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摘　 要： 　 【目的】 研究白蜡窄吉丁气味结合蛋白 ＡｐｌａＯＢＰ２ 在触角中的表达定位，解析 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白的配

体结合特性及配体活性，旨在通过气味结合蛋白筛选白蜡窄吉丁新的信息化合物。 【方法】 原核表达白蜡窄吉丁

气味结合蛋白 ＡｐｌａＯＢＰ２，采用免疫组织化学技术研究 ＡｐｌａＯＢＰ２ 在白蜡窄吉丁触角中的表达定位，通过荧光竞争

结合试验分析 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白与 ５８ 种化合物的结合特性，并进一步通过触角电位仪和“Ｙ”型嗅觉仪测定

ＡｐｌａＯＢＰ２ 的配体对白蜡窄吉丁成虫的活性。 【结果】 在原核表达系统中成功表达 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白。 免疫定位

结果显示 ＡｐｌａＯＢＰ２ 在触角嗅觉感器———锥形感器Ⅰ的淋巴液表达。 荧光竞争结合试验结果表明，ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白

能够与反－２－己烯醛、反－２－庚烯醛、苯甲醛、４′－乙基苯乙酮、３′，４′－二甲氧基苯乙酮和 β－紫罗兰酮６ 种配体结合，
其解离常数 ＫＤ 值分别为 ４􀆰 ４４，４􀆰 １７，５􀆰 ２０，２􀆰 ９１，３􀆰 ４５ 和 ０􀆰 ６３ μｍｏｌ·Ｌ－１。 白蜡窄吉丁雌雄成虫对 １０ ｍｇ·ｍＬ－１的 ６
种配体均有触角电位反应。 行为学试验表明，在 １０ ｍｇ·ｍＬ－１刺激剂量条件下， 反－２－己烯醛对雌成虫有显著引诱

作用，β－紫罗兰酮对雌虫表现出明显的趋避作用。 【结论】 白蜡窄吉丁气味结合蛋白 ＡｐｌａＯＢＰ２ 在嗅觉感器表达，
能够选择性结合醛类和酮类物质，推测其在嗅觉识别中发挥功能。 气味结合蛋白可作为靶蛋白，鉴定对白蜡窄吉

丁具有吸引或趋避活性的信息化合物。
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　 　 嗅觉在昆虫寻求寄主、配偶、产卵场和躲避天敌

等行 为 中 发 挥 重 要 功 能 （ Ｂｒｕｃｅ ｅｔ ａｌ．， ２００５；
Ｔａｋｋｅｎ， １９９１； Ｖｅｔ ｅｔ ａｌ．， １９９２； Ｖｉｓｓｅｒ， １９８６ ）。 触

角作为昆虫主要的嗅觉器官，其表面分布多种形态

的嗅觉感器。 嗅觉感器腔内的嗅觉受体神经元

（ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｎｅｕｒｏｎｓ， ＯＲＮｓ）树突，能够特异地

感受 外 界 的 化 学 信 号 （ Ｂｉｎｙａｍｅｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１２；
Ｓｔｅｉｎｂｒｅｃｈｔ， １９９７； Ｚａｃｈａｒｕｋ， １９８０）。 气味分子由嗅

觉感器壁上的微孔进入感器腔，穿过感器淋巴液，到
达 ＯＲＮｓ 树突，激活树突上的受体蛋白，最终引起昆

虫的不同行为反应 （Ｈａｎｓｓｏｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｐｅｌｏｓｉ，
１９９６； Ｋｒｉｅｇｅｒ ｅｔ ａｌ．， １９９９； Ｗｉｌｓｏｎ ｅｔ ａｌ．， ２００６）。 研

究表明多种功能蛋白参与这一过程，其中气味结合

蛋白（ｏｄｏｒａｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ＯＢＰｓ）是主要的外周

嗅觉蛋白，在昆虫嗅觉系统中发挥重要功能（Ｌｅａｌ，
２０１３； Ｐｅｌｌｅｔｉｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１０； Ｖｏｇｔ ｅｔ ａｌ．， １９８１； Ｘｕ
ｅｔ ａｌ．， ２００５； Ｙｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）。

昆虫 ＯＢＰｓ 是一类小分子量的水溶性蛋白，最
早是从鳞翅目昆虫触角中分离鉴定，目前认为 ＯＢＰｓ
几乎在所有的昆虫中都有表达（Ｈｅｋｍａｔ⁃Ｓｃａｆｅ ｅｔ ａｌ．，
２００２； Ｐｅｌｏｓｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｖｉｅｉｒａ ｅｔ ａｌ．， ２０１１； Ｖｏｇｔ
ｅｔ ａｌ．， １９８１）。 在昆虫触角中，ＯＢＰ 蛋白由位于感器

下方的辅助细胞合成，随后被大量分泌到感器腔的

淋巴 液 中 （ Ｌａｕｅ ｅｔ ａｌ．， １９９４； Ｓｔｅｉｎｂｒｅｃｈｔ ｅｔ ａｌ．，
１９９５； Ｖｏｇｔ ｅｔ ａｌ．， １９８１）。 尽管 ＯＢＰｓ 在嗅觉感知中

的特定生理作用尚不完全清楚，但人们普遍认为它

们在结合、运输疏水性气味通过水溶性淋巴液到达

ＯＲＮｓ 树突上的嗅觉受体中起着重要作用 （ Ｌｅａｌ，
２０１３； Ｐｅｌｏｓｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１４）。 随着 ＯＢＰｓ 在越来越多

的昆虫中被鉴定，不同昆虫 ＯＢＰｓ 的表达分析表明，
仅有部分 ＯＢＰ 基因特异表达在化学感觉器官，ＯＢＰ
基因在其他非化学感觉器官也有表达，可能参与多

种生理功能（Ｄｉｐｐｅｌ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｆｏｒêｔ ｅｔ ａｌ．， ２００６；
Ｍｃｋｅｎｚｉｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｐｅｌｏｓｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１７； 杨叶青等，
２０１７）。 触角表达的 ＯＢＰｓ 选择性地表达在不同类

型的嗅觉感器中，参与不同化合物的结合运输，但是

并不是所有嗅觉感器都需要 ＯＢＰ 蛋白参与运输气

味分子到嗅觉受体（Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１８； Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ．，
２０１８； Ｌａｒｔｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１６； Ｐｉｋｉｅｌｎｙ ｅｔ ａｌ．， １９９４；
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１８ ）

白蜡窄吉丁（Ａｇｒｉｌｕｓ ｐｌａｎｉｐｅｎｎｉｓ），是近年来发

生和危害比较严重的国际性检疫害虫，主要为害木

犀科（Ｏｌｅａｃｅａｅ）白蜡树属（Ｆｒａｘｉｎｕｓ）树木。 该虫是

东北亚地区的本土昆虫， ２００２ 年传入北美，迄今已

造成北美地区数百万白蜡树死亡 （ Ｈｅｒｍｓ ｅｔ ａｌ．，
２０１４； Ｍｏｒｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）。 同其他昆虫一样，白蜡窄

吉丁成虫通过感受不同类型的信息化合物来寻找配

偶以及适宜寄主。 近年来，国外研究者对该虫的化学

生态学做了大量的研究： 明确了白蜡窄吉丁寄主识

别相关的信息化合物主要种类，鉴定了参与雌雄虫交

配的性信息素组分，并挖掘了 １２ 个 ＯＢＰｓ 基因和 ４７
个气味受体基因（ｏｄｏｒａｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＯＲｓ）等多种可能

参与嗅觉识别的基因（Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１９； Ｃｒｏｏｋ
ｅｔ ａｌ．， ２００８ａ； ｄｅ Ｇｒｏｏｔ ｅｔ ａｌ．， ２００８； Ｍａｍｉｄａｌａ ｅｔ ａｌ．，
２０１３； Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ⁃Ｓａｏｎａ ｅｔ ａｌ．， ２００６； Ｓｉｌｋ ｅｔ ａｌ．， ２００９），
然而各种嗅觉基因的功能尚未展开研究。 本实验室

前期对白蜡窄吉丁基因组数据进行分析，鉴定了 １１
个气味结合蛋白（ＡｐｌａＯＢＰ１－１１）序列，组织表达谱结

果表明 ３ 个 ＯＢＰ 基因（ＡｐｌａＯＢＰ１－３）在雌雄触角特

异表达，其中 ＡｐｌａＯＢＰ１ 可以识别月桂烯、柠檬烯、橙
花叔醇等多种寄主挥发物（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２０），推测

其他触角特异表达的 ＯＢＰｓ 在白蜡窄吉丁嗅觉识别

中同样发挥重要功能。
因此，本研究重组表达了 ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白，采用
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免疫组织化学技术从蛋白水平进一步对 ＡｐｌａＯＢＰ２
在触角感器中进行定位，通过荧光竞争结合试验研

究 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白的配体结合特性，并通过昆

虫电生理和行为学试验研究配体的生物活性，以期

为阐明白蜡窄吉丁嗅觉识别机制和通过气味结合蛋

白筛选该虫信息化合物提供依据。

１　 材料与方法

１． １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 供试昆虫 　 分别于 ２０１８ 年和 ２０１９ 年 ４ 月

中旬，于北京郊区（延庆、平谷、通州和昌平）白蜡树

林地，将受害美国红梣（Ｆ． ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉｃａ）砍伐（１０
棵），主干截成约 ５０ ｃｍ 的木段，带回北京市农林科

学院。 将木段置于户外背阴处，用 １００ 目的尼龙网

罩住，待白蜡窄吉丁成虫自然羽化。 ５ 月上旬观察

到羽化成虫，将成虫转移至养虫盒内，饲喂白蜡树叶

片，用于试验。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂 　 表达感受态细胞 ＢＬ２１（ＤＥ３）
及测定蛋白浓度试剂购自天根生化科技（北京）有

限公司； 柱填料购自北京信诺晶科生物技术有限公

司； 重组肠激酶 Ｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅｎｔｈｅｒｏｋｉｎａｓｅ 购自安诺

伦（北京）生物科技有限公司； 组织蛋白抽提试剂

盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ Ｋｉｔ 和 ｅＥＣＬ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 试剂盒购

自康为世纪生物科技有限公司； 荧光探针 Ｎ－苯基－
１－萘胺（Ｎ⁃ｐｈｅｎｙｌ⁃１⁃ｎａｐｈｔｈｙｌａｍｉｎｅ， １⁃ＮＰＮ）和气味

标样分别购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司、日本东京化成工业

株式会社（ＴＣＩ） 、上海麦克林生化科技有限公司和

化学慧； 南京金斯瑞公司提供基因合成和表达载体

构建； 北京信诺晶科生物技术有限公司提供抗体制

备服务。
１． ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重 组 表 达 　 白 蜡 窄 吉 丁

ＡｐｌａＯＢＰ２ 基因（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号： ＫＵ３４２５８１）序列

从白蜡窄吉丁基因组数据中获得。 去信号肽后的

ＡｐｌａＯＢＰ２ 基因序列由南京金斯瑞进行合成并克隆

到表达载体 ｐＥＴ３０ａ（ ＋）。 重组质粒测序正确后转

化至 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中进行诱导表达。 单

克隆菌株在含有 １００ ｍｇ·ｍＬ－１卡那霉素的培养基中

３７ ℃培养，待 ＯＤ６００值为 ０􀆰 ６～０􀆰 ８ 时，向培养基中加

入 ＩＰＴＧ 至终浓度为 １ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，在 １８ ℃下进行诱

导表达 １６ ｈ。 超声破碎后，离心收集包涵体，用于蛋

白纯化。 包涵体处理步骤如下： 用溶液Ⅰ（５０ ｍｍｏｌ
·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ， ０􀆰 ２％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００， ｐＨ６􀆰 ８） 洗包涵体沉

淀，离心后将沉淀溶于 １０ ｍＬ ６ ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸胍，加
入 １０ ｍＬ 溶液Ⅱ（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＤＴＴ， ２００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ， ｐＨ８􀆰 ０），室温 １００ ｒ·ｍｉｎ－１孵育 ６０ ｍｉｎ； 加入 ４
ｍＬ 溶液 Ⅲ （ ０􀆰 ５ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ， ５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｃｙｓｔｉｎｅ），室温孵育 １０ ｍｉｎ； 加入 １０ 倍体积的溶液

Ⅳ（５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｃｙｓｔｅｉｎｅ， １００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ， ｐＨ
８􀆰 ０），室温 １００ ｒ·ｍｉｎ－１孵育过夜； 离心收集上清并

用透析袋在 ＰＢＳ 蛋白缓冲液中透析过夜。 利用

ＨｉｓＴｒａｐ 亲和层析柱对蛋白进行纯化，纯化蛋白用重

组肠激酶 ３０ ℃孵育 １２ ｈ。 再次用 ＨｉｓＴｒａｐ 亲和层

析柱 纯 化， 经 超 滤 浓 缩 后 得 到 无 Ｈｉｓ⁃ｔａｇ 的

ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白。 采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法对 ＡｐｌａＯＢＰ２
蛋白浓度进行测定 （ Ｂｒａｄｆｏｒｄ， １９７６），通过 ４％ ～
２０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳检测各阶段目的蛋白的表达情

况。 纯化的无 Ｈｉｓ 标签 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白送北京

信诺晶科生物技术有限公司制备多克隆抗体。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 取羽化 １～３ 天的白蜡窄

吉丁触角 ３０ 对，参照组织蛋白抽提试剂盒说明书提

取触角粗蛋白。 具体操作步骤如下： 将提取试剂置

于冰上预冷 ２～３ ｍｉｎ，按照 １ ∶９９ 的比例加入蛋白酶

抑制剂，配成 １×工作液。 向 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中加入

４００ μＬ 工作液，碾磨触角样品，置于冰中孵育 ２０
ｍｉｎ，然后在 ４ ℃、１２ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１下离心 １５ ｍｉｎ，将上

清转移至新的离心管中，获得触角组织粗蛋白，－８０
℃保存备用。

ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白和触角粗蛋白通过 ４％ ～
２０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离，采用湿转法将蛋白从聚

丙烯酰胺凝胶转移至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。
参照 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ Ｋｉｔ 说明书进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 操作。
参照 ｅＥＣＬ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 试剂盒说明书，将增强型发

光剂和稳定剂等体积混合，配成化学发光检测底物

工作液，使用化学发光成像分析仪 （ ＡＩ６８０， ＧＥ，
ＵＳＡ） 进行检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 免疫组织化学检测　 将白蜡窄吉丁雌、雄成

虫触 角 浸 入 含 ４％ 多 聚 甲 醛 和 ２％ 戊 二 醛 的

０􀆰 １ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＰＢＳ（ｐＨ７􀆰 ４）溶液中 ４ ℃固定过夜； 样

品经乙醇梯度脱水后，置于 ＬＲ 白色树脂 （ Ｔａａｂ，
Ａｌｄｅｒｍａｓｔｏｎ， Ｂｅｒｋｓ， ＵＫ ） 中 ６０ ℃ 聚 合。 使 用

Ｒｅｉｃｈｅｒｔ Ｕｌｔｒａｃｕｔ 超薄切片机 （ Ｒｅｉｃｈｅｒｔ Ｃｏｍｐａｎｙ，
Ｖｉｅｎｎａ， Ａｕｓｔｒｉａ）进行切片，厚度为 ６０ ～ ８０ ｎｍ，切片

用铜网收集。 将含有切片的铜网用双蒸水冲洗后，
置于 ２０ μＬ ＰＢＳＧ（ＰＢＳ 含有 ５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甘氨酸）中
孵育 ５ ｍｉｎ，重复该步骤 １ 次； 铜网用重蒸水冲洗 ６
次，转移到 ２０ μＬ ＰＢＳＴ（ＰＢＳ 含 ０􀆰 ０１％的明胶、１％
牛血清白蛋白和 ０􀆰 ０２％Ｔｗｅｅｎ⁃２０）孵育５ ｍｉｎ，重复

该步骤 １ 次。 双蒸水冲洗后，铜网置于 ２０ μＬ 一抗

（ＰＢＳＴ 稀释，１ ∶ ５ ０００），室温孵育 １ ｈ 后，４ ℃ 过
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夜。 双蒸水冲洗后，将铜网移至胶体金颗粒偶联的

羊抗兔二抗（ ＰＢＳＴ 稀释，１ ∶ ２０）室温避光孵育 ９０
ｍｉｎ； 经 ＰＢＳＴ、ＰＢＳＧ 和双蒸水清洗后，加增感液避

光 ２０ ｍｉｎ 进行银增感； 双蒸水清洗后，用 ２％醋酸

双氧铀染色 １０ ｍｉｎ； 再用双蒸水清洗，干燥后用

Ｈｉｔａｃｈｉ Ｈ⁃７５００ ＴＥＭ（Ｈｉｔａｃｈｉ Ｌｔｄ．， Ｔｏｋｙｏ， Ｊａｐａｎ）透
射电镜进行观察； 用免疫前的兔血清代替一抗作为

阴性对照。 雌虫和雄虫纵切和横切样品，各 ３ 个

重复。
１􀆰 ２􀆰 ４　 荧光竞争结合试验　 以 ５８ 种气味物质为候

选配体，其中包括 ２７ 种寄主植物挥发物（表 １），利
用 Ｆ⁃３８０ 荧光分光光度计（天津港东科技发展股份

有限公司，天津）进行荧光竞争结合试验，扫描发射

波长范围 ３７０ ～ ５５０ ｎｍ，激发波长 ３３７ ｎｍ。 使用色

谱级甲醇溶解荧光探针 １⁃ＮＰＮ，母液使用浓度为

１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１。 在测定 ＡｐｌａＯＢＰ２ 与探针的结合能力

曲线时，比色杯中加入溶解在 ｐＨ７􀆰 ４ 的 ＰＢＳ 缓冲液

中 的 重 组 蛋 白 ＡｐｌａＯＢＰ２ 溶 液， 终 浓 度 为

２ μｍｏｌ·Ｌ－１，在 ３３７ ｎｍ 的激发波下，加入探针的浓

度从２ μｍｏｌ·Ｌ－１梯度递增至１２ μｍｏｌ·Ｌ－１，记录与蛋

白的结合值，重复 ３ 次。 筛选配体时，加入配体的浓

度从 ２ μｍｏｌ·Ｌ－１ 梯度递增至 ２０ μｍｏｌ·Ｌ－１， 通过

Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 方程计算竞争解离常数 ＫＤ：ＫＤ ＝ ［ ＩＣ５０］ ／
（１ ＋［１⁃ＮＰＮ］ ／ Ｋ１⁃ＮＰＮ） 。 式中，ＩＣ５０是配体置换 ５０％
探针 １⁃ＮＰＮ 时的浓度，［１⁃ＮＰＮ］是未结合的 １⁃ＮＰＮ
的浓度，Ｋ１⁃ＮＰＮ 为 ＡｐｌａＯＢＰ２ 与 １⁃ＮＰＮ 的解离常数

（Ｇｕ ｅｔ ａｌ．， ２０１１）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＥＡＧ 反应　 将待测试化合物溶于石蜡油配

成 １０ ｍｇ·ｍＬ－１ 的溶液，取 ２０ μＬ 滴加于滤纸条上

（５ ｃｍ×１ ｃｍ），置于 １ ｍＬ 移液枪头内作为给药筒。
用刀片将白蜡窄吉丁雌雄成虫触角从基部切下，去
除尖端后插入参考电极（毛细管中浸３ ｍｏｌ·Ｌ－１ 的

ＫＣｌ 溶液），连接至 ＥＡＧ 微操作台，触角另一端插入

记录电极。 ＥＡＧ 仪器通过 ＩＤＡＣ⁃２ 信号采集器与计

算机相连。 触角距离气味混合管 １ ｃｍ。 以 ３０ ｓ 的

间隔产生 ０􀆰 ５ ｓ 的刺激，恒定流量为１０ ｍＬ·ｓ－１。 触

角产生的信号用 ＥＡＧ Ｐｒｏ 软件（Ｓｙｎｔｅｃｈ）记录。 以

乙酸顺－３－己烯酯作为标准参照刺激对各测试样品

的刺激反应进行标准化校正。 每次进行样品刺激前

先进行 １ 次对照（石蜡油）和标准参照刺激，然后随

机测试待测样品，再进行对照和标准参照刺激，每根

触角测试 １ 个循环。 对每个待测样品，分别记录雌

虫和雄虫不同个体的 ８ 根触角电位反应。 将 ２ 次邻

近的标准参照刺激的 ＥＡＧ 平均值减去 ２ 次邻近的

对照刺激的 ＥＡＧ 平均值作为标准参照值，其他样品

的 ＥＡＧ 值减去对照的 ＥＡＧ 平均值后再除以标准参

照值进行标准化校正。
１􀆰 ２􀆰 ６　 嗅觉行为反应　 “Ｙ”型嗅觉仪内径 ２􀆰 ５ ｃｍ，
主臂长 ２５ ｃｍ，两侧臂长均为 ２０ ｃｍ，两者夹角为

６０°。 载气由大气采样仪泵入，流量设为 １􀆰 ０ Ｌ·
ｍｉｎ－１，空气经过活性炭过滤和空气加湿后进入“Ｙ”
型管，各部件之间用硅胶管连接。 “Ｙ”型管两臂端

部分别与含有 ２０ μＬ 测试样品（浓度 １０ ｍｇ·ｍＬ－１，
用石蜡油稀释）和对照石蜡油滤纸条的样品瓶连

接。 白蜡窄吉丁雌、雄成虫饥饿 ２４ ｈ 后用于测量，
试验测定在成虫活跃的 １０：３０—１５：３０ 进行。 将试

虫放在主臂入口，使其头部朝向两侧臂，观察成虫的

选择反应。 若试虫在５ ｍｉｎ内沿主臂进入任一侧臂

内超过 ２ ｃｍ，并停留３０ ｓ以上，则视为有选择； 若停

留在主臂则视为无反应。 每测试 ５ 头成虫即交换左

右臂位置，并更换滤纸条，测试 １０ 头后更换干净的

“Ｙ”型管。 每种测试样品至少记录 ３０ 头有反应

成虫。
１􀆰 ３　 数据分析

　 　 利用 ＳＰＳＳ 软件（ＳＰＳＳ ７􀆰 ０， ＳＰＳＳ Ｉｎｃ．， ＵＳＡ），
采用 Ｔｕｋｅｙ’ｓ ＨＳＤ 多重比较方法对白蜡窄吉丁雌、
雄成虫对不同挥发物的 ＥＡＧ 反应进行差异显著性

分析； 雌、雄成虫间对同一化合物的 ＥＡＧ 反应采用

ｔ－检验检测差异显著性； 嗅觉行为反应的数据采用

卡方检验进行差异显著性分析。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 气味结合蛋白 ＡｐｌａＯＢＰ２ 的重组表达

　 　 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白在上清中不表达，而在包涵

体中大量表达（图 １），因此选择包涵体进行蛋白纯

化。 重组蛋白经过亲和层析纯化及肠激酶切后得到

分子质量约为 １４ ｋＤａ 的目的蛋白（预测的分子量

１３􀆰 ８ ｋＤａ）。 超滤后得到浓度为 １ ｍｇ·ｍＬ－１纯化蛋

白，用于抗体制备及竞争性结合试验。
２􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

　 　 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白和触角粗蛋白分别能够与

ＡｐｌａＯＢＰ２ 抗体特异性结合（图 ２），均出现一条特异

性条带，表明 ＡｐｌａＯＢＰ２ 抗体的特异性能够满足后

续的免疫组织化学检测。
２􀆰 ３　 气味结合蛋白 ＡｐｌａＯＢＰ２ 在触角中的表达

定位

　 　 免疫组化试验结果表明，黑色颗粒标记的

ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白分布在锥形感器类型Ⅰ的感器腔中，
在锥形感器类型Ⅱ、 类型Ⅲ和单孔化学感器的感器

腔中均未检测到特异的黑色标记颗粒 （图 ３） 。
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图 １　 白蜡窄吉丁 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

Ｆｉｇ． １　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＡｐｌａＯＢＰ２ ｏｆ Ａ． ｐｌａｎｉｐｅｎｎｉｓ
Ｍ： 蛋白质分子质量标准 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ； １：
未诱导的大肠杆菌菌体 Ｎｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ； ２： 诱导

的大肠杆菌菌体 Ｉｎｄｕｃｅｄ Ｅ． ｃｏｌｉ； ３： 上清液 Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ； ４： 包

涵体蛋白 Ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎ； ５： 带 Ｈｉｓ 标签 ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋

白 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＡｐｌａＯＢＰ２ ｗｉｔｈ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ； ６： 无 Ｈｉｓ 标 签

ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＡｐｌａＯＢＰ２ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｈｉｓ⁃ｔａｇ．

图 ３　 ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白在白蜡窄吉丁触角的免疫定位

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡｐｌａＯＢＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｅｎｎａ ｏｆ Ａ． ｐｌａｎｉｐｅｎｎｉｓ
Ａ： 黑色颗粒标记的 ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白分布在锥形感器类型 Ｉ 的感器腔中 Ｂｌａｃｋ ｓｐｏｔｓ ｌａｂｅｌｅｄ ＡｐｌａＯＢＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈａｉｒ
ｌｕｍｅｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｌｌａ ｂａｓｉｃｏｎｉｃａ ｔｙｐｅ Ｉ； 横切 （ Ｂ） 和纵切（ Ｃ） 显示 ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白在锥形感器 Ｉ 基部表达 Ａ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎ （ Ｂ） ａｎｄ
ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ（Ｃ） ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｐｌａＯＢＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｏｆ ｓ． ｂａｓｉｃｏｎｉｃａ ｔｙｐｅ Ｉ； 锥形感器Ⅱ（Ｄ）、锥形感器Ⅲ（Ｅ）和
单孔化学感器 （ Ｆ） 的感器腔未被标记 Ｔｈｅ ｈａｉｒ ｌｕｍｅｎ ｏｆ ｓ． ｂａｓｉｃｏｎｉｃａ ｔｙｐｅ Ⅱ （ Ｄ）， ｓ． ｂａｓｉｃｏｎｉｃａ ｔｙｐｅ Ⅲ （ Ｅ） ａｎｄ ｕｎｉｐｏｒｏｕｓ
ｃｈｅｍｏｒｅｃｅｐｔｏｒｓ （Ｆ） ｗａｓ ｎｅｖｅｒ ｌａｂｅｌｅｄ； 箭头表示嗅觉感器上的壁孔 Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｗａｌｌ ｐｏｒｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｌｌｕｍ．

ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白在锥形感器的表达，推测其可能在嗅

觉识别中发挥功能。

图 ２　 ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ｆｉｇ． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡｐｌａＯＢＰ２
１： ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＡｐｌａＯＢＰ２； ２： 提取自白

蜡窄吉丁的触角粗蛋白 Ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ａｎｔｅｎｎａｅ ｏｆ
Ａ． ｐｌａｎｉｐｅｎｎｉｓ．

２􀆰 ４　 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白配体结合特征

　 　 以 １⁃ＮＰＮ 为荧光探针，利用竞争性结合试验测

定了 ５８ 种挥发性化合物与 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白的亲

和力，其中 ２７ 种挥发物属于白蜡树挥发物。 首先，测
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定了 ＡｐｌａＯＢＰ２ 对 １⁃ＮＰＮ 的亲和力常数。 ＡｐｌａＯＢＰ２
与 １⁃ＮＰＮ 可逆结合，解离常数 ＫＤ 为 １􀆰 ２６ μｍｏｌ·Ｌ－１，
表明 １⁃ＮＰＮ 是一种合适的荧光探针（图 ４）。 荧光竞

争结合试验结果表明，６ 种化合物与 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组

蛋白有较强的结合能力，包括： 反－２－己烯醛、反－２－
庚烯醛、苯甲醛、３′，４′－二甲氧基苯乙酮、４′－乙基苯乙

酮和 β－紫罗兰酮（图 ５）。 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白与 β－
紫罗兰酮结合能力最强，解离常数 ＫＤ 为 ０􀆰 ６３ μｍｏｌ·
Ｌ－１（表 １）。
２􀆰 ５　 白蜡窄吉丁成虫对 ＡｐｌａＯＢＰ２ 配体的 ＥＡＧ
反应

　 　 为明确 ＡｐｌａＯＢＰ２ 结合配体对白蜡窄吉丁成虫

是否具有活性，首先测定了白蜡窄吉丁雌雄成虫对 ６
种配体在 １０ ｍｇ·ｍＬ－１浓度的触角电位反应（表 ２）。
结果表明，所有配体均能引起雌虫和雄虫 ＥＡＧ 反应，
并且雌雄虫之间的差异不显著。 由表 ２ 可以看出，不
同挥发物引起的白蜡窄吉丁触角反应不同，其中反－
２－己烯醛和反－２－庚烯醛在雌雄触角中能够引起较

大的 ＥＡＧ 反应，而 β－紫罗兰酮引起的雌雄触角反应

最弱。
２􀆰 ６　 白蜡窄吉丁成虫对 ＡｐｌａＯＢＰ２ 配体的“Ｙ”型
嗅觉行为反应

　 　 进一步采用“Ｙ”型嗅觉仪检测了雌虫和雄虫对

ＡｐｌａＯＢＰ２ 配体的行为反应。 在 １０ ｍｇ·ｍＬ－１测试浓

度下，反－２－己烯醛对白蜡窄吉丁雌虫具有显著的

引诱作用（Ｐ＜０􀆰 ０５），对雄虫的引诱量略多于对照，
但未达到显著水平； β－紫罗兰酮对白蜡窄吉丁雌虫

具有显著的驱避作用（Ｐ＜０􀆰 ０５），对雄虫驱避作用未

达到显著水平； 剩余的 ４ 种测试样品对白蜡窄吉丁

雌虫和雄虫没有表现出显著的引诱或者驱避作用

（图 ６）。

图 ４　 １⁃ＮＰＮ 和重组蛋白 ＡｐｌａＯＢＰ２ 的结合曲线

Ｆｉｇ． ４　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ １⁃ＮＰＮ ｔｏ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＡｐｌａＯＢＰ２

图 ５　 ＡｐｌａＯＢＰ２ 与 ６ 种配体的竞争结合曲线

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ６ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｔｏ ＡｐｌａＯＢＰ２

３　 讨论

　 　 白蜡窄吉丁触角共分布有 ４ 种化学感受器，其
中锥形感器类型Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ具有壁孔，是典型的嗅觉

感受器，而没有壁孔的单孔化学受器则属于味觉感

受器，每种化学感器可能参与不同类型化学信号的

识别（Ｃｒｏｏｋ ｅｔ ａｌ．， ２００８ｂ）。 本研究免疫组化结果表

明，气味结合蛋白 ＡｐｌａＯＢＰ２ 在白蜡窄吉丁锥形感

器Ⅰ中特异表达，表明它可能选择性结合运输特定

类型的气味分子，以满足该类型嗅觉感器的生理功

能。 荧光竞争结合试验显示 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白选

择性结合醛类和酮类化合物，并表现出强的结合能

力，表明 ＡｐｌａＯＢＰ２ 可能参与白蜡窄吉丁的嗅觉识

别行为，这与其在嗅觉感器的表达具有一致性。
ＡｐｌａＯＢＰ２ 与 ＡｐｌａＯＢＰ１ 表现出不同的表达及配体

结合特征。 尽管 ＡｐｌａＯＢＰ１ 同样在锥形感器中表

达，但其在类型Ⅰ和类型Ⅲ中均有表达，并且其识别

物质主要为萜类物质 （ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２０ ）。 与

ＡｐｌａＯＢＰ２ 结合的配体化合物中，反－ ２－己烯醛和

４′－乙基苯乙酮属于寄主植物挥发物组分（Ｒｉｇｓｂｙ
ｅｔ ａｌ．， ２０１７），因此进一步推测 ＡｐｌａＯＢＰ２ 可能在白

蜡窄吉丁寄主识别中发挥功能。
前人的研究发现，白蜡窄吉丁成虫对包括反－

２－己烯醛在内的多种寄主绿叶挥发物、单萜和倍半

单萜表现出触角反应（Ｃｒｏｏｋ ｅｔ ａｌ．， ２００８ａ； ｄｅ Ｇｒｏｏｔ
ｅｔ ａｌ．， ２００８； Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ⁃Ｓａｏｎａ ｅｔ ａｌ．， ２００６）。 在本研

究中，除反－２－己烯醛以外的其他 ５ 种配体也能引

起雄虫和雌虫的触角反应，推测它们同样是白蜡窄

吉丁潜在的信息化合物。 不同配体化合物的 ＥＡＧ
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　 　 　 　 　 表 １　 重组 ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白与候选配体结合能力①

Ｔａｂ．１　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＡｐｌａＯＢＰ２ ｔｏ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｌｉｇａｎｄｓ
配体
Ｌｉｇａｎｄ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

ＣＡＳ 号
ＣＡＳ Ｎｏ．

纯度
Ｐｕｒｉｔｙ（％）

ＩＣ５０ ／
（ μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＫＤ ／
（ μｍｏｌ·Ｌ－１）

醇类 Ａｌｃｏｈｏｌｓ
１－己醇 １⁃ｈｅｘａｎｏｌ∗ ＴＣＩ １１１－２７－３ ＞９８􀆰 ０ — —
反－２－己烯－１－醇 ｔｒａｎｓ⁃２⁃ｈｅｘｅｎ⁃１⁃ｏｌ ＴＣＩ ９２８－９５－０ ＞９５􀆰 ０ — —
顺－２－己烯－１－醇 ｃｉｓ⁃２⁃ｈｅｘｅｎ⁃１⁃ｏｌ ＴＣＩ ９２８－９４－９ ＞９３􀆰 ０ — —
反－３－己烯－１－醇 ｔｒａｎｓ⁃３⁃ｈｅｘｅｎ⁃１⁃ｏｌ Ｓｉｇｍａ ９２８－９７－２ ９７􀆰 ０ — —
顺－３－己烯－１－醇 ｃｉｓ⁃３⁃ｈｅｘｅｎ⁃１⁃ｏｌ∗ ＴＣＩ ９２８－９６－１ ＞９７􀆰 ０ — —
反 ４－己烯－１－醇 ｔｒａｎｓ⁃４⁃ｈｅｘｅｎ⁃１⁃ｏｌ Ｓｉｇｍａ ９２８－９２－７ ≥９６􀆰 ０ — —
１－辛醇 １⁃ｏｃｔａｎｏｌ ＴＣＩ １１１－８７－５ ＞９９􀆰 ０ — —
２－苯乙醇 ２⁃ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ＴＣＩ ６０－１２－８ ＞９８􀆰 ０ — —
醛类 Ａｌｄｅｈｙｄｅｓ
丁醛 Ｂｕｔｙｒａｌｄｅｈｙｄｅ ＴＣＩ １２３－７２－８ ＞９８􀆰 ０ — —
戊醛 Ｖａｌｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ ＴＣＩ １１０－６２－３ ＞９５􀆰 ０ — —
己醛 Ｈｅｘａｎａｌ∗ ＴＣＩ ６６－２５－１ ＞９８􀆰 ０ — —
反－２－己烯醛 ｔｒａｎｓ⁃２⁃ｈｅｘｅｎａｌ∗ ＴＣＩ ６７２８－２６－３ ＞９７􀆰 ０ ７􀆰 ４１±０􀆰 ２０ ４􀆰 ４４±０􀆰 １２
反－２－庚烯醛 ｔｒａｎｓ⁃２⁃ｈｅｐｔｅｎａｌ ＴＣＩ １８８２９－５５－５ ＞９５􀆰 ０ ６􀆰 ９５±０􀆰 １０ ４􀆰 １７±０􀆰 ０６
正辛醛 ｎ⁃ｏｃｔａｎａｌ ＴＣＩ １２４－１３－０ ＞９８􀆰 ０ — —
壬醛 Ｎｏｎａｎａｌ∗ ＴＣＩ １２４－１９－６ ＞９５􀆰 ０ — —
苯甲醛 Ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ ＴＣＩ １００－５２－７ ＞９８􀆰 ０ ８􀆰 ６６±０􀆰 ３１ ５􀆰 ２０±０􀆰 １８
烷类 Ａｌｋａｎｅｓ
正辛烷 Ｏｃｔａｎｅ ＴＣＩ １１１－６５－９ ＞９７􀆰 ０ — —
癸烷 Ｄｅｃａｎｅ∗ ＴＣＩ １２４－１８－５ ＞９９􀆰 ０ — —
十一烷 Ｕｎｄｅｃａｎｅ ＴＣＩ １１２０－２１－４ ＞９９􀆰 ０ — —
十二烷 Ｄｏｄｅｃａｎｅ∗ ＴＣＩ １１２－４０－３ ＞９９􀆰 ０ — —
十三烷 Ｔｒｉｄｅｃａｎｅ ＴＣＩ ６２９－５０－５ ＞９９􀆰 ０ — —
酯类 Ｅｓｔｅｒｓ
苯乙酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔａｔｅ ＴＣＩ １０１－４１－７ ＞９９􀆰 ０ — —
水杨酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｓａｌｉｃｙｌａｔｅ∗ ＴＣＩ １１９－３６－８ ＞９９􀆰 ０ — —
丁酸顺式－３－己烯酯 ｃｉｓ⁃３⁃ｈｅｘｅｎｙｌ ｂｕｔｙｒａｔｅ∗ Ｓｉｇｍａ １６４９１－３６－４ ≥９８􀆰 ０ — —
苯甲酸甲酯 Ｍｅｔｈｙｌ ｂｅｎｚｏａｔｅ ＴＣＩ ９３－５８－３ ＞９９􀆰 ０ — —
丙烯酸异丁酯 Ｉｓｏｂｕｔｙｌ ａｃｒｙｌａｔｅ ＴＣＩ １０６－６３－８ ＞９９􀆰 ０ — —
丁酸己酯 Ｈｅｘｙｌ ｂｕｔｙｒａｔｅ ＴＣＩ ２６３９－６３－６ ＞９８􀆰 ０ — —
乙酸反－２－己烯酯 ｔｒａｎｓ⁃２⁃ｈｅｘｅｎｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ＴＣＩ ２４９７－１８－９ ＞９７􀆰 ０ — —
丁酸反－２－己烯基酯 ｔｒａｎｓ⁃２⁃ｈｅｘｅｎｙｌ ｂｕｔｙｒａｔｅ ＴＣＩ ５３３９８－８３－７ ＞９３􀆰 ０ — —
乙酸己酯 Ｈｅｘｙｌ ａｃｅｔａｔｅ∗ ＴＣＩ １４２－９２－７ ＞９９􀆰 ０ — —
乙酸顺－３－己烯酯 ｃｉｓ⁃３⁃ｈｅｘｅｎｙｌ ａｃｅｔａｔｅ∗ ＴＣＩ ３６８１－７１－８ ＞９７􀆰 ０ — —
惕各酸异丁酯 Ｉｓｏｂｕｔｙｌ ｔｉｇｌａｔｅ ＴＣＩ ６１６９２－８４－０ ＞９６􀆰 ０ — —
酮类 Ｋｅｔｏｎｅｓ
２－庚酮 ２⁃ｈｅｐｔａｎｏｎｅ ＴＣＩ １１０－４３－０ ＞９８􀆰 ０ — —
２－辛酮 ２⁃ｏｃｔａｎｏｎｅ ＴＣＩ １１１－１３－７ ＞９８􀆰 ０ — —
４′－乙基苯乙酮 ４′⁃ｅｔｈｙｌａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ∗ ＴＣＩ ９３７－３０－４ ＞９７􀆰 ０ ４􀆰 ８５±０􀆰 １４ ２􀆰 ９１±０􀆰 ０９
３′，４′－二甲氧基苯乙酮
３′， ４′⁃ｄｉｍｅｔｈｏｘｙａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ＴＣＩ １１３１－６２－０ ＞９８􀆰 ０ ５􀆰 ７６±０􀆰 １７ ３􀆰 ４５±０􀆰 １０

β－紫罗兰酮 β⁃ｉｏｎｏｎｅ ＴＣＩ １４９０１－０７－６ ＞９５􀆰 ０ １􀆰 ０５±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０３
萜烯类 Ｔｅｒｐｅｎｅｓ
β－蒎烯 β⁃ｐｉｎｅｎｅ∗ 麦克林 Ｍａｃｌｉｎ １２７－９１－３ ≥９５ — —
（１Ｒ）－（＋）－α－蒎烯（１Ｒ） ⁃（＋） ⁃α⁃ｐｉｎｅｎｅ∗ ＴＣＩ ７７８５－７０－８ ＞９７􀆰 ０ — —
月桂烯 Ｍｙｒｃｅｎｅ∗ 麦克林 Ｍａｃｌｉｎ １２３－３５－３ ≥９０􀆰 ０ — —
３－蒈烯 ３⁃ｃａｒｅｎｅ∗ 麦克林 Ｍａｃｌｉｎ １３４６６－７８－９ ９０􀆰 ０ — —
（＋）－柠檬烯（＋）⁃ｌｉｍｏｎｅｎｅ∗ ＴＣＩ ５９８９－２７－５ ＞９５􀆰 ０ — —
松油醇 Ｔｅｒｐｉｎｅｏｌ Ｓｉｇｍａ ８０００－４１－７ ≥９６ — —
α－松油烯 α⁃ｔｅｒｐｉｎｅｎｅ ＴＣＩ ９９－８６－５ ＞９０􀆰 ０ — —
橙花叔醇 Ｎｅｒｏｌｉｄｏｌ∗ ＴＣＩ ７２１２－４４－４ ＞９７􀆰 ０ — —
α－葎草烯 α⁃ｈｕｍｕｌｅｎｅ∗ ＴＣＩ ６７５３－９８－６ ＞９３􀆰 ０ — —
α－可巴烯 α⁃ｃｏｐａｅｎｅ∗ 化学慧 Ｃｈｅｍｈｕｉ ３８５６－２５－５ ＞９０􀆰 ０ — —

６３１



　 第 ９ 期 宋　 玄等： 白蜡窄吉丁气味结合蛋白 ＡｐｌａＯＢＰ２ 的定位、配体结合特性及配体活性

续表 １ Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ
配体
Ｌｉｇａｎｄ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

ＣＡＳ 号
ＣＡＳ Ｎｏ．

纯度
Ｐｕｒｉｔｙ（％）

ＩＣ５０ ／
（ μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＫＤ ／
（ μｍｏｌ·Ｌ－１）

香叶醇 Ｇｅｒａｎｉｏｌ ＴＣＩ １０６－２４－１ ＞９６􀆰 ０ — —
金合欢烯 Ｆａｒｎｅｓｅｎｅ∗ Ｓｉｇｍａ ５０２－６１－４ ＞９０􀆰 ０ — —
罗勒烯 Ｏｃｉｍｅｎｅ∗ Ｓｉｇｍａ １３８７７－９１－３ ≥９０􀆰 ０ — —
β－石竹烯 β⁃ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ∗ ＴＣＩ ８７－４４－５ ＞９０􀆰 ０ — —
（－）－氧化石竹烯（⁃）⁃ｃａｒｙｏｐｈｙｌｌｅｎｅ ｏｘｉｄｅ∗ Ｓｉｇｍａ １１３９－３０－６ ９５􀆰 ０ — —
芳樟醇 Ｌｉｎａｌｏｏｌ∗ ＴＣＩ ７８－７０－６ ＞９６􀆰 ０ — —
１，８－桉树脑 １，８⁃ｃｉｎｅｏｌｅ∗ ＴＣＩ ４７０－８２－６ ＞９９􀆰 ０ — —
柠檬醛 Ｃｉｔｒａｌ ＴＣＩ ５３９２－４０－５ ＞９６􀆰 ０ — —
（－）－香茅醛（⁃）⁃ｃｉｔｒｏｎｅｌｌａｌ ＴＣＩ ５９４９－０５－３ ＞９６􀆰 ０ — —
其他 Ｏｔｈｅｒｓ
四氢吡咯 Ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅ ＴＣＩ １２３－７５－１ ＞９８􀆰 ０ — —
吲哚 Ｉｎｄｏｌｅ∗ ＴＣＩ １２０－７２－９ ＞９９􀆰 ０ — —

　 　 ①ＩＣ５０： 配体置换 ５０％探针 １⁃ＮＰＮ 时的浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄ ｄｉｓｐｌａｃｉｎｇ ５０％ １⁃ＮＰＮ； ＫＤ： 解离常数 Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｃｏｎｓｔａｎｔ； —： 未检测
到 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． ∗： 寄主植物挥发物 Ｈｏｓｔ ｐｌａｎｔ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ（Ｒｉｇｓｂｙ ｅｔ ａｌ．， ２０１７） ．

图 ６　 白蜡窄吉丁雌雄虫对 ＡｐｌａＯＢＰ２
配体（１０ ｍｇ·ｍＬ－１）的行为反应

Ｆｉｇ． ６　 Ｂｅｈａｖｉｏｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ Ａ． ｐｌａｎｉｐｅｎｎｉｓ

ｔｏ ｔｈｅ ｌｉｇａｎｄｓ（１０ ｍｇ·ｍＬ－１） ｏｆ ｔｈｅ ＡｐｌａＯＢＰ２
数据统计采用卡方检验，星号表示在 ０􀆰 ０５水平下处理和对照（石蜡油）间
存在显著差异，ｎｓ 表示不存在显著性差异（ Ｐ＞０􀆰 ０５）。
Ｔｈｅ Ｃｈｉ⁃ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅ ａｓｔｅｒｉｓｋ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ（ｐａｒａｆｆｉｎ ｏｉｌ） ａｔ
ｔｈｅ ０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌ， ｗｈｉｌｅ ｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０􀆰 ０５）．

值在雌雄间差异均不显著，此次试验仅测定了雌雄各 ８
根触角的 ＥＡＧ 反应，因此并不排除由于样本数量少、
标准偏差大引起的 ＥＡＧ 值差异不显著，其样本量还需

进一步增加。 反－２－己烯醛是一种常见的绿叶挥发物，
尽管前人已经报道了该化合物对白蜡窄吉丁成虫的触

角电位活性（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ⁃Ｓａｏｎａ ｅｔ ａｌ．， ２００６），但对其行为

活性未见报道。 本研究通过“Ｙ”型嗅觉仪研究发现，反
－２－己烯醛对白蜡窄吉丁雌虫具有明显的吸引活性，因
此该化合物可以作为潜在的诱饵组分用于成虫的监测

或诱杀。 β－紫罗兰酮对白蜡窄吉丁雌虫具有显著地驱

避效果，前期研究发现 β－紫罗兰酮对跳甲（Ｐｈｙｌｌｏｔｒｅｔａ
ｃｒｕｃｉｆｅｒａｅ）和稻纵卷叶螟（Ｃｎａｐｈａｌｏｃｒｏｃｉｓ ｍｅｄｉｎａｌｉｓ）等
均有显著驱避作用（Ｃ􀅡ｃｅｒｅｓ ｅｔ ａｌ．， ２０１６； Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ．，

２０１６），与本研究结果相类似。
表 ２　 白蜡窄吉丁雌雄成虫对 ＡｐｌａＯＢＰ２

配体（１０ ｍｇ·ｍＬ－１） 的 ＥＡＧ 反应①

Ｔａｂ．２　 ＥＡＧ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｍａｌｅ ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ Ａ． ｐｌａｎｉｐｅｎｎｉｓ
ｔｏ ｔｈｅ ｌｉｇａｎｄｓ（１０ ｍｇ·ｍＬ－１） ｏｆ ｔｈｅ ＡｐｌａＯＢＰ２

化合物
Ｃｈｅｍｉｃａｌ

标准化 ＥＡＧ
Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ＥＡＧ

雌虫 Ｆｅｍａｌｅ 雄虫 Ｍａｌｅ
反－２－己烯醛
ｔｒａｎｓ⁃２⁃ｈｅｘｅｎａｌ ０􀆰 ４４１±０􀆰 ０４５ ａｂＡ ０􀆰 ５３３±０􀆰 １１６ ａＡ

反－２－庚烯醛
ｔｒａｎｓ⁃２⁃ｈｅｐｔｅｎａｌ ０􀆰 ６１３±０􀆰 ０９７ ａＡ ０􀆰 ５０９±０􀆰 ０７４ ａＡ

苯甲醛
Ｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅ ０􀆰 ２７０±０􀆰 ０６４ ｂｃＡ ０􀆰 １９２±０􀆰 ０７４ ｂＡ

４′－乙基苯乙酮
４′⁃ｅｔｈｙｌａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ０􀆰 １８２±０􀆰 ０９３ ｂｃＡ ０􀆰 １３０±０􀆰 ０４６ ｂＡ

３′，４′－二甲基苯乙酮
３′，４′⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ０􀆰 ０９１±０􀆰 ０３７ ｃＡ ０􀆰 １４６±０􀆰 ０３２ ｂＡ

β－紫罗兰酮
β⁃ｉｏｎｏｎｅ ０􀆰 ０２７±０􀆰 ０３１ ｃＡ ０􀆰 ０４９±０􀆰 ０２５ ｂＡ

　 　 ①ＥＡＧ 反应值用 １０ ｍｇ·ｍＬ－１乙酸顺－３－己烯酯激起的反应作
标准参照值进行校正，数值为平均差±标准误，雌雄各重复 ８ 头，同
列小写字母表示同一浓度不同化合物间差异显著（Ｔｕｋｅｙ’ ｓ ＨＳＤ，Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 同行大写字母表示同一化合物两性间差异显著（ ｔ－检验，Ｐ＜
０􀆰 ０５） ． ＥＡＧ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｖａｌｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｅｌｉｃｉｔｅｄ ｂｙ
１０ ｍｇ·ｍＬ－１ ｃｉｓ⁃３⁃ｈｅｘｅｎｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ａｓ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｖａｌｕｅｓ． Ｔｈｅ
ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎ ± ＳＥ， ｎ ＝ ８ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓｅｘ． Ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ
ａ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｔ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ Ｔｕｋｅｙ ＨＳＤ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， ｗｈｉｌｅ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ
ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｔａ ｉｎ ａ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｅｘｅｓ（
ｔ⁃ｔｅｓｔ， Ｐ＜０􀆰 ０５） ．

目前，寄主绿叶挥发物顺－３－己烯醇作为白蜡

窄吉丁诱饵的主要组分，已广泛用于白蜡窄吉丁成

虫的监测，田间诱集效果表明，顺－３－己烯醇对雄虫

的诱集效果优于雌虫（Ｇｒａｎｔ ｅｔ ａｌ．， ２０１０； ２０１１）。
本研究发现反－２－己烯醛对白蜡窄吉丁雌虫表现出

显著的引诱活性，因此可以考虑将其与顺－３－己烯

醇联合使用，增强现有诱饵对白蜡窄吉丁雌虫的诱

集效果，但是其诱集活性还需进一步通过田间试验
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验证。 另外，本研究仅测定了单一剂量的单一组分

化合物对白蜡窄吉丁成虫的行为反应，化合物不同

浓度和混配可能对白蜡窄吉丁成虫具有不同的行为

活性，还需进一步试验验证。

４　 结论

　 　 免疫组织化学研究显示 ＡｐｌａＯＢＰ２ 蛋白在白蜡

窄吉丁嗅觉感受器———锥形感器Ⅰ中表达，荧光竞

争结合研究发现 ＡｐｌａＯＢＰ２ 重组蛋白能与反－２－己
烯醛、反－２－庚烯醛、苯甲醛、４′－乙基苯乙酮、３′，４′－
二甲氧基苯乙酮和 β－紫罗兰酮 ６ 种化合物结合，并
且 ６ 种配体均能引起成虫触角的电生理反应，推测

ＡｐｌａＯＢＰ２ 在白蜡窄吉丁嗅觉识别中发挥功能。 室

内行为学试验发现反－２－己烯醛能显著吸引白蜡窄

吉丁雌成虫，而 β－紫罗兰酮则对雌虫具有明显的趋

避作用，２ 种化合物可作为潜在的信息素组分用于

白蜡窄吉丁行为调控。 本研究为阐明白蜡窄吉丁的

嗅觉识别机制奠定了基础，也为以 ＯＢＰ 蛋白作为靶

标筛选白蜡窄吉丁嗅觉行为调控剂用于该虫防治提

供了依据。
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