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恶性疟原虫基因稳定转染方法的研究进展
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摘要：恶性疟原虫(Plasmodium falciparum）的转染有助于研究其基因的功能，例如抗药性。但转基因操作一直都非

常具有挑战性，主要是由于疟原虫基因组的高A/T碱基序列结构（A+T含量约为 82%）以及低转染效率。基于电穿孔的

恶性疟原虫转染方法已成功应用于某些基因的研究中，而预载法的电穿孔是目前将外源DNA引入恶性疟原虫的首选

方法。疟原虫基因的定点编辑多采用双质粒转染的方法，通常认为对疟原虫的成功转染需要大量高纯度质粒DNA以

及精确的转染体系。本文除对目前常用的电转方法进行了评价外，还介绍了一种新的转染方法，即裂解-再密封红细

胞转染（lyse-reseal erythrocytes for transfection），并对质粒DNA浓度、转染试剂的使用、转染参数的设置、新鲜红细胞的

添加以及转染成功的标记等因素在提高疟原虫转染成功率和效率方面的作用等进行综述，为该领域研究提供参考。

关键词：恶性疟原虫；稳定转染；效率；质粒DNA；裂解-再密封红细胞转染

中图分类号：R382.3+1 文献标识码：A 文章编号：1009-9727(2023)02-186-05
DOI:10.13604/j.cnki.46-1064/r.2023.02.16

Research progress on stable gene transfection methods of Plasmodium falciparum
LI Xiao-song1, PAN Mao-hua2, HUANG Ya-ming2, YANG Zhao-qing1

1. Department of Pathogen Biology and Immunology, Kunming Medical University, Kunming, Yunnan 650500, China;
2. Shanglin County People's Hospital, Nanning, Guangxi 530599, China

Corresponding author: YANG Zhao-qing, E-mail: zhaoqingy92@hotmail.com
Abstract: Transfection of Plasmodium falciparum is helpful to study the function of its genes, such as drug resistance.

However, transgenic manipulation has been very challenging, mainly due to the high A/T base sequence structure (A+T content
of about 82%) and low transfection efficiency of the Plasmodium genome. Electroporation-based transfection of Plasmodium
falciparum has been successfully applied in the study of certain genes, and electroporation by preloading is currently the
preferred method for introducing foreign DNA into Plasmodium falciparum. The site-directed editing of Plasmodium genes
mostly adopts the method of two-plasmid transfection. It is generally believed that successful transfection of Plasmodium
requires a large amount of high-purity plasmid DNA and an accurate transfection system. In addition to the evaluation of the
current commonly used electrotransfection methods, this paper also introduces a new transfection method, namely lyse-reseal
erythrocytes for transfection (LyRET). This paper also review the role of factors such as plasmid DNA concentration, the use of
transfection reagents, the setting of transfection parameters, the addition of fresh red blood cells, and the markers of successful
transfection in improving the success rate and efficiency of Plasmodium transfection, in the hope of providing a reference for
study in this field.
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1 疟原虫转染技术现状

恶性疟原虫是引起人类疟疾 5种疟原虫中致死

率最高、抗药性最强的虫种[1]。根据世界卫生组织最

新发布的《2021年世界疟疾报告》[2]，随着 2019年新型

冠状病毒的大流行，2020年的疟疾病例增加了 1 400
万，死亡人数增加了 4.7万。在新冠大流行之前，全球

防治疟疾的进展已经趋于平稳，疾病负担高的国家正

在逐渐减少，但新冠的出现使得 21个疟疾流行国家

中有多达 1.22亿人需要紧急救济[2]。2021年，世卫组

织认证了中国和萨尔瓦多两个国家为无疟疾国家，另

外 25个国家有望到 2025年结束疟疾传播。因此，未

来的几年，疟疾仍是威胁东南亚和非洲人民生命的重

要议题[3]。由于针对恶性疟原虫的有效疫苗还有很长

的一段路要走，当前疟疾的治疗防控主要还是依赖于

化学药物，但是流行地区已经出现了对一线药物青蒿

素的耐药性[4]，因此，迫切需要针对疟疾感染的对
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策[5-7]。虽然目前针对恶性疟原虫的基因组测序工作

已全部完成，但对于某些关键致病基因以及有利于恶

性疟原虫侵染红细胞的蛋白质功能结构尚不清晰，提

示进一步研究的必要性。在此过程中，基因编辑是快

速、可靠的基因替换或剔除手段和工具[8]。
恶性疟原虫的基因编辑历来具有挑战性[9-13]，3种

新的基因组编辑技术，即锌指核酸酶、转录激活因子

样效应核酸酶（TALEN）和成簇的规则间隔短回文重

复序列（CRISPR-Cas9）[7,14]均使用核酸酶靶向特定的

基因组位点并产生染色体断裂。但由于恶性疟原虫

不具有非同源末端连接（NHEJ）通路的成分，当前研

究仍是主要依靠同源重组来修复DNA断裂从而对疟

原虫进行点突变、基因敲除等。再者，实现氨基酸功

能的转变还需通过特定技术手段进行基因的转化和

表达。因此，疟原虫的转染已经成为目前获得目标虫

株过程中使用最广泛、最直接的工具。

2 转染技术的发展

研究表明[15]，首次瞬时转染在我国云南株恶性疟

原虫获得成功，建立了一种有效的疟原虫转染系统，

为疟原虫的基因表达调控和基因功能的研究，为我国

恶性疟疾防治奠定了技术基础。但瞬时转染[16-17]的
外源基因并没有真正整合到疟原虫的染色体上而是

存在于游离的外源载体上，这样虽然可以在短时间内

获得基因的表达产物，但是随着疟原虫的不断生长增

殖，外源基因最终会丢失；如果需要研究特定的基因

在修饰后是否可以改变蛋白质的功能而发挥作用，例

如耐药性，就需要借助其他转染方法的支持，即稳定

转染。稳定转染是将外源基因整合到疟原虫的染色

体上，目的基因不会随着疟原虫的分裂而消失，编码

的目标蛋白也会一直存在的一种转染方法，对研究疟

原虫基因组内特定基因/蛋白质的功能机制非常有

效。此外，瞬时转染效率被认为比稳定转染高约 50
倍，但对于恶性疟原虫进行转染的实验研究而言，其

应用价值通常较小[7]。
基因转染是一项非常重要的研究技术，在细胞分

子生物学研究领域中有着不可替代的作用，在哺乳类

及其他真核细胞的研究中已经非常成熟。恶性疟原

虫的转染技术已经发展了近 20年，但进展仍相对缓

慢，究其原因主要是受到了技术以及时间上的限制：

其一，使用构建的质粒和靶基因组位点之间的单或双

交叉重组的寄生虫转染效率很低，通常需要数周或数

月的体外培养，才能够采用PCR等检测到特定的整合

事件[18]；其二，可用于恶性疟原虫转染的选择性标记

数量很少；其三，恶性疟原虫的密码子高度偏向，会严

重影响常规转染中交叉重组的长同源臂的分子克

隆[19-20]。针对以上问题，本文在构建质粒、转染条件

等方面进行探索，提升恶性疟原虫的转染效率。

已知恶性疟原虫转染时能够吸收至少 2个质粒，

但整体的质粒吸收效率却非常低[21-22]。每个质粒都

有独特的选择标记，但目前恶性疟原虫转染的动力学

尚未使用允许准确定量载体摄取的多重性的技术进

行研究[20]。红细胞期疟原虫的成功转染需要质粒

DNA在运输之前穿过 3层膜才能进入细胞核，但其成

功穿透多个膜层递送质粒 DNA的具体机制尚不清

楚。恶性疟原虫在红细胞内通过携带血红蛋白和其

他成分进行内吞作用，从环状体发育成裂殖体期这个

过程宿主红细胞胞质中的DNA可以和这些分子共同

进入疟原虫的细胞质完成基因整合。

3 稳定转染恶性疟原虫外源DNA的方法

3.1 Bio-Rad GenePulser Xcell ™稳 定 转 染 恶 性 疟

原虫

3.1.1 直接电穿孔环状体法 直接通过电穿孔方式

将外源DNA转入到环状体（EiRBC method）[23-24]，即对

早期环状体感染的红细胞（red blood cell, RBC）（5%~
10%原虫感染率）培养物（100 μL）进行单次转染。用

cytomix（10 mmol/L K2HPO4/KH2PO4、120 mmol/L KCl、
0.15 mmol/L CaCl2·2H2O、25 mmol/L HEPES、2 mmol/L
EGTA、5 mmol/L MgCl2·6H2O，pH 7.6）悬浮洗涤，再混

合含有 100 μg质粒DNA（最终体积：400 μL）。将悬

浮液转移到冷却的 0.2 cm比色皿中，并使用Bio-Rad
GenePulser Xcell™ 进行脉冲（0.31 kV、950 μF和无限

Ω）。电穿孔后的疟原虫用完全培养基洗涤 1次，然后

置于标准条件中进行培养。

3.1.2 预 加 载 法（preloading method） 预 加 载

法[9,14,16,25-26]是通过电穿孔红细胞，把质粒转入到红细

胞内，然后用此红细胞来培养疟原虫，即电转后，加入

裂殖体期的疟原虫，让疟原虫感染这些DNA预加载

的红细胞来提高转染效率。新鲜红细胞（150 μL）用

cytomix洗涤，然后重新悬浮在含有 50 μg质粒 DNA
（最终体积：420 μL）的 cytomix中。将混合物转移到

0.2 cm比色皿（Bio-Rad）中，在冰上冷却，并使用Bio-
Rad GenePulser Xcell™ 进行脉冲（0.31 kV、950 μF和

无限Ω）。然后用在 4 ℃条件下预冷的培养基洗涤载

有质粒DNA的红细胞，并与纯化的裂殖体期疟原虫

（2%~3%的感染率）进行混合培养。

3.2 Lonza 4D-Nucleofector 细 胞 核 转 染 恶 性 疟

原虫[26]

3.2.1 电穿孔法：外源 DNA转入环状体 直接将

DNA通过电穿孔方式转入恶性疟原虫环状体的过程

是采用 Amaxa 4D电穿孔仪（Lonza）和 P3原代细胞
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4D-NucleofectorTM X Kit L（Lonza）进行的。每次转染

时，在 100 μL补充的 P3原代细胞溶液中加入 10 μL
DNA（10 μg/μL）。取 100 μL的红细胞（疟原虫环状

体期感染率为 10%）用 cytomix洗涤，然后悬浮于DNA
和 P3原代细胞液中，使用 FP158、CM150或CM162程
序在 4D-NucleofectorTM X Kit L比色皿（Lonza）中进行

电穿孔。电穿孔后，立即用 37 ℃预热的完全培养基

清洗疟原虫，去除破碎的红细胞，并加入 10 mL完全

培养基进行培养[26]。
3.2.2 电穿孔法：外源 DNA转入成熟裂殖体 当培

养物中绝大多数疟原虫发育到裂殖体阶段时，使用

Percoll梯度溶液对其进行富集纯化。将 10 μL的

DNA（10 μg/μL）样品（即供体质粒和含有 sgRNA的

质粒）溶解在 100 μL Parasite Nucleofector Ⅱ溶液

（Lonza）和 10~20 μL纯化的裂殖体（1.0×108）中。并

立即使用 FP158、CM150或CM162程序在 4D-Nucleo⁃
fectorTM X Kit L（Lonza）中进行电穿孔。电穿孔后立即

将转染的疟原虫与 0.1 mL完全培养基混合，然后在

5 mL含有新鲜红细胞的完全培养基中培养[7,22,26-27]。
3.3 化学法：裂解-再密封红细胞转染恶性疟原虫

该方法不需要电转仪[23]，取 50%压积的新鲜红细胞重

悬于RBC储存介质中（1:2），离心洗涤。重复 1次后

再将沉淀重悬于等体积的RBC储存介质中，于 4 ℃放

置。将上述 RBC悬浮液（约 200 μL）用 1 mL冰冷的

PBS洗涤 2次，并小心除去上清液。再将沉淀重悬于

100 μL预冷的 RBC裂解缓冲液（含有 100 μg质粒

DNA的预冷RBC裂解缓冲液）中，并在 4 ℃下温和旋

转孵育 1 h。估计RBC悬浮液的体积和再密封溶液储

备（5 mol/L NaCl，1 mol/L MgCl2，100 mmol/L ATP，100
mmol/L GSH）的体积，再密封溶液适当添加以达到重

新密封缓冲液浓度（150 mmol/L NaCl，5 mmol/L Mg⁃
Cl2，1 mmol/L ATP和 1 mmol/L GSH）。将该悬浮液在

37 ℃、55 r/min摇动速度下孵育 1 h。重新密封的RBC
悬浮液 10×PCV的RBC储存介质（预热至 37 ℃）洗涤

2次，将洗涤后的重新密封的RBC沉淀（重新密封的

红细胞被称为裂解-重新密封红细胞）悬浮在等体积

的RBC储存介质中以供后续使用或在 4 ℃下储存直

至下次使用。最后加入纯化的滋养体/裂殖体阶段虫

体以达到 2%~3%的原虫血感染率，并在标准条件下

进行培养[23]。
3.4 转染方法的选择 GOVINDARAJALU等[23]为了

研究转染方法是否对质粒的摄取效果产生影响，同时

采取直接电穿孔环状体，预载法以及裂解-再封闭红

细胞的方法对疟原虫进行稳定转染。研究发现直接

电穿孔环状体和裂解-再密封红细胞法对质粒的转染

几乎是 100%转染且普遍适用，而预载法对一些虫株

的转染并未筛选成功，考虑可能是方法的局限性或者

质粒DNA的不同导致转染失败。原因可能是恶性疟

原虫的环状体期比裂殖体期被更多的红细胞胞质包

围，前者占据相对较小的RBC细胞质体积，而后者在

消化大部分血红蛋白后填满细胞，因此直接电穿孔环

状体法产生的转基因信号要比预载法更加强烈，成功

率略高（Bio-Rad GenePulser Xcell™）。

此外，对于新的转染方法，GOVINDARAJALU等

本着经济简单的原则，在原重新密封红细胞转染恶性

疟原虫的方法上进行了改进，最大程度地掺入重新密

封的红细胞中的裂解物蛋白含量。重新密封的红细

胞中的蛋白质含量占RBC裂解物总蛋白质含量的约

53%。结果表明，抗性疟原虫出现的时间相对直接电

穿孔环状体而言有一定的延迟，考虑可能是新方法中

的疟原虫必须从RBC胞质溶胶中吸收DNA，而不是

直接将DNA分子电穿孔到疟原虫内[23]。
再者，WANG等[26]对疟原虫转染效率进行比较研

究，发现采用Bio-Rad Gene Pulser XcellTM进行质粒预

加载未感染红细胞的转染效率最高，是使用 Lonza
4D-Nucleofector转染环状体疟原虫方法的 2倍。采用

Lonza 4D-Nucleofector方法分别对环状体和裂殖体期

疟原虫进行转染，发现转染环状体比裂殖体效率更

高。此外，该研究还评估了一种使用 Nucleofactor系
统转染裂殖体的方法，考虑了完成药物筛选实验所需

的效率和时间，证实了预加载方法效率更高，但Nu⁃
cleofactor对环状体期疟原虫的转染方法在 CRISPR/
Cas9编辑后完成药物选择实验所需的时间更少[26]。
综上，就转染成功率、重组疟原虫的药物筛选时间

（30 d左右）以及质粒的摄取效率综合来看，预载法仍

是目前公认的最佳方法[9]。
尽管GOVINDARAJALU等[23]实验结果表明了使

用Bio-Rad GenePulser Xcell™方法对疟原虫环状体直

接进行电穿孔的成功率极高，但考虑到转染对细胞以

及疟原虫的损伤程度以及重组疟原虫筛选的时间，大

多研究员依旧以预载法作为首选方法，可能有以下几

个原因：①有实验观察到疟原虫吸收多个质粒的倾向

与预加载法和环状体阶段转染方法相似，可能是因为

这两种方法最终都可能通过某种类似的机制将DNA
递送到寄生虫中[20]；②预载法转染疟原虫相比直接电

穿孔法可能降低了电流刺激对虫体的伤害，增加疟原

虫的生存率而有利于基因的整合[22]。除了以上转染

方法的选择会影响转染的成功率，转染条件的设置以

及转染环境也是关键因素。

4 疟原虫电穿孔稳定转染效率的影响因素

4.1 转染质粒的质量选择 大多数恶性疟原虫的转

染实验需要 50~100 μg质粒DNA，若采用低质量的质
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粒DNA（≤2.5 μg）进行转染，大多会产生不稳定的恶

性疟原虫虫株并且在较高选择压力下被消除[23,26]。
4.2 转染试剂的精准使用 已经证实：在电穿孔时，

细胞对介质的渗透压和离子组成都很敏感[28]，精确的

跨膜电压非常依赖转染试剂的盐浓度和缓冲条件[29]。
4.3 转染仪器的参数设置 疟原虫的转染效率对参

数设置的微小变化极为敏感，例如：电压不足不能完

全透化细胞膜，从而降低转染效率；而过高的电压又

会导致不可逆的细胞损伤。对于Bio-Rad GenePulser
Xcell™常规电穿孔，通常选择 0.31 kV、950 μF（0.2 cm
比色皿）作为最优电穿孔条件[30]。通过比较 Lonza
4D-Nucleofector细胞核转染参数，分别使用CM150和
CM162程序进行转染，发现原虫感染率没有显著性差

异（P>0.05）[26]；而 FP158程序对疟原虫的生长造成的

损害更大，存活率降低了至少50%[26,31]。
4.4 转染后的药物筛选周期 构建的分别含有

WR99210以及 BSD（Blasticidin S hydrochloride）抗性

基因的质粒，在转染后需要根据标准方法在 37 ℃和

气体（5% O2，5% CO2和 90% N2）条件下进行培养和药

物筛选，所使用的红细胞不应超过 6周，因为衰老红

细胞中的疟原虫增殖通常会减少[25]。由于转染后的

疟原虫对 BSD和WR99210[31]的抗性增加了 4 000倍，

以此可筛选出有抗性的重组虫株[9,23,31-33]。转染成功

与否可通过报告基因的表达水平来衡量，目前一般认

为在药物选择后疟原虫持续生长，转染才被视为成

功[7]。但是，在移除药物筛选后，疟原虫培养 90 d便可

发生质粒丢失并恢复对WR99210和BSD的敏感性。

5 转染成功的标记方法

普通质粒转染成功的信号大多依靠PCR鉴定，一

旦发生混合培养，就会大大降低转染的成功率[24]。因

此，针对这个问题研究者调整了 CRISPR/Cas9系统，

将一些标签序列[34]添加到恶性疟原虫的内源基因中，

构建含有标签序列[24]（血凝素HA或HA-TY1）或/和
glmS核酶编码序列（条件性敲除蛋白质对红细胞内期

疟原虫的增殖没有影响）、特定同源臂和 sgRNA的重

组质粒进行 3D7等恶性疟原虫虫株的转染。药物筛

选后存活的疟原虫被收集并通过 PCR、DNA测序、蛋

白质印迹和免疫荧光测定（IFA）等方法来检查标

记[9,35-36]，验证标签整合效率。为防止疟原虫蛋白因标

签插入而出现功能障碍，在疟原虫基因的标签和编码

序列之间添加了氨基酸序列GSGSGG（G为甘氨酸，S
为丝氨酸）作为软连接子[24]。这种方法普遍适用于不

同株系恶性疟原虫基因的修改或完全敲除[9,37]。
6 疟原虫稳定转染的发展前景

疟疾是非洲等地区引起高死亡率的疾病之一，而

近几年疟原虫青蒿素耐药性的产生已成为全球疟疾

防治和消除的重大阻碍[4]。随着基因编辑技术不断发

展，CRISPR正在成为生物学研究中不可或缺的工具，

Cas9酶的可编程能力曾经被称为“抵抗入侵病毒的细

菌免疫系统”，现在正在彻底改变医学研究、生物技术

和农业的各个领域[10-11,13,38]。CRISPR/Cas9是一种有

效的基因组编辑方法，已在各类生物学研究中得到广

泛应用[25]，通过CRISPR/Cas9基因编辑技术控制疟原

虫染色体基因不同靶点的突变、插入或缺失等研究氨

基酸改变对疟原虫的影响，识别并验证合理干预的新

靶点[12]，不但可以辅助新抗疟药物靶点研究[13]，还可

以利用该技术进行相关疫苗的研究[39]。体外寄生虫

培养物的DNA转染通常是解决这些问题和表征蛋白

质靶标的最有效方法。通过不断调整优化 CRISPR/
Cas9系统来提高转染效率，可以增加实验研究的确

定性[14,19]。
综上所述，恶性疟原虫CRISPR/Cas9系统的技术

局限和问题以及稳定转染过程中的不确定因素尚未

完全解决，有待进一步完善。
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