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新疆南疆地区微小牛蜱 Ｂｍ８６基因克隆及鉴定
代艳艳，廖秋萍，贾桂珍，周　桐，罗福江，周玉琴，王　帅，赵　丽，刘永宏
（塔里木大学动物科学学院／新疆生产建设兵团塔里木畜牧科技重点实验室，新疆阿拉尔８４３３００）

　　摘要：为了克隆及鉴定新疆南疆地区微小牛蜱Ｂｍ８６基因，参照ＧｅｎＢａｎｋ登录的微小牛蜱Ｂｍ８６基因序列，设计了
可以扩增 Ｂｍ８６基因完整阅读框架的引物，对微小牛蜱进行总 ＲＮＡ提取、ＲＴ－ＰＣＲ、克隆、测序、序列分析。结果表
明，获得的Ｂｍ８６基因长１９５３ｂｐ，与ＧｅｎＢａｎｋ中登录号为Ｍ２９３２１、ＨＱ０１４３９８的微小牛蜱Ｂｍ８６基因核苷酸同源性分
别为９９％、９７％，且为一个完整的开放阅读框架。本研究获得的微小牛蜱Ｂｍ８６基因，为获得基因工程疫苗的候选抗
原及中国抗微小牛蜱疫苗制备奠定了基础。
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　　微小牛蜱为典型的一宿主蜱，是我国分布最广的一个
种［１］，属于蜱类最常见、危害最大的硬蜱科扇头蜱亚科扇头

蜱属［２］。该蜱主要生活于农区，在新疆喀什及周边地区多

见。该蜱主要寄生于牛，也常寄生于其他家畜和野生动物，也

侵袭人类。可引起动物贫血、消瘦、发育不良、产乳量下降或

肢体麻痹，更重要的是感染动物免疫抑制，使蜱更易于存活或

传播疾病。在我国，微小牛蜱是其他许多寄生虫的传播媒介

和传播者，也能自然感染一些人畜共患病等［３］。因此做好微

小牛蜱及其蜱传病的防治工作，对新疆乃至全国畜牧业健康

发展意义重大。

微小牛蜱Ｂｍ８６是Ｗｉｌｌａｄｓｅｎ等［４－５］从半饱血微小牛蜱雌

蜱肠道分离的一种膜结合糖蛋白，是一种较好的保护性抗原。

Ｐｅｎｉｃｈｅｔ等证实，Ｂｍ８６抗原在不同株的微小牛蜱肠道细胞膜
上均存在，重组Ｂｍ８６表达产物对抗药性微小牛蜱也有免疫
抵抗作用［６］。Ｇａｒｃíａ－Ｇａｒｃíａ等研究发现，在大肠杆菌中
Ｂｍ８６基因表达的产物为融合蛋白包涵体，用该包涵体免疫
的牛对微小牛蜱具有明显的抵抗力［７］。李文卉等将 Ｂｍ８６
基因进行真核表达获得了其重组蛋白［８］；樊瑞泉等［９］、马米

玲等［１０］将 Ｂｍ８６基因克隆到原核表达载体 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１，
转化大肠杆菌后得到能被兔抗微小牛蜱全蜱阳性血清所识

别的包涵体。

蜱的防治已成为国内外畜牧业发展迫切须要解决的课

题，传统蜱防治方法造成的环境污染、食品安全、药物残留、抗

药性等问题日趋严重。免疫防治可使宿主增强免疫力，针对

—４２— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１期



性地消灭特定蜱种，污染极低，有利于环境保护和人类健康，

最主要的是可使易感动物具有一定抵抗力，有助于蜱种群和

蜱传病的控制［１１－１２］，是有效防治蜱及蜱传病的一个研究方

向。抗蜱疫苗在蜱类防治中具有很大的潜力，比传统化学防

治更有应用前景。目前，以基因工程手段研制疫苗是抗蜱疫

苗的主要方向［１３］。抗蜱疫苗的成功研制，首先在于调节其生

理作用的有效功能性抗原的鉴定、识别及作为高效重组体的

表达。本研究针对新疆南疆地区优势蜱种微小牛蜱，对其

Ｂｍ８６基因完整阅读框架进行克隆，以期为后续该基因的表
达、免疫抗原制备和抗微小牛蜱疫苗的研制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　微小牛蜱　采自喀什地区牛和阿克苏地区羊。
１．１．２　菌种和主要试剂　宿主菌 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α由笔者所在
实验室保存。ＴｒｉｚｏｌｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ（ＣｏｄｅＮｏ．：１５５９６－０２６），购
自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物工程有限公司；ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲＫｉｔ
（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０（ＣｏｄｅＮｏ．：ＤＲＲ０１９Ａ），ＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ Ｖｅｒｓｉｏｎ
２．０（ＣｏｄｅＮｏ．：Ｄ３３１Ａ）购自宝生物工程（大连）有限公司；
ＴＩＡＮｇｅｌＭｉｄｉＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（ＣｏｄｅＮｏ．：ＤＰ２０９）、ＴＩＡＮｐｒｅｐ
ＭｉｎｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ（ＣｏｄｅＮｏ．：ＤＰ１０３）、ｐＧＭ－Ｔ克隆试剂盒
（ＣｏｄｅＮｏ．：ＶＴ２０２）、Ｄ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＣｏｄｅＮｏ．：ＭＤ１１４）
均购自天根生化科技（北京）有限公司；ＩＰＴＧ、Ｘ－Ｇａｌ、Ｇｏｌｄ
ｖｉｅｗ、６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、氨苄青霉素、无水氯化钙、氯仿、无水
乙醇等试剂，均购自北京金泰博达生物科技有限公司。

１．１．３　引物　按照引物设计原则，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
分子生物学软件，以 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中微小牛蜱 Ｂｍ８６基因
全序列为模板，设计扩增 Ｂｍ８６基因完整阅读框架的特异性
引 物，Ｐ１：５′－ＡＴＧＣＧＴＧＧＣＡＴＣＧＣＴＴＴＧＴＴＣＧ －３′，Ｐ２：
５′－ＴＴＡＣＡＡＣＧＡＴＧＣＴＧＣＧＧＴＧＡＣＴＧ－３′，预期扩增大小为
１９５３ｂｐ，引物由生工生物工程（上海）有限公司合成。
１．１．４　仪器　ＰＣＲ仪（ＴＣ－５０００，ＢｉｂｂｙｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃＬｔｄ）、小型
高速冷冻离心机（Ｒ１３４ａ，Ｈｅｒｍｅｔｉｃａｌｌｙｓｅａｌｅｄｒｅｆｉｇｅｒａｔｉｏｎｓｙｓ
ｔｅｍ）、电泳仪（ＤＹＹ－１２，北京市六一仪器厂）、紫外分析仪
（ＪＹ０２Ｓ，北京君意东方电泳仪设备有限公司）等。
１．２　方法
１．２．１　总 ＲＮＡ提取　以微小牛蜱为材料，按 Ｔｒｉｚｏｌｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎＴＭ试剂盒说明书提取总ＲＮＡ。
１．２．２　ＲＴ－ＰＣＲ反应　总 ＲＮＡ按照 ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲＫｉｔ
（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０试剂盒，利用已设计的特异性引物 Ｐ１、Ｐ２扩
增Ｂｍ８６基因，退火温度５８℃。
１．２．３　ＰＣＲ产物纯化回收　取Ｂｍ８６基因ＲＴ－ＰＣＲ扩增产
物电泳切胶后，按照ＴＩＡＮｇｅｌＭｉｄｉＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒说明
进行回收纯化。

１．２．４　纯化产物连接 Ｔ载体　胶回收纯化的目的 Ｂｍ８６基
因产物，按照ｐＧＭ－Ｔ克隆试剂盒说明操作与 ｐＧＭ－Ｔ载体
连接。

１．２．５　ＤＨ５α感受态细胞制备　ＤＨ５α受体菌，３７℃培养收
集菌液，采用 ＣａＣｌ２法制备 ＤＨ５α感受态细胞，新鲜即可使
用，或－７０℃保存备用。
１．２．６　转化ＤＨ５α感受态细胞、鉴定、摇菌提取质粒及测序

　将连接产物转化自制的 ＤＨ５α感受态细胞进行蓝白斑筛
选。白色菌落按照 ＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０试剂盒说明，利
用自行设计的Ｐ１、Ｐ２引物进行菌落 ＰＣＲ鉴定；挑取 ＰＣＲ阳
性菌落接种液体培养基摇菌，按照 ＴＩＡＮｐｒｅｐＭｉｎｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ
试剂盒说明提取质粒ＤＮＡ，标记后送生工生物工程（上海）有
限公司测序，测序引物为Ｔ７。保存阳性菌和质粒。
１．２．７　序列分析　测序结果用ＢＬＡＳＴ在线平台分析与其核
苷酸同源性最高的序列。

２　结果与分析

２．１　Ｂｍ８６基因ＲＴ－ＰＣＲ扩增
以微小牛蜱为材料提取总ＲＮＡ，一步法ＲＴ－ＰＣＲ反应，扩

增出大小约１９５３ｂｐ的特异性条带，与预期结果一致（图１）。

２．２　菌落ＰＣＲ鉴定
挑取７个白色菌落，利用 Ｐ１、Ｐ２引物进行 ＰＣＲ鉴定，结

果均为阳性（图２）。

２．３　测序分析
将微小牛蜱经 ＲＴ－ＰＣＲ、克隆、测序所得 Ｂｍ８６基因序

列，长度为１９５３ｂｐ。利用ＢＬＡＳＴ在线平台分析，显示与其核
苷酸同源性较高的前２个序列 ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 Ｍ２９３２１、
ＨＱ０１４３９８，核苷酸同源性分别是９９％（１９２６／１９５３ｂｐ）、９７％
（１９０１ｂｐ／１９５３ｂｐ），已登录的这２个序列基因均来源于微
小牛蜱。本研究测序得到的序列为一个完整开放阅读框架。

测得Ｂｍ８６基因序列见图３。

３　结论与讨论

微小牛蜱Ｂｍ８６是Ｗｉｌｌａｄｓｅｎ等［４－５］从半饱血微小牛蜱雌

蜱肠道分离的一种膜结合糖蛋白，是一种较好的保护性抗原。

当微小牛蜱吸食用其免疫的牛血液时，血液中的抗体与蜱肠

道表面相应糖蛋白结合，从而使蜱肠道受到严重损伤，当牛血
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液渗入蜱血淋巴后，能进一步引起蜱的大规模死亡以及繁殖、

生存能力下降等。本研究从新疆南疆地区微小牛蜱体内成功

克隆了Ｂｍ８６基因，长度为１９５３ｂｐ，与预期一致，为一个完整
的开放阅读框架，其核苷酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中登录号为
Ｍ２９３２１、ＨＱ０１４３９８的微小牛蜱 Ｂｍ８６基因核苷酸同源性分
别为９９％、９７％，说明该基因也存在于我国微小牛蜱体内。

虽然已证实Ｂｍ８６基因对微小牛蜱免疫保护作用良好，
但天然Ｂｍ８６基因抗原在微小牛蜱体内含量少，难以获得，所
以Ｂｍ８６基因重组蛋白的获得及其是否具备免疫原性至关重
要。国内外许多学者利用原核表达和真核表达系统对其进行

了表达［７－１０］。但基因表达水平与许多因素有关，笔者拟用含

有ＣＭＶ强启动子和增强子的 ｐＶＡＸｌ高效真核表达载体对其
进行表达，构建ＤＮＡ疫苗。因此，获得一个完整阅读框架的
Ｂｍ８６基因至关重要，本研究中Ｂｍ８６基因的获得、测序、鉴定
工作已完成，且基因变异小，序列保守，适合作为基因工程疫

苗的候选抗原，对制备抗微小牛蜱疫苗具有重要价值。
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