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"是由咽侧体分泌的倍半萜类化合物#可以调控昆虫的很多生理过程#如发育%

变态%生殖等$作为
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"转录因子家族成员之一的
-S5?2
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6S4S,520S6.45

!

Ŝ5

"

是
(O

的受体#在
(O

的信号传导过程中有非常重要的作用$本研究通过实时荧光定量
X_N

结合
NJA/

技术测定了沉

默
3(%

基因后黏虫
3

=

%4*6$#8(

,

#&#%#

的
F

0

基因表达%卵巢发育和生殖行为#旨在探究
3(%

基因在黏虫生殖过程中的

功能$结果表明当
3(%

基因沉默后#与卵巢发育密切相关的卵黄原蛋白!

W/5S002

:

S4/4

#

b

:

"基因表达量下调了
*"@

#从

而显著抑制了卵巢发育#并导致产卵显著延迟%产卵历期显著缩短#产卵量显著下降$结果表明
3(%

基因是黏虫生殖

发育过程中的关键受体基因#它通过调节后续
b

:

的表达和沉积#来达到控制卵巢发育#从而调控生殖作用$
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生殖是昆虫在生态系统中维持种群繁衍的基本

特性"
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(O

$是由昆虫

的咽侧体分泌的倍半萜类化合物'参与调控昆虫生

长)发育)变态)滞育和繁殖等多个过程(在雌性成虫

中
(O

通过控制卵黄原蛋白的合成和摄取来调控昆虫

的生殖行为"
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(研究发现棉铃象甲
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)赤拟谷盗
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咽侧体分泌的
(O

通常诱导卵黄原蛋白
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基因在黏虫生殖中的功能分析

!

W/5S002

:

S4/4

'

b

:

$在脂肪体中合成'分泌到血淋巴

中'进而被卵母细胞吸收"
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#

(此外'对蟑螂和蝗虫

外源点滴保幼激素类似物后'可以诱导卵黄原蛋白

在脂肪体内大量合成"
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研究表明'

(O

需要通过受体才能发挥作用(前

期对许多昆虫的
(O

信号传导的分子机制研究表明

作为
1OPO,XA>

转录因子家族成员之一的
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6S4S,520S6.45

$最有可能为
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的受体(

NJA/

干扰赤拟谷盗
3(%

基因后'出现了早熟蛹"
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与

(O

共同调节着昆虫的生殖)卵巢的发育和
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的合

成(双翅目果蝇
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突变体"

###!

#以及
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干扰
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基因后的埃及伊蚊"
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#都表现出卵巢发育迟缓

和生殖力下降(在太平洋硕蠊
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和臭虫
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中'
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基因被沉默后显著

降低了
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信使
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$的表达"
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(在直翅

目东亚飞蝗
I')/8%#6*

0

&#%'&*#

中已经证实
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通过
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基因控制卵黄发生和卵母细胞成熟"
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黏虫
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是一种典型远距离迁

飞害虫'寄主植物达
#""

多种'是严重威胁我国玉

米)小麦和水稻三大主粮生产的重大害虫(新中国

成立后黏虫多次暴发成灾并造成了巨大经济损失'

严重威胁我国农业经济的发展"
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(前期研究发现'

(O

调控贯穿在黏虫迁飞和生殖的过程中(黏虫在

性成熟前开始迁飞'经过长距离迁飞后迁入种群的

(O

和卵巢发育级别均高于迁出种群"
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(羽化后

#

日龄飞行显著提升咽侧体!

326
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活性'加速飞行肌降解"
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日龄点滴
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类似物
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$使产卵提前'飞

行能力下降&

#

日龄是
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作用的关键时期"
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(此

外'羽化后
#

日龄黏虫
3(%

基因的表达量显著高于其

他日龄'且黏虫飞行
!

个夜晚后卵巢内
3(%

表达量显

著提高"
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(因此明确
(O

在黏虫生殖过程中的信号

传导途径'可以提高黏虫的预测预报和防控水平(在

本研究中'利用
NJA

干扰技术'抑制
3(%

基因的表

达'从而明确了
Ŝ5

在黏虫生殖过程中的功能(
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材料方法

$%$

!

试验材料

供试昆虫%野外采集黏虫成虫在实验室繁殖
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主要仪器和试剂%荧光定量
'*""NS.0,5/-S

X_N
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公司'美国$&微量注射仪!
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公司'美

国$(
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试剂!
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公司'美国$&反转录

试剂盒
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$!天根生物

科技有限公司'北京$&实时荧光定量试剂盒
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生物科技有限公司'南京$&基因干扰引物!锐博生物

科技有限公司'广州$(
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试验方法
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引物设计与合成%利用
J_ZV

及黏虫转录

组数据库查找出
3(%

基因!登录号%

Ô"*"$!'8#

$序

列'由锐博生物有限公司!广州$公司设计并合成
7

条
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基因的
9/NJA

片段及
#

条与黏虫任何基因的转

录本都不同源的阴性对照!
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9/NJA

片段!表
#
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表
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本试验所需
45STR

片段
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7,064.4,?5068,,G
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,/57,064

9/NJA

片段
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-S45

片段序列!
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-S459S
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片段用途

\9S2T9/NJA

T6.
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-S45

9/NJA,# Y]A]AYYY]A_Y_AA]]AA

沉默
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基因

9/NJA

片段筛选
9/NJA,! __]AYAYA]YA_AYY_A_A

9/NJA,7 ]AA]AYYAY]]AY]_A]AA

J_ A]YAAAY_]]YAA]]]YAA

阴性对照

NJA/

引物筛选%注射日龄为初羽化
#

日龄'注

射浓度为
"8#4-20

+

$

P

'体积为
!

$

P

'注射部位为雌

蛾腹部第
*

"

&

节间膜'取样时间为注射后
!)

)

)%

)

'!?

(共设置
*

组处理'每组处理设置
7

个重复(

其中以注射相同体积的无
NJA

酶水为空白对照'

以
J_

为阴性对照
"8#4-20

+

$

P

'以
9/NJA,#

)

9/N,

JA,!

)

9/NJA,7

为
3(%

基因
NJA

干扰处理组(注

射后解剖卵巢取样'采用实时荧光定量
X_N

方法检

测对
3(%

基因的干扰效果'沉默效率
R

!

#E

基因沉

默后组织中
3(%

基因的表达量+清水对照组织中

3(%

基因的表达量$

l#""@

(筛选出沉默效率最高

的
9/NJA

片段及注射后时间(

3(%

基因的功能验证%根据以上引物筛选结果'

选取抑制效果最佳的
3(%

基因的
9/NJA

片段'选择

初羽化
#

日龄雌蛾进行注射'以注射
9/NJA

的黏虫

为处理'注射浓度为
"8#4-20

+

$

P

'体积为
!

$

P

&以

注射相同浓度和体积
J_

的黏虫作为阴性对照&以

*

7$

*
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注射相同体积的无
NJA

酶水作为对照&采用实时

荧光定量
X_N

方法测定
NJA

干扰
)%?

后
F

0

基因

的相对表达量'研究
3(%

基因表达被抑制后卵巢发

育情况&此外'注射后立即与雄蛾一比一配对'每日

饲喂
*@

新鲜蜂蜜水直至成虫死亡'记录产卵前期)

总产卵量)产卵历期)交配次数等参数(

表
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本试验所需引物
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>/57,/4.4,?5068,,G

3

,/57,064

引物名称

X6/-S64.-S

引物序列!

*H,7H

$

X6/-S69S

j

=S43S

引物用途

\9S2T
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6/-S6

Ŝ5,
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e
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N

b

:

,

j

e

b

:

,

j

N

!

,A35/4,
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e

!
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N

Y]]]Y_AYYY]Y]Y__YA_]

Y_AA]]AA]__Y_]Y]YY_Y

Y]]___A]AY]A___AY]AY

A_Y]A]_Y]___YA]A_A]]

AA_YY___]A_]]Y_AA]Y_AY

Y]YY]]_]YA_AA]Y__YYA_]

实时荧光

定量
X_N

$8&8$

!

总
NJA

的提取及
3QJA

的合成

取处理后雌蛾的卵巢
7

对放入无
NJA

酶离心管

中'利用
YNVC20

方法提取总
NJA

(用无
NJA

酶水

溶解后'用
J.42Q62

U

分光光度计测定核酸浓度以及

cQ

!&"

+

cQ

!%"

(参照
Y6.4936/

U

526e/695>56.4F3QJA

>

<

45?S9/9

试剂盒!天根生物科技有限公司'北京$合成

3QJA

(

$8&8&

!

实时荧光定量
X_N

反应

从黏虫转录组数据库及
J_ZV]S4Z.4K

数据库

获得黏虫
F

0

基因!登录号%

ae*"#"))8#

$和
3(%

基

因序列'由上海生物工程股份有限公司设计并筛选

出比较合理的引物
Ŝ5,

j

e

+

Ŝ5,

j

N

)

b

:

,

j

e
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b

:

,
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N

'用于
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X_N

试验(内参基因选择黏虫
!

,#)%*$

基

因"
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#

!登录号%
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本试验采用的方法是
>gZN]6SS4

法(每个处

理有
7

个生物学重复及
7

个技术重复(荧光定量

X_N

反应程序为%

$*L

预变性
#*-/4

后进行
)"

个

循环'循环条件包括
$*L

变性
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退火
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'!L

延伸
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基因的反应体系%
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$

P

'上下游引物各
"8&

$

P

'

*"l

NcdNSTS6S43SQ

<

S"8)

$

P

'

3QJA

模板
!

$

P

'加

NJA.9S,T6SSFFO

!

c

补齐至
!"

$

P

(

F

0

基因的反

应体系%

!l>=

U

S6NS.0X6Ŝ /;X0=9#"

$

P

'上下游引

物各
"8%

$

P

'

*"lNcdNSTS6S43SQ

<

S"8)

$

P

'

3QJA

模板
!

$

P

'加
NJA.9S,T6SSFFO

!

c

补齐至
!"

$

P

(

$8&8'

!

数据处理与分析

使用
>X>>!"8"

软件进行数据统计分析(试验

得到的参数均由均值
M

标准误表示(通过
!

E

))

_5法

对黏虫
3(%

和
F

0

基因定量测定数据中的
_5

值进

行处理分析(所有数据均采用单因素方差分析

!

24S,D.

<

AJcbA

$'平均数多重比较使用
Y=KS

<

/

9

O>Q

法'差异显著性检验水平为
!

'

"8"*

(

&

!

结果与分析

&%$

!

45STR

片段的筛选

从
3(%

基因荧光定量的结果!图
#

$可以看出%

7

个处理时间的结果中阴性对照与清水对照没有显著

性的差异&注射后
!)?

'

9/NJA,#

)

9/NJA,!

)

9/NJA,7

7

条片段均无显著的沉默效果!

@

)

'

)"

R78'#$

'

!R

"["&7

$'片段
9/NJA,!

沉默效率最高'为
&)@

&注射

后
)%?

'片段
9/NJA,!

有显著的沉默效果!

@

)

'

)"

R

&8!*'

'

!

'

"8"*

$'其中片段
9/NJA,!

的沉默效率

可达
%"@

以上&注射后
'!?

'片段
9/NJA,!

仍有显

著的沉默效果但沉默效率下降!

@

)

'

)"

R#!8!*7

'

!

'

"8"*

$'其中片段
9/NJA,!

的沉默效率降为
*%@

(

因此'片段
9/NJA,!

对
3(%

基因的沉默效率最高'

并且处理后
)%?

沉默效果最佳(

图
$

!

不同
45STR

片段处理不同时间后
-&%

基因的表达量

<5

=

%$

!

LG

3

/,4451012-&%

=

,0,12?522,/,0645STR

2/)

=

7,0650?522,/,066/,)67,0612657,

&%&

!

-&%

基因干扰后对
.

+

基因表达量以及卵巢发

育的影响

!!

通过以上
9/NJA

片段的筛选结果'采用片段

9/NJA,!

干扰
3(%

基因
)%?

后'

F

0

基因的表达量

显著下调!

@

!

'

&

R#*8)"!

'

!R"8"")

$'与清水对照

相比下调了约
*"@

&阴性对照与清水对照相比
F

0

基因的表达量没有显著性变化!图
!

$(从图
7

可以

看出'干扰
3(%

基因后'卵巢的发育级别与对照相比

*

)$

*
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基因在黏虫生殖中的功能分析

显著降低!

@

!

'

*'

R#"8"$#

'

!

'

"8"*

$(从图
)

可以

看出'

3(%

基因被干扰
)%?

后'卵巢的发育显著减

缓'卵巢管透明'卵粒还未形成'卵黄尚未沉积'卵巢

的发育级别多数为
#

级&清水对照卵巢的发育级别多

数为
!

级'卵巢管为白色'卵巢管中已形成卵粒(

图
&

!

干扰黏虫
-&%

基因
E@8

后
.

+

基因的相对表达量

<5

=

%&

!

S,+)65;,,G

3

/,44510+,;,+412.

+=

,0,)26,/506,/2,/50

=

-&%

=

,0,12-

/

%0,12(3&

"

('(%(21/E@8

图
'

!

干扰黏虫
-&%

基因
E@8

对卵巢发育级别的影响

<5

=

%'

!

";)/5)0?,;,+1

3

7,06

=

/)?,4)26,/506,/2,/50

=

-&%

=

,0,12-

/

%0,12(3&

"

('(%(21/E@8

图
E

!

干扰黏虫
-&%

基因
E@8

后黏虫成虫的卵巢发育

<5

=

%E

!

";)/5)0?,;,+1

3

7,0612-

/

%0,12(3&

"

('(%(

)?.+6)26,/506,/2,/50

=

-&%

=

,0,21/E@8

&%'

!

-&%

基因干扰对黏虫生殖和寿命的影响

如图
*

所示'黏虫成虫的
3(%

基因被沉默后'对黏

虫的产卵前期有显著影响!

@

!

'

*'

R)8'*&

'

!

'

"["*

$'产

卵前期与对照相比延长了
"8&#F

'且差异显著&阴性对

照与清水对照相比没有显著性差异(从表
7

可以看出'

干扰成虫的
3(%

基因后'对交配次数!

@

!

'

*'

R#87"'

'

!R"8!&#

$)雌虫寿命!

@

!

'

*'

R!87**

'

!R"[#"7

$均无显

著影响&但与清水对照相比'产卵量!

@

!

'

*'

R'8)&'

'

!

'

"8"*

$显著下降'产卵历期!

@

!

'

*'

R*8%%"

'

!

'

"8"*

$显著

缩短!缩短了
"8'%F

$'交配率下降了
!'

百分点(

图
F

!

干扰黏虫成虫
-&%

基因产卵前期的影响

<5

=

%F

!

L22,-641245+,0-50

=

-&%

=

,0,12)/7

D

I1/7)?.+6

1068,

3

/,1;5

3

1456510

3

,/51?

表
'

!

干扰黏虫成虫
-&%

基因对其产卵历期&产卵量&交配次数&交配率和雌虫寿命的影响

()*+,'

!

L22,-641245+,0-50

=

-&%

=

,0,12)/7

D

I1/7)?.+6101;5

3

1456510

3

,/51?

"

+52,657,2,-.0?56

D

"

7)650

=

2/,

U

.,0-

D

"

7)650

=3

,/-,06)

=

,)0?+10

=

,;56

D

12-

/

%0,12(3&

"

('(%()?.+64

处理

Y6S.5-S45

产卵量+粒

P/TS5/-STS3=4F/5

<

产卵历期+
F

cW/

U

29/5/24

U

S6/2F

交配次数+次

.̂5/4

:

T6S

j

=S43

<

交配率+
@

.̂5/4

:U

S63S45.

:

S

雌虫寿命+
F

eS-.0S024

:

SW/5

<

_a

!

$!&8#!M)78#)

$

.

!

'8"%M"8#!

$

.

!

"8%%M"8#!

$

. '!

!

##8!*M"8!#

$

.

J_

!

$#*8&!M*"8#&

$

.

!

'8"*M"8#&

$

.

!

"8''M"8#7

$

. &%

!

##8#)M"8!"

$

.

9/NJA,!

!

'7)8""M!$8$#

$

1

!

&87"M"8!*

$

1

!

"8**M"8##

$

. )*

!

##8'*M"8!"

$

.

*

*$

*
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讨论

在本研究中发现'干扰黏虫的
3(%

基因
)%?

后'

F

0

基因的表达量显著下调(有研究显示'鞘翅

目赤拟谷盗
3(%

基因被干扰后卵子发生受阻以及

F

0

的转录水平下调"

*

#

'与本研究结果相符(此外'

干扰雌性成虫的
3(%

基因后'显著抑制了黏虫卵巢

的发育和生殖(这与大猿叶虫
:'"#

,

4(""/8?'K&*$<

0

*Z.0

<

和褐飞虱
L*"#

,

#&2#%#"/

0

($8>5q0

的相关

研究相符'沉默大猿叶虫和褐飞虱的
3(%

基因后都

表现出卵巢发育迟缓'且褐飞虱的产卵前期显著延

长'产卵量显著下降"

!'!%

#

(黏虫
3(%

基因表达被抑

制后'

(O

不能与受体结合'

(O

下游的信号传导受

阻'抑制了
F

0

基因的表达'从而影响雌性个体的生

殖和卵巢的发育(保幼激素!

(O

$的主要功能是促

进
b

:

在雌性成虫脂肪体中的合成'

b

:

分泌到血淋

巴中'被卵母细胞吸收'从而促进卵巢的发育和成

熟(正常的卵细胞生长依赖于卵母细胞大量摄取

b

:

(因此'根据结果推断'在干扰黏虫的
3(%

基因

后'

(O

的信号传导通路受阻'

F

0

基因的转录受阻'

表达量下降(卵母细胞由于不能摄取足够的
b

:

'其

发育和成熟受阻'从而抑制了卵巢的发育以及生殖(

对飞蝗的研究发现'

NJA/

抑制
3(%

基因表达后'不

仅阻止了
(O

诱导
F

0

的表达)阻断了卵巢发育和脂

质沉积'而且影响卵泡上皮细胞的大小以及降低了

卵泡细胞的通畅性!卵泡开放$'而卵泡细胞之间的

细胞间空隙是将
b

:

转移到卵母细胞所必需的通

道"

#'

#

(此外'

(O

会影响
QJA

复制'

NJA/

抑制
3(%

表达后'降低了飞蝗脂肪体细胞的倍数性和
QJA

含量进而影响卵黄的形成和卵母细胞的成熟"

!$7"

#

(

干扰大猿叶虫
3(%

基因后注射
(OA

'发现
F

0

#

和
F

0

!

相对表达均显著下降"

!&

#

(在黏虫的前期研

究中发现羽化后
#

日龄点滴保幼激素类似物后'可

以缩短产卵前期'卵巢的发育进度显著加快"

!7

#

(因

此'为进一步明确
Ŝ5

为
(OA

的受体'需要对
3(%

基因干扰
)%?

后的初羽化黏虫点滴
(OA

'测定对

F

0

基因表达量)卵巢发育以及产卵前期)产卵历期

的影响(通过点滴
(OA

的试验结果进一步表明黏

虫
(O

通过受体
3(%

基因促进
F

0

基因的表达和卵

巢的发育'从而进一步证实
Ŝ5

在黏虫生殖过程中

的重要作用(通过一系列的结果中推断出
(O

的受

体
3(%

基因在黏虫生殖过程中对于
(O

的信号传导

以及功能的发挥有至关重要的作用(然而'黏虫

Ŝ5

下游对卵黄生成作用以及卵母细胞成熟的分子

调控机制仍不清楚(前期研究发现
_

!

O

!

型锌指转

录因子
a6,?#

!

a6=

UU

S0,?2-202

:

#

$是
Ŝ5

的直接

靶标基因"

7#

#

(沉默蟑螂的
3(%

基因后不仅使
Ŝ5

-NJA

表达量显著下调'也使它下游的靶基因
M&<4#

的转录水平显著降低"

#&

#

(沉默赤拟谷盗
a6,?#

基

因后出现了早熟蛹'这与
3(%

基因和合成
(O

的甲

基转移酶!

(OA Ŷ

$下调的结果相似"

7!77

#

(因此'

为了完善黏虫
(O

下游卵黄发生和卵母细胞成熟的

分子调控机制'需要进一步研究
a6,?#

在黏虫生殖

过程中的功能(

本研究发现干扰
3(%

基因的表达后'阻碍了卵

巢的发育和
F

0

基因的表达'抑制了生殖(因此'本

研究结果表明
(O

通过与受体
Ŝ5

结合调控
F

0

的

转录和卵巢的发育'进而影响生殖(本研究证明了

Ŝ5

在黏虫生殖中过程中的重要作用'对从生理和

分子层面解析黏虫迁飞致灾的调控机理)提高预测

预报和防控水平具有重要意义(
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