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自Rubin和Sprading利用P因子成功地转化出首例转基

因果 蝇 [1]后，转基因昆 虫和 转座载体便 引起了科学家们极

大的兴趣. 转座子是一类能够在基因组上“跳跃”的遗传学

元件，并能在基因组中进行自主复制和传递 [2~3]. 目前已知的

可作为昆虫转基因载体的转座子主要有P转座子、Hermes转

座子、minos转座子、hobo转座子、piggyBac转座子和mariner
转座子等. mariner转座子是一类由DNA介导的II型转座子，

属于Tc1/maT/mariner超家族的成员[4]，首先在毛里塔尼亚果

蝇（Drosophila mauritania）中发现 [5]，随后在真菌、植物、

无脊椎动物和包括人在内的哺乳动物基因组中发现了大量

mariner类元件（mariner-like-elements，MLEs）[6~7]. MLEs全

长约1 300 bp，末端为20~40 bp的反向重复序列（Inverted 
terminal repeats，ITR），中间有一个不含内含子的开放阅读

框，编码340~360个氨基酸的转座酶 [8~9]. MLEs不仅可以在

前后代中进行垂直传递，还可以在种间进行水平转移 [6]. 从

D．mauritiana中发现的Mosl转座子是具 有天然转座活性的

mariner转座子 [10]，虽然Mosl转座子仅存在于D．mauritiana和

D. simulans中[11]，却能够在多种昆虫中包括非果蝇昆虫中具

有转座活性 [12~13]，将其作为转基因载体用于转化果蝇、蚊子

（Aedes aegypt）和利什曼原虫（Protozan leshimania）等节肢

动物，均获得了稳定遗传的后代 [14~16]. 这充分表明mariner类

转座子转座时不需要宿主特异因子的作用，可以有效地转座

入异源物种，是能够在不同物种间广泛进行基因定位和种系

转化研究的有力工具. 
东亚飞蝗Locusta migratoria manilensis (Meyen)是我国

危害最为严重的农业害虫之一，形成的蝗害与水灾、旱灾并

列为我国农业生产的三大自然灾害. 同时，东亚飞蝗又是昆

虫形态学、生理学、发育生物学等领域研究的重要模式生

物. 近年来，已经有大量的基因被克隆，包括EST库和miRNA
序列等 [17~18]. 随着基因功能研究方法与技术的发展，RNAi已
被成功地用于研究东亚飞蝗的基因功能 [19~21]，但RNAi不能

稳定遗传，也不能实现组织特异性的抑制 [22]. 因此，筛选转

座子、建立转基因技术体系对于东亚飞蝗基因功能研究和遗

传控制具有重要的意义. 本研究采用PCR方法扩增东亚飞蝗
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Abstract   The mariner-like elements (MLEs) are widely distributed in insects. Owing to their wide distribution and the 
ability to move from one location to another without the help of specifi c host factors, MLEs become powerful tools for genetic 
manipulation of insect species with special emphasis on insects of economic importance. In that respect, the presence of 
MLEs was assessed in Locusta migratoria manilensis (Meyen) by polymerase chain reaction (PCR) using degenerate primers 
designed from two conserved regions of mariner transposase open reading frame. Seven PCR fragments with variation in 
sequence were identifi ed from the locust, and among them one fragment showed a continuous amino acid sequence and the 
other 6 PCR fragments were pseudogenes with stop codons, frameshifts or deletions in the deduced amino acid sequences. 
Homologous analysis and sequence character showed that the fragment with continuous amino acid sequence was MLE and 
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but mostly existed as pseudogenes in its genome. Fig 3, Ref 33
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摘  要    mariner转座子在昆虫中广泛存在，转座时不需要宿主特异因子的作用，是昆虫种系转化的有力工具 . 以

mariner转座酶的保守序列设计的简并引物从东亚飞蝗Locusta migratoria manilensis (Meyen)基因组中扩增出7个序列

有差异的片段，其中的1个片段能够翻译成为连续的氨基酸序列，另外6个片段中均含有终止子或移码突变. 经同源性

比对、序列特征分析，证实东亚飞蝗基因组中存在mariner类元件，但大部分都是无功能的假基因；系统进化分析发现

东亚飞蝗基因组中的mariner类元件有可能属于新的mariner次级家族. 图3 参33
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mariner类元件的保守序列，并对其序列和同源性进行了分

析，结果证实东亚飞蝗基因组中存在mariner类元件，为筛选

东亚飞蝗自身的转座子、建立其转基因技术体系提供依据. 

1  材料与方法
1.1  供试虫源

东亚飞蝗L. migratoria manilensis (Meyen)，室内饲养种

群，光照周期12 : 12 h（L : D）. 
1.2  mariner片段的PCR扩增

东 亚 飞 蝗 基 因 组 DNA 提 取 参 照 Coope r 等 的 方 法 [23]

进 行.  mariner  PCR扩 增引物 采用 Rober t son设 计 的 简并

引物：5 ′-TG G GT NCC NCAYGA RY T-3 ′（W V PH EL）和

5′-GGNGCNARRTCNGGNSWRTA-3′（YSPDLAP）[6]. 扩增

反应的总体积为25 μL，其中含1×PCR Buffer，200 μmol/L 
dNTPs，1.5 mmol/L MgCl2，1 μmol/L简并引物，1U Taq DNA聚

合酶. 温度循环参数为：94 ℃预变性5 min，然后94 ℃ 30 s，
50 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共35个循环，72 ℃延伸10 min. 扩增产

物在含0.5 μg/mL溴化乙啶的1%琼脂糖凝胶上电泳，紫外灯

下观察照相. 
1.3  基因克隆与序列分析

PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳分离，用DNA胶回收试
剂盒（北京百泰克）回收目的片段. DNA片段连接进pMD-19T
载体，转化大肠杆菌JM109，送华大基因科技股份有限责任
公司测序，测序结果在NCBI（http: //blast. Ncbi. nlm. nih.gov/
Blast cgi）上进行在线比对，并从NCBI上下载Tc1/maT/mariner
超家族的转座子序列，使用Clustalx1.83软件对这些序列进
行比对. 采用分 子进化遗传分析软件MEGA3.1构建邻接法
（Neighbor joining，NJ）进化树，并用Bootstrap 1000次重复检
验分子系统树各分支的置信度. 

2  结果与分析
2.1  东亚飞蝗mariner类元件的克隆

以mariner转座酶的保守序列设计简并引物，以东亚飞

蝗基因组DNA为模板，进行PCR扩增，得到约500 bp大小的特

异性片段，与预期片段大小基本一致（图1）. 切胶回收500 bp
的DNA片段，克隆进pMD-19T载体，随机挑取15个转化子测

序，共测出12个转化子，剔除重复序列后得到7条序列，核酸

序列长度从475~506 bp不等. 为了排除序列之间的差异是由于

PCR扩增或测序过程中引入的错误碱基，随机选择了5条序

列，设计特异性引物，以高保真酶重新进行扩增和测序，结

果发现两次测序的结果完全一致. 
2.2  东亚飞蝗mariner类元件的序列分析

将 7 个 片 段 进 行 两 两 比 对 ，核 酸 序 列 同 源 性 为

76%~97%，但其中仅有一个片段能够翻译成连续的氨基酸序

列（图2）. 利用BLASTP进行比对，该氨基酸序列与mariner
转座酶的同源性 最高，而且具 有 转座酶1超 家 族的保守结

构域 . 因此，将这个片段命名为东亚飞蝗mariner类元件1.1
（Lmmar1.1）. 其余6个片段中含有终止子或存在移码突变，

利用TBLASTX进行比对，均与mariner转座酶的同源性最高，

图1  东亚飞蝗mariner转座子的PCR扩增
Fig. 1   PCR amplifi cation of mariner transposable element from L. 

migratoria manilensis
M：标准分子量对照；1：东亚飞蝗mariner转座子的PCR产物；2：不加模板的

阴性对照

M: Molecular weight marker; 1: PCR product of mariner transposable element 
of L. migratoria manilensis; 2: Negative control without DNA template

图2  东亚飞蝗Lmmar1.1的核酸及其预测的氨基酸序列
Fig. 2  Nucledotide and predicted amino acid sequence of Lmmar1.1 from L. migratoria manilensis

D,D（34）D催化基序中的第1和第2个天冬氨酸用方框标出  The fi rst and second aspartic acids (D) of D,D(34)D catalytic motif were indicated by box
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说明这些片段有可能是东亚飞蝗mariner类元件的假基因. 
Lmmar1.1编码150个氨基酸（图2），与蔗蠊（Pycnoscelus 

surinamensis）的转座酶同源性最高，为46%，与白蜡 窄吉

丁虫（Agrilus planipennis）转座酶的同源性为34%，与草蛉

（Chrysoperla plorabunda）的同源性为34%，与蟹（Pilumnus 
h ir te l lu s）的同 源 性 为 31%，而与 毛 里 塔尼 亚 果 蝇、角蝇

（Haematobia irritans）的同源性分别为29%和27%，与其它

mariner转座子的氨基酸同源性为25%~31%不等. 
mariner转座酶的催化基序为天冬氨酸（D）三联体D,D

（34）D，第一和第二个天冬氨酸位于保守基序WVPHEL和

YSPDLAP之间[6]. Lmmar1.1中有催化基序三联体中的第1和第

2个天冬氨酸（图2）. 催化三联体中的最后一个天冬氨酸通

常是YSPDLAPXD（X为某个氨基酸）中的最后一个D[4, 6]，由

Lmmar1.1的氨基酸序列可以预测第二和第三个天冬氨酸之

间间隔34个氨基酸. 因此，东亚飞蝗mariner类元件转座酶的

催化基序应为D,D（34）D. 

2.3  东亚飞蝗mariner类元件的进化分析
将Lmmar1.1与Tc1/maT/mariner超家族21个转座子的氨基

酸序列进行比对，并用邻接法（Neighbor joining，NJ）绘制了

分子系统发育树，利用自举分析（Bootstrap，1 000次重复）

检验各分支的置信度. 由进化树可以发现：1）除Lmmar1.1外

的21个转座子的聚类关系与已经报道的结果一致 [4, 6, 8]；2）

Lmmar1.1与蔗蠊mariner类元件共同形成mariner家族的一

个进化分支，进一步证实Lmmar1.1属于mariner类元件；3）
Lmmar1.1与蔗蠊mariner类元件不属于已知的任何mariner次

级家族，可能是一类新的mariner次级家族；4）Lmmar1.1与蔗

蠊mariner类元件的亲缘关系最近，与同源性比对结果一致

（图3）. 

3  讨 论
mariner转座酶中有两个非常保守的序列，即WVPHEL

和YSPDLAP，两序列间隔约150个氨基酸残基，Robertson利

图3  东亚飞蝗mariner类元件与部分Tc1/maT/mariner超家族转座子的系统进化树
Fig. 3  Phylogenetic position of MLE of L. migratoria manilensis in the Tc1/maT/mariner superfamily

构建邻 接 法（Neighbor joining，NJ）进 化 树，树 枝 上的数 字 代 表 Bootst rap为1 000次时的支 持度值，所分析 种 类的相关 序列GenBank登录 号  
A phylogenetic tree was constructed by NJ method. Bootstrap support values (in percent) based on 1 000 replicates are indicated. GenBank accession numbers 
related to the species analyzed. 
Dmmar1: 毛里塔尼亚果蝇Drosophila mauritiana, GenBank序列号 GenBank accession no. X78906; Psmar: 蔗蠊Pycnoscelus surinamensis, AAC28159; 
Acmar1: 蜜蜂Apis cerana, BAB86288; Ammar1: 意大利蜜蜂Apis mellifera, U19902; Apmar: 白蜡窄吉丁虫Agrilus planipennis, ADB28039; Ccmar1: 地中
海实蝇Ceratitis capitata, U40493; Cemar1: 秀丽隐杆线虫Caenorhabditis elegans, M98552; Hcmar1: 惜古比天蚕Hyalophora cecropia, M63844; Himar1: 角
蝇Haematobia irritans, S37004; Himar2: H. irritans, L10463; Hsmar1: 智人 Homo sapiens, U52077; Mdmar1: 小麦黑森瘿蚊Mayetiola destructor, U24436; 
Momar1: Metaseuilius occidentalis, U12279; Agmar1: 冈比亚按蚊Anopheles gambiae, AAA29359; Tc1: C. elegans, P03934; Tc3: C. elegans, P34257; Impala: 
镰孢菌Fusarium oxysporum, AAB33090; Minos-2: 海德果蝇 D. hydei, Z29098; Quetzal: 白魔按蚊 Anopheles albimanus, AAB02109; Paris: 黑果蝇
Drosophila virilis, CAA89219; Bytmar1.1: 螃蟹Bythograea thermydron, AJ507219
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用这两个保守区域设计简并引物，从6个目的10种昆虫中扩

增出目的片段，证实mariner转座子广泛分布于昆虫中 [6]. 随

后，采用相同的策略从线虫、蜜蜂（Apis cerana japonica）、

家蚕（Bombyx mori）、白背飞虱（Sogatella furcifer）和灰飞

虱（Laodelphax striatellu）等物种中分离鉴定出了mariner类

元件 [8, 24~26]. 本研究以东亚飞蝗基因组为模板，用该简并引

物扩增出了7个片段 . mariner元件不同亚族的核苷酸同源性

为40%~56%，氨基酸同源性为23%~45% [6]. Lmmar1.1与蔗蠊

mariner类元件的同源性最高，与其他mariner类元件的同源

性介于25%~34%不等. 因此，Lmmar1.1属于东亚飞蝗mariner
类元件的部分序列，东亚飞蝗基因组中存在mariner类元件. 

mariner转座子属于Tc1/maT/mariner超家族. 根据序列相

似性，mariner家族可以分为mauritiana、cecropia、mellifera、

irritans、capitata、elegans和rosa等亚族 [27~30]. 将Lmmar1.1与

Tc1/maT/mariner超家族的21个转座子的氨基酸编码序列进

行系统发育分析，Lmmar1.1能够归入mariner家族，但不能归

入上述任何亚家族（图3）. 系统发育分析结果进一步证实扩

增到的Lmmar1.1片段属于mariner家族，有可能是一类新的

mariner亚家族. 本研究只是克隆了两个保守基序之间的序

列，并用这段序列进行的同源性分析和系统分析，其结果还

有待进一步的证实. 
mariner类元件在微生物、植物和动物中广泛存在，其中

大部分mariner类元件都是以假基因存在 [29]. 从东亚飞蝗基因

组中扩增得到的7个片段，仅 Lmmar1.1能翻译成连续的氨基

酸序列，其余6个片段中含有终止子或移码突变，属于假基

因，说明东亚飞蝗基因组中存在mariner类元件，但大部分都

属于假基因. 假基因的形成与转座子的种间水平转移和种内

垂直传递失活有关 [8, 29]. Lmmar1.1与蔗蠊mariner类元件的同

源性最高，蔗蠊和东亚飞蝗之间是否存在mariner类元件的

水平转移现象？或蔗蠊和东亚飞蝗的mariner类元件是否具

有共同的祖先？这些还有待进一步的研究. 
迄今为止，仅发现3个mariner类元件有转座活性，包括

Mos1、Himar1和Famar1 [14, 31~32]. Mosl转座子在异源物种中也

具有转座活性，并成功构建了稳定遗传的转基因体系，说明

mariner类元件是潜在的种系转化研究的有力工具 [14~16]. 东亚

飞蝗不但是重要的农业害虫，而且是形态学、发育生物学等

的模式物种，建 立东亚飞蝗的转基因体系对于其基因功能

研究和遗传控制具有重要的意义. 在种系转化体系构建过程

中，内源性的转座酶对转座载体的转座活性有影响[33]. 因此，

筛选和鉴定东亚飞蝗的mariner类元件，是利用mariner类元

件建立种系转化体系的基础工作. 本研究仅克隆了一个能够

连续翻译的片段，而没有扩增全长序列. 因此，东亚飞蝗是

否具有转座活性的mariner类元件，还需要深入研究. 
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