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摘　要：概述了新孢子虫侵入宿主细胞的过程以及与侵入有关蛋白质的最新研究进展，指出新孢子虫侵

入机制的深入探讨将为新孢子虫病的预防和快速诊断建立有效而实用的方法，并对新孢子虫疫苗以及新

孢子虫新药物的研制提供新的策略。

关键词：新孢子虫；侵入过程；宿主细胞；疫苗

中图分类号：S852.723     文献标识码：A

Research progress on host cell invasion by Neospora caninum
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Abstract: The recent advances in the invasion process and proteins relating to invasion of host cell by Neospora

caninum were reviewed in this paper. It was proposed that effective and practical method for neosporasis

prevention and rapid diagnosis would be established and new strategies would be provided through studing

the invasion mechanism of Neospora caninum.
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犬新孢子虫隶属于原生动物门(Protozoa)、顶

复亚门(Phylum Apicomplex)、孢子虫纲(Class

Sporozoa)、真球虫目(Eumeriina)、肉孢子虫科

(Sarcocystidae)、新孢子虫属(Neospora)，营寄生

生活。1984年首次由挪威兽医学家Bjerkas在患脑

炎和肌炎的犬体内发现了原虫，并证实该原虫属于

顶复亚门，但未能对该虫进行鉴定[1]。1988年，由

美国Dubey 博士描述并命名，从而与其在形态学上

相似的刚地弓形虫有了区分 [2,3]。迄今，新孢子虫

的生活史尚未完全阐明。已知犬、郊狼是犬新孢子

虫的终末宿主[ 4 ]  ；牛、绵羊、山羊、犬、马、

鹿等多种哺乳动物均是其中间宿主[5,6]。新孢子虫的

主要危害是引起母畜流产、死胎、新生胎儿运动障

碍和神经系统疾患等疾病。新孢子虫已经在世界范

围内广泛传播，澳大利亚、新西兰、比利时等 30

多个国家均有发生，我国周边的日本、韩国和我国

青海、延边等地区都有报道，牛、绵羊、山羊、

马、鹿等均可感染。到目前为止，新孢子虫的疫

苗还处于研制阶段，暂无有效的疫苗控制新孢子虫

的传播。它已给畜牧业生产造成巨大的经济损失。

研究新孢子虫速殖子侵入宿主细胞的分子机制，对

新孢子虫病的有效预防和快速诊断方法的建立有着

极其重要的意义，因此成为当前新孢子虫研究的热

点之一。本文将就这方面的进展加以综述。

1　新孢子虫侵入宿主细胞的过程

新孢子虫的速殖子大小约为 7×2 μm，呈半月

形。它能够自主地侵入大量宿主细胞，其入侵过程

是连续复杂的，包括黏附和侵入两个过程，每个过
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程都需要能量[7 ]。速殖子在与宿主细胞接触的瞬

间，信号从表面传导到虫体前端。该信号诱导虫体

再定位，微线体胞外分泌蛋白，微线体蛋白与宿主

细胞膜上的相应受体结合形成可移动的连接区域。

其后，棒状体胞外分泌蛋白修饰宿主细胞；同时，

虫体在其原生质膜下的肌动-肌球蛋白马达[8,9]所产

生的自身滑动力的作用下，前端向前，迅速挤过连

接区域，进入宿主体内。在侵入过程中，新孢子

虫的形态几乎不变。随着虫体的移位，连接区域也

向后移动，当虫体完全侵入后，连接区域在虫体后

面融合，内陷部分在宿主体内形成纳虫泡，虫体居

于纳虫泡内，位于宿主细胞核的附近[10,11]。致密颗

粒在纳虫泡空间胞外分泌蛋白。与弓形虫不同的

是，新孢子虫线粒体与内质网不环绕纳虫泡周围[12]。

纳虫泡形成初期，其成分与被侵入的宿主细胞膜几

乎一样，但随着虫体棒状体蛋白、致密颗粒蛋白及

其他一些因子对纳虫泡膜的修饰[12]，纳虫泡膜中原

有的一些膜成分被迅速排出。虫体自身对纳虫泡成

分的修饰，使其可以避免宿主细胞溶酶体的裂解及

酸化作用，并与泡外液体及宿主的内吞噬系统隔

离[13,14]。在纳虫泡内，新孢子虫以二分裂方式迅速

繁殖。在繁殖 5~6 代，约48~72 h 后，在与引起

虫体侵入宿主细胞相同的信号系统的作用下，宿主

细胞裂解，释放出新孢子虫速殖子。释放的速殖子

又侵入新的宿主细胞，完成下一轮侵入、繁殖和释放。

2　与侵入有关的蛋白质

在侵入过程中，虫体与宿主细胞存在受体-配

体的相互作用。在侵入宿主细胞的过程中，虫体表

面抗原、微线体蛋白、棒状体蛋白、致密颗粒蛋

白等都起着重要的作用。

2.1　虫体表面抗原(surface antigens, SAGs)

表面抗原位于虫体表面，它在寄生虫与宿主细

胞的相互作用中起很重要的作用。到目前为止，已

知的与虫体侵入有关的虫体表面蛋白有 S A G 1 、

SRS2、Nc-p43、NcP0[15]和 p38[16]。体外抗体中和

试验表明，抗SAG1和 SRS2的单克隆和多克隆抗体

均可以抑制新孢子虫速殖子黏着和入侵宿主细胞[17-19]。

Pinitkiatisakul等[20]重组的NcSRS2蛋白免疫小鼠能诱

导小鼠体内产生天然的抗 NcS R S 2 的抗体，竞争

PCR 检测接种重组NcSRS2 疫苗的小鼠脑中的新孢

子虫DNA，结果显示在10只小鼠的脑组织中有7只

含新孢子虫DNA；10 只接种了与NcSRS2 相似，但

与NcSRS2 无关的重组疟疾肽M5做对照组的小鼠脑

组织中都可以检测到新孢子虫 DNA；而在 10 只未

感染新孢子虫的脑组织中未检测到虫体DNA。以上

结果表明，用重组的NcSRS2 蛋白去免疫小鼠可以

减少脑部新孢子虫的增殖，说明虫体表面蛋白

NcSRS2 在黏附宿主细胞方面起作用。用抗NcSRS2

和NcDG1(N. caninum dense granule antigen1)结合的

重组抗原作为疫苗可以抑制新孢子虫侵入宿主细

胞，抑制率达到了67.5%[21]。以上结果说明SAG1、

SRS2 可以结合到宿主细胞表面。另外，用亲和纯

化的抗Nc-P43抗体可以抑制N. caninum速殖子侵入

宿主细胞，黏着的抑制率为44%，入侵的抑制率为

36%[10]。Zhang 等[15]采用荧光免疫法证明 NcP0 位

于速殖子表面，并且研究证明重组的NcP0 IgG 抗

体可以有效抑制新孢子虫的增长，抑制率达到了

(52.5±3.6)%。到目前为止，p38在侵入宿主细胞过

程中的作用未有深入的研究，这一问题有待探讨。

2.2　微线体蛋白(micronemes, MICs)

微线体蛋白存在于新孢子虫前端的分泌器官微

线体中，这类蛋白通常含有一系列保守的黏附性表

位。目前为止，已经报道的具有潜在可黏附的微线

体蛋白有NcMIC1[22]、NcMIC2[23]、NcMIC4[24]和膜

结合微线体蛋白NcMIC3[9,25]。这 4种微线体蛋白均

具有一个或多个黏附基序，都是具有跨膜区的膜蛋

白，从而能与宿主细胞表面受体特异性结合，并进

入靶细胞。这些黏着基序分别是：NcMIC1 含有类

凝血酶敏感素结构域[22]，NcMIC2 含类整联蛋白和

类凝血酶敏感素结构域[23] ，NcMIC3 含有类表皮生

长因子结构域[25]。犬新孢子虫与宿主细胞结合的方

式和刚地弓形虫的相似，都是虫体与硫酸化的细胞

表面多聚糖位点相结合；但与刚地弓形虫不同的

是，新孢子虫速殖子首先与硫酸软骨素糖胺聚糖相结

合，而刚地弓形虫优先与硫酸乙酰甘素残基结合[26]。

例如，NcMIC3 由速殖子的顶端分泌，它的特有结

构域可以与宿主细胞表面类表皮生长因子结构位点

相结合，并且NcMIC3-EGF-like区域已经在大肠杆菌

中得到体外表达，也证明该结构可以与细胞表面的

硫酸软骨素相结合[26]，从而介导虫体与宿主细胞黏

着，但与侵入宿主细胞无关[22,27]。另外，NcMIC1、

NcMIC2 和 NcMIC4 也都可以与硫酸化的宿主细胞表

面葡萄糖胺聚糖相结合。Naguleswaran等[9]在将宿

主细胞表面糖基化的位点敲除或者对宿主细胞表面

葡萄糖胺聚糖进行修饰后可以使NcMIC1 与宿主细

胞的结合能力下降；体外37℃培养新孢子虫速殖子

证明微线体蛋白的分泌在寄生虫排出宿主细胞时就
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已完成，并推测N. caninum微线体蛋白与T. gondii

相似，在微线体蛋白分泌、运输和释放过程中，它

们以复合体形式起作用[28]。

2.3　棒状体蛋白(rhoptry proteins，ROPs)

在虫体侵入及对纳虫泡修饰过程中，棒状体蛋

白起着重要作用。在虫体侵入宿主细胞时，随着微

线体蛋白的分泌，棒状体蛋白也被排放到虫体外，

它与纳虫泡膜的形成及其功能有关，但导致蛋白分

泌的因素尚不明确。已经报道弓形虫的TgROP2 可

以插入纳虫泡膜并且介导纳虫泡锚定到宿主细胞线

粒体周围[29]。目前已被克隆、表达的新孢子虫的棒

状体蛋白只有ROP2。Debache 等[30]将 ROP2 基因克

隆到原核表达载体，获得重组蛋白recNcROP2。体

外培养发现，抗recNcROP2 抗体对速殖子侵入宿主

细胞的抑制作用提高了70%，表明该蛋白参与侵入

过程。随后他还证明NcROP2 蛋白可以作为C57BL/6

小鼠新孢子虫引起的脑病的候补疫苗。用不完全佐

剂和肥皂精素分别乳化重组 recNcROP2 疫苗免疫

C57BL/6 小鼠，对照组分别用弗式不完全佐剂和肥

皂精素免疫C57BL/6 小鼠，免疫三次后，再给这些

小鼠分别感染2×106 速殖子，结果发现接种疫苗的

小鼠无任何临床症状，未接种的小鼠有临床表现。

感染小鼠35 d 后，定量PCR 检测所有小鼠的脑组

织，结果显示用肥皂精素乳化重组体recNcROP2 疫

苗的小鼠脑组织中的虫体数比单独免疫肥皂精素的

小鼠脑组织中的虫体减少93%；用不完全佐剂乳化

重组体recNcROP2 疫苗的小鼠脑组织中的虫体数比

单独免疫不完全佐剂小鼠脑组织中的虫体数减少

75%。ELISA 检测免疫小鼠的抗体消长状况，结果

发现与对照组小鼠相比，用肥皂精素佐剂乳化重组

蛋白免疫的C57BL/6小鼠中，血清IgG1水平有所提

高，而用弗式佐剂乳化重组蛋白免疫的C57BL/6 小

鼠血清中，检测到IgG2 水平也有很大的提高。这

表明NcROP2疫苗可以诱导机体产生Th-1或Th-2的

免疫反应。Debache等[31]也发现在7只实验小鼠中，

用重组蛋白NcROP2/NcMIC1/NcMIC3 以复合体的形

式作为疫苗可以完全抑制小鼠感染新孢子虫，抑制

率达到了100%。

2.4　致密颗粒抗原(dense granule antigens, GRAs)

目前已知的有五个致密颗粒蛋白，分别是

Nc GR A 1、N c G R A 2、N c G R A 6（又名 Nc D G 2）、

NcGRA7（又名 NcDG1 或 Nc-p33）和 NcNTP（又

名 NTPase）[32]。致密颗粒蛋白的排放发生在纳虫

泡膜形成初期，它的排放途径至今未明。Vonlaufen

等[33]电镜观察表明寄生虫位于由囊壁包围的纳虫泡

内，致密颗粒蛋白 NcGR A1、NcG R A2、NcGR A 7

嵌入囊壁中。Hemphill等[12]证明虫体侵入宿主细胞

后Nc-p33 也锚定在纳虫泡膜，在感染后的每个阶

段，都可以在纳虫泡中发现。这说明Nc-p33 对纳

虫泡及其膜的修饰起很大的作用。Nishikawa 等[34]

将 N c G R A 7 蛋白包埋于由甘露三糖包被的脂质体

中，然后将其皮下免疫小鼠，结果显示NcGRA7 的

包埋体可以诱导小鼠产生寄生虫特异性T 辅助型免

疫反应和体液免疫。30 d后观察发现在小鼠怀孕前

注射的，后代的生存率跟对照组小鼠相比提高了

51.1%；PCR 检测到注射 NcGRA7 包埋体的小鼠脑

组织中 DNA 含量跟对照组相比降低了 66.7%。另

外，Ellis等[35]发现NcGRA2在培养的速殖子里大量

表达，并且NcGRA2 和其他成分作为重组疫苗可以

抵御强毒性速殖子的攻击。这些可以说明致密颗粒

蛋白对纳虫泡具有修饰作用，并且可以作为疫苗降

低新孢子虫的感染率。

2.5　蛋白酶的作用

虫体侵入宿主细胞需要蛋白质的参与，这些蛋

白质的组合、转运、加工、水解等过程都离不开

蛋白酶的作用。目前已知的可能与新孢子虫侵入有

关的、由新孢子虫代谢分泌器官分泌的蛋白酶有：

天冬氨酸蛋白酶 T o x o m e p s i n 和丝氨酸蛋白酶

NcSU B 1。应用酶抑制剂所做的酶功能抑制试验，

表明蛋白酶在此过程中发挥了重要作用，如天然的

丝氨酸/异甲硫蛋白/半胱氨酸蛋白酶抑制剂对虫体

黏着和侵入宿主细胞都没有影响；而天冬酰胺蛋白

酶抑制剂对虫体侵入宿主细胞有很大的影响[2 7 ]。

2004年，Morris等[36]研究发现新孢子虫可以表达单

结构域的丝氨酸抑制剂，并且该蛋白集中在致密颗

粒，并分泌到寄生泡内。它的作用有待进一步研

究。蛋白质二硫键异构酶(protein disulfide isomerase,

PDI)是一种丰富的氧化还原酶，催化蛋白质分子中

巯基与二硫键的交换反应。它在通过转调二硫桥键

使富含半胱氨酸蛋白的三维构像改变方面起重要作

用。Naguleswaran等[37]发现新孢子虫的PDI (NcPDI)

主要存在于内质网，大部分靠近宿主细胞核膜、微

线体、虫体细胞表面附近，而不存在于棒状体和致

密颗粒中。Liao等[38]研究证明，用PDI特异性抑制

剂杆菌肽锌、tocinoic acid和NcPDI抗血清可以有

效抑制新孢子虫的增长，抑制率随着它们各自浓度

增加而增长。当抑制剂杆菌肽锌和tocinoic acid的

浓度为2 mmol/L 时，抑制率接近100%；而NcPDI
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抗血清的浓度为 10% 时，抑制率超过了 50%。这

些现象表明NcPDI 在寄生虫侵入宿主细胞过程中起

很重要的作用。

3　结语

新孢子虫侵入宿主细胞，不是一个基因、一

个蛋白质的功能，而是许多蛋白质分子、多个调控

机制以及与宿主细胞内众多因子相互作用而完成

的。目前，新孢子虫虫体侵入宿主细胞机制的研究

仍有一些难题尚待解决。例如，将纳虫泡运输到体

内的机制尚不清楚；与弓形虫在侵入方面起重要作

用的蛋白质相比较，新孢子虫中发现的与侵入有关

的蛋白质相对偏少，阻碍了新孢子虫侵入机制的进

一步研究，也更加凸显了加强新孢子虫的功能基因

筛选及研究的重要性，这将为新孢子虫侵入宿主细

胞机制的研究和新孢子虫疫苗的研究带来很大的希

望；弓形虫微线体蛋白有 15 种以上，在微线体蛋

白分泌、运输和释放过程中，它们以复合体形式起

作用。与弓形虫微线体蛋白相比，新孢子虫微线体

蛋白是否以复合体的形式起作用仍还未知。利用基

因敲除技术对新孢子虫侵入宿主细胞机制的研究还

仍是空白；现有的研究大多数集中在入侵和毒力蛋

白的发现，以及功能的初步验证上，只有少数深入

到蛋白质对宿主细胞信号转导的调控。因此对其侵

入机制的研究尚有大量的工作有待完成。新孢子虫

速殖子的表膜蛋白中有许多糖基化蛋白，糖基化蛋

白的免疫学研究是当今免疫学研究的热点问题之

一，可以把新孢子虫作为一个很好的载体加以深入

的研究。由于新孢子虫表面抗原在新孢子虫病免疫

中的局限性，近年来对新孢子虫代谢分泌抗原在虫

体免疫中的作用研究成为新孢子虫病免疫中的热

点，而代谢分泌抗原由于制作简便，免疫效果明

显，进一步得到重视。可以预见，新孢子虫代谢

分泌抗原将在安全有效地新孢子虫疫苗研制中发挥

作用。目前使用疫苗来预防牛的N.caninum 引起流

产的报道还没有出现，但是给实验鼠接种灭活的虫

体或它们的其他产品后可以预防新孢子虫的感染。

因此，如何在自然感染的奶牛上诱导免疫保护仍然

是一个问题。
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