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瓜实蝇普通气味结合蛋白基因的克隆及原核表达

申建梅 胡黎明 宾淑英 廖泓之 林进添

仲恺农业工程学院植物保护系,广州510225

摘要 利用RT-PCR和RACE方法克隆获得瓜实蝇Bactroceracucurbitae(Coquillett)普通气味结合蛋白

(generalodorantbindingprotein,GOBP)基因的cDNA全长序列,命名为BcucOBP。测序结果表明,BcucOBP
开放阅读框全长447bp,编码149个氨基酸。氨基酸序列比对及三维结构同源建模表明,此序列具有 OBPs的

典型特征,序列中具有6个保守的半胱氨酸和6个α螺旋区域。构建了重组表达载体pET28a(+)-BcucOBP,
并转化大肠杆菌BL21(DE3)中。SDS-PAGE及 Westernblotting分析表明,在IPTG进行诱导下目标蛋白以

His-标签融合蛋白的形式在宿主菌中得到稳定表达。荧光定量PCR分析表明,BcucOBP mRNA在除雌虫腹节

外的各个组织中都有表达,但在触角中的表达量最高。另外,BcucOBPmRNA在昆虫前足和生殖节中具有明显

的性别差异表达特征,推测其不仅具有普通气味蛋白的功能,还可能参与了信息素的运输过程,在瓜实蝇交配行

为中发挥重要作用。
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  昆虫气味结合蛋白是一类表面亲水、内部疏水

的小分子(15~20ku)酸性蛋白,它广泛分布于昆虫

的多种化学感受器淋巴液中[1]。在昆虫感受外界化

学信号过程中,气味结合蛋白(odorantbindingpro-
teins,OBPs)作为载体蛋白,结合并运输外界疏水

性的气味分子到达嗅觉神经树突膜上的感觉受体

(离子通道),并最终传导到神经中枢,引起昆虫的行

为反应[2-3]。根据识别的气味分子不同,气味结合蛋

白分为两大类:一类是信息素结合蛋白(pheromone
bindingprotein,PBP),与 昆 虫 感 受 性 信 息 素 有

关[4];另一类是普通气味结合蛋白(generalodorant
bindingprotein,GOBP)。昆虫的嗅觉系统在昆虫

寻找寄主、交配产卵过程中发挥着重要的作用[5-6],
因此对昆虫的嗅觉识别行为进行有效干扰是防治害

虫的途径[7]。
瓜实蝇Bactroceracucurbitae(Coquillett)隶属

双翅目实蝇科,是热带农作物的重要害虫之一,其危

害寄主种类达81种,对农作物造成重大损失[8]。目

前,瓜实蝇的防治主要采用化学防治,但防治效果较

差且已产生抗药性。通过调控的行为进行害虫综合

治理是当前害虫防治的重要手段[9]。笔者采用RT-

PCR结合RACE技术克隆获得瓜实蝇 OBP基因,
并进行了原核表达,同时采用荧光定量PCR技术分

析了该基因在不同组织中的表达。

1 材料与方法

1.1 供试材料和主要试剂

瓜实蝇由笔者所在实验室用人工饲料饲养得

到[10]。分别收集瓜实蝇成虫的触角、头(去除触

角)、胸、翅、前足、中足、后足、腹部和生殖节等9个

不同组织,并将样品迅速放入液氮冷冻后保存于

-70℃冰箱备用。
感受态细胞BL21(DE3)为Tiangen公司产品,

载体pMD20-T和pET28a(+)分别购自 TaKaRa
公司和Novagen公司;RNA提取试剂盒购自Ome-
ga 公 司;3′-RACE 和 5′-RACE 试 剂 盒 购 自

Invitrogen公司;反转录系统、ExTaqDNA聚合酶、
核酸分 子 量 标 准、蛋 白 分 子 质 量 标 准 及 SYBR
PremixExTaq荧光试剂均购自TaKaRa公司;核
酸琼脂糖凝胶回收试剂盒、Anti-HisAntibody、羊
抗鼠IgG-HRP、HRP-DAB 底物显色试剂盒购自

Tiangen公司。
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1.2 总 RNA 的提取和反转录

参照RNA抽提试剂盒(Omega公司)使用说明

提取上述瓜实蝇不同组织材料的总RNA。经琼脂

糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测后,按照反转录

系统说明书以Oligo-dT(表1)为引物进行反转录得

到cDNA,并以此为模板进行PCR扩增。
1.3 引物设计与合成

根据GenBank中双翅目昆虫的OBP序列设计

简并引物BcuOBP31,结合Oligo-dT,用于扩增瓜实

蝇的OBP基因。根据3′RACE获得的序列设计2
对特异引物BcuOBP51和BcuOBP52,分别与试剂

盒中的GeneRacer5′Primer和GeneRacer5′Nested
Primer搭 配,用 于 5′RACE 的 2 轮 扩 增。将

5′RACE和3′RACE序列拼接后得到基因的全长。
本研究设计了1对特异引物OBPF和OBPR,用于

扩增 瓜 实 蝇 OBP 阅 读 框,以 保 证3′-RACE和

5′-RACE片段是来源于同一个基因。
所有引物由广州英骏生物技术有限公司合成,

引物序列如表1。
表1 试验中所用引物

Table1 Primersusedinthisstudy

引物名称
Primername

引物序列
Primersequence(5′-3′)

Oligo-dT GGCCGGCCTTTTTTTTTTTT
BcuOBP31 AANACGGGNGTNACAGAYGARGC
BcuOBP51 CACACAATACATGTAACACTTC
BcuOBP52 TGAACATCCCCATCGCTGAACTC

GeneRacer
5′Primer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA

GeneRacer
5′NestedPrimerGGACACTGACATGGACTGAAGGAGA

OBPF ATGCACTCCCGAAAGACTCTCCTG
OBPR TTAGATCAAGAAATAATGCTTCGG

EcoRⅠ CGCGAATTCCAAAAGGAGCTGAGACGT-
GATG

XhoⅠ CCGCTCGAG TTAGATCAAGAAATAAT-
GC

BcuQF ACTCTCCTGGGCACATTACTG
BcuQR ACTTCAACAGCTCGTCTTCGT
BactF CGTTTCCGTTGCCCAGAATTCC
BactR TCAGCAATACCTGGGTACATG

1.4 PCR 反应及序列测定

以合 成 的cDNA 为 模 板,加 入 10×ExTaq
DNA聚合酶反应缓冲液5μL(含 Mg2+),正向和

反向引物各1μL(10mol/L),2.5mmol/LdNTP
4μL,ExTaqDNA聚合酶0.25μL(5U/μL),加
水至50μL,混匀离心后放入PCR仪扩增。PCR反

应程序:94℃变性3min;接着进行35个循环,循

环条件为94℃30s,66℃45s,72℃1min;循

环完毕后72℃保温10min。

RACE反应参照试剂盒说明书。扩增产物用

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测,回收目的片段。胶回收

试剂盒进行 DNA 回 收,将 回 收 的 DNA 片 段 与

pMD20-T克隆载体连接,进行 TA 克隆和酶切鉴

定,阳性克隆送往上海英骏生物技术有限公司进行

测序。
1.5 三维结构模建

通过SWISS-MODEL进行同源模建用SWISS-
PDBViewer软件观察蛋白三维结构,采用原子间

经验平均力势能(atomicempiricalmeanforcepo-
tential,Anolea)评价同源模建结果[11]。
1.6 基因的组织表达特征

荧光定量PCR采用25μL体系,各反应成分的

含量为12.5μLSYBR预混液,10μmol/L的上、下
游引物各0.5μL,cDNA 模板1μL,灭菌超纯水

10.5μL,混匀,离心,放入PCR仪扩增。PCR反应

条件:94℃ 预变性30s,以后每个循环为95℃
5s,65℃30s,共40个循环。荧光定量所用引物

序列如表1。本试验设置3组重复,每组取5头虫

或其组织用于提取RNA。反应中以水为阴性对照。
反应结束后收集Ct值,并采用2- △△Ct法进行数据

分析[12]。
1.7 原核表达及 Western blotting 检测

用引物EcoRI(含EcoRⅠ酶切位点)和XhoⅠ
(含EcoRⅠ酶切位点)(引物序列见表1),以cDNA
为模板进行PCR扩增,扩增产物插入pET28a(+)
载体,构建重组表达质粒pET28a(+)-BcucOBP。
重组质粒转化感受态细胞BL21(DE3)后,涂板挑

单克隆检测。将阳性克隆在LB/Amp培养基中于

37℃培养至 D600为0.6~1.0时,加入IPTG 至

1mmol/L进行诱导表达。抽提菌体 蛋 白 后,用

15%SDS-PAGE电泳检测。将分离后的蛋白转印

PVDF膜2h,封闭液封闭4h,TBST洗膜后,加入

Anti-HisAntibody,37℃孵育4h,洗膜,加入羊抗

鼠IgG-HRP二抗,37℃孵育4h,充分洗涤后,用

HRP-DAB底物显色试剂盒显色鉴定表达产物。

2 结果与分析

2.1 基因克隆及序列分析

以瓜实蝇的触角cDNA 为模板,以简并引物

BcuOBP31与Oligo-dT配对使用,扩增后得到大小
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约500bp左右的特异条带,测序结果表明该序列与

多种昆虫的气味结合蛋白具有较高的相似性,初步

推测所获得的片段是瓜实蝇 OBP基因序列。根据

所得的序列信息设计2对特异引物(BcuOBP51和

BcuOBP52)用于基因的5′端cDNA序列扩增。将

3′-RACE和5′-RACE所得序列拼接后得到瓜实蝇

OBP基因的cDNA全长序列。
用特异性引物(OBPF和 OBPR)扩增后获得

1条447bp的特异条带,测序结果与拼接序列一致,

获得了瓜实蝇OBPcDNA的完整序列,该基因命名

为BcucOBP,编码149个氨基酸,分子质量约17.46
ku。N端23个氨基酸为蛋白信号肽区,成熟肽含

126个氨基酸。利用 Megalign软件对瓜实蝇与其

他双翅目昆虫OBP的氨基酸序列同源性进行比对

(图1),结果表明瓜实蝇 OBP和其他昆虫 OBP蛋

白一样,都具有6个保守的半胱氨酸残基和6个α-
螺旋结构域,证明克隆获得的 BcucOBP为昆虫

OBP蛋白家族。

 阴影表示OBP蛋白的保守区域;虚线表示 OBP蛋白的信号肽序列;α1-α6分别表示6个α-螺旋;方框表示6个保守的半胱氨酸

ConservedregionsofOBPproteinswereshadedingray;signalpeptideofOBPwasmarkedwithbrokenline;sixpredictedalpha-heli-
cesweremarkedwithα1-α6;thesixconservedcysteineresiduesweremarkedwiththeboxes.AAL84179:冈比亚按蚊 Anopheles

gambiae;AAO73465:环喙库蚊Culextarsalis;ACB56577:桔小实蝇Bactroceradorsalis;BcucOBP:瓜实蝇 Bactroceracucurbitae;

XP_001848926:致倦库蚊Culexquinquefasciatus;XP_001999215:拟黄果蝇 Drosophilamojavensis;XP_002058580:黑果蝇 Dro-

sophilavirilis;XP_002073644:南美热带果蝇 Drosophilawillistoni;ACO83215:厩螫蝇:Stomoxyscalcitrans;BAI82443:葱蝇

Deliaantiqua.

图1 BcucOBP氨基酸序列与其他双翅目昆虫OBP的同源性比对

Fig.1 AminoacidsequencealignmentofBcucOBPwiththeknownOBPsfromotherdipteransinsects

2.2 BcucOBP 三维结构模建

利用SWISS-MODEL进行同源模建,以库蚊

Culexquinquefasciatus 的 OBP基因为模板,获得

的瓜实蝇BcucOBP理论三维结构(图2),结果表

明其蛋白三维结构由6个a螺旋(a1-a6)组成,且折

叠形成一个非常紧密而稳定的球状结构。利用An-
olea程序对同源模建的蛋白结构进行了评价,结果

显示:绿色的区域为与模板拟合的空间结构,红色的

区域为拟合程度不高的空间结构,可见只有少数几

个氨基酸残基的空间结构拟合程度不高(图3)。

754
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图2 BcucOBP蛋白的理论三维结构

Fig.2 Theoreticalthreedimensional
structureofBcucOBP

2.3 BcucOBP 基因表达谱

以瓜实蝇雄虫前足中的BcucOBPmRNA含量

作为基准含量,采用荧光定量 PCR 技术对 Bcu-
cOBP mRNA在瓜实蝇不同组织中的相对表达量

进行分析。BcucOBPmRNA在瓜实蝇触角中的含

量最高,雌雄虫触角中的表达量大约是雄虫前足的

10000倍,其次是雌虫前足中的表达量在昆虫的前

足和生殖节2个不同组织中,BcucOBP mRNA表

现出明显的性别差异表达特征:雌虫前足表达量约

为雄虫前足的120倍;雄虫生殖节中的表达量约为

雌虫生殖节的10倍。在雌虫的腹节中未检测到

BcucOBP 的表达。

图3 原子间经验平均力势能评价分析

Fig.3 Analysisoftheatomicempiricalmeanforcepotential(anolea)

2.4 原核表达及 Western blotting 检测

抽提重组菌及质粒菌株的蛋白在15% SDS-
PAGE电泳(图4),结果发现重组菌在20ku左右

有明显的特异条带产生,而未插入目的基因的空质

粒在相应位置未出现特异性条带。经过His标签抗

体的免疫印迹分析,结果表明在20ku左右有1条

特异的免疫条带出现,与目标蛋白分子质量大小一

致,表明目的蛋白以His标签融合的形式存在。

3 讨 论

昆虫气味结合蛋白识别和结合外界气味分子是

昆虫感受外界气味分子的第一步生化反应,对昆虫

与外界进行信息交流具有重要意义。本试验利用

RT-PCR技术扩增得到了瓜实蝇普通气味结合蛋白

BcucOBP 基因的cDNA 片段。根据序列和结构分

析表明,瓜实蝇BcucOBP蛋白呈酸性,分子质量约

为17.46ku,序列中有6个保守的半胱氨酸位点,与
报道的昆虫气味结合蛋白特征一致[13-17],具有气味

结合蛋白的典型特征,表明本试验克隆的瓜实蝇

BcucOBP属于昆虫 OBP亚家族。本试验对36个

OBPs序列的结构域分析表明,这些 OBPs中半胱

氨酸保守位置的特点符合 C1-X26-C2-X3-C3-X37-
C4-X8-C5-X8-C6的特点,该结果与Zhou等提出的

气味结合蛋白半胱氨酸保守位置的基本特点(C1-
X15-39-C2-X3-C3-X21-44-C4-X7-12-C5-X8-C6)一
致,表明OBP在不同昆虫间具有高度保守的结构

854
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 M:蛋白分子质量 Proteinmolecularstandardmarker;

1:在IPTG 诱 导 下 pET28a(+)的 表 达 Expressionof

pET28a(+)afterinductionwithIPTG;2:没有IPTG诱

导条件下pET28a(+)-BcucOBP的表达 Expressionof

pET28a(+)-BcucOBPwithoutIPTG;3:在IPTG诱导下

pET28a(+)-BcucOBP 的 表 达 ExpressionofpET28a
(+)-BcucOBPafterinductionwithIPTG;4,5:免疫印迹

Westernblotting.

图4 BcucOBP融合蛋白的SDS-PAGE电泳及免疫印迹分析

Fig.4 SDS-PAGEanalysisofBcucOBPexpressed
inEscherichiacoliandWesternblotting

域,也证明昆虫OBP保守的6个半胱氨酸必定对蛋

白的结构和功能起着至关重要的作用[6,14,18-20]。笔

者比对分析发现库蚊 OBP蛋白(3OGN)与瓜实蝇

BcucOBP蛋白的氨基酸同源性为68.6%,因此以库

蚊OBP最为模板蛋白同源模建瓜实蝇BcucOBP蛋

白的三维结构是合理的。通过对瓜实蝇BcucOBP
蛋白三维结构分析发现其蛋白结构非常保守,与库

蚊OBP蛋白三维结构几乎完全相同,都是有6个a
螺旋折叠形成一个球状结构。

Reyes等[21]研究表明,6个组氨酸的 His标签

在生理条件下不带电荷,基本不影响蛋白的结构及

功能。因此,本试验原核表达选用由T7启动子启

动的高效融合表达载体pET28a(+),将BcucOBP
亚克隆到pET28a(+),构建了N端融合6个组氨

酸标签的重组表达质粒,并转入大肠杆菌 BL21
(DE3)中进行诱导表达,目的是后续可利用该标签

检测、纯化该融合蛋白。通过抗 His单抗与诱导蛋

白作 Western-blot分析,结果呈阳性,表明所得蛋

白的确为His标签与BcucOBP的融合蛋白。
昆虫OBPs不仅能在触角中表达,而且在喙、

足、下唇须及性腺等部位都有表达[22]。笔者通过荧

光定量PCR的方法,证实BcucOBPmRNA主要表

达于瓜实蝇的触角中,且雌雄虫触角表达量相当。

BcucOBPmRNA在雄虫生殖节中也有较高的表达

量,约为雌虫生殖节的10倍,这种表达模式与Aae-
gOBP22 的 十 分 相 似,推 测 BcucOBP 具 有

AaegOBP22相似的功能,可能参与了信息素的运输

过程,在瓜实蝇交配行为中发挥重要作用[23]。Bcu-
cOBP 基因不仅在瓜实蝇触角等嗅觉组织中有特异

表达,而且在胸、足、翅、生殖节等非嗅觉组织中也能

表达。由此推测,瓜实蝇BcucOBP可能不仅起着嗅

觉作用,还可能具有其他功能,这与前人的研究结果

一致[24]。
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CloningandprokaryoticexpressionofcDNAencodinggeneralodorant
bindingproteinfromBactroceracucurbitae(Coquillett)

SHENJian-mei HULi-ming BINShu-ying LIAOHong-zhi LINJin-tian

DepartmentofPlantProtection,ZhongkaiUniversityofAgricultureandEngineering,

Guangzhou510225,China

Abstract Inthisstudy,OBPfromBactroceracucurbitaewasclonedandnamedasBcucOBP.The
full-lengthofopenreadingframe(ORF)is447bp,encoding149aminoacidresidues.Aminoacidse-
quencealignmentand3D-HomologyModelinganalysisshowedthatBcucOBPsharedthetypicalstruc-
turalfeatureofOBPwithotherinsects,including6conservativeCysresiduesand6α-helixesinthese-
quence.ArecombinantplasmidpET28a(+)-BcucOBPwasconstructedandtransformedintoEsche-
richiacoliBL21(DE3).WesternblottingindicatedthattheHis-taggedBcucOBPstablyexpressedin
DE3inducedbyIPTG.Real-timePCRanalysisshowsthatBcucOBP mRNAisexpressednearlyinall
tissuesexceptforfemalevisceralsegment.TherelativeconcentrationofBcucOBPmRNAisthehighest
inantennaofB.cucurbitaecomparedwithothertissues.BcucOBPmRNAshowscleargender-differenti-
alexpressionpatterningeneralsectionandtheforeleg.Thespecialexpressionpatternsuggestedthat
BcucOBPnotonlyactedasageneralodorproteinbutalsowasinvolvedinthetransportofpheromonein
thematingbehaviorofB.cucurbitae.

Keywords Bactroceracucurbitae(Coquillett);generalodorantbindingprotein;geneclone;tissue
expressionpattern;prokaryoticexpression
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