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杀虫剂的连续、大量使用导致了蚊媒抗药性的发
生和发展[1，2]，抗药性基因的分离与鉴定一直是媒介

生物防治研究的热点。经溴氰菊酯抗性及敏感品系淡
色库蚊二维电泳、分离并鉴定 14个抗性品系高表达
蛋白的肽段序列，其中之一与铁离子应答元件结合蛋

白 1（IRE- BP 1）基因高度同源[3]。目前，关于IRE- BP 1
与蚊虫对杀虫剂抗药性的报道尚属空白，故设计本实

验予以探讨二者的相关性。
1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 供试蚊虫 淡色库蚊敏感品系已传 60余代，
Ⅳ龄幼虫对溴氰菊酯 LC50为 0.04mg/L；抗性品系由
溴氰菊酯逐代汰选而成，LC50为 7.5mg/L；现场淡色库
蚊采自微山湖区，LC50为 3.9mg/L。
1.1.2 试剂 realtime- PCR、DNA marker、Taq聚合酶
购自 TaKaRa公司；RNA提取、凝胶回收试剂盒购自
Qiagen公司；Rotor Gene 3000 Realtime PCR仪购自

美国 Orbett Research公司。
1.2 方法
1.2.1 总 RNA提取及 RT- PCR 分别取 25mg左右
溴氰菊酯抗性品系淡色库蚊Ⅳ龄幼虫，加液氮研为粉

末后匀浆，Trizol提取总 RNA。合成 cDNA第 1 链；
PCR扩增，上游引物：5′- ttaggaacggtcgtaactagtgtgag- 3′，
下游引物：5′- ctatcgtatttgcga tcgatcga - 3′。94℃5min；
94℃1min、55℃1min、72℃1min，32 循环；72℃10min
终止反应。PCR产物电泳后紫外线下观察。
1.2.3 目的基因的纯化、测序及序列分析 PCR产物
切胶回收，纯化，连接克隆载体，转化感受态大肠埃希

菌，扩大培养后抽提质粒，酶切鉴定送测序。序列比对
pubmed核酸和蛋白数据库，Clustalw软件聚类分析。
1.2.4 定量 PCR 据测序结果设计引物，上游: 5′- A
TACTGCACCCACTTA′，下游: 5′- GGACGTAGTTT
CTTGAT- 3′。内参β- actin上游：5′- AGCGTGTCGTC
TClTG- 3′，下游：5′- ACTCTAGTATCCGCTGA- 3′。
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2 结果
2.1 总 RNA提取 见图 1。
2.2 DNA扩增 获得的 PCR产物长度为 489bp（图 2）。

M. marker；1.总 RNA；M. Marker；1. total RNA

图 1 总 RNA提取
Fig 1 Total RNA extraction

M. marker；1. 扩增 DNA片段；M . Marker；1. amplified DNA fragment

图 2 PCR扩增 DNA片段 Figure
2 PCR amplified DNA fragment

2.3 聚类分析 比对数据库发现，该基因片段与致
倦库蚊同源性最高，为 94%；与埃及伊蚊同源性为
85%（图 3）。

图 3 不同物种 IRE- BP 1基因序列聚类分析
Fig 3 Sequence cluster analysis of different species of IRE- BP 1
gene

2.4 荧光定量 PCR 计算结果显示，IRE- BP 1基因

在抗性品系中的表达量是敏感品系的 8.22倍，在现
场品系中的表达量是敏感品系的 5.17倍（图 4）。

R：抗性品系；L：现场品系；S：敏感品系.

R：resistant strain；L：field strain；S：sensitive strain.

图 4 荧光定量 PCR结果
Fig 4 The result of fluorescence quantitative PCR

3 讨论
系统进化树结果表明，淡色库蚊 IRE- BP 1基因

与同属蚊科的致倦库蚊、埃及伊蚊的同源性最高，与
脊椎动物的基因同源性较低，与传统分类地位相吻

合。经比对数据库证实，所扩增片段为 IRE- BP 1蛋
白基因序列。荧光定量 PCR证明 IRE- BP 1蛋白基
因在抗性品系淡色库蚊表达量显著高于敏感品系，现

场品系也高于敏感品系，说明该基因在蚊对杀虫剂产

生抗药性的机制中有一定的作用。
作为动物生长发育及生殖的重要成分，微量元素

能直接或间接的调控多种编码基因的表达[4]，例如锌

离子可作为金属酶的辅助因子参与基因表达，锌指结

构可作为维持特殊构型的结构物质参与基因调控

等[5]。mRNA往往是通过其结构元件与相应蛋白分子
的相互作用而实现调控作用。铁蛋白和红细胞的 5-
氨基乙酰丙酸合成酶 mRNA的翻译受铁离子影响，
铁的营养状况可影响 5- 氨基乙酰丙酸合成酶 mRNA
的稳定性以及铁蛋白 mRNA的翻译速度。
铁离子应答元件结合蛋白 1（IRE- BP 1）是分子

量 98kDa的蛋白质[6]，化学本质是脱辅基的顺乌头酸

酶，在线粒体中可催化柠檬酸转变为异柠檬酸。
IREBP的构型和功能由所结合的[Fe- S]簇中 Fe含量
决定。当细胞内铁耗竭时，IREBP结合铁蛋白 mRNA
5’非翻译区 IRE，形成有效抑制转录子翻译起始的高
度稳定的茎环结构，使原来为翻译正调元件的区域变

为翻译负调元件。同时，IREBP结合转铁蛋白受体
mRNA 3’端 IREBP，增加其转录子的稳定性，减缓
mRNA的降解[7，8]。目前国内外未见 IRE- BP 1蛋白与
肿瘤细胞抗药性相关的报道。本实验结

M 1

总 RNA（Total RNA）

M 1

489bp

0.05

Vitis_vinifera.seq
Citrus_clementin.seq

Culex_pipiens_pallens.seq
Culex_quinquefasciatus.seq
Aedes_aegypti.seq
Manduca_sexta_.seq
Drosophila_melanogaster.seq
Tribolium_castaneum.seq

Danio_rerio_aconitate.seq
Salmo_salar.seq

Gallus_gallus.seq
Mus_musculus_aoonitase.seq
Homo_sapiens.seq
Pan_troglodytes.seq
Canis_familiaris.seq

10

8

6

4

2

0
R L S

m
R
N
A
ex
pr
es
si
on

m
R
N
A
的
表
达

（下转第 426页）

· 422·



CHINA TROPICAL MEDICINE Vol .12 No.4 April 2012 中国热带医学 2012年第 12卷第 4期

果提示铁离子应答元件结合蛋白 1基因在淡色库蚊
对杀虫剂产生抗性的机制中存在一定作用，可做为新

的耐药性治理备选基因及耐药性检测靶标，为昆虫抗

药性机理研究及抗药性的分子检测提供了新的研究

方向。
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附作用，可使耐药细胞恢复对药物敏感性。
As2O3具有诱导肿瘤细胞分化、凋亡及细胞毒等
作用，用于治疗急性早幼粒细胞白血病取得了突出的

疗效，使急性早幼粒细胞白血病可以获得治愈。说明
As2O3可以靶向清除急性早幼粒细胞白血病患者体内

的 LSCs，从而避免化疗后复发。还有学者提出 As2O3

可通过降低 PML基因而靶向清除 CML的 LSCs[9]。但
在其他类型的白血病中，尚不明确 As2O3是否有协同

清除 LSCs的作用。
我们用分化程度低的 KG1a细胞与骨髓基质细

胞共培养模拟体外造血微环境。研究发现，来源白血
病患者和正常人的骨髓基质细胞均可上调 KG1a细
胞 CD44及 CD49d的表达，这种上调作用不随时间的
延长而增加；不同浓度 As2O3作用该共培养体系中，

可明显下调 KG1a细胞 CD44和 CD49d的表达率，并
且表现时间剂量依赖性。
该研究为 As2O3加入其他化疗方案中，可能通过

下调 LSCs表面粘附分子，使更多白血病干细胞从
niche中游离，提高常规化疗药物对白血病的治疗效
果，减少化疗后白血病复发，提供了一定的实验基础。
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