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大劣按蚊 AdS7基因的克隆及分析

郝宏兴 ,黄复生 ,段建华 ,况明书 ,王　英　　(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　克隆 AdS7基因 cDNA序列 , 为大劣按蚊基因定量研究提供内参照。方法　采用 RT-PCR扩增 、TA 克

隆技术获得 AdS7 cDNA部分序列 , 标记地高辛AdS7 探针 ,从大劣按蚊 cDNA 文库中筛选得到AdS7 全长克隆 ,以半定量 RT-

PCR方法研究血餐和约氏疟原虫感染对其表达水平的影响。结果　从大劣按蚊 cDNA克隆得到长 464 bp 的AdS7 基因 cD-

NA部分序列 ,从大劣按蚊 cDNA 文库筛选获得了长 871 bp 的 AdS7 基因全长克隆 ,大劣按蚊吸血和感染约氏疟原虫后 24

h , AdS7表达水平没有显著变化。结论　AdS7 基因可作为大劣按蚊基因定量研究的内参照。
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Cloning and analysis of AdS7 gene of Anopheles dirus
HAO Hong-xing , HUANG Fu-sheng , DUAN Jian-hua , KUANG Ming-shu , WANG Ying(Department of Pathogenic Biology , College
of Medicine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To clone the cDNA sequence of ribosomal protein S7 of Anopheles dirus(AdS7)gene for

providing an internal control gene for quantitative study of genes of Anopheles dirus.Methods　Partial cDNA se-

quences of AdS7 were obtained by RT-PCR and TA cloning.The full-length clone of AdS7 was obtained by screening

of the cDNA library of Anopheles dirus using digoxin-labeled AdS7 probe.The effects of blood feeding and Plasmodi-

um infection on the AdS7 expression were analyzed by semi-quantitative RT-PCR method.Results　A cDNA se-

quence of AdS7(464 bp)was cloned from the cDNA of adults of Anopheles dirus.The full-length clone of AdS7 gene

(871 bp)was obtained by screening of the cDNA library of Anopheles dirus.No change of AdS7 expression was ob-

served at 24 h after blood feeding and Plasmodium infection.Conclusion　AdS7 gene is a suitable internal control

gene in the quantitative study of genes of Anopheles dirus.

　　Key words:AdS7;gene cloning;semi-quantitative RT-PCR

　　大劣按蚊(Anopheles dirus , An.dirus)是东南亚地

区和我国南方山区 ,主要是海南及云南西部和广西南

部地区的主要传疟媒介
[ 1]
。黄复生等

[ 2]
研究发现 ,对

人疟原虫敏感的大劣按蚊可以黑化包被感染的鼠疟原

虫—约氏疟原虫(Plasmodium yoelii)卵囊 ,因此 ,大劣按

蚊—约氏疟原虫是研究按蚊抵御疟原虫感染机制较好

的模型 。为了进行大劣按蚊免疫相关基因的定量研

究 ,需要一种看家基因作为内参照。许多昆虫基因定

量研究采用核糖体蛋白 S7作为内参照基因
[ 3 , 4]
,然而 ,

大劣按蚊核糖体蛋白 S7 基因(ribosomal protein S7 of
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Anopheles dirus , AdS7)尚未得到克隆 ,为此 ,本研究首

次克隆了AdS7基因并对血餐和约氏疟原虫感染对其

表达水平的影响进行了研究。

1　材料和方法

1.1　大劣按蚊(Anopheles dirus)
　　由本实验室在24～ 26 ℃、相对湿度 70%～ 80%的养蚊室饲

养、提供。约氏疟原虫(Plasmodium yoelii)约氏疟原虫:BY265 株,

保种于昆明株小鼠体内 ,每周血传1 次 ,至少每5 周蚊传 1 次。

1.2　载体和菌株
　　pMD-18 T载体(Takara公司), XL1-Blue 大肠杆菌 、XLOLR大

肠杆菌 、ExAssit辅助噬菌体(Stratagene公司)。

1.3　主要试剂 、试剂盒
　　Tripure RNA抽提试剂盒 、10× PCR DIG probe synthesis mix、

DIG Easy Hyb 、封闭液 、Anti-DIG-AP、尼龙膜(Roche),MMLV逆转

录酶 、Oligo dT、EcoRⅠ 、HindⅢ内切酶(Promega), DNA 凝胶回

收 、质粒小抽试剂盒(上海申友生物技术公司), Xba 、SalⅠ内切
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酶(Takara公司)。

1.4　蚊虫饲血和感染
　　选取羽化后 3～ 5 d 大劣按蚊雌蚊约 150 只 , 分为吸糖水组

(N)、吸正常小鼠血组(NB)和吸感染小鼠血组(IB)3 个组 ,每组

50 只。NB 和 IB组大劣按蚊停糖水 12 h后分别以正常小鼠和

感染小鼠饲血 1 h , 饲血完成 24 h 后分别抽提 3组蚊的总 RNA。

1.5　S7简并引物设计
　　通过对人 、黑家鼠(Rattus rattus)和多种昆虫核糖体蛋白 S7

氨基酸序列进行多序列对比分析 , 从中抽提出两个保守区域:

“ ELE(M T)NSDLK”和“SVYKKLTG” ,以此为基础设计的 S7 简并

引物序列为:P1:5′-CTGGAGCTGGAGA(T C)(G A)AACTC(G C 

T)GA-3′, P2:5′-CACC(T C)GTCAGCTTCTT(G A)TA(C G)AC-3′,

引物委托上海申友生物技术公司合成。

1.6　RT-PCR扩增
　　取雌蚊 15只 , 去头 ,按 Tripure试剂盒说明抽提大劣按蚊成

蚊总 RNA , 以Oligo(dT)15 为引物 , 常规反转录以合成 cDNA 第

一链。PCR反应体系为:以10 倍稀释的 cDNA 2μl为模板 , 加入

5 μl 10×PCR 缓冲液 , 1 μl 10 mmol L dNTP , 2 μl 25 mmol L Mg-

Cl2 , 上 、下游引物各 2 μl , Taq 酶 2.5 U , 用水补充到总体积为 50

μl。反应条件:94 ℃预变性 3 min后 94 ℃变性 1 min , 55 ℃退火

1 min , 72 ℃延伸 1 min , 共 35 个循环 , 最后 72 ℃再延伸 5 min。

PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后 , 对目的片段进行切胶回收 、

纯化。

1.7　TA克隆和 DNA测序

　　按pMD18-T 载体试剂盒说明将纯化的目的片段与 pMD18-T

载体连接 ,重组质粒转化入 XL1-Blue 感受态细菌 , 从 AMP选择

平板上随机挑取几个白斑 ,用碱裂解法抽提质粒。阳性重组子

质粒经 EcoRⅠ 、Hind Ⅲ双酶切和 PCR鉴定后送上海申友生物

技术公司进行 DNA 序列测定 , 将测序结果送入美国国立生物

技术信息中心(National Center of Biotechnology Information , www.

ncbi.nlm.nih.gov , NCBI)网站 , 用 Blast在线程序进行序列相似

性检索 、分析。

1.8　地高辛标记AdS7探针的制备

　　AdS7 质粒先后经 XbaⅠ和 SalⅠ 酶切后 , 切胶纯化回收目

的片段 ,以 1∶1 000倍稀释的纯化产物为模板 ,用 PCR方法制备

地高辛标记的AdS7 探针 , 经 1%琼脂糖凝胶电泳和点杂交实验

检测标记效率。

1.9　cDNA文库筛选及阳性克隆的鉴定
　　噬菌斑原位杂交方法参照 Roche尼龙膜说明和文献[ 5] , 并

略为改进。以地高辛标记 AdS7 探针对大劣按蚊成蚊 cDNA 文

库进行筛选[ 6] , 阳性噬菌斑经 PCR鉴定和内切除转化为噬菌粒

后送上海申友生物技术公司进行 DNA序列测定。

1.10　序列分析和同源性比较
　　测序所得结果送入NCBI网站 , 用 Blastn在线程序进行序列

相似性检索 , 用 DNA Star 软件包中的 EditSeq 软件进行 ORF 分

析 ,然后将 ORF编码的氨基酸序列再次送入 GenBank 进行 Pro-

tein Blast检索。用 Vector NTI version7.1 软件的 AlignX 模块进行

S7核糖体蛋白的系统进化分析 , 以考察 AdS7 与其它 S7 基因的

亲缘关系。

1.11　RT-PCR半定量分析
　　参照 Tripure试剂盒说明按前述方法分别抽提 3 组蚊虫的

总 RNA , 常规进行反转录以制备 cDNA , PCR反应体系如下:以

10 倍稀释的 cDNA 1 μl为模板 , 加入 2.5 μl 10× PCR 缓冲液 、

0.5 μl 10 mmol L dNTP、1μl 25 mmol L MgCl2 、AdS7特异引物各 1

μl、Taq酶 2.5U ,用水补充总体积至 25 μl。反应条件:94 ℃预变

性3 min , 94 ℃变性 1 min , 58 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸 1 min , 共

28 个循环 ,最后 72 ℃再延伸 5 min。PCR 反应结束后 , 精确吸

取 10μl扩增产物在 1%琼脂糖凝胶上电泳 ,用凝胶成像系统扫

描分析 ,记录各带吸光度。

1.12　统计学处理
　　实验结果采用Microsoft Excel软件进行 t检验。AdS7 特异

引物序列为:S7-A , 5′-GATCATCATCTACGTGCCGGTG-3′;S7-B , 5′-

TGGTGGTCTGCTGGTTCTTGTC-3′。

2　结果

2.1　AdS7 cDNA部分序列克隆
　　用 S7简并引物从大劣按蚊 cDNA成功地扩增出约 460 bp

的目的片段(图 1)。PCR产物经 TA克隆后获得约上百个转化

菌落。阳性重组子经 PCR鉴定为阳性;经 EcoRⅠ 、HindⅢ双酶

切鉴定切出约 520 bp 的片段 ,与理论值相符(图 2)经 DNA序列

测定后获得长464 bp 的目的序列 , Blast检索发现 , 该 cDNA 序

列与冈比亚按蚊(Anopheles gambiae)S7 核酸序列有 93%(427 

458)相同 ,证明克隆所得确为大劣按蚊S7基因 cDNA部分序列。

S:Sample;M:Marker

图 1　S7 RT-PCR扩增产物的 1%琼脂糖凝胶电泳分析

Fig 1　Analysis of RT-PCR products of S7 by 1% agarose electrophoresis

S:Sample;M:Marker

图 2　S7可疑阳性重组子的酶切鉴定

Fig 2　Restriction enzyme analysis of S7 recombinant plasmids
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2.2　AdS7 cDNA全序列克隆及序列分析
　　经过三轮噬斑杂交和 PCR鉴定为阳性的克隆经内切除转

化为噬菌粒 ,用载体两端的 T3、T7 启动子序列为引物进行 DNA

序列测定 ,结果获得 871 bp 长的 cDNA 序列 , 经 EditSeq 软件进

行开放阅读框(open reading frame , ORF)分析 , 发现一个 576 bp

长的开放阅读框 ,其位置在 69 ～ 647 bp , 起始密码为 ATG ,终止

密码为TAA ,编码由192 个氨基酸组成的多肽 ,其推导分子量为

22 185.81Da ,等电点为 9.905。在 791～ 796 bp 处为多聚腺苷酸

加尾信号基序:“AATAAA” ,据此信号基序 24 碱基后为由 51 个

A组成的 Poly A 尾。对 AdS7 cDNA 全序列和推导氨基酸序列

进行 Blast检索 ,结果显示 , AdS7 全序列与冈比亚按蚊 S7 核酸

序列有 94%相同(596 629), 而二者的氨基酸序列有 96%相同

(186 192)。系统进化分析显示 , AdS7 与冈比亚按蚊 S7 亲缘关

系最近 , 其次是和埃及伊蚊(Aedes aegypti)和尖音库蚊(Culex

pipiens),与烟草天蛾(Manduca Sexta)和草地夜蛾(Spodoptera fru-

giperda)S7 的亲缘关系次之 , 而与人的 S7 仍然有较高的同源性

(图 3)。

Rr:Rattus rattus;Ad:Anopheles dirus;Ag:Anopheles gambiae;Aa:

Aedes aegypti;Cp:Culex pipiens;Ms:Manduca Sexta

图 3　核糖体蛋白 S7系统进化分析

Fig 3　Phylogenetic analysis of ribosomal protein S7

2.3　血餐和约氏疟原虫感染对 AdS7表达水平的影响

　　吸糖水组 、吸正常小鼠血组和吸感染约氏疟原虫小鼠血组

之间AdS7 基因 RT-PCR扩增产物信号强度没有显著差异(P >

0.05), 提示血餐和约氏疟原虫感染 24 h 后 AdS7 的表达水平没

有受到影响(图 4)。

N:Non-blood feeding;NB:Normal blood feeding;IB:Infected blood feeding

图 4　吸血和感染疟原虫对 AdS7基因 mRNA表达水平的影响

Fig 4　Effects of blood feeding and Plasmodium infection on the AdS7

mRNA expression

3　讨论

　　本研究首次克隆了大劣按蚊核糖体蛋白 S7基因

的 cDNA全序列(GenBank 序列号:AY369135),该序列

具有完整的 5′端和 3′端非翻译区和完整的 ORF ,序列

相似性分析显示 ,AdS7与其它昆虫 ,特别是冈比亚按

蚊S7具有非常高的相似性 ,二者的核酸序列有 94%

相同 ,氨基酸序列有 96%相同 ,亲缘关系较近的还有

埃及伊蚊 ,尖音库蚊及烟草天蛾和草地夜蛾 ,即使与人

S7和鼠的 S7也有 63%的同源性 ,说明 S7蛋白分子的

古老性和高度保守性 ,RT-PCR半定量分析结果也证实

了AdS7作为一种看家基因 ,其表达水平不受大劣按蚊

吸血和疟原虫感染的影响 ,是一种合适的基因定量研

究的内参照。

　　对核糖体蛋白的研究具有多方面的意义。例如 ,

研究核糖体蛋白可为阐明核糖体的结构与功能进而理

解蛋白质合成的机制提供有价值的线索
[ 7]
。作为最古

老和保守的生物大分子之一 ,核糖体蛋白的一级结构

可为分析各物种间的进化关系提供十分有用的信息 ,

这在生物进化 、系统发育和分类研究方面意义重大
[ 8]
。

因此 ,AdS7基因的克隆成功不但为大劣按蚊基因定量

实验提供了内参照 ,更重要的是为以后有关大劣按蚊

核糖体结构与功能以及大劣按蚊发育 、进化和分类方

面的研究奠定了基础 。
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