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摘要:谷胱苷肽S-转移酶(GST)是昆虫体内广泛存在的一类解毒酶,可以保护机体免受内源性或氧化物的损害。昆

虫对一些杀虫剂的抗性与GST表达水平增高有关。GST的研究主要集中在杀虫剂抗性上,可将其作为昆虫的药物

靶标,设计和开发新型的杀虫剂。采用 RACE的方法,克隆了葱蝇(Deliaantiqua)GST 基因cDNA的全长序列

(GenBank登录号:JQ625502),获得的cDNA全长874bp,其中阅读框ORF627bp,编码208个氨基酸,推测其相对

分子质量为23.9kD,等电点为5.83。通过该基因推导的氨基酸序列与其它物种的GST蛋白进行相似性比较和系

统发育分析,发现葱蝇与丝光绿蝇(Luciliacuprina)的谷胱甘肽转移酶氨基酸序列同源性最高。该结果进一步丰富

了GST 基因的基础数据,有助于葱蝇的杀虫剂抗性机理和发育机理的相关研究。
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  葱蝇(Deliaantiqua)是双翅目(Diptera)、花蝇

科(Anthomyiidae)、地种蝇属(Delia)的一种世界性

农业害虫,广泛分布于亚洲、欧洲和北美,主要危害

北半球温带地区百合科蔬菜。葱蝇幼虫钻入鳞茎内

取食,使蔬菜腐烂,最终导致萎蔫死亡[1-2]。上世纪

早期,有机氯杀虫剂还可有效控制葱蝇幼虫,但是由

于长期大量地使用导致葱蝇幼虫产生了抗药性。因

此传统的有机氯、有机磷和氨基甲酸酯类等化学农

药已不能满足当今防治虫害的需求[3],人类急需新

型药剂和方法来有效控制葱蝇。
谷胱甘肽S-转移酶(GlutathioneS-transferase,

GST)又称谷胱甘肽巯基转移酶,作为一类以二聚体

形式存在的重要的同工酶超家族,广泛分布于哺乳

动物、鸟类、昆虫、植物以及微生物等生物体中。它

能消除内源还原性谷胱甘肽(GSH)与有害亲电底

物的结合作用,从而增加底物的可溶性使其排出细

胞[4],在拮抗外源性毒物、调节机体免疫功能、抑制

细胞凋亡上发挥着重要作用。研究表明,激素在细

胞内的合成、运输,杀虫剂产生有害氧自由基的清除

也都与GST有关[5]。同时,GST还与药物的抗性

和疾病的易感性有关。

目前,昆虫GST的研究热点主要集中于杀虫剂

抗性。果蝇和家蝇中证实 GST 基因与 DDT抗性

有关[6];在埃及伊蚊(Aedesaegypti)DDT抗性品

系中,两个免疫特性上完全不同的GST 基因都过量

表达[7];冈比亚按蚊一个DDT抗性品系中有多个

Epsilon类GST 基因过量表达[8];过量表达的重组

按蚊GST 基因产物在体外能催化DDT脱氯化氢降

解生成DDE。
葱蝇是昆虫冬滞育和夏滞育分子机理比较研究

的模式种,对于葱蝇饲养、生命表、滞育分子特性等

已有较多的研究[9-11]。利用现有实验室种群,研究

葱蝇GST 基因序列,表达模式和调控机制,对阐明

GST 基因与杀虫剂抗性的关系,以及防治农林害虫

有着重要的理论和实践意义。本研究基于早前测序

的葱蝇EST文库获得了一个GSTcDNA片段,根
据此 片 段 克 隆 并 测 序 获 得 了 葱 蝇 GST 基 因

(DaGST)全长cDNA序列,然后对该序列作了生物

信息学分析,通过与其它昆虫GST 基因序列对比,
并运用邻连法(Neighbor-joining,NJ)构建了系统发

育树。
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1材料与方法

1.1虫源和试剂

研究材料来自于日本东京大学应用昆虫学实验

室,由日本东京大学Ishikawa教授惠赠,再由本研

究团队的陈斌等人在重庆师范大学昆虫与分子生物

学研究所建立实验室种群[9]。成虫饲养在温度为

(23±1)℃、光周期为16h光照∶8h黑暗和相对

湿度为50%~70%的条件下。葱蝇幼虫和蛹饲养

条件类似成虫,但饲养温度为20℃。
研究用菌株为本实验室保存的大肠杆菌(E.

coli)JM109。酶和试剂方面:3’-RACE试剂盒SM-
ARTTM RACE cDNA Amplification Kit 购 于

Clothech 公 司;pMD19-T、Taq DNA 聚 合 酶、
dNTPs、Marker、Primerscript逆转录试剂盒等购于

TaKaRa公司。总 RNA 提取使用 TrizolReagent
(Invitrogen)试剂。DNA胶回收试剂盒购于上海

生工。其它试剂为国产分析纯试剂。
1.2葱蝇GST 基因的cDNA克隆

收集葱蝇不同发育时期的蛹,用无菌双蒸水冲

洗3次,并在液氮中充分研磨,用 Trizol(Invitro-
gen)试剂提取总 RNA,将所得总 RNA 溶解于经

DEPC处理的纯净水中,保存于-80℃备用。
采用20μLPrimerscript反转录体系,以1μg

总RNA为模板按照试剂盒说明合成第一链cDNA,
并以此为模板进行PCR扩增,所有步骤均按试剂的

使用说明书进行。
早前本实验室建立了葱蝇的cDNA文库,并对

文库测序获得了GST 基因5’端的cDNA片段序

列[12]。根据该片段设计了一条特异性引物GST3’:
5’-GCTCAATCCCCAACATACCATTCCCAC-3’,
以葱蝇cDNA为模板,按照SMARTTM RACEcD-
NAAmplification试剂盒操作说明进行3’-RACE
扩增。3’-RACE扩增体系包括:2.5μL的cDNA
为模板以及通用引物UMP和UCC-3。先使用引物

GST3’和UMP扩增,PCR反应条件为94℃预变性

4min;94℃、30s,59℃、40s,72℃、30s,35个循

环;72℃延伸10min。然后取1μL的PCR产物作

为模板,使用引物 GST3’和 UCC-3进行第2次

PCR扩增,扩增条件与第1次相同。
PCR产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳分离、切胶

回收后,将目的 DNA 片段连接到pMD19-T载体

上,并转化到大肠杆菌JM109中,将阳性克隆菌株

送华大基因科技股份有限公司进行 DNA 序列测

定,并对序列结果进行分析。

1.3序列分析

使用 Bioedit软件(http://www.mbio.ncsu.
edu/BioEdit/bioedit.html)拼接DaGSTcDNA对

应的氨基酸序列、搜索开放阅读框、翻译成氨基酸序

列、预测理论分子量和等电点。以 DaGSTcDNA
序列推断的氨基酸序列作为询问序列使用NCBI网

站的 BlastP 程 序 (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST)全面搜索 GenBank无冗余的蛋白质

数据库,然后选择和分析双翅目的同源GST蛋白。
使用 ClustalX 的 MultipleAlignmentMode(ht-
tp://www.clustal.org/)进行多序列的比较分析,
然后把秀丽线虫(Caenorhabditiselegans)的 GST
蛋白序列 (GenBank登录号:NP_491070.1)对齐到

已对齐的双翅目 GST 蛋白序列上。参考黑果蝇

(Drosophilavirilis)的GST蛋白序列(GenBank登

录号:XP_002054337.1)推断所有GST蛋白的保守

和功能区。使用 PAUPversion4.0b10软件(ht-
tp://www.sinauer.com/detail.php?id=8060)基
于NJ法推断所分析GST蛋白序列的系统发育关

系,以秀丽线虫的同源 GST蛋白作为外群,设置

1000个bootstrap重复检测系统发育树各分支的

统计显著性。

2结果与分析

2.1cDNA的克隆及序列分析

根据引物GST3’和UCC-3进行第2次PCR扩

增,扩增产物经1.2﹪琼脂糖凝胶电泳分析出现与

预计大小相一致的特异带(图1),克隆测序得到一

条686bp的片段。将此片段与已知片段拼接得到

一条874bp的cDNA序列,将该序列登录到Gen-
Bank(登录号:JQ625502),此序列包含627bp完整

的开放阅读框(ORF),5’末端非翻译区54bp,3’末
端有一个多聚腺苷酸加尾信号序列(AATAAA,747
~752bp)和一个polyA的尾部,终止密码子后有

193bp的非翻译区(UTR)(图2)。

图1 葱蝇GST基因3’端cDNA序列的PCR扩增结果

Fig.1 ThePCRamplificationproductof3’endofcDNA
ofD.antiquaGSTgene(DaGST)
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注:预测的多聚腺苷酸加尾信号序列(AATAAA)用方

框标出。左侧数字为核苷酸和氨基酸编号

图2 葱蝇GSTcDNA及其推断的氨基酸序列

Fig.2 cDNAanddeducedaminoacidsequencesofDaGST

此627bp完整的开放阅读框推断出的葱蝇

GST蛋白多肽序列由208个氨基酸残基组成。进

行Blastp同源搜索,获得了100个氨基酸序列,这

100个序列都属于GST蛋白,证明克隆出的cDNA
就是DaGST 基因。经过相似性比较,结果表明所

得葱蝇GST氨基酸序列与丝光绿蝇 (Luciliacupri-
na)GST氨基酸序列相似性最高,两者一致率为

84.6%,相似率为92.3%;其次依次为刺舌蝇(Glos-
sinamorsitansmorsitans)、黑果蝇、拟果蝇(Dro-
sophilasimulans)和木瓜实蝇(Bactrocerapapa-
yae),其 一 致 性 分 别 为 81.3%、78.9%、78% 和

76.1%(表1)。葱蝇GST蛋白分子量为23.9kD,
等电点5.83。

通过搜索到的双翅目昆虫GST蛋白序列的比

对和分析,及与黑果蝇已注释了的保守功能区和位

点的对比分析,鉴定出葱蝇GST蛋白有3个保守功

能区:GST N基因家族Delta和Epsilon亚族保守

功能区(第2~74个氨基酸)、谷胱甘肽S-转移酶保

守功能区(第3~187个氨基酸)和3’端 Delta和

Epsilon谷胱甘肽S-转移酶alpha螺旋域(第88~
205个氨基酸)(图3)。

表1 葱蝇GST与14个其它双翅目昆虫及秀丽线虫同源GST的氨基酸一致率和相似率

Tab.1 TheGSTproteins14DipteranspeciesandC.elegansthatarehomologoustoDaGSTandusedforsequence

andphylogeneticanalysis,withpercentidentityandsimilaritycomparedwithGSTproteinsofD.antiqua

物种
GenBank
访问号码

一致率

/%

相似率

/%
物种

GenBank
访问号码

一致率

/%

相似率

/%

丝光绿蝇

L.cuprina
AAA29287.1 84.6 92.3

刺舌蝇

G.morsitansmorsitans
ADD20585.1 81.3 91.8

黑果蝇

D.virilis
XP_002054337.1 78.9 88.5

拟果蝇

D.simulans
AAK66764.1 78.0 89.0

木瓜实蝇

B.papayae
AAO19738.1 76.1 88.0

黑带食蚜蝇

Episyrphusbalteatus
CAH58743.1 72.0 81.5

黑腹果蝇

Drosophilamelanogaster
AAM52032.1 69.8 79.3

家蝇

Muscadomestica
CAA63945.1 67.6 79.5

伸展双叶摇蚊

Chironomustentans
ACP27595.1 67.3 79.8

摇蚊

Chironomusriparius
ADK66959.1 66.8 80.8

大劣按蚊

Anophelesdirus
AAG38507.1 64.6 77.0

致倦库蚊

Culexquinquefasciatus
BAH59438.1 64.4 78.3

冈比亚按蚊

Anophelesgambiae
CAB03592.1 64.1 78.5

黑森瘿蚊

Mayetioladestructor
ABG56084.1 63.3 77.6

秀丽线虫

C.elegans
NP_491070.1 30.3 45.7
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注:每个氨基酸残基上方标注了相应的数字,“*”代表相同的氨基酸,灰色部分为功能区C端结构域,GSH结合位点用方框

标出。“-”“=”和“+”分别代表GSTN家族、谷胱甘肽S-转移酶和C终端域的Delta和Epsilon亚族保守区域。“-”代表一个空

格,拉丁学名所对应的物种中文名参见表1。
图3 葱蝇GST蛋白序列与其它5个双翅目同源氨基酸序列比较

Fig.3 AlignmentofGSTofD.antiquawithother5homologousDipteranGSTs

2.2系统发育分析

选择表1所列物种并包括葱蝇在内的15个双

翅目中具代表性的GST蛋白,使用秀丽线虫的同源

GST蛋白作为外群构建了系统发育树,并用boot-
strap1000次重复对其分支作了统计检测(图4)。
结果表明葱蝇和丝光绿蝇的GST蛋白最近,其次是

刺舌蝇的GST蛋白,它们形成一个单系,bootstrap
值达77%。果蝇、蚊科昆虫、摇蚊分别形成单系,
bootstrap值达100%。

3讨论

昆虫在受到外源或内源化合物的危害下,其体

内都会发生一系列的信号转导,从而引起应激反

应[13-14]。研究昆虫抗性的机制对病虫害防治、新型

杀虫剂的研制以及指导农业生产具有十分重要的理

论意义和实践意义。但是,由于昆虫的种类多、分布

广以及形态特征、生理特性的多样性,使得许多昆虫

抗性机制尚不清楚。谷胱甘肽S-转移酶是广泛存

在于细胞内的二聚体蛋白质,涉及到细胞内的解毒,
蛋白质转运和伴侣等,是昆虫杀虫剂抗性机理研究

和杀虫剂开发的重要靶标。目前有关GST 基因表

  注:使用秀丽线虫的同源GST序列作为外群,大于50%
的bootstrap值标记在树的分支节点上,拉丁学名所对应的

物种中文名参见表1。
图4 15个双翅目昆虫GST蛋白的邻连(N-J)树。

Fig.4 Theneighbor-joining(NJ)treeof15DipteranGSTs

达的调控机制研究在哺乳动物中取得了相当大的进

展,但是在昆虫中的研究相对较少[15]。
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基于本实验室早前测序的葱蝇EST文库获得
的一个GSTcDNA片段,本研究通过RACE方法
从葱蝇的蛹中克隆并测序获得了DaGST 基因全长

cDNA序列,该cDNA的序列分析有助于进一步丰
富GST 基因的基础数据;而系统发育分析表明葱蝇
的GST蛋白与丝光绿蝇和刺舌蝇的 GST蛋白最
近。这对于葱蝇的杀虫剂抗性机理和发育机理研究
具有一定的理论意义。
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AnimalSciences

CloningandSequenceAnalysisofGlutathioneS-transferaseGeneinDeliaantiqua

XIAJie,CHENBin,HAOYou-jin,SIFeng-ling
(InstituteofEntomologyandMolecularBiology,ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,
ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:GlutathioneS-transferase(GST)isakindofdetoxifyingenzymeswidelyexistingininsects.Itsperoxidasevitalitycan
protecttheorganismsagainstendogenousoroxidedamage.Theinsectresistancetosomepesticidesisrelativetotheexpression
quantityofGST,andpastresearchofinsectGSTmainlyfocusedontheimportantroleintheformationofpesticidesresist-
ance.Thiskindofgenescanbeusedasthetargetofinsecticidetodesignanddevelopnewpesticides.Inthisresearch,thefull
lengthofGSTcDNAoftheonionmaggot(Deliaantiqua)wasclonedusingRACEtechnique(GenBankaccessnumber:
JQ625502).TheresultshowedthatthefulllengthofcDNAis874bplong,withanopenreadingframe(ORF)of627bp,en-
codingaproteinof208aminoacidswithacalculatedmolecularweightof23.9kDandtheoreticalisolectricpointof5.83.The
deducedaminoacidsequencehasthehighestidentitywiththatofLuciliacuprinabasedhomologicalanalysis,andaphylogenic
treewasinferredwithhomologicalGSTsequencesfromotherinsects.Theresultsprovideabaseandinformationframeforfur-
therresearchoftheGSTgene,andcontributetotherelatedresearchoftheinsecticideresistancemechanismanddevelopment
mechanismaboutDeliaantiqua
Keywords:Deliaantiqua;GlutathioneS-transferase;GSTgene;sequenceanalysis;phylogenetictree
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