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［摘　 要］ 　 通过原核系统表达犬新孢子虫巨噬细胞转移抑制因子（ＮｃＭＩＦ），并对该蛋白的免疫调

节作用进行分析。 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 发表的序列，利用分子生物学软件设计了一对特异性引物，通过

ＲＴ－ＰＣＲ 方法扩增出 ＮｃＭＩＦ 全基因，经测序分析后，将 ＮｃＭＩＦ 亚克隆到原核表达载体 ｐＥＴ２８ａ（＋），
然后将鉴定为阳性的重组质粒转化到 Ｅ． ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３）中用 ＩＰＴＧ 进行诱导表达。 利用 ＨＰＬＣ 对

可溶性表达的重组 ＮｃＭＩＦ 蛋白进行纯化，去除内毒素，最后对 ＮｃＭＩＦ 的免疫调节作用进行鉴定。 结

果显示，ＮｃＭＩＦ 没有明显的抗糖皮质激素的免疫抑制作用，也没有上调巨噬细胞 ＴＮＦ－α 和 ＮＯ 表达

量的作用，为进一步探究 ＮｃＭＩＦ 的生物学功能及 ＭＩＦ 在宿主免疫调节中的作用奠定了基础。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ （ ＮｃＭＩＦ） ｏｆ Ｎｅｏｓｐｏｒａ ｃａｎｉｕｍ ｂｙ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ
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ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＧｅｎＢａｎｋ． Ａｎｄ ｏｎｅ ｐａｉｒ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗａｓ
ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ＮｃＭＩＦ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｃＤＮＡ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＰＣＲ） ａｎｄ ｔｈｅ ＮｃＭＩＦ ＯＲＦ
ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ｓｕｂｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐＥＴ２８ａ（＋）． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｓｏｌｕｂｌｅ ｗａｙ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ ａｎｄ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｗａｓ
ｒｅｍｏｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｎａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＮｃＭＩＦ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｔｏ ｃｏｕｎｔｅｒ－

ｒｅｇｕｌａｔｅ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｏｒ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ＴＮＦ－α ａｎｄ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．
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Ｉｔ ｗｉｌｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮｃＭＩＦ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｈｏｓｔ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＭＩＦ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｎｅｏｓｐｏｒａ ｃａｎｉｕｍ； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ； ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

　 　 新孢子虫病（Ｎｅｏｓｐｏｒｉａｓｉｓ）是一种原生动物性

疾病，并在世界范围内广泛流行［１］。 犬新孢子虫

（Ｎｅｏｓｐｏｒａ ｃａｎｉｕｍ）不仅能够导致包括牛、羊、犬等

孕畜流产、死胎和弱胎等严重繁殖障碍性疾病，还
导致幼畜出现运动神经系统紊乱等症状，对养殖业

造成极大的经济损失［２－３］。 同时，在病人血清中也

有检测出新孢子虫阳性的报道［４］，因此犬新孢子虫

也可能是人兽共患寄生虫病。 但是迄今为止，尚未

有根除犬新孢子虫的药物和有效预防犬新孢子虫

的疫苗。
犬新孢子虫感染过程中，天然免疫系统中的很

多成分被激活，如巨噬细胞、树突状细胞等，这些被

激活的细胞会释放如 ＩＬ－２、ＴＮＦ－α 等一系列细胞

因子。 哺乳动物的巨噬细胞转移抑制因子（ｍａｃｒｏ⁃
ｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）作为细胞因子

的一种，与机体的败血性休克有关［５］，具有调节巨

噬细胞和淋巴细胞应答［６］ 及内分泌的功能［７］。 它

不仅能够抑制单核巨噬细胞的随机迁移和糖皮质

激素的抗炎症效果，而且能够抑制活化诱导的 ｐ５３
依赖性凋亡［８］。 ＭＩＦ 还能够上调免疫细胞 ＴＬＲ４ 受

体和促炎症细胞因子的表达，如 ＴＮＦ－α、ＩＬ－β、ＩＬ－６、
ＩＬ－８ 和 ＩＬ－１２ 等，以及促进 ＮＯ 的分泌［９］。 ＭＩＦ 能

够在多种类型的细胞中表达，包括单核细胞、淋巴

巨噬细胞、内皮细胞和成纤维细胞［１０］。 ＭＩＦ 被证实

能够与细胞表面的 ＣＤ７４ 受体结合［１１］，同时也是趋

化因子 ＣＸＣ 受体非同源的配体［１２］。
研究发现，ＭＩＦ 保守的 ＣＸＸＣ 序列是氧化还原

酶作用的功能域；而 Ｎ 端第二位的脯氨酸则是互变

异构酶活性的关键位点［１３］。 尽管 ＭＩＦ 蛋白的催化

活性与生物学功能之间的关系还不是很清楚，但是

抑制 ＭＩＦ 的互变异构酶作用能够降低 ＬＰＳ 刺激巨

噬细胞产生的 ＴＮＦ 的量，提高败血症模型动物的成

活率［１４－１５］。
近年来，许多的寄生虫 ＭＩＦ 同系物被分离到，

这其中包括 Ｓｔｒｏｎｇｙｌｏｉｄｅｓ ＭＩＦ、 Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ ｓｐｉｒａｌｉｓ
ＭＩＦ 及 Ｂｒｕｇｉａ ｍａｌａｙｉ ＭＩＦ 等，并且这些 ＭＩＦ 同系物

具有和它们哺乳动物宿主相似的生物学功能和免

疫调节作用［１６－１８］。 本研究克隆了 ＮｃＭＩＦ 基因，利
用大肠埃希菌进行表达并对该蛋白的免疫调节作

用进行分析，为研究 ＮｃＭＩＦ 在宿主免疫调节中的作

用奠定基础。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１ 　 质粒、菌种 　 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）及

ｐＭＤ－１８Ｔ 载体购自大连宝生物工程有限公司；
ｐＥＴ２８ａ（＋）载体购自默克公司。
１．１．２　 主要试剂　 限制性内切酶 Ｎｄｅ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ、
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶及 ＰＣＲ 反应试剂、胶回收试剂盒、
质粒提取试剂盒及 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、卡那霉素

（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ）均购自宝生物工程（大连）有限公司产

品； Ｍ － ＭｕＬＶ 反 转 录 试 剂 盒 购 自 ＮＥＢ 公 司；
ＢＡＴＥＫＥ ＲＮＡ 提取试剂盒购自百泰克生物公司；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 发光底物购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；实验用绵

羊由山东省滨州畜牧兽医研究院繁育饲养；其他常

用试剂均为分析纯。
１．２　 ＮｃＭＩＦ 基因的克隆与测序　 基于 ＮＣ１ ＮｃＭＩＦ
ｍＲＮＡ 序列（ＮＣＬＩＶ＿０４２４００，ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｋｎｏｗｎ ａｓ ＮＣ＿
ＬＩＶ＿１１３０４０，ｗｗｗ．ｇｅｎｅｄｂ． ｏｒｇ），利用分子生物学软

件 ＰＲＩＭＥＲ ５．０ 设计出一对特异性引物，通过 ＰＣＲ
方法扩增出 ＮｃＭＩＦ 基因。 上游引物序列为 ５ ＇ －

ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＣＣＡＡＡＧＴＧＣＡＴＧＡＴＣＴＡＣ－３＇，其中在

５＇端加入 Ｎｄｅ Ｉ 酶切位点，下游引物序列为 ５ ＇ －

ＴＡＡＡＧＣＴＴＴＴＡＧＣＣＡＡＡＧＧＴＧＣＧＧＴＣ－３＇，其中在５＇
端加入 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点。 采用 ＢＡＴＥＫＥ ＲＮＡ 提

取试剂盒从犬新孢子虫中提取总 ＲＮＡ，取 ２ μｇ 总

ＲＮＡ 利用 Ｍ－ＭｕＬＶ 反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ。 以

该 ｃＤＮＡ 为模板通过 ＰＣＲ 方法扩增出 ＮｃＭＩＦ 完整

的阅读框，ＰＣＲ 反应条件如下：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；

·９１·



中国兽药杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ５１ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

９５ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ４０ ｓ，共

３０ 个循环，最后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经

ＰＣＲ 纯化试剂盒纯化后，连接到 ｐＭＤ－１８Ｔ 载体，鉴

定阳性克隆，送上海生工测序并对测序结果进行分

析比较。

１．３　 ＮｃＭＩＦ 蛋白的表达、内毒素的去除及纯化 　

将测序结果正确的基因片段亚克隆到 ｐＥＴ２８ａ（＋），

构建重组质粒 ｐＥＴ２８ａ＋ＮｃＭＩＦ，并转入大肠埃希菌

ＢＬ２１（ＤＥ３），以终浓度 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ ３７ ℃进行诱

导表达 ８ ｈ。 将诱导产物 ４ ℃条件下 ４０００ ×ｇ 离心

２０ ｍｉｎ， 取 上 清， 用 裂 解 缓 冲 液 （ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

ＮａＨ２ＰＯ４， ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ＰＭＳＦ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，

ｐＨ８．０）重悬细菌，－８０ ℃ ／ ３７ ℃ 反复冻融三次，然

后用终浓度 １０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＤＮａｓｅ ／ ＲＮａｓｅ ３７ ℃消化

３０ ｍｉｎ，然后 ４ ℃条件下 ２００００ ×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ 取上

清，用于可溶性蛋白的纯化。

将蛋白用 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１１４ 处理，以去除内毒素。

首先将 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１１４ 加到上一步分离到的上清液

中至 １％的终浓度，涡旋 １０ ｓ，然后放置冰上 ５ ｍｉｎ，

涡旋之后 ３７ ℃孵育 １０ ｍｉｎ，最后 ２００００ ×ｇ，３８ ℃离

心 ２ ｍｉｎ，收集上清，重复上述步骤 ７ 次，直到内毒

素浓度低于 ５０ ＥＵ ／ ｍｇ。 重组蛋白 ｒＮｃＭＩＦ 经分子

筛高压液相色谱法 （ ＳＥＣＨＰＬＣ） 分离纯化，通过

ＢＣＡ 方法测定纯化后的蛋白浓度，并通过 ＳＤＳ －

ＰＡＧＥ 对蛋白纯度和分子量进行分析。

１．４　 免疫印迹分析　 ＮｃＭＩＦ 样品经处理后在还原

条件下用 １２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 胶进行分离，然后将蛋

白转到 ＰＶＤＶ 膜上，用 ３％的脱脂奶粉封闭 ＰＶＤＶ

膜后，在羊抗全新孢子虫抗体（１ ∶ ２００）中室温下孵

育 １ ｈ，然后用含有 ０． ０５％ Ｔｗｅｅｎ２０ 的 ＰＢＳ 洗膜

５ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 将 ＰＶＤＶ 膜在 １ ∶ ５０００ 的羊抗兔

ＩｇＧ－ＨＲＰ 二抗中室温条件下孵育 １ ｈ，然后用含有

０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０ 的 ＰＢＳ 洗膜 ５ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 用

化学发光底物 （ ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ® Ｗｅｓｔ Ｄｕｒａ Ｅｘｒｅｎｄｅｄ

Ｄｕｒａｔｉｏｎ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）进行显色并用成像仪拍照。

１．５　 ｒＮｃＭＩＦ 抗地塞米松免疫抑制功能鉴定 　 将

５００ μＬ 大约含有 １．５×１０５ 个 ＲＡＷ２６４．７ 巨噬细胞

的 ＤＭＥＭ 细胞培养液平铺于 ４８ 孔细胞培养板中，

在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２０～２４ ｈ。 为判定

ＮｃＭＩＦｓ 对糖皮质激素的反向调节作用，向含有或

不含地塞米松（ＤＥＸ）的培养基中分别加入递增浓

度的 ｒＮｃＭＩＦ，将细胞预培养 １ ｈ，然后加入脂多糖

至终浓度 １０ ｎｇ ／ ｍＬ，继续培养 １６ ｈ，收集细胞培养

液上清，４ ℃ ２００００ ×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ。 上清中的 ＴＮＦ－

α 和 ＮＯ 分别利用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ Ｉｎｃ，

Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）和格里斯反应方法进行检测与分

析。 格里斯反应分析如 Ｓｔｒａｃｃｉａ 等［１９］ 所述，即将

１５０ μＬ 样品加入 ９６ 孔板中， 另外加入 ２０ μＬ

１ μｍｏｌ ／ Ｌ的磷酸酰胺腺嘌呤二核苷酸（ Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．

Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ） 和 ３０ μＬ 含葡萄糖 （ Ｓｉｇｍａ， Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ，

ＭＯ）、葡萄糖磷酸脱氢酶（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）和硝

酸还原酶的混合液。 在孔中混合半小时，然后分别

加入 ２０ μＬ １％的磺胺和 ２０ μＬ ０．１％Ｎ－（１－萘基）

二盐酸乙二胺（ Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）。 孵育 ５ ｍｉｎ

后，使 用 酶 标 仪 （ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ⁃

Ｐｌｕｓ３８４，Ｒａｍｓｅｙ，ＭＮ）分别在 ５５０ ｎｍ 和 ６５０ ｎｍ 处

读数。 亚硝酸盐的浓度由亚硝酸钠标准曲线确定。

１．６　 ＮｃＭＩＦ 对 ＴＮＦ－α 和 ＮＯ 的免疫调节作用鉴定

为了评估 ＮｃＭＩＦ 对 ＴＮＦ－α 和 ＮＯ 的免疫调节作

用，ＲＡＷ２６４．７ 巨噬细胞用不同浓度的 ｒＮｃＭＩＦ 处

理，然后加入脂多糖继续培养 １６ ｈ，收集细胞上清，

冻存于－８０ ℃ 备用，同时设脂多糖空白组阴性对

照，上清中的 ＴＮＦ－α 和 ＮＯ 含量检测方法同 １．５。

２　 结　 果

２．１　 ＮｃＭＩＦ 基因克隆 　 利用一对特异性的引物，

通过 ＰＣＲ 的方法扩增到一条约 ３４８ ｂｐ 的产物，核

酸电泳结果如图 １ 所示。 将测序正确的 ＮｃＭＩＦ 亚

克隆到 ｐＥＴ２８ａ 表达载体， 构建重组表达质粒

ｐＥＴ２８ａ－ＮｃＭＩＦ，并用 Ｎｄｅ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切鉴

定，电泳结果如图 １ 第 ２、３ 和 ４ 泳道所示。

·０２·
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Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ＮｃＭＩＦ ＰＣＲ 产物；２：ｐＥＴ２８ａ 载体双酶切产物；３：ＮｃＭＩＦ ＰＣＲ 双酶切产物；４：重组表达质粒 ｐＥＴ２８－ＮｃＭＩＦ 双酶切产物

Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １： ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＮｃＭＩＦ； ２： ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴ２８ａ； ３： ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮｃＭＩＦ；

４： ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＥＴ２８－ＮｃＭＩＦ

图 １　 ＮｃＭＩＦ ＰＣＲ 扩增及重组表达载体构建、鉴定

Ｆｉｇ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮｃＭＩＦ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

２．２　 重组 ＮｃＭＩＦ 的表达与纯化　 ＮｃＭＩＦ 重组大肠

埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）在 ３７ ℃用 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ 进行

诱导表达，经过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳验证，蛋白在分子

量 １１ ｋＤａ 处均有条带，且部分为可溶性表达。 重

组蛋白用 ＳＥＣＨＰＬＣ 进行纯化，纯化后的蛋白经

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳鉴定（图 ２）。 去除内毒素后 ｒＮｃ⁃
ＭＩＦ 内毒素含量低于 ０．５ ＥＵ ／ ｍＬ。
２．３　 ＮｃＭＩＦ 的免疫印迹分析　 ＮｃＭＩＦ 免疫印迹结

果表明在 １１ ｋＤａ 左右出现明显的条带（图 ３），说明

ｒＮｃＭＩＦ 能够与犬新孢子虫的阳性血清反应。
２．４　 ｒＮｃＭＩＦ 抗地塞米松免疫抑制功能鉴定 　 在

ＲＡＷ２６４．７ 巨噬细胞中验证 ｒＮｃＭＩＦ 抗地塞米松免

疫抑制实验结果表明，不同浓度的 ｒＮｃＭＩＦ 均没有

表现出抗糖皮质激素免疫抑制作用来上调巨噬细

胞 ＴＮＦ－α 和 ＮＯ 产量的功能（图 ４Ａ、Ｂ）。
２．５　 ＮｃＭＩＦ 对 ＴＮＦ－α 和 ＮＯ 的免疫调节作用 　
ＲＡＷ２６４．７ 巨噬细胞用不同浓度的 ｒＮｃＭＩＦ 处理，然
后加入 ＬＰＳ 继续培养 １６ ｈ，收集细胞上清，检测

ＴＮＦ－α 和 ＮＯ 的含量变化，结果证明 ｒＮｃＭＩＦ 同样

也没有上调巨噬细胞 ＴＮＦ－α 和 ＮＯ 的表达（数据

未提供）。

１：蛋白Ｍａｒｋｅｒ；２：表达结束后超声的沉淀；３：表达结束后超声的上清；

４：阴性对照；５：诱导 ２ ｈ 的结果；６：诱导 ６ ｈ 的结果；

７：诱导 ８ ｈ 的结果

１：ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ； ２：ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ；

３：ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ； ４：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；

５：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ２ ｈ； ６：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ

ｗｉｔｈｉｎ ６ ｈ； ７：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ８ ｈ；

图 ２　 重组 ＮｃＭＩＦ 蛋白在大肠埃希菌中的表达

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＮｃＭＩＦ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｂｙ Ｅ．ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３）

·１２·
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１：重组 ＮｃＭＩＦ 蛋白；２：阴性对照

１： ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＮｃＭＩＦ ｐｒｏｔｅｉｎ； ２： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ３　 ＮｃＭＩＦ 免疫印迹结果

Ｆｉｇ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮｃＭＩＦ

３　 讨　 论

研究表明，马拉布鲁线虫来源的 ＭＩＦ（ＢｍＭＩＦ－１）
与人类 ＭＩＦ 一样，具有控制巨噬细胞趋化运动的功

能；在体外，ＢｍＭＩＦ－１ 能够增加巨噬细胞 ＴＮＦ－α
与 ＩＬ－８ 的表达；在体内，ＢｍＭＩＦ－１ 又通过诱导激

活的巨噬细胞产生，促使 Ｔ 细胞向 Ｔｈ２ 细胞分化，
使宿主产生 Ｔｈ２ 免疫应答，最终抑制促炎症细胞因

子的产生，这成为拉布鲁线虫逃避宿主免疫应答的

重要手段［２０－２１］。 这种免疫调节作用很可能与 ＭＩＦ
的氧化还原酶和互变异构酶两种酶的功能有关。

本研究首次报道了犬新孢子虫 ＭＩＦ 同系物。
通过分析发现，ＮｃＭＩＦ 具有哺乳动物 ＭＩＦ 高度保守

的氨基酸残基，说明 ＮｃＭＩＦ 可能具有与哺乳动物

ＭＩＦ 相似的生物学活性。 为进一步研究 ＮｃＭＩＦ 的

相关功能和生物学特性，本研究利用原核表达系统

成功表达了可溶性的 ｒＮｃＭＩＦ，并通过 ＨＰＬＣ 系统对

蛋白进行了纯化。 通过对 ｒＮｃＭＩＦ 抗地塞米松免疫

抑制功能和对 ＴＮＦ－α 和 ＮＯ 的免疫调节作用进行

研究，发现 ｒＮｃＭＩＦ 没有上述的免疫调节功能，由于

ＮｃＭＩＦ 的免疫调节功能与 ＭＩＦ 的氧化还原酶和互

变异构酶活性密切相关，所以下一步将对 ＮｃＭＩＦ 的

酶进行鉴定。
关于 ＮｃＭＩＦ 的其他生物学活性，以及 ＮｃＭＩＦ

Ｄｅｘ：地塞米松，１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 用于 ＴＮＦ－α 检测，１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 用于一氧

化氮检测。 ＬＰＳ：脂多糖，２００ ｐｇ ／ ｍＬ 用于 ＴＮＦ－α 检测，１０ ｎｇ ／ ｍＬ 用于

一氧化氮检测。 ａ 至 ｅ 处 ＮｃＭＩＦ 浓度分别为 ０．０１、０．１、１、１０和 １００ ｎｇ ／ ｍＬ

Ｄｅｘ， ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ａｔ １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｆｏｒ ＴＮＦａ ａｓｓａｙ ａｎｄ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ

ｆｏｒ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ａｓｓａｙ； ＬＰＳ， ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｔ ２００ ｐｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ

ＴＮＦａ ａｓｓａｙ ａｎｄ １０ ｎｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ａｓｓａｙ； ａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅ， Ｎｃ ＭＩＦ

ａｔ ０．０１． ０．１， １， １０， ａｎｄ １００ ｎｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ４　 ＮｃＭＩＦ 在有或无 ＬＰＳ 和 ＤＥＸ 存在条件下对鼠巨噬

细胞细胞系 ＲＡＷ２６４．７的 ＴＮＦ－α（Ａ）和 ＮＯ （Ｂ）产量的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＮｃＭＩＦ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ＬＰＳ

ａｎｄ ＤＥＸ ｏｎ ＴＮＦ－α （Ａ） ａｎｄ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ （Ｂ） ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｂｙ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ， ＲＡＷ２６４．７．

对在寄生虫感染宿主、逃避宿主免疫系统中发挥的

作用有待进一步研究，为有效防控犬新孢子虫提供

更多参考。
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ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＩＦ ｏｒｔｈｏｌｏｇ ｆｒｏｍ Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ ｙｏｅｌｉｉ ｗｉｔｈ ＭＩＦ ｆｒｏｍ

ｉｔｓ ｒｏｄｅｎｔ ｈｏｓｔ［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２０１０， ４７（４）： ７２６－

７３７．

（编 辑：陈 希）
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