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摘要:嗅觉在昆虫生命活动中起着重要的作用,气味结合蛋白
 

(Odorant
 

Binding
 

Proteins,OBPs)
 

和化学感受

蛋白(Chemosensory
 

Proteins,CSPs)在昆虫的嗅觉系统中发挥重要作用。近年来随着基因组学和转录组学的

快速发展,蝗虫OBP 和CSP 基因陆续被鉴定出来,部分OBP 基因的功能也逐步被证实。本文针对蝗虫OB-
Ps和CSPs的种类、结构特征、表达分布、三维结构以及生理功能等方面进行概述,为更多昆虫OBP 基因的鉴

定及其功能研究提供参考,也为进一步揭示昆虫-环境间的化学通讯机理以及开辟新的害虫防治策略奠定

基础。
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0 引言

  昆虫是地球上种类多、数量大的一类生物群体。
为应对外界复杂的生境,昆虫经过长期的进化,逐渐

发展并形成了高度灵敏和复杂的嗅觉系统[1􀆼3]。昆虫

通过嗅觉系统识别生境中的各种化学气味分子,以引

导昆虫进行觅食、交配、选择产卵地点和躲避天敌等

生命活动[4􀆼6]。昆虫的嗅觉系统包含多种嗅觉蛋白,
如气味结合蛋白(Odorant􀆼Binding

 

Proteins,OBPs)、
化学感受蛋白(Chemosensory

 

Proteins,CSPs)、气味

受体(Odorant
 

Receptor,OR)、离子型受体(Iono-
tropic

 

Receptor,IR)和感觉神经元膜蛋白(Sensory
 

Neuron
 

Membrane
 

Proteins,SNMPs)等[7,8],这些嗅

觉蛋白能够与环境中的化学气味分子相互作用。探

索昆虫对外界气味分子的识別机制,有助于了解昆虫

的寄主识别、种间互作和种内交流等行为,还可为害

虫防治和预测预报提供新的途径和思路。

  蝗虫是农林牧业的重要经济昆虫。作为世界上

最古老的作物虫灾———蝗灾一直影响着人类的农业

生产和生活[9]。千百年来,人们对蝗虫开展了大量的

研究,取得了丰硕的成果[10]。本文重点综述蝗虫气

味结合蛋白和化学感受蛋白方面的研究进展。

1 蝗虫气味结合蛋白

  气味结合蛋白(OBPs)是昆虫化学感觉系统(由
触角和上颌、唇瓣组成)的重要分子元件。气味结合

蛋白在昆虫觅食和繁殖过程中扮演非常重要的角色。

OBPs是一类分子量为14—17
 

kDa的水溶性球蛋
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白,由120—150个氨基酸组成,在 N端有一段疏水

性信号肽,由18—20个氨基酸组成,可促使蛋白分泌

到细胞外[11,12]。气味结合蛋白在不同昆虫种间的序

列相似性较低,但典型OBPs结构中一般存在6个保

守的半胱氨酸,并且这6个保守半胱氨酸形成3个二

硫键,可以对蛋白三维结构起到稳固作用[13􀆼15]。目前

依据保守的半胱氨酸的数量和特征,可将OBPs分为

Classic
 

OBPs、Plus􀆼COBPs、DimerOBPs和 Minus􀆼
COBPs

 

4种亚型[16,17]。

1.1 气味结合蛋白的种类及鉴定

  首个东亚飞蝗(Locusta
 

migratoria)
 

OBP 基因

由Ban等[18]克隆鉴定出来,实验表明油酰胺和α􀆼戊
基肉桂与该 OBPs有很强的结合亲和力。之后,Yu
等[19]于2007年通过N末端氨基酸测序技术在东亚

飞蝗 触 角 中 鉴 定 出 LmigOBP1 的 两 个 亚 型,

LmigOBP1c和LmigOBP1d。Yu等[20]于2009年发

现2个新的OBP,即LmigOBP2和LmigOBP3,它们

在氨基酸序列上与之前报道的LmigOBP1有很大差

异。2018年研究者从飞蝗触角和唇须转录组中鉴定

出2种编码新型气味结合蛋白(OBP15和OBP16)的
序列[21]。

  2005年首个CSPs和 OBPs在沙漠蝗(Schisto-
cerca

 

gregaria)
 

中被克隆出来[22]。随后鉴定出沙漠

蝗2个经典 OBPs的保守亚家族,分别命名为Ⅰ􀆼A
和Ⅱ􀆼A,其具有共同的亚家族特异性氨基酸基序[23]。

  Zhang等[24]鉴定了生活在中国北方草原的亚洲

小 车 蝗 (Oedaleusa
 

siaticus)的 15 个 OBPs
(OasiOBP1􀆼15);该蝗虫与东亚飞蝗关系密切,系统

发育分析表明,其OBPs最初是由一个共同的祖先进

化而来,但它们独特的化学感觉系统适应不同的生态

系统。之后,Zhang等[25]从黄胫小车蝗(Oedaleus
 

infernalis)整体转录组数据中推测出18个OBPs。

  Li等[26]从黄脊竹蝗(Ceracris
 

kiangsu)头部转

录组测序数据库中鉴定了8个 OBP 基因;Yuan
等[27]在青脊竹蝗(Ceracris

 

nigricornis)中鉴定出20
个OBPs。近期,Cui等[28]用转录组学方法鉴定出中

华稻蝗(Oxya
 

chinensis)18个OBPs、13个CSPs、94
个OR、12个IR和2个SNMP的编码基因。

1.2 气味结合蛋白表达分布特征

  Yu等[21]通过蛋白质印迹(Western
 

blot)试验,
发现LmigOBP2存在于飞蝗触角、口器和尾须中,但
在这些组织中均未检测到LmigOBP3。另有学者研

究了东亚飞蝗胚胎中化学感受器的发育以及 OBPs

和CSPs的分泌;Trichogen细胞首先参与形成钉子

的结构,然后在回缩后,它们开始在感受器淋巴中分

泌OBPs和CSPs[29]。LmigOBP1的合成始于孵化

前0.5
 

h左右的胚胎发生时期,尤其是在触角的毛状

感受器和基部感受器中;而LmigOBP2仅见于触角

毛状感受器的外感受器淋巴(OSL),而在任何类型的

触角感受器中均未检测到LmigOBP3;抗血清实验数

据表明,在蝗虫中OBPs和CSPs具有不同的时间表

达模式,并且在不同类型的感受器中表达。也有人证

实飞蝗大部分气味结合蛋白和化学感受蛋白在跗节

中都有大量的表达[30]。高博[31]采用双染色荧光原

位杂交技术明确了东亚飞蝗几种化学感受蛋白的共

表达特征,为探讨气味感受通路奠定基础。徐笑[32]

对16个LmigOBP 基因在不同组织、发育阶段、性别

中的表达模式进行系统性的研究,探讨飞蝗OBPs的

功能。近期,Li等[21]运用RT􀆼PCR和实时定量PCR
 

(qRT􀆼PCR)分析明确了16个LmigOBP 基因中有

11个在触角和唇须中共同表达,OBP4、OBP10 和

OBP16 基因仅在触角中表达,OBP6 基因在雄性唇

须中的相对表达水平远高于雌性,OBP8 基因在若虫

中高度表达。

  表达谱分析发现沙漠蝗OBP 基因和CSP 基因

同时在若虫和成虫的触角、跗节、唇须、翅和其他散居

和群居型蝗虫的器官中表达。免疫细胞化学实验表

明:CSP􀆼Ⅰ和CSP􀆼Ⅲ存在于外感觉淋巴和触角的表

皮和角质层之间的子表皮空间,而气味结合蛋白存在

感觉淋巴中[22]。Jiang等[23]阐明了2个亚家族 OB-
Ps成员的表面拓扑结构和内腔结构。对Ⅰ􀆼A亚家

族和Ⅱ􀆼A亚家族SgreOBPs基因的触角拓扑表达显

示出不同的感器和细胞特异性表达模式。这些发现

使我们对蝗虫OBP 的分子和进化特征及其在触角

上的表达有了初步了解,有助于进一步了解不同

OBP 亚家族在蝗虫嗅觉中的具体作用。Pregitzer
等[33]分析了14个OBP 亚型基因在沙漠蝗触角中的

表达和感受器特异性。沙漠蝗触须中只有少量的基

本感受器,但有大量的毛形感受器。采用不同的研究

方法发现,只有一部分触角OBP 基因在2种触觉类

型中都有表达。这些OBP 基因以前被证明在触角

的基底感受器或触角感受器中表达。比较两种感受

器的表达模式,发现在触须的2种感受器中均有

OBP6 和OBP8 两种亚型基因的表达,而在触角上只

有1种感受器中有这两种亚型的表达。总而言之,这
些数据表明在触觉的2种感受器中,OBP 基因的表
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达存在差异,但部分重叠。触角和触须之间OBP 亚

型基因表达模式的差异可能表明OBP 基因在这两

种化学感觉器官中具有不同功能。

  亚洲小车蝗11个OBP 基因在触角和口器中特

异性表达,此外4个OBP 基因在翅中也有表达[24]。

OasiOBP9 和OasiOBP10 在触角中特异表达;其他

的OBP 基因表达在触角以及其他化学感受器,如口

器和翅;OasiOBP7 在雄性触角中的表达量明显高于

雌性触角,但实时定量PCR显示有9个OBP 基因在

雌性触角中的表达量高于雄性触角[24]。

  Li等[26]发现黄脊竹蝗OBP1、OBP2 和OBP8
基因在触角中的相对表达量明显高于其他OBP 基

因,表明这3个OBP 基因在蝗虫的气味识别中起重

要作用。Yuan等[27]通过qRT􀆼PCR检测证实了大多

数嗅觉相关差异表达基因(DEG)在青脊竹蝗触角中

富集。在这些基因中,有一些是性别偏向的,这表明

它们在青脊竹蝗嗅觉系统中具有不同作用。

  半定量RT􀆼PCR分析表明,中华稻蝗6个OBP
基因、1个CSP 基因和2个IR 基因在触角中特异表

达,提示它们在嗅觉中起作用。qRT􀆼PCR分析表明,
在触角中唯一或主要表达的基因在雄性和雌性之间

的表达水平也有显著差异。在差异表达的基因中,17
个OR 基因、1个CSP 基因和1个SNMP 基因表现

出雌性偏向表达,表明它们可能参与雌性特有的行

为,如寻找产卵地点,而其余3个OR 编码基因则表

现出雄性偏向表达,这表明它们可能在感知雌性信息

素方面发挥作用[28]。

1.3 气味结合蛋白氨基酸序列特征与三维结构

  东亚飞蝗给农作物造成了巨大的损失,特别是它

们经常以蝗灾的形式肆虐世界。蝗虫通过嗅觉系统

找到它们取食的植物宿主,气味结合蛋白在其中起重

要作用。Yu等[20]发现东亚飞蝗的2个新的气味结

合蛋白LmigOBP2和LmigOBP3在氨基酸序列上存

在很大差异,并且与已报道的LmigOBP1有很大的

不同;此外,LmigOBP3还含有3个额外的半胱氨酸,
这一事实以前没有记录在标准长度的 OBP1中[18]。
然而,LmigOBP2和LmigOBP3这两种蛋白与一组

有机化合物表现出惊人的结合亲和力。这种惊人的

结合亲和力得到了三维模型的支持,显示LmigOBP2
和LmigOBP3的折叠非常相似,但与LmigOBP1的

折叠明显不同。此外,排列在3种蛋白结合袋中的几

个氨基酸残基在LmigOBP2和LmigOBP3中似乎是

保守的,但在LmigOBP1中不是。

  Jiang等[34]通过同源建模,建立了飞蝗 Lmi-
OBP1的三维模型。基于该模型的对接模拟表明,

LmiOBP1的Asn74是一个关键的结合位点,这一点

通过定点突变和荧光分析得到了验证。进而,Zheng
等[35]解决了第一个LmicOBP1结构,它是溶液中的

单体,二硫键在维持其功能方面起关键作用;他们发

现飞蝗LmigOBP1具有独特的由第7个α􀆼螺旋形成

的一个L形内部疏水空腔壁,以容纳线性配体,这与

结合实验一致;还证明了LmiOBP1中的配体结合口

袋与最接近的蚊子同源OBP中的配体结合口袋有很

大的不同。

  上述研究为设计防治蝗虫的小分子抑制剂提供

了结构依据。

1.4 气味结合蛋白生理功能

  气味结合蛋白OBPs在昆虫对外界气味分子的

嗅觉识别中起着非常重要的作用。为了获得更多关

于飞蝗化学通讯元件的信息,Yu等[19]寻找其他气味

结合蛋白和粪便中可能代表该物种潜在信息化学物

质的挥发物。对一种触角提取物的双向电泳(2DE)
分析表明,仅有3个紧密定位点可被蝗虫 OBP抗血

清识别。用PCR和5'RACE􀆼PCR方法还鉴定了3
个基因,它们编码同一氨基酸替代的彼此不同的亚

型。一份粪便样品的气相色谱􀆼电触角(GC􀆼EAD)顶
空分析显示,在两性触角中存在几种引起剂量依赖性

电生理反应的化合物。这些化合物中的大多数与沙

漠蝗粪便中发现的化合物不同,据报道具有行为活

性。用这些挥发物和重组OBP进行的配体结合实验

没有显示出亲和力,表明飞蝗 OBP的结合口袋需要

比迄今已鉴定出的配体更大的分子。

  气味结合蛋白可能是通过干扰害虫的化学通讯

来控制害虫种群的可能靶标。在东亚飞蝗的触角中

虽然已经检测到4种异构体,但仅发现1个单一的

OBP,LmiOBP1[18]。Jiang等[34]使用67种挥发性气

味化合物研究了LmiOBP1的配体结合特异性。荧

光分析表明,LmiOBP1不结合粪便挥发物和绿叶气

味,但对某些线性脂肪族化合物表现出较高的亲和

力,其中十五醇和2􀆼十五酮是结合能力最强的配体。

RNA干扰(RNAi)实验证实,飞蝗群居行为特征受到

LmigOBP4影响,这些结果表明,OBP在调节蝗虫的

相位相关行为方面也发挥着重要作用[20]。

  张茜雯[36]通过飞蝗触角电位(EAG)的方法对与

LmigOBP4有结合能力的3种化合物进行测试,证实

了LmigOBP4确实能够影响与气味分子结合蛋白有
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结合能力的化合物苯甲醛和2􀆼庚酮的反应强度。初

步证明了蝗蝻触角电位对于甲基丙烯酸十二酯的反

应有浓度梯度依赖性,甲基丙烯酸十二酯只有在合适

的浓度才能引发蝗蝻触角的电生理反应。

  为了阐明第一个从飞蝗中发现的气味结合蛋白
 

LmigOBP1的功能,Li等[37]采用RNA干扰的方法,
将LmigOBP1特异的dsRNA注射到雄性若虫血淋

巴中,从而实现了对LmigOBP1 基因的沉默。与正

常若虫相比,LmigOBP1 基因敲除若虫对玉米叶片

挥发物((Z)􀆼3􀆼己烯醇、芳樟醇、壬醛、癸醛和(Z)􀆼3􀆼己
烯基乙酸酯)的食量和触角电位反应显著降低。这些

结果表明,LmigOBP1参与了对寄主植物 气 味 的

感知。

2 蝗虫化学感受蛋白

  近年来关于在昆虫中参与感受外界化学信息的

关键蛋白的研究进展十分迅速。其中有一类小分子

量可溶性蛋白具有较低的等电点,且含有4个保守的

半胱氨酸,可依次连接形成2个二硫键,但是有研究

发现这2个二硫键对化学感受蛋白结构的稳定性并

没有明显的作用[38􀆼40]。由于该类蛋白最初在昆虫化

学感受器官中被发现,因此被认为与感受化学信息有

关,被命名为化学感受蛋白(CSPs)。位于昆虫感觉

神经元突触淋巴液中的CSPs是一类酸性、分子量通

常为10—15
 

kDa的可溶性嗅觉蛋白,具有100—130
个氨基酸残基,序列高度保守,N端具有信号肽,其高

级结构由
 

6个α螺旋组成一个疏水腔[38]。

2.1 化学感受蛋白的种类和特征

  迄今为止,有不少来自蝗虫的化学感受蛋白基因

被鉴定出来,包括沙漠蝗、东亚飞蝗、黄脊竹蝗、青脊

竹蝗、中华稻蝗和亚洲小车蝗等。

  从沙漠蝗的触角、跗节和唇瓣中发现一类可溶性

低分子量的蛋白(CSP􀆼sg1-7,共7个),其中有5个

蛋白均具有109个氨基酸的多肽链,这些多肽序列在

结构以及表达谱上不同于 OBP,并且免疫定位试验

表明它们参与了蝗虫的化学信号识别过程[38]。

  在2000年,Picimbon等[41]在东亚飞蝗中第一次

鉴定出OS􀆼D蛋白。随后,Ban等[42]从飞蝗触角中确

定了两类CSPs,且通过荧光竞争结合试验表明长链

化合物是其最佳配体之一。之后,中国农业大学张龙

教授课题组针对飞蝗化学感受蛋白开展了一系列研

究[42􀆼47],取得了显著成绩,其中Zhou等[47]通过对飞

蝗Swiss􀆼Prot数据库和EST核苷酸数据库的初步筛

选,已在东亚飞蝗中鉴定出70个编码CSPs的序列。

  Li等[26]从黄脊竹蝗头部转录组数据库中鉴定出

3个CSP 基因;Yuan等[27]在青脊竹蝗鉴定出10个

CSPs;中华稻蝗有13个化学感觉蛋白被鉴定[28]。近

期,周渊涛等[48􀆼50]从亚洲小车蝗的触角转录组数据库

中鉴定出17个CSP 基因。

2.2 化学感受蛋白的表达分布

  蛋白Northern印迹分析显示,LmigOS􀆼Ds在触

角和足中强烈表达[41]。通过在下唇须的感受器上进

行CSP免疫细胞化学定位,发现化学感受蛋白特异

性地 存 在 于 刺 形 感 器 的 外 感 觉 淋 巴 中[51]。研 究

者[52,53]在2010年分别确定了东亚飞蝗翅和跗节上

的化学感受器,通过免疫细胞化学定位发现LmigC-
SP􀆼Ⅱ也存在于外感觉淋巴中。为揭示蝗虫中行为相

变的潜在分子机制,Guo等[54]通过寡核苷酸微阵列

分析比较了散居型和群居型时间过程中的基因表达

模式,结果显示几个CSP 基因和1个LmigTO1 基

因(takeout
 

gene)分别在群居和散居的蝗虫中呈现高

表达水平,而在散居和群居过程中表达趋势相反。

qRT􀆼PCR实验显示,大多数CSP 基因和LmigTO1
基因具有丰富的触角表达。RNAi结合嗅觉行为实

验证实,CSP 基因家族和LmigTO1 基因参与了个

体之间在群居过程中由排斥转变为吸引,以及在孤化

过程中反向转变。这些发现表明,由CSP 基因和

takeout基因调控的对蝗虫发出嗅觉信号的响应参与

了飞蝗的行为阶段变化,并提供了一种与蝗虫聚集形

成相关的分子机制。Zhou等[47]第一次筛选出东亚

飞蝗70个CSP 基因序列,并发现其中17个CSP 基

因在雌性生殖器官中大量表达,只有CSP91 基因在

雄性器官中表达。

  昆虫化学感受蛋白基因不仅在昆虫化学感受器

官中广泛表达,在非化学感受器官中也有表达[22,51],
如沙漠蝗OBP 和CSP 同时在若虫和成虫的触角、
跗节、唇须、翅和其他散居、群居型蝗虫的器官中

表达[22]。

  周渊涛[48]选择亚洲小车蝗8个具有代表性的

CSP 基因(包括 OasiCSP4、OasiCSP7􀆼8、QasiC-
SP10􀆼13 和OasiCSP15)在雌雄成虫不同组织中进

行表达谱分析,结果表明:这些CSP基因在成虫不同

组织中的表达水平存在显著差异;以雌性跗节中Oa-
siCSP10 的表达水平为对照,结果发现OasiCSP4、

OasiCSP8 和OasiCSP15 的相对表达水平在大多数

组织 中 远 高 于OasiCSP10 和OasiCSP12;OasiC-
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SP11 和OasiCSP13 在触角中的相对表达水平比其

他组织高900多倍(P<0.05);并且发现大多数组织

中8个OasiCSPs基因的相对表达水平在雄性和雌

性成虫之间均具有显著差异,尤其是OasiCSP11 和

OasiCSP13 在雄性触角中的表达量比在雌性触角中

更高。

2.3 化学感受蛋白的功能

  已经报道的研究结果表明,蝗虫化学感受蛋白具

有以下两种功能:

2.3.1 化学检测及气味识别

  在昆虫嗅觉系统中,化学感受蛋白参与识别外界

环境中的不同气味物质。通过荧光竞争结合试验发

现,昆虫的化学感受蛋白对气味配体的结合能力反映

了化学感受蛋白基本的化学通讯作用。东亚飞蝗中

CSPlm􀆼Il-10能够与油酰胺等多种长链化合物

结合[40]。

  虽然感觉器官的CSP已经得到了广泛研究,但
对它们在身体其他部位的功能知之甚少。通过蛋白

质组学分析,Zhou等[44]发现细菌表达的CSP91结合

脂肪酸具有油酸和亚油酸以及中长醇和酯的特异性;

CSP在雌性生殖器官中的丰度和数量显示了这些蛋

白的重要作用,然而不能排除17个CSP中的每一个

都有不同的功能,包括信号化学物质的传递、激素的

溶解、直接控制发育或其他未知的任务。

2.3.2 参与蝗虫生长发育

  康乐院士课题组研究发现CSP与飞蝗的生长发

育密切相关[54,55]。东亚飞蝗中CSP3能调控蝗虫从

独居到群居的生理和行为上的相互转化[54]。通过系

统发育和表达数据,Martín􀆼Blázquez等[55]推断出飞

蝗和沙漠蝗化学感受蛋白基因在相变中参与的同源

性和保守性。

3 展望

  以上这些发现为更好地理解蝗虫嗅觉感受的分

子机制,增强对昆虫嗅觉演变的理解起到重要作用。
至今,科学家利用分子生物学实验技术获得蝗虫气味

结合蛋白和化学感受蛋白,还开展了一些蛋白与多达

几十种挥发性分子的结合实验,补充和完善了一些有

价值的资料,为其相关功能机制的进一步揭示提供数

据。对于蝗虫气味结合蛋白和化学感受蛋白有关特

性功能的进一步挖掘和机制模型的进一步探索在未

来可能依旧是热点。随着生物技术的发展,分子生物

学与基因组学、蛋白质组学、代谢组学以及生物信息

学的紧密结合,更多昆虫的嗅觉相关蛋白将被发现和

鉴定,尤其近年来发展迅速的基因组编辑技术,无疑

将极大地推进这些蛋白和基因功能的体内验证。
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Abstract:Olfaction
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

life
 

activities
 

of
 

insects.Odorant
 

Binding
 

Proteins
 

(OBPs)
 

and
 

Chemosensory
 

Proteins
 

(CSPs)
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

olfactory
 

system
 

of
 

insects.
 

In
 

recent
 

852
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years,with
 

the
 

rapid
 

development
 

of
 

genomics
 

and
 

transcriptomics,locust
 

OBP
 

and
 

CSP
 

genes
 

of
 

grasshop-
pers

 

have
 

been
 

successively
 

identified,and
 

the
 

functions
 

of
 

some
 

OBP
 

genes
 

have
 

been
 

gradually
 

confirmed.
 

In
 

this
 

article,the
 

species,structural
 

characteristics,expression
 

distribution,there􀆼dimensional
 

structure
 

and
 

physiological
 

function
 

of
 

OBPs
 

and
 

CSPs
 

of
 

grasshoppers
 

were
 

summarized,which
 

provided
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

identification
 

and
 

functional
 

study
 

of
 

more
 

insect
 

OBP
 

genes,and
 

laid
 

a
 

foundation
 

for
 

further
 

revealing
 

the
 

chemical
 

communication
 

mechanism
 

between
 

insects
 

and
 

environment
 

and
 

opening
 

up
 

new
 

pest
 

control
 

strategies.
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