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褐黄血蜱组织蛋白酶L的克隆和表达水平分析*

吴聪颖,伍芷锋,程天印**

(湖南农业大学动物医学院,湖南长沙
 

410128)

【摘要】 目的 对褐黄血蜱组织蛋白酶B(cathepsin
 

L-like
 

cysteine
 

proteinase
 

B,cathepsin
 

L-lcp
 

B)基因进行克隆及表

达分析。 方法 基于褐黄血蜱唾液腺转录组文库中的Contig731序列设计引物,RACE法扩增cathepsin
 

L-lcp
 

BcD-
NA(Hf-CLlCPb)全长,qPCR法分析 Hf-CLlCPb

 

在不同吸血状态下雌成蜱不同组织的表达水平。 结果 Hf-CLlCPb
全长1

 

547
 

bp,ORF框长1
 

005
 

bp,编码355个氨基酸;该基因在半饱血、饱血褐黄血蜱(♀)中的唾液腺表达量最高,卵
巢、中肠、体壳次之;Hf-CLlCPb在半饱血褐黄血蜱(♀)中的表达量高于饱血褐黄血蜱(♀)。 结论 成功克隆出褐黄

血蜱 Hf-CLlCPb基因全长,qPCR检测 Hf-CLlCPb基因在褐黄血蜱唾液腺中高表达。
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【Abstract】 Objective To
 

clone
 

and
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

Haemaphysalis
 

flava
 

cathepsin
 

L-likecysteine
 

proteinase
 

B
 

gene. Methods Primers
 

were
 

designed
 

based
 

on
 

Contig731
 

sequence
 

in
 

salivary
 

gland
 

transcriptome
 

library
 

of
 

H.
 

fla-
va,the

 

full-length
 

cDNA
 

of
 

cathepsin
 

L-like
 

cysteineproteinaseB
 

(cathepsin
 

L-lcpB)
 

was
 

amplified
 

by
 

RACE,and
 

the
 

ex-

pression
 

levels
 

of
 

Hf-CLlCPb
 

in
 

different
 

tissues
 

of
 

female
 

adult
 

ticks
 

in
 

different
 

feeding
 

states
 

were
 

analyzed
 

by
 

qPCR.
 Results The

 

total
 

length
 

of
 

Hf-CLlCPb
 

was
 

1
 

547
 

bp,the
 

ORF
 

frame
 

was
 

1
 

005
 

bp,and
 

it
 

encoded
 

355
 

amino
 

acids.
 

The
 

expression
 

of
 

Hf-CLlCPb
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

salivary
 

glands,followed
 

by
 

ovaries,midgut
 

and
 

body
 

shell
 

in
 

semi-en-

gorged
 

and
 

engorged
 

H.
 

flavas
 

(♀);the
 

expression
 

of
 

Hf-CLlCPb
 

in
 

semi-engorged
 

H.
 

flavas
 

(♀)
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

engorged
 

H.
 

flavas
 

(♀). Conclusion The
 

full-length
 

Hf-CLlCPb
 

gene
 

of
 

H.
 

flavas
 

was
 

successfully
 

cloned,

and
 

the
 

high
 

expression
 

of
 

Hf-CLlCPb
 

gene
 

in
 

salivary
 

glands
 

of
 

H.
 

flava
 

was
 

detected
 

by
 

qPCR.
【Key

 

words】 Haemaphysalis;
 

Hf-CLlCPb;
 

RACE;qPCR

*** Cathepsin
 

L-like
 

cysteine
 

protein(Cathepsin
 

L-
lcp

 

B)是一种半胱氨酸蛋白酶,参与溶酶体蛋白的降

解[1],在寄生生物入侵宿主、蜕皮,水解宿主免疫球蛋

白和补体C3,逃避宿主的免疫方面发挥重要作用[2-6]。
目前已经克隆出布氏锥虫[7]、豆状绦虫[8]、棘球绦

虫[9]、大片吸虫[10]、华支睾吸虫[11]、美洲钩虫[12]和曼

氏血吸虫[13]等多种寄生虫的 Cathepsin
 

L-lcp
 

BcD-
NA,并证实蜱类的Cathepsin

 

L-lcp
 

B能够催化血红

蛋白(Hb)[14-15]和卵黄磷蛋白(vitellin)分解[16],在消

化和生殖过程中发挥作用。作者前期从褐黄血蜱唾液

腺转录组库中搜索到一 Unigene(Contig731),长437
 

bp,与AB020491.1相似性为90.34%。AB020491.1
是长角血蜱的 Cathepsin

 

L-lcp
 

B
 

cDNA,因此确定

Contig731是褐黄血 蜱 的 Cathepsin
 

L-lcp
 

B
 

cDNA
(Hf-CLlCPb)的片段。

本研究基于Contig731设计引物,借助RACE技

术扩增5'和3'端缺失序列,拼出cDNA全长;qPCR法

检测其在饱血、半饱血两状态下褐黄血蜱唾液腺、卵
巢、体壳、中肠中的表达量。

材料与方法

1 材料

1.1 褐黄血蜱 野生褐黄血蜱采自河南省信阳市郊。

1.2 主要试剂 SMARTer
 

RACE
 

5/3􀆳
 

Kit和 TB
 

GreenTM
 

Premix
 

Ex
 

TaqTMⅡ(Tli
 

RNaseH
 

Plus)购于

宝生物工程(大连)有限公司;Easy
 

Pure
 

RNA
 

Kit和

Easy
 

Script
 

One-Step
 

gDNA
 

Removal
 

and
 

cDNA
 

Synthesis
 

SuperMix购于北京全式金生物技术有限公
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司;pGM-T克隆试剂盒购自TaKaRa(北京)宝日医生

物技术有限公司;EasyPure􀆿
 

PCR
 

Purification
 

Kit购

自全式金(北京)生物技术有限公司;X-Gal,DH5α感

受态细胞,IPTG和 Ampicillin购自上海生工有限公

司。

1.3 主要仪器PCR仪(型 号2720)和 Real-time 
PCR仪(型号SetpOne)

 

为美国 ABI公司生产;凝胶

成像系统(Qantum
 

ST5)为法国Vilber
 

Lourmat公司

生产;电泳仪(型号DY9Y-6C)购于北京六一仪器厂。

2 方法

2.1 引物设计与合成 基于Contig731序列设计其

5􀆳RACE、3􀆳RACE、qPCR引物,引物序列如表1,由上

海生工生物工程股份有限公司合成。

表
 

1 RACE引物

Table
 

1 RACE
 

primer
 

sequences
Usage Primer Nucleotide

 

sequence(5'-3')

5'RACE
GSP-R1 GAGCTGAGCTACCCGTACAG
GSP-R2 TGAAATGGCACGTGCCGTCCGT

3'RACE
GSP-F1 TACTCTGAAGGTGTTTACGATGAGC-

CCG
GSP-F2 TGCCATTTCAAGAAGACTGCTGT-

GGG

qPCR
 

forHf-CLlCPb
F-CLl CCATCAAGAACTGGTCGGA
R-CLl CCCACAGCAGTCTTCTTGAAA

qPCR
 

for
 

β-actin
F-act AGATCTGGCACCACAC
R-act CTTCTCCCGGTTAGCCTTG

2.2 样品采集将洁净的饱血、半饱血 褐黄血蜱雌成

蜱置于载玻片上,体视显微镜下解剖、采集唾液腺、卵
巢、体壳、中肠,装入含有 Trizol的离心管,-80

 

℃保

存。

2.3 RNA提取分别取适量样品(半饱血、饱血褐黄血

蜱雌成蜱及其体壳、中肠、卵巢、唾液腺) 在加入Tr-
izol的干净玻璃匀浆管中研碎。按Easy

 

Pure
 

RNA
 

Kit说明书提取其RNA,-80
 

℃保存。

2.4 Hf-CLlCPb基因的扩增 根据试剂盒SMAR-
Ter

 

RACE
 

5/3'Kit说明书分别合成5'第一链模板

cDNA和3'第一链模板。以第一链cDNA为模板,用

GSP-R1或 GSP-F1和 UPM 为 引 物,按 SMARTer
 

RACE
 

5/3'
 

Kit配制反应体系。反应程序:94
 

℃预变

性3
 

min;94
 

℃变性30
 

s,68
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸2
 

min,共35个循环;72
 

℃再延伸10
 

min,PCR产物4
 

℃保存。以第一轮反应产物为模板,以 GSP-R2或

GSP-F2和 UPS为 引 物,按 SMARTer
 

RACE
 

5/3'
 

Kit制备反应体系进行第二轮扩增,扩增程序:94
 

℃预

变性3
 

min;94
 

℃变性30
 

s,61
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸

24
 

s,共35个循环;72
 

℃再延伸10
 

min,PCR产物4
 

℃保存。取20
 

μl第二轮产物进行1.5%琼脂糖凝胶

电泳鉴定,并进行胶纯化回收。
取回收产物3

 

μl,pGM-T
 

1
 

μl,于16
 

℃条件下过

夜连接,连接产物转化DH5α感受态细胞,转化细胞涂

布于含X-Gal、IPTG和Amp的LB固态培养基,37
 

℃
培养12

 

h,挑取白色菌落扩大培养,PCR法鉴定阳性

克隆委托上海生工生物工程股份有限公司测序。

2.5 Cathepsin
 

L-lcp
 

B基因的生物学信息分析 用

DNAMAN对Contig731及其5'端与3'端序列进行拼

接,获得基因全长。以 ORF
 

Finder(https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)翻译 Hf-CLlcpB,然后

将推定多肽序列上传至http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP/和https://meme-suite.org/meme/

tools/meme
 

进行信号肽和模体结构分析,至http://

www.cbs.dtu.dk/services/Net
 

NGlyc/和 http://

smart.embl-heidelberg.de/进行糖基化位点和结构域

分析。

2.6 Hf-CLlCPb基因的qPCR检测

2.6.1 qPCR方法的建立取半饱血 褐黄血蜱雌成

蜱总 RNA8
 

μL,以 EasyScript
 

One-Step
 

gDNA
 

Re-
moval

 

and
 

cDNA
 

Synthesis
 

SuperMix合成cDNA。
以EASY

 

Dilution将其稀释1、5、25、125、625倍。分

别以 F-CLl 和 R-CLl,F-act 和 R-act 为 引 物,按 照 TB
 

GreenTM
 

Premix
 

Ex
 

TaqTMⅡ试剂盒配置体系扩增

Hf-CLlcpB、β-actin
 

cDNA,绘制熔解曲线和扩增曲线,
建立标准曲线。

2.6.2 Hf-CLlCPb在半饱血、饱血 褐黄血蜱不同

组织中表达水平分析分别以半饱血、饱血雌成蜱唾液

腺、卵巢、体壳、中肠提取的RNA为模板,同2.6.1合

成第一链cDNA后进行qPCR扩增,每个样品重复3
次。计算2-△△CT,分析Hf-CLlcpB在不同样品中的表

达量。

结 果

1 Hf-CLlCPb基因的克隆与分析

1.1 Contig731的5'与3'克 隆 经两轮扩增获得

Contig731的5'、3'片段,电泳结果见图1。测序显示

其长度依次为1
 

010
 

bp和547
 

bp。

1.2 Hf-CLlCPb序 列 分 析 以 DNAman对 Con-
tig731、5'端和3'端序列进行拼接,得到Hf-CLlCPb全

长,大小为1547
 

bp(GenBank:MH400438.1),ORF
大小1005

 

bp。该cDNA编码蛋白长335
 

aa,由信号

肽(signal
 

peptide)、前体抑制域(propeptide)和成熟肽

(mature
 

peptide)三部分组成。N端1-16
 

aa为信号

肽,成熟肽存在有结构保守基序 GCXGG,含有 Cys
(C)、His(H)、Asn(N)和 Gln(Q)等 高 度 保 守 位

点[17-21](图2)。

1.3 Hf-CLlCPb 保 守 性 分 析  基 于 本 蛋 白 和

A0A023FWK4、 A0A023GN26、 A0A023FPA6、
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A0A023GN18、 A0A224YBR4、 A0A131Z0I1、

A0A0S2ZX71、 A0A4D5RGJ6、 A0A0K8REA0、

A0A2R5LIH6等其他蜱类Cathepsin
 

L-like
 

cysteine
 

protein序列,分析该类蛋白结构域(图3)。该蛋白结

构保守,保守模体共8个。

  M DNA 标 志 物(DL2000) 1 5'RACERCR 产 物 2 3'
RACEPCR产物

图
 

1 Hf-CLlCPb基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M Marker(DL2000) 1 Amplification
 

product
 

of
 

5'RACE 2
 Amplification

 

product
 

of
 

3'RACE
Fig.1 Agarose

 

gel
 

electrophoresis
 

results
 

of
 

Hf-CLlCPb
 

gene
 

amplification
 

products

  注:下划线部分为信号肽,方框部分为预测的前肽抑制结构域,箭
头示前体肽转变为成熟肽的切割位点,英阴影部分为组织蛋白酶L标
签序列GCXGG;氧阴离子洞Gln(Q)和3个保守的催化位点Cys(C)、
His(H)和Asn(N)加粗标记。

图
 

2 Hf-CLlCPb基因全长

Notes:Putative
 

signal
 

peptide
 

sequence
 

are
 

underlined.
 

The
 

predic-
ted

 

propeptide
 

inhibitor
 

domain
 

is
 

in
 

box.
 

The
 

putative
 

cleavage
 

site
 

for
 

propeptide
 

is
 

indicated
 

by
 

vertical
 

arrow.
 

The
 

cathepsin
 

L
 

signature
 

se-
quence

 

GCXGG
 

is
 

showed
 

in
 

shadow.
 

The
 

oxyanion
 

hole,glutamine
 

(Q)
 

and
 

and
 

three
 

conserved
 

catalytic
 

sites
 

(Cys,His
 

and
 

Asn)
 

are
 

bold.
Fig.2 The

 

full
 

length
 

of
 

Hf-CLlCPb
 

gene

2 Hf-CLlCPb基因的表达分析

2.1 熔解曲线 β-actin和 Hf-CLlCPb两基因的Tm
值分别为88.2

 

℃和86.8
 

℃,其熔解曲线均为单峰,说

明扩增引物的特异性强,无二聚体的产生(图4)。

图
 

3 Hf-CLlCPb与其他蜱种Cathepsin
 

L-like
 

cysteine
 

protein的基序比对

Fig.3 Motif
 

comparison
 

between
 

Hf-CLlCPb
 

and
 

other
 

tick
 

species
 

Cathepsin
 

L-like
 

cysteine
 

protein

图
 

4 β-actin基因(A)和Hf-CLlCPb基因(B)的熔解曲线

Fig.4 Melting
 

curves
 

of
 

β-actin
 

gene(A)
 

and
 

Hf-CLlCPb
 

gene(B)

2.2 标准曲线以梯度稀释的半饱血 褐黄血(雌)蜱
总RNA为模板扩增 Hf-CLlCPb和β-actin,绘制标准

曲线 (图 5)。二 者 的 (R2)分 别 为 0.999499 和

0.995598,扩 增 斜 率 (slope)分 别 为 3.323107 和

3.322703,扩增效率(E)分别为99.95%和99.97%,
表明扩增反应良好。

2.3 Hf-CLlCPb在半饱血、饱血 褐黄血蜱不同组

织中的表达分析以半饱血、饱血褐黄血蜱(♀)唾液腺、
卵巢、体壳及中肠总RNA为模板进行qPCR,记录Ct
值,计算2-ΔΔCt,比较 Hf-CLlCPb在半饱血、饱血褐黄

血(雌)蜱唾液腺、卵巢、体壳和中肠的表达水平,并绘

制成图(图6)。可以看出,Hf-CLlCPb在半饱血、饱血

褐黄血蜱(♀)中的唾液腺表达量最高,卵巢、中肠、体
壳次之,且Hf-CLlCPb于半饱血褐黄血蜱(♀)中的表

达量高于饱血褐黄血蜱(♀)。
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图
 

5 β-actin基因(A)和Hf-CLlCPb基因(B)标准曲线

Fig.5 Standard
 

curve
 

of
 

β-actin
 

gene(A)
 

and
 

Hf-CLlCPb
 

gene(B)

图
 

6 Hf-CLlCPb在不同组织的表达情况

Fig.6 Expression
 

of
 

Hf-CLlCPb
 

gene
 

in
 

H.flava
 

at
 

different
 

organization

讨 论

褐黄血蜱(Haemaphysalis
 

flava)属于硬蜱科、血
蜱属,亚洲各国均有分布,尤其是中国、日本和韩国。
该蜱是我国中东部省份的优势蜱种[22],可侵袭猪、黄
牛、绵羊、马等经济动物和熊、鼠、刺猬、锦鸡等野生鸟

兽[23]。褐黄血蜱携带的病原体有新布尼亚病毒、无形

体[24]、立克次体[25]、包柔螺旋体[26]、巴尔通体、埃立克

体和土拉杆菌等,对人畜健康有着潜在的公共卫生意

义[27-28]。
作者前期从褐黄血蜱(雌性,饱血)淋巴液中检出

两 个 特 异 性 肽 段 NSWGTTWGDDGYIYMTR 和

TAVGATDSGYVDIPEGDEK。搜索自建的褐黄血

蜱唾液腺转录组学文库发现,这两个肽段均存在于

Contig731
 

编码的多肽中。Contig731
 

长437
 

bp,与
AB020491相似性90.34%,AB020491是长角血蜱

Cathepsin
 

L-lcp
 

B的编码基因。Contig731推定多肽

长132
 

aa,与扇头蜱的 Cathepsin
 

L-lcp
 

B(Uniprot
 

No.A0A131Z0I1)同源性90.9%,据此确认Contig731
 

编码 蛋 白 为 褐 黄 血 蜱 的 Cathepsin
 

L-lcp
 

B。与

AB020491相比,Contig731缺失5'-end和3'-end。
本研究采用RACE技术扩增这些缺失序列,得到

的Contig731全长cDNA大小为1
 

547
 

bp(GenBank:

MH400438.1),ORF框1
 

005
 

bp,编码蛋白335
 

aa,由
信号肽(signal

 

peptide)、前体抑制域(propeptide)和成

熟肽(mature
 

peptide)三部分组成,其N端1-16
 

aa为

信号肽,成熟肽存在有结构保守基序 GCXGG,含有

Cys(C)、His(H)、Asn(N)和 Gln(Q)等高度保守位

点。cathepsin
 

L成熟肽保守位点C、H、N可构成催化

三联体结构,是酶催化活性位点,Q能帮助形成氧阴离

子洞作用[17-21],氧阴离子洞是氢键供体的排列,可通过

与四面体氧阴离子的氢键结合来稳定过渡态,从而导

致催化增强[29],该蛋白结构保守,有8个保守模体。

1990年,Fagotto等[30]在非洲钝缘蜱卵中检测到

cathepsin
 

L-like
 

cysteine
 

protease,认为其在胚胎发育

中发挥降解卵黄蛋白的作用。2000年,Renard等[31]

从微小牛蜱中克隆出首条cathepsin
 

L-like
 

cysteine
 

protease
 

cDNA,其全长1
 

123
 

bp。2010年,Franta
等[32]的研究发现cathepsin

 

L-like
 

cysteine
 

proteases
也存在于微小牛蜱和蓖子硬蜱的肠道中。2013年

Yamaji等[33]的研究证实长角血蜱中的cathepsin
 

L-
like

 

cysteine
 

protease可消化肠道中的牛血红蛋白。

2019年,Xavier等[34]研究发现微小扇头蜱中的ca-
thepsin

 

L-like
 

cysteine
 

protease能通过直接的6种纤

维蛋白原溶解活性作用于凝血酶诱导的纤维蛋白原凝

血阻止血餐凝固,延长吸血时间。
本研究采用qPCR法分析了 Hf-CLlCPb在半饱

血雌蜱的几个主要部位的表达,结果表明,Hf-CLlCPb
在半饱血褐黄血蜱的唾液腺中表达水平最高,提示蜱

唾液分泌的Cathepsin
 

L-like
 

cysteine
 

protein进入中

肠后催化血红蛋白的分解,但发挥作用的部位有待研

究,因为蜱类的消化机制十分特殊,即消化道仅具储存

和溶解红细胞功能,血红蛋白的降解过程主要在肠上

皮细胞的digestive
 

vecicles(消化泡)中完成。
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