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摘  要  【目的】 克隆异色瓢虫 Harmonia axyridis 保护酶系中过氧化氢酶（Catalase，CAT）的全长 cDNA

序列，并分析该基因的基本特性。【方法】 采用同源克隆和锚定 PCR 技术，从异色瓢虫中克隆到 HaraxCAT

基因的 cDNA 全序列（GenBank 登录号 KC991026），并采用生物信息学的相关方法进行了分析。【结果】 

HaraxCAT 的 cDNA 序列全长 1 781 bp，其包含 110 bp 的 3′非编码区域和 45 bp 的 5′非编码区域，可读框

长 1 626 bp，编码 541 个氨基酸。预测该基因编码蛋白的分子量为 61.55 ku，理论等电点为 8.33, 包含 3

个糖基化位点，无信号肽序列和跨膜结构。并且该基因包含了一个长达 18 个氨基酸的潜在的活性位点序

列 FDRERIPERVVHAKGAGA 和血红素配体信号序列 RIFSYGDTH。同源比对不同昆虫的 CAT 蛋白序列，

发现昆虫 CAT 非常保守，HaraxCAT 与其他昆虫的同源性高达 65%及以上，与赤拟谷盗 Tribolium castaneum

同源性最高，达 75.25%；系统发育分析表明其与鞘翅目赤拟谷盗和白星金花龟 Protaetia brevitarsis 亲缘

关系最近。【结论】 获得异色瓢虫 catalase 基因的 cDNA 全长序列，证实昆虫 CAT 蛋白非常保守。 
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Cloning and sequence analysis of the Harmonia axyridis 
(Coleoptera: Coccinellinae) catalase gene 
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(1. Hangzhou Key Laboratory of Animal Adaptation and Evolution, Hangzhou Normal University, Hangzhou 310036, China; 

2. Institute of Plant and Environment Protection, Beijing Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Beijing 100097, China) 

Abstract  [Objectives]  To clone the full length cDNA sequence of the catalase gene from Harmonia axyridis, which codes for 

a kind of important protective insect enzyme, and analyze its basic characteristics. [Methods]  Catalase (CAT) from Harmonia 

axyridis was cloned using homological cloning and anchored PCR, and the sequence analyzed using bioinformatic methods. 

[Results]  The full length of the HaraxCAT cDNA sequence is 1 781 bp (GenBank accession number KC991026), which 

contains a 3′ untranslated region of 110 bp and a 5′ untranslated region of 45 bp. HaraxCAT cDNA contains an open reading frame 

of 1 626 bp, encoding a protein of 541 amino acids residues with a calculated molecular mass of 61.55 ku and pI of 8.33. It has 

three potential N-glycosylation sites, but no signal peptide, putative cleavage sites or transmembrane domain. HaraxCAT, 

including a proximal active site signature of FDRERIPERVVHAKGAGA which encodes about 18 amino acids, also includes a 
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proximal heme ligand signature of RIFSYGDTH. Blast analysis indicated that insect CAT proteins are very conservative; 

HaraxCAT has > 65% similarity to that of other insects. HaraxCAT had 75.25% similarity with the corresponding sequence of 

Tribolium castaneum, and phylogenetic analysis shows that it is most closely related to T. castaneum and Protaetia brevitarsis. 

[Conclusion]  Sequence analysis of the catalase gene from H. axyridis confirms that insect CAT protein are very conservative. 

Key words  Harmonia axyridis, catalase, gene cloning, sequence analysis 
 
 
 
 

 
 

过氧化氢酶（Catalase，CAT）与超氧化物

歧化酶（Superoxide dismutase，SOD）和过氧化

物酶（Peroxidase，POD）共同组成昆虫抗氧化

酶体系，清除细胞体内的自由基。正常情况下，

这 3 种酶与超氧自由基处于一种动态平衡，从而

维持昆虫的正常生理活动不受体内的自由基毒

害（冯宏祖等，2008）。相关的研究表明昆虫保

护酶系活性与杀虫剂、昆虫病毒、微孢子虫等外

界刺激强度、昆虫耐药性和抗逆性等相关（李周

直等，1994；Janković-Hladni et al., 1997；Wang 

et al., 2001），杀虫剂和冷热刺激能够使昆虫体内

保护酶系活力发生变化（冯从经等，2001；王楠

等，2008; 朱建兰等，2008; 陈常理等，2010）。

杀虫剂等处理昆虫后，昆虫保护酶体系的活性因

昆虫种类而异，一般表现为中毒初期 CAT、SOD

和 POD 的活性上升，并随着中毒程度的加重而

逐渐上升，接近死亡时又急剧下降（李周直等，

1994；吴青君等，2011）。采用溴氰菊酯处理菜

粉蝶 Pieris rapae、褐边绿刺蛾 Parasa consocia

和褐刺蛾 Thosea pastornataD 的 CAT 活性先上

升最后下降（李周直等，1994）；阿维菌素处理

朱砂叶螨 Tetranychus cinnabarinus 后，CAT 活

性上升（冯宏祖等，2008）；小菜蛾 Plutella 

xylostella 抗性种群 CAT 的活性低于敏感种群

（吴青君等，2011），表明昆虫酶系统的能量保

守性，即抗性昆虫维持高水平的酶活性是一个大

量的耗能过程。 

异色瓢虫 Harmonia axyridis (Pallas)属鞘翅

目 Coleoptera 瓢虫亚科 Coccinellinae 瓢虫族

Coccinellini，对蚜虫、叶螨、介壳虫等重要害虫

具有很强的捕食能力，目前作为一种重要的生物

防治天敌，在我国乃至全世界农林生产中广泛应

用（王小艺和沈佐锐，2002；江文娟等，2007；

王甦等，2007；王延鹏等，2007）。但是由于环

境条件对其生存、繁殖等能力影响较大，农业和

林业的应用评价中会出现控害效果不明显或者

不稳定的问题。因此，很有必要开展异色瓢虫抗

逆能力及机制方面的研究，寻找提高和培育其高

抗逆能力的途径，并推广到“绿色食品”的生产中

去。本文从异色瓢虫 CAT 基因克隆入手，并从

基因的序列特性方面加以分析，以期为深入研究

其抗逆功能奠定基础，并为异色瓢虫的大规模人

工饲养和田间利用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

1.1.1  异色瓢虫的饲养与材料收集  异色瓢虫采

自浙江杭州下沙（杭州师范大学下沙校区校园），

在 (26±1)℃、14L︰10D 条件下室内连续多代饲

养后作为试验材料。大肠杆菌 Escherichia coli 

DH5α 菌株由杭州师范大学生命与环境科学学

院保存。异色瓢虫材料收集时，先取冰块放入

直径 10 cm 培养皿中，将异色瓢虫成虫或幼虫

置于冰上，在解剖镜下解剖，用镊子取出脂肪

体并将其置于 EP 管中后，迅速转移到－80℃冰

箱保存备用。 
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1.1.2  主 要 试 剂   SMARTTM RACE cDNA 
Amplification Kit、AMV RTase 反转录酶、Taq 

DNA 聚合酶和 pMD18-T 载体均购自宝生物工

程（大连）公司；DNA 纯化回收试剂盒购自

Omega 公司。PCR 引物由上海英骏生物技术有

限公司合成。 

1.1.3  引物序列  根据已知昆虫CAT基因 cDNA

序列的保守结构域，采用多重序列在线比对软件

（ http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin

.html ）设计 3 对简并引物： CAT-DF1 和

CAT-DF2、CAT-DF3 和 CAT-DR1、CAT-DR2

和 CAT-DR3；待获得正确的 CAT 基因中间片段

序列后，分别设计 3′和 5′端特异性引物各 3 对，

分别为： HaraxCAT-5RA 、 HaraxCAT-5RB 、

HaraxCAT-5RC、HaraxCAT-3FA、HaraxCAT-3FB

和 HaraxCAT-3FC（表 1）。 
 
 

表 1  HaraxCAT 基因 cDNA 扩增的引物序列 
Table 1  Cloning primers for HaraxCAT cDNA 

扩增区域 
PCR fragment 

引物名称 
Primer name 

方向 
Direction 

类型 
Type 

核甘酸序列 (5′-3′) 
Nucleotide Sequence (5′ -3′) 

中间片段 
Middle fragment 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAT-DF1 F D GAA GTN ACB CAY GAY ATC AC 

CAT-DF2 F D CAC NGA NGA YGG NAT BTG G 

CAT-DF3 F D AGA YGC NRA YAT GTT CTG G 

CAT -DR1 R D ATC NGG NGA TGG TTC AAT ACC 

CAT -DR2 R D ATG BGG CCA AAC YTT GGT 

CAT -DR3 R D GTC ATV ACY TGN ATG TAG 

5′末端扩增序列 
5′-RACE 
 
 
 
 
 
 

HaraxCAT-5RA R G CGG ACA CTT CAT AGC TTG TTC G 

HaraxCAT--5RB R G GTC TCC TCT AGC AAT GGC 

HaraxCAT--5RC R G CAG TTC CCC GGC TCT TTG GA 

 F A AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT 

3′末端扩增序列 
3′-RACE 
 
 
 
 
 
 
 
 

HaraxCAT--3FA F G GGA ACCC TCA AAC CCA TCT G 

HaraxCAT--3FB F G GCT GAT ATG TTC TGG GA 

HaraxCAT--3FC F G AGG CCT GAA AGT ATC CA 

 R O AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA 
C(T)30VN 

注：F: 正向；R: 反向；D: 简并引物；G: 特异性引物；A: 巢式通用引物；O: 3′末端扩增 cDNA 合成引物。 

F: Forward；R: Reverse；D: Degenerate primer；G: Specific primer；A: Nested universal primer；O: 3'-RACE CDS primer. 
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1.2  异色瓢虫脂肪体总 RNA 的抽提 

采用异硫氰酸胍法抽提异色瓢虫脂肪体的

总 RNA（Tang et al., 2008，2010）。将 100 mg

脂肪体组织放入小匀浆器中，加入 500 μL 变性

溶液 D（4 mol 异硫氰酸钠、25 mmol 柠檬酸钠、

0.1 mol 巯基乙醇、0.5%十二烷基肌氨酸钠）充

分匀浆；匀浆后转移至 DEPC 处理过的 EP 管中，

加入 50 μL 2 mol/L pH4.0 的乙酸钠溶液、500 μL 

pH7.0 的饱和平衡酚和 100 μL 氯仿/异丙醇(49︰

1)混合液，颠倒混匀；冰上放置 15 min 后，4℃ 

10 000 r/min 离心 20 min；取上层水相至新的 EP

管中，加入等体积异丙醇混匀，20℃放置 1 h 以

上，4℃ 12 000 r/min 离心 15 min；沉淀重溶于

100 μL 变性溶液 D 中，另加入 10 μL pH4.0 的乙

酸钠溶液和 300 μL 乙醇混匀， 20℃放置 1 h 以

上；4℃ 12 000 r/min 离心 15 min，将沉淀重溶

于 30～50 μL 的 DEPC 处理水中，-80℃冰箱长

期保存（唐斌等，2010）。 

1.3  cDNA 合成和 PCR 反应 

用紫外分光光度计测定总 RNA 的浓度，然

后在 EP 管中依次加入 1 μg 总 RNA、5 μL 

5×buffer、2 μL dNTP (10 mmol/μL)、1 μL AMV 

RTase，DEPC 处理水补至 25 μL。42℃水浴保温

1 h 后，70℃水浴 10 min 以灭活 AMV RNase，

即获得一链 cDNA（Tang et al., 2010）。第 1 次

PCR 采用 CAT-DF1 和 CAT-DR1 作为正反向引

物，采用以下程序运行：94℃ 30s，45℃ 30 s，

72℃ 60 s，3 个循环；然后 94℃ 30 s，48℃ 30 s，

72℃ 60 s，30 个循环。第 2 次 PCR 采用巢式 PCR

扩增，将第 1 次 PCR 产物稀释 50~100 倍作为模

板，进行巢式扩增，包括不同引物组合：CAT-DF2

和 CAT-DR2；CAT-DF2 和 CAT-DR3；CAT-DF3

和CAT-DR2，PCR扩增程序同第 1次（Tang et al., 

2008，2010）。 

1.4  DNA 纯化、连接、转化和验证 

在异色瓢虫的 CAT 基因的克隆中，利用巢

式 PCR 引物 CAT-DF2 和 CAT-DR2 进行 PCR 扩

增的产物，琼脂糖凝胶电泳检测获得了 1 个约

500 bp 的条带，将目的条带采用琼脂糖凝胶电泳

回收后，连接到 pMD18-T 载体中，将其转入

DH5α 细胞，将验证后正确的转化子送上海英骏

生物技术有限公司测序。 

1.5  cDNA 的末端快速扩增（RACE） 

采用前期构建的异色瓢虫脂肪体组织的 5′

和 3′-RACE 文库作为模板 cDNA，5′-RACE 扩增

采 用 试 剂 盒 中 的 UPM 通 用 引 物 和

HaraxCAT-5RA，巢式 PCR 时采用 NUP 和

HaraxCAT-5RB；3′-RACE 扩增采用试剂盒中的

UPM 引物和 HaraxCAT-3FA，巢式 PCR 时采用

NUP 和 HaraxCAT-3FB。PCR 扩增程序为：94℃ 

10 min；94℃ 30 s，48℃ 30 s，72℃ 90 s，30 个

循环。HaraxCAT-5RC 和 HaraxCAT-3FC 分别用

于 5′和 3′-RACE 的菌落 PCR 验证。 

1.6  序列分析及系统学分析 

序列分析和系统分析分别采用 Dnastar、

Vector、Compute pI/Mw、ClustalW和MEGA5.05，

在线分析的网址为：http://expasy.org/tools/pi_tool. 
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html ， http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ ，

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 和

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/。 

2  结果与分析 

2.1  异色瓢虫的 CAT 基因的克隆和序列分析 

将测序获得的 500 bp基因片段翻译成氨基

酸序列，并在 NCBI 数据中进行 blast 分析，结

果显示该基因为 CAT 家族基因，且与鞘翅目

昆虫赤拟谷盗 Tribolium castaneum 的同源性最

高（75%）。根据该基因序列，分别在 5′和 3′

端设计了 3 条特异性引物。以异色瓢虫脂肪体

的 5′和 3′-RACE 文库为模板，经两轮 PCR 扩

增后，分别得到 750 bp 和 850 bp 左右的条带。

将 5′和 3′-RACE 的测序结果和中间片段拼接

后，获得了异色瓢虫 CAT 基因的 cDNA 序列，

命名为 HaraxCAT。该基因全长为 1 871 bp，

其可读框（ORF）长为 1 626 bp，编码 541 个

氨基酸，软件分析并预测出该基因编码蛋白的

的分子量为 61.55 ku，等电点为 8.33。采用

TMHMM Server v. 2.0 和 SignalP 3.0 Server 在

线分析，未发现跨膜结构和信号肽序列。采用

NetNGlyc 分析发现 HaraxCAT 蛋白拥有 3 个

N- 糖基化位点，分别位于 11aa—13aa 、

310aa—312aa 和 445aa—447aa（图 1）。并且

该基因包含了一个长达 18 个氨基酸的潜在的

活性位点序列 FDRERIPERVVHAKGAGA 和

血红素配体信号序列 RIFSYGDTH（Nair et al., 

2011）。 

2.2  昆虫的 CAT 基因同源性和进化分析 

从不同目的昆虫挑选具有代表性的物种：埃

及伊蚊 Aedes aegypti（AedaeCAT，CH478024）、

意 大 利 蜜 蜂 Apis mellifera （ ApimeCAT ，

NM_001178069 ）、 家 蚕 Bombyx mori

（BommoCAT，NM_001043447）、果蝇 Drosophila 

mojavensis （DromoCAT，XM_002009267）、褐

飞虱 Nilaparvata lugens（NilluCAT，HF549036）、

异色瓢虫（HaraxCAT，KC991026）和赤拟谷盗

（TricaCAT，NM_001160240），用 Multiple 进行

比对分析发现，昆虫的 CAT 蛋白高度保守，同

源性高达 60%及以上（图 2）。 

将异色瓢虫与这些昆虫已知的 CAT 蛋白序

列进行比对，结果如下：赤拟谷盗，同源性为

75.25% ；黄肢散白蚁 Reticulitermes flavipes

（JX513905），71.46%；人体虱Pediculus humanus 

corporis（XM_002427665），70.26%；致倦库蚊

Culex quinquefasciatus（XM_001848521），70.0%；

白星花金龟 Protaetia brevitarsis（EU072050），

69.7% ； 冈 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae

（DQ980208）， 69.05%；家蚕 Bombyx mori

（NM_001043447），69.03%；大红斑蝶 Danaus 

plexippus（AGBW01005158）， 68.84%；果蝇

Drosophila mojavensis （ XM_002009267 ），

68.77%；褐飞虱 Nilaparvata lugens（HF549036），

68.76% ； 果 蝇 Drosophila pseudoobscura

（XM_001353451），68.58%；果蝇 Drosophila 

yakuba（XM_002094829），68.58%；沙漠蝗  

Schistocerca gregaria（HQ851386），68.52%；咸

水按蚊 Anopheles aquasalis （ HQ659100 ），

68.45%；埃及伊蚊 Aedes aegypti（CH478024），

68.32% ； 苜 蓿 切 叶 蜂 Megachile rotundata

（ XM_003702658 ）， 68.23% ；地中海实蝇

Ceratitis capitata（XM_004519049），68.18%；

甜菜夜蛾 Spodoptera exigua（ JN051294），

67.85% ； 果 蝇 Drosophila willistoni

（XM_002068007），67.79%；斜纹夜蛾 Spodoptera 
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litura（JQ663444），67.46%；佛罗里达弓背蚁

Camponotus floridanus（GL440100），67.45%；山

松甲虫 Dendroctonus ponderosae（KB740969），

67.32%；玉带凤蝶 Papilio polytes （AK402495），

67.26% ； 棉 铃 虫 Helicoverpa armigera 

（JQ009332），67.26%；印度跳蚁Harpegnathos saltator 
 
 

 

图 1  异色瓢虫的 CAT 基因的核甘酸和氨基酸序列分析 
Fig. 1  Nucleotide and amino acid sequences of CAT from Harmonia axyridis 

注：起始密码子（ATG）和终子密码子（TAG）采用斜体和加粗标记；糖基化位点加框表示；潜在的活性位点序列

FDRERIPERVVHAKGAGA 用加粗和双下划线表示；血红素配体信号序列 RIFSYGDTH 和终止信号 AATAAA 采用加

粗和下划线表示。 
Italic and bold nucleotides indicate the start and stop codons, respectively. Potential N-glycosylation site is boxed. The 
proximal active sites signature is bold and double-lined. The proximal heme ligand signature of RIFSYGDTH and the 

ermination signal of AATAAA are bold and underlined. 
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图 2  不同目昆虫 CAT 基因编码蛋白序列的比对 
Fig. 2  Alignment of the deduced amino acid sequences of CAT gene in insects 

注：相关符号分别代表物种名缩写加基因名，如 HaraxCAT 代表异色瓢虫的 CAT 基因；其他分别为 AedaeCAT：埃及

伊蚊(Aedes aegypti)；DromoCAT：果蝇(Drosophila melanogaster)；NilluCAT：褐飞虱(Nilaparvata lugens)；TricaCAT：

赤拟谷盗(Tribolium castaneum)；ApimeCAT：意大利蜜蜂(Apis mellifera)；BommoCAT：家蚕(Bombyx mori)。下图同。 
The related letters represent the abbreviations of species name and gene name, such as HaraxCAT represents the CAT gene of 
Harmonia axyridis, and other else, AedaeCAT: Aedes aegypti; DromoCAT: Drosophila melanogaster; NilluCAT: Nilaparvata 

lugens; TricaCAT: Tribolium castaneum; ApimeCAT: Apis mellifera; BommoCAT: Bombyx mori. The same below. 
 

 
（ GL451712 ）， 67.06% ；意大利蜜蜂 Apis 

mellifera（NM_001178069），66.47%；豌豆蚜

Acyrthosiphon pisum（XM_001943606），66.07%；

中国对虾 Fenneropenaeus chinensis（EU102287），

65.38%；日本沼虾 Macrobrachium nipponense

（KC485002），64.99%。图 3 的结果表明，在系
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统进化上，CAT 蛋白能很好地区分昆虫的不同分

类阶元，鞘翅目、膜翅目、双翅目、同翅目和鳞

翅目能够很好地区分出来，并且鞘翅目与其他的

几个类群相对遗传距离较远。 
 

 

图 3  异色瓢虫 CAT 与相关蛋白的系统进化分析 
Fig. 3  HaraxCAT and other related CAT proteins 

 
 

3  讨  论 

自 1997 年起，过氧化氢酶就已经从植物、

细菌、真菌和动物中发现并被报道（Klotz et al., 

1997）。在昆虫中，许多相关的过氧化氢酶基因

已经被克隆和报道，如黑腹果蝇  (Orr et al., 

1990，1996)、家蚕(Yamamoto et al., 2005)、意大

利蜜蜂 (Corona and Robinson, 2006)、南极蚊

Belgica antarctica（Lopez-Martinez, et al., 2008）、

甜菜夜蛾（胡振等，2011）和摇蚊虫 Chironomus 
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riparius（Nair et al., 2011）。异色瓢虫的蛋白序

列与其他昆虫序列非常相似，保守性都高达 65%

及以上，聚类分析结果显示不同目的昆虫能够很

好地聚类在一起（图 3），表明相近昆虫之间的

保守性更高（胡振等，2011）。而且，昆虫 CAT

蛋白比对结果显示，异色瓢虫的 CAT 包含了两

个标签性序列，分别为一个长达 18 个氨基酸的

潜 在 的 活 性 位 点 序 列

“FDRERIPERVVHAKGAGA”和血红素配体信

号序列“RIFSYGDTH”，这与先前的报道相似

（Nair et al., 2011），不同的地方在于摇蚊虫中

的血红素配体信号序列为“RLFSYGDTQ”。 

抗氧化酶体系中的谷胱甘肽转移酶

（Glutathione S-transferase）、超氧化物歧化酶、

过氧化氢酶和过氧化物酶能够保护有机体免受

自由基离子所产生的毒害，并帮助维持细胞的形

态和正常代谢(Mackay and Bewley,1989)。过氧化

氢酶为一种包含血红素四聚物的酶，且作为关键

的抗氧化酶存在于绝大多数生物中，保护细胞免

受过氧化氢带来的毒害（Chance et al., 1979；Nair 

et al., 2011）。当果蝇体内的过氧化酶过量表达

时，结果发现能够延长果蝇的寿命周期，并且如

果把果蝇体内的 CAT 基因突变掉，会直接导致

果蝇的死亡（Griswold et al., 1993）。赵静等(2010)

在对异色瓢虫的冷驯化研究过程中发现，在试验

条件下 CAT 的活性随冷驯化时间的延长而增

加。这表明短时间的低温驯化可以诱导昆虫体内

相关保护酶系活性的变化，从而更加有利于适应

不利环境，这为深入研究捕食性天敌昆虫的CAT

在逆境条件下的功能提供了可能。 
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