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摘要! !目的"揭示铜绿丽金龟 !&'($)$ "'-./)0&#$ </=>5?@%>4A气味结合蛋白 #/./#BC=7$C.$CD

"#/=E$C$ FGH%基因的表达特征及其与特异信息化合物的结合特性& !方法"通过 IJKLHMI测定了

铜绿丽金龟!"'-123( 基因的时空表达谱'用原核表达系统对 !5/#FGH( 进行表达纯化$然后利用

荧光竞争结合实验测定了!5/#FGH( 蛋白与 N* 种候选化合物的结合特征& !结果"!"'-123( 基因

在铜绿丽金龟卵(( 龄幼虫和成虫等特定发育时期表达$在成虫触角中的表达量显著高于其他部位

#3O':'N%& 在被测的 N* 种化合物中$!5/#FGH( 与 N, 种化合物具有结合活性$其中结合能力较

强的为小叶女贞 4+*/5#-/(6/+7'/+挥发物水杨酸甲酯和癸醇$解离常数分别为 &:(' P':'1 和 N:'+ P

':N;

!

Q/%2R& !结论"铜绿丽金龟!5/#FGH( 结合谱广$该蛋白可能在铜绿丽金龟对寄主植物小叶

女贞的定位过程中发挥重要作用&
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/c!D#$5@%=@#B%̀5$EC5E>! GE3$CD(''(;,! M?$CB#

!2-5$0"5$ &!$Q' J?$>>=@.AB$Q>=/#EXEB%=?EE6"#E>>$/C "#/c$%E>/c=?E/./#BC=7$C.$CD"#/=E$C (

"!5/#FGH( # DECE $C !&'($)$ "'-./)0&#$ </=>5?@%>4A BC. $=>7$C.$CD >"E5$c$5$=A =/ >"E5$c$5

>EQ$/5?EQ$5B%>:&<E=?/.>' J?E>"B=$/K=EQ"/#B%E6"#E>>$/C "#/c$%E>/c!"'-123( $C !8"'-./)0&#$ WB>

B>>BAE. 7AIJKLHMI:H#/4B#A/=$5E6"#E>>$/C >A>=EQWB>@>E. =/E6"#E>>BC. "@#$cA!5/#FGH(:J?E

7$C.$CD5?B#B5=E#$>=$5>/c!5/#FGH( =/N* 5BC.$.B=E5/Q"/@C.>WE#EB>>BAE. 7Ac%@/#E>5EC5E5/Q"E=$=$XE

7$C.$CDE6"E#$QEC=:&IE>@%=>' !"-'123( WB>E6"#E>>E. $C EDD>! (>=$C>=B#%B#XBEBC. B.@%=>/c!8

"'-./)0&#$! BC. $=>E6"#E>>$/C %EXE%$C B.@%=BC=ECCBWB>E6=#EQE%A>$DC$c$5BC=%A?$D?E#=?BC =?/>E$C /=?E#

B.@%==$>>@E>"3O':'N#:_C =?E%$DBC.K7$C.$CDE6"E#$QEC=! N, /c=?EN* 5/Q"/@C.>=E>=E. WE#EB7%E=/

7$C. =/!5/#FGH(:HB#=$5@%B#%A! QE=?A%>B%$5A%B=EBC. .E5A%B%5/?/%! W?$5? B#EX/%B=$%E5/Q"/CEC=>/c

=?EWB6%EBc"#$XE=4+*/5#-/( 6/+7'/+! >?/WE. /@=>=BC.$CD7$C.$CDBcc$C$=$E>=/!5/#FGH( W$=? =?E

.$>>/5$B=$/C 5/C>=BC=>/c&:(' P':'1 BC. N:'+ P':N;

!

Q/%2R! #E>"E5=$XE%A:&M/C5%@>$/C' !5/#FGH(
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>?/W>7$C.$CDBcc$C$=A=/BW$.E#BCDE/c=E>=5/Q"/@C.>BC. QBA"%BABX$=B%#/%E$C =?E%/5B%$VB=$/C /c

?/>="%BC=486/+7'/+7A!8"'-./)0&#$:

;,< =#$1-$ !&'($)$ "'-./)0&#$% /./#BC=7$C.$CD"#/=E$C% E6"#E>>$/C "#/c$%E% c%@/#E>5EC5E5/Q"E=$=$XE

7$C.$CD% .$>>/5$B=$/C 5/C>=BC=

99铜绿丽金龟 !&'($)$ "'-./)0&#$ </=>5?@%>4A是

我国地下害虫中的优势种群之一!成虫主要取食为

害多种农作物和林木等植物的叶片!幼虫为害花生(

大豆(玉米(棉花和果树等植物的根系) 随着种植结

构的调整和园林绿化工程的大面积实施!铜绿丽金

龟的种群密度和危害程度日趋严重!给农业生产造

成巨大损失"姚庆学等! &'',% 罗宗秀等! &'';#)

由于铜绿丽金龟的幼虫生活于地下!难以防治!因

此!针对成虫进行无公害防治是控制其危害的关键)

同时!利用成虫的寄主选择性进行害虫防治是目前

的研究热点) 研究表明!铜绿丽金龟对于寄主植物

具有明显的取食和产卵选择特性"孙元友等! &'';%

李为争等! &''; #! 其中! 寄主植物小叶女贞

4+*/5#-/(6/+7'/+对铜绿丽金龟雌雄虫均有较好的

引诱活性 "鞠倩等! &'(+#) 顺K,K己烯K(K醇(肉桂

醛(苯甲醇和水杨酸甲酯等植物挥发物可引起铜绿

丽金龟雄虫较强的触角电位活性"李为争等! &'(,%

谢明惠等! &'(N#)

在昆虫交配(产卵(对寄主植物定位和选择等行

为中!其高度敏感的嗅觉器官发挥着重要作用) 研

究表明!在气味的感知和识别中起主要作用的嗅觉

蛋白包括气味结合蛋白 "/./#BC=K7$C.$CD"#/=E$C>!

FGH>#( 化 学 感 受 蛋 白 " 5?EQ/>EC>/#A"#/=E$C>!

M̀H>#(气味受体"/./#BC=#E5E"=/#>! FI>#(离子型

受体"$/C/=#/"$5#E5E"=/#>! _I>#(味觉受体"D@>=B=/#A

#E5E"=/#>! [I>#(感觉神经元膜蛋白">EC>/#ACE@#/C

QEQ7#BCE"#/=E$C>! `Z<H>#和气味降解酶"/./#BC=K

.ED#B.$CDECVAQE>! FeT># "REB%! &'(, #) 其中!

(;1( 年首次发现的昆虫气味分子结合蛋白!作为气

味分子的携带者是昆虫嗅觉识别的重要基础"f/D=

BC. I$..$c/E.! (;1(#) 鳞翅目中!FGH>主要分为 ,

个亚族!即 [FGH( "DECE#B%/./#BC=7$C.$CD"#/=E$C

(#! [FGH&"DECE#B%/./#BC=7$C.$CD"#/=E$C &#和HGH

""?E#/Q/CE7$C.$CD"#/=E$C#"f/D=0#$):! (;;(% </?%

0#$):! &''&#) [FGH( 和[FGH& 与普通气味分子结

合!HGH与昆虫性信息素结合)

随着铜绿丽金龟转录组序列的发表"M?EC 0#

$):! &'(+% R$0#$):! &'(N#和铜绿丽金龟雌虫触角的

5eZ!文库的构建"赵莹等! &'(N#!其嗅觉蛋白的

研究拉开了序幕!但是目前尚未见到关于嗅觉相关

蛋白基因功能的研究报道) 铜绿丽金龟转录组数据

结果显示!其气味结合蛋白 !5/#FGH( 基因在成虫

触角中大量表达!该蛋白可能对铜绿丽金龟寄主植

物定位(选择以及交配等行为中发挥着重要作用)

本研究采用IJKLHMI测定了!5/#FGH( 基因的时空

表达谱!并通过荧光竞争结合实验分析了!5/#FGH(

与寄主植物挥发物(性信息素等可能会引起铜绿丽

金龟触角电位反应的化合物的结合特性!不仅可以

为阐明铜绿丽金龟的嗅觉识别机制奠定基础!而且

有助于针对性地开展适用于干扰该昆虫行为的防治

技术研究)

(>材料与方法

(?(>供试虫源

铜绿丽金龟 !8"'-./)0&#$ 卵(幼虫和成虫于

&'(* 年 ) -1 月采集于河北省廊坊市中国农业科学

院廊坊科研中试基地!养虫室温度为 &N P(g!光周

期为 (*Rh1e!环境相对湿度为 )'i P('i!土壤含

水量为 (Ni P,i) 取卵及饥饿 &+ ?后 ( 龄幼虫(&

龄幼虫和 , 龄幼虫!以及饥饿 &+ ? 后成虫的头(胸(

腹(足和触角置液氮中速冻!于-1'g保存备用)

(?@>主要试剂

总IZ!提取试剂盒 IZEB>AH%@><$C$a$=购自

S_![TZ公司%[/JBL LHMI<B>=E#<$6试剂盒购

H#/QEDB公 司% 2$(]

"

和 9+&.

#

内 切 酶 购 自

JBaBIB公司%载体 "[T<KJTB>AfE5=/#和 J+ eZ!

R$DB>E购 自 H#/QEDB公 司% 感 受 态 细 胞( eZ!

<B#4E#(蛋白 <B#4E#等购自北京全式金公司%卡那

霉素"aBC#(氨苄青霉素"!Q"#(jK[B%(_HJ[和 N*

种气味化合物"表 (#购自 `$DQB公司)

(?A>铜绿丽金龟总BC!提取及"DC!第 (链的合成

将 (:( 节冻存的样品倒入事先预冷的无 IZ!

酶的研钵中!加入液氮!迅速研磨!根据 IZEB>AH%@>

<$C$a$=试剂盒说明书提取触角 IZ!!加入适量

eTHM水溶解沉淀) 按照 5eZ!文库构建试剂盒说

明书进行反转录合成 5eZ!第 ( 链!用 IZ!>EKk#EE

YB=E#定量到 (N CD2

!

R!作为IJKLHMI的模板)
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(?E>铜绿丽金龟 !'#(-./( 基因时空表达的 BFG

H'8B测定

根据铜绿丽金龟成虫触角转录组数据信息!确

定并获得内参基因 :!3;9"[ECGBC4 登录号$

a<&*)'&; # 和 !"'-123( " [ECGBC4 登 录 号$

ak++N(,+#序列) 利用 H#$QE#H#EQ$E#N 软件设计

:!3;9和 !"'-123( 的特异性引物!引物序列

如下$

[!He]Kk$ NlK[J[[J[MJ[MMM![!!M!JMK,l%

[!He]KI$ NlKJJ[[!!MJ[[J!M!M[[!!J[K,l)

!5/#FGH(Kk$ NlKJM[JJ[[M[!J[!J[[J[K,l%

!5/#FGH(KI$ NlK!M![[[!JJM[MJMM![[JK,l)

以铜绿丽金龟不同发育时期(组织 5eZ!为模

板!)N'' HMI仪扩增基因) 根据 [/JBL LHMI

<B>=E#<$6试剂盒说明书!冰上操作) 扩增体系为

&'

!

R!包括 5eZ!模板 &

!

R![/JBL LHMI<B>=E#

<$6('

!

R!上下游引物"('

!

Q/%2R# 各 ':+

!

R!其

余用 Z@5%EB>EKk#EEYB=E#"..]

&

F#补足) HMI反应

条件$ ;+g & Q$C% ;+g ,' >! *'g ( Q$C! +' 个循

环) 所有样品均设 , 个生物学重复)

!"'-123( 基因在铜绿丽金龟不同发育时期和

成虫组织中的相对表达量通过 &

-

$$

M=值法进行计

算!其中
$

M=mM=目标基因 -M=内参基因!$$M=mM=样品 -

M=参照物!利用F#$D$CH#/&'(N 软件作图比较基因的相

对表达量)

(?I>铜绿丽金龟!'#(-./( 基因克隆

根据 [ECGBC4 登录的 !"'-123( 基因全长序

列!利用 `$DCB%H,:' `E#XE#去除信号肽序列!利用

H#$QE#H#EQ$E#N:' 设计全长引物!上游引物添加

2$(]

"

酶切位点!下游引物添加9+&.

#

酶切位点!

由上海生工生物工程股份有限公司合成) 引物序列

如下$ !5/#FGH(Kk$ NlK[M[[!JMM!J[JM![!![

!!!J[[!![!!JK,l% !5/#FGH(KI$ NlKM!![MJJ

[MJJ!M!MJ!JM!J[J!![!MJ[K,l) 以反转录获

得的5eZ!为模板!用 HMI仪进行扩增) &'

!

R扩

增体系$(

!

R5eZ!模板!(&:N

!

R& nJBL Q$6=@#E!

上(下游引物 "('

!

Q/%2R#各 ':N

!

R!其余用

..]

&

F补足) 扩增程序$;Ng + Q$C% ;Ng +N >!

N1g +N >! )&g ( Q$C! ,' 个循环%)&g (' Q$C)

(0&i琼脂糖凝胶电泳检测HMI产物!用JBaBIB公

司胶回收试剂盒获得纯净的目的基因) 回收产物与

"[T<KJTB>AfE5=/#连接!转化到<-$&5N

!

感受态细

胞!经过蓝白斑筛选后进行测序) 通过eZ!<!Z进

行序列分析比对!获得序列正确的质粒)

(?J>铜绿丽金龟 !'#(-./( 基因原核表达载体的

构建及表达纯化

(:J:(9!"'-123( 基因原核表达载体构建$ 利用限

制性内切酶2$(]

"

和9+&.

#

对克隆质粒 "[T<KJK

!"'-123( 和表达载体 "TJ,'B进行双酶切!用

JBaBIB公司胶回收试剂盒获得回收产物) 通过 J+

eZ!连接酶将两者进行连接!转化到 <-$&50##$

"eT,#感受态细胞!经筛选测序获得序列正确的表

达质粒)

(:J:@9!5/#FGH( 表达纯化$表达菌液 ,)g振荡培

养至Fe

*''

在 ':1 o(:'之间!加入终浓度为 ( QQ/%2R

_HJ[! ,)g (1' #2Q$C 诱导 & ?) 离心收集菌体!加

入裂解液!超声破碎后离心取上清!用于蛋白纯

化) 使用 Z$̀E"?B#/>E

J<

* kB>=k%/W填料进行亲和

层析蛋白纯化!纯化后蛋白用肠激酶酶切除 ]$>K

=BD标签!再次纯化后定量至 &

!

Q/%2R!置于

-)'g备用)

(?K>铜绿丽金龟!"#$%&'( 荧光竞争结合

使用 ;)'MIJ荧光分光光度计"上海精密科学

公司#!石英比色皿宽度为 ( 5Q!激发狭缝为 (' CQ!

灵敏度为 (!激发光波长为 ,,) CQ!扫描波长的范围

设定为 ,N' oNN' CQ)

向荧光比色皿中加入 & QR&

!

Q/%2R!5/#FGH(

蛋白溶液!随后连续加入梯度的荧光探针 (KZHZ储

备液至荧光值达到饱和) 根据最大荧光强度值!绘

制标准曲线!利用软件 [#B"? HB. H#$>Q N:' 中

`5B=5?B#.方程计算!5/#FGH( 和荧光探针 (KZHZ的

解离常数a

*(KZHZ+

)

选取小叶女贞等寄主植物挥发物 "郭立春!

&'((% 王琦! &'(+#和多种金龟子性信息素"REB%0#

$):! (;;,% 王惠等! &''&% 胡祖庆等! &''N% 罗宗

秀! &'('#共计 N* 种可能与铜绿丽金龟行为相关的

化合物为配体!研究 !5/#FGH( 的结合特性) 以甲

醇为溶剂将各气味化合物配制成 ( QQ/%2R的溶液

试样!首先在 & QR&

!

Q/%2R!5/#FGH( 蛋白溶液中

加入 &

!

R& QQ/%2R(KZHZ!随后逐次加入待测气味

标样溶液至蛋白2(KZHZ混合物中!使其终浓度分别

为 &! +! *! 1! ,! N'

!

Q/%2R) 假设 !5/#FGH( 的

蛋白活性为 (''i!且在饱和状态下配体与蛋白按

照 (h( 分子比例结合!根据公式 a

.

m*_M

N'

+2"( p

*(KZHZ+2a

*(KZHZ+

#计算蛋白与配体的竞争解离常数

a

.

值!其中*_M

N'

+为配体置换 N'i 的 (KZHZ时的配

体浓度!*(KZHZ+为自由 (KZHZ探针的浓度!a

*(KZHZ+

为!5/#FGH(2(KZHZ的解离常数)
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(?L>数据统计分析

数据分析采用 `H̀`():' 软件%铜绿丽金龟不同

发育阶段(成虫不同组织间以及 !5/#FGH( 与不同

化合物的结合特性等差异分析采用单因素方差分析

"/CEKWBA!ZFf!#!多重比较采用e@C5BC氏新复极

差法进行显著性检验!显著水平设为3O':'N)

@>结果

@?(>!'#(-./( 基因的时空表达

在铜绿丽金龟不同发育阶段!!"'-123( 基因表

达量存在明显差异%其中!在铜绿丽金龟卵(( 龄幼

虫和成虫中均检测到了!"'-123( 基因的表达!但是

在 & 龄和 , 龄幼虫中未检测到"图 ($ !#) 在成虫

不同的组织中!!"'-123( 基因表达量差异更明显!

触角中的表达量显著高于其他组织中的相对表达量

"=m(1:;;)! 3O':'N#"图 ($ G#)

@?@>!"#$%&'( 的表达与纯化

!"'-123( 基因与表达载体 "TJ,'B连接!转入

表达感受态细胞<-$&50##$"eT,#!经过 _HJ[诱导后

含有]$>K=BD的目的蛋白分子量约在 (N o&N 4e之

间!符合预期实验设想) 经过重组肠激酶酶切后!获

得不含]$>K=BD的单一条带的目的蛋白分子量约在

(' o(N 4e之间!用于荧光竞争结合试验"图 &#)

图 (9铜绿丽金龟!"'-123( 基因在不同发育阶段"!#和成虫组织中"G#的相对表达量

k$D:(9IE%B=$XEE6"#E>>$/C %EXE%>/c!"'-123( DECE$C .$ccE#EC=.EXE%/"QEC=B%>=BDE>"!#

BC. B.@%==$>>@E>"G# /c!&'($)$ "'-./)0&#$

图中数据为平均值P标准差!柱上标记的不同字母代表不同发育阶段(成虫不同组织部位的表达量存在显著差异3O':'N"e@C5BC氏新复极差

法检验#) eB=B$C =?Ec$D@#EB#EQEBC P,;:e$ccE#EC=%E==E#>B7/XE7B#>$C.$5B=E>$DC$c$5BC=.$ccE#EC5E$C #E%B=$XEE6"#E>>$/C %EXE%$C .$ccE#EC=

.EXE%/"QEC=B%>=BDE>BC. .$ccE#EC=B.@%==$>>@E>B==?E':'N %EXE%"e@C5BC->Q@%=$"%E#BCDE=E>=#:

@?A>!"#$%&'( 荧光竞争结合

纯化的 !5/#FGH( 蛋白和荧光探针 (KZHZ结

合!得到 !5/#FGH( 蛋白的标准曲线"图 ,#) 利用

`5B=5?B#.方程得出 !5/#FGH( 的解离常数为 N:,)

!

Q/%2R) !5/#FGH( 与 N* 种化合物的结合能力分析

结果表明!!5/#FGH( 与不同挥发物的结合能力存在

显著差异"表 (#) 其中!对其寄主植物小叶女贞的

不同挥发物的结合能力也明显不同"图 +#!水杨酸

甲酯在 &:N'

!

Q/%2R时!荧光值已经下降到 N'i!

表明水杨酸甲酯与 !5/#FGH( 有超强的结合能力)

!5/#FGH( 与不同金龟子的性信息素也存在一定的

结合能力"图N# )其与华北大黑鳃金龟9')'#-+"7+$
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图 &9重组蛋白 "TJ,'BK!5/#FGH( 的表达纯化

k$D:&9T6"#E>>$/C BC. "@#$c$5B=$/C /c=?E#E5/Q7$CBC="#/=E$C "TJ,'BK!5/#FGH(

<$ 蛋白质分子量标准物H#/=E$C Q/%E5@%B#WE$D?=QB#4E#% ($ 未诱导的 "TJ,'BK!5/#FGH( 菌体Z/CK$C.@5E. "TJ,'BK!5/#FGH( $C %5"70-+"7+$ "')+%

&$ 经过_HJ[诱导表达的 "TJ,'BK!5/#FGH(K]$>目的蛋白T6"#E>>E. "#/=E$C "TJ,'BK!5/#FGH(K]$>Bc=E#$C.@5=$/C 7A_HJ[% ,$经过镍柱纯化获得

"TJ,'BK!5/#FGH( 蛋白H@#$c$E. "#/=E$C "TJ,'BK!5/#FGH( =?#/@D? Z$KZJ!5/%@QC% +$ 经过重组肠激酶切除]$>标签后的 "TJ,'BK!5/#FGH( 蛋白

H@#$c$E. "#/=E$C "TJ,'BK!5/#FGH( W$=? ]$>K=BD5%EBXE. 7A#7Ta:

图 ,9!5/#FGH( 与 (KZHZ结合的标准曲线

k$D:,9G$C.$CD5@#XE/c!5/#FGH( =/(KZHZ
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表 (>!"#$%&'( 与配体的结合特性

F029,(>&./1./3 +$#+,$5.,-#7!"#$%&'( =.541.77,$,/59.30/5-

化合物M/Q"/@C.>

_M

N'

"

!

Q/%2R# a

$

"

!

Q/%2R# 化合物M/Q"/@C.>

_M

N'

"

!

Q/%2R# a

$

"

!

Q/%2R#

烃类]A.#/5B#7/C> 9反K&K己烯醇<-$&5K&K]E6EC/% &&:N' P':', (1:;' P':', C/

9正己烷]E6BCE (*:'' P':'* (,:+N P':'N = 9(K己醇 (K]E6BC/% &,:N' P':** (;:)N P':NN C

9正庚烷]E"=BCE (&:'' P':)' (':'1 P':N; W 9顺K&K己烯醇>+5K&K]E6EC/% &+:N' P':() &':N; P':(+ Q

9正辛烷F5=BCE (N:'' P':'& (&:*( P':'& @ 9(K辛烯K,K醇 (KF5=ECK,K/% &+:N' P':1( &':N; P':*1 Q

9正壬烷Z/CBCE (':'' P':(+ 1:+' P':(& A

9顺K,K己烯醇>+5K,K]E6EC/%

8

&):N' P':'* &,:(( P':'N %

9正癸烷eE5BCE +':'' P':&N ,,:*( P':&( . 9

%

K松油醇
%

KJE#"$CE/% ,,:N' P':'* (N:'& P':'N L#

9正十一烷dC.E5BCE

8

,1:'' P':,N ,(:;, P':&; E 9香叶醇[E#BC$/% ,*:'' P':(, ,':&N P':(( cD

9十四烷JE=#B.E5BCE &':'' P':(+ (*:1( P':(& /"

9?K芳樟醇?KR$CB%//%

!

,*:N' P':(, ,':*) P':(( c

9十五烷HEC=B.E5BCE ():'' P':+) (+:&; P':+' >

9+K叔丁基环己醇

9+KJE#=K7@=A%5A5%/?E6BC/%

(1:'' P':)( (N:(, P':*' L#

9十六烷]E6B.E5BCE

8

,':'' P':,* &N:&( P':,' 3 9辛醇 (KF5=BC/% (,:N' P':*) ((:,+ P':N* XW

醛类!%.E?A.E>

9癸醇 CKeE5BC/%

8

*:'' P':)' N:'+ P':N;

&

9反K&K己烯醛<-$&5K&K]E6ECB% &,:N' P':&N (;:)N P':&( C 9十二醇 (Ke/.E5BC/% N:N' P':'( +:*& P':'(

&

9肉桂醛M$CCBQB%.E?A.E &,:N' P':&+ (;:)N P':&' C 9苯甲醇GECVA%B%5/?/% ;:'' P':,' ):N) P':&N V

9苯甲醛GECVB%.E?A.E &1:N' P':+' &,:;N P':,+ 4 其他F=?E#>

9壬醛 (KZ/CBCB%

8

(+:'' P':+N ((:)* P':,; X 9

&

K紫罗兰酮
&

K_/C/CE *:'' P':') N:'+ P':'*

&

9辛醛 (KF5=BCB%

8

(,:'' P':,; (':;& P':,, W 9

%

K紫罗兰酮
%

K_/C/CE ;:'' P':') ):N) P':'* V

9癸醛 (KeE5BCB%

8

(':'' P':&N 1:+' P':&( A 9环己烷酮MA5%/?E6BCE4E=/CE &&:'' P':(* (1:+; P':(, /

9庚醛 (K]E"=BCB%

8

(,:N' P':(& ((:,+ P':(' XW

9*K甲基KNK庚烯酮K&K酮

9*K<E=?A%KNK?E"=ECK&K/CE

&*:N' P':(( ((:11 P':'; =X

9己醛 (K]E6BCB%

8

(1:'' P':', (N:(, P':', L# 9月桂烯<A#5ECE ,&:'' P':N+ &*:1; P':+N 3

酯类T>=E#>

9柠檬烯R$Q/CECE

8

,N:N' P':&, &;:1, P':(; D

9RK脯氨酸乙酯

9RKH#/%$CEE=?A%E>=E#

!

,,:N P':)& &1:(N P':*( ? 9莰烯MBQ"?ECE +':N' P':(* ,+:', P':(, .

9苯甲酸己酯]E6A%7ECV/B=E ):'' P':N, N:11 P':+N

%

9+K萜烯醇JE#"$CECK+K/% +(:N' P(:+& ,+:1) P(:(; 5

9RK异亮氨酸甲酯

9RK_>/%E@5$CEQE=?A%E>=E#

!

(*:'' P':(; (,:+N P':(* =

9

%

K蒎烯
%

KH$CECE

8

+,:N' P':(( ,*:NN P':'; 7

9甘氨酸乙酯[%A5$CEE=?A%E>=E#

!

(*:'' P':(( (,:+N P':'; #

9

&

K蒎烯
&

KH$CECE

8

N':'' P':+' +&:'& P':,+ B

9水杨酸甲酯<E=?A%>B%$5A%B=E

8

&:N P':'; &:(' P':'1

'

9丁子香酚T@DEC/% &':'' P':,) (*:1( P':,( /"

醇类!%5/?/%> 9苯甲醚!C$>E/%E - -

9橙花叔醇ZE#/%$./% ((:'' P':+N ;:&+ P':,1 X6 9叔丁基苯酚JE#=K7@=A%"?EC/% - -

9(K庚醇 (K]E"=BC/% (N:'' P':*+ (&:*' P':N+ >@ 9&K十三烷酮 &KJ#$.E5BC/CE (N:N' P':(N (,:', P':(, =@

9(K十一醇 (KdC.E5BC/% (N:N' P':N; (,:', P':N' #> 9

&

K石竹烯
&

KMB#A/"?A%%ECE - -

9(K壬醇 (KZ/CBC/% ():N' P':&) (+:)( P':&, "

9"?!@#KNK"K#K"(K辛烯基#二

氢呋喃酮

" ?! @#KNK"K#K" (KF5=ECA%#

.$?A.#/DEC c@#BC

&,:,' P':*; (1:*+ P':N1 /

9十六烷醇]E6B.E5BC/% (1:N' P':,( (N:NN P':&* "

_M

N'

$ 结合 N'i (KZHZ时的化合物浓度 M/C5EC=#B=$/C /c5/Q"/@C.>7$C.$CD=/N'i (KZHZ% a

$

$ 蛋白与化合物的竞争解离常数 M/Q"E=$=$XE

.$>>/5$B=$/C 5/C>=BC=/cB"#/=E$C W$=? B5/Q"/@C.:数据为平均值P标准误% a

$

数据后不同小写字母表示蛋白与不同化合物的结合存在显著差异

3O':'N"e@C5BC氏新复极差法检验#) eB=B$C =?E=B7%EB#EQEBC P,%:e$ccE#EC=>QB%%%E==E#>c/%%/W$CD=?E.B=B/ca

$

$C.$5B=E>$DC$c$5BC=.$ccE#EC5E$C

7$C.$CD5B"B7$%$=$E>/c.$ccE#EC=5/Q"/@C.>=/!5/#FGH( B==?E':'N %EXE%"e@C5BC->Q@%=$"%E#BCDE=E>=#:-$ 不结合Z/CK7$C.$CD%

8小叶女贞挥发

物f/%B=$%E>/c4+*/5#-/(6/+7'/+%

!性信息素 `E6"?E#/Q/CE:
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'A)+#$性信息素成分甘氨酸乙酯结合能力最强!而铜

绿丽金龟性信息素 NK十四烷基二氢 &",]#K呋喃酮

在 &,:,'

!

Q/%2R时!荧光值也可下降到 N'i!表明

其与!5/#FGH( 有较强的结合能力)

图 +9!5/#FGH( 与小叶女贞挥发物的结合曲线

k$D:+9G$C.$CD5@#XE>/c!5/#FGH( =/X/%B=$%E>/c4+*/5#-/(6/+7'/+

图 N9!5/#FGH( 与不同金龟子性信息素的结合曲线

k$D:N9G$C.$CD5@#XE>/c!5/#FGH( =/.$ccE#EC=>E6"?E#/Q/CE>/c>5B#B7 7EE=%E>

A>讨论

昆虫FGH大多被认为主要在嗅觉器官表达!但

是随着研究的广泛开展!越来越多的研究发现 FGH

也可以在非嗅觉组织以及不同发育阶段表达"b$C 0#

$):! &'(N% <B0#$):! &'(*#) 本研究荧光定量结果

表明!!"'-123( 基因与大多数 FGH基因一样在铜

绿丽金龟触角中的表达量显著高于其他非嗅觉器官

"3O':'N#!说明该蛋白可能在其嗅觉识别过程中

发挥作用) 另外!本研究发现!!"'-123( 基因在铜

绿丽金龟卵和 ( 龄幼虫亦有较高的表达!这一结果

与甜菜夜蛾 ,.'B'.#0-$ 0C+*/$ 的 ,0C+123(, 基因的

研究结果类似!即该蛋白不仅在成虫的嗅觉识别中
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发挥作用!同时可能影响低龄幼虫对寄主的选择性

"b$C 0#$):! &'(N#)

FGH>能够广泛结合气味分子已被大量实验所

证实"R$@ 0#$):! &'(N% @̂BC 0#$):! &'(N% <B/0#$):!

&'(*% 房迟琴等! &'(*#) 本研究选取了由铜绿丽

金龟的寄主植物挥发物(不同金龟子性信息素等 N*

种化合物研究!5/#FGH( 的结合特性!结果表明!N,

种化合物与蛋白有一定的结合能力!证明了

!5/#FGH( 结合的广谱性) 同时研究发现!在一定范

围内!蛋白与化合物结合能力与碳链的长短有关)

随着碳原子数的增加!配基与蛋白的结合能力越弱

"表 ( #!与前人的研究结果一致 "eECD0#$):!

&'(&#)

小叶女贞是铜绿丽金龟喜食的园林植物"鞠倩

等! &'(+#) 小叶女贞挥发物包括壬醛(水杨酸甲

酯(顺K,K己烯醇(癸醇(

%

K蒎烯(

&

K蒎烯(正十一烷(

十六烷(辛醛(癸醛(庚醛(己醛(柠檬烯等"郭立春!

&'((% 王琦! &'(+#) 本研究表明!!5/#FGH( 与小叶

女贞不同的挥发物的结合能力不同) 其对于能够引

起铜绿丽金龟雌(雄成虫强烈触觉反应的水杨酸甲

酯"李为争等! &'(,#结合能力最强"图 +#!表明

!5/#FGH( 在铜绿丽金龟对水杨酸甲酯的识别过程

中发挥重要作用) 其对于癸醇(癸醛等挥发物也具

有较强的结合能力) 另外!目前有研究发现多种昆

虫FGH>均可以区别同一化合物的同分异构体

"YBCD0#$):! &'(,% R$0#$):! &'(*#) 本研究表明!

!5/#FGH( 对于同属小叶女贞挥发物的同分异构体

%

K蒎烯和
&

K蒎烯的结合能力也有一定差异!说明铜

绿丽金龟嗅觉识别的高度灵敏性) 植物源引诱剂的

田间筛选发现肉桂醛和苯甲醇混合作用对铜绿丽金

龟雄虫有较强的引诱活性"李为争等! &'';#) 本实

验表明!5/#FGH( 对苯甲醇结合能力较强!可能在

寄主植物选择时起到一定的作用!但是对肉桂醛结

合能力一般!肉桂醛可能由其他FGH蛋白结合进行

识别)

赵莹等"&'(N#对 !"'-123( 基因进行分析发

现!该基因与其他昆虫的 HGH( 基因同源性较高)

因此!本研究也对 !5/#FGH( 与金龟科已知的性信

息素的结合特性开展了研究) 其中!甘氨酸乙酯和

脯氨酸乙酯为华北大黑鳃金龟的性信息素"王惠

等! &''&% 胡祖庆等! &''N#%RK异亮氨酸甲酯(?K芳

樟醇为暗黑鳃金龟 9')'#-+"7+$ .$-$))0)$ 的性信息素

"REB%0#$):! (;;,#%罗宗秀"&'('#初步确定铜绿丽

金龟的性信息素为 NK十四烷基二氢 &",]#K呋喃酮)

本研究表明!!5/#FGH( 不仅与自身性信息素具有一

定结合能力!对其他 + 种性信息素也有不同程度的

结合作用"图 N#!但是其与性信息素的结合能力明

显弱于与寄主植物挥发物的结合) 因此!我们推测!

该蛋白主要功能可能是识别寄主植物的挥发物)

本研究纯化获得 !5/#FGH( 蛋白并进行功能分

析!发现其与化合物具有广泛的结合能力!尤其对寄

主植物小叶女贞的某些挥发性气味具有超强的结合

能力!推测 !5/#FGH( 蛋白在铜绿丽金龟对小叶女

贞的定位过程中发挥重要的作用) 本研究结果为探

究铜绿丽金龟的嗅觉识别机制提供了基础的数据!

为控制该害虫的为害提供了一定的思路) 但本研究

仅是初步明确了 !5/#FGH( 蛋白的时空定位和功能

分析!对于该蛋白与其他嗅觉蛋白的协同作用以及

其与行为反应的关系等许多问题需要进一步探讨)
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