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吸血和约氏疟原虫感染对 AdPPOs基因家族转录水平的影响

郝宏兴 ,黄复生 ,徐文岳 ,段建华 ,况明书　　(第三军医大学基础医学部病原生物学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　观察血餐和约氏疟原虫感染对AdPPO1、AdPPO2 和 AdPPO3基因转录水平的影响。方法　同批 3 ～ 5 d

龄大劣按蚊分为不吸血组(N)、吸正常血组(NB)和吸感染血组(IB),在血餐后 24 h 分别制备各组蚊总 RNA ,所有样品进行

RT-PCR后 , 各吸取 10μl PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳 , 凝胶图像分析系统扫描并读取数据 , 并对所得数据进行统计学处

理。结果　与不吸血组比较 ,吸血组和感染组 AdPPO1 的转录水平显著下降(P<0.05), 但吸血组和感染组间没有显著性

差异(P>0.05)。吸血组AdPPO2的转录则明显上调(P <0.05), 但与感染组间没有显著性差异(P >0.05);AdPPO3 基因的

转录水平在 3组间均没有显著性差别(P>0.05)。结论　血餐明显抑制 AdPPO1 基因的转录 , 但明显上调 AdPPO2 基因的

转录水平;约氏疟原虫感染后 24 h , AdPPO1 , AdPPO2和 AdPPO3基因的转录水平均不受影响。
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Effects of blood-feeding and Plasmodium yoelii infection on the transcript abundance of

AdPPOs gene family from Anopheles dirus
HAO Hong-xing , HUANG Fu-sheng , XU Wen-yue , DUAN Jian-hua , KUANG Ming-shu (Department of Pathogenic Biology , Col-

lege of Medicine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effects of blood-feeding and Plasmodium yoelii infection on the transcript

abundance of AdPPO1 , AdPPO2 , and AdPPO3 from Anopheles dirus.Methods　Anopheles dirus mosquitoes of 3-

5 d old were divided into non-blood-feeding group(N), normal blood-feeding group(NB)and Plasmodium yoelii-in-

fected blood-feeding group(IB).Total RNA from mosquitoes of each group was prepared at 24 h after blood-feeding.

All samples were analyzed by RT-PCR , and the same volume (10 μl)of the PCR products was used for agarose gel

electrophoresis.The data obtained were analyzed statistically.Results　The transcript abundance of AdPPO1 in

groups NB and IB was statistically lower than that in group N(P <0.05).There was no significant difference be-

tween group NB and IB(P>0.05).The transcript abundance of AdPPO 2 in group NB was obviously higher than

that in group N(P<0.05), but no difference was found between groups NB and IB(P >0.05).There was no

significant difference in the transcript abundance of AdPPO3 between the three groups(P >0.05).Conclusion　

Blood-feeding can inhibit the transcript of AdPPO1 , but obviously up-regulate the transcript abudance of AdPPO2.

However , at 24 h after Plasmodium yoilii infection , blood-feeding has no effect on the transcript abundance of AdP-

PO1 , AdPPO2 , and AdPPO3.
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　　研究按蚊抗疟原虫感染的分子机制是实现遗传改

造蚊媒防治疟疾新策略的前提和基础。不同的蚊种对

不同的疟原虫易感性不同 ,不易感蚊可以黑化包被侵
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入其体内的疟原虫从而阻止感染的发生
[ 1 , 2]
。黑化包

被反应是昆虫最主要的免疫防御反应之一 ,是最终决

定病原体感染是否成功的主要机制 , 而前酚氧化酶

(prophenoloxidase , PPO)在其中起关键的作用
[ 3]
。已从

冈比亚按蚊克隆出 6种 PPO 基因 ,它们在黑化包被疟

原虫中的作用不尽相同
[ 4]
。

　　大劣按蚊-约氏疟原虫模型是研究按蚊抵抗疟原

虫感染机制较好的模型
[ 5]
。为此 ,我们在首次克隆获

得3种大劣按蚊 PPO 基因(AdPPO)的基础上 ,以核糖
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体蛋白 S7基因为内参照 ,通过半定量 RT-PCR技术研

究了血餐和感染约氏疟原虫对它们转录水平的影响。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　大劣按蚊与约氏疟原虫　　大劣按蚊由本室养蚊室常

规饲养于 26 ～ 27 ℃, 相对湿度 70%～ 80%的恒温室内。约氏

疟原虫(Plasmodium yoelii)BY265 株 ,保种于昆明株小鼠体内 , 每

周血传 1次 , 每 5周蚊传 1 次。

1.1.2　主要试剂　　Trizole RNA 抽提试剂盒 、Taq 酶 、Oligo

(dT)(上海申友公司), RNase 抑制剂 、MMLV 反转录酶(Promega

公司)。 AdPPO1 , AdPPO2 和AdPPO3基因的引物序列为AdPPO1-

P1:5′-CTACTCCTGTCGCTATCCC-3′;AdPPO1-P2:5′-ATCGTCGT-

GGTCAAATCTC-3′;AdPPO2-P1:5′-GCGTACTTCCCGAAGATGAT-

CCG-3′;AdPPO2-P2:5′-ATGTTGTGCAGGCTGCCGTACAG-3′;AdP-

PO3-P1:5′-TGCGTCCGCTCACGAGTCTG-3′;AdPPO3-P2:5′-CCCAC-

CACACCGTATCCCTCC-3′。以上引物由上海申友生物技术公司

合成。

1.2　方法
1.2.1　蚊虫饲血和感染　　同批大劣按蚊在羽化后 3～ 5 d 分

为3 组 , 一组饲以 10%蔗糖水(N)、一组饲以正常小鼠血(NB),

一组饲以约氏疟原虫感染鼠血(IB)。吸血或感染 24 h 后各组

分别取 15只蚊用于实验。

　　保留感染组蚊虫用于检查蚊虫感染率 、感染度及卵囊黑化

情况。

1.2.2　RNA 提取和 RT-PCR　　按Trizole试剂盒说明进行各组

蚊虫总 RNA 的制备 , 检查所得总 RNA 的完整性和纯度(A260 

A280)后 , 立即进行逆转录反应合成 cDNA 第一链。反应总体积

为20 μl ,含 2 μg总 RNA , 0.5 μg Oligo(dT)15 ,MMLV反转录酶

(200 U);37 ℃孵育 2 h 后 , 95 ℃灭活 5 min。

　　逆转录后所有样本同时进行 PCR扩增。 PCR总体积为 25

μl , 含 1μl逆转录产物 , 2.5μl 10×Buffer , 1.5 U Taq 酶 , 1 mmol L

MgCl2 , 200 μmol L dNTPs , 上 、下游引物浓度均为 0.4μmol L。 反

应条件为 94 ℃预变性 3 min 后;94 ℃变性 1 min , 58 ℃退火 1

min , 72 ℃延伸 1 min , 共 28 个循环 ,最后 72 ℃延伸 5 min。

1.2.3　凝胶图像分析系统分析 PCR产物　　PCR结束后 , 精

确吸取 10μl PCR产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳 ,然后用凝胶图

像分析系统扫描并读取数据。

1.3　统计学方法
　　实验结果采用 t检验。

2　结果

2.1　约氏疟原虫对大劣按蚊感染情况
　　感染组大劣按蚊在血餐后 5 d 胃壁上开始形成卵囊 ,此时

卵囊个体较小 , 数量不多 , 第 7 天蚊胃感染率为 61.1%(11 

18), 说明约氏疟原虫可感染大劣按蚊。

2.2　大劣按蚊总 RNA提取 、RT-PCR扩增
　　取蚊 15只去头后直接在 Trizole 里匀浆 , 冰上操作 , 所制备

的蚊总 RNA纯度和完整性均可达到实验要求。一般得率在 2

～ 3 μg 总 RNA 蚊。用所设计的 AdPPOs 特异引物和 S7 特异性

引物进行 RT-PCR, 所得产物均为单一的条带 , 其分子量大小与

以阳性质粒为模板的阳性对照完全一致。

2.3　大劣按蚊 PPO基因扩增产物的半定量分析

　　从图 1 可见 , 与不吸血组比较 ,大劣按蚊吸血以及感染疟

原虫后 24 h , AdPPO1的转录水平显著下降(P<0.05), 但是 , 正

常血组与感染组之间 mRNA 的转录水平没有显著差异(P >

0.05)。吸血可使大劣按蚊 AdPPO2 的 mRNA 转录水平上调(P

<0.05), 但感染约氏疟原虫并不能使该基因的转录水平升高

(P>0.05)(图 2)。AdPPO3mRNA 的转录则不受吸血和感染的

影响 ,不吸血组 、正常血餐组分别与感染组之间 RT-PCR产物的

信号强度没有明显差异(P>0.05)(图 3)。

图 1　吸血和约氏感染疟原虫对 AdPPO1转录水平的影响

Fig 1　Effects of normal and infected blood on the transcript

level of AdPPO1

图 2　吸血和约氏感染疟原虫对 AdPPO2转录水平的影响

Fig 2　Effects of normal and infected blood on the transcript

level of AdPPO2

图 3　吸血和约氏感染疟原虫对 AdPPO3转录水平的影响

Fig 3　Effects of normal and infected blood on the transcript

level of AdPPO3
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3　讨论

　　PPO参与昆虫角皮色素沉着 、伤口愈合 、血液凝集

和抗感染等多种生理及免疫防御反应 ,同时 ,PPO反应

在昆虫体内也受到精细的调控以防止对自身的损害 ,

然而 , PPO 产生 、激活和调控的分子机制仍不甚清

楚
[ 3]
,有关疟原虫感染对按蚊 PPO转录影响的研究报

道更少。

　　Muller 等
[ 4]
研究发现 ,吸血可以诱导主要在胚胎

和 或幼虫期转录的 PPO ,即冈比亚按蚊 PPO1-PPO4的

转录水平上调 ,但是 ,血餐后 24 h冈比亚按蚊 PPO5的

转录明显降低 ,转录水平不受血餐影响的是 PPO6。本

研究表明 ,吸正常小鼠血可以显著降低AdPPO1的转录

水平 ,吸血后转录明显增加的是 AdPPO2 ,而AdPPO3的

转录与吸血没有明显关系 。序列相似性检索结果提示 ,

AdPPO1 ,AdPPO2和 AdPPO3分别是冈比亚按蚊 PPO5 、

PPO2和PPO6的同源基因 ,因此 ,大劣按蚊 PPO转录水

平受血餐的影响与冈比亚按蚊PPO的情况一致。

　　昆虫对侵入体内的病原体的识别和免疫反应的触

发一般在 24 h 内即可完成。使用加热杀死的革兰阳

性和阴性细菌混合物刺激冈比亚按蚊的培养细胞 , 24

h以后 ,其防御素(defensin)和革兰阴性细菌结合蛋白

(Gram-negative bacteria-binding protein , GNBP)的表达水

平显著升高。但是 ,除了 PPO5的表达没有明显变化

外 ,其它PPO基因的表达都受到轻度的抑制
[ 4]
。到目

前为止 ,从斯氏按蚊只克隆到了一种PPO ,序列相似性

分析提示 ,它与冈比亚按蚊 PPO6可能是同源基因 ,对

斯氏按蚊 PPO 的研究表明 ,在吸血 、细菌和伯氏疟原

虫感染后其 mRNA 表达水平也没有发生变化 ,而 PO

的活性在感染疟原虫后有明显增强
[ 6]
。本研究表明 ,

感染约氏疟原虫后 24 h , AdPPO1 ,AdPPO2 和 AdPPO3

的mRNA表达水平没有显著变化 。

　　PPO基因的表达在细菌或疟原虫感染后没有显著

增强可能有以下几方面的原因:①可能检测的 PPO基

因均没有参与黑化包被反应 ,即还可能存在其它的

PPO家族成员没有被发现 ,如 ,少见研究冈比亚按蚊

PPO7-PPO9与病原虫感染关系的报道 ,因此 ,不知它们

是否参与了冈比亚按蚊抗性株对疟原虫的黑化包被反

应。②PPO级联反应的产物对昆虫本身也具有毒性 ,

PPO的转录 、翻译和翻译后等环节都受到严格的调控。

如 ,PPO产生后很快即被蛋白分解反应激活而参与黑

色素的形成 ,因此 ,不容易在 mRNA 水平检测到 PPO

表达的明显升高
[ 7]
。这种翻译后水平的调节可以解释

为什么斯氏按蚊PPO在感染细菌或伯氏疟原虫后 mR-

NA的转录水平没有升高 ,而血淋巴中 PO活性却明显

增强。 ③黑化包被疟原虫反应可能并不需要 PPO 表

达水平的上调 ,而只在病原体被识别后触发蛋白水解

反应被活化为 PO直接参与形成黑色素的反应 。电镜

观察发现 ,位于基底膜下的食蟹猴疟原虫动合子的黑

化是从靠近血淋巴面的顶端开始的 ,提示黑色素可以

从血淋巴扩散越过基底层并沉积于疟原虫周围。因

此 ,疟原虫的黑化包被是一种 PPO 级联反应产物在局

部空间上的聚集 、沉淀 ,而不一定是基因表达上调的结

果
[ 2]
。

　　上述研究结果提示 ,各种 PPO 基因在按蚊对血餐

的消化和对病原体的免疫防御反应 ,如对疟原虫的黑

化包被反应中作用各不相同。有关这方面的进一步研

究可以增加人们对昆虫 PPO 级联反应和免疫防御机

制的认识 ,为疟疾的防治提供有益的线索。
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