107/L袁 3.8伊107/L and
20.3伊107/L in groups A袁 B袁 C and D respectively冤. Conclusions RNA interference inhibits the expression of the genes
of Prx and TrxR and extended Trichomonas vaginalis cells cycle considerably袁 but showed no influence on the cell activity.

揖Key words铱 Trichomonas vaginalis曰 RNA interference曰 Peroxiredoxin 渊Prx冤曰 Thioredoxin reductase 渊TrxR冤
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表 1 不同组别的细胞转染情况

Table 1 Different components in cell culture

30%双氧水30%H2O2(滋l)
3.42
3.42
3.42
3.42

0.6伊10鄄3

siPrx(滋l)
鄄

60
鄄

60
25伊10鄄3

siTrxR(滋l)
鄄
鄄

60
60

25伊10鄄3

组 别Group
对照组 Control group
A组 Group A
B组 Group B
C组 Group B
终浓度(mol/L)Final concentration(mol/L)

硫氧还蛋白还原酶渊TrxR冤和硫氧还蛋白渊Trx冤遥 由超
氧化物歧化酶所产生的过氧化氢可被以 Trx为供氢体
的 Prx还原成水袁 而氧化型 Trx在 TrxR和 NADPH作
用下被还原遥

RNA干扰主要发生在基因转录后袁 即 mRNA的
修饰或翻译水平袁 由小分子渊21耀23 bp冤的干扰 RNA
渊short interference RNA袁 siRNA冤所触发遥 siRNA与解
旋酶尧 核酸酶等一起组成 RNA 诱导沉默复合体
渊RNA鄄induced silencing complex袁 RISC冤袁 该复合体
具有核酸内切酶的功能袁 利用 siRNA中反义链与特
异基因的 mRNA片段结合袁 并从结合部位的两端将
mRNA切割袁 随即将其降解袁 从而抑制该基因的表达
抑袁 而其他无关基因的表达不受影响遥 本研究通过体
外合成小分子干扰的 Prx渊siPrx冤和小分子干扰的 TrxR
渊siTrxR冤袁 由载体导入细胞后可特异性降解 Prx 和
TrxR基因袁 使两者不表达或低表达遥

材料与方法

1 主要试剂

总 RNA 提取和反转录 PCR 试剂盒均购于德国
Qiagen公司袁 小片段 RNA合成尧 纯化及转染试剂盒
均购自美国 Ambion公司遥

2 细胞培养

阴道毛滴虫渊取自汕头大学医学院第一附属医院的
1例患者冤袁 用改良的蛋白胨尧 酵母和麦芽糖培养液
渊终浓度为 1%的葡萄糖代替麦芽糖袁 再加入 10%新
鲜灭活的小牛血清冤于 37 益恒温箱中培养 48 h遥

3 基因组 DNA提取
取镜下观察活力良好的阴道毛滴虫细胞袁 300伊g

离心 5 min收集沉淀袁 用 PBS 渊pH 7.2冤洗涤 2 次袁
蛋白酶 K 56 益消化 3 h袁 常规酚尧 氯仿法提取基因
组 DNA遥

4 模板的制备

根据此前所克隆的 cDNA序列设计引物袁 并在引
物的 5忆 端加上 T7启动子袁 序列如下院 Prx_RiF院 5忆鄄
TAATACGACTCACTATAGGGGCAGCGAACTGGTAAG
C鄄3忆冤袁 Prx_RiR 渊5忆鄄TAATACGACTCACTATAGGGTA
TACAAGGGCAAGTGGCT鄄3忆 冤和 TrxR_RiF渊5忆 鄄TAATA
CGACTCACTATAGGGAAGAACGCCTTAAGGGAC鄄3忆冤袁
TrxR_RiR渊5忆鄄TAATACGACTCACTATAGGGCTGGAGA
GCCGTTTGTAA鄄3忆冤遥 以基因组 DNA为模板袁 PCR反
应条件袁 95益 30 s袁 26个循环 渊95益 30 s尧 60益 30 s袁

72益 2 min冤袁 72益 10 min遥

5 siRNA合成及纯化
以上述 PCR产物作为模板袁 加入 T7酶和三磷酸

腺苷渊ATP冤尧三磷酸胞苷渊CTP冤尧三磷酸尿苷 渊UTP冤
和三磷酸鸟苷渊GTP冤袁 体外反转录合成双链 RNA袁 用
RNase 芋消化后过柱纯化袁 即为小分子干扰 RNA
渊siRNA冤袁 用于和脂质体混合转染细胞遥 所有操作按
照说明书进行遥

6 用脂质体介导转染细胞

阴道毛滴虫细胞 1伊104 接种于 12孔板袁 37益培
养 24 h袁 换入无血清改良的伊格尔渊氏冤最低必需培
养液 渊Opti鄄MEM I冤0.4 ml袁 同时加入 A尧 B混合液0.1
ml [A液院 3 滋l siPORT脂质体渊阳离子和中性脂类混合
物冤 稀释于 7滋l无血清 Opti鄄MEM I中曰 B液院 60 滋l
siRNA稀释于 30 滋l无血清 Opti鄄MEM I中袁 混合 A尧
B液] 置室温培育 30 min袁 4 h后换完全培养液培养
不同时间备用遥 根据干扰基因的不同分为 A尧 B尧 C
和对照 4个组渊表 1冤袁 每组分 3管袁 36 h后镜下计数
细胞并观察各组细胞的活力情况遥

7 反转录 PCR 渊RT鄄PCR冤 检测 Prx 和 TrxR 的

mRNA表达
分别于转染前及转染后 24 h和 48 h收集细胞袁

提取总 RNA遥 经测定后用无 RNA 酶双蒸水稀释至
0.2 滋g/滋l遥 25滋l 反转录鄄PCR 渊RT鄄PCR冤反应体系有
5伊反应缓冲液 5滋l尧 脱氧核苷三磷酸渊dNTP冤2.5滋l尧
引物各 1 滋l 渊Prx院 5忆鄄CAAACCAGCTCCAGCATT鄄3忆袁
5忆鄄TAGTTGTTAGCCTTTCCGAAG鄄3忆袁 产物为 579 bp曰
TrxR院 5忆鄄GCTCAAGCATTCGATCTC 鄄3忆袁 5忆鄄AGATAT
CTCTCAGCAAGGAG鄄3忆袁 产物为 899 bp冤尧 MgCl2 1.5滋l尧
总 RNA 5滋l尧 禽成髓性白血病病毒渊AMV冤逆转录酶及
Taq DNA聚合酶各 1 滋l遥 扩增条件院 42益 1 h合成
cDNA第 1链袁 95益 5 min灭活逆转录酶袁 然后94益
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45 s袁 58益 45 s袁 72益 45 s袁 35个循环后 72益 5 min遥
甘油醛鄄3鄄磷酸脱氢酶 (GAPDH) 作为内对照进行半定
量检测渊GAPDH院 5忆鄄ATGGCCACCTTGTTTCTG鄄3忆袁 5忆鄄
GATCGTTTGTGTAGGAGTGG鄄3忆袁 其产物为 234 bp冤袁
用 2 %琼脂糖电泳观察 PCR 产物袁 凝胶成像系统拍
照鉴定遥

8 统计分析

计数结果取常用对数袁 采用随机化设计资料的两
因素重复方差检验袁 用 SPSS12.0进行统计分析遥

结 果

1 RT鄄PCR分析
收集瞬时转染前和转染 24 h和 48 h后的培养细

胞袁 提取总 RNA袁 RT鄄PCR 半定量检测细胞 Prx 和
TrxR的 mRNA袁 以 GAPDH作为内对照 渊图 1冤所示袁
转染后细胞的 Prx和 TrxR的 mRNA水平显著下调遥

2 转染后细胞生长情况

在加入适量的过氧化氢使活性氧浓度超出其生理

浓度的情况下袁 再导入 siPrx和 siTrxR特异性地抑制
Prx和 TrxR基因的表达袁 观察阴道毛滴虫的细胞周期
和细胞活力是否发生明显改变遥 RNA 干扰的观察结
果显示院 4组的细胞活力无明显差异袁 各管细胞计数
情况见表 2遥 统计分析表明院 单独干扰 TrxR基因 渊F=
134.84袁 P约0.01冤或单独干扰 Prx基因 渊F=745.53袁 P约

0.01冤袁 均可延长细胞周期袁 且后者大于前者袁 两者
之间也存在交互作用 渊F=11.48袁 P约0.05冤袁 即同时干
扰两个靶基因效果更显著遥

讨 论

RNA干扰是指双链 RNA特异性地抑制靶基因的
转录后 mRNA表达的现象遥 作为高效尧 特异的调节
基因表达和一定程度上替代基因敲除的技术袁 RNA
干扰已成为基因功能研究的有力工具袁 但对于其生物
学作用及机制的认识仍处于初始阶段遥
感染阴道毛滴虫可引起非病毒性性传播疾病要要要

滴虫性阴道炎咱8暂袁 全世界每年患病人数超过 1.7亿咱9暂袁
也是诱发艾滋病的主要危险因素之一咱10暂遥 目前对该病
的控制主要以硝基咪唑类药物治疗袁 但虫体的耐药性
在逐渐增加咱11暂遥 Prx不仅具有调节细胞抗氧化还原状
态袁 通过信号转导调节细胞的增殖尧 分化和凋亡咱12袁13暂曰
且可在免疫反应尧 细胞粘附尧 结合和运输一些疏水性
大分子等过程中起着重要作用遥 本研究应用 RNA干
扰技术对新近克隆的抗氧化基因 Prx 和 TrxR 进行
RNA干扰袁 降低其 mRNA表达袁 细胞计数结果提示
干扰具有明显延长细胞周期的作用袁 对细胞增殖具有
一定的抑制作用袁 但经细胞染色并未发现有明显的形
态学改变遥 因此袁 如果能同时阻断 Prx尧 TrxR和 Trx
的 mRNA表达袁 则很可能使细胞受到活性氧的损伤
而导致细胞在形态结构上的破坏性改变遥 有研究报道
耐甲硝唑的阴道毛滴虫细胞株对氧敏感咱14暂袁 而阴道毛
滴虫 Prx系统与人 Prx系统的同源性不高遥 因此袁 Prx
系统有可能成为新的药物靶点袁 为治疗耐药性阴道毛
滴虫病提供了新思路遥
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