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本文报道的镰形扇头蜱两个组织蛋白酶 C/样半胱氨酸蛋白酶新基因序列已登录 D6AE+AF，02&3 和 02&. 的基因序列号分别为 3G$$7H4H 和

3G$$7H40。

镰形扇头蜱两个组织蛋白酶 !"样半胱氨酸蛋白酶新基因的

克隆与序列分析
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摘 要 蜱是动物常见的外寄生虫，并且传播多种人和动物的疾病，严重危害畜牧业发展和人类健康。为了寻找

基因工程疫苗候选抗原基因，根据半胱氨酸蛋白酶的保守性氨基酸序列及镰形扇头蜱氨基酸密码子偏好设计引

物，I2J 扩增、测序并分析得到 ! 个镰形扇头蜱的半胱氨酸蛋白酶基因片段 02&3 和 02&.，再通过 J32; 的方法得到

全长基因序列。 02&3 全长 1170KL，编码 $$! 个氨基酸；02&. 全长 118$KL，编码 $$8 个氨基酸。经过分析，2MB3 和

2MBE 均与其他蜱种或物种的组织蛋白酶 C/样半胱氨酸蛋白酶有高度同源性，两者均含有半胱氨酸蛋白酶活性位点

处的保守性氨基酸序列，因此 02&3，02&. 均为镰形扇头蜱两个新的组织蛋白酶 C/样半胱氨酸蛋白酶基因。J5/I2J
分析表明，2MB3 和 2MBE 在镰形扇头蜱的不同发育阶段表达情况不一。
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蜱是人和家畜的体表寄生虫，更是人和家畜的

多种虫媒病的传播者，可传播的病原体有病毒、立克

次体、螺旋体、血液原虫［1］等等。目前，蜱的控制主

要是靠化学杀虫剂，但是化学杀虫剂的使用伴随着

蜱的抗药性、食品安全以及环境的污染等问题，因此

需要研究新的蜱控制方法。自从 O=’’+PB6A［!］第一次

将微小牛蜱中肠抗原 E<07 免疫牛获得成功以后，

免疫预防就成为最有前途的控制方法，而筛选有潜

力的抗原基因是前提条件。近来许多研究表明，半

胱氨酸蛋白酶在寄生虫体内有着许多必不可少的生

物学功能。除了分解代谢功能和对蛋白质的加工处

理功能以外，寄生虫的半胱氨酸蛋白酶还在寄生虫

的免疫逃避、脱囊、包囊的形成中以及在侵入宿主细

胞过程中起着关键的作用［$］，被认为是一类抗虫疫

苗和药物研究的重要分子［#］。

# 材料与方法

#$# 蜱

镰形扇头蜱，采自湖北武昌，经兔体人工饲养获

得蜱的单雌蜱蜱群。

#$% 试剂

5JQRSC 试剂、$T/J32; 和 8T/J32; 试剂盒购自

QAU=V,&W6A 公司；5+4 X)3 聚合酶购自 5+Y+J+ 公司；

LD;*/5 ;+BM 载体购自 I,&<6W+ 公司；所用引物由赛

百盛公司合成。

#$& 镰形扇头蜱总 ’() 的提取及反转录

取在兔体吸血 #P 的半饱血成蜱，清洁后，在液

氮中充分研磨，加 5JQRSC 试剂，在匀浆器中充分匀

浆。按 5JQRSC 试剂说明书的步骤提取镰形扇头蜱

半饱血成蜱的总 J)3。约 8!W 的总 J)3 用于反转

录得 -X)3 第一链。

#$* 目的基因片段的克隆与测序

根据半胱氨酸蛋白酶活性位点处的保守性氨基

酸序列［7，H］（DN2DZ2O3 和 GOC%Y*ZO）和蜱的氨基

酸密码子的使用频率，设计了一对 I2J 引物：

上游引物：8T322 3DD D22 3D5 D2D D25 225
D25 D $T

下游引物：8T222 3D2 5D5 525 5D3 2D3 D2 $T



用镰形扇头蜱半饱血成蜱的 !"#$ 为模板，用

所设计的上下游引物进行 %&’ 扩增，扩 增 条 件：

()* +,-. 预变性；()* )/0，1/* )/0，23* 4,-.，+/
个循环；23*延伸 2,-.。

%&’ 产物经 4516琼脂糖凝胶电泳、回收目的

条带，连 接 到 789:;< 9=0> 载 体 上，转 化 ! ? "#$%
"@1!细胞，经 %&’ 鉴定后，目的基因测序。

!"# 快速扩增 $%&’ #(端（#()’*+）［,］

根据目的基因片段的测序结果设计 1A’$&9 所

用引物，

"&’(：8B%4 C 1A;$8<8<&&$8&8<&$$<88&<$;+A，
8B%3 C 1A;8$<8<&<$&$$$8&&88<8<&88;<<8;+A，
.D0EDF8B% C 1A;$&&$888&&$8<8&88&<&&<8&<8;+A；
"&’)：8B%4 C 1A;<$8$&$&;&<<&&8$8<$8$$&;+A，
8B%3 C 1A;&8<88&<88&8<&8$<88&$$&<8$8$&;+A，
.D0EDF8B% C 1A;$&&$888&&$8<8&88&<&&<8&<8;+A。

根据 1A’$&9 的方法扩增 !"#$ 的 1A端，回收目的

条带、连入 789:;< 9=0> 载体上，转化 ! ? "#$% "@1!
细胞，经 %&’ 鉴定后，测序。

图 4 克隆 !>0$ 和 !>0G 的 1A端示意图

H-I?4 JKDLK-DM NO !PN.-.I 1A D.F0 NO !>0$ =.F !>0G

!"- 全长 $%&’ 的克隆与测序

根据 1A端的测序结果设计扩增全长基因的上

游 引 物，（ "&’(：8B% C 1A;8$8&<&<&&$&&$88<8&;
$&&;+A，"&’)：8B% C 1A;$88<&$&<<8888<&<&&8;
8&;+A）。根据 +A’$&9 的方法扩增［Q］"&’( 和 "&’) 的

全长 !"#$。扩增条件：()* 预变性 ),-.；()* )/0，
1+* )/0，23* 3,-.，+1 个 循 环；23* 延 伸 2,-.。

%&’ 产物回收，连入 789:;< 9=0> 载体，转化 ! ? "#$%
"@1!细胞，经 %&’ 鉴定后，测序。

!", 序列分析

用 GP=0ER 进行同源性分析；同时，采用 8D.E>R;
:$& 软件对该基因的开放阅读框、保守性氨基酸序

列进行分析。

!". )/01*) 分析 *23’ 和 *234 在镰形扇头蜱的

不同部位、不同发育阶段的表达情况

为了判断 "&’(，"&’) 在不同发育阶段和在不同

组织器官中的表达情况，从不同发育阶段的镰形扇

头蜱，包括卵、幼蜱、若蜱、未吸血成蜱、半饱血成蜱

以及不同解剖部位包括壳、唾液腺、肠中分别提取总

’#$。分别以 4"I 总 ’#$ 反转录合成第一链 !"#$，

并取 3"S 反转录产物作为 %&’ 扩增模板。!>0$ 基

因特 异 性 引 物：上 游，1A;$$8&<<&<<8&&<&&$&&;
$<8&<8$8;+A， 下 游， 1A;&<&8$88$&8$8<888;
<$8&<88&&;+A；!>0G 基 因 特 异 性 引 物：上 游，1A;
8$$<<&$<8&88888<$&$<<8<<<<8<8&<8&;+A， 下

游，1A;8&88&&8&8$&8$8$88$<$8&<88&8;+A。用

"&’( 和 "&’) 的重组质粒为模板的 %&’ 反应设为阳

性对照，用兔白细胞总 ’#$ 的反转录产物为模板的

%&’ 反应设为阴性对照。取 1"S %&’ 产物，经 46
琼脂糖凝胶电泳观察结果。

5 结果与分析

5"! 目的基因片段的克隆与测序

%&’产物经琼脂糖凝胶电泳检测，在约 1//T7
位置有一明亮的带。该产物连接到质粒载体并转

化，随机选取 3/ 个阳性克隆测序，结果获得 3 个序

列明显不同的基因片段，经 #&GU 网站 GP=0ER 分析，

这两个基因片段与已登录的其它物种的半胱氨酸蛋

白酶序列有很高的同源性，初步鉴定为二个半胱氨

酸蛋白酶基因片段，分别命名为 "&’( 和 "&’)。

5"5 快速扩增 $%&’ #(端（#(0)’*+）

1A;’$&9 第一次 %&’ 均没有特异带出现，#D0EDF
%&’ 获得 1//T7 左右的基因片段，插入 789:;< 9=0>
载体，经 %&’ 鉴定后，挑取阳性克隆测序，结果获得

1A端序列。

5"6 二个基因全长 $%&’ 的克隆与测序

根据 1A;’$&9 结果，设计基因特异性引物，按

+A;’$&9 的方法扩增全长基因。%&’ 产物电泳，在

453VT 左右出现单一的亮带，与预期的大小基本相

符。目的条带成功连入 789:;< 9=0> 载体，经 %&’
鉴定后，选取阳性克隆测序，结果获得全长基因。

"&’(（如图 3）全长 44WQT7，在 +A端有 7NP>$ 和 7NP>$
的信号序列 $$<$$$，有一个开放阅读框，从第 1Q
个碱基到第 4/1+ 个碱基，编码 ++3 个氨基酸序列，

预测分子量为 +W5++V"。对氨基酸的信号肽分析

（MMM? 70NLE ? NLI），发现有一个 4W 个氨基酸的信号

肽，切割点在第 4W 和第 42 个氨基酸之间；!>0G（如

图 +）全长 441+T7，在 +A端有 7NP>$ 和 7NP>$ 的信号序
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列 !!"!!!，开放阅读框从第 #$ 个碱基到第 %&#’ 个

碱基，编码 $$( 个氨基酸，预测分子量约为 $’)(*+,，

对氨基酸的信号肽分析（---. /0123 . 124），发现有一

个约 %5 个氨基酸的信号肽，切割点在第 %5 和第 %6

个氨基酸之间。尽管同源性分析表明，二个基因均

为组织 78样半胱氨酸蛋白酶基因，但核苷酸序列的

同源性只有 *$9。

图 : ;<0! 的全长基因序列和推测的氨基酸序列 .
=>4.: ?@;AB13>CB DEC 3FB CBC@;BC DG>E1 D;>C 0BH@BE;B 1I !"#$ . "FB D221- >EC>;D3B0 3FB /@3D3>JB ;ABDJD4B /1>E3 I12

3FB 2BABD0B 1I 3FB 0>4EDA /B/3>CB. !03B2>;+0（!!）K "FB ;1E0B2JBC 2B0>C@B0 >EJ1AJBC >E ;D3DA<0>0.

图 $ ;<0L 的全长基因序列和推测的氨基酸序列

=>4.$ ?@;AB13>CB DEC 3FB CBC@;BC DG>E1 D;>C 0BH@BE;B 1I !"#% . "FB D221- >EC>;D3B0 3FB /@3D3>JB ;ABDJD4B /1>E3 I12
3FB 2BABD0B 1I 3FB 0>4EDA /B/3>CB. !03B2>;+0（!!）K "FB ;1E0B2JBC 2B0>C@B0 >EJ1AJBC >E ;D3DA<0>0

!"# 与其它半胱氨酸蛋白酶的同源性分析

将 M<0! 和 M<0L 的氨基酸序列同已报道的具尾

扇头蜱、微小牛蜱、伪步行虫（&’(’)*+, -,.+/,*）、麻蝇

（01*!,23141 2’*’4*+(1）的半胱氨酸蛋白酶进行同源

性比较，结果这两个序列均含有半胱氨酸蛋白酶活

性位点 M:(、N%(&和 ?%’(处的保守性氨基酸序列（如图

#），且它们与其它蜱种或物种的组织蛋白酶 78样半

胱氨酸蛋白酶有很高的同源性，其中，M<0! 与其他

蜱种或物种的半胱氨酸蛋白酶在氨基酸水平上的同

源性为 (5)(9 O ’6)59；M<0L 与其他蜱种或物种的

半胱 氨 酸 蛋 白 酶 在 氨 基 酸 水 平 上 的 同 源 性 为

(*)’9 O 56)59。

!"$ !"#$ 和 !"#% 在镰形扇头蜱的不同发育时期、

不同解剖部位的表达分析

从蜱 的 不 同 发 育 阶 段 提 取 P?!，反 转 录 成

;,?!，取等量 ;,?! 为模板，用二个基因的特异性引

物分别进行 P"8QMP。结果如图 ( 所示，兔白细胞

;,?!中均没有扩增出特异基因片段，排除了 !"#$
和 !"#% 受兔血污染的可能性，M<0! 在镰形扇头蜱的

幼蜱、若蜱、未吸血成蜱和半饱血雌蜱中均有较高表

达，但在卵中的表达量很少。M<0L 在镰形扇头蜱的

卵、幼蜱、若蜱、半饱血雌蜱中均有较高表达，但在未
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图 ! !"#$（"）和 !"#%（#）在不同发育阶段的表达情况

$%&’! （"）()*+,,%-. -/ !"#$ %. 012 3%//2+2.0 *2+%-3, -/ &’()(!*)’+,-# ’+*.+)’"#+,/(0*# ’+*.+)’"#+,/(0*# 32425-*62.0，
（#）()*+2,,%-. -/ !"#% %. 012 3%//2+2.0 *2+%-3, -/ 0%78

9 : !，;：%.3%7<02 =>?@A= *+-3B70, -/ 0-0<5 =C", /+-6 2&&,，5<+4<，.D6*1<2，B./23 <3B50，*<+7%<55D /23 <3B50 <.3 +<EE%0 52B8-7D02 +2,*270%425D，F：%.3%7<02

@A= *+-3B70 /+-6 +27-6E%.<.0 *5<,6%3 -/ !"#$ -+ !"#% ’

图 F !"#$（"）和 !"#%（#）在镰形扇头蜱不同部位的表达分析

$%&’F （"）()*+2,,%-. -/ !"#$ %. 012 3%//2+2.0 *<+0, -/ &’()(!*)’+,-# ’+*.+)’"#+,/(0*# ’+*.+)’"#+,/(0*#，
（#）()*+2,,%-. -/ 7D,# %. 012 3%//2+2.0 *<+0 -/ &’()(!*)’+,-# ’+*.+)’"#+,/(0*# ’+*.+)’"#+,/(0*#

（"）9：%.3%7<02, @A= *+-3B70 /+-6 +27-6E%.<.0 *5<,6%3 -/ !"#$；G : !：%.3%7<02 =>?@A= *+-3B70, -/ 0-0<5 =C", /+-6 *<+0%<55D /23 <3B50 0%78，,1255，,<5%4<+D

&5<.3，&B0 +2,*270%425D；（#）9：%.3%7<02, @A= *+-3B70 /+-6 +27-6E%.<.0 *5<,6%3 -/ !"#%，G : !：%.3%7<02’ =>?@A= *+-3B70, -/ 0-0<5 =C", /+-6 ,1255，,<5%4<+D

&5<.3，&B0，*<+0%<55D /23 <3B50 0%78 +2,*270%425D

中克隆到组织蛋白酶 H?样半胱氨酸蛋白酶基因。

镰形扇头蜱是我国南方的优势蜱种，可传播牛巴贝

斯虫、泰勒焦虫等引起的多种疾病［9I］，给我国的畜

牧业发展带来很大的危害。本实验从镰形扇头蜱中

克隆到两个半胱氨酸蛋白酶基因，分别命名为 !"#$
和 !"#%。序列分析结果，AD," 和 AD,# 均含有木瓜样

半胱氨酸蛋白酶的活性位点 AG!、J9!I 和 C9;! 处保守

的氨基酸序列，并且这两个蛋白的预测氨基酸序列

与数据库中其它已知的半胱氨酸蛋白酶的同源性分

别高达 !KL!M : ;NLKM、!FL;M : KNLKM，分析表

明，所克隆到的 !"#$ 和 !"#% 是镰形扇头蜱的两个组

织蛋白酶 H?样半胱氨酸蛋白酶基因。

近来许多研究表明，半胱氨酸蛋白酶在许多寄

生原虫和蠕虫的致病性方面起着很重要的作用。

如：在恶性疟原虫中可降解血红蛋白［99］，在肝片吸

虫中可切割宿主的免疫球蛋白（O&）［9G］等。半胱氨酸

蛋白酶在蜱的生命活动中也起到重要的作用，初步

研究表明，可能与降解宿主的血红蛋白有关［9P］。由

于寄生虫的半胱氨酸蛋白酶在其生命活动中的重要

性，以及它们与哺乳动物的半胱氨酸蛋白酶在结构

上的差异，故有许多研究将半胱氨酸蛋白酶作为药

物设计的靶点和研制疫苗的抗原［99，9Q，9!］。如：用半

胱氨酸蛋白酶抑制剂（$5B-+-6201D5 820-.2）可抑制犬

恶丝虫的第三期和第四期幼虫的蜕皮［9F］，用日本血

吸虫组织蛋白酶 RC" 疫苗免疫小鼠，可使实验小鼠

获得 GQLGM的减虫率和 PQLNM肝卵减少率［9;］。而

半胱氨酸蛋白酶在蜱及蜱传病防治中的应用还缺少

研究，本研究克隆到镰形扇头蜱二个半胱氨酸蛋白

酶新基因，将为探索应用半胱氨酸蛋白酶分子进行

抗蜱及蜱传病疫苗或发展新药物提供基础。
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