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星豹蛛PaCYP3001U16基因的克隆与表达分析

王雅丽 赵 瑞 王 美 张晓晨 燕晶晶 李 锐*

（山西农业大学植物保护学院，太谷 030801）

摘要：为探究细胞色素P450基因在星豹蛛Pardosa astrigera体内的表达特性及对溴氰菊酯胁迫的

响应，采用反转录 PCR 技术克隆其细胞色素 P450 基因并进行序列分析，采用实时荧光定量 PCR

（quantitative real-time PCR，RT-qPCR）技术分析其在星豹蛛各发育阶段及雌雄成蛛不同部位的表

达水平，同时分析其在溴氰菊酯不同浓度胁迫下和不同处理时间后的表达模式。结果显示，在星豹

蛛雌成蛛中克隆得到1个细胞色素P450基因，其开放阅读框为1 473 bp，编码490个氨基酸，命名为

PaCYP3001U16（GenBank登录号为MZ643213）。PaCYP3001U16基因在星豹蛛各发育阶段均有表

达，其中在成蛛期的表达量最高，在6龄幼蛛期的表达量最低；该基因在雌雄成蛛腹部的表达量显

著高于在头胸部及足部的表达量。星豹蛛雄成蛛经 LC10（5.151 mg/L）、LC30（8.619 mg/L）和 LC50

（12.311 mg/L）溴氰菊酯处理12 h，PaCYP3001U16基因的表达量均被抑制，且在LC50处理下表达量

最低。PaCYP3001U16基因经LC30溴氰菊酯处理不同时间后表达趋势不同，在处理2 h和4 h表现

为诱导效应，且在处理4 h的基因表达量最高，为对照的1.79倍；在处理8、12和24 h表现为抑制效

应，在处理24 h的基因表达量最低；而处理48 h的基因表达量又开始升高，表现为诱导效应。表明

星豹蛛PaCYP3001U16基因在不同发育阶段和成蛛不同部位的表达水平不同，且溴氰菊酯可以诱

导该基因的表达，推测该基因参与星豹蛛的生长发育及对外源物质的代谢。
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Cloning and expression analysis of cytochrome P450 gene PaCYP3001U16

in a wolf spider Pardosa astrigera
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Abstract: In order to explore the expression characteristics of cytochrome P450 gene in a wolf spider

Pardosa astrigera and its response to deltamethrin stress, reverse transcription-PCR was used to clone

the gene and its sequence was analyzed. Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) was used to analyze the

expression levels of cytochrome P450 gene at different developmental stages and in different body parts

of female and male adults of P. astrigera. The expression pattern of cytochrome P450 gene in P. astrig‐

era was analyzed under different concentrations of deltamethrin and different treatment durations. The

results showed that a cytochrome P450 gene was cloned from female adults of P. astrigera with an open

reading frame of 1 473 bp, encoding 490 amino acids, named PaCYP3001U16 (GenBank accession no.

MZ643213). The PaCYP3001U16 gene was expressed at all developmental stages of P. astrigera; its ex‐

pression was the highest at the adult stage and the lowest at the 6th-instar larval stage, and the expres‐

sion in the abdomen of female and male adults of P. astrigera was significantly higher than those in
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蜘蛛是农林生态系统中主要的捕食性天敌，在

害虫防控方面起着重要作用（赵学铭等，1989）。星

豹蛛 Pardosa astrigera 隶属蛛形纲蜘蛛目狼蛛科，

能捕食多种害虫，捕食量大且寿命长，种群数量多，

分布范围广，是优势种蜘蛛之一，其种群数量的变化

直接影响害虫的发生数量（李生才等，2006；李锐等，

2014a）。杀虫剂被广泛应用于防治农林害虫，多选

择可以杀死80%~95%靶标害虫种群的高剂量，但高

剂量杀虫剂的使用严重威胁着害虫天敌的生存（张

珠凤，2001）。昆虫通常依靠体内解毒酶系代谢来自

食物及环境中的有毒物质（Brattsten et al.，1986）。

昆虫解毒酶系主要包括细胞色素P450、羧酸酯酶和

谷胱甘肽-S-转移酶（Li et al.，2007）。其中细胞色素

P450酶系是一相酶，在生物体对化学农药的初级代

谢过程中起重要作用，参与对拟除虫菊酯类等多种

杀虫剂的代谢（郭艳琼，2012）。

细胞色素P450是包含血红素结构的末端氧化酶，

分布在内质网和线粒体内膜上（Nelson et al.，1993），

包含螺旋C区、螺旋 I区、螺旋K区、Mander区和血

红素结合区 5个重要结构域，血红素结合区是最保

守的结构中心（Graham & Peterson，1999）。细胞色

素P450家族基因种类多且具有广泛的底物特异性，

在昆虫生命过程中发挥着多种功能，目前对昆虫细

胞色素P450的研究主要集中在2个方面，一是参与

蜕皮激素、保幼类激素和保幼激素等的合成，与昆虫

的生长、发育和防御密切相关（Qiu et al.，2012）；二是

参与杀虫剂和植物毒素等外源物质的代谢（Mansuy，

1998）。另外，细胞色素P450在昆虫体内的表达具有

发育阶段及组织特异性。如中华按蚊Anopheles si‐

nensis CYP6Z2基因在化蛹30 h至成蚊3 h期间显著

高表达，该基因在腹部后端的表达量高于在其他部

位的表达量（韩宝珠等，2020）。细胞色素P450还具有

可诱导性，如苹果蠹蛾Cydia pomonella两个细胞色

素P450基因的表达量在幼虫取食含有槲皮素和香

豆素的饲料后升高，推测其可能参与苹果蠹蛾代谢

外源物质的过程（陈高满等，2020）；对吡虫啉处理前

后韭菜迟眼蕈蚊Bradysia odoriphaga的基因表达水

平进行转录组测序分析，有4个细胞色素P450基因在

杀虫剂处理后上调表达，对这4个基因进行干扰后，该

虫对吡虫啉的敏感性显著增加（Chen et al.，2018）。

目前，对星豹蛛的研究主要集中在化学农药对

其行为（袁泽斌等，2017）、捕食能力和酶活性的影响

方面（李锐等，2014b）。而有关星豹蛛体内细胞色素

P450的研究鲜有报道。本课题组对不同浓度溴氰

菊酯处理的星豹蛛进行转录组测序，从中筛选出

5 个可能参与对溴氰菊酯代谢的细胞色素 P450 基

因（李萨丽，2017），并成功克隆到其中2个细胞色素

P450 基因（任彦鸿等，2020a；b）。为明确星豹蛛体

内细胞色素P450的作用机制，基于李萨丽（2017）所

得转录组数据选择其中 1 个细胞色素 P450 基因进

行克隆和序列分析，同时利用实时荧光定量 PCR

（quantitative real-time PCR，RT-qPCR）技术检测其

在不同龄期及不同部位的表达特性，分析该基因在

溴氰菊酯不同浓度胁迫下和不同处理时间后的表达

模式，以期为该基因在星豹蛛体内的作用与功能研

究提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试星豹蛛：星豹蛛雌成蛛采自山西省太谷区

cephalothorax and legs. Exposure of male adults of P. astrigera to deltamethrin at three concentrations

(LC10: 5.151 mg/L, LC30: 8.619 mg/L and LC50: 12.311 mg/L) for 12 h led to the inhibition of the expres‐

sion of PaCYP3001U16 gene, and the lowest expression was found in LC50 treatment. The expression

levels of PaCYP3001U16 gene were different after LC30 deltamethrin treatment for different periods:

the gene expression exhibited an induction effect at 2 h and 4 h, and the highest expression was detected

at 4 h, 1.79 times of that in the control. The expression of PaCYP3001U16 gene displayed an inhibition

effect at 8, 12 and 24 h, and the lowest expression occurred at 24 h. Its expression rebounded at 48 h,

showing an induction effect. The PaCYP3001U16 gene had different expression levels at different de‐

velopmental stages and in different body parts of adults of P. astrigera. Deltamethrin could induce the

expression of PaCYP3001U16 gene. It indicated that PaCYP3001U16 gene was involved in the growth

and development of P. astrigera and metabolism of exogenous substances.

Key words: Pardosa astrigera; cytochrome P450; gene cloning; sequence analysis; deltamethrin; ex‐

pression analysis
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山西农业大学农学院试验基地，带回室内在人工气

候箱中饲养，待其产卵并孵化后，取孵化的2龄幼蛛

单头饲养于内直径 1.5 cm、高 8 cm 的指形管中，管

底放入湿棉球保湿，饲养于温度（29±1）℃、相对湿

度（75±5）%、光周期16 L∶8 D的人工气候箱中，以黑

腹果蝇 Drosophila melanogaster 和黄粉虫 Tenebrio

molitor为主要食物，每 2 d投喂 1次，定期更换指形

管，收集所需龄期的星豹蛛供试。黑腹果蝇于室外

用水果诱集，在室内以玉米培养基繁殖；黄粉虫为市

售。在同一地点采集星豹蛛雄性亚成蛛（6龄），在

上述相同条件下饲养至成蛛供试。

玉米培养基：琼脂1.4 g、白糖10 g、玉米粉14 g、

蒸馏水120 mL、丙酸0.8 mL。

试剂和药剂：柱式动物组织总RNA抽提纯化试

剂盒、SanPrep柱式DNA胶回收试剂盒，生工生物工

程（上海）股份有限公司；TransStart® FastPfu DNA

Polymerase、pEASY®-Blunt Zero Cloning Kit，北京全

式 金 生 物 技 术 有 限 公 司 ；Talent qPCR PreMix

（SYBR Green），天根生化（北京）科技有限公司；

HiScript® II 1st Strand cDNA Synthesis Kit，南京诺唯

赞生物科技股份有限公司；其余试剂均为国产分析

纯。25 g/L溴氰菊酯（deltamethrin）乳油，拜耳作物

科学（中国）有限公司。

仪器：MGC-300H人工气候箱，上海一恒科学仪

器有限公司；Mx3000P荧光定量 PCR仪，美国安捷

伦 Stratagene 公司；T100 Thermal Cycler PCR 仪和

PowerPac HC164-5052 电泳仪，美国 Bio-Rad 公司；

Biodrop DUO超微量分光光度计，英国 Biochrom 公

司；AT126SL凝胶成像仪，美国Alpha Innotech公司。

1.2 方法

1.2.1 星豹蛛细胞色素P450基因的克隆

选取3头未交配星豹蛛雌成蛛，液氮冻存备用。

按照柱式动物组织总RNA抽提纯化试剂盒提取星

豹蛛雌成蛛RNA，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA

完整性，有完整的 18S和 28S rRNA条带，经超微量

分光光度计测定浓度，A260 nm/A280 nm值在 1.80~2.20之

间视为合格。检测合格后，将得到的RNA按照HiS‐

cript® II 1st Strand cDNA Synthesis Kit 说明书合成

cDNA，作为模板保存备用。

从本课题组建立的星豹蛛转录组数据库（未上

传）中搜索细胞色素P450相关序列，依据搜寻序列

信息利用Primer Premier 5.0软件设计特异性扩增引

物PaCYP3001U16-F（5ʹ-TCTAGAAGTATCGCCGA-

CT-3）́和 PaCYP3001U16-R（5ʹ -TTAGAAATACAA-

AACGGGGAA-3）́，所有引物均由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成，以 cDNA为模板，用高保真

酶进行基因PCR扩增。50 μL PCR反应体系：cDNA

2 μL、5×TransStart® FastPfu Buffer 10 μL、10 µmol/L

上下游引物各 1 µL、2.5 mmol/L dNTPs 4 μL、Trans‐

Start® FastPfu DNA Polymerase 1 μL、无核酸酶水

31 μL。PCR反应程序：95℃预变性1 min；95℃变性

20 s，53.4℃退火 20 s，72℃延伸 1 min，40 个循环；

72℃终延伸 5 min。利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

扩增产物，将目的条带进行割胶回收，回收产物连接

转 化 至 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 感 受 态 细 胞

Trans1-T1，挑取菌落进行PCR检测，将具有正确扩

增条带的菌液送生工生物工程（上海）股份有限公司

测序。将测序所得序列与转录组筛选的基因序列利

用Clustal Omega在线程序进行比对，将验证后的序

列提交P450国际命名委员对该基因进行命名，并上

传至GenBank。

1.2.2 星豹蛛细胞色素P450 基因的生物信息学分析

使用 NCBI ORF Finder 在线程序（https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）查找 1.2.1获得的星豹蛛

细胞色素 P450 基因的开放阅读框；使用 ExPasy-

ProtParam tool在线程序（https://web.expasy.org/prot‐

param/）分析该基因编码蛋白的基本理化性质；使用

SignalP 5.0在线工具（http://www.cbs.dtu.dk/services/

SignalP/）分析该基因编码蛋白的信号肽；使用

NetNGlyc-1.0 在线程序（http://www. cbs. dtu. dk/ser‐

vices/NetNGlyc/）预测该基因编码蛋白的N-糖基化

位点；使用 TMHMM 在线程序（http://www.cbs.dtu.

dk/services/TMHMM/）预测该基因编码蛋白的跨膜

区；使用Cell-PLoc 2.0在线程序（http://www.csbio.sj‐

tu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/）预测该基因编码蛋白

的亚细胞定位；以该基因编码蛋白序列为搜索序列，

在 NCBI数据库中进行BLASTP比对，下载相似性高

的其他物种细胞色素P450序列，使用MEGA 7.0软件

以邻接法构建系统发育树，bootstrap值设为1 000。

1.2.3 星豹蛛各发育阶段和部位目的基因表达量测定

不同发育阶段样品采集：选取星豹蛛的卵袋

3个（共重约60 mg）、2龄幼蛛80头、3龄幼蛛30头、

4 龄幼蛛 15 头、5 龄幼蛛 10 头、6 龄幼蛛 6 头、成蛛

4头，其中 2~5龄幼蛛未分雌雄，6龄及成蛛雌雄各

半，每个发育阶段均设 3次重复。不同部位样品采

集：选取雌雄成蛛各 6头，在冰上迅速取头胸部、腹

部和足部3个部分，每个部位均设3次重复。所有样

品采集后于液氮中冻存，备用。
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以β-Actin为内参基因进行RT-qPCR扩增，内参

基因引物序列为 β-Actin-qF（5ʹ-GCAATCCTTCGT-

TTGGACTT-3）́/β-Actin-qR（5ʹ-TTCTCTTTCAGCA-

GTGGTAGTGA-3）́（李锐等，2015）；目的基因引物

序列为 PaCYP3001U16-qF（5ʹ -ATGATCCTGCATT‐

TACCAAGCC-3）́/PaCYP3001U16-qR（5ʹ -GCAGC-

AACCATTCTACGCTC-3）́。星豹蛛各发育阶段和

不同部位样品的RNA提取和 cDNA合成同1.2.1，参

照Talent qPCR PreMix（SYBR Green）试剂盒说明书

进行 RT-qPCR 扩增。20 μL RT-qPCR 反应体系：2×

Talent qPCR PreMix 10 µL、10 µmol/L上下游引物各

0.6 µL、cDNA 1 µL、50×ROX Reference Dye 0.4 µL、

RNase-Free ddH2O 7.4 µL。RT-qPCR反应程序：95℃

预变性3 min；95℃变性5 s，60℃退火/延伸15 s，40个

循环；以95℃变性15 s、55℃复性30 s、95℃变性30 s

程序监测荧光信号生成熔解曲线。所得数据采用

2-∆∆Ct法（Pfaffl，2001）计算星豹蛛目的基因的相对表

达量。在不同发育阶段以该基因在6龄幼蛛中的表

达量为基准进行比较分析，在不同部位中以该基因

在雄成蛛足部的表达量为基准进行比较分析。

1.2.4 星豹蛛的溴氰菊酯胁迫试验

星豹蛛雄成蛛试验前饥饿处理24 h备用。参照

本课题组前期对星豹蛛的毒力测定结果（李萨丽，

2017），选择 5.151 mg/L（LC10）、8.619 mg/L（LC30）、

12.311 mg/L（LC50）3个浓度进行溴氰菊酯浓度效应

试验，用丙酮将溴氰菊酯稀释获得这3个浓度，并以

丙酮为对照。采用药膜法（池仕运等，2009）处理星

豹蛛，用注射器分别抽取约 2 mL 药液移入指形管

内，手指堵住管口晃动指形管使药液充分浸润内壁

并形成一层均匀的药膜，倒掉药液，置于阴凉处干燥

备用。向干燥的管内转移1头饥饿24 h的星豹蛛雄

成蛛，让其在管内活动1 h后再转移至正常管内，重

新计时，收集处理12 h后仍存活的星豹蛛，液氮冻存

备用。每个浓度处理13~23头。选择LC30溴氰菊酯

处理饥饿24 h的星豹蛛雄成蛛进行时间效应试验，

以丙酮处理为对照，对照组处理约 70头，试验组处

理约 100头，方法同浓度效应试验。分别于处理后

2、4、8、12、24和48 h收集存活星豹蛛并用液氮冻存

备用。每个浓度和时间处理均取3头，重复3次，即

分别取9头，采用1.2.3方法检测各样品中目标基因

的表达量。以12 h对照处理的表达量为基准进行比

较分析。

1.3 数据分析

利用SPSS 25.0软件对数据进行统计分析，不同

处理之间基因表达的差异采用单因素方差分析，利

用最小显著差数（LSD）法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 星豹蛛细胞色素P450基因的克隆及序列分析

从星豹蛛雌成蛛体内克隆获得 1 个细胞色素

P450基因，命名为PaCYP3001U16（GenBank登录号

为 MZ643213）。星豹蛛 PaCYP3001U16 与大腹园

蛛 Araneus ventricosus 和温室拟肥腹蛛 Parasteato‐

da tepidariorum 的细胞色素 P450 18a1（GenBank登

录号分别为 GBM40298.1 和 XP_015904782.2）的氨

基酸序列一致性分别为 53.59%和 53.48%。序列分

析表明，克隆得到的PaCYP3001U16是全长基因，开

放阅读框为1 473 bp，共编码490个氨基酸。该氨基

酸序列具有5个家族标签序列，即螺旋C区（第119~

123位）、螺旋 I区（第295~300位）、螺旋K区（第352~

358 位）、Meander 区（第 403~411 位）及血红素结合

区（第428~437位）序列。星豹蛛PaCYP3001U16基

因编码蛋白的分子量约为 56.71 kD，预测的理论等

电点为 7.14，分子式为 C2603H4034N680O715S13，酸性氨基

酸（亮氨酸+谷氨酸）数量为 63，碱性氨基酸（精氨

酸+赖氨酸）数量为63，不稳定指数为49.88，为不稳

定蛋白，总平均亲水系数为-0.225，属于亲水蛋白。

该基因编码的蛋白预测不含信号肽；存在N-糖基化

位点；有 1 个跨膜结构域，位于 3~20 位氨基酸残基

处；蛋白亚细胞定位预测位于内质网（图1）。

2.2 星豹蛛PaCYP3001U16基因的系统发育分析

于NCBI在线工具选择与PaCYP3001U16基因

编码蛋白相似度大于40%的部分物种，包括隆头蛛

Stegodyphus mimosarum、大腹园蛛、横纹金蛛 Ar‐

giope bruennichi、穹蛛Stegodyphus dumicola、马蹄蟹

Limulus polyphemus、肩突硬蜱 Ixodes scapularis、血

红扇头蜱 Rhipicephalus sanguineus、森林革蜱 Der‐

macentor silvarum、柑橘全爪螨 Panonychus citri、二

斑叶螨Tetranychus urticae的细胞色素P450蛋白序

列，与星豹蛛PaCYP3001U16基因编码蛋白构建系

统发育树，结果显示星豹蛛与蜘蛛目其他蜘蛛聚为一

支，其中与隆头蛛和大腹园蛛的亲缘关系较近（图2）。

2.3 星豹蛛PaCYP3001U16基因的表达分析

PaCYP3001U16基因在星豹蛛整个生长发育阶

段均有表达，其中在6龄幼蛛期的相对表达量最低，

在成蛛期的相对表达量最高，是 6龄幼蛛期表达量

的 7.78倍，在 3~5龄幼蛛期的相对表达量次之且表

达量相对稳定（图3-A）。
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灰色阴影为起始密码子ATG和终止密码子TAA，星号所示为终止密码子；黑色长方形框内为N-糖基

化位点；下划线为 5个保守序列。The initiation codon ATG and the stop codon TAA are in gray, and the

stop codon is indicated with an asterisk; the inside of the black box indicates an N-glycosylation site; the

underlined regions indicate the five conservative sequences of PaCYP3001U16 gene.

图1 星豹蛛PaCYP3001U16基因核苷酸序列及推导的氨基酸序列

Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of PaCYP3001U16 gene in Pardosa astrigera

图2 基于细胞色素P450以邻接法构建星豹蛛与其相关物种的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic analysis of Pardosa astrigera and representative species using neighbor-joining method

based on cytochrome P450 sequences
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PaCYP3001U16基因在星豹蛛不同部位均有表

达，在腹部的相对表达量显著高于头胸部及足部，头

胸部与足部中的相对表达量差异不显著；该基因在

雌成蛛腹部的相对表达量显著高于在雄成蛛腹部的

相对表达量，而在雌雄成蛛的其他 2个部位中的相

对表达量差异不显著（图3-B）。

EG+L1：卵+1龄幼蛛；L2：2龄幼蛛；L3：3龄幼蛛；L4：4龄幼蛛；L5：5龄幼蛛；L6：6龄幼蛛；AD：成

蛛。EG+L1: Egg+1st-instar larva; L2: 2nd-instar larva; L3: 3rd-instar larva; L4: 4th-instar larva; L5: 5th-

instar larva; L6: 6th -instar larva; AD: adult.

图3 星豹蛛PaCYP3001U16基因在不同发育时期（A）和不同部位（B）的相对表达量

Fig. 3 Relative expression levels of PaCYP3001U16 in Pardosa astrigera at different developmental stages (A)

and in different body parts (B)

图中数据为平均数±标准误。柱上不同字母表示经LSD法检验差异显著（P<0.05）。Data in the figure are mean±SE. Differ‐

ent letters on the bars indicate significant difference by LSD test (P<0.05).

2.4 溴氰菊酯对星豹蛛PaCYP3001U16表达的影响

2.4.1 溴氰菊酯的浓度胁迫效应分析

利用 5.151 mg/L（LC10）、8.619 mg/L（LC30）和

12.311 mg/L（LC50）溴氰菊酯处理星豹蛛雄成蛛12 h

后，与对照组相比，星豹蛛体内PaCYP3001U16基因

的相对表达量均受到抑制，其中 LC10和LC50溴氰菊

酯处理后，PaCYP3001U16基因的相对表达量均显

著低于对照组，且LC50处理后该基因的相对表达量

最低，LC30处理的相对表达量低于对照组，但两者差

异不显著（图4-A）。

2.4.2 溴氰菊酯的时间胁迫效应分析

采用LC30溴氰菊酯处理星豹蛛雄成蛛后，其体

内 PaCYP3001U16基因的相对表达量在处理 2 h和

4 h表现为诱导效应，且在处理 4 h的基因表达量最

高，为对照的 1.79倍；在处理 8、12和 24 h表现为抑

制效应，在处理8 h和24 h的表达量显著低于对照，

且在处理24 h的基因表达量降到最低；而在处理48 h

的基因表达量又开始升高，表现为诱导效应（图4-B）。

图4 溴氰菊酯对星豹蛛PaCYP3001U16基因相对表达量的浓度（A）和时间（B）效应

Fig. 4 Effects of deltamethrin with different concentrations (A) and different exposure time (B) on the relative expression level

of PaCYP3001U16 gene in Pardosa astrigera

图中数据为平均数±标准误。柱上不同字母表示经LSD法检验差异显著（P<0.05）。Data in the figure are mean±SE. Differ‐

ent letters on the bars indicate significant difference by LSD test (P<0.05).
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3 讨论

本研究克隆获得 1 个星豹蛛细胞色素 P450 基

因 PaCYP3001U16，序列分析结果显示该基因开放

阅读框为 1 473 bp，编码 490个氨基酸，含有细胞色

素P450家族的5个保守序列。螺旋C区参与细胞色

素 P450 酶活性位点的形成，与血红素的结合相关

（Graham & Peterson，1999），螺旋 I区可能参与P450

与底物的结合（Deng et al.，2007），螺旋K区可能参

与核心结构的稳定（Chen & Zhou，1992），Meander

区又叫芳香区，专属于微粒体细胞色素 P450，血红

素结合区是活性中心结合区特有的固定保守序列

（朱明，2016），也是判断细胞色素P450的标志（朱昌

亮等，1999）。序列分析表明本研究中该基因属于细

胞色素P450家族，且克隆得到了该基因的 cDNA全

长序列。

星豹蛛 PaCYP3001U16 基因编码蛋白无信号

肽，不是分泌蛋白。该基因编码蛋白糖基化位点预

测结果显示有1个N-糖基化位点，N-糖基化可能与

酶活性位点的空间结构或稳定蛋白结构有关

（Wheelock et al.，2005）。聚类分析结果显示星豹蛛

PaCYP3001U16基因与蜘蛛目其他蜘蛛的细胞色素

P450聚在一起，说明星豹蛛PaCYP3001U16基因序

列属于 P450 家族且保守性强。因此推测 PaC‐

YP3001U16基因具有稳定的结构和催化效率，可以

代谢某些内源或外源物质。

李沛蓉等（2020）研究了苹果蠹蛾CpCPR基因

在不同发育阶段及 4 龄幼虫不同组织部位的表达

谱，发现该基因在各个发育阶段及各部位均有表达，

其中在幼虫期及中肠的表达量最高。朱明（2016）研

究结果显示，中华蜜蜂Apis cerana cerana CYP18A1

和CYP336A1基因在不同发育时期和不同组织部位

的表达各异，后续发现这 2条基因不仅参与蜜蜂的

变态发育，而且还在其响应外界环境因素如低温刺

激、紫外照射以及农药处理的过程中发挥着作用。

本研究分析了星豹蛛PaCYP3001U16基因在不同发

育阶段及不同部位的表达情况，发现该基因在星豹

蛛整个发育阶段均有表达，在成蛛期的表达量最高，

可能是由于成蛛捕食量增大，需要提高该基因的表

达量来代谢外源物质，在 6龄幼蛛期该基因的表达

量最低，推测是由于 6龄幼蛛发育历期长且生长缓

慢（燕晶晶等，2021）。活性氧容易在生长迅速的生

物体中产生，且活性氧过多会引起氧化损伤（Coro‐

na & Robinson，2006），细胞色素P450可以防御活性

氧对生物体造成的伤害（de Matteis et al.，2012），因

此推测PaCYP3001U16基因可能在星豹蛛生长发育

过程中发挥着重要作用。朱文雅等（2017）检测了

LMCYP6D3基因在飞蝗Locusta migratoria的5龄若

虫不同组织部位的表达量，发现该基因在马氏管、后

肠及脂肪体中的表达量较高，后续的RNA干扰试验

表明该基因可能参与飞蝗对西维因农药的代谢。本

研究对星豹蛛PaCYP3001U16基因在成蛛不同部位

的表达量进行测定，发现该基因的表达具有组织特

异性，且在腹部的表达量显著高于在头胸部及足部

的表达量，可能由于星豹蛛腹部包含马氏管等大部

分组织。马氏管是排泄器官，同时也在外源物质的

解毒和代谢中起重要作用（Yang et al.，2007；Guo et

al.，2016），因此推测该基因可能在外源物质代谢中

起重要作用。

利用昆虫解毒酶的可诱导性可以推测其是否参

与对外源物质的代谢（Poupardin et al.，2008）。本试

验利用 RT-qPCR 技术测定了溴氰菊酯胁迫下星豹

蛛PaCYP3001U16基因的相对表达量，结果显示处

理后该基因在短时间内被显著诱导表达，且高浓度

溴氰菊酯能显著抑制该基因表达。徐鹿等（2017）研

究也表明不同浓度的氟啶虫胺腈胁迫灰飞虱 Lao‐

delphax striatellus 后，在特定时间点细胞色素 P450

基因的表达量显著增加，从而使酶蛋白含量增加。

本研究中，星豹蛛PaCYP3001U16基因对不同浓度

溴氰菊酯及在不同处理时间后表现出不同程度的应

答，表明该基因可能参与星豹蛛代谢溴氰菊酯的过

程。为进一步阐明该基因是否参与溴氰菊酯代谢，

今后还需要利用RNA干扰技术对单个基因进行沉默

间接验证或将基因体外表达后给予底物直接证明。
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