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摘  要   乙酰胆碱酯酶（AChE）在神经信号传导过程中起重要作用，是氨基甲酸酯类和有机磷类农药的主要作用靶

标. 对朱砂叶螨AChE进行体外表达和纯化，并分析其活性. 将朱砂叶螨ace基因序列插入到原核高效表达载体pET-
30a中，构建表达载体pET-30a/ace，转入表达菌株Escherichia coli BL21（DE3）中，IPTG诱导高效表达；镍柱纯化目的蛋

白，经SDS-PAGE和Western Blot鉴定目的蛋白；以纯化的螨AChE为抗原制备抗螨AChE特异性抗体；改良的Ellman法

测定螨AChE活性. 结果获得了相对分子质量（Mr）约为68 × 103的较高纯度的螨AChE蛋白，检测大部分为可溶性表达，

酶活检测具有乙酰胆碱酯酶活性,并制备了107效价的抗螨AChE特异性抗体. 采用重组AChE（IC50 = 5.4 mmol/L）检测毒

扁豆碱抑制活性比螨粗酶液（IC50 = 58.7 mmol/L）灵敏度提高11倍. 本研究构建了螨AChE体外高效表达载体并获得了

具有较好活性的重组螨AChE，可为抗AChE杀螨剂的体外高通量筛选和以AChE为靶标的农药残留检测奠定基础. 图8 
表1 参19
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Abstract   Acetylcholinesterase (AChE) plays an important role in the process of neural conduction, and is the major target 
of organophosphate and carbamate insecticides. In order to characterize Tetranychus cinnabarinus AChE, we studied the in 
vitro expression and purification of AChE of T. cinnabarinus, and determined its activity and sensitivity to physostigmine. 
The recombinant plasmid pET-30a/ace was constructed by subcloning the AChE gene into pET-30a. The expression of AChE 
in E. coli BL21 (DE3) was detected by SDS-PAGE and Western Blotting. Then the AChE recombinant protein was purified 
by Ni-NTA column. The activity of AChE was assayed by the improved Ellman method. The pET expression vector of T. 
cinnabarinus AChE was constructed, and high quality of the mite recombinant AChE protein was obtained with a molecular 
weight (Mr) of 68 × 103 detected by SDS-PAGE and Western Blotting. The recombinant AChE protein had AChE activity, and 
the specific AChE antibody was obtained. Furthermore, physostigmine was found to be much more sensitive to recombinant 
AChE protein (IC50 = 5.4 mmol/L) than mite crude extracts (IC50 = 58.7 mmol/L). The high quality of AChE recombinant 
protein obtained in this study can be used for screening acetylcholinesterase inhibitors and detecting anti-AChE insecticide 
residues.
Keywords  Tetranychus cinnabarinus; acetylcholinesterase (AChE); prokaryotic expression; purification; half maximal 

inhibitory concentration (IC50)
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朱砂叶螨（Tetranychus cinnabarinus）是蛛形纲蜱螨目叶

螨科的一种多食性害螨 [1]，又名红蜘蛛、棉叶螨、棉红蜘蛛 . 
在我国各地都有分布，是农作物生产上的主要害螨之一 [2]. 朱
砂叶螨繁殖能力强，世代周期短，在短时间里能够迅速形成

一定数量的种群，扩散快，它们以植株汁液为食物来源，造

成植物组织的机械损伤，严重危害了我国农作物，给农业生

产造成了巨大的损失 [3-4]. 随着杀虫剂广泛开发和应用，螨类

抗药性已成为农业生产的重大问题，国内外的报道也越来

越多. 
1943年乙酰胆碱酯酶的名字首次被Korun提出[5]，乙酰胆

碱酯酶（Acetylcholinesterase，AChE，EC3.1.1.7）是一种丝氨

酸水解酶，其“经典功能”是在神经元和神经肌肉接头处快

速水解神经递质乙酰胆碱（Acetycholine，ACh），使ACh对突

触后膜的兴奋作用终止，以保证神经信号在生物体内正常传

递；“非经典功能”包括神经突触的生成、细胞增殖、细胞凋

亡和细胞黏附等与神经冲动传递无关的功能 [6]. AChE是有机

磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的作用靶标，活性位点丝氨酸被磷

酰化和氨基甲酰化后，神经冲动的正常传导功能被阻断，从

而导致昆虫的死亡. 近几年来，美国环境保护协会提出，一

些抗乙酰胆碱酯酶的杀虫剂会进入胎儿和儿童脑部，破坏

正在发育中的神经系统，有研究表明有机磷农药对胎儿和儿

童的生长发育产生影响，有些影响甚至持续终生 [7-8]. 
毒扁豆碱又名依色林（Eserine），是豆科植物毒扁豆种

子中主要的生物碱，是一种非选择性可逆的乙酰胆碱酯酶抑

制剂，也是最先发现的抗胆碱酯酶药物，毒扁豆碱可以抑制
G1和G4 AChE的形成 [9]. 毒扁豆碱氨甲酰部分和胺基部分与
AChE的酯解部分结合，发挥乙酰胆碱酯酶抑制剂的作用 [10]. 
当AChE与ACh的作用中，毒扁豆碱作为底物时，反应的中间

体氨基甲酸酯水解变慢，氨基甲酸基影响水解速率，而氨基

甲酸酯形式的AChE螯合作用，从而阻止ACh进一步水解 [11]. 
随着人们对环境保护的意识不断加强，在倡导可持续发

展农业的今天，对人畜无害的选择性杀虫剂的研究和开发尤

为迫切. 利用朱砂叶螨乙酰胆碱酯酶作为靶标，建立快速筛

选杀螨活性物质的方法对农产品优质生态安全有长远的发

展前景. 目前研究主要采用螨粗酶液来进行活性检测，粗酶

液中的杂蛋白对研究结果有着不同程度的影响. 本研究拟通

过构建原核表达载体pET-30a/ace，实现AChE在大肠杆菌中

的表达，获得高纯度的朱砂叶螨乙酰胆碱酯酶，可为进一步

将AChE应用于有机磷及氨基甲酸酯类农药残留检测提供依

据，同时为研制以螨特有的AChE保守活性位点为靶标的新

型选择性杀虫剂奠定基础. 

1  材料与方法

1.1  材 料
（1）菌株和载体：Escherichia coli DH5α，E. coli BL21

（DE3）购自天根生化科技（北京）有限公司；pET-30a由本实

验室保存. 
（2）朱砂叶螨：室内饲养的敏感品系，温度(25 ± 1) ℃，

相对湿度RH = (50 ± 10)%，光照L:D = 18 h:6 h. 
（3）主要试 剂：限制性内切酶（EcoRⅠ和 XhoⅠ）、Ex 

Taq酶、dNTP、DNA Marker购自Takara公司，蛋白Marker、
Efficient Chemiluminescence Kit购自Genview公司，HRP标记

山羊抗兔IgG（H+L）购自鼎国公司，Ni-NTA购自武汉晶诚生

物公司，BCA蛋白定量试剂盒购自Thermo Scientific公司. 
1.2  方 法
1.2.1  引物设计     根据本实验室向GenBank提交的朱砂叶

螨ace全基因序列 [12]（GenBank登录号：AGI96546.1）去除

信号肽，设 计 带 有EcoRⅠ酶 切 位 点的上 游 引物（ace -F）

5 ’ - C G G A AT T CA AT G T T T T C T C C T C C G C C T T- 3’
和 带 有 X h o Ⅰ 酶 切 位 点 的 下 游 引 物 （ a c e - R ）

5’-CCGCTCGAGTTACCTTAAGCTAGGTAAG-3’，由英潍

捷基（上海）贸易有限公司合成. 
1.2.2  目的基因的扩增    以实验室克隆保存的T/ace质粒为

模板，ace-F和ace-R为引物进行PCR扩增，PCR扩增50 μL体系

如表1所示，PCR扩增条件为：94 ℃预变性3 min，95 ℃变性

30 s，59 ℃退火30 s，72 ℃延伸2 min，共35个循环；72 ℃保温

10 min. PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳分离检测，胶回收、纯

化得到带有双酶切位点的ace DNA序列. 

表1  ace基因PCR扩增体系

Table 1  PCR reaction system of ace gene

成分 Component V/μL
10 × Buffer 5
MgCl2 (25 mmol/L) 4
dNTP (2.5 mmol/L) 4
cDNA 0.5
Forward primer (10 μmol/L) 1
Reverse primer (10 μmol/L 1
H2O 34.5
Ex-Taq (5 u/μL)                                          0.25
总量 Total 50

1.2.3   pET-30a/ace表达载体的构建　　用限制性内切 酶

EcoRⅠ和XhoⅠ消化PCR产物，回收目的片段，与经相同酶双

酶切的pET-30a载体连接，产物转化E. coli DH5α感受态细胞，

涂布于含卡那霉素的LB平板上，37 ℃倒置培养16 h，挑单菌

落，提取质粒，进行EcoRⅠ/XhoⅠ双酶切鉴定. 鉴定正确的载

体由英潍捷基（上海）贸易有限公司进行测序，测序正确的

重组质粒命名为pET-30a/ace. 
1.2.4  重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达　　pET-30a/ace质粒

转化E. coli BL21（DE3）感受态细胞，挑取单菌落，提取质粒

进行双酶切鉴定，获得含有重组质粒的表达菌株 . 将阳性菌

株划线培养，挑取单菌落于3 mL 含有卡那霉素的LB培养基

中，37 ℃，180 r/min培养7 h；随后取100 μL于10 mL含有卡那

霉素的LB培养基中，37 ℃，180 r/min培养20 h；随后取10 mL
于90 mL含有卡那霉素的LB培养基中，37 ℃，200 r/min震荡

培养至OD600 nm值约为0.6-0.8；将100 mL培养基培养液分成2
份，一份加入IPTG至终浓度为1 mmol/L，另一份不加IPTG作

为对照，28 ℃，120 r/min震荡培养，0 h、2 h、5 h、6 h、7 h、8 
h、10 h和21 h分别取1 mL全菌菌液进行12%分离胶和5%浓缩

胶的SDS-PAGE电泳分析. 
1.2.5  目的蛋白的可溶性分析和纯化　　在摸索重组质粒诱导

表达条件的基础上，选取诱导表达量最高的7 h作为最终的
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诱导表达时间. 将含有pET-30a/ace质粒的E. coli BL21（DE3）
菌株划线培养，挑单菌落于10 mL含有卡那霉素的LB培养基

中，37 ℃，180 r/min培养8 h，培养的10 mL菌液全部加入到1 
L含卡那霉素的LB培养基中扩大培养，37 ℃，180 r/min培养

至OD600 nm值约为0.6-0.8，取1 mL菌液留样；于1 L菌液中加入
IPTG至终浓度为1 mmol/L，28 ℃，120 r/min震荡培养7 h，取1 
mL菌液留样，其余菌液15 000 r/min离心8 min，弃上清，收集

菌体于-80 ℃保存. 
诱导表 达 后收 集的菌块 用结合 缓冲 液 A（10 mmol /L 

Na2HPO4、1.8 mmol/L KH2PO4、140 mmol/L NaCl、2.7 mmol/L 
KCl，pH 8.0）洗涤一次，沉淀用30 mL裂解缓冲液（结合缓冲

液A 30 mL、1 mg/mL Leupetin 151 μL、1 mg/mL Aprotin 151 
μL、1 mg/mL DNase 151 μL、1 mmol/L PMSF）重悬，加入1.65 
mL 10 mg/mL溶菌酶和10% TritonX-100于冰上静置20 min，

期间不断搅拌. 400 W功率下，每个循环超声5 s，冷却3 s，共
180个循环破碎菌体；4 ℃ 8 000 r/min离心35 min，收集上清，

沉淀和上清分别留样. 
按照纯泰 ®Ni-NTA说明书，在4 ℃条件下纯化蛋白. 将收集

的上清加至已平衡的5 mL Ni-NTA中，加入10 mL结合缓冲液
A，颠倒混匀2 h后自然沉降，上清留样后丢弃；将结合了目的

蛋白的NI-NTA灌入层析柱中，用30 mL结合缓冲液A洗去未结

合蛋白；用50 mL 50 mmol/L咪唑洗脱缓冲液洗去与Ni-NTA非

特异结合蛋白，电泳留样；最后加入25 mL 250 mmol/L咪唑洗

脱缓冲液，每管收集1 mL，测定OD280 nm值，保留流出峰. 
1.2.6  纯化产物的超滤浓缩　　按照Amicon® Ultra-15离心过滤

器使用方法，把流出峰用50 mmol/L pH 8.0的Tris-HCl置换250 
mmmol/L咪唑洗脱缓冲液，并浓缩成目的蛋白溶液，于-80 
℃保存. 
1.2.7  抗体制备和目的蛋白的Western Blot分析　　将纯化的
AChE作为抗原制备兔源抗体，用于Western Blot检测的一抗. 
选取生理指标正常的新西兰大白兔两只，免疫前耳缘静脉采

集1 mL血液，4 ℃放置过夜，6 000 r/min离心5 min，收集血清

为阴性对照，-20 ℃保存备用；首次免疫将等体积的抗原与

弗氏完全佐剂充分乳化后，颈部皮肤内多点注射，每只新西

兰大白兔免疫剂量为500 μg蛋白；第二次免疫，首免两周后，

将等体积的抗原和弗氏不完全佐 剂充分乳化后，颈部皮肤

皮内多点注射，每只免疫剂量为250 μg蛋白；第3次免疫，二

免两周后，直接颈部皮肤皮内多点注射重组AChE蛋白. 三免

后兔耳缘静脉采血并分离血清，利用间接ELISA法检测血清

中多抗的效价，最后用60 mL无菌注射器心脏采集50 mL的血

液，4 ℃放置过夜，6 000 r/min离心15 min，收集血清，得到朱

砂叶螨AChE兔源抗体. 
取纯化的AChE进行SDS-PAGE电泳后，以70 V恒压电转

110 min到硝酸纤维素膜上，用5%脱脂奶粉封闭液4 ℃封闭

过夜，TBST洗涤后加入制备的兔源AChE抗体（1:1 000 000稀

释），37 ℃孵育1 h，TBST充分洗涤后加入HRP标记山羊抗兔
IgG（1:10 000稀释），37 ℃孵育40 min，TBST洗涤后用ECL化

学发光试剂盒进行检测，使用化学发光仪进行拍照. 
1.2.8   BCA蛋白定量和酶活力测定　　蛋白定量严格按照
Thermo Scientific公司试剂盒说明书稀释标准品，测定OD562 nm

值，绘制吸光值与蛋白浓度相关的标准曲线，依据蛋白样品

的吸光值计算出样品的蛋白浓度. 
运用ATCh-DNTB（硫代乙酰胆碱-二硫对硝基苯甲酸）

法，在412 nm处检测反应生成的巯基和DTNB所得的产物
TNB的量作为朱砂叶螨乙酰胆碱酯酶活力的指标 . 用BIO-
RAD X-Mark测定吸光值，将样品加至96孔板中，180 μL 50 
mmol/L Tris-HCl（pH 8.0）作为空白对照，80 μL AChE重组蛋

白加100 μL 50 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0）作为实验组，每个

处理重复3个孔，再加入20 μL DTNB（0.4 mmol/L DTNB，1.5 
mmol/LNaHCO3）显色剂和40 μL ATChI（1.0 mmol/L）底物，

混匀，30 ℃孵育30 min，412 nm检测吸光值. 
1.2.9  毒扁豆碱对AChE活性的抑制　　取8 mg朱砂叶螨用500 
μL含0.1% Triton-X100的50 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0），液氮充

分研磨后，4 ℃，5 000 r/min离心10 min，取上清即朱砂叶螨粗

酶液，于-80 ℃保存. 粗酶液采用BCA蛋白定量法测定蛋白浓度. 
用50 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0）溶解毒扁豆碱，将样品

加入到96孔板中，180 μL 50 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0）作为空

白对照，80 μL 0.4 mg/mL AChE加100 μL 50 mmol/L Tris-HCl
（pH 8.0）作为阳性对照，80 μL 0.4 mg/mL AChE加100 μL 毒
扁豆碱溶液（终浓度1 mmol/L、2 mmol/L、4 mmol/L）作为实

验组，每个处理重复3个孔，再加入20 μL DTNB（0.4 mmol/
L DTNB，1.5 mmol/L NaHCO3）显色剂和40 μL ATChI（1.0 
mmol/L）底物，混匀，30 ℃孵育30 min，412 nm检测吸光值. 
计算抑制率:

抑制率＝ 阳性对照OD值 - 实验组OD值 
阳性对照OD值 - 空白对照OD值

×100%

2  结果与分析

2.1  目的基因ace的扩增
以实验室保存的朱砂叶螨 T/ace质粒为模 板，ace-F和

ace-R为引物进行PCR扩增，电泳检测后（图1）进行胶回收，

得到带有双酶切位点的ace 基因序列. 

图1  ace的PCR扩增. M1：DL200 DNA Marker；1和2：ace；M2：DNA 
MarkerⅢ. 
Fig. 1  PCR amplification of ace. M1: DL200 DNA Marker; 1 and 2: ace; 
M2: DNA MarkerⅢ.

2.2  原核表达载体的构建
pET-30a经EcoRⅠ和XhoⅠ双酶切与双酶切的ace基因连
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接，转化感受态E. coli DH5α，扩大培养，提取质粒（图2），并

用EcoRⅠ和XhoⅠ进行双酶切电泳验证（图3），产生约1 842 
bp和5 422 bp的条带，分别与朱砂叶螨ace基因和pET-30a载体

大小相一致，经测序比对后，序列正确. 将正确的表达载体

pET-30a/ace转化到E. coli BL21（DE3）中，测序结果与目的基

因序列一致. 

图2  pET-30a/ace重组质粒. M：1 kb DNA Marker；1和2：pET-30a/ace重组

质粒. 
Fig. 2  Recombinant plasmid pET-30a/ace. M: 1 kb DNA Marker; 1 and 2: 
Recombinant plasmid pET-30a/ace.

图3  重组质粒pET-30a/ace双酶切鉴定. M：DNA MarkerⅢ；1和2：双酶切

重组质粒. 
Fig. 3  Digestion production of pET-30a/ace. M: DNA MarkerⅢ; 1 and 2: 
pET-30a/ace.

2.3  重组质粒的诱导表达 
将含有表达载体pET-30a/ace的E. coli BL21（DE3），划线

培养，挑取单菌落震荡培养，经IPTG诱导表达0-21 h，分别取

不同诱导时间的表达产物进行SDS-PAGE检测（图4），结果

表明，与未经诱导的对照组蛋白表达条带比对，IPTG诱导的

重组菌体在Mr 68 × 103左右的位置出现一条特异的条带，这

与软件分析得到的去除信号肽后的AChE蛋白相对分子质量

约68 × 103的结果相一致. 在诱导2-21 h的时间段内目的蛋白

都有表达，7 h表达量最高，而随着诱导时间的增加，蛋白表

达量基本不变. 
2.4  重组蛋白的可溶性分析和纯化

对超声波破碎后获得的上清、沉淀以及Ni柱纯化前后

的样品进行SDS-PAGE分析（图5），可以观察到上清和沉淀

中均有AChE重组蛋白的表达，但上清比沉淀的表达量多，表

明表达的目的蛋白大部分可溶；与Ni-NTA结合2 h后的上清

中几乎没有重组蛋白，可以说明AChE大部分已经结合到Ni-
NTA上；50 mmol/L咪唑洗脱缓冲液洗下了层析柱中非特异结

合的蛋白，而目的蛋白并没有被洗脱下来；250 mmol/L咪唑

洗脱液洗脱下了纯度较高的重组蛋白AChE. 在SDS-PGE分析

中（图6），阴性对照即只有pET-30a载体的E. coli BL21（DE3）
经过与重组蛋白相同的实验条件诱导表达的情况，阴性对照

几乎没有表达蛋白，更没有目的蛋白的表达，说明检测到的
AChE蛋白是由重组载体pET-30a/ace编码的；大小约26 × 103

的蛋白可能是由菌株基因组表达的. 

图5  诱导表达产物可溶性和纯化情况SDS-PAGE分析. M：蛋白Marker；
1：未诱导表达的全菌；2：诱导表达7 h的全菌；3：超声破碎离心后上清；

4：超声破碎离心后沉淀；5：与Ni-NTA结合后上清；6：50 mmol/L咪唑洗

脱的液体；7：250 mmol/L咪唑洗脱的收集峰液体. 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of purification of AChE recombinant protein. 
1: Control (No IPTG induction); 2: Expressed products induced for 7 hours; 3: 
Supernatant after ultrasonic disruption; 4: Pellet after ultrasonic disruption; 
5: Supernatant after combined with the Ni column; 6: Product eluted by 50 
mmol/L Imidazole Buffer; 7: Product eluted by 250 mmol/L imidazole Buffer.

2.5  蛋白的Western Blot分析
为进一步验证目的蛋白的表达，以纯化的AChE作为抗

原，制备兔源AChE多克隆抗体作为一抗，HRP标记山羊抗

兔 IgG作为二抗，进行了目的蛋白的Western Blot分析，结果

图4   IPTG不同诱导时间AChE表达情况的SDS-PAGE分析. M：蛋白

marker；1：未诱导表达的全菌；2：诱导表达0 h的全菌；3-9分别是：诱导

表达2 h、5 h、6 h、7 h、8 h、10 h和21 h的全菌. 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of AChE expression induced by IPTG. M: 
protein marker; 1: Control (No IPTG induction); 2: Expressed products 
induced for 0 hour; 3-9: Expressed products induced for 2, 5, 6, 7, 8, 10 and 21 
hours.
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（图7）表明，在68 × 103左右处有特异性免疫印迹条带，进一

步证明了纯化出的蛋白即目的蛋白朱砂叶螨AChE. 

图6  重组蛋白AChE SDS-PAGE纯度分析. M：蛋白Marker；1：阴性对照；

2：超滤浓缩的重组AChE. 
Fig. 6  SDS-PAGE analysis of purified recombination AChE protein. M: 
Protein marker; 1: Control (E.coli BL21 transformed by empty vector); 2: 
Purified AChE.

图7  重组蛋白AChE的Western-blot检测. M：蛋白marker；1：纯化的AChE. 
Fig. 7  Western-blot analysis of AChE recombinant protein. M: Protein marker; 
1: Purified AChE.

2.6  BCA蛋白定量和酶活力测定
按照Thermo Scientific公司试剂盒说明书稀释标准品，

根据在562 nm测得的吸光值绘制标准曲线，由样品的吸光值

计算出样品蛋白浓度. 纯化的朱砂叶螨乙酰胆碱酯酶稀释成

一系列浓度梯度，反应体系中加入ATChI作为底物，DTNB作

为显色剂，30 ℃孵育一定时间后，412 nm处测定吸光值. 高
浓度螨AChE重组蛋白的酶活性设为100%，由图8可见，重组

AChE的活性明显高于对照组，朱砂叶螨AChE重组蛋白的酶

活性随着酶浓度的增加而增加，酶活性与酶浓度之间存在显

著的正相关性，说明纯化得到的蛋白具有AChE的活性. 
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图8  重组AChE酶活测定. 
Fig. 8  Measurement of AChE activity.

2.7  毒扁豆碱对AChE活性的抑制
随着毒扁豆碱浓度的增加，其对AChE活性的抑制率增

大. 进一步计算得出，毒扁豆碱对重组朱砂叶螨AChE的IC50

为5.39 mmol/L，表明表达产物具有乙酰胆碱酯酶的活性. 对
比螨粗酶液（IC50 = 58.67 mmol/L）与重组AChE（IC50 = 5.39 
mmol/L）对毒扁豆碱的敏感程度，发现重组AChE对毒扁豆

碱的敏感性远高于（约11倍）螨粗酶液对其的敏感性，这很

好地避免了粗酶液中杂蛋白对AChE活性的影响，为进一步

利用基因工程原理制备朱砂叶螨AChE 检测有机磷及氨基甲

酸酯类农药残留提供了依据. 

3  讨 论

现有杀虫剂的作用靶标有很多种，有机磷和氨基甲酸

酯类杀虫剂作用靶标是乙酰胆碱酯酶，烟碱类、硝基亚甲基

杂环化合物和沙蚕毒素类杀虫剂作用靶标是烟碱型乙酰胆

碱受体，吡唑类、环戊二烯类、二环苯甲酸酯类杀虫剂类和

二环磷脂类作用靶标是γ-氨基丁酸受体氯离子通道，DDT和

拟除虫菊酯类杀虫剂作用靶标是神经轴突钠离子通道[13]. 乙

酰胆碱酯酶是有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂的重要作用靶

标 [14-15]，通过抑制中枢神经系统中AChE对神经递质ACh的水

解作用干扰和阻 止突触传导，导致昆虫的死亡. AChE能够

被低浓度的有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂抑制，在体外情

况下这种现象尤为明显[16]，有研究用朱砂叶螨的天然匀浆作

为粗酶液来筛选杀螨活性物质，但是在天然匀浆中包含除了

AChE以外的多种蛋白，这些蛋白的存在可能干扰抗AChE杀

螨活性物质筛选. 粗提液中包含的解毒酶能催化水解农药，

酯酶可能作为AChE的替代靶标，从而保护AChE [17]. 本研究

利用基因工程原理获得了表达可溶性有活性AChE蛋白的菌

株，体外大量表达朱砂叶螨乙酰胆碱酯酶，有助于直接在体
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外高通量筛选新型杀虫剂，这种方法有效地避免了朱砂叶螨

体内多种蛋白的干扰，很大程度上提高了体外检测乙酰胆碱

酯酶抑制剂的灵敏度，更准确地检测农药残留量，同时提供

了试验和检测所需的核心材料AChE，免去了大量饲养朱砂

叶螨复杂的前期准备工作. 

本研究选用高效表达载体pET-30a成功构建了pET-30a/
ace，并在E. coli BL21（DE3）中分泌表达. BL21（DE3）即E. 
coli BL21 被DE3噬菌体感染后成为溶原性细菌，整合DE3噬

菌体的DNA. pET-30a属于pET载体系统，含有启动子T7lac，

而且带有 lac阻 遏物（lacI）编码基因，未诱导时抑制目的基

因的表达. 在IPTG诱导条件下，T7RNA聚合酶诱导表达，启

动T7噬菌体启动子，高水平表达目的基因. 将基因的克隆过

程与表达过程分开，是pET载体系统的优势. 方晓东利用RT-
PCR技术从家蝇中克隆到ace基因，构建了pET22b原核表达

载体，并且转化BL21（DE3）获得了家蝇乙酰胆碱酯酶的原核

表达[18]. 何琳对家蚕乙酰胆碱脂酶基因构建了pET41b-AChE 

原核表达载体，在大肠杆菌中成功表达了该基因[19]. 本研究

利用大肠杆菌表达系统表达的螨AChE蛋白具有乙酰胆碱酯

酶的活性，与粗提酶液相比，毒扁豆碱对纯化AChE的半数抑

制浓度IC50值减少11倍，表明纯化AChE对毒扁豆碱的敏感性

远高于粗酶液，这为进一步将AChE应用于有机磷及氨基甲

酸酯类农药残留检测提供了依据. 

原核表达系统能够在短时间内获得表达产物，具有较

多的优点，但是利用原核表达系统表达真核蛋白时存在着一

些缺陷：表达的蛋白容易产生包涵体，导致产物纯化困难；

不具备转录后加工的功能，不能对内含子进行剪切，所以只

能表达cDNA序列；缺少真核表达系统蛋白修饰的酶系统，

不能够形成正确的蛋白构象，可能影响重组蛋白的活性. 受

原核表达系统缺陷的影响，本研究中，获得的AChE重组蛋白

酶活性有待提高，今后拟采用真核表达系统，以期获得酶活

性更高的重组朱砂叶螨乙酰胆碱酯酶，为将AChE应用于有

机磷及氨基甲酸酯类农药残留检测提供理论依据，同时，应

用于研制和检测以螨特有的AChE保守活性位点为靶标的新

型选择性杀虫剂. 
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