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约氏疟原虫感染斯氏按蚊后血淋巴 PPO的酶解激活
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　　提　要:目的　了解约氏疟原虫感染雌斯氏按蚊成蚊是否发生黑化相关性酶级联反应。方法　挤压法收集雌斯氏

按蚊成蚊血淋巴 , Bradford 法检测血淋巴蛋白浓度 , 然后对血淋巴进行一维和二维 SDS-PAGE ,继而利用Western 印迹分析比

较PPO蛋白点的差异。结果　约氏疟原虫感染雌斯氏按蚊成蚊之前的血淋巴蛋白二维凝胶电泳后的Western 印迹的

PVDF膜上出现 2个分子量均约为 64×103 、等电点分别约为 7.4 和 7.6 的两个 PPO 蛋白点 , 感染后发现 8 个蛋白点 , 36×

103分子量处 3 个 , 等电点分别约为 7.2、7.4 和 8.0;30×103 分子量处 5 个 ,等电点分别约为 7.0 、7.2 、7.5、7.6 和 7.8。结论

　约氏疟原虫感染雌斯氏按蚊成蚊之前的血淋巴 PPO以异二聚体形式结构性表达于血淋巴内 , 感染后 PPO发生免疫激活

反应和酶学分解过程 ,提示 PPO参与疟原虫卵囊黑化包被反应。
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　　Abstract:Objective　To explore occurrence or not of the cascade reaction related with melanization in Anoph-

eles stephensi adult females infected with Plosmodium yoelii.Methods　The hemolymph of Anopheles stephensi adult

females was collected by expulsion method.The concentration of hemolymph protein was examined by Bradford meth-

od , and then the hemolymph was analyzed by two-dimensional electrophoresis(2-DE)and SDS-polyacrylamide gel

electrophoresis(SDS-PAGE).The differential PPO spots were identified and compared by Western blotting.Results

　Western blot analysis after 2-DE revealed that there were two specifically separated PPO protein spots(molecular

weight:64×10
3
, isoelectric points:7.4 and 7.6)in the polyvinyl difluoride membrane before Plosmodium yoelii

infection.After infection , however , there were 8 PPO spots(3 spots with molecular weight of 36×10
3
, isoelectric

points at 7.2 , 7.4 , and 8.0;3 spots with molecular weight of 30×10
3
, isoelectric points at 7.0 , 7.2 , 7.5 , 7.6 ,

and 7.8).Conclusion　PPO is constitutively expressed in the hemolymph of Anopheles stephensi adult females and

exists as heterodimers in vivo before infection.After Plosmodium yoelii infection , however , immunological activation

response and zymolysis of PPO in the hemolymph of Anopheles stephensi suggests that PPO participates in the melanot-

ic encapsulation of oocysts of Plosmodium yoelii.

　　Key words:Anopheles stephensi;Plosmodium yoelii;prophenoloxidase;hemolymph;two-dimensional gel elec-

trophoresis;Western blotting

　　前酚氧化酶(prophenoloxidase , PPO)是昆虫黑化防

御反应的一种关键酶 。黑化包裹是昆虫最重要的防御
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机制
[ 1]
,也是按蚊抵御疟原虫感染免疫的最重要免疫

机制
[ 2]
,其主要成分来自血淋巴。国外主要是利用鳞

翅类昆虫烟草天蛾
[ 3]
和双翅目昆虫冈比亚按蚊

[ 4]
易感

株和抗性株与葡聚糖小珠和细菌作模型进行昆虫的识

别和黑化包被反应研究 ,但葡聚糖小珠(无生命的化合

物)、细菌与疟原虫(极富生命力的单细胞动物)对蚊免

疫系统是完全不同的免疫刺激物 ,蚊基因对不同病原

体表达 、转录影响不完全相同 ,这直接影响了按蚊识别

和黑化疟原虫机制的研究。二维凝胶电泳(two-dimen-
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sional gel electrophoresis , 2-DE)可分离单个蛋白质 ,是

生命科学领域研究前沿技术之一
[ 5]
。而Western blot-

ting具有凝胶高电泳分辨率和固相免疫反应高特异

性 、高敏感性等优点
[ 6]
。约氏疟原虫感染雌斯氏按蚊

成蚊是否发生黑化相关性酶级联反应还缺乏足够依据 ,

本研究欲利用斯氏按蚊—约氏疟原虫为模型 ,应用一维

和二维 SDS-PAGE及Western blotting技术阐明约氏疟原

虫感染前后雌斯氏按蚊成蚊血淋巴 PPO的变化规律 ,为

按蚊识别和黑化疟原虫的分子机制研究奠定基础 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　按蚊和疟原虫感染　　斯氏按蚊 Hor 株为我室常规饲

养 ,选择 3～ 5 d 龄雌斯氏按蚊为对照组。正常昆明株小鼠 6 只

(本校实验动物中心提供 , 体质量 16 ～ 20 g)按常规腹腔接种约

氏疟原虫 BY265 株 , 3 d后 , 选择有 10%～ 20%原虫血症的小鼠

供3 ～ 5 d龄雌蚊吸饲 3 h , 扣出饱血雌蚊并作为免疫攻击感染

组。两组常规饲养 5 d于 22 ～ 24 ℃、相对湿度 70%～ 80%的养

蚊室内。

1.1.2　主要试剂　97.4×103 磷酸化酶 B 、66.2×103 牛血清白

蛋白 、43.0×103 兔肌动蛋白 、31.0×103 牛碳酸酐酶 、20.1×103

胰蛋白酶抑制剂 、14.4×103 鸡蛋清溶菌酶等标准分子量蛋白

(中国科学院上海生物化学研究所), 十二烷基硫酸钠 、甘氨酸 、

丙烯酰胺 、双甲叉丙烯酰胺 、2-β 巯基乙醇和四甲基乙二胺(Pro-

mega)。

1.1.3　主要仪器和分析软件　　Ultrospec 2 100 UV visible spec-

trophotometer(英国), IPGphor 等电聚焦仪 、SE600 电泳仪(均为

Amershan Pharmacia公司提供),Western blot试剂盒(博士德), 兔

抗烟草天蛾 PPO 多克隆抗体(美国蒋浩波博士惠赠), BIO-RAD

POWER PAC1000电转仪(美国)。

1.2　方法
1.2.1　蚊血淋巴采集及处理　　用对照和感染的雌斯氏按蚊

成蚊为样品源。参照Han 等[7]的方法并加以改进。 2-DE 样品:

将400只雌蚊冷冻麻醉后 , 剪去口器 , 挤压蚊胸 , 取第 1 滴清亮

的液体即为血淋巴 ,血淋巴加入冰浴封口膜上的 20 μl 2-DE 凝

胶缓冲液(60 mmol L Tris HCl pH 6.8 , 10%甘油和 50%蛋白酶混

合抑制剂:1 mol L 乙二胺四乙酸 、苯甲基磺酰氟 、苯硫脲 、亮肽

素和抑胰肽酶)内 , 最后将收集的血淋巴移入 0.5 mL微管中 ,

-70 ℃保存备用。

1.2.2　Bradford比色法检测蛋白浓度 ,按文献[ 8] 进行。

1.2.3　一维SDS-PAGE　　采用12%分离胶 , 5%浓缩胶。每组

样品及低分子量标准蛋白上样量均为 20μl。起始电压60 V , 待

样品前沿到分离胶后将电压调至 110 V , 当溴酚蓝达凝胶底部

时停止电泳 ,按文献[ 9]进行操作。

1.2.4　双向电泳试验　　根据 IPGphor 等电聚焦仪操作指南

等方法并对样品处理加以改进后进行。具体为:将 40 μl样品

加重涨液(8 mol L尿素 , 2%CHAPS)、1.5μl pH 3～ 10 IPG buffer、

208.5μl重涨液和 2 mg DTT 混合后缓慢注入 13 cm IPG 胶槽 ,

IPG 干胶条(pH 3～ 10 , 13 cm)胶面朝下放入胶槽 , 排除气泡 , 约

加800μl 2DE 覆盖液。置于 IPGphor等电聚焦仪电极板上 , 水化

和等电聚焦在20 ℃自动进行 ,总电压时间积约 3×104V·h , 其

中水化为 12 h。等电聚焦后于平衡液 Ⅰ(10 mg ml DTT、1.5

mmol L pH 8.8 Tris base、6.0 mmol L尿素 、30%甘油 、2%SDS 和痕

量溴酚蓝)平衡 15 min , 再于平衡液Ⅱ(25 mg ml碘乙酰胺代替平

衡液Ⅰ中的 DTT)平衡 15 min。将平衡好的胶条放于 12.5%均匀

SDS-PAGE上 , 同时在 SDS-PAGE的一个末端放浸有 10μl标准低

分子量蛋白的加样纸片 ,约 800 μl 0.5%琼脂糖封固胶条。 SDS-

PAGE在 SE600电泳仪中进行 15 mA gel电泳 20 min , 然后改变参

数为 25 mA gel电泳约 5 h。取下板胶进行蛋白质电转移。

1.2.5　Western 印迹　　参照文献[ 10] 并加以改进进行。具体

为:将 10×10 cm2 PVDF膜预先浸于 100%甲醇中活化 5 min , 然

后按次序放滤纸和 SDS-PAGE , 加入转移缓冲液电转移条件为

200 mA、26V 、5W过夜。转移完毕后进行 0.4%丽春红染液染膜

1 min , dH2O脱色。随后将标准蛋白 Marker剪下 , 换氨基黑染色

5 min , 10%乙酸脱色 ,电吹风吹干保存。 2 张 PVDF膜背靠背进

行 1%脱脂奶粉封闭 , 4 ℃过夜。 PBS(0.1 mol L、pH 7.4)洗膜 5

min×3次 , 加兔抗烟草天蛾 PPO 多克隆抗体(1∶2 000)稀释液

80 ml ,室温 3 h , 37 ℃ 2 h。 PBS 洗膜10 min×3 ,加辣根过氧化化

物酶标记的羊抗兔 IgG(1∶200)10 ml , 37 ℃作用 1 h。 PBS 洗膜

10 min×3 , 加 DAB显色 , dH2O终止显色。

2　结果

2.1　雌斯氏按蚊成蚊血淋巴蛋白浓度
　　对照雌斯氏按蚊成蚊血淋巴蛋白 A595吸光值为 0.127 , 浓

度为 2.980μg μl;约氏疟原虫感染后的雌斯氏按蚊成蚊血淋巴

蛋白 A595吸光值为 0.328 ,浓度为 6.688μg μl。

2.2　一维 SDS-PAGE电转移结果
　　吸糖水组(S)斯氏按蚊血淋巴 SDS-PAGE 后进行Western

blot发现 1 条 PPO带 ,分子量约为 66×103(图 1)。

S:Sucrose solution-feeding group;M:Protein marker

图 1　吸糖水组斯氏按蚊血淋巴 PPO 的一维 SDS-PAGE 后的

Western blot 图

Fig 1　Western blot analysis after one-dimensional SDS-PAGE of PPO

in the hemolymph of sucrose solution-feeding Anopheles ste-

phensi adul t females

2.3　二维凝胶电泳蛋白质电转移结果
　　吸糖水对照组 PVDF膜上显示 2 个分子量均约为 64×103 、
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等电点分别约为 7.4 、7.6 的两个分离的蛋白点(图 2)。

pI:Isoelectric points;M:Low molecular protein marker

图 2　雌斯氏按蚊血淋巴 PPO二维凝胶电泳和Western blot

Fig 2　Western blot analysis after two-dimensional gel electrophoresis of

PPO in the hemolymph of Anopheles stephensi adul t females

　　约氏疟原虫免疫攻击感染后 PVDF膜上显示 8 个 PPO 特异

点 ,分子量均约为 36×103 分子量处发现 3个 , 等电点分别约为

7.2 、7.4和 8.0;30×103 分子量处发现 5 个 , 等电点分别约为

7.0 、7.2 、7.5、7.6和 7.8(图 3)。

pI:Isoelectric points;M:Low molecular protein marker

图 3　雌斯氏按蚊血淋巴 PPO双向电泳和Western blot

Fig 3　Western blot analysis followed by two-dimensional gel electro-

phoresi s of PPO in the hemolymph of Anopheles stephensi

adult females infected with Plosmodium yoelii

3　讨论

　　目前多从基因水平进行按蚊免疫反应研究
[ 11]
,蛋

白质水平研究较少。本研究以约氏疟原虫为免疫刺激

物 ,利用二维凝胶电泳技术对斯氏按蚊血淋巴蛋白进

行了二维凝胶电泳分离和蛋白质电转移技术对血淋巴

PPO进行了鉴定比较研究 ,结果显示被约氏疟原虫感

染后的雌斯氏按蚊成蚊血淋巴蛋白浓度增加了 ,提示

斯氏按蚊免疫相关蛋白质表达增加并分泌入血淋巴。

约氏疟原虫感染斯氏按蚊之前采集的血淋巴经过一维

SDS-PAGE及Western blot后 ,PVDF膜上 PPO呈现一条

带 ,分子量均约为 64×10
3
,此结果提示雌斯氏按蚊成

蚊血淋巴中存在 PPO分子 ,目前众多文献提到 PPO是

单聚体 ,为进一步了解其结构形式 ,本研究首次利用2-

DE和Western blot后表明 ,吸糖水斯氏按蚊血淋巴PPO

为分子量均约为 64×10
3
、等电点分别约为 7.4和 7.6

的两个点 ,提示 PPO可能以异二聚体形式结构性表达

于血淋巴中 。约氏疟原虫感染后血淋巴 PPO 出现了

多个低分子量和等电点介于 7 ～ 8的蛋白点 ,其意义可

能为疟原虫感染后斯氏按蚊血淋巴内 PPO 发生了酶

学级联降解反应。已知 PPO 由血细胞合成和分泌入

血淋巴中 ,构成按蚊免疫反应的细胞成分之一 ,在丝氨

酸蛋白酶和蛋白辅助因子的协同 ,通过限制性蛋白水

解作用 ,使 PPO裂解释放一个小分子肽后转变成有活

性的 PO
[ 12]
,而参与黑化包被疟原虫反应 。本研究首

次表明斯氏按蚊血淋巴 PPO 很可能为二聚体 ,疟原虫

感染后PPO级联反应可能发生激活。
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