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巴贝虫棒状体蛋白的研究进展巴贝虫棒状体蛋白的研究进展
杨春利，蔡玉春，陈家旭*

［［摘要摘要］］ 巴贝虫是一类专性的细胞内寄生的顶复门原虫，是人和动物的重要病原。这类原虫具有相似的亚细胞结构并

能分泌与入侵相关的保守蛋白，尤其是在入侵宿主细胞阶段分泌的棒状体相关蛋白被认为是保护寄生虫入侵和繁殖的

关键分子，其在虫体入侵的纳虫空泡形成过程中发挥重要作用。随着基因组学和蛋白质组学技术的不断发展，其相关研

究也越来越深入。因此，本文就目前研究较多的牛巴贝虫、羊巴贝虫、吉氏巴贝虫、双芽巴贝虫和东方巴贝虫等棒状体相

关蛋白的研究现状进行了综述。
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［［AbstractAbstract］］ Babesia parasites are obligate intracellular apicomplexan protozoa and important pathogens causing babesiosis of
humans and animals. They have conserved subcellular structures and invasion mechanism. Rhoptry⁃associated proteins，which
are released into the host cell，are considered to be the key molecules of invasion and replication of parasites in the host cell and
are immunosuppressive factors of the host cell mediated immunity in the stage of parasitophorous vacuole（PV）formation. The
knowledge about rhoptry⁃associated proteins has made a great progress with the development of genomics and proteomics，so we
review the research progress in rhoptry⁃associated proteins of different Babesia including Babesia bovis，B. ovine，B. gibsoni，B.

bigemina and B. orientalis，etc.
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巴贝虫（Babesia）是一种人兽共患的寄生原虫，传播媒介

是蜱［1］，寄生在红细胞内。巴贝虫病被认为是动物第二常见的

血液源性疾病［2⁃3］，可经胎盘、围产期和输血途径致人与人之间

传播［4⁃5］。巴贝虫病，尤其是输血传播的巴贝虫病已成为公共

卫生安全的重要威胁［6］，同时给我国畜牧养殖业带来了较大的

经济损失，因此巴贝虫病也日益受到重视。

巴贝虫入侵红细胞的过程是寄生虫蛋白和宿主红细胞表

面分子进行的复杂有序的相互作用过程，包括定位、黏附、再

定位、连接和入侵。早期研究认为，在入侵过程中各个蛋白顺

序释放，发挥作用［7］，但是最近的研究则认为是不同细胞器分

泌的各个蛋白形成复合物，并共同发挥作用［8］。近年来研究发

现棒状体和微线体在虫体入侵宿主红细胞的过程中可释放分

泌物，即棒状体分泌棒状体相关蛋白（Rhoptry⁃associated pro⁃

tein，RAP）和微线体分泌微线体顶端膜抗原（Microneme pro⁃
tein apical membrane antigen，AMA1）形成运动结合体，在入侵

过程中发挥重要作用［8］。微线体分泌蛋白在肌动蛋白⁃肌球蛋

白复合物中起到黏附作用，与宿主细胞发生黏附，虫体进入宿

主细胞，随后棒状体分泌的相关脂质和蛋白共同作用形成纳

虫空泡（Parasitophorous vacuole，PV）［9］。其中棒状体蛋白对于

虫体入侵起关键作用，是该类寄生虫原虫的主要毒力因子。

因此本文就目前研究较多的牛巴贝虫（Babesia bovis）、羊巴贝

虫（Babesia ovine）、吉氏巴贝虫（Babesia gibsoni）、双芽巴贝虫

（Babesia bigemina）、东方巴贝虫（Babesia orientalis）、田鼠巴贝

虫（Babesia microti）和莫氏巴贝虫（Babesia motasi⁃like）等RAP
的研究现状进行综述，旨在为后续相关研究提供参考。
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RAP是一个超基因家族蛋白。可以根据其在棒状体的定

位，将其分为位于棒状体基部的基部蛋白ROPs和位于棒状体

颈部的颈部蛋白RONs。目前在牛巴贝虫、二联巴贝虫、分歧

巴贝虫、犬巴贝虫、类莫氏巴贝虫、东方巴贝虫和吉氏巴贝虫

中均发现了RAP［10⁃15］，包括5个羊巴贝虫RAP基因，4个双芽巴

贝虫RAP基因，4个分歧巴贝虫RAP基因，2 个牛巴贝虫RAP

基因，1个犬巴贝虫、田鼠巴贝虫和马巴贝虫RAP基因［6，16］，已

表达的巴贝虫RAP有多种（表1）。以上发现的RAP基因高度

保守，在不同种巴贝虫间有 30%～45%的一致性，保守区包括

4个半胱氨酸残基、1个由14个氨基酸组成的高度保守的模序

（PLSLPNPYQLDAAF）和几个寡肽模序，且通常RAP⁃1的N端

比C端保守［17］。基因保守表明该基因在红细胞入侵过程中发

挥着重要作用，同时也可用于巴贝虫物种鉴定和分类［18］。

巴贝虫
虫株

分歧巴贝虫

牛巴贝虫

双芽巴贝虫

卵形巴贝虫

田鼠巴贝虫

类莫氏巴贝虫

吉氏巴贝虫

东方巴贝虫

基因
名称

棒状体相关蛋白1
棒状体颈部蛋白2
棒状体相关蛋白1
棒状体颈部蛋白2
棒状体相关蛋白1
棒状体相关蛋白1
棒状体颈部蛋白2
棒状体相关蛋白1
棒状体相关蛋白1a
棒状体相关蛋白1b
棒状体相关蛋白1c
棒状体相关蛋白1

长度
（bp）
1 164
4 053
1 635
4 095
1 380
1 428
4 443
1 359
1 740
1 452
1 311
1 434

氨基
酸数

387
1 350
545

1 365
460
476

1 480
452
475
484
437
478

分子量
（kDa）

51.7

69.5

59.0
60.8

165.3
52.0
52.0
53.0

52.5

CAA899970.1
GU198499.2
AAB84270.1

XP_001608815
AAA65583.11
AAA27805.1

XP_012649548
KC953701
DQ386864
AB480715
AB480716
JX993940

基因
库

表表11 巴贝虫棒状体相关蛋白表达情况巴贝虫棒状体相关蛋白表达情况［［66，，1919⁃⁃2424］］

不同巴贝虫种的RAP基因不仅序列同源性较高，而且都

有可发生中和反应的B细胞、T细胞表位，用天然双芽巴贝虫

RAP⁃1蛋白和重组牛巴贝虫RAP⁃1蛋白可产生保护性免疫反

应。抗双芽巴贝虫和牛巴贝虫的RAP⁃1单克隆抗体的进一步

实验证实其可抑制巴贝虫裂殖子和子孢子的入侵［25⁃26］。因此，

在牛巴贝虫、羊巴贝虫、吉氏巴贝虫、双芽巴贝虫和马巴贝虫

中，RAP 已被广泛用于候选疫苗和候选诊断抗原的研

究［13，27⁃29］。在牛巴贝虫、双芽巴贝虫、马巴贝虫和羊巴贝虫中，

已有针对RAP⁃1的ELISA血清学诊断方法，可用于血清流行病

学调查［30⁃31］。

1.1 牛巴贝虫RAP 牛巴贝虫可感染牛等家畜，给我国畜牧

养殖业带来了较大的经济损失。牛巴贝虫RAP⁃1的研究报道

主要集中在 20世纪末，以往研究发现RAP⁃1可作为牛巴贝虫

有效抗原，并在体外研究中证实其可抵抗巴贝虫入侵［25］。

1988年，Goff等［32］首次报道描述了牛巴贝虫RAP⁃1基因。

1991年，Suarez等［33］首次报道了牛巴贝虫RAP⁃1基因全长。随

后，他们又发现牛巴贝虫RAP⁃1具有显著的B细胞表位，可保

护动物抵抗巴贝虫入侵［34］。1999年，有研究发现棒状体蛋白

是抗牛巴贝虫病的首要疫苗候选靶标［17］。2002年，有报道认

为RAP⁃1在牛巴贝虫子孢子上表达，在整个无性繁殖期均可

被检测，RAP⁃1抗体能够抵抗牛巴贝虫子孢子的入侵，从而起

到免疫保护作用［25］。2003年，Norimine等［35］指出重组牛巴贝

虫RAP⁃1免疫可加强Th1细胞的体液免疫和 IgG的体液免疫，

保护免疫接种动物牛抵抗牛巴贝虫的入侵，这又一次证实了

RAP⁃1的免疫保护作用。一直以来，研究者对其重组疫苗的研

究表现出了浓厚的兴趣，并发现这些蛋白抗原也可产生保护

性免疫反应，其中牛巴贝虫RAP⁃1［36］和双芽巴贝虫的RAP⁃1［37］

的T/B细胞的免疫原性都很高，即其有高免疫原性，在TH细胞

的作用下，产生TH1免疫反应和部分保护性免疫反应［38⁃39］，并

且研究发现其在牛巴贝虫不同地理株间相对保守，还通过

ELISA方法进一步研究发现其高表达γ⁃干扰素，低表达或者不

表达 IL⁃2、IL⁃4和 IL⁃10。该研究预示牛巴贝虫RAP⁃1是较好

的疫苗靶标，可引起机体较强、持续保护的Ⅰ型免疫反应。研

究发现特异性的抗RAP1抗体和保护性免疫并不持续相关［39］，

提示免疫激发和CD4+细胞的免疫辅助功能更复杂。此外，保

护性免疫效应机制的抗原传递系统亟待研究。

另外，2010年，一项新研究发现一种未知蛋白可能有棒状

体蛋白生物源性，被暂时命名为BboRhop68［40］，其具体功能及

特性仍有待进一步研究。2011年，Suarez等［41］科学家研究证实

RAP⁃1的相关抗原（RAP⁃1 related antigen，RRA）在体外可显

著抑制牛巴贝虫入侵红细胞，从而证实该蛋白在巴贝虫入侵

过程中发挥重要作用。

以上研究均认为RAP⁃1在巴贝虫入侵过程中发挥作用，

RAP⁃1是抗巴贝虫病的潜在候选疫苗和候选诊断抗原。

1.2 羊巴贝虫RAP 羊巴贝虫病是小型反刍动物的一种最重

要的蜱传疾病，在我国内蒙、新疆、河南、山西、云南、四川、黑
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龙江和青海等省份均有羊巴贝虫病的报道［19，42⁃44］。根据羊巴

贝虫 18 s rRNA、ITS、28S及RAP⁃1基因的进化树分析，可将其

分为不同的亚型，其中莫氏巴贝虫中国株，即类莫氏巴贝虫

（Babesia motasi⁃like）在中国甘肃、河北和辽宁省有报道［45⁃46］。

在羊巴贝虫中，类莫氏巴贝虫RAP⁃1基因位点与双芽巴贝虫

位点相似，其中3个不同的基因亚型（RAP⁃1a、RAP⁃1b和RAP⁃
1c），5个完全相同的RAP⁃1b基因拷贝和RAP⁃1c基因单拷贝

位于基因位点末端［11］。针对该蛋白的动力学分析显示，在羊

巴贝虫感染过程中，不同种群绵羊可产生不同的体液免疫发

应。在感染动物中，抗RAP⁃1抗体先增加后减少，感染后 3周
抗类莫氏巴贝虫的特异性抗体持续增加，感染后6周和9周抗

体达到峰值，随后持续减少［23］。

1.3 吉氏巴贝虫RAP 吉氏巴贝虫主要引起犬巴贝虫病，可

在世界范围内流行［47］。吉氏巴贝虫棒状体蛋白RAP⁃1基因全

长为 1 740 bp，开放框架为 1 425 bp，可编码 475 bp，对应蛋白

分子量为 45 kDa，与马巴贝虫、犬巴贝虫和牛巴贝虫棒状体

RAP⁃1基因同源性分别为39%、34%和33%，C⁃端含5个重复序

列，N⁃端含4个半胱氨酸残基。N⁃端保守的氨基酸模序，表明

该区域在功能上可能有重要作用，这与其他研究结果一致［35］。

Zhou等 13］成功构建了 pGEX⁃4T⁃3/BgRAP⁃1重组质粒，并

在Ecoli BL21成功表达，重组蛋白经间接荧光抗体试验（Indi⁃
rect fluorescent antibody test，IFAT）和酶联免疫吸附试验（En⁃
zyme linked immunosorbent assay，ELISA）验证有较好的结果，

吉氏巴贝虫感染后8 d可发生明显ELISA发应，抗体滴度一直

持续到感染后 207 d。根据以上结果可以认为，Bg⁃RAP1诊断

犬吉氏巴贝虫的显性抗原，在抵抗寄生虫感染的免疫反应中

可能发挥了重要作用。

2009年，Terkawi等［16］根据 cDNA文库，在EST数据库筛选

了3个RAP⁃1基因，随后将3个基因全长及分别对应的C⁃端截

断型基因（329⁃474aa、334⁃484aa和337⁃437aa）克隆至pGEX⁃4T
⁃3 Ecoli重组株，利用BL21重组表达并纯化，并用 IFAT和ELI⁃
SA方法验证。生物信息学分析发现，1⁃21aa为信号肽，N⁃端富

含丝氨酸，无跨膜区；在 156aa 位置发现细胞黏附模序；在

313aa位置发现KKNV的保守序列，1991年已有研究发现RAP
具有人类红细胞结合活性［48］。Western⁃blotting结果证实 3种

重组蛋白均可发生特异性免疫反应。免疫反应性试验说明，

全长的 rBgRAP交叉反应强于部分截断的 rBgRAP蛋白，后者

更适于作为候选诊断抗原。裂殖子RNA转录分析发现RAP⁃
1a基因表达量最高；IFAT定位分析发现这3个BgRAP⁃1s蛋白

均位于靠近入侵位置的红细胞外裂殖子顶端，在裂殖子的不

同阶段均有BgRAP⁃1的存在，随后在感染红细胞的细胞质和

吉氏巴贝虫的培养上清中也有BgRAP⁃1s的发现，只是该分泌

蛋白只在巴贝虫感染裂殖子早期发现。

1.4 双芽巴贝虫RAP 双芽巴贝虫主要感染牛，引起巴贝虫

病，导致牲畜产量降低，带来经济损失。1987年，McElwain
等［49］凭借裂殖子抗原的单克隆抗体首次发现双芽巴贝虫的

RAP⁃1基因。1991年，Mishra等［50］发现了双芽巴贝虫RAP⁃1全
基因序列。同年，研究者McElwain等［51］证实双芽巴贝虫RAP⁃
1或其重组结构均有免疫保护作用。

随后，研究者在体外研究中发现，RAP⁃1特异性抗体在虫

体入侵过程中具有抑制作用［52］，这也与上述研究结果一致。

2003年，Suarez等［53］研究认为RAP⁃1在双芽巴贝虫中的裂殖子

阶段表达分泌，随后Boonchit等［24］在感染红细胞的细胞质中也

发现了双芽巴贝虫RAP⁃1，并针对该基因做了全长和C⁃端截

断的表达，用ELISA方法证实其具有较好的免疫反应，认为双

芽巴贝虫RAP⁃1可用做检测特异抗体，用于诊断巴贝虫病，说

明双芽巴贝虫RAP⁃1具有免疫反应性。此外，Machado 等［54］用

纯化的RAP⁃1免疫牛，发现可产生相关的抗体起到免疫保护

作用，因此认为RAP⁃1可能是双芽巴贝虫的潜在疫苗，说明其

具有免疫原性，可刺激机体产生免疫反应，从而起到免疫保护

作用。

这些研究均与上述吉氏巴贝虫的相关研究结果一致，在

双芽巴贝虫RAP的研究中，也认为其可作为研究疫苗靶点，但

是巴贝虫RAP与红细胞细胞膜和红细胞跨膜骨架之间相互作

用的机制仍然有待进一步研究。

1.5 东方巴贝虫RAP 东方巴贝虫是一种由扇头硬蜱（Rhipi⁃

cephalus haemaphysaloides）传播的顶复门原虫，仅感染水牛［55］，

我国中部和南部有发现东方巴贝虫病的报道。

2014年，Yu等［15］等根据 cDNA表达文库，首次对东方巴贝

虫RAP⁃1（BoRAP⁃1）进行了克隆表达，随后以 IFAT试验证实

RAP⁃1在东方巴贝虫裂殖子阶段显示强免疫信号，且在巴贝虫

不同阶段均有显示。其在研究中发现BoRAP⁃1与其他巴贝虫

RAP⁃1基因高度同源，和牛巴贝虫RAP⁃1基因同源性达71%，

和其他巴贝虫种保守区分析结果一致，包括N⁃端前300个氨基

酸高度保守，1⁃21位信号肽，含 4个半胱氨酸残基和 1个 14个
氨基酸组成的模序。只是此模序中，巴贝虫属的第7位为脯氨

酸，而在BoRAP⁃1中为丙氨酸。抗原表位预测显示抗原表位

主要分布在N⁃端。

22 结语结语

巴贝虫病分布广泛，人兽共患，可经血液和血制品传播，

威胁人类健康，应引起足够重视。而在顶复门RAP的研究中，

弓形虫、疟原虫和柔嫩艾美耳球虫的RAP研究较深入［56⁃58］，但

是涉及巴贝虫RAP的研究相对较少。目前分子生物学、生物

信息学、蛋白质组学技术的丰富和发展，为在分子水平上详细

解析RAP在巴贝虫入侵过程中复杂的作用机制、分子结构及

生物功能提供了重要手段。现有的研究主要集中在RAP蛋白

宿主入侵功能等的初步验证，尚无宿主信号转导的调控，及其

对宿主细胞的相互作用影响的文献发表，由此本课题组下一

步将注重对蛋白结构、蛋白功能及其免疫学效应的研究。目

前控制巴贝虫的化学药物主要分为两类，针对媒介硬蜱或者

针对巴贝虫本身，但仍无特效药物，且还存在耐药性、药物毒

副作用等问题，因此需要寻找替代疗法及新型候选疫苗分子，

RAP则是较为理想的候选疫苗靶点，有待进一步研究。总之，

根据以往的研究成果，RAP在抵抗虫体入侵和免疫保护反应

方面起到了重要的作用，也将是未来疫苗研究和诊断抗原研

究的重要方向。相信随着RAP分子特性和功能研究的深入发

展，必将为阐明巴贝虫入侵、致病机理奠定基础，甚至为顶复

门原虫的防治提供新的思路和方法。为了更好地了解巴贝虫
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的病理生理及其他生物特性、研制更好的疫苗和更有效的治

疗方法，科研工作依然任重道远。
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