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!

要!为了进一步研究蜱吸血时唾液腺的基因表达调控机制!并为蜱疫苗的制备筛选功能性抗原!本试验对从亚

洲璃眼蜱雌蜱吸血前后唾液腺消减文库中筛选出的一个具有
*+,

-

"

.

#尾的
/01

序列
.$2

进行了研究&首先运用

3.4/

技术扩增出该基因的
56

端!在此基础上设计引物!扩增出该基因全长!此基因全长
)$27

8

!其开放阅读框从

第
&5

个碱基始至第
2%9

个碱基止!预测分子量为
$2'$):;

!等电点
('$$

&生物信息学结构分析表明该基因含有跨

膜区及多个活性位点!可能与细胞内
<=.

的转录相关%该基因与现有其他基因同源性很小!为一新基因%

31!*43

结果显示该基因在半饱血雌蜱的唾液腺'蜱壳'中肠均有表达!但在壳中表达丰度稍低&本研究克隆的
.$2

基因序

列已登录
>?@AB@:

!序列号为
/C#)%%92

&

关键词!亚洲璃眼蜱%

.$2

%基因克隆%表达模式
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蜱不仅是家畜重要的体外寄生虫!更为重要的

是!它们是许多人和动物重要疾病的传播媒介!经蜱

传播的病原体有细菌'病毒'真菌'立克次体'螺旋体

以及原虫(

#

)

&因此开展蜱和蜱病控制的研究非常必

要&目前!从分子水平上寻求有效抗原以实现免疫

控蜱正成为研究的热点!已经成功研制的抗蜱疫苗
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和相继发现的一批有开发潜力的功能分子为控蜱研

究展示了美好的前景&

!!

唾液腺是蜱最重要的生理器官!在蜱长时间的

吸血过程中!唾液腺能分泌大量活性分子!并且呈现

出吸血前后的差异表达!这些活性分子在维持蜱吸

血和病原传播中发挥着巨大的作用!特别是其中的

差异表达分子!了解其种类有助于阐明蜱吸血的机

制!并且可能成为蜱疫苗的重要目标抗原&目前分

离这些分子主要采用抑制消减技术!这种技术能缩

小基因的筛选范围!提高基因的分离效率!对一些低

丰度表达的分子也同样适用&

!!

本试验选择亚洲璃眼蜱"

<

1

$:+88$$3($#("?

58

#雌蜱吸血前和吸血后的蜱唾液腺消减文库中一

个具有
*+,

-

"

.

#尾的
/01

序列进行全长基因克隆

和该基因表达模式研究&

&

!

材料和方法

&G&

!

病原及宿主动物

!!

亚洲璃眼蜱采自新疆巴州绵羊!从自然感染的

健康畜体采集蜱源!经鉴定后!兔体人工饲养得到单

克隆成年蜱群%新西兰大白兔!购自中国科学院上海

实验动物中心&

&G!

!

试剂

!!

/'"+:(<S!5

"

菌株!为本实验室保存&

13!

WRT_

试剂'

</*4

试剂和玻璃珠
<=.

胶回收试剂

盒购自上海生物工程公司%

;$

@

<=.

聚合酶购自

AJ+0NBX

公司%

3.4/

反应试剂盒和
0IBXNO<=.

文

库消减试剂盒为
W@\JNX+

U

?@

公司产品%

8

>/ !̀1

/BZ

-

载体购自
*X+I?

U

B

公司%质粒
<=.

提取试剂

盒和合成引物购于赛百盛公司&

&G$

!

半饱血和未吸血亚洲璃眼蜱雌蜱唾液腺总

HI<

的提取

!!

挑选饱血自然脱落的体大'无损伤雌蜱!兔体人

工饲养孵化传代!发育至成蜱!先预留
$%

只雌蜱%再

将雄蜱和雌蜱各
#5

只混养于兔耳!按文献(

$

)方法

操作&待其吸血
5Y

后摘下雌蜱
#%

只!分别分离半

饱血和吸血前雌蜱的唾液腺!在液氮中充分研磨后!

加入
13WRT_

试剂!在匀浆器中充分匀浆!按
13!

WRT_

试剂产品说明书分离唾液腺总
3=.

&紫外分

光光度计测
3=.

浓度!分装保存于
a2%b

&

&GJ

!

基因的获取

!!

采用
0IBXNO<=.

文库消减试剂盒按说明书对

获得的两种唾液腺总
3=.

进行消减'克隆和测序!

共测得
#%%

多个目的序列!选择其中一个目的序列!

用
<=.`.=

和
>?@?N

-

H

分析其结构&

&G'

!

目的基因
'K

端的扩增

!!

根据目的序列在软件中的分析结果!设计
56!

3.4/

引物!该
*43

扩增特异性引物为
>0*#

$

56!

1>1.41>>.>4.1>4.4!&6

!

>0*$

$

56!>.>4.!

4.44>>>14.>>14411>!&6

!

>0*&

$

56!41!

14.1414>11>>>1>.14!&6

!

.C.*

$

56!1.!

.1>>14>1>414.1>>!&6

&按
56!3.4/

方 法

"见图
#

#!以亚洲璃眼蜱半饱血雌蜱唾液腺总
3=.

为模板进行反转录后!

=?ZN?Y!*43

扩增
O<=.

的

56

端&

*43

反应条件$

F(b

预变性
(IJ@

%

F(b

变性

(%Z

!

55b

退火
(%Z

!

2$b

延伸
#IJ@

!

&5

个循环%

2$

b

延伸
#%IJ@

&

*43

产物经
#c

琼脂糖凝胶电泳!

回收目的条带!连入
8

>/̀ !1/BZ

-

载体!转化
A/

"+:(<S5

"

细胞!经
*43

鉴定后!测序&

图
&

!

6LB'K

端克隆示意

M3

4

G&

!

NO,0O3,F*>-+*232

4

'K,259*>6LB

&GP

!

H<16Q:1H

克隆目的基因的全长
-RI<

!!

根据
56

端的测序结果!拼接出长目的基因!再

在该序列两端设计扩增全长基因的引物"上游引物$

56!4..144.>1>14>...4.1>4>4!&6

!下 游

引物$

56!.4>41.41141>4>..4>44!&6

#&以

亚洲璃眼蜱半饱血雌蜱唾液腺总
3=.

为模板!按

&6!3.4/

方法"参照说明书#反转录出第
#

链
O<!

=.

!再以此为
*43

反应模板!

=?ZN?Y*43

扩增该

基因全长&扩增条件$

F(b

预变性
(IJ@

%

F(b(%

Z

!

5(b#IJ@

!

2$b#IJ@

!共
&5

个循环%循环结束

后
2$b

延伸
#%IJ@

&回收目的条带!连入
8

>/ !̀1

/BZ

-

载体上!转化
A'"+:(<S5

"

细胞!经
*43

鉴定

和内切酶"

A"+3

#

D-$"

#

#鉴定后测序&最后!对

比原拼接序列!综合分析获得全长
O<=.

序列&本

研究克隆的
.$2

基因序列已登录
>?@AB@:

!序列号

为
/C#)%%92

&

$%$
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期 王玉霞等$亚洲璃眼蜱
.$2

基因的克隆和表达模式分析

&G(

!

重组蛋白的原核表达

!!

在
O<=.

序列信号肽位点后设计特异性引物

"上游引物$

56!4>>B!!;;6B!B!66B6;;B?

B666!;!B?&6

%下 游 引 物$

56!14. 6;6B!B

6;!BBB6!;B;!6;BB!B6!;?&6

#!并使其分

别带有
A"+3

#

和
C,+

#

位点!以
O<=.

为模板扩

增编码蛋白质序列!克隆到
8

>/ !̀1

载体!重组质

粒酶切消化后!连接到
8

/1&$B

"

D

#&经测序确证

后!重组质粒转化到大肠杆菌
A_$#

"

</&

#!用
#

I+,

*

_W*1>

诱导重组蛋白的表达&对照蛋白
$$

:;

的
13d

由空表达载体
8

/1&$B

"

D

#诱导产生&

&G#

!

HBQ:1H

分析目的基因的组织表达特异性

!!

分离半饱血亚洲璃眼蜱雌蜱的蜱壳'中肠'唾液

腺!分别提取
3=.

!合成相应的
O<=.

&再以这几

个部位的
O<=.

为模板!用目的基因全长引物在全

长
*43

扩增条件下逐一扩增!

#c

琼脂糖凝胶电泳

分析该基因的表达情况!将蜱
$"#()

基因作为
31!

*43

内参基因!以保证模板
O<=.

的完整性&同法

比较该基因在半饱血和未吸血状态的亚洲璃眼蜱雌

蜱唾液腺内的表达&

!

!

结果与分析

!G&

!

目的基因全长
-RI<

的克隆

!!

56!3.4/

方法
=?ZN?Y*43

扩增目的序列
O<!

=.56

端!获得
5%%7

8

左右的基因片段"见图
$

#!鉴

定后按
&6!3.4/

的方法扩增全长基因!获得与预

期大小基本一致的
25%7

8

左右基因片段!经
*43

鉴定后"见图
&

#!测序!拼接获得全长基因序列&

!G!

!

目的基因的全长序列及生物信息学分析

!!

所克隆的
O<=.

全长序列及其推导氨基酸序

列见图
(

&此基因全长
)$27

8

!其开放性阅读框从

第
&5

个碱基始至第
2%9

个碱基止!预测分子量为

$2'$):;

!等电点
('$$

!故将其定名为
.$2

基因&

通过
*Z+X'+X

U

网站分析其信号肽位置!发现在第
#)

和
#F

个氨基酸之间!存在
#

个可能的切割位点!其

可能性为
2F'&c

%跨膜结构预测表明该序列所编码

的前
5%

个氨基酸内可能存在
#

个跨膜区!亚细胞定

位有
(&'5c

位于细胞核%此外!还利用
/H

8

BZ

-

的

0OB@

8

X+ZJN?

软件对该基因进行了结构和功能域分

析!结果表明!该基因具有
$

个酪氨酸硫酸化位点'

5

个蛋白激酶
4

磷酸化位点'

9

个酪蛋白激酶磷酸位

点'

#

个酪氨酸激酶磷酸化位点'

(

个
=!

糖基化作用

部位和
#

个
=!

豆蔻酰化位点%再采用
=4AW

网站的

'̀<=.

标准分子量%

#

'

&

'

9'.$2!5X

的
*43

产

物%

$'.$2!5X

的阴性对照"无模板#%

('.$2!5X

的

阴性对照"

.C.*DS

$

T

#%

5'.$2!5X

的阴性对照

"

>0*

&

DS

$

T

#

'̀$%%%7

8

,BYY?X

%

#

!

&

!

9'*43

8

X+Y;ONZ+[.$2!

5X

%

$'=?

U

BNJ\?O+@NX+,+[.$2!5X

"

@+N?I

8

,BN?

#%

('=?

U

BNJ\?O+@NX+,+[.$2!5X

"

.C.*DS

$

T

#%

5'=?

U

BNJ\?O+@NX+,+[.$2!5X

"

>0*

&

DS

$

T

#

图
!

!

'KQH<162,9;,5:1H

电泳结果

M3

4

G!

!

I,9;,5:1H>0/

4

A,2;9

4

,2,0/;,5D

=

'KQ

H<16

'̀<=.

标准分子量%

#'.$2

全长鉴定%

$'.$2

全长

'̀$%%%7

8

,BYY?X

%

#'W@Y?@NJ[JOBNJ+@+[*43

8

X+Y!

;ONZ

%

$'4+I

8

,?N?Z?

^

;?@O?+[.$2

图
$

!

!!(

全长的克隆鉴定

M3

4

G$

!

:1H

8

0*5.-;*>!!(>0*A;?,0,-*AD32,

8

+/9A35-*2;/32

8

@6)QBQ!!(

A_.01

程序对该基因进行同源性搜索!由表
#

的

结果可见!该基因与现有其他基因的同源性很低!最

高仅
&2c

!为一新基因&

!G$

!

蛋白表达结果

!!

该基因在
8

/1&$B

原核表达系统中不能正常表

达&后再尝试在
8

>/d!(1

系统中也未成功&

!GJ

!

组织表达特异性分析

!!

以亚洲璃眼蜱半饱血和未吸血雌蜱唾液腺内

3=.

反转录的
O<=.

为模板扩增!仅能从前者中

扩增出
25%7

8

左右的特异条带!说明
.$2

基因为唾

&%$
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的全长基因序列和推测的氨基酸序列

M3

4

GJ

!

1*A

8

+,;,2.-+,*;35,9,

S

.,2-,/255,5.-,5/A32*/-359,

S

.,2-,*>!!(

表
&

!

!!(

与其他物种基因的氨基酸序列同源性比较
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液腺吸血后差异表达的基因"见图
5

#&以半饱血雌

蜱蜱壳和中肠
O<=.

为模板!均能扩增出目的条

带!但从中肠中扩增的条带稍亮"见图
9
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讨
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论
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差异表达基因常为重要的疫苗作用靶!是蜱功
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基因的克隆和表达模式分析
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基因在半饱和未吸血雌蜱唾液腺内

的表达分析
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!!(

基因在半饱血亚洲璃眼蜱雌蜱组织分

布的
HBQ:1H

分析
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能基因研究的重要对象(

&

)

!运用抑制消减杂交技术

建立
O<=.

文库!分离同一遗传背景下的差异表达

基因!是行之有效的方法(

(

)

&大量研究表明!唾液腺

与蜱的生理活动密切相关!并且在蜱吸血前后呈现

基因差异表达!因此是蜱功能基因的主要来源&

!!

本试验从亚洲璃眼蜱吸血前后唾液腺消减文库

中分离到
.$2

基因!分析其结构表明!该基因
=

端含

一信号肽!其基序包含豆蔻酰化等多个活性位点!尤

其是磷酸化位点特别丰富!这提示该基因编码蛋白对

信号的传递非常敏感%所含跨膜区提示其编码蛋白可

能作为膜受体起作用!也可能是定位于膜的锚定蛋白

或离子通道蛋白%

A_.01

分析表明!此基因的预测氨

基酸与红螺菌的
Y>1*

三磷酸水解酶'小塔螺的膜孔

蛋白激活因子等小肽有低度同源性!这进一步提示该

基因可能与基因的表达调控有关(

5!2

)

&

!!

31!*43

证实该基因在蜱的唾液腺中差异表

达&将该基因先后连入
8

>/ !̀(1!#

'

8

/1$)B

和

8

/1&$B&

种载体系统中进行表达!并探索了信号肽

的取舍对表达的影响(

)

)

!但均未成功&这可能暗示

了该基因在基因表达时的特殊作用!也可能是所选

表达系统不适宜!有关其在蜱吸血中的生物学功能

正在进一步研究中&

!!

在蜱长时间的吸血过程中!蜱的唾液腺能够发

生许多利于吸血和病原传播的生理变化(

F

)

!这些变

化的具体过程正在不断地被认知&研究吸血前后差

异表达基因!可为防治蜱及蜱传病原提供重要信息!

这些分子的分离!除了可从分子水平了解蜱的生理

活动外!也是开发生物制剂的重要渠道(

#%

)
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