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约氏疟原虫卵囊黑化期间大劣按蚊血淋巴蛋白的分析

徐文岳 ,黄复生 ,况明书 ,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　初步探讨大劣按蚊(Anopheles dirus)黑化包被约氏疟原虫(Plasmodium yoelii)卵囊相关蛋白。方法　挤压法分别

收集血餐后第 1、3、4、5 天时不吸血组 、吸正常血组和感染组的雌大劣按蚊血淋巴 , 经 SDS-PAGE 分离后 ,银染显色。同时 , 用烟草天

蛾(Manduca Sexta)前酚氧化酶(Prophenoloxidase , PPO)亚基 1 IgG检测正常雌大劣按蚊血淋巴中的 PPO。结果　SDS-PAGE 发现感染

约氏疟原虫后 ,部分大劣按蚊的血淋巴蛋白带增强 ,而部分血淋巴蛋白带却减弱 , 免疫印迹发现大劣按蚊血淋巴 PPO有 87×103、

67×103、63×105 3条蛋白带 , 而相应分子量的 3条蛋白带在约氏疟原虫感染后第 4 、5 天开始增强 , 其中尤以 87×103 的增强最为明

显。结论　大劣按蚊在对约氏疟原虫卵囊黑化包被期间诱导合成的某些血淋巴蛋白与前酚氧化酶级联反应主要成分有关联。
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Analysis of haemolymph proteins of Anopheles dirus during melanotic encapsulation of

oocysts of Plasmodium yoelii
XU Wen-yue ,HUANG Fu-sheng , KUANG Ming-shu , DUAN Jian-hua (Department of Parasitology , Third Military Medical University , Chongqing 400038 ,
China)

　　Abstract:Objective　To explore melanotic encapsulation related proteins.Methods　Haemolymph peptides pattern in infected-blood-feeding

mosquitoes were compared with those of non-blood-feeding and normal-blood-feeding mosquitoes by SDS-PAGE and silver staining at 1 , 3 , 4 and 5 d

after Plasmodium yoelii infection , at the same time , haemoymph PPO of female Anopheles dirus was also determined by immunoblotting by using

Manduca sexta PPO1 IgG polyantibody.Results　Three protein bands(87.76×103 and 63×103)were found in the haemolymph of A.dirus.Af-

ter infection with P yoelii some bands enhanced and some weakened in A.dirus haemolymph.87×103 , 67×103 , 63×103 bands enhanced at d4 and

d5 after infection , the 87×10
3 band was most prominent.Conclusion　Some proteins of the haemolymph in Anopheles dirus during melanotic eneap-

sulation of Plasmodium .yoeli oocyst induced might be related to the main components of PPO cascade.
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　　研究按蚊阻断疟原虫感染的免疫机制是实现基因
操纵蚊媒 ,防止疟疾传播的重要前提。黑化包被反应

是按蚊抵御疟原虫感染的最重要免疫机制 。研究发
现 ,抗性株和易感株冈比亚按蚊对疟原虫的黑化包被

反应非常类似于对注入其血腔内 CM-sephadex 磁珠
(Carboxymethyl-Sephadex beads)的黑化包被反应 ,而且

两者享有共同的遗传学机制
[ 1]
,因此 ,目前一般认为 ,

按蚊血淋巴成分可能在黑化包被疟原虫中起主要作

用。已知黑化包被反应是约氏疟原虫不能在大劣按蚊
体内发育的主要表型 ,因此 ,本研究通过分析约氏疟原

虫卵囊黑化包被期间的大劣按蚊血淋巴蛋白 ,初步探
讨大劣按蚊黑化包被约氏疟原虫相关蛋白。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　供试蚊媒 、疟原虫和小鼠　　①大劣按蚊:为我室长期
饲养的稳定株。 ②约氏疟原虫:BY265 株 , 每周用昆明株小鼠
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血传1 次 , 每 5周内蚊传 1 次。 ③小鼠:昆明株小鼠 , 本校实验
动物中心提供 ,体重 16 ～ 20 g。

1.1.2　主要试剂　　烟草天蛾 PPO1 兔 IgG 由美国 Oklahoma

州立大学 Dr.Jiang 惠赠 ,辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG 抗体

和二氨基联苯胺(武汉博士德生物工程公司);硝酸纤维膜(NC
膜)(GENE 公司);丙烯酰胺 、双叉丙烯酰胺 、甘氨酸 、TEMED、过
硫酸胺和标准分子量蛋白(华美生物工程公司);三羟甲基氨基

甲烷购自(上海 Sagon)。

1.2　方法
1.2.1　大劣按蚊分组　　3 ～ 5 日龄大劣按蚊 , 随机分成 3 组:
①不吸血组:按常规饲养;②吸正常血组:吸食正常小鼠血约

3 h ,饱血后移出雌蚊 , 常规饲养;③感染组:小鼠按常规腹腔接
种约氏疟原虫 , 3 d 后 ,选择原虫血症达 10%～ 15%、内含约 3%
配子体的小鼠为供血鼠 ,供大劣按蚊吸血 3 h ,饱血后吸出饱血

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。

1.2.2　挤压法收集大劣按蚊血淋巴　　参照 Han[ 2] 的方法。
将 3 组雌大劣按蚊冷冻麻醉后 , 从喙基底部剪去口器 , 然后挤

压蚊胸部 ,流出的液体即为血淋巴。为排除脂肪体污染 , 本实
验只选择清亮的液滴;为防止血淋巴蛋白在收集过程中被降
解 ,收集的血淋巴立即置于 1×SDS-PAGE 点样缓冲液中。每次

约25只雌大劣按蚊血淋巴用于 PAGE和 SDS-PAGE , 约 40 只雌
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大劣按蚊血淋巴用于Western blot检测。

1.2.3　SDS-PAGE和银染　　采用 5%浓缩胶 , 10%的分离胶。
起始电压 60 V ,待样品前缘到分离胶后将电压调至 140 V ,当溴

芬兰到达凝胶底部边缘时停止电泳。 然后按照《分子克隆》方
法进行银染。

1.2.4　Western blot　　两份相同的雌大劣按蚊血淋巴样本
SDS-PAGE后 , 1 份进行考马氏亮蓝染色 , 另 1 份在 30 mA 电流

条件下 , 转移 1 h ,将凝胶上蛋白转移到 NC 膜上 ,电转移完后 ,
NC膜用 5%的脱脂奶粉封闭过夜;然后加兔抗烟草天蛾 PPO1

IgG(1∶400), 在 37 ℃下孵育 2 h;最后加辣根过氧化酶标记羊抗
兔 IgG抗体(1∶400)37 ℃下孵育 2 h ,加底物 DAB显色后 , 用蒸

馏水洗涤终止反应。

2　结果

2.1　大劣按蚊卵囊黑化期间血淋巴蛋白表达
　　不吸血组 、吸正常血组和感染约氏疟原虫组第 1 、3、4、5 天

大劣按蚊血淋巴蛋白的 SDS-PAGE 电泳结果见图 1。

　　血餐后不同时间点 ,组内的大劣按蚊血淋巴蛋白带型存在
明显差异 , 不吸血组 、吸正常血组和感染约氏疟原虫组之间的

血淋巴蛋白带也存在差异。血餐后第 1 、3 天 , 以正常组和吸正
常血组为对照 ,感染组中 28×103 和 34×103 的蛋白带增强。而

血餐后第 1天 , 感染组还有两条 52×103 和 42×103 蛋白带在感
染组中亦增强。第 4 天和第 5 天 , 以不吸血组为对照 , 吸正常

血组和感染约氏疟原虫组 87×103、63×103 和 67×103 蛋白带

增强 ,其中 , 以感染组中 87×103 的增强较为明显。

　　以不吸血组为对照 ,感染组的大劣按蚊血淋巴部分蛋白带
却减弱。血餐后第 1天 , 感染组中的 62×103 和58×103的蛋白

带明显减弱 ,几乎难以在本实验中检测到。而血餐后第 3 天 ,
81×103和 75×103 的两条蛋白带在感染组中的亦明显减弱。

2.2　Western blotting检测雌大劣按蚊血淋巴中 PPO

　　兔抗烟草天蛾 PPO1 IgG 检测到雌大劣按蚊血淋巴中有

87×103、76×103 和 63×103 的蛋白带 ,见图 2。

图 1　约氏疟原虫感染后第 1 、3 、4、5天雌大劣按蚊血淋巴多肽 SDS-PAGE电泳

Fig 1　SDS-PAGE of haemolymph polypeptides from adult female A.dirus at 1 , 3, 4 , 5 d after infected with P yoelii.

Haemolymph fromN and B group both are controls

N:No-blood-f eeding;B:Normal blood-feeding;I:Infected with P yoelii;M:Marker

图 2　免疫印迹分析雌大劣按蚊血淋巴中 PPO

Fig 2　Immunoblot analysis of haemlymph PPO from A.dirus

A:SDS-PAGE stained by Coomassie blue;B:Western blot;D:A dirus;M:Marker

3　讨论

　　大劣按蚊吸血感染后第 1天 ,28×103 、34×103、42

×103 和 52×103 4条蛋白带增强 ,这与疟原虫感染后
24 h冈比亚按蚊多种免疫因子的转录增强相符

合
[ 3 ,4]

,表明疟原虫感染后 24 h是激活按蚊黑化包被
等免疫反应的主要时期。其中 ,感染组中的 28×103

和34×103蛋白带在吸血感染后第 1 、3天持续增强 ,而
且在分子量上与已报道的昆虫 PPAE(分子量约 30×
103的丝氨酸蛋白酶)[ 5～ 7]较一致;而 42×103 、52×103

蛋白带与冈比亚按蚊GNBP 、家蚕GNBP(约为 50×10
3
)

分子量接近[ 3] 。
　　烟草天蛾 PPO IgG和冈比亚按蚊 PPO之间有较强

的交叉反应 , Jiang 用烟草天蛾 PPO IgG 已成功检测出

冈比亚按蚊血淋巴中 PPO[ 8] 。因此 ,本实验也用烟草
天蛾 PPO1 IgG 检测雌大劣按蚊血淋巴 PPO。无脊椎
动物中的 PPO通常是以单聚体形式存在 ,分子量大约
70×10

3
～ 80×10

3
,当感染或机械刺激等因素激活 PPO

转变为PO后 ,PO是以二聚体形式存在 ,亚基的分子量
大约 60×103 ～ 70×103[ 7 , 8] ,因此 ,检测到的 63×103、
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67×103 蛋白带可能是雌大劣按蚊的 PO亚基;由于收
集血淋巴时造成的机械刺激可能部分激活了雌大劣按

蚊PPO ,推测 87×103 可能是 PPO 亚基;而吸血感染后
第4 、5天感染组大劣按蚊血淋巴中增强的 87×103、67
×103 和 63×103 蛋白带有可能分别是 PPO 和 PO 亚

基 ,提示此时大劣按蚊 PPO 可能已开始被激活。然
而 ,吸血感染后第 1 、3天 ,3组大劣按蚊血淋巴中均未
检测到上述多肽 ,这可能一方面与 Western blotting 的

血淋巴量明显大于 SDS-PAGE电泳的血淋巴量有关 ,
另一方面可能与大劣按蚊 PPO 在吸血感染后第 4天

该蛋白的合成明显增强有关。
　　与正常组相比 ,约氏疟原虫的入侵后 ,大劣按蚊某
些血淋巴蛋白带表现为增强 ,而部分蛋白带却表现为
减弱 ,如 58×103 、62×103。其可能原因是大劣按蚊血
淋巴中的识别/结合蛋白与疟原虫成分相结合有关。
但是 ,与不吸血组相比 ,吸正常血组的 28×103、34×
103 、87×103、67×103 和 63×103 蛋白的合成也相对增
强 ,这与吸血可激活 PPO级联反应有关[ 9] 。
　　已知大劣按蚊主要通过黑化包被反应抑制约氏疟
原虫在其体内发育 。黄复生等发现 ,最早可在吸血感
染后第7天时 ,光镜下观察到约氏疟原虫卵囊黑化;根
据感染约氏疟原虫后大劣按蚊 PO 酶活性变化的研究

结果 ,认为 PPO级联反应可能介导了大劣按蚊黑化包

被反应 ,并可能在第 5天或更早期被激活
[ 10]

;而抗性
株冈比亚按蚊体内疟原虫卵囊黑化 ,电镜下最早可在
吸血感染后 16 ～ 24 h时观察到

[ 11]
;因此认为 ,约氏疟

原虫卵囊黑化可能出现在感染后 1 ～ 5 d ,而上述差异
蛋白可能是约氏疟原虫卵囊黑化相关多肽。
　　昆虫 PPO级联反应的激活伴随识别/结合蛋白的
消耗 ,PPAE和 PPO等的合成增强 ,这在一定程度上可
解释大劣按蚊卵囊黑化期间血淋巴部分蛋白合成增强

和部分蛋白合成减弱的现象;而烟草天蛾 PPO1 IgG检

测雌大劣按蚊血淋巴中 PPO结果更证明了 PPO级联

反应成分与这些蛋白的合成有关。
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　　(上接 1097页)
的发生率也有增多的趋势。 DIHD的病因呈多样性 , 本组患者

涉及的药物有 20 余种 , 但大部分是一些临床常用的药物。 不

同的药物可以导致各种类型的肝功能紊乱 , 肝损害的临床病理

类型也多种多样 ,几乎包括了从肝实质细胞到胆管细胞损害的

各种类型[ 1 , 2] , 我们对 22 例患者进行肝穿刺病理活检 , 主要存

在 5种病理类型 , 其中肝细胞损害型最常见 , 这与文献[ 1] 报道

一致。诊断 DIHD并不困难 ,只要在临床用药过程中注意观察 ,

及时进行相关检查 ,一般都能作出正确诊断。在各种肝功能相

关临床检验指标中 , ALT 是最为普遍而且相当重要的一个指

标 ,本组 92 例均表现为 ALT 异常。因此当临床使用可疑肝损

害药物时 ,普查 ALT变化不仅有利于发现亚临床 DIHD ,而且也

有助于对治疗效果的判断[ 2] 。病理活检对 DIHD的临床诊断 、

治疗方案的选择和预后判断等方面有时起了决定性作用[ 3] 。

　　DIHD的防治措施中 , 应该强调重在预防的原则。 治疗措

施包括立即停用有关或可疑药物 、卧床休息 、饮食疗法 、应用保

肝药物 、使用特殊解毒剂和人工肝装置清除药物等。尽管大部

分药物性肝病的预后良好 ,但仍有一定的死亡率。所以积极防

治 DIHD是临床用药过程中一个不可忽视的问题。

　　关键词:肝疾病;肝炎 ,中毒性

　　中图法分类号:R575　　　文献标识码:B
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