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烟草甲两个羧酸酯酶基因的克隆及表达模式
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摘　要：为了深入了解羧酸酯酶 （Ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ，ＣａｒＥ）基因在烟草甲 Ｌａｓｉｏｄｅｒｍａｓｅｒｒｉｃｏｒｎｅ生长发育及响应
ＣＯ２气调胁迫方面的作用，在转录组测序基础上，利用ＲＴＰＣＲ技术克隆了烟草甲２个ＣａｒＥ基因ｃＤＮＡ全序列，
对其分子特性和系统发育进行分析，并利用实时定量 ＰＣＲ技术检测其在不同发育阶段及不同 φ（ＣＯ２）气调胁迫
条件下的表达模式。获得了烟草甲２个ＣａｒＥ基因完整的开放阅读框，其长度为１６９８ｂｐ和１６９５ｂｐ，编码５６５
和５６４个氨基酸。氨基酸同源性和系统进化树分析表明，它们均具有羧酸酯酶典型的保守结构域，且属于 β家
族，分别命名为ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＧ１８９６０１和ＭＧ１８９６０２）。ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２在烟
草甲的各发育阶段均有所表达，其中在高龄幼虫期的表达量较高，显著高于低龄幼虫、蛹和成虫期的表达水平。

ＬＣ１０、ＬＣ３０和ＬＣ５０３种φ（ＣＯ２）处理６ｈ后，ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２的ｍＲＮＡ表达量随胁迫φ（ＣＯ２）升高而上调且
显著高于对照组。推测ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２不仅对烟草甲的生长发育具有重要作用，而且是其响应ＣＯ２气调胁
迫的重要机制之一。
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　　烟草甲Ｌａｓｉｏｄｅｒｍａｓｅｒｒｉｃｏｒｎｅ（Ｆａｂｒｉｃｉｕｓ），隶属
鞘翅目Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ、窃蠹科 Ａｎｏｂｉｉｄａｅ，是一种世界
性的仓储害虫，在中国大部分地区都有分布。该虫

寄主范围广，对烟叶、粮食、茶叶、中药材等多种

储藏物造成危害［１］。主要以幼虫潜居寄主体内进

行蛀食，排出大量粪便、留下虫尸、产生异味，严

重影响储藏物的产量和品质，其发生危害具有较强

的隐蔽性［２］。目前烟草甲的防治主要以化学药剂

熏蒸为主，不仅带来食品安全和人类安全隐患，而

且导致其对杀虫剂产生了不同程度的抗药性，需要

探索新的仓储害虫防治策略［３－４］。气调技术 （利用

高φ（ＣＯ２）和低φ（Ｏ２）协同作用）作为一种新的防
治手段，近年来被广泛应用于仓储害虫的防治［５］，

但目前已在谷象 Ｓｉｔｏｐｈｉｌｕｓｇｒａｎａｒｉｅｓ、赤拟谷盗 Ｔｒｉ
ｂｏｌｉｕｍｃａｓｔａｎｅｕｍ、粉斑螟Ｅｐｈｅｓｔｉａｃａｕｔｅｌｌａ、嗜卷书
虱Ｌｉｐｏｓｃｅｌｉｓｂｏｓｔｒｙｃｈｏｐｈｉｌａ等发现其对ＣＯ２气调产生
了不同程度的抗性［６－１０］。前期研究对昆虫应对

ＣＯ２气调胁迫适应性主要集中在生理学和生态学方
面，而分子水平上的机制研究尚未见报道。

羧酸酯酶 （ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ，ＣａｒＥ）是一种多
功能家族酶，广泛存在于微生物、植物、昆虫和哺

乳动物中。ＣａｒＥ属于丝氨酸水解酶家族，具有多
种类型，有广泛的底物专一性和重迭性，大多数酶

的反应机理相同，因为在其氨基酸序列上存在保守

的催化三联体活性中心 （Ｓｅｒ、Ｈｉｓ、Ｇｌｕ）。在昆虫
体内，ＣａｒＥ的生理功能并不局限在对外源化合物
的解毒代谢和对杀虫剂的抗药性形成中的作

用［１１－１２］，近年来研究发现它在昆虫信息素、激素

降解以及调节昆虫行为中起着重要作用。此外，部

分ＣａｒＥ与昆虫神经形成和发育调控密切相关。本
课题组前期研究发现，高体积分数 ＣＯ２气调胁迫
后烟草甲体内ＣａｒＥ酶活性显著升高［１７］，推测ＣａｒＥ

可能在害虫应对 ＣＯ２气调胁迫过程中发挥着重要
作用。

为了探究ＣａｒＥ基因在烟草甲体内的生理功能，
本研究以转录组测序获得的 ＣａｒＥ序列为基础，利
用ＲＴＰＣＲ技术克隆获得烟草甲２条 ＣａｒＥ基因的
ｃＤＮＡ全长序列，并对其氨基酸序列、同源性和系
统发育进行生物信息学分析，同时对其在不同发育

阶段及 ＣＯ２气调胁迫下的表达模式进行分析，旨
在分析 ＣａｒＥ基因与烟草甲生长发育及与 ＣＯ２气调
胁迫响应的相关性，为理解该虫生长发育调控及气

调胁迫下的应激机制提供分子基础。

１　材料和方法
１１　供试昆虫

供试烟草甲于２０１０年采自贵州省贵阳市，置
于温度为（２８±１）℃，相对湿度为（７５±５）％，全
黑暗的人工气候箱内，以中药材当归 Ａｎｇｅｌｉｃａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ为食料连续饲养繁殖４０代以上。
１２　主要试剂

ＴＲＩｚｏｌ试剂 （ＴＲＩｚｏｌｒｅｇｅｎｔ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；
ＤＮＡ酶 （ＲＱ１ＲＮａｓｅＦｒｅｅＤＮａｓｅ，Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；
反转录试剂盒 （ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ，
ＴａＫａＲａ公司）；Ｔａｑ酶 （ＴａＫａＲａ公司）；胶回收试
剂盒 （ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ，Ｏｍｅｇａ公司）；载体
（ｐＧＥＭＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ，Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；感受态细
胞ＤＨ５α（北京全式金公司）；定量试剂 （ＧｏＴａｑ

ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。
１３　试验方法
１３１　烟草甲ＲＮＡ提取　分别收集烟草甲低龄幼
虫、高龄幼虫、蛹和成虫，每个虫态设置４个生物
学重复，每个重复４０头试虫。按照 ＴＲＩｚｏｌ试剂说
明书提取上述样品总 ＲＮＡ，利用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００核
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酸浓度测定仪和琼脂糖凝胶电泳检测总 ＲＮＡ的浓
度和完整性。

１３２　ＣＯ２气调处理　参照笔者实验室已发表的
ＣＯ２气调毒理的生物测定数据

［２１］，挑取高龄幼虫

于２个亚致死体积分数ＬＣ１０ ［φ（ＣＯ２）＝３０％ ＋φ
（空气） ＝７０％］和 ＬＣ３０ ［φ（ＣＯ２）＝７０％ ＋φ
（空气） ＝３０％］，及致死中体积分数 ＬＣ５０ ［φ
（ＣＯ２）＝９０％＋φ（空气）＝１０％］的 ＣＯ２气调处
理６ｈ，挑取存活的试虫备用，相同条件下空气处
理作为对照，每组处理设置４个重复。将处理后的
试虫按照１３１方法分别提取总ＲＮＡ。
１３３　第一链ｃＤＮＡ的合成　利用ＤＮＡ酶处理总
ＲＮＡ，去除基因组 ＤＮＡ后，按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
ＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ说明书合成第一链 ｃＤＮＡ，作为全长验
证ＰＣＲ扩增和实时定量ＰＣＲ的模板。

１３４　基因克隆　根据笔者实验室测序完成的烟
草甲转录组数据中获得的 ２个 ＣａｒＥ基因片段，
ＢＬＡＳＴ分析后，采用Ｐｒｉｍｅｒ５０软件设计２对特异
性引物 （表１）用于开放阅读框的扩增。ＰＣＲ反应
体系包含１０×ＰＣＲ缓冲液２５μＬ，ＭｇＣｌ２２５μＬ，
ｄＮＴＰｓ２μＬ，上下游引物各１μＬ，ｃＤＮＡ模板２０
μＬ，ｒＴａｑ酶０２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ。扩增
条件为：９５℃预变性３ｍｉｎ，然后９５℃变性３０ｓ，
５８℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３５个循环，
最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经ｗ＝１％琼脂糖
凝胶电泳检测后，按照 ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ说明书回
收目的条带，连接至 ｐＧＥＭＴＥａｓｙ上，再转化至
ＤＨ５α感受态细胞中，经蓝白斑筛选和 ＰＣＲ鉴定，
最终将阳性克隆送往成都擎科梓熙生物技术有限公

司进行测序。

表１　本研究中使用的引物
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物

ｐｒｉｍｅｒｓ
基因

Ｇｅｎｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

克隆开放阅读框

Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｃｌｏｎｉｎｇ

ＬｓＣａｒＥＢ１
Ｆ：ＡＴＧＴＣＣＴＴＴＡＣＴＴＴＣＴＴＴＡＣＴＧＣＡＣ
Ｒ：ＴＧＴＡＴＴＡＴＴＡＴＧＡＴＴＡＧＡＡＴＡＡＧＡＧ

ＬｓＣａｒＥＢ２
Ｆ：ＡＴＧＧＣＣＡＴＧＡＴＧＡＴＧＣＣＣＣＣＴＣＣＣ
Ｒ：ＴＣＡＣＴＴＴＡＴＡＧＴＧＴＧＴＡＣＣＡＡＡＴＴ

实时定量ＰＣＲ
ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

ＬｓＣａｒＥＢ１
Ｆ：ＧＣＧＧＴＴＣＧＧＴＴＧＴＡＧＴＴＧＡＴ
Ｒ：ＧＣＧＣＡＴＣＣＧＣＴＴＴＧＴＡＴＴＡＴ

ＬｓＣａｒＥＢ２
Ｆ：ＣＣＡＴＧＧＴＴＴＴＡＣＣＧＧＴＴＴＴＧ
Ｒ：ＧＡＣＣＡＴＡＡＧＡＧＣＣＧＣＣＡＴＡＡ

内参基因

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｇｅｎｅ
ＬｓＥＦ１α

Ｆ：ＧＣＡＴＣＴＣＣＡＣＧＧＡＴＴＴＣＡＣＴ
Ｒ：ＡＡＧＧＣＡＡＧＡＣＧＣＴＴＡＴＣＧＡＡ

１３５　序列分析　利用 ＤＮＡＭＡＮ６０３（Ｌｙｎｎｏｎ
Ｂｉｏｓｏｆｔ）软件对测序结果进行编辑和分析，推导的
氨 基 酸 采 用 ＢＬＡＳＴ 工 具 （ｈｔｔｐ： ∥
ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／）进行同源性比较分
析。利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ （ｈｔｔｐ：∥ｗｅｂｅｘｐａｓｙｏｒｇ／）、
ＮｅｔＮＧｌｙｓ１０ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ ｗｗｗｃｂｓｄｔｕｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧｌｙｃ／） 和 ＳｉｇｎａｌＰ ４１ （ｈｔｔｐ： ∥
ｗｗｗｃｂｓｄｔｕｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）分析编码蛋白
的理化性质、Ｎ－糖基化位点和信号肽。利用
Ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ（ｈｔｔｐ：∥ ｐｒｏｓｉｔｅｅｘｐａｓｙｏｒｇ／ｓｃａｎｐｒｏｓ
ｉｔｅ／）分析氨基酸的保守区域。利用 ＭＥＧＡ７０软

件中的邻接法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育
树，各分支重复检验次数均为１０００［１８］。
１３６　实时定量ＰＣＲ检测　采用实时定量ＰＣＲ方
法检测烟草甲ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２在不同发育阶
段及 ＣＯ２气调胁迫后的相对表达量。使用在线软
件Ｐｒｉｍｅｒ３０（ｈｔｔｐ：∥ｆｒｏｄｏｗｉｍｉｔｅｄｕ／）设计特
异性表达引物，内参基因采用烟草甲 ＬｓＥＦ１α基因
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＹ５４９６５８），引物序列信息如
表１。实时定量ＰＣＲ反应体系如下：ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、ｃＤＮＡ１μＬ、上下游引物各１μＬ
以及ＮｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅＷａｔｅｒ７μＬ。扩增条件：９５℃预
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变性５ｍｉｎ；然后９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，
共４０个循环；最后在６０～９５℃ 进行熔解曲线分
析。每个样品重复测定３次。利用２－△△ＣＴ方法计
算不同发育阶段及 ＣＯ２气调胁迫后的基因相对表
达量［１９］，试验数据采用ＳＰＳＳ２３０软件中的单因素
方差分析 （ＡＮＯＶＡ）进行差异显著性分析。

２　结果与分析
２１　ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２的克隆及序列分析

利用 ＲＴＰＣＲ技术扩增出烟草甲 ＬｓＣａｒＥＢ１和
ＬｓＣａｒＥＢ２的ｃＤＮＡ全序列，将其提交到 ＮＣＢＩ核酸
数据库，ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为 ＭＧ１８９６０１和
ＭＧ１８９６０２。ＬｓＣａｒＥＢ１开放阅读框长度为１６９８ｂｐ，
编码５６５个氨基酸 （图１），理论相对分子质量和
等电点分别为６４１００和６４０。ＬｓＣａｒＥＢ２的开放阅
读框为１６９５ｂｐ，编码５６４个氨基酸 （图２），理
论相对分子质量和等电点分别为 ６４０００和 ５３２。
经ＮｅｔＮＧｌｙｃ１０ｓｅｒｖｅｒ预测，ＬｓＣａｒＥＢ１可能存在３
个Ｎ－糖基化位点，分别为 Ｎ１１７、Ｎ２５０和 Ｎ３７６；
ＬｓＣａｒＥＢ２存在２个 Ｎ－糖基化位点，分别为 Ｎ３５９
和Ｎ３７１。经ＳｃａｎＰｒｏｓｉｔｅ分析表明，２个推导的蛋白
均具有羧酸酯酶典型的两个保守结构域：ＬｓＣａｒＥＢ１
蛋白第１９９－２１４位含羧酸酯酶 Ｂ型丝氨酸活性位
点ＦＧＧＮＰＮＳＶＴＬＴＧＦＳＡＧ，第１０４－１１０位含二硫键
形成位点 ＥＤＣＬＹＬＮ；ＬｓＣａｒＥＢ２蛋白第 １９７－２１２
位含丝氨酸活性位点 ＦＧＧＮＰＤＳＩＴＬＴＧＭＳＡＧ，第
１０４－１１０位 含 二 硫 键 形 成 位 点 ＥＤＣＬＹＶＮ。
ＬｓＣａｒＥＢ１蛋白催化活性中心是以丝氨酸 （Ｓｅｒ２１２）
为 中 心 的 催 化 三 联 体 （Ｓｅｒ２１２、Ｇｌｕ３４６和
Ｈｉｓ４６６），ＬｓＣａｒＥＢ２蛋白的催化三联体为 （Ｓｅｒ２１０、
Ｇｌｕ３３９和 Ｈｉｓ４６１）。ＬｓＣａｒＥＢ２编码的蛋白 Ｎ末端
具有２０个氨基酸组成的信号肽序列，推测其可能
为分泌蛋白，而ＬｓＣａｒＥＢ１无信号肽存在。

将ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２编码的氨基酸序列分
别进行ＢＬＡＳＴ比对分析，结果发现，ＬｓＣａｒＥＢ１与
同为鞘翅目的赤拟谷盗 Ｔｃａｓｔａｎｅｕｍ（ＧｅｎＢａｎｋ登
录号：ＣＡＨ６４５１０） 和 黄 粉 虫 Ｔｅｎｅｂｒｉｏｍｏｌｉｔｅｒ
（ＡＫＺ１７６６４）羧酸酯酶的同源性较高，分别为
５１％ 和４４％。ＬｓＣａｒＥＢ２与赤拟谷盗 Ｔｃａｓｔａｎｅｕｍ
（ＫＹＢ９６８２１５）和黄粉虫 Ｔｍｏｌｉｔｅｒ（ＡＫＺ１７６６９）
羧酸酯酶的同源性分别为 ５６％ 和 ５３％。另外，
ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２编码的蛋白质序列相似性为
３００％。
２２　ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２的系统发育分析

将ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２推导的氨基酸序列与

ＧｅｎＢａｎｋ登录的其它昆虫 ＣａｒＥｓ氨基酸序列进行比
对，利用ＭＥＧＡ７０软件的邻接法构建进化树。结
果表明，上述昆虫羧酸酯酶可分为６个簇 （Ａ、Ｆ、
Ｇ、Ｋ、Ｍ和 Ｎ），本文克隆获得的 ＬｓＣａｒＥＢ１和
ＬｓＣａｒＥＢ２基因均属于羧酸酯酶第三功能组 （ＨＮ）
的Ｍ簇中，该簇主要为 β酯酶 （βｅｓｔｅｒａｓｅ） （图
３）。进一步分析发现它们与同为鞘翅目的马铃薯
甲虫Ｌｅｐｔｉｎｏｔａｒｓａｄｅｃｅｍｌｉｎｅａｔｅ和赤拟谷盗Ｔｃａｓｔａｎｅ
ｕｍ的亲缘关系较近，与传统分类学的分类一致。
２３　ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２在不同发育阶段的表达

利用实时定量 ＰＣＲ方法检测 ＬｓＣａｒＥＢ１和
ＬｓＣａｒＥＢ２在烟草甲不同发育阶段的表达情况。结
果表明，ＬｓＣａｒＥＢ１和 ＬｓＣａｒＥＢ２在烟草甲各发育时
期均有表达，其中 ＬｓＣａｒＥＢ１在高龄幼虫、成虫及
低龄幼虫中的相对表达量显著高于蛹期 （Ｐ＜
００５），上述时期的 ｍＲＮＡ表达量分别是蛹期的
１４９、３５８和２５０倍。ＬｓＣａｒＥＢ２在高龄幼虫、成
虫期、低龄幼虫中的表达量分别是蛹期的 ６９２、
２７６和１２１倍，且在高龄幼虫期的表达量显著高
于其他时期 （Ｐ＜００５）（图４）。
２４　不同φ（ＣＯ２）对ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２基因表

达的影响

采用ＬＣ１０、ＬＣ３０和ＬＣ５０３个 φ（ＣＯ２）处理烟草
甲高龄幼虫，６ｈ后发现ＬｓＣａｒＥＢ１在ＬＣ１０的相对表
达量与对照组相比无明显差异，而 ＬＣ３０和 ＬＣ５０处
理组ｍＲＮＡ表达量分别为对照组的 ２７倍和 ４１
倍，且显著高于对照组 （Ｐ＜００５）。ＬｓＣａｒＥＢ２
ｍＲＮＡ的相对表达量分别为对照的１６６、１８９和
２６５倍，其表达量随胁迫 ＣＯ２的体积分数升高而
上调，ＬＣ５０气调胁迫下 ｍＲＮＡ表达量显著高于对
照、ＬＣ１０和ＬＣ３０处理组 （Ｐ＜００５）（图５）。

３　讨　论
羧酸酯酶作为昆虫体内重要的初级代谢酶系，

在杀虫剂及外源物质的代谢、激素降解和神经发育

过程中发挥着重要的作用［１１－１４］。随着昆虫基因组

计划的开展、转录组测序技术不断普及，目前已有

多种昆虫的羧酸酯酶基因被陆续克隆，如黑腹果蝇

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ［２２］、冈比亚按蚊 Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ
ｇａｍｂｉａｅ［２３］、赤拟谷盗Ｔｃａｓｔａｎｅｕｍ［２４］、家蚕Ｂｏｍ
ｂｙｘｍｏｒｉ［２５］、意大利蜜蜂 Ａｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａ［２６］、豌豆蚜
Ａｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎｐｉｓｕｍ［２７］、温室白粉虱 Ｔｒｉａｌｅｕｒｏｄｅｓｖａ
ｐｏｒａｒｉｏｒｕｍ［２８］、中华稻蝗Ｏｘｙａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ［２９］、橘小实
蝇Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａｄｏｒｓａｌｉｓ等［３０］。根据其催化能力、细

胞定位和系统进化，可将昆虫羧酸酯酶分为１４个
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图１　烟草甲ＬｓＣａｒＥＢ１核苷酸序列及推导的氨基酸序列
（起始密码子ＡＴＧ和终止密码子ＴＡＡ加粗；表示终止密码子；下划虚线为信号肽序列；

下划线为糖基化位点；催化三联体用阴影表示；方框为保守氨基酸序列）

Ｆｉｇ１ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＬｓＣａｒＥＢ１ｉｎＬａｓｉｏｄｅｒｍａｓｅｒｒｉｃｏｒｎｅ
（Ｔｈｅｓｔａｒｔｃｏｄｏｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈｂｏｌｄａｎｄｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈｂｏｌｄａｎｄａｎａｓｔｅｒｉｓｋ；

Ｎｌｉｎｋｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；Ｐｕｔａｔｉｖｅｃａｔａｌｙｔｉｃｔｒｉａｄｉｓｓｈａｄｅｄ；Ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｒｅｂｏｘｅｄ）
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图２　烟草甲ＬｓＣａｒＥＢ２核苷酸序列及推导的氨基酸序列
（起始密码子ＡＴＧ和终止密码子ＴＡＡ加粗；表示终止密码子；下划虚线为信号肽序列；

下划线为糖基化位点；催化三联体用阴影表示；方框为保守氨基酸序列）

Ｆｉｇ２　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＬｓＣａｒＥＢ２ｉｎＬａｓｉｏｄｅｒｍａｓｅｒｒｉｃｏｒｎｅ
（Ｔｈｅｓｔａｒｔｃｏｄｏｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈｂｏｌｄａｎｄｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈｂｏｌｄａｎｄａｎａｓｔｅｒｉｓｋ；Ｔｈｅｐｒｅｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｉｓ
ｄｏｔｔｅｄｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；Ｎｌｉｎｋｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ；Ｐｕｔａｔｉｖｅｃａｔａｌｙｔｉｃｔｒｉａｄｉｓｓｈａｄｅｄ；Ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｒｅｂｏｘｅｄ）
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图３　烟草甲和其他昆虫ＣａｒＥｓ系统发育关系分析
Ｆｉｇ３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＬａｓｉｏｄｅｒｍａｓｅｒｒｉｃｏｒｎｅａｎｄｏｔｈｅｒｉｎｓｅｃｔｓ

图４　烟草甲不同发育阶段ＬｓＣａｒＥＢｓ的相对表达量
（柱状图上的不同小写字母表示在Ｐ＜００５水平差异有统计学意义；ＥＬ、ＬＬ、ＰＵ、ＡＤ分别代表烟草甲的低龄幼虫、高
龄幼虫、蛹和成虫Ａ：ＬｓＣａｒＥＢ１；Ｂ：ＬｓＣａｒＥＢ２）

Ｆｉｇ４　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬｓＣａｒＥＢｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆＬｓｅｒｒｉｃｏｒｎｅ
（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔｔｈｅ００５ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｌｅｖｅｌ；ＥＬ：ｅａｒｌｙｌａｒｖａｅ；ＬＬ：ｌａｔｅｌｙ
ｌａｒｖａｅ；ＰＵ：ｐｕｐａｅ；ＡＤ：ａｄｕｌｔｓＡ：ＬｓＣａｒＥＢ１；Ｂ：ＬｓＣａｒＥＢ２）

图５　不同φ（ＣＯ２）诱导下烟草甲高龄幼虫体内ＬｓＣａｒＥＢｓ的相对表达量

（柱状图上的不同小写字母表示在Ｐ＜００５水平差异有统计学意义；Ｃｏｎｔｒｏｌ：对照；１：ＬＣ１０（φ（ＣＯ２）＝３０％ ＋φ（空气）＝

７０％）；２：ＬＣ３０（φ（ＣＯ２）＝７０％ ＋φ（空气）＝３０％）；３：ＬＣ５０（φ（ＣＯ２）＝９０％ ＋φ（空气）＝１０％）；Ａ：ＬｓＣａｒＥＢ１；Ｂ：ＬｓＣａｒＥＢ２）

Ｆｉｇ５　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬｓＣａｒＥＢｓｉｎｌａｔｅｌｙｌａｒｖａｅｏｆＬｓｅｒｒｉｃｏｒｎｅａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＣＯ２
（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔｔｈｅ００５ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｌｅｖｅｌ；Ｃｏｎｔｒｏｌ；１：ＬＣ１０（φ（ＣＯ２）＝３０％ ＋

φ（ａｉｒ）＝７０％）；２：ＬＣ３０（φ（ＣＯ２）＝７０％＋φ（ａｉｒ）３０％）；３：ＬＣ５０（φ（ＣＯ２）＝９０％＋φ（ａｉｒ）１０％）；Ａ：ＬｓＣａｒＥＢ１；Ｂ：ＬｓＣａｒＥＢ２）
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簇 （命名为ＡＮ簇），进一步可划分为ＡＣ、ＤＧ、
ＨＮ３个功能组［３１］。本研究在烟草甲转录组测序

基础上，通过 ＲＴＰＣＲ技术克隆获得２条 ＣａｒＥ基
因ｃＤＮＡ全序列，经与其它昆虫 ＣａｒＥ氨基酸进行
序列比对和聚类分析，发现 ＬｓＣａｒＥＢ１和 ＬｓＣａｒＥＢ２
均属于Ｍ簇，为β酯酶。前期研究发现Ｍ簇ＣａｒＥｓ
基因参与昆虫体内多种生理途径，包括信息素的降

解、生殖发育以及对外源物质的解毒代谢等［２８］。

研究发现ＣａｒＥｓ基因在昆虫不同发育阶段的表
达存在一定的差异。如东亚飞蝗 Ｌｏｃｕｓｔａｍｉｇｒａｔｏｒｉａ
的ＬｓＣｓｅＦ１在卵期和低龄若虫期表达较低，在４龄
若虫表达量上调达到峰值，且一直持续到成虫期第

５天［３２］。而橘小实蝇 ＢｄＣＡＲＥＢ１主要集中在 ３龄
幼虫期高表达，进一步分析发现，幼虫发育至３龄
幼虫进入暴食期，随着食物摄入的外源毒素显著增

加，因此 ＢｄＣＡＲＥＢ１的表达量相应升高［３３］。本研

究发现烟草甲ＬｓＣａｒＥＢ１和ＬｓＣａｒＥＢ２在不同发育阶
段均有表达，高龄幼虫期的表达量显著高于低龄幼

虫、蛹和成虫期，这可能与２个基因在高龄幼虫期
发挥重要作用相关，其具体的功能解析还有待于进

一步研究。

ＣＯ２气调技术是一种环保安全的新型害虫防治
技术，它主要利用高φ（ＣＯ２）和低φ（Ｏ２）协同作用
来提高对害虫的控制效果［５］。在同一昆虫中，不

同发育阶段对 ＣＯ２气调的耐受能力存在显著的差
异，如粉螟 Ｃｃａｕｔｅｌｌａ各发育时期的试虫经 φ＝

９９％ ＣＯ２处理后，发现幼虫、蛹和成虫的致死时
间分别为９９９、７８１和３７５ｈ，幼虫对 ＣＯ２气调
胁迫的耐受性最强；而赤拟谷盗经φ＝９９％ ＣＯ２处
理后，其幼虫的致死时间明显高于成虫，说明该虫

的幼虫阶段具有更强的耐受性［７］。基于此，选择

耐受性相对较差的发育阶段作为控制害虫的关键时

期，将为有效地应用 ＣＯ２气调防治害虫提供便利。
本课题组前期研究发现，烟草甲高龄幼虫对 ＣＯ２
气调具有较强的耐受能力，进一步分析发现其体内

羧酸酯酶的活性显著高于对照［１８］，基于羧酸酯酶

在外源物质代谢方面的重要作用，推测高龄幼虫期

ＣＯ２高耐受性可能与羧酸酯酶的活性升高密切相
关。本研究发现，ＣＯ２气调处理烟草甲 ６ｈ后，
ＬｓＣａｒＥＢ１和 ＬｓＣａｒＥＢ２表达量均显著高于对照组，
且ｍＲＮＡ的相对表达量随着胁迫φ（ＣＯ２）的升高而
逐渐上调，我们推测这２个基因可能共同参与了烟
草甲对ＣＯ２气调胁迫的应激响应。

本研究成功克隆烟草甲 ＬｓＣａｒＥＢ１和 ＬｓＣａｒＥＢ２
的全长ｃＤＮＡ，据软件预测这２个基因编码的蛋白
质均属于β酯酶；ＬｓＣａｒＥＢ１和 ＬｓＣａｒＥＢ２在烟草甲
各发育阶段均有表达，且在高龄幼虫期的表达量最

高，均能被 ＣＯ２气调胁迫诱导表达，说明它们是
烟草甲生长发育的重要参与者，并在抵御 ＣＯ２气
调胁迫过程中起着关键作用。本研究为阐明 ＣａｒＥｓ
基因在昆虫抵抗气调胁迫的分子机制奠定基础，同

时为利用ＣＯ２气调防控害虫提供新的思路。
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ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＰｏｌｌｕｔｉｏｎＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１７，２４
（１４）：１２７８７－１２７９５．

［８］　ＮＡＶＡＲＲＯＳ，ＤＩＡＳＲ，ＤＯＮＥＨＡＹＥＥ．Ｉｎｄｕｃｅｄｔｏｌｅｒ
ａｎｃｅｏｆＳｉｔｏｐｈｉｌｕｓｏｒｙｚａｅａｄｕｌｔｓｔｏｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｔｏｒｅｄＰｒｏｄｕｃｔｓＲｅｓｅａｒｃｈ，１９８５，２１（４）：２０７
－２１３．

［９］　ＭＡＨＢＵＢＨＭ，ＡＩＫＩＮＳＭＪ，ＷＥＳＳ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆ
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄａｔｍｏｓｐｈｅｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｔｏｍａｎａｇｅａｒｔｈｒｏｐｏｄ
ｐｅｓｔｓｏｆｄｒｙｃｕｒｅｄｈａｍｓ［Ｊ］．Ｉｎｓｅｃｔｓ，２０１６，７（３）：４４．

３４１
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［１０］　ＧＵＮＡＳＥＫＡＲＡＭＮ，ＲＡＪＥＮＤＲＡＮＳ．Ｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｃａｒ
ｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅｔｏｄｒｕｇｓｔｏｒｅｂｅｅｔｌｅＳｔｅｇｏｂｉｕｍｐａｎｉｃｅｕｍａｎｄ
ｃｉｇａｒｅｔｔｅｂｅｅｔｌｅＬａｓｉｏｄｅｒｍａｓｅｒｒｉｃｏｒｎｅ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＳｔｏｒｅｄＰｒｏｄｕｃｔｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００５，４１（３）：２８３－２９４．

［１１］　ＭＡＲＳＨＡＬＬＳＤ，ＰＵＴＴＥＲＩＬＬＪＪ，ＰＬＵＭＭＥＲｌＫＭ，
ｅｔａｌ．ＴｈｅｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｆｒｏｍＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００３，５７
（５）：４８７－５００．

［１２］　ＹＡＮＳ，ＣＵＩＦ，ＱＩＡＯＣ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓｏｆｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｓｆｒｏｍｉｎｓｅｃｔｓｆｏｒｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＰｒｏｔｅｉｎａｎｄＰｅｐｔｉｄｅＬｅｔｔｅｒｓ，２００９，１６
（１０）：１１８１－１１８８．

［１３］　ＪＥＯＮＪＨ，ＫＩＭＳＪ，ＬＥＥＨＳ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｍｅｔａｇｅ
ｎｏｍｅｄｅｒｉｖｅｄｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｔｈａｔｈｙｄｒｏｌｙｚｅｓβｌａｃｔａｍ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏ
ｇｙ，２０１１，７７（２１）：７８３０－７８３６．

［１４］　ＬＩＸ，ＳＣＨＵＬＥＲＭＡ，ＢＥＲＥＮＢＡＵＭＭＲ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃａｎｄｎａｔ
ｕｒａｌｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＥｎｔｏｍｏｌｏｇｙ，
２００７，５２：２３１－２５３．

［１５］　ＰＡＮＹＯ，ＧＵＯＨＬ，ＧＡＯＸＷ．Ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅａｃ
ｔｉｖｉｔｙ，ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ，ａｎｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍａｌａｔｈｉ
ｏｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓｏｆｔｈｅｃｏｔｔｏｎａｐｈｉｄ，
Ａｐｈｉｓｇｏｓｓｙｐｉｉ［Ｊ］．ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｙｓ
ｉｏｌｏｇｙ（ＰａｒｔＢ），２００９，１５２（３）：２６６－２７０．

［１６］　ＭＥＲＬＩＮＣ，ＲＯＳＥＬＬＧ，ＣＡＲＯＴＳＡＮＳＧ，ｅｔａｌ．Ａｎ
ｔｅｎｎａｌｅｓｔｅｒａｓｅｃＤＮＡｓｆｒｏｍｔｗｏｐｅｓｔｍｏｔｈｓ，Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ
ｌｉｔｔｏｒａｌｉｓ，ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｏｄｏｕｒａｎｔｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＩｎｓｅｃｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００７，１６（１）：７３－８１．

［１７］　ＢＩＳＷＡＳＳ，ＲＥＩＮＨＡＲＤＪ，ＯＡＫＥＳＨＯＴＴＪ，ｅｔａｌ．Ｓｅｎ
ｓｏｒｙｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＮｅｕｒｏｌｉｇｉｎｓａｎｄＮｅｕｒｅｘｉｎ１ｉｎｔｈｅｈｏｎ
ｅｙｂｅｅｂｒａｉｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯＮＥ，２０１０，５（２）：ｅ９１３３．

［１８］　ＬＩＣ，ＬＩＺＺ，ＣＡＯＹ，ｅｔａｌ．Ｐａｒｔｉａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｆｒｏｍａｄｕｌｔｓｏｆＳｔｅｇｏｂｉｕｍ
ｐａｎｉｃｅｕｍａｎｄＬａｓｉｏｄｅｒｍａｓｅｒｒｉｃｏｒｎｅ（Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ：Ａｎｏｂｉ
ｉｄａｅ）ｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏＣＯ２ｅｎｒｉｃｈｅｄａｔｍｏｓｐｈｅｒｅ［Ｊ］．Ｊｏｕｒ
ｎａｌｏｆＰｅｓｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００９，８２（１）：７－１１．

［１９］　李灿，李子忠．气调胁迫下３种中药材储藏期害虫谷
胱甘肽转移酶活性研究［Ｊ］．植物保护，２００９，３５
（２）：９１－９４．
ＬＩＣ，ＬＩＺＺ．ＧＳＴｓａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｐｅｓｔｓｉｎｓｔｏｒｅｄＣｈｉ
ｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，２００９，
３５（２）：９１－９４．

［２０］　ＴＡＭＵＲＡＫ，ＰＥＴＥＲＳＯＮＤ，ＰＥＴＥＲＳＯＮＮ，ｅｔａｌ．
ＭＥＧＡ５：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇ
ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｄｉｓｔａｎｃｅ，ａｎｄｍａｘｉ
ｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥ
ｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１１，２８（１０）：２７３１－２７３９．

［２１］　ＬＩＶＡＫＫＪ，ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮＴＤ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅ
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄａｔａｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ
ａｎｄｔｈｅ２－ΔΔＣＴｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００１，２５（４）：
４０２－４０８．

［２２］　ＡＤＡＭＳＭＤ，ＣＥＬＮＩＫＥＲＳＥ，ＨＯＬＴＲＡ．Ｔｈｅｇｅ
ｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ［Ｊ］．Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２０００，２８７（５４６１）：２１８５－２１９５．

［２３］　ＲＡＮＳＯＮＨ，ＣＬＡＵＤＩＡＮＯＳＣ，ＯＲＴＥＬＬＩＦ，ｅｔａｌ．Ｅ
ｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｓｕｐｅｒｇｅｎｅｆａｍｉｌｉｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００２，２９８（５５９１）：１７９－
１８１．

［２４］　ＹＵＱＹ，ＬＵＣ，ＬＩＷＬ，ｅｔａｌ．Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｓｉｎｔｈｅｓｉｌｋｗｏｒｍ，Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ
［Ｊ］．ＢＭＣＧｅｎｏｍｉｃｓ，２００９，１０（１）：５５３．

［２５］　ＣＬＡＵＤＩＡＮＯＳＣ，ＲＡＮＳＯＮＨ，ＪＯＨＮＳＯＮＲＭ，ｅｔａｌ．
Ａｄｅｆｉｃｉｔｏｆｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓ：ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｔｈｅｈｏｎｅｙｂｅｅ［Ｊ］．Ｉｎｓｅｃｔ
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００６，１５（５）：６１５－６３６．

［２６］　ＣＲＩＳＴＯＦＯＬＥＴＴＩＰＴ，ＲＩＢＥＲＩＯＡＦ，ＤＥＲＡＩＳＯＮＣ，
ｅｔａｌ．Ｍｉｄｇｕｔａｄａｐｔｉｏｎａｎｄｄｉｇｅｓｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｉｎａｐｈｌｏｅｍｆｅｅｄｉｎｇｉｎｓｅｃｔ，ｔｈｅｐｅａａｐｈｉｄＡｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎ
ｐｉｓｕｍ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｓｅｃｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００３，４９（１）：
１１－２４．

［２７］　ＫＡＲＡＴＯＬＯＳＮ，ＰＡＵＣＨＥＴＹ，ＷＩＬＫＩＮＳＯＮＰ，ｅｔａｌ．
Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆｔｈｅｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ
ｗｈｉｔｅｆｌｙ，Ｔｒｉａｌｅｕｒｏｄｅｓｖａｐｏｒａｒｉｏｒｕｍｒｅｖｅａｌｓｍｕｌｔｉｐｌｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｓｅｎｃｏｄｉｎｇｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅｔａｒｇｅｔｓａｎｄｄｅｔｏｘｉｆｙｉｎｇｅｎ
ｚｙｍｅｓ［Ｊ］．ＢＭＣＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０１１，１２（１）：５６．

［２８］　ＴＳＵＢＯＴＡＴ，ＳＨＩＯＴＳＵＫＩＴ．Ｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｒ
ｂｏｘｙｌ／ｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｓｉｌｋｗｏｒｍＢｏｍｂｙｘｍｏｒｉ
［Ｊ］．ＢＭＣＧｅｎｏｍｉｃｓ，２０１０，１１（１）：３７７．

［２９］　刘娇，张建珍，李大琪，等．中华稻蝗羧酸酯酶家族
基因生物信息学及组织表达特异性分析 ［Ｊ］．中国
农业科学，２０１５，４８（２１）：４２７２－４２８４．
ＬＩＵＪ，ＺＨＡＮＧＪＺ，ＬＩＤＱ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎｄ
ｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ
ｇｅｎｅｓｆｒｏｍＯｘｙａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａＳｉｎ
ｉｃａ，２０１５，４８（２１）：４２７２－４２８４．

［３０］　ＷＡＮＧＬＬ，ＨＵＡＮＧＹ，ＬＵＸＰ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｔｗｏαｅｓｔｅｒａｓｅｇｅｎｅｓｍｅｄｉａｔｅｓｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏ
ｍａｌａｔｈｉｏｎｉｎｔｈｅｏｒｉｅｎｔａｌｆｒｕｉｔｆｌｙ，Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａｄｏｒｓａｌｉｓ
（Ｈｅｎｄｅｌ）［Ｊ］．ＩｎｓｅｃｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１５，２４
（４）：４６７－４７９．

［３１］　ＯＡＫＥＳＨＯＴＴＪＧ，ＣＬＡＵＤＩＡＮＯＳＣ，ＣＡＭＰＢＥＬＬＰＭ，
ｅｔａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄｇｅｎｏｍｉｃｓｏｆｉｎｓｅｃｔｅｓｔｅｒ
ａｓｅｓ［Ｍ］∥ＧＩＬＢＥＲＴＬＩ，ＩＡＴＲＯＵＫ，ＧＩＬＬＳ．Ｃｏｍ
ｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｓｅｃｔｓｃｉｅｎｃｅ（Ｖｏｌ．５）．Ｏｘｆｏｒｄ，
ＵＫ：Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，２００５：３０９－３８１．

［３２］　张建琴，葛娉婷，李大琪，等．飞蝗羧酸酯酶基因
ＬｍＣｅｓＦ１的时空表达及与杀虫剂耐受性的关系［Ｊ］．
中国农业科学，２０１４，４７（８）：１５２２－１５３０．
ＺＨＡＮＧＪＱ，ＧＥＰＴ，ＬＩＤＱ，ｅｔａｌ．Ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅｔｏｌｅｒａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｒｂｏｘｙ
ｌｅｓｔｅｒａｓｅｇｅｎｅＬｍＣｅｓＦ１ｆｒｏｍ Ｌｏｃｕｓｔａｍｉｇｒａｔｏｒｉａ［Ｊ］．
ＳｃｉｅｎｔｉａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａＳｉｎｉｃａ，２０１４，４７（８）：１５２２－１５３０．

［３３］　申光茂，豆威，王进军．橘小实蝇羧酸酯酶基因 Ｂｄ
ＣＡＲＥＢ１的克隆及其表达模式解析［Ｊ］．中国农业科
学，２０１４，４７（１０）：１９４７－１９５５．
ＳＨＥＮＧＭ，ＤＯＵＷ，ＷＡＮＧＪＪ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｇｅｎｅＢｄＣＡＲＥＢ１ｆｒｏｍ
Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａｄｏｒｓａｌｉｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａＳｉｎｉｃａ，
２０１４，４７（１０）：１９４７－１９５５．
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