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氯虫苯甲酰胺胁迫下小菜蛾
ABCC1~ABCC5 mRNA的表达特征*
王孟伦1**  梁  沛2  金道超1***

（1. 贵州大学昆虫研究所，贵阳 550025；2. 中国农业大学昆虫学系，北京 100193）

摘  要  【目的】 为探讨小菜蛾Plutella xylostella ABC转运蛋白（ATP-binding cassette transporter）与氯虫苯甲酰胺代谢的关系【方法】 采用实时荧光定量RT-PCR技术，测定了氯虫苯甲酰胺敏感和抗性小菜蛾及用LC50剂量的氯虫苯甲酰胺处理敏感种群不同时间后ABCC1~ABCC5 mRNA的表达量；并检测了其中过表达的ABCC3~ABCC5在小菜蛾不同发育阶段和4龄幼虫不同组织中的表达量。【结果】 所检测的5个ABCC基因在氯虫苯甲酰胺抗性品系中均上调表达，最高为敏感品系的2倍；LC50的氯虫苯甲酰胺处理后ABCC3、ABCC4和ABCC5 mRNA的表达量分别上调2.16倍、2.81倍和1.85倍，ABCC1和ABCC2则分别下调为对照组的65.8%和37.2%。ABCC3的mRNA在幼虫期和雄性成虫中表达量显著高于其它时期；ABCC4的mRNA在各发育阶段表达量差异不大，其中在预蛹期最高；ABCC5的mRNA在3龄幼虫中表达量显著高于其它龄期。在4龄幼虫各组织中，ABCC3、ABCC4和ABCC5在中肠中的表达量均显著高于其它组织。【结论】 小菜蛾ABCC3、ABCC4和ABCC5可能在其对氯虫苯甲酰胺的代谢中起作用，该研究结果为进一步探究小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的抗性与ABCC1~ABCC5的关系奠定了基础。
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Expression of ABCC1-ABCC5 mRNA in the diamondback moth subject to chlorantraniliprole stress
WANG Meng-Lun1**  LIANG Pei2  JIN Dao-Chao1***
(1. Institute of Entomology, Guizhou University, Guiyang 550025, China; 
2. Department of Entomology, China Agricultural University, Beijing 100193, China)
Abstract  [Objectives]  To elucidate the relationship between chlorantraniliprole and the ABC transporter (ATP-binding cassette transporter) in the diamondback moth, Plutella xylostella. [Methods]  ABCC1-ABCC5 mRNA expression in different strains of the diamondback moth, and the LC50 of a susceptible strain to chlorantraniliprole, were determined using real-time quantitative RT-PCR, after which the expression of ABCC3, ABCC4 and ABCC5 in different developmental stages and tissues of 4th instar larvae was measured. [Results]  All 5 genes were up-regulated in the resistant strain (CHR) where their expression was significantly higher than in the susceptible strain (CHS). Expression of ABCC3, ABCC4 and ABCC5 were 2.16, 2.81, and 1.85 times higher in the CHS following treatment with the LC50 dose of chlorantraniliprole than in the untreated control, but ABCC1 and ABCC2 were down-regulated and their expression was only 65.8% and 37.2% that of the control, respectively. The expression of ABCC3 mRNA in the larval stage and in male adults was significantly higher than in other developmental stages. There was no obvious difference in the expression of ABCC4 mRNA among the developmental stages examined. The expression of ABCC5 mRNA in third instar larvae was significantly higher than in other developmental stages. In 4th instar larvae, the expression of ABCC3, ABCC4 and ABCC5 mRNA in the midgut was significantly higher than in other tissues, and the expression of ABCC4 mRNA was significantly higher than that of ABCC3 and ABCC5 in the same tissue. [Conclusion]  The results indicate that ABCC3, ABCC4 and ABCC5 may be involved in the detoxification of chlorantraniliprole in the diamondback moth. Among three genes, ABCC4 gene may be the most important in detoxification. These results provide a basis for further study of the relationship between ABCC1-ABCC5 and the metabolic mechanisms involved in the detoxification of chlorantraniliprole in the diamondback moth.
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小菜蛾Plutella xylostella（L.）属鳞翅目菜蛾科，是十字花科蔬菜的重要害虫（袁锋和张雅林，2006）。全世界每年由于小菜蛾危害造成的经济损失达40～50亿美元（Zalucki et al.，2012）。在中国，小菜蛾在各省区均有发生，以南方各省如广东、福建、云南、海南、湖北等地发生较多，北方地区发生情况也呈加重趋势。小菜蛾极易对化学农药产生抗性，且具有复杂的抗性机制。新型邻甲酰胺基苯甲酰胺类杀虫剂氯虫苯甲酰胺（Chlorantraniliprole）是一种对鳞翅目害虫高效、对非靶标生物低毒、对环境友好的新型鱼尼丁受体类杀虫剂，是防治小菜蛾的理想药剂。氯虫苯甲酰胺作用于昆虫肌肉组织中的鱼尼丁受体，使受体通道处于持续打开状态。细胞内质网中钙离子被大量释放到细胞质中，从而破坏了生物体内正常的钙离子平衡（Ebbinghaus- Kintscheret al.，2007）。虫体肌肉收缩，出现收缩、呕吐，并迅速停止取食（Hannig et al.，2009），最终饥饿而死（Lahm et al.，2005）。但随着该药剂的大量、单一使用，小菜蛾抗药性的问题已有一些报道。目前，广东、广西等地田间小菜蛾种群对氯虫苯甲酰胺的敏感性明显降低，增城等地甚至达到高抗水平（李秀霞等，2015）。

ABC转运蛋白利用ATP提供的能量对内源或外源性底物进行跨膜运输（Dermauw and Van Leeuwen，2014），其核心结构通常由4个结构域组成，包括两个结合并水解ATP 的胞质核苷酸结合结构域（Nucleotide binding domains，NBDs）和两个跨膜结构域（transmembrane domains，TMDs）（Deeley et al.，2006；Linton and Higgins，2007）。根据 NBDs 序列的相似性，将ABC转运蛋白家族划分为8个亚家族，分别用ABC加上字母A～H表示，相应地称为ABCA～ABCH。多项报道称ABC基因家族的B、C、G亚族有介
导药物转运的能力（Dean et al.，2001；Strum et al.，2009）。例如，P-糖蛋白（ABCB1）、MRP1（ABCC1）、MRP2（ABCC2）和BCRP（ABCG2）均与药物抗药性有关，可将有毒的外源物代谢并运送到细胞外（Leslie et al.，2005）。有研究表明，ABC转运蛋白表达量增加和害虫抗药性的产生有直接关系。例如小菜蛾毒死蜱和氟虫腈抗性品系中，ABCA，ABCC，ABCG和ABCH亚家族基因表达量上调（You et al.，2013）；在桃蚜Myzus persicae抗蚜威抗性品系中，成蚜ABCG和ABCH亚家族基因高表达 （Silva et al.，2012）。

本文研究了氯虫苯甲酰胺胁迫下小菜蛾ABC转运蛋白C亚家族ABCC1，ABCC2，ABCC3，ABCC4和ABCC5基因表达量的变化，以期为进一步研究明确该家族与小菜蛾对氯虫苯甲酰胺抗性的关系提供基础。
1  材料与方法

1.1  供试昆虫

小菜蛾为实验室饲养的敏感品系（CHS）和本实验室长期筛选所获得的氯虫苯甲酰胺抗性品系（CHR，抗性倍数约50倍）。采用蛭石萝卜苗法饲养（刘传秀等，1993）。将装有小菜蛾蛹的培养皿放入尼龙网做成的养虫笼内，待羽化后放入10%蜂蜜水供小菜蛾成虫补充营养，并在笼子里放入一盒株高2 cm左右的萝卜苗供成虫产卵。每1 d到2 d更换产卵苗，将换下的有卵苗移入另一新养虫笼中，待其孵化，用2～5 cm高的萝卜苗饲养小菜蛾幼虫，并及时更换新鲜的萝卜苗。饲养条件：温度（25 ± 1）℃、相对湿度65%～70%，光照L︰D=16︰8。

1.2  实验方法

1.2.1  不同品系、不同发育阶段和不同龄期小菜蛾样品的准备  选取CHS和CHR品系的4龄幼虫各6~7头，用液氮速冻，存于﹣80℃冰箱中待用，每个品系设置3个重复。选取CHS品系小菜蛾1~4龄幼虫以及蛹、雌性成虫、雄性成虫若干头，用液氮速冻，保存于﹣80℃冰箱中备用，每个发育龄期3个重复。在预冷的PBS缓冲液中解剖90头CHS品系健康的4龄小菜蛾幼虫，获得小菜蛾的头、表皮、中肠、马氏管和脂肪体，将各组织在PBS缓冲液中清洗3次，液氮速冻后保存于﹣80℃冰箱中备用。每30头幼虫为一个重复，共设置3个重复。

1.2.2  氯虫苯甲酰胺处理  为了检测在氯虫苯甲酰胺胁迫下，小菜蛾ABCC1-ABCC5在转录水平上的反应，将直径为6 cm的甘蓝叶片在LC50的氯虫苯甲酰胺溶液中（0.1%的Triton X-100溶液稀释）浸渍10 s，对照为0.1%的Triton X-100溶液处理的叶片，晾干后放在铺有润湿滤纸的培养皿中，分别接入饥饿2 h的抗性品系小菜蛾3龄幼虫，每皿20头，放入人工气候培养箱中，温度（28±1）℃，相对湿度60%~70%，光周期L︰D=16︰8。分别于处理后24、48和72 h时取存活的幼虫，用液氮速冻后放入﹣80℃冰箱中保存备用。每个处理设3个重复。

1.2.3  RNA的提取和cDNA的合成  按照TRIzol试剂盒说明书的步骤分别提取不同种群、不同龄期、经氯虫苯甲酰胺处理的小菜蛾总RNA以及不同组织的RNA。通过琼脂糖凝胶电泳检测RNA的完整性，利用Nanodrop 2000 微量紫外分光光度计检测RNA的纯度和浓度。RT- PCR cDNA模板采用反转录试剂盒（PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser），按照说明书操作。产物于﹣20℃下保存。

1.2.4  引物的设计与合成  本文参考Guo等（2015）文献，所用引物均根据已克隆出全长的ABCC家族基因的cDNA序列设计（表1）。内参选用核糖体蛋白L32基因。所有引物均由英俊生物技术有限公司（上海）合成。

1.2.5  实时荧光定量PCR  按照Platinum SYBR Green qPCR Super Mix-UDG Kit试剂盒说明书加样，于ABI 7500荧光定量PCR仪反应。采用两步法 PCR 扩增程序：

预变性95℃ 30 s；PCR反应95℃ 5 s 60℃ 34 s，40个循环。每个生物学重复设置3个技术重复。
1.2.6  数据处理  采用2(ΔΔCt法进行定量分析，其中ΔΔCt=（Ct目的基因(Ct内参基因）处理(（Ct目的基因(Ct内参基因）对照（Livak and Schmittgen，2001）。通过SPSS软件对不同样品间基因表达量进行方差分析，LSD法进行多重比较分析。
表1  本实验用到的引物

Table 1  Primers used in this study

	引物名称Primer name
	引物序列 Sequence (5'-3')
	产物长度 Product size (bp)

	ABCC1F
	GGTGGTGCTCATCTGCTACCTCAT
	165

	ABCC1R
	ATCCTGACACGCTCATCGGTTTT
	

	ABCC2F
	AGTCTTGGCACGCAAACGG
	103

	ABCC2R
	CGAACAGACGCATGAAGGACAT
	

	ABCC3F
	TCAACCGCTTCACCAAGGACA
	111

	ABCC3R
	CGGCGTTCAGCACCAGGAT
	

	ABCC4F
	TGAATTAACAACCGTTCTACCA
	141

	ABCC4R
	ATTTCTCCGTCGTCTCCC
	

	ABCC5F
	AGGGACAGGTGCTCATTGACG
	115

	ABCC5R
	TAGCGGAGGCTGGCGGAAA
	

	L32F
	CCAATTTACCGCCCTACC
	120

	L32R
	TACCCTGTTGTCAATACCTCT
	


2  结果与分析

2.1  不同种群小菜蛾ABCC1~ABCC5 mRNA表达量

图1结果显示，与CHS品系相比，在CHR中，ABCC1~ABCC5 5个基因均过量表达；其中，ABCC1，ABCC2，ABCC3和ABCC4表达量为敏感品系的1.88倍、1.90倍、1.31倍、1.21倍，而ABCC5表达量为敏感品系的2.14倍。
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图1  氯虫苯甲酰胺抗性及敏感品系小菜蛾ABCC mRNA的相对表达量

Fig. 1  Relative expression of ABCC mRNAs in chlorantraniliprole -resistant and -susceptible strains of diamondback moth

相对表达量以敏感品系表达量为1计算出的表达量
变化值。*表明存在显著差异（P＜0.05）。
The relative expression are calculated by referring to susceptible strain expression as 1. * indicates significant difference at 0.05 level.
2.2  氯虫苯甲酰胺处理对小菜蛾ABCC1～ABCC5 mRNA表达量的影响

用LC50的氯虫苯甲酰胺处理小菜蛾敏感品系后，ABCC3、ABCC4和ABCC5过量表达，ABCC3和ABCC5 mRNA的表达量在第48 h最高，分别为对照组的2.16倍和1.85倍；ABCC4 mRNA的表达量在第72 h最高，为对照组的2.81倍。而ABCC1和ABCC2的表达量均下调，最低分别为对照组的65.8%和37.2%（图2）。
2.3  不同发育时期小菜蛾体内ABCC mRNA的表达量

进一步对小菜蛾体内过表达的3个ABCC mRNA在不同发育时期表达量进行测定，图3结果表明：ABCC3基因在幼虫期和雄性成虫体内表达量较高，其中在3龄幼虫中表达量最高，为表达量最低的预蛹的9.75倍。ABCC4基因在不同发育时期内表达量差异不大，其中预蛹中最高，是表达最低的3龄幼虫的2.42倍。ABCC5基因在幼虫期表达量高，尤其是3龄幼虫，其表达量比最低的蛹期高16.45倍（图3）。

2.4  小菜蛾不同组织中ABCC mRNA的表达量

在小菜蛾敏感品系4龄幼虫各组织中，ABCC3、ABCC4和ABCC5均在中肠中表达量最高，其它组织中表达量显著性低于中肠组织（图4）。ABCC3基因在中肠中的表达量分别是表皮、脂肪体、头和马氏管的10.78倍、6.47倍、4.29倍和4.52倍。ABCC4基因在中肠中的表达量分别是表皮、脂肪体、头和马氏管的1.68倍、5.45倍、7.97倍和2.41倍。ABCC5在中肠中的表达量分别是表皮、脂肪体、头和马氏管的3.53倍、2.75倍、2.21倍和2.09倍。
3  讨论

目前小菜蛾对几乎所有的药剂，如有机磷类、氨基甲酸酯类、拟除虫菊酯类、阿维菌素类，甚至对微生物农药如苏云金杆菌（Bacillus thuringiensis）、昆虫生长调节剂类如苯甲酸脲类、植物源杀虫剂如苦皮藤素等都产生了抗性（郭磊等，2013）。过去有关昆虫抗药性研究主要集中在细胞色素P450、羧酸酯酶以及谷胱甘肽-S-转移酶三大解毒酶上（Li et al.，2007）。近年来，对ABC转运蛋白参与昆虫抗药性的报道

日益增多；如与敏感品系相比，ABC转运蛋白A、C、F、G、H亚家族的成员在小菜蛾抗毒死蜱品系中高表达，而在小菜蛾抗氟虫腈品系中则是A、C、G、H亚家族的成员高表达（He et al.，2012；You et al.，2013）。本研究发现，在小菜蛾氯虫苯甲酰胺抗性品系中，ABC转运蛋白C亚家族的ABCC1～ABCC5均过量表达。进一步用LC50浓度的氯虫苯甲酰胺处理小菜蛾后，显示ABCC3，ABCC4，ABCC5过量表达。这表明这3个基因对氯虫苯甲酰胺的刺激存在应激反
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图2  氯虫苯甲酰胺处理对小菜蛾ABCC mRNA相对表达量的影响
Fig. 2  Effect of chlorantraniliprole treatment on the relative expression of ABCC mRNAs in diamondback moth
相对表达量是以未经处理的小菜蛾中各基因表达量为1计算出的表达量变化量。柱上标有不同
字母表示处理后同一基因不同时间表达量差异显著（P＜0.05）。
The relative expression of each gene are calculated referring to the untreated control as 1. Histograms with different letters indicate significant difference of same gene expression at different time after treatment (P＜0.05).

应，可能参与了小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的代谢。ABCC1和ABCC2在抗性品系中均过量表达，但在氯虫苯甲酰胺短期处理后却明显下调，可能是氯虫苯甲酰胺长期筛选与短期刺激对这两个基因表达的影响机制不同。
有报道表明，5龄家蚕的性别不同，其解毒酶活性会有差异（姜峰等，2006）。本研究发现，ABCC3 mRNA在小菜蛾雌雄个体间的表达量也存在显著差异。由于目前ABC类转运蛋白在鳞翅目昆虫中研究较少，所以该基因在雌雄个体间差异表达的原因有待进一步研究。小菜蛾ABCC3、ABCC4和ABCC5 mRNA在不同组织中均有表达，且均在中肠中表达量最高。中肠作为昆虫的消化和吸收器官，同时在外源物质的解毒代谢中起着重要作用。因此中肠中这3种基因表达量的升高，可能是它们参与了对氯虫苯甲酰胺在中肠的代谢。生物体通过复杂的解毒系统来保护机体免受外源性物质的毒害。在代谢抗性中，一种化合物往往在多种酶的参与下被降解为低毒或无毒产物进而排出机体。大致可以分为三个阶段：第一阶段主要通过氧化、水解等解毒代谢酶系包括细胞色素P450和羧酸酯酶（CarE）等，对外源化合物进行初级代谢（Brun et al.，1996）；第二阶段主要是通过谷胱甘肽-S-转移酶（GSTs）
[image: image3.png]MXTRIAE (1)
Relative expression (fold)

ek k)

SN AN ODN PO

1 ¢

|

ABCCS

o
[
Mo

sall

e

b b 4

11}

S T
chho Lo Lo

EGG L1 L2 L3 14 PP P FA MA
& & i Developmental stage

FXFRER ()
Relative expression (fold

ek ek ek ek ek N
ORI ONPRA N O

b

|

HXTRIBE (1F)
Relative expression (fold)

ABCCS5
a
T
b b b
1Y
M

EGG L1 L2 L3 14 PP P FA
& B B Developmental stage

A

EGG L1 L2 L3 L4 PP P FA MA
& & i Developmental stage




图3  不同发育时期小菜蛾体内ABCC mRNAs表达量差异

Fig. 3  ABCC gene expression at different developmental stages in diamondback moth
L1～L4分别表示1～4龄幼虫，PP和P分别是预蛹和蛹，FA和MA分别是雄性成虫和雌性成虫。
相对表达量是以各基因表达量最低值为1计算出的表达量变化量。柱上标有不同字母表示同一
基因在不同发育阶段表达量差异显著（P＜0.05）。下图同。
L1 to L4: First to fourth instar larvae; PP: Prepupa; P: Pupa; FA: Female adult; MA: Male adult. The relative 
expression are calculated by the lowest expression values of each gene as 1. Histograms with different letters indicate
the significant difference of same gene expression at different developmental stages (P＜0.05). The same below.
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图4  小菜蛾4龄幼虫不同组织中表达量差异

Fig. 4  Relative expression of three ABCC genes in different tissues of the 4th instar larvae of diamondback moth
EP为外表皮；FB为脂肪体；H为头部；MT为马氏管；MG为中肠。
EP: Exoperidium; FB: Fat body; H: Head; MT: Martensite tube; MG: Midgut.

和葡萄糖苷酸转移酶（UGTs）等的共轭反应，对初级代谢产物进行进一步代谢（Huang et al.，1998；Sarfraz and Keddie，2005；Qian et al.，2008）；第三阶段的代谢主要是ATP结合盒转运蛋白超家族和其他跨膜转运蛋参与的跨膜运输。另外，ABCC4 mRNA在表皮中的表达量也很高，推测可能其参与了表皮对外源物质的外排，从而表现出对于有毒物质的生化防御（Bodo et al.，2003）。
综上，本研究发现ATP结合盒转运蛋白C亚家族的ABCC3～ABCC5在氯虫苯甲酰胺抗性及短期处理小菜蛾中均过量表达。推测其可能参与了小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的代谢。上述结果可为研究小菜蛾对氯虫苯甲酰胺的代谢与ABCC1~ABCC5基因之间的关系提供参考，也可通过RNAi技术对ABCC3～ABCC5的功能进行验证。该工作为进一步研究明确ABC转运蛋白与昆虫抗药性之间的关系提供理论依据。
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