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稻纵卷叶螟羧酸酯酶基因的鉴定与表达谱分析* 
刘  苏**  冯明峰  何梦竹 
（安徽农业大学植物保护学院，合肥 230036） 

摘  要  【目的】 鉴定稻纵卷叶螟 Cnaphalocrocis medinalis的羧酸酯酶基因，并检测这些基因在成虫不

同组织中的表达模式。【方法】 从稻纵卷叶螟转录组中搜索羧酸酯酶基因，使用生物信息学软件对所获得

的基因序列进行分析，使用荧光定量 PCR检测这些基因在各组织中的相对表达水平。【结果】 获得了 15

个羧酸酯酶基因，分别命名为 CmCarE1~CmCarE15。其中 CmCarE12缺少 3′区域，其余 14个序列均含有

完整的开放阅读框。除 CmCarE11外，其余 14个基因编码的蛋白均具有羧酸酯酶的典型特征，如保守的

五肽结构域，催化三联体和氧阴离子穴等。系统进化分析显示 15 个 CmCarEs 被聚在不同的进化支内，

CmCarE13、CmCarE14 和 CmCarE15 聚在“胞内催化类”进化支，其余 12 个 CmCarEs 聚在“分泌催化

类”进化支。CmCarE1、CmCarE2、CmCarE3、CmCarE7、CmCarE8、CmCarE10和 CmCarE13特异表达

于成虫腹部，而 CmCarE9特异表达于雌雄成虫触角。其他基因的表达没有组织特异性。【结论】 CmCarE1、

CmCarE2、CmCarE3、CmCarE7、CmCarE8、CmCarE10和 CmCarE13编码的酯酶可能参与了内外源化合

物的代谢，而 CmCarE9编码的酯酶可能参与了气味分子的降解。 

关键词  稻纵卷叶螟，羧酸酯酶，系统进化分析，表达谱 

Identification and expression profiles of Cnaphalocrocis medinalis 
carboxylesterase genes 

LIU Su**  FENG Ming-Feng  HE Meng-Zhu 

(College of Plant Protection, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, China) 

Abstract  [Objectives]  To identify carboxylesterase genes (CarEs) in Cnaphalocrocis medinalis and determine their 

expression profiles in various adult tissues. [Methods]  C. medinalis transcriptome datasets were searched to identify CarEs. 

Bioinformatic software was used to analyze the identified CarE sequences, and a real-time quantitative PCR assay was 

performed to investigate their relative expression levels. [Results]  A total of 15 CarEs were identified from the C. medinalis 

transcriptome datasets and named CmCarE1-CmCarE15. Of these, CmCarE12 lacked the 3-region whereas the other 14 

sequences contained complete open reading frames (ORFs). With the exception of CmCarE11, protein encoded by these 

CmCarE genes showed features typical of CarEs, including a conserved pentapeptide, catalytic triad, and oxyanion hole. 

Phylogenetic analysis showed that the 15 CmCarEs fell into different clades; CmCarE13, CmCarE14 and CmCarE15 fell into 

the “intracellular catalytic class”, whereas the other 12 CmCarEs fell into the “secreted catalytic class”. CmCarE1, CmCarE2, 

CmCarE3, CmCarE7, CmCarE8, CmCarE10 and CmCarE13 were specifically expressed in the adult abdomen, whereas 

CmCarE9 was specifically expressed in male and female antennae. Other genes were not tissue-specific. [Conclusion]  

CmCarE1, CmCarE2, CmCarE3, CmCarE7, CmCarE8, CmCarE10 and CmCarE13 might possibly be involved in the 

metabolism of endobiotic and xenobiotic compounds, whereas CmCarE9 might be involved in the degradation of odorant 

molecules. 
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羧酸酯酶（Carboxylesterases，CarEs）是一

类广泛存在于动物、植物与微生物体内、能够催

化水解羧基酯类的代谢酶。昆虫的 CarEs因为能

够代谢多种外源有毒化合物（如杀虫剂和植物次

生化合物等）以及参与抗药性的形成而受到广泛

关注（Li et al.，2007）。CarEs可通过至少两种

方式增强昆虫的抗药性：一是 CarEs基因过量表

达增强了昆虫对杀虫剂的解毒能力（Alon et al.，

2008; 张建琴等，2014）；二是编码序列突变导

致 CarEs对杀虫剂的代谢效率提升（Cui et al.，

2011；张柳平等，2013）。很多 RNA干扰实验表

明，沉默特定 CarEs之后，抗性品系昆虫对杀虫

剂的敏感性显著上升（Zhang et al.，2011；Gong 

et al.，2014）。 

除了代谢外源有毒化合物，昆虫的 CarEs 还

参与了内源化合物（如酯类和保幼激素等）的合

成与代谢（Oakeshott et al.，2010）。此外，特异存

在于昆虫触角中的 CarEs 被认为是“气味分子降

解酶”，其能够降解嗅觉感器中过量的气味分子，

维持嗅觉神经元的敏感性（He et al.，2014）。最

早的气味分子降解酶就是从多音天蚕 Antheraea 

polyphemus雄蛾触角中分离出的能降解性信息素

的 CarE（Vogt et al.，1985）。随后，在黑腹果蝇

Drosophila melanogaster、海灰翅夜蛾 Spodoptera 

littoralis与甜菜夜蛾 Spodoptera exigua等昆虫中

陆续发现，CarEs 除了能降解信息素分子外，还

能降解植物挥发物（Durand et al.，2011；Chertemps 

et al.，2012；He et al.，2014）。 

随着多种模式昆虫基因组测序的完成，CarE

基因家族也从这些昆虫中得以鉴定。黑腹果蝇

D. melanogaster 有 35 个 CarEs，冈比亚按蚊

Anopheles gambiae 有 51 个，意大利蜜蜂 Apis 

mellifera有 24个，赤拟谷盗 Tribolium castaneum

有 49个（Oakeshott et al.，2010）。鳞翅目昆虫

家蚕 Bombyx mori有 76个（Yu et al.，2009），

小菜蛾 Plutella xylostella有 63个（You et al.，

2013）。系统进化分析显示昆虫的 CarEs 可被分

为三大类群：胞内催化类（Intracellular catalytic 

class）、分泌催化类（Secreted catalytic class）和

神经发育类（Neurodevelopmental class）。其中，

胞内催化类和分泌催化类 CarEs 大多具有催化

功能，而神经发育类 CarEs一般为非催化性，但

具有其他生理功能（Oakeshott et al.，2010）。 

稻 纵 卷 叶 螟 Cnaphalocrocis medinalis 

(Guenée)属鳞翅目螟蛾科，是重要的迁飞性水稻

害虫，每年给我国的水稻生产造成巨大损失（陈

晓等，2013；潘攀等，2013）。当前对此虫的防

治主要依赖化学杀虫剂，而无选择性地使用杀虫

剂已经导致此虫对部分药剂的敏感性降低

（Zhang et al.，2014）。CarEs在杀虫剂代谢以

及抗药性产生中起着重要作用，但到目前为止，

稻纵卷叶螟的 CarE基因尚无报道。本研究通过

搜索已公布的稻纵卷叶螟转录组数据库，鉴定了

15个 CarE基因，并检测了这些基因的组织表达

谱。实验结果为进一步研究这些 CarEs在杀虫剂

代谢中的作用机理奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

稻纵卷叶螟成虫采集自合肥市北郊大杨镇

安徽农业大学试验基地。试虫被带回实验室，置

于冰上麻醉后，解剖为不同组织：触角、腹、足

和翅，立即用液氮速冻，贮存于﹣80℃冰箱。 

RNA提取试剂 RNAiso plus、反转录试剂盒

PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser和

荧光定量试剂 SYBR Premix Ex Taq II（Tli 

RNaseH Plus）均购置于大连宝生物（TaKaRa）

公司；引物由上海 Invitrogen公司合成；其他试

剂均为国产分析纯。 

1.2  总 RNA 提取与 cDNA 合成 

按照 RNAiso plus试剂说明书提取稻纵卷叶

螟各组织的总 RNA。其中触角分雌雄，其余组

织为雌雄混合。使用 Nanodrop 超微量分光光度

计（Thermo Fisher，美国）检测 RNA的完整性

与浓度。取 1 μg总 RNA进行反转录，产物（第

一链 cDNA）均用无核酸酶的水稀释至 10 ng/μL。 
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1.3  转录组搜索稻纵卷叶螟 CarE 基因 

此前，已有 2组稻纵卷叶螟转录组数据上传

至 NCBI SRA数据库（Li et al.，2012；Liu et al.，

2013）。使用本地 Blast程序（Altschul et al.，1997）

从这两个转录组中搜索可能的 CarE基因。这一

过程可分 3 步：首先，下载 GenBank 中已被注

释的其他鳞翅目昆虫 CarE 蛋白序列作为查询模

板，利用 TBLASTN算法，对这两个转录组数据

进行搜索，尽可能获取全长 CarE基因或基因片

段；随后，将非全长 CarE基因作为模板，再次

搜索转录组，部分基因片段可能会向两端延伸直

至拼接为完整序列；最后，非全长 CarE基因的

同源序列也被用作查询模板，用于筛选可能的目

标序列，输出结果经手工检查确定是否与这些非

全长序列相匹配。最终，使用 BlastX 程序将搜

索获得的所有稻纵卷叶螟 CarEs 与 GenBank 非

冗余数据库进行比对。 

1.4  生物信息学分析 

CarEs的开放阅读框（Open reading frame，

ORF）使用 ORF Finder程序（www.ncbi.nlm.nih. 

gov/gorf/gorf.html）预测；蛋白质的理论分子量

与等电点使用 ExPASy 工具（www.expasy.org/ 

tools/protparam.html）计算；保守功能域和关   

键 催 化 氨 基 酸 使 用 NCBI 的 CD search

（www.ncbi.nlm.nih.gov/structure/cdd/cdd.shtml）

确定；蛋白质 N 端信号肽使用 SignalP 程序

（www.cbs.dtu.dk/services/signalP）预测；稻纵

卷叶螟和其他昆虫的 CarEs 蛋白序列上传至

Clustal Omega 服务器（ www.ebi.ac.uk/tools/ 

msa/clustalo）进行多序列连配，连配结果导入

MEGA5.05 软件（www.megasoftware.net）以

Neighbour-joining法构建系统发育树，各分支置

信度经由 Bootstrap法循环检验 1 000次。 

1.5  荧光定量 PCR 

荧光定量 PCR 反应体系为 20 μL，内含

SYBR Premix Ex Taq试剂 10 μL，cDNA模板 1 

μL（10 ng），上游和下游引物各 0.5 μL（0.25 

μmol/L)，无核酸酶的水 8 μL。所用引物列于表

1，以稻纵卷叶螟 β-actin作为内参基因。定量 PCR

仪器为美国 Bio-Rad 公司 CFX96 型实时荧光定

量系统，热循环条件为 95℃预变性 30 s，1个循

环；95℃ 5 s，60℃ 25 s，共 40个循环。设置 

 

表 1  荧光定量 PCR 引物 
Table 1  Primers used for real-time quantitative PCR 

基因 Gene 上游引物 Forward primer (5'–3') 下游引物 Reverse primer (5'–3') 产物 Product (bp)

CmCarE1 GGGAAGATCTACGGGGATTC AGGTTTGCTGGTGACAGGAT 150 

CmCarE2 CACCCATCTCGTTCTTGCTT TCCATACAGCTTCCCCAGTC 131 

CmCarE3 GTGGAGCAAGGTGCAAAAGT CGTCAATTCCTTCCCCATAA 138 

CmCarE4 GCCAGGACTCGGTTATGGTA TACTGGCGCTCTTGAGGAGT 142 

CmCarE5 GGTCCATCAGCCTCTCAAAC CAAGAAGGGCGTTCATCATT 144 

CmCarE6 AAGACTGGGGTGTTGCTCAC AGTTCCATGGGTGGCATAAG 140 

CmCarE7 CCATTGCTCACAATCTGCTG AACTGGAGATCCCGTTGTGA 142 

CmCarE8 GCTTGTCATGCTGACGATCT TCTGGTGTGGGATGTCCATA 140 

CmCarE9 GCTGCGATACGGAGTTGAAT CGGTCTTGCGCTTCATAACT 133 

CmCarE10 AGCGCTACTACGCTGGGTTA TCTCCGGGATCACTTTATGG 155 

CmCarE12 TCCATGGAGGTGGTTTCATT GGGAGTGGCTAGGCACATAA 137 

CmCarE13 GTTTTCAGGAGTGCCGGATA AAGTTCGTCCACAGCTTCGT 147 

CmCarE14 AGGAACCATGGTCTGGAGTG CACCATGAATCCAAACGAGA 171 

CmCarE15 AACCCAACGCCAGATAACAG CCTGAAGGTGTCTTCCCAGA 144 
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程序时增加溶解曲线，用于检测是否有引物二聚

体形成。空白对照以无核酸酶的水代替 cDNA模

板，用于检测可能的试剂污染。每个样品进行 3

次生物学重复，基因相对表达水平使用 2-ΔΔCt方

法定量（Livak and Schmittgen，2001）。数据统

计使用单因素方差分析（One-way ANOVA）方

法，并使用 Tukey法进行多重比较分析。统计软

件为DPS数据处理系统 v9.5版（Tang and Zhang，

2013），显著性水平设为 P<0.05。 

2  结果与分析 

2.1  鉴定稻纵卷叶螟 CarE 基因 

通过搜索稻纵卷叶螟转录组，共获得了 15

个 CarEs（表 2）。依据被发现的顺序，这些基因

被命名为 CmCarE1~CmCarE15（GenBank 登录

号为 KP001147~KP001161）。其中，CmCarE12

缺失 3′区域，而其余 14 个基因均具有完整的

开放阅读框。这 14个全长 CarEs编码的蛋白长

度介于 520和 584个氨基酸之间，理论分子量介

于 58.9和 65.5 ku之间，等电点介于 5.02和 8.32

之间。其中有 12个 CmCarEs编码的蛋白预测出

了 N 端信号肽，表明这些蛋白是分泌蛋白。多

序列连配结果表明，这些 CmCarEs 编码的蛋白

均具有羧酸酯酶的典型特征，包括保守的五肽结

构域（Gly-X-Ser-X-Gly），催化三联体（Catalytic 

triad）和氧阴离子穴（Gly、Gly、Ala）等。但

CmCarE11所编码蛋白的五肽结构域却发生了改

变，丝氨酸残基（Ser）变为了甘氨酸残基（Gly）

（表 2），推测该蛋白可能会因此失去催化活性，

CmCarE11基因可能是一个假基因。BLASTX比

对结果表明，除了 CmCarE6 和 CmCarE14 与膜

翅目昆虫中红侧沟茧蜂 Microplitis demolitor 的

CarEs显示出较高的同源性（分别为 92%和 66%）

之外，其余 13个 CmCarEs均与其他鳞翅目昆虫

的 CarEs显示出较高的同源性（53%~92%）。 

2.2  系统进化分析 

使用 MEGA5.05 软件分析了稻纵卷叶螟

CmCarEs 与其他昆虫 CarEs 的系统进化关系。

如图 1所示，昆虫的 CarEs被分为“胞内催化类

（Intracellular catalytic class）”、“分泌催化类

（Secreted catalytic class）”和“神经发育类

（ Neurodevelopmental class）”三大类群。

CmCarE13、CmCarE14和CmCarE15被聚在“胞

内催化类”进化支，而其余 12个 CmCarEs被聚

在“分泌催化类”进化支。这也与信号肽预测结

果相符（表 2）。“胞内催化类”酯酶主要是非

分泌型的 α-酯酶，而在“分泌催化类”进化支中，

12 个 CmCarEs 又被分为“鳞翅目酯酶

（ Lepidopteran esterase ） ” 、 “β- 酯 酶

（β-esterase）”和“体壁酯酶（ Integumental 

esterase）”3 类，每类分别包括 7、2 和 3 个

CmCarEs基因。 

2.3  组织表达分析 

使用荧光定量 PCR检测了 14个 CmCarEs在

稻纵卷叶螟不同组织中的表达谱。因为 CmCarE11

可能是假基因，所以本实验未对其进行检测。实

验结果显示（图 2），CmCarEs在不同组织中的相

对表达水平不同。其中，CmCarE1、CmCarE2、

CmCarE3、CmCarE7、CmCarE8、CmCarE10 和

CmCarE13 均表现出相似的表达模式，即大量表

达于腹部，且表达量显著高于其他组织。在腹部

表达量较高的基因还有 CmCarE5、CmCarE6、

CmCarE12 和 CmCarE14，其中 CmCarE5 和

CmCarE12 在腹部的表达量显著高于雌虫触角、

足和翅，但不显著高于雄虫触角；CmCarE6在腹

部的表达量显著高于雌雄触角，但与足和翅之间

无显著差异；CmCarE14 在腹部的表达量显著高

于雄虫触角、足和翅，但不显著高于雌虫触角。 

在触角中表达量较高的有 C m C a r E 4、

CmCarE9和 CmCarE15，这 3个基因在雌雄触角

中的表达水平均无显著差异。其中 CmCarE9 在

触角中的表达水平显著高于腹部、足和翅，而

CmCarE4 和 CmCarE15 在雌雄触角和腹部之间

的差异不显著。此外，我们还发现 CmCarE12

在雄虫触角中的表达水平显著高于雌虫触角。 
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图 1  昆虫 CarEs 系统进化分析 
Fig. 1  Phylogenetic analysis of insect CarEs 

15个 CmCarEs以下划线表示。 D.mel：黑腹果蝇；A.mel：意大利蜜蜂；S.lit：海灰翅夜蛾；B.mor：家蚕； 

M.sex：烟草天峨；M.bra：甘蓝夜蛾；S.non：蛀茎夜蛾；A.pol：多音天蚕；P.jap：日本金龟子。 
15 CmCarEs are underlined. D.mel: Drosophila melanogaster; A.mel: Apis mellifera; S.lit: Spodoptera littoralis;  

B.mor: Bombyx mori; M.sex: Manduca sexta; M.bra: Mamestra brassicae; S.non: Sesamia nonagrioides; A.pol: Antheraea 
polyphemus; P.jap: Popillia japonica. 
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图 2  CmCarE 基因在成虫各组织中的相对表达水平 
Fig. 2  Relative expression levels of CmCarE genes in various adult tissues 

mAn：雄虫触角；fA-0n：雌虫触角；Abd：腹部；L：足；W：翅。各组织中 CmCarE表达水平均表示为翅（1倍）

的相对倍数。柱上标有不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。 

mAn: Male antenna; fAn: Female antenna; Abd: Abdomen; L: Leg; W: Wing. Levels of CmCarE gene expression in various 
tissues are normalized relative to the level in the wing, in which the CmCarE levels are set as 1-fold. Histograms with 

different lowercase letters indicate significant differences among various samples (P<0.05). 

 

3  讨论 

本研究从已公布的稻纵卷叶螟转录组中鉴

定了 15个CarEs。系统进化分析显示，这些CarEs 

被划分到不同的进化支中。 CmCarE13、

CmCarE14和CmCarE15与其他昆虫的 α-酯酶聚

在一起，很多研究表明昆虫的 α-酯酶能够代谢有

机磷杀虫剂，并且与害虫抗药性的产生有直接关 
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系（Oakeshott et al.，2010；Jackson et al.，2013）。

其余 12 个 CmCarEs 聚在“分泌催化类”进化支

中，这一进化支中的羧酸酯酶具有多种生理功

能，如代谢有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂、生殖、

降解性信息素分子等（Oakeshott et al.，2010）。

CmCarEs 在进化上的差异暗示着他们编码的酯

酶可能也具有功能上的分化。 

荧光定量 PCR 结果表明，有 7 个基因

（CmCarE1、CmCarE2、CmCarE3、CmCarE7、

CmCarE8、CmCarE10和 CmCarE13）在腹部的

表达量均显著高于其他组织。昆虫的腹部是生殖

和代谢的中心，含有很多重要的功能器官，

CmCarEs 在腹部高量表达暗示着这些基因可能

参与了内源或外源化合物的代谢过程（Oakeshott 

et al.，2010）。很多昆虫的 CarEs都大量表达于

成虫腹部，如家蚕的羧酸酯酶基因 Bmae35和棉

铃虫的羧酸酯酶基因 HaCXE6 均是在腹部高量

表达（杨微等，2011；姬继超等，2013）。 

CmCarE9 在触角中的表达水平显著高于腹

部、足和翅。触角是昆虫重要的化学感受器官，

分布有众多的嗅觉感器，当气味分子大量聚集于

触角感器之中时，会造成信号饱和，且会损伤嗅

觉神经，成了必须被清除的有害物质（He et al.，

2014）。推测 CmCarE9编码的酯酶可能参与了对

触角中过量气味分子的降解。CarEs的本职功能

是水解酯类化合物，很多气味分子也具有与酯类

化合物相似的结构，因此有可能被 CarEs降解。

例如在海灰翅夜蛾 S. littoralis 和甜菜夜蛾 S. 

exigua触角中发现的数个 CarEs能够降解性信息

素和植物挥发物（Durand et al.，2011；He et al.，

2014）。 

前人的假说认为，特异性表达于雄虫触角的

CarEs可能与降解性信息素分子有关，而特异表

达于雌虫触角、或雌雄触角之间表达差异不显著

的 CarEs 则可能参与了对植物挥发物的代谢

（Durand et al.，2011）。由于 CmCarE9在稻纵

卷叶螟雌雄触角中的表达水平没有显著差异，加

之稻纵卷叶螟的性信息素由醛类和醇类组成，而

不含酯类（Kawazu et al.，2009），因此我们初步

推断该基因编码的酯酶可能与降解水稻挥发物

有关。此外，CmCarE12虽大量表达于腹部，但

其在雄虫触角中的表达水平显著高于雌虫触角，

推测其可能也会参与嗅觉过程，但以上推测需要

进一步的功能验证。 

需要说明的是，本实验仅检测了 CmCarEs

在稻纵卷叶螟成虫组织中的表达谱，没有检测这

些基因在幼虫解毒代谢器官（如中肠、马氏管和

脂肪体等）中的表达状况，因此这些基因在幼虫

生理代谢中的功能暂不明确。后期将针对以上问

题进行研究，并结合真核表达、酶活检测和 RNA

干扰等技术，以期明确 CmCarEs的生理功能。 
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