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摘要!采用分子生物学和荧光竞争性结合测定等技术#研究了冷杉梢斑螟D*'&,)%&*##4*(%(""#雌虫性腺和雌%雄成
虫足中高表达的化学感受蛋白D#4*BA!?基因的表达特征和功能'定量分析结果表明#D#4*BA!?基因在雌虫性
腺中显著高表达#表达量分别是雌%雄虫触角的#!<!E!C倍和<#<"E;(倍(此外#该基因在雌%雄成虫足中表达量也
较高'通过原核表达系统及亲和层析技术获得了#<E;(R'的目的蛋白',A-̂=̀?'结合测定结果表明#',A-̂=̀?
与探针L*苯基*#*萘胺$#*H̀ H&具有强的结合能力#结合常数$N#*H̀ H&为$#E;#n"E"!&*+7.,O'!*紫罗兰酮是

',A-̂=̀?的最佳结合配基#解离常数$NP&为$##E(<n"E;!&*+7.,O'',A-̂=̀?结合腔内的极性氨基酸精氨酸(;
$>52(;&能够与!*紫罗兰酮形成两个氢键#暗示>52(;在该化合物的结合中起着重要作用'此外#',A-̂=̀?与部
分杀虫剂具有中等强度的结合能力'
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($卷第<期 朱篧龙等&冷杉梢斑螟化学感受蛋白',A-̂=̀?的配体结合特性分析

响林木的生长和木材质量*近年来$该属害虫呈扩
散和为害加重的趋势$已由一般害虫逐步上升为松
科重要害虫$在局部地区造成巨大损失*目前$国内
梢斑螟类害虫的防治主要以化学防治和营林技术为

主$生物防治和物理防治为辅*由于梢斑螟属害虫
个体小#钻蛀性强#生活隐蔽#成虫飞翔能力强以及
松树植株树势高等特点$导致此类害虫的防治难度
较大(#!)*针对蛾类昆虫的生理和行为特点$研发基
于嗅觉的行为调控剂是监测和防治梢斑螟属害虫的

一种重要策略(<()*
化学感受蛋白!9B0+7S01S75KI57D0-1S$̂ =̀S"

是一类在昆虫嗅觉感受过程中起重要作用的蛋白$
在雌雄虫触角#足#跗节#胸#腹#翅和雌虫性腺等多
个组织中均有表达$暗示昆虫 =̂̀S具有多种功
能(:)*在梨小食心虫E&#01'"*%#<'"(/%#中$成虫
触角和翅中高表达的T+7.̂=̀?与#*己醇具有较强
的结合能力(;)*类似地$̂=̀S参与嗅觉感受在其他
鳞翅目昆虫中也有报道$如黏虫=,%1*<$#/(0#&#6
%#的 JS0Î =̀?和 JS0Î =̀#((C?)#稻纵卷叶螟

B$#01#"')&')*/<(-*$#"*/的 +̂0P̂ =̀<<($)#家蚕

@'<4,?<'&*的V+75̂=̀#和V+75̂=̀!(#")*除
能够结合普通气味分子外$昆虫 =̂̀ 还能通过结合

杀虫剂来提高害虫的抗药能力*冈比亚按蚊

F$'01("(/2#<4*#(足中高表达的>2,+=>̀!!S01*
S75K,II01P,20I57D0-1!"被证实能与拟除虫菊酯类
杀虫剂结合$提高蚊子的抗性(##)*在鳞翅目昆虫
中$=.-D̂=̀#?能提高斜纹夜蛾A0'-'0%(&#"*%:&#
对毒死蜱的抗性(#!)'用阿维菌素处理家蚕后$多个

BA!基因在雌虫触角#足#肠道#脂肪体#性腺等组
织中的表达水平显著上调或下调(#<)*此外$研究发
现鳞翅目昆虫BA!基因在雌虫性腺中有表达$很可
能参与性信息素的转运和释放*然而$目前对雌虫
性腺中高表达 =̂̀S的功能研究仍较少*甘蓝夜蛾

=#<(/%&#4&#//*)#(雌虫性腺中高表达的 JA5,̂*
=̀*>和JA5,̂=̀*V能够与性信息素组分顺##*十
六碳烯乙酸酯和顺##*十八碳烯乙酸酯结合$并将其
释放到环境中(#()*

冷杉梢斑螟D*'&,)%&*##4*(%(""#是一种为害松
科植物球果和嫩梢的钻蛀性害虫'与梢斑螟属其他
昆虫类似$防治该种害虫的各种方法不易实施(#!)*
先前$冷杉梢斑螟的性信息素组分已被鉴定$分别为
顺$$反##*十四碳二烯乙酸酯!Q$$;##*D0D5,P09,P-*

01K.,90D,D0$Q$$;##*#(&W>9"和!Q<$Q;$Q$$Q#!$

Q#:"*I01D,97S,I01D,010(#:#;)*基于性信息素和寄
主植物挥发物在冷杉梢斑螟生理和行为中的重要

性$采用以性信息素或植物挥发物为诱芯或驱避剂
的方法可以很好地监测和控制害虫种群$提高防治
效果和降低防治成本*然而$冷杉梢斑螟雌雄虫间#
其与寄主或非寄主植物间互作的分子机制研究仍较

少*本研究以冷杉梢斑螟为对象$采用分子生物学#
结合测定和分子对接等技术研究了雌虫性腺和雌雄

成虫足中高表达',A-̂=̀?的功能$初步明确了与
冷杉梢斑螟',A-̂=̀?结合能力较强的配基$旨在
为后续该种害虫引诱剂或驱避剂的研发奠定基础*

*!材料与方法

*+*!昆虫和组织收集
冷杉梢斑螟幼虫和蛹采自云南省楚雄市紫溪山

风景区!#"#o!!m)$!:o""mH"*将被冷杉梢斑螟为害
的华山松球果带回实验室$用尼龙网套住*在成虫
羽化当天将其全部移出$根据腹部外生殖器特征鉴
别雌雄成虫$并将其分别放入不同的饲养笼中$饲以

#"F的蜂蜜水*饲养温度为!!:n#"j$相对湿度为
!;"n:"F$光周期为O#'[#!B##!B*

为了研究冷杉梢斑螟D#4*BA!?基因的表达
谱$分别收集<日龄雌雄成虫触角!<"头"#喙!:"
头"#头!不含触角和喙$#"头"#胸!(头"#腹!雌虫不
含性腺#雄虫不含味刷$(头"#足!!"头"#翅!<"
头"#雄虫味刷!<"头"和雌虫性腺!含产卵器$<"
头"$每个组织收集<套生物学模板$液氮速冻后保
存于a?"j用于GH>的提取*

*+,!总!3R提取和>'3R的合成
采用QG\/7.试剂!Q,d,G,$大连$中国"提取各组

织总GH>$经琼脂糖凝胶电泳和H,17̀B7D7+0D05'分
光光度计!\J̀ O)H$美国"检测GH>质量和浓度
后$采用 5̀-+0=95-IDQJGQG0,201Dd-D@-DB2'H>
)5,S05!Q,d,G,$大连$中国"合成9'H>*其中$

GH>样品中的基因组'H>用试剂盒中的2'H>
)5,S05去除$反应程序为&(!j孵育!+-1*9'H>
储存于a!"j*

*+-!;.5)6<#O基因的表达谱分析
根据已发表的 D#4*BA!?基因的核苷酸序

列(#C)设计特异引物!上游引物&:m*QTT>T>TT>*
>̂̂ >Q>>̂ >T*<m' 下 游 引 物& :m*T̂ Q̂*

/#:/



!"!<

Q̂ >TTTQ̂ >Q>̂ QQ*<m"*采用实时荧光定量

`̂ G研究D#4*BA!?基因在不同组织中的相对表

达量*反应体系为!"*O$包括V0SD,5'=KA5T5001

Z̀ ĜJ,SD05+-Y!'V\' V-7S9-0190$德国"#"*O$

9'H>!*O$#"*+7.1O上#下游引物各"E:*O$

PPb!WC*O*反应程序为&$:j预变性!+-1'$:j
变性#"S$:?j退火<#S$C!j延伸<"S$共("个循
环*反应结束后采集循环阈值!9K9.0DB50SB7.P$

B%"*利用g*T010法计算D#4*BA!?基因在不同
组织的相对表达量(#?#$)*以冷杉梢斑螟核糖体蛋白

=(!5-A7S7+,.I57D0-1 =($D#4*I!A("和 O?
!D#4*I!C?"作为内参基因(#C)*定量分析中每个组
织采用<套生物学模板$每套模板<次重复*

采用\VJ=̀===D,D-SD-9S!#E"!=̀==\196$美
国"软件中的&-SB05最小显著差异检验!&-SB055S
.0,SDS-21-]-9,1DP-]]050190D0SD$O='"比较基因在
不同组织间的表达水平*当! &"E":时$基因在
两个组织间的表达水平被认为具有显著差异*

*+.!'56$2FJO表达载体的构建
基于D#4*BA!?基因的开放阅读框$首先利用

=-21,.̀ (E#预测',A-̂=̀?的信号肽序列(!")*其
次$根据预测结果移除',A-̂=̀?的H端前#?个氨
基酸的信号肽序列$设计基因特异性引物$并在引物

:m端加入酶切位点和保护碱基!上游引物&:m*̂TT*
T>Q̂ ^̂ Q̂ ^̂ Q>>TT>TQ>̂ Q>̂ >̂ >T>̂ >*
<m'下游引物&:m*̂ ^̂ >>T̂ QQQQ>TT>T̂ Q>̂*
T̂TQT>>T>TQ*<m$其中下划线分别为上游引物

@#<+&和下游引物+*$-.的酶切位点"*第三$

以雌虫性腺9'H>为模板$采用高保真酶 5̀-+0*

=Q>G' J,Y'H>聚合酶!Q,d,G,$大连$中国"
扩增D#4*BA!?基因$程序为&$?j预变性!+-1'

$?j变性#"S$;"j退火#"S$C!j延伸:"S$<:个
循环'C!j延伸#"+-1*最后$采用 b-̀450T0.
4̀50'H>J-1-d-D!J,201$广州$中国"纯化目的
基因的`̂ G产物*

分别用@#<+ &和+*$- .酶切纯化的 `̂ G
产物和原核表达载体I)Q*<",!p"$在#;j$用Q(
'H>连接酶连接<"+-1构建重组质粒I)Q*<",
!p"1D#4*BA!?$将连接产物转化至'b:(感受态
细胞$OV固体平板培养基涂板$挑取单克隆进行测
序验证*

*+I!'56$2FJO的表达和纯化
将测序验证正确的重组质粒I)Q*<",!p"1

D#4*BA!?转化到VO!#!')<"感受态细胞中*挑取
单克隆至OV液体培养基!d,1p$:"*21+O"中$

<Cj$!""51+-1振荡培养过夜'将活化的菌液按#l:"
的比例接入新鲜的OV液体培养基中进行扩大培养
!#O"$当W';""."E;时$加入终浓度为#++7.1O
异丙基*!*'*硫代半乳糖苷!-S7I57IK6!*'*DB-72,.,9*
D7S-P0$\̀QT"继续诱导培养;!CB*取#+O诱导
菌液$采用全自动样品快速研磨仪进行机械破碎$破
碎<次$每次:+-1$破碎结束后离心取上清和沉淀$
用='=*̀>T)电泳检测目的蛋白的可溶性表达情
况$剩余诱导菌液用于目的蛋白的纯化*

根据电泳检测结果$',A-̂=̀?主要以包涵体的
形式表达$因此采用蛋白变性和复性的方法纯化蛋
白*首先$根据 H-=0IB,57S0b-2B 0̀5]75+,190
!T)b0,.DB9,50"说明书$采用亲和层析技术纯化重
组蛋白*其次$利用尿素浓度梯度递减的缓冲液!;#

(#<#!###"+7.1O"进行透析复性*而后$采用肠激
酶切除重组蛋白的b-S标签$再次利用亲和层析技
术纯化目的蛋白*最后$目的蛋白经透析除盐$浓缩
至合适浓度后存于a?"j*

*+M!'56$2FJO与不同化合物的结合测定
用于结合测定的荧光探针L*苯基*#*萘胺!L*

IB01K.*#*1,IBDBK.,+-10$#*H̀ H"#植物源挥发物#
性信息素和杀虫剂购自>.,PP-1或=-2+,*>.P5-9B
公司$为分析标准品或纯度大于$"F*所有化合物
均用色谱级甲醇溶解$配成#""++7.1O的储存液$
保存于a!"j$待使用时稀释至#++7.1O*

为了确定#*H̀ H是否能够用于',A-̂=̀?的
荧光竞争性结合测定$在比色皿中加入!"++7.1O
的Q5-S*b̂ .缓冲液!IbCE("和终浓度为!*+7.1O
的#*H̀ H$检测发射波长(;"1+附近的荧光峰值*
然后$加入终浓度为!*+7.1O纯化的',A-̂=̀?$观
察荧光峰值的变化情况*如果荧光峰发生蓝移$且
荧光强度成倍增加$说明#*H̀ H能够与',A-̂=̀?
结合*在结合测定中$首先测定 ',A-̂=̀?与#*
H̀ H的结合情况$即在!"++7.1O的Q5-S*b̂ .缓
冲液!IbCE("和终浓度为!*+7.1O的目的蛋白混
合液中分别加入不同终浓度的#*H̀ H!!#(#:#?#

#!##;*+7.1O"*如果#*H̀ H与目的蛋白的结合
具有饱和效应$则可用于后续的荧光竞争性结合试

/!:/
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验*参数设定&激发光波长)Y[<<C1+$激发和发
射狭缝分别为<1+和:1+$发射光波长)+[<:"
!:""1+*

在竞争性结合测定中$将!"++7.1O的Q5-S*
b̂ .缓冲液!IbCE("$终浓度分别为!*+7.1O
',A-̂=̀?和#*H̀ H加入比色皿中混合均匀*然
后$分别加入不同浓度的供试化合物使其终浓度
为!#(#:#?##!##;#!"*+7.1O$记录发射波长在

<$?1+处的荧光峰值变化*在化合物终浓度为

!"*+7.1O时$对于荧光取代率(荧光取代率[!#a
荧光下降值1起始荧光值"k#""F)在(:F以上的
化合物$试验重复<次*',A-̂=̀?与#*H̀ H的结
合常数!A-1P-12971SD,1D$N#*H̀ H"采用 T5,IB̀,P
5̀-S+CE"进行计算*然后$根据\̂ :"!替换:"F的

#*H̀ H时竞争化合物的浓度"计算',A-̂=̀?与化
合物的解离常数!P-SS79-,D-71971SD,1D$NP"*NP[
\̂:"1!#p(#*H̀ H)1N#*H̀ H"$其中(#*H̀ H)为游离
的#*H̀ H浓度(!#)*

*+N!'56$2FJO的同源模拟和分子对接

',A-̂=̀?的三级结构建模采用=c\==*JW'*
)O在线软件!BDDIS&#S@-SS+7P0.60YI,SK67521"完
成*首先$用去除信号肽的',A-̂=̀?氨基酸序列
搜索同源建模的晶体模板$发现其与沙漠蝗A)1*/6

%')(&)#2&(2#&*#的=250̂=̀(序列具有较高的氨基

酸一致性*然后$以=250̂=̀(的晶体结构作为模
板!̀'V\'&!T_="(!!)$构建',A-̂=̀?的三级结
构*采用>4D7'79R_-1,#E#E!软件进行',A-̂*
=̀?与化合物的分子对接(!<)*三级结构的可视化
和编辑采用 K̀JWO#ECE!E#软件完成!BDDIS&#
IK+7.67521!1"*

,!结果与分析

,+*!;.5)6<#O基因的组织表达谱分析
根据转录组测序获得的 &̀ dJ!]5,2+01DSI05

R-.7A,S07]D5,1S95-IDS0Z40190I05+-..-71SA,S0
I,-5SS0Z40190P"值和化感基因半定量的结果$

D#4*BA!?基因在雌虫性腺中表达量最高$其次是
雌虫足$!个组织间 &̀ dJ值相差:E;:倍(#C)*本
研究中定量分析表明$D#4*BA!?基因在雌虫性腺
中显著高表达$表达量分别是雄虫足#雌虫足#雄虫
喙#雄虫味刷和雌虫喙的:ECC#;E#(#:(E<"#;#E:"
倍和?<E$(倍*与转录组测序结果基本一致*此
外$该基因在雌雄虫触角和其他组织中也有微弱表
达$且在雌虫触角的表达量显著高于雄虫$但雌#雄
虫触角表达量分别仅为雌虫性腺的#1#!:"和<1

#""""*在雌雄虫足#喙#头#胸或腹间$D#4*BA!?
基因的表达水平无显著差异'而在雄虫翅中的表达
量显著高于雌虫!图#"*

图*!;.5)6<#O基因在冷杉梢斑螟不同组织的相对表达水平

A$B+*!!"758$#""KH9"&&$0;7"#"7&0<;.5)6<#OB";"$;@$<<"9";88$&&:"&0<;)3'8*(')..5)&(&++.
!
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,+,!'56$2FJO的表达和纯化

='=*̀>T)分析结果表明$经\̀QT诱导后的
重组蛋白I)Q*<",!p"1',A-̂=̀?在约!"R'处
具有一条明显加粗的条带$与预测的分子量大小

!#$E;(R'"一致*对\̀QT诱导后的菌液机械破碎
后发现',A-̂=̀?主要以包涵体的形式表达*对重
组蛋白进行纯化和切除b-S标签后$得到#<E;(R'
的单一目的蛋白条带!图!"*

图,!冷杉梢斑螟'56$2FJO的表达和纯化

A$B+,!UKH9"&&$0;5;@H:9$<$>58$0;0<;)3'8*(')..5)&(&++.'56$2FJO

!
,+-!'56$2FJO与不同化合物的结合特性

#*H̀ H能够很好地与',A-̂=̀?结合$结合常
数N#*H̀ H为!#E;#n"E"!"*+7.1O!图<,"*随着#*
H̀ H浓度的增加$',A-̂=̀?与其结合接近饱和$采
用=9,D9B,5P线性化后发现 ',A-̂=̀?蛋白与#*
H̀ H的结合具有较好的线性关系!图<,$<A"*

竞争性结合测定结果表明$',A-̂=̀?与大部分
化合物的结合能力较低*在测试的#""种化合物
中$!*紫罗兰酮是',A-̂=̀?的最佳配基$解离常数

NP为!##E(<n"E;!"*+7.1O'而其他化合物的荧光
取代率均在:"F以下!图<9$表#"*在测试的C类
化合物中$酯类化合物中!$(*癸二烯酸乙酯与

',A-̂=̀?结合能力最强$荧光取代率为<"E;#F'
醇类化合物中<*甲基*!*丁烯*#*醇和庚醇的荧光取
代率分别为<?E:<F和<!E<"F'醛类化合物中丁香
醛和十二醛的荧光取代率在<"F以上'而烯烃类和
烷烃类化合物与',A-̂=̀?结合能力均较弱!荧光
取代率小于<"F"'此外$',A-̂=̀?与杀虫剂辛硫
磷和毒死蜱的结合能力较强$荧光取代率分别为

(CEC(F和<CE?CF!图<P$表#"*

,+.!'56$2FJO与"L紫罗兰酮互作的关键位点预测
同源搜索结果表明$冷杉梢斑螟',A-̂=̀?与

沙漠蝗的 =250̂=̀(的氨基酸一致性最高$为

(CEC#F*',A-̂=̀?的二级结构主要由;个"*螺旋
组成&"#!位点#:a!""#"!!位点!!a<<"#"<!位点

("a:("#"(!位点;!aC?"#":!位点?"a$""和";
!位点$Ca#"<"$其中两个 =̂̀ 间"#高度保守$除
丝氨酸!="外$其余氨基酸完全一致'"!#":和";的
一致 性 也 较 高$分 别 为 :"E""F#;<E;(F 和

;"E""F'剩余的两个"螺旋一致性在:"F以下$其
中"(的一致性仅为<:E!$F!图(,"*

根据结合测定结果$选取与',A-̂=̀?结合能
力最好的配基!*紫罗兰酮进行分子对接$鉴定与该
化合物结合的关键氨基酸*结果表明$',A-̂=̀?结
合腔(q内有$个氨基酸与!*紫罗兰酮结合$包括?
个非极性氨基酸&异亮氨酸!$!\.0!$"#色氨酸(:
!Q5I(:"#\.0($#\.0C!#甲硫氨酸C:!J0DC:"#Q5I?<#

\.0?;和Q5I$"'#个极性氨基酸&精氨酸(;!>52(;"*
其中$!*紫罗兰酮的氧!W"能够与>52(;形成两个氢
键$氢键距离分别为<E"?和<E#:!图(A"*
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图-!离体表达的冷杉梢斑螟'56$2FJO与不同化合物结合测定

A$B+-!X$;@$;B5&&5G&0<;)3'8*(')..5)&(&++.'56$2FJO"KH9"&&"@)4=)('3%$8?#59$0:&>0=H0:;@&

!
表*!离体表达的冷杉梢斑螟'56$2FJO与*WW种化合物的结合能力*%

/567"*!X$;@$;B5<<$;$8$"&0<;)3'8*(')..5)&(&++.'56$2FJO"KH9"&&"@)4=)('3%$8?*WW>0=H0:;@&

配基

O-2,1P

荧光取代率1F
&.4750S90190
P-SI.,90+01D

5,D-7

解离常数!NP"1

*+7./Oa#

'-SS79-,D-71
971SD,1D

配基

O-2,1P

荧光取代率1F
&.4750S90190
P-SI.,90+01D

5,D-7

解离常数!NP"1

*+7./Oa#

'-SS79-,D-71
971SD,1D

酯类)SD05S
!乙酸甲酯+0DBK.,90D,D0 ?6C" a
!乙酸乙酯0DBK.,90D,D0 !"6<$ a
!乙酸丙酯I57IK.,90D,D0 #;6(: a
!乙酸丁酯A4DK.,90D,D0 #<6!$ a
!乙酸戊酯,+K.,90D,D0 !#6!( a

!乙酸己酯B0YK.,90D,D0 #C6(C a
!乙酸庚酯B0IDK.,90D,D0 !"6:" a
!乙酸辛酯79DK.,90D,D0 !"6C$ a
!乙酸壬酯171K.,90D,D0 #;6!$ a
!乙酸癸酯P09K.,90D,D0 HV a
!乙酸香叶酯205,1K.,90D,D0 #6!$ a
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续表*!/567"*&20;8$;:"@%

配基

O-2,1P

荧光取代率1F
&.4750S90190
P-SI.,90+01D

5,D-7

解离常数!NP"1

*+7./Oa#

'-SS79-,D-71
971SD,1D

配基

O-2,1P

荧光取代率1F
&.4750S90190
P-SI.,90+01D

5,D-7

解离常数!NP"1

*+7./Oa#

'-SS79-,D-71
971SD,1D

!顺<*己烯乙酸酯Q<*B0Y01K.,90D,D0 #C6## a
!顺<*己烯丁酸酯Q<*B0Y01K.A4DK5,D0 ;6:< a
!丁酸乙酯0DBK.A4DK5,D0 !(6#$ a
!苯甲酸甲酯+0DBK.A01/7,D0 #C6(; a
!苯甲酸乙酯0DBK.A01/7,D0 !!6<? a
!苯甲酸苯酯IB01K.A01/7,D0 !(6#! a
!苯甲酸苄酯A01/K.A01/7,D0 #;6?: a
!!$(*癸二烯酸乙酯
!0DBK.*!!;$(Q"*P09,P-017,D0

<"6;# a

!己酸乙酯0DBK.B0Y,17,D0 #?6;! a
!月桂酸甲酯+0DBK..,45,D0 #6;< a
!顺$$反##*十四碳二烯乙酸酯
!Q$$;##*D0D5,P09,P-01K.,90D,D0

##6C" a

烯烃类>.R010S
!罗勒烯79-+010 !:6C: a
!"*蒎烯"*I-1010 #;6;C a
!法尼烯],510S010 ;6<< a
!"*石竹烯"*9,5K7IBK..010 HV a
!!*石竹烯!*9,5K7IBK..010 HV a
!#*十一烯#*41P09010 #!6!? a
!月桂烯+K59010 #<6"$ a
!角鲨烯SZ4,.010 #?6(# a
!<*蒈烯<*9,5010 !#6:? a
!%*松油烯%*D05I-1010 ##6:? a
!"*水芹烯"*IB0..,1P5010 #$6$# a
!"*萜品烯"*D05I-1010 #(6;# a
!柠檬烯.-+71010 #C6<C a
酮类d0D710S
!!*己酮!*B0Y,1710 #?6;( a
!<*己酮<*B0Y,1710 !!6(: a
!!*庚酮!*B0ID,1710 !"6": a
!!*十三烷酮!*D5-P09,1710 #!6$< a
!苯乙酮,90D7IB01710 !"6C; a
!!*紫罗兰酮!*-71710 :#6?! ##6(<n"6;!
!;*甲基*:*庚烯*!*酮
!;*+0DBK.*:*B0ID01*!*710

#$6$" a

醇类>.97B7.S
!己醇B0Y,17. !C6#; a
!庚醇B0ID,17. <!6<" a
!!*庚醇!*B0ID,17. !:6;: a
!辛醇79D,17. !;6C( a
!壬醇171,17. !<6:; a
!癸醇P09,17. !"6(; a
!十一醇41P09,17. HV a
!十二醇P7P09,17. !"6C? a
!顺<*己烯醇Q<*B0Y01*#*7. !:6C; a
!芳樟醇.-1,.77. !$6"( a
!法尼醇],510S7. !!6#; a
!香叶醇205,1-7. !#6#< a
!橙花叔醇1057.-P7. #C6!? a

!苯乙醇IB010DBK.,.97B7. !C6:< a
!!*甲基*#*丁醇!*+0DBK.*#*A4D,17. !(6<$ a
!<*甲基*!*丁烯*#*醇
!<*+0DBK.*!*A4D01*#*7.

<?6:< a

!十六醇B0Y,P09,17. !!6!! a
!#*辛烯*<*醇#*79D01*<*7. !:6#! a
!反!*己烯醇;!*B0Y01*#*7. !#6<: a
!"*松油醇"*D05I-107. #$6:? a
!;*甲基*:*庚烯*!*醇
!;*+0DBK.*:*B0ID01*!*7.

!<6:? a

醛类>.P0BKP0S
!己醛B0Y,1,. !"6$" a
!庚醛B0ID,1,. !C6$$ a
!辛醛79D,1,. !!6!$ a
!壬醛171,1,. !"6#" a
!癸醛P09,1,. !<6#" a
!十一醛41P09,1,. !:6#< a
!十二醛P7P09K.,.P0BKP0 <"6$! a
!顺!*己烯醛Q!*B0Y01,. !<6!< a
!反!*己烯醛;!*B0Y01,. !;6!# a
!丁香醛SK5-12,.P0BKP0 ("6?$ a
!!*环柠檬醛!*9K9.79-D5,. #C6$C a
!柠檬醛9-D5,. !#6(? a
!苯甲醛A01/,.P0BKP0 !$6#C a
!苯乙醛IB01K.,90D,.P0BKP0 !:6$? a
烷烃类>.R,10S
!庚烷B0ID,10 #C6#; a
!辛烷79D,10 #<6!! a
!壬烷171,10 "6?C a
!癸烷P09,10 !6:( a
!十一烷41P09,10 HV a
!十二烷P7P09,10 ?6<< a
!十三烷D5-P09,10 "6CC a
!十四烷D0D5,P09,10 :6": a
!十八烷79D,P09,10 C6(! a
!十九烷171,P09,10 #$6("
杀虫剂\1S09D-9-P0S
!阿维菌素,A,+09D-1 HV a
!吡虫啉-+-P,9.7I5-P !:6$$ a
!除虫脲P-].4A01/4571 #:6<( a
!灭幼脲9B.75A01/4571 <"6#$ a
!溴氰菊酯P0.D,+0DB5-1 #"6;" a
!毒死蜱9B.75IK5-]7S <C6?C a
!辛硫磷IB7Y-+ (C6C( a
!氟虫腈]-I571-. #$6:< a
!虫螨腈9B.75]01,IK5 !$6(# a
!鱼藤酮57D01710 !?6#! a
!苦参碱+,D5-10 #$6CC a
!蛇床子素7SDB7.0 HV a

!#"HV表示',A-̂=̀?与该化合物没有结合*荧光取代率为最大配基浓度!"*+7.1O时的值*NP表示',A-̂=̀?与不同配基的解离常数*
+0,表示化合物的\̂:"和NP值无法计算*',A-̂=̀?与!*紫罗兰酮的解离常数用平均值n标准误表示*
HV&H7A-1P-126&.4750S90190P-SI.,90+01D5,D-7S@050P0D05+-10P,DDB0+,Y-+,..-2,1P971901D5,D-717]!"*+7.1O6NP&'-SS79-,D-71
971SD,1DS7]',A-̂=̀?D78,5-74S.-2,1PS6+0+-1P-9,D0SDB,DDB0\̂:",1PNP8,.40S7]DB097+I741PS9,15DA09,.94.,D0P6NP8,.40@,S
SB7@0P,S+0,1nSD,1P,5P055756
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图.!冷杉梢斑螟'56$2FJO与"L紫罗兰酮的分子对接

A$B+.!V07">:759@0>Y$;B0<;)3'8*(')..5)&(&++.'56$2FJO%$8?"L$0;0;"
!

-!结论与讨论

冷杉梢斑螟是松属植物上一种重要的钻蛀性害

虫$雌虫常将卵产于寄主植物球果鳞片上或嫩梢处$
卵孵化成幼虫后钻蛀球果$对种子和木材质量造成
较大影响(!$!()*在鳞翅目昆虫的成虫中$雌虫的性
腺和雌雄虫的跗节是感受和识别各种化合物的重要

器官$其表达的化学感受相关蛋白!如 =̂̀ "在蛾类
的生存和繁衍中具有重要作用(:$!:)*基于已鉴定的

冷杉梢斑螟BA!基因及其表达谱结果(#C)$本研究
选取在雌虫性腺和雌雄成虫足中高表达的D#4*B6

A!?基因$研究了它与#""种化合物的结合特性$探
讨了',A-̂=̀?与最佳结合配基!*紫罗兰酮的结合
机制*研究结果明确了',A-̂=̀?的气味结合谱$
可为后续冷杉梢斑螟行为调控剂的研究提供借鉴*

在定量分析中$D#4*BA!?基因的定量结果与
转录组测序得到的&̀ dJ值结果一致$即该基因在
雌虫性腺中显著高表达$是性腺中具有最高 &̀ dJ
值的BA!基因$其中雌虫性腺与雌虫足#雌虫性腺
与雌虫触角间的表达量差异倍数与已发表结果基本

一致(#C)*M-12等(!;)对冷杉梢斑螟雌虫性腺进行了

转录组测序$但是仅鉴定到#个BA!基因!D#4*B6
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A!#"$未发现本研究中的D#4*BA!?基因*综合已
发表的转录组测序和半定量结果(#C)以及本研究中

定量`̂ G结果$认为D#4*BA!?基因在雌虫性腺中
有表达*而M-12等(!;)的雌虫性腺转录组未鉴定到

该基因很可能是由于组装错误或者鉴定遗漏导致*
为了验证以上猜测$我们用D#4*BA!?基因的核苷
酸序列作为靶标$采用 J)T>VO>=Q同源搜索的
方法在 Ĥ V\=G>!1,D-71,.901D05]75A-7D09B17.7*
2K-1]75+,D-71S0Z4019050,P,59B-80"序列数据库
搜索冷杉梢斑螟的雌虫性腺转录组!登录号&

=GM(<!$;;$"(!;)$结果发现在该转录组中有D#4*B6
A!?基因的核苷酸序列$证实了该性腺转录组中

D#4*BA!?基因组装错误或者鉴定遗漏的假设*
蛾类雌虫的性腺是产生性信息素的重要器官$

研究发现雌虫性腺中的 =̂̀ 蛋白可能参与性信息

素的转运和释放$是雌虫性腺中一类重要的运载蛋
白(<$#()*本研究中',A-̂=̀?与雌虫性信息素组分

Q$$;##*#(&W>9的结合能力很弱!在!"*+7.1O时
的荧光取代率为##EC"F"$说明',A-̂=̀?可能结
合其他性信息素$如!Q<$Q;$Q$$Q#!$Q#:"*I01D,*
97S,I01D,010(#;)*',A-̂=̀?与多种杀虫剂的结合
测定显示$辛硫磷和毒死蜱与该蛋白的亲和力最高*
在禾谷缢管蚜I1'0#"'/*01:<0#-*中$I0#-BA!:
和I0#-BA!#"基因的沉默导致了吡虫啉处理的蚜
虫死亡率显著增加'I0#-BA!(和I0#-BA!;基因
的沉默则同时引起吡虫啉和高效氯氰菊酯处理的蚜

虫死亡率显著增加(!C)*棉蚜F01*/2'//,0**的

F2'/BA!:(!?)#中华蜜蜂 F0*/)(&#$# 的F)(&B6
A!#(!$)和小菜蛾 !":%(""#?,""'/%(""# 的 !?,6
"BA!?(<")基因与其对吡虫啉的抗性有关*除吡虫啉
外$其他有机磷类杀虫剂也与化学感受相关蛋白具
有较强的结合能力$如二点委夜蛾F%1(%*/"(0*2'$(
的>.0ITWV̀!#>.0Ì V̀!和>.0Ì V̀<与毒死蜱
和辛硫磷(<#<!)*而冈比亚按蚊足中高表达的一个

BA!基因!F2#<AF!!"被证实与其对拟除虫菊酯
类杀虫剂的抗性有关(##)*根据D#4*BA!?基因在
足中高表达$并且其与有机磷类杀虫剂的结合能力
较强$推测冷杉梢斑螟可能通过足高表达',A-̂=̀?
降低害虫对杀虫剂的敏感性*

在测定的化合物中$!*紫罗兰酮是',A-̂=̀?的
最佳配基$说明该种化合物可能在冷杉梢斑螟的行
为调控中起作用*!*紫罗兰酮是植物花分泌的重要

挥发性成分$中华蜜蜂的>905̂=̀<与该化合物具
有强结合能力$说明其可能在蜜蜂寻找蜜源的过程
中发挥重要作用(<<<()*气相色谱 质谱联用技术检

测到云南松及其近缘种中含有!*紫罗兰酮
(<:)*鉴

于本研究在收集雌虫性腺时也包含了产卵器$加之
雌虫产卵器上具有嗅觉感受器及化学感受相关的基

因(<;<C)$冷杉梢斑螟雌虫产卵器中是否存在D#4*B6
A!?基因以及其在感受!*紫罗兰酮中的作用值得深
入研究*
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-1S09D-9-P0S-1DB097DD71,IB-P$F01*/2'//,0**(U1WO)6\1S09DS$

!"!#$#!!("&<<:6'W\&#"E<<$"1-1S09DS#!"("<<:6
(!$)O\b712.-,12$Q>HU-12$=WHTM-1+-$0D,.6=4A.0DB,.P7S0S

7]1071-97D-17-P-+-P,9.7I5-P9,1-1D05,9D@-DBB710KA009B0+*

7S01S75KI57D0-1# !̂=̀#",1P-1B-A-D-DS]419D-71(U)6V-7*

9B0+-9,.,1PV-7IBKS-9,.G0S0,59B 7̂++41-9,D-71S$!"#C$(?;
!!"&<$# <$C6

(<")V>eQ\=Q>J>J$Vb>H'>G%V$c\U)G>QH)>U$0D

,.6)8-P0190]75D5,P0*7]]S-1P0D7Y-]-9,D-71,1P9B0+7S01S,D-71

2010S-21,D450S-1!":%(""#?,"'/%(""# (U)6̀ 0SDJ,1,20+01D

=9-0190$!"#:$C#!<"&(!< (<!6
(<#)Xb>HT%,1,1$Xb>HTM-,79B41$XbeG4-$0D,.6̂7+I4*

D,D-71,.,1P0YI05-+01D,.,II57,9B0SD7P09-IB05DB0A-1P-12

+09B,1-S+7]20105,.7P75,1D*A-1P-12I57D0-1!]57+F%1(%*/

"(0*2'$(D79B.75IK5-]7S,1PIB7Y-+ (U)6U7451,.7]>25-94.*

D45,.,1P&77P B̂0+-SD5K$!"!#$;$!#"&?? #""6
(<!)Xb>HT%,1,1$MeU-@0-$Xb>HTM-,79B41$0D,.6W52,17*

IB7SIB754S-1S09D-9-P0-1D05,9DS@-DBDB0IB057+710*A-1P-12

I57D0-1S7]F%1(%*/"(0*2'$(&-+I.-9,D-71]757.],9D75KPKS]419*

D-71(U1WO)6U7451,.7]b,/,5P74S J,D05-,.S$!"!"$<$C&

#!!CCC6'W\&#"E#"#;1363B,/+,DE!"!"E#!!CCC6
(<<)dHe'=)HUQ$QWOO=Q)HO$V)GT=QGsJOT6&.75,.

S901DS*,9B09R.-SD7]87.,D-.097+I741PS-S7.,D0PAKB0,PSI,90

D09B1-Z40S(U)6̀ BKD79B0+-SD5K$#$$<$<<!!"&!:< !?"6
(<()O\b712.-,12$Xb>HTO-1K,$H\ 4̂-Y-,$0D,.6J7.094.,5

509721-D-717]].75,.87.,D-.0@-DBD@77.],9D75K50.,D0PI57D0-1S

-1DB00,SD051B710KA00!F0*/)(&#$#"(U)6\1D051,D-71,.U745*

1,.7]V-7.72-9,.J,957+7.094.0S$!"#<$:;&##( #!#6
!下转C(页"

/$:/



!"!<

(#!)金京$谢榕$李霞$等6<种不同寄主植物对黄脊竹蝗取食偏

好性和生长发育的影响(U)6浙江农林大学学报$!"!"$<C
!;"&##(< ##(?6

(#<)张守科$张威$舒金平$等6黄脊竹蝗趋泥行为激发与氮素收

支的关系(U)6生态学杂志$!"#$$<?!#""&!!? !<(6
(#()&>̂ dH>Qb=$O>OOU))V6)]]09D7]S7-.*,II.-0P97+I.0Y

]05D-.-S0571,1-1S09D*B7SDI.,1D50.,D-71SB-I&C*&*'<,M#%&*8'6

"**71A'"#$:<%:4(&'/:< (U)6)1D7+7.72-,)YI05-+01D,.-S0D

>II.-9,D,$!"":$##:!#"&;C CC6
(#:)吕茂翠$阮永明$王媛媛$等6寄主植物对扶桑绵粉蚧生长发

育和繁殖的影响(U)6浙江师范大学学报!自然科学版"$!"#<$

<;!!"&!#< !#;6
(#;)=>OT>'W>O$=>>=Q>JW\H)HJ6'080.7I+01D,.SD,20*

P0I01P01D50SI71S0,1PI50]050190]75B7SDI.,1DZ4,.-DK-1,1

-1S09DB05A-8750(U)6>1-+,.V0B,8-745$!"#$$#:"&!C <?6
(#C)UeG4-D-12$c>HT&012$c>H&,12B,7$0D,.6)]]09D7]

B7SDI.,1DS71P080.7I+01D,1P50I57P49D-717]I1,$)1'01'&:/

8(&&:2*$(:/!W.-8-05"!̂7.07ID05,&̂ 4594.-71-P,0"(U)6U745*

1,.7]̀ 0SD=9-0190$!"##$?(!#"&<< <$6
(#?)沈登荣$何超$张睿$等6;种寄主对异迟眼蕈蚊生长发育和

繁殖力的影响(U)6西南师范大学学报!自然科学版"$!"!#$

(;!!"&;! ;;6
(#$)b>==)OOJ $̀=WeQbcWW'QG)6&75,2-12SD5,D02-0S

7]-1S09DS(U)6>114,.G08-0@7])97.72K,1P=KSD0+,D-9S$

#$C?$$!#"&C: $?6
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