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白背飞虱气味结合蛋白SfOBP11与
寄主选择行为的相关性研究*
蒋艳冬**  梁庆梅  白月亮  周文武  
刘  苏  王光华***  祝增荣***
（水稻生物学国家重点实验室，农业部农业昆虫学重点实验室，浙江大学昆虫科学研究所，杭州 310058）

摘  要  【目的】 研究白背飞虱Sogatella furcifera气味结合蛋白的生物学功能，筛选与寄主植物气味感知过程相关的关键基因，为研发基于RNAi的白背飞虱防控策略提供理论依据。【方法】 利用显微注射法对触角中特异性高表达的SfOBP11进行RNA干扰，并使用实时荧光定量PCR检测干扰效率，最后采用H型嗅觉选择仪观察白背飞虱对寄主水稻识别能力的变化。【结果】 SfOBP11 mRNA相对表达水平在注射48 h后显著下降，但试虫的存活率未受影响。注射SfOBP11 dsRNA的若虫对寄主水稻的识别能力降低。【结论】 SfOBP11可能在白背飞虱识别寄主水稻挥发物的过程中发挥重要作用。
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The relationship between odorant binding proteins and host locating behavior in Sogatella furcifera (Hemiptera: Delphacidae)
JIANG Yan-Dong**  LIANG Qing-Mei  BAI Yue-Liang  ZHOU Wen-Wu  LIU Su 
WANG Guang-Hua***   ZHU Zeng-Rong***
(State Key Laboratory of Rice Biology, Key Laboratory of Agricultural Entomology, Ministry of Agriculture, 
Institute of Insect Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)
Abstract  [Objectives]  To provide a basis for effective, RNA interference (RNAi) -based, pest control, the biological functions of the odorant binding proteins of Sogatella furcifera (Hemiptera: Delphacidae) were investigated and the genes involved in host-locating behavior were identified. [Methods]  SfOBP11 was knocked down by RNAi using micro-injection and its role in the host-locating behavior of S. furcifera was investigated in an H-tube experiment. Real-time qPCR was used to determine the relative expression levels of OBP genes after RNAi treatment. [Results]  The relative expression of SfOBP11 decreased significantly 24 h after RNAi treatment but mortality remained the same. RNAi treatment significantly reduced the ability of nymphs to find host plants. [Conclusion]  SfOBP11 could play an important role in the detection of rice volatiles by S. furcifera.
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昆虫在长期进化过程中形成了其特有而复杂的化学感受系统，能够识别环境中微量的挥发性物质，利用化感信息完成寻找食物、配偶、产卵场所等诸多行为（Sanchez-Gracia et al.，2009）。其中，外界气味分子与气味结合蛋白（Odorant binding protein，OBP）的相互作用被认为是嗅觉信号传递的起始步骤。OBP多分布于嗅觉感器的淋巴液中，是一类水溶性的小分子蛋白，主要作用是与脂溶性的气味分子结合并帮助其顺利穿越淋巴液，激活位于嗅觉感受神经元（Olfactory receptor neuron，ORN）树突上的嗅觉受体（Odorant receptor，OR）（Pelosi and Maida，1995；Steinbrecht，1998）。
OBP在不同物种中呈现高度的多样性，其功能也存在着多种可能性（Vogt et al.，1991；Pelosi et al.，2005）。以OBP与OR的作用方式为例，目前学界普遍认为存在两种模式：果蝇OBP LUSH （Xu et al.，2005）与气味分子结合，以复合物形式共同激活嗅觉受体；而在鳞翅目等昆虫中，气味分子单独激活嗅觉受体，OBP仅发挥转运作用（Gong et al.，2009，2015；Leal，2013）。随着OBP在其他昆虫中研究的深入，亦不排除存在其他模式的可能性。此外，由于昆虫中OBP数量众多，这些OBP与不同气味分子的结合特性也是研究的热点之一。

近年来，得益于测序技术的迅速发展，OBP在农业害虫中的研究也日益增多。3种稻飞虱——褐飞虱Nilaparvata lugens（Stål）、灰飞虱Laodelphax striatellus（Fallén）和白背飞虱Sogatella furcifera（Horváth）是当前严重危害我国稻田生态系统的一类害虫，它们对水稻挥发物表现出相似的趋向性（Obata et al.，1981，1983）。随着褐飞虱基因组（Xue et al.，2014）及多个稻飞虱转录组测序的完成，有关3种稻飞虱气味结合蛋白的研究报道（He et al.，2011；He and He，2014；Zhou et al.，2014）也相继发表，触角中高表达的OBP与其配体分子的结合特性仍是多数研究的重点，以稻飞虱活体为试验对象的OBP功能研究甚少。RNA干扰技术通过注射、饲喂等方法将dsRNA导入昆虫体内，能够特异性地抑制靶标基因的表达，是研究基因功能的常用手段（Huvenne and Smagghe，2010）。考虑到蛋白体外表达条件与体内环境的诸多差异，荧光竞争结合试验存在一定局限性，RNAi技术能够在体内水平为筛选与寄主植物气味感知过程相关的关键OBP提供重要依据。已知通过RNAi抑制OBP的表达能够导致蚊类对某些气味分子电生理反应的减弱（Biessmann et al.，2010；Pelletier et al.，2010），He等（2011）亦发现饲喂dsRNA抑制NlugOBP3基因表达，可减弱褐飞虱的寄主定位能力并增加其死亡率。与专食性的褐飞虱相比，寡食性的白背飞虱寄主范围更广（俞晓平等，1996；祝增荣，1996），对不同寄主植物的偏好性也存在差异。利用RNAi技术对白背飞虱OBP进行功能研究，有利于了解嗅觉信息在白背飞虱寄主选择过程中的作用，并为电生理试验奠定良好基础。

本试验基于白背飞虱气味结合蛋白研究现状，从已鉴定的白背飞虱OBP基因中选取了在触角中相对表达量较高的SfOBP11作为研究对象，通过RNA干扰研究气味结合蛋白对白背飞虱生存和寄主选择行为的影响，以期为白背飞虱嗅觉感受功能的机理研究及制定合理的绿色防控措施奠定理论基础。

1  材料与方法

1.1  材料

供试昆虫：白背飞虱采集于浙江大学华家池校区稻田，放置在人工气候室饲养，温度设置为（27 ± 0.5）℃，相对湿度为70%，光照周期为16 L︰8D黑暗，用TN1水稻饲养。

试剂：总RNA提取所用RNAiso Plus、反转录试剂盒Prime Script™ RT reagent Kit with gDNA Eraser，购于宝生物工程（大连）有限公司；质粒DNA小量抽提试剂盒，美国Anxygen公司；GenEluteTM PCR Clean-Up Kit，美国Sigma- Aldrich公司；MEGA script® T7 Transcription Kit，赛默飞世尔科技（中国）有限公司；KOD FX高保真PCR酶，THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix，日本东洋纺（Toyobo）公司。

仪器：NanoDrop2000，赛默飞世尔科技（中国）有限公司；FemtoJeto显微注射仪，德国Eppendorf公司；CFX96型实时荧光定量PCR仪，美国BioRad公司。

1.2  生物信息分析

根据本实验室克隆获得的白背飞虱OBP序列，在NCBI的Protein数据库（http://www.ncbi. nlm.nih.gov/protein/）中查找稻飞虱OBP序列，结合文献报道的登陆号下载氨基酸序列。利用
EMBL-EBI在线程序Clustal Omega（http://www. ebi.ac.uk/ Tools/msa/clustalo/）对蛋白序列进行多序列比对分析，使用MEGA5软件中的邻接法（Neighbor-joining）对蛋白序列构建系统进化树。Bootstrap重复次数设为1 000，Cut-off值设为50%，其他参数采用默认设置。白背飞虱OBP参考比对结果命名。

1.3  dsRNA的制备

选择触角中高表达的SfOBP11基因ORF区作为干扰片段，绿色荧光蛋白GFP双链RNA（dsGFP）作为阴性对照，设计含有T7启动子序列（下划线）的RNA干扰引物（表1）。PMD18T-SfOBP11、PUC-GFP菌液（本实验室保存）复苏，用质粒DNA小量试剂盒抽提质粒DNA作为模板，进行PCR扩增。

PCR反应体系为：质粒DNA模板1 μL，10 μmol/L的上下游引物各1.5 μL，Buffer 25 μL，dNTPs 10 μL，KOD FX酶1 μL，加ddH2O至50 μL。扩增条件为：95℃预变性3 min，95℃变性30 s，55℃复性30 s，68℃延伸1 min，30个循环，最后68℃延伸10 min。PCR产物用GenEluteTM PCR Clean-Up Kit试剂盒回收。产物经NanoDrop2000检测DNA浓度后可作为合成双链的模板。

dsRNA的合成按照MEGA script® T7 Transcription Kit试剂盒说明书进行，获得的
dsRNA可用Nano Drop 2000和琼脂糖凝胶电泳检测浓度和纯度，于﹣80℃保存。

1.4  显微注射dsRNA

挑取白背飞虱4龄若虫，在若虫的胸部中足基节和后足基节中间部位进行注射，实验共设3组：注射dsOBP11、注射dsGFP及不注射dsRNA，注射浓度为2 000 ng/μL。注射后的若虫放入有新鲜水稻的广口瓶内，在人工培养室中饲养，饲养条件参照1.1，每天统计各组试虫的死亡率。每隔24 h从各组分别取15头试虫提取总RNA检测，Real-Time qPCR检测干扰效果。

1.5  总RNA的提取及cDNA第一链的合成

总RNA提取采用TRIzol法，取白背飞虱15头置于研磨管内，加入石英砂和1 mL RNAisoPlus试剂，冰上预冷后用匀浆机打匀，提取的总RNA部分用Prime Script™ RT reagent Kit with gDNA Eraser试剂盒反转录成cDNA模板，其余保存于﹣80℃备用。

1.6  Real-Time qPCR定量分析

根据SfOBP11基因序列设计特异引物进行实时荧光定量PCR检测，以Gapdh基因作为内参（表1），试剂为THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix。PCR反应体系：模板cDNA 1 μL，上下游引物各1 μL，SYBR qPCR Mix 10 μL，RNase Free ddH2O 7 μL。用两步法PCR反应程序进行
表1  试验所用引物及序列

Table1  Sequences of primers used in the experiment
	引物目的
Primer application
	引物名称
Primer name
	引物序列（5′-3(）
Sequence of primers（5′-3′）

	dsRNA合成
dsRNA synthesis
	dsOBP11-F
	GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGTATGGGCGATTTTCTGA

	
	dsOBP11-R
	GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGATCCTCCACCTGCTCCAA

	
	dsGFP-F
	TAATACGACTCACTATAGGGAAGTTCAGCGTGTCCG

	
	dsGFP-R
	TAATACGACTCACTATAGGGCACCTTGATGCCGTTC

	Real-Time qPCR
	SfOBP11-q-F
	ACAGTTTATACCGGCAAGTGTGTGT

	
	SfOBP11-q-R
	TACTGTCGCTGAAAACGCAAGT

	
	Sf-Gapdh-F
	AGTTTTGTGCCGGGAGTGAA

	
	Sf-Gapdh-R
	CTTTGGCTAACGGCGCTAAA


表2  OBP蛋白序列信息

Table 2  Informations of OBP protein sequences

	物种Species
	登陆号Accession number
	蛋白名称Protein name
	参考文献Reference

	褐飞虱
Nilaparvata lugens (Stål)
	ACI30679
	Odorant binding protein 1
	He et al., 2011
Zhou et al., 2014

	
	ACI30680
	Odorant binding protein 2
	

	
	ACI30681
	Odorant binding protein 3
	

	
	AGO81737
	Odorant binding protein 4
	

	
	AGO81738
	Odorant binding protein 5
	

	
	AGO81739
	Odorant binding protein 6
	

	
	AGO81740
	Odorant binding protein 7
	

	
	AGO81741
	Odorant binding protein 8
	

	
	AGO81742
	Odorant binding protein 9
	

	白背飞虱
Sogatella furcifera (Horváth)
	AHB59655
	Odorant binding protein 1
	He and He, 2014

	
	AHB59653
	Odorant binding protein 2
	

	
	AHB59656
	Odorant binding protein 3
	

	
	AHB59657
	Odorant binding protein 4
	

	
	AHB59658
	Odorant binding protein 5
	

	
	AHB59663
	Odorant binding protein 6
	

	
	AHB59659
	Odorant binding protein 7
	

	
	AHB59654
	Odorant binding protein 8
	

	
	AHB59660
	Odorant binding protein 9
	

	
	AHB59661
	Odorant binding protein 10
	

	
	AHB59662
	Odorant binding protein 11
	

	
	AHJ61048
	Odorant binding protein 12
	

	灰飞虱
Laodelphax striatellus (Fallén)
	AGZ04920
	Odorant binding protein 1
	周文武，2013

	
	AGZ04921
	Odorant binding protein 2
	

	
	AGZ04922
	Odorant binding protein 3
	

	
	AGZ04923
	Odorant binding protein 4
	

	
	AGZ04924
	Odorant binding protein 5
	

	
	AGZ04925
	Odorant binding protein 6
	

	
	AGZ04926
	Odorant binding protein 7
	

	
	AGZ04927
	Odorant binding protein 8
	

	
	AGZ04928
	Odorant binding protein 9
	


反应。95℃，15 min；95℃，10 s；60℃，31 s，40个循环。定量数据计算参照ΔΔCt法（Pfaffl, 2001），数据运算主要利用SPSS v19.0软件，用Mann-Whitney检验等方法，显著性水平0.05。
1.7  选择行为的生物测定

选择行为的生物学测定在H型管装置上进行（He et al.，2011）。该装置主要包括两个直径10 cm、高30 cm的垂直玻璃圆管，在垂直15 cm
处以一个长20 cm、直径8 cm的玻璃连接管相接，小管两端用纱布封住，连接管中心开有直径1 cm小孔，用于释放试虫。检测时，一个垂直管内放置约20 g无虫害水稻秧苗（Rice），另一个垂直管内放置清水（Blank），中间连接管每次放置20头白背飞虱若虫，然后用脱脂棉将孔密封。0.5、1.5、3 h后分别计算离开释放试虫孔3 cm以上、移向连接管两端的试虫数目。位于离释放试虫孔3 cm以内的飞虱视为未做出选择。试虫选用注射SfOBP11双链RNA后24 h的4龄白背飞虱若虫，以注射GFP双链RNA的若虫为对照。实验重复4次。t-检验分析两臂虫数差异，单因素ANOVA 检测各组别未反应虫数的差异。

2  结果与分析

2.1  SfOBP11基因的生物信息学分析

为了了解SfOBP11与其他稻飞虱OBP基因的进化关系，利用MEGA5的邻接法对多序列比对结果进行系统进化分析并构建系统进化树（图1）。分析结果表明，3种稻飞虱OBP不以物种聚类，而是以功能聚类。其中，SfOBP11与NlOBP8、LsOBP2同源性非常高，聚类在同一支，氨基酸序列相似度分别为85%和91%（图2）。

2.2  SfOBP11基因干扰对白背飞虱存活率的影响
我们选取触角中特异性高表达的SfOBP11作为靶标基因，通过干扰靶标基因的表达，研究这两个基因在白背飞虱嗅觉感受过程中的作用。实时荧光定量PCR检测发现，显微注射dsRNA对SfOBP11有较好的干扰效果。SfOBP11的mRNA水平在24 h下降至20%以下，并在48 h内持续保持在较低水平（图3）。同时统计白背飞虱的死亡率，处理组（dsOBP11）与对照组（dsGFP）的死亡率均保持在20%以下，两者无显著差异（图4）。该结果表明，RNAi技术能够有效抑制白背飞虱若虫SfOBP11基因的表达，且不影响飞虱的存活率。

2.3  SfOBP11基因干扰对白背飞虱寄主选择行为的影响

H型嗅觉选择仪检测干扰SfOBP11 24 h后白背飞虱若虫在0.5、1.5、3 h对水稻的选择行为。未注射任何dsRNA和注射dsGFP的若虫分别在0.5 h和1.5 h时较多倾向于选择水稻，而注射dsOBP11的若虫始终对水稻没有明显趋向性（图5）。各时间段注射dsOBP11的白背飞虱中未做出选择的数量与对照组均没有显著差异（图6），说明干扰试验并没有损伤试虫的活动能力。以上结果表明，白背飞虱若虫在SfOBP11表达被抑制的情况下，对水稻挥发物嗅觉信息的响应减弱。

3  讨论

昆虫化学通讯的研究，既是解释昆虫行为内在驱动机制的基础，也为研发害虫控制策略提供理论依据。Leal等（2008）提出“逆向化学生态学（Reverse chemical ecology approaches）理论，利用致倦库蚊OBP1成功找到多个对蚊子有吸引作用的气味小分子，使得利用气味结合蛋白来筛选昆虫引诱剂/趋避剂成为该理论的重要应用方向。系统进化分析发现，SfOBP11与NlOBP8、LsOBP2聚类在同一支，且序列相似度极高，三者又恰巧在触角中大量表达（周文武，2013；He and He，2014；梁庆梅，2014），有理由推测这三者是由同一祖先分化而来的直系同源基因，且在功能上存在相似性。触角是昆虫重要的嗅觉器官，触角中大量表达的OBP通常与植物气味信息的识别具有密切关系。Obata等（1981，1983）在早期研究中发现β-紫罗酮（β-ionone）是水稻挥发物中吸引褐飞虱的主要成分之一，其后的研究表明体外表达的白背飞虱SfOBP11蛋白与水稻萜类挥发物β-紫罗酮和橙花叔醇（Nerolidol）
有较高的亲和能力（He and He，2014）。由此推测SfOBP11及其同源基因NlOBP8、LsOBP2在稻飞虱嗅觉感受和寄主选择功能上可能具有关键性作用。

RNA干扰技术被越来越多地用于基因功能的研究，通过沉默重要基因的途径，能够阻碍昆虫生理功能的发挥，从而达到控制害虫的目的，实现我们一直倡导的基于生态系统内禀控制因素的可持续控制（祝增荣等，2012；祝增荣和程家安，2013）。将双链RNA 转移到稻飞虱体内的方法主要包括与人工饲料混合饲喂（Li et al.，2011）、直接注射（Wang et al.，2012）和植物介导（Zha et al.，2011）等。虽然饲喂法对昆虫不会造成损伤，但是直接注射的方法却更有效，更能精确地计算进入试虫体内的剂量，沉默的效果也会根据注射入试虫的dsRNA的频率及剂量的变化而不同。为了进一步验证SfOBP11基因的功能，我们利用显微注射法干扰SfOBP11基因的表
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图1  稻飞虱OBP蛋白的系统发育树

Fig. 1  The phylogenetic tree of OBPs
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图2  稻飞虱OBP蛋白氨基酸序列比对

Fig. 2  The multiple sequence alignment of OBP amino acid sequences
达，白背飞虱若虫的存活率和活动能力未受明显影响，但对水稻缺乏明显的选择性。该结果表明，在白背飞虱若虫对水稻挥发物嗅觉感受过程中，SfOBP11确实发挥了作用。但是由于实验样本数相对较少及测定的时间范围较窄，干扰SfOBP11是否对白背飞虱的嗅觉具有较长时间的影响有待进一步研究。

基于以上试验结果，进一步研究靶标OBP蛋白与气味分子的结合能力，并检测稻飞虱对某些气味分子的电生理反应和行为变化将具有重要意义，可为开发基于害虫內禀因素的新型稻飞虱引诱剂/驱避剂提供有力的理论支撑，为实施
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图3  注射后若虫SfOBP11 mRNA相对表达水平

Fig. 3  SfOBP11 mRNA relative expression
levels after injection
dsGFP：注射绿色荧光蛋白基因GFP dsRNA的若虫；dsOBP11：注射SfOBP11 dsRNA的若虫；
non-ds：不注射的若虫。柱上标有不同大写字母表示差异极显著（P<0.01）。

dsGFP: Nymphs injected with dsRNA of GFP; dsOBP11: Nymphs injected with dsRNA of SfOBP11; non-ds: Non-injection. Histograms with different capital letters indicate significant difference (P<0.01).
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图4  注射dsOBP11后若虫的死亡率

Fig. 4  Nymph mortality after injection of dsOBP11

dsGFP：注射GFP双链RNA；dsOBP11：注射SfOBP11双链RNA的若虫。“n.s.”表示处理间没有差异
（P<0.05，t-检验）。

dsGFP: Nymphs injected with dsRNA of GFP; dsOBP11: Nymphs injected with dsRNA of SfOBP11. The symbol “n.s.” represents no difference between treatments (P<0.05, by t-test).
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图5  RNA干扰后白背飞虱0.5 h(A)和1.5 h(B)内对水稻选择行为反应

Fig. 5  Response to rice seedlings of WBPH nymphs at 0.5 h(A) and 1.5 h(B)
non-ds：不注射的若虫；dsGFP：注射GFP双链RNA后的若虫；dsOBP11：注射SfOBP11双链后的若虫。
*表示在0.05水平上差异显著（P<0.05）；**表示在0.01水平上差异显著（P<0.01）。

non-ds: Non-injection; dsGFP: Nymphs injected with dsRNA of GFP; dsOBP11: Nymphs injected with dsRNA 
of SfOBP11. The symbol * represents signicantly different at 0.05 level (P<0.05), while ** represents 
signicantly different at 0.01 level (P<0.01).
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图6  未做出选择的试虫数

Fig.6  Number of no response individuals

non-ds：不注射的若虫；dsGFP：注射GFP双链
RNA后的若虫；dsOBP11：注射SfOBP11双链后的
若虫。n.s.表示处理间没有差异。
（P<0.05，单因素ANOVA，Turkey多重检验）

non-ds: Non-injection; dsGFP: Nymphs injected with dsRNA of GFP; dsOBP11: Nymphs injected with dsRNA of SfOBP11. The symbol n.s. represents non-difference between treatments using a one-way ANOVA (Turkey’s multiple range test, P<0.05).
生态工程治理害虫（祝增荣等，2012）提供必要的技术手段。
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