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摘要　利用Ｔｒｉｚｏｌ法从尖音库蚊中提取总ＲＮＡ，构建ｃＤＮＡ文 库，并 克 隆 出 乙 酰 胆 碱 酯 酶 外 显 子 序 列；利

用Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ杆状病毒表达系 统 对 蚊 虫 乙 酰 胆 碱 酯 酶 进 行 真 核 表 达，并 利 用 Ｎｉ－琼 脂 糖 对 酶 进 行 纯 化。采 用

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对纯化产物进行检测，结果表明得到了纯度较 高 的 乙 酰 胆 碱 酯 酶。参 照Ｅｌｌｍａｎ法 对 酶 的 活 性 进 行

测定，结果显示纯酶的活力为２．２１９×１０－４　ｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ）。
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　　乙 酰 胆 碱 酯 酶（ＡＣｈＥ）是 神 经 系 统 的 重 要 物

质，它在胆碱神经突触处快速水解神 经 递 质———乙

酰胆碱而中止神经冲动的传递，维持正常的神经冲

动［１］。有机磷类杀虫剂能竞争性抑制乙酰胆碱酯酶

的活性，它们通过共价磷酸化乙酰胆碱酯酶活性位

点的丝氨酸残基而抑制酶的活性，使乙酰胆碱在突

触间的作用时间延长，从而引起突触后膜乙酰胆碱

受体的超兴奋，引起神经系统的严重障碍，达到杀虫

的目的，在机制上属于不可逆的抑制［２］。
有机磷杀虫剂在全球范围内被广泛使用，占到

了全球杀虫剂使用总量的３８％［３］。仅在美国，每年

就使用了４万ｔ的 有 机 磷 农 药［４］。目 前，我 国 杀 虫

剂的生产量占农药总产量的７５％左右，其中有机磷

杀虫剂占杀虫剂总产量的７７％，在年产量万吨以上

的６个杀虫剂品种中，有５个是有机磷杀虫剂。由

于施用量大，加之违规操作，农药在环境中的残留超

标问题十分突出，已引起人们的高度重视［５］。有 机

磷农药品种多应用广，它们能通过抑制人体内的乙

酰胆碱酯酶活性而引起中枢神经系统的紊乱，从而

引起相应的中毒症状。
目前传统的检测有机磷农药残留的方法主要有

薄层色谱法（ＴＬＣ）、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）、气相

色谱法（ＧＣ）、气相色谱－质谱联用（ＧＣ／ＭＳ）和酶分

析技术等［６］。生物传感器技术是近年来开发的一种

新型的检测农药残留的方法，跟传统的方法相比，具

有快速、灵敏度高、成本低等特点［５］。一种有机磷水

解酶ＯＰＨ由于能够快速降解有机磷类农药而被广

泛应用于农药残留的检测中［７－８］，对甲基对硫磷的检

测最低限度可达到０．３μｍｏｌ／Ｌ
［９］。乙酰胆碱酯酶

由于对农药特别敏感，因此也被广泛应用于有机磷

农药残留的检测中［１０］。
本研究从尖音库蚊中克隆出乙酰胆碱酯酶基因

（ａｃｈｅ１），利用Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ系统对 ＡＣｈＥ１进 行 真 核

表达，并对该酶进行纯化，采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对 纯 化

产物进行检测，为乙酰胆碱酯酶在农药监测生物传

感器中的应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　样品、细胞和质粒

用于基因克隆的尖音库蚊品系于２００７年７月

采集于广东省佛山市，在实验室条件下（光暗周期１４
ｈ／１０ｈ，温度（２５±２）℃）常年饲养。ｐＭＤ１８－Ｔ载体

购 自 ＴａＫａＲａ；ｐＦａｓｔＢａｃ１载 体、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ１０Ｂａｃ、Ｅ．
ｃｏｌｉ　ＤＨ５α、ｓｆ９细胞、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ反 转 录

试剂盒均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＰｏｗｅｒｐｒｅｐＴＭ　Ｈｐｐｌａｓｍｉｄ
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔｓ 高 纯 度 质 粒 提 取 试 剂 盒 购

自ＯｒｉＧｅｎｅ。

１．２　仪器和设备

鹰 眼 凝 胶 影 像 系 统 （ＥＡＧＬＥ　ＥＹＥＴＭ Ⅱ，

ＳＴＲＡＴＥＧＥＮＥ）、ＰＣＲ仪（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ　９６００Ｃｅ－
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ｔｕｓ　ｔｈｅｒｍａｌ　ｃｙｃｌｅｒ　９６００）、超 纯 水 仪（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、核

酸电泳 装 置（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、紫 外 分 光 光 度 仪（ＤＵ－８００，

ＢＥＣＫＭＡＮ）、蛋 白 电 泳 装 置（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、ＰＣＲ 仪

（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ　９６００Ｃｅｔｕｓ　ｔｈｅｒｍａｌ　ｃｙｃｌｅｒ　９６００）、超
声波破碎仪（Ｓｏｎｉｐｒｅｐ　１５０ＭＳＥ）。

１．３　蚊虫 乙 酰 胆 碱 酯 酶 基 因（ａｃｈｅ１）阅 读 编 码 框

的克隆

　　Ｔｒｉｚｏｌ法 提 取 库 蚊 ＲＮＡ和 构 建ｃＤＮＡ文 库。
将蚊虫在液氮中充分研磨，溶于６００μＬ　Ｔｒｉｚｏｌ试剂

中，常 温 孵 育５ｍｉｎ，４℃ １２　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０
ｍｉｎ。取上清，加 入２００μＬ氯 仿，充 分 振 荡 后 室 温

放置３ｍｉｎ，４℃１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。转移

上清至 新 管 中，加５００μＬ 异 丙 醇，室 温 放 置１０
ｍｉｎ，４℃１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。弃上清，７５％
乙醇 洗 涤 后，溶 于 ＤＥＰＣ处 理 的 水 中。利 用Ｉｎ－
ｖｉｔｒｏｇｅｎ提供的ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ试剂盒构

建ｃＤＮＡ文库。
根据致倦库蚊ＧｅｎＢａｎｋ中ａｃｈｅ１基 因 ｍＲＮＡ

的序列（注册号为ＸＭ＿００１８４７３９６）设计引物，上游

引 物 为５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＡＴＴＣＧＡ－３′（含

ＢａｍＨ Ⅰ 酶 切 位 点 ），下 游 引 物 为５′－Ｇ
ＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡ －
ＡＴＣＴＴＧＡＡＣ－３′（含ＸｈｏⅠ酶 切 位 点 和 编 码６个

组氨酸的 密 码 子）。以 构 建 的ｃＤＮＡ文 库 为 模 板，

ＰＣＲ扩增（９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５６℃
退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延

伸１０ｍｉｎ后 保 存 于１０℃）ａｃｈｅ１基 因 的 开 放 阅 读

框，送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。

１．４　ＡＣｈＥ表达载体的构建

所用载体为Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ昆虫杆状病毒表达系统

的特异性 质 粒ｐＦａｓｔＢａｃ１，它 带 有 来 自 于 昆 虫 病 毒

的多角体强启动子，可使目的基因在昆虫细胞中高

效表达，两边各有１个Ｔｎ７臂，同 时 含 有１个 庆 大

霉素抗性基因和１个ＳＶ４０病毒多聚腺苷酸（ＳＶ４０
ｐｏｌｙＡ）信号序列，共同构成Ｔｎ７区域。将ａｃｈｅ１基

因连接到ｐＦａｓｔＢａｃ１质粒上后，利用Ｔｎ７转座序列

转座到Ｂａｃｍｉｄ穿梭质粒中。
将ａｃｈｅ１基 因 用ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ双 酶 切 消

化后，连接到相同酶切消化的ｐＦａｓｔＢａｃ１质粒上，命
名为ｐＦａｓｔ－ａｃｈｅ１，转化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＨ１０Ｂａｃ感受态细

胞，该感受 态 细 胞 含 有 病 毒 穿 梭 质 粒（Ｂａｃｍｉｄ），利

用ｐＦａｓｔＢａｃ１上面的Ｔｎ７区域，将基因片段转座到

Ｂａｃｍｉｄ上。在含有 一 定 卡 那 霉 素、庆 大 霉 素、四 环

素、ＩＰＴＧ（异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷）、Ｘ－ｇａｌ（５－溴－
４－氯－３－吲哚－β－Ｄ－硫代半乳糖苷）的固体培养基上培

养４８ｈ，挑 取 白 色 阳 性 菌 落，摇 菌。用 Ｍ１３－Ｆ：５′－
ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ－３′ 作 为 上 游 引 物，

Ｍ１３－Ｒ：５′－ＡＣＧＴＴＴＴＣＴＴＣＣＧＡＴＡＣＧＡ－３′作 为

下游引物，菌液ＰＣＲ验证，检测结果显示 阳 性 的 菌

株为转 座 成 功 的 菌 株，转 座 成 功 后 的 质 粒 命 名 为

Ｂａｃｍｉｄ－ａｃｈｅ１。利用ＰｏｗｅｒｐｒｅｐＴＭ　Ｈｐｐｌａｓｍｉｄ　Ｐｕｒ－
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔｓ试剂盒提取高纯度的Ｂａｃｍｉｄ－ａｃｈｅ，测
定其浓度。

１．５　ＡＣｈＥ的表达和纯化

Ｂａｃｍｉｄ为穿梭质粒载体，它既能作为质粒在大

肠杆菌ＤＨ１０Ｂａｃ细胞中扩增，又能作为毒粒去感染

昆虫细 胞。ＡＣｈＥ由 脓 病 病 毒 多 角 体 蛋 白 启 动 表

达。在ａｃｈｅ１基因的上游有杆状病毒多角体蛋白启

动子，下 游 有ＳＶ４０ｐｏｌｙＡ，整 个 表 达 在ｓｆ９宿 主 细

胞中进行。
取１０μｇ质粒ＤＮＡ，加入０．９％的生理盐水至

总体积为２００μＬ，取转染试剂４μＬ，加入０．９％的

生理盐水至总体积为２００μＬ。将二者混匀，室温放

置５ｍｉｎ。加入稀释的ＶｉｇｏＦｅｃｔ，室温放置１５ｍｉｎ。
逐滴加入活化的ｓｆ９细胞中，２７℃培养箱培养。转

染的第１代为Ｐ１，用Ｐ１液去转染大体积的细胞液，
获 得 Ｐ２。离 心 收 集 细 胞，用 连 接 缓 冲 液 （５００
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷 酸 钠；２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪

唑；ｐＨ　７．４）超 声 波 破 碎 细 胞，离 心 收 集 细 胞 裂 解

液。此时的溶液为粗酶溶液。
将Ｎｉ－ｓｅｐｈａｒｏｓｅ用连 接 缓 冲 液 平 衡，按 下 列 步

骤纯化：加入２ｍＬ粗酶溶液，让其顺着重力作用流

出；加入１０ｍＬ连接缓冲液洗涤填料；加入４ｍＬ洗

提缓冲液（５００ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ；２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠；

２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑；ｐＨ　７．４）洗脱填料，收集流出的溶

液，为纯化产物。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测纯化产物，其中分

离胶为１０％，浓缩胶为５％。

１．６　ＡＣｈＥ活性的测定

参照Ｅｌｌｍａｎ［１１］的 方 法，反 应 体 系：１ｍｍｏｌ／Ｌ
硫代碘化 乙 酰 胆 碱（ＡＳＣｈＩ）、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　５，５′－二

硫 代 双（２－硝 基 苯 甲 酸）（ＤＴＮＢ）、适 量 蛋 白、２０
ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸 缓 冲 液（ｐＨ　７．６）。将 酶 液 稀 释１００
倍，每毫升体系 加 入１００μＬ酶 液，对 照 组 中 用１００

μＬ磷 酸 缓 冲 液（ｐＨ　７．６）代 替。３０℃条 件 下，用

Ｂｅｃｋｍａｎ　ＤＵ８００分光光度计测定Ｄ４１２ｎｍ 值，每１５ｓ
测１次。蛋白浓度用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定。

４２４
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根 据 公 式
ΔＤ

１．３６×１０４ ×
１

Ｖ／１　０００×ρ
，计 算 出

ＡＣｈＥ的活性，式中ΔＤ 为吸光值的变化率；Ｖ 是所

加酶液的体积，单位为μＬ；ρ是蛋白的质量浓度，单

位 为 ｍｇ／ｍＬ；所 求 得 ＡＣｈＥ 比 活 力 的 单 位

为ｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ）。

２　结果与分析

２．１　ａｃｈｅ１基因开放阅读框的克隆

根据致倦库蚊ＧｅｎＢａｎｋ中ａｃｈｅ１基因ｍＲＮＡ的

序列（注册号为ＸＭ＿００１８４７３９６）设计引物，从尖音库

蚊ｃＤＮＡ文库中扩增出ａｃｈｅ１基因的开放阅读框，全
长为２　１０９ｂｐ（图１），经测序后与ＧｅｎＢａｎｋ中公布的

１：ａｃｈｅ１；２：Ｍａｒｋｅｒ．

图１　ａｃｈｅ１电泳图

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ａｃｈｅ１

序列比对，同源性为９７％。

２．２　表达载体的构建

将ａｃｈｅ１基 因 连 接 到ｐＦａｓｔＢａｃ１质 粒 上 后，利

用Ｔｎ７转座序列转座到Ｂａｃｍｉｄ穿梭质粒 中，见 图

２。挑取阳性克隆子，菌液ＰＣＲ验证阳性 的 为 转 座

成功的表达载体。图３所示为菌液ＰＣＲ结果，为了

增加结果的有效性，用 Ｍ１３上下游引物与ａｃｈｅ１上

下游引物搭配，经验证均为阳性。

２．３　ＡＣｈＥ的表达和纯化

将Ｂａｃｍｉｄ－ａｃｈｅ１经包装感染ｓｆ９细胞后，整个

蛋白的表达在ｓｆ９宿主细胞中 进 行。ａｃｈｅ１基 因 的

上游由 杆 状 病 毒 多 角 体 蛋 白 启 动 子 控 制 表 达（图

２）。表 达 的 蛋 白 经 Ｎｉ－ｓｅｐｈａｒｏｓｅ纯 化 后，得 到３５
ｍＬ纯酶。经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电 泳 检 测（图４），电 泳 完

毕后，用考马斯亮蓝Ｒ－２５０染色１ｈ后脱色，此时蛋

白会显出蓝色，图４箭头所示为纯化后的ＡＣｈＥ，大
约为７８ｋｕ左右，阴性对照中没有出现相应的条带，

证明得到了纯化的ＡＣｈＥ。

２．４　ＡＣｈＥ活性的测定

用Ｅｌｌｍａｎ法对纯化前的粗酶和纯化后的纯酶

进行活性测定，结果显示酶活性回收率为７１．２４％。

采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定纯酶蛋白的质量浓度为０．０１１
ｍｇ／ｍＬ，活力为２．２１９×１０－４　ｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ）。

　由Ｔｎ７转座到Ｂａｃｍｉｄ质粒上的序列依次包括庆大霉素抗性基因（Ｇｅｎ（＋））、脓病病毒 多 角 体 蛋 白 启 动 子、ａｃｈｅ１基 因、病

毒ＳＶ４０多聚腺苷酸；ａｃｈｅ１的表达由 脓 病 病 毒 多 角 体 蛋 白 启 动 子 控 制，能 被 宿 主ｓｆ９细 胞 中 的 转 录 元 件 识 别 并 启 动 表 达

Ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ　ｗａｓ　ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｂｙ　Ｔｎ７ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｃｏｎｔａｉｎｓ　ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅ，ｐｏｌｙｈｅｄｒｉｎ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ａｃｈｅ１，ＳＶ４０ｐｏｌｙａｄｅｎｙ－

ｌａｔｉｏｎ　ｓｉｇｎａｌ．Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ａｃｈｅ１ｗａｓ　ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　ｂｙ　ｐｏｌｙｈｅｄｒｉｎ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｗｈｉｃｈ　ｗａｓ　ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ　ｂｙ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｅｌｅｍｅｎｔｓ

ｏｆ　ｓｆ９ｃｅｌｌｓ．

图２　Ｂａｃｍｉｄ－ａｃｈｅ１表达质粒结构

Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　Ｂａｃｍｉｄ－ａｃｈｅ１　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｖｅｃｔｏｒ

５２４
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图３　构建的Ｂａｃｍｉｄ－ａｃｈｅ１电泳图

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　Ｂａｃｍｉｄ－ａｃｈｅ１

　１：细胞裂解液 Ｔｏｔａｌ　ｌｙｓａｔｅ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ；２：纯化流出的 废 液 Ｅｆｆｌｕｘ

ａｆｔｅｒ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；３：纯化后的酶液，ＡＣｈＥ大小为７８ｋｕ左右Ｓｏｌｕ－

ｔｉｏｎ　ａｆｔｅｒ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍａｓｓ　ｏｆ　ＡＣｈＥ　ｗａｓ　７８ｋｕ；４：阴性对

照纯化前的细胞裂解液 Ｌｙｓａｔｅ　ｏｆ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｃｅｌｌｓ；５：阴性对照纯化后

的溶液Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ａｆｔｅｒ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｃｅｌｌｓ；６：Ｍａｒｋｅｒ．

图４　ＡＣｈＥ纯化前后蛋白电泳图

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｏｆ　ＡＣｈＥ

３　讨　论

Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ昆虫杆状病毒表达系统是一种常用

的快速、高效真核蛋白表达系统［１２］。该系统利用杆

状病毒结构基因中多角体蛋白的强启动子，可以使

真核生物的基因得到高效表达，并对表达产物进行

正常的翻译后加工和糖基化修饰等功能，被广泛用

于外源基因的表达。目前已有很多真核基因被成功

地表达出来，比 如 胰 岛 素 样 生 长 因 子Ⅱ［１３］、泛 素 延

伸蛋白基因Ｐｘ－ｕｂｉ［１４］、真菌细胞色素Ｐ４５０［１５］。乙

酰胆碱酯酶由于其功能特殊性被广泛研究，目前很

多物种的乙酰胆碱酯酶已被表达出来，如淡色库蚊

乙酰胆碱酯酶［１６］、人乙酰胆碱酯酶［１７］、棉蚜乙酰胆

碱酯酶［１８］等，经测定都具有较好的生物活性。

近年来，由于有机磷农药残留的污染问题受到了

人们的广泛关注，各国均在研究便捷、快速的农药污

染监测方法。在这些快速监测方法中，酶是决定其灵

敏度和可靠性的最关键因子。目前农药残留监测方

法多种多样，但是均具有一定的局限性，传统的物理

化学方法操作步骤复杂、成本高、便携性差，新型方法

也有稳定性不高、精确度不够等缺点，很难满足成本

低廉、快速方便并能精确地进行实地监测的要求。
目前可用于农药残留监测的酶有羧酸酯酶、有

机磷水解酶、丁 酰 胆 碱 酯 酶 及 乙 酰 胆 碱 酯 酶 等［１９］。
在有机磷水解酶中主要应用的是ＯＰＨ，该酶对多种

有机磷农药均有降解效果，国内外已有很多关于将

ＯＰＨ用于监测农药残留传感器的研究。利用有机

磷 水 解 酶 监 测 的 马 拉 硫 磷 最 低 精 度 可 达 ０．８

μｇ／Ｌ
［２０］，利 用 ＡＣｈＥ检 测 敌 百 虫 的 精 度 达０．０５

μｇ／Ｌ
［２１］。而且，利 用 ＡＣｈＥ监 测 的 精 度 高 于 有 机

磷水解酶。利用有机磷水解酶监测的精度普遍很难

达到我国卫生部制定的食品中农药残留标准。根据

水体及食品 中 有 机 磷 农 药 含 量 相 关 检 测 标 准 的 限

值，我 国 有 机 磷 农 药 含 量 标 准 为 ０．８６×１０－４

～０．２９×１０－２　ｍｇ／Ｌ（ＧＢ１４５５２－２００３：《水土中有机

磷农药测定 标 准》、ＧＢ１４５５２－２００３：《粮 食、水 果 和

蔬菜中有机磷农药测定标准》）。本研究表达了蚊虫

的ＡＣｈＥ，并利用末端的组氨酸标签对酶进行纯化，
得到了纯化后 的 ＡＣｈＥ，该 酶 将 在 农 药 残 留 的 检 测

中发挥着重要作用。

致谢　本研究是在中国科学院北京动物研究所农业

虫鼠害综合治理国家重点实验室抗性分子遗传研究

组完成的，课题组的老师们给予了热心的指导和帮

助，在此表示感谢！
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