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[摘要 ]  设计了一对简并引物, 从小菜蛾 P lutella X ylo stella( L. )抗溴氰菊酯品系和敏感品系的雌雄成虫基因组

中分别克隆了泛素基因的编码区, G enBank登录号分别为 EU28778, EU28779, EU28780, EU28781. 序列分析表

明, 该基因的长度为 228 bp, 编码的多肽由 76个氨基酸组成. 不同品系和不同性别的小菜蛾泛素基因的核苷酸

序列、氨基酸序列等均存在差异,其中敏感品系雌雄成虫间差异较大, 序列相似性为 811 1% ; 抗性品系雌雄成虫

间差异较小, 序列相似性为 9718% . 推测这些差异可能与小菜蛾抗药性的形成有关. 因而为进一步研究小菜蛾抗

药性形成机制和遗传机理奠定了基础.
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Abstrac t: The c loned ub iqu itin g ene cod ing sequence ofP lu tella Xy los tella ( L. ) susceptible stra in and the deltam ethrin

- res istance stra in of the adu ltm a le and fem a le, 228 bp in leng th, encodes a pro te in of 76 am ino acids( GenBank Ac-

cession No. EU28778, EU28779, EU28780, EU28781). M ultiple sequence a lignment ind ica ted tha t the nucleo tide and

am ino ac id sequences both have d ifferent sites among the four sam ples: the susceptib le stra in has larger d ifferences be-

tw een m a le and fema le adu lts, w ith the sequence s im ilar ity o f 8111% ; wh ile the resistant strain has sm a ller d ifferences,

sequence sim ilarity 9718% , thus these differences m ay be related to themo lecu la rm echan ism of drug res istance in P lu-

tella X y lostella, and lay a founda tion for further study o f its fo rm ation and geneticm echanism s.

K ey words:P lutella X y lostella( L. ), ub iqu itin g ene, clon ing, sequence analysis

 收稿日期: 2008-04-20.

基金项目:江苏省自然科学基金 ( BK2006219 )、南京师范大学实践创新训练计划资助项目.

通讯联系人:程罗根,博士,教授,研究方向:遗传学. E-m a i:l chengluogen@ n jnu. edu. cn

  泛素 ( ubiquitin)由 76个氨基酸残基组成,相对分子质量约为 8 600, 是真核生物内高度保守的一种多

肽,游离于细胞内或共价缀合到各种胞浆、核和整合的膜蛋白上.从不同种属的真核生物得到的泛素的一

级结构几乎相同,对植物、酵母和动物的泛素分析表明, 它们的结构仅有 1~ 3个氨基酸残基不同. 泛素要

经过一系列步骤才能缀合到底物蛋白上. 其缀合途径在真核细胞的许多代谢过程中起作用,包括参与核糖

体生物形成、细胞周期调控、蛋白激酶活性的调节、受体胞吞的调控、基因表达等
[ 1- 4 ]

.

目前,国内外仅报道了草地贪夜蛾 Spodop tera f rugiperda
[ 5]
、烟草天蛾 M anduca sex ta

[ 6]
、果蝇 Drosophila

m elanogaster
[ 7]
、家蚕 Bom byx m ori

[ 8]
、斜纹夜蛾 Spodop tera litura

[ 9]
、德国小蠊 B lattella germ anica

[ 8]
及棉铃虫

H elicoverpa arm igera
[ 10]
等昆虫的泛素基因序列. Cheng等

[ 11]
在对小菜蛾 P lutella X y lostella ( L. )的抗溴氰菊
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酯品系和敏感品系的 cDNA RDA分析 ( cDNA representat iona l difference ana lysis)中发现抗性品系和敏感品

系存在序列差异,其中一个序列与已知泛素基因有较高的同源性, 可能与小菜蛾的抗药性有关.我们根据

已知真核生物泛素蛋白氨基酸序列, 设计一对简并引物,对小菜蛾的抗性品系和敏感品系雌雄成虫的泛素

基因作了进一步的比较与分析,从而为研究泛素与昆虫抗药性的关系奠定基础.

1 材料与方法

111 材料
  室内选育的抗溴氰菊酯品系和同步隔离饲养的敏感品系的小菜蛾成虫, 由贵州省农业科学院提
供

[ 11]
.

Taq酶和 pGEM - T载体购自美国 Promega公司;感受态细胞和核酸相对分子质量标准物购自 TaKaRa

公司; 其它试剂均为国产分析纯.

112 方法
11211 小菜蛾基因组 DNA的提取

  DNA的提取技术根据程罗根等
[ 12]
的方法略作改进. 分别随机取 - 70e 冻存的小菜蛾敏感品系雌雄

成虫和抗溴氰菊酯品系雌雄成虫各 3头, 每 3头同品系同性个体加入 400 LL裂解缓冲液 ( 10mmo l/L T ris

- C ,l pH值 810; 011mo l/L EDTA, pH值 810; 质量体积百分比 015% SDS)和 115 LL RNase( 10mg /mL) ,
匀浆, 37e 温育 1 h.加入蛋白酶 K( 20mg /mL) 5 LL, 混匀, 50e 水浴 3 h. 用等体积的酚抽提 1次, 5 000 g离

心 15m in;酚 B氯仿 B异戊醇 ( 25B24B1)抽提 2次, 5 000 g离心 10m in.将提取的 DNA溶于 50 LL TE( pH值

810) .用 1%琼脂糖凝胶电泳测定 DNA的完整性.

11212 简并引物设计与合成

根据 L i ZF等
[ 9]
和已知的人、果蝇、牛及鳞翅目昆虫等泛素蛋白氨基酸序列的高度保守性, 设计一对

简并引物.正向引物: 5. - ATGCA (AG )AT( CT ) TT ( CT) GT IAA (AG ) AC, 反向引物: 5. - (AG) CCACC ICG

( CGA) AG IC( TG) ( CGA )A ( GA ) ( CG ) AC. 引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成, 使用前用

ddH 2O稀释至 10 Lmo l/L.

11213 PCR扩增

PCR反应条件为: 50LL反应体系中含 5 LL 10 @ PCR buffer, 0. 04 Lmo l dNTP, 引物各 50 pmo,l 3 un its

Taq-Po lymerase,约 3 ng DNA.样品先 95e 预变性 3m in, 然后按下述条件进行 PCR扩增反应: 95e 1m in,

35e 1m in, 72e 1m in, 30个循环后 72e 10m in, 扩增完毕后置 4e 终止反应.
11214 PCR产物的克隆与测序

PCR产物克隆参照 Man iatis等
[ 13]
方法, PCR产物琼脂糖凝胶电泳, 选择大小与所设计的小菜蛾泛素

基因片段相符合的单一 DNA条带回收、纯化;纯化的 PCR产物与 pGEM - T载体连接,重组子转化 JM 109

大肠杆菌;随机挑取单克隆,由上海生工生物工程技术服务有限公司代为测序 (AB I3730测序仪,测序试剂

B igDye term inator v311,美国 ABI公司 ) .

11215 序列分析
将测得的 4个序列分别送入 NCB IBLAST进行同源性比较. 蛋白质序列预测和多序列比较采用 Mega4

软件.

2 结果与分析

211 小菜蛾基因组 DNA的提取及 PCR扩增

  提取的小菜蛾基因组 DNA电泳检测图谱如图 1.以此基因组 DNA为模板, 用所设计的一对引物进行

PCR反应,每个样品都得到一条与预计长度相当的约 230bp的条带 (如图 2) .

212 目的片段测序及序列分析
随机挑取的单克隆,由上海生工生物工程技术服务有限公司代为测序. 序列测定表明, 克隆片段长

228 bp,为一个开放阅读框,编码 76个氨基酸.敏感品系雌性个体泛素基因预测编码蛋白相对分子质量为

8 510, 等电点为 5173( G enB ank登录号为 EU 28778); 敏感品系雄性个体泛素基因预测编码蛋白相对分子
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质量为 8 540,等电点为 6156( GenBank登录号为 EU 428779) ;抗溴氰菊酯品系雌性个体泛素基因预测编码

蛋白相对分子质量为 8 550, 等电点为 6156( GenBank登录号为 EU428780); 抗溴氰菊酯品系雄性个体泛素

基因预测编码蛋白相对分子质量为 8 550, 等电点为 6156( GenBank登录号为 EU428781). 用 GenBank中

的 BLAST程序分析表明, 4条片段与已报道的泛素基因序列均有 80%以上的同源性. 运用 Mega4软件对

这 4条小菜蛾泛素基因的核苷酸序列及氨基酸序列的比较结果见图 3, 4.由图中可以看出,小菜蛾不同品

系间泛素基因核苷酸序列存在一定差异,差异位点主要集中在密码子的第三位, 所以氨基酸序列极其相

似,仅有 2~ 4个氨基酸的不同, 所有已知与泛素功能相关的位点在小菜蛾泛素蛋白序列中均保守存在.其

中,小菜蛾抗溴氰菊酯品系雌性个体与雄性个体间的泛素基因含有的 5个核苷酸差异序列相似性为

9817%, 差异位点均处于密码子的第三位, 所以其蛋白序列完全相同; 敏感品系雌性个体与雄性个体间泛
素基因序列差异较大含有 43个差异位点,序列相似性为 8111%, 但差异位点也主要集中在密码子的第三
位,所以蛋白序列仅存在 4个氨基酸差异.
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3 讨论

本研究在 Cheng等
[ 11]
的基础上,对小菜蛾的泛素基因作了进一步的分析. 应用一对简并引物分别克

隆了小菜蛾敏感品系和抗性品系的泛素基因编码区,发现其核苷酸序列、蛋白序列等均存在差异, 这可能

与小菜蛾抗药性的形成有关;并且将同一品系中不同性别的小菜蛾分开进行研究,发现抗性品系雌雄个体

间泛素基因的差异明显低于敏感品系个体间的差异,这可能与遗传异质性有关,敏感个体异质性高, 经药

剂汰选后异质性提高,由此引起抗性个体间泛素基因的差异减小, 说明在抗药性形成的过程中药物可能对

泛素基因的表达和遗传过程产生了一定的选择作用.虽然小菜蛾泛素基因核苷酸和氨基酸序列上的差异

还不足以说明小菜蛾抗药性的形成与其泛素基因的关系, 但这为进一步研究小菜蛾不同品系和性别间泛

素基因表达量及其基因调控机制奠定了基础.

[参考文献 ]

[ 1]  X iaoW, L in S L, B room fie ld S, e t a.l The products o f the yeastMMS2 and tw o hum an homo log s ( hMM S2 and CROC- 1)

define a structura lly and functionally conserved Ubc- like prote in fam ily [ J]. Nuc le icAc ids Research, 1998, 26( 17): 3 908-

3 914.

[ 2]  RoestH P, van K laveren J, deW it J, et a.l Inactivation of theHR6B ub iqu itin- con juga ting DNA repair enzym e in m ice cau-

ses m ale ster ility assoc ia ted w ith chrom atin m od ification[ J]. Ce l,l 1996, 86( 5): 799-810.

[ 3]  Strous G J, van Ke rkhof P, Govers R, et a.l G row th ho rm one- induced signa l transduction depends on an intact ub iquitin

system [ J]. Journal o f B io logy Chem istry, 1997, 272( 1): 40-43.

[ 4]  Spa taro V, Norbu ry C, H arris A L. The ub iqu itin-proteasom e pa thway in cancer [ J]. B ritish Journal o f Cancer, 1998, 77

( 3): 448-455.

[ 5]  Guarino LA. Identification of a v ira l gene encod ing a ub iqu itin- like pro tein [ J]. Proc Natl Sc,i 1990, 87( 1) : 409-413.

[ 6]  B isho ff S T, Schw artz LM. Character ization o f a ub iqu itin-fusion gene from the tobacco hawkmo th, M anduca sexta [ J]. Nu-

cle ic Ac ids Research, 1990, 18( 20): 6 039-6 043.

[ 7]  Barr io R, de lA rcoA, CabreraH L, et a.l Structure and expression o f theD rosoph ila ub iquitin-80-am ino acid fusion prote in-

gene[ J]. Journa l of B iochem istry, 1994, 302( 1): 237-244.

[ 8]  于航, 金丰良,许小霞, 等. 德国小蠊泛素基因的克隆及序列分析 [ J]. 昆虫学报, 2004, 47( 4): 522-525.

[ 9]  L i Z F, Pang Y, Yu J X. C lon ing and sequencing o f ub iqu itin g ene from Spodoptera litura[ J]. Entom o log ia Sin ica, 2003,

10( 1): 27-34.

[ 10]  李朝飞,于航, 潘丽晶,等. 棉铃虫泛素基因的克隆和序列分析 [ J]. 中山大学学报: 自然科学版, 2005, 44( 1): 61-64.

[ 11]  Cheng L G, W ang S Z, Chen ZH, et a.l cDNA representationa l difference analysis o f the de ltame lthrin- resistant and ) sus-

ceptib le populations in d iamondback m o th (P lutella Xy lostella L. ) [ J]. Appl Entomo ,l 2005, 129( 9 /10) : 515-520.

[ 12]  程罗根,李凤良, 韩招久, 等. 小菜蛾对杀虫双和杀螟丹抗药性遗传的 DNA随机扩增多态性研究 [ J]. 昆虫学报,

2001, 4( 1): 15-19.

[ 13]  M an iatis T, F ritsch E F, Sam brook J. M olecular C loning: A Laboratory M anua l [ M ]. New York: Cold Spr ing H arbor

Labortoy, 1982: 68-105.

[责任编辑:孙德泉 ]

)107)

徐佳宁,等: 小菜蛾泛素基因的克隆及序列分析


