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姜黄素对朱砂叶螨几丁质酶基因表达的影响

王    丹,    章冰川,    丁    伟*,    张永强,    罗金香

(西南大学 植物保护学院，重庆 400715)

摘   要：为明确植物源活性物质姜黄素对朱砂叶螨 Tetranychus cinnabarinus 的杀螨作用机理，克

隆并分析了 6 条朱砂叶螨几丁质酶基因 (TcCHTs) 的 cDNA 序列，利用 RT-qPCR 技术，测定了

不同发育阶段的螨体内几丁质酶基因表达的情况，同时研究了姜黄素作用下几丁质酶基因表达

的变化。结果表明：6 条几丁质酶基因 (TcCHIT1、TcCHIT2、TcCHIT3、TcCHT4、TcCHT5和
TcCHT6) 有不同的结构域，预测其蛋白质分子质量分别为 60.80、69.03、104.32、59.75、45.63
和 49.05 kDa，等电点分别为 5.44、8.65、6.23、6.07、6.12 和 8.27。6 条基因的表达量均为幼螨

和若螨时期显著高于卵和成螨时期。不同浓度姜黄素处理朱砂叶螨若螨 24 h 后，6 条基因的表

达量均有不同程度下调，其中 TcCHIT1 和 TcCHT5 的下调更为显著。研究结果表明，姜黄素对

朱砂叶螨的杀螨作用机制之一可能是通过抑制几丁质酶的活性，进而影响几丁质的降解过程，

最终因螨体壁受损而导致螨不能正常生长发育。
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Effects of curcumin on the expression of chitinase genes from the carmine
spider mite, Tetranychus cinnabarinus (Boisduval)

WANG Dan,    ZHANG Bingchuan,    DING Wei*,    ZHANG Yongqiang,    LUO Jinxiang
(College of Plant Protection, Southwest University, Chongqing 400715, China)

Abstract: The mechanism of the curcumin (substance from plants) against Tetranychus cinnabarinus
was elucidated. The six cDNA sequences of chitinases of Tetranychus cinnabarinus (TcCHTs) were
cloned and analyzed. Quantitative RT-qPCR was used to detect the expression levels of the chitinase
genes across different developmental stages of T. cinnabarinus. Then the effect of curcumin on the gene
expression of TcCHTs was determined. The results indicated: The six CHTs cDNA sequences had
different domains. These genes had predicted molecular weights of 60.80, 69.03, 104.32, 59.75, 45.63,
and 49.05 kDa, respectively, and isoelectric points of 5.44, 8.65, 6.23, 6.07, 6.12 and 8.27, respectively.
Quantitative RT-PCR results revealed that CHTs expression levels in larvaes and nymphs were higher
than those in eggs and adults. After the nymph mites were exposed to curcumin for 24 h, the mRNA
expression levels of TcCHTs significantly decreased. It is noteworthy that TcCHIT1 and TcCHT5 were
more sensitive than others. The results indicated that one of the acaricidal mechanisms of curcumin
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might be inhibiting the activity of chitinase. By affecting the degradation of chitin, the epidermal
degeneration was inhibited, which will lead to the damage of normal growth and development of the
mites integument.
Keywords: curcumin;  Tetranychus cinnabarinus;  chitinase genes;  expression

 

姜黄素 (curcumin) ，化学名称为 [1,7-二(4-羟
基-3-甲氧基苯基)-1,6-庚二烯-3,5-二酮]，结构式见

(I) ，是一种植物源活性物质，主要提取于中药植

物姜黄 Curcuma long L. 中，可作为食品添加剂[1]，

同时具有多种药理活性 [ 2 – 3 ]  及杀虫和杀菌活性

等[4–5]。

张永强等 [ 6 ]研究表明，姜黄素对朱砂叶螨

Tetranychus cinnabarinus Boisduval 雌成螨和若螨

具有显著的触杀活性，48 h 的 LC50 值分别为 2.64
和 3.27 mg/mL，对成螨产卵也存在抑制作用。罗

金香等[7]报道，用姜黄素的衍生物双去甲氧基姜黄

素 (bisdemethoxycurcumin) 处理朱砂叶螨后，其乙

酰胆碱酯酶 (AchE) 活性下降了 16.77% ，Ca2+-
ATP 酶活性下降 17.55%，而谷胱甘肽 S-转移酶

(GSTs) 和羧酸酯酶 (CarE) 活性均上升，该结果初

步表明，双去甲氧基姜黄素对螨的致死作用可能

与神经系统相关酶有关，但具体的作用靶标尚未

明确。

朱砂叶螨 T. cinnabarinus 是一种重要的世界

性经济害螨，危害多种作物[8–10]，具有成熟期短、

繁殖率高和活动范围小等特点，目前已对多种化

学杀螨剂产生了严重的抗药性[11]。因此，迫切需

要寻找新的螨类控制剂。本研究室在研究过程中

发现，用姜黄素处理朱砂叶螨后，会导致螨大量

失水，体表皱缩，而这些症状与螨体壁结构密切

相关。几丁质作为螨体壁角质层的主要组成成

分，其合成与降解对螨的生长发育至关重要[12–13]。

然而目前尚未见有关姜黄素对螨类几丁质的合成

及降解酶系影响的研究报道。笔者以几丁质酶为

切入点，研究了姜黄素对朱砂叶螨几丁质降解的

影响，以期探明姜黄素对朱砂叶螨的作用机制。

1    材料与方法

1.1    供试材料

1.1.1    试剂    姜黄素 (curcumin)，分析纯，购自河

北食品添加剂有限公司；对照药剂 98% 螺螨酯

(spirodiclofen) 原药，购自海利尔药业集团股份有

限公司；Total RNAprep Pure Tissue Kit 试剂盒和

DNA Purification Kit 试剂盒购自天根生化科技 (北
京) 有限公司；PrimeScriptTM II 1st Strand cDNA
Synthesis Kit 试剂盒、LA Taq 酶、pMD-19T easy
vector 试剂盒 、DH5α 和 SYBR® Premix Ex Taq TM

II，均购自 TAKARA 公司。

1.1.2    供试螨类    朱砂叶螨 T. cinnabarinus，采自

重庆市北碚区田间，在人工气候室内 (25 ℃±1 ℃，

相对湿度75%~80%，L : D=14 h :10 h) 用盆栽豇豆

Vigna unguiculata 饲养多年，期间未施用任何药

剂。

1.1.2.1    不同发育阶段螨的收集    在直径 7.0 cm
的培养皿内，依次铺上脱脂棉、滤纸和直径 5.0 cm
的豇豆苗叶片，每个叶片上放置大约 30 头雌成

螨，待其产卵 24 h 后移除这些雌成螨，将所产的

卵置于人工气候室内  (25  ℃±1 ℃，相对湿度

75%~80%，L : D=14 h : 10 h) 培养。从卵开始，依

次收集幼螨、若螨和 3~5 日龄成螨[14]，于 –80 ℃
下储存，用于总 RNA 提取。

1.1.2.2    不同浓度姜黄素处理后螨的收集    称取适

量姜黄素，先用少量丙酮溶解后，再用含 0.1% 吐
温-80 的水溶液稀释成 4~0.25 mg/mL 的 5 个浓度

梯度供试。以含有 0.1% 吐温-80 的 ddH2O 为对照

(CK1) ，以用 ddH2O 稀释 5 000 倍的螺螨酯为药

剂对照 (CK2) 。当螨卵发育至若螨时，采用叶碟

浸渍法[14]将叶片在各浓度药剂中浸渍 5 s，吸干螨

周围的液体，置于人工气候室内 (条件同 1.1.2.1
节) 24 h 收集存活若螨，用于总 RNA 提取。

1.2    试验方法

1.2.1    毒力测定    参照联合国粮农组织 (FAO) 推
荐的玻片浸渍法[15] 测定。

1.2.2    朱砂叶螨几丁质酶基因的克隆及序列分析  
    朱砂叶螨总 RNA 使用 RNAprep Pure Tissue Kit

姜黄素（curcumin）

（I）
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试剂盒提取，第一链 cDNA 使用 PrimeScriptTM II
1st Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒合成，具体步

骤均参照试剂盒说明书进行。参考朱砂叶螨近缘

种二斑叶螨 Tetranychus urticae 的全基因组序列

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/orcae/overview/Te
ur) ，设计出用于扩增朱砂叶螨几丁质酶基因 (TcCHTs)
的引物 (表 1) 。PCR反应体系和反应程序参照文

献[16]进行。PCR 反应产物在 1% 的琼脂糖凝胶中

电泳，按照 DNA Purification Kit 说明书将目的片

段切胶纯化。将纯化后的目的片段与载体 pMD-
19T easy vector 过夜连接，连接产物转化至感受态

细胞 DH5α 中，将重组质粒的菌液进行 PCR 扩增

鉴定，并将鉴定出的阳性菌液送至上海 Invitrogen
公司测序。测序结果利用 DNAMAN、BioXM2.6
和 Clustal X 等软件 [17]进行分析, 采用 MEGA5.10
软件 [18] 的邻接法 (neighbor-joining) 构建系统发育

树，各分支均进行 1 000 次 重复检验。

1.2.3    基因表达的测定    根据 1.2.2 几丁质酶

cDNA 克隆结果，使用 Primer 3.0 设计用于定量的

引物，见表 2，选取 RPS18 为内参基因[19]。定量

PCR 反应体系和反应程序参照文献 [16] 进行，相

对定量表达数据采用 2−ΔΔCt 方法分析[20]。

2    结果与分析

2.1    姜黄素对朱砂叶螨雌成螨的毒力

姜黄素和对照药剂螺螨酯对朱砂叶螨雌成螨

48 h 的 LC50 值分别为 2.424 和 0.696 mg/mL (表
3)，尽管姜黄素的毒力低于螺螨酯的，但作为天

然活性物质，姜黄素已具有很好的杀螨活性。

2.2    朱砂叶螨 TcCHTs 的 cDNA 序列克隆分析

将 6 条 cDNA (TcCHIT1、TcCHIT2、TcCHIT3、
TcCHT4、TcCHT5 和 TcCHT6) 序列克隆结果提交

至  G e n B a n k  (登录号分别为：K T 9 5 6 9 6 4、
KT956965、KT956966、KT956967、KT956968 和
KT956969) ，得到其碱基序列、氨基酸序列及预

测的结构域见图  1。由  TcCHIT1、TcCHIT2、

表 1    朱砂叶螨 TcCHTs 基因特异性扩增引物列表

Table 1    Primers for cloning the sequences of CHT genes in Tetranychus cinnabarinus
基因 Gene 上游引物 Primers for sense 下游引物 Primers for anti-sense

TcCHIT1 ATGTTGCCATCTTTAATCATCT TCAACAATCAATTCCTTCGAAA

TcCHIT2 ATGACCACAATTGTTAATTATT TTATTTGCGATTTTTTCCATCC

TcCHIT3 ATGAGTGGGACATCGGTGATCA TTATTTGGGTGCTGCTGCAGTT

TcCHT4 ATGGCTAGAATGATAAACCTGA TTAAATGTTGTTACAATTGGCA

TcCHT5 ATGAGGAAAAAATTGACTTTTG TCAACGTTTGAGATCATCGTTA

TcCHT6 ATGAAAATAATGAAGAAACTGG TCAAGTGAAAAACTTGAGCGTA

表 2    朱砂叶螨 TcCHTs 基因 RT-qPCR 引物列表

Table 2    Primers for Real-time RCR of CHT genes in Tetranychus cinnabarinus
基因 Gene 上游引物 Primers for sense 下游引物 Pimers for anti-sense

TcCHIT1 GCCCATCATGCACCATTGTA CCCACCTTGTAAAGCAGCTG

TcCHIT2 CATCATCTCCATCGCCTCCT GTCAAGACCGGCAAATGTGT

TcCHIT3 TGTCGTCGGAATGGCTACTT GCTGCACCGTCCTTAAGAAG

TcCHT4 TCATTGCTGTTGGTGGTTGG ACGATCAGTTGCTCCAGGAT

TcCHT5 GGTTCTGCCGATGTTCACAG AACATGCCGCTTTCATTGGT

TcCHT6 GCCTACTTGAGCTTCTGTGC ACGGAGATGGGCGATAAGTT

RPS18 ACTACGCTCGTGGCCACTATACAA ACCAGATCCAGTTCCACCTCCAAA

表 3    姜黄素及螺螨酯对朱砂叶螨雌成螨的毒力测定结果 (48 h)

Table 3    Toxicity of acaricide against Tetranychus cinnabarinus female adults (48 h)
杀螨剂 Acaricide 供试螨数（N） 斜率 ± SE LC50 (95% CIa)/(mg/mL) χ2

姜黄素 curcumin 540 1.234 ± 0.195 2.424 (1.715~3.733) 3.327

螺螨酯 spirodiclofen 540 1.881 ± 0.168 0.696 (0.212~1.292) 16.426

注(Note)：a 置信区间 (Confidence interval)。

No. 2 王    丹等：姜黄素对朱砂叶螨几丁质酶基因表达的影响 167



168 农   药   学   学   报 Vol. 18



No. 2 王    丹等：姜黄素对朱砂叶螨几丁质酶基因表达的影响 169



170 农   药   学   学   报 Vol. 18



TcCHIT3 和 TcCHT4 推导的氨基酸序列有一个信

号肽、一个催化结构域和一个几丁质结构域，而

TcCHT5 和 TcCHT6没有信号肽，存在一个跨膜域

和一个催化结构域。预测蛋白质的分子质量分别

为 60.80、69.03、104.32、59.75、45.63 和 49.05

kDa，等电点分别为 5.44、8.65、6.23、6.07、6.12

注：单线表示信号肽，双线表示糖基化位点，灰色标注表示催化结构域，黑色背景表示几丁质结合域，绿色背景表示跨膜结构域。

Note: Signal peptides were underlined. The N-glycosylation sites were indicated with double lines. The catalytic domains were shaded. The chitin-binding
domains were in white with a black background. The transmembrane helice were in white with a green background.

A: TcCHIT1; B: TcCHIT2; C: TcCHIT3; D: TcCHT4; E: TcCHT5; F: TcCHT6

图 1    朱砂叶螨 TcCHTs 基因 cDNA 序列及推导的氨基酸序列

Fig. 1    Nucleotide and deduced amino acid of TcCHTs cDNA sequence
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和 8.27 (表 4) 。将这 6 条基因碱基序列与二斑叶

螨基因组数据库中进行 BLASTP 比对，每条基因

与相对应的二斑叶螨的基因相似性均为 98%~99%。

构建的系统发育树结果 (图 2) 显示，6 条基因分在

不同的分支上，但因具有高度的相似性，故与各

自对应的二斑叶螨基因聚在同一分支上。

表 4    朱砂叶螨 TcCHTs 基因 cDNA 序列信息

Table 4    The complete sequence information of CHT genes of Tetranychus cinnabarinus
基因

Gene
登录号

Accession numbers
编码区序列长度

Coding sequence/bp
编码氨基酸

Deduced amino acid
对分子质量

Calculated molecular/kDa
理论等电点

Isoelectric point

TcCHIT1 KT956964 1 632 543 60.80 5.44

TcCHIT2 KT956965 1 887 628 69.03 8.65

TcCHIT3 KT956966 2 793 930 104.32 6.23

TcCHT4 KT956967 1 593 530 59.75 6.07

TcCHT5 KT956968 1 194 397 45.63 6.12

TcCHT6 KT956969 1 272 423 49.05 8.27

注：采用MEGA 5.10的邻接法构建发育树，各分支进行1 000 检验。所需物种 CHT 序列从二斑叶螨全基因库和NCBI获得。

Note: A phylogenetic tree was constructed by MEGA 5.10 based on the neighbor-joining method according to amino acid sequences. Bootstrap support values
with 1 000 were shown on the branches. Reference sequences were obtained from the genome database of Tetranychus urticae and the NCBI database.
Tu: 二斑叶螨 Tetranychus urticae (TuCHIT1: tetur01g11910; TuCHIT2: tetur02g08940; TuCHIT3: tetur03g04960; TuCHT4: tetur17g02930; TuCHT5:

tetur14g03830; TuCHT6: tetur14g03950). Dm: 黑腹果蝇 Drosophila melanogaster (DmCHT2: NP_477298.2; DmCHT4: NP_524962.2; DmCHT5:
NP_650314.1; DmCHT6: NP_572598.2; DmCHT7: NP_647768.3; DmCHT8: NP_611542.2; DmCHT9: NP_611543.3; DmCHT10: NP_001036422.1;

DmCHT11: NP_572361.1; DmCHT12: NP_726022.1; DmDGF1: AAC99417.1; DmDGF2: AAC99418.1; DmDGF3: AAC99419.1)

图 2    不同物种 CHT 基因进化树分析

Fig. 2    Phylogenetic analysis among TcCHTs, TuCHTs, and DmCHTs
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2.3    朱砂叶螨不同发育阶段几丁质酶基因的表达

模式

采用 RT-qPCR 测定 6 条基因 TcCHTs 在朱砂

叶螨 4 个不同发育阶段的表达量，结果见图 3。根

据克隆序列的分析结果，6 条基因有不同的结构，

不同阶段螨的基因表达也存在差异。总体而言，

幼螨和若螨阶段的基因表达量显著高于卵和成螨

阶段，其中 TcCHIT1、TcCHIT2、TcCHIT3 和

注：每个发育阶段柱上不同的字母表示具有显著差异(SPSS 17.0, ANOVA , Duncan P < 0.05)，RPS18 为内参基因。

Note: Different letters on the error bars showed significant differences by Duncan (P < 0.05). RPS18 was used as the reference gene.

图 3    朱砂叶螨不同发育阶段 TcCHTs 的表达模式

Fig. 3    Expression levels of TcCHTs across different developmental stages of Tetranychus cinnabarinus

注：以含有 0.1% 吐温-80 的 ddH2O 为对照(CK1)，稀释 5 000 倍的螺螨酯为药剂对照(CK2)。*和** 分别表示与对照 CK1相比分别存在显著和极显著

差异， * (P < 0.05)，** (P < 0.01, t-test)；RPS18 为内参基因。

Note: Water containing 0.1% Tween-80, was used for treatment of T. cinnabarinus as the control (CK1), and spirodiclofen (diluted 5 000 times) was used as the
positive control (CK2). *and ** on the error bar indicated a significant difference between treatment and control group (CK1), * (P < 0.05) or ** (P < 0.01,

t-test). RPS18 was used as the reference gene.

图 4    不同浓度姜黄素对朱砂叶螨 TcCHTs mRNA表达水平的影响 (24 h)
Fig. 4    Effect of curcumin on the mRNA expression of TcCHTs (24 h)
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TcCHT4 4 条基因这种差异更加显著，前者的表达

量高出后者近百倍。

2.4    不同浓度姜黄素对朱砂叶螨几丁质酶基因

mRNA 表达的影响

用不同浓度的姜黄素处理朱砂叶螨若螨 24 h
后测定若螨中几丁质酶基因的表达量，结果见图

4。与对照 CK1 (含 0.1% 吐温-80 的 ddH2O) 相
比，6 条几丁质酶基因的表达量普遍降低，但降低

程度有所不同。TcCHIT1 和 TcCHT5 两条基因的

下降更为显著且下降趋势平缓。用对照药剂螺螨

酯 (CK2) 处理后，与 CK1 相比，TcCHITs 的表达

量升高。

3    讨论

昆虫表皮几丁质的降解主要是由几丁质酶和

β-N-乙 酰葡糖胺糖苷酶共同完成[12]，几丁质酶可

将几丁质内切为几丁寡糖，对于几丁质的降解有

至关重要的作用。相对于植物和细菌而言，昆虫

和螨类几丁质酶相关分子生物学的研究起步较

晚。1993 年，第一条昆虫几丁质酶基因的 cDNA
序列从烟草天蛾 Manduca sexta 中被分离鉴定出

来[21]，此后，多种昆虫的几丁质酶基因序列得以

克隆鉴定[22–26]。昆虫几丁质酶具有不同的结构部位

和功能区域，不同昆虫间的几丁质酶差异也较

大，因而对昆虫几丁质酶进行分类存在诸多困

难。经过长期研究，最终将昆虫几丁质酶分为了 8
组[13]。本研究克隆并分析了朱砂叶螨 6 条几丁质

酶基因序列，明确了这 6 条基因在螨不同发育阶

段的表达差异，进一步丰富了螨类相关几丁质酶

的分子研究。同时明确了姜黄素对朱砂叶螨几丁

质酶基因表达的抑制作用，初步明确了姜黄素杀

螨活性可能与几丁质降解过程有关。

在朱砂叶螨 4 个不同发育阶段中，6 条几丁质

酶基因在幼螨和若螨的表达量显著高于卵和成螨

阶段，这与 Yang 等[26]和 Zhu 等[27]的研究结果一

致。各条基因在螨不同阶段的表达量也有较大差

别，其中  TcCHIT1、  TcCHIT2、TcCHIT3  和
TcCHT4 4 条基因的表达量在幼螨和若螨时期高出

卵和成螨时期近百倍，而 TcCHT5 和 TcCHT6 仅
仅高出约 5 倍，这可能与这 6 条几丁质酶基因的

结构部位和功能结构有关。由几丁质酶基因序列

分析结果可以看出：前 4 条基因编码的氨基酸具

有信号肽，可能是分泌型蛋白，后 2 条基因无信

号肽，存在跨膜结构域，很可能是膜蛋白，不同

的功能可能导致基因表达量存在差异。

用姜黄素处理朱砂叶螨若螨后，6 条几丁质酶

基因表达量均呈下降趋势，进而可能引起酶活性

降低。由于目前尚未见关于朱砂叶螨几丁质酶 6
条基因的相关功能研究报道，笔者借鉴昆虫几丁

质酶基因的分类[28]——黑腹果蝇 D. melanogaster
几丁质酶基因 5 (DmCHT5) 和几丁质酶基因 10
(DmCHT10) 分别属于几丁质酶 I 组和 II 组，而 I
组和 II 组与昆虫的蜕皮息息相关[29]。根据本研究

系统发育树的构建结果，TcCHIT1以 91% 的置信

度与  D m C H T 1 0  聚在同一分支上，初步说明

TcCHIT1 可能属于几丁质酶 II 组，即直接影响螨

的蜕皮过程。由姜黄素处理朱砂叶螨  24 h 后，

TcCHIT1的表达量随姜黄素质量浓度的增大呈显著

下降趋势的结果看，姜黄素对螨表皮蜕皮有抑制

作用，通过影响螨表皮几丁质的降解而导致螨死

亡。对照药剂螺螨酯主要通过抑制脂肪的合成，

破坏能量代谢最终杀死害螨[30]，有关其对几丁质

酶的作用少有报道。本研究结果表明，用螺螨酯

处理朱砂叶螨后，可引起几丁质酶基因表达量升

高。笔者在研究姜黄素和螺螨酯对几丁质酶基因

表达的影响之前，曾对其是否影响朱砂叶螨的几

丁质酶活性进行了测定，发现经姜黄素和螺螨酯

处理后，其几丁质酶活性均下降 (结果待发表) 。
推测可能是由于螺螨酯的作用靶标并非几丁质

酶，当几丁质酶基因表达量升高时出现应激反

应，致使其酶活性反而降低。姜黄素处理后几丁

质酶基因表达量和酶活性均降低，说明其对几丁

质酶的抑制作用是相对长久的。

目前有关姜黄素对朱砂叶螨的作用机理研究

相对缺乏，本研究从朱砂叶螨几丁质酶降解几丁

质方面，分析了姜黄素对朱砂叶螨几丁质酶的影

响，推测其抑制了螨的蜕皮发育过程，从而影响

螨的寿命。由于植物源杀螨活性物质往往具有多

作用位点[31]，有关姜黄素杀螨作用的具体作用靶

标有待进一步研究。
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