
中国寄生虫学与寄生虫病杂志2001年B月第19卷第4期 Ch,, J Paras,tol Parasit IHs 2001 08,Vol. 19,No.4:209--212 .209·

文章编号 1000-7423(21:01)-04-0209-04 【论著】

白纹伊蚊乙酸胆碱醋酶基因片段克隆及鉴定
吴明玮‘ 张玲敏， 黄炯烈“ 周国理2 吴喻2 赵双星‘

    【摘要7 目的 从白纹伊蚊中分离、克隆及鉴定乙酞胆碱酣酶(ACNE)基因片段。 方法 根据已知的果蝇

和斯氏按蚊AChE氨基酸序列保守区域设计简并引物，对白纹伊蚊AChE基因片段进行扩增，将凝胶回收的PCR

产物经与T载体质粒连接进行 T/A克隆，用a互补筛选法筛选重组质粒克隆，用碱裂解法提取重组质粒DNA

并对重组质粒进行酶切鉴定和PCR鉴定。 结果与结论 获得与设计相符的白纹伊蚊AChE基因片段PCR扩增

产物并对其作出鉴定
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    [Abstract]   Objective   To isolate, clone and identify the acetylcholinesterase (AChE) fragment from the mosquito, Aedes

albopictus, in relation to exploring mechanism of insecticide resistance.    Methods   The genome DNA extracted from the
mosquito was used for degenerate polymerase chain reaction (PCR) and the two pairs of oligonucleotides encoding the highly con

served protein sequences were used as primers. The reaction products were cloned to T-vector and transfected into E. coli JM

109. The replicatrve form DNA of recombinant vector extracted from E.coli JM 109 through alkalilysis was identified by the

methods of digestion with EcoR 1 and Sal I and PCR.   Results  The products of degenerate primers polymerase chain reaction

were obtained and the identified clone belongs to the AChE fragment of the mosquito.   Conclusion   The clone was identified as

the AChE fragment of Aedes albopictus.

    [Key words]   Aedes albopictus, acetylcholinesterase, insecticide resistance, clone.

    抗药性在媒介昆虫防治领域已成为世界性的难

题‘夕二。杭药性的形成主要有基因突变D-q〕和基因扩

增一，一9二两种分子机制。基因突变是生物对有害物质

产生抗性的一种重要机制，其中蚊乙酞胆碱酷酶

(AChE)基因突变与抗药性产生有密切关系。AChE

是生物神经传导中的一个关键性的酶，也是有机磷

和氨基甲酸酷类杀虫剂的作用靶部位。AChE对杀

虫剂敏感性降低是蚊对杀虫剂产生抗性的一个重要

原因。许多证据表明不敏感AChE对于杀虫剂的抗

性归因于乙酸胆碱酷酶基因(Ace)突变导致氨基酸

替代.这种变化也改变了酶对底物以及杀虫剂的催

作者单位:1 使南大学医学院寄生虫学教研室，广州510632;
          2 中山医科大学寄生虫学教研室，广州510089

化活性po-,vl。本实验采用PCR及分子克隆技术，拟

从白纹伊蚊基因组 DNA中获得 ACNE基因片段，

为进一步研究蚊AChE与抗药性的关系打下基础。

                材料与方法

1 材料

    白纹伊蚊敏感株及实验菌株]M-109均由中山

医科大学寄生虫学教研室惠赠。

引物Forward
5‘-TGGGA[CT]CA[AG]GC[ACCT][CT]T[AGCT-JGC[ACCT]AT-3';

引物Rewa记:
5'-AT[AGCT]GT仁CT]TT[AGCT]GC二AG]TC[ACCT]AC-3'

由上海生工生物工程有限公司合成，使用浓度为25

拜m ,
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    主要试剂:SDS, RNA酶A, Taq酶、dN丁P均

为上海生工生物工程有限公司产品，PCR marker,

X-gal, IPTG, EcoR工、Sal工为华美公司产品，DNA

凝胶回收试剂盒为Qiagen公司产品，PMD-18 T

vector试剂盒为大连宝生物公司产品，其余均为国

产分析纯试剂。

2方法

2.1 提取基因组DNA["]

    取白纹伊蚁成蚊10只，-20‘ C冷冻30 min后

置匀浆试管中，各管中分别加人 1.2 ml十六烷基三

甲基澳化钱 (CTAB), 2川 各疏基乙醉，用匀浆机

研磨成匀浆，取匀浆置 1. 5 ml离心管中，65℃水

浴裂解2It后，用酚/氯仿/异戊醇 (25/24/1)常规

抽提DNA;将DNA提取管中加30川TE缓冲液，

摇匀至溶解，一20 C保存备用。

2. 2 墓因组DNA PCR扩增

    在0. 2 ml PCR反应管中依次加人 10 X Buffer

5 1,l, MgCl,  5 k1, 10 mmol/L dNTP 2 p1，引物 2

FA，模板DNA 2 pl, Tay酶1 u1，加ddH}O使总反

应体积至50 u1,然后扩增:95℃7 min, 94 C 30

s, 55 C 30 s,72 C 1 min共30个循环后，72 C 10

r口m e

2. 3  PCR产物的克隆与鉴定

2.3.1   PCR产物的凝胶回收[l5〕

    根据上述PCR产物的琼脂糖凝胶电泳，选择与

已知的斯氏按蚊AChE DNA大小(约400 by)相应

的电泳条带.紫外灯下切胶并回收。PCR产物的凝

胶回收采用Qiagen公司的凝胶回收试剂盒，回收产

物 一20 C保存备用。

2. 3. 2 载体与目的墓因的连接[,s]

    载体与目的基因的连接采用大连宝生物公司的

PMD-18丁vector试剂盒，操作步骤:在 。.2 ml

PCR反应管中分别加入PCR回收产物4闪、PMD-

18 T vectorl p1及solution 1 5 td, 16 C下连接 10

一12 h，反应结束后 一20℃保存备用。

2.3.3 用氯化钙制备新鲜的大肠杆菌感受态细胞

    按文献，二进行。

2·3一牛 质粒的转化

    钙转化法制备重组质粒，并用。互补筛选法筛

选重组克隆，挑选单一白色的菌落接种于含 3 ml

(100 pg/ml)氨节青霉素的LB液体培养基的试管

中，剧烈振摇下37℃培养过夜[C,+7
2.3.5 用碱裂解法提取重组质粒DN A ["J

    用碱裂解法提取重组质粒DNA["-并加人4闪

(2 mg/ml) RNA酶A溶液，37 'C水浴30 min, 65

℃水浴 30 min，一20℃保存备用

2. 3. 6 重组质粒的电泳检测

    分别取 3川重组质粒DNA和空载体PUC18

DNA于1写琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下检测，与空

载体比较，取片段增大者进行酶切鉴定和PCR

鉴定。

2.3.7 重组质粒的酶切鉴定

    取空质粒 PUC18为阴性对照，取电泳片段增

大者用Sal I , EcoR工进行酶切

2. 3. 8 重组质粒的PCR鉴定

    分别取2川重组质粒DNA为模板，进行PCR

反应，反应体系及扩增条件同2. 2

结 果

1 基因组DNA抽提

    经抽提纯化的白纹伊蚊敏感株DNA OD... =

0.033, OD-=0. 019，浓度为0. 66 mg/ml，纯度为

1. 7; 1. 2%的琼脂糖凝胶电泳均显示为单一清晰

的条带 (图1)，分子量约21 kb，表明基因组DNA

完整无降解，无RNA污染。

2 基因组DNA PCR扩增

    PCR扩增后，取 5川扩增产物在 1.2写 的琼

脂糖凝胶中进行电泳，紫外灯下观察，结果显示在

PCR标志物 515 by与 377 by间有一较特异的

DNA条带 (图2)，片段大小与设计相符。

3  PCR产物的克隆与鉴定

3.1 质拉的转化

    凝胶回收的PCR产物经与T一载体连接并转化

至宿主菌1N1-109后，在含氨节青霉素、X-gal (5浪

-4-氯 3叫噪一pD半乳糖昔)和IPTG(异丙基硫代

月D半乳糖)的LB平板上获得分离良好的白色

菌落。

3.2 重组质粒的电泳检浏

    将经抽提纯化的质粒DNA进行 1.2%的琼脂

糖凝胶电泳，紫外灯下观察。结果显示所选克隆的

质粒DNA分子量大于空质粒PUC18(图3)，表明
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讨 论

1 利用简并引物对白纹伊蚊AChE基因片段的

PCR扩增一，6.ll]

    昆虫AChE首先在果蝇中得到克隆及测序。除

果蝇外，目前已知的DNA序列只有斯氏按蚊 a1我

们目前仅借助果蝇和斯氏按蚊AChE氨基酸序列

保守区域来设计简并引物，对白纹伊蚊AChE幕因

片段进行扩增。结果表明该方法有效可行。但是在

实验中我们也发现由于简并引物的特异性较差.其

扩增的成功率较特异引物PCR差很多。我们先后使

用了4对不同的简并引物，前3对均发生非特异扩

增，即便不同组的引物间进行组合也很难扩增成功

因此我们的经验是:① 选择引物设计区域时应尽

可能降低其引物库之简并度，② 引物 3'端不应存

在简并性，③ 可设计多对简并引物，分别进行扩

增，并相互搭配组合，以提高成功率

    2 白纹伊蚊Ace的克隆与鉴定「16.17

    PCR之后，通常要将扩增出的DNA片段克隆

到质粒载体上，通常使用限制性酶切位点添加法和

平端克隆法。

    本实验采用T/A克隆法，其克隆效率虽较高，

但特异性较低，因此对PCR产物特异性要求相对

较高。同时克隆前要对产物进行凝胶电泳纯化，以

提高其特异性 我们采用的柱回收式凝胶纯化试剂

盒，实验表明可提高克隆的特异性。简并引物PCR

和T/A克隆法特异性较低，因此在克隆成功之后要

进一步对其进行酶切鉴定和PCR鉴定

    AChE基因现已从包括果蝇和斯氏按蚊在内的

多种昆虫中克隆出来[,a.，但迄今为止尚无直接与不

敏感AChE有关的点突变A。克隆的报道 本实验

以白纹伊蚊为模型，对其AChE基囚片段进行PCR

扩增、克隆及测序 将其与抗性蚊相应区域进行比

较是否有基因突变，以及AChE基因突变与抗药性

产生的关系有待进一步研究。
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