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　　［摘要］　目的　研究刚地弓形虫 ＭＥ４９株对体外培养的孕期小鼠胎盘滋养层细胞凋亡的影响。方法　制备小鼠胎盘
滋养层细胞并分别接种于不同细胞培养板，对照组加入ＤＭＥＭ高糖培养液孵育，实验组加入相同体积不同密度（２×１０６／ｍｌ、

４×１０６／ｍｌ、８×１０６／ｍｌ）弓形虫速殖子培养８ｈ后，ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ染色细胞后上流式细胞仪检测各个时间点细胞凋亡率

变化，以蛋白质印迹法分析凋亡相关蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表达。结果　流式细胞仪检测弓形虫感染后的滋养层细胞凋亡率较对
照组有升高趋势（Ｐ＜０．０５），呈量效依赖性，弓形虫密度８×１０６／ｍｌ组８ｈ凋亡率最高，为２８．３７％；荧光显微镜观察，随弓形虫

感染密度增加，滋养层细胞凋亡数目增多。蛋白质印迹法检测刚地弓形虫 ＭＥ４９株作用于滋养层细胞８ｈ后实验组的Ｂａｘ、

Ｂｃｌ２蛋白表达（与βａｃｔｉｎ比值）各为１．２４±０．０５、１．３７±０．０３、１．７８±０．０４与１．１５±０．０３、１．０９±０．０５、０．９７±０．０１，较对照组

的比值（１．１７±０．０６和１．２３±０．０２）有明显的改变（Ｐ＜０．０５）。结论　刚地弓形虫 ＭＥ４９株可促进体外培养的孕期小鼠滋养
细胞正常凋亡，其机制可能与滋养细胞Ｂａｘ表达上调和Ｂｃｌ２表达下调有关。

　　［关键词］　刚地弓形虫 ＭＥ４９株；寄生虫性妊娠并发症；滋养细胞；细胞凋亡
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　　弓形虫是一种人兽共患病的机会性细胞内寄生

原虫，也是人类宫内感染致胎儿畸形的四大病原体

之一。孕妇感染弓形虫可通过胎盘垂直传播进入胎

儿体内，造成流产、早产、死胎、畸形等各种严重后

果［１］，因此关于孕期弓形虫感染的研究一直是国内

外医学研究的热点［２３］。目前已证实，包括弓形虫在

内的细胞内寄生的原虫可以通过复杂的分子机制来

改变宿主细胞的凋亡途径维持生存、逃避免疫［４］。

本实验选用毒力较弱的刚地弓形虫 ＭＥ４９株感染妊

娠ＢＡＬＢ／ｃ小鼠滋养层细胞，观察弓形虫 ＭＥ４９株

对其凋亡率的影响，为探讨不同类型弓形虫与不良

妊娠发生的机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　刚地弓形虫 ＭＥ４９株由美国马

里兰寄生虫研究中心提供，ＢＡＬＢ／ｃ小鼠体质量

（２０．０±２．０）ｇ［购自重庆医科大学实验动物中心，

ＳＣＸＫ（渝）２００７０００１］，ＤＭＥＭ 高糖培养液为美国

Ｇｉｂｃｏ公司产品，胎牛血清为杭州四季青生物工程材

料有限公司产品，ＣＦ１１纤维素为英国 Ｗｈａｔｍａｎ公

司产品，细胞凋亡ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ染色试剂盒为

碧云天生物技术研究所国外分装产品，ＲＩＰＡ裂解液

为北京百泰克生物技术有限公司产品，兔抗鼠Ｂａｘ、

Ｂｃｌ２单克隆抗体（一抗）、硝酸纤维素膜均为Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司产品，ＨＲＰ羊抗兔ＩｇＧ（二抗）、丙烯酰胺

均为南京凯基生物科技发展有限公司产品，其他试

剂均为国产分析纯。

１．２　弓形虫速殖子的纯化、培养　取３×１０６ 个弓形

虫速殖子接种ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，转种７２ｈ后用生理盐水

收集腹腔液，１４００×ｇ离心８ｍｉｎ去上清，加ＰＢＳ（ｐＨ

７．２）洗２次，１４００×ｇ离心８ｍｉｎ去上清，加ＰＢＳ（ｐＨ

７．２）制备虫体悬液。ＣＦ１１纤维素加ＰＢＳ溶液搅拌均

匀，于４℃冰箱过夜。弃上清，加ＰＢＳ（ｐＨ７．２）装柱，

高３ｃｍ，保持柱面有一定液体，将分离到的弓形虫悬

液快速过柱，收集滤液，１４００×ｇ离心８ｍｉｎ去上清，

沉淀即为虫体。收集弓形虫虫体镜下计数后用完全

ＲＰＭＩ１６４０（含１０％胎牛血清）重悬，调整速殖子密度

分别为２×１０６／ｍｌ、４×１０６／ｍｌ、８×１０６／ｍｌ。

１．３　小鼠胎盘滋养细胞的制备　取发情期雌性

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠和１０周龄雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，等比例

合笼，次晨检查，雌鼠出现阴道栓标志交配成功，记

为受孕０．５ｄ。于受孕７．５ｄ时，无菌条件下取雌鼠

妊娠子宫，剥出晶胚，用显微镊和精细针头将外胎盘

锥从胎外外胚层连接处切下。取盖玻片，滴加浓度

为０．１μｇ／ｍｌ的Ｌａｍｉｎｉｎ１００μｌ，风干后置于６孔板

底，将外胎盘锥接种于盖玻片上，加入ＤＭＥＭ 培养

液２ｍｌ／孔，于３７℃、体积分数５％ ＣＯ２条件下培养

３ｄ，此时可见大量滋养层细胞游出贴壁生长。剔除

外胎盘锥组织块，以２ｍｇ／ｍｌ胰蛋白酶消化贴壁细

胞，进行传代培养［５］。

１．４　流式细胞仪检测细胞凋亡率　取对数生长期

滋养层细胞（细胞密度为５×１０６／ｍｌ）分别接种于４
个５０ｍｌ细胞培养瓶内过夜，待细胞贴壁后换液。

对照组加入４ｍｌ新鲜培养液，实验组分别加入不同

密度弓形虫速殖子（２×１０６／ｍｌ、４×１０６／ｍｌ、８×１０６／

ｍｌ），培养８ｈ后，加入０．２５％胰蛋白酶消化细胞，用

ＰＢＳ洗涤细胞２次（１０００×ｇ，离心５ｍｉｎ），收集２×

１０５个细胞后，加入５００μｌ的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细

胞，加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ混匀后，加入５μｌ
碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）混匀，室温避光反应

１０ｍｉｎ后进行ＦＡＣＳｃａｎ（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司生

产）检测凋亡率。

１．５　荧光显微镜观察滋养层细胞凋亡　按照１．４
项下方法取弓形虫感染８ｈ后的滋养层细胞制备细

胞悬液，加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ混匀后，加入５

μｌＰＩ混匀，室温避光反应１０ｍｉｎ后荧光显微镜下观

察细胞情况。

１．６　蛋白质印迹法检测Ｂａｘ和Ｂｃｌ２表达　按说明

书用裂解液及反复冻融处理收集细胞，以蛋白提取

液与凝胶加样缓冲液混匀，进行ＳＤＳＰＡＧＥ后转

膜，封闭加入一抗兔抗鼠 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２单克隆抗体，

ＰＢＳ洗膜３次，ＴＢＳ洗膜２次，每次１０ｍｉｎ。加入二

抗 ＨＲＰ羊抗兔ＩｇＧ工作液，ＰＢＳ洗２次，ＴＢＳ洗２
次，每次１０ｍｉｎ。浸于适量ＥＣＬ化学发光试剂中１

ｍｉｎ取出，室温条件下干燥并用保鲜膜包置于暗盒

中，压片曝光３～６０ｍｉｎ，洗片。

１．７　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件

进行组间比较ｔ检验。实验数据用珚ｘ±ｓ表示，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　流式细胞仪检测细胞凋亡情况　滋养层细胞分
别加入密度为２×１０６／ｍｌ、４×１０６／ｍｌ、８×１０６／ｍｌ刚地
弓形虫 ＭＥ４９速殖子作用８ｈ后，用ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ
与ＰＩ双染，流式细胞仪分析细胞凋亡情况（右下象
限），各实验组凋亡率２１．１５％、２３．４６％、２８．３７％均较
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空白对照组（１９．５１％）高（Ｐ＜０．０５，图１）。

２．２　荧光显微镜观察　将作用８ｈ的不同组滋养
层细胞置荧光显微镜下观察，可见早期凋亡细胞，细
胞膜着绿色，细胞核拒染（图２）。结果表明，随着弓
形虫密度增加，镜下细胞凋亡数目增多。

２．３　蛋白质印迹法检测Ｂａｘ和Ｂｃｌ２表达　弓形虫
作用前滋养层细胞可见Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白的表达。作
用８ｈ后，Ｂａｘ表达条带呈浓度依赖性升高，Ｂｃｌ２表
达条带呈密度依赖性下降，以８×１０６／ｍｌ密度的弓
形虫速殖子组最为明显（图３、表１）。

图１　不同密度刚地弓形虫 ＭＥ４９株作用滋养层细胞８ｈ后凋亡率的变化

Ｆｉｇ１　ＡｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉＭＥ４９ｓｔｒａｉｎａｆｔｅｒ８ｈ
Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（ｎｏＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）；ＢＤ：ＴｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉＭＥ４９

ｓｔｒａｉｎ（ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔａｃｈｙｚｏｉｔｅｓｗａｓ２×１０６／ｍｌ，４×１０６／ｍｌ，ａｎｄ８×１０６／ｍｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图２　荧光染色滋养层细胞凋亡形态学变化

Ｆｉｇ２　Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｓｔａｉｎｅｄｂｙＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ）

Ａ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（ｎｏＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）；ＢＤ：ＴｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉＭＥ４９

ｓｔｒａｉｎ（ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔａｃｈｙｚｏｉｔｅｓｗａｓ２×１０６／ｍｌ，４×１０６／ｍｌ，ａｎｄ８×１０６／ｍｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图３　蛋白质印迹检测滋养层细胞Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘ，Ｂｃｌ２ｉｎｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ

ｃｅｌｌｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
０：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；１：２×１０６／ｍｌ；２：４×１０６／ｍｌ；３：８×１０６／ｍｌ

３　讨　论

　　细胞凋亡是一个主动的由基因决定的自动结束
生命的过程，对于多细胞生物个体发育的正常进行、
自稳平衡的保持起着非常关键的作用。同时它也是

胎盘组织正常的生理现象，在整个妊娠期，时空调控
的细胞凋亡在绒毛发育和母体对胎儿的免疫耐受中

发挥重要作用。Ｓｍｉｔｈ等［６］研究发现胎盘中大部分

细胞凋亡发生在滋养层细胞（＞５０％），适度的细胞
凋亡有利于滋养层细胞正常生长更替。而孕期滋养
层细胞的凋亡率改变，可以导致流产或胚胎的损害。

表１　刚地弓形虫 ＭＥ４９株对滋养层细胞Ｂａｘ、

Ｂｃｌ２蛋白表达的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉＭＥ４９ｓｔｒａｉｎ

ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢａｘ，Ｂｃｌ２ｉｎｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｂａｘ Ｂｃｌ２

０（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ） １．１７±０．０６ １．２３±０．０２
２×１０６／ｍｌ １．２４±０．０５ １．１５±０．０３

４×１０６／ｍｌ １．３７±０．０３ １．０９±０．０５

８×１０６／ｍｌ １．７８±０．０４ ０．９７±０．０１

　Ｐ＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　刚地弓形虫作为一种专性细胞内寄生的原虫，
可通过系列广泛有效的途径入侵并操控宿主细胞以
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存活，感染弓形虫后，宿主细胞内大量涉及代谢、转
录、蛋白质的靶向运输等细胞性活动的基因会发生
相应的改变。其中，对细胞的增殖与凋亡的影响一
直是研究热点［７８］。ＭＥ４９株系刚地弓形虫种弱毒
株，妊娠妇女感染 ＭＥ４９株型后，往往无明显临床症
状。但其通过胎盘垂直传播率却相当高，达２０％～
５０％，对胚胎造成严重损害［９］。近年来有关 ＭＥ４９
虫株宫内感染的研究已逐渐得到国外专家的重

视［９１０］，但国内的研究开展较少。

　　本研究选用毒力较弱的刚地弓形虫 ＭＥ４９株体
外复制感染小鼠胎盘滋养层细胞的模型。小鼠胎盘
和人类胎盘有着相似的组织源性，一向为研究先天弓
形虫感染的理想的模型［１０］。且滋养细胞直接由原代
培养而得，细胞生物性状尚未发生很大的变化，能较
真实反映体内状态；同时又可以人为控制实验条件，
提供合适的实验标本［１１］。本研究采用流式细胞技术
和蛋白质印迹法分别检测了各实验组滋养细胞的凋

亡率及细胞凋亡基因Ｂｃｌ２家族的表达情况，为探讨

ＭＥ４９株与不良妊娠发生的可能相关机制提供更为可
靠的理论依据。结果初步表明，刚地弓形虫 ＭＥ４９株
能促进小鼠胎盘滋养细胞的凋亡，其机制可能与滋养
细胞Ｂａｘ表达上调和Ｂｃｌ２表达下调有关。
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ｔｉｏｎｏｆＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉｐｌａｃｅｎｔａｌｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｉｎＢＡＬＢ／ｃ

ｍｉｃｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＥｘｐＰａｒａｓｉｔｏｌ，２００９，１２３：１６８１７２．
［１０］ＢａｒｂｏｓａＢＦ，ＳｉｌｖａＤＡ，ＣｏｓｔａＩＮ，ＰｅｎａＪＤ，ＭｉｎｅｏＪＲ，Ｆｅｒｒｏ

ＥＡ．ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏｖｅｒｔｉｃａｌｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｏｆＴｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎ

ｄｉｉｉｓｔｅｍｐｏｒａｌｌｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｎｔｈｅｐｒｅｃｏｎｃｅｐｔｉｏｎａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎ

Ｃａｌｏｍｙｓａｌｌｏｓｕｓ［Ｊ］．Ｐｌａｃｅｎｔａ，２００７，２８：６２４６３０．
［１１］符爱珍，蔡永广，李英勇．两种人早孕绒毛滋养层细胞原代培养

方法［Ｊ］．中国妇幼保健，２００８，２３：３７１６３７１９．
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·消　息·

我校药学院隆重举行合作成立“棒棰岛海洋生物科技研究所”签约仪式

　　２０１０年５月７日下午，合作成立“棒棰岛海洋生物科技研究所”签约仪式在我校药学院三楼会议室隆重举行，药学院柴逸

峰院长、范小伟政委、张红武副院长等出席了签约仪式。海洋药物研究中心易杨华教授和大连棒棰岛海洋生物科技股份有限

公司王天涌总经理分别代表双方在协议上签字。易杨华教授兼任该研究所所长。

　　大连棒棰岛海洋生物科技股份有限公司是农业产业化国家重点龙头企业，是我国最早开始海参工业化生产、目前国内规

模最大的专业海参企业。海洋药物研究中心自１９９５年至今完成了对我国海域２８种海参的系统研究，在海参种类、分离鉴定

化合物数、新化合物和活性成分发现、专利授权方面均大大超过了俄罗斯、日本、韩国、加拿大等国。

　　合作成立棒棰岛海洋生物科技研究所，将充分利用药学院海洋药物研究中心在海参研究方面的科研优势和大连棒棰岛海

洋生物科技股份有限公司的企业资源及市场优势，促进产、学、研的有力结合，更好地实现科技创新和提高企业生产力的双赢

目标。


