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'可以调控昆虫滞育!保幼激素环氧水解酶%

C
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a

Q4098G

3

9[Q-

1/N8

!

d<,<

'是调节保幼激素代谢的关键酶之一"为探索
d<,<

在七星瓢虫
C'))*$(""#.(

-

%(6

-

3$)%#%#>7

滞育中

的调控作用!利用
c]-=?c

和
cB?,

技术克隆获得七星瓢虫
d<,<

全长基因!命名为
C.

/

+(+

%

T85J/5b

登录号&

I<&'!;$(

'!该基因
:+PB

全长
!"))F

a

!开放阅读框%

Kc*

'

#'$"F

a

!编码
%;&

个氨基酸!预测蛋白质分子量为

;#7'&b+

!理论等电点%

a

S

'为
$7)&

"疏水性分析结果显示该基因具有典型环氧水解酶的
P

末端疏水结构"氨基酸

序列比对结果表明!

C.

/

+(+

与中欧山松大小蠹*赤拟谷盗*丽蝇蛹集金小蜂*内华达古白蚁保幼激素环氧水解酶同

源性达到
(%7!%@

"利用实时荧光定量
=?c

技术研究其时空表达模式!结果表明
C.

/

+(+

基因在七星瓢虫成虫初羽

化阶段表达量较高!滞育诱导条件下表达量呈先下降后上升的趋势!滞育
("9

时与初羽化阶段接近"本研究结果

对揭示
d<,<

参与
d<

的调控作用!进而调控昆虫滞育提供了理论参考"
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卷第
(

期 刘梦姚等%七星瓢虫保幼激素环氧水解酶基因克隆及表达分析

!!

七星瓢虫
C'))*$(""#.(

-

%(6

-

3$)%#%#>7

是一种优

良的捕食性天敌昆虫"产卵量大"定殖性强"存活时间

长"寄主范围广"成虫和幼虫均能持续控制蔬菜*果

树*作物上的蚜虫*粉虱*蓟马*介壳虫等害虫为

害(

#!

)

"在国内外已被广泛应用"并实现其大规模商品

化扩繁(

'

)

'该虫属于完全变态昆虫"经过卵*幼虫*

蛹*成虫
%

个阶段"以成虫进行滞育越冬或越夏(

%(

)

'

掌握其滞育调控技术"可以延长其产品货架期"促进

天敌昆虫产业发展"具有重要的生产实践意义'

保幼激素!

C

2̀85018GQ[.Q58

"

d<

#是一种倍半

萜烯类亲脂性激素"参与昆虫的滞育调控(

)

)

'该激

素由咽侧体合成并释放到血淋巴"通过保幼激素的

合成和降解代谢共同维持其滴度平衡(

$&

)

'大量研

究证明昆虫滞育期间保幼激素滴度维持在很低的水

平"解除滞育后又恢复正常水平'在滞育诱导期滴

加外源保幼激素会延缓昆虫进入滞育的时间"已经

进入滞育的昆虫滴加外源保幼激素会暂时解除滞

育(

#"#!

)

'滞育的蓼蓝齿胫叶甲
P#.%&'

-

+

,

.##%&')

,

;

#$(#

雄虫被点滴保幼激素后"滞育解除"性腺发育

和交配行为恢复(

#'

)

$给处于滞育的黄钩蛱蝶
!'"

,

;

1

'$*#);#3&(36

滴加外源保幼激素类似物甲氧普林

可打破滞育(

#%

)

'保幼激素的代谢由保幼激素环氧水

解酶!

C

2̀85018GQ[.Q588

a

Q4098G

3

9[Q1/N8

"

d<,<

#*保

幼激素酯酶!

C

2̀85018GQ[.Q588NR8[/N8

"

d<,

#和保

幼激素二醇激酶!

C

2̀85018GQ[.Q5890Q1b05/N8

"

d<+h

#等共同催化完成"其中
d<,<

降解
d<

和保

幼激素酸!

C

2̀85018GQ[.Q58/:09

"

d</

#"降解产物分

别为保幼激素二醇!

C

2̀85018GQ[.Q5890Q1

"

d<+

#和

保幼激素酸二醇 !

C

2̀85018GQ[.Q58/:0990Q1

"

d<B+

#

(

#;

)

'截至目前"针对保幼激素降解代谢的研

究主要集中于保幼激素酯酶的作用机制(

#(

)

"研究显

示
d<,<

对保幼激素参与的代谢调控通路也起到

重要作用(

#)

)

'本研究以七星瓢虫为研究对象"利用

cB?,

技术对保幼激素环氧水解酶
d<,<

进行全

长基因克隆"对该基因序列进行生物信息学分析"运

用实时荧光定量
=?c

技术研究了该基因在七星瓢

虫滞育各阶段的转录水平"为进一步探究
d<,<

调

控
d<

的作用机制进而调控滞育提供理论参考'

$

!

材料与方法

$%$

!

供试虫源

供试七星瓢虫为中国农业科学院植物保护研究

所天敌昆虫组饲养种群"饲养方法参见王伟等(

(

)

'

饲养条件为%温度!

!%^#

#

U

*相对湿度
)"@^

#"@

*光周期
>

#

+Y#(G

#

$G

"饲养至产卵"为正

常发育组'将正常发育下初羽化的成虫雌*雄配对"

转移至滞育诱导条件下饲养"诱导条件为温度!

#$̂

#

#

U

*光周期
>

#

+Y#"G

#

#%G

"相对湿度
)"@^

#"@

"饲养
%"9

未产卵为滞育组"判断方法参考王

伟等(

(

"

#$

)

'将滞育组转移至正常条件饲养"第一次

产卵后为滞育解除组'

$%&

!

主要试剂

cPB

提取试剂
cPB0NQ=12N

*

cB?,

试剂盒

AIBc]8[

,

cB?,;n

&

'nh0R?1Q5R8:G

*反转录试剂

盒及荧光定量试剂盒均购自
]/h/c/

公司'

:+PB

第一链合成*

=?c

扩增试剂盒购于北京擎科新业生

物技术有限公司'其余试剂均为国产分析纯'

$%;

!

RWI

提取与
1!WI

第一链合成

取滞育雌虫于液氮预冷的研钵中"加入液氮研

磨成粉末"转入
#7;.>cP/N8-_[88

离心管中"根据

cPB0NQ=12N

试剂盒说明书提取总
cPB

'在微量

分光光度计!

P/5Q=GQRQ.8R8[=-:1/NN

"

S.

a

185

#上

检测
cPB

浓度和纯度"

#7;@

琼脂糖凝胶电泳检测

完整性'按照反转录试剂盒操作说明合成
:+PB

模

板"

'n

和
;n

第一链
:+PB

按照
cB?,

试剂盒说明书

合成"置于
Z$"U

冰箱保存'

$%<

!

*

"+"

基因克隆及序列分析

$7<7$

!

引物设计与合成

基于本实验室前期测得转录组数据"鉴定得到

/

+(+

基因序列"利用
=[0.8[=[0.8[;7"

软件设计一

对
cB?,

特异性引物及荧光定量引物!表
#

#'所有

引物均由北京擎科新业生物技术公司合成'

$7<7&

!

中间片段扩增

以滞育七星瓢虫
:+PB

为模板"利用
C

G8G-_#

*

C

G8G-[#

"

C

G8G-_!

*

C

G8G-[!

两对引物进行
=?c

中间序

列扩增'反应体系!

;"

"

>

#%

=?cI04%;

"

>

"引物

各
!

"

>

"

:+PB#

"

>

"轻微振荡混匀"瞬时离心"进行

=?c

反应'反应程序%

&$U

变性
!.05

$

&$U#"N

"

;(U#"N

"

)!U#;N

"

'"

个循环$

)!U

"

;.05

$产物

置于
%U

保存'对
=?c

产物进行琼脂糖凝胶电泳检

测"对目的条带进行回收纯化'将回收产物与克隆

载体连接"转化至大肠杆菌
+<;

$

"氨苄青霉素筛选

后挑选阳性克隆子进行扩大培养送至北京擎科生物

公司测序'

/

);#

/
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表
$

!

本试验所用引物

@0LA,$

!

D6(-,62F2,3(9/+,/,2/

引物名称
=[0.8[

引物序列
=[0.8[N8

i

285:8

引物用途
VN8Q_

a

[0.8[

C

G8G-_# T]T?]BBB?B]B?]]B?TT]B]]]?B]?

中间片段扩增

C

G8G-[# ??BT??T]TTB]TBT?BB

C

G8G-_! ]TB]]]]TTBT]?]TTT]B]]]B?B

C

G8G-[! B]TB?T]]B]]T]B??BT]]B???B

C

G8G-;n TB]]B?T??BBT?]]?BBT]T]?]]?]BB]]]?TTTB]BTT]TTB cB?,

C

G8G-'n TB]]B?T??BBT?]]?B??]B??T???]T]]TTBTTB]BB

iC

G8G_ ?]]]?BBBB]?T??T]]??

荧光定量
=?c

iC

G8G[ BBT]??BT?B?]TB]]]?T]T

#$A_ TTB??]?TB]]?]B]]]]T]]TT

#$A[ ]?T?]]?]T]??T]?]]T?

B:R05_ TB]]?T??B]??BTTB?B]?]?

B:R05[ ]??]]T?]?BT?]]T]]T]BT]?

$7<7;

!

'n

和
;ncB?,=?c

以
'n

和
;n

第一链
:+PB

为模板"按照
AIBc]8[

,

cB?,;n

&

'nh0R?1Q5R8:G

试剂盒说明书进行
cB?,

全长扩增'反应体系!

;"

"

>

#%

#;7;

"

>=?c-T[/98

<

!

K

"

!;7"

"

>!WA8

i

B.

a

J2__8[

"

#7"

"

>A8

i

B.

a

+PB=Q1

3

.8[/N8

"混匀后加入
!7;

"

>

模板"

;7"

"

>

#"WV=I

"

#7"

"

>

C

G8G-;n

&

C

G8G-'n

'反应程序%

&%U

'"N

"

)!U'.05

"

;

个循环$

&%U'"N

"

)"U'"N

"

)!U'.05

"

;

个循环$

&%U'"N

"

($U'"N

"

)!U'

.05

"

!;

个循环'将
'n

&

;ncB?,=?c

产物回收"连

接"转化"测序'

$7<7<

!

序列拼接与信息分析

将所得序列利用
+PBIBP

和
,90RA8

i

进行
+PB

序列分析并拼接获得七星瓢虫
/

+(+

基因
:+PB

全长序

列'利用
Kc**0598[

!

GRR

a

N

%

#

EEE75:F0751.7

6

Q̀

&

Q[__0598[

&#查找完整的开放阅读框并预测氨基酸序列'

利用
P?JSJ>BA]

软件进行序列比对以及同源序列搜

索"

I,TB(7"

进行系统进化树构建'利用
=[890:R=[Q-

R805

!

GRR

a

N

%

#

EEE7

a

[890:R

a

[QR8057Q[

6

&#在线分析和

,4=BA

3

=[QR8Q.0:NA8[̀8[

在线软件
=[QR=/[/.RQQ1

!

GRR

a

%

#

EEE784

a

/N

3

7:G

&

RQQ1N

&

a

[QR

a

/[/.7GR.1

#*

=[QR

A:/18

在线软件!

GRR

a

%

#

84

a

/N

3

7Q[

6

&

RQQ1N

&

a

[QRN:/187

GR.1

#*

A0

6

5/1=%7"A8[̀8[

在线分析!

GRR

a

%

#

EEE7

:FN79R279b

&

N8[̀0:8N

&

A0

6

5/1=

&#*

]I<IIA8[̀8[̀ 7

!7"

!

GRR

a

%

#

EEE7:FN79R279b

&

N8[̀0:8N

&

]I-

<II

&#进行跨膜结构的预测等预测蛋白的二级和

三级结构*保守结构域*亲疏水区等'

$%=

!

*

"+"

基因时间表达分析

应用染料法在
BJS);""

实时荧光定量仪上测

定
C.

/

+(+

基因表达量'收集不同发育时期!初羽

化*滞育
#"9

*滞育
!"9

*滞育
'"9

*滞育
("9

*正常

发育组*滞育解除组#的七星瓢虫雌虫"取样"提取总

cPB

'根据
=[0.8A:[0

a

R

]I

c][8/

6

85Rh0RE0RG

6

+PB,[/N8[

!

=8[_8:Rc8/1]0.8

#试剂盒说明书合

成
:+PB

"以
:+PB

为模板进行
/

+(+

基因时间表达

分析'反应体系 !

!"

"

>

#%

AHJc=[8.04,4I#

J

'

!

]10cP/N8< =12N

#!

!W

#

#"

"

>

"上下游引物各

"7$

"

>

"

cKec8_8[85:8+

3

8

'

!

;"W

#

"7%

"

>

"

:+-

PB!

"

>

"超纯水
(

"

>

'振荡混匀"离心"进行
c]-

i

=?c

反应'反应条件%

&;U'"N

$

&;U;N

"

("U

'%N

"

%"

个循环$熔解曲线条件%

&;U #;N

"

("U

#.05

"

&;U#;N

'试验采用
'

个生物学重复"

%

个技

术重复'基因的相对表达量计算采用
!

Z

--

?R法'

&

!

结果与分析

&%$

!

七星瓢虫保幼激素环氧水解酶基因克隆与序

列分析

!!

基于七星瓢虫转录组数据"以滞育七星瓢虫

:+PB

作为模板"克隆得到七星瓢虫
/

+(+

基因"命

名为
C.

/

+(+

!

T85J/5b

登录号%

I<&'!;$(

#'序列

分析表明"

C.

/

+(+

基因
:+PB

全长
!"))F

a

"开放阅

读框!

Kc*

#

#'$"F

a

"编码
%;&

个氨基酸"

;n

非编码

区
#";F

a

"

'n

非编码区
;&!F

a

!图
#

#'预测蛋白的分

子量为
;#7'&b+

"理论等电点为
$7)&

"存在一个跨

膜结构"位于第
)Z!&

个氨基酸之间!图
!

#"属于跨

膜蛋白'在该蛋白的第
;'Z#('

个氨基酸之间存在

,<P

环氧水解酶超家族结构域"具备环氧水解酶的

典型结构特征'以保幼激素环氧水解酶!

AI]>

S+

%

%

i

1/7#7B

#为模型预测
C.

/

+(+

的
'+

结构为同

源
d<,<

序列"序列相似度约为
%&7(;@

!图
'

#'

/

$;#

/
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卷第
(

期 刘梦姚等%七星瓢虫保幼激素环氧水解酶基因克隆及表达分析

图
$

!

9)

*

"+"

基因编码区序列及对应的氨基酸序列

'(

)

%$

!

"R'6,

)

(.9.59)

*

"+"093/+,3,3F1,30-(9.01(36,2(3F,2,

O

F,91,

图
&

!

七星瓢虫
9)

*

"+"

蛋白跨膜结构域

'(

)

%&

!

I90A

8

2(2.5/+,

:

.2(/(.9.5

:

.22(LA,/6092-,-L609,

+,A(1,2.59)

*

"+"(99%88-/+11()+

&

$+.

&

7/8$($(

&%&

!

9)

*

"+"

基因的同源性分析及系统进化树的构建

将
C.

/

+(+

基因的氨基酸序列在
P?JS

中
J>BA]

搜索比对发现"

C.

/

+(+

基因在不同物种中的同源性

较高'从中选取
%

种不同昆虫的
d<,<

氨基酸序

列进行同源性分析"结果显示相似性达到
(%7!%@

"

保守性较高!图
%

#'从
P?JS

数据库选取
!"

种同源

性较高的不同物种"利用
I,TB%7"

软件"通过

580

6

GFQ[-

C

Q0505

6

!

P-d

#方法构建
d<,<

氨基酸序列

进化树'从进化树中可以看出"

C.

/

+(+

蛋白序列与鞘

翅目*膜翅目等亲缘性具有较高一致性"其中与中欧

山松大小蠹
B($4&')%'$3.

-

'$4(&'.#(

!登录号
e=

2

"#&)((&&)7#

#亲缘关系最近"聚为一支"其余以目为

类群"同目物种亲缘关系较近"同源性较高!图
;

#'

图
;

!

七星瓢虫
9)

*

"+"

蛋白的预测三维结构图

'(

)

%;D6,3(1/,3/+6,,S3(-,92(.90A2/6F1/F6,.59)

*

"+"

/

&;#

/



!"#&

图
<

!

七星瓢虫
9)

*

"+"

及其他昆虫同源序列的多序列比对

'(

)

%<

!

GFA/(

:

A,0A(

)

9-,9/.59)

*

"+"(99%88-/+11()+

&

$+.

&

7/8$($(093(/2+.-.A.

)

F,256.-./+,6(92,1/2

图
=

!

七星瓢虫
9)

*

"+"

及其他昆虫同源序列的系统进化树

'(

)

%=

!

D+

8

A.

)

,9,/(1/6,,.59)

*

"+"(99%88-/+11()+

&

$+.

&

7/8$($(093(/2+.-.A.

)

F,256.-./+,6(92,1/2

&%;

!

9)

*

"+"

基因的时空表达分析

采用实时荧光定量
=?c

的方法"以
#$A[cPB

和

#)%*$

为双内参"根据
!

Z

--

?R法对
C.

/

+(+

基因在滞育

不同阶段的表达量进行检测'结果如图
(

所示"

C.

/

+(+

基因在七星瓢虫滞育各阶段均有表达"初羽化

时期表达量较高"滞育
#"9

时显著降低"随着滞育时

间增加"表达量逐渐增加"滞育
("9

时表达量达最高'

正常发育和滞育解除后表达量没有显著差异'

/

"(#

/
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卷第
(

期 刘梦姚等%七星瓢虫保幼激素环氧水解酶基因克隆及表达分析

图
>

!

不同处理条件下
9)

*

"+"

基因
-RWI

的

相对表达水平

'(

)

%>

!

MB

:

6,22(.9A,4,A2.59)

*

"+"F93,63(55,6,9/

/6,0/-,9/2L02,3.9

O

D*R

;

!

讨论

保幼激素在昆虫生长发育中具有重要作用"保

幼激素环氧水解酶是保幼激素的分解酶之一"是调

控昆虫体内保幼激素滴度的重要酶'保幼激素环氧

水解酶基因首先在烟草天蛾中被克隆出来(

#&!"

)

"迄

今为止"已经在家蚕
>'68

,

:6'&*

*意大利蜜蜂
5

-

*.

6(""*

?

(&#

*赤拟谷盗
I&*8'"*36)#.%#$(36

*黑腹果

蝇
B&'.'

-

+*"#6("#$'

1

#.%(&

等多种昆虫中进行了

研究报道"证明保幼激素环氧水解酶的典型结构特

征是在
P

末端具有疏水信号肽结构(

!#!%

)

'保守区

域与其他昆虫一样具有真核生物环氧水解酶的典型

结构特征"对近源物种进行同源比较"构建进化树分

析表明"七星瓢虫保幼激素环氧水解酶
C.

/

+(+

与同

属鞘翅目的中欧山松大小蠹保幼激素环氧水解酶亲

缘关系最近'

滞育是昆虫适应不良环境的一种生存策略"保

幼激素可以调控昆虫的滞育(

!;

)

'作为保幼激素的

关键分解酶"保幼激素环氧水解酶在调节保幼激素

滴度方面起到重要作用(

!(

)

'前人研究证明保幼激

素具有保持幼虫形态与促进成虫生殖系统发育的作

用"滞育阶段保幼激素滴度极低"抑制生殖系统发育

是导致成虫生殖滞育的重要原因(

!)!$

)

'本研究通过

实时荧光定量
=?c

检测发现
C.

/

+(+

基因在七星瓢

虫滞育的各个阶段均存在特异性表达'其中初羽化

成虫体内表达量较高"滞育条件下降低"随着滞育诱

导时间的增加"表达量又逐渐增加"在滞育
("9

时

达到与初羽化接近的程度'初羽化成虫体内具有大

量的保幼激素环氧水解酶
C.

/

+(+

"调控保幼激素滴

度降低至正常浓度'在滞育诱导条件下"

C.

/

+(+

表

达量逐渐增加"调控保幼激素滴度降低至极低浓度"

七星瓢虫成虫进入滞育状态'推测保幼激素环氧水

解酶
C.

/

+(+

在七星瓢虫滞育过程中通过调节保幼

激素滴度从而参与调控其滞育过程'

本研究通过克隆得到保幼激素环氧水解酶
:+-

PB

全长"分析序列特征"并从
.cPB

水平检测了

该基因在七星瓢虫雌虫体内滞育不同阶段的时间表

达模式'该研究为进一步利用
cPB

干扰技术研究

该基因的功能奠定了基础"为更好的应用七星瓢虫

防治害虫提供了理论依据'
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本刊动态
!!!!

'植物保护(刊出的)中国热带和南亚热带地区草地贪夜蛾春夏两季

!!!!

迁飞轨迹的分析*入选第四届中国科协优秀科技论文遴选计划

近期!中国科协公布了第四届中国科协优秀科技论文遴选计划入选论文名单!+植物保护,刊出的.中国热带和南亚热带地

区草地贪夜蛾春夏两季迁飞轨迹的分析/成为入选的
&$

篇优秀论文之一!也是农业学科入选的
#"

篇论文之一!该论文由中国

农业科学院植物保护研究所吴孔明院士研究团队撰写!第一作者为吴秋琳博士后!原刊登于+植物保护,

!"#&

年第
'

期"发表

仅
%

个月!已被引
!#

次"

草地贪夜蛾是今年入侵我国的重大迁飞性害虫!由于其扩散迅速!为害严重!受到国务院有关部门高度重视"在草地贪夜

蛾迁入早期!吴秋琳等利用历史气象数据!对中国热带和南亚热带地区草地贪夜蛾春*夏两季的迁飞轨迹以及主要降落和波及

地区进行了模拟预测"该研究结果为中国热带与南亚热带地区草地贪夜蛾迁出虫源的监测预警提供了科学依据!对该害虫的

监测预警和防控工作起到了十分重要的指导作用"

希望今后有更多的作者能够把更多优秀论文首先发表在我国科技期刊上"+植物保护,编辑部也将继续努力!力争把更多

优秀论文凝聚到本刊发表!为广大科技工作者把论文写在祖国大地上提供更加优质的服务"

据悉!本届入选的
&$

篇论文是
!"#;

年以来发表在我国科技期刊上的优秀论文的代表"它们或在基础研究领域对所在学

科发展有重大影响!能够开拓和引领学科发展#或在应用研究领域具有巨大应用价值!能够引领所在学科工程与技术发展等"

/

!(#

/




