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摘 要:SHROOM2是一种肌动蛋白结合蛋白,参与细胞运动调节和肌动蛋白细胞骨架重塑。而日本血吸虫

虫卵可引发肉芽肿形成,在虫卵周围形成有组织的免疫聚集体。本研究偶然发现,Shroom2缺失的小鼠在感

染血吸虫后,
 

其死亡率远高于野生型小鼠,故本研究旨在研究Shroom2基因敲除小鼠在感染日本血吸虫后

的病程进展,以揭示Shroom2基因在血吸虫感染和宿主应对虫卵肉芽肿形成免疫反应中的潜在作用。本文

利用CRISPR/Cas9技术构建了Shroom2 基因敲除小鼠,采用腹部贴片法将日本血吸虫尾蚴分别感染

C57BL/6野生型(WT)和Shroom2基因敲除小鼠(KO),每只小鼠感染30±2条。感染后每日监测小鼠状态,
记录死亡数量,并在感染第5、7周将小鼠安乐死,取其外周血进行血常规分析;苏木素-伊红染色观察肝组织

的病理变化。结果显示,Shroom2基因敲除小鼠在感染血吸虫后的急性期内死亡率显著提高,并伴有肝脏严

重病理变化和血常规指标异常。这表明Shroom2基因在调节宿主免疫反应中起关键作用,其缺失可能导致

宿主对病原体的易感性增加,从而加速疾病进程。
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Abstract:SHROOM2
 

is
 

an
 

actin-binding
 

protein
 

involved
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

cell
 

motility
 

and
 

actin
 

cytoskeleton
 

remodeling.
 

Schistosome
 

eggs
 

can
 

induce
 

granuloma
 

formation,
 

leading
 

to
 

organized
 

immune
 

aggregates
 

around
 

the
 

eggs.
 

This
 

study
 

unexpectedly
 

observed
 

that
 

Shroom2-deficient
 

mice
 

exhibited
 

a
 

significantly
 

higher
 

mortality
 

rate
 

after
 

infection
 

with
 

Schistosoma
 

japonicum
 

compared
 

to
 

wild-type
 

mice.
 

This
 

study
 

aimed
 

to
 

investigate
 

the
 

disease
 

progression
 

in
 

Shroom2
 

knockout
 

mice
 

after
 

infection
 

with
 

Schistosoma
 

japonicum,
 

revealing
 

the
 

potential
 

role
 

of
 

the
 

Shroom2
 

gene
 

in
 

the
 

immune
 

response
 

to
 

schistosome
 

infection
 

and
 

granuloma
 

formation
 

around
 

the
 

eggs.
 

It
 

used
 

CRISPR/Cas9
 

technology
 

to
 

generate
 

Shroom2
 

knockout
 

(KO)
 

mice.
 

Both
 

C57BL/6
 

wild-type
 

(WT)
 

and
 

KO
 

mice
 

were
 

infected
 

with
 

Schistosoma
 

japonicum
 

cercariae
 

(30±2
 

cercariae/mouse)
 

via
 

abdominal
 

skin
 

exposure.
 

The
 

mice
 

were
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monitored
 

daily,
 

and
 

the
 

number
 

of
 

deaths
 

was
 

recorded.
 

At
 

the
 

fifth
 

and
 

the
 

seventh
 

weeks
 

post-infection,
 

mice
 

were
 

sacrificed
 

for
 

blood
 

routine
 

analysis
 

and
 

liver
 

histopathology
 

with
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining.
 

KO
 

mice
 

showed
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

mortality
 

during
 

the
 

acute
 

phase
 

of
 

schistosome
 

infection,
 

accompanied
 

by
 

severe
 

liver
 

pathology
 

and
 

abnormal
 

blood
 

parameters.
 

These
 

findings
 

suggest
 

that
 

the
 

Shroom2
 

gene
 

plays
 

a
 

critical
 

role
 

in
 

regulating
 

the
 

host
 

immune
 

response,
 

and
 

its
 

deficiency
 

may
 

increase
 

susceptibility
 

to
 

pathogens,
 

accelerating
 

disease
 

progression.

Keywords:
 

Shroom2;
 

immunodeficiency;
 

Schistosoma
 

japonicum

  蘑菇家族成员2(Shroom
 

family
 

member
 

2,
Shroom2)基因位于X染色体,跨度约160

 

kb,包含

10个外显子[1]。SHROOM2蛋白是蘑菇家族成员

之一,与家族内其他成员一样,均含有PDZ、ASD1
及ASD2

 

三个保守结构域。SHROOM2位于质膜

和皮质肌动蛋白(F-actin),在大多数上皮细胞的细

胞-细胞接触的顶端边界中均有表达[2]。据报道,
SHROOM2参与调节内皮细胞的肌动蛋白骨架重

塑[3],其中SHROOM
 

2的 ASD2结构域可以直接

与 Rho
 

相 关 蛋 白 激 酶(Rho-associated
 

protein
 

kinase,ROCK)反应,从而激活细胞-细胞黏附部位

的肌凝蛋白VIIa
 

(myosin
 

VIIa),继而影响内皮细

胞的发芽、迁移和血管生成[4]。此外,SHROOM2
还参与RhoR-ROCK诱导的应力纤维形成和局灶

黏附,并且可抑制上皮-间充质转化(epithelial-to-
mesenchymal

 

transition,EMT),从而抑制鼻咽癌

上皮细胞的转移[5]。研究表明,SHROOM
 

2蛋白可

以影响血管生成[4]、肿瘤转移[5]、视网膜上皮色素沉

着[6],然而,关于SHROOM2蛋白与免疫功能的关

系研究,尚未见文献报道。
血吸虫病是由血吸虫属的复殖吸虫引起的人类

慢性蠕虫病,流行于78个国家与地区,严重影响疫

区人民健康与经济发展[7-8]。在我国,尽管近年来血

吸虫病防控取得了显著进展,部分流行区已达到传

播阻断或消除的标准,但日本血吸虫仍在某些地区

持续流行,并对当地居民的健康构成威胁,因此血吸

虫病仍是需要关注的公共卫生问题[9]。日本血吸虫

寄生在肝门静脉后,雌雄虫合抱并发育成熟,随后雌

虫产卵。虫卵沉积于肝脏中发育成熟,会释放虫卵

抗原,诱导宿主免疫应答并诱导肉芽肿形成,在宿主

体内引起不同程度的组织损伤。这一过程涉及多个

免疫细胞群和细胞活化、分化、扩展及迁移的多个阶

段[10-11]。虫卵肉芽肿的形成不仅是宿主对虫卵的

一种免疫反应,有利于破坏和清除虫卵,而且也可能

导致组织损伤[12-13]。这种由虫卵诱导的肉芽肿反

应是一个独特的免疫研究模型。
课题组前期研究偶然发现,Shroom2缺失的小

鼠在感染血吸虫后,其死亡率远高于野生型小鼠。
经文献检索,目前尚无研究报道Shroom2基因与日

本血吸虫感染之间的关系。这一发现为本研究提供

了重要的创新点,并为探索寄生虫感染中的免疫调

控机制提供了新视角。基于这一发现,本研究提出

了SHROOM
 

2在宿主抵抗血吸虫感染免疫中发挥

作用的假设。本研究使用 Shroom2 基因敲除

(knockout,KO)小鼠构建日本血吸虫感染模型,探
究Shroom2缺失是否会加重日本血吸虫引发的宿

主病理损伤并加速宿主死亡。

1 材料和方法

1.1 实验动物

野生型(wild
 

type,WT)C57BL/6小鼠,6~8
周龄,体重20±2

 

g,购自上海斯莱克实验动物有限

责任公司[动物生产许可证号:SCXKZ(沪2018-
0004)]。KO 小鼠由 Cyagen

 

Biosciences
 

Inc.构

建,在复旦大学生命科学院生物安全II级动物房饲

养繁育。
1.2 主要试剂

日本血吸虫(中国大陆株)尾蚴由中国疾病预防

控制中心寄生虫病预防控制所提供。本研究遵循中

国疾病预防控制中心国家寄生虫病预防控制所实验

动物福利审查委员会批准的标准(批准号:IPD-
2020-10)。主要试剂及仪器:丙氨酸转氨酶(alanine

 

aminotransferase,ALT)酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA)试
剂 盒 (Elabscience,中 国 );ELISA 酶 标 仪

(Synergy2;Biotek,美 国);血 液 高 容 量 分 析 仪

(DxH900;Beckman
 

Coulter,美国)。

1.3 方法

1.3.1 构建Shroom2敲除小鼠 Shroom2敲除小

鼠的构建由Cyagen
 

Biosciences
 

Inc.完成。将野生
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型C57BL/6小鼠的Shroom2基因 mRNA和Cas9
 

mRNA共注射到小鼠受精卵中,产生靶向敲除后

代,通 过 聚 合 酶 链 式 反 应 (polymerase
 

chain
 

reaction,PCR)鉴定F0代小鼠(基因敲除小鼠构建

方法 及 鉴 定 结 果 详 见 图 1)。扩 增 产 物 位 于

Shroom2基因的2~4号外显子区域,扩增片段长

度分别为685
 

bp(KO 小鼠)和
 

1
 

400
 

bp(WT小

鼠)。所使用的引物序列如下:正向引物(forward
 

primer)
 

5’-CACAAGTGCTACTAAAACAAGG-
TGC-3’,反向引物(reverse

 

primer)
 

5’-TGAA-
CATTCCTGAGCCATAGCAAG-3’。PCR 扩 增

条件如下:94
 

℃预变性3
 

min,随后进行35个循环,
包括94

 

℃变性30
 

s、60
 

℃退火35
 

s和72
 

℃延伸
 

35
 

s,最终72
 

℃延伸5
 

min。

A-C:
 

Flow
 

chart
 

of
 

the
 

hybridization
 

of
 

homozygous
 

KO
 

mice.
 

D-F:
 

The
 

results
 

of
 

KO
 

mouse
 

genotype
 

identification.
 

Positive:
 

Mice
 

identified
 

as
 

KO
 

mice
 

by
 

genotyping.
 

QTY:
 

The
 

number
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

batch.
 

DOB:
 

The
 

birth
 

date
 

of
 

the
 

mice.
图1 KO小鼠的育种方案及基因型鉴定

Fig.1 Breeding
 

scheme
 

and
 

genotype
 

identification
 

of
 

KO
 

mice

1.3.2 建立日本血吸虫感染小鼠模型 设置 WT
未感染组、KO 未感染组、WT感染组与 KO 感染

组,WT未感染组有4只小鼠,KO未感染组有7只

小鼠,其余各感染组每组不少于15只小鼠,均为雄

性。将感染组小鼠腹部朝上固定于小鼠固定板上,
剔除腹毛,裸露腹部皮肤,镊子夹取洁净的盖玻片取

尾拗,于显微镜下计数,采用腹部贴片法将每只小鼠

感染30±2条,然后将盖玻片贴在小鼠剃毛后的腹

部,15~20
 

min后去除盖玻片。将感染后的小鼠置

于P2级动物房饲养并密切观察,记录死亡情况。
1.3.3 感染小鼠肝功能检测 密切观察感染小鼠

的生存情况,当KO感染组小鼠处于濒死状态时留

取样本,同时取状态良好的 WT感染组和KO感染

组小鼠作为对照。所有小鼠均使用摘眼球取血0.5
~1

 

mL,静置数小时后
 

3
 

000
 

r/min离心15
 

min,
小心取上清液移至新EP管中并置于

 

-80
 

℃冰箱

保存备用。使用ELISA试剂盒检测小鼠血清ALT
的浓度,具体操作方法参考试剂盒说明书。使用酶

联免疫吸附测定仪在450
 

nm 处读取样品光密度

(optical
 

density,
 

OD)值,用标准品制作标准曲线

后计算样品浓度。
1.3.4 感染小鼠肝脏化学染色 分别在小鼠感染

后第
 

35天
 

和
 

第49天断颈处死小鼠(每组n>3
只),取小鼠右上叶肝脏,置于多聚甲醛浸泡24

 

h
后,送至武汉塞维尔生物科技有限公司制作切片并

进行苏木精-伊红染色(hematoxylin-eosin
 

staining,
HE),置显微镜下观察分析。对观察期内 KO感染

组濒死小鼠和同时期状态良好的 WT感染组小鼠

亦采用上述方法提取肝脏组织进行化学染色分析。
1.3.5 小鼠血常规检测 在感染后第35、49天取

各组小鼠颌下静脉血500
 

μL,置于EDTA抗凝真空

采血管中,用 1× 磷酸缓冲盐溶液(phosphate
 

buffered
 

saline,PBS)
 

500
 

μL稀释,上下颠倒混匀,
用血液高容量分析仪进行检测分析。
1.3.6 统计学分析 实验数据使用 Graphpad

 

Prism9.0软件进行统计分析并作图,数据采用均数±
标准差的形式表示,组间比较采用单因素方差(one-
way

 

ANOVA)分析,生存率分析采用 Long-rank
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(Mantel-Cox)
 

test分析。P<0.05
 

时,代表组间比

较的差异有统计学意义。

2 结果

2.1 KO小鼠感染血吸虫后在肉芽肿急性期的死

亡率显著增加

  WT组感染日本血吸虫后第51天仅死亡1只

小鼠,而 KO组在感染后第45~52天累计死亡7
只。实验结果显示,KO感染组小鼠在感染日本血

吸虫后的死亡率显著高于 WT感染组小鼠(P=
0.004

 

8),且死亡主要发生在感染后的第6至第7
周。这一时期恰逢虫卵诱导的肉芽肿炎症反应的高

峰期及维持期,通常被认为是感染的急性期[14-15]。
在此阶段,宿主免疫系统对虫卵抗原产生强烈的炎

症反应,诱导肉芽肿形成并引发组织损伤[16]。因

此,Shroom2缺失可能导致宿主在急性期的免疫反

应失衡,从而加剧病理损伤和死亡风险(详见图2)。
2.2 KO感染组小鼠肝脏损伤较 WT感染组严重

感染后第35天和第49天分别提取 WT感染组

和KO感染组小鼠的肝脏组织,并进行 HE染色分

析。如图3所示,尽管2组小鼠感染后第49天的肝

脏组织切片未见显著差异,但是在感染第35天时,
KO感染组小鼠肝脏中的虫卵病灶周围存在更多的

炎症细胞。除此之外,本研究在濒死的 KO感染组

小鼠(感染后第45天)肝脏样本中发现,即使肝脏虫

卵肉芽肿尚处于早期阶段,肝小叶中的肝细胞已出

现核增大和核深染的情况,这提示可能存在肝细胞

水肿或炎症反应。在非虫卵肉芽肿的肝小叶中还可

观察到弥漫性出血(详见图4)。
 

如图5所示,WT感

染组小鼠的血清 ALT平均值约为50
 

U/L,而 KO
感染组显著升高至约200

 

U/L,
 

濒死的KO感染组

WT:
 

wild
 

type;
 

KO:
 

knock
 

out;
 

dpi:
 

days
 

post-infection.
 

**:
 

P=0.004
 

8.
图2 感染后 WT和KO小鼠的生存分析

 

Fig.2 Survival
 

analysis
 

of
 

WT
 

and
 

KO
 

mice
 

post-infection

WT:
 

wild
 

type;
 

KO:
 

knock
 

out;
 

dpi:
 

days
 

post-infection.

图3 WT组和KO组小鼠感染日本血吸虫后第35天和49天肝脏肉芽肿的组织学分析

Fig.3 Histological
 

analysis
 

of
 

liver
 

granulomas
 

in
 

WT
 

and
 

KO
 

mice
 

at
 

35
 

and
 

49
 

days
 

post-infection
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WT:
 

wild
 

type;
 

KO:
 

knock
 

out.
图4 濒死KO小鼠及 WT感染小鼠的肝脏组织学分析

Fig.4 Liver
 

histology
 

of
 

deceased
 

KO
 

mice
 

and
 

WT-infected
 

mice

*:
 

P=0.015
 

1;
 

***:
 

P
 

=
 

0.000
 

8.
图5 WT感染组、KO感染组及濒死KO小鼠的血清

 

ALT
 

水平

Fig.5 Serum
 

ALT
 

levels
 

in
 

WT-infected,
 

KO-infected
 

and
 

deceased
 

KO
 

mice

小鼠血清ALT水平进一步升高至约500
 

U/L,与
WT感染组小鼠的血清 ALT相比有显著性差异

(P<0.001)。这些结果提示,急性肝损伤可能是导

致KO感染组小鼠急性死亡的重要原因。
2.3 血常规指标的变化分析

本研究进一步分析了 WT
 

未感染组、KO
 

未感

染组、WT
 

感染组及
 

KO
 

感染组小鼠在感染后第35
天和第49天的外周血血常规检测结果。在2组未

感染小鼠中,小鼠的白细胞计数、红细胞计数、血红

蛋白、血小板计数、中性粒细胞计数、单核细胞计数、
淋巴细胞计数、嗜酸性粒细胞计数及嗜碱性粒细胞

计数的检测结果均无显著差异(详见图6、图7)。在

感染后第35天,2组小鼠的白细胞计数无明显差

异。感染后第49天,2组小鼠的白细胞计数均显著

升高,但 KO 感染组小鼠的白细胞计数(24.55×
109/L)显著低于 WT感染组小鼠(36.11×109/L,

 

P<0.01);而红细胞计数、血红蛋白及血小板计数

在
 

2组感染小鼠之间无显著差异(详见图6)。进一

步分析显示,尽管淋巴细胞比例在2组感染小鼠之

间未表现出显著差异,但 KO感染组小鼠的淋巴细

胞计数(7.75×109/L)显著低于 WT感染组小鼠

(11.70×109/L,P<0.05),而KO感染组小鼠的嗜

酸性粒细胞比例(3.44%)及计数(0.82×109/L)均
显著高于 WT感染组小鼠(2.14%,0.69×109/L,
P<0.05)。此外,

 

WT
 

感染组与
 

KO
 

感染组小鼠

的中性粒细胞和单核细胞无显著差异(详见图7)。
这些结果提示,Shroom2基因缺失可能导致小鼠免

疫调控功能紊乱,从而加剧了小鼠对血吸虫感染的

易感性和病程的严重性。

3 讨论

SHROOM2是一种关键的细胞骨架调控蛋白,
已知其在内皮细胞和上皮细胞的应力纤维形成及细

胞间黏附中发挥重要作用[4,17]。然而,Shroom2 基

因在调节宿主免疫反应中的作用尚未被研究。本研

究发现Shroom2基因缺陷小鼠感染日本血吸虫后

肝脏病理显著加重损伤,且死亡风增加险,这提示

SHROOM2蛋白可能通过调节炎症反应或细胞骨

架重塑在免疫反应中发挥重要作用。
Shroom2 敲除导致小鼠在血吸虫感染急性期

肝脏出现明显的炎症反应,肝脏病理损伤加重,死亡

率增加,这可能与Shroom2缺失导致宿主对感染的

免疫反应失调密切相关。SHROOM2蛋白可能在

调控细胞骨架的同时,通过影响细胞间黏附和信号

传导,间接调节免疫细胞的功能,从而影响宿主的免

疫反应。例如,Shroom2缺失可能导致巨噬细胞或
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1.
图6 感染后第35天和第49天小鼠的血常规检测结果

Fig.6 Complete
 

blood
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analysis
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35
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post-infection

其他免疫细胞的迁移和功能异常,从而加剧感染相

关的组织损伤。嗜酸性粒细胞在抗寄生虫感染中的

作用已被广泛研究,其表达增加通常与严重的炎症

反应相关[18]。本研究中,Shroom2敲除小鼠感染日

本血吸虫尾蚴后,外周血嗜酸性粒细胞数量显著增

加,这进一步提示SHROOM2蛋白在调节免疫反应

中的重要作用。SHROOM2蛋白可能通过调控免

疫细胞的活化或迁移,间接影响感染部位的炎症反

应程度
 

。这些发现表明,SHROOM
 

2可能不仅在

维持细胞骨架的完整性中发挥重要作用,而且可能

通过调节特定免疫细胞的行为来影响宿主对感染的

应答。
本研究首次揭示了Shroom2 基因在宿主免疫

反应中的关键作用,特别是在抗日本血吸虫感染中

的重要性。这一发现为未来的免疫治疗提供了新的

视角,并可能为血吸虫病的治疗策略提供新的潜在

靶点。尽管本研究首次揭示了Shroom2 基因在宿

主免疫反应中的关键作用,但仍存在一定的局限性。
例如,本研究尚未对小鼠组织和血清中的关键炎症

因子(如IL-6、TNF-α、IFN-γ)进行检测,无法全面

揭示Shroom2 基因缺失对炎症因子表达的影响。
此外,免疫细胞亚群的具体变化(如巨噬细胞、嗜酸

性粒细胞的功能及迁移特性)尚未通过流式细胞术

等手段进行系统分析。本研究目前也尚未开展针对

SHROOM2下游信号通路的具体研究,但基于现有

数据,初步推测其可能通过RhoA-ROCK信号通路

调控免疫细胞的迁移和活性。这些局限性在一定程

度上限制了本研究对SHROOM2在免疫调控中具

体机制的理解。未来的研究重点是进一步明确

SHROOM2在不同类型免疫细胞中的特定功能,并
探索寄生虫感染过程中其在调控细胞骨架及免疫细

胞行为中所发挥的作用,以揭示该蛋白在免疫调节

网络中的复杂作用机制。
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图7 感染后第35天和第49天各组小鼠的差异性血细胞群体分析
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