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[摘要 ] � 通过双向 cDNA RDA,即分别以敏感品系为检测子 ( tester)、抗溴氰菊酯品系为驱赶子 ( driver)和以抗

溴氰菊酯品系为检测子 ( tester)、敏感品系为驱赶子 ( dr iver)筛选 2种品系中的差异表达基因, 初步分析小菜蛾

敏感品系和抗性品系之间的遗传差异.经过 3轮消减杂交后, 将所得的差异片段克隆于 PMD 18 - T载体, 氨苄

筛选阳性克隆, 经菌落 PCR鉴定后送样测序. 得到 2条序列与 GenBank数据库中的部分已知序列有一定同源

性, 其中 1条序列与编码 S3a蛋白基因有较高的同源性 .
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Abstrac t:W e sifted the d ifferential expressed sequence from P lutella xy los tella susceptible stra in and the deltam ethrin-

res istance stra in by tw o-w ay cDNA representa tiona l d ifference ana ly sis( cDNA RDA). The tw o-way cDNA RDA was per-

form ed respective ly using cDNA from the P. xy loste lla susceptib le stra in as Tester amp licon and from the de ltame thr in-re-

s istance stra in as D r iver am plicon, and us ing cDNA from the deltam ethrin-resistance stra in as Tester am plicon and from

the susceptib le stra in as D r iver amp licon. The differential sequences be tw een P lutella xy los tella susceptib le stra in and

the de ltam ethrin- resistance stra in w ere analysed prelim ina rily. A fter three rounds o f subtractive hybr idiza tion, the d iffer-

entia l fragm entsw ere cloned w ith pMD18-T vector, then screen ing positive clone w ith amp ic illin and sequenced a fter co-l

ony PCR. Compar isons between our sequencing result and da ta in GenB ank show ed that therew ere two sequences appea-

ring re la tive ly high hom ology to some know n sequences. One o f them had h igh hom o logy w ith the sequence encoding s3a

prote in.
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� � 小菜蛾是世界性十字花科蔬菜主要害虫, 至今已有很多有关小菜蛾抗药性的研究报道 [ 1]
. 但大部分

集中在田间抗性检测、生理生化机制及普通遗传学方面,很少涉及其抗药性发生发展的遗传本质、抗性相

关基因的表达与调控等分子水平的研究. 大量研究表明,昆虫抗药性是可遗传的性状, 抗性个体的基因组

与敏感个体基因组存在着一定差异. 这些差异是导致昆虫对杀虫剂产生抗性的根本原因.

cDNA代表性差异分析 ( cDNA Represen tationalD ifferenceAnalysis)于 1994年由 Hubank和 Schatz
[ 2]
在

L isitsyn等
[ 3]
建立的 RDA方法的基础上改良而来,是一种用于比较两组织间差异表达基因的较完善的技

术.由于该技术与其他基因克隆方法相比具有操作简单、快速、灵敏度高、假阳性低等优点, 目前该技术已
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成功地应用于差异表达基因的克隆、缺失片段的分离、外源片段的检测、多态性探针的制备等领域的研究

中,近年来各大实验室又对该方法的实验参数做了进一步改进
[ 4]
. C. Luo gen等

[ 5]
以抗溴氰菊酯品系为检

测子 ( tester)、敏感品系为驱赶子 ( driver), 从随机选择的 10个克隆中, 发现一个与泛素基因高度同源序

列.本研究在前期工作基础上, 采用双向 cDNA RDA方法分析在抗性品系和敏感品系中差异表达的基因

序列, 为筛选抗性相关基因奠定基础.

1� 材料与方法

1�1� 小菜蛾
� � 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.
1�2� RNA提取及 cDNA合成

按 TR Izo l
TM
试剂盒 ( G ibco BRL)说明书操作提取成虫小菜蛾总 RNA. 用紫外分光光度计 ( Eppendorf

AG 22331H amburg)测定 RNA浓度, 1�2%琼脂糖凝胶电泳证明其完整性. 用 Un iversal R iboc lone cDNA

Synthesis System ( Prom ega)合成 cDNA.

1�3� 特定接头及引物

序列设计参照 Hubank等的文献
[ 2]
,具体序列如下: R-Bg-l 24: 5-AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCA-3�;

R-Bg-l 12: 5�-GATCTGCGGTGA-3�; J-Bg-l 24: 5�-ACCGACGTCGACTATCCATGAACA-3�; J-Bg-l 12: 5�-GATCT-
GTTCATG-3�; N-Bg-l 24: 5�-AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAA-3�; N-Bg-l 12: 5�-GATCTTCCCTCG-3�. 接头及

引物由上海生工生物工程技术服务公司合成.

1�4� cDNA RDA

主要参考 Hubank
[ 2 ]
及王淑珍

[ 6]
等方法.取 1�g cDNA用 Dpn II( NEB )酶切, 苯酚 /氯仿 (上海生工 )纯

化,与接头 R-Bg-l 24连接,苯酚 /氯仿纯化, PCR扩增,再经 DpnII酶切去除 R-Bg-l 24接头, 将 tester连上 J-

Bg-l 24接头,制备代表性检测扩增子 ( tester)及驱赶扩增子 ( driver) . 第一轮消减杂交:分别以敏感品系小

菜蛾和抗性品系小菜蛾作为检测扩增子 ( tester)构建 2个杂交系统, 取 5 �g D river cDNA与 50 ng Tester

cDNA混匀,加入 3 �EE杂交缓冲液 [ 30mmo l/L, EPPS (Am resco ), PH8�0( 20� ); 30mmo l/L EDTA; ] ,覆

盖上矿物油, 98� 变性 5m in,加入 1 �L 3mo l/L NaC ,l 67� 杂交 20 h.加 TE( pH 8�0)稀释杂交后产物, PCR
扩增 15个循环,苯酚 /氯仿纯化. 绿豆核酸酶 37� 消化 20m in,苯酚 /氯仿纯化. PCR扩增 26个循环, 条件

为: 95� 、3m in; 26个循环 ( 95� 、1m in; 70� 、3m in), 72� 、10m in.得到第一轮消减杂交产物, 产物经紫外

分光光度计确定浓度.按上述条件进行第二轮, 第三轮消减杂交, 每轮反应中 Driver都为 5 �g, Tester与

Driver的比例分别为 1�1 000、1�200 000.采用的接头分别为 N-Bg-l 24、J-Bg-l 24,最后的扩增循环数分别为

28、30.

1�5� 差异片段克隆、测序及同源性分析
1�3%琼脂糖凝胶电泳回收第三轮差异片段, W izard SV Gel and PCR C lean-up System ( Prom ega)纯化.

用 pMD18-T V ecto r( Takara)提供的载体,转入 Top10菌株,氨苄筛选, 菌落 PCR鉴定阳性克隆,送由上海生

工生物工程有限公司 ( AB I377)测序.

2� 结果

2�1� RNA提取及 cDNA合成

� � TR Izo l试剂提取总 RNA后, 用紫外分光光度计测定显示 A260 /A280为 1�97, 琼脂糖凝胶电泳显示
28S和 18S条带清晰,且比例合适.反转录后, cDNA经琼脂糖电泳显示在 200~ 750 bp都有条带.

2�2� cDNA RDA差异片段的获得

来自敏感和抗性品系小菜蛾的 cDNA,经 DpnII酶切后,在 T4 DNA连接酶 (NEB )的作用下两端连上

R接头, PCR扩增,分别制备 Tester和 Driver,电泳可见明显主带,集中分布于 250~ 600 bp. 琼脂糖凝胶电

泳分析第一、二、三轮消减杂交的片段,可见随着消减杂交次数的增加, 所获得的差异片段逐渐减少 (图 1,

图 2)
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2�3� 测序分析和同源性比较
将差异扩增片段克隆于 pMD18-T V ecto r( Takara)提供的载体上, 转入 Top10菌株, 氨苄筛选, 菌落

PCR鉴定阳性克隆,挑选克隆送交上海生工生物工程有限公司测序. 将测得的序列用 NCB I BLASTN进行

同源性比较,得知其中以敏感品系为检测子的系统得到 2条片段与 G enB ank数据库中的片段具有一定的

同源性;而以抗性品系为检测子的系统与 GenBank数据库中已知序列无同源性, 可能为一些新的基因,需

通过其他方法来证实.其中分别将 2条有相似性的片段命名为 TS39和 TS35. TS39与已知的几种物种的编

码 S3a蛋白基因有一定的同源性,而 TS35与已知的几种物种的编码 S23蛋白基因有一定的同源性. 利用

DNA CLUB推导其氨基酸序列 (图 3) .应用 C lusta lX 1�83软件对 TS39与其他几种生物的相关核苷酸序

列作同源性比较:草地夜蛾为 89�8%同源,烟夜蛾为 90�5% .用相同的方法得到, TS35与其他几种生物的

相关核苷酸序列的同源性为: lonom ia蠖为 93�3% ,白纹伊蚊为 91�4% ,嗜凤梨果蝇为 91�6% ,埃及伊蚊为

91�1%.

AGCCAGCGAAACTTCAAATACACGGTTCTTCAAACCCTCAGAGGCGATTTTGGTACCCTGGGTGCGGT

S Q R N F K Y T V L Q T L R G D F G T L G A V

TGACAAGGGTGGTTCCCACTTGTCTCTTGGTGAACATGGACGGTGCCTTGACATCGTACCAGTCTTTA

D K G G S H L S L G E H G R C L D I V P V F T

CGGGTGAAAGGGTCCACAATCTTCTTCTTAACACCCTTTTTGCCACCCTTCGACAGACCTTTATTTTT

G E R V H N L L L N T L F A T L R Q T F I F

GCCCACCGCCATGA

A H R H

图 3� TS39的核苷酸序列和氨基酸序列

F ig. 3� Nucleo tide sequence and deduced am ino acid sequence of TS39
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Spodoptera GGCCAGCGATACTTCAAAGACACGGCCCTTCAAACCCTCAGAAGCGATTTTGGTGCCCTG

H elioth is GGCCAGCGAGACTTCAAAAACACGGCCCTTCAATCCCTCAGAGGCAATTTTGGTGCCCTG

TS39 AGCCAGCGAAACTTCAAATACACGGTTCTTCAAACCCTCAGAGGCGATTTTGGTACCCTG

*** *** ** ** *** *** * *** ** ** *** * *** *** ** ** ** *** *** * *** *

Spodoptera AGTACGGTTGACAAGGGTGGTTCCCACTTGTCTCTTGGTGAACATAGACGGAGCCTTGAC

H elioth is AGTACGGTTGACAAGGGTGGTTCCCACTTGTCTCTTGGTGAACATAGACGGTGCCTTGAC

TS39 GGTGCGGTTGACAAGGGTGGTTCCCACTTGTCTCTTGGTGAACATGGACGGTGCCTTGAC

** ***** ********************* *************** ***** ********

Spodoptera ATCGTACCAATCTTTACGGGTGAAGGGATCGACGATCTTCTTCTTAACACCCTTTTTACC

H elioth is ATCGTACCAGTCTTTACGGGTGAAGGGATCGACAATCTTCTTCTTAACACCCCT ------

TS39 ATCGTACCAGTCTTTACGGGTGAAAGGGTCCACAATCTTCTTCTTAACACCCTTTTTGCC

********* ************** ** ** ** ****************** *

Spodoptera GCCTTTCGACAGGCCTTTATTTTTACCAACCGCCATGT

H elioth is --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --

TS39 ACCCTTCGACAGACCTTTATTTTTGCCCACCGCCATGA

图 4� TS39与 GenBank中已知所有其他物种相关编码 s3 a蛋白基因核苷酸序列的比对

F ig. 4� The com parison between TS39 sequence and another nucleo tide sequences known to encode S3a gene

of a ll o ther species in GenBank

注: Spodoptera为草地夜蛾, H elioth is为烟夜蛾.

TCAGGAACGGTAAGAAGGTGACAGCGTTCGTGCCCCGTGACGGTTGCCTCAACCACGTTGAAGAGAACGACGAAGTGCT

S G T V R R . Q R S C P V T V A S T T L K R T T K C .

AGTGGCGGGATTCGGTCGTAAGGGCCACGCCGTCGGTGACATTCCCGGAGTCCGATTCAAGGTTGTCAAGGTCGCCAAC

W R D S V V R A T P S V T F P E S D S R L S R S P T

GTTTCTCTTTTGGCTCTGTACAAGGAAAAGAAGGAGAGGCCATGGTCTGTTCATGGATAGTCGACGTCGGT

F L F W L C T R K R R R G H G L F M D S R R R

图 5� TS35的核苷酸及其氨基酸序列

F ig. 5� Nucleo tide sequence and deduced am ino acid sequence of TS35

3� 讨论

供试小菜蛾最初采自甘蓝地,与武汉市蔬菜研究所提供的小菜蛾敏感种群四龄幼虫的 LD50值比较,

证明田间种群为敏感种群,将敏感的族系保留下来,培育为敏感品系; 小菜蛾抗溴氰菊酯品系是在此基础

上通过室内点滴法处理四龄幼虫,连续继代淘汰分离的敏感个体选育而成的.因此可以认为,抗性品系和

敏感品系中基因表达的差异主要是由于溴氰菊酯的长期选择作用引起的.

程罗根、张晓飞、张海等
[ 7, 8]
曾用 RDA (代表性差异分析 )方法分析小菜蛾的基因组 DNA, 之后王淑

珍
[ 6]
和 C. Luo gen等

[ 5]
用改进的 cDNA RDA方法筛选出一个差异表达的序列, 该序列与泛素基因有很高

的同源性.本文首次通过构建一个双向的 cDNA RDA方法来鉴定敏感品系和抗性品系之间基因表达的差

异,从随机选取的 30个克隆测序中,得到两个差异表达序列,经 B last分析发现分别与编码 S3a蛋白基因

和编码 S23蛋白基因有比较高的同源性.

目前已知, S3a蛋白位于大、小核糖体亚基的接触面上, 该部位是核糖体结合翻译启动因子 2( elF2) ,

elF3, eF2, M et- tRNA, Phe- tRNA以及 mRNA的位置, S3a水平的变化影响到核糖体翻译的启动
[ 9- 11]

.孙

阿萍
[ 12]
等研究表明由于核糖体 S3a的降解抑制核糖体翻译功能的启动,阻碍了参与细胞生命活动的蛋白

的合成,从而导致细胞凋亡. Song等
[ 13]
研究表明 S3a蛋白在细胞凋亡方面产生一定的作用. 徐家萍

[ 14]
等

通过家蚕抗药性研究也得到 S3a的确在抗性品系和敏感品系间存在一定的表达差异, 但在小菜蛾的抗药

性研究中还没有相关的报道. 有关 S23蛋白的报道不多, X ian L i等
[ 15]
对青岛文昌鱼中的编码 S23蛋白基

因有过简单的报道,在小菜蛾细胞中尚属首次报道,有待于进一步研究.
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