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疟疾是由疟原虫（'VO<7PX;S7）感染所引起的寄

生虫疾病，通过雌性按蚊叮咬人体传播，在全球范

围内仍有着较高的发病率和死亡率c&d。疟原虫在人

体的寄生生活主要分为肝细胞期和红细胞期，其中

以红细胞期引起的临床症状最为明显c!d。红细胞期

疟原虫的能量来源主要依靠摄取宿主血液中的葡

萄糖进行糖酵解c2d。葡萄糖依次通过红细胞膜表面葡萄

糖转运蛋白（/.01）&、包绕疟原虫的纳虫泡膜（'OBO$

<;AP'NPBPS< ZO(SPV@ 7@7]BOC@，ef4）和疟原虫质膜上

的己糖转运蛋白（N@`P<@ ABOC<'PBA@B，:1），最终进入

疟原虫体内c,d。由于无氧糖酵解产生 +1e 效率低下，

疟原虫需要摄取大量葡萄糖以维持正常生长c%d。

/.01&在人体内广泛存在，是红细胞和血^脑屏

障中最主要的 /.01。有研究报道，对正常红细胞和

感染恶性疟原虫（+,$%&'()*& -$,.)/$0*&，+1 -$,.)!

/$0*&）的红细胞进行磷酸化蛋白质组学分析，发现

感染红细胞表面 /.01& 的磷酸化状态发生改变c#d；

在伯式疟原虫（",$%&'()*& 230453)，+1 230453)）感染

的肝细胞阶段，肝细胞会上调细胞表面 /.01& 的

表达量和转运效率以增加葡萄糖的摄取c3d；而在人

类遗传疾病 /.01& 缺陷综合征中，/.01& 磷酸化

状态的改变也会影响葡萄糖的正常吸收 cKd。可见，

/.01& 的磷酸化水平对其在细胞表面的表达量及

葡萄糖转运效率至关重要。

/.01& 的磷酸化既可能引发胞浆内的 /.01&

囊泡转位到细胞膜，又可能调控细胞表面 /.01& 的

葡萄糖转运效率。而红细胞缺乏囊泡转运机制，只能
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通过调节 !"#$% 转运葡萄糖的速率来调节葡萄糖

的摄取&'(。为了探究感染红细胞 !"#$% 磷酸化状态

对葡萄糖吸收的影响，本实验室前期已经对正常和

感染恶性疟原虫的红细胞膜蛋白进行质谱分析，找

到一些与疟原虫感染相关的 !"#$% 特异性磷酸化

位点。由于红细胞无法进行基因转染，为了研究这些

位点的磷酸化状态在疟原虫感染红细胞中的作用，本

研究首先拟在其他细胞中检测这些位点的磷酸化对

细胞表面 !"#$% 表达量和转运葡萄糖效率的影响。

为了尽量降低内源性 !"#$% 对检测的影响，选择低

表达 !"#$% 的小鼠胚胎成纤维细胞系 )*+,-$- 进

行细胞表面 !"#$% 表达水平的定量检测。!"#$%

为 %.次跨膜蛋白，直接用抗体检测 !"#$/的细胞外

结构域灵敏度较低&0(，且其 ) 端和 1 端均朝向细胞

质内。因此，为了更为准确地检测细胞表面 !"#$%

的表达水平，本研究首先通过分子克隆的方法，在人

!"#$% 第一个胞外区中插入 .!2"3! 序列，以

456)3

$7

89$:,;<5=+>? @ 为载体，构建 456)38=.!

2"3!=!"#$%，并将其导入 )*+,-$- 细胞中，利用

抗 2"3! 抗体，即可定量检测细胞表面 !"#$% 的表

达水平，为后续探究疟原虫感染红细胞 !"#$% 磷

酸化位点的功能提供了必要的分子工具。

! !"#$%

%A/ !" 细胞系、质粒和菌株小鼠胚胎成纤维细

胞系 )*+9-$- 于本实验室保存，哺乳动物细胞表达

载体 456)3

$7

89$:9;<5=+>? @ 由南开大学生命科学

院胡俊杰课题组提供，感受态细胞 7B5C/=$/ 购自

北京博迈德基因技术有限公司。

/D. #$%& 限制性核酸内切酶 !"#$!和

$%&'"购自美国 )E@ 公司，*F=2G?>HF!+6 1IHF>FJ

试剂盒购自宝日医生物技术（北京）有限公司，质粒

小提试剂盒和 6)3 凝胶回收试剂盒购自全式金生

物技术有限公司，质粒中提试剂盒购自 K>BJLF公司；

67E7 培养基、">4HML5NB;>F$7

.OOO 试剂盒购自美

国 *FP>NQHJLF 公司，胎牛血清（2@R）购自美国 !>S5H

公司；用于流式的 BFN>T6UV6666V，山羊抗兔 *J!

（WE=5HFXGJBNLY）抗体购自美国 1LII R>JFBI>FJ $L5C"

FHIHJ< 公司，用于 ZL?NLQF 印迹的 BFN>=2"3! 抗体

购自美国 R>J;B 公司。

[D- '()*

%D-D% 目的基因片段 !"#$% =!、!"#$% =#和

!"#$%="的获取 以人类 !"#$% 基因编码区（%#

% 8\0 S4）为模板，在 !"#$% 的第一个胞外区序列

中，即在第 ]] 位氨基酸和第 ]^ 位氨基酸之间插入

.个连续的 2"3!标签。首先进行分段 W1_，分别扩增

片段 !"#$[T!（!!，[#[^] S4）和 !"#$[T!$（!

!$，[^^#[ 8\0 S4），并在 !!的上、下游分别引入

(%&'"酶切位点和 .!2"3! 序列，!!$的上、下游

分别引入部分 [!2"3! 序列和 !"#( !酶切位点。

以 !!$为模板进一步扩增出片段 !"#$[T$（!$，

[^^#]8[ S4）和 !"#$[T"（!"，][\#[ 8\0 S4）（W1_

引物见表 [）。W1_反应条件：预变性 0` % ] ;>F，以

0` % -O ?，]] % .O ?，̂` % [ ;>F，循环 -] 次，̂` %

终延伸 ] ;>F，8%终止反应。W1_ 产物经琼脂糖凝

胶电泳分离鉴定，切胶回收。

[D-D. 重组质粒 456)38T.!2"3!T!"#$[ 的构

建 通过 HPLQIB4 W1_ 将 !%和 !$连接得到片段

!!a$（^O\ S4，引物为 2.-% 和 _-`.），利用 *F=

2G?>HF 无缝克隆的方法将片段 !!a$、!"与经

(%&'"和 !"#(!双酶切后的 456)3

$7

8,$:,;<5=

+>? @ 质粒连接（反应条件为 ]O%，-O ;>F）。将连接

产物转化至感受态细胞 7B5C%=$% 中，在含氨苄的

"@ 固体培养基上密集涂布后于 -\%恒温培养箱倒

置培养 %.#%8 C，次日挑取单克隆于 "@ 液体培养基

中摇菌扩增后提取质粒。酶切鉴定及 6)3 测序确

认 .!2"3! 序列成功插入 !"#$% 第一个胞外区，得

到重组质粒 456)38=.!&"3!=!"#$%。大量制备重

组质粒用于细胞转染。

& ! '()*+,-./0

"#$ ! %&'()*+,)-&' &. /*-01* (12+1',1( &. 31,)&*

引物序列（]$"-$）

!1!$$$3331$$33!1$$3$!!3!1113!13!133!

%""4"%5"%5"%6"%%""5"66"%%""6"%!$1!$13$11$$!$33$1!1$1$11113$3!1!!$!

56"6653$11$!11131131!

131$!!31$3!$!!3$11$13131$$!!!33$13!1

!3$33!3$11$!11131131!

113$!3$!!3!$113!!11!33131

!$!$$1!!11$!!31$113$13$!!

131$!!31$3!$!!3$11$13131

注：下划线部分表示酶切位点，粗体部分表示引入的 2"3! 序列；!"#$%：葡萄糖转运蛋白 %

引物名称

2.-%

_.-%

2%--`

_%--`

2-`.

_-`.

20`%

_0`%

目的片段

!"#$%=!

!"#$%=!$

!"#$%=$

!"#$%="
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!"#"# 细胞的培养与转染 小鼠胚胎成纤维细胞系

$%&'#(# 在含 !)*+,- 的 ./0/ 培养基中培养，置

于 #1!、2*34

5

的培养箱。当细胞融合度达到 1)*"

6)*时，根据 789:;<=>?@8A

(/

5))) 试剂说明书，以

498>/0/

(/ 培养液分别稀释质粒与转染试剂，将两

者混匀后转染细胞，B"C D 后更换培养基。实验组转

染 9=.$EBF5#+7EGHG7I(!质粒，对照组转染 9=.$

$EB 空载质粒。

!"#"B 蛋白质印迹法检测细胞内 +7EGHG7I(! 的

表达 转染后 5B D 收集细胞，提取总蛋白，加入还

原性上样缓冲液后进行 !)*十二烷基硫酸钠H聚丙

烯酰胺凝胶电泳（-.-HJEG0）；凝胶分离后通过湿

转法将蛋白转移到 JK.+ 膜上（!)) K，5 D）；2*脱

脂牛奶室温封闭 ! D；+7EG 抗体（!：! ))) 稀释）和

内参 !H?=>8A 抗体（!：B ))) 稀释）B!孵育过夜；次

日以 !#J,-( 洗膜 # 遍；辣根过氧化物酶标记的山

羊抗鼠第二抗体（!：B ))) 稀释）室温孵育 ! D；!#

J,-( 漂洗# 遍；采用化学发光法显色并曝光。

!"#"2 流式细胞术检测细胞表面 +7EGHG7I(! 表

达 细胞转染后 5B D 使用细胞刮刀将细胞解离，制

成单细胞悬液；加入 3.!CL#5 抗体（!%5)) 稀释）B!

封闭 !2 @8A；再加入 ?A>8H.MN....N 抗体（!%! )))

稀释）B!孵育 ! D；!#J,- 洗涤后加入 J0 耦联的山

羊抗兔 %OG（!%52) 稀释）B!孵育 #) @8A；J,- 洗涤

后过滤上机检测。

!PB !"#$% 采用 -J-- 52") 统计软件进行数

据分析，正态分布的计量资料以 !"# 表示，组间比

较采用 ! 检验，"Q)")2 为差异有统计学意义。

! !"

5"! 9=.$EBH5#+7EGHG7I(!&'()*+, 为

了检测细胞表面 G7I(! 表达量，在 G7I(! 第一个

胞外区 -<R22 和 %S<2C 之间插入 5#+7EG 序列，从而

可以利用 ?A>8H.MN....N 抗体经流式细胞术检测

细胞表面的 G7I(! 表达量。本实验选用 9=.$E

(/

BL

(4L@T=H&8U , 质粒，含有真核基因 3/K 强启动子，

转染细胞后可大量表达目标蛋白。

由于需要在 G7I(! 蛋白内部插入 5#+7EG 序

列，首先扩增出 G"和 G"&片段（图 5E），在 G"末

端引入 5'+7EG 序列。鉴于 G"和 G"&片段大小差

距较大，不易直接通过 :V<RS?9 J3W进行连接。因此，

进一步以 G"&为模板分别扩增 G#和 G$两个小

片段（图 5,）。经 :V<RS?9 J3W连接片段 G%和 G &，

利用 %AH+XU8:A 无缝克隆技术将片段 G %Y&和 G

$同时插入线性化的质粒 9=.$EB，即得到重组质

粒 9=.$EBH5'+7EGHG7I(!。重组质粒经 #$%& $和

'()#%双酶切鉴定插入片段大小正确（图 53），

.$E 测序无误。

5"5 -./ $%&L#(# 01 +7EGHG7I(! *2

3 $%&L#(# 细胞经 9=.$EBH5'+7EGHG7I(! 转

染后，检测细胞内转入的G7I(!的表达水平。用 ?A>8H

+7EG抗体检测细胞中 +7EGHG7I(!的总表达量，以

!H?=>8A作为内参。与转染空载质粒相比，在 B)"2) Z.

# " #$%&'

()

*+(,+-.$/012 3$%&' #$%&'*/!!45'6/657("

()#*$+&

418 " 9:;2-1< #=>?1:@2 >? #$%&'

()

*+(,+-.$/012 3A:@?BC ;D< #$%"

&'*/!!45'6/657("$=18EB&

5 ))) [9

! ))) [9

2)) [9

52) [9

/?RZ<R

! ##\ [9

5#! [9

E

/?RZ<R

5 ))) [9

! ))) [9

2)) [9

52) [9

6\! [9

#\5 [9

,

2 ))) [9

5 ))) [9

! 2C# [9

2 !#1 [9

/?RZ<R

注：E：目的片段 G%和 G%&的获取；,：目的片段 G&和 G&的

获取；3：重组质粒 9=.$EBH5'+7EGHG7I(! 双酶切鉴定

# ! ,-() #$%&'*/!!45'6/657("./0123

418 ! F>D2B=G$B1>D ;D< 1<@DB1?1$;B1>D >? #:;2-1< #$%&'* /! !

45'6/657("

3
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! ! "#$%#&'"#$% ()*+!,!&'()* -./012.3,4 +,

-./0

567 8 9#%#:%6;' ;< %=# >?;@'% ;< 5./212.3,A 6' B)*C8,8 :#DD$

EF "#$%#&' ED;%%6'7

间有一条特异性条带（图 !箭头处），大小与 "#$%&蛋

白分子量符合，提示 '()*+,-.!/#+"-"#$%& 被导

入 *012!%!细胞后 /#+"-"#$%&表达正常。

.3! *014!%! !"#$ "#$%& %&'() *014

!%! 细胞经 '()*+,-/#+"-"#$%& 转染后，用 56"

789):;)))); 抗体识别细胞表面 /#+" 标记的

"#$%& 的表达情况。流式检测结果显示，转染重组质

粒的细胞表面可检测到 /#+"-"#$%& 的表达，阳性

群比例为（.&3,<#.3!=>）?，明显高于对照组（@3@&#

@3@@）?，差异有统计学意义（!AB3@!>，"C@3@&）（图 ,），

提示可以通过 /#+" 抗体检测细胞表面 /#+"-

"#$%& 的表达量的变化。

8 12

疟原虫在人体细胞内寄生需要摄取大量的葡

萄糖供能，以维持其生长发育。在疟原虫感染的红

细胞期，葡萄糖主要以无氧糖酵解的方式提供能

量。目前已建立了恶性疟原虫葡萄糖代谢相关的酶

动力学模型，为潜在的药物治疗靶标研究提供了工

具D&@E。有研究报道，疟原虫质膜上的己糖转运蛋白也

可能成为潜在的药物治疗靶标，通过限制葡萄糖的

摄取抑制疟原虫的生长发育D,，&&-&.E。

葡萄糖是各种生物最基本的能量来源，主要通过

细胞膜上的 "#$%F 被细胞吸收，其中以 "#$%&、.、

!、, 的生理功能最为重要，"#$%& 因发现最早而得

名。"#$%F 属于主要协同转运蛋白超家族（G5HIJ

K5(8L8757IJ FM'NJK5G8LO，P/Q），具有典型的折叠模式，

由 &.个跨膜螺旋组成 * 端和 R 端两个结构域，各

包含了一对重复的反向结构D&!E。"#$%& 的失活突变

会影响葡萄糖转运活性，导致癫痫、大脑萎缩和发

育迟缓等一系列症状，称为 "#$%& 缺陷综合征。通

过比较捕获到的 "#$%& 和木糖转运蛋白 SO0T 的

晶体结构发现，"#$%& 转运机制可能是通过胞内区

, 个 ! 螺旋组成的结构域（867J5(NLLML5J UNL8(5L VM6"

WLN，0R1）与 R 端的相互作用介导的D&,E。在 "#$%& 缺

陷综合征已经发现的突变位点中，可能主要通过影

响 0R1 与 R 端的相互作用从而影响葡萄糖转运。当

细胞内 +%X 充足时，+%X 与 "#$%& 结合，引起

"#$%& 的 LII'<9= 和 R 端的相互作用，进而抑制其

对葡萄糖的吸收D&>E。有研究表明，"#$%& 的 QNJ..<

位点的磷酸化可通过上调细胞表面 "#$%& 的表达

量和 "#$%& 的活性，增加葡萄糖的吸收DYE。在肌肉

组织中，"#$%& 的QNJ,B@ 位点的磷酸化也通过相似

的机制增加葡萄糖的吸收D&<E。上述位点的磷酸化可

能改变了 "#$%& 内部的空间结构，影响 * 端和 R

端的相互作用，从而影响葡萄糖的吸收速率。因

此，通过对正常和感染恶性疟原虫的红细胞膜蛋白

进行质谱分析，筛选出可能的与疟原虫感染的特异

性磷酸化位点，从而进一步分析其功能。

本研究构建的 '()*+,9.!/#+"9"#$%& 重组

质粒，在 "#$%& 第一个胞外区中间插入 .!/#+" 序

列，转染细胞后，可通过 /#+" 抗体检测细胞表面

"#$%&表达水平的变化。与常规的直接用 "#$%&抗

体检测细胞表面 "#$%& 的表达相比，具有更高的

灵敏度。由于无法对红细胞进行基因转染，在后续的

研究中，拟在低表达 "#$%& 的 *012!%! 细胞中对

质谱筛选出的候选位点进行模拟磷酸化和去磷酸

化点突变，通过检测细胞表面 /#+"9"#$%& 表达水

平的变化，首先明确特定位点磷酸化状态是否与

"#$%& 囊泡转位相关；继而在体外将纯化蛋白

/#+"9"#$%&，并重组至脂质体中，借助!

1 标记的

.9脱氧9)9葡萄糖检测其转运葡萄糖的速率，鉴

定这些磷酸化位点对 "#$%& 活性和表达量的影

响，从而推测 "#$%& 的磷酸化在疟原虫感染的红

细胞发挥的潜在功能。

综上所述，"#$%&对于疟原虫在红细胞期的生长

发育十分重要，本研究不仅为检测 "#$%&在细胞膜

上的表达水平提供了有力的工具，更有助于后续进一

步研究 "#$%&磷酸化在疟原虫感染过程中的作用。
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