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摘要 : 利用 4 种产生平端切头的限制性内切酶消化小菜蛾 ( Plutella xylostella) 的基因组 DNA ,然后利用

DNA 连接酶的催化作用 ,在 4 种不同平端切头的小菜蛾基因组 DNA 上连接一个氨基化的基因组步移衔

接头序列 ,针对衔接头及已克隆的 CYP9 G2 基因的序列 ,设计两对 PCR 上、下游引物 ,进行 PCR 扩增、T2A

克隆和阳性克隆的巢式 PCR 验证 ,通过测序克隆到了小菜蛾 CYP9 G2 基因上游未知序列约 118 kb。通

过对该基因的上游序列进行信息分析 ,发现 1 个可能的节肢动物动物转录起始子 ( Inr) ,3 个 CAAT样盒

及 1 个抗氧化剂样反应因子 ,共 5 个可能的顺式调控元件。研究还表明 ,利用基因组步移方法可以快速

地克隆已知序列的上游未知序列 ,实验操作经济、简便 ,对于已知 cDNA 序列或部分基因组序列的基因 ,

其上游调控序列的克隆 ,基因组步移具有较高的实用价值。
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Abstract :To clone the upstream untranslated region of CYP9 G2 from diamondback moth , the genomic walking was

performed according to the routine procedure based on PCR amplification using the outer adaptor primer (AP1) and

CYP9 G2 specific primer ( GSP1) . After T2A cloning , positive clones were confirmed by nested PCR using the outer

adaptor primer (AP2) and CYP9 G2 specific primer ( GSP2) as forward and reverse primers. Analysis of the upstream

DNA sequence of CYP9 G2 showed that 5 cis2acting elements existed in the upstream sequence of CYP9 G21 One of

the elements was a putative initiator of arthropoda , three of them were CAAT2like boxes , and the other one was an

antioxidant2response2like element. This kind of genome walking could be used in rapid cloning of the promoters and

other upstream regulatory elements in genes that only cDNA sequence was available , mapping of intronΠexon

junctions, and walking bidirectionally from any sequence2tagged site or expressed sequence tag. The method is

simple , reliable and efficient.
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　　小菜蛾 ( Plutella xylostella) 是一种世界性的

危害十字花科蔬菜的主要害虫 ,该虫年发生代

数多 ,繁殖系数高 ,世代重叠严重 ,长期以来 ,人

们主要依赖大量使用各种杀虫剂来防治小菜蛾

的危害 ,因此 , 不可避免地造成了小菜蛾对多

种常用的有机磷、氨基甲酸酯和拟除虫菊酯等

杀虫剂产生不同程度的抗药性。研究表明 ,小

菜蛾对多种杀虫剂的抗性机制可能与 P450 酶

的活性增高有关[1 ] 。而 P450 单加氧酶对杀虫

剂的代谢抗性是由其基因表达调控 ,尤其是转

录调控的改变所致[2 ] ,在我们已克隆的小菜蛾

P450 基因 ( CYP9 G2 , 全 长 cDNA 2 143 bp ,

GenBank登录号为 096739) 的基础上[3 ]
,分离、

鉴定参与小菜蛾 CYP9 G2 调控的顺式作用元

件 ,将有助于揭示小菜蛾对杀虫剂产生抗性的

机制。本研究利用一种特殊的基因组步移法 ,

即利用 4 种限制性内切酶 Dra Ⅰ、EcoR Ⅴ、

Pvu Ⅰ和 Stu Ⅰ消化小菜蛾的基因组DNA ,然后

利用连接酶在平端切头的小菜蛾基因组 DNA

两端包括 CYP9 G2 的 5′端上游加上一个氨基化

的基因组步移衔接头 ,使用针对 CYP9 G2 第一

个外显子内部序列 ( GSP1) 和针对步移衔接头

的特异序列 (AP1) 作为正向及反向引物 ,进行

第一轮 PCR ,其产物进行 T2A 克隆 ,对阳性克隆

的菌落通过反向引物 GSP2 ( GSP1 的 5′上游序

列)和正向引物 AP2 (针对 AP1 3′的下游序列)

的巢式 PCR 扩增进行验证 ,对于巢式 PCR 阳性

菌落 ,可将第一轮 PCR 产物的 T2A 阳性克隆进

行测序 ,即可获得小菜蛾 P450 基因 CYP9 G2 基

因的上游序列。对克隆的未知序列的生物信息

学分析可能为了解该基因的顺式表达机制提供

初步理论基础。

1 　材料与方法

111 　实验试剂和材料 　基因组步移试剂盒内

包括 4 种限制性内切酶 Dra Ⅰ、EcoR Ⅴ、Pvu

Ⅱ和 Stu Ⅰ(美国 Clontech 公司) ,其中还包括基

因组步移衔接头 (genome walker adaptor) 、LA Taq

DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶及 PCR 试剂 [宝生

物 (大连)有限公司 ]。T2A 克隆 p GEM2T easy 试

剂盒 (Promega 公司) ,PCR 胶回收试剂盒 (上海

华舜公司) 。根据从小菜蛾 cDNA 文库中克隆

到的 CYP9 G2 基因 cDNA 序列 ( GenBank 登录号

AB096739) [3 ,4 ]的第 1 外显子序列设计第一轮和

第二轮 PCR 的两条下游引物 ,即 GSP1 (5′2GGT

GAT GAG TCT GAT GAT GGA CGG G23′)和 GSP2

(5′2CGG TGG TCC ACG AAG TGG TCG AAG T 2
3′) ,北京博雅生物工程公司合成。基因组步移

试剂盒的 AP1 (5′2GTA ATA CGA CTC ACT ATA

GGG C 23′) 、AP2 (5′2ACT ATA GGG CAC GCG

TGG T 23′)分别是第一轮 PCR 和阳性克隆鉴定

用第二轮 PCR 的上游引物。DH5α为中国科学

院动物研究所农业虫害鼠害综合治理国家重点

实验室提供。

研究用小菜蛾系中国科学院动物研究所抗

性分子遗传研究组 2000 年 7 月从南京田间采

集 ,参照刘传秀等[5 ]的方法饲养 ,抗性选育采用

叶浸法进行 ,对马拉硫磷的致死中浓度为 LC50

= 24 850124 mgΠL ,与敏感种群相比 ,对马拉硫

磷抗性倍数为 30164。

112 　实验方法

11211 　小菜蛾的基因组 DNA 提取 　利用文献

描述的方法[6 ]
,提取小菜蛾的基因组DNA ,然后

分别用 4 种限制性内切酶 Dra Ⅰ、EcoR Ⅴ、Pvu

Ⅱ和 Stu Ⅰ对小菜蛾的基因组 DNA 进行酶切 ,

37 ℃消化过夜 ,015 % 琼脂糖凝胶电泳检查酶

切是否完全 ,将酶切完全的基因组 DNA 用糖原

沉淀后 ,进行乙醇沉淀、纯化 ,利用分光光度计

法 ,在 260 nm 和 280 nm 处测定所获得基因组

DNA 的吸光值并计算出相应的 DNA 浓度。

11212 　酶切基因组 DNA 与衔接头的连接 　将

上述酶切处理并纯化的基因组 DNA 与试剂盒

的上、下游基因组步移衔接头在 T4 DNA 连接酶

催化下 ,在 16 ℃水浴中进行连接反应 ,4 种不同

限制性内切酶消化的基因组 DNA 及与衔接头

连接后的产物即为小菜蛾基因组 DNA 的 Dra
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Ⅰ、EcoR Ⅴ、Pvu Ⅱ和 Stu Ⅰ酶切亚文库。

11213 　PCR 反应 　以 GSP1 和针对衔接头序列

的引物 AP1 进行 PCR 扩增 ,反应体系为 50μl ,

包括 10 ×LA 聚合酶缓冲液 5μl ,dNTPs 混合液

(dATP , dCTP , dGTP 和 dTTP 各 10 mmolΠL) 1

μl ,LA Taq DNA 聚合酶 1μl ,外侧引物 GSP1 和

AP1 (均为 10 mmolΠL) 各 1μl ,DNA 模板 (基因

组文库 DNA ) 1μl ,加蒸馏水至 50μl。PCR 反

应条件 : 95 ℃预变性 5 min ; 94 ℃ 30 s , 65 ℃ 5

min ,32 个循环 ;最后 72 ℃延伸 10 min。取 5μl

PCR 产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳检测扩增结

果。

11214 　PCR 产物的 T2A 克隆 　取 PCR 产物进

行连接和转化。在 10μl 反应体系中加 PCR 产

物 1μl ,2 ×连接缓冲液 5μl ,p GEM2T easy 载体

1μl ,T4连接酶 1μl ,16 ℃水浴中进行连接过夜。

将 5μl 连接产物加入到 200μl DH5α感受态细

菌中 ,轻轻混匀 ,置冰中 30 min 后 ,在 42 ℃热休

克 1 min ,再置冰中静置 2 min 后加 LB 培养基

至 1 000μl ,37 ℃200 rΠmin 振荡培养 1 h。离心

后去上清 ,将 200μl 左右的培养物接种到含 X2
Gal 和 IPTG的氨苄青霉素 LB 半固体平板上 ,

37 ℃倒置培养过夜。

11215 　巢式 PCR 反应鉴定阳性克隆和序列分

析 　取 T2A 克隆的蓝色菌落 ,接种于 5 ml 含氨

苄青霉素的 LB 培养基中 ,37 ℃250 rΠmin 培养

过夜。取 20μl 培养物 95 ℃煮沸 ,取 1μl 作为

DNA 模板 ,利用 GSP2 和 AP2 引物进行巢式

PCR 扩增 ,反应体系和反应条件同 11213。对于

阳性克隆对应的第一轮 PCR 产物的 T2A 阳性

克隆 ,使用 p GEM2T 载体多克隆位点的通用引

物 M13F 和 SP6 对插入片段进行正、反测序。

2 　结 　果

211 　基因组步移 PCR结果 　4 种限制性内切

酶 Dra Ⅰ、EcoR Ⅴ、Pvu Ⅰ和 Stu Ⅰ消化后的小

菜蛾基因组 DNA 与步移衔接头连接 ,即建立了

小菜蛾的 Dra Ⅰ、EcoR Ⅴ、Pvu Ⅰ和 Stu Ⅰ亚文

库。对亚文库分别进行第一轮 PCR 扩增 ,电泳

结果表明 , EcoR Ⅴ和 Stu Ⅰ亚文库的第一轮

PCR 扩增结果为阳性 (图 1 的 2、4 泳道) , PCR

产物长度约 313 kb ,而 Dra Ⅰ和 Pvu Ⅰ亚文库

的第一轮 PCR 扩增无产物 (图 1 的 1、3 泳道) 。

图 1 　小菜蛾 CYP9 G2 基因上游序列

克隆的 PCR扩增结果

Fig. 1 　Electrophoresis of the amplification from the

first round of PCR using Dra Ⅰ, EcoR Ⅴ, Pvu Ⅰ

　　 and Stu Ⅰ sublibraries as templates

M:DNA 分子量标准Ⅳ(天根生化科技北京有限公司) ;1、2、

3 和 4 分别是 Dra Ⅰ、EcoR Ⅴ、Pvu Ⅱ和 Stu Ⅰ消化基因组

　　 步移亚文库的第一轮 PCR 扩增结果。

M: DNA marker Ⅳ(Tiangen) ;Lane 1 , 2 , 3 and 4 show the

PCR amplification of Dra Ⅰ, EcoR Ⅴ, Pvu Ⅰand Stu Ⅰ

sublibraries , respectively.
　

212 　T2A 克隆及阳性克隆的巢式 PCR鉴定 　

对 EcoR Ⅴ消化基因组步移亚文库 PCR 扩增产

物 ,进行 1 %琼脂糖电泳、胶回收、纯化 ,然后进

行 T2A 克隆 ,随机挑取 4 个白色阳性菌落 ,用

AP1 和 GSP1 内侧的 CYP9 G2 特异引物 AP2 和

GSP2 ,对挑取的菌落进行菌落巢式 PCR ,电泳结

果 (图 2) 表明 , 所挑取的阳性克隆均含有

CYP9 G2 的上游序列。

213 　序列测定及分析 　对于巢式 PCR 鉴定为

阳性的克隆所对应的第一轮 PCR 产物的 T2A

阳性克隆 ,使用 p GEM2T 载体多克隆位点的通

用引物 M13F 和 SP6 对插入片段进行正、反测

序 ,第二次测序以第一次测序的可靠信号区为

基础 ,设计第二次测序的引物 ,再进行测序 ,依
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图 2 　CYP9 G2 基因上游调控序列 T2A克隆

后巢式 PCR阳性克隆鉴定

Fig. 2 　Confirmation of positive clones of the upstream

untranslated region of CYP9 G2 by nested2PCR

M:DNA 分子量标准Ⅳ(天根生化科技北京有限公司) ;1、2、

3 和 4 分别是 4 个阳性白色菌落的菌落 PCR 电泳结果 ,5 为

　 EcoR Ⅴ亚文库扩增回收产物的巢式 PCR 电泳结果。

M: DNA marker Ⅳ( Tiangen) ; Lane 1 , 2 , 3 and 4 are PCR

products of 4 positive clones , respectively ;Lane 5 : PCR product of

　DNA purified from the first PCR of the EcoR Ⅴsublibrary.
　

次类推 ,将插入到 p GEM2T 载体多克隆位点内

的未知序列测通 , 然后利用序列分析软件

DNAman 将多个测序结果进行拼接 ,发现正、反

测序结果一致且所得序列的 3′端与已知的

CYP9 G2 的 5′端重叠部分约 115 kb ,证实所克

隆序列是 CYP9 G2 基因的上游序列 ,其中 118

kb 为 CYP9 G2 基因的上游未知序列 ,已登录

GenBank ,收录号为 AB458853。用 PCΠGENE 软

件对得到的 CYP9 G2 基因的上游序列进行分

析 ,发现该基因上游序列中 ,可能存在转录起始

子 (initiator , Inr) 或抗氧化剂样反应元件等转录

顺式调控元件。在 - 50～ - 45 bp 处有一诱导

性增强子或称诱导性元件 ,序列为 TCAGT , - 93

～ - 73 bp 处存在一个抗氧化剂样反应元件

(antioxidant2response element ) (ATGACACGGG) 。

- 85～ - 89 bp 处存在 1 个可能的 CAAT 盒 ,在

- 104～ - 99 bp、- 261～ - 256 bp 处在存在 2

个可能的 CCAAT盒。

3 　讨 　论

昆虫的细胞色素 P450 酶在其生长、发育、

取食和生殖中起重要作用 ,P450 酶通过代谢外

源性化合物使昆虫对杀虫剂产生抗性及对植物

有毒物质产生耐受性 ,此外 ,该酶还参与昆虫体

内激素的合成与代谢[7 ,8 ] 。为了研究十字花科

昆虫小菜蛾的抗药机制 ,申本昌等[3 ,4 ]从构建的

小菜蛾 cDNA 文库中克隆了 CYP9 G2 的 cDNA

序列 ,为了进一步研究该基因在转录水平的表

达调控 ,本研究使用基因组步移方法克隆了

CYP9 G2 的上游序列 ,试图发现该基因的启动

子、增强子等转录调控序列。在获得的序列中 ,

在 - 50 bp 左右没有发现决定转录方向和精确

起始点的 TATA 框 , CYP9 G2 基因的转录方向及

精确起始点的控制可能具有另外的机制 ,这与

昆虫细胞色素 P450 基因转录起始复杂性相一

致[9 ] 。 - 50～ - 45 bp 处的 TCAGT 序列 ,为一

诱导性增强子或称诱导性元件 ,是节肢动物的

转录起始子 Inr
[10 ]

,目前已知 Inr 位于转录起始

点附近 ,本研究未发表的引物延伸实验结果表

明紧邻 Inr 后的 - 44 bp 处的 G可能是转录开

始位点 (transcription initiation site ,TIS) Ξ ,这也进

一步表明 ,该 TCAGT序列是转录起始子。真核

生物的基因主要由 GC 框和 CAAT 控制转录起

始频率 ,在 CYP9 G2 的上游序列中 ,没有发现

GC 框 ,但 - 85～ - 89 bp 处的 CAAT 样盒与

- 104～ - 99 bp、- 261～ - 256 bp 处的 CCAAT

样盒可能在决定 CYP9 G2 启动子的起始频率方

面起重要作用 ,具体哪个 CAAT 样盒的生物学

功能或这些序列是否共同协调起作用 ,是本课

题有待深入研究之处。另外 , - 93～ - 73 bp 处

的抗氧化剂样反应元件 (ATGACACGGG) ,也存

在于鼠谷胱甘肽2S2转移酶基因中[10 ]
,该反应元

件在抗性小菜蛾中的作用也有待深入研究。

在昆虫细胞色素 P450 研究领域 ,已有多个

P450基因上游顺式调控序列被分离和鉴定。
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如 CYP6 B3、家蝇 ( Musca domestica) 的 CYP6A1、

果蝇 ( Drosophila)的 CYP6A2 上游的 Barbie 盒序

列的鉴定 , CYP6 B1 v3 上游的花椒毒素反应元

件 , CYP6 B1 v3、CYP6 B3 v2、CYP6 B4 v2 以 及

CYP6 B5 v1 上游的外源化合物反应元件等的研

究[9 ]
,揭示了昆虫接触到某种外源化合物时 ,或

通过特异诱导某种顺式作用元件而增加某个特

异的 P450 基因 ,或其等位基因变异体的转录活

性 ,或通过同时诱导一些相关元件而增加多个

P450 基因 ,或其等位基因变异体的转录活性 ,

从而产生特异的或强大的分解代谢此种外源化

合物的能力。本研究通过克隆 CYP9 G2 的上游

序列及对该序列的分析 ,为 CYP9 G2 基因在转

录水平的表达调控提供了初步线索 ,为揭示小

菜蛾对杀虫剂产生抗性的分子机理奠定了初步

的基础。

传统的获得基因上游调控序列的方法是通

过构建和筛选基因组文库 ,实验操作复杂、实验

周期长 ,另外 ,许多基因的长度大于质粒文库的

平均插入片段大小 ,如果一个基因被分散到若

干不同的克隆中 ,对文库进行筛查时 ,难度更

大[11 ] 。相比较 ,本实验采取的基因组步移实验

具有操作简单、快捷、费用低、不使用同位素等

优点 ,在已知基因组某一部分 DNA 片段或

cDNA 序列的条件下 ,即可扩增出上游未知序

列 ,对研究基因的上游表达调控有一定实用价

值 ,而且可以通过设计引物克隆基因 3′的下游

序列和 mRNA 剪接序列 ,对于克隆已知 cDNA

序列的基因的表达、调控序列的研究 ,基因组步

移技术具有一定的推广和应用价值。
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