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摘要! !目的"蜕皮激素#&"0Z?$T&$是调控昆虫生长发育和繁殖的重要激素%其合成主要由 - 个称

为CJAA$b&&T 基因编码的细胞色素 ;S-) #?V$$64=];/)+>*% ;MJT#$@4=];/),>*% 01?&@%$01&04

=];/)(>*% ?MJ0$b4=];/*->* 和 ?MJ0&4=];/*S>*$参与& 褐飞虱 C+)$-$0<$#$ )2*/&:系东南亚和

东亚地区危害最为严重的水稻害虫之一%以蜕皮激素调控基因为靶标%应用L[>1技术防控褐飞虱

正逐步成为研究热点& 本研究旨在揭示褐飞虱体内 CJAA$b&&T 基因的功能%为褐飞虱的防控和新

农药的开发提供理论依据& !方法"本研究基于褐飞虱基因组和转录组数据%利用 L<G;=L技术克

隆了参与蜕皮激素合成的 - 个CJAA$b&&T 基因(利用生物信息学软件预测分析其编码蛋白的结构

特性(利用:H\>-N) 邻接法构建系统进化树(利用实时荧光定量 ;=L技术研究其时空表达特征(

利用注射法L[>1技术分析=8-QRS$* 基因表达下调对褐飞虱生长发育和繁殖的影响& !结果"克

隆获得褐飞虱的 - 个CJAA$b&&T基因%即C)=8-QTU$*#\&TaJT6登录号) _:(*+)*SN*$% C)=8-QTV$*

#\&TaJT6登录号) _:(*+)*/N*$% C)=8-QTW$* #\&TaJT6 登录号) _:(*,99-N*$% C)=8-QRX$*

#\&TaJT6登录号) _:(*,993N*$和C)=8-QRS$*#\&TaJT6登录号) _e9(3*+($& 进化分析表明%这

- 个基因分属于=];( 和线粒体两大类群%并与各自的同源基因聚类在一起%说明 CJAA$b&&T 基因

和蜕皮激素合成途径在昆虫进化过程中十分保守& [A=];/*S>* 具有 - 个 ;S-) 的保守结构域和

两个跨膜结构域%是典型的线粒体酶& nL<G;=L检测结果显示%- 个 CJAA$b&&T 基因的表达量在整

个褐飞虱 - 龄若虫期内呈现波动状%且均在 - 龄若虫蜕皮后的 (S M 和 ,) M 出现表达量峰值&

C)=8-QRS$* 在褐飞虱发育各个龄期均表达%且在成虫中表达量最高(C)=8-QRS$* 在胸部表达量较

头部和腹部高%其在脂肪体中的表达量最高%其次是在足'表皮'翅芽中%中肠中表达量最低& 利用

注射法L[>1对C)=8-QRS$* 基因进行沉默后%C)=8-QRS$* 的表达量在注射后第 S 天较对照极显著

降低 3SN,O#3l)N)*$%同时蜕皮激素通路下游的响应关键基因 C)G@HPG* 的表达量较对照极显

著降低 ,SN*O#3l)N)*$& 表型观察发现%C)=8-QRS$* 表达量的下调导致了褐飞虱蜕皮困难%出

现畸形虫体%第 + 天死亡率大于 9-O%且 C)=8-QRS$* 表达量的下调导致了褐飞虱卵巢发育畸形&

!结论"褐飞虱蜕皮激素合成相关的CJAA$b&&T基因在进化上非常保守%CJAA$b&&T 基因功能的研究

揭示了褐飞虱体内CJAA$b&&T基因对于褐飞虱蜕皮和繁殖的重要性& 其表达水平的降低导致了褐

飞虱生长发育和繁殖受阻%提示褐飞虱CJAA$b&&T基因可用于褐飞虱蜕皮和繁殖进程的调控%同样

也为CJAA$b&&T基因在褐飞虱防治方面的潜在应用提供了依据&
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$T #M&0&Y&A$V@&T#JT0 '&V'$0X"#1$T $̀ C4)2*/&:N&L&?XA#?' j1Y&CJAA$b&&T W&T&?1TY$AY&0 1T

&"0Z?#&'$10$W&T&?1?! +4/4! C)=8-QTU$*! C)=8-QTV$*! C)=8-QTW$*! C)=8-QRX$*! JT0 C)=8-QRS$*!

b&'&"A$T&0 JT0 10&T#1̀1&0 1T C4)2*/&:N;MZA$W&T&#1"JTJAZ?1?'&Y&JA&0 #MJ##M&1̀Y&CJAA$b&&T W&T&?
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?M$b&0 #MJ#̀1Y&CJAA$b&&T W&T&?MJ0 M1WM&'@L[>J%XT0JT"&J#(S M JT0 ,) M J̀#&'@$A#1TW1T #M&-#M
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&7#'&@&AZ?1WT1̀1"JT#AZ0&"'&J?&0 %Z3SN,O JT0 ,SN*O! '&?V&"#1Y&AZ! "$@VJ'&0 b1#M #M&"$T#'$AN
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*) 期 李凯龙等$ 褐飞虱蜕皮激素合成相关CJAA$b&&T基因的克隆及功能分析 **/*8

88蜕皮激素"&"0Z?$T&#是一种类固醇物质!昆虫

不能自身从头合成!只能利用从食物中获取的植物

甾醇或动物胆固醇来合成 " FJ6X'J1JT0 \1A%&'#!

*99)#( 蜕皮激素的合成一直是昆虫蜕皮激素研究

中的热点!研究发现参与蜕皮激素合成途径的基因

主要为编码前胸腺特异性;S-) 羟化酶的CJAA$b&&T

家族基因!其基因功能的缺失可导致蜕皮激素滴度

的下降!从而引起昆虫发育受阻)蜕皮畸形或生殖受

影响( 因此!开展 CJAA$b&&T 家族基因在褐飞虱

C+)$-$0<$#$ )2*/&:生长发育和繁殖中的研究!将有

助于明确昆虫激素调控机制!为水稻主要害虫褐飞

虱的控制和新农药的开发提供理论依据(

CJAA$b&&T家族基因包括 :-''N":-'! =8-QTU$*#!

39$&#'( " 39(! =8-QTV$* #! .+:/(7'.+/. " D+7!

=8-QTW$*#! :9$.'Y",$.! =8-QRX$*#和 :9$./",9.!

=8-QRS$*#"_JVVA&'/#$)4! *93,! *933% \'1&T&1?&T /#

$)N! *99/% \1A%&'#! ())S #( 其 中 =];/)+>*!

=];/)(>*! =];/),>* 和=];/*->* 参与的催化反

应在前胸腺细胞中完成并合成 ()H的前体000无

活性的蜕皮酮"H# "=MJY&c/#$)N! ()))% dJ''&T /#

$)N! ())(! ())S% [1bJ/#$)N! ())S#!合成的蜕皮酮

释放到血淋巴后!在周缘组织中由 =];/*S>* 催化

为具有活性的 ()G羟基蜕皮酮"()H#!这也是最重要

的一步催化反应";&#'Z6 /#$)N! ())/% L&b1#c/#$)N!

()),J#( 关于这些基因的研究主要集中在鳞翅目和

双翅目中!在黑腹果蝇 D0':'-9+)$ (/)$&'*$:#/0中

D(39(! D(D+7! D(,$.和 D(,9. 的表达产物"蜕

皮甾醇 (-G羟化酶)蜕皮甾醇 ((G羟化酶)(G羟化酶和

蜕皮激素 ()G羟化酶#)代谢底物"(!((!(-G三脱氧蜕

皮酮)(!((G二脱氧蜕皮酮)(G二脱氧蜕皮酮和蜕皮

酮#和代谢产物"(!((G二脱氧蜕皮酮)(G二脱氧蜕皮

酮)蜕皮酮和 (G羟基蜕皮酮#均已被证实!原位杂交

结果显示 D(39(! D(D+7和 D(,$. 在环腺中的前

胸腺细胞中表达!而 D(,9. 在周缘组织如表皮)中

肠)马氏管和脂肪体等中表达!这些基因的突变体会

导致胚胎后期低蜕皮激素滴度!突变体表型相似!都

表现出胚胎表皮沉积受阻!胚胎后期的形态建成如

头部内卷)背部闭合和肠道发育等出现严重缺陷

"=MJY&c/#$)N! ()))% dJ''&T /#$)N! ())(! ())S%

;&#'Z6 /#$)N! ())/% [1bJ/#$)N! ())S#( 另有研究表

明!雌蚊虫卵巢的发育也与蜕皮激素的合成有关

"F1&WAJ̀̀ /#$)N! ())-#!而雄蚊虫是在附腺中合成蜕

皮激素而不是精巢!附腺中产生的蜕皮激素通过交

配而转移雌蚊虫从而有利于雌蚊虫卵巢的发育

";$T0&Y1AA&/#$)N! ())3#( 黑腹果蝇和烟草天蛾

?$&.2"$ :/1#$体内CJAA$b&&T 基因在前一次蜕皮后

和下一次蜕皮前有表达高峰"L&b1#c/#$)N! ()),%%

dJ''&T /#$)N! ()),#( 这些证据都表明 CJAA$b&&T

家族基因对昆虫的蜕皮及繁殖具有重要作用(

由于褐飞虱中细胞色素 ;S-) 基因的研究主要

集中在其与抗药性之间的关系!;S-) 基因参与蜕皮

激素合成的研究尚未见报道!其研究对揭示褐飞虱

体内细胞色素;S-) 基因的功能多样性具有重要意

义( 本研究以褐飞虱为研究对象!通过同源性和进

化分析检索并鉴定可能参与褐飞虱蜕皮激素合成的

;S-) 基因!在此基础上研究其时空表达谱!并进一

步分析CJAA$b&&T家族基因表达水平下调对褐飞虱

生长发育和繁殖的影响(

:;材料与方法

:N:;供试昆虫和水稻

褐飞虱C4)2*/&:!虫源采自浙江省杭州市富阳

区中国水稻所基地稻田!在室内室温条件下饲养于

感虫水稻B0<Z$ :$#+<$ 品种 <J1"MXTW[J#1Y&*"<[*#

上 ( 代以上!取适龄若虫或成虫供试( 饲养条件$温

度 (+ g*h!相对湿度 3)O g*)O!光周期 *SBo

*)P(

感虫水稻品种 <[*!分批播种育秧后种植于无

虫网室内的水泥池中!正常肥水管理( 实验开始前

+ 0取 -) f,) 0秧龄的稻苗!移栽于小泥盆"直径 3

"@!高 + "@#!待稻苗存活后!每盆保留 / 个壮蘖用

以饲养试虫(

:N<;褐飞虱样品准备

采用单头试管饲养法收集褐飞虱 - 龄若虫不同

发育时间试虫样品$每天 (S M 持续观察蜕皮情况!

将刚蜕皮至 - 龄的新鲜若虫接入新的试管中饲养用

于取样!每隔 *( M为一个节点取样!分别命名为[-G

)M! [-G*(M! [-G(SM! [-G/,M! [-GS3M! [-G,)M!

[-G+(M和[-G3SM样品( 同时收集正常饲养条件下

的褐飞虱 * .- 龄若虫"每个龄期不同天数若虫混

合为一个龄期的样品#及初羽化雌雄成虫"* 日龄#

*) f-) 头( 另外!选取 ()) 头 - 龄若虫并在解剖镜

下分离头部)胸部)腹部)表皮)翅芽)脂肪体)中肠和

足置于 *N- @BHVV&T0$'̀管( 以上每处理设置 / 个

生物学重复( 所有样品用液氮速冻后置于.3)h冰

箱保存备用(
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:?=;总D67的提取和(R67第 : 链合成

褐飞虱总 L[>的提取采用 R1JW&T 公司生产的

总 L[>提取试剂盒 "L[&J?Z:1T1_1#! R1JW&T!

iJA&T"1J! =>#!提取方法参照试剂盒说明书( 利用

*N(O琼脂糖凝胶电泳和分光光度计 "[JT$GP'$V

*))) ?V&"#'$VM$#$@&#&'! <M&'@$j1?M&'F"1&T#1̀1"!

L$"6 $̀'0! eF>#检测所提取 L[>的完整性和浓度!

用于"P[>第 * 链的合成(

"P[>第 * 链的合成采用<$Z$%$公司的反转录

试剂盒 "L&Y&'<'J>"&n;=LL<_1#! <$Z$%$=$N

B<P! !?J6J! ĴVJT#!操作参照试剂盒说明书!L[>

模板量为 *

!

W!以 !A1W0<和随机引物为合成引物!

合成"P[>第 * 链(

:N>;基因检索$克隆与序列分析

分别根据黑腹果蝇 D4(/)$&'*$:#/0!赤拟谷盗

@0+7')+2("$:#$&/2(和豌豆蚜 !"80#9':+-92( -+:+(

CJAA$b&&T基因的蛋白序列检索褐飞虱的基因组和

转录组!得到褐飞虱候选CJAA$b&&T基因"表 *#( 利

用;'1@&';'&@1&'-N) 设计引物"表 (#对其进行L<G

;=L克隆( 以褐飞虱各龄期混合 "P[>模板进行

;=L扩增!反应体系$*) k%1@$[aX`̀&'(N-

!

B!

0[<;?"(N- @@$A4B#(N)

!

B!正反向引物"*) @@$A4

B#各 *N)

!

B! H7<Jn 酶 )N*(-

!

B! "P[>模板 *N)

!

B! 双蒸水 *+N/+-

!

B( 反应条件$ 9Sh预变性

- @1T% 9Sh变性 /) ?! -3h退火 S- ?! +(h延伸

* @1T! /3 个循环% +(h延伸 *) @1T( 扩增产物用

*2(O琼脂糖凝胶电泳检测!切胶回收后连于

<!;!(N* 载体"DTY1#'$W&T! =J'A?%J0! =>#上!转化

至 PC-

$

感 受 态 细 胞 " [$YJW&T! PJ'@?#J0#!

\&'@JTZ#中!随机挑选 *) 个单克隆送于上海英骏

生物技术有限公司进行双端测序(

表 :;基于褐飞虱基因组的H1OO-9%%'基因信息

#14O%:;H1OO-9%%'U%'%2*'L-/+1,*-'*'3*4("('5(&( 4,+%62U%'-+%09*$%

基因

\&T&?

\&TaJT6登录号

\&TaJT6 J""&??1$T TX@%&'

基因座

B$"X?

起始位置"%V#

F#J'#

终止位置"%V#

HT0

C)=8-QTW$* [Be)(/93+N* ?"J̀̀$A0,/ /+, S// /33 S9)

C)=8-QTV$* [Be)(3,),N* ?"J̀̀$A09-/ (-( 939 (-9 -9,

C)=8-QTU$* [Be))33(*N* ?"J̀̀$A0*33) 93 /(* *(S 3,,

C)=8-QRX$* [Be))93)3N* ?"J̀̀$A0()/ ,/) 3,3 ,/9 3/*

C)=8-QRS$* [Be)*(/,*N* ?"J̀̀$A0(S9 ,+/ /-- ,++ -S*

88测序结果和序列组装通过 P[>?#J'BJ?&'W&T&

软件包 " M##V$

$

bbbN0TJ?#J'N"$@4# 完成( 利用

[=aD网上!Lj查找工具 !Ljj1T0&'"M##V$

$

bbbN

T"%1NTA@NT1MNW$Y4W$'̀4W$'̀NM#@A#查找基因开放阅

读框)利用网上 H7;>FZ翻译软件进行翻译预测氨

基酸序列"M##V$

$

b&%N&7VJ?ZN$'W4#'JT?AJ#&4#)利用

[=aD在线软件 =PP" M##V$

$

bbbNT"%1NTA@NT1MN

W$Y4"004#和H:aB在线软件 F:>L<"M##V$

$

?@J'#N

&@%AGM&10&A%&'WN0&4?@J'#4?&#t@$0&N"W1- [!L:>B

p*#对氨基酸序列保守结构域进行预测)利用

<:C::?&'Y&'YN(N) " M##V$

$

bbbN"%?N0#XN064

?&'Y1"&?4<:C::4#对跨膜结构进行预测)利用

;'$#VJ'J@ " M##V$

$

b&%N &7VJ?ZN $'W4"W1G%1T4

V'$#VJ'J@#对氨基酸序列进行理化特性分析!所得氨

基酸序列通过[=aD网上aB>F<程序"M##V$

$

%AJ?#N

T"%1NTA@NT1MNW$Y4aAJ?#N"W1#与 \&TaJT6 中的 T'库

进行同源性搜索并用=AX?#JAI("BJ'61T /#$)N! ())+#

与其他昆虫同源序列进行多序列比对!采用邻接法

"[&1WM%$'Ĝ$1T1TW@&#M$0 # 在 :H\>-N) 软件中

"<J@X'J/#$)N! ()**#完成系统发育树的构建!各分

支重复检验次数均为 * ))) 次(

:?@;3470"89:(: 基因的D67*实验

C)=8-QRS$* 是蜕皮激素合成最后一步相关酶

的编码基因( 采用 >@%1$T 试剂盒":H\>?"'1V#<+

C1WM ]1&A0 <'JT?"'1V#1$T _1#! >X?#1T! eF>#进行双链

L[>"0$X%A&?#'JT0&0 L[>! 0?L[># 0?L[>的体外

转录合成( 根据试剂盒操作说明合成目标基因

"C)=8-QRS$*#和用作对照的绿色荧光蛋白基因

"LG3#的 0?L[>序列!相关引物序列见表 (( 在分

光光度计下测量 0?L[>的浓度!根据浓度加入不

同体积的无 L[>J?&水!调节 0?L[>浓度约为

SN)

!

W4

!

B(

选取褐飞虱 / 龄 * 日龄若虫和 - 龄 / 日龄若

虫!通过显微注射仪将 C)=8-QRS$*P0?L[>或 LG3G

0?L[>注射至试虫体内"注射量$(- TB0?L[>4每

头 " /龄若虫 #和*)) TB0?L[>4每头 " -龄若虫 #
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"IX&/#$)N! ()*-##( 注射 * 0后!移除死亡的褐飞

虱!随后逐日观察试虫的存活数)若虫发育情况及表

型"- 龄注射试虫在成虫第 S 天进行解剖并观察卵

巢发育情况#!并在在基恩士公司的超景深三维显

微系统iCIG,))) 下拍摄表型图片( 每处理设置 -

个重复!每重复 (- 头褐飞虱!于注射后第 S 天随机

取 / 个重复!每个重复取 - f*) 头用于提取总 L[>

并反转录成 "P[>!方法见 *N/ 节!用于进行定量

;=L"方法同 *NS 节#验证和分析( 相关引物序列见

表 ((

表 <;本研究所用引物

#14O%<;"/*+%/232%$*',.*22,3$)

引物

;'1@&'?

正向引物 "-u./u#

j$'bJ'0 ?&nX&T"&?

反向引物 "-u./u#

L&Y&'?&?&nX&T"&?

扩增长度 "%V#

>@VA1"$T ?1c&

引物用途

;X'V$?&

[A=ZV/)(J* \=<\\==<\<<=>>>>><=\< <<>\><<==>\\===>=>=<\ ( )3+

[A=ZV/),J* ><==<\=\><\\>\>\<==< =<=>=>=<=>=>>>>=>><<<=<=> * S-S

[A=ZV/)+J* =<><=\=>\<=><=>>==\= <\<>\=>>=\<\<\\>>=\> * /// 基因克隆 \&T&"A$T1TW

[A=ZV/*-J* >==\><\>>==>==<<=<== ==><<==\<>\\\=\<>\>\ * *,3

[A=ZV/*SJ* =>\<<=>\\\>\=\<=<\<= >=<\\<===>><\<=<\<<\\ * 39(

0?[A=ZV/*SJ* <+G<\<<<<=\=<\\==>=><<= <+G=>=\<<<=\==<<\<<=\<< S,) 双链L[>合成 0?L[>

n[AL;F** ==\><=\<\<\\=\<<\>>\\\ ><\\==\>=><<=<<==>\\<== *-9

n[AL;F*- <>>>>><\\=>\>=\>>\>\===>> <<==>=\\<<\>>>=\<=<\=\ *-)

n[A=ZV/)(J* \<=\<=\=<=><\=<<><\< \<=>\<\<==<<=>\==<=> *S+

n[A=ZV/),J* =<\><=>>\=>\\=<<<=>> =><=<<\\>==<<=>\>\=> **) 定量;=LnL<G;=L

n[A=ZV/)+J* \=>><>><<===<<\===<> >>\=>=<=<\==<==<=><< *S(

n[A=ZV/*-J* =\\>><\\\><<\>\>>\<< =\=>\\<<\><>=>>\><\\ *)S

n[A=ZV/*SJ* <<\<<\=<=>\==><=<<<= <\=<\\\>><\<=\<><<\< *)(

n[Aj<EGj* >===<\>>\<\>\>\\\<<\ <\<\\><<<=>\\=><=>=< *-)

:?C;实时定量"AD

nL<G;=L分析采用 <$Z$%$公司生产的 F]aL

\'&&T :17试剂盒!参考操作说明!反应体系共 ()N)

!

B$ ,NS

!

B00C

(

!! *)

!

B酶预混液!上下游引物

"*)N)

!

@$A4B#各 )N3

!

B!不同组织)龄期和不同

0?L[>处理试虫模板 (N)

!

B( 反应程序$ 9-h预

变性 /) ?% 9-h变性 - ?! ,)h退火及延伸 /- ?! S-

个循环( 基因的相对表达量计算采用 (

.

%%

=#法

"B1YJ6 JT0 F"M@1##W&T! ())*% iJT0&?$@V&A&/#$)N!

())(#!内参基因选用 C);3,** 和 C);3,*-"]XJT /#

$)N! ()*S#( 相关引物序列见表 ((

:NG;数据分析

数据分析采用 P;F 数据处理系统 "<JTWJT0

EMJTW! ()*/#!其中两个处理采用 #检验进行比较!

两个以上处理采用单因素方差分析 "!T&GbJZ

>[!i>#或双因素方差分析"<b$GbJZ>[!i>#!并

采用PXT"JT氏新复极差法进行多重比较%百分数用

反正弦平方根转换( 文中所用数据均为平均值g标

准误",%#(

<;结果

<?:;褐飞虱蜕皮激素合成途径H1OO-9%%'基因

(R67序列克隆与系统发育分析

88基于褐飞虱基因组和转录组数据!检索并克隆

获得 - 个褐飞 虱 CJAA$b&&T 基 因$ C)=8-QTU$*

"\&TaJT6 登录号$ _:(*+)*SN* #! C)=8-QTV$*

"\&TaJT6 登录号$ _:(*+)*/N* #! C)=8-QTW$*

"\&TaJT6 登录号$ _:(*,99-N* #! C)=8-QRX$*

"\&TaJT6 登录号$ _:(*,993N* # 和 C)=8-QRS$*

"\&TaJT6 登录号$ _e9(3*+(#!!Lj长度分别为

* 9/-! * -))! * ,9(! * SS/ 和 * ,(9 %V!推导得到的

氨基酸序列长度分别为 ,SS! S99! -,/! S3) 和 -S(

JJ!氨基酸序列与同为飞虱科的灰飞虱 A$'./)-9$1

:#0+$#/))$或白背飞虱 ,'*$#/))$ 520"+5/0$ 同源基因编

码的氨基酸序列一致性分别达 3+O! 3+O! 3SO!

3+O和 9-O( 此外!基于氨基酸序列的系统进化树

表明!褐飞虱 - 个CJAA$b&&T基因编码的氨基酸序列
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与其他昆虫中相应的同源序列聚在一起!其中

C)=8-QTU$* 和 C)=8-QTV$* 属于细胞色素 ;S-)

" =];?# 家 族 的 =];( 类 群! C)=8-QTW$*!

C)=8-QRX$* 和 C)=8-QRS$* 属于细胞色素 ;S-)

"=];?#家族的线粒体类群"图 *#(

图 *8基于氨基酸序列构建的昆虫CJAA$b&&T蛋白系统进化树"邻接法#

j1WN*8;MZA$W&T&#1"#'&&$̀CJAA$b&&T W&T&?̀'$@1T?&"#?'&"$T?#'X"#&0 b1#M #M&T&1WM%$'G5$1T1TW@&#M$0

%J?&0 $T #M&J@1T$J"10 ?&nX&T"&

依据来自黑腹果蝇D0':'-9+)$ (/)$&'*$:#/0"P@#)西方蜜蜂!-+:(/))+5/0$ ">@#)金小蜂 C$:'&+$ <+#0+-/&&+:"[Y#)赤拟谷盗 @0+7')+2("$:#$&/2(

"<"#)冈比亚按蚊!&'-9/)/:*$(7+$/">J#)家蚕6'(781('0+"a@#)白背飞虱 ,'*$#/))$ 520"+5/0$ "F #̀ )灰飞虱 A$'./)-9$1:#0+$#/))$ "B?#和褐飞虱

C+)$-$0<$#$ )2*/&:"[A#的 CJAA$b&&T 蛋白的氨基酸序列!利用 =BeF<I和 :H\>软件构建昆虫 CJAA$b&&T 基因的系统进化树!其中 (G=AJT 和

:1#$G=AJT分别表示;S-) 的=];( 和线粒体类群( 图中蛋白名称的前两个字母表示其所属物种名称的简写!括号里的代号为该蛋白的\&TaJT6

登录号( 进化树节点数字代表自展 * ))) 次重复检验百分比值!且图中只显示大于 -)O的自展检验百分比( <M&VMZA$W&T&#1"#'&&bJ?W&T&'J#&0

%Z=BeF<IJT0 :H\>%J?&0 $T #M&CJAA$b&&T J@1T$J"10 ?&nX&T"&?̀'$@D0':'-9+)$ (/)$&'*$:#/0"P@#! !-+:(/))+5/0$ ">@#! C$:'&+$ <+#0+-/&&+:

"[Y#! @0+7')+2("$:#$&/2("<"#! !&'-9/)/:*$(7+$/">J#! 6'(781('0+"a@#! ,'*$#/))$ 520"+5/0$ "F #̀ ! A$'./)-9$1:#0+$#/))$ "B?# JT0 C+)$-$0<$#$

)2*/&:"[A#N<M&(G=AJT JT0 :1#$G=AJT '&V'&?&T##M&=];( JT0 @1#$"M$T0'1JA;S-) "AJT?! '&?V&"#1Y&AZN<M&̀1'?##b$A&##&'?$̀#M&V'$#&1T TJ@&1T01"J#&

#M&$'1W1T ?V&"1&?J%%'&Y1J#1$T! JT0 #M&"$0&1T #M&%'J"6&#?'&V'&?&T#?#M&\&TaJT6 J""&??1$T TX@%&'N<M&#&?#$̀VMZA$W&TZbJ?"J''1&0 $X#X?1TWJ

%$$#?#'JV JTJAZ?1?$̀* ))) '&VA1"J#1$T?! JT0 %$$#?#'JV YJAX&?Q-)O J'&?M$bT $T &J"M T$0&$̀#M&#'&&N

88() 羟基蜕皮酮是引起蜕皮的作用物!其合成是

由=];/*S>* 催化蜕皮酮完成!=];/*S>* 催化反

应也是合成蜕皮激素的最后一步 ";&#'Z6 /#$)N!

())/% L&b1#c/#$)N! ()),"#( C)=8-QRS$* 分子特征

分析表明!其编码蛋白 [A=];/*S>* 由 -S( 个氨基

酸残基组成!分子式为 =

(3+3

C

SS/+

[

+S-

!

+3(

F

(-

!理论分

子量和等电点分别为 ,(N*3 6P和 +29(%半衰期约

/) M!不稳定参数为 -*N)9!属于不稳定蛋白( 跨膜

结构域预测结果表明!该蛋白存在两个跨膜区域!分

别位于 (* .S/ 和 /S- ./,+ 位氨基酸之间"图 (#(

此外![A=];/*S>* 具有 - 个 ;S-) 的保守结构域

d777L"C&A17G=#! \7H4P<<4F " C&A17GD#! H77L

" C&A17G_#! ;77j7;H4PLj " ;HLj @$#1̀# 和

;j77\7L7=7\4>" M&@&G%1T01TW0$@J1T#!其中 17*

代表任意氨基酸!其结构域也说明 [A=];/*S>* 是

典型的线粒体酶( 同时 [A=];/*S>* 与黑腹果蝇

D4(/)$&'*$:#/0)埃及伊蚊 !/./:$/*8-#+! 冈比亚按

蚊!&'-9/)/:*$(7+$/! 西方蜜蜂 !-+:(/))+5/0$! 蝇蛹

金小 蜂 C$:'&+$ <+#0+-/&&+:! 佛 罗 里 达 弓 背 蚁

=$(-'&'#2:5)'0+.$&2:! 家蚕 6'(781('0+! 棉铃虫
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F/)+"'</0-$ $0(+*/0$! 甘蓝夜蛾 ?$(/:#0$ 70$::+"$/!

白背飞虱 ,'*$#/))$ 520"+5/0$! 灰飞虱 A$'./)-9$1

:#0+$#/))$! 赤拟谷盗@0+7')+2("$:#$&/2(和马铃薯甲

虫 A/-#+&'#$0:$ ./"/()+&/$#$ 的 =];/*S>* 蛋白序列

在;S-) 的保守结构域具有高度一致性"图 /#( 进

化分析发现!其与同为飞虱科的白背飞虱和灰飞虱

的=];/*S>* 蛋白序列聚在一起"图 S#( 这些结果

表明 本 研 究 克 隆 得 到 的 序 列 确 为 褐 飞 虱

C)=8-QRS$* 基因片段(

图 (8褐飞虱[A=];/*S>* 蛋白跨膜结构域

j1WN(8<M&JTJAZ?1?$̀V$?1#1$T $̀V$??1%A&#'JT?@&@%'JT&M&A1"&?$̀[A=];/*S>* 1T C+)$-$0<$#$ )2*/&:

图 /8褐飞虱[A=];/*S>* 及其他昆虫同源序列的多序列比对

j1WN/8<M&@XA#1VA&JA1WT@&T#$̀[A=];/*S>* 1T C+)$-$0<$#$ )2*/&:JT0 M$@$A$W?̀'$@$#M&'1T?&"#?

蛋白来源物种及\&TaJT6登录号!'1W1T ?V&"1&?$̀V'$#&1T?JT0 #M&1'\&TaJT6 J""&??1$T TX@%&'?$ P@=];/*S>*$黑腹果蝇D0':'-9+)$ (/)$&'*$:#/0!

>>R)-9+(N*% >J=];/*S>*$ 埃及伊蚊!/./:$/*8-#+! >>I3-()3N*% >W=];/*S>*$冈比亚按蚊!&'-9/)/:*$(7+$/! >aeS(-(-N*% >@=];/*S>*$

西方蜜蜂 !-+:(/))+5/0$! [;t))*)/-/S+N*% [Y=];/*S>$ 金小蜂 C$:'&+$ <+#0+-/&&+:! [;t))**,,)*9N*% =̀=];/*S>*$ 弗罗伦达弓背蚁

=$(-'&'#2:5)'0+.$&2:! Hj[,9)*9N*% a@=];/*S>*$ 家蚕 6'(781('0+! [;t ))**),(*9N*% CJ=];/*S>*$ 棉铃虫 F/)+"'</0-$ $0(+*/0$!

>B̂3S)-SN*% :%=];/*S>*$ 甘蓝夜蛾?$(/:#0$ 70$::+"$/! a>[,,/*-N(% F =̀];/*S>*$白背飞虱 ,'*$#/))$ 520"+5/0$! >\e*,SS-N*% B?=];/*S>*$

灰飞虱 A$'./)-9$1:#0+$#/))$! >\e*,S-)N*% <"=];/*S>*$ 赤拟谷盗 @0+7')+2( "$:#$&/2(! [;t))**(/39SN*% B0=];/*S>*$ 马铃薯甲虫

A/-#+&'#$0:$ ./"/()+&/$#$! >\<-+3S/N*( 图 S 同<M&?J@&̀$'j1WNSN黑色实线表示;S-) 蛋白保守结构域( <M&"$T?&'Y&0 @$#1̀?$̀=];/*S>*?J'&

@J'6&0 %Z%AJ"6 ?$A10 A1T&?N
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图 S8褐飞虱[A=];/*S>* 及其他昆虫同源序列的系统进化树"邻接法#

j1WNS8;MZA$W&T&#1"#'&&$̀[A=];/*S>* 1T C+)$-$0<$#$ )2*/&:JT0 M$@$A$W?̀'$@$#M&'1T?&"#?

进化树节点数字代表自展检验百分比值!且图中只显示大于 -)O的自展 * ))) 次重复检验百分比( <M&#&?#$̀VMZA$W&TZbJ?"J''1&0 $X#X?1TWJ

%$$#?#'JV JTJAZ?1?$̀* ))) '&VA1"J#1$T?! JT0 %$$#?#'JV YJAX&?Q-)O J'&?M$bT $T &J"M T$0&$̀#M&#'&&N

<N<;褐飞虱蜕皮激素合成相关基因的时空表达模式

88对CJAA$b&&T基因在褐飞虱 - 龄若虫不同发育

时间的表达模式进行检测!结果表明!编码蜕皮激素

合 成 相 关 基 因 C)=8-QTU$*! C)=8-QTV$*!

C)=8-QTW$*! C)=8-QRX$* 和 C)=8-QRS$* 的表达量

在整个 - 龄若虫期内呈现波动状!且均在 - 龄蜕皮

后的第 (S M和 ,) M 出现表达量峰值"图 -#( 不同

龄期表达动态结果显示!C)=8-QRS$* 在褐飞虱各个

龄期均有表达!且在成虫中的表达量最高"图 ,$

>#%组织表达模式检测结果表明!C)=8-QRS$* 基因

在 - 龄若虫胸中表达量较头和腹中高!在脂肪体中

的表达量最高!其次是足)表皮)翅芽!中肠中表达量

最低"图 ,$ a#(

<?=;褐飞虱蜕皮激素合成途径最后一步基因

3470"89:(: 的功能分析

88对注射 0?L[>S 0 后的试虫 C)=8-QRS$* 基因

表达量的变化进行检测!结果表明!C)=8-QRS$* 在

C)=8-QRS$*GL[>1试虫中的表达量较LG3对照试虫

中的表达量显著下降了 3SN,O"3l)N)*#( 检测蜕

皮激素信号通路下游响应基因 C)G@HPG* 的表达

量!发现其在 C)=8-QRS$*GL[>1试虫中的表达量较

LG3对照试虫中的表达量也显著下降了 ,SN*O

"3l)N)*#%而 蜕 皮 激 素 合 成 途 径 上 游 基 因

C)=8-QTW$* 在 C)=8-QRS$*GL[>1试虫与对照 LG3

试虫中表达量没有显著差异"图 +$ >#(

连续观察注射 0?L[>后试虫的存活情况!发现

从注射后第 / 天开始!注射C)=8-QRS$*G0?L[>试虫

的存活率显著低于注射 LG3G0?L[>试虫的存活率

"3l)N)*#!且注射C)=8-QRS$*G0?L[>试虫的存活

率随着注射时间的延长持续下降!至注射后第 + 天仅

为 -N)O!而注射LG3G0?L[>试虫在注射后第 +天的

存活率为 9/N/O!继续观察发现!至注射后第 9 天注

射C)=8-QRS$*G0?L[>的试虫全部死亡"图 +$ a#(

通过观察注射 0?L[>后试虫的蜕皮和卵巢发

育情况发现!/ 龄注射 LG3G0?L[>后的试虫能正常

蜕皮至下一龄期 "图 3$ >#!而注射 C)=8-QRS$*G

0?L[>后的试虫不能正常蜕皮至 S 龄若虫而死亡!

死亡虫体出现背板表皮裂开)旧表皮组织出现拖尾)

未蜕皮若虫出现蜂腰等表型"图 3$ a#( 另 - 龄若

虫注射LG3G0?L[>后在其羽化后 S 0 的卵巢内有

正常香蕉状卵形成"图 3$ =#!而注射 C)=8-QRS$*G

0?L[>试虫卵巢发育畸形!初级卵母细胞中只有椭

圆干瘪的卵"图 3$ P#!经产卵量调查未发现有若虫

孵出!且未在水稻苗上发现卵块(
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图 -8CJAA$b&&T基因在褐飞虱 - 龄若虫不同发育时间的表达模式

j1WN-8L&AJ#1Y&&7V'&??1$T VJ##&'T?$̀CJAA$b&&T W&T&?0X'1TW#M&01̀̀&'&T#0&Y&A$V@&T#JA#1@&

$̀-#M TZ@VMJA1T?#J'1T C+)$-$0<$#$ )2*/&:

[S$ S 龄若虫 S#M 1T?#J'TZ@VMN[-G)M .[-G3SM代表- 龄若虫蜕皮后) .3S M每隔*( M取- 龄若虫不同发育时间试虫样品( 双星号表示表达波

峰与波谷具有极显著性差异"3l)N)*!方差分析中的PXT"JT氏新复极差法检验#( [- .) M ") M $̀-#M 1T?#J'# #$[- .3S M "3S M $̀-#M 1T?#J'#

'&̀&'?#$) .3S M J̀#&'&"0Z?1?$̀-#M 1T?#J'TZ@VMNP$X%A&J?#&'1?6 1T01"J#&?&7#'&@&AZ?1WT1̀1"JT#01̀̀&'&T"&"3l)N)*! PXT"JT*?1T >[!i># %&#b&&T

&7V'&??1$T V&J6?JT0 YJAA&Z?N

图 ,8C)=8-QRS$* 基因在褐飞虱不同龄期">#和不同组织"a#中的表达谱

j1WN,8<&@V$'JA"># JT0 #1??X&?V&"1̀1""a# &7V'&??1$T VJ##&'T?$̀C)=8-QRS$* 1T C+)$-$0<$#$ )2*/&:

>NH\\$卵HWW% [* .[-$ * .-龄若虫*?#.-#M 1T?#J'TZ@VM! '&?V&"#1Y&AZ% >0$成虫>0XA#NaNC&$头C&J0% <M$胸<M$'J7% >%$腹>%0$@&T% DT$

表皮DT#&WX@&T#% :W$ 中肠:10WX#% d1$翅芽d1TW%X0% B&$足B&W% j%$ 脂肪体jJ#%$0ZN柱上不同字母表示显著性差异"3l)N)-!方差分析中的

PXT"JT氏新复极差法检验#( iJAX&?@J'6&0 %Z01̀̀&'&T#A&##&'?J'&?1WT1̀1"JT#AZ01̀̀&'&T#J##M&-O A&Y&A%ZPXT"JT*?#&?#1T >[!i>N
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图 +8注射C)=8-QRS$*G0?L[>对褐飞虱体内C)=8-QRS$*! C)G@HPG* 和C)=8-QTW$* 基因表达水平">#

及褐飞虱若虫存活率"a#的影响

j1WN+8H̀&̀"#$̀0?C)=8-QRS$* $T #M&&7V'&??1$T A&Y&A?$̀C)=8-QRS$*! C)G@HPG*! C)=8-QTW$* W&T&?">#

JT0 #M&?X'Y1YJA'J#&$̀C+)$-$0<$#$ )2*/&:TZ@VM?"a# J̀#&'1T5&"#1$T $̀C)=8-QRS$*G0?L[>

>$ 注射C)=8-QRS$*G0?L[>和 LG3G0?L[>S 0 后褐飞虱 / 龄若虫体内 C)=8-QRS$*! C)G@HPG* 和 C)=8-QTW$* 基因的表达水平 H̀ &̀"#$̀

0?C)=8-QRS$* $T #M&&7V'&??1$T A&Y&A?$̀C)=8-QRS$*! C)G@HPG* JT0 C)=8-QTW$* 1T 1T5&"#&0 /'0G1T?#J'"[/# J#̀$X'0JZ?J̀#&'1T5&"#1$TNa$ 注射

C)=8-QRS$*G0?L[>和\j;G0?L[>后褐飞虱存活率结果<M&?X'Y1YJA'J#&V&'̀$'@JT"&$̀C4)2*/&:TZ@VM??X%5&"#&0 #$0?C)=8-QRS$* 1T5&"#1$TN双

星号表示 0?C)=8-QRS$* JT0 0?\j;经#测验具有极显著性差异"3l)N)*#( P$X%A&J?#&'1?6 1T01"J#&?&7#'&@&AZ?1WT1̀1"JT#01̀̀&'&T"&"3l)N)*#

%&#b&&T 0?C)=8-QRS$* JT0 0?LG3%ZF#X0&T#*?#G#&?#N

图 38干扰C)=8-QRS$* 基因导致的褐飞虱蜕皮缺陷">和a#和卵巢畸形表型"=和P#

j1WN38;M&T$#ZV1"0&̀&"#?$̀&"0Z?1?">JT0 a# JT0 $YJ'Z"=JT0 P# "JX?&0 %ZC)=8-QRS$*GL[>11T C+)$-$0<$#$ )2*/&:

=;讨论与结论

本研究利用L<G;=L技术克隆获得褐飞虱蜕皮

激 素 合 成 途 径 CJAA$b&&T 基 因 C)=8-QTW$*!

C)=8-QTV$*! C)=8-QTU$*! C)=8-QRX$*和C)=8-QRS$*

的含!Lj区的"P[>序列!进化分析发现褐飞虱体

内 - 个 CJAA$b&&T 基因分别属于细胞色素 ;S-)

"=];?#家族的=];(类群"C)=8-QTU$*和C)=8-QTV$*#

和细胞色素 ;S-) "=];?# 家族的线粒体类群

"C)=8-QTW$*! C)=8-QRX$* 和 C)=8-QRS$*#!且每个

基因编码的氨基酸序列都与其在其他昆虫中的同源

蛋白序列聚在一起!这与黑腹果蝇"L&b1#c/#$)N!

())+#)豌豆蚜"=M'1?#1J&T?/#$)N! ()*)#)灰翅夜蛾

,-'.'-#/0$ ($20+#+$"DWJJT0 F@JWWM&! ()*)#中的研

究结果一致!说明 CJAA$b&&T 基因和蜕皮激素合成

途径在昆虫进化过程中十分保守( [A=];/*S>* 氨

基酸序列中的线粒体特征结构域说明其是典型的线
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粒体酶%通过跨膜结构域预测!发现 [A=];/*S>* 氨

基酸序列具有两个跨膜结构域!这一结构有利于

H():!运输至昆虫的血淋巴和各个组织中完成蜕

皮激素合成的最后一步反应!即可将无活性的蜕皮

酮催化成具有活性的 ()G羟基蜕皮酮(

褐飞虱体内CJAA$b&&T 基因在 - 龄若虫不同发

育时间的表达模式显示!这 - 个基因在 - 龄若虫蜕

皮后出现两个表达峰值!这与褐飞虱蜕皮激素滴度

在蜕皮后出现两个峰值的结果一致"_$%JZJ?M1/#

$)N! *939#!与灰飞虱体内 A::9$./基因的表达模式

也相似" 1̂J/#$)N! ()*/#( 其他昆虫中的研究也表

明!蜕皮激素合成相关基因在某一龄期内的表达量

会出现两个峰值!且主峰前面的小峰对于起始蜕皮

激素的合成具有重要作用 "L&b1#c/#$)N! ()),J!

()),%! ()),"% DWJJT0 F@JWWM&! ()*)% dJT /#$)N!

()*S#( C)=8-QRS$* 在褐飞虱若虫组织中的表达模

式显示!其在脂肪体中的表达量最高!这与黑腹果蝇

幼虫中的原位杂交结果显示 =8-QRS$* 在黑腹果蝇

幼虫脂肪体组织中的表达量高的结果一致";&#'Z6

/#$)N! ())/#!说明在昆虫脂肪体中也可能通过产生

蜕皮激素参与到昆虫的生长发育和繁殖过程(

昆虫蜕皮过程受蜕皮激素和保幼激素共同调

控!而蜕皮激素级联反应又是蜕皮激素的响应途径!

直接调控蜕皮相关基因的表达( 在黑腹果蝇)德国

小蠊 6)$##/))$ */0($&+"$ 和马铃薯甲虫中的研究表

明!G@HPG* 作为蜕皮激素级联反应中的关键响应基

因!在昆虫的蜕皮和变态过程中具有重要作用!对

G@HPG* 基因进行沉默后!会出现昆虫蜕皮和化蛹困

难并导致死亡"a'$J0X?/#$)N! *999% j$'#1&'/#$)N!

())/% ='Xc/#$)N! ())3% B1X /#$)N! ()*S#( 通过注

射 0?L[>后的定量检测结果表明!C)=8-QRS$* 基因

的沉默对蜕皮激素合成途径上游基因 C)=8-QTW$*

的表达无显著影响!推测在褐飞虱体内 C)=8-QRS$*

基因可能也是褐飞虱蜕皮激素合成途径中的最后一

步基因%C)=8-QRS$* 基因表达水平的降低会导致蜕

皮激素级联反应响应基因 C)G@HPG* 表达量的下

降!说明干扰C)=8-QRS$* 基因后试虫出现蜕皮困难

而出现畸形虫体并有强烈致死作用!这可能是由于

C)=8-QRS$* 基因编码的蛋白通过控制褐飞虱体内

蜕皮激素滴度来调控 C)G@HPG* 等蜕皮激素级联反

应响应基因的表达!从而影响褐飞虱的蜕皮过程(

实验结果还表明!C)=8-QRS$* 可能通过控制蜕皮激

素的合成参与到褐飞虱卵母细胞的发育)卵黄原蛋

白的 产 生 或 填 充 过 程 中! 这 与 家 蚕 中 发 现

6(=8-QRS$* 基因被沉默后会引起家蚕化蛹及卵巢

发育异常的结果一致!但其中的作用机理有待进一

步研究( 上述结果均表明!C)=8-QRS$* 参与了褐飞

虱蜕皮变态和繁殖进程的调控!为进一步利用

C)=8-QRS$* 防治褐飞虱方面提供了有力的依据(

综上所述!本研究基于同源序列比对)褐飞虱基

因组和转录组数据!鉴定获得了 - 个褐飞虱参与蜕

皮激素合成的 CJAA$b&&T 基因!即 C)=8-QTU$*!

C)=8-QTV$*! C)=8-QTW$*! C)=8-QRX$* 和 C)=8-QRS$*(

这 - 个CJAA$b&&T 基因在进化上非常保守!分属于

细胞色素;S-)"=];?#家族的 =];( 和线粒体两大

类群( - 个CJAA$b&&T 基因均在褐飞虱蜕皮后 (S M

和 ,) M时出现表达高峰!这一表达规律对于褐飞虱

蜕皮过程的完成起到重要作用( CJAA$b&&T 基因表

达水平的降低会导致褐飞虱生长发育和繁殖受阻!

提示褐飞虱CJAA$b&&T基因参与了褐飞虱蜕皮变态

和繁殖进程的调控!同样也为 CJAA$b&&T 基因在褐

飞虱防治方面的潜在应用提供了理论依据(
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