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基因步移在分离蚊虫细胞色素 P450

启动子中的应用及意义

周国理 , 黄炯烈 , 吴　瑜 , 王　玲

(中山医科大学寄生虫学教研室 , 广东 广州　510089)

摘　要:【目的】快速扩增出白纹伊蚊溴氰菊酯抗性株 CYP 6N3 基因(CYP 6N3)上游启动子区序列。【方法】根据本

室已获得的白纹伊蚊 CYP 6N亚家族新成员 CYP6N3 全长 cDNA 的 5′-末端核苷酸序列 ,设计 2 个反向特异引物(GSP1 和

GSP2),利用 4 种限制性内切酶 Dra Ⅰ 、 EcoRⅤ 、 Pvu Ⅱ和 Stu Ⅰ分别消化白纹伊蚊溴氰菊酯抗性株高分子量基因组 DNA ,

消化产物与适配子连接产生 4 种消化的 DNA 库(DL1、DL2、DL3 及 DL4), 并分别以此为模板 , 进行基因步移。 用特异引物

GSP1与适配子引物AP1 进行第 1 步 PCR扩增 , 然后再以第 1 步 PCR产物为模板 、用内部特异引物 GSP2 与内部适配子引物

AP2 进行第 2 次 PCR扩增。【结果】第 1 步PCR结果显示:在上述 4 种消化文库中分别扩增出约806 、2 190 、2 206 和 3 076 bp

的特异条带;第 2 步 PCR 结果与第 1 次 PCR相类似 ,但各泳道主带扩增效率明显升高。【结论】本实验已成功地获得了白纹

伊蚊溴氰菊酯抗性株 CYP 6N3 上游启动子区核苷酸序列及其 4 种限制性内切酶图谱。此外还对基因步移法在昆虫细胞色

素 P450 多样性及其参与杀虫剂抗性分子机理研究中的意义进行了讨论。
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The Application and Signif icance of Gene-walking in Isolating

the Promoter of Cytochrome P450 from Mosquitoes

ZHOU Guo-li , H UANG Jiong-lie , WU Yu , WANG Ling

(Depar tment of Parasitology , Sun Yat-sen University o f M edical Sciences , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Objective】To rapidly am plify the promoter of CYP6N3 gene (CYP 6N3)f rom deltamethrin-

resistant Aedes albopictus(Ae.albopictus).【Methods】Two reverse specific primers(GSP1 and GSP2)were

designed based on the 5′-end nucleo tide sequence of the previous obtained CY P 6N3 from Ae.albopictus .The

genomic DNA purified f rom deltamethrin-resistant Ae.albopictus w ere digested by Dra Ⅰ , EcoRⅤ , Pvu Ⅱ

and Stu Ⅰ , then ligated wi th adapto rs to produce 4 digested libraries , respectively.The primary PCR w as per-

formed from the 4 digested libraries by the use of GSP1 and AP1 , and its products w ere used fo r the second PCR

w ith GSP2 and AP2.【Results】Four majo r bands of 806 、2 190 、2 206 and 3 076 bp w ere obtained from the 4

digested libraries , respectively .The second PCR showed a similar result to the f irst one , but had a stronger m a-

jor band in all lanes.【Conclusions】The promoter of CY P 6N3 from deltamethrin-resistant Ae.albopictus and

i ts restriction map containing 4 rest riction sites w ere successfully obtained.The signif icance of gene-walking

method in studying the diversity of insect P450s and the molecular mechanism of insecticide resistance mediated

by insect P450 enzymes w as discussed.
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　　已知昆虫细胞色素 P450 CYP6 家族在亚家

族 、亚家族成员及各成员等位基因变异体三个水平

上存在着多样性 ,其形成原因可能与其基因转录及

翻译调控的多态性有关[ 1] 。此外 , P450 单加氧酶

对杀虫剂的代谢抗性是由于其基因表达调控尤其

是转录调控的改变所致[ 2] 。因此 ,有关分离 、鉴定

参与细胞色素 P450调控的顺式作用元件及反式作

用因子已成为目前国际上在 P450研究领域的一个

新的热点。CYP 6N3 是本文作者最近从白纹伊蚊

中获 得 的 一 个 新 的 细 胞 色 素 P450 基 因

(CYP 450),它至少存在有 4个等位基因变异体即

CY P 6N3v1-v3(全长 cDNA 均为 1 491 bp , Gen-

Bank accession number:AF283836-AF283838)和

CY P 6N3v4(669 bp , GenBank accession number:

AF284783),并同时存在于白纹伊蚊溴氰菊酯抗性

株及敏感株中[ 3] 。本文则是根据 CYP 6N3全长

cDNA 5′-末端编码的核苷酸序列设计了 2 个反向

特异引物 ,运用基因步移的方法 ,以获得其上游启

动子区域内各顺式作用元件 ,为下一步深入研究蚊

虫中 CYP450多样性形成的分子机制或参与杀虫

剂抗性分子机理奠定基础 。

1　材料与方法

1.1　实验蚊株

白纹伊蚊溴氰菊酯抗性株由广东药学院寄生

虫学教研室惠赠 ,采自广州市区并以 LC50的剂量

连续筛选 105代 ,抗性倍数达 50 倍 ,蚊虫培养室内

恒温(25±1)℃,光照时间每天 16 h。

1.2　引物设计

根据 CYP 6N3 5′-末端 cDNA 序列
[ 4]
,设计 2

个反向特异引物 GSP1:5′-TTACGCACCCACA-

GAACCGCCAAGGTC-3′和 GSP2(Nested Primer):

5′-AGCGCCAGCACCGTCAAATAAATCAAC-3′。

1.3　试　剂

蚊组织高分子量基因组 DNA 抽提试剂盒为

Qiagen 公司产品;Universal Genome WalkerTM Kit

为 Clontech 公司产品;Advantage® Genomic PCR

Kit为 Clontech公司产品;DNA Marker(2 392 ～ 48

502 bp)为 BM 公司产品;其它常规试剂均购自华

美公司及基因公司。

1.4　成蚊基因组 DNA抽提 、纯化与鉴定

取 100 只成蚊(约 200 mg),加入适量含有终

质量浓度为 200 mg/ L RNase A 的组织裂解缓冲

液 ,电动匀浆 3 ～ 5 min 后 ,加入足量蛋白酶 K(终

质量浓度为 1 g/L),充分混匀 ,50 ℃孵育 2 h 。然

后按照 Qiagen公司基因组 DNA抽提试剂盒说明

书进行分离和纯化 。取 1 μL 纯化的蚊基因组

DNA ,并以 M arker 为参照 ,进行 5 g/L 琼脂糖凝胶

电泳 ,以鉴定其完整性 。取 5 μL 纯化的蚊基因组

DNA ,加入 1.6 μL Dra Ⅰ(1×10
-5

U/ L)、2 μL 10

×Dra Ⅰ缓冲液和 11.4 μL ddH2O ,轻轻混匀 , 37

℃孵育 16 ～ 18 h 后 ,以 Marker及未酶切的蚊基因

组 DNA 为参照 ,进行 5 g/L 琼脂糖凝胶电泳 ,以鉴

定其纯度。取 5 μL 纯化的蚊基因组 DNA ,在 752

型紫外分光光度计上测定其 A260 ,计算其浓度 ,并

将其终浓度调整至 0.1 g/L , -20 ℃保存备用。

1.5　蚊基因组 DNA 4种限制性内切酶的消化

取 4 个 1.5 -m L Eppendorf 管 , 做好标记

(DL1 、DL2 、DL3 、DL4), 依次加入 8 μL Dra Ⅰ 、

EcoRⅤ、Pvu Ⅱ、S tu Ⅰ及 10μL 各自的10×缓冲

液;然后每管均分别加入 25 μL 纯化的蚊基因组

DNA(0.1 g/L)和 57 μL ddH2O ,使反应总体积达

100 μL。轻轻混匀 , 37 ℃孵育 16 ～ 18 h后 ,每管取

5μL 进行 5 g/L 琼脂糖凝胶电泳 ,鉴定其是否消化

完全 。上述酶切消化产物先后用等体积酚 、氯仿进

行抽提 ,以除去蛋白质等污染物;加入 2 倍体积预

冷的体积分数 95%乙醇进行离心沉淀 ,去上清后

加入足量的预冷的体积分数 80%乙醇洗涤 、离心 ,

去上清后空气干燥 10 min , 加入 20 μL TE(10/

0.1 , pH7.5)缓冲液溶解沉淀的 DNA 片段 , -20 ℃

保存备用 。

1.6　酶切消化产物与适配子的连接

取 4个 0.5 -m L Eppendorf管 ,做好标记 ,依

次加入 4 μL 上述 4 种已纯化的酶切消化产物;然

后每管中均分别加入 1.9 μL Genome Walker 适配

子(25 μmol/L)、1.6 μL 5 ×T4 连接酶缓冲液和

0.5μL T4 DNA 连接酶(1×10
-6

U/L),轻轻混

匀 ,16 ℃孵育 16 ～ 18 h ,70 ℃5 min以终止反应 ,

并加入 72μL TE(10/1 , pH7.5)缓冲液 ,轻轻混匀 ,
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至此构建了 4 种连接有适配子的 DNA 库 ,置-20

℃保存备用。

1.7　第 1步 PCR反应及其产物的鉴定

取4个 0.2-m L PCR管 ,做好标记 ,依次加入

1μL 上述 4种连接有适配子的 DNA库 ,作为 PCR

反应的模板;然后每管中均分别加入 5μL 10×T th

PCR缓冲液(由试剂盒提供 ,用于热启动 PCR 反

应)、1μL dNTP 混合物(10 mmol/ L)、2.2 μL Mg

(OAc)2(25 mmol/L)、1 μL 适配子引物 1(AP1 , 10

μmol/L , 5′-GTAATACGACTCACTAT-AGGGC-

3′)、1 μL GSP1(10 μmol/L)、1 μL Advantage Ge-

nomic Polymerase Mix (50×)和 37.8 μL ddH2O ,

反应总体积为 50 μL。PCR条件:94 ℃25 s 、72 ℃

3 min 7个循环;94 ℃25 s 、67 ℃3 min 32个循环;

67 ℃7 min;4 ℃终止反应。每管取8μL扩增产物

进行 15 g/L 琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1.8　第 2步 PCR反应及其产物的鉴定

同1.7中操作步骤 ,但每个 PCR 管中的模板

则均为 1μL 第一步 PCR产物 ,1 μL 适配子引物 2

(Nested AP2 , 10 μmol/L , 5′-ACTATAGGGCACG-

CGTGGT-3′)和 1μL GSP2(10μmol/L);PCR条件

则为:94 ℃25 s 、72 ℃3 min 5个循环;94 ℃25 s 、

67 ℃3 min 20个循环;67 ℃7 min;4 ℃终止反应。

每管取 5 μL 扩增产物进行 15 g/L 琼脂糖凝胶电

泳鉴定。

2　结　果

2.1　白纹伊蚊溴氰菊酯抗性株 DNA分离与鉴定

分离纯化的成蚊基因组 DNA经 5 g/L 琼脂糖

凝胶电泳显示出一条边缘整齐清晰 DNA条带(图

1中 Lane 2), 与 Marker 最大的一条电泳条带

(48.5 kb)在同一个水平线上 、比对照的人类基因

组 DNA(大于 50 kb)(图 1中 Lane 1)略小 ,表明所

抽提的蚊虫基因组 DNA较完整 ,已满足下一步基

因步移(gene-w alking)的需要。

图 2显示分离纯化的蚊基因组 DNA纯度鉴定

结果:经 Dra Ⅰ酶切消化的蚊基因组 DNA(Lane

1)呈均匀涂布状 ,其上缘小于 50 kb ,表明所抽提的

蚊基因组 DNA纯度已满足限制性内切酶消化的需

要 ,可以进行下一步的大量酶切反应。

2.2　第 1步 PCR反应产物的鉴定

　　图3为由外部适配子引物(AP1)与外部特异

图 1　蚊基因组 DNA 5 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定

Fig.1　5 g/L agarose gel electrophoresis of the high molecular

genomic DNA extracted from deltamethrin-resistant

Aedes albopictus

M :Markers , 2 392～ 48 502 bp;Lane 1:cont rol human genomic

DNA;Lane 2:genomic DNA from mosquitoes

图 2　蚊基因组 DNA 纯度鉴定

Fig.2　Identif ication of purity of the mosquito genomic DNA

M :Markers , 2 392～ 48 502 bp;Lane 1:the mosqui to genomic

DNA digested by Dra Ⅰ ;Lane 2:the mosquito genomic DNA

图 3　由 GSP1 和 AP1获得的第 1步 PCR产物的鉴定

Fig.3　15 g/ L agarose gel electrophoresis of the primary

PCR products

M :1 kb ladder , 0.5～ 10.0 kb;Lane 1 ～ 4:the primary PCR

products from 4 libraries digested by Dra Ⅰ , EcoRⅤ , Pvu Ⅱ and

S tu Ⅰ , repect ively;Lane 5 , 7:negat ive con trol;Lane 6 , 8:posi tive

cont rol

引物(GSP1)所进行的第 1步PC R扩增产物电泳结

果:Lane 1 ～ 4分别为以 Dra Ⅰ 、EcoR Ⅴ、Pvu Ⅱ

和 S tu Ⅰ消化文库为模板的 PCR产物 ,其中 Lane

1有一条 806 bp清晰特异的主带;Lane 2中的一条

主带为 2 190 bp;Lane 3中的一条主带为3 076 bp;

Lane 4中的主带为 2 206 bp。
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2.3　第 2步 PCR反应产物的鉴定

由内部适配子引物(nested adaptor primer2 ,

AP2)与内部特异引物(GSP2)所进行的第 2 步

PCR扩增产物电泳结果(图 4)与图 3相类似 ,但各

泳道中的主带则明显增强 。

图 4　由 GSP2 和 AP2获得的第 2步 PCR产物的鉴定

Fig.4　15 g/ L agarose gel electrophoresis of the second

PCR products by the use of GSP2 and AP2

M:1 kb ladder , 0.5～ 10.0 kb;Lane 1～ 4:the second PCR

p roducts f rom the 4 primary PCR products , repectively;Lane 5 , 7:

negative cont rol;Lane 6 , 8:posi tive cont rol

3　讨　论

用AP1 与 GSP1 进行的第 1 步 PC R结果显

示:4种内切酶消化所产生的库(digested library)中

分别扩增出一特异的主带(图 3), 而用 AP2 与

GSP2进行的第 2步 PCR亦显示出相类似的结果 ,

但各泳道中的主带显著增强(图 4)。由于我们在

PCR循环过程中 , 采取了降落 PCR(touchdow n

PCR ,简称 TD PC R , 本实验系采用 2 个阶段的

PCR循环)和巢式 PCR(nested PCR)策略 ,从而有

效地消除了非特异性扩增 ,极大地提高了对特异靶

标的扩增。因此上述结果一方面表明本实验已成

功地获得白纹伊蚊 CYP 6N3上游启动子序列 ,另

一方面也表明所获得的启动子序列中包含有 Dra

Ⅰ 、EcoRⅤ 、 Stu Ⅰ 和 Pvu Ⅱ这 4 种限制性内切

酶位点 , 它们的相对位置为:Dra Ⅰ酶切位点距

CY P 6N3 cDNA 5′-末端是最近的 ,为 806 bp;其次

是 EcoRⅤ ,为 2 190 bp;再次是 S tu Ⅰ ,为 2 206

bp;最远的是 Pvu Ⅱ ,为 3 076 bp(图 3 ,4)。

基因步移是一种利用 PCR技术来分离与已知

序列毗邻的未知 DNA序列的方法[ 4] 。它较传统的

基因组 DNA 文库筛选法最突出的优势表现在:①

简便 、快速:从基因组 DNA 的抽提 、纯化到完成第

2步 PC R ,一般只需 4 ～ 5 d;②若结合 cDNA 末端

快速扩增(RACE)法 ,则可定位基因内含子/外显子

连接点 、获得基因 5′-端及 3′-端上下游顺式调控元

件;或通过多步骤的基因步移而获得某一 ES T 或

S TS 全长基因序列。因此在填补基因组图谱之间

的空隙 、尤其是获得由传统文库筛选法所丢失的克

隆等方面具有极其重要的意义 。目前 , 在昆虫

CY P450研究领域 ,已有多个 CYP 450上游顺式调

控序列被分离 、鉴定 ,如 CYP 6B3上游-1 ～ -838

核苷酸序列[ 5] , 家蝇的 CY P 6A1[ 6] 与果蝇的

CY P 6A2
[ 7]
上游的 Barbie Box 序列 , CYP 6B1v3

上游的花椒毒素反应元件(xantho toxin-responsive

elements)[ 8] , CYP 6B1v3 、 CYP 6B3v2 、 CYP 6B4v2

以及 CY P 6B5v1 上游的外源化合物反应元件

(xenobiotic-responsive elements)
[ 8]
, CYP 6B1v3 、

CY P 6B4v2和 CYP 6B5v1上游的抗氧化剂反应元

件(antioxidant-responsive elements)[ 8] , CY P 6D1

开放读框上游 887个核苷酸序列[ 9]等 ,但上述这些

调控序列无一例外地都是通过传统的基因组文库

筛选方法而获得的。另外 ,有关蚊虫 CY P450基因

调控序列则国内外均未见报道 。因此 ,本实验在昆

虫 CY P450研究领域首次运用基因步移方法从白

纹伊蚊溴氰菊酯抗性株中扩增出 CYP 6N3上游调

控序列 ,为下一步研究蚊虫 CY P450多样性及其参

与杀虫剂抗性的分子机理奠定基础 。
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肯尼亚 KEN 株 ,巴布亚新几内亚 PNG 株和巴西

BRA株恶性疟 LSA-1抗原 N-和 C-端非重复区的

序列 ,结果表明上述 3个分离株的 LSA-1非重复区

序列只有几个位点的氨基酸不同。本文测定了

FCC1/HN LSA-1 3′端序列 ,推导出编码的氨基酸

序列 , 并对恶性疟 FCC1/HN 株与 NF54[ 4] , T9/

96
[ 3]
,KEN , PNG ,BRA

[ 6]
株 LSA-1 的 C-端氨基酸

序列进行了同源性比较。结果表明 6 个不同分离

株的 LSA-1抗原 C-端序列只在 3个位点有氨基酸

替换。本文的结果与 Fidock
[ 3]
, Yang 等

[ 6]
的报道

一致 ,进一步证明了恶性疟不同分离株 LSA-1 3′序

列的高度保守性 。

LSA-1抗原序列在不同恶性疟原虫分离株间

是高度保守的 ,免疫学实验表明它在诱导宿主免疫

保护作用方面亦起重要作用。LSA-1 中间重复区

的 17肽单元是可被人体 B细胞识别的表位[ 2] ;C-

端的保守序列 KPIVQYDNF 可被能抑制危型疟的

H LA-B53限制性的 CTL 识别
[ 8]
。根据 LSA-1 抗

原C-端序列合成的多肽可引起广泛的免疫反应 ,

包括产生特异抗体 , T 细胞增生 ,分泌 IFN-γ等 ,这

表明 LSA-1抗原 C-端包含多个潜在的 B和 T 细胞

表位[ 3 , 5] 。本文克隆了恶性疟 FCC1/HN LSA-1 3′

端序列 ,并进行了测序和序列分析 ,为研究 LSA-1

抗原诱导免疫应答机制及研制肝期疟疾疫苗增添

了基础资料。
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