
中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2014年 8月第 32卷第 4期 Chin J Parasitol Parasit Dis Aug. 2014袁 Vol. 32袁 No.4

【摘要】 目的 构建森林革蜱 渊Dermacentor silvarum冤 半饱血雄蜱抑制消减杂交 cDNA文库袁 分析差异基因遥
方法 以森林革蜱半饱血雄蜱为实验组 渊tester冤袁 未吸血雄蜱为对照组 渊driver冤袁 分别提取总 RNA袁 SMARTER PCR合
成双链 cDNA袁 Rsa 玉酶切后连接接头并进行抑制消减杂交遥 巢式 PCR扩增杂交产物袁 经柱纯化后连接至 PMD鄄18T中袁
转化大肠埃希菌 DH5琢感受态细胞袁 进行蓝白斑筛选袁 并计算文库滴度和重组率遥 随机挑选阳性克隆袁 反向 Northern
杂交 渊Northern blotting冤 和 RT鄄PCR法检测抑制消减杂交 cDNA文库的消减效率遥 随机选取差异基因阳性克隆送测序袁
利用 Blastn和 Blastx对测序结果进行核酸种类同源性分析和蛋白种类同源性的比对和功能预测遥 结果 电泳结果显

示袁 森林革蜱半饱血雄蜱和未吸血雄蜱的 ds cDNA均呈弥散拖影袁 大小在 500 bp以上袁 经 Rsa玉酶切后袁 大小在 100~
1000 bp曰 接头连接效率大于 25%遥 巢式 PCR结果显示袁 消减的 ds cDNA呈聚集条带袁 大小在 250~500 bp遥 构建的森
林革蜱半饱血雄蜱抑制消减杂交 cDNA文库的滴度为 700 000 pfu/ml袁 重组率为 88.5% 渊239/270冤遥 反向 Northern blot鄄
ting检测结果显示袁 当以森林革蜱半饱血雄蜱单链 cDNA为探针时袁 消减文库信号较强曰 以未吸血雄蜱单链 cDNA为探
针时袁 消减文库信号较弱遥 RT鄄PCR结果显示袁 随机选取的 8个阳性克隆中袁 有 5个在半饱血状态下表达上扬袁 抑制消
减杂交 cDNA 文库消减效果较好遥 115 个阳性克隆测序得到 87 个差异表达序列标签 渊ESTs冤袁 大小为 200~800 bp遥
Blastn分析结果显示袁 87个序列中袁 与其他蜱基因有同源性的 53个袁 同源性为 70%~98%袁 与库蚊尧 甲虫和果蝇等其
他昆虫基因有同源性的 34个袁 同源性为 32%~65%遥 Blastx预测结果显示袁 序列中片段表达的蛋白包括参与吸血和血
液消化的不同酶类袁 主要功能为能量代谢尧 信号传导和转录调节等遥 结论 建立了森林革蜱半饱血雄蜱抑制消减杂

交 cDNA文库袁 差异基因的功能预测与蜱的吸血和血液消化等有关遥
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揖Abstract铱 Objective To construct a suppression subtractive hybridization 渊SSH冤 cDNA library of half鄄blood

males of Dermacentor silvarum袁 and analyze the differentially expressed genes. Methods Total RNA was extracted from
the half鄄blood males and unfed males of D. silvarum. cDNA was synthesized following the protocol of SMARTER cDNA
synthesis kit. After Rsa玉digestion袁 cDNA was ligated to adaptors. The cDNA from the half鄄blood males was used as the
tester袁 and unfed males as the driver. The SSH library was constructed using TaKaRa PCR鄄select cDNA subtraction kit.
Differentially expressed cDNAs were amplified by nested PCR袁 cloned into PMD鄄18T vector袁 transformed into E. coli
DH5琢, and the white鄄blue plaque selection was used to get the positive clones. The titer of SSH library and the
recombination efficiency were calculated. Individual colonies were randomly selected from library. Subtractive efficiency of
the subtracted cDNA library was examined by reverse Northern blotting and RT鄄PCR. Positive clones with differentially
expressed genes were sequenced. Homology comparison and function prediction were performed by Blastn and Blastx.
Results The bands of double鄄stranded cDNAs from half鄄blood males and unfed males of D. silvarum were dispersed and
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longer than 500 bp. After Rsa玉 digestion袁 the ds cDNA鄄fragments were 100-1 000 bp. The ligation reaction efficiency of
adaptor was more than 25%. Nested PCR showed that the bands of subtracted ds cDNA were gathered袁 ranging from
250 to 500 bp. The titer of SSH library was 700 000 pfu/ml袁 and the recombination efficiency was 88.5% 渊239/270冤.
Reverse Northern hybridization revealed that the clones showed stronger signals in half鄄blood males cDNA probes than in
unfed males cDNA probes. RT鄄PCR showed that among the eight random selected positive clones袁 5 clones were up鄄
expressed under half鄄blood condition. A total of 87 differentially expressed sequence tags 渊ESTs袁 200 -800 bp冤 were
obtained from 115 positive clones. Among the 87 ESTs袁 53 ESTs showed sequence similarities to genes from other tick
species袁 and 34 were homologous with genes from other insects. The main biological function of obtained ESTs were
related to blood sucking and digestion袁 such as energy metabolism袁 signal transduction袁 and transcription regulation.
Conclusion The SSH cDNA library of half鄄blood male Dermacentor silvarum is constructed. The differential expressed
genes are related to blood sucking and digestion.

揖Key words 铱 Dermacentor silvarum曰 Suppression subtractive hybridization曰 cDNA library曰 Differentially
expressed gene
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森林革蜱 渊Dermacentor silvarum冤 主要分布于中
国北部尧 俄罗斯和蒙古等地区咱1袁2暂袁 是一种专性吸血
节肢动物袁 同时也是蜱传疾病的传播媒介袁 可传播多
种病原体袁 如森林脑炎病毒 渊Encephalophilus sil鄄
vestris冤尧 贝氏立克次体体 渊Rickettsia burnetii冤尧 西
伯利亚立克次氏体 渊Rickettsia sibirica冤尧 鼠疫耶尔森
菌 渊Yersinia pestis冤 和布鲁杆菌 渊Brucella冤 等遥 对
蜱的防制经历了化学尧 生物学尧 遗传学和免疫学等 4
个阶段袁 前三者在应用中取得了一定的成功袁 但由于
化学防制存在药物残留和环境污染袁 生物学和遗传学
防制手段存在不可控性等问题袁 因此袁 免疫学防制方
法成为目前热门的研究方向遥 由于半饱血时期袁 随血
液的逐渐吸入袁 蜱的体重会增加几倍或几十倍甚至几
百倍袁 体内各个器官必须随之发生改变袁 呈现出在吸
血前后基因的差异表达袁 这些分子在抑制宿主免疫反
应尧 抗凝血尧 延长吸血时间和血液吸收方面起着重要
的作用咱3暂遥 因此袁 筛选并研究森林革蜱差异表达基因
及其相应的活性分子是日后研制抗蜱疫苗最有效的途

径之一遥
抑制消减杂交技术 渊suppression subtractive hy鄄

bridization袁 SSH冤 是 1996年由加州大学旧金山分校尧
俄国科学院和 CLONTECH公司合作研发的一种用以
筛选差异基因的技术咱4暂袁 该技术以 PCR为基础袁 放大差
异表达 cDNA 渊互补 DNA冤袁 抑制共有的 cDNA扩增袁
同时根据杂交二级动力学原理袁 高丰度的单链 cDNA
退火时同源杂交速度较低丰度的 cDNA快袁 分离出丰
度趋于一致的差异基因袁 目前该技术已广泛应用咱5袁6暂遥
本课题组于 2013年 4月 渊成蜱活跃期为 3~5月冤 采
集吉林省长白地区森林革蜱袁 实验室吸血 5 d后进行
抑制消减杂交袁 获得森林革蜱半饱血雄蜱抑制消减杂

交 cDNA文库袁 并对差异基因进行分析遥
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 森林革蜱的采集 2013年 4月采集自吉林省
长白地区林地附近袁 实验室叮咬家兔 5 d后获得半饱
血状态的森林革蜱咱7暂遥
1.1.2 主要试剂 cDNA消减试剂盒尧 SMARTER PCR
cDNA 合成试剂盒 尧 Advantage@ 2 PCR 试剂盒 尧
CHROMA SPIN鄄100 柱尧 DNA Taq 聚合酶尧 DNA 标
志物 DL2000尧 PMD@鄄18T载体尧 大肠埃希菌 DH5琢感
受态细胞均购自日本 TaKaRa公司袁 Trozal裂解液和
焦碳酸二乙脂 渊DEPC冤 均购自美国 Invitrogen公司袁
地高辛标记和检测试剂盒 渊DIG DNA Labeling and
Detection Kit冤 和尼龙膜购自德国 RoChe公司遥
1.2 方法

1.2.1 蜱总 RNA的提取 分别选取 10只未吸血森林
革蜱雄蜱和 10只半饱血森林革蜱雄蜱袁 用焦碳酸二
乙脂 渊DEPC冤 清洗 2次袁 清除蜱体表所有残渣后放
入研钵加液氮研磨袁 根据 Trozal 法提取蜱总 RNA遥
分光光度计测定吸光度 渊A 260值/A 280值冤袁 1.8~2.0为
合格曰 琼脂糖凝胶电泳检测 RNA质量袁 28S rRNA条
带目测亮度高于 18S rRNA一倍以上为合格遥
1.2.2 cDNA合成 参照 cDNA合成试剂盒说明分别
合成半饱血和未吸血森林革蜱 cDNA第一条链袁 以第
一条链产物为模板合成双链 cDNA 渊ds cDNA冤袁 PCR
反应体系院 cDNA 第一条链 10 滋l袁 10伊Advantage 2
PCR缓冲液 10 滋l袁 50伊脱氧核糖核苷三磷酸 渊dNTP冤
2 滋l袁 5忆PCR引物 II A 2 滋l袁 50伊Advantage 2聚合酶
2滋l袁 去离子水 74 滋l遥 PCR扩增条件为院 95益 1 min曰
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95 益 15 s 袁 65 益 30 s袁 68 益 3 min袁 共 27 个循环遥
用 CHROMA SPIN鄄100柱纯化 PCR产物袁 取 5 滋l纯
化产物进行琼脂糖凝胶电泳检测遥
1.2.3 ds cDNA的 Rsa 玉酶切消化 取上步合成的半

饱血和未吸血森林革蜱双链 cDNA 各 43.5 滋l袁 加入
10伊Rsa玉缓冲液 5 滋l和 Rsa玉酶 渊10 U/滋l冤 1.5 滋l混
合袁 37 益孵育 2 h后袁 用苯酚 颐氯仿 颐异戊醇 渊25 颐
24 颐 1冤 纯化产物袁 分别定容至 6.5 滋l遥
1.2.4 接头 渊adaptor冤 连接和效率分析 以半饱血森

林革蜱 ds cDNA为实验组 渊tester冤袁 未吸血森林革蜱
ds cDNA为对照组 渊driver冤遥 取 1 滋l酶切后的 tester
ds cDNA袁 加 ddH2O 5 颐 1 稀释后袁 分为 tester 1 和
tester 2两组袁 各加入 tester ds cDNA 2 滋l尧 T4 DNA
连接酶 1 滋l尧 5伊连接缓冲液 2 滋l和 ddH2O 3 滋l袁 分
别与接头 1 渊adaptor 1冤 和接头 2各 2 滋l于 16 益过
夜遥 接头连接效率按 cDNA消减试剂盒说明进行遥
1.2.5 抑制消减杂交 参照 cDNA消减试剂盒说明袁
第 1次消减杂交时袁 取连好接头的 tester 1 ds cDNA
和 tester 2 ds cDNA 各 1.5 滋l袁 分别加入 driver ds
cDNA 1.5 滋l和 4伊杂交缓冲液 1 滋l袁 98 益加热 1.5 min尧
68 益杂交 8 h后袁 开始第 2次消减杂交袁 取 driver ds
cDNA 1滋l袁 4伊杂交缓冲液 1滋l袁 ddH2O 2 滋l袁 98 益温
育 1.5 min后袁 加入第 1次杂交产物袁 68 益杂交过夜遥

取杂交产物进行巢式 PCR扩增袁 第 1轮引物为
巢式 PCR 引物 1 渊引物序列为院 5忆 鄄TCGAGCGGC鄄
CGCCCGGGCAGGT鄄3忆冤袁 扩增 28个循环袁 第 2轮巢
式 PCR 的引物为巢式 PCR 引物 1 和巢式 PCR 引物
2R 渊引物序列为院 5忆鄄AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT鄄
3忆冤袁 共扩增 19个循环遥 PCR产物进行琼脂糖凝胶电
泳检测遥 产物用 PCR产物纯化试剂盒进行纯化遥
1.2.6 抑制消减 cDNA文库的构建尧 扩增和鉴定 取

纯化产物 3 滋l袁 连接入 PMD18鄄T 载体中袁 转化至
DH5琢感受态细胞后袁 涂布氨苄 LB板 咱含 0.024 mg/ml
异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷 渊IPTG冤 和 0.04 mg/ml 茁鄄
半乳糖苷酶 渊X鄄Gal冤暂 上袁 37 益过夜培养遥 计数平板
上的白色和蓝色菌落遥 挑选白色菌落繁殖后袁 菌液以
巢式 PCR引物 1和巢式 PCR引物 2R 为引物进行扩
增袁 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测遥 计算文库滴
度 渊文库滴度=克隆数伊稀释倍数伊1 000冤 和重组率
渊阳性克隆数/所有克隆数伊100%冤遥
1.2.7 反向 Northern杂交 渊Northern Blotting冤 和 RT鄄
PCR检测抑制消减 cDNA文库的消减效率 根据地高

辛标记和检测试剂盒说明对差异的阳性克隆进行特异

性检测袁 分别以酶切消化好的未吸血和半饱血森林革
蜱雄蜱单链 cDNA为模板制备探针袁 随机挑选部分阳

性克隆的巢式 PCR第 2轮产物为模板 渊1 滋l冤袁 点膜
于 2张尼龙膜上袁 80 益固定 2 h后袁 分别装入 2个含
有地高辛杂交液 渊DIG Easy Hyb冤 的杂交袋中进行
预杂交袁 加入制备好的探针 渊3 pg/滋l冤袁 40 益过夜杂
交遥 用洗涤缓冲液洗涤 2 次后袁 加入封闭液封闭
30 min袁 洗涤 2 次袁 加入试剂盒中的显色液进行显
色袁 检测文库的消减效率遥
随机选取若干个阳性克隆袁 分别以半饱血和未吸

血森林革蜱雄蜱的总 RNA反转录第一条 cDNA为模
板进行 RT鄄PCR袁 分析抑制消减杂交 cDNA文库的消
减效率袁 鉴定文库质量遥
1.2.8 基因生物学分析 随机挑选部分阳性克隆送生

工生物工程 渊上海冤 股份有限公司测序袁 测序结果在
GenBank 中利用 Blastn 进行同源性分析袁 同时检索
Blastx找到相应同源性高的蛋白预测其功能遥
2 结 果

2.1 蜱的总 RNA 用 1%琼脂凝胶电泳检测袁 所提取
的森林革蜱未吸血雄蜱和森林革蜱半饱血雄蜱 RNA
28S rRNA和 18S rRNA条带清晰袁 亮度比例适中 渊图
1冤遥 两者 RNA浓度分别为 2 147.56和 3 119.88 ng/滋l袁
A 260值/A 280值分别为 1.98和 1.97袁 RNA质量良好遥

2.2 ds cDNA质量和 Rsa 玉酶切效率结果 琼脂糖电

泳结果显示袁 森林革蜱半饱血雄蜱和未吸血雄蜱的
ds cDNA均呈弥散拖影袁 大小均在 500 bp以上 渊图
2冤袁 经 Rsa 玉酶切后袁 大小在 100~1000 bp 渊图 3冤遥
说明合成的 ds cDNA质量良好袁 Rsa玉酶切完全遥
2.3 接头连接效率检测结果 因本研究所用 cDNA
消减试剂盒给出的引物 G3PDH3忆Primer 和 G3PDH5忆
Primer并不适用于蜱类袁 故只能参照试剂盒给出的对
照组进行实验操作分析袁 从侧面来检测连接效率遥 通
过条带亮度可判断接头连接效率较高袁 大于 25%
渊图 4冤遥

1院 未吸血雄蜱总 RNA曰 2院 半饱血雄蜱总 RNA遥
1院 Total RNA of unfed males曰 2院 Total RNA of half鄄blood males.

图 1 森林革蜱总 RNA电泳结果
Fig. 1 Agarosc gel electrophoresis of total RNA of

Dermacentor silvarum
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18S
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1 2
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M院 DNA标志物曰 1~23院 自消减 cDNA文库中挑选出的阳性克隆巢式 PCR产物遥
M院 DNA marker曰 1-23院 Clones from the SSH DNA library.

图 6 消减抑制 cDNA文库中阳性克隆的 PCR检测结果
Fig. 6 PCR results of clone picked randomly from subtracted library
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M院 DNA标志物曰 1院 第 1次杂交产物曰 2院 未消减产物曰 3院 第 2次
杂交产物遥
M院 DNA marker曰 1院 Product of primary PCR amplification曰 2院 Sec鄄
ondary PCR amplification product of unsubtraced cDNA曰 3院 Secondary
PCR amplification product of subtracted cDNA.

图 5 消减杂交后巢式 PCR 2轮扩增产物的电泳结果
Fig. 5 Electrophoresis of products of nested PCR amplification
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M院 DNA 标志物曰 1院 对照组双链 cDNA曰 2院 实验组双链 cDNA曰 3院
试剂盒对照双链 cDNA遥
M院 DNA marker曰 1院 Driver double strands cDNA曰 2院 Tester double
strands cDNA曰 3院 Control double strands cDNA.

图 2 双链cDNA电泳图
Fig. 2 Electrophoresis of double鄄stranded cDNA
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M院 DNA标志物曰 1尧 3院 G3PDH的 3忆和 5忆引物扩增产物曰 2尧 4院 PCR
引物 1和 G3PDI鄄玉的 3忆引物扩增产物遥
M院 DNA marker曰 1袁 3院 PCR products using G3PDH3忆 primer and
G3PDH5忆 primer曰 2袁 4院 PCR products using PCR primer 1 and
G3PDH3忆 primer.

图 4 接头连接效率分析
Fig. 4 Ligation efficiency analysis of the adaptor
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M院 DNA标志物曰 1院 未酶切的实验组 cDNA曰 2院 酶切后实验组 cDNA遥
M院 DNA marker曰 1院 Tester cDNA before digestion曰 2院 Tester cDNA
after digestion.

图 3 实验组的 Rsa玉酶切效率检测
Fig. 3 Rsa I digestion products of Tester cDNA
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2.4 抑制消减杂交结果 电泳结果显示袁 消减杂交
产物经过巢式 PCR第 1轮扩增后袁 得到弥散且不清
楚的条带袁 第 2轮扩增则大大富集了差异片段袁 消减
的 cDNA片段多聚集在 250~500 bp袁 未消减的 PCR
产物呈弥散带 渊图5冤遥
2.5 cDNA文库的构建 转化产物涂板培养后袁 白色
菌落清晰饱满袁 均匀分布于平板上遥 文库重组率为

88.5% 渊239/270冤袁 文库滴度为 700 000 pfu/ml遥 270
个阳性克隆菌液巢式 PCR检测结果显示袁 239个克隆
有 250~1000 bp的特异片段插入袁 与 cDNA酶切结果
相符 渊图 6冤遥
2.6 DIG 反向 Northern blotting 和 RT鄄PCR 检测结果
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A曰 半饱血 cDNA为探针曰 B院 未吸血 cDNA为探针遥
A院 Using DIG鄄labeled half鄄blood male cDNA as probe曰 B院 Using
DIG鄄labeled unfed male cDNA as probe.
图 7 反向 Northern Blotting检测抑制消减 cDNA文库的消减效率
Fig. 7 Subtractive efficiency of the subtracted cDNA library by

reverse Northern blotting

A B

M院 DNA标志物曰 1D~8D院 森林革蜱半饱血雄蜱扩增结果曰 1X~8X院 森林革蜱未吸血雄蜱扩增结果遥
M院 DNA marker曰 1D-8D院 PCR products of half鄄blood males曰 1X-8X院 PCR products of unfed males.

图 8 RT鄄PCR分析消减效率
Fig. 8 Subtractive efficiency test of the SSH DNA library by RT鄄PCR
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Northern Blotting结果显示袁 当以森林革蜱半饱血雄
蜱 cDNA为探针时袁 消减文库信号较强曰 当以未吸血
雄蜱 cDNA为探针时袁 消减文库信号较弱遥 说明消减
效果良好袁 文库具有特异性 渊图 7冤遥 随机挑选 8条
差异基因设计引物袁 以森林革蜱半饱血和未吸血的总
RNA反转录第一条cDNA为模板进行特异性扩增袁 结
果显示袁 5个样品在半饱血状态下表达上扬袁 说明消
减效果良好袁 文库质量较好 渊图 8冤遥

2.7 基因生物学分析 Blastn分析结果显示袁 115个
随机挑选的阳性克隆中共获得 87个 EST袁 大小主要
分布于 200~800 bp袁 具有 ACGCGGGG 或 Poly 渊A冤
标志的 15个袁 说明差异基因大部分是不完整的袁 且
大部分较短遥 与其他蜱基因有同源性的 53个袁 同源
性为 70%~98%袁 与其他昆虫基因有同源性的 34个袁
同源性为 32%~65%遥

Blastx分析结果显示袁 差异的表达基因均与蜱吸血
和血液消化等功能有关袁 包括吸血后表达上扬的不同酶
类以及与抗凝血尧 能量代谢和转录调节的相关基因等袁

其中袁 636 bp大小序列与参与抗凝血的天冬氨酰蛋白酶
渊ASP冤 同源性最高袁 为 98%袁 766 bp大小序列与信号
传导和抗凝血作用的镰形扇头蜱 渊Rhipicephalus
haemaphysaloides冤 丝氨酸蛋白酶抑制剂同源性为 53%袁
341 bp大小序列与同源蛋白细胞色素 C的同源性为
33%袁 部分 EST还与库蚊 渊Culex quinquefasciatus冤尧
果蝇 渊Drosophila冤 以及肩突硬蜱 渊Ixodes scapularis冤
和微小扇头蜱 渊R. microplus冤 的假定蛋白存在同源性遥
部分基因具有明确功能的序列袁 但无完整的开放阅读框
渊ORF冤袁 部分基因具有ORF却无同源性遥
3 讨 论

以往研究差异基因时袁 采用的技术有差异显示技
术渊DD鄄PCR冤尧 mRNA差异显示 PCR等袁 通过这些方
法分离得到的差异基因数量有限袁 且不利于基因上调
的分析咱7暂遥 本研究采用 SSH对森林革蜱半饱血雄蜱差
异表达基因进行富集袁 并全程监控抑制消减杂交过
程袁 保证了文库的质量遥 在连接接头时袁 由于森林革
蜱未能进行全基因测序袁 尚未找到管家基因袁 本研究
所用试剂盒不能用于接头连接效率的检测袁 因此只能
间接使用试剂盒的对照组进行接头效率连接的分析遥
检测消减杂交效率时袁 经过消减后的 DNA片段富集
并且片段较短袁 明显区别于未经消减的样品遥 为确定
筛选得到的基因片段是否出自森林革蜱半饱血雄蜱袁
本研究采用了反向 Northern blotting技术袁 结果显示袁
以森林革蜱半饱血雄蜱单链 cDNA为探针袁 消减文库
信号较强袁 说明消减效果较好遥 本研究所构建的森
林革蜱半饱血雄蜱抑制消减杂交 cDNA文库的文库
滴度为 70 000 pfu/ml袁 重组率为 88.5%袁 基本符合实
验要求遥
本研究采用吸血 5 d的森林革蜱雄蜱袁 此时袁 血

液进入蜱体内的各个器官袁 随着血的吸入袁 蜱的体重
和内部脏器发生剧烈变化袁 出现基因的差异表达袁 这
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些表达基因对蜱的吸血过程至关重要遥 迄今为止袁 研
究者已利用相关方法对长角血蜱饥饿雌蜱咱8暂尧 镰形扇
头蜱唾液腺咱9暂尧 亚洲璃眼蜱咱10暂尧 感染无形体的微小牛
蜱雄蜱咱11暂和篦子硬蜱咱12暂等多种蜱类进行了研究袁 其中
主要涉及差异表达基因的器官有唾液腺咱13暂尧 血淋巴尧
中肠咱14暂尧 生殖腺和卵咱15暂袁 根据不同器官分离出的差异
基因研究疫苗袁 可为相应疫苗的研究提供对策遥 半饱
血森林革蜱体内能量代谢旺盛袁 唾液腺中的线粒体成
倍增长咱16暂袁 本研究所构建的文库中获得与线粒体代谢
有关的细胞色素 C袁 说明吸血过程中袁 线粒体内部原
有的或改变的基因正在大量上调表达以适应森林革蜱

新陈代谢的高速运行遥 有研究表明袁 随着森林革蜱吸
血时间的延长袁 信号传导变得强烈袁 丝氨酸蛋白酶抑
制剂参与凝血尧 炎症反应尧 补体激活和组织重建等过
程袁 识别外来微生物并激活相应的酶类来实现级联反
应咱17暂遥 Perrodou等咱18暂研究发现的 AgIMcrl4基因是第 1
个被发现来源于昆虫体内的蛋白酶抑制剂基因袁 昆虫
血餐后袁 AgIMcrl4在中肠内表达上调袁 远高于其他部
位的表达水平咱19暂遥 Miyoshi等咱20暂从长角血蜱中肠内提
取出长角血蜱丝氨酸蛋白酶抑制剂 1 渊Haemaphysalis
longicornis serine proteinase inhibitor鄄1袁 HLS1冤袁 经蛋
白重组后免疫家兔袁 长角血蜱叮咬后袁 幼蜱死亡率为
43.9%袁 成蜱死亡率为 11.2%袁 表明该分子在蜱的免
疫系统中意义重大遥
本研究从已构建的森林革蜱半饱血雄蜱抑制消减

杂交 cDNA文库中克隆获得 636 bp的 EST袁 经 Blas鄄
tex比对发现袁 其与果蝇的 ASP具有 98%的同源性遥
说明森林革蜱在吸血时该基因为了适应蜱消化血液和

提高自身免疫发生了表达上扬遥 Zhao等咱21暂对弓形虫体
内的 TgASP鄄1基因进行了研究袁 结果显示袁 该蛋白酶
在弓形虫感染过程中发挥着侵入宿主细胞尧 吸收营
养尧 避免宿主产生保护性免疫源性和寄生虫分化等重
要功能袁 表明该基因具有潜在研究价值遥
本研究成功构建森林革蜱半饱血雄蜱 cDNA文库

并且筛选出一批具有重要价值的功能分子袁 其中部分
序列与微小牛蜱和肩突硬蜱存在较高同源性袁 说明这
些蜱种之间可能存在着免疫交叉反应型遥 所筛选的部
分基因具有明确功能的序列袁 却没有完整的 ORF袁
部分基因具有 ORF却无同源性袁 因此袁 要进一步明
确森林革蜱半饱血雄蜱的差异基因功能袁 还需要更深
入的研究遥
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