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摘要院采用反转录多聚酶链式反应(RT-PCR)技术袁从甜菜夜蛾 (H俟bner)雄蛾触角内扩增得到

2个 P450基因 cDNA片段 4L15和 4L16遥 序列分析表明袁两个片段均具有 P450的保守区序列袁并且
与几种已知参与气味降解的 P450具有较高的同源性遥 通过 RT-PCR方法进行的组织表达谱分析表明袁2个基

因在雄蛾触角和足内高量表达袁在头部和胸部低量表达曰此外袁 4L15在腹部还有少量表达遥 多组织分布特
点暗示两个基因可能担负包括气味降解在内的多种功能遥
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By reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) method, two cDNA fragments of P450 genes CYP4L15

and 4L16 were cloned using a pair of degenerate primers. The two fragments had the conserved I-helix and heme-binding

domains of P450, and shared high identities with several putative insect odorant-degrading P450s. Further tissue expression

analysis of the two genes showed that two genes might function as odorant-degrading enzymes, as they were highly expressed in

antennae. However, their low expression in head and thorax for both genes, as well as in abdomen for 4L15 suggested that

these genes had other functions besides the odorant degradation.
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昆虫依靠触角等器官上的嗅觉感器来感受

和识别外界气味袁从而引发定位配偶尧寻找食物
和搜索产卵场所等行为遥 嗅觉感器腔里的淋巴液
中含有高浓度的气味结合蛋白[1-5]和气味降解酶

(odorant-degrading enzyme袁ODE)[6-10]遥当疏水性的
信息素或其它气味分子进入感器后袁即被气味结
合蛋白结合并穿过亲水性的感器淋巴液抵达嗅

觉神经元树突膜上的受体袁 进一步与受体作用袁
启动级联反应袁完成化学信号向电信号的转换[1]遥
气味分子在完成和嗅觉受体的相互作用后袁必须
被气味降解酶迅速降解袁 从而恢复感器的敏感

性遥 同昆虫气味结合蛋白和气味受体相比袁气味
降解酶的研究比较少遥 最早是从多声大蚕蛾
渊 冤 中鉴定出一种分子量为
55 kDa的雄性触角特异性酯酶(ApolSE)[11-12]遥 随
后袁在烟草天蛾渊 冤[11]尧多声天蚕和家
蚕渊 冤[12]中又相继鉴定出了醛氧化酶遥
此外袁 分布在感器支持细胞中的谷胱甘肽 -S-
转移酶 (GST)[13] 和细胞色素 P450 (cytochrome
P450) [14-20]袁也被认为参与了对渗透入细胞内少量
气味分子的降解遥
甜菜夜蛾渊 (H俟bner)冤属于
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鳞翅目夜蛾科袁 是世界性分布的多食性农业害
虫遥 该虫在我国南方为常发型害虫袁在北方近年
也上升为重要害虫袁 并且在棉花上普遍发生袁应
引起高度重视遥 由于过分依赖化学农药进行防
治袁甜菜夜蛾已对多种杀虫剂产生抗性[21-22]遥 针对
昆虫的气味感受机制袁对 ODE进行研究袁不仅可
以揭示昆虫气味通讯分子机制袁而且对于针对嗅
觉相关蛋白袁开发更有效的行为调控技术进行害
虫防治也具有重要价值[1]遥 本文报道了甜菜夜蛾
触角内 2个 P450基因 cDNA片段的分子克隆尧
序列分析及其组织表达谱遥

材料和方法

实验材料

甜菜夜蛾幼虫于 2008年采自南京农业大学
江浦农场大豆田袁 带回室内用人工饲料继代饲
养袁饲养温度为 26 益袁光 /暗为 14 h/10 h遥蛹期分
雌雄袁 成虫羽化后第 3天将雄蛾触角从基部剪
下袁并立即放入液氮中冷冻袁-70 益保存备用遥

试剂与仪器

Trizol Total RNA Isolation System Kit尧rTaq
DNA 聚合酶 尧M-MLV 反转录酶 尧Wizard PCR
Preps DNA纯化试剂盒和 pGEM-T easy vector均
为 Promega 公司产品袁PCR 引物由上海 Invitro-
gen公司合成袁PCR扩增仪 渊PTC-200 Thermocy-
cler冤为MJ Research公司产品遥 其它试剂为国产
AR级或进口分装 AR级产品遥

实验方法

取 300头雄蛾触角液氮
下研磨后袁 用 Trizol Total RNA Isolation System
Kit进行 RNA提取遥 所有操作按试剂盒说明书进

行袁最后所得总 RNA于-70 益保存备用遥
将 1 滋g总 RNA和 2

滋L Oligo-dT18引物(500 滋g窑mL-1)混匀于 PCR管
中袁70 益水浴 5 min袁然后立即冰浴 10 min遥 再往
PCR管中加入 5 滋L 5伊RT缓冲液尧2 滋L dNTP(10
mmol窑L-1)尧1 滋L Rnasin (40 U窑滋L-1)尧9 滋L ddH2O
和 1 滋L M-MLV反转录酶(200 U窑滋L-1)遥 将上述
混合物于 PCR仪中完成反转录过程院42 益保温
60 min袁95 益灭活 5 min袁4 益保持遥

根据已报道夜蛾科

昆虫触角内具气味降解活性的 P450 保守区序
列袁设计一对简并引物院上游引物为 4F1袁下
游引物为 4R1渊表 1冤遥 PCR反应体系 25 滋L院
1.5 滋L 第一链 cDNA 产物 袁2.5 滋L PCR 10 ×
Buffer袁1.5 滋L cDNA 模板 袁1.5 滋L Mg2+袁1 滋L
dNTP (10 mmol窑滋L-1)袁上尧下游引物各加 2 滋L(10
mmol窑滋L-1)袁rTaq聚合酶 0.25 滋L袁加 ddH2O至 25
滋L遥 采用降落 PCR院94 益袁3 min曰 94 益袁40 s袁
55~45 益袁每个循环下降 0.5 益袁每个温度 40 s袁72
益袁40 s袁35个循环曰72 益袁10 min曰4 益保持遥 扩增
完毕后袁用 1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定袁回收目标
片段遥

PCR产物经胶回收
纯化后连接到 pGEM-T easy载体上(按试剂盒说
明书操作)袁然后转化到大肠杆菌 DH5琢袁经蓝尧白
斑筛选袁 挑取白色菌落放入含有 Amp+ 100 滋g窑
滋L-1的 LB培养基中培养袁 取质粒用 RI酶切
鉴定遥 随机选取 5个阳性克隆样品送上海博亚公
司测序遥

序列分析由 Vector NTI软件完
成袁Blast同源性搜索在 NCBI网站进行袁用 Gene-

序列

片段克隆 CYP4-F 5'-GAYACNTTYATGTTYRARGGNCAYG-3'

表达谱分析 CYP4L15-F 5'-TATCTTCGGGAACGAAATGC-3'
CYP4L15-R 5'-TGAAGGGATTCTTCAATGGC-3'
CYP4L16-F 5'-AACGAAATGCACAGAGACCC-3'
CYP4L16-R 5'-TGAAGGGATTCTTCAATGGC-3'
β -actin-F 5'-ATCTGGCACACCTTCTACAACGA-3'
β -actin-R 5'-TCACGCACGATTTCCCTCTCA-3'

引物用途 名称

CYP4-R 5'-GCRAAYTTYTGNCCDATRCARTT-3'

表 1引物序列
Table 1 Oligonucleotide primer sequences
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M: DNA标准袁 DNA maker曰1: PCR产物袁 PCR product遥
图 1 甜菜夜蛾触角内 P450 cDNA片段的 PCR扩增

Fig. 1 PCR amplification of P450 cDNA fragments in

Doc软件进行多序列同源性比对和结果输出遥
根据已获得的 P450基因片

段分别设计两对特异引物院F1袁R1曰F2袁R2袁并设计
一对甜菜夜蛾持家基因引物 茁-actinF和 茁-actinR
渊表 1冤遥选择雄蛾的触角尧头尧胸尧腹尧足尧翅进行组
织表达分析遥 RT-PCR扩增反应采用降落 PCR院
94 益袁3 min曰94 益袁40 s袁60~50 益袁 每个循环下降
0.5 益袁 每个温度 40 s袁72 益袁40 s袁35个循环曰 72
益袁10 min曰 4 益保持遥扩增完毕后袁用 1.5%琼脂糖
凝胶电泳鉴定遥 持家基因 RT-PCR扩增反应体系
为院94 益袁3 min曰94 益袁40 s袁49 益袁40 s袁72 益袁40
s袁35个循环曰72 益袁10 min曰4 益保持遥 扩增完毕
后袁用 1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定遥

结果与分析

P450 cDNA片段扩增
以甜菜夜蛾雄蛾触角 cDNA为模板袁用一对

简并引物袁通过 RT-PCR扩增出 450 bp左右的条
带渊图 1冤遥 将 cDNA纯化后克隆到 pGEM-Teasy
载体上袁然后转化到大肠杆菌 DH5琢袁经蓝尧白斑
筛选袁随机选取 10个阳性克隆测序袁得到 2个长
度分别为 444 bp和 441 bp的片段袁 经推导分别
由 148和 147个氨基酸残基组成遥 2个片段均具
有 P450基因的 I螺旋和亚铁血红素结合域 渊图
2冤遥 将 2 个片段分别命名为 4L15 和

4L16遥

序列同源性比较

利用 NCBI尧GeneDoc等分析软件袁将两个甜

菜夜蛾 P450 cDNA片段推导的氨基酸序列与已
知其它参与气味降解的 P450进行同源性对比分
析渊图 3冤遥 结果表明袁 4L15的氨基酸序列与
甘蓝夜蛾 渊 冤触角 4L4基
因的同源性最高袁为 94%;与斜纹夜蛾渊 冤
cytochrome P450 4L9v1尧 斜 纹 夜 蛾 cy-
tochrome P450 4L9v2尧 金龟子

性信息素降解酶和赤拟谷盗渊
冤 性信息素降解酶的同源性分别为

86%尧86%尧48%和 47%遥 4L16的氨基酸序列
也与甘蓝夜蛾触角 4L4基因的同源性最高袁
为 93%曰与斜纹夜蛾 cytochrome P450 4L9v1尧
斜纹夜蛾 cytochrome P450 4L9v2尧金龟子性
信息素降解酶和赤拟谷盗性信息素降解酶的同

源性分别为 85%尧86%尧46%和 48%遥 2个甜菜夜
蛾 P450 cDNA片段间的氨基酸序列的同源性为
97%遥

P450基因组织表达谱
根据 4L15和 4L16的 cDNA序列袁

分别设计了一对特异引物渊表 1冤袁并选用甜菜夜
蛾肌动蛋白基因 茁-actin 作为参照基因袁 通过
RT-PCR方法调查了甜菜夜蛾雄蛾不同组织内 2
种 P450基因的表达情况遥 结果表明袁两种基因都
在触角和足内表达袁 且表达量较高遥 此外袁

4L15 基因在头尧 胸尧 腹及翅均有表达曰
4L16基因在头尧胸尧翅均有表达袁翅内表达量

最低袁但在腹部没有表达渊图 4冤遥

讨论
细胞色素 P450酶是广泛存在于几乎所有生

物体的一类代谢酶系袁具有底物广泛性和功能多
样性的特点遥 它不仅在杀虫剂的分解代谢中起着
重要作用袁而且参与了蜕皮激素尧保幼激素尧信息
素及植物次生性化合物的代谢遥 Leal W S等首先
从多音天蚕和日本金龟子触角内克隆了触角特

异表达的 P450基因袁并通过生化实验证明袁该基
因参与了性信息素的降解[15-17]遥 随后袁Ma觙b侉che C
M等在甘蓝夜蛾触角内成功克隆出 4S4 和

4L4基因袁进一步研究表明袁前者在触角内特
异表达袁并主要集中在毛形感器内袁由此推测它
参与性信息素的降解[19]遥 本研究通过 RT-PCR技
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下划线的序列为引物序列曰加框部分分别表示: I螺旋和亚铁血红素结合域遥
图 2 4L15和 4L16 cDNA序列及推导的氨基酸序列

Fig. 2 The partial cDNA sequence and deduced amino acid sequence of 4L15 and 4L16

4L4尧 4L9v1尧 4L9v2尧 尧 分别来自甘蓝夜蛾尧斜纹夜蛾尧斜纹夜蛾尧日本金龟子尧赤拟谷盗遥
图 3 4L15和 4L16与其它几种昆虫 P450的氨基酸序列比对

Fig. 3 Alignment of deduced amino acid sequences of 4L15 and 4L16 with those of other insect species
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术袁 从甜菜夜蛾雄蛾触角中克隆到 2个 P450基
因 cDNA片段 4L15和 4L16袁 它们与已
报道的具有气味降解功能的夜蛾科昆虫 P450具
有较高的同源性遥 推测这 2个 P450也可能参与
了对气味分子的降解作用遥

RT-PCR分析表明袁甜菜夜蛾的 2个 P450基
因在触角尧足和头部均有表达袁这与 3个组织担
负的化学感受功能相一致遥 触角是昆虫最重要的
化学感受器官袁 分布有众多的嗅觉器和味觉器曰
昆虫的足和头部的口器上也分布有不同类型的

化感器袁但以味觉器为主遥 除在上述化感组织表
达外袁 4L15在不具化感功能的胸和腹部也有
表达袁说明该基因可能还担负降解气味物质以外
的功能遥P450对随食物进入昆虫体内的植物次生
物质或农药的代谢作用已有很多研究报道遥 当
然袁要明确 2个基因的功能袁还有赖于进一步的
离体和活体功能研究袁如进一步克隆基因全长并
进行体外大量表达后进行生化实验袁 或应用
RNAi等技术沉默这些基因后观察其表型反应遥
此外袁 需要指出的是袁RT-PCR是一种半定量技
术袁因此本文所得的不同组织的表达量袁只是一
种相对结果袁更为精确的定量尚待应用定量 PCR
等技术进一步研究遥
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