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基于转录组测序的冈田绕眼果蝇mdr65基因克隆与分析*
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【摘要】 目的 对冈田绕眼果蝇(Phortica
 

okadai)mdr65基因进行克隆及生物信息学分析。 方法 基于转录组测

序分析杀虫剂胁迫下ABC转运蛋白基因表达谱,筛选出一个差异最大且表达上调的基因,并进行PCR验证;应用RT-

qPCR(实时荧光定量PCR)检测该基因经高效氯氰菊酯亚致死浓度胁迫前后在冈田绕眼果蝇体内的表达差异;利用在线

软件对冈田绕眼果蝇mdr65基因编码蛋白的结构特征进行生物信息学预测分析,并利用 MEGA.X软件构建系统进化

树,通过String数据库及KEGG在线软件分别对其互作蛋白网络及相关通路进行预测分析。 结果 基于转录组测序

分析筛选出一个差异最大且表达上调的ABCB 基因,通过PCR验证及NCBI在线Blast分析,确定该基因为冈田绕眼果

蝇mdr65基因;RT-qPCR检测mdr65基因在冈田绕眼果蝇经高效氯氰菊酯亚致死浓度胁迫0
 

h和1
 

h体内的相对表达

量差异有统计学意义(P<0.01)。该基因含有1
 

497
 

bp的蛋白质编码区(CDS),编码492个氨基酸,蛋白相对分子质量

为54.11×103,等电点为9.09,存在4个跨膜区,无信号肽,其二级结构为α螺旋(43.5%),伸展主链(16.67%)及c无规

则卷曲(39.84%),存在 Walker
 

A和B基序和Q环及 H基序保守结构域,主要富集在嘌呤代谢、糖代谢途径、味觉传导

等代谢途径。同源序列比对和系统进化树分析显示,该基因与厩螫蝇(Stomoxys
 

calcitrans)mdr65基因同源性高,与其

他果蝇mdr65基因同源性均较高。 结论 筛选的冈田绕眼果蝇 mdr65基因在受到杀虫剂胁迫后呈现高表达,具有跨

膜区域,为阐明ABC转运蛋白mdr65基因在冈田绕眼果蝇杀虫剂解毒代谢中的作用提供了理论依据,有助于进一步研

究该基因在冈田绕眼果蝇抗性形成过程中发挥的作用及其杀虫剂抗性产生的分子生物机制。
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【Abstract】 Objective The
 

cloning
 

and
 

bioinformatics
 

analysis
 

the
 

mdr65
 

gene
 

in
 

Phortica
 

okadai. Methods Based
 

on
 

an
 

analysis
 

of
 

transcriptome
 

data
 

on
 

Phortica
 

okadai
 

exposed
 

to
 

beta-cypermethrin
 

,the
 

expression
 

profile
 

of
 

ABC
 

transporter
 

gene
 

was
 

analyzed,and
 

the
 

highest
 

up-regulated
 

gene
 

was
 

selected
 

and
 

verified
 

by
 

PCR.
 

RT-qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

difference
 

of
 

this
 

gene
 

in
 

Phortica
 

okadai
 

before
 

and
 

after
 

sublethal
 

concentration
 

stress
 

of
 

beta-
cypermethrin.

 

RT-qPCR(real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

this
 

candi-
date

 

gene
 

in
 

Phortica
 

okadai
 

with
 

exposed
 

to
 

the
 

sublethal
 

concentration
 

of
 

beta-cypermethrin
 

stress;The
 

structural
 

char-
acteristics

 

of
 

the
 

protein
 

encoded
 

by
 

the
 

mdr65
 

in
 

Phortica
 

okadai
 

were
 

predicted
 

using
 

online
 

software,and
 

the
 

phyloge-
netic

 

tree
 

was
 

constructed
 

by
 

MEGA.X
 

software,and
 

the
 

protein-protein
 

interaction
 

networks
 

and
 

related
 

pathways
 

were
 

predicted
 

by
 

String
 

database
 

and
 

KEGG
 

online
 

software,respectively. Results An
 

ABCB
 

gene
 

with
 

the
 

highest
 

up-reg-
ulated

 

was
 

selected
 

from
 

the
 

transcriptome
 

database
 

of
 

Phortica
 

okadai,that
 

was
 

identified
 

as
 

the
 

mdr65
 

gene
 

with
 

PCR
 

validation
 

and
 

NCBI
 

online
 

Blast
 

analysis;RT-qPCR
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

0h,the
 

relative
 

expression
 

of
 

mdr65
 

was
 

significantly
 

upregulated
 

after
 

1
 

h
 

with
 

exposed
 

to
 

sublethal
 

concentration
 

of
 

beta-cypermethrin
 

(P<0.01).
 

The
 

com-

plete
 

coding
 

sequence
 

(CDS)
 

of
 

mdr65
 

is
 

1
 

497
 

bp,encoding
 

492
 

amino
 

acids
 

with
 

a
 

predicted
 

mass
 

and
 

pI
 

of
 

54.11×103
 

and
 

9.09.
 

MDR65
 

protein
 

has
 

4
 

transmembrane
 

regions,no
 

signal
 

peptide,and
 

its
 

secondary
 

structure
 

is
 

composed
 

with
 

α
 

helix
 

(43.5%),extended
 

strand
 

(16.67%)
 

and
 

random
 

coil
 

(39.84%),it
 

also
 

has
 

Walker
 

A
 

and
 

B
 

motifs,Q
 

ring
 

and
 

H
 

motif
 

conservative
 

domains.
 

Metabolic
 

pathways
 

of
 

MDR65
 

were
 

mainly
 

enriched
 

in
 

purine
 

metabolism,glucose
 

metabo-
lism

 

pathway
 

and
 

taste
 

conduction.The
 

sequence
 

similarity
 

alignment
 

and
 

analysis
 

showed
 

that
 

mdr65
 

in
 

Phortica
 

okadai
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had
 

a
 

high
 

similarity
 

with
 

the
 

mdr65
 

gene
 

of
 

drosophila
 

especially
 

Stomoxys
 

calcitrans. Conclusion The
 

mdr65
 

gene
 

with
 

transmembrane
 

region
 

in
 

Phortica
 

okadai
 

showed
 

high
 

expression
 

under
 

insecticide
 

stress.
 

These
 

results
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

further
 

clarify
 

the
 

role
 

of
 

mdr65
 

gene
 

in
 

insecticide
 

detoxification
 

metabolism
 

and
 

contribute
 

to
 

fur-
ther

 

research
 

on
 

the
 

role
 

of
 

mdr65
 

gene
 

in
 

the
 

formation
 

of
 

resistance
 

and
 

the
 

molecular
 

biological
 

mechanism
 

of
 

insecti-
cide

 

resistance
 

in
 

Phortica
 

okadai.
【Key

 

words】 Phortica
 

okadai;ABC
 

transporter;mdr65
 

gene;Insecticide
 

stress

  冈田绕眼果蝇(Phortica
 

okadai)是人兽共患眼

部寄生虫结膜吸吮线虫(Thelazia
 

callipaeda)的中间

宿主和传播媒介,我国是结膜吸吮线虫病例报道较多

的国家之一[1]。结合该病的流行病学特征,防制冈田

绕眼果蝇对切断结膜吸吮线虫的传播尤为重要。冈田

绕眼果蝇多分布在果园周边,喜食腐烂瓜果,以幼虫潜

入果实为害,对瓜果品质造成影响。农业生产中需定

期喷洒农药杀灭害虫,以保证水果品质和产量。研究

表明,高剂量、高频率地使用化学杀虫剂导致了昆虫的

抗药性产生和发展,这也成为当今农业害虫和疾病虫

媒控制中的一大障碍,同时造成了严重的环境污染[2]。
近来研究表明,ABC转运蛋白(ATP-binding

 

cas-
sette)具有代谢杀虫剂的能力,在昆虫抗药性形成中

也发挥着重要作用[3]。ABC转运蛋白通过将杀虫剂

等异源性物质转运出细胞,促使杀虫剂从靶神经细胞

向细胞色素P450和其他解毒酶部位移动,从而加速

杀虫剂的代谢,进而增加昆虫对杀虫剂的代谢解毒能

力,增强对杀虫剂的耐受性[4]。ABC转运蛋白在烟草

夜蛾(Heliothis
 

assulta)中首次发现,随后证实科罗拉

多马铃薯甲虫(Leptinotarsa
 

decemlineata)幼虫Ld-
ABCB1基因在苏云金芽孢杆菌Cry3毒素代谢中发

挥重要作用[5]。另有研究表明小菜蛾的敏感株和耐药

株之间存在PxABCB1基因的差异表达,因此间接说

明PxABCB1与小菜蛾抗药性的产生有关[6]。作者

曾在定期喷洒农药的果园中诱捕到冈田绕眼果蝇,因
此推测冈田绕眼果蝇对杀虫剂的代谢能力可能有所增

强,但关于冈田绕眼果蝇是否与上述报道的昆虫一样,
能通过ABC转运蛋白基因的表达增强从而促进机体

对杀虫剂代谢解毒能力的增强,进而促进冈田绕眼果

蝇对杀虫剂抗性产生,尚不清楚。
本研究基于高效氯氰菊酯亚致死浓度胁迫后的冈

田绕眼果蝇差异转录组的数据分析,筛选出表达差异

最大的 ABC转运蛋白候选基因,通过PCR验证与

NCBI在线Blast分析,确定其为mdr65基因,为阐明

ABC转运蛋白mdr65基因在冈田绕眼果蝇杀虫剂解

毒代谢中的作用提供了理论依据,有助于进一步研究

该基因在冈田绕眼果蝇抗性形成过程中发挥的作用及

其杀虫剂抗性产生的分子生物机制。

材料与方法

1 材料

1.1 供试果蝇 冈田绕眼果蝇采自遵义市周边果园,
在室内不接触任何药剂的状态下饲养。

1.2 主 要 试 剂  RNAiso
 

Plus
 

试 剂,Prime
 

ScriptTMRT
 

Reagent
 

Kit,SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq(日本

TaKaRa公司);琼脂糖(北京索莱宝科技有限公司);

DL2000
 

DNA
 

Marker,2×Taq
 

Plus
 

PCR
 

MasterMix
(北京庄盟国际生物基因科技有限公司)。引物设计与

合成均由上海生工生物工程股份有限公司完成。

1.3 主要仪器 AB-PCR仪(北京世纪科信科学仪器

有限公司);DYY-8C电泳仪(北京六一生物科技有限

公司);Tanon-1600凝胶成像仪(广州誉维生物科技仪

器有限公司);荧光定量PCR仪(美国BIO-RAD公

司)。

2 方法

2.1 目的基因筛选 使用药膜法在高效氯氰菊酯亚

致死浓度下胁迫3~5日龄未交尾冈田绕眼果蝇成蝇,

1
 

h后将存活个体与0
 

h个体用于转录组测序。通过

差异转录组测序分析,以P<0.05,Log2FoldChange
>1为阈值,筛选所有差异表达的ABC转运蛋白家族

基因,并利用FPKM 表达量进行差异表达分析,构建

表达量热图,挑选表达差异最大的高表达基因作为目

的基因。

2.2 RNA提取与cDNA合成 以冈田绕眼果蝇3~
5日龄未交尾成蝇为材料,按照RNAiso

 

Plus试剂盒

说明,采用 Trizol法提取总 RNA,检测合格后按照

Prime
 

ScriptTMRT
 

Reagent
 

Kit逆转录试剂盒说明书

合成cDNA。

2.3 目 的 基 因 的 PCR 验 证 上 游 引 物:5'-AT-
GATCTTTAAAGCAATGATACGTCAAGAA-3';
下游引物:5'-TTAATGATCTCTCTGAGTTTTGT-
GCAA-3'。以上述合成的cDNA为模板进行候选目

的基因的PCR验证。PCR反应体系(25
 

μl):cDNA
 

1
 

μl,MasterMix
 

12.5
 

μl,上、下游引物(10
 

μmol/L)各1
 

μl,ddH2O
 

9.5
 

μl。取PCR产物5
 

μl进行2%琼脂糖

凝胶电泳,剩余产物交由北京擎科生物科技有限公司

重庆分公司测序。

2.4 冈田绕眼果蝇mdr65基因差异表达分析 通过

RT-qPCR检测mdr65基因在冈田绕眼果蝇(高效氯
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氰菊酯亚致死浓度胁迫0
 

h/1
 

h)体内的相对表达量。
高效氯氰菊酯浓度:0.166

 

mg/L[7]。上游引物:5'-
TTTTACGCCCGCATTTACCG-3';下 游 引 物:5'-
AAGCGTGTTTTTGGGTGGAC-3'。内参基因选择

β-Actin。上 游 引 物:5'-CAAGAATGAAGGCTG-
GAAGAG-3';下 游 引 物:5'-CTGCTGAGCGT-
GAAATCGT-3'。以上述逆转录的cDNA为模板进

行RT-qPCR。反应体系(20
 

μl):上、下游引物各0.8
 

μl,TB
 

Green
 

Premix
 

Ex
 

TaqII
 

10
 

μl,ROX
 

Reference
 

Dye(50×)0.4
 

μl,cDNA
 

2
 

μl,ddH2O
 

6
 

μl。反应程

序:94
 

℃
 

3
 

min;94
 

℃
 

30
 

s;54
 

℃
 

30
 

s;72
 

℃
 

1
 

min;72
 

℃
 

10
 

min;循环30次,4
 

℃贮存。采用2-
 

ΔΔCt 法对获

得的数据进行计算,采用SPSS
 

26.0对数据进行分析,
目的基因差异表达分析采用t 检验,采用 Graphpad

 

prism
 

9.0
 

软件作图。

2.5 冈田绕眼果蝇mdr65基因生物信息学分析 冈

田绕眼果蝇mdr65基因生物信息学分析的内容及工

具见表1。

表
 

1 冈田绕眼果蝇mdr65基因生物信息学分析
Table

 

1 Bioinformatics
 

analysis
 

of
 

mdr65
 

gene
 

of
 

Phortica
 

okadai
分析内容
Analysis

分析工具
Analysis

 

tools

蛋白基本理化
性质分析

ExPASy-PortParam
 

tool(http://web.ex-
pasy.org/protparam/)

亲水性预测 ExPASy-PortScale(http://web.expasy.org/
protscale)

跨膜结构域预测 TMHMM
 

Server2.0(http://www.cbs.dtu.
dk/services/TMHMM)

信号肽预测 SignalP5.0
 

server(http://www.cbs.dtu.
dk/services/SignalP/)

亚细胞定位分析 TargetP-2.0
 

server(http://www.cbs.dtu.
dk/services/TargetP/)

潜在磷酸化位点预测 NetPhos3.1(http://www.cbs.dtu.dk/serv-
ices/NetPhos/)

蛋白的二级结构预测 GOR4(http://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/
npsa_automat.pl? page=npsa_gor4.ht)

蛋白的三级结构预测 SWISS-MODLE (htttp://swissmodel.ex-
pasy.org/interactive)

相互作用蛋白预测 Srting(https://string.db.org/)
相关通路预测 KEGG(https://www.genome.jp/kegg/)

序列相似性分析 NCBI在线Blastx(https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi)

系统进化树 MEGA.X软件邻接(NJ)法
  注(Note):C/T高效氯氰菊酯亚致死浓度胁迫0/1

 

h(beta-cyper-
methrin

 

sublethal
 

concentration
 

stress
 

0/1
 

h)。

结 果

1 目的基因的筛选与验证

以P<0.05,Log2FlodChange>1为标准进行高

效氯氰菊酯亚致死浓度胁迫下的冈田绕眼果蝇差异转

录组分析显示,存在25个差异表达的ABC转运蛋白

基因,分属于 ABCA、ABCB、ABCC、ABCD、ABCF、

ABCG等6个亚家族,其中有4个基因表达增强,21
个 基 因 表 达 下 调,差 异 表 达 增 强 最 大

(Log2FlodChange=1.945)的为 ABCB亚家族中的

mdr65基因(图1)。将该候选基因通过NCBI进行在

线Blast分析,其与多种果蝇mdr65基因同源性较高,
因此确定该基因为冈田绕眼果蝇mdr65基因。

图
 

1 ABC转运蛋白基因筛选结果及表达差异分析

Fig.1 ABC
 

transporters
 

gene
 

screening
 

results
and

 

expression
 

difference
 

analysis

2 冈田绕眼果蝇mdr65基因克隆

冈田绕眼果蝇 mdr65基因编码区全长为1
 

497
 

bp,编码492个氨基酸。以提取的cDNA为模板,对

mdr65基因进行PCR扩增,1%琼脂凝胶电泳检测显

示扩增产物大小为1
 

497
 

bp,与预期一致(图2)。

3 冈田绕眼果蝇mdr65基因编码蛋白 MDR65的生

物信息学分析

3.1 理化性质 用 NCBI在线 ORF软件将 mdr65
碱基序列翻译成氨基酸序列(图3),使用该氨基酸序

列预测该蛋白理化性质。结果为:蛋白相对分子质量

为54.11×103,等电点为9.09。氨基酸组成:占比最

高的氨基酸为 Leu,共51个,占比10.4%;最低为

Trp,共 3 个, 占 比 0.6%。 分 子 式 为

C2400H3894N682O700S19。原子总数为7
 

695,在哺乳动物

网织红细胞(体外)半衰期为30
 

h,在酵母(体内)半衰
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期为>20
 

h,在大肠埃希菌(体内)半衰期为>10
 

h,不
稳定指数为40.96(>40),为不稳定蛋白。亲水性总

平均值为0.054,该蛋白为疏水性蛋白。

  M DNA标志物(DL2000) 1 mdr65的PCR产物
图

 

2 候选基因PCR产物1%琼脂凝胶电泳分析

M DNAmarker(DL2000) 1 The
 

PCR
 

product
 

of
 

mdr65
Fig.2 Detection

 

of
 

candidate
 

genes
 

by
 

1%
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis

图
 

3 冈田绕眼果蝇 MDR65氨基酸序列

Fig.3 amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

MDR65
 

ofPhortica
 

okadai

3.2 疏水性 K-D法分析该蛋白疏水性最大值为

2.600,位于第57位;最小值为2.511,位于第488位

(图4)。亲水性总平均值为0.054。表明该蛋白为疏

水性蛋白。

图
 

4 冈田绕眼果蝇 MDR65亲水性分析

Fig.4 Hydrophilicity
 

analysis
 

of
 

MDR65
 

in
 

Phortica
 

okadai

3.3 跨 膜 区 通过在线软件 TMHMM 模型分析

MDR65蛋白共有4个跨膜结构,分别在第41-63、67-
84、150-172、192-214位氨基酸的位置各有一处跨膜结

构(图5),与亲水性分析结果一致。

图
 

5 冈田绕眼果蝇 MDR65跨膜区分析

Fig.5 Analysis
 

of
 

MDR65
 

transmembrane
 

area
 

inPhortica
 

okadai

3.4 信号肽预测 通过Signal
 

5.0
 

server平台预测

该蛋白为无信号肽,S-score<0.5,故判定该蛋白为非

分泌型蛋白(图6)。

图
 

6 冈田绕眼果蝇 MDR65信号肽分析

Fig.6 Analysis
 

of
 

MDR65
 

signal
 

peptide
 

inPhortica
 

okadai

3.5 亚细胞定位 TargetP-2.0预测TCP-TRE蛋白

的分泌通路信号肽(Secretory
 

pathway
 

signal
 

pep-
tide,SP)为0.0001,与上述通过Signal

 

5.0
 

server平

台对信号肽的预测结果吻合,即 MDR65无信号肽。
从结果可知,目的蛋白的分泌途径为其他型,即不是定

位在细胞核,而是定位在其他细胞器。

3.6 磷酸化位点 使用NetPhos
 

3.1在线分析软件

分析冈田绕眼果蝇 MDR65蛋白的潜在磷酸化位点。
该软件使用神经网络集成预测真核蛋白质中的丝氨

酸、苏氨酸或酪氨酸磷酸化位点,主要进行一般性和激

酶特异性预测。预测的激酶包括以下17种:ATM、

CKI、CKII、CaM
 

II、DNAPK、EGFR、GSK3、INSR、

PKA、PKB、PKC、PKG、RSK、SRC、cdc2、cdk5 和

p38MAPK。冈田绕眼果蝇 MDR65蛋白预测有29个

潜在磷酸化位点,其中包括18个丝氨酸(S)位点,分别

位于25、29、51、64、131、153、175、188、201、230、232、

291、305、332、392、419、450、479位氨基酸;9个苏氨酸

(T)位点,分别位于205、260、336、341、382、389、438、

451、488位氨基酸;2个酪氨酸(Y)位点,分别位于

348、482位氨基酸。

3.7 二、三 级 结 构 及 结 构 功 能 域 通过在线网站
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GOR4对蛋白的二级结构进行预测,α螺旋区、伸展链

区以及无规则卷曲区域几个二级结构交替出现。二级

结构在氨基酸所占比例:α螺旋(Hh)占43.5%,伸展

链(Ee)占16.67%,c无规则卷曲(Cc)占39.84%。其

中无规则卷曲区域位于 N端第1-6、29-31、36-55、71-
76、152-155、176-183、223-238、248-264、268-271、276-
278、286-293、299-306、311-319、328-336、347-355、376-
386、391-395、434-442、447-456、462-465、468-472和

486-489位氨基酸,这些肽段形成抗原表位的可能性

较大(图7A)。蛋白三级结构预测利用在线SWISS-
MODLE软件进行,采用同源建模方法,选择6ujs.1.
A为同源模板序列,生成预测蛋白三级结构模型(图

7B)。预测显示,预测模型与同源模板序列同源性为

49.48%,GMQE(全局模型质量评估)为0.7,表示本

次预测的模型有较高的可靠性。通过 NCBI
 

Con-
served

 

Domain
 

Search在线分析保守结构域,结果表

明第1350-1840位氨基酸位点为该蛋白的保守结构

域,包括 Walker
 

A和B基序、Q环、D环及H基序等。

h α螺旋 e 伸展链 c 无规则卷曲
图

 

7 冈田绕眼果蝇 MDR65二级(A)、三级(B)结构预测

h Alpha
 

helix e Extended
 

strand c Random
 

coil
Fig.7 Prediction

 

of
 

the
 

secondary(A)
 

and
 

tertiary(B)
 

structure
 

of
 

MDR65
 

in
 

Phortica
 

okadai

3.8 互 作 蛋 白 与 相 关 信 号 通 路 利用在线软件

string预测冈田绕眼果蝇 MDR65(FBpp0076719)的
相互作用蛋白,最低要求交互分数:high

 

confidence0.
7得出与MDR65相关的核心蛋白,其中nrv2、Mdr50、

CG10226等蛋白可与 MDR65产生相互作用(图8)。
运用KEGG在线软件分析,与 MDR65相关信号通路

共3条:KO00230嘌呤代谢、KO01100糖代谢途径、

KO04742味觉传导。

4 冈田绕眼果蝇 MDR65同源序列比对及系统进化

分析

通过 NCBI搜 索 同 源 序 列,将 冈 田 绕 眼 果 蝇

mdr65基因核酸序列与之进行在线比对,其与其他蝇

类的核酸序列同源性较高,其中与厩螫蝇(Stomoxys
 

calcitrans)序列相似性为92%,与黑腹果蝇相似性为

79.2%;利用 MegAlign软件对冈田绕眼果蝇 mdr65
基因核酸序列与二化螟(Chilo

 

suppressalis)序列进行

同源性比对,相似性为75.4%。利用 MEGA.
 

X软件

构建系统进化树,结果如图9。冈田绕眼果蝇mdr65
基因与多种蝇类的mdr65基因同源性较高,其中与厩

螫蝇(Stomoxys
 

calcitrans)的 mdr65基因同源性最

高,与二化螟(Chilo
 

suppressalis)的mdr65基因同源

性最低。

图
 

8 冈田绕眼果蝇 MDR65相互作用蛋白预测

Fig.8 Prediction
 

results
 

of
 

MDR65
 

interacting
 

protein
in

 

Phortica
 

okadai

图
 

9 冈田绕眼果蝇 MDR65系统发育树

Fig.9 Phylogenetic
 

tree
 

analysis
 

diagram
 

of
 

MDR65
in

 

Phortica
 

okadai

5 高效氯氰菊酯亚致死浓度胁迫对冈田绕眼果蝇

mdr65基因表达的影响

采用RT-qPCR检测mdr65基因在冈田绕眼果蝇

(高效氯氰菊酯亚致死浓度胁迫0
 

h/1
 

h)体内的相对

表达量。结果显示,亚致死浓度的高效氯氰菊酯胁迫

1
 

h后冈田绕眼果蝇体内mdr65基因相对表达量较胁

迫0
 

h时增高(图10)。

讨 论

ABC转运蛋白是最大的跨膜蛋白家族之一,存在
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于从细菌到人的所有生物中[8]。ABC转运蛋白主要

由两个疏水结构域(TMD)和两个核苷酸结合结构域

(NBD)组成[9]。根据 NBD序列的同源性,ABC转运

蛋白分为A-H(ABCA-ABCH)八个亚型[10]。ABC转

运蛋白家族参与多种生物过程,并在异生代谢和生物

合成中起关键作用[11]。在异生代谢中主要起作用的

ABC转运蛋白有:多药耐药(MDR)、多药耐药相关蛋

白(MRP)及乳腺癌耐药蛋白(BCRP)[12]。目前对于

ABC转运蛋白的研究主要集中在其与哺乳动物的关

系,对昆虫ABC转运蛋白的研究及其对杀虫剂抗性产

生的作用机制方面研究相对较少[13]。已有研究证实,

ABC转运蛋白在昆虫抗药性的发生和发展过程中发

挥重要作用,昆虫通过ABC转运蛋白将许多农药、药
物及其他异源性物质转运出细胞,以此增强昆虫对杀

虫剂的抗药性[14]。在果蝇体内的ABC转运蛋白可通

过清除昆虫体内的杀虫剂,减少阿维菌素与靶标蛋白

的结合,从而增加昆虫对杀虫剂的解毒代谢[15]。

注:胁迫1
 

h时与胁迫0
 

h时比较,P<0.01。
图

 

10 高效氯氰菊酯亚致死浓度胁迫0
 

h/1
 

h
 

mdr65相对表达量

Note:Stress
 

at
 

1
 

h
 

versus
 

stress
 

at
 

0
 

h,P<0.01。
Fig.10 Relative

 

expression
 

of
 

mdr65
 

under
 

sublethal
 

cypermethrin
stress

 

for
 

0
 

h/1
 

h

ABC转 运 蛋 白 研 究 主 要 集 中 在 ABCB 亚 家

族[16]。在ABCB亚家族中,已发现了3个完整的转运

蛋白 MDR49、MDR50和 MDR65,其 中 MDR49和

MDR65与杀虫剂抗性产生相关,特别是 MDR65对果

蝇杀虫剂抗性的产生具有显著特异性[8]。Kim等[17]

应用RNAi技术靶向击倒 ABCB亚家族中的mdr65
基因,发现黑腹果蝇(Drosophila

 

melanogaster)对
DDT敏感性会增强。Sun等[18]研究发现,在mdr49、
mdr50、mdr65基因中,沉默mdr65基因对提高黑腹

果蝇对9种不同杀虫剂敏感性的效果 最 为 显 著,

mdr65基因是大量杀虫剂毒性的主要调节基因。
蛋白的结构决定其功能,因此研究蛋白的高级结

构对其功能的解析有着重要的指导意义[19]。本研究

通过分析高效氯氰菊酯亚致死浓度胁迫下的冈田绕眼

果蝇差异转录组数据,筛选到表达差异最大的基因为

ABCB亚家族的mdr65基因。预测分析显示,冈田绕

眼果蝇
 

MDR65蛋白包括了 Walker
 

A和B基序、Q
环及H基序等几个ABC转运蛋白的高度保守区域,
且存在4个跨膜结构域,符合ABC跨膜蛋白家族的共

同特性。依据对 MDR65潜在磷酸化位点及亚细胞定

位的预测结果推测 MDR65可能通过磷酸化位点影响

冈田绕眼果蝇杀虫剂代谢及代谢杀虫剂的途径[3]。冈

田绕眼果蝇 MDR65蛋白的三级结构模型展示,跨膜

区以β折叠、无规则卷曲常见,其空间结构对功能的发

挥起重要作用,为了解该蛋白的结构及与杀虫剂的结

合位点提供了理论依据,结合冈田绕眼果蝇mdr65基

因体内表达量的差异,有助于研究冈田 绕 眼 果 蝇

mdr65基因在杀虫剂解毒代谢中的作用及代谢速

度[20]。系统进化分析显示,冈田绕眼果蝇 mdr65基

因与其他果蝇mdr65基因相似性均较高,其中与黑腹

果蝇的mdr65基因序列相似性为79.2%。有研究证

明,黑腹果蝇mdr65表达量的增加能增强其对杀虫剂

代谢的能力。本研究证实经高效氯氰菊酯亚致死浓度

胁迫后,冈田绕眼果蝇体内的mdr65基因相对表达量

增高,因此推测冈田绕眼果蝇同黑腹果蝇一样通过
 

mdr65基因的高表达增强其对杀虫剂的敏感性,在杀

虫剂抗性的发生发展中发挥重要作用。
本研究筛选到一个最具差异性的与冈田绕眼果蝇

抗药性相关的ABC转运蛋白mdr65基因,并对其蛋

白性质预测分析和mdr65基因的表达特征分析,为对

冈田绕眼果蝇 MDR65的功能及抗性相关的潜在靶点

研究提供了理论基础,以利于深入揭示冈田绕眼果蝇

杀虫剂抗药性的分子机制。
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