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摘  要: 乙酰胆碱酯酶 (Acetylcholinesterase，AChE) 是酶抑制法检测农药残留的核心试剂。但天然提取的

AChE 存在含量低、纯化困难、稳定性差等不足，因此，高性能的重组 AChE 制备成为研究学者关注的热点。

文中综述了重组 AChE 的表达、和分子进化等方面的研究成果，并指出酶定向进化策略与表面展示技术结合是

重组 AChE 活性改造的未来趋势。 
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Abstract:  Acetylcholinesterase (AChE) plays a key role in the pesticide determination. However, the extraction of AChE 
from natural materials has the disadvantages of low yield, complex purification and poor stability. Therefore, the 
preparation of recombinant AChE with high performance becomes the hot topic of researchers in recent years. In this article 
we summarize the progress in the expression of recombinant AChE and the improvement of its analytical characteristic. 

综  述 
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Finally, we point out that the directed evolution strategy combined with surface display technology is the future trend on 
improving recombinant AChE activity. 

Keywords:  pesticide residues, recombinant acetylcholinesterase, enzyme inhibition system 

农药残留的快速检测对于农业、环保、食品

安全等方面都具有非常重要的意义。基于乙酰胆

碱酯酶 (Acetylcholinesterase，AChE) 的酶抑制

法在农药残留快速检测中得到了广泛应用 [1]。

AChE 是生物神经传导中的一种关键性酶，它可

催化乙酰胆碱的水解，具有能被有机磷和氨基甲

酸酯类农药抑制的特性，因此将 AChE 与样品反

应，可根据 AChE 活性受抑制程度，检测样品中

有机磷和氨基甲酸酯类农药含量。当前，从生物

体中分离提取的乙酰胆碱酯酶存在含量低、纯化

困难、种属间灵敏度差异大、稳定性差等不足。

为克服其不足，近年来，不少学者利用基因工程

技术开展了重组 AChE 的研究，并取得了重要进

展。重组 AChE 具有制备规模大、纯化方便的优

势，而且重组AChE还能在基因水平上进行修饰，

使其具有天然提取 AChE 所没有的性能特征，预

示出良好的应用前景。 

1  生物体内 AChE 的基因来源及其基因

结构与活性关系 

1.1  AChE 的基因来源 
不同生物的AChE识别有机磷农药的能力不

相同，灵敏度差异较大，其编码 AChE 的基因序

列也存在着不同程度的差异。目前，科研工作者

已经从鱼、果蝇、鸡、蛇、鼠、线虫等多种生物

体内克隆了 AChE 的 cDNA。该基因家族广泛分

布于脊椎动物和无脊椎动物当中，均编码 1 个长

度约 500~700 个氨基酸的多肽链，且表现了很高

的同源性[2-3]。另外，学者也开始从植物中克隆

AChE 基因，日本的 Kosuke 等从一种耐盐植物

盐角草 Salicornia europaea 中克隆得到 AChE 基

因，该基因仅编码 387 个氨基酸，并结合前期从

玉米和色拉豆这两种植物克隆的 AChE基因进行

比较分析，发现该类植物 AChE 基因与动物源的

AChE 有相似的生物功能[4]。 

1.2  AChE 的基因结构与活性关系 
在 AChE 基因序列分析的基础上，学者们对

不同种属生物中 AChE 的功能进行了分析，并取

得了进展。研究发现由于其基因外显子和内含子

在数目、结构上的差异，使得 AChE 基因的功能

在不同生物中存在着差异[5-6]。从已克隆的 AChE

基因来看，大部分生物的 AChE 均由单个 AChE

基因编码，但也发现家蚕等生物中存在 2 种不同

AChE 基因。甚至在线虫 Caenorhabditis elegans

基因组中发现了 4 种不同的 AChE 基因。这同一

生物所携带的不同 AChE 对抑制剂的敏感性不

同，对底物的催化性质也存在着差别。另外，研

究发现 AChE 的催化亚基是由单个基因编码的，

其羧基末端肽的基因序列表现出多样性，而且不

同亚基 AChE 基因序列与 AChE 在细胞内转运、

降解、聚合和锚定等功能存在相关关系[7]。随着

AChE 基因结构和活性关系逐渐明了，相关研究

的成果为重组 AChE的体外表达以及蛋白质工程

改造提供了有力依据。 
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2  AChE 的体外异源表达 

2.1  昆虫杆状病毒表达系统和毕赤酵母表达

系统 
随着自然界越来越多生物的 AChE基因被克

隆，多种的表达系统被应用于重组 AChE 制备以

及性能鉴定。在重组 AChE 外源表达过程中，

AChE 基因供体和表达系统的匹配、表达密码子

偏爱性、序列 GC 含量、糖基化、信号肽等因素

都是影响表达水平的关键点，目前使用较广泛的

是昆虫杆状病毒表达系统和毕赤酵母表达系统。

由于 AChE 的基因供体大多为昆虫，在昆虫杆状

病毒表达系统进行重组 AChE 表达，能产生正确

的糖基化修饰，保证重组 AChE 的稳定性，大多

科研工作者选用昆虫杆状病毒表达系统制备重

组 AChE (表 1)。毕赤酵母表达系统具有操作简

便、高表达、高稳定、高分泌以及具有良好的翻

译后加工修饰系统等特点，脊椎动物和非脊椎动

物的重组 AChE 都能在该表达系统实现制备，而

且表达产物活性较其他表达系统高，近年已经得

到广泛应用 (表 1)。 

2.2  其他表达系统 
大肠杆菌[14]、哺乳动物细胞[15]和转基因植

物 [16]等表达系统也应用于重组 AChE 的制备 

(表 1)，但报道较少。由于重组 AChE 基因供体

主要来源于真核生物，密码子偏爱性和大肠杆菌

有较大的差异。而且缺少糖基化修饰过程，与酵

母表达系统相比，大肠杆菌表达的重组 AChE 具

有稳定性差、性能低于天然 AChE 等缺点，因此

大肠杆菌原核表达系统难以广泛应用于重组

AChE 的表达。对于真核表达系统而言，哺乳动

物细胞表达系统也可用于表达重组 AChE，常用

的宿主细胞有中国仓鼠卵巢细胞、非洲绿猴肾细

胞、人类胚胎肾细胞等，但是利用细胞培养的方

式表达重组 AChE 成本较高，难以满足大规模的 

表 1  不同种属的 AChE 基因在不同表达系统中的应用 
Table 1  Expression systems applied in the preparation of recombiant AChE from different species 

Expression system Surce of gene Expression level Specific activity  Pesticide for test 

African malaria 
mosquito[8] 1.54 μg/mL 523 U/mg (purified) 

Carbaryl 
Paraoxon  
Malathion  

House fly[9] 0.42 mg/100mL 118.9 U/mg (purified) 
Dichorvos 
Carbofuran  
Methomyl 

Baculovirus 
expression system 

Schizaphis 
graminum [10] 4.0 mg/L 245 U/mg (purified) 

Carbarly 
Malathion  
Paraoxon 

     

Nippostrongylus 
brasiliensis [11] 2 g/L 3 300 U/mg (purified) Chlorpyrifos 

Drosophila [12] Not indicated 180 U/mg (total) Dichorvos 
Pichia pastoris 
expression system 

Human origin[13] 76% secreted protein 200 U/mg (total) Not indicated 
     

Rat [14] 5% endosome protein 250 U/mg (purified) Malathion 

Bovine [15] 15 mg/L Not indicated      

Escherichia. coli 
Hematopoietic 
embryonic kidney 
Tabacco Human [16] >0.4% soluble protein 3 841U/mg (purified) Paraoxon 
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实际应用，因此已有研究人员通过转基因植物技

术可从植物的组织中成功地获得较纯的重组

AChE[16]，其活性和生物提取的 AChE 没有差异，

但目前这项技术还不成熟，表达的重组 AChE 的

稳定性差，有待进一步研究。 

3  重组 AChE 酶的分子进化及其在农药

残留检测中的应用 

近年来，随着分子生物学及计算机模拟等新

技术、新方法的出现，酶与其抑制剂相互作用机

制研究正在不断深入。1993 年 Sussman 等首先

通过 X-ray 晶体衍射技术获取电鳐 AChE 的三维

晶体结构信息[17]，随后，许多学者通过对 AChE

与抑制剂复合物的晶体结构分析，已经初步揭示

了 AChE 的催化能力和底物选择性的分子机制。

利用分子动力学等模拟手段，AChE 在结合抑制

剂的过程中存在诱导效应以及催化位点和活性

口袋的柔性特性也得到证实。对于有机磷类农药

和 AChE 之间的结构活性关系，已有科研人员基

于 3D-QSAR 方法进行系统分析[18]。利用分子对

接手段，对于单一农药和 AChE 的识别机制也已

有较多论述，而且，两种农药对映异构体对 AChE

的抑制能力差异机制也得到很好的阐明[19]。随着

重组 AChE 酶的蛋白质工程改造技术日益强大，

科研人员在AChE结构和功能相互关系的研究成

果的基础上，获取了一系列灵敏度更高、识别性

能更加广泛、性能稳定的优异重组酶制剂。  

3.1  蛋白质工程改造提高酶对农药的灵敏度 
野生型重组酶对农药的识别能力大多和天

然生物提取酶相似，都存在一定程度的局限性，

对某些农药抑制剂的灵敏度过低导致酶抑制检

测系统出现漏检情况，从而降低检测结果的可信

度。目前，学者们在野生型重组酶的基础上，设

计了各种 AChE 的突变体，并从中筛选到与农药

抑制剂灵敏度较高的突变体。Boublik 等分析了

果蝇 AChE 的三维结构当中 AChE 活性催化位点

的临近相关氨基残基分布情况 (图 1)，根据分子

模拟的结果设计几十种单突变和多突变 AChE的

突变体，发现双突变体 (DmE69Y-DmY71D) 对

敌敌畏的灵敏度比野生型的提高了 300 倍，检测

限可低至 10−17 mol/L[20]。Tan 等利用分子模拟的

技术手段，预测若干突变位点对家蝇重组 AChE

活性的影响。利用反向 PCR 法对家蝇 AChE 基

因进行定点突变，经毕赤酵母表达筛选得到 3 个

突变体，与野生型 AChE 相比，突变体 AChE 对

灭多虫的灵敏度提高了 16 倍，对卡巴呋喃和毒

死蜱的灵敏度提高了 14 倍以及对对硫磷的灵敏

度提高了 10 倍[21]。由此可见，在分子模拟的辅

助下，经过蛋白质工程改造，重组改造酶对检测

目标农药的灵敏度可提高到痕量检测水平，有力

地促进酶抑制检测法的应用推广。 

3.2  蛋白质工程改造提高酶对农药的广谱识

别能力 
由于每种有机磷和氨基甲酸酯农药对生物

体 AChE 的抑制常数是不同的，使用一种 AChE

进行抑制分析通常难以覆盖所有常用的杀虫剂。

若解决此问题，除了采用多种识别范围不同的酶

进行组合应用外，还可以通过定点突变手段扩宽

单一 AChE 对农药的广谱识别能力。Pleiss 等根

据鼠 AChE 的结构模拟结果，用亮氨酸替换了鼠

AChE 酰基口袋 295 的苯基丙氨酸，结果显示突

变体 RbF295L 对用于测试的 5 种有机磷和 5 种 
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图 1  果蝇 AChE 三维结构图[20] 

Fig.1  3-D structure of Drosophila melanogaster AChE[20]. (A) General view of the AChE monomer structure. 
(B) Detail of the different amino acids lining the AChE active site.  

 
氨基甲酸酯等常用农药的检测灵敏度均有提

高 [22]。Schulze 等对巴西线虫 AChE 基因进行了

定点突变，基于重组 AChE 突变体构建的酶抑制

检测法，可以实现 14 种农药的多残留检测，检

测限低至 10 μg/kg，满足欧盟对婴儿食品的最大

残留要求[23]。由此可见，通过改造可以提高乙酰

胆碱酯酶的广谱识别能力，更好地实现农药多残

留检测。 

3.3  蛋白质工程改造提高酶对农药的定量检

测能力 
一般来说，酶抑制检测系统检测的结果只能

给出 AChE 抑制的总量，而没有任何有关分析组

分的定性或定量信息，这限制了酶抑制检测系统

在精确定量领域的应用。近年来，已有学者利用

改造后的重组 AChE 突变体，实现了对农药抑制

剂的选择性。Bucur 等制备了对氧化乐果敏感的

果蝇重组 AChE 突变体，与对氧化乐果有抗性的

电鳗 AChE 进行配对，构建特异双组分酶传感器

实现特异定量检测氧化乐果[24]。Bachmann 等组

合了多种对不同农药特异识别的突变体，在人工

神经网络数据辅助下可实现多种农药同时定量

检测[25]。Istamboulie 等同样基于神经网络数据辅

助，利用重组果蝇 AChE 突变体和电鳗 AChE 进

行组合，实现毒死蜱和毒虫畏两种农药的区别定

量检测[26]。在获取一系列性能特异的重组突变酶

基础上，通过合理设计，将可能构建用于组分定

性或定量的酶抑制检测系统。 

3.4  蛋白质工程改造提高酶的稳定性 
大多数研究是通过改善表达系统和纯化手

段等外部条件来提高重组 AChE 的稳定性，效果
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甚微，现已有研究者通过定点突变技术来提高重

组酶的稳定性。Isabelle 等发现果蝇重组酶突变

体 C290V 对重组酶的稳定性有贡献，通过定点

突变敲除该位点的半胱氨酸，防止该位点的自由

硫醇质子化作用影响其他正确配对的二硫键的

形成，并提高了侧链的疏水性[27]，从而提高了重

组酶的稳定性。Strub 等考察了 AChE 表面的 14

个疏水性氨基酸突变成为精氨酸对重组 AChE稳

定性的影响，发现半数突变体都表现出稳定性的

提高[28]。Siadat 等尝试通过突变 7 个位点的残基

为半胱氨酸，为重组 AChE 增加二硫键，结果发

现其中一个二硫键将 N 端区域和 C 端区域连接

起来，从而显著提高了重组酶对温度、尿素、有

机溶剂和蛋白酶等不利因素的稳定性[29]。这些稳

定性高的改造重组酶，不仅可以降低表达系统的

优化成本，而且高稳定性重组酶在多次复活使用

过程中依然保持活性，可更进一步降低酶抑制检

测产品的制造成本。 

4  重组 AChE 的纯化及细胞表面展示

技术 

重组 AChE 另一大优势还包括了为重组

AChE 加上纯化标签和固定元件等特性。

Estrada-mondaca 等通过 PCR 技术在野生型重组

酶尾部接上多聚组氨酸标签，利用金属螯合亲和

色谱柱进行亲和色谱纯化[30]。而且，重组 AChE

多聚组氨酸末端标签还被应用为酶抑制检测系

统的固定元件，相比于传统的化学交联或者物理

吸附酶固定法，组氨酸标签固定法可以保持酶在

固定过程中构象和活性不受影响。近来，

Uccelletti 等报道一种新颖的重组酶展示方式，将

鼠 AChE 与糖基化磷脂酰肌醇锚定蛋白融合表

达，实现重组 AChE 在两种酵母表面固定，从而

通过固定细胞将 AChE 直接固定于传感器上[31]。

本课题组采用该策略，将从家蚕中克隆得到

AChE 基因通过锚定蛋白将其展示在酵母表面，

活性鉴定显示该酵母展示 AChE 能识别 10 多种

有机磷及氨基甲酸酯类农药 (结果尚未发表)。下

一阶段研究的重点将构建 AChE酵母表面展示突

变文库，并采用定向进化的策略从中筛选性能更

优异的重组 AChE。 

5  存在问题与展望 

AChE 的基因供体虽然来源广泛，但是高灵

敏度生物 AChE 基因的筛选工作进展缓慢。目前

许多从海洋鱼类及植物中提取的 AChE在酶抑制

法检测中已经显示出较高的灵敏度，但是大多

AChE 基因克隆工作集中于昆虫，海洋鱼类及植

物的 AChE 基因克隆报道不多。 

虽然，目前昆虫杆状病毒与酵母表达系统广

泛应用于重组 AChE 的制备，但绝大多数研究依

然使用摇瓶培养，大规模培养体系如生物反应器

的应用报道极少。此外，有报道指出应用新型的

表达系统如转基因动植物等制备重组 AChE，但

是重组 AChE 的产量和稳定性都有待提高。 

基于 AChE 的结构和活性机制研究，在分子

模拟辅助下进行重组酶定点突变改造，已经取得

了一系列可喜的进展，但有一些氨基酸的变化是

在蛋白质模型预测的区域之外的，此时便无法有

效使用定点突变策略了。近年来学者已将注意力

转移至定向进化酶改造技术。酶定向进化策略与

表面展示技术结合，可实现 AChE 突变体表型和

基因型的统一，为酶库体外筛选提供了便利条

件，是重组 AChE 活性改造的未来趋势。 
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