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摘要: 【目的】从橘小实蝇中鉴定 Ｂｄｆｏｒ 基因ꎬ研究其对橘小实蝇联系性颜色学习的影响ꎬ解析昆虫联系性

颜色学习的内在机制ꎮ 【方法】根据黑腹果蝇 Ｄｍｆｏｒ 基因ꎬ结合橘小实蝇基因组和 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ筛选出

橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒ 基因序列ꎬ并进行生物信息学分析和克隆测序验证ꎻ同时ꎬ对橘小实蝇进行联系性颜色学

习试验ꎬ利用 ＲＮＡｉ 技术靶向沉默 Ｂｄｆｏｒ 基因后ꎬ观察其对橘小实蝇联系性颜色学习的影响ꎮ 【结果】成功

筛选出橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒꎬ其编码的 ｆｏｒ 蛋白与 ３ 种实蝇科昆虫辣椒实蝇、橄榄实蝇、地中海实蝇的 ｆｏｒ 蛋白

聚为一族ꎬ含有 １ 个 ＳＴＫｓ 结构域和 ２ 个 ＣＡＰ￣ＥＤ 结构域ꎮ 此外ꎬ橘小实蝇具备一定的联系性学习能力ꎬ
当以绿色或蓝色为条件刺激和蔗糖配对ꎬ进行奖励学习时ꎬ橘小实蝇可将绿色或蓝色和蔗糖相联系ꎬ进行颜色学习ꎬ改变自

身趋性ꎮ 当以黄色为条件刺激和奎宁配对ꎬ进行惩罚学习时ꎬ橘小实蝇也可将黄色和奎宁相联系ꎬ同样进行颜色学习并改

变趋性ꎮ 然而ꎬ在靶向沉默 Ｂｄｆｏｒ 后ꎬ这种学习能力便消失或减弱ꎮ 【结论】Ｂｄｆｏｒ 影响橘小实蝇联系性颜色学习行为ꎬ这一

结果为进一步开发害虫防治新技术提供了依据ꎮ
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　 　 昆虫在应对复杂多变的环境条件时ꎬ可根据之

前的取食和寄生经历改变之后的行为ꎬ即表现出学

习行为(Ｎｉｅｌｓｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 昆虫的学习行为主

要包括习惯性反应、厌恶性学习、敏感性反应、嗜好

性诱导和联系性学习 ５ 种 ( Ｐａｐａｊ ＆ Ｐｒｏｋｏｐｙꎬ

１９８９)ꎮ 其中ꎬ联系性学习行为是昆虫最高等、最复

杂的行为ꎬ即通过同时持续给予昆虫一种条件刺激

(ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｓｔｉｍｕｌｕｓ)和一种非条件刺激(ｕｎｃｏｎｄｉ￣
ｔｉｏｎｅｄ ｓｔｉｍｕｌｕｓ)后ꎬ在只感受到条件刺激后不需要

非条件刺激就可以引发非条件反射的行为(Ｐｅａｒｃｅ
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＆ Ｂｏｕｔｏｎꎬ２００１ꎻ Ｗａｓｓｅｒｍａｎ ＆ Ｍｉｌｌｅｒꎬ１９９７)ꎮ
Ｆｏｒａｇｉｎｇ (简称 ｆｏｒ)基因最早在黑腹果蝇 Ｄｒｏ￣

ｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ( Ｍｅｉｇｅｎ) 中被发现 ( Ｂｅｌｌｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ１９８９)ꎬ具有功能多效性ꎬ包括调控觅食行为、社
会行为、睡眠、营养吸收及学习和记忆等(Ａｎｒｅｉｔｅｒ
＆ Ｓｏｋｏｌｏｗｓｋｉꎬ２０１９)ꎮ 其中ꎬｆｏｒ 通过编码昆虫大脑

神经通路 ＮＯ￣ｃＧＭＰ￣ＰＫＧ 信号级联中的 ｃＧＭＰ 依赖

性蛋白激酶(ＰＫＧ)ꎬ调控昆虫的学习行为(Ｍｅｒｙ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００７) ꎮ 如黑腹果蝇成虫将电击刺激与气味相

耦合后ꎬ可将辛醇和甲基环己醇与电击相联系ꎬ进
而在 Ｔ 型迷宫中选择正确的方向以避免电击ꎬ而果

蝇成虫中嗅觉学习能力较差的个体可通过过表达

ｆｏｒ 提高学习能力(Ｍｅｒｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ
橘小实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｄｏｒｓａｌｉｓ (Ｈｅｎｄｅｌ)ꎬ又名东

方果实蝇ꎬ属双翅目 Ｄｉｐｔｅｒａ 实蝇科 Ｔｅｐｈｒｉｔｉｄａｅ 果

实蝇属 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａꎬ是一种多食性害虫ꎬ危害 ２５０ 余

种果蔬( Ｊａｙａｎｔｈｉ ＆ Ｖｅｒｇｈｅｓｅꎬ２０１１)ꎮ 其在寄主果

实内产卵ꎬ幼虫孵化后于果实内取食为害(刘奎等ꎬ
２０１６)ꎮ 橘小实蝇分布范围广泛ꎬ起源于南亚ꎬ已入

侵扩散到非洲、欧洲和太平洋等地区ꎬ据报道ꎬ目前

橘小实蝇已入侵我国 ２２ 个省(王雁楠等ꎬ２０２０)ꎮ
其世代周期短、寄主范围广、扩散能力强、防治困

难ꎬ给全球果蔬市场造成了严重损失(Ｃｌａｒｋｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００５)ꎮ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０２２)在研究实蝇类昆虫颜色

偏好中发现ꎬ在非偏好颜色区域中加入最适寄主植

物的气味能影响偏好颜色对橘小实蝇的吸引ꎮ 但

目前对橘小实蝇颜色学习调控机制的研究甚少ꎬ本
研究通过筛选橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒ 基因序列ꎬ对其进行

生物信息学分析ꎻ同时通过橘小实蝇行为学试验ꎬ
探究橘小实蝇的联系性颜色学习行为及Ｂｄｆｏｒ 基因

在其中的作用ꎬ以期丰富昆虫联系性颜色学习的内

在机制ꎬ为探索橘小实蝇新的防治方法提供参考ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试昆虫

橘小实蝇由华中农业大学植物科技学院昆虫

生理生化实验室提供ꎬ为已连续稳定饲养 ５０ 代左

右的室内种群ꎮ 成虫饲养于纱制昆虫笼(３０ ｃｍ×
３０ ｃｍ×４０ ｃｍ)中ꎬ使用人工饲料喂养(酵母粉 ∶ 胰

蛋白胨 ∶ 蔗糖质量比为 １.０ ∶ １.５ ∶ ６.０)ꎬ饲养温度

２５~２７ ℃ꎬ相对湿度 ６０％~８０％ꎬ光周期 １２Ｌ ∶ １２Ｄꎮ
１.２　 橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒ 的筛选与生物信息学分析

利用实验室已建立的橘小实蝇基因组数据库ꎬ

结合 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ比对模式昆虫黑腹果蝇的 ｆｏｒ 基
因 Ｄｍｆｏｒꎬ筛选相似度最高的 ｍＲＮＡ 序列ꎬ记为

“Ｂｄｆｏｒ”ꎮ 同时ꎬ利用 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ根据氨基酸序

列相似度筛选出适宜物种的 Ｄｍｆｏｒ 基因的同源序

列ꎬ分析它们与 Ｂｄｆｏｒ 基因表达蛋白之间的亲缘关

系ꎮ 采用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件进行建树分析ꎬ首先使用

ＣｌｕｓｔａｌＷ 法对原始蛋白序列进行比对分析ꎬ删除含

空位较多的序列ꎬ然后使用邻域连接法构建系统发

育树ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 取样值为 １０００ꎮ 并将相对亲缘关系

近的物种以及 Ｄｍｆｏｒ 蛋白序列和 Ｂｄｆｏｒ 蛋白序列进

行多重比对分析ꎮ
１.３　 橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒ 的克隆与 ｄｓＲＮＡ 的合成

分别对橘小实蝇雌雄成虫进行总 ＲＮＡ 提取ꎬ
具体操作见 ＴａＫａＲａ 公司的总 ＲＮＡ 提取说明书ꎬ核
酸蛋白分析仪 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 测定其浓度和质量ꎮ
依照反转录试剂盒(ＲｅｖｅｒＡｉｄ Ｆｉｒｓｔ Ｓｔａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔꎬ Ｔｈｅｒｍｏ)说明书进行反转录合成 ｃＤＮＡꎮ

通过 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计引物ꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ
进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应程序为 ９８ ℃ ５ ｍｉｎꎬ９８ ℃
１０ ｓꎬ ５５ ℃ ３０ ｓꎬ ７２ ℃ ４０ ｓꎬ ３０ 个循环ꎬ ７２ ℃
１０ ｍｉｎꎮ 扩增产物用 ＴａＫａＲａ 公司的 ｐＭＤ １８￣Ｔｖｅｃ￣
ｔｏｒ 进行连接－转化试验ꎮ 对菌液进行测序(北京擎

科生物科技公司)ꎬ并返还质粒ꎬ使用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件

将测序结果和预选目的基因 Ｂｄｆｏｒ 进行比对ꎬ若无

差异或个别碱基有差异则进行下一步试验ꎮ
以测序正确的菌液作为 ＤＮＡ 模板进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ合成 Ｔ７￣ＤＮＡꎬ使用 Ｔ７ Ｐｏｌｙｍｅｒｓｅ (Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎ￣
ｔｉｆｉｃ)ＲＮＡ 聚合酶合成 ｄｓＲＮＡ 并纯化ꎬ然后用核酸

蛋白分析仪 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 测定其浓度ꎬ最终定容

至 １０００ ｎｇ􀅰μＬ－１ꎮ
１.４　 橘小实蝇联系性颜色学习

黄色是橘小实蝇趋向性最强的颜色ꎬ而绿色和

蓝色趋向性较次(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 参照 Ｗｕ ｅｔ ａｌ.
(２００７)ꎬ使用直径 １５ ｃｍ、高 ２ ｃｍꎬ并打有小孔的圆形

培养皿为试验装置ꎬ在培养皿底部分别贴上黄色与

绿色、黄色与蓝色的纸(图 １)ꎬ彩纸使用 Ａｄｏｌｂｅ 红－
绿－蓝(ｒｅｄ￣ｇｒｅｅｎ￣ｂｌｕｅꎬ ＲＧＢ)色彩模式数值和青－洋
红－黄－黑(ｃｙａｎ￣ｍａｇｅｎｔａ￣ｙｅｌｌｏｗ￣ｂｌａｃｋꎬ ＣＭＹＫ)印刷

色彩模式数值(表 １)ꎮ 在橘小实蝇羽化 ４ ｄ 取食量

最大的时候进行试验ꎮ 先进行奖励性颜色训练ꎬ分
别取 １５ 头橘小实蝇雌性和雄性成虫放入 ５０ ｍＬ 离

心管中ꎬ并在盖子上打 １ 小孔ꎬ用橡胶管连接装有
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ＣＯ２的气体钢瓶ꎮ 气体钢瓶释放少量 ＣＯ２进入离心

管中ꎬ并将橘小实蝇成虫眩晕 ５ ｓ 后放入圆形培养

皿中ꎬ１５ ｍｉｎ 后观察其停在不同颜色区域内的比例

并统计结果ꎬ记为“训练前”ꎮ
试验组分别以绿色和蓝色为条件刺激ꎬ以蔗糖

奖励为非条件刺激ꎬ黄色为对照颜色ꎮ 分别吸取

１００ μＬ 的 １ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１的蔗糖溶液滴在试验装置蓝

色 /绿色的部分并用细毛刷涂匀ꎬ在黄色部分滴入

１００ μＬ 无菌水并涂匀ꎻ对照组在绿色 /蓝色部分以

及黄色部分分别滴入 １００ μＬ 无菌水并涂匀ꎮ 将橘

小实蝇聚集在培养皿中绿色 /蓝色部分ꎬ取食蔗糖ꎬ
训练 ５ ｍｉｎ 后用 ＣＯ２将其眩晕ꎬ并重复奖励试验ꎬ连
续进行 ５ 次训练ꎮ 最后将橘小实蝇眩晕并转移到

一个不添加水和蔗糖的试验装置正中央ꎬ１５ ｍｉｎ 后

统计橘小实蝇位于不同颜色区域内的数量ꎬ记为

“训练后”ꎮ ２ 种条件刺激各重复 １０ 次ꎮ
奎宁(ＣＡＳ 登录号:１３０￣９５￣０)为苦味物质ꎮ 以

２.１６×１０－２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１奎宁溶液为非条件刺激验证橘

小实蝇惩罚学习ꎬ具体试验步骤同上述奖励试验ꎬ
将其中试验组的非条件刺激更改为奎宁溶液ꎬ非黄

色部分喷水ꎬ对照组处理与奖励试验对照组相同

(Ｚｒｅｌｅｃ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ

图 １　 试验所用装置
Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｅｔｕｐ

表 １　 试验装置所用颜色参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｌｏｒ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｐｐａｒａｔｕｓ

颜色
Ｃｏｌｏｕｒ

虚拟波长
Ｖｉｒｔｕａｌ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ / ｎｍ

红－绿－蓝色彩模式数值
ＲＧＢ ｃｏｌｏｒ ｍｏｄｅｌ ｆｉｇｕｒｅ

青－洋红－黄－黑印刷色彩模式数值
ＣＭＹＫ ｃｏｌｏｒ ｍｏｄｅｌ ｆｉｇｕｒｅ

黄色 Ｙｅｌｌｏｗ ５８０ ２５５ꎬ ２５５ꎬ ０ １０ꎬ ０ꎬ ８３ꎬ ０
绿色 Ｇｒｅｅｎ ５２０ ５４ꎬ ２５５ꎬ ０ ５９ꎬ ０ꎬ １００ꎬ ０
蓝色 Ｂｌｕｅ ４４０ ０ꎬ ０ꎬ ２５５ ９２ꎬ ７５ꎬ ０ꎬ ０

１.５　 ＲＮＡ干扰 ｆｏｒ对橘小实蝇联系性颜色学习的影响

取橘小实蝇雌雄成虫分别用显微注射仪(ＷＰＩ
ＵＳＡꎬ Ｎａｎｏｌｉｔｅｒ２０１０ ) 注 射 ｄｓＲＮＡ ( 单 头 注 射 量

１ μＬ)于成虫前翅基部ꎬ以注射 １ μＬ ｄｓＧＦＰ 为对照

组ꎮ ２ ｄ 后在试验组和对照组中各取 １０ 头ꎬ提取头

部 ＲＮＡ 进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检验沉默效率ꎬ每个处理 ３
个重复ꎬ反应程序为 ９５ ℃ ３０ ｓꎬ９５ ℃ ５ ｓꎬ５５ ℃
３０ ｓꎬ７２ ℃ ３１ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 以 α￣ｔｕｂ (登录号:
ＣＰ１１５８６４.１)作为内参基因ꎬ利用文献所列引物序

列进行引物合成(表 ２)(Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ
在橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒ 被沉默后第 ２ 天ꎬ再次进行

与沉默前相同的奖励学习和惩罚学习试验ꎮ 试验

组使用靶向沉默 Ｂｄｆｏｒ 的橘小实蝇雌雄虫进行试

验ꎮ 对照组试验装置处理同试验组一致ꎬ使用注射

ｄｓＧＦＰ 的橘小实蝇雌雄虫进行试验ꎮ 分别统计各

组橘小实蝇停在不同颜色区域内的比例ꎮ
１.６　 数据处理与分析

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试验采用 ＣＴ 值相对定量法ꎬ使用

２－ΔΔＣｔ法进行数据处理得出 ｄｓＲＮＡ 沉默效率ꎮ 使用

ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２０.０ 软件进行显著性分析ꎬ试验数据使

用独立样本 ｔ 检验ꎮ 使用 Ｔｕｋｅｙ ＨＳＤ 法进行多重比

较ꎮ 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件绘图ꎬ显示数据为

平均值±标准误ꎬ显著水平 Ｐ<０.０５ꎮ

表 ２　 试验所用引物及其序列
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物用途 Ｐｒｉｍｅｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ 引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列(５′－３′) Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ (５′－３′)
基因克隆 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ Ｂｄｆｏｒ￣Ｆ ＧＴＧＴＡＧＣＡＡＣＣＧＣＡＧＡＴＴＣ

Ｂｄｆｏｒ￣Ｒ ＴＴＧＴＴＣＡＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＡＴ
实时荧光定量 ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｑ￣Ｂｄｆｏｒ￣Ｆ ＣＡＣＣＡＡＣＴＴＣＧＡＴＧＣＣＴＡＴ

ｑ￣Ｂｄｆｏｒ￣Ｒ ＡＣＴＣＣＣＡＣＴＴＧＴＡＧＡＡＣＴＣＣ
ｑ￣α￣ｔｕｂ￣Ｆ ＣＧＣＡＴＴＣＡＴＧＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧ
ｑ￣αｔｕｂ￣Ｒ ＧＧＧＣＡＣＣＡＡＧＴＴＡＧＴＣＴＧＧＡ

ｄｓＲＮＡ 合成 ｄｓＲＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｔ７￣ＧＦＰ￣Ｆ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＣＡＧＴＴＣＴＴＧＴＴＧＡＡＴＴＡＧＡＴＧ
Ｔ７￣ＧＦＰ￣Ｒ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＴＴＴＧＧＴＴＴＧＴＣＴＣＣＣＡＴＧＡＴＧ
Ｔ７￣Ｂｄｆｏｒ￣Ｆ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＧＴＧＴＡＧＣＡＡＣＣＧＣＡＧＡＴＴＣ
Ｔ７￣Ｂｄｆｏｒ￣Ｒ ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＴＴＧＴＴＣＡＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＡＴ
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２　 结果与分析
２.１　 Ｂｄｆｏｒ 筛选与同源性比对

利用生物信息学分析ꎬＰＣＲ 克隆和测序验证ꎬ
成功筛选出橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒꎬ通过对该基因和其他

１３ 个物种 ｆｏｒ 表达的氨基酸序列进行建树分析(图
２)ꎬ橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒ 蛋白与其他 ３ 种实蝇科昆虫[辣
椒实蝇 Ｂ. ｌａｔｉｆｒｏｎｓ (Ｈｅｎｄｅｌ)、橄榄实蝇 Ｂ. ｏｌｅａｅ
(Ｇｍｅｌｉｎ)、地中海实蝇 Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ (Ｗｉｅｄｅ￣
ｍａｎｎ)]的 ｆｏｒ 蛋白聚类在一起ꎬ说明四者的亲缘关

系更为接近ꎬ且与双翅目 ６ 个物种共同聚集在较大

的分支上ꎬ而与其他物种亲缘关系较远ꎮ

２.２　 橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒ 蛋白保守性分析和功能预测

使用 Ｂｄｆｏｒ 蛋白序列与辣椒实蝇、地中海实蝇

及黑腹果蝇 ２ 种剪接体编码的 ｆｏｒ 蛋白序列(ＰＫＧ)
进行多重比对分析(图 ３)ꎬ橘小实蝇和辣椒实蝇、
地中海实蝇以及黑腹果蝇的 ｆｏｒ 蛋白高度保守ꎬ同
源性分别为 ９６％ꎬ９３％和 ８７％ꎬ均含有 １ 个 ｓｅｒｉｎｅ /
ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅｓ (ＳＫＴｓ)结构域和 ２ 个 ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｄｏ￣
ｍａｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｔａｂｏｌｉｔｅ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＣＡＰ￣ＥＤ)结
构域ꎮ 这 ２ 个结构域承担的作用是联系性学习的

必要条件ꎮ 以上结果表明ꎬ筛选出的橘小实蝇 Ｂｄ￣
ｆｏｒ 是黑腹果蝇 Ｄｍｆｏｒ 的同源基因ꎮ

图 ２　 １４ 种昆虫的 ｆｏｒ 蛋白进化关系
Ｆｉｇ.２　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ １４ ｉｎｓｅｃｔｓ

数字代表 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ １０００ 个循环的置信度(只显示 ７０％及以上)ꎮ
Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ １０００ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ (ａｂｏｖｅ ７０％ ｓｈｏｗｅｄ) .

图 ３　 Ｂｄｆｏｒ 蛋白序列的多重比对
Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｄｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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２.３　 橘小实蝇联系性颜色学习

以绿色为条件刺激ꎬ进行奖励性颜色学习的结

果见图 ４Ａꎮ 水训练组ꎬ无显著性差异ꎻ蔗糖组训练

前ꎬ橘小实蝇对绿色的选择率为 ３４.００％ꎬ颜色学习

训练后对绿色的趋性显著上升ꎬ达到 ５８.００％ꎮ
以橘小实蝇趋性较差的颜色(蓝色)为条件刺

激ꎬ进行奖励性颜色学习的结果见图 ４Ｂꎮ 蔗糖训练

组ꎬ橘小实蝇在训练后对蓝色表现出较高的趋性ꎬ达

到 ５３.００％ꎬ显著高于训练前的 ３７.００％(Ｐ<０.０５)ꎻ水
训练组在训练前后对蓝色的选择率均无显著差异

(训练前３７.００％ꎬ训练后３３.９０％ꎬ Ｐ>０.０５)ꎮ
以黄色为条件刺激ꎬ奎宁为非条件刺激ꎬ二者

配对后进行惩罚性颜色学习试验ꎬ试验结果见

图 ４Ｃꎮ 对照组训练前后无显著差异ꎬ５ 次训练后试

验组橘小实蝇对黄色的选择率为６０.７０％ꎬ显著低于

训练前的 ６９.８６％ (Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ４　 奖励学习中橘小实蝇对绿色(Ａ)和蓝色(Ｂ)选择率以及惩罚学习中橘小实蝇对黄色(Ｃ)的选择率
Ｆｉｇ.４　 Ｃｈｏｉｃｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｇｒｅｅｎ (Ａ) ａｎｄ ｂｌｕｅ (Ｂ) ｉｎ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｒｅｗａｒｄ ｌｅａｒｎｉｎｇꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ Ｃｈｏｉｃｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ｏｆ ｙｅｌｌｏｗ(Ｃ) ｉｎ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｕｎｉｔｉｖｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ
ｎｓ:无显著性差异ꎻ∗: Ｐ<０.０５ꎻ∗∗∗: Ｐ<０.００１ꎮ

ｎｓ: Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎻ ∗ : Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗∗: Ｐ<０.００１.

２.４　 Ｂｄｆｏｒ 对橘小实蝇联系性颜色行为影响

ｄｓｆｏｒ 注射 ２ ｄ 后利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测靶标基因

Ｂｄｆｏｒ 的相对表达量ꎬ结果表明ꎬ相比于注射 ｄｓＧＦＰ
的对照组ꎬ注射 ｄｓｆｏｒ 的橘小实蝇雌雄虫 Ｂｄｆｏｒ 显著

下调(图 ５)ꎮ
注射 ｄｓＲＮＡ 沉默 Ｂｄｆｏｒ 后ꎬ对橘小实蝇进行奖

励性颜色学习试验ꎬ结果表明ꎬ对照组中ꎬ橘小实蝇

在训练后对绿色的趋性显著上升ꎬ试验组中ꎬ橘小

实蝇在训练前后对绿色的选择率无显著差异(图
６Ａ)ꎮ 在以蓝色为条件刺激的颜色学习试验中ꎬ与
对照组相比ꎬ沉默 Ｂｄｆｏｒ 后橘小实蝇在训练前后对

蓝色的选择率无显著差异(图 ６Ｂ)ꎮ
沉默 Ｂｄｆｏｒ 后ꎬ对橘小实蝇进行惩罚性颜色学

习试验ꎬ结果表明ꎬ在注射 ｄｓＧＦＰ 的对照组中ꎬ橘小

实蝇在训练后对黄色的选择率显著降低ꎬ而在沉默

Ｂｄｆｏｒ 的试验组训练前后ꎬ对黄色的选择率无显著

差异(图 ６Ｃ)ꎮ

３　 讨论
针对昆虫颜色学习的研究多集中在蜜蜂、蝴蝶

等传粉昆虫ꎬ目前ꎬ有关农林害虫是否具备联系性

颜色学习行为尚不清楚 ( Ａｎｒｅｉｔｅｒ ＆ Ｓｏｋｏｌｏｗｓｋｉꎬ
２０１９)ꎮ 昆虫的 ＮＯ￣ｃＧＭＰ￣ＰＫＧ 信号级联是构成学

习行为的生理基础(Ｈａｓｅｂｅ ＆ Ｙｏｓｈｉｎｏꎬ２０１６)ꎮ ｆｏｒ
蛋白中的 ＣＡＰ￣ＥＤ 结构域可作为信号分子 ｃＧＭＰ
受体ꎬ而 ＳＴＫｓ 结构域则参与级联中磷酸化基团的

转移(Ｒｏｕｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８ꎻ Ｗｅｒｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２３)ꎮ 本文筛

选出橘小实蝇的 Ｂｄｆｏｒ 基因ꎬ发现其编码蛋白含有

１ 个 ＳＴＫｓ 结构域和 ２ 个 ＣＡＰ￣ＥＤ 结构域ꎬ与前人的

研究一致(Ｏｓｂｏｒｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９７)ꎮ 且该蛋白序列与

辣椒实蝇、地中海实蝇及黑腹果蝇 ｆｏｒ 蛋白序列高

度保守ꎬ同源性大于 ８７ ％ꎬ说明该基因为橘小实蝇

Ｂｄｆｏｒꎬ其编码的 ＰＫＧ 蛋白可能在橘小实蝇的学习

行为中发挥作用ꎮ

图 ５　 ｄｓＲＮＡ 干扰后橘小实蝇 Ｂｄｆｏｒ 基因

相对表达量

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｄｆｏｒ ａｆｔｅｒ ｄｓＲＮＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
∗ : Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗ : Ｐ<０.０１.
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图 ６　 ＲＮＡｉ 处理后奖励学习中橘小实蝇对绿色(Ａ)和蓝色(Ｂ)的选择率以及惩罚学习中

橘小实蝇对黄色(Ｃ)的选择率
Ｆｉｇ.６　 Ｃｈｏｉｃｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｇｒｅｅｎ (Ａ) ａｎｄ ｂｌｕｅ (Ｂ) ｉｎ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｒｅｗａｒｄ ｌｅａｒｎｉｎｇꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｃｈｏｉｃｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ

ｙｅｌｌｏｗ (Ｃ) ｉｎ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｐｕｎｉｔｉｖｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ ａｆｔｅｒ ＲＮＡｉ
ｎｓ:无显著性差异ꎻ∗∗: Ｐ<０.０１ꎻ∗∗∗: Ｐ<０.００１ꎮ

ｎｓ: Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎻ ∗∗ : Ｐ<０.０１ꎻ ∗∗∗: Ｐ<０.００１.

　 　 昆虫的视觉可以进行联系性学习ꎬＤｏｂｒｉｎ ｅｔ ａｌ.
(２０１２)通过将蓝光与蔗糖配对ꎬ对西方蜜蜂 Ａｐｉｓ
ｍｅｌｌｉｆｅｒａ (Ｌｉｎｎａｅｕｓ)进行训练后ꎬ可以显著增强其

对颜色刺激的反应ꎮ 本研究通过行为学试验表明ꎬ
橘小实蝇可以将颜色与蔗糖 /奎宁进行配对ꎬ从而

改变自身趋性ꎬ这与上述结果类似ꎬ说明橘小实蝇

具备联系性颜色学习的潜力ꎮ
此外ꎬ昆虫的学习行为受到 ｆｏｒ 基因的影响ꎬ如

调控黑腹果蝇成虫联系性嗅觉学习能力ꎬ提高其对

嗅觉线索醋酸丙酯的选择(Ｋａｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 而

本文发现利用 ＲＮＡｉ 沉默 Ｂｄｆｏｒ 后ꎬ可以使橘小实

蝇联系性颜色学习能力显著减弱或消失ꎬ表明Ｂｄｆｏｒ
对橘小实蝇联系性颜色学习具有重要作用ꎮ

本研究发现ꎬ橘小实蝇具有一定的颜色学习能

力ꎬ然而目前尚不清楚橘小实蝇能否在野外自然条

件下进行联系性学习ꎬ因此ꎬ接下来还应探究橘小

实蝇在野外自然生态栖境中的联系性学习行为ꎮ
同时ꎬ学习成效的保留时长ꎬ即记忆时间也会影响

颜色学习在害虫防治中的应用ꎬ但目前对于橘小实

蝇颜色学习的记忆保留时间并不清楚ꎬ未来可对此

进行进一步的探究ꎮ 此外ꎬ通过 ＲＮＡｉ 证明 Ｂｄｆｏｒ
可能和橘小实蝇的联系性颜色学习相关ꎬ但 Ｂｄｆｏｒ
在颜色学习中的神经调控及相关通路尚不明确ꎮ
对 Ｂｄｆｏｒ 在昆虫联系性颜色学习作用机制的探究以

及如何用于害虫防治将是下一步的研究重点ꎮ
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