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　 　 摘要：　 乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）是有机磷（Ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＯＰ）和氨基甲酸酯（Ｃａｒｂａｍａｔｅ，ＣＢ）类杀虫剂的作用

靶标。 昆虫乙酰胆碱酯酶基因（ａｃｅ）表达量的上升或基因突变导致其对杀虫剂的敏感性下降是昆虫产生抗药性的

重要原因。 本研究利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术和 ｃＤＮＡ 末端快速扩增（ＲＡＣＥ）技术成功克隆到三化螟（Ｓｃｉｒｐｏｐｈａｇａ ｉｎｃｅｒｔｕｌａｓ
Ｗａｌｋｅｒ）的两个乙酰胆碱酯酶基因，分别命名为 Ｓｉａｃｅ１ 和 Ｓｉａｃｅ２。 Ｓｉａｃｅ１ 的完整开放阅读框（Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，
ＯＲＦ）长２ ０８５ ｂｐ，编码含 ６９４ 个氨基酸的乙酰胆碱酯酶 １（ＳｉＡＣｈＥ１）。 Ｓｉａｃｅ２ 的 ＯＲＦ 长１ ９１７ ｂｐ，编码含 ６３８ 个氨基

酸的乙酰胆碱酯酶 ２（ＳｉＡＣｈＥ２）。 将三化螟的两个乙酰胆碱酯酶与已报道的各物种的乙酰胆碱酯酶进行相似性比

较，结果显示在蛋白水平上，ＳｉＡＣｈＥ１ 与台湾稻螟的 ＡＣｈＥ１ 有最高的相似性，达到 ９４％；ＳｉＡＣｈＥ２ 与二化螟的 ＡＣｈＥ２
具有最高的相似性，为 ９８％。 本研究为水稻上重要螟虫的乙酰胆碱酯酶基因对比研究提供了基础。
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　 　 昆 虫 的 乙 酰 胆 碱 酯 酶 （ Ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，
ＡＣｈＥ）是有机磷和氨基甲酸酯类农药的作用靶标。
昆虫对有机磷和氨基甲酸酯类农药产生抗药性的重

要原因之一是乙酰胆碱酯酶基因（ａｃｅ）保守区域内

碱基突变使得相应氨基酸发生改变，其产物 ＡＣｈＥ
发生变构，导致昆虫对杀虫剂的敏感性下降，由此使
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昆虫产生抗药性［１⁃２］。 随着广泛而持续地使用有机

磷和氨基甲酸酯类农药，已发现多种昆虫的 ａｃｅ 产

生了与这两类药剂抗性相关的突变［３⁃６］。 昆虫 ａｃｅ
上形成的抗性相关突变，有单个位点的突变，也有多

个位点的同时突变。 在二化螟（Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ）对
三唑磷高抗的品系中，ＡＣｈＥ１ 的 Ａ３１４Ｓ 单点突变使

二化螟对三唑磷的抗性达数百倍或上千倍［６］。 在

埃及伊蚊（Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ）的 ａｃｅ 中，与抗性相关的突

变数目越多，其 ＡＣｈＥ 对杀虫剂的敏感性降低就越

大。 同时含有 Ｇ２８５Ｙ 和 Ｆ３５０Ｙ 两个突变与同时含

有 Ｆ１０５Ｓ、Ｇ２８５Ｙ 和 Ｆ３５０Ｙ ３ 个突变的埃及伊蚊对

对氧磷和残杀威均有很高的抗性［７］。 在果蝇（Ｄｒｏ⁃
ｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）抗性品系中，果蝇 ＡＣｈＥ 上的多

个突变组合比单个突变所导致的对药剂敏感性的影

响要大。 这些研究结果表明 ａｃｅ 的多个突变可导致

昆虫产生更高水平的抗性［３，７⁃８］。
自从第一个昆虫 ａｃｅ 从黑腹果蝇中克隆出来

后，如今已经有超过 ３０ 种昆虫的 ａｃｅ 被克隆［９⁃１０］。
早期从果蝇、铜绿蝇（Ｌｕｃｉｌｉａ ｃｕｐｒｉｎａ）和家蝇（Ｍｕｓｃａ
ｄｏｍｅｓｔｉｃａ）体内只克隆到一个 ａｃｅ，当时普遍认为昆

虫体内只存在一个 ａｃｅ。 当从尖音库蚊（Ｃｕｌｅｘ ｐｉｐｉ⁃
ｅｎｓ）、冈比亚按蚊（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ）和棉蚜（Ａｐｈｉｓ
ｇｏｓｓｙｐｉｉ）体内克隆到两种 ａｃｅ 后便改变了昆虫体内

只有一种 ａｃｅ 的观念［１１⁃１４］。 此后在越来越多的昆虫

体内发现有两种 ａｃｅ 基因。 在有两种 ａｃｅ 的昆虫中，
如小菜蛾 （Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ）、烟青虫 （Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ
ａｓｓｕｌｔａ）、德国小蠊（Ｂｌａｔｔｅｌｌａ ｇｅｒｍａｎｉｃａ）、温带臭虫

（Ｃｉｍｅｘ ｌｅｃｔｕｌａｒｉｕｓ）等，他们 ａｃｅ１ 的转录水平明显高

于 ａｃｅ２［１５⁃１８］。 此外，昆虫对有机磷和氨基甲酸酯类

农药的抗性突变绝大多数出现在 ａｃｅ１ 上。 据此认

为，在含有两种 ａｃｅ 的昆虫体内，ａｃｅ１ 基因所编码的

ＡＣｈＥ１ 是行使生理功能的主效功能蛋白［１０］。
三化螟（ Ｓｃｉｒｐｏｐｈａｇａ ｉｎｃｅｒｔｕｌａｓ Ｗａｌｋｅｒ） 曾是中

国长江流域及其以南各水稻生产区的重要害虫之

一。 近年来随着耕作制度等的改变，三化螟的分布

范围有了较大的变化，现主要分布在南方沿海等水

稻生产区，三化螟在这些地区局部常年严重危

害［１９］。 对三化螟的防控，仍旧是以化学药剂为主。
有机磷类和氨基甲酸酯类农药是防治三化螟的重要

药剂［２０］。 为了研究三化螟的乙酰胆碱酯酶基因对

有机磷和氨基甲酸酯类农药是否出现了抗性相关的

突变，本研究克隆了三化螟的两个 ａｃｅ，并对这两个

ａｃｅ 进行序列分析。 以期为对比研究水稻上几种重

要螟虫的乙酰胆碱酯酶基因提供了基础。

１　 材料和方法

１．１　 三化螟采集

三化螟采自江西瑞昌，液氮速冻后于－８０ ℃ 冰

箱保存。
１．２　 总 ＲＮＡ 提取及第一链 ｃＤＮＡ 合成

单头三化螟，利用 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司的 ＳＶ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒 （ Ｐｒｏｍｅｇａ，
Ｍａｄｉｓｏｎ， ＷＩ， ＵＳＡ）提取总 ＲＮＡ。 所有操作按说明

书进行。 提取的总 ＲＮＡ 于－８０ ℃保存备用。
提取的三化螟总 ＲＮＡ，利用 ＴａＫａＲａ 公司的

ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 反转录试剂盒（宝生物大

连科技有限公司产品）进行第一链 ｃＤＮＡ 合成。 取

约 １ μｇ 的总 ＲＮＡ， ２０ μｌ 的反应体系，反应条件如

下：首先 ３７ ℃温育 １５ ｍｉｎ，随后 ８５ ℃孵育 ５ ｓ，最后

冰上孵育 ５ ｍｉｎ。 合成的 ｃＤＮＡ 于－２０ ℃保存备用。
１．３　 三化螟 ａｃｅ１ 和 ａｃｅ２ 的 ｃＤＮＡ 片段扩增

基于已报道的鳞翅目昆虫的 ａｃｅ１ 和 ａｃｅ２ 核酸序

列，设计兼并引物 Ｓｉａｃｅ１ＪＢ⁃Ｆ：５′⁃ＡＣＴＡＴＧＴＧＧＡＡＹＣＣ⁃
ＮＡＡ⁃３′、Ｓｉａｃｅ１ＪＢ⁃Ｒ：５′⁃ＴＧＡＴＣＲＡＡＮＡＲＮＣＣＮＧＣＲＴＴ⁃
ＮＣＣ⁃３′ 和 Ｓｉａｃｅ２ＪＢ⁃Ｆ： ５′⁃ＧＧＡＡＴＷＣＣＳＴＷＹＧＣＹＲＡ⁃
ＲＣＣＹＣＣ⁃３′、 Ｓｉａｃｅ２ＪＢ⁃Ｒ： ５′⁃ＡＶＣＣＮＣＣＤＣＣＲＴＡＷＡＴ⁃
ＣＣＡ⁃３′，分别用于扩增三化螟的 ａｃｅ１ 和 ａｃｅ２ 序列

片段。
扩增三化螟的 ａｃｅ１ 和 ａｃｅ２ 序列片段的 ＰＣＲ 反

应条件如下：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；再 ９４ ℃变性 ３０ ｓ，
退火采用 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ 程序，从 ５６ ℃降至 ４６ ℃，每 ２
个循环降低 ２ ℃，退火时间为 ３０ ｓ，然后 ７２ ℃延伸

４０ ｓ；再 ９４ ℃变性 ３０ ｓ，４６ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸

４０ ｓ，按此运行 ２４ 个循环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 所使用的酶为 ＴａＫａＲａ 公司生产的 ＬＡ Ｔａｑ 酶。
扩增反应体系为 ２５ μｌ。
１．４　 三化螟 ａｃｅ１ 和 ａｃｅ２ 的 ５′ＲＡＣＥ 和 ３′ＲＡＣＥ
扩增

　 　 利用 ＲＡＣＥ 技术扩增三化螟 ａｃｅ１ 和 ａｃｅ２ ５′末
端和 ３′末端序列。 分别基于已扩增得到的 ａｃｅ１ 和

ａｃｅ２ 的序列片段，设计用于 ＲＡＣＥ 扩增的特异引物。
设计的均是巢式 ＰＣＲ 引物。 扩增 ａｃｅ１ ５′末端的两

条 特 异 引 物 分 别 是： ５ａｃｅ１⁃Ｐ１： ５′⁃ＧＡＧＡＡＡＣ⁃
ＣＣＴＡＧＣＧＡＡＧＣＡＡＣＴＣＴＧＴ⁃３′和 ５ａｃｅ１⁃Ｐ２： ５′⁃ＡＧＣ⁃
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ＣＡＣＣＡＣＣＧＡＡＴＡＣＣＣＡＣＡＡＣＡ⁃３′。 扩增 ａｃｅ１ ３′末
端的两条特异引物分别是：３ａｃｅ１⁃Ｐ１： ５′⁃ＡＴＧＴＴＧＴ⁃
ＧＧＧＴＡＴＴＣＧＧＴＧＧＴ⁃３′和 ３ａｃｅ１⁃Ｐ２： ５′⁃ＧＡＧＴＴＧＣＴ⁃
ＴＣＧＣＴＡＧＧＧＴＴＴＣＴ⁃３′。 扩增 ａｃｅ２ ５′末端的两条特

异引物分别是：５ａｃｅ２⁃Ｐ１： ５′⁃ＧＴＣＡＧＴＧＧＴＴＴＡＴＣＴＴ⁃
ＧＧＴＧＧＴＧＡＣＧ⁃３′ 和 ５ａｃｅ２⁃Ｐ２： ５′⁃ＡＣＴＧＧＴＡＧＣＴ⁃
ＴＣＡＡＧＡＡＣＴＣＣＡＴＧＣＣ⁃３′。 扩增 ａｃｅ２ ３′末端的两条

特异引物分别是： ３ａｃｅ２⁃Ｐ１： ５′⁃ＡＧＣＴＡＣＣＡＧＴＡＴ⁃
ＧＣＣＡＡＡＴＡＧＣ⁃３′ 和 ３ａｃｅ２⁃Ｐ２： ５′⁃ＡＧＧＧＴＡＣＧＴ⁃
ＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＡＴ⁃３′。 相应 ＰＣＲ 扩增体系中所使用

的另一条引物即为 ＲＡＣＥ 试剂盒内提供的引物：
ＵＰＭ 和 ＮＵＰ。 具体序列请参见试剂盒说明书。

使用 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司的 ＳＭＡＲＴｅｒ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ， Ｍｏｕｎｔａｉｎ Ｖｉｅｗ，
ＣＡ， ＵＳＡ）进行 ５′末端和 ３′末端序列扩增。 首先制

备 ５′⁃ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ 模板和 ３′⁃ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ 模板，相
关操作按照说明书进行。 然后利用试剂盒内的

ＤＮＡ 扩增酶进行 ５′末端和 ３′末端序列扩增。 进行

两轮巢式 ＰＣＲ 扩增，第 １ 轮扩增的条件为：９４ ℃预

变性 ３ ｍｉｎ；再 ９４ ℃变性 ３０ ｓ，退火采用 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ
程序，从 ７３ ℃降至 ６６ ℃，每个循环降低 １ ℃，退火

时间为 ３０ ｓ，然后 ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，再 ９４ ℃变性 ３０
ｓ，６７ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，按此运行 ３０ 个

循环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 第 ２ 轮扩增条件为：
９４ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ；再 ９４ ℃ 变性 ３０ ｓ，退火采用

Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ 程序，从 ７５ ℃降至 ６７ ℃，每个循环降低

１ ℃，退火时间为 ３０ ｓ，然后 ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，再 ９４
℃变性 ３０ ｓ，６８ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，按此

运行 ３０ 个循环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 第一轮扩

增产物稀释 １０ 倍后作为第二轮扩增的模板。 第一

轮和第二轮的反应体系均为 ５０ μｌ，相关组分按照说

明书配制。
１．５　 ＰＣＲ 产物电泳检测与克隆测序

所有 ＰＣＲ 产物经 １．５％的琼脂糖凝胶电泳后溴

化乙锭染色检测。 将潜在的目标产物条带切胶回

收。 凝胶回收试剂盒由北京天根生物技术有限公司

生产，操作按说明书进行。 回收的 ＰＣＲ 产物连接到

北京全式金生物技术有限公司生产的 ｐＥＡＳＹ⁃Ｔ３ 克

隆载体上进行转化，然后挑取 ５ 个单克隆，摇菌培养

后送至南京金斯瑞生物科技有限公司进行测序。 测

序结果在 ＮＣＢＩ 数据库中进行 ｂｌａｓｔｘ 和 ｔｂｌａｓｔｘ 分析。

１．６　 序列比对与系统进化分析

从 ＮＣＢＩ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中搜索已报道的昆

虫 ＡＣｈＥ 氨基酸序列，将本研究克隆的三化螟的两

个 ＡＣｈＥ 氨基酸序列利用 ＣＬＵＳＴＡＬ Ｘ １．８ 软件进行

多重序列比对分析。 以此确定三化螟 ＡＣｈＥ 氨基酸

序列上重要的家族特征结构和序列。 此外，基于多

重序列比对结果，利用 ＭＥＧＡ ５．１ 软件，采用邻接法

（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ）构建 ＡＣｈＥ 的分子系统进化树。

２　 结果与分析

２．１　 三化螟两个 ａｃｅ 的 ｃＤＮＡ 序列

对于三化螟 ａｃｅ１（Ｓｉａｃｅ１），通过兼并引物 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 扩增，克隆得到一条序列片段。 随后基于该序列

片段，利用 ＲＡＣＥ 技术成功获得该片段的 ５′ 末端序

列和 ３′ 末端序列，最终得到该基因的完整开放阅读

框（Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ）。 该 ＯＲＦ 长 ２ ０８５ ｂｐ，
编码 含 ６９４ 个 氨 基 酸 残 基 的 蛋 白 （ ＧｅｎＢａｎｋ：
ＫＴ８９３３１３）。 该编码蛋白包含乙酰胆碱酯酶 １ 家族重

要的结构特征（图 １Ａ）：第一是催化三联体结构，由
Ｓｅｒ３１３、Ｇｌｕ４３９、Ｈｉｓ５５３ ３ 个氨基酸残基组成；第二是

酰基口袋结构，由 Ｔｒｐ３４６、Ｐｈｅ４０２、Ｐｈｅ４４３ ３ 个氨基酸

残基构成；第三是胆碱结合位点为 Ｔｒｐ１９８ 氨基酸残

基；第四是氧负离子洞，由 Ｇｌｙ２３１、Ｇｌｙ２３２、Ａｌａ３１４ 这 ３
个残基构成；第五是 ３ 个保守的分子内部二硫键，分
别是 Ｃｙｓ１８１⁃Ｃｙｓ２０８、Ｃｙｓ３６７⁃Ｃｙｓ３８０、Ｃｙｓ５１５⁃Ｃｙｓ６３７；
第六是“ＦＧＥＳＡＧ”保守结构域。 该蛋白序列与台湾

稻螟的 ＡＣｈＥ１ 序列具有最高的相似性，达到 ９４％。
对于三化螟 ａｃｅ２（Ｓｉａｃｅ２），先后通过兼并引物

ＲＴ⁃ＰＣＲ 和利用 ＲＡＣＥ 技术进行扩增，最终得该基

因的完整 ＯＲＦ 序列。 Ｓｉａｃｅ２ 的完整 ＯＲＦ 长 １ ９１７
ｂｐ，编码含 ６３８ 个氨基酸残基的蛋白 （ ＧｅｎＢａｎｋ：
ＫＴ８９３３１４）。 该编码蛋白包含乙酰胆碱酯酶 ２ 家族

重要的结构特征（图 １Ｂ）：第一是催化三联体结构，
由 Ｓｅｒ２６６、Ｇｌｕ３９５、Ｈｉｓ５０９ ３ 个氨基酸残基组成；第
二是酰基口袋结构，由 Ｔｒｐ２９９、Ｐｈｅ３５８、Ｐｈｅ３９９ ３ 个

氨基酸残基构成；第三是胆碱结合位点为 Ｔｒｐ１３３ 氨

基酸残基；第四是氧负离子洞，由 Ｇｌｙ１７８、Ｇｌｙ１７９、
Ａｌａ２６７ ３ 个残基构成；第五是 ３ 个保守的分子内部

二 硫 键， 分 别 是 Ｃｙｓ１１６⁃Ｃｙｓ１４３、 Ｃｙｓ３２０⁃Ｃｙｓ３３５、
Ｃｙｓ４７１⁃Ｃｙｓ５９０；第六是“ＦＧＥＳＡＧ”保守结构域。 该

蛋白序列与二化螟的 ＡＣｈＥ２ 序列具有最高的相似

性，达到 ９８％。
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黄色标注氨基酸组成催化三联体结构；红色标注氨基酸组成酰基口袋结构；粉色标注氨基酸是胆碱结合位点；绿色标注氨基酸组成氧负离

子洞；青色标注氨基酸是三个保守的分子内部二硫键；白框内是“ＦＧＥＳＡＧ”保守结构域。
图 １　 三化螟、二化螟及台湾稻螟的 ＡＣｈＥ１（Ａ）、ＡＣｈＥ２（Ｂ）氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡＣｈＥ１ （Ａ） ａｎｄ ＡＣｈＥ２ （Ｂ） ｆｒｏｍ Ｓｃｉｐｏｐｈａｇａ ｉｎｃｅｒｔｕｌａｓ， Ｃ． ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ ａｎｄ Ｃ． ａｕｒｉｃｉｌｉｕｓ

２．２　 系统进化关系分析

从 ＮＣＢＩ 数据库中搜索得到已报道的 ３４ 种昆虫的

ＡＣｈＥｓ 氨基酸序列，然后利用ＭＥＧＡ ５．１ 软件构建分子

系统进化树。 从分子系统进化树（图 ２）可以看出，
ＡＣｈＥ１ 和 ＡＣｈＥ２ 被清晰地划分成两大分支，本研究得

到的 ＳｉＡＣｈＥ１ 和 ＳｉＡＣｈＥ２ 分别都被归类到各自的一支

之中。 这进一步表明，我们所克隆到的基因 Ｓｉａｃｅ１ 和

Ｓｉａｃｅ２确实是三化螟的乙酰胆碱酯酶 １ 基因和乙酰胆

碱酯酶 ２ 基因。 另外，ＳｉＡＣｈＥ１ 和 ＳｉＡＣｈＥ２ 在各自分

支中均与已报道的二化螟和台湾稻螟的乙酰胆碱酯酶

紧密相邻，表明三化螟与二化螟、台湾稻螟等水稻重要

螟虫在进化关系上很近。
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左边框内是 ＡＣｈＥ１，右边框内是 ＡＣｈＥ２。 黑色方块标注的是三化螟的 ＡＣｈＥ１ 和 ＡＣｈＥ２。 括号内是 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号。 各物种是：豌豆蚜

（Ａｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎ ｐｉｓｕｍ）、埃及伊蚊（Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ）、白纹伊蚊（Ａ． ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ）、冈比亚按蚊（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ）、棉蚜（Ａｐｈｉｓ ｇｏｓｓｙｐｉｉ）、西方蜜蜂

（Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ）、油橄榄果实蝇（Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｏｌｅａｅ）、烟粉虱（Ｂｅｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ）、德国小蠊（Ｂｌａｔｔｅｌｌａ ｇｅｒｍａｎｉｃａ）、野桑蚕（Ｂｏｍｂｙｘ ｍａｎｄａｒｉｎａ）、家蚕

（Ｂ． ｍｏｒｉ）、台湾稻螟（Ｃｈｉｌｏ ａｕｒｉｃｉｌｉｕｓ）、二化螟（Ｃ． ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ）、温带臭虫（Ｃｉｍｅｘ ｌｅｃｔｕｌａｒｉｕｓ）、尖音库蚊（Ｃｕｌｅｘ ｐｉｐｉｅｎｓ）、致倦库蚊（Ｃ． ｑｕｉｎｑｕｅ⁃
ｆａｓｃｉａｔｕｓ）、三带喙库蚊 （ Ｃ． ｔｒｉｔａｅｎｉｏｒｈｙｎｃｈｕｓ）、苹果蠢蛾 （ Ｃｙｄｉａ ｐｏｍｏｎｅｌｌａ）、黑腹果蝇 （ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）、家蚕追寄蝇 （ Ｅｘｏｒｉｓｔａ
ｓｏｒｂｉｌｌａｎｓ）、棉铃虫（Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ）、烟草夜蛾（Ｈ． ａｓｓｕｌｔａ）、马铃薯甲虫（Ｌｅｐｔｉｎｏｔａｒｓａ ｄｅｃｅｍｌｉｎｅａｔａ）、嗜卷书虱（Ｌｉｐｏｓｃｅｌｉｓ ｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉｌａ）、
铜绿蝇（ Ｌｕｃｉｌｉａ ｃｕｐｒｉｎａ）、家蝇 （Ｍｕｓｃａ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ）、桃蚜 （Ｍｙｚｕｓ ｐｅｒｓｉｃａｅ）、丽蝇蛹集金小蜂 （ Ｎａｓｏｎｉａ ｖｉｔｒｉｐｅｎｎｉｓ）、黑尾叶蝉 （ Ｎｅｐｈｏｔｅｔｔｉｘ
ｃｉｎｃｔｉｃｅｐｓ）、褐飞虱（Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ）、小菜蛾（Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ）、禾谷缢管蚜（Ｒｈｏｐａｌｏｓｉｐｈｕｍ ｐａｄｉ）、麦长管蚜（ Ｓｉｔｏｂｉｏｎ ａｖｅｎａｅ）、赤拟谷盗

（Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅｕｍ）。
图 ２　 ＡＣｈＥ１ 和 ＡＣｈＥ２ 氨基酸序列分子系统进化分析

Ｆｉｇ．２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ Ｓｃｉｒｐｏｐｈａｇａ ｉｎｃｅｒｔｕｌａｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡＣｈＥ１ ａｎｄ ＡＣｈＥ２
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３　 讨 论

本研究克隆了三化螟的两个乙酰胆碱酯酶基因

Ｓｉａｃｅ１ 和 Ｓｉａｃｅ２，并分别在核酸水平和蛋白水平对他

们的相关特征进行了分析。 基于乙酰胆碱酯酶家族

保守结构特征的分析，确认本研究所克隆的两个基

因是三化螟的两个乙酰胆碱酯酶基因。
三化螟是水稻上的重要危害螟虫之一。 三化螟

会与二化螟、大螟等螟虫同时在稻田内发生危害。
对于水稻螟虫的防治，目前还是主要依赖化学农药。
近年来，水稻螟虫防控使用最广泛的化学药剂是酰

胺类农药。 不过，有机磷类和氨基甲酸酯类农药在

多数地区仍旧是水稻螟虫防治的重要药剂［２０⁃２１］。
昆虫乙酰胆碱酯酶是有机磷类和氨基甲酸酯类化学

药剂的作用靶标。 已有较多报道显示，二化螟已对

这两种类型药剂产生抗性相关的突变［３⁃６］。 台湾稻

螟也检测到了与有机磷农药（三唑磷）抗性相关的

突变［２２］。 由于三化螟、二化螟、台湾稻螟等螟虫在

水稻上的为害方式以及生活史周期等差异不大，故
对这些螟虫通常是使用相同的药剂进行同时防治。
此外，分子系统进化关系分析显示这三类水稻螟虫

在进化关系上比较近。 由此导致这三种类型螟虫对

相同药剂同时产生抗性，并且具有相似的抗性机制。
在台湾稻螟的 ＡＣｈＥ１ 上发现了与二化螟 ＡＣｈＥ１ 上

相同的突变 （Ａ３１４Ｓ），该突变与三唑磷的抗性相

关［２２］。 因此，本研究克隆获得了三化螟的两个乙酰

胆碱酯酶基因，为后续深入研究三化螟对有机磷和

氨基甲酸酯类农药的抗性机理提供了重要基础。
研究结果显示，大多数昆虫体内具有两个乙酰

胆碱酯酶基因，仅极少数昆虫只含有一个乙酰胆碱

酯酶基因［１０］。 水稻上的几种重要螟虫，如二化螟和

台湾稻螟，以及本试验所研究的三化螟，都含有两种

乙酰胆碱酯酶基因（ａｃｅ１ 和 ａｃｅ２）。 此外，ＡＣｈＥ１ 和

ＡＣｈＥ２ 的分子系统进化分析显示，这 ３ 种水稻螟虫

在进化关系上距离很近。 不过，虽然这 ３ 种水稻螟

虫都是以水稻作为主要寄主，但二化螟和台湾稻螟

属于寡食性昆虫，而三化螟是单食性昆虫。 因此，这
３ 种水稻螟虫的 ａｃｅ１ 和 ａｃｅ２ 时空表达特征是否相

似值得进行对比研究。
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