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摘要! !目的"褐飞虱-+)$.$/0$#$ )1*2&3是水稻的重要害虫之一# 本研究旨在了解水稻品种抗性诱

导的褐飞虱中肠细胞凋亡与细胞中乙酰胆碱酯酶$;"&#<=">$=2?&@#&';@&% AB>C&的关系# !方法"从 0

龄
!

型褐飞虱若虫中肠组织分离原代细胞%用不同抗性的水稻幼苗汁液处理第一代继代细胞%利用

DEFCG染色法检测细胞的凋亡情况%再分别利用免疫组织化学和荧光定量HBI技术对AB>C进行

亚细胞定位和检测其表达水平的变化# !结果"在对照组$未处理&细胞中%检测不到代表凋亡细胞

核的绿色荧光%而免疫组化后阳性反应颜色很浅%表明细胞中存在AB>C的本底水平表达# 感虫水

稻品种DF* 幼苗汁液处理细胞中%细胞的凋亡率为 4J%抗性水稻 K, 幼苗汁液处理的细胞中有

+,J的细胞发生凋亡'而抗性水稻DLMN+ 幼苗汁液处理的细胞中则有 4,J的细胞发生凋亡# 免疫

组化的检测结果表明%所有凋亡的细胞中都存在AB>C的积累%且主要分布在细胞质中'AB>C在凋

亡后期并不迁入凋亡小体中%而是集中在细胞核附近# 荧光定量 HBI检测表明%DLMN+% K, 和

DF* 幼苗汁液处理的细胞中AB>C的表达量分别为对照细胞的 (-:-% *4:0 和 4 倍%该结果与细胞

水平上免疫组化的检测结果一致# !结论"本研究结果证实了水稻品种抗性与其诱导的中肠细胞

凋亡率呈正相关%且凋亡细胞的细胞质中存在 AB>C的积累# 这些发现为揭示 AB>C在褐飞虱与

水稻的互作中的功能(促进抗性水稻新品种的选育及开发新的褐飞虱防治措施提供了一定的参考

信息#

关键词! 褐飞虱' 乙酰胆碱酯酶' 中肠细胞凋亡' 细胞免疫组化' 荧光定量HBI

中图分类号! O-++99文献标识码! A99文章编号! )0,0N+(-+"()*+#*)N*)..N*)

%&'()*&+(+,-./0-11*&+&2!"#$*+(/&/)&)*'3*,45)'-661&2!"#$%$&'$($

#)*+,-"7-3*/)-0($ 8-6/#('*,(-# *+,5'-,9: #&1)0*'-0-1*1)(+'-

PAFQR2NO2

*

! BSCFTU?

(

! VSAFQTU;?NTU;?

*

! WAFQV>2NX;?

*!

!

"*:SU%&2B$==;%$';#2Y&Z??$Y;#2$?

B&?#&'[$'Q'&&? D';?@[$'\;#2$? $[K2$NI&@$U'"&@! B$==&]&$[G2[&R"2&?"&@! SU%&2E?2Y&'@2#<! PU>;?

0.))+(! B>2?;% (:B$==&]&$[B>&\2";=C?]2?&&'2?];?1 D&">?$=$]<! PU>;? E?2Y&'@2#<$[R"2&?"&;?1

D&">?$=$]<! PU>;? 0.))4*! B>2?;#

!91)0(')$ &A2\' D>&%'$̂? _=;?#>$__&'! -+)$.$/0$#$ )1*2&3! 2@$?&$[#>&\$@#1&@#'U"#2Y&_&@#@$[

'2"&:D>2@@#U1<;2\@#$2?Y&@#2];#&#>&'&=;#2$?@>2_ %&#̂&&? ;"&#<=">$=2?&@#&';@&"AB>C# ;?1 #>&

;_$_#$@2@2? \21]U#"&==@$[-4)1*2&32?1U"&1 %<>$@#'2"&'&@2@#;?"&:&M&#>$1@' H'2\;'<"&==@̂ &'&

2@$=;#&1 ['$\#>&\21]U#$[#>&0#> 2?@#;'?<\_> " %2$#<_&

!

# $[-4)1*2&3:D>&[2'@#N]&?&';#2$?

@U%"U=#U'&"&==@̂ &'&#'&;#&1 2̂#> 6U2"&['$\'2"&@&&1=2?]@̂ 2#> 12[[&'&?#'&@2@#;?"&=&Y&=@:RU%"&==U=;'

=$";=2̀;#2$? ;?1 &8_'&@@2$? $[AB>C &̂'&1&#&"#&1 %<U@2?]"&==2\\U?$>2@#$">&\2@#'<;?1 '&;=N#2\&

基金项目$ 国家自然科学基金项目".),)).(4! .*)a*+a-! .*(a(),)! .*.)*+a,#

作者简介$ 王斯奇! 女! *--* 年 ** 月生! 湖北仙桃人! 硕士研究生! 研究方向为昆虫分子生物学! CN\;2=$ -0.a(a()*bcc:"$\

!通讯作者B$''&@_$?12?];U#>$'! CN\;2=$ @;2=<;?]̀>[b>U%U:&1U:"?

收稿日期I&"&2Y&1$ ()*+N)4N*)% 接受日期A""&_#&1$ ()*+N)-N()



*).09 昆虫学报!"#$ %&#'(')'*+"$ ,+&+"$ ,- 卷

[=U$'&@"&?"&cU;?#2#;#2Y&HBI #&">?2cU&@! '&@_&"#2Y&=<: & I&@U=#@' F$]'&&? [=U$'&@"&?#@2]?;=@

'&_'&@&?#2?];_$_#$#2"?U"=&2̂ &'&1&#&"#&1 2? #>&U?#'&;#&1 "$?#'$="&==@! %U##>&@&"&==@&8>2%2#&1 [&̂

@2]?;=@2? 2\\U?$>2@#$">&\2@#'<'&;"#2$?! @U]]&@#2?];%;@;=&8_'&@@2$? =&Y&=$[AB>C 2̂#>2? #>&"&==@:

D>&"&==@#'&;#&1 2̂#> #>&6U2"&['$\@&&1=2?]@$[#>&@U@"&_#2%=&'2"&Y;'2&#<DF* ;?1 #̂$'&@2@#;?#'2"&

Y;'2&#2&@K, ;?1 DLMN+ 12@_=;<&1 ;_$_#$@2@̂ 2#> #>&;_$_#$#2"';#&$[4J! +,J ;?1 4,J! '&@_&"#2Y&=<:

Z\\U?$>2@#$">&\2@#'<'&;"#2$? '&Y&;=&1 #>;#;==;_$_#$#2""&==@@>$̂&1 @#'$?]&'@2]?;=@'&_'&@&?#2?]

$Y&'&8_'&@@2$? ;?1 ;""U\U=;#2$? $[AB>C2? #>&"<#$_=;@\:AB>C;@@&\%=&1 ;'$U?1 #>&?U"=&22?@#&;1 $[

@>2[#2?]#$;_$_#$#2"%$12&@2? #>&=;#&;_$_#$#2"@#;]&:D>&1;#;['$\'&;=N#2\&[=U$'&@"&?"&cU;?#2#;#2Y&
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99褐飞虱-+)$.$/0$#$ )1*2&3属半翅目"S&\2_#&';#

飞虱科"d&=_>;"21;&#!是我国中(南部稻区的主要

水稻害虫之一) 褐飞虱的成虫和若虫都群集在稻株

下部为害!用刺吸式口器刺进稻株组织!吸食汁液)

受害稻苗叶尖发黄!并发展到全叶发黄%最后茎下部

变黑褐色腐烂!全叶变枯) 受害稻田严重时!先从田

间出现一个个黄塘!俗称*冒顶+!然后连接成片!直

至全田枯黄) 另外!褐飞虱刺破的伤口!还有利于菌

核病和纹枯病的发生"IU%2;NR;?">&̀2#$):! *---#)

因此!褐飞虱在田间大规模发生时会严重影响水稻

的产量!甚至导致绝收) 在防治方面!除了采取适合

的农业耕作(水肥管理措施外!直接而有效的方法就

是化学防治!但长期的化学农药的施用也带来了严

重的后果$一方面容易造成环境污染(稻田生态系统

的破坏以及稻米的农药残留%另一方面会导致抗药

性褐飞虱的再猖獗) 长期以来!农业科技工作者坚

持田间选育与推广抗虫性水稻新品种!但褐飞虱致

害性变异较快!很容易适应新品种!这一定程度上造

成抗性水稻的推广和应用受到制约"W;?]2#$):!

()**#) 加强对褐飞虱基础生物学的研究!可以为

寻求有效而环保的治理措施提供线索)

乙酰胆碱酯酶";"&#<=">$=2?&@#&';@&! AB>C#具

有羧肽酶和氨肽酶的活性!是动物体内神经传导中

的一种关键酶!其经典功能是快速水解神经递质乙

酰胆碱!保证神经信号在生物体内正常传递) 此外!

AB>C的非经典功能包括参与细胞的发育和成熟!

促进神经元发育和神经再生"K&>';2#$):! ())(#!以

及参与细胞凋亡过程"V>;?]2#$):! ())(% e2&2#$):!

()**#) 最近!张学军实验室的研究人员证实!在细胞

凋亡过程中!AB>C首先进入细胞核!而后作为凋亡脱

氧核糖核酸酶"dF;@&#而起作用"dU 2#$):! ()*,#)

AB>C在有B;

( f

NM]

( f的生理 _S条件下!能够切割裸

露的 1@dFA!也能切割预固定和凋亡细胞中的染色体

dFA) 该活性不受 ";@_;@&抑制剂的影响!因而是

BAd"";@_;@&N;"#2Y;#&1 dF;@&#和C?1$Q"&?1$?U"=&;@&

Q#不依赖的作用方式"dU 2#$):! ()*,#)

在昆虫中我们更应该关注 AB>C!不仅是因为

此酶是杀虫剂的直接靶标酶!而且 AB>C基因的突

变或异常表达可能是产生抗药性的原因之一!与害

虫的抗药性治理密不可分"PU 2#$):! ()*)% 林璐璐

等! ()*0#!还与细胞凋亡进程密不可分) 鉴于中肠

组织是褐飞虱与水稻互作的重要界面!证实AB>C参

与中肠细胞凋亡进程!则可以在褐飞虱与水稻的协同

进化(抗性水稻新品种的选育以及褐飞虱的科学治理

方面获得全新的认识和一些有价值的参考信息)

为此!本研究用感虫水稻 DF*(抗虫水稻 K, 和

DLMN+ 幼苗汁液分别处理褐飞虱的中肠细胞!检测

细胞的凋亡率!并初步研究了 AB>C在凋亡细胞中

的表达水平变化(在亚细胞水平的定位以及与细胞

凋亡的关系) 研究结果为进一步了解AB>C在褐飞

虱与水稻互作中的功能及开发基于AB>C的防控新

举措奠定了一定的基础)



*) 期 王斯奇等$ AB>C在水稻抗性诱导的褐飞虱凋亡中肠细胞中的定位及表达 *).,9

=>材料与方法

=?=>材料

=:=:=9褐飞虱$褐飞虱"生物型
!

#初始种群由武

汉大学何光存教授馈赠!已在本实验室连续饲养多

代!饲养在感虫水稻品种台中 * 号"DF*#植株上!水

稻培养条件$温度为 (, g(h!相对湿度为 4)J!光

周期 *+Gi4d!光强度 0 ))) =8)

=:=:@9供试水稻$感虫水稻"DF*#种子(抗虫水稻

"DLMN+ 和 K,#种子避光于 .ah浸泡催芽!待苗长

至 . j0 "\的长度!用解剖刀切取苗的部分!每种水

稻分别收集 *) ]苗!无菌水冲洗干净!用灭菌的研

钵进行研磨!用灭菌的纱布过滤匀浆!收集于 *:,

\GCH试管中!用CeNBCGG0() 昆虫细胞无血清培

养基稀释 *) 倍使用)

=:=:A9试剂$CeNBCGG0() 昆虫细胞无血清培养基

为 R2]\;NA=1'2"> " R2]\;NA=1'2">! R#:G$U2@! M!!

ERA#产品%胎牛血清(庆大霉素(青霉素和链霉素均

为G2[&D&">?$=$]2&@B$'_$';#2$?"B;'=@%;1! BA! ERA#

产品%同翅目生理缓冲溶液">$\$_#&';? _><@2$=$]2";=

@$=U#2$?! SHR#参考 G2等"()*,#配制!稍作修改$

*a4 \\$=5GF;B=! 0:. \\$=5GLB=! 0:. \\$=5G

B;B=

(

!.:4 \\$=5GF;SB!

.

!):,J庆大霉素!):)*J

青霉素和 ):)*J链霉素) 免疫组化试剂盒 RAKB即

用型"RA*)((#(褐飞虱 AB>C单克隆抗体"订制#(

dAK显色试剂盒"AI*)((#均为武汉博士德生物工

程有限公司"K$@#&'K2$&?]2?&&'2?]B$:! G#1:! 武汉#

产品%苏木精">&\;#$8<=2?#染料(S$&">@#...0((抗荧

光猝灭封片液"H)*(+#(免疫染色固定液"H))-4#(

免疫染色洗涤液"H)*)+#(一步法 DEFCG细胞凋亡

检测试剂盒"B*)44#(细胞凋亡与坏死检测试剂盒

"B*),+ # 均为碧云天生物技术公司 "K&<$#2\&

K2$#&">?$=$]<! 江苏#产品%H'2\&R"'2_#

DM

IDI&;]&?#

L2#̂ 2#> ]dFAC';@&'"AL(a)*#为宝生物工程"大

连#有限公司 "D;L;I;K2$\&12";=D&">?$=$]<B$:!

G#1! 大连 # 产品% 分散酶 " 12@_;@&

"

! ?&U#';=

_'$#&;@&! ]';1&

"

# 为罗氏公司 "I$">&A__=2&1

R"2&?"&! M;??>&2\! Q&'\;?<#产品)

=:=:B 9仪器$细胞筛网 " 0)

#

\ "&==@#';2?&'#

"X;="$?! X';?7=2? G;7&@! FT! ERA#%F;?$d'$_ ()))

型 分 光 光 度 计 " D>&'\$! P2=\2?]#$?! ERA#%

!GWMHER Ke,* 荧光显微镜 " !=<\_U@! D$7<$!

T;_;?#%BXeB$??&"#I&;=ND2\&R<@#&\荧光定量

HBI仪"KZ!NIAd! S&'"U=&@! BA! EAR#)

=?@>褐飞虱中肠细胞系的建立

选取 0) 头 0 龄健康若虫饥饿 + > 以排空消化

道内容物!用含 *J F;B=!

.

的 a)J乙醇浸泡 * \2?!

随后用无菌水冲洗 , 次!在体式显微镜下小心解剖

出完整消化道!去除前端叉状部分"分叉的一枝连

唾液腺!另一枝连口咽部位#及后端含马氏管的部

分!中间的中肠部分置于六孔板中并加入含):))*J

F;B=!

.

的SHR缓冲液漂洗 * \2?!依次经过六孔板

上 + 个含SHR缓冲液的细胞培养孔清洗 * 次!以尽

可能去除血细胞及肠道污染物) 清洗好的中肠转置

于 *:, \GC__&?1$'["CH#管中) 用SCHCRN%U[[&'&1

@;=2?&",) \\$=5GSCHCR5L!S_Sa:0! *,) \\$=5

GF;B=#溶解分散酶
"

至 *) E5\G!用 ):((

#

\的无

菌滤膜过滤除菌) 在 ())

#

G反应体系中加入()

#

G

稀释好的分散酶
"

!混匀后于 .ah 进行酶解

.) \2?!酶解液经 0)

#

\细胞筛网过滤以除去中肠

底膜组织!将收集的细胞滤液以 ()) k*离心弃去上

清!即获得分离的中肠细胞!于 *4h用无血清的培

养基清洗 0 次!最后悬浮于 ( \G含 *,J血清(

,) U?2#@5\G的青霉素和 ,)

#

]5\G链霉素的培养基

中!转入六孔板置于 (4h恒温培养) 用常规稀碘液

"碘化钾#染色法于光学显微镜下观察细胞的形状

及大小) 每周用 * \G新鲜培养基置换出一半旧的

培养基) 当细胞密度达到 -)J j-,J时!用移液器

小心吸出细胞转到 D(, 培养瓶中!用新鲜培养基稀

释并调整体积至 , \G!使细胞密度达到 (:, k*)

0

"&==5\G!继续于 (4h继代培养) 每隔 () 1 继代一

次!取第 ( 代细胞进行后续实验)

=?A>免疫组化检测细胞中的 !"#$和 CDE$%检

测细胞凋亡

将圆形防脱玻片置于六孔板细胞培养孔底部!

按 (:, k*)

0

"&==@5\G密度接种中肠细胞!避光培养

以便使细胞粘附于玻片上"即细胞爬片#!*, 1"期

间换新鲜培养基一次#后待贴壁细胞密度达 4)J!

向不同培养孔中分别加入 *))

#

G的 DF*! K, 或

DLMN+ 水稻幼苗汁液!留一组不做处理作空白对

照!培养 * 1 后用镊子取出玻片!于室温晾干) 用

HKR"_Sa:0#轻缓洗涤 . 次!每次 ( \2?!接着用 0J

多聚甲醛固定 *, \2?!随后置于空气中干燥 , \2?!

再用HKR洗涤 . 次!每次 ( \2?) 将 ):.JD'2#$? eN

*))"用HKR配制#覆盖于固定的细胞上!以防脱片!

先于室温孵育 () \2?!后用 HKR 清洗 . 次!每次

( \2?) 用 .J S

(

!

(

处理 *, \2?!接着用 HKR 洗
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. 次!每次 ( \2?) 取免疫组化试剂盒中的封闭血清

覆盖样品并孵育 () \2?!之后加一抗"用 HKR 缓冲

液按 *i* ))) 稀释#于 0h孵育过夜!然后 HKR 洗 .

次!每次 ( \2?) 加二抗于 .ah孵育 .) \2?!HKR 洗

. 次!每次 , \2?) 最后用 dAK显色试剂盒进行避

光显色 4 \2?!无菌水洗 , \2? 后转入六孔培养板

中) 依次用M;<&'苏木素染液"冯清林等! ()*)#复

染*, @!):*J盐酸酒精分化 , @!无菌水冲洗反蓝)

再依次放入 a,J!4)J!4,J!-,J和 *))J酒精中

脱水!取出玻片后晾干) 随后在每个玻片样品上加

,)

#

G的DEFCG检测液!于 .ah避光孵育 +) \2?!

HKR洗 . 次之后加 *)

#

G的 S$&">@#...0( 染色液

"用HKR配成 *))

#

]5\G的溶液#!冰浴 .) \2?!HKR

洗 . 次) 用抗荧光猝灭封片液封片后置于荧光显微

镜下观察) 对一张玻片的同一个视野!在相同的放

大倍数和不同波长的光照下分别观察拍照$首先在

普通光源下进行细胞免疫组化的检测!接着用蓝光

"04) ?\#激发以观察 DEFCG反应的结果!最后用

紫外光".0+ ?\#激发样品中的 S$&">@#...0( 以观

察并确定细胞核的位置) 每个样品观察统计 0 个视

野的细胞!得到 0 组数据!按下列公式计算凋亡指

数$凋亡指数"AZ# l凋亡细胞数5"凋亡细胞数 f正

常细胞数#)

=?B>!"#$基因的FCGH"F检测

在六孔细胞培养板中按 (:, k*)

0

5孔的密度接

种细胞!避光培养 *, 1"期间换新鲜培养基一次#后

待贴壁细胞密度达到 4)J!向不同培养孔中分别加

入 *))

#

G的 DF*! K, 或 DLMN+ 水稻幼苗汁液!留

一组不做处理作空白对照!培养 * 1 后收集细胞并

提取总IFA) 每个培养皿加入 * \G的 D'2̀$=!冰上

放置并用移液器吸头轻缓吹散细胞!按照 D'2̀$=

I&;]&?#说明书进行总 IFA的提取) 用 F;?$d'$_

测定总IFA的纯度及含量!确定 !d

(+)

5!d

(4)

处于

*:- j(:* 之间及 !d

(+)

5!d

(.)

l(:) 的 IFA样品留

作后续实验) 去除总IFA中残留基因组dFA的反

应$体系中加入 0

#

G总IFA(, kI&;"#2$? KU[[&'(:)

#

G(]dFAC';@&'*:)

#

G(IF;@&X'&&11S

(

!.:)

#

G!混匀后置于 0(h恒温条件下反应 ( \2?) 向上

述 *)

#

G样品中加入 , kH'2\&R"'2_#KU[[&'( "[$'

I&;=D2\&# 0

#

G! H'2\&R"'2_#IDC? <̀\&M28*

#

G!

IDH'2\&'M28*

#

G! IF;@&X'&&11S

(

!0

#

G) 轻缓

混匀后于 .ah水浴孵育 *, \2?!4,h金属浴变性

, @!合成的总"dFA于 /4)h冰箱中保存) 根据褐

飞虱乙酰胆碱酯酶 "-4)1*2&3;"&#<=">$=2?&@#&';@&

#<_&(#的\IFA"Q&?K;?7 登录号$ TF+44-.):*#序

列!以及褐飞虱的肌动蛋白 "

$

N;"#2?# 的 \IFA

"Q&?K;?7 登录号$ CE*a-40a:* #! 利用 K&;"$?

d&@2]?&'4 设计荧光定量检测引物) 其中 !56%的

正向引物为AB>CNX",mNBBQDBADBADBAAQADAAQ

BN.m#!反向引物为 AB>CNI",mNBDABDADDABADBA

BDQQAAQAAQN.m#%肌动蛋白"

$

N;"#2?#基因的正向

引物为 ;"#2?NX",mNBBBQDBBABAADQAAQADBAAQN

.m#!反向引物为;"#2?NI",mNQDDQQAAQQDQQAQAQ

QQAAQN.m#) 反应体系为 (,

#

G$ IF;@&X'&&4:,

#

G(RWKI*(:,

#

G(上下游引物各 *

#

G("dFA(

#

G) 反应程序$-,h预变性 .) @%-,h变性 , @!+)h

退火延伸共 .) @!进行 0) 轮循环) 记录溶解曲线!

并采用相对定量法计算AB>C表达量的变化)

=?I>数据统计分析

每组样品的 0 次重复数据的统计结果采用平均

数g标准差"\&;? g,7#表示!利用 C8"&=进行计

算) 实时定量 HBI检测的 AB>C表达水平采用相

对定量法!依据各样品的 . 次重复结果及其对应的

B#值!参照 (

/

%%

B#

"G2Y;7 ;?1 R">\2##]&?! ())*#方法

计算AB>C表达量的变化)

@>结果

@?=>褐飞虱中肠细胞的分离及继代培养

可以观察到刚分离的中肠细胞呈椭圆形(梭形

或不规则形!. > 后 4,J的细胞可以贴壁!表明存活

率较高%.) 1 以后细胞长满培养板孔底"细胞密度

达到 -)J j-,J#!将细胞转入 D(, 培养瓶继续于

(4h培养) 原代细胞培养 .) 1!此后每隔 () 1 继代

一次) 第 ( 代",) 1#细胞存活率为 4)J!细胞生长

整齐!大小"() j(,

#

\#和形态"椭圆形#基本一致

"其中存在极少量的 . j, 个细胞聚集在一起的细

胞团#!适合用作实验材料) 随着继代次数的增加

细胞存活率逐渐下降!第 , 代"-) 1#的细胞存活率

依然可达 ,)J) 刚分离的中肠细胞可通过细胞的

形态特征和大小进行区分!其中杯状细胞最大!长度

可达 .) j0)

#

\!宽度最宽达 () j.)

#

\%其次为柱

状细胞!长度达 () j.)

#

\!宽度达 *, j()

#

\!少

数细胞以 ( 到多个细胞团的形式存在%再次为干细

胞或称再生细胞!直径多为 *) j*,

#

\) 从结构上

看!杯状细胞则为一头尖的高脚杯形状!柱状细胞多

为椭圆形或长方形!而再生细胞多为圆形"图 *#)

在继代培养后!大部分中肠细胞变成椭圆形或者圆
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图 *9从褐飞虱若虫中肠组织分离的中肠原代细胞形态

X2]:*9M$'_>$=$]<$[#>&_'2\;'<"&==@2@$=;#&1 ['$\\21]U#$[-+)$.$/0$#$ )1*2&3?<\_>@

A$ 杯状细胞Q$%=&#"&==% K$ 柱状细胞B$=U\?;'"&==% B$ 干细胞"再生细胞#R#&\"&==$''&]&?&';#2Y&"&==:

形!能很好地贴壁生长)

@?@>不同抗性水稻幼苗汁液诱导褐飞虱中肠细胞

凋亡及细胞内!"#$的表达

在培养基中添加不同抗性水平的水稻的幼苗汁

液! 处理培养的第 ( 代中肠细胞!通过原位免疫组

织化学结合DEFCG染色法及 S$&">@#染色法!在凋

亡的中肠细胞中定位 AB>C分子!并观察 AB>C的

表达量变化) 实验结果表明!没有添加水稻幼苗汁

液的对照组中肠细胞中呈现微弱的阳性信号"棕色

颜色#!表明可能是细胞内存在本底水平表达的

AB>C!而经DEFCG检测无绿色荧光信号!表明没有

发生细胞凋亡) 添加了感虫水稻 DF* 幼苗汁液的

中肠细胞!经免疫组化染色后少量细胞中有阳性信

号!而且经 DEFCG检测发现!这少量细胞的细胞核

发出绿色荧光) 该样品中细胞的凋亡率为 4J) 与

之相比!添加抗性水稻"K, 或 DLMN+#幼苗汁液的

中肠细胞!免疫组化反应后有较多的细胞呈现阳性

信号!同时 DEFCG检测表明!相应的细胞核中存在

明亮的绿色荧光信号!凋亡率分别为 +,J和 4,J

"表 *#) 可见DLMN+ 幼苗汁液处理的细胞比K, 幼

苗汁液处理的细胞凋亡率更高!可能是由于 DLMN+

水稻本身具有较强抗性的缘故"图 (#)

表 =>不同抗性水平水稻幼苗汁液诱导的褐飞虱中肠细胞凋亡统计

C(96-=>J)()*1)*'1&2(/&/)&1*1*+!"#$%$&'$($ #)*+,-3*,45)'-661*+,5'-,9: )#-K5*'-20&30*'-

1--,6*+41<*)#,*22-0-+)0-1*1)(+'-6-L-61

重复I&_=2";#&

凋亡指数A_$_#$#2"2?1&8

DF* K, DLMN+

R&#* *,5*-) *()5*a4 *4)5()0

R&#( *(5*0, *)(5*,, *+*5*4,

R&#. *a5(() -*5*., *+05*--

R&#0 *)5*() -(5*,* *.,5*+.

平均值M&;? g,7 ):)4), g):))(+) ):+,(, g):)(0-) ):4,)) g):)(,,)

凋亡指数l凋亡细胞数5"凋亡细胞数f正常细胞数#) A_$_#$#2"2?1&8"AZ# lFU\%&'$[;_$_#$#2""&==@5"FU\%&'$[;_$_#$#2""&==@fFU\%&'$[

?$'\;="&==@#:

99细胞凋亡时细胞会失水同时细胞内骨架蛋白功

能失活!导致凋亡的细胞体积变小!表面皱缩!细胞

质浓缩!凋亡小体为数个圆形小体围绕在细胞周围)

在此过程中细胞核染色质的形态学改变分为 . 期$

!

期的细胞核呈波纹状或呈折缝样!部分染色质出

现浓缩状态%

"

;期细胞核的染色质高度凝聚(边缘

化"图 .$ A! K#%

"

%期的细胞核裂解为碎块!产生

凋亡小体"图 .$ B! d#) 但从图中可以看出凋亡小

体并非通过发芽脱落机制形成的!而是通过自噬体

形成机制形成的!因为该过程中凋亡小体内并没有

代表染色质碎片的紫色信号)

@?A>通过实时定量H"F技术检测./01的表达

通过荧光定量HBI检测各组细胞中!56%的表

达水平) 首先用 !56%和内参基因
!

8$"#+& 的引物!

扩增各组细胞制备的总 "dFA!以检测两对引物的

特异性及有效性!以及各 "dFA样品的完整性) 结

果表明!对照细胞以及DF*! K, 和DLMN+ 幼苗汁液

处理的细胞中 . 个重复的
!

8$"#+& 扩增曲线出峰的

时间大致一样!表明
!

8$"#+& 引物的专一性很好) 而

各样品组中目的基因!56%的扩增曲线!与
$

N$"#+&引

物的扩增结果相似) 表明荧光定量HBI的数据能够

真实地反映两个基因在各样品中的表达水平"图 0#)
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图 (9不同抗性水平水稻幼苗汁液诱导褐飞虱中肠细胞凋亡及诱导凋亡细胞中AB>C的过表达

X2]:(9A_$_#$@2@2? -+)$.$/0$#$ )1*2&3\21]U#"&==@;?1 #>&$Y&'&8_'&@@&1 AB>C2? #>&;_$_#$#2""&==@2?1U"&1

%<#>&6U2"&['$\'2"&@&&1=2?]@̂ 2#> 12[[&'&?#'&@2@#;?"&=&Y&=@

A! K! B$ 培养的对照"未处理#细胞!分别用S$&">@#...0((DEFCG染色和免疫组化后显示的一个代表性图片D>&U?#'&;#&1 "$?#'$="&==@_'$"&@@&1

2̂#> S$&">@#...0( @#;2?2?]! DEFCG;@@;<;?1 2\\U?$>2@#$">&\2@#'<'&;"#2$?% d! C! X$添加了感虫水稻DF*幼苗汁液的培养基中的细胞!同上处理

B&==@#'&;#&1 2̂#> 6U2"&['$\@&&1=2?]@$[DF* ;?1 _'$"&@@&1 ;@1&@"'2%&1 ;%$Y&% Q! S! Z$添加了抗性水稻K,幼苗汁液的培养基中的细胞!同上处理

B&==@#'&;#&1 2̂#> 6U2"&['$\@&&1=2?]@$[K, ;?1 _'$"&@@&1 ;@1&@"'2%&1 ;%$Y&% T! L! G$添加了抗性水稻DLMN+幼苗汁液的培养基中的细胞!同上处

理B&==@#'&;#&1 2̂#> 6U2"&['$\@&&1=2?]@$[DLMN+ ;?1 _'$"&@@&1 ;@1&@"'2%&1 ;%$Y&:中间栏图片中箭头指示凋亡的细胞核% 右侧栏图片中箭头指示

积累了AB>C的细胞) A''$̂@2? #>&\211=&=;?&2?12";#&#>&;_$_#$#2"?U"=&2! >̂2=&;''$̂@2? #>&'2]>#=;?&2?12";#&#>&;""U\U=;#&1 AB>C2? #>&

;_$_#$#2""&==@:

99依据各样品和其对应的B#值!参照 (

/

%%

B#

"G2Y;7

;?1 R">\2##]&?! ())*#方法进行基因表达水平的定

量) 如图 ,所示!先分别计算对照组以及DLMN+! K,

和DF*幼苗处理组中!56%相对
!

8$"#+& 的相对表达

量!再用 DLMN+! K, 和 DF* 幼苗汁液处理组中

!56%的相对表达量与对照细胞组中 !56%的相对

表达量进行比较!得出 DLMN+ 幼苗汁液处理组的

!56%的表达量上调了 (-:- 倍!K, 幼苗汁液处理

组的上调了 *4:0 倍!而 DF* 幼苗汁液处理组的上

调了 4 倍) 该结果表明!抗性水稻幼苗汁液处理

的褐飞虱若虫中肠细胞中 !56%的表达量高于感

性水稻处理组!而且抗性越强!!56%的表达水平

越高!这与免疫组化的检测结果相符"图 ,#) 表

明 AB>C受抗性水稻的诱导!并且参与细胞凋亡

进程)

A>讨论

中肠在昆虫生命活动中起着重要作用!不仅是

消化吸收食物的重要功能器官!同时也是多种生物

防治微生物作用的靶标) 目前中肠细胞的分离方法

可以分为 . 种$组织块法(机械分离法和酶消化法

"童丹丹等! ()*.#) 本研究利用组织块法和酶消化

法联合进行中肠细胞的分离!分离效率高!效果良

好!可以清楚地区分柱状细胞(杯状细胞和干细胞

"图 *#) 在选择原代细胞的培养基时!我们分别尝

试了CeNBCGG0()! Q';"&! DBN*))! ZHGN0* 和DFMN

XS共 , 种培养基!结果在 CeNBCGG0() 培养基中

原代中肠细胞的存活率最高"数据未示#!故认为

CeNBCGG0() 是最适合褐飞虱中肠细胞的培养基) 在
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图 .9褐飞虱中肠凋亡细胞的光镜观察结果

X2]:.9E=#';@#'U"#U';=;?;=<@2@$[#>&;_$_#$#2"

\21]U#"&==@$[-+)$.$/0$#$ )1*2&3

A! K$处于凋亡
"

;期的细胞A_$_#$#2""&==@2? @#;]&

"

;% B! d$处

于凋亡
"

% 期的细胞"细胞周围有泡状凋亡小体#A_$_#$#2""&==@2?

@#;]&

"

% "@>$̂2?];_$_#$#2"%$12&@]&?&';#&1 ['$\ #>&;_$_#$#2"

"&==@#:紫色信号指示细胞核中的染色质!褐色信号指示细胞中积

累的 AB>C) HU'_=&@2]?;=@2?12";#&">'$\;#2? 2? #>&"&==@! >̂2=&

%'$̂? @2]?;=@2?12";#&AB>C];#>&'2?]2? #>&"&==@:

实验中我们选择第 ( 代细胞作为实验材料!因为第

( 代细胞是原代细胞在相同的培养条件下分裂而来

的!生长一致!活力较强!且生理状态接近原代中肠

细胞) 鉴于中肠原代细胞分离培养困难(特别是难

以保存!因此建立稳定的褐飞虱中肠细胞系势在必

行) 目前我们正在探讨褐飞虱中肠细胞培养技术的

关键因素!以形成一套完整的细胞系建立体系!用于

未来相关科学问题的研究)

在前期的工作中!我们已检测到正常发育的褐

飞虱若虫的中肠存在不超过 ,J凋亡细胞的现象!

推测这是过度增殖的细胞在正常的发育过程中!伴

随着中肠组织的结构及生理转换而执行了程序性死

亡过程"汪晓雪等! ()**#) 有关昆虫中肠细胞凋亡

的研究已有诸多报道) 例如西洋接骨木植株中的凝

集素
!

(

"

能引起昆虫中肠细胞系BXN(). 发生凋亡

"R>;>212NF$]>;%22#$):! ()*)#) 抗性水稻中的凝集

素是否参与诱导了褐飞虱中肠细胞凋亡尚需进一步

研究确定)

我国有 . 种野生稻!即普通野生稻(药用野生稻

和疣粒野生稻) 其中!药用野生稻 9/:;$ '<<+"+&$)+3

P;==是最具有研究价值的资源!对许多逆境等具有

很强的抗性!比如抗褐飞虱(白背飞虱(黑尾叶蝉(白

叶枯病(稻瘟病等病虫害的抗性级别是各种野生稻

中最高的) S&"())a#利用药用野生稻渗入后代选

育的水稻株系K,!经鉴定对
!

型褐飞虱的抗性级别

为 .!成为抗褐飞虱育种的重要种质资源) DLMN+

携带有抗性基因=6.*!表现出对水稻主要病虫害的

高抗性而倍受育种工作者的青睐"L>;? ;?1 T$@>2

*--)#) 台中 * 号"DF*#是一个对褐飞虱敏感性的

水稻品种!DF* 的抗性级别为 - "楼珏等! ()*+#)

在亚洲稻作区!DF* 和DLMN+ 是最常用的杂交育种

亲本!不仅是重要的水稻育种种质资源!也是基础研

究的重要材料"E_;1><;<2#$):! ()**#) 在本研究

中!取DF*! K, 和DLMN+ . 种不同抗性水稻的幼苗

汁液!处理培养的褐飞虱中肠细胞!检测到处理的细

胞发生不同程度凋亡的现象"图 ( 和 .#) 这表明水

稻中存在诱导褐飞虱若虫中肠细胞凋亡的物质!而

且水稻抗性越强!诱导凋亡率越高) 另一个值得关

注的现象是!无论实验条件下还是田间!DF* 都表现

为完全感虫) 在本研究中 DF* 处理同样可以诱导

中肠细胞凋亡!这表明即使是感虫水稻DF*!在遭遇

褐飞虱为害时依然会主动产生抗性物质!只是这类

抗性物质较少或者较弱!因而与DLMN+ 和K, 相比!

DF* 诱导细胞凋亡的能力较弱)

自V>;?]等"())(#发现凋亡的细胞中存在过

表达的AB>C以来!科学家们付出了诸多努力!试图

揭示 AB>C在细胞凋亡中的作用及其调控机制

"Rn?">&̀N!@U?;;?1 WU@#&! ()*,#) 到 ()*, 年!张

学军课题组取得了阶段性的进展!确定了 AB>C在

细胞凋亡中起着dF;@&的作用"dU 2#$):! ()*,#!从

而揭示了AB>C在细胞凋亡过程中的功能之一) 本

研究中经免疫组化检测发现!在添加了不同品种水

稻幼苗汁液进行诱导后!发生凋亡的中肠细胞中存

在过表达的 AB>C) 添加抗性水稻 DLMN+!K, 幼苗

汁液的中肠细胞中!乙酰胆碱酯酶的表达量升高的

细胞数量明显多于添加感性水稻 DF* 幼苗汁液组

中的中肠细胞!而对照组中肠细胞中积累的乙酰胆

碱酯酶几乎检测不到"图 (#) 结合 DEFCG的检测

结果发现!发生 AB>C积累的细胞恰恰是凋亡的细

胞"图 (#) 荧光定量HBI检测表明!抗性水稻幼苗

汁液处理组中肠细胞的AB>C表达量高于感虫水稻
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图 09不同抗性水平水稻幼苗汁液处理的褐飞虱若虫中肠细胞中内参基因
!

N$"#+&和目的基因!56%的扩增曲线

X2]:09A\_=2[2";#2$? "U'Y&@$[#>&'&[&'&?"&]&?&

!

8$"#+& ;?1 #>&#;']&#]&?&!56%2? -+)$.$/0$#$ )1*2&3\21]U#"&==@

#'&;#&1 2̂#> #>&6U2"&['$\'2"&@&&1=2?]@̂ 2#> 12[[&'&?#'&@2@#;?"&=&Y&=@

A! B! C! Q$ 分别为对照"未处理#细胞以及DF*! K,! DLMN+ 幼苗汁液处理的细胞中内参基因
!

8$"#+&的扩增曲线A\_=2[2";#2$? "U'Y&@$[

!

8

$"#+& 2? #>&U?#'&;#&1 "$?#'$="&==@;?1 "&==@#'&;#&1 2̂#> #>&6U2"&['$\@&&1=2?]@$[DF*! K, ;?1 DLMN+! '&@_&"#2Y&=<% K! d! X! S$分别为对照"未

处理#细胞以及DF*! K, 和DLMN+ 幼苗汁液处理的细胞中目的基因 !56%的扩增曲线 A\_=2[2";#2$? "U'Y&@$[!56%2? #>&U?#'&;#&1 "$?#'$=

"&==@;?1 "&==@#'&;#&1 2̂#> #>&6U2"&['$\@&&1=2?]@$[DF*! K, ;?1 DLMN+! '&@_&"#2Y&=<:
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图 ,9荧光定量HBI检测不同抗性水平水稻幼苗汁液

处理的褐飞虱中肠细胞中!56%的表达水平

X2]:,9C8_'&@@2$? =&Y&=$[!56%2? -+)$.$/0$#$ )1*2&3

\21]U#"&==@#'&;#&1 2̂#> #>&6U2"&['$\@&&1=2?]@$['2"&̂ 2#>

12[[&'&?#'&@2@#;?"&=&Y&=@1&#&"#&1 %<'&;=N#2\&

[=U$'&@"&?"&cU;?#2#;#2Y&HBI

数据来自 . 次重复实验的平均值g标准差!每次实验均设置 . 个平

行重复) d;#;;'&\&;?@g,7%;@&1 $? #>'&&2?1&_&?1&?#&8_&'2\&?#@

"? l.#:

处理组细胞的!且与水稻抗性水平呈正相关!即水稻

抗性越强!褐飞虱细胞中AB>C表达量越高"图 ,#)

但免疫组化检测表明!凋亡细胞中的 AB>C大部分

定位于细胞质中!没有大规模进入细胞核!这可能是

免疫组化检测灵敏度低!加上细胞核经染色后出现

的紫色背景覆盖!因而有多少 AB>C在凋亡过程中

进入了细胞核尚需进一步确定%即使在凋亡后期!自

噬体形成机制形成的凋亡小体中也没有明显的

AB>C分布) 根据这一亚细胞定位特点推测!AB>C

在细胞凋亡过程中可能还有其他功能) 总之!AB>C

可能参与了褐飞虱与宿主水稻的互作过程!它调控

了抗性物质诱导的中肠细胞凋亡!积极清除了受损

伤的中肠细胞!以维持中肠组织结构的稳定及功能!

在褐飞虱防御宿主抗性伤害和适应水稻品种方面发

挥了重要作用)

本研究结果不仅拓展了对AB>C这一经典的杀

虫剂靶标酶在褐飞虱与水稻协调进化中新功能的认

识!而且为抗性水稻新品种的选育及开发新的褐飞

虱防治措施提供了一定的参考信息) 比如确定了来

自水稻的诱导剂后!可以作为抗性性状在新品种选

育中加以利用!另一方面利用IFA干扰或者基因组

定点修饰等遗传学手段抑制褐飞虱 AB>C的表达!

取代施用以AB>C为靶标的杀虫剂!同时使中肠细

胞通过凋亡而抵御水稻抗性的机制丧失!从而达到

防治褐飞虱的目的)
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