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桔小实蝇非典型气味受体 Orco 基因的
克隆与表达谱分析
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摘要 为探讨非典型气味受体基因Orco的功能,采用RT-PCR和RACE方法克隆获得桔小实蝇Bactocera
dorsalis(Hendel)Orco受体的全长cDNA 序列,命名为Bdor/Orco(GenBank登录号为EU621792)。测序结果

表明Bdor/Orco开放阅读框全长1422bp,编码473个氨基酸残基。对其组成成分、疏水/亲水区域、信号肽、蛋
白质二级结构,以及分子进化关系等进行了预测与推断,分析结果表明Bdor/Orco与其他昆虫的Orco具有较高

的氨基酸序列一致性,特别是C末端。对该基因在桔小实蝇成虫不同组织和发育时期表达量的荧光定量PCR
分析,结果表明Bdor/Orco主要是在桔小实蝇成虫触角中表达,头部(去除触角)、雌虫前足和翅中也有较高的表

达;桔小实蝇在各个发育时期的表达水平不同,在刚羽化雌成虫中的表达量最高。
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  嗅觉在昆虫的生存和种群繁衍过程中发挥重要

作用[1]。对昆虫嗅觉机制的深入研究和嗅觉信号传

导途径的完整阐述,是探索农业害虫专一性防治的

基础。气味分子与嗅觉神经元树突上气味受体结

合,参与昆虫嗅觉识别的初始过程[2-3]。自1999年

报道鉴定出果蝇Drosophilamelanogaster 的第一

个气味受体以来[4],科学家们利用生物化学、分子生

物学和生物信息学等多种技术手段寻找到了多种昆

虫气味受体基因[1,5-9]。但是,绝大部分受体的氨基

酸序列在不同昆虫物种中只有约20%的相似性[10]。
近年来,在多种昆虫中发现了一个高度保守的气味

受体基因家族,其氨基酸序列的一致性接近50%。
这种气味受体基因首先在果蝇基因组内发现并命名

为Dmel/Orco。该类基因在不同昆虫间保守性非

常高,编码的受体统称为Orco家族受体(Orcofami-
lyreceptors),是一类非典型的气味受体(atypicalo-
dorantreceptors)。正是由于这种高度保守的特性,
才使得以同源为基础(homology-based)的传统方法

鉴定其他昆虫Orco类嗅觉受体的基因变为可能。
桔小实蝇Bactoceradorsalis(Hendel)是果蔬

上的一种毁灭性检疫害虫,其化学防治效果较差且

易产生抗药性,因此,采用行为调控已成为综合治理

的重要手段[11]。昆虫的嗅觉系统在昆虫寻找寄主、
交配产卵过程中发挥重要作用,所以,对昆虫的嗅觉

识别进行有效干扰是防治害虫的新途径[12]。鉴于

此类非典型性气味受体的重要作用,笔者采用RT-
PCR结合RACE技术,克隆得到桔小实蝇的Bdor/
Orco嗅觉受体基因,并与其他昆虫Orco嗅觉受体

基因的同源性进行比较与分析,观察其在不同组织

不同发育阶段的表达量,旨在进一步探讨Orco在昆

虫嗅觉识别过程中的作用,为研究桔小实蝇寄主选

择行为机制和开展行为调控提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

桔小实蝇由笔者所在实验室人工饲养所得。饲

养条件:温度(26±1)℃,相对湿度50%~70%,光
周期L/D=16/8h。待桔小实蝇发育到性成熟时

期,分别收集触角、头(去除触角)、胸、前足、中足、后
足、翅、腹节和生殖节9个不同组织,并收集卵、幼虫

(1龄,2龄,3龄)、蛹(第1天,第4天,第7天,第10
天)、羽化5min内的雌成虫和雄成虫。将收集的样

品迅速放入液氮冷冻后保存于-80℃冰箱备用。
总RNA抽提Trizol试剂盒购自Omega公司;
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3′-RACE 和 5′-RACE 试 剂 盒 SMARTM RACE
cDNAamplificationKit购自Clontech公司;琼脂

糖凝胶DNA纯化试剂盒购自 Tiangen公司;Taq
DNA聚合酶、DL2000DNAMarker、AMV反转录

酶、pMD19-T载体、大肠杆菌感受态细胞DH5α均

购自 TaKaRa公司;实时荧光定量 PCR 试剂盒

SYBR® GreenqPCRKit购自Thermo公司。所用

引物均由上海英骏生物技术有限公司合成。
1.2 RNA 的抽提与 cDNA 第一链的合成

参照Omega公司总RNA抽提 Trizol试剂盒

使用说明,取桔小实蝇不同组织不同发育时期的样

品用液氮研磨后进行总RNA提取,经琼脂糖凝胶

电泳和紫外分光光度计检测后,参照TaKaRa公司

的AMV反转录酶使用说明书合成cDNA第一链,
并保存于-20℃备用。
1.3 引物设计与合成

利用昆虫气味受体Orco基因的高度保守性,根
据GenBank中登录昆虫Orco的氨基酸保守序列设

计合成1对特异性引物,利用该简并引物扩增出

Orco基因cDNA 片段,进而设计3′-RACE和5′-
RACE引物,扩增其3′及5′端序列,序列拼接后根

据其非编码区设计全长验证引物。另外,根据全长

序列设计定量引物(表1)。其中引物均使用primer
premier5.0软件辅助设计。

表1 试验所用的引物

Table1 Primersusedinthisexperiment

名称 Name 序列Sequences(5′-3′)

O-F ACTCATCCGTACACTTGGTGCTGG

O-R AGCAGATAGTAGCACT-
GAAAAGCGAAGC

O-5′-outer GCACCAAGTGTACGGATGAGTAAATCT-
TCT

O-5′-inner ATAAATAAGCCCGAATATTTCATA-
AGACGAAT

Longuniver-
salprimer

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAG-
CAGTGGTATCAACGCAGAGT

Shortuniver-
salprimer

CTAATACGACTCACTATAGGGC

O-3′-outer CAATGGCATGAACGGTACAAATC-
CGAATGG

O-3′-inner GCTTTCACAACCATCGGCTACTTGGGC-
TAT

Full-F
ATGCAGCCCAGCAAATATGTGGGCCT-
TG

Full-O CTACTTCAATTGCACCAGCACCATGAAG
OqF TTCGCATCCATTGTTCGCCG
OqR CGCCAAAGAAGGTGATGGTGGT
ActF CGTTTCCGTTGCCCAGAATTCC
ActR TCAGCAATACCTGGGTACATG

1.4 PCR 扩增与 RACE 反应

取合 成 的 cDNA2μL 为 模 板,加 入 10×

ExTaqDNA聚合酶反应缓冲液6μL(含 Mg2+),

10mol/L的正、反向引 物 各 1μL,2.5mmol/L
dNTP6μL,5U/μLExTaqDNA聚合酶0.5μL,
最后补充ddH2O至50μL,混匀离心(3000r/min)
后,放入PCR仪扩增。PCR反应程序:94℃变性

4min;94℃30s,56℃45s,72℃45s,35个循

环;循环完毕后,最后72℃延伸10min。RACE反

应参照试剂盒说明书进行。扩增产物用1.2%琼脂

糖凝胶电泳检测并回收目的片段。
1.5 PCR 和 RACE 产物克隆与序列测定

RACE 产 物 经 电 泳 回 收 纯 化 后,将 PCR 及

RACE产物经回收纯化后与pMD-19-T克隆载体连

接,然后将连接产物转化到感受态大肠杆菌 DH5α
中,进行蓝白斑和氨苄青霉素筛选,重组质粒并经扩

大培养,提取质粒DNA送交广州英骏生物技术有

限公司测序。
1.6 数据库和分析软件

生物信息学分析主要应用的数据库为美国国立

生物技术信息中心(NationalCenterforBiotechnol-
ogyInformation,NCBI)GeneBank数据库(http://

www.ncb.inlm.nih.gov/GenBank)。蛋白质基本

性质 分 析 工 具 ExPASy数 据 库 中 的 ProtParam
Tool(http://www.expasy.org/tools/protparam.
html),疏水性分析软件 ProtScal程序(http://

www.expasy.org/cgibin/protscale.pl),蛋白质信

号肽预测工具SignalP3.0Server(http://www.
cbs.dtu.dk/services/SignalP),蛋白质磷酸化位点

分析工具(http://www.cbs.dtu.dk/services/Net-
Phos/)。
1.7 序列分析与系统进化树构建

利用Blast在NCBI网站进行序列相似性比对

分析,采用 Megalign程序中的ClustalW 多重序列

比较程进行序列进化关系分析,并利用 MEGA5.0
软件 中 的 Neighbor-Joining方 法 构 建 系 统 进 化

树[13],系统发生树进行1000次重复构建。
1.8 实时荧光定量 PCR

1)引物设计。在桔小实蝇Orco基因阅读框区

设计多对特异性引物用于实时荧光定量PCR反应,
根据Livak等[14]的方法,对设计的特异性荧光定量

引物进行筛选,获得符合要求的特异性引物 OqF
和OqR,用于后续的实时荧光定量PCR反应。试

验以Actin基因为内参基因,引物为ActF、ActR。
引物OqF、OqR、ActF、ActR序列见表1。
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2)实时荧光定量PCR反应。采用比较Ct值法

的相对定量法,分析Orco在桔小实蝇不同发育阶段

和不同 组 织 中 的 表 达 量。PCR 反 应 在 TaKaRa
TP900型(日本TaKaRa公司产品)实时荧光定量

PCR仪中进行。荧光定量PCR反应体系为25μL,
其中 cDNA 模板 1μL,SYBR mGreenRealtime
PCRMasterMix12.5μL,10μmol/L上游和下游

引物各0.5μL,灭菌超纯水10.5μL,混匀和离心

(3000r/min)5s后放入PCR仪进行扩增。PCR
反应条件:94℃预变性3min;94℃变性30s,

62℃退火45s,共40个循环。反应中以灭菌超纯

水为阴性对照组,每个样本重复3次。利用TaKa-
RaThermalCyclerDiceTMRealTimeSystemSoft-
ware(Version4.01)进行数据记录分析,产生溶解

曲线,收集循环数阈值,其中阈值线由软件自动设

定。采用2-ΔΔCt法进行数据分析。
1.9 数据统计与分析

对实时荧光定量分析数据,采用邓肯氏新复极

差检验法(DMRT)进行分析,比较各阶段相对表达

量的差异。

2 结果与分析

2.1 Orco 基因的克隆与序列分析

依据昆虫非典型气味受体Orco基因的高度同

源性特征,以桔小实蝇成虫的触角cDNA为模板,
以 O-F和 O-R 为上下游引物对 Orco 基因进行

PCR扩增,鉴定得到1条约487bp的特异条带,通
过胶回收后连接到pMD19-T载体上并进行测序。
将所得序列在NCBI核酸库中进行Blast分析,结果

发现该序列与其他昆虫Orco气味受体的相似性很

高,推测所获得的片段是桔小实蝇Orco基因cDNA
片段的一部分。根据所得的cDNA部分片段设计

2对特异引物O-5′-outer和 O-5′-inner、O-3′-outer
和O-3′-inner分别进行基因5′端和3′端序列的扩

增,测序拼接后得到Orco基因的cDNA全长序列。
为验证以上PCR、3′-RACE和5′-RACE片段是来

源于同一个基因,设计了1对特异性引物Full-F和

Full-R,PCR扩增得到了1条1422bp的特异性条

带,测序结果与拼接序列一致,根据昆虫气味受体统

一命名 法 命 名 为 Bdor/Orco(图 1)。桔 小 实 蝇

Bdor/Orco基因的GenBank登录号为EU621792。
2.2 Bdor /Orco 基因序列的结构分析

桔小实蝇Bdor/Orco基因编码473个氨基酸,

  *表示终止密码子,阴影部分表示预测的14个磷酸化

位点。Thestopcodonisindicatedwithanasterisk,thesha-
dedareasshowthesitesofphosphorylation.

图1 桔小实蝇Bdor/Orco基因序列及其推导的氨基酸序列

Fig.1 Nucleotidesequenceanddeducedamino
sequencesofBdor/Orco

预测蛋白分子质量为53.068ku,等电点为8.72。
分子式为 C2436H3757N607O668S26,其中碱性氨基酸

(Arg+Lys)37个,酸性氨基酸(Asp+ Glu)31个。
利用ExPASy数据库中的ProtScal程序分析桔小

24
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实蝇Bdor/Orco的疏水性图谱(图2)。疏水性最大

值为3.044,最小值为-2.211。采用蛋白质信号肽

预测工具SignalP3.0Server,可知该基因不存在信

号肽。利用NetPhos2.0Server磷酸化位点分析,
结果表明分值Bdor/Orco>0.5的磷酸化位点有:
丝氨酸(Ser)磷酸化位点10个,苏氨酸(Thr)磷酸

化位点2个,酪氨酸(Tyr)磷酸化位点2个,共计有

14个磷酸化位点,这些位点均匀分布于整个多肽链

中(图1,图3)。蛋白质的高级结构决定其生物学功

能,而高级结构则由一级结构即氨基酸顺序决定。
氨基酸的多肽链通过折叠和卷曲形成稳定的空间结

构,从而形成特有的生物学活性及理化性质,据此笔

者利用GOR在线工具完成蛋白质的二级结构预

测。预测 结 果 表 明:α 螺 旋 占 52.85%,它 们 是

Bdor/Orco最大量的结构元件;延伸链占34.67%,
散布在整个蛋白质;随机卷曲占7.61%。

图2 桔小实蝇Bdor/Orco基因氨基酸序列的疏水性分析

Fig.2 HydrophobiccharacterpredicationoftheaminoacidsequenceofBdor/Orco

图3 Bdor/Orco氨基酸序列的磷酸化位点分析

Fig.3 PhosphorylationsitepredicationoftheaminoacidsequenceofBdor/Orco

2.3 Bdor /Orco 多序列比对与进化树分析

多序列比对分析表明昆虫种间Orco基因具有

高度保守性。将Bdor/Orco氨基酸序列与已经报

道的其他近缘昆虫的Orco 氨基酸序列进行同源性

比较,选取近缘种瓜实蝇Bactroceracucurbitae 和

地中海实蝇Ceratitiscapitata、双翅目具有代表性

的黑腹果蝇Drosophilamelanogaster 和埃及伊蚊

A.aegypti以及角蝇Haematobiairritans、鳞翅目

的美洲棉铃虫 Helicoverpazea 和烟蚜 夜 蛾 H.
viriplaca进行比对,结果显示这8种昆虫的Orco
受体的C端序列在不同昆虫种间具有高度的保守

性(图4)。
为研究Orco基因与其他物种之间的进化关系,

采用 MEGA5.0软件中的邻位相连法构建系统进

化树,对系统发生树进行1000次重复构建(图5)。
由图5可知:不同物种之间的氨基酸序列差异较大;

34
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  1:桔小实蝇 Bactroceradorsalis (EU621792);2:瓜实蝇 Bactroceracucurbitae (ADK97803);3:地中海实蝇Ceratitiscapitata
(AAX14775);4:果蝇Drosophilamelanogaster(NP524235);5:角蝇 Haematobiairritans(ACF21678);6:埃及伊蚊Aedesaegypti
(XP001651426);7:美洲棉铃虫 Helicoverpazea(AAX14773);8:烟蚜夜蛾 Heliothisviriplaca(CAD31851).

图4 Bdor/Orco与其他已知昆虫Orco氨基酸序列比对

Fig.4 AminoacidsequencealignmentoftheBdor/OrcowithknownOrcoofotherinsects

  1:桔小实蝇Bactroceradorsalis(EU621792);2:地中海实蝇Ceratitiscapitata(AAX14775);3:瓜实蝇Bactroceracucurb-
itae(ADK97803);4:果蝇Drosophilamelanogaster (NP524235);5:拟暗果蝇 Drosophilapseudoobscura (XP_001359364);

6:角蝇Haematobiairritans (ACF21678);7:厩 螫 蝇 Stomoxyscalcitrans (ACF21677);8:埃 及 伊 蚊 Aedesaegypti
(XP001651426);9:冈比亚按蚊Anophelesgambiae(XP312379);10:小菜蛾Plutellaxylostella (ACX54944);11:灰翅夜蛾

Spodopteralittoralis (ABQ82137);12:烟 蚜 夜 蛾 Heliothisviriplaca (CAD31851);13:美 洲 棉 铃 虫 Helicoverpazea
(AAX14773);14:棉铃虫 Helicoverpaarmigera(ADQ13177);15:烟实夜蛾 Helicoverpaassulta(ADQ13178).

图5 桔小实蝇与其他物种基于Orco同源基因编码氨基酸序列的系统发育树

Fig.5 PhylogenetictreebasedonaminoacidsequencesofOrcofromB.dorsalisandotherspecies

相同物种同一目昆虫之间的差异较小,其中Bdor/

Orco与双翅目的地中海实蝇和瓜实蝇差异最小,与
鳞翅目的烟实夜蛾差异最大。该进化树较好地反映

了不同目昆虫之间的进化关系。

2.4 Bdor /Orco 表达谱分析

以桔小实蝇雌虫后足中的Bdor/OrcomRNA
含量为基准含量,对不同组织中的 mRNA含量进

行分析(图6)。由图6可知:Bdor/OrcomRNA在
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触角中的含量最高,在头部(去除触角)、雌虫前足和

翅中也有较高的表达;在触角、头、翅、腹节、生殖节

等5个不同组织中,Bdor/OrcomRNA的含量表现

出明显的性别差异特征,雌虫在头、触角、翅、腹节等

组织的表达量均比雄虫高。

  图中数据(平均值±SD)以雄虫后足表达量为基准

含量,所示为0.1倍触角中的相对含量。Data(mean±

SD)arenormalizedtothecalibratorfemalehindleg,and

one-tenthexpressionlevelinantennaisshowninthisfig-
ure.1:触角 Antenna;2:头(去除触角)Head(withan-
tennaeremoved);3:胸 Thorax;4:前 足 Forelegs;

5:中足 Middlelegs;6:后足 Hindlegs;7:翅 Wings;

8:腹节(去掉生殖节)Abdominalsegments(withgenital

segmentsremoved);9:生殖节 Genitalsegments.

图6 桔小实蝇成虫不同组织中Bdor/OrcomRNA
的相对表达量

Fig.6 RelativeexpressionlevelofBdor/OrcomRNA
indifferenttissuesofB.dorsalisadults

  同时,以桔小实蝇卵的Bdor/Orco基因的 mR-
NA含量为基准,对Bdor/OrcomRNA的表达量随

不同发育时期的变化进行分析(图7)。由图7可

知:Bdor/Orco在昆虫各发育阶段均有表达,但在

卵、幼虫、蛹发育前期的表达量都较低;在第10天

的蛹中,即羽化前其表达量出现大幅度增加,这与昆

虫发育的生理规律基本一致;刚羽化的雌成虫的表

达量高于雄成虫。

3 讨 论

昆虫对成千上万种结构各异的气味分子的识别

主要依赖于气味受体介导的气味分子与嗅觉神经的

专一性结合[15]。因此,研究气味受体的特性、变异

及专一性对于阐明嗅觉识别的分子机制是非常重要

的。从最初发现昆虫的气味受体开始,在了解受体

家族的功能方面取得了很大进步,而且逐步发现了

其嗅觉信号传递的功能。昆虫气味受体分为2类:

  1:卵 Egg;2:1龄幼虫1-instarlarva;3:2龄幼虫

2-instarlarva;4:3龄幼虫 3-instarlarva;5:1d的蛹

1d-oldpupa;6:4d的蛹4d-oldpupa;7:7d的蛹7d-
oldpupa;8:10d的蛹 10d-oldpupa;9:新羽化雄虫

Newly-emergedmaleadult;10:新 羽 化 雌 虫 Newly-e-
mergedfemaleadult.

图7 桔小实蝇不同发育时期Bdor/OrcomRNA
的相对表达量(以卵中的含量为基准)

Fig.7 RelativeexpressionlevelofBdor/OrcomRNA
indifferentdevelopmentstagesof

B.dorsalis(normalizedtothevalueinegg)

一类是普通气味受体,基因之间同源性很低,通过设

计简并引物的方法很难获得成功,通过构建冈比亚

按蚊触角cDNA 文库进行筛选气味受体也未获得

成功[16];另一类为Orco蛋白,是一类非典型的气味

受体,在不同昆虫嗅觉感觉神经元中普遍表达,并具

有 高 度 的 保 守 性[3]。本 试 验 通 过 RT-PCR 和

RACE技术,成功地克隆并获得桔小实蝇Orco基因

的全长,并分析了Bdor/Orco基因及其编码蛋白的

基本结构特征和表达特点,研究结果可为今后进一

步研究其生理功能和开发基于作用靶标的新型、高
效、安全的昆虫行为调节剂等第4代杀虫剂提供理

论依据。
蛋白是生命功能的体现者。在物种进化过程

中,担负某一功能的蛋白在其一级结构及空间结构

上会发生种属性分化。笔者利用日益完善的生物信

息学技术对已测得的Bdor/Orco的核苷酸与蛋白

质序列进行分析,以期为研究实蝇蛋白质结构与功

能的关系、发现类似功能基因、揭示基因起源与分子

进化规律等提供理论依据。从该蛋白的多项分析结

果可知,桔小实蝇与其他昆虫同类蛋白的相对分子

质量、理论等电点、酸性与碱性氨基酸比例、极性与

疏水氨基酸比例基本一致[17-18],说明了昆虫Orco受

体蛋白在分子进化过程中具有明显的保守性。另
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外,从进化树中也可以看出,桔小实蝇与瓜实蝇和地

中海实蝇的气味受体进化关系很近,而与已知的烟

实夜蛾气味受体进化关系很远,这与它们在分类地

位上的亲缘关系远近是一致的。同时,本试验结果

还进一步说明Orco受体的氨基酸序列在OrcoC末

端具有高度保守的区域,这与 Miller等[19]的相关研

究结果一致。由进化树可以看出,鳞翅目和双翅目

昆虫的Orco受体分属于2个不同的大类,双翅目昆

虫中实蝇科的Orco受体聚为一个亚类,与同一科的

进化关系较近,也与果蝇科味觉受体有较大的同源

性。但与其他鳞翅目的昆虫彼此聚类关系较远,表
明高度保守的Orco受体随着物种的进化发生了一

定的序列变异,这与张帅等[17]和申建梅等[20]的研

究结果一致。
因不同细胞、不同组织在生物的生命活动中起

到不同的作用,故对某一基因在细胞水平或组织水

平的表达分布特征以及在整个生命周期中表达时序

性特征的研究,能够为基因的功能分析提供参考依

据。Orco类受体主要表达于昆虫的触角、喙等嗅觉

感受器较为丰富的器官中[19],如棉铃虫、冈比亚按

蚊、果蝇、烟蚜夜蛾等,这类非典型气味受体主要在

其触角和喙等嗅觉器官中表达[20-23]。桔小实蝇与瓜

实蝇的非典型气味受体有很高的同源性,而且其表

达谱也有很大的相似性[22]。同时,通过实时荧光定

量试验也得出与Zheng等[24]相似的研究结果,证实

了桔小实蝇的Orco主要表达在成虫的触角中。本

试验还发现Orco在雌虫中的表达量要高于雄虫,推
测这种雌雄差异表达的模式与雌虫的化学感受有某

种联系[13],这种差异还需要在对其功能进行研究

后才能证实。Orco不仅表达于桔小实蝇的触角、头
部、前足组织中,而且在翅中也有较大量的表达,推
测该基因编码的蛋白可能也参与了化学感受以外的

其他生理活动过程。另外,在桔小实蝇的整个发育

时期都能检测到Orco的表达,推测Orco可能参与

昆虫的整个发育过程,具有嗅觉感受以外的其他功

能,对这些功能的研究有助于全面了解其在桔小实

蝇生命活动中的重要作用[25]。
鉴于气味受体蛋白在昆虫嗅觉系统中识别化学

信号分子的重要作用,昆虫非典型嗅觉受体已逐渐

成为国内外研究的热点。本试验结果可为深入研究

这类基因的进化与功能,以及应用于害虫的嗅觉干

扰和行为调控奠定基础。相信随着研究的深入,通
过气味受体功能与行为学研究结果的结合,能较完

整地解释昆虫取食、产卵、驱避和求偶的生化和分子

机制,阐明害虫行为反应的本质原因,进而开发研制

以Orco为药物靶标的新型害虫行为调控剂,为切断

害虫的嗅觉识别途径、科学治理害虫提供新途径。

参 考 文 献

[1] KRIEGERJ,RAMINGK,DEWERY M,etal.Adivergent

genefamilycandidateolfactoryreceptorsofthemothHe-

liothisvirescens[J].EuropeanJournalofNeuroscience,2002,

16(4):619-628.
[2] SATO K,TOUHARA K.Insectolfaction:receptors,signal

transduction,andbehavior[J].ResultsandProblemsinCell

Differentiation,2009,47:121-138.
[3] LARSSONMC,DOMINGOSAI,JONESW D,etal.Or83b

encodesabroadlyexpressedodorantreceptoressentialfor

Drosophilaolfaction[J].Neuron,2004,43(5):703-714.
[4] ENNISIE.Fruitflyodorreceptorsfound[J].Science,1999,

283(5406):12-39.
[5] JONESWD,NGUYENTT,KLOSSB,etal.Functionalcon-

servationofaninsectodorantreceptorgeneacross250million

yearsofevolution[J].CurrentBiology,2005,15(4):8119-

8121.
[6] BOHBOTJ,PITTSRJ,KWONHW,etal.Molecularcharac-

terizationoftheAedesaegyptiodorantreceptorgenefamily
[J].InsectMolecularBiology,2007,16:525-537.

[7] HILLCA,FOXAN,PITTSRJ,etal.Gproteincoupledre-
ceptorsinAnophelesgambiae[J].Science,2002,298(5591):

176-178.
[8] ROBERTSONH M,WANNERK W.Thechemoreceptorsu-

peramilyinthehoneybee,Apismellifera:expansionoftheo-
dorant,butnotgustatory,receptorfamily[J].GenomeRe-
search,2006,16(11):1395-1403.

[9] SAKURAIT,NAKAGAWAT,MITSUNOH,etal.Identifi-
cationandfunctionalcharacterizationofasexpheromonere-
ceptorinthesilkmothBombyxmori[J].Proceedingsofthe

NationalAcademyofSciences,2004,101(47):16653-16658.
[10]VOSSHALLLB,STOCKERRF.Moleculararchitectureof

smellandtasteinDrosophila[J].AnnualReviewofNeuro-
science,2007,30:505-533.

[11]胡黎明,申建梅,胡美英,等.桔小实蝇二硫键异构酶基因的克隆

及其发育表达[J].华中农业大学学报,2012,31(4):457-462.
[12]巩中军,周文武,祝增荣,等.昆虫嗅觉受体的研究进展[J].昆

虫学报,2008,51(7):761-768.
[13]TAMURAK,DUDLEYJ,NEIM,etal.MEGA4:molecular

evolutionarygeneticsanalysis(MEGA)softwareVersion4.0
[J].MolecularBiologyandEvolution,2007,24:1596-1599.

[14]LIVAKKJ,SCHMITTGENTD.Analysisofrelativegeneex-

pressiondatausingreal-timequantitativePCRandthe2-ΔΔCt

method[J].Methods,2001,25:402-408.

64



 第1期 赵海明 等:桔小实蝇非典型气味受体Orco基因的克隆与表达谱分析  

[15]BUCKLB,AXELR.Anovelmultigenefamilymayencodeo-
dorantreceptor:amolecularbasisforodorrecognition[J].

Cell,1991,65:175-187.
[16]BIESSMANNH,WALTERMF,DIMITRATOSS,etal.Iso-

lationofcDNAclonesencodingputativeodourant-bindingpro-
teinsfromtheantennaeofthemalariatransmittingmosquito

Anophelesgambiae [J].InsectMolecularBiology,2002,11
(2):123-132.

[17]张帅,张永军,苏宏华,等.中红侧沟茧蜂非典型气味受体的克

隆及组织特异性表达[J].中国农业科学,2009,42(5):1639-

1645.
[18]张帅,张永军,苏宏华,等.棉铃虫气味受体的克隆与组织特异

性表达[J].昆虫学报,2009,52(7):728-735.
[19]MILLERR,TUZJ.OdorantreceptorC-terminalmotifsindi-

vergentinsectspecies[J].InsectScience,2008(8):1-10.

[20]申建梅,胡黎明,宾淑英,等.瓜实蝇嗅觉受体基因的克隆及表

达谱分析[J].昆虫学报,2011,54(3):265-271.
[21]VOSSHALLLB,WONGAM,AXELR.Anolfactorysensory

mapintheflybrain[J].Cell,2000,102:147-159.
[22]王桂荣,吴孔明,苏宏华,等.棉铃虫嗅觉受体基因的克隆及组

织特异性表达[J].昆虫学报,2005,48(6):823-828.
[23]VOSSHALLLB,AMREINH,MOROZOWPS,etal.Aspa-

tialmapofolfactoryreceptorexpressioninthedrosophilaan-
tenna[J].Cell,2004,96:725-736.

[24]ZHENGW W,ZHUCP,PENGT,etal.Odorantreceptorco-
receptorOrcoisupregulatedbymethyleugenolinmaleBac-

troceradorsalis(Diptera:Tephritidae)[J].JournalofInsect

Physiology,2012,58:1122-1127.
[25]胡黎明.桔小实蝇气味结合蛋白基因的克隆及功能分析[D].

广州:华南农业大学资源环境学院,2008.

Genecloningandexpressionprofilingofatypicalodorantreceptors
OrcogeneinBactroceradorsalis(Hendel)

ZHAOHai-ming YIXin HUMei-ying ANGuo-dong WANGHui-dong HUANGLin
LaboratoryofInsectToxicology,SouthChinaAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryof
NaturalPesticideandChemicalBiology,MinistryofEducation,Guangzhou510642,China

  Abstract InordertoexplorethefunctionsofOrco,thegeneencodingOrcofromBactroceradorsa-
lis(Hendel)wasclonedandnamedasBdor/Orco(GenBankaccessionNo.EU621792)byRT-PCRand
RACE.ThesequencingresultsshowedthattheopenreadingframeofBdor/Orcowas1422bpin
length,encoding473aminoacidresidues.TheBdor/Orcowasanalyzedandpredictedbythetoolsof
bioinformaticsinthefollowingaspects:thecomposition,hydrophobicityorhydrophilicity,thesignal
peptide,proteinsecondarystructure,thecompositionofhomologousproteinandthephylogeneticrela-
tionship.TheresultsshowedBdor/OrcohadthecharacteristicsofOrco,withspecialconservedCdo-
mains.TissueexpressionpatternrevealedthatBdor/Orcotranscriptwasobservedclearlyintheantenna
ofB.dorsalis,andhighlyexpressedinthehead(withantennaeremoved),femaleforelegandwing.
ThetemporalexpressionpatternfurtherindicatedthatBdor/Orcowasalsoexpressedindifferentdevel-
opmentalstagesatdifferentexpressionlevelswiththehighestlevelinnewlyemergedfemaleadult.

Keywords Bactroceradorsalis(Hendel);odorantreceptor;Orcogene;cloning;expressionpat-
tern
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