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摘   要：细胞致瘤基因(cellular-myelocytomatosis viral oncogene, c-Myc)编码的 c-Myc 蛋白通过

Wnt/β-catenin 信号通路调节相关基因的表达，近年来引起了广泛的研究关注。本研究旨在利用原核

表达系统体外表达棉铃虫(Helicoverpa armigera) c-Myc (Ha-c-Myc)基因，制备多克隆抗体，明确

Ha-c-Myc 的时空表达模式，并探究 Ha-c-Myc 在调控棉铃虫胆固醇载体蛋白-2 (sterol carrier protein-2, 
SCP-2)基因表达中的潜在作用。通过 PCR 扩增 Ha-c-Myc 基因并克隆至 pET-32a(+)原核表达载体

中，构建重组表达质粒 pET-32a-Ha-c-Myc，转化大肠杆菌(Escherichia coli) BL21(DE3)细胞，使用

IPTG 诱导蛋白表达，并通过 Ni2+-NTA 柱纯化重组蛋白，用重组蛋白免疫新西兰兔制备抗 Ha-c-Myc
多克隆抗体。利用实时荧光定量 PCR (real-time quantitative reverse transcription PCR, qRT-PCR)法检

测棉铃虫不同发育时期(卵、幼虫、预蛹、蛹和成虫)和预蛹期不同组织(中肠、脂肪体、头部和表皮)
中 Ha-c-Myc 基因的表达水平。设计合成 Ha-c-Myc siRNA 并转染棉铃虫 Ha 细胞，通过 qRT-PCR 分

析 Ha-c-Myc 基因的 RNA 干扰后棉铃虫 Ha-c-Myc 基因和 HaSCP-2 基因 mRNA 表达的情况。结果表

明，本实验构建了 pET-32a-Ha-c-Myc 重组质粒，在大肠杆菌中获得了高效表达的、大小约为 65 kDa
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的可溶性 Ha-c-Myc 蛋白。经纯化得到纯度较高的蛋白，免疫新西兰兔制备了多克隆抗体，免疫印迹

实验(Western blotting)表明抗体的特异性较好，酶联免疫吸附试验(enzyme linked immunosorbent 
assay, ELISA)分析显示抗体具有较高的效价。qRT-PCR 实验发现 Ha-c-Myc 基因在棉铃虫各发育阶

段均有表达，在幼龄和大龄幼虫及预蛹中表达量较高，其中预蛹的表达量最高。组织表达结果显

示，Ha-c-Myc 基因在预蛹不同组织均有一定表达但存在差异，在中肠部位具有高表达，而在表皮

和脂肪体表达水平较低。RNA 干扰的结果显示，Ha-c-Myc 表达的敲降对 HaSCP-2 基因的转录有较

大影响，导致 HaSCP-2 基因的相对表达水平显著性降低了 50%。上述研究表明，利用 pET-32a(+)
原核表达系统可以有效地表达可溶性 Ha-c-Myc 蛋白，并且制备高质量的抗 Ha-c-Myc 多克隆抗体。

RNA干扰证明在中肠组织高表达的Ha-c-Myc能促进HaSCP-2基因的转录表达，在棉铃虫的脂质代谢

中具有重要作用。本实验结果有助于深入研究 Ha-c-Myc 在棉铃虫中的潜在功能及其作用机理，为探

究绿色农药的新型作用靶标提供实验数据。 
关键词：棉铃虫；Ha-c-Myc；原核表达；SCP-2；时空表达谱；RNA 干扰；脂质代谢 
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Abstract: c-Myc protein encoded by c-Myc (cellular-myelocytomatosis viral oncogene) gene 
regulates the related gene expression through the Wnt/β-catenin signaling pathway, and has 
received extensive attention in recent years. The purpose of this study was to express 
Helicoverpa armigera c-Myc gene (Ha-c-Myc) by using prokaryotic expression system, prepare 
the polyclonal antibody, examine the spatio-temporal expression profile of Ha-c-Myc, and 
investigate the possible function of Ha-c-Myc in regulating H. armigera sterol carrier protein-2 
(SCP-2) gene expression. The Ha-c-Myc gene was amplified by PCR and cloned into a 
prokaryotic expression plasmid pET-32a(+). The recombinant plasmid pET-32a-Ha-c-Myc was 
transformed into Escherichia coli BL21. IPTG was used to induce the expression of the 
recombinant protein. Protein was purified by Ni2+-NTA column and used to immunize New 
Zealand rabbits for preparing the polyclonal antibody. The Ha-c-Myc expression levels in 
different developmental stages (egg, larva, prepupa, pupa, and adult) of H. armigera and 
different tissues (midgut, fat body, head, and epidermis) of the prepupa were determined by 
real-time quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR). Ha-c-Myc siRNA was synthesized 
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and transfected into H. armigera Ha cells. The relative mRNA levels of Ha-c-Myc and 
HaSCP-2 in Ha cells were detected by qRT-PCR. Results showed that the pET-32a-Ha-c-Myc 
recombinant plasmid was constructed. The soluble Ha-c-Myc protein of about 65 kDa was 
expressed in E. coli. The polyclonal antibody was prepared. Western blotting analysis suggested 
that the antibody had high specificity. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) showed 
that the titer of the antibody was high. Ha-c-Myc gene expressed at all developmental stages, 
with high levels in the early and late instars of larva, and the prepupal stage. Tissue expression 
profiles revealed that Ha-c-Myc expressed in various tissues of prepupa, with high expression 
level in the midgut, but low levels in the epidermis and fat body. RNAi results showed that the 
knockdown of Ha-c-Myc expression significantly affected transcription of HaSCP-2, leading to 
a 50% reduction in HaSCP-2 mRNA expression level. In conclusion, the Ha-c-Myc was 
expressed through a prokaryotic expression system, and the polyclonal anti-Ha-c-Myc antibody 
was obtained. Ha-c-Myc may promote the expression of HaSCP-2 and play an important role in 
the lipid metabolism of H. armigera. These results may facilitate further study on the potential 
role and function mechanism of Ha-c-Myc in H. armigera and provide experimental data for 
exploring new targets of green pesticides. 
Keywords: Helicoverpa armigera; Ha-c-Myc; prokaryotic expression; SCP-2; spatio-temporal 
expression profile; RNA interference; lipd metabolism 

 
细 胞 致 瘤 基 因 (cellular-myelocytomatosis 

viral oncogene, c-Myc)是一种具有转录因子活性

的原癌基因，属于 Myc 家族重要成员，Myc 家

族蛋白作为转录因子，参与调节细胞的多种生命

活动如增殖、分化、凋亡及代谢等 [1-4]。c-Myc
蛋白的氨基端含有转录激活结构域(transcription 
activation domain, TAD)，羧基端含有碱性区

(basic region, b)、螺旋-环-螺旋(helix-loop-helix, 
HLH)结构和亮氨酸拉链(leucine zipper, ZIP)区，

中 部 含 有 非 特 异 性 DNA 结 合 结 构 域

(non-specific DNA binding domain, NBD)和核定

位信号(nuclear localization signal, NLS)[5]。c-Myc
通过其羧基端的 b-HLH-ZIP 结构，特异性结合

DNA 进而发挥转录调控的作用[6]。HLH 结构由

1 个环状结构和 2 个 α 螺旋组成，ZIP 区在 c-Myc
的羧基端形成一个重要的蛋白质互作区，ZIP 结

构中每 7 个氨基酸会重复出现亮氨酸，而且亮氨

酸在 α 螺旋的一侧呈线性排列，从而形成疏水的

表面，有助于形成二聚体[5-6]。c-Myc 转录因子

通常以同源或异源二聚体的形式存在，研究证明

c-Myc 与其分子伴侣 Max 蛋白相结合，形成异

源二聚体，特异性识别和结合靶标基因启动子的

E-box 顺式作用元件(CANNTG)，调节靶基因的

转录表达[7-9]。 
c-Myc 可以促进细胞增殖，Nikiforov 等[10]

将小鼠 c-Myc 基因敲除，发现其胚胎在 11 d 后

死亡，表明靶向敲除 c-Myc 基因将导致细胞增殖

的稳定缺陷，在生物个体发育过程中，Myc 依

赖性细胞增殖是不可替代的。同时 c-Myc 基因可

以抑制细胞分化，Hoffman 等[11]研究发现 c-Myc
的异常表达能阻断体外造血细胞的分化。此外，

在人急性早幼粒白血病细胞(HL-60)中转染重组

反义 c-Myc 腺病毒，探究重组反义 c-Myc 腺病毒

对 HL-60 细胞的诱导分化及其机制，结果表明

重组腺病毒可有效抑制 c-Myc 的表达，并导致分

化相关基因 c-fos 表达增加，说明 c-Myc 可通过

下调分化相关基因的表达抑制细胞的分化[12]。

c-Myc 蛋白可以诱导大鼠成纤维细胞发生凋亡，
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c-Myc 通过激活天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

水解酶(caspase)依赖的 Fas 死亡受体通路，导致

细胞凋亡[13]。研究表明 c-Myc 还可以激活线粒

体通透性，通过增强控制线粒体膜失稳功能的蛋

白的表达，达到诱导细胞色素 c 从线粒体内释放

到细胞质中的目的，诱发细胞凋亡[14]。研究显

示，c-Myc 参与细胞周期的调控，c-Myc 不仅能

调控细胞周期蛋白(cyclin)和细胞周期蛋白依赖

性激酶(cyclin-dependent kinase, CDK)的转录，而

且诱导 Cdc25 (cell division cycle 25)磷酸酶和

CDK 活化激酶(CDK activating kinase, CAK)活
化 cyclin-CDK 复合物，促使细胞从 G1 期步入   
S 期[15-17]。另外，c-Myc 可通过阻断 CDK 抑制

因子 p21 的转录来调控细胞周期[18]。目前有关

c-Myc 的报道主要是在高等脊椎动物中的研究，

对 昆 虫 c-Myc 的 了 解 还 不 详 。 继 线 虫

(Caenorhabditis elegans)、斑马鱼(Danio rerio)、
小鼠(Mus musculus)和人(Homo sapiens)等模式

生物之后，在果蝇中也发现了昆虫 c-Myc 同源基

因 [19-20] 。 研 究 推 测 c-Myc 通 过 Wingless 
(Wg)/Wnt、Decapentaplegic (Dpp)/BMP/TGF-β、
Hpo、dInr/mTOR 和 EcR 等信号通路参与果蝇细

胞生长和个体发育等重要生命活动的调控[21-22]。

在昆虫的滞育生理方面，有研究报道棉铃虫

c-Myc 参与 Wnt/β-catenin 信号通路，c-Myc 与下

游 靶 基 因 激 活 增 强 子 结 合 蛋 白 (activating 
enhancer binding protein, AP-4)基因的启动子结

合，促进 AP-4 表达，激活滞育激素的表达，影

响昆虫蜕皮激素表达和蛹的发育[23]。在昆虫体

内，胆固醇载体蛋白-2 (sterol carrier protein-2, 
SCP-2)是吸收、运输胆固醇的重要转运蛋白，参

与了胆固醇和脂肪酸的吸收与代谢等生理过  
程[24-30]。本实验室前期研究 HaSCP-2 基因的表

达调控时发现，Ha-c-Myc 可通过 E-box 元件与

HaSCP-2 基因启动子结合，因此推测 Ha-c-Myc

在棉铃虫 HaSCP-2 基因的转录表达中起一定调

控作用。 
c-Myc 是一种生物体内功能较为广泛的转

录因子，在昆虫的代谢和生长发育等生命过程

中发挥重要的潜在功能。本研究克隆棉铃虫

Ha-c-Myc 基因，构建 pET-32a-Ha-c-Myc 原核表

达质粒，成功表达和纯化了 Ha-c-Myc 重组蛋

白，并制备了多克隆抗体。采用 qRT-PCR 探究

了 Ha-c-Myc 基因在棉铃虫体内的时空表达模

式。通过 RNA 干扰(RNA interference, RNAi)技
术，研究敲降棉铃虫细胞 Ha-c-Myc 表达对

HaSCP-2 基因转录表达的影响。本研究将有  
助于深入阐明 Ha-c-Myc 在棉铃虫中的潜在功 
能及其作用机制，进一步促进新的绿色农药作

用靶点的发掘，为农业的绿色可持续发展提供

依据。 

1  材料与方法  
1.1  菌株、质粒载体和所用试剂  

大肠杆菌 (Escherichia coli) BL21(DE3)和
DH5α 和 pET-32a(+)质粒由本实验室保藏；逆转

录试剂盒、限制性核酸内切酶、DNA 聚合酶、

T4 DNA 连接酶、pGEM-T 测序载体购于 TaKaRa
公司；转染试剂、TRIzol、质粒提取试剂盒、硝

酸纤维素膜和蛋白质分子量标准购于 Thermo 
Fisher Scientific 公司；Ni-NTA 琼脂糖柱填料为

Qiagen 公司的产品；His-tag 一抗和荧光二抗购

于 Sigma 公司。 

1.2  本研究所用的动物和细胞 
棉铃虫购于河南省科云生物农药有限公司。

将棉铃虫饲养于人工智能培养箱中，饲养温度 
为 28 ℃，湿度为 70%–80%，光周期设置为    
14 L:10 D。 

棉铃虫QB-Ha-E5细胞系(Ha细胞)为胚胎细

胞系，由青岛农业大学李国勋教授惠赠，保存于
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本实验室。将 Ha 细胞培养在 Grace 细胞培养基

(含有 10%胎牛血清）中，于 28 ℃静置培养，每

隔 2–3 d 对细胞进行更换新鲜培养液或传代培养。 

1.3  Ha-c-Myc 基因克隆及原核表达载体

构建 
解剖棉铃虫幼虫并收集中肠组织，用 TRIzol

试剂提取总 RNA，反转录合成 cDNA，以此为

模板扩增 Ha-c-Myc 基因，PCR 反应体系如下：

KOD-Plus-Neo Buffer，2.5 µL；2 mmol/L dNTPs，
2.5 µL；25 mmol/L MgSO4，1.5 µL；100% DMSO，

0.5 µL；引物 F，1.25 µL；引物 R，1.25 µL；模板

DNA，0.5 µL；KOD 酶，0.5 µL；超纯水，14.5 µL。
其中特异性引物序列见表 1 (Ha-c-Myc-F 和

Ha-c-Myc-R)。PCR 扩增条件：94 ℃预变性     
5 min；98 ℃变性 10 s，58 ℃退火 30 s，68 ℃延

伸 1 min，共 5 个循环；98 ℃再次变性 10 s，65 ℃
退火 30 s，68 ℃延伸 1 min，共 30 个循环；68 ℃
延伸 7 min。回收目的片段连接至 pGEM-T 载体，

转化大肠杆菌 DH5α，挑取阳性克隆进行测序验

证。通过 BamH I 和 EcoR I 双酶切，将 Ha-c-Myc
基因亚克隆至 pET-32a(+)载体，转化宿主大肠

杆菌 BL21(DE3)，挑取单菌落进行双酶切鉴定

和测序。 

1.4  重组蛋白的原核表达 
将重组菌接种到 5 mL LB 液体培养基(含有

50 µg/mL Kana)中，37 ℃、200 r/min 振荡培养

过夜，活化的细菌按 1:100 的比例接种至 1 L LB
培养基(含有 50 µg/mL Kana)中，200 r/min 振荡

培养至 OD600 约为 0.6 时，加入异丙基-β-D-硫代

半乳糖苷(isopropyl-β-D-thiogalactoside, IPTG)进
行诱导表达。实验中设置了不同的 IPTG 浓度梯

度(0.2、0.4、0.8 和 1 mmol/L)、时间梯度(4、12、
24 h)和不同温度梯度(16、25、37 ℃)，摸索出    
1 mmol/L IPTG, 25 ℃培养 4 h为最佳的诱导表达

条件。4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min 收集诱导表

达的重组菌，超高压破碎细菌并制备上清样品，

进 行 SDS- 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (SDS- 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)，
分析重组蛋白的表达情况。 

1.5  Ha-c-Myc 重组蛋白的纯化 
参照何华伟等[31]方法首先用硫酸镍溶液进

行镍柱(Ni2+-NTA)再生，将诱导表达重组菌的上

清用 0.45 µm 的滤膜过滤后缓慢加入镍柱中，然

后依次用 20、50、100、200 和 300 mmol/L 浓度

的咪唑溶液梯度洗脱，纯化产物经 SDS-PAGE
和 Western blotting 实验检测鉴定。 

 

表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study  
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (nt) Tm (℃) 
c-Myc-F ATAGGATCCATGGCGCCACCGTTC 24 66 
c-Myc-R ATCGAATTCGTACGAGCGGTAGCG 24 65 
qHaSCP-2-F  GAGAAAGTACGAGGCATCTATGG 23 58 
qHaSCP-2-R ATCGCTGATGGTGAAGGTG 19 55 
qHa-c-Myc-F TTGTATGTGGGCAGGCTCT  19 58 
qHa-c-Myc-R AATGACGGAACTGTGGTGGT 20 60 
q-rpS3A-F CCTCGTGAGGCCAACAT 17 54 
q-rpS3A-R TGATGGCACGGACCTGAGT 19 57 
Ha-c-Myc-siRNA-1-F CCCUGGAUGAGGAUUCCUUTT 21 59 
Ha-c-Myc-siRNA-1-R AAGGAAUCCUCAUCCAGGGTT 21 60 
Ha-c-Myc-siRNA-2-F CCGGAAACUCCACCAUCAATT 21 62 
Ha-c-Myc-siRNA-2-R UUGAUGGUGGAGUUUCCGGTT 21 59 
 



 
 

索倩 等/棉铃虫 c-Myc 基因的原核表达纯化、抗体制备、时空表达谱测定与功能分析 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2735 

 

1.6  多克隆抗体的制备和检测 
用纯度为 90%的重组蛋白为抗原注射新西

兰兔。免疫时，将 5 400 µg 重组蛋白与弗氏完

全佐剂混匀乳化，对新西兰兔进行皮下多点注

射。每 2 周注射 1 次，一共注射免疫 4 次，免疫

周期为 2 个月，结束后采集抗血清，用 0.5、1、
5 和 10 ng Ha-c-Myc 与抗体进行 Western blotting
检测，并通过酶联免疫吸附试验(enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)测定抗血清效价。 

1.7  实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)测定

Ha-c-Myc 基因的时空表达情况 
选取不同发育阶段的棉铃虫(卵、1 龄幼虫、

2 龄 d-1 幼虫、2 龄 d-2 幼虫、3 龄 d-1 幼虫、3 龄

d-2 幼虫、4 龄 d-1 幼虫、4 龄 d-2 幼虫、5 龄 d-1
幼虫、5 龄 d-2 幼虫、预蛹、d-1 蛹、d-2 蛹和成

虫)，每个发育阶段各取 5 头(个)，首先使用

TRIzol 法提取总 RNA，进行 cDNA 的逆转录合

成，然后采用实时荧光定量 PCR (real-time 
quantitative reverse transcription PCR, qRT-PCR)
方法测定棉铃虫各发育阶段样品的 Ha-c-Myc 的

表达量。另外，解剖 5 头预蛹期的棉铃虫，分别

收集头部、表皮、中肠和脂肪体组织，通过

qRT-PCR 检测各组织中 Ha-c-Myc 的表达水平。

在 qRT-PCR 实验中为确保数据的准确性，每个

样品设置 4个重复，并进行 3次独立的生物实验。

参照 Fast EvaGreen qPCR 试剂的说明书设置反

应，以 rpS3A 基因作为内参，所用引物序列如表

1 所示。反应体系(共 15 µL)：cDNA 25 ng，引

物 F (10 µmol/L)和引物 R (10 µmol/L)各 1.4 µL，

2×Fast EvaGreen qPCR Master mix 7.5 µL，加入

DEPC H2O 补至 15 µL。反应条件：95 ℃预变性

3 min；95 ℃变性 10 s，58 ℃退火 30 s，65 ℃延

伸 31 s，共 39 个循环；65 ℃延伸 5 s。 

1.8  Ha-c-Myc 的 RNA 干扰实验 
根据 Ha-c-Myc 基因序列设计并合成 2 条

Ha-c-Myc 小干扰 RNA (Ha-c-Myc-siRNA-1 和

Ha-c-Myc-siRNA-2，见表 1)，使用 Cellfectin 转

染试剂，在接种有 Ha 细胞的 6 孔培养板中，按

照转染试剂说明书步骤进行细胞转染实验，将

2条 Ha-c-Myc小干扰 RNA混合转染至 Ha细胞，

同时以未转染 Ha-c-Myc siRNA 的 Ha 细胞为对

照，实验重复 3 次。转染 Ha-c-Myc siRNA 后， 
2 000 r/min 离心收集细胞，提取总 RNA，通过

qRT-PCR 方法分别测定 Ha 细胞中 HaSCP-2 基

因和 Ha-c-Myc 基因 mRNA 的相对表达量。

qRT-PCR 以 rpS3A 基因为内参，所用引物见表 1。 

1.9  数据分析 
本实验采用 2–ΔΔCt 方法对基因表达水平的

相对变化进行分析。数据通过 GraphPad Prism 
6.0 (GraphPad Software Inc.)软件处理，并进行

独立样本的 T 检验及单因素方差 (one-way 
analysis of variance, one-way ANOVA) Tukey 氏

多重比较。 

2  结果与分析 
2.1  Ha-c-Myc 基因原核表达质粒的构建 

扩增棉铃虫 Ha-c-Myc 基因，经与 T-载体连

接 测 序 正 确 后 ， 酶 切 克 隆 至 表 达 载 体

pET-32a(+)，构建的 pET-32a-Ha-c-Myc 重组质粒

经 BamH I 和 EcoR I 双酶切鉴定，电泳得到清晰

的 2 条带(图 1，泳道 2)，分别为 5 900 bp 的

pET-32a(+)载体和 1 100 bp 的 Ha-c-Myc 片段，

与预期相符。质粒经测序验证，序列正确，表明

pET-32a-Ha-c-Myc 原核表达载体成功构建。 

2.2  Ha-c-Myc 蛋白的诱导表达 
将构建成功的重组质粒 pET-32a-Ha-c-Myc

转化大肠杆菌 BL21(DE3)，于 25 ℃使用终浓度

为 1 mmol/L IPTG 诱导培养 4 h，表达产物经电泳

检测显示，裂解上清中呈现大小为约 65 kDa (图 2，
泳道 3)的明显蛋白条带，与预期的结果相一致。 
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图 1  Ha-c-Myc 原核表达质粒的构建 
Figure 1  Construction of prokaryotic Ha-c-Myc 
expression plasmid. Double enzymatic digestion of 
pET-32a-Ha-c-Myc recombinant plasmid. Lane M: 
DNA molecular weight standards; Lane 1: 
pET-32a-Ha-c-Myc recombinant plasmid without 
enzyme digestion; Lane 2: Double enzymatic 
digestion products of the pET-32a(+) vector (upper 
arrow) and Ha-c-Myc gene (lower arrow). 

 

 
 

图 2  Ha-c-Myc 重组蛋白的诱导表达 
Figure 2  Inducible expression of recombinant 
Ha-c-Myc protein in Escherichia coli. Lane M: 
Protein molecular weight marker; The total 
supernatant protein of E. coli BL21(DE3) carrying 
pET-32a vector with IPTG induction (lane 1); The 
total supernatant protein of E. coli BL21(DE3) 
carrying pET-32a-Ha-c-Myc plasmid without (lane 2) 
or with (lane 3) IPTG induction. 

 

在转空载体(图 2，泳道 1)和未诱导的对照组上

清(图 2，泳道 2)中没有出现该条带。上述表明，

利用原核表达系统成功实现了棉铃虫 Ha-c-Myc
蛋白的体外可溶性表达。 

以 Anti-His-Tag 单克隆抗体为一抗，对表达的

Ha-c-Myc 重组蛋白进行 Western blotting 鉴定(图
3)，结果显示重组蛋白与抗体发生结合，在含重组

质粒的细菌诱导上清的约 65 kDa 处可见清晰的抗

体与重组蛋白的特异性杂交条带(图 3，泳道 3)，在

空载(图 3，泳道 1)中未出现该杂交条带，在未诱导

的细菌上清(图 3，泳道 2)中出现较浅的条带，推测

是大肠杆菌表达中较为常见的表达产物的渗漏现

象，对本实验后续工作影响较小。如图 3 中泳道 4
显示，后续经镍离子柱纯化的蛋白也呈现较强的杂

交条带。该结果进一步证实，表达的蛋白是带有

His 标签的 Ha-c-Myc 重组蛋白，该 Ha-c-Myc 重组

蛋白在诱导上清中具有较强的特异性表达。 

2.3  Ha-c-Myc 重组蛋白的纯化 
采用镍离子金属鳌合亲和层析的方法，将诱

导表达的上清分别用不同浓度的咪唑溶液(20、
50、100、200、300 mmol/L)进行重组蛋白的梯

度洗脱。纯化结果(图 4)表明 300 mmol/L 的咪唑

浓度的洗脱结果较好，本研究用该浓度咪唑对重

组蛋白进行大量纯化，共得到 10 mg Ha-c-Myc
重组蛋白。 
2.4  抗Ha-c-Myc多克隆抗体的制备及检测 

用纯化的重组蛋白免疫新西兰兔，制备得到

10 mL 抗血清。为了检测抗体的特异性，用不同

浓度的 Ha-c-Myc 重组蛋白与稀释比为 1:2 000
的抗血清进行 Western blotting 检测，均能检测

到杂交条带(图 5)。如图 5 所示，随着抗原量的 
 

 
 

图 3  重组蛋白的 Western blotting 鉴定 
Figure 3  Western blotting identification of 
recombinant Ha-c-Myc protein. Lane M: Protein 
molecular weight marker; The total supernatant 
protein of E. coli BL21(DE3) containing pET-32a(+) 
empty vector with IPTG induction; The total 
supernatant protein of E. coli BL21(DE3) containing 
pET-32a-Ha-c-Myc plasmid without (lane 2) or with 
(lane 3) IPTG induction; The purified Ha-c-Myc 
recombinant protein (lane 4). 
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减少，目的条带逐渐变暗，并且单一化程度高，

背景无杂带，表明制备的多克隆抗体的特异性较

强，5 ng 抗原即能与抗血清发生阳性反应，说明

抗体的灵敏度较好。 
酶联免疫吸附试验检测结果显示，空白对照 

 
图4  Ha-c-Myc重组蛋白纯化的SDS-PAGE电泳检测 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of the purified 
recombinant Ha-c-Myc protein. Lane M: Protein 
molecular weight marker; Lane 1: Unpurified 
supernatant from induced E. coli BL21(DE3) 
containing pET-32a-Ha-c-Myc plasmid; Lane 2: 
Eluate after supernatant samples were loaded to the 
column; Lane 3–7: Elution by 20, 50, 100, 200 and 
300 mmol/L imidazole washing solution. 
 

(3%脱脂奶粉)和阴性对照(免疫前血清)都无阳

性反应，而抗原与不同稀释比的抗体均有明显阳

性反应，且随着抗体浓度降低，颜色逐渐减弱，

200 ng 的抗原与 1:512 000 稀释的抗体孵育后吸

光值大于 0.1 (图 6A)，仍有明显的阳性反应，且 
 

 
 

图 5  Western blotting 检测多克隆抗体对不同浓

度的 Ha-c-Myc 重组蛋白的特异性 
Figure 5  Specificity of the anti-Ha-c-Myc 
polyclonal antibody to the Ha-c-Myc recombinant 
protein of different concentrations detected by 
Western blotting. Lane 1: 500 pg antigens; Lane 2:  
1 ng antigens; Lane 3: 5 ng antigens; Lane 4: 10 ng 
antigens; Antiserum dilution ratio is 1:2 000. 

 

 
 

图 6  Ha-c-Myc 抗体的 ELISA 效价检测 
Figure 6  Titer of the Ha-c-Myc antibody detected by ELISA. TBST was used as a blank control, the pre-immune 
serum was used as a negative control, the Ha-c-Myc antiserums diluted at different ratios were incubated with  
200 ng/mL antigen to develop color, and 1:1 000 and other numbers indicate the different dilution ratios. 
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P/N 值(阳性血清与阴性血清吸光度比值)为 2.6，
大于 2.1 (图 6B)，测得抗体效价为 1:512 000，
以上表明制备的 Ha-c-Myc 抗血清效价较高。 

2.5  不同发育阶段棉铃虫 Ha-c-Myc 的表达

分析 
如图 7 所示，不同发育时期棉铃虫体内

Ha-c-Myc 的 mRNA 表达水平有较大差异。从整

体趋势来看，从卵、幼虫到预蛹，随着龄期的增

加，Ha-c-Myc mRNA 的表达量随之增加，在预

蛹期达到最高峰，而在随后的蛹期及成虫期均有

所下降。在幼虫早期和晚期，Ha-c-Myc mRNA
表达量较高，而在中期其表达水平较低。与卵相

比，1 龄第 1 天幼虫 Ha-c-Myc mRNA 的相对表

达水平显著增加了 2.95 倍(P<0.001)。4 龄第 2 天

幼虫 Ha-c-Myc 表达水平比 3 龄第 1 天和 3 龄第

2 天幼虫显著增加了 5.95 倍和 3.6 倍(P<0.05)。
在 5 龄幼虫末期和预蛹期，Ha-c-Myc 基因的表

达量显著高于其他的发育阶段。其中，预蛹的

Ha-c-Myc 基因的表达量是 3 龄第 1 天幼虫表达 
 

 
 

图 7  不同发育阶段棉铃虫 Ha-c-Myc mRNA 的表

达水平 
Figure 7  The expression levels of Ha-c-Myc 
mRNA in Helicoverpa armigera at different 
developmental stages. E: Egg; LX-Y: The Y day of 
the X instar larva. PP: Prepupa; P-1: 1 day-old pupa; 
P-2: 2 day-old pupa; A: Adult. Data in the figure are 

.x s±  Different letters above bars indicate 
significant difference (P<0.05, Tukey’s HSD 
multiple test) in the gene expression level between 
different developmental stages. 

量的18.26倍(P<0.05)，5龄第2天幼虫的Ha-c-Myc
表达量是 3 龄第 1 天幼虫的 16.03 倍(P<0.05)。
因此，后续选取表达量最高的预蛹棉铃虫进行组

织差异表达分析。 

2.6  棉铃虫不同组织 Ha-c-Myc 的表达分析 
组织表达分析显示，Ha-c-Myc 在预蛹的各

种组织均有一定的表达，但不同组织中表达量差

异较大(图 8)，主要表现为该基因在中肠和头中

具有较高的表达量，而在表皮中表达量较低。

其中，Ha-c-Myc 基因在中肠的表达量最高，分

别是表皮、脂肪体和头的表达量的 10.56 倍、

4.12 倍和 2.46 倍(P<0.05)。该结果说明中肠是棉

铃虫 Ha-c-Myc 基因表达的富集部位。 

2.7  Ha-c-Myc基因干扰对HaSCP-2表达的

影响 
为确定 Ha-c-Myc 对 HaSCP-2 转录的调控作

用，对 Ha-c-Myc 基因进行 RNAi 实验。结果如

图 9 所示，棉铃虫 Ha 细胞转染 Ha-c-Myc siRNA
后，细胞 Ha-c-Myc 基因的表达受到抑制，Ha-c-Myc 

 

 
 

图 8  棉铃虫预蛹不同组织中 Ha-c-Myc 的表达分析 
Figure 8  Analysis of Ha-c-Myc expression in 
different tissues of Helicoverpa armigera. Mdg: 
Midgut; Fb: Fat body; He: Head; Ep: Epidermis; 
Data in the figure are mean±SE. Different letters 
above bars indicate significant difference (P<0.05, 
Tukey’s HSD multiple test) in the gene expression 
level between different issues. 
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图 9  使用 Ha-c-Myc siRNA 干扰后棉铃虫 Ha 细

胞中 Ha-c-Myc 和 HaSCP-2 的表达水平 
Figure 9  Relative mRNA expression levels of 
Ha-c-Myc and HaSCP-2 in Ha cell by RNAi. * and 
**: Significant difference (P<0.01, t-test) and 
extremely significant difference (P<0.05, t-test) in 
the mRNA expression level between the siRNA 
treated group and the control. 
 

基因 mRNA 的相对表达水平显著降低了约 75% 
(P<0.005)，表明 siRNA 对 Ha-c-Myc 基因的干扰

是成功的。与此同时，转染 Ha-c-Myc siRNA 的

Ha 细胞内 HaSCP-2 的表达量也显著下调，

HaSCP-2 mRNA 的相对表达水平与未转染的对

照组相比，显著降低了 50% (P<0.05)。由于

Ha-c-Myc siRNA抑制转录因子Ha-c-Myc基因的

表达，从而下调了 HaSCP-2 基因启动子的活性，

HaSCP-2 的 表 达 量 下 降 ， 表 明 转 录 因 子

Ha-c-Myc 能正向调控 HaSCP-2 启动子活性，进

而促进 HaSCP-2 基因的转录表达。 

3  讨论 
c-Myc 是近年来备受关注的一类参与细胞

增殖调控、细胞分化和凋亡以及个体发育等生命

活动的重要转录因子，其作用广泛，是调控细胞

命运的关键蛋白[3]。本研究利用原核表达系统，

构建 pET-32a-Ha-c-Myc 表达质粒，成功实现了

Ha-c-Myc 蛋白的体外可溶性表达。Chen 等[23]

从棉铃虫脑中克隆了 Ha-c-Myc 基因，表达了

Ha-c-Myc 蛋白的部分肽段。值得一提的是，本

实验实现了 Ha-c-Myc 全部肽段的可溶性表达，

为后续深入阐明棉铃虫 c-Myc 的结构和功能奠

定了基础。 
本研究在探索 Ha-c-Myc 体外表达的过程

中，尝试选择了多种诱导表达方案，通过对 IPTG
诱导浓度、诱导时间和温度的调整优化，探索出

最佳的诱导表达条件为 25 ℃，1 mmol/L IPTG
诱导培养 4 h，表达的目的蛋白完全溶于重组  
菌诱导上清，保持了蛋白质原有的生物活性。

在蛋白纯化方面，通过金属离子亲和层析和咪

唑溶液洗脱的方法，获得了大量纯度较好的重

组蛋白，并确定重组蛋白的最适咪唑洗脱浓度为

300 mmol/L。用纯化的重组蛋白免疫新西兰兔，

制备得到 10 mL 抗血清。通过 ELISA 效价检测

及免疫印迹法分析，表明制备的多克隆抗体效价

较高，且特异性较好。 
为了探究 Ha-c-Myc 在棉铃虫体内的时间和

空间维度的表达规律，利用实时荧光定量 PCR
法测定了该基因在体内的表达情况。发现在棉铃

虫的各个发育阶段，Ha-c-Myc 基因转录水平存

在较大的差异，在低龄、大龄幼虫期和预蛹期的

表达量较高。Ha-c-Myc 在低龄幼虫的高表达，

暗示其可能在昆虫个体早期发育中具有重要功

能，这与果蝇 c-Myc 的研究结果相似[22]，果蝇

c-Myc 基因的突变导致幼虫出现严重的生长缺

陷，细胞体积减小及细胞周期进程受阻，幼虫发

育停滞并死亡，表明 c-Myc 通过调控细胞生长

与细胞周期影响果蝇幼虫个体发育。而有关

Ha-c-Myc 在棉铃虫早期发育中的调控机制还有

待研究。Ha-c-Myc 基因在预蛹期的高表达，与

已报道的其在棉铃虫蛹发育中的作用较为一  
致[23]。在探究 Ha-c-Myc 在不同组织中的表达差

异时，确定了 Ha-c-Myc 基因的主要表达部位为

中肠组织。昆虫由于缺乏合成胆固醇的两种关键
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酶——鲨烯合酶和羊毛甾醇合酶，无法自主合成

胆固醇，只能通过取食植物源固醇并将其转化为

胆固醇，而中肠恰好是昆虫消化食物、吸收外源

胆固醇的主要部位[32]。Ha-c-Myc 在中肠组织的

高水平表达暗示了 Ha-c-Myc 基因表达产物作为

转录因子，在棉铃虫中肠吸收、转运胆固醇的过

程中发挥重要功能。在本研究检测的 4 种组织

中，Ha-c-Myc 基因在脑中也有较高的表达，这

与有关棉铃虫脑中 c-Myc 的研究相一致[23]。昆

虫体内胆固醇呈现动态分布，在神经系统、消化

系统和唾液腺中含量较为丰富 [33]，因而推测

Ha-c-Myc 也可能在棉铃虫脑部神经系统胆固

醇的吸收利用中发挥作用。Ha-c-Myc 基因的时

空表达谱清晰地显示了在棉铃虫体内该基因

的 组 成 型 表 达 模 式 及 表 达 丰 度 ， 为 开 展

Ha-c-Myc 基因与蛋白功能的深入研究提供了

较为重要的信息。 
在研究棉铃虫 c-Myc 对 HaSCP-2 基因表达

的调控作用中，使用 RNA 干扰技术敲降了

Ha-c-Myc 基因的表达，导致 HaSCP-2 的转录水

平显著性降低一半，证明 Ha-c-Myc 转录因子对

HaSCP-2 基因的启动子具有正向调节作用，可

上调脂质转运蛋白基因 HaSCP-2 的转录。因此，

本文推测该转录因子通过上调 HaSCP-2 的表

达，促进棉铃虫从外界吸收转运固醇类脂质，进

而影响棉铃虫的生长和发育。有研究报道 c-Myc
通过 Wnt/β-catenin 信号通路，影响蜕皮激素的

表达，从而参与调控昆虫蛹的发育[22]。而有关

Ha-c-Myc 转录因子通过何种信号途径、如何在

昆虫的脂质代谢与生理调节中发挥调控作用还

有待进一步研究。 

4  结论 
本研究成功构建了棉铃虫 Ha-c-Myc 基因的

原核表达质粒，实现了该基因的体外高效可溶性 

表达，并用纯化的蛋白制备了特异性较好、效价

较高的多克隆抗体。时空表达谱分析表明该基因

在棉铃虫发育的各个阶段均有表达但存在差异，

在幼虫早期和晚期以及预蛹期的表达量较高，

Ha-c-Myc 在中肠组织中的表达水平最高，显著

高于表皮、头和脂肪体组织，暗示该基因在棉铃

虫中肠的胆固醇吸收转运中发挥作用。RNAi 实
验证实了在中肠部位高表达的 Ha-c-Myc 能上调

胆固醇载体蛋白 HaSCP-2 基因的转录表达，促

进棉铃虫对外源脂质的摄取吸收，从而参与个体

脂质代谢生理过程。本研究为深入阐明 c-Myc

在昆虫中的潜在生物学功能及其关键作用机理

奠定了良好的基础，为绿色农药作用新靶点的发

掘和利用提供了数据和参考。 
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