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摘要 目的 探讨早老素在日本血吸虫生殖发育及产卵中

的作用。方法 分别收集日本血吸虫尾蚴感染小鼠后 16、
18、24 d 后虫体，首先通过荧光定量 PCＲ 分析早老素在上述

3 个阶段表达; 从感染后 28 d 雌虫中分离卵巢，荧光定量

PCＲ 分析早老素在卵巢的表达量。体外培养 28 d 雌雄合抱

的成虫，应用 siＲNA 对早老素进行干扰，10 d 后，观察早老

素被敲降后对血吸虫产卵量，雌雄合抱及生殖系统的影响。
结果 荧光定量 PCＲ 结果显示，早老素在 24 d 雌虫表达量

明显上调，同时证实该基因在卵巢组织高表达。当早老素被

敲降后，雌雄合抱率和雌虫的产卵量也有明显下降。激光共

聚焦结果显示相对于对照组和 Mock 组，ＲNA 干扰组的生殖

细胞减少，生殖系统形态出现异常。结论 早老素在日本血

吸虫生殖发育和产卵中起重要调控作用。
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血吸虫病是热带地区高发的寄生虫病之一，虫

卵是其传播和致病最重要的因素［1 － 2］。血吸虫雌虫

性器官的发育成熟和产卵必须通过雌雄虫合抱方可

完成［3］。可能原因为雌雄合抱在虫体内启动了特

殊基因的表达，这些基因可能参与了调节血吸虫雌

虫的性成熟和产卵过程［4 － 5］。但是，雌雄合抱对雌

性生殖系统发育的影响及分子机制尚未完全确定。
早老素 ( presenilin，PS) 在多种动物体内均可

表达，具有多种生物学作用 ［6］。但其在血吸虫虫体

生殖发育中的作用尚未有报道。该研究首先运用荧

光定量 PCＲ 技术分析早老素基因在血吸虫发育各

个阶段的表达情况，随后通过 ＲNA 干扰( ＲNA inter-
ference，ＲNAi) 成虫的早老素基因，初步证实早老素

在日本血吸虫生殖系统发育中的作用。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 雌性 6 周龄昆明鼠由安徽省实验

动物中心提供，阳性钉螺( 含日本血吸虫尾蚴) 购自

湖南省血吸虫病防治研究所。
1． 2 主要试剂 Tween-20 及 DEPC 购自美国 Solar-
bio 公司; TＲIzol 购自美国 Invitrogen 公司; Protein-
aseK、LipofectamineTM ＲNAiMAX Ｒeagent、荧 光 定 量

PCＲ 试剂盒 ( SYBＲ Green ) 、10 × PCＲ buffer、dNT-
Pmix 及逆转录试剂盒( PrimeScriptTMＲT reagent Kit)
购自日本 TaKaＲa＆Clontech 公司; 三抗及引物委托

上海生工生物公司合成; ＲPMI1640、无添加剂的

M199 培养基、OPTI-MEM 及胎牛血清( FBS) 、糖原

购自美国 Gibco 公司; 其余试剂均为国产分析纯。
1． 3 日本血吸虫雌雄虫的收集 准备加满纯净水

的 10 ml 锥形瓶，并将感染日本血吸虫的钉螺放置

于瓶中，于 25 ℃、通风条件下光照 4 h，然后收集从

钉螺中逸出浮于水面的血吸虫尾蚴。每只昆明鼠裸

露腹部皮肤，给予 80 只左右的尾蚴经腹部皮肤感

染，昆明鼠分别在感染血吸虫后 16、18、24、28 d 处

死，收集虫体则使用肝门静脉灌注法，用 PBS 充分

冲洗虫体 3 次，将虫体上黏附的其他组织清洁干净，

分离雌虫及雄虫，并分别储存在 － 80 ℃、无 ＲNA 酶

环境中备用。
1． 4 日本血吸虫雌虫卵巢分离 取 50 ～ 60 条 28 d
的雌性血吸虫放入离心管里，用 PBS 清洗，加入表

皮消化剂，在 37 ℃ 水平摇床消化 5 min，弃去消化

剂，消化 4 次，然后加入弹性蛋白酶，当雌虫整个虫

体呈现松弛的团状时终止，将虫体倒入平皿中，加入

PBS，移液器吹打使卵巢从虫体释放。洗涤去卵巢

上的附着组织，将卵巢吸取收集，储存在 － 80 ℃ 备

用。
1． 5 日本血吸虫总 ＲNA 的提取 利用 TＲIzol 试

剂分别提取感染不同时期的血吸虫的总 ＲNA。1
mg 虫体加入 1 ml TＲIzol 试剂，使用常规酚氯仿法
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对总 ＲNA 进行抽提。ＲNA 浓度用 NanoDrop2000 测

定并记录，按照 TaKaＲa 公司的逆转录试剂盒说明

书的步骤进行 cDNA 合成。利用 Primer Premier5 软

件设计荧光定量 PCＲ 引物，设计好的引物由上海生

工生物公司进行合成。设计合成的引物序列如表

1。加样 操 作 按 照 荧 光 定 量 PCＲ 试 剂 盒 ( SYBＲ
Green) 的说明进行，而后 PCＲ 过程按 95 ℃ 10 s，95
℃ 15 s、60 ℃ 40 s( 40 个循环) ，95 ℃ 15 s、60 ℃ 1
min、95 ℃ 15 s 完成，结果分析通过 ABI StepOne
software 进行。

表 1 早老素及 PSMD4 的荧光定量 PCＲ 引物序列

基因名 引物序列( 5'-3')
早老素 F: TTGGTCGTGCAACACTTGAT

Ｒ: AAGCTGGTAATGCTCGTCGT
PSMD4 F: ACTTTGAACAGGAGATGGCGA

Ｒ: GCCTCAGGACAA CGGAACC

1． 6 ＲNA 干扰 根据 SjPS 的 mＲNA，利用 Thermo
Fisher 在线软件 ( https: / / rnaidesigner． thermofisher．
com) 设计小干扰 ＲNA ( siＲNAs) 的序列，送至上海

吉玛基因公司合成，并合成 1 管小干扰 ＲNA 为阴性

对照，序列见表 2。首先处死感染血吸虫尾蚴 28 d
后的昆明鼠，利用肝门静脉灌注法取出血吸虫虫体

并筛选出合抱的血吸虫至完全巴赫培养基培养，首

先使用 3 个不同的 siＲNA 对体外培养的成虫进行

ＲNAi，同时设置 DEPC 水组( Control) 、非特异性 siＲ-
NA 组 ( negative control， siNCTＲL ) 。根 据 Lipo-
fectamineTMＲNAiMAX Ｒeagent 说明书上的操作步骤

转染 siＲNAs，3 d 后收集培养的血吸虫虫体并提取

总 ＲNA，各组的干扰效率通过荧光定量 PCＲ 技术计

算并分析。使用同样条件进行 3 次平行重复实验

后，确定干扰效率最高的 SjPS siＲNA1。打乱所选取

的小干扰 ＲNA 序列，使用 NCBI 中的 BLAST 比对证

实其无特异性后，送至上海吉玛基因公司，合成错配

的 siＲNA，序列见表 1。分别设置 DEPC 水组( Con-
trol) 、SjPS SiＲNA1 组与 siＲNA1 错配组( Mock) ，并

分别于体外作用成虫 10 d，每天进行半量换液，培养

10 d 后于显微镜下计算合抱与未合抱的虫体数量

和虫卵数量，后收集所有培养的虫体，一半提取总

ＲNA，使用荧光定量 PCＲ 技术计算出 siＲNA 的干扰

效率，另一半虫体使用多聚甲醛固定后，利用中性树

胶封片，使用激光共聚焦显微镜观察干扰后血吸虫

虫体内生殖系统的形态学变化。
1 ． 7 激光共聚焦观测日本血吸虫生殖系统 从培

表 2 siＲNA 的序列

siＲNA 名称 序列( 5'-3')
SjPS siＲNA1 正义链: GCAGATATTGGCACACAAA

反义链: GCATTATACGGCACAGAAA
SjPS siＲNA2 正义链: GCTCTTCTCTATTCGACTA

反义链: GCTCTCTATTTGCACTCTA
SjPS siＲNA3 正义链: GGAATTACACGACGAGCAT

反义链: GGAACATCAGCGAGTACAT
siNCTＲL 正义链: TGCACCGGGCTCTGTCAAGGAA

反义链: AATCCATGTGCGCCCGACAACC
Mock 正义链: GCGAATACGAAGCACAATT

反义链: GGTTAACGCCAACAAATGA

养基中挑出培养的血吸虫完整虫体，并使用 PBS 清

洗，将雌虫与雄虫分离后，分别置入多聚甲醛固定液

中固定，使用盐酸卡红将固定好的虫体染色 24 h，再

脱色，待虫体呈现透明状态后，再转移到载玻片上，

使用中性树胶进行封片。在反射模式下，将激光共

聚焦扫描显微镜设置为 470 nm 波长的滤波器以及

488 nm 波长的 He /Ne 激光器，观察日本血吸虫两性

生殖系统结构形态是否发生变化。
1． 8 统计学处理 统计分析使用 GraphPad Prism
软件( 6. 0 版本) 进行。所有试验全部独立重复 3 次

及以上，组间比较采用单因素方差分析，事后两两样

本之间多重检验采用 Tukey 法，将各基因的相对表

达量、虫卵量以及雌雄合抱对数表示为均数 ± SEM，

P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 早老素在合抱前期、初期及后期的血吸虫雌虫

表达情况 应用荧光定量 PCＲ 技术分析比较早老

素在血吸虫感染 16、18、24 d 的雌性日本血吸虫虫

体内的表达情况。选择 PSMD4 为管家基因，标准化

反应，运用 2 －△△ct方法分析早老素 mＲNA 的相对表

达量，结果见图 1，从结果分析可知合抱后期的雌虫

体内早老素相对表达量( 89. 26 ± 6. 31) 高于其他两

组，差异有统计学意义( F = 196. 0，P ＜ 0. 001) 。

图 1 早老素在合抱前期、初期及后期的雌虫表达水平

与 16 d 比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 18 d 比较: ###P ＜ 0. 001
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2． 2 早老素在血吸虫雌性成虫、雄性成虫及雌性成

虫卵巢的表达情况 应用荧光定量 PCＲ 技术分析

比较早老素 mＲNA 在血吸虫雌性成虫、雄性成虫及

雌性成虫卵巢的表达水平。结果发现，早老素蛋白

在雌性血吸虫的卵巢中相对表达量( 3. 00 ± 0. 19 )

高于雌性及雄性血吸虫虫体，并且与其他两组的差

异有统计学意义( F = 118. 4，P ＜ 0. 001) 。而雌性血

吸虫虫体相对表达量( 1. 04 ± 0. 05 ) 及雄性血吸虫

虫体相对表达量( 0. 76 ± 0. 04 ) 之间差异无统计学

意义，见图 2。

图 2 早老素在雌性血吸虫成虫虫体、雄性血吸虫成虫虫体及

雌性血吸虫成虫卵巢中的表达水平

与雌性成虫虫体比较: ＊＊＊ P ＜ 0. 001; 与雄性成虫虫体比较:
###P ＜ 0. 001

2． 3 利用 siＲNA 干扰血吸虫成虫早老素基因 利

用 siＲNA 干扰技术，对体外培养的 4 周龄血吸虫成

虫的早老素基因进行干扰。首先，使用针对早老素

表达设计的 3 个不同的 siＲNA 对体外培养的血吸虫

成虫进行干扰，干扰 3 d 后收集虫体，利用荧光定量

PCＲ 技术计算出各组早老素的表达水平，从结果分

析中能够发现，在设计的 3 个 siＲNA 中，SjPS siＲ-
NA1 干扰后早老素的相对表达水平( 0. 34 ± 0. 028)

远低于其他两组，差异有统计学意义( F = 45. 18，P
＜ 0. 001) ，见图 3，故选择干扰效率较高的 SjPS siＲ-
NA1 进行下一步实验。然后利用 SjPS siＲNA1 对体

外培养 28 d 成虫的早老素基因进行干扰，于 10 d 后

收集虫体，同时提取总 ＲNA 并逆转录后，通过荧光

定量 PCＲ 技术，分析结果发现 SjPS siＲNA1 组的效

率与之前筛选实验的结果一致; 同时发现 SjPS siＲ-
NA1 组的雌雄合抱数( 10. 40 ± 0. 51) 低于 Control 组

( 12. 80 ±0. 73) 和 Mock 组( 12. 80 ± 0. 66) ，差异有统

计学意义( F = 4. 645，P ＜ 0. 05) ，见图 3; 虫卵计数的

结果显示 SjPS siＲNA1 组的产卵量( 1 308. 0 ± 75. 47)

比 Control 组( 2 872. 0 ±101. 7) 和 Mock 组( 3 043. 0 ±
149. 7) 均下降( F =71. 30，P ＜0. 001) ，见图 4。

图 3 体外筛选干扰效果最好的 SjPS siＲNAi

1: Control 组; 2: siNCTＲL 组; 3: SjPS siＲNA1 组; 4: SjPS siＲNA2

组; 5: SjPS siＲNA3 组; 与 Control 组比较: ＊＊＊ P ＜ 0. 001; 与 siNC-

TＲL 组比较: ###P ＜ 0. 001

2． 4 ＲNAi 对日本血吸虫生殖系统的影响 形态

学分析显示: 经过 siＲNA 干扰后的日本血吸虫雌虫

与雄虫的生殖系统形态均发生异常。Control 组和

Mock 组均显示雄性生殖系统由数个睾丸组成，且睾

丸之间衔接平滑，同时睾丸内含有多个不同发育阶

段的雄性生殖细胞，并且比较饱满，形态规则，呈圆

形，包括精原细胞和精母细胞。同时睾丸周围的基

质结构紧凑。然而，SjPS siＲNA1 组的血吸虫睾丸形

态发生了明显的变化。睾丸的尺寸变小，睾丸间的

衔接处出现褶皱，睾丸内精原细胞和精母细胞的数

量开始逐渐减少，且形态不规则，细胞间出现较明显

的间隙。除此之外，睾丸周围的基质也出现较多的

空洞结构。在 Control 组和 Mock 组雌虫中，卵巢后

部有大的成熟卵母细胞，前部有小的未成熟的卵母

细胞。然而，SjPS siＲNA1 组血吸虫雌虫卵巢内成熟

和未成熟卵母细胞界限被打破，卵母细胞分布杂乱，

且数量减少，甚至在卵巢内部出现了空洞与裂隙。
见图 5。

3 讨论

在我国主要流行的是日本血吸虫病［7］，其治疗

在很长一段时间内只能依靠吡喹酮药物，而长期使

用吡喹酮这种单一的药物存在化疗药物抗性的风

险［8 － 9］。血吸虫为雌雄异体。雌雄合抱、处于繁殖

期的日本血吸虫能够持续不断地产生大量的虫卵。
虫卵沉积在肝脏和肠系膜静脉，后者经肠黏膜损伤

而排出体外。沉积在脏器的虫卵能够形成虫卵肉芽

肿，导致纤维化。
昆明鼠感染后 16 d，虫体发育成合抱前期，18 d

为合抱初期，24 d 为合抱后期［10］。在前期实验中，

利用抑制性消减杂交技术筛选并鉴定日本血吸虫雌
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图 4 SjPS siＲNAi1 体外干扰对血吸虫产卵量及雌雄合抱的影响

A: 干扰后早老素基因相对表达水平; B: 干扰后雌性成虫产卵数量; C: 干扰后雌雄成虫合抱对数; 与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜

0. 001; 与 Mock 组比较: #P ＜ 0. 05，###P ＜ 0. 001

图 5 日本血吸虫 SjPS 被特异性敲降后卵巢及睾丸的形态学变化

A ～ C: 雌虫的卵巢; D ～ F: 雄虫的睾丸; A、D: Control 组; B、E: Mock 组; C、F: SjPS siＲNA1 组; OV: 卵巢; TE: 睾丸

虫在合抱前期、合抱初期和合抱后期的差异表达基

因，发现早老素在合抱后期表达量显著升高，推测早

老素可能在血吸虫生殖发育中起到一定作用，值得

进一步研究。
早老素在种属之间高度保守，可分为早老素-1

和早老素-2 两种异构体，但早老素在血吸虫中没有

异构体［11］。早老素主要通过构成 γ-分泌酶在高等

哺乳动物体内参与多种有关生殖发育的信号通路，

包括与生殖腺卵泡的发育、排卵及黄体化等有关的

Wnt 通路，以及与胚胎发生和卵母细胞发生在内的

多种发育过程有关的 Notch 通路［12］。有研究［13］表

明，针对体外培养的曼氏血吸虫，使用 γ-分泌酶制

剂 DAPT 处理后，可以观察到其虫卵发育被抑制，产

卵量减少。
本研究证实早老素在血吸虫合抱后期表达量急

剧升高，说明雌雄合抱启动了该基因的表达，同时证

实该基因在卵巢高表达，提示早老素在血吸虫的生

殖发育中，尤其在雌虫的生殖发育中起到重要作用。
通过对早老素基因的干扰，早老素被敲降后，抑制了

血吸虫的雌雄合抱和产卵量，说明早老素对维持日

本血吸虫雌雄合抱和产卵起到重要的调控作用，为

进一步研究其调控机制奠定了基础。本研究显示，

利用 siＲNA 干扰过日本血吸虫早老素基因表达后，

从中挑取培养 10 d 后仍然合抱的血吸虫成虫，将雌

雄虫分离后分别用卡红染色，制作成玻片标本，然后

在激光共聚焦显微镜下观察发现，在雄虫中，睾丸内

精原细胞和精母细胞的数量显著减少，睾丸的小叶

明显小于对照。在雌虫中，卵巢内成熟和未成熟卵

母细胞界限被打破，且数量减少。这些结果表明，早

老素被特异性抑制后，导致雄性和雌性的生殖细胞

分化与增殖受到抑制，而这些细胞的分化与增殖对

于成熟生殖细胞的起始和连续产生具有至关重要的

作用，在血吸虫体内，若成熟生殖细胞减少，那么卵

子的数量也将不可避免地减少，从而使虫卵的发育

和产生得到抑制。本研究同时证实 ＲNA 干扰组生

殖系统相比于空白组雌虫有明显的形态学改变，多

数早老素被敲降后的血吸虫睾丸和卵巢中出现空洞

与裂隙等异常结构，提示日本血吸虫的生殖系统发

育和分化受到了影响，从而抑制生殖细胞的增殖。
本研究显示，早老素受到抑制后雌虫的产卵量也明

显下降。接下来将进一步研究以早老素为中心的调

节生殖系统发育的信号传导途径，将有助于更好地

了解日本血吸虫的生殖生物学，发现调控日本血吸

虫生殖发育信号通路中的重要分子，为寻找可以抑

制血吸虫生殖发育的关键靶点奠定基础。
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The role of presenilin in the reproductive development of
Schistosoma japonicum

Yang Xuhan，Yang Fei，Shen Jijia，et al
( Dept of Microbiology and Parasitology，Anhui Provincial Laboratory of Pathogen Biology and

Anhui Key Laboratory of Zoonoses，School of Basic Medicine，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the role of presenilin in the reproductive development and oviposition of Schistoso-
ma japonicum( S． japonicum) ． Methods The 16，18，24 or 28 days post infection ( dpi) worms were collected
from the mice infected with S． japonicum，then the expression levels of presenilin in the 16，18 or 24dpi S． japoni-
cum females were analyzed by real-time quantitative reverse transcription PCＲ( qＲT-PCＲ) ; The ovaries were col-
lected from 28 dpi S． japonicum females，then the expression levels of presenilin in ovary were analyzed by qＲT-
PCＲ． The paired schistosomes of 28 dpi were transfected with specific presenilin siＲNA and cultured in vitro for 10
days，then the morphological changes in reproductive organs，male-female pairing and egg production were ob-
served after presenilin gene knockdown． Ｒesults The presenilin mＲNA expression levels in females 24 dpi were
markedly higher than those in females 18 dpi or 16 dpi，in both male and female parasites，higher amounts of the
presenilin gene were expressed in ovary tissues． The ＲNAi of 28 days＇pairing worms were treated with siＲNA，after
10 days of culture in vitro，the results showed that compared with the control group and the Mock group，the male
and female pairing rate of the experimental group decreased significantly; the results of confocal laser scanning mi-
croscope showed that in the interference group，the morphology of the reproductive system changed，the number of
germ cells decreased and the morphology was abnormal． Conclusion Presenilin plays an important role in the re-
productive development and oviposition of S． japonicum．
Key words Schistosoma japonicum; presenilin; ＲNA interference; reproduction
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