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摘要　采用 RTＧPCR和 RACE技术,克隆了麦蛾OrCo基因全长序列,并将该基因命名为ScerOrCo.序列

分析结果显示,ScerOrCo全长为１８７６bp,开放阅读框长１４２２bp,编码４７３个氨基酸,序列中有７个跨膜区.

ScerOrCo基因的氨基酸序列与粘虫Mythimnaseparate嗅觉受体的同源性高达８７％.qRTＧPCR检测结果表明

ScerOrCo只在麦蛾触角中特异性表达,且雌雄虫间表达量无显著差异.
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　　昆虫对外界环境因子的刺激反应主要依赖于昆

虫灵敏的嗅觉系统,其在昆虫很多行为反应中均起

着极其重要的作用,包括交配、产卵、寻找寄主和躲

避天敌等[１].昆虫触角上的嗅觉感受器是昆虫与外

界环境进行化学信息交流的最基本的结构单元,通
常受两个或多个嗅觉受体神经元(olfactoryrecepＧ
torneurons,ORNs)支配[２].每个嗅觉受体神经元

可表达１~３个配体结合受体,即传统的气味受体

(odorantreceptors,ORs),并同时表达１个保守的

共受体(olfactoryreceptorcoreceptor,OrCo)[３Ｇ５].

OrCo在不同昆虫间均较保守,属于非典型的气味

受体,尽管它并不感受气味分子,但是在传统气味受

体的合成、运输、定位及稳定存在等方面具有重要的

作用,且还能提高传统气味受体对气味分子的反应

能力[６Ｇ８].
麦蛾Sitotrogacerealella Olivier是一种世界

性的储粮害虫,并被列为我国三大重要储粮害虫(麦
蛾、玉米象Sitophiluszeamais、谷蠹Rhizopertha
dominica)榜首.据报道,麦蛾全年可发生多次危

害,尤其在热带地区可达到１２代之多,在受害严重

的地区,其所造成的粮食损失量可占总储粮量的

４０％以上[９Ｇ１０].另外,化学药剂的长期连续单一使

用及施用方法不合理使得麦蛾的抗药性正在逐日提

高[１１].因此,寻求一种安全有效的“绿色谷物保护

剂”势在必行.近年来,伴随着人类环保意识的增强

以及生态文明的发展,越来越多的研究工作者致力

于利用害虫行为调节机制研究开发 “昆虫行为调节

剂”,这已成为害虫治理研究的重要方向[１２].麦蛾

在寻求配偶和产卵场所等生殖行为中均需要与外界

的信息交流,而嗅觉传导在这些行为中则扮演着非

常重要的角色[１３].因此,探索麦蛾的嗅觉机制有助

于寻找切实可行的麦蛾防治方法.笔者采用 RTＧ
PCR技术和RACE技术,成功获得了麦蛾非典型气

味受体基因ScerOrCo,并分析了该基因的序列和表

达模式,以期为后期深入研究麦蛾的嗅觉识别机制

奠定基础.

1　材料与方法

1.1　供试昆虫

供试麦蛾均为华中农业大学资源昆虫研究所长

期饲养的品系.麦蛾种群均在养虫笼(长宽高:３０
cm×３０cm×３０cm)内饲养,并且在其底部装约

３cm厚的小麦作为食物.养虫室的温度控制在

(２８±１)℃,相对湿度控制在７５％±５％,光周期设

置为L∶D＝１４∶１０.
1.2　主要试剂

RNA提取试剂盒(产品货号:RN０７)由北京艾

德莱生物科技有限公司提供;LATaq酶、pMD１８ＧT
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vector、５′ＧFullRACE Kit、３′ＧFullRACECoreSet
Ver．２．０、反转录试剂盒 (PrimeScriptRTreagent
KitWithgDNAEraser)和SYBRPremixExTaqII
由宝生物工程(大连)有限公司提供;Trans５α感受

态细胞由北京全式金生物技术有限公司提供;凝胶

回收试剂盒(AxygenDNA)由爱思进生物技术(杭
州)有限公司提供;所有引物均由上海生工生物工程

有限公司合成;由华大基因生物技术公司提供测序

服务工作.
1.3　引物设计与合成

比较已报道的鳞翅目昆虫气味受体OrCo 基因

的氨基酸序列,首先在保守区设计了１对简并引物,
用于克隆OrCo基因的cDNA片段.再根据已获得

的片段设计３′和５′端的引物.qRTＧPCR的引物由

BeaconDesigner７软件设计.本研究中所使用的

引物见表１.
表１　麦蛾OrCo基因克隆和表达引物

Table１　PrimersusedincloningandexpressionofScerOrCo

引物名称

Primernames
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequences(５′Ｇ３′)

DegeneratePCR
　OrCoＧF１ AARGTNAARGCNGARGGNYT

　OrCoＧR１ ATYTTNGTNGCYTGRTANGC

NestedPCR
　５′OrCoOuterPrimer ACCGAAGCGAACAAATCCAG
　５′OrCoInnerPrimer ATGGACGATACCAATCTCACAA
　３′OrCoOuterPrimer ACCATCACCTTGACTCTGCTTGC
　３′OrCoinnerPrimer TCCCTGGATTTGTTCGCTTCG
QuantitativerealＧtimePCR
　OrCoＧF２ GGCTCCTATTCTCAATGATGCTCGC

　OrCoＧR２ GAAGTCCTGCTGCGTGGAGTAGATG

　GAPDHＧF CCATCAAGCAAAAGGTAAGGGAGG

　GAPDHＧR TTGATGAGTGCGTGTCACCGAT

　注:表中简并引物的字母分别表示:Y＝ C/T;R＝ A/G;N ＝
A/T/G/C.Note:DNAlettercodes:Y ＝ C/T;R ＝ A/G;
N ＝ A/T/G/C．

1.4　麦蛾触角总 RNA 的提取

为了提高麦蛾触角总 RNA 的提取效率,减少

在试验过程中因触角细小而造成的损失,本试验采

用RNA小量提取试剂盒RN０７进行提取.取５０~
１００头初羽化的麦蛾,在－２０℃条件下冷冻处理

５~１０min,在冰上分别取麦蛾雌雄成虫的触角、头
(去触角)、躯干、翅和足,立即放入盛有液氮的离心

管中(卵和幼虫直接放入离心管并在液氮中速冻),
待收集完全后用研磨棒进行研磨,然后根据试剂盒

说明书提取总RNA.
1.5　反转录

以１μg麦蛾触角的总 RNA 为模板,按反转录

试剂盒说明书合成cDNA 第一链.此试剂盒中包

含gDNA 酶,可以去除gDNA的干扰.
1.6　PCR 扩增和 RACE 反应

以本文“１．５”中合成的cDNA 为模板进行PCR
扩增,反应程序和具体步骤详见文献[１４],略有改

动.５０μL的PCR反应体系:cDNA 为２μL,上/下

游引物(１０μmol/L)各为２μL,１０×LAPCRBuffer
II(Mg２＋ Free)为５μL,MgCl２为５μL,dNTPs(各

２．５mmol/L)为８μL,LATaq 酶(５U/μL)为０．５

μL,再加双蒸水定容至５０μL.PCR 反应条件为:

９４℃预变性５min,９４℃变性３０s,５４℃退火３０s,

７２℃延伸１min,设置３５个循环;最后７２℃延伸

１０min.
试验中的５′和３′端序列克隆分别参照宝生物

工程(大连)有限公司的５′ＧFullRACE Kit和３′Ｇ
FullRACECoreSetVer．２．０试剂盒说明书.采用

１％的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物,再利用爱思

进生物技术(杭州)有限公司的胶回收试剂盒纯化回

收目的片段.
1.7　PCR 产物克隆及测序

将回收的PCR产物连接至pMD１８ＧT 载体,再
转化到大肠杆菌 Trans５α感受态细胞中,经蓝白斑

筛选并挑取阳性克隆子后交由华大基因公司测序.
1.8　序列分析

将获得的序列与 GenBank中已有的序列进行

BLAST比对分析,最后通过序列拼接获得麦蛾OrＧ
Co(ScerOrCo)的基因全长.等电点和分子质量预

测利用 ExPASyProtParamtool(http://www．exＧ
pasy．org)进行;疏水性分析利用ExPASyProtScale
tool(http://web．expasy．org/protscale/)进行,并
由 SignalP４．１Server (http://www．cbs．dtu．dk/

services/SignalP/)预 测 信 号 肽;最 后 利 用 TMＧ
HMMServerv．２．０(http://www．cbs．dtu．dk/servＧ
ices/TMHMM/)完成跨膜区域的预测.
1.9　qRTＧPCR

２０μL的荧光定量 PCR 检测体系:cDNA 为

２μL,上/下游引物(１０μmol/L)各为０．８μL,SYBR
PremixExTaqII(２×)为１０μL,加双蒸水定容至

２０μL.采用两步法 PCR 反应程序:９５℃预变性

３０s;９５℃５s,６０℃３０s,设置４０个循环.熔解曲

线条件为:５５℃３０s,再以每个循环增加０．５℃上升

到９５℃.相对表达量采用２－ΔΔCt法计算[１５].采用

甘油醛Ｇ３Ｇ磷酸脱氢酶基因(glyceraldehydeＧ３ＧphosＧ

７４



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３７卷　

phatedehydrogenase,GenBank:KF５１３１５３)作为内

参 基 因 进 行 标 准 化. 利 用 统 计 分 析 软 件

(SPSS１７．０)对麦蛾不同组织间该基因的相对表达

量进行单因素方差统计分析(ANOVA),并采用图

基(Tukey)进行差异显著性分析(P＜０．０５).

2　结果与分析

2.1　 ScerOrCo 基因克隆

试验以麦蛾触角的cDNA 为模板,设计简并引

物进行RTＧPCR扩增,结果获得了１条４３０bp左右

的特异 性 条 带.将 获 得 的 序 列 在 NCBI上 进 行

BLAST比对分析,结果表明该片段与鳞翅目的非

典型气味受体基因具有高度的相似性.
根据已获得的保守区序列分别设计３′和５′端

的特异性引物,进行３′和５′RACE反应,测序后得

到了长度分别为２９１bp和１２６０bp的序列.通过

序列拼接后最终获得了ScerOrCo 全长序列(GenＧ
Bank登录号:KF５１３１４９)(图１).

　下划线表示预测的７个跨膜区;∗表示终止密码子.Thepredictedtransmembraneregionsareunderlined;theasteriskmarksthe

translationＧterminationcodon．

图１　ScerOrCo核苷酸序列和推导的氨基酸序列

Fig．１　ScerOrCosequencesofnucleotideandinferredaminoacid
2.2　序列分析

ScerOrCo全长为１８７６bp,开放阅读框１４２２
bp,编码４７３个氨基酸(图１).预测的分子质量为

５３．６ku,等电点为 ８．５４.信号肽预测分析 表 明

ScerOrCo的 NＧ端没有信号肽、非分泌蛋白(图２).

ScerOrCo总疏水性平均系数 GRAVY (GrandavＧ
erageofhydropathicity)为０．２５７,表明该蛋白为疏

水性蛋白(图３).跨膜结构分析结果显示ScerOrＧ
Co有７个跨膜区,分别是C４６ＧC６５、C７５ＧC９７、C１３６Ｇ
C１５８、C１８７ＧC２０９、C３４９ＧC３６６、C３７６ＧC３９８和 C４４７Ｇ

C４６９(图４).将推导的ScerOrCo氨基酸序列进行

BLAST 比 对,发 现 ScerOrCo 与 粘 虫 Mythimna
separate嗅觉受体同源性最高,同源性达８７％;其
次是 棉 铃 虫 Helicoverpaarmigera,同 源 性 达

８６％.
2.3　 ScerOrCo 的组织分布

qRTＧPCR结果显示ScerOrCo 主要在麦蛾触

角中表达,在成虫其他组织中如不包括触角的头部、
翅、足等的表达量非常少或不表达(图５),而在其他

生长发育阶段,如卵和幼虫中有极微量的表达;另

８４
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图２　ScerOrCo信号肽分析

Fig．２　ThepredictionofsignalpeptideofScerOrCo

图３　ScerOrCo疏水性分析

Fig．３　AnalysisofthehydrophobicityofScerOrCo
外,ScerOrCo在雌蛾和雄蛾触角中的表达量相当,
差异不显著(P＞０．０５).

3　讨　论

本文利用基因克隆技术获得了ScerOrCo 基因

全长,并对其进行了序列分析.ScerOrCo与粘虫嗅

觉受体的同源性高达８７％,与棉铃虫嗅觉受体的同

源性达８６％.尽管经历了数百万年的进化分离,

OrCo基因在不同昆虫体内仍表现出高度的保守

性[１６].ScerOrCo具有７个跨膜区,与其他文献报

道结果一致[１７].虽然OrCo是一类有７个跨膜区的

跨膜蛋白,但是它并不是严格意义上的 G蛋白偶联

受体,OrCo的 NＧ端在胞内,而 CＧ端在胞外,这一特

征已在黑腹果蝇Drosophilamelanogaster 和冈比

亚 按 蚊 Anophelesgambiae 中 得 到 证 实[１８Ｇ１９].

ScerOrCo主要在麦蛾成虫触角中特异性表达,在卵

和幼虫中表达量极少.然而,OrCo 被发现可在豆

荚草盲蝽Lygushesperus和丝光绿蝇Luciliasericata

９４
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　跨膜区l(４６~６５);跨膜区２(７５~９７);跨膜区３(１３６~１５８);跨膜区４(１８７~２０９);跨膜区５(３４９~３６６);跨膜区６(３７６~３９８);跨

膜区７(４４７~４６９).Transmembraneregion１(４６Ｇ６５);transmembraneregion２(７５Ｇ９７);transmembraneregion３(１３６Ｇ１５８);transＧ

membraneregion４(１８７Ｇ２０９);transmembraneregion５(３４９Ｇ３６６);transmembraneregion６(３７６Ｇ３９８);transmembraneregion

７(４４７Ｇ４６９)．

图４　ScerOrCo跨膜区分析

Fig．４　AnalysisofthetransmembraneregionsofScerOrCo

　图中误差线表示标准偏差;相同字母表示表达水平差异不显

著(P＞０．０５).ErrorbarsinthefiguremeanstandarddeviaＧ

tion;samelettersindicatethattheexpressionlevelwasnotsigＧ

nificantlydifferent(P＞０．０５)．A:卵 Eggs;B:幼虫 Larvae;C:

雌蛾触角 Femaleantennae;D:雄蛾触角 Maleantennae;E:雌

蛾头部 Femaleheads;F:雄蛾头部 Maleheads;G:雌蛾翅 FeＧ

malewings;H:雄蛾翅 Malewings;I:雌蛾足 Femalelegs;J:

雄蛾足 Malelegs;K:雌蛾虫体其余部 分 Femaleremaining

body;L:雄蛾虫体其余部分 Maleremainingbody．

图５　qRTＧPCR分析麦蛾OrCo基因的表达模式

Fig．５　ScerOrCoexpressionlevelbyqRTＧPCR

的卵中表达[１６,２０].另外,ScerOrCo 在雌雄虫中表

达量无显著差异,类似的结果在豆荚草盲蝽Lygus
hesperus中已见报道[１６].

通过对麦蛾序列相似性、跨膜结构和表达模式

进行分析,我们发现麦蛾的 ScerOrCo受体与其他

昆 虫OrCo具有高度的保守性,这说明了该受体对

于昆虫的正常生存具有非常重要的作用[８].麦蛾

ScerOrCo受体的克隆和分析,为深入研究麦蛾气味

受体的功能,以及揭秘麦蛾的产卵和求偶的分子机

制奠定了基础.从应用角度出发,这类在不同昆虫

中高度保守的气味受体 OrCo的发现无疑给“害虫

行为调节剂”的开发和应用带来了新的机遇,若能成

功干扰或者破坏OrCo 的功能,势必能同时影响昆

虫多个嗅觉受体正常功能的调控作用,并且这种技

术一旦获得成功并能应用于生产实践中,即可同时

防控多种近缘害虫,将具有广阔的应用前景.

参 考 文 献

[１]　BRUYNE M,BAKERTC．Odordetectionininsects:volatile

codes[J]．Journalofchemicalecology,２００８,３４(７):８８２Ｇ８９７．
[２]　ALTNER H,PRILLINGERL．Ultrastructureofinvertebrate

chemoＧ,thermoＧ,andhygroreceptorsanditsfunctionalsignifiＧ

cance[J]．Internationalreviewofcytology,１９８０,６７:６９Ｇ１３９．
[３]　CLYNEPJ,WARRCG,FREEMANMR,etal．AnovelfamiＧ

lyofdivergentsevenＧtransmembraneproteins:candidateodorＧ

antreceptorsinDrosophila[J]．Neuron,１９９９,２２(２):３２７Ｇ３３８．
[４]　GROSSEＧWILDEE,STIEBERR,FORSTNER M,etal．SexＧ

specificodorantreceptorsofthetobaccohornworm Manduca

sexta[J]．Frontiersincellularneuroscience,２０１０,４:２２．
[５]　GROSSEＧWILDEE,KUEBLERLS,BUCKSS,etal．Antennal

transcriptomeofManducasexta[J]．ProceedingsofthenationＧ

alacademyofsciences,２０１１,１０８(１８):７４４９Ｇ７４５４．
[６]　LARSSON M C,DOMINGOSAI,JONESW D,etal．Or８３b

encodesabroadlyexpressedodorantreceptoressentialfor

Drosophilaolfaction[J]．Neuron,２００４,４３(５):７０３Ｇ７１４．
[７]　GE H,KRISHNANP,LIU L,etal．ADrosophilanonvisual

arrestinisrequiredforthemaintenanceofolfactorysensitivity
[J]．Chemicalsenses,２００６,３１(１):４９Ｇ６２．

０５



　第１期 应益益 等:麦蛾气味受体OrCo基因的克隆及其表达模式分析 　

[８]　GOLDMANAL,VANNATERSW VG,LESSINGD,etal．

Coexpressionoftwofunctionalodorreceptorsinoneneuron
[J]．Neuron,２００５,４５(５):６６１Ｇ６６６．

[９]　李正凡．怎样防治麦蛾 [J]．四川农业科技,１９８２(６):２８Ｇ２９．
[１０]YANG FL,ZHU F,LEICL．Insecticidalactivitiesofgarlic

substancesagainstadultsofgrain moth,Sitotrogacerealella
(Lepidoptera:Gelechiidae)[J]．Insectscience,２０１２,１９(２):

２０５Ｇ２１２．
[１１]BOSHRASA．EffectofhighＧtemperaturepreＧirradiationonreＧ

productionandmatingcompetitivenessofmaleSitotrogacereＧ

alella (Olivier)andtheirF１progeny [J]．Journalofstored

productsresearch,２００７,４３(１):７３Ｇ７８．
[１２]陆宴辉,张永军,吴孔明．植食性昆虫的寄主选择机理及行为调

控策略[J]．生态学报,２００８,２８(１０):５１１３Ｇ５１２２．
[１３]王桂荣,吴孔明,苏宏华,等．棉铃虫嗅觉受体基因的克隆及组

织特异性表达[J]．昆虫学报,２００５,４８(６):８２３Ｇ８２８．
[１４]马敏．大蒜精油活性物质干扰麦蛾交配的分子机理研究[D]．武

汉:华中农业大学,２０１６．
[１５]LIVAKKJ,SCHMITTGENTD．AnalysisofrelativegeneexＧ

pressiondatausingrealＧtimequantitativePCRandthe２ＧΔΔCT

method[J]．Methods,２００１,２５(４):４０２Ｇ４０８．
[１６]HULLJJ,HOFFMANNEJ,PERERA OP,etal．IdentificaＧ

tionofthewesterntarnishedplantbug(Lygushesperus)olＧ

factorycoＧreceptorOrco:expressionprofileandconfirmationof

atypicalmembranetopology[J]．ArchivesofinsectbiochemisＧ

tryandphysiology,２０１２,８１(４):１７９Ｇ１９８．
[１７]BENTONR．Ontheoriginofsmell:odorantreceptorsininsects

[J]．Cellularand molecularlifesciences,２００６,６３(１４):１５７９Ｇ

１５８５．
[１８]BENTON R,SACHSE S,MICHNICK S W,etal．Atypical

membranetopologyandheteromericfunctionofDrosophilaoＧ

dorantreceptorsinvivo [J]．PLoSbiology,２００６,４(２):e２０．
[１９]TSITOURAP,ANDRONOPOULOUE,TSIKOUD,etal．ExＧ

pressionandmembranetopologyofAnophelesgambiaeodorＧ

antreceptorsinlepidopteraninsectcells[J]．PLoSONE,２０１０,

５(１１):e１５４２８．
[２０]WANGX,ZHONGM,WENJ,etal．Molecularcharacterization

andexpressionpatternofanodorantreceptorfromthemyiasisＧ

causingblowfly,Luciliasericata (Diptera:Calliphoridae)[J]．

Parasitologyresearch,２０１２,１１０(２):８４３Ｇ８５１．

Cloningandexpressionprofileanalysisof
odorantreceptorgeneinSitotrogacerealella

YINGYiyi１　MA Min１　LUYan１　LIUCan１　LIXuegang２　YANGFenglian１

１．HubeiInsectResourcesUtilizationandSustainablePestManagementKeyLaboratory/

CollegeofPlantandScienceTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．CollegeofScience,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Inthepresentstudy,thefullＧlengthcDNAoftheodorantreceptorcoＧreceptorgenewas
clonedfromtheantennaeofSitotrogacerealella (namedScerOrCo)byusingreversetranscriptionpolyＧ
merasechainreaction(RTＧPCR)andrapidamplificationofcDNAends(RACE)．SequenceanalysisreＧ
vealedthatthetranscriptconsistedof１８７６nucleotidesandtheopenreadingframewas１４２２bp,encoＧ
dingapeptideof４３７aminoacidswith７putativetransmembranedomains．ThededucedaminoacidseＧ
quenceofScerOrCosharedthehighestsimilaritywiththeolfactoryreceptorofMythimnaseparate
(８７％)．TheresultsofquantitativerealtimeRTＧPCRshowedthattheScerOrCo mRNAwasexpressed
specificallyinadultantennaeandhadnodifferencebetweenfemaleandmale(P＞０．０５)．

Keywords　Sitotrogacerealella;odorantreceptor;genecloning;sequenceanalysis;expression
patterns
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