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报告内容 
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基因克隆 2 
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一、研究背景 
          南方根结线虫(Meloidogyne incognita)是危害北方地

区大棚蔬菜（黄瓜、番茄、芹菜等）的主要线虫，可以引
起巨大的产量损失 。其危害方式是线虫通过食道腺分泌
水解酶类等，通过线虫口针分泌到宿主细胞中，破坏寄主
细胞的正常代谢功能而产生病变 ，根系受害后形成瘤状
根结 。 
 
 



★目前，噻唑膦(fosthiazate)等是使用较多的有机   
磷类杀线虫剂，其作用机制是抑制线虫神经系统
传导中乙酰胆碱酯酶（Acetylcholinesterase，简
称Ache)的活性，从而使神经元间神经递质乙酰胆
碱无法分解成胆碱和乙酸，乙酰胆胆碱在突触的
积累，使神经长时间的兴奋或者抑制，线虫正常
的神经传导被破坏。 
 

★但是，目前我们发现一些地区的南方根结线虫已
对噻唑膦产生抗药性。 
 
 
 



     
           所以针对抗药性的产生，我们对南方根结线
虫乙酰胆碱酯酶进行基因克隆，从基因序列、蛋
白结构和酶活性的差异上进行研究，从分子水平
上分析抗药性产生的原因，从而达到有效防治南
方根结线虫的作用。 



二、基因克隆 
   以Acetylcholinesterase  Meloidogyne incognita为
关键词搜索UniProt数据库 

 
 
 
 



◆以未审阅的序列为模版设计引物 
◆以未审阅的序列（O96529）进行blast搜索，挑
取相似度比较高的部分审阅的和未审阅的序列，
用mega软件进行多序列比对和构建进化树  

 
 
 
 
 



系统发育树 

Neighbor-Joining tree法构建 
 



Primer premier5.0引物设计 





三、蛋白质序列分析 
                                

protparam软件预测Ache
蛋白质的理化性质 

 
◇带负电的氨基酸(Asp + Glu)

总数为77个  
◇带正电的氨基酸(Arg + Lys)

总数为69个  
◇亲水性平均系数为-0.344，

说明此蛋白质为亲水性蛋白  



TMHMM Server v. 2.0程序预测跨膜结构 

 
 
 
 
 
 
 
 
   
 红色表示跨膜区，共23个氨基酸序列，从第27个氨
基酸开始到第49个氨基酸结束 

 



Pepwheel显示程序，绘制跨膜alpha-螺旋轮 

23个氨基酸序列的螺旋轮 
 
 



protscale软件进行疏水性分析 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
氨基酸分值越低亲水性越强的规律推测蛋白疏水性 



SOPMA预测蛋白的二级结构  

 
 



SMART结构功能域的预测  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
只有一个跨膜结构域，长度为23个氨基酸 

 



四、蛋白三维结构模型构建和分析 

swiss-model进行同源模建 
   进入swiss model workspace, 提交蛋白质的序列，
根据Automated Mode同源模建找到  

 
 



Swiss-PDB Viewer进行三维结构预测 
color--------Secondary Structure 
 



Color---SecondaryStructureSuccession 

整个序列的每个二级结构用不同的颜色显示出来 
 



以后将要进行的工作 

• 利用材料克隆出敏感种群和抗性种群的基因 
• 比较抗性种群和敏感种群在基因序列差异和蛋白
序列差异 

• 比较敏感种群和抗性种群乙酰胆碱酯酶的活力和 
    对噻唑膦产生抗药性影响 
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The end,thank you! 
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