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摘要　为明确黏虫咽侧体抑制神经肽基因（ａｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎ，ＡＳＴ）在调控黏虫犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪（Ｗａｌｋｅｒ）保幼激素

（ｊｕｖｅｎｉｌｅｈｏｒｍｏｎｅ，ＪＨ）中的功能，采用ＲＴＰＣＲ和ＲＡＣＥ技术克隆获得的黏虫ＡＳＴ基因ｃＤＮＡ全长序列９０２ｂｐ，

开放阅读框３７８ｂｐ，编码１２５个氨基酸。蛋白分子量为１４．３３ｋＤ，等电点为９．２５，具有Ｃ型ＡＳＴ典型的ＰＩＳＣＦ序

列。进化树分析表明，黏虫ＡＳＴ氨基酸序列与一点黏虫、草地贪夜蛾、棉铃虫氨基酸序列相似性高达８０％以上。

实时荧光定量ＰＣＲ结果表明ＡＳＴ在成虫期的表达有明显组织和时间特异性。ＡＳＴ在飞行肌中表达量最高，头部其

次，卵巢最低；黏虫头部ＡＳＴ表达量在７日龄最高，飞行肌中ＡＳＴ基因的表达量在１日龄最高。本研究对进一步揭示

黏虫ＡＳＴ基因对ＪＨ调控作用，明确黏虫ＪＨ调控迁飞和生殖的相关的分子调控机制具有重要意义。
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　　保幼激素（ｊｕｖｅｎｉｌｅｈｏｒｍｏｎｅ，ＪＨ）是一种由昆

虫咽侧体所分泌的倍半萜类化合物，对昆虫的变态、

生殖和发育起到重要的调控作用。在幼虫期，阻止

蜕皮激素引起的变态，维持幼虫的结构特征，成虫期
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能促进卵子的发生、卵巢的发育和成熟［１２］。研究表

明，昆虫体内的ＪＨ受合成和代谢两种途径控制。

其中，咽侧体（ｃｏｒｐｏｒａａｌｌａｔａ，ＣＡ）合成ＪＨ的活性受

脑神经细胞产生的神经肽调控［３］，分别是促进咽侧体

分泌保幼激素的促咽侧体神经肽（ａｌｌａｔｏｔｒｏｐｉｎ，ＡＴ）

和抑制咽侧体活性的ＡＳＴ（ａｌｌａｔｏｓｔａｔｉｎ，ＡＳＴ）
［４６］。

ＡＳＴ由脑神经细胞分泌，通过神经、体液途径传递

到咽侧体抑制保幼激素的合成与释放［７］，ＡＳＴ对咽

侧体的抑制作用与昆虫种类、发育阶段有关。体外

合成的ＡＳＴ多肽可以抑制鳞翅目昆虫烟芽夜蛾

犎犲犾犻狅狋犺犻狊狏犻狉犲狊犮犲狀狊的咽侧体合成保幼激素，而对不

完全变态昆虫血黑蝗犕犲犾犪狀狅狆犾狌狊狊犪狀犵狌犻狀犻狆犲狊无影

响［８］；烟芽夜蛾羽化后２４ｈ雌成虫的ＡＳＴ多肽显

著抑制羽化后３ｄ的雌成虫咽侧体合成保幼激素的

能力［９］。但ＡＳＴ在昆虫中的功能还不仅限于此，太

平洋折翅蠊犇犻狆犾狅狆狋犲狉犪狆狌狀犮狋犪狋犪中肠中的ＡＳＴ可

以刺激中肠酶的活性，后肠中的ＡＳＴ与其调节促肌

蛋白的合成有关［１０］。目前，已分离鉴定出ＡＳＴ的

昆虫有家蚕、小菜蛾、黑脉金斑蝶、草地贪夜蛾、水稻

二化螟等，按照其氨基酸序列碳端不同结构可以将

ＡＳＴ分为３类：（１）Ａ型 碳末端有同一酰胺化氨基

酸序列Ｙ／ＦＸＦＧＬ
［１１］；（２）Ｂ型 碳末端有一个酰胺

化的Ｗ（Ｘ）序列
［１２１３］；（３）Ｃ型 碳末端氨基酸未经

酰胺化［１４］，该型咽侧体抑制素Ｎ末端具有环化阻碍

结构，Ｃ末端含有未环化的ＰＩＳＣＦ序列，且在两个

内部的半胱氨酸之间有１个二硫桥
［１５］。

黏虫犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪（Ｗａｌｋｅｒ）属鳞翅目，夜

蛾科，是一种典型的长距离迁飞害虫。主要在亚洲、

大洋洲近３０个国家发生为害，我国除新疆外均有分

布。黏虫的寄主种类达１６科１００多种，除为害禾本

科作物和牧草外，还给经济和油料作物造成重大损

失。建国后我国黏虫多次暴发成灾，１９５０－１９８９年全

国性黏虫暴发成灾１７年，成灾面积７１９１万ｈｍ２，造

成粮食损失１６００多万ｔ
［１６］。２０１２年，三代黏虫在东

北等地大面积暴发成灾，发生９２７．９９万ｈｍ２，损失粮

食６５．７９万ｔ。前期研究发现，保幼激素对黏虫的迁

飞、生殖和发育具有重要调控作用。黏虫成虫迁飞

时保幼激素和卵巢发育水平较低，保幼激素水平升

高后卵巢成熟，飞行能力下降，且黏虫迁入种群表现

为保幼激素水平高，卵巢发育级别高，飞行能力较

弱［１７１８］；黏虫点滴保幼激素后飞行能力减弱，而生殖

能力增强［１９］；羽化后１日龄是保幼激素调控迁飞和

生殖的关键期，黏虫１日龄飞行可以刺激咽侧体活

性促进保幼激素的合成与释放［２０］，对１日龄黏虫进

行饥饿处理使得其保幼激素提前分泌，促进卵巢发

育［２１２２］。由此可见，保幼激素和黏虫的迁飞与生殖

密切关联，而与保幼激素相关的分子调控途径的研

究将为揭示黏虫迁飞致灾的调控机制奠定基础。为

了进一步明确保幼激素在调控黏虫迁飞和生殖中的

分子调控途径，本研究对调控保幼激素合成的黏虫

ＡＳＴ基因开展研究。通过利用ＲＡＣＥ技术克隆得

到黏虫ＡＳＴ基因全长，实时荧光定量技术分析其在

黏虫体内的时空表达情况，对进一步研究保幼激素

调控黏虫飞行与生殖的内在分子调控机制具有重要

意义。

１　材料与方法

１．１　材料

供试昆虫：虫源来自田间采集的越冬代黏虫成

虫，经室内繁殖３、４代供试。幼虫用３０～５０ｃｍ长

的玉米叶饲养，饲养密度为１０头／瓶，温度为（２４±

１）℃，光周期为Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ，相对湿度为

７０％左右。饲养方法参照吕伟祥等
［２３］的室内人工

饲养方法，每日更换新鲜玉米叶，直至幼虫停止取食

为止。幼虫老熟时，在玻璃瓶内加入含水量１０％～

１５％的土粒供其化蛹。成虫羽化后雌雄配对放置于

直径８ｃｍ，高２０ｃｍ的塑料罩中并喂饲５％的新鲜

蜂蜜水，每日更换。

主要试剂：ＲＮＡ提取试剂ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ购

于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司、琼脂糖凝胶ＤＮＡ纯化试剂

盒、ＤＮＡ连接试剂盒、５′ＦｕｌｌＲＡＣＥＫｉｔ试剂盒购于

ＴａＫａＲａ公司、ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴＫｉｔ（ｗｉｔｈｇＤＮａｓｅ）反转

录试剂盒、ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）

实时荧光定量试剂盒购于北京天根生化科技有限公

司。所有引物合成与ＤＮＡ测序由上海生工生物工

程股份有限公司完成。大肠杆菌感受态细胞ＪＭ１０９

购于ＴａＫａＲａ公司、克隆载体ｐＭＤ２０Ｔ购于天为时

代公司。

１．２　方法

１．２．１　引物的设计与合成

根据 黏 虫 近 缘 种 一 点 黏 虫 犘狊犲狌犱犪犾犲狋犻犪

狌狀犻狆狌狀犮狋犪基因序列，ＧｅｎＢａｎｋ序列号为 Ｕ３６５７０．

１，参照保守区域结合ＰＣＲ引物设计原则，设计简并

引物，根据同源序列设计３′ＲＡＣＥ引物和５′ＲＡＣＥ引

物，扩增得到基因的３′端序列和５′端序列。由得到的

黏虫ＡＳＴ序列，设计１对荧光定量引物ＡＳＴｑＦ／

ＡＳＴｑＲ，以β犪犮狋犻狀基因
［２４］（登录号：ＧＱ８５６２３８．１）作

为内参基因（表１）。
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表１　本试验所需引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆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

Ｕｓｅｏｆｐｒｉｍｅｒ

ＣＴＥ５７９Ｆ

ＣＴＥ５７９Ｒ

ＡＴＴＶＡＴＧＣＤＧＣＤＣＣＷＡＴＧＧＡ

ＧＧＴＴＧＡＡＧＴＡＧＣＡＣＴＧＶＣＧＧＡ

同源片段的

克隆

ＣＴＥ６０５３′ ＧＣＣＣＴＧＧＧＡＣＡＣＣＡＴＣＡＡＣＡＣＧ ３′ＲＡＣＥ扩增

ＣＴＥ６０５５′ ＧＣＣＧＣＣＧＴＧＴＴＧＡＴＧＧＴＧＴＣＣＣ ５′ＲＡＣＥ扩增

ＣＴＥ６０５Ｆ

ＣＴＥ６０５Ｒ

ＴＴＴＣＡＣＧＴＡＡＡＣＣＴＴＣＣＡＧＣＣＧＴＴ

ＧＣＣＧＴＴＧＡＧＧＴＧＴＴＡＧＧＴＴＧＣ
基因全长验证

ＡＳＴｑＦ

ＡＳＴｑＲ

ＡｃｔｉｎｑＦ

ＡｃｔｉｎｑＲ

ＣＴＧＴＴＴＧＴＧＡＣＡＡＴＴＣＧＴＧ

ＣＡＴＣＣＴＣＴＣＣＴＣＡＧＣＡＴＣ

ＡＡＣＴＴＣＣＣＧＡＣＧＧＴＣＡＡＧＴＣＡＴ

ＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＡＧＴＣＣＴＴＡＣＧ

实时荧光

定量ＰＣＲ

１．２．２　总ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ第一链的合成

解剖黏虫成虫脑组织、飞行肌、卵巢置于无

ＲＮＡ酶离心管中，用液氮冷冻后用Ｔｒｉｚｏｌ提取各组

织ＲＮＡ后溶于ＤＥＰＣ水，ＲＮＡ用核酸蛋白检测仪

检测其浓度和纯度，用１．５％琼脂糖凝胶检测其完

整性，参照ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴＫｉｔ（ｗｉｔｈｇＤＮａｓｅ）反转

录试剂盒说明书合成ｃＤＮＡ第一链，并保存于－

８０℃以备使用。

１．２．３　黏虫ＡＳＴ基因全长ｃＤＮＡ序列克隆及重组

质粒构建

　　以获得的ｃＤＮＡ产物为模板，利用上述设计的

引物（ＣＴＥ５７９Ｆ、ＣＴＥ５７９Ｒ）扩增同源序列；由上述

得到的同源序列，结合３′ＲＡＣＥ引物设计原则设计

引物（ＣＴＥ６０５３′），和５′ＲＡＣＥ引物设计原则设计引

物（ＣＴＥ６０５５′），分别克隆获得基因的３′和５′端序列。

ＰＣＲ反应程序设置为：９４℃预变性３ｍｉｎ；然后３０个

循环，循环条件为９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃

延伸１ｍｉｎ３０ｓ；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

上述各ＰＣＲ扩增片段进行１％琼脂糖凝胶电泳

检测，切胶回收后使用连接酶与ｐＭＤ２０Ｔ载体连接

后，热转化至犈．犮狅犾犻ＣｏｍｐｅｔｅｎｔＣｅｌｌｓＪＭ１０９中，涂布

平板，３７℃过夜培养。蓝白斑筛选，挑选阳性菌落，提

取质粒并测序。然后将所得序列片段拼接得到ｃＤＮＡ

全长序列。由所得ｃＤＮＡ序列设计引物（ＣＴＥ６０５Ｆ、

ＣＴＥ６０５Ｒ）进行ＰＣＲ扩增，用于验证开放阅读框。

１．２．４　ＡＳＴ基因序列分析与系统进化树构建

利用 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｇｏｒｆ／）查找完整的开放阅读框，并

推导出相应的氨基酸序列。利用ＮＣＢＩＢｌａｓｔｘ进行

氨基酸序列相似性搜索。使用在线软件ＳｉｇｎａｌＰ４．１

Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｓｉｇ

ｎａｌＰ／）进行信号肽预测。序列比对使用ＤＮＡＭＡＮ

软件；利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行氨基酸序列多重比

较，采用ＭＥＧＡ５．０邻位相接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＪ）进行１０００次重复分析构建系统进化树。

１．２．５　实时荧光定量ＰＣＲ反应

以１、３、５和７日龄黏虫雌蛾的头部、飞行肌、卵

巢的ｃＤＮＡ为模板，采用实时荧光定量ＰＣＲ技术检

测羽化后不同时间各组织内ＡＳＴ的表达水平，以１

日龄头部的表达量为参照，每个处理分别设置４个

生物学重复。

实时荧光定量采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法，２０μＬ体系：２×

ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ１０μＬ；上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）

各０．６μＬ；５０×ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．４μＬ；ｃＤＮＡ

模板２μＬ；加ｄｄＨ２Ｏ补齐至２０μＬ。该反应在ＡＢＩ

７５００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪中进行；反应条件设置为：

９５℃预变性１５ｍｉｎ；然后４０个循环，循环条件为

９５℃变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３２ｓ。

１．２．６　数据统计与分析

黏虫ＡＳＴ基因在不同发育阶段和组织的转录

水平利用２－△△犆狋法分析，不同发育阶段和组织ＡＳＴ

的相对表达量采用ＳＡＳ５．０软件进行 Ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ方差分析，多重比较采用Ｔｕｋｅｙ’ｓＨＳＤ

法，差异显著性检验水平为犘＜０．０５。

２　结果与分析

２．１　黏虫犃犛犜片段的克隆与序列分析

２．１．１　黏虫ＡＳＴ片段的克隆

以黏虫脑组织ｃＤＮＡ为模板，扩增得到一条特

异性同源序列条带，通过３′ＲＡＣＥ和５′ＲＡＣＥ反应

分别得到长度为３８８ｂｐ的３′端和２２４ｂｐ的５′端，该

基因被命名为黏虫ＡＳＴ基因，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为

ＪＱ６６９３８３．１。

２．１．２　黏虫ＡＳＴ基因序列分析

ＡＳＴ基因ｃＤＮＡ序列全长共９０２ｂｐ，并具有真

核生物典型的ｐｏｌｙＡ加尾信号ＡＡＴＡＡＡ。该基因

开放阅读框为３７８ｂｐ，起始密码子为ＡＴＧ，终止密

码子为ＴＧＡ，共编码１２５个氨基酸。预测的蛋白分子

量为１４．３３ｋＤ，等电点为９．２５，Ｎ末端含有１个由２６

个氨基酸组成的信号肽，属于Ｃ型咽侧体抑制素，含

有保守的未环化Ｃ末端ＰＩＳＣＦ，内部包含两个半胱氨

酸可以形成稳定的二硫桥结构，含有１个蛋白激酶磷

酸化位点（ＴＩＲ２３－２５）。对比ＡＳＴ编码区ｃＤＮＡ的序

列，其同源性经过ＮＣＢＩ上ＢＬＡＳＴ分析，与一点黏虫

犘狊犲狌犱犪犾犲狋犻犪狌狀犻狆狌狀犮狋犪（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｕ３６５７０．１）

同源性达９５％，和棉铃虫 犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＣ３４０９１５．１）同源性达８７％，与
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脐橙螟蛾犃犿狔犲犾狅犻狊狋狉犪狀狊犻狋犲犾犾犪（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＸＭ＿０１３３３１３９２．１）和柑橘凤蝶犘犪狆犻犾犻狅狓狌狋犺狌狊（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＸＭ＿０１３３０９１７２．１）的同源性达７７％以

上，比对结果证明该基因为黏虫ＡＳＴ基因。

图１　黏虫犃犛犜基因犘犆犚产物电泳图

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犃犛犜犳狉狅犿犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪

图２　黏虫咽侧体抑制素犃犛犜的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

犉犻犵．２　犜犺犲狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪狀犱犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犃犛犜犳狉狅犿犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪
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２．２　氨基酸序列相似性及进化树分析

推导得到的黏虫 ＡＳＴ（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：

ＡＦＩ５６４０８．１）编码的氨基酸序列与其他昆虫氨基酸

序列比对结果表明，该氨基酸序列与一点黏虫（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＡＡＡ９３２５７．１）氨基酸序列的一致性

最高，达到９９．２％；与棉铃虫（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：

ＡＧＨ２５５４７．１）、草地贪夜蛾犛狆狅犱狅狆狋犲狉犪犳狉狌犵犻狆犲狉

犱犪（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｑ８６８Ｆ８．１）、二化螟犆犺犻犾狅

狊狌狆狆狉犲狊狊犪犾犻狊（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＬＭ３０３０１．１）具有较

高的序列一致性，分别为８７．２％、８５．６％、６１．６％；与

家蚕 犅狅犿犫狔狓 犿狅狉犻 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：ＮＰ＿

００１１２４３５６．１）和小菜蛾犘犾狌狋犲犾犾犪狓狔犾狅狊狋犲犾犾犪 （Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＸＰ＿０１１５４９７２１．１）的序列一致性较

低，分别为５２．８％和４４．８％（图３）。序列比对分析

结果表明，Ｃ型ＡＳＴ普遍存在于鳞翅目昆虫中，不

同昆虫ＡＳＴ氨基酸序列存在共同保守区域ＰＩＳＣＦ，

并且两个半胱氨酸形成了ＡＳＴ中唯一一对链内二

硫键。

图３　黏虫犃犛犜基因氨基酸序列同源性比对

犉犻犵．３　犃犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犃犛犜犳狉狅犿犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪

　　进化树分析显示，黏虫ＡＳＴ基因与一点黏虫的

亲缘关系最近，与棉铃虫、草地贪夜蛾、分月扇舟蛾

犆犾狅狊狋犲狉犪犪狀犪狊狋狅犿狅狊犻狊（ＡＥＭ４４６６８．１）的亲缘关系较

近，与玉带凤蝶犘犪狆犻犾犻狅狆狅犾狔狋犲狊（ＸＰ＿０１３１４５１３７．１；

ＸＰ＿０１３１４５１３８．１）、柑橘凤蝶（ＸＰ＿０１３１６４６２６．１）、

黑脉金斑蝶犇犪狀犪狌狊狆犾犲狓犻狆狆狌狊（ＥＨＪ７４８６３．１）、脐

橙螟蛾（ＸＰ＿０１３１８６８４６．１）、小菜蛾、家蚕、二化螟的

亲缘关系较远，而与埃及伊蚊 犃犲犱犲狊犪犾犫狅狆犻犮狋狌狊

（ＪＡＣ０７４９５．１）、拟果蝇犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪狊犻犿狌犾犪狀狊（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＸＰ＿０１６０２４６０２．１）、冬尺蠖犗狆犲狉狅狆犺狋犲狉犪

犫狉狌犿犪狋犪（ＫＯＢ７８７５９．１）的亲缘关系最远（图４），总体

趋势是亲缘关系越近，同源性越高，与氨基酸序列比

对结果基本一致。

２．３　黏虫犃犛犜基因的时序差异性表达

采用实时荧光定量ＰＣＲ，从羽化后１～７日龄黏

虫的头、飞行肌和卵巢中均检测到ＡＳＴ基因的表

达，但其表达情况随组织和发育时间的不同而有明

显的差异。整体而言，ＡＳＴ在组织中的表达情况为

飞行肌＞头部＞卵巢。首先，黏虫ＡＳＴ基因的表达

具有明显的组织分布表达特异性（犉２，９＝２６．５３，犘＜

０．０１；犉２，８＝６２．５５，犘＜０．０１；犉２，９＝１１２．１４，犘＜０．０１）。

图４　犃犛犜氨基酸序列的系统进化树分析

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犃犛犜犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊

在羽化后１、３、５龄黏虫飞行肌中ＡＳＴ的表达

量均显著高于头部和卵巢（犘＜０．０５），但头部和卵

巢之间无显著性差异（犘＞０．０５）。羽化后７日龄飞

行肌ＡＳＴ基因的表达量显著高于卵巢和头部的表

达量，且头部表达量也显著高于卵巢ＡＳＴ的表达

（犉２，９＝１３．４８，犘＜０．０１）。其次，黏虫头部ＡＳＴ基

因在羽化后不同时间内的表达量差异显著（犉３，１１＝

４．５３，犘＜０．０５）；羽化后７日龄头部的相对表达量

最高且显著高于羽化后５日龄（犘＜０．０５），但和其

他日龄差异不显著（犘＞０．０５）。羽化后不同日龄飞行

肌中ＡＳＴ基因的表达量也存在显著性差异（犉３，１２＝
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９．６３，犘＜０．０１），羽化后１日龄ＡＳＴ基因的表达量

最高，显著高于羽化后５日龄和７日龄（犘＜０．０５），

但和羽化后３日龄差异不显著（犘＞０．０５）；卵巢中

ＡＳＴ基因的表达量较低，且不同日龄之间的表达量

无显著性差异（犉３，１２＝０．４９，犘＞０．０５）。

图５　犃犛犜基因在黏虫雌成虫的组织和时间特异性表达情况

犉犻犵．５　犜犲犿狆狅狉犪犾犪狀犱狊狆犪狋犻犪犾犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犃犛犜犻狀犳犲犿犪犾犲

犕狔狋犺犻犿狀犪狊犲狆犪狉犪狋犪犿狅狋犺狊

３　讨论

ＡＳＴ是昆虫体内重要神经肽激素，与昆虫咽侧

体合成释放保幼激素的活性密切相关［２５］，除此之外

还参与昆虫体内能源物质的积累以及中肠的蠕动等

生命活动。本研究通过ＲＴＰＣＲ和ＲＡＣＥ技术从

黏虫的脑部克隆获得ＡＳＴ基因全长序列，并预测其

蛋白分子量为１４．３３ｋＤ，等电点为９．２５，Ｎ末端含有

１个由２６个氨基酸组成的信号肽，该基因属于Ｃ型

ＡＳＴ，含有保守的未环化Ｃ末端ＰＩＳＣＦ，氨基酸序列

内部的两个半胱氨酸可以形成稳定的二硫桥结构。

ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ分析结果表明该基因核酸序列与一点

黏虫、棉铃虫、脐橙螟蛾、柑橘凤蝶的相似性达８０％以

上，亲缘关系高度接近。由该基因序列推导的氨基酸

序列，经进化树分析与一点黏虫、棉铃虫、草地贪夜蛾

亲缘关系最近，氨基酸序列比对结果显示高度同源，

达到８５％以上。以上结果表明本试验克隆获得的黏

虫ＡＳＴ基因属于昆虫ＡＳＴ基因家族成员之一。

实时荧光定量ＰＣＲ结果显示：ＡＳＴ广泛存在

于黏虫的各种组织中，包括脑、飞行肌、卵巢，但是其

在不同发育时期和不同组织的表达量不同。羽化后

１～５ｄＡＳＴ在头部的表达量较低，７ｄ时出现升高，

且与１、３、５ｄ有显著性差异。研究表明迁飞型黏虫

一般在羽化后第５天开始产卵
［２６］，因此羽化后１～５

ｄ是黏虫卵巢发育与卵黄原蛋白形成时期，此时期

ＡＳＴ的表达量较低；羽化后第７天黏虫卵巢发育成

熟产卵行为发生后，ＡＳＴ在黏虫头部的表达量上

升，且显著高于产卵前期时的表达量，推测黏虫头部

ＡＳＴ基因的表达量变化与其生殖周期有关，这与

ＡＳＴ在太平洋折翅蠊中的表达类似
［２７］。有关研究

表明黏虫羽化后１～５ｄ时咽侧体活性呈上升趋势，

并于羽化后第５天出现最大值后下降
［２０］；黏虫羽化

后血淋巴内保幼激素滴度与头部ＡＴ表达量变化一

致，羽化初期黏虫头部ＡＴ的表达量和保幼激素滴

度较低，随着羽化后时间的增加ＡＴ的表达量和保

幼激素Ⅱ滴度呈上升状态，并于羽化后第５天出现

最大值［２８］后呈下降趋势，黏虫头部ＡＴ基因的表达

量、咽侧体活性和保幼激素滴度的变化均与头部

ＡＳＴ基因的表达量变化相反。由此推测：黏虫羽化

后１～５ｄ，头部ＡＴ表达量较高而ＡＳＴ表达量较

低，刺激了咽侧体活性，促进保幼激素的合成与释

放，致使体内保幼激素滴度较高，利于生殖系统发育

和卵黄原蛋白的合成，卵母细胞吸收卵黄原蛋白，以

及卵母细胞的成熟［２］；黏虫羽化后第７天产卵后，生

殖系统对于保幼激素的需求量较低，自身通过升高

ＡＳＴ的表达量，同时降低ＡＴ的表达量，抑制咽侧

体释放保幼激素的活性，致使体内保幼激素滴度降

低。以上研究表明黏虫可以根据自身发育需要通过

调节关键基因的表达量来调控保幼激素水平，从而

达到维持影响迁飞和生殖的目的。

飞行肌中ＡＳＴ在黏虫羽化初期表达水平最高，

随着羽化时间呈下降趋势。羽化初期黏虫处于幼嫩

期，飞行系统尚未发育成熟时飞行肌中ＡＳＴ的表达

量较高，随着发育时间，黏虫飞行能力逐渐增强飞行

肌中ＡＳＴ的表达量保持较低水平，ＡＳＴ的表达量

与飞行能力呈一定负相关，推测飞行肌中ＡＳＴ可能

参与抑制黏虫的飞行。曾有研究指出ＡＳＴ可以抑

制太平洋折翅蠊肌肉的收缩［２９］，ＡＳＴ是否参与抑制

黏虫飞行肌肌肉收缩还有待进一步研究。ＡＳＴ的

广泛分布反映了其功能的多样性，但是目前仅探究

了ＡＳＴ在头部、中肠、后肠的功能，而本试验中黏虫

的空间表达结果表明黏虫内主要表达部位是头部和

飞行肌，卵巢中的表达相对较少，且试验所选４个日

龄飞行肌中的表达量均远远高于头部和卵巢，亟须

进一步探究ＡＳＴ在黏虫飞行肌的功能。

·５２·



２０１８

本研究克隆得到了黏虫ＡＳＴ基因ｃＤＮＡ序列

全长，分析明确了该基因的序列特征，并从ｍＲＮＡ

水平检测了该基因在黏虫雌蛾体内的时空表达模

式。该研究结果为利用ＲＮＡｉ技术进一步研究该基

因的功能奠定了基础，丰富了影响黏虫迁飞和生殖

的ＪＨ相关调控理论。
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