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淡色库蚊抗性转录因子ＦＴＺＦ１蛋白原核表达与鉴定
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【摘要】　目的　对淡色库蚊抗性转录因子ＦＴＺＦ１蛋白进行原核表达并鉴定。　方法　对转录因子ＦＴＺＦ１蛋白进行

生物信息学分析，包括蛋白的理化性质，二级结构及三维同源模型。采用ＰＣＲ技术扩增犉犜犣犉１基因，比对分析后选取

犉犜犣犉１基因保守区和功能区片段，片段长度为１１２２ｂｐ，然后将其连接至ｐＥＴ３２ａ（＋）载体，构建重组质粒ｐＥＴ３２ａ

（＋）ＦＴＺＦ１，再转化入感受态细胞ＢＬ２１（ＤＥ３）后用ＩＰＴＧ诱导重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）ＦＴＺＦ１的表达，运用ＳＤＳ

ＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ初步鉴定重组蛋白ＦＴＺＦ１的表达，采用Ｈｉｓ标签镍离子蛋白纯化柱对表达产物进行纯化和增加

蛋白的量，用ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定重组蛋白ＦＴＺＦ１的表达。　结果　ＦＴＺＦ１蛋白有７４４个氨基酸，相对

分子质量为７９．５７×１０
３。１％琼脂凝胶鉴定ＰＣＲ扩增为单一条带，大约为２２４０ｂｐ，测序结果表明重组质粒ｐＥＴ３２ａ

（＋）ＦＴＺＦ１构建正确。采用ＳＤＳＰＡＧＥ检测重组蛋白ＦＴＺＦ１，结果表明蛋白ＦＴＺＦ１在原核表达系统中主要以可溶

性形式表达，其相对分子质量约为３８．９×１０
３。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测重组蛋白ＦＴＺＦ１，采用抗 Ｈｉｓ标签抗体识别ＦＴＺＦ１，

结果表明为单一条带。纯化后的蛋白浓度为１．２５ｍｇ／ｍｌ，纯度为９０％。　结论　成功构建了重组质粒ｐＥＴ３２ａ（＋）

ＦＴＺＦ１，鉴定重组蛋白ＦＴＺＦ１的表达，为该蛋白生物学功能的研究奠定了基础。
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蚊传播多种疾病，包括疟疾、登革热、日本脑炎病

毒、西尼罗河病毒、黄热病病毒和丝虫病等。长期以

来，蚊媒病一直是危害人类健康的重要公共卫生问题

之一，而杀虫剂是防控这项工作中最重要的组成部分。

由于其有效性和安全性，拟除虫菊酯是世界范围内广

·８５·
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泛使用的用于室内喷洒的杀虫剂，是唯一用于处理蚊

帐的化学品，是非洲预防疟疾的主要工具［１］。然而，由

于大量、广泛使用杀虫剂，导致蚊对杀虫剂的抵抗力不

断增强，蚊媒病呈上升趋势，因此蚊杀虫剂抗性已经成

为控制蚊媒病的主要威胁［２３］。控制蚊杀虫剂抗性发

展的机制备受关注，亟待制定新的、更有效的策略，以

预防、控制抗性并最终减少蚊媒病的流行。

转录因子不仅影响昆虫基因的表达和形态发育，

在抗药性机制方面也发挥至关重要的作用［４］。在黑腹

果蝇（犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉）中，转录因子 Ｎｒｆ２／

Ｍａｆ增强了犆狔狆６犪２的５个等位基因的转录，且始终

与ＤＤＴ抗性相关
［５］。此外转录因子 ＭａｆＳ调节多种

解毒基因的表达，包括犆犢犘６犕２和犌犛犜犇１，通过敲

低该转录因子降低解毒基因的表达，使得蚊对拟除虫

菊酯和ＤＤＴ杀虫剂的敏感性增加
［６］。转录因子ＦＴＺ

Ｆ１（ｆｕｓｈｉｔａｒａｚｕｆａｃｔｏｒ１）在淡色库蚊（犆狌犾犲狓狆犻狆犻犲狀狊

狆犪犾犾犲狀狊）抗性品系中高表达，且调节抗性主效表皮蛋

白ＣＰＬＣＧ５的表达，使蚊的表皮变薄和结构紊乱，显

著增加蚊对溴氰菊酯的敏感性［７］。转录因子ＦＴＺＦ１

在小菜蛾（犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪）抗性品系中高表达，且

通过调节Ｐ４５０抗药性基因犆犢犘６犘犌１的表达影响小

菜蛾氯虫苯甲酰胺抗性水平［８］。转录因子ＦＴＺＦ１最

初在果蝇中被鉴定，是核激素受体超家族的一员，在核

激素受体超家族中高度保守［９］。ＦＴＺＦ１已经在许多

昆虫中被鉴定出来，例如淡色库蚊（犆狌犾犲狓狆犻狆犻犲狀狊

狆犪犾犾犲狀狊），小菜蛾（犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪）、家蚕（犅狅犿犫狔狓

犿狅狉犻）、埃 及 伊 蚊 （犃犲犱犲狊犪犲犵狔狆狋犻）、马 铃 薯 甲 虫

（犔犲狆狋犻狀狅狋犪狉狊犪犱犲犮犲犿犾犻狀犲犪狋犪）等
［７８，１０１２］。可见转录因

子犉犜犣犉１在抗药性上起着至关重要作用，但是关于

转录因子犉犜犣犉１蛋白的性质和功能尚不十分清楚。

本研究对犉犜犣犉１基因编码蛋白进行生物信息学预

测分析，为进一步了解犉犜犣犉１的蛋白特性提供理论

依据，采用基因工程的方法表达并纯化重组犉犜犣犉１

蛋白，为研究其功能奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　 供试蚊虫 　 淡色库蚊溴氰菊酯敏感品系

（ｄｅｌｔａｍｅｔｈｒｉｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｓｔｒａｉｎ，ＤＳｓｔｒａｉｎ）：２００９年

在山东省济宁市唐口地区采集的淡色库蚊自然种群，

于本室饲养，未接触任何杀虫剂。采用幼虫浸渍法测

定对溴氰菊酯的半数致死浓度（ｔｈｅｍｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＬＣ５０）为０．０４ｍｇ／Ｌ；淡色库蚊溴氰菊

酯 抗 性 品 系 （ｄｅｌｔａｍｅｔｈｒｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎ，ＤＲ

ｓｔｒａｉｎ）：以上述敏感品系为起始种群，幼虫经溴氰菊酯

ＬＣ５０ 浓度不断筛选至８４代，经幼虫浸渍法测定ＬＣ５０

为３．４ｍｇ／Ｌ。蚊虫饲养条件：室内温度２６±１℃，光

照时间为１４ｈ／ｄ，相对湿度为６５％～８０％，成蚊喂以

１０％葡萄糖水并用小白鼠饲喂产卵传代。

１．２　菌株和质粒　ｐＣｌ００７ＢｌｕｎｔＶｅｃｔｏｒ购自中国

ＴＳＩＮＧＫＥ公司，表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）由本实验室

保存；大肠埃希菌 ＤＨ５α和 ＢＬ２１（ＤＥ３）购自中国

ＴＳＩＮＧＫＥ公司。

１．３　试剂　ＲＮＡ提取试剂盒购自德国 ＱＩＡＧＥＮ公

司；ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ？ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ
ＲＴ

ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、ＨｉｎｄＩＩＩ、Ｎｄｅｌ内 切 酶、Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ＤＮａｓｅＩ、ｐＥＴ３０ａ（＋）、ＤＮＡＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ和 ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００购自日本ＴａＫａＲａ公司；Ｇｏｌｄｖｉｅｗ核

酸染料购自上海Ｙｅａｓｅｎ公司；Ａｇｏｒｓｅ购自北京擎科

生物；质粒小提试剂盒和ＤＮＡ回收试剂盒均购自北

京天根生化科技公司；Ｈｉｓ标签蛋白纯化试剂盒购自

北京碧云天生物公司；ＨＲＰ标记６×Ｈｉ标签抗体和

ＨＲＰ标记羊抗鼠ＩｇＧ购于武汉谷歌生物公司；引物由

擎科生物有限公司合成。

２　方法

２．１　犉犜犣犉１基因的生物信息学分析　在 ＮＣＢＩ数

据库中获得犉犜犣犉１的蛋白质序列。利用在线网站

ＥｘｐａｓｙＰｒｏｔＰａｒａｍ （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／

ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）计算犉犜犣犉１的物理和化学参数，包括

分子量、理论等电点、氨基酸组成等。利用在线网站

ＳＯＰＭＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｎｐｓａ＿

ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）分析犉犜犣犉１

的蛋白二级结构，包括α螺旋、延伸链、β转角和无规

则卷 曲 等。利 用 在 线 网 站 Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）分析犉犜犣犉１的三维同源

模型。

２．２　扩增转录因子犉犜犣犉１基因的 ＯＲＦ序列　根

据ＧｅｎＢａｎｋ公布的碱基序列，利用软件Ｐｒｉｍｅｒ６．０设

计 ＰＣＲ 引 物。 ＦＴＺＦ１ 的 引 物 Ｆ： ５′

犆ＧＡＧＣＴＣＡＣＣＣＡＧＣＡＡＧＡＡＴＣＣＧＴＣＣＴＡ；引 物

Ｒ：３′犆ＣＡＴＡＴＧＡＣＧＡＡＡＡＴＧＣＣＧＣＣＴＣＣＴＴ（加

粗为保护性碱基，下划线分别为酶切位点 ＨｉｎｄⅢ和

Ｎｄｅｌ序列。）引物由擎科公司合成。以淡色库蚊

ｃＤＮＡ为模板扩增ＦＴＺＦ１基因。反应体系（５０μｌ）：

上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）和ｃＤＮＡ模板各１μｌ，Ｉ５
ＴＭ

２×ＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μｌ，ｄｄＨ２Ｏ２２μｌ。

反应程序：９８℃预变性２ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ；６０℃退

火１５ｓ；７２℃延伸３０ｓ；共３５个循环；７２℃终延伸５

ｍｉｎ；运用１％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＰＣＲ产物。

２．３　基因合成与密码子优化　采用ＢＬＡＳＴ跟其他

物种的犉犜犣犉１序列比对分析，得出犉犜犣犉１的保守

区和功能区，将此区域序列进行基因合成和密码子优
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化（由南京金斯瑞公司合成）。

２．４　构建ｐＥＴ３２ａ（＋）ＦＴＺＦ１　将此区域片段与

克隆载体ｐＥＴ３２ａ（＋）４℃过夜连接。连接产物转化

ＤＨ５α后３７℃培养１２ｈ，挑取单菌落于液体ＬＢ培养

基中培养，提取质粒进行酶切鉴定并测序（由南京擎科

生物公司完成）。用ＨｉｎｄＩＩＩ和Ｎｄｅｌ限制性内切酶对

鉴定正确的重组质粒和ｐＥＴ３０ａ（＋）进行酶切和胶回

收，使用 Ｔ４连接酶２５℃连接２ｈ，将１００ｎｇ质粒

ＤＮＡ加入ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株中，轻轻混匀。冰上孵育

３０ｍｉｎ。热激管在４２℃下保持约９０ｓ，不摇晃。将试

管置于冰上放置３ｍｉｎ。加入１００μｌ室温ＬＢ培养基。

在３７℃下以２００ｒ／ｍｉｎ摇动和孵育管６０ｍｉｎ。涂抹

在含有５０μｇ／ｍｌ卡那霉素的ＬＢ琼脂平板上。倒置

培养板过夜。挑取单菌落进行培养，提取质粒进行酶

切鉴定测序。

２．５　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＦＴＺＦ１的诱导表达及鉴定　挑

取单菌落接种含有５０μｇ／ｍｌ卡那霉素的ＬＢ培养基

中。将细胞置于摇床中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ摇动。当

Ａ６００值达到０．６～０．８时，浓度为０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，

分别在１５℃诱导１６ｈ和３７℃诱导４ｈ，作为阴性对

照。使用ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达

和溶解度。

结　果

１　转录因子犉犜犣犉１的生物信息学分析

在ＮＣＢＩ数据库中获得淡色库蚊犉犜犣犉１编码

的蛋白质序列。分析显示犉犜犣犉１有７４４个氨基酸，

相对分子质量为７９．５７ ×１０
３，理论等电点为７．３。

ＳＯＰＭＡ预测显示，犉犜犣犉１的二级结构由α螺旋

（３１．４７％）、延伸链（１６．８０％）、β转角（６．９９％）和无规

则卷曲（４４．７６％）组成。ＦＴＺＦ１与ＰＤＢ数据库中的

果蝇ＦＴＺＦ１序列相似性为８０．３４％，匹配度已达到

０．７７（区间４～０，越接近０，评估待测蛋白与模板蛋白

的匹配度越好）（图１）。

图１　转录因子犉犜犣犉１蛋白的三维结构同源模型

犉犻犵．１　犜犺狉犲犲犱犻犿犲狀狊犻狀犪犾犿狅犱犲犾狅犳狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犳犪犮狋狅狉犉犜犣犉１

２　犉犜犣犉１基因的扩增

对犉犜犣犉１基因的 ＯＲＦ区进行ＰＣＲ扩增，１％

琼脂糖凝胶电泳分析扩增片段大小为２２４０ｂｐ，与预

期一致（图２）。对扩增的ＦＴＺＦ１的ＯＲＦ片段测序，

与 ＧｅｎＢａｎｋ 公 布 的 淡 色 库 蚊 犉犜犣犉１ 蛋 白

（ＡＺＢ５２９２８．１）序列的同源性为１００％。

Ｍ　ＤＮＡ分子质量标准　ＯＲＦ　开放阅读框

图２　犘犆犚法获得的犉犜犣犉１犗犚犉产物

Ｍ　ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ　ＯＲＦ　ＯｐｅｎＲｅａｄｉｎｇＦｒａｍｅ

犉犻犵．２　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犉犜犣犉１犵犲狀犲

３　犉犜犣犉１表达鉴定区域片段的选定

由于犉犜犣犉１蛋白的全长序列结构复杂性和较

多的重复序列，选取特殊和易表达的片段进行分析和

表达。将获得的 ＯＲＦ序列ＢＬＡＳＴ比对
［１２］，此序列

的非常保守（图３），且包含了ＤＮＡ结合域、锌指结构

和犉犜犣犉１盒子（图４）。为了保证该序列的完整性和

易表达，所以两边适当得延长此序列，以此作为表达鉴

定的片段 （图５Ｂ）。

图３　淡色库蚊犉犜犣犉１鉴定的片段序列与其他物种犉犜犣犉１

同源氨基酸序列比对分析

犉犻犵．３　犃犾犻犵狀犿犲狀狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犉犜犣犉１犳狉犪犵犿犲狀狋狊犲狇狌犲狀犮犲犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱

犻狀犆狌犾犲狓狆犻狆犻犲狀狊狆犪犾犾犲狀狊狑犻狋犺狋犺犲犺狅犿狅犾狅犵狅狌狊犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲

狅犳狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊

４　狆犈犜３２犪（＋）犉犜犣犉１重组载体的构建

将此表达区域进行基因合成与密码子优化，连接

·０６·
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ｐＥＴ３２ａ（＋）空载体质粒（图５Ａ）。将重组质粒ｐＥＴ

３２ａ（＋）ＦＴＺＦ１转化ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞进行培

养。提取重组质粒后酶切，获得４４１９ｂｐ的载体片段

和２１２５ｂｐ的目的基因片段（图５Ｃ），与预期值相符。

对重 组 质 粒 测 序，与 淡 色 库 蚊 ＦＴＺＦ１ 蛋 白

（ＡＺＢ５２９２８．１）的同源性为１００％，重组载体构建正

确。

图４　蛋白犉犜犣犉１功能区域分析

犉犻犵．４　犘狉狅狋犲犻狀犉犜犣犉１犳狌狀犮狋犻狅狀犪犾狉犲犵犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊

　　Ａ　ｐＥＴ３２ａ（＋）ＦＴＺＦ１质粒构建示意图　Ｂ　ＦＴＺＦ１鉴定片

段的氨基酸和ＤＮＡ序列　Ｃ　扩增ＦＴＺＦ１鉴定片段

图５　犉犜犣犉１鉴定片段的克隆

Ａ　ＰｌａｓｍｉｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｍａｐｏｆｐＥＴ３２ａ（＋）ＦＴＺＦ１　Ｂ　Ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＦＴＺＦ１ｆｒａｇｍｅｎｔ　Ｃ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ＦＴＺＦ１ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｓ

犉犻犵．５　犆犾狅狀犻狀犵狅犳犉犜犣犉１犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犳狉犪犵犿犲狀狋狊

５　重组蛋白的诱导表达、鉴定及纯化

重组蛋白ｐＥＴ３２ａ（＋）ＦＴＺＦ１于３７℃培养至

Ａ６００ 值为０．６～０．８左右时加入０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ

诱导表达，收集菌体进行超声破碎。用１２％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ检测目的蛋白的表达情况，结果见图６Ａ。该蛋

白质在上清和沉淀中均有表达。在无诱导细胞裂解液

的上清液、１５℃下诱导１６ｈ的细胞裂解物上清液、在

３７℃下诱导４ｈ的细胞裂解物上清液和在３７℃下诱

导４ｈ的细胞裂解物碎片沉淀中表达明显。重组

犉犜犣犉１相对分子质量约３８．９×１０
３（图６Ｂ），且为单

一条带。重组蛋白经Ｈｉｓ标签镍离子蛋白纯化柱纯化

后进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ。以 Ｈｉｓ标

签抗体为一抗，羊抗鼠ＩｇＧ为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，

结果表明条带单一，纯化后的蛋白浓度为１．２５ｍｇ／

ｍｌ，纯度为９０％（图７）。

　　Ｍ１　蛋白分子质量标准　Ｍ２　蛋白分子质量标准　Ｐ１　ＢＳＡ（１

μｇ）　Ｐ２　ＢＳＡ（２μｇ）　Ｎ１　无诱导细胞裂解　１　细胞裂解液在１５

℃下诱导１６ｈ　２　细胞裂解液在３７℃下诱导４ｈ　Ｎ２　无诱导细胞

裂解液的上清液　３　在１５℃下诱导１６ｈ的细胞裂解物上清液　４　

在３７℃下诱导４ｈ的细胞裂解物上清液　Ｎ３　未经诱导的细胞裂解

物碎片沉淀　５　在１５℃下诱导１６ｈ的细胞裂解物碎片沉淀　６　在

３７℃下诱导４ｈ的细胞裂解物碎片沉淀　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的一抗是ａｎｔｉ

Ｈｉｓ抗体

图６　重组犉犜犣犉１的犛犇犛犘犃犌犈和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

Ｍ１　Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ　Ｍ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍａｒｋｅｒ　ＰＣ１　ＢＳＡ（１

μｇ）　ＰＣ２　ＢＳＡ（２μｇ）　ＮＣ　Ｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｗｉｔｈｏｕｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　１　Ｃｅｌｌ

ｌｙｓａｔｅｗｉｔｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒ１６ｈａｔ１５℃　２　Ｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｗｉｔｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｆｏｒ４ｈａｔ３７℃　ＮＣ１　Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｗｉｔｈｏｕｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　３

　Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｗｉｔｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒ１６ｈａｔ１５ ℃　４　

Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｗｉｔｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒ４ｈａｔ３７℃　ＮＣ２　Ｄｅｂｒｉｓ
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犉犻犵．６　犛犇犛犘犃犌犈（犾犲犳狋）犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋（狉犻犵犺狋）犪狀犪犾狔狊犻狊犳狅狉犉犜犣犉１

犮犾狅狀犲犱犻狀狆犈犜３０犪（＋）犪狀犱犲狓狆狉犲狊狊犲犱犻狀犅犔２１（犇犈３）狊狋狉犪犻狀

　　Ｍ１　蛋白分子质量标准　Ｍ２　蛋白分子质量标准　１　ＢＳＡ （５

μｇ）　２　ＦＴＺＦ１（５μｇ）　３　ＦＴＺＦ１（５μｇ）　一抗为小鼠抗Ｈｉｓ

ｍＡｂ

图７　纯化重组犉犜犣犉１的犛犇犛犘犃犌犈和 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

Ｍ１　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　Ｍ２　ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ　１　ＢＳＡ （５．００μｇ）

　２　ＦＴＺＦ１（Ｒｅｄｕｃｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎ，５．００μｇ）　３　ＦＴＺＦ１（Ｒｅｄｕｃｉｎｇ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）　Ｐｒｉｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙ：ＭｏｕｓｅａｎｔｉＨｉｓｍＡｂ

犉犻犵．７　犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犉犜犣犉１

讨　论

核受体转录因子在其变态、生殖和滞育中有着至

关重要的作用。犉犜犣犉１为果蝇核激素受体超家族的

成员，存在于多种组织细胞内［１３］。犉犜犣犉１在昆虫发

育过程中有至关重要的作用，扮演多种角色。前期大

量研究结果主要侧重犉犜犣犉１在胚胎发生，幼虫发
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育，化蛹和变态方面的作用。研究发现犉犜犣犉１在昆

虫抗性上有作用。例如犉犜犣犉１在小菜蛾（犘犾狌狋犲犾犾犪

狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪）抗性品系中高表达，介导 Ｐ４５０的表达。

犉犜犣犉１在淡色库蚊（犆狌犾犲狓狆犻狆犻犲狀狊狆犪犾犾犲狀狊）抗性品

系高表达，介导表皮蛋白的表达，都赋予了抗性昆虫的

抗性［７８］，这两篇报道给予转录因子犉犜犣犉１新的角

色和功能。此外，犉犜犣犉１是性别决定性的重要调节

因子，其调节雌性昆虫卵巢和雄性昆虫精囊的发

育［１４１６］。通过使用果蝇作为模型昆虫，犉犜犣犉１对肿

瘤侵袭和肿瘤生长至关重要［１７］。因此，犉犜犣犉１现在

不仅是转录因子，而且是多功能蛋白。

本研究通过 ＰＣＲ扩增获得淡色库蚊转录因子

犉犜犣犉１基因有２２４０ｂｐ的开放阅读框，编码７４４个

氨基酸，且犉犜犣犉１氨基酸序列具有核受体转录因子

的典 型 结 构 域，包 括 ＤＮＡ ｂｉｎｄｎｇｄｏｍａｉｎ、Ｚｉｎｃ

ｆｉｎｇｅｒ、ＦＴＺＦ１ｂｏｘ等。是一种高度保守的蛋白质。

通过蛋白结构分析发现ＦＴＺＦ１蛋白有较多的重复序

列，ＯＲＦ区较长，且结构复杂，若表达全长则增加了蛋

白的表达鉴定的难度。通过与已知报道的马铃薯甲虫

（犔犲狆狋犻狀狅狋犪狉狊犪犱犲犮犲犿犾犻狀犲犪狋犪）序列比对，发现其保守

区和功能区片段，将其作为表达片段［１２］。本研究通过

克隆 犉犜犣犉１序列，获得了具有表达的重组蛋白

犉犜犣犉１，为进一步研究该蛋白质对杀虫剂抗性的作

用奠定理论基础。
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