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白纹伊蚊渊A edes albopictus冤是一种重要的医学昆
虫袁 不仅可传播登革热尧 西尼罗热尧 黄热病和基孔肯
雅热渊Chikungunya冤等虫媒病毒病咱1袁2暂袁 而且在白纹伊

蚊刺叮宿主时袁 注入宿主的唾液组分可导致宿主局部
发生强烈的变态反应性炎症袁 表明其唾液组分是强烈
的过敏原咱3暂遥 研究证实蚊虫唾液组分是一种具有潜在
药理活性的液体袁 对脊椎动物宿主有抗凝血尧 抗炎和
调节宿主免疫功能的作用袁 在促进蚊媒吸血及传播疾基金项目院 国家自然科学基金 渊No. 30600515冤曰 贵州省省长基金
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腺苷脱氨酶、C型凝集素及丝氨酸蛋白酶抑制剂
基因在白纹伊蚊唾液腺中的表达
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揖Abstract铱 Objective To express the genes of adenosine deaminase渊ADA冤, C鄄lectin and serpin 渊serine protease

inhibitor冤 in the salivary gland of Aedes albopictus. Methods Total RNA was extracted respectively from salivary glands
of unfed 渊group SG冤 and engorged adult female Ae. albopictus mosquitoes 渊group BSG冤, female carcasses without head
and salivary gland (group C), and male bodies without heads but with salivary glands (group M). After the primers for the
genes of ADA, C鄄lectin and serpin were designed respectively according to the reported Ae. albopictus gene sequences in
GenBank, real鄄time fluorescent quantitative RT鄄PCR was performed to detect expression level of these genes in different tissues
of Ae. albopictus using 茁鄄actin as internal reference. Results The mRNA expression level of ADA gene in the salivary
glands from unfed adult female mosquitoes 渊group SG冤 was 545 and 123 times higher than those of female carcasses
without head and salivary gland 渊group C冤 and male bodies without heads but with salivary glands 渊group M冤 渊P约0.01冤.
In group SG, C鄄lectin was 3 929 and 4 973 times higher than that in group C and M 渊P约0.01冤. High level of mRNA
coding for serpin was detected in group SG, being 1 911 and 2 978 times higher than that in group C and M 渊P约0.01冤.
There was no significant difference in ADA, C鄄lectin and serpin mRNA levels between unfed and engorged salivary
glands 渊P跃0.05冤. Conclusion ADA gene can be expressed in various mosquito tissues, but higher in salivary glands.
The genes of C鄄lectin and serpin have been highly expressed specifically in salivary gland of female mosquito.

揖Key words铱 Aedes albopictus曰 Real鄄time fluorescent quantitative RT鄄PCR曰 Adenosine deaminase曰
C鄄lectin曰 Serpin

Supported by the National Natural Science Foundation of China 渊No. 30600515冤 and a Governor Fund of Guizhou Province

揖论著铱文章编号院1000鄄7423渊2010冤鄄03鄄0190鄄04

吴家红袁 程金芝袁 陈璐袁 孙宇

揖摘要铱 目的 了解腺苷脱氨酶渊adenosine deaminase袁 ADA冤基因尧 C型凝集素渊C鄄lectin冤基因和丝氨酸蛋白酶抑制
剂渊serine protease inhibitor袁 serpin冤基因在白纹伊蚊唾液腺中的表达情况遥 方法 分别制备未吸血雌蚊唾液腺 渊SG组冤
和吸血雌蚊唾液腺 渊BSG组冤尧 雌蚊躯体渊无头无唾液腺袁C组冤和雄蚊组织渊无头含唾液腺袁M组冤的总 RNA袁 采用实时荧
光定量 RT鄄PCR技术袁 以 茁肌动蛋白渊茁鄄actin冤基因作为内参袁 根据 GenBank公布的 ADA尧 C鄄lectin和 Serpin基因序列设
计特异性引物进行 RT鄄PCR袁 分析以上基因在不同组织中的表达情况遥 结果 与雌蚊躯体和雄蚊组织中相对表达量相

比袁 ADA基因在雌蚊唾液腺中的表达分别提高了 545倍和 123倍渊P约0.01冤曰 C鄄lectin基因在雌蚊唾液腺中的表达分别提
高了 3 929倍和 4 973倍渊P约0.01冤曰 Serpin基因在雌蚊唾液腺中的表达分别提高了 1 911倍和 2 978倍渊P约0.01冤遥 吸血前
后雌蚊唾液腺中 ADA尧 C鄄lectin和 Serpin等 3个基因的表达差异无统计学意义 渊P跃0.05冤遥 结论 ADA在蚊虫组织中均
有表达袁 在雌蚊唾液腺中高表达曰 C鄄lectin和 serpin基因在雌蚊唾液腺中特异高表达遥
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病方面具有重要意义咱4暂袁 因此对蚊虫唾液腺转录组学
和蛋白质组学的研究非常重要遥 Arca等咱2暂率先采用分
子生物学方法构建了白纹伊蚊唾液腺 cDNA 全长文
库袁 其中腺苷脱氨酶基因渊adenosine deaminase袁 ADA冤尧
C型凝集素基因渊C鄄type lectin袁 C鄄lectin冤和丝氨酸蛋
白酶抑制剂基因渊serine protease inhibitor袁 Serpin冤是
从该文库中获得的全长基因遥 生物信息学分析提示
ADA尧 C鄄lectin和 Serpin这 3个基因具有信号肽序列袁
说明它们可能参与构成蚊唾液的组分遥 为了进一步明确
它们是否在雌蚊唾液腺中特异性高表达袁 本研究采用
实时荧光定量 RT鄄PCR技术从 mRNA水平进行探讨遥

材料与方法

1 材料

1.1 蚊虫 白纹伊蚊广州株袁 引自军事医学科学院
微生物流行病研究所媒介生物学与控制研究室袁 由本
室常规养殖袁 温度渊25依2冤 益袁 相对湿度渊80依5冤%袁 光
照 14 h/d袁 羽化后喂食糖水遥
1.2 主要试剂和仪器 Trizol试剂购自美国 Invitrogen
公司袁 逆转录试剂盒渊PrimeScriptTM RT reagent Kit冤和
荧光定量 PCR试剂盒 渊SYBR訩 Premix Ex TaqTM冤购自
日本 Takara公司袁 DNA酶玉试剂盒渊Deoxyribonuclease
玉冤 购自美国 Invitrogen公司袁 其他试剂均为国产分析
纯遥 荧光定量 PCR仪 渊ABI 7300型冤为美国 ABI公司
产品遥

2 方法

2.1 总 RNA制备 按文献咱5暂的方法解剖唾液腺袁 获
得 5日龄未吸血雌蚊唾液腺渊SG组冤, 饱血雌蚊唾液
腺渊吸血 2 h袁 腹部饱胀者曰 BSG组冤,去除唾液腺后剩余
雌蚊组织渊即雌蚊躯体组袁 C组冤, 羽化后 5日龄的雄
蚊组织渊无头含唾液腺袁 M组冤与雌蚊组织渊无头含唾
液腺袁 F组冤遥 SG组与 BSG组各取 100对唾液腺袁 C
组尧 M组和 F组各取 5个组织袁 分别加入 0.5 ml Tri鄄
zol试剂袁 按操作说明进行总 RNA提取遥 通过 1.2%琼

脂糖凝胶电泳检测总 RNA的质量袁 使用紫外分光光
度计检测总 RNA的吸光度 渊A 260尧 A 280冤袁 计算浓度遥
使用 DNA酶玉试剂盒去除 DNA袁 去除 DNA 后的总
RNA直接用于反转录遥
2.2 cDNA的合成 按照逆转录试剂盒的说明操作遥
每组 3 个样品袁 反应体系为总 RNA 500 ng袁 5伊
PrimeScript缓冲液 2 滋l袁 PrimeScript酶混合物 0.5 滋l袁
寡核苷酸多聚 T引物 渊Oligo dT冤 和随机 6碱基引物
渊random 6 mers冤引物各 0.5滋l袁 加无RNA酶水至 10 滋l遥
反应条件院 37 益 30 min袁 85 益 5 s遥 产物于-20 益保
存备用遥
2.3 荧光定量 PCR 参考 GenBank中白纹伊蚊相应
基因的核苷酸序列设计特异引物渊表 1冤袁 引物由宝生
物工程渊大连冤有限公司设计尧 合成遥 将 F组 cDNA进
行 10倍倍比稀释作为模板袁 分别对 4个基因进行荧
光定量 PCR袁 构建标准曲线袁 计算 PCR效率遥 取约
5 ng各组逆转录产物 渊cDNA冤为模板进行 PCR袁 按照
荧光定量 PCR试剂盒的说明书进行袁 每个样品重复
3次袁 每组 3个样品遥 反应体系为 2伊预混合 Ex DNA
聚合酶 渊Premix Ex TaqTM冤 10 滋l袁 10 滋mol/L上尧 下游
引物各 0.8 滋l袁 50伊ROX参考染料 0.4 滋l袁 模板 5 ng袁
加无 RNA酶水至 20滋l遥 反应条件院 95 益 30 s曰 95 益
5 s袁 60 益 34 s袁 共 40个循环遥 反应结束后确认实时
PCR反应的扩增曲线和熔解曲线遥
2.4 定量 PCR数据分析 采用比较 CT值法咱6暂袁 确定
特定荧光域值对应循环数的 CT 值袁 对目标基因定
量遥 采用 SPSS 12.0软件进行统计分析袁 各组数据采
用析因方法分析遥

结 果

1 总 RNA浓度及完整性鉴定结果
所有样品的 A 260/A 280值均在 1.8耀2.0之间遥 经琼

脂糖凝胶电泳袁 可见 18S rRNA和 28S rRNA两条明
亮清晰的条带袁 其中 18S rRNA 的亮度是 28S rRNA
的两倍袁 说明总 RNA未降解 渊图 1冤遥

参考序列Reference sequence
DQ657949
AY826070
AY826088
AY826096

PCR效率PCR efficiency
98%
92%
96%
97%

表 1 白纹伊蚊相关基因引物
Table 1 Specific primer of related genes in Ae. albopictus

靶基因Target gene
茁鄄肌动蛋白 茁鄄actin
C型凝集素 C鄄lectin
腺苷脱氨酶 ADA
丝氨酸蛋白酶抑制剂 Serpin

引物序列渊5忆寅3忆冤Primer sequence
正向 Forward院 GCTACGTCGCCCTGGACTT
反向 Reverse院 AGGAACGACGGCTGGAAGA
正向 Forward院 GCTATCTCTCTCGCAGACCTCAC
反向 Reverse院 CCAATCCCAGCCGTTCCT
正向 Forward院 CGGAGGTTTACGACTTGGATG
反向 Reverse院 GTAGATGAACTTGACGCCGATG
正向 Forward院 AAAGGGATTGACCGCACTACA
反向 Reverse院 TTGGAGAAAAGGGAACTGAACAC

产物渊bp冤Product
151
130
122
129
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2 C鄄lectin袁 ADA和 Serpin相对定量检测
以 茁鄄actin基因作为内参袁 采用比较 CT值法对 3

个基因在不同组织中及吸血前后雌蚊唾液腺中的表

达情况进行分析 渊表 2冤遥 结果显示袁 C鄄lectin基因在
雌蚊唾液腺组中相对表达量是雌蚊躯体组的 3 929
倍袁 是雄蚊组织组的 4 973倍曰 未吸血雌蚊唾液腺组
C鄄lectin基因表达与雌蚊躯体组尧 雄蚊组织组相比袁
差异有统计学意义渊P约0.01冤遥 Serpin基因在雌蚊唾液
腺组中相对表达量是雌蚊躯体组的 1 911倍袁 是雄蚊

组织组的 2 978倍袁 未吸血雌蚊唾液腺组 Serpin基因
表达与雌蚊躯体组尧 雄蚊组织组相比袁 差异有统计学
意义渊P约0.01冤遥 ADA基因在雌蚊唾液腺组中相对表达
量是雌蚊躯体组的 545倍袁 是雄蚊组织组的 123倍曰
而且 ADA基因在雄蚊组织组中的相对表达量是雌蚊
躯体组的 4.44倍袁 说明 ADA基因在 3种组织中均有
表达袁 但在雌蚊唾液腺中属高丰度表达遥

讨 论

近年来袁 蚊虫唾液腺组学的研究结果表明袁 唾液
组分以蛋白为主袁 一种蚊虫唾液组分约有 70耀100种
蛋白袁 它们可能参与唾液组分的抗凝血尧 抗炎及调节
宿主免疫功能袁 促进病原传播咱7暂遥 然而袁 多数蛋白分子
参与抗凝血与传播疾病的具体情况尚不清楚遥 因此袁
进一步阐明它们的表达特征及功能对于发现新的药理

活性分子或开发疫苗以阻断虫媒病的传播具有重要意

义遥 为此袁 本研究利用实时荧光定量 RT鄄PCR技术初
步获得了 C鄄lectin袁 ADA和 Serpin基因在蚊虫组织中
差异表达的特征遥

C鄄lectin是一类能选择性地识别糖并与之非共价
可逆结合的非酶尧 非抗体蛋白质遥 在结构上均具有一
个共同的结构特征袁 即含有一个或多个糖识别域遥 活
性依赖于 Ca2+者称为 C型凝集素袁 其种类繁多袁 是一
个庞大的超家族咱8暂遥 有研究显示袁 昆虫体内的 C鄄lectin
是一类免疫相关的蛋白袁 参与昆虫先天性免疫咱1暂遥 本

M院 DNA标志物曰 1院 未吸血雌蚊唾液腺组曰 2院 饱血雌蚊唾液腺组曰
3院 雌蚊躯体组 渊无头无唾液腺冤曰 4院 雄蚊组织组 渊无头含唾液腺冤遥
M院 DNA marker曰 1院 Salivary glands from unfed adult female
mosquitoes曰 2院 Salivary glands from blood鄄fed adult female
mosquitoes曰 3院 Female carcasses without head and salivary gland曰
4院 Male bodies without heads but with salivary glands.

图 1 各组样品的总 RNA电泳图谱
Fig1 Agarose gel electrophoresis of total RNA

bp
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CT值 CT value
24.11依0.20

17.23依0.26

22.30依0.07

CT值 CT value
24.56依0.06

15.87依0.05

25.54依0.00

表 2 C鄄lectin尧 ADA和 serpin基因在不同组织中的表达差异渊n=3冤
Table2 Variation in expression of the C鄄lectin, ADA, serpin genes in different tissues (n=3)

组别 Group
雌蚊躯体组渊C组冤Female carcasses without headand salivary gland渊Group C冤
未吸血雌蚊唾液腺组渊SG组冤Salivary glands from unfed adultfemale mosquitoes渊Group SG冤
雄蚊组织组渊M组冤Male bodies without heads butwith salivary glands 渊Group M冤

茁鄄actin CT值
CT value

17.23依0.02

19.44依0.20

17.57依0.09

CT值 CT value
26.56依0.08

16.83依0.05

27.24依0.01

2-吟吟Ct

1

3 929*

0.79

2-吟吟Ct

1

545*

4.44*

2-吟吟Ct

1

1 911*

0.64

C鄄lectin ADA Serpin

注院 与 C组相比袁 * P约0.01遥 Note院 Compared with group C袁 * P约0.01.

CT值 CT value
17.23依0.26

17.99依0.04

CT值 CT value
15.87依0.05

15.80依0.06

表 3 吸血前后 C鄄lectin尧 ADA和 serpin基因在唾液腺组织中的表达差异渊n=3冤
Table3 Variation in expression of the C鄄lectin, ADA, serpin genes in salivary glands from unfed and blood鄄fed mosquitoes (n=3)

组别 Group
未吸血雌蚊唾液腺组渊SG组冤Salivary glands from unfed adultfemale mosquitoes渊Group SG冤
饱血组雌蚊唾液腺组渊BSG组冤Salivary glands from engorgedadult female mosquitoes渊Group BSG冤

茁鄄actin CT值
CT value

19.44依0.20

19.69依0.05

CT值 CT value
16.83依0.05

17.10依0.07

2-吟吟Ct

1

0.98

2-吟吟Ct

1

0.71*

2-吟吟Ct

1

1.25

C鄄lectin ADA Serpin

注院 与 C组相比袁 * P约0.01遥 Note院 Compared with group C袁 * P约0.01.
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研究的结果显示袁 C鄄lectin基因在雌蚊唾液腺中的表
达较雌蚊躯体渊无唾液腺冤和雄蚊组织渊含唾液腺冤的表
达水平高 3 929倍和 4 973倍袁 说明 C鄄lectin基因在
雌蚊唾液腺中特异性高表达遥

Serpin是丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族袁 广泛存在
于动尧 植物体内遥 有研究显示昆虫体内也有 Serpin的
多个成员遥 对冈比亚按蚊丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族
成员之一 SRPN2的研究显示袁 当 SRPN2基因被敲除袁
伯氏疟原虫渊Plasmodium berghei冤入侵蚊胃壁受阻咱9暂遥
本研究的结果显示袁 Serpin基因在雌蚊唾液腺中的表
达是雌蚊躯体 渊无唾液腺冤 和雄蚊组织 渊含唾液腺冤
的 1 911倍和 2 978倍袁 说明 Serpin基因在雌蚊唾液
腺中特异性高表达遥
此外袁 C鄄lectin和 Serpin基因在雄蚊组织中的表

达分别是雌蚊躯体的 0.79倍和 0.64倍袁 差异无统计
学意义渊P跃0.05冤袁 进一步说明 C鄄lectin和 Serpin基因主
要参与雌蚊唾液组分的构成袁 可能在雌蚊吸血与传播
疾病方面有重要作用袁 可作为研究其参与蚊虫吸血与
传播疾病的靶标基因遥

ADA是一种腺苷脱氨酶袁 在嘌呤核苷代谢中具有
重要作用遥 吸血节肢动物唾液中的 ADA伴随吸血过
程进入宿主袁 降低宿主局部皮肤的腺苷浓度袁 解除宿
主的不适感受袁 有利于吸血节肢动物吸血袁 具有明显
的抗炎作用遥 此外袁 有研究显示袁 ADA可促进病原体
在宿主体内的定殖袁 改变表皮的血管通透性袁 促进病
原体进入宿主的血液循环咱10暂遥 本研究的结果显示袁 与
雌蚊躯体 渊无唾液腺冤中表达水平相比袁 ADA基因在
雌蚊唾液腺和雄蚊组织渊含唾液腺冤中的表达量分别上
升了 545倍和 4.44倍袁 说明 ADA基因不仅在雌蚊唾
液腺中有高丰度表达袁 而且在雄蚊唾液腺中也有表达遥
吸血行为是雌蚊的一个重要生态习性遥 Kato等咱11暂

发现巴浦白蛉渊Phlebotomus duboscqi冤唾液腺中 ADA
酶活性在吸血后显著降低遥 Riberio等咱10暂也发现埃及伊
蚊唾液腺组织中 ADA酶活性在吸血后显著降低遥 然
而本研究显示袁 C鄄lectin尧 Serpin和 ADA在饱血雌蚊
唾液腺中 mRNA 相对表达量分别是未吸血雌蚊的
0.98尧 0.71和 1.25倍袁 差异无统计学意义袁 提示吸血
行为不能诱导这 3个基因在转录水平上发生变化遥 然

而袁 蚊虫是一类瞬时吸血的昆虫袁 可能是吸血的时间
太短袁 未能诱导蚊虫发生相应的应对策略遥 本研究选
择的时相恰好是饱血零时袁 如将饱血后的时间向后延
伸袁 或许会有新的发现遥 本研究的结果显示袁 C鄄lectin
和 Serpin基因是白纹伊蚊雌蚊唾液腺特异表达基因袁
ADA基因是白纹伊蚊雌蚊唾液腺高表达基因遥 这一
结果为进一步研究这 3种基因结构特征及其在蚊虫吸
血尧 传播疾病中的作用奠定基础遥
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