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肚倍蚜 LAC-1 基因 cDNA 的克隆及序列分析
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摘要 利用反转录聚合酶链式反应(RT-PCR)和快速扩增cDNA末端(RACE)技术扩增得到肚倍蚜体内的

1型漆酶基因(LAC-1)。基因全长为2327bp包含1773bp的完整开放阅读框(ORF),5′和3′末端非翻译区域

(UTR)分别为449bp和105bp。根据序列推导出该基因由591个氨基酸残基构成,理论分子质量约为67ku,

等电点为6.31,该序列具有4个氨基酸保守区:HWHGHH、THFWHSH、HPFHLHGH 和 WLFHCHIEFH。

系统发育分析表明,扩增出的基因与其他昆虫LAC基因有较高的同源性。
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  漆酶(EC1.10.3.2Laccase)是一种多酚氧化

酶,广泛分布于真菌、高等植物、少量细菌和昆虫

中[1-2]。漆酶是一种典型含铜糖蛋白,其催化氧化机

理主要表现在底物自由基的生成和漆酶分子中4个

铜离子的协同作用[3]。漆酶作用机理复杂,可以作

用于不同类型的底物达250种[4]。研究表明,漆酶

作用方式不仅仅局限于简单的氧化作用,漆酶在木

质素降解、真菌色素合成以及酚类化合物的聚合过

程中也发挥着重要作用[5-7]。
早期研究发现,漆酶存在于一些昆虫的表皮

中[8-9],并可能参与昆虫表皮硬化作用。近年来,随
着分子生物学研究的发展,漆酶基因已在一些昆虫

中成功克隆[10-12]。漆酶基因主要分为1型(LAC-1)
和2型(LAC-2)。2种漆酶基因在昆虫的不同组织

存在着表达差异:2型漆酶主要分布于昆虫的表皮

组织,Arakane等[12]用RNA干涉(RNAi)技术证实

2型LAC 参与赤拟谷盗的表皮鞣化作用;而1型

LAC 基因多表达于昆虫的中肠、马氏管和脂肪体

中,并与氧化昆虫食物中的毒性物质有关[11]。
肚倍蚜(Kaburagiarhusicola Takagi)是我国

的一种重要经济昆虫,属转主寄生蚜虫,需在冬寄主

藓和夏寄主树上转移寄生才能完成其生活史[13-14]。
肚倍蚜寄生在夏寄主青麸杨(RhuspotaniniiMax-
im)复叶上产生肚倍[15],并在肚倍内大量繁殖。肚

倍的成分十分特殊,其单宁含量为70%左右[16]。一

般来说,单宁对昆虫具有负面作用,能显著影响昆虫

的生长发育和存活率[17-18]。然而,肚倍蚜却能在高

单宁环境中大量繁殖[19],这是一个值得关注的自

然现象。为深入了解肚倍蚜适应高单宁环境的机

理,笔者运用RT-PCR和RACE等方法对肚倍蚜体

内的1型漆酶基因(LAC-1)cDNA进行克隆筛选,
获得了肚倍蚜1型漆酶基因cDNA全长序列,并对

所获得的基因序列与其他昆虫的漆酶基因进行

BLASTP序列比较和分子进化分析,旨在确定该基

因的类型,为后续的基因功能研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试昆虫

供试肚倍蚜(Kaburagiarhusicola Takagi)采
于湖北省十堰市竹山县文峰乡人工肚倍林。
1.2 主要试剂

总RNA 提取所用的 TRIzol购自Invitrogen
公司;RNA 反转录试剂盒购自 Fermentas公司;

PCR相关试剂购自TAKARA公司;RACE试剂盒

购自 Clontech公司;DNA 凝胶回收试剂盒购自

AxygenBiosciences公司;DH5α感受态细胞购自北

京全式金公司;PCR引物由武汉伯杰生物技术有限

公司合成。
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1.3 肚倍蚜总 RNA 提取

剖开肚倍,称取100mg活蚜置于碾钵中,在液

氮中碾磨至粉末,加入1mLTRIzol裂解液,抽提步

骤按试剂盒说明书进行。RNA提取后,检测其纯度

和完整性,并置于-80℃下保存备用。
1.4 LAC-1 基因片段扩增

参照Liang[20]的方法分别设计上游简并引物

LacF1:5′-GGNACNCAYTTYTGRCAY-3′和下游

简 并 引 物 LacR1:5′-RTCDATRTGRCARTG-
NARRAAYCA-3′,利用Fermentas公司的RNA反

转录试剂盒进行cDNA第一链合成,并以此为模板

进行PCR扩增,PCR反应退火温度为45℃,延伸

时间为1.5min。PCR反应完成后进行目的条带的

回收与检测,将鉴定后的阳性克隆交由华大基因公

司进行测序。
1.5 3′-RACE 末端扩增

根据 已 知 LAC-1 基 因 片 段 设 计 上 游 引 物

LacF2:5′-TTATTGGTTTTTCCACTGCC-3′,利

用Clontech公司 RACE试剂盒进行cDNA合成,
将此cDNA为模板,利用试剂盒自带下游引物NUP
进行PCR扩增,反应退火温度为60℃,延伸时间

为1min,PCR反应完成后进行目的条带的回收、检
测和测序。
1.6 5′-RACE 末端扩增

根据已知的 LAC-1基因片段设计下游引物

LacR2:5′-AGCCAGGGGCGTGCGAAACC-3′和

LacR3:5′-GATTCGGGTTTGTTGTTG-3′。利用

Clontech公司RACE试剂盒合成cDNA,以此为模

板,用LacR2和试剂盒自带引物LUMP进行PCR
扩增,反应条件参考试剂盒说明。PCR反应后将反

应液稀释100倍,以此为模板,用LacR3和试剂盒

自带引物SUMP进行2次PCR,反应退火温度为

55℃,延伸时间为1.5min。PCR反应完成后进行

目的条带的回收、检测和测序。
1.7 序列分析及系统进化树构建

对所得的基因片段序列以及3′-RACE和5′-
RACE序列进行分析,利用DANMAN软件拼接成

完整的cDNA序列。根据NCBI上的 ORFFinder
软件将测得的cDNA片段翻译成氨基酸序列,运用

生物软件DNAStar进行同源性分析,并预测氨基酸

序列的相对分子质量、等电点、疏水性以及二级结

构。运用 NCBIBLASTnetworkserver在 Gen-
Bank/EMBL中对黑尾叶蝉、冈比亚按蚊、烟草天

蛾、松褐天牛、家蚕、赤拟谷盗、瘤姬蜂和豌豆蚜8种

昆虫的16个不同类型漆酶基因和肚倍蚜所得基因

进行同源搜索,利用生物软件 MEGA4.0分析其演

化关系。

2 结果与分析

2.1 肚倍蚜 LAC-1 基因克隆

以LacF1和LacR1为引物进行PCR扩增电泳

(图1),结果显示在约1100bp处有明显的条带,与

 1.DNA分子质量标准 DNAmarkerDL2000;2.PCR扩增产物PCRproduct;A.LacF1和LacR1引物扩增片段PCRproductof

LacF1andLacR1primers;B.LacF2和NUP引物扩增片段PCRproductofLacF2andNUPprimers;C.LUMP和LacR2引物扩增结

果PCRproductofLUMPandLacR2primers;D.SUMP和LacR3引物扩增结果PCRproductofSUMPandLacR3primers.

图1 肚倍蚜LAC-1基因的PCR扩增

Fig.1 PCRamplificationofLAC-1geneinK.rhusicola

313



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

预期片段大小相符(图1-A);再运用3′-RACE技

术,以LacF2和NUP引物扩增3′末端,获得约600
bp的片段 (图1-B);最后分别以LUMP和SUMP
为上游引物,LacR2和LacR3为下游引物,经2次

PCR扩增5′末端,最终得到800bp的片段(图1-
D)。以上3个片段测序结果在 NCBI进行BLAST
同源搜寻比对,结果表明所得片段均为漆酶基因。
2.2 肚倍蚜 LAC-1 基因序列分析

用DNAMAN软件对RT-PCR和RACE产物

测序结果进行拼接分析,得到肚倍蚜LAC-1基因全

长cDNA序列该序列蛋白编码区长1773bp。该序

列推 定 的 蛋 白 序 列 由 591 个 氨 基 酸 残 基 组 成

(图2)。3′-非编码区有真核生物典型的polyA加尾

结构,表明该基因3′-末端是完整的。根据NCBI上

的ORFFinder软件分析,5′-末端非编码区长449
bp,3′-末端非编码区长105bp。

采用ProtParam(www.expasy.org)软件分析

发现,该核苷酸推导蛋白分子式为 C3039H4554N822
O862S30,理论分子质量是67.3583ku,等电点为

6.31,半衰期大约为30h,不稳定参数为41.81(40
以下为稳定蛋白),属于不稳定蛋白。该蛋白相对含

量比较多的氨基酸是甘氨酸Gly(44个,占7.5%)、
苯丙氨酸Phe(42个,占7.1%)和缬氨酸 Val(45
个,占7.6%)含量较少的是色氨酸 Trp(9个,占

1.5%)和半胱氨酸Cys(11个,占1.9)。总带负电

荷的残基(Asp+Glu)为66,总带正电荷的残基

(Arg十Lys)为56,亲水性平均数为-0.351。预

测该蛋白为亲水性蛋白,其脂肪指数为70.15。

 ATG和TAA分别表示起始密码子和终止密码子,下划线表示Cu-bind结构域。ThelettersATGandTAAindicatethestartsite

andthestopcodonrespectively,theconservedmotifofCu-bindregionwereunderlined.

图2 肚倍蚜LAC-1基因cDNA核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

Fig.2 ThecompletenucleotideanddeducedaminoacidsequencesofLAC-1inK.rhusicola
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  通过氨基酸序列多重对比分析,发现昆虫漆酶

在4个Cu-bind结构域存在高度保守氨基酸序列:

HWHGHH、THFWHSH、HPFHLHGH、WLFH-
CHIEFH,这和文献报道的结果一致。
2.3 系统发育树的构建及同源性分析

运用 NCBIBLASTnetworkserver在 Gen-
Bank/EMBL中进行同源搜索,对黑尾叶蝉、冈比亚

按蚊、烟草天蛾、松褐天牛、家蚕、赤拟谷盗、瘤姬蜂

和豌豆蚜8种昆虫的16个不同类型漆酶基因和肚

倍蚜所得基因,利用生物软件 MEGA4.0分析相关

演化关系,经 NJ法构建了系统发育树(图3)。从

图3可以看出,本研究克隆的肚倍蚜基因所推导的

氨基酸序列 KrLac1同豌豆蚜 Acyrthosiphonpi-
sum (ApLac1XP_001948070.1)、赤拟谷盗Tribo-
liumcastaneum (TcLac1NP_001034514.1)、黑尾

叶 蝉 Nephotettix cincticeps (NcLac1S  
BAJ06131.1和 NcLac1GBAJ06132.1)、烟草天蛾

Manducasexta (MsLac1AAN17506.1)和冈比亚

按蚊Anophelesgambiae (AgLac1AAN17505.1)
能按类型聚到一起,并且能与2型的漆酶很容易分

开。同时,从系统发育树中也可以看到肚倍蚜(K.
rhusicola)与豌豆蚜(A.pisum)的亲缘关系最近,同
属于同翅目昆虫,这也证明了试验所得序列与预期

一致,克隆的基因序列为K.rhusicola1型的漆酶氨

基酸序列。

3 讨 论

蚜虫的口器为刺吸式,是一类比较特殊的昆虫。
蚜虫通常取食寄主植物的韧皮部,通过吸取植物韧

皮部汁液中的养分来满足自身发育需要。在取食过

程中,蚜虫对植物的刺探行为会引起取食部位的酚

类物质的积累[21],这种现象通常被视为植物的一

种防御反应。由于蚜虫是依靠植物内压被动取食,
因此酚类物质不可避免地会进入其体内,这一现象

已在蚜虫和另一些同翅目昆虫蜜露或腹管分泌物的

研究中得到验证[22-23]。
虽然酚类物质对蚜虫具有一定毒性[24],但蚜

虫在取食寄主植物时却很少受此防御反应的影响,
显然蚜虫通过某种特殊方式适应了食物中的酚类物

质的毒性。为此,Miles等[25]提出“氧化还原假说”
以解释这一现象。该假说认为,刺吸式昆虫唾液中

的多酚氧化酶干扰了植物体内正常的氧化还原反应

的平衡,同时氧化食物酚类单体形成可以接受的酚

 NcLac1S,NcLac1G,NcLac2:黑 尾 叶 蝉 Nephotettix

cincticeps;AgLac1,AgLac2A,AgLac3:冈比亚按蚊 A-

nophelesgambiae;MsLac1,MsLac2:烟草天蛾 Manduca

sexta;BmLac2:家蚕Bombyxmori;TcLac1,TcLac2A,

TcLac2B :赤拟谷盗Triboliumcastaneum;MaLac2:松

褐天牛 Monochamusalternatus;PhLac:瘤姬蜂Pimpla

hypochondriaca;ApLac1:豌豆蚜Acyrthosiphonpisum.

图3 基于漆酶氨基酸序列并利用

NJ法构建的系统发育树(MEGA4.0)

Fig.3 Theevolutionaryhistoryoflaccaseisinferred
usingtheNJmethodandatreeconstructed

usingMEGAsoftwareversion4.0fromK.rhusicola

低聚体,所以降低了酚类物质对此类昆虫的毒害作

用。由于符合 Miles的氧化还原理论,近年来,关于

刺吸式昆虫的漆酶研究也渐渐引发了研究者的兴

趣。Liang[20]研究豌豆蚜时发现LAC-1在豌豆蚜

的唾液腺和中肠中都有表达,通过唾液腺与底物的

显色 反 应 发 现,唾 液 腺 中 的 酚 氧 化 酶 对 多 巴 和

ABTS的底物有明显的氧化作用;Hattori等[26]在

研究黑尾叶蝉(Nephotettixcincticeps)时也发现,
黑尾叶蝉的唾液腺和唾液中含有漆酶活性的酚氧化

酶;在进一步研究中,Hattori等[27]克隆出黑尾叶蝉

体内NcLac1S、NcLac1G 和NcLac23种漆酶基因,
通过定量分析发现,NcLac1S 仅大量表达于唾液腺

中;NcLac1G 在唾液腺、上皮组织、中肠和马氏管多

个组织中有所表达;而 NcLac2则主要表达于黑尾

叶蝉的上皮组织中。这些结果表明,1型漆酶对于

刺吸式昆虫适应食物中的酚类物质起着重要作用。
昆虫对酚类物质的适应机理十分复杂,目前还

没有相关文献能较清楚地说明这类适应方式,研究

学者大多都是通过相关试验的结果提出种种假设。
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由于昆虫的种类众多,各种昆虫因口器和生活环境

的不同,取食方式以及取食对象存在很大差异,因
此,不同昆虫对酚类物质的适应方式也可能不尽相

同。目前,包括肚倍蚜在内的五倍子蚜的相关研究

不多。从研究方向看,五倍子蚜的研究主要集中在

倍蚜的形态分类、生活史观察以及对五倍子增产作

用等方面。关于五倍子蚜生理方面的相关研究报道

很少。
笔者利用PCR和RACE技术首次扩增出肚倍

蚜LAC-1基因序列,得到2327bp的全长cDNA序

列,编码区为1773bp,推定的蛋白序列由591个氨

基酸残基构成。结构的分析结果显示,所得序列含

有典型的铜结合蛋白结构。通过相关软件分析发

现,肚倍蚜LAC-1基因与豌豆蚜的LAC-1亲缘关

系最 近,氨 基 酸 序 列 相 似 性 达 到95%。肚 倍 蚜

LAC-1基 因 与 黑 尾 叶 蝉 NcLac1G 和 赤 拟 谷 盗

TcLac1基因的相似性也较高。由此可以推导本试

验所获得的肚倍蚜的LAC-1基因编码蛋白是一种

作用于多酚底物的氧化酶。
漆酶基因在昆虫的解毒和蜕皮中发挥着重要作

用。有关肚倍蚜LAC-1基因完整cDNA序列克隆

及推导的蛋白研究结果,将不仅有助于深入了解肚

倍蚜多酚氧化酶的分子基础,而且可为其蛋白的功

能和差异表达研究提供理论依据。
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Molecularcloningandsequenceanalysisof
LAC-1inKaburagiarhusicolaTakagi

LIMang LEIChao-liang
CollegeofPlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryof

InsectResourceUtilizationandSustainablePestManagementofHubeiProvince,

Wuhan430070,China

Abstract Inthispaper,afullcDNAencodingLAC-1fromKaburagiarhusicolaTakagiwasob-
tainedbyRT-PCRandRACEtechniques.ThecompletecDNA(2327bp)containsa1773bpopenread-
ingframencoding597aminoacidresiduesandflankedwitha449bp5′UTRanda105bp3′UTR.The
predictedmolecularweightofthiscompleteaminoacidisabout67kuwithanisoelectricpointof6.31.
Comparedwithotherinsectlaccase,theclonedgenesharesfourconservedaninoacidsequencesmotife
HWHGHH,THFWHSH,HPFHLHGHandWLFHCHIEFH.Theanalysisofphylogeneticrelation-
shipshowedthattheclondegenehashighaminoacidsequenceshomologywithotherinsectlaccase.

Keywords KaburagiarhusicolaTakagi;laccase;cDNAcloning;sequenceanalysis
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