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的克隆和原核表达

杨彩明!杨光友"

!张晓谦!贾小勇!余增莹

"四川农业大学动物医学院!雅安
"#$%&'

#

摘
!

要"采用
()!*+(

技术首次从孤雌生殖长角血蜱四川株克隆到
.

#,

%

-%

基因!扩增序列全长
",%.

/

!包含完整的

开放阅读框!编码
#%&

个氨基酸!预测蛋白相对分子质量为
#-0-123

&同源性分析表明孤雌生殖长角血蜱中国株

与日本株
.
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基因同源性高达
4401$5

&经
()!*+(

检测分析!该基因在孤雌生殖长角血蜱的卵'幼蜱'若蜱'饥

饿成蜱和饱血成蜱这几个阶段均有表达&将该基因亚克隆后连接到
/

6)-#7

"

8

#原核表达载体!转化
9:

#&

"

;6

-

#

宿主菌!经
<*)=

诱导可成功进行表达&表达的目的蛋白大小为
#'23

左右!与预期大小一致(

>?@A?BC!.DEA

显示兔

抗长角血蜱全虫抗体能够识别该重组表达蛋白&

关键词"孤雌生殖(长角血蜱(
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长角血蜱"
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9$0(90+)

1

("+')(9

#为动

物体表的专性吸血昆虫!其宿主种类多'地域分布

广*

&!#

+

!目前已在我国
&,

个省区的多种动物体上发

现该蜱*

-

+

&长角血蜱的生殖方式有两性生殖和孤雌

生殖两种*

&

+

!两性生殖较为常见!在日本和我国的上

海'四川等已发现孤雌生殖种群*

'!4

+

&该种蜱的刺吮

不仅给宿主动物带来瘙痒'皮炎'贫血和消瘦等直接

危害!还可传播多种病原体"细菌'病毒及瑟氏泰勒

虫'牛卵圆巴贝斯虫和犬吉氏巴贝斯虫等血液原

虫#!是严重危害我国畜牧业的重要蜱种之一&

!!

抗蜱免疫被认为是目前控制蜱与蜱传疾病最有

潜力的方法之一*

"!1

+

!但在我国有关长角血蜱保护性

抗原基因与抗蜱疫苗尚无研究报道&作者在完成孤

雌生殖长角血蜱各期虫体形态学研究的基础上*
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+
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期 杨彩明等$长角血蜱保护性抗原基因
.

#,

%

-%

的克隆和原核表达

开展了孤雌生殖长角血蜱四川株保护性抗原基因

.

#,

%

-%

的克隆与原核表达研究!为抗长角血蜱基因工

程疫苗的研制奠定基础&

&

!

材料与方法

&D&

长角血蜱

!!

孤雌生殖长角血蜱的卵'幼蜱'若蜱和成蜱由本

实验室保存并提供&

&D!

!

实验动物

!!

体质量约
#2

L

的新西兰大耳白兔
#

只!由四川

农业大学实验动物中心提供&

&D$

!

主要试剂与载体

!!

(QI

抽提试剂盒'

()!*+(

试剂盒'

;:#%%%

7̀B2?B

'

)!&' 7̀B2?B

'限制性内切酶
>"+(

"

和

;()Z

#

'

)

'

;QI

连接酶等购自大连宝生物公司(

*+(

扩增试剂盒"

Fa&'4#B

#和
WQ<H!&%;QI

胶回

收试剂盒购自上海生物工程公司(

=EDZbK?Y

和

:E7ZKC

L

93[[?B

购自北京天为时代公司(感受态细

胞
;S$

$

和
9:

#&

"

;6

-

#'

/

`;&1!)

载体和
/

6)-#7

"

8

#载体购自
<CXKABE

L

?C

公司&

&D'

!

蜱总
EF@

的抽提

!!

用
(QI

抽提试剂盒提取
(QI

&取数只活的

长角血蜱饥饿成蜱!加入
&J:(QIK@E(?7

L

?CA

在

研钵中研磨后离心!取上清液用氯仿分离!异丙醇沉

淀!用
& J:,$5

的乙醇洗涤后!室温干燥!用

(Q7@?![B??

水溶解提取的
(QI

!最后用分光光度计

测
\;

值!将
\;

#"%

%

\;

#1%

#

&G1

的
(QI

保留!存于

c,%d

&

&DG

!

引物设计与保护性抗原基因
!

!)

!

$H

的扩增

!!

根据
P\W

等在
=?C97C2

上登载的
.

#,

%

-%

基因

序列"

I9%$&%,4

#!设计并合成
&

对引物$上游引物

$e!+I==+)+++=III+I)+I=II+)!-e

(下 游

引 物
$e!=++)+=))=)))I))++)+=))+)!

-e

!引物由上海生物工程公司合成&

!!

根据
()!*+(

试剂盒说明!以长角血蜱饥饿成

蜱的总
(QI

为模板!

(7CZEJ4J?B@

为引物!合成

O;QI

&然后以合成的
O;QI

为模板!用设计的特

异性上'下游引物对目的基因进行
*+(

扩增&扩增

程序$预变性
4'd#JKC

(变性
4'd-%@

!退火
$$

d-%@

!延伸
,#d$%@

!

-$

个循环(于
,#d

延伸
&%

JKC

&扩增结束后取
$

%

:*+(

反应液用
&G%5

琼脂

糖凝胶电泳检查结果&

&D(

!

!

!)

!

$"

基因的克隆与测序

!!

将
WQ<H!&%;QI

胶回收试剂盒回收的
*+(

产物连接在
/

`;&1!)

载体上!然后转化
;S$

$

感

受态细胞!蓝白斑筛选阳性克隆后!抽提阳性菌质粒

进行
*+(

扩增检验&将扩增检验为阳性的重组菌

送上海英骏生物技术有限公司测序&所得序列在

Q+9<

上进行比对!并用
;QI@A7B

进行序列分析&

&D)

!

!

!)

!

$"

基因在长角血蜱不同发育阶段的表达分

析

!!

分别提取长角血蜱卵'幼蜱'若蜱'饥饿成蜱'饱

血成蜱和兔白细胞的
(QI

!合成相应的
O;QI

&分

别以长角血蜱这几个阶段的
O;QI

为模板!用阳性

重组质粒作阳性对照!兔白细胞作阴性对照!用前面

设计的
.

#,

%

-%

基因的特异性引物进行
()!*+(

扩

增!分析
.
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基因在这几个阶段的表达情况&

*+(

反应条件同
&G$

&

&D#

!

!

!)

!

$"

基因的亚克隆和原核表达

!!

设计分别含
>"+(

"

和
;()Z

#

酶切位点的上'

下游 引 物!上 游 引 物
$e! +=@!!AA/I)==!

=I=I+=I==I=II=I=!-e

(下游引物
$e!===!

AA/@!!))=++)+=))=)))I))++)!-e

! 引

物由上海生物工程公司合成&

!!

以测序正确的阳性克隆质粒为模板进行
*+(

扩增!回收目的片段!进行
)I

克隆&用内切酶

>"+(

"

和
;()Z

#

分别对阳性重组质粒和表达载体

/

6)-#7

"

8

#进行双酶切!获得含黏性末端的目的片

段和线状载体&

&"d

条件下用
)

'

;QI

连接酶连

接
&#

&

&"N

后!转化感受态细胞
;S$

$

&抽提阳性

菌质粒!转化到表达菌
9:

#&

"

;6

-

#中!取
*+(

扩增

检验和双酶切鉴定为阳性的重组菌!测序验证&

!!

取处于对数生长期的阳性质粒转化菌和空质粒

转化菌!以
&f&%%

接种于含
IJ

/

的
:9

液体培养

基中!

-,d##%B

%

JKC

培养
-

&

"N

!至
\;

"%%

达
%G"

左右&然后将菌液分为
#

组&一组加入
<*)=

至终

浓度为
&JJED

%

:

!剧烈振荡培养
&

'

-

'

$

'

,

'

&#N

(另

一组分别加入
<*)=

至终浓度为
%G&

'

%G$

'

&

'

#

JJED

%

:

!剧烈振荡培养
-N

&设空载体对照和阳性

重组表达菌未加
<*)=

诱导的阴性对照&然后取细

菌培养液
&J:

!进行
F;F!*I=6

电泳检测&

&I%

!

!

!)

!

$"

基因重组表达蛋白抗原性检测

&040&

!

全虫高免血清的制备
!

将数只饥饿成蜱加

*9F

研磨!离心后取上清!滤菌处理后测定蛋白含

量&取兔
#

只!免疫前采兔血分离血清!做阴性对

,%'&
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报
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卷
!

照&一免$将蛋白含量为
-%%

%

L

%

J:

的上清液与弗

氏完全佐剂以
&f&

充分乳化后!取
-J:

于兔皮下

多点注射&二免$

&$Z

时将
-%%

%

L

%

J:

的上清液与

弗氏不完全佐剂以
&f&

充分乳化后取
#J:

注射兔&

三免$

#$Z

时进行!方法同二免&

-#Z

时采集兔血分

离血清&经琼扩检测确定高免血清制备的效果&

&040#

!

>?@A?BC!.DEA

检测重组表达蛋白抗原性
!

以
)B̂

"空载体蛋白#为对照!将重组表达菌初提物

做
F;F!*I=6

电泳!将分离蛋白转印到硝酸纤维膜

上!用兔抗长角血蜱全虫的抗体做一抗"

&f&%%

稀

释#!健康兔血清作为阴性对照!辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔
<

L

=

"

&f#%%

稀释#做二抗!

;I9

显色

&%@

!去离子水终止显色反应&

!

!

结
!

果

!I&

!

!

!)

!

$"

基因的克隆与鉴定

!!

&G%5

琼脂糖凝胶电泳结果表明!以饥饿成蜱

(QI

为模板!

()!*+(

扩增出与预期大小相符的约

",%.

/

特异片段&回收后!成功连接到
/

`;&1!)

载体!并转化到感受态细胞
;S

$

$

中&测序结果表

明本次克隆的基 因序列全长
",%.

/

!

\(]

有

"%-.

/

!编码
#%&

个氨基酸&与
P\W

等登陆到

=?C97C2

上的
.

#,

%

-%

基因同段序列"

I9%$&%,4

#进行

比较!同源性高达
44G1$5

&只在第
#-4

位碱基出

现了
I

$

=

颠换!软件预测相应氨基酸没有发生改

变&测 序 结 果 已 登 录 到
=?C97C2

!登 录 号 为

6]%11"1$

&

!D!

!

EJK2*E

分析
!

!)

!

$"

基因在长角血蜱不同发育

阶段的表达情况

!!

以长角血蜱卵'幼蜱'若蜱'饥饿成蜱'饱血成蜱

O;QI

为模板扩增!均扩增出大小约为
,%%.

/

左右

的特异条带!与阳性对照大小一致!而兔白细胞
O;!

QI

在对应位置没有见到扩增条带"图
&

#&排除了

长角血蜱
.

#,

%

-%

基因受宿主污染的可能性!说明

.

#,

%

-%

基因在长角血蜱这几个发育阶段均有表达&

!D$

!

!

!)

!

$"

基因的原核表达

!!

用含
>"+(

"

和
;()Z

#

酶切位点的特异性上'

下游引物对鉴定正确的阳性克隆质粒进行扩增!得

到了与预期相符的约
"#%.

/

片段!将该片段亚克隆

后连接表达载体
/

6)-#7

"

8

#&用内切酶
>"+(

"

和
;()Z

#

对重组表达质粒进行酶切鉴定和
*+(

鉴

定!电泳结果表明在
"#%.

/

左右见到目的条带&经

测序鉴定!

.

#,

%

-%

基因在预期位置正确插入!并且从

G̀;QI

相对分子质量标准(

&

'

#

'

-

'

'

'

$

'

,G

长角血蜱

卵'幼蜱'若蜱'饥饿成蜱'饱血成蜱'兔白细胞的
O;!

QI

(

"G

重组质粒
;QI

G̀;QIJ7B2?B

"

;:#%%%

#(

&

!

#

!

-

!

'

!

$

!

,GO;QIE[

?

LL

@

!

D7BX7?

!

C

M

J

/

N

!

[7J?@7Z3DAAKO2@

!

?C

L

EB

L

?J?CA

7Z3DAAKO2@

!

B7..KAD?32EO

M

A?@

(

"G(?OEJ.KC7CA

/

D7@JKZ

;QI

图
&

!

!

!)

!

$"

基因在长角血蜱不同发育阶段的表达情况

L.

/

D&

!

89

:

3;<<.,-,=!

!)

!

$"

.-1.==;3;-61;M;+,

:

N;-6

<60
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起始密码子到终止密码子碱基序列没有出现移码与

基因突变!表明表达质粒构建成功&
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重组表达质粒的
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电泳

!!

在
.
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基因重组表达菌中加入
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的
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!
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下分别取诱导
&

'
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的表达产

物进行
F;F!*I=6

电泳检测&

F;F!*I=6

电泳结

果显示在约
'$23

处有一明显的诱导条带&而空载

体对照与阴性诱导对照在相应位置没有出现泳带&

*I=6

电泳结果显示与理论预测值一致!证明诱导

表达成功&随着时间延长目的蛋白表达量逐渐增

多!经过
&#N

的培养!目的蛋白表达量达到最大&

-,d

在不同
<*)=

诱导剂量下培养
-N

!取菌液进

行
F;F!*I=6

电泳检测!结果显示随着
<*)=

浓度

的增加目的蛋白表达量有轻微的增加"图
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抗原性检测

!!
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显色结果表明"图略#!重组表达

蛋白可被兔抗长角血蜱全虫抗体特异识别!而阴性

对照在其预期位置无识别信号!初步判断该重组蛋

白有反应原性&
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讨
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基因是
PE3

等用经长角血蜱反复叮咬的

家兔的阳性血清!从日本株孤雌生殖长角血蜱卵的

J(QI

构建的
O;QI

表达文库中筛选出的一个基

因*

&%

+

&天然的该蛋白属于隐蔽抗原!而且有
#

种亚
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重组表达质粒诱导表达的
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电泳检测
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型!大小分别为
#,

和
-%23

!在长角血蜱成蜱体内分

布广泛!包括肌肉'表皮'中肠'唾液腺和脑等!在肌

肉中尤其丰富!试验证明
#

种亚型蛋白抗原性无差

异&由隐藏抗原诱导的宿主免疫应答可防止蜱的免

疫逃避!对蜱造成更大的免疫损害*

&%

+

&作者通过动

物试验证明!用原核表达载体
/

=6`T!#

表达的

.

#,
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-%

基因的重组蛋白免疫兔和小鼠后!宿主对幼

蜱'若蜱'成蜱均产生抵抗力!吸血蜱出现损伤*

&&!&-

+

&

$D!

!

本试验在我国长角血蜱保护性抗原基因研究

尚为空白的基础上!对四川首次发现的孤雌生殖长

角血蜱进行了
.

#,

%

-%

基因的扩增!扩增结果说明四川

株孤雌生殖长角血蜱存在
.

#,

%

-%

基因!而且与
PE3

等扩增的日本株长角血蜱序列只存在
&

个碱基的差

异!同源性非常高*

&%

+

&由于该碱基是对应密码子的

第
-

位!所以软件预测相应氨基酸没有发生改变&

通过
()!*+(

扩增结果表明
.

#,

%

-%

基因在长角血蜱

卵'幼蜱'若蜱'饥饿成蜱'饱血成蜱各个阶段都有表

达!说明该天然蛋白的表达在长角血蜱各个阶段较

为稳定&

$D$

!

由于
.

#,

%

-%

基因起始密码子前没有信号肽!本

试验也采用了原核表达!表达载体为
/

6)-#7

"

8

#&

经
<*)=

刺激!

F;F!*I=6

电泳图中见到了大小正

确的重组目的蛋白条带&
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方法分析表

明!兔抗长角血蜱全虫抗体能特异性识别重组表达

蛋白!初步显示该重组蛋白有反应原性!为进一步研

究抗长角血蜱疫苗打下了基础&

!!

不同地域'不同生殖方式的长角血蜱该基因是

否存在较大差异!以及其它蜱种是否存在该基因!是

重组表达蛋白能否产生广泛保护性的关键因素!目

前还在进一步研究中&
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动物疫情快递

老挝发生高致病性禽流感

#%%1

年
4

月
&'

日!老挝
aN7J.E3CN?37C

L

9E3C2NE37C

L

博士向
\<6

通报了高致病性禽流感疫情&疫

情始于
#%%1

年
1

月
#,

日!于
4

月
'

日确诊&此次疫情是临床发病!病原是
S$Q&

高致病性禽流感病毒!依

靠实验室检测作出诊断&疫区位于琅勃拉邦
Q7J.72

的
]7

村!易感动物是鸭!共有
$'##

只!病例
#',

例!

死亡
&4,

例!销毁
$##$

只&这些鸭购于
#%%1

年
1

月
#%

日!

1

月
#,

日开始死亡"死亡率每天
'5

!随后增至

&%5

#!经追溯!来源养殖场位于乌多姆赛
T7

M

的
Q7D7?

村!该场有易感动物
&&,%

只!病例
#-

例!死亡
#-

例&感染来源$非法的动物移运'合法的动物移运和引入新动物&老挝采取的控制措施$扑杀'国内限制移运'

筛查'染疫场区消毒!并且禁止免疫!未对动物进行治疗&老挝上一次发生高致病性禽流感是
#%%1

年
#

月&

多哥发生高致病性禽流感

#%%1

年
4

月
&1

日!多哥向
\<6

通报了高致病性禽流感疫情&疫情始于
#%%1

年
4

月
4

日!于
4

月
&"

日

确诊&此次疫情是临床发病!病原是
S$Q&

高致病性禽流感病毒!依靠临床和实验室检测"高级#作出诊断&

加纳
:7.EB7AEKB?XgAgBKC7KB?ZeIOOB7

实验室的
()!*+(

和意大利
\<6

参考实验室的测序结果均为阳性&

疫区位于滨海区
I

L

7A7!;7

L

3?

的
-

个现代化养殖场!易感动物是禽!共有
"$%%

只!病例
'&-&

例!死亡
'&-&

例!销毁
#-"4

只&感染来源尚不清楚&多哥采取的控制措施有扑杀'检疫'染疫场区消毒!并且禁止免疫!

未对动物进行治疗&多哥上一次发生高致病性禽流感是
#%%,

年
&#

月
-&

日&

秘鲁发生鸡传染性喉气管炎

#%%1

年
4

月
&-

日!秘鲁向
\<6

报告了鸡传染性喉气管炎疫情&疫情始于
#%%1

年
1

月
&&

日!于当日确

诊&病原是传染性喉气管炎病毒&本次疫情属于临床病例!依靠怀疑'临床诊断'实验室检测和剖检作出诊

断&疫区位于利马
F7C:3K@

区的养殖场!易感动物是斗鸡和后院家禽!共有疑似禽
'#

只!病例
#"

例!死亡

#"

例!销毁
-

例&秘鲁国家农业卫生部"

F6QIFI

#采取了以下措施$

'

在疫区及其附近进行筛查(

(

主动监

测程序还将扩大到人口稠密区"如伊卡'利马'拉利伯塔德省'阿雷基帕及塔克纳#!将在规模化和后院养殖场

进行临床评价(

)

将在后院养殖场和斗鸡群采集血清学样品和气管拭子&

*

召开所有国家农业卫生部官员

的国家级电话会议!以便指导控制疫情&

+

与秘鲁家禽协会一道开展国内和国际的官方交流&

,

同时!按照

秘鲁家禽健康体系的规定!养殖户被引导实行生物安全'清洁'消毒'流行病控制和环境卫生良好规范!同时

实行用于蛋品运输的包装材料的良好规范&

-

评估了对症治疗的应用!目前还不允许免疫&

.

应该按照筛

查结果'控制和根除的技术基础完成官方行动计划&

/

继续各种层次的监控'培训和交流&

012

4

月
&-

日将

在利马举行关于传染性喉气管炎的研讨会&

013

秘鲁兽医机构将就此通报贸易伙伴&具体控制措施$国内限

制移运'区域化'染疫场区消毒'浸洗%喷雾及改良扑杀&对斗鸡进行了抗体治疗&感染来源还不清楚!可能

来自引进新动物&这是秘鲁首次发生鸡传染性喉气管炎&

"摘译自
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