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摘　 要　 为建立斑蝥素等 ＰＰ２Ａ 抑制剂的体外活性测定方法ꎬ用于以杀虫剂为目的的药物快速活性评价ꎬ本研究

首次同源克隆了鳞翅目昆虫草地贪夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ (Ｊ. Ｅ. Ｓｍｉｔｈ)的 ＰＰ２Ａ 催化亚基 ｃＤＮＡ 全长序列ꎬ探
索了该基因在大肠杆菌中的表达ꎮ 结果显示ꎬＳ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ 的 ＰＰ２Ａ 编码一条 ３０９ 个氨基酸的肽链ꎬ预测其蛋白质

分子量为 ３５. ４６ ｋｕꎬ等电点 ５. ３７ꎮ 分析蛋白质氨基酸序列ꎬ没有发现信号肽和跨膜结构ꎬ推测该 ＰＰ２Ａ 主要存在于

胞质中ꎮ 多重比对分析 Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ 及其它昆虫的 ＰＰ２Ａꎬ表明 ＰＰ２Ａ 的保守性较高ꎬ可以用 Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ＰＰ２Ａ 作

为研究斑蝥素等抑制剂的药物筛选靶标酶ꎬ用于杀虫剂的筛选ꎮ 利用该基因构建 ｐＥＴ３０ａ￣ＰＰ２Ａ 原核表达载体转

化至 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)中ꎬ在 １６ ~ ３０℃ꎬ０. ２ ~ ０. ８ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 下均能成功诱导 ＰＰ２Ａ￣Ｈｉｓ 表达ꎬ经 Ｎｉ￣琼脂糖

柱纯化后可以得到 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 呈现单一条带的纯化蛋白ꎬ电泳纯度大于 ９０％ ꎬ为进一步活性测定奠定了基础ꎮ
关键词　 草地贪夜蛾ꎬ蛋白磷酸酶 ２Ａꎬ分子克隆ꎬ原核表达
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５ 期 郝少东等:草地贪夜蛾 ＰＰ２Ａ 的克隆、序列分析及在大肠杆菌中的表达 １３２９　 

　 　 蛋白质的磷酸化和去磷酸化是真核生物生命

活动分子调节的重要手段ꎮ 蛋白磷酸酶催化蛋白

的去磷酸化ꎬ参与调节细胞周期、细胞生长发育中

的多种信号转导、细胞骨架动态调节及细胞凋亡

等(Ｈｕｎｔｅｒꎬ１９９５ꎻＣｏｈｅｎꎬ２０００)ꎮ 蛋白磷酸酶 ２Ａ
(ＰＰ２Ａ)属于丝氨酸 /苏氨酸蛋白磷酸酶中的 ＰＰＰ
(ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ)家族一员ꎮ ＰＰ２Ａ 是

异源三聚体ꎬ由结构亚基 Ａ、调节亚基 Ｂ 和催化亚

基 Ｃ 组成ꎬ其中 Ｃ 亚基与 Ａ 亚基组成的整体被称

之为 ＰＰ２Ａ 核心酶ꎮ Ｂ 亚基具有多个亚基家族ꎬ决
定 ＰＰ２Ａ 作用的底物特异性和功能( Ｊａｎｓｓｅｎｓ ａｎｄ
Ｇｏｒｉｓꎬ２００１)ꎮ

一 些 ＰＰ２Ａ 天 然 抑 制 剂 如 斑 蝥 素

(ｃａｎｔｈａｒｉｄｉｎ)、冈田酸(ｏｋａｄａｉｃ ａｃｉｄ)、微囊藻素￣ＬＲ
(ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｉｎ￣ＬＲ)、变构霉素( ｔａｕｔｏｍｙｃｉｎ)、节球藻

素(ｎｏｄｕｌａｒｉｎ)和福司曲星( ｆｏｓｔｒｉｅｃｉｎ)等可以通过

结合 Ｃ 亚基抑制 ＰＰ２Ａ 活性 ( Ｈｏｎｋａｎｅｎꎬ １９９３ꎻ
Ｍａｙｎｅｓ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００４ꎻ Ｘｉｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２００６ꎻ Ｋｅｌｋｅｒ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００９ꎻＰｅｒｅｉｒａ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎬ在药物研究中具

有不同的应用价值ꎬ如冈田酸作为一种重要的分

子工具常被用来研究分子内信号传导途径ꎬ变构

霉素具有突出的抗真菌作用(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１１)ꎻ
斑蝥素具有抗菌和杀虫作用 (张志勇和袁锋ꎬ
１９９８ꎻ曹微丹等ꎬ２００８ꎻ陈利平等ꎬ２０１１)ꎬ可显著抑

制 Ｓｆ９ 细胞增殖并诱导其凋亡(张来喜等ꎬ２０１１ꎻ周
晗颖等ꎬ２０１２)ꎬ已被开发为杀虫剂得到应用(刁绍

东ꎬ２００３)ꎮ 虽然已发现斑蝥素是哺乳动物细胞

ＰＰ２Ａ 的抑制剂ꎬ但对昆虫 ＰＰ２Ａ 作用机制研究还

很有限ꎮ Ｓｆ９ 是从草地贪夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ
(Ｊ. Ｅ. Ｓｍｉｔｈ)卵巢中分离而建立的离体培养昆虫

细胞系ꎬ是深入研究活性物质作用机制和建立新

型高效快速筛选体系的理想实验材料ꎮ 在研究斑

蝥素对鳞翅目昆虫毒理作用过程中ꎬ我们首次克

隆了地贪夜蛾 ＰＰ２Ａ 催化亚基 Ｃ 的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ在
大肠杆菌中得以表达ꎬ现将研究结果报道如下ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 简并引物扩增 ＰＰ２Ａ 片段

按照 ＲＮＡｅａｓｙ Ｐｌｕｓ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(Ｑｉａｇｅｎꎬ德国)操
作步骤ꎬ提取 Ｓｆ９ 细胞(１０６ 个)总 ＲＮＡꎬ使用 ５００
ｎｇ 总 ＲＮＡ 在 ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)引物及 Ｍ￣ＭＬＶ 反转录酶

(Ｐｒｏｍｅｇａꎬ美国)下获得 ｃＤＮＡꎮ 基于 ＰＰＰ 保守区

的多重比对ꎬ由 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 设计简并引物

(表 １)ꎮ 用于扩增 ＰＰ２Ａ 片段的 ５０ μＬ ＰＣＲ 体系

包含 ３Ｕ ＬＡ￣Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶( Ｔａｋａｒａꎬ大连)ꎬ１０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ( ｐＨ ８. ３ )ꎬ ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ ２
ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ２００ μｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰꎬ２００ ｐｍｏｌ 引物ꎻ
ＰＣＲ 反应条件:第 １ 个循环前预变性 ９４℃ꎬ５ ｍｉｎꎬ
９４℃变性 ４５ ｓꎬ５４℃退火 ２ ｍｉｎꎬ７２℃延伸 ３ ｍｉｎꎬ３０
个循环ꎮ ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳纯化ꎬ克隆

至 ｐＭＤ￣１８Ｔ 载体(Ｔａｋａｒａꎬ大连)ꎮ 阳性克隆质粒

由 ＴＩＡＮｐｒｅｐ Ｍｉｎｉ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｋｉｔ(天根ꎬ北京)提取ꎬ送
北京中科希林生物技术公司由 ＡＢＩ３７７ 系统测序ꎮ

表 １　 引物序列及用途

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列(５′→３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′→３′)
用途

Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
扩增区域

Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＰＣＲ

Ｆ１ ＧＴＣＣＡＣＧＧＴＣＲＧＴＴＴＣＲＣ ＣＤＳ 扩增 ＣＤＳ 区 １７２￣６２３

Ｒ ＣＣＲＧＣＣＡＣＣＴＣＴＮＴＣＡＴＣ

ＧＳＰ１９５ ＧＡＴＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＣＧＴＡＴＣＧＧ ３′ＲＡＣＥ ＣＤＳ 区 １９５￣３′末端

ＧＳＰ３７１ ＣＴＣＡＧＧＴＧＴＡＣＧＧＴＴＴＣＴＡＣＧＡ ３′ＲＡＣＥ ＣＤＳ 区 ３７１￣３′末端

ＧＳＰ１ ＣＣＣＴＧＧＡＧＡＣＧＡＧＴＧＴＣＡＧＣＣＣＧＴＴ ５′ ＲＡＣＥ ５′末端￣ＣＤＳ 区 ７７２

ＧＳＰ２ ＡＴＧＴＡＣＧＴＧＴＴＴＡＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＡＴＣＧ ５′ ＲＡＣＥ ５′末端￣ＣＤＳ 区 １１６８

ＦＢ ＴＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＧＡＣＡＡＧＧＣＧＴＣＧＴＴ 构建表达载体 ＣＤＳ 区

ＲＨ ＧＣＡＡＧＣＴＴＣＴＡＣＡＴＧＡＡＧＴＡＡＴＣＴＧＧＣＧ
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１. ２　 ＰＰ２Ａ 的 ｃＤＮＡ 末端序列扩增(ＲＡＣＥ)
简并引物 ＰＣＲ 仅获得 ＰＰ２Ａ 全长的部分序

列ꎬ３′及 ５′ＲＡＣＥ 用来补充获得序列的未知 ３′及 ５′
端ꎮ ３′￣ＲＡＣＥ 按照 ３′￣Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ Ｖｅｒ ２. ０
Ｋｉｔ(Ｔａｋａｒａꎬ大连)操作完成ꎬ用试剂盒中的接头引

物反转录得到 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 巢式 ＰＣＲ 中第一轮

ＰＣＲ 引物对为 ＧＳＰ３７１ 和试剂盒中的 ＵＰＭꎬ模板

为 ｃＤＮＡ 第一链ꎻ第二轮 ＰＣＲ 引物对为 ＧＳＰ３７１ 和

试剂盒中的 ＵＰＭꎬ模板为第一轮 ＰＣＲ 产物ꎮ ＰＣＲ
反应程序为:９５℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎬ９５℃ 变性 ３０ ｓꎬ
６０℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２℃延

伸 １０ ｍｉｎꎮ ５′ＲＡＣＥ 按照 ＳＭＡＲＴｅｒ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ(Ｃｌｏｎｔｅｃｈꎬ美国)的操作完成ꎬ反
转录后合成的 ｃＤＮＡ５′端具有接头引物序列ꎬ利用

试剂盒中的接头引物与基因特异性引物进行巢式

ＰＣＲꎬ用两步法 ＰＣＲ 程序:９５℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９５℃
变性 ３０ ｓꎬ６８℃退火及延伸 ２ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎮ ３′
及 ５′ＲＡＣＥ 中的基因特异性引物见表 １ꎮ

１. ３　 ＰＰ２Ａ 的 ｃＤＮＡ 全长序列分析

用 ＤＮＡｓａｒ 软件寻找 ＰＰ２Ａ 核酸序列的 ＯＲＦ
区ꎬ将其翻译为氨基酸序列ꎬ利用 ＢＬＡＳＴ 程序

(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ＢＬＡＳＴ / )寻找并

下载 ＰＰ２Ａ 同源序列ꎮ 在 ＤＮＡＭＡＮ ６. ０ 中进行多

重序列比ꎮ 同源进化树利用邻近法ꎬ自展支持率

评估设置为 １ ０００ 次ꎬ 由 ＭＥＧＡ ５. ０ ( Ｔａｍｕｒａ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００７)完成ꎮ 蛋白质分子量、等电点预测在

Ｅｘｐａｓｙ 服务器( ｈｔｔｐ:∥ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｃｏｍｐｕｔｅ ＿
ｐｉ / )分析ꎮ ｉＰＳＯＲＴ 工具( ｈｔｔｐ:∥ｉｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / )
用于分析蛋白质信号肽ꎮ ＴＭＨＭＭ 工具( ｈｔｔｐ:∥
ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )用于分析跨

膜区域ꎮ 蛋白质三级结构预测在 Ｓｗｉｓｓ ｍｏｄｅｌ
ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔｔｐ:∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )完成ꎬ所有

参数选择默认值ꎮ

１. ４　 ＰＰ２Ａ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ 中的表达

ＰＰ２Ａ 经由带酶切位点的引物 ＦＢ / ＲＨ(表 １)
扩增后ꎬ连入 ｐＭＤ１８Ｔ￣ｓｉｍｐｌｅ 克隆载体ꎬ经 Ｂａｍ
ＨＩ、Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切后ꎬ经琼脂糖凝胶电泳纯化后

连入同样经过此双酶切并纯化的 ｐＥＴ￣３０ａ 表达载

体中(Ｎｏｖａｇｅｎꎬ美国)转化至 Ｔｒａｎｓ５α 化学感受态

细胞(全式金ꎬ北京)ꎬ由 ＴＩＡＮｐｒｅｐ Ｍｉｎｉ Ｐｌａｓｍｉｄ Ｋｉｔ
(天根ꎬ北京)提取质粒ꎬ测序验证后转化至 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＢＬ２１(ＤＥ３) 菌株中ꎮ ｐＥＴ￣３０ａ 表达载体具有 Ｎ 末

端 Ｈｉｓ￣标签 /凝血酶 / Ｔ７ 结构ꎬ在 ＩＰＴＧ 诱导剂下ꎬ
可以高效表达含 Ｈｉｓ 标签的目的蛋白ꎮ 诱导表达

后的菌体经超声波裂解ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 进行分析ꎮ 包

涵体 由 Ｎｉ￣Ａｇａｒｏｓｅ Ｈｉｓ 标 签 蛋 白 纯 化 试 剂 盒

(ＣＷＢＩＯꎬ北京)纯化ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 基因克隆和序列分析

图 １　 草地贪夜蛾 ＰＰ２Ａ 的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｏｆ
Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ

Ａ. 利用简并引物扩增的 ＰＰ２Ａ 片段( Ｆ１ / Ｒ)ꎻＢ. ３′
ＲＡＣＥ 第二轮 ＰＣＲ 产物(ＧＳＰ３７１)ꎻ Ｃ. ５′ＲＡＣＥ 第一

轮 ＰＣＲ(ＧＳＰ１)及第二轮 ＰＣＲ(ＧＳＰ２)ꎻＭ:ＤＮＡ 分子

量标准ꎮ
Ａ. ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＰ２Ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ
ｐｒｉｍｅｒｓꎻＢ. ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｎｅｓｔ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ３′ＲＡＣＥ ｏｆ
ＰＰ２Ａ ｏｆ Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａꎻＣ. ｆｉｒｓｔ (ＧＳＰ１) ａｎｄ ｎｅｓｔ ＰＣＲ
( ＧＳＰ２ ) ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ５′ ＲＡＣＥ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｏｆ Ｓ.
ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ. Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ.

简并引物 ＰＣＲ 得到 ４５２ ｂｐ 的 ＰＰ２Ａ 同源片段

(图 １)ꎬ在此基础上设计基因特异性引物ꎬ在 ３′
ＲＡＣＥꎬ５′ＲＡＣＥ 中分别获得 ７４２ ｂｐꎬ８８９ ｂｐ 的两个

片段 (图 １)ꎬ通过序列拼接ꎬ得到 １ ３０３ ｂｐ 的

ＰＰ２ＡｃＤＮＡ 全长ꎬ提交至 ＧｅｎｅＢａｎｋ ( ａｃｃｅｓｓｉｏｎ :
ＫＣ４２９０３９)ꎬ该序列包含 ９３０ ｂｐ 的编码区ꎬ１７１ ｂｐ
的 ３′端非编码区及 ２０５ ｂｐ 的 ５′非编码区ꎮ 编码肽

链包含 ３０９ 个氨基酸ꎬ预测其分子量为 ３５. ４６ ｋｕꎬ
等电点 ５. ３７ꎮ 多重比对 Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ 与其它昆虫

的 ＰＰ２Ａꎬ证实 ＰＰ２Ａ 的保守性较高ꎬ具有与 ＰＰ２Ａ
活性位点及金属原子结合的结构域(图 ２)ꎮ 进化

树分析 Ｓ. ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ 与君主斑蝶 Ｄａｎａｕｓ ｐｌｅｘｉｐｐｕｓ
最先聚成一类ꎬ亲缘关系最近(图 ３)ꎮ ｉＰＳＯＲＴ 分

析表明 ＰＰ２Ａ 无信号肽及线粒体转运肽ꎬＴＭＨＭＭ
工具分析显示ꎬＰＰ２Ａ 无跨膜结构域ꎬ与人 ＰＰ２Ａ 主

要存在于胞质中一致ꎮ ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 预测 Ｓ.
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图 ２　 草地贪夜蛾与其它昆虫 ＰＰ２Ａ 氨基酸序列的同源性比较

Ｆｉｇ. ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＰＰ２Ａ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ
黑色表示氨基酸序列同源性为 １００％ ꎬ灰色表示 ５０％ ~ ９９％ ꎻ＃示与 ＰＰ２Ａ 活性位点相关的氨基酸ꎻ

∗示与金属原子结合位点的氨基酸ꎮ
Ｂｌａｃｋ ａｎｄ ｇｒａｙ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗａｓ １００％ ａｎｄ ５０％ ~ ９９％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬｐｏｕｎｄ
ｓｉｇｎ (＃) ｆｏｒ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅꎬａｓｔｅｒｉｓｋ (∗) ｆｏｒ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｍｅｔａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ.

图 ３　 昆虫 ＰＰ２Ａ 催化亚基的系统发育树

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｔｒｅｅ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ ＰＰ２Ａ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ

ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ＰＰ２Ａ结构见图 ４ꎬ活性部位结合有 ２ 个

金属原子ꎮ
２. ２　 草地贪夜蛾 ＰＰ２Ａ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ 中的表达

ｐＥＴ３０ａ￣ＰＰ２Ａ 重组质粒经测序表明ꎬ插入片

段与克隆序列完全一致ꎬ目的基因的阅读框与原
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图 ４　 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 预测草地贪夜蛾 ＰＰ２Ａ 结构

Ｆｉｇ. ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ
Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ ＰＰ２Ａ

核表达载体上的 Ｈｉｓ￣Ｔａｇ 阅读框正确融合ꎮ 将其

转染至 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) 株系中后ꎬ筛选的表达

工程菌在 １６℃ꎬ０. ２ ~ ０. ８ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧ 诱导剂

下均能成功表达 ＰＰ２ＡꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳(图 ５)显

示ꎬ在分子量分别为 ４９. ３ ｋｕ 和 ２９. ０ ｋｕ 的位置间

存在 １ 条融合蛋白诱导表达条带ꎬ与目的蛋白的

分子量理论值相符ꎬ而未诱导的转化菌则未出现

目的蛋白带ꎮ 为了获得正确折叠的可溶性蛋白ꎬ
选择在较低浓度 ＩＰＴＧ(０. ２ ｍｍｏｌ / Ｌ)下诱导目的

蛋白ꎬ考察不同温度对目的蛋白表达的影响ꎬ１６ ~
３０℃之间 ＰＰ２Ａ￣Ｈｉｓ 表达顺利ꎬ温度低至 １０℃时ꎬ
目的蛋白表达量极少(图 ５)ꎮ 将菌体裂解液溶解

于 ７ ｍｏｌ / Ｌ 尿素溶液后ꎬＰＰ２Ａ￣Ｈｉｓ 经 Ｎｉ￣琼脂糖柱

纯化ꎬ在 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 上只呈现单一条带的纯化蛋

白(图 ６)ꎬ电泳纯度大于 ９０％ ꎮ

３　 讨论

ＰＰ２Ａ 作为磷酸化丝氨酸 /苏氨酸残基蛋白磷

酸酶家族中的重要一员ꎬ参与了细胞代谢、ＤＮＡ 复

制、基因表达、信号转导、细胞周期、细胞分化及凋

亡等细胞活动过程 ( Ｊａｎｓｓｅｎｓ ａｎｄ Ｇｏｒｉｓꎬ ２００１ꎻ
Ｌｅｃｈｗａｒｄ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００１)ꎬ一些天然 ＰＰ２Ａ 抑制剂除

具有抗癌作用(Ｄｅｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０１３)外ꎬ在农业生产

中还具有作为除草剂或杀虫剂的潜能(Ｍａｔｓｕｚａｗａ
ｅｔ ａｌꎬ １９８７ꎻ 张志勇和袁锋ꎬ Ｂａｊｓａ ｅｔ ａｌ. ꎬ ２０１２ꎻ
１９９８)ꎬ近些年来得到了一定的开发和应用ꎮ 然而

除果蝇外ꎬ对其它昆虫 ＰＰ２Ａ 的研究鲜见报道ꎮ 本

文对草地贪夜蛾及其它昆虫的 ＰＰ２Ａ 多重比对分

析证实 ＰＰ２Ａ 的保守性较高ꎬＰＰ２Ａ 是一个含 Ｍｎ２ ＋

的金属酶(Ｘｉｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００８)ꎬ催化亚基 Ｃ 在进化

图 ５　 草地贪夜蛾的 ＰＰ２Ａ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ 中的表达

Ｆｉｇ. ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ
ＰＰ２Ａ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ

Ａ. 不同 ＩＰＴＧ 浓度在 １６℃ 下诱导 ｐＥＴ３０ａ￣ＳｆＰＰ２Ａｃ １２ ｈ
后 ＰＰ２Ａ 的表达:１: 无诱导剂的对照ꎬ ２: ０. ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
３: ０. ４ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ４: ０. ６ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ５: ０. ８ ｍｍｏｌ / ＬꎻＢ. ０. ２
ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ 在不同温度下诱导 ｐＥＴ３０ａ￣ＳｆＰＰ２Ａｃ ６ ｈ 后

ＰＰ２Ａ 的表达:１:无诱导剂的对照ꎬ ２: ３０℃下诱导表达ꎬ
３: ２４℃下诱导表达ꎬ ４. １０℃下诱导表达ꎻ 虚框指示的

Ｈｉｓ￣ＰＰ２Ａ 的位置ꎮ
Ａ. ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｉｓ￣ＰＰ２Ａ ｉｎ
Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ ( ＤＥ３) ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒ １２ ｈ ｕｎｄｅｒ
１６℃ . Ｍ: ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｓｔａｎｄａｒｄꎬ １: ｃｏｎｔｒｏｌ
ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＰＴＧꎬ ２: ０. ２ ｍｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧꎬ３: ０. ４ ｍｍｍｏｌ / Ｌ
ＩＰＴＧꎬ４: ０. ６ ｍｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧꎬ５: ０. ８ ｍｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧꎻＢ.
ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｉｓ￣ＰＰ２Ａ ｉｎ Ｅ.
ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３) ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒ ６ ｈ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｅｍｐｒａｔｕｒｅ ａ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ. １ꎬ５: ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ２ꎬ６:
３０℃ꎬ ３ꎬ７: ２４℃ꎬ ４ꎬ８: １０℃ . Ｄｏｔｔｅｄ ｂｏｘ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｌｏｃａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｈｉｓ￣ＰＰ２Ａ.

过程中保持高度的稳定ꎬ可能是已知酶中最保守

的(Ｃｏｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９９０)ꎬ其 Ｃ 端的 ６ 个氨基酸残基

(ＴＰＤＹＦＬ ) 增 强 Ｃ 亚 基 与 结 构 亚 基 的 结 合

(Ｔｏｌｓｔｙｋｈ ｅｔ ａｌ. ꎬ２０００ꎻＸｉｎｇ ｅｔ ａｌ. ꎬ２００６)ꎬ图 ２ 示与

ＰＰ２Ａ 活性位点相关及与金属原子结合位点的氨

基酸ꎮ 我们认为可以将草地贪夜蛾 ＰＰ２Ａ 作为研

究斑蝥素等抑制剂的药物筛选靶标酶ꎬ用于杀虫

剂的活性测定ꎮ 选用这一靶标作用模型的优势在

于ꎬ草地贪夜蛾具有已建立的无限细胞系 Ｓｆ９ꎬ获
得的酶活性测定数据可以进一步与细胞毒性分析

结果加以验证ꎬ从而建立一套完整的 ＰＰ２Ａ 抑制剂

的昆虫毒理学研究模式ꎬ对 ＰＰ２Ａ 抑制剂进行活性
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图 ６　 Ｎｉ￣琼脂糖柱纯化溶解于尿素中的 ＰＰ２Ａ￣Ｈｉｓ
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＰ２Ａ￣Ｈｉｓ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ｕｒｅａ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ Ｎｉ￣ａｇａｒｏｓｅ ｃｏｌｕｍｎ
１: 裂解液上清ꎻ２ꎬ３:包涵体全蛋白ꎻ４ꎬ５:流穿液第 １、２
ｍＬꎻ６ꎬ７: 结合缓冲液第 １、２ ｍＬꎻ８: ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑漂洗

液第 １ ｍＬꎻ９ꎬ１３: ３００ ｍｍｏｌ / Ｌ 咪唑洗脱液第 １、２、３、４、５
ｍＬꎻＭ: 蛋白质 ｍａｒｋｅｒꎮ
１: ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｌｙｓｉｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ２ꎬ３: ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ
４ꎬ５: ｆｌｏｗ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ １ｓｔ ｍＬꎬ ２ｎｄ ｍＬꎻ ６ꎬ ７: ｎａｔｉｖｅ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ １ｓｔ ｍＬꎬ２ｎｄ ｍＬꎻ８: ｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒ (２０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ｉｍｉｄａｚｏｌｅ) １ｓｔ ｍＬꎻ９ － １３: ｅｌｕｔｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ (３００ ｍｍｍｏｌ / Ｌ
ｉｍｉｄａｚｏｌｅ) １ｓｔ ｍＬꎬ２ｎｄ ｍＬꎬ３ｒｄ ｍＬꎬ４ｔｈ ｍＬꎬ５ｔｈ ｍＬꎻＭ:
ｍａｒｋｅｒ.

评价ꎬ促进这一类药物结构优化与分子毒性评价、
细胞毒性评价和生物测定等ꎬ如现有研究表明斑

蝥素引起 Ｓｆ９ 细胞膜显著去极化(汪丽等ꎬ２０１３)ꎮ
外源基因能否在大肠杆菌中正确表达ꎬ受到

目的基因是否需要其它蛋白作进行分子修饰以及

合适的诱导温度和时间等影响ꎮ 在哺乳动物体

内ꎬ ＰＰ２Ａ 受 到 许 多 其 它 蛋 白 质 的 调 节 作 用

(Ｊａｎｓｓｅｎｓ ａｎｄ Ｇｏｒｉｓꎬ２００１)ꎬ如亮氨酸羧基甲基转

移酶( ｌｅｕｃｉｎｅ ｃａｒｂｏｘｙｌ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＬＣＭＴ)可

以甲基化修饰 Ｃ 端亮氨酸ꎬ参与调节 ＰＰ２Ａ 核心酶

与 Ｂ 亚基结合形成全酶(Ｋｌｏｅｋｅｒ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９９７ꎻＹｕ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００１)ꎮ 修饰 Ｃ 端后可以实现 ＰＰ２Ａ 的超表

达(Ｗａｄｚｉｎｓｋｉ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９９２)ꎬ而直接转基因 ＰＰ２Ａ
则无法实现高表达(Ｇｒｅｅｎ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９８７)ꎬＰＰ２Ａ 的

表达严格受到翻译水平的调控 ( Ｂａｈａｒｉａｎｓ ａｎｄ
Ｓｃｈöｎｔｈａｌꎬ１９９８)ꎮ 草地贪夜蛾 ＰＰ２Ａ 催化亚基的

Ｃ 端不具有亮氨酸ꎬ不受亮氨酸羧甲基转移酶的

调节作用ꎬ可能利于 ＰＰ２Ａ 的表达ꎮ 本研究首次探

索了鳞翅目昆虫 ＰＰ２Ａ 在大肠杆菌中的表达及纯

化ꎬ但表达条件的研究尚有限ꎬ需要在今后研究中

予以完善ꎮ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ 中表达的 ＰＰ２Ａ 包涵体经

Ｎｉ￣琼脂糖柱纯化后可以作为抗原获取 ＰＰ２Ａ 抗血

清ꎬ为进一步研究昆虫 ＰＰ２Ａ 基因的组织表达及亚

细胞定位具有重要意义ꎮ
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