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按蚊抗疟原虫感染免疫机制的研究进展
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    疟疾严重危害人类健康，杀虫剂灭蚊是控制其

传播的重要手段。受蚊虫抗药性和生态多样性的困

扰，至今未能取得理想的防制效果。随着分子生物

学技术的发展和疟疾防治的需要，世界卫生组织于

20世纪90年代初提出一项基因操纵蚊媒新策略，

即通过转基因手段，把蚊虫抵抗疟原虫感染的相关

基因转人蚊基因组，使其稳定遗传并在自然种群中

扩散.以期减少甚至阻断蚊虫的传播。研究疟原虫

蚊媒相互关系的分子机制，尤其对按蚊阻断疟原虫

感染的免疫机制的研究，是实现这一策略的重要

课题

I 按蚊抗疟原虫感染免疫的特点

    疟原虫抱子增殖在按蚊体内完成，胃和唾液腺

是疟原虫发育的内环境和相关因子 与此同时，蚊

胃细胞分泌多种消化酶和激活多种免疫反应攻击疟

原虫，阻断疟原虫在其体内发育。有效的抗疟原虫

免疫反应在吸血感染后大约24 h出现，此时，动合

子开始穿过蚊胃上皮细胞。目前分离出的 6种免疫

标记分子 (gene marker, GM )，包括防御素 (de

fensin )、革兰氏阴性菌结合蛋白(Gram-negative bac-

teria-binding protein, GNBP)、丝氨酸蛋白酶样分子
ISPLS和1SP13,半乳糖特异的凝集素样分子(puta-

tive galactose iectin, IGALE20)[t]、一氧化氮合酶
(nitric oxide synthase, NOS): al和ICHIT，在蚊胃壁

细胞的转录明显增强。在疟原虫随后的发育中，GM

转录逐渐下降;吸血感染后10d，子抱子进人唾液

腺时、这6种GM转录又开始增强。感染疟原虫后，

GM 在蚊胃和唾液腺局部的转录增强，在胃外组织

中的转录也增强。如，吸血感染后 24 h，防御素和

GNBP在胃和胃外组织转录均增强，同时胃外其它

组织ISPL5的转录也增强。而半乳糖凝集素样分子

IGALE2。以蚊胃壁细胞内转录增强为主。因此认

为，疟原虫能刺激按蚊产生局部免疫 (local

immune)，还能刺激按蚊产生系统免疫(systemic im-

mune)。其中可能存在一种免疫相关的信号途径，但

尚不清楚是疟原虫的代谢产物还是按蚊组织间的信

号传递引起的[6-4]

    与其它昆虫一样，按蚊缺乏抗体介导的特异性

免疫，但可能具有识别不同病原体的能力 Oduol采

用基因表达筛选技术 (gene expression screen)得到

的23种冈比亚按蚊免疫相关基因中，昆2-巨球蛋白

(件2-macroglobulin)感染疟原虫后转录显著增强，而

感染细菌后转录很低，甚至不转录。但疟原虫和细

菌对其它免疫相关因子的诱导出现与(3 2巨球蛋白

相反的反应[6]

    按蚊具有完整的体液免疫和细胞免疫，抑制疟

原虫的发育。主要有黑化包被反应[6]抗菌肤的产

生〔7〕以及NO (nitric oxide)[z]的产生和蚊胃细胞的

裂解作用二R]等其它先天性免疫 (innate immune)

机制
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2 按蚊诱导产生抗菌肚抗疟原虫感染

    目前发现的疟原虫诱导按蚊产生的抗菌肤主要

是防御素[s7。吸血感染后14h未检测到防御素的转

录，而在 24 h显著转录，40̂ 48 h转录下降。这可

能与此时只有少量的动合子穿过蚊胃壁有关。吸血

感染后 10d子抱子进人唾液腺，原位杂交发现唾液

腺的中叶和侧叶近端有明显的防御素转录。有资料

表明，疟原虫可诱导蚊胃细胞产生抗菌肤，蚊胃外

组织 (如脂肪体细胞、血细胞和唾液腺)也可产生

抗菌肤。一‘〕。但Lowenberger发现，感染疟原虫并不
能有效地诱导按蚊产生抗菌肤。感染鸡疟原虫

(Plasmodium gallixiaceum)后 4-10 d，用Northern

blot法在埃及伊蚊 (Aedes aegypti)体内未能检出

防御素。用RT-PCR法从感染疟原虫的埃及伊蚊胃

中扩增获得防御素，但与不吸血对照组无明显差异。

吸血感染之前用细菌诱导，能明显降低冈比亚按蚊

和埃及伊蚊胃的感染率和感染度，同时在埃及伊蚊

血淋巴内可检测到大量的成熟防御素',I。体外实验

表明，防御素对鸡疟原虫子抱子有明显的杀伤作

用[P0]。细菌诱导产生的抗菌肤可能主要作用于卵囊
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前期和子抱子期，抑制体内疟原虫的发育。由于疟

原虫易感的按蚊体内同样有防御素的转录，而且还

存在活性防御素多肤，’〕，因此认为，疟原虫诱导按

蚊产生抗菌肤只能在一定程度上影响疟原虫的感染

率，而不是按蚊阻断疟原虫发育的主要免疫机制。目

前，模型昆虫 果蝇抗菌肤诱导产生的调节机制研究

已较深人二12-13。研究发现，疟原虫和细菌在诱导按

蚊产生防御素的同时，还增强GNBP, ISPI.5和I

GALE2。的转录 分析结果表明，GNBP与B. circu

la。的洛1. 3一葡聚糖有34.6%的同源性，可能是

LPS的识别结合蛋白，工GALE20与哺乳动物的半乳

搪特异的凝集素有很高的同源性。两者可能与识别

细菌或疟原虫有关，而ISPL5可能是一种调节级联

反应的丝氨酸蛋白酶川。推测，疟原虫和细菌诱导

产生抗菌肤可能与一种丝氨酸蛋白酶介导的级联反

应有关。大剂量外源性的抗菌肤杀死蚊期疟原虫的

具体机制尚不清楚，但是抗菌肤能影响按蚁体内疟

原虫的发育是肯定的。因此研究抗菌肤产生的调节

机制，有效地诱导按蚊产生抗菌肤，从而阻断按蚊

体内疟原虫的发育，可能是蚊媒防治的一种新方法。

3 按蚊黑化包被疟原虫反应

    按蚊黑化包被疟原虫的现象最早在1898年由

Ross首次发现，而后Garnham发现，在寒冷季节，
野生株按蚊经常黑化包被疟原虫;这一现象同样出

现在不适宜感染疟原虫的按蚊。黑化包被反应可能

是抗性株冈比亚按蚊的最主要表型。20世纪80年

代，Collin，采用遗传学方法，成功筛选出对食蟹猴

疟原虫 (Plasmodium cynomolgi)和多种人疟原虫不

易感的抗性株冈比亚按蚊，其中包括恶性疟原虫

(Plasmodium falcipamm)、间日疟原虫(Plasmodium

vivaz)和卵形疟原虫 (Plasmodium ovule) 3种。抗

性株冈比亚按蚊能黑化包被绝大多数疟原虫的晚期

动合子，抑制卵囊的形成，阻断疟原虫在蚊体内的

发育。黑化包被的动合子的形态结构并无异常，这

一过程是通过识别活的动合子激活，不是动合子的

死亡引起，划。

    研究发现，按蚊对疟原虫的黑化包被反应类似

于对注人其血腔内CM-sephadex磁珠 (car-

boxymethyl-sephadex beads)的黑化包被反应 抗性
株冈比亚按蚊能黑化注人其血腔内的CM-sephadex

磁珠，而易感株的CM-sephadex磁珠几乎不被黑

化.或者只是微弱黑化['I'-rs7。冈比亚按蚊黑化包被

疟原虫和黑化包被CM-sephadex磁珠可能有共同

的遗传学机制。将对疟原虫和CM、油adex磁珠均

产生抗性的冈比亚按蚊与易感的冈比亚按蚊交配，

产生的子代 Fl黑化包被疟原虫和黑化包被CM-

sephadex磁珠，两者间存在明显的相关性，其相关系

数达。.74 (P<0.01)提示疟原虫和CM-sephadex

磁珠的黑化与冈比亚按蚊的至少一个主要基因有

关G}7。目前多利用抗性株和易感株冈比亚按蚊对

CM-sephadex磁珠的不同黑化反应来探讨按蚊黑化

包被疟原虫的机制。

3.1 前酚载化酶级联反应在按蚊黑化包被疟原虫

反应中的研究

3.1.1 由前酚氧化酶级联反应介导的按蚊黑化包

被疟原虫反应

    抗性株冈比亚按蚊黑化包被疟原虫在吸血感染

后 16--24 h出现，此时动合子已成熟并穿过蚊胃L

皮细胞停留在上皮细胞和基底膜之间，周围开始被

高电子密度的黑色素复合物交联形成的包所包裹

随着黑化反应的继续，部分动合子结构出现异常，并

黑色素渗透。整个过程很少有血细胞参与川。类似

的黑化现象同样存在于其它双翅目 (Diptera)和半

翅目昆虫(Hemiptera) -' e7，这与鳞翅目昆虫细胞包囊
晚期出现的黑化明显不同，按蚊黑化包被反应是一

种体液性黑化反应(humoral melanization)。与其它
昆虫一样，按蚊的黑化反应也是由前酚氧化酶级联

反应 (prophenoloxidase cascade)介导引起的。前酚

氧化酶级联反应是昆虫的一种重要的识别、防御机

制，是由丝氨酸蛋白酶所介导的级联反应。主要由

识别/结合蛋白(recognition /binding protein),前酚
氧化酶 (prophenoloxidase, PPO)和丝氨酸蛋白酶

(serine proteinase)组成。机械损伤、化学因子及微
量的病原体细胞壁成分，如p1, 3-葡聚糖 (昆1, 3-

glucan),肤聚糖 (PG)和脂多糖 (LPS)，均能激活

昆虫前酚氧化酶级联反应 首先激活PPAE (prophe-
noloxidase-activating enzyme, PPAE)，接着PPAE

(有时需要一种PPO激活因子PPAF的参与)通过

限制性蛋白水解作用，使PPO裂解释放一个小分子

肤后转变成有活性的酚氧化酶 (phenoloxidase,

PO),然后 PO轻化单酚氧化酶并氧化双酚氧化

酶，产生大量的AR类中间产物，最后通过这些中间

产物聚合形成黑色素。这些黑色素协同具有细胞毒

性的酿类中间产物沉积到人侵的病原体周围，起到

隔离杀死病原体的作用，即黑化包被反应。

3.1.2 参与按蚊黑化包被疟原虫反应的PO来源

    黑化包被反应也是蚊阻断丝虫发育的重要防御
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机制。其黑化包被反应是在丝虫穿过蚊胃上皮细胞

并进人蚊血腔时才出现。血细胞和血淋巴均参与黑

化反应，这与按蚊黑化包被动合子不同，动合子未

与蚊血淋巴直接接触。是蚊胃细胞还是血细胞的有

关成分参与了按蚊对动合子的黑化包被反应，尚在

争论。Paskewitz发现，按蚊黑化包被动合子期间，蚊

胃基底膜迷路的细胞外流体中有黑色素样颗粒聚

集，动合子附近或周围的蚊胃上皮细胞内出现高电

子密度颗粒的薄片状微管和小泡，而未感染的蚊胃

细胞内未出现类似现象;抗性株冈比亚按蚊包被的

动合子附近胃基底膜处PO活性明显增强，易感株

的PO活性却下降，甚至缺失。据此认为，蚊胃细胞

可能与黑化包被疟原虫有关[19]。血淋巴一侧的基底

膜处也有黑色素颗粒聚集[7s]，抗性株和易感株冈比

亚按蚊前酚氧化酶活性及其在蚊后肠和唾液腺中的

分布并无差异[20]，斯氏按蚊(Anopheles stephensi )血
淋巴中PO均具有单酚氧化酶和双酚氧化酶活性，

蚊胃细胞的PO只有双酚氧化酶活性〕」。而且抗性

株和易感株冈比亚按蚊对疟原虫和注人其血腔内

CM-sephadex磁珠的黑化反应非常相似「,s]，因此认

为，按蚊血淋巴可能在黑化包被反应中起主要作用。

3.1.3 按蚊黑化包被疟原虫反应的可能调节机制

    抗性株和易感株冈比亚按蚊黑化包被疟原虫反

应的差异可能与它们表达黑化包被相关基因不同有

关。Chun采用双维凝胶电泳 (Two-dimensional

gel)对两株冈比亚按蚊血淋巴蛋白表达差异进行分
析，发现易感株冈比亚按蚊 8种特异性蛋白和抗性

株12种特异性蛋白。虽然注射生理盐水、磁珠或损

伤等因素均能诱导或增强两株冈比亚按蚊 9种血

淋巴蛋白的表达，但是株与株之间并没有差异，提

示磁珠黑化包被相关蛋白在血淋巴中持续表达，而

抗性株黑化包被磁珠与其株特异性血淋巴蛋白的表

达有关。抗性株 12种特异性血淋巴蛋白中，测序证

实 有 1种 是 Sp14D1基 因 的 表 达 产 物

AgSp14D户，」，为丝氨酸蛋白酶[23]。同源性分析发

现，Sp14D1与Bombyz二。1241、 M}duca Sexta[ss]

Holotrechia diomphalial2"及PPAE具有较高的同源
性。提示 Sp14D1可能是冈比亚按蚊 PPAE,

Spl4D1又定位在染色体14D，与黑化表型相关基因

Pen3关联1221。而且发现疟原虫或细菌感染能明显

增强Sp14D1基因的转录。疟原虫黑化包被可能与

抗性株冈比亚按蚊PPAE的特异表达有关。

    另外，将易感株冈比亚按蚊血淋巴或在其内孵

育了的磁珠转移到抗性株血淋巴中，能明显抑制抗

性株冈比亚按蚊对磁珠的黑化包被反应。反之，不

明显，并且它可能共价结合在易感株冈比亚按蚊血

淋巴中的磁珠表面。表明易感株冈比亚按蚊血淋巴

中存在一种黑化抑制因子(melanization preventing
factor, MPF)。由于H因子也是通过与补体C3b和

磁珠表面的化学基团形成复合物，从而抑制哺乳动

物的补体旁路激活途径的，因此Paskewitz[2』认为，
MPF很可能是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂 (serine

proteinase inhibitor)，两株冈比亚按蚊黑化磁珠反应
的不同可能与MPF的表达差异有关[[2N]遗憾的是，

到目前为止，MPF还未能纯化、克隆。黑化包被反

应同样存在于疟原虫感染不适宜的按蚊。我们发现，

大劣按蚊能黑化包被大多数的约氏疟原虫卵囊，并

抑制其发育，而人疟原虫卵囊极少黑化。之所以能

逃避大劣按蚊的识别或者能抑制其PPAE，其黑化

包被机制，究竟是与抗性株冈比亚按蚊黑化包被疟

原虫机制类似，还是与抗性株冈比亚按蚊对带不同

电荷的磁珠黑化反应不同[23]，需进一步研究。与其

他昆虫一样，PPO级联反应也是按蚊的一种重要的

识别、防御机制。它很可能直接参与和调节按蚊黑

化包被疟原虫反应。但是，按蚊PPO级联反应的研

究目前仅局限于PPO[25-30]、丝氨酸蛋白酶的同源

cDNA克隆[23-311。由于蚊个体小，材料来源困难，相
关成分的纯化尚未获得成功。目前，缺乏对PPO系

统主要成分的功能性研究，及其生化激活途径的

认识。

3.2 按坟黑化包被疟原虫相关墓因的定位和克隆

    微卫星基因 (microsatellite loci)在真核生物的

基因组中含量非常丰富，突变及其引起的等位基因

的多态性也很高，通过PCR技术能敏感地检测出

等显性基因。对基因组DNA相对较少的按蚊来说，

利用微卫星位点作为标记进行遗传学分析更体现其

优越性。目前多采用微卫星基因进行按蚊黑化包被

疟原虫相关基因的定位和克隆。通过对抗性株和易

感株的冈比亚按蚊交配产生的子代F1雌蚊与易感

株雄蚊回交，获得 7种不同的回交家族。用食蟹猴

疟原虫B株感染子代冈比亚按蚊，大约在吸血感染

后7d，通过计算发育为正常卵囊的疟原虫数，分别

判断其为感染表型还是包被表型，然后采用PCR技

术扩增常染色体微卫星基因，进行基因型分析，最

后用Mapmaker/QTL[32[软件分析包被相关的微卫

星标记。结果发现，1个主要和2个次要的特性定

量位点与冈比亚按蚊黑化包被疟原虫有关，分别称

为疟原虫句被基因Penl, Pen2和Pen3。其中Penl
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离第2条染色体右臂 ((2 R)上的微卫星基因H175

1. 5 cM(分摩)，与60%的黑化包被表型有关;Pent

位于第 3条染色体左臂 (3 L)上的微卫星基因

H758 8. 0 cM处，与”%的黑化包被表型有关，而

Pen3位于第 2条染色体右臂的微卫星基因H135

4. 0 cM处二271。对冈比亚按蚊黑化CM-sephadex磁

珠的表型进行遗传学分析发现，只有 1个特性定量

位点与表型明显相关，位于第 2条染色体右臂微卫

星基因H157和H46的1个长13. 7 cM的间隙内，

能解释44%的黑化表型[331。因为Peal也是位于这

个间隙内，所以Penl可能是决定黑化包被疟原虫

和黑化 CM-sephadex磁珠的主要基因。Cornel认

为，采用PCR方法用最靠近Pen l的微卫星基因筛

选人工细菌染色体 (bacterial artificial chromosome,

BAO 冈比亚按蚊基因组文库，能获得足够多邻近

的、重叠的特异DNA克隆，重组这些重叠单位，可

能获得新的更精确的微卫星基因。总之，目前克隆

的包含Pen l的染色体间隙还相当大，需要发展新

技术对其进行精确定位和功能分析。

监测按蚊黑化包被疟原虫反应，也可能是一种新的

研究思路。然而，疟原虫一适宜蚊媒互相依存，应辩

证地看待按蚊的先天性免疫机制，每一种按蚊免疫

反应应视为疟原虫和蚊媒相互作用的结果。因此，研

究按蚊抗感染免疫机制的同时，还应探讨疟原虫逃

避或抑制按蚊免疫的机制。
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胃 镜 诊 断 血 吸 虫 病 三 例 报 告
胡复兴

中图分类号 R532. 21 文献标识码:D

    我院近10年来作胃镜检查50 00。余病例。其中，经活

检共查出胃血吸虫病 3例。报告如下。

1 临床资料

1. 1 一般资抖

    3例胃血吸虫病患者，男性2例，女性1例，年龄40-
招 岁。均长期生活在血吸虫病疫区.有疫水密切接触史。经

活检确诊为胃血吸虫病

1.2 症状体征

    3例胃血吸虫病患者症状极似胃炎或消化性溃疡，均有

上腹部不规则隐痛或饱胀痛，伴有暖气、反酸1例，伴呕吐
1例，其中2例出现贫血消瘦。肝剑突下 3-5 cm，脾脏肿

大I例。未经消化胃镜确认前均误诊为慢性浅表性胃炎、溃
疡病，对解痉止痛、止酸、消炎疗效不佳

1.3 实脸室检查

    血常规嗜酸性粒细胞升高1例，贫血2例 肝功能SG

PT轻度增高1例，血清白蛋白减少I例 大便常规隐血试
验阳性 I例，白细胞增多2例 均行X线钡餐造影，诊断为

胃炎、胃窦炎及胃窦部溃疡，多次从粪便中查找虫卵均为阴

性。血吸虫环卵沉淀反应阳性 2例。

2 胃镜及病理特点
    3例胃镜观察结果及病理特征与姚有涛报道相似川。病

变均在幽门前区，说明与胃血管分布密切相关。胃镜窥视
幽门及幽门前区粘膜充血水肿，有散在性白色粘液斑附着，1
例为慢性浅表性胃炎改变，1例胃窦粘膜苍白、透见红色血

管网呈慢性萎缩性胃炎改变。钳取胃粘膜活检，病理诊断
前者为中度浅表性胃炎伴轻度肠上皮化生 后者为浅表性

胃炎局限区萎缩伴 B。不典型增生，2例均有陈旧性血吸虫

卵沉积。另1例病变处粘膜粗糙伴结节样增生和浅演疡与糜

烂形成，皱壁中断，质地偏硬，病理证实为腺庙，虫卵与癌

组织并存

    笔者认为，对有血吸虫病史或生活于血吸虫病疫区，有

胃部不适的患者.应做胃镜检查:观察有无增生结节，颖粒
状粗糙、糜烂溃疡或息肉，并在这些部位取组织进行活检，以

便早期诊断、早期治疗。胃镜检查结合活检，诊断血吸虫病
准确率高，有实用价值
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