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摘要!豌豆蚜F),&%1'/*01'$0*/:<气味受体家族存在明显扩张现象#推测在豌豆蚜寄主适应过程中起着重要作
用'本研究旨在克隆豌豆蚜特异性扩张分支上的气味受体基因#明确这些气味受体基因在不同组织中的表达水平'
通过`̂ G技术克隆特异性扩张分支上气味受体基因的全长序列#采用实时荧光定量GQ*Z̀ Ĝ技术测定这些基因
在触角及足中的表达水平'克隆获得豌豆蚜特异性扩张分支中(个气味受体基因全长序列$T01V,1R登录号)

WOC<$#:;aWOC<$#:$&#分别编码<C(!<C;个氨基酸#序列相似性较高#为;?E"$F!?<E##F#均具有C个跨膜结
构域'荧光定量GQ*Z̀ Ĝ结果显示F0*/KI;%F0*/KI?%F0*/KI#<和F0*/KI#(基因在豌豆蚜成虫触角及足中均
有表达#其中F0*/KI?%F0*/KI#<和F0*/KI#(基因在触角中偏好表达#F0*/KI#<基因在触角中的表达量最高'
本研究为解析豌豆蚜特异性扩张气味受体的功能提供了分子基础'
关键词!豌豆蚜(!气味受体(!选择压(!基因克隆(!表达分析
中图分类号!!=(<<E<!!文献标识码!!>!!'()!!#"6#;;??"36/@AB6!"!!";?
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!!昆虫的嗅觉在寄主定位#产卵场所选择#配偶选
择和危害逃避等方面起着至关重要的作用(#)*昆虫
能够通过灵敏的嗅觉系统识别数千种不同化学信号

以感知其周围环境(!)*触角是昆虫主要的嗅觉感受
器官$其表面分布着多种类型的感器$气味分子通过
感器表面的极孔进入到淋巴液中$与气味结合蛋白
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!7P75,1DA-1P-12I57D0-1$WV̀ "结合后被运输至感
觉神经元树突膜上$激活神经元树突膜上表达的气
味受体!7P75,1D5090ID75$WG"后$将化学信号转变
为电信号$在昆虫中枢神经系统中加工整合$引起昆
虫的一系列行为反应(!C)*

气味受体是一种疏水性膜蛋白$一般具有C个
跨膜区域$具有<""!:""个氨基酸*昆虫的气味受
体结构与脊椎动物T蛋白偶联受体相反$其H端位
于细胞内$̂ 端位于细胞外(($?)*对于昆虫WG的研
究可追溯至#$$$年$第一个昆虫WG在黑腹果蝇

D&'/'01*"#<("#$'2#/%(&中被鉴定出来($)$随着测
序技术和生物信息学的快速发展$许多种昆虫的基
因组被公布$例如冈比亚按蚊F$'01("(/2#<4*6
#((#")#意大利蜜蜂F0*/<(""*8(&#(##)#埃及伊蚊F(6
-(/#(2,0%*(#!)#赤拟谷盗 3&*4'"*:<)#/%#$(:<
+(&4/%(#<)#豌豆蚜F),&%1'/*01'$0*/:<(#()等$并且
越来越多的昆虫的KI基因得以分析鉴定*基因组
鉴定的WG多样性与昆虫生态学作用密切相关$包
括昆虫遗传多态性和种间隔离$昆虫与植物之间复
杂的化学通讯$以及昆虫的生态位分化及适应性进
化等(#:!<)*因此$WG被作为昆虫进化生物学研究
的重要模型$对昆虫WG的进化研究有助于揭示化
学生态学机制*

豌豆蚜F),&%1'/*01'$0*/:< 是第一个全基因
组测序的半变态发育的模式生物(!()*目前已有染
色体级别的豌豆蚜基因组可供研究者使用(!:)*随
着豌豆蚜基因组测序质量的不断提高$对于豌豆蚜
气味受体的注释分析也在更迭变化*=+,P3,等率
先在第一版豌豆蚜基因组中鉴定了C$个KI/基
因$与其他蚜虫KI/基因相比$基因数量显著增
多(#()*随后$G7A05DS71等(!;)根据较高质量的豌豆

蚜和大豆蚜F01*/2",)*$(/基因组和转录组对KI/
基因进一步注释$完善并更正了=+,P3,等(#()的注

释结果$所注释的KI数量增加至?C个$以上系统
发育分析结果表明了豌豆蚜气味受体家族正在经历

快速扩张的现象*
基因家族的扩张和收缩与导致遗传变化的进化

压力密切相关*正选择基因在适应性进化中十分重
要(!C)$正选择作为基因进化的主要驱动力推动着物
种有利突变的遗传$也有助于揭示物种复杂的适应
性表型的内在遗传机制(!?<:)*气味受体在嗅觉感受
过程中扮演着重要角色$处于正选择状态下的气味

受体基因很可能与昆虫种群分化或者生态适应性改

变有关$基因新拷贝在适应性进化驱动下获得新的
功能(<;<C)*处于正选择状态下的豌豆蚜气味受体扩
张分支的存在原因及意义同样值得探究*=+,P3,
等使用 >̀JO软件对豌豆蚜所有扩张的气味受体
分支进化压和正选择位点进行预测$结果发现豌豆
蚜气味受体的两个扩张分支 .̂,P0>和 .̂,P0V处
于正选择状态$除去假基因以外$扩张分支 .̂,P0>
中有#C个KI基因$̂.,P0V中有?个KI基因$它
们明显经历了相对较新的基因复制(#()*这些基因
的功能尚未明确$有待于进一步的研究*

本研究以=+,P3,等(#()分析的豌豆蚜气味受体

扩张现象作为研究背景$对WG扩张分支 .̂,P0V
中的气味受体基因的表达模式进行初步探究*我
们将处于正选择状态的 .̂,P0V分支定名为WG;
分支$采用 `̂ G技术克隆了F0*/KI;#F0*/KI?#

F0*/KI#<和F0*/KI#(这(个全长基因$通过荧光
定量GQ*Z̀ Ĝ技术对克隆的(个基因在触角及足
中的表达谱进行分析$以期为进一步研究豌豆蚜气
味受体产生特异性扩张分支的原因及机制奠定必要

的基础*

*!材料与方法

*+*!供试虫源及处理方法
本试验虫源为中国农业科学院植物保护研究所

昆虫功能基因组饲养的豌豆蚜种群*使用土培蚕豆
幼苗在人工气候箱内饲养豌豆蚜$饲养条件&温度
!!#n!"j$相对湿度 !C"n:"F$光周期O#'[#;
#?B*在此条件下豌豆蚜稳定地进行孤雌生殖*

豌豆蚜组织样品的准备&用镊子将豌豆蚜成虫
触角和足取下$立即放入液氮中暂存$立即提取组织
总GH>或者转入a?"j冰箱中保存备用*以相同
方式收集不同批次的豌豆蚜组织样品<组$每组触
角和足分别取自<""头和!""头豌豆蚜成虫*

*+,!总!3R提取与>'3R合成
使用微量总GH>提取试剂盒!天漠生物"按照

说明书步骤提取豌豆蚜成虫触角和足!个部位的总

GH>*利用H,17'57I!"""检测总GH>的浓度$

#E!F琼脂糖凝胶电泳检测质量*使用QB05+7反
转录试剂盒按照说明书合成用于基因克隆及Z̀ Ĝ
的9'H>$放入a!"j冰箱中保存备用*

/C"!/
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*+-!引物设计
基于豌豆蚜基因组及生物信息学分析$选择豌豆

蚜特异性扩张WG;分支上具有全长9'H>序列的(
个气味受体F0*/KI;$F0*/KI?$F0*/KI#<和F06

*/KI#(进行基因克隆和表达量分析*利用 5̀-+05
5̀0+-05:E"和V0,971'0S-2105?分别设计基因克隆
引物和实时荧光定量引物$引物由生工生物工程!上
海"股份有限公司合成$引物序列见表#*

表*!引物序列及用途

/567"*!J9$="9&"P:";>"5;@H:9H0&"

引物

5̀-+05
引物序列!:m*<m"
5̀-+05S0Z40190

扩增片段长度1AI
>+I.-]-0P

]5,2+01D.012DB

退火温度1j
>110,.-12

D0+I05,D450

引物用途

4̀5I7S0

>I-SWG;*& >QTT̂ TT>̂ >QQTQQT>T>Q>QQQ>Q>̂ ##!! :; 基因克隆

>I-SWG;*G Q̂ >QQQQT̂ >TQQQ̂ >QQ>>>QQTT̂ T
>I-SWG?*& >QT>̂ TT>̂ >Q>TQQT>T>Q>QQQQQ>̂ >>>TTQQ ##!? :"
>I-SWG?*G Q̂ >QTQQT̂ >TQQQ̂ QQQ>>>QQQT>T>QQT>QQT
>I-SWG#<*& >QTT̂ TT>̂ >Q>TQQT>T>Q>QQQQQT̂ >>>>T>QTTQ>QT̂ ##!! ::
>I-SWG#<*G Q̂ >QQQQT̂ >TQQQ̂ QQQ>>>QQTT̂ T>QQT>
>I-SWG#(*& >QTT̂ TT>̂ >QQTQQT>T>Q>QQQQQ>̂ >>>>T>QTTQ>̂ ##!: :"
>I-SWG#(*G Q̂ >QQQQQ̂ >TQQ̂ Q̂QQ̂ >>QQTT>QQ̂ T>QQT>
>I-SWG;*Z& Q>QQQQQQ>̂ Q̂>̂ QT̂ T>TQQQQQQ #C$ :? 荧光定量`̂ G
>I-SWG;*ZG T̂ T>QTQQTQT>̂ QT>QT
>I-SWG?*Z& T>QQ>QTQ>QTT̂ Q>TQQTQTQ> #!" :?
>I-SWG?*ZG >QT̂ Q̂ TTQTQQ̂ >Q>T>
>I-SWG#<*Z& >̂>Q>>Q>QQTTT>QQTQTQ>Q>TQ> #?< :?
>I-SWG#<*ZG QQTQ̂ >Q̂ >Q̂ >QQ>>>>Q>>TQ̂
>I-SWG#(*Z& T>QT>̂ >>T>T̂ >>̂ >TQ>Q #:" :?
>I-SWG#(*ZG Q̂ >TQQ̂ Q̂QQ̂ >>QQTT>QQ
>I-SH>'b*Z& T̂>TT>T>>̂ >QT̂ Q̂ QQ>T>̂ $" :?
>I-SH>'b*ZG T>Q>T̂ QQTTT̂ QTT>̂ >Q>Q>T
>I-S='bV*Z& Q̂T>>QQ̂ Q̂TQTT>̂ Q̂>QTT $< :?
>I-S='bV*ZG >̂ TT̂ >>T>>̂ T̂ Q̂>>>

*+.!基因克隆
以豌豆蚜的触角9'H>为模板$利用特异性

引物!表#"克隆F0*/KI;#F0*/KI?#F0*/KI#<和

F0*/KI#(基因全长序列*:"*O反应体系&!k
5̀-+0=Q>G J-Y!含 'H> 7̀.K+05,S0$V4]]05$

PHQ̀ J-YD450"!: *O$正 向 和 反 向 引 物

!#"*+7.1O"各!*O$9'H> 模板 #*O$PPb!W
!"*O*反应条件为&$(j预变性#:S'$?j变性

#"S$:"j1::j1:;j退火#"S$C!j延伸#+-1$

<:个循环'C!j延伸!+-1*`̂ G扩增产物经

#E!F琼脂糖凝胶电泳检测$利用胶回收试剂盒
!全式金生物技术有限公司$北京"回收目的条带*
将回收后的`̂ G产物连接到I)>=%*V.41D克隆载
体!全式金生物技术有限公司$北京"上$再转入

Q5,1S#*Q#感受态细胞!全式金生物技术有限公司$
北京"$涂布到含有\̀QT和M*2,.的OV固体培养
基!氨苄青霉素:"*21+O"上$<Cj培养过夜*经
蓝白斑筛选$挑取单个阳性克隆在含有:"*21+O
氨苄青霉素的 OV液体培养基中以!""51+-1$

<Cj$过夜培养$菌液送往北京六合华大基因科技有
限公司进行测序*

*+I!序列分析和系统发育树构建
测序结果由'H>J>H软件完成拼接'利用

)M̀ >=%蛋白质组学网站!BDDIS&#@@@60YI,SK6
752"的翻译工具Q5,1S.,D0D77.!BDDIS&#@0A60Y*
I,SK67521D5,1S.,D0"将核酸序列翻译成氨基酸序列'
使用QJbJJ*!E"网站 !BDDI&#@@@69AS6PD*6
PR1S058-90S1QJbJJ"预测跨膜结构域'使用

.̂4SD,.M!E"软件进行氨基酸序列比对(<?)*
使用G,YJO?E"构建豌豆蚜特异性扩张分支

气味受体的进化树$氨基酸替换模型为U710S*Q,K*
.75*QB751D71!UQQ"$步长检验!V77DSD5,I"为#"""*
建树用的豌豆蚜#大豆蚜以及棉蚜F01*/2'//,0**
的气味受体序列来源于b4,12等(<$)的数据*

*+M!实时荧光定量!/LPJ2!
以豌豆蚜成虫触角和足9'H>为模板$以

F0*/LFD+和F0*/AD+@基因为内参((")$利用特
异性引物!表#"通过 GQ*Z̀ Ĝ技术检测F06

/?"!/
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*/KI;#F0*/KI?#F0*/KI#<和F0*/KI#(的表达水
平*反应体系#:*O&上#下游引物各"E;*O$9'*
H>"EC:*O$PPb!W:E!:*O$:"k ,̀SS-80G0]05*
0190'K0"E<*O$!k 0̀5]09DQJ T5001Z̀ Ĝ=4I05*
J-YCE:*O*反应条件为&$(j预变性!+-1'$:j
变性:S$:?j退火<(S$C!j延伸#"S$("个循环*
所有样品均使用独立的GH>进行<次重复$每个
基因的标准曲线包含至少:个浓度值$以评估`̂ G
的扩增效率$保证单个基因的扩增效率在$"F至

##"F之间*

*+N!数据分析
对WG;分支(个气味受体在不同组织中的相

对表达量进行数据分析*基因的相对表达量计算采
用!a))B%法$计算公式为)B%[B%目标基因aB%内参基因'

))B%[)B%样品a)B%参照物*利用=̀==软件对不同
组织间的表达水平进行独立样本%测验$对(个基
因相对表达量差异进行单因素方差分析$利用

T5,IB̀,P软件作图*

,!结果与分析

,+*!豌豆蚜(!M分支.个气味受体基因克隆#序
列分析与系统发育分析

!!基于=+,P3,等(#()分析的豌豆蚜气味受体扩张

分支 .̂,P0V!我们命名为WG;分支"中的气味受体
基因序列$我们选择具有全长开放阅读框的F06
*/KI;#F0*/KI?#F0*/KI#<和F0*/KI#(进行基因
克隆$获得这(个基因的9'H>全长序列*(个气
味受体基因的开放阅读框全长分别为##!!###!?#

##!!AI和##!:AI$编码<C(#<C;#<C(个和<C:个
氨基酸*通过序列比对发现这(个气味受体基因的
序列相似度较高$核苷酸序列一致性为?!EC;F!
$!E;$F$氨基酸序列相似性为;?E"$F!?<E##F*
其中F0*/KI;和F0*/KI#<的序列一致性最高$核苷
酸序列一致性为$!E;$F$氨基酸序列一致性为

?<E##F*利用QJbJJ*!E"网站预测蛋白二级结
构$发现(个气味受体均具有C个跨膜结构域!图#"*

图*!豌豆蚜(!M分支.个气味受体氨基酸序列比对
A$B+*!R=$;05>$@&"P:";>"57$B;=";80<<0:90@095;89">"H809B";"&0<(!M>75@"$;G*8'(/39)?/34?)9,-

!
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!!选择豌豆蚜#大豆蚜和棉蚜中已注释的WG构
建系统发育树!图!"$结果显示豌豆蚜WG中具有

!个气味受体扩张分支 .̂,P0>和 .̂,P0V!WG;
分支"$这与=+,P3,等(#()的分析结果相对应*在

WG;分支上的气味受体中>I-SWG;和>I-SWG#(
距离较近$>I-SWG?和>I-SWG#<与>I-SWG;关系
较远*

,+,!.个气味受体基因在豌豆蚜成虫不同组织中
的表达模式

!!利用实时荧光定量GQ*Z̀ Ĝ方法检测豌豆蚜

WG;分支F0*/KI;$F0*/KI?$F0*/KI#<和F06

*/KI#(基因在豌豆蚜成虫触角和足中的转录水平$
结果显示(个KI/基因在豌豆蚜成虫触角及足中
均有表达$其中F0*/KI?#F0*/KI#<和F0*/KI#(
这<个基因在触角中的表达量均极显著高于足中
的表达量!! &"E""#"$而F0*/KI;在触角及足
中的相对表达量没有显著差异!!,"E":"!图<"*
对不同基因在触角中的表达水平进行进一步分析$
结果显示F0*/KI;#F0*/KI?#F0*/KI#<和F06
*/KI#(基因在触角中的相对表达量有显著差异$其
中F0*/KI#<的表达量最高$F0*/KI?的表达量最
低!图("*

图,!豌豆蚜#大豆蚜和棉蚜气味受体的系统发育分析

A$B+,!J?G70B";"8$>5;57G&$&0<0@095;89">"H809&$;G*8'(/39)?/34?)9,-$G?/)9>+8*)4&95;@G?/)9>3998?))
!
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图-!豌豆蚜(!M分支.个气味受体基因在不同组织中的相对表达量

A$B+-!!"758$#""KH9"&&$0;7"#"7&0<<0:90@095;89">"H809B";"&0<(!M>75@"$;@$<<"9";88$&&:"&0<5@:78G*8'(/39)?/34?)9,-
!

图.!豌豆蚜(!M分支.个气味受体基因在触角中的
相对表达量

A$B+.!!"758$#""KH9"&&$0;7"#"7&0<<0:90@095;89">"H809

B";"&0<(!M>75@"$;8?"5;8";;5"0<5@:78
G*8'(/39)?/34?)9,-

!

-!结论与讨论

本研究克隆得到了豌豆蚜WG;特异性扩张分
支上(个气味受体F0*/KI;#F0*/KI?#F0*/KI#<
和F0*/KI#(的全长序列*对跨膜区域的预测结
果显示$(个气味受体均具有C个跨膜结构域$符

合昆虫气味受体典型的二级结构特征*序列分析
结果显示$豌豆蚜WG;分支上这(个气味受体的
核苷酸及氨基酸序列的一致性较高$表明这些基
因可能存在基因复制事件*根据已报道的研究
结果$我们推测这些受体在进化过程中可能具有
不同的功能$是因为它们氨基酸序列具有一定的
分化$进而导致嗅觉受体功能的改变((#)*系统发
育进化树的分析结果表明$>I-SWG?#>I-SWG#<#

>I-SWG;和>I-SWG#((个气味受体聚集在一
支$其中 >I-SWG;和 >I-SWG#(距离更近$表明
它们的序列相似性更高$可能功能更接近'我们
推测>I-SWG#(#>I-SWG#<和 >I-SWG;可能是由

>I-SWG?分化出来的$>I-SWG#<和>I-SWG?可能
与>I-SWG;存在功能差异$但这一推论需要通过
进一步的功能验证*

实时荧光定量 `̂ G 结果显示$F0*/KI;#

F0*/KI?#F0*/KI#<和F0*/KI#(这(个气味受体
基因在豌豆蚜成虫的触角及足中均有表达$在组
织表达模式上存在一定差异*基因的表达水平
较高往往表示该基因在维持正常生理状态中发

挥着重要作用(<$$(!(()$F0*/KI?#F0*/KI#<和

F0*/KI#(基因在触角中偏好表达$表明这<个
气味受体在豌豆蚜的嗅觉识别过程中起到一定

的作用*研究发现$在嗅觉识别过程中发挥重要
作用的气味受体其功能与其表达模式有密切联

系((:a(;)$F0*/KI#<基因在触角中的表达量最高$
推测F0*/KI#<在豌豆蚜正常嗅觉识别中可能发

/##!/
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挥着相对重要的作用*WG;分支基因表达模式
的分析为豌豆蚜基因组中气味受体扩张分支基

因功能的研究奠定了一定的分子基础*
豌豆蚜基因组的发表为揭示该物种在寄主选

择#适应性进化和生态物种形成等方面提供了研究
基础(#($!(!;$(C($)*对豌豆蚜气味受体家族的分析结
果显示有两个特异性扩张分支受到了正选择压力的

影响$其进化机制及形成原因尚不清楚$推测可能与
豌豆蚜对寄主植物等生存环境识别的进化特点有

关$即蚜虫对新寄主的适应可能来自于正选择驱动
的化学感受基因的适应性进化*另外$处于进化中
的基因一般涉及较多的生物学功能$表明在进化过
程中这种新功能的分化很可能是随着基因的进化而

产生的(#C$($)*气味受体基因家族的进化从嗅觉识
别的角度反映了物种化学感受的生态适应性$对豌
豆蚜WG;分支气味受体基因的克隆与表达模式分
析是解析气味受体家族特异性扩张现象的第一步$
也是探究豌豆蚜生物进化和群体遗传学的关键$为
研究半翅目物种的化学感受进化机制奠定了分子

基础*
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((?) èG>H'>G)=G$VG\==WHU>6'-805201D9B0+7S01S75K

20100YI50SS-71,997+I,1-0S097.72-9,.SI09-,.-S,D-717]I0,,*

IB-P+75IBS(U)6)97.72-9,.)1D7+7.72K$!"!"$(:!!"&<;(

<;?6
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