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基于已发表的灭字脊虎天牛
J

:

"'%&()9-,
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(,

的触角转录组数据!采用
>Y()P

同源搜索的方法从转

录组中一共鉴定到
<$

个
D/!

基因!所有
')X

均具有全长序列"信号肽序列和
$

个保守的半胱氨酸#序列比对结果

表明!灭字脊虎天牛
')X

间氨基酸一致性差异较大&
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'!平均值为
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的

半胱氨酸保守模式#进化分析表明!除
^

b

\1')XD

和
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\1')X<"

外!其余
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\1')X9

聚类到不同分支#表达谱分析

表明!
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-#D/!.

基因在触角特异表达(
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-#D/!$

"

D/!&

"

D/!<"

和
D/!<$

基因在触角高表达(

J

K

-#D/!<=

基因

在足特异表达(其余
J

K

-#D/!,

基因在多个组织中有表达#结合测定结果发现!

^

b

\1')X.

与测试的
"<

种寄主气

味结合能力均较弱!荧光取代率在
$:&R

"

<=:&R

之间!其中与苯乙酮的结合能力最强!荧光取代率为
<=:&R

#研

究结果可为后续灭字脊虎天牛
D/!

基因的功能研究奠定基础#
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卷第
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期 庄翔麟等#灭字脊虎天牛
D/!

基因的鉴定,表达谱及
J

K

-#D/!.

基因的功能研究

!!

云南省是我国小粒咖啡
D'

22

(##&#.*)#Y2;;:

的主产区$种植面积和产量均居全国之首*

<

+

-长期

以来$灭字脊虎天牛
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"'%&()9-,

K

-#1&*
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(,

严重威

胁和制约云南省小粒咖啡产业的发展$有学者对定

植
&

年的小粒咖啡调查发现灭字脊虎天牛为害率高

达
D#:CR

*

"

+

-该虫隶属于鞘翅目
'I36I

7

?6@1

$天牛

科
'6@10B

A

82W16

$天牛亚科
'6@10B

A

82;16

$主要以

幼虫蛀食小粒咖啡树干$为害较为隐蔽$目前主要采

取人工捕杀幼虫,成虫和喷洒化学农药等方法进行

防治$成本高昂且防治效果不理想$亟待研发新型的

绿色防治技术*

=

+

-

触角是天牛等昆虫的重要嗅觉感受器官$其表

面着生有不同类型的感器$感器内部的淋巴液中有

两种参与识别和运输气味分子的嗅觉蛋白#气味结

合蛋白!
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"和化学感

受蛋白!
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-昆虫

')X

是一类小分子可溶性蛋白$分子质量约为
<&

"

<.4+1

$一般多肽链全长
<##

"

<"#

个氨基酸$具有
$

个保守的半胱氨酸残基!

8

A

9?62;6

$
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"$能够形成两

对二硫键$起稳定蛋白三级结构的作用*
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年$在黑腹果蝇
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触角中分

别发现
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I3H18?I@
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682H28!+

"和
;3<#

两个

D/!

基因$这也是在昆虫触角中最早发现的
D/!

基因*

%<#

+

-近年来$随着分子生物学技术的不断发

展以及转录组和基因组测序技术的不断更新$大量

昆虫的
D/!

基因已被鉴定$如在鞘翅目昆虫云斑天

牛
>#%')(&#9'&,

2

*("1*
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<<

+

,红脂大小蠹
5($1&')%'3

$-,7#"($,
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,松褐天牛
@'$')9#=-,#"%(&$#%-,

*

<=

+

,

光肩星天牛
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中分别鉴定到
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,
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和
"#

个
D/!

基因)在

非鞘翅目昆虫家蚕
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,棉铃虫
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,黑腹果蝇和意大利蜜蜂
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(&#

*

D

+中分别鉴定到
""

,
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,

$

和
C

个
D/!

基

因-另外$研究发现昆虫的
D/!

基因在触角,头,

胸,腹,足,翅,下唇须等多个组织中均有表达$说明其

功能具有多样性*
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$

<$<.
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-目前$一般认为昆虫的

')X

具有嗅觉感受,运输气味分子,发育和免疫调节

等功能*
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$如日本弓背蚁
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M

#
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的
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E
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')X

能够特异性识别非同种巢穴蚂蚁表皮的烃

类物质*
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年$

M1369F41

等人利用
,O(2

技术证

明意大利蜜蜂的
;=("D/!&

基因参与了胚胎覆盖膜

的形成*

"=

+

-

在昆虫体外$荧光竞争性结合测定技术被广泛

用于研究
')X

和气味分子的结合能力$如华山松大

小蠹
5($1&')%'$-,#&=#$1*

的
+1@0')X"

与月桂

烯和
=!

蒈烯具有较强的结合能力*
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-苜蓿盲蝽
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的
(32;')X<!=

与顺
!=!

己

烯
!<!

醇,

"!

己烯醛和戊二醛具有较强的结合能

力*

"&

+

-据此研究
')X

与气味分子!植物挥发物和性

信息素"的结合能力$结合电生理测定,室内行为学

研究和田间诱捕试验$在筛选到害虫防治潜在分子

靶标的同时$还可进一步研发基于植物挥发物或性

信息素的行为引诱剂或驱避剂-

国内外学者在灭字脊虎天牛的虫情调查,种群

动态和发生规律等方面已做了大量的研究*

"=

$

"C"D

+

$

但是在分子生物学尤其是嗅觉方面的研究较少-先

前$我们采用转录组测序,生物信息学和分子生物学

等技术研究了灭字脊虎天牛的
&

类化感基因家族#
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,气味受体!
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"和化学感受神经元膜蛋白!
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-基于已测序

的转录组数据$本文进一步鉴定了该天牛的
D/!

基

因家族$并采用
X',

研究了这些
D/!

基因的组织

表达特征)在此基础上选取触角特异表达的

J

K

-#D/!.

基因进行原核表达和纯化$研究了

^

b

\1')X.

与不同寄主气味的结合特性-研究结果

不仅丰富了灭字脊虎天牛的化感基因家族$还可为

后续该种害虫基于寄主挥发物的行为调控剂的研发

奠定基础-

/

!

材料和方法
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!

试验材料

/:/:/

!

试验昆虫

灭字脊虎天牛采自云南省德宏热带农业科学研

究所咖啡种植园$纬度
"$x<~="�O

$经度
%.x&<~<D�/

$

海拔
.C.0

-田间采集受害的咖啡树干$带回室内

后将其用纱网套住$每天不定时观察$将羽化当天的

灭字脊虎天牛雌雄成虫分开饲养$并提供咖啡枝叶

和蜂蜜水作为食物-然后$分别收集
=

"

&

日龄成虫

触角,头!去除触角",胸,腹,足,翅等组织-将雌雄成

虫同一组织按
<�<

的比例混合$以便后续
,P!X',

试

验中同一组织雌雄虫
8+O(

模板浓度相等-收集好

/

<=

/
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的组织立即用液氮速冻$保存于
KD#V

冰箱-

/:/:0
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试验试剂
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基因的鉴定

基于已发表的灭字脊虎天牛触角转录组!

),(

登

录号#

),X<$=&%<

"$采用
>Y()P

同源搜索的方法鉴

定灭字脊虎天牛的
D/!

基因-首先$从
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"数据库中下

载松褐天牛,星天牛,光肩星天牛,赤拟谷盗,大猿叶虫

D'"#

0

9(""-,.'A&*$
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的
D/!

作为目标序列$在
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中采用本地
>Y()P

鉴定候选的
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基因-然后$将

鉴定的所有
D/!

基因再次在
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蛋白序列!
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@I?62;96
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"数据库中进行

比对$确定候选的
D/!

基因-最后$根据鞘翅目昆虫

')X

氨基酸序列中
$

个保守
'

A
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及其位置!
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"$进一步确定候选的
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基因*
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利用
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"预测开放阅读框!
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')X

氨基酸序列间的一致性采用

_6;6+I8

进行计算)序列比对采用
'3\9?13̂ <:D=

-在

进化树分析中$选取了天牛科昆虫松褐天牛,云斑天

牛,光肩星天牛和星天牛共
$"

条
')X

序列$利用

M/_(.:#

软件邻位相连法!
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进化树$对结果进行
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验证*
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基因的表达谱分析

根据
P,UFI3

试剂盒使用说明书$分别提取灭字

脊虎天牛各组织总
,O(

)然后$采用
O1;I+@I

7

<###

测定其浓度-利用
+O196

'

去除各组织中的

基因组
+O(

$之后采用反转录试剂盒
X@206!

)8@2

7

?

PM

,P@61

a

6;?L2?

合成
8+O(

-选取灭字脊

虎天牛肌动蛋白
#)%*$

基因作为内参基因*

="

+

$以检

测各组织
8+O(

模板质量及完整性-采用
,P!X',

研究
D/!

基因在以上各组织的表达情况-

X',

引

物采用
X@206@X@6026@&

软件设计$引物序列送昆

明奥基生物科技有限公司进行合成!表
<

"-

X',

反

应条件为#

%$V

预变性
=02;

)

%$V

变性
=#9

$

C#V

退

火
=#9

$

."V

延伸
$#9

$

=&

个循环)

."V

延伸
&02;

-

X',

扩增产物用
<:"R

的琼脂糖胶进行电泳分析$

最后根据目的条带的有无及亮度判断
D/!

基因在

不同组织中的表达情况-

表
/

!

灭字脊虎天牛
0!1

基因表达谱及原核表达所用引物/

%

2)34&/

!

(+$:&+9=9&'87+&L

*

+&99$7"

*

)%%&+")")4

G

9$9)"'

*

+7F)+

G

7%$6&L

*

+&99$7"780!1

D

&"&98+7:2

4

5#%'&-.*/

3

*($',

"

&/

基因

_6;6

上游引物!

&~!=~

"

JI@G1@W

7

@206@

下游引物!

&~!=~

"

,6Z6@96

7

@206@

产物大小&
B

7

X@IW\8?92F6

表达谱分析
/c

7

@6992I;

7

1??6@;1;13

A

929

D/!< (_(P(_PPPPPPP'_'PP(P(P'_' '''_((P('P_'PP'(_'('P ==<

D/!" (P_(__(_'_'_P__'P PP__P''(P('PP'PPP(P'(_P_( "%&

D/!= (P__'(P(PPP_(PP__'PP'PP'P 'P'P'P'P_P('PP'P''P'____P =$$

D/!$ _P__'__P__P(PPP(PP'PP_' P'PPP'P_P(('P_''PP'P__(P' ==<

D/!& _PP_P_'_(('(('((P('('P((P P'('PPP_P(PP(_(P'__'_P('P ="<

D/!C 'PP_P(PPP_P'_PPP_PPP_(P'_ ''PPP_P'_P(PPP_P'PP'_(_PP =<.

D/!. _P_PP(_P_'P(PPPPP__'PP'P_ P''(PP'_P'PP'_P(PP_PPPP'P =$=

D/!D (P_(((_P_'P'PP(PPP(PPP'_' PP__PP'P_P(PPP_PPPP'P__(P =$<

D/!% (P__'_((((P_(P'(PP''(P P'P''P_P(((__'_P''((P(PP ==<

D/!<# ('P_P(PPP_P_(_P_((_(''__P ''(__P''P_(P((P'(P''P'(P =%<

D/!<< (P_((_P'P_P((_'_P((P''PP' _P(__P(''(P'P__(P'_P('(P_ =$"

D/!<" _(((_P_PP__P('P(_'(_'(PP' 'P'P_P'P_P((_P(''PP___((P ==%

D/!<= _(((PP'_'_(P(_PPPPPPP'_ PP(_(P__P((P'''PP''PPPPP' =%$

D/!<$ P_(P('__PPP'P((PPPP_P_'_ 'PP''PPPPP'_'P(PPP'P_'(P( =C=

#)%*$ (P_P_P_('_('_(P_P(_'_ _P_PP_((__PPP'((('(P_(P'P =D%

原核表达
X@I41@

A

I?286c

7

@6992I;

D/!. '_''(P(P__(P_(('((P(P('(('P(((P(P_(' _'P'P(_('P(PPP'P'(__'((P''PP'PP ===

!

<

"限制性内切酶
H1(

'

和
J.#

'

序列用下划线标记-

,69?@28?2I;6;F

A

0692?69IHH1(

'

1;WJ.#

'

1@6\;W6@32;6W:

/

"=

/
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卷第
#

期 庄翔麟等!灭字脊虎天牛
!"#

基因的鉴定"表达谱及
$

%

&'!"#$

基因的功能研究

!"#

!

重组蛋白
$

%

&'()*+

的表达和纯化

!%#%!

!

原核表达载体的构建

根据
$

%

&'!"#$

基因的开放阅读框序列#去除

信号肽$设计原核表达引物%并在正向和反向引物中

分别加入
()*

!

和
$+'

!

酶切位点#表
&

$%从而将

目的基因更好地连入载体
'

()*&

中&用相应的限制

性内切酶#

()*

!

和
$+'

!

$酶切表达载体
'

()*&

%

然后与
+(,

扩增获得的
$

%

&'!"#$

基因进行连

接%获得重组质粒
'

()*&-.

/

01(2+$

&重组质粒阳

性克隆进一步通过测序进行验证%以确定序列及插

入方向的正确性&

!%#%,

!

重组蛋白的表达和纯化

将测序正确的重组质粒
'

()*&-.

/

01(2+$

转入

大肠杆菌感受态细胞
345675-89

'

4:;;

中%离心后全

部涂于含
<=

"

>

'

?@

氨苄青霉素#

1?

'

757AA7*

%

3?

'

B

$的

@C

平板上%挑取单克隆接种于
#?@@C

液体培养基

#

<=

"

>

'

?@3?

'

B

$中%

#$D

%

EE=4

'

?7*

振荡过夜&

次日%按
&F&==

的比例接种于
&@@C

液体培养基

#

<=

"

>

'

?@3?

'

B

$中%

#$D

%

EE=4

'

?7*

培养至菌体

GH

"==

值为
=%"

#

=%I

时%向培养液中加入终浓度为

=%<??JA

'

@

的异丙基硫代半乳糖苷#

7;J

'

4J

'K

A

!

-

H-6L7J

>

1A156J;7M:

%

N+OP

$(然后%在
#$D

%

EE=4

'

?7*

继续振荡培养
!L

进行诱导表达&

!D

离心后弃上清(然后用磷酸盐缓冲液重悬菌

体%超声波破碎后分别取上清和沉淀进行聚丙烯酰

胺凝胶电泳#

2H2-+3P8

$分析%以确定重组蛋白的

可溶性&采用镍离子亲和层析柱对目的蛋白进行纯

化%纯化后的目的蛋白液采用超滤管对其进行浓缩&

!"-

!

荧光竞争性结合测定

在荧光竞争性结合测定中%

(-

苯基
-&-

萘胺#

(-

'

L:*

K

A-&-*1

'

L6L

K

A1?7*:

%

&-Q+Q

$和所有化合物均

购自
27

>

?13AM475L

有限公司%纯度大于或等于

R=S

#表
E

$&以色谱级甲醇为溶剂%分别配制浓度

为
&=??JA

'

@

的荧光探针
&-Q+Q

和
E&

种气味配

基的母液%

TE=D

冰箱保存备用&使用时再用色谱

级甲醇将探针和气味配基母液稀释为
&??JA

'

@

的

工作液&

首先%在
R"U754JV:AAOU

微孔板#

Q0*5AJ*OU

$

加入
E

"

?JA

'

@

的蛋白和
E

"

?JA

'

@

的
&-Q+Q

%判断

.

/

01(2+$

与探针是否能够结合(然后%在
E

"

?JA

'

@

蛋

白液中加入终浓度为
E

"

!

"

"

"

I

"

&E

"

&"

"

?JA

'

@

和

E=

"

?JA

'

@

的
&-Q+Q

%计算
.

/

01(2+$

与
&-Q+Q

的

结合常数#

W

M

$(最后%在
E

"

?JA

'

@

蛋白和
E

"

?JA

'

@

&-Q+Q

的混合液中分别加入不同浓度的气味配基%

用多功能酶标仪#

X3,NG2W3QY@32Z

$进行结合

测定&测定参数为!激发波长为
##$*?

%发射波长

为
#$=

#

<<=*?

%激发和发射狭缝均为
<*?

&

表
,

!

荧光结合试验所用化合物

.'/01,

!

.21345

6

4&789&918:4;:0&4;1931731

345

6

1<=<=>1/=78=7

?

1@

6

1;=517<9

序号

QJ%

气味配体

GMJ41*6A7

>

1*M

分子量

UJA:50A14

[:7

>

L6

纯度'
S

+0476

K

醛类
3AM:L

K

M:;

&

苯乙醛
+L:*

K

A15:61AM:L

K

M: &E=%&< R=%=

E

正己醛
Z:91*1A &==%&" RI%=

# E-

己烯醛
E-L:9:*1A RI%&! RI%=

酮类
W:6J*:;

!

苯乙酮
35:6J

'

L:*J*: &E=%&< RR%<

<

环己酮
(

K

5AJL:91*J*: RI%&! RR%<

醇类
3A5JLJA;

"

苯乙醇
+L:*

K

A:6L

K

A1A5JLJA &EE%&" RR%=

$

环己醇
(

K

5AJL:91*JA &==%&" RI%=

I

香叶醇
P:41*7JA &<!%E< R$%=

R

芳樟醇
@7*1AJJA &<!%E< R$%=

&=

正己醇
Z:91*JA &=E%&$ RI%=

&&

顺式
-#-

己烯醇#

,

$

-#-L:9:*JA &==%&" RI%=

烯类
3A\:*:;

&E

"

-

蒎烯
"

-

'

7*:*: &#"%E# RI%=

&#

月桂烯
U

K

45:*: &#"%E# R=%=

&!

罗勒烯
G57?:*: &#"%E# R=%=

酯类
8;6:4;

&<

乙酸甲酯
U:6L

K

A15:616: $!%=I RR%R

&"

乙酸乙酯
86L

K

A15:616: II%&& RR%R

&$

乙酸丙酯
+4J

'K

A15:616: &=E%&# RR%$

&I

乙酸丁酯
C06

K

A15:616: &&"%&" RR%$

&R

乙酸戊酯
3?

K

A15:616: &#=%&I R$%=

E=

乙酸己酯
Z:9

K

A15:616: &!!%E& RR%$

E&

顺
-#-

己烯基乙酸酯#

,

$

-#-L:9:*

K

A15:616: &!E%E= RI%=

荧光探针
YA0J4:;5:*6

'

4J]:

EE (-

苯基
-&-

萘胺
(-

'

L:*

K

A-&-*1

'

L6L

K

A1?7*: E&R%EI

!

RI%=

,

!

结果与分析

,"!

!

灭字脊虎天牛
!"#

基因的鉴定

利用
C@32O

同源性搜索的方法%从灭字脊虎

天牛触角转录组中共鉴定到
&!

个
!"#

基因&所有

!"#

基因均具有完整的开放阅读框%编码
&=&

#

&!I

个氨基酸%且在
Q

端均具有信号肽序列#

&"

#

E"

个

氨基酸$&

Q(CNC@32O

比对结果表明%所有
(2+

均比对到鞘翅目其他昆虫的
(2+

%其中
.

/

01(2+"

与

松褐天牛的
U1A6(2+E

具有最高的氨基酸一致性%为

)

##

)



"#"#

D.R

)而
^

b

\1')X<$

与中欧山松大小蠹的
+

7

I;')X<

的氨基酸一致性最低$仅为
&#R

!表
=

"-

表
>

!

灭字脊虎天牛
0!1

基因的信息/

%

2)34&>

!

!"87+:)%$7"87+0!1

D

&"&9$"2

4

5#%'&-.*/

3

*($',

"

&/

基因

_6;6

开放阅读框

N,J

!

11

"

信号肽

)X

!

11

"

全长

JY

最佳比对结果!登录号&基因&物种"

>69?>Y()P01?85

!

1886992I;;\0B6@

&

;106

&

9

7

68269

"

G

值

GZ13\6

一致性&
R

UW6;?2?

A

D/!< <<. "=

是
(Û%.#$<:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;<

&

@'$')9#=-,#"%(&$#%-, $6!C< D#

D/!" <#< "<

是
(LL"&<$%:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;C

&

5($1&')%'$-,

0

'$1(&',#( &6!=C .D

D/!= <"$ <%

是
(Û%.#D&:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;<#

&

@'$')9#=-,#"%(&$#%-, $6!&# C#

D/!$ <"C <C

是
OX

1

##<#=%".%:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;<<

7

@68\@9I@

&

E&*.'"*-=)#,%#$(-= =6!$" &D

D/!& <". <%

是
OX

1

##<#=%"D#:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;<"

7

@68\@9I@

&

E&*.'"*-=)#,%#$(-= "6!$" &%

D/!C <"% <.

是
(Û%.#$":<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;"

&

@'$')9#=-,#"%(&$#%-, $6!&% D.

D/!. <". <C

是
(Û%.#$=:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;=

&

@'$')9#=-,#"%(&$#%-, "6!$D C.

D/!D <". <D

是
(Û%.#DC:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;<<

&

@'$')9#=-,#"%(&$#%-, =6!C& C.

D/!% <=% "#

是
(Û%.#$#:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;D

&

@'$')9#=-,#"%(&$#%-, =6!D< D"

D/!<# <$D "C

是
(Û%.#D.:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;<"

&

@'$')9#=-,#"%(&$#%-, D6!C$ C.

D/!<< <"& <D

是
(]NC""<&:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;')X%

&

E($(.&*'='"*%'& $6!$= C#

D/!<" <". <D

是
(Û%.#$=:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;=

&

@'$')9#=-,#"%(&$#%-, "6!&C .$

D/!<= <=" <.

是
(/'#$D$":<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;

&

>#%')(&#9'&,

2

*("1* <6!$& ."

D/!<$ <"% <%

是
(_U#&<C<:<

&

8560I96;9I@

A7

@I?62;<

&

5($1&')%'$-,

0

'$1(&',#( "6!=" &#

!

<

"

11

代表氨基酸)

JY

代表全长)

N,J

代表开放阅读框)

)X

代表信号肽-

11

$

JY

$

N,J1;W)X@6

7

@696;?102;I182W

$

H\3336;

a

?5

$

I

7

6;@61W2;

a

H@1061;W92

a

;13

7

6

7

?2W6

$

@69

7

68?2Z63

A

:

010

!

灭字脊虎天牛
<N(

的序列及进化分析

利用
'3\9?13̂ <:D=

对灭字脊虎天牛
<$

个
')X

的氨基酸序列进行比对$结果表明所有
')X

均具有
$

个保守的
'

A

9

$模式为
'<!̂

C

!'"!̂

<D

!'=!̂

"

!'$

!图
<

"-

图
/

!

灭字脊虎天牛
<N(

的序列比对

?$

D

1/

!

N&

@

=&"6&)4$

D

":&"%782

4

5#%'&-.*/

3

*($',

"

&/<N(9

!

!!

序列一致性分析结果表明$

<$

个
')X

间氨基酸

一致性为
<"R

"

.=R

$平均值为
=$R

-其中

^

b

\1')XD

和
^

b

\1')X<"

的氨基酸一致性最高$为

.=R

)其次是
^

b

\1')X$

和
^

b

\1')X&

$氨基酸一致

性为
&.R

)

^

b

\1')X"

和
^

b

\1')XD

的氨基酸一致

性最低$仅为
<"R

!表
$

"-

/

$=

/
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卷第
=

期 庄翔麟等#灭字脊虎天牛
D/!

基因的鉴定,表达谱及
J

K

-#D/!.

基因的功能研究

表
A

!

灭字脊虎天牛
<N(

序列的一致性分析

2)34&A

!

N&

@

=&"6&$'&"%$%

G

)")4

G

9$9782

4

5#%'&-.*/

3

*($',

"

&/<N(9 R

')X< ')X" ')X= ')X$ ')X& ')XC ')X. ')XD ')X% ')X<# ')X<< ')X<" ')X<=

')X" "#

')X= "# "#

')X$ <. <C =#

')X& <. <. =# &.

')XC <. <& =# $$ $C

')X. <D <$ =" $% $D &$

')XD <. <" =" $& $. &# &&

')X% <C <. "D =% =% &< $& $$

')X<# <C <& ". =" "D == =$ "% "%

')X<< <D "# =$ $& =D $. $% $= =D =<

')X<" <C <$ "% $$ $C &" &D .= $$ ". $&

')X<= <& <C =< $$ $< &C $. $$ $& =< $" $<

')X<$ <C <$ =# $= $& =C =. $$ =. "= =. $" =C

!!

为了明确灭字脊虎天牛
<$

个
')X

与鞘翅目其

他昆虫
')X

的进化关系$我们构建了星天牛,光肩

星天牛,云斑天牛,松褐天牛和灭字脊虎天牛
')X

的进化树-结果表明$除
^

b

\1')XD

和
^

b

\1')X<"

聚类到同一个小分支外$其余
^

b

\1')X9

聚类到不

同的分支!图
"

"-

图
0

!

灭字脊虎天牛和其他
A

种天牛
<N(

的邻近树

?$

D

10

!

O&$

D

537+P

Q

7$"$"

D

%+&&78<N(98+7:2

4

5#%'&-.*/

3

*($',
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灭字脊虎天牛
0!1

基因的表达谱分析

为了明确
D/!

基因的可能功能$利用
,P!X',

技术研究了
<$

个
D/!

基因在触角,头!去除触角",

胸,腹,足和翅等组织的表达情况-结果表明$除

J

K

-#D/!<=

基因外$其他
J

K

-#D/!,

基因在触角

中均有表达-其中
J

K

-#D/!.

基因在触角特异表

达)

J

K

-#D/!$

,

D/!&

,

D/!<"

和
D/!<$

基因在触

角高表达)

J

K

-#D/!<=

基因在足特异表达)其余

J

K

-#D/!,

基因在除触角以外的多个组织中有表达
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灭字脊虎天牛
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基因在不同组织中的表达谱
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灭字脊虎天牛
M

@

=)<N(B

的表达及纯化

首先$检测了重组蛋白
7

'F;<!̂

b

\1')X.

在大

肠杆菌的可溶性表达形式$超声波破碎后分别取上

清液和沉淀进行
)+)!X(_/

分析-结果表明$

7

'!

F;<!̂

b

\1')X.

主要以包涵体的形式存在$因此采用

包涵体变性和复性的方法进行纯化-将处理好的蛋

白混合液过柱$纯化后得到约
<$4+1

的高纯度单一

目的蛋白!图
$
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灭字脊虎天牛
M

@

=)<N(B

与不同配基的结合

能力测定

!!

采用荧光竞争性结合测定方法$研究了

^

b

\1')X.

与
"<

种寄主气味的结合能力-首先$测

定了
^

b

\1')X.

与
<!OXO

的结合能力-结果表

明$该蛋白与
<!OXO

探针具有好的结合能力$结合

常数
L

W

为
C:&#

#

0I3

&

Y

!图
&

"-结合测定结果表

明$

^

b

\1')X.

与
"<

种气味配基的结合能力均较

弱$

<!OXO

的荧光取代率在
$:&R

"

<=:&R

之间-

在测试的所有化合物中$

^

b

\1')X.

与苯乙酮的结

合能力最强$荧光取代率为
<=:&R

)

^

b

\1')X.

与

顺
!=!

己烯乙酸酯的结合能力最弱$荧光取代率仅为

$:&R
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期 庄翔麟等!灭字脊虎天牛
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基因的鉴定"表达谱及
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基因的功能研究
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讨论

灭字脊虎天牛是小粒咖啡上为害较为严重的蛀

干害虫之一#嗅觉在其寄主定位中起着重要作用$

与其他大部分昆虫的触角功能类似#天牛的触角能

够感受同种性信息素和普通植物气味#在其种群繁

衍和生存中必不可少%

#%#$

&

$近年#转录组测序已成

为基因鉴定的主要手段#基于触角转录组可鉴定到

嗅觉相关的基因及害虫防治的潜在分子靶标#然后

采用反向化学生态学技术可筛选到用于害虫防治的

行为调控剂$从灭字脊虎天牛的触角转录组中我们

已鉴定了该种害虫的
%

类化感基因家族!

()*

"

+)*

"

,)*

"

"-.#*

和
(/#*

#并研究了它们各自的进化关

系及组织表达特征%

&'#(

&

$为了进一步完善该天牛的

化感基因家族#本文研究了参与嗅觉感受的另一类

重要化感蛋白基因!

!"#*

$研究结果极大地丰富了

灭字脊虎天牛的化感基因家族#并为后续化感基因

的功能研究奠定基础$

从灭字脊虎天牛的触角转录组中#一共鉴定到

)!

个
!"#

基因#其数量多于铜绿异丽金龟
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"云杉八齿小蠹
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"松褐天牛'
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"光肩星天牛'
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&和红棕象甲
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#考虑到以上鞘翅

目昆虫的
!"#

基因均来自于成虫触角转录组#因此

推测灭字脊虎天牛有更多的
!"#

基因参与嗅觉感

受)此外#也有可能是由于不同昆虫触角转录组测序

深度和组装技术的差异导致$但是少于星天牛'

)"

个(

%

)%

&和赤拟谷盗'

&(

个(

%

)"

&

#其中与赤拟谷盗
!"#

基因的数量差异较大#原因很可能是赤拟谷盗的

!"#

基因来源于基因组#而灭字脊虎天牛的
!"#

基因仅从触角转录组中获得#在其他组织特异或高

表达的
!"#

基因并未被鉴定$

在灭字脊虎天牛中#所有
+,-

均具有
!

个保守的

+

.

/

#其保守模式*

+)01

"

0+&01

)*

0+#01

&

0+!

+与鞘翅目

其他昆虫的
+,-

类似%

*

#

)"

#

#)#)

&

#这种保守的
+

.

/

模式

极大地帮助了鞘翅目昆虫
!"#

基因的鉴定$此外#

研究发现不同物种同源的
+,-

间氨基酸一致性较

高#如云南切梢小蠹
B23A6&*

;

&11'191*A*

的
+,-

与鞘翅目其他昆虫的
+,-

一致性大于
!%2

%

#&

&

)星

天牛%

)%

&和光肩星天牛%

)!

&的
+,-

与鞘翅目其他昆虫

的
+,-

一致性均大于
%(2

)类似的结果在灭字脊虎

天牛中也有发现$然而#同一物种不同
+,-

间氨基

酸一致性差异较大#如光肩星天牛
+,-

间的一致性

为
*3'2

!

$)3*2

%

)!

&

)家蚕
+,-

间的一致性为
&(2

!

"(2

%

)$

&

$与其他昆虫的
+,-

类似#灭字脊虎天牛

的
)!

个
+,-

间氨基酸一致性变化较大'

)&2

!

$#2

(#其中
1

4

56+,-*

和
1

4

56+,-)&

一致性最高#

在进化树中聚类到同一个小分支#且它们具有相似

的组织表达特征#说明它们很可能具有相似的功能$

,

$#
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昆虫的
D/!

基因具有多样性的组织表达特

征$说明其在嗅觉和非嗅觉感受中均具有重要功

能-在鞘翅目中$光肩星天牛的
D/!

基因在触角,

足,下颚须,下唇须等组织中均有表达*

<$

+

$类似的

结果在星天牛*

<&

+

,铜绿异丽金龟*

=.

+

,赤拟谷盗*

<C

+

,

黄曲条跳甲
!9

:

""'%&(%#,%&*'"#%#

*

$#

+

,榆紫叶甲
;=3

.&',%'=#

K

-#1&**=

0

&(,,-=

*

$<

+等昆虫中也有发现-在

灭字脊虎天牛中$除
J

K

-#D/!.

和
J

K

-#D/!<=

基因

外$其余
J

K

-#D/!,

基因在除触角以外的多个组织中

有表达$说明这些
D/!

基因具有多种功能-其中$

J

K

-#D/!.

基因呈现触角特异表达的特点$很可能参

与性信息素或是寄主气味的感受)

J

K

-#D/!<=

基因

在足特异表达$与光肩星天牛*

<$

+和赤拟谷盗*

<C

+的部

分
D/!

基因表达特征类似-在美洲大蠊
!(&*

0

"#$(%#

#=(&*)#$#

中$

!#=(D/!<#

!

0

<#

"基因在再生足中表

达$很可能与足的再生有关*

$"

+

$灭字脊虎天牛的

J

K

-#D/!<=

基因是否与足的发育有关仍需进一步

的功能验证-在功能研究中$选取触角特异表达的

J

K

-#D/!.

基因$主要考虑到触角是灭字脊虎天牛

主要的嗅觉器官$在其寄主定位中具有重要作用-

此外$在结合测定中主要选取了寄主植物的气味-

虽然
^

b

\1')X.

能够很好地与荧光探针
<!OXO

结

合!

L

W

yC:&#

#

0I3

&

Y

"$但是在测试的
"<

种气味物

质中$

^

b

\1')X.

与所有气味配基的结合能力均较

弱$没有一种配基的相对荧光值下降到
&#R

以下-

据此分析认为
^

b

\1')X.

可能是一个非广谱的结

合蛋白$即结合谱较窄$仅对一种或几种气味具有

结合能力)而在结合测定中$由于测试的配基数量

有限$因此没能够筛选到
^

b

\1')X.

亲和力较好的

配基-
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