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甜菜夜蛾类钙粘蛋白基因全长 cDNA的
克隆及序列分析*

王 玲 江幸福＊＊ 罗礼智 胡 毅 张 蕾
(中国农业科学院植物保护研究所 植物病虫害生物学国家重点实验室 北京 100193)

摘 要 昆虫中肠膜上的类钙粘蛋白( cadherin-like protein)是 Bt 毒素的一类重要受体，它与 Bt 毒素对昆虫的杀

虫作用机制以及昆虫对 Bt 毒素的抗性等密切相关。本研究根据已报道的其它昆虫的类钙粘蛋白基因的保守区

设计简并引物，应用 RT-PCR 和 RACE 技术克隆了迁飞性重要害虫甜菜夜蛾 Spodoptera exigua (Hübner)类钙粘蛋

白基因全长 cDNA 序列(命名为 SeCAD，GenBank 登录号为 HQ647122)，全长 5 582 bp，编码 1 739 个氨基酸，推导

的氨基酸序列包括 1 个信号肽、1 个前蛋白区、11 个钙粘蛋白重复、1 个近膜区、1 个跨膜区和 1 个胞质区。预测的

分子量和等电点分别为 196. 447 ku 和 4. 47。该蛋白与同科的大螟 Sesamia inferens、蛀茎夜蛾 S． nonagrioides、烟芽

夜蛾 Heliothis virescens、烟夜蛾 Helicoverpa assulta 亲缘关系更近，氨基酸序列一致性分别为 61. 28%、60. 34%、

60. 14%、60. 08%。这些结果对于揭示转 Bt 基因作物对非靶标、迁飞性甜菜夜蛾的杀虫作用机制以及评价其潜在

的对 Bt 毒素抗性机制等奠定了基础。
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Cloning and sequence analysis of the cadherin-like protein gene in beet
armyworm，Spodoptera exigua
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Abstract The cadherin-like proteins，located in the brush border membrane vesicles (BBMV) of the insect midgut，are

major receptors of Bacillus thuringiensis insecticidal crystal protein． The complete cDNA sequence of the cadherin-like

protein gene in the beet armyworm，Spodoptera exigua (Hübner) was amplified using RT-PCR and RACE techniques．

The full cDNA sequence (named as SeCAD，GenBank accession no． HQ647122) is 5 582 bp in length，encoding 1 739

amino acid residues． The deduced amino acid sequence shows typical characteristics of the known insect cadherin

proteins，including a signal peptide，a proprotein region，eleven cadherin repeats，a membrane-proximal region，a

transmembrane region and a cytoplasmic region． The predicted molecular weight and isoelectric point are 196. 447 ku and

4. 47，respectively． The cadherin-like protein from S． exigua shows a close relationship to cadherin proteins from Sesamia

inferens，S． nonagrioides，Heliothis virescens and Helicoverpa assulta，with amino acid identity of 61. 28%，60. 34%，

60. 14% and 60. 08%，respectively． These results can provide a basis for revealing the insecticidal mechanism of Bt in S．

exigua，and the resistance mechanism of S． exigua to Bt．
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苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis，Bt)是
一种有效的病原微生物，现已广泛应用于害虫防

治领域。新的 Bt 转基因抗虫植物仍在不断增多，
并逐渐推广(王继磊等，2010)。Bt 毒素通过与相
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关受体结合，引起细胞膜发生变化，进而发挥杀虫
作用。昆虫体内现已基本明确的 Bt 毒素蛋白受
体主要有类钙粘蛋白( cadherin-like protein)、氨肽
酶 N ( aminopeptidase N， APN )、碱 性 磷 酸 酶
( alkaline phosphatase， Alp ) 及 糖 脂 类
( glycolipids)。目前有 2 种比较公认的 Cry 类毒素
作用模式，即孔洞模式和信号转导模式。这 2 种
模式都有着相似的起始步骤，即毒素在中肠溶解，
被中肠蛋白酶激活并结合在类钙粘蛋白受体上。
在孔洞模式中，开始诱导 α 螺旋的剪切并引起毒
素寡聚化，然后毒素低聚体结合到第二受体上，如
氨肽酶 N 或者碱性磷酸酶，并通过甘油磷酸肌醇
锚定在膜上，最后毒素插入膜上形成孔洞从而杀
死昆虫细胞。而在信号转导模式中，Cry 类毒素与
类钙粘蛋白受体相互作用引起了细胞内由 G 蛋白
介导的级联途径，随后激活腺苷酸环化酶，环腺苷
酸的水平增加，进而激活了蛋白激酶 A 并导致细
胞死亡(Bravo and Soberon，2008)。可见，无论哪
种模式，类钙粘蛋白都是毒素发挥作用必不可少
的基础环节。目前，烟草天蛾 Maduca sexta、棉铃
虫 Helicoverpa armigera(王桂荣等，2004)、小菜蛾
Plutella xylostella (杨峰山等，2005 )、棉红铃虫
Pectinophora gossypiella、烟芽夜蛾 Heliothis virescens
(李卫华等，2007 )、粘虫 Mythimna separata (王玲
等，2011)等多种鳞翅目昆虫的类钙粘蛋白基因
cDNA 全长已被克隆和测序，但在甜菜夜蛾中却未
见报道。随着转 Bt 作物的增长及 Bt 使用量的增
加，害虫持续受到 Bt 毒素的高压选择，害虫对 Bt
的抗性问题已不容忽视(李怡萍等，2010)。而类
钙粘蛋白基因的突变，是昆虫对 Bt 毒蛋白产生抗
性的重要原因之一(韩岚岚等，2009)。

甜菜夜蛾 Spodoptera exigua (Hübner)是我国
典型的迁飞性多食性农业害虫，但并不是目前所
开发的转 Bt 基因玉米和棉花的主要靶标害虫。
种植转基因抗虫作物的大田中由于杀虫剂施用量
和施用次数的减少而导致靶标害虫以外的其它害
虫种群数量的增加(Naranjo，2010)。近年来随着
转基因棉花的大面积商业化种植，甜菜夜蛾在转
基因棉田的为害逐渐加重(李瑞奇，2005;苏宏华，
2010)，甚至在许多地区造成大面积暴发为害(郑
霞林等，2010)。甜菜夜蛾对 Bt 逐渐产生抗性，现
已成为转基因棉田为害十分严重的重要害虫之一
( Tabashnik et al．，2008;Zhao et al．，2011)。然

而，Bt 毒素对甜菜夜蛾的作用机制尚不明确。类
钙粘蛋白作为鳞翅目害虫最重要的 Bt 毒素受体
之一，克隆分析甜菜夜蛾类钙粘蛋白基因，为进一
步研究 Bt 毒素对甜菜夜蛾的作用机制以及甜菜
夜蛾对 Bt 毒素的反应机制奠定了基础。

1 材料与方法
1. 1 供试虫源

甜菜夜蛾为采自辽宁省葫芦岛市，经本实验
室用人工饲料饲养 17 代的敏感种群。饲养条件
为温度(27 ± 1)℃，相对湿度 70%左右，光周期 L∶
D = 14∶ 10。其间没有接触任何药剂。以 5 龄幼虫
为材料，在处理好的生理盐水中解剖幼虫，取出中
肠并除去饲料，迅速放入液氮中冷冻，然后置于
－ 70℃保存备用。

1. 2 主要试剂
总 RNA 提取试剂 TRIzol 购自 Invitrogen 公

司。反转录试剂盒购自天根生物科技有限公司。
ExTaq DNA 聚合酶、dNTP、限制性内切酶、3'RACE
和 5'RACE 试剂盒等均购自大连宝生物工程有限
公司。胶回收试剂盒及质粒提取试剂盒购自加拿
大新产业科技公司。Trans-T1、pEASY-T3 购自北
京全式金生物技术有限公司。

1. 3 实验方法
1. 3. 1 总 RNA 的提取 按试剂盒说明书，用
TRIzol 从甜菜夜蛾 5 龄幼虫中肠中提取总 RNA。
取解剖的中肠适量，加入 1 mL TRIzol，用经 1‰
DEPC 处理并高温灭活 RNA 酶的小型研磨棒直接
研磨。中肠组织悬浮液用氯仿抽提后加入等体积
的异丙醇于 － 20℃沉淀总 RNA，75% 乙醇洗涤 2
次，溶于适量的 DEPC 处理的水中。酶标仪测
OD260 /OD280值，并结合电泳对总 RNA 的含量和纯
度进行精确测定。
1. 3. 2 第一链 cDNA 的合成 按 Quantscript 反
转录试剂盒说明书进行。取 1 μg 总 RNA，10 × RT
mix 2 μL，dNTP mixture(2. 5 mmol /L each)2 μL，
Quant reverse transcriptase 1 μL，Oligo-dT15 或
Random ( 10 μmol·L － 1 ) 2 μL，补充 RNase-free
ddH2O 至 20 μL。混匀，点动离心。37℃孵育 60
min。反转成功的 cDNA 样品 － 20℃保存备用。
1. 3. 3 引物设计与合成 用 DNAMAN 软件比较
已报道的鳞翅目幼虫中肠类钙粘蛋白的氨基酸序
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列，根据保守区结合密码子偏好特性用 Primer
premier 5. 0 设计了 2 对简并引物( F1与 R1、F2与
R2)分别用于 PCR 扩增。由于甜菜夜蛾类钙粘蛋
白基因较大，又根据测序结果设计了一对特异引
物(F3与 R3)扩增中间序列。

根据 PCR 产物测序结果，设计了 2 条特异性
引物(Rout，Rin)结合 5'RACE 试剂盒中的 5'Outer
与 5'Inner 引物用于 5'RACE 反应，设计了 2 条特

异性引物(Fout，Fin )结合 3'RACE 试剂盒 中的 3'
Outer 与 3' Inner 引物用于 3'RACE 反应。将所有
序列用 DNAMAN 软件拼接。最后，设计了一对特
异性引物(BAWF，BAWR) 用于扩增甜菜夜蛾中
肠类钙粘蛋白基因的全长阅读框。以上引物合成
及测序均在北京奥科鼎盛生物科技有限公司。引
物序列见表 1，相对位置见图 1。

表 1 RT-PCR 和 RACE 反应引物
Table 1 Oligonucleotide primers designed for RT-PCR and RACE reaction

引物名称
Primer name

引物序列
Primer sequence (5' － 3')

位 置
Position

F1 GACTGGCATCTBGTYATTACRC 397 － 418
R1 CARTGTCATCGCAGYTTCYTC 1 258 － 1 278
F2 GHTATTGGGGCACTTATGMW 3 299 － 3 318
R2 AACTGCGGCADGTCTTCDAT 5 059 － 5 078
F3 GGTGACAATGACGAAGAAGGT 1 135 － 1 155
R3 TGGGAAGACAAACTCTGGTG 3 407 － 3 426

5'Outer CATGGCTACATGCTGACAGCCTA —
5'Inner CGCGGATCCACAGCCTACTGATGATCAGTCGATG —
Rout CCTGACTGTGAACGACATCTCT 921 － 942
Rin GGCTCTAACATCTCAATGACAGG 535 － 557

3'Outer TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT —
3'Inner CGCGGATCCTCCACTAGTGATTTCACTATAGG —
Fout CTGTTCTACAACTCGGAGGCTG 4 450 － 4 471
Fin CTTCATCAGGAACCGAACACTA 4 842 － 4 863

BAWF ATGGCGGTCGACGTGCGAATACTG 1 － 24
BAWR TTATCTTCTAAACTGGGAGTTCGCG 5 196 － 5 220

图 1 RT-PCR 和 RACE 反应中引物的相对位置
Fig． 1 The relative position of the primer in RT-PCR and RACE

1. 3. 4 PCR 及 RACE 反应 (1) PCR 反应:50

μL 体系中，以合成的 cDNA 为模板，加入 10 × Ex
Taq Buffer(Mg2 + Plus) 5 μL，上下游引物 4 μL(10

μmol·L － 1 )，dNTP mixture ( 2. 5 mmol /L each) 4

μL，Ex Taq DNA 聚合酶 0. 5 μL，补水至 50 μL，混
匀，点动离心。放入 PCR 仪扩增，反应条件为:
94℃预变性 3 min;接着 30 个循环，循环条件为
94℃，30 s，50 ～ 56℃，45 s，72℃，1 ～ 5 min 20 s;
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72℃保温 10 min。
(2)RACE 反应:3' RACE 和 5' RACE 试剂盒

均购自大连宝生物工程有限公司，按照试剂盒 说
明进行。3' RACE 和 5' RACE 均用特异性引物与
试剂盒中的引物配对进行嵌套式 PCR 扩增 (3'
RACE 第 1 次扩增引物为 Fout和 3' RACE Outer
Primer，第 2 次扩增引物为 Fin和 3' RACE Inner
Primer;5'RACE 第 1 次扩增引物为 Rout和 5'RACE
Outer Primer，第 2 次扩增引物为 Rin和 5' RACE
Inner Primer)。反应条件为:94℃预变性 3 min;接
着 20 ～ 30 个循环，循环条件为 94℃，30 s，55 ～
56℃，30 s，72℃，60 ～ 90 s;72℃保温 10 min。扩增
完毕后，用 1. 2%琼脂糖凝胶电泳检查，1. 5%琼脂
糖凝胶回收目的片断。

1. 4 PCR 的克隆与测序
PCR 和 RACE 反应产物经 1. 5%的凝胶电泳

分离，切下目的片断，用胶回收试剂盒回收纯化。
纯化产物连接到 pEASY-T3 载体，并转化到 Trans-
T1 感受态大肠杆菌 Escherichia coli。通过蓝白斑
筛选，挑取白色菌落扩大培养，培养后用试剂盒提
取质粒，用 EcoRⅠ酶切鉴定阳性克隆。每次选择
2 ～ 3 个阳性克隆，菌液送往北京奥科鼎盛生物科
技有限公司测序。

1. 5 序列分析
利用 DNAMAN(Version 6. 0)软件进行序列拼

接和比对分析，并利用 GenBank 数据库进行 Blast
比对分析。信号肽预测使用 SignalP 3. 0 Server 程
序，跨膜结构预测使用 TMHMM Server v． 2. 0 程
序，结构分析使用 Hits 软件。

2 结果与分析
2. 1 甜菜夜蛾类钙粘蛋白基因核苷酸及推导的
氨基酸序列分析

以甜菜夜蛾中肠 cDNA 为模板，用简并引物
F1和 R1，F2和 R2分别扩增得到了分子量为 882
bp、1 779 bp 的条带。中间引物 F3 和 R3 扩增得到
了 2 291 bp 的条带。5' RACE 和 3' RACE 反应分
别得到了甜菜夜蛾类钙粘蛋白 cDNA 的 5'末端和
3'末端大小为 755 bp 和 543 bp 的片断。

用 DNAMAN 软件对 PCR 和 RACE 产物测序
结果进行分析，去除 PCR，5' RACE 和 3' RACE 序
列中的重复区域，获得了编码甜菜夜蛾中肠钙粘

蛋白的 cDNA 全长序列，该序列已经在 GenBank
中登录，序列号为 HQ647122。该 cDNA 全长 5 582
bp，其中碱基 A 占 30%，C 占 23. 2%，G 占
23. 6%，T 占 23. 2%，图 2 即为甜菜夜蛾类钙粘蛋
白基因的完整序列。该基因蛋白编码区长 5 217
bp，5'端非编码区长 198 bp，3'端非编码区长 164
bp，具有真核生物典型的 polyA 加尾(图 2)。

根据以上所得序列设计了一对特异性引物
BAWF 和 BAWR 从起始密码子到终止密码子扩增
甜菜夜蛾类钙粘蛋白阅读框，它编码 1 739 个氨基
酸，用 ProtParam 预测该蛋白分子量和等电点分别
为 196. 447 ku 和 4. 47。

推导的甜菜夜蛾类钙粘蛋白氨基酸序列包括
一个信号肽 ( signal peptide，SIG)、一个前蛋白区
(proprotein region，PRO )、11 个钙粘蛋白重复
( cadherin repeat，CR1 ～ 11 )、一个靠近细胞膜的区
域，即近膜区 (membrane-proximal region，MPR)、
一个跨膜区( transmembrane region，TM)和胞质区
( cytoplasmic region，CYT)，这些都具有昆虫类钙
粘蛋白的结构特征(图 3)。

信号肽结构分析结果表明，推导的甜菜夜蛾
类钙粘蛋白 N 端 21 个氨基酸为信号肽序列，第 21

和 22 个氨基酸之间为剪切位点。跨膜结构分析
表明，第 1 593 ～ 1 615 位氨基酸是类钙粘蛋白锚
定到细胞膜上的区域，将该蛋白分为细胞膜外和
细胞质内两部分。其中第 1 615 ～ 1 739 位于细胞
质内，而 1 ～ 1 592 位于细胞膜外。

2. 2 同源性分析
将甜菜夜蛾类钙粘蛋白基因 cDNA 推导出的

1 739 个氨基酸序列，与已知全长的昆虫类钙粘蛋
白氨基酸序列用 DNAMAN Version 6. 0 进行同源
性分析。结果表明，所得氨基酸序列与 GenBank
登录的大螟 Sesamia inferens、蛀茎夜蛾 Sesamia
nonagrioides、烟芽夜蛾 Heliothis virescens、烟夜蛾
Helicoverpa assulta、棉铃虫 Helicoverpa armigera、家
蚕 Bombyx mori、烟草天蛾 Maduca sexta、舞毒蛾
Lymantria dispar、亚洲玉米螟 Ostrinia furnacalis、欧
洲玉米螟 Ostrinia nubilalis、棉红铃虫 Pectinophora
gossypiella 均有较高的一致性，分别为 61. 28%、
60. 34%、60. 14%、60. 08%、59. 06%、57. 96%、
56. 01%、56. 72%、51. 51%、51. 45%、51. 17%，表
明得到的是类钙粘蛋白基因。使用 DNAMAN
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Version 6. 0 对不同鳞翅目昆虫类钙粘蛋白完整序
列做系统发育树，从图 4 中可以看出甜菜夜蛾与
同科的大螟、蛀茎夜蛾、烟芽夜蛾、烟夜蛾亲缘关
系更近，一致性均达 60%以上。

3 讨论

甜菜夜蛾是一种抗药性很强的害虫，该虫目

前已对多种杀虫剂产生了较强的抗性(王光锋，
2003;姜艳杰和谭伟明，2007;张彬等，2008;周利
琳等，2008)，因而化学防治越来越困难。为缓解
甜菜夜蛾抗药性问题，生物防治倍受关注(张悦丽
和高 兴祥，2004; 张 小丽 等，2006; 杨宝 山等，
2006)。苏云金芽胞杆菌是一种昆虫病原细菌，它
作为一种有效的微生物杀虫剂，现已广泛应用于
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图 2 甜菜夜蛾中肠类钙粘蛋白基因的 cDNA 序列
Fig． 2 Nucleotide sequences of cadherin-like cDNA from Spodoptera exigua

翻译起始密码子的第一个核苷酸记为 + 1，起始密码子和终止密码子用黑体标出。

The first nucleotide of the initiator codon is marked as + 1，and the initiator codon and terminator

codon are indicated by bold．

害虫防治，尤其对鳞翅目害虫有良好的控制作用。
但随着 Bt 转基因作物的推广使用，已发现多种昆
虫对 Bt 毒素可以产生抗性(赵新民等，2007)。其
中，小菜蛾已在田间表现出高抗性( Ferre and Van
Rie，2002)。因此，昆虫对 Bt 毒素的抗性问题也
不容忽视。为了延长 Bt 作物的使用，解决害虫对
Bt 的抗性问题刻不容缓。目前，研究不仅仅针对
棉铃虫、二化螟、小菜蛾等转基因作物的主要靶标
害虫，研究者们也开始关注对靶标害虫以外的其
他生物的影响(袁一杨和戈峰，2010)。甜菜夜蛾
是转基因作物的一种非靶标害虫，有报道转
cry1Ab 基因的 Bt 玉米对甜菜夜蛾初孵幼虫有明显
的杀虫活性(王振营等，2005)，而转 cry1Ac:cry1F
棉花也对甜菜夜蛾有较好的杀虫效果 ( Tindall
et al．，2009)。但也有报道 Cry1Ac 毒素虽然可以
明显的抑制甜菜夜蛾低龄幼虫的发育，但当转移
到无毒条件时，能迅速恢复生长(陈建等，2010)。
近年来，甜菜夜蛾在转基因棉田危害越来越重，并

没有减缓的趋势，对转 Bt 作物的长期种植存在很
大风险。实验室及田间抗性昆虫品系对 Bt 毒素
产生的抗性主要与昆虫中肠上皮细胞膜上 Bt 毒
素特异性结合受体的变化有关(谭声江等，2001)，
而类钙粘蛋白与氨肽酶 N 是昆虫对 Bt 产生抗性
密切相关的 2 种最重要的受体(刘凯于等，2004;
苗素丽等，2008;张应等，2008)，尤其类钙粘蛋白
作为 Cry 类毒素的第一受体，在毒素对害虫发挥
毒杀作用的过程中起着不可或缺的基础作用。因
此，研究甜菜夜蛾类钙粘蛋白将有助于进一步了
解 Bt 毒素对甜菜夜蛾的作用机制，从而为最终明
确甜菜夜蛾对 Bt 毒素的抗性机制奠定基础。

目前，已从烟夜蛾、烟芽夜蛾、棉铃虫、粘虫、
舞毒蛾、家蚕、烟草天蛾、亚洲玉米螟、欧洲玉米
螟、二化螟、棉红铃虫及小菜蛾等鳞翅目昆虫中获
得类钙粘蛋白基因 cDNA 全长，这些昆虫的类钙
粘蛋白都具有典型的特征结构，包括信号肽、钙粘
蛋白重复、跨膜区和胞质区。甜菜夜蛾的类钙粘
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图 3 甜菜夜蛾中肠类钙粘蛋白 cDNA 序列推导的氨基酸序列
Fig． 3 The deduced amino acid sequences of cadherin-like cDNA from Spodoptera exigua

箭头处为推导的结构域起始点。 the arrows indicate the starting point of the deduced structure domain; SIG: 信

号肽序列 signal peptide; PRO: 前蛋白区 proprotein region; CR: 钙粘蛋白重复 cadherin repeat; MPR: 近膜区
membrane-proximal region; TM: 跨膜区 transmembrane region; CYT: 细质区 cytoplasmic region．

蛋白也具有这些特征结构，这表明鳞翅目不同昆
虫的类钙粘蛋白结构很保守。甜菜夜蛾类钙粘蛋
白氨基酸序列与上述鳞翅目昆虫均具有较高一致
性，达 50%左右。尤其与同科的大螟、蛀茎夜蛾、
烟芽夜蛾、烟夜蛾亲缘关系更近，一致性均达 60%
以上，这进一步说明类钙粘蛋白在进化上的保守
性。这种功能区域的保守性有助于阐明 Bt 毒素
与甜菜夜蛾类钙粘蛋白的相互作用机制。然而，
本实验仅克隆获得了甜菜夜蛾类钙粘蛋白基因

cNDA 全长并进行了序列分析，尚未涉及该蛋白的
功能研究。鉴于 Bt 毒素与受体在不同昆虫体内
的相互作用机制并不完全相同，因此还需进一步
深入研究甜菜夜蛾类钙粘蛋白与 Bt 毒素的结合
机制，从而进一步了解 Bt 对甜菜夜蛾的作用机制
以及甜菜夜蛾对 Bt 的反应机制，从而更好地对转
基因作物进行安全性评价。
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