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摘要　Ｐ４５０犆犢犘９犃家族基因与昆虫对拟除虫菊酯类杀虫剂的抗性相关。为证实溴氰菊酯对甘蓝夜蛾犆犢犘９犃基

因的诱导效果，本研究采用ＲＴＰＣＲ和ＲＡＣＥ技术克隆获得甘蓝夜蛾犆犢犘９犃基因，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测该基因在

甘蓝夜蛾不同组织中的表达差异及溴氰菊酯处理甘蓝夜蛾５龄幼虫不同时间后该基因相对表达量变化，研究结果

可为甘蓝夜蛾对溴氰菊酯的抗性治理提供依据。结果表明：克隆得到甘蓝夜蛾犆犢犘９犃基因ｃＤＮＡ全长序列，该序

列包含１８２８ｂｐ，包括１个１２５ｂｐ的５′非编码区，１个１０４ｂｐ的３′非编码区和１个１５９９ｂｐ的开放阅读框，编码

５３２个氨基酸，分子量约为６１．１ｋＤａ，等电点为８．８４，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＲ６７６３４３，被国际Ｐ４５０命名委员会命名

为犆犢犘９犃９０。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析结果表明，该基因在甘蓝夜蛾５龄幼虫６个组织中表达情况不同，其中在脂肪体

中表达量最高。低剂量溴氰菊酯作用后不同时间点犆犢犘９犃９０ｍＲＮＡ总体呈现诱导表达趋势。
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　　细胞色素Ｐ４５０多功能氧化酶系（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ

Ｐ４５０ｅｎｚｙｍｅｓ，Ｐ４５０ｓ）在昆虫体内主要分布于中肠、

脂肪体和马氏管等组织中［１］，可代谢杀虫剂等多种

内源及外源性化合物［２３］，以及多种激素及信息

素［４５］。一般认为，其对杀虫剂的代谢（解毒或活化）

关系到昆虫对杀虫剂的耐受性和杀虫剂对昆虫的选

择性，Ｐ４５０介导的杀虫剂代谢解毒作用的增强是昆

虫产生抗药性常见而重要的机制［４］。已有研究表明，
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对二氯苯醚菊酯产生抗性的致倦库蚊犆狌犾犲狓狇狌犻狀狇狌犲

犳犪狊犮犻犪狋狌狊犆犢犘９犕１０基因的ｍＲＮＡ表达为敏感体系

的２６４倍
［６］，小菜蛾对二氯苯醚菊酯抗性品系中

犆犢犘６犅犌１基因表达是敏感品系的４．９倍
［７］。Ｐ４５０的

可诱导性表现为昆虫暴露于药剂或其他异源物质环

境下，其体内某一种或几种细胞色素Ｐ４５０的水平会

显著上升，使得解毒作用显著增强［８］。其诱导作用增

强了昆虫的解毒作用，提高了昆虫对环境有毒物质的

适应能力，因此昆虫抗药性产生通常表现为Ｐ４５０酶

活性的增强和其表达量的上升［４］。用氯氰菊酯诱导

野桑蚕犅狅犿犫狔狓犿犪狀犱犪狉犻狀犪时，犆犢犘９犃２１基因在中肠

的表达量是对照的２．１倍，导致野桑蚕对氯氰菊酯氧

化解毒代谢作用的增加［９］。用氯虫苯甲酰胺诱导甜

菜夜蛾，４个Ｐ４５０基因犆犢犘９犃９、犆犢犘４犌３７、犆犢犘４犛１１

及犆犢犘６犅的表达明显上调
［１０］。溴氰菊酯可以显著

增强褐飞虱体内犆犢犘３０３犃１的表达
［１１］。

甘蓝夜蛾犕犪犿犲狊狋狉犪犫狉犪狊狊犻犮犪犲Ｌｉｎｎａｅｕｓ，又名

甘蓝夜盗虫、夜盗蛾等，属于鳞翅目夜蛾科，盗夜蛾

亚科，为世界性分布害虫［１２］。不仅为害甘蓝、白菜、

卷心菜等十字花科蔬菜，还是瓜类、豆类、茄果类、甜

菜的重要害虫［１３］。目前对于甘蓝夜蛾的主要防治

手段是化学防治，主要药剂包括高效氯氟氰菊酯、高

效氯氰菊酯和溴氰菊酯。目前国内外一些文章报道

了Ｐ４５０对杀虫剂的代谢解毒机制，研究多在ＣＹＰ４

家族、ＣＹＰ６家族和ＣＹＰ９家族三个与抗药性相关

的家族中［１４］，且Ｙａｎｇ等通过试验证实发现棉铃虫

中犆犢犘９犃家族与氰戊菊酯、溴氰菊酯、氯氰菊酯抗

性有关［１５１７］，烟芽夜蛾中与硫代灭多威和氯氰菊酯

抗药性相关的基因为犆犢犘９犃１
［１８１９］，家蚕当中的

犆犢犘９犃２２与野桑蚕中的犆犢犘９犃２１均能被氯氰菊

酯诱导［９，２０］。因此，本研究对甘蓝夜蛾犆犢犘９犃型基

因的ｃＤＮＡ序列进行克隆，将其命名为犆犢犘９犃９０；

并通过荧光定量ＰＣＲ技术检测该基因在各组织中

的表达以及经溴氰菊酯诱导后的表达，为开展甘蓝

夜蛾细胞色素Ｐ４５０基因的功能分析提供基础，同时

也为Ｐ４５０酶系的抗性机理研究及甘蓝夜蛾抗性治

理提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试昆虫

在东北农业大学香坊实验基地黑光灯下诱集

甘蓝夜蛾成虫，将其放入恒温培养箱内进行饲养，饲

养温度为（２５±１）℃，光周期Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ，相对

湿度７０％，以５％蜂蜜水饲喂，待其产卵，幼虫取食

未接触任何农药的白菜叶，饲养２代后再用作试验

材料。

１．２　试剂

ＲＮＡ提取试剂盒 ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转录酶 ＭＭＬＶ、低熔点琼脂糖购

自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（ＦＢＩ）公司；ＤＮＡ胶回收试剂盒、克隆

载体ｐＭＤ１８Ｔ、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、３′ＲＡＣＥ试

剂盒、５′ＲＡＣＥ试剂盒、犜犪狆ＤＮＡ聚合酶购自大连

宝生物公司；感受态细胞Ｔｒａｎｓ５α购自北京全式金

生物技术公司、限制性内切酶购自 ＮＥＢ公司、

ＴＨＵＮＤＥＲＢＩＲＤＳＹＢＲｑＰＣＲＭｉｘ购自ＴＯＹＯＢＯ

公司；大肠杆菌ＤＨ５α（本实验室保存），其余试剂均

为进口或国产分析纯。基因测序由上海生工生物有

限公司完成。

１．３　方法

１．３．１　总ＲＮＡ提取与第一链ｃＤＮＡ的合成

选取发育良好的甘蓝夜蛾５龄第１天幼虫为试

验材料，提取方法根据ＴＲＩｚｏｌ试剂盒使用说明进

行，提取得到的ＲＮＡ为模板，以ｄｔＡｄａｐｔｅｒ（表１）

为ｃＤＮＡ合成引物，根据 ＭＭＬＶ反转录酶使用说

明进行，合成第一链ｃＤＮＡ。

１．３．２　ｃＤＮＡ全长序列克隆及序列分析

根据已登录 ＧｅｎＢａｎｋ的棉铃虫 犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪

犪狉犿犻犵犲狉犪（ＡＹ３７１３１８）犆犢犘９犃１２和野桑蚕犅．犿犪狀

犱犪狉犻狀犪（ＥＦ５３５８０６）犆犢犘９犃２２两种昆虫犆犢犘９犃基

因的全序列设计甘蓝夜蛾犆犢犘９犃基因特异片段

的简并引物 Ｍｂ９Ｆ和 Ｍｂ９Ｒ（表１）。以合成的

ｃＤＮＡ为模板，以 Ｍｂ９Ｆ和 Ｍｂ９Ｒ为引物扩增甘

蓝夜蛾犆犢犘９犃ｃＤＮＡ序列片段。ＰＣＲ程序如下：

９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１

ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。经１．０％的琼

脂糖凝胶电泳检测扩增产物后回收目的片段，进行

纯化后再克隆到ｐＥａｓｙＴ１载体上，转化至感受态

细胞ＤＨ５α中，氨苄筛选，挑斑活化，鉴定后选择阳

性克隆菌斑送上海生工生物有限公司进行测序。

按照得到的基因片段及试剂盒要求设计ＲＡＣＥ嵌

套引物 Ｍｂ９３′ＲＡＣＥＲｏ，Ｍｂ９３′ＲＡＣＥＲｉ，Ｍｂ９

５′ＲＡＣＥＲｏ，Ｍｂ９５′ＲＡＣＥＲｉ（表１），根据５′Ｆｕｌｌ

ＲＡＣＥＫｉｔ说明进行５′ＲＡＣＥ扩增，根据３′Ｆｕｌｌ

ＲＡＣＥＫｉｔ说明进行３′ＲＡＣＥ扩增。检测ＲＡＣＥ

产物并进行纯化、测序，测序结果拼接。利用

Ｂｌａｓｔｘ进行相似性比对，ＤＮＡＭＡＮ翻译开放阅读
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框，氨基酸序列的分子量、等电点和信号肽等利用

ＥｘＰＡＳｙ在线网站（ｈｔｔｐ：∥ｕｓ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／

ｄｎａ．ｈｔｍｌ）推导获得。

１．３．３　不同组织表达分析

在ＲＮＡ保存液中快速解剖５龄幼虫２０头，获

得前肠、中肠、后肠、马氏管、脂肪体和唾腺等６种

组织。共设３个生物学重复。ｃＤＮＡ模板的制备

同１．３．１。

根据犆犢犘９犃９０基因全长序列，设计荧光定量

ＰＣＲ引物ＣＹＰ９ＡｑＦ和ＣＹＰ９ＡｑＲ。利用βａｃｔｉｎ

作为内参基因，设计引物βａｃｔｉｎＦ和βａｃｔｉｎＲ（表

１）。实时荧光定量ＰＣＲ按照ｑＰＣＲ Ｍｉｘ（Ｃｏｄｅ：

ＱＰＳ２０１）荧光定量试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ）说明书的要

求进行操作。ＰＣＲ反应条件为：预变性９５℃５ｍｉｎ，

变性９５℃１０ｓ，退火６０℃１２ｓ，延伸７２℃２０ｓ，４０

个反应循环，最后以每１ｓ上升１℃的速度从６０℃上

升至９５℃记录熔解曲线。采用２－ΔΔＣｔ法进行ＰＣＲ

相对定量分析。数据的多重比较利用ＳＡＳ９．４软件

来进行，数值均以平均值±ＳＥ进行表示，差异显著

性分析应用ＨＳＤ检验法进行检测，犘＜０．０１。

１．３．４　溴氰菊酯对犆犢犘９犃９０基因的诱导表达分析

１．３．４．１　室内毒力测定

采用点滴法，用丙酮将２．５％溴氰菊酯水乳剂

（拜耳作物科学（中国）有限公司）稀释成５个不同的

浓度，点滴０．５μＬ药液于甘蓝夜蛾５龄幼虫第２、３

腹节之间，每个处理２０头，３个重复，以丙酮作对

照。点滴后的甘蓝夜蛾幼虫放在室温条件下饲养，

２４ｈ后计算死亡率。采用ＳＡＳ软件对药剂使用剂

量和昆虫死亡率之间进行回归分析。计算出５龄甘

蓝夜蛾幼虫对溴氰菊酯的ＬＤ１０、ＬＤ３０和ＬＤ５０。

图１　甘蓝夜蛾犆犢犘９犃９０犮犇犖犃序列及推导的氨基酸序列

犉犻犵．１　犆犢犘９犃９０犮犇犖犃犪狀犱狋犺犲犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲犳狉狅犿犕犪犿犲狊狋狉犪犫狉犪狊狊犻犮犪犲

１．３．４．２　溴氰菊酯对甘蓝夜蛾犆犢犘９犃９０基因的

诱导表达

分别点滴０．５μＬＬＤ１０、ＬＤ３０和ＬＤ５０浓度的溴氰

菊酯于甘蓝夜蛾５龄幼虫第２、３腹节之间，每处理

１２０头，３个重复，以丙酮作对照，室温条件下饲养，在

点滴处理后３、６、１２、２４和４８ｈ分别从每个重复收集

存活的幼虫１０头并冻存于液氮中保存。依照１．３．１

方法获得ｃＤＮＡ第一链，－８０℃冰箱中保存待用。采

用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法分析甘蓝夜蛾犆犢犘９犃９０基因

相对表达量。反应体系及条件参见１．３．３。
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表１　本研究所用引物

犜犪犫犲犾１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｄｔＡｄａｐｔｅｒ ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＣＧＡ（Ｔ）１７

Ｍｂ９Ｆ ＧＧＴＣＡＡＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＡＣＡＴＧＣＧＮＴＣ

Ｍｂ９Ｒ ＡＴＧＧＡＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＡＡＣＴＴＣＣＧＣＣＧＴ

Ｍｂ９３′ＲＡＣＥＲｏＣＡＧＡＧＴＴＴＧＧＡＣＴＧＡＣＡＣＣＧＡＣＣＴＣＡＴＴＧＣ

Ｍｂ９３′ＲＡＣＥＲｉ ＣＡＧＧＡＧＣＧＴＣＴＧＧＧＧＣＡＣＧＡＧＡＴＣＡＡＧ

Ｍｂ９５′ＲＡＣＥＲｏＣＧＣＡＧＧＡＧＧＣＴＡＴＣＡＣＧＴＣＧＴＴＡＧ

Ｍｂ９５′ＲＡＣＥＲｉ ＣＣＧＡＣＣＴＣＣＡＣＣＡＴＧＡＡＡＧＧＣＡＣＣＡＴＣＡＧＡＣＧ

ＣＹＰ９ＡｑＦ ＡＡＧＡＴＴＴＴＡＴＣＧＴＣＣＧＣＡＡＡＧＧ

ＣＹＰ９ＡｑＲ ＧＴＣＣＡＡＣＡＣＣＧＡＡＧＧＧＣＡＴ

βａｃｔｉｎＦ ＣＣＡＡＣＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＧＡＣＣＡ

βａｃｔｉｎＲ ＴＣＧＧＣＧＡＴＡＣＣＡＧＧＧＴＡＣＡＴ

２　结果与分析

２．１　犆犢犘９犃９０基因的获得及序列分析

利用ＲＴＰＣＲ及ＲＡＣＥ方法获得甘蓝夜蛾细胞

色素Ｐ４５０基因１８２８ｂｐ的全长ｃＤＮＡ序列，包括１

个１２５ｂｐ的５′非编码区，１个１０４ｂｐ的３′非编码区和

１个１５９９ｂｐ的开放阅读框。编码５３２个氨基酸。氨

基酸序列中包括Ｐ４５０蛋白特征序列ＦｘｘＧｘＲｘＣｘＧ

（血红素结合区）（图２）。通过ＥｘＰａＳｙ在线生物软件

获得其氨基酸序列的分子量约为６１．１ｋＤａ，等电点为

８．８４。ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＲ６７６３４３，国际Ｐ４５０命名

委员会命名为犆犢犘９犃９０。

图２　犆犢犘９犃９０与其他昆虫犆犢犘９犃氨基酸序列多重比对

犉犻犵．２　犕狌犾狋犻狆犾犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳狋犺犲犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犆犢犘９犃９０犪狀犱狅狋犺犲狉犆犢犘９犃狊
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２．２　犆犢犘９犃９０基因与鳞翅目其他种昆虫犆犢犘氨基

酸序列比对

　　从ＮＣＢＩ数据库获取与甘蓝夜蛾犆犢犘９犃９０相似

性高的其他昆虫犆犢犘９犃氨基酸序列１６条，利用

ＤＮＡＭＡＮ软件进行氨基酸序列比对，结果发现，甘蓝

夜蛾犆犢犘９犃９０与其他昆虫犆犢犘９犃亚家族的氨基酸

序列 同 源 性 达 ７０％ 以 上，其 中 与 甘 蓝 夜 蛾

（ＡＹ３９０２６０）一 致 性 最 高，达 ８６％，与 棉 铃 虫

（ＤＱ００３２７５）、美洲棉铃虫（ＤＱ７８８８３９）、斜纹夜蛾

（ＧＱ４６５０４０）、甜菜夜蛾（ＡＢ３８１８８３）和草地贪夜蛾

（ＫＪ６７１５７７）的一致性分别为７９％、７８％、７２％、７１％和

７０％；这７种氨基酸序列均具有相似的螺旋Ｃ、螺旋

Ｋ、氧结合区、血红素结合区（图２）。通过ＭＥＧＡ５．０

软件ＮＪ法构建鳞翅目不同昆虫的细胞色素Ｐ４５０系

统发育进化树（图３）。结果表明，犆犢犘９犃９０推导出的

氨基酸序列与同种的犆犢犘９犃１３（ＡＹ３９０２６０）关系最

近，与鳞翅目夜蛾科棉铃虫（ＤＱ００３２７５）、美洲棉铃虫

（ＤＱ７８８８３９）亲缘关系较近，与斜纹夜蛾（ＧＱ４６５０４０）、

甜菜夜蛾（ＡＢ３８１８８３）和草地贪夜蛾（ＫＪ６７１５７７）关系

稍远；与家蚕（ＡＢ４９８８０７）、稻纵卷叶螟（ＫＰ００１１３１）、

苹果蠹蛾（ＫＣ８３２９２０）等非夜蛾科昆虫的亲缘关系相

对较远。

图３　昆虫犆犢犘９犃基因推导氨基酸的系统进化树构建

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犮犪犾犮狌犾犪狋犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犆犢犘９犃

２．３　犆犢犘９犃９０基因在不同组织中的表达

通过ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测发现犆犢犘９犃９０在甘

蓝夜蛾５龄幼虫的６个不同组织内表达情况不同，

其中在脂肪体中表达最高，其次是前肠、中肠和后

肠，而在马氏管和唾腺中没有检测到该基因的表达

（图４）。脂肪体中该基因表达量分别是中肠、前肠

和后肠的４．４８、６．５４和９８．１倍。

２．４　溴氰菊酯对犆犢犘９犃９０基因的诱导表达分析

２．４．１　室内毒力测定

经点滴法测定，溴氰菊酯对甘蓝夜蛾５龄幼

虫的 ＬＤ１０、ＬＤ３０和 ＬＤ５０分别为０．１５２（０．０１７～

０．３３５）、０．４４８（０．１４６～０．７９２）和０．９４３（０．４７５～

１．８１７）ｎｇ／ｇ（表２）。

２．４．２　低剂量溴氰菊酯对犆犢犘９犃９０基因表达量

的影响

　　为了验证溴氰菊酯对犆犢犘９犃９０基因表达量的影

响，通过实时荧光定量技术对溴氰菊酯ＬＤ１０、ＬＤ３０和

ＬＤ５０剂量处理甘蓝夜蛾５龄幼虫不同时间（３、６、１２、

２４和４８ｈ）后犆犢犘９犃９０基因的表达状况进行研究。

ＬＤ３０和ＬＤ５０诱导效果不理想，与对照差异不显著，数

据在此没有列出。图５表示低剂量溴氰菊酯ＬＤ１０作

用后犆犢犘９犃９０基因在一定时间范围内，排除对照影

响后，各时间点数值均为正值，表示该基因在各个时

间点均被诱导，但诱导量存在差异。６、２４和４８ｈ表

达量间差异不显著，但这３个时间点与３ｈ和１２ｈ时

间点的表达量间存在显著差异，分别是３ｈ和１２ｈ的

１．４０、１．４３、１．３１倍和４．０７、４．１３、３．８０倍。
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表２　溴氰菊酯对甘蓝夜蛾５龄幼虫的毒力１
）

犜犪犫犾犲２　犜狅狓犻犮犻狋狔狅犳犱犲犾狋犪犿犲狋犺狉犻狀狅狀犳犻犳狋犺犻狀狊狋犪狉犾犪狉狏犪犲狅犳犕犪犿犲狊狋狉犪犫狉犪狊狊犻犮犪犲

ＬＤ１０（ＣＩ９５）／ｎｇ·ｇ－１ ＬＤ３０（ＣＩ９５）／ｎｇ·ｇ－１ ＬＤ５０（ＣＩ９５）／ｎｇ·ｇ－１
毒力回归方程

Ｔｏｘｉｃｉｔｙｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数狉

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

０．１５２（０．０１７～０．３３５） ０．４４８（０．１４６～０．７９２） ０．９４３（０．４７５～１．８１７） 狔＝１．９７８狓－０．０７９ ０．９８９

　１）ＣＩ９５：９５％的置信限。

ＣＩ９５：９５％ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ．

图４　犆犢犘９犃９０在甘蓝夜蛾不同组织中的表达

犉犻犵．４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狅犳犆犢犘９犃９０犻狀

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊狅犳犕犪犿犲狊狋狉犪犫狉犪狊狊犻犮犪犲

图５　溴氰菊酯点滴后不同时间点犆犢犘９犃９０的表达量

犉犻犵．５　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犢犘９犃９０狋狉犲犪狋犲犱犫狔

犱犲犾狋犪犿犲狋犺狉犻狀犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

３　讨论

由于Ｐ４５０基因在昆虫组织器官表达的差异性，

使这些基因在昆虫体内表现的功能也不尽相同［２１］。

王炜等发现致倦库蚊犆犢犘９犑４０基因在肌肉、消化

道、卵巢、脑和胸部神经节均有明显表达，表明了该

基因参与蚊虫对杀虫剂的抗性，并且对雌虫发育有

重要的影响［２２］。郑笑笑等发现甜菜夜蛾Ｐ４５０基因

的分布也具有一定的特异性：主要分布在外源化合

物进入体内所经过的主要入口的一些组织中，这些

组织是针对经口、皮进入的外源化合物的第一道防

线［２３］。赵华强等发现家蚕犆犢犘９犃２２的ｍＲＮＡ转

录表达具有组织特异性，在中肠的表达量高于脂肪

体［２０］。犆犢犘４犇４６基因在脂肪体中的相对表达量较

高，说明犆犢犘４犇４６可能与脂肪体的重要生理功能

相关。本文研究的犆犢犘９犃９０基因在５龄幼虫脂肪

体中有最高表达，这可能与脂肪体的功能密切相关。

在昆虫体内，脂肪体是最主要的代谢器官［２４］，因此

推断本文研究的犆犢犘９犃９０基因可能参与内源和外

源物质的代谢，也可能参与杀虫剂的解毒作用。随

后的试验将利用ＲＮＡ干扰等技术探讨该基因与杀

虫剂杀虫活性的关系，达到利用分子手段降低或延

缓昆虫抗性甚至减少杀虫剂的目的。

外源物质不同剂量和作用时间对Ｐ４５０均产生

不同的诱导效应，当外源物质达到一定剂量并作用

一定的时间后才会产生诱导作用［２２］。溴氰菊酯是

最重要的拟除虫菊酯类杀虫剂，其使用范围很

广［２５］。目前，越来越多的试验证明很多昆虫已对拟

除虫菊酯类杀虫剂产生抗性，而昆虫体内Ｐ４５０的参

与是产生抗性的主要原因［２６］。Ｐｏｔｔｅｌｂｅｒｇｅ等发现

巴比妥、苯巴比妥和香叶醇对二斑叶螨Ｐ４５０ｓ诱导

作用表现出时间效应，在药剂处理１～４ｈ内Ｐ４５０ｓ

酶活性迅速增加，而４～４８ｈ内其活性达到最大
［２７］。

王学贵等发现氯虫苯甲酰胺诱导甜菜夜蛾，

犆犢犘９犃９基因上调表达表现出时间效应，在１２ｈ达

到最大［１０］。刘昌燕发现吡虫啉诱导大草蛉Ｐ４５０基

因上调表达表现出时间效应，在１６ｈ达到最高

峰［２８］。在本研究中，犆犢犘９犃９０基因被诱导表达，在

３ｈ时就开始出现诱导效应，至４８ｈ时仍保持一定

的诱导效应，总体情况下，各个时间点诱导表达量均

为对照组的２倍左右，但在１２ｈ出现诱导表达量明

显减少的现象，与对照表达量间差异不显著。导致

·９５·
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在该时间点排除对照影响后，其诱导表达量明显低

于其他各时间点的表达量，其原因可能是由于此时

间节点昆虫体内特殊生理过程导致该基因表达量明

显下降，其具体原因有待下一步试验验证。在低剂

量（ＬＤ１０）溴氰菊酯条件下犆犢犘９犃９０基因被诱导表

达；而在较高剂量ＬＤ３０、ＬＤ５０条件下，可能虫体受到

溴氰菊酯的影响较大，不能及时对刺激做出反应，所

以犆犢犘９犃９０并没有表现出诱导作用（数据未列

出）。因此，溴氰菊酯只能在一定的剂量范围内对该

基因发挥诱导作用，剂量过高反而无诱导效果。但

不同昆虫种类和不同犆犢犘基因对溴氰菊酯的诱导

可能存在不同的效应，东亚飞蝗犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪

的犆犢犘４０９犃１ 和 犆犢犘４０８犅１ 均可被不同浓度

（ＬＤ１０、ＬＤ３０和ＬＤ５０）的溴氰菊酯所诱导
［２９］，与本研

究的犆犢犘９犃９０只有在ＬＤ１０剂量下被诱导存在一定

区别。在棉铃虫的脂肪体中，只有低剂量溴氰菊酯

诱导了犆犢犘６犃犈１４、犆犢犘６犅２、犆犢犘６犅６、犆犢犘９犃１４

的表达［３０］，与本研究结果有类似之处。

Ｐ４５０酶系是一个共同作用的代谢酶系，探究

Ｐ４５０酶系中犆犢犘基因的种类和功能将有助于更好

地开展Ｐ４５０的系统研究工作。本试验以对甘蓝夜

蛾Ｐ４５０基因家族的犆犢犘９犃９０基因为切入点，克隆

了１个新的犆犢犘９犃基因，研究了其在不同组织中

的分布及表达量差异，明确了低剂量溴氰菊酯杀虫

剂对其诱导反应，研究结果丰富了甘蓝夜蛾Ｐ４５０基

因家族成员，为在甘蓝夜蛾体内系统研究Ｐ４５０解毒

作用，降低或延缓甘蓝夜蛾抗药性奠定基础。
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着种植时间的增长，广西资源县的霜霉菌群体会快

速融合、进化，对主栽品种产生更强的侵染能力。

本研究通过致病力测定与比较分析，明确了不

同生态环境、种植结构对葡萄霜霉菌群体遗传结构

影响显著，分析了河北昌黎和广西资源两地不同品

种来源霜霉菌的遗传分化状况。但由于生态环境和

种植结构的差异，本结果并不能完全代表其他地区

群体特性，所以要得到我国各个地区不同寄主来源

病原菌致病力分化情况仍需要进一步的试验来

验证。
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