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昆虫谷胱甘肽 S-转移酶蛋白纯化技术研究＊
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(1.南京林业大学森林资源与环境学院　南京　210037;2.中国农业大学昆虫学系　北京　100094)

A mini-review on the technique of insect glutathione S-transferases purification.TANG Fang1 , 2 , GAO Xi-Wu2＊＊

(1.College of Forestry Resources and Environment , Nanjing Forestry University , Nanjing　210037 , China;2.

Department of Entomology , China Agricultural University , Beijing　100094 , China)

Abstract　The main purification methods of insect glutathione S-transferases include fractionation , chromatography

and electrophoresis.Fractionation usually is used before chromatography and its purification factor is lower , while

purification factor of chromatography is higher.Electrophoresis is used as an assistance purification method.Using

thesemethods , the highest purification factor of insect glutathione S-transferase is 1 138 fold (Ma et al.purified

glutathione S-transferases of Asian core borer Ostrinia furnacalis by using chromatography and electrophoresis).At

last , the applications of purification of insect glutathione S-transferases are discussed.

Key words　insect glutathione S-transferases , isozyme , purification

摘　要　昆虫谷胱甘肽 S-转移酶蛋白纯化的主要方法是沉淀法 、层析法和电泳法。沉淀法是在进行

柱层析前常使用的一种方法 ,但是其纯化倍数较低。层析法纯化倍数较高 ,但其费用也较高。电泳通常

·810·　 昆虫知识　Chinese Bulletin of Entomology 2007 44(6)



是作为一种辅助方法来使用。利用这些方法 ,谷胱甘肽 S -转移酶蛋白最高纯化倍数为 1 138 倍(马素

永等利用层析法和电泳法对亚洲玉米螟谷胱甘肽 S-转移酶蛋白进行纯化)。文章讨论了昆虫谷胱甘

肽S-转移酶蛋白纯化研究的应用。

关键词　昆虫谷胱甘肽 S-转移酶 , 同工酶 , 纯化

　　谷胱甘肽 S -转移酶(glutathione S-

transferases , GSTs)是昆虫解毒酶系统的重要组

成部分 ,该酶系能使有害的亲电物质与还原型

谷胱甘肽(GSH)结合 ,并将其排出体外 ,从而起

到保护体内蛋白质和核酸等的功能
[ 1]
。GSTs

在所有生物体内几乎都由许多同工酶组成。这

些同工酶通常是以 17 ～ 28 kDa 的亚单位组成

的同型二聚体和异型二聚体。每一个二聚体的

亚单位都有一个活性位点 ,这个活性位点有 2

个不同的功能区:亲水的 G-位点和相邻的 H

-位点
[ 2]
。在昆虫(如家蝇 Musca domestima

[ 3]
,

果蝇 Drosophila melanogaster
[ 4]
等幼虫)中 , GSTs

具有多种形态。采用各种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

或诱导有关的同工酶 ,对于抗性治理和新农药

的开发都是非常重要的。本文介绍昆虫 GSTs

蛋白纯化的主要方法及应用。

1　昆虫 GSTs的分离纯化

蛋白纯化要利用不同蛋白间的相似性与差

异 ,利用相似性可以清除非蛋白物质的污染 ,而

利用不同蛋白质之间的差异(大小 、形状 、电荷 、

疏水性 、溶解度和生物学活性),可以将目的蛋

白从其他蛋白中分离出来
[ 5]
。在这个理论基础

上 ,昆虫GSTs的纯化方法主要包括沉淀法 、柱

层析法以及电泳法等 。沉淀法是在进行柱层析

前常使用的一种方法 ,但是其纯化程度较低 。

层析法纯化程度较高 ,但其费用也较高。GST

亲和层析是将一种配体(即谷胱甘肽或其他)共

价结合到固体介质(琼脂糖凝胶)上。再令

GSTs与配体结合 ,就可将与配体没有亲和性的

杂质洗脱下来。然后再用谷胱甘肽或其他能与

配体竞争的分子把GSTs洗脱下来。GSTs被纯

化后 ,同工酶可通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳 、等电点聚焦和色谱聚焦等方法进行分离。

1.1　沉淀法

在进行柱层析(例如凝胶过滤 、DEAE纤维

素 、亲和层析等)前 ,通常先用非变性蛋白质沉

淀剂进行部分纯化。最经典的沉淀剂是硫酸

铵 ,它在冷的缓冲液中溶解性好 ,冷的缓冲液有

利于保持目的蛋白的活性 ,而且蛋白质在硫酸

铵沉淀中较稳定 ,可以短期内保存这种中间产

物 。另一种沉淀剂是聚乙二醇(PEG),它是一

种惰性物质 ,同硫酸铵一样对蛋白有稳定效果 。

在缓慢搅拌下 ,逐渐提高冷的蛋白溶液中 PEG

的浓度。蛋白沉淀可通过离心或过滤获得 ,在

这种状态下长期保存不会损坏
[ 5]
。近年来依据

PEG的聚合度分成许多型号 ,不同型号适用的

蛋白质分子量不同 ,也开始用于蛋白质的非变

性沉淀 。

Yawetz和 Koren用硫酸铵沉淀将地中海蜡

实蝇 Ceratitis capitata GSTs纯化 6.3 倍
[ 6]
。Yu

在纯化 5种鳞翅目昆虫GSTs时 ,在上亲和柱之

前首先用饱和度为 45%～ 70%硫酸铵沉淀段

进行了初步的纯化
[ 7]
。Chien和 Dauterman用硫

酸铵分级沉淀的方法从美洲棉铃虫 Helicoverpa

zea 中对GSTs进行了初步纯化 ,结果发现酶活

性绝大部分集中在饱和度为55%～ 80%沉淀

段 ,可将 GSTs 纯化 4.3 倍
[ 8]
。Ku和 Chiang 在

小菜蛾 Plutella xylostella 幼虫 GSTs纯化时 ,首

先使用饱和度为 30%～ 60%硫酸铵沉淀段进

行纯化
[ 9]
。 Yu 和 Huang 在纯化德国蜚蠊

Blattella germanica GSTs 时 ,在上亲和柱之前也

使用了饱和度为 45%～ 75%硫酸铵沉淀进行

了初步的纯化
[ 10]
。

使用非变性蛋白质沉淀剂进行部分的

GSTs蛋白纯化 ,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。

1.2　层析法

利用层析法时要把目的蛋白与那些大小及

·811·2007 44(6) 昆虫知识　Chinese Bulletin of Entomology 　



理化性质接近的蛋白区分开来 ,应综合考虑树

脂的选择性和柱效 2个因素 。选择性指树脂与

目的蛋白结合的特异性 ,柱效则是指各蛋白成

分逐个从树脂上集中洗脱的能力 ,洗脱峰越窄 ,

柱效越好 。仅有好的选择性 ,洗脱峰太宽 ,蛋白

照样不能有效分离
[ 5]
。

Dierickx利用还原型谷胱甘肽(GSH)为配

基的亲和层析 ,对大型 Daphnia magna GSTs

进行纯化
[ 11]
。Board等利用GSH-agarose 亲和层

析和离子交换层析从铜绿蝇 Lucilia cuprina

GSTs中分离出 3种同工酶
[ 12]
。Prapanthadara 等

利 用 Q-sepharose , S-hexylglutathione agarose ,

hydroxylapatite 和 phenyle sepharose 一系列层析

法 ,把大劣按蚊 Anopheles dirus B GSTs纯化了

421倍
[ 13]
。Egaas等利用 GSH-Sepharose 亲和层

析和反相 HPLC ,对歌梦尼夜蛾 Orthosia gothica

GSTs进行了纯化
[ 14]
。马素永等经 Sephadex-

G75 ,DEAE-Sepharose Fast Flow ,还原型谷胱甘肽

(GSH)为配基的亲和层析 ,对玉米螟 Ostrinia

furnacalis GSTs进行了纯化 ,纯化到 1 138倍
[ 15]
。

周先碗通过QAE-SephadexA-25离子交换柱层析

除去部分色素和杂蛋白 ,采用谷胱甘肽-琼脂

糖凝胶亲和层析(GSH-QT4),四溴酚酞二磺酸

盐-琼脂糖凝胶亲和层析(BSP-QT4),铜离子-

琼脂糖凝胶螯合层析(Cu
2+
-QT4)及 PBE

94
-

Sepharose(PBE
94
)聚焦层析等技术 ,对蜡螟幼虫

Galleria mellonella GSTs进行了纯化
[ 16]
。Yu 等

在硫酸铵沉淀后 ,利用GSH-琼脂糖亲和层析和

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳对德国蜚蠊雄性成

虫GSTs进行了纯化
[ 10]
。Prapanthadara 利用 S-

hexylglutathione 亲 和 柱 等 对 冈 比 亚 按 蚊

Anopheles gambiae GSTs 进 行 了 纯 化
[ 17]
。

Prapanthadara 等利用改 变的 Q-sepharose , S-

hexylglutathione 亲和柱 , 羟磷灰石柱 , phenyle

sepharose 一系列层析法 ,对大劣按蚊 B GSTs进

行了纯化
[ 18]
。Valles等利用亲和层析和等电聚

焦对红火蚁 Solenopsis invicta 工蚁的 GSTs纯化

了 266倍
[ 19]
。

虽然各种层析法对蛋白的纯化倍数较高 ,

但是也存在一些问题 ,例如亲和层析中使用的

单抗非常昂贵 ,而且也需先纯化;单抗与目的蛋

白结合力太强 ,要用苛刻的条件来洗脱 ,这会使

目的蛋白失活并破坏单抗;混合物中的其他蛋

白也可能破坏抗体或与它们非特异结合 ,也需

要从终产物中去除。亲和柱通常在纯化过程的

后期应用 ,此时标本体积已缩小 ,大部分的杂质

已经去除
[ 5]
。

1.3　电泳法

聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)通常用来查

看蛋白混合物样品的复杂程度和检测纯化效

果 。这种方法分离效果极好 ,也是蛋白纯化过

程中重要的分析工具 ,可以检测目的蛋白是在

哪个梯度的离子交换柱盐洗脱液中;可用来判

定混合物中有几种蛋白质;也可以用 SDS电泳

分离分子量不同的蛋白质。

Prapanthadara 等把大劣按蚊经一系列的层

析法纯化得到的 GSTs进行 SDS-PAGE ,仅仅得

到 1条(25.0±0.26)kDa带
[ 20]
。马素永等把纯

化得到的玉米螟GSTs经聚丙烯酰胺变性凝胶

电泳(SDS-PAGE)和 PAGE鉴定 ,得到的GSTs为

1条带 ,亚基的分子量为 25 kDa ,经凝胶过滤测

得其全酶分子量为 50 kDa ,说明该酶是由 2个

相同亚基组成的
[ 15]
。周先碗于 1999年把纯化

得到到的蜡螟幼虫 Galleria mellonella GSTs通过

SDS-PAGE 来测定其分子量
[ 16]
。Prapanthadara

等把纯化的大劣按蚊 B GSTs同 A 酶进行 SDS-

PAGE来测定其分子量
[ 18]
。Yu 等把纯化的德

国蜚蠊雄性成虫 GSTs 进行了 SDS-PAGE 来测

定其分子量
[ 10]
。Valles等把纯化的红火蚁GSTs

进行 SDS-PAGE , 仅仅得到 1 条带 ,分子量为

25.5 kDa
[ 19]
。虽然电泳法分离效果较好 ,可是

很难在不丧失精度情况下放大到制备规模 ,因

为随着胶厚度的增加 ,电泳时的热效应会严重

干扰蛋白的泳动
[ 5]
。
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表 1　昆虫 GST 蛋白的纯化

种名 纯化方法 纯化倍数 参考文献

地中海蜡实蝇 Ceratitis capitata 硫酸铵沉淀 6.3 [ 6]

大型 Daphnia magna 还原型GSH为配基的亲和层析 、层析聚焦 - [ 11]

草地夜蛾 Spodoptera frugiperda 硫酸铵沉淀和还原型GSH 为配基的亲和层析 9～ 45 [ 7]

谷实夜蛾 Heliothis zea 同上 同上 同上

烟芽夜蛾 Heliothis virescens 同上 同上 同上

粉纹夜蛾 Trichoplusia ni 同上 同上 同上

黎豆夜蛾 Anticarsia gemmatalis 同上 同上 同上

美洲棉铃虫 Helicoverpa zea 硫酸铵沉淀 4.3 [ 8]

海灰翅夜蛾 Spodoptera littoralis 亲和层析 30 [ 21]

小菜蛾 Plutella xylostella 幼虫 硫酸铵沉淀 、亲和层析 、离子交换层析 - [ 9]

铜绿蝇 Lucilia cuprina GSH-agarose 亲和层析和离子交换层析 41 [ 12]

歌梦尼夜蛾 Orthosia gothica GSH-Sepharose亲和层析和反相 HPLC - [ 22]

大劣按蚊 Anopheles dirus B Q-sepharose , S-hexylglutathione , hydroxylapatite , phenyl

sepharose 和 SDS-PAGE

421 [ 20]

黄粉虫 Tenebrio molitor S-hexyl-GSH-Epoxy act ivated Sepharose 6B亲和层析和一系

列的色谱聚焦

最高是 93.73 [ 23]

蜡螟幼虫 Galleria mellonella QAE-Sephadex A-25离子交换层析 、GSH-琼脂糖凝胶亲

和层析(GSH-QT4)、四溴酚酞二磺酸盐-琼脂糖凝胶亲

和层析(BSP-QT4)、铜离子-琼脂糖凝胶螯合层析(Cu
2+-

QT4)和 PBE94-Sepharose(PBE94)聚焦层析 、SDS-PAGE

最高 130.8 [ 16]

亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis Sephadex-G75 、DEAE-Sepharose Fast Flow 、还原型GSH 为配

基的亲和层析 、SDS-PAGE

1 138 [ 15]

草地夜蛾 硫酸铵沉淀和GSH-agarose 亲和层析 14.2 [ 24]

德国蜚蠊 Blattella germanica 硫酸铵沉淀 、还原型GSH 为配基的亲和层析 、SDS-PAGE 52.8 [ 10]

大劣按蚊 B Q-sepharose 、 S-hexylglutathione 亲 和 柱 、 hydroxylapatite 、

phenyl sepharose 和 SDS-PAGE

最高达 462.6 [ 18]

家蝇 Musca domestica DEAE-纤维柱和 S-hexylglutathione 亲和层析 - [ 25]

草地夜蛾 硫酸铵和GSH-agarose 亲和层析 133 [ 26]

红火蚁 Solenopsis invicta 亲和层析 、等电聚焦和 SDS-PAGE 266 [ 19]

2　应用

2.1　沉淀法

汤方等用聚乙烯亚胺(PEI)、硫酸铵和 PEG

沉淀技术对棉铃虫GSTs进行了部分纯化研究 。

在中肠和脂肪体的上清液中分别加入 PEG ,使

其终浓度为5%,放在冰上孵育 ,用磁力搅拌器

轻微搅拌 20 min ,在 4℃,4 670 g 离心 15 min ,

用磷酸缓冲液 pH 7.4(含 1 mmol L EDTA)洗下

沉淀 ,放入冰箱中;在上清液中分别继续加入

PEG ,使其终浓度达到 10%,放在冰上孵育 ,用

磁力搅拌器轻微搅拌20 min ,在4℃,4 670 g 离

心 15 min ,用磷酸缓冲液 pH 7.4(含 1 mmol L

EDTA)收集沉淀 ,放入冰箱中 。用同样的方法

进行不同沉淀段的分析 ,直到 PEG 的浓度达到

50%。结果表明在中肠和脂肪体中 PEG10000

沉淀的GSTs活性峰分别在 40%～ 45%和 30%

～ 35%,GSTs比活力分别为 795.11和 1 080.18

nmol min mg pro ,纯化倍数分别是 2.4和 3.97;

PEG20000沉淀中肠和脂肪体GSTs的活性峰分

别在 25%～ 30%和 20%～ 25%,比活力分别是

767.57和 945.96 nmol min mg pro ,纯化倍数分

别是 2.81和 3.05
[ 27]
。

2.2　层析法

马素永等经一系列的柱层析 ,对亚洲玉米

螟 Ostrinia furnacalis GSTs进行了纯化。亚洲玉

米螟离心的上清液用玻璃纤维过滤去脂后 ,上

经缓冲液平衡好的 Sephadex-G75 柱 ,收集活性

峰 。然后上经缓冲液平衡好的 DEAE-Sepharose

Fast Flow 层析柱 ,收集透过峰中的活性部分 。
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加入NaCl至其终浓度为0.7 mol L ,上经缓冲液

平衡好的GSH-亲和层析柱 。收集蛋白峰 ,透

析 ,冷冻干燥后测活性 ,纯化倍数为 1 138
[ 15]
。

利用上述昆虫GSTs蛋白纯化的方法分离

参与抗性的蛋白(酶),明确其生物化学特性及

其与抗药性的关系 ,对于害虫抗药性治理具有

重要意义。如果找到在抗性中起重要作用的

酶 ,便可以此为靶标 ,筛选不能被这种酶代谢的

化合物作为杀虫药剂 ,或抑制其酶活性的化合

物作为杀虫药剂的辅助剂来提高杀虫药剂的杀

虫效果 ,开辟昆虫抗药性研究的新途径 ,为抗药

性治理对策的制定提供更为全面的理论依据 ,

对农药的创制和使用有着潜在的重要意义。
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