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摘要　ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）是ＭＡＰＫ家族（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，丝裂

原活化蛋白激酶）的重要成员，具有参与昆虫抗逆反应等多种功能。为明确犑犖犓在棉铃虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

中的表达特性及其对Ｂｔ杀虫蛋白的应激与免疫反应，本研究通过ＰＣＲ克隆得到２个棉铃虫犑犖犓基因犎犪犑犖犓１

和犎犪犑犖犓２；生物信息学分析结果显示：犎犪犑犖犓１和犎犪犑犖犓２基因开放阅读框分别为１１９１、１１４３ｂｐ，分别编码

３９７、３８１个氨基酸。系统进化树分析结果表明棉铃虫犎犪犑犖犓１与黏虫犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪聚为一支，亲缘关系较

近，犎犪犑犖犓２与家蚕犅狅犿犫狔狓犿狅狉犻聚为一支，同源性较高。利用实时荧光定量ＰＣＲ技术分析 犎犪犑犖犓１与

犎犪犑犖犓２在棉铃虫不同发育时期、不同组织中的表达量，发现犎犪犑犖犓１与犎犪犑犖犓２在卵中表达量最高，其次是

雌成虫；犎犪犑犖犓１在性腺中表达量最高，其次是唾液腺；犎犪犑犖犓２在头部表达量最高，其次是性腺。取食Ｃｒｙ１Ａｃ

的４龄棉铃虫幼虫的中肠组织中，犎犪犑犖犓１与犎犪犑犖犓２的表达量均显著升高。推测犎犪犑犖犓狊基因可能参与棉铃

虫抵御Ｂｔ杀虫蛋白伤害的应激和抗逆反应。
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２０２３

　　丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ

ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）高度保守，在细胞增殖、分化和

迁移等过程中发挥着重要作用，还参与细胞对环境

的应激适应、炎症反应、抗逆性等多种重要的生理过

程［１］。ＭＡＰＫ通过４级磷酸化级联反应给邻近的

蛋白质传递信号［２］，主要有４条信号通路，分别为：

ｃＪｕｎ氨基末端激酶途径（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，

ＪＮＫ）、蛋白激酶Ｐ３８途径（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ３８，Ｐ３８）、

细胞外信号调节蛋白激酶途径（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）和 ＥＲＫ５／ＢＭＫ１

（ｂｉｇＭＡＰｋｉｎａｓｅ１）途径
［３］。ＪＮＫ 信号通路是

ＭＡＰＫ中的重要通路之一，已有文献报道昆虫ＪＮＫ

在响应杀虫剂、低温、外来病原微生物、紫外辐射的

应激反应中发挥着重要作用，如：低温可以诱导激活

西花蓟马犉狉犪狀犽犾犻狀犻犲犾犾犪狅犮犮犻犱犲狀狋犪犾犻狊体内ＪＮＫ、Ｐ３８

信号通路，引起应激反应［４］；烟粉虱犅犲犿犻狊犻犪狋犪犫犪犮犻

的犑犖犓 基因在响应细菌、真菌的胁迫时发挥着重

要作用［５］；白纹伊蚊犃犲犱犲狊犪犾犫狅狆犻犮狋狌狊的犑犖犓 基因

响应热灭活细菌胁迫，且在３０ｍｉｎ时表达量达到最

大［６］；当棉铃虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪受到紫外辐

射时，其ＪＮＫ信号通路被激活并发生一系列的应激

反应［７］。而且ＪＮＫ信号通路还参与昆虫的发育和

免疫反应等，如ＪＮＫ在果蝇犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪的形态发

育和免疫反应过程中发挥作用［８］；白纹伊蚊幼虫的

犑犖犓基因被干扰后４８ｈ死亡率会显著增加
［９］。

Ｂｔ是目前世界上产量最大、应用最广的生物杀

虫剂。由于Ｂｔ杀虫蛋白具有杀虫效果好、安全、高

效等优点［１０１３］，Ｂｔ杀虫基因已广泛用于抗虫转基因

作物的研制［１４］，但是靶标害虫对其也存在一系列的

应激与免疫反应，甚至有些靶标害虫产生了抗

性［１，１５２１］。因此，明确Ｂｔ蛋白杀虫机制和昆虫对杀

虫蛋白产生应激反应的作用机制对延长Ｂｔ产品的

使用寿命具有重要意义。研究表明，小菜蛾犘犾狌狋犲犾

犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪中肠Ｂｔ杀虫蛋白受体受位于抗性基因

座内的 ＭＡＰＫ 途径调控，与敏感品系相比，Ｂｔ

Ｃｒｙ１Ａｃ抗性品系中犕犃犘４犓４基因显著上调，并反

式调控多个抗性基因差异表达［２２２５］。

ＪＮＫ途径可由多种生物因子或非生物因子激

活，昆虫取食Ｂｔ杀虫蛋白后其免疫系统会产生一系

列的应激、免疫反应［２６２７］。因此，我们推测犑犖犓狊

可能参与棉铃虫抵御Ｂｔ杀虫蛋白伤害及对其产生

抗性的过程。本研究克隆得到两条棉铃虫犑犖犓基

因序列，分别命名为犎犪犑犖犓１、犎犪犑犖犓２，通过荧光

定量ＰＣＲ分析了犎犪犑犖犓狊的时空表达谱，并比较

了棉铃虫取食Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白后对犎犪犑犖犓狊表达量

的影响，以期为进一步揭示棉铃虫犎犪犑犖犓狊基因在

抵御Ｂｔ杀虫蛋白及对其产生抗性机制中的作用奠

定理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料

供试昆虫：棉铃虫９６Ｓ敏感品系，１９９６年采自

河南省新乡市棉田，在实验室人工饲养至今，未接触

任何Ｂｔ杀虫蛋白或杀虫剂。幼虫用人工饲料饲养，

成虫饲喂１０％的糖水
［２８］。饲养温度为（２７±２）℃，

光周期为Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ，相对湿度为（７５±

１０）％。

供试杀虫蛋白：Ｃｒｙ１Ａｃ蛋白，购自北京绽诺思

特生物科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　样品收集

不同组织：选取２日龄的５龄棉铃虫９０头，每

３０头作为１个重复，共３个重复。幼虫置于冰上解

剖并分别截取以下１０种组织：头、表皮、唾液腺、脂

肪体、前肠、中肠、后肠、马氏管、血淋巴、性腺，取样

后在０．７％ ＮａＣｌ溶液中清洗，滤纸吸干，然后立刻

置于１．５ｍＬ离心管中，放入液氮或－８０℃保存。

不同发育时期：收集不同发育时期的棉铃虫，卵

４００粒、１龄幼虫１００头、２龄幼虫５０头、３龄幼虫２０

头、４龄和５龄幼虫各１０头、雌蛹、雄蛹、雌成虫、雄

成虫各１０头为１次重复，每个时期设３次重复。取

样后立刻置于液氮或－８０℃保存。

１．２．２　ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成

按照说明书用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，并在

ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）紫外分光光度计检

测总ＲＮＡ的浓度和质量，确保Ａ２６０／Ａ２８０、Ａ２６０／Ａ２３０

均在１．８～２．２范围内，之后用琼脂糖凝胶电泳检测

质量。按照 ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩＩＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ

（＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ）试剂盒说明书合成ｃＤＮＡ第一链

（南京诺唯赞生物科技股份有限公司），并置于

－２０℃保存（用于定量的样品取１μｇＲＮＡ用于反

·０４１·
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转录）。

１．２．３　犎犪犑犖犓基因的克隆

根据ＮＣＢＩ数据库的棉铃虫犎犪犑犖犓序列，利

用ｐｒｉｍｅｒ３ｐｌｕｓ设计ＰＣＲ特异性引物（表１），以４

龄幼虫中肠ｃＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增，体系如

下：２×ＰｈａｎｔａＭａｘＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，上、下游引

物各２μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，超纯水１９μＬ。反应条

件为：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６０℃退火

１５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ３０ｓ，３５个循环，７２℃延伸

５ｍｉｎ。２％琼脂糖凝胶电泳检测，使用 ＡｘｙＰｒｅｐ

ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收目的条带并纯化，而后将

纯化产物连接到狆犈犃犛犢ＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅ（全式金北京

生物技术有限公司）克隆载体上，并转化至Ｔｒａｎｓ１

Ｔ１感受态细胞中，待细胞复苏后，取２００μＬ涂在含

有氨苄抗生素的培养基上，３７℃过夜培养，之后挑取

单克隆，菌液ＰＣＲ验证后挑取阳性菌液送至深圳华

大基因有限公司进行测序。

１．２．４　序列分析以及进化树的构建

利用ＤＮＡＭＡＮ软件对测序结果进行拼接并

比对，利用ＮＣＢＩ中ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ预测开放阅读框，

并翻译成氨基酸序列。利用ＥｘＰａＳｙ（ｈｔｔｐ：∥ｗｅｂ．

ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ）预测 ＨａＪＮＫ蛋白的分子

量和等电点，ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．

ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）预测ＨａＪＮＫ的信

号肽，ＮＣＢＩＣＤＤ（ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎＤａｔａｂａｓｅ）预

测 ＨａＪＮＫ 的保守结构域，利用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ

（ｈｔｔｐｓ：∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）预测蛋白的三

级结构。利用 ＮＣＢＩＢｌａｓｔ（ｈｔｔｐｓ：∥ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）在线搜索得到棉铃虫

ＨａＪＮＫ的同源蛋白，使用 ＭＥＧＡ７．０软件邻接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统发育树。

１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ分析犎犪犑犖犓的时空表达

基于犎犪犑犖犓 基因序列，用Ｐｒｉｍｅｒ５设计ＲＴ

ｑＰＣＲ特异性引物，内参基因为犚犘犛１５（基因序列号：

ＡＹ８１８６１１．１）与１８犛（基因序列号：ＡＢ６２０１２６．１），

合成并进行引物扩增效率检测（表１）。模板为棉铃

虫不同发育时期、不同组织的ｃＤＮＡ，利用 ＡＢＩ

ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ６（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）高产率实时荧光定

量ＰＣＲ仪扩增。反应总体系２０μＬ：２×犜犪狇ＰｒｏＵ

ｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上、下游引

物各０．４μＬ，超纯水为７．２μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ。

反应条件参照 犜犪狇ＰｒｏＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒的说明书：９５℃预变性３０ｓ；９５℃

变性１０ｓ，６０℃退火／延伸２０ｓ，４０个循环；采用

２－ΔΔ犆狋法分析犎犪犑犖犓 基因的相对表达量
［２９］。

１．２．６　取食Ｃｒｙ１Ａｃ对犎犪犑犖犓狊基因表达量的

影响

　　用２０、４０、８０ｎｇ／μＬＣｒｙ１Ａｃ分别处理４龄棉铃

虫，分别在０、３、６、１２、２４、４８ｈ时取样，每次取１０头

为１个重复，每个时间段３个生物学重复。进行荧

光定量ＰＣＲ检测犎犪犑犖犓狊基因的变化。

１．３　数据分析

利用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６软件对试验数据进行

分析。采用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）分

析不同发育时期、组织的表达量之间以及Ｃｒｙ１Ａｃ

处理前后犎犪犑犖犓表达量的差异显著性。

表１　本研究所用引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物用途

Ｐｒｉｍｅｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

扩增效率／％

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

扩增片段大小／ｂｐ

Ｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅ

ｃＨａＪＮＫＦ ＡＡＡＡＧＴＡＧＧＧＧＴＧＧＴＣＧＡＴＧＣＣＣＣ 基因克隆 － １１９１

ｃＨａＪＮＫＲ ＴＧＣＴＧＴＴＧＣＣＴＡＴＧＴＧＧＴＧＡＧＧＧＣＧＧＧ

ｑＨａＪＮＫ１Ｆ ＣＧＣＣＡＣＣＣＴＣＡＣＴＴＣＴＡＣＡＣ 实时荧光定量ＰＣＲ ９９．０４ ８３

ｑＨａＪＮＫ１Ｒ ＣＣＧＡＴＧＧＧＣＴＴＣＡＡＧＴＴＣＴＧ

ｑＨａＪＮＫ２Ｆ ＣＣＴＧＡＡＧＣＣＧＴＣＣＡＡＣＡＴ １０９．１０ １６４

ｑＨａＪＮＫ２Ｒ ＣＧＴＴＣＴＣＣＧＴＧＴＡＴＣＣＣＡＴ

ＲＰＳ１５Ｆ ＣＴＧＡＧＧＴＣＧＡＴＧＡＡＡＣＴＣＴＣ ９１．４５ １０７

ＲＰＳ１５Ｒ ＣＴＣＣＡＴＧＡＧＴＴＧＣＴＣＡＴＴＧ

１８ＳＦ ＧＣＡＴＣＴＴＴＣＡＡＡＴＧＴＣＴＧＣ ９０．８０ ２３０

１８ＳＲ ＴＡＣＴＣＡＴＴＣＣＧＡＴＴＡＣＧＡＧ
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２　结果与分析

２．１　犎犪犑犖犓基因克隆和生物信息学分析

经克隆及多次重复测序得到两条犎犪犑犖犓 序

列，分别命名为犎犪犑犖犓１、犎犪犑犖犓２，其开放阅读框

分别为１１９１ｂｐ和１１４３ｂｐ，分别编码３９６、３８０个

氨基酸。部分序列对比如图１所示。预测犎犪犑犖犓１

和犎犪犑犖犓２的蛋白分子量分别为４５．０７ｋＤ和

４３．３２ｋＤ，等电点为 ６．４９、６．０６。犎犪犑犖犓１ 与

犎犪犑犖犓２ 均 存 在 于 细 胞 质 中，无 信 号 肽。

犎犪犑犖犓１与犎犪犑犖犓２蛋白的三维结构存在差异，

犎犪犑犖犓１在起始位置多两个发夹结构（图２）。

图１　棉铃虫犎犪犑犖犓狊的部分犇犖犃序列与氨基酸序列

犉犻犵．１　犘犪狉狋犻犪犾犇犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犎犪犑犖犓狊犻狀犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

　

图２　预测的棉铃虫犎犪犑犖犓狊蛋白三维结构

犉犻犵．２　犘狉犲犱犻犮狋犲犱３犇狊狋狉狌犮狋狌狉犲狊狅犳犎犪犑犖犓狊狆狉狅狋犲犻狀犻狀

犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

　
２．２　犎犪犑犖犓进化树分析

序列对比结果显示，棉铃虫的 ＨａＪＮＫ与鳞翅

目昆虫的同源性都较高，其中ＨａＪＮＫ１与黏虫聚为

一支，亲缘关系较近，ＨａＪＮＫ２与家蚕聚为一支，它

们的亲缘关系较近（图３）。

２．３　犎犪犑犖犓的时空表达谱

２个犎犪犑犖犓基因在棉铃虫的各个发育阶段都

有表达，不同发育阶段的表达量存在显著差异

（犎犪犑犖犓１：犉＝４７．８１，犘＝０．００１；犎犪犑犖犓２：犉＝

３８．３４，犘＝０．００１）。犎犪犑犖犓１和犎犪犑犖犓２均在卵

期表达量最高，其次犎犪犑犖犓１在雌成虫、２龄幼虫

中表达量较高，犎犪犑犖犓２表达量较高的是雌成虫和

１龄幼虫（图４）。

２个犎犪犑犖犓基因在棉铃虫的不同组织中均有

表达，不 同 组 织 中 的 表 达 量 存 在 显 著 差 异

（犎犪犑犖犓１：犉＝３１．３９，犘＝０．００１；犎犪犑犖犓２：犉＝

２０．８８，犘＝０．００１）。其中犎犪犑犖犓１在性腺中表达

量最高，其次是唾液腺，头和表皮中也有较高的表达

量；犎犪犑犖犓２在头部表达量最高，显著高于其他组

织（图５）。

２．４　取食犆狉狔１犃犮后犎犪犑犖犓狊表达量变化

取食相同浓度Ｃｒｙ１Ａｃ不同时间的棉铃虫中

犎犪犑犖犓狊的表达量存在显著差异，犘 值均小于

０．０５。随时间的变化犎犪犑犖犓１和犎犪犑犖犓２的表

达量都呈现先升高后降低的趋势（图６）。犎犪犑犖犓１

和犎犪犑犖犓２的表达量分别在２０ｎｇ／μＬ的Ｃｒｙ１Ａｃ处

理６ｈ、４０ｎｇ／μＬ的Ｃｒｙ１Ａｃ处理１２ｈ和８０ｎｇ／μＬ的

Ｃｒｙ１Ａｃ处理 １２ｈ 后达到最高；犎犪犑犖犓１ 和

犎犪犑犖犓２均在８０ｎｇ／μＬＣｒｙ１Ａｃ处理１２ｈ时表达

量达到最高。

·２４１·
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图３　基于犎犪犑犖犓氨基酸序列采用邻接法构建棉铃虫和相关昆虫的系统进化树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪犪狀犱狅狋犺犲狉犻狀狊犲犮狋狊犫犪狊犲犱狅狀犎犪犑犖犓犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲

犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犫狔狀犲犻犵犺犫狅狌狉犼狅犻狀犻狀犵犿犲狋犺狅犱

　

图４　犎犪犑犖犓基因在棉铃虫不同发育时期的表达量

犉犻犵．４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犎犪犑犖犓犵犲狀犲狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪犾狊狋犪犵犲狊狅犳犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪
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图５　犎犪犑犖犓基因在棉铃虫不同组织的表达量

犉犻犵．５　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犎犪犑犖犓犵犲狀犲狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊狅犳犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

　

图６　不同浓度犆狉狔１犃犮胁迫处理后棉铃虫犎犪犑犖犓狊表达量的变化

犉犻犵．６　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犎犪犑犖犓狊犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾犻狀犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪狋狉犲犪狋犲犱犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犆狉狔１犃犮

　

３　结论与讨论

ＭＡＰＫ信号通路在调节生物生长、发育、繁殖

过程中起到至关重要的作用，也是免疫反应中的关

键因子，ＪＮＫ作为其中一种重要通路发挥的作用不

可小觑［６］。已有报道表明ＪＮＫ在昆虫抵御低温、紫

外、外来病原微生物胁迫过程中起到了重要作用。

本文利用１对引物克隆棉铃虫的犎犪犑犖犓基因，通

过大量样本测序发现，除了已经被鉴定过的

犎犪犑犖犓１之外，还发现犎犪犑犖犓２基因，同时两个

犎犪犑犖犓基因还存在不同的剪切本。经过序列比

对，发现棉铃虫犎犪犑犖犓２与犎犪犑犖犓１序列一致性

达９８．７７％，ＱｕｅｒｙＣｏｖｅｒ为９２．００％。经生物信息

学分析发现两个犎犪犑犖犓在起始位置相差１６个氨

基酸（图１ｂ），蛋白三维结构预测发现，这１６个氨基

酸编码的蛋白质折叠成为２个发夹结构（图２ａ）。由

于前人研究发现激酶的磷酸化会受到发夹结构的影

响，而磷酸化水平会直接影响蛋白质功能［３０］。因

此，我们推测这可能造成ＨａＪＮＫ１和ＨａＪＮＫ２在棉

铃虫体内发挥不同的功能。

进化树分析结果表明，棉铃虫ＨａＪＮＫ１与二化

螟、家蚕进化为同一支，再与棉铃虫ＨａＪＮＫ２聚为

一支，它们在亲缘关系上较近。因此，可能与其他

鳞翅目昆虫的犑犖犓基因存在类似的功能，参与抵

御外来病原微生物等的应激及免疫反应。时空表

达谱分析表明犎犪犑犖犓狊在棉铃虫不同组织、不同

龄期均有表达，说明ＨａＪＮＫ存在于棉铃虫的整个

生命过程中，可能参与生物体的生长、发育、繁殖

·４４１·
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等过程。随着棉铃虫的生长发育犎犪犑犖犓狊的表达

量呈现出先高后低的趋势，犎犪犑犖犓狊在卵期高表

达，显著高于其他发育时期，犎犪犑犖犓１在性腺中表

达量最高，其次是唾液腺，犎犪犑犖犓２在头部表达

量最高，其次是性腺。报道显示，果蝇卵期犑犖犓

高表达可能是因为ＪＮＫ通路参与卵的形成，并在

卵泡细胞和其他上皮细胞的形态发生过程中起

到重要作用［３１］；棉铃虫头部犎犪犑犖犓表达量高可

能是由于复眼视网膜细胞是昆虫感受外界光刺

激的主要场所，犎犪犑犖犓 将外界光刺激的胞外信

号转导至胞内，因此含有复眼的头部犎犪犑犖犓高

表达［７］。我们推测 犎犪犑犖犓 基因在棉铃虫各发

育时期、组织中发挥着重要的功能，除参与卵形

成、感受光刺激等功能外，还可能参与性别分

化［３２］，且两种犎犪犑犖犓基因在不同的组织中发挥

的功能有所不同。

棉铃虫受到Ｃｒｙ１Ａｃ胁迫诱导后犎犪犑犖犓狊的

表达量呈现出先升高后降低的趋势。低浓度（２０

ｎｇ／μＬ）Ｃｒｙ１Ａｃ处理６ｈ后，犎犪犑犖犓１和犎犪犑犖犓２

表达量达到最高，分别为对照组棉铃虫的２．２３倍、

２．３９倍；高浓度（４０ｎｇ／μＬ、８０ｎｇ／μＬ）Ｃｒｙ１Ａｃ处理

１２ｈ后，犎犪犑犖犓１和犎犪犑犖犓２表达量达到最高，

其中８０ｎｇ／μＬ处理分别为对照组棉铃虫的３．３２

倍、２．７１倍。这与其他昆虫中的报道类似，经过Ｃｒｙ

蛋白处理后亚洲玉米螟犗狊狋狉犻狀犻犪犳狌狉狀犪犮犪犾犻狊 的

ＭＡＰＫｓ基因有明显的上调现象
［３３］，推测受到Ｃｒｙ

蛋白的胁迫后引起了 ＭＡＰＫ通路的免疫反应。烟

粉虱被病原菌侵染后犑犖犓的ｍＲＮＡ水平与蛋白

磷酸化水平显著升高，说明ＪＮＫ信号通路在烟粉

虱抵抗病原菌侵染过程中起到重要作用［５］；ＪＮＫ

信号通路被果蝇免疫反应中的ＬＳＰ所激活，参与

果蝇的免疫反应［８］。而且，棉铃虫取食Ｃｒｙ１Ａｃ后

犎犪犑犖犓表达量的升高，也可能激活 ＭＡＰＫ通路，

通过反式调控棉铃虫中肠上相关Ｂｔ受体蛋白基因

的表达，降低受体蛋白与Ｂｔ蛋白的结合，从而减少

对棉铃虫的为害［３４３５］。关于 犎犪犑犖犓 在Ｃｒｙ１Ａｃ

对棉铃虫的毒力过程中的作用，后续我们将进一步

探索研究。
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