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摘要 采用转录组测序和荧光定量PCR等方法,分析蔬菜害虫黄曲条跳甲Phyllotretastriolata (Fabrici-
us)易化扩散载体超家族成员的cDNA序列及其基因表达。结果表明:黄曲条跳甲的一种易化扩散载体超家族

成员PsMFS1,其开放阅读框为1224bp,编码407个氨基酸,含有2个典型的功能域,即药物分子排出系统蛋白

功能域和易化扩散载体超家族蛋白功能域;该基因在黄曲条跳甲雌雄成虫的不同部位中都有表达,其中头部、

中肠和精巢或卵巢的相对表达量较高,触角和足部的相对表达量较低。
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  有效控制害虫是农业生产中的重要任务。目

前,新型杀虫剂开发的数量不断减少,害虫交互抗性

的研究逐渐受到人们的关注。易化扩散载体超家族

(majorfacilitatorsuperfamily,MFS)的概念主要来

源于医学领域对肿瘤细胞和真菌的多药耐药性

(multidrugresistance,MDR)的研究[1-2]。真菌多药

耐药的机制是降低细胞内药物浓度,增强细胞内的

药物外排能力[3-4]。真菌和肿瘤细胞的多耐药性主

要由2种蛋白介导,即 ATP结合转运蛋白(ATP
bindingcassttetransporters,ABCT)和易化扩散载

体超家族。
与肿瘤细胞和真菌的多药耐药性现象相似,一

个昆虫品系对选择药剂以外的其他从未使用过的一

种药剂或一类药剂也可产生抗药性,即交互抗性。
相同杀虫机制或相似化学结构的农药出现交互抗性

是显而易见的,但已发现不同杀虫机制或不同化学

结构的农药也会出现交互抗性[5-6],现有的研究主要

集中于害虫对不同杀虫剂的交互抗性水平与发展动

态[7-9],而对害虫交互抗性的机制研究较少。
黄曲条跳甲Phyllotretastriolata (Fabricius)

隶属鞘翅目叶甲科,可为害多种植物,尤其是十字花

科的植物,已成为蔬菜生产中最难控制的世界性害

虫之一[10-12]。据台湾省和福建省的调查结果,黄曲

条跳甲对有机磷类(马拉硫磷、毒死蜱、敌敌畏)、有
机氯类(丁硫克百威)、氨基甲酸酯类(甲萘威)及生

物农药类(阿维菌素)均有不同程度的抗药性[13-14]。
目前对昆虫抗药性机制的研究还只局限在代谢抗性

领域[15-16],尚未见对黄曲条跳甲交互抗性发生机制

的相关报道。笔者鉴定并分析了黄曲条跳甲 MFS
成员的基因序列和特征,旨在为深入研究黄曲条跳

甲交互抗性发生的分子机制提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试昆虫的饲养和取样

黄曲条跳甲交配期雌雄成虫由仲恺农业工程学

院昆虫学实验室提供。成虫采用芥菜叶喂食饲养,
光照培养箱温度为28℃,湿度为75%,光照度为

4000lx,光照昼夜比为14h/10h。黄曲条跳甲的

组织取样过程:将3~5头黄曲条跳甲装入离心管

中,在冰上放置5min使成虫暂时休克;在解剖镜载

物台的载玻片上滴1滴冰上预冷的磷酸盐缓冲液,
将休克的成虫挑至液滴中;在成虫即将苏醒时迅速

解剖,分别收集触角、头、中肠、精巢、卵巢、前足、中
足、后足等组织样品,雌虫和雄虫组织样本分开。将

收集的样品置于装有磷酸盐缓冲液的1.5mL离心

管中,待每管收集满10头样品时以4000r/min离
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心2min,除去各组织样本中的磷酸盐缓冲液,置液

氮速冻后保存于-80℃冰箱备用。由于虫体较小,
为满足RNA提取量,一般需要解剖80头以上的雌

虫或雄虫。
1.2 主要试剂

RNeasy® Plus MiniKit购 自 Qiagen 公 司;

TaqDNA 聚 合 酶、PrimeScript® RTreagentKit、

DNAFragmentPurificationKit、MineBestPlasmid
PurificationKit、pMD18-T、SYBR®PremixExTaqTM、

500bpDNA LadderMarker和 DL2000DNA
Marker均购自TaKaRa公司。
1.3 RNA 的提取和反转录

按照RNA抽提试剂盒(Qiagen公司)使用说明

的方法,提取黄曲条跳甲不同组织的总RNA。经琼

脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测后,按照Pri-
meScript® RTreagentKit反转录系统说明书以随

机引物进行反转录获得cDNA,以此作为PCR和荧

光定量PCR模板。
1.4 引物设计与合成

根据黄曲条跳甲转录组测序获得的易化扩散载

体超家族成员cDNA序列,设计和筛选符合荧光定

量PCR要求的特异性引物PsMFS1-F、PsMFS1-R
用于后续的PCR反应。以黄曲条跳甲的actin基因

作为内参基因(引物为Ps-actin-F和Ps-actin-R)。
荧光定量所用引物序列如下,PsMFS1-F:CCAC-
CGTTCTGTCGTGTTCA,PsMFS1-R:CTCCTT-
GTTCTTCCAATGGTATCA,PCR 产 物 长 度 为

159bp。内参actin基因的PCR扩增引物如下,Ps-
actin-F:TAAACCCGACGAAAGCAATGT,Ps-
actin-R:CGATTCCGAGAAAAGAACAGG,PCR
产物长度为220bp。
1.5 普通 PCR 的扩增

在离心管中加入以黄曲条跳甲成虫总RNA逆

转录 合 成 的 cDNA 模 板 1μL,再 加 入 10×
ExTaqDNA聚合酶反应缓冲液2μL(含 Mg2+)、
扩增PsMFS1基因的正向和反向引物各1μL(10
mol/L),2.5mmol/LdNTP1.5μL,ExTaqDNA
聚合酶0.2μL(5U/μL),加水至20μL,混匀离心

后放入PCR 仪扩增。PCR 反应程序:94℃变性

3min;接着进行35个循环,循环条件 为94 ℃
30s,60℃30s,72℃30s;循环完毕后,72℃保

温10min。扩增产物用2.0%琼脂糖凝胶电泳检

测,回 收 目 的 片 段。回 收 产 物 纯 化 后 连 接 到

pMD18-T载体,进 一 步 转 化 到 感 受 态 大 肠 杆 菌

DH5α中,经蓝白斑和氨苄筛选,重组质粒经扩大培

养,提取质粒DNA用于检测。测序工作由广州英

骏生物技术有限公司完成。
1.6 基因表达的荧光定量 PCR 分析

采用SYBRGreen染料法,在LightCycler480
荧光PCR仪上进行扩增和数据分析。根据SYBR®

PremixExTaqTM试剂盒的说明书,按20μL的总反

应体系,采用二步法进行,反应程序:预变性,95℃
5min;扩增,95℃5s,60℃20s,40个循环;溶

解曲线分析,95℃30s,65℃15s;冷却,40℃1s。
试 验 样 本 的 反 应 结 束 后,结 合 标 准 曲 线 进 行

PsMFS1基因表达的绝对定量分析。
1.7 标准曲线的建立与定量分析

以经测序验证的阳性重组质粒为模板,经10倍

系列稀释成7个质量浓度梯度(5.0、5.0×10-1、

5.0×10-2、5.0×10-3、5.0×10-4、5.0×10-5、

5.0×10-6ng/μL)以优化的反应条件进行real-time
PCR,以达到循环阈值为纵坐标,以模板质粒浓度的

常用对数值为横坐标建立定量标准曲线。Ps-actin
和PsMFS1的重组质粒的浓度梯度和对应的荧光

定量PCR都设置3次技术重复,分析3个标准曲线

内部的标准差,检验试验的可重复性。

Ps-actin 和PsMFS1在黄曲条跳甲各组织中

的表达也都设置3次生物学重复,然后分别根据各

自的标准曲线计算出每次试验样本中目标基因的绝

对定量。
黄曲条跳甲各部位基因相对表达量的比值=

PsMFS1的绝对定量/Ps-actin 的绝对定量。
1.8 基因序列的生物信息学与系统发育分析

基因序列和数据搜索使用NCBI上的Blast在

线程序;蛋白质序列分析采用ExPASy在线Scan-
Prosite程序;蛋白质分子质量和等电点分析采用

http:∥www.expasy.org/tools/pi-tool.html在线

工具;信号肽序列预测采用http:∥www.cbs.dtu.
dk/services/SignalP在线程序进行;跨膜结构预测

采 用 TMHMM 2.0(http://www.cbs.dtu.dk/

services/TMHMM/)在线程序进行。
从NCBI上下载 PsMFS1同源基因的氨基酸

序列,使用Clustalx1.8软件对这些序列进行比对,
采用分子进化遗传分析软件PHYLIP3.68进行遗

传距离分析,利用多重树构建一致树,完成进化树的

生成。遗传距离分析过程中没有设置外类群。
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2 结果与分析

2.1 PsMFS1 基因的序列分析

应用高通量测序平台Illumina’sSolexaGe-
nomeAnalyzerII对交配期的黄曲条跳甲雌雄成虫

混合样本进行转录组测序,采用SOAPdenovo软件

对每个读取序列片段(read)进行聚类后拼接成uni-
gene,再结合生物信息学软件进行靶标序列cDNA
全长的判定[17]。成功克隆并鉴定到含完整开放阅

读框 PsMFS1基 因 的cDNA(GenBank登 录 号:

JQ278010),其长度为1271bp,开放阅读框为1224
bp,编码407个氨基酸。ExPASy在线预测其蛋白

分子质量为45571.73u,蛋白序列的理论等电点为

7.59。
根据在线软件SignalP4.0分析表明,该蛋白分

子没有信号肽区段,TMHMM2.0在线预测跨膜结

构其包含有10个跨膜结构域。氨基酸序列及特征

分析表明,该基因的推测蛋白含有2个典型的功能

域,即药物分子排出系统蛋白功能域和易化扩散载

体超家族蛋白功能域(图1)。

 ATG:翻译起始密码子;TAA:翻译终止密码子;双下划线标记区域为药物分子排出系统蛋白功能域;单下划线标记区域为易化

扩散载体超家族蛋白功能域;阴影标记区域为蛋白分子的跨膜域。 ATG meaningthestarcodeand TAA meaningthestopcode;

Animoacidsignwithsingleunderlinindicatesdrugeffluxsystemproteindomain;Animoacidsignwithdoubleunderlinindicatesma-

jorfacilitatorsuperfamilydomain.

图1 黄曲条跳甲PsMFS1基因核酸序列与其推导的氨基酸序列特征

Fig.1 CharacteristicsofcDNAandputativeaminoacidsequenceofPsMFS1ofPhyllotretastriolata
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2.2 PsMFS1 基因的系统进化分析

通过对PsMFS1基因在 NCBI网上进行Blast
比对分析可知,目前在所有昆虫中只发现在赤拟谷

盗Triboliumcastaneum 和豌豆蚜Acyrthosiphon
pisum 中报道了PsMFS1的同源基因,但脊椎动物

和真菌类中的同源基因报道相对较多。分析部分

PsMFS1与其同源基因推测蛋白序列的系统发育

关系,结果见图2。
从图2可以看出,真菌类物种和脊椎动物的

MFS1同源基因都各自聚类为一支;黄曲条跳甲的

PsMFS1(图中方框标注)明显与其他2种昆虫的同

源基因聚类在一起,但并没有与同为无脊椎动物的

水生或海洋动物聚为一支。
另外,从图2中还可发现,在人体细胞中已找到

PsMFS1的4种同源基因,在赤拟谷盗和表皮葡萄

菌中也已报道了2种PsMFS1同源基因。在黄曲

条跳甲基因组中是否还有PsMFS1的多拷贝同源

基因还有待进一步验证。

  使用Kimura双参数模型构建NJ进化树,图中比例尺表示每单位长度位点的替换率。Phylogenetictreegeneratedbymethodof

NJwithKimura2-parameter,thescalebarindicatesthenumberofsubstitutionspersiteforaunitbranchlength.
图中基因蛋白产物的编号、相应序列号以及物种名分别如下 GenBankaccessionnumbersrelatedthespeciesandproteinana-

lyzed:Ps_MFS1,黄曲条跳甲 Phyllotretastriolata;Tc_EEZ976(EE_Z97676.1),赤拟谷盗 Triboliumcastaneum;Ap_XP0019(XP_

001945356.1),豌豆蚜 Acyrthosiphonpisum;Sp_XP7799(XP_779901.1),海胆 Strongylocentrotuspurpuratus;Nv_XP0016(XP_

001638798.1),海葵 Nematostellavectensis;Ta_XP0021(XP_002112790.1),丝盘虫 Trichoplaxadhaerens;On_XP0034(XP _

03452960.1),罗非鱼Oreochromisniloticus;Dr_CAQ144,斑马鱼 Daniorerio;Gg_XP4169(XP_416919.2),鸡Gallusgallus;Mm_

NP7660(NP_766087.1),小鼠 Musmusculus;Rn_NP0011(NP_001101685.1),大鼠Rattusnorvegicus;Bh_NP2426(NP_242641.1),

芽孢杆菌C-125菌株 BacillushaloduransC-125;Pd_ZP0809(ZP_08095488.1),东海动性球菌 PlanococcusdonghaensisMPA1U2;

Se_ZP0479(ZP_04796502.1),表皮葡萄菌 W23144菌株StaphylococcusepidermidisW23144;Lv_ZP0100(ZP_01004411.1),福尔

山洛克氏菌SKA53菌株LoktanellavestfoldensisSKA53;Cc_YP0048(YP_004862065.1),好气性光合成细菌 Aerobicphotosynthet-
icbacteria.

图2 来自不同物种的与PsMFS1同源基因蛋白产物的系统进化树

Fig.2 PhylogenetictreeofhomologousgenesofPsMFS1fromdifferentspecies

2.3 PsMFS1 基因表达量分析

对黄曲条跳甲不同组织中的PsMFS1mRNA
含量进行分析,结果表明,mRNA在黄曲条跳甲雌

雄成虫的不同部位中都有表达,其中在头部、中肠和

精巢或卵巢的表达量比较高,在触角、前足、中足和

后足的表达量都较低(表1)。

从表1还可以看出,黄曲条跳甲雄虫精巢mR-
NA的表达量约为雌虫卵巢的2倍。结合笔者课题

组在前期对黄曲条跳甲进行的相关研究结果[17]综

合分析,表明PsMFS1mRNA的相对表达量,属于

在本试验中基因转录组结果分析数据里相对较低的

水平。
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表1 黄曲条跳甲成虫不同组织中

PsMFS1mRNA的相对表达量

Table1 PsMFS1mRNArelativelevelsindifferenttissues

ofPhyllotretastriolataadults

组织
Tissues

雄虫
Male

雌虫
Female

触角 Antenna 2.6±0.26 3.2±0.40
头部(不含触角)
Head(missingantenna)

17.0±1.97 14.5±2.21

中肠 Midgut 22.6±5.05 22.0±1.48
精巢或卵巢
Testisorovary

62.3±5.51 29.9±4.51

前足Foreleg 3.8±2.01 7.5±1.97
中足 Middleleg 1.5±0.35 1.2±0.35
后足 Hindleg 2.8±0.62 1.9±0.15

3 讨 论

黄曲条跳甲Phyllotretastriolata (Fabricius)
是十字花科蔬菜生产中最难控制的世界性害虫之

一,且对很多化学药剂都有不同程度的抗药性。本

试验观察与分析了黄曲条跳甲对不同杀虫剂的交互

抗性,并成功鉴定了可能与害虫交互抗性相关的

MFS家族成员。由于昆虫中 MFS家族成员的功能

研究相对滞后,因此,对其在昆虫交互抗性中的作用

机制和信号通路还知之甚少。目前,在数据库中可

查询到 MFS家族成员基因序列信息的昆虫只有鞘

翅目的赤拟谷盗Triboliumcastaneum 和同翅目的

豌豆蚜虫Acyrthosiphonpisum。鞘翅目害虫黄曲

条跳甲PsMFS1家族成员的鉴定和分析进一步丰

富了 MFS家族成员信息资源,对其分子功能的研

究具有促进作用。
关于棉铃虫 Helicoverpaarmigera (Hübner)

对菊酯类和滴滴涕(dichloro-diphenyl-trichloroeth-
ane,DDT)农药之间的交互抗性,有研究推测,开始

时棉铃虫对滴滴涕的抗性是由滴滴涕脱氧化氢酶引

起的,由于菊酯类杀虫剂的选择,这一机制又为Kdr
机制代替,导致棉铃虫对二者皆具抗性[18]。上述推

测是结合代谢抗性和靶标抗性的角度来分析与探讨

昆虫交互抗性的发生。MFS家族成员在真菌中主

要介导降低细胞膜通透性和增强细胞内的药物外排

能力[1-2],可以解释为是一种在细胞水平的代谢抗

性,也可以上升为个体水平的生理抗性。笔者对黄

曲条跳甲 MFS家族成员的基因序列进行鉴定,可
以结合分析昆虫的生理抗性、代谢抗性甚至 MFS
家族成员的靶标抗性,进而为深入探讨不同昆虫对

不同杀虫剂产生交互抗性的机制提供新的思路。

按杀虫作用的方式来分,农药可分为胃毒作用、
触杀作用、熏蒸作用、拒食作用、干扰生长发育和不

育作用等类型,因此,昆虫对不同杀虫剂的交互抗性

可能是由昆虫的不同组织器官对农药表现出的综合

抗性。本试验对黄曲条跳甲PsMFS1基因表达谱

的研究发现,PsMFS1基因在雌雄成虫的不同组织

器官中都有表达,且中肠和生殖系统中的表达量比

头部、触角、足部的表达量要高。昆虫的中肠最易遭

受具胃毒作用或内吸作用类型农药分子的攻击[19],
因此,昆虫中肠细胞 MFS基因家族成员的表达对

胃毒作用农药的抗性发生可能起到了首条防线的重

要作用。
另外,昆虫 MFS基因家族成员可能结合更多

的功能基因如ABCT和糖蛋白共同作用[20],实现对

不同化学结构的农药分子产生抗性,即通过非专一

性抗性的作用方式进而可能表现出交互抗性,因此,
进行昆虫 MFS基因家族成员的鉴定和分析,对深

入研究昆虫交互抗性的分子机制具有重要意义。
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cDNAsequencesandgeneexpressionofmajorfacilitatorsuperfamily
inPhyllotretastriolata(Fabricius)

HEHua-liang BINShu-ying WUZhong-zhen LIAOHong-zhi LINJin-tian
DepartmentofPlantProtection,ZhongkaiUniversityofAgricultureandEngineering/

InstituteforManagementofInvasiveAlienSpecies,Guangzhou510225,China

Abstract Theidentificationofthemembersofamajorfacilitatorsuperfamily(MFS)mayprovides
morevaluableinformationfortheresearchofonthecross-resistanceofinsects.Illumina’sSolexase-
quencingtechnologyandthemethodofreal-timePCRwereusedforcDNAidentificationandexpression
profilesanalysis.Amemberofmajorfacilitatorsuperfamily(PsMFS1)wassuccessfullyobtained.Its
cDNAcontained1224bpopenreadingframe(ORF)encoding407aminoacids.Theputativeprotein
containsadrugeffluxsystemproteindomainandamajorfacilitatorsuperfamilydomain.Geneexpres-
sionprofilesanalysisshowedthatthePsMFS1inhead,midgutandproductionsystem wererelative
morehighlyexpressedthanthatinantennaandlegs.MFSpossiblyplaysaroleinthecross-resistanceof
P.striolatatopesticidesanditsfunctionandmechanisminvivoneededmorestudyinthefuture.

Keywords Phyllotretastriolata(Fabricius);majorfacilitatorsuperfamily;cross-resistance;gene
expression
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