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桔桔小实蝇 flightin 基因 RNAi 载体构建
*
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摘要: 以云南省林业和草原科学院森保所室内饲养的桔小实蝇为材料, 采用 RT鄄PCR 技术, 克隆桔小实蝇 (Bac鄄
trocera dorsalis Hendel郾 ) flightin 的基因片段, 并以此为靶标, 设计有效的干扰片段, 以线虫 RNAi 干扰载体

L4440 为载体, 构建桔小实蝇 flightin 基因 RNAi 载体。 通过 PCR、 酶切检测及测序, 证明表达载体构建正确。 本

研究为通过 RNAi 研究桔小实蝇 flightin 的基因功能奠定了基础。
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Abstract: The sequence of flightin in Bactrocera dorsalis (Hendel) was cloned in this study by RT鄄PCR. This flight鄄
in sequence was chosen as the target gene. An interference fragment was designed and inserted into the expression
vector L4440. Restriction enzyme analysis and DNA sequencing showed that all the recombinant plasmids were accord鄄
ing with our design. Our study laid a foundation for the study of the function of flightin gene in B郾 dorsalis by RNAi.
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桔小实蝇 (Bactrocera dorsalis Hendel郾 ), 属双

翅目 (Diptera) 实蝇科 (Tephritidae) 昆虫, 是全

球检疫性、 危害果蔬的害虫, 善飞行, 被称为

“水果杀手冶, 其具有极强的迁飞能力, 是造成其

分布地和发生区不断扩张, 以及根除后又再次发生

的重要原因[1 ~ 3], 桔小实蝇超强的飞行能力使得对

其防治变得困难[4 ~ 5]。 截至目前, 国内外对其飞行

行为发生的分子机制仍缺乏了解, 仅见于申建梅

等[6] 克 隆 了 桔 小 实 蝇 肌 球 蛋 白 轻 链 2 基 因

(BdorMLC2), 并对其表达谱进行了分析, 肌球蛋

白轻链在生物的运动过程中具有重要作用, 其研究

结果提示, 肌球蛋白轻链 2 基因可能与桔小实蝇的

肌肉收缩运动密切相关。 而关于 flightin 对桔小实

蝇飞行活动影响的研究未见报道。
昆虫的飞行活动受到一系列与肌肉组成相关的

飞行肌蛋白质的调控[7 ~ 8]。 flightin 是一种多磷酸化

的肌原纤维蛋白, 最早在果蝇 (Drosophila spp郾 )
间接飞行肌 ( indirect flight muscle, IFM) 上被发

现, 大小为 20kDa, 位于肌肉组织中的粗肌丝外

侧, 与肌球蛋白紧密结合[9], flightin 对昆虫飞行

能力的影响至关重要[8]。 研究表明, 果蝇和褐飞

虱 (Nilaparvata lugens) 的 flightin 被干扰后, 该基
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因表达量降低, 粗肌丝、 肌节长度增长, 飞行能力

严重下降[8 ~ 10]。 说明 flightin 能够决定飞行肌的肌

丝长度, 对飞行能力有直接调控作用[8]。 目前,
有关 flightin 在昆虫方面的研究基本局限于果蝇、
褐飞虱、 家蚕 (Bombyx mori) 等少数几种模式或

重要经济价值昆虫, 就 flightin 对于昆虫飞行能力

的关联性研究尚欠深入。
RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 是一种

广泛存在于真核生物中高度保守的、 由 dsRNA 诱

发的、 同源 mRNA 高效特异性降解, 使相应基因

不能表达, 从而引发基因转录后水平基因沉默的现

象[11 ~ 13]。 少量的 dsRNA 分子就可以使大量的内源

性 mRNA 降解, 使目标基因得到有效沉默[14 ~ 15]。
RNAi 技术已被广泛应用在基因功能研究、 高通量

靶标基因筛选、 基因治疗、 药物靶标预测和农业病

虫害防治等领域[16 ~ 17]。 利用 RNAi 技术控制迁飞

昆虫的危害, 已有了一些成功的范例[18 ~ 20]。 研究

表明, 褐飞虱 flightin 被干扰后, 该基因表达量为

零, 飞行 能 力 严 重 降 低, 甚 至 丧 失 了 飞 行 能

力[8,21 ~ 23]。 因此, 采用 RNAi 技术抑制桔小实蝇飞

行行为的关键基因的表达, 降低其飞行能力, 对桔

小实蝇的迁飞预警和防治将具有重大意义。
本研究采用 RT-PCR 技术, 设计克隆得到桔

小实蝇 flightin 的基因干扰片段, 同时选增强型绿

色荧光蛋白 (egfp) 作为对照, 通过构建体外表达

靶标 dsRNA 的 RNAi 载体, 为下一步通过 RNAi 研
究桔小实蝇 flightin 的基因功能奠定了基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

1郾 1郾 1摇 供试昆虫

本研究所用的虫源均为云南省林业和草原科学

院森保所室内饲养的桔小实蝇种群。 饲养条件为:
温度 25 ~ 30益, 湿度 60% ~ 70% , 光周期 16h
(L) / 8h (D)。
1郾 1郾 2摇 菌株及质粒载体

大肠杆菌 (Escherichia coli) DH5琢 感受态细胞

购自天根生化科技 (北京) 有限公司; L4440 质粒

(美国 Addgene 机构), 含 egfp 基因的质粒 (西南

林业大学徐进研究员惠赠)。
1郾 1郾 3摇 酶及有关试剂

TSINGKE Master Mix DNA Polymerase (北京擎

科新业生物技术有限公司); T4 DNA 连接酶、

RNaseA、 限制性内切酶 SacI、 XhoI (美国 ther鄄
mofisher 公司); 氨苄青霉素 ( Amp)、 X - gal、
IPTG (美国 Amresco 公司); 盐酸四环素 ( Tet)
(北京索莱宝科技有限公司); DNA 回收试剂盒、
质粒小量提取试剂盒 (北京艾德莱生物科技有限

公司); 总 RNA 提取试剂盒 Trizol鄄A +、 FastKing
cDNA 第一链合成试剂盒、 RNase-Free ddH2O [天
根生化科技 (北京) 有限公司]; 异丙醇、 氯仿、
无水乙醇等分析纯 [利安隆博华 (天津) 医药化

学有限公司]; 引物合成及测序委托北京擎科新业

生物技术有限公司完成。
1郾 2摇 方法

1郾 2郾 1摇 桔小实蝇总 RNA 的提取及反转录

桔小实蝇总 RNA 的提取按照 Trizol鄄A+试剂盒

说明书进行。 使用超微量核酸蛋白测定仪 (Nano鄄
Drop 2000) 进行浓度和纯度的测定, 选取 OD260 / 280

在 1郾 9 ~ 2郾 1 之间的总 RNA 用 1%琼脂糖凝胶电泳

检测其完整性。 将质量较好的总 RNA 存于-70益
冰箱备用。 用 RNase -Free ddH2 O 将 RNA 稀释成

500ng / 滋L 工作浓度, 参照 FastKing cDNA 第一链合

成试剂盒说明书将提取的总 RNA (约 1滋g) 反转

录成 cDNA, -20益 保存备用, 以此作为 PCR 模

板。
1郾 2郾 2摇 桔小实蝇 flightin 基因片段及对照 egfp 的克隆

用 Primer 5郾 0 和 Oligo 6, 结合含有 T7聚合酶的

L4440 干扰载体的多克隆位点以及桔小实蝇 flightin
基因转录组序列(GeenBank 登录号:XM_011210668)
和 egfp 序列的限制性内切酶位点设计上游和下游

引物。 flightin 基因 dsRNA 目的片段大小为 678bp,
包含完整的基因编码区; egfp 基因 dsRNA 目的片

段大小为 187bp。
flightin鄄F 摇 5 爷鄄C GAGCTCACTCGTATAATG鄄

GCTGATG鄄3爷 (下划线为 SacI 酶切位点);
flightin鄄R摇 5爷鄄C CTCGAGATAGCGACAAGCTC鄄

CCAC鄄3爷 (下划线为 XhoI 酶切位点);
egfp鄄F 摇 5 爷鄄C GAGCTCACGTAAACGGCCA鄄

CAAGTTC鄄3爷 (下划线为 SacI 酶切位点);
egfp鄄R 摇 5 爷鄄C CTCGAGAAGTCGTGCTGCT鄄

TCATGTG鄄3爷 (下划线为 XhoI 酶切位点)。
分别以桔小实蝇 cDNA 和含 egfp 基因的质粒为

模板, 按照 TSINGKE Master Mix DNA Polymerase 说

明书进行 PCR 扩增, 克隆桔小实蝇 flightin 及 egfp
基因干扰片段。 PCR 扩增体系: TSINGKE Master
Mix DNA Polymerase 12郾 5滋L, 上下游引物和模板各
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1滋L, 加灭菌 ddH2 O 至总体积 25滋L。 扩增条件:
95益预变性 3min, 95益 变性 30s, 60益 退火 30s,
72益延伸 1min, 35 个循环; 最后 72益延伸 10min。
反应结束后, 1%琼脂糖凝胶电泳检测并用 DNA 回

收试剂盒纯化回收目的片段送测序。
1郾 2郾 3摇 桔小实蝇 flightin 基因及 egfp 的 RNA 干扰

表达载体构建

(1) 连接与转化摇 将 L4440 质粒与胶回收的桔

小实蝇 flightin 和 egfp 片段分别同时用 SacI 和 XhoI
进行双酶切, 37益, 酶切 1h, 分别回收酶切产物。
用 T4 连接酶将回收的 L4440 载体和 flightin、 egfp 基

因片段以 1 ︰ 3 比例室温连接 10min。 连接产物命名

为 L4440-flightin、 L4440-egfp, 连接产物 (10滋L)
分别转化 50滋L 大肠杆菌 DH5琢 感受态细胞。

(2) 重组质粒的筛选与鉴定摇 将转化的感受态

细胞涂布在含 Amp、 IPTG、 Xgal 的固体 LB 平板培

养基上, 37益过夜培养, 挑取白色单菌落于含 Amp
的 LB 液体培养基中培养, 菌液 PCR 检测阳性后,
提取重组质粒 L4440-flightin 和 L4440-egfp, 用 SacI
和 XhoI 双酶切鉴定, 筛选阳性克隆, 取阳性克隆菌

液送北京擎科生物科技有限公司昆明分公司测序。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 桔小实蝇总 RNA 的提取

提取的桔小实蝇总 RNA 用 NanoDrop 2000 检

测, 浓度均超过 1 000ng / 滋L, OD260 / 280在 1郾 9 ~ 2郾 1
之间, 说明 RNA 纯度较高; 琼脂糖凝胶电泳显示

所提 RNA 的 28S rRNA、 18S rRNA、 5S rRNA 条带

清晰可见 (图 1), 条带具有较好的完整性。 提取

的 RNA 质量高, 保障后续试验顺利进行。

图 1摇 桔小实蝇总 RNA 提取结果

注: M 为 DNA Marker (AL2000) ; 1、 2 为桔小实蝇总 RNA 。

Fig郾 1摇 Total RNA of Bactrocera dorsalis

2郾 2摇 桔小实蝇 flightin 基因及 egfp 基因干扰片段

的检测

以桔小实蝇 cDNA 和 egfp 质粒为模板, 通过

PCR 扩增, 产物回收, 得到含 SacI 和 XhoI 酶切位

点的桔小实蝇 flightin 和 egfp 基因片段 (图 2)。 从

图 2 泳道 3、 4 可以看出, 桔小实蝇 flightin 基因片

段介于 500 ~ 750bp 之间, 对照 egfp 基因片段介于

100 ~ 250bp 之间, 分别与预期添加了酶切位点和

保护碱基后的大小 692bp 和 201bp 相符。 测序结果

与 Genebank 中报道的序列进行比对, 无碱基差异,
同源性达 100% , 证明, 桔小实蝇 flightin 基因及

egfp 基因干扰片段克隆成功。
把载体质粒 L4440 和胶回收得到的目的片段分

别经限制性内切酶 SacI 和 XhoI 在 37益下, 双酶切

1h 后, 电泳检测结果见图 2 的 2、 5、 6 泳道。 L4440
质粒大小为 2 790 bp, 经 SacI 和 XhoI 双酶切后, 得

到的线性化载体片段约为 2 755 bp (图 2 的 2 泳

道), 大小正确。 桔小实蝇 flightin 基因及对照 egfp
基因经双酶切后位置同 3、 4 泳道的 PCR 产物。

图 2摇 载体 L4440 和目的基因 PCR 扩增及双酶切回收产物

注: M 为 DNA Marker ( AL5000 ); 1 为 L4440 质粒对照; 2 为

L4440 双酶切产物; 3 为 flightin PCR 产物; 4 为 egfp PCR 产物; 5
为胶回收后 flightin 双酶切产物; 6 为胶回收后 egfp 双酶切产物。

Fig郾 2摇 L4440, flightin and egfp PCR amplification and
double digestion of the recovered product

2郾 3摇 桔小实蝇 flightin 基因及对照 egfp 基因干扰

表达载体检测

重组质粒 L4440鄄flightin 和 L4440鄄egfp 经双酶

切后, 1%琼脂糖凝胶电泳 20min 检测均分别得到

两条带, 2 755bp 的线性化 L4440 质粒载体, 及
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678bp 和 187bp 左右的目的片段 (图 3), 表明桔

小实蝇 flightin 基因和 egfp 基因片段成功转入

L4440 质粒中, 与预期设计一致。 将鉴定为阳性克

隆的菌液送测序, 双向测序结果与目的基因序列完

全一 致, 阅 读 框 正 确, 说 明 已 经 成 功 构 建 了

L4440鄄flightin 和 L4440鄄egfp 干扰表达载体。

图 3摇 构建于 DH5琢 中的重组质粒及双酶切验证

注: M 为 DNA Marker (AL5 000) ; 1 为 L4440-flightin 重组质粒; 2 为 L4440-egfp 重组质粒; 3 为 L4440-flightin 双酶切产物; 4 为 L4440-
egfp 双酶切产物; 5 为 L4440-egfp PCR 对照。

Fig郾 3摇 Recombinant plasmid constructed in DH5琢 and double enzyme digestion verification

3摇 结论与讨论

高质量的 RNA 是反转录 cDNA 的关键。 28S
rRNA 和 18S rRNA 是真核生物 rRNA 两个主要亚

基, 根据理论, 琼脂糖凝胶电泳 28S 的亮度是 18S
的两倍来确定 RNA 的完整性。 但不是所有物种都

如此, 昆虫的 28S 存在隐裂现象, 28S 容易断裂

开, 且断裂产物大小与 18S 相当, 导致 28S 含量的

减少或缺失而 18S 含量相对偏多的情况[24]。 试验

中所提取的桔小实蝇总 RNA 电泳结果显示 28S 和

18S 条带清晰, 但 18S 比 28S 亮得多, 说明桔小实

蝇存在 28S rRNA 隐裂现象。
RNA 干扰作用 (RNAi) 是近年来新发现的一

种通过 dsRNA 介导的特异性高效抑制基因表达的

途径, 其在基因功能研究及农业病虫害防治等领域

中具有广阔应用前景[16 ~ 17]。 L4440 质粒具有氨苄

抗性, 含有两个反向对应的 T7 强启动子, 利用该

质粒构建的重组质粒可以在大肠杆菌 HT115
(DE3) 中表达大量所需的外源目的 dsRNA。 在

RNAi 研究中, 该方法比利用试剂盒体外转录和化

学合成能够大大降低实验成本[25 ~ 26], 是基因功能

研究中应用较多的分子手段之一。 迁飞是害虫繁衍

和扩散为害的重要方式, 而飞行肌是其飞行的直接

动力来源, 研究害虫飞行肌蛋白调控机制及功能,
可以为害虫综合防治提供新思路和新途径。 flightin
是昆虫飞行肌发育和行使功能的重要蛋白[9,27]。 本

课题组已经解析了 flightin 基因在桔小实蝇整个发

育过程中, 以及不同日龄雌、 雄成虫不同组织中的

表达模式, 表明 fightin 与桔小实蝇的飞行相关

(待发表)。 为了进一步探索桔小实蝇 flightin 基因

的功能及其作用机制, 本研究应用基因工程手段,
根据桔小实蝇转录组预测序列 XM_011210668 的

ORF 序列在线预测了可能存在的 siRNA 位点, 选

择其中 678bp 序列作为 RNA 干扰片段, 并加入 Sa鄄
cI 和 XhoI 两个酶切位点, 以便构建至 L4440 干扰

载体。 桔小实蝇 flightin 基因及对照 egfp 基因的

RNAi 表达载体的成功构建, 为研究桔小实蝇

flightin 的基因功能和作用奠定了基础。
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