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新产褐黄血蜱卵原生质蛋白组成和状态研究*

李丹,徐义葳,程天印**

(湖南农业大学动物医学院,湖南长沙
 

410128)

【摘要】 目的 分析新产褐黄血蜱卵原生质蛋白及功能,揭示蜱胚发育的物质需求,为创新免疫控蜱策略奠定基础。

 方法 采用LC/MS/MS技术,搜索唾液腺转录组文库鉴定褐黄血蜱卵原生质蛋白和高丰度卵成分。 结果 检获特

异性肽段503条,由此鉴定多肽137条,高可信的82条,属于79种蛋白,其中34种已知功能的分别属于酶类、蛋白酶抑

制剂、转运蛋白、蛋白合成与修饰、免疫相关蛋白等五类;序列比对表明,在抑制剂和转运蛋白两类中,成员有明显的家族

性;定量分析显示,在卵蛋白中,丰度最高的蛋白是contig_43009+19714,另外三种分别为contig_42244+44787、contig_

195、contig_12613,其丰度排名依次为第2、6、7。电泳显示,新鲜卵蛋白大小25-400
 

ku之间,但分布不均,在近120
 

ku、

90
 

ku等9处形成浓染条带;切带分析显示,9个条带中的高丰度蛋白均为contig_43009、contig_19714、contig_42244、

contig_44787等Vn片段,说明蜱卵产出时其内的Vn(或Vg)已降解成大小不同的肽段。 结论 新产褐黄血蜱卵原生

质蛋白具有多样性、系统性和家族性。
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【Abstract】 Objective Investigation
 

of
 

the
 

periplasmic
 

proteins
 

and
 

its
 

function
 

from
 

Haemaphysalis
 

flava
 

egg
 

will
 

help
 

to
 

reveal
 

the
 

material
 

requirements
 

of
 

tick
 

embryo
 

development
 

and
 

lay
 

a
 

foundation
 

for
 

innovating
 

the
 

anti-tick
 

strat-
egy. Methods The

 

periplasmic
 

proteins
 

and
 

high-abundance
 

components
 

of
 

Haemaphysalis
 

flava
 

egg
 

were
 

identified
 

by
 

LC/MS/MS
 

assay
 

with
 

salivary
 

transcriptome
 

data. Results A
 

total
 

of
 

503
 

specific
 

peptides
 

were
 

detected,and
 

137
 

polypeptides
 

were
 

identified,among
 

which
 

82
 

were
 

high
 

confidence.
 

They
 

were
 

derived
 

from
 

79
 

proteins,34
 

of
 

which
 

had
 

known
 

functions
 

belonging
 

to
 

five
 

categories,including
 

enzymes,protease
 

inhibitors,transporters,protein
 

synthesis
 

and
 

modification,and
 

immune-related
 

proteins.
 

Sequence
 

alignment
 

showed
 

that
 

the
 

members
 

of
 

inhibitors
 

and
 

transporters
 

were
 

familial.
 

The
 

quantitative
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

highest
 

abundance
 

of
 

egg
 

proteins
 

was
 

contig_43009+19714,the
 

other
 

three
 

were
 

contig_42244+44787,contig_195
 

and
 

contig_12613,ranking
 

the
 

second,sixth
 

and
 

seventh
 

in
 

sequence.
 

Electrophoresis
 

showed
 

that
 

the
 

size
 

of
 

fresh
 

egg
 

protein
 

ranged
 

from
 

25-400
 

ku,but
 

the
 

distribution
 

was
 

not
 

uniform,and
 

concentrated
 

bands
 

were
 

formed
 

at
 

9
 

places,such
 

as
 

120
 

ku
 

and
 

90
 

ku.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

high
 

abundance
 

pro-
teins

 

in
 

the
 

nine
 

bands
 

were
 

all
 

contig_43009,contig_19714,contig_42244,contig_44787
 

and
 

other
 

Vn
 

fragments,indica-
ting

 

that
 

the
 

Vn
 

(or
 

Vg)
 

in
 

tick
 

eggs
 

had
 

been
 

degraded
 

into
 

peptides
 

of
 

different
 

sizes. Conclusion The
 

periplasmic
 

proteins
 

of
 

newly
 

produced
 

Haemaphysalis
 

flava
 

egg
 

are
 

diverse,systematic
 

and
 

familial.
【Key

 

words】 Haemaphysalis
 

flava
 

egg;LC/MS/MS;enzyme;protease
 

inhibitor

*** 蜱属于以吸血为生的体外寄生虫,有卵、幼蜱、若
蜱、成蜱四个阶段。卵是其个体生命的第一个阶段,其
内含有受精卵及其发育所需的营养物质,故营养成分

的缺少或不足会影响胚胎的发育。正因如此,人们一

贯重视蜱卵成分的研究。1943年,Wigglesworth[1]发
现一种含血红素的蛋白,后被Bremner等[2]证实为

Vitellin。之后,人们采用传统的生化技术先后从变异

革蜱、微小扇头蜱等多种蜱卵中分离、鉴定了多种蛋白

质,如 Vn,tick
 

heme-binding
 

aspartic
 

proteinase,

Boophilus
 

Yolk
 

pro-Cathepsin、vitellin-degrading
 

cys-

teine
 

endopeptidase, Glutathione
 

S-transferases
等[3-7]。另外,借助 RT-PCR、WB等方法证实蜱卵中

还含有ferritins、Disulfide
 

isomerase、Cystatin等 蛋

白[8-10]。
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目前对一些蜱卵蛋白的结构、活性和功能已有所

了解,但对蜱卵成分尚不十分清楚。蛋白质组学技术

的发展为高通量、大规模、全面地鉴定蜱卵蛋白质及其

含量提供了强有力的支撑,迄今为止已有关于蜱的唾

液、淋巴、中肠内容物和唾液腺蛋白质成分的研究,以
及蜱类卵蛋白质组学研究

 [11-12]。本研究拟用Label
 

free法对褐黄血蜱卵中的卵蛋白质成分进行分析鉴

定,为探索蜱类胚胎发育规律和由此衍生的控蜱措施

奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 试剂与仪器 氯仿、甲醇、甲酸、乙腈系国药集团

化学试剂有限公司产品;胰蛋白酶购于Promega(北
京)生物技术有限公司;蛋白酶抑制剂混合物(Prote-
ase

 

Inhibitor
 

Cocktail)购于(福州)Phygene公司。玻

璃匀 浆 器 和 Q
 

Exactive质 谱 仪 为(美 国)Thermo
 

Fisher生产;Sep-Pak
 

C18购于美国沃特世公司;液相

色谱仪购于(美国)Agilent
 

Technologies;电泳仪购于

美国Bio
 

Rad公司。

1.2 蜱虫 采自河南信阳刺猬体表,经鉴定为褐黄血

蜱。

2 方法

2.1 卵蛋白的提取 取新鲜褐黄血蜱卵50
 

mg,按徐

律等[12]的方法除其表面蜡质层。随后放入玻璃匀浆

器中,加SDT裂解液(含4%SDS,1
 

mmol/L
 

DTT,

pH
 

8.0的150
 

mmol/L
 

Tris-HCl,以及蛋白酶抑制剂

混合物)研磨,直至卵彻底匀浆。沸水浴3
 

min,超声

破碎5
 

min,12
 

000
 

r/min离心15
 

min,留取上清液,

BCA法测定蛋白质浓度。

2.2 卵蛋白SDS-PAGE分析 取卵蛋白提取液10
 

μL,加入2
 

μL
 

6×Protein
 

buffer,混匀,置于沸水中煮

5
 

min,冰浴2
 

min,瞬时离心,取10
 

μL进行SDS-
PAGE电泳。电泳胶于考马斯亮蓝中染色20

 

min;煮
沸褪色。

2.3 卵蛋白的消化

2.3.1 粗提蛋白消化 取卵蛋白提取上清液80
 

μL
至10

 

ku超滤膜管,加入1
 

mol/L
 

DTT液10
 

μL,沸水

浴5~10
 

min,冷却;加8
 

mol/L
 

尿素缓冲液200
 

μL,

12
 

000
 

r/min离心30
 

min,重复3次;加100
 

mmol/L
 

IAA 液100
 

μL,避光放置30
 

min,同上离心;加8
 

mol/L尿素缓冲100
 

μL,同上离心并重复3次;加25
 

mmol/L
 

NH4HCO3 液100
 

μL,同上离心并重复3
次;将超滤管移至新的收集管,加入消化液100

 

μL(含

Trypsin酶4
 

μg),37
 

℃酶切16~18
 

h后同上离心;再
加入25

 

mmol/L
 

NH4HCO3 液50
 

μL,同上离心。合

并滤液,过Sep-Pak
 

C18小柱去盐后测定滤液 A280
值,计算含肽浓度,冻干[13]。

2.3.2 胶内蛋白消化 切取SDS-PAGE电泳后的清

晰浓染的各蛋白条带,分别放至EP管,加入ACN脱

色并 用 超 纯 水 清 洗 至 透 明。每 管 加 入10
 

μL
 

100
 

mmol/L
 

DTT和90
 

μL
 

100
 

mmol/L
 

NH4HCO3,56
 

℃孵育30
 

min;加入30
 

μL
 

200
 

mmol/L
 

IAA,70
 

μL
 

100
 

mmol/L
 

NH4HCO3,暗室放置30
 

min;加入100
 

mmol/L
 

NH4HCO3 和ACN冲洗,加入12.5
 

ng/mL
 

Trypsin和25
 

mmol/L
 

NH4HCO3 混合液37
 

℃过夜

后用60%
 

ACN/0.1%
 

TFA反复抽提3次,合并后冻

干[14]。

2.4 LC/MS/MS分析 称取酶切产物2
 

μg,0.1%
三氟乙酸40

 

μL,混匀。将样品注入毛细管高效液相

色谱仪进行脱盐及分离。用95%的A液平衡色谱柱。
液相梯度:第0-50

 

min,B液线性梯度从4%到50%;
第50-54

 

min,B液线性梯度从50%到100%;第54-60
 

min,B液维持在100%。A液为0.1%甲酸水溶液,B
液为0.1%甲酸乙腈水溶液(乙腈为84%)。

用Q-Exactive质谱仪检测正离子,每次全扫描后

采集10个碎片图谱的方法来采集多肽和多肽碎片的

质量电荷比。

2.5 蛋白鉴定 将质谱数据和GSE67247翻译文库

分别导入 Mascot2.2,在 Enzyme=Trypsin,Missed
 

cleavage=2,Fixed
 

modification:Carbamidomethyl
(C),Variable

 

modification:Oxidation(M),Peptides
 

tolerance:20ppm,MS/MS
 

tolerance:0.1Da,Mascot
 

Score≥20下搜索特异性肽段及其匹配多肽。
 

2.6 蛋白注释 将高可信多肽序列上传至 Uniprot
数据库(共202815条序列,下载时间为2020/01/06,

http://www.uniprot.org/taxonomy/297308)进行搜

库、注释。

2.7 未知功能高可信蛋白的生物信息学分析 登陆

Omicsbean网站(http://www.omicsbean.cn/)对褐

黄血蜱 未 知 功 能 高 可 信 卵 蛋 白 进 行 GO 分 析 及

KEGG分析。

结 果

1 卵蛋白鉴定

从新鲜褐黄血蜱卵蛋白粗提液检出特异性肽段

503条,鉴定多肽137条,其中82条为可信的(unique
 

peptides≥2),属于79种蛋白。搜索Pubmed和中国

知网,其中的34种或其同系物已被研究。基于参考文

献将其归于酶类、蛋白酶抑制剂类、转运蛋白、蛋白质

合成修饰、免疫相关蛋白等五大类(表1)。
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表
 

1 褐黄血蜱卵原生质蛋白功能分类
Table

 

1 Functional
 

classification
 

ofperiplasmic
 

proteins
 

from
 

Haemaphysalis
 

flava
 

egg
肽段编号
No.

 

in
 

GSE
蛋白ID、名称与来源
Protein

 

annotation
E值
E-vavlue

得分
Score

相似率
Idt(%)

转运蛋白(8/13)

 contig_43009+19714 A0A411G179,Vitellogenin,Haemaphysalis
 

flava2 1.40E-141 1,153 100.0
 contig_44787+42244 Q5EG54,Vitellogenin,Dermacentor

 

variabilis 5.50E-60 521 70.1
 contig_195 A0A346JM06,Vitellogenin-2,H.

 

flava 0 6,734 97.6
 contig_12613 A0A346JM05,Vitellogenin-1,H.

 

flava 0 8,294 100.0
 contig_7244+1976 A0A346JM08,Vitellogenin-B,H.

 

flava 0 5,904 100.0
 contig_39954 A0A023GCN1,Lipocalin-51,Amblyomma

 

triste 4.70E-70 550 58.0
 contig_13276 A0A131Z2M7,Lipocalin,Rhipicephalus

 

appendiculatus 8.90E-46 388 53.1
 contig_25547 M5AYG7,Ferritin,Haemaphysalis

 

longicornis 4.10E-122 893 94.5
酶类(15/28)

 contig_20751 A0A6M2CGL6,Cathepsin
 

D,Rhipicephalus
 

microplus 4.40E-88 704 43.3
 contig_11068 A0A224YC57,Cathepsin

 

C,Rhipicephalus
 

zambeziensis
 

3.00E-87 685 77.1
 contig_14800 A0A131YZD9,Cathepsin

 

C,R.appendiculatus 1.40E-147 1090 79.8
 contig_27993 A0A6M2CJG1,Heme-binding

 

aspartic
 

peptidase
 

,R.microplus 3.30E-61 503 72.7
 contig_9170 Q2WFX6,Aspartic

 

protease,H.longicornis 0 1,990 95.9
 contig_18731 A0A1E1XAU4,Cysteine

 

proteinase,Amblyomma
 

aureolatum 0 2,337 84.5
 contig_7575 A0A131Z310,Glutathione

 

transferase,R.appendiculatus 3.10E-124 913 75.0
 contig_2987 A0A023FXJ7,Glutathione

 

s-transferase,Amblyomma
 

parvum 2.00E-44 380 86.4
 contig_12150 A0A6B0VEP5,Copper/zinc

 

superoxide
 

dismutase,Ixodes
 

ricinus 0 1472 49.2
 contig_10226 L7M7X5,Catalase,Rhipicephalus

 

pulchellus 0 1964 91.6
 contig_1683 A0A2P1DPZ4,Glyceraldehyde-3-phosphate

 

dehydrogenase,H.flava 0 1730 100.0
 contig_1384 A0A6M2CTD4,F0f1-type

 

atp
 

synthase,R.microplus 0 2629 94.6
 contig_4096 L7MMY2,ATP

 

synthase
 

subunit
 

alpha,R.pulchellus 3.10E-179 1316 91.6
 contig_23044 A0A6M2D205,carboxypeptidase,R.microplus 0 1,345 62.8
 contig_15 A5LHV9,Disulfide-isomerase,H.longicornis 0 2,514 96.2
蛋白酶抑制剂(6)

 contig_16838 A0A5P8H6S1,Serpin-a,H.longicornis 1.30E-37 344 56.1
 contig_29203 A0A5P8H6S1,Serpin-a,H.longicornis 8.40E-33 313 59.3
 contig_1782 A0A5P8H6S1,Serpin-a,H.longicornis 2.40E-126 953 65.6
 contig_2853 A0A5P8H6S1,Serpin-a,H.

 

longicornis 0 1762 87.2
 contig_7475 A0A0S2CCT2,Serpin

 

2,H.
 

flava 0 1,397 94.3
 contig_13024 A0A023GN63,Serpins

 

9,Amblyomma
 

triste 6.20E-105 806 62.0
蛋白质合成修饰(3)

 contig_949 A0A097A1J8,Heat
 

shock
 

70
 

kDa
 

protein,H.
 

flava 0 3,102 100.0
 contig_2705 A0A2D1C0A7,Heat

 

shock
 

protein
 

83,H.
 

flava 0 3,719 99.3
 contig_5711 A8E4J9,Calreticulin,Haemaphysalis

 

qinghaiensis 0 2239 99.3
免疫相关蛋白(2)

 contig_228 A0A1E1WWG1,Microplusin-like
 

antibacteral
 

peptide,A.
 

aureolatum 1.50E-09 134 33.8
 contig_11256

A0A131YZT6,Fibrinogen-related
 

domain
 

containing
 

protein,R.appen 
diculatus 0 2,420 80.5

分泌蛋白与未知蛋白(27)

 分泌蛋白(6)

 未知蛋白(21)

  蜱卵蛋白组成具有如下特点:酶是褐黄血蜱卵原

生质蛋白中最多的一类,且半数与蛋白的分解有关;有
多个Vn和Serpin家族成员并存现象,即具有家族性;

Vn,酶及其抑制剂可构成完整的反应体系。

2 未知功能高可信蛋白生物信息学分析

对45种未知功能高可信蛋白进行GO分析,这些

蛋白参与蛋白修饰、血液凝固等生物过程,构成囊泡、
细胞器等细胞组分,发挥抗原结合、蛋白二聚化等分子

功能(图1)。

KEGG分析表明,45种未知功能高可信蛋白主要

富集在氨基酸合成、戊糖磷酸途径、凝血级联反应等通

道(图2)。

3 高可信蛋白的相对定量分析

在新产的褐黄血蜱卵中,iBAQ值最高的是contig
_43009+19714和contig_42244+44787,均为 Vn。
较高的蛋白是 Microplusin类、Serpin类和组织蛋白

酶类(表2)。

4 蜱卵蛋白SDS-PAGE分析

经SDS-PAGE电泳分析,新产蜱卵提取液的高丰

度蛋白分子质量多在72~130
 

ku之间(图3)。对9条
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浓染电泳条带蛋白成分的分析表明,各条带中的高丰

度蛋白成分极为 相 似,均 为contig_43009、contig_

19714、contig_42244、contig_44787等,说明contig_

43009+19714、contig_42244+44787两蛋白已降解为

大小不同的肽段。

图
 

1 45种未知功能高可信蛋白GO分析

Fig.1 GO
 

analysis
 

of
 

45
 

high-confidence
 

proteins
with

 

unknown
 

functions

图
 

2 45种未知功能高可信蛋白KEGG分析

Fig.2 KEGG
 

analysis
 

of
 

45
 

high-confidence
 

proteins
 

with
 

unknown
 

functions

讨 论

在蜱卵原生质中内贮存了多种营养物质,如蛋白

质、糖类、脂类、无机元素及遗传物质,其中蛋白质倍受

关注。尽管已经探明了一些卵蛋白的结构和功能,但
对蜱卵原生质蛋白成分的总体情况尚不完全明了。本

研究借助LC/MS/MS测定和唾液腺转录组数据鉴定

褐黄血蜱卵原生质高可信多肽82条,属于79种蛋白,
远多于徐律[12]鉴定的数量。通过追溯调查、试验验证

发现,蜱卵一旦研磨破碎,其蛋白质将快速、无序地降

解,严重影响鉴定多肽的数量,而Protease
 

Inhibitor
 

Cocktail含有 AEBSF、Bestatin、E-64、Phosphorami-
don和Pepstatin

 

A等成分,对半胱氨酸蛋白酶、丝氨

酸蛋白酶和天冬氨酸蛋白酶等具有广谱的抑制性,从
而有效地阻止蜱卵内蛋白的降解。

表
 

2 褐黄血蜱卵原生质蛋白相对丰度(前10)
Table

 

2 The
 

top
 

10
 

of
 

iBAQ
 

in
 

periplasmic
 

proteins
 

from
Haemaphysalis

 

flava
 

egg
序号 蛋白 iBAQ 排序 类别

1 contig_43009+19714 2760400000 1 Vn类

2 contig_42244+44787 2448600000 2 Vn类

3 contig_228 361180000 3 Microplusin类

4 contig_16838 76981000 4 Serpin类

5 contig_29203 52670000 5 Serpin类

6 contig_195 50623000 6 Vn类

7 contig_12613 39196000 7 Vn类

8 contig_20751 37376000 8 组织蛋白酶类

9 contig_25547 32652000 9 Ferritin
10 contig_27993 26645000 10 组织蛋白酶类

M 蛋白分子质量标准 1-3 样品
图

 

3 褐黄血蜱卵原生质蛋白提取物SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

maker 1-3 Sample
Fig.3 SDS-PAGE

 

of
 

the
 

proteins
 

extracted
 

from
 

Haemaphysalis
flava

 

egg
 

periplasm

在基于Label
 

free的蛋白组学研究中,Intensity、

iBAQ和LQF是常用的定量分析指标,其中iBAQ最

适于样本内不同蛋白的丰度比较。从本研究鉴定的各

蛋白iBAQ值看,Vn在褐黄血蜱卵内丰度最高。Vg
是Vn的前体,可由卵巢、脂肪体、中肠合成,并通过血

淋巴转移至卵巢,经卵母细胞摄取、加工形成Vn,储存

于卵黄颗粒,作为蜱类胚胎发育的氨基酸来源[15-17]。

Vn种类较多,在 Dermacentor
 

andersoni
 

和Derma-
centor

 

variabilis中均有2种[18-19],本研究检出多肽9
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条,属 于6种 Vn,因 为 Contig_43009和 Contig_

19714,contig_7244 和 contig_1976 分 别 属 于 Vg
(A0A411G179)和Vg-B(A0A346JM08)。最近,我们

又成功克隆-mRNA(ON332576),它们编码的序列包

含contig_42244和contig_44787两多肽片段。
对卵蛋白进行SDS-PAGE及其条带质谱分析的

结果出 人 意 料-9个 条 带 的 主 要 成 分 均 为 Contig_

43009、Contig_19714,contig_42244、contig_44787,即
 

Vg和Vn-a,暗示在卵产出时Vg和Vn已经降解,与

Logullo在微小扇头蜱得出的蜱卵 Vn降解始于产出

当天结论一致[20],由此认为,Rosell等人以卵蛋白的

SDS-PAGE电 泳 条 带 推 定 Vn 亚 单 位 数 有 失 严

谨[21-23]。
天冬氨酸蛋白酶和半胱氨酸蛋白酶是褐黄血蜱卵

内最多 的 两 类 蛋 白 酶。已 证 实 组 织 蛋 白 酶 D 和
 

Heme-binding
 

aspartic
 

peptidase等均能催化 Vn分

解[24-25]。Zhao等[26]报道在长角血蜱胚胎发育的过程

中,组织蛋白酶D的活性在第一天最高,随着发育的

进行逐渐降低。以上这些酶在反应中产生的有毒自由

基均能通过蜱的谷胱甘肽转移酶、超氧化物歧化酶、过
氧化物酶来清除。

蜱中Serpin种类丰富,至今为止已发现120种以

上,本研究从褐黄血蜱卵中检出6种Serpin。序列比

对显示,它们都有Serpin家族的保守序列(NAVY-
FKG、DVNEEG 和 PS00284)和中心反应环(RCL)
(图4),即具有家族性。通过免疫实验、干扰实验证实

Serpin在阻止血液凝固、血餐消化、胚胎发育等方面发

挥作用[27]。本研究中contig_2853与长角血蜱的Ser-
pin-a相似率为87.2%。Serpin-a可抑制 Cathepsin

 

G,FXa和papin的蛋白酶活性且具有免疫抑制的作

用[28]。

图
 

4 Serpin
 

RCL序列比对图

Fig.4 Sequence
 

alignment
 

of
 

serpin
 

putative
 

reactive
 

center
 

loops
 

(RCL)

HSP70是一种分子伴侣、具有多种功能,如可呈

递抗原,也参与蛋白折叠和转运[29-30]。和小明等[31]的

研究表明蜱内HSP70无论是天然形式还是重组形式

都具有抗凝活性。Microplusin是一种分子质量为

10.204
 

ku的抗菌肽,发现于微小扇头蜱,可以抵抗多

种革兰阳性菌和真菌,在蜱的防御反应中起重要作

用[32]。
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