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薇甘菊颈盲蝽细胞色素 Ｐ４５０ ＰｍＣＹＰ４
基因克隆及表达分析
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摘要: 【目的】薇甘菊颈盲蝽是入侵植物薇甘菊的天敌昆虫ꎮ ＣＹＰ４ 家族基因在专食性昆虫与宿主植物的相互作用中发挥

着极其重要的作用ꎬ探明其在不同部位的表达情况ꎬ可为薇甘菊生物控制提供科学依据ꎮ 【方法】采用 ＲＡＣＥ 技术克隆薇甘

菊颈盲蝽 ＣＹＰ 基因ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测其在不同部位的表达情况ꎮ 【结果】ＰｍＣＹＰ４Ｃ１ 基因全长 １７１３ ｂｐꎬ其中 ＯＲＦ 长

１５００ ｂｐꎬ共编码 ５００ 个氨基酸ꎬ理论分子质量为 ５７.４４ ｋｕꎬ无信号肽ꎻ与其他昆虫 ＣＹＰ４ 家族基因的同源性大于 ４０％ꎬ与温带

臭虫 ＣＹＰ 的亲缘关系最近ꎮ 该基因在雌、雄虫各部位均有表达ꎬ且都是足部的表达量明显地高于其他部位ꎻ雌、雄虫的表达

差异在于雄虫翅膀中的表达量明显地高于触角和残体ꎬ但在雌虫中这 ３ 个部位的表达量无显著差异ꎬ且雄虫翅膀中的表达

量显著地高于雌虫ꎬ是其 ２.３７ 倍ꎮ 【结论】薇甘菊颈盲蝽 ＰｍＣＹＰ４ 基因除参与代谢有毒物质外ꎬ其主要功能可能是编码与

薇甘菊颈盲蝽运动相关的酶ꎮ
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１Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇꎬ Ｙｕｎｎａｎ ６５０２０１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｙｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙꎬ
Ｋｕｎｍｉｎｇꎬ Ｙｕｎｎａｎ ６５０２０４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｂｕｒｅａｕ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｐｅｓｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇꎬ

Ｙｕｎｎａｎ ６５００５１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇꎬ Ｙｕｎｎａｎ ６５０２２４ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: 【Ａｉｍ】 Ｐａｃｈｙｐｅｌｔｉｓ ｍｉｃｒａｎｔｈｕｓ ｉｓ ａ ｓｐｅｃｉａｌｉｓｔ ｈｅｒｂｉｖｏｒｅ ｆｅｅｄｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｐｌａｎｔ Ｍｉｋａｎｉａ ｍｉｃｒａｎｔｈａ. ＣＹＰ４ ｆａｍｉｌｙ
ｇｅｎｅｓ ｐｌａｙ ａ ｖｅｒｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｓｅｃｔｓ ａｎｄ ｈｏｓｔ ｐｌａｎｔｓ. 【Ｍｅｔｈｏｄ】 Ａ ｃＤＮＡ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＣＹＰ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｕ￣
ｓｉｎｇ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｄｓ (ＲＡＣＥ) ｓｔｒａｔｅｇｙ. Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ (ｑＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｏｄｙ ｐａｒｔｓ. 【Ｒｅｓｕｌｔ】 ＰｍＣＹＰ４ ｇｅｎｅ ｗａｓ １７１３ ｂｐ ｉｎ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｎｄ １５００ ｂｐ ｉｎ ＯＲＦꎬ ｗｈｉｃｈ ｅｎ￣
ｃｏｄｅｄ ５００ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ａ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ５７.４４ ｋｕ. Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｎ ｔｈｉｓ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ. Ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ＰｍＣＹＰ４ ｏｆ Ｐ. ｍｉｃｒａｎｔｈｕｓ ｗｉｔｈ ＣＹＰ４ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ４０％ꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｒｅｌａｔｉｏｎ￣
ｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＣＹＰ ｏｆ Ｃｉｍｅｘ ｌｅｃｔｕｌａｒｉｕｓ. ＰｍＣＹＰ４ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｏｄｙ ｐａｒｔｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｅｇ. Ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｗｉｎｇｓ ｏｆ ｍａｌｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ａｎｔｅｎｎａｅ ａｎｄ ｒｅｓｉｄｕｅ ａｎｄ ２.３７ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｆｅｍａｌｅｓꎬ ｂｕｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｂｏｄｙ ｐａｒｔｓ ｆｏｒ ｆｅｍａｌｅｓ. 【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】 Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｔｏｘｉｎｓꎬ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰｍＣ￣
ＹＰ４ ｇｅｎｅ ｍａｙ ｂｅ ｔｏ ｅｎｃｏｄｅ ｆｏｒ ｅｎｚｙｍｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｐ. ｍｉｃｒａｎｔｈｕｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐａｃｈｙｐｅｌｔｉｓ ｍｉｃｒａｎｔｈｕｓꎻ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ꎻ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 薇甘菊 Ｍｉｋａｎｉａ ｍｉｃｒａｎｔｈａ Ｈ. Ｂ. Ｋ.是世界上最

具侵略性的杂草之一(范志伟等ꎬ２０１６ꎻ Ｍｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎬ也是唯一一种全国林业检疫有害植物(徐小

伟等ꎬ２０１４)ꎮ 物种在入侵过程中与入侵生境中其他

物种相互竞争、协同适应ꎬ如入侵我国云南的薇甘菊

挥发油内普遍存在 β￣ｃａｄｉｎｅｎｅ、ａｌｌｏ￣ａｒｏｍａｄｅｎｄｒｅｎｅ、

生物安全学报 ２０１９ꎬ ２８(１): １３－１８
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β￣ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ 及 ５￣(１ꎬ１￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ)￣２ꎬ３￣１Ｈ￣Ｉｎ￣
ｄｅｎ￣１￣ｏｎｅ 等多碳化合物(季梅等ꎬ２０１２ꎻ 孙盟等ꎬ
２０１３)ꎬ而生长在原产地秘鲁的薇甘菊检测不到这些

物质ꎬ说明入侵地薇甘菊的次生代谢物种类发生了

改变ꎬ且含量也明显增加(Ｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 此外ꎬ薇
甘菊在入侵的过程中其体内的化学防御素———缩合

单宁也显著高于本地物种(倪广艳等ꎬ２０１４)ꎮ
Ｙｉｒａｎ ＆ Ｌｉｕ (２０１７)首次报道了一个专食薇甘

菊的新种———薇甘菊颈盲蝽 Ｐａｃｈｙｐｅｌｔｉｓ ｍｉｃｒａｎｔｈｕｓ
Ｍｕ ｅｔ Ｌｉｕꎬ是控制云南省瑞丽市薇甘菊的一种本土

天敌昆虫ꎮ 研究发现ꎬ被薇甘菊颈盲蝽取食后ꎬ薇
甘菊叶片中的防御性酶 ＰＯＤ 和 ＰＡＬ 的活性下降ꎬ
ＰＰＯ 活性提高(季梅等ꎬ２０１４ꎻ 李胜等ꎬ２０１８)ꎬ说明

在被颈盲蝽取食后薇甘菊很快做出了防御反应ꎮ
植物次生物质能对昆虫产生不利影响ꎬ甚至产生毒

杀作用ꎬ而昆虫则通过对植物次生物质忌避取食、
解毒代谢等多种机制ꎬ对寄主植物产生适应性(陈
澄宇等ꎬ２０１５)ꎮ 其中ꎬ细胞色素 Ｐ４５０ (ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ
Ｐ４５０ꎬ ＣＹＰ)作为最古老和最庞大的超基因家族ꎬ
其介导的多功能氧化酶(ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌ ｍｉｘｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｏｘｉｄａｓｅｓꎬＭＦＯ)是昆虫中涉及抗性的 ３ 大主要代谢

解毒酶类之一ꎬ对多样的外源化合物和内源化合物

的氧化代谢起作用(Ｈｒｙｃａｙ ＆ Ｂａｎｄｉｅｒａꎬ２００９ꎻ Ｏｍｕ￣
ｒａꎬ１９９９)ꎬ特别是 ＣＹＰ４ 家族基因在昆虫对植物次

生物质的解毒代谢及与寄主植物相互作用中发挥

了重要作用(吴益东等ꎬ１９９７ꎻ Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ꎻ Ｅｄｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ Ｆｅｙｅｒｅｉｓｅｎꎬ１９９９)ꎮ

Ｆｅｙｅｒｅｉｓｅｎ ｅｔ ａｌ. ( １９８９) 克隆了第一个昆虫

ＣＹＰ 基因ꎬ此后ꎬ昆虫 ＣＹＰｓ 逐渐成为研究热点(艾
均文等ꎬ２０１５)ꎮ 对于微甘菊颈盲蝽而言ꎬ如何应对

宿主植物的化学防御ꎬ其体内存在何种代谢解毒

酶ꎬ相关基因在不同部位的表达量如何ꎬ都未有相

关的报道ꎮ 本文旨在克隆薇甘菊颈盲蝽 ＣＹＰ４ 基

因ꎬ研究其在不同部位的表达情况ꎬ为深入研究其

在薇甘菊颈盲蝽与薇甘菊互作中的作用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 材料

１.１.１　 供试昆虫　 薇甘菊颈盲蝽采自云南省瑞丽市ꎮ
１.１.２　 实验试剂及主要仪器　 Ｔｒｉｚｏｌ、ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ
ｃＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ (Ｃｌｏｎｔｅｃｈ)、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００
均购自宝生物工程(大连)有限公司ꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｔｍＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 购自 Ｔａｋａｒａ 公司ꎮ

高速冷冻离心机(５８０４Ｒ 型ꎬ德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司)ꎬＰＣＲ 仪(Ｖｅｒｉｔｉ９６ 型ꎬ美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司)ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 仪 (Ｒｏｔｏｒ Ｇｅｎｅ￣Ｑ 型ꎬ德国

ＱＩＡＧＥＮ 公司)ꎬ凝胶成像仪(ＧＢＯＸ ｉＣｈｅｍｉ 型ꎬ英
国 Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司)ꎬ超微量紫外分光光度计(Ｎａｎｏ￣
Ｄｒｏｐ ２０００ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎮ
１.１.３ 　 培养基 　 ＬＢ 培养基:酵母提取物、胰蛋白

胨、ＮａＣｌ 分别为 ５、１０、１０ ｇＬ－１ꎬ用 ＮａＯＨ 调节 ｐＨ
为 ７ꎻ加入 １５ ｇＬ－１琼脂为 ＬＢ 固体培养基ꎮ
１.２　 实验方法

１.２.１　 样品采集方法　 将捕捉到的雌、雄活体切分

为触角、残体、翅膀、足 ４ 个部分ꎬ迅速保存至液氮

中带回实验室ꎬ每部分 ３ 个重复ꎬ每个重复 １００ 头ꎮ
１.２.２　 总 ＲＮＡ 的提取及 ＣＹＰ 基因的克隆 　 参照

Ｔｒｉｚｏｌ 试剂说明书ꎬ以样品研磨提取总 ＲＮＡꎬ提取到

的总 ＲＮＡꎬ采用紫外分光光度计检测其质量ꎬ储存

在－８０ ℃冰箱备用ꎮ
以提取的总 ＲＮＡ 为模板ꎬ用 ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ

ｃＤＮＡ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ (Ｃｌｏｎｔｅｃｈ)反转录试剂盒合

成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ 根据实验室前期对薇甘菊颈盲

蝽 ｃＤＮＡ 文库测序获得的 ＣＹＰ 片段序列ꎬ设计 ５′
ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ 特异性引物(５′￣ＧＧＣＡＡＡＧＧＴＣＴ￣
ＧＣＴＧＡＣＡＡＧＴＡ￣３′和 ５′￣ＴＧＡＡＴＧＧＴＡＣＧＴＡＧＧＣＡＡ
ＡＣＧＧ￣３′)ꎬ以反转录合成的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ参照

ＲＡＣＥ 试剂盒说明书ꎬＰＣＲ 扩增该基因的 ３′端和 ５′
端序列ꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９４ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４０ ｓꎬ３５
个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 用 １％的琼脂糖凝胶电

泳对 ＰＣＲ 产物进行检测ꎮ 利用凝胶回收试剂盒对

ＰＣＲ 产物进行回收纯化ꎬＴＡ 克隆接入 ｐＧＥＭ®￣Ｔ￣
ｅａｓｙ 载体(Ｐｒｏｍｅｇａ)ꎬ蓝白斑筛选ꎬ挑取阳性克隆送

至昆明硕擎生物科技有限公司进行测序ꎮ
１.２.３　 序列分析　 用 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ (ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｎｃ￣
ｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )将 ＣＹＰ 的核苷酸序列翻

译成氨基酸序列ꎻ用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ. ｅｘ￣
ｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )对蛋白进行基本进化性质分

析ꎻ用 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣４.１ / )对信号肽进行预测ꎻ用 Ｃｌｕｓｔ￣
ａｌＸ １.８３ 进行多序列比对分析进化树(Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９９７)ꎬＭＥＧＡ ７.０ 软件构建 ＮＪ (ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎ￣
ｉｎｇ)分子系统进化树(Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ
１.２.４　 荧光定量 ＰＣＲ　 用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取各样品
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总 ＲＮＡꎬ将各样品总 ＲＮＡ 定量至 １ μｇꎬ用 Ｐｒｉｍｅ￣
ＳｃｒｉｐｔｔｍＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒对提

取的各样品总 ＲＮＡ 先进行基因组 ＤＮＡ 的去除ꎬ定
量后再反转录成 ｃＤＮＡ 模板ꎮ 根据实验前期克隆

获得的 ＣＹＰ ｃＤＮＡ 序列ꎬ设计特异性引物 ( ５′￣
ＣＧＴＴＴＴＴＣＴＣＣＧＡＧＣＧＴＴＣ￣３′和 ５′￣ＴＴＧＡＡＣＴＴＣＧＡ
ＣＧＧＧＴＴＧＧ￣３′)ꎬ对该基因在薇甘菊颈盲蝽不同性

别、不同部位中的表达量进行荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎮ
以 １８Ｓ ＲＮＡ 为内参基因(５′￣ＴＴＴＣＡＡＡＴＧＴＣＴＧＣＣＴ￣
ＴＡＴＣ￣３′ 和 ５′￣ＴＧＴＧＧＴＡＧＣＣＧＴＴＴＣＴＣＡ￣３′)ꎬ 每个

样品重复 ３ 次ꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９５ ℃ 预变性 ２
ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １０ ｓꎬ５５ ℃退火 ２０ ｓꎬ３９ 个循环ꎮ 荧

光定量 ＰＣＲ 结果采用 Ｅ－ＣＴ法进行计算ꎬ根据该

方法把表达量最低的样品表达量值定义为 １(Ｌｉｖａｋ
＆ Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎꎬ２００１)ꎮ 最后ꎬ用 Ｅｘｃｅｌ 对数据进行整

理、ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ 进行方差分析和 Ｓ￣Ｎ￣Ｋ 多重

比较、Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ ２０１６ 进行图形绘制ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 ＰｍＣＹＰ４ 生物信息学分析

２.１. １ 　 ＰｍＣＹＰ４ 编码氨基酸理化性质 　 ＰｍＣＹＰ４
ｃＤＮＡ 全长 １７１３ ｂｐꎬＯＲＦ 为 １５００ ｂｐꎬ编码 ５００ 个氨

基酸ꎬ５′端非编码区 ２７ ｂｐꎬ３′端非编码区 １８３ ｂｐꎬ无
信号肽(图 １)ꎮ 编码氨基酸的基本理化性质见表 １ꎮ

图 １　 ＰｍＣＹＰ４ 基因的开放阅读框和推测的氨基酸序列
Ｆｉｇ.１　 ＯＲＦ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰｍＣＹＰ４

表 １　 ＰｍＣＹＰ４ 编码氨基酸的理化性质
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｍＣＹＰ４

指标
Ｉｎｄｅｘ

预测结果
Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｏｕｔｃｏｍｅ

分子式 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｏｒｍｕｌａ Ｃ２６１１Ｈ４０６１Ｎ６７３Ｏ７３９Ｓ２３

分子质量 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ / (ｋｕ) ５７.４４
氨基酸数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ５００
等电点 Ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ６.９３
负电荷残基 Ａｓｐ＋Ｇｌｕ ６３
正电荷残基 Ａｒｇ＋Ｌｙｓ ６２
平均亲水系数 Ａｖｅｒａｇｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ －０.２７９
不稳定系数 Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ２８.８４
脂肪系数 Ａｌｉｐｈａｔｉｃ ｉｎｄｅｘ ８４.０２

２.１.２　 ＰｍＣＹＰ４ 基因序列分析　 ＰｍＣＹＰ４ 编码的氨

基酸序列中的 ２ 个保守区域见图 １ 和图 ２(下划线

部分 ): ( １ ) ＣＹＰ４ 家 族 成 员 保 守 区 ＥＶＤＴＦＭ￣
ＦＥＧＨＤＴＴ(周夏ꎬ２０１５)ꎻ(２) ＦＸＸＧＸＸＸＣＸＧ / Ａ 区

域ꎬ为红素结合环ꎬＣ 是保守的半胱氨酸ꎬＸ 代表任

意密码子ꎬ其为血红素铁第 ５ 个配体ꎬ也是在 ４５０
ｎｍ 处与 ＣＯ 结合产生吸收峰特征性光谱的原因

(邱星辉和冷欣夫ꎬ１９９８ꎻ 郑明奇等ꎬ２００１)ꎮ
不同物种、不同来源的 ＣＹＰ 基因均有高度的序

列同源性ꎬ序列比对发现ꎬＰｍＣＹＰ４ 与地中海实蝇

５１　 第 １ 期 张传光等: 薇甘菊颈盲蝽细胞色素 Ｐ４５０ ＰｍＣＹＰ４ 基因克隆及表达分析

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 



Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ、家蝇 Ｍｕｓｃａ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ、辣椒实蝇

Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｌａｔｉｆｒｏｎｓ、铜绿蝇 Ｌｕｃｉｌｉａ ｃｕｐｒｉｎａ ＣＹＰ４ 的

氨基酸同源性分别为 ４１％、４２％、４３％、４５％(图 ２)ꎮ

系统进化树显示ꎬＰｍＣＹＰ４ 与温带臭虫 Ｃｉｍｅｘ ｌｅｃｔｕ￣
ｌａｒｉｕｓ ＣＰＹ４ 基因编码的蛋白同源性处于同一分支

上ꎬ进化关系最近(图 ３) ꎮ

图 ２　 ＰｍＣＹＰ４ 与其他昆虫 ＣＹＰ 多序列比对
Ｆｉｇ.２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＰｍＣＹＰ４ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ

ＣＲＹ:砂白蚁ꎬＰＮＦ２７０６６.１ꎻＺＯＯ:内华达古白蚁ꎬＫＤＲ１２２３０.１ꎻＮＩＬ:褐飞虱ꎬＡＩＷ７９９９７.１ꎻＣＡＭ:佛罗里达弓背蚁ꎬＸＰ＿０２５２６６６０１.１ꎻＰＡＣ:薇
甘菊颈盲蝽ꎮ 下划线部分为 ＰｍＣＹＰ４ 编码的氨基酸序列中的 ２ 个保守区域ꎮ 黑色和灰色阴影分别表示保守性极高和较高的残基位点ꎮ

ＣＲＹ: Ｃｒｙｐｔｏｔｅｒｍｅｓ ｓｅｃｕｎｄｕｓꎬ ＰＮＦ２７０６６.１ꎻ ＺＯＯ: Ｚｏｏｔｅｒｍｏｐｓｉｓ ｎｅｖａｄｅｎｓｉｓꎬ ＫＤＲ１２２３０.１ꎻ ＮＩＬ: Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓꎬ ＡＩＷ７９９９７.１ꎻ
ＣＡＭ: Ｃａｍｐｏｎｏｔｕｓ ｆｌｏｒｉｄａｎｕꎬ ＸＰ＿０２５２６６６０１.１ꎻ ＰＡＣ: Ｐａｃｈｙｐｅｌｔｉｓ ｍｉｃｒａｎｔｈｕｓ. Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｐａｒｔｓ ｗｅｒｅ ｔｗｏ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ

ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰｍＣＹＰ４. Ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ｏｒ ｓｉｍｉｌａｒ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｂｌａｃｋ ａｎｄ ｇｒｅｙ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ３　 ＰｍＣＹＰ４ 基因系统发育树
Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＰｍＣＹＰ４

ＣＥＲ:地中海实蝇ꎬＸＰ＿００４５２１３４６.１ꎻＢＡＣ:辣椒实蝇ꎬＸＰ ０１８７９９６６１.１ꎻＭＵＳ:家蝇ꎬＸＰ＿００５１８６０３０.１ꎻＬＵＣ:铜绿蝇ꎬ ＸＰ＿０２３２９７２５９.１ꎻ
ＦＯＰ:阿里山潜蝇茧蜂ꎬＸＰ＿０１１３００５４８.１ꎻＮＥＯ:红头松叶蜂ꎬＸＰ＿０１５５１２３１４.１ꎻＺＯＯ:内华达古白蚁ꎬＸＰ＿０２１９３４７９２.１ꎻＣＲＹ:砂白蚁ꎬ

ＸＰ＿０２３７０５８４４.１ꎻＯＮＴ:嗡蜣螂ꎬＸＰ＿０２２９０６７２４.１ꎻＨＡＬ:茶翅蝽ꎬＸＰ＿０１４２８４３３８.１ꎻＣＩＭ:温带臭虫ꎬＸＰ＿０１４２４９０３４.１ꎮ
ＣＥＲ: Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａꎬ ＸＰ＿００４５２１３４６.１ꎻ ＢＡＣ: Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｌａｔｉｆｒｏｎｓꎬ ＸＰ ０１８７９９６６１.１ꎻ ＭＵＳ: Ｍｕｓｃａ ｄｏｍｅｓｔｉｃａꎬ ＸＰ＿００５１８６０３０.１ꎻ ＬＵＣ: Ｌｕｃｉｌｉａ ｃｕｐｒｉｎａꎬ

ＸＰ＿０２３２９７２５９.１ꎻ ＦＯＰ: Ｆｏｐｉｕｓ ａｒｉｓａｎｕｓꎬ ＸＰ＿０１１３００５４８.１ꎻ ＮＥＯ: Ｎｅｏｄｉｐｒｉｏｎ ｌｅｃｏｎｔｅｉꎬ ＸＰ＿０１５５１２３１４.１ꎻ ＺＯＯ: Ｚｏｏｔｅｒｍｏｐｓｉｓ ｎｅｖａｄｅｎｓｉｓꎬ
ＸＰ＿０２１９３４７９２.１ꎻ ＣＲＹ: Ｃｒｙｐｔｏｔｅｒｍｅｓ ｓｅｃｕｎｄｕｓꎬ ＸＰ＿０２３７０５８４４.１ꎻ ＯＮＴ: Ｏｎｔｈｏｐｈａｇｕｓ ｔａｕｒｕｓꎬ ＸＰ＿０２２９０６７２４.１ꎻ

ＨＡＬ: Ｈａｌｙｏｍｏｒｐｈａ ｈａｌｙｓꎬ ＸＰ＿０１４２８４３３８.１ꎻ ＣＩＭ: Ｃｉｍｅｘ ｌｅｃｔｕｌａｒｉｕｓꎬ ＸＰ＿０１４２４９０３４.１.

２.２　 ｍＣＹＰ４ 基因荧光定量 ＰＣＲ 分析

ＰｍＣＹＰ４ 在薇甘菊颈盲蝽雌、雄虫中的表达量都

是足中最高ꎬ显著高于翅膀、触角、残体ꎮ 雌虫残体

中表达量最低ꎬ触角、翅膀、足中的表达量分别是其

１.１５、１.８８ 和 １１.９０ 倍ꎬ残体、触角和翅膀中的表达量

无显著差异ꎻ雄虫触角表达量最低ꎬ残体、翅膀、足中

的表达分别是其 １.０２、６.０７ 和 １６.３２ 倍ꎬ且翅膀中的

表达量显著高于残体和触角ꎬ而残体和触角中的表

达量无显著差异ꎻ雌虫翅膀、残体及触角与雄虫相应

组织中的表达量无显著差异ꎬ但雄虫翅膀中的表达

量显著高于雌虫翅膀ꎬ是其 ２.３７ 倍(图 ４)ꎮ
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图 ４　 ＰｍＣＹＰ４ 基因在薇甘菊颈盲蝽不同部位中的表达量
Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰｍＣＹＰ４ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｐ. ｍｉｃｒａｎｔｈｕｓ

ＦＡ:雌虫触角ꎻＦＢ:雌虫残体ꎻＦＬ:雌虫足ꎻＦＷ:雌虫翅膀ꎻＭＡ:雄虫触角ꎻＭＢ:雄虫残体ꎻ ＭＬ:雄虫足ꎻＭＷ:雄虫翅膀ꎮ
不同字母表示在 ５％水平上差异显著ꎮ

ＦＡ: Ａｎｔｅｎｎａ ｏｆ ｆｅｍａｌｅꎻ ＦＢ: Ｒｅｓｉｄｕａｌ ｂｏｄｙ ｏｆ ｆｅｍａｌｅꎻ ＦＬ: Ｌｅｇ ｏｆ ｆｅｍａｌｅꎻ ＦＷ: Ｗｉｎｇ ｏｆ ｆｅｍａｌｅꎻ ＭＡ: Ａｎｔｅｎｎａ ｏｆ ｍａｌｅꎻ ＭＢ: Ｒｅｓｉｄｕａｌ ｂｏｄｙ ｏｆ
ｍａｌｅꎻ ＭＬ: Ｌｅｇ ｏｆ ｍａｌｅꎻ ＭＷ: Ｗｉｎｇ ｏｆ ｍａｌｅ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ ５％ ｌｅｖｅｌ.

３　 讨论
ＣＹＰ 基因家族包括 ３６ 个基因族(李显春等ꎬ

１９９９ꎻ 张宇宏等ꎬ２０１５)ꎬ昆虫中已鉴定的 ＣＹＰ 分属

于 ＣＹＰ４、 ＣＹＰ６、 ＣＹＰ９、 ＣＹＰ１２、 ＣＹＰ１８、 ＣＹＰ２８ 等

２７ 个家族ꎬ除 ＣＹＰ４ 家族外全是昆虫特异的家族

(Ｆｅｙｅｒｅｉｓｅｎꎬ１９９９)ꎮ 通过序列比对ꎬ此次克隆到的

薇甘菊颈盲蝽 ＰｍＣＹＰ４ 基因与 ＣＹＰ４ 家族基因编

码的蛋白同源性最高ꎬ且存在 ２ 个保守区域ꎮ Ｂｌａｓｔ
结果表明ꎬ薇甘菊颈盲蝽 ＣＹＰ 基因与其他昆虫的

ＣＹＰ４ 家族的同源性都大于 ４０％ꎬ所以 ＰｍＣＹＰ４ 应

属于 ＣＹＰ４ 家族ꎮ
ＣＹＰ４ 基因起源于 １０００ 多万年前ꎬ早于脊椎动

物和无脊椎动物分化(Ｂｒａｄｆｉｅｌｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９１)ꎬ其功

能包括促进多种激素及甾醇的生物合成和降解ꎬ调
节昆虫发育和形态改变(杨帆和王进军ꎬ２００８)ꎬ代
谢植物有毒物质、多种杀虫剂ꎬ诱导诱变剂等(Ｇｕ
＆ Ｋｎｉｐｐｌｅꎬ２０１３)ꎮ 薇甘菊颈盲蝽的 ＣＹＰ４ 家族基

因的主要作用可能是调节内源性物质和代谢食物

中的有毒物质ꎬＰｍＣＹＰ４ 应主要分布于中肠、脂肪

体和马氏管中ꎬ表达部位及量应无性别差别ꎬ在残

体中有几乎同水平的表达量ꎬ但表达量很低ꎮ 因

此ꎬＰｍＣＹＰ４ 基因可能参与了食物源有毒化合物的

代谢ꎬ但不是其主要功能ꎮ ＣＹＰ４ 基因也参与了信

息素的失活(Ｌａｚａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９０ꎻ Ｍａïｂèｃｈｅｃｏｉｓｎｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ 在繁殖期ꎬ薇甘菊颈盲蝽雌虫通过气味

分子来引诱雄虫交尾(王大伟等ꎬ２０１４ꎻ 泽桑梓等ꎬ
２０１７)ꎬ而 ＰｍＣＹＰ４ 基因在雌、雄虫触角中的表达量

很低且无差异ꎬ所以 ＰｍＣＹＰ４ 基因没有参与性信息

素的失活ꎬ但可能参与了环境信息素的失活ꎮ
本研究发现ꎬＰｍＣＹＰ４ 在雌、雄虫的足中表达

量显著大于其他部位ꎬ雄虫翅膀中的表达量显著大

于雌虫ꎬＧＯ 数据库对此基因的功能注释之一是作

为配对供体ꎬ结合或减少氧分子来增加氧化还原酶

活性(ＧＯ:００１６７０５)ꎮ 前期对薇甘菊颈盲蝽的生物

特性研究中发现ꎬ该虫的爬行能力较强ꎬ飞翔能力

较弱ꎬ且雄虫飞翔能力远强于雌虫ꎬ据此推测ꎬＰｍ￣
ＣＹＰ４ 的主要功能可能是编码与运动相关的酶ꎮ
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