
第 34卷　第 6期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 34 N o. 6
2006年 6月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) Jun. 2006

亚洲玉米螟幼虫 P450基因片断
的克隆与序列分析
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　　[摘　要 ]　根据 GenBank 中昆虫 P450氨基酸保守序列设计了 1对简并引物,以亚洲玉米螟田间自然种群基

因组DNA 为模板,扩增得到一条长度为 603 bp 的特异性DNA 片段,编码 201个氨基酸。将此氨基酸序列与 Gen2
Bank 中已知序列采用B last 及C lusta lW EB I软件进行同源性分析,结果表明该氨基酸序列与CYP4家族的同源性

较高,达 37%～ 53% ,初步推测此序列为CYP4家族的一员。
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　　细胞色素 P450是一类广泛分布于生物体内的

重要氧化酶系,在许多内源和外源化合物的氧化、过

氧化和还原代谢中起着重要作用[1 ]。1967年R ay首

先在家蝇M usca d om estica 中确定了 P450 的存

在[2 ]。1989年 Feyereisen 从抗DD T、有机磷和氨基

甲酸酯杀虫剂的R u terger 家蝇品系中克隆出第一

个全序列 P450 cDNA [3 ]。此后,有关昆虫 P450基因

的研究迅速发展。昆虫中 P450不仅参与蜕皮激素、

保幼激素、信息素及植物次生性化合物的代谢,而且

在有机合成化合物,如杀虫剂等的分解代谢中起着

重要作用, 与昆虫对各种杀虫剂的抗药性密切相

关[4 ]。已有大量研究表明[5 ] ,害虫抗药性的产生与细

胞色素 P450含量升高及其活性增强有关。

亚洲玉米螟 (O strin ia f u rnaca lis (Guenee) )是

一种分布广泛,危害严重的农业害虫,是玉米生产的

重要防治对象。由于长期依赖杀虫剂来防治玉米螟,

导致玉米螟抗药性的产生,特别是对拟除虫菊酯类

杀虫剂的抗性在田间表现尤为突出。本研究根据

GenBank 中昆虫 P450氨基酸保守序列设计 1对简

并引物, 以亚洲玉米螟田间自然种群基因组DNA

为模板, 利用 PCR 扩增对亚洲玉米螟细胞色素

P450 cDNA 片段进行了克隆和序列分析,以为亚洲

玉米螟的抗性研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

　　供试虫源:亚洲玉米螟 3龄幼虫,采于陕西杨凌

玉米地的自然种群。

试剂: ED TA , T ris2C l, SD S, 蛋白酶 K 等为上

海生物工程公司产品。dN T P、T aq DNA 聚合酶、

DNA 回收试剂盒、Pgem 2T easy 载体、限制性内切

酶 E coR É、IPT G 和X2gal均为宝生物工程 (大连)

有限公司产品。引物交由上海生物工程公司合成。

PCR 扩增仪为 PTC2200 DNA EngineTM。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　亚洲玉米螟基因组DNA 的提取　参考文

献[ 6 ]的方法。取亚洲玉米螟幼虫置于 1. 5 mL 离心

管中, 用手术剪剪碎, 加入 500 ΛL 裂解液 [A (T ris

0. 05 mo löL , N aC l 0. 1 mo löL , ED TA 0. 1 mo löL ,

pH 8. 0) ; B (5% SD S) ; C (2 göL 蛋白酶 K) , A , B 和

C 的体积比 8∶1∶1,小杵研磨至清亮, 于 60 ℃水

浴加热 2 h; 加等体积水饱和酚,充分混匀后, 8 000

röm in 离心 10 m in,取上清;加等体积氯仿∶异戊醇

混合溶液 (V 氯仿∶V 异戊醇= 24∶1) ,混匀后以 10 000

röm in 离心 10 m in,取上清;加 2倍体积预冷无水乙

醇沉淀DNA ,置- 20 ℃ 1 h, 12 000 röm in 离心 10

m in,弃上清。在留有沉淀的离心管中加等体积 70%
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冰乙醇, 10 000 röm in 离心 5 m in,弃上清。自然干

燥,加 100 ΛL T E 溶解,于 4 ℃保存备用。

1. 2. 2　引物设计和合成　引物设计参照黄炯烈

等[7 ]的方法,根据 GenBank 中昆虫 P450 氨基酸保

守序列和 Sco t t 等[5 ]报道的 P450 引物, 参考艾颖

等[8 ]的方法设计 1对简并引物。

F 1: 5′2GA G GT I GA (CT ) A C I T TC A T G

T TC GA (A G) GG I CA C GA (CT ) A C23′;

R 2: 5′2CT G ICC GA T (A G ) CA G T T I CG

(GCT ) GG I CC I GC (GC ) I (A T ) GAA (GCT )

GG23′。

1. 2. 3　PCR 扩增　PCR 反应体系: 10×Buffer 缓

冲液 5 ΛL , 10 mmo löL dN T P 5 ΛL , 25 mmo löL
M gC l2 3 ΛL , T aq DNA 聚合酶 0. 3 ΛL (5 U öΛL ) , F 1

和R 2 引物各 2 ΛL ,亚洲玉米螟基因组DNA 4 ΛL ,

加水至 50 ΛL。混匀,离心。PCR 扩增反应条件为: 94

℃预变性 4 m in ; 94 ℃ 1 m in, 54 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2

m in, 30个循环; 72 ℃保温 10 m in; 4 ℃终止反应。

1. 2. 4　PCR 产物的克隆和测序　PCR 产物纯化后

经 1. 5%琼脂糖凝胶电泳分离, 切下目的片段, 用

DNA 回收试剂盒进行回收纯化。纯化产物采用 T ö

A 直接克隆法与 Pgem 2T easy 载体进行连接, 转化

至大肠杆菌 DH 5Α感受态细胞中。在含有氨卞
(AM P+ )的LB 培养基上生长过夜, 进行蓝白斑筛

选,挑取白色菌落,扩大培养后提取少量质粒[9 ] ,用

限制性内切酶 E coR É鉴定并分析,排除假阳性。选

择其中 1个阳性克隆送交上海生物工程公司测序。

1. 2. 5　序列分析　采用DNA C lub 软件将测序所

得到的DNA 序列翻译成氨基酸序列, 查询 Gen2
Bank 数据库, 采用B last 在线工具进行相似性比

较,并用C lu sta lW EB I软件进行同源性分析。

2　结果与分析

2. 1　PCR 电泳图谱

　　PCR 产物纯化后经 1. 5%琼脂糖凝胶电泳,结

果见图 1。与DNA 分子量标记相比较可知,得到的

cDNA 片段 600 bp 左右,与预期目标相符合。

2. 2　cDNA 片段序列的测定

切下目的片段,经回收纯化后直接克隆转化至

大肠杆菌DH 5Α感受态细胞中。随机挑取 1个阳性

克隆进行测序,所得到的片段核酸序列及编码氨基

酸序列见图 2。由图 2可见,亚洲玉米螟核酸序列总

长 603 bp ,编码 201个氨基酸,除去引物,有 177 个

氨 基 酸 残 基。 已 登 录 GenBank, 序 列 号 为

DQ 282635。

图 1　亚洲玉米螟 cDNA 的 PCR 电泳结果

M. DNA 标准分子量; 1. PCR 产物

F ig. 1　PCR p roduct from cDNA

of O strin ia f u rnaca lis

M. DNA m arker; 1. PCR p roduct

2. 3　cDNA 片段序列的同源性分析

将所得的氨基酸序列与昆虫中部分已知CYP4

成员及CYP6 成员的同源性进行比较和分析,结果

见图 3。所得到的氨基酸序列与CYP4家族同源性

的比较结果见表 1。

表 1　所克隆的 P450氨基酸序列与昆虫中

其他 P450成员的同源性比较

T able 1　Homo logous comparison of the cloned sequence

w ith co rresponding part of o ther m em bers of P450 gene

成员
M em ber

来源
Source

同源性ö%
Homo logy

CYP4G16
(AAL 58550)

疟蚊
A nop heles g am biae

42

CYP4M 4
(AA T 08965)

棉铃虫
H elicoverp a arm ig era

53

CYP4
(AA T 08963)

棉铃虫
H elicoverp a arm ig era

41

CYP4M 1
(AAA 58251)

烟草天蛾
M and uca sex ta

47

CYP4M 7
(AAM 54723)

玉米穗虫
H elicoverp a z ea

37

CYP4M 6
(AAM 54722)

玉米穗虫
H elicoverp a z ea

40

CYP6A 1
(AAA 57305)

家蝇
M usca d om estica

19

　　注: CYP4G16 来自 Ranson H; CYP4, CYP4M 4 来自 A i Y;

CYP4M 1 来自 Snyder M J; CYP4M 7, CYP4M 6 来自 Sasabe M ,

CYP6A 1来自Cherbas L。

N o te: T he cited data of CYP4G16 from Ranson H; CYP4,

CYP4M 4 from A i Y; CYP4M 1 from SnyderM J; CYP4M 7, CYP4M 6

from Sasabe M , CYP6A 1 from Cherbas L.

由表 1 可以看出,本实验所得序列与CYP4 家
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族的同源性较高,在 37%～ 53%。按照 P450命名法

则,只要两个序列的同源性在 46%以上, 就可以将

其划归为一个亚家族[1 ]。同时, 本序列是以昆虫

P450氨基酸保守序列为引物扩增的,因此初步判定

所得到的序列为CYP4家族中的一员。

　

图 2　亚洲玉米螟 P450基因片断核酸序列及相应的氨基酸序列

加下划线的为引物序列,核酸序列总长为 603 bp,编码 201个氨基酸残基, 3 表示终止密码子

F ig. 2　C loned sequence data from O strin ia fu rnacalis and deduced sequence of am ino acid

T he underlined sequence rep resen ts p rim ers the cloned sequence consists of 603 bp,

201 am ino acid residues are deduced, 3 m eans term inato r

3　讨　论

本实验以亚洲玉米螟基因组DNA 为模板, 所

用引物根据 CYP4 家族的保守序列设计, 具有

CYP4的保守残基和两个相对保守区域,经 PCR 扩

增得到了 603 bp 基因片段。虽然本实验得到的序列

仅为片段,不能代表整个 P450总长度的同源性,但

已有研究结果表明, 用编码 P450 蛋白疏水螺旋É

和编码血红素结合域的 1 对简并引物扩增得到的

PCR 片段, 具有很高的 SD I (Segm en ta l d ivergence

index )值, 能够反映其全长基因的氨基酸的真实

性[10 ]。因此,比较此片段序列与昆虫其他序列的同

源性, 在划分 P450 家族成员的关系上仍具有一定

的参考价值。

细胞色素 P450 基因家族是一个庞大的家族,

结构复杂。要明确 P450基因的结构及功能,必须克

隆出全长基因。由于本实验所得到的序列是亚洲玉

米螟田间自然种群细胞色素 P450 cDNA 基因中的

部分片段,因此其最终命名与归类还有待全长基因

的克隆和鉴定。

711第 6期 冯纪年等:亚洲玉米螟幼虫 P450基因片断的克隆与序列分析



图 3　克隆的 P450氨基酸序列与昆虫中相关序列的比较

“- ”代表缺失的氨基酸残基;“3 ”代表相同的氨基酸残基;“:”代表保守性替换;“. ”代表半保守性替换

F ig. 3　Homo logous analysis of cloned P450 am ino acid sequence from O strin ia f u rnaca lis and

co rresponding sequences of o ther sources of P450 m em ber

“- ”m eans the m issing am ino acid residues;“3 ”m eans that the iden tical residues;“:”m eans conserved substitu tions;

“. ”m eans sem i2conserved substitu tion
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C lon ing and sequence of cDNA fragm en ts of cytoch rom e P450

from O strin ia f u rnaca lis

FENG J i-n ian ,D ENG Xue-hua
(K ey L abora tory of P lan t P rotection and P estM anag em en t,M inistry of E d uca tion & E ntom ology M useum ,

N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract:W ith genom ic DNA of O strin ia f u rnaca lis f ield natu ra l popu la t ion as the temp la te, and a pair

of degenera te p rim ers w ere designed acco rd ing to the con servat ive am ino acid sequences of in sect P450 from

GenBank, a specif ic DNA fragm en t w ith 603 bp w as ob ta ined, encoding 201 am ino acid residues. Homo lo2
gou s analysis w as done on the deduced am ino acid sequence to GenBank th rough B last and C lu sta lW EB I

softw are, and the resu lts demon stra ted that the sequence had as h igh as 37% - 53% iden t ity to m em bers of

CYP4 fam ily, and suggested that the sequence belongs to CYP4 fam ily.

Key words: O strin ia f u rnaca lis; cytoch rom e P450; gene clon ing; homo logou s analysis
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