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褐飞虱细胞色素 Ｐ４５０基因 ＣＹＰ４Ｃ６２的
原核表达及多克隆抗体的制备

孙海霞１，陈　俊２，杨之帆１，

（１．湖北大学生命科学学院，生物资源绿色转化湖北省协同创新中心，武汉４３００６２；
２．武汉科技大学化学工程与技术学院，武汉４３００８１）

摘要：【目的】细胞色素Ｐ４５０单加氧酶在昆虫生长发育和适应环境过程中发挥着重要功能。【方法】本研究克隆了褐
飞虱Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ细胞色素 Ｐ４５０基因 ＣＹＰ４Ｃ６２的开放阅读框（不含信号肽编码序列部分），在大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ中实现了高效表达，经ＮｉＮＴＡ琼脂糖凝胶亲和层析柱纯化得到了重组的ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白。将该蛋白免
疫日本大耳白兔Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓｃｕｎｉｃｕｌｕｓ雄兔，制备了兔抗ＣＹＰ４Ｃ６２血清抗体。采用间接ＥＬＩＳＡ方法检测了血清抗体的
效价；并通过Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交检测了该抗体的免疫学特异性。【结果】结果表明，通过大肠杆菌表达出的ＣＹＰ４Ｃ６２
蛋白相对分子量为５６ｋＤ。间接ＥＬＩＳＡ法检测表明，制备的兔抗ＣＹＰ４Ｃ６２抗体的效价达到１∶１０００００。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
杂交证实，该抗体既可与异源表达的ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白特异性结合，也可以与褐飞虱总蛋白中内源的ＣＹＰ４Ｃ６２特异性结
合，表明具有较好的免疫反应特异性。【结论】ＣＹＰ４Ｃ６２多克隆抗体的成功制备，为后续分析ＣＹＰ４Ｃ６２在褐飞虱各组织
中的时空表达水平，并通过免疫组织化学法定位分析该蛋白的组织、细胞及亚细胞分布规律，及最终解析ＣＹＰ４Ｃ６２的生
物学功能奠定了基础。
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６期 孙海霞等：褐飞虱细胞色素Ｐ４５０基因ＣＹＰ４Ｃ６２的原核表达及多克隆抗体的制备 ６５７　　

　　水稻是最重要的粮食作物之一，世界上约有一
半以 上 的 人 口 以 稻 米 为 主 食 （Ｗａｔａｎａｂｅａｎｄ
Ｋｉｔａｇａｗａ，２０００）。褐飞虱ＮｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓＳｔｌ．是
一种单食性害虫，只能在普通野生稻和水稻上取食

和繁殖后代，生长周期短，繁殖能力强且具有远距离

迁移习性，所以难以防治，常常给水稻生产带来巨大

损失。长期以来防治褐飞虱主要采取化学方法。自

２０世纪７０年代以来许多国家和地区都监测到褐飞
虱对很多农药产生了抗性（蔡海林等，２００７；庄家
祥等，２００８）。人们普遍认可的防治褐飞虱的重要
策略之一，就是培育、推广具有抗虫性的水稻新品种

（陈峰等，２００８），但目前种植的水稻抗性较弱，加上
褐飞虱在品种抗性胁迫下会转变成新的“生物型”，

使得抗性水稻品种丧失抗性，并相继从生产中淘汰

（Ｍａｔｔｅｓｏｎ，２０００）。
昆虫的细胞色素Ｐ４５０单加氧酶（简称Ｐ４５０）在

昆虫生长发育和适应环境过程中发挥着重要作用。

人们通过研究昆虫细胞色素Ｐ４５０的功能、进化及多
样性，加深对Ｐ４５０在昆虫适应宿主植物及参与杀虫
剂抗性发生和发展规律方面的认识（Ｆｅｙｅｒｅｉｓｅｎ，
２００５；Ｓｃｏｔｔ，１９９９）。本研究室此前对褐飞虱的５个
Ｐ４５０ 基 因 （ＣＹＰ６ＡＸ１， ＣＹＰ６ＡＹ１， ＣＹＰ６ＣＳ１，
ＣＹＰ６ＣＷ１和ＣＹＰ４ＣＥ１）的研究表明，在若虫中这些
Ｐ４５０基因均受抗性水稻的诱导，推测相应的 Ｐ４５０
单加氧酶的合成量会增加，从而增强褐飞虱代谢水

稻中有毒次生物质的能力（Ｙａｎｇｅｔａｌ．，２００７；杨之
帆等，２０１０；Ｙａｎｇｅｔａｌ．，２０１１）。

有研究初步证实昆虫的某些ＣＹＰ４家族基因受
蜕皮激素的诱导并参与激素代谢，如海灰翅夜蛾

Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ的 Ｐ４５０ 基 因 ＣＹＰ４Ｌ８ 和
ＣＹＰ４Ｍ１２以及黑腹果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ的
Ｐ４５０ 基 因 ＣＹＰ４ＡＣ１，ＣＹＰ４ＡＣ３，ＣＹＰ４ＡＤ１ 及
ＣＹＰ４Ｄ１的表达均受到蜕皮激素的强烈抑制（Ｄａｖｉｅｓ
ｅｔａｌ．，２００６）。Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ等（１９９８）从太平洋折翅蠊
Ｄｉｐｌｏｐｔｅｒａｐｕｎｃｔａｔａ咽侧体中克隆到 Ｐ４５０基因
ＣＹＰ４Ｃ７，并证实该基因与保幼激素的代谢相关。本
实验室前期对褐飞虱的细胞色素 Ｐ４５０基因
ＣＹＰ４Ｃ６２进行了表达谱分析，结果表明，取食抗性
水稻与感虫水稻后，该基因在表达水平上没有明显

差异，而且通过 ｍＲＮＡ原位杂交检测，发现褐飞虱
取食抗性水稻后，该基因在中肠没有明显的表达水

平变化，说明ＣＹＰ４Ｃ６２与抗性胁迫反应和有毒次生
物质的解毒无关（张艳艳，２００９）。为了进一步了解
ＣＹＰ４Ｃ６２的功能，我们拟通过原核表达系统表达

ＣＹＰ４Ｃ６２，制备其重组蛋白的多克隆抗体，为后续通
过Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交分析 ＣＹＰ４Ｃ６２在褐飞虱不同
组织中的表达水平，并通过免疫组化定位分析该蛋

白的组织细胞学分布，及揭示ＣＹＰ４Ｃ６２在褐飞虱体
内的生物学功能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　生物材料和试剂
１．１．１　供试昆虫：褐飞虱 Ｎ．ｌｕｇｅｎｓ４龄若虫取自
实验室养殖的水稻中，环境条件为２５±２℃，相对湿
度为８０％，光照周期为１６Ｌ∶８Ｄ。
１．１．２　菌株、质粒载体及药品试剂：ｐＥＴ２３ａ载体、
ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＧＯＬＤ及Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）菌株均
为本实验室保藏。ＰＣＲ试剂盒、限制性内切酶、Ｅｘ
ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ和 ｐＭＤ１８Ｔ载体均为 ＴａＫａＲａ
公司产品。ＴＲＩｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，弗氏
佐剂购自Ｓｉｇｍａ公司，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交所用发光试
剂为碧云天生物技术研究所产品。ＨＲＰ羊抗兔ＩｇＧ
购自ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈＧｒｏｕｐ公司。其他生化试剂均为分
析纯（Ａ．Ｒ．）或以上级。
１．２　ＰＣＲ扩增
１．２．１　引物设计与合成：根据已发表的褐飞虱
ＣＹＰ４Ｃ６２的序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为１６３３８５．１），设
计含有ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点的特异性引物，用
于扩增ＣＹＰ４Ｃ６２的开放阅读框（ＯＲＦ）（不含信号肽
编码序列）。引物由上海桑尼生物科技有限公司合

成。正向引物序列为：５′ＣＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＧＧＣＧＧ
ＡＴＡＡＡＡＡＴＡＡＴＣＡＡＣＡＴＧ３′；反向引物序列为：５′
ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧＡＣＴＧＴＧＴ
ＴＴＴＣＴＴＴＣＧ３′。
１．２．２　ＰＣＲ扩增反应：选取褐飞虱 ４龄若虫，用
ＴＲＩｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ提取褐飞虱总 ＲＮＡ，反转录获得
ｃＤＮＡ。以此 ｃＤＮＡ为模板扩增 ＣＹＰ４Ｃ６２部分序
列。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ，然后按照
９４℃ ４５ｓ，５６℃ ４５ｓ，７２℃ ９０ｓ，进行 ３０次循环反
应，最后于７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．３　重组蛋白表达
１．３．１　阳性克隆载体的构建及鉴定：经琼脂糖凝胶
电泳分离并纯化回收目的ＤＮＡ片段，用限制性内切
酶消化纯化后的 ＤＮＡ，再次回收目的 ＤＮＡ，并与
ｐＭＤ１８Ｔ载体连接，转化 Ｅ．ｃｏｌｉＧＯＬＤ感受态细
胞，涂布含氨苄青霉素的 ＬＢ固体培养基，待菌落长
出后，随机挑取１０个菌落，经ＰＣＲ扩增进行初步鉴
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定，进一步提取阳性菌落的质粒并用ＢａｍＨⅠ和Ｘｈｏ
Ⅰ进行双酶切鉴定；将含正确重组质粒的阳性菌落
送上海桑尼生物科技有限公司测序。

１．３．２　表达载体的构建：用 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ将
ＣＹＰ４Ｃ６２的克隆序列从重组质粒中切下，纯化后定
向连接到表达载体ｐＥＴ２３ａ上，将连接产物转化 Ｅ．
ｃｏｌｉＧＯＬＤ感受态细胞，从初步筛选的单菌落中提取
质粒并进行酶切鉴定。

１．３．３　重组蛋白的表达：将表达质粒转化 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ感受态细胞，挑选单菌落接种于６
ｍＬ含氨苄青霉素（１００μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ液体培养基
中，３７℃培养至 ＯＤ６００达到 ０．６，取 １ｍＬ保留做菌
种，其余５ｍＬ培养物中加入０．４ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，诱导
４ｈ后离心收集细菌细胞。
１．４　ＳＤＳＰＡＧＥ分析表达产物

将收集的细菌细胞悬浮于 ＰＢＳ（ｐＨ８．０）缓冲
液中，经超声破碎后离心，取上清和沉淀进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳检测。根据上清部分与沉淀部分中的蛋
白含量，判断其表达形式。

１．５　表达条件的优化
１．５．１　ＩＰＴＧ浓度的优化：改变 ＩＰＴＧ的浓度，按照
０，０．２，０．４，０．６，０．８和１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度梯度
进行表达，收集菌体破碎后进行电泳检测，根据检测

结果确定诱导表达的最适ＩＰＴＧ浓度。
１．５．２　诱导温度的优化：在最适的ＩＰＴＧ浓度下，选
取２０，２５，３０和３５℃温度梯度进行表达，收集菌体
破碎后进行电泳检测，根据检测结果确定诱导表达

的最适温度。

１．５．３　诱导时间的优化：在最适的 ＩＰＴＧ浓度和最
佳温度条件下，选取２，４，６和８ｈ时间梯度进行表
达，收集菌体破碎后进行电泳检测，根据检测结果确

定表达的最佳时间。

１．６　ＣＹＰ４Ｃ６２包涵体蛋白的制备和纯化
１．６．１　ＣＹＰ４Ｃ６２包涵体蛋白的制备：先将菌体小
量培养过夜后，按１∶１００（ｖ／ｖ）放大培养至ＯＤ６００值
达０．６，加入 ＩＰＴＧ至浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ，２５℃下诱
导培养４ｈ。离心收集诱导表达的菌体，重悬于ＰＢＳ
（ｐＨ８．０）中，冰浴中超声破碎（超声功率为３０Ｗ，
时间为 ７ｍｉｎ，间隔 ６０ｓ，反复操作 ４次），４℃
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集沉淀（包涵体）。

加入适当的包涵体洗涤液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
ｐＨ８．０，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２ｍｏｌ／Ｌ尿素，２％ ＴｒｉｔｏｎＸ
１００）洗涤３０ｍｉｎ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃
上清，并按上述条件重复洗涤１次。再加入适当的

包涵体溶解液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ８．０，０．５
ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，８ｍｏｌ／Ｌ尿素，２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００）溶解２
ｈ，期间在涡旋器上剧烈振荡５次，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，取上清备用。
１．６．２　ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白的纯化：将溶解好的包涵体
用孔径０．４５μｍ的滤膜过滤后，与 ＮｉＮＴＡ琼脂糖
凝胶充分混合后，填装入层析柱，用包涵体纯化缓冲

液进行洗脱。收集各部分洗脱液，经 ＳＤＳＰＡＧＥ、
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交法分析各部分洗脱液。
１．６．３　ＣＹＰ４Ｃ６２纯化蛋白的透析与浓缩：将含蛋
白浓度较高的洗脱液部分转入透析袋中，用 ＰＢＳ
（ｐＨ８．０）透析过夜，然后用 ＰＥＧ２００００浓缩，采用
Ｂｒａｄｆｏｒｄ法（Ｂｒａｄｆｏｒｄｅｔａｌ．，１９７６），以ＢＳＡ作为标准
品测定浓缩蛋白的含量。纯化好的蛋白置于－２０℃
保存备用。

１．７　ＣＹＰ４Ｃ６２多克隆抗体的制备
挑选 ２～３ｋｇ的日本大耳白兔 Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ

ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ雄兔，通过腹部皮下多点注射纯化的蛋白
进行免疫。首次免疫前，由耳缘静脉采血０．５～１．０
ｍＬ备用（用于效价检测）；取０．３ｍＬ（约０．８ｍｇ）纯
化蛋白与等体积的弗氏完全佐剂振荡混合均匀，进

行第１次接种；首次免疫７～９ｄ后，用同量的纯化
蛋白进行第２次免疫；７～９ｄ后进行第３次免疫。
免疫４次后，从免疫的兔耳缘静脉取血 １．０～１．５
ｍＬ，分离血清，间接ＥＬＩＳＡ法检测免疫血清的效价。
在最后一次免疫６～７ｄ后通过颈动脉取血，分离血
清，置－８０℃保存。
１．８　ＣＹＰ４Ｃ６２多克隆抗体的特性鉴定
１．８．１　效价测定：采用间接 ＥＬＩＳＡ法。以纯化的
ＣＹＰ４Ｃ６２重组蛋白（０．８μｇ／ｍＬ）包被 ＥＬＩＳＡ板，每
孔加入１００μＬ，４℃过夜，于３７℃放置２ｈ，用 ＰＢＳＴ
（８ｇＮａＣｌ，０．２ｇＫＣｌ，２．９ｇＮａＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，０．２ｇ
ＫＨ２ＰＯ４，０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０，ｐＨ７．４）洗涤３次后，加
入５％ ＢＳＡ于３７℃封闭２ｈ。去除上清，依次加入
不同稀释比例的兔抗血清、正常兔血清做对照，

１∶５０００的ＨＲＰ羊抗兔 ＩｇＧ（３７℃放置２ｈ，ＰＢＳＴ洗
３次）。最后加ＴＭＢ底物液显色，终止反应后，酶标
仪测定Ａ４５０值。
１．８．２　特异性鉴定：采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交法。
ＣＹＰ４Ｃ６２重组蛋白经 ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，转移至硝
酸纤维素滤膜上，以５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉室温封闭滤膜
后，依次用１∶５０００（ｖ／ｖ）的 ＣＹＰ４Ｃ６２抗兔血清及
１∶３０００（ｖ／ｖ）的 ＨＲＰ羊抗兔 ＩｇＧ孵育。最后加入
化学发光试剂 ＥＣＬＰＬＵＳ后，滤膜覆盖 Ｘ光片进行
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曝光，最后对Ｘ光片进行显影、定影。
１．８．３　验证 ＣＹＰ４Ｃ６２在褐飞虱中的表达：褐飞虱
总蛋白采用液氮研磨、ＲＩＡＰ裂解液裂解、丙酮沉淀
法制得。以此提取的总蛋白作为抗原，ＣＹＰ４Ｃ６２多
克隆抗体作为抗体，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交法验证
ＣＹＰ４Ｃ６２抗体与褐飞虱内源 ＣＹＰ４Ｃ６２的结合特
异性。

２　结果

２．１　褐飞虱细胞色素Ｐ４５０基因ＣＹＰ４Ｃ６２目的基
因片段的扩增及序列分析

　　以褐飞虱 ４龄若虫为起始材料，用 ＴＲＩｚｏｌ
ｒｅａｇｅｎｔ提取总 ＲＮＡ，将总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ并
用作模板，用 ＣＹＰ４Ｃ６２特异性引物进行扩增，ＰＣＲ
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分离后，呈现一条清晰、

单一、大小与预期相吻合的 ＤＮＡ条带，大小约为
１４５０ｂｐ（图１）。用Ｍ１３（＋）和Ｍ１３（－）引物进行
双向测序，将测序结果与已登录的褐飞虱 ＣＹＰ４Ｃ６２
序列进行比对，挑选无突变的序列作为模板。

图１　ＣＹＰ４Ｃ６２ＰＣＲ扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析
Ｆｉｇ．１　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＣＹＰ４Ｃ６２ｂｙ

ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ；１：ＰＣＲ产物ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ．箭头指示为经琼脂糖
凝胶电泳分离的 ＣＹＰ４Ｃ６２扩增片段。ＴｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＣＹＰ４Ｃ６２ｓｅｐａｒａｔｅｄｏｎａｇａｒｏｓｅｇｅｌ．

２．２　表达载体的构建
经ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切的基因片段，亚克隆

到ｐＥＴ２３ａ载体上，转化 Ｅ．ｃｏｌｉＧｏｌｄ感受态细胞，
挑选菌落抽提质粒并进行酶切鉴定。如图２所示，
正确的重组质粒酶切后呈现两条清晰的条带，一条

带为ＣＹＰ４Ｃ６２片段，另一条带为 ｐＥＴ２３ａ载体片段
约３６００ｂｐ。

图２　经ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切鉴定
ｐＥＴＣＹＰ４Ｃ６２重组质粒

Ｆｉｇ．２　ｐＥＴＣＹＰ４Ｃ６２ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨⅠａｎｄＸｈｏⅠ

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ；１：ｐＥＴＣＹＰ４Ｃ６２重组质粒酶切产物 ｐＥＴ

ＣＹＰ４Ｃ６２ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ．箭头指示酶切释放的

ＣＹＰ４Ｃ６２的片段。ＴｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｄＣＹＰ４Ｃ６２ｆｒａｇｍｅｎｔ．

２．３　重组蛋白表达的鉴定
重组克隆菌经 ＩＰＴＧ诱导后，表达产物经 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析表明在５６ｋＤ处出现了一条新蛋白带，
其大小与预期的重组蛋白带大小相符合，只是显示

上清中表达量不明显（图３：Ａ），而沉淀中表达量较
高（图３：Ｂ），转入空载体的菌中诱导后未见此带
（图３）。

图３　ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白的初步表达鉴定
Ｆｉｇ．３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄＣＹＰ４Ｃ６２ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ：诱导后破菌上清ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｌｙｓａｔｅａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ｍ：ＢｌｕｅＰｌｕｓＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１：转

化ｐＥＴ２３ａ载体的转化菌ｐＥＴ２３ａｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：转化

ＣＹＰ４Ｃ６２重组质粒的转化菌ＣＹＰ４Ｃ６２ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．Ｂ：诱

导后破菌沉淀 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图 Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｌｙｓａｔｅａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．Ｍ：ＢｌｕｅＰｌｕｓＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；３：转

化ｐＥＴ２３ａ载体的转化菌ｐＥＴ２３ａｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；４：转化

ＣＹＰ４Ｃ６２重组质粒的转化菌ＣＹＰ４Ｃ６２ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．箭头

指示表达的ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白。ＴｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄＣＹＰ４Ｃ６２

ｐｒｏｔｅｉｎ．
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２．４　表达条件的优化
２．４．１　ＩＰＴＧ浓度：用不同浓度的 ＩＰＴＧ诱导，在未
加入 ＩＰＴＧ的对照组中有少量的 ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白表
达，随着ＩＰＴＧ加入量的增加，蛋白的表达量也明显
增加。０．６ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ就可以使 ＣＹＰ４Ｃ６２表
达量最大化，继续提高 ＩＰＴＧ的浓度对提高蛋白的
表达量无明显作用（图４）。

图４　ＩＰＴＧ浓度对ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白表达量的影响

Ｆｉｇ．４　ＩｍｐａｃｔｏｆＩＰＴＧｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＰ４Ｃ６２
Ｍ：ＢｌｕｅＰｌｕｓＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ２３ａ载体转化菌诱导后破菌沉

淀 ＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆｌｙｓａｔｅｆｒｏｍｐＥＴ２３ａｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２－７：

ＩＰＴＧ浓度分别为 ０，０．２，０．４，０．６，０．８和 １．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，

ＣＹＰ４Ｃ６２重组质粒转化菌诱导后破菌沉淀 Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｓｏｆｌｙｓａｔｅｆｒｏｍ

ＣＹＰ４Ｃ６２ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｂｙＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｔｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ０，０．２，

０．４，０．６，０．８ａｎｄ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．箭头指示不同浓度

ＩＰＴＧ诱导的 ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白。Ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ＣＹＰ４Ｃ６２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＰＴＧ．

２．４．２　诱导温度：在０．６ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ浓度下，
随着诱导温度的升高，上清中蛋白表达量无明显变

化（结果未显示），而沉淀中蛋白的表达量在２５℃就
有明显提高，此时杂蛋白量也相对较少，有利于后续

纯化（图５）。
２．４．３　诱导时间：在最适ＩＰＴＧ浓度和温度下，随着
诱导时间的延长，ＣＹＰ４Ｃ６２的表达量在一定时间内
有所增加，诱导４ｈ后，继续延长诱导时间对提高蛋
白的表达无明显作用（图６）。

通过对培养温度、ＩＰＴＧ的浓度及培养时间的探
索得出最佳表达条件为：温度２５℃，ＩＰＴＧ浓度０．６
ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导时间４ｈ。
２．５　包涵体蛋白的制备

将诱导好的菌体破细胞后，收集沉淀得到包涵

体，通过包涵体洗涤液对包涵体洗涤可以除去部分

杂蛋白（结果未显示），通过包涵体溶解液溶解包涵

体，可以溶解大量蛋白，并且随着溶解时间的延长，

目的蛋白的溶解量也相应增加。

图５　诱导温度对ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．５　Ｉｍｐａｃｔｏｆｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＰ４Ｃ６２
Ｍ：ＢｌｕｅＰｌｕｓＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１－４：加入０．６ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ分别在
２０，２５，３０和３５℃下诱导４ｈ，ＣＹＰ４Ｃ６２重组质粒转化菌破菌沉淀
ＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｓｏｆｌｙｓａｔｅｆｒｏｍＣＹＰ４Ｃ６２ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｂｙｉｎｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈ０．６
ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧａｔ２０，２５，３０ａｎｄ３５℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｆｏｒ４ｈ．箭头指示
不同温度条件下诱导的 ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白。Ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄＣＹＰ４Ｃ６２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ．

图６　诱导时间对ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．６　ＩｍｐａｃｔｏｆｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＹＰ４Ｃ６２
Ｍ：ＢｌｕｅＰｌｕｓＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１－４：加入０．６ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ２５℃下分

别诱导２，４，６和８ｈ，ＣＹＰ４Ｃ６２重组质粒转化菌破菌沉淀 Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｓ

ｏｆｌｙｓａｔｅｆｒｏｍＣＹＰ４Ｃ６２ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｂｙｉｎｄｕｃｔｉｏｎｗｉｔｈ０．６ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ

ａｔ２５℃ ｆｏｒ２，４，６ａｎｄ８ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．箭头指示诱导不同时间（ｈ）

ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白的表达水平。Ｔｈｅａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＣＹＰ４Ｃ６２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｕｒｓ．

２．６　ＣＹＰ４Ｃ６２的纯化鉴定
在制备好的包涵体溶解液中加入０．１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ，再加入层析柱中，收集流出液，反复上样３次。
洗脱液含有０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＤＴＴ，分部收集流出液，
经ＳＤＳＰＡＧＥ检测洗脱结果。结果显示２０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑洗脱下单一的蛋白（图７：Ａ）；另一方面由于载
体上有组氨酸标签，利用组氨酸标签进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹杂交分析也可检测纯化的蛋白是不是

ＣＹＰ４Ｃ６２重组蛋白，结果显示纯化的蛋白的确为
ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白（图７：Ｂ）。收集纯化蛋白，ＰＢＳ（ｐＨ
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图７　重组蛋白纯化检测
Ｆｉｇ．７　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ：ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图 ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＣＹＰ４Ｃ６２ｂｙＳＤＳＰＡＧＥ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ；Ｍ：ＢｌｕｅＰｌｕｓＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１：ＣＹＰ４Ｃ６２粗蛋白上

清ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＣＹＰ４Ｃ６２ｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎ；２：ＣＹＰ４Ｃ６２粗蛋白沉淀

ＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｏｆＣＹＰ４Ｃ６２ｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎ；３：包涵体溶解液 Ｔｈｅｄｉｓｓｏｌｖｅｄ

ｌｉｑｕｉｄｏｆｉｎｃｌｕｓｉｏｎｂｏｄｉｅｓ；４：纯化蛋白 ＰｕｒｉｆｉｅｄＣＹＰ４Ｃ６２ｐｒｏｔｅｉｎ．Ｂ：

ＣＹＰ４Ｃ６２纯化蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交检测图 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄ

ＣＹＰ４Ｃ６２ｐｒｏｔｅｉｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．箭头指示经镍柱纯化

的ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白。ＴｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅＣＹＰ４Ｃ６２ｐｒｏｔｅｉｎｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｂｙＮｉＮＴＡａｇａｒｏｓｅｇｅｌａｆｆｉｎｉｔｙ．

８．０）透析过夜，ＰＥＧ２００００浓缩，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋
白含量。纯化的蛋白于－２０℃保存备用。
２．７　ＣＹＰ４Ｃ６２多克隆抗体的鉴定
２．７．１　抗体效价：日本大耳白雄兔经４次免疫后，
分别用间接ＥＬＩＳＡ法检测血清抗体的效价，结果表
明，随免疫次数的增加抗体的效价逐渐上升，终效价

可达１∶１０００００。
２．７．２　特异性：用制备的ＣＹＰ４Ｃ６２多克隆抗体分别
对 Ｅ．ｃｏｌｉ细胞表达的异源 ＣＹＰ４Ｃ６２粗蛋白和
ＣＹＰ４Ｃ６２纯化蛋白作Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交分析，结果显
示在预期大小的位置呈现特异性的结合条带（图８：
Ａ，Ｂ），表明所制备的抗体具有较好的免疫学活性。
２．７．３　褐飞虱中ＣＹＰ４Ｃ６２的表达验证：进一步用
制备的ＣＹＰ４Ｃ６２抗兔血清与褐飞虱整虫提取的总
蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交，结果也显示出特异性
的条带，且条带非常清晰（图８：Ｃ，箭头所示），说明
制备的 ＣＹＰ４Ｃ６２多克隆抗体也可以与内源的
ＣＹＰ４Ｃ６２特异性结合。

３　讨论

真核生物的许多蛋白是分泌性蛋白或膜锚定蛋

白，要通过原核细胞高水平表达这些蛋白，在设计外

源基因表达盒时，必须从成熟蛋白质编码序列开始

（Ｗｉｌｓｏｎ，２００７）。因此在本研究中去掉了 ＣＹＰ４Ｃ６２

５′端的信号肽编码序列，以期实现高水平表达，获得
足够的ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白。然而实验过程中 ＣＹＰ４Ｃ６２
并没有大量出现在大肠杆菌细胞裂解液的上清部

分，而是主要以包涵体的形式存在于沉淀中，改变诱

图８　ＣＹＰ４Ｃ６２多克隆抗体的免疫特异性检测
Ｆｉｇ．８　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｍｍｕｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆ

ＣＹＰ４Ｃ６２ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ
Ａ：ＣＹＰ４Ｃ６２粗蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交结果 ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＹＰ４Ｃ６２ｉｎ

ｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＣＹＰ４Ｃ６２ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；
Ｂ：ＣＹＰ４Ｃ６２纯化蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交结果 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄ

ＣＹＰ４Ｃ６２ｆｒｏｍＣＹＰ４Ｃ６２ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ；Ｃ：褐飞虱整虫总蛋白中的内
源ＣＹＰ４Ｃ６２的检测 ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＣＹＰ４Ｃ６２ｉｎｔｈｅｔｏｔａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＮｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ．箭头指示用制备的 ＣＹＰ４Ｃ６２多克隆

抗体检测到的ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白条带。ＴｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅＣＹＰ４Ｃ６２
ｐｒｏｔｅｉｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅｐｒｅｐａｒｅｄＣＹＰ４Ｃ６２ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ．

导条件甚至采用低温（４℃）仍无法提高上清中的蛋
白含量。许多通过大肠杆菌细胞异源表达的蛋白都

存在这种现象（Ｂａｎｅｙｘ，１９９９）。
设计引物时，在对应蛋白 Ｃ端的引物的５′末端

另加了６个组氨酸（Ｈｉｓ）密码，期望增加重组蛋白与
Ｎｉ柱的结合能力，提高回收率。表达后对上清部分
进行纯化，但并未分离到 ＣＹＰ４Ｃ６２蛋白，这可能与
表达产物大量形成包涵体有关。

虽然包涵体蛋白无生物活性，但对于制备多克

隆抗体无影响。此外，由于包涵体表达量大，可以为

纯化目的蛋白带来很大的方便，所以实验中采用

ＣＹＰ４Ｃ６２包涵体纯化蛋白。在纯化过程中添加０．１
ｍｏｌ／ＬＤＴＴ成功纯化到单一的目的蛋白，这是因为
ＤＴＴ可以打开蛋白二硫键有利于蛋白基团的暴露
（安宇等，２００７），但是高浓度的 ＤＴＴ对 Ｎｉ柱有损
伤，应尽量避免使用。

在前期工作中对 ＣＹＰ４Ｃ６１进行了半定量研究
表明，ＣＹＰ４Ｃ６１主要在脂肪体中表达，原位杂交结
果表明ＣＹＰ４Ｃ６１在中肠中无表达，说明该基因在褐
飞虱适应环境及解毒中不起作用，可能参与内源物

质的代谢（刘晓黎，２０１０）。也有文献证实，昆虫的
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Ｐ４５０家族的成员参与脂肪酸、激素等内源物质的代
谢。那么作为 ＣＹＰ４家族中与 ＣＹＰ４Ｃ６１同一分支
的ＣＹＰ４Ｃ６２是否也可能参与体内的内源物质代谢，
尚有待进一步的研究。

后续可以开展的工作有：利用所制备的多克隆

抗体检测ＣＹＰ４Ｃ６２在褐飞虱不同组织中的表达，采
用免疫组织化学的方法从蛋白水平对 ＣＹＰ４Ｃ６２进
行细胞定位。另一方面由于细胞色素 Ｐ４５０是膜结
合蛋白，不稳定，直接从昆虫中分离 Ｐ４５０，再重组有
活性的酶系来研究其功能具有相当的难度（郑明奇

等，２００５），可以通过杆状病毒表达系统进行异源表
达，重建Ｐ４５０代谢酶系，从而确定ＣＹＰ４Ｃ６２的天然
代谢底物。

本研究以纯化的 ＣＹＰ４Ｃ６２重组蛋白免疫日本
大耳白雄兔，制备了ＣＹＰ４Ｃ６２多克隆抗体。所获抗
血清经间接 ＥＬＩＳＡ法检测，其效价达到１∶１０００００
以上；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交证实该抗体具有良好的特异
性。作为阶段性成果，这些结果为后续深入研究

ＣＹＰ４Ｃ６２的生物学功能奠定了基础，期望能为人们
了解褐飞虱的生理生化和生长发育、寻找科学防治

褐飞虱的新策略提供一定的理论参考。
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