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寄生蠕虫遗传操纵的研究进展
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摘要：全球约 20亿人感染蠕虫，由此导致的蠕虫病是发展中国家的严重健康负担。寄生蠕虫是一类多细胞寄生

虫，主要包括吸虫、绦虫和线虫，其生活史复杂，有多个发育时期且一般具有 1个或多个宿主。从分子层面理解寄生蠕

虫的生长、发育及其致病与传播的机理对于诊断和治疗蠕虫病具有重要意义。遗传操纵技术能够改变靶基因的表达

水平，极大地促进了生物医学领域的研究。近年来，随着寄生蠕虫基因组信息的释放，遗传操纵技术，如RNA干扰、规

律成簇间隔短回文重复序列（clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR）基因编辑等在寄生蠕虫中

的应用愈加广泛。本文对重要医学蠕虫中的遗传操纵进展、遗传操纵的方式及手段进行了综述，以期为寄生蠕虫的基

因功能研究提供参考。
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Abstract: Approximately 2 billion people worldwide are infected with helminths and the resulting helminthiasis is a heavy
health burden for developing countries. Parasitic helminths are a class of multicellular parasites, mainly including trematodes,
tapeworms and nematodes, wtih complex life cycle involving multiple developmental stages and typically one or more hosts.
Understanding the growth, development, pathogenesis and transmission of these parasites at the molecular level is of great
significance for the diagnosis and treatment of helminthiasis. Genetic manipulations, which alter the expression level of target
genes, have greatly promoted the biomedical research. In recent years, with the release of genomic data of worms, genetic
manipulation techniques, such as RNA interference and clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)
gene editing, have been increasingly applied in the studies of parasitic helminths. This article reviews the progress of genetic
manipulations in important medical worms, as well as the methods of genetic manipulations, which would be expected to inspire
the future functional study in parasitic helminths.
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蠕虫是一类在扁形动物门、线形动物门和棘头动

物门中的多细胞无脊椎动物，其种类庞大，约 10万
种[1]。其中，营寄生生活的蠕虫能够侵入人或动物体

内，破坏或逃避宿主免疫系统，同时夺取营养用于自身

发育，从而对宿主健康造成危害。寄生蠕虫的生活史

复杂，宿主范围广泛。全球约有 1/4的人口感染蠕虫，

尤其在发展中国家，蠕虫是最常见的病原体[2-3]，这些能

够引起人体疾病的蠕虫也被称为医学蠕虫。我国常见

的几种蠕虫病有：蛔虫病（ascariasis）、血吸虫病（schis⁃
tosomiasis）、肝吸虫病（clonorchiasis）、包虫病（echino⁃
coccosis）、带绦虫病（taeniasis）和裂头绦虫病（diphyllo⁃
bothriasis）。目前，蠕虫病的治疗主要依靠杀虫药物，

尚无有效的抗蠕虫疫苗[4]。开发新的蠕虫病干预策略

需要对寄生蠕虫的生物学有更深入的认识。

遗传操纵（genetic manipulation）是指对靶基因的

表达水平进行改变或者引入新基因的分子操纵过程，

已成为基因功能研究中不可或缺的工具[5]。通过对各

种模式生物的研究，目前已经开发出若干有效的遗传

操纵手段，如RNA干扰（RNA interference, RNAi）、规

律成簇间隔短回文重复序列（clustered regularly inter⁃
spaced short palindromic repeats, CRISPR）基因编辑

等。这些技术工具可以实现对生物及细胞进行靶基

因表达的特异性下调和过表达、报告基因表达的组织

特异性诱导以及条件性基因敲除等，从而研究具体基
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因的功能以解析生物行为的内在分子机制[6-8]。寄生

蠕虫具有复杂的生活史，一些种类需经 1种或多种中

间宿主，如血吸虫和肝吸虫等。因此，对靶标基因进

行有效的操纵是研究寄生蠕虫的发育、存活、致病、生

殖等重要过程的关键。然而，除部分寄生线虫可参考

自由生活线虫的基因操纵手段，在吸虫和绦虫等寄生

虫中可用的遗传操纵较为匮乏，如无法实现过表达和

可遗传基因敲除。鉴于上述技术手段的限制，寄生蠕

虫等分子功能研究仍处于相对慢速的发展状态。

本文对重要医学蠕虫的遗传操纵进行了综述，试

图结合该领域的现状与不足，为未来新的蠕虫基因操

纵技术体系的建立提供思路，从而深化对蠕虫重要生

物行为的分子层面的认识。

1 寄生蠕虫的基因组与转录组研究

基因操纵的前提是获得目标区段的详细序列信

息，因此寄生蠕虫的基因组信息提供了重要基础。自

1998年秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans）的全基

因组测序完成，寄生蠕虫的基因组测序也陆续展开。

随着测序技术的进步，多种寄生蠕虫的基因组获得解

析。为整合这些宝贵的数据并实现国际共享，欧洲生

物信息研究所和格拉斯哥大学合作设立了在线资源

数据库 WormBase ParaSite（https://parasite. wormbase.
org）。截至 2023年 7月 20日，该数据库已收录 175种
寄生蠕虫的基因组信息。其中包括重要的医学蠕虫：

蛔虫、吸虫和绦虫。寄生蠕虫基因组数据的测定不仅

深化了人们对这类生物进化的认识，也促进了广谱抗

虫策略的开发。2018年，国际蠕虫基因组联盟（Inter⁃
national Helminth Genomes Consortium）对 81种寄生和

非寄生蠕虫的基因组比较分析，鉴定出寄生蠕虫所特

有的基因群，并以此为靶点筛选出约 5 000个小分子

抗虫候选药物[9]。
另一方面，转录组测序技术的出现使研究者们知

悉基因的表达特征，从而获取蠕虫生活史不同阶段的

的关键基因。以血吸虫为例，包括其生活史不同阶

段[10]、成虫发育的不同时间点[11]、杀虫药物处理前

后[12]、雌雄虫之间[13]、生殖器官发育前后[14]、靶基因

RNAi前后[15]等多维度的转录组数据均被成功收集和

分析，这些数据揭示了血吸虫生长发育、性别分化、药

物反应等现象的基因表达规律，极大地丰富了人们对

血吸虫生物学的认知，促进了抗血吸虫病疫苗和药物

的开发。

寄生蠕虫基因组和转录组的研究既释放了详细

的序列信息，也提供了功能研究的潜在靶点基因，这

为进一步的遗传操作奠定了基础。

2 寄生蠕虫的基因沉默技术 (Gene silencing)
基因沉默指在转录水平或翻译水平抑制基因的

表达。Andrew A. Fire 和 Craig C. Mello 于 1998年在

秀丽隐杆线虫中发现注射外源双链 RNA（double-
stranded RNA, dsRNA）可引起体内相应信使核糖核酸

（messenger RNA, mRNA）的降解。此后这种基因干扰

被广泛应用于多种真核动、植物的分子功能研究。

2006年，两人凭借上述工作获得诺贝尔奖。目前对

RNAi调节内源性基因表达的分子机制已经清楚，寄

生蠕虫遗传操纵技术示意图见图 1，图中显示了由

dsRNA、siRNA和 shRNA诱导的细胞RNAi途径，以及

基于载体的报告基因表达和 CRISPR/Cas9基因编辑

过程。在秀丽隐杆线虫中，进入体内的 dsRNA被细

胞膜上的 dsRNA结合蛋白 SID（systemic RNA-inter⁃
ference defective protein）识别并运输进细胞，随后内

源的Dicer核酸酶将 dsRNA切割为抑制性小核糖核酸

（small inhibitory RNA, siRNA）。解旋酶 drh-1（dicer
related helicase）和 dsRNA结合蛋白 Rde4（RNAi defi⁃
cient 4）负责将 siRNA加载到 RNA诱导沉默复合物

（RNA-induced silencing complex, RISC）中。双链 siR⁃
NA在RISC组装过程中被解开，随后其中一条单链与

胞质中的目标mRNA互补结合。最终通过RISC中的

限制性核酸内切酶Argonaute将该 mRNA降解。由于

SID和RSD（RNAi spreading defective）蛋白会将 siRNA
传递至全身大部分细胞，因此上述RNAi导致的基因

沉默是全身性的[16]。由此可见，RNAi主要通过降解

靶基因的mRNA来降低其表达水平。除dsRNA外，外

源性引入 siRNA或可表达短发夹 RNA（short hairpin
RNA, shRNA）的载体也可以实现RNAi。与 dsRNA和

siRNA不同，shRNA方法需要首先通过引入的载体在

细胞核中转录出前体 shRNA，随后经核内的核糖核酸

酶Drosha切割为成熟 shRNA并通过核膜上的核输出

蛋白 Exportin5转移到胞质，最后 shRNA被胞质中的

Dicer切割为 siRNA，最终进入RNAi过程。

RNAi是目前在寄生蠕虫中应用较广泛的基因沉

默技术（表 1）。2003年，SKELLY等[17]最早在曼氏血

吸虫童虫中进行了 dsRNA处理，并从mRNA水平、免

疫染色和酶活水平证实血吸虫肠道中的 cathepsin B
基因被成功干扰。2005年，ISSA等[18]使用 siRNA对蛇

形毛圆线虫（Trichostrongylus colubriformi）L1期幼虫的

泛素（ubiquitin）基因进行干预，结果显示该基因的表

达水平被明显敲低。随后，RNAi成为研究血吸虫基

因分子功能的主流工具。近期，WANG等[19]利用

dsRNA介导的RNAi对曼氏血吸虫中 2 260个基因在
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体外培养中分别进行了沉默，并从中筛选到 195个潜

在的药靶蛋白，为抗血吸虫新药开发提供了重要的基

础。RNAi除了用于体外虫体基因的干扰，也可通过

尾静脉注射法在宿主体内研究寄生蠕虫基因的分子

功能。LI等[20]发现将 dsRNA注射到感染小鼠体内可

有效干预日本血吸虫（Schistosoma japonicum）靶基因

的表达，该方法已经成功用于组织蛋白酶 B1（cathe⁃
pin B1）、次黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸核苷转移酶（hypoxan⁃
thine-guanine phosphoribosyltransferase, HGPRTase）、

丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinas⁃
es, MAPKs）、G蛋白偶联受体（G Protein-Coupled Re⁃
ceptors，GPCRs）和长链非编码 RNA（long non-coding
RNA, lncRNA）等靶标的干扰[20-24]。PEREIRA等[21]将
siRNA注射到小鼠体内，成功干扰了宿主体内曼氏血

吸虫HGPRTase基因的表达，并发现虫体回收率降低。

RNAi在其他的吸虫纲蠕虫中也同样发挥作用，如肝

片形吸虫（Fasciola hepatica，脱囊童虫阶段）[25-26]、华支

睾吸虫（Clonorchis sinensis）[27]和泰国肝吸虫（Opisthor⁃
chis viverrine;成虫）[28-29]等。

绦虫中RNAi技术的应用比吸虫稍晚，2010年首

次在扩展莫尼茨绦虫（Moniezia expansa）的成虫头节

中应用。 PIERSON 等[30]通过浸泡和电穿孔递送

dsRNA，成功干扰了肌动蛋白（actin）和疏水脂质结合

蛋白（hydrophobic lipid-binding protein, lbp)基因。目

前其他被证明可使用RNAi进行基因沉默的绦虫有多

房棘球绦虫（Echinococcus multilocularis，原头蚴阶段）
[31]和微口膜壳绦虫（Hymenolepis microstoma，囊尾蚴阶

段）[32]等。对于线虫类蠕虫，RNAi不仅在钩虫（hook⁃
worm）、丝虫（filarial nematodes）等动物寄生性线虫中

被证实有效[18, 33-37]，在寄生植物的线虫，如大豆胞囊线

虫（Heterodera glycines）[38]、马铃薯白线虫（Globodera
pallida）[38]和根结线虫（Meloidogyne spp.）[39-40]等物种中

也被成功应用。

总之，RNAi技术介导的基因沉默在寄生蠕虫中

已广泛应用，技术路线如图 2所示。当然，尽管RNAi
具有高效率的优势，但并非所有基因都能被有效敲

低。亦有研究指出 dsRNA处理存在脱靶效应[41-42]，因
此在运用RNAi技术的同时也要进行靶基因干扰效率

的评估。

3 寄生蠕虫的基因过表达技术（Gene overexpres⁃
sion）

与基因沉默相反，基因过表达指提升靶基因的表

达水平。上述两种技术通常联用，在比较中获取仅在

传统的基因沉默分析中所无法识别的潜在生物学表

型。由于过表达技术需要构建包含调控元件和靶基

因的载体并导入细胞，因此一个能表达报告基因的载

体是建立过表达技术的基本条件。寄生蠕虫中首次

报道的是荧光素酶报告基因载体。DAVIS等[43]在猪

蛔虫（Ascaris suum）幼虫胚胎和曼氏血吸虫成虫中成

功构建了荧光素酶报告体系。研究者认为蠕虫中很

图图11 寄生蠕虫遗传操纵技术示意图寄生蠕虫遗传操纵技术示意图

FigFig.. 11 Schematic diagram of genetic manipulation techniques in parasitic helminthsSchematic diagram of genetic manipulation techniques in parasitic helminths
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表表11 寄生蠕虫遗传操作的实例寄生蠕虫遗传操作的实例

TableTable 11 Examples of genetic manipulations in parasitic helminthsExamples of genetic manipulations in parasitic helminths
物种Species
线虫Nematodes

蛇形毛圆线虫Trichostrongylus colubriformi

巴西日圆线虫Nippostrongylus brasiliensis

马来布鲁线虫Brugia malayi

旋盘尾丝虫Onchocerca volvulus

捻转血矛线虫Haemonchus contortus

大豆胞囊线虫Heterodera glycines

南方根结线虫Meloidogyne incognita

猪蛔虫Ascaris suum

鼠类圆线虫Strongyloides ratti

粪类圆线虫Strongyloides stercoralis

吸虫Trematodes
曼氏血吸虫Schistosoma mansoni

日本血吸虫Schistosoma japonicum

肝片形吸虫Fasciola hepatica

华支睾吸虫Clonorchis sinensis

泰国肝吸虫Opisthorchis viverrine

绦虫Cestodes
扩展莫尼茨绦虫Moniezia expansa

多房棘球绦虫Echinococcus multilocularis

微口膜壳绦虫Hymenolepis microstoma

基因Genes

ubiquitin

acetylcholinesterase

beta-tubulin, RNA polymerase II large subunit

cathepsin L, cathepsin Z-like cysteine proteases

serine protease inhibitor

beta-tubulin

cysteine proteinase

duox

荧光素酶

CD4+ T cell epitope 2W1S

unc-22

rol-6

tax-4

cathepsin B

Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

LINC101519, LINC110998, LINC175062

2 216个基因

荧光素酶

myocyte enhancer factor 2

ω1

acetylcholinesterase

cathepsin B1

GRM7

cathepsin B/cathepsin L

Csenolase

cathepsin B

tetraspanin-1

granulin-1

actin

14-3-3

Hox

方法Methods

RNAi
RNAi
RNAi
RNAi
RNAi
RNAi
RNAi
RNAi
过表达

过表达

基因编辑

基因编辑

基因编辑

RNAi
体内RNAi
体内RNAi

大规模RNAi
过表达

过表达

基因编辑

基因编辑

体内RNAi
体内RNAi
RNAi
RNAi
RNAi
RNAi

基因编辑

RNAi
RNAi
RNAi

结果Results

虫体死亡或发育迟缓[18]

mRNA敲低但无明显表型[33]

虫体死亡[34]

幼虫无法蜕皮[35]

幼虫无法蜕皮或死亡[36]

幼虫运动力下降[37]

雌虫比例下降[38]

卵数减少[39]

检测到荧光素酶活性[43]

宿主T细胞同时产生Th2和Treg表
型[44]

子代虫体运动性下降并伴随抽搐，且

尼古丁能诱导加剧抽搐[45]

异常滚动[46]

趋热性下降[47]

免疫染色信号减少；酶活下降[17]

虫数减少[21]

虫数减少[24]

250个基因被干扰后观察到表型[19]

检测到荧光素酶活性[43]

检测到WNT通路基因的转录下调[48]

虫卵致病性下降[49]

酶活下降；虫卵致病性下降[50]

虫体发育迟缓[20]

虫数减少；虫体发育迟缓[23]

运动异常；侵入宿主能力下降[25]

虫体死亡[27]

酶活下降[28]

虫体空泡化；表皮变薄[29]

虫体致病性下降

表皮破损和产生空泡[30]

mRNA敲低但无明显表型[31]

mRNA敲低但无明显表型[32]

多物种都存在自发荧光，但没有自体发光，使用荧光素

酶作为报告基因在体内检测时具有背景低的优点。该

载体的主要元件包括：物种自身剪接前导序列RNA基

因（spliced leader RNA, SL RNA）的启动子、SL RNA、
SL RNA基因内含子、pGL-3载体的荧光素酶基因开放

阅读框（open reading frame, ORF）、物种自身的 3'非翻

译区（3'untranslated region, UTR）和poly(A)信号。在使

用基因枪技术递送载体后，荧光素酶信号在猪蛔虫和

曼氏血吸虫中被检测到。因荧光素酶本身具有信号放

大的效果，所以实际表达效率难以确定。此后，在包括

绦虫类蠕虫在内的其他多种寄生蠕虫中相继开展了类

似哺乳动物细胞中应用的报告体系，其中以荧光蛋白

报告载体居多[51]。尽管在部分寄生虫中某些载体会产

生一些荧光信号，但表达效率不高，无法满足过表达的

需要。LIANG等[48]发现 Sm23启动子载体能够在血吸

虫虫体内表达mCherry并能被Western Blot检测到，但

未见后续再应用的报道。由于大部分的蠕虫均未开发

出可靠的报告基因载体，故关于过表达的研究仍然停

留在表达报告基因的摸索阶段，真正在蠕虫中进行了

基因过表达的研究屈指可数[44, 52-53]。
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4 寄生蠕虫的基因编辑（Gene editing）
与沉默或过表达不同，基因编辑是通过对生物的

基因组序列进行编辑改造，从而影响靶基因表达的技

术。该技术发展历经 30年的发展，从应用锌指核酸

内切酶（zinc finger nucleases, ZFN）到转录激活因子效

应物核酸酶（transcription activator-like effector nucle⁃
ase, TALEN），再到规律成簇间隔短回文重复序列/相
关核酸酶（clustered regularly interspaced short palin⁃
dromic repeats, CRISPR/CRISPR associated nuclease,
Cas9）。随着最新一代基于CRISPR/ Cas9的基因编辑

的开发，已经在多种生物中实现了高效的单碱基分辨

率的基因编辑。CRISPR技术源于细菌对抗病毒的防

御 机 制 。 细 菌 利 用 Cas 内 切 酶 在 CRISPR RNA
（crRNA）的引导下使入侵的病毒 DNA 失活[54-57]。
CRISPR/Cas9介导的基因编辑过程如图 1所示，Cas9
首先与 DNA上原间隔区相邻基序（protospacer adja⁃
cent motif, PAM）相互作用以定位，然后 Cas9-单链向

导 RNA（single guide RNA, sgRNA）复合物打开 DNA
的双链结构[58]。sgRNA通过RNA-DNA碱基配对识别

互补靶链。随后，Cas9的HNH结构域和RuvC结构域

分别切割靶支架和非靶链，以引入位点特异性双链断

裂（double-strand breaks, DSBs）[59]。然后通过非同源

末端连接（non-homologous end joining, NHEJ）修复断

裂，产生随机核苷酸插入和缺失（insertion-deletions,
INDELs）或同源定向修复（homology-directed repair,
HDR），用模板DNA替代修复途径时，可以通过同源

模板进行高度准确的修复及外源基因的引入[60-62]。
目前在寄生蠕虫中关于CRISPR基因编辑的应用

较少，仅在少数线虫类和吸虫类蠕虫中有相关报告，

技术路线如图 2所示。其中线虫类蠕虫主要参照秀

丽隐杆线虫的已知表型基因进行了基因编辑的尝试。

粪类圆线虫的研究利用 CRISPR/Cas9系统对该虫自

由生活阶段的雌性成虫进行了 unc-22基因诱变，再

将其与野生型雄性交配，结果在子代感染性三期幼虫

（infective third-larval stage, iL3）中筛选到与秀丽隐杆

线虫 unc-22突变相似的表型，即虫体运动性下降并

伴随抽搐，且尼古丁能诱导加剧抽搐[45]。在另一项粪

类圆线虫的研究中，科研人员发现对成虫和 iL3幼虫

进行 rol-6基因突变后，子代及 iL3幼虫均产生异常的

滚动表型[46]。还有研究报道经 CRISPR/Cas9系统

敲除 tax-4基因会影响粪类圆线虫的趋热性[47]。在

吸虫中也有关于 CRISPR/Cas9的基因编辑报告。

ITTIPRASERT等[49]最早在曼氏血吸虫进行CRISPR基

因编辑。他们以虫卵中的 ω1蛋白的编码基因为靶

标，因为ω1蛋白是曼氏血吸虫虫卵分泌蛋白中引起

宿主 Th2型免疫反应的主要因子。尽管该研究发现

基因编辑处理后的虫卵诱导肉芽肿的能力显著下降，

但是高通量测序显示基因编辑效率仅为 0.19%。一

项针对乙酰胆碱酯酶（acetylcholinesterase, AChE）的

研究指出，作为许多抗蠕虫药物的靶标，乙酰胆碱酯

酶在血吸虫神经和肌肉系统中具有重要作用，当对血

吸虫成虫和虫卵进行乙酰胆碱酯酶基因敲除后，乙酰

胆碱酯酶活性显示下降，引起宿主的虫卵肝脏肉芽肿

症状也出现减轻，但基因编辑效率<0.21%[50]。SULT-
OR基因编码一种磺基转移酶，该酶的突变被认为能

增加血吸虫对抗血吸虫药物羟氨喹（oxamniquine）的

抗性，在使用 CRISPR/Cas9系统对血吸虫成虫、虫卵

和母胞蚴进行 SULT-OR基因敲除后，研究者发现针

对这 3种发育阶段血吸虫的编辑效率均在 0~2.0%之

间，其中成虫相对较高（0.3%~2.0%）[63]。泰国肝吸虫

的基因编辑也有报道，ARUNSAN等[64]构建了针对该

吸虫颗粒体蛋白 granulin-1基因的 CRISPR/Cas9载
体，将其递送至成虫后检测到基因组DNA上的NHEJ
效率为 1.3%。将被编辑的脱囊童虫感染宿主后，宿

图图22 寄生蠕虫寄生蠕虫RNAiRNAi与基因编辑的技术路线图与基因编辑的技术路线图

FigFig.. 22 Technology roadmap of RNAi and gene editing techniques in parasitic helminthsTechnology roadmap of RNAi and gene editing techniques in parasitic helminths
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主呈现胆道增生和纤维化症状减轻并且被肝吸虫诱

导的细胞癌变被抑制[64-65]。近年来，随着基因组数据

的测序完成，蠕虫的基因编辑相关研究也逐渐增

加[66-68]，但这些研究仍未能获得可遗传的基因编辑虫

株，蠕虫的基因编辑技术仍有很大的提升空间。

5 遗传操纵中的递送方法

不论是基因沉默、过表达还是基因编辑，均涉及

dsRNA、质粒载体或 RNP复合物等外源效应物的转

入。如何高效、稳定地递送这些效应物是影响遗传操

纵效率的重要环节。现有的主要递送方式如下。

5.1 浸泡法 浸泡法在RNAi较为常用。dsRNA和

siRNA可以通过虫体自身的主动运输直接从溶液中摄

入体内发挥作用。在大多数寄生蠕虫中广泛应用[16]。
如血吸虫中仅需要在体外培养基中添加即可发挥作

用。针对Cathepsin B基因的实验评估了一次干扰可

以起效 20 d，而且一般可以实现大于 60%的沉默效

率[25, 69-70]。浸泡法递送的优点有：成本低，方便快速。

5.2 电穿孔法 电穿孔法是一种常见的细胞转染方

法，借助电穿孔设备制造电场在细胞膜上产生瞬时孔

隙（transient pores），使得外源分子进入细胞[71]。NDE⁃
GWA等[70]在曼氏血吸虫中以碱性磷酸酶（alkaline
phosphatase)为靶基因比较了两种递送体系的 RNAi
效率，结果发现在童虫和成虫中，浸泡组的靶基因敲

低效率>40%，而电穿孔组>80%。该结果提示电穿孔

能够促进外源分子向血吸虫细胞的递送。尽管如此，

由于电穿孔会对虫体造成一定程度的损伤，dsRNA
和 siRNA的递送仍然优先使用浸泡法。电穿孔更多

的用于质粒、核糖核蛋白复合物（ribonucleoprotein,
RNP）等大分子的传递。曼氏血吸虫和泰国肝吸虫的

多项研究中通过电穿孔，将构建的载体和RNP递送

至虫体，并取得了成功，但最终表达和编辑效率不

高[49-50, 63-64, 66-68]。另一方面，电穿孔在寄生线虫中的应

用效果并不理想，当采用电穿孔法向巴西日圆线虫

（Nippostrongylus brasiliensis）递送荧光标记的 dsRNA
和mRNA后，结果显示虫体没有吸收荧光分子，并且

mRNA编码的荧光素酶也未检测到表达[72]。
5.3 显微注射 显微注射是线虫研究中常用到的一

种方法。寄生线虫的雌性生殖腺为合胞体结构（syn⁃
cytial gonad），生殖细胞的边界不完整，若向生殖腺内

注射DNA，随着生殖细胞的成熟外源DNA有几率被

包裹进卵内[73]。基于载体的基因过表达和基因编辑

一样，需要设计启动子，5'端非编码区，外源基因编码

序列（coding sequence, CDS）和 3'端非编码区等必需

元件。通过向粪类圆线虫和鼠类圆线虫的合胞体生

殖腺内注射 eef-1A启动子引导的 Cas9蛋白载体，以

及U6启动子引导的 unc-22 gRNA载体，研究者们成

功筛选到了具有 unc-22基因突变表型的子代[45]。吸

虫和绦虫的显微注射目前还未见报道。

5.4 化学转染 化学转染也是常见的细胞转染之

一，常见的转染试剂包括以聚乙烯亚胺（polyethyleni⁃
mine, PEI）为主要成分的阳离子聚合物（cationic poly⁃
mer）和以脂质为主要成分的脂质体（liposome）。AD⁃
AMS等[46]尝试使用脂质体作为转染试剂，配合显微注

射递送 dsRNA和CRISPR/Cas9效应物，结果显示该方

法能够显著提升线虫的RNAi表型个体比例（>66%）
和基因突变表型个体（>40%）。LIANG等[48]则使用了

PEI将 Sm23启动子引导的mCherry荧光蛋白基因递

送的曼氏血吸虫中，该报告基因的表达能够被West⁃
ern Blot检测到。

5.5 病毒转染 在哺乳动物中，病毒被广泛用于细

胞转染，该方法具有高度特异和高转导效率，如腺病

毒（adenovirus）、腺相关病毒（adeno-associated virus）
和慢病毒（lentivirus）等。然而目前没有专性感染蠕

虫的病毒被发现。有研究尝试在寄生蠕虫中应用哺

乳动物细胞转染体系中开发出的病毒转染。如RIN⁃
ALDI等[74]报道鼠白血病病毒能够感染血吸虫虫卵并

将外源基因插入到基因组上，作者认为可以开发为新

颖有效的蠕虫转基因递送手段。另外，ITTIPRASERT
等[49]使用了慢病毒向虫卵中递送 CRISPR载体，但实

际的编辑效率很低（大约0.19%）。

6 展 望

近 20年来，遗传操纵技术的使用加深了我们对

寄生蠕虫生物学的认识。然而相对于其他模式生物，

寄生蠕虫中尚缺乏稳定高效的遗传操纵手段。目前

寄生蠕虫应用最为广泛的基因操纵手段是 RNAi技
术，其存在两个主要不足，一是仅能够进行基因表达

水平的降低；二是不能进行可以遗传的干预。由于寄

生蠕虫的生活史涉及宿主体内及多个发育时期等复

杂因素，在基因组序列上进行编辑以敲除或过表达靶

基因能够更好地研究相关生物学问题，尤其是涉及寄

生虫与宿主互作的研究。CRISPR/Cas9是近年来开

发出的高效基因编辑技术，但在诸多重要医学蠕虫中

尚未成功应用。在一些初步的尝试中显示，CRISPR/
Cas9在寄生蠕虫中的编辑效率不高，例如曼氏血吸

虫、泰国肝吸虫中均低于 2%。这提示在寄生蠕虫中

应开展更多的研究以提升CRISPR体系的基因编辑效

率。如开发更加高效的递送体系，筛选适宜的外源质

粒表达调控元件等。建立稳定、高效、可遗传的基因

操纵技术是深入探索寄生蠕虫生长发育以及与宿主

互作所必需的，将会为未来开发医学蠕虫的防控手段
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提供重要靶标。此外，应对寄生蠕虫感染目前尚无有

效的疫苗。利用基因编辑技术获得减毒的虫株或许

可以成为疫苗开发的重要方向，为未来防治寄生蠕虫

提供新的思路。
伦理审查与知情同意 本研究不涉及伦理批准和患者知情

同意
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