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褐飞虱磷脂酰肌醇３激酶 ｐ８５α亚基基因
ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的克隆与功能分析
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摘要：【目的】ＰＩ３Ｋ信号通路在生物体中发挥重要功能，涉及糖和脂质的代谢、细胞和组织生长以及生物个体寿命
等。本研究旨在探明该通路中磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）在褐飞虱 Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ中的功能。【方法】根据转录
组提供的ＰＩ３Ｋｐ８５α核心序列信息，应用 ｃＤＮＡ末端快速克隆的技术（ＲＡＣＥ）获得了编码 ＰＩ３Ｋｐ８５α的基因
ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的全长 ｃＤＮＡ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＫＰ６３５３７９），并应用荧光定量 ＰＣＲ和通过给成虫喂食 ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１对
ＮｌＰＩＫ３Ｒ１进行ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）分别对该基因的表达规律和功能进行了研究。【结果】荧光定量ＰＣＲ测定结果表
明，ＮｌＰＩＫ３Ｒ１在褐飞虱若虫和雄成虫中表达量均较低，但在怀卵雌成虫中大量表达。ＲＮＡｉ结果表明，给褐飞虱成
虫喂食０．１和０．５μｇ／μＬｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１均导致ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的表达明显受到抑制，高浓度组的抑制效果尤为明显。喂
食ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１对褐飞虱成虫具有极显著致死效果，高浓度组的褐飞虱成虫在饲喂第７天时存活率仅为３７．５％，相
比于空白对照组（８７．００％）和ｄｓＧＦＰ对照组（７６．６７％）均达到了极显著差异（Ｐ＜０．０１）。对ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的ＲＮＡｉ导
致褐飞虱成虫羽化率下降和体重变轻。【结论】本研究结果显示，ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因对褐飞虱的生存、生长和发育具有
重要作用，可以作为防治褐飞虱的潜在靶标。
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　　褐飞虱Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ（Ｓｔｌ）是一种刺吸式
水稻害虫，通过直接刺吸、产卵以及传播水稻病毒等

方式为害水稻（Ｐａｒｋｅｔａｌ．，２００７），严重威胁亚洲国
家的水稻生产（Ｗａｎｇｅｔａｌ．，２００８；Ｂｏｔｔｒｅｌｌａｎｄ
Ｓｃｈｏｅｎｌｙ，２０１２）。目前，防治褐飞虱的主要方法是
通过种植抗性水稻和施用农药（Ｌｉｕｅｔａｌ．，２０１４），但
是随着抗性水稻的大规模种植以及化学农药的不合

理使用，褐飞虱逐渐产生新的致害性及适应性种群，

给害虫防治带来新的挑战。因此，发掘新的褐飞虱

防治靶标基因，并发展相应的防治策略，对褐飞虱灾

害的治理具有重要意义。

磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）是一类脂质激酶，参
与了细胞内大部分信号传导、膜运输以及新陈代谢

调节（ＪｅａｎａｎｄＫｉｇｅｒ，２０１４）。根据其组成结构和功
能不同，该激酶家族可以分为 ３类，分别是Ⅰ型
ＰＩ３Ｋ，Ⅱ型ＰＩ３Ｋ和Ⅲ型ＰＩ３Ｋ，这３种类型都能合成
磷脂酰肌醇３磷酸（ＰｔｄＩｎｓ（３）Ｐ），其中Ⅰ型和Ⅱ型
能合成磷脂酰肌醇３，４二磷酸［ＰｔｄＩｎｓ（３，４）Ｐ２］，而
只有Ⅰ型 ＰＩ３Ｋ能合成磷脂酰肌醇 ３，４，５三磷酸
［ＰｔｄＩｎｓ（３，４，５）Ｐ３］（Ｂａｃｋｅｒ，２００８；Ｖａｎｈａｅｓｅｂｒｏｅｃｋ
ｅｔａｌ．，２０１０；ＭａｒｃｏａｎｄＴａｎｉａ，２０１２；Ｐｏｓｏｒｅｔａｌ．，
２０１３）。Ⅰ型ＰＩ３Ｋ是由１个８５ｋＤａ调节亚基（ｐ８５）
和１个１１０ｋＤａ催化亚基（ｐ１１０）组成的异质二聚
体。Ⅰ型ＰＩ３Ｋ调节亚基ｐ８５种类有ｐ８５α（或ｐ５０α
和 ｐ５５α这 ２个拼接亚型）、ｐ８５β、ｐ５５γ、ｐ１０１和
ｐ８４，催化亚基 ｐ１１０种类有 ｐ１１０α，ｐ１１０β，ｐ１１０δ
和ｐ１１０γ。调节亚基 ｐ８５对催化亚基 ｐ１１０行使催
化功能及其催化稳定性起着必要的作用（Ｓｕｎｅｔａｌ．，
２００９）。调节亚基 ｐ８５α是由 ＰＩＫ３Ｒ１基因编码的。
目前，关于Ⅰ型ＰＩ３Ｋ功能的研究表明，当细胞膜上
的酪氨酸激酶和 Ｇ蛋白偶联受体接收到来至细胞
外的信号后，会招募Ⅰ型 ＰＩ３Ｋ（ｐ８５ｐ１１０二聚体）
到质膜上，ｐ１１０亚基通过与 ｐ８５亚基结合把底物
ＰｔｄＩｎｓ（４，５）Ｐ２转化成 ＰｔｄＩｎｓ（３，４，５）Ｐ３，进而促使
蛋白激酶Ｂ（ＰＫＢ／Ａｋｔ）磷酸化。ＰＫＢ／Ａｋｔ又同时控
制着细胞内多个重要的信号通路，从而影响细胞生

长、增殖、生存，代谢和自噬（Ｖａｎｈａｅｓｅｂｒｏｅｃｋｅｔａｌ．，
２０１２）。前期的表达谱研究发现，褐飞虱在从感性

水稻品种 ＴＮ１到抗性品种 ＲＨ的适应过程中
ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因的表达量逐渐下调，提示该基因可能
参与了褐飞虱对水稻抗性品种的适应过程。但是，

ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因在褐飞虱中的主要功能尚不清楚，其
是否在褐飞虱适应水稻抗性品种的过程中发挥作用

也有待探明。

本研究根据转录组获得预测编码ＰＩ３Ｋｐ８５α的
核心序列信息入手，应用 ＲＡＣＥ法获得该基因的全
长 ｃＤＮＡ序列。利用荧光定量 ＰＣＲ技术检测
ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因在褐飞虱不同发育期的表达量，并通
过ＲＮＡ干扰技术研究该基因在褐飞虱中的作用，以
期为褐飞虱防治提供新的靶标。

１　材料和方法

１．１　供试褐飞虱
供试褐飞虱采集于浙江省杭州周边稻田（３０°

Ｎ，１２０°Ｅ），种群在感虫水稻品种 ＴＮ１上连续饲养
２０代以上，饲养温度为２６±２℃，相对湿度为８０％±
５％，光周期为１６Ｌ∶８Ｄ。
１．２　供试主要试剂

ＲＮＡ提取试剂 ＴＲＩＺＯＬＲｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、
ＲＡＣＥ试剂盒 ＢＤＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）、凝胶回收试剂盒 ＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉ
（Ａｘｙｇｅｎ）、反转录试剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ
ｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ和荧光定量 ＰＣＲ试剂 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑ购自 ＴａＫａＲａ公司；ＰＣＲ试剂盒 Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于生工生物工程（上海）有限公
司；体外转录试剂盒 ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ Ｔ７ＨｉｇｈＹｉｅｌｄ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ）。
１．３　褐飞虱 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因核心片段的克隆及
验证

根据前期的转录组序列信息，获得褐飞虱

ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因的核心序列，经 ＮＣＢＩ网站序列进行
比对鉴定。应用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物
ＮｌＰＩＫ３Ｒ１Ｆ和 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１Ｒ（表 １），对序列进行验
证。取褐飞虱雌雄成虫各５头，按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司
的ＴＲＩＺＯＬ Ｒｅａｇｅｎｔ试剂说明书进行总 ＲＮＡ的抽
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提，使用１％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的质量，以
及使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ）测定 ＲＮＡ的
纯度和浓度。按照反转录试剂盒操作说明，获得的

ｃＤＮＡ产物为ＰＣＲ扩增模板。ＰＣＲ扩增采用５０μＬ
反应体系，其中包括 ＰＣＲＭｉｘ２５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ正
反引物各２μＬ，模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９μＬ。ＰＣＲ反应
程序为：９４℃ ４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃
３ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ扩增
得到的产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳检测，按
ＡｘｙＰｒｅｐＴＭＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒说明书回
收目的片段，连接到载体ｐＭＤ１８Ｔ（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）
４℃过夜，转化到ＪＭ１０９感受态细胞中加１ｍＬＬＢ液
体培养基３７℃摇床培养２ｈ，取２００μＬ菌液涂布在
含有１％ Ａｍｐ的ＬＢ固体培养基３７℃倒置培养９ｈ，
随机挑取５个单菌落于含１％ Ａｍｐ的 ＬＢ液体培养
基１ｍＬ的１．５ｍＬ离心管中３７℃摇床培养１２ｈ，取
１μＬ菌液进行菌液 ＰＣＲ鉴定阳性克隆菌株并送到

上海桑尼生物科技有限公司测序。测序结果用

ＤＮＡＭＡＮ软件和原序列比对验证。
１．４　褐飞虱ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因全长的克隆

根据褐飞虱 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因核心序列信息，采
用ＲＡＣＥ法克隆基因全长。取不同日龄的褐飞虱雌
雄成虫各５头为样本，总ＲＮＡ的抽提及质量检测同
上按照 ＢＤＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ
说明书合成５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ的模板。分别设
计外引物５ＯＰＩＫ３Ｒ１和３ＯＰＩＫ３Ｒ１（表１），以及内
引物５ＩＰＩＫ３Ｒ１和３ＩＰＩＫ３Ｒ１（表１）。

采用巢式ＰＣＲ对目的基因的两端进行扩增，扩
增体系同上。ＰＣＲ反应程序为：外围ＰＣＲ反应条件：
９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６３℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ，３０个循
环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。内围ＰＣＲ所用的模板为第
一轮 ＰＣＲ得到的产物。内围 ＰＣＲ反应条件：９４℃
４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ，３０个循环；７２℃
１０ｍｉｎ；４℃保存。电泳，胶回收，连接，转化等同上。

表１　基因克隆、荧光定量ＰＣＲ及合成ｄｓＲＮＡ的引物
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇ，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｄｓＲＮＡ

引物用途

Ｕｓｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５′－３′）
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｃＤＮＡ克隆
ｃＤＮＡｃｌｏｎｉｎｇ

ＮｌＰＩＫ３Ｒ１Ｆ ＡＴＣＧＣＡＧＴＧＧＣＡＡＧＴＡＣＧＧＡ
ＮｌＰＩＫ３Ｒ１Ｒ ＧＴＧＴＴＧＴＴＧＡＴＧＴＴＧＣＣＣＡＧＧＴＴ
５ＯＰＩＫ３Ｒ１ ＣＧＧＴＧＧＡＧＧＴＴＧＡＧＡＴＴＧＧＡＴＴ
５ＩＰＩＫ３Ｒ１ ＡＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＧＡＡＣＡＡＧ
３ＯＰＩＫ３Ｒ１ ＴＣＧＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣＧＧＧＡＧＡ
３ＩＰＩＫ３Ｒ１ ＣＣＣＧＣＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＡＧ
ＰＩＫ３Ｒ１ＦＬＦ ＡＣＡＴＧＧＧＧＡＧＴＣＣＧＧＴＣＡＴＡＧＴＧＣＴ
ＰＩＫ３Ｒ１ＦＬＲ ＡＴＴＧＡＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＣＴＡＧＴＡＧＴ

荧光定量ＰＣＲ
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

ＱＰＩＫ３Ｒ１Ｆ ＴＧＴＴＣＧＴＣＣＣＡＧＣＡＧＴＴＣＧ
ＱＰＩＫ３Ｒ１Ｒ ＴＣＧＧＴＧＧＡＧＧＴＴＧＡＧＡＴＴＧ
ＱＡｃｔｉｎＦ ＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧＣ
ＱＡｃｔｉｎＲ ＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴ

ｄｓＲＮＡ合成
ｄｓＲＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｄｓＰＩＫ３Ｒ１Ｆ ＧＧＡＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＡＧＴＧＣＣＡＴＴＧＡＡＣＧＧＧＡＧＡ
ｄｓＰＩＫ３Ｒ１Ｒ ＧＧＡＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＣＧＡＡＣＴＧＣＴＧＧＧＡＣＧＡＡ
ｄｓＧＦＰＦ ＧＧＡＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＴＡＣＧＴＧＣＡＧＧＡＧＡＧＧＡＣ
ｄｓＧＦＰＲ ＧＧＡＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＧＡＴＴＧＴＧＴＧＧＡＣＡＧＧ

　　根据测序结果用 ＤＮＡＭＡＮ软件拼接得到序列
全长，并 设 计 全 长 验 证 引 物 ＰＩＫ３Ｒ１ＦＬＦ和
ＰＩＫ３Ｒ１ＦＬＲ（表１）对拼接的全长序列进行验证。
１．５　褐飞虱ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因表达分析

分别对饲养在ＴＮ１上褐飞虱按照１－２龄若虫
（５０头）、３－４龄若虫（２０头）、５龄若虫（１０头）、刚
羽化雌成虫（１０头）、怀卵雌成虫（１０头）和雄成虫
（１０头）进行取样，用荧光定量 ＰＣＲ进行基因表达
量检测分析，重复３次。总ＲＮＡ的提取及 ｃＤＮＡ模

板合成同上。荧光定量 ＰＣＲ特异性引物为
ＱＰＩＫ３Ｒ１Ｆ和 ＱＰＩＫ３Ｒ１Ｒ（表１），荧光片段经过测
序和原序列比对，以 βａｃｔｉｎ基因为内参（Ｃｈｅｎｅｔ
ａｌ．，２０１０），检测褐飞虱 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因的相对表达
量。荧光定量 ＰＣＲ参考马艳等（２０１３）的反应体系
及方法，其中退火温度改为５８℃。
１．６　ｄｓＲＮＡ的合成

根据ｃＤＮＡ全长序列设计用于合成 ｄｓＲＮＡ干
扰片段的引物 ｄｓＰＩＫ３Ｒ１Ｆ和 ｄｓＰＩＫ３Ｒ１Ｒ（表 １），
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ｄｓＧＦＰ、引物修饰及 ｄｓＲＮＡ模板的制备参照马艳等
（２０１３）。 按 照 ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ Ｔ７ Ｈｉｇｈ Ｙｉｅｌｄ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒说明书合成ｄｓＲＮＡ。
１．７　ＲＮＡｉ实验

在水稻品种 ＴＮ１取２龄褐飞虱若虫进行人工
饲养，饲养条件参照 Ｆｕ等（２００１）的营养液配方和
饲喂装置，等若虫发育至５龄时进行 ＲＮＡ干扰处
理。ＲＮＡ干扰设置２个浓度：低浓度组（Ｌ）为０．１
μｇ／μＬｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１，高浓度组（Ｈ）为 ０．５μｇ／μＬ
ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１，同时设置喂食纯营养液作为空白对照
组（ＣＫ），喂食含０．５μｇ／μＬｄｓＧＦＰ的营养液作为
ｄｓＧＦＰ对照组（ｄｓＧＦＰ）。处理时，每饲喂装置放入
２０头发育一致的５龄雌性褐飞虱若虫，设置３个重
复，每天更换取食液，清理和统计死亡的褐飞虱及其

羽化蜕下的皮，当空白对照组开始出现有羽化个体

时，开始对各组进行存活率、羽化率等的统计，并在

喂食后第７天对各组进行称重。
此外，设置平行的ＲＮＡｉ实验组，当空白对照组

出现羽化个体时，在第１，３，５和７天对各组分别进
行取样，每组 ３头，并进行 ＲＮＡ的抽提及后续
ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因表达量的荧光定量ＰＣＲ检测。
１．８　数据统计与分析

采用 Ｅｘｃｅｌ２０１０软件进行数据整理，运用
ＳＰＳＳ１６．０独立样本Ｔ检验进行显著性差异分析。

２　结果

２．１　褐飞虱 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因的 ｃＤＮＡ全长克隆及
序列分析

以褐飞虱ｃＤＮＡ为模板，对ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的核心片
段进行ＰＣＲ扩增，得到一条与预期长度相符的特异
性条带，测序结果表明该片段大小为１０８７ｂｐ，并通
过序列比对发现与转录组所得该序列一致。ＢｌａｓｔＸ
（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）比对发
现，克隆的片段与人体虱 Ｐｅｄｉｃｕｌｕｓｈｕｍａｎｕｓｃｏｒｐｏｒｉｓ
的 ＰＩ３Ｋ的调节亚基 ｐ８５α氨基酸序列一致性为
５９％，表明该片段为褐飞虱编码 ｐ８５α的核心片段。
应用ＲＡＣＥ法扩增该基因的ｃＤＮＡ全长，获得５′端序
列２３００ｂｐ和３′端序列４６４ｂｐ。用ＤＮＡＭＡＮ进行序
列拼接得到ＰＩＫ３Ｒ１基因全长为２６９４ｂｐ（图１），拼接
得到的全长序列经两端ＰＣＲ和测序得到准确验证，
并与公布的褐飞虱基因组序列信息（Ｘｕｅｅｔａｌ．，２０１４）
比对，发现ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因位于ｓｃａｆｆｏｌｄ４０８（ＧｅｎＢａｎｋ登
录号：ＫＮ１５２３４６．１）上，分析显示 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因有

１２个外显子和１１个内含子（图２）。
利用 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｏｒｆ／）分析，ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因 ｃＤＮＡ全长
包含了９４ｂｐ的５′非编码区（５′ＵＴＲ），２５２６ｂｐ开放
阅读框（ＯＲＦ）和７５ｂｐ的３′非编码区（３′ＵＴＲ），３′端
具有典型的ｐｏｌｙＡ结构。ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因共编码８４１
个氨基酸（图１），利用蛋白分子量及等电点预测工
具（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／），预测得到
该蛋白分子量为９５．６ｋＤａ，等电点为５．８４。通过蛋
白结构域预测站网（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．
ｄｅ／）预测发现该蛋白具有山姆结构（ｓｔｅｒｉｌｅａｌｐｈａ
ｍｏｔｉｆ，ＳＡＭ）、蛋白激酶Ｃ保守区域１（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
Ｃｃｏｎｓｅｒｖｅｄｒｅｇｉｏｎ１ｄｏｍａｉｎｓ，Ｃ１）、ＲｈｏＧＴＰ酶激活蛋
白结构域（ＧＴＰａｓｅａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎｆｏｒＲｈｏ，ＲｈｏＧＡＰ）
和２个Ｓｒｃ同源结构域（Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ２ｄｏｍａｉｎｓ，ＳＨ２）
（图３）。类比赤拟谷盗Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍｃａｓｔａｎｅｕｍ（ＧｅｎＢａｎｋ
登录号：ＸＰ＿００８１９３４６５．１，５４％）和顶切叶蚁
Ａｃｒｏｍｙｒｍｅｘｅｃｈｉｎａｔｉｏｒ（ＥＧＩ５９４０７．１，５７％）的 ＰＩ３Ｋ
ｐ８５α发现它们都有共同的结构域（图３）。

利用膜翅目、鞘翅目和等翅目的 ９种昆虫的
ｐ８５α氨基酸序列与褐飞虱ｐ８５α氨基酸序列用邻接
法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统进化树。进化树
分析表明褐飞虱为单独的一类（图４）。
２．２　褐飞虱ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的表达变化分析

荧光定量 ＰＣＲ检测表明，ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因在褐
飞虱所有龄期和不同性别的褐飞虱中均有不同程度

表达。在怀卵雌虫时，ＮｌＰＩ３ＫＲ１基因表达量急剧增
加并达到最高，而在其他发育阶段和雄成虫中表达

量都很低（图５）。
２．３　ＲＮＡｉ对褐飞虱 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１ｍＲＮＡ表达水平
的影响

荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，ｄｓＧＦＰ对照组和
空白对照组的 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１ｍＲＮＡ表达量没有显著差
异，并且这两个对照组的 ｍＲＮＡ表达量均随着羽化
后的时间的增加而增加。低浓度干扰组中，褐飞虱

ＮｌＰＩＫ３Ｒ１ｍＲＮＡ也随着羽化后的时间而增加，在５
ｄ时达到最高值，第７天时开始下降，并且相较于空
白对照组和ｄｓＧＦＰ对照组其表达量显著降低（图６：
Ａ）。而高浓度的 ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１干扰，在第１天时即
有效的抑制了褐飞虱ＮｌＰＩＫ３Ｒ１ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜
０．０１），其ｍＲＮＡ的表达量一直处于比较低的状态，
而在第７天时，由于该组用于取样的褐飞虱全部死
亡，因而无法得到相应的 ｍＲＮＡ表达量数据，这也
说明高浓度的ＮｌＰＩＫ３Ｒ１干扰对褐飞虱影响很大。
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图１　褐飞虱ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因全长ｃＤＮＡ序列及氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＮｌＰＩＫ３Ｒ１ｆｒｏｍＮｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ

起始密码子和终止密码子用粗体标识；加尾信号（ａａｔａａａ）用阴影标识。Ｔｈｅｓｔａｒｔａｎｄｓｔｏｐｃｏｄｏｎｓａｒｅｉｎｂｏｌｄｆａｃｅ，ａｎｄｔｈｅｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ａａｔａａａ）ｉｓｓｈｏｗｎｉｎｓｈａｄｏｗ．

２．４　ＲＮＡｉ对褐飞虱存活率的影响
在ＲＮＡ干扰实验中，连续喂养 ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１对

褐飞虱存活率产生了较为明显的影响，从第２天开
始，喂食ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１的２个实验组与对照组就达到

了极显著的差异，高浓度处理组的ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１干扰
对褐飞虱的存活率影响尤其明显，在统计第７天时
的存活率仅为３７．５０％，相比于空白对照组８７．００％
和 ｄｓＧＦＰ对照组７６．６７％ 均达到了极显著差异
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图２　褐飞虱ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因结构
Ｆｉｇ．２　ＧｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＮｌＰＩＫ３Ｒ１ｆｒｏｍＮｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ

箭头指示基因转录的方向，数字１～１２表示外显子。Ｔｈｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓ１ｔｏ１２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｘｏｎｓ．

图３　褐飞虱、赤拟谷盗和顶切叶蚁ｐ８５α结构图
Ｆｉｇ．３　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐ８５αｆｒｏｍＮｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ，ＴｒｉｂｏｌｉｕｍｃａｓｔａｎｅｕｍａｎｄＡｃｒｏｍｙｒｍｅｘｅｃｈｉｎａｔｉｏｒ

ＳＡＭ：山姆结构Ｓｔｅｒｉｌｅａｌｐｈａｍｏｔｉｆ；Ｃ１：蛋白激酶Ｃ保守区域１ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｃｏｎｓｅｒｖｅｄｒｅｇｉｏｎ１ｄｏｍａｉｎｓ；ＲｈｏＧＡＰ：ＲｈｏＧＴＰ酶激活蛋白结构

域ＧＴＰａｓｅａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎｆｏｒＲｈｏ；ＳＨ２：Ｓｒｃ同源结构域Ｓｒｃｈｏｍｏｌｏｇｙ２ｄｏｍａｉｎｓ．绿色带状区域代表卷曲螺旋区域；粉红色带状区域代表低度

复杂区域。Ｔｈｅｇｒｅｅｎｂａｎｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌｄｏｍａｉｎｓ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｐｉｎｋｂａｎｄｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｌｏｗｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙｄｏｍａｉｎｓ．

图４　基于氨基酸序列构建的褐飞虱及其他昆虫ｐ８５α的进化树（邻接法）
Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｐ８５αｆｒｏｍＮｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓａｎｄｏｔｈｅｒｉｎｓｅｃｔｓｂａｓｅｄｏｎａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｗｉｔｈｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ
ｐ８５α的来源及其ＧｅｎＢａｎｋ登录号Ｏｒｉｇｉｎｓｐｅｃｉｅｓｏｆｐ８５αｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓ：大蜜蜂 Ａｐｉｓｄｏｒｓａｔａ（ＸＰ＿００６６１９９７３．

１）；小蜜蜂 Ａｐｉｓｆｌｏｒｅａ（ＸＰ＿００３６９１６８１．１）；佛罗里达弓背蚁 Ｃａｍｐｏｎｏｔｕｓｆｌｏｒｉｄａｎｕｓ（ＥＦＮ６３８７４．１）；顶切叶蚁 Ａｃｒｏｍｙｒｍｅｘｅｃｈｉｎａｔｉｏｒ

（ＥＧＩ５９４０７．１）；行军蚁 Ｃｅｒａｐａｃｈｙｓｂｉｒｏｉ（ＥＺＡ４９７８２．１）；褐飞虱 Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ（ＫＰ６３５３７９）；赤拟谷盗 Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍｃａｓｔａｎｅｕｍ（ＸＰ＿

００８１９３４６５．１）；红火蚁 Ｓｏｌｅｎｏｐｓｉｓｉｎｖｉｃｔａ（ＸＰ＿０１１１５９１８１．１）；印度跳蚁 Ｈａｒｐｅｇｎａｔｈｏｓｓａｌｔａｔｏｒ（ＸＰ＿０１１１５４８７５．１）；内华达古白蚁 Ｚｏｏｔｅｒｍｏｐｓｉｓ

ｎｅｖａｄｅｎｓｉｓ（ＫＤＲ１８１１８．１）．分支节点上的数字表示１０００次自举检验得到的 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值；比例尺表示每个位点的氨基酸替换数。Ｎｕｍｂｅｒｓ

ｏｎｔｈｅｂｒａｎｃｈｎｏｄｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅＢｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓｆｒｏｍｏｆ１０００ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ．Ｔｈｅｂａｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｅｓｔｉｍａｔｅｄｎｕｍｂｅｒｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓｐｅｒｓｉｔｅ．



５期 陆潮峰等：褐飞虱磷脂酰肌醇３激酶ｐ８５α亚基基因ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的克隆与功能分析 ４９３　　

图５　褐飞虱不同发育阶段ＮｌＰＩＫ３Ｒ１表达量的变化
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＮｌＰＩＫ３Ｒ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓｏｆＮｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓ

１－２Ｎ：１－２龄褐飞虱若虫１ｓｔ－２ｎｄｉｎｓｔａｒｎｙｍｐｈ；３－４Ｎ：３－４

龄褐飞虱若虫 ３ｒｄ－４ｔｈｉｎｓｔａｒｎｙｍｐｈ；５Ｎ：５龄褐飞虱若虫 ５ｔｈ

ｉｎｓｔａｒｎｙｍｐｈ；ＥＦ：刚羽化的雌性褐飞虱Ｎｅｗｌｙｅｃｌｏｓｅｄｆｅｍａｌｅａｄｕｌｔ；

ＧＦ：怀卵褐飞虱Ｇｒａｖｉｄｆｅｍａｌｅａｄｕｌｔ；Ｍ：雄成虫Ｍａｌｅａｄｕｌｔ．

（Ｐ＜０．０１）（图 ６：Ｂ）。有趣的是，连续喂食
ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１对羽化４ｄ左右的褐飞虱有致命性的影

响，致使实验组仅有尚未羽化或羽化早期的褐飞虱

存活。连续喂养 ｄｓＧＦＰ对褐飞虱的存活率也有一
定的影响，但是相较于喂食营养液没有显著差异。

由此可见，ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因对褐飞虱的生存具有重要
的影响，特别是对怀卵阶段的褐飞虱影响最为明显。

２．５　ＲＮＡｉ对褐飞虱羽化率的影响
通过对每天新蜕的皮进行统计，对空白对照组、

ｄｓＧＦＰ对照组、低浓度和高浓度ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１喂养处
理的褐飞虱实验组进行羽化率的观测统计。发现喂

养ｄｓＧＦＰ和纯营养的实验组褐飞虱的羽化率相近，
在并第５天时全部羽化，而喂食ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１的２个
处理组在第５天的羽化率分别为７３．０８％和５６．０９％，
与空白对照组和 ｄｓＧＦＰ对照组均达到了极显著的
差异（Ｐ＜０．０１）；低浓度干扰组的褐飞虱在第７天才
全部羽化，而高浓度组在第７天也没全部羽化，其羽
化率为９３．７５％，相较于对照组和 ｄｓＧＦＰ对照组而
言，推迟了至少３ｄ。这表明褐飞虱ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因在
一定程度上调控褐飞虱的发育（图６：Ｃ）。

图６　褐飞虱成虫取食ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１对其ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因表达量（Ａ）、存活率（Ｂ）、羽化率（Ｃ）和体重（Ｄ）的影响
Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＮｌＰＩＫ３Ｒ１（Ａ），ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ（Ｂ），ｅｃｌｏｓｉｏｎｒａｔｅ（Ｃ）ａｎｄｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ（Ｄ）

ｏｆＮｉｌａｐａｒｖａｔａｌｕｇｅｎｓａｄｕｌｔｓｆｅｄｗｉｔｈｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１
Ｌ：低浓度ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１（０．１μｇ／μＬ）喂养的实验组 ＴｈｅｇｒｏｕｐｆｅｄｗｉｔｈｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１（０．１μｇ／μＬ）；Ｈ：高浓度 ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１
（０．５μｇ／μＬ）喂养的实验组ＴｈｅｇｒｏｕｐｆｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１（０．５μｇ／μＬ）．以ｄｓＧＦＰ作为阴性对照；图中数据为３次重复
的平均值±标准差，柱上单星号示空白对照组与该组之间存在显著差异（Ｔ检验，Ｐ＜０．０５）；双星号表示与空白对照组（ＣＫ）之间存在极显著
差异（Ｔ检验，Ｐ＜０．０１）；不同小写字母代表不同组之间存在显著差异（Ｔ检验，Ｐ＜０．０５）。ｄｓＧＦＰｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ｄａｔａｉｎｔｈｅ
ｆｉｇｕｒｅａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｍｅａｎ±ＳＤｏｆｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｗｉｔｈｔｗｅｎｔｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｅａｃｈ．Ｓｉｎｇｌｅａｓｔｅｒｉｓｋａｎｄｄｏｕｂｌｅａｓｔｅｒｉｓｋｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｆｒｏｍｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ＣＫ）ａｔｔｈｅ０．０５ａｎｄ０．０１ｌｅｖｅｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｔｔｅｓｔ）．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ０．０５ｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｔｔｅｓｔ）．
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２．６　ＲＮＡｉ对褐飞虱体重的影响
在第７天分别对各组中存活的褐飞虱进行称重

统计和分析。空白对照组、ｄｓＧＦＰ对照组和喂食低
浓度ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１的实验组中褐飞虱的体重没有明
显区别，个体平均体重均在２．００ｍｇ以上，而喂食高
浓度的ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１实验组中褐飞虱个体平均体重
为１．２７ｍｇ，与其他几组相比存在着显著的差异
（Ｐ＜０．０５），说明高浓度的干扰对褐飞虱的生长有
很好的抑制效果（图６：Ｄ）。

３　讨论

本研究克隆了褐飞虱Ｉ型 ＰＩ３Ｋ调节亚基 ｐ８５α
的编码基因 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的全长 ｃＤＮＡ。通过该基因
编码的氨基酸序列同源比对分析发现，在不同昆虫

中该基因的保守性比较差，但在编码主要结构域的

区域则有较高的同源性，这说明在长期的进化过程

中，不同昆虫的调节亚基 ｐ８５α在 ＰＩ３Ｋ中仍保留相
同的功能，也证明了 ＰＩＫ３Ｒ１基因对褐飞虱正常的
生长发育有着重要作用。

ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因在褐飞虱所有龄期和不同性别
的褐飞虱中均有表达，尤其在怀卵雌虫中大量表达，

表明怀卵期是ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因发挥功能的一个重要
时期。在褐飞虱怀卵阶段，主要涉及褐飞虱腹部脂

肪体的大量合成及卵巢的发育等，这与果蝇怀卵过

程相似，而Ｅｄｇａｒ发现通过激活果蝇ＰＩ３Ｋ信号通路
能促使果蝇的上皮组织和脂肪体细胞生长速度加

快，增加细胞的大小。同时，他们也通过抑制实验得

到了相对应的结果（Ｂｒｉｔｔｏｎｅｔａｌ．，２００２）。因此，我
们推测ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因在怀卵褐飞虱中高表达可能
与褐飞虱脂肪体细胞生长和卵巢发育等有关。为

此，我们试图考察 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１干扰对褐飞虱脂肪体
细胞生长和卵巢发育的影响，然而，进一步的观察发

现，喂食低浓度实验组褐飞虱的体型与空白对照组

和ｄｓＧＦＰ对照组无明显区别，而连续喂食高浓度
ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１对羽化４ｄ左右的褐飞虱有致命性的影
响，饲喂装置中仅剩下尚未羽化或羽化初期（２－３ｄ
左右）卵巢发育不明显的褐飞虱，因而无法从实验

组取到怀卵的褐飞虱样本，致使有关 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的
ＲＮＡ干扰对褐飞虱卵巢发育等影响的信息尚不明
确，这也从侧面说明了该基因对褐飞虱卵巢发育等

的重要性。

研究证实 ｉｎｓｕｌｉｎ／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在许多生
物体中的功能是保守的，控制着生物体的多种生理

机能，包括糖和脂质代谢，组织的生长以及生物体寿

命的长短等（ＬｕｃｋｈａｒｔａｎｄＲｉｅｈｌｅ，２００７；Ｓｉｍａｎｄ
Ｄｅｎｌｉｎｇｅｒ，２００９；Ｔｅｌｅｍａｎ，２０１０；Ｍａｅｔａｌ．，２０１４）。
在本 研 究 中，喂 食 ｄｓＮｌＰＩＫ３Ｒ１对 褐 飞 虱 的
ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因表达量产生了明显的抑制效果，其
中，高浓度处理对靶标基因的抑制效果尤为明显，可

以使 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基本处于很低的表达水平，并导致
成虫羽化时间推迟和体重减轻。与此类似，Ｓｈｉｏｉ等
（２０００）通过转基因技术构建了心脏 ＰＩ３Ｋ突变的小
鼠，发现ＰＩ３Ｋ高表达的突变小鼠的心脏和心肌细胞
明显比受到抑制的小鼠大得多。Ｓｔｏｃｋｅｒ和 Ｈａｆｅｎ
（２０００）通过对果蝇的研究也发现 ＰＩ３Ｋ通路中
ＰｔｄＩｎｓ（３，４，５）Ｐ３表达量的高低对果蝇体型大小影
响很大。这些都说明了 ＰＩ３Ｋ通路对生物体的生长
发育起着重要的调控作用。

ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因的 ＲＮＡ干扰显示，空白对照组
和ｄｓＧＦＰ对照组无论从 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因的表达量，
还是褐飞虱的羽化率、存活率及体重方面都没有明

显的差异，说明非靶向的双链ＲＮＡ溶液体系对褐飞
虱本身没毒性，这与张倩等（２０１２）在研究灰飞虱中
得出的结论一致。但是，靶向 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１的 ＲＮＡ干
扰则表现为对褐飞虱的生存有一定的影响，并且处

理浓度越高，导致的褐飞虱死亡率也越高。４ＥＢＰ
是ＰＩ３Ｋ／ＴＯＲ通路的下游效应蛋白分子，在营养充
足时，ＰＩ３Ｋ／ＴＯＲ通路激活，促进４ＥＢＰ磷酸化，进
而使得４ＥＢＰ不能和 ｅＩＦ４Ｅ结合，从而引起蛋白翻
译上 调 （Ｓｃｈｍｅｌｚｌｅａｎｄ Ｈａｌｌ，２０００； Ｈａｙａｎｄ
Ｓｏｎｅｎｂｅｒｇ，２００４）。Ｔｅｔｔｗｅｉｌｅｒ等（２００５）发现ｄ４ＥＢＰ
无效突变可以导致雌果蝇的寿命显著缩短。本研究

中通过抑制上游 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因影响了褐飞虱生长
发育及死亡，可能通过降低４ＥＢＰ磷酸化水平，使
得蛋白翻译下调，进而影响了褐飞虱的正常生命

活动。

本研究初步探明了 ＮｌＰＩＫ３Ｒ１基因在褐飞虱生
存及生长发育等方面的作用，但是该基因具体的调

控机制和涉及的相关上下游基因在褐飞虱中还不是

很明确。今后，进一步探索ＮｌＰＩＫ３Ｒ１通路的重要基
因及其调控机制，对于发现更多新的重要基因，从中

筛选更为有效的靶标来防治褐飞虱具有重要意义。
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