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摘要! %目的&保幼激素受体:$;<"='$>$?;"@$'A>;":$;#控制保幼激素信号传导途径中重要下游转录因子 B'C==$@?

<"%"@"D* "B'?<*#的表达!调控昆虫的变态发育' 本研究旨在探究褐飞虱-+)$.$/0$#$ )1*2&342#基因与5/67* 在褐

飞虱变态发育中的功能' %方法&利用EFG技术扩增 -)42#基因的 HGI序列' 通过 G!J干扰技术分别或同时沉

默褐飞虱若虫的-)42#和-)5/67* 基因!进一步研究其功能' %结果&克隆得到-)42#!其开放阅读框包含 * *,+ &=!

编码 3.+ 个氨基酸!包括 &KLK!EJM?J!EJM?N和 EJFO 个结构域(其中 EJM?N和 EJF保守性较高!而 &KLK和

EJM?J保守性相对较低' 采用G!J干扰技术沉默-)42#和-)5/67* 基因后发现!单独对 O 龄若虫-)5/67* 基因干扰

后!若虫阶段及初羽化雌虫和雄虫死亡率均显著上升"8P)Q)+#(对 + 龄若虫-)5/67* 基因干扰后只有若虫死亡率

上升"8P)Q)+#!单独对-)42#基因干扰后死亡率没有显著变化"8R)Q)+#(二者共同沉默后的死亡率同单独对

-)5/67* 沉默时类似' 此外!我们还发现单独对 O 龄若虫-)5/67* 干扰后在雌虫中出现了生殖器畸形!虽然-)42#干

扰并未出现生殖器发育畸形现象!但二者共同干扰后!在若虫)初羽化雌雄成虫中畸形比例均显著增加"8P)Q)+#'

%结论&-)42#与下游转录因子-)5/67* 对褐飞虱变态发育起到重要作用!影响若虫到成虫的变态和外生殖器的发

育' 本研究有助于揭示-)42#和-)5/67* 在昆虫变态发育中的重要作用'

关键词! 褐飞虱( 变态( 保幼激素受体基因( 保幼激素信号途径( G!J干扰

中图分类号! S.2299文献标识码! J99文章编号! )O+O?2(.2"()*+#**?**+*?).
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99昆虫具有两种不同类型的生长发育形式$半变

态和完全变态' 前者包括蝗虫和蟑螂等!其幼虫

"又称为*若虫+#与成虫的形态相似' 后者包括果

蝇和蜜蜂等!其幼虫与成虫的形态差别很大!整个发

育过程中要经历卵)幼虫)蛹和成虫 O 个阶段

"B'0];$>]$>! *...#' 无论是半变态还是完全变态

昆虫!它们在发育过程中都依赖保幼激素的调控

"W0@&$';2#$)Q! ()))#' 保幼激素是咽侧体分泌的一

类倍半萜烯激素!它能调控昆虫包括变态发育)蜕

皮)季节性滞育以及刺激雌性成虫卵黄形成等一系

列重要的生理过程"!05<"U;! *..O( :0>A6U7<02#$)Q!

()),( X0>/'A2#$)Q! ()*3#'

目前已有利用保幼激素类似物作为杀虫剂控制

农业害虫的范例!如烯虫酯)双氧威和吡丙醚等

"M@A%A! *.c*#等' 然而!保幼激素信号传导的分子

机 理 依 然 不 是 很 明 确 " G0//0\"'/! ()*( #'

:$;<"='$>$?;"@$'A>;":$;#被认为是保幼激素的受体

"V0@]"> A>/ IA&0A>! *.,2#' 该受体蛋白最初在黑

腹果蝇 :/'3'.7+)$ (2)$&'*$3#2/中被发现!它能以高

度的亲和性与保幼激素相结合":0U'A2#$)Q! ())+#!

然后激活下游转录因子 B'C==$@?<"%"@"D* "B'?

<*#!最终影响昆虫幼虫期生长发育及相关形态的

改变":0>A6U7<02#$)Q! ()).#' !@:$;属于 &KLK?

EJM家族成员!它在昆虫生理和发育过程中!处于基

因表达网络中的重要调节部位 "B$b@$_2#$)Q!

())O#' 以往研究赤拟谷盗 ;/+<')+1("$3#$&21(时

发现!42#的沉默能引发幼虫过早地向蛹期发育

"B">"="#AA>/ X0>/'A! ())c #(G!J干扰始红蝽

8=//7'"'/+3$.#2/1342#也发现了类似现象"M%_6A@2#

$)Q! ()*O#' B'?<* 是含有F

(

和K

(

锌指结构的转录

因子!它在昆虫胚胎和早期若虫期表达活跃!参与调

控胚胎发育)维持幼虫性状 " M7<U< 2#$)Q! *.,2(

:0>A6U7<02#$)Q! ()**#

褐飞虱-+)$.$/0$#$ )1*2&3是一种重要的迁飞性

水稻害虫!它属于半变态昆虫 "N$';U]"2#$)Q!

())(#' 了解其保幼激素信号传导途径在变态发育

中的作用及其机理!可以为利用激素类似物进行害

虫防治提供理论依据' 在本研究中!我们以褐飞虱

为研究对象!通过克隆 42#基因!并采用 G!J干扰

技术!干扰 -)42#和 -)5/67* 基因的表达!从而揭示

-)42#和-)5/6* 以及二者在褐飞虱变态发育过程中

的协同作用'

!;材料和方法

!<!;试虫

褐飞虱虫源由浙江大学昆虫科学研究所祝增荣

教授提供!饲养于温室水稻中!饲养温度为 (+f!相

对湿度 2)g!光照周期为 *2Lh,[' 用于实验的试

虫已在温室中繁殖 () 代以上'

!<=;主要试剂及仪器

G!J提取试剂盒a'0̀"@"aABAGA#' 反转录试剂

盒a'A>]7'0=;"'I0'];M;'A>/ 7[!JM_>;<$]0]"G"7<$#(

E'0%$M7'0=;Ga?EFG 试 剂 盒 " aABAGA#( G!J

E'"/U7;0"> M_];$%?ac 试 剂 盒 " G0&":JZ

a:

LA'D$

M7A@$! E'"%$D#' 注 射 仪 器$ !A'0]<0D$ Y>5$7;0">

M_];$%":!?*+*! !A'0]<0D$#' 实验所用的引物及测

序均由上海桑尼生物公司完成'

!<>;褐飞虱0+!"#基因的克隆及蛋白结构域分析

!Q>Q!9总 G!J提取及 7[!J的合成$ 取饲养在实

验室的雌雄褐飞虱成虫"长翅雌虫和雄虫)短翅雌

虫和雄虫各 ( 头#进行混合提取!参照G!J0]"

a:

E@U]

说明书!利用苯酚?氯仿抽提和异丙醇沉淀的方法提

取总G!J!将提取的总G!J溶于[dEF处理水后使

用!A>"/'"= *))) 测定核酸浓度' 参照 a'A>]7'0=;"'

I0'];M;'A>/ 7[!JM_>;<$]0]试剂盒合成7[!J'

!Q>Q=9褐飞虱-)42#基因的克隆$ 根据褐飞虱转录

组数据并采用 E'0%$'3 H>@0>$"<;;=$44bbbQ]0%D$>$Q

7"%4E'0%$'3#设计引物"ZU$2#$)Q! ()*)#!将EFG扩

增的目的基因纯化后连接在 =:[*,?a载体上!之后
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将连接产物转化至 [K+

!

感受态细胞!接种在含氨

苄霉素"J%=070@@0>#的 LN培养基中!过夜培养后挑

取阳性克隆并测序' -)42#基因克隆引物见表 *'

表 !;引物序列

?*35-!;@-A#-$%-.()10'/-0.

引物名称

E'0%$'>A%$

引物序列"+i-3i#

E'0%$']$jU$>7$]

:$;I JFJaWaaWWWaFWaFJJFaW

:$;G WFJJJWFFaFWaJFaFaaWW

:$;acI

aJJaJFWJFaFJFaJaJWWWJWJFFJFFJJFFJW

FJWJaWJJFFaFJ

:$;acG

aJJaJFWJFaFJFaJaJWWWJWJFFJFWFJJJWF

FaFWaJFaFaaWW

B'<acI

aJJaJFWJFaFJFaJaJWWWJWJFFJFWaWWWWa

aFJWaFFaWJWWJ

B'<acG

aJJaJFWJFaFJFaJaJWWWJWJFFJFFJWaFWJ

JFJFJFJFFWWJW

WIEac+

aJJaJFWJFaFJFaJaJWWWJWJaaaWaJaJWaaF

JaFFJaWFFJaWa

WIEac3

aJJaJFWJFaFJFaJaJWWWJWJJaWJWaJJJWW

JWJJWJJFaaaaFJ

B'<SI aWJaWJWWFJFJFWJaWJFa

B'<SG JaWWJJWWFFJFJaFJJWJW

:$;SI WWaWWaJJJFWWJaaWWJJJ

:$;SG FJaFWaFJWFFJJFaFWJaJ

!Q>Q>9蛋白结构域分析$ 利用d/0;]$j 和:$DAJ@0D>

软件"[!JMaJG! LA]$'D$>$Y>7Q#将测序的褐飞虱

-)42#基因7[!J序列翻译为氨基酸序列并与!FNY数

据"!A;0">A@F$>;$'\"'N0";$7<>"@"D_Y>\"'%A;0">! <;;=$44

bbbQ>7&0Q>@%Q>0<QD"##中已知 +个物种的同源:$;氨

基酸序列进行比对!并按照 O个结构域进行分类'

!<B;褐飞虱0+!"#基因CD8干扰实验

已有研究表明!对 -)5/67* 基因沉默!会降低褐

飞虱的存活率并引起雌雄成虫外生殖器发育畸形

"X0> 2#$)Q! ()*O#!因此在本研究中我们分别对褐飞

虱 O 龄和 + 龄若虫的 -)42#和 -)5/67* ( 个基因共

同进行沉默' 首先以连接有 -)42#基因和 -)5/67*

基因"W$>NA>6 登录号$ BIO*O+(+#的 =:[*,?a载

体为模板!设计引物扩增长度约为 +)) &= 的片段用

于 /]G!J的合成!扩增引物见表 *' 利用 =:[*,?a?

>?8作为模板!以 WIEac 为引物"表 *#扩增片段!

用以 合 成 >?8 /]G!J' 采 用 G!J E'"/U7;0">

M_];$%?ac 试 剂 盒 合 成 -)42#/]G!J! -)5/67*

/]G!J和>?8/]G!J' 挑取 O 龄和 + 龄若虫各 c+*

和 23( 头分别注射 )Q(

"

D的 -)42#/]G!J))Q(

"

D

的-)5/67* /]G!J和 -)42#与 -)@/67* 等量混合的

/]G!J(对照组则注射等量 >?8/]G!J' 此外还分

别选取了 ++ 头 O 龄及 c, 头 + 龄若虫分别注射 )QO

"

D-)42#/]G!J' 注射后的褐飞虱饲养于水稻中!

观察其发育状况并统计成活率和外生殖器畸形情

况' 若虫持续蜕皮状态达 3 < 以上!用毛笔触及足

和触角等附肢!完全不动即判定为死亡' 外生殖器

畸形的判断参照,中国稻区常见飞虱原色图鉴-"丁

锦华等! ()*(#' 每组实验设立 3 个生物学重复' 采

用!06">体式显微镜"M:kcO+a#对基因沉默后的雌

雄褐飞虱生殖器及蜕皮过程中死亡的虫体进行拍照!

拍照后的图片采用J/"&$E<";"]<"= FMO进行处理'

为了确定 /]G!J注射后基因沉默水平!我们选

取-)42#"-)5/67*# /]G!J和 >?8/]G!J注射后第

*! 3! + 和 c 天的虫体!每 *) 头虫为一组!利用荧光

定量EFG检测 -)42#和 -)5/67* 基因的表达水平'

设计约 *() &=的片段用于-)42#和 -)5/67* 基因的

定量检测!jEFG引物见表 *' 实时荧光定量EFG设

立 3 个重复' 每个反应体系包括 MTNGE'$%08

d8aAj"( l# *)

"

L!正向引物"*)

"

%"@4L# )QO

"

L!

反向引物"*)

"

%"@4L# )QO

"

L!7[!J(

"

L!/K

(

H

cQ(

"

L' 采用两步法 jEFG扩增程序!第一步预变

性 .+f 3 %0>(第二步 EFG反应共 O) 个循环!每一

个循环包括 .+f 3 %0>!+,f O) ]' 定量数据采用

(

-

##

F;方法进行分析"L0#A6 A>/ M7<%0;;D$>! ())*#'

!<E;数据分析

应用 MEMM*,Q) 数据分析软件!采用独立方差 #

检验比较42#和5/67* 基因在干扰组和对照组褐飞

虱中的表达水平'

=;结果

=<!;褐飞虱F-&蛋白结构域分析

克隆 -)42#"W$>NA>6 登录号$ BEc.c,,)#后!

将所得核苷酸编码序列翻译为氨基酸序列!结合以

往对赤拟谷盗 42#基因的报道我们发现!褐飞虱

:$;蛋白也包含 O 个典型的结构域!它们分别是

&KLK!EJM?J! EJM?N和 EJF' &KLK表现出典型

的[!J结合结构域特征' EJM 结构域则存在于许

多信号蛋白中并常被用作信号感受结构域' EJF

基序则常出现在F?末端并协助EJM结构域的折叠'

在 &KLK结构域中!氨基酸 B!!和 a最保守!而褐

飞虱中的[!L!E和 M相对保守"图 *$ J#(在EJM?J

中!褐飞虱氨基酸序列与其他几个物种相比!同源性

较低"图 *$ N#(在EJM?N和EJF结构域中!保守氨

基酸数量最多"图 *$ F和[#'



**+O9 昆虫学报!"#$ %&#'(')'*+"$ ,+&+"$ +, 卷

图 *9褐飞虱!@:$;与其他 O 个物种同源:$;蛋白的氨基酸序列比对

I0DQ*9J@0D>%$>;"\;<$A%0>"A70/ ]$jU$>7$]"\-+)$.$/0$#$ )1*2&3:$;A>/ <"%"@"DU$]\'"%";<$'\"U']=$70$]

J$ &KLK( N$ EJM?J( F$ EJM?N( [$ EJFQ:$;来源昆虫及其 W$>NA>6 登录号 M"U'7$0>]$7;]"\:$;='";$0>]A>/ ;<$0'W$>NA>6 A77$]]0">

>U%&$']$ !@$ 褐飞虱-+)$.$/0$#$ )1*2&3( [=$ 斑点甲蠊:+.)'.#2/$ .1&"#$#2"JY:Oc(3+Q*#( a7$ 赤拟谷盗;/+<')+1("$3#$&21("!Em))*).(,*(Q

*#( [%$ 黑腹果蝇 :/'3'.7+)$ (2)$&'*$3#2/"!Em+***(2Q(#( KA$ 棉铃虫 A2)+"'02/.$ $/(+*2/$ "JKZ(2+,+Q*#( JD$ 冈比亚按蚊 !&'.72)23

*$(<+$2"JNF*,3(cQ*#Q

=<=;CD8干扰对褐飞虱生长发育与表型的影响

=Q=Q!9G!J干扰对褐飞虱存活率的影响$为了研

究-)42#在褐飞虱生长发育过程中所起的作用!通

过G!J干扰技术!对褐飞虱 O 龄和 + 龄若虫注射

/]G!J来观察并统计后续存活率' 荧光定量 EFG

检测基因沉默水平显示$O 龄若虫注射 /]-)42#和

/]-)5/67* 后!在注射后的第 *! 3 和 + 天内与之对应

的基因下降至原来表达量的 *)g n()g不等!在第

c 天干扰效率有所降低!但与对照组相比表达量仍

下降了 +)g左右' 当对 + 龄若虫进行干扰后发现!

-)42#的表达量在第 * 天并没有下降!但-)42#在第

3! + 和 c 天表达水平为对照组的 ()g nO)g!对 +

龄若虫-)5/67* 干扰后发现表达水平降低到原来的

*)g n+)g之间"图 ($ J! N#' 另外分别检测了

-)42#和-)5/67* 双干扰若虫中以上 ( 个基因的表

达水平!结果表明对 O 龄若虫来说!-)42#的表达水

平只有对照组的 ()g n+)g' 除第 c 天以外!其余

时间段-)5/67* 表达量均为原来的 3)g左右' 对 +

龄若虫来说!-)42#和 -)5/67* 的表达量在第 3 和 +

天是原来的 ()g n+)g!但在第 * 和 c 天没有发现

干扰效果"图 ($ F! [#'

最后我们还检测了注射 /]-)42#后 -)5/67* 基

因的表达量' 结果表明 O 龄若虫注射 -)42#后

-)5/67* 表达量下降至原来的 *)g n+)g!但注射 +

龄若虫后!在第 3! + 和 c 天表达量虽下降!但只有

第 3 和 + 天达到显著差异"8P)Q)+#"图 ($ d#'

对沉默后的褐飞虱个体观察发现!在整个发育

过程的不同阶段中均存在蜕皮死亡现象"图 3$ Fn

I#' 统计发现!单独对 O 龄和 + 龄若虫注射 )Q(

"

D

的 /]-)42#后!若虫)初羽化雌虫和初羽化雄虫总体

存活率较对照而言没有影响(将 /]-)42#的注射量

增至 )QO

"

D后!O 龄和 + 龄若虫以及 O 龄初羽化雄

虫死亡率显著上升"8P)Q)+#"表 (!图 O#' 单独对

O 龄若虫-)5/67* 基因沉默后!若虫)初羽化雄虫和

初羽化雌虫死亡率显著上升"8P)Q)+# "表 (!图

O#!相反对 + 龄若虫-)5/67* 基因沉默后!只有若虫

的死亡率显著上升"8P)Q)+#' 有意思的是!对 O

龄和 + 龄若虫以上 ( 个基因同时沉默后!若虫的死

亡率显著上升"8P)Q)+#并达到了最高水平!并且

初羽化成虫中也有较高的死亡率"表 (!图 O#' 统

计分析表明!除干扰 O 龄若虫 -)5/67* 基因后雄虫

的死亡率高于雌虫"8P)Q)*#外!其他干扰条件下

并没有发现雌雄死亡率具有差别' 另发现不同类型

的虫体在蜕皮死亡时状态和死亡率也存在着关系'

如褐飞虱在若虫期向成虫期蜕皮的过程中!属于蜕

皮的早期阶段!死亡率最高"图 3$ F#' 图 3"[nI#

分别表示褐飞虱成虫蜕皮死亡的不同状态!图 3

"[#中褐飞虱头和胸部已完成蜕皮!图 3"d#中褐飞

虱蜕皮进一步增加!可以看到翅膀的展开!其中处在

以上两个蜕皮状态死亡率较高(图 3"I#中褐飞虱蜕

皮进入尾声!即只有在腿部还未完全蜕皮!此时死亡

率最低'
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图 (9褐飞虱 O 龄和 + 龄若虫注射 /]-)42#4-)5/67* 后的-)42#与-)5/67* 的相对表达水平

I0DQ(9G$@A;0#$$8='$]]0"> "\-)42#A>/ -)5/67* 0> ;<$O;< A>/ +;< 0>];A'>_%=<]"\-+)$.$/0$#$ )1*2&3

A\;$'0>5$7;0"> "\/]-)5/67*! /]-)42#"'&";<! '$]=$7;0#$@_

星号表示处理与对照"/]>?8#相比差异显著"#检验#' J];$'0]6]]<"b]0D>0\07A>;/0\\$'$>7$&$;b$$> ;<$;'$A;%$>;A>/ ;<$7">;'"@"/]>?8#

"#;$];#Q

!

8P)Q)+(

!!

8P)Q)*(

!!!

8P)Q))*Q

表 =;CD8干扰对褐飞虱存活的影响

?*35-=;G))-%&()CD8'$&-0)-0-$%-($&2-.#0H'H*5()01+,),%2,#, +3/"*4

注射 /]G!J时的若虫龄期

!_%=<A@];AD$b<$>

0>5$7;0>D/]G!J

/]G!J

试虫总数

a";A@"\;$];$/

0>/0#0/UA@]

死亡率:"';A@0;_"g#

若虫

!_%=<]

雌成虫

I$%A@$A/U@;]

雄成虫

:A@$A/U@;]

O 龄

O;< 0>];A'

/]>?8 (+O *Q+c ) )

/]-)42# *2c *Q() )Q2) )

/]-)42#B ++ 3)Qc, ) (Q(3

/]-)42#o/]-)5/67* *,, *+Q.2 *Q2) *Q2)

/]-)5/67* *O( *3Q3, (Q,( cQc+

+ 龄

+;< 0>];A'

/]>?8 (3O cQ(2 ) )

/]-)42# +. ) ) )

/]-)42#B c, *(Qc) ) )

/]-)42#o/]-)5/67* .c (OQcO *Q)3 *Q)3

/]-)5/67* (O( OQ++ )QO* )

/]-)42#和 /]-)42#B分别表示注射 )1(和)1O

"

D(表 3同' /]-)42#A>/ /]-)42#B'$='$]$>;]0>5$7;0>D)1( A>/ )1O

"

D! '$]=$7;0#$@_Qa<$]A%$\"'aA&@$3Q
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图 39-)42#C-)5/67* 基因沉默后褐飞虱蜕皮的表型

I0DQ39:"@;0>D=<$>";_=$"\-+)$.$/0$#$ )1*2&3A\;$']0@$>7$"\-)42#C-)5/67*

J$ 野生短翅型褐飞虱V0@/?;_=$]<"';b0>D$/ -9)1*2&3( N$ 野生长翅型褐飞虱V0@/?;_=$@">Db0>D$/ -9)1*2&3( F$ -)42#基因沉默后褐飞虱

若虫阶段蜕皮过程中死亡[$A;< /U'0>D;<$>_%=<A@$7@"]0"> A\;$'/]-)42#0>5$7;0">( [-I$ 分别为-)42#基因沉默后短翅雌性成虫)短翅雄性

成虫和长翅雄性成虫蜕皮过程中死亡的代表性图片 [$A;< /U'0>D$7@"]0"> "\;<$]<"';b0>D$/ \$%A@$"[#! ]<"';b0>D$/ %A@$"d# A>/ @">D

b0>D$/ %A@$A/U@;]"I# A\;$'/]-)42#0>;$'\$'$>7$QF图中箭头指蜕皮后若虫暴露出的背部([nI图中箭头指蜕' a<$A''"b0> I0DQF'$\$'];"

;<$>_%=<A@/"']A@]0/$A\;$'%"@;0>D! b<0@$;<"]$0> I0D]Q[-I'$\$';"$8U#0A$Q

图 O9G!J干扰对褐飞虱存活的影响

I0DQO9d\\$7;"\G!J0>;$'\$'$>7$"> ;<$]U'#0#A@"\-+)$.$/0$#$ )1*2&3

J$ O 龄若虫时注射 /]G!J"Y>5$7;0>D/]G!JA;;<$O;< 0>];A'>_%=<A@];AD$#( N$ + 龄若虫时注射 /]G!J"Y>5$7;0>D/]G!JA;;<$+;< 0>];A'

>_%=<A@];AD$#Q/]-)42#$ 注射 )Q(

"

D双链G!J"Y>5$7;0>D)Q(

"

D-)42#/]G!J#( /]-)42#B$ 注射 )QO

"

D-)42#双链G!J"Y>5$7;0>D)QO

"

D

-)42#/]G!J#Q柱上不同字母表示不同 /]G!J处理间差异显著 "[U>7A> 氏新复极差法#' [0\\$'$>;@$;;$']A&"#$&A']]<"b]0D>0\07A>;

/0\\$'$>7$&$;b$$> /0\\$'$>;/]G!J;'$A;%$>;]"[U>7A>.]%U@;0=@$'A>D$;$];#Q图 2 同a<$]A%$\"'I0DQ2Q

=Q=Q=9G!J干扰对褐飞虱外生殖器的影响$保幼

激素在调控褐飞虱若虫生长发育和形态形成的过程

中!推测它会影响到外生殖器的发育' 在对 -)42#

和-)5/67* 沉默后观察发现!褐飞虱部分雌雄成虫

和若虫生殖器出现了畸形"图 +#' 以下为外生殖器

畸形代表性图片!如在雌虫中!产卵器变短!第 * 载

瓣片发育不正常"图 +$ [#(雄虫的阳基侧突则出现

了不对称现象"图 +$ d#' 通常褐飞虱在若虫期不

会出现生殖器的外露!然而沉默后的畸形个体生殖

器过早出现"图 +$ I#' 我们发现!单独注射 )Q(

"

D

/]-)42#对-)42#基因沉默并不会引起干扰后成虫

生殖器畸形!当注射量增加至 )QO

"

D后依然没有观

察到外生殖器畸形现象' 然而对 O 龄若虫 -)5/67*

基因沉默后!雌性外生殖器畸形比例显著上升"8P

)Q)+#!其畸形比例为 *)Q3*g"表 3#' 在 O 龄若虫

期对 ( 个基因共同沉默后!在若虫)雌性和雄性成虫

中均出现了 3Q)+g! *3QcOg和 ,QOg不等比例的

外生殖器畸形个体"表 3#!统计分析显示只有雌性

和雄虫外生殖器畸形比例上升并达到了显著水平

"8P)Q)+#"表 3!图 2#' 对 + 龄若虫的 ( 个基因共

同沉默后!只有雌性个体生殖器畸形比例显著上升

"8P)Q)+#!其畸形比例为 *+Q3,g"表 3!图 2#'
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表 >;CD8干扰对褐飞虱外生殖器的影响

?*35->;G))-%&()CD8'$&-0)-0-$%-($&2--I&-0$*5,-$'&*5'* ()01+,),%2,#, +3/"*4

注射 /]G!J时的若虫龄期

!_%=<A@0>];A']b<$>

0>5$7;0>D/]G!J

/]G!J

试虫总数

a";A@"\;$];$/

0>/0#0/UA@]

外生殖器畸形率 J&>"'%0;_'A;$"\$8;$'>A@D$>0;A@0A"g#

若虫

!_%=<

雌成虫

I$%A@$A/U@;

雄成虫

:A@$A/U@;

O 龄

O;< 0>];A'

/]>?8 *cO ) ) )

/]-)42# *(. ) ) )

/]-)42#B 3) ) ) )

/]-)42#o/]-)5/67* *3* 3Q)+ *3QcO ,QO)

/]-)5/67* .c ) *)Q3* )

+ 龄

+;< 0>];A'

/]>?8 *+, ) ) )

/]-)42# +. ) ) )

/]-)42#B 2( ) ) )

/]-)42#o/]-)5/67* +( ) *+Q3, )

/]-)5/67* *2* ) ) )

图 +942#C5/67* 基因沉默后褐飞虱外生殖器的表型

I0DQ+9E<$>";_=$"\$8;$'>A@D$>0;A@0A"\-+)$.$/0$#$ )1*2&3A\;$']0@$>7$"\-)42#

J-F$ 分别为正常野生型雌成虫)雄成虫和若虫外生殖器!"'%A@$8;$'>A@D$>0;A@0A"\\$%A@$A/U@;]! %A@$A/U@;]A>/ >_%=<]! '$]=$7;0#$@_( [-

I$ 分别为畸形雌成虫)雄成虫和若虫的畸形外生殖器[$\"'%$/ $8;$'>A@D$>0;A@0A"\\$%A@$A/U@;]! %A@$A/U@;]A>/ >_%=<]! '$]=$7;0#$@_Q[图箭

头指雌虫产卵器变短(d图箭头指雄虫抱握器的阳基侧突不对称现象(I图箭头所示为若虫提早形成类似外生殖器的结构' a<$A''"b]0>

I0DQ[0>/07A;$]<"';\$%A@$"#0="]0;"'7"%=A'$/ ;";<$7">;'"@"I0DQJ#! ;<"]$0> I0DQd0>/07A;$A]_%%$;'07%A@$7@A]=$'=A'A%$'$! A>/ ;<"]$0>

I0DQI0>/07A;$;<A;;<$>_%=< <A#$\"'%$/ ;<$];'U7;U'$]0%0@A';"$8;$'>A@D$>0;A@0AQ

图 29G!J干扰对褐飞虱外生殖器的影响

I0DQ29d\\$7;"\G!J0>;$'\$'$>7$"> ;<$$8;$'>A@D$>0;A@0A"\-+)$.$/0$#$ )1*2&3

J$ O 龄若虫时注射 /]G!J"Y>5$7;0>D/]G!JA;;<$O;< 0>];A'>_%=<A@];AD$#( N$ + 龄若虫时注射 /]G!J"Y>5$7;0>D/]G!JA;;<$+;< 0>];A'

>_%=<A@];AD$#Q
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>;讨论

在本研究中!我们从褐飞虱中成功克隆了

-)42#基因' 将该基因的氨基酸序列与果蝇)赤拟

谷盗等物种的 -)42#序列进行比对!发现它们存在

相对保守区域' 褐飞虱-)42#基因的编码蛋白也存

在 O 个结构域!它们分别为 &KLK! EJM?J! EJM?N

和EJF!这与先前的研究结果是相符的"B">"="#A

A>/ X0>/'A! ())c#'

在保幼激素信号传导途径中!咽侧体分泌的保

幼激素首先与受体蛋白 :$;结合形成受体复合物

后!才能激活转录因子 5/67*!从而调控昆虫的生长

发育' 因此我们在研究-)42#功能时!选择对-)42#

和-)5/76* 分别进行沉默!另将它们共同沉默!目的

是为了更进一步探究保幼激素信号途径的阻断对褐

飞虱的影响(在研究中发现单独沉默 -)42#并没有

引起褐飞虱外生殖器的畸形!单独沉默 -)5/67* 也

仅仅在小部分雌性个体中发现了外生殖器的畸形'

然而将二者同时沉默后!在若虫以及雌雄成虫个体

中!均发现高比例外生殖器畸形个体' 以往有研究

发现保幼激素在大锥蝽 8$&3#/'&*=)13(2*+3#13最后

一次蜕皮过程中对于外生殖器的发育具有重要作用

"H@0#$0'AI0@<"2#$)Q! *.,*#' 因此推测 -)5/67* 和

-)42#作为保幼激素信号途径中的应答基因!它们

的表达对褐飞虱外生殖器发育是极其重要的' 由于

G!J干扰并不能完全抑制其基因的表达!因此单独

对-)42#或者是-)5/67* 的沉默后!产生畸形外生殖

器比例的个体极少' 同时干扰 -)42#和 -)5/67* 具

有两方面的生物学效应' 首先 -)42#干扰会显著影

响-)5/67* 表达!其次直接对-)5/67* 干扰会再一次

影响-)5/67* 的表达量!最后对-)42#干扰也会引起

保幼激素的信号传导出现障碍' 因此同时干扰使得

出现畸形外生殖器个体的比例大大增加' 单独对

-)5/67* 沉默后的畸形比例高于单独对 -)42#的沉

默!这可能是因为在保幼激素信号途径中 -)5/67*

对于生殖器的形成作用较 -)42#更为重要和关键'

为了验证这个观点!我们对褐飞虱注射 )QO

"

L

/]-)42#观察其死亡率和生殖器畸形!结果表明若虫

死亡率显著上升"8P)Q)+#!这说明 -)42#干扰存

在剂量效应!但它对生殖器的形成较 -)5/67* 的确

并不重要和关键' 保幼激素对褐飞虱若虫起抑制变

态的作用!-)42#和-)5/67* 作为信号传导的一部分

也发挥类似作用!因此在 O 龄幼虫期干扰 -)42#和

-)5/67* 能够导致早熟成虫和生殖器畸形比例的增

加(有研究显示在家蚕中 + 龄幼虫后期保幼激素分

泌下降!此时它发挥的功能也降低"李志清! ()).#'

因此推测褐飞虱可能也在 + 龄若虫期保幼激素滴度

下降或缺失!-)42#和 -)5/67* 不能发挥其应有功

能!此时干扰-)42#和-)5/67* 不会有在 O 龄若虫期

干扰的表型明显!另外研究褐飞虱不同蜕皮状态与

死亡率的关系时发现!越处在蜕皮早期死亡率越高(

相反当进入蜕皮末期时"图 3$ I#!褐飞虱由于其他

部分已经完成了蜕皮!生长发育也相对完善!故死亡

率最低' 值得注意的是!在本研究中我们没有发现

初羽化雌虫这一状态的褐飞虱死亡的现象!这也许

是因为该类型褐飞虱尤其依赖保幼激素对其生长发

育的调控!当对该信号途径进行干扰阻断后!其在若

虫期就已经死亡'

我们的研究表明 -)42#和 -)5/67* 在保幼激素

信号途径中至关重要' 尤其对褐飞虱的正常生长发

育和外生殖器的形成起到决定性作用!这也为研发

一种新型的化学物质从而通过抑制褐飞虱的生殖来

控制其种群数量提供了理论依据' 因此!本研究不

但对保幼激素信号途径做了进一步的探究!还为利

用保幼激素类似物进行褐飞虱生物防治提供了新

思路'
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