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摘要　灰飞虱犔犪狅犱犲犾狆犺犪狓狊狋狉犻犪狋犲犾犾狌狊冠蛋白属于ＷＤ４０重复超家族成员，主要通过结合肌动蛋白调控细胞骨架的

动态聚合与解聚。本研究通过ＲＴＰＣＲ克隆并获得了灰飞虱３个冠蛋白ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７的基

因ＣＤＳ区。系统进化树分析显示，这３个冠蛋白分别属于３个分支，且与褐飞虱犖犻犾犪狆犪狉狏犪狋犪犾狌犵犲狀狊的３个冠蛋白

同源性最高，氨基酸序列相似性分别为９９．２％、８８．２％和８２．５％。荧光定量ＰＣＲ检测结果显示，犮狅狉狅狀犻狀１犃在成虫

中的转录水平显著高于２龄、４龄若虫，犮狅狉狅狀犻狀２犅在雄虫中的转录水平显著高于２龄、４龄若虫和雌虫，犮狅狉狅狀犻狀７

在雌虫中的转录水平显著高于２龄、４龄若虫和雄虫。而３个冠蛋白基因在唾液腺中的转录水平都显著高于肠道。

灰飞虱携带水稻条纹病毒（ｒｉｃｅｓｔｒｉｐｅｔｅｎｕｉｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ）后体内３个冠蛋白基因的转录水平显著高于对照，说明冠蛋

白可能在灰飞虱传播ＲＳＶ过程中发挥一定作用，研究结果为深入探究冠蛋白的功能奠定了基础。
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　　灰飞虱犔犪狅犱犲犾狆犺犪狓狊狋狉犻犪狋犲犾犾狌狊（ｓｍａｌｌｂｒｏｗｎ

ｐｌａｎｔｈｏｐｐｅｒ，ＳＢＰＨ）属半翅目 Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ飞虱科

Ｄｅｌｐｈａｃｉｄａｅ，其除了直接取食水稻韧皮部汁液对水

稻产生危害外，还能分泌各种化学物质（如多种水解

酶）以及间接产生“蜜露”导致水稻长势减弱或死

亡［１］。此外，灰飞虱还是多种作物病毒的传播介体，

可传播水稻条纹病毒（ｒｉｃｅｓｔｒｉｐｅｔｅｎｕｉｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ）、

水稻黑条矮缩病毒（ｒｉｃｅｂｌａｃｋｓｔｒｅａｋｅｄｄｗａｒｆｖｉ

ｒｕｓ）、北方禾谷花叶病毒（ｎｏｒｔｈｅｒｎｃｅｒｅａｌｍｏｓａｉｃｖｉ

ｒｕｓ）和大麦黄条点花叶病毒（ｂａｒｌｅｙｙｅｌｌｏｗｓｔｒｉａｔｅ
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ｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ）等，导致病毒病害的大面积暴发流行，

作物产量严重降低甚至绝收，其造成的病害损失常

大于直接取食危害［２６］。为了解析灰飞虱的传毒机

制，本实验室前期以ＲＳＶ的核衣壳蛋白（ｎｕｃｌｅｏｃａｐ

ｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＰ）为诱饵筛选了灰飞虱的ｃＤＮＡ文库

并获得了与ＮＰ互作的冠蛋白
［７］。

冠蛋白家族（ｃｏｒｏｎｉｎｆａｍｉｌｙ）是一类进化上保守

的肌动蛋白结合蛋白，是由ｄｅＨｏｓｔｏｓ等于１９９１年

首次在盘基网柄菌犇犻犮狋狔狅狊狋犲犾犻狌犿犱犻狊犮狅犻犱犲狌犿 中鉴

定到的，其定位于细胞表面冠状突起，属于ＷＤ４０重

复超家族［８］。在哺乳动物中，冠蛋白家族有７个成

员，分为３大类，其中ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ，ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｂ、ｃｏｒｏ

ｎｉｎ１Ｃ和ｃｏｒｏｎｉｎ６属于Ⅰ类，ｃｏｒｏｎｉｎ２Ａ和ｃｏｒｏ

ｎｉｎ２Ｂ属于Ⅱ类，ｃｏｒｏｎｉｎ７属于Ⅲ类
［９］。目前包括

褐飞虱犖犻犾犪狆犪狉狏犪狋犪犾狌犵犲狀狊、烟粉虱犅犲犿犻狊犻犪狋犪犫犪犮犻

和棉铃虫犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪在内的多种昆虫的

冠蛋白，在ＮＣＢＩ数据库中都只检索到了３种不同

类型，分别属于Ⅰ类、Ⅱ类和Ⅲ类。有文献依据的盘

状网柄菌中只鉴定到了ｃｏｒｏｎｉｎ７（ｃｏｒＢ）、ｖｉｌｌｉｎｄｉｎ

和ｃｏｒｏｎｉｎ（ｃｏｒＡ）这３种冠蛋白；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鉴定到２种冠蛋白ｃｏｒｏｎｉｎ

（ｃｏｒｏ）和Ｐｏｄ１（ｃｏｒｏｎｉｎ７）；而秀丽蝇杆线虫犆犪犲

狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊鉴定到２种冠蛋白Ｐｏｄ１（ｃｏｒｏ

ｎｉｎ７）和ｃｏｒｏｎｉｎ（ｃｏｒ１）
［１０］。冠蛋白参与肌动蛋白

动力学的调节，细胞骨架动力学是许多生理过程的

重要组成部分，如细胞的运动迁移和囊泡的运输

等［１１］。细胞运动在包括癌症和自身免疫性疾病等

各种疾病的病因学中起着至关重要的作用［１２］。大

多数情况下，运动性依赖于肌动蛋白细胞骨架的动

态重组，而肌动蛋白微丝的聚合和解聚是一个高度

调控的过程，受许多肌动蛋白相关蛋白如冠蛋白、

Ａｒｐ２／３复合体、ＡＤＦ和丝切蛋白（ｃｏｆｉｌｉｎ）等的调

节。目前对冠蛋白的研究主要是聚焦在人和哺乳动

物中，Ｒｅｎ等研究发现ｃｏｒｏｎｉｎ３促进胃癌转移
［１３］；

Ｒａｓｔｅｔｔｅｒ等发现 ＭＡＰＫ１２／ｃｏｒｏｎｉｎ２通路参与调

控结肠癌细胞的转移［１４］；Ｗｕ等研究发现ｃｏｒｏｎｉｎ

１Ｃ的表达与肝癌转移成正相关，而与患者预后成负

相关，ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｃ增强了肝癌细胞的迁移和侵袭活

力［１５１６］；而乳腺癌、神经胶质母细胞瘤、肾癌等癌症

的恶性程度也被证明与冠蛋白家族成员相关［１７１９］。

鉴于冠蛋白家族成员在人类疾病中发挥的重要

作用和其在真核生物体内的保守性，且其在昆虫中

的功能研究还不清楚，本研究克隆了灰飞虱冠蛋白

家族３个成员ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７

的基因，进行了生物信息学相关分析，构建了与其他

物种同源基因的进化树，并对这３个蛋白在灰飞虱

不同发育阶段和不同组织的表达量进行了分析，同

时检测了灰飞虱携带ＲＳＶ后冠蛋白的表达差异，研

究结果为深入探究冠蛋白在灰飞虱体内的功能及其

在传毒过程中发挥的作用奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　供试虫源

试验所用灰飞虱包括携带水稻条纹病毒（ｒｉｃｅ

ｓｔｒｉｐｅｔｅｎｕｉｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ）的灰飞虱（带毒灰飞虱）和

不携带ＲＳＶ的灰飞虱（无毒灰飞虱）种群，为本实验

室长期保存种群，分别用‘武育粳３号’水稻饲养于

恒温光照培养箱中。饲养条件为：光周期为Ｌ∥Ｄ＝

１６ｈ∥８ｈ，温度２６～２８℃，相对湿度７０％。每７ｄ

更换１次水稻。每２个月利用斑点杂交法对携带

ＲＳＶ的灰飞虱（带毒灰飞虱）进行筛选，保证种群带

毒率保持在９０％以上。

１．２　主要试剂

ＡｌｌＩｎＯｎｅＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＭｉｘｆｏｒ

ｑＰＣＲ（ＡＥ３４１）购自北京全式金公司；ＴｏｔａｌＲＮＡ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ（Ｒ４０１）和２×ＰｈａｎｔａＭａｘＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ（Ｐ５２５）购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司；１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（１１１３９ＥＳ６０）和

ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（１１１８４ＥＳ０８）购自上海

翌圣生物科技股份有限公司；ｐＴＯＰＯＴＡ／ＢｌｕｎｔＳｉｍ

ｐｌｅＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ（ＣＶ２２０１）和琼脂糖凝胶纯化回收试剂

盒（ＤＲ０１）购自北京艾德莱生物科技有限公司；大肠

杆菌ＤＨ５α菌株（ＳＡＣ２１）购自北京金沙生物公司；快

速质粒小提试剂盒（ＤＰ１０５）购自北京生化科技有限公

司。其他试剂均为国产分析纯。

１．３　序列比对及引物设计

在ＮＣＢＩ上检索得到褐飞虱冠蛋白家族３个成

员 （ｃｏｒｏｎｉｎ １Ａ：ＬＯＣ１１１０５９０４３；ｃｏｒｏｎｉｎ ２Ｂ：

ＬＯＣ１１１０４８４８７；ｃｏｒｏｎｉｎ７：ＬＯＣ１１１０４５２０１）的ＣＤＳ

序列。与本地灰飞虱转录组进行ＢＬＡＳＴ比对，拼

接后得到灰飞虱ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ，ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ

７的部分序列。根据ＣＤＳ区设计３对引物克隆３个

冠蛋白基因，克隆后进行测序分析，再根据测序得到

的正确序列设计相应基因的ｑＰＣＲ引物（表１）。

·９７１·
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表１　本试验所用引物信息

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

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

引物用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ

ｃｏｒｏｎｉｎ１ＡＦ ＡＴＧＴＣＡＴＴＴＣＧＡＧＴＴＧＴＴＣＧ ５３ 基因克隆

ｃｏｒｏｎｉｎ１ＡＲ ＴＴＡＧＡＣＣＴＣＧＴＣＴＧＧＴＧＣＡＡ

ｃｏｒｏｎｉｎ２ＢＦ ＡＴＧＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＡＧＴＴＧＴＧＧ ５３

ｃｏｒｏｎｉｎ２ＢＲ ＴＴＡＣＴＧＴＴＴＧＡＧＴＴＴＧＣＧＣＴ

ｃｏｒｏｎｉｎ７Ｆ ＡＴＧＧＣＣＴＧＧＣＧＴＴＴＴＡＡＡＧＣ ５４

ｃｏｒｏｎｉｎ７Ｒ ＴＣＡＣＴＣＡＴＣＣＣＡＴＴＣＴＴＴＣＴＣＡ

ＱａｃｔｉｎＦ ＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＡＧＧＴＴＡＣ 荧光定量ＰＣＲ

ＱａｃｔｉｎＲ ＣＣＡＴＴＴＣＣＴＧＴＴＣＧＡＡＧＴＣＣＡＧ

Ｑｃｏｒｏｎｉｎ１ＡＦ ＣＡＧＧＧＧＧＴＧＧＴＧＣＴＴＴＣＡＴＣ

Ｑｃｏｒｏｎｉｎ１ＡＲ ＡＣＣＡＴＧＣＡＡＴＧＴＣＴＡＧＧＡＣＧＧ

Ｑｃｏｒｏｎｉｎ２ＢＦ ＡＴＴＧＣＡＴＣＧＴＧＣＴＣＴＧＡＣＧＡ

Ｑｃｏｒｏｎｉｎ２ＢＲ ＣＡＣＣＣＴＴＣＧＣＴＴＡＴＧＡＣＣＧＴ

Ｑｃｏｒｏｎｉｎ７Ｆ ＴＣＧＧＧＣＡＴＣＡＡＴＣＣＧＡＡＡＣＡ

Ｑｃｏｒｏｎｉｎ７Ｒ ＧＡＣＴＴＧＧＴＴＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧＡ

ＱＲＳＶＦ ＧＣＣＡＣＴＣＴＡＧＣＴＧＡＴＴＴＧＣＡ

ＱＲＳＶＲ ＧＴＧＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＴＧＴＣＣＴＴ

１．４　灰飞虱样品收集

不同组织样品：取３０头灰飞虱置于离心管中并

插入冰中，为１个重复，共３个重复。待灰飞虱冻晕

后，在体视显微镜（明美光电技术有限公司，型号

ＭＺ１０１）下解剖唾液腺和肠道，并置于ＰＢＳ溶液中，

离心后去掉ＰＢＳ溶液收集唾液腺和肠道组织；解剖

完唾液腺和肠道后在剩余组织中加入３μＬ超纯水，

使虫体内血淋巴释放出来，用移液器转移到离心管

中。将收集的唾液腺、肠道和血淋巴放入液氮或

－８０℃保存。

不同发育阶段样品：取灰飞虱２龄、４龄若虫，

雌、雄成虫各３０头，每１０头１个重复，共３个重复。

放入液氮或－８０℃保存。

带毒灰飞虱与无毒灰飞虱样品：取带毒率９０％

以上的灰飞虱和无毒灰飞虱各３０头，每１０头１个

重复，共３个重复。放入液氮或－８０℃保存。

１．５　总犚犖犃提取与犮犇犖犃合成

采用ＴＲＩｚｏｌ试剂分别提取灰飞虱不同组织、不

同发育阶段、带毒灰飞虱和无毒灰飞虱的总ＲＮＡ。

用ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００测定总ＲＮＡ浓度，确保总ＲＮＡ

的质量良好后，用１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ

反转录合成ｃＤＮＡ第一链，此ｃＤＮＡ用于后续基因

克隆的模板，另用 ＡｌｌＩｎＯｎｅＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ

ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ将１μｇ总ＲＮＡ反转录成

短链ｃＤＮＡ，用于后续荧光定量ＰＣＲ。

１．６　冠蛋白基因的克隆

以１．５中合成的ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩

增，反应体系（５０μＬ）：２×ＰｈａｎｔａＭａｘＭａｓｔｅｒＭｉｘ

２５μＬ，正、反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，模板

ｃＤＮＡ２μＬ，超纯水１９μＬ。反应条件为：９５℃预变

性３ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，退火１５ｓ（温度根据引物设

定），７２℃延伸（３０～６０ｓ／ｋｂ），３５个循环；７２℃延伸

５ｍｉｎ。１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增产物，使

用琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒纯化回收目的条带，

然后将回收产物连接到ｐＴＯＰＯ克隆载体上，并转

化ＤＨ５α感受态细胞，涂布于含有氨苄青霉素的

ＬＢ固体培养基上，３７℃过夜培养。挑取单克隆于

６００μＬ含有氨苄青霉素的ＬＢ液体培养基中，３７℃，

２００ｒ／ｍｉｎ培养４ｈ，ＰＣＲ验证后，将阳性克隆菌液送

至华大基因进行测序，将测序正确的质粒提取ＤＮＡ

保存于－２０℃。

１．７　序列拼接及生物信息学分析

利用ＳｎａｐＧｅｎｅ软件对测序结果进行拼接及翻

译。对氨基酸序列进行跨膜结构（ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒ

２．０，ｈｔｔｐｓ：∥ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／

ＴＭＨＭＭ２．０／）和信号肽（ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ，

ｈｔｔｐｓ：∥ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｓｉｇ

ｎａｌＰ４．１／）预测；用ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｅｂ．ｅｘ

ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析蛋白质分子量和等电

点；利用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．

ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）进行蛋白质结构预测；在ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：

∥ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）上进行Ｂｌａｓｔｐ

序列比对，检索其他物种的冠蛋白基因序列，利用
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ＥＭＢＯＳＳ Ｎｅｅｄｌｅ （ｈｔｔｐｓ：∥ ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／

Ｔｏｏｌｓ／ｐｓａ／ｅｍｂｏｓｓ＿ｎｅｅｄｌｅ／）对序列相似性进行比

对，利用ＭＥＧＡＸ软件构建不同物种冠蛋白基于氨

基酸序列的系统进化树。

１．８　实时荧光定量犘犆犚

以１．５中合成的用于ｑＰＣＲ的ｃＤＮＡ为模板，

反应体系（２０μＬ）为：ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ１０μＬ，正、反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μＬ，

ｃＤＮＡ２μＬ，超纯水７．２μＬ。反应条件为：９５℃

２ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环。以犪犮狋犻狀为

内参基因，采用２－ΔΔ犆狋法对各个基因的相对表达量

进行计算分析。

１．９　数据分析

利用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６对试验数据进行

分析，３种冠蛋白基因在不同发育阶段和不同组织

之间的差异显著性分析采用单因素方差分析（Ｏｎｅ

ｗａｙＡＮＯＶＡ）和最小显著性差异法（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ），在无毒灰飞虱和带毒灰飞虱

之间的差异显著性分析采用狋检验，显著水平设为

０．０５和０．０１。

２　结果与分析

２．１　冠蛋白基因克隆及生物信息学分析

基于灰飞虱转录组数据，经ＰＣＲ扩增和测序最

终得到灰飞虱ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７

基因的ＣＤＳ区序列，长度分别为１５０６、１７４９ｂｐ和

３２１３ｂｐ，分别编码５０１、５８２个和１０７０个氨基酸。

预测的蛋白分子量分别为５５．８８、６５．６７ｋＤ 和

１１６．８１ｋＤ，等电点分别为６．００、８．５８和６．１５，均无

跨膜结构，也无信号肽。利用ＥＭＢＯＳＳＮｅｅｄｌｅ对

氨基酸序列进行相似性比对，发现灰飞虱ｃｏｒｏｎｉｎ

１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７与褐飞虱 犖．犾狌犵犲狀狊

ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７的相似性分别

为９９．２％、８８．２％、８２．５％，与人犎犪犿犪狊犪狆犻犲狀狊的

ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７的相似性分别

为６８．２％、６１．７％、５３．７％，说明３个冠蛋白在不同

物种间具有高度的保守性。

冠蛋白家族成员具有 ＷＤ４０重复结构域（含有

保守的色氨酸 天冬氨酸基序，长度约为４０ａａ），此

结构域包含５～７个ＷＤ４０重复序列，在空间上折叠

成一个具有５～７个叶片的β螺旋桨结构。利用

ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ对灰飞虱３个蛋白的三维结构进

行预测，结果表明，其中ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ和ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ

含有Ｎ端由 ＷＤ４０重复序列形成的“螺旋桨”结构

及Ｃ端形成的卷曲螺旋结构，而ｃｏｒｏｎｉｎ７是长链蛋

白，空间结构上包含２个由 ＷＤ４０重复序列形成的

“螺旋桨”，但其缺少Ｃ端的卷曲螺旋结构域（图１）。

２．２　冠蛋白系统进化树分析

从ＮＣＢＩ数据库中选取与灰飞虱冠蛋白家族序

列同源性较高的７种昆虫，褐飞虱、棉铃虫、烟粉虱、

茶翅蝽犎犪犾狔狅犿狅狉狆犺犪犺犪犾狔狊、意大利蜜蜂犃狆犻狊犿犲犾

犾犻犳犲狉犪、米象 犛犻狋狅狆犺犻犾狌狊狅狉狔狕犪犲、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，再加上人和小家鼠犕狌狊犿狌狊犮狌犾狌狊

冠蛋白家族的７个成员，利用 ＭＥＧＡＸ，采用邻接

法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）构建冠蛋白基于氨基

酸序列在不同物种间的系统进化树。结果显示，冠

蛋白家族Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类分别聚成一支，说明３类蛋白

在不同物种间保守性强。灰飞虱ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏ

ｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７与褐飞虱ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ

２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７亲缘关系最近（图２）。

图１　灰飞虱３个冠蛋白三维结构的预测

犉犻犵．１　犘狉犲犱犻犮狋犲犱狋犺狉犲犲犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾狊狋狉狌犮狋狌狉犲狊狅犳狋犺狉犲犲犮狅狉狅狀犻狀狊犻狀犔犪狅犱犲犾狆犺犪狓狊狋狉犻犪狋犲犾犾狌狊
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图２　基于冠蛋白氨基酸序列构建灰飞虱与其他物种的系统进化树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犔犪狅犱犲犾狆犺犪狓狊狋狉犻犪狋犲犾犾狌狊犪狀犱狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊犫犪狊犲犱狅狀犮狅狉狅狀犻狀犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊

　
２．３　冠蛋白基因的时空表达分析

ｑＰＣＲ检测结果表明，３个冠蛋白基因在灰飞虱

的各发育阶段和不同组织中都有转录。犮狅狉狅狀犻狀１犃

在成虫（雄虫和雌虫）中的转录水平显著高于２龄、４

龄若虫；犮狅狉狅狀犻狀２犅在雄虫中的转录水平显著高于２

龄、４龄若虫和雌虫；而犮狅狉狅狀犻狀７在雌虫中的转录水

平显著高于２龄、４龄若虫和雄虫（图３）。

犮狅狉狅狀犻狀１犃在灰飞虱血淋巴中的转录水平最

高，其次是唾液腺，肠道中最低；犮狅狉狅狀犻狀２犅在唾液

腺中的转录水平最高，其次是血淋巴和肠道；而犮狅

狉狅狀犻狀７在唾液腺和血淋巴中的转录水平显著高于

肠道（图４）。说明这３个冠蛋白基因在灰飞虱体

内具有组织特异性，它们发挥的功能可能也不

一样。

２．４　带毒灰飞虱与无毒灰飞虱冠蛋白基因表达差异

为探究冠蛋白家族３个蛋白是否在灰飞虱传播

水稻条纹病毒（ＲＳＶ）中发挥一定功能，我们检测了

带毒灰飞虱和无毒灰飞虱体内冠蛋白基因的表达情

况，结果发现带毒灰飞虱体内３个冠蛋白基因的转

录水平均显著高于无毒灰飞虱（图５），这说明病毒

侵染灰飞虱后会显著上调冠蛋白基因的表达，表明

它们可能在灰飞虱传播ＲＳＶ时发挥一定作用。
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图３　冠蛋白基因在灰飞虱不同发育阶段的表达量

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犮狅狉狅狀犻狀犵犲狀犲狊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狅犳犔犪狅犱犲犾狆犺犪狓狊狋狉犻犪狋犲犾犾狌狊

　

图４　冠蛋白基因在灰飞虱不同组织的表达量

犉犻犵．４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犮狅狉狅狀犻狀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犔犪狅犱犲犾狆犺犪狓狊狋狉犻犪狋犲犾犾狌狊

　

图５　带毒灰飞虱与无毒灰飞虱冠蛋白基因的表达量

犉犻犵．５　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳犮狅狉狅狀犻狀犵犲狀犲狊犻狀狏犻狉狌犾犻犳犲狉狅狌狊犪狀犱

狀狅狀狏犻狉狌犾犻犳犲狉狅狌狊犔犪狅犱犲犾狆犺犪狓狊狋狉犻犪狋犲犾犾狌狊

　

３　结论与讨论

冠蛋白在高等真核生物中具有多种作用，已知

它们是肌动蛋白结合蛋白之一，并参与多种重要的

细胞功能［１０］。冠蛋白与Ｆａｃｔｉｎ的相互作用调节Ｆ

ａｃｔｉｎ的表达和定位
［２０２１］。恶性疟原虫犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿

犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿的冠蛋白在其繁殖后期高表达，促进Ｆ

ａｃｔｉｎ在质膜上的定位
［２２］。因此，冠蛋白通过与蛋白

质互作在Ｆａｃｔｉｎ定位方面具有重要作用。目前已

有较多研究发现冠蛋白与人类疾病相关，其可促进

肿瘤转移，影响癌症预后等［２３］，但其在昆虫上的研

究报道较少。ＮＣＢＩ数据库中灰飞虱冠蛋白均未注

释。本研究利用ＲＴＰＣＲ技术克隆获得了灰飞虱

ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７的基因，其中

ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ与ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７的氨基酸序

列相似性分别为５７．９％和２３．２％；ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ与

ｃｏｒｏｎｉｎ７的相似性只有２２．２％，说明３个蛋白之间
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的相似性较低，但３个蛋白在空间上都形成一个“螺

旋桨”结构，这个结构被认为是冠蛋白与其他蛋白互

作的平台［１０］。灰飞虱ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和

ｃｏｒｏｎｉｎ７与褐飞虱ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏ

ｎｉｎ７的氨基酸序列相似性分别为９９．２％、８８．２％、

８２．５％，与人ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７的

相似性分别为６８．２％、６１．７％、５３．７％，且在对灰飞

虱与其他物种的冠蛋白构建进化树时，冠蛋白的Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ类分别聚成一支，这说明冠蛋白家族成员在不

同物种间高度保守。

目前对昆虫中冠蛋白的功能研究较少，但在哺

乳动物中冠蛋白的研究已取得了很大进展。有研

究发现ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ参与了吞噬作用，ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ与

ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＰＨＯＸ）复合体的成分结合，该复

合体聚集在吞噬小体表面，产生可以杀死体内病原

体的超氧化物［２４］。Ｈｕｍｐｈｒｉｅｓ等发现，冠蛋白通

过其卷曲螺旋结构域与Ａｒｐ２／３复合体结合，将其

招募到肌动蛋白细丝的两侧，促进肌动蛋白细丝成

核；而在没有细丝存在的情况下，冠蛋白抑制

Ａｒｐ２／３复合体的成核活性
［２５］。Ｃａｉ等提出ｃｏｒｏｎｉｎ

１Ｂ可以通过引导磷酸酶ＳＳＨ１Ｌ定位到片状脂膜，

去磷酸化激活丝切蛋白（ｃｏｆｉｌｉｎ），从而增强ｃｏｆｉｌｉｎ

活性来调控肌动蛋白细胞骨架的解聚［２６］。有证据

表明，冠蛋白可以区别Ｆａｃｔｉｎ的核苷酸状态，ｃｏｒｏ

ｎｉｎ１Ｂ对ＡＴＰＦａｃｔｉｎ的亲和力远高于对ＡＤＰＦ

ａｃｔｉｎ的亲和力
［２７］，ＡＴＰＦａｃｔｉｎ存在于肌动蛋白细

丝聚合的正端，而ＡＤＰＦａｃｔｉｎ存在于解聚末端。

冠蛋白是如何调节肌动蛋白细丝动态变化的过程

是复杂的，目前的研究也不够完整，但很明显，冠

蛋白在肌动蛋白细丝的两端，分别参与了其聚合与

解聚。

带毒灰飞虱与无毒灰飞虱相比，犮狅狉狅狀犻狀１犃、

犮狅狉狅狀犻狀２犅和犮狅狉狅狀犻狀７的转录水平均显著上升，而

实验室前期利用ＲＳＶ的核衣壳蛋白ＮＰ为诱饵筛

选灰飞虱的ｃＤＮＡ文库时，仅筛选到ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ与

ＮＰ互作
［７］。由于ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ是保守的肌动蛋白结

合蛋白，其对肌动蛋白细胞骨架有着保守的调节作

用，推测ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ可能是通过与ＲＳＶＮＰ的互作

在灰飞虱传播ＲＳＶ中发挥重要作用，且这个过程中

可能有肌动蛋白细胞骨架的参与。犮狅狉狅狀犻狀２犅和

犮狅狉狅狀犻狀７在ＲＳＶ侵染后转录水平也显著上升，这

可能是因为犮狅狉狅狀犻狀２犅和犮狅狉狅狀犻狀７并不是通过直

接与ＲＳＶＮＰ互作而是通过其他路径发挥功能，后

续可以从ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７与病毒其他蛋白

的互作入手进行研究。

通过本研究，我们克隆了灰飞虱冠蛋白家族３

个成员ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ、ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ和ｃｏｒｏｎｉｎ７，它们在

灰飞虱不同发育阶段的转录水平存在显著差异，且

在唾液腺的转录水平显著高于肠道，也明确了灰飞

虱携带ＲＳＶ后会引起３个冠蛋白基因的转录水平

上升，这为下一步探索这３个冠蛋白在灰飞虱传播

ＲＳＶ中的功能奠定了基础。
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