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摘　要 : 为建立棉铃虫 H elicoverpa a rm igera微粒体 P450的分离纯化方案 ,比较了不同浓度下聚乙

二醇 8000 ( PEG8000)对棉铃虫幼虫中肠和脂肪体微粒体蛋白的沉淀作用。结果表明 ,终浓度为

8. 0 ×10
4

m g /L的 PEG8000可以使中肠和脂肪体微粒体蛋白的 78%沉淀下来 ,其中包含的细胞色

素 P450分别占中肠和脂肪体 P450总量的 28%和 34%。 SD S 2PA G E显示 ,中肠微粒体经

8. 0 ×104
m g /L的 PEG8000沉淀后 ,被沉淀蛋白的分子质量主要集中在 14. 1～ 40 kD和 66～97 kD

范围内。
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Prec ip ita tion of M icorsoma l Prote in s in H elicove rpa a rm ige ra by PEG8000
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Abstract: In o rde r to deve lop a p ro toco l fo r p u rify ing cy toch rom e P450 in the co tton bo llw o rm ,

H e licove rp a a rm ige ra, the p rec ip ita tion resu lts of PEG 8000 a t d iffe ren t concen tra tion to m ic rosom al

p ro te ins of co tton bo llw o rm w e re com p a red. The resu lts show ed tha t a t the concen tra tion of

8. 0 ×104
m g /L , 78% m ic rosom al p ro te ins inc lud ing 28% to ta l P450 of m idgu t m ic rosom e o r 34%

to ta l P450 of fa tbody m ic rosom e w ere p rec ip ita ted. SD S 2PA G E show ed tha t m ost of the p rec ip ita ted

m ic rosom al p ro te ins f rom m idgu t w ere those w h ich m o lecu la r w e igh t w as am ong the range of

14. 1～40 kD and 66～97 kD.
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　　细胞色素 P450 (简称 P450 )作为一类普遍存

在于生物体中的氧化酶系 ,在生物体内源性物质

的生物合成和对外源物质的代谢中具有重要的作

用。深入研究昆虫或植物中 P450的性质与功能

对于新农药的创制和农药毒理学的研究具有重要

意义。大量研究证实 ,多种 P450参与昆虫保幼

激 素 ( juven ile ho rm ones ) 、蜕皮激素 ( m o lting

ho rm ones)以及植物的油菜素内固醇 ( b rassinos2



te ro id)、赤霉素 ( g ibbe re llins)等多种激素的生物合

成。因此 ,参与催化这些激素生物合成的 P450也

成为创制活性高、选择性强和环境友好型农药的

重要作用靶标。此外 , P450对农药的降解作用 ,使

农药形成低毒或无毒的代谢物 ,对深入了解昆虫

和植物的抗药性以及除草剂的选择性机理等有重

要意义 ; P450对农药表现出的活化作用 ,使农药形

成毒性更高甚至具有致癌作用的代谢物 ,则对深

入了解农药对高等动物的毒性十分必要。

P450是由超基因家族编码的一类同功酶系 ,

为了分析不同 P450的性质、结构和功能 ,必须通

过一定的分离纯化手段分离出单型 P450。目前 ,

P450的分离纯化主要采用色谱法 [ 1 ]
,要求微粒体

中 P450的比含量尽可能高。由于昆虫 P450的总

量和比含量低 ,因此去除微粒体中的非耙标蛋白 ,

对微粒体 P450进行一般性浓缩十分必要 ,也将有

助于减轻后续色谱分离的困难。聚乙二醇 8000

( PEG8000 )是一种多元醇 ,常用于哺乳动物微粒

体 P450的初步纯化。笔者对 PEG8000初步纯化

棉铃虫微粒体 P450进行了研究 ,结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　供试昆虫

棉铃虫 H e licove rp a a rm ige ra于 1988年采自

河北邯郸 ,在室内无药剂接触条件下连续饲养至

试验进行之日。

1. 2　试剂

牛血清白蛋白 (B SA )、二硫代苏糖醇 (D TT)、

苯基硫脲 ( PTU )、苯甲磺酰氟 ( PM SF)、丙烯酰胺

(A cr)、双丙烯酰胺 ( B is )、过硫酸胺 ( A P )、四

甲 基 乙 二 胺 ( TEM ED ) 、CHA PS { 3 2 [ ( 3 2
cho lam idop rop y l) 2d im e thy lamm on io ] 212p rop anosu lf2
ona te}、甘氨酸、聚乙二醇 8000 ( PEG 8000 ) ( S igm a

公司 ) ;五甲基苯 ( PM B ) (A ld rich公司 ) ;考马斯亮

蓝 R250 ( F luka公司 ) ;低分子质量蛋白质标准物

( Pha rm ac ia公司 ) ;甘油、乙二醇单甲醚、磷酸氢二

钠、磷酸二氢钠、乙二胺四乙酸 ( ED TA )、连二亚硫

酸钠 (国产分析纯 )。

1. 3　棉铃虫微粒体 P450酶液的制备

参照 Q iu等方法 [ 2 ]
,在蜡盘上纵向解剖棉铃

虫 ,取出中肠或脂肪体并去除内含物后置于冰冷

的匀浆缓冲液 ( pH 7. 5的 0. 1 m o l /L磷酸钠缓冲液

中含 1 mm ol /L ED TA、0. 1 mm ol/L D TT、1 mm ol /L

PTU、1 mm o l /L PM SF和质量分数为 10%的甘油 )

中漂洗 ;将漂洗后的中肠或脂肪体置于电动玻璃

匀浆器中匀浆 ; 匀浆液在 10 000 ×g下离心

15 m in;上清液经两层纱布过滤后在 105 000 ×g

下离心 60 m in,去掉上清液 ;沉淀物用重悬浮缓冲

液 ( pH 7. 5的 0. 1 m o l /L 磷酸钠缓冲液中含

1 mm o l /L ED TA、0. 1 mm o l /L D TT、1 mm o l /L

PM SF和质量分数为 20%的甘油 )重新悬浮 ;重悬

浮后的微粒体用 Epp endo rf管分装 ,于 - 80℃下保

存备用。以上所有操作在冰上或 0～4℃下进行 ,

PTU和 PM SF用乙二醇单甲醚溶解。

1. 4　棉铃虫微粒体 P450的初步纯化

1. 4. 1　不同浓度 PEG 8000对微粒体蛋白和 P450

的沉淀作用　参照 W hee lock等方法 [ 3 ]
,将备用的

中肠或脂肪体微粒体悬浮液在冰上融化 ,并用重

悬浮缓冲液稀释 , 至蛋白浓度为 2 m g /mL;

加入 1 ×105
m g /L的 CHA PS , 至终浓度为 5 ×

10
3

m g /L ,轻轻摇匀后于冰上静置 ; 4 h后分别取

1 mL置于干净的试管中 ,加入 4. 0 ×10
5

m g /L的

PEG8000,使其最终浓度分别为 0、2. 0 ×10
4、

5. 0 ×10
4、8. 0 ×10

4、1. 1 ×10
5、1. 4 ×10

5
m g /L ,用

重悬浮缓冲液将各试管体积补至相同 ,轻轻摇匀

后于冰上静置 30 m in; 在 4℃下 10 000 ×g离心

15 m in,取上清液进行蛋白质浓度和 P450含量的

测定。

1. 4. 2　中肠微粒体 P450的初步纯化 　除 PEG 2
8000的终浓度为 8. 0 ×10

4
m g /L外 ,其他同 1. 4. 1。

1. 5　棉铃虫微粒体 P450含量的测定

参照 Om u ro和 Sa to方法 [ 4 ]
,将微粒体悬浮液

用 pH 7. 5的 0. 1 m o l /L磷酸缓冲液稀释至蛋白质

浓度约为 0. 3～0. 4 m g /mL ,加入连二亚硫酸钠

4～5 m g还原 ; 5 m in后将其一分为二 ,分别置入紫

外 2可见分光光度仪 (L am bda B io 40, PE公司 )的

参比池和样品池中记录基线 ;然后在样品池中通

入一氧化碳 1 m in,静置 10 m in 后进行 390～

500 nm全波长扫描 ,并记录扫描曲线和 OD 值。

根据波长在 450～490 nm间的吸光度差值以及摩

尔消光系数 ( 91 L·cm
- 1·mm o l

- 1 )计算微粒体

中 P450含量。

1. 6　十二烷基苯磺酸钠 2聚丙烯酰胺凝胶电泳
( SD S2PAGE)

　　参照 L aemm li方法 [ 5 ]
,采用质量浓度为 4%的
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浓缩胶和 12%的分离胶 ; B io2R ad Pro tean垂直板

电泳 ,按 B io2R ad公司推荐的程序操作 ;恒压 140V

(单板 )电泳 60 m in,考马斯亮蓝 R250染色。

1. 7　蛋白浓度测定

按 B radfo rd方法 [ 6 ]
,以 B SA为标准蛋白。

1. 8　数据分析

应用 SPSS11. 0软件进行数据分析 ,用独立样

本 t检验 (双尾 )比较样本平均数的差异。

2　结果与分析

2. 1　不同浓度 PEG8000对微粒体蛋白的沉淀

作用

　　所测定各种浓度的 PEG 8000对中肠和脂肪体

微粒体蛋白都有不同程度的沉淀作用 (见表 1 ) ,

随着微粒体中 PEG8000浓度的增加 ,被沉淀的微

粒体蛋白不断增加。差异显著性检验显示 ,不同

浓度的 PEG 8000对中肠微粒体蛋白的沉淀作用差

异显著 ;对脂肪体微粒体 , PEG8000浓度为 8. 0 ×

10
4

m g /L和 1. 1 ×10
5

m g /L时 ,对微粒体蛋白沉

淀作用的差异不显著 ,其余浓度间的差异显著。

Tab le 1　The effec ts of PEG 8000 a t d iffe ren t

concen tra tion on the p rec ip ita tion

of m ic rosom al p ro te ins in H. a rm ige ra

PEG8000

/m g·L - 1

Pro te in concen tra tion /m g·mL - 1

M idgut Ratio Fatbody Ratio

0 1. 920 ±0. 085 1. 0 2. 102 ±0. 215 1. 0

2. 0 ×104 1. 373 ±0. 069 0. 72 1. 588 ±0. 091 0. 76

5. 0 ×104 0. 832 ±0. 028 0. 43 0. 945 ±0. 075 0. 45

8. 0 ×104 0. 419 ±0. 033 0. 22 0. 471 ±0. 065 0. 22

1. 1 ×105 0. 288 ±0. 045 0. 15 0. 369 ±0. 061 0. 18

1. 4 ×105 0. 200 ±0. 030 0. 10 0. 175 ±0. 020 0. 08

2. 2　不同浓度 PEG8000对微粒体 P450的沉

淀作用

　　所测定各种浓度的 PEG 8000对中肠和脂肪体

微粒体 P450也有不同程度的沉淀作用 ,随着微粒

体中 PEG 8000浓度的增加 ,被沉淀的微粒体 P450

不断增加 (见表 2 )。差异显著性检验显示 ,浓度

为 5. 0 ×10
4和 8. 0 ×10

4
m g /L时 , PEG8000对微

粒体 P450沉淀作用的差异不显著。

　　本实验的主要目的是分离纯化单型 P450,提

Tab le 2　The effec ts of PEG 8000 a t d iffe ren t

concen tra tion on the p rec ip ita tion

of m ic rosom a l P450 in H. a rm ige ra

PEG8000

/m g·L - 1

C ytochrom e P450 / nm o l· (m g p ro) - 1

M idgut Ratio Fa tbody Ratio

0 0. 691 ±0. 015 1. 0 0. 303 ±0. 007 1. 0

2. 0 ×104 0. 623 ±0. 015 0. 90 0. 259 ±0. 010 0. 86

5. 0 ×104 0. 563 ±0. 014 0. 82 0. 232 ±0. 015 0. 77

8. 0 ×104 0. 498 ±0. 050 0. 72 0. 199 ±0. 003 0. 66

1. 1 ×105 0. 152 ±0. 028 0. 22 0. 092 ±0. 015 0. 30

1. 4 ×105 0. 050 ±0. 007 0. 07 0. 028 ±0. 006 0. 09

高 P450的纯度是每个纯化环节最主要的目标。

由于昆虫 P450含量低 ,因此 ,保持较高的 P450回

收率和总量也十分重要。鉴于此 , 微粒体中

PEG8000终浓度为 1. 1 ×10
5

m g /L 及以上浓度

时 ,有大量的 P450 ( > 70% )被沉淀 ,无法保证后

续分离过程中有足够的 P450,因而不适合于棉铃

虫微粒体 P450的初步纯化 ; PEG 8000终浓度为

2. 0 ×104
m g /L时 ,尽管上清液中保留了近 90%的

P450,但只有约 30%的总蛋白被沉淀 ,初步纯化效

果较差 ,因而也不适用于棉铃虫微粒体 P450的初

步纯化。

综合考虑 PEG 8000对总蛋白和 P450的沉淀

作用 , PEG8000 在微粒体中的浓度为 8. 0 ×

10
4

m g /L时适合棉铃虫中肠和脂肪体微粒体 P450

的初步纯化。

2. 3　PEG8 000对中肠微粒体 P4 5 0的初步纯化

效果

　　棉铃虫中肠微粒体经 5. 0 ×103
m g /L 的

CHA PS增溶并经过 8. 0 ×10
4

m g /L 的 PEG 8000

初步纯化后 ,微粒体悬浮液变得澄清透明 ,水样缓

冲液中的 P450比含量较微粒体提高 2. 1倍 , P450

回收率为 72%。

图 1是中肠微粒体 P450经 5. 0 ×10
3

m g /L的

CHA PS增溶和 8. 0 ×10
4

m g /L 的 PEG8000初步

纯化后 ,上清液和沉淀部分的 SD S 2PA G E图。可

以看出 ,中肠微粒体中 ,分子质量在 14. 1～40 kD

和 66～97 kD范围内的大部分蛋白被 PEG 8000沉

淀 , 40～62 kD间的大部分蛋白仍然保留在上清液

中 ,而这正是 P450的分子质量范围。
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Fig. 1　The SD S 2PA G E p rof iles of m ic rosom es

P450 f rom m idgu t in H. a rm ige ra

L ane 1 rep resen ts m arke rs w ith m olecu la r w e igh ts

of 97. 4, 66. 2, 43. 0, 31. 0, 20. 1, 14. 4 kD.

L ane 2～4 rep resen ts m ic rosom a l p repa ra tion, sup eranan t

and pe lle t of PEG 8000 p rec ip ita tion, resp ec tive ly.

3　讨论

尽管蛋白沉淀的方法不能使微粒体不同型

P450得到实质性的分离 ,但可以去除大量的磷脂、

P450还原酶以及其他微粒体蛋白 ,从而大大减轻

后续色谱分离的难度。

目前 ,常用于微粒体 P450沉淀的方法主要有

PEG沉淀、硫酸铵沉淀、丙酮沉淀。由于丙酮沉淀

很容易导致 P450变性 ,而本研究则要求保留 P450

的活性 ,因此不能采用。尽管硫酸铵容易从沉淀

后的溶液中透析去除 ,但回收率较 PEG沉淀法的

低。柱色谱法的回收率较高 ,一般为 45%～60% ,

而且大多数的细胞色素 b5和 P450还原酶能被同

时去除 ,但操作复杂。 PEG沉淀法的回收率较高 ,

一般为 50%～70% ,但 PEG难以通过透析去除 ;由

于 PEG是一种多元醇 ,有助于提高微粒体 P450的

稳定性 ,因此无须将 PEG去除 ,可以直接进入色谱

中进行分离。因此 , PEG沉淀法更适合本研究的

要求 [ 7 ]。

本研究表明 , PEG8000对棉铃虫微粒体中的

非靶标蛋白有较好的沉淀效果 ,但与 PEG 8000的

使用浓度有关。 PEG 8000浓度过低 ,沉淀非靶标

蛋白的效果较差 ,浓度过高 ,不但大量的 P450被

沉淀 ,而且容易引起 P450变性。对于棉铃虫中肠

和脂肪体微粒体蛋白 ,当微粒体中 PEG8000终浓

度为 8. 0 ×10
4

m g /L 时 ,既去除了较多的非靶标

蛋白又保留了较高含量的 P450,初步纯化效果较

好。SD S 2PA G E 图显示 , 中肠微 粒 体蛋 白 经

PEG8000沉淀后 , P450分子质量范围内 ( 40～

60 kD )的蛋白只有少量被沉淀 ,与 P450含量检测

的结果相吻合。
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