
!

!"!"# $%&$'(*$ +"

!"#$%!&'%()%*'$

收稿日期!

!

!"#$ ##!'

!!!

修订日期!

!

!"!" "! "#

基金项目!

!

国家自然科学基金青年科学基金!

A#*"#&.$

"#山西省教育厅高等学校科技创新项目!

!"#$R"&$'

"

"

通信作者
/01234

%

5

C

5

!

F9I;GHI;<7

中华稻蝗
@)87AA+

*>

!

@)A

"基因分子特性和

生物学功能

于荣荣#

!

!

张育平#

!

!

马恩波!

!

!

张建珍!

"

!

#;

太原师范学院$晋中
!

"A"'#$

#

!;

山西大学$太原
!

"A"""'

"

摘要
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基于中华稻蝗转录组数据库#采用生物信息学方法搜索获得
#

条
6)R$3

基因全长
<->?

序列#采用
b

=N0

PQ=

检测其组织部位表达特性和其在表皮发育过程中表达情况#明确其分子特性#采用
=>?3

技术结合表型观察#

研究其对中华稻蝗蜕皮和生长发育的影响#以明确其生物学功能"组织部位表达结果显示其在中华稻蝗体壁!前肠

和脂肪体表达最高#发育表达结果显示其在表皮不同发育日龄均有表达#且在蜕皮前期和后期表达显著高于其他日

龄"生物学功能研究表明#注射
HF=>?

后#多数虫体难以成功蜕去旧表皮#导致死亡#少部分可蜕至下一龄期#但

活动力较低#行动缓慢#最终死亡"研究结果表明
6)R$3

参与昆虫生长发育和蜕皮过程#可作为重要靶标基因#为

下一步害虫防治提供理论基础"
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中华稻蝗
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隶属于直翅目
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斑腿蝗科
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稻蝗属
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#

$广泛

分布于我国水稻种植区$是稻田土蝗的优势种(

#A

)

$

喜食水稻幼嫩组织$造成叶片缺刻受损&白穗和稻粒

缺失$严重影响农作物产量(

.%

)

'目前化学药剂仍是

防治稻蝗的主要手段(

'&

)

$长期施用化学药剂$使稻

蝗产生一定程度的抗药性(

*$

)

'昆虫生长发育伴随

周期性旧表皮脱落和新表皮形成$几丁质是昆虫表

皮的重要组成成分(

#"##

)

$几丁质片层结构以恒定角

度螺旋排列形成致密而富有弹性的表皮结构(

#!#%

)

'

几丁质排列过程中$

R$*)33'

0F

!

R$3

"发挥着关键作

用(

#'

)

'因此$通过
=>?

干扰!

=>?3

"技术筛选获得
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卷第
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期 于荣荣等%中华稻蝗
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R$3

"基因分子特性和生物学功能

几丁质排列关键靶基因将为中华稻蝗防治提供重要

理论基础'

目前对于
R$3

功能的研究主要集中于黑腹果

蝇
E&'/'

0

7*"#A("#$'

B

#/%(&

和赤拟谷盗
D&*8'"*.A

)#/%#$(.A

中$果蝇
EAR$3

对于胚胎气管直径的维

持&长度的保持和结构的完整性发挥重要作用$此

外$

EAR$3

通过对表皮几丁质进行组装$进而影响

胚胎形态(

#'

)

'通过点突变结合遗传学试验筛选$发

现
-1Y7a

的
-SXS>

功能域
.

个关键氨基酸对于

几丁质组装具有作用(

#&

)

'同时$

EAR$3

对于成虫

翅形状和翅表面结构的维持具有重要作用(

#*

)

'赤

拟谷盗中$

D)R$3

对胚后发育时期虫体生长发育起

着关键作用$当
D)R$3

表达量下降后$不同发育阶

段!幼虫 蛹和蛹 成虫"虫体均出现难以蜕去旧表

皮$蜕皮致死的表型$进一步通过透射电镜观察$发

现注射
HFD)R$3

后$鞘翅表皮致密排列的几丁质片

层结构消失$同时气管形态结构发生改变(

#$

)

'此

外$

D)R$3

对胚胎发育起着关键作用$将
HFD)R$3

注射进入雌虫体内$发现其所产卵的孵化率显著降

低$几丁质含量下降$同时浆膜表皮几丁质片层结构

消失$部分已孵化幼虫在蜕至下一龄期前死亡(

!"!#

)

'

此外$

D)R$3

负责保护幼虫新合成的表皮$防止其被

几丁质酶降解(

!!

)

'已在意大利蜜蜂
=

0

*/A(""*

F

(&#

中鉴定出
=AR$3

$但对其功能未做进一步阐述(

!A

)

'

目前国内外对于
R$3

生物学功能系统性研究

多集中于全变态昆虫中$研究表明$其在昆虫蜕皮和

生长发育过程中起着关键作用#而目前对于渐变态

昆虫中
R$3

生物学功能研究较少'由于全变态昆

虫和渐变态昆虫变态发育过程存在明显差异$为明

确其在渐变态昆虫中是否也具有同样功能$本文以

典型渐变态昆虫!中华稻蝗"为研究对象$基于中华

稻蝗转录组数据库$搜索获得
6)R$3

全长
<->?

序

列$进一步对其分子特性和生物学功能进行研究$以

探究
R$3

在不同昆虫中生物学功能是否保守'

本研究搜索获得
6)R$3

全长
<->?

序列$并对

其分子特性和生物学功能进行研究$明确
6)R$3

在

昆虫生长发育和蜕皮过程中发挥关键作用$筛选获

得靶基因将为害虫防治提供重要理论基础'
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材料与方法

,C,

!

供试昆虫

中华稻蝗虫卵采集于山西省太原市晋源区稻田

中$将其置于恒定温度!
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"

m

$恒定湿度
'"W

$

光周期
R

#

-r#.6

#

#"6

的人工气候培养箱中进

行孵育$待其孵化为
#

龄若虫时$将其收集于纱网笼

中$置于人工气候箱中饲喂$待其生长至
%

龄若虫时

收集并开展试验'
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引物!上海生

工$中国"用于
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第一链合成#

@+]=OKGG7

用

于
b
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检测!
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"合成'
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序列鉴定和功能域分析

基于中华稻蝗转录组数据库$采用生物信息学

方法搜索获得
6)R$3

全长
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,"对其

开放阅读框进行预测$并将其翻译为对应氨基酸$同

时采用
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FGKZ3<GF
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8

724P

,"在线软件对其信号肽

进行预测#采用
E3
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0PTPKGH3<J:K

在线软件!
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"预测
OPT0

锚定

位点$采用
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的
]R?@N

L
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6JJ

L
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8
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"对其功能域进行预测'
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聚类分析

基于
>Q]T

的
]R?@N

L

!

6JJ

L

%

#

E42FJ;7<E3;736;

8

:Z
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E42FJ;<
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"工具$搜索获得不同昆虫
Y7a

同源序

列$并将其下载保存于文本中$使用
Q4IFJ24)

对同

源序列进行比对$进一步将比对结果输入
X/O?

%;"

软件中$采用邻接法!

7G3

8

6E:K0

C

:3737

8

"构建系

统进化树$并通过
]::JFJK2

L

重复
#"""

次对其进

行检验'
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引物设计

基于
6)R$3

全长
<->?

序列$使用
PK31GK

PKG13GK%;"

软件设计
b

=N0PQ=

表达引物和双链扩

增引物$并将其送于上海英骏公司进行引物合

成!表
#
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-
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"小写字母为
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启动子序列$

"
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为基因表达内参基因$

OH!

为
HF=>?

注射对照基因'
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基因表达特性
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不同组织部位和发育日龄模板制备

收集
A"

头
%

龄
'H

若虫用于不同组织部位模

板制备$具体过程为使用锋利解剖刀在显微镜下将

不同组织部位!体壁&前肠&中肠&后肠&胃盲囊&马氏

管&脂肪体"快速解剖下来$冻存于液氮中$依据

=>?3F:

NX

P4IF

说明书$将解剖下来的组织进行总

=>?

提取$使用琼脂糖凝胶和
>27:-K:

L

对其完整

性和浓度进行检测$选取
#

'

8

总
=>?

用于第一链

<->?

合成'

将不同日龄的
%

龄若虫表皮解剖下来$用于制

备不同日龄模板$用镊子挑去表皮上气管和脂肪体$

根据
=>?3F:

NX

P4IF

说明书提取总
=>?

并将其反

转录为第一链
<->?

'

,;B;-

!b

=N0PQ=

检测

将合成的第一链
<->?

稀释
!"

倍作为模板$同

时将
6)R$3

表达引物稀释至
#"

'

1:4

,

R

用于
b

=N0

PQ=

检测$参照
@+]=OKGG7

说明书$配制反应体

系$其中
@+]=OKGG7#"

'

R

$模板
!

'

R

$无菌去离子水

';.

'

R

$上下游表达引物各
";*

'

R

'将配制好的反应

体系放于
?]T&A""KG24J31GPQ=

反应仪中进行扩

增$反应程序为%

$%mA"F

#随后
$%m%F

$

'"mA#F

."

个循环$熔解曲线为
$%m#%F

$

'"m#137

$

$%m

#%F

'

"

4#)%*$

为内参基因$设置
A

个生物学重复和

!

个技术重复$采用
@P@@#';"

软件
?>S[?

进行数

据分析$并采用
@3

8

12P4:J#!;"

软件绘制柱形图$柱

上不同字母代表不同处理之间存在显著差异'
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生物学功能研究
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合成所需模板制备

将包含
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启动子!

J22J2<
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2<J<2<J2J2
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"的

HF=>?

合成引物稀释至
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R

$将表皮
<->?

稀释
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倍作为模板$进行
PQ=

扩增$扩增体系为%

!lD#

P

PQ=X2FJGKX39#!;%
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$无菌去离子水

$;%

'

R

$

<->?!

'

R

$上下游引物各
";%

'

R

'采用琼

脂糖凝胶电泳检测扩增产物$明确目的条带$将目的

条带切割下来$并依照胶回收试剂盒说明书对目的

条带进行回收$检测目的条带的大小和浓度$将回收

产物定量至
";!%

'

8

,

'

R

$吸取
*

'

R

回收产物用于

HF=>?

合成$依照
N&=3E:X?)

NX

/9

L

KGFF=>?3

@

^

FJG1

试剂盒说明书合成
HF=>?

$将合成的
HF=0

>?

定量至
!

'

8

,

'

R

'

,;P;-

!

HF=>?

沉默效率检测

收集
#*

头
%

龄
!H

若虫$平均分为
!

组$采用微

量注射器分别将
A

'

RHFOH!

和
HF6)R$3

注射进入

不同组若虫体腔内$待
!.6

后$收集虫体$冻存于

n*"m

冰箱$进一步提取总
=>?

并将其反转录为

第一链
<->?

$采用
b

=N0PQ=

检测
6)R$3

在对照

组和处理组中的表达情况$采用
@3

8

12P4:J#!;"

绘

制柱形图$使用
%

测验分析
6)R$3

在对照组和处理

组中表达差异'

,;P;.

!

飞蝗表型观察

选取
."

头
%

龄
!H

若虫$平均分为
!

组$分别将

'

'

8

HFOH!

和
HF6)R$3

注射进入
%

龄
!H

若虫中$

置于人工气候培养箱中$对其生长发育进行连续观

察和记录$直至蜕皮至下一龄期'

-

!

结果

-C,

!

!7@)A

全长
=)'(

鉴定

基于中华稻蝗转录组数据库$搜索获得
#

条

-

'&

-
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卷第
.

期 于荣荣等%中华稻蝗
R$*)33'

0F

!

R$3

"基因分子特性和生物学功能

6)R$3

序列!图
#

"$其全长
<->?

核苷酸长度为

!!'%E

L

$由
%U0VN=

区&开放阅读框和
AU0VN=

区

组成'其中
%U0VN=

和
AU0VN=

分别为
#&!E

L

和

.#E

L

$开放阅读框为
!"%!E

L

$编码
'*.

个氨基酸$

分子量为
&&a-

$等电点为
%;*

'功能域预测结果显

示其包含信号肽!

#n!.22

"&两个串联的
-X#A

功

能域!

A&n#A'22

和
#%!n!%!22

"&

#

个多巴胺类似

功能域!

-SXS>

"!

!*!n.#.22

"和
Q

端的
OPT

锚

定位点!

'%%n'*A22

"'

不同昆虫
Y7a

氨基酸序列系统进化分析结果

显示!图
!

"$不同昆虫
Y7a

聚为一支$说明不同昆虫

Y7a

序列具有较高同源性$故将其命名为
S<Y7a

'

图
,

!

中华稻蝗
*=\GN

功能域分析

I$

J

C,

!

IEG=7$@G45F@84$G4G45

H

&$&@K*=\GN$G

B

C

0

'7.8)/)"8"

!

-C-

!

!7@)A

表达特性

采用
b

=N0PQ=

检测
6)R$3

组织部位和表皮不

同天数表达特性!图
A

"$

6)R$3

在不同组织部位表

达结果表明!图
A2

"%

6)R$3

在体壁和前肠中表达最

高$暗示其在表皮中发挥重要作用$将
%

龄不同日龄

若虫体壁解剖下来$进一步检测其在不同日龄体壁

-

&&

-



!"!"

表达!图
AE

"$结果表明其在
%

龄不同日龄均有表

达$且其在
%

龄若虫蜕皮前&后期表达量显著提高$

暗示其参与昆虫蜕皮过程'

-C.

!

!7@)A

生物学功能

将合成的
HFOH!

和
HF6)R$3

分别注射进入稻

蝗体内$

!.6

后检测其在对照组和处理组的表达情

况!图
.2

"$结果显示注射
HF6)R$3

后$与对照相比$

6)R$3

表达量显著降低$

HF6)R$3

沉默效率为

$*p%W

'表型观察结果显示!图
.E

"$注射
HF6)R$3

后$

*%W

虫体在蜕皮时脊线开裂$难以蜕去旧表皮$

最终导致死亡$

%W

虫体可蜕去旧表皮$但虫体崩裂$

组织暴露$最终死亡$

#"W

虫体蜕至成虫$但活动力

不强$行动缓慢$蜕皮后
.*6

内死亡'表明
6)R$3

在中华稻蝗蜕皮过程中发挥关键作用'

图
-

!

不同昆虫种类
\GN

聚类分析

I$

J

C-

!

15E&7"34G45

H

&$&@K\GN&K3@8F$KK"3"G7$G&"=7&

!

图
.

!

!7@)A

在中华稻蝗
<

龄若虫中的表达模式

I$

J

C.

!

:O

?

3"&&$@G

?

477"3G@K!7@)A$G<7>$G&743G

H

8

?

>@K!C

0

'7.8)/)"8"

图
/

!

中华稻蝗
F&!7@)A

沉默效率和表型观察

I$

J

C/

!

L$5"G=""KK$=$"G=

H

@KF&!7@)A4GF

?

>"G@7

H?

"@D&"3#47$@G@K!C

0

'7.8)/)"8"

!

-

*&

-



.'

卷第
.

期 于荣荣等%中华稻蝗
R$*)33'

0F

!

R$3

"基因分子特性和生物学功能

.

!

讨论

昆虫表皮是防止体内水分蒸发和隔绝病原体侵

害的重要结构$对昆虫的生长发育具有重要意

义(

!.!%

)

'昆虫表皮坚硬而富有弹性(

!'

)

$由几丁质和

蛋白质交联组装而成'其形成过程为几丁质纤维丝

通过氢键聚合为几丁质微纤维$几丁质微纤维进一

步与蛋白交联形成水平的几丁质片层结构$多个几

丁质片层结构以中心垂直轴为中心$以恒定的角度

螺旋排列组装形成致密的表皮结构(

#!#%

)

'

Y7a

为

参与几丁质组装的关键蛋白(

#'

)

'目前已在多个昆

虫中鉴定出
Y7a

蛋白(

!!!A

$

!%

$

!&

)

'赤拟谷盗中鉴定

出
A

个
Y7a

蛋白$分别被命名为
N<Y7a

&

N<Y7a!

和
N<Y7aA

$且不同蛋白的功能域具有多样性$

N<Y7a

含有信号肽$

!

个串联的
-X#A

功能域$多巴

胺单加氧酶
>

端结构域和
Q

端的
OPT0

锚定位点'

而
N<Y7a!

不含信号肽和
OPT0

锚定位点$含有跨膜

区'

N<Y7aA

包含多个剪切子$不同剪切子因
Q

端

是否含有
OPT0

锚定位点而导致其功能域存在差

异(

#$

)

'文献报道
-X#A

功能域参与氧化还原反应

中电子转移$

-SXS>

是结合几丁质的重要区域$是

几丁质排列关键功能域(

!*!$

)

'本文采用生物信息

学方法$将搜索获得的
#

条
6)R$3

全长
<->?

序

列翻译成相应的氨基酸$并对其功能域进行分析$

结果表明其含有信号肽$

!

个串联的
-X#A

功能

域$多巴胺单加氧酶
>

端结构域!

-SXS>

"和
Q

端

的
OPT0

锚定位点'故推测其可能为
6)R$3

基因'

进一步将其与其他昆虫同源
Y7a

序列比对并构建

系统进化树$结果表明$其与其他昆虫
Y7a

以较高

的置信度聚为一支$故将其命名为
6)R$3

'登录号

为
X>'"A.$%

'

昆虫
R$3

在组织部位和发育阶段的表达具有

多样性$果蝇中$

EAR$3

特异性表达于
#A

期胚胎气

管和
#%

期胚胎咽&后肠和表皮中(

#'

)

$

EAR$3

在幼

虫&蛹和成虫期均有表达$且其在蛹化前后特定时间

内表达量显著高于卵期和幼虫期(

#*

)

'赤拟谷盗中$

D)R$3

特异性表达于幼虫表皮和后肠以及卵期浆

膜中$且其在整个胚后发育阶段!幼虫&蛹和成虫期"

均有表达(

#$

)

'本文中
6)R$3

表达于体壁&前肠和

脂肪体中$同其他昆虫一样$体壁和前肠均来源于外

胚层$均含有几丁质(

#!

)

$表明
R$3

在富含几丁质的

组织中发挥作用$而其在脂肪体中表达量较高$可能

由于脂肪体和气管密布于昆虫表皮上$解剖时由于

部分气管的粘连$导致
6)R$3

在脂肪体中表达量

较高'此外$目前研究多集中于不同发育阶段
R$3

表达$而对其在特定组织部位同一发育龄期动态变

化情况研究较少$本文通过对不同组织部位检测发

现其在体壁中表达量较高#为了研究其对蜕皮的影

响$将不同日龄的
%

龄若虫体壁解剖下来$探究

R$3

的动态表达情况$结果表明
6)R$3

在不同日

龄的
%

龄若虫中均有表达$且其在蜕皮前后表达量

较高$暗示其参与昆虫蜕皮过程'

目前对于
R$3

功能研究多集中于全变态昆虫

中'果蝇中的
EAR$3

在多个组织部位中发挥功

能'

EAR$3

参与胚胎气管直径的调节和形态结构

的维持'

EAR$3

突变体中$气管横截面由圆形变得

不规则$气管长度过度延伸$缠绕在一起$导致形态

结构发生变化'同时突变体胚胎膨大$且头部表皮

结构畸形并呈现黑色(

#'

)

'

EAR$3

参与翅形成和形

态结构的维持'采用
=>?3

沉默
EAR$3

表达后$

蛹羽化为成虫时$出现翅折叠不能伸展$翅卡在蛹

中$出现断翅或残翅$甚至虫体死亡等多种表型(

#*

)

'

赤拟谷盗注射
HF=>?

后$不同发育阶段!幼虫 蛹

成虫"均出现蜕皮困难$虫体死亡的表型(

!!

)

'

=>?3

是功能基因检测常用方法(

A"

)

$本文将
6)R$3

特异性

HF=>?

注射进入虫体中对中华稻蝗功能基因进行研

究$为了确保试验可行性$首先对
9/6)R$3

沉默效率

进行检测$结果表明沉默效率高达
$*;%W

$为进一步

表型观察顺利进行提供保障'表型观察结果显示

HF6)R$3

可使中华稻蝗出现蜕皮致死的表型'同时

翅出现一定程度残缺$而该表型与果蝇翅残缺表型相

一致(

#*

)

'说明
6)R$3

对于翅形态结构维持具有一定

作用'但其是否影响几丁质排列$仍需进一步研究'

本试验结果明确了
6)R$3

参与中华稻蝗生长发育和

蜕皮的生物学功能$筛选获得的
6)R$3

将为中华稻蝗

防治提供重要理论基础'
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