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棉铃虫细胞色素 Ｐ４５０ 基因(ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和
ＣＹＰ６ＡＥ１９)原核表达及多克隆抗体制备
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摘要: 【目的】 通过克隆及表达棉铃虫 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 基因ꎬ制备鼠抗棉铃虫细胞色素 Ｐ４５０ ( ＣＹＰ６ＡＥ１７、
ＣＹＰ６ＡＥ１９)多克隆抗体ꎬ为进一步研究细胞色素 Ｐ４５０ 酶在棉铃虫中的功能奠定基础ꎬ为棉铃虫的绿色防控提供理论依据ꎮ
【方法】构建重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ６ＡＥꎬ诱导表达并纯化重组蛋白ꎬ将其作为抗原免疫小鼠ꎬ制备多克隆抗体ꎬ利用 ＥＬＩＳＡ
检测多克隆抗体的效价ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测多克隆抗体的特异性ꎮ 【结果】ＣＹＰ６ＡＥ１７、ＣＹＰ６ＡＥ１９ 基因 ＣＤＳ 序列全长分

别为 １ ５７２ 和 １ ５８７ ｂｐꎬ分别编码 ５２３ 和 ５２８ 个氨基酸ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析结果表明ꎬＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 基因均可在

大肠杆菌原核表达系统中高效诱导表达ꎬ重组蛋白主要以包涵体形式存在ꎮ ＥＬＩＳＡ 结果表明ꎬ制备的鼠抗棉铃虫

ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 多克隆抗体效价分别达 １ ∶ １０２ ４００ ０ 和 １ ∶ ５１２ ０００ꎬ且均可特异性识别棉铃虫体内的天然 Ｐ４５０
蛋白ꎮ 【结论】该研究结果为进一步深入研究棉铃虫细胞色素 Ｐ４５０ 酶的功能奠定了材料基础ꎬ为棉铃虫防治新靶标的开发

提供了理论依据ꎮ
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　 　 棉铃虫 Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ (Ｈüｂｎｅｒ)是世界

性分布的农业重大害虫之一ꎬ对全球农业经济的发

展产生了巨大威胁ꎬ因此ꎬ迫切需要寻求绿色可持

续防控措施ꎮ 新型绿色农药的开发是当前的研究

热点(Ａｌｍａｄｉｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２３)ꎮ 细胞色素 Ｐ４５０ 酶系

(ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ｓꎬ Ｐ４５０ｓ)在昆虫解毒代谢异源物

质中发挥了重要作用(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２２)ꎮ ＣＹＰ６ＡＥ 是

棉铃虫基因组中最大的 Ｐ４５０ 亚家族之一ꎬ包含 １０
个 Ｐ４５０ 基 因 ( 施雨ꎬ２０１７ )ꎮ 众 多 研 究 集 中 于

ＣＹＰ６ＡＥ１４ 的解毒代谢功能(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９ꎻ Ｔａｏ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎬ而由于 ＣＹＰ６ＡＥ 基因之间的高度序列

同一性ꎬ尚不能排除 ＣＹＰ６ＡＥ 亚家族其他成员的代

谢能力ꎮ 曾有研究报道ꎬＣＹＰ６ＡＥ１７、ＣＹＰ６ＡＥ１９ 在

棉铃虫取食溴氰菊酯及 β￣蒎烯等植物次生代谢物

质后上调表达( Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 因此ꎬ对棉铃虫

ＣＹＰ６ＡＥ 亚家族基因的功能进行深入研究ꎬ可为绿

色农药的开发提供新的靶点ꎮ
在昆虫学研究中ꎬ蛋白质异源表达系统主要包

括大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ 原核表达系统、酵母表

达系统和昆虫细胞表达系统等( Ｓｈａｎｇｇｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２４ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２２ꎻ Ｘｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４)ꎮ 其中ꎬ大
肠杆菌原核表达系统以其高表达量、低成本、操作

简单等优点被广泛应用(祁浩和刘新利ꎬ２０１６ꎻ Ｐａｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４)ꎮ ｐＥＡＳＹ￣Ｔ３ 作为一种常用的克隆载

体ꎬ常选用大肠杆菌作为宿主细胞 (李良斌等ꎬ
２０２３ꎻ 付开赟等ꎬ２０２０ꎻ Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２１)ꎮ ｐＥＡＳＹ￣
Ｔ３ 的 ３′末端带有一个 Ｔꎬ可与 ＰＣＲ 产物的 Ａ 高效

互补配对ꎬ显著提高 ＰＣＲ 产物连接和克隆的效率

(Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４)ꎮ Ｔｒａｎｓｅｔｔａ (ＤＥ３)菌株常被用

于构建含 Ｔ７ 启动子的高效表达载体ꎬ如 ｐＥＴ 载体ꎮ
ｐＥＴ 载体是一种常用的原核表达载体ꎬ含有多个

Ｈｉｓ￣ｔａｇ、ＧＳＴ￣ｔａｇ、ＮｕｓＡ￣ｔａｇ 等融合、纯化标签ꎮ 这些

蛋白标签的表达不影响目的蛋白的转录和翻译ꎬ有
利于蛋白质纯化和溶解等(陈存等ꎬ２０２４)ꎮ 众多研

究采用大肠杆菌异源表达昆虫细胞色素 Ｐ４５０ 酶

(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４ꎻ Ｌｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４)ꎬ该表达系统可

在 １~２ ｄ 内提供足够产量的重组蛋白ꎬ且不会影响

其内源性活性(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４)ꎮ 本研究利用大肠

杆菌原核表达系统异源表达棉铃虫 ＣＹＰ６ＡＥ１７、
ＣＹＰ６ＡＥ１９ 基因ꎬ获得大量高质量重组纯化蛋白ꎬ可
为多克隆抗体的制备提供坚实基础ꎮ

抗体是研究基因和蛋白质结构和功能的重要

工具ꎬ包括单克隆抗体和多克隆抗体ꎮ 与单克隆抗

体相比ꎬ多克隆抗体制备方法简单、廉价易得且周

期短ꎬ更容易储存和稀释(宁慧敏等ꎬ２０２４)ꎮ 目前ꎬ
表达纯化重组蛋白ꎬ制备多克隆抗体已在生物、医
学等多个领域得到普遍应用(Ｂｒｏｃａｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４ꎻ
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４ｃꎻ Ｚｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４)ꎮ 迄今为止ꎬ
细胞色素 Ｐ４５０ 多克隆抗体已在褐飞虱 Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ
ｌｕｇｅｎｓ (Ｓｔåｌ)、棉蚜 Ａｐｈｉｓ ｇｏｓｓｙｐｉｉ Ｇｌｏｖｅｒ 等昆虫中得

到制备(孙海霞等ꎬ２０１４ꎻ 魏原杰等ꎬ２０１７)ꎬ而通过

棉铃虫制备 ＣＹＰ６ＡＥ 基因多克隆抗体的研究尚少ꎮ
本 研 究 制 备 鼠 抗 棉 铃 虫 细 胞 色 素 Ｐ４５０
(ＣＹＰ６ＡＥ１７、ＣＹＰ６ＡＥ１９)多克隆抗体ꎬ可为后续棉

铃虫细胞色素 Ｐ４５０ 酶功能的研究奠定基础ꎬ为其

他昆虫多克隆抗体的制备提供参考ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 试验材料

健康雄性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠 Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ 购自新疆

医科大学实验动物中心ꎬ棉铃虫及幕衣蛾 Ｔｉｎｅｏｌａ
ｂｉｓｓｅｌｌｉｅｌｌａ (Ｈｕｍｍｅｌ)为新疆大学生物资源基因工程

重点实验室室内人工饲养ꎮ 表达载体 ｐＥＴ３２ａ( ＋)
质粒为本实验室前期保存ꎮ Ｔｒａｎｓ￣Ｔ１ 和 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ
(ＤＥ３)菌株感受态细胞、ｐＥＡＳＹ®￣Ｔ３ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 和
ｐＥＡＳＹ®￣Ｂｌｕｎｔ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 克隆载体、限制性内切酶

(ＦｌｙＣｕｔ® Ｘｈｏ Ⅰ、ＦｌｙＣｕｔ® ＥｃｏＲ Ⅰ、ＦｌｙＣｕｔ® Ｈｉｎｄ
Ⅲ)、 辣 根 过 氧 化 物 酶 ( ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ
ＨＲＰ)标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ ( ＩｇＧ￣ＨＲＰ)、质粒小

提试剂盒(ＥａｓｙＰｕｒｅ® Ｐｌａｓｍｉｄ ＭｉｎｉＰｒｅｐ Ｋｉｔ)、ＤＮＡ
快速凝胶提取试剂盒(ＥａｓｙＰｕｒｅ® Ｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃ￣
ｔｉｏｎ Ｋｉｔ)、Ｈｉｓ 标签蛋白纯化树脂( ＰｒｏｔｅｉｎＩｓｏ® Ｎｉ￣
ＮＴＡ Ｒｅｓｉｎ)均购自北京全式金生物技术有限公司ꎻ
弗氏完全佐剂(Ｆｒｅｕｎｄ′ｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ ＦＣＡ)、
弗氏不完全佐剂(Ｆｒｅｕｎｄ′ｓ ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ ＦＩ￣
ＣＡ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ四甲基联苯胺( ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ￣
ｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬ ＴＭＢ)显色试剂盒、二氨基联苯胺(ｄｉａｍｉ￣
ｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬ ＤＡＢ)显色试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻ
ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒(ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ)
购自北京索莱宝科技有限公司ꎻ昆虫蛋白提取试剂

盒(ＢＢｐｒｏＥｘｔｒａ® )购自上海贝博生物科技有限公

司ꎻ其余所用的化学试剂均为国产分析纯试剂ꎮ
１.２　 棉铃虫 ＣＹＰ６ＡＥ 原核表达载体的构建及鉴定

根据 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 基因的编码序列

(ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＣＤＳ)ꎬ设计具有 Ｈｉｎｄ Ⅲ、Ｘｈｏ Ⅰ
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和 ＥｃｏＲ Ⅰ酶切位点的引物(表 １)ꎮ 以课题组前期

保存的棉铃虫 ５ 龄幼虫中肠 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＰＣＲ 扩

增 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 基因带有酶切位点的目

的片段ꎬ扩增程序为:９５ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ２０ ｓꎬ６０ ℃
２０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３５ 次循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 利用 ＤＮＡ
快速凝胶提取试剂盒将目的片段纯化回收后ꎬ与
ｐＥＡＳＹ￣Ｔ３ 克隆载体连接并转化至大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ￣
Ｔ１ 感受态细胞中ꎬＰＣＲ 鉴定阳性克隆ꎬ扩增程序

为:９４ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ９０ ｓꎬ
３２ 次循环ꎻ７２ ℃ ７ ｍｉｎꎮ

以构建的克隆质粒 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ３￣ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和

ｐＥＡＳＹ￣Ｔ３￣ＣＹＰ６ＡＥ１９ 为模板 ＰＣＲ 扩增获得带有特

异性酶切位点的目的片段并回收ꎮ 将重组质粒与

ｐＥＴ３２ａ(＋)载体经 Ｘｈｏ Ⅰ、ＥｃｏＲ Ⅰ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ同步

酶切后回收目的片段ꎬ利用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶将回收

产物于 ２５ ℃连接 ２ ｈ 后转化至大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ￣Ｔ１
感受态细胞ꎬＰＣＲ 鉴定阳性重组子正确后ꎬ３７ ℃培

养 １２ ｈꎬ按照质粒小提试剂盒提取重组质粒ꎮ

表 １　 构建 ＣＹＰ６ＡＥ 基因原核表达载体的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＣＹＰ６ＡＥ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

ＣＹＰ６ＡＥ１７￣Ｆ ＣＣＣ􀪍ＡＡＧＣＴＴＣＡＣＡＡＣＴＴＣＧＡＡＡＣＡＴＧＡＴＣＡＣＣＡＣ
ＣＹＰ６ＡＥ１７￣Ｒ ＣＣＧ􀪍ＣＴＣＧＡＧＡＣＡＴＣＴＴＡＴＡＧＧＴＴＣＴＴＣＡＧＴＡＧＣＣ
ＣＹＰ６ＡＥ１９￣Ｆ ＣＧ􀪍ＧＡＡＴＴＣＣＡＴＧＴＡＴＣＣＡＡＣＧＣＧＧＴＴＡＣＣＡ
ＣＹＰ６ＡＥ１９￣Ｒ ＣＣＧ􀪍ＣＴＣＧＡＧＧＣＴＡＴＴＣＡＴＣＧＧＣＴＣＴＣＴＣＣ

　 　 下划线代表酶切位点ꎬ波浪线代表保护碱基ꎮ
Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｗａｖｙ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ

ｇｕａｒｄ ｂａｓｅｓ.

１.３　 重组蛋白的诱导表达

将构建好的测序正确的阳性重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣
ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ６ＡＥ１９ 转 入 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ
(ＤＥ３)感受态细胞中ꎬ菌液 ＰＣＲ 及双酶切鉴定阳

性后ꎬ接种于含 ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１氨苄青霉素的 ＬＢ 液体

培养基中ꎬ３７ ℃培养至 Ｄ６００ ｎｍ值为 ０.６ ~ ０.８ꎮ 加入

终浓度为 ０.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＩＰＴＧꎬ３７ ℃诱导表达 ６ ｈꎬ
并离心(４ ℃ꎬ１１ ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ１５ ｍｉｎ)收集沉淀ꎮ 超

声破碎(超声 ５ ｓꎬ间歇 ５ ｓꎬ共４０ ｍｉｎ)再离心ꎬ收集上

清和沉淀ꎬ并利用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测蛋白表达情况ꎮ
１.４　 重组蛋白的纯化

经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测发现ꎬ重组蛋白主要以包涵

体形式存在ꎮ 用 ８ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１尿素溶液溶解包涵体ꎬ
４ ℃过夜变性ꎬ １１ ２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎꎬ收集上

清液ꎬ经 ０.４５ μｍ 的滤膜过滤后加到镍柱上ꎬ并用

不同浓度咪唑(２０、１００、２００、３００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)的平

衡缓冲液洗脱目的蛋白ꎮ 收集每个洗脱组分用于

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ 高浓度咪唑(３００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)洗

脱组分在 ４ ℃ 下用不同浓度梯度尿素(６. ０、４. ０、
２.０、１.０、０.５ 和 ０.０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)透析ꎬ收集透析液并

用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测定浓度ꎮ
１.５　 小鼠多克隆抗体制备

首次免疫前ꎬ从未经处理的小鼠眼眶静脉采

血ꎬ分离血清作为阴性对照ꎮ 初次免疫ꎬ将 １００ μｇ
纯化的重组蛋白用 ＰＢＳ 稀释至 ２００ μＬꎬ与等体积

弗氏完全佐剂混合乳化ꎬ通过足垫和皮下多点注射

对小鼠进行免疫ꎮ 每个抗原注射 ２ 只小鼠ꎬ每只小

鼠注射 １５０ μＬꎮ 此后ꎬ每次免疫注射的时间间隔为

１４ ｄꎬ３ 次免疫结束后开始全血采样ꎮ 血液样本在

４ ℃下静置过夜ꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎꎬ上清

即为抗血清样本ꎮ
１.６　 小鼠多克隆抗体效价检测

将纯化蛋白稀释至 １０ μｇ􀅰ｍＬ－１后加入酶标板

中ꎬ每孔 １００ μＬꎬ进行 ＥＬＩＳＡ 试验测定多克隆抗体

效价ꎮ 将酶标板置于 ４ ℃ 包被过夜ꎬ弃去孔内液

体ꎬ洗板ꎻ加入 １００ μＬ ５％脱脂奶粉ꎬ３７ ℃封闭 ２ ｈꎬ
弃去孔内液体ꎬ洗板ꎻ每孔加入 ２ 倍倍比稀释的抗

血清 １００ μＬꎬ初始稀释比为 １ ∶ １００ ０ꎬ共稀释 １２ 个

浓度梯度ꎬ３７ ℃ 孵育 １ ｈꎬ洗板ꎻ每孔加入 １００ μＬ
１ ∶ ５００ ０稀释的 ＨＲＰ 标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧꎬ３７ ℃
孵育 １ ｈꎬ洗板ꎻ每孔加入 １００ μＬ ＴＭＢ 底物显色液ꎬ
避光显色５ ｍｉｎꎬ随后加入 ５０ μＬ ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ Ｈ２ＳＯ４

终止液终止反应ꎬ１０ ｍｉｎ 内用多功能酶标仪检测免

疫后血清吸光度 Ｄ４５０ ｎｍ 及未免疫血清吸光度

Ｄ４５０ ｎｍꎬ并计算比值ꎮ
１.７　 多克隆抗体特异性检测

按照昆虫蛋白提取试剂盒提取棉铃虫及幕衣

蛾总蛋白ꎬ进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ 将纯化重组蛋

白 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 及 ＣＹＰ６ＡＥ１９、棉铃虫总蛋白和幕衣

蛾总蛋白经 １０％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离后转移至 ＮＣ 膜

上ꎻＮＣ 膜浸没于 ５％脱脂奶粉ꎬ室温封闭 ２ ｈꎬ洗膜ꎻ
一抗按 １ ∶ ２００ ０ 比例稀释后ꎬ４ ℃过夜孵育ꎬ洗膜ꎻ
二抗按 １ ∶ ５００ ０ 稀释后ꎬ室温孵育 １.５ ｈꎬ洗膜ꎻ配
制 ＤＡＢ 显色液 １ ｍＬ 滴加至膜上ꎬ避光显色 ３ ｍｉｎꎬ
立即用蒸馏水冲洗ꎬ停止反应ꎮ
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２　 结果与分析
２.１　 重组质粒的构建与鉴定

经基因测序和 ＢＬＡＳＴ 比对分析ꎬ２ 个基因序列

与 ＮＣＢＩ 中原始序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＰＰ１６３０８９.１、
ＰＰ１６３０８７.１)相似性均在 ９７％以上ꎬ证明所获得的

２ 个基因均为细胞色素 Ｐ４５０ 酶基因ꎮ ２ 个基因

ＣＤＳ 序列全长分别为 １ ５７２ 和 １ ５８７ ｂｐꎬ分别编码

５２３ 和 ５２８ 个氨基酸ꎮ 以棉铃虫 ５ 龄幼虫中肠 ｃＤ￣
ＮＡ 为模板ꎬ扩增获得 ２ 条大小在 １ ６００ ｂｐ 左右且

包含 ＣＤＳ 序列的特异性条带(图 １)ꎬ构建重组质

粒ꎬ对其双酶切后出现 ２ 排明显条带(图 ２)ꎬ上排

为载体ꎬ下排为目的基因ꎬ双酶切验证正确ꎬ证明重

组质粒成功构建ꎮ

图 １　 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 基因扩增
Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ６ＡＥ１７ ａｎｄ ＣＹＰ６ＡＥ１９ ｇｅｎｅｓ

Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＣＹＰ６ＡＥ１９ꎻ ２: ＣＹＰ６ＡＥ１７.

图 ２　 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 的重组质粒双酶切鉴定
Ｆｉｇ.２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｏｆ ＣＹＰ６ＡＥ１７

ａｎｄ ＣＹＰ６ＡＥ１９ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ６ＡＥ１９ꎻ ２: ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ６ＡＥ１７.

２.２　 重组蛋白的表达与纯化

将重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ６ＡＥ 转入大肠杆菌并

诱导表达ꎬ超声破碎离心后ꎬ经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测分

析ꎬ２ 种 ＣＹＰ６ＡＥ 重组蛋白均为包涵体蛋白(图 ３)ꎮ
用 Ｎｉ￣ＮＡＴ 柱对沉淀中蛋白进行纯化ꎬ并通过 １０％
的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测ꎬ 结 果 表 明ꎬ 低 浓 度 的 咪 唑

(２０、１００、２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ) 可洗脱杂蛋白ꎬ高浓度

３００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１咪唑洗脱可获得较为单一的目的蛋

白(图 ４)ꎮ 经尿素透析及超滤后ꎬＢＣＡ 法测定重组

ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 蛋白浓度分别为 ０.３０ 和

０.２９ μｇ􀅰μＬ－１ꎮ

图 ３　 重组棉铃虫 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 蛋白诱导
Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ

ＣＹＰ６ＡＥ１７ ａｎｄ ＣＹＰ６ＡＥ１９ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
１ 和 ５:ＩＰＴＧ 诱导前ꎻ２ 和 ６:ＩＰＴＧ 诱导后ꎻ３ 和 ７:超声上清ꎻ

４ 和 ８:超声沉淀ꎻＭ:蛋白质分子质量标准ꎮ
１ ａｎｄ ５: Ｂｅｆｏｒｅ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ２ ａｎｄ ６: Ａｆｔｅｒ ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ
３ ａｎｄ ７: Ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔꎻ ４ ａｎｄ ８: Ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎꎻ

Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ.

２.３　 多克隆抗体效价检测

纯化的重组 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和重组 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 融

合蛋白作为抗原ꎬ小鼠经 ３ 次免疫后ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 检

测抗体效价ꎬ若免疫后血清 Ｄ４５０ ｎｍ 与未免疫血清

Ｄ４５０ ｎｍ的比值>２.１ 则为阳性ꎬ阳性所在的最高稀释

倍数即为效价ꎮ 结果如图 ５ 所示ꎬ抗 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 多

克隆抗体的效价为 １ ∶ １０２ ４００ ０ꎬ抗 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 多

克隆抗体的效价为 １ ∶ ５１２ ０００ꎬ说明制备的抗体已

达预期目标ꎬ可用于后续试验ꎮ
２.４　 多克隆抗体特异性检测

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测多克隆抗体的特异性ꎮ
如图 ６ 所示ꎬ重组蛋白 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ６ＡＥ１７、ｐＥＴ３２ａ￣
ＣＹＰ６ＡＥ１９ 均在分子质量 ８０ ｋｕ 附近出现特异性条

带ꎮ 此外ꎬ多克隆抗体均可与棉铃虫体内的天然细

胞色素 Ｐ４５０ 蛋白结合ꎬ而不能与幕衣蛾天然蛋白

结合ꎬ表明制备的 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 多克隆

抗体特异性良好ꎮ
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图 ４　 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 重组蛋白纯化
Ｆｉｇ.４　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＹＰ６ＡＥ１７ ａｎｄ ＣＹＰ６ＡＥ１９ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ａ:ＣＹＰ６ＡＥ１７ꎻＢ:ＣＹＰ６ＡＥ１９ꎮ １~４:３００、２００、１００、２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１咪唑蛋白的洗脱液ꎻ５:流穿液ꎻＭ:蛋白质分子质量标准ꎮ
Ａ: ＣＹＰ６ＡＥ１７ꎻ Ｂ: ＣＹＰ６ＡＥ１９. １~４: Ｅｌｕｅｎｔｓ ｏｆ ３００ꎬ ２００ꎬ １００ ａｎｄ ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｉｍｉｄａｚｏｌｉｕｍ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ

５: Ｆｌｏｗ￣ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ.

图 ５　 ＥＬＩＳＡ 检测多克隆抗体的效价
Ｆｉｇ.５　 ＥＬＩＳＡ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｃｙ ｏｆ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

Ａ: ＣＹＰ６ＡＥ１７ꎻ Ｂ: ＣＹＰ６ＡＥ１９.

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法鉴定多克隆抗体特异性
Ｆｉｇ.６　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

Ａ 和 Ｃ:ＣＹＰ６ＡＥ１７ꎻＢ 和 Ｄ:ＣＹＰ６ＡＥ１９ꎮ １:重组纯化蛋白ꎻ２:棉铃虫总蛋白ꎻ３:幕衣蛾总蛋白ꎻＭ:蛋白质分子质量标准ꎮ
Ａ ａｎｄ Ｃ: ＣＹＰ６ＡＥ１７ꎻ Ｂ ａｎｄ Ｄ: ＣＹＰ６ＡＥ１９. １: Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ２: Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａꎻ

３: Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｔｉｎｅｏｌａ ｂｉｓｓｅｌｌｉｅｌｌａꎻ Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ.
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３　 讨论
细胞色素 Ｐ４５０ 广泛存在于微生物、动物、植物

等体内ꎬ包括多个超家族成员(Ｎｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４)ꎮ
实验室前期研究发现ꎬ棉铃虫 ２ 个基因 ＣＹＰ６ＡＥ１７
和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 在 ５ 龄暴食期高表达ꎮ 此外ꎬ棉铃虫

取食含有不同浓 度 棉 酚 的 人 工 饲 料 后ꎬ 中 肠

ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 的转录水平活性随着棉酚

浓度的升高而显著升高ꎬ中肠被普遍认为是昆虫的

主要解毒器官(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎮ 这表明ꎬＣＹＰ６ＡＥ
在棉铃虫对次生植物代谢物的反应中具有潜在解

毒调节作用ꎮ 为进一步研究 ＣＹＰ６ＡＥ 在棉铃虫体

内的功能ꎬ明确细胞色素 Ｐ４５０ 酶在取食不同浓度

棉酚后蛋白质水平的表达情况ꎬ需制备多克隆抗

体ꎬ为进一步深入研究细胞色素 Ｐ４５０ 酶的功能奠

定基础ꎮ
高质量抗原的制备是获得特异性良好的多克

隆抗体的关键ꎬ而表达载体及宿主细菌的选择对于

获得重组蛋白抗原至关重要ꎮ 本研究选择 ｐＥＡＳＹ￣
Ｔ３ 和 ｐＥＴ３２ａ(＋)作为克隆载体和表达载体ꎬ通过

基因克隆得到了大小为 １ ５９０ 和 １ ６３４ ｂｐ 的棉铃虫

ＣＹＰ６ＡＥ１７、ＣＹＰ６ＡＥ１９ 基因序列ꎬ并通过大肠杆菌

原核表达系统成功表达了 ＣＹＰ６ＡＥ１７、ＣＹＰ６ＡＥ１９
基因ꎮ

ｐＥＴ３２ａ(＋)是一种高拷贝数质粒ꎬ其序列中包

含 Ｔ７ 启动子ꎬ可驱动目的基因高水平转录ꎬ实现大

肠杆菌中目的蛋白的高表达量ꎬ其 Ｃ 端的 ６×Ｈｉｓ 标

签等纯化标签也有助于亲和纯化(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２３ꎻ
Ｓｉｖａｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４)ꎮ 由于 ｐＥＴ 载体本身带有

Ｈｉｓ 标签ꎬ故重组纯化蛋白分子质量较棉铃虫天然

Ｐ４５０ 蛋白分子质量高约 ２０ ｋｕꎮ 经 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

析ꎬ检测到分子质量约 ８０ ｋｕ 的条带ꎬ条带大小符合

预期ꎬ且重组蛋白以包涵体的形式存在ꎮ 利用大肠

杆菌异源表达重组蛋白通常会形成包涵体(Ｆａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０２３)ꎮ 包涵体蛋白的溶解变性剂通常为尿素或

盐酸胍ꎬ但盐酸胍的变性能力强ꎬ变性后不易复性

(李志煜等ꎬ２０２４)ꎬ故选用 ８ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１尿素溶液溶解

包涵体蛋白ꎮ 溶解后的包涵体蛋白经不同浓度咪唑

纯化洗脱ꎬ获得可制备多克隆抗体的高纯度及高浓

度 ＣＹＰ６ＡＥ１７、ＣＹＰ６ＡＥ１９ 重组纯化蛋白抗原ꎮ
多克隆抗体制备方法简单ꎬ生产成本低ꎬ目前

已得到广泛应用(Ｓｔｏｋａｎｉｃ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２３ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２４ａꎬ２０２４ｂ)ꎮ 小鼠和新西兰白兔 Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ ｃｕ￣

ｎｉｃｕｌｕｓ 为制备多克隆抗体最常用的宿主物种ꎬ但小

鼠的免疫过程耗时短、成本低(吴婕等ꎬ２０２４)ꎬ在多

克隆抗体制备研究中使用广泛(陈睿等ꎬ２０２２ꎻ 李

雪等ꎬ２０２１ꎻ Ｓｅｄｚｒｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２４ )ꎮ 故本试验以重组

纯化蛋白作为抗原ꎬ注射免疫小鼠ꎬ成功制备得到

多克隆抗体ꎬ其中 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 多克隆抗体的效价比

为 １ ∶ １０２ ４００ ０ꎬＣＹＰ６ＡＥ１９ 多克隆抗体的效价比

为 １ ∶ ５１２ ０００ꎬ２ 种抗血清的吸光度 Ｄ４５０ ｎｍ均为免

疫前血清的 ２.１ 倍以上ꎬ表明可用于后续研究ꎮ 但

ＣＹＰ６ＡＥ１７ 多克隆抗体的效价较 ＣＹＰ６ＡＥ１９ 更高ꎬ说
明 ＣＹＰ６ＡＥ１７ 多克隆抗体注射小鼠后免疫效果更

强ꎬ这可能是由于蛋白浓度差异及不同小鼠个体间

的差异造成ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明ꎬ２ 种抗体均可

与棉铃虫天然蛋白成功结合ꎬ且条带大小符合预

期ꎬ证明棉铃虫体内存在细胞色素 Ｐ４５０ 的表达ꎮ
然而ꎬ与 Ｓｈｉ ｅｔ ａｌ. (２０１８)细胞色素 Ｐ４５０ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 鉴定结果中的条带相比颜色较浅ꎬ这种差异可

能由于其通过构建细胞系ꎬ制备微粒体来提取蛋

白ꎬ而本研究从棉铃虫幼虫中肠组织提取天然蛋

白ꎬ蛋白提取量可能受到组织量等因素的影响ꎬ蛋
白提取方法的差异也可能导致蛋白提取量的差异ꎮ
抗体与幕衣蛾天然蛋白无法结合ꎬ表明制备的多克

隆抗体与棉铃虫天然蛋白特异性结合ꎬ抗体特异性

良好ꎮ
综上所述ꎬ本研究构建了重组质粒 ｐＥＴ３２ａ￣

ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ｐＥＴ３２ａ￣ＣＹＰ６ＡＥ１９ꎬ成功诱导表达及

纯化了重组蛋白ꎬ制备了多克隆抗体ꎬ为后续进一

步探究 ＣＹＰ６ＡＥ 亚家族及细胞色素 Ｐ４５０ 的功能研

究奠定了材料基础ꎬ为棉铃虫防治新靶标的开发提

供了理论依据ꎮ
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２０１７. 棉蚜 Ｐ４５０ ＣＹＰ６ＣＹ３ 的克隆、原核表达及多克隆抗

体的制备. 中国农业科学ꎬ ５０(７): １３５１－１３６０.
吴婕ꎬ 杜菁ꎬ 樊繁ꎬ 任金阳ꎬ 卢会鹏ꎬ 张力ꎬ 雷昕诺ꎬ 曹世

诺ꎬ 吴植ꎬ 朱睿ꎬ 朱善元ꎬ ２０２４. 猪流行性腹泻病毒 Ｎ 蛋

白原核表达及多克隆抗体制备. 中国畜牧兽医ꎬ ５１(１０):
４５２２－４５３０.

ＡＬＭＡＤＩＹ Ａ Ａꎬ ＮＥＮＡＡＨ Ｅ Ｇꎬ ＡＬＢＯＧＡＭＩ Ｚ Ｂꎬ ＳＨＡＷＥＲ Ｍ
Ｄꎬ ＡＬＡＳＭＡＲＩ Ｓꎬ ２０２３. Ｃｕｐｒｅｓｓｕｓ ｓｅｍｐｅｒｖｉｒｅｎｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌꎬ
ｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｍａｊｏｒ ｔｅｒｐｅｎｅｓ ａｓ ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ ｇｒｅｅｎ ｐｅｓｔｉ￣
ｃｉｄｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｒｉｃｅ ｗｅｅｖｉｌ. Ｓｕｓｔａｉｎａｂｉｌｉｔｙꎬ １５(１０): １－２０.

ＢＲＯＣＡＴＯ Ｒ Ｌ ꎬＷＵ Ｈ ꎬＫＷＩＬＡＳ Ｓ Ａꎬ ＰＲＩＮＣＩＰＥ Ｌ Ｍꎬ ＪＯＳ￣
ＬＥＹＮ Ｍꎬ ＳＨＡＭＢＬＩＮ Ｊꎬ ＣＨＩＶＵＫＵＬＡ Ｐꎬ ＢＡＵＳＣＨ Ｃꎬ
ＬＵＫＥ Ｔꎬ ＳＵＬＬＩＶＡＮ Ｅ Ｊꎬ ＨＯＯＰＥＲ Ｊ Ｗꎬ ２０２４. Ｐｒｅｃｌｉｎｉ￣
ｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｆｕｌｌｙ ｈｕｍａｎꎬ ｑｕａｄｒｉｖａｌｅｎｔ￣ｈａｎｔａｖｉｒｕｓ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｎｏｎ￣ｈｕｍａｎ ｓｏｕｒｃｅ. ｍＢｉｏꎬ
１５(１０): １－１７.

ＣＨＥＮ Ｃꎬ ＰＩ Ｗ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙꎬ ＮＩＥ Ｃ Ｘꎬ ＬＩＡＮＧ Ｊꎬ ＭＡ Ｘꎬ
ＺＨＡＮＧ Ｗ Ｊꎬ ２０１９. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃｙｔｏ￣
ｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ ｏｎ ｇｏｓｓｙｐｏｌ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ＮＡＤＰＨ￣ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｒｅ￣
ｄｕｃｔａｓｅ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ. Ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｐｈｙｓｉ￣
ｏｌｏｇｙꎬ １５５: １５－２５.

ＦＡＮＧ Ｙ Ｄꎬ ＬＩＵ Ｊ Ｙꎬ ＸＩＥ Ｆꎬ ＬＩＵ Ｌ Ｐꎬ ＺＥＮＧ Ｗ Ｗꎬ ＷＡＮＧ
Ｗ Ｈꎬ ２０２３. Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｇｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｄｉｓｔｒｉ￣
ｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ８ ｉｎ ｂａｃｔｒｉａｎ ｃａｍｅｌ ｓｐｌｅｅｎｓ. ＢＭＣ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ １９(１): １－１６.
ＧＵＯ Ｘ Ｘꎬ ＨＯＵ Ｊ Ｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｗ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｈꎬ ＬＩ Ｈ Ｌꎬ

ＣＡＯ Ｗ Ｊꎬ ＬＩ Ｈ Ｈꎬ ＬＩ Ｘ Ｓꎬ ２０２４. Ａ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｍｏ￣
ｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ (ＣＹＰ３３７Ｂ５) ｐｌａｙｓ ａ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｊｕ￣
ｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｃｈｌｏｒａｎｔｒａｎｉｌｉｐｒｏ￣
ｌｅ ｉｎ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ (Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ: Ｎｏｃｔｕｉｄａｅ). Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌ ｏｆ Ａｓｉａ￣Ｐａｃｉｆｉｃ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙꎬ ２７(３): １－１３.

ＬＥＩ Ｌꎬ ＧＡＯ Ｚ Ｈꎬ ＺＨＡＯ Ｑ Ｌꎬ ＷＡＮＧ Ｃꎬ ＷＡＮＧ Ｙꎬ ＷＡＮＧ
Ｈ Ｆꎬ ＣＨＩ Ｘ Ｐꎬ ＸＵ Ｂ Ｈꎬ ２０２４. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｙｔｏ￣
ｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｇｅｎｅ ＡｃｃＣＹＰ６Ａ１３ ｉｎ Ａｐｉｓ ｃｅｒａｎａ ｃｅｒａｎａ ａｎｄ ｉｔｓ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓｔｒｅｓｓ. Ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０２: １－１０.

ＬＩ Ｈꎬ ＺＨＡＯ Ｐ Ｙꎬ ＬＩ Ｓ Ｙꎬ ＧＵＯ Ｊ Ｙꎬ ＨＡＯ Ｄ Ｊꎬ ２０２４. Ｔｒｉａｌ
ａｎｄ ｅｒｒｏｒ: ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｅｍ￣
ｂｒａｎｅ￣ｂｏｕｎｄ ｉｎｓｅｃｔ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｓ Ｐ４５０ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｙｓ￣
ｔｅｍｓ. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ
２７３(２): １－１１.

ＬＩ Ｓ Ｙꎬ ＬＩ Ｈꎬ ＷＡＮＧ Ｊ Ｔꎬ ＣＨＥＮ Ｃꎬ ＨＡＯ Ｄ Ｊꎬ ２０２２.
Ｈｏｒｍｅｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０
ａｎｄ ｃｕｔｉｃｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｏ ｈｏｓｔ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｒ￣
ｐｅｎｏｉｄ ｄｅｆｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｎ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｉｎｓｅｃｔ ｐｅｓｔꎬ Ｐａｇｉｏｐｈｌｏｅｕｓ
ｔｓｕｓｈｉｍａｎｕｓ ( Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ: Ｃｕｒｃｕｌｉｏｎｉｄａｅ). Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｅｓｔ
Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ９６(１): １４１－１６０.

ＬＩ Ｑ Ｌꎬ ＳＵＮ Ｚ Ｘꎬ ＳＨＩ Ｑꎬ ＷＡＮＧ Ｒ Ｍꎬ ＸＵ Ｃ Ｃꎬ ＷＡＮＧ Ｈ
Ｈꎬ ＳＯＮＧ Ｙ Ｙꎬ ＺＥＮＧ Ｒ Ｓꎬ ２０１９. ＲＮＡ￣ｓｅｑ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ
ｍｉｄｇｕｔ ａｎｄ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｕｒａ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｔｏｍａｔｉｎｅ. Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ
ｉｎ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ １０: １－１２.

ＬＩＵ Ｙ Ｂꎬ ＺＨＵ Ｐꎬ ＪＩ Ｃ Ｄꎬ ＤＯＮＧ Ｌ Ｈꎬ ＹＩ Ｗ Ｊꎬ ２０２３. Ｆｕｓｉｏｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ
１９ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｐ￣
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ２１５: １－７.

ＮＩＥ Ｇ Ｂꎬ ＷＵ Ｆꎬ ＤＵＡＮ Ｚꎬ ＷＡＮＧ Ｓ Ｓꎬ ２０２４. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｉｔｓ ｒｏｌｅｓ
ｉｎ ｃｏｕｍａｒｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｓａｌｔ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ Ｍｅｌｉｌｏｔｕｓ
ａｌｂｕｓ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ ２２０: １－１３.

ＰＡＮ ＱꎬＹＵ Ｓ Ｊꎬ ＬＥＩ Ｓꎬ ＺＨＡＮＧ Ｓ Ｈꎬ ＤＩＮＧ Ｌ Ｌꎬ ＬＩＵ Ｌꎬ ＬＩ Ｓ
Ｃꎬ ＷＡＮＧ Ｘ Ｆꎬ ＬＯＵ Ｂ Ｈꎬ ＲＡＮ Ｃꎬ ２０２４. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｙｍｂｉ￣
ｏｎｔｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ
ｖｉａ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｈｏｓｔ ｄｅｔｏｘｉｆｙｉｎｇ ｇｅｎｅｓ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ７２(２７): １５１６４
－１５１７５.

ＰＥＮＧ Ｗꎬ ＪＩＡＮＧ Ｃ Ｘꎬ ＣＡＩ Ｇ Ｆꎬ ＬＩＵ ＬＬꎬ ＧＵＯ Ｘ Ｑꎬ ＧＡＯ Ｘ
Ｎꎬ ＬＩ Ｇ Ｙꎬ ＺＨＥＮＧ Ｚ Ｈꎬ ＬＩＵ Ｐꎬ ＬＩＵ Ｐꎬ ２０２４. Ｐｒｅｐａｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ ２ ｒｅｃｏｍ￣
ｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙ￣

􀅰７２􀅰　 第 １ 期 刘丽等: 棉铃虫细胞色素 Ｐ４５０ 基因(ＣＹＰ６ＡＥ１７ 和 ＣＹＰ６ＡＥ１９)原核表达及多克隆抗体制备



ｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒｓ. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏ￣
ｌｏｇｉｃａｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２７４(１): １－１０.

ＳＥＤＺＲＯ Ｊ Ｃꎬ ＳＭＩＴＨ Ｓ Ａꎬ ＳＣＯＴＴ Ａꎬ ＷＡＮＧ Ｙ Ｑꎬ
ＴＲＡＶＥＲＳ Ｒ Ｊꎬ ＨＥＭＰ Ｒꎬ ＭＯＲＳＥ Ｃ Ｎꎬ ＭＯＲＲＩＳＳＥＹ Ｊ
Ｈꎬ ２０２４. Ａｎｔｉｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｍｉｃｅ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｐｒａｃｔｉｃｅ ｉｎ Ｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ
ａｎｄ Ｈａｅｍｏｓｔａｓｉｓꎬ ８(６): １－１１.

ＳＨＡＮＧＧＵＡＮ Ｘ Ｘꎬ ＹＡＮＧ Ｘ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｓ Ｙꎬ ＧＥＮＧ Ｌ Ｊꎬ
ＷＡＮＧ Ｌ Ｎꎬ ＺＨＡＯ Ｍ Ｆꎬ ＣＡＯ Ｈ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙꎬ ＬＩ Ｘ Ｌꎬ
ＹＡＮＧ Ｍ Ｓꎬ ＸＵ Ｋ Ｄꎬ ＺＨＥＮＧ Ｘ Ｈꎬ ２０２４. Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｉ￣
ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｓｕｇａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｏｗｎ ｐｌａｎｔｈｏｐｐｅｒꎬ Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ (Ｓｔåｌ) .
Ｉｎｓｅｃｔｓꎬ １５(７): １－１６.

ＳＨＩ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｈ Ｄꎬ ＬＩＵ Ｚꎬ ＷＵ Ｓ Ｗꎬ ＹＡＮＧ Ｙ Ｈꎬ ＦＥＹ￣
ＥＲＥＩＳＥＮ Ｒꎬ ＷＵ Ｙ Ｄꎬ ２０１８. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｎ Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＣＹＰ６ＡＥ ｓｕｂｆａｍ￣
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