


组，实 验 一 组 同 时 给 予 !!"#（装 入 空 胶 囊 中，剂 量 为

$%&’(／)(，口服）和表达解毒酶的大肠杆菌（&*+(湿菌体装

入空胶囊中，口服）；实验二组，先给予!!"#（装入空胶囊

中，剂量为$%&’(／)(，口服），,&’-.后给予表达解毒酶的大

肠杆菌（&*+(湿菌体装入空胶囊中，口服）；对照一组只给予

!!"#（装入空胶囊中，剂量为$%&’(／)(，口服）；对照二组同

时给予!!"#（装入空胶囊中，剂量为$%&’(／)(，口服）和转

空质粒的大肠杆菌（&*+(湿菌体装入空胶囊中，口服）。给

药后密切观察被试鸡的急性中毒情况，在给药后$&/称重，

处死被试鸡。

! 结 果

!0" 库蚊解毒酶基因1"的克隆和原核表达质粒的构建

234#52产物电泳显示约在$*6)7处出现特异扩增条

带（图$）。234#52产物经末端加8后，与克隆载体9:5’4
3连接，转化大肠杆菌!;+!，蓝白筛选得到阳性克隆。1$4
<!=8长为$6>?79，编码+,&个氨基酸，分子量6&*%)!，测

序结果表明，1$4<!=8序列与文献报道的序列完全相同。

图$ 234#52产物的电泳图
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大量 制 备 经 测 序 鉴 定 的9:5’41$，经 ’(#P酶 切，

&*QR琼脂糖凝胶电泳，试剂盒回收$*6)7大小的!=8片

段，与$%&2P酶切并经末端去磷酸化的91">>&连接，转化

大肠杆菌!;+!，挑选阳性克隆，酶切鉴定插入方向，获得1$
正向插入的91">>&41$（图>）。

!#! 重组解毒酶$%$&’()*和生物活性检测

S!S4#8TA结果表明重组质粒91">>&41$经,>U高温

诱导后，约在6&)!处有一特异蛋白质条带（图?），在菌体裂

解物上清液和包涵体裂解物中都存在该特异条带，说明表达

的解毒酶一部分以有活性的可溶性蛋白形式存在于细胞中。

不含解毒酶基因的91">>&则没有该特异蛋白质条带。凝

胶薄层扫描分析表明，解毒酶的最高表达量达到了菌体总蛋

白量的+&R。采用常规聚丙烯酰胺电泳，用酯酶的特异性

底物%4乙酸萘酯染色，结果发现菌体裂解物上清液中出现了

具有生物活性的酯酶的特异染色带（图,）。

!0+ 实验动物解毒实验

实验鸡按$%&’(／)(体重给予!!"#后，实验二组和对

图> 重组表达质粒91">>&41$的构建
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图? 蛋白质表达的S!S4#8TA分析
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图! 蛋白质表达的非变性电泳分析
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照组约在!A=#+内出现了急性中毒症状。实验一组症状较

轻，没有明显急性中毒和迟发性神经毒性症状，在给转解毒

酶工程菌B-后逐渐恢复正常；实验二组出现的急性中毒症

状为衰弱无力，口吐粘液，给予转解毒酶基因工程菌后症状

开始减轻，直至恢复正常，没有明显迟发性神经毒性症状。

实验结束时，实验组鸡的体重没有明显下降。

对照一组和对照二组都出现了严重的急性中毒症状和

迟发性神经毒性症状，部分实验鸡死亡，存活的实验鸡出现

了不同程度的迟发性神经毒性症状，体重显著下降。

! 讨 论

!%" 解毒酶基因的克隆和高效表达

蚊虫抗性的产生和传播是昆虫分子生物学的重要研究

方向，蚊 虫 抗 性 相 关 酯 酶 已 得 到 了 较 为 深 入 的 研

究［@，B，2A，22］。由高活性的酯酶引起的抗性是蚊虫对有机磷

杀虫剂抗性的主要机制［!，2@］，我们利用FG6H<F方法从库

蚊中克隆了高活性酯酶基因12)&5I编码序列，共2D@B3:，

分析了其核苷酸顺序，结果证实，与文献报道的完全相同。

有关蚊虫解毒酶基因在大肠杆菌中高效表达的研究还

未见报道。本实验在大肠杆菌中高效表达了库蚊解毒酶基

因。J&J6HIKL分析显示，解毒酶蛋白的表达量达到了菌体

总蛋白的CAM以上。而在培养温度不超过B@N时，HFHO启

动子可以严格控制外源基因的表达，保证了培养前期细胞的

快速生长。在大肠杆菌中表达外源基因时，外源基因与J&
序列的距离非常重要，在质粒:1?@@A中，外源基因在多克

隆位点的!#$FP位置插入往往可以获得高效表达，本实验

再次证明了这一点。在研究中发现，大肠杆菌&QC"表达的

解毒酶既存在于可溶性的蛋白成分中，也形成不溶性的包涵

体（图B）。本实验还发现，随着诱导时间的延长，可溶性蛋

白中有生物活性的解毒酶蛋白的含量明显增加（图!）。一

般情况下，在2C!@AN进行外源基因的诱导表达，可以减少

温度对蛋白折叠的影响，获得高活性的蛋白［2B］。本实验的

结果则显示，在!@N的高温诱导下，大肠杆菌仍能合成大量

的具有生物活性的解毒酶，这表明大肠杆菌合成的解毒酶在

较高温度时，仍能正常折叠，产生有生物活性的蛋白质。

!%# 解毒酶的解毒作用

有机磷化合物（包括&&?H）的主要作用机制是抑制乙

酰胆碱酯酶活性，使乙酰胆碱酯酶失去正常生理活性，导致

乙酰胆碱的大量积累，引起神经中毒［2］。实验一组没有出现

明显的中毒症状，整个实验期间，实验鸡正常取食和饮水，说

明解毒酶能阻止&&?H到达乙酰胆碱酯酶，去除&&?H的

毒性，确保实验鸡的大脑中枢神经传导的功能。实验二组在

喂食解毒酶后，中毒症状迅速减轻，没有表现迟发性神经毒

性症状，说明解毒酶同时具有降解&&?H和复活乙酰胆碱

酯酶的作用，其解毒作用可以是直接生理对抗，也可以是酶

的重活化作用。
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