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中华稻蝗谷胱甘肽 S －转移酶的分离纯化*

郭艳琼1，2 吴海花1 宣 涛1 张建珍1 郭亚平1 马恩波1＊＊

( 1. 山西大学应用生物学研究所 太原 030006 ; 2. 山西农业大学农学院 太谷 030801 )

摘 要 采用硫酸铵沉淀法和 GSH-agarose 亲和层析法，对中华稻蝗 Oxya chinensis( Thunberg) 5 龄若虫谷胱甘肽 S

－转移酶( glutathione S-transferases，GSTs) 进行了分离纯化。结果表明: 经硫酸铵沉淀，饱和度在 60% ～ 80%下沉

淀中 GSTs 比活力较高，饱和度 90%时比活力达到最高，为 0. 3046 μmol /min /mg protein，纯化倍数为 1. 82。进一

步经 GSH-agarose 亲和层析纯化后，比活力最高达到 8. 5185 μmol /min /mg protein，纯化倍数为 50. 88。经 SDS-

PAGE 电泳检测，呈现单一的条带，亚基的分子量约为 25. 4 ku。此组分的纯化成功为进一步研究中华稻蝗谷胱甘

肽 S －转移酶的酶学性质、结构特点和作用原理提供了基础资料。
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Abstract Glutathione S-transferase ( GST ) in the fifth-instar nymphs of Oxya chinensis ( Thunberg ) was purified by

ammonium sulfate and GSH-agrose affinity chromatography． Higher specific activity of GSTs could be detected at 60% -

80% purity，and the highest specific activity was found at 90% ． The specific activity was 0. 3046 μmol /min /mg protein，

and the purification factor was 1. 82-fold． Further GSH-agrose affinity chromatography indicated that purification reached

50. 88 with specific activity of 8. 5185 μmol /min /mg protein． SDS-PAGE analysis indicated that the purified GSTs

preparation had a single band with a relative molecular mass of 25. 4 ku． These results provide the basis for further study

of the enzymatic properties，structural characteristics and functions of the GSTs of O． chinensis．
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谷胱甘肽 S-转移酶( glutathione S-transferases，
简称 GSTs) 是昆虫解毒酶系统中的一类重要的多
功能超基因家族酶( Qin et al．，2011 ) ，其主要功
能是催化机体内某些内源性或外来有害物质的亲

电子基团与还原型谷胱甘肽的巯基偶联，增加其

疏水性，最终被降解而排出体外，从而保护了机体

内重要的亲核物质如蛋白质和核酸等，达到解毒

的目的( 刘小丽等，2003 ; 杨海灵等，2006 ) 。已有
的研究发现谷胱甘肽 S － 转移酶活性的提高是昆

虫对杀虫剂产生抗药性的一个重要机制 ( 吕敏，

2003 ; 张永国和亢晋勇，2006 ) 。
中华稻蝗 Oxya chinensis ( Thunberg) 属于昆虫

纲 ( Insecta ) ，直 翅 目 ( Orthoptera ) ，蝗 总 科
( Acridoidea ) ，斑腿蝗科 ( Oedipodidae ) ，稻蝗属
( Oxya Serville) ，主要取食水稻叶片和其它禾本科
植物，是重要的植食性农业害虫( 郑哲民，1993 ) 。
目前在中华稻蝗的防治中，利用化学杀虫剂仍为

主要手段。长期大量使用化学杀虫剂势必引起害
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虫产生抗药性，这不但削弱了化学防治的效果，而

且也增加了防治的难度和成本，同时也带来一系

列环境和健康问题 ( 吴海花等，2007 ) 。吴海花
( 2007 ) 通过对谷胱甘肽 S －转移酶在中华稻蝗不
同组织中的分布及特性进行研究，发现 GSTs 在中
华稻蝗不同组织中均有分布，但各组织对不同底

物的结合和催化能力及对抑制剂的敏感性不同，

这一结果表明不同组织谷胱甘肽 S － 转移酶的同
工酶组成形式不同。采用蛋白纯化的方法得到各
种同工酶，并对其性质进行研究，找到与抗性或诱

导相关的同工酶，对于抗性治理和新农药的开发

都具有重要意义。本研究采用硫酸铵沉淀法和
GSH-agrose 亲和层析法，从 5 龄稻蝗整虫中分离
纯化出具有生物活性的 GSTs。

1 材料与方法

1. 1 材料
1. 1. 1 试虫 实验中所用的中华稻蝗 Oxya
chinensis 为从田间挖取的蝗卵经实验室孵化所得。

若虫孵化后用新鲜麦苗饲喂于纱笼中，每天更换 1
次新鲜麦苗。待其发育到 5 龄选取蜕皮后 2 ～ 3 d

活力良好的若虫 30 头，冻存于 － 80℃冰箱供试。
1. 1. 2 主要化学试剂 GSH-agrose ( Sigma 公
司) ，还原型谷胱甘肽( GSH，BBI 化学试剂公司) ，
1 氯 － 2，4 －二硝基苯( CDNB，上海生工生物工程
有限公司) ，牛血清白蛋白( BSA，Bio-Rad 公司) 。
其它化学试剂均为国产分析纯试剂。
1. 1. 3 仪器 DY89 － Ⅱ型电动玻璃匀浆机( 宁
波新芝生物科技股份有限公司) ，高速冷冻离心机

( 德国 Sigma 公司) ，DYZC-24DN 型双垂直电泳仪
( 北京六一仪器厂) ，SpectraMAX 190 型酶标仪( 美
国 Molecular Device 公司) 。

1. 2 方法
1. 2. 1 GSTs 酶源的提取 取 － 80℃冻存的中华
稻蝗 5 龄若虫称重，在冰浴条件下，用预冷的 0. 1
mol /L 、pH7. 5 磷酸缓冲液( 含 0. 3% Triton X-100 )
按照 1∶ 10 ( W /V ) 的比例加入放有 5 龄若虫的匀
浆器。用玻璃电动匀浆机 500 rpm 匀浆 5 min，匀
浆液于 4℃，15 000 g 离心 20 min，上清液即为粗
酶提取液。上清液转移到一个新的离心管中，并
置于冰上备用。
1. 2. 2 GSTs 粗酶液的硫酸铵沉淀 将固体硫酸

铵研细后在搅动的条件下缓慢加入粗酶液中，使

其饱和度达到 20%，在冰上放置 30 min 使硫酸铵
充分溶解，4℃静置 10 min，4℃ 12 000 g 离心 30
min 分离沉淀与上清液。上清液中继续加入固体
硫酸铵调至 30% ～ 100%饱和度，每次加入硫酸铵
均需充分溶解，4℃静置 10 min，4℃，12 000g 离心
30 min 分离沉淀与上清液。最后弃上清液，加入
0. 1 mol /L，pH7. 5 磷酸缓冲液( 含 0. 3% Triton X-
100 ) 溶解各阶段沉淀，测定每个饱和度对应的沉
淀 GSTs 酶活力与蛋白含量，确定最高比活力的对
应饱和度，将比活力最高的饱和度对应的沉淀溶

解液作为 GSTs 粗酶工作液，贮存于 4℃冰箱备用。
1. 2. 3 GSTs 的 GSH-agrose 亲和层析 先将经
过饱和硫酸铵 60% ～ 90% 沉淀段的 GSTs 粗酶工
作液装入透析袋中透析，每 2 h 换 1 次透析液，用
奈试剂检测 NH +

4 的存在，经透析脱盐后进行

GSH-agrose 亲和层析。
将预处理的 GSH-agrose 按说明书要求装入 1∶

10 的凝胶柱。用 0. 1 mol /L，pH7. 5 磷酸缓冲液
( 含 1. 5 mol /L NaCl ) 平衡层析柱，流速为 1 mL /
min。然后将透析并过滤后的粗酶工作液上样过
柱，用 10 mmol /L，pH7. 4 的磷酸缓冲液( 含 0. 1%
Triton X － 100 ) 洗脱杂蛋白，随后用 50 mmol /L，
pH9. 0 的 Tris-HCl( 含 8 mmol /L 的 GSH) 洗脱液洗
脱 GSTs 蛋白，并分部收集洗脱组分。测定每管的
GSTs 酶活性，确定酶比活力最高的管，收集纯酶，
置于 4℃冰箱保存。
1. 2. 4 GSTs 酶活力测定 参照 Zhu 和 He
( 2000 ) 的方法，以 CDNB 和 GSH 为底物稍做修改
进行测定。取 10 μL 适当稀释的酶液与 190 μL
200 mmol /L GSH 和 10. 35 mmol /L 的 CDNB 混合
液( GSH∶ CDNB = 188∶ 2 ) 混合，用酶标仪在 340 nm
处每隔 10 s 计数 1 min，记录 OD 值。每个样品设
3 个重复。对照组用 10 μL 提取缓冲液代替酶液。
CDNB 的摩尔消光系数为 9. 6 m·( mol·L － 1 ) － 1·
cm － 1。
1. 2. 5 蛋白含量的测定 根据 Smith 等( 1985 ) 的
方法，用牛血清白蛋白作标准，Bio-Rad Protein
Assay 法测定蛋白质浓度( 李海燕等，2008 ) 。
1. 2. 6 GSTs 纯度鉴定及酶相对分子质量测定
GSTs 纯度鉴定和蛋白质分子量分析采用 SDS-
PAGE 凝胶电泳法。分离胶浓度为 15%，浓缩胶
浓度为 4%，电泳后用考马斯亮蓝 R － 250 染色，再
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用脱色液脱色，直至出现清晰的条带 ( 王霞等，

2011 ) 。

2 结果与分析

2. 1 中华稻蝗 GSTs 粗酶液的硫酸铵沉淀
中华稻蝗 GSTs 在 60% ～ 90%饱和度下沉淀

出来( 图 1 ) 。由图 1 可以看出，当硫酸铵饱和度为
90%时目的蛋白的比活力最大，为 0. 3046 μmol /
min /mg，粗酶液的比活力为 0. 1674 μmol /min /mg，
纯化倍数为 1. 82 倍。

图 1 不同饱和度的硫酸铵沉淀中

中华稻蝗 GSTs 比活力的变化
Fig． 1 Specific activity of GSTs in different

( NH4 ) 2 SO4 saturation

2. 2 经硫酸铵沉淀后的 GSTs 的亲和层析
根据硫酸铵粗沉淀中华稻蝗 GSTs 结果 ( 图

1 ) ，选择 GSTs 比活力较高的 60% ～ 90%沉淀段，
粗酶液经透析脱盐后进行 GSH-agrose 亲和层析。
用洗脱液洗脱进行分步收集，共收集到 15 管收集
份。目的蛋白洗脱后蛋白含量及 GSTs 比活力变
化如图 2，GSTs 比活力在第 3 管收集份中出现 1
个峰，蛋白含量在第 5、6、8 管比较高。GSTs 经硫
酸铵沉淀和 GSH-agrose 亲和层析的每步纯化结果
详见表 1。

图 2 GSH-agrose 亲和层析纯化 GSTs

Fig． 2 GSH-agrose affinity chromatography

of the GSTs from Oxya chinensis

表 1 中华稻蝗 GSTs 经硫酸铵沉淀和 GSH-agrose 亲和层析的纯化结果
Table 1 Purification results of the GSTs from Oxya chinensis with ammonium

sulfate and GSH-agrose affinity chromatography

步骤

Purification step

总蛋白

Total protein

( mg)

GSTs 总活力
Total enzyme

activity

( μmol /min)

GSTs 比活力
GSTs specific

activity

( μmol /min /mg)

纯化倍数

Purification

fold

回收率

Yield ( % )

粗酶液
Crude extract

446. 6195 74. 7731 0. 1674 1 100

60% ～ 90%的硫酸铵沉淀
Ammonium sulfate with
saturation 60%—90%

GSH-agrose

58. 1683 17. 7201 0. 3046 1. 82 23. 70

亲和层析
GSH-agrose affinity chromatography

0. 7497 6. 3866 8. 5185 50. 88 8. 54
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由表 1 可见，粗酶液中 GSTs 的比活力为
0. 1674 μmol /min /mg，经过 60% ～ 90% 的硫酸铵
分段盐析沉淀后，GSTs 比活力为 0. 3046 μmol /
min /mg，纯化倍数为 1. 82，回收率为 23. 70% ; 再
经 GSH-agrose 亲和层析纯化后，GSTs 的比活力为
8. 5185 μmol /min /mg，纯化倍数为 50. 88，回收率
为 8. 54%。

2. 3 GSTs 纯度鉴定及酶相对分子质量测定
将经过 GSH-agrose 亲和层析分离纯化后收集

的酶活力最高的第 3 管组分，进行 SDS －聚丙烯酰
胺凝胶电泳，检测其纯度和分子量，结果如图 3 所
示。

图 3 中华稻蝗 GSTs 的 SDS-PAGE 图谱
Fig． 3 SDS-PAGE electrophoretogram of

tube 3 with GSH-agrose affinity chromatograph

M : Protein markers; 2 : Crude GSTs;

3 : Dialysate; 4 : Purified GSTs．

由图 3 可知 GSH-agrose 亲和层析第 3 管组分
经 SDS-PAGE 电泳，在分子量 20. 0 ～ 26. 0 ku 之间
有一条明显的蛋白带。将经过 SDS-PAGE 电泳后
的分子量标准蛋白质的迁移率对分子量对数作图

得到一条标准曲线，样品蛋白质在相同条件下进

行电泳，根据它的迁移率即可在标准曲线上求得，

分子量位于 20. 0 ～ 26. 0 ku 之间的明显蛋白带的
分子量约为 25. 4 ku ( 图 3 ) 。

3 讨论

分离纯化是进行蛋白质结构和功能研究的基

础。粗酶液中除目的酶蛋白外，还混有其它种类
众多的蛋白质、脂类等物质，尤其是各种水解酶类
对目的酶活性的结果影响较大。作为昆虫体内一

类重要的解毒酶系，GSTs 参与许多分子的解毒机
制，并可转运一些重要的亲脂性化合物 ( Qin
et al．，2011 ) 。GSTs 在保护组织以抵御氧化侵害
及氧化压力中起重要作用，GSTs 是昆虫及螨类对
有机磷类杀虫剂产生抗性的重要因素 ( 宣涛等，

2009 ) 。采用蛋白纯化的方法分离参与抗药性的
同工酶，明确其生物化学特性及其与抗药性的关

系，对于害虫的抗药性治理具有重要意义。
目前对于昆虫的谷胱甘肽 S － 转移酶纯化方

法主要有沉淀法、亲和层析法及电泳法等( 汤方和
高希武，2007 ) 。GSTs 纯化的最初研究大多采用
硫酸铵粗级沉淀法。该方法可用于从大量的粗酶
制剂中浓缩和部分纯化酶蛋白，且不改变酶的性

质。但经该方法纯化后的酶蛋白，虽能除去大量
的杂蛋白，但纯化倍数较低，往往只能达到几倍的

纯化效果。如 Chien 和 Dauterman ( 1991 ) 用硫酸
铵分段沉淀的方法从美洲棉铃虫 Helicoverpa zea 中
初步纯化的 GSTs 仅获得 4. 3 的纯化倍数; Yawetz
和 Koren( 1984 ) 用硫酸铵沉淀纯化地中海蜡实蝇
Ceratitis capitata GSTs，纯化倍数为 6. 3。本文通过
实验确定了中华稻蝗提取液硫酸铵分级沉淀的范

围，达到了浓缩与初步纯化 GSTs 的目的，为该酶
进一步纯化打下了基础。

GSH-agrose 亲和层析是利用谷胱甘肽与谷胱
甘肽硫转移酶之间具有特异的作用力，将一种配

体( 即谷胱甘肽) 共价结合到固体介质( 琼脂糖凝

胶) 上，使 GSTs 与配体结合，就可将与配体没有亲
和性的杂质洗脱下来，然后利用谷胱甘肽或其它

能与配体竞争的分子把 GSTs 洗脱下来，从而获得
纯化的 GSTs 酶的纯品 ( 陈勇等，2001 ) 。Kunanz
和 Nanen( 2004 ) 采用 GSH-agrose 亲和柱对二斑叶
螨 Tetranychus urticae 3 个品系，Rauch 和 Nanen
( 2004 ) 对烟粉虱 Bemisia tabaci 8 个品系进行了纯
化。
本实验室宣涛等( 2009 ) 采用硫酸铵分级沉淀

和 GSH-agrose 亲和层析相结合的方法，从东亚飞
蝗 Locusta migratoria manilensis 体内成功分离纯化
了谷胱甘肽 S － 转移酶。本文采用已建立的方法
对中华稻蝗的谷胱甘肽 S －转移酶进行分离纯化，
经聚丙烯胺凝胶电泳检测所得的谷胱甘肽 S － 转
移酶样品为单一组分。东亚飞蝗与中华稻蝗同属
蝗总科，其中东亚飞蝗为斑翅蝗科，而中华稻蝗为

斑腿蝗科，通过对 2 种昆虫谷胱甘肽 S －转移酶纯
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化结果进行比较分析，发现先后经硫酸铵沉淀和

GSH-agrose 亲和层析纯化后，2 种蝗虫 GSTs 获得
的纯化倍数相似，分别为 61. 25 和 50. 88 倍。但由
于物种的差异造成其体内的蛋白和脂肪含量有所

差异，分离纯化结果略有不同，如硫酸铵分级沉淀

时 GSTs 比活力达到最大时的硫酸铵饱和度不同，
东亚飞蝗 GSTs 比活力在硫酸铵饱和度为 85%时
最高，而中华稻蝗 GSTs 比活力在硫酸铵饱和度为
90%时最高; 其次纯化获得的产物分子量也稍有
差异，东亚飞蝗 GSTs 分子量为 24 ku，中华稻蝗
GSTs 分子量为 25. 4 ku，分子量大小均与文献中已
报道昆虫 GSTs 的分子量( 24. 9 ± 3. 1 ) ku 范围相
一致( 豆威，2009 ) 。
综上所述，本研究所采用的硫酸铵分级沉淀

和 GSH-agrose 亲和层析的方法对中华稻蝗 GSTs
进行了成功纯化，这一结果为进一步研究中华稻

蝗谷胱甘肽 S － 转移酶的酶学性质、结构特点、作
用原理以及分子生物学相关资料提供了基础资

料，并为进一步寻找在抗性中起重要作用的谷胱

甘肽 S －转移酶，筛选和研制抑制其酶活性的化合
物作为杀虫剂或增效剂提供了理论和实验依据。
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