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［摘　 要］ 　 为了对犬新孢子虫巨噬细胞转移抑制因子（ＮｃＭＩＦ）生物学特性进行鉴定，将 ＮｃＭＩＦ 在

大肠埃希菌中以 ３ 种不同的形式进行表达，三种蛋白分别为 ＮｃＭＩＦ（成熟的蛋白质），ＮｃＭＩＦｍ（脯氨

酸突变为甘氨酸）和 ＮｃＭＩＦｈｉｓ（在 Ｎ 端添加多组氨酸标记），对三种蛋白的多聚体状态、互变异构

酶、氧化还原酶及是否与 ＭＩＦ 受体（ＣＤ７４）结合等进行分析。 结果显示这三种重组的 ＮｃＭＩＦｓ （ ｒＮｃ⁃
ＭＩＦ）均不具备互变异构酶和氧化还原酶活性；甘氨酸替代脯氨酸的重组 ＮｃＭＩＦ 减少了二聚体和三

聚物的形成；Ｎ 端额外添加的 ＨＩＳ 标签增加了三聚物的形成；ｒＮｃＭＩＦ 无法与重组人 ＭＩＦ 竞争与 ＭＩＦ
受体（ＣＤ７４）结合，表明 ＣＤ７４ 不是 ＮｃＭＩＦ 的结合受体；免疫荧光染色结果表明 ＮｃＭＩＦ 定位于犬新

孢子虫速殖子的顶端。 免疫电镜结果进一步显示 ＮｃＭＩＦ 存在于微线体、棒状体、致密颗粒及细胞核

中。 为进一步分析 ＮｃＭＩＦ 在寄生虫免疫逃逸过程中的作用提供参考。
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ＮｃＭＩＦｍ （ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｎｅ－２ ｔｏ ｇｌｙｃｉｎｅ）， ａｎｄ ＮｃＭＩＦｈｉｓ （ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｐｏｌｙｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｔａｇ ａｔ ｔｈｅ Ｎ－ｔｅｒｍｉｎｕｓ）．
Ａｎｄ ｔｈｅｎ， ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｍｅｒｉｃ ｓｔａｔｅ， ｔａｕｔｏｍｅｒａｓｅ ａｎｄ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｗｉｔｈ ＭＩＦ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ ＣＤ７４） ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｎｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＮｃＭＩＦｓ （ ｒＮｃＭＩＦ） ｈａｄ
ｔａｕｔｏｍｅｒａｓｅ ａｎｄ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ． Ｔｈｅ ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｒｏｌｉｎｅ－２ ｏｆ ＮｃＭＩＦ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｒｓ． Ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ ＨＩＳ－ｔａｇ ｌｅｄ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｉｍｅｒｓ． ｒＮｃＭＩＦ
ｗａｓ ｕｎａｂｌｅ ｔｏ ｃｏｍｐｅｔｅ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ＭＩＦ ｆｏｒ ａ ＭＩＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ＣＤ７４）， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＮｃＭＩＦ ｄｏｅｓ ｎｏｔ
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ｂｉｎｄ ｔｏ ｔｈｉｓ ＭＩＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ＮｃＭＩＦ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｐｉｃａｌ ｅｎｄ ｏｆ
Ｎｅｏｓｐｏｒａ ｃａｎｉｎｕｍ ｔａｃｈｙｚｏｉｔｅｓ． Ｉｍｍｕｎｏｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＮｃＭＩＦ ｗａｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｉｃｒｏｎｅｍｅｓ， ｒｈｏｐｔｒｉｅｓ， ｄｅｎｓｅ ｇｒａｎｕｌｅｓ， ａｎｄ ｎｕｃｌｅｉ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌｅ
ｏｆ ＮｃＭＩＦ ｉｎ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｅｓｃａｐｅ ｏｆ ｐａｒａｓｉｔｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｎｅｏｓｐｏｒａ ｃａｎｉｎｕｍ； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ； ｔａｕｔｏｍｅｒａｓｅ； ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ

　 　 巨噬细胞转移抑制因子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ） ［１－２］ 是 ４０ 年前首先被确定的

细胞因子之一。 ＭＩＦ 具有两种潜在的生物学催化

活性，即互变异构酶与氧化还原酶活性，并参与固

有免疫应答及适应性免疫反应过程［３－４］。 ＭＩＦ 最重

要的作用是对巨噬细胞［５－６］和淋巴细胞反应进行调

节以及对激素功能的调控［７－８］。 此外，ＭＩＦ 还参与

肿瘤的发展进程以及血管生成，并被证实能够与细

胞表面的 ＣＤ７４ 受体结合。
ＭＩＦ 不具有 Ｎ 端前导序列或者明显的内部信

号序列，但是免疫细胞或非免疫细胞能够通过非传

统的无前导途径分泌 ＭＩＦ。 研究表明，与高尔基体

相关联的 Ｐ１１５ 能介导 ＭＩＦ 分泌［９］。 化学交叉偶联

研究表明鼠 ＭＩＦ 在生理环境下形成同型三联

体［１０］，而平衡沉淀速率研究证明，人 ＭＩＦ 在相同条

件下往往形成单体、二聚体及三聚体的混合物［１１］。
Ｘ 射线晶体学研究也支持人与鼠的 ＭＩＦ 以同型三

聚体的形式存在的结论［３， １２］。 另外，这些 ＭＩＦ 与细

菌酶 ４－ＯＴ 和 ５－ＣＭ－２ＨＩ 在结构上属于同一族［１３］。
Ｎ 端第二位的脯氨酸在启动蛋氨酸的水解作用下

变化为 Ｎ 末端，它是细菌酶与ＭＩＦ 发生酶促反应后

的关键残余物［１３－１４］。 ＭＩＦ 基因嵌入的小鼠免疫试

验表明 ＭＩＦ 的互变异构酶活性与免疫调节作用之

间存在相关性，这一相关性也表明了第二位脯氨酸

的结构完整性介导蛋白质间的相互作用，而蛋白间

的这种相互作用对于 ＭＩＦ 的生物学活性是至关重

要的［１５］。
本研究通过对 ＮｃＭＩＦ 的生物学活性分析，为进

一步了解 ＮｃＭＩＦ 在寄生虫免疫逃逸过程中发挥的

作用提供参考。
１　 材　 料

１．１　 主要试剂及其配方　 戊二醛（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，
ＭＯ）；ＮａＢＨ４ （ Ｓｉｇｍａ， Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）；脱氧胆酸钠

（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）；蛋白用染色试剂盒（Ｓｉｇｍａ，
Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）；加入异硫氰酸荧光素标记的抗兔

ＩｇＧ （Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）；脂多糖（Ｅ． ｃｏｌｉ Ｏ１１１ ∶
Ｂ４，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｄｇｅ，Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）；ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ Ｉｎｃ，Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）
１．２　 主要仪器 　 多孔载玻片（Ｅｒｉｅ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｃｏ．，
Ｐｏｒｔｓｍｏｕｔｈ，ＮＨ）；酶标仪（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ Ｓｐｅｃｔｒａ⁃
ＭａｘＰｌｕｓ３８４，Ｒａｍｓｅｙ，ＭＮ）；分光光度计（Ｂｅｃｋｍａｎ，
Ａｔｌａｎｔａ ＧＡ）
２　 方　 法

２．１　 ＮｃＭＩＦ 偶联反应 　 ２ μｇ ／ ｍＬ ｒＮｃＭＩＦ 蛋白在

ｐＨ６．５ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钾缓冲液并含 １％戊二醛

的溶液中室温孵育 ３ ｈ。 然后向交联后产物加入

ＮａＢＨ４（２ ｍｏｌ ／ Ｌ）至终浓度 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 进行固定。
２０ ｍｉｎ 后加入终浓度为 ０．０１％的脱氧胆酸钠。 利

用三氯乙酸沉淀法浓缩蛋白，并在还原条件下通过

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 进行分析。 蛋白使用染色试剂盒银染

后可直接观察结果。
２．２　 犬新孢子虫速殖子中 ＮｃＭＩＦ 的免疫定位　 用

移液器分别向多孔载玻片的单孔中加入 １０ μＬ 含

有速殖子数为 １０６ ／ ｍＬ 的 ＰＢＳ，自然干燥。 玻片干

燥后加入冷的甲醇浸泡 ５ ｍｉｎ，然后加入含 ２％脱脂

奶粉的 ＰＢＳ 室温封闭 ３０ ｍｉｎ。 洗涤后向玻片中加

入 １ ∶ １００ 稀释的兔抗 ＮｃＭＩＦ 抗体或免疫血清，室
温孵育 ２ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤 ５ 次后，加入异硫氰酸荧光

素标记的抗兔 ＩｇＧ，室温孵育 １ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤后玻片

用 Ｖｅｃｔａｓｈｉｅｌｄ 封固剂覆盖，盖上盖玻片，使用荧光

显微镜观察图像。
免疫金电镜染色技术 （ ＩＥＭ） 参照 Ｊｅｎｋｉｎｓ 等

人［１６］文章中的方法，即将犬新孢子虫速殖子用

５０００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎ 收集沉淀，然后将其重悬于

１００ μＬ含 ３％多聚甲醛、０．５％戊二醛的 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ
二甲砷酸盐缓冲液固定剂中。 经过 ５ ｍｉｎ 固定，采
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用 ５０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 收集速殖子，使用二甲砷酸盐

缓冲液洗涤，然后将其混匀形成分散的小球。 随后

将速殖子用梯度乙醇脱水处理，使用 ＬＲ 白色硬级

丙烯酸树脂浸润过夜，５５ ℃条件下熏蒸处理 ２４ ｈ。
使用硅藻金刚钻刀在切片机上制作 ９０ ｎｍ 厚度的

截面，用 ２００ 目的镍网格收集。 将这些网格用含

０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ甘氨酸和 １％牛血清白蛋白的 ＰＢＳ 浸润，
并用含脱脂奶粉的 ＰＢＳＴ 浸润。 网格用含 １ ∶ １００
稀释的羊抗 ＮｃＭＩＦ 血清、兔抗 ＮｃＭＩＦ 或先前免疫

的血清浸润，室温孵育 ２ ｈ。 网格用 ＰＢＳ 冲洗，然后

使用含 １ ∶ １００ 金标抗羊 ＩｇＧ 或抗兔 ＩｇＧ 的 ＰＢＳ 孵

育。 经过 ＰＢＳ 和水的连续洗涤后，自然干燥网格，
用 ５％乙酸双氧铀着色 ３０ ｍｉｎ 后用 ＨＴ７７００ 电子显

微镜进行镜检。
２．３　 互变异构酶和氧化还原酶分析　 将 ４８ μＬ 的

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸左旋多巴甲酯（Ｌ－３，４－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃
ｐｈｅｎ ｙｌａｌａｎｉｎｅ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ）和 ３２ μＬ 的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
高碘酸钠加入到 ７２０ μＬ 含有 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 和

ｐＨ６．２ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 中，反应后生成 Ｌ－多巴色

素甲醇（Ｌ－ｄｏｐａｃｈｒｏｍｅ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ），以此为底物，
利用分光光度计检测 ＮｃＭＩＦ 的互变异构酶活性。
将该底物 ８００ μＬ 加入到 １ ｍＬ 的比色皿中，然后加

入 ＮｃＭＩＦ 至终浓度 ２ ｕｇ ／ ｍＬ，在 Ａ４７５ 波长处读取

吸光值 ２０ ｍｉｎ，同时设鼠的 ＭＩＦ 为阳性对照。
ＮｃＭＩＦ 氧化还原酶作用主要通过催化还原胰

岛素实验来进行检测。 将 ４９ μＬ 重组蛋白和 ６ μＬ
２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 还原型谷胱甘肽加到 １９５ μＬ 冰冷含有

２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 和 １ ｍｇ ／ ｍＬ 胰岛素的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＰＢＳ 缓冲液（ｐＨ７．２）中，在 ２３ ℃读取 ６５０ ｎｍ 的吸

光值，共读取 ９６ ｍｉｎ。
２．４　 与人类 ＣＤ７４ 受体结合实验分析　 ９６ 孔细胞

板上包被重组的可溶性 ＣＤ７４ 胞外域（ ｓＣＤ７４７３ －
２３２），生物素标记的重组人类 ＭＩＦ（ｒｈＭＩＦ，２ ｎｇ ／ μＬ）
（Ｒｏｃｈｅ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）与纯化的（未生物素标记

的）不同浓度的 ｒＮｃＭＩＦ 或 ｒＮｃＭＩＦｍ 一起同时加入

三个孔中。 通过加入链霉亲和素碱性磷酸酶

（Ｒ＆Ｄ）检测磷酸对硝基苯酯碱性磷酸酶来确定生

物素标记 ｒｈＭＩＦ 的量，在 ４０５ ｎｍ 波长处读数，读数

减去只有生物素标记的 ｒｈＭＩＦ 孔的读数。
３　 结　 果

３．１　 ｒＮｃＭＩＦｓ 偶联反应 　 为揭示 ｒＮｃＭＩＦｓ 寡聚体

形式，３ 种不同的 ｒＮｃＭＩＦｓ 分别进行交联，并在还原

条件下电泳分析。 交联反应试验表明没有，经过偶

联的三种形式 ｒＮｃＭＩＦｓ 蛋白主要呈现单体形式，但
二聚体形式也较明显（图 １）。 ｒＮｃＭＩＦ 呈现等量的

单体、二聚体和三聚体，低水平的分子量更高的寡

聚物也存在（图 １Ａ）。 ｒＮｃＭＩＦｍ 蛋白主要以单体形

式存在，其中也包含有二聚体和三聚体（图 １Ｂ）。
值得注意的是，ｒＮｃＭＩＦｈｉｓ 蛋白主要存在形式为三

聚体，还包括低水平的单体和二聚体以及高水平的

寡聚体形式（图 １Ｃ）。
３．２　 犬新孢子虫速殖子的免疫定位　 免疫定位结

果显示，兔抗犬新孢子虫抑制蛋白［１７］ 作阳性对照

呈现绿色的荧光，仅使用 ＰＢＳ、山羊抗兔 ＩｇＧ－ＦＩＴＣ、
免疫前血清或不相关的免疫血清时观察不到相似

的荧光现象（图 ２Ａ，ａ～ ｄ），而 ＮｃＭＩＦ 组显示 ＮｃＭＩＦ
被紧密地定位在寄生虫顶端末梢（图 ２Ａ，ｅ 和 ｆ）。
免疫电镜结果证明，ＮｃＭＩＦ 被特异性的定位在犬新

孢子虫棒状体和微线体（图 ２Ｂ，ｂ ～ ｄ）、密集颗粒

（图 ２Ｂ，ｅ）和细胞核上（图 ２Ｂ，ｆ）。
３．３　 ｒＮｃＭＩＦ 不具有互变异构酶和氧化还原酶活性

ＭＩＦ 具有互变异构酶活性，虽然它与 ＭＩＦ 的生物学相

关性还不明确。 为确定复性或未复性的 ｒＮｃＭＩＦ 的酶

活性，使用多巴色素底物进行互变异构酶分析。 阳性

对照鼠源ＭＩＦ 具有互变异构酶活性，０．６ μｇ ／ ｍＬ 的浓

度条件下可检测到酶活性 ３１５ μｍｏＬ∙ｍｉｎ－１∙ｍｇ－１

（图 ３Ａ）。 然而 ｒＮｃＭＩＦ 或 ｒＮｃＭＩＦｍ 在 １０ μｇ ／ ｍＬ
浓度下复性之前或之后均没有检测到互变异构酶

活性（图 ３Ｂ）。 ｒＮｃＭＩＦｈｉｓ 在高浓度 （ １０ μｇ ／ ｍＬ）
下有很低的但可检测到的互变异构酶活性，后被证

实这是由于该蛋白纯化时蛋白洗脱液中的咪唑导

致的。
３．４　 ｒＮｃＭＩＦ 不能与人类 ＭＩＦ 受体 ＣＤ７４ 结合 　
ｒＮｃＭＩＦ ＣＤ７４ 受体结合试验证明，ｒＮｃＭＩＦ 和 ｒＮｃ⁃
ＭＩＦｍ 都无法竞争人 ｒｈＭＩＦ 与 ＭＩＦ 受体 ＣＤ７４（外功

能区 ７３～２３２）结合（图 ４）。
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泳道 １：用 ＮａＢＨ４ 固定蛋白而不用 １％戊二醛处理；泳道 ２：用 １％戊二醛处理蛋白而不用 ＮａＢＨ４ 固定；

泳道 ３：蛋白用 １％戊二醛处理后用 ＮａＢＨ４ 固定；泳道 ４：蛋白不做任何处理；Ｍ：单体；Ｄ：二聚体；Ｔ：三聚体。 左侧显示为蛋白 ｍａｒｋｅｒ。

Ｌａｎｅ １： ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｉｘｅｄ ｂｙ ＮａＢＨ４ ｗｉｔｈｏｕｔ １％ ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ； Ｌａｎｅ ２： ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １％ ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ＮａＢＨ４ ｆｉｘａｔｉｏｎ；

Ｌａｎｅ ３： ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ １％ ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ＮａＢＨ４ ｆｉｘａｔｉｏｎ； Ｌａｎｅ ４： ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｎｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｍ， ｍｏｎｏｍｅｒ；

Ｄ， ｄｉｍｅｒ； Ｔ， ｔｒｉｍｅｒ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｌａｄｄｅｒ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｔｏ ｔｈｅ ｌｅｆｔ．

图 １　 ＮｃＭＩＦ（Ａ）、ｒＮｃＭＩＦｍ（Ｂ）和 ｒＮｃＭＩＦｈｉｓ（Ｃ）的化学交叉偶联及 ４％～ １２％银染 ＮｕＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ ｏｆ ｒＮｃＭＩＦ（Ａ）， ｒＮｃＭＩＦｍ， ａｎｄ ｒＮｃＭＩＦｈｉｓ（Ｃ） ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ｓｉｌｖｅｒ－ｓｔａｉｎｅｄ ４％～１２％ＮｕＰＡＧＥ

Ａ：兔抗 ＮｃＭＩＦ 血清作为一抗，山羊抗兔 ＩｇＧ－ＦＩＴＣ 作为二抗进行 ＩＦＡ 检测，不同情况下 ＮｃＭＩＦ 的定位情况：（ａ）仅加入 ＰＢＳ 不加抗体；

（ｂ）仅加二抗（１ ∶ １００ 稀释）；（ｃ）免疫前兔血清（１ ∶ １００ 稀释）；（ｄ）兔抗非犬新孢子虫重组蛋白血清（１ ∶ １００ 稀释）；（ｅ）兔抗重组犬新

孢子虫抑制蛋白对照（１ ∶ １００ 稀释）；（ｆ）兔抗 ｒＮｃＭＩＦ 血清（１ ∶ １００ 稀释）。 Ｂ：用绵羊抗 ＮｃＭＩＦ 作为一抗，兔抗绵羊 ＩｇＧ－ｇｏｌｄ 作为二抗，

通过免疫电子显微镜对 ＮｃＭＩＦ 进行定位。 Ｒ：棒状体；Ｍ：微丝；Ａ：顶端；Ｎ：细胞核；ＤＧ：致密颗粒。 ９ａ：放大 １００００ 倍；ｂ－ｆ：放大 ５００００ 倍。

Ａ． ＩＦＡ ｕｓｉｎｇ ａ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ－ＮｃＭＩＦ ｓｅｒｕｍ ａｓ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｇｏａｔ ａｎｔｉ－ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ－ＦＩＴＣ ａｓ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｒｅａｇｅｎｔ：

（ａ） ＰＢＳ ａｌｏｎｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ； （ｂ） ｓｅｃｏｎｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ （１ ∶ １００） ａｌｏｎｅ； （ｃ） ｐｒｅ－ｉｍｍｕｎｅ ｒａｂｂｉｔ ｓｅｒｕｍ （１ ∶ １００ ｄｉｌｕｔｉｏｎ）；

（ｄ） ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉｓｅｒａ ｔｏ ａ ｎｏｎ－Ｎ． ｃａｎｉｎｕｍ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ （ｂｅｔａ－ｇｉａｒｄｉｎ ｏｆ Ｇｉａｒｄｉａ ｌａｍｂｌｉａ） （１ ∶ １００ ｄｉｌｕｔｉｏｎ） ａｓ ａｎ ｉｒｒｅｌｅｖａｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｎｔｒｏｌ；

（ｅ） ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉｓｅｒａ ｔｏ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｎｅｏｓｐｏｒａ ｐｒｏｆｉｌｉｎ （１ ∶ １００ ｄｉｌｕｔｉｏｎ） ａｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； （ ｆ） ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉｓｅｒａ ａｇａｉｎｓｔ ｒＮｃＭＩＦ （１ ∶ １００） ．

Ｂ． Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＮｃＭＩＦ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｕｓｉｎｇ ｓｈｅｅｐ ａｎｔｉ－ＮｃＭＩＦ ａｓ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ－ｓｈｅｅｐ ＩｇＧ－ｇｏｌｄ

ａｓ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｎｔｉｂｏｄｙ． Ｒ： ｒｈｏｐｔｒｙ； Ｍ： ｍｉｃｒｏｎｅｍｅ； Ａ： ａｐｉｃａｌ； Ｎ： ｎｕｃｌｅｕｓ； ＤＧ： ｄｅｎｓｅ ｇｒａｎｕｌｅ． ａ： ×１００００； ｂ～ ｆ： ×５００００．

图 ２　 间接荧光（ＩＦＡ）（Ａ）和免疫电镜（Ｂ）在犬新孢子虫速殖子中对 ＮｃＭＩＦ 进行免疫定位

Ｆｉｇ ２　 Ｉｍｍｕｎｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＮｃＭＩＦ ｉｎ Ｎｅｏｓｐｏｒａ ｔａｃｈｙｚｏｉｔｅｓ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ

（ＩＦＡ） （Ａ） ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （Ｂ）

·１２·
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Ａ：０．５ μｇ ／ ｍＬ ｍＭＩＦ 在多巴色素互变异构酶活性检测中用作阳性对照；Ｂ：１０ μｇ ／ ｍＬ ｒＮｃＭＩＦ 和 ｒＮｃＭＩＦｍ 的多巴色素互变异构酶活性。

Ａ： ｍＭＩＦ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｐａｃｈｒｏｍｅ ｔａｕｔｏｍｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗｉｔｈ ａ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０．５ μｇ ／ ｍＬ；

Ｂ： ｒＮｃＭＩＦ ａｎｄ ｒＮｃＭＩＦｍ ｗｉｔｈ ａ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １０ μｇ ／ ｍＬ ｗｅｒｅ ａｓｓａｙｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｏｐａｃｈｒｏｍｅ ｔａｕｔｏｍｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ．

图 ３　 ｍＭＩＦ（Ａ）和 ｒＮｃＭＩＦｓ（Ｂ）的多巴色素互变异构酶活性

Ｆｉｇ ３　 Ｄｏｐａｃｈｒｏｍｅ ｔａｕｔｏｍｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍＭＩＦ （Ａ） ａｎｄ ｒＮｃＭＩＦｓ （Ｂ）

图 ４　 在与生物素标记 ｒｈＭＩＦ 竞争条件下 ｒＮｃＭＩＦ、

ｒＮｃＭＩＦｍ、ｒｈＭＩＦ 与人 ＭＩＦ 受体功能区结合的能力

Ｆｉｇ ４　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒＮｃＭＩＦ， ｒＮｃＭＩＦｍ， ａｎｄ ｒｈＭＩＦ

ｔｏ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＭＩＦ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｅｃｔｏｄｏｍａｉｎ （ｓＣＤ７４） ｉｎ

ｖｉｔｒｏ ｃａｐｔｕｒｅ ａｓｓａｙ ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ－ｒｈＭＩＦ ａｓ ｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒ

４　 讨　 论

本研究中，交联反应试验证明 ＮｃＭＩＦ 呈现出与

人类 ＭＩＦ 相似的低聚物形式，第二位氨基酸由脯氨

酸突变为甘氨酸时 ＮｃＭＩＦｍ 低聚物明显增多，同时

单个氨基酸的突变不利于 ＭＩＦ 二聚体和三聚体的

形成。 此外，在 Ｎ 端额外添加 Ｈｉｓ 标签的 ＮｃＭＩＦ 三

聚体聚合物明显增加。 这些结果表明改变 ＭＩＦ 蛋

白 Ｎ－端氨基酸序列或对其进行化学修饰会明显改

变该蛋白的结构，但这一改变可能对蛋白功能的影

响尚无法确定。 在 Ｂｅｒｎａｃｃｈｉ 等［１８］报道中指出 ＭＩＦ
蛋白序列中脯氨酸的存在对蛋白的结构和聚合状

态至关重要，但是第二位脯氨酸的作用仍需要进一

步验证。
在互变异构酶活性方面，ＮｃＭＩＦ 在其氨基酸序

列中含有与该活性相关的关键第二位氨基酸———
脯氨酸，还含有对互变异构酶起到重要作用的五种

氨基 酸 残 基 中 的 三 个 相 关 残 基 （ Ｌｙｓ３３， Ｉｌ６５，
Ｔｙｒ９６）。 互变异构酶活性是原生动物 ＭＩＦ 具有的

标志性功能，与原生动物相比，其他动物的 ＭＩＦ、
ＮｃＭＩＦ 和 ＮｃＭＩＦｍ 均缺乏互变异构酶活性。 ＮｃＭＩＦ
缺失这一活性的原因也许不是构象折叠导致的，因
为我们尝试对蛋白进行复性且复性后的蛋白仍不

能催化底物。 然而在本研究中我们检测到 ＮｃＭＩＦｈｉｓ
具有低水平的互变异构酶活性，但这之后被证实是

因为在蛋白纯化时低水平的咪唑的存在导致的。
我们猜测虽然第二位脯氨酸对所有 ＭＩＦ 同系物的

互变异构酶活性都起到重要作用，但其它与互变异

构酶活性相关的氨基酸残基也许也发挥着至关重

要的作用。 对于 ＮｃＭＩＦ 来说，由于缺少其它氨基酸

残基或序列，从而可能失去了互变异构酶活性。
Ｓｏｍｍｅｒｖｉｌｌｅ 等［１９］ 报 道 称 重 组 的 弓 形 虫 ＭＩＦ
（ＴｇＭＩＦ）具有互变异构酶活性但水平较低，在３７ ℃
测得含量为 １９ μｍｏｌ∙ｍｉｎ－１∙ｍｇ－１。 而我们在分析

ＮｃＭＩＦ 的互变异构酶活性时，采用了较低温度从而

降低了检测的灵敏度，这可能部分说明为什么检测

不到 ＮｃＭＩＦ 的互变异构酶活性。

·２２·
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同样，ＮｃＭＩＦ 和 ＮｃＭＩＦｍ 也不具备氧化还原酶

活性。 这从 Ａｌａｍ 等［２０］ 的阐述中可知，由于 ＮｃＭＩＦ
缺乏对该酶功能起关键作用的两个半胱氨酸中的

一个，从而直接导致氧化还原酶活性的缺失。 该酶

活性的缺失也进一步解释了 ＮｃＭＩＦ 不与 ＭＩＦ 靶向

受体 ＣＤ７４ 结合的原因。 虽然没有证据表明犬新孢

子虫会传染人类，但这一寄生虫实际上可在体外侵

染所有种类的细胞。 另外，牛 ＣＤ７４ 与人类 ＣＤ７４
表现出高度的氨基酸序列同源性，用于 ＭＩＦ 结合试

验中的人类 ＣＤ７４ 片段与牛 ＣＤ７４ 相关序列的同源

性在 ７７％，说明了人类和牛 ＣＤ７４ 分子在该片段结

构上的相似性。
ＮｃＭＩＦ 主要定位于速殖子顶端。 免疫电子显

微镜进一步揭示 ＮｃＭＩＦ 定位在类似于棒状体、微线

体、致密颗粒、细胞核的结构上。 需要特别注意的

是 ＮｃＭＩＦ 明显存在于细胞核。 近期 Ａｒｎｏｙｓ 等［２１］在

研究中报道 ＮｃＭＩＦ 以及其他物种的 ＭＩＦｓ 不含信号

序列或核定位信号，但却在细胞质、细胞核以及胞

外间质大量存在。
报道已证明，利什曼原虫和疟原虫的 ＭＩＦｓ 均

具有生物学活性。 然而我们研究发现 ＮｃＭＩＦ 缺乏

互变异构酶和氧化还原酶活性，同时缺乏与 ＣＤ７４
等生物活性剂受体结合的能力，故推测 ＮｃＭＩＦ 的功

能可能仅限于调控犬新孢子虫的生命周期，而不调

控宿主与寄生虫之间的相互作用。 尽管如此，ＮｃＭＩＦ
在犬新孢子虫发病机理方面的作用仍有待研究。
下一步将做深入的比较研究，以阐明 ＭＩＦ 的结构变

化导致其相应功能变化的关系。
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［摘　 要］ 　 以 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 体重的剂量研究猪内服盐酸多西环素饮水剂的药动学特征，采用超高效液

相色谱－串联质谱法，测定猪内服与静脉给予多西环素的血浆浓度，Ｗｉｎｎｏｌｉｎ 软件进行分析。 猪单

次内服多西环素饮水剂型水溶液后，ＭＲＴｌａｓｔ为（１２．８２±３．３４） ｈ，Ｔ１ ／ ２为（１１．６５±４．８０） ｈ，Ｔｍａｘ为（４．１３±

１．８９） ｈ，Ｃｍａｘ为（０．８７±０．４８） μｇ ／ ｍＬ，ＡＵＣ ｌａｓｔ为（１１．０７±４．１９） μｇ·ｈ·ｍＬ－１。 静脉注射 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 体

重多西环素水溶液后，ＡＵＣ ｌａｓｔ 为（３３． ３４ ± ８． ０３） μｇ·ｈ·ｍＬ－１，Ｔ１ ／ ２ 为 （５． ６８ ± １． ３２） ｈ，ＭＲＴｌａｓｔ 为

（７．９８±０．５６） ｈ。 结果表明多西环素饮水剂水溶液的绝对生物利用度为 ３３．２％。 猪内服多西环素饮

水剂后，具有体内吸收速度较快，达峰时间短，消除较慢，血中平均滞留时间较长等特点。
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