褐飞虱V-ATPase d亚基基因的克隆与mRNA表达分析
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摘要：液泡型H+-ATPase (V-ATPase)在昆虫生长发育过程中具有重要作用。本文通过RT-PCR获得褐飞虱V-ATPase d亚基基因NlVHA-d的cDNA序列，并通过实时荧光定量PCR对NlVHA-d基因的表达进行了分析。结果表明，NlVHA-d基因编码349个氨基酸，不同昆虫V-ATPase d亚基高度保守。NlVHA-d基因在褐飞虱 2龄若虫中表达量最高，雌虫表达量显著高于雄虫表达量。LD10和LD30三唑磷处理的羽化三天短翅雄虫NlVHA-d基因相对表达倍数分别是丙酮处理的2.15和2.46倍。亚致死剂量三唑磷处理褐飞虱短翅雄虫NlVHA-d基因的表达上调可能与褐飞虱再猖獗相关。
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Abstract: The vacuolar H+-ATPase (V-ATPase) plays an important role in growth and development of insects. In this study, a cDNA sequence of V-ATPase d subunit gene was obtained from the brown planthopper, Nilaparvata lugens (Stål), by RT-PCR and named as NlVHA-d, and its expression was analyzed by qRT-PCR. The results showed that the open reading frame of NlVHA-d is 1047bp in length, encoding 349 amino acid residues, and the V-ATPase d genes are highly conserved among different insects. The qRT-PCR analysis revealed that the mRNA expression level of NlVHA-d was the highest in second instar nymphs, and the female adults showed higher levels of expression than the male adults. Furthermore, at third day after eclosion, the relative expressions of NlVHA-d in brachypterous male adults treated with LD10 and LD30 of triazophos were 2.15 and 2.46 times higher than that in control treatment with acetone, respectively. The over-expression of NlVHA-d gene in brachypterous male adults treated with subleathal dose of triazophos might contribute to the resurgence of brown planthopper.
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液泡型H+-ATPase (V-ATPase)是一种广泛存在于真核生物细胞内膜和某些特殊细胞的细胞质膜上的ATP依赖性质子泵（Sunwada et al., 2004; Wagner et al., 2004; Beyenbach and Wieczorek, 2006）。V-ATPase利用ATP水解释放的能量作为动力，将H+泵出细胞外或泵入细胞器中，从而维持细胞内pH稳态以及高尔基体、溶酶体、吞饮小泡和突触小泡等酸性细胞器内低pH值，为细胞生理活动的正常进行以及各种离子和代谢物的转运提供必要条件（Kane, 2006; Forgac, 2007; Brown et al., 2009）。在昆虫中，位于马氏管、中肠、后肠、唾液腺和感觉神经节上皮细胞顶膜的V-ATPase产生跨质膜电化学质子梯度，通过阳离子/nH+反向运输体的作用将K+或Na+转运至细胞外，从而在昆虫的生长发育过程中起着非常重要的作用（Davies et al., 1996; Okech et al., 2008; Rein et al., 2008; Yan et al., 2009; Wieczorek et al., 2009; Vaccari et al., 2010; Lu et al., 2011）。因此，对昆虫V-ATPase的调控将有可能发展成为害虫防治的新方法和新途径。
褐飞虱Nilaparvata lugens (Stål) 属同翅目Homoptera飞虱科Delphacidae，是危害水稻最严重的害虫之一。目前，对褐飞虱的化学防治主要依靠有机磷、氨基甲酸酯、拟除虫菊酯和新烟碱类杀虫剂。然而，由于杀虫剂对天敌群落的破坏以及部分亚致死剂量杀虫剂对褐飞虱生殖的刺激作用，褐飞虱再猖獗问题已经引起了广泛关注（Zhuang et al., 1999; Wu et al., 2001; Zhu et al., 2004; Bao et al., 2009）。本文通过RT-PCR克隆了褐飞虱V-ATPase d亚基基因，并研究了该基因在褐飞虱不同发育阶段的mRNA表达动态以及亚致死剂量三唑磷对其表达水平的影响，为进一步深入研究V-ATPase基因在褐飞虱生长发育中的作用以及褐飞虱再猖獗的分子机制奠定基础。
1 材料与方法
1.1 供试材料
供试昆虫：褐飞虱初始虫源采自扬州大学试验田，在光照培养箱（温度26±1℃，湿度70%-85%，光照16L/8D）用淮稻13号分孽后期稻株饲养。
供试药剂：85%三唑磷原药由联合国南通农药剂型开发中心提供。
分子生物学试剂：pGEM-T vector和SV total RNA isolation system购自Promega公司，Ex Taq™ DNA 聚合酶、Primescript™ First-Strand cDNA Synthesis kit和SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit II 购自TaKaRa公司。
1.2生物测定与亚致死剂量处理
生物测定与亚致死剂量处理采用点滴法。三唑磷原药以丙酮为溶剂，按等比梯度稀释成6个系列浓度。用二氧化碳麻醉4龄第2天褐飞虱若虫5-10 s，用手动微量点滴器将0.052 µL三唑磷药液点滴于前胸背板。每一浓度处理30头，重复3次，以丙酮为对照，24 h后检查死亡率。采用DPS数据处理系统进行数据分析。根据生物测定结果，用LD10（6.47×10-4 µg/头）和LD30（1.30×10-3 µg/头）三唑磷处理褐飞虱4龄第2天若虫，以丙酮为对照。
1.3总RNA提取与cDNA合成
收集褐飞虱各龄期1日龄若虫、羽化1日龄成虫（短翅雌虫、短翅雄虫、长翅雌虫、长翅雄虫）以及亚致死剂量三唑磷和丙酮处理的羽化1日龄和3日龄成虫，按照SV total RNA isolation system操作说明分别提取各样品总RNA。RT-PCR和荧光定量RT-PCR所用cDNA模板的合成分别参照Primescript™ First-Strand cDNA Synthesis kit和SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit II操作说明。
1.4 RT-PCR
以烟草天蛾 Manduca sexta的V-ATPase d亚基的氨基酸序列（GenBank登录号: CAA67343）作为信息探针对GenBank褐飞虱EST数据库进行tBlastn同源检索，发现褐飞虱V-ATPase d亚基的两个EST序列（GenBank登录号：DB847181和DB843414）。根据EST序列设计一对特异性引物V-ATPaseF1和V-ATPaseR1（表1），以褐飞虱5龄若虫cDNA为模板在S1000 PCR仪（Bio-Rad, 美国）上进行PCR扩增。PCR程序为：94℃预变性5 min，94℃变性30 s，55℃退火30 s，72℃延伸2 min，共35个循环；72℃延伸10 min。PCR产物经低熔点琼脂糖凝胶电泳回收和基因纯化试剂盒纯化后，克隆于pGEM-T vector并转化到感受态大肠杆菌DH5α中，阳性克隆送上海生工生物工程技术服务有限公司用通用引物进行序列测定。

表1 PCR引物
Table 1 Primers used in PCR amplification
	引物 Primer
	引物序列 Primer sequence (5′-3′)
	PCR

	V-ATPaseF1
	GTTCAATATTCTACAGCCCT
	RT-PCR

	V-ATPaseR1
	TTCACAAGAGGGAACAGATA
	

	V-ATPaseF2
	TATTGATGGAGGCTACTTGG
	荧光定量PCR

	V-ATPaseR2
	CAGAGGACTTGGTTCATTTG
	

	β-F
	TGGACTTCGAGCAGGAAATGG
	荧光定量PCR

	β-R
	ACGTCGCACTTCATGATCGAG
	


1.5 序列分析和系统发育树构建
利用Clustal W对昆虫V-ATPase d亚基氨基酸序列进行多重序列比对和一致性分析，利用Mega 5构建系统发育树。
1.6 荧光定量RT-PCR

根据褐飞虱V-ATPase d亚基cDNA序列设计、合成荧光定量RT-PCR特异性引物V-ATPaseF2和V-ATPaseR2（表1）。以褐飞虱β-Actin基因作为内参基因，合成特异性引物β-F和β-R（Liu et al., 2008）。在20 µL实时荧光定量PCR反应体系中含有：SYBR Premix EX TaqTM II（2×）10 µL，基因特异性上、下游引物（10 µM）0.8 µL，ROX Reference Dye II（50×）0.4 µL，cDNA模板2.0 µL，灭菌超纯水6.0 µL，混匀，离心，在CFX96TM荧光定量PCR仪（Bio-Rad, 美国）上按下列条件反应：95℃预变性30 s，然后95℃变性10 s、60℃退火15 s共40个循环。反应中以水为阴性对照，每个处理重复3次。反应结束后对Ct值采用2-△△Ct法进行定量分析，用DPS软件进行平均值与标准差的计算。
2 结果与分析
2.1 褐飞虱V-ATPase基因的克隆与序列分析
利用根据褐飞虱EST序列设计的一对特异性引物RT-PCR扩增出约1200 bp的条带（图1）。经过克隆和测序，最终获得1247 bp的cDNA序列，其开放阅读框编码349个氨基酸（图2）。多重序列比对发现该基因氨基酸序列与GenBank中已登录的膜翅目昆虫意蜂Apis mellifera、印度跳蚁Harpegnathos saltator和丽蝇蛹集金小蜂Nasonia vitripennis V-ATPase d亚基的一致性分别为94.25%、93.97%和93.39%，与鳞翅目烟草天蛾Manduca sexta和家蚕Bombyx mori V-ATPase d亚基的一致性分别为93.68%和93.39%，与双翅目黑腹果蝇Drosophila melanogaste V-ATPase d亚基的一致性为90.57%，与鞘翅目赤拟谷盗Tribolium castaneum V-ATPase d亚基的一致性为93.39%（图3）。系统发生分析也表明该基因与膜翅目、蚤目、虱目、鞘翅目和鳞翅目昆虫的V-ATPase d亚基聚为一大类（图4），推测所获得的序列是褐飞虱V-ATPase d亚基的编码基因，命名为NlVHA-d。
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图1 褐飞虱NlVHA-d基因RT-PCR扩增
Fig.1 RT-PCR amplification of NlVHA-d gene in Nilaparvata lugens
M：分子量标准 DNA marker；1：RT-PCR扩增产物 RT-PCR product.
1 GTTCAATATTCTACAGCCCTAATTTATAAACTTTTGTAGTATATTTTGCATTTTAATCTTTAAAAATGGTTGGCTGTACTTTTAATATTG
M  V  G  C  T  F  N  I  ·
1  ATGGAGGCTACTTGGAAGGACTTTGCAGAGGTTTCAAATGTGGAATTCTAAGGCAAACGGATTATTTGAACCTTGTGCAGTGTGAAACTT
D  G  G  Y  L  E  G  L  C  R  G  F  K  C  G  I  L  R  Q  T  D  Y  L  N  L  V  Q  C  E  T  ·
181 TGGAAGATTTAAAGCTTCACCTTCAAGGAACAGATTATGGCAGCTTCTTGGCAAATGAACCAAGTCCTCTGGCCGTGTCAGTAATTGATG
L  E  D  L  K  L  H  L  Q  G  T  D  Y  G  S  F  L  A  N  E  P  S  P  L  A  V  S  V  I  D  ·
271 ACAAATTGAGGGAAAAGCTTGTAATTGAATTTCAACATATGCGCAATCAAGCTGTTGAACCCTTATCAACTTTTCTCGACTTCATTACGT
D  K  L  R  E  K  L  V  I  E  F  Q  H  M  R  N  Q  A  V  E  P  L  S  T  F  L  D  F  I  T  ·
361 ATAGCTACATGATCGACAACATAATTCTTCTGATCACGGGTACTCTCCATCAGCGGCCCATTTCTGAGCTGATCCCCAAATGCCATCCAC
Y  S  Y  M  I  D  N  I  I  L  L  I  T  G  T  L  H  Q  R  P  I  S  E  L  I  P  K  C  H  P  ·
451 TCGGCAGCTTTGAGCAGATGGAGGCCATCCACGTGGCTGCCACGCCCGCTGAGCTCTACAATGCTGTTCTTGTCGATACCCCACTTGCTC
L  G  S  F  E  Q  M  E  A  I  H  V  A  A  T  P  A  E  L  Y  N  A  V  L  V  D  T  P  L  A  ·
541 CATTCTTTGTTGACTGCATCAGTGAGCAAGATTTAGATGAGATGAACATTGAGATCATAAGAAACACTCTTTACAAGGCGTATTTGGAAG
P  F  F  V  D  C  I  S  E  Q  D  L  D  E  M  N  I  E  I  I  R  N  T  L  Y  K  A  Y  L  E  ·
631 CCTTTTATGAATTCTGCAAGAACATCGGTGGAACAACCGCTGATGCCATGTGCGAAATAATTGCTTTTGAAGCTGACCGCCGTGCCATAA
A  F  Y  E  F  C  K  N  I  G  G  T  T  A  D  A  M  C  E  I  I  A  F  E  A  D  R  R  A  I  ·
721 TAATCACGATCAACTCGTTTGGCACAGAGCTGACAAAGGACGACCGCGCCAAGCTGTACCCGCGCTGTGGCAAGCTGAACCCCGACGGGC
I  I  T  I  N  S  F  G  T  E  L  T  K  D  D  R  A  K  L  Y  P  R  C  G  K  L  N  P  D  G  ·
811 TGGCTGCTCTGGCCAGGGCTGACGACTACGAACAAGTCAAGGCCGTCGCTGAGTATTATGCTGAGTACAGTGCTTTGTTCGAGGGAGCTG
L  A  A  L  A  R  A  D  D  Y  E  Q  V  K  A  V  A  E  Y  Y  A  E  Y  S  A  L  F  E  G  A  ·
901 GAAACAATCCTGGTGATAAAACGCTGGAGGATCGATTCTTTGAGCAGGAGGTGCAGTTGAACGTGAACGCTTTTCTGCAACAATTCCACT
G  N  N  P  G  D  K  T  L  E  D  R  F  F  E  Q  E  V  Q  L  N  V  N  A  F  L  Q  Q  F  H  ·
991 TCGGTGTGTTCTACTCTTATCTGAAGCTGAAAGAGCAGGAATGTCGAAACATTGTGTGGATCGCTGAGTGCGTCGCTCAAAAACACAGAG
F  G  V  F  Y  S  Y  L  K  L  K  E  Q  E  C  R  N  I  V  W  I  A  E  C  V  A  Q  K  H  R   ·
1081 CCAAAATCGACAACTATATTCCAATTTTCTAATTGCATTTACATTTCCAGGAATCCTGGAATATCGAAAGTATCAACAAAAATTATTAGG
A  K  I  D  N  Y  I  P  I  F  *
1171 ATTATTTTTCAAAATTGTCCCGAATAGTTTTCTCCCTCCTTTTGTTTTTTTAATAGTTATCTGTTCCCTCTTGTGAA
图2 褐飞虱NlVHA-d基因cDNA序列及推导的氨基酸序列
Fig.2 cDNA and deduced amino acid sequence of NlVHA-d gene in Nilaparvata lugens
加下划线和加阴影核苷酸序列分别为RT-PCR和qPCR所用引物。
Nucleotide sequences of primer pairs in RT-PCR and qPCR are underlined and in bold face, respectively.
N.lugens           1 ---MVGCTFNIDGGYLEGLCRGFKCGILRQTDYLNLVQCETLEDLKLHLQGTDYGSFLANEPSPLAVSVIDDKLREKLVIEFQHMRNQAV
A.mellifera        1 ---MKGCMFNIDAGYLEGLCRGFKCGILQQSDYLNLVQCETLEDLKLHLAGTDYGSFLANEPSPLSVSVIDDKLREKLVIEFQHMRNHSV
H.saltator         1 ---MKGCMFNIDGGYLEGLCRGFKCGILQQSDYLNLVQCETLEDLKLHLAGTDYGSFLANEPSPLSVSVIDDKLREKLVVEFQHMRNHSV
N.vitripennis      1 ---MKGCMFNIDGGYLEALCRGFKCGILQQTDYLNLVQCETLEDLKLHLAGTDYGSFLANEPSPLSVSVIDDKLREKLVIEFQHMRNHSV
D.melanogaster     1 -MNSSGFMFNIDNGYLEGLCRGFKCGILKQADYLNLVQCETLEDLKLHLQGTDYGSFLANEPSPLSVSVIDDKLREKLVIEFQHMRNHAV
D.pseudoobscura    1 -MDSSGFMFNIDNGYLEGLCRGFKCGILKQADYLNLVQCETLEDLKLHLQGTDYGSFLANEPSPLSVSVIDDKLREKLVIEFQHMRNHAV
M.sexta            1 ---MKGCIFNIDAGYLEGLCRGFKCGILKQSDYLNLVQCETLEDLKLHLQGTDYGTFLANEPSPLSVSTIDDKLREKLVIEFQHLRNHSV
B.mori             1 ---MKGCIFNIDAGYLEGLCRGFKCGILKQSDYLNLVQCETLEDLKLHLQGTDYGTFLANEPSPLSVSTIDDKLREKLVIEFQHLRNHSV
T.castaneum        1 ---MKGCLFNIDAGYLEGLCRGFKCGILKQSDYLNLVQCETLEDLKLHLQGTDYGSFLANEPSPLAVSTIDNKLREKLVIEFQHMRNQAV
P.humanus          1 ---MKGCVFNIDAGYLEGLCRGFKCGILKQSDYLNLVQCETLEDLKLHLQGTDYGNFLANEPSPLAVSTIDDKLREKLVIEFQHMRNHSV
D.pulex            1 ---MRFQEFNIDNGYLEGLCRGFKNGVLKQADYINLVQCETLDDLKLHLQSTDYGQFLANEPSPLAVSVIDDRLREKLVIEFQHMRNHAV
X.laevis           1 MTSFSELYFNVDSGYLEGLVRGFKAGILSQGDYLNLVQCETLEDLKLHLQSTDYGTFLANEASPLAVSVIDDKLKEKMVVEFRHMRNQSY

N.lugens          88 EPLSTFLDFITYSYMIDNIILLITGTLHQRPISELIPKCHPLGSFEQMEAIHVAATPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
A.mellifera       88 EPLSQFLDFITYSYMIDNIILLITGTLHQRPISELIPKCHPLGSFEQMEAIHVAATPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
H.saltator        88 EPLSQFLDFITYSYMIDNIILLITGTLHQRPISELIPKCHPLGSFEQMEAIHVAATPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
N.vitripennis     88 EPLSQFLDFITYSYMIDNIILLITGTLHQRPISELIPKCHPLGSFEQMEAIHVAATPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
D.melanogaster    90 EPLSNFLDFITYGYMIDNIILLITGTLHQRPISELIPKCHPLGSFEQMEAIHVASTPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
D.pseudoobscura   90 EPLSNFLDFITYGYMIDNIILLITGTLHQRPISELIPKCHPLGSFEQMEAIHVASTPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
M.sexta           88 EPLSTFLDFITYSYMIDNIILLITGTLHQRPISELIPKCHPLGSFEQMEAIHVAATPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
B.mori            88 EPLSTFLDFITYSYMIDNIILLITGTLHQRPISELIPKCHPLGSFEQMEAIHVAATPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
T.castaneum       88 EPLSTFLDFITYSYMIDNIILLITGTLHQRPIGELIPKCHPLGSFEQMEAIHVASTPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
P.humanus         88 APLSTFLDFITYSYMIDNIILLITGTLHHRPISELIPKCHPLGSFEQMEAIHVASNPAELYSAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
D.pulex           88 EPLATFLDYITYSYMIDNIILLITGTLHHRPITELISKCHPLGSFEQMEAIHVASTPAELYNAVLVDTPLAPFFVDCISEQDLDEMNIEI
X.laevis          91 EPLASFMDFITYSYMIDNVILLITGTLHQRSISELVPKCHPLGSFEQMEAVNIAQTPAELYNAILVDTPLAAFFQDCISEQDLDEMNIEI

N.lugens         178 IRNTLYKAYLEAFYEFCKNIGGTTADAMCEIIAFEADRRAIIITINSFGTELTKDDRAKLYPRCGKLNPDGLAALARADDYEQVKAVAEY
A.mellifera      178 IRNTLYKAYLEAFYKFCKDIGGTTADTMCEILAFEADRRAIIITINSFGTELGKDDRAKLYPRCGKLNPDGLAALARADDYEQVKAVAEY
H.saltator       178 IRNTLYKAYLEAFYKFCKELGGTTADTMCEILAFEADRRAIIITINSFGTELGKDDRAKLYPRCGRLNPDGLAALARADDYEQVKAVAEY
N.vitripennis    178 IRNTLYKAYLEAFYKFCEDIGGTTADTMCEILAFEADRRAIIITINSFGTELGKDDRAKLYPRCGRLNPDGLAALARADDYEQVKAVAEY
D.melanogaster   180 IRNTLYKAYLEAFYNFCKNMGGATADVMCEILAFEADRRAIIITINSFGTELSKDDRAKLYPNCGKMYPDGLAALARADDYEQVKTVAEY
D.pseudoobscura  180 IRNTLYKAYLEAFYNFCKNMGGATADVMCEILAFEADRRAIIITINSFGTELSKDDRAKLYPNCGKMYPDGLAALARADDYEQVKTVAEY
M.sexta          178 IRNTLYKAYLEAFYDFCKQIGGTTADVMCEILAFEADRRAIIITINSFGTELSKDDRAKLYPRCGKLNPDGLAALARADDYEQVKAVAEY
B.mori           178 IRNTLYKAYWEAFYDFCKQIGGTTADVMCEILAFEADRRAIIITINSFGTELSKDDRAKLYPRCGKLNPDGLAALARADDYEQVKAVAEY
T.castaneum      178 IRNTLYKAYLEAFYAFCKEIGGTTADCMCEILAFEADRRAIIITINSFGTELSKDDRAKLYPRCGKLNPDGLAALVRAEDYDQVKAVAEY
P.humanus        178 IRNTLYKAYLEAFYDFCKELGGTTADAMCEILAFEADRRAIIITINSFGTELTKDDRAKLYPRCGKLHPDGLAALARADDYEQVKAVAEY
D.pulex          178 IRNTLYKAYLESFYQYCQTLGGTTAEVMCEILAFEADRRALIITINSFGTELSKDDRVKLYPTCGRLHPDGLAALARADDFEQVRGIAEY
X.laevis         181 IRNTLYKAYLESFYKFCKSLGGTTGDAMCPILEFEADRRAFIITINSFGTELSKEDRAKLFPHCGKLYPEGLAQLARADDYEQVKTVADY

N.lugens         268 YAEYSALFEGAGNNPGDKTLEDRFFEQEVQLNVNAFLQQFHFGVFYSYLKLKEQECRNIVWIAECVAQKHRAKIDNYIPIF
A.mellifera      268 FAEYSALFEGAGNNPGDKTLEDKFFEHEVRLNVHAFLQQFHFGVFYSYLKLKEQECRNIVWIAECVAQKHRAKIDNYIPIF
H.saltator       268 YAEYSALFEGAGNNPGDKTLEDKFFEHEVRLNVHAFLQQFHFGVFYSYLKLKEQECRNIVWIAECVAQKHRAKIDNYIPIF
N.vitripennis    268 YAEYAALFDGAGNNPGDKTLEDKFFEREVRLNVNAFLQQFHFGVFYSYLKLKEQECRNIVWISECVAQKHRAKIDNYISIF
D.melanogaster   270 YAEYAALFDGSGNNPGDKTLEDKFFEHEVKLDVYAFLQQFHFGVFYAYLKLKEQECRNIVWIAECVAQKHRAKIDNYIPIF
D.pseudoobscura  270 YAEYAALFDGSGNNPGDKTLEDKFFEHEVKLNVYAFLQQFHFGVFYAYLKLKEQECRNIVWIAECVAQKHRAKIDNYIPIF
M.sexta          268 YAEYSALFEGAGNNVGDKTLEDKFFEHEVNLNVHAFLQQFHFGVFYSYLKLKEQECRNIVWISECVAQKHRAKIDNYIPIF
B.mori           268 YAEYSALFEGAGNNVGDKTLEDKFFEHEVSLNVHAFLQQFHFGVFYSYLKLKEQECRNIVWISECVAQKHRAKIDNYIPIF
T.castaneum      268 YAEYSKLFEGAGSNPGDKTLEDKFFEHEVRLNVHAFLQQFHFGVFYSYLKLKEQECRNIVWIAECVAQKHRAKIDNYIPIF
P.humanus        268 YAEYSALFEGAGNNPGEKTLEDKFFEHEVRLNTNAFLQQFHYGVFYSYLKLKEQECRNIVWISECVAQKHRAKIDN-----
D.pulex          268 YAEYKELFDGSGNNPGEKTLEDKFFEYEVKLNMYGFMQQFHFGVFYSYLKLKEQECRNIVWISECVAQKHRAKIDNYIPIF
X.laevis         271 YPEYKLLFEGAGNNPGDKTLEDRFFEHEVKLNKLAFLNQFHFGVFYAFVKLKEQECRNVVWIAECIAQRHRAKIDNYIPIF

图3  褐飞虱NlVHA-d基因与其他物种V-ATPase d亚基基因的氨基酸序列比对
Fig.3 Amino acid sequence alignment of NlVHA-d gene in Nilaparvata lugens with V-ATPase d genes in other species
N.lugens：褐飞虱 Nilaparvata lugens；A.mellifera：意大利蜜蜂 Apis mellifera（XP_393438）；H.saltator：印度跳蚁 Harpegnathos saltator（EFN85494）；N.vitripennis：丽蝇蛹集金小蜂 Nasonia vitripennis（XP_001605391）；D.melanogaster：黑腹果蝇 Drosophila melanogaster（AAF45902）；D.pseudoobscura：拟暗果蝇 Drosophila. Pseudoobscura（EAL32225）；M.sexta：烟草天蛾 Manduca sexta（CAA67343）；B.mori：家蚕 Bombyx mori（ABF51370）；T.castaneum：赤拟谷盗 Tribolium castaneum（EFA03371）；P.humanus：人类体虱 Pediculus humanus corporis（EEB16182）；D.pulex：水蚤 Daphnia pulex（EFX90268）；X.laevis：爪蟾 Xenopus laevis（AAH42233）。括号内号码为相应物种V-ATPase d亚基基因氨基酸序列的GenBank登录号。The GenBank accession number for deduced amino acid sequence of V-ATPase d gene in each species was shown in the brackets.
[image: image2.png]99

74

61

95

64

62

99

% B Lepidoptera
— B3R Coleoptera

—> B\H Louse
— &H Siphonaptera

FE# B Hymenoptera

— [ R Hemiptera
BB Diptera

—> FIHEENT Vertebrata




图4 不同物种V-ATPase d亚基的系统发育进化树
Fig.4 Phylogenetic relationship of V-ATPase d subunit proteins in different species
图中物种名缩写同图3。The abbreviations of the species names are the same as in Fig.3.
2.2 褐飞虱V-ATPase基因的mRNA表达分析
通过实时荧光定量PCR分析了NlVHA-d基因在褐飞虱各发育阶段的表达情况。结果表明，NlVHA-d基因在2龄若虫的表达水平有一个峰值，然后开始下降，在短翅雄虫中的表达水平达到一个相对较低的水平。将短翅雄虫的表达量定为1，则1、2、3、4、5龄若虫、短翅雌虫、长翅雌虫和长翅雄虫的相对表达倍数分别为4.3、5.5、3.1、2.2、2.1、2.5、3.9和1.5倍（图5）。
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图5 NlVHA-d基因在褐飞虱不同发育阶段的表达
Fig. 5 The relative expression levels of the NlVHA-d gene in different developmental stages of Nilaparvata lugens
图中数据为平均值±标准误，线上字母表示在P < 0.05水平的差异显著性。The values are shown as means ± S.E., while bars with different letters indicate that the means are significantly different at the P < 0.05 level.

1: 1龄若虫 First instar nymphs; 2: 2龄若虫 Second instar nymphs; 3: 3龄若虫 Third instar nymphs; 4: 4龄若虫 Fourth instar nymphs; 5: 5龄若虫 Fifth instar nymphs; B♀: 短翅雌成虫 Brachypterous female adults; B♂: 短翅雄成虫 Brachypterous male adults; M♀: 长翅雌成虫 Macropterous female adults; M♂: 长翅雄成虫 Macropterous male adults.
2.3 亚致死剂量三唑磷对褐飞虱V-ATPase 基因表达的影响
根据生物测定结果，以LD10和LD30三唑磷处理褐飞虱4龄若虫，分析了羽化一天和羽化三天褐飞虱成虫NlVHA-d基因的mRNA表达水平。结果表明，在羽化一天褐飞虱成虫中，与丙酮处理对照相比，除LD30三唑磷处理长翅雄虫NlVHA-d基因的mRNA表达水平显著下降外，其它处理NlVHA-d基因的mRNA表达水平没有显著变化（图6-A）。在羽化三天褐飞虱成虫中，LD10和LD30三唑磷处理短翅雄虫NlVHA-d基因的mRNA表达水平分别是丙酮处理对照的2.15，2.46倍，而长翅雌虫NlVHA-d基因相对表达倍数分别是丙酮处理对照的0.62和0.70倍，其它处理NlVHA-d基因的mRNA表达水平与丙酮处理对照相比没有显著变化（图6-B）。
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图6 NlVHA-d基因在褐飞虱各处理中的表达
Fig.6 The relative expression levels of the NlVHA-d in different treatments of Nilaparvata lugens
A：LD10 和 LD30三唑磷处理后，羽化一天的褐飞虱成虫NlVHA-d基因的相对表达水平，以LD30三唑磷处理的长翅雄虫（M♂）表达量为1；B：LD10 和 LD30三唑磷处理后，羽化三天的褐飞虱成虫NlVHA-d基因的相对表达水平，以丙酮处理的短翅雄虫（B♂）表达量为1。图中数据为平均值±标准误，线上字母表示在P < 0.05水平的差异显著性。
A: The relative expression level of the NlVHA-d gene in Nilaparvata lugens treated with LD10 and LD30 of triazophos at first day after eclosion. The relative expression level in macropterous male adults (M♂) treated with LD30 of triazophos is converted to 1; B: The relative expression level of the NlVHA-d gene in Nilaparvata lugens treated with LD10 and LD30 of triazophos at third day after eclosion. The relative expression level of the NlVHA-d in brachypterous male adults (B♂) treated with acetone is converted to 1. The values are shown as means ± S.E., while bars with different letters indicate that the means are significantly different at the P < 0.05 level.

3 讨论
V-ATPase是一个由多亚基组成的复合物，包括位于细胞浆的V1结构域和跨膜的V0结构域（Muench et al., 2011），其中，V1域由A-H等8个亚基组成，负责水解ATP供能；V0域由6个亚基组成（哺乳动物中是a, c, c′′, d, e和Ac45；酵母中是a, c, c′, c′′, d和e），负责H+跨膜转运（Forgac et al., 2007）。目前关于昆虫V-ATPase基因的报道还较少。Filippova et al.（1998）和Holmes et al.（2000）分别从致倦库蚊Culex quinquefasciatus和红火蚁Solenopsis invicta中克隆了编码492个和157个氨基酸残基的V-ATPase B亚基基因和c亚基基因。在黑腹果蝇中，通过分子生物学技术和生物信息学方法鉴定了33个编码V-ATPase亚基和辅助蛋白的基因（Allan et al., 2005）。本文通过RT-PCR获得了褐飞虱V-ATPase V0结构域d亚基的编码基因NlVHA-d。氨基酸序列比对发现，NlVHA-d与其它昆虫V-ATPase d亚基的序列一致性为93-94%，表明V-ATPase d亚基在不同昆虫中高度保守。
V-ATPase d亚基与由c, c′和c′′亚基组成的蛋白脂环的胞浆面紧密结合，并含有与D和F亚基组成的中间杆状结构结合的位点，与V0的稳定状态以及V0与V1的组装有关（Finbow and Harrison, 1997），主要负责ATP水解和质子转运的耦合作用，是V-ATPase活性必不可少的亚基（Smith et al., 2008）。Miural et al.（2003）研究发现VHA-d亚基突变导致小鼠在胚胎期死亡，认为VHA-d可能在小鼠胚胎发育过程中具有关键作用。在果蝇中编码d亚基的基因VhaAC39突变会干扰Notch信号通路并造成内吞运输（endocytic trafficking）障碍，表明VhaAC39可能调控Notch信号通路和胞内运输（Yan et al., 2009）。本文研究发现，NlVHA-d基因在褐飞虱各发育阶段的表达存在差异，并且在雌虫中的表达显著高于雄虫，表明NlVHA-d基因可能在褐飞虱的生长发育和生殖过程中具有重要作用。

亚致死剂量三唑磷对褐飞虱生殖的刺激作用已被广泛报道（Zhuang et al., 1999; Wu et al., 2001; Zhu et al., 2004; Bao et al., 2009）。研究发现亚致死剂量三唑磷处理褐飞虱后，褐飞虱短翅型雌虫（B♀×B♂）的产卵量（321.4±25.6粒/雌）与对照（242.3±42.0粒/雌）相比差异显著（Zhuang et al., 1999）。本文通过实时荧光定量PCR发现，LD10和LD30三唑磷处理后羽化三天的短翅雄虫体内NlVHA-d的表达水平分别是丙酮处理对照的2.15和2.46倍。对哺乳动物的研究发现，V-ATPase d亚基在附睾和输精管中高水平表达，在精子成熟过程中具有重要作用（Pietrement et al., 2006; Sato et al., 2006; Clémence et al., 2010）。因此，亚致死剂量三唑磷处理褐飞虱雄虫NlVHA-d的表达上调可能促进精子成熟、刺激褐飞虱生殖，从而诱导褐飞虱再猖獗。
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《应用昆虫学报》编辑部：

根据专家审稿意见，已对“褐飞虱V-ATPase d亚基基因的克隆与mRNA表达分析”作相应修改。具体修改说明如下：
1. 摘要部分，需要补充一些具体的数据，如最后一句中，需要给出一定的数据，如哪个阶段表达量最高，哪个阶段表达量最低等有价值的数据；对杀虫剂的影响，给出结果所说明的问题，及在杀虫剂对昆虫影响方面的意义或价值。 
已在文中作相应修改。
2. 基因的名称，是否需要用斜体。 
在文中基因名称已改为斜体。
3. 图3和图4基因缩写一个用了斜体，一个没用，是否需要统一 
已在图3和图4中统一。

4.本文有意思的发现是，杀虫剂处理后对长短翅试虫N1VHA-d基因调控出现差异，即对短翅型雄虫具有上调影响，对长翅型雌虫具有下调影响，而对短翅型雌虫和长翅型雄虫没有影响，因此作者是否需要考虑对长短翅试虫影响的差异及其原因。在其他研究方面，是否出现过杀虫剂对某个基因的影响在长短翅中也存在这样的差异，也许可以做一些借鉴作用。也许在讨论中需要做一些补充。
非常感谢审稿专家提出的宝贵意见。从目前本文作者查阅的文献来看，尚未发现有关杀虫剂对某个基因的影响在长短翅中存在差异的报道。由于目前关于昆虫V-ATPase基因的报道还很少，本文也只是进行了褐飞虱NlVHA-d基因的初步研究，关于亚致死剂量三唑磷处理后褐飞虱不同翅型雄虫和雌虫中V-ATPase基因的差异表达的机制尚有待进一步研究。
5、其他修改意见： 1、请核对文中拉丁学名，试验昆虫需标注定名人。 2、请通讯作者对中英文摘要进行把关。 3、图、表中请标注英文，包括图表题、图表内文字以及注。 4、计量单位须用法定计量单位。 5、注意文中需要斜体的符号，如：变量、统计符号、限制性内切酶（前三个字母斜体，后面字母和编码用正体）、氨基酸和碱基的缩写（正体）。 6、文中如有彩图，请将图片的jpg文件(分辨率不小于300dpi)发送至entom@ioz.ac.cn。 7、正文中引用文献为国际通行的作者+出版年，具体的格式见征稿简则。 8、参考文献不应出现在结果与分析中。如有请移至前言、材料与方法或讨论中。 9、核对文献是否前后一致；尽可能引用本刊已发表文献。
已对全文进行了认真检查和修改。
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