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摘要：细胞色素 L*0( MNL)O3被推测与棉铃虫 -.)+"’/.01$ $0(+*.0$对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性有关，但至今尚无
234)53参与杀虫剂代谢方面的直接证据。为揭示 MNL)O3的代谢功能，作者以棉铃虫幼虫基因组 !/@ 为模板，以
234)53基因设计特异性引物，扩增出包含 2’5 %F内含子的 234)53基因。用反向 LMI的方法消除内含子，获得包
含完整的 234)53基因的开放阅读框。将 234)53基因与 FP@Q1#’R载体连接，并转化 % > "’)+ SO5细胞，在 -LST诱
导下，MNL)O3能与载体基因编码的麦芽糖结合蛋白（POL）在大肠杆菌中融合表达，表达产物经直链淀粉（7$U9<E"）
柱亲和层析分离洗脱后，得到 .!.1L@T6电泳纯的融合蛋白。
关键词：棉铃虫；细胞色素 L*0(；MNL)O3；基因克隆；融合表达
中图分类号：V+)0K+ 文献标识码：@ 文章编号：(*0*1)’+)（’(()）()1(+**1()

’()*+*, -*. /01+)* 2345211+)* )/ !"#%$& ,2*2 /5)6 %&’()*+&,-. .,/(0&,.
P@ M781R875，’，Q- P"85，V-W R8?X1YA85，!，Y6 Z"?X1V8?5，Q-W YA81R87’（5K .B7B" ["U Q7%<&7B<&U <D
-?B"X&7B"G P7?7X"$"?B <D L"EB -?E"#BE 7?G I<G"?BE，-?EB8BAB" <D \<<9<XU，MC8?"E" @#7G"$U <D .#8"?#"E，
O"8]8?X 5(((4(，MC8?7；’K -?EB8BAB" <D L"EB8#8G"，/<&BC^"EB .#81S"#C W?8J"&E8BU <D @X&8#A9BA&79 7?G Z<&"EB&U，
N7?X98?X，.C77?:8 35’5((，MC8?7）
78195-:9：@9BC<AXC 8B C7E %""? EAXX"EB"G BC7B MNL)O3 8? BC" #<BB<? %<99^<&$，-.)+"’/.01$ $0(+*.0$，8E
F&<%7%9U &"EF<?E8%9" D<& &"E8EB7?#" B< FU&"BC&<8GE，BC"&" 8E ?< G8&"#B "J8G"?#" EC<^8?X BC7B 234)53 8E 8?J<9J"G
8? BC" $"B7%<98E$ <D FU&"BC&<8G F"EB8#8G"E > S< ":F9<&" BC" DA?#B8<? <D 234)53 X"?"，̂ " 7BB"$FB"G B< F&<GA#"
MNL)O3 "?=U$" BC&<AXC C"B"&<9<X<AE ":F&"EE8<? <D BC" 234)53 X"?"> SC" <F"? &"7G8?X D&7$" <D 234)53
X"?" ^7E 8E<97B"G %U LMI ^8BC X"?<$8# !/@ 7E BC" B"$F97B" 7?G AE8?X 7 F78& <D 234)53 X"?"1EF"#8D8#
F&8$"&E，D<99<^"G %U &"J"&E" LMI 78$8?X 7B G"9"B8?X BC" 8?B&<? E"HA"?#" <D 2’5 %F> @ DAE8<? F97E$8G
（234)531FP@Q）^7E #<?EB&A#B"G %U 8?E"&B8?X BC" 234)53 X"?" 8?B< BC" 5$(Y!1,$)! &"EB&8#B8<? E8B"E <D
FP@Q1#’R J"#B<& > 234)531FP@Q F97E$8G ^7E B&7?ED<&$"G 8?B< % > "’)+ SO5K @ DAE8<? F&<B"8?（MNL)O3
DAE"G ^8BC $79B<E" %8?G8?X F&<B"8?）̂ 7E ":F&"EE"G 7DB"& 8?GA#B8<? %U -LST> .!.1L@T6 FA&" DAE8<? F&<B"8? ^7E
8E<97B"G ^8BC 7? 7$U9<E" #<9A$?>
;2< =)5.1：-.)+"’/.01$ $0(+*.0$；#UB<#C&<$" L*0(；MNL)O3；X"?" #9<?8?X；DAE8<? ":F&"EE8<?

细胞色素 L*0(是生物体中的一类重要的代谢
酶类，在昆虫中不仅参与激素和脂肪酸等具重要生

理功能的物质的代谢，还对杀虫剂和植物次生物质

具有降解作用，由细胞色素 L*0(介导的杀虫剂代谢
作用的增强被证明是昆虫产生抗药性的主要而普遍

的机制（.#<BB，5+++），抗性相关的细胞色素 L*0( 的
结构功能与调控是抗药性研究的一个主题。

棉铃虫 -.)+"’/.01$ $0(+*.0$ 是重要的经济害虫，

它对许多不同类型的杀虫剂产生了不同程度的抗药

性（_A 7?G T<A，’((0），由此带来的棉铃虫防治工作
的失败造成了重大的经济损失，因此开展棉铃虫抗

性机制的研究具有重要意义。许多学者用实验证

明，棉铃虫对除虫菊酯抗药性与细胞色素 L*0(有关
（N7?X .# $) >，’((*；N7?X .# $) >，’((0）。由于昆虫中
存在许多不同的细胞色素 L*0(（Z"U"&"8E"?，5+++），
预计棉铃虫的 L*0( 种类不下 4(
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种，要确证抗性相



关的细胞色素 !"#$，首先需要区分不同的细胞色素
!"#$并鉴定其功能。认定 !"#$ 导致抗性，需要满
足 %个标准：一是该 !"#$在抗性昆虫中超量表达，
二是该 !"#$ 具有代谢某杀虫剂的作用（&’())，
*+++）。细胞色素 !"#$是膜结合蛋白，且不稳定，用
蛋白分离纯化的方法从昆虫中直接分离纯化 !"#$
蛋白并重组有活性的酶系来鉴定其功能具有相当的

难度（郑明奇等，%$$#），因此，现在常采用的有效方
法是先分离克隆细胞色素 !"#$基因，然后通过基因
的异体表达方法来获得编码蛋白。有关棉铃虫细胞

色素 !"#$基因的克隆工作国内外有所开展（,-./
-.0 1(223，*++#；!4))5.064/7 !" #$ 8，*++9；:-.-34./75
-.0 1(223，*++;；艾颖等，%$$"-，%$$"2 ），在 <5.=-.>
登录的全长基因数也在不断增加，遗憾的是，至今还

没有一种 !"#$的功能得到鉴定，也就无法确证是何
种或哪些 !"#$在棉铃虫的抗药性中发挥作用。

%&’?(9基因是 :-.-34./75 和 1(223（*++;）首
先从棉铃虫中克隆的细胞色素 !"#$基因，也是目前
研究最多的棉铃虫的细胞色素 !"#$。用棉铃虫田
间抗性种群（抗拟除虫菊酯）和敏感种群的比较研究

发现，%&’?(9 不但在抗性种群中超量表达，而且
%&’?(9的超量表达与棉铃虫的抗性性状相连锁
（:-.-34./75 !" #$ 8，*+++）。%&’?(9 的表达不仅能
被氯菊酯等拟除虫菊酯类杀虫剂所诱导，还能被可

诱导棉铃虫对氯菊酯和氰戊菊酯产生抗性（诱导抗

性）的单萜类化合物所诱导（:-.-34./75 -.0 1(223，
*+++），据此推测 %&’?(9可能代谢拟除虫菊酯或与
棉铃虫对拟除虫菊酯产生抗性有关。虽然以往的工

作证明了 %&’?(9 在抗性昆虫中超量表达，但确定
%&’?(9是否与棉铃虫对拟除虫菊酯的抗性相关还
需证明该基因产物具有代谢拟除虫菊酯的功能。基

因的异体表达为研究者获得研究功能所需的蛋白材

料提供了一条有效的途径。在本研究中，我们试图

建立该基因的原核表达体系，以获得 @A!?=9蛋白，
为分析其功能及评价其在棉铃虫抗药性中的作用打

下基础。

! 材料与方法

!"! 试虫和试剂
棉铃虫为本实验室饲养，饲养温度（%# B *）C，

光周期 *"DE*$F，选取 ?龄第 G天的幼虫用于实验。
H’’533 IJ4’> KL:KM!@:试剂盒、,4N-60 !@: FOH

纯化试剂盒、P<QLMK Q-3R载体，琼脂糖均为 !6(S5/-

公司产品，PTJ FOH 聚合酶为 K-U-:- 公司产品，
PLHDM’%V、 ) 8 *+$, K=* 为 O5W Q./X-.0 =4(X-23
（OQ=）公司产品。FOH胶回收试剂盒为 K4-./5.公
司产品。

!"# 方法
!"#"! 棉铃虫中肠组织 FOH的提取：取棉铃虫中
肠组织用预冷的玻璃匀浆器研碎，每 *$$ S/组织用
*Y% SD 消化缓冲液（*$$ S(XZD O-@X，%# SS(XZD
QFKH，$Y* S/ZSD 蛋白酶 U，*$ SS(XZD K643M1@X P1
;Y$，$Y#[ &F&）悬浮，样品在 #$C振荡下温育 *% \
*; 7后用等体积的酚Z氯仿Z异戊醇抽提样品，* 9$$
] /离心 *$ S4.，加入 *Z%体积 9Y# S(XZD乙酸铵和 %
倍体积 *$$[ 乙醇，* 9$$ ] /离心 % S4.，用 9$[ 乙
醇洗涤，晾干，沉淀用 KQ缓冲液重新溶解，调整到
终浓度约为 * S/ZSD。
!"#"# %&’?(9基因的 !@:扩增：!@:引物根据已
报道的棉铃虫 %&’?(9的 ’FOH序列（H^$G*"?;）设
计。上游引物序列：#_M@<<<HK@@HK<K<<<K@KK
HKHK@KH@@<MG_（下划线部分为(#-1!酶切位点），
下 游 引 物 序 列： #_M<@<K@<H@KKHH<HKH@
HHK@KK@@KH<<MG_（下划线部分为.#$!酶切位点）。
体系组成为 #"D *$ ] !@: 缓冲液、""D *$ SS(XZD
0OK!3、*"D FOH模板。取 *$"S(XZD上游引物和下
游引物各 %"D和 %Y#单位的 K-‘ FOH 聚合酶，最后
用双蒸水补足至 #$"D。!@:反应条件：+"C变性 #
S4.后，+"C * S4.，##C * S4.，9%C * S4.，完成 G$
个扩增循环，最后于 9%C延伸 # S4.，冷却至 "C保
存备用。取 %$"D !@:产物，通过 *Y$[ 琼脂糖凝
胶电泳鉴定 !@:结果。
!"#"$ 目的条带的回收、亚克隆与测序：胶纯化
!@:产物，用试剂盒回收相应的目的条带。回收产
物与载体 P<QLMK Q-3R 连接，"C连接过夜，连接产
物转化感受态 ) 8 *+$, Ka!*$，铺平板，进行蓝Z白斑
筛选，挑取白色的阳性菌落，于 D=液体培养基 G9C
G$$ 6ZS4. 摇菌过夜，并取 * SD 进行质粒提取和酶
切，以鉴定重组子，将阳性重组子进行测序（由上海

博亚公司完成）。

!"#"% 反向 !@:：反向 !@: 引物根据已克隆的
%&’?(9的内含子序列进行设计，上游引物：#_M
<H@HHH<<HHKK<@HKH<<KMG_，下 游 引 物： #_M
K<HH< K@K<@@HHH@@<@HKMG_。先将合成的内含子
两端引物进行 #_端磷酸化，G_端去磷酸化，所用酶为
K" P(XR.J’X5()405 >4.-35（K" !OU），反应体系为：%Y#

"D上下游引物（*$"S(XZD），*"D K" !OU *$ ] 缓冲
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液，!!" 的 #$ %%&’(" )*+，#!" *, +-.（/ 0 #$ 1(

!"），无核酸酶的无菌水 #!"，234保温 #$ %56，然
后在 7$4煮沸 ! %56以灭活 *, +-.，轻微离心后，保
存于 8 !$4。
以 #9!92 节获得的包含有 !"#:$3的质粒为模

板进行反向 +;<扩增，扩增体系包括模板 $9/!"；
磷酸化引物 !!"；#$ = +;< >?@@AB /!"；!9/ %%&’("
C-*+D ,!"；CCE!F 239/!"；G@? H-) 聚合酶 #!"。

7,4变性 2 %56，2$ 个循环（7,4，# %56；,/4，#
%56；3!4，! %56）反应，再在 3!4 延伸 #$ %56，反应
混合物保存于 ,4。
!"#"$ 反向 +;<产物的克隆与鉴定：将反向 +;<
的产物进行回收，连接，转化后进行蓝白斑筛选，提

取质粒进行酶切鉴定，将酶切鉴定后的阳性克隆进

行序列分析。

!"#"% !"#:$3IGJ)" 重组质粒的构建：用 $%&E"
和 ’%(" 双酶切包含正确序列的 !"#:$3的 +;<产
物以及 GJ)"IK!L 质粒，将双酶切的表达载体
GJ)"IK!L和 !"#:$3 进行胶纯化回收，然后用 *,
连接酶 ,4连接过夜，再转化至感受态的 ) M *+(,
*N#细胞，涂平板，挑取白色单菌落，"N液体培养基
234 !/$ B(%56 摇床培养，提取重组质粒，采用
$%&E"和 ’%("双酶切鉴定，再对阳性克隆进行测
序，以验证插入片段是否正确。

!"#"& 重组质粒的原核表达：将鉴定正确的阳性
克隆，划线纯化 234平板培养，从平板上挑取单菌
落接种于 #$ %" ") 培养基（#$$ %"：# O 胰化蛋白
胨，$9/ O 酵母提取物，$9/ O 氯化钠，$9! O 葡萄糖，
##/4 高压灭菌 2$ %56后待溶液冷却至约 //4时加
入氨苄青霉素至终浓度为 #$$!O(%"），234培养过
夜。次日，将过夜培养物以 # P #$$的比例转接于 /$
%"新鲜的 ") 培养基中，234培养至菌液 FH:$$ Q
$9/2/时，加入 R+*S 至终浓度 $92 %%&’("，然后在
2$4继续培养 , T，随后离心菌液（,4，: $$$ B(%56，:
%56），收集菌体，将菌体于 8 !$4冻存备用。
!"#"’ 融合蛋白的纯化：将冻存的菌体（/$ %"）于
室温融化后，加入 #$ %"过柱缓冲液（!$ %%&’(" *B5DI
E;’，GE 39,，!$$ %%&’(" -U;’，! %%&’(" VH*)）悬
浮菌体。在冰水浴上进行超声波破碎细胞（脉冲为

#$ D，隔 #$ D，共 :次），然后离心（,4，#! $$$ B(%56，
2$ %56），收集上清液。将在 ,4存放的 U%W’&DA 层析
柱用 #!倍柱床体积的水清洗，然后用 7倍柱床体积
的过柱缓冲液平衡；将 #$ %"上清蛋白样品液加入
到柱床内，流速控制为 # %"(%56（每次上 ! %"，共 /

次）；用 #!倍柱床体积（共 !, %"）的过柱缓冲液淋洗
未结合的蛋白，每次用 : %"，共 ,次；用 2倍柱床体
积洗脱缓冲液洗脱与 U%W’&DA树脂结合的 JN+融合
蛋白；收集洗脱样品液每管 # %"；XHXI+)SV（,Y浓
缩胶，ZY分离胶）检测洗脱样品。

# 结果与分析

#"! 棉铃虫细胞色素 ()$* !"#%$&基因的克隆
以棉铃虫中肠组织提取的 H-) 为模板，用

!"#:$3 基因特异性引物进行 +;<扩增，扩增产物
在 #9$Y 琼脂糖胶上有一大小在 # /$$ 0 ! $$$ >G间
的特异条带（图 #）。

图 # +;<扩增产物电泳图谱
[5OM # +;< GB&C?K\ 56 #Y UOUB&DA OA’

J：H-)梯度 H-) ’UCCAB；#：+;<产物 +;< GB&C?K\；!：阴性对照

-AOU\5]A K&6\B&’ M

对以上 +;<产物进行测序分析（)^/72Z3#），并
与 SA6NU6_ 收录的棉铃虫 !"#:$3 基因序列
（)[$2#,:Z）进行比较（图 !），可以看到，基因组 H-)
的扩增产物为含有一个长度为 2!# >G 的内含子的
!"#:$3基因。
#"# 基因组 !"#%$&基因内含子的消除
由于以基因组 H-)为模板对 !"#:$3 进行扩

增的产物除包含 !"#:$3的编码序列外，还含有一
个内含子，为了对该基因进行功能表达，要得到其开

放读框，所以需要将内含子消除。我们采用反向

+;<的方法，以 #对磷酸化引物和含 !"#:$3 的质
粒为模板，以高保真的平末端的 G@? H-)聚合酶进
行反向 +;<扩增。
将目的片段进行回收、与载体连接、转化后，涂

平板，经 LIOU’ 筛选蓝白菌落。阳性克隆进行序列
测定，测序结果显示，获得的克隆已消除了内含子。

推导的氨基酸序列与参考的 !"#:$3（)[$2#,:Z）进

:,7 昆虫学报 -*.% )/.+&+(+0,*% ’,/,*% ,7卷



图 ! 克隆的片段（"#$%&’()，上行）与 !"#*$(（"+,&)-*’，下行）的核苷酸序列比对分析
+./0 ! "1./23425 67 584 /4263.9 :;" <=> ?@6AB95（"#$%&’()，56? 1.24）C.58 !"#*$( 9:;"（ "+,&)-*’，D65563 1.24）

“ E”表示上下两序列碱基相同 FA425.9G1 DGH4 .2 D658 H4IB4294H；“ J”表示碱基缺失 K.586B5 DGH40
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行比较（图 !），在 "#$个氨基酸残基中存在 $个氨基
酸替换（%&’(，)’*+，%’’,和 -$’&.），序列相似性
为 //0；与 1234536中 %7$/*$8’序列存在 8个氨基
酸替换（9!"":和 ;<’#.），说明本研究克隆得到的
基因是棉铃虫 !"#&$*（=+#!<$&’）的等位基因。
!"# !"#$$%&’()的融合表达与纯化

>;=)?@8A载体本身包含编码麦芽糖结合蛋白
基因（B5CDEF2?GH3IH3J >KED2H3，;4L），分子量为 $8M$
6%，目标基因可以插入到载体中，与 ;4L蛋白融合
表达。N%N?L=1O结果显示，用棉铃虫 !"#&$*基因

（编码分子量为 "’M<’< 6% 的蛋白）与表达载体
>;=)?@8A构建的重组体可在大肠杆菌 .4<中表达，
当 -L.1为 #M! BBECP)，!#Q培养 $ R 时，融合基因
得到诱导表达（图 $）。融合蛋白是破碎细胞的离心
上清液中的主要成分，离心沉淀中也检测有相同位

置的条带（<## 6%）。融合蛋白能与 5BSCEF2柱结合，
用含麦芽糖的洗脱缓冲液洗脱融合蛋白，’0 N%N?
L=1O分析发现得到单一条带的融合蛋白，融合蛋
白主要出现于 < T <M"柱床体积（本实验的柱床体积
为 8 B)）的洗脱样品中。

图 ! 克隆的 !"#&$*与 1234536中的 !"#&$*的氨基酸序列比对分析
+HJU ! =CHJ3B23D EV DR2 >WD5DHX2 5BH3E 5@HI F2YW23@2F 23@EI2I GS DR2 @CE32I J232 H3 DRHF FDWIS（DE> CH32）53I !"#&$*（=+#!<$&’，GEDDEB CH32）

图 $ ’0 N%N?L=1O图谱
+HJU $ ’0 N%N?L=1O EV VK5@DHE3F VKEB DR2 >WKHVH@5DHE3 EV !"#&$*?;4L 2Z>K2FF2I H3 % U &’()

<：!#Q诱导前细胞 [3H3IW@2I @2CCF GS -L.1 5D !#Q；8：!#Q诱导后细胞 -3IW@2I @2CCF 5D !#Q；!：超声波破碎上清液 \KWI2 2ZDK5@D；$：超声波破
碎沉淀 -3FECWGC2 B5DD2K；"：上样时未与介质结合的蛋白 +CE] DRKEWJR 5VD2K CE5IH3J E3 DR2 5BSCEF2 K2FH3 @ECWB3；& T <#：收集洗脱液第 < T "管 ^EU

< _ " DWG2F EV B5CDEF2 2CW5D2；<<：淋洗未结合的蛋白 [3GH3IH3J >KED2H3F H3 DR2 ]5FR VK5@DHE3F；<8：蛋白分子量标准 ND53I5KI >KED2H3 B5K62K U
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! 讨论

用 !"#方法获得基因可以以 #$%或 &$%为模
板，我们在克隆棉铃虫 !"#’$(基因时首先以棉铃
虫中肠组织的 #$%作为模板，根据已报道的棉铃虫
!"#’$(的序列设计了上下游引物进行 #)*!"#扩
增，但没有获得目标产物。#+,+-.,/01 和 2344-
（5667）从棉铃虫中肠组织中克隆该基因时，以 #$%
为模板试图获得全长基因时，也遇到类似的困难。

在此情况下，我们选择了以棉铃虫中肠组织的基因

组 &$%为模板，进行 !"#扩增，得到了包含长度为
895 4: 内含子的目标基因，该内含子的插入符合
%;*;)规则。利用基因组 &$%为模板，我们在扩增
获得目的基因的同时，还获得了 !"#’$(基因的基
因组结构信息，首次发现棉铃虫基因组 !"#’$(基
因是包含一个内含子的断裂基因。

要对 !"#’$( 进行表达研究，必须将该片段中
的内含子进行消除。内含子的消除一般有 9 种方
法，一是通过基因突变的方法，另一种是通过反向

!"#的方法。我们选择了比较简单而又有效的反向
!"#的方法来消除该片段中的内含子，并取得了成
功。需要指出的是，在利用反向 !"#来消除内含子
时，使用质量好的高保真的 :<= &$%聚合酶才能保
证所扩增产物的忠实性，在消除内含子的同时，避免

非特异性的扩增。

目标基因与 :>%?*@9A表达载体连接后的融合
质粒可在大肠杆菌中融合表达，其表达可被 B!);诱
导，表达产物的大小为预期大小（5CC D&）（图 E）。经
亲和层析，我们可以获得 F&F*!%;G 电泳纯的融合
蛋白。!"#’$(基因在 :>%?表达系统的有效融合
表达和纯化，为进一步研究 !EHC蛋白的功能打下了
基础，也为建立其他细胞色素 !EHC的表达系统和选
择 !EHC基因表达产物的纯化方法提供了参考。融
合蛋白或其酶解产物（蛋白酶 I+@J3K A+可以将融合
蛋白切开），可用于与细胞色素 !EHC还原酶等酶系
成分来重组细胞色素 !EHC 酶系以分析 !"#’$( 的
底物特异性，也用于制备抗血清，用免疫抑制的方法

来鉴定 !"#’$(的功能，这将是我们下一步的工作
内容。
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