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摘要! !目的"雌激素相关受体$MNS#/QMPC#MJ"SM. #M$MOS/#' HUU%是一类依赖配体激活的转录因子'

能感受外源物质胁迫调控靶基因的转录'参与外源物质的代谢过程# 本研究旨在通过克隆灰飞虱

D$'10):;$82#.+$#0))<2HUU基因'分析其序列和在氟啶虫胺腈胁迫下表达谱'探析其生理功能及在杀

虫剂代谢中的作用# !方法"根据灰飞虱转录组数据信息'利用 UcCb<U克隆灰飞虱 HUU基因'并

进行生物信息学分析(通过实时荧光定量 b<U'分析暴露于氟啶虫胺腈$'1)* PQ3头%后'灰飞虱 -

龄若虫HUU基因在不同时间点和不同组织中的表达量# !结果"从灰飞虱中克隆到 HUU基因'命

名为 D2%??$ZMPG"P5登录号) _D&('2)2%' 其$eYB序列全长 ( 2:- 7O'开放阅读框长 ( &*' 7O'

编码 -(; 个氨基酸'预测编码蛋白的分子量为 -)9)' 5e# 序列分析显示'>NHUU具有核受体

$PR$JM"##M$MOS/#N' YUN%家族成员的共同特征性结构)eYB结合区$eYBC70P.0PQ./I"0P' eGe%$第

): ,(*2 位氨基酸%和配体结合区$J0Q"P.C70P.0PQ./I"0P' >Ge% $第 (;- ,-(* 位氨基酸%# 采用

Bb̂^b& 法预测>NHUU蛋白二级结构'其中
"

螺旋占 -+9:+?'

$

折叠占 :9-;?'无规则卷曲占

:'1;2?# 其中'在eGe区'有 * 个
$

折叠和 + 个
"

螺旋(在 >Ge区'有 + 个
$

折叠和 (( 个
"

螺

旋# 系统发育分析表明'D2%??与褐飞虱 E+)$:$.=$#$ )<*0&2%??亲缘关系最近# 灰飞虱 - 龄若虫

暴露于氟啶虫胺腈后'(& %时其体内 D2%??基因上调表达'&- %时达到表达高峰'-2 % 时表达量下

调(D2%??在头部微弱表达'在腹部特异性高表达# !结论"D2%??是参与灰飞虱代谢氟啶虫胺腈的

候选基因# 本研究为解毒酶基因的调控和新分子靶标农药的研制提供分子基础#

关键词! 灰飞虱( 雌激素相关受体( 基因克隆( 序列分析( 表达模式( 氟啶虫胺腈
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"$$MNN0/P P/9$ _D&('2)2#! 0SN$/IOJMSM$eYB0N( 2:- 7O 0P JMPQS% d0S% "( &*' 7O /T/OMP #M".0PQ

T#"IM! MP$/.0PQ"-)9)' 5eO#/SM0P d0S% -(; "I0P/"$0.N9>NHUU%"NS%M$/II/P $/PNM#VM. ./I"0PN/T

YUNT"I0J̀! 0P$JR.0PQS%MeYBC70P.0PQ./I"0P "eGe# "): ,(*2 ""# "P. S%MJ0Q"P.C70P.0PQ./I"0P

">Ge# "(;- ,-(* ""#9G̀ RN0PQBb̂^b& IMS%/.! S%MO#M.0$SM. NM$/P."#̀NS#R$SR#M/T>NHUUN%/dM.

S%"SS%M"JO%"%MJ06"$$/RPSNT/#-+9:+?! S%M7MS"T/J. "$$/RPSNT/#:9-;?! "P. S%M#"P./I$/0J

"$$/RPSNT/#:'9;2?9c%M#M"#MN067MS"T/J.N"P. S%#MM"JO%"%MJ0$MN0P S%MeGe#MQ0/P d%0JMS%M#M"#M

S%#MM7MS"T/J.N"P. (( "JO%"%MJ0$MN0P S%M>Ge#MQ0/P9b% J̀/QMPMS0$S#MM"P"J̀N0N0P.0$"SM. S%"SD2%??

0NI/NS$J/NMJ̀#MJ"SM. S/E+)$:$.=$#$ )<*0&2%??3XP S%M-S% 0PNS"#P ÌO%N/TD32#.+$#0))<2M6O/NM. S/

NRJT/6"TJ/#! S%MM6O#MNN0/P JMVMJ/TD2%??0P$#M"NM. "S(& %! #M"$%M. S%MOM"5 "S&- %! "P. .M$#M"NM. "S

-2 %9D2%??%". dM"5 M6O#MNN0/P 0P S%M%M". "P. %0Q% M6O#MNN0/P 0P S%M"7./IMP9&</P$JRN0/P' D2%??

0N"$"P.0."SMQMPM0PV/JVM. 0P NRJT/6"TJ/#IMS"7/J0NI/TD32#.+$#0))<29c%0NNSR. Ò#/V0.MN"I/JM$RJ"#

7"N0NT/#S%MNSR. /̀T#MQRJ"S0/P /T.MS/60T0$"S0/P MPàIMQMPMN"P. S%M.MVMJ/OIMPS/T"P/VMJI/JM$RJ"#

S"#QMS/T0PNM$S0$0.MN9

<&4 =*9.)$ D$'10):;$82#.+$#0))<2% MNS#/QMPC#MJ"SM. #M$MOS/#% QMPM$J/P0PQ% NMLRMP$M"P"J̀N0N%

M6O#MNN0/P O#/T0JM% NRJT/6"TJ/#

88核受体"PR$JM"##M$MOS/#N! YUN#属于依赖配体

的超家族转录因子!作为转录开关!调控靶基因转

录!影响众多的生理途径"E#"P$0N0#$)9! &''+#( 高

度保守的eYB结合域 "eYBC70P.0PQ./I"0P! eGe#

和较保守的配体结合域 "J0Q"P. 70P.0PQ./I"0P!

>Ge#被认为是核受体家族成员共同的特征性结构(

eGe由两个 <- 型锌指组成!>Ge包含一个配体结

合口袋)二聚化结构域和激活结构域"G"0P 0#$)9!

&'')#( 核受体可以绑定小分子的亲脂性配体!能

够在感受外源性化合物和调控解毒基因表达方面起

到关键作用( 核受体调控外源性物质代谢发展为成

熟的研究领域( 研究表明!在雌激素相关受体

"MNS#/QMPC#MJ"SM. #M$MOS/#! HUU#的配体结合域插入

甘氨酸密码子的转基因果蝇 M.'2':;+)$ (0)$&'*$2#0.

品系中 >R4STMD 和 >R4UJT 过量表达" ^RP 0#$)9!

&'(:#( HUU在脊索动物)节肢动物和一些触手担

轮类中被发现!在测序的昆虫基因组中仅仅有一个

HUU( 在脊椎动物中HUU有多样的表达样式!影响

许多生理过程! HUU与雌激素受体 " MNS#/QMP

#M$MOS/#! HU#有相似的结构和功能特征!包括绑定

合成的雌激素配体!如反向激动剂 -C羟基他莫昔芬

"-C% .̀#/6̀S"I/60TMP! =Fc#和己烯雌酚".0MS% J̀NS0J7MNS#/J!

eĤ#"Z0QR|#M! &''&% G"#.MS0#$)9! &''*#( 一些证

据表明!昆虫中的 HUU可能是经典的激素受体!

HUU的>Ge具有广泛和动态的配体依赖性活性(

果蝇HUU配体绑定域突变增加了对=Fc和eĤ 的

敏感性 "}NS7M#Q0#$)9! &''+#( 研究结果阐明了

%??在外源性和内源性物质稳态调控中的功能!

HUU介导外源性物质调控是一个复杂的调控网络!

可能涉及到多个外源性核受体参与(

杀虫剂代谢的生化过程涉及多种解毒酶的参

与!

'

相代谢酶细胞色素b-:'!主要执行氧化)还原

等初级反应!其代谢产物作为
(

相代谢酶的底物

"bM##̀0#$)9! &'((#( 细胞色素b-:' 基因过表达可

以改变杀虫剂毒理效应!增强机体的自我保护和环

境适应能力及增加杀虫剂的耐受性!细胞色素 b-:'

介导的杀虫剂代谢解毒作用的增强是昆虫产生抗药

性的重要机制"G"/0#$)9! &'(*#( 对于过表达b-:'

基因的调控因子和信号途径!已有假设认为诱导剂

进入生物体!自身与相应的核酸受体"一种半专一
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性的细胞溶质蛋白#结合形成-配体C受体.复合物!

该复合物进入细胞核后与细胞色素 b-:' 基因 :r端

上游启动子的响应元件结合!引发细胞色素b-:' 基

因的表达( 研究表明 HUU的主要作用是调节代谢

基因网络!特别是那些与线粒体的生物合成和功能

相关的"H0$%PM#"P. Z0QR|#M! &'((#(

灰飞虱 D$'10):;$82#.+$#0))<2属半翅目飞虱科!

主要分布在亚洲和欧洲的温带和亚热带地区"[R 0#

$)9! &'(-#( 近十多年来!亚洲地区的灰飞虱已经成

为造成禾本科经济作物减产甚至绝产的主要害虫!

如水稻)小麦和玉米等%危害方式除了以成)若虫刺

吸作物汁液外!还作为植物病毒媒介传播水稻条纹

叶枯病和玉米粗缩病等!造成区域性的大面积损失!

其传毒引起的间接损害大于直接刺吸"徐秋芳等!

&'((#( 目前!主要以化学农药防治灰飞虱!已造成

其对常用的各类杀虫剂产生了不同水平的抗性而导

致其频繁暴发"\"PQ0#$)9! &'('#( 细胞色素 b-:'

基因过表达介导灰飞虱抗药性的形成!但过表达的

细胞色素b-:' 基因的调控因子和途径不明确( 因

此!研究调控因子与过表达的细胞色素b-:' 基因的

互作机制!可以认识抗药性的发生机制!开发潜在的

农药靶标和推动新型高效控虫策略的建立( 本研究

克隆了灰飞虱HUU基因的$eYB全长序列!并对其

序列及表达模式进行了分析!为深入揭示核受体调

控代谢酶解析灰飞虱形成抗药性的机理提供了理论

依据(

>?材料与方法

>@>?试虫

&'(( 年采自江苏省南京市江苏省农业科学院

试验田的灰飞虱!在不接触任何杀虫剂情况下于以

南粳 :':: 水稻在室内连续饲养( 饲养方法采用无

土水稻育苗法"[R 0#$)9! &'(+#( 饲养条件为温度

&: j(k)光周期 (*>l2e)相对湿度 :'? m)'?(

>@#?药剂及试剂

氟啶虫胺腈 ;)9;?原药!美国陶氏益农公司%

^hc/S"JUYBXN/J"S0/P ^ ǸSMI_0S!普洛麦格"北京#

生物技术有限公司%反转录试剂盒 b#0IM̂$#0OS

c!

Uc

#M"QMPS_0S! ^!BUcM#

)

UB<H:r3+r_0S! ^DGU

)

b#MI06

H6

c"L

c!

! c"L eYB聚合酶和 e>&''' eYB

!"#5M#!宝生物工程大连有限公司% OHB̂D

)

Cc+

<J/P0PQ_0S和c#"PN(Cc( 感受态细胞!北京全式金生

物技术有限公司%凝胶回收试剂盒!B6̀QMP 公司%所

有引物由生工生物工程"上海#股份有限公司合成(

>@A?仪器

手持式微量点滴器!英国 GR#5"#. 仪器公司%

!"NSM#$̀$JM#

)

YM6RNZ#".0MPSb<U仪和 <MPS#0TRQM

:-&-U高速台式离心机!HOOMP./#T中国有限公司%

i\DC&('&<双层恒温摇床和 iFWFC<((';<超净工

作台!上海智城分析仪器制造有限公司%BGXb#0NI

)+'' 定量 b<U仪! 美国应用生物系统公司%

Y"P/.#/O &''' 核酸蛋白定量仪!赛默飞世尔科技公

司%eDDC*<电泳仪!北京六一仪器厂%c"P/P(*'' 凝

胶成像系统!上海天能科技有限公司(

>@B?灰飞虱总HF:提取和'DF:第 > 链合成

总UYB提取采用 ^hc/S"JUYBXN/J"S0/P ^ ǸSMI

_0S试剂盒!提取灰飞虱卵)( ,: 龄若虫和成虫混合

的总UYB!用 (?琼脂糖凝胶电泳和核酸蛋白定量

仪检测UYB的完整度)纯度与浓度! ,2'k保存备

用( $eYB第 ( 链的合成采用 b#0IM̂$#0OS

c!

Uc

UM"QMPS_0S试剂盒!参照试剂盒步骤!提取的总

UYB取 (

!

Q为模板!在反转录酶作用下合成 $eYB

第 ( 链! ,&'k下保存备用(

>@C?灰飞虱$HH基因片段H7ET!H扩增

根据本实验灰飞虱转录组数据库筛选出 HUU

基因片段序列 " RP0QMPM2'-+#!设计特异性引物

>NM##TO和>NM###O"表 (#!验证序列的准确性!以 (9-

节合成$eYB为模板!利用#c"L聚合酶进行b<U扩

增!反应体系和反应条件依据说明书步骤操作(

b<U产物用 (9:?的琼脂糖凝胶电泳进行检测!溴

化乙锭"HG#染色后将目标条带切下!使用 eYB凝

胶回收试剂盒纯化!回收产物连接到 OHB̂D

)

Cc+ 载

体上进行cB克隆!转化到感受态细胞中( 经蓝白

斑和氨苄青霉素筛选!挑取白斑扩大培养%经菌落

b<U检测为阳性后!送生工生物工程"上海#股份有

限公司测序(

>@O?灰飞虱$HH基因末端序列的H:!$扩增

根据上述克隆获得的灰飞虱 HUU基因片段序

列!设计合成两对特异性嵌套引物 >NM##C+r和 >NM##C

+rY以及 >NM##C:r和 >NM##C:rY"表 (#!以 ^!BUcM#

)

UB<H:r3+r_0S合成的 +r和 :r$eYB为模板!分别用

于灰飞虱 HUU基因的 +r和 :rUB<H扩增( +r和 :r

UB<H的反应依据试剂盒步骤操作( UB<H产物回

收后!依据上述方法进行连接)转化和测序(

>@V?序列分析和进化树构建

测序结果在 Y<GX数据库 " %SSO$33ddd9P$709

PJI9P0%9Q/V3G>B̂c3#中利用G>B̂c进行序列同源
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表 >?研究所用引物

7-;+&>?T915&9)6)&.1/(0&)(6.4

引物名称

b#0IM#P"IM

引物序列":r,+r#

b#0IM#NMLRMP$MN

引物用途

bR#O/NM

>NM##TO cc<B<cB<ZZcZc<Z<Bc<< UcCb<U

>NM###O <c<Z<B<BccZc<BB<Bccc<c

>NM##C+r Z<cZcZ<ccZZc<cZ<ZZZZBcZc UB<H

>NM##C+rY <Z<BB<<<<ZB<<BZ<<<cBc<B<

>NM##C:r cZccZBBZZ<ZZ<ZZ<BcBZccZc

>NM##C:rY <ZcZBcBZZZ<cZZc<ZZZZccZ<

>NM##LTO <BBcZcZ<ZBZ<<BZBBZcZ 荧光定量b<U

>NM##L#O BZ<<cBccBcZ<<ZB<<BZcc< UM"JCS0IMb<U

$

C"$S0PLTO c<<ZBZB<Bc<BBZZcZBBB<cZ

$

C"$S0PL#O cZ<cc<<BcB<<<BBZBBBZB<Z

Z+beFLTO ZcZcZ<<BZcZ<<<BBcZcBc<

Z+beFL#O BcZ<<<cc<BZcZZc<<cc<Z

搜索对比!并利用 Y<GX数据库中的 =UEE0P.M#工

具"%SSO$33ddd9P$709PJI9P0%9Q/V3#分析序列潜在

的 =UE!对预测出具有完整 =UE的基因!提交

ZMPG"P5数据库( 利用 <JRNS"J[&9' 和 ZMPMe/$软

件对氨基酸序列进行多重比对( 采用 H6bB̂D

"%SSO$33ddd9M6O"Ǹ9/#Q3#在线软件 b#/SO"#"I和

Bb̂^b& 进行理化性质分析和蛋白质二级结构预测(

利用 ^0QP"Jb-9' 预测 " %SSO$33ddd9$7N9.SR9.53

NM#V0$MN3̂0QP"Jb3#信号肽( 利用 c!F!!^M#VM#V9

&9'"%SSO$33ddd9$7N9.SR9.53NM#V0$MN3c!F!!3#预

测氨基酸序列的跨膜区( 利用 !HZB:9' 对 %??

基因序列进行分子系统进化分析!采用邻接法

"PM0Q%7/#C4/0P0PQ! YW#!( ''' 次重复构建分子系统

进化树(

>@W?氟啶虫胺腈对灰飞虱 $HH基因时空表达的

影响

氟啶虫胺腈原药用丙酮溶解于 Hb管中作为母

液"(2 *'( IQ3>#!从中稀释出用于灰飞虱的氟啶虫

胺腈工作液!浓度为 '9)* PQ3头"致死中量!另文发

表#( 选取灰飞虱 - 龄若虫在蜕皮 (& % 内获取同一

批次进行试验!用 <=

&

麻醉 +' m:' N( 迅速取出放

在托盘上!用手持式微量点滴器吸取 '9:

!

>的氟啶

虫胺腈工作液点滴 - 龄若虫!处理后放入塑料杯中(

用橡皮筋扎紧尼龙网封口!分别在处理后 *! (&!

&-! -2! )& 和 (-- %收集存活个体( 收集 &- %存活

的个体在冰上解剖!收集头部)胸部和腹部等组织

"\"P 0#$)9! &'(:#!并用磷酸盐缓冲液 "O%/NO%"SM

7RTTM#N"J0PM! bĜ#"含 (-' II/J3>Y"<J! &) II/J3>

_<J! 2 II/J3>Y"

&

Fb=

-

和 (9: II/J3>_F

&

b=

-

!

OF)1-#冲洗!不同时间点和不同组织的处理以 +'

头灰飞虱作为 ( 组!处理 + 组!均以丙酮和清水处理

作为对照( 存活个体和解剖的不同组织均于液氮速

冻后于,2'k保存(

依次从处理的不同时间存活的个体和不同组织

中提取总UYB!并在反转录酶作用下合成 $eYB第

( 链! ,&'k下保存备用( 采用荧光定量b<U"LUcC

b<U#技术分析灰飞虱HUU基因在氟啶虫胺腈处理

下的时间和组织表达效应( 利用 GM"$/P eMN0QPM#)

软件设计灰飞虱HUU和内参基因引物"表 (#!内参

基因为
!

G$"#+& "ZMPG"P5 登录号$ BD(;&(:( #和

JV4MF"ZMPG"P5登录号$ FA+2:;)-#( 根据 ^DGU

Z#MMP 4.0(+8%8A$W的试剂盒说明书进行 LUcCb<U

扩增( 采用b<U仪自带软件对数据记录分析!设 +

个生物学重复 ">0V"5 "P. ^$%I0SSQMP! &''(#(

>@Y?数据统计与分析

在H6$MJ软件中使用 &

,

""

<S法计算不同时间点

和不同组织灰飞虱 HUU基因的 IUYB相对表达水

平">0V"5 "P. ^$%I0SSQMP! &''(#( 不同样本或处理

之间的差异比较采用 =PMCd"̀ BY=hB法!使用

^b̂^ (+9' 软件进行试验数据的统计分析 "4

#

'1':! cR5M̀氏多重比较#(

#?结果

#@>?灰飞虱$HH基因克隆及序列分析

根据灰飞虱转录组数据筛选的 HUU基因片段

序列!进行 UcCb<U验证!获得大小为 ++: 7O 中间

条带"图 ($ B#( 基于验证的HUU基因片段序列分

别进行 +r和 :rUB<H扩增!得到大小为 )-2 7O"图

($ G#和 ;2- 7O特异性条带"图 ($ <#!将测序得到
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的序列进行比对拼接!得到 ( 2:- 7O全长序列!命名

为 D2%??"ZMPG"P5 登录号$ _D&('2)2#!开放阅读

框长 ( &*' 7O!+r端非编码区 &(* 7O!:r端非编码区

+)2 7O!编码 -(; 个氨基酸!存在一个 &: 7O 的 OJ/̀

"B#尾巴( 预测编码蛋白分子量 -)9)' 5e!等电点

*9):!其中极性氨基酸 &:' 个!强酸氨基酸"BNO 和

ZJR#:& 个!强碱氨基酸"B#Q和 >̀N#:( 个!疏水性氨

基酸 (*; 个( >NHUU半衰期为 +' %!分子式为 <

&'2'

F

+++&

Y

:22

=

*&:

^

+:

!总平均疏水性为 ,'9+;(( 预测未

发现信号肽和跨膜区域( 在线 Y<GX结构域分析结

果表明!D2%??编码产物的第 ): ,(*2 位氨基酸和

第 (;- ,-(* 位氨基酸之间分别有一个 YUv>Gev

HUU和YUveGevHUU结构域( >NHUU蛋白二级结

构预测采用 Bb̂^b& 法!其中
"

螺旋占 -+1:+?!

$

折叠占 :9-;?!无规则卷曲占 :'9;2?( 其中!在

eGe区!有 * 个
$

折叠和 + 个
"

螺旋%在>Ge区!有

+ 个
$

折叠和 (( 个
"

螺旋( 灰飞虱与烟粉虱

50(+2+$ #$6$"+) 内 华 达 古 白 蚁 P''#0.(':2+2

&0=$10&2+2)赤拟谷盗 A3"$2#$&0<()西方蜜蜂 !:+2

(0))+@0.$和欧洲熊蜂5'(6<2#0..02#.+2的HUU氨基酸

序列一致性分别为 )'?! *;?! *'?! *:?和

*:?( 由此可以推断该序列属于核受体HUU基因(

图 (8灰飞虱 D2%??$eYB克隆

E0Q9(8$eYB$J/P0PQ/TD2%??T#/ID$'10):;$82#.+$#0))<2

!$ eYB分子量标准e>&''' eYBI/JM$RJ"#dM0Q%SI"#5M#e>&'''9($ 扩增产物 BIOJ0T0$"S0/P O#/.R$S9B$ D2%??的中间片段产物 XPSM#IM.0"SM

O#/.R$S/TD2%??% G$ D2%??的 +rUB<H扩增产物 +rUB<HO#/.R$S/TD2%??% <$ D2%??的 :rUB<H扩增产物 :rUB<HO#/.R$S/TD2%??% e$ D2%??

的编码区扩增产物BIOJ0T0$"S0/P O#/.R$S/TS%M/OMP #M".0PQT#"IM/TD2%??3

#@#?灰飞虱$HH基因多序列比对及进化分析

ZMPG"P5 同源序列比对结果如图 & 所示!

>NHUU与果蝇 M3(0)$&'*$2#0."ZMPG"P5 登录号$

BE+:;-&(9(#)赤拟谷盗 A3"$2#$&0<("ZMPG"P5 登

录号$ Y!v''((-(;+-9(#)家蚕 53('.+"ZMPG"P5

登录号$ _c&*2&;-9( # 和西方蜜蜂 !3(0))+@0.$

"ZMPG"P5登录号$ HE:'*(;29(#模式昆虫的 HUU

氨基酸序列一致性分别为 -:?! *)?! *&?和

*2?!并且HUU氨基酸序列在不同昆虫种中高度保

守!很多保守区域的位置非常一致( 另外!图 & 结果

显示!比较的 : 种昆虫的 HUU有保守的 eGe和

>Ge!进一步确定了图 ( 中预测的灰飞虱 HUU结构

特征的准确性!还说明 eGe和 >Ge关键区域在不

同昆虫中有更高的进化保守性(

不同昆虫种的HUU氨基酸序列以YW法构建的

分子系统进化树如图 + 所示!>NHUU和褐飞虱 HUU

聚在同一个进化分支上!亲缘关系近!同源性高( 赤

拟谷盗和烟粉虱 HUU聚在同一个分支上( 其他目

的昆虫各自聚成小类群!这说明HUU在进化上具有

很好的保守性!同时相同目的昆虫又分成了不同的

亚群组!也显示了不同目昆虫HUU蛋白进化上的差

异性(

#@A?氟啶虫胺腈处理后灰飞虱 $HH基因的表达

模式

为了初步确定 D2%??在杀虫剂代谢中的功能!

氟啶虫胺腈处理灰飞虱后!利用荧光定量b<U检测

不同时间点和不同组织的 D2%??基因的表达情况(

标准曲线数据显示!D2%??!

!

G$"#+& 和 JV4MF基因

的定量引物扩增效率分别为 &9'+:! (9;;2 和 &1'(+!

都接近 (''?%对应的标准曲线的相关性分别为

'1;;&! (9'''和 '9;;2!符合 &

,

""

<S法的条件!因此实

验中设计的定量引物可以用于荧光定量b<U(



+ 期 徐8鹿等$ 灰飞虱雌激素相关受体基因的克隆)序列分析及在氟啶虫胺腈胁迫下的表达模式 &*;88

图 &8灰飞虱与黑腹果蝇)赤拟谷盗)家蚕和西方蜜蜂HUU氨基酸多序列比对

E0Q9&8BJ0QPIMPS/TS%M.M.R$SM. "I0P/"$0. NMLRMP$MN/THUUNT#/ID$'10):;$82#.+$#0))<2!

M.'2':;+)$ (0)$&'*$2#0.! A.+6')+<("$2#$&0<(! 5'(678('.+"P. !:+2(0))+@0.$

HUU蛋白来源及ZMPG"P5登录号=#0Q0P /THUUN"P. S%M0#ZMPG"P5 "$$MNN0/P PRI7M#N$ eIHUU$ 黑腹果蝇 M.'2':;+)$ (0)$&'*$2#0."BE+:;-&(9

(#% c$HUU$ 赤拟谷盗A.+6')+<("$2#$&0<("Y!v''((-(;+-9(#% GIHUU$ 家蚕 5'(678('.+"_c&*2&;-9(#% BIHUU$ 西方蜜蜂 !:+2(0))+@0.$

"HE:'*(;29(#9比对采用<JRNS"J[(92+ 软件!黑色细线示eYB结合域!黑色粗线表示配体结合域( 保守结构域iPEv<- 和F=>( 分别用实心

和空心三角号表示( 黑色)灰色和白色阴影分别表示氨基酸序列一致性为 (''?!2'?和 2'?以下( !RJS0OJMNMLRMP$M"J0QPIMPSd"NOM#T/#IM.

d0S% <JRNS"J[(92+9GJ"$5 S%0P J0PM0P.0$"SMNeYB70P.0PQ./I"0P9GJ"$5 S%0$5 J0PM0P.0$"SMNJ0Q"P. 70P.0PQ./I"0P9c%M$/PNM#VM. ./I"0P iPEv<-

"P. F=>( "#M0P.0$"SM. d0S% N/J0. "P. %/JJ/dS#0"PQJMN! #MNOM$S0VMJ̀9GJ"$5! Q#M̀"P. d%0SMN%".MN.MP/SMS%M"I0P/"$0. NMLRMP$MNd0S% (''?! 2'?

"P. 7MJ/d2'? 0.MPS0S̀! #MNOM$S0VMJ̀9

88致死中量氟啶虫胺腈"'1)* PQ3头#处理灰飞虱

- 龄若虫后不同时间点 D2%??的转录水平如图 -

"B#所示!与氟啶虫胺腈处理灰飞虱 *! )& 和 (-- %

相比!灰飞虱在处理后(& ,-2 % 时间段之间表达量

显著上调"4@'9':#!D2%??基因 (& % 时启动上调

表达!&- %达到表达高峰!-2 %表达量下调!但大于

(& %时的表达量!)& % 和 (-- % 时恢复到正常表达

水平( 灰飞虱不同组织暴露氟啶虫胺腈 &- % 后

D2%??的转录水平如图 -"G#所示!头部中检测到微

弱表达!胸部中未有表达!然而在腹部中特异性高表

达"4@'9':#( 丙酮与清水处理灰飞虱不同时间点

和不同组织中 D2%??的相对表达量均没有显著

差异(

A?讨论

本研究克隆了 D2%??基因的全长 $eYB!其编

码的蛋白序列与其他昆虫 HUU大小及结构基本一

致!具有核受体家族的 : 个经典功能域$B3G区!Y

末端高度可变的配体非依赖性转录激活区"第 ( ,

)- 位氨基酸#%<区!eYB结合区!是核受体高度保

守的区域!包括两个高度保守的锌指结构"第 ): ,

(*2 位氨基酸#%e区!铰链区!eGe和 >Ge区之间

受体二聚体结构弹性区"第 (*; ,(;+ 位氨基酸#%H

区!>Ge区!<端配体结合区"第 (;- ,-(* 位氨基

酸# %E区!配体依赖性转录激活域BEC&!其功能包
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图 +8灰飞虱和其他昆虫种HUU基因发育进化树构建分析

E0Q9+8b% J̀/QMPMS0$S#MM"P"J̀N0N/THUUQMPM0P D$'10):;$82#.+$#0))<2"P. /S%M#0PNM$SNOM$0MN

系统发育树用邻位相接法进行了 ( ''' 次重复构建%以 '9( 的遗传距离作为标尺!各节点旁数值表示HUU基因在该标度枝进化过程中变化的

程度%物种名称后为序列的ZMPG"P5登录号( b% J̀/QMPMS0$S#MMd"N$/PNS#R$SM. 7 S̀%MPM0Q%7/#C4/0P0PQIMS%/. d0S% ( ''' #MOJ0$"S0/PN9c%MQMPMS0$

.0NS"P$M/T'9( 0NRNM. "NS%MN$"JM7"#9YRI7M#NPM6SS/M"$% P/.M0P.0$"SMS%MM6SMPSS/d%0$% S%MHUUQMPM$%"PQM. .R#0PQS%MMV/JRS0/P /TS%MN$"JM

7#"P$%9ZMPG"P5 "$$MNN0/P PRI7M#0NQ0VMP "TSM#S%MNOM$0MNP"IM9

图 -8灰飞虱 - 龄若虫 D2%??基因在致死中量氟啶虫胺腈"'1)* PQ3头#处理下不同时间点"B#

和不同组织中"G#的相对表达量

E0Q9-8H6O#MNN0/P O#/T0JMN/TD2%??0P S%M-S% 0PNS"#P ÌO%N/TD$'10):;$82#.+$#0))<2M6O/NM. S/

S%M>e

:'

/TNRJT/6"TJ/#"'9)* PQ30P.0V0.R"J# "S.0TTM#MPSS0IM"B# "P. 0P .0TTM#MPSS0NNRMN"G#

图中数据为平均数j标准误( 不同字母表示经采用 =PMCd"̀ BY=hB法检验差异显著"4@'9':! cR5M̀氏多重比较#( e"S""#MIM"P j,M9

e0TTM#MPSJMSSM#N"7/VM7"#N0P.0$"SMN0QP0T0$"PS.0TTM#MP$M7 =̀PMCd"̀BY=hB"4@'9':! cR5M̀0N#"PQMSMNS#9

括形成受体二聚体!配体识别以及结合辅助因子

"第 -() ,-(; 位氨基酸#( %??最早是以 %?的

eYB结合区作为探针在筛选人心脏和肾脏 $eYB

文库时获得的"Z0QR|#M0#$)9! (;22#!目前在哺乳动

物中共发现 + 种 %??! 即 %??

"

! %??

!

和 %??

#

(

由于该基因与 %?具有很强的同源性!因此其蛋白
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被命名为雌激素相关受体!与 HU共同构成核受体

超家族第 + 亚族"YU+#!+ 种 %??组织表达及功能

存在一定的特异性"欧阳霞辉等! &'(:#( HUUN不

与雌激素结合!在没有配体的情况下与共激活因子

作用而激活目标基因的表达!哺乳动物HUU的生物

学功能主要体现在参与雌激素信号途径!在骨骼组

织和乳腺组织中与HU拥有共同的靶基因( 研究发

现HUU可以调节果蝇的糖酵解途径!对调控果蝇生

殖发育和新陈代谢起作用">R/0#$)9! &''+#!至今

未在生物体内找到HUU的小分子配体!被称为孤儿

核受体"F/PQ0#$)9! (;;;#( 昆虫中不存在雌激素

及其受体!所以昆虫HUU不可能通过雌激素信号途

径发挥作用!HUU的功能除了糖酵解途径!是否可

以在杀虫剂代谢解毒中发挥作用/ 研究发现!eec

抗性果蝇中甘氨酸插入在 HUU基因的铰链区接近

>Ge的 :r末端!导致多个细胞色素 b-:' 基因

">7:ST1(! >7:U*& 和 >7:X"(#过表达!甘氨酸插入

等位基因在一些果蝇品系是普遍现象"^RP 0#$)9!

&'(:#( cMPPMNNMP等"&'((#研究发现!%??双突变

果蝇幼虫中>7:U$2 和>7:X"( 表达量上升( 细胞色

素b-:' 酶在代谢系统中作为初级代谢酶系!可以催

化多类外源物质!在解毒酶系中占有重要位置!是害

虫产生抗性的重要机制" ^$/SS! (;;;#( b-:' 基因

具有可诱导性!在化学物质的胁迫下加速合成正常

水平的b-:' 蛋白!从而代谢高毒化合物( 烯啶虫胺

和二嗪磷可以诱导果蝇的 >7:U*& 过表达!eec)环

虫腈)苯巴比妥和过氧化氢可以诱导 >7:ST1( 的过

表达!由此可知>7:ST1( 和>7:U*& 响应外源物质胁

迫并代谢之"^RP 0#$)9! &'(:#( 4O?和>!?在果蝇

中的同源性基因 MF?;* 被证实涉及一些苯巴比妥

诱导的基因调控!包括 b-:'!然而只有 ('?的基因

被MF?;* 的突变调控!同时在果蝇的氯菊酯抗性品

系中 MF?;* 表达没有涉及 >R4UM( 表达的上调

"_0PQCW/PMN0#$)9! &''*#( 在甲壳类淡水枝角水蚤

相似的研究表明!MF?;* 同源基因能够被内源和外

源性物质激活 "_"#0IRJJ0P"0#$)9! &'(& #!表明

eFU;* 在脂类代谢和外源物质感受中的作用!然而

eFU;* 绑定外源物质和激活代谢酶表达的证据需

要进一步支撑( 这些研究表明!F?;* 在调控外源

物质代谢中有局限性( 灰飞虱转录组中尚未发现

F?;*!豌豆蚜 !"7.#;'2+:;'& :+2<(基因组中缺失

F?;*!F?;* 功能冗余允许蚜虫发展其他核受体替

代功能"<%#0NS0"MPN0#$)9! &'('#!可以推测灰飞虱

体内存在替代FU;* 的代谢性核受体应对外源性物

质胁迫!本研究对农业害虫灰飞虱 %??的全长

$eYB进行克隆并采用生物信息学方法进行分析!

为深入研究昆虫 %??在外源物质代谢中的功能提

供一定的理论基础(

根据GJ"NS和ZMPMe/$序列比对!灰飞虱与烟粉

虱的 HUU氨基酸序列一致性为 )'?!与黑腹果蝇

HUU氨基酸序列一致性较低"-:?#!但与黑腹果蝇

的eGe和 >Ge的位置区域一致!表明 D2%??的关

键功能性特征高度保守( 灰飞虱与烟粉虱的 HUU

氨基酸序列一致性高!可能因为半翅目与同翅目的

进化关系较近( 通过构建氨基酸序列进化树可以看

出!灰飞虱与褐飞虱HUU聚为一支!同源性高!亲缘

关系较近!步长值为 ;*?!与黑腹果蝇等双翅目昆

虫遗传距离相对较远!但与来自灰飞虱的遗传分支!

保持平行的进化关系!这为解释与果蝇HUU氨基酸

序列相似性较低但保守区域一致性提供了理论依

据( 脊椎动物HUU的配体结合区是由 (& 个
"

螺旋

"F( ,F(&#形成的一个三明治式的结构!>NHUU比

脊椎动物HUU少一个
"

螺旋( 然而!西方蜜蜂和拟

黑多刺蚁HUU的配体结合区也是由 (( 个
"

螺旋组

成"欧阳霞辉等! &'(:#!推测>NHUU具有完整氨基

酸序列!和其他昆虫的HUU相匹配(

为了初步了解灰飞虱 D2%??的功能特征!本研

究使用 Lb<U分析氟啶虫胺腈致死中量处理灰飞虱

- 龄若虫后 D2%??时空表达特征( 氟啶虫胺腈是美

国陶氏益农公司在 &'(' 年开发出包含独特化学结

构的磺酰亚胺类杀虫剂!用于防治刺吸式昆虫!与其

他类似杀虫剂相比!显示出高水平的致死效应

"G"7$/$5 0#$)9! &'((% i%R 0#$)9! &'((#( 目前!灰

飞虱已对毒死蜱和吡虫啉产生抗性和交互抗性!这

意味着第 + 代新烟碱类杀虫剂呋虫胺存在抗性风

险( 拟除虫菊类杀虫剂在水稻上被禁止!然而在小

麦上喷洒易导致灰飞虱抗性"[R 0#$)9! &'(+#%甲维

盐)阿维菌素和氯虫苯甲酰胺已在水稻田中使用较

长时间!将来防治效率可能下降%因此!笔者推测氟

啶虫胺腈可能将成为灰飞虱综合治理的候选药剂!

同时也是本文选用其诱导 D2%??表达!探索核受体

在杀虫剂代谢中作用的重要原因( 研究发现!

D2%??在 (& % 表达量提高 (9++ 倍!表现出其对氟

啶虫胺腈胁迫信号的快速响应!在 &- % 达到表达高

峰"*9:) 倍#!推测 D2%??调控解毒酶降解氟啶虫胺

腈的效率达到高峰!在 -2 % 表达下降"+9;* 倍#!在

)& % 表达恢复至正常水平!这些结果表明灰飞虱

D2%??暴露在氟啶虫胺腈下表现出时间效应!诱导
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的 D2%??高表达可能参与杀虫剂的代谢过程( 同

样地!诱导b-:' 基因表达也表现出时间效应!研究

显示马拉硫磷亚致死剂量 >e

(:

处理飞蝗!>R4YJ*&

的相对表达量呈现先升高后降低的趋势!在 &- % 基

因表达最高%>R4U%D( 的相对表达量呈现先降低后

升高的趋势!在 -2 % 基因表达量最高%>R4X!Z( 基

因的相对表达水平在 * m&- %受到一定的抑制!-2 %

基因表达水平显著提高"于荣荣等! &'(&#!相似的

诱导特性可以推测 D2%??和 b-:' 基因存在相关

性( 灰飞虱不同组织暴露氟啶虫胺腈后!D2%??在

腹部的相对表达量"*9:) 倍#显著高于头部"'9++

倍#!在胸部未探测到 D2%??表达( 昆虫脂肪体)中

肠和马氏管集中在昆虫腹部!这些器官在外源物质

代谢中扮演着重要作用!限制了杀虫剂扩散和减小

了毒理效应 "i%/R 0#$)9! &'(&#( 可以推测除了

%??在昆虫生殖)胚胎发育)蜕皮和变态中的角色!

过量表达的 D2%??有助于昆虫适应寄主植物和幸

存在化学环境中"<#RaM0#/0#$)9! &'(*#(

灰飞虱作为危害水稻生产的主要害虫!化学防

治是控制其暴发传病的有效手段( 然而!抗药性的

发生导致常用杀虫剂防效下降( 灰飞虱的 <Db&!

<Db+ 和 <Db- 家族普遍参与到杀虫剂的抗性形成

中!如 >R4U!RV=&! >R4V[U!T=& 和 >R4V\VMS=& 参

与灰飞虱对毒死蜱的抗性"[R 0#$)9! &'(-#%灰飞虱

抗溴氰菊酯品系发现多个 b-:' 基因过表达如

>R4YVX!S=+! >R4U!RV=&! >R4VSY!S=&! >R4U-K(

和 >R4V\VMS=& " [R 0#$)9! &'(+ #% 灰 飞 虱 的

>R4YM%( 和 >R4U>QV=& 导致吡虫啉抗性形成

"HJa"500#$)9! &'(:#!但过表达的细胞色素 b-:' 基

因的调控因子和途径不明确( 核受体作为代谢和毒

理传感器!使生物体能够快速地适应环境变化!诱导

相应的代谢基因和转运途径">0P 0#$)9! &'((% _0I

0#$)9! &'(:#( 因此本研究克隆了灰飞虱的 D2%??

全长!其研究不仅为探索昆虫的HUU的生理功能奠

定了理论基础!更为核受体调控解毒酶基因表达提

供了科学依据( 核受体在配体诱导下具有转录因子

活性!>Ge区结合配体后!诱导核受体BEC&区发生构

象变化!热休克蛋白解离!核受体发生核转位形成二

聚体结合在激素应答元件上!促使染色质的高级结构

的解散!染色质发生重建!激活目的基因转录!因此核

受体还可能成为防治灰飞虱的潜在靶标!为发展新型

高效的核受体配体抑制剂类杀虫剂提供科学依据!为

揭示灰飞虱杀虫剂抗性形成提供一个新方向(
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