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揖Abstract铱 Objective To reconstitute a transactivation system in yeast 渊yeast model冤 for screening the pesticides

acting on ecdysone metabolism route and eventually influencing the process of ecdysis. Methods The fragment of 5
times repeated EcRE from Drosophila melanogaster was synthesized and the HSP27 promoter from D. melanogaster genome
was amplified with PCR. The two sequences were connected and followed by a reporting gene要要要green fluorescence pro鄄
tein(GFP) gene. The EcRE鄄HSP27 promoter鄄GFP fragment was inserted into the expression plasmid pPIC3.5 and integrated
into the yeast chromosome to construct yeast A. EcR and USP coding sequences of Aedes albopictus were synthesized,
and these two fragments were inserted into Pichia pastoris expression plasmid pGAPZ as two respective reading frames.
The two reading frames were integrated into Pichia pastoris chromosome in another recombinant site 渊pGAPZ and
pPIC3.5k share different recombinant sites while being integrated into Pichia pastoris yeast chromosome). EcR and USP
were constituted and expressed in the yeast. This recombinant yeast was called yeast B. The model yeast was thus
constructed. A known ecdysone agonist鄄tebufenozide was used to test the yeast model. The effect of tebufenozide on the
model yeast was observed under fluorescent microscope. Semi鄄quantitative RT鄄PCR was used to test the transcrip鄄tion level of
GFP in the tebufenozide affected yeast and the control. Results In the model yeast袁 the intracellular expressed EcR
and USP constituted EcR/USP heterodimer interacting with EcRE袁 the expression of GFP was activated袁 and green fluores鄄
cence was observed in model yeast under fluorescent microscope. Tebufenozide affected model yeast showed less fluorescence
in comparison to the control model yeast袁 indicating that the transcription of GFP was suppressed by tubufenozide. Yeast
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揖摘要铱 目的 在毕赤酵母体内构建白纹伊蚊蜕皮激素转录活化系统, 建立高通量杀虫剂筛选模型袁 用于筛选蜕皮
激素代谢途径拮抗药物遥 方法 人工合成果蝇蜕皮激素响应元件 渊EcRE冤 5次重复的序列, 与果蝇热激蛋白基因启动
子 渊pHSP27冤 序列连接, 以绿色荧光蛋白 渊GFP冤 报告基因, 将 EcRE鄄pHSP27鄄GFP片段亚克隆入 pPIC3.5k, 整合入毕赤
酵母染色体构建阴性酵母 A遥 人工合成白纹伊蚊蜕皮激素受体 (EcR) 及超螺旋蛋白 渊USP冤 编码序列, 两个基因以双表
达盒形式亚克隆入组成型表达质粒 pGAPZ, 整合入酵母染色体的另一位点, 使 EcR与 USP在酵母中组成型表达, 构建模
型酵母 B遥 制备蜕皮激素拮抗剂虫酰肼悬液 渊浓度为 0.83 mg/ml冤袁 分别施加于模型酵母 B与阴性酵母 A袁 荧光显微镜下
目测荧光强度袁 与未施加药物的对照组比较遥 同时提取各组 RNA袁 半定量 RT鄄PCR检验 GFP基因的转录效率遥 结果

模型酵母 B发出绿色荧光袁 而阴性酵母 A与空白酵母 GS115未见荧光袁 表明在模型酵母体内表达的 EcR与 USP形成
复合二聚体袁 作用于 EcRE启动 GFP报告基因表达荧光蛋白遥 施用虫酰肼袁 模型酵母 B荧光强度明显减弱袁 表明 GFP
的表达量减少遥 施用虫酰肼的模型酵母 B, GFP与内参灰度比值 (为 0.614) 低于对照组 (1.134)袁 表明虫酰肼可降低模
型酵母 B体内 GFP基因的转录水平遥 结论 在酵母体内建立了白纹伊蚊蜕皮激素转录活化系统袁 该酵母模型可用于筛
选作用于蜕皮激素代谢途径的药物遥
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昆虫的生长发育是通过定期的蜕皮实现的袁 蜕皮
过程是在甾醇尧 保幼素尧 20鄄羟基蜕皮激素渊20鄄hydro鄄
xyecdysone袁 20E冤等几种昆虫激素的调节下完成的咱1暂遥
20E的受体是核蛋白袁 由蜕皮激素受体渊ecdysone rec鄄
eptor袁 EcR冤及超螺旋蛋白渊ultraspiracle protein袁 USP冤
组成咱2暂遥 在蜕皮激素的诱导下 EcR及 USP结合形成二
聚体袁 只有 EcR/USP二聚体才能与位于蜕皮激素可
诱导基因启动子区的蜕皮激素响应元件渊ecdysone
response element袁 EcRE冤相结合而启动早期基因的转
录咱3暂遥 因而袁 对这种激素依赖性的生化代谢步骤的任
何干扰袁 都可能导致靶昆虫的死亡或生长发育异常遥
研究表明 EcR及 USP的 DNA结合域尧 配体结合域有
很高的保守性袁 而蜕皮激素靶基因启动子区 EcRE的
结构则以黑腹果蝇 EcRE最具有代表性咱4暂袁 不同种昆
虫的 EcR尧 USP 可与果蝇 EcRE 结合并起到激活作
用遥 Tran等咱5暂在酵母菌中建立了一个针对云杉色卷蛾
渊Choristoneura fumiferana袁 Cf冤EcR的配体调节转录激
活系统袁 应用果蝇 Hsp27启动子序列上的响应元件
EcRE袁 在 CfEcR尧 CfUSP同时存在而没有配体诱导的
情况下袁 也可以使报告基因强烈表达遥 Bergman等咱6暂

进一步通过酵母双杂交证实 EcR及 USP在无蜕皮激
素的诱导下可自行结合形成二聚体遥 因而可以在酵母
体内同时表达白纹伊蚊的 EcR及 USP袁 利用形成的
EcR/USP二聚体启动果蝇 EcRE鄄Hsp27启动子袁 启动
报告基因的表达遥 本研究袁 拟在酵母体内建立蜕皮激
素转录活化系统袁 并期望借助这个模型筛选蜕皮激素
代谢途径的拮抗药物遥

材料与方法

1 材料

1.1 质粒与菌株 真核表达载体pPIC3.5K尧 pGAPZ琢袁
以及酵母菌株 GS115购自美国 Invitrogen公司袁 增强
型荧光蛋白载体 pEGFP鄄N1购自美国 Clonetech公司袁
大肠埃希菌 DH5琢株为本实验室保存遥

1.2 合成序列 白纹伊蚊渊A e. albopictus冤 EcR 及
USP的编码序列尧 果蝇 EcRE由捷瑞生物工程渊上海冤
有限公司合成袁 人工接头 渊adaptor冤 由宝生物工程
渊大连冤有限公司合成遥
1.3 主要试剂 限制性内切酶EcoR玉尧 Sac玉尧 Xbal玉尧
Hind芋尧 EcoR吁尧 Nco玉尧 Bgl域尧 BamH玉尧 Not玉尧
Sma玉尧 T4 DNA连接酶尧 小牛肠碱性磷酸酶渊CIP冤尧
鼠白血病逆转录酶渊M鄄MLV冤及 T4 DNA聚合酶袁均购
自宝生物工程渊大连冤有限公司袁 限制性内切酶 Avr域
购自美国 New England Biolabs公司袁 Taq DNA聚合
酶尧 脱氧核苷三磷酸渊dNTP冤购自北京鼎国生物技术
发展中心袁 抗生素 Zeocin购自美国 Invitrogen公司袁
酵母 RNA提取试剂盒购自美国 Omega公司袁 蜕皮激
素拮抗剂虫酰肼渊tebufenozide冤(白色粉剂) 购自江苏靖
江市山达化工有限公司袁 低熔点琼脂糖购自美国 Sig鄄
ma公司遥
1.4 合成引物 质粒构建过程中所用引物袁 均用
DNAMAN软件设计袁 由北京市百赛生物工程公司合成遥
1.5 测序 由上海博亚公司完成遥

2 方法

2.1 白纹伊蚊 EcR及 USP的人工合成 人工合成白

纹伊蚊 EcR及 USP袁 目标基因克隆在 pUC57质粒上遥
2.2 pGAP鄄EcR鄄USP酵母表达质粒的构建 将人工合

成的 EcR亚克隆入 pGAPZ质粒磷酸甘油醛脱氢酶启
动子渊pGAP冤的下游袁 酵母细胞色素C 基因转录终
止序列 渊CYC1TT冤上游袁 构建 pGAP鄄ECR鄄AOX1TT读
码框遥

根据 pGAPZ 质粒上的转录延长因子启动子
(pTEF1)及 CYC1TT序列袁 分别设计上下游引物 T1院
5忆 鄄GAGCTCCCCACACACCATAG鄄3忆 , T2院5忆 鄄GAATTC
CGCCCTTAGATTAG鄄3忆尧 C1院5忆鄄TCTAGACACGTCCGA
CGGC鄄3忆及 C2院5忆鄄AAGCTTAGCTTGCAAATTAAAG鄄3忆,
引物引入酶切位点, 以 pGAPZ为模板, PCR扩增出

housekeeping gene Actin鄄1 was used as inner control袁 semi鄄quantitative RT鄄PCR was operated and the result was scanned.
The ratio of the brightness of GFP to Actin鄄1 was calculated automatically袁 and that of tubufenozide added yeast and
the control yeast was 0.614 and 1.134 respectively. This result showed a low transcription level of GFP in tebufenozide
affected model yeast袁 comparing to that of the control. Conclusion The ecdysone鄄related transacting system in yeast
has been constructed袁 and the model yeast can be used to screen the ecdysone agonists which can act on the ecdysone
metabolic route.

揖Key words铱 Aedes albopictus曰 Ecdysone receptor 渊EcR冤曰 Ultraspiracle protein 渊USP冤曰 Ecdysone recepter
element渊EcRE冤曰 Tebufenozide曰 Ecdysone agonist
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pTEF1及 CYC1TT序列, 将这两个片段分别插入人工
合成基因 USP质粒(pUC57-USP)的上游和下游, 构建
pTEF1鄄USP鄄CYC1TT读码框遥

Hind芋和 Sac玉双酶切回收目的基因 pTEF1鄄USP鄄
CYC1TT序列袁 连接入 pGAP鄄ECR鄄AOX1TT读码框的
下游遥 构建双读码框酵母表达质粒 pGAP鄄EcR鄄USP袁
经质粒测序验证无误遥
2.3 pPIC3.5K鄄EH鄄GFP 酵母表达质粒的构建 人工

合成 EcRE 5次重复的序列袁 从果蝇基因组 DNA中
扩增出热激蛋白 27启动子渊pHSP冤序列袁 连接到 E鄄
cRE序列下游袁 再将 EcRE鄄pHSP序列连接入 pGFP鄄
N1质粒 GFP基因的上游袁 构建质粒 pEH鄄GFPN1遥

将 pEH鄄GFPN1 质粒进行 Bgl域尧 Not玉双酶切,
获得片段 EcRE鄄pHSP鄄GFP袁 利用相同的酶切位点
将该片段亚克隆入 pPIC鄄3.5k 质粒 遥 重组质粒
pPIC3.5K鄄EH鄄GFP经测序验证无误遥
2.4 pPIC3.5K鄄EH鄄GFP质粒转化酵母 GS115 构建成
酵母 A Bgl域酶切 pPIC3.5K鄄EH鄄GFP质粒袁 凝胶纯
化回收线性质粒袁 电转化酵母袁 组胺酸缺陷型平板
筛选阳性克隆袁 抗生素 G418+梯度阳性平板筛选高拷
贝克隆遥 根据 GFP基因设计引物 GFP1: 5忆鄄TATACG鄄
TAATGGTGAGCAA鄄GGGCG鄄3忆袁 GFP2: 5忆鄄ATCCAAG鄄
GGTTGGCTAGATCCGGTGGAT鄄3忆 遥 以阳性克隆基
因组 DNA为模板袁 以 GFP1尧 GFP2为引物进行 PCR
鉴定遥
2.5 pGAP鄄EcR鄄USP 质粒转化酵母 A袁 构建成酵母
B袁 即筛选模型 Avr域酶切 pGAP鄄EcR鄄USP质粒袁 凝
胶纯化回收线性质粒袁 电转化酵母 A袁 Zeocin+梯度平
板筛选阳性高拷贝克隆袁 以阳性克隆基因组 DNA为
模板袁 以 C1尧 C2为引物进行 PCR鉴定遥
2.6 酵母模型的荧光鉴定 从平板上挑取酵母 A尧 酵
母 B和空白酵母 (酵母 GS115) 克隆, 分别至培养液
中袁 29 益 250 r/min培养 12尧 24尧 36尧 48及 60 h后,
荧光显微镜下目测荧光强度, 并分别测定 A 600值遥
2.7 施加虫酰肼验证模型酵母 取吸光度相同

渊A 600=0.30冤 的模型酵母 (酵母 B) 和酵母 GS115, 各
分为两组 [即模型药物组 渊a 组冤尧 模型对照组 渊b
组冤尧 阴性药物组 渊c组冤尧 阴性对照组 渊d组冤 , 共
4组]袁 每组 100 滋l , 加入 10 ml 培养基中袁 其中 a尧 c
两组各加入虫酰肼 0.1g 制成悬液 (浓度为 0.83mg/ml)遥
b尧 d 两组不加虫酰肼作为对照遥 同法培养 12尧 24尧
36尧 48及 60 h 后, 荧光显微镜下目测荧光强度, 并
分别测定 A 600值遥
2.8 半定量 RT鄄PCR法检测模型药物组和模型对照
组的 GFP基因转录效率

2.8.1 引物设计 根据酵母管家基因肌动蛋白鄄1基因
渊Actin鄄1冤设计引物 袁 Actin1: 5忆 鄄TGTCACCAACTG鄄
GGACGATA鄄3忆 袁 Actin2院 5忆 鄄AACCAGCGTAAATTG鄄
GAACG鄄3忆遥
2.8.2 反转录 使用美国 Omega公司酵母总 RNA提
取试剂盒分别提取模型药物组袁 模型对照组和酵
母GS115总 RNA, 使用随机引物尧 M鄄MLV反转录合
成 cDNA遥
2.8.3 PCR扩增 以反转录后产物为模板袁 以 Actin鄄1尧
Actin鄄2尧 GFP1尧 GFP2 为引物袁 扩增 GFP尧 Actin鄄1
基因遥
2.8.4 PCR 产物分析 用 1豫低熔点琼脂糖凝胶电
泳分析, 黑马凝胶成像分析软件 渊hema V3.41冤 分析
各条带灰度, 求与内参的比值遥

结 果

1 pGAP鄄EcR鄄USP与 pPIC3.5K鄄EH鄄GFP酵母表达
质粒的鉴定

重组质粒测序结果经 DNAMAN软件比对与理论
要求序列一致遥

2 酵母 A的鉴定
以酵母 A 阳性克隆基因组 DNA 为模板袁 以

GFP1尧 GFP2为引物袁 经 PCR扩增出 730 bp左右的
片段袁 与预期结果一致渊图 1冤遥

3 酵母 B的鉴定
以酵母 B阳性克隆基因组 DNA为模板袁 以 C1尧

C2为引物袁 经 PCR扩增出 320 bp左右的片段袁 与预
期结果一致渊图 2冤遥

M院 DNA 标志物袁 1院 酵母 GS115袁 2院 pPIC3.5K鄄EH鄄GFP质粒袁
3院 酵母 A遥
M: DNA marker袁 1: Yeast GS115袁 2: Plasmid pPIC3.5K鄄EH鄄GFP袁
3: Yeast A.

图 1 重组酵母 A鉴定图
Fig.1 Identification of the recombinant yeast A
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A: 模型对照组明视野袁 B: 模型对照组荧光显微镜下袁 C: 模型药物
组明视野袁 D: 模型药物组荧光显微镜下遥
A: Yeast B under visual light microscope袁 B: Yeast B under fluores鄄
cent microscope袁 C: Yeast A under visual light microscope袁
D: Yeast A under fluorescent microscope.

图 4 施加与未施加虫酰肼的模型酵母在明视野
与荧光显微镜下的对比

Fig. 4 Comparison of tebufenozide added model yeast A and
control model yeast B under visual light and

fluorescent microscopes

A B

C D

1: 未转化酵母 GS115袁 2: 模型药物组袁 3: 模型对照组遥
1: Negative control yeast, 2院 Model yeast affected by tebbufenozide袁
3: Control model yeast.

图 5 模型药物组与模型对照组酵母的半定量 RT鄄PCR结果
Fig. 5 Semi鄄quantitative RT鄄PCR results of model yeast affected

by tebufenozide and the control

1 2 3
GFP

Actin鄄1

4 酵母模型的荧光鉴定

荧光显微镜下可见球状的酵母细胞发出绿色荧光

渊图 3冤袁 目测酵母细胞于培养 48 h荧光强度最高遥 阴
性对照组酵母 A和空白对照组 (酵母 GS115) 均未见
荧光袁 表明将白纹伊蚊 EcR及 USP在酵母细胞内结
合形成 EcR/USP 二聚体袁 二聚体作用于响应序列
EcRE袁 启动 HSP27启动子袁 从而启动报告基因 GFP
表达遥

5 施加虫酰肼后的模型药物组与模型对照组酵母在

荧光显微镜下的对比

培养 12尧 24尧 36尧 48及 60 h各组酵母 A 600 值袁
a组院 0.12尧 0.32尧 0.75尧 1.20尧 1.30曰 b组院 0.12尧 0.32尧
0.76尧 1.21尧 1.32曰 c组院 0.12尧 0.33尧 0.77尧 1.22尧 1.35曰
d组院 0.12尧 0.32尧 0.75尧 1.19尧 1.31袁 各组间差异不
明显袁 可见虫酰肼对酵母生长曲线无明显影响遥 各取
48 h培养液 10 滋l荧光显微镜下目测, 药物组模型酵
母荧光强度明显减弱渊图 4冤遥

6 RT鄄PCR验证GFP基因的表达效率
以酵母肌动蛋白基因 A ctin鄄1 作为内参袁 检验

GFP基因的转录效率遥 PCR产物为 2条带袁 大小分别
为 737 bp和 283 bp袁 符合预期 GFP尧 Actin鄄1基因大
小遥 通过各条带灰度袁 求各道 GFP与内参灰度的比
值遥 模型药物组比值为 0.614袁 模型对照组比值为
1.134遥 可见施加药物后酵母的 GFP 基因的转录水
平明显减弱渊图 5冤遥

讨 论

第 3 代杀虫剂即昆虫生长调节剂渊insect growth
regulator袁 IGR冤主要包括壳多糖合成抑制剂尧 蜕皮
激素类似物渊MHAs冤尧 保幼激素类似物渊JHHs冤等咱7暂袁
它们能作用于害虫生长和发育的关键阶段袁 改变害

图 3 荧光显微镜下见带有绿色荧光的酵母 渊10伊40冤
Fig.3 Yeast with green fluorescence under fluorescent

microscope 渊10伊40冤

M院 DNA标志物袁 1院 酵母 A袁 2院 pGAP鄄EcR鄄USP质粒袁 3院 酵母 B遥
M: DNA marker袁 1: Yeast A袁 2: Plasmid pGAP鄄EcR鄄USP袁
3: Yeast B.

图 2 重组酵母 B鉴定图
Fig.2 Identification of the recombinant yeast A
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虫的形态尧 生活习性袁 抑制其生长发育和繁殖袁 最
终导致害虫死亡袁 具有杀虫活性高尧 专一性强尧 对
人畜安全等优点袁 是当代开发非杀性药剂的重点遥
但随着使用时间和范围扩大袁 害虫抗药性成为主要
问题袁 而减少单一种类杀虫剂连续使用时间袁 开发多
种杀虫剂循环尧 联合使用是减少害虫抗药性产生的首
选策略袁 但新杀虫剂的发现成功率却逐年下降袁 这主
要是由于筛选方法袁 交叉抗性等问题造成的遥 传统的
杀虫剂筛选主要依靠对活体昆虫袁 昆虫细胞系进行研
究袁 这样就会造成试验敏感性低尧 作用靶点不明尧 对
象少尧 周期长及成本高等问题遥 所以建立可以高通量
筛选杀虫剂的高效筛选模型是十分必要和紧迫的遥 目
前昆虫蜕皮过程的分子机制已渐清晰袁 20余种昆虫
的 EcR和渊或冤USP基因以及 EcRE已被克隆和测序袁
其主要功能也已获知袁 这为建立高通量新药筛选模型
提供了可靠的理论依据咱8暂遥
本模型的基础选取白纹伊蚊的 EcR尧 USP 基因

和黑腹果蝇 EcRE基因袁 主要是由于 EcR及 USP的
DNA结合域尧 配体结合域有很高的保守性咱9暂袁 黑腹果
蝇 EcRE最具有代表性袁 所以作用于这些部位的化合
物可能对昆虫具有广泛杀灭作用遥 目前已有的蜕皮激
素类似物杀虫剂如虫酰肼对不同种类昆虫的杀虫活

性差异袁 主要由其与 EcR配体结合区内氨基酸残基
的结合方式与亲和性大小决定咱10暂袁 所以针对这些部位
的化合物可能对白纹伊蚊乃至蚊类有较为专一的杀

灭作用遥 总之袁 对酵母模型中蜕皮激素代谢途径任
何一个靶点产生干扰作用的化合物都有可能成为昆

虫杀虫剂遥
本试验构建的酵母模型在荧光显微镜下可见绿色

荧光袁 证明在酵母模型内表达的 EcR与 USP形成了
复合二聚体袁 并作用于 EcRE启动 GFP报告基因表

达荧光蛋白遥 使用蜕皮激素拮抗剂虫酰肼对酵母模型
初步检测袁 虫酰肼作用下的模型药物组酵母荧光强度
远低于未加药物的模型对照组酵母袁 表明 GFP的表
达受到抑制遥 半定量 RT鄄PCR 检验 GFP基因的转录
效率袁 表明在虫酰肼作用下酵母模型内 GFP基因的
转录水平低于对照组袁 证明本研究模型成功构建遥
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本刊 2007年第 4期 346页左栏第 11耀13行院野美丽筒线虫基因组序列的测定及基因组和蛋白质组
学的研究也在很大程度上带动了整个生命科学的发展遥 冶 其中的 野美丽筒线虫冶 改为 野秀丽隐杆线虫
(Caenorhabditis elegans)冶遥 特此更正遥
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