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摘要:【目的】克隆和表达小菜蛾 Plutella xylostella 氨肽酶基因，并进行基因序列分析和同源建模分析。【方法】以

小菜蛾中肠 cDNA 为模板克隆分析氨肽酶基因序列，原核表达氨肽酶蛋白并进行酶活性测定，应用配体印迹分析

氨肽酶与 Cry2Ab 蛋白的结合，通过蛋白质建模对突变位点进行分析。【结果】从小菜蛾中肠 cDNA 扩增出氨肽酶

基因，该基因全长 2 853 bp，编码 950 个氨基酸，预测蛋白分子量为 107． 3871 kDa，等电点为 5． 24; 进化树分析显

示，克隆得到的氨肽酶基因属于 APN 家族 5，将其命名为 PxAPN5( GenBank 登录号: KM034756) 。PxAPN5 蛋白具

有鳞翅目昆虫氨肽酶蛋白的保守性特征，即含有 N-糖基化位点、O-糖基化位点和 GPI 锚定位点，具有“HEXXH”锌

蛋白酶结构域和 C 端跨膜区域。在大肠杆菌 Escherichia coli 中原核表达 PxAPN5，表达产物经 SDS-PAGE 电泳，在

110 kDa 附近出现特异性条带; 酶活性测试显示菌体破碎上清液具有氨肽酶活性，比活力为 1 047． 2 U /g。配体印

迹结果显示表达的 PxAPN5 能与 Cry2Ab 蛋白特异性结合。多序列比对结果表明，与其他已报道的小菜蛾氨肽酶

相比，PxAPN5 氨基酸序列有 3 个保守性位点发生了突变，并通过蛋白质建模的方式表征突变位点。【结论】本研

究成功克隆和表达了具有氨肽酶活性的小菜蛾氨肽酶，并发现其能与 Cry2Ab 蛋白特异性结合; 通过蛋白质建模

对氨肽酶突变位点的特征及功能进行了预测。这些结果对小菜蛾氨肽酶的功能性研究提供了理论基础。
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Cloning，prokaryotic expression and homology modeling analysis of
midgut aminopeptidase gene PxAPN5 in Plutella xylostella ( Lepidoptera:
Plutellidae)
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Abstract: 【Aim】The aim of this study is to analyze the cloning，expression and homology modeling of
midgut aminopeptidase gene PxAPN5 in the diamondback moth，Plutella xylostella． 【Methods】A
aminopeptidase ( APN) gene was cloned from the P． xylostella midgut，and bioinformatics analysis of the
gene was performed． The APN protein was expressed using prokaryotic expression system，and its
enzymatic activity was assayed． The interaction between APN and Cry2Ab was determined by using ligand
blot analysis． Homology modeling of APN gene was conducted for the prediction of characteristics and
functions of mutation sites． 【Ｒesults】The sequencing results showed that the cloned APN gene ( NCBI
accession no． : KM034756 ) is 2 853 bp in length and encodes 950 amino acids with the predicted
molecular weight of 107． 3871 kDa and isoelectric point of 5． 24． Phylogenetic tree analysis indicated that
this APN gene belongs to class 5 of APN family，and it was named as PxAPN5． PxAPN5 has the
conservative features of the APN proteins in lepidopteran insects including N-glycosylation and O-
glycosylation sites，GPI anchor point，C-transmembrane domains and zinc-metalloprotease domain ( 361

HEXXH365 ) ． A 110 kDa specific protein band appeared when APN protein was inducibly expressed in
Escherichia coli． Aminopeptidase activity assay showed that the supernatant of broken bacteria possessed
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aminopeptidase activity and its specific activity was 1 047． 2 U /g． The ligand blot result indicated
that PxAPN5 could bind to Cry2Ab specially． Multiple alignment of amino acid sequences demonstrated
that there are three mutations in PxAPN5 when compared to other known APN proteins from P．
xylostella． 【Conclusion】The PxAPN5 protein with aminopeptidase activity was successfully cloned and
expressed，and it could bind to Cry2Ab． Prediction of characteristics and functions of mutation sites in
PxAPN5 was carried out by homology modeling． These results laid the foundation for the functional
research of PxAPN．
Key words: Plutella xylostella; aminopeptidase ( APN) gene; gene analysis; prokaryotic expression;
enzyme activity; ligand blot; homology modeling

小菜蛾 Plutella xylostella 是一种世界性害虫，

主要为害甘蓝、萝卜、白菜、油菜等十字花科植物

( 胡奇和刘玉冬，2003) 。由于小菜蛾繁殖能力强，

寄主范围广，抗药性发展快，导致防治十分困难

( 黄剑和吴文君，2003 ) 。Bt 毒素是一类具有种属

特异性、环境可降解性和高毒力作用的杀虫毒蛋白，

已广泛应用于多种害虫防治和转基因抗虫作物，早

期防治 小 菜 蛾 也 有 极 显 著 的 效 果 ( Bravo et al．，
2007; Vachon et al．，2012) 。但随着 Bt 杀虫剂的长

期使用，小菜蛾对 Bt 杀虫剂也产生了抗性( 罗雁婕

等，2008) 。因此，揭示小菜蛾对 Bt 毒素的抗性机

制，延缓其对 Bt 毒素的抗性产生，成为 Bt 杀虫剂

持续应用急需解决的难题。
近年来研究表明，昆虫对 Bt 抗性产生的主要

原 因 是 Bt 毒 素 与 昆 虫 中 肠 刷 状 缘 膜 囊 泡

( brushborder membrane vesicles，BBMV) 上受体结合

能力的下降( Park et al．，2009) 。目前，已经明确的

Bt 毒素受体有氨肽酶 N ( aminopeptidase N，APN)

( Ｒen et al．，2014 ) 、类 钙 粘 蛋 白 ( cadherin-like
protein ) ( Hua et al．， 2014 ) 和 碱 性 磷 酸 酶

( alkalinephosphatase，ALP) ( Jiménez et al．，2012 )

等。其中氨肽酶是目前研究最多、机理研究最深入

的 Bt 受体蛋白之一。从 1994 年首次鉴定出烟草天

蛾 Manduca sexta 的氨肽酶为 Bt 毒素 Cry1A 的受体

以来( Knight et al．，1994) ，通过 far-Western Blot 和

ＲNAi 等方法对 Bt 毒素与氨肽酶的结合进行了大量

研究( Contreras et al．，2013) ，发现氨肽酶基因的沉

默( Ｒajagopal et al．，2002 ) 、突变或缺失 ( Zhang et
al．，2009) 均可引起害虫对 Bt 毒素产生抗性。目前

已有 小 菜 蛾 ( Chang et al．，2012 ) 、亚 洲 玉 米 螟

Ostrinia furnacalis ( Xu et al．，2014 ) 、甜 菜 夜 蛾

Spodoptera litura ( Ｒen et al．，2014 ) 、赤 拟 谷 盗

Tribolium castaneum ( Contreras et al．，2013) 、棉铃虫

Helicoverpa armigera ( Sivakumar et al．，2007 ) 等 10

余种昆虫的氨肽酶被鉴定为 Cry 蛋白的受体。
鳞翅目氨肽酶属于锌结合的金属蛋白酶超家族

( Pigott and Ellar，2007) ，对已经发现的鳞翅目氨肽

酶进行分类，发现氨肽酶主要分为五大类以及其他

APNs，其中前面五大类占总的氨肽酶的 95% 以上

( 马文静等，2011) 。生物信息学结果显示鳞翅目氨

肽酶主要含有 GPI 锚定位点、N-糖基化位点和 O-糖
基化位点( 王兴云等，2012 ) ，这些位点均与 Bt 毒

素与受体相互作用相关，而这些位点的突变则可能

导致氨肽酶与受体结合能力的下降 ( Crava et al．，
2013) 。

不同地理种群小菜蛾对不同杀虫剂的抗药性存

在差异。如不同地区小菜蛾对不同杀虫剂的敏感性

不同( 陈之浩等，1992) ，测定福建不同地区和生境

小菜蛾种群的脂酶同工酶 EST，发现存在种群异质

现象( 余德亿等，2002) 。福州位于欧亚大陆东南边

缘，东临太平洋，地处中国东南沿海，属于典型的

河口盆地，盆地四周被群山峻岭环抱，海拔高度多

在 600 ～ 1 000 m 之间，属于亚热带季风气候。福州

独特的生境赋予了当地小菜蛾的特异性及对 Bt 毒

素不同的敏感性。氨肽酶作为 Bt 毒素的主要受体

之一，与 Bt 毒素的毒力及害虫的抗药性息息相关。
为此，本 研 究 采 用 从 福 建 福 州 地 区 ( 26． 08° N，

119． 28°E) 获得的小菜蛾敏感品系为模板，克隆和

表达了小菜蛾的 APN5 基因，并进行基因序列分析

和蛋白质建模研究，以期为小菜蛾氨肽酶的功能性

研究及其对 Bt 毒素杀虫机制的影响提供理论基础。

1 材料与方法

1． 1 供试材料

小菜蛾由福建农林大学应用生态研究所馈赠，

为采用萝卜苗连续饲养 5 年，100 代以上的敏感种

群。感受态大肠杆菌 Escherichia coli DH5α、BL21 均
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为本 实 验 室 保 存; 原 核 表 达 载 体 pET30a 购 自

Novagen 公司。
1． 2 主要试剂

扩增氨肽酶基因的引物由上海生工生物工程公

司合成; 质粒小提试剂盒和琼脂糖凝胶回收试剂盒

购自天根生化科技有限公司; 限制性内切酶 BglⅡ
及 XhoⅠ、高 保 真 DNA 聚 合 酶 PrimeSTAＲ Max
DNA Polymerase、T4 DNA ligase、pMD18-T Vector、
ＲNA 提 取 试 剂 盒 MiniBEST Universal ＲNA
Extraction Kit 和反转录试剂盒 PrimeScriptTMⅡ High
Fidelity ＲT-PCＲ Kit 购自宝生物工程( 大连) 有限公

司; 酵母提取物和胰化蛋白胨购自 OXOID 公司;

Cry2Ab 蛋白鼠单抗购自上海鹭隆生物有限公司。
1． 3 小菜蛾氨肽酶基因的克隆

选取 4 龄末期小菜蛾幼虫 30 头，抽取其中肠，

按照 ＲNA 提 取 试 剂 盒 MiniBEST Universal ＲNA
Extraction Kit 操作说明提取小菜蛾中肠 ＲNA，总

ＲNA 反 转 录 为 cDNA 的 方 法 按 反 转 录 试 剂 盒

PrimeScriptTMⅡ High Fidelity ＲT-PCＲ Kit 操作说明

进行。根据 NCBI 小菜蛾氨肽酶基因保守序列设计

一对特异性引物:

APN F: 5'-GCAGATCTGATGGCTCTTCTTCTGA-
3'( 下划线为 BglⅡ酶切位点) ;

APN Ｒ: 5'-GCCTCGAGTTACTTCATCAATAGCG-
3'( 下划线为 XhoⅠ酶切位点) 。

以小菜蛾中肠 cDNA 为模板，PCＲ 扩增得到氨

肽酶基因，连接 pMD18-T 载体后测序，并将序列提

交到 NCBI。
1． 4 氨肽酶基因序列分析

利用 MEGA 软件，构建不同鳞翅目昆虫氨肽酶

的氨基酸序列系统发育树，利用 ExPASy-ProtParam
tool ( http: / /web． expasy． org /protparam / ) 预测小菜

蛾氨肽酶的等电点和分子量; 利用 GPI Prediction
Server ( http: / /mendel． imp． ac． at / sat /gpi /gpi _
server． html) 分析氨肽酶 C 端 GPI 结合位点; 利用

SMAＲT ( http: / / smart． embl-heidelberg． de / ) 进行结

构域分析; 利用 NetNGlyc 1． 0 Server ( http: / /www．
cbs． dtu． dk /services /NetNGlyc / ) 和 NetOGlyc 4． 0
Server ( http: / /www． cbs． dtu． dk /services /NetOGlyc-
4． 0 / ) 分别预测氨肽酶的 N-糖基化结合位点和 O-糖
基化结合位点。
1． 5 氨肽酶基因的克隆及原核表达载体的构建

氨肽酶基因和 pET30a 载体经 BglⅡ和 XhoⅠ双

酶切后，在 T4 DNA 连接酶的作用下形成表达载体

pET30a-APN。采用热击法将 pET30a-APN 转化感受

态大肠杆菌 DH5α，筛选阳性克隆。将测序正确无

突变的重组质粒 pET30a-APN 转化感 受 态 BL21。
载体构建过程中所涉及的 PCＲ 技术和质粒提取、纯
化、酶切、连接、转化等基本操作均参考分子克隆实

验指南和试剂盒说明书。
1． 6 氨肽酶基因的原核表达及表达产物的酶活性

测定

吸取含有 pET30a-APN 重组质粒的 BL21 菌液，

接种到 LB 液体培养基( Kanamycin 终浓度为 35 μg /
mL) ，160 r /min 37℃培养过夜。次日按 1% 重新接

种到 LB 液体培养基 ( Kanamycin 终浓度为 35 μg /
mL) ，220 r /min 37℃ 培养 2 h，此时菌液的 OD 值

约在 0． 5 ～ 0． 8 之间。加入 IPTG 至终浓度为 0． 2
mmol /L，转 数、温 度 和 时 间 分 别 设 为 180 r /min，

30℃和 3 h，诱导氨肽酶表达，SDS-PAGE 检测目的

蛋白的表达。
酶活力定义: 在 40℃ pH 8． 0 的条件下，每分

钟分解 L-亮氨酸-4-硝基苯胺生成 1 μmol 对硝基苯

胺所需的酶量为一个酶活力单位; 氨肽酶酶活力测

定参照张洁等 ( 2013 ) 的方法并加以改进。取 600
μL Tris-HCl( 0． 25 mol /L，pH 8． 0) ，加入 50 μL L-
亮氨酸-4-硝基苯胺( 0． 05 mol /L) 和 10 μL 含有原核

表达的氨肽酶蛋白的细胞破碎上清液，40℃反应 10
min 后，冰浴终止反应，5 min 后于 405 nm 波长测定

吸光值。以未加 IPTG 诱导的细胞破碎上清液和敏感

型小菜蛾氨肽酶分别作为阴性对照和阳性对照。
1． 7 配体印迹分析

原核表达的氨肽酶细胞破碎上清液经 10% 的

SDS-PAGE 电泳，湿转到 PVDF 膜; 含有氨肽酶蛋

白的 PVDF 膜与 Cry2Ab 蛋白( 终浓度 5 μg /mL) 孵

育过夜，利用 Cry2A 鼠单抗、通过配体印迹( ligand
blot) 检 测 氨 肽 酶 和 Cry2Ab 蛋 白 的 相 互 作 用。
Cry2Ab 蛋白的表达纯化参照 Pan 等 ( 2014 ) ，配体

印迹参照 Contreras 等( 2013) 。
1． 8 氨肽酶基因突变位点及蛋白建模分析

利用 DNAMAN 比对克隆得到的氨肽酶与 NCBI
上小菜蛾其他氨肽酶氨基酸序列，Swiss-Model 对氨

肽酶进行同源建模并对突变的位点进行分析。

2 结果与分析

2． 1 小菜蛾氨肽酶基因的克隆与序列分析

提取的小菜蛾中肠总 ＲNA 经 1% 的琼脂糖凝
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胶电泳，可以看到在 1 000 bp 附近有两个明显浅条

带( 图 1: A) ，说明总 ＲNA 没有发生明显降解。以

总 ＲNA 为模板，反转录得到 cDNA; 以小菜蛾中肠

cDNA 为模板，PCＲ 扩增氨肽酶基因，得到一条大

小为 2 900 bp 左右的 PCＲ 片段 ( 图 1: B ) ，连接

pMD18-T 载体后进行测序。

图 1 小菜蛾 4 龄幼虫中肠氨肽酶基因 PxAPN5 的克隆

Fig． 1 Cloning of the APN gene PxAPN5 from the
midgut of the 4th instar larvae of Plutella xylostella

M: DNA 分子量标准物 DNA molecular weight marker; 1，2: 中肠总

ＲNA Total ＲNA of the midgut; 3: 目的基因 PCＲ 产物 PCＲ product of

the target gene．

测序结果表明，克隆获得的氨肽酶基因全长

2 853 bp，该基因编码 950 个氨基酸，预测蛋白分

子量为 107． 3871 kDa，等电点为 5． 24。将该基因的

氨基酸序列与已在 GenBank 上登录的其他鳞翅目

昆虫氨肽酶基因的氨基酸序列进行系统发育分析

( 图 2) ，发现该基因属于 APN 家族 class 5，因此将

其命名为 PxAPN5( GenBank 登录号: KM034756) 。
序列分析显示，氨肽酶 PxAPN5 含有 3 个潜在

N-糖基化位点( N115，N508和 N583 ) 、5 个 O-糖基化位点

( S422，S424，T425，T431和 T436 ) ，具有锌蛋白酶结构域

( 361 HEXXH365 和 E384 ) ，C 端含有 GPI 锚定位点 ( 928

GS929 ) 及 跨 膜 结 构 域 ( 929 SAAMVLPTALLLIASLF
ALL948) ，这些均是鳞翅目昆虫氨肽酶的典型特征

( 图 3)。
2． 2 原核表达载体 pET30a-PxAPN5 的构建

将 PxAPN5 基 因 经 酶 切、连 接 形 成 重 组 质 粒

pET30a-PxAPN5，并转化感受态大肠杆 菌 DH5α，

筛选阳性克隆，提取质粒并进行双酶切验证，得到

一条 2 900 bp 左右的酶切片段和 5 000 bp 左右的

pET30a 载 体 片 段 ( 图 4: A，) ，说 明 重 组 质 粒

pET30a-PxAPN5 构 建 完 成。重 新 提 取 重 组 质 粒

pET30a-PxAPN5，转化原核表达菌株 BL21 ( DE3 )

图 2 PxAPN5 与鳞翅目昆虫其他氨肽酶氨

基酸序列的系统发育树

Fig． 2 Phylogenetic tree of PxAPN5 and other known APN
proteins from Lepidopteran insects based on amino acid sequences
APN 来源及 GenBank 登录号 Origin of APN proteins and their GenBank

accession numbers: Px: 小菜蛾 Plutella xylostella，AIK67332; Cm: 稻

纵 卷 叶 螟 Cnaphalocrocis medinalis， ADZ05467; Tn: 粉 纹 夜 蛾

Trichoplusia ni， AEA29693; Ha: 棉 铃 虫 Helicoverpa armigera，

AAK85539; On: 欧洲玉米螟 Ostrinia nubilalis，ACJ64827; Bm: 家蚕

Bombyx mori，AAC33301; Aj: 飞扬阿夜蛾 Achaea janata，AHA90591;

Hv: 烟芽 夜 蛾 Heliothis virescens，AAF08254; Pi: 印 度 谷 螟 Plodia

interpunctella，AAC36148; Ep: 苹 浅 褐 卷 蛾 Epiphyas postvittana，

AAF99701; Si: 大 螟 Sesamia inferens，AEL22855; Hp: 斑 实 夜 蛾

Helicoverpa punctigera，AAF37560; Se: 甜菜夜蛾 Spodoptera exigua，

AAP44965; Ld: 舞 毒 蛾 Lymantria dispar，AAD31184; Ds: 小 蔗 螟

Diatraea saccharalis，ADL38969; Of: 亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis，

ACF34998; Cs: 二化螟 Chilo suppressalis，ADZ57273; Ms: 烟草天蛾

Manduca sexta， AAM18718; Sl: 斜 纹 夜 蛾 Spodoptera

litura，AAK69605．

Ｒosetta，进行菌液 PCＲ，发现在 2 900 bp 左右有特

异性 条 带 ( 图 4: B ) ，说 明 重 组 质 粒 pET30a-
PxAPN5 已经转入 BL21 ( DE3) Ｒosetta，表达菌株构

建完成。
2． 3 PxAPN5 基因的原核表达及表达产物的酶活

性测定

在 0． 2 mmol /L IPTG，180 r /min 30℃ 3 h 的诱

导条件下，诱导 PxAPN5 蛋白表达。经 SDS-PAGE
电泳，发现实验组在 110 kDa 附近有特异性条带

( 图 5) 。而对照组( 未加 IPTG 诱导) 没有，初步确

定 PxAPN5 蛋白已经表达。
酶活 性测定结果表明，原核表达的PxAPN5菌
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图 3 PxAPN5 基因的氨基酸序列分析

Fig． 3 Analysis of amino acid sequence of PxAPN5 gene
锌蛋白酶结构域( 361HEXXH365和 E384 ) 用双下划线标出; N-糖基化位点用实心三角标出; O-糖基化位点用实心圆标出; GPI 锚定位点用星号

标出; C 端跨膜结构域用单下划线标出。Zinc-metalloprotease domain ( 361 HEXXH365 and E384 ) are marked with a double underline． Putative N-

glycosylation and O-glycosylation sites are indicated by solid triangles and circles，respectively． The GPI anchor points are showed by solid asterisk． The

C-terminal transmembrane domains are marked by a single underline．

图 4 PxAPN5 基因原核表达载体的构建
Fig． 4 Construction of prokaryotic expression

vector of PxAPN5 gene
A: 重 组 载 体 pET30a-PxAPN5 酶 切 验 证 Enzymatic digestion
verification of recombinant plasmid pET30a-PxAPN5; B: 菌液 PCＲ 验证
重组质 粒 pET30a-PxAPN5 转 入 BL21 ( DE3 ) 细 胞 Colony PCＲ to
verify the transformation of recombinant plasmid pET30a-PxAPN5 into
Escherichia coli BL21 ( DE3) cells．

图 5 SDS-PAGE 分析 PxAPN5 基因的原核表达

Fig． 5 Prokaryotic expression of PxAPN5

gene analyzed by SDS-PAGE
M: 蛋白质分子量标准物 Protein molecular weight marker; 1，3: 0． 2

mmol /L IPTG 诱导 Induced with 0． 2 mmol /L IPTG; 2，4: 未经 IPTG

诱导 Not induced with IPTG．
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体破碎上清液的比活力为 1 047． 2 U /g，而未加

IPTG 诱导的菌体破碎上清液和敏感型小菜蛾氨肽

酶的比活力分别为 83． 4 U /g 和 6 230． 3 U /g ( 表

1) 。说明已经成功克隆和表达了酶活水平较高的

氨肽 酶，其 比 活 力 接 近 敏 感 型 小 菜 蛾 氨 肽 酶 比

活力。

表 1 重组表达的 PxAPN5 氨肽酶酶活性测定

Table 1 Aminopeptidase assay of recombinant PxAPN5 protein
氨肽酶 Aminopeptidase 比活性 Specific activity ( U /g)

菌体破碎上清液( 未经 IPTG 诱导) Supernatant not induced with IPTG 83． 4

菌体破碎上清液( 0． 2 mmol /L IPTG 诱导) Supernatant induced with 0． 2 mmol /L IPTG 1 047． 2

野生型 PxAPN Wild type PxAPN 6 230． 3

2． 4 重组蛋白与 Cry2Ab 相互作用的配体印迹分析

含有重组质粒的 BL21 菌体破碎上清经 SDS-
PAGE 电泳并转移到 PVDF 膜。配体印迹分析 ( 图

6) 结果显示，实验组 ( 0． 2 mmol /L IPTG 诱导) 经

Cry2Ab 蛋白孵育、配体印迹检测后，在 110 kDa 附

近出现明显的单一条带，表明原核表达的 PxAPN5
能和 Cry2Ab 蛋白特异性结合，而未加 IPTG 诱导的

则在该区域没有条带，可以排除 BL21 菌体自身蛋

白和 Cry2Ab 蛋白结合。配体印迹结果说明原核表

图 6 配体印迹分析体外 Cry2Ab 与 PxAPN5 蛋白的结合

Fig． 6 In vitro binding analysis between Cry2Ab
and PxAPN5 with ligand blot

M: 蛋白质分子量标准物 Protein molecular weight marker; 1: 未经

IPTG 诱导 Not induced with IPTG; 2: 0． 2 mmol /L IPTG 诱导 Induced

with 0． 2 mmol /L IPTG．

达的 PxAPN5 能和 Cry2Ab 蛋白特异性结合。
2． 5 PxAPN5 基因突变位点及蛋白建模分析

结 构 域 分 析 表 明， PxAPN5 氨 肽 酶 含 有

GluZincin superfamily Aminopeptidase N domain ( 第

51 － 523 位氨基酸) 和 EＲAP1-like C-terminal domain
( 第 592 － 903 位氨基酸) 2 个保守结构域 ( 图 7 ) 。
其中 GluZincin superfamily Aminopeptidase N domain
由一个富含 α 螺旋和一个富含 β 折叠两个结构域

组成，是酶催化中心所在。EＲAP1-like C-terminal
domain 主 要 由 16 个 α 螺 旋 组 成 8 个 HEAT-like
repeat domain，形 成 凹 槽 状，而 氨 肽 酶 的 活 性 区

域361HEXXH365则靠近这个凹槽中心，可以推断该结

构域可能与酶催化底物的特异性相关。
将 PxAPN5 和其他小菜蛾氨肽酶基因的氨基酸

序列进行多序列比对，结果显示氨肽酶 PxAPN5 存

在 3 个保守性位点突变，分别在第 63，120 和 806
位突变为天冬氨酸、缬氨酸和谷氨酸，而其他小菜蛾

氨肽酶位点为丙氨酸、苯丙氨酸和天冬氨酸( 图 8) 。

图 7 PxAPN 蛋白保守结构域

Fig． 7 The conserved domains of PxAPN protein

图 8 PxAPN5 氨基酸序列与小菜蛾其他氨肽酶氨基酸序列多序列比对

Fig． 8 Multiple alignment of amino acid sequences of PxAPN5 with other known APN proteins from Plutella xylostella
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对 PxAPN5 蛋白 3 个保守性位点突变的蛋白质

建模分析 ( 图 9 ) ，可见 Asp-63 和 Val-120 均位于

GluZincin domain 中连接两个 β 折叠的短回环 ( 发

夹) ，这类发夹结构主要是作为受体的结合位点存

在，Glu-806 的突变位于 EＲAP1 domain 的一个 α 螺

旋上。

图 9 蛋白建模观察 PxAPN5 的 3 个突变位点

Fig． 9 Close view of the mutation sites of Asp63，Val120 and Glu806 in PxAPN5

3 讨论

苏云金芽胞杆菌经典杀虫机制认为，细胞膜形

成 穿 孔 途 径 是 杀 虫 蛋 白 毒 杀 昆 虫 的 主 要 途 径

( Vachon et al．，2012) ，除此之外，还有钙粘蛋白受

体介导的细胞信号转导途径解释 Bt 毒素的杀虫机

理( Zhang et al．，2006) ，无论哪种途径均需阐明 Bt
毒素与昆虫中肠受体的相互作用。氨肽酶是目前研

究较多的 Bt 毒素受体，本研究从小菜蛾中肠 cDNA
克隆得到了一个新的氨肽酶基因 PxAPN5 ( GenBank
登录号: KM034756) ，全长 2 853 bp，编码 950 个氨

基酸，具有鳞翅目昆虫典型的谷氨酸锌化氨肽酶 N
的典型结构特征，即 C-末端具有跨膜结构域( 929 S-
L948 ) 和 GPI 锚定位点 ( 928 GS929 ) ，其中氨肽酶蛋白

可能是通过 GPI 锚定位点结合到 BBMV 上( 徐丽娜

等，2011) ; 具有锌结合位点361HEXXH365和 E384，其

中 H361，H365和 E384是锌离子配体，而 E362可能起催

化作用( Chang et al．，2012) ; PxAPN5 蛋白含有 2 个

保守结构域 GluZincin domain 和 EＲAP1 domain; 含

有 3 个 N-糖基化位点( N115，N508和 N583 ) ，5 个 O-糖
基化位点( S422，S424，T425，T431 和 T436 ) 。进化树显

示 PxAPN5 属于 APN 家族 class 5，目前有关 class 5
的氨肽酶作为 Bt 毒素受体的研究较少，该家族典

型的特征是保守序列元件 GAMEN 中的 M 被 T 代

替( Pigott and Ellar，2007) 。
Chang 等 ( 2012 ) 发 现 小 菜 蛾 的 氨 肽 酶 能 与

Cry1Ac 特异性结合; Crava 等( 2013 ) 发现并鉴定了

一个欧洲玉米螟的氨肽酶作为 Cry1Ab 和 Cry1Fa 的

功能性受体。本实验通过配体印迹证明 PxAPN5 能

与 Cry2Ab 蛋白特异性结合，但是 PxAPN5 是否作

为 Cry2Ab 蛋白的功能性受体，则必须进一步通过

ＲNAi 等方法进行验证。
氨肽酶基因突变是昆虫对 Bt 毒素产生抗性的

主要原因之一，而不同地区的小菜蛾对 Bt 毒素不

同敏感性也可能与氨肽酶的基因突变有关。Zhu 等

( 2000) 对比抗性和敏感品系印度谷螟氨肽酶基因

序列后发现，抗性品系氨肽酶基因有 4 个碱基发生

突变，导 致 2 个 氨 基 酸 序 列 发 生 改 变，分 别 是

D185E 和 V763T; 其中 Glu185降低了氨肽酶与 Bt 毒

素的亲和力，而 Thr763 则可能是通过改变氨肽酶的

空间结构导致抗性产生; 与敏感品系相比，Bt 抗性

小菜蛾的氨肽酶基因则存在 3 个突变位点( N313S，

E541G 和 E881G) ( Chang et al．，2012 ) 。王俊华等

( 2012) 克隆比较了敏感品系和抗性品系小菜蛾的

APN2 基因，发现其编码氨基酸序列存在 4 个氨基

酸的 差 异: 敏 感 品 系 的 Phe120，Glu344，Asp706 和

Phe709 突 变 成 抗 性 品 系 的 Val120，Lys344，Glu706 和

Tyr709，这些突变可能与小菜蛾的抗性水平相关。
本研究 克 隆 和 表 达 了 福 建 福 州 的 敏 感 型 小 菜 蛾

PxAPN5，并与 NCBI 上其他的 PxAPN 序列进行多

序列 比 对，发 现 3 个 保 守 性 突 变 位 点 ( A63D，

F120V 和 D806E) ，其中第 63 位 Ala 突变成 Asp，

可能影响氨肽酶蛋白的折叠，导致三维空间结构产
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生变化; F120V 位于氨肽酶和 Cry1Ac 毒素的结合区

内，且是位于连接2 个 β 折叠的发夹结构上，这种结

构一般是作为受体结合位点而被报道，因此，该位点

有可能参与氨肽酶和 Bt 毒素的结合; 第 806 位 Asp
突变为 Glu，虽然不会改变氨肽酶的 α 螺旋结构，但

是可能影响氨肽酶与其受体蛋白结合的亲和力。这

些突变可能是小菜蛾对不同环境的适应而产生的，

或者是小菜蛾对 Bt 毒素不同敏感性的体现。
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