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蚊虫乙酰胆碱酯酶的真核表达、纯化及活性测定
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摘要 利用Trizol法从尖音库蚊中提取总RNA,构建cDNA文库,并克隆出乙酰胆碱酯酶外显子序列;利
用Bac-to-Bac杆状病毒表达系统对蚊虫乙酰胆碱酯酶进行真核表达,并利用 Ni-琼脂糖对酶进行纯化。采用

SDS-PAGE对纯化产物进行检测,结果表明得到了纯度较高的乙酰胆碱酯酶。参照Ellman法对酶的活性进行

测定,结果显示纯酶的活力为2.219×10-4mol/(min·g)。
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  乙酰胆碱酯酶(AChE)是神经系统的重要物

质,它在胆碱神经突触处快速水解神经递质———乙

酰胆碱而中止神经冲动的传递,维持正常的神经冲

动[1]。有机磷类杀虫剂能竞争性抑制乙酰胆碱酯酶

的活性,它们通过共价磷酸化乙酰胆碱酯酶活性位

点的丝氨酸残基而抑制酶的活性,使乙酰胆碱在突

触间的作用时间延长,从而引起突触后膜乙酰胆碱

受体的超兴奋,引起神经系统的严重障碍,达到杀虫

的目的,在机制上属于不可逆的抑制[2]。
有机磷杀虫剂在全球范围内被广泛使用,占到

了全球杀虫剂使用总量的38%[3]。仅在美国,每年

就使用了4万t的有机磷农药[4]。目前,我国杀虫

剂的生产量占农药总产量的75%左右,其中有机磷

杀虫剂占杀虫剂总产量的77%,在年产量万吨以上

的6个杀虫剂品种中,有5个是有机磷杀虫剂。由

于施用量大,加之违规操作,农药在环境中的残留超

标问题十分突出,已引起人们的高度重视[5]。有机

磷农药品种多应用广,它们能通过抑制人体内的乙

酰胆碱酯酶活性而引起中枢神经系统的紊乱,从而

引起相应的中毒症状。
目前传统的检测有机磷农药残留的方法主要有

薄层色谱法(TLC)、高效液相色谱法(HPLC)、气相

色谱法(GC)、气相色谱-质谱联用(GC/MS)和酶分

析技术等[6]。生物传感器技术是近年来开发的一种

新型的检测农药残留的方法,跟传统的方法相比,具

有快速、灵敏度高、成本低等特点[5]。一种有机磷水

解酶OPH由于能够快速降解有机磷类农药而被广

泛应用于农药残留的检测中[7-8],对甲基对硫磷的检

测最低限度可达到0.3μmol/L
[9]。乙酰胆碱酯酶

由于对农药特别敏感,因此也被广泛应用于有机磷

农药残留的检测中[10]。
本研究从尖音库蚊中克隆出乙酰胆碱酯酶基因

(ache1),利用Bac-to-Bac系统对AChE1进行真核

表达,并对该酶进行纯化,采用SDS-PAGE对纯化

产物进行检测,为乙酰胆碱酯酶在农药监测生物传

感器中的应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 样品、细胞和质粒

用于基因克隆的尖音库蚊品系于2007年7月

采集于广东省佛山市,在实验室条件下(光暗周期14
h/10h,温度(25±2)℃)常年饲养。pMD18-T载体

购自 TaKaRa;pFastBac1载体、E.coliDH10Bac、E.
coliDH5α、sf9细胞、SuperScriptFirst-Strand反转录

试剂盒均购自Invitrogen;PowerprepTM Hpplasmid
PurificationKits高 纯 度 质 粒 提 取 试 剂 盒 购 自

OriGene。
1.2 仪器和设备

鹰 眼 凝 胶 影 像 系 统 (EAGLE EYETM Ⅱ,

STRATEGENE)、PCR仪(Perkin-Elmer9600Ce-



  华 中 农 业 大 学 学 报 第31卷 

tusthermalcycler9600)、超纯水仪(Millipore)、核
酸电泳装置(Bio-Rad)、紫外分光光度仪(DU-800,

BECKMAN)、蛋 白 电 泳 装 置(Bio-Rad)、PCR 仪

(Perkin-Elmer9600Cetusthermalcycler9600)、超
声波破碎仪(Soniprep150MSE)。
1.3 蚊虫乙酰胆碱酯酶基因(ache1)阅读编码框

的克隆

  Trizol法提取库蚊RNA和构建cDNA文库。
将蚊虫在液氮中充分研磨,溶于600μLTrizol试剂

中,常温孵育5min,4℃ 12000r/min离心10
min。取上清,加入200μL氯仿,充分振荡后室温

放置3min,4℃10000r/min离心15min。转移

上清至 新 管 中,加500μL 异 丙 醇,室 温 放 置10
min,4℃10000r/min离心15min。弃上清,75%
乙醇洗涤后,溶于 DEPC处理的水中。利用In-
vitrogen提供的SuperScriptFirst-Strand试剂盒构

建cDNA文库。
根据致倦库蚊GenBank中ache1基因 mRNA

的序列(注册号为XM_001847396)设计引物,上游

引物为5′-CGGGATCCATGGAGATTCGA-3′(含

BamH Ⅰ 酶 切 位 点 ),下 游 引 物 为 5′-G
CCTCGAGTTAGTGATGGTGATGGTGATGA-
ATCTTGAAC-3′(含 XhoⅠ酶切位点和编码6个

组氨酸的密码子)。以构建的cDNA文库为模板,

PCR扩增(94℃预变性4min;94℃变性45s,56℃
退火45s,72℃延伸2min,30个循环;最后72℃延

伸10min后保存于10℃)ache1基因的开放阅读

框,送Invitrogen公司测序。
1.4 AChE 表达载体的构建

所用载体为Bac-to-Bac昆虫杆状病毒表达系统

的特异性质粒pFastBac1,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1个Tn7臂,同时含有1个庆大

霉素抗性基因和1个SV40病毒多聚腺苷酸(SV40
polyA)信号序列,共同构成Tn7区域。将ache1基

因连接到pFastBac1质粒上后,利用Tn7转座序列

转座到Bacmid穿梭质粒中。
将ache1基因用BamHⅠ和XhoⅠ双酶切消化

后,连接到相同酶切消化的pFastBac1质粒上,命名

为pFast-ache1,转化E.coliDH10Bac感受态细胞,
该感受态细胞含有病毒穿梭质粒(Bacmid),利用

pFastBac1上面的 Tn7区域,将基因片段转座到

Bacmid上。在含有一定卡那霉素、庆大霉素、四环

素、IPTG(异丙基-β-D-硫代半乳糖苷)、X-gal(5-溴-
4-氯-3-吲哚-β-D-硫代半乳糖苷)的固体培养基上培

养48h,挑取白色阳性菌落,摇菌。用 M13-F:5′-
GTTTTCCCAGTCACGAC-3′ 作 为 上 游 引 物,

M13-R:5′-ACGTTTTCTTCCGATACGA-3′作 为

下游引物,菌液PCR验证,检测结果显示阳性的菌

株为转座成功的菌株,转座成功后的质粒命名为

Bacmid-ache1。利用PowerprepTM HpplasmidPur-
ificationKits试剂盒提取高纯度的Bacmid-ache,测
定其浓度。
1.5 AChE 的表达和纯化

Bacmid为穿梭质粒载体,它既能作为质粒在大

肠杆菌DH10Bac细胞中扩增,又能作为毒粒去感染

昆虫细胞。AChE由脓病病毒多角体蛋白启动表

达。在ache1基因的上游有杆状病毒多角体蛋白启

动子,下游有SV40polyA,整个表达在sf9宿主细

胞中进行。
取10μg质粒DNA,加入0.9%的生理盐水至

总体积为200μL,取转染试剂4μL,加入0.9%的

生理盐水至总体积为200μL。将二者混匀,室温放

置5min。加入稀释的VigoFect,室温放置15min。
逐滴加入活化的sf9细胞中,27℃培养箱培养。转

染的第1代为P1,用P1液去转染大体积的细胞液,
获得 P2。离 心 收 集 细 胞,用 连 接 缓 冲 液 (500
mmol/LNaCl;20mmol/L磷酸钠;20mmol/L咪

唑;pH7.4)超声波破碎细胞,离心收集细胞裂解

液。此时的溶液为粗酶溶液。
将Ni-sepharose用连接缓冲液平衡,按下列步

骤纯化:加入2mL粗酶溶液,让其顺着重力作用流

出;加入10mL连接缓冲液洗涤填料;加入4mL洗

提缓冲液(500mmol/LNaCl;20mmol/L磷酸钠;

250mmol/L咪唑;pH7.4)洗脱填料,收集流出的溶

液,为纯化产物。SDS-PAGE检测纯化产物,其中分

离胶为10%,浓缩胶为5%。
1.6 AChE 活性的测定

参照Ellman[11]的方法,反应体系:1mmol/L
硫代碘化乙酰胆碱(ASChI)、0.5mmol/L5,5′-二
硫代 双(2-硝 基 苯 甲 酸)(DTNB)、适 量 蛋 白、20
mmol/L磷酸缓冲液(pH7.6)。将酶液稀释100
倍,每毫升体系加入100μL酶液,对照组中用100

μL磷酸缓冲液(pH7.6)代替。30℃条件下,用

BeckmanDU800分光光度计测定D412nm值,每15s
测1次。蛋白浓度用Bradford法测定。
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根据 公 式 ΔD
1.36×104 ×

1
V/1000×ρ

,计 算 出

AChE的活性,式中ΔD 为吸光值的变化率;V 是所

加酶液的体积,单位为μL;ρ是蛋白的质量浓度,单
位为 mg/mL;所 求 得 AChE 比 活 力 的 单 位 为

mol/(min·g)。

2 结果与分析

2.1 ache1 基因开放阅读框的克隆

根据致倦库蚊GenBank中ache1基因mRNA的

序列(注册号为XM_001847396)设计引物,从尖音库

蚊cDNA文库中扩增出ache1基因的开放阅读框,全
长为2109bp(图1),经测序后与GenBank中公布的

1:ache1;2:Marker.

图1 ache1电泳图

Fig.1 Electrophoretogramofache1

序列比对,同源性为97%。
2.2 表达载体的构建

将ache1基因连接到pFastBac1质粒上后,利
用Tn7转座序列转座到Bacmid穿梭质粒中,见图

2。挑取阳性克隆子,菌液PCR验证阳性的为转座

成功的表达载体。图3所示为菌液PCR结果,为了

增加结果的有效性,用 M13上下游引物与ache1上

下游引物搭配,经验证均为阳性。
2.3 AChE 的表达和纯化

将Bacmid-ache1经包装感染sf9细胞后,整个

蛋白的表达在sf9宿主细胞中进行。ache1基因的

上游由杆状病毒多角体蛋白启动子控制表达(图

2)。表达的蛋白经 Ni-sepharose纯化后,得到35
mL纯酶。经SDS-PAGE电泳检测(图4),电泳完

毕后,用考马斯亮蓝R-250染色1h后脱色,此时蛋

白会显出蓝色,图4箭头所示为纯化后的AChE,大
约为78ku左右,阴性对照中没有出现相应的条带,
证明得到了纯化的AChE。
2.4 AChE 活性的测定

用Ellman法对纯化前的粗酶和纯化后的纯酶

进行活性测定,结果显示酶活性回收率为71.24%。
采用Bradford法测定纯酶蛋白的质量浓度为0.011
mg/mL,活力为2.219×10-4mol/(min·g)。

 由Tn7转座到Bacmid质粒上的序列依次包括庆大霉素抗性基因(Gen(+))、脓病病毒多角体蛋白启动子、ache1基因、病

毒SV40多聚腺苷酸;ache1的表达由脓病病毒多角体蛋白启动子控制,能被宿主sf9细胞中的转录元件识别并启动表达

TransposonwascontrolledbyTn7sequencecontainsgentamicinresistancegene,polyhedrinpromoter,ache1,SV40polyadeny-
lationsignal.Theexpressionofache1wascontrolledbypolyhedrinpromoter,whichwasrecognizedbytranscriptionelements

ofsf9cells.

图2 Bacmid-ache1表达质粒结构

Fig.2 SchematicdiagramofBacmid-ache1expressionvector
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 1:M13F+M13R;2:M13F+ache1R;3:ache1F+M13R;4:ache1F+

ache1R;5:Marker.

图3 构建的Bacmid-ache1电泳图

Fig.3 ElectrophoretogramofBacmid-ache1

 1:细胞裂解液 Totallysateofcells;2:纯化流出的废液 Efflux

afterpurification;3:纯化后的酶液,AChE大小为78ku左右Solu-

tionafterpurification,molecularmassofAChEwas78ku;4:阴性对

照纯化前的细胞裂解液 Lysateofcontrolcells;5:阴性对照纯化后

的溶液Solutionafterpurificationofcontrolcells;6:Marker.

图4 AChE纯化前后蛋白电泳图

Fig.4 SDS-PAGEofAChE

3 讨 论

Bac-to-Bac昆虫杆状病毒表达系统是一种常用

的快速、高效真核蛋白表达系统[12]。该系统利用杆

状病毒结构基因中多角体蛋白的强启动子,可以使

真核生物的基因得到高效表达,并对表达产物进行

正常的翻译后加工和糖基化修饰等功能,被广泛用

于外源基因的表达。目前已有很多真核基因被成功

地表达出来,比如胰岛素样生长因子Ⅱ[13]、泛素延

伸蛋白基因Px-ubi[14]、真菌细胞色素P450[15]。乙

酰胆碱酯酶由于其功能特殊性被广泛研究,目前很

多物种的乙酰胆碱酯酶已被表达出来,如淡色库蚊

乙酰胆碱酯酶[16]、人乙酰胆碱酯酶[17]、棉蚜乙酰胆

碱酯酶[18]等,经测定都具有较好的生物活性。
近年来,由于有机磷农药残留的污染问题受到了

人们的广泛关注,各国均在研究便捷、快速的农药污

染监测方法。在这些快速监测方法中,酶是决定其灵

敏度和可靠性的最关键因子。目前农药残留监测方

法多种多样,但是均具有一定的局限性,传统的物理

化学方法操作步骤复杂、成本高、便携性差,新型方法

也有稳定性不高、精确度不够等缺点,很难满足成本

低廉、快速方便并能精确地进行实地监测的要求。
目前可用于农药残留监测的酶有羧酸酯酶、有

机磷水解酶、丁酰胆碱酯酶及乙酰胆碱酯酶等[19]。
在有机磷水解酶中主要应用的是OPH,该酶对多种

有机磷农药均有降解效果,国内外已有很多关于将

OPH用于监测农药残留传感器的研究。利用有机

磷水 解 酶 监 测 的 马 拉 硫 磷 最 低 精 度 可 达 0.8

μg/L
[20],利用 AChE检测敌百虫的精度达0.05

μg/L
[21]。而且,利用 AChE监测的精度高于有机

磷水解酶。利用有机磷水解酶监测的精度普遍很难

达到我国卫生部制定的食品中农药残留标准。根据

水体及食品中有机磷农药含量相关检测标准的限

值,我国 有 机 磷 农 药 含 量 标 准 为0.86×10-4~
0.29×10-2mg/L(GB14552-2003:《水土中有机磷

农药测定标准》、GB14552-2003:《粮食、水果和蔬

菜中有机磷农药测定标准》)。本研究表达了蚊虫的

AChE,并利用末端的组氨酸标签对酶进行纯化,得
到了纯化后的 AChE,该酶将在农药残留的检测中

发挥着重要作用。
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Expressionandpurificationofacetylcholinesterasefrom
culexbyBac-to-Bacbaculovirussystemandtheactivitydetermination

TANFeng1,2 LANWen-sheng2 CUIFeng2 QIAOChuan-ling2 CHENWen-li1

1.StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,
HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.StateKeyLaboratoryofIntegratedManagementofPestInsects&RodentsinAgriculture,
InstituteofZoology,ChineseAcademyofSciences,Beijing100101,China

Abstract Theresiduesofthehightoxicorganophosphorouscancausechronicpoisoning.Atpres-
ent,thedetectionoforganophosphorousresidueneedscomplicatedoperation,timeconsumingandhigh
cost.Here,weharvestedtotalRNAofmosquitobyTrizolmethods,constructedcDNAlibrary,andgot
theexonofacetylcholinesterase.TheacetylcholinesterasefromculexwasexpressedbyBac-to-Bacsys-
tem,thentheenzymewaspurifiedusingNi-sepharose.Thecrudeandpurifiedenzymewastestedand
verifiedbySDS-PAGE.TheenzymeactivitywasdeterminedbyEllmanmethods.Itwillbeofgreatsig-
nificancetobiosensorsinorganophosphorouspesticidesdetection.

Keywords organicphosphoruspesticides;acetylcholinesterase;baculovirusexpressionsystem;

purifiedenzyme;biosensor
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