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微小牛蜱 渊Boophilus microplus冤 呈世界性分布袁 它不仅直
接吸血影响动物生理功能袁 还可传播 Q热尧 森林脑炎和莱姆病
等人兽共患传染病咱1暂遥 近年来袁 中国陆续有被蜱虫叮咬后感染疾
病并致死的病例报告咱2暂遥 因此袁 对蜱体内各种功能蛋白的研究将
在蜱虫的防制及在农牧业和公共卫生方面具有重大意义遥

磷酸丙糖异构酶 渊triosephosphate isomerase袁 Tim冤 在糖酵
解中具有重要作用袁 对于有效的能量生成是必不可少的遥 Tim
被发现存在于众多的生物体中袁 包括哺乳动物尧 昆虫尧 真菌和
植物等遥 目前袁 国内从分子水平对蜱虫 tim基因的研究报道较
少袁 本研究拟克隆和表达微小牛蜱 tim基因袁 为其后续功能研
究提供可靠的理论基础遥

1 材料与方法

1.1 虫株尧 菌株与质粒 冻存的微小牛蜱成虫来自中国科学

院昆明动物研究所遥 原核表达载体 pET鄄28a尧 大肠埃希菌 渊E. coli冤
Top 10克隆菌和 E.coli Rosetta渊DE3冤均购自美国 Invitrogen公司遥
1.2 主要试剂 RNA提取试剂盒购自德国 Qiagen公司袁 AMV
逆转录试剂盒购自美国 BBI公司袁 pMD18鄄T simple载体尧 Ex鄄
Taq 酶尧 限制性内切酶 EcoR玉和 Xho玉和 T4 DNA连接酶等均
购自宝生物工程渊大连冤有限公司遥
1.3 引物的设计 根据 NCBI数据库中微小牛蜱 tim基因的核
酸序列 渊登录号为 EF014474冤袁 使用 CLUSTAL W程序比对序
列的同源性袁 设计特异性引物袁 上尧 下游引物序列分别为 timF
5忆 鄄CGAATTCATGGCCGCACGC鄄3忆和 timR 5忆 鄄GCTCGAGCTAA鄄
CCCTGCATAGCATTA鄄3忆遥
1.4 微小蜱虫成虫tim基因的克隆和表达 取微小牛蜱成虫袁
解剖后用含 0.1%焦碳酸二乙酯 渊DEPC冤 的蒸馏水充分洗涤去
除宿主血液袁 置滤纸吸干后取 100 mg于液氮中充分研磨袁 按
照试剂盒说明书提取蜱虫总 RNA袁 逆转录合成 cDNA第 1链袁
并进行 RT鄄PCR反应袁 回收纯化产物袁 与载体 pMD鄄18T连接
后袁 转入 E. coli Top10克隆菌中袁 通过抗氨苄筛选袁 提取质粒
并进行双酶切鉴定袁 阳性菌落送上海生工生物工程技术服务有
限公司测序遥 将所测序列与 GenBank中的序列进行比对袁 利用
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揖提要铱 为克隆和表达微小牛蜱磷酸丙糖异构酶 渊triosephosphate isomerase袁 Tim冤 编码基因袁 提取微小牛蜱成虫总
RNA袁 采用 RT鄄PCR方法扩增目的基因袁 将其连入 pMD鄄18T载体袁 经酶切和测序鉴定后袁 将正确的目的基因与 pET鄄28a
表达载体连接袁 并转入大肠埃希菌 渊E. coli冤 Rosetta 渊DE3冤中袁 异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷 渊IPTG冤 诱导表达后袁 经十二
烷基硫酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 渊SDS鄄PAGE冤 鉴定分析遥 结果发现袁 克隆所得的微小牛蜱成虫 tim基因片段长度为 750 bp
渊登录号为 JX112888冤袁 其中开放阅读框为 750 bp袁 编码 249个氨基酸袁 与微小牛蜱胚胎中克隆出的 tim基因序列的同源
性为 99%遥 SDS鄄PAGE结果显示袁 重组蛋白 Tim相对分子质量 渊Mr冤 约为 27 000遥
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揖Abstract铱 Total RNA was extracted from adult Boophilus microplus. RT鄄PCR was used to amplify the gene and the

fragment was subcloned into the expression vector pET鄄28a. The cloned gene was expressed in E. coli Rosseta 渊DE3冤,
induced by IPTG袁 and identified by SDS鄄PAGE. The results showed that the triosephosphate isomerase 渊tim冤 gene of B.
microplus has 750 bp and encodes 249 amino acids 渊GenBank No. JX112888冤. The cloned tim gene shares 99% homology
with that in tick embryos. The relative molecular weight 渊Mr冤 of the expressed recombinant protein is about 27 000.
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在线软件 渊http://www.pro鄄teomics.com.cn/proteomics/pi_tool.asp冤
进行生物信息学分析遥

测序正确的重组阳性质粒和 pET鄄28a质粒经 EcoR玉和 Xho玉
双酶切后进行连接袁 构建表达载体遥 提取阳性菌落质粒袁 进行
双酶切鉴定并送上海生工生物工程技术服务有限公司测

序 遥 将测序正确的阳性克隆转入感受态 E. coli Rosetta
渊DE3冤中袁 30 益经1 mmol/L异丙基鄄茁鄄D鄄硫代半乳糖苷 渊IPTG冤
诱导 4 h后袁 取菌体煮沸通过十二烷基磺酸钠鄄聚丙烯酰胺凝胶
电泳 渊SDS鄄PAGE冤 验证诱导条件并进行结果分析遥

2 结果

2.1 RT鄄PCR 扩增 PCR 扩增产物袁 经琼脂糖凝胶电泳 渊图
1冤袁 在约 750 bp处有一亮带袁 片段大小与理论预计值相符遥

2.2 生物信息学分析 测序结果显示袁 微小牛蜱成虫tim基
因片段长度为 750 bp袁 其中开放读框为 750 bp袁 编码 249个氨
基酸遥 软件预测该蛋白的相对蛋白分子质量渊Mr冤为 27 750袁 等
电点为 8.08袁 GenBank登录号为 JX112888遥 本实验获得的微
小牛蜱成虫 tim基因与已知的微小牛蜱胚胎中克隆的 tim基
因 咱3暂渊登录号为 EF014474冤序列的同源性为 99%袁 与褐虾渊Cran鄄
gon crangon冤 tim基因渊登录号为 FJ462738冤同源性为 63%遥
2.3 表达载体的构建与酶切鉴定 重组表达质粒 pET鄄28a/Tim
经双酶切和测序鉴定结果均证实袁 表明该基因的原核表达载体
构建成功 渊图 2冤遥

2.4 重组基因的表达 30 益经 IPTG诱导 4 h后袁 收集菌体蛋
白进行 SDS鄄PAGE电泳袁 考马斯亮蓝染色显示袁 在 Mr 27 000
处有蛋白表达条带袁 与预期结果相符 渊图 3冤遥

3 讨论

蜱虫为多种脊椎动物体表的暂时性寄生虫袁 是某些人兽共
患病的传播媒介和储存宿主遥 目前对蜱虫的防制措施仍以化学
防制为主袁 杀蜱药物的使用多借鉴了有害昆虫的防制方法袁 但

尚无专门针对蜱的化学杀虫剂袁 且化学防制存在着污染环境和
耐药性等诸多问题袁 而免疫预防越来越受到人们的关注袁 寻找
蜱体内相关的功能蛋白袁 作为抗蜱疫苗的候选基因袁 对于控制
蜱及蜱传疾病具有重要意义遥

tim基因编码的磷酸丙糖异构酶是一种糖酵解酶袁 催化磷酸
二羟丙酮转化成 3鄄磷酸甘油醛袁 进入糖酵解途径咱4暂遥 蜱虫tim基
因能否成为蜱虫免疫防制的候选疫苗基因以及化学防制的药物

作用靶点仍需探讨遥
tim基因在血吸虫病疫苗研究中受到极大关注咱5暂遥 在蓝氏贾

第鞭毛虫tim基因的研究中袁 有研究者认为该虫的tim基因有着
极高的特异性袁 可作为其特异性检测的目标基因咱6暂袁 同时由于
它与人类 tim蛋白存在差异袁 可作为药物作用的靶点咱7暂遥 本实验
从微小牛蜱成虫中克隆和表达了tim基因片段序列袁 其将为蜱
虫防制候选疫苗基因的筛选及化学药物作用靶点的研究提供理

论基础遥
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M院 DNA标志物曰 1院 RT鄄PCR产物遥
图 1 微小牛蜱 tim基因片段的 RT鄄PCR产物
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M院 DNA 标志物曰 1袁 2院 重组表达质粒 pET28a/Tim遥
图 2 微小牛蜱 tim基因片段重组表达质粒双酶切鉴定结果
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M院 蛋白质标志物曰 1院 pET28a/Tim诱导前曰 2院 诱导后未纯化的重组蛋白遥
图 3 蜱虫 Tim蛋白诱导表达
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