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梨小食心虫谷胱甘肽S-转移酶基因序列分析
及其与吡虫啉的相关性
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摘要：为明确梨小食心虫 Grapholita molesta 谷胱甘肽 S-转移酶（glutathione S-transferase，GST）对

吡虫啉的代谢作用，基于不同亚致死浓度吡虫啉处理的梨小食心虫转录组数据库进行筛选，并通过

生物信息学分析、系统发育树构建、保守位点序列比对、分子对接和表达谱分析来确定梨小食心虫

代谢吡虫啉过程中的关键 GST。结果显示，共筛选到梨小食心虫的 17 个 GST 基因，其中

GmGSTS1、GmGSTD2、GmGSTE5和GmGSTE4基因编码的蛋白与苹果蠹蛾Cydia pomonella的GST

蛋白有较高的相似性，相似度达 69.12%~89.66%。梨小食心虫 GmGSTD2 蛋白 G 位点和 H 位点的

保守氨基酸与褐飞虱Nilaparvata lugens及烟粉虱Bemisia tabaci代谢吡虫啉相关GST氨基酸序列

完全一致。吡虫啉与梨小食心虫GmGSTD2蛋白G位点的ARG-66和H位点的TYR-112可以形成

稳定的氢键；与GmGSTE3蛋白G位点的LEU-45和H位点的LYS-123可以形成稳定的氢键。在吡

虫啉处理后，梨小食心虫体内 GmGSTD2 和 GmGSTE3 基因的表达量显著高于对照。表明 GmG‐

STD2和GmGSTE3为梨小食心虫代谢吡虫啉的关键GST基因。
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Abstract: In order to understand the metabolism of imidacloprid by the glutathione S-transferase (GST)

of oriental fruit moth Grapholita molesta, key GST genes were screened with bioinformatics analysis,

phylogenetic tree construction, sequence alignment, molecular docking and expression analysis based

on the transcriptome database established by treating G. molesta with different sublethal concentrations

of imidacloprid. The results showed that 17 GSTs of G. molesta were identified, among which

GmGSTS1, GmGSTD2, GmGSTE5 and GmGSTE4 showed high similarity with those of Cydia po‐

monella，with a similarity of 69.12%-89.66%. According to sequence alignment, the conserved amino

acids at the G-site and H-site of GmGSTD2 were identical to the GSTs related to imidacloprid metabo‐

lism in Nilaparvata lugens and Bemisia tabaci. Imidacloprid could form stable hydrogen bonds with

ARG-66 at the G-site and TYR-112 at the H-site of GmGSTD2, and with LEU-45 at the G-site and
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梨小食心虫Grapholita molesta属鳞翅目卷蛾科，

是一种世界性害虫，在我国广泛分布，主要为害桃和

梨等果树，尤以桃梨混栽果园发生最重，造成了巨大

的经济损失（Chen et al.，2020；Sarker et al.，2021）。

梨小食心虫的发生代数受气候影响较大，北方地区

1年发生3~4代，南方地区1年发生4~6代（胡雅辉等，

2009）。目前，化学防治仍是梨小食心虫的主要防治

方法，但长期使用化学药剂不仅会降低梨小食心虫对

药剂的敏感度（韩慧等，2019），而且会使梨小食心虫

产生不同程度的抗药性（Guo et al.，2017；Monteiro

et al.，2020），造成环境和果品中农药残留（Pang et al.，

2020；Zhang et al.，2022）。吡虫啉是新烟碱类杀虫

剂，具有广谱、高效和低毒等特点，对害虫有触杀、胃

毒和内吸等多重作用，通过作用于中枢神经系统的

乙酰胆碱受体使害虫神经传导受阻而麻痹死亡（To‐

mizawa & Casida，2005）。吡虫啉作为果园中常用的

杀虫剂之一，其在梨小食心虫体内的代谢鲜有报道。

谷胱甘肽 S-转移酶（glutathione S-transferase，

GST）是超基因家族酶，在动物、植物和微生物中广

泛存在（Hayes et al.，2005），是代谢解毒过程中的重

要解毒酶系之一。昆虫体内的GST可以分为 2类，

微粒体GST与细胞质GST，而细胞质GST可分为6个

家族（Delta、Epsilon、Omega、Sigma、Theta和Zeta）和

一个未分类家族（Enayati et al.，2005）。GST的N端

包含1个还原型谷胱甘肽（glutathione，GSH）结合位

点（G位点），在C端包含 1个疏水性底物结合位点

（H位点），这也决定了其功能的多样性。GST作为

一种Ⅱ相代谢酶可以催化体内GSH与某些内源或外

源性有害物质的亲电基团反应，使有毒物质更容易

排出体外（Hayes & Pulford，1995）。除解毒功能外

某些GST还参与气味分子的降解（Li et al.，2018）、

蜕皮激素的合成（Enya et al.，2015）以及氧化应激反

应（Liao et al.，2016）。许多昆虫的GST在抗药性中

起着重要作用（Pavlidi et al.，2018），如烟粉虱Bemis‐

ia tabaci的GST在对丁醚脲、吡虫啉和噻虫嗪的抗

性中起作用；棉铃虫Helicoverpa armigera的GST在

对毒死蜱的抗性中起作用；小菜蛾Plutella xylostella

的GST在对毒死蜱和氟虫腈的抗性中起作用；褐飞

虱 Nilaparvata lugens 的 GST 在对吡虫啉的抗性中

起作用（Yang et al.，2020）。

为了探究GST 在梨小食心虫代谢吡虫啉中的

作用，本研究通过前期构建的吡虫啉处理后的梨小

食心虫转录组数据库筛选GST基因，同时通过生物

信息学分析、分子对接和表达谱分析进一步筛选可

能与吡虫啉代谢相关的GST靶标基因，筛选梨小食

心虫代谢吡虫啉过程中的关键GST基因，以期为进

一步研究梨小食心虫GST参与吡虫啉代谢过程及

其作用机理提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：梨小食心虫采集自山西省太谷县桃

林中，于山西农业大学生物安全与生物防治研究基

地的温度（26±1）℃、相对湿度70%~80%、光照周期

15 L∶9 D的人工气候箱内饲养多代，幼虫用人工饲

料（杜鹃等，2010）饲养，成虫用10%蜂蜜水饲喂。

试剂和仪器：RNAiso Plus 总 RNA 提取试剂、

PrimeScript RT Reagent Kit with gDNA Erascr去除基

因组DNA反转录试剂盒，日本TaKaRa 公司；ChamQ

Universal SYBR qPCR Master Mix，南京诺唯赞生物

科技有限公司；其他试剂均为国产分析纯。MGC-

450HP 人工气候箱，上海一恒科技有限公司；Bio‐

Drop μLite超微量分光光度计，英国BioDrop公司；

7500荧光定量PCR仪，美国赛默飞世尔科技公司；

PDB-R温控金属浴，北京鼎昊源科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 梨小食心虫GST的筛选和生物信息学分析

基于本课题组前期构建的不同亚致死浓度吡虫

啉处理后的梨小食心虫转录组数据库（数据未发

表），通过与Nr数据库比对注释获得大量重复GST

基因，进一步去除重复基因后获得梨小食心虫

GST。对筛选到的梨小食心虫GST使用NCBI ORF

finder工具（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）查找其开

放阅读框（open reading frame，ORF），通过BLASTp

工具（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）对其进

行比对。使用ExPASy-ProtParam工具（https://web.ex‐

pasy.org/protparam/）对GST各项理化性质进行分析。

使用 SingalP-6.0 Server 工具（https://services.health‐

LYS-123 at the H-site of GmGSTE3. The expression of GmGSTD2 and GmGSTE3 in G. molesta was

significantly higher than that of the control after imidacloprid treatment. It indicated that GmGSTD2 and

GmGSTE3 were the key GST genes for metabolizing imidacloprid in G. molesta.

Key words: Grapholita molesta; glutathione S-transferases; imidacloprid; molecular docking; quantita‐

tive real-time PCR (qPCR)
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tech.dtu.dk/service.php?SignalP）预测其信号肽。使

用TMHMM 2.0在线工具（https://services.healthtech.

dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0）预测蛋白质的跨膜

区域。使用 ExPASy-PortScale 工具（https://web.ex‐

pasy.org/protscale/）预测蛋白质的亲疏水性。使用

SOPMA 在线工具（https://npsa-prabi. ibcp.fr/cgi-bin/

npsa_automat. pl? page=/NPSA/npsa_sopma. html）对

蛋白质的二级结构进行预测。使用SWISS-MODEL

工具（https://swissmodel.expasy.org/interactive/）进行

蛋白质三级结构建模。从GenBank中下载 83条其

他昆虫的GST序列，与本研究筛选到的梨小食心虫

GST 序列进行系统发育分析，使用 MEGA 7.0 软件

以邻接法构建系统发育树（Kumar et al.，2016），共重

复检验1 000次。使用DNAMAN软件对梨小食心虫

GST序列与烟粉虱及褐飞虱代谢吡虫啉的关键GST

序列（He et al.，2018；Yang et al.，2020）进行比对。

1.2.2 梨小食心虫GST与吡虫啉的分子对接方法

使用在线服务器 Swiss-Model 对梨小食心虫

GST进行同源建模。配体分子吡虫啉的 3D模型从

Pubchem（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/）数据库

下载。使用pymol软件对蛋白质和吡虫啉的构象进

行优化。使用AutoDockTools 1.5.7软件准备分子对

接的配置文件，使用 vina 进行分子对接，参数 ex‐

haustiveness设置为100，其余参数均为默认值，使用

pymol作图并分析结果。最后以烟粉虱代谢吡虫啉

的关键 GST——BtGSTD7 为标准对梨小食心虫

GST进行筛选。

1.2.3 吡虫啉对梨小食心虫GST的诱导表达分析

从不同亚致死浓度 LC10、LC30 和 LC50（17.638、

163.323 和 762.986 μg/mL）吡虫啉处理后的梨小食

心虫转录组数据库（未发表数据）中分别导出 GST

的每千碱基每百万碱基对序列的片段数（fragments

per kilobase per millions base pairs sequenced，FP‐

KM），还包括对照组（丙酮），每个处理均设有3次生

物学重复，通过分析比较FPKM值来筛选梨小食心

虫代谢吡虫啉的关键GST。

选取24 h内新羽化的梨小食心虫成虫，将LC10、

LC30和LC50的吡虫啉通过药膜法对其进行处理，以

丙酮处理作为对照，处理 24 h 后每个处理随机取

7头存活的梨小食心虫（1个生物学重复）用液氮速

冻，备用。参照 RNAiso Plus 说明书进行各处理样

品总RNA的提取，利用超微量分光光度计分别测定

总RNA的纯度与浓度，取A260/A280值介于 1.8~2.0的

总RNA按照PrimeScript RT Reagent Kit with gDNA

Erascr 说明书合成 cDNA 并作为模板备用，每个处

理3个生物学重复。利用Beacon Designer 7软件设

计特异性引物（表 1），以梨小食心虫 β-actin和 β-tu‐

bulin 为内参基因进行实时荧光定量 PCR（quantita‐

tive real-time PCR，qPCR）。本研究所有引物均由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成。20 μL qPCR

反应体系：2×ChamQ Universal SYBR® qPCR Master

Mix 10 μL、10 μmol/L 上下游引物各 0.4 μL、ddH2O

8.2 μL、cDNA 模板 1 μL。qPCR 反应程序：95 ℃预

变性 3 min；95 ℃变性 10 s，不同引物在相应退火温

度下（表 1）退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 40 个循环。

采用 2-ΔΔCt法计算不同亚致死浓度吡虫啉诱导后梨

小食心虫 GST 的相对表达量（Livak & Schmittgen，

2001）。

表1 本研究所用引物

Table 1 Primers used in this study

基因
Gene

β-actin
β-tubulin
GmGSTE1
GmGSTE2
GmGSTE3
GmGSTE4
GmGSTE5
GmGSTE6
GmGSTE7
GmGSTS1
GmGSTS2
GmGSTD1
GmGSTD2
GmGSTD3

引物序列（5ʹ-3）́
Primer sequence (5ʹ-3ʹ)

F: AAATAGGGAAAGTGAAAGTC, R: ATGTGCTGAAACGGATAAGA
F: AGTCGTTCCATTTTACCCTA, R: AGCAAGACAGTGGTAAGCAT
F: TTGATAGTGGCAACCTCTT, R: GGAACTTCTCAGCAAACTC
F: GATAGAGAATTGATATTGAACG, R: TCAGAATCGGTACAGATG
F: TCCGTGAAGTTGATGTGA, R: TGCCATGTAAGTCGCTAT
F: AGCACCAGCACCTATATC, R: CGATAAGTAAGCCTCCAATG
F: GTGGAAGGAAACAAGGAAAT, R: ACAAGTAACAAGAGGCTAGT
F: TGCTATAATCCTGTACCT, R: TCGAATATGTCCTTCTTG
F: CCGATGATGCCAAGATTG, R: TTCAGCCTGTCTAACCATT
F: TTATTAAGGAGACCGATGCT, R: CAGTACCGAGGAACAAGT
F: CGGAGAAGACTGGAATGA, R: CTCTGGTCGATGAGGAAG
F: AAGGCTCTTAACGTCACA, R: GTTGGCGAGGTAGGTAAT
F: TTACCGTAGCCGACATTA, R: TTTGCCCTCTCATACCAT
F: GCCATCGCTTGTTATCTC, R: GATTCCTTGATTTCCGTCTC

退火温度
Annealing

temperature/℃
60
60
57
57
59
59
55
60
59
59
60
58
57
59

扩增产物长度
Amplification

product/bp

228
116
129
187
143
197
164
198
196
192
198
165
106
179
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1.3 数据分析

使用GraphPad Prism 9.0软件对试验数据进行

处理，采用SPSS 26软件进行单因素方差分析，应用

Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 梨小食心虫GST的生物信息学分析

通过对吡虫啉处理的梨小食心虫转录组数据库

进行搜索，共筛选到 17个GST基因，根据命名法命

名为 GmGSTE1~GmGSTE7、GmGSTD1~GmGSTD3、

GmGSTZ1、 GmGSTZ2、 GmGSTO1、 GmGSTS1、

GmGSTS2、GmGSTT1 和 GmGSTU1。BLASTp 比对

结果显示，有2个GST基因比对到了梨小食心虫，有

1个GST基因比对到了海灰翅夜蛾Spodoptera litto‐

ralis，其余14个GST基因均比对到了苹果蠹蛾Cyd‐

ia pomonella，且比对的相似度在 65.07%~100.00%

之间，其中 GmGSTS1、GmGSTD2、GmGSTE5 和

GmGSTE4与苹果蠹蛾GST的相似度高达 69.12%~

89.66%（表 2）。所有 17个GST基因的ORF长度在

612~903 bp 之间，编码的氨基酸个数在 203~300 之

间，编码的蛋白质相对分子质量在 23.25~34.05 kD

之间。理化性质预测结果显示，17个GST的理论等

电点在7左右，属于中性或弱酸弱碱性；不稳定系数

在 24~52 之间，脂肪系数均在 75 以上，属于热稳定

蛋白；亲疏水性预测结果和总平均疏水性分析结果

显示，除 GmGSTE5 有微弱疏水性外，其余 16 个

GST全部为亲水性；信号肽预测结果显示所有17个

GST 都没有信号肽；跨膜结构预测显示所有 17 个

GST均为非跨膜蛋白；17个GST的二级结构以α螺

旋为主，占比为 38.00%~54.68%，此外还构建了蛋

白质的三维模型，每个蛋白质均由 2个同源二聚体

组成。

将褐飞虱及烟粉虱代谢吡虫啉相关GST 的氨

基酸序列进行比对，发现GST的G位点和H位点均

有保守的氨基酸序列，按照从N端到C端的顺序，G

位点的保守氨基酸有酪氨酸、亮氨酸、脯氨酸、甘氨

酸、丝氨酸、丙氨酸、异亮氨酸和酪氨酸；H位点的保

守氨基酸有苯丙氨酸、丙氨酸、天冬氨酸、赖氨酸、酪

氨酸和异亮氨酸；通过与褐飞虱及烟粉虱代谢吡虫

啉相关GST的氨基酸序列进行比对，发现梨小食心

虫 GmGSTD2 的 G 位点、H 位点的保守氨基酸与褐

飞虱及烟粉虱代谢吡虫啉相关GST的氨基酸序列

完全一致；GmGSTD1的G位点的保守氨基酸与褐

飞虱及烟粉虱代谢吡虫啉相关GST的氨基酸序列

完全一致，H位点的保守氨基酸仅有 1个异亮氨酸

的差异；还有10个GST虽然也有相似的G位点和H

位点保守氨基酸，但是与褐飞虱及烟粉虱代谢吡虫

啉相关GST的氨基酸序列不完全一致；而其他 5个

基因无法与这些代谢吡虫啉相关GST进行有效比

对，后续不再对其进行分析。

表2 梨小食心虫GST基因的BLASTp比对

Table 2 Comparison of GST genes of Grapholita molesta using BLASTp

基因名称
Gene name

GmGSTD1
GmGSTE5
GmGSTS2
GmGSTZ2
GmGSTU1
GmGSTE3
GmGSTD3
GmGSTE1
GmGSTE6
GmGSTT1
GmGSTZ1
GmGSTE7
GmGSTD2
GmGSTS1
GmGSTE2
GmGSTO1
GmGSTE4

开放阅读框长度
ORF length/bp

636
648
615
651
702
903
660
657
699
687
660
759
651
612
780
723
687

NCBI比对相似度最高的蛋白Best BLASTp match of NCBI

名称Name

GST 1
GST e2
GST
GST z
GST u
GST like4
GST u2
GST e1
GST e4
GST t1
GST z1
GST e5
GST d3
GST s2
GST like3
GST o1
GST e3

登录号Accession no.

AVZ44716.1
ARM39003.1
AVX32553.1
AYM01185.1
ARM39010.1
AYX80662.1
AYX80654.1
ARM39002.1
AYX80652.1
ARM39006.1
ARM39005.1
AYX80653.1
ARM39000.1
AYX80656.1
AYX80660.1
ARM39008.1
ARM39004.1

物种Species

梨小食心虫 Grapholita molesta
苹果蠹蛾 Cydia pomonella
梨小食心虫G. molesta
海灰翅夜蛾Spodoptera littoralis
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella
苹果蠹蛾 C. pomonella

E值E value

1×10-151

4×10-110

3×10-148

4×10-96

9×10-163

1×10-159

3×10-142

2×10-112

8×10-144

1×10-147

7×10-156

1×10-121

6×10-93

3×10-136

1×10-108

2×10-176

8×10-150

相似度 Identity/%
100.00
69.77
99.51
65.07
94.42
86.22
85.07
72.91
83.62
87.28

100.00
68.85
69.12
89.66
76.53
98.75
88.60

系统发育树结果显示，有7个GST为Epsilon家

族，有 3个GST为Delta家族，有 2个GST为Zeta家

族，有 1个GST为Omega家族，有 2个GST为Sigma

家族，有 1个GST为Theta家族，有 1个GST属于未
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分类家族，未发现微粒体GST，并且这些GST与苹 果蠹蛾的亲缘性较高（图1）。

红色圆所示为本研究中的17个梨小食心虫GST。The red circle indicates the 17 GSTs of Grapholita molesta in this study.

图1 基于GST序列以邻接法构建梨小食心虫与其他物种的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree of Grapholita molesta and other species based on GST sequences by neighbor-joining method

2.2 梨小食心虫GST与吡虫啉的分子对接分析

以烟粉虱代谢吡虫啉的关键 GST——BtG‐

STD7 为标准，吡虫啉分子与其 G 位点的 SER-9、

ARG-66和H位点的GLN-101可以形成稳定的氢键

（图 2），且结合能为-6.0 kcal/mol。有 6个梨小食心

虫 GST 与吡虫啉的结合能小于 BtGSTD7，其中

GmGSTE7、GmGSTD1、GmGSTD3、GmGSTE3、

GmGSTD2 和 GmGSTE5 与吡虫啉的结合能分别

为-6.7、-6.3、-6.2、-6.1、-6.0和-6.0 kcal/mol。分子

对接结果显示，吡虫啉分子与GmGSTE7蛋白G位

点的 SER-48、ASP-71和LEU-72，GmGSTD3蛋白H

位点的ARG-115，GmGSTD1蛋白G位点的THR-71、

ASN-75和H位点的TYR-84，GmGSTE3蛋白G位点

的 LEU-45 和 H 位点的 LYS-123，GmGSTD2 蛋白 G

位点的 ARG-66 和 H 位点的 TYR-112，GSTE5 蛋白

H位点的ASN-111，均可以形成稳定的氢键（图 2）。

另外 6 个梨小食心虫 GST 与吡虫啉的结合能大于

BtGSTD7，介于-5.9~-3.7 kcal/mol 之间，吡虫啉分

子与GmGSTE2蛋白G位点的SER-24、LEU-67和H

位点的 TYR-122、ARG-126，GmGSTS1 蛋白 H 位点

的 ILE-159，GmGSTS2 蛋白 H 位点的 ALA-198，

GmGSTE1 蛋白 G 位点的 GLU-44 和 ASN-45，均可

以形成稳定的氢键；而与 GmGSTE4 蛋白和 GmG‐

STE6蛋白无法形成稳定的氢键。
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图2 梨小食心虫GST蛋白与吡虫啉的分子对接模型

Fig. 2 Molecular docking model for the GST proteins of Grapholita molesta and imidacloprid

2.3 梨小食心虫GST基因的诱导表达分析

qPCR检测结果显示，GmGSTE1的相对表达量

在LC10和LC50处理下显著高于对照（P<0.05），在LC30

处理下的相对表达量虽然高于对照但差异不显著，

且与转录组FPKM分析结果趋势相同；GmGSTE2和

GmGSTE3在LC10处理下的相对表达量显著高于对

照（P<0.05）；GmGSTE4和GmGSTD2的相对表达量

在LC50处理下显著高于对照（P<0.05），在LC10和LC30

处理下也高于对照但差异不显著，且与转录组 FP‐

KM分析结果趋势相同；GmGSTE5的相对表达量在

LC50处理下最高，但与对照无显著差异，且与转录组

FPKM 分析结果趋势相同；GmGSTE6 和 GmGSTE7

的相对表达量在不同亚致死浓度吡虫啉处理后均呈

上调趋势，GmGSTE6的相对表达量在LC50处理下最

高，GmGSTE7的相对表达量则在LC30处理下最高，

但两者与对照均无显著差异，且与转录组FPKM分

析结果趋势相同；GmGSTS1的相对表达量在LC10和

LC50处理下显著高于对照（P<0.05），且与转录组FP‐

KM 分析结果趋势相同；GmGSTS2 和 GmGSTD1 的

相对表达量在不同亚致死浓度吡虫啉处理后均呈现

先上调后下调的趋势，但与对照均无显著差异；

GmGSTD3的相对表达量在LC30和LC50处理下呈现

上调趋势，但与对照无显著差异，且与转录组FPKM

分析结果趋势相同（图3）。不同亚致死浓度吡虫啉

处理后的梨小食心虫 GST 转录组 FPKM 分析结果

显示，GmGSTD1和GmGSTE5的表达量远高于其他

基因，其次是 GmGSTS2、GmGSTE3、GmGSTU1 和

GmGSTZ1，其余基因的表达量都相对较低。

3 讨论

GST作为经典的三大解毒酶系之一，其功能的

多样性被广泛研究，其中对杀虫剂的解毒代谢研究

最多（Kameyama et al.，1998；Pavlidi et al.，2018）。

在橘小实蝇 Bactrocera dorsalis 中 BdGSTe2、BdG‐

STe3、BdGSTe4 和 BdGSTe9 被报道在代谢马拉硫磷

的过程中起重要作用（Lu et al.，2016）。在棉铃虫中
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HaGST-8参与了对有机磷农药的代谢（Labade et al.，

2018）。在东亚飞蝗Locusta migratoria中LmGSTu1

和LmGSTd1参与了对毒死蜱的解毒代谢，LmGSTs5

参与了对马拉硫磷的解毒代谢（Qin et al.，2013）。经

BLASTp比对发现，本研究中梨小食心虫GmGSTS2

与GmolGST5（李帅，2018）的相似度为99.51%，而李

帅（2018）研究结果显示GmolGST5在梨小食心虫触

角中高表达，且重组的GmolGST5蛋白具有催化1-氯-

2，4-二硝基苯（1-chloro-2，4-dinitrobenzene，CDNB）

的活性，有解毒作用但未明确其可以解毒代谢哪些物

质。在苹果蠹蛾中，重组的CpGSTs2和CpGSTd3对

λ-三氯氟氰菊酯有结合活性和代谢能力（Hu et al.，

2020a；Wang et al.，2019）；重组的CpGSTd4、CpGSTe2

和CpGSTe3都有结合λ-三氯氟氰菊酯的能力，但是只

有重组的 CpGSTe3 有代谢 λ-三氯氟氰菊酯的能力

（Hu et al.，2020b）。本研究中梨小食心虫GmGSTS1、

GmGSTD2、GmGSTE5和GmGSTE4四个GST与上

述苹果蠹蛾的 GST 有较高的相似性，相似度为

69.12%~89.66%，推测这些GST也可能参与梨小食心

虫对杀虫剂的代谢。已有研究表明，GST可以参与昆

虫对吡虫啉的代谢，例如，在烟粉虱中，干扰BtGSTd7

后显著增加了吡虫啉处理后烟粉虱的死亡率（He et

al.，2018）；在褐飞虱中，干扰 NlGSTs1、NlGSTs2 和

NlGSTe1后吡虫啉的LC50在48、72和96 h均显著下调

（Yang et al.，2020）。本研究将梨小食心虫GST基因

与这些代谢吡虫啉的 GST 基因进行比对，锁定了

Epsilon、Delta和Sigma三个家族的12个代谢吡虫啉

的GST候选基因，后续可对其进行更深入的研究。

图3 不同亚致死浓度吡虫啉处理后梨小食心虫GST基因的相对表达量

Fig. 3 Relative expression levels of GST genes of Grapholita molesta after treatment with

different sublethal concentrations of imidacloprid

图中数据为平均数±标准差。柱上不同字母表示经 Duncan 氏新复极差法检验各处理间差异显著（P<0.05）。Data are

mean±SD. Different letters on the bars indicate significant difference among different treatments by Duncan’new range multiple test

(P<0.05).



不同种类GST的G位点均较保守，预示着它们

功能的相似性，而同类的不同GST的H位点保守性

不高，这也决定了它们结合底物的多样性和特异性

（Wilce & Parker，1994；Yamamoto et al.，2012）。本

研究结果显示，12 个候选的 GST 和代谢吡虫啉的

GST 均有保守的 G 位点和 H 位点，此外 GmGSTD2

具有与代谢吡虫啉相关的GST完全一致的保守序

列，这也预示着其在梨小食心虫代谢吡虫啉中可能

拥有同样的作用。H位点与G位点相邻，可以组成

一个完整的催化活性位点和催化单元（Luo et al.，

2002）。本研究分子对接结果显示，梨小食心虫

GmGSTD2、GmGSTD1、GmGSTE2 和 GmGSTE3 的

G位点、H位点的氨基酸在结合吡虫啉过程中存在

相互作用，而 GmGSTD3、GmGSTE5、GmGSTS1 和

GmGSTS2仅有H位点的氨基酸在结合吡虫啉过程

中存在相互作用，GmGSTE7和GmGSTE1仅有G位

点的氨基酸在结合吡虫啉的过程中存在相互作用。

单个氨基酸的改变往往会导致解毒酶对杀虫剂代

谢能力的改变（李欣莲等，2022；Shi et al.，2022）；

结合能越小表示蛋白与药剂分子的结合能力越高，

本研究中有 6 个 GST 与吡虫啉分子的结合能力大

于等于 BtGSTD7，按照结合能力从高到低的排序

为 GmGSTE7>GmGSTD3>GmGSTD1>GmGSTE3>

GmGSTD2=GmGSTE5，今后可对这些基因的时空

表达特异性开展进一步的研究。

梨小食心虫GST的诱导表达分析结果显示，在

转录组数据中所有GST经过不同亚致死浓度的吡

虫啉处理后均未表现出显著差异；而 qPCR检测结

果 显 示 GmGSTE1、GmGSTE2、GmGSTE3、GmG‐

STE4、GmGSTS1和GmGSTD2六个GST基因都可以

被吡虫啉显著诱导，转录组分析数据也支持这一点，

而其他基因的表达量虽有上升但均与对照无显著差

异。推测原因可能是供试梨小食心虫对吡虫啉产生

较高的代谢能力，通过吡虫啉对梨小食心虫的室内

毒力测定数据（未发表），以及与其他梨小食心虫种

群生物测定数据的比较可以明确这一点（杜恩强等，

2019；庾琴等，2020）。

本研究从不同亚致死浓度吡虫啉处理的梨小食

心虫转录组数据库中筛选到17个GST，与本课题组

前期构建的梨小食心虫不同龄期混合样本的转录组

数据库（Guo et al.，2017）相比较，其中有5个为新发现

的GST；并最终筛选出代谢吡虫啉的 8 个候选基因

GmGSTE7、GmGSTD3、GmGSTD1、GmGSTE5、GmG‐

STE2、GmGSTE4、GmGSTS1 和 GmGSTE1，以及 2 个

关键基因 GmGSTD2 和 GmGSTE3。后续研究中将

通过吡虫啉诱导分析这些候选基因对其的响应，进

一步筛选关键GST基因，并探究这些关键GST基因

对吡虫啉的代谢能力与代谢机制。
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