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研究报告                                                              

昆虫神经毒素 LqhIT2 的表达、抗血清制备及活性分析 

李洪波, 夏玉先 
重庆大学生物工程学院基因工程研究中心, 重庆市杀虫真菌工程技术研究中心, 重庆 400030 

摘  要: 根据毕赤酵母密码子偏爱性, 不改变毒素蛋白质一级结构, 设计合成了昆虫神经毒素 LqhIT2 基因, 并分别

克隆至大肠杆菌融合表达载体 pPET30-a(+)和毕赤酵母分泌表达载体 pPIC9K。在 IPTG 的诱导下, 神经毒素在大肠杆

菌中融合表达, 表达产物经镍亲和层析纯化后, 用于免疫 BALB/c 小鼠, 制备了特异性较高的抗血清, 抗体滴度超过

1:128 000。利用制备的抗血清, 采用斑点杂交, 筛选得到了较高水平分泌表达重组 LqhIT2 的酵母转化子, 甁摇 条件下,

毒素表达量约 9 mg/L。大肠杆菌表达产物没有生物活性, 酵母表达产物经注射蝗虫表现出杀虫活性。 
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Expression, Antiserum Preparation and Bioactivity Assays of 
Insect Neurotoxin LqhIT2 
Hongbo Li, and Yuxian Xia 

Genetic Engineering Research Center, Bioengineering College, Chongqing University, Chongqing 400030, China 

Abstract: According to the codon bias of Pichia pastoris, the mature insect neurotoxin gene LqhIT2 was synthesized based on its 
amino acid sequence and was cloned to vector of PET-30a (+) and pPIC9K respectively. The fusion protein expressed in Escherichia. 
coli was induced with IPTG and purified with Ni-NTA His Bind Column. The purified fusion protein was used to immunize BALB/c 
mice, and antiserum obtained was highly specific with the titer of over 1:128 000. Using the antiserum, high-level expression 
transformants of P. pastoris were screened by dot blotting. The highest expression of recombinant LqhIT2 was about 9 mg/L in 
baffled flasks. The fusion protein of LqhIT2 expressed in E. coli was not toxic to locust, but the recombinant LqhIT2 expressed in P. 
pastoris had insecticidal activity against locust through injection. 

Keywords: insect neurotoxin, LqhIT2, antiserum 

昆虫神经毒素是一类作用于昆虫神经系统并具

毒杀作用的多肽类神经毒素。到目前为止, 已分离

纯化和命名的昆虫神经毒素近百种, 蝎子是该类毒

素的主要来源之一。蝎长链昆虫神经毒素是一类作

用于昆虫钠离子通道的昆虫神经毒素, 由 60~70 个

氨基酸组成, 有 2~4 对链内二硫键[1−3], 由 1 个α-亚

基和 2 个β-亚基组成。已报导的高度昆虫专一性的

神经毒素主要作用于昆虫钠离子通道, 自 1971 年从

非洲蝎 Androctonus australis Hector 毒液中分离到第

一种昆虫神经毒素 AaIT[4]以来 , 国内外学者己从

10 多种蝎子的毒液中分离得到了数十种昆虫神经

毒素。 
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虫害是造成农业减产的主要原因之一。目前 , 

控制虫害的主要方法是使用化学农药, 化学农药的

大量使用产生了许多问题, 如: 昆虫的抗药性增强、

农药残留量增多、环境污染、杀伤昆虫天敌、破坏

生态平衡、造成害虫再猖獗等。传统生物杀虫剂虽

然能克服以上不足, 但也存在见效慢的缺点。因此, 

运用基因工程手段设计改造传统生物杀虫剂非常紧

迫。目前, 基因工程中所采用的杀虫基因按杀虫机

制分可分为四类: 毒蛋白基因、酶抑制剂基因、凝

集素基因和昆虫神经毒素基因。蝎长链昆虫神经毒, 

因其基因来源丰富、种类多、基因较小、注射虫体

引起麻痹和死亡所需的剂量低, 具有广阔的应用前

景。蝎昆虫毒素的基因工程研究与应用相关的研究

很多, 主要有以下几个方面: 将毒素与其它毒蛋白

融合 , 以提高杀虫效率和对抗昆虫的抗药性 [5]; 将

毒素基因转入昆虫病毒[6, 7]及虫生真菌中[8], 以增强

杀虫效果; 将毒素基因转入到植物中, 获得抗虫植

株[9]; 利用大肠杆菌、酵母、昆虫细胞、哺乳动物细

胞等[10−13]进行表达, 对其生理生化、杀虫谱及杀虫

活性进行研究等。 

蝎昆虫神经毒素 LqhIT2 是一种从以色列黄蝎

Leiurus quinquestriatus hebraeus(Ehrenberg)的毒液

中分离得到的昆虫长链神经毒素, 成熟毒素由 61 个

氨基酸残基组成, 含有 4 对链内二硫键, 其作用位

点是昆虫钠离子通道 , 有较强的抗虫活性 , 具有控

制农业害虫的重要潜在应用价值[14−16], 该重组毒素

已用于改造昆虫病毒, 以提高这些昆虫病毒的杀虫

活性[14−16]。蝗虫是我国主要农业害虫之一, 但迄今

未见重组 LqhIT2 毒素对蝗虫作用的报道。因此, 本

文以蝗虫为供试昆虫来检测产物的活性, 为进一步

利用该毒素控制蝗虫提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒、菌株与 LqhIT2 基因 

表达菌株与载体: 大肠杆菌 BL21(DE3)、大肠

杆菌表达载体 pET30a(+)、毕赤酵母 KM71 菌株及分

泌表达载体 pPIC9K 购自 Invitrogen 公司。毒素基因: 

LqhIT2 基因根据成熟毒素的氨基酸序列和毕赤酵母

密码子偏好性由上海 Sangon 公司合成并连接至载

体 pPIC9K, 重组载体命名为 pPIC9K/LqhIT2。 

1.1.2  酶和试剂 

质粒小量抽提试剂盒及 DNA 凝胶回收试剂盒

购自 Omega 公司; 镍亲和层析柱(Ni-NTA His Bind 

Column)购自 Qiagen, AP 及 HRP 标记山羊抗小鼠

IgG 购自北京鼎国公司; 各种工具酶为 Promega 公

司产品; PCR引物由 Invitrogen公司合成; 超滤管及

96 孔酶标板为 Millipore 产品 ; Bradford 溶液及

PVDF 膜为 Bio-Rad 产品; 一般化学试剂为国产分

析纯。 

1.1.3  免疫用 BALB/c 小鼠及供试蝗虫 

免疫用 BALB/c 小鼠购自第三军医大学; 东亚

飞蝗(Locusta migratoria)由本实验室饲养。 

1.2  方法 
1.2.1  LqhIT2 在大肠杆菌中的表达及纯化 

以质粒 pPIC9K/LqhIT2 为模板, 原核表达上游

引物 PF (5′-3′) ccggaattcgacggttacatca, 下游引物 PR 

(5′-3′) cgaagcttttaaccacaagtgttag, 对 LqhIT2 进行扩

增、琼脂糖凝胶电泳、切胶回收、Hind III 和 EcoR I

双酶切、连接至 pET-30(a+)质粒并转化大肠杆菌

JM109 菌株; 小量抽提试剂盒抽提经测序验证的重

组质粒, 转化大肠杆菌 BL21(DE3)菌株。挑取转化

子单菌落, 接种至 20 mL 含 70 mg/L Kan LB 液体培

养基的 50 mL 三角瓶中, 37oC、250 r/min 培养过夜; 

取 1 mL 菌液接种至 200 mL 含 70 mg/L Kan LB 液体

培养基的 500 mL 三角瓶中, 37oC、250 r/min 培养至

OD600=0.6~0.8, 加入 IPTG 至终浓度为 1 mmol/L, 诱

导 5 h, 离心得菌体; 采用 Ni-NTA His Bind Column

纯化目标产物, 详细步骤参考精编分子生物学实验

指南[17]; Bradford 法测定蛋白浓度, 15% SDS–PAGE

银染检验纯度。 

1.2.2  多克隆抗体制备、滴度测定及特异性验证 

纯化产物经截留分子量 3 kD 的超滤管超滤脱

盐、生理盐水调整蛋白浓度至 0.40 mg/mL, 按 1:1

比例加入弗氏完全佐剂, 每只小鼠注射 0.5 mL。每

隔 2 周按 1:1 比例加入弗氏不完全佐剂, 加强免疫 3

次, 每次注射 0.5 mL; 于第 3 次加强免疫后的第 7 

天断尾取血, 用 10 μg/mL 的纯化融合蛋白包被 96

孔酶标板, ELISA测定抗体滴度, 详细步骤参考精编

分子生物学实验指南[17]。Western blotting 分析纯化

抗血清的特异性, Western blotting 按照标准的方法

进行[17]。 
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1.2.3  高水平表达酵母转化子的筛选 

重组质粒 pPIC9K/LqhIT2 采用 Sac I 线性化后, 

电转化毕赤酵母, 转化子的筛选及 PCR(引物为通用

引物 5′ Factor 和 3′ AOX)检测参照毕赤酵母表达试

剂盒说明书(Invitrogen)。挑取经 PCR 验证的毕赤酵

母转化子, 划线接种至 YPD 平板, 28oC, 培养 3 d; 

挑取部分长势优良的单菌落, 接种至含 10 mL 毕赤

酵母生长培养基(BMGY)的 50 mL 离心管中, 28oC, 

250 r/min, 培养至 OD600=2.0~6.0, 4000×g, 5 min, 

离心得菌体, 用 2 mL 的诱导培养基(BMMY)重悬菌

体, 于 28oC, 250 r/min, 诱导培养; 每 24 h 补加一次

甲醇, 至终浓度为 0.5%, 诱导培养 5 d; 4000×g 离

心 10 min, 取上清; Dot blotting 检测各菌株表达水

平的高低, Dot blotting 按照标准的方法进行[17]。 

1.2.4  最佳收获期的确定 

按 1.2.3 的方法, 三角瓶诱导培养 20 mL 酵母高

水平表达转化子, 诱导培养 7 d, 每天取样 1 mL, 离

心取上清, −20oC 冻存。取−20oC 冻存的 0~7 d 的诱

导产物, 4oC 解冻, 离心取上清 50 μL, 按 1:1 比例加

入 2×碳酸盐包被缓冲液(pH 9.6), 混合均匀并加至

96 孔酶标板中, 4oC 包被过夜; 用本文中自制的抗血

清稀释 10 000 倍液为一抗, HRP 标记山羊抗小鼠

IgG 为二抗, 进行 ELISA 分析, 详细步骤参考精编

分子生物学实验指南[17]。 

1.2.5  LqhIT2 在酵母中表达产物的验证及扩大培养 

经 5 d 诱导的培养物离心、取上清, Bradford 法

测定总蛋白含量 , 16% SDS-PAGE 分析 , 并利用

Quantity one(Bio-Rad)分析目标蛋白含量。Western 

blotting 检测目标产物的表达情况, Western blotting
按照标准的方法进行[17], 二抗为 AP 标记山羊抗小

鼠 IgG。 
按 1.2.3 的方法, 甁三角 诱导培养 100 mL 酵母

高水平表达转化子, 诱导培养 5 d, 离心培养液, 取
上清。所得上清转移至截留分子量为 3 kD 的超滤管

中, 4000×g, 4oC, 离心至近干; 加入 10 mL PBS 溶

液, 4000×g, 4oC, 离心至近干, 重复此操作 3 次。空

质粒转化子诱导后, 上清液同样按上述步骤处理。 

1.2.6  活性测定 

大肠杆菌融合表达产物的活性分析: 将纯化的

融合蛋白经 3 kD 超滤管脱盐、PBS 调整蛋白浓度

500 μg/mL; 按 1:1 的质量比与粗麸皮混合拌匀、晾

干, 饲喂 4 龄蝗虫 20 只, 于饲喂后 24 h 统计蝗虫的

虫口死亡数; 同时设粗麸皮饲喂 4 龄蝗虫 20 只作对

照组, 连续喂养并观察 7 d。将上述处理好的融合蛋

白腹腔注射 4 龄蝗虫 20 只, 每只注射 10 μL(5 μg 纯

化蛋白); 设腹腔注射 10 μL PBS 的 4 龄蝗虫 20 只为

照组, 注射 2 h 后统计蝗虫虫口死亡数并观察蝗虫

的取食行为, 观察 24 h。 

酵母表达产物的活性分析: 酵母表达产物经截

留分子量为 3 kD 的超滤管脱盐、浓缩、PBS 调总蛋

白浓度至 500 μg/mL, 腹腔注射 4 龄蝗虫 20 只, 每

只 10 μL; 空质粒转化子诱导上清液, 经相同处理, 

PBS 调整蛋白浓度至 500 μg/mL, 腹腔注射 4 龄蝗虫

20 只, 每只 10 μL; PBS 注射 4 龄蝗虫 20 只, 每只

10 μL。各组在注射 2 h 后观察蝗虫的取食行为, 于

注射后 12 h 及 24 h 统计虫口存活数; 采用前述处理, 

PBS 调整蛋白浓度至 500 μg/mL, 以质量比 1:1 的比

例与粗麸皮拌匀、凉干, 饲喂 4 龄蝗虫 20 只, 每 24 h

统计虫口死亡数, 观察 7 d; 相同处理和相同蛋白浓

度的空质粒转化子诱导上清液按前述方法与粗麸皮

拌匀, 饲喂 4 龄蝗虫 20 只, 作为对照。 

2  结果与分析 

2.1  LqhIT2 基因的合成 
按照毕赤酵母密码子的偏好性 (h t tp : / /www. 

kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=Pi
chia+pastoris+[gbpln])来设计成熟毒素基因的全长

序列, 当连续出现几个相同氨基酸时尽量选用酵母

偏好的不同密码子, 5′端和 3′端分别设计 EcoR I 和

Avr II 酶切位点, 在 Avr II 位点前设 TAA TGA 双终

止密码子, 合成后连接至 pPIC9K 载体。设计合成的

LqhIT2 序列(5′-3′): ccggaattcGACGGTTACATC 
AAGAGAAGAGACGGTTGCAAAGTCGCTTGCTT
GATCGGAAACGAGGGTTGCGATAAGGAGTGCA
AAGCTTACGGTGGATCCTACGGTTACTGCTGGA
CCTGGGGTTTGGCTTGCTGGTGCGAGGGTTTGC
CTGACGACAAGACCTGGAAGTCCGAAACTAAC
ACTTGTGGTTAATGAcctaggggc (斜体代表双终止密

码子 ,  小写字母代表酶切位点和保护碱基 ) 。 

2.2  LqhIT2 在大肠杆菌表达及纯化 
随机挑取 11 个 BL21(DE3)转化子, PCR 验证其

在 200 bp 左右出现特异条带(图 1), LqhIT2 成熟基因

全长为 183 bp, 合成基因中包含酶切位点及保护碱
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基。因此, 该 200 bp 片段为目标片段。利用镍亲和

层析 , 得到融合蛋白 , 银染显示单一条蛋白质条带

且与预期大小相符(图 2), 银染结果表明: 利用镍亲

和层析, 纯化到了高纯度的融合蛋白。 

 

图 1  大肠杆菌转化子 PCR 检测 
Fig. 1  PCR results of E. coli transformants 

M: DNA marker; 1~11: transformants of plasmid pET-30a 
(+)/LqhIT2; 12~13: transformants of plasmid pET-30a (+) 

 

图 2  纯化产物 SDS-PAGE 分析 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of purified protein 

M: protein marker; 1,2: purified protein; 3,4: before purification 
 

2.3  多克隆抗体的制备 
BALB/c 小鼠经一次初次免疫与三次加强免疫、

断尾取血、采用 ELISA 测定滴度, 滴度最高的一只

小鼠的抗体在稀释 128 000 倍后仍能检测到纯化的

融合蛋白, 表明滴度超过 1:128 000。将该血清稀释

10 000 倍用作一抗 , 对表达产物进行 Western 

blotting 检测, 显色结果显示纯化前后均在约 14 kD

处出现特异单一条带, 结果表明: 制备的多克隆抗

体具有较高的特异性(图 3)。 

2.4  酵母转化子的检测及高表达菌株的筛选 
挑取不同的酵母转化子, 进行 PCR 分析, 结果

显示: pPIC9K/LqhIT2酵母转化子在约 400 bp处存在

特异条带, 而未加模板及 KM71 出发菌株两组对照均

未出现特异扩增(图 4), 表明目标基因已成功插入到毕

赤酵母中。将验证后的酵母转化子菌体转入 50 mL 离

心管进行诱导表达, 诱导后的上清液经 Dot blotting 分

析, 筛选出一株高表达菌株(图 5), 命名为 LqhIT2/B1。 

 
图 3  抗血清的特异性分析 

Fig. 3  Specificity assays of antiserum 
M: prestained SDS-PAGE standards; 1: purified LqhIT2; 

2: before purification 

 
图 4  酵母转化子的 PCR 检测 

Fig. 4  PCR results of P. pastoris transformants 
1~5: P. pastoris transformants; 6: KM71 original strain: M: DNA marker 

 
图 5  Dot blotting 筛选结果 

Fig. 5  Screening with dot blotting 
The culture supernatants of high-level expressing transformant was 

marked with black arrows 
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2.5  最佳收获期的确定及产物验证 
采用 ELISA 分析 LqhIT2/B1 在诱导过程中表达

量的变化, 结果显示, 甲醇诱导的第 3~5 天目标产

物在上清中含量增加最快, 在第 5 天表达量达到最

大, 并持续到第 6 天。因此, 最佳收获期诱导后的第

5~6 天(图 6); 高表达菌株 LqhIT2/B1 经扩大培养, 

甲醇诱导 5 天后取上清液, 经脱盐后 16% SDS-PAGE

分析, 在约 6 kD 处出现一特异蛋白带(图 7A); 经

Western blotting 验证, 该 6 kD 蛋白带是目标蛋白, 

与预期的毒素分子量大小相符(图 7B), 表明该神经

毒素实现了在酵母中的分泌表达。蛋白含量测定和

Quantity one 软件分析表明, 在该培养和诱导条件下, 

诱导上清液的总蛋白含量为 180 mg/L, 重组 LqhIT2

约占总蛋白量 5%, 即重组 LqhIT2 在摇瓶条件下分

泌表达量达 9 mg/L。 

 

图 6  ELISA 确定收获期 
Fig. 6  Determine the harvest time by ELISA 

 

2.6  活性测定 
大肠杆菌表达产物注射和饲喂蝗虫没有表现出

毒性; 酵母分泌表达产物饲喂蝗虫没有检测到杀虫

活性, 但经注射表现出了杀虫活性: 20 只供试蝗虫, 

在注射酵母表达产物后活动能力迅速下降并停止取

食, 24 h 内全部死亡; 注射空质粒转化子上清液的对

照组蝗虫在注射后活动有所下降并停止取食, 注射

12 h内有 3只蝗虫死亡, 但随时间延长, 虫口不再减

少, 且在注射 12 h 后, 存活蝗虫的进食及活动能力

恢复到注射前; 注射 PBS 的 20 只供试蝗虫在注射后

无虫口减少现象 , 且于注射后不久开始进食 , 进食

与活动能力与注射前差别不明显(表 1)。上述结果表

明: 原核表达产物对供试昆虫蝗虫没有毒性, 酵母

表达产物经注射表现出杀虫活性。 

 

图 7-A  表达产物的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 7-A  SDS-PAGE analysis of expressed production 

M: protein marker; 1: supernatants of strain LqhIT2/B1; the black 
arrow stands for the recombinant LqhIT2; 2: supernatants of 

pPIC9K transformant 

 

图 7-B  表达产物的 Western blotting 结果 
Fig. 7-B  Western blotting results of expressed production 
1: supernatants of pPIC9K transformant; 2: supernatants of strain 

LqhIT2/B1; M: prestained SDS-PAGE standards 

表 1  重组 LqhIT2 在酵母中表达产物的注射活性分析 
Table 1  Insecticidal activity of recombinant LqhIT2 

with injection 

Sample Survived locusts Survived locusts Mortality (%) 

 12 h post injection 24 h post injection 24 h post injection

PBS 20 20 0 

pPIC9K 17 17 15 

LqhIT2 12 0 100 
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3  讨论 

昆虫神经毒素自分离至今, 由于其在农业生物

防治中的潜在价值, 已成为研究的热点。由于蝎毒

液成分复杂 , 昆虫神经毒素在毒腺中的含量低 , 分

离天然昆虫神经毒素并应用于毒素特性的研究是一

项非常困难的工作, 外源表达系统为我们更好地研

究和应用该毒素奠定了基础。本研究以 PET30a(+)

为表达载体, 实现了 LqhIT2 在大肠杆菌中的融合表

达, 生物活性测定表明, 该表达系统表达的 LqhIT2

不具生物活性。其原因主要在于: 该蝎毒素含有 4

对二硫键 , 二硫键的正确形成对功能极其重要 , 而

该大肠杆菌表达系统的表达产物二硫键不能正确配

对 [10, 18−20], 因而不能形式正确的高级结构 ; 此外 , 

该表达系统表达的产物为不可溶的包涵体, 包涵体

经溶解和复性才能恢复活性 [18−20]; 最后, 由于在毒

素的 N-端融合了长达几十个氨基酸残基的多肽, 融

合区段可能影响其空间结构的正确形成, 从而不能

形成正确的空间结构, 影响其生物活性。PET30a(+)

载体表达该毒素的优点是: 该系统外源基因的产量

较高, 而且载体自身带有 His标签, 表达的融合蛋白

易于纯化, 有利于制备高质量的多克隆抗体。本研

究制备质量较高的 LqhIT2 抗血清, 为该毒素的快速

准确鉴定奠定了基础。 

毕赤酵母是一种高效的外源蛋白表达系统, 表

达产物的二硫键通常能正确配对、高级结构正确形

成[5, 20, 21]; 分泌型表达载体 pPIC9K 自身携带α-交配

因子信号肽序列, 能分泌表达外源基因[5, 20,21]。因此, 

该系统被用于蝎毒素的活性分泌表达。本研究利用

毕赤酵母表达系统, 按毕赤酵母的密码子偏好性合

成毒素基因, 在甲醇诱导下, 重组 LqhIT2 在该表达系

统中分泌表达, 甁摇 条件下, 最高表达量约为 9 mg/L。

在活性测定中, 重组 LqhIT2 饲喂蝗虫也没有表现毒

杀作用, 而注射对蝗虫具有杀虫活性。一些毒素如

AaIT, 其转基因杨树对一龄舞毒蛾幼虫有明显抗性[9], 

AaIT的转基因棉花对二龄棉铃虫具有较强的杀虫活

性[22]。吉永华等[23]认为, 虫体对毒素的敏感性与虫

体的大小呈对应关系。本研究选择了不同虫龄和体

重的蝗虫, 经饲喂都没有表现出杀虫活性(饲喂结果

未在文中显示), 说明虫体大小不是该毒素没有饲喂

活性的主要原因, 可能是不同的神经毒素对不同的

供试昆虫的毒性强弱不一样。Bishop 等[23]认为毒素

在昆虫肠道中的稳定性决定其经饲喂毒性的强弱 , 

这可能是该毒素没有饲喂活性的另一个原因。本研

究用毕赤酵母表达的 LqhIT2 具有体内注射活性, 其

二硫键应正确形成 , 但不具有体外活饲喂活性 , 说

明二硫键正确形成并不是影响体外活性的唯一因素, 

究竟还有其它什么影响还待进一步研究。本实验室

以将本研究结果为基础, 正在大量纯化毕赤酵母中

表达的 LqhIT2, 以详细分析该毒素对蝗虫、玉米螟、

稻纵卷叶螟等重要农业害虫的杀虫活性, 为更广泛

地应用该毒素提供依据。 
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