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基于转录组学数据分析大黄素对阴道毛滴虫的作用

及机制研究

谢婷，杨树国，李琛，赵燕清

（湖北医药学院基础医学院，湖北十堰４４２０００）

【摘要】　目的　阴道毛滴虫寄生于人体泌尿生殖道，引起阴道毛滴虫病。用大黄方治疗滴虫性阴道炎，基于转录组学

数据分析其对阴道毛滴虫的作用及机制。　方法　将大黄素体外作用于阴道毛滴虫，使用显微计数法定量检测滴虫增

殖情况，光镜及电镜观察滴虫形态变化，转录组测序分析差异表达基因及 ＧＯ、ＫＥＧＧ富集情况。　结果　５０～１０００

μｍｏｌ／Ｌ大黄素可抑制阴道毛滴虫增殖，且抑制率与药物浓度呈正相关。药物作用后，扫描电镜观察虫体表面皱缩，表膜

凹陷、破裂，鞭毛及波动膜受损。与正常对照组比较，大黄素作用后的阴道毛滴虫转录组测序得到４８３３个差异基因，其

中上调基因３２９６个，下调基因１５３７个。差异基因主要富集于ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ，ＰＰＡＲ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ等信号通路。　结论　大黄素可抑制阴道毛滴虫体外增殖且对其有杀伤作用，

激活ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ，ＰＰＡＲ，ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ信号通路可能是其抑制和杀伤阴道毛滴虫的关键机制。
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
　阴道毛滴虫病（ｔｒｉｃｈｏｍｏｎｉａｓｉｓ）因阴道毛滴虫

（犜狉犻犮犺狅犿狅狀犪狊狏犪犵犻狀犪犾犻狊）寄生于人体引起，是一种常

见的非病毒性性传播疾病。阴道毛滴虫病在不同性

别、不同年龄、不同地区人群中的发病率差异较大，在

０．３％～２０％
［１］。阴道毛滴虫感染女性会导致滴虫性

阴道炎，其典型的临床表现为阴道分泌物增多且呈泡

沫状、恶臭味、灰黄色，严重时还可造成子宫颈病变、盆

腔炎、不孕症，并增加 ＨＩＶ感染及子宫颈癌患病的风

险［２］。在男性，阴道毛滴虫寄生于尿道、膀胱、前列腺、

精囊、睾丸、附睾等，多为无临床症状或临床症状较轻

的感染，但也可引起非淋菌性尿道炎、膀胱炎、前列腺
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炎和附睾炎等，进而导致男性不育［３］。因此，阴道毛滴

虫病对人体健康危害不容忽视。

阴道毛滴虫病的治疗首选口服硝基咪唑类药物，

包括甲硝唑和替硝唑。然而，在临床应用中，阴道毛滴

虫对甲硝唑已表现出不同程度的耐药率（４．３％～

１３．３％），且临床上关于阴道毛滴虫甲硝唑耐药的相关

报道还在逐渐增多［４］。甲硝唑治疗阴道毛滴虫病也存

在诸多不良反应，如心率失常、呼吸困难、皮肤过敏等。

因此，寻找和探究副作用较少、作用较强的中草药为治

疗阴道毛滴虫病的有益尝试。

中 草 药 大 黄 的 重 要 活 性 成 分 之 一 大 黄 素

（Ｅｍｏｄｉｎ，１，３，８三羟基６甲基蒽醌），是一类常见的

蒽醌衍生物，具有多种药理作用，如镇痛、抗肿瘤、抗

炎、抗病毒和抗氧化活性等［５９］。有研究报道大黄方外

用能够治疗滴虫性阴道炎，但其具体作用机制尚不清

楚［１０１１］。本研究通过检测大黄素对阴道毛滴虫增殖、

细胞形态、转录表达的影响，阐述大黄素对阴道毛滴虫

的抑制、杀伤作用及其机制，旨在为开发抗阴道毛滴虫

药物提供理论依据。

材料与方法

１　材料

１．１　阴道毛滴虫虫株　实验用阴道毛滴虫取自十堰

市太和医院。将未经治疗的滴虫性阴道炎患者阴道分

泌物接种于肝浸汤培养基，３７℃无菌培养，每隔约４８

ｈ待其生长至对数期时传代一次。经多次传代，稳定

培养纯化后置于液氮冻存。

１．２　主要试剂和仪器　阴道毛滴虫培养选用含１０％

灭活胎牛血清、终浓度为１００Ｕ／ｍＬ青霉素＋１００μｇ／

ｍＬ链霉素的肝浸汤培养基或改良的Ｄｉａｍｏｎｄ培养

基，其中的试剂均购于武汉大风生物科技有限公

司［１２１３］，胎牛血清购于四季青公司，青霉素购于美国

ＶＷＲｃｈｅｍｉｃａｌｓ公司，链霉素购于罗恩试剂（中国）公

司。大黄素（批号为 ＡＦ２００２１６２１），购于成都埃法公

司；甲硝唑购于Ａｌａｄｄｉｎ（中国）公司；ＤＭＳＯ购于法国

ＭＰ公司；台盼蓝购于美国Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ购于

Ｔａｋａｒａ（中国）公司。细胞培养箱（ＦｏｒｍａＳｔｅｒｉｃｙｃｌｅ

ｉ１６０）和超净工作台（１３００系列 Ａ２）为美国 Ｔｈｅｒｍｏ

ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品；高速离心机（５８１０Ｒ）为德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品，倒置显微镜（ＣＫＸ５３）为日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品。

２　方法

２．１　大黄素对阴道毛滴虫的抑制作用试验　以

ＤＭＳＯ配制浓度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ大黄素母液，以含添

加物的改良Ｄｉａｍｏｎｄ培养基将其稀释至不同浓度，４

℃保存备用。试验组在阴道毛滴虫培养管中加入大黄

素，终浓度分别为１０００，７５０，５００，２５０，１２５，１００，７５，５０

μｍｏｌ／Ｌ，同时设置药物空白对照组（Ｄｉａｍｏｎｄ培养

基）、阴性对照组（０．１％ ＤＭＳＯ），阳性对照组（１０μｇ／

ｍＬ甲硝唑）
［１４］。取生长至对数期的阴道毛滴虫，用血

球计数板计数，调整后使上述每管初始接种密度为２

×１０
５ 个／ｍＬ。各药物试验组和对照组管中均加入滴

虫悬液５ｍＬ，分别从每管取２００μＬ加入９６孔板，每

组３个复孔，剩余滴虫悬液同培养板一起置３７℃细胞

培养箱培养２４ｈ，取滴虫悬液以终浓度为０．０４％的台

盼蓝染色，光镜下观察虫体形态变化后用血球计数板

计数，采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件计算滴虫生长抑

制率，以及大黄素对阴道毛滴虫生长抑制的ＩＣ５０
［１５］。

以上试验独立重复３次。

相对抑制率（％）＝ ［１（药物处理组滴虫数量平

均值／药物阴性对照组滴虫数量平均值）］×１００％

２．２　电镜样品的制备及观察　以７０μｍｏｌ／Ｌ大黄素

作用于２×１０
５ 个／ｍＬ阴道毛滴虫，体外培养２４ｈ后

离心收集细胞沉淀，加入１ｍＬ２．５％戊二醛混匀固

定，４℃避光保存。经一系列乙醇溶液梯度脱水后，临

界点干燥处理，离子溅射仪喷金，扫描电子显微镜观察

并采集图像。

２．３　ＲＮＡ提取及转录组学测序分析　应用 Ｔｒｉｚｏｌ

法提取滴虫总 ＲＮＡ，干冰低温送样至华大基因进行

ｍＲＮＡ文库构建，上机测序，数据过滤及信息分析。

经基因比对、基因注释、基因定量后进行差异表达基因

分析，以Ｑ值≤０．０５为显著性阈值。最后，将得到的

差异表达基因进行ＧＯ功能富集分析及 ＫＥＧＧ通路

富集分析。

结　果

１　大黄素对阴道毛滴虫的生长抑制和杀伤作用

显微镜观察培养２４ｈ的空白对照组滴虫呈梨形

或椭圆形，虫体运动活跃；大黄素作用２４ｈ的滴虫虫

体胀大、变圆，活动力减弱（图１）。大黄素在一定浓度

范围内（５０～１０００μｍｏｌ／Ｌ）可抑制阴道毛滴虫增殖，

且抑制率与药物浓度呈正相关（表１）。当大黄素终浓

度为６２．７９μｍｏｌ／Ｌ时，阴道毛滴虫增殖抑制率为

５０％，即大黄素对阴道毛滴虫作用的ＩＣ５０ 为６２．７９

μｍｏｌ／Ｌ。

以７０μｍｏｌ／Ｌ大黄素体外作用阴道毛滴虫２４ｈ，

扫描电镜观察虫体表面皱缩，发生橘皮样改变，表膜可

见小的凹陷或破洞，鞭毛及波动膜受损，严重时虫体破

裂后残留部分呈菜花状（图２）。

２　大黄素作用后阴道毛滴虫的差异基因表达情况

空白对照组和７０μｍｏｌ／Ｌ大黄素处理２４ｈ的试

验组滴虫样品各取３份，使用ＤＮＢＳＥＱ平台测序，每
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个样品平均产出６．３５Ｇｂ数据。样品比对基因组的平

均比对率为８９．５３％，比对基因集的平均比对率为

８８．２０％；预测的新基因为６４１个。共检测到表达的基

因数为３０１７３，其中已知基因２９５５９个，预测的新基

因为６１４个。共检测出１１９０个新转录本，其中５４９

个属于已知蛋白编码基因的新的可变剪接亚型，６４１

个属于新的蛋白编码基因的转录本。根据各个样品基

因表达水平，试验组与对照组比较得到４８３３个差异

表达基因，其中上调基因３２９６个，下调基因１５３７个

（图３）。

表１　大黄素对阴道毛滴虫的生长抑制作用

犜犪犫犾犲１　犜狉犻犮犺狅犿狅狀犪犮犻犱犪犾犲犳犳犲犮狋狅犳狋犺犲犲犿狅犱犻狀

组别

Ｇｒｏｕｐ

药物浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

相对抑制率（狓±狊，％）

Ｒｅｌａｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓ

甲硝唑 Ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ

大黄素Ｅｍｏｄｉｎ

５８．５ ９４．１９±１．８０

１０００ ９１．６８±３．０１

７５０ ８８．５７±１．９０

５００ ８８．４６±０．３７

２５０ ８９．２７±１．８３

１２５ ６８．４２±３．４５

１００ ７０．９７±５．８８

７５ ５４．５６±３．９１

５０ ２９．３６±１６．６８

图１　大黄素作用２４犺后的阴道毛滴虫形态变化（１０×）

犉犻犵．１　犕犻犮狉狅狊犮狅狆狔狅犳犜．狏犪犵犻狀犪犾犻狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋

狑犻狋犺犲犿狅犱犻狀犳狅狉２４犺（１０×）

３　差异表达基因富集分析

将差异表达基因检测结果进行功能分类，ＧＯ注

释分类结果显示在生物过程分组中ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ，

ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ，ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ

ｓｔｉｍｕｌｕｓ，ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ，ｓｉｇｎａｌｉｎｇ的差异表达基因占该

类全部基因的比例较高；在细胞组分分组中，ｃｅｌｌｕｌａｒ

ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｅｎｔｉｔｙ，ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ，ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｃｏｍｐｌｅｘ的差异基因占该类全部基因比例较高；在分

子功能分组中，差异表达基因在 ｂｉｎｄｉｎｇ，ｃａｔａｌｙｔｉｃ

ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ

ａｃｔｉｖｉｔｙ中占比较高（图４）。

　　Ａ　对照组阴道毛滴虫　Ｂ～Ｄ　７０μｍｏｌ／Ｌ大黄素处理２４ｈ的阴

道毛滴虫

图２　大黄素作用２４犺的阴道毛滴虫扫描电镜观察

Ａ　犜．狏犪犵犻狀犪犾犻狊ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ　ＢＤ　犜．狏犪犵犻狀犪犾犻狊ａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ７０μｍｏｌ／Ｌｅｍｏｄｉｎｆｏｒ２４ｈ．

犉犻犵．２　犗犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳犜．狏犪犵犻狀犪犾犻狊狑犻狋犺犛犮犪狀狀犻狀犵犲犾犲犮狋狉狅狀

犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋狑犻狋犺犲犿狅犱犻狀犳狅狉２４犺

图３　阴道毛滴虫差异表达基因散点图

犉犻犵．３　犞狅犾犮犪狀狅犿犪狆狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱犵犲狀犲狊

根据ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ注释分类结果，差异表达基

因 显 著 富 集 在 ｒｉｂｏｓｏｍｅ，ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，

Ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ／Ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ，Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓ，Ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ，Ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ等信号通路。此外，与

阴道 毛 滴 虫 抑 制 作 用 机 制 有 关 的 信 号 通 路

ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ，ＰＰＡＲ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ）ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ，也有差异表

达基因显著富集（图５）。
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图４　阴道毛滴虫差异表达基因犌犗注释分类图

犉犻犵．４　犌犗犲狀狉犻犮犺犿犲狀狋犺犻狊狋狅犵狉犪犿狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱犵犲狀犲狊

图５　差异表达基因犓犈犌犌犘犪狋犺狑犪狔富集气泡图

犉犻犵．５　犓犈犌犌犲狀狉犻犮犺犿犲狀狋狊犮犪狋狋犲狉狆犾狅狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱犵犲狀犲狊

讨　论

阴道毛滴虫寄生于人体泌尿生殖道，引起滴虫性

阴道炎、尿道炎或前列腺炎。多种中药具有体外杀灭

阴道毛滴虫的作用，如常山、花椒、白头翁、青蒿、荆芥

等［１６１８］。中药材大黄抗滴虫性阴道炎也有临床研究报

道［１０１１］。单味大黄煎液介入治疗滴虫性阴道炎，可显

著提升患者的阴道健康状况和生活质量，并缩短治疗

时间［１１，１９］。游离型蒽醌类化合物大黄素是大黄、何首

乌、虎杖的主要有效成分。孙宝清等［２０］报道０．５ｍｇ／

ｍｌ大黄素体外作用４ｈ可杀灭５８％阴道毛滴虫，作用

２４ｈ能够１００％杀灭滴虫，即随着大黄素药物作用浓

度的增加和作用时间的延长，对阴道毛滴虫杀灭作用

逐渐增强。但大黄素作用于阴道毛滴虫的半抑制浓度

或最小抑制浓度尚未检测，且具体作用机制仍不清

楚［１４］。本研究中大黄素作用于阴道毛滴虫的ＩＣ５０为

６２．７９μｍｏｌ／Ｌ，转录组学数据揭示大黄素可能通过调

控ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ、ＰＰＡＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

等信号通路而发挥抗滴虫作用。

大黄素可通过多种机制发挥其药理作用，如改变

离子浓度及转运、抗氧化和清除氧自由基、影响炎性细

胞因子的分泌和酶活性、调节细胞凋亡等［２１］。大黄素

能够通过增加细胞内活性氧水平降低细胞线粒体膜电

位，诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡，从而抑制 ＨｅｐＧ２细胞增

殖［２２］。阴道毛滴虫虽缺乏线粒体，但具有功能相似的

氢化酶体，因此推测大黄素也可能通过类似的机制作

用于氢化酶体而抑制滴虫增殖。大黄素作为ＰＰＡＲγ

的配体，能够通过上调 ＰＰＡＲγ 表达抑制细胞增

殖［２３２４］。本研究中大黄素作用后的阴道毛滴虫ＰＰＡＲ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ信号通路在转录水平显著富集，提

示大黄素可能通过激活ＰＰＡＲ分子信号通路抑制滴

虫增殖。

本研究未使用甲硝唑耐药株进行相关试验，缺乏

细胞凋亡的相关检测指标，也未对转录组结果进行

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证，有待补充的完善。

大黄素是多种中草药的主要成分，分布广泛，价格

低廉。本研究证实大黄素对阴道毛滴虫的抑制和杀伤

作用，初步探索了其作用机制，为将其用于阴道毛滴虫

病的治疗提供了理论依据。
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小鼠，发现重组的 ＬＥＬ区域具有较好的免疫效果。

Ｄａｎｇ等
［１０］评估了７种多房棘球绦虫对小鼠肺泡棘球

蚴病模型的保护作用，发现ＥｍＴＳＰ１重组ＬＥＬ诱导

的包囊减少率可达到８０％以上。本研究对ＥｇＴＳＰ３

蛋白进行了原核表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示重组蛋白Ｅｇ

ＴＳＰ３能被感染原头蚴犬血清识别，而不与正常犬的

血清发生反应，表明ＥｇＴＳＰ３具有良好的反应原性，

有望作为细粒棘球蚴病的诊断抗原或疫苗候选抗原。

本研究成功克隆了ＥｇＴＳＰ３ＯＲＦ全长基因序列

并表达了其主要抗原表位编码蛋白，经生物信息学预

测ＴＳＰ３可作为细粒棘球绦虫免疫相关研究的重要分

子，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定该蛋白具有很好的反应原性，具

有作为疫苗候选抗原的潜力。
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