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摘要

水稻普通矮缩病是水稻上重要的病毒性病害，在我国稻区多有发

生，可造成严重的经济损失。水稻普通矮缩病的病原物为水稻矮缩病毒

（Rice Dwarf Virus, RDV），由黑尾叶蝉 Nephotettix cincticeps(Uhler)等昆

虫媒介传播。在长期的进化过程中，植物病毒、媒介昆虫和植物之间形

成了复杂的互作关系。前期研究表明，黑尾叶蝉感染 RDV 后对有机磷

杀虫剂的敏感性显著降低。为此，本论文在测定比较了感染与未感染

RDV 黑尾叶蝉体内解毒酶与靶标酶活性差异的基础上，克隆获得了有机

磷杀虫剂靶标—乙酰胆碱酯酶（Acetylcholinesterases，AChEs）全长基

因，分析了黑尾叶蝉感染 RDV 后 AChE 基因的表达水平差异。主要结果

如下：

1．RDV 感染对黑尾叶蝉抗药性相关酶活性的影响

采用生化酶学技术，测定并比较了感染与未感染 RDV 黑尾叶蝉体

内代谢解毒酶如细胞色素 P450 氧化酶（cytochrome P450s, P450s）、酯

酶（ esterases, Ests）和谷胱甘肽 S-转移酶（ glutathione S-transferases,

GSTs）以及靶标酶 AChEs 的活性。黑尾叶蝉感染 RDV 后代谢解毒酶

P450s、Ests 和 GSTs 等的活性无显著性变化，而 AChEs 活性则显著增高。

这表明 RDV 感染可引起黑尾叶蝉 AChEs 活性增强，进而导致对有机磷

杀虫剂的敏感性显著降低。

2．黑尾叶蝉 AChEs 基因克隆与时空表达分析

采用 RT-PCR 技术，克隆获得了 2 条黑尾叶蝉乙酰胆碱酯酶基因

Ncace1 和 Ncace2 的 cDNA 全长序列。Ncace1 开放阅读框 2,034 bp，编

码 677 个氨基酸，前 19 个氨基酸为信号肽，预测蛋白分子量 75.7 kD，6

个糖基化位点。Ncace2 开放阅读框 1,899bp，编码 632 个氨基酸，前 21

个氨基酸为信号肽，预测蛋白分子量 71.2 kD，5 个糖基化位点。这 2 个

AChE 基因均含有胆碱标识序列（FGESAG）。

采用实时荧光定量 PCR 技术，分析了 Ncace1 和 Ncace2 基因在黑尾

叶蝉体内的时空表达特征。结果表明，这 2 个基因在黑尾叶蝉不同发育
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阶段均有表达，以卵期表达水平相对较高 ;不同组织中也均有表达，以脑

部表达水平显著较高；Ncace2 的表达水平显著高于 Ncace1。

3．黑尾叶蝉 AChEs 基因原核表达与多克隆抗体制备

以 pET-32a 为表达载体，构建获得了 Ncace1 和 Ncace2 重组原核表

达质粒；转化大肠杆菌 Rosetta菌株后，经 IPTG诱导成功表达获得 Ncace1

和 Ncace2 重组蛋白；分别经兔免疫后，制备获得相应的多克隆抗体。采

用蛋白 Western 杂交技术证实 2 种多克隆抗体的有效性。

4．RDV 侵染对黑尾叶蝉 AChEs 表达的影响

采用实时荧光定量 PCR 技术，比较分析了感染与未感染 RDV 黑尾

叶蝉 Ncace1 和 Ncace2 基因在转录水平的差异变化。黑尾叶蝉感染 RDV

后，Ncace1 和 Ncace2 基因转录水平显著高于未感染 RDV 的。采用蛋白

Western 杂交技术，分析了黑尾叶蝉感染 RDV 后 Ncace1 和 Ncace2 基因

翻译水平的差异变化。结果表明感染 RDV 的黑尾叶蝉 AChEs 蛋白表达

水平明显高于未感染 RDV 的。

5．黑尾叶蝉 AChEs 基因真核表达

以 pFastBac-HTE 为表达载体，构建获得了 Ncace1 和 Ncace2 重组真

核表达质粒；转染昆虫 Sf9 细胞后，获得重组杆状病毒；再经感染 Sf9

细胞获得重组表达产物。采用 Western 杂交技术，检测发现 Ncace1 和

Ncace2 基因在 Sf9 细胞中被成功表达。

论文结果为今后黑尾叶蝉 AChEs 的功能研究奠定了基础。

关键词：黑尾叶蝉；RDV；乙酰胆碱酯酶；基因克隆；原核表达；实时

荧光定量 PCR；表达分析；真核表达
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Abstract

Rice dwarf disease is one of the most serious rice virus diseases. In

recent decades, this disease has occurred in some rice growing areas of

China, causing serious economic losses. The pathogen, rice dwarf virus

(RDV), is mainly spread by the green leafhoppers, Nephotettix cincticeps

(Uhler) (Homoptera: Cicadellidae). The complex interactions between plant

viruses and insect vectors have been received great attention worldwidely.

The previous studies showed that the susceptibility to organophosphorus

insecticides significantly decreased after N. cincticeps infected with RDV.

In this thesis, we firstly compared the difference in the activity of metabolic

enzymes between N. cincticeps with andwithout RDV infection. Then, we

cloned the full length cDNA sequences of N. cincticeps acetylcholinesterase

(AChE) genes and analyzed the expression levelof these genes in N.

cincticeps with or without RDV infection. The main results are shown as

follows:

1. Effect of RDV infection on activity of insecticidal resistance related

enzymes

The activity of metabolic enzymes, cytochrome P450s (P450s),

esterases (Ests), glutathione S-transferases (GSTs), and AChEs was

measured in the RDV-infected and non-RDV-infected N. cincticeps using

biochemical analysis technology. After infected by RDV, N. cincticeps has

no significant change in the activity of P450s, Ests and GSTs. However, the

activity of AChEs in RDV-infected N. cincticeps was significantly higher

than that in non-RDV-infected N. cincticeps . It indicated that RDV

infection may cause the increase of AChE activity of N. cincticeps , and lead

to the decrease of susceptibility to organophosphorus insecticides.
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2. Gene cloning and expression pattern of AChE genes

The full length cDNAs of N. cincticeps AChE genes, Ncace1 and

Ncace2 were cloned using RT-PCR. The ORF length of Ncace1 is 2,034 bp,

which encodes a predicted molecular mass of 75.7 kD with 677 aminoacids,

including 6 glycosylation sites and a signal peptide of 19 amino acids at

N-terminal. The ORF length of Ncace2 is 1,899 bp, which encodes a

predicted molecular mass of 71.2 kD with 632 aminoacids, including 5

glycosylation sites and a signal peptide of 21 amino acids at N-terminal.

Choline conserved motif (FGESAG) is found in both Ncace1 and Ncace2

genes.

The temporal and spatial expression of AChE genes in N. cincticeps

was analyzed using real-time quantitative PCR. Ncace1 and Ncace2 genes

were expressed at all developmental stages, in which expression level was

significantly higher in egg stage. Ncace2 gene had a significantly higher

transcription level than Ncace1 . The higher transcription level of Ncace1

and Ncace2 genes was found in brain.

3. Prokaryotic expression and polyclonal antibody preparation of AChE

genes

The prokaryotic expression vectors of Ncace1 and Ncace2 genes were

constructed using pET-32a. Their recombinant proteins were successfully

expressed in the Escherichia coli Rosetta strain and used to prepare

polyclonal antibodies. The quality of polyclonal antibodies was detected by

Western blot.

4. Effect of RDV infection on expression of AChE genes

The expression of AChE genes at both RNA and protein levels in N.

cincticeps with or without RDV infection was determined by real-time

quantitative PCR and Western blot, respectively. After infected RDV, the

significantly higher transcriptional levels of Ncace1 and Ncace2 genes were

http://dict.youdao.com/w/amino/
http://dict.youdao.com/w/acid/
http://dict.youdao.com/w/glycosylation/
http://dict.youdao.com/w/site/
http://dict.youdao.com/w/amino/
http://dict.youdao.com/w/acid/
http://dict.youdao.com/w/glycosylation/
http://dict.youdao.com/w/site/
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found, so were the translational levels.

5. Eukaryotic expression of AChE genes

The eukaryotic expression vectors of Ncace1 and Ncace2 genes were

constructed using pFastBac-HTE. Their recombinant proteins were

successfully expressed in the insect Sf9 cells and confirmed by Western

blot.

These above results contribute to the future studies on the function of

AChEs in N. cincticeps .

Key words: Nephotettix cincticeps , RDV, acetylcholinesterase, gene

cloning, prokaryotic expression, real-time quantitative PCR, expression

analysis, eukaryotic expression
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第一章 文献综述

1.1 昆虫乙酰胆碱酯酶

乙酰胆碱酯酶（ acetylcholinesterases, AChEs, EC3.1.1.7）是一种丝

氨酸水解酶，存在于哺乳动物、鱼类、爬行动物、鸟类、线虫、昆虫等

具有胆碱能神经的神经元与神经肌肉接头处，能够特异性将神经元突触

间兴奋性神经递质乙酰胆碱 (acetylcholine，ACh)水解成乙酸和胆碱，在

神经传导中起重要作用（Katz, 1966; Barnard, 1974; Quinn, 1987; Sussman

et al ., 1991; Raves et al ., 1997; Taylor & Radic, 1994; Soreq& Seidman,

2001; Tsim & Soreq, 2012）。该水解酶存在一个外周排列着芳香族氨基

酸的深而狭长的活性位点峡谷，使得带正电的 ACh 或带阳离子的抑制剂

得以进入谷内进行催化（Pang et al ., 1996; Raves et al ., 1977; Sussman et

al ., 1991），谷内存在催化三联体，能够高效催化底物水解。AChE 具有

很高的催化效率，是现今已知最高效的酶，每秒钟能够水解 25,000 个

ACh 分子（ Quinn, 1987; Taylor & Radic, 1994）。 AChE 还是有机磷

（organophosphorus pesticides, OPs）和氨基甲酸酯（ carbamates, CBs）

类农药的靶标，这两种农药通过不可逆磷酸化 AChE 中的丝氨酸，抑制

AChE 水解 ACh，使神经传导不能正常进行，直至昆虫死亡。

由于 AChEs 具有独特的生物特性及其在疾病治疗 (Taylor & Radic,

1994; Li et al ., 2015)、农药残留检测（Fulton & Key, 2001; Schulze et al .,

2003）、害虫抗药性（Fournier, 2005; Oakeshott et al ., 2005）、高效友

好型农药研发 (Pang et al ., 2009b, 2011, 2012)等方面的重要作用，受到了

科学家越来越多的关注。目前在分子结构、生理功能和高效催化机制等

方面展开了越来越多的研究。
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1.1.1 生理功能

AChEs 能特异性水解神经递质 ACh，终止 ACh 对神经后膜的兴奋作

用，保证神经信号在生物体内正常传递（Katz, 1966; Barnard, 1974; Quinn,

1987; Sussman et al ., 1991; Raves et al ., 1997; Taylor & Radic, 1994;

Soreq & Seidman, 2001; Tsim & Soreq, 2012）。AChE 和 ACh 在神经突触

的位置如图 1.1 所示。在突触前神经元中，ACh 被包裹在突触小泡

（ synaptic vesicle）。当神经冲动通过神经元的轴突传至前突触膜时，

推动突触小泡向前移动。突触小泡接触突触后膜后，发生破裂，将 ACh

释放到突触间隙。ACh 立即与突触后膜上的乙酰胆碱受体（acetylcholine

receptor, AChR）结合，激活 AChE，改变膜的通透性，使膜外的 Na+和

膜内的 K+分别往内外通过，使膜去极化，产生动作电位，即兴奋性后

突触电位，这就是 ACh 和 AChR 所引起的信号传递过程。信号传递后，

激活状态的 AChEs 催化 ACh 水解为乙酸和胆碱（choline, Ch）。其中胆

碱通过高亲和性胆碱吸收机制重新回到突出前神经元，在乙酰胆碱转移

酶（cholineacetyltransferase, ChAT）催化作用下，与乙酰辅酶 A（COA）

一起合成 ACh，合成的 ACh 经胞吞作用进入突触小泡，再次进行信号传

递。

有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂作为 AChEs 的抑制剂，能够使 AChEs

中的丝氨酸残基不可逆磷酸化，失去水解 ACh 的作用；导致大量 ACh

与 AChR 结合，AChR 无法恢复功能；神经冲动的传递不能及时终止，

昆虫过度兴奋而死。

除了水解 ACh 之外，AChEs 还有其他非经典的功能，如神经生长与

突触形成（Olivera et al ., 2003）、神经胶质细胞活化调节与 Tau 蛋白磷

酸化（Ballard et al ., 2005）、学习 /记忆（Gauthier et al ., 1992; Shapira et

al ., 2001）等。另外，AChEs 抑制剂能够治疗多种神经肌肉疾病，成为

第一代治疗阿尔兹海默症（Alzheimer ’s disease, AD）的药品 (Taylor &

Radic, 1994)。
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图 1.1 乙酰胆碱酯酶的作用机制（王举梅，2013）

Fig.1.1 The action mechanism of acetylcholinesterase

1.1.2AChE 基因

昆虫 AChE 基因最早在黑腹果蝇 Drosophila melanogaster 中被克隆

（Hall & Spierer, 1986; Pang et al ., 1996），随后在麦二叉蚜 Schizaphis

graminum中克隆出第一条黑腹果蝇 ace旁系同源基因（Gao et al ., 2002）。

到目前为止，已经有克隆和测序来自半翅目、双翅目、鞘翅目、鳞翅目

和膜翅目等 43 种昆虫 ace 基因，其中至少 27 种昆虫中发现了两条 ace
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基因（Lu et al ., 2012）。除了双翅目环裂亚目（Cyclorrhaphan）昆虫如

黑腹果蝇（Weill et al ., 2002）和家蝇 Musca domestica (Fournier et al .,

1998a)只有 1 条 ace 基因外，其他昆虫均含有 2 条 ace 基因。此外，在

脊椎动物中只发现一条 ace 基因，而在线虫和蛛形纲中则有多条 ace 基

因，如线虫 Caenorhabditis elegans 有 4 条 ace 基因（ace-1、ace-2、ace-x

和 ace-y） (Selkirk et al ., 2005)、微小扇牛蜱 Rhipicephalus microplus 至

少含有 3 条 ace 基因。根据与果蝇 ace 基因序列的相似性，可将昆虫 ace

基因分为两类：与黑腹果蝇 ace 基因直系同源的，被称为 AO-AChE

（Ace-orthologous AChE），又称为 II 型乙酰胆碱酯酶（AChE2），编

码基因为 ace2；与黑腹果蝇 ace 基因旁系同源的，被称为（Ace-paralogous

AChE），又被称为 I 型乙酰胆碱酯酶（AChE1），编码基因为 ace1（Kono

& Tomita, 2006; Lee et al ., 2006; Seino et al ., 2007）。研究表明，环裂亚

目只有 ace2 基因，而 ace1 基因可能在进化过程中已丢失（Weill et al .,

2002；Huchard et al ., 2006; Chen et al ., 2009）。Lu 等（2012）通过序列

比对发现，同种昆虫 ace1 或 ace2 之间的序列同源性仅在 31%~36%之间，

而不同昆虫间的序列同源性却在 48%~96%之间。该结果支持了进化丢失

的假说。

1.1.2.1ace1 和 ace2

虽然绝大多数昆虫含有两种 AChE，但是一般以 AChE1 起主要作用。

在小菜蛾 Plutella xylostella、德国小蠊 Blattella germanica、棉铃虫

Helicoverpa assulta、体虱 Pediculus spp.和臭虫 Cimes lectularius 中，ace1

转录水平约为 ace2 的 2~250 倍 (Baek et al ., 2005; Kim et al ., 2006; Lee et

al ., 2006, 2007; Seong et al ., 2012)。另外，对有机磷和氨基甲酸酯类农

药的抗性种群中，也是在 ace1 中发现有点突变现象，进而导致对农药的

不 敏 感 性 (Alon et al ., 2008; Baek et al ., 2005; Jiang et al ., 2009;

Nabeshima et al ., 2003, 2004; Oh et al ., 2006; Russell et al ., 2004; Weill et

al ., 2003)。在 ace2 中尚未发现有导致农药不敏感性的点突变 (Malcolm et

al ., 1998; Mori et al ., 2001)。
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通过对 18 个目 100 种昆虫的 AChE 酶活和蛋白表达水平进行研究，

结果表明除了环裂亚目以外，其余昆虫均能检测到 AChE1 和 AChE2 的

蛋白表达（Kim & Lee, 2013）。其中，有 67 种昆虫的 AChE1 活性较高，

是最主要的催化酶；其余 33 种昆虫从低等的石蛃目到高等的膜翅目，则

以 AChE2 为主要的催化酶。在豆娘 Microstigma Rotundatum 中，AChE1

和 AChE2 的活性相似，表明可能均参与突触传递。

1.1.2.2ace1 丢失

昆虫 AChE1 和 AChE2 的具体生理功能至今尚未完全明了。双翅目昆

虫除环裂亚目以外，都含有 2 个 ace 基因。这表明 2 个 AChE 在双翅目

昆虫中可能均起着重要作用。但是，在双翅目较为古老的种群虻类

（Orthorrhaphan）中，是以 AChE1 为最主要的催化酶，这表明 AChE1

可能在绝大多数双翅目昆虫中都具有突触传递的作用（ Kim & Lee,

2013）。AChE1 在蚊类中也是最主要的胆碱催化酶，而 AChE2 在突触

传递中的功能有限，可能具有其他功能 (Weill et al ., 2002; Huchard et al .,

2006)。德国小蠊 AChE1 占神经组织总 AChE 活性 65~75%，是有机磷杀

虫剂的靶标；AChE2 可能具有其他功能 (Kim et al ., 2006, 2010; Revuelta

et al ., 2009)。赤拟谷盗 Tribolium castaneum 的 ace1 基因表达被干扰沉默

后，可导致 100%致死率，且对有机磷杀虫剂的敏感性也相应增加 (Lu et

al ., 2012)。在双翅目进化相对高等的环裂亚目中，既未检测到 AChE1

酶活，也未检测到 AChE1 蛋白表达。若 AChE1 如前所述具有重要功能，

那该基因为什么会在环裂亚目中出现丢失，而且仅有的 AChE2 的作用机

制又会是如何？

根据已有报导，ace1 可能在环裂亚目进化出现以前就已丢失（Kim 和

Lee，2013）。在 ace1 完全丢失以前，其功能可能被其他的酶或蛋白所

取代。研究表明，黑腹果蝇 ace2 能通过可变剪切产生多个分子亚型

(Gnagey et al ., 1987; Fournier et al ., 1988b)。Kim 和 Lee（2013）在黑腹

果蝇中检测到 AChE2 两种不同的分子亚型：A 亚型和 B 亚型。其中，A

亚型锚定在膜上，具有强催化活性，而 B 亚型以可溶性形式存在，缺乏
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催化活性。2 种型的时空表达模式各不相同，如 A 亚型在头部特异性表

达，而 B 亚型则在若虫期和蛹期的表达水平较高。由此推测，黑腹果蝇

可能通过可变剪切产生 AChE2 的多种亚型，从而弥补 AChE1 缺失，尤

其是可溶性蛋白 AChE2 的 B 亚型产生可能取代了 AChE1 的功能。

1.1.3AChE 结构

AChEs 属分泌性蛋白，在核糖体中翻译后运输到内质网，随后信号

肽被切除、糖基化并进一步折叠，最后经 GPI 锚定在神经细胞膜上。在

赤拟谷盗 ace1 和 ace2 基因中分别发现 6 个和 4 个糖基化位点（N-X-S

或 N-X-T），但 GPI 锚只在 ace1 基因中被预测到（D619），ace2 中并

未发现 GPI 锚位点。这说明两者发挥功能的方式和位置可能各不相同。

Sussman 等 （ 1991） 利 用 X 射 线 衍 射 阐 释 了 加 州 电 鳐 Torpedo

californica 的 AChE 催化亚基晶体结构。该亚基三维结构呈椭球形，大

小 4.5nm×6.0nm×6.5nm，由 15 个α螺旋、11 个中央混合β折叠和一个 N

端的 3 束短β折叠组成（Sussman et al ., 1991）。同时，发现了电鳐 AChE

若干个功能区域，如底物结合口袋、催化三联体、乙酰胆碱酯酶终止域

等。加州电鳐 AChE 的三维结构模型加速了其他生物 AChE 理论研究。

迄今，已经获得人、小鼠和果蝇等 AChE 三维结构，并发现在结构上的

相似性，即具有相同的保守结构域和功能位点。

对加州电鳐 AChE 的立体结构分析显示（图 1.2），AChE 表面有一

个深而窄的峡谷，称为活性部位谷（active site gorge）。谷深约整个分

子长度的一半，谷内分布着众多活性位点，如催化三联体（ catalytic

triad）、氧阴离子洞（oxyanio hole）、酰基口袋（ acyl pocket）和外周

阴离子位点（peripheral anionic site，PAS）等；谷内表面 60%被芳香族

氨基酸残基所占据。这些芳香族氨基酸在不同昆虫的 ace 基因中均高度

保守。
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图 1.2 电鳐 AChE 活性位点示意图（Dvir et al ., 2010）

Fig.1.2 Schematic view of the active-site gorge of TcAChE（Dvir et al ., 2010）

根据加州电鳐 AChE 的三维结构分析，AChE 共具有 7 个功能位点

（唐振华和毕强，2003）：

（1） 催化三联体：加州电鳐 AChE 的催化三联体为 Ser200、His440 和

Glu327（氨基酸位置已去除信号肽，下同），位于活性谷内。所

有昆虫 AChE 催化三联体在序列上都高度保守。昆虫的胆碱酯酶

（ cholinesterase）和脂酶（ lipase）、哺乳动物的丁酰胆碱酯酶

（butyrylcholinesterase）、以及两者的羧酸酯酶（carboxylesterase）

活性位点与昆虫 AChE 一致，而哺乳动物胆固醇酯酶（cholesterol

esterase）的活性位点为 Ser、Asp 和 His。AChE 催化三联体在活

性谷内水平排列，底物 ACh 的季铵离子通过静电作用与阴离子位

点结合，使其更易于催化。电鳐 AChE 与 ACh 的相对位置如图 1.3。
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AChE 的 Ser200 通过攻击 ACh 羧基上的碳原子，形成乙酰化酶，

并释放胆碱。乙酰化酶被水分子中电负性的羟基负离子攻击，迅

速去乙酰化，形成正常的酶和乙酸。ACh 的水解通过乙酰化和去

乙酰化循环来完成（施明安等，2000）。

（2） 外周阴离子位点：主要由催化谷入口处的带负电的氨基酸 Tyr70、

Tyr121、Trp279 和 Asp72 组成。ACh 首先与位于谷边缘的 PAS 结

合，然后与谷壁残基相互作用并滑入谷中，进一步扩散到活性中

心被水解。十烷双胺（decamethonium，DECA）和丙吡啶（propidium）

等化合物与外周阴离子位点有很强的亲和性。这些物质与外周阴

离子结合后，可通过变构调节影响活性中心与底物或其他配基的

亲和性。

（3） 胆碱结合位点（choline binding site）：由 Trp84、Tyr330 或 Phe330、

Tyr442 和 Glu199 构成。这 4 个氨基酸中任何残基发生突变都会显

著降低 AChE 与底物的亲和性和酶活性，因此又称为胆碱结合位

点。其中，第 330 位氨基酸并不保守，可能是 Tyr 或 Phe。Tyr330

到 Ala 的突变对于不同配体具有不同的亲和性。

（4） 酰基口袋：在与催化三联体相邻的谷内壁分布着两个苯丙氨酸

Phe288 和 Phe290，一起构成了 AChE 的酰基口袋。Phe 侧链深入

活性中心，能够限制较大的底物或配体进入，对活性中心的空间

范围有一定约束作用。

（5） 氧阴离子洞：可能是由 Gly118、Gly119 和 Ala201 的主链氮原子

与羧基氧相互作用，以及酯键的氧与 His440 的咪唑基相互作用共

同构成。

（6） 芳香族氨基酸形成谷内表面：主要是由 14 个保守的疏水氨基酸组

成的，分别是 Tyr（70、121、130、334 和 442）、Trp（84114、

233、279 和 432）和 Phe（288、290、330 和 331）。这些残基在

不同昆虫 ace 基因中都很保守，构成谷内表面氨基酸的 40%。其

主要功能是加速底物向活性中心扩散，把 ACh 吸收到低亲和性位
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点，再扩散至活性部位。这一过程被称为芳香族引导机制。AChE

三维结构中，谷口较小，内部空间较大，底物 ACh 在谷口受到限

制，但通过芳香族引导机制可快速扩散到活性中心。

（7） 后门：由 Cys67~Cys95 之间的“Ω”环组成，不仅有利于底物进入活

性位点峡谷，也有利于产物排出，极大地提高了酶的催化效率。

图 1.3 电鳐 AChE 与 ACh 的互作图解（Silman& Sussman, 2008）

Fig.1.3 Ribbon Diagram of TcAChE and ACh（Silman & Sussman, 2008）

图中带状的为电鳐 AChE，球棍状的为 ACh

TcAChE showed as a ribbon and ACh displayed as a ball-and-stick model .

1.1.4AChE 与抗药性

昆虫抗药性产生的分子机理主要有两种：基因突变和基因扩增。目

前，很多昆虫对有机磷和氨基甲酸酯类农药产生了明显的抗药性，而有

机磷和氨基甲酸酯类农药的靶标是 AChE。伴随着 AChE 动力学参数改

变的基因突变是抗药性产生的主要原因。与抗药性相关的点突变一般发



浙江大学硕士学位论文 第一章 文献综述

10

生在酶活性附近的关键点，即通过氨基酸的替换改变酶的空间结构或者

活性位点（Mutero et al ., 1994; Zhu et al ., 1996; Walsh & Dolden, 2001）。

基 因 突 变 可 导 致 AChE 对 农 药 的 不 敏 感 性 。 在 马 铃 薯 叶 甲

Leptinotarsa decemlineata 对有机磷的抗性种群中，AChE 酶 980 位丝氨

酸（Ser）突变为甘氨酸（Gly），导致蛋白质折叠变化，进而破坏了 AChE

结构稳定性，改变了 AChE 空间构象，使其活性区及周边的结合位点受

到冲击，最终导致酶结合位点与有机磷杀虫剂和其他配合体的结合能力

改变（Zhu & Clark, 1995; Zhu et al ., 1996）。在尖音库蚊 Culex pipiens

（ N'Guessan et al ., 2003; Weill et al ., 2003）和冈比亚按蚊 Anopheles

gambiae（Bourguet et al ., 1996a;b）的抗性是由于 ace 基因第 19 位 Gly

突变为 Ser，而在三带缘库蚊 Culex tritaeniorhynchusace 中第 331 位 Phe

突变为 Trp 导致了对氨基甲酸酯类杀虫剂的抗性（ Nabeshima et al .,

2004）。

AChE 表达量增高是另一个昆虫抗药性机制。通过在果蝇中构建

AChE 表达量表达量依次下降的 4 个种群，对马拉硫磷的敏感性依次相

应上升 (Fournier et al ., 1992)。这表明随着 AChE 活性增加，对有机磷的

抗性水平越高。在麦二叉蚜中，抗性品系 ace 基因虽然没有发生突变，

但是其基因的 mRNA 表达量为敏感品系的 1.5 倍（Gaoet al ., 2002）。抗

性品系中 AChE 量的增加可能补偿了被杀虫剂所抑制的 AChE 功能，从

而维持正常的神经传导。

1.1.5 开发新型杀虫剂的潜在靶标

当前，半翅目、鳞翅目和鞘翅目等农业害虫为害给作物生产带来了

巨大的损失；病原传播媒介昆虫如埃及伊蚊 Aedes aegypti、冈比亚按蚊

等通过吸食血液、传播病毒给人们带来了疾病的困扰。使用传统化学农

药不仅导致害虫产生抗药性，而且会严重污染环境，并对哺乳动物和经

济昆虫等造成危害。如使用杀螨剂控制螨的同时，对意大利蜜蜂 Apis

mellifera 会产生更严重的危害（Mullin et al ., 2010; Palmer et al ., 2013）。
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因此，研究和开发新农药迫在眉睫。

然而，据统计开发一种传统杀虫剂大约需要 7 千万美元（Heminway

et al ., 2006）。而且，高投入低产出严重制约了新型杀虫剂的开发。随

着 AChE 基因及三维结构的深入研究，在 AChE 上发现了新的特异性的

杀虫剂作用潜在靶标位点。

1.1.5.1 昆虫 AChE 特异性 Cys

对冈比亚按蚊、麦二叉蚜、棉蚜 Aphis gossypii、桃蚜 Myzus persicae、

意大利蜜蜂、电鳐、文昌鱼 Branchiostoma belcheri 和人等 9 种生物 AChE

序列的研究发现，麦二叉蚜 AChE 三维结构中存在一个在昆虫和文昌鱼

中保守而在人类中缺失的 Cys289 位点 (Pezzementi et al ., 2006)。对 76 种

昆虫 AChE 序列进行分析，鉴定获得相同的昆虫特异性 Cys，这在 17 种

昆虫的 AP-AChE 中保守，但在哺乳动物、鱼类和鸟类中突变为 Phe（图

1.4） (Pang, 2006; 2007)。对 135 种昆虫 AP-AChE 序列的分析发现，至

少 50 个序列中存有与麦二叉蚜 Cys289 相同的 Cys 位点，但在蛛形纲蜱

螨中却不存在 (Anazawa et al ., 2003; Baxter & Barker, 1998; Hernandez et

al ., 1999; Temeyer et al ., 2004; Khajehali et al ., 2010)。另外，除德国小蠊

Blattella germanica 、 体 虱 Pediculus humanus 、 书 虱 Liposcelis

entomophila、和温室烟粉虱 Trialeurodes vaporariorum 及弹尾目跳虫

Orchesella villosa 等之外，昆虫 AO-AChE 序列中同样存在保守的 Cys，

其位置上等同于果蝇 Cys290。通过序列比对，发现在麦二叉蚜 AP-AChE

序列中存在的 37 个 Cys 残基在其他昆虫中均未发生突变，而在其他生

物体内却被突变成为其他的氨基酸残基。因此，昆虫 AP-AChE 或

AO-AChE 中存在的这个特异性 Cys 残基，可能成为被用于开发高效、环

境友好型杀虫剂的靶标。
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图 1.4 昆虫和哺乳动物 AChE 活性位点谷的结构差异（Pang, 2012）

Fig.1.4 Structure difference at the peripheral site of the active-site gorge in

AChE between insect and manmals (Pang, 2012)

1.1.5.2 昆虫 AChE 特异性 Cys 的活性

通过模拟麦二叉蚜和人的 AChE 空间结构发现（图 1.5），麦二叉蚜

Cys289位于 AChE活性位点谷的入口处，并且未被附近的氨基酸所覆盖，

可与任何 Cys 残基结合而形成二硫键；而人 AChE 在对应的位置却是

Phe295。这说明昆虫 AP-AChE 中 Cys289 可以作为杀虫剂潜在的攻击位

点（Pang et al ., 2012）。昆虫和哺乳动物在 AChE 结构上的差异可以为

开发高效、环境友好型杀虫剂提供分子靶标。
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图 1.5 麦二叉蚜与人的 AChE 的电脑模拟图的叠加（Pang, 2012）

Fig.1.5 Superimposition of AChE in the greenbug and human from a

perspective looking down onto substrate acetylcholine at the catalytic site（Pang,

2012）

绿色代表麦二叉蚜的部位，蓝绿色代表人的部位

Green: greenbug; Blue-green : human

以昆虫 ace1 特异性 Cys 为靶标设计开发新型杀虫剂可对以 ace2 为

主的膜翅目社会性昆虫蜜蜂等要有益昆虫选择性无害。此外，果蝇

Cys290 残基被 Val311、Thr315 和 Gln319 完全掩盖，是由 Cys290 附近

的 Cys292 与 Cys307 形成二硫键（图 1.6）（Pang et al ., 2012）。这表

明果蝇 ace2 中存在的这个昆虫特异性的半胱氨酸可能无法与其他分子

结合，进而导致人们质疑 ace1 中该残基在杀虫剂靶标应用中的可能性。
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图 1.6 果蝇 AChE 晶体结构（Pang, 2012）

Fig.1.6 The buried insect-specific cysteine in the crystal structure of AChE in the

fruit fly（Pang, 2012）

研究表明，酶活性位点附近的 Cys 残基能与带有巯基的小分子共价

结合，从而导致酶活被不可逆地抑制。蚜虫 Aphis citricola 和西花蓟马

Frankliniella occidentalis 的 AChE 粗提物对含巯基抑制剂都非常敏感

(Brestkin et al ., 1985; Liu et al ., 1994; Manulis et al ., 1981; Smissaert,

1976; Zahavi et al ., 1972)。AMTS7~AMTS20 作为第一代以半胱氨酸为靶

标的抑制剂，在浓度为 6μm 时能不可逆地抑制臭虫 AChE 活性，而在相

同条件下对人 AChE 却没有明显影响。此外，AMTS7~AMTS20 在相同

条件下也能分别抑制冈比亚按蚊和埃及伊蚊 AChE 总活性的 95%和 80%

以上。而这种不可逆抑制 AP-AChE 活性的机制通过对麦二叉蚜的研究

得到了阐释，即 AMTS13 的 [(Me)3N+(CH 2)13S-]基团能够与昆虫特异性
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Cys 残基结合，从而抑制 AChE 水解活性（Pang et al ., 2009a）。将麦二

叉蚜 AChE 粗提物分别经巯基乙醇和 AMTS13 处理，AChE 活性均不同

程度降低；而将先经 AMTS13 预处理再用巯基乙醇处理后，AChE 活性

却有不同程度的恢复。这说明巯基乙醇不仅能通过破坏 AChE 内部二硫

键而降低 AChE 活性，还能通过破坏 [(Me) 3N+(CH 2)13S-]与 Cys 形成的二

硫键而使被 AMST13 抑制的活性得到恢复。

由于 AMST7~20 与昆虫 AChE 中 Cys 形成的结合物不稳定，容易被

巯基乙醇或二硫苏糖醇破坏。因此才有了第二代以半胱氨酸为靶标的抑

制剂 PM20 和 PY18。这些抑制剂能与 AChE 强力结合，形成稳定的中间

体。PM20 和 PY18 的马来酰亚胺基团被琥珀酰亚胺替换后的产物 PYS18

和 PMS20 具有相似的空间结构，但却不能与 Cys 结合，因此可作为 PM20

和 PY18 试验的对照（结构如图 1.7）。将 AChE 与 PM20、PY18、PYS20、

PYS18 和有机磷杀虫剂对氧磷（paraoxon）等分别反应，结果表明 PM20

和 PY18 均能不可逆抑制重组埃及伊蚊 AChE 活性，但对重组人 AChE

活性却没有影响；对氧磷能不可逆地抑制两种 AChE 活性；PMS20 和

PYS18 均无抑制作用（Dou et al ., 2013）。此外，Dou 等（2013）还使

用 NanoLCD-ESI-MS/MS观察到重组埃及伊蚊 AP-AChE 与 PM20结合的

中间产物，并证实只有 Cys286 才能与 PM20 结合，而其他的 Cys 及 His

均不能与 PM20 反应。上述研究结果表明昆虫 AChE 的特异性 Cys 可用

于开发选择性杀虫剂的潜在靶标。

图 1.7 AMTS7~20、PM20、PY18、PYS18 和 PMS20 的化学结构（Pang, 2012）

Fig.1.7 Chemical structures of AMTS7~20, PM20, PY18, PYS18 and PMS20

（Pang, 2012）
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1.1.5.3 以 Cys 为靶标杀虫剂的特点

以昆虫 AChE 的 Cys 为靶标的杀虫剂具有如下优点：①相对有机磷

和氨基酸甲酸酯类农药，该杀虫剂只特异性作用于昆虫 AChE特异性 Cys

残基，而对哺乳动物等其他生物无影响；②该杀虫剂能够改善目前对以

丝氨酸为靶标的杀虫剂抗性问题，因为二者的杀虫机制完全不同；③对

于以 AO-AChE 为主的益虫如意大利蜜蜂和黄蜂等无影响，因为以 Cys

为靶标的杀虫剂对 AO-AChE 无抑制作用；④Cys 比 Ser 更具亲核性和活

泼性，相对于有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂，可以使用活性相对较低的

抑制剂，并且不易产生脱靶效应。

然而这类杀虫剂也有局限性，即既不适用于防治以 AO-AChE 为主

的如蚂蚁、胡蜂、大黄蜂和双翅目蝇类等害虫，也不适用于防治蛛形纲

蜱螨等。这是由于上述害虫 AChE 中不含有与昆虫 AP-AChE 特异性残基

等同效应的 Cys 残基。此外，以昆虫 AChE 特异性 Cys 为靶标的杀虫剂

也有可能对以 AP-AChE 为主的独栖性昆虫如木蜂科 Xylocopidae 等造成

潜在危害。不过，相对于这类杀虫剂的局限性来说，其优势更为吸引人。

1.1.6 小结

AChE 是神经系统中最基本的胆碱调节因子，其通过水解神经递质

ACh，终止后者对神经后膜的兴奋作用，以保证神经信号的正常传递过

程。AChE 同时也是有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的作用靶标，其基因

突变可产生对杀虫剂不敏感的 AChE，或其基因过表达可产生过量 AChE

以补偿被杀虫剂抑制部分的活性，均可产生抗药性。目前，对昆虫 AChE

的研究颇受关注，不仅可作为特异性靶标而用于新型安全、环境友好的

选择性杀虫剂；而且还可用作生物传感器来检测农药残留；还可以 AChE

抑制剂为先导物来开发用于治疗人类阿兹海默症的药剂。
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1.2 水稻普通矮缩病毒

1.2.1 简介

1883 年，水稻普通矮缩病首先在日本被发现（Nault et al ., 1989），

1895 年确认其病原为水稻矮缩病毒（ rice dwarf virus, RDV）。我国首次

报道水稻矮缩病是在 20 世纪 30 年代。水稻矮缩病广泛分布于东亚、东

南亚稻区。在我国南方各稻区都有发生（李毅和陈章良，2001）。自上

世纪 30 年代我国首次报道该病后，其发病面积不断扩大，曾在长江中下

游稻区大面积发生。例如，1971 年仅浙江就有超过 1,000 亩稻田发病（李

毅和陈章良，2001）。近几年来，在广西和云南的发病面积有增加趋势，

如仅环江县的发病面积就达 1,000 多亩（顾永林等，2012）。

水稻矮缩病在发病初期，新叶叶脉上出现黄绿色或黄白色小点，随

后小点沿叶脉逐渐延长，形成排列成行的断续条点。在发病后期，叶片

短而质地僵硬，植株明显矮缩，节间缩短，分蘖增加，形成簇状。病株

根系发育不良，一般为朽根。此外，发病植株比健康株明显矮缩，不到

健康植株的一半，且分蘖增加，叶片短而僵硬。水稻苗期和分蘖期易感

病，一般不抽穗；水稻后期发病的植株矮缩，形成“包颈穗”或“半包穗”，

且穗小瘪谷多、结实率差（阮义理等，1981；Kimura et al. , 1987）。水

稻矮缩病流行可造成稻区大面积减产，产量损失达到 30%-50%；严重时，

甚至颗粒无收（顾永林等，2012）。

1.2.2RDV

RDV 隶属于呼肠孤病毒科（ Reoviridae），植物呼肠孤病毒属

（Phytoreovirus）。呼肠孤病毒科寄主广泛分布于动物界和植物界。该

科包括 150 多个成员，分属于正呼肠孤病毒属（Orthoreovirus）、环状

病毒属（Orbivirus）、轮状病毒属（Rotavirus）、植物呼肠孤病毒属、

胞浆多角体病毒属（Cypovirus）和一个未命名的属。
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植物呼肠孤病毒科的特点：①20 面对称体，有双层衣壳，直径一般

在 60-80nm；②无脂蛋白外膜；③基因组为双链 RNA，有 10-12 个基因

组份，双链 RNA 末端都有一段保守序列；④外壳有 3 种蛋白质，核心

蛋白 4-6 种。

RDV 寄主范围较窄，以禾本科常见植物为主，如水稻、野生稻、稗、

看麦娘、早熟禾和雀麦等（顾永林，2012）。RDV 主要通过昆虫媒介吸

汁传播，包括黑尾叶蝉 Nephotettix cincticeps、电光叶蝉 Inazuma dorsalis

和两点黑尾叶蝉 N. virescens 等，田间以黑尾叶蝉为主（阮义理，1985）。

此外，RDV 还可通过媒介昆虫产卵传播 (Fukushi, 1962; 阮义理等，1981)。

叶蝉取食发病植株获毒的最短时间为 5 min；取食 48 小时后的获毒率可

达 80%以上。叶蝉获毒后需再经过循回期才能传毒，即具有间歇传毒特

性。在 20℃条件下，其循回期为 17 天；29.2℃循回期为 12.4 天（阮义

理等，1981）。RDV 可在叶蝉体内复制、增殖。叶蝉一旦获毒后，终身

可以传毒，且其传毒能力具有持久性 (阮义理等，1981)。此外，RDV 可

经卵传播给下一代，即具有垂直传播特性。RDV 经卵传播的效率可高达

85%(Fukushi et al ., 1962)。

1.2.3 RDV 基因组结构

RDV 是正二十面体球状病毒，直径 60-80nm，无脂蛋白外膜，有双

层蛋白外壳，外层含 260 个 P8 三聚体，内层含 60 个 P3 二聚体 (Lu et al .,

1998)。病毒中心包含基因组、病毒 RNA 转录酶与甲基化酶。RDV 基因

组由 12 条双链 RNA 组成。除 S12 外，每条双链 RNA 均只有一个开放

阅读框，其中 S1~3、S5 和 S7~9 编码结构蛋白。S1 编码的病毒 RNA 依

赖 RNA 聚合酶 (RNA dependent RNA Polymerase，RDRP)；S2 和 S8~9 编

码外壳蛋白，其中 S2 编码的 P2 蛋白是 RDV 感染昆虫细胞所必需的，

S8 编码的 P8 蛋白构成外壳的主体；S3、S5 和 S7 编码核心结构蛋白，

其中 S3 编码的 P3 蛋白构成内层衣壳的主体；S4、S6 和 S10~12 编码非

结构蛋白。



浙江大学硕士学位论文 第一章 文献综述

19

1.2.4 RDV 传播机制

昆虫对植物病毒的传播方式可分为循回型和非循回型两种。循回型

传播指病毒被摄入昆虫体内后，必须穿越细胞膜进入昆虫血腔后方能传

播；非循回型传播中病毒则不必穿越细胞膜，仅附着于昆虫口器或前肠

表皮细胞上即可传播。循回型传播又可分为增殖型和非增殖型。增殖型

传播的病毒能在昆虫体内复制，而非增殖型传播的病毒尽管则不能复制，

但仍可在昆虫体内长期存活。黑尾叶蝉传播 RDV 的方式为循回增殖型，

而且 RDV 不但可进入昆虫血腔复制增殖，还可通过叶蝉卵传递给下一

代。

有关黑尾叶蝉传播 RDV 的分子机制已较多研究，主要集中在 RDV

入侵黑尾叶蝉细胞的分子机制及其在虫体内的转运（Wei et al ., 2006a）。

Wei 等（2006a）通过电镜观察发现，RDV 是通过网格蛋白受体介导的

内吞作用而侵入昆虫细胞的。当用丹磺酰戊二胺（dansylcadaverine）抑

制网格蛋白（Clathrin）后，RDV 对昆虫细胞的入侵会受到影响，而用

氯丙嗪（chlrpromazine）抑制囊膜小泡介导的内吞作用后，不能影响 RDV

的 侵 染 。 Tomaru 等 (1997) 研 究 发 现 ， RDV 传 播 缺 陷 株

（ transmission-defective）不能被黑尾叶蝉传播，原因是该病毒粒子缺失

P2，导致其 RDV 病毒粒子无法侵入黑尾叶蝉细胞。 et al 由此可确定，

P2 蛋白对 RDV 侵染昆虫宿主是必须的（Tomaru et al ., 1997）。Zhou 等

（2007）研究发现 P2 具有膜融合蛋白的结构特点。可见，RDV 侵入宿

主细胞主要通过受体介导的内吞作用，其中 P2 起着膜融合的关键作用。

Wei 等（2007）研究发现，在带毒黑尾叶蝉体内细胞中存在含有病

毒粒子的囊泡。这些囊泡通常位于被侵染细胞的边缘。用布雷菲德菌素

A（Brefeldin A）等药物抑制囊泡运输，病毒粒子的胞内释放受到抑制，

导致病毒不能被大量复制；而用动力蛋白解聚剂等抑制肌丝蛋白，则不

会对囊泡形成和病毒释放产生影响。这表明 RDV 在胞内通过囊泡运输，

而胞间则通过含 Pns10 的微管以完成次级侵染。

app:modword:dansylcadaverine
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1.3 研究目的与意义

黑尾叶蝉属半翅目叶蝉科，是水稻常见害虫。其不仅通过直接取食

水稻韧皮部造成直接危害，还能传播多种植物病毒，给水稻生产带来严

重的经济损失。RDV 属呼肠孤病毒科植物呼肠孤病毒属，主要由黑尾叶

蝉、电光叶蝉和二条黑尾叶蝉等以持久增殖方式传播。感染 RDV 的水

稻发病时植株矮缩，根系发育不良，一般不能抽穗。

先前报道在水稻矮缩病毒病流行地区的黑尾叶蝉已经比没有流行

的地区的具有更高的有机磷农药抗性 (Shinkai, 1962)。梁莉（2010）室内

生测实验结果也表明，相对于健康黑尾叶蝉，感染 RDV 的叶蝉种群对

多种有机磷杀虫剂具有更高水平的抗性。为探讨 RDV-黑尾叶蝉 -抗药性

三者关系，本文分析比较了黑尾叶蝉带毒与不带毒种群体内主要抗药性

相关代谢酶的活性，并克隆、分析了黑尾叶蝉 ace 基因序列及其转录与

表达水平。论文结果可为揭示黑尾叶蝉与 RDV 互作机制奠定基础，并

为黑尾叶蝉防治提供依据。
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第二章 RDV 感染对黑尾叶蝉抗药性相关酶活性的影响

黑尾叶蝉感染 RDV 后，对有机磷农药的敏感性显著降低（梁莉，

2010），但其中的内在机制尚不明确。为此，本章测定、比较了黑尾叶

蝉带毒与不带毒种群体内抗药性相关代谢酶（如 P450s、Ests、GSTs 和

AChEs 等）活性，以明确黑尾叶蝉感染 RDV 所引起有机磷抗性的生化

机制。

2.1 材料与方法

2.1.1 供试昆虫

黑尾叶蝉采自浙大紫金港西区试验农场稻田。试虫采集地近年一直

未发现有水稻 RDV 发病情况。采集的黑尾叶蝉在室内连续饲养三代以

上。饲养条件为：温度 28±1℃；相对湿度 70±5%；光周期 16h：8h(光照：

黑暗 )；光强度 3500-4,000Lux。

2.1.2 供试水稻

供试水稻品种为感虫品种 TN1 (台中在来 1 号，Taichung Native 1)。

水稻种子浸泡、催芽 7 天后，置于玻璃温室中用水稻培养液进行培养。

温室培养条件为：温度 30±1℃；光周期 L：D=14 h：10h；光照 60%；

光强度 12,000-14,000 Lux；相对湿度 75 士 5%。

水稻培养液成分与配制方法（Yoshida et al. , 1976）如下：

储备液 I NH 4NO 3：91.6 g/L；CaCl2：88.6 g/L
储备液 II NaH 2PO 4•2H 2O：40.3 g/L；K2SO 4： 71.4 g/L
储备液 III MgSO 4•7H 2O：324 g/L
微量元素储备液Ⅳ MnCl2 .4H 2O：1.5 g/L；H3BO 3（硼酸）：0.934 g/L

CuSO 4•5H 2O：0.031 g/L；
（NH 4） 6Mo 7O24•4H 2O（七钼酸氨）：0.074 g/L
ZnSO 4•7H 2O：0.035 g/L；FeCl 3•6H 2O：7.7 g/L
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2.1.3 带毒黑尾叶蝉种群的建立

田间采集的黑尾叶蝉健康种群在 TN1水稻品种上饲养 3代后，取 1～

2 龄黑尾叶蝉若虫 200 头，接虫于感染 RDV 的 TN1 水稻上（感病水稻

由北京大学蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验室李毅教授提供）。

饲毒 2 天后，移至健康的 TN1 水稻上饲养 1-2 周。叶蝉在感病水稻上经

循回期后，发育成 4-5 龄若虫。取单头感毒若虫接于苗龄 15 天左右的单

株 TN1 水稻苗上后编号，隔天更换稻苗，换下稻苗编号后移栽到玻璃温

室中。根据出现发病症状的稻苗编号，收到相应黑尾叶蝉，集中饲养后

建立带毒种群（陈茂，2005）。

2.1.4 带毒水稻和带毒黑尾叶蝉的 RDV 检测

带毒黑尾叶蝉的 RDV 检测：取单头黑尾叶蝉的腹部于 2ml 离心管

中，采用 Trizol 试剂（美国 Invitrogen）法提取黑尾叶蝉总 RNA。取 3 μl

总 RNA 作为模板，采用 PrmeScript lst Strand cDNA Synthesis Kit（北京

全式金）进行 cDNA 合成。以 RDVS8 片段设计引物（表 2.1）进行 PCR，

经 1%琼脂糖凝胶电泳检测是否有 RDV 特异性条带。如有，则说明该黑

尾叶蝉已感染 RDV。

带毒水稻的 RDV 检测：取新鲜水稻叶片，剪碎后加入液氮研磨，

总 RNA 提取、 cDNA 合成和 PCR 检测方法参考带毒黑尾叶蝉的检测方

法。

柠檬酸（一水合物）：11.9 g/L
以上试剂分别溶解，然后加入 50 mL 浓硫酸，加蒸馏水

至 1 L。
配方储备液 1：1.25 ml/L；储备液 2：1.25 ml/L；

储备液 3：1.25 ml/L；微量元素储备液：1 ml/L
注：用 NaOH 将 PH 值调至 4.5～5.0，不超过 6.0，稍偏酸无碍。
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表 2.1 RDV 检测的 PCR 引物

Table 2.1 PCR primers for RDV detection

2.1.4.1 总 RNA 提取

(1) 将样品放入 2ml 离心管中，加入 1 粒不锈钢珠和 1 ml Trizol 提取液，

用组织研磨仪 Tissue Lyser（美国 QIAGEN）破碎，频率为每秒 25

次，破碎 1 min，室温静置 2 min。

(2) 加入 0.2ml 氯仿，充分震荡混匀。静置 2 min。12,000×g 4℃离心 15

min。离心后混合物分为三层，上层水相，中间为白色固相，最下层

红色苯酚 -氯仿层。

(3) 取上层水相于新离心管，加入 0.2ml 氯仿，充分震荡混匀。静置 2 min。

12,000×g 4℃离心 15 min。

(4) 离心后取上层水相于新离心管中，加入 0.5ml 异丙醇，温和上下颠倒

6-8 次，4℃下静置 10 min，10,000×g 4℃离心 10 min。离心后 RNA

呈白色沉淀。

(5) 去上清，加入 1ml 75%乙醇，上下颠倒 4-6 次使沉淀悬浮。7,500×g

4℃离心 5 min。

(6) 去上清，注意不要将 RNA 沉淀倒出。在超净工作台中通风干燥 RNA，

注意不能完全干燥。加入适量的 RNA-free-water 溶解 RNA。

(7) 用 NanoDrop 2000 微量紫外分光光度计测定 RNA 浓度和纯度，-70℃

保存，或直接用于相关实验。

2.1.4.2 第一链 cDNA 合成

采 用 TransScript One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis

SuperMix 试剂盒（北京全式金）。在 PCR 管中依次加入：

Total RNA 1 µg

名称 序列

RDV S8 forward primer 5’-CAAAGATCTCCACCTGCCACTATG-3’

RDV S8 reverse primer 5’-GCGCTCGAGATTCAGGACCG-3’
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Anchored Oligo(dT) Primer 1 µl

Random Primer 1 µl

2xTS Reaction Mix 10 µl

TransScript RT/RI Enzyme Mix 1 µl

gDNA Remover 1 µl

RNase-free Water Up to 20 µl

离心混匀。PCR 仪中设置程序：25℃ , 10 min; 42℃ , 30 min; 85℃ , 5

min; 4℃ , forever。

2.1.4.3 PCR 扩增

采用 TaKaRa LA Taq 试剂盒（大连宝生）扩增目的片段。在 PCR 管

中依次加入：

TaKaRa LA Taq(5U/µl) 0.5 µl

10x LA Taq BufferⅡ (Mg 2+Plus) 5 µl

dNTP Mixture(2.5mM each) 8 µl

cDNA Template < 1 µg

Forward Primer 2 µl

Forward Primer 2 µl

ddH 2O Up to 50 µl

PCR 反应条件：

94℃ 5 min

94℃ 30 sec

(Tm-5）℃ 30 sec 30 cycles

72℃ 1 min/kb

72℃ 10 min

PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳进行检测。

2.1.5 黑尾叶蝉抗药性相关代谢酶活性测定

2.1.5.1 样品的制备
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取带毒与不带毒黑尾叶蝉各 30 头，冰上按每头分别取头胸部与腹

部，头胸部用于酶活检测，腹部用于 RDV 检测。取经 PCR 检测明确的

带毒或不带毒黑尾叶蝉头胸部于预冷的 1.5ml 离心管中，每管 10 个头胸

部，加入 200μl 含 0.1%Triton-X 100 的 0.1M PBSpH7.5，用匀浆器充分

碾碎，16,000×g 4℃离心 20 min，取上清作为酶原液。

2.1.5.2 蛋白浓度测定

参照蛋白浓度测定试剂盒（上海生工）说明书测定样品的可溶性蛋

白含量。

2.1.5.3 AChEs 活性测定

参照高希武（1987），采用 Ellman 胆碱酯酶活力测定改进法。取

10µl 酶源液加 120 µl 0.1M PBS 缓冲液（pH7.5），再加 20µl 1.0 mM 碘

化硫代乙酰胆碱，37℃保温 20min，加入 150µl(LDTNB-磷酸盐乙醇显色

剂（5.0mg DTNB，48mL 96%乙醇和 32 ml 水，用 0.1M PBS 缓冲液 pH7.5

定容至 100 ml）终止反应，用酶标仪于 412nm 处测定吸光值。以 GSH

制作标准曲线。

2.1.5.4ESTs 活性测定

取 10µl 酶源液，加 150µl0.1M PBS 缓冲液 pH7.4，再加 1µl 150mM

1-萘酯，于 37℃下保温反应 10min。然后加入 40µl 显色剂（取 1%坚固

蓝 B 盐和 5%SDS 以 2：5 比例进行混合）终止反应，用酶标仪在 600nm

处测定吸光值。制作标准曲线，x 为 OD 值，y 为底物量（单位 mmol）。

2.1.5.5GSTs 活性测定

按照 GSTs 测定试剂盒（南京建成）说明书。

（1） 酶促反应

测定管和对照管中按下表分别加入：

测定管 对照管

基质液 (ml) 0.3 0.3

待测匀浆上清液 (ml) 0.1

混匀，37℃水浴 10 min（准确计时）
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试剂二应用液 (ml) 1 1

无水乙醇 (ml) 1 1

待测匀浆上清液 (ml) 0.1

混匀，3,500～4,000×g，离心 10 min，取上清液作显色反应。

（2） 显色反应

各管中分别加入：

空白管 标准管 测定管 对照管

GSH 标准溶剂应用液 (ml) 2

20μmol/LGSH 标准溶液 (ml) 2

上清液 (ml) 2 2

试剂三应用液 (ml) 2 2 2 2

试剂四应用液 (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5

混匀，室温放置 15 min，于 412nm 处测各管 OD 值。

（3） 单位定义和计算公式

单位定义：规定每毫克组织蛋白，在 37℃反应 1 min，扣除非酶

促反应，使反应体系中 GSH 浓度降低 1μM 为一个酶活

力单位。

计算公式：

［注］：OD 值表示吸光值；mgprot/ml 表示蛋白浓度为毫克蛋白 /毫升。

2.1.5.6 P450s 活性测定

按照 P1731 Luciferin-MultiCYP、V9510 NADPH Regeneration

Systern、V8930 Luciferin Detection Reagent with esterase 试剂盒（美国普

罗麦格）说明书。

（1） 在 96 孔板中依次加入 2.5 µl 1 mM Luciferin-MultiCYP（终浓度

为 100 µM）、5 µl 1 M 磷酸缓冲液（pH7.4，终浓度为 200 mM）

和 17.5 µl 酶液，总体积为 25 µl。空白对照使用等体积的热灭活酶
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液。

（2） 37℃平衡 10 min。

（3） 加入 25 µl 2x NADPH 体系。

（4） 37℃反应 30 min。

（5） 加入 50 µl 酯酶体系，室温（22-25℃）孵育 20 min。

（6） 用 luminometer or CCD camera 检测荧光值。

2.1.6 数据分析

采用 DPS 14.50 软件（唐启义和冯明光，2007），用 Student t 测验

对结果进行分析，显著性差异以星号标出。

2.2 结果与分析

2.2.1 带毒与不带毒黑尾叶蝉 AChEs 活性比较

根据 RDV S8 基因设计特异性引物，在带毒与不带毒黑尾叶蝉种群

中取供试个体腹部分别进行 RT-PCR 检测。结果表明，带毒供试个体均

能检测到 RDV特异性扩增，而不带毒个体未发现有 RDV感染（如图 2.1）。

通过对检测过带毒与不带毒黑尾叶蝉头胸部进行 AChEs 活性测定。

结果表明，感染 RDV 的黑尾叶蝉雌虫、雄虫、5 龄若虫 AChE 的酶活比

未感染 RDV 的黑尾叶蝉要高，达到差异显著水平，且雌虫之间的差异

最为明显（图 2.2）。

图 2.1 带毒与不带毒黑尾叶蝉的 PCR 检测结果
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Fig .2 .1 PCR Detection of RDV infection in individuals of Nephotettix cincticeps

图 2.2RDV 侵染对黑尾叶蝉 AChEs 活性的影响

Fig.2 .2 Effects of RDV infection on AChEs activity of Nephotettix cincticeps

图 2.3 RDV 侵染对黑尾叶蝉 GSTs 活性的影响

Fig.2 .3 Effects of RDV infection on glutathione S-transferase activity of

*

**
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Nephotettix cincticeps

图 2.4 RDV 侵染对黑尾叶蝉 ESTs 活性的影响

Fig.2.4 Effects of RDV infection on esterase activity of Nephotettix cincticeps

2.2.2 带毒与不带毒黑尾叶蝉代谢解毒酶活性比较

对带毒与不带毒黑尾叶蝉雌成虫、雄成虫和 5 龄若虫代谢解毒酶

（GSTs、Ests 和 P450s）活性进行检测。结果表明，带毒与不带毒黑尾

叶蝉雌成虫和雄成虫体内 3 种解毒酶活性均无显著差异，而带毒 5 龄若

虫 GSTs 和 Ests 活性均显著低于不带毒的 (图 2.3~2.5)。其中，不带毒 5

龄若虫 GSTs 活性为带毒叶蝉的 1.32 倍，不带毒 5 龄若虫 Ests 活性为带

毒叶蝉的 1.14 倍。

*
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图 2.5 RDV 侵染对黑尾叶蝉 P450s 活性的影响

Fig.2.5 Effects of RDV infection on P450 activity of Nephotettix cincticeps

2.3 讨论

害虫抗药性是目前农业生产中遇到的主要问题之一。害虫抗药性产

生的机制主要包括代谢抗性和靶标不敏感性。代谢抗性主要是通过增强

代谢解毒酶活力而加速杀虫剂代谢或排阻。目前，与抗药性相关的代谢

解毒酶主要有：P450s、Ests 和 GSTs 等。代谢抗性的分子机制主要涉及

解毒酶基因扩增或突变而导致酶活增强。AChE 是有机磷杀虫剂的靶标，

其相关的抗性分子机制也主要涉及基因扩增与突变，即基因扩增导致酶

量增加而补偿被杀虫剂抑制的酶活部分以及基因突变导致对杀虫剂的不

敏感。

黑尾叶蝉感染 RDV 后对有机磷敏感性显著降低（梁莉，2010）。根

据害虫抗药性产生的机制推测，带毒黑尾叶蝉体内代谢解毒酶及 AChEs
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活性增强或 AChEs 发生基因突变。鉴于叶蝉感染 RDV 前后的药剂敏感

性变化，发生基因突变的可能性较小。本章测定、比较带毒与不带毒叶

蝉体内代谢解毒酶（P450s、Ests 和 GSTs）和 AChEs 的活性差异发现，

带毒叶蝉 AChEs 活性显著高于不带毒叶蝉，而两种叶蝉在代谢解毒酶活

性上差异不明显。这表明 RDV 侵染黑尾叶蝉后，可诱导其体内 AChEs

活性增强，进而补偿有机磷所抑制的活性。
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第三章 黑尾叶蝉 AChEs 基因克隆与序列分析

黑尾叶蝉感染 RDV 后对有机磷的敏感性显著降低（梁莉，2010）。

对带毒黑尾叶蝉体内代谢解毒酶（P450s、Ests和 GSTs）及靶标酶（AChEs）

活性测定结果发现，AChEs 活性增强是导致对有机磷敏感性降低的主要

生化机制（见第二章结果）。代谢酶活性增强通常与其基因扩增或转录

及翻译水平升高有关。为探讨 RDV 侵染对黑尾叶蝉 AChEs 基因表达的

影响，本章在检索 GenBank 发现已有 2 条黑尾叶蝉 AChE 基因序列信息

的基础上，采用 RT-PCR 技术克隆获得这 2 条 AChE 基因（Ncace1 和

Ncace2）的全长 cDNA 序列，并就其序列特征作了分析。结果如下。

3.1 材料与方法

3.1.1 供试材料

供试的黑尾叶蝉同第二章 2.1.1。试验用主要试剂有：Trizol 试剂 (美

国 Invitrogen)；凝胶回收纯化试剂盒和质粒提取试剂盒（美国 Axygen）；

反转录试剂盒和 pEASY-T1 载体（北京全式金）；X-gal、 IPTG 和氨苄

（Amp）（上海生工）；PCR 相关试剂和 T4 连接酶（北京全式金）；

荧光定量 PCR SYBR@ Premix Ex Taq II（大连宝生）。

3.1.2 主要实验仪器

Eppendorf 移液枪、琼脂糖电泳仪、PCR 仪、凝胶成像系统、CFX 96

real-time 荧光定量 PCR 仪（美国 Bio-Rad）、Tissuelyser II 研磨仪、高

速冷冻离心机（德国 Eppendorf）等。

3.1.3 黑尾叶蝉 AChE 基因克隆

采用 Trizol 法提取黑尾叶蝉总 RNA（第二章 2.1.4.1），并合成 cDNA
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（第二章 2.1.4.2）。根据 Genbank 中 Ncace1（登录号 AF145235）及 Ncace2

（登录号 AY256851）基因的序列信息分别设计特异性引物（表 3.1），

以合成的黑尾叶蝉 cDNA 为模板，进行 PCR 扩增（第二章 2.1.4.3）。PCR

程序为：

94℃ 5 min

94℃ 30 sec

(Tm-5)℃ 30 sec 30 cycles

72℃ 1 min/kb

72℃ 10 min

PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶进行电泳检测，并切胶回收。

采用 AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒进行 PCR 产物回收，过程如下：

（1） 取 PCR 产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳，电泳后根据条带大小，确

定目的条带，在紫外光下，切下目的条带所在的凝胶，放入 1.5ml

离心管中（先称重 1.5ml 空离心管），称重。根据该重量确定 1

个凝胶体积（如称重 100mg，则 1 个凝胶体积为 100 μl）。

（2） 加入 3 个凝胶体积的 Buffer DE-A，75℃加热，每 2 min 间歇震荡，

直至凝胶完全融化。

（3） 加入 1.5 个凝胶体积的 Buffer DE-B，混匀后，转移至制备管中，

制备管放入 2 ml 离心管，12,000×g 离心 1min。弃滤液。

（4） 将制备管放回到 2 ml 离心管中，加入 500 μl Buffer W1，12,000×

g 离心 1 min。弃滤液。

（5） 将制备管放回到 2 ml 离心管中，加入 700 μl Buffer W2，12,000×

g 离心 1 min。弃滤液。再次加入 700 μl Buffer W2，12,000×g 离

心 1 min。弃滤液。

（6） 将制备管放回 2 ml 离心管中，12,000×g 离心 1min。

（7） 将制备管放回 1.5ml 的离心管中，加入 30 μl 65-70℃预热的 Eluent

Buffer 或 ddH 2O。静置 1min。12,000×g 离心 1min。弃制备管，

离心下来的液体即为会回收的 DNA。
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（8） 用 NanoDrop2000 微量紫外分光光度计测定 DNA 的浓度和纯度，

-20℃保存或用与接下来的实验。

取经纯化的目的基因 PCR 产物 4μl 和克隆载体在 pEASY-T1 1μl 于

PCR 管中，25℃孵育 20min，即可完成连接。

将连接产物按以下步骤进行转化：

(1)自 -76℃冰箱中取出 Trans-T1 感受态细胞（北京全式金），用指尖轻

揉解冻后插在冰上，分装为 50μl/管。

(2)取连接产物 5 μl 加入 50μl Trans-T1 感受态细胞，冰浴 20-30min，42℃

热激 30sec，立即置于冰上 2min，不要晃动离心管。

(3)加 500 μl 平衡至室温的 LB 培养液，37℃下 200rpm 振荡培养 1h 复苏。

(4)期间，取 8μl 500mM IPTG 和 40μl 20mg/ml X-gal 混合，均匀地涂布

于含有 Amp+的 LB 平板上，在 37℃放置 30min。

(5)待 IPTG 和 X-gal 被吸收后，取 200 μl 菌液铺板，37℃倒置培养过夜

（为得到较多克隆， 4,000 rpm 离心 1 min，弃掉部分上清，保留

100-150μl，轻弹悬浮菌体，取全部菌液涂板，培养过夜）。

对阳性菌落进行 PCR 鉴定。采用 2xEasyTaq PCR SuperMix（北京全

式金）进行 PCR 扩增，检测目的片段是否成功插入。

（1） 取 M13 正向引物（10M）和 M13 反向引物（10M）等体积混合

成 M13 引物混合液，

取 250 μl PCR 管，依次加入以下：

2x Easy-aq PCR SuperMix 10 μl

M13 引物混合液（10M） 2 μl

ddH 2O Up to 20 μl

（2） 取室温平衡的 LB/Amp+平板，用枪头挑出白色菌落后，在 LB/Amp+

平板上轻点、触碰培养基后，于装有 PCR 反应的 PCR 管中来回抽

打枪头，将菌落洗落于 PCR 管反应液中，点样的 LB/Amp+平板于

37℃下培养过夜。

PCR 程序：
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94℃ 5 min

94℃ 30 sec

(Tm-5)℃ 30 sec 30 cycles

72℃ 1 min/kb

72℃ 10 min

菌落 PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测。

（3） 将经菌落 PCR 检测确认包含重组子的克隆，扩大培养，菌液一方

面用于 M13 引物测序，测序由铂尚生物公司完成。将测序成功的

菌液样品抽提质粒于 -20℃中保存。构建成功 Ncace1 及 Ncace2 重

组质粒分别命名为 Ncace1/ pEASY-T1、Ncace2/ pEASY-T1。

按以下步骤抽提质粒 DNA：

（1） 取经测序验证序列正确的菌液接入含 Amp 的 20ml LB 培养液中，

37℃，300rpm 培养 5h。

（2） 12,000×g 离心 1min 收集菌体。

（3） 去上清，加入 0.5ml S1 重悬菌体。转移至 2ml 的离心管中。

（4） 加入 0.5ml 的 S2 ，温和上下颠倒 4-6 次。溶液变得透亮。

（5） 加入 0.7ml 的 S3，温和上下颠倒 6-8 次，出现白色沉淀。

12,000×g 离心 10min。

（6） 将上清转移至制备管中，制备管放入 2 ml 离心管，12,000×g 离

心 1 min。弃滤液。

（7） 将制备管放回到 2ml 离心管中，加入 500 μl Buffer W1，12,000×g

离心 1min。弃滤液。

（8） 将制备管放回到 2ml 离心管中，加入 700 μl Buffer W2，12,000×g

离心 1min。弃滤液。再次加入 700 μl Buffer W2，12,000×g 离心

1min。弃滤液。

（9） 将制备管放回 2ml 离心管中，12,000×g 离心 1min。

（10） 将制备管放回 1.5ml的离心管中，加入 30 μl 65-70℃预热的 Eluent

Buffer 或 ddH2O。静置 1min。12,000×g 离心 1min。弃制备管，
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离心下来的液体即为质粒 DNA。用 NanoDrop2000 微量紫外分光

光度计测定 DNA 的浓度和纯度，20℃保存或直接用与接下来的实

验。

3.1.4 黑尾叶蝉 AChE 基因序列的生物信息学分析

（1） 利用 ORF finder（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html）开放

阅读框

（2） 使用在线序列工具包（http://www.bio-soft.net/sms/index.html）

（3） 信号肽预测使用 SignalP 4.1 Server（http://www.cbs.dtu.dk/services

/SignalP/）

（4） TMHMM Server v. 2.0 预测跨膜域

（http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）

（5） 通过 NCBI 上 conserved domains 查找保守序列（http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）

（6） SWISS-MODEL 预测三维结构（http://swissmodel.expasy.org/）

3.1.5 黑尾叶蝉 AChE 基因表达的时间动态分析

分别取黑尾叶蝉卵、各龄期若虫、雌成虫、雄成虫，提取总 RNA。

以 500 ng 总 RNA 为模板逆转录合成第一链 cDNA。将 cDNA 稀释 100

倍。利用 CFX96 Real-time PCR 检测系统，对感染与未感染 RDV 的黑尾

叶蝉 Ncace1 及 Ncace2 基因的表达水平进行检测 ,以 28S 为内参基因。

qPCR 反应采用 SYBR@Premix Ex Taq II (大连宝生 )，反应体系如下：

SYBR Premix EX Taq II 12.5µl

Former Primer 1µl

Reveser Primer 1µl

cDNA 2µl

ddH 2O Up to 25µl

qPCR 的程序为：95℃ , 30 s; (95℃ , 5s; 60℃ , 30s) x 40 cycles；溶解
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曲线 (95℃ , 10 s; 65℃ , 5 s; 95℃ , 50 s)。反应完成后，通过 (2−ΔΔCT)方法，

将得到的 Ct 值转换成各个样品中基因的相对表达量 (Livak et al ., 2001)。

3.1.6 黑尾叶蝉 AChE 基因表达的组织分布分析

取黑尾叶蝉雌成虫，在解剖镜下滴加含 RNA 抑制剂的 RNase free

water，解剖脑、卵巢、中肠、脂肪体，取黑尾叶蝉雄虫，解剖精巢。解

剖出的组织放入 Trizol 提取液中，每 100 头为一个样品，提取总 RNA。

逆转录，荧光定量 PCR 方法参考本章 3.1.5。

表 3.1 基因克隆、筛选及荧光定量 PCR 中使用的引物

Table 3.1 Primers used to cloning , screening and real-time qPCR
引物用途 名称 序列（序列（5’-3’））

克隆

NcAChE01-SP3 TCAAGGTTCAGGAGACACGA
NcAChE01-AP3 TCGGTACAAAAGTGCTGTCG
NcAChE02-SP3 GGAGACAGACGACAGCCCTA
NcAChE02-AP3 TCGGCGGCAATTCATTATAG

筛选阳性克隆
M13F CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
M13R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

定量

Ncace1-SP1 AGTACAACGCTCGGGAGAGA
Ncace1-AP1 GGCACTCTGGATCTGGTTGT
Ncace2-SP1 TGGGAAGCAATACGGAAGAG
Ncace2-AP1 GTCATCAGGGTTGAGCCAGT
Nc28S-SP TCAGCGATGTCAGTTTGAGG
Nc28S-AP CCTCCTCTCGCAATGAGAAC

3.1.7 数据分析

采用 DPS 14.50 软件（唐启义和冯明光，2007）对各处理进行分析。

采用方差分析中 Tukey 法进行显著性检验。
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3.2 结果

3.2.1 黑尾叶蝉 AChE 基因克隆

以黑尾叶蝉成虫 cDNA 为模板，对 AChE 基因进行 PCR 扩增，扩增

产物经 1%琼脂糖凝胶分离检测出一条与预期大小一致的目的条带（如

图 3.1~3.2），将此 2 条带进行 DNA 凝胶回收，TA 克隆测序，获得基因

cDNA 序列，分别命名为 Ncace1 和 Ncace2。

3.2.2 黑尾叶蝉 Ncace1 序列分析

Ncace1 全长 2,210bp，ORF finder 显示开放阅读框为 2,034bp，5’端

非编码区域为 45bp，3’端非编码区域为 131bp，编码氨基酸 677 个，其

中 54 个强碱性氨基酸，75 个强酸性氨基酸，231 个疏水性氨基酸，186

个极性氨基酸（如图 3.3），预计编码蛋白分子量大小为 75.7kD，预计

图 3.1 Ncace1 的 PCR 扩增

Fig.3.1 PCR amplification of

ace1 in Nephotettix cincticeps

图 3.2 Ncace2 的 PCR 扩增

Fig.3.2 PCR amplification of

ace2 in Nephotettix cincticeps
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等电点为 5.5。SignalP 4.1 Server 预测 1~19 为信号肽，剪切位点在 T19

和 Q20 之间（图 3.4）。6 个糖基化位点（N-X-S 或 N-X-T）。具有胆碱

标识序列（FGESAG）。TMHMM Server v. 2.0 预测无跨膜域（图 3.5）。

黑尾叶蝉 Ncace1 属于酯酶家族，具有底物结合口袋和催化三联体（图

3.6）。根据其他昆虫 ace 空间结构构建的黑尾叶蝉 Ncace1 三维结构如

图所示（图 3.7）。

1 M A R L R F S T L S L S L L V A V A T Q

1 ATGGCGAGGTTGAGGTTCTCCACGTTGTCACTGTCACTTCTGGTTGCGGTCGCCACACAA

21 P Q P S T P R T L H S N D H N H G F L N

61 CCCCAGCCGAGCACTCCGCGTACCCTTCACAGCAATGACCACAACCACGGCTTCCTCAAC

41 E H K H S H A H A Y K S H D R A H N T H

121 GAGCACAAGCACAGCCACGCTCACGCGTACAAGTCGCACGACCGTGCGCACAACACGCAC

61 A Q F A E A T G P A S T P S G G T P K H

181 GCCCAGTTCGCGGAAGCCACCGGGCCGGCCAGTACCCCGAGCGGCGGGACTCCCAAGCAC

81 G D P L I V E T T S G L V R G L S K T V

241 GGGGATCCGTTGATCGTGGAGACCACGAGCGGTCTAGTGCGGGGGCTCAGTAAGACTGTT

101 L G R E V H V F T G I P F A K P P V G P

301 CTCGGTCGAGAGGTTCATGTGTTCACCGGCATACCGTTCGCCAAGCCGCCCGTCGGACCG

121 L R F R R P V P V D P W H G V Y D A T T

361 CTGCGGTTCCGCAGACCTGTGCCCGTGGACCCCTGGCACGGGGTGTACGACGCCACCACC

141 L S N S C Y Q E R Y E Y F P G F E G E E

421 CTCTCCAACTCCTGCTATCAGGAGCGGTACGAGTACTTCCCCGGGTTCGAGGGAGAGGAG

161 M W N P N T N I S E D C L Y L N I W V P

481 ATGTGGAACCCCAACACTAACATCAGCGAGGACTGTCTGTACCTCAACATCTGGGTGCCT

181 Q R L R I R H K S S S E E N T Y R Q K V

541 CAGCGGCTGCGGATCAGGCACAAGAGTTCCTCCGAGGAAAACACTTACAGGCAGAAGGTC

201 P V L I W I Y G G G Y M S G T A T L D I

601 CCTGTGCTGATCTGGATCTACGGCGGTGGCTACATGTCCGGCACTGCCACCTTGGACATC

221 Y D A D M V A A T S D V I V A S M Q Y R

661 TACGACGCGGACATGGTTGCTGCCACCAGTGACGTGATCGTCGCCTCCATGCAGTACCGG

241 V G A F G F L Y L S P E L P P G S E E A

721 GTGGGCGCCTTTGGGTTCCTCTACCTGTCTCCGGAGCTTCCCCCAGGCAGCGAGGAGGCC

261 P G N L G L W D Q A L A I Q W I K A N I

781 CCAGGAAACCTCGGCCTCTGGGACCAGGCTCTGGCCATCCAATGGATCAAGGCGAACATC

281 A N F G G D P E L C T L F G E S A G G G

841 GCTAACTTCGGTGGTGACCCGGAGCTGTGCACTCTGTTCGGAGAATCCGCGGGCGGAGGA

301 S V S L H L V S P V T R G L V R R G I M

901 TCCGTGAGCTTACACCTTGTGTCACCTGTGACTAGAGGACTGGTAAGGCGAGGTATCATG
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321 Q S G T L N A P W S Y M T G E R A V E I

961 CAGTCCGGGACCCTCAACGCCCCTTGGAGCTACATGACTGGTGAGAGAGCCGTTGAGATC

341 A K T L I D D C G C N A S M L I E S P S

1021 GCCAAGACTCTAATTGACGACTGTGGATGCAATGCTTCCATGCTCATTGAGAGCCCTTCG

361 R V M S C M R A V D A K T I S V Q Q W N

1081 AGGGTGATGTCATGTATGAGAGCAGTGGATGCCAAGACCATATCCGTGCAGCAGTGGAAT

381 S Y F G I L G F P S A P T I D G V F L P

1141 TCCTACTTCGGCATCTTGGGTTTCCCTTCGGCGCCCACCATAGACGGGGTTTTCCTTCCT

401 K H P L D L L K E G D F Q D T E I L I G

1201 AAACACCCTTTAGATCTGTTGAAAGAGGGCGATTTCCAGGACACGGAGATCCTTATTGGC

421 S N Q D E G T Y F I L Y D F I D Y F E K

1261 AGTAATCAGGACGAAGGGACGTATTTCATACTGTACGACTTCATAGACTACTTTGAGAAA

441 D G P S F L Q R D K F L D I I N T I F K

1321 GACGGGCCGAGTTTCCTGCAAAGAGACAAGTTTTTGGACATAATCAACACAATATTCAAG

461 N F T R L E R D A I I F Q Y T D W E H A

1381 AACTTCACGAGGCTTGAAAGGGACGCCATCATATTCCAGTATACCGACTGGGAACACGCC

481 N D G Y L N Q K M I G D V V G D Y F F I

1441 AACGACGGCTACCTGAATCAGAAGATGATTGGCGATGTTGTGGGAGACTACTTCTTCATC

501 C P T N L F A Q A F S D H G L K V F Y Y

1501 TGCCCTACTAACCTGTTCGCTCAGGCGTTTTCTGACCACGGACTTAAAGTTTTCTACTAT

521 F F T Q R T S T S L W G E W M G V M H G

1561 TTTTTCACTCAGAGAACGAGTACGAGCCTCTGGGGGGAATGGATGGGAGTGATGCACGGG

541 D E I E Y V F G H P L N M S L Q Y N A R

1621 GATGAGATAGAGTACGTGTTCGGCCACCCTCTCAACATGTCTCTGCAGTACAACGCTCGG

561 E R D L S L R I M Q A Y S R F A L T G K

1681 GAGAGAGACCTGAGTTTACGCATCATGCAGGCCTACTCTAGGTTCGCCCTCACAGGGAAA

581 P V S D D I N W P I Y S R E Q P Q Y Y I

1741 CCGGTGTCGGACGATATCAACTGGCCGATATATTCAAGGGAGCAGCCACAGTATTACATC

601 F N A E K S G I G K G P R A T A C A F W

1801 TTCAACGCGGAGAAGAGTGGAATTGGAAAGGGACCGCGGGCGACGGCGTGTGCTTTCTGG

621 N E F L P R L R G Q P D P E C L A D V A

1861 AACGAATTCCTGCCAAGGCTTAGAGGACAACCAGATCCAGAGTGCCTGGCGGACGTCGCC

641 E V E T S S P L V D N V S D N S T S T T

1921 GAGGTGGAGACGAGCAGTCCTCTGGTAGACAACGTCAGCGACAACTCCACGTCCACGACG

661 F K P C T V I T V L G L L L L T I *

1981 TTCAAGCCATGCACAGTCATCACCGTGCTGGGACTCCTGCTGCTGACGATATAAGGCGAC

2041 TTCATCGTATTCGACAGCACTTTTGTACCGACATTTTGTTTTTATTTTCGAATACGAGGC

2101 CCGAAAGGACTGTGTAAAAATGTACTTGTATGATTTAGGCCTAACTAGAATAATCACTTG

2161 TTTTA

图 3.3 黑尾叶蝉 Ncace1 的 cDNA 序列及推导氨基酸序列

Fig.3.3 Nucleotide and deduced amino acid sequences of the ace1 cDNA of
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Nephotettix cincticeps .

划线部分为信号肽序列；虚线部分为糖基化位点；灰色部分为胆碱标识序列；双线部分为聚

腺苷酸信号

The putative signal pept ide is underlined ; glycosylation site are shown with a dot ted line. and the

chol inesterase signature sequence are gray-shaded. A consensus polyadenylation signal is

indicated by a double underline.

图 3.4 黑尾叶蝉 Ncace1 基因编码氨基酸信号肽预测结果

Fig.3.4 Predicted result of Ncace1 signal peptide in Nephotettix cincticeps

through signal 4.1 server
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图 3.5 黑尾叶蝉 Ncace1 基因跨膜域预测结果

Fig .3.5 Transmembrane domains of Ncace1 gene in Nephotettix cincticeps .

图 3.6 黑尾叶蝉 Ncace1 基因的保守区域

Fig.3.6 Conserved domains of Ncace1 gene in Nephotettix cincticeps.

图 3.7 黑尾叶蝉 Ncace1 基因蛋白质三维结构同源建模分析

Fig.3.7 3-Demension structure analysis of Ncace1 gene in Nephotettix cincticeps
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3.2.3 黑尾叶蝉 Ncace2 序列分析

Ncace2 全长 2,248 bp，ORF finder 显示开放阅读框为 1,899 bp，5’

端非编码区域为 149 bp，3’端非编码区域为 200 bp，编码氨基酸 632 个，

其中 52 个强碱性氨基酸，69 个强酸性氨基酸，232 个疏水性氨基酸，161

个极性氨基酸，预计编码蛋白分子量大小为 71.2 kD，预计等电点为 5.5

（图 3.8）。SignalP 4.1 Server 预测 1~21 为信号肽，剪切位点在 A21 和

A22 之间（图 3.9）。5 个糖基化位点（N-X-S 或 N-X-T）。具有胆碱标

识序列（FGESAG）。TMHMM Server v. 2.0 预测无跨膜域 2~24 个氨基

酸，第一个氨基酸位于膜内，25~632 个氨基酸位于膜外，显示 NcAChE2

为膜蛋白（图 3.10）。黑尾叶蝉 Ncace2 属于酯酶家族，具有底物结合

口袋和催化三联体（图 3.11）。根据其他昆虫 ace 空间结构构建的黑尾

叶蝉 Ncace2 三维结构如图所示（图 3.12） .

1 M V W L C P V Y V L V C T M T C T C G F

1 ATGGTGTGGCTGTGCCCTGTGTACGTGCTGGTCTGCACGATGACGTGTACGTGCGGGTTC

21 A A T L R H A R H Q A A P P P D R L S P

61 GCAGCAACGCTCAGGCATGCGCGCCACCAAGCCGCCCCTCCGCCTGACAGACTATCTCCA

41 L D I P S R Y E M D M T D D V V E D A P

121 CTAGACATTCCTTCAAGATACGAGATGGACATGACAGATGACGTGGTGGAGGACGCGCCG

61 A P E D P L L I H T L K G K V R G Q T M

181 GCTCCAGAGGACCCCCTGCTCATACACACGCTCAAGGGCAAGGTGCGTGGCCAGACCATG

81 T A A T G K L V D A W L G I P Y A Q K P

241 ACTGCTGCCACGGGCAAGTTGGTGGACGCCTGGCTCGGCATCCCGTATGCGCAGAAACCC

101 L G P L R F K H P R P P D R W D Y V Y N

301 CTAGGTCCCCTTAGATTTAAACACCCGCGGCCGCCAGACCGGTGGGACTACGTGTACAAC

121 A T K Q P N S C V Q I F D T V F G D F S

361 GCCACCAAACAACCCAATTCTTGTGTTCAAATCTTCGACACTGTGTTCGGAGATTTCTCC

141 G A M M W N P N T Q I S E D C L Y L N V

421 GGCGCAATGATGTGGAACCCCAACACGCAAATATCCGAAGACTGCCTCTACCTGAACGTG

161 V A P K P R P S N A A V M V W V F G G G

481 GTCGCACCTAAGCCGCGGCCGAGCAACGCTGCCGTCATGGTCTGGGTGTTTGGCGGTGGC

181 F Y S G S A T L D V Y D P R I L V S E E

541 TTCTACTCGGGCTCCGCCACCCTGGACGTCTACGACCCACGTATCCTTGTTTCCGAAGAG

201 N V I Y V S M Q Y R V A S L G F L F F D

601 AACGTCATCTACGTGTCAATGCAGTATCGTGTAGCATCACTTGGGTTCTTGTTTTTTGAT
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221 T P E V P G N A G L F D Q L M A L Q W V

661 ACGCCCGAGGTACCCGGAAACGCAGGTTTATTCGATCAGCTTATGGCGCTGCAATGGGTC

241 H D N I H F F G G N P H N V T L F G E S

721 CATGACAACATCCACTTCTTCGGCGGTAATCCGCACAATGTGACATTGTTCGGGGAATCA

261 A G A V S V S L H L L S P L S R N L F S

781 GCTGGTGCCGTGTCCGTCTCACTACACCTCCTATCACCCCTTAGCAGGAACCTGTTCAGC

281 Q A I M E S G S A T A P W A I I S R D E

841 CAGGCGATCATGGAGTCCGGATCAGCGACAGCGCCTTGGGCGATCATCTCCCGTGACGAG

301 S F V R G L R L A E A V G C P H T R A E

901 AGCTTCGTACGCGGCCTCAGGCTTGCCGAGGCGGTGGGCTGTCCTCACACGCGCGCCGAG

321 I H E A I D C L R K K N A S E L V E N E

961 ATACACGAGGCAATCGACTGTCTAAGGAAGAAAAATGCCTCAGAACTAGTCGAGAACGAG

341 W G T L G I C E V P F V P I V D G A F L

1021 TGGGGCACACTAGGAATTTGCGAGGTCCCTTTCGTTCCGATCGTCGACGGTGCGTTTCTC

361 D D L P V R S L A T K N F K K T N I L M

1081 GACGACCTCCCGGTGCGATCCTTGGCAACCAAGAACTTCAAGAAGACTAACATTCTGATG

381 G S N T E E G Y Y F I I Y Y L T E L F R

1141 GGAAGCAATACGGAAGAGGGATACTACTTTATAATCTACTACCTCACAGAACTGTTTAGG

401 K E E N V Y V N R D E F L H A V H E L N

1201 AAAGAAGAGAACGTGTACGTAAACCGTGACGAGTTCTTGCACGCTGTTCATGAGCTGAAC

421 P Y V N N V A R Q A I V F E Y T D W L N

1261 CCCTACGTCAACAACGTGGCCAGACAAGCTATCGTGTTCGAATATACAGACTGGCTCAAC

441 P D D P I R N R D A L D K M V G D Y H F

1321 CCTGATGACCCGATCCGCAACAGAGACGCCCTGGACAAGATGGTGGGTGACTATCACTTT

461 T C N V N E F A H R Y A E T G N N V Y M

1381 ACCTGTAACGTCAACGAGTTCGCCCACAGATACGCCGAGACCGGCAACAACGTCTACATG

481 Y Y F K Y R S I G N P W P S W T G V M H

1441 TACTACTTCAAGTACCGTAGCATAGGCAACCCGTGGCCGTCGTGGACGGGAGTGATGCAC

501 A D E I N Y I F G E P L N P I L N Y H P

1501 GCGGACGAGATCAACTACATATTCGGAGAGCCTCTTAACCCTATCCTCAACTACCACCCC

521 Q E V E L S R R M M R Y W A N F A K T G

1561 CAGGAGGTAGAGCTGAGCCGTCGCATGATGCGCTACTGGGCTAACTTCGCTAAGACCGGA

541 N P S M S E D G T W T A T Y W P V H T A

1621 AATCCGAGCATGTCGGAGGACGGTACATGGACAGCTACGTATTGGCCTGTTCACACGGCA

561 Y G R E Y L T L D V N S T A T G R G P R

1681 TACGGCAGAGAGTACCTCACATTAGACGTCAACTCCACAGCGACGGGCCGAGGACCAAGA

581 L K Q C A F W K K Y L P Q L I A A T E K

1741 CTTAAGCAGTGCGCCTTCTGGAAGAAATATCTGCCCCAATTAATAGCCGCGACAGAGAAG

601 L Q A P V V E T C T G A A G E A R V A W

1801 CTGCAAGCGCCAGTGGTGGAGACGTGCACGGGTGCGGCGGGCGAGGCGCGAGTGGCGTGG

621 S L I A M A F A L C V V *

1861 TCCCTGATCGCAATGGCATTTGCGCTCTGTGTCGTGTAAACTGACGTCTACTTTCCCGCT
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1921 GGGAAAAACGTTTCATTTAAAATAGTAGAAAATAAAGGTTCTTTTATTTTATATTTGTGA

1981 GGATATTGAGTTTGACAATAAATAATATTACGAACTATAATGAATTGCCGCCGAACATGG

2041 AGCGTTCGCACACCGAACAGTTGTGTATCATAGAGAGTGTAAAAAAGTGTATAAACAGA

图 3.8 黑尾叶蝉 Ncace2 的 cDNA 序列及推导氨基酸序列

Fig.3.8 Nucleotide and deduced amino acid sequence of the Ncace2cDNA of

Nephotettix cincticeps

划线部分为信号肽序列；虚线部分为糖基化位点；灰色部分为胆碱标识序列；双线部分为聚

腺苷酸信号

The putative signal pept ide is underlined ; glycosylation site are shown with a dot ted line. and the

chol inesterase signature sequence are gray-shaded. A consensus polyadenylation signal is

indicated by a double underline.

图 3.9 黑尾叶蝉 Ncace2 基因编码氨基酸信号肽预测结果

Fig.3.9 Predicted result of Ncace2 signal peptide in Nephotettix cincticeps

through signal 4.1 server
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图 3.10 黑尾叶蝉 Ncace2 基因的保守区域

Fig.3.10 Conserved domains of Ncace2 gene in Nephotettix cincticeps .

图 2.11 黑尾叶蝉 Ncace2 基因的保守区域

Fig.3.11 Conserved domains of Ncace2 gene in Nephotettix cincticeps .

图 3.12 黑尾叶蝉 Ncace2 基因蛋白质三维结构同源建模分析

Fig.3.12 3-Demension structure analysis of Ncace2 gene in Nephotettix cincticeps
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3.2.4 黑尾叶蝉 AChE 基因多序列比对及功能位点分析

通过黑尾叶蝉两种 ace 基因与家蝇、黑腹果蝇、赤拟谷盗、电鳐 ace

基因的多序列比对，结果如图 3.13。多序列比对显示，不同物种 ace 基

因之间存在较多的保守位点，可能来自共同的祖先。黑尾叶蝉 ace 基因

具有其他昆虫及哺乳动物相同的保守功能域，主要有：

（1） 催化三联体：从图中可以看出，催化三联体的位置高度保守。

Ncace1 的催化三联体为 Ser296、Glu425 和 His539；Ncace2 的催

化三联体为 Ser260、Glu386 和 His500。

（2） 氧阴离子洞：Ncace1 的氧阴离子洞有 Gly208、Gly209 和 Ala297

的主链 N 原子与羧基氧相互作用，以及酯键的氧与 His539 的咪唑

基相互作用共同构成；Ncace2各自对应的氨基酸为 Gly178、Gly179

和 Ala501。

（3） 用于形成分子内部二硫键的半胱氨酸：Ncace1 中的位置分别为

Cys145、Cys172、Cys350、Cys365、Cys501 和 Cys617；Ncace2

中的位置分别为 Cys128、Cys155、Cys314、Cys327、Cys462 和

Cys584。

（4） 昆虫中果蝇旁系同源基因 ace1 特异性半胱氨酸：黑尾叶蝉 Ncace1

存在一个与果蝇 Cys290位置相同的昆虫特异性 Cys312，而 Ncace2

中该位点为 Val。

3.2.5 黑尾叶蝉 AChE 基因的系统进化

应用 Clustal X 1.81 和 MEGA 5.05 构建了乙酰胆碱酯酶的系统发育

进化树（图 3.14）。从图中可以看出，昆虫乙酰胆碱酯酶分为两个进化

分枝，一个与黑腹果蝇直系同源；一个与黑腹果蝇旁系同源，这也是传

统昆虫 ace 基因分类的方法。黑尾叶蝉 Ncace2 基因与黑腹果蝇 ace 基因

旁系同源，而黑尾叶蝉 Ncace1 与黑腹果蝇 ace 基因直系同源。黑尾叶蝉

Ncace1 与 Ncace2 基因序列均与褐飞虱的最为相似。
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图 3.13 黑尾叶蝉 Ncace1、Ncace2 与家蝇、黑腹果蝇、电鳐、赤拟谷盗 ace 基因

的多序列比对。

Fig.3.13 Comparison of the deduced amino acids sequence of Ncace1and Ncace2

with those of Musca domestica, Drosophila melanogaster, Tetronarce californica

Tribolium castaneumand Blattella germanica .

比对采用 ClustalX 软件。红色框内为催化三联体；蓝色框内为 14 个芳香族氨基酸（芳香族

氨基酸谷内表面）；绿色框内为氧阴离子洞；紫色框内为形成二硫键的半胱氨酸；昆虫

AP-AChE 特异性半胱氨酸上方有星号标记

The alignment was performed using ClustalX program. The catalytic triads are

framed by red box; 14 aromatic residues are suggested by blue box; Oxianion hole

are shown in green box; Cys for three inter disulfide bonds are in violet box;

insect-specific Cys in the AP-AChE are shown with a star.
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图 3.14 黑尾叶蝉与其他昆虫及非昆虫 ace 的系统进化分析

Fig.3.14 Phylogenetic tree of deduced ace amino acid sequence from Nephotettix

cincticeps and other species.

多序列对比采用 Clustal X 1.81，进化树构建使用 Mega 5.05。结点上数字表示 1,000 次重复

的引导值。

Multiple sequence alignmentused Clustal X 1.81, and phylogenetic tree was contructed by Mega

5.05. Numbers in the nodes correspond to bootst rap values in 1 ,000 replicates.

Tribol ium castaneumace1 : HQ260968 ; Tribol ium castaneumace2 : HQ260969 ; Bombyx

mandarinaace1 : EU262633 ; Bombyx mandarinaace2: EU262632 ; Si tobion avenaeace1 :

AY819704 ; Sitobion avenaeace2 : AY707319 ; Rhopalosiphum padi Ace1 : AY667435 ;

Rhopalosiphum padiace2: AY707318 ;Drosophi la melanogaster ace2: X05893 ; Anopheles gambiae

ace1 : XM_321792 ;Anopheles gambiae ace2: BN000067 ;Liposcel is decolor ace1 :

FJ647186 ;Liposcelis decolor ace2: FJ647187 ;Orchesel la vil losa ace1 : FJ228227 Orchesella

vil losa ace2: FJ228228 ; Liposcelis entomophila ace1 : EU854149 Liposcel is entomophila ace2:

EU854150 ;Blattel la germanica ace1 : DQ288249 ;Blat tella germanica ace2 : DQ288847 ;Bemisia

tabaci ace1 : EF675188 ;Bemisia tabaci ace2: EF675190 ;Culex quinquefasciatus ace1 :

XM_001847396 ;Culex quinquefasciatus ace2: XM_001842175 ;Bombyx mori ace1 :

NP_001037380 ;Bombyx mori ace2: NP_001108113 ;Acyrthosiphon pisum ace1 :

XM_001948618 ;Acyrthosiphon pisum ace2: XM_001948953 ;Nasonia vitr ipennis ace1 :

XM_001600408 ;Nasonia vitr ipennis ace2: XM_001605518 ; Pediculus humanus corporis ace1 :

AB266605 ;Pediculus humanus corporis ace2 : AB266606 ; Cydia pomonella ace1 :

DQ267977 ;Cydia pomonella ace2: DQ267976 ;Helicoverpa assul ta ace1 : DQ001323 ;Helicoverpa

assulta ace2: AY817736 ;Aedes albopictus ace1 : AB218421 ;Aedes albopictus ace2:

AB218420 ;Aphis gossypii ace1 : AF502081 ;Aphis gossypi i ace2: AF502082 ;Culex

tri taeniorhynchus ace1 : AB122151 ;Culex tritaeniorhynchus ace2: AB122152 ; Schizaphis

graminum ace1 : AF321574 ;Myzus persicae ace1 : AF287291 ;Myzus persicae ace2 : AY147797 ;

Culex pipiens ace1 : AJ489456 ;Culex pipiens ace2 : AM159193 ;Musca domestica ace2:

AY134873 ;Plutel la xylostella ace1 : AY970293 ;Plutel la xylostella ace2 : AY061975 ;Chilo
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suppressal is ace1 : EF453724 ;Chilo suppressal is ace2 : EF470245 ;Cnaphalocrocis medinalis ace2 :

FN538987 ;Pediculus humanus capi tis ace1 : AB266614 ;Pediculus humanus capit is ace 2:

AB266615 ;Tetranychus urt icaeace: AY188448 ;Aedes aegypti ace1 : EF209048 ; Locusta

migratoria manilensis ace1 : EU231603 ;Liposcel is bostrychophila ace1 : FJ647185 ; Liposcel is

bostrychophila ace2 : EF362950 ;Nilaparvata lugens ace1:HQ605041 ;Nilaparvata lugens

ace2: JN688930 ;Apis melli fera ace : AB181702 ; Bactrocera dorsalis ace2 : AY155500 ;Haematobia

irritans ace : AY466160 ; Culex pipiens pallens ace1 : AY762905 ;Helicoverpa armigera ace2 :

AF369793 ;Bactrocera oleae ace : AF452052 ;Lucilia cuprina ace : U88631 ;Nephotett ix cincticeps

ace1: AF145235 ;Nephotett ix cincticeps ace 2: AY256851 ;Leptinotarsa decemlineata ace2 :

L41180 .

3.2.6 黑尾叶蝉 AChE 基因表达的发育动态分析

黑尾叶蝉不同时期、不同组织 Ncace1 和 Ncace2 的相对表达水平如

图 3.15 和图 3.16。总体来说，Ncace2 的表达水平高于 Ncace1，并且在

卵、二龄若虫中差异性显著。卵中 Ncace1 和 Ncace2 的表达水平均显著

高于其他时期。黑尾叶蝉 Ncace1 和 Ncace2 均在脑中高表达，且 Ncace2

表达水平高于 Ncace1。

图 3.15 黑尾叶蝉不同时期 Ncace1 和 Ncace2 基因的表达水平
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Fig .3.15 qPCR analysis of Ncace1 and Ncace2 mRNA levels in the Nephotettix

cincticepsat different stages

差异分析方法采用 t 检测，不同字母代表了在 0.05 水平上存在显著性差异，下图同之

T test was used to analysize the significance level of difference. Means±SE followed by

different let ters are significantly different at the 5% significance level for Ncace1 or Ncace2 , as

the same with later.

图 3.16 黑尾叶蝉不同组织 Ncace1 和 Ncace2 的表达水平

Fig.3.16 qPCR of Ncace1 and Ncace2 in different tissues of Nephotettix cincticeps

3.3 讨论

AChEs 是一种丝氨酸水解酶，存在于哺乳动物、鱼类、爬行动物、

鸟类、线虫和昆虫等具有胆碱能神经的神经元与神经肌肉接头处，能够

特异性将神经元突触间兴奋性神经递质 ACh 水解成乙酸和胆碱，在神经

传导中起重要作用（Katz, 1966; Barnard, 1974; Quinn, 1987; Sussman et

al ., 1991; Raves et al ., 1997; Taylor & Radic, 1994; Soreq& Seidman, 2001;

Tsim & Soreq, 2012）。最早在黑腹果蝇克隆出第一条昆虫 ace 基因 (Hall
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& Spierer, 1986; Pang et al ., 1996)，2002 年在麦二叉蚜中克隆出第一条

黑腹果蝇 ace 旁系同源基因（Gao et al ., 2002）。到目前为止，已经和克

隆和测序了 43 种昆虫 ace 基因，其中至少 27 种昆虫中发现了两条 ace

基因（Lu et al ., 2012）。除了双翅目环裂亚目部分昆虫如黑腹果蝇（Weill

et al ., 2002）和家蝇 (Fournier et al ., 1998a)等只含有一条 ace 基因外，其

他昆虫都含有两个 ace 基因。

与大多数昆虫相似，黑尾叶蝉体内有两条 ace 基因。推导的氨基酸

序列分别编码 677 和 632 个氨基酸，具有 ace 基因的保守功能域，如催

化三联体、酰基口袋、芳香族氨基酸形成的谷内表面、氧阴离子洞、六

个高度保守的 Cys形成分子内二硫键、保守的胆碱标识序列 FGESAG等。

黑尾叶蝉 ace1 存在一个与果蝇 Cys290 位置相同的昆虫特异性 Cys312。

该 Cys 在果蝇 ace 基因旁系同源的昆虫 AChE 中特异性存在，而人类 ace

基因中改为点突变为 Phe，因此可以用于开发特异性、环境友好型的新

型农药响 (Pang et al ., 2009b, 2011, 2012)。

黑尾叶蝉 Ncace1 基因最早由 Tomita 等（2000）上传，而 Ncace2 基

因则为 Nabesima 等（2003）上传。Tomit 等（2000）克隆了对氨基甲酸

酯类杀虫剂抗性和敏感种群黑尾叶蝉 Ncace1 序列，发现敏感种群并未发

生突变，而敏感种群中却发现了氨基酸的替换，因此推测氨基酸多态性

的缺失导致了抗性种群 Ncace1 对杀虫剂的不敏感性。在昆虫的两条 ace

基因中，一般 ace1 是有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的靶标，同时与杀虫

剂抗性相关的突变也发生在 ace1 上。通过进化分析发现，黑尾叶蝉 ace

的基因编号与传统昆虫 ace 分类不一致，其 ace1 基因与果蝇 ace 直系同

源，应属 ace2，而 ace2 基因与果蝇 ace 旁系同源，应属 ace1。本文沿

用前人已报道的编号。在抗性与敏感黑尾叶蝉种群中，如果 ace 基因发

生突变，导致了对氨基甲酸酯类杀虫剂的抗性，那么突变应该发生在黑

尾叶蝉 Ncace2（相当于其他昆虫 ace1），而非 Ncace1 中，因此 Tomita

等的结果可能还需要进一步在抗性与敏感种群 ace2 中验证。

昆虫中两条 ace 基因的表达模型也不尽相同。在小菜蛾、德国小蠊、
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棉铃虫、体虱和臭虫等中，ace1 的转录水平约为 ace2 的 2~250 倍（Baek

et al ., 2005; Kim et al ., 2006; Lee et al ., 2006, 2007; Seong et al ., 2012）。

一般情况下，ace1 主要在神经中转录，而 ace2 则广泛存在各个组织，

这意味着两种 AChE 可能承担着不同的功能。黑尾叶蝉两个 ace 基因均

在脑中高表达，且 ace2 基因在不同时期、不同组织中转录水平均高于

ace1，这与褐飞虱的表达模型基本一致。褐飞虱 ace 基因表达量最高的

组织均为头部，且 ace1 在不同时间昆虫中均高于 ace2（Li et al ., 2012）。

AChE 是目前发现催化效率最高的水解酶，其抑制剂是第一代治疗

阿兹海默症的药品 (Taylor & Radic, 1994; Li et al ., 2015)。在昆虫中，

AChE 是杀虫剂有机磷及氨基甲酸酯类农药的靶标，ace 基因突变可是昆

虫产生对杀虫剂的抗药性（Fournier, 2005; Oakeshott et al ., 2005），体

外表达的重组 AChE可用来检测农药残留（Fulton & Key, 2001; Schulze et

al ., 2003）。昆虫 ace 基因特异性半胱氨酸可以用于开发高效安全的新

型农药 (Pang et al ., 2009b, 2011, 2012)。由于 AChE 独特的分子特性及其

广泛的应用前景，目前受到了科学家越来越多的关注，本文克隆了黑尾

叶蝉 ace 基因，为昆虫 AChE 的应用奠定分子基础，并为农药害虫黑尾

叶蝉的防治提供理论依据。
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第四章 黑尾叶蝉 AChE 基因原核表达及多克隆抗体制备

为探讨黑尾叶蝉感染 RDV 后对有机磷敏感性显著降低（梁莉，

2010）的产生机制，本文检测、比较了带毒与不带毒叶蝉体内解毒酶

（P450s、Ests 和 GSTs）和靶标酶（AChEs）的活性。结果发现带毒叶

蝉体内 AChEs 活性显著增高（本文第二章）。为此，本文在检索 GenBank

数据库中已登录黑尾叶蝉 AChEs 基因序列信息的基础上，设计特异性引

物，克隆获得了该叶蝉的 Ncace1 和 Ncace2 基因 cDNA 全长序列，并检

测发现带毒叶蝉体内该 2 条 AChE 基因的转录水平均有显著提高（本文

第三章）。为明确 RDV 感染对叶蝉 AChE 基因在蛋白水平上的影响，本

章将获得的 2 条 AChE 基因克隆至原核表达载体中，进而转化至大肠杆

菌 Escherichia coli 中诱导表达，利用获得的重组 AChE 蛋白制备得到相

应的多克隆抗体。本章结果为进一步研究黑尾叶蝉 AChE 的功能提供基

础。

4.1 材料与方法

4.1.1 主要试剂

试验用的主要试剂包括：克隆所用 Ncace1 和 Ncace2 引物（表 4.1）

（上海生工合成），限制性内切酶（Nco I 和 Xhol I）、T4 连接酶等（大

连宝生），PCR 纯化试剂盒、DNA 凝胶回收试剂盒、质粒抽提试剂盒（美

国 Axygen）。IPTG、氨苄青霉素（Amp）（上海生工），BugBuster Master

Mix（德国 Novagen）。TransStart FastPfu PCR SuperMix、2xEasyTaq PCR

SuperMix（北京全式金）。

4.1.2 黑尾叶蝉 AChE 基因原核表达载体的构建

根据克隆获得的 Ncace1 及 Ncace2 基因序列设计、合成相应的特异
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性引物：上游引物带有 NcoI，下游引物带有 Xho I 酶切位点。以黑尾叶

蝉 cDNA 作 PCR 模板，用 TransStart Fastpfu PCR SuperMix 试剂盒（北

京全式金）进行 PCR 扩增。

取 0.2 mlPCR 管，依次加入以下：

Template 4µl

SP（10M） 2µl

AP（10M） 2µl

2x TransStart FastPfu PCR SuperMix 25µl

ddH 2O Up to 50 µl

PCR 程序：

94℃ 5 min

94℃ 20 sec

54℃ 20 sec 30 cycles

72℃ 2 min

72℃ 5 min

取 5µl PCR产物进行 1% Agarose凝胶电泳。如有相应分子量的条带，

将 PCR 体系放大到 200µl（分 4 管，各 50µl）扩增。

表 4.1Ncace1 和 Ncace2 原核表达中使用的引物

Table 4.1 Primers used toprokaryotic expression of Ncace1and Ncace2 gene
引物名称 引物序列

Ncace1-NcoI-SP 5’-CATGCCATGGCGAGGTTGAGGTTCTCCACGTTG-3’

Ncace1-XhoI-AP 5’CCGCTCGAGTTATATCGTCAGCAGCAG-3’

Ncace2-NcoI-SP 5’-CATGCCATGGTGTGGCTGTGCC-3’

Ncace2-XhoI-AP 5’-CCGCTCGAGTTACGCGACACAGAGC-3’

采用 AxyPrep PCR Clear up Kit 试剂盒（美国 Axygen）在室温下操

作。步骤如下：

（1） 取 PCR 产物，加入 5 倍体积的溶液 Buffer PCR-A（若 Buffer PCR-A
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不足 100 µl，加至 100 µl），混匀后加入到制备管中，将制备管置

于 2 ml 离心管（试剂盒提供）中，12,000×g 离心 1 min，弃滤液。

（2） 将制备管放回 2 ml 离心管中，加入 700 µl 的 W2，12,000×g 离心

1 min，弃滤液。

（3） 重复步骤（2）

（4） 将制备管放回 2 ml 离心管，12,000×g 离心 1 min。

（5） 将制备管置于洁净的 1.5 ml 的离心管中，在制备管膜中央加 25-30

µl 65-70℃预热的 Eluent 或去离子水，室温静置 1 min。12,000×g

离心 1 min 洗脱 DNA。洗脱 DNA 即可用于后续实验或于 -20℃保

存。

取纯化的 PCR 产物以及原核表达载体 pET-32a 采用 Nco I 和 XhoI 内

切酶（大连宝生）进行双酶切。

NcoI 5 μl

XhoI 5 μl

10xK Buffer 6 μl

0.1% BSA 6 μl

DNA 3 μg

灭菌水 up to 60 μl

37℃过夜。

PCR 产物和质粒双酶切后分别进行切胶纯化、回收，并对双酶切质

粒末端采用磷酸酶（ Alkaline Phosphatase Calf intestine，大连宝生）进

行去磷酸化。在 250 μl PCR 管中依次加入：

pET-32a DNA 30 μl

10xAP Buffer 5 μl

CIAP(0-30 units/μl) 2 μl

ddH 2O up to 50 μl

在 PCR 仪上设置程序：37℃，15 min; 50℃ 15 min。

将酶切质料的去磷酸化产物进行纯化、回收，再与经纯化的双酶切



浙江大学硕士学位论文 第四章 黑尾叶蝉乙酰胆碱酯酶基因的原核表达及多克隆抗体制备

58

PCR 产物进行连接反应。在 250 μl PCR 管中依次加入：

10x DNA Ligase Buffer 2.5 μl

PCR DNA 10 μl

pET-32a DNA 2.5 μl

T4 DNA Ligase 1 μl

ddH 2O Up to 25 μl

16℃过夜。将连接产物转化至大肠杆菌 Rosetta 菌株中（第三章

3.1.3.6），并进行菌落 PCR 筛选（第三章 3.1.3.7）。确认包含重组子的

克隆，扩大培养，获得的菌液一部分送上海铂尚生物公司用 T7promoter

和 T7terminator 引物测序（若载体自连，通用引物扩增，自连带大小为

700bp）。将测序确认重组正确的相应另一部分菌液进行抽提质粒，置于

-20 ℃ 中 保 存 。 构 建 成 功 Ncace1 及 Ncace2 重 组 质 粒 分 别 命 名 为

Ncace1/pET-32a、Ncace2/pET-32a。

4.1.3 黑尾叶蝉 AChE 基因的原核表达

4.1.3.1 重组蛋白的诱导表达

(1) 挑取含重组单菌落于含 100ug/ml Amp 的 LB 培养液中，在水平摇床

上 37℃、300 rpm 培养 5h。

(2) 取 10ml 上述菌液，加入到 1L 含 100ug/ml Amp 的新鲜 LB 培养液中，

37℃、300 rpm 培养 2h，至 OD600 值约为 0.6。

(3) 加入 500mmol/L 的 IPTG 至终浓度为 0.5mmol/L，18℃、180rpm 低温

诱导 16h。

4.1.3.2 重组表达蛋白的纯化

(1) 将诱导表达的菌液转移至 50ml 离心管中，5,000×g、4℃离心 10min。

去上清，收集菌体。

(2) 加入 BugBuster Master Mix（德国 Novagen），每 50ml 菌液加 1ml。

用枪头吹打使菌体完全悬浮，室温下，缓慢摇晃孵育 20min。4℃、

12,000×g 离心 15min。
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(3) 将上清转移至新的离心管中，沉淀一部分用 0.01M PBS 重新悬浮，

用于 SDS-PAGE 检测。沉淀即为包涵体。

(4) 通过 SDS-PAGE 检测，可根据条带的分子量大小，粗细判断重组蛋

白是否表达，及主要在上清还是沉淀中。若在上清中，则可溶解后

直接用 Ni-柱纯化，若在上清中则按一下步骤继续。

(5) 用蒸馏水 10 倍稀释的 BugBuster Master Mix 重悬浮沉淀，加入体积

与（2）中加入的 BugBuster Master Mix 的体积相同。充分震荡混匀。

4℃、5,000×g 离心 15min。将上清转移至新离心管中保存备用检测。

(6) 重复步骤（4）三次。最后一次离心为 4℃、15,000×g 离心 15min。

所得沉淀即为包涵体。用 Protein Refolding Kit 试剂盒（德国 Novagen

70123）溶解包涵体。根据试剂盒说明书配制包含体溶解液（5 ml 10x

IB solubilization buffer + 0.5ml 30%N-lauroylsarcosine + 50ul 1M DTT

+ 44.45ml 双蒸水）。称量步骤（5）所得沉淀的重量，根据称重加入

配好的包含体溶解液重新悬浮沉淀，预计蛋白终浓度为 10-20mg/ml。

室温静置 15min。4℃、15,000×g 离心 15min。上清即为溶解的重组

蛋白。

4.1.3.3 重组表达蛋白的 SDS-PAGE 检测

(1) SDS-PAGE 凝胶配制：配制 10%的分离胶和 5%的浓缩胶。

(2) 样品处理

分别取 30 μl 上清和重悬的沉淀于不同 1.5 ml 离心管，加入 10 μl

4xSDS-PAGE 上样缓冲液，混匀后煮沸 5 min，12,000×g 离心 1 min。

(3) 上样和电泳

上清和沉淀各取 10 μl 上样，蛋白标准分子量上样 5 μ l，进行

SDS-PAGE。程序为：80V，15 min；180 V，40-60 min。

(4) 染色和脱色

SDS-PAGE 结束后，取出胶于大培养皿中，加入考马斯亮蓝 R250

染色液染色 30 min（浸没胶即可）。然后倒掉染色液，加入 50-80 ml

考马斯亮蓝脱色液，经常换脱色液，直到条带清晰。
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4.1.4 黑尾叶蝉重组 AChE 蛋白的多克隆抗体制备

通过 SDS-PAGE 检测，确定重组蛋白以包涵体的形式存在，通过纯

化，溶解包涵体后，用 PBS 透析，更换缓冲液，即可用于多克隆抗体的

免疫原。将纯化好的重组蛋白送杭州华安生物有限公司制备多克隆抗体。

4.1.5 多克隆抗体的 Western blot 检测

多克隆抗体制备获得后，对重组表达蛋白和黑尾叶蝉可溶性蛋白提

取液进行 Western blot 验证。步骤如下：

(1) 转膜：将重组表达纯化后的蛋白及黑尾叶蝉可溶性蛋白提取液进行

SDS-PAGE 后，测量蛋白胶的大小，剪取与蛋白胶大小相同的 PDVF

膜 1 块、厚滤纸 2 块。PDVF 膜先用甲醇充分润湿，然后在半干转

缓冲液中浸泡 15min。同时将滤纸、胶放入半干转缓冲液中，充分

浸泡。在半干电转印仪上将其中一块滤纸放在最底层，然后依次放

PVDF 膜、蛋白胶、滤纸。对其，然后用干净的玻璃棒碾压赶走气

泡。恒压电转，一般为 16V，16min，根据分子量大小调节电转时

间长度。

(2) 封闭：电转结束后，将 PVDF 膜放入干净的玻璃培养皿中，用 50ml

TBS-T 洗膜 2 次，每次 5min。加入 50ml 5% BSA 的 TBS-T 封闭液，

封闭 1h，或 4℃过夜。

(3) 一抗孵育：封闭结束后，用 60ml TBS-T 洗膜 3 次，每次 5min。用

含 5% BSA 的 TBS-T 稀释的一抗，一抗即制备的多克隆抗体，稀释

倍数根据抗体浓度和效价。一抗室温孵育 1h。

(4) 二抗孵育：用 50ml TBS-T 洗膜 5 次，每次 5min。用用含 5% BSA

的 TBS-T 稀释的二抗，二抗为辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗

兔 IgG。二抗室温孵育 1h。

(5) 显色：用 50ml TBS-T 洗膜 4 次，每次 5min，然后用 TBS 洗膜 5min。

化学发光法显色。
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4.2 结果与分析

4.2.1 黑尾叶蝉 AChE 基因原核表达载体的构建

通过设计特异性引物，正向引物末端添加 Nco I 酶切位点，反向引物

末端添加 XhoI 酶切位点，克隆出 Ncace1 及 Ncace2 基因的开放编码框，

琼脂糖凝胶电泳检测结果与预期一致（Ncace1 为 2,034bp，Ncace2 为

1,899bp，如图 3.1）。利用 NcoI 和 XhoI 双酶切目的基因 Ncace1、Ncace2

和 pET-32a 载体；回收目的条带与 pET-32a，用 T4 连接酶连接；并转化

至 Trans-T1 感受态细胞，PCR 检测筛选阳性克隆，重组表达质粒经测序

证实构建成功。

4.2.2 黑尾叶蝉 AChE 基因的原核表达

将构建好的表达载体转入大肠杆菌 Rosetta 菌株中，挑取阳性菌落

振荡培养，加 IPTG 诱导表达。采用 BugBuster Master Mix（德国 Novagen）

提取蛋白，经 SDS-PAGE 检测发现均有特异性条带出现，分子量大小在

图 4.1 黑尾叶蝉 Ncace1 及 Ncace2 基因的 PCR 扩增

Fig.4.1 PCR amplification of Ncace1 and Ncace2

genein Nephotettix cincticeps

M：DNA 分子量标准；

泳道 1：Ncace1 PCR 扩增片段；

泳道 2：Ncace2 PCR 扩增片段；

M：DNA molecular weight marker；

Lane1： PCR amplification of Ncace1 fragment.

Lane2： PCR amplification of Ncace2 fragment.
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70-100 kD 之间，与目的蛋白大小一致（图 4.2）。这表明 Ncace1 及 Ncace2

基因均已在大肠杆菌中成功表达。AChE 重组蛋白主要以包涵体的形式

存在于沉淀中。用 10 倍稀释的 BugBuster Master Mix（德国 Novagen）

洗涤包涵体，纯化获得重组目的蛋白。

4.2.3 黑尾叶蝉重组 AChE 蛋白的多克隆抗体制备

通过原核表达得到的重组 Ncace1 及 Ncace2 蛋白都以包涵体的形式

存在，没有活性，但是可以作为抗原用于制备多克隆抗体。将纯化后的

Ncace1 及 Ncace2 蛋白送杭州华安生物有限公司制备相应的抗体。用纯

化的 Ncace1 和 Ncace2 重组蛋白为样品进行 Western blot 验证（图 4.4）。

结果表明，Ncace1 和 Ncace2 抗体均有效识别各自的重组蛋白，且分子

量在 70-100 kD 左右。这表明 Ncace1 和 Ncace2 抗体制备成功。

图 4.2 Ncace1 及 Ncace2 基因表达产物的 SDS-PAGE 分析

Fig.4 .2 SDS-PAGE analysis of expressed product for Ncace1 and Ncace2 gene
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泳道 1：未诱导 Ncace1 /pET-32a 菌体；泳道 2：未诱导的 Ncace/pET-32a 菌体；

泳道 3：诱导 Ncace1/pET-32a 菌体的上清；泳道 4：诱导 Ncace1/pET-32a 菌体的沉淀；

泳道 5：诱导 Ncace2/pET-32a 菌体的沉淀；泳道 6：诱导 Ncace2/pET-32a 菌体的上清。

lane 1: uninduced E. col i Roset ta cells containing Ncace1/pET-32a;

Lane 2:uninduced E. coli Roset ta cells containing Ncace1/pET-32a;

Lane 3: supernatant of the induced lysate of E. coli Rosetta cel ls containing Ncace1/pET-32a;

Lane 4: pel let of the induced lysate of E. col i Rosetta cells containing Ncace1/pET-32a;

Lane 5: pellet of the induced lysate of E . coli Roset ta cells containing Ncace2/pET-32a;

Lane 6: supernatant of the induced lysate of E. coli Roset ta cells containing Ncace2/pET-32a

图 4.3 Ncace1 基因多克隆抗体的 Western blot 验证

Fig.4.3 Western blotting verification of Ncace1

polyclonal antibodies

M：标准蛋白样品；

泳道 1：稀释 1,000 倍的多克隆抗体 Western Blot ting 结果；

M：molecular weight marker;

Lane1: Dilution 1,000 times of Polyclonal antibodies

图 4.4 Ncace2 基因多克隆抗体的 Western blot 验证

Fig.4.4 Western blotting verification of Ncace2

polyclonal antibodies

M：标准蛋白样品；

泳道 1：稀释 1000 倍的多克隆抗体 Western Blot ting 结果；

M：molecular weight marker;

Lane1: Dilution 1000 times of Polyclonal antibodies
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以黑尾叶蝉可溶性蛋白提取液为样品对 Ncace1 及 Ncace2 蛋白的多

克隆抗体进行 Western blot 验证（图 4.5）.结果表明，两个抗体都能杂交

到特异性条带，但 Ncace1 结合条带位置为 50kD 左右，与通过基因预测

蛋白分子量不相符，可能是 Ncace1 基因存在可变剪切，或形成亚基。而

Ncace2 结合条带位置为 70kD 左右，与通过基因预测蛋白分子量相符。

图 4.5 以黑尾叶蝉提取蛋白检测 Ncace1 及 Ncace2 抗体

Fig.4.5 Detection of Ncace1 and Ncace2 antibody with green leafhopper extracted

protein

A：Ncace1 抗体泳道 M：标准蛋白样品；泳道 1：黑尾叶蝉提取蛋白

B：Ncace1 抗体泳道 M：标准蛋白样品；泳道 2：黑尾叶蝉提取蛋白

A: Ncace1 antibody

M:molecular weight marker ;Lane1:green leafhopper extracted protein ;

B: Ncace2 antibody

M:molecular weight marker;Lane2:green leafhopper extracted protein .
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4.3 讨论

本文用大肠杆菌 Rosetta 菌株诱导表达得到重组的 Ncace1及 Ncace2

蛋白，纯化并制备了多克隆抗体。对制备的多克隆抗体进行检测，发现

制备的两个多克隆抗体均能识别相应的重组蛋白。这可能是由于 Ncace1

及 Ncace2 同属于乙酰胆碱酯酶序列，含有相同的酯酶保守域、底物结合

位点及催化功能位点，天然结构也十分相似，因此具有相似的免疫原性。

SDS-PAGE 检测发现，Ncace1 和 Ncace2 均在大肠杆菌 Rosetta 菌株

的包涵体中表达。包涵体的产生主要是由于重组蛋白合成速度太快，来

不及正确折叠、二硫键不能正确配对、蛋白之间非特异性结合增加、蛋

白无法达到足够的溶解度等造成的，也和重组蛋白本身的特性密切相关。

包涵体中含有 50%以上的重组蛋白，其余均为核糖体原件、RNA 聚合酶、

内毒素、外膜蛋白、质粒 DNA 以及多糖等，密度很大，无固定形状，

不溶于水，可溶于变性剂如尿素、盐酸胍等。包涵体蛋白一般不具有生

物学功能，只具有目的蛋白的一级序列特征。Ncace1 和 Ncace2 属于膜

蛋白，疏水性较强，因此较难表达。本研究制备了 Ncace1 和 Ncace2 多

克隆抗体，为 AChE1 和 AChE2 的功能研究奠定了基础，也为 Ncace1 和

Ncace2 的真核表达做了铺垫。

目前只有东亚飞蝗、埃及伊蚊等少数昆虫的乙酰胆碱酯酶通过外源

表达，得到具有活性的重组乙酰胆碱酯酶，这严重限制了 AChE 的生物

学功能及高级结构的研究。另外，具有活性的重组乙酰胆碱酯酶还能够

用作生物传感器检测农药残留。因此乙酰胆碱酯酶的重组表达具有重要

的意义。



浙江大学硕士学位论文 第五章 RDV感染对黑尾叶蝉 AChE 表达的影响

66

第五章 RDV 感染对黑尾叶蝉 AChE 表达的影响

为进一步明确 RDV 感染对黑尾叶蝉 AChE 基因表达的影响，本章在

克隆获得黑尾叶蝉 AChE 基因 Ncace1 和 Ncace2 全长 cDNA 序列以及使

用原核重组表达蛋白制备获得多克隆抗体的基础上，采用实时定量

RT-PCR 技术和 Western 杂交技术，从基因转录水平和蛋白翻译水平分别

检测、比较了带毒与不带毒叶蝉 AChE 基因表达水平的差异。。

5.1 材料与方法

5.1.1 供试材料

供试黑尾叶蝉与水稻同第二章 2.1.1 和 2.1.2。

5.1.2 RDV 感染对黑尾叶蝉 AChE 基因表达的影响

5.1.2.1 取样

取单头感染与未感染 RDV 的黑尾叶蝉雌虫、雄虫和 5 龄若虫编号

后，在冰上解剖获得头胸部和腹部。叶蝉腹部提取总 RNA，逆转录后用

于 RDV 检测；对应编号的叶蝉头胸部提取总 RNA 和蛋白，分别用于

AChE 基因转录和的蛋白表达的检测。

检测时，以 10 个头胸部作为混合样品，每样品至少重复 3 次。蛋白

表达分析时，在每样品中加入冰冷的 200 µl 0.1M PBS(pH7.5)，用匀浆品

冰上浆后，4℃ 16,000×g 离心 20 min，取上清。采用 BCA 法测定总蛋

白浓度（第二章 2.5.2）。

5.1.2.2 实时荧光定量 PCR 分析

RDV 的实时荧光定量 PCR 检测见第二章 2.1.4。Ncace1 和 Ncace2

基因实时荧光定量 PCR 检测见第三章 3.1.5。

检测 RDV 侵染影响黑叶蝉 AChE 基因转录时间动态时，将初羽化的
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叶蝉成虫接到感染 RDV 的水稻上饲养，在接虫 2 d、4 d、6 d、10 d、14

d 和 18 d 后分别取样，按前述 5.1.2.1 和第三章 3.1.5 方法提取总 RNA、

逆转录和实时荧光定量 PCR 检测 Ncace1 和 Ncace2 基因转录水平。

5.1.2.3 Western 杂交分析

将上清液用 PBS 稀释至相同蛋白浓度，加入 4x SDS-PAGE 上样缓

冲液，混匀后煮沸 5 min，12,000×g 离心 1 min。取等量上清上样进行

SDS-PAGE。用制备的 Ncace2 的多克隆抗体进行 Western 杂交。以β-actin

作为内参，通过比较目的条带灰度，分析带毒与不带毒黑尾叶蝉 AChE

蛋白含量的差异。

5.1.3 数据分析

采用 DPS 软件（唐启义和冯明光，2007）对各处理结果进行统计

分析。其中，两样本平均数比较采用 Student t 检验，多样本平均数比较

采用方差分析及其 Turkey 法检验。

5.2 结果与分析

5.2.1RDV 感染对黑尾叶蝉 AChE 基因转录的影响

感染与未感染 RDV 的黑尾叶蝉 AChE 基因的转录水平如图 5.1 所

示。与健康黑尾叶蝉相比，感染 RDV 的黑尾叶蝉 Ncace1 及 Ncace2 转录

水平均显著升高，其中以雌虫体内 AChE 基因转录水平增加倍数最高，

即 Ncace1 和 Ncace2 在感染 RDV 的黑尾叶蝉雌虫中分别提高 4.57 倍和

9.14 倍。



浙江大学硕士学位论文 第五章 RDV感染对黑尾叶蝉 AChE 表达的影响

68

图 5.1 感染与未感染 RDV 黑尾叶蝉 Ncace1 及 Ncace2 基因转录水平的比较

Fig.5.1 Comparasion with the Ncace1 and Ncace2 transcription level of RDV

infection and uninfection N cincticeps

采用实时荧光定量 PCR 分析黑尾叶蝉取食健康和感染 RDV 水稻不

同时间后 Ncace1 和 Ncace2 基因的转录水平变化（图 5.2-5.3）。取食

RDV 水稻 2d 以后，黑尾叶蝉 Ncace1 和 Ncace2 基因转录水平多比取食

健康水稻的显著较高，其中以 Ncace1 基因转录水平增高幅度相对较高。
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图 5.2 RDV 感染引起黑尾叶蝉 Ncace1 基因转录水平变化的时间动态

Fig.5.2 Time dynamic development of transcription level of Ncace1 gene caused

by RDV infection

图 5.3 RDV 感染引起黑尾叶蝉 Ncace2 基因转录水平变化的时间动态

Fig.5.3 Time dynamic development of transcription level of Ncace2 gene caused

by RDV infection
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5.2.2 RDV 感染对黑尾叶蝉 AChE 蛋白表达的的影响

以β-actin 作为内参，应用 Western 杂交方法测定、比较了带毒与

不带毒黑尾叶蝉 AChE2 蛋白表达水平（图 5.4）。通过比较 Western

杂交条带深浅的灰度值差异，明确感染 RDV 的黑尾叶蝉 AChE2 蛋白

表达水明显比未感染 RDV 的为高。

图 5.4 感染与未感染 RDV 黑尾叶蝉 Ncace2 蛋白表达水平的比较

Fig.5.4 Comparasion with Ncace2 expression level of RDV infection and

non-infection N. cincticeps

5.3 讨论

植物病毒是农田生态系统的重要生态因子，不仅影响寄主植物的产

量和品质等，还能够对其传播介体的生长发育、生物学特性和生态适应

性等造成影响。研究植物病毒与媒介昆虫的相互影响有助于明确二者间

的互作机制，为农业病虫害的防治提供新思路。从进化角度上来看，病

毒对媒介昆虫的直接或者间接影响更倾向于促进植物病毒的流行和扩

散。研究表明，多种植物病毒与媒介昆虫建立互利共生关系，并通过对

媒介昆虫的偏利影响以增强其传播。Jiu 等（2007）发现在番茄黄化曲叶

病毒（TYLCCNV）侵染的普通烟上发育羽化的 B 型烟粉虱雌成虫的产

卵量比对照增加 18 倍，寿命也延长 7 倍。携带南方水稻黑条矮缩病毒

（SRBSDV）的白背飞虱在稻株韧皮部的取食次数显著增加，有利于



浙江大学硕士学位论文 第五章 RDV感染对黑尾叶蝉 AChE 表达的影响

71

SRBSDV 向健康植株的传播与扩散。前期研究表明，感染 RDV 的黑尾

叶蝉发育时间显著延长和产卵量显著增高（梁莉等，2010），并对有机

磷杀虫剂的敏感性显著低于未感染 RDV 的（梁莉，2010）。这说明 RDV

感染促进了黑尾叶蝉的生态适应性。本文研究发现，带毒黑尾叶蝉体内

有机磷靶标酶（AChEs）活性增强可能导致其对有机磷的敏感性显著降

低（见第二章结果）。为此，本章克隆获得黑尾叶蝉 Ncace1 和 Ncace2

基因 cDNA 全长序列并经原核表达获得重组蛋白及其多克隆抗体的基础

上，分析比较了带毒与不带毒叶蝉体内 AChE 基因在转录和翻译水平上

的差异。结果表明，带毒叶蝉 AChE 基因 Ncace1 和 Ncace2 的转录水平

均有显著提高，并进而导致 AChE 蛋白表达量增高。这说明 RDV 感染可

诱导黑尾叶蝉 AChE 基因转录与蛋白表达，而 AChE 数量增多补偿了被

有机磷抑制的活性部分，从而降低了对有机磷的敏感性。有关 RDV 侵

染对黑尾叶蝉 AChE 基因表达的诱导机制至今尚不明了，有待今后进一

步研究。
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第六章 黑尾叶蝉 AChE 基因的真核表达

为探讨 RDV 感染对黑尾叶蝉 AChE 功能的影响，本文在检索

GenBank 获得黑尾叶蝉 AChE 基因序列信息的基础上，克隆得到 Ncace1

和 Ncace2 基因的全长 cDNA 序列，并在大肠菌杆中诱导表达获得重组

原核表达蛋白。由于 AChE 为跨膜蛋白，而且在大肠杆菌表达系统中缺

乏基因翻译后的修饰功能，因此获得的 AChE 重组原核表达蛋白缺少活

性，无法进行酶学功能研究。为此，本章利用以杆状病毒表达载体系统

（Baculovirus expression vector system, BEVS）为基础的 Bac-To-Bac 系

统，构建黑尾叶蝉 AChE 的真核重组表达载体，转染昆虫 sf9 细胞后获

得重组病毒，并能在昆虫细胞中稳定表达黑尾叶蝉 Ncace1 和 Ncace2 基

因。

6.1 材料与方法

6.1.1 主要试剂

试验用真核表达质料载体 pFastBac-HTE 为本所张传溪教授惠赠，含

有 GFP 基因，转染昆虫细胞后在荧光显微镜下能检测到荧光。所用的大

肠菌杆 DH10Bac 菌株和昆虫 Sf9 细胞为本实验室保存，Trans-T1 感受态

细胞购自北京全式金生物技术有限公司。

6.1.2 黑尾叶蝉 AChE 基因的 PCR 扩增

根据黑尾叶蝉 Ncace1 和 Ncace2 基因序列设计真核表达引物（表

6.1）。在引物 5’端添加了 15 个 pFastBac-HTE 酶切位点两端的碱基序列，

通过重组酶识别该段质粒与目的基因共有的碱基序列可实现两者的连

接。引物扩增的为黑尾叶蝉 AChE 基因删去信号肽序列的 ORF。

以克隆获得的黑尾叶蝉 AChE 基因全长 cDNA 为模板，采用高保真
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DNA 聚合酶进行 PCR 扩增。PCR 过程参考第二章 2.1.4.3。PCR 程序：

94℃ , 5 min; (94℃ , 30s; 55℃ , 30 s; 72℃ , 2 min)x30 cycles; 72℃ , 10 min；

4℃， forever。PCR 产物纯化参考第三章 3.1.3。

表 6.1 黑尾叶蝉 AChE 基因真核表达克隆的引物

Table 6.1 Primers used to Eukaryotic expression of Ncace1 and Ncace2

6.1.3 供体质粒的构建

6.1.3.1 pFastBac-HTE 双酶切

将 pFastBac-HTE 空载质粒转入大肠杆菌 Trans-T1 中，大量培养后

抽提质粒，用于双酶切。采用 BamHI 和 Xho I 限制性内切酶对质粒载体

pFastBac-THE 进行双酶切，反应体系如下：

pFastBac-THE 1-5 µg

BamHI 5 μl

Xho I 5 μl

FastDigest Buffer 5 μl

ddH2O Up to 50 μl

37℃孵育 30 min。

酶切产物纯化参照第三章 3.1.3。

6.1.3.2 目的基因与载体连接

用同源重组酶（南京诺唯赞）对目的基因与载体进行连接。反应体

系如下：

基因 引物名称 引物序列

Ncace1
Ncace1-HTE-SP

5’-ctggttccgcgtggatccGCGAGGTTGAGGTTCTCCAC
GTTG-3’

Ncace1-HTE-AP
5’-cttggtaccgcatgcctcgagTTATATCGTCAGCAGCAG
GAGTCCC-3

Ncace2
Ncace2-HTE-SP 5’-ctggttccgcgtggatccGTGTGGCTGTGCC-3’

Ncace2-HTE-AP 5’-cttggtaccgcatgcctcgagTTACGCGACACAGAGC-3’
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5x CEII Buffer 4 μl

线性化载体 50-200 ng

插入片段纯化产物 20-200 ng

ExnaseTM II 2 μl

ddH 2O Up to 20 μl

吹打混匀，切勿震荡，37℃反应 30 min，立即置于冰上 5 min，即

可用于转化或 -20℃保存。

6.1.3.3 连接产物的转化

取 5 μl 连接产物转入到 Trans-T1 感受态细胞中，转化后，菌液涂布

于含有 Amp 的 LB 平板中。过程参考第三章 3.1.3。

6.1.3.4 重组供体质粒的筛选

挑选出白色单菌落，以 pFastbac-F: 5’-TAT TCC GGA TTA TTC ATA

CC， pFastBac-R: 5’-ACA AAT GTG GTA TGG CTG A-3’进行菌落 PCR

验证，过程参考第三章 3.1.3。菌落 PCR 筛选序列与目的条带大小一致

的菌落扩大培养，送上海铂尚公司测序，序列正确的样品抽提质粒，-20℃

保存备用。

6.1.4 重组 Bacmid DNA 的获得

6.1.4.1 供体质粒转化 DH10Bac 感受态细胞中

将经过验证正确的供体质粒转化 DH10Bac 大肠杆菌感受态细胞中。

转化过程参考第三章 3.1.3。热激后 37℃，200 rpm 培养 4h，使细菌复苏。

然后涂布于含 50 μg/ml Kan、7 μg/ml Gentamicin 和 10 μg/ml Tetracycline

的 LB 固体培养基平板上。平板加入 40 µL 20 mg/mL X-gal 和 8 µL 100

mg/mL IPTG 溶液，37℃培养 48h 以上。

6.1.4.2 重组 Bacmid DNA 的筛选与验证

挑选白斑在含 Kan、Genta 和 Tetr 三种抗生素的 LB 培养液中培养，

37℃，300 rpm 培养 5h，用 M13-F：5'-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3'，

M13-R：5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3'作为下游引物进行菌液 PCR
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验证。具体操作参考第三章 3.1.3。根据条带位置判断是否转座成功。将

琼脂糖电泳检测后与目的条带大小一致的菌液送上海铂尚生物公司测

序。

6.1.4.3 重组 Bacmid DNA 提取

将验证转化成功且序列正确的 DH10Bac 菌液扩大培养后，大量抽提

质粒，步骤如下：

(1) 取经测序验证序列正确的 DH10Bac 菌液接入含 50 μg/ml Kana， 7

μg/ml Genta，10 μg/ml tetra 的 20 ml LB 培养液的 50 ml 离心管中，

37℃，300 rpm 培养 5 h。

(2) 12,000x g 离心 1 min 收集菌体。

(3) 去上清，加入 0.5 ml S1 重悬菌体。转移至 2 ml 的离心管中。

(4) 加入 0.5 ml 的 S2，温和上下颠倒 4-6 次直到溶液变得透亮。

(5) 加入 0.7 ml 的 S3，温和上下颠倒 6-8 次，出现白色沉淀。

(6) 12,000×g 离心 10 min。

(7) 将上清转移至新的离心管中，切勿洗到沉淀，每 1 ml 上清加入 0.8 ml

异丙醇。混匀后冰浴 10 min。

(8) 15,000×g 离心 10 min。取上清。每 1 ml 上清加入 0.5 ml 70%乙醇清

洗沉淀。

(9) 15,000×g 离心 5 min，取上清，风干沉淀，不要过分干燥。

(10) 加入适量的无菌水溶解即可得到重组 Bacmid DNA。用 NanoDrop

2000 微量紫外分光光度计测定 DNA 的浓度和纯度，即可用与接下来

的实验或 4℃短期保存，长期保存放于 -20℃，但冻融会对重组 Bacmid

造成伤害，所以应尽量避免反复冻融。

6.1.5 昆虫 Sf9 细胞的转染及重组蛋白表达

6.1.5.1 昆虫 Sf9 细胞的培养及转染

重组 Bacmid 为穿梭质粒，既可以在大肠杆菌中复制，又可以在昆虫

细胞中复制，作为病毒粒子侵染昆虫细胞。细胞培养液为 Sf-900II（美
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国 Invitrogen）。重组 Bacmid 转染 Sf9 细胞步骤如下：

（1） 将处于生长对数期贴壁生长的 Sf9 细胞更换新鲜培养液，悬浮，

使细胞数密度在 4x105 cell/ml。取 2 ml 加入六孔板中，每孔约加

入 8x10 5 个 Sf9 细胞。

（2） 将 8 μl Mix CellfectinII Reagent 与 100 μl 无血清的培养液进行混

合，轻轻吹打，在室温孵育 30 min;

（3） 将 1 µg 重组的 Ncace1/Bacmid 及 Ncace1/Bacmid DNA 与 100 μl 无

血清的培养液进行混合。以 GFP/Bacmid 作为对照。

（4） 将稀释了的重组 Bacmid DNA和稀释了的Mix CellfectinII Reagent

的培养基轻轻混合，在室温下孵育育 15 min。

（5） 步骤（4）中混合液滴到步骤（1）中的细胞中，27°C 培养 2-3 天。

观察病毒的侵染情况。观察细胞荧光量，细胞形态。

6.1.5.2 P1 病毒株的提取与扩增

侵染 2-3 天后，细胞会产生荧光，通过观察荧光，判断重组蛋白的

表达。将 6 孔板中的细胞重新悬浮，转移到 1.5 ml 的离心管中，500×g

离心 5 min。将上清转移至新的离心管中，上清就是 P1 病毒株。一部分

放 4°C 避光保存，一部分用于扩增。P1 病毒是低滴度株，需要将其继续

侵染，产生高滴度的 P2 病毒株。将 P1 病毒株加入到对数生长期的 Sf9

细胞中，培养 2-3 天，收集病毒株即可得到，经过多次侵染，可得到大

量含有病毒粒子的培养基。

6.1.5.3 重组蛋白的大量表达

在培养瓶中贴壁培养 100 ml 生长对数期的 Sf9 细胞，然后在细胞中

加入含有病毒粒子的培养基，在 27°C 培养箱中培养 72 h。然后将培养

细胞转移 50 ml 离心管中，500×g 离心 5 min，收集细胞。

6.1.5.4 重组蛋白的提取

将离心收集的细胞用与培养液等体积的 PBS 清洗，重悬浮细胞，用

枪头吹打混匀。800x g 离心 5 min。重复清洗 3 次。按每 5x10 6-2x107 个

细 胞 加 入 1 ml I-PERTM Insect Cell Protein Extraction Reagent（ 美 国
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Thermo），用枪头吹打混匀，漩涡震荡 5 s，冰上孵育 10 min，4℃，15,000

×g 离心 15 min。将上清转移至新离心管中，保留沉淀备用。

6.1.6 蛋白纯化

使用 ProteinIso tm Ni-NTA Resin（北京全氏金）对提取的蛋白进行纯

化。具体操作步骤包括：

（1）装柱：悬浮介质，根据待纯化的蛋白量，将适量的介质加入层析柱

内静置 5 min。

（2）平衡：用 5~10 倍柱体积的平衡缓冲液平衡层析柱。为了提高特异

性结合，平衡缓冲液中可加入低浓度的咪唑（10-20 mM）。

（3）上样：样品缓冲液应尽可能与平衡缓冲液一致。为了避免层析柱堵

塞，样品应经离心或微滤处理（0.45 µM）。

（4）洗涤：用 5~10 倍柱体积的平衡缓冲液洗涤层析柱（80-100 mM 咪

唑），收集流出液。

（5）洗脱：不同浓度的咪唑洗脱目的蛋白。平衡液配制不同浓度的咪唑，

进行梯度洗脱。

6.1.7 蛋白浓缩

为了去除高浓度咪唑，减少对后续实验的影响，获得高浓度的蛋白，

使用 For Concentration and Purification of Biological Solutions Centrifugal

Filter Units（美国 Thermo）对纯化的蛋白进行浓缩，步骤如下：

（1）将纯化的蛋白样品分批加入超滤管中，8,000x g 离心 20 min；

（2）在样品离心完后加入 2 ml PBS 缓冲液，8,000x g 离心 20 min；

（3）重复步骤 2 两次；

（4）超滤管中最后剩下的溶液即为浓缩后的蛋白，吸取至无菌的 1.5 ml

离心管中，测定蛋白浓度。
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6.1.8 重组蛋白的 SDS-PAGE 和 Western blot 检测

将提取的重组蛋白进行 SDS-PAGE 检测。用制备的多克隆抗体及

His-tag 抗体进行 Western blot 检测，具体操作程参考第四章 4.1.5。

6.2 结果与分析

6.2.1 供体质粒的构建

用添加了 15 个 pFastBac-HTE 载体酶切位点片段的引物，以 Ncace1

和 Ncace2 原核表达重组质粒为模板进行 PCR 扩增，经琼脂糖凝胶电泳

检测，Ncace1 和 Ncace2 均在 2,000 bp 左右有单一条带，与目的基因大

小相符（图 6.1）。将 PCR 产物与经限制性内切酶 BamHI 和 Xhol I 双酶

切后的 pFastBac-HTE 载体用重组酶连接，转入大肠杆菌 Trans-T1 感受

态细胞中，经菌落 PCR 验证筛选出阳性克隆，送上海铂尚公司测序，序

列 拼 接 正 确 ， 说 明 供 体 质 粒 构 建 成 功 ， 命 名 为 Ncace1/pFast 和

Ncace2/pFast。

6.2.2 重组 Bacmid 的构建

将重组的供体质粒转入大肠杆菌 DH10Bac 中，挑出白斑，用根据

Bacmid 上的 M13 序列设计的引物及供体质粒的引物 pFastBac F/R 进行

菌落 PCR 验证。可以确定供体质粒与 Bacmid 是否发生双交换。琼脂糖

凝胶电泳结果显示，条带大小约 5,000 bp（图 6.2），与预期相符（目的

基因约 2,000 bp + Egfp 732 bp +杆状病毒 2,430 bp）。这说明目的基因

成功转入杆状病毒载体中。
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图 6.1 Ncace1 及 Ncace2 基因的 PCR 扩增

Fig.6.1 PCR amplification of Ncace1 and Ncace2 gene

M：DNA 分子量标准；泳道 1：Ncace1 PCR 扩增的目的片段；泳道 2：Ncace2 PCR 扩增的目

的片段

M: DNA molecular weight marker; Lane1: PCR amplif icat ion of Ncace1 gene target fragment;

Lane2: PCR amplif icat ion of Ncace2 gene target fragment

图 6.2 重组 Ncace1 及 Ncace2 Bacmid 菌液 PCR 鉴定

Fig.6.2 Characterization of recombinant Ncace1 and Ncace2 Bacmid by PCR

M：DNA 分子量标准；泳道 1：Ncace1/Bacmid 菌液 PCR 扩增产物；

泳道 2：Ncace2/Bacmid 菌液 PCR 扩增产物
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M: DNA molecular weight marker; Lane1: PCR products of recombinant of Ncace1/Bacmid

fragment; Lane2: PCR products of recombinant of Ncace2/Bacmid fragment

图 6.3 P1 病毒株：重组病毒感染 Sf9 细胞

Fig.6.3 P1 viruses: recombinant viruses infection Sf9 cells

（A）重组 GFP/Bacmid 感染 Sf9 细胞；（B）重组 Ncace1/Bacmid 感染 Sf9 细胞；（C）重组

Ncace2/Bacmid 感染 Sf9 细胞

(A) Recombinant GFP/Bacmid infects Sf9 cells ; (B) Recombinant Ncace1/Bacmid infects Sf9 cell ;

(C) Recombinant Ncace2/Bacmid infects Sf9 cel ls

图 6.4 重组病毒的蛋白表达

Fig.6.4 Protein expression of recombinant viruses

（A）重组病毒 GFP/Bacmid 的表达；（B）重组病毒 Ncace1/Bacmid 的表达；（B）重组病

毒 Ncace1/Bacmid 的表达

(A） Protein expression of recombinant viruses GFP/Bacmid;

(B） Protein expression of recombinant viruses Ncace1/Bacmid; (B)Protein expression of

recombinant viruses Ncace2/Bacmid
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6.2.3 昆虫 Sf9 细胞的转染及重组蛋白的表达

将提取的重组 Bacmid DNA 转染到昆虫 Sf9 细胞中，培养 2-3 天，

在荧光显微镜下可以看到荧光，不过显示荧光的细胞比较少（图 6.3），

收集细胞，离心，上清即为 P1 代病毒株，以 P1 代病毒继续感染大体积

昆虫 Sf9 细胞，培养 2-3 天，大量细胞出现荧光。这说明重组蛋白在昆

虫细胞中大量表达（图 6.4）。

6.2.4 重组蛋白的纯化和检测

将大量表达重组蛋白的 Sf9 昆虫细胞离心收集，用 I-PERTM Insect

Cell Protein Extraction Reagent 破碎细胞，离心后发现，重组 Ncace1 及

Ncace2 蛋白沉淀为绿色，表达的重组蛋白主要在沉淀中，而作为对照的

GFP重组蛋白主要在上清中。以沉淀为样品进行 SDS-PAGE，并用 His-tag

抗体 (图 6.5)和第三章中制备的 Ncace1 和 Ncace2 多克隆抗体（图 6.6）

进行 Western blot 检测。发现用 His-tag 抗体杂交，GFP、Ncace1 及 Ncace2

均有单一条带，GFP 大小在 26 kD 左右，重组 Ncace1 及 Ncace2 蛋白在

100 kD 左右，与目的蛋白大小相符。用 Ncace2 抗体杂交，可以看到仅

Ncace2 重组蛋白有特异条带。证明 Ncace1 及 Ncace2 基因在 Sf9 细胞中

成功表达。
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图 6.5 His-tag 抗体检测重组蛋白表达

Fig 6.5 Characterization of protein expression of recombinant viruses by

anti-his-tag antibody

M：蛋白标准分子量； 1：未感染的 Sf9 细胞； 2：GFP 表达产物； 3：Ncace1 表达产物

4：Ncace2 表达产物

M: Standard protein marker; 1: Sf9 cells uninfected Bacmid; 2: Sample from Sf9 cells infected

with GFP/Bacmid; 3: Sample from Sf9 cells infected with Ncace1/Bacmid; 4: Sample from Sf9

cells infected with Ncace2/Bacmid

图 6.6 Ncace2 抗体检测重组蛋白表达

Fig.6.6 Characterization of protein expression of recombinant viruses by

anti-his-tag antibody

M：蛋白标准分子量； 1：未感染的 Sf9 细胞； 2：GFP 表达产物； 3：Ncace1 表达产物； 4：

Ncace2 表达产物

M: Standard protein marker; 1: Sf9 cells uninfected Bacmid; 2: Sample from Sf9 cells infected

with GFP/Bacmid; 3: Sample from Sf9 cells infected with Ncace1/Bacmid;4 Sample from Sf9

cells infected with Ncace2/Bacmid
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6.3 讨论

杆状病毒表达载体系统是一种高效产生大量重组蛋白，而且保持重

组蛋白活性的蛋白表达系统，其杆状病毒中含有的多角体蛋白启动子

（Polyhedrin promoter）为强启动子，能使外源基因大量表达。Sf9 细胞

还能对重组外源基因产生蛋白进行翻译后加工，包括磷酸化、糖基化、

去信号肽、多聚体组合等。因此用此系统表达的蛋白能有天然构象，具

有生物活性。pFastBac-HTE 供体质粒中含有 GFP 标签，因此可以直接

观察荧光来检测重组蛋白是否表达。

AChE 有多种分子型，最早报道的黑腹果蝇 AChE 的为双聚体蛋白，

由两个亚基组成。本研究以 pFastBac-THE 为供体质粒，Sf9 昆虫细胞为

表达细胞，表达重组 Ncace1 及 Ncace2 基因，均得到的大量重组表达蛋

白。但是重组蛋白主要以沉淀方式存在，且并未检测到 AChE 活性。原

因可能是 Ncace1 及 Ncace2 基因的 C 端均有疏水序列，容易与膜结合而

不容易溶解；另外 GFP 标签可能对重组蛋白的翻译后加工有一定的影

响。还需进一步研究，为黑尾叶蝉 AChE 的研究打下基础。
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总结

I. 研究结果

为探讨黑尾叶蝉感染 RDV 后对有机磷杀虫剂的敏感性显著降低的

机制，本文在测定比较了感染与未感染 RDV 黑尾叶蝉体内解毒酶与靶

标酶活性差异的基础上，克隆获得了有机磷杀虫剂靶标—乙酰胆碱酯酶

（Acetylcholinesterases，AChEs）全长基因，进而分析了黑尾叶蝉感染

RDV 后 AChE 基因的表达水平差异。主要结果包括：（1）比较了感染

与未感染 RDV 黑尾叶蝉体内解毒酶与靶标乙酰胆碱酯酶活性差异，发

现黑尾叶蝉感染 RDV 后代谢解毒酶 P450、Ests 和 GSTs 等的活性无显著

性变化，而 AChEs 活性则显著增高。（2）克隆获得了黑尾叶蝉 Ncace1

及 Ncace2 基因全长 cDNA 序列，并分析了这 2 条基因的序列特点、系统

进化树和在叶蝉体内的时空表达分布特征。（3）在大肠杆菌中重组表达

了黑尾叶蝉 Ncace1 及 Ncace2 基因，并制备了相应的多克隆抗体。（4）

利用实时荧光定量 PCR 和 Western 杂交技术分析了感染与未感染 RDV

黑尾叶蝉 Ncace1 及 Ncace2 基因转录及翻译水平的差异变化。黑尾叶蝉

感染 RDV 后，Ncace1 和 Ncace2 基因转录水平及翻译水平显著增高。（5）

采用 Bac-to-Bac 系统在昆虫 Sf9 细胞中表达获得了黑尾叶蝉 Ncace1 及

Ncace2 重组蛋白。

II. 本论文的创新之处

（1）目前，有关植物病毒与媒介昆虫互作关系的研究主要集中传毒

（识别）机制和传毒效率及其影响因素等方面，有关病毒在媒介昆虫体

内的增殖、转运以及病毒对媒介昆虫生物学、生理学影响及其互作机制

等方面尚乏研究。本文在发现 RDV 侵染可引起黑尾叶蝉对有机磷敏感

性显著降低的基础上，率先开展 RDV 侵染对黑尾叶蝉 AChE 基因表达水
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平的影响研究，明确了 RDV 侵染诱导黑尾叶蝉 AChE 基因转录及翻译水

平增强是导致其对有机磷敏感性降低的主要原因。

（2）明确了黑尾叶蝉 Ncace1 及 Ncace2 基因的序列特征及不同昆虫

间的系统进化关系。同时，制备获得了黑尾叶蝉 Ncace1 及 Ncace2 基因

的多克隆抗体。本文结果不仅为促进 RDV 与黑尾叶蝉以及水稻之间的

互作机制研究提供基础，而且还为昆虫 AChE 深入研究提供了有益补充。

III. 不足之处及今后的研究方向

（1）未能获得黑尾叶蝉 AChE 的活性重组蛋白，以明确黑尾叶蝉

AChE 的酶学特征。今后需继续通过 AChE 抗体分离提纯黑尾叶蝉体内

的 AChE 蛋白，以进一步研究与 RDV 的互作机制。

（2）本文研究了 RDV 对黑尾叶蝉 AChE 的影响，但未能深入探讨

RDV 对 AChE 基因表达的诱导机理。今后可继续 RDV 侵染引起黑尾叶

蝉 AChE 的分子机制。
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