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ｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ ４００７１５，Ｃｈｉｎａ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｒｅ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ａ ｐｈｅ
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ｒｅｖｅａｌ ｗｈｅｔｈｅｒ Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ＰＨ３ ｏｒ ｎｏｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａ
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Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅｓ（ｍｉｘｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｘｉｄａｓｅｓ，
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ｍｅｄｉａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃ
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Ｓｏ ｆａｒ，ｔｈｅ ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ ｏｆ Ｐ４５０ ｇｅｎｅ ｈａｓ
ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎａｔｅ ａｌｌ ｇｅｎｅ ｍｅｍｂｅｒｓ
ｏｆ ｔｈｅ Ｐ４５０ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｗｉｔｈ ａ ＣＹＰｐｒｅｆｉｘ，ｆｏｌ
ｌｏｗｅｄ ｂｙ ａ ｎｕｍｅｒａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆａｍｉｌｙ，ａ ｌｅｔｔｅｒ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ，ａｎｄ ａ ｎｕｍｂｅｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｇｅｎｅ ［４，７］． Ｔｈｉｓ ｓｙｓｔｅｍ ｄｅｆｉｎｅｓ ｔｈａｔ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ
ａ ｆａｍｉｌｙ ｓｈａｒｅ
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Ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ｍｏｓｔ

ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｐｒｅｆｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅｓ ｓｔｕｄｙ． Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｉｎ
ｓｅｃｔ Ｐ４５０ ｇｅｎｅ（ＣＹＰ６Ａ１）ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｎ
ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｈｏｕｓｅｆｌｙ，Ｍｕｓｃａ
ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ［８］． Ａｆｔｅｒ ｔｈａｔ，ｍｏｒｅ ａｎｄ ｍｏｒｅ Ｐ４５０
ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ． Ｔｏ ｄａｔｅ，ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １９５８
Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｒｅｇｉｓｔｅｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ． Ｉｎ Ｃｈｉｎａ，ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｇｉｖ
ｅｎ ｍｏｒｅ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｊｕｓｔ
ｓｔａｒｔｅｄ ｒｅｃｅｎｔｌｙ． Ｔｈｒｅｅ ｎｅｗ ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ
ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ａｅｄｅｓ ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ ［９］． Ａ ｘａｎｔｈｏ
ｔｏｘｉｎｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｃＤＮＡ（ＣＹＰ６
Ｂ８）ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ｚｅａ［１０］，ａｎｄ
ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＣＹＰ６ＢＦ１ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ

９９５

ＣＡ ａｎｄ Ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ———Ｉｎｓｅｃｔ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ



Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＳＭＡＲＴ（Ｓｗｉｔｃ
ｈｉｎｇ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ Ａｔ ５’ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ＲＮＡ Ｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔ）ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ［１１］． Ａｐａｒｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅｓｅ，ａ ｆｅｗ
ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｒｅｐｏｒｔｅｄ． Ｎｉｎｅ ＣＹＰ４
ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ Ｃｕｌｅｘ ｐｉｐｉｅｎｓ Ｐａｌｌｅｎｓ ［１２］，ｔｗｏ
ＣＹＰ６ ［１３］ａｎｄ ｔｅｎ ＣＹＰ４ ［１４］ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ａ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ ｗｅｒｅ
ｃｌｏｎｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ． Ｂｅｓｉｄｅｓ，ｔｗｏ ｎｅｗ Ｐ４５０ ｃＤ
ＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｇａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｄｅｌｔａｍｅｔｈｒｉｎ ｒｅ
ｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｍｕｓｃａ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎ
ｔｉａｌ ｄｉｓｐｌａｙ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ［１５］．

Ｌｉｐｏｓｃｅｌｉｓ ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉｌａ， ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｓｔｏｒｅｄｐｒｏｄｕｃｔ ｉｎｓｅｃｔ ｐｅｓｔ，ｉｓ ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ ａｎｄ
ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｕｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｄｒｙ ｆｏｏｄｓ ｉｎ ｈｏｕｓｅｈｏｌｄｓ，ｇｒａｎａｒｉｅｓ，
ａｎｄ ｗａｒｅｈｏｕｓｅｓ ［１６］． Ｏｕｔｂｒｅａｋｓ ｏｆ Ｌ． ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐ
ｈｉｌａ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ ｈｕｍｉｄ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｃｏｕｎ
ｔｒｉｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ，Ｍａｌａｙｓｉａ，Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ，ｔｈｅ
Ｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｓ，Ｔｈａｉｌａｎｄ，ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ
Ｃｈｉｎａ ａｎｄ Ｉｎｄｉａ ［１７，１８］． Ｒｏｕｔｉｎｅ ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｗａｒｅｈｏｕｓｅｓ ａｎｄ ｓｔｏｒａｇｅ ｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈｙｌ
ｂｒｏｍｉｄｅ ｈａｖｅ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｐｅｓｔ ［１９］． Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ
ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｂｙ ｔｈｅ ｐｓｏｃｉｄｓ
ｈａｓ ａｌｓｏ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ［２０］． Ｉｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａ，ｄｅｔｅｃ
ｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｐｈｏｓｐｈｉｎｅ ｉｎ
ｐｓｏｃｉｄｓ ｉｎｆｅｓｔｉｎｇ ｓｔｏｒｅｄ ｃｏｍｍｏｄｉｔｉｅｓ ［２１］ｈａｓ ｅｌ
ｅｖａｔｅｄ ｔｈｅｉｒ ｐｅｓｔ ｓｔａｔｕｓ ｅｎｏｒｍｏｕｓｌｙ ａｎｄ ｐｕｔ
ｔｈｅｍ ａｌｏｎｇｓｉｄｅ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｂｅｅｔｌｅ ｐｅｓｔｓ ［２２］． Ｔｈｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅｓ
ｍａｙ ｂｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍ［３，６，２３，２４］ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅｓ
ｗａｓ ｌａｃｋ ｉｎ ｐｓｏｃｉｄｓ． Ｔｈｅ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｗｅｒｅ ｔｏ ｃｌｏｎｅ ｔｈｅ Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅｉｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｓｕｐｐｌｙ ｓｏｍｅ ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈ
ａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｓｏｃｉｄｓ．

２　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ Ｍｅｔｈｏｄｓ
２． １　 Ｉｎｓｅｃｔｓ
Ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｌ． ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉｌａ

ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｎｔｏｍｏｌ
ｏｇｙ ａｎｄ Ｐｅｓｔ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ，Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ． Ｔｈｅ ｉｎｓｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅａｒｅｄ ｏｎ ａ ｄｉｅｔ
ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｗｈｏｌｅ ｗｈｅａｔ ｆｌｏｕｒ，ｓｋｉｍｍｅｄ ｍｉｌｋ
ａｎｄ ｙｅａｓｔ ｐｏｗｄｅｒ（１０ ∶ １ ∶ １）ｉｎ ａｎ ａｉｒｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｅｄ ｒｏｏｍ ａｔ ２７ ± １℃，ＲＨ ７５％ －８０％ ａｎｄ ａ
ｓｃｏｔｏｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ２４ ｈ ［２５］． Ｔｈｉｓ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｎｏｔ ｅｘ
ｐｏｓｅｄ ｔｏ ｂｌｅｎｄｅｄ ｇａｓ ｏｒ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅｓ ｆｏｒ １６
ｙｅａｒｓ．
２． ２　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ
Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｌ． ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐ

ｈｉｌａ ａｄｕｌｔｓ ｕｓｉｎｇ ＴＲＮｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｔｉａｎｇｅｎ）．

Ｏｎｅ ｔｈｏｕｓａｎｄ ｈｅａｌｔｈｙ ａｄｕｌｔｓ ｏｆ Ｌ． ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉ
ｌａ ｗｅｒｅ ｈｏｍｏｇｅｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ａｔ ｌｅａｓｔ １ ｍＬ ＴＲＮｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｇｌａｓｓ ｈｏｍｏｇｅｎｉｚｅｒ． Ｔｈｅ ｐａｒｔｉｃｕ
ｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ’
ｓ ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ． Ｆｉｎａｌｌｙ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ（Ａ２６０ ／ Ａ２８０ ＝ １． ８）ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ４０ μＬ
ＤＥＰＣ ｔｒｅａｔｅｄ Ｈ２Ｏ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ ｕｓｅ．
２． ３　 Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ
Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ

Ｍ － ＭＬＶ ＲＴａｓｅ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（Ｔａｋａ
ｒａ）． Ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｃｌｕｄｅｄ
２ μＬ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ，１ μＬ Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ１５）ａｎｄ ８ μＬ
ＤＥＰＣ ｔｒｅａｔｅｄ Ｈ２Ｏ ａｔ ７０℃ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ ｉｎ ｗａｔｅｒ
ａｎｄ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ ｏｎ ｉｃｅ． Ｉｔ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ５
μＬ Ｍ － ＭＬＶ ５ × Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ，１． ２５ μＬ
ｄＮＴＰｓ，１ μＬ ｒＲＮａｓｉｎ ａｎｄ ４． ７５ μＬ ＤＥＰＣ ｔｒｅａ
ｔｅｄ Ｈ２ Ｏ ａｔ ４２℃ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ． Ｔｈｅｎ １ μＬ Ｍ －
ＭＬＶ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｍｉｘｔｕｒｅ ａｂｏｖｅ． Ａｔ ｌａｓｔ，ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｗａｓ ｋｅｐｔ ａｔ
４２℃ ｆｏｒ １ ｈ，９５℃ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ ａｎｄ ｈｏｌｄ ａｔ ４℃ ．

２． ４　 ＰＣＲ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ＰＣＲ ｃｌｏｎｉｎｇ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ

Ｔａｋａｒａ ＰＣＲ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ｔａｋａｒａ）． Ｔｈｅ ２５
μＬ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ２ μＬ ｃＤＮＡ
ｔｅｍｐｌａｔｅ，２． ５ μＬ １０ × Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ，４ μＬ
２５ ｍＭ ＭｇＣｌ２，４ μＬ ２． ５ ｍＭ ｄＮＴＰｓ，３ μＬ １０
ｍＭ ｆｏｒｗａｒｄ ｏｒ ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ，０． ５ μＬ ５ Ｕ ／ μＬ
Ｔａｑ ＤＮＡｓｅ ａｎｄ ６ μＬ ＤＥＰＣ ｔｒｅａｔｅｄ Ｈ２Ｏ． Ｔｈｅ
ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｋｅｐｔ ａｔ ９４℃ ｆｏｒ ２ ｍｉｎ，ｔｈｅｎ ３０ ｃｙ
ｃｌｅｓ ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ（９４℃ ｆｏｒ １
ｍｉｎ，５０℃ ｆｏｒ １ ｍｉｎ，７２℃ ｆｏｒ １ ｍｉｎ），７２℃ ｆｏｒ
５ ｍｉｎ，ａｎｄ ｗａｓ ｆｉｎａｌｌｙ ｈｏｌｄ ａｔ ４℃ ． Ｔｈｅ ｄｅｇｅｎ
ｅｒａｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＰＣＲ ｃｌｏｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｄｅ
ｓｉｇｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ６
ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ａｓ
ｆｏｌｌｏｗｓ ［２６］．

Ｆｏｒｗａｒｄ：５’－ＣＧＧＡＲＡＣＮＨＹＮＭＧＮＡＡＲ
ＴＡＹＣＣ －３’

Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’－ＣＧＧＧＮＣＣＮＫＣＮＣＣＲＡＡＮＧＧ －３’
Ｗｈｅｒｅ，Ｈ，Ｋ，Ｍ，Ｎ，Ｒ ａｎｄ Ｙ ａｒｅ ｔｈｅ ＩＵＢ

（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｕｎｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）ｓｔａｎｄａｒｄ
ｃｏｄｅ ｆｏｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｂａｓｅｓ． Ｈ ＝ Ａ ／ Ｃ ／ Ｔ，Ｋ ＝ Ｇ ／
Ｔ，Ｍ ＝ Ａ ／ Ｃ，Ｎ ＝ Ａ ／ Ｃ ／ Ｇ ／ Ｔ，Ｒ ＝ Ａ ／ Ｇ ａｎｄ Ｙ ＝
Ｃ ／ Ｔ．

Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｒｅ
ｃｏｖｅｒｅｄ ｂｙ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ（Ｗａｔｓｏｎ Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ｉｎｃ）ａｎｄ ｌｉｇａｔｅｄ ｔｏ ｐＭＤ － １８Ｔ
ｖｅｃｔｏｒ（Ｔａｋａｒａ）ａｔ １６℃ ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ． Ｔｈｅ ｌｉｇａｔｉｏｎ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌ ＨＢ１０１（Ｔａｋａｒａ）． Ａｆｔｅｒ ｔｈａｔ，ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ
ｏｎｔｏ ＬＢ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ａｍｐｉｃｉｌｉｎ，Ｘｇａｌ

００６

Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ８ｔｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ Ａｔｍｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ Ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｔｏｒｅｄ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ



ａｎｄ ＩＰＴＧ ａｔ ３７℃ ｆｏｒ １２ ｈ． Ｉｎ ｓｕｃｃｅｓｓｉｏｎ，ｔｈｅ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｗｈｉｔｅ ｃｏｌｏ
ｎｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ＬＢ ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｎｏ Ａｍｐｉｃｉｌｉｎ ａｔ ３７℃ ｆｏｒ １２ ｈ． Ｆｉｎａｌ
ｌｙ，ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｐｌａｓｍｉｄ
ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｏ ｃｏｎｆｉｒｍ ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｈａｔ ｗｏｕｌｄ ｂｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ．
２． ５　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｉｎ

ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｓｅａｒｃｈｅｓ ｆｏｒ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ
ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｂｙ Ｂｌａｓｔ Ｓｅａｒｃｈ ｏｆ ＧｅｎＢａｎｋ． Ｔｈｅ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ＣＹＰ６ ａｎｄ ＣＹＰ３
ｆａｍｉｌｙ ｗｅｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣｌｕｓｔａｌＸ ｓｏｆｔｗａｒｅ
（Ｖｅｒ． １． ８１），ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｉ
ｓｏｎ ｗａｓ ｅｘｅｃｕｔｅｄ ｂｙ Ｂｌａｓｔｐ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ． Ｔｈｅ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ＭＥＧＡ（Ｖｅｒ． ３． １）．

３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ
３． １ 　 Ｔｈｅ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｏｆ ＲＮＡ
Ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｍＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｌ．

ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉｌａ ｗａｓ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｂｙ ｔｈｅ
ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｒＲＮＡ（Ｆｉｇ． １）．

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ

Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｓｔｒｉｐｓ ｍａｒｋｅｄ

ｗｉｔｈ ２８Ｓ，１８Ｓ ａｎｄ ５Ｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ２８Ｓ ｒＲＮＡ，
１８ＳｒＲＮＡ，ａｎｄ ５Ｓ ｒＲＮＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｐｒｏ
ｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ２８Ｓ ａｎｄ １８Ｓ ｓｅｅｍｅｄ ｔｏ ｂｅ １：１ ｉｎ ｖｉｒ
ｔｕｅ ｏｆ ｓｔｒｉｐｓ ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ ａｎｄ ｗｉｄｔｈ．
３． ２ 　 Ｔｈｅ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｏｆ ＰＣＲ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ Ｔｈｅｉｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｐａｉｒ ｏｆ

ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｇａ
ｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（Ｆｉｇ． ２）． Ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ，ａｌｌ ２４３ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈ，ｗｅｒｅ ｏｂ
ｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＲＴ － ＰＣＲ． Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ
ｉｎｇ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａ
ｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ）
ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｉｎ Ｆｉｇ． ３． Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ Ｂｌａｓｔ
ｓｅａｒｃｈ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ，ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｏｎ
ｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ Ｐ４５０ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｆｒａｇ
ｍｅｎｔｓ １，２ ａｎｄ ４ ｗｈｉｌｅ ｎｏ ｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ３． Ｍｅａｎ
ｗｈｉｌｅ，ｆｒａｇｍｅｎｔｓ １，２，ａｎｄ ４ ｓｈａｒｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｉｄｅｎ
ｔｉｔｉｅｓ（４２％－６７％，４２％－５６％ ａｎｄ ４１％－６６％，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）ｔｈａｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ３ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ
ＣＹＰ６ ｆａｍｉｌｙ（３８％ －５６％），ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｉｄｅｎ
ｔｉｔｉｅｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｏｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐａｒｔ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｐ４５０
ｇｅｎｅ（Ｔａｂｌｅ １）．

Ｆｉｇ． ２ Ｔｈｅ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ＰＣＲ ｃｌｏｎｉｎｇ． Ｌａｎｅ Ｍ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ，ｌａｎｅ Ｐ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ

ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

Ｔａｂｌｅ １． Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｏｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｉｔｈ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐａｒｔ
ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｐ４５０ ｇｅｎｅ

Ｐ４５０
ｍｅｍｂｅｒｓ Ｓｏｕｒｃｅ

Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（％）
Ｆｒａｇｍｅｎｔ １ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ２ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ３ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ４

ＣＹＰ３Ａ１ Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ ４５ ４２ ４６ ４５
ＣＹＰ６Ａ２ Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅｕｍ ６７ ５６ ４６ ６６
ＣＹＰ６Ｂ１ Ｐａｐｉｌｉｏ ｐｏｌｙｘｅｎｅｓ ４８ ４７ ４１ ５０
ＣＹＰ６Ｂ２ Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ ４６ ４５ ３８ ４５
ＣＹＰ６Ｄ１ Ｍｕｓｃａ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ４６ ４５ ４１ ４７
ＣＹＰ６Ｄ２ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ４２ ４５ ４１ ４１
ＣＹＰ６Ｅ１ Ｃｕｌｅｘ ｐｉｐｉｅｎｓ ｑｕｉｎｑｕｅｆａｓｃｉａｔｕｓ ４８ ４８ ５０ ５０
ＣＹＰ６Ｇ１ Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ ６２ ５６ ４３ ６１

１０６

ＣＡ ａｎｄ Ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ———Ｉｎｓｅｃｔ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ



Ｐ４５０
ｍｅｍｂｅｒｓ Ｓｏｕｒｃｅ

Ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（％）
Ｆｒａｇｍｅｎｔ １ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ２ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ３ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ４

ＣＹＰ６Ｊ１ Ｂｌａｔｔｅｌｌａ ｇｅｒｍａｎｉｃａ ５３ ４８ ４２ ５０
ＣＹＰ６Ｋ１ Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ ６２ ５６ ４３ ６１
ＣＹＰ６Ｐ２ Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ ５５ ５６ ４２ ５１
ＣＹＰ６Ｎ３ｖ３ Ａｅｄｅｓ ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ ５２ ５１ ４５ ５５
ＣＹＰ６ＡＹ１ Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ ５３ ５０ ５６ ５６
ＣＹＰ６Ｙ１ Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ ４６ ４３ ４３ ４３

　 　 ３． ３ 　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｓ

Ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，８０ ａ
ｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈ，ｗｅｒｅ ａｌｉｇｎｅｄ ｂｙ ＣｌｕｓｔａｌＸ
（Ｖｅｒ． １． ８１）ｗｉｔｈ ＣＹＰ６ ｆａｍｉｌｙ Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ
ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ ａｎｄ ＣＹＰ３ ｆａｍｉｌｙ Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ
ｆｒｏｍ ｒａｔｓ． Ｂｙ ｖｉｒｔｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ，ｉｔ ｗａｓ ｃｏｎ
ｃｌｕｄｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ，
ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ
ＣＹＰ６ ｆａｍｉｌｙ（Ｆｉｇ． ４）． Ｔｈｅ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ
ｃＤＮＡ ｆｒｇｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｃｅｒｔａｉｎ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｐ４５０
ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ（Ｆｉｇ． ５）ｗａｓ ｄｒａｗｎ ｂｙ ＭＥＧＡ ３． １
ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ＵＰＧＭＡ． Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ １，２，ａｎｄ ４
ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｍｏｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＣＹＰ６Ａ２
ｆｒｏｍ Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅｕｍ，ｗｈｉｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ３
ｓｈａｒｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｔｏ ＣＹＰ６ＡＹ１ ｆｒｏｍ Ｎｉ
ｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ．

Ｆｉｇ． ３ Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
（ｔｈｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ａｒｅ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ）

４　 Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ
Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｂｙ ＰＣＲ ｕｓｉｎｇ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ

ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｐｒｏｖｅｄ ｔｏ
ｂｅ ａ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ＤＮＡ ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｐｅｃｉｅｓ． Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ
Ｐ４５０ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｈａｓ ａ ｖｅｒｙ ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍａｙ ｂｅ ｌｅｓｓ
ｔｈａｎ ４０％ ｅｖｅｎ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆａｍｉｌｙ，ｐａｒｔｉｃｕ
ｌａｒｌｙ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔｓ（Ｗａｎｇ ａｎｄ Ｈｏｂｂｓ，１９９５），ｔｈｅｒｅ
ａｒｅ ｓｔｉｌｌ ｓｏｍｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｄｕｒ
ｉｎｇ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ． Ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ６ ｆａｍｉｌｙ（ｈｅｍｅ － ｂｉｎｄ
ｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ）．

Ｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｗｅｒｅ ｄｅｇｅｎｅｒ
ａｔｅ，ｔｈｅ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ． Ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ，ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｒｅｐｏｒｔｓ ｉｎ
ｌｅｎｇｔｈ（Ａｉ ｅｔ ａｌ．，２００４ａ；Ｌｉ ｅｔ ａｌ．，２００５），ｗｅｒｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ｅｉｇｈｔ．

Ｆｉｇ． ４ Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｌｏｎｅｄ Ｐ４５０ ａｍｉ
ｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ Ｌ． ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉｌａ ｓｕｓｃｅｐ
ｔｉｂｌｅ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｏｔｈ
ｅｒ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ Ｐ４５０ ｍｅｍｂｅｒｓ

２０６

Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ８ｔｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ Ａｔｍｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ Ｆｕｍｉｇａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓｔｏｒｅｄ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ



“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｇａｐｓ，“”ｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅ，“：”ｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ “ｓｔｒｏｎｇ” ｇｒｏｕｐｓ （ＳＴＡ，ＮＥＱＫ，
ＮＨＱＫ，ＮＤＥＱ，ＱＨＲＫ，ＭＩＬＶ，ＭＩＬＦ，ＨＹ，
ＦＹＷ）ｉｓ ｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ，“．”ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｏｎｅ ｏｆ
ｔｈｅ “ｗｅａｋｅｒ”ｇｒｏｕｐｓ（ＣＳＡ，ＡＴＶ，ＳＡＧ，ＳＴＮＫ，
ＳＴＰＡ，ＳＧＮＤ，ＳＮＤＥＱＫ，ＮＤＥＱＨＫ，ＮＥＱＨＲＫ，
ＦＶＬＩＭ，ＨＦＹ） ｉｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｓ ｆｕｌｌｙ ｃｏｎ
ｓｅｒｖｅｄ［２７］．

Ｗｈｉｔｅ ｐｌａｑｕｅｓ（ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｉｎｇ）ｗｅｒｅ ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｄ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｏｎｅ ｇｅｎｅ
ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ． Ｉｔ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｐ４５０
ｇｅｎｅｓ ［６］．

Ｔｈｅ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ
ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ（ｈｅｍｅｂｉｎｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ）ｏｆ
ＣＹＰ６ ｆａｍｉｌｙ ［２６］． Ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏ
ｍａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ １，２，ａｎｄ ４
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｂｌａｓｔ ｓｅａｒｃｈ ｗｈｉｌｅ ｎｏ ｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ
３，ａｎｄ ｉｔ ｍｉｇｈｔ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｆｒａｇｍｅｎｔ ３ ｗａｓ ｎｏｔ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ
ＣＹＰ６ ｆａｍｉｌｙ ｏｒ ｆｒａｇｍｅｎｔ ３ ｍａｙ ｂｅ ａ ｐｓｅｕｄｏ
ｇｅｎｅ ｅｖｏｌｖｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｇｅｎｅ ｏｆ ＣＹＰ６ ｆａｍｉｌｙ
［２９，３０］．

Ｉｔ ｉｓ ｋｎｏｗｎ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｉｓ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｕｓ，ｔｗｏ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈａｔ ｉｓ ｔｏ ｓａｙ，ｂｏｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｄｅｎｔｉｔｙ
ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｈｅｒｅ． Ａｎｄ ｔｈｅ ａ
ｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ
ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ． Ａｃｃｏｒｄ
ｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｎａｌｙｓｉｓ，ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｆｒａｇ
ｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｒｏｂａｂｌｙ ａｓｓｕｍｅｄ ｔｏ ｂｅ ｎｅｗ ｍｅｍ
ｂｅｒｓ ｏｆ ＣＹＰ６ ｆａｍｉｌｙ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｌ． ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉｌａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
ｔｉｍｅ． Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ １，２，ａｎｄ ４ ｓｈａｒｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｉｄｅｎ
ｔｉｔｙ ｔｏ ＣＹＰ６Ａ２ ｆｒｏｍ Ｔ． ｃａｓｔａｎｅｕｍ． Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉ
ｔｉｅｓ ａｍｏｕｎｔｅｄ ｔｏ ６７％，５２％ ａｎｄ ６６％，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｌｅ ａｎ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ５６％ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｂｅ
ｔｗｅｅｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ３ ａｎｄ ＣＹＰ６ＡＹ１ ｆｒｏｍ Ｎ． ｌｕ
ｇｅｎｓ． Ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｂａｂｌｙ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
１，２，ａｎｄ ４ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ＣＹＰ６Ａ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ａｎｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ３ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｔｏ ＣＹＰ６ＡＹ ｓｕｂ
ｆａｍｉｌｙ．

Ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｗｅｒｅ ａｂｏｕｔ ｆｉｖｅ ｈｕｎｄｒｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｌｏｎｇ，ａｎｄ ｔｈｅ
ｆｏｕｒ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｌ． ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉｌａ
ｊｕｓｔ ａｃｃｏｕｎｔｅｄ ｆｏｒ ｏｎｅ ｅｉｇｈｔｈ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ４５０ ｇｅｎｅ
ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ． Ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙ，ｔｈｅ ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ ａｎｄ
ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｂｅ
ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｕｎｔｉｌ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈｓ ｗｅｒｅ ｏｂ
ｔａｉｎｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．

Ｗｈａｔｅｖｅｒ，ｉｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ
Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｌ． ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉｌａ．
Ｕｎｄｏｕｂｔｅｄｌｙ，ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｃｌｏｎｉｎｇ ｗａｓ ｔｈｅ ｆｉｓｔ
ｓｔｅｐ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ａｎｄ

Ｆｉｇ． ５ Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｅｒｔａｉｎ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ
Ｐ４５０ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｉｌｌ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｔｈｅ ｔｈｏｒｏｕｇｈ ｕｎ
ｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ Ｐ４５０ ｇｅｎｅｓ ｓｏｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ Ｐ４５０ ｅｎ
ｚｙｍｅｓ ｉｎ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ．

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
［１］　 Ｎｅｌｓｏｎ，Ｄ． Ｒ．，Ｋａｍａｔａｋｉ，Ｔ．，Ｗａｘｍａｎ，Ｄ． Ｊ．，

Ｇｕｅｎｇｅｒｉｃｈ，Ｆ． Ｐ．，Ｅｓｔａｂｒｏｏｋ，Ｒ． Ｗ．，Ｆｅｙｅｒｅｉｓ
ｅｎ，Ｒ．，Ｇｏｎｚａｌｅｚ，Ｆ． Ｊ．，Ｃｏｏｎ，Ｍ． Ｊ．，Ｇｕｎｓａｌｕｓ，
Ｉ． Ｃ．，Ｇｏｔｏｈ，Ｏ．，Ｏｋｕｄａ，Ｋ．，Ｎｅｂｅｒｔ，Ｄ． Ｗ． Ｔｈｅ
Ｐ４５０ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ：ｕｐｄａｔｅ ｏｎ ｎｅｗ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，
ｇｅｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ，ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ，ｅａｒｌｙ ｔｒｉｖｉａｌ
ｎａｍｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅｓ，ａｎｄ ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ． ＤＮＡ ａｎｄ
Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９３，１２：１ ５１

［２］　 Ｚｈｏｕ，Ｇ． Ｌ．，Ｈｕａｎｇ，Ｊ． Ｌ． Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｅｖｏｌｕ
ｔｉｏｎ ｏｆ ＣＹＰ６ ｆａｍｉｌｙ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔｓ． Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ，２００２，３９（４）：２４６ － ２５１

［３］　 Ａｎｄｅｒｓｅｎ，Ｊ． Ｆ．，Ｕｔｅｒｍｏｈｌｅｎ，Ｊ． Ｇ．，Ｆｅｙｅｒｅｉｓｅｎ，
Ｒ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｏｕｓｅｆｌｙ ＣＹＰ６Ａ１ ａｎｄ ＮＡＤＰＨ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
ａｎｄ ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｚｉｎｇ
Ｐ４５０ ｓｙｓｔｅｍ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９４，３３：２１７１ ２１７７

［４］　 Ｆｅｙｅｒｅｉｓｅｎ，Ｒ． Ｉｎｓｅｃｔ Ｐ４５０ ｅｎｚｙｍｅｓ． Ａｎｎｕａｌ Ｒｅ
ｖｉｅｗ ｏｆ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙ，１９９９，４４：５０７ ５３３

［５］　 Ｓａｍｓ，Ｃ．，Ｍａｓｏｎ，Ｈ． Ｊ．，Ｒａｗｂｏｎｅ，Ｒ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ
ｆｏｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ
ｂｙ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｓ Ｐ４５０ ３Ａ４ ａｎｄ ２Ｄ６ ｉｎ ｈｕｍａｎ
ｌｉｖｅｒ ｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ． Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ｌｅｔｔｅｒｓ，２０００，１１６
（３）：２１７ ２２１

［６］　 Ｓｃｏｔｔ，Ｊ． Ｇ．，Ｗｅｎ，Ｚ． Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｓ Ｐ４５０ ｏｆ ｉｎ
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