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家蝇（Musca domestica）作为一种常见的疾病媒

介，不仅危害人类健康，同时危害畜牧业的发展［1］。

随着化学农药的广泛使用，家蝇普遍产生了抗药性［2］，

其中细胞色素P450（cytochrome P450 monooxygenases，
P450s）的代谢解毒作用为家蝇产生抗药性的重要因

素。P450s是一类含有血红蛋白的氧化酶类，在生

物体内可催化许多初级和次级代谢反应，如蜕皮激

素的合成和杀虫剂及植物次级代谢产物等外源物质

的代谢等［3-4］。P450酶系的催化反应是通过电子传

递系统进行的，电子供体将NAD（P）H（nicotinamide
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摘要：目的 家蝇是重要的卫生害虫，其抗药性问题突出，其中细胞色素P450介导的代谢解毒作用增强是其抗药

性的重要机制。细胞色素P450还原酶（cytochrome P450 reductase，CPR）是细胞色素P450酶系的重要组分，建立家

蝇细胞色素P450还原酶（MdCPR）表达体系有助于通过重组家蝇细胞色素P450酶系以鉴定家蝇抗药性的生物化学

机制。方法 将家蝇CPR基因的编码区克隆到表达载体（pB508）上构建重组质粒，在大肠埃希菌中重组质粒经异

丙基-β-d-硫代半乳糖苷（IPTG）诱导表达，对表达的MdCPR蛋白进行细胞定位分析和活性测定。结果 MdCPR蛋

白在大肠埃希菌中成功地得到表达，分子质量为76×103左右，表现出细胞色素C还原酶活性，主要定位在细胞的膜

成分中。结论 在大肠埃希菌中表达了具有还原酶活性的MdCPR蛋白，为进一步研究家蝇细胞色素P450的功能

及其在抗药性中的作用奠定了基础。
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Abstract: Objective House fly (Musca domestica) is a mechanical vector of many diseases which can cause severe
consequences for human and animal health. Cytochrome P450 monooxygenases play an important role in resistance to many
insecticides in the house fly. Establishment of functional expression system of NADPH⁃cytochrome P450 reductase will be
helpful for the characterization of P450 mediated insecticide resistance. Methods In this study, we cloned the open
reading frame of MdCPR gene into the expression vector pB508. The constructed plasmid MdCPR⁃pB508 was transformed
into Escherichia coli (DH5α). The production of MdCPR protein in E. coli was induced by isopropyl β ⁃ thiogalactoside
（IPTG）. Results MdCPR was expressed in E. coli with an expected molecule weight of around 76×103. The E. coli ⁃
produced MdCPR protein was mainly present in the membrane fraction, showing the catalytic activity of NADPH⁃dependent
reduction of cytochrome C. Conclusion The successful functional expression of MdCPR can facilitate further
investigation of the role of various cytochrome P450s in insecticide resistance in house flies.
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adenine dinucleotide）的电子经过黄素腺嘌呤二核苷

（FAD）和黄素单核苷（FMN）2个辅基传递给P450s，
然后P450s与底物发生氧化还原反应［5］。在真核生

物 中 ，细 胞 色 素 P450 还 原 酶（cytochrome P450
reductase，CPR）是P450s的主要电子供体，并被认为

是P450酶系催化反应中的限速酶［6］。

CPR作为结合在内质网上的黄素蛋白是1950年
由Horecker和Heppel［7］发现的，当时它被认为是一个

细胞色素C还原酶。至今，昆虫中有20多个CPR基

因被描述［8-9］，其中编码家蝇细胞色素P450还原酶的

（MdCPR）基因已被克隆和鉴定［10-11］。大肠埃希菌原

核表达因其产量高、成本低、操作简便、有多种载体和

宿主菌可供选择等优点成为CPR基因功能表达和鉴

定的一种常用的异源表达系统。本研究试图采用原

核表达系统表达家蝇的MdCPR，为后续深入分析

MdCPR的生物化学以及通过重组家蝇细胞色素P450
酶系以鉴定细胞色素P450的代谢功能奠定基础。

1 材料与方法

1.1 家蝇 供试家蝇于 2009年采自山东省济南市

并在实验室传代培养至今。

1.2 主要试剂 总 RNA 提取所用试剂 TRIzol®
Reagent购自 Invitrogen公司；Primescript RT reagent
Kit（with gDNase）、T4 连接酶、PrimeSTAR 均购自

TaKaRa公司；pEASY⁃blunt simple cloning Kit购自北

京全式金生物技术有限公司；用于克隆的大肠埃希

菌DH5α购自天根生物技术有限公司；限制性内切

酶购自NEB公司；还原型细胞色素C购自罗氏公司；

pCWori+质粒由Thomas Friedberg教授惠赠。

1.3 家蝇MdCPR基因的克隆 选取 3日龄家蝇成

虫腹部使用TRIzol法提取家蝇总RNA，并反转录合

成 cDNA。以此 cDNA为模板，使用PrimeSTAR高保

真酶进行第一轮 PCR扩增。使用 CPR⁃Kpn⁃sF和

CPR⁃Not⁃tR（表1）作为引物：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，
50 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，35个循环；最后 72 ℃延伸

10 min，PCR产物纯化回收后连接至 pEASY载体构

成MdCPR⁃pEasy质粒，MdCPR的PCR产物和重组质

粒MdCPR⁃pEasy的序列均由华大基因公司测序验证。

1.4 MdCPR⁃pB508重组质粒的构建 pB508载体

是在pCWori+质粒的NdeⅠ和KpnⅠ位点导入 pelB序

列的载体［9］。pB508载体与MdCPR⁃pEasy质粒共享

KpnⅠ和NotⅠ两个酶切位点。将MdCPR⁃pEasy质粒

双酶切后的MdCPR片段纯化回收后连接到经同样双

酶切的pB508载体，构成MdCPR⁃pB508重组表达质

粒。重组后的质粒转化到大肠埃希菌DH5α中，筛选

阳性克隆，并由华大基因公司测序确认序列的正确性。

1.5 MdCPR⁃pB508（DH5α）的诱导表达与膜成分的

制备 MdCPR重组蛋白的表达参照文献［12］进行。

挑取MdCPR⁃pB508（DH5α）的单克隆培养种子液，

使其处于对数期。种子液按照1∶100比例加入TB培

养基中培养，当菌液 A600 值在 0.7～1.0 时，使用

1 mmol/L异丙基-β-d-硫代半乳糖苷（IPTG）诱导，置

恒温摇床22℃，180 r/min培养60～72 h后收获菌体。

使用冰冷的 TSE缓冲液（0.05 mmol/Tris-乙酸

盐、250 mmol/L蔗糖、0.25 mmol/L EDTA，pH 7.6）重

悬菌体沉淀，加入溶菌酶（终浓度为 0.25 mg/ml）在

冰上消化细胞壁1 h，然后在4℃，2 800×g离心25 min
获得原生质球。用冰冷的重悬缓冲液（0.1 mol/L的

磷酸钾缓冲液，pH 7.6）重悬原生质球沉淀，并加入

DTT（终浓度0.1 mmol/L）和PMSF（终浓度1 mmol/L）
充分混匀。使用SCIENTZ⁃IID超声波粉碎仪进行菌

体细胞破碎，采用的超声功率依次为 20% 2 min；
25% 2 min；30% 2 min；35% 2 min；超声 5 s，停 10 s。
将超声破碎产物经 4 ℃ 12 000×g离心 30 min后取

上清液。将上清液在4 ℃ 180 000×g离心1 h 后获

得膜组分的沉淀，保留去膜上清液并将膜组分沉淀

用TSE缓冲液重悬备用。

1.6 MdCPR活性测定 使用 Bradford［13］法对原核

表达的MdCPR去膜上清和膜成分进行蛋白浓度测

定。MdCPR 活性测定是通过还原型细胞色素 C
（Cyt C）在 550 nm光吸收值的变化来测定的［14］。在

2 ml离心管中含0.05 mmol/L Cyt C于0.05 mol/L Tris⁃
HCl（pH 7.4）缓冲液中和2 μl的蛋白样品，混匀并分

别加入参比杯和样品杯，待读数稳定后调零，然后在

样品杯中加入2 μl 的0.1 mol/L 的NADPH启动反应，

并记录至少3 min的A550 吸收值的动态变化。

2 结 果

2.1 MdCPR的诱导表达 利用 SDS⁃PAGE 凝胶电

泳分析表明重组质粒MdCPR⁃pB508可以在宿主菌

DH5α中表达产生MdCPR蛋白，见图1。与含pB508
质粒的对照组（泳道 1）相比，含MdCPR⁃pB508重组

质粒组（泳道2）的样品膜成分中分子质量约为76×
103的蛋白的含量明显增加，该条带蛋白的大小与目

标蛋白MdCPR的分子质量相符。对照组（泳道3）和
样品组（泳道4）的去膜上清蛋白组分和含量无明显

表1 用于克隆CPR基因的特异性引物
Table 1 Specific primers used for cloning of CPR gene
引物

CPR⁃Kpn⁃sF
CPR⁃Not⁃tR

注：斜体为酶切位点，下划线为起始密码子或终止密码子。

序列（5′～3′）
GGGTACCATGAGCGCGGAACACGTCGA
CTCGCGGCCGCTAGCTCCAAACGTCCGCGG
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差异，由此说明蛋白MdCPR主要存在于膜组分中。

2.2 MdCPR 活性测定 根据 CPR可以还原 Cyt C
的化学属性，以Cyt C还原酶活性来检测MdCPR的

表达与细胞定位。从表 2结果可见，在 pB508对照

质粒（对照组）的去膜上清和膜成分中均可检测到微

弱的Cyt C还原活性〔（0.041±0.009）μmol还 原 态

Cyt C/（min·mg）和（0.035±0.006）μmol还原态Cyt C/
（min·mg）〕，这是由大肠埃希菌自身还原酶表现的

活性（背景活性）。在重组质粒MdCPR⁃pB508经诱导

表达的去膜上清成分和膜成分中可检测到更高的活

性，其中膜成分对Cyt C的还原活性是对照组的 40
倍，表明mdCPR基因在大肠埃希菌得以表达，且重组

表达的MdCPR蛋白具有预期的还原酶活性。膜成分

的Cyt C还原酶活性为去膜上清液的3.7倍，表明诱导

表达的MdCPR主要定位在细胞膜上。活性测定的结

果与上述SDS⁃PAGE的检测结果相一致。

3 讨 论

CPR作为一种黄素蛋白，在生物体代谢途径中发

挥着重要的作用［15］。由于用传统的蛋白分离纯化方

法获得昆虫CPR 蛋白非常繁琐和困难，有效的替代

做法是采用重组表达系统［9，11，15-16］。真核生物细胞

P450酶系组分（细胞色素P450 单加氧酶、细胞色素

P450 还原酶、细胞色素b5）是膜结合蛋白，需要膜环

境以使蛋白质正确折叠并形成特定的空间构象，维

持不同组分间的相互作用而完成催化反应过程。本

研究建立的表达体系，发挥了原核表达系统产量更

高、操作简单方便的优势，且表达的MdCPR主要定位

在膜上，有利于MdCPR与细胞色素P450膜结合蛋白

重组具有活性的细胞色素P450酶系，为进一步研究

家蝇细胞色素P450蛋白的代谢底物奠定了基础。
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注：M. 蛋白质分子质量标记；1. 包含pB508空载体的细胞诱导

后的膜组分；2.包含MdCPR⁃pB508质粒的细胞诱导后的膜组分；3.包
含 pB508空载体的细胞诱导后的上清组分；4. 包含MdCPR⁃pB508
质粒的细胞诱导后的上清组分。箭头指示为重组MdCPR蛋白。

图1 重组表达的MdCPR蛋白的SDS⁃PAGE检测结果
Figure 1 SDS⁃PAGE profiles of different fractions isolated

from E. coli cells

表2 在大肠埃希菌中重组表达的MdCPR蛋白的
细胞色素C还原酶活性

Table 2 Cytochrome C reduction activity of recombinant
MdCPR expressed in E. coli

质 粒

pB508空载体

MdCPR⁃pB508重组质粒

注：a. 数据来自3次独立实验的结果。

细胞组分

上清组分

膜组分

上清组分

膜组分

还原酶活性 a

〔μmol/（min·mg）〕
0.041±0.009
0.035±0.006
0.381±0.037
1.407±0.152
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