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摘要　载脂蛋白受体（ｌｉｐｏｐｈｏｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬｐＲ）在昆虫体内脂质转运中发挥重要作用。为了明确棉铃虫载脂蛋白

受体基因在其卵巢发育及饥饿胁迫中的功能，本研究克隆了棉铃虫犎犪犔狆犚基因的ｃＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＫＵ３５５８８６．１），全长３１１７ｂｐ，开放阅读框为２６４３ｂｐ，编码８８０个氨基酸；其氨基酸序列包含典型的低密度脂蛋白

受体结构域，与其他鳞翅目昆虫的ＬｐＲ相似度＞８０％。荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，犎犪犔狆犚在雌蛾的卵巢和脂

肪体组织中相对转录水平最高；在雌蛾卵子发生期均有转录，在雌蛾羽化后３ｄ表达量达到最高峰；饥饿处理会抑

制犎犪犔狆犚在雌蛾卵巢和脂肪体中的转录。研究结果有助于解析ＨａＬｐＲ参与棉铃虫卵巢发育过程中的脂质转运

以及应对饥饿胁迫的作用。
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　　昆虫的生殖与营养状况息息相关
［１］，卵巢作为

雌虫繁衍的生殖器官，其发育调控关系昆虫的种群

密度，解析卵巢发育过程中营养的积累过程，有助于

探索针对害虫生殖进行防控的策略来控制害虫种群

繁殖。昆虫卵母细胞内需要积累充足糖原、脂质和

蛋白质，为胚胎发育提供能量和营养［２］。关于昆虫

卵母细胞中蛋白质的积累研究已较为明确［３］，雌性

脂肪体内合成的卵黄原蛋白（ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ，Ｖｇ）分泌

到血淋巴后，通过卵黄原蛋白受体（ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ，ＶｇＲ）介导的内吞作用，被发育的卵母细胞

摄取［４５］。然而脂质如何在卵母细胞中积累，尤其是

脂类运输所依赖受体的转运过程尚不清楚。脂质占

昆虫卵干重的３０％～４０％
［６７］，昆虫利用脂肪酸合

成甘油三酯（ｔｒｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ，ＴＡＧ），为昆虫胚胎发

育提供主要的能量来源［８］，但卵母细胞自身合成脂

肪酸的能力非常有限，因此昆虫卵母细胞中积累的
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大部分脂质必须从其他组织摄取。在昆虫卵黄发生

过程中，脂肪体中的脂类和卵黄蛋白前体依赖载脂

蛋白（ｌｉｐｏｐｈｏｒｉｎ，Ｌｐ）转运至卵巢组织
［９］，在部分昆

虫中，Ｌｐ也同脂肪体合成的其他卵黄蛋白一起被卵

巢吸收［１０１２］。然而Ｌｐ完成脂质等物质的运输后，

需要细胞表面的载脂蛋白受体（ｌｉｐｏｐｈｏｒｉｎｒｅｃｅｐ

ｔｏｒ，ＬｐＲ）通过内吞作用介导细胞对脂蛋白的摄取

和代谢［９］。由此可见，ＬｐＲ在脂类物质的转运途径

中发挥重要作用。

ＬｐＲ是一种跨细胞膜的糖蛋白，属于低密度脂

蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）

超家族，具有ＬＤＬＲ家族的保守结构域
［５］：配体结合

域（ｌｉｇａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＬＢＤ）、表皮生长因子前

体同源结构域（ＥＧＦｐｒｅｃｕｒｓｏｒｈｏｍｏｌｏｇｙｄｏｍａｉｎ）、

Ｏ糖链结构域（Ｏｓｕｇａｒｌｉｎｋｅｄｄｏｍａｉｎ）、跨膜结构

域（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎ，ＴＭ）及胞质结构域

（ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｄｏｍａｉｎ）。最早从飞蝗犔狅犮狌狊狋犪犿犻

犵狉犪狋狅狉犻犪中克隆获得昆虫的犔狆犚基因，功能分析发

现ＬｐＲ充当Ｌｐ以内吞的形式进入细胞的受体蛋

白［１３］。随后在其他昆虫中陆续鉴定出犔狆犚 基

因［１４１６］。Ｌｅｅ等
［１７］在大蜡螟犌犪犾犾犲狉犻犪犿犲犾犾狅狀犲犾犾犪中

发现２０羟基蜕皮酮（２０Ｅ）和胆固醇均能诱导犔狆犚

的表达。Ｃｉｕｄａｄ等
［１８］分别从德国小蠊犅犾犪狋狋犲犾犾犪

犵犲狉犿犪狀犻犮犪的脂肪体和卵巢中鉴定出了Ｌ亚型和Ｓ

亚型的ＬｐＲ，进一步分析表明不同亚型在卵黄发生

期的表达模式存在差异，干扰犔狆犚表达后卵母细胞

中脂蛋白的含量显著降低。此外，ＰａｒｒａＰｅｒａｌｂｏ等

在黑腹果蝇犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉中也鉴定到

两种犔狆犚基因，并发现其能够介导卵母细胞对中性

脂质的摄取［１９］。Ｌｕ等
［２０］敲除褐飞虱犖犻犾犪狆犪狉狏犪狋犪

犾狌犵犲狀狊的犔狆犚 基因导致褐飞虱体内ＴＡＧ含量降

低，卵巢发育受阻以及生殖力下降。Ｑｉａｏ等
［２１］对豌

豆蚜犃犮狔狉狋犺狅狊犻狆犺狅狀狆犻狊狌犿犔狆犚进行ＲＮＡ干扰，导

致其成虫生殖力显著下降。上述研究表明犔狆犚对

雌虫卵巢成熟至关重要。

棉铃虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪 （Ｈüｂｎｅｒ）是我

国重要的农业害虫，其雌成虫需要通过补充营养促

使自身性成熟［２２］。棉铃虫ＶｇＲ调控卵母细胞对

Ｖｇ的摄取，对卵子成熟和卵巢发育至关重要
［２３］，幼

虫面临饥饿胁迫会降低体内脂质和蛋白质的含

量［２４］。本文通过ＲＴＰＣＲ和ＲＡＣＥ技术克隆获得

棉铃虫犎犪犔狆犚基因，分析其序列特征，进一步通过

ｑＲＴＰＣＲ检测其在棉铃虫雌成虫卵巢发育期间的

表达情况，分析了饥饿胁迫对载脂蛋白受体基因表

达的影响。本研究有助于阐明载脂蛋白受体参与棉

铃虫卵巢发育过程中的脂类转运及应对饥饿胁迫时

的作用。

１　材料与方法

１．１　供试虫源

棉铃虫种群于２０１８年９月采自河北廊坊中国

农业科学院廊坊中试基地。幼虫置于人工气候箱用

人工饲料饲养［２５］。培养条件为温度（２７±２）℃，相

对湿度（７０±５）％，光周期Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ。待

其化蛹后，将雌雄蛹分开后分别置于养虫笼（长

４０ｃｍ、宽２６ｃｍ、高２１ｃｍ）中饲养。成虫羽化后，饲

喂１０％蜂蜜水。

１．２　棉铃虫不同发育阶段和组织的样品准备

为了研究犎犪犔狆犚在棉铃虫不同发育阶段的表

达情况，分别收集卵约２００粒、１龄幼虫５０头、２龄

幼虫１０头、３龄幼虫５头、４龄幼虫３头、５龄幼虫３

头、６龄幼虫３头、蛹３头以及雌雄成虫各３头，设

为１个生物学重复。另外，分别取羽化后１、２、３，

４、５、７、８、９ｄ的雌成虫各２头，用于研究犎犪犔狆犚

在棉铃虫雌虫发育阶段的表达模式。取６头２日

龄棉铃虫雌成虫，置于冰上解剖，分别收集头、表

皮、马氏管、血淋巴、中肠、脂肪体和卵巢组织，用

于分析犎犪犔狆犚在棉铃虫雌虫不同组织的表达情

况，除血淋巴外的各组织均用预冷的无菌水清洗，

滤纸吸干多余水分，上述所有样品经液氮冷冻后迅

速置于－８０℃超低温冰箱保存。试验包含４个生

物学重复。

选取刚羽化的棉铃虫雌成虫各２０头，分别饲喂

１０％蜂蜜水和清水，设置为对照组和试验组，饲喂

２４、４８、７２ｈ后每个处理随机选取６头成虫，在冰上

解剖收集其脂肪体和卵巢，用无菌水洗净，滤纸吸干

多余水分，经过液氮冷冻后置于－８０℃冰箱保存，用

于分析饥饿处理后犎犪犔狆犚基因的表达差异，试验

包含４个生物学重复。

１．３　总犚犖犃提取和犮犇犖犃合成

将棉铃虫样品置于预冷的研钵内，加入液氮研

磨成粉末后迅速转移到１．５ｍＬ的ＲＮＡａｓｅ离心管

中，然后采用ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，并使用超微

量分光光度计和１％琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ的

·４１２·
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纯度及完整性。取２μｇ总ＲＮＡ，使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（北京天根生物

有限公司）合成第一链ｃＤＮＡ，保存于－２０℃冰箱

备用。ＲＡＣＥ扩增所需ｃＤＮＡ模板使用ＳＭＡＲＴ

ｅｒＲＡＣＥ５′／３′Ｋｉｔ（宝日医生物技术有限公司）

合成。

１．４　棉铃虫犎犪犔狆犚基因的克隆

根据本实验室所测的棉铃虫转录组结果，搜索

棉铃虫转录组数据获得载脂蛋白受体的基因片段，

利用Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计特异性引物进行验证，然

后设计５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ 引物（表１）通过

Ａｄｖａｎｔａｇｅ２ＰＣＲＫｉｔ（宝日医生物技术有限公

司）分别扩增获得３′端和５′端序列，具体操作按照试

剂盒说明书进行。将ＰＣＲ扩增片段切胶回收后，使

用连接酶将其与ｐＧＭＴ克隆载体（北京全式金生

物技术有限公司）连接，转至大肠杆菌感受态细胞

ＤＨ５α中，经过热激、复性、涂板及３７℃过夜培养，挑

选阳性菌落进行测序。然后将所得序列片段拼接得

到ｃＤＮＡ全长序列。设计特异引物 ＨａＬｐＲＦ和

ＨａＬｐＲＲ验证开放阅读框，ＰＣＲ反应体系为ｃＤＮＡ

模板１μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各１μＬ，ＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。扩增条件：

９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，

７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

表１　本试验使用的引物序列

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

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度／ｂｐ

Ｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅ

用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＨａＬｐＲＦ１ ＴＣＡＴＣＡＣＡＴＣＡＧＡＣＧＧＣＴＴＧ ９６０ 扩增中间片段

ＨａＬｐＲＲ１ ＧＴＧＣＧＴＡＧＣＣＡＴＴＣＴＴＣＴＣＧ

ＨａＬｐＲＦ２ ＴＧＣＧＧＧＧＡＴＧＡＣＡＧＣＧＡ ５０２

ＨａＬｐＲＲ２ ＧＡＴＧＣＴＴＧＴＣＡＣＡＣＡＣＣＴＴＣ

ＨａＬｐＲ５ＲＡＣＥ ＣＧＡＡＣＴＣＣＧＡＴＧＡＴＡＴＧＣＡＧＧＧＴＧ ３５６ ５′ＲＡＣＥ扩增

ＨａＬｐＲ３ＲＡＣＥ ＡＣＣＧＴＡＡＴＧＴＴＡＣＡＴＣＴＡＴＧＡＡＣＴＴ ６２２ ３′ＲＡＣＥ扩增

ＨａＬｐＲＦ ＡＴＧＴＴＣＣＴＴＴＴＧＧＴＧＧＧＣＴ ２６４３ 犎犪犔狆犚基因开放阅读框验证

ＨａＬｐＲＲ ＣＴＡＴＡＣＡＡＡＧＴＣＡＴＴＴＧＴＡＣＣ

ｑＨａＬｐＲＦ ＡＣＴＧＴＣＣＣＧＡＴＧＧＡＡＧＴＧＡＣ １９２ 实时荧光定量ＰＣＲ

ｑＨａＬｐＲＲ ＣＧＴＴＧＴＴＣＴＴＣＴＣＧＣＡＴＴＣＡ

βａｃｔｉｎＦ ＧＣＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧＣＴＧ ２３１

βａｃｔｉｎＲ ＣＧＴＣＧＣＡＣＴＴＣＡＴＧＡＴＧＧＡＧ

１．５　棉铃虫犎犪犔狆犚序列分析及系统发育树的构建

利用ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）查找完整的开放阅读框，并利用

ＥｘＰＡＳｙ网站ｔｒａｎｓｌａｔｅｔｏｏｌ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／

ｔｒａｎｓｌａｔｅ／）对犎犪犔狆犚基因的ＯＲＦ序列进行翻译，采

用ＳｉｇｎａｌＰ４．１软件（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖ

ｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ４．１／）和ＴＭＨＭＭ２．０（ｈｔｔｐｓ：∥ｓｅｒｖ

ｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＴＭＨＭＭ

２．０）预测信号肽和跨膜区，利用ＳＭＡＲＴ 软件

（ｈｔｔｐ：∥ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）进行结构域分

析。根据翻译得到的氨基酸序列，运用 ＮＣＢＩ的

ＢＬＡＳＴＰ工具搜索其他昆虫的ＬｐＲ序列，根据搜索

到的其他昆虫中同源性高的ＬｐＲ氨基酸序列，利用

ＣｌｕｓｔａｌＸ和 Ｇｅｎｅｄｏｃ软件进行多重比较，使用

ＭＥＧＡ１１软件采用邻位相接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＪ）构建系统发育树，进行１０００次重复构建。用于

结构域分析及进化树构建的昆虫载脂蛋白基因及登

录号见表２。

表２　构建进化树所使用的不同种类昆虫载脂蛋白

受体基因及登录号

犜犪犫犾犲２　犛狆犲犮犻犲狊犪狀犱犌犲狀犅犪狀犽犪犮犮犲狊狊犻狅狀狀狅．犳狅狉

狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

鳞翅目　Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ

　棉铃虫　犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪 犎犪犔狆犚 ＡＮＧ５６６０９．１

　斜纹夜蛾　犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犾犻狋狌狉犪 犛犾犔狆犚 ＡＤＮ０４９１１

　蜡螟　犌犪犾犾犲狉犻犪犿犲犾犾狅狀犲犾犾犪 犌犿犔狆犚 ＡＢＦ２０５４２．１

　脐橙螟　犃犿狔犲犾狅犻狊狋狉犪狀狊犻狋犲犾犾犪 犃狋犔狆犚 ＸＰ＿０１３１９４６８９

　家蚕　犅狅犿犫狔狓犿狅狉犻 犅犿犔狆犚 ＢＡＦ５１９６５

　蓖麻蚕　犛犪犿犻犪狉犻犮犻狀犻 犛狉犔狆犚 ＡＮＯ５８５５６．１

　黑脉金斑蝶　犇犪狀犪狌狊狆犾犲狓犻狆狆狌狊 犇狆犔狆犚 ＥＨＪ７２２２７

　柑橘凤蝶　犘犪狆犻犾犻狅狓狌狋犺狌狊 犘狓犔狆犚 ＫＰＩ９７５２５

　玉带凤蝶　犘犪狆犻犾犻狅狆狅犾狔狋犲狊 犘狆犔狆犚 ＸＰ＿０１３１３４９００

　金凤蝶　犘犪狆犻犾犻狅犿犪犮犺犪狅狀 犘犿犔狆犚 ＫＰＪ１１６８４
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续表２　犜犪犫犾犲２（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

直翅目　Ｏｒｔｈｏｐｔｅｒａ

　飞蝗　犔狅犮狌狊狋犪犿犻犵狉犪狋狅狉犻犪 犔犿犔狆犚 ＣＡＡ０３８５５

蜚蠊目　Ｂｌａｔｔａｒｉａ

　德国小蠊　犅犾犪狋狋犲犾犾犪犵犲狉犿犪狀犻犮犪 犅犵犔狆犚 ＣＡＬ４７１２６

　马德拉蜚蠊　犚犺狔狆犪狉狅犫犻犪犿犪犱犲狉犪犲 犚犿犔狆犚 ＢＡＥ０００１０

半翅目　Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ

　褐飞虱　犖犻犾犪狆犪狉狏犪狋犪犾狌犵犲狀狊 犖犾犔狆犚 ＡＤＥ３４１６７

　豌豆蚜　犃犮狔狉狋犺狅狊犻狆犺狅狀狆犻狊狌犿 犃狆犔狆犚 ＸＰ＿００８１８６７７０．１

膜翅目　Ｈｙｍｅｎｏｐｔｅｒａ

　切叶蚁　犃犮狉狅犿狔狉犿犲狓犲犮犺犻狀犪狋犻狅狉 犃犲犔狆犚 ＥＧＩ６１３０２

　毕氏卵角蚁　犗狅犮犲狉犪犲犪犫犻狉狅犻 犗犫犔狆犚 ＥＺＡ５９２５７

双翅目　Ｄｉｐｔｅｒａ

　黑腹果蝇　犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉 犇犿犔狆犚 ＮＰ＿７３３１１９

　埃及伊蚊　犃犲犱犲狊犪犲犵狔狆狋犻 犃犪犔狆犚犳犫 ＡＡＱ１６４１０．１

　埃及伊蚊　犃犲犱犲狊犪犲犵狔狆狋犻 犃犪犔狆犚狅狏 ＡＡＫ７２９５４．１

１．６　利用实时荧光定量狇犚犜犘犆犚技术对犎犪犔狆犚

进行表达量分析

　　根据获得的棉铃虫犎犪犔狆犚的ｃＤＮＡ序列，设

计一对荧光定量引物ｑＨａＬｐＲＦ／Ｒ，以棉铃虫

β犪犮狋犻狀基因为内参基因（表１），进行扩增效率验证

后，利用ｑＲＴＰＣＲ检测犎犪犔狆犚在棉铃虫不同发育

阶段和不同组织的表达量。ｑＲＴＰＣＲ采用ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎ法，２５μＬ反应体系：２×ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ

１２．５μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物

各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ。反应在ＢｉｏｒａｄＣＦＸ９６荧

光定量ＰＣＲ仪中进行，反应程序为：９５℃预变性

１ｍｉｎ；９５℃变性５ｓ，６０℃退火３０ｓ，循环４０次；熔

解曲线９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ，９５℃１５ｓ。ｑＲＴＰＣＲ

结果用２－△△犆狋法进行分析
［２６］。

１．７　数据统计与分析

不同发育阶段和不同组织间的基因表达量差异

显著性采用单因素方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），

并采用 Ｆｉｓｈｅｒ’ｓＬＳＤ 检验进行多重比较（α＝

０．０５）。对照组和饥饿处理组的基因表达量采用配

对狋ｔｅｓｔ法进行差异显著性分析。数据分析使用

ＳＰＳＳ１７．０软件。

２　结果与分析

２．１　棉铃虫载脂蛋白受体基因基本特征

棉铃虫犔狆犚基因命名为犎犪犔狆犚（基因登录号

ＫＵ３５５８８６．１），序列全长３１１７ｂｐ，包含２５ｂｐ的

５′非编码区和４４９ｂｐ的３′非编码区，开放阅读框

为２６４３ｂｐ，编码８８０个氨基酸。预测其蛋白质分

子量为９８．６７ｋＤ，等电点为５．０１，预测其编码的蛋

白质在Ｎ末端含有１个信号肽，剪切位点位于第

３１和第３２残基。氨基酸结构域分析发现犎犪犔狆犚

基因编码的蛋白包含典型的低密度脂蛋白受体结

构域：８个富含半胱氨酸的配体结合域、３个表皮

生长因子结构域、５个低密度脂蛋白受体ＹＷＴＤ

结构域、１个跨膜域（７９５－８１７位氨基酸）以及一

个网格蛋白包被的凹陷内化基序ＦＤＮＰＶＹ（８３２－

８３７位氨基酸）。

２．２　棉铃虫载脂蛋白受体犎犪犔狆犚序列相似性及系

统进化树

　　棉铃虫犎犪犔狆犚与其他昆虫犔狆犚 基因编码的

氨基酸序列比对表明，ＬｐＲ氨基酸序列在不同物种

间的保守性较高，都包含低密度脂蛋白受体配体结

合域（ＬＤＬａ）、表皮生长因子结构域（ＥＧＦ）、低密度

脂蛋白受体ＹＷＴＤ结构域（ＬＹ）等结构域（图１）。

棉铃虫的ＨａＬｐＲ与斜纹夜蛾犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犾犻狋狌狉犪的

ＬｐＲ氨基酸序列相似性为９４．４％，与螟蛾科Ｐｙｒａｌｉ

ｄａｅ脐橙螟犃犿狔犲犾狅犻狊狋狉犪狀狊犻狋犲犾犾犪和大蜡螟ＬｐＲ的

氨基酸序列相似度分别为８８．７％和８７．５％，与蚕蛾

科Ｂｏｍｂｙｃｉｄａｅ家蚕、蓖麻蚕犛犪犿犻犪狉犻犮犻狀犻ＬｐＲ的相

似度分别为８５．２％和８７．８％，与黑脉金斑蝶犇犪狀

犪狌狊狆犾犲狓犻狆狆狌狊、玉带凤蝶犘犪狆犻犾犻狅狆狅犾狔狋犲狊、金凤蝶

犘．犿犪犮犺犪狅狀和柑橘凤蝶犘．狓狌狋犺狌狊等鳞翅目蝶类昆

虫ＬｐＲ的相似度在８３．１％～８５．５％之间，与其他非

鳞翅目昆虫的氨基酸序列的相似性在５９．５％～

７２．４％之间（图１）。

进化树显示，棉铃虫 犎犪ＬｐＲ与斜纹夜蛾的

ＬｐＲ亲缘关系最近，与脐橙瞑、大蜡螟、家蚕、蓖麻蚕

等昆虫ＬｐＲ的亲缘关系较近，而与黑脉金斑蝶、玉

带凤蝶及柑橘凤蝶等昆虫的亲缘关系较远。总体趋

势是亲缘关系越近，同源性越高，与氨基酸序列比对

结果一致（图２）。

２．３　犎犪犔狆犚在棉铃虫不同发育时期和组织的表达

犎犪犔狆犚在卵和雌成虫体内高表达，在幼虫和

雄成虫体内表达量较低（图３ａ）。犎犪犔狆犚在雌成虫

各个日龄均有表达，表达量在雌成虫羽化后第３天

到达高峰，随后逐渐降低，在羽化后第９天降到最低

水平（图３ｂ）。犎犪犔狆犚在脂肪体和卵巢中高表达，

在血淋巴中次之，而在中肠、表皮、马氏管和头部等

组织中表达量较低（图３ｃ）。
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图１　棉铃虫及其他昆虫犔狆犚氨基酸序列的结构分析与比较

犉犻犵．１　犛狋狉狌犮狋狌狉犲犪狀犪犾狔狊犻狊犪狀犱犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犔狆犚狊犳狉狅犿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狆犲犮犻犲狊
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图２　不同昆虫物种犔狆犚氨基酸序列的系统进化关系分析

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犔狆犚犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狉狅犿犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狀狊犲犮狋狊狆犲犮犻犲狊

　

图３　犎犪犔狆犚在棉铃虫不同发育阶段（犪）、雌虫不同日龄（犫）及雌虫不同组织（犮）的表达情况

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犎犪犔狆犚犪狋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（犪），犱犪狔狊犪犳狋犲狉犳犲犿犪犾犲犿狅狋犺犲犿犲狉犵犲狀犮犲犪狀犱犻狀

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊（犮）狅犳犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

　
２．４　饥饿处理对犎犪犔狆犚表达的影响

棉铃虫雌成虫经饥饿处理后，卵巢和脂肪体中

犎犪犔狆犚基因的表达量都受到抑制。与饲喂１０％蜂蜜

水的对照组相比，饲喂清水的饥饿处理组卵巢中

犎犪犔狆犚的表达量整体呈现下降的趋势，２４ｈ和

４８ｈ的表达量分别是对照组的１１５．３％和６６．９％，而

到７２ｈ时其表达量显著低于对照组，仅为对照组表达

量的４１．９％（狋＝３．７，犱犳＝３，犘＝０．０３）（图４ａ）。另

一方面，饥饿处理降低犎犪犔狆犚在脂肪体中的表达，在

饥饿处理２４ｈ，其表达量是对照组的８２．１８％，差异不
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显著（狋＝１．１６，犱犳＝３，犘＝０．３３），在饥饿４８ｈ和７２ｈ

后，其表达量分别是对照组的３７．５％和２４．８％，显著

低于对照组（４８ｈ：狋＝４．７，犱犳＝３，犘＝０．０１８；７２ｈ：狋

＝４．７，犱犳＝３，犘＝０．０１８）（图４ｂ）。

图４　饥饿对棉铃虫雌成虫卵巢（犪）和脂肪体（犫）组织中犎犪犔狆犚基因表达量的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狊狋犪狉狏犪狋犻狅狀狅狀犎犪犔狆犚犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狋犺犲狅狏犪狉狔（犪）犪狀犱犳犪狋犫狅犱狔（犫）狅犳犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪犳犲犿犪犾犲犪犱狌犾狋

　

３　结论与讨论

迁飞昆虫羽化时卵巢并未发育成熟，雌成虫通常

需要补充包括糖、蛋白、脂肪等营养物质促进其卵巢

发育及胚胎成熟［２７］。昆虫卵母细胞中积累的蛋白质

在脂肪体内合成后通过受体介导的内吞作用转运至

卵母细胞，大量研究表明ＶｇＲ是将Ｖｇ输送到生长中

的卵母细胞的关键因子，对昆虫卵巢成熟起着重要的

促进作用［３５］，除此之外，昆虫卵母细胞发育也需要积

累脂类物质，而载脂蛋白受体ＬｐＲ能与相应的载脂蛋

白结合，以内吞作用介导细胞对脂质的摄取与代

谢［８９］。本研究通过ＲＴＰＣＲ与ＲＡＣＥ技术克隆得到

棉铃虫犎犪犔狆犚的全长序列，发现其具有该基因家族

的典型结构域（图１），通过对多种昆虫ＬｐＲ氨基酸序

列结构对比发现，不同物种在低密度脂蛋白受体配体

结合域富含半胱氨酸的重复序列存在差异（图１），然

而已有研究表明配体结合域ＬＤＬａ的第６－８重复域

在与配体结合时不发挥作用［２８］，因此我们推测不同昆

虫的受体与配体结合力无差异。

犎犪犔狆犚基因时空表达谱分析表明，犎犪犔狆犚在

棉铃虫雌成虫中高表达，推测犔狆犚可能与棉铃虫雌

虫的生殖行为相关，该推测与德国小蠊和褐飞虱的

研究结果一致［１８２０］。而豌豆蚜犃狆犔狆犚在成虫体内

的表达量低于幼虫，但在胚胎时期表达量显著高于

其他龄期［２１］，同样的，犎犪犔狆犚也在棉铃虫卵内高表

达，这可能与脂质作为胚胎发育期的重要营养消耗

物质相关。另外组织表达谱分析发现棉铃虫犎犪犔

狆犚在２日龄雌虫的脂肪体和卵巢内高表达，从侧面

证实昆虫的ＬｐＲ可能参与脂肪体和卵巢组织的脂

质运输和摄取。类似表达模式在其他昆虫中也有报

道，例如褐飞虱的犖犾犔狆犚在脂肪体和卵巢内高表

达，而在头部、表皮和中肠的表达量相对较低［２０］。

飞蝗的犔犿犔狆犚犛在卵巢的表达量显著高于其他组

织，而飞蝗中的另一个ＬｐＲ亚型犔犿犔狆犚犔除了在

卵巢内高表达外，还在翅芽中高表达［２９］。豌豆蚜的

犃狆犔狆犚在腹部角质层中高表达，并且通过ＲＮＡｉ抑

制犃狆犔狆犚的表达会降低豌豆蚜表皮羟基化合物和

内部碳氢化合物的含量，进而增加对干燥的敏感

性［２１］。另外，家蚕中的犔狆犚４亚型在其脑部及脑神

经细胞中特异性地表达［１６］，果蝇的犔狆犚犛亚型在幼

虫的脑神经高表达，并与星形胶质细胞衍生的载脂

蛋白相互作用，介导神经胶质细胞脂质穿梭［３０］。由

于基因的阶段性或者组织特异性表达往往与其在组

织或者阶段的生命活动相关，这表明ＬｐＲ除了参与

成虫卵巢发育相关的脂质转运外，还参与了表皮层

及神经细胞的脂质运输。

昆虫的繁殖力与成虫期的营养息息相关，饥饿

处理显著降低成虫期有营养需求的昆虫的产卵

量［３１３３］，卵母细胞内积累的脂类是维持胚胎发育的

主要能量来源，在致倦库蚊犆狌犾犲狓狇狌犻狀狇狌犲犳犪狊犮犻犪狋狌狊

中发现卵母细胞发育所需的能量９０％以上来自于
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脂类［３４］，果蝇中９５％的脂类主要依靠血淋巴内的载

脂蛋白转运［３５］。甜菜夜蛾犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犲狓犻犵狌犪经饥

饿处理后体内脂肪含量显著降低［３６］，本研究通过实

时荧光量 ＰＣＲ 检测发现棉铃虫经饥饿处理后

犎犪犔狆犚基因无论在脂肪体还是卵巢组织内表达量

都显著降低，这说明饥饿处理抑制了犎犪犔狆犚的表

达，我们推测饥饿处理导致昆虫产卵量降低可能跟

载脂蛋白受体基因表达受到抑制有关。Ｌｕ等利用

ＲＮＡｉ技术发现干扰犖犾犔狆犚基因后褐飞虱体内的

甘油三酯含量和Ｖｇ含量都显著降低，进而导致褐

飞虱的产卵量和孵化率显著降低［２０］。此外，沉默鱼

虱犔犲狆犲狅狆犺狋犺犲犻狉狌狊狊犪犾犿狅狀犻狊的犔狊犔狆犚，其后代数量

下降为对照组的２５％
［３７］。然而在德国小蠊中，干扰

犔狆犚显著降低雌虫脂肪体内的脂质含量，但犔狆犚干

扰组和对照组的生殖力无明显差异［１８］。然而在棉

铃虫中，饥饿处理降低了雌虫的生殖力，但饥饿２４、

４８、７２ｈ后棉铃虫雌虫体内脂肪含量无显著变化（数

据未发表），由于载脂蛋白与组织细胞之间的相互作

用可能需要多种组分的参与，棉铃虫 ＨａＬｐＲ对卵

巢发育的具体影响仍需要ＲＮＡｉ或者基因编辑技术

进一步研究。
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