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褐飞虱 NADH泛醌氧化还原酶 5 1 kDa亚基 

cDNA片段的克隆及表达分析 
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摘要：NADH泛醌氧化还原酶是动物体 内呼吸链电子传递系统的第一个酶，克隆水稻害虫褐飞虱的 NADH泛 

醌氧化还原酶基因，及研究其在褐飞虱与水稻互作中的表达变化，将为科学防治褐飞虱提供新的线索。利用 

反转录多聚酶链式反应(RT．PCR)技术克隆了褐飞虱NADH泛醌氧化还原酶51 kDa亚基基因的eDNA片段， 

并进行了序列测定；使用Northem杂交技术检测了该基因对两种不同抗性水稻的分子反应。分子杂交结果表 

明，在取食抗性水稻品种B5后，褐飞虱的NADH泛醌氧化还原酶51 kDa亚基基因表达水平明显升高，而取食 

感虫水稻TN1后，该基因的表达水平没有明显变化。 
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Cloning and Expression of NADH-quinone Oxidoreductase 51 kDa 

Subunit Gene from Brown Planthopper Nilaparvata Lugens 

YANG Zhi扣几 ，HE Guang，c“几2 

(1．Huhei University，Wuhan 430062，China；2．Wuhan University，Wuhan 430072，China) 

Abstract：NADH-quinone oxidoreductase is the first functional enzyme in the respiratory chain in animals． 

Cloning and expression analysis of this gene in brown planthopper Nilaparvata lugens will benefit the design of 

scientific programs for controlling the rice pest．A eDNA fragment of NADH-quinone oxidoreductase 5 1 kDa 

subunit gene from brown planthopper was cloned by RT—PCR in this research．The expression alteration of the 

gene in response to two different rice varieties was examined by Northern blot hybridization．The results reveal 

that the length of the eDNA fragment is 538 bp in size，and the amino acid sequence deduced from the eDNA 

fragment has a high homology with parts of NADH-quinone oxidoreductase 5 1 kDa subunits from Bos taurus， 

Homo sapiens，Mus musculus，Macaca fascicularis，Leishmania major，Trypanosoma brncei and Neurospora 

crassa．Northern hybridization analysis shows that the expression of the gene rapidly increases after brown pla— 

nthopper is fed with resistant rice B5，but there is no expression change of this gene in response to susceptible 

rice TN1． 

Key words：brown planthopper(Nilaparvata lugens Homoptera：Delphacidae)；RT-PCR；NADH-quinone OX— 

idoreductase 5 1 kDa subunit gene；Northern hybridization analysis 

褐飞虱(brown planthopper)是分布于全球稻 

作区的重要害虫之一，这种刺吸式口器的昆虫以 

吸食水稻韧皮部的汁液为生，严重影响水稻的生 

长发育及稻米的品质和产量 。不同的水稻品 

种对褐飞虱表现出不同的抗性水平。如 TN1是 
一 种典型的感虫品种，其抗性级别为9，对褐飞虱 

不表现抗性；而B5是野生稻 Oryza officinalis Wall 

ex Watt和栽培稻珍汕97B(0．sativa L．)杂交后 
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代的选育品种，抗性级别为3，对褐飞虱表现高抗 

特性 。NADH泛醌氧化还原酶是动物和部分微 

生物体内呼吸链上参与传递电子的第一个功能 

酶。研究表明，一些人工杀虫剂、杀螨剂及来自微 

生物和植物的次生物质如鱼藤酮、粉蝶霉素A等 

可通过抑制 NADH泛醌氧化还原酶活性而阻断 

电子传递链 。观察发现，当褐飞虱若虫取食 

抗性水稻 B5后，一定程度上表现出类似被毒杀 

的效应。这种效应是否与褐飞虱的呼吸链受阻有 

关，是一个值得探讨的问题。本研究旨在克隆褐 

飞虱 NADH泛醌氧化还原酶 51 kDa亚基基因的 

编码区eDNA片段，并研究褐飞虱取食B5过程中 

该基因表达水平的变化，为进一步揭示褐飞虱与 

抗性水稻互作的分子机制创造条件。 

1 材料和方法 

1．1 材料、试剂与仪器 

试验用褐飞虱在感虫水稻品种 TN1植株上 

饲养繁殖。TN1和抗虫水稻品种 B5播种于直径 

8 em的塑料杯中，待长至3叶期，将供试的4龄 

褐飞虱若虫投放到TNI和B5的幼苗上，平均密 

度为每株苗 10只。按时间段 0，6，12，24 h同时 

从两种幼苗上取回适量若虫，迅速于液氮中深冻， 

然后置于一80℃保存备用。 

TRIzol试剂为 Invitrogen公司产品；RNA酶抑 

制剂、RT．PCR试剂盒、Taq DNA聚合酶和T载体 

(I型)均为 Promega公司产品；PCR引物由上海 

申能博彩公司合成；DNA纯化试剂盒为 QIAGEN 

公司产品：测序试剂盒(2．0版本)和同位素 

． 『船P]dCTP为 Perkin Elmer公司产品；硝酸纤维 

素膜为Amersham公司产品；X光片为富土公司 

产品；PCR扩增仪(9700型)和DNA自动测序仪 

(AB1377型)为 Perkin Elmer公司产品；其他化学 

试剂均为国产分析纯。 

1．2 方法 

1．2．1 总 RNA的提取 

按说明书分离褐飞虱若虫的总 RNA，溶于适 

量无 RNase的水中，保存备用。 

1．2．2 PCR引物的设计及合成 

根据已报道的昆虫 NADH泛醌氧化还原酶 

51 kDa亚基的保守的氨基酸序列，设计合成了简 

并引物 J： 

上游引物：5 一ATCTG(C／T)GG(A／G／C／T) 

GA(A／G)GA(A／G)AC一3 ； 

下游引物：5 一Tc(C／G)C(G／T)(A／G)CA 

(A／G／C／T)GG(C／G)GT(A／G)CA一3 。 

1．2．3 RT—PCR反应 

反应体系为 50 ，其中含有 26．5 L无 

RNase的 H2O，10 IxI 的5×PCR缓冲液，2．5 IxL 

的10 mmol dNTP混合物，2 IxL的25 mmol的Mg— 

S04，1 L的 rfc DNA聚合酶(5 u／ L)，1 L的 

AMV反转录酶(5 U／IxL)，1 IxL的RNA酶抑制剂 

(20【J／ L)，2．5 ILL的上游引物(10 Ixmo1)，2．5 

L的下游引物(10 p,mo1)，1 L的总 RNA(1 tLg／ 

L)。反应条件为：48 oC×45 rain；94 oC×2 min； 

94℃×30 s，50℃ ×90 s，68℃ ×120 s循环 35 

轮；68 oC延伸 10 min。反应产物在 1％(W／V)的 

琼脂糖凝胶上电泳检测。 

1．2．4 目标 cDNA片段的克隆、测序及分析 

从琼脂糖凝胶上 回收大小约为 540 bp的 

DNA片段，用 DNA纯化试剂盒纯化后克隆到T 

载体上，转化大肠杆菌感受态细胞，随机挑取 36 

个白色菌落，提取质粒 DNA，经 PCR检测后，用 

M13和M13(一)通用引物进行双向测序。所得 

序列用blast搜索引擎在NCBI和DDBJ数据库中 

进行同源性查找，并用DNAtools 6分析软件和欧 

洲生物信息研究所的Clustalw在线工具进行序列 

比较和分析。 

1．2．5 Northern杂交分析 

按文献[4]的方法进行 Northem 转膜和杂 

交。将来自各时间段褐飞虱的总 RNA(20 g)在 

1．5％(W／V)的变性琼脂糖胶上电泳分开，转到硝 

酸纤维素膜上，以 ．[ P]dCTP标记的eDNA片 

段为探针进行分子杂交。杂交条件为65 oC×16 

h；洗膜条件：用 J×SSC，0．2％ (W／V)SDS于65 

cc洗 15 min，再用 0．5×SSC，0．1％ (W／V)SDS 

于65℃洗 15 min；将洗好的膜与 x光片夹于增 

感屏中，置于 一2O℃曝光 7 d。 

2 结果 

2．1 NADH泛醌氧化还原酶51 kDa亚基eDNA 

片段的序列分析 

川 RT-PCR方法扩增褐飞虱的NADH泛醌氧 

化还原酶 51 kDa亚基基凶 cDNA片段，PCR产物 

的电泳结果见图 1。第二泳道中约为540 bp的片 

段即为目标 DNA 回收后克隆于T载体上进行 

测序。测序结果表明，该片段长度为538 bp，编码 

179个氨基酸残基(见图2)。经blast在线工具查 

找发现，F}1 eDNA推导的氨基酸序列与已知的几 

种生物的NADH泛醌氧化还原酶 5l kDa亚基的 

部分序列具有高度的同源性。因此所克隆的cD— 

NA片段确证为褐飞虱NADH泛醌氧化还原酶 51 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.lw23.com  论文网 论文大全
http://www.lw23.com  论文网 论文大全



2006年第6期 杨之帆，等：~ g NADH泛醌氧化还原酶51kDa亚基cDNA片段的克隆及表达分析 613 

kDa亚基基冈的部分序列。 

目录DNA 

图1 RT—PCR扩增产物电泳图 

M一分 于量标准(200 bp ladder)； 

P—RT—PCR扩增产物 
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图 2 褐飞虱 NADH泛 醌氧化还原酶 51 kDa亚基 

eDNA及其氯基酸序列(下划线为引物序列) 

2．2 序列同源性分析 

利用 Clustalw在线工具将陔cDNA推导的氨 

基酸序列与已知的几种昆虫和其他动物的 NADH 

泛醌氧化还原酶5l kDa亚基氨基酸序列作同源 

性比较( 图3)。结果表明，褐 飞虱 NADH泛醌 

氧化还原酶 51 kDa业基的氨基酸序列与家牛 

(Bos taurus)的 NADH泛醌氧化还原酶 5l kDa亚 

基的同源性最高，达 84％；其次为人(Homo sapi— 

ens)和小家鼠(Mus musenhls)，同源性达 83％； 

与食蟹猴(Macaca fascicularis)的同源性为82％； 

与硕大利什曼原虫(Leishmania major)的同源性 

为76％；而与布氏锥虫(Trypanosoma brucei)和粗 

糙脉孢菌(Nourospora crassa)的 NADH泛醌氧化 

还原酶51 kDa亚基同源性最低，为75％。这些生 

物的NADH泛醌氧化还原酶51 kDa亚基氨基酸 

序列在 GenBank i}】的登录号依次为 P49821， 

1711451A， Q91YTO，Q8HXQ9，3114405JUV， 

31 14407BDY和P24917。图3中星号表示完全保 

守的氨基酸 

2．3 Northern杂交分析 

NADH泛醌氧化还原酶 51 kDa亚基基因在 
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FcRFRNS TKI，p T S HvNNP TVEFF SVpI KFl TFKIl̂ i VT E■n 1 l AV TPc T 

I GRPRNT“TKLp l SGl{V kP(、TVHEEy PL ELl1 RĤ G(-V R“G "K_ll_̂ I PC“SS1_ 
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图3 氨基酸序列比对 

Nlu一褐一I{I虱；Has一人 ；Mmu一小家鼠； 

Mfa一食蟹猴；Bta一家牛；Ner 粗糙脉孢菌； 

Lma一硕大利什曼原虫；11)r一布氏锥虫 

褐飞虱取食TNl和B5后不同时间段表达变化的 

情况，通过 Northem杂交得以证明(见图4)。从 

图4可以看出，在 O，6，12，24 h时间段内，NADH 

泛醌氧化还原酶51 kDa亚基基因在取食 B5的褐 

飞虱体内的表达呈现明显的上升趋势，在24 h时 

达到峰值；而在取食TN1的褐飞虱体内该基因的 

表达没有明显变化。 

TNl B5 

C 6 12 24 C 6 l2 24 

图4 N0rthern杂交分析 

NQO—_538 bp的 cDNA探针； 

TNl，B5一取食 TNl，B5的褐飞虱； 

6，12，24～各时问段，h；C一对照样品，0 h 

3 讨论 

在昆虫与植物的互作关系中，人们发现，植物 

可以通过迅速产生抗性蛋白和有毒化合物来抵御 

昆虫的危害，这些物质主要通过对昆虫产生拒食、 

毒害和饥饿等方式来达到抗虫的目的 6 J。昆虫 

则可以通过调控解毒或毒物耐受性基凶的表达， 

来解除或缓解来自植物的抗性蛋白和有毒化合物 

的伤害 。如植食性昆虫可以通过有效地改变 

NADH泛醌氧化还原酶各亚基基因的表达水平， 

来 降低干扰呼吸链正常功能的(下转第617页) 
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(上接第613页)鱼藤酮及粉蝶霉素A等毒物的 

毒害作用 J。通过这些反应，昆虫就可以继续取 

食含毒素的植物以保证生长发育的需要 。 

笔者利用RT-PCR技术首次克隆了褐飞虱的 

NADH泛醌氧化还原酶 5 1 kDa亚基基因的 cDNA 

片段，并证实了该基凶受抗虫水稻的诱导。这表 

明，具有高抗虫性的B5水稻汁液中可能含有类 

似鱼藤酮或粉蝶霉素 A的物质，一定程度上抑制 

了褐飞虱的呼吸链电子传递系统，进而诱导了褐 

飞虱的NADH泛醌氧化还原酶 51 kDa亚基基因 

的表达。下一步的工作就是证实 B5水稻中存在 

与褐飞虱 NADH泛醌氧化还原酶 51 kDa亚基互 

作的毒蛋白，并由单基因编码。如果该基凶存在， 

那么它将是基因工程改良水稻的一个理想的抗虫 

候选基因。克隆该基因并用于遗传育种，将会对 

提高水稻的品质和产量及对褐飞虱的科学防治起 

到积极的推动作用。 
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