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分布于我国东南%中部和北部等省份)在印度北部及

不丹和尼泊尔等国也有分布)严重危害玉米%棉花%

茶树等多种粮食和经济作物)导致严重经济损失*

蝗灾是具有爆发性和毁灭性的农业生物灾害)目前

蝗灾的应急防治措施主要是施用化学杀虫剂)但化

学杀虫剂的连续%反复施用可使蝗虫产生严重抗
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*因此研究蝗虫对化学杀虫剂的代谢解毒机理

和抗性形成机制)对其的科学防治具有重要的意义*
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P@

#

TSQ4SSQ4T44QSQTTTSTSSTSS4Q

K1D.08"

6_

#

QTTSQTT4SQTSTQ4QTSQ44Q44TS

P@

#

TQTS4TSSQTSQTTSTSQ4TTQQQSQ

K1D.0&$

6_

#

4TT4TSSTTT4TST4QSTTQTTSSQ PSC

V

YTP

P@

#

TQQS4SSQSQSQTSTSQQ4SST4ST

K1D.0&!

6_

#

T4Q4T4TT4SQTT44TT4ST4T4QS

P@

#

QQQS4QQSTTSTSSQ4QQSTT4TQS

K1

%

I)/2+*

6_

#

4QQQSQSQ4SQQSQQQS4SQQQST4

P@

#

TSTQT4QTSTQSSQS4Q44QQSQSQ

K1D.08"CP.48

6_

#

/++/+=

X

+=/=+=/+/+

XXX

SQS4STQSSQQSQSTTQ4Q4

P@

#

/++/+=

X

+=/=+=/+/+

XXX

TSTTSQTSQT444SSSQQSS ?3P.4

合成

?3P.43

:

*/02383

K1D.0&!CP.48

6_

#

/++/+=

X

+=/=+=/+/+

XXX

T44Q44QTTTQ44S4TTST4

P@

#

/++/+=

X

+=/=+=/+/+

XXX

TSTQQTQ44SSQQST4S4TS

A;#

!

短角外斑腿蝗
D.0

基因的沉默

根据
K1D.08"

和
K1D.0&!

的基因序列)用
2C

P.48

软件在线!

0//

L

3

#$$

111;?K-̂;?2

$

38

X

*+,8*

X

$

2C)*+8I

$"设计带有
SD

启动子序列的引物
K1DI

.08"IP.48

和
K1D.0&!CP.48

!表
A

"*以短角外

斑腿蝗
=F.4

为模板)采用带有
SD

启动子序列的

引物扩增目的
=F.4

片段*

YTP

产物经琼脂糖凝

胶电泳和切胶回收后)通过
F.4

胶回收试剂盒纯

化)获得
?3P.4

合成所需
F.4

模板*使用
\8<C

=)8Z2SD[(8=K\8

X

0R82,?P.4<

:

*/02383 8̀/

试

剂盒合成
?3P.4

*选取健康的短角外斑腿蝗成虫)

在其腹部第二至第三腹节之间分别注射
K1D.08"

和
K1D.0&!

基因的
?3P.4

!

E

#

X

$头")对照组注射

等量绿色荧光 蛋 白 !

X

)22*-,(')23=2*/

L

)'/28*

)

Q6Y

"基因的
?3P.4

*室温饲养
$!

和
!"0

后)收取

样品提取总
P.4

)并反转录为
=F.4

模板)采用实

时定量
YTP

法检测目的
D.0

基因的沉默效率)采

用
2C/23/

法比较
D.0

基因的沉默效率是否显著*

每处理
I

个重复)每个重复
A%

"

A$

头成虫*

A;D

!

短角外斑腿蝗
D.0

基因对杀虫剂的敏感性

试验

选取健康的短角外斑腿蝗成虫)在其腹部第二

至第三腹节之间分别注射短角外斑腿蝗
K1D.08"

和
K1D.0&!

基因的
?3P.4

!

E

#

X

$头")对照组注

射等量绿色荧光蛋白基因的
?3P.4

)

$!0

后在其第

三至第四腹节处分别点滴
$

#

]

滴滴涕!

A%%%

#

X

$

M]

"%西维因!

A%%

#

X

$

M]

"%毒死蜱!

E%

#

X

$

M]

"

或溴氰菊酯!

E

#

X

$

M]

"溶液)并以溶剂丙酮为对照)
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室温饲养
$!0

后统计死亡率*每处理
I

个重复)每

重复
AA

"

AE

头成虫*

死亡率
h

死亡虫体个数$受试虫体总数
fA%%d

*

A;"

!

数据处理

试验数据采用
S(K2

:

-

3\<F

法进行多重比较

分析)采用不同小写字母表示差异显著!

!

"

%;%E

"*

$

!

结果与分析

$;A

!

短角外斑腿蝗
Q<S

的鉴定

从
6,

:

Z+32

和
.TeH

分别下载
IE

条果蝇和
$"

条飞蝗
D.0

基因序列)并将上述序列通过
SZ,+3/b

程序与短角外斑腿蝗本地
e,+3/

数据库进行逐个比

对)去冗余后共获得
$D

条短角外斑腿蝗待定
D.0

基因序列*通过
S)+*3,+/2S'',3

将待定
F.4

翻译

为蛋白质序列)通过
e,+3/Y

程序将短角外斑腿蝗

Q<S

蛋白序列针对非冗余数据库进行在线比对)最

终获得
AE

条短角外斑腿蝗
Q<S

的全长序列和
A$

条片段序列*

e,+3/

结果!表
$

"显示)短角外斑腿蝗

Q<S

与飞蝗
Q<S

的相似性最高)

>C

期望值为

I2

UAE"

"

#2

U$%

)序列一致性为
!E;EAd

"

BA;DDd

*

短角外斑腿蝗
D.0

基因序列的开放阅读框为
#!E

"

D$#Z

L

)包含
$A!

"

$!A

个氨基酸)预测分子质量为

$!;$$

"

$#;B#K(

)理论等电点
E;EA

"

";B$

)具有完

整的
.C

端和
TC

端结构域*

表
$

!

短角外斑腿蝗
Q<S

的生物信息学分析

S+Z,2$

!

e8'8*-')M+/8=3+*+,

:

383'-Q<S-)'MK&*$/-2-*2$

F

7=4,+%+713-/=

9

/&347

基因名称

Q2*2*+M2

Q2*e+*K

登录号

4==2338'**(MZ2)

'-Q2*e+*K

开放阅读框$
Z

L

G

L

2*)2+?8*

X

-)+M2

氨基酸数

F2?(=2?+M8*'

+=8?)238?(23

预测分子量$
(

Y)2?8=/2?

aa

理论等电点

S02')2/8=+,

83'2,2=/)8=

L

'8*/

.C

端结构域

.CS2)M8*+,

?'M+8*

TC

端结构域

TCS2)M8*+,

?'M+8*

K1D.08A a.$$#BBE ### $$A $E;ID E;#I $

"

DD A%D

"

ABB

K1D.08$ a.$$D%%! ##% $AB $E;%A #;#! $

"

DD A%E

"

$AI

K1D.08I a.$$#BBD D%$ $II $#;A% #;#% $

"

DD A%E

"

$%A

K1D.08! a.$$D%%A #ED $A" $!;"$ ";$D $

"

DD A%!

"

AB$

K1D.08E a.$$D%%% #DE $$! $E;"$ #;EI $

"

DD A%B

"

$AB

K1D.08# a.$$#BBI ##B $$$ $!;E# #;"! $

"

DD BE

"

A"B

K1D.08D a.$$D%%# #EA $A# $!;#A ";I% $

"

DD B!

"

A"B

K1D.08" a.$$#BB! #!E $A! $!;EE ";B$ $

"

DD A%!

"

$%D

K1D.0&A a.$$#BB# ##B $$$ $!;"% #;A# A

"

D# B%

"

A""

K1D.0&$ a.$$#BB" ##B $$$ $!;DB E;"B A

"

D# BE

"

A""

K1D.0&I a.$$D%%$ ##B $$$ $!;#% E;EA A

"

D# A%I

"

AB"

K1D.0&! a.$$#BB$ ### $$A $!;$$ D;D% A

"

D# ""

"

A""

K1D.0$A a.$$D%%E D$# $!A $#;B# ";DD $I

"

B" AII

"

$%D

K1D.02A a.$$D%%I #B# $IA $#;E" ";$E A

"

D# AA!

"

$%#

K1D.02$ a.$$#BBB #B# $IA $#;D! ";"E A

"

D# AA%

"

$%A

$;$

!

短角外斑腿蝗
Q<S

的系统发育分析

为进一步明确短角外斑腿蝗
Q<S

家族成员的系

统发育关系)使用
T,(3/+,_

程序将短角外斑腿蝗!

AE

个
Q<S

"与果蝇!

IE

个
Q<S

"%赤拟谷盗!

I%

个
Q<S

"%

飞蝗!

$"

个
Q<S

"%冈比亚按蚊!

$"

个
Q<S

"等代表性

昆虫
Q<S

的蛋白质序列进行比对*利用
a>Q4D

软件中的邻接法构建系统发育树)结果!图
A

"显示)

短角外斑腿蝗
AE

条全长
Q<S

中包含
"

个
F2,/+

%

!

个
>

L

38,'*

%

$

个
S02/+

和
A

个
GM2

X

+

家族成员*

$;I

!

短角外斑腿蝗
D.0

基因的组织表达

F2,/+

家族和
>

L

38,'*

家族不仅是昆虫特有的

Q<S

家族)还广泛参与昆虫对外源毒性物质的解毒

过程*飞蝗
J,D.08#

基因不仅参与西维因和毒死

蜱的代谢解毒过程&

A#

'

)且与短角外斑腿蝗
F2,/+

家

族中
K1D.08D

和
K1D.08"

的序列最为相似*因

此从短角外斑腿蝗
F2,/+

家族
D.0

基因中选择

K1D.08D

和
K1D.08"

基因)从
>

L

38,'*

家族
D.0

基因中随机选择
K1D.0&$

和
K1D.0&!

基因)进行

组织部位表达检测*实时定量
YTP

结果!图
$

"显

示)

K1D.08D

基因在短角外斑腿蝗触角的相对表

达水平最高)在胃毛囊%后肠%马氏管和脂肪体等部

位的表达水平居中)在脑%中肠和表皮等组织中的表

达水平较低(

K1D.08"

在胃毛囊%中肠和马氏管等

组织中的相对表达水平较高)在其余
D

个组织的表

达水平较低*

K1D.0&$

基因
MP.4

在脂肪体中的

表达水平相对较高)在其余组织部位中的表达差异

较小(

K1D.0&!

在胃毛囊和中肠中的表达量相对较

高)在其余组织部位表达水平较低*中肠%胃毛囊和

马氏管是典型的代谢解毒器官)在上述组织部位高

表达的
D.0

基因)可能参与了有毒物质的代谢解毒

过程)因此选择
K1D.08"

和
K1D.0&!

基因进行

P.4

干扰效率和杀虫剂敏感性试验*

.76
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图
A

!

短角外斑腿蝗和代表性昆虫
Q<S

蛋白质序列的系统发育分析

68

X

;A

!

Y0

:

,'

X

2*2/8=+*+,

:

383'-

L

)'/28*32

V

(2*=23'-=

:

/'3',8=Q<S3-)'M

K&*$/-2-*2$

F

7=4,+%+713-/=

9

/&347+*?)2

L

)232*/+/8928*32=/3

L

2=823

图柱上标不同小写字母表示不同组织间差异显著!

!

"

%;%E

"

F8--2)2*/,'12)=+32,2//2)38*?8=+/238

X

*8-8=+*/?8--2)2*=23Z2/122*/833(23

!

!

"

%;%E

"

图
$

!

短角外斑腿蝗
!

种
D.0

基因的组织表达特征

68

X

;$

!

S833(2C3

L

2=8-8=2b

L

)2338'*

L

+//2)*3'--'()D.0

X

2*23-)'MK&*$/-2-*2$

F

7=4,+%+713-/=

9

/&347
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$;!

!

短角外斑腿蝗
D.0

基因的沉默效率检测

为检测
K1D.08"

和
K1D.0&!

基因的
P.4

干扰效率)首先针对
K1D.08"

和
K1D.0&!

基因序

列在线设计带有
SD

启动子序列的引物*

YTP

扩增

双链
?3P.4

合成所需
F.4

模板)使用
\8<=)8Z2

SD[(8=K\8

X

0R82,?P.4<

:

*/02383 8̀/

试剂盒合

成
K1D.08"

和
K1D.0&!

基因的
?3P.4

)分别将

其注射在健康短角外斑腿蝗成虫腹部第二和第三腹

节之间)检测其
P.4

沉默效率*结果!图
I

"显示)

注射
$!0

后)

K1D.08"

的表达水平下降了
D$;Dd

)

K1D.0&!

的表达量下降了
D%;Ed

(注射
!"0

后)

K1D.08"

的表达水平下降了
"D;"d

)

K1D.0&!

的

表达水平下降了
BA;#d

*上述结果表明)

?3P.4

介导的
K1D.08"

和
K1D.0&!

基因的沉默效果至

少可以维持
!"0

)这为后续杀虫剂敏感性试验奠定

了基础*

1

$

2表示
?3D>!

组与基因干扰组的表达水平存在差异显著 !

!

"

%;%E

"

43/2)83K38*?8=+/238

X

*8-8=+*/?8--2)2*=2+/%;%E,292,

!

!

"

%;%E

"

图
I

!

短角外斑腿蝗
K1D.08"

和
K1D.0&!

基因的
P.4

干扰效率

68

X

;I

!

>--2=/'-?3P.48*

J

2=/8'*'*/)+*3=)8

L

/8'*,292,3'-K1D.08"+*?K1D.0&!8*K&*$/-2-*2$

F

7=4,+%+713-/=

9

/&347

$;E

!

短角外斑腿蝗
D.0

基因对杀虫剂的敏感性

在短角外斑腿蝗成虫第二至第三腹节之间分别

注射
K1D.08"

和
K1D.0&!

基因的
?3P.4

!

E

#

X

$头")对照组注射等量
D>!

基因的
?3P.4

)

$!0

后在其第三至第四腹节处分别点滴
$

#

]

的滴滴涕

!

FFS

"%西维因%毒死蜱或溴氰菊酯)室温饲养
$!0

后统计短腿外斑腿蝗的死亡率)结果见图
!

*

图柱上标不同小写字母表示施用同一药剂时不同
D.0

基因

间差异显著!

!

"

%;%E

"

F8--2)2*/,'12)=+32,2//2)3M2+*38

X

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

!

!

"

%;%E

"

图
!

!

K1D.08"

和
K1D.0&!

沉默后短角

外斑腿蝗对不同杀虫剂的敏感性

68

X

;!

!

<2*38/898/

:

'-K&*$/-2-*2$

F

7=4,+%+713-/=

9

/&347

/'-'()8*32=/8=8?23+-/2)K1D.08"+*?K1D.0&!38,2*=8*

X

图
!

显示)与对照组相比)沉默
K1D.0&!

基因

后)

!

种杀虫剂对短角外斑腿蝗的死亡率无显著影

响(沉默
K1D.08"

基因后)

FFS

%西维因和溴氰菊

酯对短角外斑腿蝗的死亡率也无显著改变作用)但

毒死蜱使短角外斑腿蝗的死亡率显著提高了

I";IId

*

I

!

讨
!

论

Q<S

家族是昆虫三大解毒酶系之一)也是昆虫

适应环境胁迫的重要方式&

ADCA"

'

*根据氨基酸序列同

源性%底物适应性和免疫反应)昆虫
Q<S

可分为

F2,/+

%

>

L

38,'*

%

<8

X

M+

%

S02/+

%

GM2

X

+

%

O2/+

和
7*C

K*'1*

等
D

个家族&

ABC$%

'

*不同昆虫基因组中
D.0

基因总量差异较大)黑腹果蝇!

EB,&%-*$

'

-72&3

"%

赤拟谷盗!

0B/-72-*&4,

"%冈比亚按蚊!

)B

'

-,1+I

-&

"%家蚕!

M$,1

9

A,$3+

"%西方蜜蜂!

)

F

+7,&%%+

(

I

&3-

"和人体虱!

!&8+/4%47=4,-*47=4,-*47

"分别

含有
!%

)

!A

)

IE

)

$I

)

AI

和
AA

个
D.0

基因*

!!

一般而言)食性单一%生活环境稳定的昆虫)其

基因组中
D.0

基因的数量相对较少*不同种类昆

虫
F2,/+

%

>

L

38,'*

%

GM2

X

+

%

<8

X

M+

%

S02/+

家族中的

D.0

数量差异较大)仅
O2/+

家族
Q<S

数量较少且

较为恒定!一般含有
%

"

$

个"

&

$AC$I

'

*本研究利用短

076
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角外斑腿蝗转录组数据成功获得了
AE

条
Q<S

全长

序列)分属于
F2,/+

%

>

L

38,'*

%

S02/+

和
GM2

X

+

家族*

但由于转录组测序技术的局限性)尚有
A$

条
Q<S

片段未获得全长序列)也无法得到准确分类与命名*

上述
A$

个
Q<S

片段中是否包含未知的短角外斑腿

蝗
Q<S

)短角外斑腿蝗
Q<S

家族是否含有
<8

X

M+

%

O2C

/+

和
7*K*'1*

家族成员)短角外斑腿蝗基因组中共

有多少个
D.0

基因)这些问题均有待进一步研究*

昆虫
Q<S

对杀虫剂特别是对有机磷杀虫剂代

谢的分子机制相对比较复杂&

AA

)

$!C$#

'

*

Q<S

既可以

通过直接催化
Q<\

与毒死蜱等有机磷杀虫剂的共

价螯合)实现代谢解毒(也可作为典型的
'

相解毒

酶)轭合
$

相解毒酶!如细胞色素
Y!E%

单加氧酶和

羧酸酯酶"产生的有机磷代谢产物)进一步提高有机

磷代谢产物的水溶性)促使其排出体外&

$#C$D

'

(

Q<S

也可能不参与代谢解毒)而是作为蛋白配体)通过吸

附和结合有机磷分子)降低有机磷分子在体内的有

效浓度)达到缓解毒性作用的效果&

AD

'

*本研究中沉

默
K1D.08"

基因后)毒死蜱使短角外斑腿蝗的死

亡率由
";I#d

显著提高至
!#;#Bd

)但
K1D.08"

在短角外斑腿蝗体内参与毒死蜱代谢解毒的具体分

子机制还有待深入探讨*
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