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利用 @;:AB6A@;: 系统表达棉蚜的乙酰胆碱酯酶

董双林!，"，韩召军!，#$%&’( ) *+,,+-#)./"，"

（! 0 南京农业大学 农业部病虫监测与治理重点开放实验室，江苏 南京 "!1123；

" 0 456$%&75(& 89 :’8;8<’=$; >?57’@&%A，B8&?$7@&5C B5@5$%=?，D$%65(C5(，D5%&@，-,3 "EF，G(’&5C H’(<C87）

摘要：:$=I&8I:$= 昆虫杆状病毒表达系统是一种高效真核表达系统。采用重组 4/- 技术构建棉蚜乙酰胆碱
酯酶 !（->?J!）表达质粒，应用该系统在昆虫 )92 细胞系中成功表达了棉蚜的 ->?J!。表达的 ->?J 以可溶性
形式释放于细胞培养液中，对其自然底物类似物 -K>?+ 的 !7 值为（!LL M3 N "O MP）!7；对抗蚜威、唑蚜威、氧
化乐果和灭赐松等 L 种杀虫剂的敏感性指数（! ’ 值）分别为 3!Q、! OOQ、3 和 "Q（7#·7’(）R !，与文献报道的
测定结果基本一致。昆虫细胞被重组病毒感染后第 " S Q 天所得产物的活性最高；该产物在 R "1 T保存 21 C 后
活性没有明显下降，L T保存 P1 C 后下降 L1U，室温（"" T）保存 V C 后即下降 V1U。
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:$=I&8I:$= 昆虫杆状病毒表达系统是一种快速、

高效真核表达系统（-(C5%@8( 5& $;，!22P；+(Y’&%8I
<5( ,’95 K5=?(8;8<’5@，"11"）。该系统利用转座子

K(V 的位点特异性，大大简化并加快了重组病毒的

过程；使用杆状病毒结构基因中多角体蛋白的强启

动子，可使真核目的基因得到高效表达；具有对表

达产物进行正常的翻译后加工和糖基化修饰等功

能，因此，广泛用于外源基因的表达。

乙酰 胆 碱 酯 酶（-=5&A;=?8;’8(5@&5%$@5，->?J）

是神经突触传导中的关键酶，起水解神经递质乙酰
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胆碱和维持突触正常生理功能的作用。在昆虫中，

!"#$ 是有机磷和氨基甲酸酯两类杀虫剂的主要作

用靶标，杀虫剂通过与 !"#$ 结合，使酶活性中心

的丝氨酸羟基发生不可逆的磷酰化或氨基甲酰化，

从而抑制酶对乙酰胆碱的水解活性，阻断了神经正

常的去极化作用（$%&’()*+,，-./0）。由 !"#$ 变构

（12314,424,56）而引起的对有关杀虫剂的不敏感性是

昆虫抗药性的一个重要机制，迄今已从多种昆虫，

如家 蝇 （7’8561#,)’ 9 :55)’1， -./;）、 烟 粉 虱

（<=)6’ 9 7’8561#,)’，-..>）、蚊 子（?’,%% ’4 *%，
@AA@）及棉蚜（:55)’1 ’4 *%，-..B；!6&)’+1 ’4 *%，
@AA;）和桃蚜（:55)’1 ’4 *%，-..;；C*3’1#,D* ’4
*%，@AAE）等发现了不敏感的 !"#$，并且这些不

敏感的 !"#$ 在一级序列上存在一个或多个“保

守”的突变位点，因而推测正是这些位点的突变导

致了 !"#$ 对杀虫剂的不敏感。如对棉蚜的研究

（F, 9 G*6，@AA;；!6&)’+1 ’4 *%，@AA;）表明，棉

蚜 !"#$- 中的两处氨基酸突变与其对有机磷和氨

基甲 酸 酯 两 类 杀 虫 剂 的 抗 性 紧 密 相 关。 其 中，

H;E-I 突 变 品 系 对 抗 蚜 威 表 现 较 高 的 抗 性；而

H;E-I 和 !EA@H 并存的突变品系除对抗蚜威表现高

度抗性外，还对多种其他有机磷和氨基甲酸酯杀虫

剂具有抗性。

然而，目前报道的 !"#$ 抗药性突变，绝大多

数都是根据抗药性相关性以及突变氨基酸的位置推

测的，要证实昆虫 !"#$ 这些“保守”的突变位点

与抗药性间的关系，则需要进行功能表达研究才能

提供直 接 证 据。目 前 已 在 多 种 昆 虫 中 发 现 两 个

!"#$ 基因（ !"#- 和 !"#@），但对于这两个基因的

功能差异尚不清楚。另外，体外表达可以提供大量

一致的 !"#$，也有助于弄清两个不同基因在昆虫

体内的作用，这对于建立 !"#$ 靶标杀虫剂的高通

量筛选技术，也是必要的。为此，我们利用棉蚜

!"#$- 基因（ !"#-），对 !"#$ 在昆虫杆状病毒表

达系统中的表达进行了研究。

! 材料和方法

! " ! 棉蚜!"#!的扩增、质粒连接、转化及克隆鉴定

- J- J - 棉蚜 !"#- K7C! 的扩增和克隆 根据已报

道的棉蚜 !"#- 的基因序列（F, 9 G*6，@AA@），合成两

对特异引物（!L- M -、!L- M @ 和 !L- M E、!L- M ;），

利用巢式 N"O 技术，使用高保真聚合酶进行 !"#- 序

列的扩增。其中，后一对引物分别带有一个专一酶

切位点序列 $!%!和 &’!!（方框内），以便酶切后与

特异性载体（含相同的酶切位点）进行连接。!L- M -
（上游引物 -）：0PQ"RSR!RRR!!R!!RSS!""!SRSQ
EP，!L- M @（ 下 游 引 物 -）：0PQS!!R"!!!!"Q
S!!!RRR!R!!"!R"!QEP，!L- M E（上游引物 @）：0PQ
"R! SR"S!" "!RSS!""!SRSSRR!RR!RSSQEP，

!L- M ;（下游引物 @）：0PQS!S R"R!S! "S!!!RRQ
R!R!!"!R"!!!!"SS"QEP。

所用载体为 <*KQ45Q<*K 昆虫杆状病毒表达系统

的特异性质粒 TI*14<*KR:-。它带有来自于昆虫病

毒的多角体强启动子，可使目的基因在昆虫细胞中

高效表达，两边各有一个 R6> 臂，同时含有一个庆

大霉素抗性基因和一个 HU;A T5%=! 信号序列，共

同构成 R6> 区域。将载体和扩增的棉蚜 !"#- K7C!
产物分别酶切后进行连接，然后按常规方法转化细

菌、挑取克隆、摇菌培养、质粒提取和琼脂糖电泳

初步检测。对经电泳检测初步确定的质粒进一步测

序，以确认正确的 !"#- 以正确的方向插入 TI*14Q
<*KR:-。

- J- J @ 棉蚜 !"#- 重组杆状病毒的构建 所用 <*KQ
45Q<*K 杆状病毒表达系统的各种试剂均购自 V68,4)5Q
L’6 公 司。 按 照 公 司 的 操 作 指 南 （ V68,4)5L’6，

@AA@），经测序检验的 TI*14<*KR:- 重组质粒进一步

转化 <*KQ45Q<*K 系统专用的 7G-A<*KR:细菌菌株。

该菌株带有一个病毒穿梭质粒（3*KD,&），主要包

括一个 R6> 的转座目标位点和一个辅助质粒。转化

反应时，TI*14<*KR:- 进入细菌，它携带的 R6> 的

转座因子通过与 7G-A<*KR:的靶位点发生转座反应

（需要辅助质粒产生的转座蛋白的参与），将目标序

列插入到病毒基因组中。

对转化的 7G-A<*KR:细菌进行蓝白斑选择，白

斑 经 扩 大 培 养 后 提 取 重 组 病 毒 7C!（<*KD,&
7C!）。以 A J0W的琼脂糖电泳初步鉴定，再以来自

于病 毒 7C! 的 :-E（ M ;A） 序 列（0PQSRRRR"Q
""!SR"!"S!"QEP）作为上游引物，以来自于棉蚜

!"#- 的特异性序列（0PQ!"SRRRR"RR""S!R!"S!Q
EP）作为下游引物，对小量制备的重组病毒 7C!
进行 N"O 扩增。对 N"O 产物进行电泳检测，如能

得到目标条带则证明重组病毒构建成功。

! "# 昆虫 $%& 细胞的转染及鉴定

- J@ J - 昆虫 H(. 细胞的培养 昆虫细胞系为 H(.，

所用两种培养液分别为 H( M .AA"和 G=XHIYQVCQ
H$"R。培养液内不含 I<H，使用前每毫升培养液添
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加 !"" 单位的青霉素和 !""!# 的链霉素。使用 $%
&’ 的细胞培养瓶，培养温度为 $( ) $( *% +。

! *$ * $ 昆虫 ,-. 细胞的转染及病毒粒子的扩增

按照公司的实验指南，采用脂 质 体（/01123/456
708#09:）包裹含有目的基因重组转移载体的线状

病毒 ;6< 的方法，转染昆虫细胞。光镜下每日观

察细胞形态的变化，= ) % > 后收取培养液，%"" !
离心 % &?9 所得上清即为第一代病毒液（@!）。@!
中所含病毒粒子的浓度可能较低，被感染昆虫细胞

的数量也较少，导致酶的表达量较低。因此，取

@! 感染新的昆虫细胞得到 @$，由 @$ 再得到 @A，

这样使病毒粒子的浓度迅速增加。

! *$ * A 昆虫 ,-. 细胞转染重组病毒后 "#$! 的 @/7
鉴定 收集 @A 病毒液（含有重组病毒），加 " *!B
,;, 煮沸 % ) !" &?9 作为模板，以来自于棉蚜 "#$!
的特异序列 %CD//<<4<EE4E<4/44<EE44DAC和 %CD
44<<E44E4//<<4<E/444<<DAC分 别 作 为 上 游 和

下游引物进行 @/7 扩增，! *"B的琼脂糖凝胶电泳

检测。

! *$ * = 酶液的制备 一般在 @A ) @= 时收取培养后

$ ) A > 的细胞培养液，%"" ! 离心 % &?9 得到上清

液作为酶液， F $" +保存用于酶的相关分析。

! "# 棉蚜 !"#! 表达产物的生化测定

! *A * ! 乙酰胆碱酯酶活力测定 参照 G89 0: 81
（!..H）方法。$% +条件下，在 .I 孔酶标板加样

孔中依次加入 A"!’ 酶液、!""!’ ;46J 溶液（(%

!&K1 L ’）和 !""!’ <4/M5 溶液（! *% &&K1 L ’），混

匀后即开始测定。每 A" N 读取一次光密度值（吸收

峰 ="% 9&），共读取 =" 个值。重复 A 次。<4/M5 和

;46J 溶液均以 " *"$ &K1 L ’、OG ( *" 的磷酸缓冲液

配制。

! *A * $ 乙酰胆碱酯酶 %& 的测定 参照 G89 0: 81
（!..H）方法。配制 H 个不同浓度（. ) ! ="" &&K1 L
’）的底物 <4/M5 溶液，按照上述方法测定酶活。

以双倒数法求 %& 值。

! *A * A 酶 液 中 蛋 白 总 量 的 测 定 参 照 JP8>-KP>
（!.(I）方法，用考马斯亮蓝染色，以牛血清白蛋

白（J,<）为标准蛋白。

! "$ 表达产物棉蚜 %&’(! 对不同杀虫剂敏感性的

测定

! *= * ! 杀虫剂及其来源 选用代表性杀虫剂 = 种，

其中抗蚜威和唑蚜威为氨基甲酸酯类，氧化乐果和

灭赐松为有机磷类。所有药剂购自 ,?#&8 公司的原

药。

! *= * $ 双 分 子 速 率 常 数（ % ?） 的 测 定 参 考

QKKP0N 0: 81（!..I）的方法，在 .I 孔酶标板加样

孔中先加入 A"!’ 酶液，再加入 %"!’ 不同浓度（H
) !" 个）的杀虫剂，混匀后 $% +静置 !" &?9，然

后依次加入 !""!’ ;46J 溶液（(%!Q）和 !""!’
<4/M5 溶液（! *% &Q），混匀后即开始测定各孔中

的剩余酶活力，计算 5%"，参照 5%"设定杀虫剂浓度

进一步测定 % ? 值。测定 % ? 值时，首先在加样孔中

加入 A"!’ 酶液，再加入 %"!’ 杀虫剂（浓度略大

于 5%"），不 同 时 间（"、!、$、=、I、H、!"、!$
&?9）后加入 ;46J 溶液（(%!Q）和 <4/M5 溶液

（! *% &Q）各 !""!’，混匀后测定各孔中的剩余酶

活力。各处理均重复 A ) = 次。% ? 的计算方法为，

以剩余酶活的百分率对数（1K# &，& 为剩余酶活

的百分率）为纵坐标，以抑制剂浓度（&Q）与作

用时间（&?9）的乘积为横坐标，求得线性回归方

程，则 % ? R 斜率 S $ *A"A。<4/M5 和 ;46J 溶液均

以 " *"$ Q、OG ( *" 的磷酸缓冲液配制。

) 结果与分析

) "! 重组病毒 *+% 的电泳及 ,&- 鉴定结果

对 A 个小量制备的重组病毒 ;6< 样品直接进

行电泳，结果均符合重组 J8T&?> ;6< 的图谱特征

（图 !<），图中箭头所指条带为插入 O28N:J8T4Q! 重

组载体后的病毒 ;6<。以来自于病毒 ;6< 的 Q!A
（ F ="）序列作为上游引物，以来自于棉蚜 "#$! 的

特异性序列作为下游引物，对小量制备的重组病毒

;6< 进一步 进 行 @/7 扩 增，结 果 得 到 预 期 大 小

（约 $ !"" UO）的扩增片段（图 !J），进一步表明重

组病毒中成功插入了棉蚜 "#$!。

) ") 重组病毒感染昆虫 ./0 细胞后的 ,&- 鉴定结

果

以棉蚜 "#$! 的特异性序列作引物，以 @A 病毒

感染液为模板进行 @/7 扩增，产物经电泳检测，

得到预期 .(" UO 的目标条带（图 $）。经进一步测

序证实为 "#$! 序列片段。

) "# 表达产物棉蚜 %&’(! 的酶学特性

酶动力学测定（表 !）表明，表达产物表现出

很高的 </M3 酶活性（’&），而对照（未经重组病

毒感染的细胞的培养液）基本没有活性，说明活性

</M3! 在昆虫细胞中得以成功表达；但由于棉蚜粗

提 液中</M3占总蛋白的比例可能与细胞培养上清

((! 期 董双林等：利用 J8TD:KDJ8T 系统表达棉蚜的乙酰胆碱酯酶



图 ! 重组杆状病毒 "#$ 的琼脂糖电泳图谱（$）和
特异性引物对重组 %&’()* "#$ 进行 +,- 扩增
产物的琼脂糖电泳图谱（%）

.)/ 0 ! $/1234 /45 454’612782146)’ &9&5:3)3 2; 684 14’2(<=
)94* %&’()* "#$（$）&9* +,- 712*>’6 2; 684 14=
’2(<)94* %&’()* "#$ ?)68 374’);)’ 71)(413（%）

箭头所指 条 带 为 重 组 病 毒 "#$（$）和 预 期 目 标 片 段（%）
［@84 &112? )9*)’&64* 684 <&9* 2; 14’2(<)94* %&’()* "#$（$）&9*
684 <&9* 2; 4A74’64* +,- ;1&/(496（%）］。

图 B 重组病毒感染后昆虫 C;D 细胞培养液中 !"#! 的

+,- 电泳图谱

.)/ 0 B $/1234 /45 454’612782146)’ &9&5:3)3 2; +,- 712*>’6
;21 !"#! ;1&/(496 >3)9/ 684 ’>56>14 (4*)>( &;641
684 C;D ’4553 )9;4’64* ?)68 684 14’2(<)94* E)1>3

箭头所指条带为预期 !"#! 片段（@84 &112? )9*)’64* 684 4A74’64*
<&9* 2; !"#! ;1&/(496）。

液中的不同，两者间的 $( 值差异仅作参考。酶与

底物 亲 和 力 测 定 结 果 显 示，表 达 产 物 的 %( 为

（!FF GH I BJ GK）(L，明显高于敏感虫体 $,8M 粗

提物 的 %(，其 原 因 可 能 是 蚜 虫 提 取 物 中 还 有

$,8MB、酯酶和其他干扰组分，导致 %( 值偏低。

! "# 表达产物对几种杀虫剂的敏感性

$,8M 是有机磷和氨基甲酸酯两类杀虫剂的主

要作用靶标。几种有机磷和氨基甲酸酯杀虫剂对表

达产物 % ) 的测定结果（表 B）表明，棉蚜 $,8M!
对这些杀虫剂的敏感性存在很大差异，以对氧化乐

果的敏感性最低，对唑蚜威的敏感性最高；若以氧

化乐果的敏感性为 ! 计算，则灭赐松、抗蚜威和唑

蚜威的敏感性倍数分别为 H、!!N 和 F!H 倍。

表 $ 表达产物棉蚜 %&’($ 的 !) 和 ")

*+, - $ !) +./ ") 01 %&’($ 0,2+3.4/ 150) 2’4 467548830. 89824) +./ 2’4 :0220. +7’3/8

%(（!L） $(［(O"（()9·!/）P !］

表达 $,8 M! MA714334* $,8M! !FF GH I BJ GK JJ GK I H GH
虫体 $,8M 粗提物 ,1>*4 $,8M 7147&1&6)29 ;12( ’26629 &78)*3 FN GQ I H GJ BK GR I Q GD
未感染细胞的培养液 S9)9;4’64* ’455 ’>56>14 (4*)>( — Q GD I Q GB

表 ! 表达 %&’($ 对四种杀虫剂的敏感性指数（! 3）和相对敏感倍数（;<）

*+, - ! =4.8323>329 3./46（! 3）+./ 2’4 54?+23>4 3.84.8323>329 5+2308（;<）01 46754884/ %&’($ 20 /311454.2 :+5,+)+24 05
05@+.07’087’+24 3.’3,32058

抗蚜威

+)1)()’&1<
唑蚜威

@1)&T&(&64
氧化乐果

O(4682&64
灭赐松

"4(4629=C=(468:5
% ) 值 % ) E&5>4［（(L·()9）P !］ H!B GDB I HN GQK ! JJN GFF I FK GF! F GHF I Q GNR BN GBF I Q GRH
相对敏感倍数（倍）-45&6)E4 )93493)6)E)6: 1&6)2（;25*） !!B GDJ F!F GJH ! H G!B
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! "# 两种细胞培养液和细胞感染后不同时间所得

表达产物的酶活性

对昆虫细胞被感染后不同时间所得上清液的测

定结果（图 !）表明，"#$%& 的活性在第 & 天（’( $）很

低，第 ’ 天大幅度增加，至第 ! 天达到高峰，此后由

于昆虫细胞老化和破裂而释放出一些蛋白酶，从而

使活性逐渐降低。两种细胞培养液相比较，)*+,--!
所得表达产物的活性除在第 ’ 天较 ./0)12+34)%#5
的明显为低外，第 ! 6 7 天均较后者高，但在高峰期

的第 ! 天并未有显著差异。

! "$ 不同存放温度下表达产物 %&’() 活性随时间

的变化

取细胞感染后第 ! 天的培养上清液，在不同存

放温度下保存，定期取样测定酶活性的变化（图

(）。在 8 ’- 9保存条件下，(- : 后活性未降低，

,- : 后有所降低，活性仍有 ;-<以上；( 9条件

下，’ 周以内活性没有下降，’- 6 (- : 有所降低，

7- : 后明显降低，,- : 后活性已降到 =-<以下；室

温（’’ 9）下，酶活性很快丧失，第 > 天已不足

!-<，,- : 后仅剩 =<。

图 ! 两种细胞培养液（.：./0)12+34)%#5；)：)*+
,--!）在细胞被感染后不同时间所得 "#$%&
的活性

1?@ A ! %BC/DE FGH?I?H?EJ K* H$E ELMNEJJE: "#$%& OJ?B@
)*+,--!（)）FB: ./0)12+34)%#5（.）GEPP
GOPHONE DE:?OD FH :?**ENEBH :F/J F*HEN H$E ?B*EG+
H?KB K* H$E )*, GEPPJ

图 ( 不同存放温度下表达产物 "#$%& 活性随时间
的变化

1?@ A ( %BC/DE FGH?I?H?EJ K* H$E ELMNEJJE: "#$%& JHKNE:
*KN :?**ENEBH H?DE FH :?**ENEBH HEDMENFHONEJ

* 小 结

本研究通过重组 Q4" 技术构建棉蚜 "#$%& 表

达质粒，利用 RFG+HK+RFG 昆虫杆状病毒表达系统，

在昆虫 )*, 细胞系中成功表达了棉蚜的 "#$%&。用

该方法表达的 "#$% 以可溶性形式释放于昆虫细胞

培养液中，因其不含其他的酯酶，因此，收集细胞

培养液通过简单的离心后，即可作为酶源进行相关

的生化和药理学研究。我们以此酶液测定了两种氨

基甲酸酯类和两种有机磷杀虫剂的相对敏感性，表

明棉蚜 "#$%& 对有机磷杀虫剂唑蚜威的敏感性最

高，而对氧化乐果的敏感性最低，两者相差约 (--
倍。这一结果与棉蚜活体和棉蚜 "#$% 纯化酶液对

这些药剂的敏感性测定结果（SKNNEJ，&,,7）的趋

势基本一致。

该方法所得表达产物在 8 ’- 9保存非常稳定，

&-- : 后活性没有明显下降，因此，可大量制备分

装后，置于 8 ’- 9 长 期 使 用。表 达 产 物 在 室 温

（’’ 9）条件下极为不稳定，其活性一周后即损失

大半，因此，表达产物收取后宜马上置于 8 ’- 9
保存。此外，我们的研究表明，昆虫细胞被感染第

! 天时活性达最高，此后，由于细胞的老化和破裂

使多种杂质酶进入细胞培养液中，不但分解表达的

目标产物，同时也给表达蛋白的进一步纯化带来麻

烦。因此，我们一般在细胞感染后 ’ 6 ! : 收取培

养液，保存备用。

该方法的成功建立，为进一步证实棉蚜 "#$%
抗药性功能突变位点、研究两种 "#$% 基因的功能

差异，以及建立 "#$% 靶标杀虫剂的高通量筛选技

术，奠定了良好的工作基础。

,>& 期 董双林等：利用 RFG+HK+RFG 系统表达棉蚜的乙酰胆碱酯酶
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根据中国科学技术信息研究所《OPPE 年版中国科技期刊引证报告》提供的信息，OPPQ
年本刊影响因子为 P ‘EPP，在所列 E: 种生物类期刊中排名第 OF 位，在 8 :PH 种中国科技期

刊中排名第 FT9 位；他引率为 P ‘HH，地区分布数为 OP，基金论文比 P ‘H9。

OPPE 年本刊收稿 Q8O 篇，刊发稿件 8P: 篇，刊用率为 O:a；年平均发表周期 89: 天，

年平均报道时差 8PH 天。
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