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小菜蛾碱性磷酸酶基因 cDNA片段的
克隆及其序列分析
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Abstract Alkaline phosphatase genes were cloned from the resistant and susceptible strains of Plutella
xylostella(L. ) through RT-PCR technique using degenerate primers and sequenced. The cDNA length was 403
bp and the sequence was confirmed to be the alkaline phosphatase gene by blast alignment ( BLAST) . The
nucleotide similarity of the resistant and susceptible strains was 99. 5% and the amino acids identity was 99% .
Compared with the susceptible strain，18 nucleotides were changed in the resistant strain，resulting in one
amino acid changed (V to T) . These results are helpful for further study of the full sequence and function of
alkaline phosphatase gene in P. xylostella.
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摘 要 利用 DNAman 设计简并引物，通过反转录一多聚酶链式反应(RT-PCR) 克隆小菜蛾 Plutella
xylostella(L. )抗性、敏感种群中可能与苏云金芽孢杆菌(Bt)抗性相关的碱性磷酸酶基因。琼脂糖电泳
结果显示扩增条带与预期片段长度一致，阳性克隆经测序获得了 403 bp 的基因片断。经 blast 比较得出
所克隆基因属于碱性磷酸酶基因。与敏感种群相比，抗性种群中该基因片段有 18 个碱基发生变化，有 1

个氨基酸发生替换(缬氨酸转变为苏氨酸)。研究结果对于进一步研究小菜蛾全基因结构、功能有重要
的意义。
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小菜蛾 Plutella xylostella( L. )属鳞翅目菜
蛾科，是十字花科蔬菜的主要害虫之一，每年全

世界由此而造成的经济损失达 10 亿美元［1］。

苏云金芽孢杆菌( Bacillus thuringiensis，Bt) 是
目前世界上用途最广、产量最大的微生物杀虫
剂，占微生物杀虫剂总量 95% 以上，因其对害
虫高效、对人畜安全、对环境友好而在世界范围
内得到广泛的应用

［2，3］。编码 Bt 杀虫蛋白的基

因已被转入到了多种重要棉粮作物中，其在减

少害虫危害、增加作物产量、减少化学农药对环

境的污染等方面发挥了重要作用
［2，4］。小菜蛾

作为一种重要的农业害虫，早在 1990 年，
Tabashnik 等首先报道了夏威夷田间小菜蛾对
Bt 杀虫剂产生了明显的抗性［5］。Ferre 等发现
在菲律宾，Bt 对小菜蛾的防效降低并预测可能
是由于小菜蛾对 Bt 产生抗性的结果［6］。在我
国，冯夏等也对广东省部分菜区小菜蛾对 Bt 的
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抗性进行了研究，表明广东深圳、东莞地区等供
港菜区小菜蛾对 Bt 的抗药性在 17. 97 ～ 30. 65
倍
［7］。而 Zhao 等报道了田间采集的小菜蛾已
对 CrylC 原毒素产生 3l 倍的抗性［8］。
关于害虫对 Bt 产生抗性的主要机制，目前

普遍认为 Bt 杀虫蛋白与昆虫中肠细胞膜上的
受体亲和性降低是抗性产生的主要原因

［9 ～ 11］。
目 前 研 究 表 明 昆 虫 中 肠 氨 肽 酶 N
( aminopeptidases， APN )、 类 钙 粘 蛋 白
( cadherin-like protein) 和碱性磷酸酶( alkaline
phosphatases，ALP)和糖脂类( glycolipid)等多种
蛋白都是 Bt 毒素 Cry1A 的受体［12 ～ 15］。 Jurat-
Fuentes 等认为中肠碱性磷酸酶的活性降低与
烟芽夜蛾 Heliothis virescens 对 Cry1Ac 的抗性密
切相关

［16］。基于免疫印迹和碱性磷酸酶活性
测定等试验又证实昆虫中肠m-ALP的活性与昆
虫抗性有直接关系

［17，18］。
小菜蛾对 Bt 的抗性形成是否与碱性磷酸

酶受体基因有关，抗性种群与敏感种群的碱性

磷酸酶基因相比发生了哪些改变，目前尚未见

相关报道。本研究利用反转录多聚酶链式反应
( reverse-transcription polymerase chain reaction，
RT-PCR)的方法对小菜蛾敏感、抗性种群的碱
性磷酸酶基因 cDNA 片断进行了克隆，比较了
二者之间的序列差异，为获得小菜蛾碱性磷酸

酶基因全序列以及深入研究碱性磷酸酶基因与

小菜蛾对 Bt 抗性之间的分子机理奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 供试虫源与寄主植物
1. 1. 1 供试虫源 小菜蛾敏感种群( S):室内
饲养多年，期间从未施用过任何杀虫剂。室内
饲养温度为 ( 25 ± 1 )℃，相对湿度为 60% ～
70%，光周期为光照 ∶ 黑暗 = 16 h∶ 8 h。小菜蛾
抗性种群(R):最初于室内以转 Cry1Ac 基因甘
蓝选育约 300 代，期间未接触任何农药，之后在
中国农业科学院蔬菜花卉研究所提供的

Cry1Ac 汰选 50 代后得到的种群。上述 2 个种
群均由康奈尔大学赵建周研究员提供。
1. 1. 2 寄主植物 甘蓝品种:京丰一号，中国

农业科学院蔬菜花卉所提供。甘蓝苗长成 6 ～
8 片叶时，即可供小菜蛾取食。
1. 2 主要试剂

TRIzol 试剂和反转录酶 SuperScriptTM Ⅲ
First-Strand Synthesis System 购自 Invitrogen 公
司，引物合成于上海英骏生物技术有限公司。
PCR 扩增所用试剂和 DNA 回收试剂盒购自
Invitrogen 公司，pEASY-T1 载体为北京全式金
生物技术有限公司产品。DNA 分子量 Marker
购自北京天根生化有限公司。
1. 3 方法
1. 3. 1 生物测定 参照 Tabashnik 等［19］的叶
片浸渍法。先用 0. 1% TritonX-100 水溶液稀释
Bt 毒素，按等比级数稀释法，顺次配制成 5 ～ 7
个系列浓度，以清水作为对照。新鲜甘蓝苗嫩
叶片用打孔器制成直径为 4. 8 cm 的圆片，将叶
片在系列浓度的药液中浸 10 s，于平板上自然
晾干，后将叶片转入培养皿中，皿底铺一层浸过

蒸馏水的滤纸保湿。每皿接入 10 头 3 龄初期
幼虫，每处理 4 次重复。放回相同条件的培养
箱中饲养。于 72 h 后检查虫口死亡情况，并计
算 72 h 的校正死亡率和 LC50的值，对照死亡率

控制在 10% 以内。同时计算美国抗性小菜蛾
种群对 Cry1Ac 毒蛋白的抗性倍数。
1. 3. 2 引物设计 根据已经发表的鳞翅目昆虫
的碱性磷酸酶基因的保守区段(家蚕 Bombyx
mori，AB379673. 1、棉铃虫 Helicoverpa armigera，
EU729322. 1、 埃 及 伊 蚊 Aedes aegypti，
XM001663428. 1)，利用 DNAMAN(6. 0)软件设计
简 并 引 物。其 中 正 向 引 物 为 Alp-f ( 5′-
GGDGGGCGCATCGACCACGCGCA-3′)，反 向 引
物 为 Alp-r ( 5′-ACGTCDTCKCCGCCGTGCGTC-
TC-3′)。
1. 3. 3 中肠总 RNA 提取与 cDNA 第一链合成
采用 TRIzol 一步法提取小菜蛾敏感种群中肠
RNA(参照试剂盒说明书)。第一链 cDNA 合
成反应体系 50 μL 包括 1 μg 中肠总 RNA、50
μmol /Oligo( dT) 16引物 1 μL、5 × M-MLV buffer
10 μL、2. 5 mmol /L each dNTP 5 μL、40 U /μL
Rnase Inhibitor 0. 5 μL、200 U /μL RTase M-
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MLV 1 μL，42℃反应 1 h，然后 70℃ 15 min 使
M-MLV 反转录酶失活。
1. 3. 4 RT-PCR 扩增及克隆鉴定 RT-PCR 反
应程序为:预变性 94℃，6 min，然后进行 35 个
循环，循环的条件为:94℃，变性 30 s，50. 6℃，
退火 30 s，72℃延伸 1 min，最后在 72℃条件下
延伸 10 min。扩增结果在 1%的琼脂糖凝胶上
电泳，凝胶成像系统中拍照保存。
将所扩增得到的目的片断以 SilverBeads 纯

化试剂盒进行纯化、回收，然后克隆到 pEASY-T1
质粒载体中，转化感受态细胞 TOP-10，经蓝白斑
筛选后，挑取 10 个以上的白斑，进行菌液 PCR
检测(扩增反应及条件同 RT-PCR 反应)，同时以
ddH2O 作空白对照以排除污染，然后随机挑选扩
增信号较好的克隆送交北京诺赛基因组研究中

心有限公司、上海英骏生物技术有限公司、北京
三博远志生物有限公司等进行测序。

2 结果与分析

2. 1 小菜蛾敏感及抗性种群的生物测定
用 Cry1Ac 毒蛋白对小菜蛾进行生物测定，

抗性、敏 感 小 菜 蛾 种 群 的 LC50 值 分 别 是

11. 6701 μg /mL 和 0. 0476 μg /mL，抗性倍数达
245. 20，为下一步试验中克隆敏感及抗性小菜
蛾的碱性磷酸酶基因提供了良好的实验材料

(表 1)。

表 1 小菜蛾幼虫对 Cry1Ac 毒素的敏感性

种群
致死中浓度

(μg /mL)
(95%置信限) 斜率

抗性

倍数

S 0. 0476 (0. 0225 ～ 0. 0989) 1. 08 ± 0. 20 1. 00

R 11. 6701 (5. 7861 ～24. 8582) 1. 05 ± 0. 21 245. 20

2. 2 碱性磷酸酶基因的克隆及鉴定
用引物 Alp-f 和 Alp-r 进行 RT-PCR 扩增，

琼脂糖电泳检测结果见图 1，表明扩增片段大
小为 400 bp 左右，与预期的扩增片断大小相
符。克隆到载体上之后，重组质粒经 PCR 检
测，抗性与敏感的泳道均出现了 400 bp 左右的
片段，空白对照没有出现条带，证实载体中插入

了该片断。

图 1 小菜蛾碱性磷酸酶基因的 RT-PCR 结果及质粒 PCR 鉴定结果
左图:种群 ALP 基因 RT-PCR 结果; 右图: 重组质粒 PCR 检测。

(M1:标准分子量 Marker 1;S1:敏感种群;R1，R2:抗性种群;SZ1:敏感种群;RZ1，RZ2:抗性种群;D1，D2:空白对照)

2. 3 小菜蛾碱性磷酸酶基因片断分析及比对
重组质粒测序之后，发现所克隆基因片断

大小均为 403 bp 左右。通过 blast 比较该片段
与其它昆虫碱性磷酸酶基因的同源性大小，结

果表明:小菜蛾敏感种群与鳞翅目昆虫家蚕的

m-ALP 基因相似性为 93%，与其 s-ALP 基因相

似性为 82%，与野桑蚕、烟芽夜蛾、棉铃虫的
ALP 相似性分别为 93%、86% 和 79%，而与双
翅目昆虫埃及伊蚊的 ALP 相似性为 69%。因
此确定此基因片断为小菜蛾碱性磷酸酶基因。

将核苷酸序列翻译成蛋白质，从第一位可

翻译出连续的氨基酸序列，从第二、三位翻译均
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出现终止或错配，所以认为该片断从第一位碱

基翻译是正确的。对抗性、敏感种群中碱性磷
酸酶基因片段进行核苷酸序列比对(图 2)，发
现存在 18 个碱基的差异。图 3 是小菜蛾敏感、
抗性种群氨基酸序列比对图，发现有 1 个氨基
酸发生了替换，由缬氨酸转变为苏氨酸。

图 2 小菜蛾敏感种群与抗性种群碱性磷酸酶

基因片段的核苷酸序列对比

相同核苷酸序列以“ －”表示，阴影部分为引物序列

图 3 小菜蛾美国敏感与美国抗性种群碱性

磷酸酶基因片段的氨基酸序列对比

相同氨基酸序列以“ －”表示

3 讨论

碱性磷酸酶是一类催化水解磷酸酯、磷酸

核苷以及 6-磷酸核糖等含磷酸单酯键的非特

异性水解酶，其广泛存在于人体、动物、植物与
微生物中，是生物磷代谢的重要酶类

［20］。就昆
虫来说，ALP 被认为对虫体发育、神经功能与肾
脏功能及表皮骨化等有促进作用

［21，22］;同时，

ALP 也是昆虫体内重要的水解酶，在对内源或
外源化合物(包括植物产生的次生物质)的解

毒代谢和对杀虫剂的抗性形成起着重要作

用
［23］。目前，鳞翅目昆虫中已克隆出家蚕的

m-ALP受体，其 cDNA 全长 1 974 bp，编码 547
个氨基酸;所克隆的棉铃虫和烟芽夜蛾 ALP 受
体基因均编码 481 个氨基酸。
本研究克隆了对 Cry1Ac 毒素敏感与抗性

小菜蛾品系的碱性磷酸酶受体基因片断，并进

行了比对分析，抗性品系与敏感品系相比有 18
个碱基发生变化;抗性种群相对敏感种群，有 1
个氨基酸发生改变，由缬氨酸(V)变为苏氨酸
(T)。该研究对 Bt 抗性分子机理研究的意义
在于，从分子水平来分析小菜蛾对 Bt 的可能抗
性受体及其可能的突变位点，为进一步阐明小

菜蛾的抗性机理奠定了基础。本研究中发现的
核苷酸变化及导致的 1 个氨基酸替换是与小菜
蛾对 Cry1Ac 的抗性形成相关，还是种群之间存
在的多态性，需要进一步试验证明。
该研究获得的小菜蛾碱性磷酸酶基因片段

序列，为进一步筛选 cDNA 文库或利用 RACE
技术获取全长基因提供了前提条件。采用
RNAi 技术检测该碱性磷酸酶基因是否对小菜
蛾的 Bt 抗性产生决定性的影响，将可明确该基
因的功能，为进一步明确小菜蛾的抗性分子机

制打下基础。研究结果对转 Bt 基因植物、Bt 制
剂的抗药性治理，新型 Bt 杀虫蛋白的开发与可
持续应用均有重要的理论和实践意义。
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