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约氏疟原虫感染诱导大劣按蚊 AdSP1和 AdSP3的转录

徐文岳 ,黄复生 ,夏丽莎 ,段建华　　(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　观察丝氨酸蛋白酶 AdSP1 和 AdSP3 在大劣按蚊主要组织中的表达 , 分析血餐和约氏疟原虫感染对大

劣按蚊血细胞AdSP1 和 AdSP3 转录的影响。方法　离心收集血细胞 , 解剖分离大劣按蚊蚊胃和唾液腺 , 提取相应的总

RNA , RT-PCR扩增;然后将同批 3～ 5 d 龄大劣按蚊分为正常组(N)、吸正常血组(B)和感染约氏疟原虫组(I),分别在血餐

后1 、2、3 、4、7 d和 11 d , 收集 3组各 50 只雌大劣按蚊血细胞和提取总 RNA , 以 Ads7 为内参照 , 进行半定量 RT-PCR分析。

结果　丝氨酸蛋白酶 AdSP1 和 AdSP3在大劣按蚊血细胞和唾液腺中表达 ,不在蚊胃表达;吸血和约氏疟原虫感染后 ,大劣

按蚊血细胞中 AdSP1 和 AdSP3的转录上调 , 尤以约氏疟原虫黑化期间明显。结论　AdSP1 和 AdSP3 可能参与大劣按蚊对

约氏疟原虫的黑化反应 ,并可能是大劣按蚊的 PPAE。
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Enhanced transcript abundance of AdsP1 and AdsP3 from Anopheles dirus haemocytes

after Plasmodium yoelii infection
XU Wen-yue , HUANG Fu-sheng , XIA Li-sha , DUAN Jian-hua(Department of Pathogenic Biology , College of Medicine , Third Military
Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the expression patterns of serine proteases Adsp1 and Adsp3 in the main

tissue of Anopheles dirus and the effects of blood-feeding and Plasmodium infection on the transcript abundance of

Adsp1 and Adsp3 from Anopheles dirus haemocytes.Methods　Haemocytes were collected by centrifugation.The

midguts and salivary glands were dissected from 50 adult female Anopheles dirus of 3-5 d old for the extraction of to-

tal RNA for amplification by RT-PCR.Anopheles dirus of 3-5 d old were divided into normal group(N), blood-

feeding group(B), and Plasmodium yoelii infection group(I).Haemocytes of 50 adult female Anopheles dirus from

each group after blood-feeding were also collected , and the total RNA was isolated at 1 , 2 , 3 , 4 , 7 , and 11 d , re-

spectively.Then , the same volume(10μl)of total RNA was analyzed by semi-quantitative RT-PCR with Ads7 as the

internal control.Agarose gel analysis was performed on PCR products from each group.Results　Expression of both

Adsp1 and Adsp3 mRNA was found in the haemocytes and salivary glands , but not in the midguts.Semi-quantitative

RT-PCR indicated that transcript abundance of AdsP1 andAdsP3 from Anopheles dirus haemocytes was enhanced after

blood-feeding and Plasmodium yoelii infection , especially during melanotic encapsulation of Plasmodium yoelii.

Conclusion　AdsP1 and AdsP3 may be involved in the melanotic encapsulation response of Plasmodium yoelii by

Anopheles dirus , and may be the prophenoloxidase activating enzyme of Anopheles dirus.

　　Key words:Anopheles dirus;Plasmodium yoelii;serine protease;RT-PCR

　　已知丝氨酸蛋白酶(serine protease , SP)不仅参与

调节哺乳动物的凝血和补体激活等免疫反应 ,而且还
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参与调节昆虫血淋巴凝结 、抗菌肽合成和黑化包裹等

固有免疫反应。黑化包裹反应是按蚊抵御疟原虫感染

的最主要免疫机制 。目前认为 ,按蚊黑化包被反应是

由前酚氧化酶级联反应(prophenoloxidase cascade)介导

的 ,含识别 结合蛋白 、前酚氧化酶(prophenoloxidase ,

PPO)和前酚氧化酶激活酶(prophenoloxidase-activating

enzyme , PPAE)主要组成成份 。其中 ,PPAE(一种激活

PPO的丝氨酸蛋白酶)可能是调节前酚氧化酶级联反
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应活性的关键环节。本研究分析了已克隆的两种丝氨

酸蛋白酶 AdSP1 和 AdSP3在大劣按蚊主要组织的表

达 ,以及约氏疟原虫感染对血细胞中 AdSP1 和 AdSP3

转录的影响 ,初步探讨它们在大劣按蚊黑化包被约氏

疟原虫中的作用 。

1　材料和方法

1.1　供试蚊虫和疟原虫
　　约氏疟原虫(Plasmodium yoelii)BY265 , 每周用昆明株小鼠

血传1 次 ,每 5 周内蚊传1 次;昆明株小鼠由本校实验动物中心

提供 ,体质量 16～ 20 g;大劣按蚊(Anopehles dirus)为本室长期饲

养蚊种 ,置于 26 ～ 27 ℃,相对湿度 70%～ 80%的养蚊室中常规

饲养。

1.2　试剂
　　TripureTMRNA提取试剂盒购自 BOEHRINGER MANNHEIM ,

Olig(dT)15、RNase抑制剂 、二乙基焦碳酸酯(DEPC)、MMLV反转

录酶等 RT-PCR试剂 , ExTag 购自 TakaRa;PCR Marker购自上海

华美生物工程有限公司。

　　根据已知的 AdS7(AF369932)、AdSP1(AF369387)和 AdSP3

(AY033140)部分 cDNA 序列设计相应的特异引物对。 S7A:5′-

GCTGCTAGAACTCAACATCACC-3′;S7B:5′-AGAAAAAGTTACGACC

TTGTGC-3′;AdSP1A:5′-CTCACTGCGCCGTAGACAAACC-3′;Ad-

SP1B:5′-GACATACACCGAACCGCAAGC-3′;AdSP3A:5′-CAACAAG

AGGCTGGATGAAGG-3′;AdSP3B:5′-TGCTGCTGGATGTTCTCG-3′。

上述引物均由上海生物工程有限公司合成。

1.3　蚊媒分组
　　将 3～ 5 d龄雌大劣按蚊约 900 只分成 3 组。 ①正常组:按

常规饲养 ,不吸血。 ②吸正常血组:吸食正常小鼠血约 3 h , 吸

血后移出饱血雌蚊 ,常规饲养;③感染组:正常小鼠按常规腹腔

接种含约氏疟原虫鼠血 , 3 d 后 , 选择有 10%～ 15%原虫血症 ,

内含约 3%配子体的小鼠为供血鼠 , 供大劣按蚊移血 3 h ,吸血

后吸出饱血雌蚊 ,常规饲养。

　　上述3 组蚊均置于 23～ 24 ℃,相对湿度 70%～ 80%的养蚊

室中饲养 ,血餐当日为 0 d。

1.4　样本的收集
　　离心法收集血淋巴[ 1] 。冷冻麻醉雌大劣按蚊后 , 在解剖显

微镜下用解剖针撕开腹部后两节 , 将蚊虫置于冰预冷 、管盖和

管底部已用 18号针头在打了孔的 0.5 ml EP 管中 ,每管 25 只雌

大劣按蚊 ,然后将 0.5 ml EP管放入含 100 μl TripureTM的 1.5 ml

EP 管中 , 4 ℃ 375×g 离心 10 min。

　　在解剖镜下 , 常规解剖 3 ～ 5 d 龄雌大劣按蚊 , 取出蚊胃和

唾液腺 ,立即置于 1 ml 0.01 mol L PBS(pH 7.2～ 7.4)中 , 12 000

×g 离心 5 min , 沉淀重复洗涤 2 次后 ,用于提取总 RNA。

1.5　RT-PCR
　　50 只 3～ 5 d 龄正常雌大劣按蚊血细胞 , 蚊胃和唾液腺总

RNA为模板 , 以 AdSP1A和 AdSP1B 为引物 RT-PCR扩增 AdSP1 ,

以AdSP3A和 AdSP3B 为引物用 RT-PCR扩增 AdSP3。逆转录总

体积为 20μl ,含 800 ng 总 RNA , 0.5μg olig(dT)15 ,MMLV 反转录

酶(200 U), 37 ℃1 h 逆转录;70 ℃10 min。 PCR总体积为 25μl ,

含3 μl 逆转录产物 , 2.5 μl 1×buffer , 1.25 U ExTaq 酶 , 1.5 mmol 

L MgCl2 , 200 μmol L dNTPs , 两条引物均为 0.1 μmol L。 94 ℃预

变性 3 min 后;94 ℃变性 1 min , 58 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸 1

min ,共 35个循环 , 最后 72 ℃延伸 5 min。

　　以Ads7 为内参照 , 半定量 RT-PCR分析吸血和约氏疟原虫

感染后大劣按蚊血细胞中 AdSP1 和 AdSP3的转录情况。首先 ,

以逆转录 3～ 5 d 龄正常雌大劣按蚊血细胞总 RNA 获得的 cD-

NA为模板 ,分别特异扩增 AdS7 , AdSP1和 AdSP3 ,确定 PCR产物

微弱但又不处于饱和状态下的起始 cDNA用量 , PCR循环数和

凝胶电泳加样量;然后 , 逆转录血餐后 1、2、3、4 、7和 11 d时 3 组

各50只雌大劣按蚊血细胞总 RNA , 获得相应的 cDNA , 从每个

样本取等体积(3 μl)的 cDNA 为模板 , 同时扩增 AdS7 , AdSP1 和

AdSP3。期间 ,所有样本同时进行PCR扩增。最后 ,并各取 10μl

PCR 扩增产物在同一块琼脂糖中进行电泳。

1.6　大劣按蚊蚊胃感染率及其卵囊黑化情况
　　收集感染组雌大劣按蚊血淋巴的同时解剖蚊胃 , 观察血餐

后 7 d约氏疟原虫卵囊的数量和黑化情况 ,计算感染率(有卵囊

蚊总数 解剖蚊总数)和感染度(卵囊总数 有卵囊蚊总数)。

2　结果

2.1　RT-PCR检测 AdSP1和AdSP3在大劣按蚊重要免

疫组织中的表达

　　以 50只雌大劣按蚊血细胞 、蚊胃和唾液腺的总 RNA 为模

板 , RT-PCR扩增 AdSP1 和 AdSP3 ,发现血细胞和唾液腺都能特

异地扩增出AdSP1和 AdSP3 , 但是蚊胃组织表现为非特异扩增

(图 1)。

M:Midguts;H:Haemocytes;S:Salivary glands

图 1　RT-PCR 扩增大劣按蚊主要组织中 AdSP1和 AdSP3结果

Fig 1　PCR amplification of AdsP1 and AdsP3 from the main tissues of

Anopheles dirus

2.2　半定量 RT-PCR分析吸血和约氏疟原虫感染对

大劣按蚊血细胞 AdSP1和AdSP3转录的影响
　　血餐后 1 d , 吸血组和约氏疟原虫感染组的 AdSP1 和 AdSP3

基因的转录水平明显高于不吸血组 , 血餐后 2 d 和 3 d , 吸血组

和约氏疟原虫感染组的 AdSP1 和 AdSP3 基因的转录处于相对

恒定的水平 , 但是 , 血餐后 4 d , 约氏疟原虫感染组 AdSP3 基因
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的转录处于高峰水平 , 血餐后 7 d 时的转录水平也相对较高;

AdSP1 基因的转录的高峰出现在血餐后 7 d。与血餐后 7 d 相

比 ,血餐后 11 d 的 AdSP1 和 AdSP3 基因的转录水平相对偏低

(图 2)。

N:Non-blood-feeding group;B:Normal blood-feeding group;

I:Plasmodium yoelii infection group

图 2　半定量 RT-PCR分析吸血和约氏疟原虫感染对大劣按蚊血

细胞中 AdSP1和 AdSP3基因转录的影响

Fig 2　Effects of blood-feeding and Plasmodium yoelii infection on the

transcription abundance of AdsP1and AdsP3 in Anopheles di-

rus haemocytes detected by semi-quantitative RT-PCR

2.3　光镜观察大劣按蚊蚊胃感染率 、感染度和黑化情况
　　感染约氏疟原虫血餐后 7 d ,解剖 20只感染组雌大劣按蚊

蚊胃 ,发现其感染率和感染度大约分别为 30%和 40%, 镜检发

现个别约氏疟原虫卵囊出现了部分黑化(图 3)。

A:Normal oocyst s;B:Partially melanized oocysts

图 3　吸血感染后 7 d ,约氏疟原虫卵囊出现部分黑化

Fig 3　Partially melanized oocysts of Anopheles dirus at 7 d after

Plasmodium yoelii infection

3　讨论

　　由于按蚊的个体小 ,材料来源困难 ,直接分离 、纯

化按蚊抗疟原虫免疫相关基因非常困难 ,因此 ,有关按

蚊抗疟原虫免疫的研究 ,目前通常首先通过 cDNA 同

源克隆获得相关基因 ,然后采用半定量 RT-PCR比较 、

分析感染疟原虫前后转录水平变化 ,探讨其在按蚊抗

疟原虫免疫中的作用 。

　　S7是组成核糖体小亚基的一种蛋白 ,参与真核生

物蛋白质的合成 ,它在真核生物细胞中呈组成性表达 ,

合成量很少受时间 、空间和感染等因素的影响 ,S7已

作为一种分子参照 ,应用于冈比亚按蚊抗感染免疫的

研究
[ 2 ～ 4]

。

　　张敬如等
[ 5]
报道吸血和约氏疟原虫感染并不影响

大劣按蚊血细胞中的 Ads7的转录;RT-PCR分析正常

大劣按蚊主要组织中 AdSP1和 AdSP3的表达发现 ,Ad-

SP1和AdSP3在血细胞和唾液腺中表达 ,但是均不在

蚊胃中表达 ,这与前酚氧化酶激活酶主要在血细胞中

合成的报道是一致的
[ 6]
,关于唾液腺中 PPAE样丝氨

酸蛋白酶的功能目前还不清楚 。因此 ,本实验采用

Ads7为内参照 ,用半定量 RT-PCR仅分析了吸血和约

氏疟原虫感染对大劣按蚊血细胞AdSP1和AdSP3转录

的影响。

　　研究表明 ,按蚊抗疟原虫的有效免疫反应出现在

血餐后1 d ,此时疟原虫动合子开始穿越蚊胃上皮 ,不

但诱导蚊胃细胞局部防御素(defensin)、革兰阴性菌结

合蛋白(Gram-negative bacteria-binding protein , GNBP)、

丝氨酸蛋白酶样分子 ISPL5(immune-related serine pro-

tease-like sequence 5)和 ISP13(immune-related serine pro-

tease 13)、半乳糖特异的凝集素样分子(putative galac-

tose lectin)、IGALE20 (infection-responsive galactose lec-

tin)
[ 7]
、一氧化氮合成酶(nitric oxide synthase , NOS)

[ 8]
和

ICHIT (a chitinase-like domain-containing protein)基因的

转录上调 ,而且诱导蚊胃外组织丝氨酸蛋白酶样分子

ISPL5 、防御素和革兰阴性菌结合蛋白的转录上调。这

与血餐后 1 d时吸血和约氏疟原虫感染组的 AdSP1和

AdSP3基因的转录水平相对正常组高的结果一致。

　　黄复生等
[ 9]
发现 ,光镜下最早可在血餐后7 d观察

到约氏疟原虫卵囊的部分黑化 ,本实验同样显示血餐后

7 d个别约氏疟原虫卵囊的出现部分黑化 ,而半定量

RT-PCR结果显示大劣按蚊血细胞中 AdSP3和AdSP1基

因转录相继在血餐后4 d 、7 d达到高峰 ,因此提示AdSP1

和AdSP3可能参与大劣按蚊对约氏疟原虫的黑化反应 ,

并可能是大劣按蚊的 PPAE。然而 ,最后确定AdSP1和

AdSP3是否真正参与按蚊的黑化反应需要 RNA 干扰

等功能实验证实 。随着 RNA干扰技术的发展 ,尤其是

最近 RNA干扰技术在体特异沉默了冈比亚按蚊防御

素等 20个基因 ,为从反求遗传学角度筛选出真正参与

按蚊黑化包裹疟原虫的丝氨酸蛋白酶提供了技术支

持
[ 10]
,目前我们正在准备进行这方面的研究。
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文章编号:1000-5404(2004)06-0489-02　 个案与短篇

固定性斜视的手术治疗初探

Surgical therapy for fixed strabismus

江文珊 ,阴正勤　　(第三军医大学西南医院全军眼科中心 ,重庆 400038)

　　固定性斜视是临床上一类罕见的疾病 , 是由于某一条或多

条眼外肌为纤维组织所代替 , 致使眼球固定于某一特定位置 ,

不能向其它方向转动。眼球多固定于内转或内下转的位置 , 被

动转动试验有极大抗力。多数为先天性 , 是由于先天性肌纤维

化引起 , 也可见于后天性。后天性固定性斜视多见于 40 岁以

后的中 、老年人 , 多为渐进性 , 多见于高度近视眼固视不良者。

固定性斜视的斜视角很大 ,多数大于 45°, 眼球常被固定在极度

内转或外转位上 ,不能向其它方向运动 , 严重影响患者的外观

及视功能。由于伴有眼外肌的纤维化 , 行常规的斜视手术无法

矫正其斜视度或矫治效果很差。我们对 3 例固定性内下斜视

患者采用内直肌断腱+外直肌与上直肌部分联结术的方法治

疗 ,均取得了满意效果 , 现报告如下。

　　病例 1:女 , 62岁。因“右眼内斜逐渐加重 2 年”入院 , 有高

度近视史。入院检查:右眼:裸眼视力:数指 20 cm , -20.00DS

矫正至 0.1。左眼裸眼视力 0.02 , -20.00DS 矫正至 0.2。双眼

角膜透明 ,晶体混浊(++), 高度近视性眼底 ,后极部视网膜见

大片脉络膜萎缩斑。弧行视野计行斜视度检查:左眼正位 , 右

眼内斜 55°, L R 10°。右眼固定于内下转位 ,内转亢进(+2)、下

转亢进(+1), 上转 、外转均不能过中线。牵拉试验示右眼外

转 、上转均有极大抗力。诊断为:右眼固定性内斜视 , 双眼高度

近视。于局麻下行右眼内直肌断腱+外直肌与上直肌部分联

结术 ,同时作固定缝线将眼球固定在外上转位 ,术后 7 d 拆除固

定缝线。出院时左眼正位 ,右眼外斜约 15°, L R 5°。右眼运动:

外转 , 下转正常 , 内转-2 , 上转能过中线。 术后半年复查:

　　作者简介:江文珊(1972-),女 ,重庆市人 ,博士 ,医师 ,主要从事眼底病 、斜弱

视及小儿眼科方面的研究。电话:(023)68754402

　　通信作者:阴正勤 ,电话:(023)68754401

　　收稿日期:2003-07-19;修回日期:2003-11-12

左眼正位 ,右眼外斜约 5°, L R 5°。

　　病例 2:女 , 54岁。因“右眼内斜逐渐加重 3 年”入院 , 有高

度近视史。入院检查:右眼极度内下转位 , 不能窥见瞳孔 ,故视

力检查只有光感。左眼裸眼视力 0.1 , -24.00 DS 矫正至 0.2。

左眼角膜透明 ,晶体混浊(++), 高度近视性眼底 , 后极部视网

膜见大片脉络膜萎缩斑。右眼底无法窥见。 33 cm 角膜映光法

检查:左眼正位 , 右眼内斜>45°, 右眼低位 , 但无法测出度数。

右眼固定于极度内下转位 ,内转亢进(+3)、下转亢进(+2), 上

转 、外转均不能过中线。牵位试验示右眼外转 、上转均有极大

抗力。诊断为:右眼固定性内斜视 , 双眼高度近视。采用同一

方法行手术矫正。出院时右眼裸眼视力:光感 , -20.00 DS 矫

正至数指 40 cm。左眼正位 , 右眼外斜约 15°, L R 5°。右眼运

动:外转 , 下转正常 , 内转-2 , 上转能过中线。 眼 B 超检查示:

右眼轴长 29.23 mm ,左眼轴长 26.39 mm。双眼后巩膜葡萄肿。

术后 3 个月复查:左眼正位 , 右眼下斜 10°。因外观明显改善 ,

未再行下直肌手术矫正垂直斜视。

　　病例 3:, 女 , 21 岁。 因“ 自幼左眼内斜 , 不能外转”入院。

入院检查:右眼:裸眼视力:0.1 , -5.00 DS 矫正至 0.7。左眼裸

眼视力 0.02 ,矫正无提高。双眼前节及眼底检查未见异常。 33

cm角膜映光法检查:右眼正位 , 左眼内斜>45°, R L 30°。左眼

固定于内下转位 ,内转亢进(+2)、下转亢进(+2),不能上转及

外转。牵拉试验示左眼外转 、上转均有极大抗力。 诊断为:左

眼固定性内斜视 , 双眼弱视 , 右眼屈光不正。于左眼行同样手

术。出院时右眼正位 , 左眼外斜约 15°, R L 15°。眼运动:左眼

外转-1 , 下转正常 , 内转-2 , 上转-2。半年后复查:右眼正

位 ,左眼下斜 15°。因外观明显改善 ,也未再行下直肌手术。
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