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摘要　小菜蛾犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪是为害十字花科作物的世界性重要害虫，对氯虫苯甲酰胺产生了严重抗性。已经

明确小菜蛾犆犢犘６犅犌１的过量表达与其对氯虫苯甲酰胺的抗性相关。本文进一步通过昆虫杆状病毒表达系统在

犛犳９细胞中表达了小菜蛾ＣＹＰ６ＢＧ１和 ＮＡＤＰＨ细胞色素Ｐ４５０还原酶（ＣＰＲ）蛋白，并检测犛犳９细胞表达

ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白后对氯虫苯甲酰胺的敏感变化及氯虫苯甲酰胺经ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白代谢后对小菜蛾幼虫毒力的变化。

结果显示：犛犳９细胞中与ＣＰＲ共表达的ＣＹＰ６ＢＧ１具有７乙氧基香豆素犗脱乙基酶活性，且细胞对氯虫苯甲酰胺

的敏感性显著下降。将表达的蛋白与不同浓度的氯虫苯甲酰胺孵育２４ｈ后，对３龄小菜蛾幼虫致死率显著低于对

照组。本研究结果间接表明ＣＹＰ６ＢＧ１能够降解氯虫苯甲酰胺，从而增强小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的抗性。

关键词　小菜蛾；　氯虫苯甲酰胺；　犆犢犘６犅犌１；　真核表达
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　　小菜蛾是一种世界性害虫，主要为害十字花科

作物，在中国由小菜蛾造成的经济损失每年约７．７

亿美元［１］，全球达到４０亿～５０亿美元
［２］。氯虫苯

甲酰胺是一种双酰胺类杀虫剂，主要作用于昆虫的

鱼尼丁受体（ｒｙａｎｏｄｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＲｙＲ），诱导钙离子

失调，引起昆虫肌肉收缩并最终导致死亡［３５］。自

２００８年８月在我国正式登记后，氯虫苯甲酰胺迅速

被用于小菜蛾的防治［６］。由于对该药剂的过度依赖

和不合理使用，小菜蛾很快对其产生了严重抗性。通

过抗性监测发现广州增城田间小菜蛾种群对氯虫苯

甲酰胺产生了６００～２０００多倍的抗性
［７８］。随后Ｇｕｏ

等［９１０］发现广东、云南等多个地区的小菜蛾种群对氯
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虫苯甲酰胺均产生了数百倍的抗性。在国外，小菜蛾

对氯虫苯甲酰胺的高水平抗性也有报道。据Ｔｒｏｃｚｋａ

等［１１］测定，在泰国、菲律宾小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的

抗性倍数分别大于２００倍和４１００倍；而在巴西，小菜

蛾对该药剂甚至产生了２７７９３倍的抗性
［１２］。

随着小菜蛾对氯虫苯甲酰胺抗性的不断加剧，

其抗性机制也得到广泛研究。小菜蛾对氯虫苯甲酰

胺产生高水平抗性主要是由ＲｙＲ上的Ｇ４９４６Ｅ突

变引起［１１］，且突变频率与抗性水平正相关［９］。随后

发现，ＲｙＲ上的另一个点突变Ｉ４７９０Ｍ也可以导致

其与氯虫苯甲酰胺的结合能力下降，从而产生抗

性［１０］。此外，ＲｙＲ的ｍＲＮＡ表达量上调也与小菜

蛾对氯虫苯甲酰胺的抗性相关，且其表达受ｍｉＲＮＡ

的调控［１３］。除了靶标抗性，解毒酶代谢能力增强是

小菜蛾对氯虫苯甲酰胺产生抗性的另一个重要原

因。研究发现细胞色素Ｐ４５０基因犆犢犘３２１犈１
［１４］和尿

苷二磷酸糖基转移酶（ＵＤＰｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，

ＵＧＴｓ）基因犝犌犜３３犃犃４
［１５］的过量表达参与了小菜蛾

对氯虫苯甲酰胺的抗性。Ｌｉ等
［１６］发现犆犢犘６犅犌１基

因在多个小菜蛾抗性种群中过量表达，进一步通过

ＲＮＡｉ和转犆犢犘６犅犌１果蝇品系的构建间接证明了该

基因的过表达与小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的抗性相关。

昆虫杆状病毒表达系统是一个以昆虫杆状病毒

为外源基因载体，以昆虫细胞为受体的表达系统。

由于其能够对表达的基因进行翻译后加工，具有高

效表达外源基因的能力，因此被广泛用于目标基因

的表达和功能研究。自从人β干扰素被首次表达后，

大量的外源基因已在杆状病毒表达系统中成功表

达［１７１８］。我们前期证明了犆犢犘６犅犌１过表达与小菜

蛾对氯虫苯甲酰胺的抗性相关，本研究利用昆虫杆状

病毒表达系统表达了小菜蛾ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白并研究了

其对氯虫苯甲酰胺的解毒代谢能力，以期为进一步阐

明小菜蛾对该药剂的抗性机制提供直接证据。

１　材料与方法

１．１　供试昆虫及细胞系

小菜蛾采自北京郊区的甘蓝地，在实验室饲养

１０年以上且不接触任何杀虫药剂。小菜蛾的饲养

采用蛭石萝卜苗法［１９］。饲养条件为（２５±１）℃，湿

度为７０％～９０％，光周期Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ。犛犳９细

胞系用Ｓｆ９００ⅡＳＦＭ液体培养基（含１０％牛血清蛋

白及１００Ｕ／ｍＬ青霉素和０．１ｍｇ／ｍＬ链霉素）培养。

细胞置于无ＣＯ２、（２７±１）℃的恒温培养箱中培养。

１．２　试剂

９５％氯虫苯甲酰胺（ｃｈｌｏｒａｎｔｒａｎｉｌｉｐｒｏｌｅ）原药购

自杜邦公司（上海）。ｐＦａｓｔＢａｃＴｏｐＨｉｓＮｖｅｔｏｒ载

体、ＤＨ１０ＢａｃＴＭ感受态细胞，ＡｃｃｕＰｒｉｍｅＴＭＰｆｘＤＮＡ

聚合酶和ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎⅡ转染试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司。Ｓｆ９００ⅡＳＦＭ培养基、牛血清蛋白、双抗（青霉

素／链霉素）购自Ｇｉｂｃｏ公司，ＤｕａｌＧｌｏ萤光素酶检

测系统购自Ｐｒｏｍｅｇａ。其他试剂主要购自ＴａＫａＲａ

和上海生工生物公司。

１．３　昆虫蛋白表达载体的构建

根据 ＮＣＢＩ中小菜蛾犆犢犘６犅犌１（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｎｏ．ＫＸ８４４８２９）和Ｐ４５０还原酶犆犘犚（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｎｏ．ＫＪ７６７０１５．１）基因全长序列设计引物，引物序

列见表１。采用ＰｌａｔｉｎｕｍＰｆｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ试

剂盒扩增获得犆犢犘６犅犌１和犆犘犚基因全长的平末

端ＰＣＲ产物（含起始密码子和终止密码子）。并将

其分别连接至昆虫细胞表达载体ｐＦａｓｔＢａｃ／ＮＴ

ＴＯＰＯ中，然后将连接产物转化至ＯｎｅＳｈｏｔＭａｃｈ１

ＣｈｅｍｉｃａｌｌｙＣｏｍｐｅｔｅｎｔ大肠杆菌感受态细胞内。经

Ｘｇａｌ和ＩＰＴＧ诱导后进行蓝白斑筛选。挑取白色

菌落，于３７℃、２２５ｒ／ｍｉｎ的摇床上培养４ｈ后进行

菌液 ＰＣＲ 检测。用 ｐＦａｓｔ上游通用引物（５′

ＡＡＡＴＧＡＴＡＡＣＣＡＴＣＴＣＧＣ３′）和目的基因的下

游引物扩增。选取含有阳性重组子的菌液，送生工

生物工程（上海）股份有限公司测序。挑取测序结果

比对正确的菌落于３７℃、２２５ｒ／ｍｉｎ培养过夜，用

ＡｘｙＰｒｅｐ质粒ＤＮＡ小量提取试剂盒分别提取鉴定

正确的重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃ／ＮＴＴＯＰＯＣＹＰ６ＢＧ１

和ｐＦａｓｔＢａｃ／ＮＴＴＯＰＯＣＰＲ。

１．４　昆虫重组质粒的转座及鉴定

将重组质粒ｐＦａｓｔＢａｃ／ＮＴＴＯＰＯＣＹＰ６ＢＧ１和

ｐＦａｓｔＢａｃ／ＮＴＴＯＰＯＣＰＲ转染至ＤＨ１０ＢａｃＴＭ感受态

细胞中，利用含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素、７μｇ／ｍＬ庆大

霉素、１０μｇ／ｍＬ四环素、１００μｇ／ｍＬＸｇａｌ、４０μｇ／ｍＬ

ＩＰＴＧ的平板进行培养筛选，挑取白色菌落进行ＰＣＲ

鉴定，ＰＣＲ鉴定采用ｐＵＣ／Ｍ１３载体通用引物进行扩

增，引物序列见表１。目的片段大小为２４４０ｂｐ＋插

入片段大小。将含有目的条带的ＰＣＲ产物送生工生

物工程（上海）股份有限公司进行测序。挑取测序结

果比对正确的菌落于ＬＢ液体培养基（含５０μｇ／ｍＬ

卡那霉素、７μｇ／ｍＬ庆大霉素和１０μｇ／ｍＬ四环素）

中，３７℃、２２５ｒ／ｍｉｎ条件下培养过夜。然后用Ｐｒｏ

ｍｅｇａ的ＰｕｒｅＹｉｅｌｄ质粒中提试剂盒提取无内毒素的

质粒即重组子ＢａｃｍｉｄＣＹＰ６ＢＧ１和ＢａｃｍｉｄＣＰＲ。质

粒分装保存于－２０℃冰箱备用。
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表１　犘犆犚扩增用引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

基因或质粒

Ｇｅｎｅｏｒｐｌａｓｍｉｄ

上游引物（５′３′）

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

下游引物（５′３′）

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

犆犢犘６犅犌１ ＡＴＧＴＴＧＴＡＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＣＴＧ ＣＴＡＡＴＴＧＧＣＧＧＴＣＴＴＣＡＣＧ

犆犘犚 ＡＡＧＡＴＧＴＣＧＧＡＧＧＡＣＣＴＣＧ ＴＣＴＡＧＣＴＣＣＡＣＡＣＧＴＣＧＧＣ

ｐＵＣ／Ｍ１３ ＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧ ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ

１．５　重组蛋白的表达及检测

根据ＣｅｌｌｆｅｃｔｉｎⅡ脂质体转染试剂盒的方法将重组

子ＢａｃｍｉｄＣＹＰ６ＢＧ１和ＢａｃｍｉｄＣＰＲ分别转染犛犳９细

胞。在２７℃培养７２ｈ或直至出现病毒感染迹象。将上

层培养基移至相应的离心管中，５００ｇ离心５ｍｉｎ以去

除细胞及大的碎片。上清液即为病毒液，为第１代病毒

（Ｐ１），由于Ｐ１滴度低，通常要扩增至第３代病毒（Ｐ３），

其滴度才能满足目的蛋白的表达。病毒扩增步骤为：

在六孔板中加入犛犳９细胞悬浮液，每孔２×１０６个细

胞，室温贴壁１ｈ后每孔加入１００μＬＰ１病毒液于

２７℃下培养４８ｈ。然后收集上层细胞液，５００ｇ离心

５ｍｉｎ获得的上清液即为第２代病毒（Ｐ２），同样的方

法继续扩增一代即为第３代病毒（Ｐ３）。Ｐ３病毒液用

锡箔纸包好，避光置于４℃冰箱保存备用。由于Ｐ４５０

蛋白只有在ＣＰＲ存在时才具有活性，因此目的蛋白

的表达需要将重组病毒ＣＹＰ６ＢＧ１和ＣＰＲ共同表达。

即在２４孔板中加入犛犳９细胞悬浮液，每孔６×１０５个

细胞，室温贴壁３０ｍｉｎ后吸去培养基，加入３００μＬ新

鲜的培养基，分别取１０μＬＣＹＰ６ＢＧ１和ＣＰＲ的Ｐ３病

毒液加入培养板中，于２７℃培养箱中培养２４ｈ后加

入无菌的氯化血红素，使其终浓度为３μｇ／ｍＬ。继续

培养４８ｈ，弃去培养基，细胞用ｌ×ＰＢＳ洗涤并收集细

胞用于后续Ｐ４５０活性的测定。

Ｐ４５０活性测定方法参照Ｓｔｕｍｐｆ等
［２０］略有修改。

即以７乙氧基香豆素为底物，在９６孔板中每孔加入

４０μＬ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４），１μＬ的４０ｍｍｏｌ／Ｌ

７乙氧基香豆素（丙酮溶解）及５０μＬ蛋白酶液。充分

混匀后，加入１０μＬＮＡＤＰＨ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）。３０℃反应

３０ｍｉｎ，其中，每隔１０ｍｉｎ置于摇床上振荡混匀。反应

结束后加入１０μＬ氧化型谷胱甘肽（３０ｍｍｏｌ／Ｌ水溶

液）和１０μＬ的谷胱甘肽还原酶（０．５Ｕ）。室温放置

１０ｍｉｎ以除去多余的ＮＡＤＰＨ。１０ｍｉｎ后加入１２０μＬ

５０％乙腈ＴＲＩＺＭＡｂａｓｅ缓冲液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ１０）

终止反应。在激发波长３９０ｎｍ、发射波长４６５ｎｍ条

件下测定荧光值。空白组在终止反应后补加酶液。

以每孔测得的ＯＤ值为Ｐ４５０活性。为测定ＣＹＰ６ＢＧ１

和ＣＰＲ以不同比例共同表达对酶活性的影响，将

ＣＹＰ６ＢＧ１的Ｐ３病毒液与ＣＰＲＰ３病毒液分别按１∶１、

３∶１、５∶１、７∶１和１０∶１加入犛犳９细胞中并按照上述方法

测定所表达Ｐ４５０的活性。试验设置３个生物学

重复。

１．６　犛犳９细胞对氯虫苯甲酰胺的敏感性测定

为了检测表达ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白的犛犳９细胞对氯

虫苯甲酰胺的敏感性变化，将不同浓度的氯虫苯甲

酰胺溶液加入表达ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白的犛犳９细胞中，

检测其对细胞的毒性。采用ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８

（ＣＣＫ８）试剂盒检测氯虫苯甲酰胺对细胞的毒性。

处理组犛犳９细胞中加入１０μＬＣＹＰ６ＢＧ１／ＣＰＲ

（５∶１，犞／犞）的Ｐ３病毒液，对照组中不加病毒液。培

养２４ｈ后，分别加入１０μＬ浓度为０、１０、２５μｇ／ｍＬ

和５０μｇ／ｍＬ的氯虫苯甲酰胺溶液（溶剂为ＤＭ

ＳＯ），每个浓度５个重复，空白组加入１０μＬＤＭＳＯ。

继续培养４８ｈ后，移除含药培养基并用新鲜培养基

清洗３次。然后加入１００μＬ新鲜培养基。每孔加

入１００μＬＣＣＫ８试剂，培养箱中放置４ｈ后，用酶

标仪测定４５０ｎｍ下的吸光度。细胞的相对活性＝
（处理组ＯＤ４５０－空白ＯＤ４５０）／（对照ＯＤ４５０－空白

ＯＤ４５０）。对照组的相对活性为１。

１．７　氯虫苯甲酰胺与犆犢犘６犅犌１蛋白温育后对小

菜蛾毒力的测定

　　在表达有ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白的细胞培养基中添加氯

虫苯甲酰胺并孵育２４ｈ后，处理小菜蛾幼虫，检测其

对小菜蛾的毒力变化。首先将Ｐ３病毒液按照

ＣＹＰ６ＢＧ１∶ＣＰＲ＝５∶１的比例侵染犛犳９细胞２４ｈ，然后

加入无菌的氯化血红素，２４ｈ后加入不同浓度的氯虫

苯甲酰胺溶液，再经过２４ｈ后，将上层培养基转移至

５０ｍＬ离心管中。补加０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００至４０ｍＬ

使氯虫苯甲酰胺的终浓度为０．３、０．５μｇ／ｍＬ和

０．７μｇ／ｍＬ（假定氯虫苯甲酰胺未被ＣＹＰ６ＢＧ１降

解）。用该溶液浸泡甘蓝叶片１５ｓ，取出晾干后饲喂

３龄初小菜蛾幼虫，９６ｈ后检查死亡率。设置两个

对照，一组不含犛犳９细胞只有培养基（对照１），另一

组按ＣＹＰ６ＢＧ１∶ＣＰＲ＝５∶１的比例侵染犛犳９细胞，

但２４ｈ后不添加氯化血红素（对照２），其他步骤与

处理组一致。设置３个重复。

１．８　数据统计

采用ＩｎＳｔａｔｖ．３．０（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ，Ｓａｎ
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Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）软件进行数据分析，所得数据均

用平均数±标准差表示，用狋检验比较两组数据的

差异显著性（α＝０．０５），多组数据采用单因素方差分

析并用Ｔｕｋｅｙ法进行多重比较。

２　结果与分析

２．１　犛犳９细胞中表达的小菜蛾犆犢犘６犅犌１酶的活性

未表达ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白的犛犳９细胞，处理组和

对照组的荧光强度无显著差异，而表达ＣＹＰ６ＢＧ１

蛋白的犛犳９细胞，在ＣＹＰ６ＢＧ１／ＣＰＲ不同比例下，

处理组的荧光强度均显著高于对照组（表２），说明

处理组表达的ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白具有活性并代谢了７

乙氧基香豆素。并且随着ＣＹＰ６ＢＧ１所占比例升

高，其活性增强，但是比例达到１０∶１的时候，其活性

明显降低。因此，后续试验中ＣＹＰ６ＢＧ１和ＣＰＲ病

毒比例固定为５∶１。

表２　不同犆犢犘６犅犌１与犆犘犚比例下表达蛋白的活性１
）

犜犪犫犾犲２　犃犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳犲狓狆狉犲狊狊犲犱犆犢犘６犅犌１／犆犘犚狆狉狅狋犲犻狀狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犪狋犻狅狊

类别

Ｃａｔｅｇｏｒｙ

ＯＤ值　ＯＤｖａｌｕｅ

犛犳９细胞犛犳９ｃｅｌｌ １∶１ ３∶１ ５∶１ ７∶１ １０∶１

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ １０９．３±７．７ １０７．０±６．０ １１９．０±１．０ １１９．０±２．６ １１８．３±１．５ １０６．３±４．９

处理组Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ １１４．７±９．３ ２０７．３±１１．６ ２１６．０±２６．９ ２３８．３±１７．２ ２４７．３±１４．４ 　１７５．０±１２．９

　１）表中不同比例表示表达ＣＹＰ６ＢＧ１和ＣＰＲ的犛犳９细胞数量比。数据为在激发波长３９０ｎｍ，发射波长４６５ｎｍ条件下测定的荧光值。表

示同一列数据存在显著差异（狋检验，犘＜０．０５）。

Ｔｈｅｒａｔｉｏｓｉｎｔｈｅｔａｂｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅ犛犳９ｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ，ＣＹＰ６ＢＧ１ａｎｄＣＰＲａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒａｔｉｏｓ．ＴｈｅｄａｔａａｒｅＯＤｖａｌｕｅｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｔ

４６５ｎｍｗｉｔｈ３９０ｎｍａｓｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ．ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（狋ｔｅｓｔ，犘＜０．０５）．

图１　氯虫苯甲酰胺处理后表达和不表达

犆犢犘６犅犌１蛋白的犛犳９细胞的相对活性

犉犻犵．１　犚犲犾犪狋犻狏犲犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犛犳９犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犲犱

狑犻狋犺犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犮犺犾狅狉犪狀狋狉犪狀犻犾犻狆狉狅犾犲

２．２　氯虫苯甲酰胺对表达犆犢犘６犅犌１蛋白的犛犳９

细胞的毒性

　　与不表达ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白的对照组细胞相比，氯

虫苯甲酰胺对表达ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白的犛犳９细胞的毒

性明显降低。如图１所示，用２５μｇ／ｍＬ和５０μｇ／ｍＬ

的氯虫苯甲酰胺处理后，未表达ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白的犛犳９

细胞的相对活性与对照相比分别下降了２６％和４１％。

而用２５μｇ／ｍＬ的氯虫苯甲酰胺处理表达ＣＹＰ６ＢＧ１蛋

白的犛犳９细胞，其相对活性与对照无明显差异。用

５０μｇ／ｍＬ的氯虫苯甲酰胺处理表达ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白的

犛犳９细胞后，其相对活性仅下降了２５％。

２．３　犆犢犘６犅犌１蛋白对氯虫苯甲酰胺的代谢作用

将氯虫苯甲酰胺与表达的ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白温育

２４ｈ后处理３龄小菜蛾幼虫，与对照相比，小菜蛾的

死亡率在不同浓度下均显著降低。如图２所示，对

照１（培养基）和对照２（ＣＹＰ６ＢＧ１／ＣＰＲ）在不同浓

度下的死亡率没有显著差异，对照２中小菜蛾的死

亡率在０．３、０．５μｇ／ｍＬ和０．７μｇ／ｍＬ时分别为

２９．２％、４８．１％和７２．１％，而当氯虫苯甲酰胺与

ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白温育２４ｈ后处理小菜蛾，其死亡率

分别为１２．９％、３５．５％和５０．９％。

图２　犆犢犘６犅犌１蛋白和氯虫苯甲酰胺温育液

处理后３龄小菜蛾幼虫的死亡率

犉犻犵．２　犕狅狉狋犪犾犻狋狔狅犳狋犺犻狉犱犻狀狊狋犪狉犾犪狉狏犪犲狅犳犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪

狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺狋犺犲犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀狊狅犾狌狋犻狅狀狅犳犲狓狆狉犲狊狊犲犱犆犢犘６犅犌１犪狀犱

犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犮犺犾狅狉犪狀狋狉犪狀犻犾犻狆狉狅犾犲
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３　讨论

本文成功表达了具有７乙氧基香豆素犗脱乙

基活性的ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白，并且表达的蛋白与氯虫

苯甲酰胺一起温育后，能够显著降低其对犛犳９细胞

的毒性和对小菜蛾幼虫的毒力，间接表明ＣＹＰ６ＢＧ１

蛋白可代谢氯虫苯甲酰胺。

在前期研究中，我们从基因水平上证明了犆犢犘６犅犌１

过表达与小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的抗性相关。主要是

通过ＲＮＡｉ和建立转犆犢犘６犅犌１基因的果蝇品系，分别

在小菜蛾幼虫体内降低犆犢犘６犅犌１的表达和在黑腹果

蝇体内增加犆犢犘６犅犌１的表达，从正反两方面验证了该

基因的过量表达导致了小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的抗

性［１６］。并进一步明确了该基因的过量表达受到上游

启动子的调控，并且发现犆犢犘６犅犌１上游启动子序列

在不同种群中存在差异，启动子序列的差异影响了

犆犢犘６犅犌１的转录水平，并且该基因的转录水平还受

到转录因子ＦＴＺＦ１的调控
［２１］。本文进一步从蛋白

水平揭示了ＣＹＰ６ＢＧ１对氯虫苯甲酰胺的代谢作用。

为研究特定解毒酶基因编码的蛋白是否参与了对

某种杀虫剂的代谢，通过异源表达该基因编码的蛋白

并测定所表达蛋白对该药剂的代谢能力可提供直接证

据。如在大肠杆菌中表达的家蝇Ｐ４５０ＣＹＰ６Ａ１和

ＣＹＰ１２Ｄ１重组蛋白能够代谢艾氏剂、七氯和二嗪

农［２２２３］；在酵母中表达的棉铃虫ＣＹＰ９Ａ１２和ＣＹＰ９Ａ１４

蛋白对氰戊菊酯具有代谢活性［２４］；在昆虫细胞中成功

表达的油菜露尾甲犕犲犾犻犵犲狋犺犲狊犪犲狀犲狌狊的Ｐ４５０蛋白

ＣＹＰ６ＢＱ２３能够将溴氰菊酯代谢成４羟基溴氰菊

酯［２５］。可见，虽然采用的表达系统不同，但都为证

明相关Ｐ４５０基因在抗药性中的作用提供了直接

证据。

本文采用了昆虫杆状病毒表达系统成功表达了

ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白，且具有犗脱乙基活性；将该蛋白与

氯虫苯甲酰胺温育后可显著降低其对犛犳９细胞的毒

性和对小菜蛾幼虫的毒力，间接表明该蛋白能够代谢

氯虫苯甲酰胺，但遗憾的是并没有获得ＣＹＰ６ＢＧ１能

够代谢氯虫苯甲酰胺的直接证据。下一步可以提取

具有活性的ＣＹＰ６ＢＧ１蛋白，与氯虫苯甲酰胺温育后

通过检测氯虫苯甲酰胺的代谢产物，明确其对氯虫苯

甲酰胺的体外代谢能力，从而为明确ＣＹＰ６ＢＧ１对氯

虫苯甲酰胺的代谢作用提供直接证据。
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