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中华硬蜱凝血酶抑制剂的分离纯化与活性
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摘要：通过凝胶过滤和反相高压液相层析，从 #$$只半饱吸血的中华硬蜱（ !"#$%$& ’%(&’%’）唾液腺中分离
纯化得到一凝血酶抑制剂。用飞行质谱测定其分子量为 ’ )"&’ *+,，与其他蜱类来源的凝血酶抑制剂分子量不
同，提示为一新蛋白分子。该抑制剂对凝血酶有强烈的抑制活性，对激活的第 -因子和胰蛋白酶有微弱的抑制
活性。其发现将为发展疫苗、生物控制中华硬蜱提供资料和目标抗原。
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蜱类是对家畜危害最大的一类吸血寄生虫，对

人类而言，是仅次于蚊子的第二大类病原体媒介生

物。经蜱类传播的病原体有细菌、真菌、病毒、螺

旋体、立克次氏体和原虫。蜱类及经蜱传播的疾病

给家畜带来了巨大的经济损失，据统计，仅硬蜱每

年给畜牧业带来的经济损失就达 V$ 亿美元。如蜱
类传播的莱姆病（又称“第二艾滋”）、森林出血热

等动物和人类疾病（L,> 68 ,7，!%%#），已经严重威
胁人类的身体健康（据不完全统计，中国每年至少

有一万例以上的莱姆病患者）。鉴于蜱对畜牧业和

人类健康的巨大危害，寻找有效、安全的蜱类防治

措施是一个十分迫切的问题。但目前主要通过“毒

死蜱”等化学农药控制，这又会引起环境污染、食

品安全问题以及抗药性问题。为寻找有效的蜱类控

制策略，需要从分子水平上深入了解蜱类、病原体

与宿主之间的相互关系。

硬蜱须要吸附在宿主皮肤上连续吸血 V W !1 @
才能完成其血餐过程，完成血餐的硬蜱体重比吸血

之前增加了至少 !$$倍（L,> 68 ,7，!%%#）。在这么
长的吸血周期中，宿主有足够长的时间激活先天和

后天免疫反应，硬蜱将遭遇到宿主的防疫和免疫排

斥反应（L,> 68 ,7，!%%#）。蜱在长期进化过程中发
展形成了一系列的免疫逃避机制，以顺利完成在宿

主身上的吸血过程。从蜱类的唾液腺中已经发现了
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大量的具有生理、药理活性的生物活性分子。这些

生物活性分子主要分为以下几大类：! " 前列腺素
（#$%&$’( &) *+，!,,-；.(/0*1 &) *+，!,,2）；- " 组
织胺结合蛋白（3’(45*67$1*18( &) *+，!,,,；.(/6
0*1 &) *+，!,,9）；: " 血小板聚集抑制剂（;*1< &)
*+，-==-*，%）；> " 抗血液凝固因子（如凝血酶抑
制剂）（?/*1*8* &) *+，-==:；@$&1*%&’ &) *+，!,,,；
A*B0*1 &) *+，!,,=；C*<D*’ &) *+，!,,E；F(G%&’) &)
*+，!,,H；I’*14$<45&))$ &) *+，-==-）；2 " 抗菌多肽
（J*$ &) *+，-==>）；E " 阿片肽类似物（J$*18 &) *+，
-==2）。但来源于中华硬蜱的凝血酶抑制剂目前还
未见报道。

! 材料与方法

! "! 材 料
-== 只半饱吸血的中华硬蜱（ !"#$%$& ’%(&’%’）

（:= K H= 08）采于野兔皮肤表面，保存于 -E L、
湿度 M ,2N的昆虫培养箱。
! "# 中华硬蜱唾液腺的解剖和处理
沿中华硬蜱背盖边沿将整个蜱打开分为两半，

小心去掉背盖、中肠以及吸食的宿主血液，分离摘

取唾液腺，保存于 O H= L。将 -== 只中华硬蜱的
唾液腺置于 2 0J DP 9 QH的 R’$<6PS+缓冲液，用玻
璃匀浆器匀浆，离心去除沉淀，保留上清液用于分

离纯化。

! "$ 分离纯化
将唾液腺匀浆上清液上 !== 40 T - QE 40 的

U&D5*V&B C62= 凝胶过滤柱（经过 DP 9 QH 的 R’$<6
PS+、= Q! 0(+ W J @*S+缓冲液平衡），同时用 DP 9 QH
的 R’$<6PS+缓冲液 = Q! 0(+ W J @*S+缓冲液洗脱，用
自动部分收集器收集洗脱液；试管收集，每 != 0$1
一管，每管收集 : 0J；收集液用紫外 O 可见分光
光度计于 -H= 10 测定光吸收值；分别测定分离峰
的丝氨酸蛋白酶抑制活性。对有活性的分离峰进一

步用高效液相（5$85 D&’X(’0*14& +$YG$V 45’(0*)(8’*6
D5Z，P7JS）分离纯化；对 P7JS分离峰于 -H= 10
监测光吸收值，同时进行丝氨酸蛋白酶抑制活性跟

踪。有活性的分离峰再次用 P7JS 分离纯化，收集
保存有丝氨酸蛋白酶抑制活性的分离峰。

! "% 丝氨酸蛋白酶抑制剂的活性检测
胰蛋白酶、凝血酶、激活的 [ 因子购于 U$80*

公司。胰蛋白酶、凝血酶用小肽底物 U6--:H（P6\6
75&67$D63’86D@3， ]*%$ ^$)’G0， U)(4_5(+0， U/&6

V&1）检测；激活的 [ 因子用 .69=-=（@6.&1‘(Z+6
?+&6C+G6C+Z63’86D@3，U$80*）检测。反应体系是：
2= 00(+ W J R’$<6PS+，DP 9 QH，室温；胰蛋白酶、
凝血酶、激活 [因子的最终浓度分别为 != 、-!和
-= 10(+ W J。不同浓度的待测样品与上述丝氨酸蛋
白酶分别于室温保温 2 0$1，最后分别加入小肽底
物启动反应，于 >=2 10 处监测酶动力学反应
（J*0%V* .$( > Q=，7a）。相关的动力学参数用配套
的酶动力学分析软件包分析（\$B(1，!,2:）。在反
应体系中加入同样体积的样品溶解液即为空白对

照。

! "& 复钙时间测定
在 = Q! 0J 家兔柠檬酸钠血浆中分别加入 = Q!

0J溶解于生理盐水的不同浓度的样品，:9 L保温
2 0$1；加入 = Q! 0J - Q2 T != O - 0(+ W J 的 S*S+- 溶
液，记录血液凝固时间。对照加入同样体积的生理

盐水。

! "’ 分子量测定和纯度检验
纯化的凝血酶抑制剂的分子量和纯度用 .’G_&’

#&X+&B 公司的飞行质谱仪［0*)’$B6*<<$<)&V +*<&’ V&<6
(’D)$(1 $(1$‘*)$(1 )$0&6(X6X+$85)（;3J\?6RbI）0*<<
<D&4)’(0&)’Z］测定。用 !==N的乙晴作为溶解液，
其中含有!64Z*1(6>65ZV’(BZ4$11*0$4 *4$V（PSS3）。

# 结 果

# "! 中华硬蜱唾液腺凝血酶抑制剂的纯化
中华硬蜱唾液腺匀浆上清液在 -H= 10 光吸收

的总 b\为 :==左右（图 !*）；经过 U&D5*V&B C62=
分离以后，得到对凝血酶显示抑制作用的分离峰

（图 !*箭头所示），总 b\ 为 :=左右；该活性峰经
过 -步 P7JS纯化（图 !%，图 !4箭头所示），最后
得到纯化的中华硬蜱唾液腺凝血酶抑制剂。

# "# 分子量
经飞行质谱仪测定（图 -），中华硬蜱唾液腺

凝血酶抑制剂的;c为 E :29，提示该抑制剂的实际
分子量为 E Q:2E _\*；为高纯度蛋白峰。
# "$ 丝氨基酸蛋白酶抑制剂活性
中华硬蜱唾液腺凝血酶抑制剂强烈抑制凝血酶

（表 !），根据配套的酶动力学分析软件包分析
（\$B(1， !,2:）得到的 ) $ 为（ = Q=!9 d = Q==:）

"0(+ W J（U\，( e 2）；对胰蛋白酶和激活的 [因子
无显著影响。

# "% 复钙时间
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图 ! "#$%&’#( )*+,凝胶过滤和 -步反相高压液相纯化中华硬蜱
唾液腺凝血酶抑制剂流程图

./0 1 ! 2%# $34/5/6&7/89 85 7%48:;/9 /9%/;/784 548: !"#$%$& ’%(&’%’ <&=/>&4? 0=&9’<
;? "#$%&’#( 0#= 5/=74&7/89 &9’ 7@8 <7#$< 85 AB*CBDE

图 - 中华硬蜱凝血酶抑制剂的飞行质谱图
./0 1 - F&74/(*&<</<7#’ =&<#4 ’#<84$7/89 /89/G&7/89 7/:#*

85*5=/0%7 :&<< <$#6748:#74?

空白对照组的血浆凝固时间平均为 + :/9 左
右，而加入中华硬蜱唾液腺凝血酶抑制剂以后，-H
%内都未发现血液凝固，延长了复钙时间。

! 讨 论

血液凝固反应是宿主启动自身免疫反应的一个

表 " 中华硬蜱唾液腺凝血酶抑制剂对 !种丝氨基酸蛋白
酶水解酶活性的影响

#$% & " ’(()*+, -( ./0.%.+-1 .,-2$+)3 (1-4 !"#$%$& ’%(&’%’
-/ 0531-25+.* $*+.6.+5 -( +01)) ,)1./) 71-+)$,),

蛋白酶 B487#&<#
残留活性 A#</’3&= &67/>/7?（I）

（( J +）

凝血酶 2%48:;/9 -K L - M-!

激活的第 N因子 .N& OP L - M+

胰蛋白酶 24?$</9 OQ L - MQ

对照 E89748= !,,
! ) R , M,+［ * 检验，与对照相比（ **7#<7，68:$&4#’ @/7% 689*
748=）］。

重要步骤，蜱类生物为了抑制宿主免疫反应和保障

吸食的血液处于新鲜不凝固状态，需要通过相应的

生物化学机制抑制血液凝固。在蜱类生物中已经发

现了一系列的凝血因子抑制剂和血小板聚集抑制

剂，通过这些分子抑制血液凝固和血块形成。目前

除了源自长角血蜱（+,&-,./0’,1%’ 1#(2%3#4(%’）凝
血酶抑制剂的分子量为 P ST&外，其他蜱类来源的
凝血酶抑制剂的分子量都大于 !, ST&（U@&9&0& #7
&=，-,,V）。本文分离纯化的来源于中华硬蜱的凝
血酶抑制剂分子量为 K MV+K ST&，与其他蜱类来源
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的凝血酶抑制剂分子量不同，提示该抑制剂为一新

蛋白分子。该凝血酶抑制剂的发现将为发展疫苗、

生物控制中华硬蜱提供资料和目标抗原。有关该抑

制剂的结构和基因信息研究工作正在进行。
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