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研究论文

东亚飞蝗羧酸酯酶基因的克隆和原核表达#

李!清!张学尧!张建珍!马恩波##
"山西大学应用生物学研究所!太原!#’###)#

摘!要!羧酸酯酶是昆虫体内重要的代谢解毒酶系!其主要功能是水解和结合内源性和外源性含有酯键的有毒
物质!减缓其到达靶标部位的时间& 东亚飞蝗 D(;)&2+ 3#4*+2(*#+ 3+$#,%$&#&"80F01#是我国重要的农业害虫!对其
羧酸酯酶基因克隆和表达有助于深入探索杀虫剂代谢毒理机制& 本研究首先对羧酸酯酶基因"!+*1a#进行了克
隆!并将其插入到 AK?BC S/db-T0E>?H中!在大肠杆菌中进行了原核表达!最后用疏水层析和离子交换层析方法
对目的蛋白进行了纯化& 本文成功建立了羧酸酯酶蛋白原核表达和纯化技术体系!为进一步研究东亚飞蝗羧酸
酯酶的生理功能’结构特点和作用原理提供了基础资料&
关键词!羧酸酯酶! 东亚飞蝗! 克隆! 离子交换层析! 疏水层析
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! ! 东 亚 飞 蝗 D(;)&2+ 3#4*+2(*#+ 3+$#,%$&#&
"80F01#隶属于直翅目!蝗总科!斑翅蝗科!飞蝗
属& 世界范围主要分布于中国’日本’菲律宾’印
度尼西亚’泰国’越南’缅甸’柬埔寨等东南亚地
区!是一种重要的洲际性农业害虫& 在我国主要
分布在 %"}以南!北自河北!南到海南!西起陕西!
东到渤海湾和辽宁的葫芦岛"张龙!"#$$#& 近年
来! 受异常气候和农业生态环境变化的影响!东亚
飞蝗发生严重!对农业生产造成威胁!因此!对蝗

灾的有效控制一直是农业植保部门寻求的目标
"朱恩林!$&&&#&

羧酸酯酶是昆虫体内三大解毒酶系之一!在
有机磷杀虫剂代谢解毒中起着重要作用& 羧酸酯
酶能够与进入昆虫体内的有机磷杀虫剂快速结
合!将杀虫剂在到达靶标作用位点之前阻隔或降
解!使其无法发挥原有的杀伤效用!保护昆虫免受
杀虫剂的毒害 "_6H516H6>10%2+,P!$&&’+L?A6B6M
%2+,P!$&&*#!因此!昆虫羧酸酯酶在杀虫剂抗药性
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中的作用机制受到人们的关注& 已有学者对昆虫
羧酸酯酶与抗药性的关系进行了研究!发现一些
昆虫如桃蚜 =5H)&/%*&#;+%" :5BJ0H#’库蚊 !),%>
b)#$b)%-+&;#+2)&:6F以及褐飞虱 G#,+/+*<+2+ ,)4%$&
":>qB#等对有机磷杀虫剂产生抗性是由于羧酸酯
酶基因的过量表达导致其活性增加 "8?5E;0=
%2+,P! $&&#+ T652;61 61C 0̂O912N6F! $&&(+
d0I?1=;9H0! $&**+ T652;61 %2 +,P! $&&*+
_6H516H6>10%2+,P! $&&&#& 86等""##%#发现东亚
飞蝗对有机磷农药产生抗性!杨美玲""##Y#通过
生物测定和生化实验证实了东亚飞蝗黄骅田间种
群对马拉硫磷的抗药性与酯酶活性增加相关&
K59等""#$$#报道少数来自于斜纹夜蛾 7*(0%$#+
,#2)*+ "/6MH9E95=#’家蚕 J(395>3(*#491605=’棉蚜
./"#&4(&&5/##LB?I0H’褐飞虱’赤拟谷盗 @*#9(,#)3
;+&2+$%)3 0̂HM=>’异色瓢虫 D%#&+>5*#0#&"X6BB6=#和
西方蜜蜂./#&3%,,#-%*+ 491605=的羧酸酯酶基因可
以在大肠杆菌中可溶性或部分可溶性表达& 东亚
飞蝗作为重要的农业害虫!其羧酸酯酶基因原核
表达工作还未见报道&

本研究通过对表达载体和蛋白纯化条件的探

索!利用 AK?BC S/db-T0E>?H对东亚飞蝗羧酸酯
酶基因成功地进行了可溶性表达!并通过离子交
换层析和疏水层析相结合的方法成功地纯化了羧
酸酯酶蛋白&

9:材料与方法
9K9:材料与试剂

供试昆虫$东亚飞蝗蝗卵购自河北沧州蝗虫
饲养公司!实验室饲养 $ 代!选取活力旺盛的 ( 龄
若虫!解剖其中肠"含胃盲囊#用作实验材料&

试剂$" ~S6c XKV86=>0H89k"S<-bLDb公
司#+L0BDk>H6E>9?1 _9>".8DL-公司#+XB6=O9C
8919AH0A _9>"Q<.8<L-公司#+I+;"3̂/和 F#$0
#"bDQ公司#+S%db-连接酶"XH?O026公司#+
d̂ (+感受态细胞和 Q4"$ "dD’ # 感受态细胞
"SH61=L01公司#+疏水层析柱材料和离子交换层
析柱材料"LD公司#&

9K;:引物
本研究所用引物采用 XH9O0HDkAH0==([# 软

件设计!由上海英骏公司合成!具体见表 $&

表 9:东亚飞蝗羧酸酯酶基因的全长引物和表达引物
F%-,39:E/0#3/(5(34*)/EJD%#$,0*0&%’0)1

引物名称XH9O0H= 引物序列"(�3’�#:0c501E0"(�3’�#

!+*1a /5BB/‘ LL-S--K--SKLS--L--LS-LK-K
!+*1a /5BBVT LK-L--S---SS---SLS-SL-KS
!+*1a I+;"/‘ --LL-LKSK-SLSKKSKK-KSLL--KKLSS
!+*1a F#$0 # VT L-L--LKSSLK-L--S---SS---SLS-SL-KS-

9K@:羧酸酯酶基因的克隆
取液氮中冻存的东亚飞蝗中肠为材料!采用

SH9J?B法提取总Vb-!磁珠法纯化后以OVb-为模
板!在逆转录酶的催化下!随机引物’?B92?"CS#或
基因特异性引物的引导下合成互补的 Edb-& 利
用生物信息学方法!在东亚飞蝗表达序列标签
"D:S=#数据库中搜索羧酸酯酶基因的保守区!经
序列拼接整理后得到 !+*1a 全长序列& 据此设计
上下游引物!以东亚飞蝗 Edb-文库为模板!经
XKV得到东亚飞蝗!+*1a 全长序列&

9KA:羧酸酯酶基因的原核表达
9KAK9:重组质粒 $J),4F<R6)"78 的构建!以

!+*1a 全长序列为模板!用表达引物"!+*1a I+;"
/‘和!+*1a F#$0 # VT#进行 XKV扩增!切胶回
收& 回收产物与 AK?BC S/db-载体分别用 I+;"
和 F#$0 #双酶切进行连接& 连接产物转化至感
受态细胞 d̂ (6中!采用菌落 XKV方法筛选与目
的片段一致的菌落!对其进行培养后进行序列测
定"北京奥科生物公司#!将序列无误的菌落经 4Q
液体培养后提取质粒!转化至表达感受态 Q4"$
"dD’#中&
9KAK;:细菌培养!挑取 AK?BC S/3!+*1a 表达载
体单克隆菌株 Q4"$"dD’#接种于 #[#" 4含氨苄
西林"#[$ R2w4#的 4Q培养基中!于 ’* \$(# Hw
O91条件震荡培养过夜&
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9KAK@:最佳诱导时间实验!取过夜培养的 AK?BC
S/3!+*1a 的转化菌液 Q4"B"dD’#接种于 #[#( 4
"含 #[$ R2w4氨苄霉素#的 4Q培养基中!’* \’
"## HwO91 摇床振荡培养& 当 .d)##为 #[) ]#[Y
时!加<XSL至 #[##$ O?Bw4诱导表达& 无<XSL的
菌液作为对照!$( \培养!培养时间分别为 # ’( ’
$# ’$( ’"# 和 "% ;!离心收集菌体!进行 :d:3
X-LD电泳&
9KAKA:最佳诱导剂浓度实验!细菌培养方法同
上!当.d)##为 #[) ]#[Y 时加入诱导剂<XSL!浓度
分别为 #’#[###(’#[###Y 和 #[##$ O?Bw4!$( \震
荡培养 "% ;& 离心收集菌体!进行 :d:3X-LD电
泳&

9KB:目的蛋白纯化
9KBK9:菌体扩大培养!取过夜培养的 AK?BC S/3
!+*1a 转化菌液接种于 $# 个 #[( 4锥形瓶中!每
个锥形瓶装有 #[$ 4的 4Q培养基!.d)##为 #[) ]
#[Y 时加入 <XSL至终浓度为 #[##$ O?Bw4!$( \
震荡培养 "% ;&
9KBK;:菌体预处理!收集菌体!Y ### HwO91 %\
离心 $# O91!倒去上清!用离子交换层析过程中的
Q91C912M5@@0H"#[#( O?Bw4SH9=3̂KBA^Y[(#重新
悬浮菌体!用超声波细胞破碎仪破碎菌体!$% ###
HwO91 %\离心 ’# O91! 取上清&
9KBK@:离子交换层析:用 Q91C912M5@@0H"#[#(
O?Bw4SH9=3̂KBA^Y[(#平衡离子交换柱!菌体上
清过柱!用含不同 b6KB浓度梯度的 Q91C912M5@@0H
逐级洗脱!收集各浓度梯度组分!进行 :d:3X-LD
检测&
9KBKA:疏水层析:用 Q91C912M5@@0H"’[# O?Bw4
"b̂ %# ":.%!#[$ O?Bw4SH9=3̂KBA^Y[(#平衡疏水
柱!调节 #[#( O?Bw4b6KB洗脱组分的硫酸铵浓度
至 ’[# O?Bw4后上柱!然后用含不同"b̂ %# ":.% 浓
度梯度的‘6=; M5@@0H洗脱!收集各浓度梯度组分!
进行 :d:3X-LD检测&

;:结果与分析
;K9:羧酸酯酶基因的克隆及序列分析

用所设计的全长引物!以东亚飞蝗 Edb-为
模板进行 XKV扩增!$Z琼脂糖凝胶电泳!以 "(#
MA db-46CC0H为参照!在 $ (## MA的位置附近得
到一条与预期大小一致的扩增片段!db-测序后

表明序列正确无误!判断该特异性 db-条带即为
目标羧酸酯酶基因"图 $#& 图 " 为 Edb-序列和
推导的氨基酸序列!其中标方框的为底物结合位
点!标圆圈的为催化三联体&

图 9:东亚飞蝗羧酸酯酶基因6)"78 的EJD扩增
<0+=$!EJD$/)45&’)*6)"78 */)#
5#.-$0) /’,")0#"’) /)4’(24$’$

8$"(# MA db-分子量标准+$$!+*1a 的XKV扩增产物&
8$"(# MA db-46CC0H+ $$XKVAH?C5E>?@!+*1a[

;K;:表达载体的验证
提取 AK?BC S/3!+*1a 质粒后进行XKV鉴定!

XKV产物大小为 $ )%$ MA!大小与预期一致!测序
结果表明插入序列正确无误"图 ’#&

;K@:最佳诱导时间
经过超声波破碎使菌体细胞破碎后!经 :d:3

X-LD电泳& 结果显示$在 #’(’$#’$(’"# 和 "% ;
诱导表达的菌液上清中!诱导 "% ; 时目的条带表
达量高!结果如图 % 所示!K6HD% 蛋白分子量为
(&[’ R5!载体序列编码的蛋白分子量为 %*[( R5!
目的蛋白的分子量约为 $#)[Y R5&

;KA:最佳诱导剂浓度
采用不同浓度的 <XSL"#’#[###(’#[###Y 和

#[##$ O?Bw4#$( \进行诱导表达!结果如图 ( 所
示!当<XSL浓度为 #[##$ O?Bw4时!菌液上清中目
的蛋白表达量高&

;KB:目的蛋白的纯化
经多次优化表达条件后!用离子交换层析法

对目的蛋白进行初步纯化!:d:3X-LD结果显示!
在 #[#( O?Bw4b6KB条件下!有大量目的蛋白存
在& 再用疏水层析法对目的蛋白再次进行纯化!
:d:3X-LD结果显示!在 "[( O?Bw4"b̂ %# ":.% 的
条件下!得到纯品目的蛋白!纯化结果如图 ) 所



’ 期 李!清等$东亚飞蝗羧酸酯酶基因的克隆和原核表达 *))&!! *

图 ;:东亚飞蝗羧酸酯酶基因&6)"78’的&SV6序列和推导的氨基酸序列
<0+=;:&SV6(3W531&3%14%#01) %&04(3W531&3)*6)"7a
方框标记的是底物结合位点+圆形标记的是催化三联体&

86HR0C M?k0=@?H>;0=5M=>H6>0M91C912=9>0=+ O6HR0C E9HEB0=@?H>;0E6>6BF>9E>H96CP

示&

@:讨论
羧酸酯酶是多功能家族酶!普遍存在于动物’

植物’昆虫和微生物中!并在异生物质"药物’杀虫
剂’致癌物等#的解毒’信息素的降解’神经的发生
和调控中扮演着重要角色",5 %2+,P! "##&#& 羧
酸酯酶水解包含羧酸酯’酰胺和硫酯等官能团的
化学物质!在药物代谢和杀虫剂解毒方面发挥着
重要的作用",612%2+,6! "##&#& 因此!羧酸酯酶
基因的原核表达和蛋白纯化对于明确其生物化学
特性及其与抗药性的关系具有重要意义&

目前关于羧酸酯酶基因的原核表达工作主要
集中于斜纹夜蛾’家蚕’棉蚜’褐飞虱’赤拟谷盗’
异色瓢虫和西方蜜蜂等昆虫"K59%2+,P! "#$$#!
飞蝗作为重要的农业害虫!其羧酸酯酶基因原核
表达工作还未见报道& 本文在成功克隆东亚飞蝗
!+*1a 基因的基础上!对该基因进行了原核表达!
研究过程中曾尝试 ADS"Y6’AtD’#’A8-43K"m和
ALDm3)X3$ 等载体系统以及 Q4"$ "dD’#’Q4"$
"dD’#A4F=: 和 V?=0>>6326O9Q等表达宿主系统!
但均未获得可溶性表达!即形成了包涵体& 包涵
体是由部分变性的中间体聚合而成!它与待表达
基因的来源’重组蛋白的结构’蛋白表达系统的特
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图 @:$J),4F<R6)"78 EJD鉴定结果
<0+=@:EJD0431’0*0&%’0)1)*$J),4F<R6)"78
8$d4(### db-分子量标准+$$AK?BC S/的XKV
扩增产物+"$AK?BC S/3!+*1a 的XKV扩增产物&
8$d4(### db-46CC0H+ $$XKVAH?C5E>?@AK?BC

S/+ "$XKVAH?C5E>?@AK?BC S/3!+*1a[

图 A:诱导时间对蛋白表达的影响
<0+=A:>**3&’)*0145&’0)1’0#3)1

’23$/)’3013U$/3((0)1
8$蛋白质分子量标准+$$AK?BC S/wQ4"$"dD’#未
经诱导的电泳结果+"$AK?BC S/wQ4"$"dD’#加入
#[##$ O?Bw4<XSL诱导的电泳结果+’ ]Y$AK?BC S/3
!+*1awQ4"$"dD’#分别经过 #’(’$#’$(’"# 和 "% ;
!!! 诱导的上清的电泳结果&
8$AH?>091 O?B0E5B6HN092;>+ $$E5B>5H0?@AK?BC S/w
Q4"$"dD’# N9>;?5><XSL+ "$E5B>5H0?@AK?BC S/w
Q4"$ " dD’ # N9>; #[##$ O?Bw4 <XSL+ ’ +Y$
=5A0H16>61>?@AK?BC S/3!+*1awQ4"$ "dD’ # 6@>0H
!! 91C5E0C MF#! (! $#! $(! "# 61C "% ;P

点以及表达环境等参数密切相关& 任何影响蛋白
折叠中间体稳定的因素!如启动子’伴侣蛋白’翻
译后修饰’A^值’离子强度’胞质还原性和温度等
都可能影响重组蛋白的可溶性&

为了提高重组蛋白的可溶性!本研究采用新
型表达载体 AK?BC S/db-T0E>?H!这种载体在
9̂=3>62序列和多克隆位点之间插入了 SH9220H
/6E>?H"S/#基因& SH9220H/6E>?H是一种原核的核
糖体结合伴侣蛋白!能够促进新生肽链的共翻译

图 B:"EF‘浓度对蛋白表达的影响
<0+=B:>**3&’)*"EF‘&)1&31’/%’0)1)1

’23$/)’3013U$/3((0)1
8$蛋白质分子量标准+$$AK?BC S/wQ4"$"dD’#未
经诱导的电泳结果+"$AK?BC S/wQ4"$"dD’#加入
#[##$ O?Bw4<XSL诱导的电泳结果+’ ])$AK?BC
S/3!+*1awQ4"$"dD’#分别加入 #’#[##$’#[###Y
和 #[###( O?Bw4<XSL诱导的上清的电泳结果&
8$AH?>091 O?B0E5B6HN092;>+ $$E5B>5H0?@AK?BC S/w
Q4"$"dD’# N9>;?5><XSL+ "$E5B>5H0?@AK?BC S/w
Q4"$"dD’# N9>; #[###Y O?Bw4<XSL+ ’ +)$
=5A0H16>61>?@AK?BC S/3!+*1awQ4"$"dD’# N9>;
# O?Bw4! #[##$! #[###Y 61C #[###( O?Bw4<XSLP

图 C:目的蛋白纯化结果
<0+=C:F23$5/0*0&%’0)1/3(5,’)*’%/+3’$/)’301
8$蛋白质分子量标准+$$AK?BC S/wQ4"$"dD’#未
经诱导的电泳结果+"$AK?BC S/wQ4"$"dD’#加入
#[###Y O?Bw4<XSL诱导的电泳结果+’$经过超声波
破碎以后全菌的电泳结果+%$AK?BC S/3!+*1awQ4"$
"dD’#加入 #[##$ O?Bw4<XSL诱导后的电泳结果+
($经过离子交换层析纯化后的蛋白电泳结果+)$经
!!!过疏水层析纯化后的蛋白电泳结果&
8$AH?>091 O?B0E5B6HN092;>+ $$E5B>5H0?@AK?BC S/w
Q4"$"dD’# N9>;?5><XSL+ "$E5B>5H0?@AK?BC S/w
Q4"$"dD’# N9>; #[###Y O?Bw4<XSL+ ’$>;0N;?B03
E0BB6@>0H=?19E6>9?1+ %$ =5A0H16>61>?@AK?BC S/3
!+*1awQ4"$ "dD’ # N9>; #[##$ O?Bw4<XSL+ ($
AH?>091 6@>0Ht3:0A;6H?=0/6=>/B?N+ )$AH?>091 6@>0H
!!! X;01FB3:0A;6H?=0/6=>/B?NP

折叠& 它可与目的蛋白进行融合表达!提高目的
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蛋白的可溶性& 通过 S/的可溶性标记功能和分
子伴侣作用!可以使一些难以表达的基因获得更
高概率的可溶性表达& 研究结果表明该表达载体
在提高东亚飞蝗 K6HD% 蛋白表达量和可溶性方面
具有较好的效果&

本研究在对目的基因进行原核表达过程中发
现低温培养起着关键性作用!低温能降低蛋白质
合成的速率!改变多肽折叠的动力学!从而导致正
确折叠的蛋白增加"d?1?I61 %2+,P!$&&)#!这也是
AK?BC S/db-T0E>?H的优点之一& 结果表明
!+*1a 基因的最适诱导温度为 $(\!在此温度下
蛋白可以大量可溶性表达&

在可溶性表达的基础上!本研究对重组K6HD%
蛋白进行了一系列纯化工作!先后尝试了 bS-3b9
亲和层析’t3:0A;6H?=0/6=>/B?N离子交换层析和
X;01FB3:0A;6H?=0/6=>/B?N疏水层析 ’ 种纯化方
法& 研究中发现重组 K6HD% 蛋白无法与 bS-3b9
柱材料有效结合!这可能是由于重组 K6HD% 蛋白
质折叠不正确!将 b端的 9̂=3>62包裹在分子内
部! 9̂=3>62无法与b9离子结合所致& 而利用离子
交换层析和疏水层析相结合的方法可得到羧酸酯
酶蛋白纯品!并摸索出重组 K6HD% 蛋白的最佳纯
化条件!即在离子交换层析过程中收集 #[#( O?Bw
4b6KB浓度下的组分!再经疏水层析!用 "[( O?Bw
4"b̂ %# ":.% 洗脱即可得到纯品目的蛋白& 然而
纯化得到的重组蛋白没有酶活性!这可能是由于
在大肠杆菌表达系统中缺少必要的蛋白修饰系统
和适宜的重组蛋白折叠微环境所致& 在核糖体结
合伴侣蛋白"S/因子#的协助和冷诱导条件下!虽
能获得可溶性重组羧酸酯酶!但重组蛋白还不具
有羧酸酯酶的正确结构!因此没有生物学功能&
尽管如此!本研究纯化获得大量的可溶性重组羧
酸酯酶蛋白!为下一步多克隆抗体制备’‘0=>0H1
MB?>和免疫组化工作奠定了基础&

综上所述!本研究通过新型表达载体 AK?BC
S/db-T0E>?H成功地对东亚飞蝗羧酸酯酶基因
"!+*1a#进行了原核表达!继而先后采用离子交换
层析和疏水层析的方法对目的蛋白进行了成功纯
化!为进一步研究东亚飞蝗羧酸酯酶的生理功能’
组织分布’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&
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