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抗氰戊菊酯棉铃虫细胞色素 P450 CYP6B7

基因的克隆及分析

唐  涛,  成玉红,  王成菊,  张文吉,  邱立红*

(中国农业大学 理学院 应用化学系,北京 100094)

摘  要:以抗氰戊菊酯棉铃虫六龄幼虫中肠组织总 RNA为模板, 采用特异性引物, 通过对反转录-

聚合酶链式反应 ( RT-PCR )的条件进行不断探索和优化,成功克隆出全长为 1 557 bp的基因片段

( G enB ank登录号 DQ 497428)。该片段包括一个完整的开放阅读框架 ( 1 515 bp)及 5c端的 42个碱

基,编码 504个氨基酸残基。与国外报道的细胞色素 P450 CYP 6B 7基因 ( GenB ank登录号

AF031468)的核苷酸、氨基酸同源性分别为 97. 75%和 98. 81% ,为 CYP 6B7的等位基因。N orthern

杂交分析表明,抗性品系棉铃虫中肠组织中CYP 6B7mRNA的表达量明显高于敏感品系的,初步表

明 CYP 6B7在棉铃虫对氰戊菊酯的抗药性中起着重要作用。
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Cloning and Characterization of Cytochrom e P450 CYP6B 7 from Fenvalerate

ResistantCotton Bollworm, Helicoverpa arm igera

TANG Tao,  CHENG Y u-hong,  WANG Cheng- ju,  ZHANG W en-j,i  Q IU L-i hong
*

(Depa r tm en t o f App lied C hem istry, Co llege o f Science, China Ag r icultura l Un iv ersity, Beijing 100094, China )

Abstract: A fter op tim izing the reaction condition and param eters of RT-PCR, a cDNA clone o f

cy to chrom e P450s w as ob tained from to ta lRNA o f m idgut o f 6th instar larvae o f fenva lerate resistan t

stra in o fHelico verpa a rm igera, using specif ic prim ers f rom CYP 6B7 gene. The cDNA has an open

read ing f ram e of 1515 nuc leo tides, encod ing a pro tein o f 504 am ino acids residues ( G enB ank N o.

DQ497428) . C omparing w ith prev iously reported CYP 6B7 ( G enB ankN o. AF031468), the sim ilarity o f

nuc leo tides and iden tity of am ino ac ids o f sequence w ere 97. 75% and 98. 81% , respective ly. The

sequence w as classif ied as an alle le o fCYP 6B 7. No rthern B lo tting ana lysis show ed that the expression

ofCYP 6B7 mRNA in HDFR strains o f H. a rm igera w as sign if icant ly h igher than that of the HD S

stra in, sugge sting thatCYP 6B7 played an im po rtant ro le in the resistance o fH. a rm igera to fenva lera te.
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  细胞色素 P450基因家族是古老的超基因家

族, 由其编码的 P450酶系是自然界中最具催化类

型多样性的生物催化剂
[ 1]
。这为生物体催化降解

外源物质和代谢体内有毒物质提供了可选择的途
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径, 对保障生物体的正常生理机能具有重要作用。

研究表明, P450酶系的含量及活性的增强是多种

害虫对杀虫剂产生抗药性的主要原因之一
[ 2 ~ 5 ]

。

棉铃虫是一种世界性农业害虫, 20世纪 90年

代中期该虫大发生曾造成我国棉花生产的巨大损

失
[ 6 ]
。目前, 对棉铃虫细胞色素 P450基因的研

究主要是围绕可能与抗药性相关的 CYP 4G 8
[ 7]
、

CYP 6B 2
[ 8]
和 CYP 6B 7

[ 9]
等基因展开, 但有关其对

杀虫剂的催化代谢能力及规律还尚未见研究报

道。将 P450基因克隆并异源表达是进行该研究

的有效手段。作者根 据国外 报道的棉 铃虫

CYP 6B 7基因 ( G enB ank AF031468 )的核苷酸序列

设计特异性引物, 以室内选育的抗氰戊菊酯棉铃

虫 6龄幼虫中肠组织总 RNA为模板, 经过对 RT-

PCR方法的条件进行优化, 成功地克隆出国内抗

性棉铃虫的 CYP 6B 7等位基因片段。

1 材料与方法

1. 1 供试昆虫

棉铃虫 He licoverpa a rm igera ( H�bner)相对敏

感品系 ( HD S ) : 1988年采自河北邯郸, 于室内无

药剂接触条件下连续饲养。氰戊菊酯对该品系的

LD 50值为 0. 098 Lg /头。

抗氰戊菊酯品系 (HD FR ) : 将采自河北田间、

对菊酯类杀虫剂有一定抗性水平的棉铃虫, 在室

内用氰戊菊酯连续选育而得。氰戊菊酯对抗

性品系的 LD 50值为 24. 58 Lg /头, 抗性倍数为

250. 26。

饲养条件: 温度 27e ? 1e , 相对湿度 ( RH )

75%~ 85% ,光周期 ( LBD )为 14 hB10 h。选取 6龄

中期幼虫用于实验。

1. 2 主要试剂和仪器

1. 2. 1 主要试剂  总 RNA提取试剂盒 ( SV To tal

RNA Iso la tion Sy stem )、RT-PCR试剂盒 ( A cce ss

RT-PCR System )和 Pr imer-A-G ene Labe ling Sy stem

均为 Promega公司产品; N orthernM ax K it购自

Amb ion公司; A-[
32
P] dATP购自北京福瑞生物工

程公司; 焦碳酸二乙酯 ( DEPC )和溴化乙锭 ( EB )

为 S igm a公司产品 (进口分装 ) ; 琼脂糖为 OXO ID

公司产品; PCR特异性引物由上海生工生物技术

服务有限公司合成。

1. 2. 2 主要仪器  Sorv all
m
RC 26 P lus立式高速

冷冻离心机 (美国索福公司 ) ; S igm a 3-18K台式高

速冷冻离心机 (德国 S igm a公司 ) ; M astercy c ler
m

G radien t 5331型 梯度 PCR仪 (德国 Eppendo rf公

司 ) ; 低温冰箱 (海信 BCD-219GBP、荣事达 BCD-

265F) ;超低温冰箱 ( Therm o电子公司 ) ; DYY-6C

型电泳仪 (北京市六一仪器厂 ) ; Lam bda B io-40

UV 紫外可见分光光度计 (美国 PE公司 ) ; GK-

330C
+
凝胶影像分析系统 (美国联合生物技术公

司 ) ; HB-1000杂交炉 (美国 UV P公司; Sto rm 820

型储存磷屏放射自显影系统 (美国 M olecu lar

D ynam ics公司 )。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 总 RNA提取  挑取棉铃虫 6龄中期幼虫

5~ 10头, 解剖取中肠, 用手动匀浆器匀浆, 采用

SV T o ta lRNA Iso lation Sy stem 进行提取和纯化,

具体操作步骤见试剂盒用户手册。将得到的总

RNA (经紫外分光光度计测定 A 260 /A 280 = 2. 1)重

悬于 100 LL 无核酸酶 ( N uclea se Free)水中, 贮存

于 - 80e 超低温冰箱,备用。

1. 3. 2  引物序列设计  根据报道的棉铃虫

CYP 6B 7 ( AF031468 )基 因
[ 9 ]
的核 苷酸序列 设

计特异性引物。上游引物 ( P1) : 5c- TCATAAC

AAGG TCATCAACG-3c; 下 游 引 物 ( P2 ) : 5c-

TTAAGATACAATCTTCCTAGG-3c。

1. 3. 3 RT-PCR条件优化  根据 RT-PCR试剂盒

( A ccessRT-PCR System, Prom ega)的使用说明, 在

0. 2mL PCR管中建立总体积为 25 LL 的反应体

系,并在一定范围内调整不同组份的量及其他参

数,使体系中含有不同浓度的总 RNA、聚合酶、引

物、M g
2 +
等,并采用不同的退火温度 (见表 1 ) , 分

别进行 RT-PCR扩增, 直至克隆出目的片段。

1. 3. 4 PCR产物回收、纯化与克隆  用 1%琼脂

糖凝胶电泳检测不同条件下的 RT-PCR产物, 采用

低熔点凝胶纯化回收目的条带 ( W izard SV G e l

and PCR C lean-U p System, Prom ega) , 并用回收产

物进行二次 PCR扩增。纯化回收目的 DNA片段,

然后将 DNA片段连接到载体质粒 pGEM-T Easy

上,再转化到大肠杆菌 E. co li JM 109感受态细胞

中,经 Amp ic illin /X-G a l / IPTG的 LB平板筛选后,

挑取白色阳性单克隆菌落扩大培养。

1. 3. 5 目的片段序列分析  将含有质粒 DNA的

菌液送北京诺赛基因组研究中心有限公司测序。

采用 DNAMAN软件分析所得序列, 并用 B last搜

索引擎在 G enBank中进行同源性查找分析。
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表 1 RT-PCR条件的优化

T ab le 1 O ptim iza tion o f the param eters o f RT-PCR

RT-PCR参数 Param eters o f RT-PCR     调整范围 /A d justm en t ran ge

总 RNA量 To ta lRNA /LL 0. 125; 0. 25; 0. 5

引物 P rim er/ ( Lm o l /L ) 0. 5; 1. 0; 1. 5

dNTP M ix / ( mm o l/L) 0. 1; 0. 2; 0. 4

M g2+浓度 Con cen trat ion ofM g2+ / ( mm o l /L ) 1. 0; 1. 3; 1. 5; 1. 8; 2. 0

Tf lDNA聚合酶 Po lym erase / (U /LL ) 0. 06; 0. 10

退火温度 A nnealing tem peratu re /e 45; 48; 60

延伸温度 E x ten t ion tem perature/ e 68; 72

延伸时间 E x ten t ion t im e /m in 2; 2. 5

最终延伸时间 F inal exten tion tim e /m in 7 ; 10 ; 15

1. 3. 6 Northern杂交分析敏感与抗性品系棉铃虫

CYP 6B 7 mRNA表达量  按照 N orthern杂交试剂

盒的说明书进行转膜和杂交, 将敏感与抗性品系

棉铃虫的总 RNA ( 10 Lg )进行 1%甲醛变性琼脂

糖凝胶电泳, 并转到尼龙膜上,以 A-[
32
P] dATP标

记的 578 bp的 CYP 6B 7 cDNA片断为探针, 进行

N orthern杂交。杂交条件为 42e 16 h。洗膜条件:

用 15 mL 低严紧性洗膜溶液 ( L ow stringency

w ash)室温洗 2次, 每次洗 5m in,再用 15 mL高严

紧性洗膜溶液 ( H igh stringency w ash)洗 2次,每次

洗 20 m in; 将洗好的膜夹到磷板中, 置于 - 80e 曝

光 24 h。通过磷屏放射自显影系统检测 CYP 6B7

mRNA的表达量。

2 结果与分析

2. 1 RT-PCR结果

以所设计的特异性引物进行 RT-PCR扩增。

经过不断优化, 最终电泳检测发现与预期片段大

小一致的目的条带 (约 1 560 bp ) (图 1) , 此时

RT-PCR扩增体系为: ( 1 ) 25 LL 的反应体系中含

Amv /Tfl 5 @反应缓冲液 5. 0 LL, dNTP混合液

( 10 mm o l /L ) 0. 5 LL, 上、下游引物 ( 20 Lm o l/L )

各 1. 25 LL, 25 mm o l /L M gSO 4 1. 5 LL, AMV 反

转录酶 ( 5 U /LL) 0. 5 LL, T fl DNA聚合酶 ( 5 U /LL )

0. 5 LL, 总 RNA 0. 25 LL,无 RNA酶水 14. 5 LL;

( 2) RT-PCR扩增条件为 45e 反转录 45 m in, 94e

预变性 2 m in, 94e 变性 30 s, 48e 退火 1 m in,

68e 延伸 2m in, 循环 40次, 68e 延伸 10m in, 4e
保温。

2. 2 目的片段的克隆与序列分析
将目的片段克隆后测序, 发现该序列全长

1 557 bp, 其中编码区为 1 515 bp,编码 504个氨基

酸残基 (图 2)。该片段具有细胞色素 P450基因典

型的特征保守区, 主要包括 P450的血红素结合区

( FGLGQRNC IG )、Ñ螺旋 ( AGYET )、K 螺旋区

( ETLR )和 / PKQFN 0保守区。

图 1 1. 0%琼脂糖凝胶电泳检测 RT-PCR产物

F ig. 1 RT-PCR product in 1. 0% aga ro se gel
注: 1: DNA分子量标准; 2: RT-PCR产物

N ote: 1: DNA m ark er; 2: RT-PCR p roduct

  将所得序列与 G enB ank中的棉铃虫 CYP 6B 7

基因 ( AF031468 )的核苷酸、氨基酸序列进行对

比,发现核苷酸相似性为 97. 75%, 氨基酸同源性

为 98. 81%。表明所得片段为 CYP 6B 7的等位基

因。HDFR品系的 CYP 6B7基因有 35个核苷酸、

6个氨基酸 ( Y 68D、F87L、H88D、M 180T、K 355R

和 T486I)与 G enBank中的CYP 6B7基因不同 (图 3)。

2. 3 Northern杂交检测敏感与抗性品系棉铃虫

CYP 6B 7 mRNA表达量

N orthern杂 交 分 析 (图 4 ) 表 明, CYP 6B 7

mRNA在敏感与抗性品系棉铃虫中均有表达, 但

其在敏感品系中的表达量很低。抗性品系棉铃虫

HD FR的 CYP 6B7 mRNA 表达量约是敏感品系

HD S的 3. 5倍。
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图 2 HDFR品系棉铃虫中肠组织 P450 cDNA序列及推导的氨基酸序列

Fig12 cDNA sequences and deduced am ino acid encod ing cy tochrome P450 cDNA from m idgut ofH. arm igera
注:起始密码子、终止密码子、Ñ螺旋区、K螺旋区、保守区和特征命名序列用下划线标出;上游引物 ( P1 )用粗体标记,下游引物 ( P2 )用方框标记。

N ote: The tran slat ion start and stop codon, the con served Ñ , K h elix and PKQFN dom ain, hem e-bind in g dom ain sw ere und erlin ed.

The upstream prim er w as in bold, and dow nstream prim er w as boxed.

373N o. 4 唐  涛等 : 抗氰戊菊酯棉铃虫细胞色素 P450 CYP 6B 7基因的克隆及分析



图 3 HDFR品系棉铃虫 CYP 6B 7基因推导的氨基酸序列与 GenBank中 CYP 6B 7( AF031468)基因的氨基酸序列比较

F ig13 Comparison o f the deduced am ino ac id o f cy tochrome P450 gene in HD FR strain o f

H . arm igera w ith that o fCYP 6B 7 ( AF031468) in G enB ank

注:不一致处以方框标记. N ote: The d ifferen t am ino acid w ere boxed.

图 4 Nor thern杂交分析结果

Fig14 Northern B lo tting ana lysis o f expression

of CYP 6B7 mRNA in HD S and HD FR

strains o fH . a rm igera
注: A N orth ern杂交检测到的 CYP 6B 7 mRNA;

B. 1% 甲醛变性凝胶电泳后检测到的 rRNA ( 10 L g /泳道 )。

N o te: A. CYP 6B 7 mRNA; B. Re lative rRNA am oun ts per w ell on

th e 1% agaro se g el fo llow ing electropho resis and v isua liz ed

w ith eth id ium brom id e ( 10 Lg / lan e) .

3 讨论

细胞色素 P450基因在自然界生物体中广泛

存在。研究表明,细胞色素 P450基因可能与多种

害虫的抗药性相关, 如家蝇 Musca domestica 的

CYP 6A 1
[ 10]
和 CYP 6D 1

[ 11 ]
, 德 国 蜚 蠊 B la ttella

g erman ica 的 CYP 4G 19
[ 12 ]

, 果 蝇 D ro sophila

m elanoga ster的 CYP 6A 2
[ 13]

, 玉米耳虫 H elicoverpa

zea 的 CYP 6B 8
[ 14]
、CYP 6B 9和 CYP 312A 1

[ 1 5]
, 五带

淡色库蚊 Cu lex qu inquefa sc ia tus的 CYP 6F 1
[ 16 ]

, 美

国牧草盲蝽 Lygus lineo la ris的 CYP 6X 1
[ 17]

, 冈比亚

按蚊 Anophe les gam biae 的 CYP 6Z 1
[ 18]

, 烟芽夜蛾

He lio th is v irescen s的 CYP 9A 1
[ 19 ]
等。与棉铃虫抗

药性相关的细胞色素 P450基因主要有 CYP 4G 8
[ 7]

和 CYP 6B 7
[ 9, 20]
等,其中 CYP 6B 7是目前研究得较

为深入的棉铃虫 P450基因之一。R anasinghe和

Hobbs曾报道 CYP 6B7在澳大利亚田间抗性棉铃

虫中过量表达, 而且该过量表达与棉铃虫对拟除

虫菊酯的抗药性共分离 ( co-seg regated) ,因此推测

CYP 6B 7与棉铃虫对拟除虫菊酯的抗药性有

关
[ 20]
。

在研究过程中, Rana singhe等
[ 9 ]
认为棉铃虫一

些 CYP 6B 家族的 mRNA s编码区存在二级结构,

它可阻止反转录生成全长 cDNA。马彩霞应用

RT-PCR法也未能以 RNA为模板直接克隆得到

CYP 6B 7
[ 21]
。R anasinghed等及马彩霞最终是通过

以基因组 DNA 为模板克隆得到 CYP 6B 7的。本

研究根据 Ranasinghe等报道的棉铃虫 CYP 6B 7核

苷酸序列设计特异性引物, 以抗氰戊菊酯棉铃虫

6龄幼虫中肠组织总 RNA 为模板, 通过对 RT-

PCR试剂盒提供的方法进行改进, 调整各影响因

子,进而得出较理想的 RT-PCR反应条件,直接一
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步成功克隆出 CYP 6B 7的等位基因,优化的条件可

为克隆抗性棉铃虫其他 P450基因提供参考。

研究虽然是根据 Ranasinghe等报道的澳大利

亚棉铃虫 P450基因设计引物, 克隆得到抗氰戊菊

酯棉铃虫CYP 6B7等位基因, 但所得序列表明二者

的核苷酸、氨基酸同源性仅分别为 97. 75% 和

98. 81%, 说明国内抗性棉铃虫的 P450基因与澳

大利亚棉铃虫的并不完全相同。应用 N orthern杂

交法检测敏感和抗氰戊菊酯品系棉铃虫 6龄幼虫

中 CYP 6B 7等位基因的 mRNA表达量, 结果发现

抗性棉铃虫中肠组织中 CYP 6B 7 mRNA的表达量

明显高于敏感品系 (约 3. 5倍 ) ,初步表明 CYP 6B 7

在棉铃虫对氰戊菊酯的抗药性中起着重要作用。

在酵母中异源表达 CYP 6B 7蛋白, 并测定其对

氰戊菊酯等拟除虫菊酯类杀虫剂的代谢作用将是

下一步的研究内容, 旨在明确 CYP 6B 7对杀虫剂的

代谢能力及其在棉铃虫对氰戊菊酯抗药性中的真

正作用。
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