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长角血蜱卵 cDNA 表达文库的构建 
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摘要：【目的】以长角血蜱卵为材料构建高质量的长角血蜱卵 cDNA 表达文库，为进一步筛选克隆目的基因奠

定基础。【方法】在无 RNA 酶污染的环境下从长角血蜱卵中提取 RNA，进而纯化 mRNA，采取 oligo（dT）引物合成

双链 cDNA，定向克隆到λSCREEN 载体。用 PhageMaker extract 对其进行体外包装以形成完整的噬菌体，转染大

肠杆菌 ER1647，测定库容量。并用构建的 cDNA 文库克隆已知的长角血蜱促卵泡激素基因。【结果】所构建长角血

蜱卵 cDNA 表达文库的基础库容量约为 1.38×10
6
 PFU，重组率为 100%，扩增后文库的滴度为 2×10

9
 PFU·ml-1

。获

得了目的基因，其序列与 GenBank 中的长角血蜱促卵泡激素（DQ248886）的核苷酸序列的同源性为 97.8%。【结论】

成功构建了长角血蜱卵 cDNA 表达文库。 
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Eggs of Haemaphysalis longicornis 
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Abstract: 【Objective】 cDNA expression library from eggs of Haemaphysalis longicornis was constructed for further 
screening and cloning of the potential candidate antigenic genes. 【Method】 Total RNA was isolated from eggs of H. longicornis, 
mRNA were purified, and cDNAs were synthesized and ligated to λSCREEN vector. The recombinant phage DNA was packaged by 
using Phagemark packaging extracts and then transfected to E. coli ER1647 to obtain the cDNA expression library. 【Result】The size 
of the primary cDNA library was 1.38×106 PFU with titer of the amplified cDNA library of 2×109 PFU·ml-1. A full length cDNA 
encoding follistatin-related protein was cloned from the cDNA library by PCR. 【Conclusion】The cDNA expression library from 
eggs of H. longicornis was successfully constructed. 
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0  引言 

【研究意义】蜱在摄食过程中，不仅给宿主造成

直接损害，而且传播多种病原体。由蜱传播的新老疾

病在对畜牧业生产造成巨大经济损失的同时，也引发

了严重的公共卫生问题。因而，对蜱的控制非常必要[1]。

传统的控蜱方法主要是使用杀虫剂，但由于长期使用

某些杀虫剂会使蜱产生抗药性，加之杀虫剂的使用对

畜产品和环境所造成污染等问题，因而抗蜱疫苗的研

制显示出较好的应用前景[2]。为寻找高效、广谱的抗

蜱疫苗候选分子、描述蜱与宿主的免疫生物学特性，

必须对蜱吸血、病原传播及蜱与宿主之间的相互作用

有更加深入的了解 [3]。长角血蜱（Haemaphysalis 
longicornis）主要分布在中国东北、华北、西北等广
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大地区，是流行最广泛和最重要的蜱种之一[4]，可传

播牛、羊泰勒属（Theileria）和巴贝斯属（Babesia）
的多种病原，防控长角血蜱具有重要的流行病学意义。

【前人研究进展】在过去的 30 年，研究蜱与宿主相互

作用的免疫生物学技术取得了很大进步。根据宿主对

蜱叮咬获得先天性或特异性免疫反应的机制，集中研

究了相当多的单个蜱对宿主免疫系统的影响[5,6]。利用

功能基因组和蛋白组学技术加速了对蜱、宿主、病原

相互作用的研究步伐[7]。目前通过多种手段已经发现

许多蜱的免疫相关因子[8~13]，但最成功且已商业应用

的保护性抗原仅有抗微小牛蜱的 Bm86[14]。【本研究

切入点】蜱在不同发育阶段及不同的组织，其表达的

功能性抗原不尽相同，故以蜱的不同发育阶段及其不

同组织为材料构建的 cDNA 文库为基础，筛选蜱的免

疫候选基因成为近期的研究热点[15,16]。目前的研究主

要集中于蜱的唾液腺、中肠等组织，对蜱卵的基因研

究较少。而卵是蜱发育的主要环节，同时卵也是蜱传

性病原在媒介蜱体内发育和传递的重要阶段。与蜱生

殖、发育循环相关分子可能成为蜱控制疫苗的候选抗

原。【拟解决的关键问题】本研究选择了以长角血蜱

卵为材料，构建高质量的 cDNA 表达文库，为进一步

筛选克隆目的基因及蜱的生物学防治奠定基础。真核

生物 mRNA 表达具有时空特异性，因此如何选择长角

血蜱卵的适当发育时间，成为文库构建的基础；文库

中插入的外源片段的长度及完整性、所克隆的 cDNA
是否是来源于所构建的物种、在构建过程中是否是被

污染等，是确保文库质量的关键。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  长角血蜱  多代培育的未感染血液原虫的洁

净蜱，由兰州兽医研究所虫种资源课题组传代培养，

将饱血雌蜱产后 3 周的卵用作试验材料。 
1.1.2  实验动物  家兔，兰州兽医研究所动物场提

供。 
1.1.3  试剂  Trizol 试剂（Invitrogen）；mRNA 纯
化试剂合（Amersham）；DEPC（Sigma）；定向表达

寡脱氧胸腺核苷酸[Orientexpress Oligo（dT）]cDNA
合成试剂盒（Novagen）；λscreen-1 EcoRⅠ/HindⅢ载

体臂及噬菌体蛋白包装产物试剂盒（Novagen）；EcoR
Ⅰ/HindⅢ末端修饰试剂盒（Novagen）；DNA 连接

试剂盒（ Novagen ）；柱层析片段纯化试剂盒

（Novagen）；DNA 标准分子量（DL2000，Takara）。 

1.2  方法 
1.2.1  总 RNA 的提取  冰浴状态下将约 100 mg 长角

血蜱卵在 1 ml Trizol 中充分研磨。研磨物转入离心管，

在 4℃以 12 000×g 离心 10 min，上清移入干净离心

管。水相的分离和 RNA 的沉淀、洗涤及溶解完全按

相应说明书进行。取少量所提 RNA 用微量核酸蛋白

检测仪测定 RNA（OD260/OD280）的纯度及含量，并   
对其进行凝胶快速分析。其余 RNA 置－70℃保存备

用。 
1.2.2  mRNA 的纯化  采用 mRNA 纯化试剂盒，将所

提取的 RNA 适量溶解于 1 ml TE buffer 中，利用 oligo
（dT）-celluose 柱纯化 mRNA，操作完全按说明书进

行。将所纯化 mRNA 沉淀重新溶解于无 RNase 的溶

液中，用微量核酸蛋白检测仪检测 mRNA 的纯度及

含量并进行凝胶快速分析，其余－70℃保存备用。 
1.2.3  cDNA 的合成  在无菌、无 RNase 环境下，以

8 µg mRNA 为模板、oligo（dT）为引物，在 MMLV RT
反转录酶作用下合成第一链 cDNA；加入甲基化 dNTP
混合物、DNA 聚合酶 I 和 RNase H 以合成第二链

cDNA。取 2 µl cDNA 用于琼脂糖凝胶电泳检测，其余

进行末端修饰。 
1.2.4  末端修饰  在 T4 DNA 聚合酶作用下补平

cDNA 的末端后，在其两端连接 EcoRⅠ/Hind Ⅲ定向

接头，并用 EcoRⅠ/Hind Ⅲ对接头进行酶切，得到 5′
端为 EcoRⅠ，3′端为 Hind Ⅲ酶切位点的双黏性末端

cDNA，便于与载体连接。 
1.2.5  柱层析选择大片段 cDNA 及与载体的连接  将
双链 cDNA 通过凝胶过滤树脂柱层析，以除去多余的

接头和长度小于 300 bp 的 cDNA 片段，收集大片段

cDNA，将 4 µl cDNA 与 0.5 µg λSCREEN 载体在 16℃
过夜连接，同时空白对照连接体系。 
1.2.6  重组λ噬菌体的体外包装  将以上 2 组连接

产物各适量分别与 10 µl PhageMaker extract 混匀

22℃水浴孵育 2 h 进行体外包装。向各包装反应管中

加入 SM，使各管终体积为 0.5 ml 以终止反应，加 25 µl
无菌氯仿颠倒混匀，4℃保存。 
1.2.7  cDNA 文库的鉴定 

1.2.7.1  cDNA 文库基础库容量的测定  取上述包装

产物各 1 µl 用 SM 溶液作梯度稀释后转染宿主菌

ER1647，将这些噬菌体/细菌混合物与顶层琼脂糖凝

胶混匀，铺 LB 平板 37℃过夜培养。计数平板上噬斑

数目，计算 cDNA 文库的基础库容量。 
1.2.7.2  噬菌体文库的扩增  文库基础库容量测定 
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后将 0.45 ml 噬菌体和 2.5 ml 宿主菌 ER1647 混匀，

37℃静止孵育 15 min。加 10 ml 融化的顶层琼脂糖铺

于直径为 150 mm 的 H agar 平板上，当噬斑长到肉眼

可见但互相不接触时，用 10 ml SM 洗脱噬菌体。收集

平板中所有 SM 到一无菌管中，加 0. 5ml 氯仿摇匀。   
3 000 r/min 离心 5 分钟取出琼脂糖残渣，将上清移入

干净管中（氯仿留于管底），取 1 µl 测定扩增后噬菌

体滴度。其余加 DMSO 到终浓度为 7%，每管 200 µl
分装，－70℃保存。 
1.2.7.3  cDNA 文库重组率的测定  从测定库容量的

平板上随机挑取单噬斑 50 个，分别溶于 25 µl SM 溶

液中，室温洗脱 1 h，99℃加热处理 5 min。分别取 5 µl
作为模板，用 λSCREEN-1 载体 SP6 启动子和 T7 终止

子特异性引物进行 PCR 扩增。扩增条件为 94℃预变

性 3 min；94℃ 1 min，55℃ 1 min，72℃ 2 min，35
个循环后 72℃延伸 6 min。 
1.2.7.4  文库中特定目的基因的克隆与鉴定   长角

血蜱促卵泡素基因引物根据 GenBank 中该基因

（DQ248886）序列参考设计，引物序列为：上游引物

5′ CGG TGC CGT TTA AAG ACG AC 3′，下游引物 5′ 
TTA ATC CGA AAT ATT GTT GTT C 3′；PCR 反应体

系同前。扩增参数：94℃预变性 3 min；94℃ 1 min，
55℃ 1 min，72℃ 1 min，35 个循环后 72℃延伸 6 min。
将 PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后，切下目的带，

用 DNA 凝胶回收试剂盒回收 DNA 片段，与

pGEM-T-Easy 载体连接，转化 JM109 感受态细胞，涂

布于有 X-gal 和 IPTG 的 Amp+ LB 平板上，过夜培养，

挑白色菌落，接种于 LB 培养基中。经 PCR 鉴定后，

测序。 

2  结果与分析 

2.1  RNA 和 mRNA 

试验所提取 RNA 和 mRNA 经微量核酸蛋白检测

仪测定，RNA 浓度为 405 µg·ml-1，OD260/OD280= 1.859；
mRNA 浓度为 297 µg·ml-1，OD260/OD280= 1.983。 
2.2  双链 cDNA 检测 

将所合成的双链 cDNA 进行琼脂糖凝胶电泳检

测，结果见图 1，所合成 cDNA 呈集中于 100～2 000 bp 
的瀑布状。 
2.3  大片段 cDNA 的选择 

对所收集的 cDNA 层析洗脱液用 1%琼脂糖凝胶

电泳检测，结果显示，初始 200 µl 洗脱液中无 cDNA，

其后加入 250 µl×Column buffer 所收集的 4 管洗脱液 

 
1. DL2000 marker；2. cDNA of H. longicornis；3. DL15000 marker 

 
图 1  双链 cDNA 琼脂糖凝胶电泳分析 
Fig. 1  Electrophoretic analysis of synthesized cDNA by 

agarose gel 
 

中均有 cDNA 出现（每管中约为 60 µl）。因第 4 管

cDNA 片段较小，故只将前 3 管中的 cDNA 片段合并

到一管中抽提，进行与载体的连接反应。 
2.4  cDNA 文库的鉴定 

2.4.1  基础库容量和扩增文库库容量  当 cDNA 文

库稀释度为 10-3时，板上噬斑约为 138 个，则所构建

长角血蜱卵 cDNA 表达文库基础库容量约为

1.38×106 PFU。而稀释度为 10-3的空白对照包装产物

板上无噬斑生长，说明载体臂未发生自连；扩增后的

文库滴度为 2×109 PFU·ml-1。 
2.4.2  cDNA文库重组率的测定  对随机挑取的 50个
噬菌斑进行 PCR 鉴定，发现此文库的重组率为 100%，

且大多数插入片段在 0.5～2.5 kb 之间，见图 2。 
 

 
 
1. DL2000 标准分子量蛋白；2～13. 从文库中随机挑取的 cDNA 克隆 
1. DL2000 marker; 2-13. Random clones from the primary library 
 

图 2  文库中随机挑取的克隆中插入片段的 PCR 扩增 

Fig. 2  The PCR production of cDNA clones from the primary 

library 
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2.4.3  目的基因的克隆、鉴定和序列分析  用新构建

的 cDNA 文库克隆已知的长角血蜱促卵泡激素基因，

将其重组到 pGEM-T-Eesy 载体上，得到了与目的基因

大小一致的片段。初步证明克隆得到了目的基因，进

一步进行 DNA 测序，经 DNAstar 分析，促卵泡激素

基因的开放阅读框为 815 bp，与 GenBank 上登录的促

卵泡激素 cDNA（DQ248886）序列相比较[6]，发现其

同源性为 97.8%，推断的氨基酸同源性为 99%。其中

6 处 T 变为 C，5 处 G 变为 A，3 处 A 变为 G，3 处 C
变为 T，1 处 G 变为 T。证明所克隆基因为全长的促

卵泡激素基因 cDNA。 

3  讨论 

理解蜱的发育过程对于研究蜱的生态、行为、蜱-
病原的相互作用、媒介生物学、蜱-宿主相互作用机制

以及蜱传病预防和控制来说是重要的。如卵黄形成和

蜕皮进化是蜱完成生殖、发育循环的主要方式，有证

据表明节肢动物生殖的成功主要依赖于激素调控下的

卵黄形成，卵黄蛋白是胚胎发育的主要营养源以及蜕

皮相关分子[17]，有预防病原入侵，调控蜱中肠内腔形

成的围食膜[18]和蜱吸血、蜕皮时期的其它必要功能的

作用，故与蜱生殖，发育循环相关分子可能成为蜱控

制疫苗的候选抗原。真核生物 mRNA 表达具有时空特

异性，因此随着时间的推移，长角血蜱卵快要成熟时

其表达的蛋白种类及浓度达到最高峰。利用这一点可

使一些低丰度的 mRNA 得到富集，使得筛选免疫基因

的工作变得顺利。 
一个文库的质量如何，主要看其所插入的外源片

段的长度及其完整性以及所克隆的 cDNA 是否是构建

物种来源的。如果该文库在构建过程中被污染，则合

成的 cDNA 质量差，直接导致文库库容量高，但其所

插入的外源基因却并不是需要的。为此，本试验在严

格无菌的条件下提取长角血蜱卵总 mRNA，继而合成

cDNA。进一步对所构建好的文库作了相关数据的检

测，以确保文库的高质量。 
cDNA 表达文库质量直接影响对目的基因筛选的

成败。理论上，cDNA文库的容量为4.6×104～4.6×105 
PFU·ml-1 时，得到目的克隆的概率为 99%，从而可筛

选出各种目的 cDNA 基因片段。本研究所构建的长角

血蜱卵 cDNA 文库，经对库容量、重组率及其插入片

段长度进行的检测，构建的文库的库容量为 1.38×106 
PFU，扩增后文库的滴度分别为 2×109 PFU·ml-1，插

入的片段长度在 500～2 500 bp 之间，且 blank（no 

insert）、Control Insert 及 PhageMaker Control DNA 等

对照板上的噬斑生长情况也证实了所构建的 cDNA 文

库质量很高，在理论上完全满足构建文库的要求。 
用已知长角血蜱基因的引物，从构建的 cDNA 表

达文库中成功地克隆到长角血蜱促卵泡激素基因完整

阅读框，表明该文库质量高，具有一定代表性和多样

性，为从文库中高通量地筛选和发现未知新基因奠定

了基础。 

4  结论 

本研究以长角血蜱卵为材料构建了高质量的

cDNA 表达文库。经测定，基础库容量约为 1.38×106 
PFU，重组率为 100%，扩增后文库的滴度为 2×109 
PFU·ml-1。对文库用已知的促卵泡激素引物进行扩增，

得到长角血蜱促卵泡激素全长 cDNA 序列。结果表明：

长角血蜱卵 cDNA 表达文库已成功构建，适合于进一

步筛选具有免疫学功能的新基因。 
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