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摘要　为进一步研究悬铃木方翅网蝽犆狅狉狔狋犺狌犮犺犪犮犻犾犻犪狋犲嗅觉通讯分子机制和寻求新的悬铃木方翅网蝽防治技术，

本研究克隆了悬铃木方翅网蝽的非典型气味受体基因犆犮犻犾犗狉犮狅，并对其序列进行生物信息学分析。根据ＧｅｎＢａｎｋ

中已发表的半翅目昆虫非典型气味受体家族基因的氨基酸保守序列设计简并引物，采用ＲＴＰＣＲ方法扩增目的基

因，将其克隆至ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ载体并测序。将克隆获得悬铃木方翅网蝽非典型气味受体Ｏｒｃｏ的ｃＤＮＡ序列命名

为犆犮犻犾犗狉犮狅（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＦ５６４２８８），序列分析结果显示，犆犮犻犾犗狉犮狅开放阅读框长１４１９ｂｐ，编码４７２个氨基

酸。预测其分子量为５３．２５ｋＤ，等电点为６．２２，序列中有７个跨膜区，Ｎ端在细胞膜内，Ｃ端在细胞膜外。通过在

ＧｅｎＢａｎｋ中进行序列的同源性比较，该基因与已公布的半翅目昆虫的非典型气味受体基因序列有较高的同源性。

克隆所获得的基因属于非典型气味受体家族基因。ｑＰＣＲ结果显示犆犮犻犾犗狉犮狅主要在雌雄成虫触角中高表达。
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　　悬铃木方翅网蝽犆狅狉狔狋犺狌犮犺犪犮犻犾犻犪狋犪属半翅目

网蝽科，原分布于北美和加拿大中东部［１］，１９６４年

经意大利在欧洲迅速蔓延［２３］。目前在南美洲、亚洲

和澳洲也已发现大面积为害现象［４５］。我国在２００６

年于武汉首次发现悬铃木方翅网蝽，随后在上海、杭

州、南京、重庆、武汉等长江流域多个城市发生危害，

形成了暴发态势［６］。国家林业局随即将悬铃木方翅

网蝽增列入我国林业危险性有害生物名单，并要求

各地监测和防治。悬铃木方翅网蝽具有传播速度

快、为害严重等特点，被认为是危险入侵物种，一旦

传入到新的地区，短时间内可形成稳定的高密度种

群［７１０］，成为入侵地悬铃木的常发性主要害虫［１１１３］，



２０１８

暴发时难以控制［１４］。悬铃木是我国常见的城市绿

化植物，广泛种植于中东部地区，具有特殊的美化和

人文价值，悬铃木方翅网蝽严重影响着城市形象，给

居民生活和城市管理带来了巨大困扰，因此急需寻

找一种安全有效的防治方法。

嗅觉对昆虫的生存繁衍至关重要，它在昆虫寻找

食物、配偶、产卵和发育场所、躲避敌害等方面发挥重

要作用［１５１６］。气味受体（ｏｄｏｒａｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒ）是嗅觉系统

的关键成分之一，是了解昆虫化学信号分子识别机制

的重要基础［１７１９］，对气味受体的研究可为悬铃木方翅

网蝽的防治提供新的思路和途径。本研究采用ＲＴ

ＰＣＲ技术，克隆获得悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅基

因，利用生物信息学技术对其序列进行分析，并与其

他昆虫犗狉犮狅基因同源性进行了比较，以期为进一步

研究悬铃木方翅网蝽嗅觉通讯分子机制和寻求新的

悬铃木方翅网蝽防治技术提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试样本与试剂

悬铃木方翅网蝽成虫采自山东省济南市历城区

郭店镇相公庄区域山东鸿林工程技术有限公司的苗

圃园内。将采集到的成虫存放于白色透明塑料盒

中，用新鲜悬铃木叶片饲喂，放置于人工培养箱中，

温度（２７±１）℃、湿度６０％。取３００头成虫的触角，

用镊子将其头和触角一同夹下，立刻置于液氮中研磨

至粉状，转入装有１ｍＬＴＲＩｚｏｌ的ＥＰ管中，－７０℃保

存至ＲＮＡ提取。

总ＲＮＡ提取试剂ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司；ＰＣＲ试剂购自ＴａＫａＲａ公司；普通琼脂糖胶回

收试剂盒、感受态细胞、ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔＶｅｃｔｏｒ、抗生

素类、Ｘｇａｌ、ＩＰＴＧ均购自全式金生物技术有限公

司；ＧｏＴａｑｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；

其他均为国产或进口分析纯试剂；引物合成、测序由

华大基因生物技术公司完成。

１．２　引物设计

根据ＧｅｎＢａｎｋ中已发表的半翅目昆虫中黑盲

蝽犃犱犲犾狆犺狅犮狅狉犻狊狊狌狋狌狉犪犾犻狊（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＣ８８１２５７）、

绿盲蝽犃狆狅犾狔犵狌狊犾狌犮狅狉狌犿（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＣ８８１２５５）、豆

荚草盲蝽犔狔犵狌狊犺犲狊狆犲狉狌狊（ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＱ６３９２１３）、美国

牧草盲蝽犔狔犵狌狊犾犻狀犲狅犾犪狉犻狊（ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＱ６３９２１４）等

非典型气味受体家族基因的氨基酸保守序列，设计

扩增悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅基因的简并引物，上

游引物：５′ＡＴＧＡＴＧＡＣＣＡＡＲＧＴＧＡＡＲＧＣ３′；下游引

物：５′ＴＴＡＹＴＴＧＡＧＹＴＧＴＡＹＣＡＡＹＡＣＣＡＴＧ３′。

１．３　总犚犖犃提取和犮犇犖犃的合成

使用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取１．１节中收集的悬铃木

方翅网蝽成虫头部和触角的总ＲＮＡ，提取步骤参照

说明书。提取的总ＲＮＡ浓度和质量通过 Ｎａｎｏ

Ｄｒｏｐ２０００（ＮａｎｏＤｒｏｐＰｒｏｄｕｃｔｓ）和琼脂糖凝胶电泳检

测。取１μｇ总ＲＮＡ，以ＯｌｉｇｏｄＴ为引物合成ｃＤＮＡ，

试验操作依照ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ使

用手册。

１．４　基因克隆

以悬铃木方翅网蝽头部及触角ｃＤＮＡ为模板，利

用简并引物扩增犆犮犻犾犗狉犮狅的完整开放阅读框序列。

反应体系为：２×ＰｒｉｍｅＳｔａｒＰｒｅｍｉｘ２５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，

上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补充至５０μＬ。

混匀，短暂离心，放入ＰＣＲ仪中进行扩增。反应条

件：９４℃预变性５ｍｉｎ；接着进行３５个循环，循环条

件为９４℃１５ｓ，５５℃２０ｓ，７２℃４５ｓ；最后７２℃延伸

５ｍｉｎ。将产物于１％的琼脂糖凝胶上进行电泳检

测。将回收的ＰＣＲ产物连接到ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔ克隆

载体并测序。

１．５　序列分析

通过ＤＮＡＭＡＮ、Ｇｅｎｄｏｃ等软件对测序获得的

悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅基因核苷酸序列及其编码

的氨基酸序列进行分析；利用ＮＣＢＩ上ＢＬＡＳＴ工具

进行同源性比对；使用ＥＸＰＡＳＹ（ＥｘｐｅｒｔＰｒｏｔｅｉｎＡｎａｌ

ｙｓｉｓＳｙｓｔｅｍ，ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）的 Ｔｒａｎｓｌａｔｅ

ｔｏｏｌ（ｈｔｔｐ：∥ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｒａｎｓｌａｔｅ）将核酸序

列翻译成氨基酸序列，通过ＣｏｍｐｕｔｅｐＩ／Ｍｗ工具

（ｈｔｔｐ：∥ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）预测蛋白

分子量和等电点。使用ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．

ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ）进行跨膜结构域

预测。使用Ｍｅｇａ６．０采用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ

ｍｅｔｈｏｄ）构建进化树，分支的支持率通过ｂｏｏｔｓｔｒａｐ

验证，重复次数１０００。

１．６　犆犮犻犾犗狉犮狅基因表达分析

为了明确犆犮犻犾犗狉犮狅基因在雌雄成虫不同部位

表达量的差异，我们利用ｑＰＣＲ对该基因在雌雄成

虫触角、头（去除触角）、胸、腹、足中的表达情况进行

了分析。根据获得的犆犮犻犾犗狉犮狅基因的核酸序列，利

用Ｐｒｉｍｅｒ５设计特异引物，上游引物：５′ＣＴＴＣＴ

ＧＴＴＴＣＡＴＴＣＧＴＣＡＴＡＴＴＴＧＣＣ３′；下游引物：

５′ＡＴＣＧＴＴＴＣＣＡＴＣＣＣＣＡＴＴＧＧＴＡ３′。内参基

因选用β犪犮狋犻狀 （ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＸ１０８７３４）基因，上游

引 物：５′ＣＣＡＡＧＧＣＣＡＡＣＡＧＡＧＡＡＡＡＧＡＴ３′；
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下游引物：５′ＧＡＴＧＧＧＣＡＣＡＧＴＧＴＧＧＧＡＡＡ３′。

收集２００头雌、雄成虫的触角，２００头雌、雄成

虫的头（去除触角），１００头雌、雄成虫的胸，５０头

雌、雄成虫的腹，５０头雌、雄成虫的足，液氮中研磨

至粉状，转入装有１ｍＬＴＲＩｚｏｌ的ＥＰ管中，－７０℃

保存至ＲＮＡ提取，ＲＮＡ提取的方法步骤同１．１。

所有部位均取１μｇ的ＲＮＡ进行ｃＤＮＡ的合成，具

体步骤同１．３。ｑＰＣＲ反应体系为：ＧｏＴａｑｑＰＣＲＭａｓ

ｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．８μＬ，

ｃＤＮＡ１μＬ，无ＲＮＡ酶的Ｈ２Ｏ７．４μＬ。反应程序

为：９５°Ｃ，２ｍｉｎ；９５°Ｃ，１５ｓ，６０°Ｃ，５０ｓ，循环数为

４０。整个反应在ＡＢＩ７５００Ｆａｓｔ平台上完成。将雌

性成虫触角ｃＤＮＡ以１０倍浓度进行梯度稀释，共８

个浓度，并以此为模板进行ｑＰＣＲ扩增，以确定引物

的特异性及扩增效率。每个部位独立重复３次。数

据采用２－ΔΔＣＴ法进行处理，采用ＳＰＳＳ１６．０进行

ＡＮＯＶＡ比较不同组织间犆犮犻犾犗狉犮狅基因表达量的

差异（ＬＳＤ，犘＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　悬铃木方翅网蝽气味受体基因犆犮犻犾犗狉犮狅序列分析

通过基因克隆获得悬铃木方翅网蝽气味受体基

因的序列，命名为犆犮犻犾犗狉犮狅（ＧｅｎＢａｎｋ：ＭＦ５６４２８８）。

如图１所示。

图１　悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅核苷酸序列及推导的氨基酸序列

犉犻犵．１　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲犵犲狀犲犆犮犻犾犗狉犮狅犻狀犆狅狉狔狋犺狌犮犺犪犮犻犾犻犪狋犲
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　　犆犮犻犾犗狉犮狅开放阅读框长１４１９ｂｐ，编码４７２个氨

基酸。预测其分子量为５３．２５ｋＤ，等电点为６．２２。利

用ＴＭＨＭＭ２．０蛋白跨膜结构预测软件分析，获得

的序列具有７个α螺旋跨膜区（图２），跨膜区氨基酸

的位置是４７ ６９，７４ ９６，１３５ １５７，２０４ ２２６，３４４

３６６，３７６ ３９８和４４６ ４６８，是一个典型的Ｇ蛋白偶

联受体，序列Ｎ端在细胞膜内，Ｃ端在细胞膜外。

２．２　悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅基因氨基酸同源性

比较

　　选取半翅目昆虫绿盲蝽（犃犾狌犮犗狉犮狅：ＫＣ８８１２５５）、

美国牧草盲蝽（犔犾犻狀犗狉犮狅：ＪＱ６３９２１４）；双翅目昆虫黑

腹果蝇犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉（犇犿犲犾犗狉犮狅：ＡＹ５６７９９８）、

冈比亚按蚊犃狀狅狆犺犲犾犲狊犵犪犿犫犻犪犲（犃犵犪犿犗狉犮狅：ＡＹ８４３２０５）；

鳞翅目昆虫黄地老虎犃犵狉狅狋犻狊狊犲犵犲狋狌犿（犃狊犲犵犗狉犮狅：

ＫＣ５２６９６４）、桃 蛀 螟 犆狅狀狅犵犲狋犺犲狊 狆狌狀犮狋犻犳犲狉犪犾犻狊

（犆狆狌狀犗狉犮狅：ＪＸ１０１６８１）与悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅

基因进行序列比对分析，结果显示，这８种昆虫的

Ｏｒｃｏ受体的Ｃ端序列具有高度的保守性（图３）。

图２　悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅的跨膜结构预测

犉犻犵．２　犜犺犲狆狉犲犱犻犮狋犲犱狋狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲犱狅犿犪犻狀狊狅犳狋犺犲狅犾犳犪犮狋狅狉狔

犮狅狉犲犮犲狆狋狅狉犆犮犻犾犗狉犮狅犳狉狅犿犆狅狉狔狋犺狌犮犺犪犮犻犾犻犪狋犲

图３　悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅与其他昆虫气味受体蛋白的序列比对

犉犻犵．３　犛犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳犆狅狉狔狋犺狌犮犺犪犮犻犾犻犪狋犲犆犮犻犾犗狉犮狅狑犻狋犺狅犾犳犪犮狋狅狉狔狉犲犮犲狆狋狅狉狊犻狀狅狋犺犲狉犻狀狊犲犮狋狊
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　　为研究悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅与其他物种

之间的进化关系，利用Ｍｅｇａ６．０软件邻接法构建半

翅目、鳞翅目、膜翅目、鞘翅目、直翅目、双翅目部分

昆虫非典型气味受体的系统进化树（图４）。结果显

示，２４个非典型嗅觉受体基因分成２个大的分支，

不同目之间氨基酸序列差异较大，同一目昆虫之间

差异较小；悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅与麦长管蚜

犛犪狏犲犗狉犮狅、绿盲蝽犃犾狌犮犗狉犮狅、豆荚草盲蝽犔犺犲狊犗狉犮狅、

美国牧草盲蝽犔犾犻狀犗狉犮狅聚为一类，它们都属于半翅

目昆虫非典型气味受体，相似性较高。而与其他目

昆虫遗传距离较远，相似性很低。

图４　悬铃木方翅网蝽与其他昆虫犗狉犮狅氨基酸的系统发育树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犆狅狉狔狋犺狌犮犺犪犮犻犾犻犪狋犲犗狉犮狅狊犪狀犱狋犺狅狊犲犳狉狅犿狅狋犺犲狉犻狀狊犲犮狋狊犫犪狊犲犱狅狀犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲

２．３　悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅基因在不同部位表

达分析

　　采用ｑＰＣＲ对悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅基因在

雌雄成虫不同部位的表达情况进行了比较分析。以

雌成虫触角不同浓度的ｃＤＮＡ为模板，进行ｑＰＣＲ，

根据犆犜值得到悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅基因和β

犪犮狋犻狀基因的标准曲线，其相关系数狉分别为０．９９９６

和０．９９９７，扩增效率分别为１０２％和１０３％，符合试

验的要求。

以雌虫和雄虫足中犆犮犻犾犗狉犮狅基因的表达量为

１，分别对雌虫和雄虫其他部位中获得的数据进行处

理。结果显示，犆犮犻犾犗狉犮狅基因在雌性和雄性成虫之

间表达模式一致，均在触角中表达量最高，显著高于

其他部位；其次为头部，在胸、腹和足中的表达量最

低，且三者之间不存在显著性差异（图５）。
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图５　悬铃木方翅网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅的表达分析

犉犻犵．５　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犳犻犾犲狅犳犆犮犻犾犗狉犮狅犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋

狆犪狉狋狊狅犳犆狅狉狔狋犺狌犮犺犪犮犻犾犻犪狋犲

３　结论与讨论

目前，随着测序技术的发展，多种昆虫的触角转

录组被测定出来，利用昆虫各物种之间的保守区域

进行同源克隆的方法，已从鳞翅目、双翅目、膜翅目、

鞘翅目、直翅目等８个目的多种昆虫发现了非典型

气味受体基因，并且在不同昆虫之间其序列相似性

很高。本研究通过ＲＴＰＣＲ技术获得悬铃木方翅

网蝽犆犮犻犾犗狉犮狅基因的ｃＤＮＡ序列，其编码的氨基酸

序列与半翅目昆虫麦长管蚜犛犪狏犲犗狉犮狅、绿盲蝽犃犾狌

犮犗狉犮狅、豆荚草盲蝽犔犺犲狊犗狉犮狅、美国牧草盲蝽犔犾犻狀犗狉犮狅

等同源性水平很高，与双翅目等昆虫的非典型气味

受体也有高的同源性，这些都与Ｏｒｃｏ基因在不同昆

虫体内的保守性相吻合。通过ｑＰＣＲ发现犆犮犻犾犗狉犮狅

基因主要在雌雄成虫触角中高表达，在去除触角的

头部表达量同样显著高于胸、腹和足等非嗅觉组织。

这可能和其与ＯＲｘ的共表达有关，目前的研究发

现，绝大部分ＯＲｘ主要在触角、喙、下唇须等嗅觉组

织中表达。

Ｏｒｃｏ与普通气味受体ＯＲｘ共表达，形成一个

异源二聚体结构，这样可以极大地提高ＯＲｘ对气味

的结合反应能力，但它对ＯＲｘ的配体结合范围并无

任何影响［２０２２］。Ｌａｒｓｓｏｎ等
［２３］敲除果蝇Ｏｒｃｏ后发

现，果蝇对大部分气味的电生理反应丧失，同时这些

气味也无法引起果蝇相应的行为反应；但进行基因

营救试验后，果蝇对这些气味的电生理反应和行为

反应又得到了恢复。类似的研究在赤拟谷盗、黄曲

条跳甲等昆虫的Ｏｒｃｏ中也得到了相似的结果
［２４］。

Ｏｒｃｏ在昆虫嗅觉识别过程中发挥着重要的作用，但

其本身并不与任何配体结合。在对果蝇犗狉２２犪／犫基

因突变体中，只表达Ｏｒｃｏ的嗅觉神经神经元对测试

的气味化合物无任何生理学反应［２５］。

目前已被证实，ＶＵＡＡＩ是Ｏｒｃｏ的兴奋剂，它

可以通过激活Ｏｒｃｏ从而激发几乎所有嗅觉神经元

的活性，进而丧失对不同气味物质的区分，抑制昆虫

嗅觉诱发的行为反应［２６］。随后的研究也发现了多

种Ｏｒｃｏ的抑制剂
［２７２８］，这些研究为以Ｏｒｃｏ为靶标

的害虫防治提供了基础。本研究对悬铃木方翅网

蝽气味受体犆犮犻犾犗狉犮狅基因的成功克隆，为悬铃木方

翅网蝽的防控提供新的理论基础，具有重要的实践

意义。
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