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前言

二化螟Chilo suppressalis(Walker)属鳞翅目(Lepidoptera)、螟蛾科(Crambidae)，

是水稻上的重要害虫。二化螟以幼虫蛀食水稻叶鞘和茎秆而造成枯鞘、枯心和白穗，

并具有寄主范围广(包括水稻、玉米、甘蔗、蚕豆、茭白、油菜、高粱和小麦等)、

越冬场所复杂和转株为害等特点。二化螟的发生与为害严重影n向我国水稻的优质、

高产和稳产，尤其在我国南方稻区常因其连年爆发而造成巨大的粮食和经济损失。

长期以来，生产上对二化螟的防治一直主要以化学防治为主。各类杀虫剂如有机氯、

有机磷、沙蚕毒素、大环内酯类、苯基吡唑类和二酰胺类等轮番用于二化螟防治，

但是大量、单一、持续地不合理用药，导致二化螟极易产生田间抗性，直接影响化

学防治效果，使得水稻螟害问题一直得不到解决。

二化螟具有较强的适应能力，特别是对各类杀虫剂均能产生不同水平抗性。这

与其生物学习性和生理学特性密切相关。目前，公认的昆虫抗药性机制主要包括药

剂解毒代谢能力增强、靶标敏感性降低和药剂表皮穿透率下降等。其中，涉及药剂

解毒的主要代谢酶有酯酶、多功能氧化酶(细胞色素P450)和谷胱甘肽S．转移酶

等。这些代谢酶广泛分布于生物体内，主要分解内源或外源有毒物质；或者通过与

有毒物质结合而隔离保护其作用标靶(唐振华，1982)。杀虫剂的作用靶标因药剂

种类而异，其中包括乙酰胆碱酯酶作为有机磷与氨基甲酸酯的靶标，属代谢水解酶，

主要参与胆碱能神经递质传递、神经发育与再生等。二化螟对不同杀虫剂产生的抗

性机制不尽相同。如对杀螟硫磷抗性涉及羧酸酯酶活性增强(Konno等，1998)；

对甲胺磷和三唑磷等抗性与多功能氧化酶活性增高及AChE靶标敏感性降低有关

(Qu等，2003；彭宇等，2001；韩招久等，2003；黄诚华等，2005；Jiang等，

2009)；对杀虫单抗性主要与多功能氧化酶活性升高有关(韩招久等，2003)。

在各类代谢酶中，酯酶是能水解内源和外源酯类化合物的所有酶的通称。酯酶

广泛分布于动物、植物和微生物中，其活性中心含有丝氨酸保守位点，能够促进酯

键的断裂与形成(Bomscheuer，2002)。根据底物特异性与序列相似性，昆虫酯

酶可分为c【一酯酶、D．酯酶、乙酰胆碱酯酶、保幼激素酯酶、gliotactins、神经连接

蛋白、神经趋化蛋白和glutactin等8个亚家族。大多数具有催化活性的酯酶来自前
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4个亚家族(Ranson et a1．，2002)，而后4个亚家族一般被认为没有催化活性，主

要与神经活动有关(Oakeshott et a1．，2005)。酯酶在异源物代谢、信息素降解、

生长发育和生殖调控以及神经形成等方面具有重要作用(Yu et a1．，2009)。其通

过基因扩增、表达上调及氨基酸突变来实现酶活性提高或对底物不敏感(Li et a1．，

2007)，导致杀虫剂的代谢抗性与靶标抗性(周斌芬等，2008)；并通过对保幼激

素及神经递质乙酰胆碱的代谢降解(Taylor and Radic，1994；Riddiford et a1．，

2003)，从而调节昆虫生长发育、生殖和神经活动等。研究表明，每种昆虫体内通

常含有30～60种不同的酯酶同工酶，其中约3／4的酯酶同工酶具有催化活性

(Oakeshott等，2005)。Coppin等(2012)对铜绿蝇E3酯酶采用定向突变进化技

术筛选获得对拟除虫菊酯降解活性提高100倍以上的突变体。此外，乙酰胆碱酯酶

作为有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的作用靶标而被应用于环境中农药残留的检测，

具有前处理简便、检测时间短、所需设备简单和适于现场测定等优点。因此，抗药

性害虫体内的酯酶不仅可作为作用靶标开发新型高效“环境友好型”药剂，还可为环

境中农药污染指示以及生物修复提供丰富酶源。其中，筛选、克隆害虫体内高效酯

酶基因，并离体表达获得大量活性重组酶蛋白是实现昆虫酯酶开发与应用的技术关

键。

为此，本论文以重要的水稻鳞翅目害虫——二化螟为研究对象，在前期就二化

螟酯酶同工酶组成及其基因种类鉴定的研究结果基础上，对二化螟酯酶基因

CsCaE026进行了克隆与表达，希以为深入理解酯酶在二化螟田间多种抗性机制共

存下的作用机理提供理论基础，为害虫田间抗性监测与治理、新型高效“环境友好

型”药剂创制与开发以及农药残留环境监测和控制提供候选基因资源和技术基础。
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中文摘要

二化螟是我国水稻上重要的钻蛀性害虫之一，可造成枯心和白穗等为害症状，

进而导致严重的产量与经济损失。二化螟体内具有丰富的酯酶同工酶，并与其杀虫

剂抗性密切相关。发掘二化螟酯酶基因资源，可以为害虫田间抗性监测与治理、新

型高效“环境友好型”药剂创制与开发以及农药残留环境监测和控制提供基础。本论

文就二化螟酯酶基因CsCaE026进行克隆和表达研究，获得以下主要结果：

1二化螟酯酶基因CsCaE026的克隆和序列分析

克隆获得二化螟酯酶基因CsCaE026的全长cDNA序列，其开放阅读框为

1,671bp，编码557个氨基酸，预测分子量63．66kD，等电点为5．86。预测编码蛋白

N．端前16个氨基酸为信号肽序列，且含有a／13一酯酶家族特征基序Gly．X．Ser．X．Gly

和催化三聚体(Ser207、Glu339和His453)等保守结构域以及二硫键结合位点

(Cys82和Cysl03)等。CsCaE026基因属a．酯酶亚家族。

2二化螟酯酶基因CsCaE026的原核表达分析

构建获得CsCaE026基因重组表达载体，并在大肠杆菌Rosetta菌株中诱导表

达。重组表达产物分子量为70kD，且形成包涵体，未能检测到酯酶活性。提取、

纯化重组表达蛋白，并制备获得多克隆抗体。Western杂交结果证实，．二化螟

CsCaE026基因在大肠杆菌中成功表达。

3二化螟瞎酶基因CsCaE026的时空表达特征分析

分别采用实时荧光定量PCR技术和蛋白Western杂交技术，分析二化螟

CsCaE026基因在转录与翻译水平的时空表达分布。明确DC口E∞6基因在二化螟

幼虫的中肠中高水平特异性表达。

4二化螟瞎霹基因CsCaE026的真核表达分析

构建获得CsCaE026基因重组杆状病毒，并在昆虫Sf9细胞中进行表达。重组

表达产物分子量为90kD。Western杂交结果证实，二化螟CsCaE026基因在昆虫细

胞中成表达。

关键词：二化螟；酯酶；基因克隆；原核表达；多克隆抗体；时空分布；Bac．to．

Bac系统；真核表达
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Abstract

The striped stem borer,Chilo suppressalis(Walker)，is a major pest for rice

production in China，which causes deadheads and whiteheads and leads to yield loss．The

esterase isozymes are relatively abundant in C suppressalis and associated with the

resista皿ce to chemical insecticides．To explore esterase genes in C．suppressalis Can

provide the basis for monitoring and management of the resistance to insecticides in the

fields．development of new efficient environmentally—friendly insecticides，and

monitoring and control ofpesticide residues in the environment．In this thesis，molecular

cloning and expression analysis of an esterase gene，CsCaE026 from C suppressalis are

condl】cted．The main results are summarized as follows：

1．MoIecular cloning and sequence analysis ofC suppressalis CsCaE026 gene

The如11．1ength sequence of the esterase gene，CsCaE026 was cloned from C·

．suppressntis。Which open reading frame(ORE)was 1,671 bp and coded 557 amino。acid

residues．with apredicted molecular mass of 63．66 kDa and a calculated isoelectric point

of 5．86．A signal peptide of 1 6 amino acids，conserved domains of a／13-esterase family

like Gly-x-Ser-x．Gly motifand the catalytic triad(Serl 99．Glu323 and His453)，and two

sites氨Dr disulfide bond formation(Cys82 and Cysl03)were predicted in the deduced

protein sequence of CsCaE026．It was suggested that CsCaE026 gene belongs to the

subfamily of cc．esterase．

2．Prokaryotic expression of C suppressalis CsCaE026 gene

The Rosetta strain of Escherichia coli with recombinant plasmid of CsCaE026 gene was

induIced and expressed as inclusion body．Its molecular weight Was about 70KD．

However．the esterase activity of the recombinant protein has not been detected．The

polyclonal antibody of the recombinant protein Was prepared．The result of Western

bloting confirmed that the CsCaE026 gene was expressed successfully in E．coli．

3．Temporal and spatial expression patterns of C suppressalis CsCaE026 gene

V
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The temporal and spatial expression patterns of CsCaE026 gene at both transcriptional

level and translational level in C suppressalis were analyzed by real-time quantitative

PCR and protein western bloting．The CsCaE026 gene was expressed at high level in the

midgut of C suppressalis larvae．

4．Eukaryotic expression of of C suppressalis CsCaE026 gene

A recombinant baculovirus carrying the CsCaE026 gene was constructed using Bac·-to·-

Bac expression system and then used to transduce Sf9 cells．The molecular weight of

recombinant expression product was about 90KD．The Western·bloting result showed

that the gene was successfully expressed in Sf9 cells。

Key words：Chilo suppressalis；Esterase；Gene cloning；Prokaryotic expression；

Polyclonal antibody；Temporal and spatial expression pattems；Bac··to·。

Bac expression system；Eukaryotic expression
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第一章二化螟及其抗药性的研究现状

二化螟Chilo suppressalis(Walker)，属于鳞翅目，螟蛾科，是我国水稻上重

要的钻蛀性害虫之一。它除了为害水稻外，还为害茭白、荸荠、油菜和生姜等多种

作物。其广泛分布于亚欧大陆多个国家。具有越冬场所多、转株危害等特点。随着

气温升高，我国水稻品种和耕作制度等改变，二化螟种群数量显著上升。以二化螟

为主的水稻螟虫成为继20世纪80年代稻飞虱、90年代棉铃虫之后又一严重威胁

国计民生的重大害虫。目前，我国水稻二化螟防治主要依靠化学防治，但由于药剂

长期、连续等不合理的使用，导致二化螟的抗药性明显上升，从而导致防治成本逐

渐提高，用药量加大，环境污染进一步加剧。因此开展二化螟抗药性机理及其治理

研究具有重要的意义。

1二化螟的发生与危害

二化螟是世界水稻种植区为害颇具破坏性和持续性的重要害虫，造成稻株枯鞘、

枯心和白穗等多种症状(Cheng et a1．，2010)。二代螟以幼虫为害水稻，症状因水

稻不同生育期而异。在水稻分蘖期，初龄幼虫先是群集为害叶鞘，造成枯鞘；二龄

末期以后逐渐分散蛀食心叶，造成“枯心”苗。在水稻孕穗期，幼虫蛀食稻茎，造成

枯孕穗。当水稻抽穗到扬花期，幼虫咬断穗颈，造成白穗。在灌浆到乳熟期，三龄

以上幼虫转株为害，造成虫伤株。虫伤株的外表与健康株差别不大，表现为米质差，

谷粒轻；当幼虫蛀入稻茎后，茎内组织全部被蛀空，仅剩下一层表皮，遇风吹折，

易造成倒伏。这种被害株秕谷多，颜色灰枯，形成半枯穗。

二化螟的发生情况与作物营养、气候、水稻品种和栽培制度等都有一定的关系，

比如茭白的营养条件比水稻丰富，故以茭白为食料的二化螟发育快，发生期要比水

稻来得早，甚至可能会增加一个世代。在水稻中，杂交水稻的营养条件较好，其老

熟幼虫和蛹比常规稻上的要大。双季稻区，由于水稻生育期相对较整齐，蚁螟盛孵

期与其侵入水稻的有利生育期吻合程度不多，Z-化螟发生程度相对较轻，往往只是

早稻发生稍重(一代二化螟)，而双晚稻较轻(三代二化螟)。上年暖冬或当年春
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季温湿度较佳，则导致幼虫死亡率低，发生期提前，虫口基数高，危害重；若上年

冬季寒冷且本年春季低温多雨，其幼虫死亡率较高，则发生期推迟，发生程度相对

较轻。在单、双季稻混栽地区，二化螟由于存在单季稻的“桥梁田”作用而极易在晚

稻上严重发生。

二化螟在亚洲主要分布于中国、日本、朝鲜、菲律宾、泰国和越南等国家，在

欧洲广泛分布于法国、英国和西班牙等。在欧洲的法国和西班牙，二化螟为害水稻

造成的损失达15-20％(Breitler et a1．，2000)。在中国，二化螟在湖南、湖北、四

川、浙江、江西、江苏、安徽、福建、陕西、河南及云贵高原都有广泛分布，其中

常年在长江流域严重发生(盛承发等，2003)。湖南省，1996．1998年在汉寿县、

1995年在遥田、新市和高炉三地，因螟虫为害而导致整田倒伏，为历史之罕见。

2二化螟抗药性现状

1957年，世界卫生组织(WHO)对害虫的抗药性定义为昆虫对能杀死正常种

群大部分个体药量所具有的耐受能力，并在种群中逐渐发展的现象。换句话说，由

于长期单一的使用某种药剂后，害虫对该药剂的耐药力较原来正常情况下有明显增

加的现象，其特点是这种由使用药剂而增加的抗药性是可以遗传的。杀虫剂的选择

作用在抗性发展的过程中起了决定性的作用，药剂的选择使害虫群体中的敏感基因

逐渐丧失，抗药基因逐渐聚集，当这种选择达到一定水平时(抗药性个体约为

80％)，便导致了害虫抗药性的产生。

二化螟抗药性最早在日本被报道。早在1962年，Ozaki就发现日本香川二化

螟已经对对硫磷产生抗性。我国从1984年开始对二化螟的抗药性展开调查。1992

年之前，除少数地区二化螟种群对敌百虫、杀螟松、甲基对硫磷及甲胺磷等有较低

水平的抗性外，并未发现对主要防治药剂杀虫单产生明显抗性(王强等，1987)。

但是，自20世纪90年代中期以后，各地关于二化螟对甲胺磷和杀虫单等产生抗性

的报道层出不穷。二化螟对三唑磷产生抗性的情况在各地也不断出现，甚至二化螟

对药剂锐劲特、毒死蜱、阿维菌素、氟虫腈和拟除虫菊酯类等杀虫剂也产生了不同

程度的抗性。
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3二化螟抗药性机理

随着害虫抗药性的不断发展，对引起杀虫剂抗性机制问题的研究也受到了越来

越多的关注。从最初的关于对几个重要解毒酶的研究，到利用早期的分子生物学技

术手段对抗性基因进行克隆和表达，再到进入基因组学时代，借助于日新月异的现

代生物技术手段和平台，有关害虫抗药性的研究愈来愈深入。害虫对杀虫剂的抗性

机理主要包括两种：代谢抗性(metabolic resistance)即对杀虫剂解毒作用的增强

和靶标抗性(target site resistance)即杀虫剂作用的靶标部位的敏感性降低(周斌

芬等，2008)。

关于二化螟对杀虫剂的抗性机理的报道并不多。研究表明二化螟对杀螟硫磷的

抗性受多方面因子控制，主要有： (1)多功能氧化酶(MFO)O．脱甲基活力增强；

(2)羧酸酯酶活性增强； (3)乙酰胆碱酯酶(ACHE)敏感度降低(韩启发等，

1995；李秀峰等，2001)二化螟对马拉硫磷的抗药性由两个以上等位基因所控制，

酯酶活性增高及乙酰胆碱酯酶抑制率降低是两个主要原因。

由此可见，解毒酶系在二化螟的抗药性中发挥了重要作用。在二化螟对某一种

杀虫剂产生抗性后，可选用适当的增效剂增强药剂的毒力。

4二化螟抗药性治理

长期大量、单一使用同一种药剂极易导致二化螟产生抗药性。为治理二化螟抗

药性，首先必须加强对二化螟抗药性的监测和预警，提出并建立有效的抗性治理策

略与治理体系。

加强对二化螟抗药性的监测和预警可以从以下几个方面出发： (1)科学合理

轮换使用不同类型化学农药，限制使用己经产生抗性的杀虫剂，并尽量使用作用机

制不同、无交互抗性的药剂，开发和利用对二化螟高效的新型杀虫剂。 (2)加强

对二化螟种群抗药性的监测，包括其抗性水平检测与抗性风险评估。 (3)深入研

究与抗性有关的代谢酶及靶标的分子机制，为开发抗性快速检测技术以及高效新型

农药奠定基础。

二化螟的综合治理除了之前提到的正确的化学防治外，还应包括农业防治、物

理防治、生物防治和抗性品种选育等各种防治措施的综合应用。 (1)农业防治。
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冬季及时处理茭白遗株，清除田块周围的杂草，处理单、双晚稻草以压低越冬代虫

源；春季深耕灌水以消灭越冬代老熟幼虫和蛹；调整栽培制度以创造不利于二化螟

生存的环境条件。 (2)生物防治。使用生防菌(如苏云金杆菌、白僵菌等)防治

二化螟；保护天敌和水生动物，在卵期释放赤眼峰和黑卵蜂等寄生蜂以抑制二化螟

发生与危害。 (3)物理防治。通过灯诱法或信息素诱杀螟蛾以减少螟虫发生(姜

卫华， 201 1)。 (4)种植抗性品种。通过选育水稻抗性品种，或采用现代遗传工

程技术培育高抗二化螟的转基因抗虫水稻等。

5展望

二化螟是重要的水稻害虫，直接影响水稻优质、高产和稳产。随着化学农药的

大量使用，二化螟对一些常用农药已产生抗性。二化螟抗性产生的原因很复杂，因

此，深入研究其抗药性机理、研发高效安全新型农药以有效防控二化螟颇为重要。
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第二章昆虫羧酸酯酶的研究进展

羧酸酯酶(Carboxylesterase)是一个多功能超家族酶系，广泛存在于昆虫、哺

乳动物、植物和微生物等生物中。羧酸酯酶能有效水解羧酸酯类产生相应的酸类和

醇类，其活性中心为Ser．His．Glu三联体，属丝氨酸酶(Cygler et a1．，1993)

(Wheelock et a1．，2008)。

l昆虫羧酸磅酶基因家族的命名和分类

羧酸酯酶是能水解羧酸酯的酶的总称。由于这类酶的底物有重叠，所以分类存

在困难(Heymann and Jakoby，1980)。目前，公认的酯酶分类命名采用的是

Aldfidge分类系统(Aldfidge，1953)。根据Aldndge的分类，酯酶中对有机磷敏

感且能被有机磷抑制的称为B类酯酶；能耐受有机磷且能将其作为底物进行水解

的称为A类酯酶；既不被有机磷抑制，又不能水解有机磷的称为C类酯酶。其中

有些A类酯酶能通过活性位点上乙酰化的半胱氨酸水解有机磷，因此这些酶被通

称为磷酸酯酶(EC 3．1．8)，而羧酸酯酶(EC 3．1．1．1)主要属于B类酯酶(Reiner，

1993；Walker，1993)。这些酶都有一个丝氨酸残基活性位点，因此B类酯酶和

丝氨酸水解酶属于相同类型。

此外，根据底物的特异性和序列的相似性，羧酸酯酶基因通常可分为8个亚家

族：伍．酯酶、p．酯酶、乙酰胆碱酯酶、保幼激素酯酶、神经趋化蛋白，神经连接蛋

白，胶质接触蛋白和glutactin等(Sharakhova et a1．，2002)。根据功能不同，可以

将8个亚家族分为三大类，即神经发育相关、胞内催化和蛋白分泌催化。通过进化

分析表明，保幼激素酯酶、Ⅱ．酯酶和B．酯酶亚家族形成原始分支，羧酸酯酶大多数

的催化功能都与这3种酶有关(Shamkhova et a1．，2002)(Oakeshott et a1．，2005 o

随着生物信息学的快速发展，一些昆虫的转录组或基因组得到了解析。羧酸酯

酶基因家族也随之得到了广泛的认识。例如，黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)

中已鉴定出35个羧酸酯酶基因，意大利蜜蜂(Apis mellifera)24个(Claudianos et

a1．，2006)、丽蝇蛹集金小蜂(Nasonia vitripennis)41个(Oakeshott et a1．，

6
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2010)、冈比亚按蚊(Anopheles gambiae)51个(Sharakhova et a1．，2002)、桃

蚜(Myzus persicae)22个(Ramsey el a1．，2010)、豌豆蚜(Acyrthosiphon pisum)

28个(Tsubota and Shiotsuki，2010)、赤拟谷盗(TriboBum castaneum)49个

(Richards et a1．，2008)和小菜蛾(Plutella xylostella)64个等。

2昆虫羧酸酯酶的功能

羧酸酯酶作为昆虫体内重要的解毒酶，广泛分布于头部、中肠、触角、马氏管

等各组织中，其功能也十分多样，主要包括外源物的解毒，信息素或激素的降解，

以及参与神经形成及发育调节等(Satoh and Hosokawa，2006)。

外源物主要包括植物产生的有毒次生代谢物和人类合成的杀虫剂。昆虫对农药

的抗性就是对外源物抗性的一种表现，外源物的抗性主要包括对靶标位点敏感度的

降低和解毒酶类代谢能力的提高。靶标位点敏感度下降主要是由于有限范围的核苷

酸变化引起的，而解毒酶类代谢能力的提高则包括基因扩增、基因过量表达和编码

序列突变等(Li et a1．，2007)。其中羧酸酯酶作为三大外源物解毒酶之一

(Hemingway et a1．，2004)就是通过上述解毒方式增加昆虫对农药如有机磷、氨

基甲酸酯和拟除虫菊酯等以及植物有毒次生代谢物的耐受性(Yan et a1．，2009)

(Coppin el a1．，2012)。昆虫通过羧酸酯酶基因扩增来增强对杀虫剂的抗药性已有报

道。如桃蚜羧酸酯酶E4和FE4通过基因扩增使蛋白过量产生，从而增强对一些农

药的隔离和降解作用(Blackman et al。，1999)。另外，基因的过量表达也能增强

昆虫对杀虫剂的抗药性，例如库蚊的抗性品系就是通过基因表达上调从而使酯酶基

因Al过量表达(Raymond et a1．，1998)。羧酸酯酶基因突变同样可以促进昆虫抗

性品系的产生，铜绿蝇和家蝇的抗性品系中酯酶基因LcaE7和MdaE7发生Glyl37

Asp点突变，导致羧酸酯酶活性降低和有机磷水解速率的提高(Newcomb et a1．，

1997；Claudianos et a1．，1999)。

此外，羧酸酯酶还能帮助昆虫降解一些植物有毒次生代谢物，例如桑叶的汁液

中富含一种对鳞翅目幼虫高毒性的生物碱——拟糖生物碱(Konno etal．，2006)，

7
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但家蚕以桑叶为食物，生长良好，即是通过特异性解毒酶如羧酸酯酶和谷胱甘肽．

S．转移酶等降解毒素，从而能以桑叶为食(Asano etal．，2001)。

信息素在昆虫行为调控的信号传导过程中极为关键，而昆虫触角与表皮中的酯

酶在降解信息素等方面起着重要作用。第一个信息素降解酶是在多音天蚕

(Antheraea polyphemus)中被得到鉴定，命名为触角特异感觉器酯酶(ApolSE)

(Ma'11)6che．Coisne et a1．，2004)。ApolSE能以极快的速度降解信息素(VoIgt et a1．，

1985)。虽然人们很早对气味降解酶类(ODEs)如何降解信息素这一过程有了一

定的研究，但是至今仍很少有相关酯酶基因在这方面的研究报道。从西方蜜蜂中鉴

定得到的一个酯酶在雄蜂中过表达，可能参与信息素乙酸组分的降解，从而阻断信

号传递(Kamikouchi et a1．，2004)。从斜纹夜蛾触角中发现的酯酶SICXEl0能有

效水解植物挥发物，且其表达水平能被该植物气味显著诱导升高，表明该酯酶可能

参与气味的降解作用(Merlin etal．，2007)。

酯酶参与生长发育调节以及神经形成等已有报道，如保幼激素酯酶能调节昆虫

发育、变态和繁殖等(Riddiford，1994)，乙酰胆碱酯酶主要水解位于昆虫中枢神

经系统的毗邻胆碱能突触的神经递质乙酰胆碱(Jallon and Wicker-Thomas，2003)。

神经连接蛋白、胶质接触蛋白和神经趋化蛋白等被认为是与细胞．细胞相互作用有

关的粘附蛋白(Oakeshott et a1．，2005)。西方蜜蜂的神经连接蛋白可能与神经发

育调节相关(Biswas et a1．，2010)。

3昆虫羧酸酯酶与昆虫抗药性的关系

昆虫羧酸酯酶能够介导有机磷类、氨基甲酸酯类和拟除虫菊酯类等杀虫剂的抗

性产生。白纹伊蚊(Aedes albopictus)溴氰菊酯抗性品系的羧酸酯酶活力明显高于

敏感品系(刘洪霞，2012)。对高效氯氰菊酯抗性倍数高达4419．07倍的家蝇进行

酶活测定，发现抗性品系体内的羧酸酯酶活性显著高于敏感品系的，而细胞色素

P450和GSTs等活性并没有显著变化(Zhang et a1．，2007)。羧酸酯酶在害虫对氯

虫苯甲酰胺、多杀菌素等新型杀虫剂的抗性发展中也具有一定的作用。

8
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羧酸酯酶活性改变是昆虫对有机磷和拟除虫菊酯类杀虫剂产生抗性的重要原因。

羧酸酯酶介导的害虫抗药性主要是通过提高对杀虫剂的水解活性，增强对杀虫剂的

阻隔或者改变酶与底物的亲和力来发挥作用(Ranson et a1．，201 1)(Wheelock et a1．，

2005)。有关羧酸酯酶催化杀虫剂水解过程主要分为两步： (1)羧酸酯酶的Ser．

OH进攻亲核试剂酯键的羰基碳，形成四聚体中间产物，释放醇类物质，羧酸酯酶

活性部位丝氨酸的酰化； (2)加水脱酰作用，羧酸产物释放，酯酶恢复原始构象

(Montellaetal．。2012)。

4展望

昆虫羧酸酯酶的研究已有快速发展，随着越来越多的昆虫基因组测序的完成，

有利于从基因组层面来解析昆虫羧酸酯酶不同的结构和功能，了解昆虫羧酸酯酶相

关的抗药性分子机理，并促进高效、环保、低毒的新型杀虫剂的研发。

9
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第二部分研究内容
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第三章二化螟酯酶基因的克隆与序列分析

二化螟俗称蛀心虫、钻心虫等，属鳞翅目螟蛾科，是我国水稻上危害严重的常

发性害虫之一。水稻是在分蘖期受害造成枯心苗、枯鞘，在抽穗期受害则造成白穗

和虫伤株，对粮食生产造成严重影响。目前，生产上防治二化螟仍以化学防治为主。

由于长期、单一、不合理使用化学农药，造成二化螟对常用农药产生了抗性。

酯酶是一种水解酶，是生物体内三大代谢解毒酶系之一，在昆虫体内广泛的分

布。酯酶的功能主要是解毒，即分解外源的有毒有害物质；或者通过与有毒物质相

结合，使这些有毒物质无法到达作用靶标(唐振华，1982)。在昆虫体内，最重要

的酯酶有羧酸酯酶、磷酸酯酶、胆碱酯酶等，这些酯酶或催化杀虫剂酯键断裂，参

与杀虫剂的代谢，或发生突变而对药剂敏感性降低(郭晓霞等，2000)。为此，本

章对二化螟酯酶基因进行了克隆和序列分析，旨在为进一步研究二化螟酯酶的功能

及其与抗药性的关系奠定基础。

l材料与方法

1．1材料、菌株、载体、试剂

材料：二化螟采自浙江富阳稻田，饲养条件为温度28士1℃、相对湿度大于80％、

光周期16h：8h(光照：黑暗)；

菌株：大肠杆菌Trans．T1感受细胞购自北京全式金生物技术有限公司；

载体：克隆质粒载体pEASY．T1购自北京全式金生物技术有限公司；

试剂：总RNA抽提试剂Trizol购自Invitrogen公司；凝胶回收纯化试剂盒、质

粒提取试剂盒购自Axygen公司；反转录试剂盒购自北京全式金生物技

术有限公司；X-gal(5-Bromo一4-chloro一3-indolyl 13-D—galactopyranoside，5-

溴．4．氯．3．吲哚．p．D-半乳糖苷)，IPTG(Isopropy⋯13 D thiogalactoside，丙

基⋯13 D硫代吡喃半乳糖苷)，氨苄青霉素(Ampicillin)等购自上海生工；

T4连接酶购自TaKaRa公司；其他试剂为国产或进口分析纯。

1．2主要实验仪器

lO
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Eppendorf移液枪、Bio．Rad琼脂糖电泳仪、Bio—Rad PCR仪、Bio-Rad凝胶成

像系统、Tissuelyser研磨仪、Eppendorfi苛速冷冻离心机等。

1．3总IⅢA抽提

总RNA的提取采用Trizol法。取人工气候室内连续繁殖多代饲养的3龄二化

螟3头并用75％酒精清洗，装入放有Trizol试剂的2mL无菌离心管中，按照试剂

说明书抽提其总RNA。具体方法步骤如下：

(1)组织匀浆

在2mL离心管中加入lmL Trizol和一粒不锈钢珠，用Tissuelyser研磨仪以每

秒30次的频率，打碎研磨3min，以充分研磨裂解二化螟组织，将匀浆液在室温下

孵育5分钟使样品完全裂解。

(2)RNA分离

按照每l mL Trizol加0．2mL的氯仿，盖紧离心管管盖，用手用力摇晃离心管

15秒并将其在室温下孵育2-3min，在2．8"C下12，000xg离心15min。离心后混合物

分成三层：下层红色的为苯酚．氯仿层、中间层和上层无色的水样层。RNA全部存

在于水样层当中，水样层的容量大约为所加Trizoi体积的60％。

(3)RNA沉淀

将水样层溶液转移到干净的1．5mL离心管中，通过将水样层和异丙醇混合来

沉淀RNA。按照每lmLTrizol加O．5mL异丙醇。将混合的样品在15．30℃条件下孵

育10min，并在2·8"C下12，000xg离心10min。RNA沉淀在离心前通常不可见，离

心后会形成一层胶状沉淀附着于离心管壁和管底。

(4)RNA洗涤

移去上层悬液，用75％的乙醇洗涤RNA沉淀，每lmL Trizol至少加lmL的

75％L醇。将混合的样品在2-8"C条件下7，500xg离心5min。

(5)RNA再溶解

离心后将75％乙醇吸出，然后干燥RNA沉淀。注意不能让RNA沉淀完全干

燥那样会大幅度地降低其溶解性。加入适量的RNase．free Water溶解提取的RNA。
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用NanoDrop2000微量紫外分光光度计检测RNA的纯度和浓度，并根据需要进行

适当稀释，用于下一步实验或于．80℃保存备用。

1．4 eDNA第一链的合成

参照反转录试剂盒TransScript One—Step gDNA Removal and cDNA Synthesis

SuperMix说明书，将二化螟总RNA反转录成cDNA第一条链。具体操作步骤如下：

向PCR管中加入：

Total RNA 1 pg

Anchored Oligo(dT)Primer l¨L

Random Primer l“L

2x TS Reaction Mix 10“L

TransScript RT／RI Enzyme Mix l¨L

gDNA Remover 1“L

RNase．free Water 5¨L

20“L

将混合物短暂离心后置于PCR仪上进行后续反应，PCR反应程序为25℃

lOmin，42*(2 30min，85℃5min，产物置于4"C保存备用。

1．5 PCR扩增反应

以反转录的cDNA为模板，利用Primer5．0软件设计引物(由上海生工生物工

程公司合成)，上游引物：5’．TTG AAG TGT CTA CAG AAA TGT TCG．3’，下游引

物：5’一AAT AGT GGG GAGACA TTC TTG A．3’进行PCR扩增。具体如下：

PCR反应体系：Template DNA 2弘L

Forward Primer 】¨L

Reverse Primer l UL

2×TransTaq HiFi PCR Super Mix 1 0¨L

ddH20 6 IJL

20 uL
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PCR反应条件：94。C 3min，(94"(2 30s，55℃30s，72℃2min)×35循环，72℃

10min。

PCR扩增产物用1．0％的琼脂糖胶进行电泳检测。

1．6 PCR产物纯化、回收

采用AxyPrep DNA凝胶回收试剂盒对PCR扩增产物进行纯化回收，所有离心

均在室温下进行，具体操作步骤参照试剂盒说明书：

(1) 在紫外灯下用干净的刀片切下有目的DNA的琼脂糖凝胶，放入干净的

1．5mL离心管中称重，计算凝胶重量(提前称量离心管重量)，该重量作为

一个凝胶体积(如100mg=1001aL)。

(2)加入3个凝胶体积的Buffer DE．A，混合均匀后在75℃水浴锅中加热，以每

2min间断混合，直至凝胶块完全熔化(约10min)。

(3)加0．5个BufferDE．A体积的BufferDE．B溶液，混合均匀。

(4) 吸取步骤3中的混合液，转移至DNA制备管中(已置于2ml离心管中)

12，000×g离心lmin。弃滤液。

(5) 将制备管放回2mL离心管，加500 I．tLBuffer WI，12。000×g离心lmin，弃

滤液。

(6)将制备管放回2mL离心管，加入700I．tL的BufferW2(已加入指定体积的无

水乙醇)，12，000xg离心lmin，弃滤液。以同样的方法再用700pL的Buffer

W2洗涤一次12，000xg离心lmin，弃滤液。

(7)将制备管放回2mL离心管中，12，000xg离心lmin，完全去尽柱中残液；

(8)将制备管放于洁净的1．5mL离心管中，在制备膜中央加20¨L的去离子水，

室温静置lmin。12，000xg离心1min洗脱DNA(将去离子水加热至65*(2将

会提高洗脱效率)。

(9) 用NanoDrop2000微量紫外分光光度计检测DNA的浓度和纯度，用于下一

步实验或于．20℃保存备用。

1．7目的基因与克隆载体连接

将PCR回收产物与pEASY．T1载体相连接，连接反应的体系为：

万方数据
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PCR回收产物 4¨L

pEASY·T 1 Cloning Vector l斗L

5 pL

轻轻混匀后，25℃孵育20min。反应结束后，将离心管置于冰上用于下一步实

验或者．20℃保存备用。

1．8连接产物的转化

(1)取1009L的TransTl感受态细胞于冰上，自然融化，待融化至2／3后取出

509L于另一离心管中(提前预冷)；

(2) 将连接产物全部转入至509L的感受态细胞中，轻轻混匀，冰上静置30min；

(3)42℃热激45s后，立即置于冰水混合物上3min；

(4) 向离心管中加入5009L LB液体培养基(不含Amp)，轻轻混匀后，37。C，

200rpm振荡培养lh；

(5) 在含Amp(10099／mL)抗性的LB固体培养基平板上加入401aL 20mg／mL

x-gal和71aL 100 mg／mL IPTG溶液，将其涂布均匀；

(6) 待IPTG和X-gal被吸收后，取2009L培养的菌液于上述平板，将菌液涂布

均匀，37℃培养l h后，倒置平板，过夜培养。

1．9转化子的筛选和验证

(1)在LB板上挑取若干个白色单菌落，分别接种于lmL含Amp的LB液体培

养基中，37。C，200rpm振荡培养至OD为0．6左右；

(2) 以培养的菌液为模板，引物为M13通用引物，全式金公司的Easy Taq酶进

行菌液PCR验证，PCR反应体系为：

模板DNA l“L

Forward Primer l¨L

Reverse Primer l pL

2x EasyTaq PCR SuperMix 10 gL

ddH20 7 gL

14
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20¨L

PCR反应条件：94℃3min，(94℃30s，55℃30s，72℃2min)×35循环，

72℃10rain。

(3)PCR产物经1．0％的琼脂糖胶电泳检测鉴定后，将含有目的基因的菌液送博

尚生物技术有限公司测序。

1．10质粒DNA的抽提

将测序正确的菌液进行质粒的抽提，质粒DNA抽提采用Axygen Plasmid Kit，

具体操作方法参照试剂盒说明书：

(1) 将测序正确的菌液扩大培养至5mL，室温12，000xg离心lmin沉淀菌种；

(2) 吸尽上清，向沉淀中加入250pL含有RNase A的Buffer SI，漩涡振荡使菌

体重新悬浮，不应留有小的菌块并将其转移至1．5mL无菌离心管；

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

加入250¨L的Buffer S2，温和的上下翻转离心管4-6次使菌体充分裂解，

直至形成透亮的溶液；

加入350¨L的Buffer S3，温和地上下翻转离心管6．8次，至形成白色絮状

沉淀，室温12，000xg离心15min；

吸取上清至吸附柱中，室温12，000xg离心lmin，弃滤液；

加入500pL的BufferWl于吸附柱中，室温12，000xg离心lmin，弃滤液；

加入700p．L的Buffer W2(加入指定体积无水乙醇)于吸附柱中，室温

12，000xg离心lmin，弃滤液；

(8) 重复上步骤一次；

(9) 将空柱放回收集管中，室温12，000xg离心lmin至完全去尽柱中残液；

(10) 将柱子放入新的灭菌1．5mL离心管中，加入20¨L的去离子水，室温静置

lmin。12，000×g离心lmin洗脱DNA(将去离子水加热至65。C将会提高洗

脱效率)。

(I 1) 抽提的质粒用NanoDrop2000微量紫外分光光度计检测DNA的浓度和纯度，

用于下一步实验或于．20*(2保存备用。

1．11二化螟酯酶基因的生物信患学分析

15
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利用生物信息学软件对克隆并测序的二化螟酯酶基因cDNA序列进行氨基酸

序列分析：运用SeqMan软件对克隆到的二化螟酯酶基因cDNA序列进行分析，并

在NCBI网站进行Blastx比对分析，同源性比较采用NCBI中的BlsatP工具，序列

多重比对采用ClustalW和GeneDoc软件；利用Signal IP 4．1在线预测蛋白信号肽；

利用NetNGlycl．0分析糖基化位点；利用TMHMM 2．0分析跨膜结构域：运用

MEGA 5．1软件构建系统发育进化树等。

2结果分析

2．1二化螟酯酶基因CsCaE026的克隆与序列分析

以二化螟3龄幼虫cDNA为模板对二化螟酯酶基因CsCaE026进行RT．PCR扩

增，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测出与预期大小一致的目的条带(图3．1)，经

DNA回收和TA克隆测序，获得了基因的cDNA序列。

旧的片段

图3．1二化螟CsCaE026基因的PCR扩增

泳道1：PCR扩增的目的片段；M：DNA分子量标准

Fig．3．1 PCR Amplification of CsCaE026 gene in C suppressalis

Lane 1：PCR Amplification of target fragment；M：DNA molecular weight marker

采用NCBI-ORF Finder工具分析，该基因开放阅读框全长1,671bp，编码557

个氨基酸(图3．2)。BlastP分析显示，该基因预测氨基酸序列与家蚕羧酸酯酶同源

性最高达77％。表明所获序列为二化螟羧酸酯酶基因，命名为CsCaE026。预测其

16
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蛋白分子量为63．66kD，等电点为5．86。利用Signal IP 4．1在线预测蛋白信号肽，

N一端前16个氨基酸为信号肽(图3．3)。

1 AT6rT函^盯^丁T研T盯11CTTATAGTI'GTATCTAATGTGTTrTq奄^艋舡6T66觚^1TcC^0强兀6T∞^舡16cCl6柚60∞^_16T6CM06c6‘_^UA了簟了。caAl666
X F E Y L L F L I V V S X V F C E D V A D S R I V E L P E 6 D V Q 6 A K Y■X 6

12l 6^1『^m^16“TTcT^c嘶1优aIT^％0融a赋。c^硒％托6∞蓝觚羽_rn崖；Cl∞cc：11盯IcC蛎1c^C^cc^^G舶M^cT^T1n^^CAC蕊ACAAACAATCAAtr
D I T E F Y G V P Y A T A P K 6 R D R F K P P L P V T P R K T I L T^D K口S I

241 AlGT。。c^TC^“06TTlT^c“X而∞^蚯^T6AAGAAGAAAI^TT。c‘腻^蔼q【6^虬柚6^CTGTCTAGTc^Tq蓝^T1C1∞TKCTCTl^T1尉：^岫GHa蝴I^6T^
奠C H a T F T T 6 E D E E E I F L N 6 E E D C L V鼍X I L V P L I A X R T X L V

3n CC^6T6GTl61^T麟T。C^c^6C6‘而删Tc5c瞄q：。Gc^qⅪ^^T^166Ⅸ：^腻TIC^：玎ACCTAC-CAAGATTAGG'IET艋"rAGcCAmCTTTC岫N腻11白翻6n
P V V V Y I H S G A F A 6 G S A X If G K L H T L A R L 6 v V A I T F N Y R V 6 A

481 GT^黼1【趼60cTKalCKAAGAAA玳旺6研^K6讯日fn^^幅^Ic^^TT联僦^TT融^^T6G^Ta^“腑蠢T^T16“^∞T"I'删ACCCTGATAAA
V 6 F A C L 6 T E E I P 6 X^6 L K D口L A A L K■I五K N I 6 R F 6 G D P D K

601 ATTACGC兀6c瓢6丌般黼了1H耥^oc_^166c两^从IKAC眦ATa^^K黝^K胁c【^^1G融H曰T％^I^怕盯¨T1m^a岛6甜HKC^n^^。c
I I L A 6 Y S V 6 A T誓A E I H A L S置H K H T X G L F D I L I L D S 6 S A L T

721 CCTTTl6c^^ZCAACAGACAICCAATAACAACAGCAA(茹,AACATFGCATTGTCnll00cT蓝“I^TrACA删TATa^艋^m^^C蜘艋TTcr^11Hn¨ⅨCr^C皤ATACA
P F^I X R H P I T T^R X I A L 5 F 6 Y X I T 6 X I K D L T E F Y L X A T D T

841 6^1c1砌T从^^^Gm¨^rrmlcrl6C0巴^^I^研^crm66nTTTcTccr佑I^116^¨mn6^“盯“优cT“肌^n％^c舢∞CCATH6^^^cT
D L^I t S L X F F L P X S T F 6 F S P C l E S I E X X P E P T L T E S P L E T

961 T1强^融秘雠^％T^从K¨r¨0c【耵111吼119∞naC“^^^W¨柏6KT^舡函惦舡D∞日C¨了1弧爵玛cJLT嵌^¨“^^^融兀“弧|^¨且了rT6c16^6
L苴R 6 D V K口L A l L I 6 F T K—E 6 L S It S 6 Q F 6 A■K K X x X E X F A E

蛐6mWa6C^6^1TTHTcnC“^6^％^a^^^鳓艏6^觚^“T10旺^^“1％W¨文胍^TT^1Tn¨蕊^1GU6^蜘n^c^^^砺^1^艏舶^懈埘^05TT
V L P A D L I F K D D K T K E E I A K II V K H Y Y F墨D D E V T X D K K K E Y V

1201 6^玎^丌n^mMTl了^强=丌丁^从了^了c：cUn^H鲋嗣．a黼％”K^^^翻黜lc^a^a^翻O∞『T玎●∞nT^硒^6rrlTCAIAC6r／C,6；T6AATT．OtGCA∞
D Y F S D S■F K T P I I K S L I L口置A I T T R P F Y V T E F S Y V 6 E L S T

1121 CCK^_lc^TTlT^T06盯^Cnlll^艋a鼢aC^n6K^正^躲矗丌∞“弘T1碱^mCrUⅨC兀c^c^^^“^托CK^艋^H髑剐C“¨甜融瓢)鼠^T帆
P H H F■D T I K 6 A T H R D Q D S Y I■D F Y G F T K X P E D-D T R D R I T

1441 T_^C^1GT《晶虻∞^1T1’r6TAAAGTTfGAAAACCCGACCC,CATATGAAAGCG^CTrc,ATAGATACAAAAT儡^瞄TATACTCAA(70CAACATC叮^cT．^f肌0融11懈H_¨^
T一●T D F V K F E X P T A Y E S D L I D T K■I V T S R口H P Y T L 5 I n R K

1．551 CT∞M几瑚舶6TGGJ日蕊T1C∞GAATCTrA'ICAGTTtT0％^“蜘n6r舡甜M^盯盯TKT珏^0CC^●CK^：Ic蚯^^雠C妊K^C¨TAAAGAAATAA．
L￡L置V D P V P E S Y Q F■D K L T E I T Y■D P T H口K P D T I K 1．

图3．2二化螟CsCaE026基因的cDNA序列及推导的氨基酸序列

Fig．3．2 cDNA sequence and the deduced amino acid sequence of CsCaE026 gene of C suppressalis
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图3．3二化螟CsCaE026基因编码氨基酸的信号肽分析

Fig．3．3 Analysis of the signal peptide of CsCaE026 gene in C suppressalis
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2．2二化螟酯酶基因CsCaE026的氨基酸序列与发育进化分析

序列多重比对分析显示，二化螟CsCaE026基因编码蛋白中具有水解活性所必

需的Ser207、Glu339和His453，保持着“p一酯酶家族的特征基序Gly—X-Ser-x-Gly

及二硫键结合位点(Cys82和Cysl03)(图3．4)。通过NCBI在线预测发现

CsCaE026蛋白包含一个酯酶的结构域(图3．5)，表明该蛋白属于酯酶超家族。

i嚣溅j蕊瓣耋嚣磁
潮1
#零A：：=¨

灞 蕾霾22

豳垂錾霎籍Ill蕤震孽耄囊藿鬟髓溪霎羽l鬟瓣耄孽
瓣麓瓣囊蠢蓁攮辩鬟蓊黼蘸纛聪
豳羹蓁萎瓣弱藿糕季蕤熬懿囊；TH；-Z-'7：?薰；。．5錾-3

图3．4二化螟CsCaE026与其他昆虫羧酸酯酶氨基酸序列多重比对

羧酸酯酶来源及其GenBank登录号分别如下：HaCXE，棉铃虫，ADF43455；BmCXE，家蚕，

NP 001 177297；SeCXE，甜菜夜蛾，AGJ94046；SICXE，海灰翅夜蛾，ACV60241。

A：二硫键结合位点；C：酶活性中心区域；S：丝氨酸残基；E：谷氨酸残基；H：组氨酸残

基；GXSXG；催化基序。

Fig．3．4 Aligmnent analysis ofthe amino acid sequences between CsCaE026 in C suppressalis and

carboxylesterase in other insects

The origin ofcarboxylesterases and their GenBank accession numbers are as follows：HaCXE，

Helicoverpa armigera，ADF43455；BmCXE，Bombyx mori，NP_001 177297；SeCXE，Spodoptera

exigua，AGJ94046；S1CXE，Spodoptera littoralis，ACV6024 1．

A：sisulfide bond binding sites；C：active site area；S：serine residue；E：glutamic acid residue；H：

histidine residue；GXSXG：catalytic motif．
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图3．5二化螟CsCaE026催化结构分析

Fig．3．5 Conserved catalytic domain of CsCaE026 in C suppressalis

由于糖基化位点在CsCaE026蛋白的氨基酸序列上分布与酶的活性有关，为此

对CsCaE026蛋白氨基酸序列进行了N．糖基化位点的预测。结果显示该蛋白的115、

262、276、293和4915个位点可能为潜在的N．糖基化位点(图3．6)。对其跨膜结

构域进行预测，没有发现跨膜结构域(图3．7)。

为研究二化螟羧酸酯酶基因CsCaE026与其同源基因在进化中的关系，对不同

昆虫羧酸酯酶基因构建系统发育进化树。采用邻近法(neighborjoining)重复1000

次，分析结果表明二化螟CsCaE026与家蚕羧酸酯酶处于同一进化枝上，进化上关

系较近且属于Ⅱ一酯酶(图3．8)。
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董
：0．75 1
叠

羔
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8
▲
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图3．6二化螟CsCaE026蛋白糖基化位点预测

P啊■删
n垤醛tD埘

Fig．3．6 Glycosylation site prediction ofamino acid sequence ofCsCaE026 in C suppressalis
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3"删MM posterior proloebilttles for WEBSEQUENCE
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Inslde— out纠de一
图3．7二化螟CsCaE026蛋白跨膜结构域预测

Fig．3．7 Trasmenbrane region prediction of amino acid sequence of CsCaE026 in C．suppressalis

图3．8二化螟CsCaE026的进化关系分析

Ⅱ．esterases

I integument esterases

8-esterases

Fig．3．8 Analysis ofneighbor-joining tree ofCsCaE026 in C suppressalis

其他昆虫羧酸酯酶及GenBank检索号如下：甜菜叶蛾Spodoptera exigua(Se-CarE，

AGJ94046)；海灰翅夜蛾Spodoptera littoralis(S1．CarE，ACV6024 1)；棉铃虫Helicoverpa

armigera(Ha．CarE，ADF43455)：家蚕Bombyx mori(Bm．C舵，NP 001 177297)；多音天

蚕A．polyphemus(Ap—ODE，AAMl4415)；黑腹果蝇D．melanogaster(Dm—CG4382，

AAF45912)：多音天蚕A．Polyphemus(Ap—IE。AAMl4416)；意大利蜜蜂A．mellifera(Am-

CarE，AB083009)；黑腹果蝇D．melanogaster(Dm-CG6414，AAF45912)；褐飞虱

Nilaparvata lugens(NI．COE，AF302777)；黑腹果蝇D．melanogaster(Dm·ACE，

AAF54915)：棉铃虫1t．armigera(Ha-ACE，AAMl4416)
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3小结

本研究利用RT—PCR技术，克隆了二化螟酯酶基因CsCaE026，并进行相关的

生物信息学分析。该基因开放阅读框为1,671bp，共编码557个氨基酸，预测其分

子量大小约为63．66kD，等电点为5．86。经Signal IP 4．1在线预测蛋白信号肽，N．

端前16个氨基酸为信号肽。

将二化螟酯酶基因。国E∞6推导的氨基酸序列与NCBI搜索到已公布的其他

昆虫的羧酸酯酶氨基酸序列进行同源对比分析，发现该基因具有丝氨酸活性中心

GYSVG，催化三聚体(Ser207、Glu339和His453)等羧酸酯酶保守结构域，以及

具有o：13．酯酶家族的特征基序Gly-X-Ser-x-Gly和二硫键结合位点(Cys82和

Cysl03)。为研究二化螟羧酸酯酶基因CsCaE026与其同源基因在进化中的关系，

对不同昆虫的羧酸酯酶基因构建系统发育进化树。采用邻近法(neighbor joining)

重复1000次，分析结果表明CsCaE026与家蚕羧酸酯酶处于同一进化枝上，进化

上关系较近且属于a．酯酶。

本论文通过分子水平对二化螟酯酶基因进行克隆和分析，旨在为进一步挖掘和

验证其功能，深入开展抗药性机理研究和指导新农药的开发提供参考和借鉴。
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第四章二化螟酯酶基因的原核表达及其抗体制备

大肠杆菌表达系统是基因表达技术中发展最早、应用最广泛的表达系统。与其

他表达系统相比，大肠杆菌表达系统具有培养周期短、目的基因表达水平高、抗污

染能力强、成本较低等优点。在基因表达技术中占有重要的地位，是生物技术产业

化和分子生物学研究发展进程中的重要工具。本章利用大肠杆菌表达系统，通过

pET32a构建了表达载体，然后在菌株Rosetta中对CsCaE026基因进行体外表达，

同时制备了多克隆抗体，为进一步对CsCaE026基因的表达及功能作用机制的研究

奠定了基础。

1材料与方法

1．1载体、菌株及主要试剂

载体：载体pET．32a为本实验室保存；

菌株：大肠杆菌Rosetta菌株为本实验室保存；Trans．T1购自北京全式金生物技

术有限公司；

试剂：PCR纯化试剂盒、酶切纯化试剂盒、质粒提取试剂盒等购自Axygen公

司；限制性内切酶BamHI和Nod、T4连接酶等购自Takara公司；蛋白

质分子量标准、PVDF、免疫印迹ECL检测试剂盒等购自Bio．Rad公司；

BugBuster Master Mix购自Novagen公司；甲醇、冰醋酸等其他试剂均为

国产或进12分析纯。

1．2主要实验仪器

Bio-Rad蛋白质电泳设备和电半干转设备；eppendorf水平摇床和离心机；Bio．

RadPCR仪等。

1．3二化螟酯酶基因重组表达质粒的构建

1．3．1目的基因的PCR扩增和产物纯化

用BioEidt软件分析酶切位点后，设计引物序列(由上海生工合成)，分别为

上游引物：5'-CGG GAT CCA TGT TCG AAT ATT TG．3’(带有酶切位点BamHl)
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和下游引物：5'-GGG CGGCCG CTT ATT TCT TTA TTG T．3’(带有酶切位点Nod)：

以二化螟3龄幼虫cDNA为模板来扩增目的基因，具体如下：PCR反应条件为94"C

变性30sec，60。C退火30sec，72℃延伸1．5min，共进行35个循环，最后72℃保温

10min；反应体系同第三章1．5。PCR扩增产物用1．0％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。

PCR产物纯化方法同第三章1．6。

1．3．2目的基因及载体pET-32a肆切

分别用BamHl和Nod双酶切目的基因PCR纯化产物和载体pET一32a，反应体

系如下：

酶切体系为：DNA纯化产物／pET一32a O．5 pg

FastDigest 1．0 laL

Buffer 2．0 uL

ddH20 16．5 pL

20．0 gL

反应条件：37。C反应5．10min

1．3．3酶切产物纯化

使用Axygen的酶切纯化试剂盒对酶切反应产物进行纯化，纯化后的DNA不

含酶蛋白、引物及单核苷酸。步骤参照试剂盒说明书如下(所以离心均在室温下进

行)：

(1)在酶切的反应液中，加入3个反应液体积的Buffer PCR．A(若混合液不足

1009L，则加至1009L)；混匀后，将其转移至DNA制备管中，并将DNA

制备管置于2mL的离心管中(由试剂盒提供)，12，000xg离心lmin，弃滤

液；

(2) 将DNA制备管置于2mL离心管中，加入7009L的Buffer W2(已经加入指

定体积的无水乙醇)，12，000xg离心lmin，弃滤液；

(3)将DNA制备管置于2mL离心管，加入4009L的Buffer W2，12，000xg离心

1min：
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(4) 将DNA制备管置于无菌的1．5mL离心管中，在制备管膜中央加适量的去离

子水，室温静置!min。12，000xg离心Irain洗脱DNA(将去离子水加热至

65℃将会提高洗脱效率)。

1．3．4目的基因与载体连接

将纯化回收的pET．32a与目的片段用T4 DNA连接酶进行连接。反应体系如下：

1 0x T4 DNA Ligase Buffer 2．5¨L

目的基因片段10．0“L

载体pET-32a 3．0 p．L

T4 DNA连接酶 1．O¨L

ddH20 8．5“L

25．0 laL●

轻轻混匀后，160C反应连接过夜。

1．3．5连接产物的转化

将lOI．tL的连接产物转化至Trans．T1感受态细胞中，转化产物涂布在含有

Amp的LB平板上，37℃过夜培养。方法同第三章1．8。

1．3．6重组质粒的筛选和验证

挑取单克隆菌落，进行PCR鉴定和筛选，将含有与目的基因大小一致的菌液

送博尚生物技术有限公司测序。将测序正确的菌液大体积培养并提取质粒，重组质

粒命名为CsCaE026／pET．32a。方法同第三章1．9和1．10。

1．4 CsCaE026基因的原核表达

1．4．1转化至Rosetta感受态细胞

将pET-32a和重组质粒CsCaE026／pET一32a各取5“L质粒转化至表达菌株

Rosetta。转化方法同第三章1．8。37℃过夜培养。

1．4．2 CsCaE026基因的诱导表达

(1) 挑选单菌落接种于LB液体培养基中(含1001ag／ml Amp)中，37*(2、

200rpm条件下培养8h左右：

(2) 接种lmi上述菌液于100ml新鲜LB培养基中，培养至OD600为0．6左右；
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(3) 选择18℃低温诱导，在不同浓度IPTG(0．1、0．5、1．0mmol／L)、不同时间

(2、4、6小时)条件下进行诱导表达以得到最适诱导表达条件；

1．4．3蛋白表达形式的鉴定

重组蛋白是以包涵体还是可溶形式表达，需要对其进行鉴定。本实验使用

BugBuster Master Mix(Novagen)预混蛋白抽提试剂抽提蛋白，方法如下：

(1)用经预先称重的离心管4℃，12，000xg离心10min收集菌体，然后倒去液体，

称量茵液沉淀湿重：

(2) 室温下温和涡旋BugBuster Master Mix与菌液沉淀混匀，每克菌液需要5ml

抽提试剂(预先加入加蛋白酶抑制剂)；

(3) 室温下将重悬的菌液在摇床上低速孵育10．20min；

(4)4*C，12，000xg条件下离心20min以去除不溶的菌体碎片并将上清转入另一

新试管，沉淀用适量的PBS溶液重悬(沉淀即为包涵体)；

(5)取上清和沉淀各151aL并加入59L的4x SDS．PAGE上样缓冲液，煮沸10

min；

(6) 将煮好的样品12，000xg离心lmin，各取209L进行SDS．PAGE电泳，根据

电泳结果确定蛋白表达情况。

1．5蛋白样品SDS．PAGE检测

1．5．1 SOS．PAGE凝胶配制

每块10％分离胶需要：H20 1．9ml、30％丙烯酰胺1．7ml、1．5M Tris-Hcl

(pH8．8)1．3ml、10％SDS 0．05ml、10％过硫酸铵0．05ml、TEMED 0．002ml。每块

10％浓缩胶需要：H20 0．08ml、30％丙烯酰胺0．17ml、1．5M Tris-Hc!(pH6．8)

0．13ml、10％过硫酸铵0．01ml、TEMED 0．001ml。

1．5．2样品处理

将收集的蛋白样品中加入适量4×上样缓冲液，沸水浴加热5．10rain，以充分变

性蛋白。
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1．5．3上样和电泳

样品冷却到室温后，将蛋白样品直接上样到SDS．PAGE胶加样孔内即可。为

了便于观察转膜效果和电泳效果，以及判断蛋白分子量的大小，最好使用预染蛋白

质分子量标准Marker(TaKaRa公司)。本实验使用的是Bio．Rad的标准电泳装置，

电泳时，低电压可以设置在60．80V，高电压设置在150V左右。一般电泳时当溴酚

蓝指示带移动至距离胶下缘1．5cm处可结束电泳。

1．5．4染色和脱色

电泳结束后，关掉电源，取出玻璃板，在长短两块玻璃板空隙内，用塑料片轻

轻撬动，即可将胶面与一块玻璃板分开，然后轻轻将胶片托起，放入培养皿中染色，

使用考马斯亮蓝染色，染色2．4h，必要时可过夜。弃去染色液，用蒸馏水把胶表

面漂洗几次，然后加入考马斯亮蓝脱色液，进行扩散脱色，经常换脱色液，直至蛋

白质带清晰为止。

1．6多克隆抗体制备

在确定蛋白的表达形式后，如果表达蛋白在包涵体内，由于包涵体蛋白难以形

成正确的空间构象，因此可能不具备生物学功能，但可以作为制备多克隆抗体的免

疫原，所以将在最佳诱导条件下诱导的包涵体蛋白经提取纯化后送去杭州华安生物

有限公司做多克隆抗体。

1．7 Western Blot

多克隆抗体制备完成后，需用Western Blot对其检测，具体步骤如下：

(1)转膜(Transfer)

将经过SDS．PAGE后的蛋白胶放于玻璃板上，测量其大小，剪取大小相同的

PVDF膜，做好标记；先用100％甲醇溶液在培养皿中充分浸泡PVDF膜，使其完

全充分湿润；剪取大小相同的2块滤纸，将PVDF膜和胶同时放在转移缓冲液内平

衡15min；在半干电转印仪上将其中l块滤纸放于最底层，然后依次放上PVDF膜、

蛋白胶和另外l块的滤纸，对齐后用干净的玻璃棒轻柔并均匀地碾压，以驱赶气泡，

直至无气泡；恒压进行电转，一般16V转15．20min，蛋白质从负极向正极移动。
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转膜的效果可以观察所使用的预染蛋白质分子量标准，通常分子量最大的1．2条带

较难全部转到膜上。

(2)封闭(Blocking)

转膜完成后，立即把PVDF膜放到预先准备好的TBS．T洗涤液，漂洗3-5min，

以洗去膜上的转膜液，漂洗3次；加入5％脱脂奶粉的TBS．T封闭液，在摇床上缓

慢摇动，室温封闭60min，也可以4"C封闭过夜。

(3)一抗孵育(Primary antibody incubation)

封闭完后，用TBS．T洗涤液漂洗5次，每次5min；一抗即为制备的多克隆抗

体，按适当比例用5％脱脂奶粉的TBS．T稀释。室温下在摇床上摇动孵育1h。

(4)二抗孵育(Secondary antibody inucubation)

用TBS．T洗涤液漂洗5次，每次5分钟；用按适当比例稀释的辣根过氧化物

酶(HRP)为二抗反应lh。

(5)蛋白检测(Detection ofproteins)

用TBS．T洗涤液漂洗4次，每次5分钟，然后用TBS洗涤5分钟；采用化学

发光法对膜进行拍照检测。

2结果与分析

2．1二化螟CsCaE026基因重组表达质粒的构建

在目的基因PCR扩增的正向和反向引物中分别添加BamHI和NotI酶切位点。

以二化螟3龄幼虫cDNA为模板进行PCR扩增，电泳检测获得与预期大小一致的

目的条带(1，671bp)；利用BamHI和NotI双酶切目的基因CsCaE026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．TI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。重组质粒命名

为CsCaE026／pET·32a。

2．2二化螟CsCaE026基因原核表达及SDS-PAGE

将重组质粒CsCaE026／pET．32a转化至大肠杆菌Rosetta菌株进行表达。对蛋白

表达条件优化，选择18。C低温诱导、不同浓度IPTG(O．1、O．5、1．Ommol／L)、不
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同时间(2、4、6小时)进行诱导表达。表达组分经SDS．PAGE表明目的蛋白主要

位于裂解沉淀中，说明该蛋白主要是以包涵体形式表达且得到最佳诱导条件为

0．5mmol／L IPTG诱导2h(图4．1)。在最佳诱导条件下诱导500mL的菌液，提取蛋

白，SDS—PAGE对包涵体中蛋白进行检测，结果表明：重组质粒表达产物显示出了

大小约70kDa的条带。由于目的蛋白分子量约为63．66kDa，加上载体标签表达的

蛋白，约为70kDa，因此重组表达载体可能在大肠杆菌中得到了正确表达(图4．2)。

对硝基苯醋酸酯(p．NPA)为底物，对CsCaE026重组蛋白进行了酶活测定，

结果并未检测到酯酶活性。这可能与在大肠杆菌中缺乏CsCaE026酯酶翻译后的加

工系统，从而不能形成正确的构象，导致原核表达产物不具酯酶活性。

M l 2 3 4 5 6 7 8

图4．1不同IPTG浓度和时间诱导CsCaE026基因表达产物的SDS．PAGE分析

M：蛋白质分子量标准；泳道l：无IPTG诱导2h；泳道2：0．5mmol／L IPTG诱导2h；泳道3：

无IPTG诱导4h；泳道4：0．1mmoFL IPTG诱导4h；泳道5：0．5mmol／L IPTG诱导4h；泳道6：

1．0mmol／L IPTG诱导4h；泳道7：无IPTG诱导6h；泳道8：0．5mmol／L IPTG诱导6h。

Fi酣．1 SDS-PAGE analysis of CsCaE026 gene expression induced by different IPTG concentrations

and times

M：molecular weight marker；Lanel：no IPTG for 2h；Lane2：O．5mmol／L IPTG for 2h；Lane3：no

口TG for 4h；Lane4：0．1 mmoFL IPTG for 4h；Lane5：O．5mmol／L lPTG for 4h；Lane6：1．0mmol／L

IPTG for 4h；Lane7：on IPTG for 6h；Lane8：0．5mmol／L IPTG for 6h．

2．3多克隆抗体制备与Western Blot抗体验证

原核诱导表达出的包涵体蛋白难以形成正确的空间构象，因此可能不具有生物

学功能，只具有目的蛋白的一级结构。但可以作为制备多克隆抗体的免疫原，所以

可将大量表达的外源蛋白用于制备多克隆抗体。Western Blot对抗体进行验证，一
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抗为多克隆抗体，二抗为辣根过氧化物酶(HRP)，结果显示在大小约为70kD处

有明显的条带，大小与预期的目的蛋白分子量一致(图4．3)。说明抗体的制备是成

功的。

M 1

7(}KD *·“ 图4．2 CsCaE026基因在大肠杆菌Rosetta中的表达

M：标准蛋白样品；泳道1：质粒CsCaE026／pET．32a在大肠
杆菌Rosetta中的表达

Fi94．2 Expression of CsCaE026 gene in E．coli Rosetta strain

M：molecular weight marker；Lane l：proteins from Rosetta

transformed with CsCaE026／pET-32a plasmid

M 1

图4．3多克隆抗体的Western Blotting验证

M：标准蛋白样品；泳道l：稀释1000倍的多克隆抗体

Western Blotting结果

Fi94．3 Western Blotting Verification of Polyclonal antibodies

M：molecular weight marker；Lane 1：Dilution 1 000 times of

Polyclonal antibodies

3小结

原核表达所采用的大肠杆菌表达系统是目前来说最常用的外源蛋白表达系统，

具有培养周期短、操作简单、成本较低、表达产量高等优点，特别是在规模化的生

物工程中具有不可替代作用。为此本章研究的目的在于一方面希望表达出具有活性

的蛋白用来进行酯酶活性的测定，另一方面希望得到大量的外源蛋白用于制备多克

隆抗体。因此选择了采用原核表达的方式来进行蛋白表达。外源蛋白在大肠杆菌中

通常以包涵体或者可溶性两种形式表达存在。包涵体蛋白一般不备生物学功能，只
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具有目的蛋白的一级结构。形成包涵体的主要原因有：(1)大肠杆菌在进行诱导表

达时，蛋白合成的速度非常快，以至于没有足够的时间来进行折叠，导致二硫键不

能正确配对，过多的蛋白形成非特异性结合，从而使得蛋白质无法达到足够的溶解

度；(2)因为重组蛋白是大肠杆菌的异源蛋白，缺乏真核生物翻译后修饰所需要的

酶类，致使中间体大量积累，容易导致包涵体沉淀的形成；(3)外源蛋白受诱导温

度、诱导时间和IPTG浓度的影响，当诱导条件不佳时，容易形成包涵体。

总体来说，大肠杆菌表达系统作为目前应用最广泛的蛋白质表达系统具有较多

优点，但是也存在一些不足，比如目的蛋白常以包涵体形式表达，且产物纯化困难，

表达产物的生物学活性较低，原核表达系统翻译后的加工修饰体系不完善等。因此，

关于表达产物的构象、分泌、定位和修饰加工的研究是今后大肠杆菌表达系统研究

的重点方向。

本实验中二化螟酯酶基因在大肠杆菌中表达时，对IPTG浓度和诱导时间均有

一定的敏感性。然而在实验过程中，一个非常棘手的问题是高效表达的重组蛋白在

细胞内凝集，形成不溶的、无活性的包涵体。所以原核表达出的包涵体蛋白不能用

来进行酯酶活性的测定，但可以作为制备多克隆抗体的免疫原。所以可将大量表达

的外源蛋白用于制备多克隆抗体。从SDS．PAGE图谱看，表达产物在分子量约为

70kD处出现了表达条带，与预期蛋白分子量一致；用制备的多克隆抗体作为一抗

对表达产物作Western Blot分析结果，表达产物显示同样的阳性结果反应。上述结

果表明CsCaE026基因在大肠杆菌表达系统中表达成功，但并未检测到重组蛋白的

酯酶活性。为二化螟酯酶基因在昆虫及真核表达产物中的检测及功能作用机制的进

一步研究奠定了基础。
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第五章二化螟酯酶基因的时空表达分析

近年来，随着分子生物学技术的不断快速发展，实时荧光定量PCR技术在昆

虫学研究中的应用越来越广泛。该技术克服了传统PCR技术的假阳性以及不能定

量等缺点，具有准确可靠、特异性强、灵敏度高等优点，越来越受到昆虫学家的青

睐。本章分别应用实时荧光定量PCR技术和蛋白免疫检测技术，分析了二化螟

CsCaE026基因转录及翻译水平的时空表达分布，以探讨二化螟酯酶CsCaE026基

因的生物学功能。

1材料与方法

1．1供试昆虫

二化螟来源及饲养条件同第三章1．I。

1．2主要试剂和仪器

总RNA提取试剂(Trizol Reagent)购自Invitrogen公司；定量PCR试剂盒

(TransStartTM Top Green qPCR SuperMix)和反转录试剂盒(TransScript One．Step

gDNARemoval and cDNA Synthesis SuperMix)购自北京全式金生物技术有限公司；

蛋白质分子量标准、PVDF、免疫印迹ECL检测试剂盒等购自Bio．Rad公司；其他

试剂均为国产或进口分析纯。

Bio—Rad蛋白质电泳设备、水平摇床和电半干转设备：Applied Biosystems 7500

Real Time PCR System定量PCR仪、Bio-Rad PCR仪、eppendorf离心机等。

1．3总RNA的提取及cDNA第一条链的合成

1．3．1二化螟不同发育阶段总RNA提取

选取健康且大小一致的处于不同发育阶段的二化螟：3个卵块(约50粒卵)、

50头l龄幼虫；5头3龄幼虫、5龄幼虫、蛹、和成虫(雄与雌)各l头。用液氮

快速冷冻后迅速放入．80℃备用保存。每种虫态(共6种)至少重复3次。样品

RNA的提取采用Trizol法，所提取的RNA置于．80℃保存备用(详细的总RNA提

取步骤同第三章1．3)。

11
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1．3．2二化螟5龄幼虫不同组织总RNA提取

选取健康且大小一致的二化螟5龄老熟幼虫若干头，用剪刀剪破幼虫腹足，轻

压虫体，收集血细胞于同一无菌离心管中，用液氮快速冷冻后迅速放入．80℃备用

保存。将提取完血细胞的二化螟幼虫固定在蜡盘上，置于解剖镜下解剖分离出表皮、

脂肪体、中肠、马氏管和神经索等，用PBS缓冲液冲洗后，相同组织收集在同一

无菌离心管中，用液氮快速冷冻后迅速放入．80℃备用保存。每种组织(共6种)

至少重复3次。采用Trizol法提取样品RNA，．80℃保存备用。

1．3．3二化螟雌雄成虫不同躯体总RNA提取

选取健康且大小一致的二化螟雌、雄成虫各若干头。二化螟成虫固定在蜡盘上，

置于解剖镜下解剖分离雌雄成虫头(去除触角)、胸、腹、足、翅、触角不同躯体

样品。用PBS缓冲液冲洗后，相同躯体收集在同一无菌离心管中，周液氮快速冷

冻后迅速放入．80℃备用保存。每种躯体(共6种)至少重复3次。采用Trizol法

提取样品RNA，．80℃保存备用。

1．3．4 cDNA第一条链的合成

将二化螟不同发育阶段、5龄幼虫不同组织、雌雄成虫不同躯体的RNA，参

照反转录试剂盒说明书步骤合成cDNA第一条链，以此作为定量PCR的模板

(cDNA合成步骤同第三章1．4)。

1．4定量PCR引物的设计

根据二化螟酯酶基因CsCaE026序列，运用Primer 3在线引物设计网站，设计

用于荧光实时定量PCR的引物CsCaE026qRT—F、CsCaE026qRT-R和内参fl-actin序

列，引物由上海英俊生物公司合成(表5．1)。所合成的引物先用PCR进行检测，

验证后再用于定量反应。

1．5荧光定量PCR及定量数据分析

荧光定量PCR试剂盒为TransStartTM Top Green qPCR SuperMix，具体步骤参

照试剂盒说明书，定量PCR反应体系如下：

Forward Primer(1OpM)0．4¨L

Reverse Primer(10“M)0．4“L

2 x TransStartTM Top Green qPCR SuperMix 1 0．0 pL
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Passive Reference Dye

Template

ddH20

0．4 pL

1．0斗L

7．8 gL

20．0 gL

定量PCR反应程序为：(94℃30 S，94*(2 5 S，60*(2 34 s)×40循环，反应结

束后读取Ct值，溶解曲线参数设置为默认。

采用AACT法(Livak and Schmittgen，2001)进行相对定量分析。每次试验样

品设置3次生物学重复以减小误差，其中每个试验处理设3次重复。基因的相对表

达量采用2-a△CT方法进行计算，其中△CT(t刚=CT(target,test)一CT(recteSt)，ACT(calibrator)=

CT(targ瓯calibratorJ—CT(ref,calibrator)，AACT=ACT(蚴)一ACT(calibmtor)。实验数据采用DPS软

件(唐启义和冯明光，2007)对各处理进行方差分析。

表5．1实时定量PCR中使用的引物

Table 5．1 Primers used in real-time qPCR

1．6二化螟瞎酶基因CsCaE026蛋白表达的时空分析

将1．3中存放于．80℃中的不同发育阶段的二化螟、二化螟5龄幼虫不同组织、

二化螟雌雄成虫不同躯体加入适量的PBS缓存液(加入蛋白酶抑制剂)，用研磨仪

磨碎，离心后取上清，测定蛋白浓度。将蛋白定量，用Western blot检测

CsCaE026蛋白的差异表达。
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2结果与分析

2．1二化螟酯酶基因CsCaE026表达的时间分布

以fl-actin作为内参基因，利用实时荧光定量PCR对不同发育阶段二化螟体内

酯酶基因CsCaE026的转录水平进行分析(图5．1)。结果表明，CsCaE026在二化

螟不同发育阶段均有表达，其中以幼虫期表达量相对较高，蛹期和成虫期表达量相

对较低。不同阶段以5龄幼虫的表达量为最高，且与卵期、蛹期和成虫期等存在显

著性差异(P<O．05)，但与1龄和3龄幼虫差异不显著。卵期、蛹期和成虫期之

间表达差异不显著。

E L1 L3 L5 P MA FA

图5．1二化螟不同发育阶段CsCaE026转录水平分析

E：卵：Ll：l龄幼虫；L3：3龄幼虫；L5：5龄幼虫；P：蛹；MA：雄成虫；FA：雌成虫

柱上标有不同小写字母表示平均数经Duncan’S多重比较后差异达显著(P<O．05)。下同。

Fig．5．1 Quantitatative analysis of CsCaE026 transcription in developmental stages of C suppressalis

E：eggs；L 1：I st instar larva；L3：3rd instar larva；L5：5th instar larva；P：pupa；MA：male adult；FA：

female adult

Different letters above bars indicate significant difference at 0．05 level by Duncan’S multiple-range test．

The same hereinafter．
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对不同发育阶段的二化螟，研磨离心后取上清，将蛋白样品定量(5pg)，用

Western blot检测其蛋白的表达量(图5．2)。结果表明，CsCaE026蛋白在幼虫期

和蛹期较多，在卵期和成虫期表达量较少。

匡j函i圈圈匣三雪7岫
E L1【3 L5 P、n n

图5．2二化螟不同发育阶段C苫c口ED巧翻译水平分析

Fig．5．2 Quantitatative analysis of CsCaE026 translation in developmental stages of C suppressalis

2．2二化螟酯酶基因CsCaE026表达的组织分布

以fl-actin作为内参基因，利用实时荧光定量PCR对二化螟5龄幼虫不同组织

中CsCaE026基因的转录水平进行分析(图5．3)。结果表明，CsCaE026基因在5

龄幼虫各组织中均有表达，其中以中肠的表达量为显著最高(P<0．05)；其次是

神经索、脂肪体、马氏管和血细胞等，表皮的表达量为最低，但后者之间表达差异

不显著。

对解剖出的二化螟5龄幼虫不同组织，研磨离心后取上清，将蛋白样品定量

(5斗g)，用Western blot检测其蛋白的表达量(图5．4)。结果表明，CsCaE026

在中肠中的蛋白表达量为最多；马氏管、神经和脂肪体等略有表达；表皮和血细胞

中基本无表达。这与CsCaE026转录水平表达量的测定结果一致。
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图5．3二化螟5龄幼虫不同组织CsCaE026转录水平分析

Fig．5．3 Quantitatative analysis of CsCaE026 transcription in 5th instar larval tissues of C suppressalis

70 kD

图5．4二化螟5龄幼虫不同组织CsCaE026翻译水平分析

Fig．5．4 Quantitatative analysis of CsCaE026 translation in 5th instar larval tissuesof C．suppressalis

2．3二化螟酯酶基因CsCaE026表达的体躯分布
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以fl-actin作为内参基因，利用实时荧光定量PCR技术对二化螟成虫不同体躯

酯酶CsCaE026基因的转录水平进行分析(图5．5)。结果表明，CsCaE026在二化

螟成虫体躯各部分中均有表达。雄蛾体躯各部分的表达量均高于雌蛾，且均以头部

和翅的表达量为最高，触角表达量为最低；其中翅在雄蛾与雌蛾之间的表达差异达

到极显著水平(Ps0．01)，头部、胸部和腹部在雄蛾与雌蛾之间的表达差异达显著

水平(P<0．05)，而足和触角在雄蛾与雌蛾之间的表达差异不显著。

70

60

o

皇50

翱4。
秣邕
靛誉30

罂皇

焉20
o

2
10

0

Male

Female

图5．5二化螟成虫不同体躯部分CsCaE026的转录水平分析

”表示经t．测验雌、雄之间存在P<0．0l水平上的差异，·表示经t．测验雌、雄之间存在P<0．05水平的差异

He：头(去掉触角)；Th：胸部；Ab：腹部；Le：足；Wi：翅：An：触角。下同。

Fig．5．5 Quantitatative analysis ofCsCaE026 transcription in adult body parts of C．suppressalis

‘+indicates significant difference at O．01 level between female and male by t-test,+indicates significant difference

at 0 05 level between female and male by l-test

He：head with antennae removed；Th：thorax；Ab：abdomen；Le：足：Wi：wings；An：antenna．The same hereinafter．

对解剖获得的二化螟雌、雄成虫躯体不同部分，研磨离心后取上清，将蛋白样

品定量(599)，用Western blot检测其蛋白的表达量(图5．6)。结果表明，
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CsCaE026在雄虫中的蛋白表达量比雌虫略高，且均以头部、胸部、腹部和翅表达

量为较高。

I删懒_ k。p ”一一㈣ 卜70IO
Ab Th He LeⅥ’i An Ab Th lie LeⅥii An

L——．——．——————．r——．．．．．．．一L———————．．．．．．r．．．．．．．——一
Male Female

图5．6二化螟成虫不同体躯部分CsCaE026的翻译水平分析

Fig．5．6 Quantitatative analysis of CsCaE026 translation in adult body parts of C suppressalis

3小结

酯酶是动物体内比较普遍而且很重要的一种解毒酶系。它可以通过水解酯类化

合物的酯键，或与亲脂类有毒化合物结合，降低有毒化合物的有效浓度来降低其毒

性。许多杀虫剂分子是含有酯键的酯类化合物，如有机磷、氨基甲酸酯和拟除虫菊

酯类杀虫剂。不同的酯酶在昆虫的生长发育以及抗性形成中的作用不同。羧酸酯酶

作为昆虫体内重要的解毒酶，分布于头部、中肠、触角和马氏管等组织中，其功能

也十分多样，主要包括外源物的解毒，信息素或激素的降解，以及参与神经形成及

调节发育等。

采用实时荧光定量PCR技术分析二化螟DC葩D26基因在不同生长发育阶段

和组织的转录水平分布。结果表明：(1)在二化螟的不同发育阶段，CsCaE026基

因在幼虫期转录量较高，其中5龄幼虫期转录量最高，且与卵期、蛹期和成虫期等

转录量之间差异显著； (2)在5龄幼虫的不同组织，DC口ED26在中肠中的转录量

最高，且与表皮、马氏管、神经索、脂肪体和血细胞等转录量之间差异显著；(3)

在雌、雄成虫体躯不同部分中，雄蛾体躯各部分转录量均高于雌蛾，且均以头部和

翅的转录量最高，触角转录量最低。

采用免疫检测技术分析二化螟CsCaE026基因在不同生长发育阶段和组织的翻

译水平分布。结果表明，CsCaE026在二化螟不同发育阶段的蛋白表达以幼虫期和
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蛹期较高，卵期和成虫期较低；在5龄幼虫不同组织的蛋白表达以中肠最多，马氏

管、神经和脂肪体等较低，表皮和血细胞基本无表达；在成虫体躯各部分的蛋白表

达以雄蛾明显较高，且均以雄蛾头部、胸部、腹部和翅等的蛋白表达相对较高。

由此可见，二化螟酯酶基因CsCaE026主要是在幼虫期的中肠中大量表达，推

测与食物中有毒物质的代谢降解有关。
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第六章二化螟酯酶基因的真核表达

二化螟CsCaE026基因在大肠杆菌的重组表达产物不具有酯酶活性。为探明该

基因的酶学特性及其生物学功能，需进行真核表达。

众所周知，杆状病毒表达系统(Baculovirus expression vector system，BEVS)

是20世纪80年代发展起来的真核表达系统，是将外源基因通过位点的特异性转座

作用整合到Bacmid中去，经过筛选重组Bacmid，然后直接转染昆虫细胞，得到纯

的重组病毒，同时高效表达外源基因的一种系统。Smith等(1983)利用

AcMNPV在草地贪夜蛾(Spodoptera frugiperda)Sf9细胞成功地表达了p-干扰素；

Maeda等(1985)利用BmNPV在家蚕幼虫体内高水平表达了人的c【．干扰素。本研

究在通过RT．PCR成功克隆o∞ED26基因的基础上，利用杆状病毒．昆虫细胞表

达系统对基因进行了真核表达，为进一步研究二化螟酯酶CsCaE026基因的功能提

供材料。

1材料与方法

1．1载体、菌株及主要试剂

载体：载体pFastBac．HTE为浙大昆虫所张传溪赠送(图6．1)；

菌株：DHl0Bac感受态细胞、Sf9昆虫细胞为本实验室保存；Trans．T1购自北

京全式金生物技术有限公司；

试剂：PCR纯化试剂盒、酶切纯化试剂盒、质粒提取试剂盒购自Axygen公司；

T4连接酶、碱性磷酸酶、限制性内切酶BamHI和Xhol等为Takara公司

产品；PVDF、DNA标准分子量、蛋白质分子量标准、免疫印迹ECL检

测试剂盒等购自Bio．Rad公司；蛋白纯化试剂盒Proteinlsotm Ni-NTA

Resin购自北京全式金生物技术有限公司；抗生素：卡那霉素

(Kanamycin)(50mg／m1)，四环素(Tetracyclin)(10mg／m1)，庆大霉素

(Genlamycin)(50mg／m1)等其他试剂均为国产或进口分析纯。

1．2主要实验仪器
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Bio—Rad蛋白质电泳设备和电半干转设备；eppendorf水平摇床和离心机、Bio．

Rad琼脂糖电泳仪、Bio．Rad PCR仪、Bio．Rad凝胶成像系统等。

强薯翻睡舀硼蕾一
(c∞鲫峨ed竹疆^NG Q嘲E吐2002,锄聊蜥蝌

图6．1 pFastBac-THE图谱

Fig．6．1 pFastBac-THE map

1．3二化螟酯酶基因CsCaE026的PCR扩增和纯化

利用Primer5．0软件设计引物(上海生工合成)，上游引物5'-CGG GAT CCG

ACG ACG ACG ACAAGA TGT TCG AAT ATT TG一3’(含BamHI酶切位点)，下游

引物为5'-CCG CTC GAG TTA TTT CTT n盯TGT．3’(含XhoI酶切位点)。以二化

螟3龄幼虫cDNA为模板，进行PCR扩增：94℃5 min，(94"(2 30sse，55℃30sec，

72℃2min)x30循环，72℃10 min，扩增产物保存于4。C。反应体系同第三章I．5。

PCR扩增产物用1．0％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。

PCR产物纯化步骤见第三章1．6。

1．4供体质粒的构建

1．4．1目的基因及载体pFastBac-THE酶切

分别用BamHI和Xhol双酶切目的基因PCR纯化产物和载体pFastBac·HTE，

反应体系如下：

酶切体系为：DNA纯化产物／pFastBac—THE 0．5 og
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FastDigest

Bu虢r

ddH20

1．0 UL

2．0 IlL

16．5 pL

20．0 pL

反应条件：37。C反应10rain。

1．4．2肆切产物纯化

将目的基因与载体的酶切反应液用酶切产物纯化试剂盒纯化，方法同第四章

1．3．3。

1．4．3戴体酶切纯化产物的去磷酸化反应

使用宝生物工程有限公司的碱性磷酸酶(ALP)将载体酶切纯化产物去磷酸化，

使载体不发生能自连，反应体系如下：

酶切纯化产物 20 pL

10×Alkaline Phosphatase 5 IlL

CIAP 2 laL

ddH20 23 I．tL

5U pL

将混合物短暂离心后，37。C反应30min。

1．4．4目的基因与载体连接

将纯化回收的pFastBac．HTE载体与目的片段用T4 DNA连接酶进行连接。反

应体系如下：

1 0x T4 DNA Ligase Buffer 2．5¨L

目的基因片段10．0 laL

载体pFastBac-THE 3．0¨L

T4 DNA连接酶 1．0“L

ddH20 8．5 I．tL

42
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轻轻混匀后，16。C反应连接过夜。

1．4．5连接产物的转化

分别取159L的连接产物转化至感受态大肠杆菌Trans．T1中，转化产物涂布于

含有Amp的LB平板上，37℃过夜培养。方法同第三章1．8。

1．4．6供体质粒的筛选和验证

挑取白色单克隆菌落，进行PCR鉴定，将含有与目的基因大小一致的菌液送

博尚生物技术有限公司测序。将测序正确的菌液大体积培养并提取质粒，重组质粒

命名为CsCaE026／pFastBac。方法同第三章1．9、1．10。

1．5重组Bacmid的获得

1．5．1供体质粒CsCaE026／pFastBac转入DHIOBac感受态细胞

将供体质粒CsCaE026／pFastBac转化至DHl0Bac感受态细胞，在含有一定卡

那霉素、庆大霉素、四环素、IPTG、X-gal的固体培养基上培养。操作步骤如下：

(1) 在刚解冻的DHl0Bac感受态细胞中加入lgL的供体质粒，轻轻混匀混合

物，在冰上静置30min；

(2)42℃水浴热激45sec，然后快速将离心管转移到冰浴中2min，该过程不要

摇动离心管；

(3) 向每个离心管中加入5009L无抗生素的LB液体培养基，混匀后置于37℃，

200rmp培养4h，使细菌复苏；

(4) 在含有5099／ml Kan、799／ml Gentamicin和1099／ml tetracycline等抗生素的

LB固体培养基平板上加入409L 20mg／mL X-gal和71aL 100mg／mL IPTG溶

液，将其轻轻涂布均匀并晾干；

(5) 取2009L培养的菌液于上述平板，将菌液轻轻涂布均匀；

(6) 将平板置于37。C烘箱中至液体被完全吸收，倒置平板，37*(2培养48h以上。

1．5．2重组Bacmid筛选和验证

在LB固体培养基上挑取白色阳性菌落，挑入含有3种抗生素的液体培养基，

37*C振荡培养8h。用M13．F：5'-GTT TTC CCA GTC ACG AC．3’作为上游引物，

M13．R：5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC．3’作为下游引物进行菌液PCR验证，通
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过PCR片段的大小来确定转座是否成功，将转座成功后的质粒即重组Bacmid命名

为CsCaE026／Bacmid。具体步骤如下：

(1) 在LB平板上挑取若干个白色单菌落，分别接种于lmL含50p∥ml Kan、

7p∥ml Gentamicin和101ag／ml tetracycline等抗生素的LB液体培养基中。

37 oC振荡培养：

(2) 以培养的菌液为模板，M13为引物，PCR反应所使用的酶为TOYOBO公

司生产的KOD．Plus酶，反应体系如下：

l0xBu艉r for KOD．Plus

2 mM dNTPs

25 mM MgS04

M13 Forward

M13 Reverse

Template DNA

KOD．Plus

ddH20

2．50 pL

2．50“L

0．50 pL

0．75肛L

0．75 pL

0．50¨L

0．50 UL

2．00“L

lO．OO pL

将混合物短暂离心后置于PCR仪上进行后续反应。

PCR反应程序为：94℃2 min，(94℃15 S，55℃30 S，68℃2min)x35循环

(3) 经1％琼脂糖凝胶电泳鉴定后将含有与目的基因大小一致的菌液送博尚生

物技术有限公司测序。

1．5．3提取重组病毒CsCaE026／Baemid

将测序正确的菌液采用碱法提取重组病毒CsCaE026／Bacmid，步骤如下：

(1) 将测序正确的菌液吸取少量加入至含有50I．tg／ml Kan、7H∥ml Gentamicin

和101ag／mi tetracycline的20mi LB液体培养基：

(2) 37。C，200rpm培养至菌体生长到稳定期；

(3) 用1．5ml无菌离心管12，000×g离心lmin收集菌体；

(4) 倒掉上清，加O．3ml的S1悬浮沉淀，．轻轻地震荡或上下混匀； ．

(5) 加0．3ml的S2轻轻混匀，室温孵育5min。
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(6) 缓慢加入0．3ml S3，并温和地上下翻转离心管数次，至形成白色絮状沉淀，

然后冰上放置5．10min；

(7) 12，000xg离心10min；

(8) 轻轻的将上清转移到含有O．8ml异丙醇的无菌离心管，不要吸到白色沉淀。

颠倒混匀，冰上放置5．10min。

(9) 室温12，000×g离心15min；

(10)弃去上清，不要浮起沉淀，加入O．5ml 70％的乙醇。颠倒离心管数次清洗

沉淀：

(11)室温12，000xg离心5rain。

(12) 尽可能多的除去上清，不要搅动沉淀。室温5．10rain风干沉淀，注意不要

过分干燥；

(13) 加20 uL的无菌水重新溶解DNA沉淀，．20℃保存备用。

1．6昆虫Sf9细胞的转染及表达

1．6．1昆虫Sf9细胞的培养及转染

转染的昆虫细胞系为Sf9，所用的细胞培养液为Sf-900II，使用25mL的细胞

培养瓶培养，培养温度为27℃。Bacmid为穿梭质粒载体，它既能作为质粒在大肠

杆菌DHl0Bac细胞中扩增，又能作为毒粒去感染昆虫细胞，整个表达在Sf9宿主

细胞中进行。转染步骤如下：

(1) 确保培养的St9细胞数在1．5．2。5x106cell／ml。6孔板中每孔加2ml无血清的

Sf9细胞培养液且每孔含8×105cell，室温放置15min。

(2) 取两支1．5ml eppendorf管配制下列溶液：溶液A-1斗g重组杆状病毒DNA

溶于100¨L无血清的培养液中；溶液B：将8¨l CellfectinlI稀释于100pL

无血清的培养液中；合并溶液A和溶液B，轻轻混匀室温放置15-30min。

(3) 将溶液混合物逐滴加入到l中，27*(2培养2．3d，直到能够看到病毒感染现

象(有荧光，细胞不再生长，细胞核充满细胞等)。
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1．6．2 P1病毒株的提取

当细胞出现病毒感染现象后，尤其是有荧光出现(pFastBac．HTE含有GFP)，

则证明了CsCaE026已在昆虫细胞中进行了扩增。然后就可以从每个孔中收集含有

病毒的细胞至1．5ml无菌的离心管中，500xg离心5min除去细胞和大碎片；将上

清转移至新离心管中，这就是Pl病毒株，4"C避光保存。

1．6．3 P1病毒株的扩增

Pl病毒株是低滴度，小规模的毒株，需要使用这株去感染细胞，从而产生高

滴度的P2病毒株。依照下列步骤在6孔板中扩增Pl毒株：

(1) 感染当天，准备S19细胞，2×106cell／孔。培养细胞室温lh；

(2)lh后在显微镜下检查细胞的吸附情况；

(3) 每孔加入合适数量的P1毒株；

(4) 在27℃培养箱孵育细胞48h；

(5) 感染后48h，从每个孔收集2ml含有病毒的培养液，转到2ml无菌离心管。

500xg离心5min弃去细胞和碎片。

(6) 将上清转到2ml离心管。这就是P2毒株。4℃避光保存。

1．6．4重组蛋白的表达

当有了合适滴度的病毒株后，即可进行重组蛋白的表达。具体步骤如下：

(1) 在24孔板接种SO细胞6×105cell／孔，细胞室温放置至少30min；

(2) 弃去培养基用新鲜的培养基清洗。换上3009l新鲜培养基：

(3) 在合适的MOI值时每孔加入适量毒株，包括适量的对照毒株：

(4) 27℃培养箱培养：

(5) 在合适的时间收获细胞或培养基(分泌表达)(感染后3d左右)。．20。C保

存。

1．7重组蛋白的提取

病毒感染细胞3d左右，就可以收集细胞提取蛋白，使用I-PER Insect Cell

Protein Extraction Reagent来提取细胞蛋白，具体操作步骤如下。
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1．7．1收集昆虫细胞

将感染表达的细胞在室温下800xg离心5rain，然后将培养液吸出(保留)，留

下昆虫细胞：

1．7．2清洗昆虫细胞

(1) 加入与培养液等体积的PBS，轻轻的悬浮细胞；

(2) 室温800xg离心5min，倒出上清：

(3) 重复步骤(1)和(2)。

1．7．3溶解昆虫细胞

(1) 每5x106-2x107个细胞加入lml的I-PER Reagent(使用前在I-PER Reagent

中加入蛋白酶抑制剂)来清洗细胞；

(2) 用枪上下吸打使之悬浮，中等速度漩涡细胞5sec；

(3) 冰上孵育10min；

(4) 在4℃，15，000xg离心15min；

(5) 小心的转移上层含有可溶性蛋白溶液至新试管。保留沉淀(包含不可溶的

蛋白和细胞碎片)用于进一步分析。

1．8蛋白纯化

使用Proteinlsotm Ni-NTA Resin(全氏金公司)对提取的蛋白进行纯化。具体

操作步骤：用Proteinlsotm Ni．NTA Resin对His标签蛋白进行分离纯化的过程包括：

(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

5min。

(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(10．20mM)。

(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(0．451JM)。

(4) 洗涤：用5．10倍柱体积的平衡缓冲液洗涤层析柱(80．100mM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
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梯度洗脱。

1．9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 Soimions Centrifugal Filter Units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，8,000xg离心20min；

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

(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1．5ml离心管

中，测定蛋白浓度；

1．10 SDS．PAGE和Western Blot

将经过纯化、浓缩后的蛋白进行SDS．PAGE电泳检测，操作步骤同第五章1．5。

用制备的多克隆抗体作为一抗，以辣根过氧化物酶(HRP)为二抗，对提取的重组

蛋白进行Western blot检测。具体操作步骤同第五章1．7。

2结果与分析

2．1供体质粒的构建

在CsCaE026基因的正向和反向引物分别添加BamHl和XholI酶切位点对其

cDNA进行PCR扩增(图6．2)，测序表明与预期序列一致(1,671bp)；用限制性内

切酶BamHI和Xh01分别对CsCaE026和pFastBac．HTE载体进行双酶切(图6．3和

6．4)，酶切产物用1％琼脂糖进行电泳检测并回收目的条带：用T4连接酶进行连接，

转化至TransTl感受态细胞，筛选阳性克隆(图6．5)，PCR片段与理论大小相符，

经测序验证说明杆状病毒转移载体构建成功。转移载体命名CsCaE026／pFast。
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M

M

3 M

图6．2二化螟oG擅D26基因的PCR扩增

泳道l：PCR扩增的目的片段；M：DNA分子量标准

Fig．6．2 PCR Amplification of CsCaE026 gene in C

suppressalis

Lanel：PCR Amplification of target fragment；M：DNA

molecular weight marker

图6．3 CsCaE026基因的酶切电泳图

泳道2：目的基因酶切片段；M：DNA分子量标准

Fig．6．3 Electrophoretogram of CsCaE026 gene after digestion

Lane2：Fragment of target gene after digestion；M：DNA

molecular weight marker

图6．4 pFastBac．HTE载体的酶切电泳图

泳道3：载体的酶切片段；M：DNA分子量标准

Fig．6．4 Electrophoretogram ofthe vector pFastBac-THE

after digestion；

Lane3：Enzyme digestion electrophoretogram of the

targetfi'agrnent．M：DNA molecular weight marker
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图6．5重组质粒CsCaE026／pFast菌液PCR鉴定

泳道4和泳道5：CsCaE026／pFast菌液PCR扩增产

物：M：DNA分子量标准

Fig．6．5 PCR assay of recombinant CsCaE026／pFast

Lane 4 and 5：PCR product of recombinant

CsCaE026／pFast；M：DNA molecular weight marker

2．2重组病毒Bacmid的构建

用重组转移载体CsCaE026／pFast和阳性对照pFastBac转化至含有穿梭载体

Bacmid的DHl0Bac感受态细胞，挑取发生转座作用生成的白色菌落，提取重组

Bacmid DNA，并作菌落PCR分析鉴定(图6．6)，得到整合位点正确的重组

Bacmid即为重组病毒CsCaE026／Bacmid(对照命名为pFast／Bacmid)。电泳结果显

示：PCR扩增得到的片段正好等于2,430bp DNA+732bp(GFP)DNA+目的基因

(1，671bp)。这些结果表明目的基因与Bacmid发生重组且位置正确。

000

750

500

250

100

图6．6重组CsCaE026／Bacmid菌液PCR鉴定

泳道6和泳道7：CsCaE026／Bacmid菌液PCR扩增产物：

M：DNA分子量标准

Fig．6．6 PCR assay of recombinant CsCaE026／Bacmid

Lalle 6 and 7：PCR product of recombinant CsCaE026／Bacmid；

M：DNA molecular weight marker

2．3昆虫Sf9细胞的转染及病毒粒子的扩增

采用脂质体(CellFection Reagent)包裹含有目的基因重组转移载体的线状病

毒DNA的方法，转染昆虫细胞。光镜下每日观察细胞形态的变化，直到能够看到

病毒感染现象(有荧光，细胞不再生长，细胞核充满细胞等)。2—3d后收取培养液，

500xg离心5 min所得的上清即为第一代病毒株P1(图6．7)。PI中所含病毒粒子
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的浓度可能较低，被感染昆虫细胞的数量也较少，导致蛋白的表达量较低。因此，

取Pl感染新的大体积昆虫细胞从而产生高滴度P2，这样使病毒粒子的浓度迅速增

加。3d左右收取培养液，500×g离心5 min所得的上清即为P2病毒株(图6．8)。

图6．7 P1病毒株：重组病毒感染的Sf9细胞

左：重组CsCaE026／Bacmid感染的$19细胞；右：重组pFast／Bacmid感染的$19细胞

Fig．6．6 P I viruses：Sf9 cells infected by recombinant viruses

Left：Sf9 cells infected by recombinant CsCaE026／Bacmid；Right：S19 cells infected by

recombinant pFast／Bacmid

图6．8Pl病毒株的扩增(P2)

左：重组CsCaE026／Bacmid病毒株P1在Sf9细胞中的扩增；

右：重组pFast／Bacmid病毒株Pl在$19细胞中的扩增

Fig．6．8 Amplification ofPl viruses(P2)

Left：Amplification of recombinant CsCaE026／Bacmid P 1 viruses in Sf9 cells；

Right：Amplification of recombinant pFast／Bacmid P l viruses in Sf9 cells
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2．4蛋白的表达

当有了合适滴度的病毒株后，即可进行重组蛋白的表达。大量的因素影响着蛋

白的最优表达，包括细胞状态、MOI和时间等。一般使用在细胞处于中对数期时

(密度为l×106—2×106cell／m1)、MOI为1-5之间感染细胞3．4d即可获得大量表达蛋

白(图6．9)。

图6．9重组病毒的蛋白表达

左：重组病毒CsCaE026／Bacmid的表达；右：重组病毒pFast／Bacmid的表达

Fig．6．9 Protein expression of recombinant viruses

Left：Protein expression of recombinantCsCaE026／Bacmid viruses；Right：Protein expression of

recombinant pFast／Bacmid viruses

2．5蛋白纯化和检测

在大量表达蛋白后，需要对蛋白进行提取、纯化和浓缩。由于pFastBac．THE

上带有His标签，蛋白纯化采用Ni．NTA方法。蛋白纯化样品经SDS—PAGE后，用

半干电转的方法将蛋白转移到PVDF膜上，用第四章中制备的多克隆抗体作为一

抗，辣根过氧化物酶(HRP)为二抗，进行Western blot分析。结果表明：

CsCaE026表达产物在约90kD左右处有目的条带(图6．10)，证明CsCaE026在昆

虫细胞中表达成功。
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图6．10 CsCaE026在$19细胞中表达产物的Western blot分析

M：蛋白标准分子量；l：对照；2：CsCaE026表达产物；

Fig．6．1 0 Western blot analysis ofCsCaE026 expression products in$19 cells

M：Standard protein marker；l：Sample from Sf9 cells infected with pFast／Bacmid；2：Sample from

St9 cells infected with CsCaE026／Bacmid

3小结

杆状病毒表达系统自从第一次用来表达干扰素以后，在许多重组蛋白表达中得

到广泛应用，已有许多种外源基因在该系统中得到了表达。相对于其他表达系统它

具有以下几个方面的优点：(1)重组蛋白具有完整的生物学功能：杆状病毒表达系

统为高表达的外源蛋白在细胞内进行正确的折叠、二硫键的搭配以及寡聚物的形成

提供良好的环境，可使表达产物在结构和功能上接近天然蛋白。(2)能进行翻译后

的加工修饰(Ailor and Betenbaugh，1999)：杆状病毒表达系统具有对蛋白质完整

的翻译后加工能力，包括磷酸化、糖基化、酰基化、信号肽切除及肽段的切割和分

解等，修饰的位点与天然蛋白在细胞内的情况完全一致。该表达系统利用细菌的

Tn7转座子，构建了AcMNPV病毒的穿梭载体Bacmid，它既能在大肠杆菌中低拷

贝复制和稳定分离，又可以直接转染昆虫细胞，得到病毒粒子。外源基因通过位点

特异性转座作用整合到Bacmid中，经过筛选重组Bacmid，直接转染昆虫细胞，得

到纯的重组病毒，同时高效表达外源基因，该系统具有快速、稳定、高效等优点。
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本实验选用了pFastBac-HTE质粒，其Polyhedrin promoter下游带有ATG起始密码

子、6xHis tag、TEV蛋白酶酶切识别位点ENLYFQG、EGFP以及多克隆位点，有

利于用Ni．NTA树脂分离纯化，需要时还可以切除N端融合蛋白(张传溪等，

1999)。

本研究是首次使用杆状病毒表达系统对二化螟中克隆到的酯酶基因CsCaE026

进行的重组表达的研究。已知CsCaE026基因编码557个氨基酸(见第三章)，预

测其分子量大小约为63．66kD，用制备的多克隆抗体作为一抗对表达产物进行

Western blot免疫分析，分析结果显示CsCaE026表达产物在90kD左右(EGFP蛋

白大小约为27kD)处有目的地条带。上述实验结果均表明采用杆状病毒表达系统

成功表达了CsCaE026基因。此外虽然本实验表达出了大量的蛋白，但还需要对表

达蛋白的活性和功能作进一步的研究，为明确二化螟酯酶基因的功能奠定基础。
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第七章总结

本论文对二化螟酯酶基因CsCaE026进行了克隆和分析，并对其时空表达动态、

蛋白表达等进行了研究，同时制备了多克隆抗体。明确了CsCaE026基因在二化螟

的发育阶段及各组织的分布表达情况，对CsCaE026基因的基本信息有了初步的了

解，为日后研究CsCaE026基因的功能等研究奠定了基础，也为关于二化螟抗药性

的综合治理提供依据。

1二亿螟荫酶基因CsCaE026的克隆及序列分析

本研究利用RT．PCR技术，克隆了二化螟酯酶基因CsCaE026，并进行相关的

生物信息学分析。该基因开放阅读框为1,671bp，共编码557个氨基酸，预测其分

子量大小约为63．66kD，等电点为5．86。经Signal IP 4．1在线预测蛋白信号肽，N．

端前16个氨基酸为信号肽。

将二化螟酯酶CsCaE026基因cDNA推导的氨基酸序列与其他物种进行同源对

比分析，发现该基因具有含丝氨酸活性中心GYSVG，催化三聚体(Ser207、

Glu339和His453)等羧酸酯酶保守结构域。以及具有“p．酯酶家族的特征基序

Gly-x—Ser-x-Gly和二硫键结合位点(Cys82和Cysl03)。CsCaE026其他昆虫的羧

酸酯酶基因构建系统发育进化树。分析结果表明CsCaE026与家蚕羧酸酯酶处于同

一进化枝上，进化上关系较近且属于a．酯酶。

2二化螟瞎酶基因CsCaE026的原核表达和多克隆抗体制备

通过pET32a构建了表达载体CsCaE026／pET32a，利用大肠杆菌表达系统，在

菌株Rosetta中进行表达，对表达产物用SDS．PAGE进行表达定位，发现表达产物

存在于包涵体内。从SDS．PAGE图谱看，表达产物在分子量约为70kD处出现了表

达条带，与预期蛋白分子量一致；将大量表达产物进行提取和纯化，制备了兔抗多

克隆抗体；用制备的多克隆抗体作为一抗对表达产物作Western Blot分析结果，表

达产物显示同样的阳性结果反应，与预期的蛋白分子量大小一致，上述结果说明

CsCaE026基因在大肠杆菌表达系统中成功的表达。
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3二化螟啼毒基因CsCaE026的表达时空分布

CsCaE026基因在二化螟不同发育阶段中均有表达，在幼虫期表达量相对较高，

以5龄幼虫期表达量最高且与卵期、蛹期、成虫期表达差异显著(p<o．05)；

CsCaE026在高龄幼虫各组织中均有表达，在中肠中表达量最高且与表皮、马氏管、

神经索、脂肪体、血细胞表达量之间差异显著，其他组织之间表达差异不显著；

CsCaE026在二化螟成虫各躯体中均有表达，雄蛾各躯体表达量高于雌蛾，且都是

在头部和翅中表达量最高。在翅中，雄蛾的表达与雌蛾的表达差异达到极显著

(pS0．01)，在头、胸、腹中，雄蛾的表达与雌蛾的表达差异显著。

CsCaE026蛋白表达结果表明：在二化螟的不同发育阶段中，CsCaE026蛋白

表达在幼虫期和蛹期较多，在卵期和成虫期表达量较少；在5龄幼虫各组织中，

CsCaE026蛋白表达在中肠中最多，马氏管、神经、脂肪体中略有表达，表皮和血

细胞中基本无表达；在成虫各躯体中，CsCaE026蛋白在雄虫中表达量比在雌虫中

略高，且都是在头、胸、腹、翅表达相对较高。

4二化螟哺酶基因CsCaE026在Bac．to．Bac系统中的表达

构建了CsCaE026的供体质粒CsCaE026／pFastBac和重组杆状病毒

CsCaE026／Bacmid，用CsCaE026／Bacmid在昆虫细胞Sf9中进行了表达。Western

blot检测结果显示，表达产物在约90kD有一条特异性条带(一抗为制备的多克隆

抗体)，与预期目的蛋白分子量大小一致，这说明DC口ED26基因在杆状病毒．昆

虫细胞表达系统中表达成功。对研究二化螟酯酶基因的功能奠定了基础。

本论文的创新点：

1．克隆获得二化螟酯酶基因CsCaE026全长序列；

2．二化螟酯酶基因CsCaE026在大肠杆菌中表达获得重组蛋白，并制备获得兔抗

多克隆抗体；

3．明确二化螟酯酶基因CsCaE026的表达时空分布特征；

4．利用杆状病毒．昆虫细胞表达系统在昆虫Sf9细胞中真核表达二化螟酯酶基因

CsG口ED26，获得重组表达蛋白。
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今后研究方向：

1．开展二化螟酯酶基因CsCaE026真核重组表达蛋白的酶学特性分析：

2．开展二化螟酯酶基因CsCaE026真核重组表达蛋白对不同农药的敏感性与降解

代谢能力分析；

3．开展二化螟酯酶基因CsCaE026抑制表达对二化螟生物学特征以及对不同农药

敏感性的影响研究。
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