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番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因的克隆、 

时空表达及对乙基多杀菌素的表达响应* 
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摘  要  【目的】 世界性入侵害虫番茄潜叶蛾 Tuta absoluta 对生物杀虫剂乙基多杀菌素表现出逐渐增强

的抗药性，本研究旨在探究 CYP9 亚家族基因 CYP9A304v2 在番茄潜叶蛾生长发育及代谢乙基多杀菌素过

程中的潜在功能。【方法】 本研究通过基因克隆、生物信息学分析、时空表达谱检测、胁迫诱导实验及分

子对接等技术，对 CYP9A304v2 基因的序列特征、系统发育关系、在不同发育阶段以及乙基多杀菌素胁迫

条件下的表达模式、以及其蛋白与药剂的结合能力进行分析。【结果】 CYP9A304v2 基因开放阅读框长度

为 1 596 bp，编码了 531 个氨基酸，系统发育分析揭示番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 属于 CYP6 家族。时空表

达谱显示该基因在番茄潜叶蛾幼虫 4龄和蛹期特异性高表达，且在乙基多杀菌素胁迫下显著上调表达（P ＜ 

0.05）。分子对接结果显示，CYP9A304v2 蛋白与乙基多杀菌素具有较强的结合亲和力，结合自由能均低

于﹣37.7 kJ/mol。【结论】 时空表达谱显示 CYP9A304v2 在番茄潜叶蛾幼虫 4 龄及蛹期特异性高表达，且

其蛋白与乙基多杀菌素具有强结合亲和力，暗示该基因可能在幼虫-蛹转变期间及对乙基多杀菌素的解毒

代谢起关键作用。本研究为番茄潜叶蛾抗药性机制研究提供了候选基因及理论依据。 

关键词  番茄潜叶蛾；CYP9A304v2；乙基多杀菌素；时空表达；生物信息学；分子对接 
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Abstract  [Aim]  To investigate the potential role of the CYP9 subfamily gene CYP9A304v2 in the development of Tuta 

absoluta and the response of this gene to spinetoram, a biopesticide to which T. absoluta is becoming increasingly resistant. 

[Methods]  Gene cloning, bioinformatics analysis, spatiotemporal expression profiling, stress induction experiments, and 

molecular docking were employed to characterize the sequence features and phylogenetic relationships of CYP9A304v2. In 

addition, expression patterns in different developmental stages and in response to spinetoram were measured, together with an 

evaluation of the binding affinity between the CYP9A304v2 protein and spinetoram. [Results]  The open reading frame 

(ORF) of CYP9A304v2 was 1 596 bp in length, and encoded 531 amino acids. Phylogenetic analysis revealed that T. absoluta 
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CYP9A304v2 belongs to the CYP6 family. Spatiotemporal expression profiling demonstrated specific high expression of 

CYP9A304v2 in the 4th instar larval and pupal stages, and that its expression was significantly upregulated under spinetoram stress 

(P < 0.05). Molecular docking analyses indicates strong binding affinity between the CYP9A304v2 protein and spinetoram, with 

binding free energies consistently below -9 kcal/mol. [Conclusion]  The high expression of CYP9A304v2 during the 4th instar 

larval and pupal stages, combined with its strong binding affinity for spinetoram, suggests that this gene may play a critical role in 

both the larval-pupal transition and the detoxification of spinetoram. These results identify a candidate gene that could be 

targeted to control T. absoluta, and provide new information on insecticide resistance mechanisms in this species. 

Key words  Tuta absoluta; CYP9A304v2; spinetoram; spatiotemporal expression; bioinformatics; molecular docking 

番茄潜叶蛾 Tuta absoluta，又名番茄麦蛾、

番茄潜麦蛾、南美番茄潜叶蛾等，属鳞翅目麦蛾

科，是一种起源于南美洲的世界性入侵害虫，后

迅速传播到非洲和欧亚大陆（Desneux et al., 

2010；Biondi et al., 2018），虫害发生严重时，可

导致番茄田减产 80%-100%，严重威胁全球番茄

产业（渠成等, 2023）。2017 年，该虫首次出现

在我国新疆伊犁地区，主要危害茄科作物，尤以

番茄受害最为显著（Zhang et al., 2020）。番茄潜

叶蛾幼虫期通过潜食叶片及果实形成蛀道，破坏

植物组织并诱发次生病害，对新疆番茄主产区的

生产安全构成持续性威胁（马丽娟等, 2025）。番

茄潜叶蛾幼虫发育历经 4 个龄期，4 龄末期停止

取食并进入蛹期。目前对番茄潜叶蛾的防治以杀

虫剂为主，常用的杀虫剂有双酰胺类、拟除虫菊

酯类、有机磷类等（冯科力等, 2025），但杀虫剂

的过度使用不但会使环境不断恶化，对人畜健康

构成威胁，同时也会使昆虫的抗药性不断提高，

因此，探究番茄潜叶蛾的新型绿色防治策略刻不

容缓。 

乙基多杀菌素（Spinetoram）是一种新型

的多杀菌素类杀虫剂，具有杀虫谱广、活性高、

易降解、对非靶标生物毒性低、抗性风险低等

优点，在具备生物农药的安全性的同时又兼具

化 学 农 药 的 快 速 杀 虫 效 果 （ Zhang et al., 

2018），目前已被广泛用于控制番茄潜叶蛾

（Xie et al., 2025b）。然而随着乙基多杀菌素

使用频次的增加势必会造成害虫的耐药性，目

前有研究报道称，中国境内已有数个番茄潜叶

蛾种群对乙基多杀菌素产生低水平抗性（渠成

等, 2024），且抗性品系中 P450 酶活性显著高

于敏感品系（Xie et al., 2025b），提示代谢抗

性可能正在形成。然而，具体介导该抗性的

P450 基因及其分子机制尚不明确。因此，亟

需从分子水平探究番茄潜叶蛾对乙基多杀菌

素抗性形成的关键基因与调控机制，为延缓田

间抗性发展，制定科学轮换用药策略提供理论

依据。 

昆虫细胞色素 P450 单加氧酶作为 I 相解毒

代谢的关键酶系，通过介导昆虫对杀虫剂的氧化

代谢，在昆虫抗药性进化中发挥关键调控作用

（Chen et al., 2025）。该酶系通过催化对农药和

植物化感物质的解毒，增强昆虫的适应性和生存

能力（Li et al., 2004）。昆虫细胞色素 P450 基因

家族中的 CYP3 和 CYP4 进化枝在基因多样性和

环境适应性中占据主导地位（Feyereisen, 2011；

Liang et al., 2024）。其中，CYP3 进化枝下的

CYP9 亚家族因功能可塑性和底物广谱性，成为

昆虫应对化学胁迫的重要分子解毒酶（Shi et al., 

2023）。研究表明，棉铃虫 Helicoverpa armigera 

CYP9A 亚家族通过协同代谢植物棉酚与拟除虫

菊酯类农药，实现寄主适应与抗药性的双重进化

突破（Chen et al., 2019；Shi et al., 2021）；马来

西亚登革热埃及伊蚊 Aedes aegypti 的拟除虫菊

酯抗药性由 CYP9 家族的基因介导（Ishak et al., 

2017）；烟草天蛾 Manduca sexta 幼虫中肠中的

CYP9 家族成员对外源化合物具有潜在代谢作用

（Stevens et al., 2000）；淡色库蚊 Culex pipiens 

pallens CYP9J40 则能直接参与降解溴氰菊酯

（Du et al., 2024）。上述这些研究表明 CYP9 亚

家族在昆虫解毒代谢中发挥重要作用。然而，关

于番茄潜叶蛾 CYP9 亚家族还少有研究。课题组

前期对番茄潜叶蛾乙基多杀菌素抗敏品系进行

比较转录组分析，以|log2 (fold change)| > 1.5 且
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P < 0.05 为标准筛选差异表达基因，显示

CYP9A304v2 在抗性种群中的表达量较敏感种群

上调 1.81 倍，该结果与 Campos 等（2015）在乙

基多杀菌素抗性品系中检测到的 P450 酶活性显

著 升 高 相 印 证 。 然 而 ， 关 于 番 茄 潜 叶 蛾

CYP9A304v2 基因对乙基多杀菌素的响应特征及

时空表达规律仍缺乏系统解析。 

本研究对番茄潜叶蛾 CYP9A304v2基因进行

克隆和生物信息学分析，并利用 RT-qPCR 技术

分析CYP9A304v2基因在番茄潜叶蛾幼虫不同发

育阶段和不同组织内的表达水平，使用 LC50 浓

度的乙基多杀菌素对番茄潜叶蛾进行胁迫，来探

究 CYP9A304v2 基因对乙基多杀菌素的表达响

应，最后通过建模及分子对接研究该基因与乙基

多杀菌素的结合能力和结合模式，以期为后续解

析番茄潜叶蛾对多杀菌素类杀虫剂的代谢调控

提供理论数据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

番茄潜叶蛾于 2021 年采自新疆伊犁鲜食番

茄大田。所有试虫均用 45 cm × 45 cm × 45 cm 的

养虫笼于室内饲养,日间温度（27±2）℃，夜间

温度（24±1）℃，光周期 14 L∶10 D，湿度

60%±5%，笼内放入土培 5 周龄（从长出真叶算

起）的粉红 908 番茄植株，并以浸润 10%蜂蜜水

的脱脂棉球饲喂成虫。 

1.2  主要试剂 

乙基多杀菌素原药（Spinetoram，纯度 98%，

购自科迪华农业科技中国有限公司）用丙酮溶解

配制成母液备用。TransZol Up Plus RNA 试剂盒、

PerfectStart Green qPCR SuperMix 试剂盒、

pEASY-T1 Simple Vector 试剂盒、大肠杆菌 

Escherichia coli Trans1-T1 感受态细胞，均购自北

京全式金生物技术股份有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 克隆  采用液

氮研磨结合试剂法，收集 5 头番茄潜叶蛾 4 龄幼

虫，冷冻研磨后提取总 RNA。加试剂震荡、离

心，取上层水相，加乙醇后转入离心柱，经 CB9、

WB9 洗涤，离心除乙醇后洗脱 RNA 。用

TransScript 试剂盒合成第一链 cDNA。以合成的

cDNA 为模板，采用 20 μL PCR 反应体系，含

2×TransDirect® PCR SuperMix（+Dye）10 μL、

10 μmol/L 引物 CYP9A304v2_F 和 CYP9A304v2_R

各 0.5 μL、cDNA 模板 1 μL、ddH2O 8 μL，按 94 ℃

预变性 5 min、94 ℃变性 30 s、46 ℃温度退火

30 s、72 ℃延伸 60 s 循环 35 次，72 ℃终延伸

10 min 的程序进行扩增，以 ddH2O 作阴性对照

（表 1）。PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检

测后，切胶并利用胶回收试剂盒对 PCR 产物进

行胶回收，将胶回收产物与克隆载体 pEASY-T1 

Simple Vector 连接，转化至大肠杆菌 Trans1-T1

感受态细胞，涂布于含氨苄青霉素的 LB 平板上，

37 ℃过夜培养。挑取 20 个单个菌落，接种于

5 mL 含氨苄青霉素的 LB 液体培养基中，37 ℃、

160 r/min 振荡培养 6 h。以菌液为模板进行 PCR

扩增鉴定，反应体系与程序同上，以 ddH2O 为

阴性对照。选取阳性克隆菌送生工生物工程（上

海）股份有限公司进行测序分析。 

1.3.2  番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因的生物信

息学分析  基于课题组转录组数据获得番茄潜

叶蛾CYP9A304v2基因的开放阅读框及编码氨基

酸序列。利用 BioEdit 7.2.1 软件对 CYP9A304v2

氨基酸序列的保守区域进行分析；通过 NCBI 

Blast（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）进

行同源性比对，下载同源性较高的其他昆虫 CYP

氨基酸序列，采用 MEGA 12 软件中的邻接法

（ Neighbor-joining, NJ ）构建系统发育树，

Bootstrap 为 1 000 次。 

1.3.3  番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因的时空表

达谱  为满足 RNA 提取试剂盒对样本起始量的

要求（约 50 mg/样品），并兼顾不同发育阶段的

个体质量差异，样本收集数量设定如下：番茄潜

叶蛾卵 100 粒，1 龄幼虫 30 头，2 龄幼虫 20 头，

3 龄和 4 龄幼虫及蛹各 6 头，雌成虫 3 头，所有

样品总质量均控制在 50 mg 左右，以确保 RNA

提取效率及后续 qPCR 分析的一致性。同时用昆
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虫解剖镊取 6 头 4 龄幼虫的头部、体壁、脂肪体

及 中 肠 组 织 样 品 ， 用 于 分 析 番 茄 潜 叶 蛾

CYP9A304v2 基因在幼虫不同组织中的表达量。

收集样品后将其放入﹣80 ℃冰箱中保存备用。

提取总 RNA 进行反转录合成 cDNA，并将其作

为模板用于荧光定量 PCR 扩增。根据番茄潜叶

蛾 CYP9A304v2 基因的开放阅读框（Open reading 

frame, ORF）序列，利用 Primer Primer 5.0 软件

设计番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因的荧光定量

PCR扩增引物CYP9A304v2_F和CYP9A304v2_R，

并以 RPL23A、RpL5 和 rRNA 基因为内参基因进

行 qPCR（表 1）。20 µL qPCR 反应体系：

RNase-free ddH2O 7.8 µL、2×Perfect‐ StartTM 

Green qPCR SuperMix 10 µL、ROX 校正液

0.4 µL 、 10 µmol/L 引 物 CYP9A304v2_F 和

CYP9A304v2-R 各 0.4 µL、cDNA 1 µL。qPCR

反应程序：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 15 s，

60 ℃退火 30 s，共 40 个循环。每个样品设置 3

个生物学重复，不同发育阶段和不同组织番茄潜

叶蛾CYP9A304v2基因的表达量分别以卵和头部

中的表达量进行归一计算。 

1.3.4  番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因对乙基多

杀菌素的响应   作者课题组前期研究显示，本

研究所用番茄潜叶蛾敏感品系对乙基多杀菌素

的 LC50 值为 0.044 mg/L（Xie et al., 2025a）。毒

力测定参照国际杀虫剂抗性行动委员会（IRAC）

推荐的浸叶法（略有修改）进行测定：准备装有

3%琼脂的塑料杯，放入圆形滤纸，分别标记为

ddH2O、乙基多杀菌素。选取新鲜采集的番茄叶

片将其剪成 1.5 cm × 1.5 cm 的大小。将其放入

LC50 浓度（0.044 mg/L）的乙基多杀菌素溶液中

充分浸泡 15 s 后取出晾干，之后放入 10 头 2 龄

的番茄潜叶蛾幼虫饲喂 48 h，并以等同的 ddH2O

处理为对照。每个处理设置 3 个生物学重复。每

次处理的 2 龄幼虫被收集到 2 mL 的 EP 管中，

立即储存在﹣80 ℃下。随后，按照 TransZol Up 

Plus RNA试剂盒说明书提取样品总 RNA 并反转

录获得 cDNA 后，乙基多杀菌素处理的表达水平

以 ddH2O 处理的表达量进行归一计算。 

1.3.5  同 源 建 模 与 分 子 对 接   本研究采用

AlphaFold 3 对 CYP9A304v2 蛋白进行三级结构

建模，输入氨基酸序列并添加配体分子血红素

(heme, HEM)。随后，利用 SAVES v6.1（https:// 

saves.mbi.ucla.edu/）中的 ERRAT、VERIFY3D

和 PROCHECK 等程序对所构建的模型进行评

估，确保其结构可靠性。从 PubChem 数据库

（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）中获取乙基

多杀菌素（包括 Spinetoram-L 与 Spinetoram-J 两

种构型）的分子结构文件，利用 CORINA Classic

在线服务平台（https://demos.mn-am.com/corina. 

html）对二维结构进行三维化转换，借助 Open 

Babel软件将生成的三维结构文件转换为PDB格

式，用于后续分子模拟研究。利用 AutoDockTools 

1.5.7 软件对 CYP9A304v2 蛋白进行能量优化、

去水加氢、赋予原子电荷及力场，并为配体分子

设置可旋转键，最终将准备好的受体与配体保存

为 PDBQT 格式文件。使用 AutoDock Vina 对蛋

白与乙基多杀菌素进行分子对接分析，研究其结

合模式与结合能力。结合 Proteins Plus 服务器

（https://proteins.plus/）的结合位点预测结果（常

延斌等，2023），设定了对接口袋的搜索空间

（Grid box）。具体参数为：盒子中心位于

CYP9A304v2 蛋白活性位点中心（ X=1.107, 

Y=0.476, Z=1.101）；格点间距为 0.375 Å；网格

大小为 60 Å × 60 Å × 60 Å。对接结果输出多个

最佳构象，进一步根据自由结合能及复合物构象

的合理性进行评估与排序，选取结合位点合理且

自由结合能最小的构象进行分析。最后，通过

PLIP 网站（https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip- 

web/plip/index）分析蛋白与乙基多杀菌素之间的

非共价相互作用及关键氨基酸残基，并通过

PyMOL v3.2.0 进行可视化处理。 

1.4  数据分析 

采用 2﹣ΔΔCt 方法（Livak and Schmittgen, 

2001）计算番茄潜叶蛾不同发育阶段和不同组织

中 CYP9A304v2 基因的相对表达量，使用 Excel

（Microsoft 365 MSO 版本 2604, 64 位）整理数

据，以及 SPSS 20.0 软件对试验数据进行单因素

方差分析，再利用 Duncan 氏多重比较（P ＜ 
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0.05）进行不同组织和不同龄期番茄潜叶蛾

CYP9A304v2 基因表达量的差异显著性分析。乙

基多杀菌素胁迫处理（LC50 处理组与对照组）的

基因表达量比较采用 Student's t 检验进行差异显

著性分析（P ＜ 0.001），所有数据以为平均值±

标准误表示。 
 

表 1  用于 CYP9A304v2 基因全长测序和 qRT-PCR 分析的引物 

Table 1  Primers used for full-length sequencing and qRT-PCR analysis of CYP9A304v2 gene 

基因 
Gene 

用途 
Purpose 

引物序列（5′→3′） 

Primer sequence (5′ → 3′) 

F: ATGATGCTATGGCTGGTCTG PCR 

R: TCAAGCCCTAACTTTAAATCG 

F: CTCTACATCTTTCCCTTGGTTG 

CYP9A304v2 

qRT-PCR 

R: AAGTTTTCCTTTCTTAGCCTCC 

F: TGACGCCATAACGTGGCAGT RpL23A qRT-PCR 

R: CGCAAACGCCTGACTGTTCA 

F: CAGTCGTCGAGCCAGCAACA RpL5 qRT-PCR 

R: TCCCGCATTGAAGGAGACCA 

F: TATGTTGTGAGGCGACGATG rRNA qRT-PCR 

R: GATCCACCGTCCAGGGTAAT 

 

2  结果与分析 

2.1  番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因的克隆 

以番茄潜叶蛾 4 龄幼虫 cDNA 为模板进行

PCR 扩增，经过 1%琼脂糖凝胶电泳检测，扩增

产物在 1 000-2 000 bp 之间呈现单一条带（图 1），

该长度约为 1 500 bp，与 CYP9A304v2 基因的理

论大小一致，无明显非特异性扩增。将扩增产物

连接至 pUC18T 载体并转化入感受态细胞后，进

行菌液 PCR 验证，结果显示 19-21 号克隆均能

扩增出于目的基因大小一致的条带，鉴定并挑选

出正确的阳性单克隆进行测序。 

番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因的 ORF 为

1 596 bp，编码了 531 个氨基酸，该基因编码的

蛋白质在 C 端含有一个昆虫细胞色素 P450 蛋白

典型的血红素结合区域（图 2），说明该蛋白质

属于细胞色素 P450 CYP6 亚家族。该蛋白质经

过 P450 命名委员会命名为 CYP9A304v2。 

2.2  番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 蛋白质系统进化

树构建 

将番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 分别与草地贪

夜蛾 Spodoptera frugiperda CYP6B2（XP 

035444666.2）、斜纹夜蛾 Spodoptera litura 

CYP6B2（XP 022829978.1）、东方黏虫 Mythimna 

separata CYP6AB142（AXJ21602.1）、棉铃虫

C Y P 6 A B 1 0（A I D 5 4 8 8 5 . 1）、美洲棉铃虫

Helicoverpa zea CYP6B2（XP 047026703.1）、粉

纹夜蛾 Trichoplusia ni CYP6B2（XP 026732404.1）、

野桑蚕 Bombyx mandarina  CYP6B6（XP  
 

 
 

图 1  番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因 PCR 扩增 

Fig. 1  PCR amplification of the CYP9A304v2  
from the Tuta absoluta 

M：DNA 分子质量标准物；1：阴性对照（ddH2O）； 

1-4：45、46、47 和 48 ℃。 

M: DNA marker; 1: Negative control (ddH2O);  

1-4: 45, 46, 47 and 48 ℃. 
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图 2  番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因的核苷酸序列和氨基酸序列 

Fig. 2  Nucleotide and amino acid sequences of CYP9A304v2 gene in Tuta absoluta 

黄色标注为血红素结合区域：FXXGXXXCXG-FGLGPRNCIG。 

The heme-binding region is highlighted in yellow: FXXGXXXCXG-FGLGPRNCIG. 
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028030488.1）、烟草天蛾 Manduca sexta CYP6B5

（XP 030035152.2）、金凤蝶 Papilio machaon 

CYP6B2（XP 045536235.1）、柑桔凤蝶 Papilio 

xuthus CYP6B2（KPI91745.1）、海波斯莫科马属

蛾 Hyposmocoma kahamanoa CYP6B2 （ XP 

026325017.1）、棉红铃虫 Pectinophora gossypiella 

CYP6B2（XP 049874738.1）、亚洲玉米螟 Ostrinia 

furnacalis CYP6B2（XP 028178012.1）、脐橙螟

蛾 Ectomyelois ceratoniae CYP6B7 （ XP 

013190663.1）和印度谷螟 Plodia interpunctella 

CYP6B2（XP 053606273.1）15 个鳞翅目昆虫 CYP

家族氨基酸序列构建系统进化树，系统发育分析

表明，番茄潜叶蛾 CYP9A304v2（O0L34_g18022）

和棉红铃虫 CYP6B2（XP 049874738.1）的亲缘

关系较近（图 3）。 

2.3  番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因的时空表达

规律 

RT-qPCR 检测结果显示，CYP9A304v2 基因

在番茄潜叶蛾的整个生长发育过程中均有表达。

以卵期表达量进行归一，在 1-3 龄幼虫期，

CYP9A304v2 基因的表达水平相对稳定，与卵期

相比无明显差异（P > 0.05）。随着幼虫的发育，

4 龄幼虫期、蛹期和成虫期 CYP9A304v2 基因的

表达量分别上调至卵期的 4.089、4.936、3.683

倍，均显著高于卵期和 1-3 龄幼虫期（P＜0.05），

并在蛹期时表达量达到峰值（图 4：A）。同时，

对 4 龄幼虫不同组织中 CYP9A304v2 基因的表达

量进行检测，显示其表达具有显著的组织特异性。

以头部表达量进行归一，体壁、脂肪体和中肠的

相对表达量分别为头部的 3.448、2.362、2.024

倍。其中，表达量在体壁中最高，头部最低，各

组织间差异达显著水平（P＜0.05）（图 4：B）。 

2.4  乙 基 多 杀 菌 素 处 理 后 的 番 茄 潜 叶 蛾

CYP9A304v2 基因相对表达量 

经 LC50 浓度乙基多杀菌素处理 2 龄幼虫

48 h 后，番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因相对表达

水平较 ddH2O 处理的对照组显著上调（P < 

0.001）（图 5），以丙酮溶液处理的对照组表达量 

 

 
 

图 3  基于番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 氨基酸序列采用邻接法构建番茄 

潜叶蛾与其它鳞翅目昆虫系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of Tuta absoluta and other lepidopterans constructed  
based on the CYP9A304v2 acid sequences by using neighbor-joining method 
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图 4  CYP9A304v2 基因在番茄潜叶蛾不同发育阶段（A）及不同组织（B）中的相对表达量 

Fig. 4  Relative expression levels of CYP9A304v2 gene in different developmental  
stages (A) and different tissues (B) of Tuta absoluta 

数据均为平均值±标准误（n=3），柱上不同小写字母表示差异显著（P < 0.05，Duncan 氏多重比较）。 

Data are mean ± SE (n=3), and different lowercase letters above bars indicate significant  
difference (P < 0.05, Duncan's multiple range test). 

 

 
 

图 5  LC50 浓度乙基多杀菌素处理 48 h 后番茄潜叶蛾

CYP9A304v2 基因的相对表达量 

Fig. 5  The relative expression level of CYP9A304v2 
gene in Tuta absoluta after 48 h treatment with 

spinetoram at LC50 concentration 

CK：以丙酮溶液处理的对照组；LC50：以 LC50 浓度

（0.044 mg/L）乙基多杀菌素丙酮溶液处理的处理组，

处理时间为 48 h。数据为平均值±标准误（n=6），星号

表示差异极显著（***P < 0.001，Student's t 检验）。 

CK: Control group treated with acetone solution; LC50: 
Treatment group treated with spinetoram acetone solution 
at the LC50 concentration (0.044 mg/L) for 48 h. Data are 
mean ± SE (n=6), asterisks above bars indicate extremely 

significant difference (***P < 0.001, Student's t-test). 
 

进行归一，LC50 处理后该基因的表达量上调至

CK 的 2.179 倍。显示 CYP9A304v2 可能参与番

茄潜叶蛾对乙基多杀菌素的解毒代谢过程。 

2.5  CYP9A304v2 同源建模及与乙基多杀菌素

分子对接分析 

采用 AlphaFold 3 预测 CYP9A304v2 蛋白三

级结构。该模型整体评分较高（pTM 值=0.93，

ipTM=0.95），平均 pLDDT 为 89.62，其中 96.23%

的残基 pLDDT≥70，表明该模型可信度高。PAE

（Predicted aligned error）热图显示，平均误差

约 5.17 Å，表明结构域间相对位置预测合理。

SAVES v6.1 服务器验证结果进一步支持模型质

量：ERRAT 值为 95.53%，VERIFY3D 通过率为

85.69%，PROCHECK 分析显示，仅有 0.4%的残基

位于不合理区。以上结果表明该模型构象合理，

可用于后续分子对接模拟。利用 AutoDock Vina

对乙基多杀菌素的两种异构体（Spinetoram-J 和

Spinetoram-L）进行分子对接，结果表明，二者

均能稳定结合于蛋白活性口袋。Spinetoram-J 的

最佳结合构象自由能为﹣ 3 8 . 1  k J / m o l ，

Spinetoram-L 为﹣38.9 kJ/mol，表明其具有较强

的结合亲和力。结合模式分析显示，乙基多杀菌

素主要结合于血红素环附近的疏水性口袋。PLIP 
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图 6  CYP9A304v2 蛋白与 Spinetoram-J 分子对接 

Fig. 6  Molecular docking of CYP9A304v2 protein with Spinetoram-J 

左侧为 CYP9A304v2 蛋白整体三维结构与配体结合位置；右侧为活性中心放大图，展示 Spinetoram-J 与蛋白 

关键氨基酸残基的结合位点及氢键相互作用。氨基酸三字母缩写代表对应残基，数字为氨基酸位点序号。图 7 同。 

The left shows the overall three-dimensional structure of CYP9A304v2 protein and ligand binding site; The right is  
the enlarged view of active center, showing the binding sites and hydrogen-bond interactions between  

Spinetoram-J and key amino acid residues of the protein. The three-letter abbreviations represent  
corresponding residues, and the numbers indicate amino acid site numbers. The same for Fig. 7. 

 

 
 

图 7  CYP9A304v2 蛋白与 Spinetoram-L 分子对接 

Fig. 7  Molecular docking of CYP9A304v2 protein with Spinetoram-L 

左侧为 CYP9A304v2 蛋白整体三维结构与配体结合位置；右侧为活性中心放大图， 

展示 Spinetoram-L 与蛋白关键氨基酸残基的结合位点及氢键相互作用。 

The left shows the overall three-dimensional structure of CYP9A304v2 protein and ligand binding site;  
The right is the enlarged view of active center, showing the binding sites and hydrogen-bond interactions  

between Spinetoram-L and key amino acid residues of the protein.  
 

分析结果表明，Spinetoram-J 与残基 PHE-105 和

VAL-106 形成 2 个氢键，并与 PHE-105、

VAL-106、PHE-119 等多个疏水残基相互作用实

现稳定结合（图 6）。相比之下，Spinetoram-L 与

LEU-325、PHE-515、PHE-226 等疏水残基相互

作用实现稳定结合（图 7）。这些多重非共价相

互作用共同维持了复合物的稳定性。PyMOL 可

视化显示，乙基多杀菌素嵌入蛋白活性口袋内，

与血红素环及周围关键氨基酸残基紧密接触。该

结合模式表明CYP9A304v2蛋白可能参与乙基多

杀菌素进行的代谢反应。 

3  结论与讨论 

本研究围绕番茄潜叶蛾 CYP9 亚家族基因

CYP9A304v2，通过基因克隆、时空表达分析、

胁迫诱导及分子对接等手段，探究该基因在番茄 

潜叶蛾生长发育及代谢乙基多杀菌素过程中的

潜在功能。番茄潜叶蛾 CYP9A304v2 基因，其开
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放阅读框长 1 596 bp，编码 531 个氨基酸，其 C

端含有保守的血红素结合域，这一特征与棉铃虫

CYP9A12 等鳞翅目昆虫 CYP 基因高度一致

（Zhou et al., 2010），证实其属于功能性细胞色

素 P450 酶系。系统发育分析显示，番茄潜叶蛾

CYP9A304v2和棉红铃虫的CYP6B2亲缘关系最

近，已有研究表明，CYP6 亚家族基因可能通过

羟基化作用参与新烟碱类杀虫剂的解毒代谢，例

如褐飞虱 Nilaparvata lugens CYP6ER1 可能通过

氧化代谢参与吡虫啉解毒（Pang et al., 2016），

因此推测 CYP9A304v2 可能参与番茄潜叶蛾对

特定外源化合物的解毒代谢过程。 

时空表达分析作为解析基因功能与调控网

络的核心手段，通过揭示基因在特定发育阶段及

组织或器官的表达动态，为阐明其生物学作用提

供关键线索。在昆虫解毒代谢研究中，CYP 基

因的时空表达模式常与其生理功能及环境适应

性紧密关联（Hu et al., 2019）。例如，苹果蠹蛾

Cydia pomonella CYP9A 亚家族基因在幼虫期中

肠特异性高表达，并通过功能冗余代谢 λ-氯氟氰

菊酯，形成对化学杀虫剂的抗性防御（Li et al., 

2023）。这些研究表明，解毒基因的时空表达可

塑性是昆虫协调发育需求与环境胁迫的重要进

化策略。与上述集中于中肠的表达模式不同，本

研究发现番茄潜叶蛾CYP9A304v2呈现蛹期和体

壁双高表达的特征，提示在番茄潜叶蛾的防御策

略中，体壁屏障可能比中肠解毒具有更独特的作

用。蛹期是幼虫向成虫转变的关键阶段，体壁经

历旧表皮降解、新表皮合成与鞣化等重塑过程，

角质层组分的代谢活动显著增强。CYP9A304v2

在此时期高表达，暗示其可能参与了体壁重塑过

程中的内源代谢调控，例如蜕皮激素的降解或新

表皮组分的合成（Namiki et al., 2005）。体壁作

为昆虫抵御外源物质的第一道屏障，其 P450 的

富集表达可通过直接代谢穿透表皮的杀虫剂或

强化表皮碳氢化合物渗透屏障来增强化学防御

能力，如家蝇 Musca domestica CYP6A36 在表皮

中高表达并介导拟除虫菊酯抗性（Zhu et al., 

2008），锥蝽 Triatoma infestans 体壁高表达的

CYP4 家族基因通过调控表皮碳氢化合物合成形

成渗透屏障（Dulbecco et al., 2018）。因此，

CYP9A304v2 在蛹期与体壁的高表达，可能正是

在体壁结构重塑中发挥关键作用。值得注意的

是，近期 Guo 等（2024）在草地贪夜蛾中发现

CYP337B5 同时参与氯虫苯甲酰胺解毒与保幼激

素合成，其表达模式与 CYP9A304v2 高度相似，

进一步支持了 P450 基因兼具发育调控与外源解

毒双重功能的推论。然而，二者的组织表达模式

存在显著差异，CYP337B5 主要在中肠和头部高

表达，而 CYP9A304v2 在体壁的表达更为突出，

这可能反映了不同害虫 P450 在发挥功能时的组

织差异。这种 P450 双功能特性或为昆虫在抗药

性进化中平衡生存与生殖代价的分子基础。 

尽管发育阶段的表达特征暗示了 CYP9A304v2

可能参与内源发育稳态，但昆虫 P450 基因的表

达常具有高度的环境可塑性。解毒酶基因的本底

高表达往往预示着其在应对环境毒素胁迫时具

备快速响应的潜力。为明确 CYP9A304v2 在外源

乙基多杀菌素压力下的应答模式，研究进一步检

测了药剂胁迫后的表达。本研究发现，经 LC50

浓度乙基多杀菌素处理 48 h 后，CYP9A304v2 表

达量较对照组显著上调。这一结果与白背飞虱

Sogatella furcifera SfCYP4DE1 基因对阿维菌素

的急性胁迫响应（贾泽艳等, 2020）具有相似性，

推测CYP9A304v2基因可能在番茄潜叶蛾应对乙

基多杀菌素胁迫的早期阶段发挥解毒功能，其表

达可能受剂量依赖的诱导特性调控，如家蝇

CYP6A36 对拟除虫菊酯的响应模式（Zhu et al., 

2008）。然而，转录水平的显著上调仅能说明该

基因具备胁迫响应能力，其编码蛋白是否能直接

识别并结合乙基多杀菌素，仍需从酶-底物分子

互作的结构层面加以验证。为此，研究进一步借

助建模与分子对接技术进行评估。 

在本研究中，首先利用 AlphaFold 3 对

CYP9A304v2 蛋白进行了结构预测与模型验证，

结果表明该模型在整体拓扑和局部残基水平均

具有较高的可信度，能够为后续的分子对接研究

提供可靠基础。进一步的分子对接结果显示，乙

基多杀菌素的两种异构体（Spinetoram-J 和

Spinetoram-L）均能够稳定结合于 CYP9A304v2
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的活性口袋，结合自由能均低于﹣37.7 kJ/mol，

表明二者与该酶具有较强的结合亲和力。结合模

式分析发现，乙基多杀菌素主要结合于铁卟啉环

附近的疏水性口袋，并通过氢键与疏水相互作用

共同维持复合物的稳定性。这一结合特征与

P450 蛋白常见的配体结合模式一致。例如，甜

菜夜蛾 Spodoptera exigua CYP9A11 与毒死蜱等

杀虫剂的结合同样依赖氢键与疏水相互作用的

协同（邓培渊等, 2016）；番茄潜叶蛾 TabsGSTs2

与 α-番茄碱的稳定结合亦由氢键和疏水作用力

共同介导，对接打分为﹣8.39（周昕雨等，2025）。

本研究中 CYP9A304v2 与乙基多杀菌素的结合

模式与上述报道相似。这些结果提示，乙基多杀

菌素可能通过占据 CYP9A304v2 的活性口袋并

干扰底物通道进入，从而影响其催化效率。这不

仅为理解 CYP9A304v2 在乙基多杀菌素代谢中

的作用提供了结构基础，也为后续开展分子动力

学模拟和实验验证奠定了理论依据。 

综合时空表达、诱导响应及分子对接的多维

证据，本研究成功克隆并鉴定了番茄潜叶蛾

CYP9A304v2 基因，并结合时空表达分析、乙基

多杀菌素胁迫处理及分子对接等技术手段，探讨

了该基因在番茄潜叶蛾对乙基多杀菌素解毒代

谢中的潜在作用。时空表达分析结果显示，

CYP9A304v2 在番茄潜叶蛾所有发育阶段和不同

组织中均有表达，且在蛹期和体壁组织中表达水

平最高；在乙基多杀菌素 LC50 浓度处理 48 h 后，

该基因表达量较对照组显著上调，提示其可能通

过氧化代谢途径参与杀虫剂的解毒过程。分子对

接结果进一步支持了 CYP9A304v2 与乙基多杀

菌素之间存在较强的结合能力，揭示其在农药代

谢中的潜在功能。综上，本研究不仅为阐明番茄

潜叶蛾CYP9A304v2的生物学功能提供了基础数

据，也为进一步解析番茄潜叶蛾抗药性形成的分

子机制提供了重要候选基因和理论依据。同时需

要指出的是，本研究尚存在以下不足：诱导实验

仅采用单一浓度，未设置梯度以明确剂量-效应

关系；基因功能缺乏 RNAi 或体外代谢的直接验

证；也未涉及田间种群的关联分析。后续研究将

围绕 RNAi 功能验证、田间抗性种群表达量检测

及与其他 CYP 基因的协同关系展开。上述结果

表明，番茄潜叶蛾在变态发育关键期通过上调体

壁 CYP9A304v2 基因以强化对外源毒素的防御，

这一策略为理解害虫抗药性进化中“发育-防御”

的协同提供了新视角。在生产实际方面，基于该

基因在蛹期和体壁高表达的特征，田间施药时建

议在低龄幼虫高峰期用药以提高防效，并将乙基

多杀菌素与作用机制不同的杀虫剂轮换使用，以

延缓体壁屏障抗性的发展。 
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