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　 　 摘要:　 为了在 Ｓｆ９ 昆虫细胞中表达猪尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶(ＵＧＴ) １Ａ１ 蛋白并对其进行功能鉴定ꎮ
首先ꎬ合成密码子优化的 ＵＧＴ １Ａ１ 基因ꎬ克隆到载体 ｐＦａｓｔＢａｃⅠ中ꎬ构建杆状病毒重组转移载体ꎬ然后导入

ＤＨ１０Ｂａｃ 中ꎬ获得重组的穿梭质粒ꎬ再转染 Ｓｆ９ 细胞得到重组杆状病毒ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法鉴定重组后 ＵＧＴ
１Ａ１ 蛋白的表达ꎻ对镍柱亲和层析纯化获得目的蛋白酶的动力学参数及其对呕吐毒素(ＤＯＮ)的代谢进行检测ꎮ 结

果表明:ｐＦａｓｔＢａｃ￣ＵＧＴ １Ａ１ 质粒被成功构建ꎬ导入感受态细胞 ＤＨ１０Ｂａｃ 中获得重组穿梭质粒 Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ １Ａ１ꎬ再转

染昆虫细胞 Ｓｆ９ 获得重组 Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ １Ａ１ 蛋白ꎬ能够与多组氨酸标签单抗发生特异性反应ꎮ 优化目的蛋白表达ꎬ
并对其体外代谢 ＤＯＮ 进行了酶学性质和动力学参数的研究ꎮ 本研究通过基因克隆、表达和代谢产物的分析等技

术手段获得具有较好的生物活性且纯化的 Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ １Ａ１ 蛋白ꎬ为揭示 ＤＯＮ 在肝脏中的代谢途径、代谢产物和

关键调控因子提供参考ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌꎻ ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｊｕｇａｔｅꎻ ｕｒｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓ ｆｅｒａｓｅ (ＵＧＴ)ꎻ ｐｏｒ￣
ｃｉｎｅ ｌｉｖｅｒ

　 　 真菌毒素是在适宜的温度、湿度环境下ꎬ由真菌

在粮食作物中产生的次级代谢产物ꎬ全球每年都因

真菌毒素污染造成农产品及其加工制品质量降低ꎬ
间接对畜禽和人类健康产生危害ꎬ每年造成的经济

损失高达数百亿美元ꎮ 联合国粮农组织统计发现ꎬ
赭曲霉毒素、 黄 曲 霉 毒 素、 呕 吐 毒 素 ( Ｄｅｏｘｙｎｉ￣
ｖａｌｅｎｏｌꎬＤＯＮ)等在农产品里检出率较高[１]ꎮ 其中

ＤＯＮ 的污染不仅范围广而且频率高ꎬ在日常生产中

危害极大ꎮ 因此ꎬ探索 ＤＯＮ 在生物机体内的转化代

谢、降解途径和控制代谢的关键因子对畜禽健康和

其加工制品的生物安全性及保护人类健康安全具有

重大意义ꎮ
ＤＯＮ 属烯醇类化合物ꎬ其化学结构式中含有多

个羟基ꎬ对细胞、肠道和肾脏等具有较强的毒性作

用[２]ꎮ 由于种属差异性ꎬ猪对 ＤＯＮ 的耐受性低[３]ꎮ
以往有研究发现ꎬＤＯＮ 在动物肠道或瘤胃中发生脱

环氧作用并代谢产生脱环氧 ＤＯＮ(ＤＯＭ１) [４]ꎮ 有研

究结果表明ꎬ由尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶

(ＵＧＴ)催化的葡萄糖醛酸结合反应ꎬ是 ＤＯＮ 在肝脏

内代谢的主要途径ꎬ代谢成为 ＤＯＮ 葡萄糖醛酸缀合

物[５]ꎮ ＤＯＮ 结构上的羟基结合葡萄糖醛酸后ꎬ亲水

性大大增强ꎬ从而使生物机体更容易代谢和排泄

ＤＯＮꎮ ＵＧＴ 基因存在多态性ꎬ已有研究发现ꎬ人肝

脏有 １９ 种 ＵＧＴ 亚型ꎬ如 ＵＧＴ １Ａ１、ＵＧＴ １Ａ３、ＵＧＴ
２Ｂ７ 和 ＵＧＴ ２Ｂ１５ 等[６]ꎬ猪有 ＵＧＴ ２Ｂ３１、ＵＧＴ ２Ｂ４、
ＵＧＴ ２Ａ１、ＵＧＴ １ＡＢ３ 等 ４ 种 ＵＧＴ 亚型ꎮ 有研究发

现ꎬ由于 ＵＧＴ 基因亚型不同ꎬ除去受生物年龄、种类

和饮食方面的影响ꎬ不同基因亚型在机体中的表达

也不同ꎬ以致于降解药物、毒素的效应也各不相

同[７]ꎮ 肝脏作为 ＤＯＮ 的主要解毒器官ꎬ在猪体内是

如何将 ＤＯＮ 代谢为葡萄糖醛酸缀合物及哪种 ＵＧＴ
酶起主要作用ꎬ还未见报道[８]ꎮ 因此ꎬ本实验室前

期通过猪原代肝脏细胞培养ꎬ攻 ＤＯＮ 毒后发现猪

ＵＧＴ １Ａ１ 表达量高ꎮ 基于此ꎬ本试验拟通过质粒构

建、Ｂａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ 重组表达系统完成猪肝脏中 ＵＧＴ １Ａ１
的克隆表达[９]ꎬ再通过超高效液相色谱￣串联质谱

(ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ) [１０￣１１]等技术分析 ＤＯＮ 的葡萄糖醛

酸代谢物来充分验证关键酶的功能ꎮ 本研究旨在探

索猪体内真菌毒素 ＤＯＮ 降解的途径ꎬ挖掘潜在的降

解酶及其功能ꎬ为后期靶向性开发 ＤＯＮ 高效脱霉

剂、保障中国畜牧业养殖安全提供基础数据和新思

路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

ＤＯＮ 标准品购自青岛普瑞邦生物工程有限公

司ꎻＰＣＲ 试剂盒、限制性内切酶和 ＤＮＡ 连接酶等购

自宝生物工程(大连)有限公司ꎻＤＭＥＭ 培养基和胰

酶等购买于赛默飞世尔科技公司ꎻ组氨酸标签(Ｈｉｓ￣
ｔａｇ)抗体购买于生工生物工程(上海)股份有限公

司ꎻ质粒提取和胶回收试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ 试剂购买于天

根生化科技有限公司ꎻｐＦａｓｔＢａｃＴＭ １ 购买于赛默飞世

尔科技公司ꎻＳｆ９ 细胞由上海市农业科学院动物传染

病预防与生物技术研究课题组提供ꎮ
本研究所用的主要仪器有:电泳凝胶成像系统ꎬ

购自上海天能生命科学有限公司ꎻ微量紫外分光光

度计ꎬ购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司ꎻ蛋
白质电泳仪、ＰＣＲ 仪、核酸检测仪和多功能荧光酶

标仪购自伯乐生命医学产品(上海)有限公司ꎻ细胞

培养箱购自赛默飞世尔科技公司ꎻ显微镜购自奥林

巴斯(中国)有限公司ꎻ漩涡振荡器购自艾卡(广州)
仪器设备有限公司ꎻ恒温混匀器和超低温冰箱购自

艾本德(上海)国际贸易有限公司ꎻ电子天平购自梅

特勒－托利多仪器(上海)有限公司等ꎮ
１.２　 引物设计和目的基因的扩增

根据 ＮＣＢＩ(美国国立生物技术信息中心)已有

猪 ＵＧＴ １Ａ１ 的基因序列ꎬ设计与合成引物ꎮ 用实验

室保存的新鲜猪原代肝细胞 ｃＤＮＡ 进行基因扩增ꎮ

３２７１贺卫华等:猪 ＵＧＴ １Ａ１ 酶基因的克隆、表达及其对呕吐毒素特异性降解的作用



上游引物: ５′￣ＣＡＴＧＴＴＧＣＴＧＧＴＧＡＡＣＣＡＧＡＧＣＣＡＣ￣
ＣＡＧＧＧＣＴＴ￣３′ꎬ设计增加 Ｂａｍ ＨⅠ的酶切位点(用
于酶切)以及包含 ＡＴＧ 的起始密码子ꎻ下游引物:
５′￣ＣＧＣＴＡＧＴＧＧＧＴＣＴＴＧＣＴＣＴＴＧＴＧＧＣＴＣＴＴＣＴ￣３′ꎬ
在终止密码子前加入连续编码 ６ 个组氨酸的序列以

及 ＨｉｎｄⅢ的酶切位点用于酶切ꎮ ＰＣＲ 的总扩增体

系为 ５０ μｌ:上下游引物各 ２ μｌꎬ２ μｌ ＤＮＡ 模板ꎬ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｐｒｉｍｅｓ ＳＴＡＲ ＨＳ 高保真酶体系 ２５ μｌꎬ最后

用 ｄｄＨ２ Ｏ 补充到 ５０ μｌꎮ 扩增程序:９４ ℃ 保持 ５
ｍｉｎꎻ９４ ℃保持 １５ ｓꎬ５６ ℃ 保持 ３５ ｓꎬ７２ ℃ 保持 １
ｍｉｎꎬ完成 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎꎮ 使用 １％凝

胶对 ＰＣＲ 产物进行电泳ꎬ并由生工生物工程(上海)
股份有限公司测序ꎬ待用ꎮ
１.３　 重组 ｐＦａｓｔＢａｃ￣ＵＧＴ １Ａ１ 质粒的构建

在 ３７ ℃条件下ꎬ用 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 及 ＨｉｎｄⅢ对目的

基因和转移载体质粒 ｐＦａｓｔＢａｃⅠ双酶切 ２ ｈꎬ产物通

过 ＤＮＡ 胶回收ꎮ 载体 ｐＦａｓｔＢａｃⅠ片段与目的基因

片段在 ＤＮＡ 连接酶作用下ꎬ４ ℃连接过夜ꎬ转化感

受态细胞 ＪＭ１０９ꎮ 采用具有氨苄抗性的 ＬＢ 固体培

养基进行筛选ꎬ挑选若干单个菌落ꎬ用特异性引物进

行 ＰＣＲ 扩增(方法同 １.２)ꎬ小量提取质粒ꎮ 对阳性

克隆提取质粒后进行 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切鉴

定、测序ꎬ检验插入位置和序列的正确性ꎬ其中完整

的被命名为 ｐＦａｓｔＢａｃ￣ＵＧＴ １Ａ１ꎮ
１.４　 重组穿梭质粒 Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ １Ａ１的构建及鉴定

按 Ｂａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ 表达系统的操作说明ꎬ用 ５ μｌ 的
ｐＦａｓｔＢａｃ￣ＵＧＴ １Ａ１ 转化感受态细胞 ＤＨ１０ Ｂａｃꎮ 在

摇床上 ３７ ℃培养 ４ ｈꎮ 将培养液倍比稀释ꎬ选取适

当的 ２ 个浓度的菌液涂布在 ＬＢ 筛选培养基[包含

质量浓度为 １０ μｇ / ｍｌ的庆大霉素、５０ μｇ / ｍｌ的卡那

霉素、７ μｇ / ｍｌ的四环素、４０ μｇ / ｍｌ的 ＩＰＴＧ(异丙基￣
β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷)和 ２００ μｇ / ｍｌ的 Ｘ￣Ｇａｌ(５￣溴￣４￣
氯￣３￣吲哚￣β￣Ｄ￣半乳糖苷)]上ꎬ３７ ℃倒置培养 ４８ ｈꎮ
挑取白色单菌落再次培养ꎬ接种到 ＬＢ 液体培养基

中ꎬ３７ ℃ 过夜ꎮ 提取重组质粒 Ｂａｃｍｉｄｓꎬ并用引物

( ＭＦ: ５′￣ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ￣３′ꎬ ＭＲ: ５′￣ＣＡＧ￣
ＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ￣３′)进行 ＰＣＲ 验证ꎮ ２０. ０ μｌ
反应体系:２×Ｔａｑ １０􀆰 ０ μｌꎬ上下游引物各 ０􀆰 ８ μｌꎬ０􀆰 ５
μｌ Ｂａｃｍｉｄｓꎬ ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ９ μｌꎮ 扩增程序: ９４ ℃保持 ５
ｍｉｎꎻ９４ ℃保持 ２０ ｓꎬ５６ ℃ 保持 １５ ｓꎬ７２ ℃ 保持 ５
ｍｉｎꎬ循环 ３０ 次ꎻ最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ 成功的重组

穿梭质粒被命名为 Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ １Ａ１ꎮ

１.５　 重组杆状病毒的获得

依据试剂盒 Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ Ⅱ Ｒｅａｇｅｎｔ 的说明书ꎬ在
Ｓｆ９ 细胞处于对数生长期时转染 Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ １Ａ１ꎬ
同时设置染毒组 Ｓｆ９ 细胞作为阴性对照ꎬ２８ ℃培养

约 ７２ ｈꎬ细胞出现明显病变时ꎬ收获 Ｐ１ 代杆状病

毒ꎬ继续传代ꎬ获得 Ｐ２ 和 Ｐ３ 代的重组杆状病毒毒

株ꎮ 提取基因组 ＤＮＡꎬ用方法 １.４ 中的引物扩增ꎬ完
成重组杆状病毒的鉴定ꎮ
１.６　 重组蛋白质的表达及鉴定

调节 Ｓｆ９ 细胞数为 １ ｍｌ １.０×１０６ꎬ将 Ｐ３ 代 Ｂａｃ￣
ｍｉｄ￣ＵＧＴ１Ａ１ 接种于其中ꎬ２８ ℃悬浮培养 ７２􀆰 ０ ｈꎬ约
８０％细胞出现病变时ꎬ收集细胞ꎮ 取培养液ꎬ低速

(３００ ｒ / ｍｉｎ)离心 １５ ｍｉｎꎬ分离上清液和细胞ꎬ收集

沉淀细胞ꎬ用含蛋白酶抑制剂的昆虫活性蛋白抽提

试剂裂解细胞ꎬ３×１０５ ｇ 离心后ꎬ用镍亲和层析柱进

一步纯化蛋白质ꎮ 先进行蛋白质电泳ꎬ转染 ＰＶＤＦ
(聚偏二氟乙烯)膜ꎬ用含量为 ５％的脱脂奶粉封闭

１􀆰 ０ ｈꎬ一抗用鼠抗 Ｈｉｓ (１ ∶ ２ ５００ꎬ稀释度)４ ℃孵育

过夜ꎬ二抗为羊抗鼠抗体(１ ∶ ２ ５００ꎬ稀释度)室温培

养 １􀆰 ５ ｈꎬ用 ＤＡＢ(二氨基联苯胺)试剂盒显色ꎬ检测

表达蛋白质的准确性ꎮ
１.７　 重组酶动力学参数测定及对 ＤＯＮ 的降解分析

１.７.１　 重组酶动力学参数测定 　 精密量取不同浓

度的 ＤＯＮ 溶液加入到最佳酶浓度的重组酶蛋白稀

释液中ꎬ选定最大激发波长 ４１０ ｎｍꎬ在酶标仪上对

空白 Ｓｆ９ 蛋白液和含 ＤＯＮ 的 Ｓｆ９ 蛋白液中的孵育液

进行扫描ꎮ 其中底物浓度分别为 ２ μｍｏｌ / Ｌ、 ５
μｍｏｌ / Ｌ、 １０ μｍｏｌ / Ｌ、 ２０ μｍｏｌ / Ｌ、 ５０ μｍｏｌ / Ｌ、 １００
μｍｏｌ / Ｌ、２００ μｍｏｌ / Ｌꎬ重组酶质量浓度为 １ ｇ / Ｌꎬ３７
℃预孵育 ５ ｍｉｎꎬ加入启动剂 ＮＡＤＰ / ＮＡＤＰＨ(还原型

辅酶Ⅰ/还原型辅酶Ⅱ)反应ꎬ２４ ｈ 后加 ４００ μｌ 含一

定量内标 ＤＯＮ 的乙酸乙酯液终止反应ꎬ涡旋 ９０ ｓ
混匀ꎬ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ去除上清液后用氮气

吹干ꎻ样品用 １００ μｌ 流动相复溶ꎬ涡旋 ９０ ｓ 混匀后

１３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清液 ２０ μｌ 进行超高

效液相色谱￣串联质谱分析ꎬ测定底物 ＤＯＮ 的剩余

量和 ＤＯＮ￣３￣Ｇｌｕ 的生成量ꎬ每个底物浓度做 ３ 管平

行试验ꎮ 按 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ Ｂｕｒｋ 双倒数作图法求得 Ｋｍ

(酶在达到最大反应速度一半时的底物浓度)和 Ｖｍａｘ

(酶的最大反应速度)ꎬ并根据公式计算清除率

(ＣＬｉｎｔ): ＣＬｉｎｔ ＝Ｖｍａｘ / Ｋｍ×１００％ꎮ
１.７. ２ 　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 方 法 检 测 培 养 液 中 ＤＯＮ 和
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ＤＯＮ￣３￣ＧｌｃＡ　 提取方法:ＤＯＮ 染毒培养 Ｓｆ９ 细胞

２４ ｈ 后ꎬ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心收集 １􀆰 ０ ｍｌ 上清液于 １􀆰 ５
ｍｌ 离心管ꎬ取 ４００ μｌ 的上清液加入 １.２ ｍｌ 的甲醇

溶液ꎬ漩涡 ３０ ｓ 加速溶解ꎬ冰浴超声 ４０ ｍｉｎ 后ꎬ
１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ置于冻干机中ꎮ
加 ６０ μｌ １％甲酸水溶液复溶ꎬ再次于 ４ ℃、１２ ０００
ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 取上清液ꎬ用 ０.２２ μｍ 膜过滤ꎬ待
上机分析ꎮ

色谱条件ꎮ ( １) 色谱柱: ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ￣Ｃ１８ 柱

(１００.０ ｍｍ×３􀆰 ０ ｍｍꎬ２􀆰 ５ μｍ)ꎮ (２)流动相:Ａ 相为

甲醇ꎬＢ 相为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ乙酸铵溶液ꎮ (３)梯度洗脱

程序:０~ １􀆰 ０ ｍｉｎꎬ１０％ Ａꎻ１.０~ ６􀆰 ５ ｍｉｎꎬ１０％~ ９０％
Ａꎻ６.５~ ６􀆰 ７ ｍｉｎꎬ９０％~ １０％ Ａꎻ６.７~ ８􀆰 ０ ｍｉｎꎬ１０％
Ａꎻ再保持平衡 ２􀆰 ０ ｍｉｎꎬ总运行时间为 １０􀆰 ０ ｍｉｎꎬ流
速 ０􀆰 ４ ｍｌ / ｍｉｎꎻ进样量 ３ μｌꎻ柱温 ４０ ℃ [１]ꎮ

质谱条件:采用电喷雾电离 (Ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｓｐｒａｙ ｉｏｎ￣
ｉｚａｔｉｏｎꎬＥＳＩ)正负离子模式同时扫描ꎻ正负离子喷雾

电压:５ ５００ Ｖ 和４ ５００ Ｖꎻ去簇电压 ９６ Ｖꎻ射入电压

８ Ｖꎻ射出电压 １２ Ｖꎻ雾化温度:５００􀆰 ０ ℃ꎻ雾化和辅

助气均选用高纯空气ꎬ其中雾化气为１０ ３４２.１４ Ｐａꎬ
辅助 气 为 １７ ２３６.８９ Ｐａꎻ 碰 撞 气 为 高 纯 氮 气:
５５ １５８.０６ Ｐａꎻ喷雾电压气帘气:２.４１×１０５ Ｐａꎻ通过多

反应监测(Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇꎬＭＲＭ)模式对

目标化合物进行峰值积分和数据分析[１１]ꎮ 表 １ 为 ２
种毒素的质谱参数ꎮ

表 １　 呕吐毒素和呕吐毒素￣３￣葡萄糖苷的质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ ａｎｄ ｄｅ￣
ｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ￣３￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

真菌毒素　 母离子质
荷比(ｍ / ｚ)

子离子质
荷比(ｍ / ｚ)

保留时间
(ｍｉｎ)

碰撞电压
(ｅＶ)

ＤＯＮ ２９７ ２０３∗ / １７５ ３.７０ ２８ / ２８

ＤＯＮ￣３￣ＧｌｃＡ ４７１ １７５∗ / ２６５ ２.６６ －４０ / －３６
∗为定量离子ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 猪 ＵＧＴ １Ａ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增及测序

经 １％琼脂糖凝胶电泳后观察 ＰＣＲ 扩增产物ꎬ
在约１ ６７７ ｂｐ 左右的位置出现 １ 条与猪肝脏 ＵＧＴ
１Ａ１ 片段预期大小一致的条带(图 １)ꎮ
２.２　 ｐＦａｓｔＢａｃ￣ＵＧＴ １Ａ１ 的鉴定

经 ＰＣＲ 分析和电泳鉴定ꎬ检测出长约１ ６７７ ｂｐ

图 １　 猪尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶 １Ａ１ 基因片段的 ＰＣＲ 扩

增结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ
ｕｒｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓ ｆｅｒａｓｅ １Ａ１

的 １ 条特异性条带ꎻ经内切酶 Ｂａｍ Ｈ Ⅰ、ＨｉｎｄⅢ双

酶切后ꎬ电泳结果呈现 ２ 条带ꎬ其中 １ 条为载体ꎬ约
５ ２００ ｂｐꎬ另外 １ 条为目的条带ꎬ约１ ６７７ ｂｐꎬ与预期

结果一致ꎮ 结果(图 ２)表明ꎬ目标基因的序列正确ꎬ
成功构建了 ｐＦａｓｔＢａｃ￣ＵＧＴ １Ａ１ 的重组质粒ꎮ

１:目的条带 ＰＣＲ 产物ꎻ２:ｐＦａｓｔＢａｃ ＵＧＴ １Ａ１ 双酶切(Ｂａｍ Ｈ Ⅰ和

ＨｉｎｄⅢ)ꎻ３:ｐＦａｓｔＢａｃ ＵＧＴ１Ａ１ 质粒单酶切线性化ꎻＭＫ:ＤＬ ２ ０００ꎮ
图 ２　 ｐＦａｓｔＢａｃ￣ＵＧＴ １Ａ１ 的鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＦａｓｔＢａｃ￣ＵＧＴ １Ａ１

２.３　 重组穿梭质粒 Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ １Ａ１ 的鉴定

图 ３ 显示ꎬ采用方法 １.４ 的引物ꎬ以 Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ
１Ａ１ 的 ＤＮＡ 为模板完成 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增结果与预

测的结果一致ꎬ在大约４ ０００ ｂｐ 的地方呈现 １ 条特

异性的 ＤＮＡ 片段ꎮ
２.４　 蛋白质表达结果的检测

感染 Ｓｆ９ 细胞 ７２ ｈ 后ꎬ收集上清液ꎬ浓缩ꎬ用镍

亲和层析柱进行纯化ꎬ完成蛋白质电泳十二烷基硫

酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)(图 ４)ꎮ 转

膜后进行抗体反应ꎬ在６２ ２００处出现 １ 特异性条带

(图 ５)ꎬ与预测大小一致ꎮ 并且 ＵＧＴ １Ａ１ 蛋白主要

在 Ｓｆ９ 昆虫细胞内表达ꎮ
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１~５:ＰＣＲ 产物ꎻＭＫ:ＤＬ５０００ ｐｌｕｓ ＤＮＡ 标记ꎮ
图 ３　 重组杆状病毒 Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ １Ａ１ 的鉴定

Ｆｉｇ.３ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ Ｂａｃｍｉｄ￣ＵＧＴ
１Ａ１

Ａ:上清液ꎻＢ:细胞裂解上清液ꎻＣ:细胞沉淀ꎻＭＫ:蛋白质标记ꎮ
图 ４　 十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

Ｆｉｇ.４　 Ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ￣ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ￣
ｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２.５　 ＵＧＴ １Ａ１ 重组酶动力学参数分析

ＵＧＴ １Ａ１ 重组酶动力学参数采用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣
Ｂｕｒｋ 法作图ꎮ 结果(图 ６)表明ꎬ不同 ＤＯＮ 浓度培养

条件下ꎬ Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ 曲线呈良好的线性关系

(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９)ꎬ说明试验条件下 ＵＧＴ １Ａ１ 重组酶对

ＤＯＮ 的代谢反应符合米氏方程ꎮ 推算分别得到

ＵＧＴ １Ａ１ 酶对 ＤＯＮ 的 Ｋｍ ＝ (２.７１± ０􀆰 ２９) μｍｏｌ / Ｌꎬ
Ｖｍａｘ ＝(０.３５９ ５±０.００６ ４) μｍｏｌ / (ｍｉｎ􀅰ｍｇ) ꎬＣＬｉｎｔ ＝
０.１３２ ７ Ｌ / (ｍｉｎ􀅰ｍｇ)ꎮ
２.６　 ＤＯＮ 和 ＤＯＮ￣３￣ＧｌｃＡ 的 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 分析结

果

　 　 图 ７ 为 ＤＯＮ 经 ＵＧＴ １Ａ１ 培养液代谢后的 ＭＲＭ
图谱ꎬ可见 ＤＯＮ 和 ＤＯＮ￣３￣ＧｌｃＡ ２ 种物质色谱峰形

较好且响应强度高ꎮ 推测 ＤＯＮ 在 ＵＧＴ １Ａ１ 的作用

Ａ:上清液ꎻＢ:细胞裂解上清液ꎻＣ:细胞沉淀ꎻＭＫ:蛋白质标记ꎻ
Ｃｔｒｌ＋:组氨酸抗体 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 阳性对照ꎮ
图 ５　 重组 ＵＧＴ １Ａ１ 蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＵＧＴ １Ａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

下可代谢为 ＤＯＮ￣３￣ＧｌｃＡꎬ降解率为 ４５％ꎮ

３　 讨 论

ＵＧＴ 是在内质网膜和核膜上催化Ⅱ相代谢途

径ꎬ是真菌毒素葡萄糖醛酸结合反应的超家族基因ꎮ
ＵＧＴ １Ａ 和 ＵＧＴ ２Ｂ 亚家族的成员在终止生物作用

和亲脂性药物的消除方面起着关键作用ꎮ 这些酶主

要催化源自辅因子尿苷二磷酸(ＵＤＰ)￣葡萄糖醛酸

的葡萄糖醛酸ꎬ同样ꎬ也可以催化具有共价连接的合

适受体官能团的底物ꎬ这个过程被称为葡萄糖醛酸

化[１２]ꎮ 体内一般脂溶性物质的代谢主要通过这一

反应ꎬ如内源性物质、胆红素、类固醇等的降解过

程[１３￣１６]ꎮ 前期研究发现 ＤＯＮ 主要在肝脏中被 ＵＧＴ
催化ꎬ通过Ⅱ相代谢途径发生葡萄糖醛酸结合反应

而被迅速排出体外ꎬ降低其毒性作用ꎮ 而 ＵＧＴ 基因

家族有多个亚型ꎬ在猪体内主要发现的 ＵＧＴ 亚型包

括 ＵＧＴ ２Ｂ３１、ＵＧＴ ２Ｂ４、ＵＧＴ ２Ａ１、ＵＧＴ １ＡＢ３ ４ 种ꎬ这
些亚型基因在真菌毒素体内代谢中的作用、解毒效

应和代谢途径各不相同ꎮ 本研究在前期工作基础上

探索催化 ＤＯＮ 在猪肝细胞中发生葡萄糖醛酸化的

ＵＧＴ １Ａ１ 关键亚型基因ꎮ
目前重组构建技术可以使对体外培养试验中基

因变化的观察更为直观ꎬＢａｃ￣ｔｏ￣Ｂａｃ 表达系统和传

统的同源重组相比可以更快速地产生重组杆状病毒

和同时进行大量重组目的蛋白鉴别ꎬ该表达系统主

要包括合适的 ｐＦａｓｔＢａｃ 菌体和 ＤＨ１０Ｂａｃ 感受态细
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ＤＯＮ:呕吐霉素ꎮ Ａ:代谢速率与底物浓度的关系ꎻＢ:ＵＧＴ １Ａ１ 重组酶代谢 ＤＯＮ 的 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ 曲线ꎮ
图 ６　 ＵＧＴ １Ａ１ 重组酶代谢 ＤＯＮ 的酶动力学

Ｆｉｇ.６　 Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｂｙ ＵＧＴ １Ａ１ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ

ＤＯＮ:呕吐霉素ꎻＤＯＮ￣３￣ＧｌｃＡ:ＤＯＮ￣葡萄糖醛酸ꎮ Ａ:ＤＯＮ 代谢前的 ＭＲＭ 图谱ꎻＢ:代谢后 ＤＯＮ 和 ＤＯＮ￣３￣ＧｌｃＡ 的质谱多反应监测图谱ꎮ
图 ７　 ＤＯＮ 和 ＤＯＮ￣３￣ＧｌｃＡ 经 ＵＧＴ １Ａ１ 代谢后的质谱多反应监测图谱

Ｆｉｇ.７　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ ａｎｄ ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ￣３￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ａｆｔｅｒ ＵＧＴ １Ａ１ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

胞及 １ 个可以控制表达的质粒ꎬ通过感染细胞能形

成重组杆状病毒[１７]ꎮ ｐＦａｓｔｂａｃ １ 的特点是表达水平

高、启动子部位富含 ＡｃＭＮＰＶ 聚乙烯(ＰＨ)ꎬ可用于

简单的大量克隆[１８]ꎮ 为探索猪体内Ⅱ相代谢途径

发生葡萄糖醛酸结合反应的关键 ＵＧＴ １Ａ１ 酶基因ꎬ
本研究通过合成 ＵＧＴ １Ａ１ 基因ꎬ将目的基因克隆至

ｐＦａｓｔｂａｃ １ 杆状病毒载体上ꎬ然后转化 ｐＦａｓｔｂａｃ￣ＵＧＴ
１Ａ１ 质粒至 ＤＨ１０ｂａｃ 感受态ꎬ制备 Ｂａｃｍｉｄ(杆粒)ꎬ
Ｓｆ９ 细胞被 Ｂａｃｍｉｄ 转染后得到子代的病毒可获得大

批量目的蛋白ꎬＡｎｔｉ￣Ｈｉｓ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测和放大转

染、表达检测的结果一致ꎬ显示获得的蛋白质中

ＵＧＴ １Ａ１ 基因表达ꎮ 通过 ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 分析 ＤＯＮ
代谢产物发现ꎬＤＯＮ 在猪肝细胞中通过 ＵＧＴ １Ａ１ 酶

的催化作用代谢为 ＤＯＮ￣３￣葡萄糖醛酸ꎬ提示猪肝细

胞中 ＤＯＮ 葡萄糖醛酸反应关键 ＵＧＴ 酶基因 ＵＧＴ
１Ａ１ 具有重要作用ꎮ

由于真菌毒素污染在畜禽日常生产中难以避免

和降解ꎬ研究促进真菌毒素在机体内更快消除代谢

的关键因子和调节机制具有重大意义ꎮ 本研究发

现ꎬＤＯＮ 在猪肝细胞中通过Ⅱ相代谢途径发生葡萄

糖醛酸结合反应的关键 ＵＧＴ 酶基因是 ＵＧＴ １Ａ１ꎬ后
续或许可能通过对 ＵＧＴ １Ａ１ 基因结构进行突变诱

导等处理ꎬ提高毒素转化代谢及降解效率ꎬ为后期饲

料中 ＤＯＮ 脱毒剂开发研究和畜禽制品食品安全监

督等提供参考ꎮ
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