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摘　要:目的　分离纯化旋毛虫肌幼虫分泌的外泌体,并进行鉴定,为研究旋毛虫免疫逃逸机制提供新的线索.方法　
采用超速离心法提取旋毛虫肌幼虫期外泌体,通过透射电子显微镜、纳米颗粒跟踪分析、免疫印记和小 RNA测序对其进行鉴

定.结果　旋毛虫肌幼虫期外泌体为有膜的泡状物,直径约８０~２００nm,表达外泌体特异性标记蛋白 CD６３和 Enolase,含

１２６６个已知的 miRNA.结论　经形态、粒径及标记蛋白分析证实成功分离旋毛虫肌幼虫期外泌体,同时构建旋毛虫肌幼虫

期外泌体的小 RNA文库,鉴定出多种功能性小 RNA,为深入研究旋毛虫肌幼虫期外泌体内小 RNA分子的应用提供数据.
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Abstract:Trichinellaspiralis(T．spiralis)isanimportantfoodＧbornparasitethatcanregulatethehostimmuneresponse
toachievelongＧtermparasitic．Recently,ithasbeenfoundthatexosomesderivedfromparasitescannotonlytransmitvirulence
factorsbetweenparasites,butalsoregulatetheimmuneresponseofhosts．WepurifiedandidentifiedT．spiralismusclelarvae
exosomes,providinganewdirectionfortheresearchontheimmuneregulationabilityofT．spiralis．Inthisexperiment,exoＧ
somesofT．spiralismusclelarvaewereextractedbyultracentrifugationandwereidentifiedbytransmissionelectronmicroＧ
scope,nanoparticletrackinganalysis,westernblottingandsmallRNAsequencing．T．spiralismusclelarvaeexosomeswere
membraneＧstructurevesicleswithadiameterof８０－２００nmandexpressedexosomesＧspecificmarkersCD６３andEnolase,conＧ
taining１２６６knownmiRNAs．OurstudyindicatedthattheexosomesfromTrichinellaspiralismusclelarvaeweresuccessfully
extractedandwerecomfirmedbythemorphology,particlesizeandmarkersanalyze．Meanwhile,smallRNAlibrariesofexoＧ
somewereconstructuretoindentifyavarietyoffunctionalsmallRNAs．ThesefindingsprovidedataforfurtherstudytheappliＧ
cationofsmallRNAsinexosomes．
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　　２０１４年,世界卫生组织(WHO)和联合国粮农

组织(FAO)根据寄生虫对人体造成的损伤以及经

济损失的综合评估,将旋毛虫列为食源性寄生虫之

首[１].自Page和 Owen于１８３５年首次在人体尸检

的肌肉中发现,但到目前为止,旋毛虫的具体感染机

制仍不清楚[２].研究表明,旋毛虫虫体粗提物和排
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泄分泌产物能够诱导宿主强烈的 Th２型免疫反应,
引起宿主免疫抑制,最终建立慢性感染从而达到长

期寄生[３].大量实验证明旋毛虫虫体粗提物或排泄

分泌产物中存在可调控宿主免疫细胞、参与旋毛虫

与宿主的相互作用的关键分子[４].外泌体(exoＧ
somes,EXO)是一种表面为磷脂膜的分泌小泡,几
乎所有细胞都能产生,存在于生物体液中,包括腹

水、胆汁、母乳等[５].EXO携带多种生物活性物质,
如蛋白质、miRNA 和 mRNA,EXO 与靶细胞融合

后,其携带的蛋白质和 RNA 转移到靶细胞,进而影

响靶细胞的功能[６].
研究表明,包括肝片吸虫、蛔虫、棘球绦虫等在

内的很多寄生虫可以分泌外泌体作用于宿主细胞,
调控宿主的基因表达和免疫反应,参与寄生虫致病

过程[７].２０１８ 年,LiY 等[８]发 现 弓 形 虫 释 放 的

EXO能够激活巨噬细胞,刺激促炎因子分泌,触发

宿主 免 疫 反 应,对 弓 形 虫 感 染 进 行 局 部 保 护.

FrommB等[９]发现肝片吸虫释放的 EXO 含有１０
个与宿主同源的 miRNA,提示 EXO 可能干预宿主

的转录机制.ElineP．Hansen等[１０]发现蛔虫EXO
中的 miRNA可以靶向宿主体内编码免疫反应相关

的细胞因子,从而调控宿主免疫反应.因此,EXO
在细胞间通过传递效应分子进而介导寄生虫与宿主

之间的相互作用,这些研究提示,旋毛虫也可能分泌

EXO调节宿主免疫反应,从而成功寄生[１１].
本研究采用超速离心法从旋毛虫肌幼虫培养上

清中成功获得 EXO,并应用透射电子显微镜、纳米

颗粒跟踪分析、免疫印迹以及小 RNA 测序对所获

的EXO 进行鉴定,为今后深入研究旋毛虫肌幼虫

期EXO(MLＧEXO)参与炎症及其他生物学过程提

供基础,并为旋毛虫病的致病机制及靶向治疗提供

相关依据.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　实验动物与旋毛虫虫种　Wistar雌性大鼠８
只,体重１８０~２００g(吉林大学医学部动物中心),用
于旋毛虫传代保种及旋毛虫肌幼虫期外泌体的收

集.中国河南猪旋毛虫分离株T．spiralis(ISS５３４)
由本室传代保种.

１．１．２　主要试剂　胃蛋白酶、盐酸均购于中国惠世

生化 试 剂 有 限 公 司,RPMIＧ１６４０ 培 养 基、１００００
U/mL青霉素、１００００U/mL链霉素、胎牛血清均购

于 Gibco公司,戊二醛、磷钨酸均购于无锡市江原实

业技贸总公司,BCA试剂盒购于上海碧云天生物技

术有限公司,兔抗鼠 CD６３多克隆抗体、山羊抗鼠

Enolase多克隆抗体均购于 Abcam 公司,辣根过氧

化物酶标记的山羊抗兔IgG、驴抗山羊IgG 均购于

CellSignaling公司,TruSeq小 RNA 文库制备试

剂盒购于Illumina公司.

１．２　方　法

１．２．１　旋毛虫肌幼虫的收集　取８只 Wistar大鼠,
经口感染３５００条旋毛虫肌幼虫,于感染后３５d
(dpi)脱颈处死,去其皮肤、脂肪、四肢、内脏等.在

显微镜下观察膈肌,确定有旋毛虫肌幼虫后,将胴体

和膈肌绞碎,放入人工消化液(１０mL/L浓盐酸和

１０g/L胃蛋白酶)中,在３７℃下恒温消化２h.液

体过筛网并自然沉淀１h,加入清水洗涤直至液体

清亮,收集旋毛虫肌幼虫[１２].

１．２．２　旋毛虫肌幼虫期外泌体的提取　本实验采

用超速离心法提取旋毛虫肌幼虫期 EXO(MLＧ
EXO).将旋毛虫肌幼虫用含５％双抗(１００００U/

mL青霉素、１００００U/mL链霉素)的无血清RPMIＧ
１６４０培养基清洗５次后,置于３７℃、５％ CO２ 培养

箱中用８００mL含２％双抗的RPMIＧ１６４０培养基培

养１２h.收集旋毛虫肌幼虫培养液,分装于５０mL
离心管中,首先于４℃下８００g离心１５min,去除虫

体.取上清置于新的离心管中,于４℃下５０００g离

心１５min以去除杂质.收集上清,使用０．２２μm 过

滤器过滤后转移到１０kDa超滤管中进行超滤,４℃
下５０００g离心１５min.所得上清于４℃下１２００００g
离心２h,弃去上清,沉淀即为 MLＧEXO[１３].１００

μLPBS重悬EXO,—８０℃保存,以备后续使用.

１．２．３　透射电子显微镜观察旋毛虫肌幼虫期外泌

体形态　采用透射电子显微镜的方法对 MLＧEXO
形态进行检测.将纯化后的 EXO 在 PBS中重悬

后,取１０μLMLＧEXO悬浮液置于铜网,静置１min
后,用滤纸将液体吸去,采用３％磷钨酸钠溶液室温

负染２min,室温风干,置于透射电子显微镜(HitaＧ
chiHＧ７６５０)下观察 MLＧEXO 形态,在８０kV 下调

节亮度及焦距进行图像采集[１４].

１．２．４　纳米颗粒跟踪分析法检测旋毛虫肌幼虫期

外泌体大小　将 MLＧEXO 沉淀用１mLPBS重悬

制成１mL０．５g/L的溶液,经０．２２μm 滤器过滤后

置于冰上.按照纳米颗粒跟踪分析仪(NannoSight
NS３０００)操作流程,调整参数,检测 EXO 的粒子数

目、浓度以及粒径分布,收集并保存数据[１５].

１．２．５　蛋白免疫印迹法检测旋毛虫肌幼虫外泌体

的 CD６３ 和 Enolase蛋白水平 　 通过 BCA 测定

MLＧEXO 浓 度,将 其 充 分 裂 解,进 行 １０％ SDSＧ
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PAGE电泳分离蛋白质,每孔上样３０μg蛋白质.
电泳结束后转膜,５％脱脂奶粉封闭.然后加入兔抗

鼠CD６３(１∶１０００)、山羊抗鼠Enolase多克隆抗体

(１∶２００),４℃孵育过夜,使用１×TBST缓冲液洗

３次.再分别加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

IgG(１∶２０００)、驴抗山羊IgG(１∶５００００),室温孵

育２h,使用１×TBST 缓冲液洗３次,加入化学发

光显色液,应用凝胶成像分析进行分析[１６].

１．２．６　旋毛虫肌幼虫外泌体中小 RNA的高通量测

序　采用 Trizol方法从 MLＧEXO 中提取总 RNA,
采用 Agilent２１００系统分析 RNA 质量[１７].使用

１５％聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)分离１８~３０nt
之间的小 RNA,使用 TruSeq小 RNA 文库制备试

剂盒构建小RNA文库.经检测合格后的小 RNA,
在IlluminaHiSeq２０００测序仪上进行测序分析.本

研究的小RNA文库构建和测序均由深圳华大基因

公司完成.
对原始测序数据,首先去除测序质量较低、不确

定碱基大于１０％、５′接头污染、无插入片段、无３′接

头、包 含 polyA、小 于 １８nt的 片 段,得 到 clean
reads.通过blast或bowtie将cleanreads和 miRＧ
Base、GenBank、Rfam 数据库比对,鉴定出与数据库

中完全匹配的小 RNA.将测序后的小 RNA 进行

分类注释,包括rRNA、snRNA、tRNA、miRNA 等.
对于 miRNA 的分析,通过targetscan和 miRanda
软件,预测 miRNA 的靶基因,应用 GO 功能和ggＧ
plot２分析研究靶基因的生物学功能.

２　结　果

２．１　旋毛虫肌幼虫期外泌体形态学观察　将超速

离心法分离纯化获得的 MLＧEXO,置于４００００倍透

射电子显微镜下观察,可见 EXO 呈典型的椭圆形

或圆形的杯状形态,具有明显的膜结构,其腔内有低

密度颗粒,背景清晰,无污染,符合 EXO 在透射电

子显微镜下的特征(图１).利用纳米颗粒跟踪分析

法对所提取 MLＧEXO的粒径进行检测,做出分析报

告(表１).其中直径８０~２００nm 约占８３％,２００~
３００nm 约占１２％,３００~５００nm 约占５％,可以看

出 MLＧEXO大多数处于８０~２００nm 直径范围.

２．２　Westernblotting检测旋毛虫肌幼虫期外泌体

特异性标记物　采用免疫印记法,对旋毛虫肌幼虫

及其 EXO 进行检测,结果显示旋毛虫肌幼虫及其

EXO均表达特异性标记蛋白 CD６３和 Enolase,大
小分别是４３kDa和４９kDa(图２).

图１　透射电子显微镜观察旋毛虫肌幼虫期外泌体的形

态特征

Fig．１　MorphologicalcharacterizationofT．spiralismusＧ
clelarvaeexosomesunderTEM

表１　旋毛虫肌幼虫期外泌体不同大小的百分比

Tab．１　PercentageofT．spiralismusclelarvaeEXO
invarioussizerange

Particlesize/nm number％

０Ｇ８０ ０

８０Ｇ２００ ８３

２００Ｇ３００ １２

３００Ｇ５００ ５

５００Ｇ１０００ ０

图２　蛋白质免疫印迹法检测旋毛虫肌幼虫期外泌体特

异性标记蛋白CD６３和Enolase蛋白表达

Fig．２　ExpressionofspecificmarkersCD６３andEnolase
inT．spiralismusclelarvaeEXObywesternblotＧ
ting

２．３　旋毛虫肌幼虫期外泌体的小RNA分析　将所

有 MLＧEXO 中的小 RNA 与各类 RNA 的比对、注
释情况进行总结.结果发现,在 MLＧEXO 小 RNA
文库中,来源于编码蛋白质的内含子和外显子共

６７６４种,约占小RNA的０．５５％,表明总 RNA质量

完好,基 本 没 有 降 解.各 类 非 编 码 小 RNA 共

２０６１２０种,占小 RNA 的１６．６４％,其中rRNA 的比

例最高,占１２．８０％.未注释的小 RNA 共９５９２００
种,占小RNA的７７．４５％,这部分序列可能是新小
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RNA序列,其分类和功能值得进一步研究(图３A).
通过将小RNA和 miRBase数据库比对,鉴定出已

知 miRNA共６６３５２种,占小 RNA 的５．３６％.对

已知 miRNA 用多个软件进行靶基因预测,发现靶

基因数量为３４４３７个(表２).为了确定预测的靶基

因行使的主要生物学功能,本研究通过 GO 富集分

析靶基因的功能分类体系,发现在细胞、生物学调

节、代谢等过程中,靶基因显著富集(图３B).进一

步利用ggplot２对丰度前５０的 miRNA的靶基因进

行功能预测,发现其参与了多种免疫调节如 MAPK
级联反应、JNK级联反应和 B细胞活化等过程(图

３C).

A为小 RNA的种类;B为 miRNA的 GO功能分析;C为 miRNA对免疫相关靶基因的调节分析

图３　旋毛虫肌幼虫期外泌体中的小RNA分析

Fig．３　SmallRNAanalysisinT．spiralismusclelarvaeEXO

表２　旋毛虫肌幼虫期外泌体中的 miRNA靶基因预测统计

Tab．２　SummaryofT．spiralismusclelarvaeEXOmiRNAtargetprediction

software
miRNA
number

Targetgene
number

CountofmiRNA::corresponding
targetgene

Targetlocation
number

targetscan １２７９ ３４８５９ ３６６２３１８ ４２６５２６５

miRanda １２７０ ３４５１０ ２５７８９０６ ３０５５７６３

Result １２６６ ３４４３７ ９８６３３１ —
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３　讨　论

２０１３年,Rothman、Schekman和 Sudhof对外

泌体(EXO)运输调节机制的研究获得诺贝尔生理

或医学奖.自此,EXO 成为研究热点[１８].旋毛虫

是一种重要的食源性寄生虫,严重危害公共卫生安

全,但关于旋毛虫肌幼虫期 EXO 的研究尚未报

道[１９].目前分离 EXO 的方法很多,常用的有超速

离心法、蔗糖密度梯度离心法、超滤法等[２０].超速

离心法是分离 EXO 的常用方法,已被广泛应用于

各种 EXO 的分离,主要依据粒子密度和大小设置

离心力,一般为高速离心和低速离心配合,可获得较

高纯度的EXO,具有操作简单、不易污染等优点,因
此是EXO提取的金标准[２１].我们通过超速离心法

分离旋毛虫肌幼虫培养１２h后的上清,在透射电子

显微镜观察发现,旋毛虫肌幼虫期外泌体 (MLＧ
EXO)呈球形,与EXO的经典形态相似.纳米颗粒

追踪技术原理是对每个颗粒的布朗运动进行跟踪和

分析,结合 StockesＧEinstein方程式计算出纳米颗

粒的流体力学直径和浓度,该技术的样本处理简单,
能保证 EXO 原始状态,检测速度快,已成为鉴定

EXO的方法之一[２２].采用纳米颗粒追踪技术检测

到 MLＧEXO直径在８０~２００nm 之间.EXO 的标

记物有 CD９、CD６３、CD８１、Enolase等,其中 CD６３
是一种保守的四聚体跨膜蛋白,直接参与了 EXO
内容物 的 分 选,Enolase 则 参 与 EXO 的 合 成 过

程[２３].因此,本 研 究 检 测 了 MLＧEXO CD６３ 和

Enolase的表达,均为阳性.这些结果表明我们成

功分离获得了旋毛虫肌幼虫期EXO.

miRNA可以通过 EXO 从寄生虫传递到宿主

细胞,从而调节靶基因的表达,参与寄生虫与宿主的

相互作用,因此,鉴定 EXO 中的 miRNA 为研究寄

生虫病的发病机制和药物靶点开辟了新的途径[２４].

LetＧ７是蠕虫中发现的第一个 miRNA,同时也出现

在寄生虫EXO中,可下调宿主的免疫反应,miRNA
还与寄生虫的生长发育有关,miRＧ２７７和 miRＧ４９８９
可通过介导信号通路参与血吸虫的发育[２５].本研

究通过targetscan和 miRanda软件,在 MLＧEXO
中鉴定了１２６６种 miRNA.研究 miRNA 功能的

前提是确定其靶基因,然而,由于互补的序列较少,
使得对 miRNA 靶基因预测的准确性较低[２６].但

是对 miRNA与靶基因的研究发现它们的作用有一

定规律,预测一个靶基因的决定因素为 miRNA 的

５′端有６~８个核苷酸可以与靶基因 mRNA的３′端

精确互补,这６~８个核苷酸称为“种子序列”[２７].
因此,miRNA靶基因预测主要用种子序列的互补

程度和 miRNA与相应靶基因结合的稳定性作为基

础[２８].基于这些原则,人们开发 miRNA 靶基因预

测软件有 Targetscan、miRanda等[２９].Targetscan
软件基于 miRNA 的种子序列与靶基因序列互补,
而 miRanda软件基于 miRNA与相应靶基因结合的

稳定性.因此,这些软件的算法和侧重点有区别,对
预测同一个 miRNA 靶基因也有偏差[３０].所以,我
们用 Targetscan和 miRanda软件进行预测,取交集

作为预测结果,结果表明,miRNA 的靶基因数量有

３４４３７个,靶基因预测结果还需进一步验证.在

miRNA 靶基因的 GO 富集分析中,MLＧEXO 中

miRNA的靶基因富集到细胞过程、生物学调节、代
谢过程等过程中,这表明EXO中 miRNA的靶基因

在细胞过程、生物学调节、代谢过程中发挥重要作

用.寄生虫对宿主的免疫调节作用是通过寄生虫和

宿主之间遗传信息的传递形成的,因此,寄生虫

miRNA在调节宿主免疫系统中发挥了重要作用,
我们通过ggplot２分析,发现一些 miRNA调节免疫

相关的靶基因,可能是旋毛虫逃避宿主免疫防御的

重要机制,这将为旋毛虫与宿主的相互作用提供新

的思路.
综上所述,本研究首次证实了旋毛虫肌幼虫可

分泌EXO,同时,证明了EXO中含有多种功能性小

RNA,为旋毛虫EXO分离提供实验依据,也为后续

MLＧEXO发挥免疫调节作用等相关研究提供基础.
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