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摘要

甲脒类杀虫剂是一类广谱型杀虫剂，包括杀虫脒、双甲脒等，由于对螨虫具

有很好的防治效果而被广泛应用。科学家通过体内的生理学和药理学实验研究，

发现该类杀虫剂特异的作用于昆虫的章鱼胺(Octopamine，OA)受体。但昆虫体

内的章鱼胺受体有OAl，OA2和OA3三个家族，其对应的下游信号通路也不同，

具体是哪一类或哪几类受体在发挥作用，目前还不清楚。明确该类杀虫剂的作用

机制，可以为以章鱼胺受体为靶标的农药开发设计和合成提供依据。

甲脒类杀虫剂可被用于防治二化螟等鳞翅目害虫，对二化螟有较高的毒力，

而其对果蝇的毒力却很低，产生这种差异效应的机制还不清楚。本实验室于2013

年从二化螟Chi／o suppressalis体内克隆得到了一类新的OA受体基因，并将其命

名为CsOA3，药理学实验发现该类受体可以被很低浓度的杀虫脒

(EC50=2．15x10。11 M)和双甲脒(EC50=8．39x10’11 M)特异的激活，预测它可能

是甲脒类杀虫剂的作用靶标。本研究从果蝇Drosophila melanogaster体内克隆得

到了编码CsOA3受体基因的同源基因CGl8208，将其命名为DmOA3o药理学

实验发现，果蝇体内的该类受体也可以被双甲脒(EC50=2．74x10。8 M)和杀虫脒

(EC50--2．31x10。8 M)特异的激活，但EC50值明显低于二化螟，于是我们猜测甲

脒类杀虫对二化螟和果蝇毒力的差异是由靶标生物的药理学差异引起的。

因为鳞翅目昆虫血淋巴中含有很多的核酸酶，很难通过RNAi的方式研究甲

脒类杀虫剂具体作用于二化螟的哪一类OA受体。于是，我们将二化螟的OA受

体基因转入果蝇体内，通过转基因果蝇生物毒力测定的方法研究甲脒类杀虫剂的

具体分子靶标。这种“功能获得型”的研究方法更能明确的验证是哪一类受体的激

活导致了致死效应。

1果蝇DmOA3(c-G．，船嬲)的信号通路和药理学研究

为了研究DmOA3偶联的信号通路以及药理学性质，从果蝇体内克隆得到了

编码DmOA3的ORF全长，并构建到pcDNA3载体中。将融合质粒

pcDNA3．CGl8208转染于HEK．293细胞中，通过筛选获得了稳定表达该受体的

细胞系。研究发现OA和TA均可以降低由forskolin升高的胞内cAMP的水平，

且OA的抑制效率高于TA，说明DmOA3在胞内偶联Gi蛋白。进一步测定了双
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甲脒和杀虫脒对表达DmOA3细胞的影响，结果显示，双甲脒和杀虫脒浓度在

lO‘8 M能引起胞内cAMP的显著下降，我们推测双甲脒和杀虫脒在果蝇体内的作

用靶标可能是OA3受体。

2转基因果蝇品系的构楚及验证

从二化螟体内克隆得到CsOAl、CsOA282和CsOA3三类章鱼胺受体基因的

cDNA全长，并将其构建到pUAST质粒中。通过显微注射的方法导入野生果蝇

(w"坩)体内，转基因果蝇经过平衡定位后，分别和Elav-Gal4和24B—Gal4果蝇

品系进行杂交，获得可以表达目的基因的杂交果蝇。通过基因组PCR和RT-PCR

的方法对杂交果蝇的F1代进行验证，实验结果表明，UAS-CsOA果蝇品系和Gal4

果蝇品系杂交得到的F1代果蝇，可以稳定表达二化螟章鱼胺受体基因。

3双甲脒对转基因果蝇毒力的测定

以UAS-CsOA和Elav-Gal4、24B-Gal4杂交果蝇的F1代为研究对象，用点滴

法研究并计算双甲脒对被测试果蝇的LC50值。结果显示，转入二化螟章鱼胺受

体后，果蝇对双甲脒的敏感性均有所提高。其中，双甲脒对Elav-Gal4>UAS-CsOA

果蝇品系的LC50值比对24B—Gal4>UAS-CsOA果蝇品系的LC50值低。鉴于

Elav—Gal4在果蝇的神经组织中特异的表达，而24B．Gal4在果蝇肌肉组织中特异

的表达，于是我们认为果蝇体内在神经组织表达的受体对双甲脒可能更敏感。通

过比较不同的CsOA受体发现，双甲脒对Elav-Gal4>UAS-CsOA3果蝇品系的LC50

值最低，说明该品系对双甲脒有较高的敏感性，于是我们推测双甲脒可能主要作

用于二化螟的OA3受体。

关键词：甲脒类杀虫剂；转基因果蝇；章鱼胺受体；靶标；毒力测定
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Abstract

Formamidines are broad-spectrum insecticides including chlorodimeform and

amitraz．This kind of pesticide has been widely used as excellent acaricide．Through

the physiology and pharmacology experiments，scientists learned that formamidines

specially act on octopamine receptors．But there are three octopamine families in

insects which correspond to different downstream signaling pathways．It is not clear

which one or several octopamine receptors are the exactly receptor formamidines act

on．Clarity themechanism of formamidines can provide basis for design and synthesis

pesticide acting on octopamine receptors．

By the biological toxicity measurement we learned that formamidines pesticide

have a hizh toxicity to Chi／o suppressalis while a relatively low toxicity to

Drosophila melanogaster,the mechanism of these differential effects is not clear yet．

Our laboratory has cloned a new octopamine gene from Chilo suppressalis in 20 1 3

and named it as CsOA3．Pharmacological experiments showed CsOA3 receptor can be

specifically activated by chlorodimeform(EC50--2．15x 10—11 M) and amitraz

(EC50=8．39x 1 0。11 M)in very low concentration，and been predicted of the target of

formamidine pesticide．The study cloned a homologous gene of CsOA3 from

Drosophila melanogaster,CGl8208 and named it as DmOA3．Pharmacological

experiments showed the receptor Can also be activated by amitraz(EC50--2．74x 10‘8 M)

and chlorodimeform(EC50=2．3 1 x l O。8 M)，but the EC50 value was significantly lower

than that of Chilo suppressalis，SO we guess that is the reason why formamidines

pesticide have high toxicity to Chi／o suppressalis than to Drosophila melanogaster．

Because there contains a lot of nuclease in Lepidopmra insects hemolymph，

making it hard to study the exactly octopamine receptor of formamidines pesticide in

Chilo suppressalis．Then，we transffemd the Chilo suppressalis octopamine receptor

genes to Drosophila melanogaster,and study the formamidines pesticide target with

the biological toxicity measurement of transgene fruit fly．Through the

gain—of-function research method，we can more explicitly verify the receptor leading



浙江大学硕士学位论文

to death．

1 Signafing and pharmacolgy of DmOA3(CGl8208)in the fruit fly,A

melanogaster

In order to study the signaling and pharmacolgy of DmOA3，we cloned the full

length ORF of DmOA3 and constructed it into pcDNA3．The fusion plasmid

pcDNA3一CG 1 8208 were transfected into HEK-293 cells，screening cell lines stably

expressing the receptor．The results showed that both OA and TA could decrease the

level of intracellular cAMP increased by forskolin，and the inhibition efficiency of OA

was higher than that of TA，stating that DmOA3 coupling of Gi protein in the

intracellular．We measured the effects on cells expressing DmOA3 with amitraz and

chlorodimeform，and leamed that both of amitraz and chlorodimeform could

significantly decrease the intracellular cAMP level at 1 0一M，based on which we

speculated OA3 receptor was the target of amitraz and chlorodimeform in fruit fly．

2 Construction and vafidation of transgenic fruit ny,D．melanogaster

We cloned CsOA 1，CsOA282 and CsOA3 from Chilo suppressalis and

constructed them into pUAST plasmid，micro-injecting the plasmid into wild fruit fly

(w7778)．In order to obtain the hybrid flies expressing target gene，making transgenic

fruit fly cross with Elav-·Gal4 and 24B—·Gal4 fly lines respectively after balancing and

locating them．Verify the hybrid flies offspring(F 1)with PCR and RT-PCR．The results

showed the flies of Fl generation crossing UAS-CsOA and Gal4 could expressing the

octopamine receptor genes of Chilo suppressalis．

3 Determination of amitraz toxicity in transgenic fruit ny,D．melanogaster

Taking F1 generation of hybrid flies from crossing UAS-CsOA with Elav—Gal4

and 24B—Gal4 as study subject，we studied and counted the LCs0 of amitraz to

transgenic fruit fly with micro—drop method．The fruit fly showed more sensitive to

amitraz after transferred the Chilo suppressalis octopamine receptor genes，and the

LCs0 of amitraz to Elav-Gal4>UAS-CsOA was smaller than it to

24B—Gal4>UAS-CsOA．As Elav—Gal4 specially expressing in the nervous tissue of

fruit fly whereas 24B—Gal4 specially expressing in the muscle，we deemed that

receptors expressing in the nervous tissue was more sensitive to amitraz．Furthermore，

IV
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the LCs0 of amitraz to Elav-Gal4>UAS-CsOA3 was the smallest among all the fruit

fly lines，SO we speculated the amitraz may mainly acting on OA3 receptor of Chilo

suppressalis．

Key words：formamidines，transgenic fruit fly,octopamine receptor,target；toxicity

teSt．

V
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第一章综述

1昆虫体内的章鱼胺受体研究进展

1．1引言

章鱼胺(Octopamine．OA)是无脊椎动物体内特有的生物胺，它是脊椎动物

体内去肾上腺素(Noradrenaline，NE)的同类物，化学结构为对．羟苯一p．羟乙胺，

因1951年由前苏联科学家Espamer和Boretti在真蛸Octopus vuIgaris的唾液腺

体中发现而得；g(Erspamerand Boretti，1951)。自OA被发现以来，多名研究者对

其进行了研究并获得诺贝尔奖，他们在OA受体(Octopamine receptor,OAR)的

识别研究(Saavedra etaL，1974；Evans，1981；Nathanson and Greengard，1973)、线虫

体内OA的功能研究(Horvitz et a1．，1982)和脊椎动物体内痕量生物胺研究

(Axelrod and Saavedra，1977)等领域取得突破进展。科学家们研究发现OA参与生

物体多种生命活动，包括昆虫的昼夜节律(Crocker et a1．，2010)、好斗和飞行

(Barron et a1．，2007，Zhou et a1．，2008)、内分泌(Roeder,1999)、学习以及记忆

(Mizunami et a1．，2009)等。它主要通过与特异性OA受体结合，调节胞内钙离子

(Ca2+)水平或环腺苷酸(Cyclic adenosine monophosphate，cAMP)浓度发挥作

用(Blenau and Baumann，200 1；Nathanson and Greengard，1 973)。脊椎动物体内的

去肾上腺素与昆虫体内的章鱼胺功能类似，但二者受体的药理学特性却有一定区

别。据此我们可以知道OA受体是一种选择性的作用靶标，对OA受体药理学特

性的研究也因而备受关注f吴顺凡等，2010)。

1．2合成与分解

昆虫体内的章鱼胺与脊椎动物体内的去肾上腺素不仅功能相似，分子结构也

只有一个羟基的差别。二者都是以酪氨酸(Tvr)为底物，经过一系列的酶促反

应生成。首先，Tyr在酪氨酸羟化酶(TH)的作用下生成多巴(DOPA)，接着

DOPA在多巴脱羧酶(DDC)作用下生成多巴胺(Dopamine，DA)，DA在多巴

胺羟化酶(DISH)D．羟基化作用下生成去肾上腺素NE，NE在苯乙醇胺．N．甲基

转移酶作用下可进一步生成肾上腺素(Adrenaline，AE)。该条合成通路主要发生

在脊椎动物体内。另一条合成通路中，Tyr经酪氨酸脱羧酶(TDC)脱羧基作用

生成酪胺(Tyramine，TA)，TA在酪胺p．羟化酶(TllH)作用下生成OA(Cazzamali
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et aL，2005)。如果生物体内没有酪氨酸脱羧酶(TDC)，还有一些补救途径来合

成OA(Roeder，2005)(图1，1)。

TDC和TBH是OA合成过程中关键的中间酶，迄今为止，只在果蝇和线虫

(Alkema et a1．，2005)体内克隆到了编码TDC的基因。果绳中存在两个编码TDC

的基因，它们均能催化Tyr生成TA，而表达模式却不相同。其中的TDCl主要

表达于非神经系统，而TDC2则在神经组织中有较高的表达量(Cole et a1．，2005)。

OA合成过程中TISH作为关键的限速酶，已经在包括果蝇、蟑螂、蜜蜂、和烟草

天蛾等多种昆虫体内克隆得多j(Monastirioti etal．，1996；Lehman etal．，2000；

Lehman et a1．，2006)。
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圈1．1生物体内由酪氨酸生成不同生物胺的合成途径

Fig．1．1 The biosynthetic pathway from tyrosine leads to the production of different biogenic

cathecholamines and phenolamine

Tvrosine：酪氨酸；Tyramene：酪胺；Octopamine：章鱼胺；DOPA：多巴；Dopamine：多巴胺；Noerpinephrine：

去肾上腺素；Adrenaline：肾上腺素；TDC，酪氨酸脱羧酶tyrosine decarboxylase；TpH，酪胺p·羟化酶

tyramine 13-hydroxylase；TH，酪氨酸羟化酶tyrosine hydroxylase；DDC，多巴脱羧酶dopa decarboxylase；

DpH，多巴胺D一羟化酶dopamine 13-hydroxylase；PNMT，苯乙醇胺-N一甲基转移酶phenylethanolamine

N—methyltransferse(吴顺凡，2013)

3
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1．3分布

章鱼胺最早在章鱼的唾液腺体中发现(Erspamer and Boretti，1951)，后来发现

它在无脊椎动物如节肢动物、软体动物等的各种组织中也大量存在(Orchard et a1．，

1982)。科学家们在昆虫的神经和血液中都发现了OA，如：美洲大蠊的关部和血

液(Harmar and Horn，1977)，果蝇的头部中枢神经系统(Stevenson and

Sporhase—Eichmann，1995)，蝗虫的脑部中枢神经系统(Seyfarth etal．，1993)、血液

(Harris—Warl'ick and Kravitz，1984)和胸神经索．(Massry et a1．，1989)，蜜蜂脑中枢神

经系统(Swart et a1．，1993；Orchard and Lange，1985)。Roeder对OA在昆虫神经

中的分布情况做了详尽的描述(Roeder et a1．。2003)，他发现蝗虫体内含有OA的

神经元约有100个，而果绳成虫神经系统中则只有约40个，它们分布在果蝇的

脑、胸部和腹部的神经元中，他还发现果绳幼虫脑部没有章鱼胺神经7元(Roeder，

2005；Stem，1999)。2009午，Busch等通过免疫组织化学染色等方法，找到了果

绳成虫脑部27种独特的OA神经元(Busch eta／．，2009)。大部分的神经元有明显

的树突和突触前结构，并且树突大都存在于大脑的特定区域。因为每个神经元的

作用对象都不同，且它们都集中分布在CNS内，所以它们构成了一个整体，并

被分配到不同的神经中行使相应的功能。

1．4再摄取

昆虫体内，当OA完成生理作用后就需要被终止，它最主要的被终止方式是

被重吸收进入突触前结构(Donly and Caveney，2005)。这个过程需要特异的神经

递质转运体(Neurotransmitter transporters)来实现，生物胺完成自己的作用后，

将被存在于细胞质膜上的转运体蛋白移除。脊椎动物的转运体体系被研究的较多，

它们是一些糖蛋白，含12个跨膜结构域(Transmembrane domains)，不同转运体

间有较高的序列相似一14：(Giros et a1．，1992；Shafqat et a1．，1993)。无脊椎动物体内，

科学家们也己经识别出了DA(Chen et a1．，2006)，5-HT(Corey et a1．，1994)，OA和

TA的转运体(Donly and Caveney，2005；Malutan et a1．，2002)。昆虫体内首个OA

转运体(OAtransporters，OAT)是从粉纹夜蛾Trichoplusiani中克隆得到的。OAT

和TDH在神经元中是共表达的，所以OAT存在于含有OA的所有神经元中。目

前已在鳞翅目、鞘翅目、半翅目等昆虫体内克隆得到了OAT基因，膜翅目和双

翅目类昆虫体内却没有发现OAT(Donly and Caveney，2005；Lange，2009)。

4
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在果蝇体内OA发挥着重要的生理作用，但果绳中却不存在相应的OA转运

体(OAT)基因，因此我们推测在膜翅目和双翅目的昆虫体内存在其它替代途径

来完成OA的转运，具体的转运方式还有待研究。脊椎动物体内的AE，NE和

DA可以被单胺氧化酶(Monoamine oxidase，MAO)降解(Shih et aL，1999)，或者

被神经胶质细胞吸收储存，那么昆虫体内是否也存在用来降解OA的MAO呢，

这个问题还存在争议(Roeder，2005)。昆虫体内的OAT在结构和药理学性质上都

与脊椎动物的单胺转运体存在差异，因此可把它作为理想的杀虫剂靶标研究

(Donly et aL，2007；Malutan et a1．，2002)。

1．5生理功能及作用机1}《

OA是无脊椎动物体内重要的神经递质，在生物体内发挥着极其重要的作用

(表1．1)。关于OA生理功能的研究最著名的是它在北美萤火虫Photinuspyralis

发光器官中的神经传递作用(Nathanson，1979)。敲除果蝇体内的TpH基因(催化

TA生成OA)后，果蝇行为几乎不受影响，只表现为雌性个体不能正常产卵从

而不可育，该结果表明OA有可能参与了调控输卵管肌肉组织的生理过程

(Monastirioti，2003；Monastirioti etaL，1996)。在昆虫的外围神经系统(Peripheral

nervous system，PNS)，OA调控着昆虫体内几乎所有的感觉器官功能以及飞翔肌

和外周淋巴器官(脂肪体和血淋巴等)。而在昆虫的中枢神经系统(Central nervous

system，CNS)中，OA则起着调控运动、脱敏、觉醒、学习与记忆以及昼夜节律

等生理活动的功能(Farooqui etal．，2003；Stem，1999；Schwaerzel etal．，2003)。另外，

OA在昆虫的记忆力回复、好斗性、嗅觉识别等方面的生理功能是近年来研究的

热,最(Farooqui et aL，2003；Roeder，1999；Schwaerzel et aL，2003；Mizunami et a1．，

2009)。

已有足够的实验表明，OA的作用机制是与受体专一性结合，激活G蛋白，

引发腺苷酸环化酶(Adenylate eyclase，AC)发生级联反应产生环腺苷酸等胞内

信号分子，或者引发磷酸肌醇(Inositol phosphate，IP)发生级联反应。

5
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表1．1章鱼胺在昆虫体内参与的生物功能
Table 1．1 Biological functions regulated by octopamine in insects

功能Function 昆虫种类Species 参考文献References

产卵Ovulation 果蝇D．melanogaster

发光Flashing

觉醒机理Arousal mechanism

嗅觉Olfactory processing

北美蛮火虫

Photinuspyralis

沙漠蝗Schistocerca

gregaria

果蝇D．melanogaster

蜜蜂A．mellifera

烟草天蛾Manduca sexta

(Monastirioti，2003；Monastirioti et a1．，1996；Li et aL

2015)

(Nathanson，1 979)

(Crocker et a1．，2010；Stern，1999)

(FarooquietaL，2003；Sun etal．，2013；RiffeU etal．，

2013)

蛞斗Aggression 果蝇D．melanogaster(Hoyer et aL，2008；ZhOU et dt．．2008)

免疫反应Immune response 蟋蟀Gryllus texensis

学习和记Learning and memory
蜜蜂A．mellifera

蟋蟀G．himaculatus

榴变Ph溉宵ansiti锄 沙漠蝗Schistocerca

争斗与飞行Fightorflight

gregana

果蝇D melanogaster

调控与信息素识别相关的嗅觉感器

Modulate pheromone-sensitive olfactory 烟草天蛾彪sexta

sensilla

(Adamo，2010)

(Hammer and Menzel，1995；Hammer and Menzel，

1998；Mizunami et a1．，2009)

(Verlinden et a1．，20IO；Rogers et a1．，2004)

(Roeder,1 999)

(Fleckeand Steng!，2009)

受精作用Fertilization 东亚飞蝗厶migratoria(Daand L锄ge，2008)

—————————————————————————————————————————————————————————一——
1．6受体

神经递质、神经调质和神经激素都需要通过细胞膜上或细胞内部的受体来传

递神经信g-。众多膜受体中，最大的受体家族是G蛋白偶联受体家族

(G—protein‘coupled receptors，GPCRs)，它有七个跨膜区，可以识别并传递胞外

信号，引起细胞内的反应。昆虫体内的GPCRs调控着许多重要的生理活动fHill甜

a1．，2002)，包括外界信号分子，如气味、光以及细胞外的信号分子，如神经递质、

Ca抖、生物胺等。在不同的物种中GPCRs分化成具备不同功能的受体，这也是

科研人员在积极研究的一个热点。昆虫体内GPCRs调控着多种重要的生理行为，

6
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一直被认为是杀虫剂的潜在靶标，更是吸引了很多的研究者对其进行研究(Lange，

2009)。

1．6．1信号转导

研究者们已经在多种昆虫中克隆得到了编码OA受体的cDNAs，包括黑腹

果蝇D．melanogaster(Han et a1．，1 998)，美国大蠊Periplaneta americana(Rotte et a1．，

2009)，意大利蜜蜂A．mellifera(Blenau et a1．，2000)和一些蛾类，如家蚕Bombyx

mori(Chenetal．，2010)和二化螟Chilo suppressalis(Wu etal．，2013)等。伴随着基因

组测序技术及分子克隆技术的不断发展前进，科学家们将克隆得到更多昆虫体内

的OA受体基因。

OA受体被激活后会引起胞内第二信使(如cAMP和胞内Ca2+)浓度的变化，

它有多种途径改变胞内信号分子的浓度(图1．2)：一种是结合G。蛋白，G。蛋白

与质膜上的腺苷酸环化酶(Adenylate cyclase，AC)作用并激活该酶的活性，导

致ATP生成cAMP，引起胞内cAMP浓度升高，进一步激活蛋白激酶A(Protein

kinaseA，PKA)。PKA能将特定蛋白质的苏氨酸或丝氨酸磷酸化，而且调控着很

多种分子底物特性，如胞质蛋白，配体门控型的离子通道等；另外，一些受体通

过偶联Gi蛋白，降低细胞内的cAMP浓度；还有一种途径是受体偶联G。，引起

胞内Ca2+浓度发生变化。Gq能结合并激活磷脂酶C(Phospholipase C，PLC)，该

酶可以水解磷脂酰肌醇二磷酸(Phosphatidylinositol 4，5一bisphosphate)(一种膜结合

底物)，产生两种第二信使——二酰基甘油(Diacylglycerol，DAG)和三磷酸肌

醇(Inositol triphosphate，IP3)。其中，IP3能结合到内质网膜上的门控Ca2+通道

的特异受体，使通道打开从而引起胞内Ca2+浓度的上升，通过控制酶或离子通道

的活性，Ca2+在细胞中扮演着重要的角色。此外，Ca2+通过与多种蛋白(如钙调

蛋白，钙结合蛋白等)的结合，调控许多蛋白效应器的活化。DAG能够与Ca2+_

起激活蛋白激酶C(Protein kinase C，PKC)的活性，PKC和蛋白激酶A(PKA)

一样，也能使特定蛋白的丝氨酸和苏氨酸残基磷酸化，进而改变这些蛋白质的功

能(Blenau and Baumann，2001)。

综上所述，G蛋白偶联受体的激活可以引起胞内各级信号分子浓度的变化，

且不同的信号途径可能在同一个细胞中被激活，导致胞内信号的放大或缩小，从

而达到传递信号的目的。
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ExtraceIluIar GPCR

Intrace¨uIar

图1．2昆虫体内OA受体所偶联的信号转导途径

Fig．1．2 Insect OA receptors coupled to different signaling pathways

AC：腺苷酸环化酶adenylate cyclase；OA：章鱼胺octopamine；GPCR：G蛋白偶联受体G

protein-coupled receptors；PLC：磷脂酶C phospholipase C；DAG：二酰基甘油diacylacerol；

PKA：蛋白激酶A protein kinase A；PKC：蛋白激酶C protein kinase C；IP3：肌醇三磷酸

1，4，5一trisphospate；IP3一R：肌醇三磷酸偶联受体1,4，5-trisphospate receptors；ER：内质网

endoplasmic reticulum

8
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1．6．2受体分类

OA受体分类时要考虑受体的天然配体以及序列的同源性(Evans and

Maqueira，2005)。2013年，本实验室从二化螟C厅泐suppressalis体内克隆得到一

类新的OA受体，将其视为新的OA3受体家族(Wu et a1．，2013)。它在果绳体内

的同源基因为CGl8208。通过构建系统迸化树表明，该类受体和己知的OA受体

存在差异，在结构上同人体的砣．肾上腺素受体亲缘关系较近。因此，在以前OA

受体分类的基础上，又增加了一类新的受体，对分类系统进行了补充修订(图

】．3)。

Revisednew octopamine classification

oAl

r．AMP、cAMP个cAIMP

圈1．3昆虫体内章鱼胺受体分类(修改自吴顺凡，2013)

Fig．1．3 Classification schemes of octopaminergic receptors·

Abbreviations：Ca2+：calcium；cAMP：cyclic adenosine monophosphate；OA：octopamine

9
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1．6．3受体功能

如前面所述，OA在昆虫体内有很多的生理功能，但关于是哪些受体在完成

这些功能方面的研究较少(Farooqui，2012)。OA受体的功能研究主要在果蝇中开

展。Kim等在果蝇中通过激活DmOAl受体，完成了调控果蝇对嗅觉奖赏行为的

学习和记忆的行为(Kim etal．，2013)。Crocker通过激活DmOAl受体调控了果蝇

的觉醒等行N(Crocker et a1．，2010)。OA在昆虫先天免疫行为方面的研究有很多，

如OA在调控血细胞数量(Kim and Kim，2010)上的作用以及在吞噬和结节形成

(Kim et a1．，2009)上的作用等。所以OA被认为在昆虫神经系统与免疫系统的交

叉中发挥着重要的作用。Huang对二化螟Chilo suppressalis的OA受体生理学研

究发现，CsOAl表达于血细胞表面，能够偶联两种信号通路，低浓度OA刺激时

偶联Ca2+信号通路，高浓度刺激时又引起cAMP的升高。用OA刺激血细胞做

的功能实验显示，低浓度的OA能激活免疫反应，高浓度的OA则抑制免疫反应。

所以推测OA引起的细胞免疫反应可能是由于结合了CsOAl受体进而偶联两种

信号通路造成的(Huang et a1．，2012)。果蝇体内OA通过激活谷氨酸运动神经元上

的DmOA282受体调控谷氨酸神经元的扩张，进而影响果蝇的爬行速度等行为

特征。因此可以说OA及DmOA282受体在神经元的可塑性方面发挥着重要作用

(Koon et a1．，2011)。而且果蝇体内，Octl32型受体对果蝇的产卵发挥着极其重要

的作用(Li舀a1．，2015)。Wh等对CsOA282的药理学和生理学方面的研究也表明，

该类受体的特异性拮抗剂处理的幼虫运动行为变缓慢(Wuetal．，2012)。研究者发

现，果蝇体内的0ctl32型受体调控着果蝇的排卵行为(Lim et a1．．2014)。CsOA3

是新发现的一类受体，有CsOA3L和CsOA3S两个剪切体。昆虫体内，它可能

不仅是和其它章鱼胺受体家族一起发挥作用，还可能跟其中一个受体的两个剪切

体一起发挥作用。为了研究其在昆虫神经系统中具体的生理功能，需要对其组织

特异性和表达特异性进行研究，目前还不能确定其具体的功能fWu et a1．，2014)。

1．7展望

OA受体广泛分布在昆虫的中枢神经系统(Central nervous system。CNS)和

外围神经系统(Peripheral nervous system，PNS)中，参与调控昆虫体内的诸多生

理反应与行为过程。OA被相应的神经元释放并通过结合自身受体，偶联不同的

G蛋白引起下游信号变化，完成调控生理功能的过程。不同昆虫体内OA受体的

10
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功能是不尽相同的，OA参与影响的生理活动和行为过程机制也存在差异。研究

者们可以通过反向遗传学的方法，如RNA干扰，DNA芯片等技术手段对其进行

深入的研究。虽然我们目前已经得知一些药物的靶标是OA受体，但昆虫体内

OA受体又可分为几类，具体是OA受体家族的哪一类或哪几类在起作用，值得

研究。

2甲脒类杀虫剂概况

2．1甲脒类杀虫剂简介

甲脒类杀虫剂(Formamidine)是化学结构属于甲脒类化合物的农药，包括

杀虫脒(Chlordimeform，CDM)、双甲脒(Amitraz，AMZ)等。该类杀虫剂具有

包括内吸、胃毒、触杀在内的多种作用机制，可用来防治棉花、果树、蔬菜和茶

等作物上的螨虫及鳞翅目幼虫(Hollingworth，1976；Corta et a1．，1999)。1966年

V．Dittrich明确了杀虫脒的杀螨活性后，Schering AG和Ciba．Geigy AG开始对其

进行生产，我国从70年代也开始大规模的生产和应用。后来研究发现它的代谢

产物4．氯邻甲苯胺有致癌作用，于1993年停止生产。1972年，英国的I．R．Harrison

研制出了双甲脒，并证明其具有优良的杀虫、杀螨效果，双甲脒很快在农业害虫

害螨的防治和狗以及家畜的外寄生虫防治方面得到广泛应用(Jorens et a1．，1997；

Pekmezci et a1．，2014；Singh et a1．，2015)。结构式见图：

I

NVN＼ N◇l!I。N

杀虫脒 双甲脒

1996年，美国环保署(Environmental ProtectionAgency)根据双甲脒农药的

急性经口和经皮LD50值，将其定义为经口和吸入为III级，即低毒农药。皮肤接

触为II级，即中等毒性的农药。根据其对眼睛的刺激测试将其定义为Ⅳ级，即微

毒农药(表1．2)。
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表1．2双甲脒的急性毒性

Fig．1．2 The acute toxicity of amitraz

双甲脒被哺乳类经口吸入后能在体内迅速的被吸收，扩散，代谢并以尿液的

形式排出体外，不同的物种和性别排出体外的频次和途径没有差异。在所有被研

究的物种中，被摄入体内的双甲脒，24小时内55％～74％的量可以通过尿液的形

式被排出。在尿液中发现的重要代谢物有单甲脒(BTS．27271)，2,4．二甲基甲酰

苯胺(BTS一27919)，2,4．二甲基苯胺(BTS．24868)，4一甲酰基．3．甲基苯甲酸

(BTS．39098)，4．氨基．3．甲基苯甲酸(BTS．28369)和其它一些代谢物。其中，

BTS一27271和BTS一27919是双甲脒的主要代谢物，因为成分中含有2，4．二甲基苯

胺(可导致发育和基因毒性效应)而被关注，并且在杀螨和对哺乳动物的毒性上，

BTS-27271比双甲脒毒力更强(Pass and Mogg，1991；Chen and Hsu，1994)。这些代

谢物的具体作用机制和对机体的影响还有待于进一步实验验证(Del Pino et a1．，

2015)。

2．2甲脒类杀虫剂特点

在多年的使用和研究过程中，人们总结出甲脒类杀虫剂的几个显著的特点：

2．2．1药效好

中国农业科学院柑桔研究所等农业科学部门对甲脒类农药进行了一系列的

药效试验，结果表明甲脒类农药可以有效地防治苹果、柑桔、棉花、茶叶及蔬菜
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等作物上的有害螨类和家畜体外的寄生虫，对螨的各个虫期和抗性螨都有很好的

防治效果，还能兼治1．2龄的红蜡蚧、矢尖蚧幼虫，棉铃虫和蚜虫等害虫(徐振

元，1983a)。

2．2．2对天敌、蜜蜂等安全

甲脒类杀虫剂对捕食螨以外的天敌较安全，是综合防治的理想选择。将不同

浓度的单甲脒药液直接喷洒在桑叶上，晾干后饲喂家蚕，对家蚕影响不大。双甲

脒对蜜蜂也很安全，可以用来防治蜂螨(李秀玲，2006)。此外单甲脒对鲤鱼、蝌

蚪、鹌鹑、蚯蚓和赤眼蜂等均为低毒。

2．2．3害虫产生抗药性较慢

因为甲脒类杀虫剂对螨虫的各个虫期均有防治效果，所以对害虫防治的较为

彻底，而且它们对天敌安全，所以天敌可控制没有被杀死或新迁移过来的害螨。

该类杀虫剂因为出色的防治螨虫效果而广受好评，尤其在福建、广西、四川等省，

广泛用于防治柑桔红蜘蛛、锈蜘蛛。

2．2．4对人畜安全

中国医学科学院对甲脒类杀虫剂的急性、亚急性和慢性毒性进行了深入的研

究，结果表明双甲脒原药属低毒农药，杀虫脒和单甲脒原药属于中毒农药，但它

们的制剂都属低毒。这类农药在动物体内降解为3．甲基4．氨基苯甲酸，并通过

尿液排出体外，无“致畸、致癌、致突变”的作用。

2．2．5对环境污染小

甲脒类杀虫剂的合成工艺基本无“三废”，且溶剂能回收套用，乙醇和甲酸乙

酯副产物可作为合成农药中间体原甲酸三乙酯和甲基甲酰胺的原料，盐酸和磷酸

副产物又可作为产品的稳定剂。单甲脒和杀虫脒都可以加工成水制剂，减少有机

溶剂对环境的污染。

2．3甲脒类杀虫剂作用机制

在脊椎动物体内，双甲脒的最主要作用机制被认为是对0c2．adrenergic受体的

激活作用。科学家们通过体外实验发现杀虫脒(CDM)和双甲脒(AMZ)可以

抑制[3H]clonidine，[3H]yohimbine与大鼠前脑a2-adrenergic受体结合的效应，这

与大鼠体外脑细胞的试验结果结论一致(Costa and Murphy，1987)。Chen和Hsu

假设双甲脒及其代谢物是通过降低胞内cAMP的水平来激活a2．adrenergic受体的
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(Chen and Hsu，1994)，这个假设得到实验验证，体外实验中，双甲脒及其代谢物

BTS一27271能抑制由forskolin激活的胰岛素的释放，从而降低了胞内cAMP的

水平(Chen and Hsu，1994)。虽然双甲脒在脊椎动物体内的作用机制一直备受科学

家们关注，并提出一系列猜测和验证，但双甲脒及其代谢物在机体内的具体作用

机制还有待于进一步的研究(Del Pino etal．。2015)。

昆虫体内， 1980年，Hollingworth发现杀虫脒(CDM)及

demethylchloridimeform(DMCDM)可以影响北美萤火虫Photinuspyralis的发光器

官发光，而1979年已有科学家发现章鱼胺参与了北美萤火虫发光的生理活动

(Nathanson，1979)，这个发现增加了昆虫体内的章鱼胺系统响应甲脒类杀虫剂的

可能(Hollingworth and Murdock，1980)。1983年，Downer发现DMCDM和双甲

脒(AMz)能够模拟OA激活蟑螂神经组织内的腺苷酸环化酶活性，从而初步

确定甲脒类杀虫剂的作用靶标为OA受体(Gole etal．，1983)。果蝇体内，DMCDM

和杀虫脒(CDM)能够抑制OA诱导的腺苷酸环化酶(Adenylate cyclase，AC)，

双甲脒却能将此酶激活(Dudai et a1．，1987)。因此，甲脒类杀虫剂的作用靶标是

OA受体(Roeder，2005)。一些甲脒类杀虫剂对昆虫神经系统的毒性甚至比OA本

身灵敏(Hiripi etal．，1994；Roeder，1995)。甲脒类杀虫剂与OA受体作用后，害虫

主要表现为极度兴奋，行为异常，致残进而死亡(Dudai etal．，1987)。由于长期使

用双甲脒防治螨虫，造成螨虫对此农药产生了一定的抗，t生(Jonsson and Hope，

2007)。为了探索抗性产生的分子机理，从具环牛蜱Boophilus microplus中克隆

得到一类TA受体(Baxter and Barker，1999)，在两个对双甲脒产生抗性的螨类品

系中发现有氨基酸位点的替换，而在敏感性的品系内则无此氨基酸替换(Chen et

a1．，2007)。

综上所述，在昆虫体内通过科学家的努力可以初步确定甲脒类杀虫剂的作用

靶标为OA受体(Roeder，2005)，但章鱼胺受体可以分为OAl，OA2，OA3三个

受体家族(Wu et a1．，2014)，它们的生理功能和各自的下游信号通路也不尽相同，

具体哪一个或哪几个OA受体是甲脒类杀虫剂的作用靶标，还有待于科学实验的

验证。

14
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3转基因果蝇的构楚

3．1果蝇简介

果蝇Drosophila，属节肢动物门昆虫纲双翅目果蝇科果蝇属。体型较小，成

虫体长仅3--．4 mill，黄褐色；复眼有光泽；前翅透明，在前缘脉上有2个缘褶，

具臀室，后翅退化成平衡棒。雌果蝇体型较雄果蝇大，腹末较尖削，背面环纹5

节。雄果蝇体型小，腹末圆钝。腹部背面有3条黑纹，后1条粗且延伸至腹面呈

黑斑。雄蝇前足跗节基部有黑色鬃毛状性梳，是区分果蝇雌雄可靠的标志。

果蝇因其生活史短，易饲养，染色体数目少等特点被作为研究遗传学和细胞

生物学的模式生物。它在生物学研究方面占有重要的地位，为人类探索生命科学

的奥秘做了杰出的贡献。

3．2果蝇遗传学简介

3．2．1果蝇遗传学概况

1910年，汤玛斯-亨特·摩尔根(Thomas HuntMorgan)开始在实验室内对果

蝇进行培育和系统的科学研究。1926年他发表了著名的《基因论》，提出并论证

了遗传学的三大规律，使孟德尔遗传规律的物质特性得到落实，奠定了现代遗传

学的基础。1925年，赫尔曼·约瑟夫·穆勒(Hermarm JosephMuller)发现X射线

能诱发果蝇的突变，于是他通过该方法获得了很多果蝇的突变种，研究了果蝇的

突变率，并设计了检测致死突变的CIB法(Muller and Jacobs．Muller，1925)。这个

发现为研究果蝇遗传变异提供了丰富的材料。1933年，Painter发现果蝇的幼虫

体内存在唾液腺巨大染色体(Painter，1933)，这一发现使得研究者可以在显微镜下

直接观察染色体形态结构和遗传变异的关系。随后，研究者们在DNA结构模型

的建立和遗传密码的破译等方面取得的成就，使果蝇的遗传学发展到核酸和蛋白

质分子水平(Wensink et a1．，1 974；Grunstein and Hogness，1 975)。

随着科学技术的发展，研究者们对果蝇的基因功能(Lewis，1978)、胚胎发育

过程(Nusslein．Volhard et a1．，1980)、生物节律(Konopka and Benzer，1971)等进行

了深入的研究。2000年3月，科学家们基本完成了果蝇全基因组的测序工作，

并发现果蝇的部分基因和人类的基因极其相似，果蝇DNA中存在类似人类致癌

基因或潜在致癌基N(Adams et a1．，2000)。果蝇研究造就了许多出色的科学家。
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迄今为止，从事果蝇研究的科学家先后5次获得诺贝尔奖。

3．2．2果蝇平衡染色体

果蝇体内共有4对同源染色体，其中3对常染色体，1对性染色体。果蝇遗

传学一个明显的特征是，雄蝇体内没有同源重组现象，雌蝇体内却存在重组现象。

但是研究者可以利用果蝇体内的染色体平衡子(Balance factor)来对染色体重组

进行控制。

1918，穆勒最早提出平衡子的概念，他通过研究发现平衡染色体能抑制染色

体的交换，他根据该现象成功分离出新染色体上的致死基I玉l(Muller，1918)。现在

我们把由于射线诱导等因素引发的染色体多点断裂和重接，形成序列混乱的染色

体称之为平衡染色体。它具有三个明显的特征：抑制同源染色体间的重组；带有

显性(或隐性)突变标记；常常纯合致死或致不育。研究中平衡染色体一般用于

果蝇等位基因突变的检测，基因型分离分析，定向基因型果蝇的合成和构建“平

衡致死”品系。在平衡致死体系中，只有致死突变的杂合子可以存活，因此可以

用来保存一些隐性致死(纯合致死)基I因(Gowen，1931；Ananiev et a1．，1974；

Patterson et a1．，1937)。

3．3转基因果蝇模型的建立

基因表达受多种因素的调控，生物体通过众多基因和信号分子的相互作用来

调控自身的生命活动。在目前遗传学和发育生物学研究中，转基因技术是重要的

研究手段之--(Mengetal．，1999)。它是将外源基因导入受体生物体基因组内，使

外源基因整合到宿主细胞中并稳定表达，根据转基因生物体的表型变化，达到揭

示基因功能目的的技术。

果蝇的基因组大小约为1．65×105 kb，其中可转座因子占10％～20％。果蝇体

内常见的转座子种类见表1．3。这些转座因子中因为P因子(Pelement)转座频

率高，可操作性强，改造后成为了理想的分子生物学工具。1982年，Rubin等首

次从果蝇的white位点克隆到了P因子(图1．4)，并研究了其结构和功能，建立

了P转座子和转座辅酶系统(Rubin et a1．，1982)，该转座子只在果蝇体内起作用，

对果蝇以外的昆虫不起作用(Handieretal．．1993)。

16
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抖
图1．4P因子的结构示意图

Fig．1．4 Structure schematic diagram of P element

虚线部分是完整的P因子，长度为2907bp，包括用来编码转座酶或转座抑制物4个ORF，

3lbp反向重复，10bp结合位点和llbp反向重复。P因子的插入会在靶位点处形成8bp顺向

重复。1VS3与转座的组织特异性有关。

P因子主要在以下几个方面广泛应用：首先，可以以P因子为转基因的载体，

将目的基因转到果蝇体内，这是尸因子应用最广泛的一面；其次，利用P转座

因子将具有特殊结构和功能的DNA片段(如FRT)导入果蝇体内，用以研究纯

pb■：．7092



浙江大学硕士学位论文 第一章综述

合致死突变(Xu and Rubin，1993)或者异常染色体分裂时期的行为等(Ahmad and

Golic，1998)；另外，通过结合P因子和酵母中半乳糖操纵子构建的Gal4／UAS果

蝇品系，可以使UAS下游的目的基因于果蝇的特定组织表达。除上述实际应用

价值外，P因子还有很大的理论研究价值值得我们深入研究。

转基因果蝇技术需通过显微注射等方法，将外源基因导入果蝇胚胎，并成功

整合到果蝇的基因组中。显徼注射的DNA由两部分组成：一是重组质粒，由JP

因子中的反向重复序列和靶基因构建而成；二是辅助质粒，它含有缺陷型P因

子，本身不能移动，但能够产生转座酶，帮助P因子转化。辅助载体不存在情

况下，尸因子不可以转座整合到果蝇的基因组中；辅助载体存在时，它产生的转

座酶可帮助P因子转座，目的基因则和P因子一起被整合到果蝇基因组上，产

生具有稳定遗传性状的转基因果蝇。转基因果蝇是否构建成功可通过尸因子序

列中的标记基因mini—white(眼色基因)来检测和鉴定(Kellum and Schedl，1992；

Zwiebel et a1．，1995)。

3．3．1转座载体的构建

我们可以根据自身实验需要从果蝇的转座载体中选择合适的表达系统，一般

采用的是连有一个合适启动子的标准转座载体。人们根据表达部位的不同将启动

子划分为：广泛表达的和特异组织中进行表达的启动子。广泛表达的启动子指目

的基因在生物体各个组织各个时期都有表达，后者则指目的基因只在果蝇的特定

组织中才可以表达，如眼细胞中特异表达的sevenless启动子(Tomlinson et a1．，

1987)，神经中特异表达的Elav-Gal4启动子(Robinow and White，1991)等。另外，

还有条件表达的启动子，如热休克启动子，30。C条件下对果蝇进行短时间的热处

理即可诱导热休克启动子开启(Ritossa，1962；Tissieres et a1．，1974)。特异组织中表

达的启动子和条件启动子能让目的基因在我们期望的任何时空进行表达。

3．3．2果蝇胚胎的显微注射

将含有目的基因的重组尸转座子载体和P因子辅助质粒一起注入果蝇胚胎，

经注射的胚胎发育为成蝇后与野生型果蝇交配，即产生携带转基因的后代。操作

方法见图1．5。
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3-3．3转基因果蝇的筛选

转基因果蝇可以通过细胞水平和个体水平进行筛选。细胞水平的筛选是基于

报告基因的表达。传统的许多报告基因的构建是基于lacZ基因的表达，即B．半

乳糖苷酶的生成作用(Shapiro etal．，1969)，也有的是通过绿色荧光蛋白基因(GFP)

的表达(Prasher et a1．，1992；Niedz et a1．，1995；Brand，1995)。LacZ报告基因的产物

p一半乳糖苷酶可以由X．gal探测到，X．gal是p．半乳糖苷酶的底物，水解后呈蓝

色。对于GFP报告基因，其蛋白产物能在活细胞中观察到。当细胞用4％的甲醛

固定后能维持GFP荧光性，并且通过荧光着色方法我们可以检测到表达GFP多

克隆抗体的绿色荧光蛋白。于是，带有GFP的靶基因能用来对单个活细胞监控

GAL4不同时期表达模式(Fernandez．Abalos et aI．，1998)。

转基因果蝇个体水平上的筛选一般通过果蝇眼色基因的表达来实现。携带

mini—white的P因子转座插入白眼果蝇DNA的不同位点时，由于mini-white的表

达，后代将出现不同眼色的果蝇。m&i-white表达越强烈，后代果蝇的眼色较深。

通过对果蝇眼色变化的观察，我们就能筛选到插有P因子的转基因果蝇(Zwiebel

ef a1．，1995；Horn et a1．，2002)。

3．4果蝇GAL4／UAS异位表达系统

GAL4／UAS系统是一种转基因技术体系，GAL4(Galactose．regulatedupstream

promoter element，GAL)，半乳糖调节上游启动子元件，是在酵母Saccharomyces

cerevisiae体内发现的类似于原核生物乳糖操纵子的一个转录激活子(Laughon et

a1．，1984)。UAS(upstream active sequence，UAS)，上游激活序列，是酵母中另一

种类似高等真核生物增强子的序YJJ(Brand and Perrimon，1993)。通过将GAL4与

UAS结合，可以调节和半乳糖代谢相关的基因的表达。1993年Brand和Perrilnon

在果蝇中建立起GAL4／UAS转基因系统(Brand and Perrimon，1993)，在研究基因

的过量表达及异位表达时很方便，可以使克隆基因在果蝇组织类型和特异的细胞

类型中有选择性地表达(Duffy，2002，Traven et aL，2006)。因此该系统一经建立，

就被广泛应用于研究果蝇发育中基因的功能和调控机理，类似的GAL4系统也已

经应用于其它模式生物中。

GAL4／UAS系统是将GAL4与组织特异性的启动子或增强子相连接，建立起

GAL4转基因系，以此方式控制GAL4的表达。UAS则与目的基因融合，建立带
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有UAS-目的基因的转基因,系．(Brand and Perrimon，1993；Ouffy，2002；Campbell et

a1．，2008；Fischer et a1．，1988)。该技术体系中，GAL4和蚴孓目的基因存在于两

个不同的转基因系中，只有将两个转基因品系杂交，才能产生表达目的基因的后

代。因此我们可以建立一个GAL4转基因系的库，包含不同时间或部位表达GAL4

的转基因果蝇系。将删S转基因系和GAL4转基因系库里的果蝇杂交，即得到

在不同时间或不同部位表达靶基因的后代。目前在果蝇上，已经建立起GAL4转

基因系的库，使得GAL4在特定的组织如神经(elav-GAL4)(Robinow and White，

1991)，复眼_(gmr-GAL4)(Freeman，1996；Song et a1．，2000)及肌肉组织(24B—GAL4)

(Brand and Perrimon，1993；Michelson，1994)等特定组织中表达。

有多种方法可以对GAL4／UAS系统杂交子代目的基因的表达进行检测。首

先，可以利用目的基因的抗体或原位杂交技术确定目的基因表达部位，再对其表

达产生的生物学效应做深入的研究。另外，可以利用报告基因建立洲尽报告基

因．目的基因系，使目的基因产物更易识别。常用的报告基因有lacZ(Shapiro et a1．，

1969)、GFP(Brand，1995)等，果蝇还可以用UAS-yellow(Calleja et a1．，1996)或

UAS-mini—white进行检澳](Zwiebel etal．，1995)。mini．white是编码果蝇眼色的基因，

mini—white+的果蝇表现为红眼。当把含有UAS-mini．white的载体注射入野生白眼

(mini—white一)果蝇胚胎时，后代即可通过筛选红眼果蝇的方法得到转基因果蝇。

UAS转基因系 - GAL4转基因系
▲盘旺K≥一×·I啐

启动子 GAL4 ＼L uAs 靶基因

八
⋯4⋯叠／ ＼ 乳第釜0 、 “∥一。

0隘K≥一J簟o
GAL4驱动UAS靶基因特异性表达
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因为GALA不存在时，UAS转基因系里的目的基因不表达，所以即使目的

基因的表达是致死的，该品系的果蝇依然能够存活。因此，利用GAL4／UAS系

统可以构建带有致死基因的转基因果蝇。但GAL4／删S系统也有缺点，如为表

达转基因必须进行果蝇杂交，而且不能根据需求在果蝇发育的任一时间高量表达

靶基因等。根据以上缺陷，2003年Giot等建立起一套新的转基因表达调控系统

即果蝇TARGET系统(Giot et a1．，2003)。它的分子机制是把果蝇GAL4／UAS系统

与GAL4的等位基因GAL80ts分子(温度敏感型分子)一起应用。温度在19℃

时，GAL80ts能抑制GAL4的转录活性，进而使得UAS不能被激活，目的基因

沉默。30℃热激条件下，GAL80tS不能发挥作用，所以GAL4可发挥活性，激

活UAS，使靶基因得以表达。这个系统可以让研究人员在任何时空中过量表达靶

基因(Marrone et a1．，201 1)。

3．5展望

1982年，Rubin等构建出含有控制果蝇眼睛颜色基因的转座载体ryl，并通

过显微注射的方式将其导入白眼果蝇的胚胎，后代果蝇眼睛为红色，标志着转入

的基因可以在生物体内稳定的表达(Rubin and Spradling，1982)。伴随第一只转基

因果蝇的产生，P因子逐渐发展为转基因的重要工具，也作为果蝇遗传学研究的

重要依托工具被广泛应用。理论上，通过P因子转座系统我们可以将任何基因插

入到果蝇的基因组中，转基因果蝇技术也成了探索基因功能和许多生命现象的重

要手段。1988年，随着Fischer发现GAL4能以组织特异性的方式激活和UAS

相连的下游基因的转录后(Fischer et a1．，1988)，GAL4／UAS系统被广泛应用于多

种生物转基因载体的建立，成为研究基因功能特别是对胚胎发育、神经发育过程

中效应基因功能的有效技术。随着转基因技术和GAL4／UAS系统的不断改进，

利用GAL4／UAS系统的转基因技术将在生命科学研究的各个领域发挥重要作用。
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第二章CGl8208的信号通路和药理学研究

1引言

无脊椎动物体内，章鱼胺(Octopamine，OA)作为神经递质，发挥着重要的

生理作用，它通过结合不同的G蛋白偶联受体来调控昆虫的好斗(Zhou et a1．，

2008)，产卵(Monastirioti，2003；Monastirioti et a1．，1996)，睡tjg(Crocker and Sehgal，

2008)和运动(Koon et a1．，201 1)等行为。迄今为止，已有多种昆虫的OA受体被克

隆得到(Maqueira et aL，2005；Verlinden et a1．，2010)，由于它们的氨基酸序列和所

偶联的信号通路都和脊椎动物体内的去肾上腺素相似，OA受体被分为两大类：

0【．adrenergic—like型OA受体和13-adrenergic．1ike型OA受体(Farooqui，2012)。科

学家们首先从果蝇的蘑菇体(Mushroom body)内克隆得到一类OA受体，并将

其称为DmOAMB，即果蝇的OAl受体，被认为参与了果蝇的学习和记一tL(Hanet

a1．，1998)。此类受体的激活剂主要是能引起胞内Ca2+的上升，高浓度OA刺激时

也可以引起胞内cAMP含量的升高(H啪getal．，2010)。果蝇体内的OA2受体家
族可以分为DmOABl、DmOAB2、DmOAB3，这类受体对果蝇的产卵是至关重

要ff寸(Li et a1．，2015)，当受到OA刺激时能引起胞内cAMP含量的增加。近年来，

由于分子克隆技术的发展，已从多种无脊椎动物体内克隆得到OA受体，包括果

蝇(Maqueira et a1．，2005)，蜜蜂(Blenau et a1．，2000)，家蚕(Chen et aL，2010)等。2014

年，本实验室从二化螟Chilo suppressalis体内克隆得到一类新型受体CsOA3，

它有两个剪切体CsOA3L和CsOA3S。CsOA3L可偶联Ga蛋白，引起胞内Ca2+

浓度升高，而CsOA3S即可偶联Gi又可偶联G。蛋白，引起胞内cAMP水平的降
低和Ca2+浓度的升高(、Ⅳu et a1．，2014)。

二化螟CsOA3受体基因在果蝇体内的同源基因为CGl8208。本研究中，我

们从果蝇体内克隆得到了CGl8208的cDNA全长，并将其命名为DmOA3。将

CGl8208表达于HEK-293细胞中，对其偶联的下游信号通路和药理学性质做了

研究。

2材料与方法

2．1供试昆虫

本实验所用的野生型黑腹果蝇D．melanogaster由本实验室世代培养，饲养
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于人工培养箱(25+1℃，RH=70％，L：D=12：12 h)内。果蝇食物为标准的玉米粉培

养基，组分为713％的玉米粉、1％的大豆粉、1．7％的酵母粉、O．5％的琼脂、7％

的白糖以及0．25％的尼泊金甲酯。本实验所用试剂购自Sigma．Aldrich(St Louis，

MO，USA)。

果蝇食物配方如下：

成分 重量

水

玉米粉

大豆粉

酵母粉

琼脂

白糖

尼泊金甲酯

2．2 RNA抽提

收集果蝇的不同虫态，包括卵、幼虫、蛹和成虫及雌雄果蝇的不同组织，如

头部，胸部和腹部。利用TRizol法(Invitrogen，Carlsbad，CA．USA)分别提取各供

试样品的总RNA，具体方法如下：

(1)在收集到的上述各组织样品中加入1 ml TRIzol并加入不锈钢珠，用组

织裂解仪TissueLy’ser II处理1 min，室湿静置约5 vain；

(2)离心机温度调至4℃，12000 g离心10 min；将上层液体转移至新的1．5

ml离心管；

(3)加入200“L氯仿剧烈振荡15 see，室温静置5 min，4"C，12000 g离心

15 min；

(4)转移上清于新的1．5 ml离心管中，加入500此异丙醇，室温静置10 min

后，4℃，12000 g离心10min；

(5)除去上清，加入1 ml 75％的乙醇，混匀，4"C，7500 g离心5 min；

(6)弃上清，室温干燥5—10min后，用DEPC水溶解RNA样品：

(7)采用1．5％的甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性，采用

NanoDrop 2000分光光度计(Thermo Scientific)检测RNA纯度及定量。根据需要
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进行适当稀释，用于以后的实验或保存于．70。C冰箱。

2．3克隆CGl8208 eDNA序列全长

取50头果蝇成虫的头部，获取总RNA后，以1．0 gg总RNA为模板，用全

式金公司反转录试剂盒fTransScript A11．in-One First．Strand eDNA Synthesis

SuperMix for PCR，AT321．01)合成eDNA。克隆CGl8208 eDNA序列的引物见表

2．1。

克隆目的基因片段的50 gLPCR反应体系如下：

5xQ5 Reaction Buffer 1 0 gl

10 mM dNTPs l¨l

10 gM Forward Primer 2．5“l

1 0 gM Reverse Primer 2．5斗l

eDNA 0．5¨l

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0．5山

灭菌的ddH20 33 gl

PCR反应程序：98℃30 sec；98℃10 sec；55℃30 sec；72℃30 sec；37

个循环；72℃2 mira 4。C保存。

表2．1 PCR扩增CGl8208 eDNA序列所用引物

Table 2．1 Primers for cloning CGl8208 eDNA

引物名称

Primelt name

引物序列(5'-3’)

Primer sequence(5’·3’)

CGl8208一compF

CGl8208一compR

ATGGA丌阱姒GCCGACTGAA

CATGGA：rI：f蛆’AGCCGACTGAA

2．4 PCR产物的纯化

PCR产物经1．0％的琼脂糖凝胶电泳后，用Axygen Gel Extraction Kit凝胶回

收试剂盒进行回收纯化，操作步骤如下：

(1)紫外灯下观察并切下含有目的基因的琼脂糖凝胶；

(2)将切下的凝胶块放入1．5 mL离心管中，加入3倍凝胶体积的溶胶缓冲

液DE．A，混合后置于75℃金属浴中温育至凝胶完全融化，约6-．一8 min，间歇性

振荡离心管以便凝胶更快融化；
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(3)在上述融化的凝胶中加入1．5倍凝胶体积的结合液DE．B，混合均匀；

(4)将步骤3中的混合液转移至DNA制备管，将制备管放置在干净的2 mL

收集管内，室温12000 g离心1 min；

(5)弃滤液，在柱中加入500 iat Buffer W1，室温12000 g离心1 min；

(6)弃滤液，在柱中加入700 lxl Buffer W2(所用W2已加过乙醇)，室温

12000 g离心30 sec；

(7)将步骤(6)重复一次；

(8)弃滤液，把空柱放回收集管中，室温12000 g离心1 rain，保证残液已

全部去除；

(9)将回收柱置于1．5 mL离心管中，加入20“l 65 4C预热的灭菌ddH20，

室温静置1 min，12000 g离心1 min，洗脱柱膜上的DNA，洗脱液即为回收的目

的DNA；

(10)取l“l纯化液用NanoDrop 2000微量紫外分光光度计(Thermo

Scientific)进行纯度测定。

2．5目的片段与克隆载体连接

将纯化后的PCR片段克隆到pEASY口一Blunt Zero Cloning Vector(Beijing

TransGen Biotech，Co．，Ltd，)载体中，连接反应体系如下：

目的DNA

pEASY耍-Blunt Zero Cloning Vector

4“l

1“l

轻轻混匀，25℃反应5 min，反应结束后，将离心管置于冰上10 min。然后

进行连接产物的转化。

2．6连接产物的转化

(1)将连接产物加入50“l Transl。T1感受态细胞中，轻弹混匀，冰浴20．-一

30min；

(2)42。C热激30 sec，立即置于冰上2 min；

(3)加250 ul平衡至室温的LB培养基，200 rpm，37。C孵育1 h；

(4)取200¨l菌液涂板(为得到较多克隆，4000 rpm离心1 min，弃掉部

分上清，保留100～200“l，轻弹悬浮菌液，取全部菌液涂板)；
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(5)将平板倒置，放置于37。C培养箱，过夜培养。

2．7转化子的鉴定和测序

(1)用灭菌的10¨l枪头从LB平板上挑取10个白色单菌落，分别接种于1

mL含Amp(100 I．tg／mL)抗性的LB液体培养基中，37。C，300 rpm振荡培养3 h；

(2)以培养的菌液为模板，M13F／M13R为引物，进行菌落PCR(2xEasyTaq

PCR SuperMix，TransGenAslll)，反应体系为20 mL，如下：

2×EasyTaq PCR SuperMix 1 0¨l

M13F l Ul

M13R 1斗l

灭菌的ddH20 6．5 pl

菌液 1．5¨l

PCR反应条件为：94℃10 rain；94℃30 see；55℃30 sec；72℃60 sec；

35个循环；72℃10 min；4℃保存。

(3)经1．O％琼脂糖凝胶电泳鉴定后将疑似含有目的片段的菌液送往铂尚生

物技术有限公司测序。

2．8质粒抽提

采用Axygen Plasmid Kit试剂盒抽提质粒DNA，抽提产物用NanoDrop 2000

微量紫外分光光度计检测浓度。具体操作方法参见试剂盒说明书。

2．9 pcDNA3．CGl8208融合质粒的杓楚

用Primer 5．0设计CGl8208的酶切引物，通过PCR扩增得到含酶切位点的

CGl8208全长序列。对所得序列和pcDNA3质粒分别用HindlII和Xho I进行酶

切处理。消化后的PCR产物用T4 DNA连接酶连接到5’端有HA标签的pcDNA3

载体上，产生pcDNA3．CGl8208融合质粒，用测序的方法验证序列是否成功插

入。过程中所用的酶切引物见表2．2。

操作方法如下：

(1)在CGl8208的5·端和3·端用PCR的方法连接上HindlII和Xho I酶切

位点，切胶回收PCR产物，用以双酶切。CGl8208加双酶切位点的PCR反应体

系如下所示，

灭菌的ddH20 29 m
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5xTransstart Fast Pfu Fly Buffer

2．5 mM dNTPs

H／ndIII

Xho I

cDNA

Transstart Fast Pfu Fly DNA Polymerae

10¨l

5 ktl

2“l

2“1

1 lxl

1¨1

PCR反应条件：95。C 2 min；95。C 10 sec；56。C 30 sec；72℃60 sec；37

个循环；72℃10 min；4。C保存。

(2)对带有HindlII和Xho I粘性末端的CGl8208和pcDNA3载体分别用

HindlII和Xho I进行双酶切，双酶切体系为100 ul，

／4／’ndlII

Xho I

lO M Buffer

pcDNA3+H20

4¨l

4 pl

10“l

82“l

37。C条件下，酶切3 h，然后对酶切产物进行1．0％琼脂糖凝胶电泳，回收电

泳产物并测定浓度。

(3)对双酶切的CGl8208和pcDNA3进行连接，10¨l连接体系，

1 0xT4 DNA Ligase Buffer 1“l

目的片段CGl8208 6 lxl

pcDNA3 2 Ul

T4 DNALigase 1¨l

16。C条件下，连接过夜。取5“l连接产物转入TransTl感受态细胞，摇菌涂

板培养后，挑取单菌落摇菌，通过菌落PCR验证条带，将有条带的菌液送测序

验证目的基因是否成功插入pcDNA3质粒。

表2．2双肆切所用引物

Table 2．2 Primers for restriction enzyme digestion

引物名称

Primet name

引物序列(5'-3’)

Primer sequence(5’·3’)

CGJ8208．月拥dIII．F

CGl82嬲。伪0 I．R

CCCAAGCTTACCATGG ATTATAGCCGACT

CCGCTCGAGTCACTTGAACAGGATGCGC

2．10细胞培养及转染
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HEK-293细胞用D—MEM培养基(Gibco BRL，Gaithersburg，MD，USA)培养，

在培养基内增补10％热灭火的FBS(Gibco BRL)。将细胞放置于37。C，5％C02

含量的二氧化碳培养箱中培养。

置换细胞培养基的操作方法：将变黄的培养基吸走，用1 ml PBS

(Tris—buffered saline，25 mM Tris-HCl，3 mM KCl and 1 37 mM NaCl，pH=7．0)清

洗，并加入5 mL的新培养基。

细胞传代的具体操作方法：

(1)细胞长满培养皿后进行传代，把原有的培养基吸走，用1 mL的PBS

清洗；

(1)往培养基内加入200 111胰酶，减小细胞壁的张力，消化30 sec，吸走

胰酶；

(2)把培养皿置于培养箱中1 min后拿出，加1 mL的新培养基，用移液枪

轻轻吹打混匀；

(3)用移液枪移取上一步中的100 pl液体，放置于新的培养皿中，加5 mL

新的培养基，混匀，放入培养箱中继续培养。将旧的培养皿扔掉。

细胞转染的具体操作方法：

(1)将10¨l脂质体2000(Invitrogen)，4 lxg pcDNA3·CGl8208质粒分别和

250肛l转染液OPTI．MEM@I(1×)(Gibco BRL)混合，室温条件下静置5 min；

(2)将含脂质体2000和pcDNA3．CGl8208载体的转染液轻轻混合，室温

条件下静置20 min，利用脂质体2000(1nvitrogen)将4 lxg pcDNA3．CGl8208转

入呈指数生长的HEK．293细胞中；

(3)将500肛l的混合液加入长满细胞的培养皿内，另外加入2 mL的转染

液OPTI．MEMRI(1×)(Gibco BI也)，将培养皿置于培养箱中，完成转染；

(4)6 h后换成2．5 mL普通培养液，24 h后传代至新的培养皿。传代第二

天的时候用20“l G418(O．8 mg／m1)筛选细胞；

(5)连续筛选两周以获得稳定转染的细胞系。

2．11 cAMP测定

提取cAMP的具体方法如下：

(1)将pcDNA3．CGJ『舵D舳K-293细胞传代至12孔板(Thermo
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nunc．Thermo Fisher Scientific)上，置于37。C5％C02含量的二氧化碳培养箱中培

养，第二天细胞长满(约1x106／孔)；

(2)除去细胞的培养基，用PBS洗涤2次，每孔加入用450 gl PBS配置的

浓度为100 gM的3-isobutyl．1．methylxanthine(IBMX，Sigma—Aldrich)，用来抑制

磷酸二酯酶水解cAMP，室温孵育20 min；

(3)加入用50 HlPBS溶解的供试浓度药剂，混匀，室温孵育20min；

(4)除去上层药液，加入250“l的细胞裂解液(1xcell lysis buffer)，吸取

上清用于接下来的cAMP测定或暂时冻存于．80℃冰箱；

cAMP浓度的测定方法按照cAMP Parameter Assay Kit(R＆D Systems，

Minneapolis，MN，USA；Catalog斧KGE002B)操作指南进行，具体如下：

(1)除两个NSB孔外，96孔板(Thermo nunc，Thermo Fisher Scientific)每

孔加50 pl Primary antibody solution，过程中不要有气泡，将其放在水平振荡仪

(MixMate，eppendorf)上550 rpm孵育l h；

(2)配置标样cAMP standard，加1 m1灭菌的ddH20配制成2400 pmol／mL，

用1xcell lysis buffer稀释，将25×Wash buffer用灭菌的ddH20稀释为1×；

(3)将细胞裂解液在．80℃冰箱内反复冻融两次，以使细胞充分裂解，将裂

解液转移到到1．5 m1离心管中，4"C，12000 g离心10 min；

(4)弃掉孵育后的Primary antibody solution，用400 lal 1xWash buffer清洗

4次，洗后拍干；

(5)每孔加入50肛l的cAMPconjugate和100肛l准备的标样、细胞裂解液，

置于水平振荡仪(MixMate，eppendorf)上550 rpm孵育2 h；

(6)弃去孵育后的样品，用400山1xWash buffer清洗4次，洗后拍干；

(7)每孔加200 gl的Substrate solution(ColorreagentsA、B等体积混合)，

避光室温条件下放置30 min：

(8)每孔加1 00“l的Stop solution，用Thermo Scientific Varioskan Flash测

定结果。

3结果与分析

3．1 DmOA3 cDNA序列分析

通过PCR获得DmOA3L cDNA的序列全长，GenBank上的登录号为
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NM 142497．5。编码DmOA3L的ORF全长为2100 bp，共编码699个氨基酸，

通过TMHMM和TMpred预测(http：／／www．cbs．dtu．dk／services／TMHMM／)，发现

该基因编码一个0【螺旋的7跨膜受体，说明其属于GPCRs，且有超长的第三胞

内环，是生物胺受体的共有特征(图2．1)。克隆到的序列-与(http：／／www．flybase．org)

上已公布的序列相比，有1个碱基的不同，也只有1个不同的氨基酸，即Ar9549

代替了Gin549。该基因有一个剪切体DmOA3S，DmOA3S比DmOA3L少编码29

个氨基酸(图2．2)。该受体基因胞内二环上有典型的DRY结构域(Asp 212-Arg

213．Tyr 214)，它在G蛋白偶联受体家族中高度保守，并被认为在受体的激活方

面发挥作用(Rovati etaL，2007)。在第六跨膜结构(TM6)上存在F636-X⋯X X W-X．P

结构域，后面跟有两个苯丙氨酸残基(F643，F644)，该结构域在视紫红质类G蛋

白偶联受体内也高度保守(图2．3)。

对DmOA3L、DmOA3S和昆虫体内CGl8208．1ike型基因的氨基酸序列进行

多重序列比对(图2．3)。黑圆点标注的N14，N31，N64，N69，N80，N91，N96可

能是N端糖基化位点(N．X．[S／T】)。黑色三角形标注的可能是蛋白激酶C

([S／T]．X．[鼬K])磷酸化位点(T142，T326，$427)，一个位于第一个胞内环，两个位

于第三个胞内环。

对果蝇和其它昆虫的章鱼胺受体基因构建系统进化树，以邻近法

(neighbor-joining)重复1000次，DmRhl为外源基因，结果显示，DmOA3与二

化螟的CsOA3和赤拟谷盗体内CGl8208的同源基因聚在一起，说明有较近的亲

缘关系(图2．4)。
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sites are labeled by脚led triangle．The second phenylalanine after the FXXXWXP motif in
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DmRhl

BmTA2

、匹娩
DmTyrR CG7431

AmTA2

DmTyrR2 CGl6766

Dm0A3 CGl8208

Cs0A3

Tc0A3

TcTAl

DmOct-TyrR CG7486

AmTAl

BmTAl

TcoA283

DmO!A283 CG31 351

AmoA283

Am0A281

TcOA281

DmOA281 CG6919

Am0A282

TcoA282

DmoA282 CG∞89

BmoA282

BmoAl

TcoAl

Dm01A1 CG38∞

AmoAl

圈2．4 CGl8208和其它章鱼胺受体的进化树分析

Fig．2．4 Phylogenetic analysis ofCGl8208 and various OA receptors．Neighbor-joining trees

were constructed in Clustal W2 using 1000-fold bootstrap re-sampling，and the resulting tree

was displayed graphically by MEGA5．05．The numbers at the nodes ofthe branches

represent the level of bootstrap support for each branch．DmRhl was used as an outgroup．

Abbreviaations：Dm，Drosophila melanogaster；Bm，Bombyx mori；Am。Apis meilifera；

Tc，乃砀olium castaneum；Accession No．：DmRhl，NM 079683．3；BmTA2，BAl52937．11；

TcTA2，XP_001811970．1；DmTyrR。NP_650652；AmTA2，NP_001032395．1；DmTyrR2，

NP』50651．1；DmOA3，NI虹142497．5；CsOA3，KF460458．1；TcOA3，XP_969656．2；TcTAl，

NP_001164311．1；DmOet-TyrR，NM_079695；AmTAl，NP_001011594．1；BmTAl，BAD

11157．1；TcOA283，XP_974238．2；DmOA283，NP_001034043．1；AmOA283，XP_3970773；

AmOA281，XP_397139．2；AmOA282，XP_396348．4；TcOA282，XP_974214．1；DmOA282，

NP 001034049．1；BmOA282，BAJ06526．II；BmOAl，NP ．1； 。_001091748 AmOAl

NP 001011565．1；DmOAl。NP 732541．1；TcOAl，XP 970007．2．

35
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3．2 DmOA3(a印舵嬲)偶联胞内CAMP测定结果

为了研究DmOA3偶联的信号通路以及药理学性质，将融合质粒

pcDNA3．CGl8208转染于HEK一293细胞中，通过筛选获得了稳定的表达该受体

的细胞系。研究发现10 rtM的章鱼胺和酪胺均能引起胞内cAMP水平降低，说

明DmOA3在胞内偶联Gj蛋白。剂量效应实验显示，章鱼胺OA和酪胺TA均呈

现出显著的剂量反应(图2．5 A)。章鱼胺的浓度在10Jo M时就可造成cAMP下

降40％，而酪胺在浓度达到10省M时才可起到同样的效果(图2．5 B)。说明章

鱼胺的抑制效率高于酪胺，二者的EC50值分别为8．20x10-11 M和4．37x10’9 M。

我们测定了双甲脒和杀虫脒对表达DmOA3细胞的影响，结果显示，双甲脒

(AMz)和杀虫脒(CDM)浓度在10{M能引起胞内cAMP的显著下降(图2．6)，

二者的EC50值分别为双甲脒2．74x10一M，杀虫脒2．31x10一M。吴顺凡测定的双

甲脒和杀虫脒对表达二化螟同源基因CsOA3细胞的影响，结果显示双甲脒和杀

虫脒浓度在10。11 M时即能引起胞内cAMP的显著下降(图2．8)，二者的EC50

值分别是8．39x10’11M和2．15x10‘11M(引自吴顺凡未发表数据)，可以看出二化

螟体内的CsOA3受体比果蝇体内的DmOA3受体对双甲脒和杀虫脒敏感近1000

倍。
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4讨论

因为二化螟对双甲脒敏感，而果蝇对双甲脒不敏感，我们猜测这种差异效应

可能是靶标药理学差异引起的。吴顺凡对二化螟的CsOA3的药理学实验，表明

双甲脒和杀虫脒在浓度很低(10‘11 M)的情况下即可特异的激活CsOA3受体。

本章研究中，我们从果蝇体内克隆得到CGl8208的ORF全长，并将其命名为

DmOA3，它在二化螟体内的同源基因为CsOA3。将CGl8208稳定表达于HEK．293

细胞中，双甲脒和杀虫脒对pcDNA3．CGl8208／HEK．293细胞的剂量效应实验表

明，它们在10。8 M时均能引起胞内cAMP水平的降低，即特异的激活DmOA3

受体。二化螟CsOA3对双甲脒和杀虫脒的敏感性比对果蝇的DmOA3高1000倍，

这解释了生测实验中，二化螟和果蝇对双甲脒表现出不同的敏感性的原因。

吴顺凡(2013)通过对二化螟体内章鱼胺受体的药理学研究，认为CsOA3

受体(0【2一adrenergic-like receptor)很可能是甲脒类杀虫剂的作用靶标。本研究中

通过对果蝇体内DmOA3受体药理学性质的研究，认为在神经组织表达的OA3

型受体可能是双甲脒和杀虫脒在果蝇体内的作用靶标，具体结果还需要通过生测

实验的方法来进行验证。

早在1983年，Downer发现demethylchloridimeform(DMCDM)和双甲脒

(AMZ)能够模拟0A激活蟑螂神经组织内的腺苷酸环化酶cAMP活性，从而

初步确定甲脒类杀虫剂的作用靶标是OA受体(Gole et aL，1983)。甲脒类杀虫剂

与OA受体作用后对害虫引起的症状，主要表现为极度兴奋，行为异常，致残进

而死亡(Dudai etal．，1987)。Roeder认为只有在神经上表达的OA受体似乎才是甲

脒类杀虫剂的作用靶标，因为靶标生物的行为变化不可能是来自非神经组织的

OA受体作用产生的(Roeder，1995)。
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第三章转二化螟章鱼胺受体基因果蝇的构建及验证

1引言

通过对野生果蝇Drosophila melanogaster和二化螟Chilo suppressalis进行生

测实验，发现双甲脒对果蝇的毒性很低，对二化螟毒性较高。为此我们克隆得到

二化螟体内的章鱼胺受体基因CsOAl，CsOA282和CsOA3，并将其构建到pUAST

载体中，得到UAS—CsOAl、UAS．CsOA282和UAS—CsOA3。将上述重组质粒通

过显微注射的方法导入野生果蝇的胚胎，得到转二化螟章鱼胺受体基因的转基因

果蝇品系，用果蝇的mini．white眼色基因进行标记，转基因果蝇的子代即可通过

复眼的颜色进行筛选。将得到的转基因果蝇用双平衡子果蝇进行平衡定位，将平

衡定位的转基因果蝇品系UAS-CsOA分别与Elav-Gal4和2铝．Gal4果蝇品系杂

交，其中Elav-Gal4驱动CsOA在果蝇的神经系统中表达，24B．Gal4驱动CsOA

在果蝇的肌肉组织中表达。

2材料和方法

2．1供试昆虫

本实验所用二化螟采自浙江省杭州市富阳水稻研究所试验农场。田间采来的

是越冬代的老熟幼虫，化蛹羽化后，将成虫放置在40 cm×50 cmx24 cm产卵箱中，

并在箱底放少量湿沙土，保持相对湿度在90％以上，温度在25+1℃。产卵箱内

放入几丛稻苗供其产卵，隔日收集卵时换新苗，并将已黑头的卵块用75％酒精和

1％甲醛对卵面进行消毒，接着将其接入盛有人工饲料(Han et a1．，2012)的培养瓶

中，孵化后的幼虫用人工饲料饲养，过程中及时更换饲料，直至幼虫化蛹，二化

螟继代饲养在人工气候室(25 4-l℃，RH=75％，L：D=14：10 h)内。

本实验所用的野生型黑腹果蝇D．melanogaster由本实验室世代培养，果蝇

双平衡体系B1／Cyo；TM2／TM6B由上海生命科学研究院生化与细胞生物学研究

所提供，Elav—Gal4和24B—Gal4果蝇品系由浙江大学生命科学院遗传研究所杨小

杭老师提供。饲养方法同第二章2．1。

2．2 RNA抽提

分别收集二化螟不同虫态，包括卵，幼虫，蛹和成虫及二化螟幼虫期的不同

组织，如血细胞、脂肪体、马氏管、中肠和神经组织，分离后的样品用液氮研磨
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后冻存于．70。C冰箱中。利用TRizol法(Invitrogen，Carlsbad，CA．USA)分别提

取各供试样品的总RNA，具体方法见第二章2。2。

2．3基因克隆

取20头5龄幼虫的血细胞，获取总RNA后，以1．0 Ixg总RNA为模板，用

全式金公司反转录试剂盒(TransScript All—in．One First—Strand cDNA Synthesis

SuperMix for PCR，AT321一01)合成cDNA。根据CsOAl，CsOA282，CsOA3发布

在(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／genbank／)上的序列数据(吴顺凡，2013)，用

EditSeq找到序列的ORF后，用Primer5．0软件设计引物，见表3．1。

克隆目的基因片段的501xLPCR反应体系如下：

5×Q5 Reaction Buffer 1 0 pl

10 mM dNTPs 1“l

10山Forward Primer 2．5¨1

1 0 laM Reverse Primer 2．5“l

cDNA 0．5¨l

Q5 High—Fidelity DNA Polymerase O．5 ul

灭菌的ddH20 33儿l

PCR反应程序：98℃30 sec；98℃10 sec；55℃30 sec；72℃60 sec；37

个循环；72℃2 min；4 0C保存。

表3．1 PCR扩增CsOAl、CsOA282，CsOA3 cDNAs序列所用的引物

Table 3．1 Primers for cloning the genes CsOAl，CsOA282、CsOA3 cDNAs

引物名称

Primer name

引物序列(5'-3’)

Primer sequence(5’一3’)

CsOA 1-compF

CsOAl·compR

CsOA282-compF

CsOA282一compR

CsOA3·compF

CsOA3一compR

ATGCGCTCGCTGAACGAG

丌ACCTGA A—汀C11TGGAGAACAGC

ATGGATCCCATAAACGGATCC

TCAAAGCGACGCCAAAl℃CGATGCT

ATGGTACCGAATACGACATTGCT

TCACllAAACAGTATCCTTCTGAAG

2．4 PCR产物的纯化、目的片段与克隆戴体连接及连接产物的转化

具体操作过程和方法参见第二章2．4．2．6。

2．5转化子的鉴定和测序
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操作方法参见第二章2．7。

2．6质粒抽提

采用Axygen Plasmid Kit试剂盒抽提质粒DNA，操作方法见试剂盒说明书。

2．7 pUAST-CsOA表达载体的构建

2．7．I pUAST载体的线性化

利用双酶切的方法将pUAST载体线性化，所用的限制性内切酶是EcoR I

和Kpn I，反应体系为60“l，具体操作如下：

EcoR I 4“1

砀"I 4肛I

Green Buffer 6“l

pUAST 6 p,1

灭菌的ddH20 40¨l

37℃酶切两小时后，将酶切体系放至85℃条件下10 min，灭活内切酶，得

到线性化的pUAST载体。

2．7．2为目的片段CsOAl，CsOA282，CsOA3加酶切位点

CIonExpressTMII插入片段引物设计原则：通过在引物5’端引入线性化克隆载

体末端同源重组序列，使得插入片段扩增产物5’端和3’端最末端分别带有和线性

化克隆载体两末端对应的完全一致的序列(15 bp)。根据该原则设计的引物如表

3．2所示，通过PCR扩增得到含酶切位点的CsOAl、CsOA282、CsOA3插入片

段。PCR反应体系为50 p1，具体操作如下：

灭菌的ddH20 10 I．d

2xPCR buffer for KOD-FX 25 lal

2mM dNTPs 10 lal

Forword primer 1．5肛l

Reverse primer 1．5¨l

KOD-FX 1 rtl

eDNA 1“l

PCR反应条件为：94"C 5 min；98℃10 sec；58。C45 sec；68。C 2 min；35

个循环：68℃10 min；4。C保存。
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表3．2 PCR为CsOAI，CsOA282，CsOA3加尊切位点所用的引物

Table 3．2 Primers for adding restriction enzyme cutting sites for CsOAl，CsOA282，CsOA3

引物名称

Primer name

引物序列(5’-3’)

Primer sequence(5'-3’)

CsOA 1一compF

CsOAl一compR

CsOA282-compF

CsOA282一compR

CsOA3一compF

CsOA3一compR

TGAATAGGGAATTGGGAAITCATGCGCTCGCTGAACGAG

CAAAGATCCTCl．AGAGGTACC下I．ACCTGAAATCTTrGGAGAACAGC

TGAATAGGGAATTGGGAATTC ATGGATCCCATAAACGGATCC

CAAAGATCCTCTAGAGGTACCTCAAAGCGACGCCAAATCCGATGCT

TGAATAGGGAATTGGGA ATTCATGGTACCGAp(IACGACATTGCT

CA八AGATCCTCTAGAGGTACCTCACTTAAACAGn玎CCTTCTGAAG

2．713同源重组反应

于冰水浴中配制如下反应体系

灭菌的ddHzO

5×cETMII Buffer

线性化表达载体

插入片段

ExnaseTM

lO“1

4 pl

3山

1 p1

2¨l

体系配制完成后，用移液器上下轻轻吹打几次混匀各组分，为避免产生气泡

(不要剧烈震荡或涡旋混匀)。置于37℃反应30 min。反应完成后，立即将反应

管置于冰水浴中冷却5 min。之后，反应产物可直接进行转化，也可冻存于．20℃，

待需要时解冻转化。

2．8反应产物转化、涂板

取20“l冷却反应液，加入到200 pl感受态细胞中，轻弹管壁数下混匀，在

冰上放置30 min，42℃热激45 sec，立即拿出放于冰上2 min。加900¨l的LB

培养基，37oC孵育10 min充分复苏，37。C摇菌1 h。取100¨l菌液均匀涂布在含

有Amp抗性的平板上，将平板倒置，于37。C过夜培养。

2．9克隆鉴定和测序

过夜培养后，从重组反应转化平板上每个平板挑取20个单菌落，以表2．2

中的序列为引物，通过菌落PCR的方法，具体方法参见第二章2．7，对重组结果

进行鉴定。经1．0％琼脂糖凝胶电泳后，将疑似含有目的片段的菌液送往铂尚生

物技术有限公司测序。

2．10质粒抽提



浙江大学硕士学位论文 第三章转二化螟章鱼胺受体基因果蝇的构建及验证

根据测序结果，从正确发生同源重组的菌液中吸取3 ml转移到50 ml试剂

管中，管内装有25 m1左右含Amp抗性的LB培养液。将管子放置在摇床上37。C，

300 rpm摇过夜。将摇浑浊的菌液进行质粒抽提，具体方法参见试剂盒(Plasmid

Midi Kit，QIAGEN)说明书。

2．1l果蝇胚胎的显徽注射

2．11．1显微注射用DNA的制备

(1)吸取25 gg pUAST-CsOA重组质粒(浓度>O．5¨∥p1)，5 pg辅助质粒

(pAP．一3)和O．1体积3 M醋酸钠，3体积95％的乙醇混合；

(2)．70℃放置30 min；

(3)4。C 12000 rpm离心20 min，除去乙醇：

(4)用70％乙醇漂洗沉淀物，4。C 12000 rpm离心5 min，除去乙醇；

(5)室温干燥沉淀物10 min；

(6)沉淀物溶于50¨1注射缓冲液，缓冲液组成为5 mM KCI，O．1 mM

NaH2P04(pH=6．8)；

(7)用1．0％的琼脂糖凝胶电泳检测产物。

2．11．2果蝇胚胎的准备

(1)果蝇的扩繁

WⅢ8果蝇繁殖力强，在扩繁的过程中，需要注意：第一，及时清瓶，瓶中幼

虫发育到2龄时就要把老的果蝇清空，否则瓶中因果蝇产卵太多导致环境过湿，

果蝇翅膀很容易被粘住而降低活力：第二，3龄幼虫爬上瓶壁后可往瓶中加纸，

一般每瓶加2～3张。这样做不仅可以使瓶内保存干燥的环境，还可以增加每瓶果

蝇的产量；第三，瓶内新的果蝇孵出后要及时收集，否则瓶内会因果蝇太多而粘

湿。

(2)产卵碟的制作

称取7．8 g蔗糖，溶解于75 ml苹果汁。称取8．4 g琼脂，溶于240 ml水中，

微波炉内加热全溶后，将果汁溶液和琼脂混合后，倒入培养皿内，待其冷却即可。

产卵碟做好后可置于4。C冰箱备用。使用时，在板上涂上新鲜的酵母膏，以刺激

果蝇产卵。

(3)果蝇胚胎的收集
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为了在转基因注射时得到足够数量的胚胎，需要对果蝇进行预产。显徽注射

前一天，将果蝇放入胚胎收集器，25℃避光条件下，使其在涂有新配酵母膏的果

汁板上产卵。每隔1 h换一次板。这样能调整果蝇的昼夜节律，让它们适应在白

天产卵。如果预产时胚胎数量足够多，就可以准备做显微注射了。中午将预产过

的果蝇放入胚胎收集器内，每隔1 h收一次卵。

(4)胚胎的处理

果蝇的卵外层有较坚硬的壳，注射前，需对卵进行去壳处理。将产卵板上的

卵用清水冲洗，去除较大杂质后，用毛刷辅助，收集到网兜中，用水将杂质冲洗

干净，放在50％的漂白剂中去壳2 min，然后用自来水冲洗2 min。

(5)排9F

低温能延缓果蝇胚胎的发育速度，所以在18℃条件下进行排卵。在载玻片

上涂上薄薄的一层胶(将适量双面胶放入正庚烷中，摇床摇30 min得到的胶溶

液)，待胶干后，将卵用毛刷扫到双面胶的下方，吸干多余的水。显微镜下用排

卵笔进行胚胎排列时，胚胎的前端向内，后端向外。排列成线形。排好后，放入

硅胶干燥剂中干燥。干燥时间的长短因环境湿度等原因而调整，一般5～10 min。

对胚胎湿度的控制关系到胚胎的显微注射能否成功。胚胎过湿，注射时，容易爆

破；胚胎过干，注射时不易戳进且直接影响胚胎的成活率。

2．1 1．3显微注射针的准备

所用拉针仪为Flaming／Brown Micropipette Puller Model P．97，设置的参数为：

HEAT=680，PULL=75，VEL=80，TIME=200。

所用的毛细管为7”Drummond撑3．000．203．G／XL(Made in U．S．A．by

DRUMMOND SCIENTIFIC COMPANY)。

拉好的针经过碰针后，装入准备好的DNA样品，安装于显微注射仪上。

2．11．4显微注射

本研究中利用日本NARjSHIGE公司型号为MODEL MN．153，SERIAL

NO．07018的显微注射仪器，注射所用的倒置显微镜为日本Nikon ECLIPSE TS

100。

胚胎干燥后，在其上方覆上一层halocarbon oil保湿。显微镜下通过注射针

把质粒DNA注射到果蝇胚胎尾端的极细胞处。
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2．12注射后的培养

将注射好的卵连同载玻片一起放在涂有酵母的产卵碟上，上面加润湿的脱脂

棉防止胚胎脱水死亡，置于25。C培养箱培养，待幼虫孵出后转移至含有玉米粉

的果蝇管内，置于25。C培养箱继续培养。

2．13转基因果蝇的筛选、平衡、定位

(1)当注射的果蝇胚胎羽化后，收集处女蝇，将收集的雌雄蝇(Fo)分别

与W埘8回交，收集羽化的后代(F1)。

(2)由于pUAST质粒上含有果蝇的mini-white眼色基因，可以使果蝇眼色

从白色变为红色，挑选红眼果蝇即为含有转基因序列的果蝇。

(3)将Fl代红眼果蝇和双平衡果蝇DB(Double Banlance)Bl／Cyo；TM2／TM6B

(B卢背部短毛，Cyo--卷翅，Bl／Cyo位于2号染色体，TM2=大平衡棒，TM6B=

肩部多毛且短茧，TM2／TM6B位于3号染色体)杂交，按图3．1的策略对转基因

果蝇进行平衡定位。(木代表转入的基因)：

FoXWnl8

上
Fl 红眼(去／+)×DB(Bl／Cyo；TM2／TM6B)

F2 雌 ；TM6BxDB(Bl／Cyo；TM2／TM6B)

雄?冁 上——]◆ V

位于X染色体 Bl／Cyo；*／TM6B *／Cyo；TM2／TM6B

上 上
位于3号染色体 位于2号染色体

图3．1转基因果蝇筛选、平衡及定位

Fig．3．1 The screening，balancing and locating of transgenic flies

2．14转基因果蝇的纯合

从转基因果蝇(UAS-CsOA／Cyo；TM2／TM6B)管中挑红眼卷翅的处女蝇与

红眼卷翅的雄蝇交配，杂交后代中挑选红眼直翅的果蝇即得到2号染色体纯合的

转基因果蝇。从转基因果蝇(Bl／Cyo；UAS-CsOA／TM6B)中挑选红眼短茧，肩
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部多毛的处女蝇与红眼短茧肩部多毛的雄蝇交配，杂交后代中挑选红眼长茧肩部

正常毛的果蝇即得到3号染色体纯合的转基因果蝇。

2．15果蝇品系的杂交

(1)为杂交收集处女蝇

果蝇遗传杂交过程，是从收集处女蝇开始的。25℃条件下，新羽化的雌雄果

蝇在羽化的8 h内不会交配，如果将要收集处女蝇的果蝇瓶内成虫清光后，管内

任何7～8 h内羽化的雌蝇都是处女蝇。在180C条件下，由于果蝇发育速度显著

减慢，新羽化的雌蝇在16 h内都可被认为是处女蝇。因此可以将果蝇瓶白天放

在25℃培养箱每8 h收集一次处女蝇，晚上放在18℃培养箱，第二天早上(16 h

内)收集出来的果蝇，一般处女蝇体色苍白，体型较大，透明的腹部有黑点。为

了确保收到的果蝇都是处女蝇，可以将收集的果蝇在管内养2～3 d，如果没有产

卵，说明管内雌蝇均为处女蝇。一般杂交所用的果蝇为羽化后3～7 d的处女蝇

和雄蝇交配，果蝇太老交配能力和产卵能力都会下降。

(2)杂交方案

将2．13中得到的2号染色体纯合的转二化螟章鱼胺受体基因(CsOA)的果

蝇品系分别和Elav—Gal4、24B-Gal4果蝇品系杂交，其中Elav—Gal4将驱动CsOA

在果蝇神经系统中进行表达，24B—Gal4则驱动CsOA在果蝇的肌肉组织中进行表

达。杂交的具体方法为：收集Elav．Gal4、24B．Gal4果蝇品系的处女蝇各约60

只，2号染色体纯合的UAS-CsOAl，UAS-CsOA282，UAS-CsOA3转基因果蝇雄

蝇各20只，将Gal4的处女蝇(20只)和UAS的雄蝇(10只)放在一个果蝇管

内，让其产卵，为了得到更多管的F1代果蝇，每3天将杂交的亲本倒一次管子，

共倒6次。

表3．3转基因果蝇杂交方案

Table 3,3 Thehybrid scheme of transgenic flies

UAS-CsoAl Elav．Gal4>UAS-CsoAl 24B．Gal4>UAs—CsOAl

UAs—CsoA282 Elav-Gal4>UAs．CsoA282 24B—Gal4>UAS．CsoA282

UAS．CsoA3 Elav-Gal4>UAs．CsoA3 24B．Gal4>UAs—CsoA3

2．16 PCR验证

2．16．1杂交果蝇基因组DNA的提取

将2．13中得到的2号染色体纯合的转基因果蝇管中的果蝇用二氧化碳麻醉
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装置麻醉后，倒在飞行板上，每个品系随机挑选5头果蝇，将果蝇单头放入1．5 ml

的离心管内，盖子上写明品系名称。将离心管放置在．80℃冰箱10 min左右，保

证果蝇死亡。

配制提取果蝇基因组DNA的缓冲液(Squashbuffer)，操作方法为：称取一

定量的Tris、EDTA和NaCl固体，用双蒸水稀释，并用浓盐酸调节Tris的pH=8．0，

将100 gl 1M Tris(pH=8．01，20 lal 0．5M EDTA和50 gl 5M NaCl加入15 ml离心

管内，并加入9．8 m1双蒸水，充分震荡混匀，配成体积为10 ml的提取基因组

DNA的缓冲液。

单头果蝇基因组DNA提取，具体操作方法如下：

(1)将冻死的果蝇从冰箱取出后，每个离心管加入50¨l的提取缓冲液(缓

冲液使用前，每50 gl需加入1¨l 10mg／ml的蛋白酶K)；

(2)将研磨棒伸入管底，把果蝇在缓冲液中研碎；

(3)涡旋震荡离心管，使形成匀浆；

(4)将上述匀浆转移入PCR管，放置在PCR仪内，程序为37℃30 min，

95℃2 min，4。C保存：

(5)将PCR产物14000 rpm离心7 min；

(6)将上清即基因组DNA转入新的PCR管，置于46C冰箱保存。

2．16．2 PCR反应

‘基因组PCR验证引物见表3．4，其中CsOAl引物拉取的片段长度为184 bp，

CsOA282的引物拉取片段长度为254 bp，CsOA3引物片段长度为278 bp。CG7485

为果蝇基因组中随机选取的一个基因，作为对照以验证模板的质量。

PCR体系如下：

灭菌的ddH20

2xpCR butl=-er tor KoD-f’X

2 mM dNTPs

compF

compR

KODFX

基因组DNA
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10“l

25 pl

10¨l

1．5 gl

1．5 gl

1 rtl

0．5 gl
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PCR反应条件为：94。C 10 min；94℃30 sec；55℃30 sec；72℃30 sec；

35个循环；72℃10 min；4。C保存。

表3．4基因组PCR验证引物

Table 3．4 Primers for genome PCR

引物名称

Primer name

引物序Y,l(5‘．3’1

Prime sequence(5'-3’)

CsOAl·compF

CsOAl一compR

CsOA282-compF

CsOA282-compR

CsOA3-compF

CsOA3·compR

CG7485-compF

CG7485一compR

GCGTCTATCCTGAACCTTTGC

GCTTCTTCGGGCTTTTTATCC

TTATGCCCTTCAACTTCAGCG

ACTGCGT芦LAGGTTTGTTCACT

GATGGGrI!f、丌GGATTTTCGG

TCGGACACCTTGCACTGTGGG

GCTGACCATCATCGGGAACAT

CGATCAACGGCGGACTACTTA

2．17 RT-PCR验证

2．17．1杂交果蝇RNA的提取

分别从杂交果蝇24B—Gal4>叫孓QO么J『，24B—Gal4>UAS-CsOA282，

24B—Gal4>UAS-CsOA3，Fl代果蝇管中随机挑取果蝇麻醉后单头放入2 ml离心管

中，做好标记。加入1 ml TRIzol并加入不锈钢珠用组织裂解仪TissueLyser II处

理1 min，室温静置约5 min，提取果蝇的RNA，对野生果蝇品系进行相同的操

作，作为对照。具体操作方法见第二章2．2。对RNA逆转录得到cDNA。

2．17．2 RT．PCR反应

PCR反应体系为

灭菌的ddH20

Buffer

dNTPs

Forword primer

Reverse primer

KOD

cDNA

10¨l

25“l

10 pl

1．5¨l

1．5 lxl

1“l

0．5 lal

PCR反应条件为：94*C 10 min；94。C 30 sec；58。C 30 sec；72*C 60 sec；

35个循环；72。C 10 min；4"C保存。
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表3．5RT-PCR引物

Table 3．5 Primers for Rrr-PCR

引物名称

Primer nalne

引物序y,J(5’．3’1

Prime sequence(Y-Y)

24B—Gal4>UAs．CsOAl■

24B．Gal4>UAs．CsoAlR

24B．Gal4>UAs．CsOA2B揖

24B．Gal l>UAs．CsOA282R

24B．Gal4>UAS．CsoA3P

24曰一Gal4>己阴S-CslC)43R

√虹GCGCTCGCTGAACGAG

TI’ACCTGA AATCl'ITGGAGAACAGC

ATGG√蛆℃CCATAAACGG』蛆℃C

TCAAAGCGACGCCAAp(rCCGATGCT

ATGGTACCGAATACGAC≮I_fGCT

TCACTTAA ACAGTATCCTTCTGAAG

3结果和分析

3．1二化螟章鱼胺受体基因的分析

通过Genebank查询到二化螟的D伽J『，00曙282，白铡3基因(吴顺凡，

2013)。CsOAl在GeneBank上的登录号是：JN641302，ORF全长为1362 bp，

编码453个氨基酸。其中，编码一个a螺旋7跨膜受体，说明CsOAI是典型的

G蛋白偶联受体。通过基因表达谱分析CsOAl在二化螟幼虫的各组中都有表达，

在血细胞，脂肪体和神经组织中分布较多，血细胞中的含量最高。推测CsOAl

可能在二化螟的免疫系统和神经系统中扮演重要角色(Wu etal．，2013)。CsOA282

在GenBank上的登录号为：JN620367，完整的ORF大小为1188 bp，共编码395

个氨基酸。序列分析表明它编码的蛋白具有典型的7跨膜结构域，和

13-adrenergic．1ike型OA受体有很高的序列相似性。CsOA282在二化螟幼虫神经

组织中的表达量最高，说明它在神经系统中扮演着很重要的作用它在表皮，血细

胞，中肠，马氏管和脂肪体也都有表达(Wu etal．，2013)。

CsOA3有两个不同的剪切体：CsOA3S和CsOA3L。其中CsOA3L的ORF全

长为1653 bp，共编码550个氨基酸，比CsOA3S多了30个氨基酸。CsOA受体

与其它昆虫基因相似性高。在二化螟幼虫体内，该基因在马氏管和神经组织中表

达量较高，血细胞，脂肪体，中肠和表皮中也有表达(WuetaL，2013)。

3．2质粒构建的结果与分析

CsOAl、CsOA282、CsOA3片段加上酶切位点后，经过1．O％的琼脂糖凝胶

电泳检测。结果如图3．2所示，其中A、B、C图分别为CsOAl、CsOA282、CsOA3

加酶切位点后的电泳图。
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A

750bp

B

750bp

C

750bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 171819 20 21 22 23 24

图3．2 CsOAl，CsOA282，CsOA3加酶切位点后PCR反应结果

Fig．3．2 PCR results of adding restriction enzyme cutting sites for CsOAl，CsOA282，CsOA3

将含有酶切位点的片段构建到pUAST载体，通过菌落PCR的方法对结果进

行检测。从3．3图中挑选有条带的菌液送测序，返还的结果显示目标条带已构建

到载体中。

图3．3菌落PCR验证载体构楚结果

Fig．3．3 Colony PCR verify the vector construction results

3．3显微注射结果

每品系各显微注射了200只W"舾果蝇(白眼直翅)的胚胎，最后都约有55％

的胚胎发育成幼虫，因为注射的重组质粒中含有mini．white眼色基因，只需挑选

复眼颜色为红色的后代，将红眼雌雄蝇分别与DB杂交两代，得到平衡定位的转

基因果蝇。
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3．4杂交果蝇的PCR验证结果及分析

图3．4第一个图中1～5泳道为24B—Gal4>UAS-CsOAl果蝇品系PCR结果，

片段长度为184 bp；6～10泳道为24B—Gal4>UAS-CsOA282果蝇品系PCR结果，

片段长度为254 bp；1l～14泳道为Elav．Gal4>UAS-CsOA282果蝇品系PCR结果，

片段长度为254 bp；15～18泳道为24B．Gal4>UAS-CsOA3果蝇PCR结果，片段

长度为278 bp；19---一23泳道为Elav—Gal4>UAS-CsOA3果蝇品系PCR结果，片段

长度为278 bp。第二个图中l～4泳道为Elav—Gal4>UAS-CsOA3果蝇品系PCR

结果，片段长度为184 bp；5"--,22分别为六个果蝇杂交品系体内的CG7485基因

的一段，每个品系跑三个样品，作为对照以验证模板的质量。

图3．4表明在基因组水平上，二化螟的CsOAl、CsOA282、CsOA3基因已经

转入果蝇体内，并随杂交遗传给了后代。

100bP

lOObp

S 6 10 11 14 1S 18 19

M 1 4 5

图3,4 PCR验证杂交果蝇的结果

Fig 3．4 PCR verify the hybridization of Drosophila melanogaste results

3．5果蝇品系杂交后的RT-PCR结果及分析

图3．5中第1、2、3泳道分别是24B—Gal4>UAS-CsOAl、24B—Gal4>UAS-CsOA3、

24B。Gal4>UAS-CsOA282杂交果蝇品系RT-PCR结果，4、5、6泳道为野生型果

蝇品系作为对照。从RT-PCR结果表明二化螟的CsOAl、CsOA282、CsOA3基

因成功转入果蝇体内并能稳定遗传给后代。
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圈3．5 RT-PCR验证杂交呆蝇的结果

Fig．3．5 RT-PCR verify the hybridization of Drosophila melanogaste results

4讨论

果蝇突变体有OAMB，Oc缎1R和Octfl2R品系，想要通过生测的方法，测定

双甲脒对突变体果蝇的毒力，从而确定双甲脒作用受体。但以野生型果蝇做预实

验时，发现双甲脒对果蝇的毒力很低，所以不能直接通过果蝇的突变体得到双甲

脒对突变体果蝇的LC50值。但我们已知二化螟对双甲脒很敏感，由于二化螟血

淋巴中含有很多的核酸酶，很难通过RNAi的方式研究甲脒类杀虫剂具体作用于

二化螟的哪一类章鱼胺(OA)受体，于是我们通过转二化螟章鱼胺受体基因果

蝇的方法研究双甲脒的作用靶标。

二化螟体内有三种不同的章鱼胺受体，分别是CsOAl，CsOA282，CsOA3。

2013年由Wu首次克隆得到，他通过进化树比对分析发现，CsOAl和DmOAl，

BmOAl基因相似性很高，亲缘关系较近，同属于al-adrenergic．1ike类OA受体，

和人类的a1一adrenergic受体具有较近的同源关系。CsOA282和BmOA282，

DmOA282同属13-adrenergic—like类OA受体，有较近的亲缘关系，并和人类的

13-adrenergic受体有较近的同源关系。CsOA3有两个剪切体，CsOA3S和CsOA3L，

和AmOA3，TcOA3，DmOA3能聚在一起，同属于c【2．adrenergic—like类OA受体，

和人类的c【2一adrenergic受体具有近的亲缘关系(wu etal．，2013)。

本章研究我们通过克隆得到二化螟的三类OA受体，并将其构建到pUAST

表达载体，通过显微注射的方法将其导入果蝇胚胎，得到转UAS．CsOA的果蝇

品系。将UAS果蝇品系和Elav—Gal4和24B—Gal4果蝇品系进行杂交，得到可以

稳定表达CsOA的果蝇后代，并通过分子的方法验证结果，得到的杂交Fl代作

为后续的实验材料。
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第四章双甲脒对转二化螟章鱼胺受体基因果蝇毒力的测定

1引言

双甲脒是一种新型的甲脒类杀虫杀螨剂，中文别名为螨克、双虫脒等，学名

N．甲基．双(2，4一二甲苯亚胺甲基)胺，英文名称是Amitraz，商品名称有Mitac，

Tacti和犷二力岁卜等，它的化学名称为l，5．双(2，4．二甲苯基)．3．甲基．1，3，5．

三氮杂戊．1，4．二烯，分子式C19H23N3，分子量为293．23，CAS号：33089．61—1。

原药为白色或浅黄色针状结晶，有碳胺的味道，密度1．128 g／cm3(20。C)，熔点

86。C～88℃，需储存在0～6。C条件下。常温下在水中溶解度很低，约为l ppm，

可溶于二甲苯、甲醇、丙酮和甲苯等多种有机溶剂。

双甲脒系广谱杀螨剂，具有多种毒杀机制，剂型一般为20％双甲脒乳油。作

用机制包括触杀、拒食、驱避，也有一定的胃毒、内吸和熏蒸作用(Hollingworth，

1976)。适用于柑橘、棉花等作物上的螨类，对木虱类也有良好的防治效果，兼

治蚧、蚜及鳞翅目类幼虫等(Hollingworth，1976；徐振元，1983b)。与有机磷类、

阿维菌素和菊酯类杀虫剂混用时，有增效作用，并能有效扩大杀虫谱。

研究者已初步确认甲脒类杀虫剂的作用靶标是章鱼胺(OA)受体(Roeder，

2005；Hollingworth and Murdock，1980)，但是如前所述，昆虫体内有三类不同的

OA受体，且它们各自的下游通过和药理学性质也不尽相同(Roeder，1992)，具体

是哪一种或哪几种OA受体在起作用，还存在争议(Dudai et a1．，1987；Gole et aL，

1983)。本章实验中通过生测实验的方法，研究双甲脒对转二化螟章鱼胺受体基

因的果蝇的毒力，并测得双甲脒对转基因果蝇品系的LC50值，进一步探索了双

甲脒具体的分子靶标。

2材料和方法

2．1实验材料

2．1．1供试昆虫

实验用的果蝇为第三章2．15步骤中通过杂交得到的Fl代果蝇，可表示为：

24B—Gal4>UAS-CsOA1，24B．Gal4>UAS-CsOA282，24B．Gal4>UAS-CsOA3和

Elav-Gal4>UAS-CsOAl，Elav-Gal4>UAS-CsOA282，Elav—Gal4>UAS-CsOA3；2

号染色体纯合的转基因果蝇，表示为UAS-CsOAl，UAS-CsOA282，UAS-CsOA3：
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纯合的Elav-Gal4，24B—Gal4品系。

2．1．2供试药品

双甲脒原药，产品编号16202，购自SIGMA。

2．2实验方法

2．2．1双甲脒的稀释

称取99．7％双甲脒原药0．025 g，加lO ml丙酮溶解配制成2．5 mg／ml母液，

在预实验的基础上将双甲脒用丙酮逐渐稀释，最终的浓度梯度为2．0 mg／ml，1．5

mg／ml，1．0 mg／ml，O．8 mg／ml，0．5 mg／ml，丙酮作为空白对照。

序号 浓度设置(mg／m1)

0．5

丙酮

2．2．2毒力作用测定

电动微量点滴仪(Auto Microapplicator PDE0006，Burkard，England)是一

种低电压自动滴定仪。当使用的是Burkard 1 m1全玻璃滴定管时，点滴量分为从

O．1～1¨l十个等级；当使用10 ml点滴器和适配器时滴定则分为1．0～10肛l十个等

级。通过调节仪器前部的控制杆即可选择所需的剂量。该仪器可以使用脚动，圆

环式或指动开关，每踏一次或挤压一次指环，玻璃滴定管前端释放的液体量即是

所调节好的剂量。

将供试昆虫用二氧化碳麻醉装置麻醉后倒在飞行板上，为避免实验中果蝇醒

来，可以多麻醉一会，约5～8 min。用毛刷将试虫扫入塑料的培养皿内，每次

10头。电动微量点滴仪内装入稀释后的双甲脒，按浓度从低到高的顺序进行试

验，丙酮作为空白对照。

供试的果蝇品系包括转基因果蝇品系24B—Gal4>UAS-CsOAl，

24B—Gal4>UAS-CsoA282．24B—Gal4>UAS-CsOA3，Elav-Gal4>UAS-CsOA 1．

Elav—Gal4>UAS-CsOA282，Elav-Gal4>UAS-CsOA3，以及它们的背景果蝇品系

O

5

O

8

2

l

1

O

，

2

3

4
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UAS-CsOA I，洲§Q04扭2，UAS-CsOA3和纯合的Elav-Gal4，24B．Gal4，以排

除背景果蝇对结果的影响(表4．1)。

衰4．1生物测定所用转基因果蝇品系

Table 4．1 Transgenic fruit fly lines for biological assessment

序号 试虫种类

24B．Gal4>UAs．CsoAl

24B—Gal4>UAS-CsOA282

24B．Gal4>UAs．CsoA3

Elav-Gal4>UAS-Cs伽J

Elav-GaN>UAs．CsoA282

Elav-GaN>UAS-Cs洲3

UAs．CsoAl

UAS-CsOA282

UAs．CsoA3

24B．Gal4

Elav-Gal4

具体操作步骤如下：

(1)室温条件下，将麻醉后的果蝇挑入培养皿，每次10头；

(2)将电动微量点滴仪的剂量调整到l“1处，并通过挤压指环排除玻璃管

前端的空气；

(3)对培养皿内的果蝇逐头点滴，将药物滴在果蝇的前胸背板处，2 pl／头；

(4)不同品种果蝇平行进行实验，重复3次；

(5)将点滴完的果蝇用毛刷轻轻扫入含有食物的指状管中，为免果蝇被食

物粘死，将管子水平放置，让果蝇呆在管壁或塞子上；

(6)在果蝇管壁上标记所使用双甲脒的浓度，供试果蝇的品系和实验日期；

(7)待果蝇逐渐苏醒后，将果蝇管竖直放置于果蝇篮内，置于温度为25℃，

湿度为70％的培养箱中培养；

(8)24 h后观察记录管中的果蝇死亡情况；

2．2．3数据处理

点滴24 h后记录每管中果蝇的死亡情况，并记录，利用Abbort(Abbort，1987)

57
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公式，计算校正死亡率。并用SPSS软件计算双甲脒对转基因果蝇的LC50值。

3结果与分析

施药24小时后，对果蝇死亡情况进行统计，并采用Abbott校正死亡率公式：

校正死亡率(％)=(处理组死亡率．对照组死亡率)／(1．对照组死亡率)，计算

每品系每浓度的果蝇校正死亡率(表4．2)。将实验数据用SPSS软件分析后得到

双甲脒对果蝇的毒力LC50值(表4．3)。

表4．2双甲脒对呆蝇毒力测定的校正死亡事(％)

Table 4．2 Corrected mortality of amitraz on Drosophila melanogaster toxicity test

表4．3双甲脒对转基因果蝇成虫的室内毒力测定

Table 4．3 Toxicity of amitraz to adults of transgene Drosophila melanogaster

试虫品系 回归方程LC50(mg／m1) 95％置信区间

24B—Gal4>UAS-CsOAl y=2．919x-0．229 1．198 1．009～1．470

24B—Gal4>UAS-CsOA282 y=1．193x-0．436 2．320 1．4802～40．188

24B—Gal4>UAS-CsOA3 y=3．35 Ix一0．692 1．392～1．990

Elav-Gal4>UAS-CsOAl y=2．486x+0．344 0．727 0．520～0．891

Elav-Gal4>UAS-CsOA282 y=2．538x-O．349 1．372 1．130～1．835

Elav—Gal4>UAS-CsOA3 y=1．2l圳．435 0．439 0．050～0．682

从结果可以看出，转L-．化螟章鱼胺受体后，果蝇对双甲脒的敏感性都有所
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提高。双甲脒对Elav-Gal4>UAS-CsOA果蝇品系的LC50值分别为0．727、1．372、

0．439，对24B—Gal4>UAS-CsOA果蝇品系的LC50值分别为1．198、2．320、1．609，

从上述结果我们推测Elav-Gal4>UAS-CsOA比24B—Gal4>UAS-CsOA对双甲脒更

敏感。如前所述，Elav．Gal4在果蝇的神经组织中特异的表达而24B．Gal4在果蝇

肌肉组织中特异的表达，于是我们认为神经组织表达的受体对双甲脒可能更敏感。

不同的CsOA受体，发现双甲脒对Elav-Gal4>UAS-CsOA3果蝇品系的LC50值为

0．439，说明该品系对双甲脒有较高的敏感性，于是我们推测双甲脒最可能主要

作用于OA3受体。综合分析认为，双甲脒的分子靶标有可能是主要在神经中进

行表达的OA3受体。

4讨论

脊椎动物体内，双甲脒的最主要作用机制被认为是对a2-adrenergic受体的激

活作用。Chen和Hsu假设双甲脒及其代谢物是通过降低胞内cAMP的水平来激

活a2．adrenergic受体的(Chen and Hsu，1994)，他们通过体外实验对这个假设进行

验证，双甲脒及其代谢物BTS．27271能抑制由forskolin激活的胰岛素的释放，

从而降低了胞内cAMP的水平(Chen and Hsu，1994)。Benezet等证实了甲脒类杀

虫剂对大鼠离体脑组织中MAO可逆的、竞争性的抑制作用(BenezetandKnowles，

1976)。Viqinia等利用不同固定强化程序的操作性条件反射方法，证实了双甲脒

和杀虫脒的神经行为毒，t生(Moseretal．，1987；Boyes andMoser，1987)。Johnson等

首先提出杀虫脒可以干扰单胺递质的释放及摄取，认为这一作用与杀虫脒引起的

大鼠兴奋状态有关(Johnson and Knowles，1983)。

昆虫体内，1983年，Downer发现demethylchloridimeform(DMCDM)和双

甲脒(amitraz)能够模拟OA激活蟑螂神经组织内的腺苷酸环化酶活性，从而初

步确定甲脒类杀虫剂的作用靶标是OA受体(Gole et a1．，1983)。甲脒类杀虫剂与

OA受体作用后对害虫引起的症状，主要表现为极度兴奋，行为异常，致残进而

死亡(Dudai et a1．，1987)。Roeder认为只有在神经上高表达的OA受体似乎才是甲

脒类杀虫剂的作用靶标，因为靶标生物的行为变化不可能是来自非神经组织的

OA受体作用产生的(Roeder，1995)。吴顺凡通过对二化螟体内章鱼胺受体的药理

学研究，认为CsOA3受体很可能是甲脒类杀虫剂的作用靶标(吴顺凡，2013)。

前人大都基于昆虫的某一组织进行体外的生理学和药理学的研究，本研究中，
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通过将二化螟的章鱼胺受体转入果蝇体内并让其在果蝇的神经系统和肌肉组织

中分别表达。通过生物测试实验，研究双甲脒对转基因果蝇的LC50值。由于果

蝇本身对双甲脒不敏感，而二化螟对双甲脒敏感，通过转基因的方法让果蝇获得

对双甲脒敏感的特性，这种“功能获得型”的体内测试更能证明具体是哪类受体在

发挥作用。

本章体内生物测试实验结果显示，在神经组织中表达章鱼胺受体的果蝇品系

对双甲脒更敏感，且三类不同的CsOA受体中，表达CsOA3受体基因的果蝇品

系对双甲脒最敏感，于是我们推测双甲脒可能主要作用于昆虫的OA3受体。昆

虫体内OA3受体属于a2-adrenergic—like型OA受体，是一类新发现的OA受体，

具体的生理功能还有待研究(Wu etaL，2014)。
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总 结

本研究从果蝇体内克隆得到一类新的章鱼胺(OA)受体，并将其命名为

DmOA3。通过cAMP测定实验表明其在胞内偶联Gi。药理学实验发现，果蝇体

内的该类受体可以被双甲脒和杀虫脒特异的激活，但EC50值明显低于二化螟，

于是我们猜测甲脒类杀虫对二化螟和果蝇毒力的差异是由靶标生物的药理学差

异引起的。

构建转二化螟OA受体的果蝇品系，用生物测试的方法研究不同品系的转基

因果蝇对双甲脒的敏感性。通过比较发现，双甲脒对Elav．Gal4>UAS．CsOA3果

蝇品系的LC50值最低，说明该品系对双甲脒有较高的敏感性，于是我们推测双

甲脒可能主要作用于二化螟的OA3受体。

1本研究的创新之处

(1)克隆得到果蝇的CGl8208 cDNA全长，并将其命名为DmOA3，通过

cAMP测试表明该类受体偶联Gi。

(2)生测实验结果显示，甲脒类杀虫剂对二化螟毒力高，而对果蝇毒力却

很低。通过研究其药理学性质，推测这种差异效应可能是靶标本身的药理学差异

引起的。

(3)把二化螟的章鱼胺受体基因分别克隆到UAS载体，以显微注射的方法

导入果蝇体内，通过Gal4／UAS系统控制基因在果蝇的神经和肌肉中特异的表达。

并以生物测试的方法研究双甲脒对转基因果蝇的LC50值，根据测试结果预测双

甲脒的作用靶标可能是OA3受体。

2本研究存在的问题

(1)UAS-CsOA果蝇品系2号染色体是纯合的靶基因，但3号染色体上可

能携带平衡子，可能会对生测实验结果产生影响。

(2)通过生物测定实验和离体的药理学实验，预测甲脒类杀虫剂在昆虫体

内的作用靶标是OA3受体，但仍需进一步实验验证。
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3今后的研究方向

(1)明确甲脒类杀虫剂对不同昆虫的选择毒力作用机制。

(2)通过RNAi的手段进一步明确甲脒类杀虫剂的作用靶标。
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