
第
!"

卷
!

第
#$

期

%$%$

年
#$

月

西北农林科技大学学报!自然科学版"

&'()*+,'-.')/0123/4567*892)38/

:

!

.+/;<=8;>?;

"

@',;!" .';#$

A=/;%$%$

网络出版时间#

%$%$B$!B#C

!

#D

#

%C

!

EAF

#

#$;#G%$C

$

H

;=*I8;

H

*1+-(;%$%$;#$;$#%

网络出版地址#

0//

J

#$$

I*3;=*I8;*2/

$

I=K3

$

?2/+8,

$

D#;#GL$;<;%$%$$!#C;#G#D;$%!;0/K,

亚洲玉米螟
>?:@#&@N

A

表达与
;%

*

#!"

蛋白

敏感性的关系

!

%收稿日期&

!

%$#LB$LBG$

!

%基金项目&

!

安徽省农业科学院科研团队项目!

%$#LTZ$CN

(

%$#LTZ$!L

"

!

%作者简介&

!

徐丽娜!

#L"%O

"(女(河北蔚县人(副研究员(博士(主要从事昆虫毒理与生物防治研究)

>BK+8,

#

=++3̂,*

!

#DG;='K

!

%通信作者&

!

胡本进!

#LC#O

"(男(安徽宿松人(副研究员(主要从事害虫综合防治研究)

>BK+8,

#

0(Y2*

H

8*

!

#%D;='K

徐丽娜#

!胡
!

飞#

!周子燕#

!何康来%

!胡本进#

!

#

安徽省农业科学院 植物保护与农产品质量安全研究所(安徽 合肥
%G$$G#

'

%

中国农业科学院 植物保护研究所(北京
#$$#LG

"

!摘
!

要"

!

+目的,探索亚洲玉米螟
K8_B#+BN

J

表达与
)̀

:

#4Y

蛋白敏感性的关系(为揭示
K8_.4

在昆虫
c/

抗

性产生过程中的作用提供依据)+方法,通过荧光定量
[̀ _

(研究亚洲玉米螟
)̀

:

#4Y

抗性品系!

4̀ cB4Y_

"和
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表皮组织中
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"是影响我国玉米产量和品质的重要害

虫(常年为害导致玉米减产
#$b

左右(大发生年份

玉米产量损失可至
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以上(甚至绝收%
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现(转
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"基因抗虫玉米对

亚洲玉米螟具有良好的控制效果%
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(然而(连续多

代室内抗性筛选发现(亚洲玉米螟对
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等多种
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蛋白均

可产生抗性(尤其是亚洲玉米螟中的
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抗性

品系(不仅可以在表达
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c/
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)因此(研究亚洲

玉米螟
c/

抗性的产生机理(对于
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抗性早期监测*

抗性治理策略制定*转基因玉米研发及其科学应用

意义重大)

现有研究发现(亚洲玉米螟中肠
c/

受体蛋白基

因表达量改变以及非结合蛋白酶活性差异(均与其
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抗性有关)与
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敏感品系相比(亚洲玉米螟
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白*
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*热激蛋白*细胞色素
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*谷胱甘肽
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转移酶*类胰蛋白酶*羧酸脂酶等多种抗性相关基

因差异表达的现象%

#$B#%
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)酶活性分析发现(
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#4Y

抗性种群的类胰蛋白酶酶活性强于
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敏感品

系%
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)然而(对这些
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抗性相关基因的表达调控

机理却并不清楚)
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"是一类高度

保守*具有调控作用的非编码小分子
_.4
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(它可

以靶向结合
K_.43

(在转录后水平调控基因表

达%
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K8_.43

被报道以来(许多研究发现(

K8_.43

参与

调控脊椎动物*无脊椎动物*植物*病毒等多种生物

的细胞增殖*分化*凋亡和发展过程%

#D
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)近年来(随

着利用人工合成
K8_.4

调节内源
K8_.4

表达技

术的日渐成熟(对
K8_.4

功能的研究也逐步深入)

此类研究常会用到
K8_.4

促进剂!

K8K8=3

"或抑制

剂!

8*08Y8/')

"(其中
K8_.4 K8K8=3

是模拟生物体

内源的
K8_.43

(通过化学合成得到的*能够增强内

源性
K8_.4

沉默作用*降低细胞内蛋白表达量*进

行功能获得性研究的人工
K8_.4

分子'而
K8_.4

8*08Y8/')

是化学修饰的专门针对细胞中特异的靶
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的抑制剂(可削弱内源
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的基因沉默

效应(提高蛋白表达量(从而进行功能缺失性研究)
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是一类功能研究较为完善的
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可以调控哺乳动物肌肉的生长*分化%
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(参与心脏

的发育%
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(还可调节许多致癌基因的表达%
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K8_B#

还可调控昆虫的生长*发育等多种生理活动(
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C#)>

A

:)#1'

"

K8_B#

通过调节卵黄膜蛋白基
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亚洲玉米螟
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抗性幼虫全虫中的表达量显著

高于敏感品系(提示亚洲玉米螟
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表达量

与
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蛋白敏感性有关%
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先通过
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抗性品系
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"和
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敏感品系!
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"的表皮及中

肠组织
K8_B#+BN

J

的表达量差异'进而以草地贪夜

蛾
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细胞为对象(通过转染
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的功能'最后(通过双荧光素酶报告试验(验证
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的

结合关系(以期为进一步解析亚洲玉米螟
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抗性产

生机理奠定基础)
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材料与方法
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昆虫材料制备及细胞培养

亚洲玉米螟
c/

敏感品系!
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"和
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:

#4Y

抗性品系!

4̀ cB4Y_

"的初始虫源均采自陕西省常
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规玉米田)
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是在
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和
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提取)每部分组织各解剖
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头幼虫为
#

个处理(每
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_.4

获得)首先在去
_.4

酶离心管中(加入总

_.4N$$*

P

(随机引物
$;N

#

Z

(

K8_B#+BN

J

反转录

引物
$;N

#

Z

!表
#

"(

_.+32B6)22W

%

A

补充至
#$

#

Z

)

C$SNK8*

(冰浴
NK8*

)然后取
U'<=)8

J

/

\V

Na_2+=/8'*c(--2)!;$

#

Z

(

V

P

,̀

%

%;$

#

Z

(

[̀ _

.(=,2'/8?2V8̂ #;$

#

Z

(

_2='KY8*+*/_.+38*

/

_8B

Y'*(=,2+32F*08Y8/')$;N

#

Z

(

U'<=)8

J

/

\V

_292)32

\)+*3=)8

J

/+32#;$

#

Z

(

_.+32B6)22W

%

A#;N

#

Z

(加

入上述
#$

#

Z

混合物中)混匀后
%NSNK8*

(

!%S

D$K8*

(

C$S#NK8*

)

基因扩增
[̀ _

所用
=E.4

模板(使用
_292)32

\)+*3=)8

J

/8'*<

:

3/2K

!

[)'K2

P

+

(美国"反转录总

_.4

获得)反应体系包括
V

P

,̀

%

!

#

Z

(

_292)32

\)+*3=)8

J

/8'*#$ac(--2)%

#

Z

(

?.\[ V8̂/()2%

#

Z

(

_2='KY8*+*/_.+38*

/

_8Y'*(=,2+32F*08Y8/')

$;N

#

Z

(

4V@ _292)32\)+*3=)8

J

/+32#N7

(

_+*B

?'K[)8K2)3$;N

#

P

(总
_.4#

#

P

(加
_.+32B6)22

W

%

A

补充至
%$

#

Z

)反应程序为#室温
#$K8*

(

!%

S#NK8*

(

LNSNK8*

(

!SNK8*

)

#;G

!

亚洲玉米螟不同组织
K8_B#+BN

J

表达量的

测定

以
4̀ cBc/<

和
4̀ cB4Y_

的表皮*中肠组织

=E.4

为模板(开展荧光定量
[̀ _

!

)2+,B/8K2[̀ _

(

f

[̀ _

"分析(

GD

作为内参基因(

f

[̀ _

引物由生工

生物工程!上海"股份有限公司合成(本试验所用引

物信息见表
#

)

表
#

!

试验所用引物信息

\+Y,2#

!

F*-')K+/8'*'-

J

)8K2)3(32?8*/0833/(?

:

引物名称

[)8K2)*+K2

引物序列!

Nm

)

Gm

"

[)8K2)32

f

(2*=2

用途

4

JJ

,8=+/8'*

K8_B#+BN

J

B_\

U\̀ U\4\̀ 4̀U\Ù 4UUU\̀ Ù4UU\4\\̀ Ù 4̀ \UU4\4B

Ù4̀ \4\UUU

K8_.4

反转录
K8_.4/)+*3=)8

J

/8'*

K8_B#+BN

J

B6g 4̀̀ Ù 4̀ Ù\Ù \\̀ \̀\ K8_.4

定量
[̀ _

K8_.4)2+,B/8K2[̀ _

K8_B#+BN

J

B_g `̀ 4U\Ù 4UUU\̀ Ù4UU\4

7DB6 \UU44̀ U4\4̀ 4U4U44U

内参基因
GD

扩增

GD+K

J

,8-8=+/8'*)2-2)2*=2

P

2*2

7DB_ U44\\\Ù U\U\̀ 4\̀ \̀\U

#%GC$B6 Ù 4U\U\4̀ 4\\\Ù 4̀U44 7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

扩增

7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,+K

J

,8-8=+/8'*

#%GC$B_ U\̀ 44U\\̀ 4\\̀ 4Ù \44\̀

e\BGm7\_B6 4U4\̀ Ù Ù\U\44\\̀ \4U4Ù \4̀ 4̀ \\4̀ \̀ \̀\̀ 4̀̀ 7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,Be\BGm7\_

扩增

7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,Be\BGm7\_+K

J

,8-8=+/8'*

e\BGm7\_B_ Ù ÙÙ Ù̀ `̀ Ù4̀ \̀ \4U4̀ 44U4\̀ 4U\\\4̀ 4̀ 4̀4̀

V7BGm7\_B6 \̀ 4̀̀ UU4\̀ 44\\4Ù 44̀ 7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,BV7BGm7\_

扩增

7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,BV7BGm7\_+K

J

,8-8=+/8'*

V7BGm7\_B_ U\\Ù \44\\U4\̀ Ù\UU4\\\4̀ 4\U\U\UUÙ \Ù 4̀

K8_B#+BN

J

B6

U\4̀ `̀ Ù\Ù \\̀ \̀\4̀ \\̀ `̀ 4\̀ \̀ U4U4\UUU44UB

\44UU44Ù 4̀ UU

K8_B#+BN

J

扩增

K8_B#+BN

J

+K

J

,8-8=+/8'*

K8_B#+BN

J

B_

44\\̀ `̀ U\Ù \\̀ \̀\4̀ \\̀ `̀ 4\̀ \̀ U4U4\UUU44UB

\44UU44Ù 4̀ UU

878
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期 徐丽娜(等#亚洲玉米螟
K8_B#+BN

J

表达与
)̀

:

#4Y

蛋白敏感性的关系



!!f

[̀ _

反应体系为#

%a

f

[̀ _ V8̂

!

[)'K2

P

+

(

美国"

C;N

#

Z

(

#$

#

K',

$

Z

正*反向引物各
#;$

#

Z

(反

转录产物
%;$

#

Z

(

??W

%

AG;N

#

Z

)

f

[̀ _

反应程序

为#

LNS

预变性
%K8*

'

LN S

变性
#N3

(

D$ S

退火

#K8*

(循环
!$

次)使用
%

O

..

75方法(以
4̀ cBc/<

表

皮和中肠组织中
K8_.4B#+BN

J

的表达量为标准(分

析其在
4̀ cB4Y_

表皮和中肠组织中的相对表达

量'以
4̀ cBc/<

和
4̀ cB4Y_

品系中肠中
K8_B#+B

N

J

的表达量为标准(分析其在两品系表皮中的相对

表达量)

#;!

!

<-L

细胞转染及不同处理
K8_B#+BN

J

表达量的

测定

分别设置转染
K8_B#+BN

J

促进剂!

V8K8=3

"*

K8_B#+BN

J

抑制剂!

F*08Y8/')

"和无意义链 !

'̀*/)',

"

G

个处理(以未转染寡核苷酸链的正常细胞作为空

白对照!

.')K+,

")根据前期高通量测序获得的亚

洲玉米螟
K8_B#+BN

J

序列(由上海吉玛制药技术有

限公司合成
K8_B#+BN

J

V8K8=3

!

NmB̀ Ù\Ù \\̀ B

\̀\4̀ \\̀ `̀ 4\BGm

"*

F*08Y8/')

!

NmB\4̀ `̀ \\B

4̀\\̀ \̀\̀ U\Ù B̀Gm

"和
'̀*/)',

!

NmB4̀ U7B

U4̀ 4̀ U77̀ UU4U4477BGm

"序列)以
%a#$

N

个$
KZ

将
<-L

细胞接种于
D

孔细胞培养板(每孔

#KZ

(培养
%!0

(待生长至
C$b

融合时(使用转染剂

Z8

J

'-2=/+K8*2

/

_.48 V4X _2+

P

2*/

!

\02)K+

68302)

(美国"进行转染(操作步骤参照试剂说明书)

通过
f

[̀ _

(分析转染
%!

和
!"0

后各处理
K8_B#+B

N

J

的表达量(研究各处理
K8_.4

表达被促进或抑

制的效果)反应体系*程序和分析方法同
#;G

节)

#;N

!

<-L

细胞对
)̀

:

#4Y

蛋白敏感性的测定

将各处理
<-L

细胞于
#%$$)

$

K8*

离心
GK8*

(

弃上清后(加入
DKZ

完全培养基(

%"S

恒温培养箱

中复苏)

%!0

后观察细胞生长情况(细胞密度达到

"$b

以上时进行传代)待细胞长满后调整细胞浓度

为
Na#$

!

KZ

O#

(接种于
LD

孔培养板(每孔
#$$

#

Z

(

%"S

恒温培养箱中培养
%!0

)

设置
)̀

:

#4Y

蛋白!

>*98)',8

P

8̂

(美国"质量浓度

分别为
$

!空白对照"(

#$$

(

%$$

(

G$$

(

!$$

(

N$$

(

"$$

#

P

$

KZ

(每处理重复
G

次(放置
!0

后在接种
<-L

细

胞的
LD

孔培养板中(每孔加入
#$

#

ZV\\

(再于
%"

S

恒温培养箱中培养
!0

(吸取孔内液体(并加入

#N$

#

ZEV<A

(于室温振荡
#$K8*

)酶标仪
!L%*K

波长下测
AE

值(利用
>̂=2,

中
<\E>@

函数计算各

处理组的
AE

!L%

均值及标准差(按照下述公式计算

细胞增殖抑制率)

细胞增殖抑制率
q

!空白对照组
AE

!L%

O

处理

组
AE

!L%

"$空白对照组
AE

!L%

a#$$b

)

#;D

!

K8_B#+BN

J

靶基因的预测

基于前期获得的转录组测序结果(以在
4̀ cB

c/<

和
4̀ cB4Y_

幼虫中差异表达的转录组测序数

据 !

U2*c+*I

登录号#

<_[$!D%$C

"

%

#$

&为基础(利用

_.40

:

Y)8?

!

0//

J

3

#$$

Y8Y832)9;=2Y8/2=;(*8BY82,2-2,?;

?2

$

)*+0

:

Y)8?

$"在线预测
K8_B#+BN

J

的潜在靶标基

因)根据潜在靶标基因的转录组测序信息设计引物

#%GC$B6

和
#%GC$B_

!表
#

"(以
4̀ cBc/<N

龄幼虫

=E.4

为模板(通过
[̀ _

扩增获得靶标基因序列(

测序验证后利用
.̀ cFc,+3/

进行序列信息分析)

#;C

!

荧光素酶活性试验

根据预测的
K8_B#+BN

J

与靶标基因的结合位

置(设计靶标基因
GmB7\_

野生型和突变型扩增引

物#

e\BGm7\_B6

*

e\BGm7\_B_

和
V7BGm7\_B

6

*

V7BGm7\_B_

!表
#

"(通过重组
[̀ _

扩增获得

靶标基因结合位点片段和结合位点突变片段(测序

验证并经过
O>%

)

酶切后(连接于
J

UZGB̀'*/)',

载体!

[)'K2

P

+

"(形成
J

UZGBe\

和
J

UZGBV7

)使

用
Nm

端分别为
W

&

-

)

*

93#_

)

酶切位点的引物

K8_B#+BN

J

B6

和
K8_B#+BN

J

B_

!表
#

"(

[̀ _

扩增获得

K8_B#+BN

J

片 段(测 序 验 证 后 酶 切(并 与
J

K_B

K̀ 02))

:

!

,̀'*/2=0

"载体相连接(形成
J

K_BK̀ 02)B

)

:

BK8_B#+BN

J

(提取质粒备用)

待
LD

孔板中
%LG\

细胞密度达到
C$b

时(分别

取
%

#

P

质粒*

#%N

#

ZA

J

/8BV>.

培养基 !

U8Y8='

(

7<4

"(使 用
Z8

J

'-2=/+K8*2% $$$

!

F*98/)'

P

2*

(

7<4

"转染细胞(

!"0

后收集细胞进行荧光活性检

测)其中
%

#

P

质粒分别设置
#

#

PJ

K_BK̀ 02))

:

B

K8_B#+BN

J

Q#

#

PJ

UZGBe\

质粒
Q$;$$#

#

P

_2*8,B

,+

!其中
_2*8,,+

用于归一"*

#

#

PJ

K_BK̀ 02))

:

B

K8_B#+BN

J

Q#

#

PJ

UZGBV7

质粒
Q$;$$#

#

P

_2*8,B

,+

*

#

#

PJ

K_BK̀ 02))

:

空载体
Q#

#

PJ

UZGBe\

质

粒
Q$;$$#

#

P

_2*8,,+

!对照"共
G

个处理(每处理重

复
N

次)

#;"

!

数据统计与分析

使用
<4<

软件(分析细胞增殖抑制率*直线回

归方程(计算细胞增殖抑制中浓度!

0+,-K+̂8K+,8*B

08Y8/')

:

='*=2*/)+/8'*

(

F̀

N$

"(即细胞增殖抑制率为

N$b

时对应的
)̀

:

#4Y

蛋白质量浓度(以及
LNb

置

信限'并进行方差分析(对
%

组样本间的差异性进行

5

检验(

%

组以上样本进行
Z<E

多重比较)

*

"

$;$N

表示差异具有统计学意义)
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%

!

结果与分析

%;#

!

亚洲玉米螟不同组织中
K8_B#+BN

J

的表达量

为进一步明确亚洲玉米螟
)̀

:

#4Y

敏感!

4̀ cB

c/<

"和抗性!

4̀ cB4Y_

"品系
K8_B#+BN

J

的表达特

点(利用
f

[̀ _

方法对两品系
N

龄幼虫表皮和中肠

组织的
K8_B#+BN

J

表达量进行分析(结果!图
#B4

"

显示(

4̀ cB4Y_

幼虫表皮中
K8_B#+BN

J

表达量显著

高于
4̀ cBc/<

表皮(前者是后者的
#;N#

倍'

4̀ cB

4Y_

幼虫中肠中
K8_B#+BN

J

表达量显著低于
4̀ cB

c/<

中肠(表达量仅为敏感品系
4̀ cBc/<

的
D%b

)

由图
#Bc

可知(

4̀ cBc/<

和
4̀ cB4Y_

幼虫表皮

K8_B#+BN

J

表达量均显著高于其中肠(表达量分别

达到中肠组织的
#;C!

和
!;%$

倍)

图中数据为-平均值
R

标准误.(柱上星号表示经
5

检验差异显著!

*

"

$;$N

"

E+/+8*/02-8

P

()2+)2

-

K2+*R<>

.

;\02+3/2)83I+Y'92Y+)38*?8=+/238

P

*8-8=+*/?8--2)2*=2Y

:

5B/23/

!

*

"

$;$N

"

图
#

!

亚洲玉米螟
)̀

:

#4Y

抗性和敏感品系幼虫
K8_B#+BN

J

的表达水平

68

P

;#

!

>̂

J

)2338'*,292,'-K8_B#+BN

J

8*@$51'-'%

?

61-%3%"'$,+)9+218/03(3=2

J

/8Y8,8/

:

/' )̀

:

#4Y

%;%

!

K8_B#+BN

J

转染
<-L

细胞的效果

使用
K8_B#+BN

J

V8K8=3

*

F*08Y8/')

和
'̀*/)',

分别转染
<-L

细胞(结果!图
%B4

"显示(与空白对照

组!

.')K+,

"相比(

'̀*/)',

组
K8_B#+BN

J

表达量无

显著差异'

K8_B#+BN

J

V8K8=3

转染组
K8_B#+BN

J

表

达量比
.')K+,

和
'̀*/)',

组均显著上升(

%!

和
!"

0

后分别达到
.')K+,

组的
#;GD

和
%;G"

倍'由图
%B

c

可见(

K8_B#+BN

J

F*08Y8/')

转染组
K8_B#+BN

J

表达

量比
.')K+,

和
'̀*/)',

组均显著下降!

*

"

$;$N

"(

%!

和
!"0

后分别为
.')K+,

组的
"#b

和
N%b

)

4;

转染
K8_B#+BN

J

V8K8=3

'

c;

转染
K8_B#+BN

J

F*08Y8/')

'图中数据为-平均值
R

标准误.(柱上星号表示与
.')K+,

组比较具有显著性差异!

*

"

$;$N

")

.')K+,;

未转染寡核苷酸序列'

'̀*/)',;

转染无意义序列'

V8K8=3;

转染
K8_B#+BN

J

模拟物序列'

F*08Y8/');

转染
K8_B#+BN

J

抑制物序列

4;\)+*3-2=/8'*18/0K8_B#+BN

J

K8K8=3

'

c;\)+*3-2=/8'*18/0K8_B#+BN

J

F*08Y8/');E+/+8*/02-8

P

()2+)2

-

K2+*R<>

.

;

\02+3/2)83I+Y'92Y+)38*?8=+/238

P

*8-8=+*/?8--2)2*=2-)'K/02.')K+,

!

*

"

$;$N

"

;.')K+,;.'//)+*3-2=/2?18/0

',8

P

'*(=,2'/8?232

f

(2*=2

'

'̀*/)',;\)+*3-2=/2?18/0K2+*8*

P

,23332

f

(2*=2

'

V8K8=3;\)+*3-2=/2?18/0

K8_B#+BN

J

K8K8=332

f

(2*=2

'

F*08Y8/');\)+*3-2=/2?18/0K8_B#+BN

J

8*08Y8/')32

f

(2*=2

图
%

!

<-L

细胞不同转染组的
K8_B#+BN

J

表达量

68

P

;%

!

>̂

J

)2338'*,292,'-K8_B#+BN

J

8*<-L/)+*3-2=/2?18/0?8--2)2*//)2+/K2*/3
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K8_B#+BN

J

表达与
)̀

:

#4Y

蛋白敏感性的关系



%;G

!

K8_B#+BN

J

表达量对
<-L

细胞
)̀

:

#4Y

蛋白敏

感性的影响

为了研究
K8_B#+BN

J

表达量变化与
)̀

:

#4Y

蛋

白敏感性的关系(以
<-L

细胞为对象(通过转染

K8_B#+BN

J

V8K8=3

或
F*08Y8/')

(促进或抑制细胞中

K8_B#+BN

J

表达量(测定不同处理组
<-L

细胞对

)̀

:

#4Y

蛋白的敏感性)结果!表
%

"显示(成功转染

K8_B#+BN

J

V8K8=3

后(

<-L

细胞的
F̀

N$

为
#!";D

#

P

$

KZ

(显著低于
'̀*/)',

组和
.')K+,

组'转染

K8_B#+BN

J

F*08Y8/')

后(

<-L

细胞的
F̀

N$

为
%$$;LN

#

P

$

KZ

(显著高于
'̀*/)',

组和
.')K+,

组)结果提

示(

K8_B#+BN

J

表达量升高导致
<-L

细胞对
)̀

:

#4Y

蛋白的敏感性增强)

表
%

!

亚洲玉米螟
K8_B#+BN

J

对
<-L

细胞
)̀

:

#4Y

蛋白敏感性的影响

\+Y,2%

!

>--2=/3'-@$51'-'%

?

61-%3%"'$K8_B#+BN

J

'* )̀

:

#4Y32*38/898/

:

8*<-L=2,,3

组别

U)'(

J

)̀

:

#4Y

质量浓度$!

#

P

/

KZ

O#

"

'̀*=2*/)+/8'*'- )̀

:

#4Y

平均值
R

标准差

!

AE

!L%

"

V2+*R<>

细胞增殖抑制率$
b

F*08Y8/8'*)+/2'-=2,,

J

)',8-2)+/8'*

抑制中浓度!

LNb

置信限"$

!

#

P

/

KZ

O#

"

F̀

N$

!

LNb='*-8?2*=28*/2)9+,

"

$ $;LGCR$;$#G

#$$ $;N#!R$;$#$ !N;#G

%$$ $;G"$R$;$$! NL;!G

.')K+, G$$ $;G!%R$;$$! DG;!L #"#;#

!

###;D

"

%"%;G

"

!$$ $;G%%R$;$$" DN;D%

N$$ $;G#CR$;$$! DD;#D

"$$ $;G$GR$;$$N DC;DL

$ $;"L!R$;$$"

#$$ $;!CGR$;$## !C;$!

%$$ $;GGDR$;$$! D%;GC

'̀*/)', G$$ $;G%"R$;$$" DG;G! #CN;G

!

#$$;D

"

%"L;!

"

!$$ $;G%#R$;$$G D!;#%

N$$ $;G$GR$;$$" DD;$D

"$$ $;%"LR$;$$G DC;C$

$ $;"GCR$;$%!

#$$ $;!%CR$;$$! !";L"

%$$ $;G$CR$;$#$ DG;GD

V8K8=3 G$$ $;%L!R$;$#$ D!;""

#!";D

'

!

LL;$

"

%#N;%

"

!$$ $;%DLR$;$$" DC;"%

N$$ $;%G%R$;$$C C%;G%

"$$ $;%#GR$;$$N C!;NL

$ #;$$DR$;$$D

#$$ $;N"GR$;$#C !%;$"

%$$ $;N$CR$;$#! !L;NC

F*08Y8/') G$$ $;!LGR$;$#L N$;LL

%$$;LN

'

!

#GC;"N

"

%L%;L!

"

!$$ $;G"LR$;$#N D#;GC

N$$ $;GC!R$;$%$ D%;"D

"$$ $;GGCR$;$#" DD;NG

!!

注#

'

表示与
'̀*/)',

组和
.')K+,

组相比具有显著性差异!

*

"

$;$N

")

.'/2

#

'

K2+*38

P

*8-8=+*/?8--2)2*=2-)'K/02 '̀*/)',+*?.')K+,

P

)'(

J

!

*

"

$;$N

"

;

%;!

!

K8_B#+BN

J

与靶标基因的结合关系

以
4̀ cBc/<

和
4̀ cB4Y_

幼虫中差异表达的

转录组测序数据为基础(利用
_.40

:

Y)8?

预测发

现(

7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

是
K8_B#+BN

J

的潜在靶标基

因!图
GB4

")为了进一步明确二者的结合关系(首

先以
4̀ cBc/<N

龄幼虫
=E.4

为模板进行
[̀ _

扩

增(获得了长度为
###GY

J

的
7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

序

列(其中包括
%"#Y

J

的
Gm7\_

)

.̀ cFc,+3/

比对

发现(该序列与亚洲玉米螟转位酶
@$51'-'%

?

61-%;

3%"'$ E.4 /)+*3,'=+32 6/3I

!登 录 号#

XV

4

$%"G$$C!"

"和丛林斜眼褐蝶蛹表皮蛋白
C'3

A

3"6$

%-

A

-%-%

J

(

J

+,=(/8=,2

J

)'/28*

!登 录 号#

XV

4

$%!$L#GLN

"的相似度分别为
LL;NNb

和
CD;$!b

!图

GBc

")

构建表达
K8_B#+BN

J

和
7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

结

合位点片段及结合位点突变片段的荧光素酶报告载

体
J

UZGBe\

和
J

UZGBV7

(以及表达
K8_B#+BN

J

的

载体
J

K_BK̀ 02))

:

BK8_B#+BN

J

(进行细胞共转染)

荧光素酶活性试验结果!图
GB̀

"显示(共转染
J

K_B

K̀ 02))

:

BK8_B#+BN

J

和
J

UZGBe\

处理的荧光活性
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显著低于
J

K_BK̀ 02))

:

和
J

UZGBe\

共转染对照

!

.̀

"(而 共 转 染
J

K_BK̀ 02))

:

BK8_B#+BN

J

和

J

UZGBV7

处理的荧光活性与
.̀

相比无显著性差

异!

*

"

$;$N

")说明
7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

是
K8_B#+B

N

J

的靶标基因)

4;K8_B#+BN

J

与
7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

结合位点预测'

c;7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

序列相似性分析'

`;

荧光素酶活性试验#

.̀ ;

J

K_BK̀ 02))

:

Q

J

UZGB

e\

阴性对照(

e\;

J

K_BK̀ 02))

:

BK8_B#+BN

J

Q

J

UZGBe\

野生型共转染(

V7;

J

K_BK̀ 02))

:

BK8_B#+BN

J

Q

J

UZGBV7

突变型共转染

4;[)2?8=/8'*'-/02Y8*?8*

P

38/23Y2/122*K8_B#+BN

J

+*?7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

'

c;c,+3/)23(,/3'-7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

'

`;Z(=8-2)+32)2=2

J

/')3

:

3/2K

#

.̀ ;

J

K_BK̀ 02))

:

Q

J

UZGBe\*2

P

+/892='*/)',

(

e\;

J

K_BK̀ 02))

:

BK8_B#+BN

J

Q

J

UZGBe\

18,?/)+*3-2=/8'*

(

V7;

J

K_BK̀ 02))

:

BK8_B#+BN

J

Q

J

UZGBV7K(/+*//)+*3-2=/8'*

图
G

!

亚洲玉米螟
K8_B#+BN

J

与
7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

结合关系的验证

68

P

;G

!

@2)8-8=+/8'*'-Y8*?8*

P

)2,+/8'*308

J

Y2/122*@$51'-'%

?

61-%3%"'$K8_B#+BN

J

+*?7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

G

!

讨
!

论

亚洲玉米螟是我国玉米生产中的主要害虫之

一(研究表明(转
c/

基因玉米可以有效防控该虫危

害%

%BN

&

)然而(室内抗性筛选发现(亚洲玉米螟可以

对多种
c/

蛋白产生抗性(而且在某些
c/

蛋白间存

在交互抗性%

DBL

&

)因此(探明亚洲玉米螟的
c/

抗性

产生机理(对于转
c/

基因玉米在我国的推广和应用

意义重大)

K8_.4

是一类可以在转录后水平调控基因表

达的小
_.4

(它的差异化表达与多种肿瘤细胞及昆

虫的抗药性相关)前期高通量测序发现(属于
K8_B

#

家族的
K8_B#+BN

J

在亚洲玉米螟
)̀

:

#4Y

抗性品

系幼虫中的表达量显著高于敏感品系%

%D

&

(为了进一

步分析亚洲玉米螟
K8_B#+BN

J

与
)̀

:

#4Y

蛋白敏感

性的关系(本研究选择与昆虫生长发育紧密相关的

表皮组织(以及对昆虫
c/

抗性至关重要的中肠组

织%

%C

&

(进行
K8_B#+BN

J

表达差异分析)

f

[̀ _

结果

显示(

)̀

:

#4Y

抗性和敏感品系的亚洲玉米螟在表

皮和中肠组织中
K8_B#+BN

J

的表达量均存在差异表

达现象(其中
4̀ cB4Y_

幼虫表皮中
K8_B#+BN

J

表

达量显著高于
4̀ cBc/<

幼虫表皮组织'

4̀ cB4Y_

幼虫中肠中
K8_B#+BN

J

表达量显著低于
4̀ cBc/<

中肠组织)进一步提示
K8_B#+BN

J

的表达量改变可

能与幼虫生长*

)̀

:

#4Y

敏感性改变等生命活动相

关)

<-L

细胞是生物学实验中常用的一种昆虫细

胞(作为试验对象被广泛应用于昆虫各种基因*小分

子*蛋白的功能研究中%

%"B%L

&

)本研究发现(

K8_B#+B

N

J

表达量上升导致
<-L

细胞对
)̀

:

#4Y

蛋白的敏感

性显著降低(反之亦然)结合亚洲玉米螟表皮和中

肠组织
K8_B#+BN

J

的表达量差异模式发现(

<-L

细胞

呈现的
K8_B#+BN

J

和
)̀

:

#4Y

蛋白敏感性的关系(

与
)̀

:

#4Y

抗性和敏感品系幼虫中肠组织的差异模

式一致)说明亚洲玉米螟中肠组织
K8_B#+BN

J

表达

量下降可能是导致其对
)̀

:

#4Y

蛋白产生抗性的原

因)

K8_.4

具有显著的组织表达特异性(而且同一

K8_.4

在不同组织中的功能也不尽相同%

G$

&

)

K8_B

#

是一类参与昆虫生长*发育等重要生命过程的调

控因子(而与敏感品系相比(亚洲玉米螟
c/

抗性品

系存在发育历期延长的现象%

G#BG%

&

(据此推测(

4̀ cB

4Y_

幼虫表皮中
K8_B#+BN

J

高表达与其生长发育

延迟有关(这可能是适应
)̀

:

#4Y

蛋白表达变化的
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:
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蛋白敏感性的关系



一种表现)

本研究基于亚洲玉米螟转录组测序结果对

K8_B#+BN

J

的靶基因进行预测发现(

7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

转录本可能是
K8_B#+BN

J

的靶标基因之一'荧光

素酶活性试验进一步证明(

K8_B#+BN

J

可以结合

7*8

P

2*2#%GC$

4

4,,

转录本)今后(课题组将进一步

开展亚洲玉米螟
K8_B#+BN

J

在活体水平调控
7*8B

P

2*2#%GC$

4

4,,

表达的作用(及其对昆虫
c/

蛋白敏

感水平的影响(探讨昆虫
c/

抗性的形成机理(为转

c/

基因玉米的安全应用奠定基础)
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