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蜕皮激素通过 Ｇ 蛋白偶联受体调控昆虫变态发育和易化扩散进入

细胞的研究

摘要

研宄背景 、 存在的科学问埋及研宄意义

昆虫的生长发育 由 多种激素共 同调控 ， 包括 ２０
－羟基蜕皮酮 （ ２０Ｅ ） 、保幼激素 （ ＪＨ ）

和胰岛素 ， ２０Ｅ 与 和胰岛素相互作用 调控昆虫生长发育和蜕皮变态 。 昆虫变态期

间体 内 发生着剧烈的变化 ， 如幼虫 中肠 的凋亡 、 成虫 中肠的形成 、 脂肪体的解体和

重构 、 成虫盘的生长和脑结构的重塑等 ， ２０Ｅ 在其中起着非常重要的作用 。 通常 ，

蜕皮激素通过结合蜕皮激素的核受体 （ ＥｃＲ ） 来发挥作用 ， 起始 ２０Ｅ 早晚期基因 的

表达 ， 启 动变态程序 ， 即 ２０Ｅ 基因组信号途径 。

近年来 ， 越来越多 的研宄证明在经典的 ２０Ｅ 基因组信号途径之外 ， 存在 ２０Ｅ 非

基因组途径 ， 即 ２０Ｅ 通过激活细胞膜上的受体 引 发胞 内钙离子和 ｃＡＭＰ 水平的快速

变化 ， 进而 引 起
一

系列蛋 白 质 的翻译后修饰 ， 调控基因转录和变态发育 。 Ｇ 蛋 白偶

联受体 （ ＧＰＣＲ ） 是
一

类七次跨膜的蛋 白 家族 ， 在传递各种信号 中起到重要的作用 ，

是各种药物的作用靶标 。 研宄发现 ＧＰＣＲ 作为固醇类激素的受体 ， 在 ２０Ｅ 调控 昆虫

的变态发育 中 发挥作用 。 果蝇多 巴胺蜕皮激素受体 ＤｍＤｏ
ｐ
ＥｃＲ 可 以结合 ２０Ｅ 类似

物 ， 被认为是 ２０Ｅ 的膜受体 ， 但 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 在 ２０Ｅ 信号途径 中 的功能并不清楚 ， 并且

棉铃虫 中还报道 了 另 外两个传递 ２０Ｅ 信号的 ＧＰＣＲ ， 但没有检测到它们结合 ２０Ｅ 。

前期研宄还发现 ２０Ｅ 进入细胞的量是受到控制 的 ， 但机制和生物学效应并不清楚 。

这些研究打破 了２０Ｅ 是通过 自 由扩散进入细胞与核受体结合启 动相关基因转录的经

典理论 ， 其 尚待阐 明 的科学问题对于确立类固醇激素的细胞膜受体及其信号途径的

新理论具有重要的支撑意义 。 本论文用重大农业害虫棉铃虫 （ ／ｆｅ／Ｚｃｏｖｅｒｐａ ｉ／ｒｍ ／ｇｅｒａ ）

为模型 ， 研究 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 在 ２０Ｅ 信号途径 中 的功能并证明 ＧＰＣＲ 可 以结合 ２ ０Ｅ ，ＧＰＣＲ

控制 ２ ０Ｅ 进入细胞的机制和生物学效应 ， 丰富和完善 ２ ０Ｅ 非基因组信号途径及调控

昆虫变态发育的分子机制 。

研宂结果

完全变态 昆虫在末龄幼虫的最后阶段停止取食 ， 然后发生变态 。 但是 ， 幼虫停止

取食的机制 尚不清楚 。 使用农业害虫棉铃虫作为模型 ， 揭示 了２０Ｅ 与 多 巴胺受体

Ｉ
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（ Ｄｏｐ
ＥｃＲ ） （

—

种 Ｇ 蛋 白偶联受体 ） 结合 ， 以停止幼虫取食并促进化蛹 。 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 在

各种组织中均有表达 ， 并在 ２ ０Ｅ 调节下的蜕皮变态过程中表达水平升高 。 幼虫取食

阶段的 ２０Ｅ 滴度较低 ， 而游走阶段的 ２０Ｅ 滴度较高 。 相 比之下 ， 多 巴胺 （ ＤＡ ） 滴度

在幼虫取食阶段较高 ， 而在游走阶段较低 。 使用 多 巴胺受体抑制剂 ｆｌｕｐｅｎｔ ｉｘｏ ｌ 阻断

多 巴胺受体或 ２ ０Ｅ 注射均可 以减少幼虫的食物消耗和体重 。 敲降 Ｚ）叩及ｉ？ 可 以抑制

幼虫的取食 、 生长和化蛹 。 ２０Ｅ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 促进细胞凋亡 ， ＤＡ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 诱导

细胞增殖 。 ２０Ｅ 通过抑制 ＤＡ 诱导的细胞增殖和 ＡＫＴ 的磷酸化来对抗 ＤＡ 功能 。

２０Ｅ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 诱导基因表达 ， 并使细胞 内钙离子和 ｃＡＭＰ 水平快速增加 。 ２０Ｅ

诱导 ＤｏｐＥｃＲ 与 Ｇａｓ 和 Ｇａｑ 相互作用 。 ２０Ｅ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 诱导 ２０Ｅ 信号途径关键蛋

白磷酸化和 ＥｃＲＢ ｌ
－Ｕ ＳＰ ｌ 转录复合物与蜕皮激素响应元件 ＥｃＲＥ 的结合 。 Ｄｏｐ

ＥｃＲ 可

以在细胞膜或从细胞膜分离后结合 ２０Ｅ 。 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 结合 ２０Ｅ 位点 的突变降低 了２０Ｅ

结合水平和相关的细胞快速反应 。 研究结果表明 ２０Ｅ 通过与 ＤＡ 竞争结合 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ ，

抑制幼虫进食并促进化蝈 。

在棉铃虫中 阐 明 了
一

种 ＧＰＣＲ（命名为 ＧＰＣＲ－３ ） 通过触发 Ｇ 蛋 白介导的信号级

联并形成四 聚体促进 ２０Ｅ 进入细胞传递类固醇激素 ２０Ｅ 信号 。 通过虫体 ＲＮＡ 干扰

从棉铃虫转录组数据库中筛选出 ＧＰＣＲ－

３ 参与 ２０Ｅ 信号途径 。 虫体干扰 ＧＰＣ／Ｗ 导

致延迟化蛹或形成嵌合蛹 ， 抑制幼虫 中肠和脂肪体的降解 ， 并抑制 ２０Ｅ 诱导的基因

表达 。 ２０Ｅ 诱导 ＧＰＣＲ－

３ 与 Ｇａ
ｑ 和 Ｇａｓ 相互作用 ， 并使细胞 内钙离子 、 ｃＡＭＰ 和蛋

白磷酸化迅速增加 。 ＧＰＣＲ－３ 定位于细胞质膜中 ， ２０Ｅ 诱导下被 ＧＰＣＲ激酶 ２（ ＧＲＫ２ ）

憐酸化后 内化降解脱敏 ２０Ｅ 信号 ，

ｐ
－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ－

１ 和 网格蛋 白介导 ＧＰＣＲ－

３ 的 内化 。

ＧＰＣＲ－

３ 可在细胞膜中和分离后在体外结合 ２０ＥＪ０Ｅ 与 ＧＰＣＲ－

３ 的结合诱导 ＧＰＣＲ－

３ 的 同源二聚体形成同源四聚体 ， ＧＰＣＲ－３ 的 同源四聚体促进 ２０Ｅ 进入细胞并传递

２０Ｅ 信号 。 ＧＰＣＲ－３ 同源四聚体作为 ２０Ｅ 细胞膜受体并促进 ２０Ｅ 扩散进入细胞 ， 控

制不同组织中 ２０Ｅ 的滴度 ， 进而调节变态发育 中不同组织的发育命运
一

调亡或增殖

生长 。

结论及科学意义

１ ． 本论文研究 了ＤｏｐＥｃＲ 在昆虫取食和化蛹 中 的双重功能 ， ＤＡ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 促

进幼虫的进食和生长 ， ２０Ｅ 与 ＤＡ 竞争结合 ＤｏｐＥｃＲ ， 并通过 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 作为细胞膜受

体之
一

来传递 ２０Ｅ 信号 ， 从而促进 昆虫变态 ， 揭示了类固醇激素与多 巴胺系统的互

作 ， 阐 明 了２０Ｅ 抑制鳞翅 目 昆虫取食并促进变态发育的分子机制 ， 为类固醇激素信

Ｉ Ｉ
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

号途径及其与神经系统互作提供 了新的理论 ， 为害虫控制提供 了新的生长调节剂的

研制靶点 。

２ ． 证明 了ＥｒＧＰＣＲ－２ 可 以结合 ２０Ｅ ， 支持 了 前面的研究结论一Ｅ ｒＧＰＣＲ－２ 是 ２０Ｅ

的细胞膜受体 。

３ ． 证明 了ＧＰＣＲ－３ 是 ２０Ｅ 的细胞膜受体 ， ２０Ｅ 结合并诱导 ＧＰＣＲ－

３ 形成 同源四

聚体传导 ２０Ｅ 信号 ， 并作为转运蛋 白 易化 ２０Ｅ 扩散进入细胞 。 首次发现 ＧＰＣＲ 可 以

通过形成同源四 聚体促进 ２０Ｅ 的细胞导入 。

关键词 ： 棉铃虫 ；
２ ０Ｅ ； 多 巴胺受体 ； Ｇ 蛋 白偶联受体 ； 易化扩散 ； 多聚体 ； 进

食 ； 变态

Ｉ Ｉ Ｉ
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ＢＣ ＩＰ５
－ｂｒｏｍｏ－４ －ｃｈ ｌｏ ｒｏ－３
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ｐ
ｅｎｄｅｎ ｔ

ｐ
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ＦＢ Ｓｆａｔａ ｌｂｏｖ ｉｎｅｓｅ ｒｕｍ 胎牛血清
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第
一章 前言

１ 激素调控昆虫变态发育

昆虫变态的进化是动物进化 史上最重要的事件之
一

， 禁锢在土壤 中 的节肢动物

逐渐成为陆地上 占主导地位的种群 ， 昆虫成为 了地球上种类最 多 ， 数量最大 ， 分布

最广泛的动物类群 ， 昆虫变态的进化历程深 刻影响 了地球生命 的演化 。 由 于 昆虫相

对坚硬的外骨骼会限制其生长和形态变化 ， 因此 昆虫通过蜕皮使个体长大 ， 在蜕皮

过程中 会形成新 的 角 质层 ， 而 旧 的 角 质层会脱落 ， 这
一

过程称为蜕皮 。 幼虫 的生长

在取食生长和蜕皮之间交 替变化 ， 从上
一

次蜕皮到下
一

次蜕皮 的跨度称为
一

个龄期 。

昆虫对粮食和各种经济作物及其对人类和动物健康的影响 ， 促使人们对 昆虫的生长

发育 ， 尤其是变态发育机制进行 了广泛深入的研 宄 。

Ａｍｅ ｔａｂｏｋｘ ｊｓ Ｈｅｍ ｉ ｍｅ ｔａｂｏ ｌｏｕｓ Ｈｏｋｘｎｅ ｔａｂｏ ｌｏｕ ｓ
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ｙ
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０

！Ｉｉ ｌ ｌｉ ｌ ｆｌｉ ｌＩＩＩ Ｉ ＩＪＩＨ ｌ ｉ

＿＿Ｗｍ
Ｉ ： １
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
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图 丨 ． １ ． 昆虫主要 目 的系统发育树 。 该图 显 示 了 昆虫发育 的 种主要类型 ， 即 不变态 ， 参变

态和全变态 。 对于主要 目 ， 线条框的 宽度 显示物种 的数量 。 系统发育树来 自 （ Ｗ ｉ ｐ
ｆｌ ｅ ｒ ｅ ｔ ａ ｌ ．

２０ １ ９ ） ， 其物种分布基于 （ Ｙａｎｇ
２ ００ １ ） 。

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ １ ． １ ．Ｐｈ ｙ ｌｏｇｅｎ ｙｏ ｆ ｉ ｎ ｓ ｅｃ ｔｓｓ ｈ ｏｗ ｉ ｎ
ｇｔ ｈ ｅｍ ａ

ｊ
ｏ ｒｔｙｐｅｓｏ ｆｄ ｅｖ ｅ ｌｏ ｐｍ ｅｎ ｔ ．Ｔｈｅｆｉ

ｇ
ｕ ｒｅｓ ｈ ｏｗ ｓ

ｈｏｗ ｔｈｅ ｔｈ ｒｅｅｍ ａ
ｊ
ｏ ｒ ｔｙ ｐｅ ｓｏ ｆ ｉ ｎ ｓｅｃ ｔｄ ｅｖ ｅ ｌ ｏ

ｐ
ｍ ｅｎ ｔ

，ａｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｏｕ ｓ ，ｈ ｅｍ ｉｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｏｕ ｓａｎ ｄ

ｈｏ ｌ ｏｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｏ ｕ ｓ ．Ｆ ｏ ｒ ｔｈ ｅｍ ａ
ｊ
ｏ ｒ ｏ ｒｄ ｅ ｒ ｓ ｔｈ ｅｗ ｉ ｄ ｔｈｏ ｆ  ｔｈｅｂｏｘ ｅ ｓｓ ｈｏｗ  ｔｈ ｅｎｕｍ ｂ ｅ ｒｏ ｆ ｆａｍ ｉ ｌ ｉ ｅ ｓｔｈ ｒｏｕｇ

ｈ

ｔ ｉｍ ｅ ．Ｐｈ
ｙ

ｌ ｏｇ ｅｎｙ
ｆｒｏｍ

 （
Ｗ ｉ

ｐ
ｆ ｌ ｅ ｒ ｅ ｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ９

）
ｗ ｉ ｔｈｆａｍ ｉ ｌ

ｙ
ｄ ｉ ｓ ｔｒ ｉ ｂ ｕ ｔ ｉ ｏｎ ｓａｄａ

ｐ ｔ ｅｄｆｒｏｍ
 （
Ｙａｎｇ

２ ００ １

）
．

在 昆虫的进化过程中 ， 演化 出 了 许 多生命史策略 （ Ｍ ｉ ｓｏ ｆｅ ｔａ ｌ ．２ ０ １ ４ ） （ 图 １
．

１） 。

比较原始的无翅亚纲衣鱼幼虫成年后形态几乎没有变化 ， 原始无翅 ， 体柔弱 ， 变态

不 明 显 。 随着翅和 飞行能力 的进化和发展 ， 成虫转变为不再蜕皮的终末期 ， 形似成

虫但缺乏翅 和生殖器的不成熟阶段 ， 被称为若虫 ， 这种 发 育模式称为不完全变态 。

１
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蓟马和
一

些半翅 目 昆虫独立地进化出 了
一

个幼虫和成虫之间 的静止阶段 ， 称为
“

新变

态
”

。 完全变态 昆虫的生命周期包括与成虫没有相似之处的幼虫阶段 ， 不进食的蛹阶

段 以及成虫阶段 ， 这种生活史策略早在石炭纪早期 （ 约 ３ ５ ０ Ｍａ ） 便 己 出现 ， 进而导

致 昆虫惊人的多样性 （ Ｔｒｕｍａｎ ２０ １ ９ ） 。 全变态 昆虫包括 １ １ 个 目 ， 其中 四个与我们生

活生产最为密切 ： 鞘翅 目 （ 甲虫等 ） 、 膜翅 目 （蚂蚁 ， 黄蜂和叶蜂等 ） 、 鳞翅 目 （ 蝴

蝶和蛾类等 ） 和双翅 目 （蝇和蚊子等 ） 。

昆虫变态发育受激素控制 ， 多种激素共 同参与调节 昆虫的生长发育 （ Ｋｏ ｓｔａ ｌ ｅｔ ａ ｌ ．

２０ １ ７
；
ＴｒｕｍａｎａｎｄＲ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ２０ １ ９ ） 。 銳皮激素２０Ｅ驱动果蝇

幼虫蜕皮 ， 而高滴度的保幼激素 ＪＨ 维持幼虫的性状 。 在果蝇三龄幼虫 （ Ｌ３ ） 早期 ，

第
一

个 ２０Ｅ 小脉冲 （峰 １ ） 触发幼虫到蛹的变态 ， 同时也会刺激成虫盘细胞的快速

增殖 （ Ｋｏｙａｍａ ｅｔ ａｌ ．２００４ ） 。 三个连续的 ２０Ｅ 脉冲驱动幼虫进入蛹期 ： 游走期 （ 峰 ２ ） 、

预蛹期 （ 峰 ３ ） 和蛹期 （ 峰 ４ ） 。 预蛹期 （ 峰 ３ ） 期间高滴度的 ２０Ｅ 抑制 了成虫盘的

增殖 ， 并导致幼虫进食停止 以及外周组织生长停滞 （ Ｅｄｇａｒ ２００６ ） 。 果蝇幼虫脑神经

分泌细胞分泌的促前胸腺激素 （ ＰＴＴＨ ） 调控前胸腺 （ ＰＧ ） 产生蜕皮激素 （ Ｚ ｉｔｎａｎ ｅｔ

ａ ｌ ．１ ９９３
； 
Ｈａｒｖ ｉｅｅｔ ａ ｌ ．１ ９９ ８ ） ， 咽侧体 （ ＣＡ ） 产生ＪＨ （ Ｒ ｉｃｈａｒｄ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９８９ ） ， 心侧体 （ ＣＣ ）

分泌刺激脂肪体代谢活动 的脂肪代谢激素 （ ＡＫＨ ）（ ＬｅｅａｎｄＰａｒｋ２ ００４ ） 。 三个腺体

（ ＰＧ 、 ＣＡ 和 ＣＣ ） 整合到果蝇幼虫单个环状腺中 （ Ｈａｒｖ ｉｅ ｅｔ ａｌ ．１ ９９ ８ ） 。 胰岛素样肽

（ ＩＬＰ ） 在幼虫大脑的
一

组神经分泌细胞 （Ｎ ＳＣ ） 中产生 （ Ｉｋｅｙａ ｅｔ ａｌ ． ２００２ ） 。 ＩＬＰ 通

过胰岛素和营养信号 ＴＯＲ（ ｔａｒｇｅｔｏｆ ｒａｐａ
ｍｙｃ

ｉｎ ） 途径激活外周组织 （例如脂肪体 ）

和成虫盘 （例如翼状盘 ） 的增殖和生长 （ Ｋｏｙａｍａ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ３
；
Ｄａｓ ａｎｄ Ｄｏｂｅｎ ｓ ２ ０ １ ５ ） 。

此夕 卜 ， 胰岛素信号促进 ＰＧ中２０Ｅ的合成 （ Ｃｏ ｌｏｍｂａｎ ｉ ｅｔ ａｌ ． ２００５
；
Ｌａｙａｌ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ． ２００ ８ ） 。

胰岛素样肽 ＩＬＰ ８ 从尚未成熟的小成虫盘分泌并抑制蜕皮激素的产生和化蛹 ， 从而控

制组织生长 （ Ｃ ｏ ｌｏｍｂａｎ ｉｅｔａ ｌ ．２ ０ １ ２
；
Ｇａｒｅ ｌ ｌ ｉｅｔａ 丨 ． ２０ １ ２

； 
Ａｎｄｅｒｓｅｎｅｔａ ｌ ．２０ １ ３ ） 。 不断生

长的脂肪体会产生反馈信号 （ ＦＤＳ ） 作用于大脑 Ｎ ＳＣ 以控制 ＩＬＰ 的分泌 （ Ａｎｄｅｒｓｅｎ

ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ３ ） 。 脂肪体还产生成虫盘生长因子 （ ＩＤＧＦ ） 与胰岛素协同刺激成虫盘中 的

细胞增殖 （ Ｂ ｉｙａｎｔ ２００ １ ） 。 虽然 Ｉ Ｓ（ Ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎ ） 和 ２０Ｅ 途径在功能上相互作用 ， 但是这

种相互影响的作用机制 尚不清楚 ， 例如果蝇 ＰＧ 中蜕皮激素的合成受到胰岛素的正

调控 （ Ｃｏ ｌｏｍｂａｎ ｉ ｅｔ ａ ｌ ． ２００ ５
； 
Ｌａｙａ ｌ ｌ ｅ ｅｔ ａ ｌ ． ２００ ８ ） ， 将营养物质 的利用 （ ＴＯＲ途径 ） 与

蜕皮激素调控的生长发育联系 了起来 （ Ｔｅ ｌｅｍａｎ２００９ ） 。 同样 ， 果蝇的 ＣＡ 腺体中也

存在胰岛素受体 ， 它可以调节 ＪＨ 的合成 （ Ｂｅ ｌｇａｃｅｍａｎｄＭａｒｔ ｉｎ２００ ７ ） 。 此外 ， 胰岛

素信号的抑制与低滴度 ＪＨ 产生相关 （ Ｔｕ ｅｔ ａ ｌ ． ２００ ５ ） 。 总 的来说 ， 黑腹果蝇幼虫的生

２





１ １
１ 东 人学 ＨＩ 

士学位论文
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长受到 ２０Ｅ 、 ｊ Ｈ 、 Ｉ Ｓ 和 ＴＯＲ 信号途径之间 的相互影响 ， 共 同调控组织的生长 ， 直至

达到个体合适 的大小 ， 并启 动变态程序 （ 图 １ ． ２ ）（ Ｅｄ
ｇ
ａ ｒ２ ０ ０ ６ ） 。

＾


州 ｄｅｖｅ ｌ ｏ ｐｍｅｎ ｔ

‘Ｖ／ ｜＼

｜广 …

， 、

乂
， ｈ ｉｇｈ  ｌ ｉ ｔｒｅ ＼？

ｌ Ｃ Ｎ Ｓ ３ ＼

＼ ＩＩ卢＿■

＼ ＼ ／／／＾「

Ｗ々
ａｃｔ ｉｖｉ ｔｙ ｇ

ｒｏｗｔ ｈ〇ｆ
ｇ

ｒｏｗ ｔ ｈ／ ／ ３ ／＼／

ｅｍ ｂ ｒ

ｙ
ｏ Ｌ １ Ｌ２ｆ Ｌ ３ ｐｐ ｐｕ ｐａ ａｄ ｕ ｌ ｔ

ｏｎｓｅ ｔ ｏｆ

ｌａ ｒｖａ ｌ ｄｉａｐａｕ ｓ ｅ

图 １ ． ２ ？ 多种激素通路参与调节黑腹果蝇的生长发育 （ Ｋ ｏ ｓ ｔａ ｌｃ 丨 ａ ｌ ．２ ０ 丨 ７ ） 。 黑腹 果蝇牛．长发

育阶段 （ 实心绿线 ） 血淋 巴激 桌滴度 （ Ｊ Ｈ ， 实心蓝线 ；
２０ Ｅ ， 实心红线 ） 的关 系 （ Ｅｄ

ｇ
ａ ｒ ２００６ ） 。

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ １ ． ２ ．Ｈ ｏ ｒｍ ｏ ｎ ａ ｌ

ｐ
ａ ｔ ｈｗ ａ

ｙ
ｓ ｉ ｎ ｖ ｏ ｌ ｖ ｅｄ ｉ ｎｔ ｈ ｅｒｅｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ

ｇ
ｒｏｗ ｔ ｈａ ｎ ｄｄ ｅ ｖ ｅ ｌ ｏ

ｐ
ｍ ｅ ｎ ｔ ｉ ｎＤ ．

ｍｅｌｕｎｏ＾ｕｓ ｔｅｒ
 （
Ｋ ｏｓ ｔ ａ ｌｅ ｔａ ｌ ．２ ０ １ ７

）
．Ｔｈ ｅ

ｇ
ｒａ

ｐ
ｈ ｉ ｎ ｌ ｏｗ ｅ ｒｒ ｉｇ ｈ ｔｃｏ ｒｎ ｅ ｒｒｅ

ｐ
ｒｅ ｓ ｅ ｎ ｔ ｓ

ｇ ｒｏｗ ｔｈ
 （

ｓｏ ｌ ｉ ｄ
ｇ

ｒｅｅ ｎ

ｌ ｉ ｎ ｅ
）ａ ｎ ｄ ｔ ｈ ｅｄ ｅ ｖ ｅ ｌ ｏｐｍ ｅｎ ｔａ ｌｈ ｏ ｒｍ ｏｎ ｅｆ ｌ ｕｘ ｅ ｓ （

ＪＨ
，ｓ ｏ ｌ ｉ ｄｂ ｌ ｕ ｅ ｌ ｉ ｎ ｅ

；ａｎｄ２０ Ｅ ，ｓｏ ｌ ｉ ｄｒｅｄ ｌ ｉ ｎ ｅ
） ｉ ｎｔｈ ｅ

ｈ ｅｍ ｏ ｌ

ｙｍ ｐ
ｈｏ ｆ Ｄ ．ｍｃ ｌｕｎｏｇａｓ ｔｃｒ

 （
Ｅｄｇ ａ ｒ ２ ００６

）
．

２２ ０Ｅ 作用 的分子机制

２ ． １ 蜕皮激素及其对蜕皮变态的调控

蜕皮激素 是 由 食物 中胆 固 醇或植物 中 固 醇物质 合成 的 多 羟基类 固 醇转化而来

（ Ｇ ｉ ｌ ｂｅｒｔ ｅ ｔ ａ ｌ ． １ ９ ８ ０ ） （ 图 １ ． ３ Ａ ） 。 在 昆虫 中 ， 蜕皮激素通常来 自 前胸腺 ， 尽管在某些

物种 中 ， 其他组织如表皮 、 绛色细胞和成虫性腺也可 以 分泌 。 前胸腺 分泌蜕皮激素 ，

然后在周 围组织 中被蜕皮激素 ２ ０
－单加氧酶在蜕皮激素的第 ２ ０ 位碳原子上加羟基成

为 ２ ０ －羟基蜕皮酮 （ ２０Ｅ ）（ Ｓｍ ｉ ｔ ｈ ｅ ｔ ａ ｌ ． １ ９ ８ ３ ） ， 通常认为 ２ ０Ｅ 是蜕皮激素 的活性形式

（ Ｃ ｈ ａｍ
ｐ

ｌ ｉ ｎａ ｎ ｄＴｒｕｍ ａ ｎ １ ９ ９ ８ ） 。 前胸腺中螆皮激素分泌的调控机制很复杂 ， 其 中 两

个主要 的 作用 因子 是脑神经分泌细胞 分泌 的肽激素 ： 促 前胸腺激素和胰 岛 素样肽

（ Ｙａｍ ａｎ ａ ｋ ａｅ ｔａ ｌ ．２ ０ １ ３） 。 蜕皮激素在控制 昆虫变态 中 的功能与 甲状腺激素在 引 发两

３
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栖动物变态中 的功能相似 （ Ｔａｔａ２０００
；
Ｂ ｒｏｗｎａｎｄＣａ ｉ２００７ ） 。 如 图 １ ． ３Ａ 所示 ， 蛻皮

激素水平较低 ， 但在每次蜕皮过程中都会出现
一

个较高的峰值 。

无论是在胚胎期还是胚后期 ， 新角 质层的沉积都需要蛻皮激素的脉冲驱动 。 蝗

虫胚胎发生过程 中 产生 的 三个胚表皮 中 每
一

个都与 蜕 皮激 素产 生 的 脉冲有 关

（ Ｌａｇｕｅｕｘ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９７９ ） 。 在果蝇中 ， 缺乏蜕皮激素生物合成酶的胚胎会经历胚胎发生 ，

但不会产生幼虫的表皮 （ Ｒｅｗ ｉｔｚ ｅｔ ａ ｌ ． ２００７ ） 。 昆虫从孵化到末龄幼虫早期 ， 幼虫组织

和成虫原基都 以营养依赖的方式生长 ， ＪＨ 的存在很大程度上维持了这种蜕变前的状

态 ， 并将蜕皮激素的作用控制在蜕皮范围 内 。 当幼虫或若虫的生长超过其变态的临

界大小时 （Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕｔ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ４ ） ， 下

一

个蜕皮将是最后
一

个龄期 。 在全变态幼虫的最

后
一

个龄期 ， 幼虫组织 （ Ｌ印ｅ ｓａｎｔ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９８２ ） 、 成虫盘和原基会转变为蛹期组织的形

态 （Ｍ ｉｒｔｈｅｔ ａｌ ．２００９ ） 。

２ ．２２０Ｅ 基因组信号途径

２０Ｅ 通过其受体 （ Ｋｏｅ ｌ ｌｅ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９ １ ） 起作用 ， 其功能性受体为两个核受体 ： 蜕皮

激素受体 （ ＥｃＲ ） 和超气 门蛋 白 （ Ｕ ＳＰ ）（ Ｙａｏ ｅｔ ａｌ ．１ ９９２
；

Ｔｈｏｍ ａｓ ｅｔ ａ ｌ ． ｌ ９９３ ） 。 ＥｃＲ 和

Ｕ ＳＰ 分别是脊椎动物类法尼醇 Ｘ 受体和类维生素 Ａ Ｘ 受体的直系 同源物 （ Ｋ ｉｎｇ
－

Ｊｏｎｅｓ

ａｎｄＴｈｕｍｍ ｅ ｌ２００ ５ ） ， 具有核受体超家族成员保守的结构特征 （ Ｂ ｉ ｌ ｌａｓ ｅｔ ａ ｌ ．２ ００３
；
Ｈ ｉ ｌ ｌ

ｅｔａ ｌ ．２０ １ ３ ） 。 ２０Ｅ 以高亲和力结合 ＥｃＲ ， 未结合配体的 Ｕ ＳＰ 与 ＥｃＲ 相互作用 （ 图

１ ． ２ ） 。 在大多数 昆虫中 ， 己鉴定 出两种 ＥｃＲ 亚型 （ ＥｃＲＡ ，ＥｃＲＢ ） 和
一

种或两种 Ｕ ＳＰ

亚型 （ Ｕ ＳＰＡ 和 Ｕ ＳＰＢ ） （ Ｈ ｉ ｌ ｌ ｅｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ３ ） 。 然而 ， 在果蝇中 ， 己检测到三种 ＥｃＲ 亚

型 ， 它们在发育和繁殖中具有不同 的作用 （ Ｔａｌｂｏｔ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９３ ） 。 与 ２０Ｅ 结合的 ＥｃＲ－

Ｕ ＳＰ 异二聚体与蜕皮激素响应元件 （ ＥｃＲＥ ） 相互作用 （ 图 １ ． ３Ｃ ） ， ＥｃＲＥ 由可变数量

的 核苷酸将两个 ＡＧＧＴＣＡ 隔开 ， 形成反 向或正 向 的 回 文序
＇

列 （ Ｋ ｉｎｇ
－

Ｊｏｎｅｓ ａｎｄ

Ｔｈｕｍｍ ｅ ｌ ２００ ５ ） 。 与 ＥｃＲＥ 结合的 ２０Ｅ－ＥｃＲ－ＵＳＰ 复合物激活 了 早期基 因

ｃｏ ／ｗｐ／ｅｃ（ ５ｒＣ ） 、 五 ７４ 和 五 ７５ ， 其蛋 白 质产物调节靶基因 的表达 。 ｆｉｒＣ 编码
一

个 Ｃ２Ｈ２

型锌指 ＤＮＡ 结合转录因子家族 ， 对 ２０Ｅ 级联和其他早期基因 五 ７４ 和 ￡ ７５ 的表达至

关重要 （ Ｋａｒｉｍｅｔａ ｌ ．１ ９９３ ） 。 五 ７４ 基因 由两个转录单元 ￡ ７以 和 五７初 组成 （ Ｆ ｌ ｅｔｃｈｅｒ

ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９５ ） ， 属于 ＥＴＳ 转录因子家族 ， 它们 以阶段和组织特异性的方式参与调控几

个下游基因 的转录 （ Ｆ ｌｅｔｃｈｅｒ ａｎｄ Ｔｈｕｍｍｅ ｌ ｌ ９９ ５ ） 。 Ｅ７ ５ 是脊椎动物 Ｒｅｖ
－

ｅｒｂ 的 昆虫直

系 同源物 ， 有多种亚型 ， 在 ２０Ｅ 介导的发育和生殖调控中具有重要作用 （ Ｓｅｇｒａｖｅｓ

ａｎｄ Ｈｏｇｎｅ ｓ ｓ ｌ ９９０
；

Ｃｒｕｚ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ２ ） 。 ＨＲ３会激活核受体因子ｐ
ＦＴＺ－Ｆ ｌ ， 对随后 的２０Ｅ

脉冲阶段特异性响应所必需 （ Ｂ ｒｏａｄｕｓ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９９ ） 。

４
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２ ．２ ． １２０Ｅ 核受体

ＥｃＲ 和 ＵＳＰ 蛋 白均为核受体家族成员 （ 图 １ ． ３Ｂ ） ， 具有 Ｎ 末端 Ａ／Ｂ 结构域 （转

录激活区 ） 、 Ｃ 结构域 （ ＤＮＡ 结合区 ， 非常保守 ） 、 Ｄ 结构域 （铰链区 ， 包含核定位

信号 ） 、 Ｅ 结构域 （ 配体结合区 ， 相对保守 ） ， 在某些情况下还包含
一

个独特的 Ｆ 结

构域 （ Ｍｏｒａ ｓ ａｎｄ Ｇ ｒｏｎｅｍｅｙｅｒ ｌ ９９ ８ ） ， 根据 Ｎ 末端的差异 ， 编码不 同 的异构体 。 果蝇

编码 ３ 个 ＥｃＲ 异构体 ＥｃＲＡ 、 ＥｃＲＢ ｌ 和 ＥｃＲＢ２（ Ｔａ ｌｂｏｔ ｅｔ ａ ｌ ． １ ９９３ ） ， 其功能不尽相

同 。 ＥｃＲＢ ｌ 在整个幼虫阶段均有表达 ， 而 ＥｃＲＡ 在末龄幼虫进入变态时表达 （ Ｔａ ｌｂｏｔ

ｅ ｔ ａ ｌ ． １ ９９３
；
Ｓｕ ｌ ｌ ｉｖａｎ ａｎｄ Ｔｈｕｍｍｅ ｌ ２ ００３ ） ， 后来它们被分为不 同 的细胞类型 ， 其中幼虫

细胞表达 ＥｃＲＢ ｌ 而成虫细胞仅表达 ＥｃＲＡ（ Ｔａ ｌｂｏｔ ｅｔ ａ ｌ ． １ ９９３ ） ，ＥｃＲＡ 的作用 可能导

致 ＥｃＲ－Ｕ ＳＰ 结合的局部染色质 重塑 ， 从而 引 发其他发育调控途径 ， 驱动变态发生时

的变化 （ Ｕｙｅｈ ａｒａａｎｄＭｃＫ ａｙ
２０ １ ９ ） 。 对于成虫组织 ， 脱皮激素主要促进成虫组织细

胞的生长 ， 缺乏蜕皮激素或 ＥｃＲ 会抑制成虫盘的变态发生 （ Ｓｃｈ ｕｂ ｉ

ｇｅ ｒｅ ｔａ ｌ ．２００ ５ ） 。

果蝇 ＥｃＲ 的功能异常均会导致幼虫化蛹失败和死亡 （ Ｌａｍ ａｎｄ Ｔｈｕｍｍ ｅ 丨 ２０００ ） 。 家蚕

有３种异构体ＥｃＲＡ 、 ＥｃＲＢ ｌ和ＥｃＲＢ ２（ Ｋａｍ ｉｍ ｕ ｒａ ｅｔ ａ ｌ ． １ ９９７ ） ，ＥｃＲＢ ｌ参与２０Ｅ诱

导的丝腺细胞程序性死亡 （ Ｇ ｏｎｃ ｕ ａｎｄ Ｐａ ｒ ｌ ａｋ ２ ００９ ） 。 在德 国小蠊中 ， ＥｃＲＡ 对于成虫

组织发 育至关重要 （ Ｃ ｒｕｚ ｅｔ ａ ｌ ． ２００ ６ ） 。 棉铃虫 ＥｃＲＢ ｌ 在 ２０Ｅ 诱导下与 Ｕ ＳＰ １ 形成异

源二聚体并结合到棉铃虫 ＨＲ３ 启动子区域的 ＥｃＲＥ 启 动基因 的转录 （ Ｌ ｉ ｕ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２０ １ ４ａ ） 。

２ ０Ｅ 通过 ＰＫＣ Ｓ 直接磷酸化 ＥｃＲＢ ｌ 的 Ｔｈ ｒ４６ ８ ， 促使 ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ 丨 转录复合体的形成

并结合 ＥｃＲＥ 起始基因转录 （ Ｃ ｈ ｅｎ ｅ ｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ７ ） 。

昆虫 Ｕ Ｓ Ｐ 序列近似哺乳动物类维生素 ＡＸ 受体 （ ＲＸＲ ） 序列 ， 并高度保留 了

ＲＸＲ 中 与配体相互作用 的残基 ， 这些 Ｕ ＳＰ 可 以被 ＲＸＲ 配体 （ 例 如 ９－顺式视黄酸 ）

结合并激活 （ Ｂｏｎｎｅｔｏｎｅ ｔａ ｌ ．２００３ ） 。 Ｕ ＳＰ 与 ＥｃＲ 结构基本相 同 ， 只 是没有 Ｆ 结构

域 （ Ｂ ｉ ｌ 丨 ａ ｓ ｅ ｔ ａ 丨 ． ２ ０ ０ １） 。 ＥｃＲ －Ｕ ＳＰ 异二聚体通常位于细胞核 中 并与 ＤＮＡ 结合 （ 图 １ ． ３Ｃ ）

（ Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏｒｄｅ ｔ ａ ｌ ．２００ １ ） ， 在没有配体结合时 ， ＥｃＲ－Ｕ ＳＰ 会募集核小体重塑蛋 白 以压

紧染色质并 引 起局部抑制 ， 结合 ２ ０Ｅ 时 ， 组蛋 白 乙酰化酶会
“

打开
”

染色质结构并

促进基 因转录 。 配体结合域基于是否存在配体结合来介导核心区域的抑制或激活 。

ＥｃＲ 和 Ｕ ＳＰ 形成异源二聚体介导 昆虫蜕皮激素的信号传导 （ Ｙａｏｅｔ ａ ｌ ．１ ９９２ ） 。 ＵＳＰ

突变抑制 ＥｃＲ 与配体的亲和力 。 在 昆虫发育过程中 ， Ｕ ＳＰ 参与 ２ ０Ｅ 诱导的蜕皮变态

（ Ｈｅｇｓｔｒｏｍｅｔａ ｌ ．１ ９９ ８ ） ， ２ ０Ｅ 诱导 ＵＳＰＳｅ ｒ３ ５ 磷酸化促进 ２０Ｅ 信号途径基因 的转录

（ Ｗａｎ
ｇ

ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ２ ） 。 果蝇 Ｕ ＳＰ 突变后 ， 幼虫蜕皮受到抑制 （ Ｏｒｏ ｅ ｔ ａ ｌ ． １ ９９２ ） ， 抑制

２ ０Ｅ 调控的基因转录 ， 幼虫中肠和唾液腺不发生凋亡 ， 成虫盘无法生长分化 （ Ｈ ａ ｌ ｌ ａｎｄ

５
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Ｔｈｕｍｍ ｅ ｌ ｌ ９ ９ ８ ） 。 棉铃虫 Ｕ ＳＰ １ 参与 ２ ０Ｅ 信号途径 ， 与 Ｅ ｃＲＢ ｌ 和磷酸化的周 期蛋 白

依赖性激酶 ＣＤＫ １ ０ 形成转录复合体 ， 起始 ２ ０Ｅ 信号途径中 的基因转录 （ Ｌ ｉ ｕｅ ｔａ ｌ
．

２ ０ １ ４ ａ ） 。

Ａ ＰＴＴＨ＾ Ｐｅ ｎｐｈｅ ｒａ ｉ  ｔ ｉｓｓｕｅｓ ｇ

ＷＧ ｌ ａｎｄ ｓ＼ｖ＾
ｓ

ｎｒ

ｉＢｍｏｎｏｏ ｘ
ｙｇｅ

ｎ ａ
＜｜＾Ｃｔ＞ Ａｃｔｉｖａｔ ｉｏｎ

－

Ｙ＾ｙＰ －＾Ｍｒ ２０Ｅ
？Ｅ ｃ Ｒ

＇

Ｂ
ＢｉＨｉＡｃ ｔ ｉｖａ ｔｉｏｎ

ｍＪｔｆ＜Ｗ
ａｈ ｅ ，

^
ｉ

．一ｉ Ｖ人
Ｌ４ Ｉ

Ｌ５
＇ ＇

 Ｉ Ｐ ｕ ｐａ

 ｉ ■
．

一

丨 人“ Ｌｅｐ ｉｄｏｐｔｅ ｒａ

Ｄａ ｙｓ ＆ ｄ ｉ

ｐ
ｔｅ ｒａ

Ｃｏ－

ｒｅｐ ｒｅｓｓｏ ｒｓ Ｃｏ ＊

ａｃｔ ｉｖａ ｔ ｏ ｒ ｓ▼

 
 ＊—

＾ Ｃ ｌ ｏｓｅｄ ｃｈ ｒｏｍａ ｔ ｉ ｎＯｐｅｎ ｃｈ ｒｏｍａ ｔ ｉ ｎ

Ｃｏ－

ｒｅｐ ｒｅｓｓｏ ｒｓＣｏ－

ａ ｃｔ ｉ ｖ ａ ｔ ｏｒｓＯ ｔｈｅ ｒ ｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉ ｎ

ｇ ｐａ ｔ ｈｗａ ｙｓ
？

Ｉｍａｇ ｉｎａ ｌ  ｔ ｉ ｓｓｕ ｅｓ， ？ 巨ｃ Ｒ ｂ０ ０ ｆｉ

Ｃ ｌｏｓｅｄ ｃｈ ｒｏｍａ ｔ ｉ ｎ Ｏｐｅ ｎ ｃｈ ｒｏｍａ ｔ ｉ ｎ

图 １ ．３ ． 昆虫蜕皮激素及其核受体 （ Ｔｒ ｕｍ ａ ｎ２ ０ １ ９ ） 。 （ Ａ ） 蜕皮激素的产生与滴度变化 ， 蜕皮

激素的滴度基于Ｍａ？ ｃ／ｗｃａｓｅｘｔｏ （ Ｂ ｏ ｌ ｌ ｅ ｎ ｂ ａ ｃ ｈ ｅ ｒ ｅ ｔ ａ ｌ ． １ ９ ８ １
；
Ｗａ ｒｒｅｎａ ｎｄＧ ｉ ｌ ｂｅ ｒｔ １ ９ ８ ６ ） 。 （ Ｂ ） 蚊

皮激素受体 （ Ｅ ｃＲ ） 的结构 。 （ Ｃ ） 在果蝇变态之前 ， 幼虫和成虫组织表达不同 的 Ｅ ｃＲ 亚型 。

Ｅ ｃＲＥ ， 蜕皮激素受体结合元件 ；
ＲＥ ， 其他转录因子的反应元件 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ１ ． ３ ．Ｔｈ ｅｅ ｃｄ ｙ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｓｙ ｓ ｔｅｍｏ ｆ ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔｓ（

Ｔｒ ｕｍ ａ ｎ２ ０ １ ９
）

．（
Ａ

）Ｐ ｒｏｄ ｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｔ ｉ ｔｅ ｒ ｓｏ ｆ

ｅｃ ｄ
ｙ
ｓｏｎｅ

 （
Ｅ

）
．Ｔｈｅｅ ｃｄｙ ｓｔｅ ｒｏ ｉ ｄｔ ｉ ｔ ｅ ｒ ｉ ｓｂ ａｓ ｅ ｄｏｎＭａｎｄｕｃａｓｅｘ ｔａ

（
Ｂ ｏ ｌ ｌ ｅｎ ｂ ａ ｃ ｈｅ ｒｅ ｔａ ｌ ． １ ９ ８ １

；
Ｗａ ｒ ｒｅｎ

ａｎｄＧ ｉ ｌ ｂ ｅ ｒｔ １ ９ ８ ６
）

．

 （
Ｂ

） 
Ｔｈ ｅｓ ｔｒｕｃ ｔｕ ｒｅｏｆ  ｔｈ ｅｅ ｃｄｙ ｓｏｎ ｅｒｅ ｃ ｅ

ｐ ｔｏ ｒ
（
Ｅ ｃＲ

）
．

（
Ｃ

）
Ｐ ｒ ｉ ｏ ｒ ｔｏｍ ｅ ｔａｍ ｏ ｒｐ

ｈｏ ｓ ｉ ｓ ｉ ｎ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ， ｌ ａ ｒｖａ ｌａｎ ｄ ｉｍ ａｇ ｉ ｎ ａ ｌ ｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ ｓｅｘ ｐ
ｒｅ ｓ ｓｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔＥ ｃＲ ｉ ｓ ｏ ｆｏ ｒｍ ｓ ．Ｅ ｃＲＥ

，ｅ ｃ ｄｙ ｓｏｎ ｅｒｅ ｓｐｏ ｎ ｓ ｅ

ｅ ｌ ｅｍ ｅｎ ｔ
；ＲＥ ，ｒｅ ｓｐｏｎ ｓ ｅｅ ｌ ｅｍ ｅｎ ｔｆｏ ｒ ｏ ｔｈｅ ｒ ｔ ｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉ ｏｎｆａｃ ｔｏ ｒ ｓ ．

２ ． ２ ． ２ 蜕皮激素信号途径的级联反应

Ｅ ７ ４ 和 Ｅ ７ ５ 是 ２ ０Ｅ 激活的早期转录因子 。 在果蝇 中 ， ２０Ｅ 能诱导 Ｅ ７ ４Ａ 和 Ｅ ７ ５ Ｂ

的表达 ， 参与 ２ ０Ｅ 介导的变态发育 （ Ｔｈ ｕｍｍ ｅ ｌ１ ９ ９ ６ ） 。 埃及伊蚊 Ｅ ７４Ｂ 与 ＥｃＲ －Ｕ Ｓ Ｐ

协同作用激活卵黄蛋 白 Ｖ
ｇ 基因表达 ， 而 Ｅ ７４Ａ 对 Ｖ ｇ 表达没有影响 （ Ｓ ｕｎ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ ０４

；

８ １１ １＾ １ 吐 ２ ００ ５ ） 。在埃及伊蚊 中 发现 了三种血液激活的 ￡ ７ ５ 亚型 ￡ ７ ５六上 ７ ５ ８ 和 ￡ ７ ５ 〇

（ Ｐ ｉ ｅ ｒｃｅａ ｌ ｌ ｅ ｔ ａ ｌ ． １ ９９ ９ ） 。 Ｅ７ ５Ａ 的 ＲＮＡ ｉ 导致 Ｖ
ｇ 表达降低 ， 而 Ｅ７ ５Ｃ 的沉默导致 Ｖ

ｇ

水平持续升高 ， ２ ０Ｅ 和血红素的结合导致 Ｖ
ｇ 高表达 （ Ｃ ｒｕｚ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ２ ） 。 在烟草天蛾

中 ， 存在 ４ 个 Ｅ ７ ５ 的异构体 Ｅ ７ ５Ａ ，Ｅ７ ５ Ｂ ，Ｅ ７ ５Ｃ 和 Ｅ ７ ５Ｄ 。 在幼虫表皮 中 ， ２０ Ｅ 能

诱导 Ｅ ７ ５ＡｍＲＮＡ 表达 ， Ｅ ７ ５ Ｂ 和 Ｅ ７ ５Ｄ 不能结合 ＤＮ Ａ ， 在蜕皮期高表达 ， 在化蛹

期翅的发育 中 ， Ｅ７５Ａ 和 Ｅ ７５Ｃ 在组织分化时高表达 ； 而 Ｅ ７ ５ Ｂ 和 Ｅ ７５Ｄ 在表皮重建

中 高表达 （ Ｚｈｏｕｅ ｔａ ｌ ． １ ９ ９ ８
；Ｋｅ ｓｈ ａｎｅ ｔａ ｌ ．２０ ０ ６ ） 。

６





山东大学博士学位论文


ＨＲ３ 是核受体超家族中 的
一

员 ， 与脊椎动物的类视黄醇孤儿受体 （ ｒｅｔ ｉｎｏ ｉｄ ｏｒｐ
ｈａｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ
，

ＲＯＲ ） 同源 （ Ｐａｌ ｌ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９２ ） 。 ＨＲ３ 参与 ２０Ｅ 信号通路基因 的转录调控 ，

诱导 ２ ０Ｅ 晚期基因 的转录 （Ｍａｎｅ －Ｐａｄｒｏｓ ｅ ｔ ａｌ ． ２０ １ ２ ） 。 ２ ０Ｅ 通过 ＥｃＲ ｌ ／ＵＳＰ 转录复合

体启动 ＨＲ３ 的基因转录 ， 进而产生 ２０Ｅ 信号级联反应 ， 调控脱皮变态 （ Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏｒｄ ｅｔ

ａ ｌ ．２００３ ） 。 果蝇 ＤＨＲ３ 的表达模式与 ２ ０Ｅ 的滴度相关 ， ２ ０Ｅ 促进 ＨＲ３ 的表达 （ Ｌａｍ

ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９７ ） 。 在德国小蠊幼虫中 ， ２０Ｅ 直接调控 ＨＲ３ 的表达 ， ＨＲ３ 干扰后抑制蜕皮

变态 （ Ｃｒｕｚ ｅ ｔ ａｌ ．２００７ 〉 。 在埃及伊蚊中 ， ＡＨＲ３ 参与 ２０Ｅ 介导的卵黄蛋 白 的形成和

生殖过程 （Ｍａｎｅ
－Ｐａｄ ｒｏ ｓ ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ２ ） 。 埃及伊蚊脂肪体中 ， ＨＲ３ 对于关闭 ＴＯＲ 信号

靶标并启 动程序性 自 噬至关重要 （ Ｂｒｙａｎ
ｔ ａｎｄＲａ ｉｋｈｅ ｌ ２０ 丨 丨

；
Ｍａｎｅ

－Ｐａｄ ｒｏ ｓ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ２ ） 。

本实验室克隆得到棉铃虫 ／／／伏３５ 个异构体 ， 不同的异构体在幼虫发育阶段表达不

同 ， 起着不 同 的功能 （ Ｚｈａｏ ｅｔ ａ ｌ ． ２００４ ） 。 在 ２０Ｅ 的诱导之下 ， ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 转录复

合体结合 基因的 ５

’

前导序列 ＥｃＲＥ ， 启 动 基因 的转录 （ Ｌ ｉ ｕｅ ｔ ａ 丨 ． ２ ０ １ ４ａ ） 。

Ｂ ｒｏａｄ 是具有多个同工型的锌指结构转录因子 ， 携带
一

对不 同 的 Ｃ 端 Ｃ２Ｈ２ 锌

指 ， 它们控制其 ＤＮＡ 结合的特异性 （ Ｍｏｕｓ ｓ ｉａｎ ２０ １ ０ ） 。 果绳有四个亚型 （ Ｍｏｕ ｓ ｓ ｉａｎ

２０ １ ０ ） ， 鱗翅 目 昆虫有四个亚型 （ Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏｒｄ ｌ ９ ７６ ） ， 赤拟谷盗有五个亚型 （ Ｗｈ ｉ ｔｅ ａｎｄ

Ｅｗｅｒ ２０ １ ４ ） ， 蜚蠊有六个亚型 （ Ｄｈａｄ ｉａ ｌ ｌａ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９ ８ ） 。 果蝇中 Ｂ ｒｏａｄ 具有两种功能 ？

？

（ ｉ ） 激活踊阶段特有的基因 ；
（ ｉ ｉ ） 抑制幼虫和成虫程序的发生 （ Ｃ ｈａｍ ｐ

ｌ ｉｎ ａｎｄ Ｔｒｕｍ ａｎ

１ ９９ ８
；Ｍｏｕ ｓｓ ｉ ａｎ２０ １ ０ ） 。 果蝇 Ｂ ｒｏａｄ 的突变体会经历幼虫阶段 ， 但抑制变态的发生

（ Ｃ ｌｅｖｅ ｒ ａｎｄ Ｋａ ｒ ｌ ｓｏｎ ｌ ９６０ ） 。 在双翅 目 和鱗翅 目 昆虫变态化踊期间 ， Ｂ ｒｏａｄ 的 ｍＲＮＡ

和蛋 白 质水平均显著升高 。 ２０Ｅ 诱导烟草天蛾表皮 中 Ｂ ｒｏａｄ 的表达 （ Ｑｕ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ５ ） 。

在赤拟谷盗 中敲除 ５／ｗｗ／导致化蛹失败形成幼虫 ？成虫嵌合体 （ Ｗｈ ｉ ｔｅ ａｎｄＥｗｅ ｒ ２０ １ ４ ） 。

Ｂｒｏａｄ 的表达受到 ２０Ｅ 诱 导形成的 ＥｃＲ／Ｕ ＳＰ 异源二 聚体直接调控 （ Ｋｕｃｈａｒｏｖａ －

Ｍ ａｈｍｏｏｄｅｔ ａ ｌ ．２００２ ） 。 另 外 Ｂ ｒｏａｄ 在组织凋亡与重建等变态过程中起到重要作用

（ Ｚｈｏｕ ａｎｄ Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏｒｄ ２００２ ） 。 Ｂ ｒＣ 对雌性成年蚊子的繁殖至关重要 （ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａ ｌ ． ２００４
；

Ｚｈｕｅｔ ａ ｌ ．２００７ ） 。 在埃及伊蚊中 鉴定到 四种 Ｂ ｒＣ 异构体 ， Ｂ ｒＣ －Ｚ ｌ ，Ｂ ｒＣ －Ｚ２ ，Ｂ ｒＣ －Ｚ３

和 Ｂ ｒＣ－Ｚ４ 在卵黄发生中起着不 同的作用 （ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａ ｌ ．２００４ ） ， 取食血液后和体外 ２ ０Ｅ

刺激可 以诱导 ＢｒＣ －Ｚ ｌ ，Ｂ ｒＣ －Ｚ２ 和 Ｂ ｒＣ －Ｚ４ 的表达 。 细胞转染和 ＲＮＡ ｉ 分析表明 ， Ｂ ｒＣ －

Ｚ２ 结合 Ｖｇ 启动子促进 Ｖｇ 基因 的表达 ， 而 Ｂ ｒＣ －Ｚ ｌ 和 ＢｒＣ－Ｚ４ 抑制 Ｖｇ 的表达 （ Ｃ ｈｅｎ

ｅｔ ａ ｌ ． ２００４
；

Ｚｈｕ ｅｔ ａ ｌ ． ２００７ ） 。 在埃及伊蚊中 Ｂ ｒＣ 异构体调节 Ｅ７ ５ 异构体的表达 ， 从而

促进细胞凋亡并阻止卵黄发生 （ Ｔｅｒａｓｈ ｉｍａ ａｎｄ Ｂｏｗｎｅ ｓ ２００６ ） 。 在正常喂食期 间 ， ２ ０Ｅ

诱导 Ｂ ｒＣ －Ｚ ｌ 表达 ， 进而激活 Ｅ ７ ５ Ｂ ， Ｅ７ ５Ｂ 负责卵巢卵泡的成熟 。 相反 ， 在饥饿的条

７
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件下 ， ２０Ｅ 诱导 Ｂ ｒＣ －Ｚ２ 和 Ｂ ｒＣ －Ｚ３ 。 这些 Ｂ ｒＣ 异构体抑制 Ｅ７ ５Ｂ 表达 ， 同时诱导 Ｅ７ ５Ａ

表达 ， 导致细胞凋亡 （ Ｔｅｒａｓｈ ｉｍａ ａｎｄ Ｂｏｗｎｅｓ２００６ ） 。 在棉铃虫 中 ＢｒＺ７ 参与 ２０Ｅ 信

号途径 ， 生长期 ＪＨ 诱导其磷酸化并参与 ＪＨ 途径基因转录 ， 变态期 ２０Ｅ 促进其表达

并维持其非磷酸化状态 ， 促进变态发育 （ Ｃａ ｉ ｅｔ ａ １ ． ２ ０ １ ４ｅ ） 。 此外 ， 热休克蛋 白 Ｈ ｓｐ
９ ０

与 Ｂ ｒＺ７ 相互作用调控 ＢｒＺ７ 的稳定性及其在 ＪＨ 和 ２０Ｅ 信号途径中基因转录中 的功

能 （ Ｃａｉ ｅｔ ａｌ ． ２０ １ ４ｂ ） 。

２ ．３２０Ｅ 非基因组信号途径

类固醇激素 ２０Ｅ 可 以通过细胞的脂质双分子层进入到细胞 内并与核受体 ＥｃＲ 结

合 ， 进而与 ＵＳＰ 形成转录复合物 ， 与核受体结合元件 ＥｃＲＥ 结合 ， 起始下游基因 的

转录 （ Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ ｅｔ ａｌ ． ２００３ ） 。 然而研宄发现除了这种核受体基因组途径外 ， ２ ０Ｅ 可 以

结合细胞膜上的受体 ， 引起细胞 内第二信使快速变化 ， 蛋 白质翻译后修饰等
一

系列

快速生理变化 ， 起始非基因组信号途径 （ Ｓｒ ｉｖａ ｓｔａｖａ ｅｔ ａ ｌ ．２００５
；
Ｋａｎｇ ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ９ ） 。

在哺乳动物中 ， 雌激素的细胞膜受体 ＧＰＥＲ／ＧＰＲ３ ０ 是 Ｇ 蛋 白偶联受体 （ ０
？
＾＾ １１

－

ｃｏｕｐ ｌｅｄ ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ ）（ Ｐｒｏ ｓ ｓｎ ｉｔｚ ａｎｄ Ｂａｒｔｏｎ ２０ １ ４ ） ， 雌激素能够通过ＧＰＥＲ 诱导细胞快速

响应 ， 如细胞 内 Ｃａ
２＋

水平快速增加 ， 激活 ＰＫＣ 途径 （ Ｐ ｉｅｔｒａｓ ａｎｄ Ｓｚｅｇｏ
ｌ ９７ ５ ） ， 细胞

内 ｃＡＭＰ 的快速升高 ， 激活 ＰＫＡ 途径 （ Ｓｚｅ
ｇ
ｏ ａｎｄ Ｄａｖ ｉ ｓ ｌ ９６ ７ ） 。 雌激素通过 ＧＰＲ３ ０

激活 ＭＡＰＫ（ ｍ ｉｔｏｇｅｎ
－

ａｃｔ ｉｖａｔｅｄ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ ｋｉｎａｓｅ ） 信号通路 ， 调节血管快速舒张 （ Ｈａａｓ

ｅｔａ ｌ ．２００９ ） 。 在大 鼠肾上腺嗜锫细胞瘤细胞中 ， 雌激素可以激活蛋 白激酶 ＢＰＫＢ ，

引 起 ｃＡＭＰ 响应 蛋 白 ＣＲＥＢ 的磷酸化 ， 进而诱 导 抗凋 亡基 因 Ｂ ｃ ｌ
－２ 的 表达

（ Ｐｕｇａｚｈｅｎｔｈ ｉｅｔ ａ ｌ ．２ ０００ ） 。

果绳 中鉴定到 了
一

种ＧＰＣＲ（ ｄｏｐａｍ ｉｎｅ／ｅｃｄｙ ｓｔｅｒｏ ｉｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
，
ＤｍＤｏｐ

ＥｃＲ ） 既能结

合多 巴胺 （ ＤＡ ） ， 也能与 ２０Ｅ 结合 ， 快速诱导 ＥＲＫ １ ／２ 磷酸化 ， 抑制 多 巴胺诱导的

ｃＡＭＰ 升高与 ＡＫＴ 的憐酸化 （ Ｓ ｒｉｖａｓｔａｖａｅｔａ ｌ ．２００ ５ ） 。 敲降 Ｚ）ｗ￡）〇
＿ｐ五ｃｉ？ 后 ， 雄性果

蝇求偶行为受到显著抑制 。 多 巴胺信号可以调控果蝇对糖感受的能力 （ Ｉｎａｇａｋ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

２０ １ ２ ） 。 ２０Ｅ 通过 ＤｍＤｏｐＥｃＲ 调控果绳 、 求爱 、 学 习和记忆等行为 （ Ｉ ｓｈ ｉｍｏ ｔｏａｎｄ

Ｋ ｉ ｔａｍｏｔｏ ２０ １ ０ ） 。 在鳞翅 目 昆虫家蚕中 ， ２０Ｅ 通过 ＧＰＣＲ 激活憐脂酶 Ｃ ＰＬＣ ， 进而 引

起胞 内 Ｃａ
２＋

水平的快速增加 ， 调控丝腺细胞的细胞程序性死亡 ＰＣＤ （Ｍａｎａｂｏｏｎ ｅｔ ａｌ ．

２００９ ） 。在棉铃虫中 ， 发现 ２０Ｅ 能够诱导 Ｃａ ｌｐｏｎ
ｉｎ快速磷酸化并入核 （ Ｌ ｉｕ ｅｔ ａｌ ． ２ ０ １ １ ） 。

２０Ｅ能够通过ＥｒＧＰＣＲ ｌ 、 ＥｒＧＰＣＲ２ 、 Ｇａｑ 、 ＰＬＣ 、 ＣａＭＫＩＩ和Ｃａ
２＋

诱导ＣＤＫ １ ０和Ｕ ＳＰ １

蛋 白 的磷酸化 、 乙酰化 ， 诱导 ＥｃＲ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 转录复合体的形成 ， 起始 ２０Ｅ 信号途径基

因 的转录 （ Ｌ ｉｕ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ４ａ
； 
Ｌ ｉｕｅ ｔ ａｌ ． ２０ １ ４ｂ

； 
Ｊ ｉｎｇ 

ｅｔ ａｌ ．２０ １ ５） 。尽管 
ＥｒＧＰＣＲ １和 ＥｒＧＰＣＲ２

８
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均在细胞膜上传导 ２０Ｅ 的非基因组信号 ， 但是 ＥｒＧＰＣＲ ｌ 和 ＥｒＧＰＣＲ２ 均未检测到与

２０Ｅ类似物 ［

３

Ｈ
］
ＰｏｎＡ的结合 （ Ｃａ ｉｅｔａ ｌ ．２０ １ ４ａ

；Ｗａｎｇ
ｅｔａｌ ．２０ １ ５ ） 。 此外 ， ２０Ｅ诱导ｐ

－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ－

１ 的磷酸化上膜 ， 与 ＥｒＧＰＣＲ ｌ 相互作用抑制 ２ ０Ｅ 信号 （ Ｚｈａｎｇｅｔａｌ ．２０ １ ５ ） ，

２０Ｅ 诱导 ＧＲＫ２ 的表达和磷酸化并上膜 ， 使 ＥｒＧＰＣＲ２ 磷酸化 内吞脱敏 ２０Ｅ 信号

（ Ｗａｎｇ
ｅｔａ ｌ ．２０ １ ５

；
Ｚｈａｏｅｔａ ｌ ．２０ １ ６ ） 。 ２０Ｅ通过ＧＰＣＲ诱导Ｓｔ ｉｍ ｌ磷酸化并与Ｏ ｒａ ｉ ｌ ｌ

相互作用 ， 维持胞 内 Ｃａ
２＋

较高水平 ， 促进 ２０Ｅ 信号相关基因 的转录 （ Ｃ ｈｅｎ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２０ １ ９ ） 。

这些实验结果证 明 ２０Ｅ 通过 ＧＰＣＲ 诱导非基因组途径 ， 进
一

步调节基因组途径 中 的

基因转录 ， 精确调控 昆虫的蜕皮变态 。

２ ．３ ． １ 腆受体 ＧＰＣＲ

Ｇ 蛋 白偶联受体 （ ＧＰＣＲ ） 是参与信号传递的最大的膜受体家族之
一

。 这些受体

被 多种配体激活 ， 包括肽和非肽的神经递质 、 生物胺 、 激素 、 生长 因子 、 气味分子

和光 （ Ｂ
ｊ
ａｍ ａｄｏｔｔ ｉ ｒ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２００６ ） 。 人类基因组中约有 １ ％ 的基因编码超过 ］ ０００ 种具有

七次跨膜螺旋结构的蛋 白 质 （ Ｈ ｏｗｅｒ １ ９９９ ） 。 ＧＰＣＲ 基因敲除 （ Ｒｏｈ ｒｅｒ ａｎｄＫｏｂ ｉ ｌｋａ

１ ９９ ８ ） 的研宄及其与遗传性疾病 的联系 （ Ｓｔａｄｅ ｌ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９ ７ ） 表明 ＧＰＣＲ 具有重要的

生理作用 ， 从而为研制新的药物治疗靶点提供重要的理论依据 。 尽管 ＧＰＣＲ 能够结

合大量天然配体 （
？

１
，
０００ ） ， 但它们仅与 Ｇ ｏ ｔ 家族的 １ ６ 个基因编码的 Ｇ 蛋 白偶合

（岫６叹 ６１ ３ 丨 ． ２０ １ ５５〇 １１此 １＾ ３ 丨 ． ２０ １ ６ ） ？ 四 个 ０ （１ 家族的每个基因均调节关键效应分

子 （例如腺苷酸环化酶和磷脂酶 Ｃ 等 ） 和次级信使的生成 （ 例 如 ｃＡＭＰ 、 Ｃａ
２ ＋

和 Ｉ Ｐ３

等 ） ， 这些信使依次触发不 同 的信号级联 （ Ｍａｒ ｉｎ ｉ ｓｓｅｎ ａｎｄ Ｇ ｕ ｔｋ ｉｎｄ２００ Ｉ
；
Ｎ ｅｖｅ ｓ ｅｔ ａ ｌ ．

２００２ ） （ 图 １ ．４ ） 。 因此 ， 配体激活的 ＧＰＣＲ 与 Ｇａ 蛋 白 的选择性结合对于信号转导至

关重要 （ Ｎ ｅｖｅｓｅ ｔ ａ ｌ ．２００２ ） 。

通常 ， 配体与受体的结合会导致异源三聚体 Ｇ 蛋 白 （ ＧａｐＹ ） 的募集 ， Ｇ ｅｔ 蛋 白 的

核苷酸交换和 Ｇ 蛋 白 亚基的解离 （ Ｏ ｌｄｈａｍａｎｄＨ ａｍｍ２００ ８ ） 。 Ｇ ＰＣＲ 受体类似于钥

匙 ， Ｇ 蛋 白 类似于 门上的锁 （ 图 １ ． ５ ａ ） 。 几种不 同 的受体可 以偶联至同
一

Ｇａ 蛋 白 （ 图

１ ． ５ｂ
；０ 丨 肾上腺素能受体 （ Ｆｒ ｉｅ ｌ ｌｅ ｅ ｔ ａ ｌ ．１ ９ ８７ ） 和５

－羟色胺 （ ５
－ＨＴ６ ） 受体 （ Ｒｕａｔ ｅｔ ａ ｌ ．

１ ９９３ ） 都可以激活 Ｇ ｅｔｓ 蛋 白 ， 分别导致心肌收缩和兴奋性神经传递 （ Ｓｏｕｔｈａｎｅｔ ａ ｌ ．

２０ １ ６ ） ） 。

一

种受体也可 以与
一

种 以上的 Ｇａ 蛋 白偶联 （ 图 １ ． ５ ｃ
；ｐ２ 肾上腺素能受体

（
Ｐ２
ＡＲ ） 主要与 Ｇａｓ 蛋 白偶联 ， 导致平滑肌松弛 ， 但也可 以与 Ｇ ｏｄ 偶联 以抑制这种

反应 （ Ｌ ｉ ｅｔ ａ ｌ ． ２００４ ） ） 。 在进化过程中 ， 相对于 Ｇ ＰＣＲ ，Ｇ 蛋 白更为保守 。 受体界面

残基的突变会引 起 ＧＰＣＲ－Ｇ 蛋 白结合的特异性 （ 图 １ ． ５ ｄ ） 。

一

些其他因素可 以改变

ＧＰＣＲ＿Ｇ 蛋 白 的 界面进而影响结合的选择性 （ 图 １ ． ５ ｅ ） 。

９
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Ｂ ｉ ｏｇ ｅ ｎ ｉｃ ａｍ ｉ ｎｅｓＡｍ ｉ ｎｏ ａ ｃ ｉｄ ｓ ａ ｎｄ  ｉ ｏ ｎ ｓ

Ｎｏ ｒａ ｄ ｒｅ ｎａ ｌ ｉｎｅ
，Ｇ ｌ ｕｔａｍａ ｔ ｅ

， Ｃａ
２ ＊

， Ｌ ｉ ｐ ｉ ｄ ｓ

ｄｏ ｐａｍ ｉ ｎｅ
， ＧＡＢＡ ＬＰＡ

， ＰＡ Ｆ
， ｐ

ｒｏｓ ｔａ ｇ ｌａ ｎｄ ｉ ｎ ｓ
， 

ｌ ｅ ｕｋｏ ｔｒ ｉ ｅ ｎｅ ｓ
， 
ａｎ ａ ｎ ｄａｍ ｉ ｎｅ

， Ｓ １ Ｐ

５－ＨＴ
，  ｈ ｉ ｓ ｔａｍ ｉ ｎｅ

，

ａｃｅ ｔｙ
ｌ ｃｈｏ ｌ ｉ ｎｅ ＼ Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉｄ ｅ ｓ  ａ ｎ ｄ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｓ

＼ Ｉ／ Ａｎ
ｇ

ｉｏ ｔｅ ｎｓ ｉ ｎ
， 
ｂ ｒａｄｙｋ ｒｎ ｉ ｎ

， 
ｔｈ ｒｏｍｂ ｉｎ

， ｂｏｍｂｅｓ ｉ ｎ
， 
ＦＳＨ

， 
ＬＨ

， 
ＴＳＨ

， 
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图 １ ． ５ ．ＧＰＣＲ－Ｇ 蛋 白选择性的锁钥类比 （ Ｆ ｌｏｃ ｋ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２０ １ ７ ） 。
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）
．

作为质膜受体 ， Ｇ ＰＣＲ 被认为定位于细胞表面并被激活 。 起初 ， 人们认为 Ｇ ＰＣ Ｒ

的 内化可 以使受体脱敏并终止信号传导 。 但是 ， 越来越多 的研究表明 ， 某些 ＧＰＣＲ

可 以在细胞 内 部被激活并触发特定的下游生物学效应 ， 这表 明 Ｇ ＰＣＲ 不仅在细胞表

面激活 ， 也可能 由细胞 内 信号激活 （ Ｒｏｈｒｅ ｒ ａｎｄ Ｋｏｂ ｉ ｌｋａ １ ９９ ８
；
Ｓ ｃｈ ｉａｆｆｉｎｏ ｅｔ ａ ｌ ． １ ９９９ ） 。

１ ０
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

ＧＰＣＲ 可 以在 内化后与其激动剂
一

起继续激发传递信号 。 此外 ， 位于胞 内 不同细胞

器的 ＧＰＣＲ 可 以在胞 内被激活 。

对于 Ａ 类 Ｇ ＰＣＲ ，ｐ
－ａｒｒｅｓｔ ｉｎ 易位至质膜并在 ＧＰＣＲ 激活后与 ＧＰＣＲ 相互作用 。

受体 －

ｐ
－ａｒｒｅｓｔ ｉｎ 复合物 内化 ， 然后在膜附近激活 ＥＲＫ １ ／２ 。

ｐ
－ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ 与 Ａ 类受体之间

的相互作用是瞬时的 ， 并且在 内化后迅速解离 ， 然后 ， 受体迅速循环 回到质膜 。 与

Ａ 类受体相反 ， Ｂ 类受体与 Ｐ
－

ａｒｒｅ ｓｔｉｎ 强烈相互作用 ， 直到靶向 内 体以进行随后 的

ＧＰＣＲ降解和ＥＲＫ １ ／２激活 （ Ｌｕｔｔｒｅ ｌ ｌ２００ ５
；
Ｅ ｉｃｈｅ ｌ ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ６ ） 。 此外 ， 激活的信号 由

细胞质 中 的 Ｇ 蛋 白 介导 ， 受体 内化后 ， 某些 ＧＰＣＲ（ 例如 ｐ２
－ＡＲ ） 靶向 内 体 ， 而某

些 ＧＰＣＲ（例如促 甲状腺激素受体 ；
ＴＨＳＲ ） 则靶向 高尔基体 。 内体或高尔基体 中 的

受体随后募集 Ｇａｓ 蛋 白 ， 导致 ｃＡＭＰ 积累 ， 诱导 ＥＲＫ １ ／２ 激活 （ 丨 ｒａｎｎｅ
ｊ
ａｄ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２０ １ ３

；

Ｇ ｏｄｂｏ ｌ ｅ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ７ ） 。

某些 ＧＰＣＲ 的亚细胞定位也发生着 内 化依赖的细胞 内激活 ， 它们可能激活不同

的信号系统 。例如 ， 己经在线粒体 （ Ｂｅｎａｒｄ ｅｔ ａ ｌ ＿ ２０ １ ２ ） ， 黑素体 （ Ｓ ｃｈ ｉ ａｆｆｉ ｎｏ ｅ ｔ ａ ｌ ． １ ９９９ ） ，

内 质 网膜 （ Ｒｅｖａｎｋａｒ ｅｔ ａ ｌ ． ２００ ５ ） ， 溶酶体 （ Ｒｏｚｅｎｆｅ ｌｄａｎｄＤｅｖ ｉ ２００８ ） 和核膜 （ Ｓｅｒｇ
ｉ ｎ

ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ７ ） 上发现 了ＧＰＣＲ 。 Ｐ ！

－ＡＲ 可 以稳定地定位在高尔基体上 ， 并从高尔基体

中 引 发 内 部 Ｇａｓ
－

ｃＡＭＰ 信号 ， 而该信号与质膜受体的 内化无关 （ Ｉ ｒａｎｎｅ
ｊ
ａｄ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ７ ） 。

通过与高尔基体中 的 Ｇ 蛋 白偶联 ， ＧＰＣＲ 能够调节高尔基体的转运活性并诱导高尔

基体结构组织的变化 。 此外 ， 代谢型谷氨酸受体 ５（ ｍＧ ｌｕＲ ５ ） 通过与染色质相互作

用而位于 内 核膜上 ， 在那里它被激活并通过与 Ｇａｑ／ １ １ 偶联介导核质 中 的 Ｃ ａ
２＋

变化

（ Ｓｅ ｒｇ ｉｎ ｅｔ ａ 丨 ． ２０ １ ７ ） 。 Ｇ ＰＣＲ 的核定位可能有利于与染色质 的原位相互作用 ， 从而调

节基因转录 ， 染色体重塑和基因组的完整性 。

Ｇ ＰＣＲ 激活后被 Ｇ 蛋 白偶联受体激酶 （ ＧＲＫ ） 磷酸化 Ｃ 末端或胞 内环丝氨酸 ／苏

氨酸位点 。 磷酸化的受体募集 Ｐ
－ａ ｒｒｅ ｓ ｔ ｉｎ ， 在空间上阻碍受体与 Ｇ 蛋 白偶联 ， 导致受

体脱敏 （ Ｏ ｓ ｔｅｒｍ ａ ｉｅｒ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ４ ） 。 受体结合 Ｐ
－

ａｒｒｅｓｔ ｉｎ 后通过网格蛋 白包被促进受体

内 吞 （ Ｇｕ ｒｅｖ ｉｃｈａｎｄＧｕ ｒｅｖ ｉ ｃｈ ２００６ ） 。 此外 ， Ｐ
－ａｒｒｅｓｔ ｉｎ 还能够将信号传导给酷氣酸激

酶ｃ
－Ｓ ｒｃ（ Ｌｕｔｔｒｅ ｌ ｌｅｔ ａ ｌ ． １ ９９９ ） ， Ａｋｔ（ Ｂ ｅａｕ ｌ ｉｅｕｅｔ ａ ｌ ．２００ ５ ） 和胞外信号调节激酶ＥＲＫ

（ ＭｃＤｏｎａ ｌｄｅｔ ａｌ ．２０００ ） 等信号分子 ， 以 启动非 Ｇ 蛋 白依赖的信号传导 。

２ ．３ ．２ＧＰＣＲ 多聚体

ＧＰＣＲ 曾被认为仅作为单体在细胞膜上起作用 ， 但随着新的生物技术的发展 ，

ＧＰＣＲ 二聚化的报道越来越多 。 起初 ， 通过光亲和标记法 ， 目标蛋 白大小分析或蛋

１ １
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白交联实验显示某些 ＧＰＣＲ 可能形成二聚体 ， 例如 你
－ＡＲｓ 的同源二聚体 以及胆囊

收缩素 ８（ ＣＣＫ－

８ ） 与多巴胺受体之间的异源二聚体 （ Ｆｒａｓｅｒａｎｄ Ｖｅｎｔｅｒ１ ９ ８２
； 
Ａｇｎａｔ ｉ

ｅｔ ａｌ ．１ ９ ８ ３
；

Ａｖ ｉ ｓ ｓａｒ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９ ８３ ） 。 但是 ， 当时没有直接证据证实存在 ＧＰＣＲ 二聚体 。

当差异表位标记和免疫沉淀用于 ＧＰＣＲ 的研宄时 ， 提供 了ＧＰＣＲ 二聚体和寡聚体存

在的可靠生化证据 （Ｋａｕｐｍａｎｎ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９８
；
Ｇ ｉｎｅｓ ｅｔ ａ ｌ ． ２０００ ） 。 后来使用荧光或生物发

光共振能量转移 （ ＦＲＥＴ 或 ＢＲＥＴ ） 方法的研宄进
一

步证实了ＧＰＣＲ 二聚体的存在

（ Ａｎｇｅｒｓ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０００
；
Ａ ｌｂ ｉｚｕ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ０ ） 。 最近 ， 单分子显微镜技术的强大进步促进了

ＧＰＣＲ 二聚化动态过程的实时测量 （ Ｃａ ｌｅｂ ｉｒｏ ｅｔ ａｌ ． ２０ １ ３ ） 。 与单体相 比 ，
二聚体显示

出不同 的激动剂亲和力 ， 功效和运输特性 ， 以及不同信号和生物学功能的介导作用

（ Ｇｏｍｅ ｓｅｔａ ｌ ．２００ １） 〇

二聚化激活的 ＧＰＣＲ 可分为三类 。 首先 ， 某些 ＧＰＣＲ 仅在二聚化条件下才能介

导信号传导 。 例如 ， Ｐ
－氨基丁酸 Ｂ 型受体 （ＧＡＢＡｂＲ ）包含 ＧＡＢＡｂＲ Ｉ 和 ＧＡＢＡｂＲ２ 。

因 为结合位点仅位于 ＧＡＢＡｂＲ Ｉ 中 ， 所 以配体 只 能与 ＧＡＢＡｂＲ Ｉ 结合 ， 但是 ，

ＧＡＢＡｂＲ Ｉ 没有转导后续信号的能力 ， ＧＡＢＡｂＲ２ 起着信号转导 的作用 。 因此 ，

ＧＡＢＡｂＲ Ｉ 和 ＧＡＢＡｂＲ２ 均不能单独激活 Ｇ ＩＲＫ 型钾通道 ， 只有当 ＧＡＢＡｂＲ Ｉ 和

ＧＡＢＡｂＲ２ 复合为 ＧＡＢＡｂＲ 二聚体时 ， 才能激活通道活性 （ Ｋａｕｐｍａｎｎｅｔａｌ ．１ ９９ ８
；

Ｋｕｎｅｒ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９９ ） 。 此外 ， 与单体 ＧＰＣＲ 相比 ，
二聚 ＧＰＣＲ 与不 同 的 Ｇ 蛋 白和下游

信号通路耦合 。 例如 ， 多 巴胺 Ｄ １ 单体通过 Ｇａｓ 传导信号 ， 而多 巴胺 Ｄ２ 单体通过

Ｇａ ｉ 传导信号 。 但是 ， 多 巴胺 Ｄ １ ／Ｄ２ 异二聚体通过 Ｇａｑ 传导信号 （ Ｌｅｅ ｅｔ ａ ｌ ． ２００４ ） 。

第三 ， 二聚 ＧＰＣＲ 诱导
“

Ｇ 蛋 白 ／
ｐ

－ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ 偶联开关
”

（从 Ｇ 蛋 白 到 Ｐ
－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ ） 。 例

如 ， 当 ｐ阿片受体作为单体存在时 ， 它通过 Ｇ 蛋 白介导信号传导 。 但是 ， 当 阿片

受体与 ８－阿片受体异源二聚时 ， 信号会通过 Ｐ
－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ传导 （Ｒｏｚｅｎｆｅ ｌｄ ａｎｄ Ｄｅｖ ｉ ２００７ ） 。

ＧＰＣＲ 二聚化具有重要的生物学和药理学意义 。 大脑中腺苷 Ａ
！ 受体 （Ａ

ｉ
Ｒ ） 与

多 巴胺 Ｄ
， 受体 （ Ｄ

！
Ｒ ） 之间的功能拮抗作用 。 Ａ

！
Ｒ 激动剂可促进 Ａ

ｉ
Ｒ／Ｄ

ｉ
Ｒ 异源化 ，

从而诱导 Ｅ＾Ｒ 与 Ｇ ｅｔｓ 蛋 白解偶联并减少 Ｄ
！
Ｒ 介导的 ｃＡＭＰ 增加 。 因此 ， 与单独的

Ｄ
！
Ｒ 激活相 比 ， Ａ ，

Ｒ 和 Ｄ
ｉＲ 的共激活增加 Ｔ Ａ ｉ

Ｒ／Ｄ
ｉ
Ｒ 异构化的水平 ， 并显著降低 了

ｃＡＭＰ 的积累 。 这种拮抗机制为开发新型药物治疗涉及 Ｄ
ｉ
Ｒ 的疾病 （ 如帕金森病 ）

提供 了基础 （ Ｓａ ｌａｍｏｎｅａｎｄＣ ｏｒｒｅａ２０ ０９ ） 。

ＧＰＣＲＡ ，Ｂ 和 Ｃ 三类家族均被证明存在同源多聚 ， 并且相 同结构类别的成员 间

存在异源多聚 。 在许多情况下 ， 受体的特定寡聚状态 尚不清楚 ， 通常被认为是二聚

１ ２
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体 ， 但是也存在受体局阶多聚的证据 （ Ｂｏｕｖ ｉ ｅ ｒ２００ １
；Ｆｏｔ ｉ ａｄ ｉ ｓｅ ｔａ ｌ ．２００ ３

；Ｆ ｅｒｒｅｅ ｔａ ｌ ．

２０ ０ ９
；
Ｆ ｕ ｎｇ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２０ ０９ ） 。 阿片受体与 Ｓ

－阿片受体可 以形成异源二聚体 ， 且 阿片受

体与 Ｓ－阿片受体形成 的 四 聚体是在形成二聚体 的基础上完成的 （ Ｇ ｏ ｌ ｅ ｂ ｉ ｅｗ ｓｋ ａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

２ ０ １ 丨 ） 。 配体对受体低聚的影响 可 以分为无影响 （ Ｈ ａ ｒ ｉ ｋ ｕｍ ａ ｒ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ００６ ） ， 配体诱导 的

受体低聚 （ Ｐａ ｔｅ ｌｅ ｔ ａ ｌ ．２ ００ ２ ） 和配体诱导受体低聚 的解离 （ Ｃ ｈ ｅ ｎ
ｇａ

ｎｄＭ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ２ ００ １ ） 。

受体间的跨膜螺旋结构域 （ Ｈ ａｒ ｉ ｋｕｍ ａ ｒ ｅｔ ａ ｌ ．２０ ０ ７ ） ， 细胞外 （ Ｋ ｕｎ ｉ ｓｈ ｉｍ ａ ｅ ｔ ａ ｌ ．２ ０ ００ ）

或细胞 内结构域 （ Ｗｈ ｉ ｔｅ ｅ ｔ ａ ｌ ． １ ９９ ８ ） 影响受体的寡聚 。 其中对 Ｃ 类 氨基丁酸 Ｂ 受

体 （ Ｗ ｈ ｉ ｔｅｅ ｔａ ｌ ． １ ９９ ８ ） 以及甜味和鲜味味觉受体 （ Ｃ ｈａｎｄ ｒａ ｓｈｅｋａｒ ｅ ｔ ａ ｌ ．２００６） 的异 １

聚体研究较为深入 。 此外 ， Ａ 类 白三烯 Ｂ４ 受体 （ Ｂ ａｎｅｒｅ ｓ ａｎ ｄ Ｐａ ｒｅ ｌ ｌｏ ２００３ ） 和多 巴胺

Ｄ ］ 受体 （ Ｈ ａ ｎ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ００９ ） 以 二聚体的形式与 Ｇ 蛋 白偶联 。 这些研宂表 明 ， Ｇ ＰＣ Ｒ 二

聚体和单个 Ｇ 蛋 白 异源三聚体形成的五聚体复合物可能是最 小 的功能信号单元 。 虽

然 Ｐ ２
－肾上腺素受体 的低聚化 己被证 明 （ Ｆｏ ｔ ｉ ａ ｄ ｉ ｓ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ ０ ３

；Ｆ ｕ ｎ ｇ
ｅ ｔ ａ ｌ ．２ ０ ０９ ） ， 但 ｐ ２

－

肾上腺素受体 （ Ｗ ｈｏ ｒｔｏｎ ｅ ｔ ａ 丨 ． ２００７ ） 和视紫红质受体 （ Ｅｒｎ ｓｔ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ００ ７ ） 均可 以作为

单体与 Ｇ 蛋 白 偶联 。

Ｇ ＰＣＲ聚体的胆 固 醇分子 调 节
■

的机制 尚不清楚 （ Ｐａ ｉ ｌ ａ ａ ｎｄＣ ｈ ａｔｔｏｐ ａ ｄ ｈｙ ａｙ
２ ０ ０ ９ ） ，

一

般认为是 由 于胆 固 醇的存在而 导致脂质 微结构的变化 。 膜上的脫 固 醇与受体相互

作 用 有助 于形成胆 固 醇介 导 的 二聚 体 ， 胆 固 醇 可 能在受体 间 直接 与 Ｇ ＰＣ Ｒ 结 合

（ Ｙｅ ａｇ
ｌ ｅ ２ ０ １ ４ ） （ 阁 １ ． ６ ａ ） 。 Ｇ ＰＣ Ｒ： 聚体形成也可能 是 由 于疏水性错配 而 引 起不利

的膜扰动 导致 的 ， 膜 内 胆 固醇的局部浓度变化 引 起受体胆 固醉跨膜区域
“

Ｄ 

”

疏水 部

分厚度与脂膜疏水厚度
“

ｄ

”

之间 的疏水性错配 （ Ｏａ ｔｅ ｓａｎｄＷａｔｔｓ２０ １ １ ） （ 图 １ ． ６ｂ ） 。

⑷

病
图 丨 ． ６ ． 胆固醇介导的 Ｇ ＰＣＲ 二聚化的调节机制 （ Ｏ ａ ｔｅ ｓａ ｎ ｄＷａ ｔ ｔ ｓ２ ０ １ １

；
Ｙｅａｇ

ｌ ｅ２ ０ １ ４ ） 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ １ ． ６ ．Ｃ ｈ ｏ ｌ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒｏ ｌ

－ ｍ ｅｄ ｉ ａ ｔ ｅｄｍ ｅｃ ｈ ａ ｎ ｉ ｓｍ ｓｏ ｆｍ ｏｄ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆＧ ＰＣＲｄ ｉｍ ｅ ｒ ｉｚａ ｔ ｉｏ ｎ （
Ｏ ａ ｔ ｅ ｓ

ａ ｎ ｄＷａ ｔｔ ｓ２ ０ １ １
；
Ｙｅａ ｇ

ｌ ｅ２ ０ １ ４
）

．

２ ． ３ ．３ 多 巴胺及其受体

多 巴胺 由 多 巴胺能神经元合成释放并作用 于整个 中枢神经 系统 ， 参与奖励 、 情

感 、 学 习 和 食欲等重要功 能 （ Ｍ ｉ ｓ ｓａ ｌ ｅｅ ｔａ ｌ ． １ ９ ９ ８
；Ｂ ｅａ ｕ 丨 ｉ ｅ ｕａｎ ｄＧ ａ ｉ ｎ ｅ ｔｄ ｉ ｎ ｏｖ２ ０ １ １

；

１ ３
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Ｙａｍ ａｇ
ａ ｔａ ｅ ｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ６ ） 。 在脊椎动物 中 ， 根据结构 、 药理和生化特性 ， 多 巴胺受体可

分为两大类 ： Ｄ １类多 巴胺受体 （ Ｄ ］（ Ｓｕｎａｈａｒａｅｔａ ｌ ．１ ９９０ ） 和Ｄ ５（ Ｓｕｎａｈａｒａｅ ｔａ ｌ ．

１ ９ ９ １ ） ， 也可能称为 Ｄ １ Ａ 和 Ｄ Ｉ Ｂ ） ， 通过与 Ｇａｓ 偶联从而增加细胞 内 ｃＡＭＰ 水平 ；

Ｄ２ 类多 巴胺受体 （ Ｄ２ ，Ｄ ３ 和 Ｄ４ ） 通过与 Ｇ ａ ｉ 相 互作用 降低细胞 内 ｃＡＭ Ｐ 水平

（ Ｂ ｅ ａｕ ｌ ｉ ｅ ｕａｎｄＧａ ｉ ｎ ｅ ｔｄ ｉ ｎ ｏｖ２ ０ １ １） 〇

无脊椎动物具有 四种类 型 的 多 巴胺受体 。 无脊椎动物 多 巴胺受体 的 Ｄｏ ｐ
ｌ 和

Ｄｏｐ
２ 与脊椎动物 Ｄ １ 样受体相似 ， 可增加细胞 内 ｃＡＭ Ｐ 水平 （ Ｈ ｉ ｌ ｌｅ ｔａ ｌ ．２ ０ １ ６ ） 。 此

夕 卜 ， Ｄｏｐ２ 受体还可 以 通过偶联 Ｇ ａ
ｑ 在较低 的 多 巴胺浓度 下增加 细胞 内 钙 水平

（ Ｈ ｉｍｍ ｅ ｌ ｒｅ ｉ ｃ ｈ ｅｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ７ ） 。 Ｄｏｐ３ 与脊椎动物 Ｄ２ 样受体相似 ， 激动剂结合时 ｃＡＭＰ

水平降低 （ Ｍ ｕ ｓ ｔａｒｄｅ ｔ ａ ｌ ．２０ ０ ５ ） 。 在赤拟谷盗中 ， Ｄｏｐ３ 受体被 ＪＨ 激活 ， 导致 ｃＡＭＰ

水平降低 （ Ｂ ａ ｉ ａｎ ｄ Ｐａ ｌ ｌ ｉ ２０ １ ６ ） 。 第 四类多 巴胺受体 ， Ｄｏ
ｐ

／Ｅｃｄ 受体 ， 果蝇 中 Ｄｏｐ
Ｅｃ Ｒ

受体既可 以被多 巴胺激活导致细胞 内 ｃＡＭ Ｐ 水平升高并激活鱗酸肌醇 ３ 激酶 Ｐ Ｉ ３ Ｋ

途径 ； 也可 以被蜕皮激素和 ２０Ｅ 结合 ， 从而抑制 多 巴胺诱导的作用并导致丝裂原活

化蛋 白激酶 ＭＡ ＰＫ 途径 的快速激活 （ 图 １ ． ７ ） （ Ｓ ｒ ｉ ｖａ ｓ ｔａｖ ａｅｔａ ｌ ．２ ０ ０ ５ ） 。 与多 巴胺相

比 ， 该受体与蜕皮激素的亲和力更高 。 在 昆虫 中 ， ＤＡ 参与调控 昆虫的食欲 （ Ｉ ｎａｇ
ａｋ ｉ

ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ２ ） 、 学 习 与记忆 （ Ａ ｇａｒｗ ａ ｌｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ １） 、 角质层硬化和黑化 （ Ａ ｎｄ ｅ ｒ ｓｅ ｎ２０ １ ０ ） 、

运动 （ Ｄ ｒａ
ｐ
ｅ ｒｅ ｔ ａ ｌ ．２０ ０ ７ ） 以 及飞蝗从散居型到群居型 的 型变 （ Ｍ ａ ｅｔ ａ ｌ ．２ ０ １ １ ） 等过

程 。

Ｒ ａｐ ｉｄＮｏｎ
－Ｇｅｎ ｏｍ ｉｃ 

ＥＤＡ
Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓ

ＭＡ ＰＫ ｉ ｎａ ｓｅ ？Ｃｙ
ｃ ｌ ｉｃ ＡＭ Ｐ

＊

ｊ

， ＡＫＴ （
Ｐ Ｉ ３Ｋ ｉ ｎ ａ ｓｅ ｔ

）

？

＾

Ｅａ ｒ ｌ

ｙ

＾
Ｘ

Ｇ ｅ ｎ ｏｍ ｉｃＥ ｆｆｅｃ ｔ ｓ（

Ｄ ｅｖ ｅ ｌｏｐ
ｍ ｅｎ ｔ （

Ｅ

＾
Ｕ Ｓ

「

Ｖ


Ｊ

图 １ ． ７ ． 果绳 ＤｍＤｏ
ｐＥｃＲ 参与蜕皮激素和儿茶酿胺多 巴胺非基因组信号途径 （ Ｅｖａ ｎ ｓｅ ｔａ ｌ ．

２０ １ ４ ） 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ １ ． ７ ．Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａＤｍ ＤｏｐＥ ｃＲｐａ ｒ ｔ ｉ ｃ ｉｐａ ｔｅｓ ｉ ｎｎ ｏ ｎｇｅｎ ｏｍ ｉ ｃｓ ｉ

ｇ
ｎ ａ ｌ ｉ ｎ ｇｐａ ｔｈｗａｙｓｏ ｆ

ｅｅ ｄ ｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄ ｓａ ｎ ｄｃａ ｔｅｃ ｈ ｏ ｌ ａｍ ｉ ｎ ｅｄ ｏｐａｍ
ｉ ｎ ｅ

 （
Ｅｖａ ｎ ｓｅ ｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ４

）
．

２ ．４２ ０Ｅ 的运输方式

亲脂性类 固醇激素可 以通过跨脂质 双分子层 的简单扩散而 自 由进 出细胞 。 先前

对几种哺乳动物类固醇激素的研究支持这种观点 （ Ｐ ｌ ａ
ｇ
ｅｍ ａｎ ｎａ ｎ ｄＥ ｒｂｅ １ ９ ７ ６

；Ｇ ｉ ｏ ｒ
ｇ

ｉ

１ ４
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ａｎ ｄＳ ｔ ｅ ｉ ｎ １ ９ ８ １ ） 。 有趣的是 ， 许多研宄还表 明膜转运蛋 白 可能参与类固醇激素进入细

胞 （ Ｍ ｉ ｌ

ｇ ｒｏｍ ｅ ｔ ａ ｌ ． １ ９ ７ ３ ：
Ｐ ｉ ｅ ｔ ｒａ ｓ ａ ｎ ｄ Ｓ ｚｅ

ｇｏ
１ ９ ７ ７ ） 。

在果蝇 中 ， 蜕皮激素从 内 分泌腺释放是通过囊泡介导 的 ， 而不是通过简单的扩

散释放 （ Ｙａｍ ａｎ ａ ｋ ａ ｅ ｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ５ ） 。 高浓度的蜕皮激素进入囊泡 ， 通过钙调节 的胞吐作

用释放到胞外 ， 这种蜕皮激素的转运是通过 ＡＴ Ｐ 结合盒 （ ＡＢＣ ） 转运蛋 白逆浓度梯

度 发生 的 。 然而 ， 果蝇 中存在
－

种溶质 载体 （ Ｓ ＬＣ ）转运蛋 白
一蜕皮激素导入体 （ Ｅｄ ） ，

参与细胞对蜕皮激素的吸收 （ Ｏ ｋ ａｍ ｏ ｔｏ ｅ ｔ ａ ｌ
． ２ ０ １ ８ ） （ 图 丨 ． ８ ） 。 ￡ｃ／ 编码有机阴 离子转

运蛋 白 （ ＯＡＴ Ｐ ）Ｏ ａ ｔ
ｐ
７４Ｄ ， 它是溶质 载体有机阴 离 ｆ（ Ｓ ＬＣＯ ） 超家族的成 员 。 Ｅｅ ｌ

突变体显示 出 与蜕皮激素或 Ｅ ｃ Ｒ 突变体
一

样 的表型 ， 且不能通过 ２０Ｅ 补偿将其挽

救 ， 但可 以通过非 甾 体蜕皮激 素激动剂挽救 。 Ｅｃ 丨 在细胞从血淋 巴 中摄取蜕皮激素至

关重要 。 总的来说 ， 这些结果打破 了 蜕皮激素跨细胞膜运输的简单扩散模型 ， 提 出

了
－

种转运蛋 白 介 导 的 易化扩散新机制 。 之前的研宄认 为 甾 体激素通过
“

简单扩散
”

跨膜运输 ， 从而认为类固 醇激 素可 以通过血脑屏障 自 由扩散进入 太脑 （ Ｂ ａ ｎ ｋ ｓ２０ １ ２）

（ 图 １ ． ８ ＞ 。 然而 ， 最近的研宄发现 Ｅｅ ｌ 在血脑屏障的表面神经胶质细胞中 高表达 ，

抑制 Ｅｄ 可抑制 中枢神经 系统中 的蜕 皮激素信号传 导 ， 并在发 育过程中 阻断蜕皮激

素介导的神经兀发育 （ Ｏｋａｍ ｏ ｔｏ ａｎ ｄ Ｙａｍ ａｎ ａｋａ ２ ０２ ０ ） ， 说明 Ｅｅ ｌ 介导类固醇激素进入

中枢神经 系统 ， 改变血脑屏障类固醇激 素 的通透性 ， 进而控制大脑的 发 育和 行为 。

Ｅ ｃｄ ｙ
ｓ ｏ ｎ ｎ？ Ｉ ｎ ｓｅｃｔ Ｓ ｔ ｅｒｏ ｉｄ Ｈｏ ｒｍｏｎｅ

Ｈｅｍｏ ｌ

ｙ
ｍｐｈ

一＂

？？ｍ

９ 

＾ Ｔ ｒａ ｎ ｓｐｏｒ ｔｅ ｒ
－Ｍｅｄ ｉａ ｔｅｄ

＾

（ＣＮＳ Ｅ ｃｄ ｙｓｏｎｅ  Ｉ ｎｃｏ ｒｐｏ
ｒａ ｔ ｉｏｎ

＾ Ｌ １￣￣

一Ｊ ａｃｒｏｓ ｓ  ｔ ｈ ｅ ＢＢ Ｂ

９

Ｅ ｃｄｙ ｓ ｏｎ ｅＶ ．

、 ＾
）

ｉＳ
￥＞

－Ｘ
Ｄ ｉ ｆ ｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｉａ ｔ ｉ ｏｎ ） （

Ｒｅｍｏｄｅ ｌ ｉ ｎ
ｇＮ／

Ａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ （ Ｉ

Ｌａ ｒｖａ ＼ＪＡ ｄ ｕ ｌ ｔ

图 １ ． ８ 膜转运蛋 白介导果绳类固醇激素通过血脑屏障进入大脑 （ Ｏ ｋａｍ ｏ ｔｏａ ｎ ｄＹａｍ ａ ｎ ａ ｋａ

２ ０２ ０ ） 。

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ １ ． ８Ｓ ｔ ｅ ｒｏ ｉ ｄｈ ｏ ｒｍ ｏ ｎ ｅｅ ｎ ｔ ｒ
ｙ ｉ ｎ ｔｏｔ ｈ ｅｂ ｒａ ｉ ｎｔ ｈ ｒｏ ｕ ｇ

ｈｂ ｌｏ ｏｄ
－ ｂ ｒａ ｉ ｎｂ ａ ｒ ｒ ｉ ｅ ｒｒｅｑ ｕ ｉ ｒｅ ｓａ

ｍ ｅｍ ｂ ｒａ ｎ ｅｔ ｒａ ｎ ｓ ｐｏ ｒ ｔ ｅ ｒ ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ
 （
Ｏ ｋａｍ ｏ ｔｏａ ｎ ｄＹａｍ ａ ｎ ａ ｋａ２ ０ ２ ０

）
．

１ ５
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３ 存在的科学问翅 ， 研宄方案和意义

全变态 昆虫在变态发育期间 ， 幼虫停止进食 ， 经历游走期 、 静止期和蛹期 ， 最后

羽化为成虫 。 昆虫蜕皮激素过上调 ２０Ｅ 途径基因的表达 （ Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ ｅｔ ａ ｌ ． ２００３ ） 以及

拮抗保幼激素和胰岛素的作用促进变态发育 。 然而 ， 幼虫停止取食的调节机制 尚不

清楚 。 ２０Ｅ 属于类固醇激素 ， 经典理论认为 ２０Ｅ 可以 自 由扩散进出细胞 ， 与核受体

结合形成转录复合体 ， 调控基因表达 ， 促进变态发育 。 但新的研宄表明 ２０Ｅ 可 以通

过细胞膜上的 ＧＰＣＲ 传递信号 ， 调控核受体的功能 ， 从而调控基因表达和 昆虫变态

发育 。 有报道认为多巴胺受体 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 是果蝇的 ２０Ｅ 受体 （ Ｓｒ ｉｖａｓｔａｖａｅｔａｌ ．２００ ５ ） ，

但多种参与 ２０Ｅ 信号的 ＧＰＣＲｓ 是否是类固醇激素的细胞膜受体尚不确定 。 多 巴胺

与其受体结合调节重要的奖励动机行为 ， 包括进食 （ Ｃｏｃｃｕｒｅ ｌ ｌｏ ａｎｄＭａｃｃａｒｒｏｎｅ ２０ １ ８ ）

和奖励诱导的人类饮食行为 （ Ｒｅｂｅ ｌ ｌｏａｎｄＧ ｒｅｅｎｗａｙ
２０ １ ６ ） ， 多 巴胺受体结合 ２０Ｅ 导

致何种下游效应知之甚少 。

动物类固醇激素是脂类激素 ， 它们通过细胞膜的 自 由扩散进 出细胞 （ Ｇｏ ｒｓｋ ｉ ａｎｄ

Ｇａｎｎｏｎ１ ９ ７６
；
Ｐ ｌａｇｅｍａｎｎａｎｄＥｒｂｅ１ ９ ７６ ） 。 但是最近研究表明类固醇激素需要转运蛋

白才能进出细胞 （Ｙａｍａｎａｋａ ｅｔ ａ ｌ
，２ ０ １ ５

；
Ｏｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ８ ） 。 ＧＰＣＲ最初认为是 以

单体形式发挥功能 ， 但是越来越多 的研宄表明 ＧＰＣＲ 可 以 以 同源或异源多聚体的形

式发挥着不同 的作用 。 目 前这两部分研宄存在着很大的争议 ， 亟需进
一

步的研究阐

明其 中 的作用机制 。

本研究 以重要农业害虫棉铃虫作为研究对象 ， 结合本实验室建立的棉铃虫表皮

细胞系 ＨａＥ
ｐ

ｉ 以及 Ｓ ｆ９ 细胞系 ， 利用各种分子生物学和细胞生物学技术 ， 通过体 内

和体外实验 ， 激素刺激与 ＲＮＡ 干扰 ， 从基因 、 蛋 白 和翻译后修饰水平探究 ２０Ｅ 通

过 ＤｏｐＥｃＲ 抑制幼虫取食的分子机制 ， 建立 ２０Ｅ－Ｅ ＩＡ 检测 ＧＰＣＲ 结合 ２ ０Ｅ 的方法 ，

揭示 ２０Ｅ 与 ＤＡ 竞争结合 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 以抑制取食 ， 并使 Ｄｏｐ

ＥｃＲ 作为其膜受体之
一

传

递 ２０Ｅ 信号 ， 促进 昆虫变态 。 丰富类固醇激素信号途径及其与神经系统互作的新理

论 ， 为害虫控制提供新的生长调节剂的研制靶点 。 此外 ， 探宄 ２０Ｅ 调控 ＧＰＣＲ 多聚

化现象的机制 以及探索类固醇激素进出细胞的新途径 ， 可 以更好地解释多种 ＧＰＣＲｓ

共同参与 ２０Ｅ 信号途径的转导 ， ２０Ｅ 以及 ＧＰＣＲｓ 在虫体时空组织上的差异 ， 为不同

２０Ｅ 浓度导致不 同 的组织细胞命运提供新的理论支持 ， 并且提供新的证据来支持类

固醇激素的 易化扩散机制 。

１ ６
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第二章 蜕皮激素竞争结合多巴胺／蚊皮激素受体抑制鳞翅 目

昆虫取食并促进化蛹的研究

１ 引言

完全变态昆虫的胚后发育涉及幼虫 、 蛹和成虫阶段 。 从最后
一

龄幼虫到成虫的

转变称为变态 。 在变态期间 ， 幼虫停止进食 ， 经历游走期 ， 静止期和蛹期 ， 最后羽

化为成虫 。 昆虫脱皮激素 ２０－经基蜕皮酮 （ ２０
－

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ， ２ ０Ｅ ） 通过上调 ２０Ｅ

途径基因表达 （ Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏ ｒｄ ｅ ｔ ａ ｌ ．２００３ ） 以及拮抗保幼激素 （ Ｄｕｂｒｏｖ ｓｋｙ
２００ ５ ） 和胰岛

素 （ Ｌ ｉ ｎ ａｎｄ Ｓｍａｇｇｈｅ ２０ １ ８ ） 的作用促进变态发育 。 然而 ， 幼虫停止进食的调节机制

尚不清楚 。

２０Ｅ 通过与其核受体蜕皮激素受体 Ｂ １（ ＥｃＲＢ ｌ ） 结合而启 动下游基 因表达 ，

ＥｃＲＢ ｌ 与超气 门蛋 白 ＯＪ ＳＰ １ ） 形成转录复合体并与蜕皮激素响应元件 （ ＥｃＲＥ ） 结合

（ Ｌａｎ ｅｔ ａ ｌ ． 丨 ９９９ ） 。 哺乳动物雌激素可 以通过核受体 （ ＥｃＲ ） 传递信 号 （ Ｇｒｕｂｅｒ ｅ ｔ ａ ｌ ．

２００２ ） ，２０Ｅ 可 以通过 Ｇ 蛋 白偶联受体 （ ＧＰＣＲ ） 诱导信号转导 。 在家蚕 中 ， ２ ０Ｅ 通

过未知的 ＧＰＣＲ 增加 了 前丝腺中细胞 内 Ｃａ
２ ＋

的水平 （ Ｍａｎａｂｏｏｎ ｅｔ ａ 丨 ． ２００９ ） ， 并激活

蛋 白激酶Ｃ（ ＰＫＣ ） 途径 （ Ｅ ｌｍ ｏｇｙ ｅ ｔ ａ ｌ ．２００４ ） 。 在棉铃虫中 ， ＥｒＧ ＰＣＲ －

１（ Ｃａ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

２０ １ ４ａ ） 和Ｅ ｒＧＰＣＲ－２（ Ｗａｎｇ 

ｅ ｔ ａ ｌ ． ２０ 丨 ５ ） 在细胞膜上传递２ ０Ｅ信号 。 ２０Ｅ通过ＧＰＣＲ ，

磷脂酶 Ｃ（ ＰＬＣ ） 和钙信号通路调节蛋 白磷酸化 ， 包括 Ｕ ＳＰ １ （ Ｌ ｉ ｕ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ４ｂ ） ， 细

胞周期蛋 白依赖性激酶 丨 ０ （ £ ０ １＜ ＿ １ ０ ） （ １＾ １＾ １ ３ １ ． ２０ １ ４３ ） 和 ？ １＾ （： １ 的催化结构域 （ ＞１ １ １^

ｅ ｔ ａ ｌ ． ２０ １ ６ ） ， 进而形成 ２０Ｅ 转录复合体 ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ Ｓ Ｐ ｌ ， 并在 昆虫变态过程 中起始 ２０Ｅ

途径基因 的表达 （ Ｌ ｉｕｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ４ｂ
；
Ｊ ｉ ｎｇ

ｅ ｔａ ｌ ．２０ １ ５ ） 。

Ｇ ＰＣＲｓ 在细胞膜上传递各种信号 ， 包括离子 ， 光 ， 胺 ， 气味 ， 脂质 ， 肽 ， 氨基

酸和核苷酸等 （ Ｐｒｅ ｉｎ ｉ ｎｇｅｒ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ３ ） 。 但是 ， 因为缺乏 Ｇ ＰＣＲ 与类固醇激素结合的

直接证据 ， ＧＰＣＲ 是否为 ２０Ｅ 或其他类固醇激素的细胞膜受体仍存在争议 。 例如 ，

使用过表达ＧＰＲ３ ０的ＣＯＳ７细胞分析 了人ＧＰＥＲ（ ＧＰＲ３ ０ ） （Ｍ ａｇｇ ｉｏ ｌ ｉｎ ｉａｎｄＰ ｉｃａｒｄ

２０ １ ０ ） 与 Ａ ｌｅｘａ６３ ３ 标记 的雌激素 的结合 （ Ｒｅｖａｎｋａｒ ｅｔ ａ ｌ ．２ ００ ５） 。 使用过表达

ＤｍＤｏｐ
ＥｃＲ 的 Ｓ ｆ９ 细胞的细胞膜分析 了 果蝇多 巴胺受体 （ ＤｍＤｏ

ｐ
ＥｃＲ ） 与 ２ ０Ｅ 类似

物

３

Ｈ标记的Ｐｏｎａ ｓｔｅ ｒｏｎｅ Ａ（
［

３

Ｈ
］
Ｐｏｎ Ａ ） 的结合 （ Ｓ ｒ ｉｖａｓ ｔａｖａ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ００５ ） 。 迄今为止 ，

尚无直接证据表明分离的 ＧＰＣＲ 可在体外结合类固醇激素 。

多 巴胺受体是典型的 ＧＰＣＲ ， 定位于细胞膜 （Ｎｅｖｅ ｅｔ ａ ｌ ． ２００４ ） 。 在脊椎动物中 ，

多 巴胺受体主要在中枢神经系统 （ ＣＮ Ｓ ） 中表达 ， 并分布在非 ＣＮ Ｓ 组织 中 ， 例如心

１ ７
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

脏的心外膜 （ Ｃａｖ ａｌ ｌｏｔｔ ｉ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ０ ）和肾脏中 的肾单位 （ Ｈｕ ｓｓａ ｉｎａｎｄ Ｌｏｋｈａｎｄｗａｌａ ２００３ ） 。

多 巴胺受体参与许多神经系统过程 ， 包括动机 ， 愉悦 ， 认知 ， 记忆 ， 学习 ， 奖励和

精细运动控制 ， 以及神经 内 分泌信号 的调节 （ Ｇ ｉｒａｕｌｔ ａｎｄ Ｇｒｅｅｎｇａｒｄ ２００４ ） 。 多 巴胺

与其受体结合调节重要的奖励动机行为 ， 包括进食 （ Ｃｏｃｃｕｒｅ ｌ ｌｏ ａｎｄＭａｃｃａｒｒｏｎｅ ２０ １ ８ ）

和奖励诱导的人类饮食行为 （ Ｒｅｂｅ ｌ ｌｏａｎｄＧｒｅｅｎｗａｙ
２０ １ ６ ） 。 多 巴胺神经元的丧失会

导致帕金森病 ， 而过度活跃的多巴胺能信号可能是精神分裂症阳性症状的主要因素

（ ＢｏｙｄａｎｄＭａｉｌｍａｎ ２０ １ ２ ） 。 但是 ， 多 巴胺受体的诱导调控机制 尚未完全 了解 。

在 昆虫中 ， 注射多 巴胺会 引发东亚飞蝗的群居行为 （Ｍａ ｅｔ ａｌ ． ２０ １ １ ） 。 多 巴胺受

体调节东亚飞蝗脑的型变 ， 其中多 巴胺受体 １ 诱导形成群居型 ， 多 巴胺受体 ２ 诱导

形成散居型 （ Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ ．２０ １ ５ ） 。 ＤｍＤｏｐ
ＥｃＲ 介导左旋多 巴引起的糖敏感性的升高

（ Ｉｎａｇａｋ ｉ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ２ ） 。 果蝇蘑菇体 （ＭＢ ） 中 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 功能的降低导致运动活性降低

（ Ｌａｒｋｅｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ７ ） 。 ＤｍＤｏｐ
ＥｃＲ 需要蛻皮激素和多 巴胺作为配体来调节性信息素的

感知 （ Ｉ ｓｈ ｉｍｏｔｏ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ３
；
Ａｂｒ ｉｅｕｘ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ４ ） 。 Ｓｆ９细胞过表达的ＤｍＤｏ

ｐ
ＥｃＲ 会结

合多 巴胺 （ ＤＡ ） 或 ［

３

Ｈ
］
ＰｏｎＡ 。 ２０Ｅ 可以与

［

３

Ｈ
］
Ｐｏｎ Ａ 竞争结合 ＤｍＤｏｐＥｃＲ

； 因此 ，

ＤｍＤｏｐＥｃＲ 被认为是 ２０Ｅ 的细胞膜受体 （ Ｓ ｒｉｖａ ｓｔａｖａ ｅｔ ａ ｌ ． ２００ ５ ） 。 然而 ， 昆虫中 多 巴

胺受体的功能知之甚少 。

本章 中 ， 研究表明 ＤｏｐＥｃＲ 在 昆虫取食和化蛹 中起双重作用 。 ＤＡ 通过 ＤｏｐＥｃＲ

促进细胞增殖来调节幼虫 的进食和生长 。 ２０Ｅ 与 ＤＡ 竞争结合 Ｄｏｐ
ＥｃＲ ， 并通过

Ｄｏｐ
ＥｃＲ 作为细胞膜受体之

一

来传递 ２０Ｅ 信号 ， 从而促进 昆虫变态 。 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 可 以在

细胞膜中和体外结合 ２０Ｅ 。 阐 明 了２０Ｅ 抑制鳞翅 目 昆虫取食并促进变态发育的分子

机制 ； 证明 了ＧＰＣＲ 是 ２０Ｅ 的细胞膜受体 ；揭示 了类固醇激素与多 巴胺系统的互作 。

本研究为类固醇激素信号途径及其与神经系统互作提供了新的理论 ， 为害虫控制提

供了新的生长调节剂的研制靶点 。

２ 实验材购摊

２ ． １ 錄材料

２ ． １ ． １ 鏹动物

棉铃虫 ／／ｅ ／／ｃｏｖｅｒ
／
Ｍ ａｒｗ ｆｇｅｒａ 来 自河南农业大学 ， 以人工词料在实验室进行饲养 ，

光照周期 １ ４ ｈ 光照 ／ １ ０ ｈ 黑暗 ， 温度 ２ ６± １

°

Ｃ ， 湿度 ５ ０ ％± １ ０％ 。

２ ． １ ．２ 实验细胞

棉铃虫表皮细胞系 （ ＨａＥｐ ｉ ）（ Ｓｈａｏ ｅｔ ａ ｌ ．２０ ０ ８ ） 在含有 １ ０ ％胎牛血清 （ ＦＢ Ｓ ，

Ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ ，Ｃ ａｒ ｌ ｓｂａｄ ， ＣＡ ， 美国 ） 的 昆虫细胞培养基中进行静置培养 。 培养箱温度

１ ８
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

为２ ７
°
Ｃ 。 Ｓｆ９细胞系 （ Ｔｈｅｒｍｏｌｕ ｓｈｅｒＳ ｃ ｉｅｎ ｔ ｉｆｉｃ ， Ｃａｒｌ ｓｂａｄ ， ＣＡ ， 美国 ） 在无血清的

ＥＳＦ９２ １ 培养基 （ Ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎＳｙ ｓｔｅｍ ｓ ＬＬＣ ， 美国加利福尼亚州戴维斯 ） 中于 ２７
°

Ｃ 培

养 。

２ ． １ ．３剂

２０－羟基蜕皮酮 （ ２０Ｅ ）（ Ｃａｙｍ ａｎｃｈｅｍ ， 密歇根州 ， 美国 ） ， 多 巴胺 ＤＡ 、 氨苄青

霉素 、 硫酸卡那霉素 （生工生物 ， 上海 ， 中 国 ） ， ＤＭＳＯ（ 索莱宝 ， 北京 ， 中 国 ） ， 昆

虫细胞培养基 （ Ｇ ｉｂ ｉ ｃｏ ， 纽约 ， 美 国 ） ， Ｃａ
２ ＋

指示剂ａｃｅｔｏｘｙ
ｍ ｅｔｈｙ ｌ

（
ＡＭ

） 
ｅ ｓｔｅｒ ｃａ ｌｃ ｉｕｍ

ｃ ｒ ｉｍ ｓｏｎｄｙｅ（ Ｉ ｎｖ ｉ ｔｒｏｇｅ
ｎ ， 卡尔斯 巴德 ， 美国 ） ， Ｎ ｉ

２＋

柱 （ ＧＥＨｅａ ｌ ｔｈｃａｒｅ ， 匹兹堡 ， 宾

夕法尼亚 ， 美 国 ） ， Ａ ｌ ｅｘａ Ｆ ｌ ｕｏ ｒ ５ ９４ 标记的小麦胚芽凝集素 （ ＷＧＡ ） （ 丨 ｎｖｅ ｉ ｔｒｏｇｅｎ ， 卡

尔斯巴德 ， 美 国 ） ， ４＼６
－ｄ ｉａｍ ｉｄ ｉ ｎｏ－２－

ｐ
ｈｅｎｙ ｌ ｉ ｎｄｏ ｌｅ （ ＤＡＰ Ｉ ） 、 弗 氏佐剂 、 Ｆ ｌ ｕｐｅｎ ｔ ｉｘｏ 丨 均

购 自 美 国西格玛公 司 ， 其他常用试剂均是购 自 国药的分析纯试剂 。 ＴＲ Ｉｚｏ ｌ ＲＮＡ 提取

试剂 （ 全式金 ， 北京 ， 中 国 ） ， 焚光定量 ２ ｘ ＳＹＢＲ ｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅ ＰＣＲ ｐｒｅ
－ｍ ｉｘ ｔｕ ｒｅ（ 全式金 ，

北京 ， 中 国 ） ， ＲＩ ＰＡ 裂解液 （ 碧云天 ， 北京 ， 中 国 ） ， ＤＮＡ 聚合酶 （ 全式金 ， 北京 ，

中 国 ） ， Ｔ７ ＲＮＡ聚合酶 、 ＲＮＡ酶抑制剂 、 ＮＴＰ ｓ（ Ｔｈｅｒｍ ｏＦ ｉ ｓｈ ｅ ｒＳｃ ｉ ｅｎｔ ｉ ｆｉｃ ， 德克萨

斯 ， 美 国 ） ， 质粒和 ｄ ｓＲＮＡ 转染试剂 Ｑｕ ｉｃｋＳｈ ｕｔｔ ｌｅ
－

ｅｎｈａｎｃｅｄ （ 博奥龙 ， 北京 ， 中 国 ） ，

入－磷酸酶和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 （ Ｎｅｗ Ｅｎｇ ｌ ａｎｄ Ｂ ｉ ｏ ｌ ａｂ ｓ ， 英 国 ） 。 辣根过氧化物酶 （ ＨＲＰ ）

标记的羊抗 鼠和羊抗兔 丨
ｇＧ ， 碱性憐酸酶标记的羊抗兔或抗 鼠 Ｉ ｇＧ（ 中杉 ， 北京 ， 中

国 ） ， 羊抗兔焚光二抗 ＡＬＥＸ４ ８ ８ （ 丨 ｎｖｅ ｉ ｔｒｏｇｅｎ
， 卡尔斯 巴德 ， 美 国 ） ，

Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎ 多克隆

抗 体 （ Ｃａ ｔ ．ＡＣ０２６ ，ＡＢ ｃ ｌｏｎａ ｌ ， 武 汉 ， 中 国 ） ， Ｈ ｉ ｓ ／Ｇ ＦＰ／ＲＦＰ单 克 隆 抗体 （ Ｃ ａ ｔ ．

ＡＥ００３ ／ＡＥ０ １ ２／ＡＥ０２０ ，ＡＢｃ ｌｏｎａ ｌ ， 武汉 ， 中 国 ） 。 Ｎ ｕｃＶ ｉｅｗ
？

Ｃａｓｐａ ｓｅ
－

３ａｓ ｓａｙ 

ｋ ｉ ｔ  （ Ｂ ｉｏ ｔ ｉ ｕｍ ，

Ｈａｙ
ｗａｒｄ ， 美 国 ） ， ５

－

ｅ ｔｈ
ｙｎｙ ｌ

－２
ｆ

－ｄｅｏｘｙｕ ｒ ｉｄ ｉｎｅ
（
ＥｄＵ

）
ｋ ｉ ｔ （ Ｒ ｉｂｏｂ ｉｏ ， 广州 ， 中 国 ） ， 染色

质 免疫共沉淀试剂盒 Ｃ ｈ ＩＰａｓ ｓａｙｋ ｉ ｔ（ 碧云天 ， 北京 ， 中 国 ） ， ２０－Ｈ
ｙ
ｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ

Ｅｎｚｙｍ ｅ Ｉｍｍ ｕｎｏａｓ ｓａｙ
ｋ ｉ ｔ（ ２０Ｅ －Ｅ 丨Ａ ｋ ｉ ｔ ， ２０Ｅ 酶联免疫分析试剂盒 ） （ 贝尔坦制药 ， 法

国 ） ， ＴＵＮＥＬ 亮红细胞凋亡检测试剂盒 （ Ｖａｚｙｍｅ Ｂ ｉｏｔｅｃ ｈ Ｃｏ ． ， 南京 ， 中 国 ） ， ｃＡＭＰ

ＥＬ Ｉ ＳＡ 试剂盒 （ 博奥龙 ， 北京 ， 中 国 ） 。 引 物合成 （ 生工生物 ， 上海 ， 中 国 ） 。

２ ． １ ．４ 实验仪器

电泳仪 （ 六
一

仪器 ， 北京 ） ， 微量分光光度计 （凯奥 ， 北京 ） ， 蛋 白 电泳槽 ， ＰＣＲ

仪 ， Ｇｅ ｌ Ｄｏｃ ＸＲ 凝胶成像仪与荧光定量 ＰＣＲ 仪 （ Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ ， 美国 ） ， 高速冷冻离心机

（ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ， 德国 ） 。 丨 ｎｆｉｎ ｉ ｔｅ Ｍ２００ＰＲＯ ＮａｎｏＱｕａｎ ｔ 分光光度计 （ Ｔｅｃａｎ ， Ｇ ｒｉｉｄ ｉｇ ， 奥

地利 ） ， ０ １

ｙｍｐｕ ｓ ＢＸ５ １荧光显微镜 （ 奥林巴斯 ， 日 本 ） ， Ｎ ｉｋｏｎ ＥＣＬ ＩＰＳＥ Ｅ６０００／Ｔ Ｓ １ ００

倒置荧光显微镜 （ 尼康 ， 日 本 ） ， Ｚｅ ｉ Ｓ Ｓ ７００ 倒置激光共聚焦显微镜 （ 蔡司 ， 德国 ） 。

１ ９
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

２ ．２ 雛方法

２ ．２ ． １ 基因克隆及生物信息学分析

从棉铃虫转录组库 中获得 ＤｏｐＥｃＲ 的全长序列 ， 设计基因 的上下游 引物 Ｄｏｐ
ＥｃＲ－

Ｆ和ＤｏｐＥｃＲ
－Ｒ（表２ ． １） ， 通过ＰＣＲ 扩增Ｄｏｐ

ＥｃＲ全长 ， 测序验证 。 ＥｘＰＡＳｙ
－

ｔｒａｎｓ ｌ ａｔｅ

ｔｏｏ ｌ （ ｈｔｔｐ
： ／／ｗｅｂ ． ｅｘｐａｓｙ ． ｏｒｇ／ｔｒａｎ ｓ ｌａｔｅ／ ）确定ＤｏｐＥｃＲ的开放阅读框 （ ＯＲＦ ）序列 。 ＳＭＡＲＴ

（ ｈｔｔｐ ： ／／ｓｍａｒｔ ．ｅｍｂ ｌ
－ｈｅ ｉｄｅ ｌｂｅｒｇ

．ｄｅ／ ） 预测蛋 白质 的结构域 。 ＭＥＧＡ ７ ． ０ 软件进行蛋 白质

序列 比对并构建系统进化树 。

２ ．２ ．２ＲＮＡ
提取

体视显微镜下解剖分离 出棉铃虫表皮 ， 中肠 ， 脂肪体和脑并用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ（ １ ４０ ｍＭ

ＮａＣ ｌ ，１ ０ ｍＭ Ｎａ２ＨＰ〇４ ，２ ． ７ ｍＭ ＫＣ ｌ ，１ ． ８ ｍＭ ＫＨ２Ｐ〇４ ） 洗涤干净 ， 分别取５ ０ ｍｇ ，

在含 １ｍＬ ＴＲＩｚｏ ｌ 的研磨器中冰上充分研磨 ， １ ２
，
００ ０ ｒｐ

ｍ 冷冻离心 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 收集上清

至干净 ＥＰ 管中室温放置 ５ｍ ｉｎ 。 细胞培养板用 ｌ
ｘＰＢＳ 洗涤细胞

一

次 ， 每孔加入 １

ｍＬＴＲＩｚｏ ｌ 反复吹打裂解细胞 ， 转移至无 ＲＮＡａｓｅ 的 ＥＰ 管 中 。 然后加入 ２０ ０ 吣 的

氯仿 ， 剧烈震荡 ｌ 〇 ｓ ， 室温静置 ２ ｍ ｉｎ ， １ ２
，
０００ ｒｐｍ ， 冷冻离心 １ ５ ｍ ｉｎ 。 上层水相转

移至新的无 ＲＮａ ｓｅ 的 ＥＰ 管 中 ， 加入等体积的异丙醇混匀 ，

－２０
°

Ｃ 沉淀过夜 。 然后

１ ２
，

０００ｒｐｍ 冷冻离心 １ ０ｍ ｉｎ ， 弃上清 。 用 １ｍＬＤＥＰＣ 水配置的 ７ ５％乙醇洗 ＲＮＡ 沉

淀两次 ， 离心后弃上清 ， 风干后加入适量 ＤＥＰＣ 水 ６０
°

Ｃ 水浴 １ ０ｍ ｉｎ 溶解 ＲＮＡ ，

ＲＮＡ 的浓度用 Ｉｎｆｉｎ ｉ ｔｅＭ２００ＰＲＯＮ ａｎｏＱｕａｎｔ 分光光度计检测 ， ＲＮＡ 质量和纯度用

１ ％琼脂糖 电泳检测 。

２ ．２ ．３ 反转录 ｃＤＮＡ 的合成

根据 Ａｂｍ 公司生产的 ５ ＞＜Ａ ｌ ｌ
－

Ｉｎ－Ｏｎｅ ＲＴ ＭａｓｔｅｒＭ ｉｘ 反转录试剂盒进行反转录

ｃＤＮＡ 。 反应体系如下 ：

ＲＮＡ ２
 ｜

ｉｇ

ＡｃｃｕＲＴ Ｒｅａｃｔ ｉｏｎＭ ｉｘ（ ４ ｘ
）２

ｐ
Ｌ

无 ＲＮａｓ ｅ 的水加至 ８
ｐ
Ｌ

ＡｃｃｕＲＴ Ｒｅａｃｔ ｉｏｎＳ ｔｏｐｐｅｒ（ ５ 

ｘ
）２

ｐ
Ｌ

混合均匀 ４２
°

（： 孵育 ２ １１^

５ 

ｘＡ ｌ ｌ
－

Ｉｎ－ＯｎｅＲＴＭａｓｔｅｒＭ ｉｘ ４
 ｊ

ｘＬ

无 ＲＮａｓｅ 的水 ６
ｐＬ

２５
。

（３ 孵育 １ 〇 １１１ 丨 １１ ， ４２
°
０ 孵育 ３ 〇 １１１ 丨 １１ ， ８ ５

°
（： 孵育 ５ １１１ 丨 １１ 。

－２０
°

（： 保存 。

２ ０
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

２ ．２ ．４ ｑＲＴ
－ＰＣＲ（实时定量ＰＣＲ ）

以反转录的 ｃＤＮＡ 为模板 ， ＲＴ 引物见表 ２ ． １ ， 避光操作 ， 实时定量荧光 ＰＣＲ 反

应体系如下 ：

ｃＤＮＡ ２
 ｊ

ｘＬ

Ｆ引 物 （ １

＾
Ｍ ） ４ ＾Ｌ

Ｒ引物 （ １

ｐＭ ） ４ ＾Ｌ

２ ＞＜ ＳＹＢＲｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ
ｐｒｅ

－ｍ ｉｘｔｕ ｒｅ １ ０
ｐＬ

总体积 ２０ 吣

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ反应条件 ： ９ ５

°

Ｃ １ ５ ｍ ｉｎ
；９ ５

°

Ｃ １ ５ ｓ ， ６０
°

Ｃ ｌ ｍ ｉｎ ，７ ８
°

Ｃ读板２ ｓ ， 循环

４０ 次 ；
６ ５

°
Ｃ 到 ９ ５

°

Ｃ 分析熔解曲线 ， 间隔 ０ ． ５
°
Ｃ 。 获得 Ｃｔ 值 ， 相对 ｍＲＮＡ 的表达水

平用公式 ２

－Ｍｅ ｔ

进行计算 。 ｒ
ＡＡＱ

＝
２

￣

＜
Ａａ ＿ ａ“ ＡＣ＾Ｍ

＞

，ＡＣ ｔ 实验组表示试验组中基因 的

Ｃ ｔ 平均值 － 内 参基因 卢
－ｆｌｃ ／如 的 Ｃｔ 平均值 。 ＡＣ ｔ 对照组表示对照组中基因 的 Ｃ ｔ 平均

值 － 内 参基因 々
－ａｄ／ｎ 的 Ｃ ｔ 平均值 。

２ ．２ ．５ 多克味抗体的制备

的 ｃＤＮＡ 片段 （ １ ４ ８ｂｐ 至 １
，
０２０ｂｐ 的核苷酸序列 ， 编码 ２９０ 个氨基酸 ）

与 ｐ
ＥＴ－

３ ０ａ 连接构建重组质粒并在大肠杆菌 ＢＬ２ １（ ＤＥ３ ） 中表达 。 重组的 ＤｏｐＥｃＲ

蛋 白形成包涵体 ， 通过 １ ２ ． ５ ％ ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 纯化 。 从凝胶上切下重组 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 蛋 白 ，

充分研磨所切凝胶 。 将 ５ ００纯化后的 目 的蛋 白凝胶条与等体积的完全弗 氏佐剂充

分研磨成油包水状 ， 对健康的新西兰 白 兔进行皮下多 点注射 ， ２ １ 天后将 ５ ００
ｆ

ｉｇ 纯化

后的 目 的蛋 白凝胶条与等量的不完全弗 氏佐剂充分研磨成油包水状 ， 对 同
一

只 白 兔

进行皮下 多点注射 ， 两周后进行相 同 的操作 ，

一

周后耳缘静脉注射 ５ ００ 吨 重组蛋 白 ，

一

周后取兔血制备兔 多 克隆抗血清 。 以前血清作对照 ， 免疫印迹进行抗体特异性检

测 。

２ ．２ ．６ 过表达质粒的构建与细胞系过表达

将不 同基因 的 ＯＲＦ 序列插入到带有 ＩＥ 启 动子的过表达质粒 ｐ ＩＥｘ－４－ＧＦＰ／ＲＦＰ－

Ｈ ｉ ｓ 中构建不 同基因 的过表达质粒 。 过表达 引物见表 ２ ． １ 。 通过过表达或测序验证构

建的质粒 。 待六孔板的细胞密度达到 ８０％时进行转染 。 ３
－５ 叫 过表达质粒与 １ ００

ｐＬ

生理盐水混匀成 Ａ ，８
ｆ

ｉＬ 转染试剂与 １ ００
ｐＬ 生理盐水混匀成 Ｂ ， Ａ 和 Ｂ 混匀在 同

一

ＥＰ 管中 ， 加入到六孔板中 的 昆虫细胞培养液中 ， ４８ｈ 后荧光显微镜观察荧光检

测过表达效率 。

２ １
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

２ ．２ ．７ 蛋白提取

解剖分离幼虫表皮 ， 中肠 ， 脂肪体和脑各 ｌ ＯＯ ｍ ｇ ， 分别在 ５ ０〇 ＭＬ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ 丨 缓冲

液 （ ４０ 〇＾ ， 卩
１１ ７ ． ５ ， 含 １ １１１ ］＾ 的 ？＼１ ８？ ） 中冰上匀浆 ， １ ２

，
０００ 印 １１１ 离心 １ ０ －

１ ５ １＾ １１ ，

收集上清液即为组织总蛋 白 。 细胞蛋 白提取时先用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗涤细胞

一

次 ， 加入 ｌ ｍＬ

ｌ
ｘＰＢ Ｓ（含 Ｉ ｍＭ 的 ＰＭＳＦ ） 收集细胞至 ＥＰ 管中 。 然后 ４

，
０００ ｒ

ｐ
ｍ ２ ｍ ｉｎ 冷冻离心 ，

去上清获取细胞 ， 加入 ｌ ＯＯ
ｆ
ｉＬ 的 ＲＩＰＡ 裂解液冰上裂解 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， １ ２

，
０００ ｒｐｍ ，１ ５ ｍ ｉｎ

冷冻离心 ， 上清 即为细胞总蛋 白 。 蛋 白 质浓度通过 Ｂ ｒａｄｆｏｒｄ 蛋 白 质测定法测量

（ Ｂ ｒａｄｆｏｒｄ１ ９７６ ） 。

２ ．２ ．８ 蛋 白质免疫印记

获取的蛋 白 中加入蛋 白 质处理液煮沸 １ ０ｍ ｉｎ ， 每个样品取 ２ ０
 ｜

ｉｇ 蛋 白进行 ＳＤＳ －

ＰＡＧＥ 凝胶电泳 ， 将 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 凝胶转移到硝酸纤维素膜上 。 转完后的硝酸纤维素

膜用 ２ － ５％的脱脂奶粉室温下封闭 １ｈ 。 脱脂奶粉用 ＴＢ Ｓ（ １ ０ｍＭＴｒ ｉｓ
－ＨＣ ｌ

，
１ ５ ０ｍＭ

ＮａＣ ｌ
， ｐＨ ７ ． ５ ） 溶解 。 倒掉封闭液 ， 将膜在封闭液中与

一

抗在 ４
°

Ｃ 下孵育过夜 。 ＴＢ ＳＴ

（ ＴＢ Ｓ 中加入 ０ ． ０２％ Ｔｗｅｅｎ ） 洗涤 ３ 次 ， 每次 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ 后 ， 用含有碱性磷酸酶标记的

羊抗兔或抗 鼠的二抗 ＩｇＧ１ ： ５
，
０００ 稀释后 的封闭液室温孵育 ３ｈ 。倒掉孵育液用 ＴＢ ＳＴ

洗两次 ， ＴＢ Ｓ 洗
一

次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ ， 最后用 ４ ５
 ｆ

ｉＬ ＮＢＴ 和 ３ ５
 ｆ

ｉＬＢＣ ＩＰ 在 １ ０ｍＬＴＢ Ｓ

中黑暗条件下发色 ， 发色结束后用去离子水洗涤终止发色 ， 并通过 Ｐｈｏｔｏ ｓｈｏｐ 软件

制作图像 。 膜上的条带通过 ＩｍａｇｅＪ 软件计算并通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒ ｉ ｓｍ７ 软件分析获得

的数据 。

２ ．２ ．９ 免疫共沉淀 Ｃｏ－ＩＰ

待细胞密度达到 ８０％时共转染相应的过表达质粒 。 ４ ８ ｈ后 ， 用 ２
＾Ｍ ２０Ｅ 或 ＤＭＳＯ

处理细胞 。 随后用 ｌ ｍＬ ＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞蛋 白 ， １ ２
，
０ ００ ｒｐｍ ， ４

°
Ｃ 离心 １ ０ ｍ ｉｎ ，

取上清 。 ５ ００ 吣 ＲＩＰＡ 裂解液清洗 Ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ Ａ ｒｅ ｓ ｉｎ 两次 ， 在裂解液上清中加入 Ｐｒｏｔｅ ｉｎ

八 比５ 丨 １１ ４
°

（１ ： 缓慢摇晃 １ １１ ， １
，
０００ 印 １１１ ， ４

°
（１ ： 离心 ５ 〇１ 丨 １１ 去除非特异性结合的蛋 白 ， 取

１ ０ ０队 上清作为 ｈｉｐｕｔ 。 上清与 ＧＦＰ／ＲＦＰ／Ｈ ｉｓ 单克隆抗体 ４
°
Ｃ 孵育 ４ ｈ ， 然后加入到

５ 〇
ｎ
Ｌ Ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ａ ｒｅ ｓ ｉｎ ４

°

Ｃ缓慢摇晃孵育２ ｈ 。 ｌ
，
０００ ｒ

ｐ
ｍ

，
４
°

Ｃ离心２ ｍ ｉｎ ， 去上清 ， 沉

淀用 ＲＩＰＡ 裂解液洗 ３ 次 ， １ ２
，
０００ｒ

ｐ
ｍ ， ２ｍ ｉｎ 离心弃上清 。 非特异性小 鼠 ＩｇＧ 作为

阴性对照 。 最后用 ６０
 ｊ

ｉＬ 裂解液悬起沉淀 ， 加入 ３ ０
＃ 蛋 白处理液混匀并煮沸 １ ０

ｍ ｉｎ 。 然后通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和蛋 白 质免疫印记检测 目 的蛋 白 。

２ ．２ ． １ ０ 染色质免疫共沉淀 ＣｈＩＰ

将ＥｃＲＢ ｌ的ＯＲＦ（ ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＥＵ５ ２６ ８３ １ ） 插入
ｐ

ＩＥｘ－４ －ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ质粒中 。

２２
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

将 ｐ
ＩＥｘ－４ －ＥｃＲＢ ｌ

－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 质粒转染到 ＨａＥｐ ｉ 细胞中 ４８ ｈ ， 然后 或 冶ＧＦ户

转染细胞 ２４ｈ ， 最后用 ２０Ｅ 或 ＤＭ ＳＯ 处理细胞 ３ｈ 。 细胞 ３ ７
°

Ｃ 下 １％ 甲醛交联 １ ０

ｍ ｉｎ ， 然后添加甘氨酸至终浓度 ０ ． １ ２ ５Ｍ２ ５
°
Ｃ１ ０ｍ ｉｎ 以终止交联 。 ＰＢ Ｓ 洗涤细胞两

次 ， 然后ＳＤＳ裂解缓冲液 （ １ ％ ＳＤＳ ， ｌ Ｏ ｍＭ ＥＤＴＡ ，５０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ ，ｐＨ ８ ． １ ） 悬

浮收集细胞 。 超声处理获得 ２０ ０
－

１
，

０００ｂ
ｐ 的 ＤＮＡ 片段 。 离心后 ， 上清添加到 Ｐｒｏｔｅ ｉｎ

Ａｒｅ ｓ ｉｎ 中 ４
°
Ｃ 下缓慢摇晃孵育 １ｈ ， 以除去非特异性结合 。 离心后 ， 取

一

部分上清

液用作 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 的 Ｉ ｎ

ｐ
ｕ ｔ 。 将其他上清液与 ＲＦＰ 单克隆抗体或小 鼠 Ｉ

ｇＧ 作为阴性对

照在 ４
°

Ｃ 孵育过夜 。 将 Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ Ａ ｒｅ ｓ ｉｎ 添加到免疫沉淀的蛋 白 －ＤＮＡ 复合物中 ， 并在

４
°

Ｃ 下旋转孵育 ２ ｈ ？ 用低盐洗涤缓冲液 （ ０ ． １ ％ ＳＤＳ ， １ ． ０％ Ｔｒ ｉ ｔｏｎ Ｘ －

１ ００ ， ２ ｍＭ ＥＤＴＡ ，

２ ００ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ （

ｐ
Ｈ ８ ． ０ ） ， １ ５ ０ ｍＭ ＮａＣ ｌ ） 洗涤复合物

一

次 ， 高盐洗涤缓冲液 （ ０ ． １ ％

ＳＤ Ｓ ， １ ． ０ ％ Ｔｒ ｉ ｔｏｎ Ｘ －

１ ００ 、 ２ ｍＭ ＥＤＴＡ ，２０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ（

ｐ
Ｈ８ ． ０ ） ，５ ００ｍＭ ＮａＣ ｌ ）

洗涤
一

次 ， Ｌ ｉＣ 丨 洗涤缓冲液 （ １ ０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ （

ｐ
Ｈ ８ ． １ ） ， ０ ？ ２ ５ Ｍ Ｌ ｉＣ 丨 ， ｌ ｍＭ ＥＤＴＡ ，

１

０

／＾ ？ －４０ ， １ ％脱氧胆酸盐 ） 和 丁￡ 缓冲液 （ １ 〇 １１１ ＼１ 丁１＾－日 ＜： 丨 （
卩
＾１ ８ ． 丨 ） ， １ １１１＼１ ￡０丁八 ）

两次 。 然后用洗脱缓冲液 （ １ ％ ＳＤ Ｓ ， ０ ． １Ｍ Ｎ ａＨＣ０ ３ ） 洗涤复合物 。 ＤＮＡ －蛋 白在 ６ ５
°

Ｃ

过夜进行反向交联 ， 然后 ＲＮ ａｓｅ Ａ 和蛋 白酶 Ｋ 处理 。 通过苯酿／氯仿抽提纯化 ＤＮＡ ，

并使用 Ｃｈ ＩＰ Ｆ／Ｃｈ Ｉ Ｐ Ｒ（ 表 ２ ． １ ） 引 物 （ 靶向 ＥｃＲＥ ） 通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 进行分析 。

２ ．２ ． １ １ 虫体撖素诱导

将 ２０Ｅ 溶解在 ＤＭ ＳＯ 中 ， 以制备 １ ０ｍ ｇ
／ｍＬ 的储备溶液 。 用 ＰＢ Ｓ 以 ］ ： １ ００ 稀

释 ２０Ｅ 储备溶液作为 ２０Ｅ 工作溶液 。 选择第六龄 ６ｈ 幼虫并 以每个幼虫 ５ ００ｎｇ／５
ｐＬ

的剂量注射 ２０Ｅ 。 将等量的 ＤＭ ＳＯ 注射到 与对照相 同阶段的幼虫 中 。 注射 ２０Ｅ 或

ＤＭＳＯ 后 ， 幼虫分别在 丨 、 ３ 、 ６ 、 １ ２ 和 ２４ ｈ 提取总 ｍＲＮＡ 或蛋 白 质用于 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ

或蛋 白 质 印迹 。 用 Ｇ ｒａｐｈＰａｄ 软件分析 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 的数据 。 用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算蛋 白 质

印迹带 ， 并用 Ｇｒａｐ
ｈＰａｄ 软件分析获得的数据 。

２ ．２ ． １２ＨＥ染色

中肠和脂肪体组织洗涤干净 ， 于 ４％的多聚 甲醛黑暗下 ４
°

Ｃ 固定过夜 ； 然后进行

梯度脱水 ： ５ ０％乙醇 －

７０％乙醇 －

８０％乙醇 －

９ ５％乙醇 －

１ ００％乙醇 －

１ ００％乙醇 ， 各 ３ ０ ｍ ｉｎ
；

乙醇 ： 二 甲 苯 １ ： １ 混合液 ２ ｈ ， 二 甲 苯 １ ． ５ ｈ 两次进行透明处理 ； 组织在石蜡 ： 二 甲

苯 丨 ： １ 混合液中 ５ ２
°

Ｃ 浸泡 ４０ｍ ｉｎ ， ５２
°

Ｃ 石蜡 ３ ０ｍ ｉｎ 两次 ； 然后于 ４ ５ －６０
。

＜： 的烫

板上把组织放入融化好的石蜡 中进行组织包埋 。 使用切片机把蜡块切成 ７
Ｍ
ｍ 厚度

的切片然后进行脱蜡处理 ： 二 甲苯 ２０ｍ ｉ ｎ
－二 甲苯 ２０ｍ ｉｎ －无水乙醇 １ ０ｍ ｉｎ

－９ ５％乙醇

１ ０ｍ ｉｎ
－

８ ５％乙醇１ ０ｍ ｉｎ
－

７０％乙醇 １ ０ｍ ｉ ｎ
－

５ ０％ 乙醇 １ ０ｍ ｉ ｎ
－ＰＢ Ｓ１ ０ｍ ｉ ｎ 。 复水的组织

２ ３
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切片用苏木精 （ ｌ
ｇ 苏木精 ， １ ０ ｍＬ 乙醇 ， ２０

ｇ ＫＡ ｌ
（
ＳＯ４

）２和 ２００ ｍＬ Ｈ２０ ） 染色 １ ０

ｍ ｉｎ ； 将切片用流水洗涤 １ｍ ｉｎ ， 然后用 Ｓｃｏｔｔ 的液体染色 １ｍ ｉｎ
； 将切片用盐酸乙醇

分化液 （ ７０ ％ 的乙醇在 １ ％ 的盐酸中 ） 洗涤 ２０ｓ ， 并用 Ｓｃｏｔｔ 液体染色 １ｍ ｉｎ
； 将切

片与 ０ ． ５ ％水溶性伊红染料溶液孵育 ３ ０ｓ ， 然后用流水洗涤 ；
８０％的甘油封片 ， 短期

保存于 ４
°
Ｃ ， 使用 Ｏ ｌｙｍｐ

ｕｓＢＸ５ １ 突光显微镜 （ Ｏ ｌｙｍｐｕ ｓＯｐ
ｔ ｉｃａ ｌＣｏ ． ， 东京 ， 日本 ）

观察 图像 。

２ ．２ ． １３ 兔疫细胞荧光化学

将 ＨａＥｐ ｉ 细胞用 ５ ００
ｎＬＤＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次 ， ４％ 多聚 甲醛黑暗下固定 １ ０ｍ ｉｎ 。 固

定的细胞 〇？８ ３ 洗涤六次 ， 每次 ３ １１１ 丨 １１ ， ０ ．２ ％ １＾〇１１ ＼－

１ ００ 处理 １ ５ １１１ 丨 １１ 。 ０？８ ５ 洗涤

六次 ， 每次 ３ｍ ｉｎ ， 封闭液 （含有 ２ ％ ＢＳＡ 的 ＰＢ Ｓ ） 孵育 １ｈ 。 抗体和封闭液按 １ ：

１
，
０００ 稀释后 ， 在 ４

°

Ｃ 下孵育细胞过夜 。 ＤＰＢＳ 洗漆六次 ， 每次 ３ ｍ ｉｎ ， 山羊抗兔 ＩｇＧ

Ａ ｌｅｘａＦ ｌｕｏｒ４ ８ ８（ Ｉｎｔｒｏｖ ｉ

ｇｅｎ ，Ｃａｒｌ ｓｂａｄ ，ＣＡ ，Ｕ ＳＡ ） 和封闭液 以 １ ：１
，
０００的稀释 比

配置溶液在 ３ ７
°
Ｃ 下黑暗孵育细胞 １ｈ 。 ＤＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。 ２００ 此 Ａ ｌｅｘａ

Ｆ ｌｕｏｒ ５ ９４ 偶联的 ＷＧＡ 溶液 （ＷＧＡ ：ＰＢ Ｓ 为 １ ：２ ，０００ ） 室温黑暗中进行细胞质膜

染色 １ ０ｍ ｉｎ 。 ＤＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ ， １ｎｇ／ｍＬＤＡＰＩ 溶液室温黑暗中进行细

胞核染色 。 ＤＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。 ８０％的甘油封片 ， 短期保存于 ４
°
Ｃ ， 使用

０ １ｙｍｐｕｓ ＢＸ ５ １ 荧光显微镜 （ Ｏ ｌ

ｙｍｐｕ ｓ Ｏｐｔ ｉｃａｌ Ｃｏ ． ， 东京 ， 日本 ） 观察图像 。

２ ．２ ． １ ４ 办餅义 的合成

ＲＮＡ ｉ 被广泛应用于夜蛾科 １ ０ 个属 ２ ５ 个物种 中 （ Ｘｕ ｅｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ６ ） 。 ５
’

端带有 Ｔ７

启 动子序列的 引 物从 ｃＤＮＡ 中扩增靶基因片段 （表 ２ ． １ ） 。 以带有 Ｔ７ 启动子的靶基

因片段为模板 ， 合成 沿Ｕ 。 合成过程如下 ： 将 ｌ Ｕｇ 
ｃＤＮＡ 模板与 ２ ０ 此 ５ ｘ转录缓

冲液混合 ， 该缓冲液包含 ８０ＵＴ７ＲＮＡ 聚合酶 （ Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ ） ，２ ．４ 叫 １ ０ｍＭＡ／Ｕ／

Ｃ ／ＧＴＰ（ Ｆｅｒｍ ｅｎｔａｓ ） 和１ ２０ Ｕ ＲＮａｓ ｉｎ（ ＴａＫａＲａ ） 。 加入无ＲＮａｓｅ的水至５ 〇 ｎＬ ， ３ ７
°

Ｃ

孵育过夜后 ， 加入 １ ０
＾

ｉＬ ４０ Ｕ 无 ＲＮａｓｅ 的 ＤＮａｓｅ Ｉ ， １ ０
＾
ｌＬ ＤＮＡａｓｅ Ｉ Ｂｕｆｆｅｒ 和 ３ ０

＾
ｌＬ

无 ＲＮａ ｓｅ 的水 ， 并将溶液在 ３ ７
°

Ｃ 孵育 ６０ｍ ｉｎ 降解 ＤＮＡ 模板 ， 用苯酸／氯仿萃取

ＲＮＡ 并用 乙醇沉淀后 ， 用 ５ ０ 卟 无 ＲＮａ ｓｅ 水溶解 。 使用琼脂糖凝胶电泳检测

杰＿ 的纯度和完整性 。 用微量分光光度计对 沿＿ 进行浓度检测 。

２ ．２ ． １５ 喂食大肠杆菌 （ＨＴ １ １ ５／ＤＥ３ ） 对幼虫进行 ＲＮＡ硝

根据之前的文章方法进行饲喂 ＲＮＡ ｉ（ Ｄｏｎｇ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ２ ） 。 干扰 引 物 （ ＨａＤｏ
ｐ
ＥｃＲ－

ｓｗＲＮＡ ｉＦ／Ｈ ａＤｏｐ
ＥｃＲ－

ｓｗＲＮＡ ｉＲ ） （表 ２ ． １ ） 用于 目标片段的 ＰＣＲ 扩增 。 将 目 标片段

插入由 Ｍａｒｅｋ Ｊ ｉｎｄｒａ博士 （捷克共和 国生物学 中 心 Ａ ＳＣＲ ）提供的 ｐ
ＰＤ １ ２９Ｊ ６ （ Ｌ４４４０ ）

２４
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载体 中 。 将重组载体转化到 ＤＨ ５ａ 中 ， 并用氨苄青霉素 （ Ａｍｐ ，２ ５ ｍｇ／ｍＬ ） 筛选阳

性克隆 。 重组质粒被转化到 由 Ｍａｒｅｋ Ｊ ｉｎｄｒａ 博士 （捷克共和 国生物学中心 Ａ ＳＣＲ ） 提

供的ＨＴ １ １ ５中 。 用５ ０ ｐＬ Ａｍｐ（ ２ ５ ｍｇ／ｍＬ ） 和６ ．２５
叫Ｌ四环素 （ Ｔｅｔ ， ２ ５ ｍｇ

／ｍＬ ） 筛

选阳性克隆 ， 然后接种到 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 （酵母提取物 ０ ． ５ ｇ ， 胰蛋 白 ｌ
ｇ ，ＮａＣ ｌ

ｌ

ｇ ， ｄｄＨ２〇 １ ００ ｍＬ ，ｐ
Ｈ ７ ．４ ） ， 在 ３ ７

°

Ｃ 培养箱 中振荡过夜 。 过夜菌株 以 １ ： １ ００ 的体

积接种到 ｌ ＯＯ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 中 ， ３ ７
°

Ｃ 培养箱中摇动 ３ ｈ 左右 ， 在培养基中加入

异丙基 Ｐ
－Ｄ －

１
－硫代吡喃半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ ，０ ． ５ ｍＭ ） ，３ ７

°

Ｃ 培养箱 中摇动培养 ４ ｈ 。 提

取细菌 ＲＮＡ ， 并通过 ２％琼脂糖凝胶 电泳检测 办＿ 的表达 。 将剩余的细菌悬浮在

４００ ｐＬ ＰＢ Ｓ 中 。 选择两组棉铃虫 ， 每组 ３ ０ 只 。 棉铃虫食物切成 ｌ ｃｍ ｘ
ｌ ｃｍ ｘ 〇 ．２ ｃｍ ，

将具有 也 的新鲜 ＨＴ １ １ ５ 涂抹到饲料表面 。 每天为幼虫喂食新鲜的 ＨＴ １ １ ５ 直

到幼虫停止取食 。 对照组喂饲等量 沿ＧＦＰ ＨＴ ｌ  １ ５ 的饲料 。 从第 ６ 龄 ７２ ｈ 的表皮 ， 中

肠 ， 头部和脂肪体中提取总 ＲＮＡ 和蛋 白 。 通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 或蛋 白质 印迹检测干扰效

率 。

２ ．２ ． １ ６ 虫体 ＲＮＡ 干扰

用 ＰＢＳ 将 也尼以 稀释至 ｌ ＯＯ ｎｇ／此 。 取 ６ 龄 ６ ｈ 幼虫置于冰上 １ ５ ｍ ｉ ｎ ， 将 ５ ００ ｎｇ

用 无菌微注射器从第 ３ 节腹足 由后 向前注入幼虫血腔中 。 每间 隔 ２４ｈ

注射
一

次 。 在第三次注射中 ， 将 ５ ００ｎｇ ２０Ｅ 和 ５ ００ｎｇ ＜＊＿
—

起注射到幼虫体 内 。

自 第
一

次 治＿ 注射后 ， 定期观察 昆虫的形态和行为 。

２ ．２ ． １ ７ 细胞系 ＲＮＡ 干扰

当 ＨａＥｐ ｉ 细胞密度达到 ７０％ 至 ８０％ 时 ， 在 昆虫细胞培养基中分别用 ２－４
 ｊ
ｉｇ 治■

和 ５
－

８ 缽 Ｑｕ ｉ ｃ ｋＳｈｕｔｔｅ ｌｅ
－

ｅｎｈａｎｃｅｄ 转染试剂进行细胞转染 。 然后将细胞在 ２ ７
。

（： 下培

养 ４ ８ ｈ 。 ２ ｎＭ ２０Ｅ 孵育细胞 １ ２ ｈ ， 等体积的 ＤＭ ＳＯ 作为对照 。

２ ．２ ． １ ８ 幼虫摄食 ， 体重和体长的测定

一

龄幼虫 １
－Ｆ 到蛹的第二天 Ｐ２ 期间每天定时测量幼虫平均进食量 ， 体重和体长 ，

每个处理包含 ３ ０ 只幼虫并进行 ３ 次重复 。 实际进食量通过每天称量饲料重量的差异

来估算 。使用相 同 的方法分析 ２０Ｅ 和 ｆｌｕ
ｐ
ｅｎ ｔ ｉｘｏ 丨 处理后幼虫的食物消耗和体重增加 。

２ ．２ ． １９ 检测 ２０Ｅ 和多巴胺滴度

收集三个 以上处于不同发育阶段的幼虫 ， 蛹和成虫并进行称重 ， 冷冻干燥 １ ６ ｈ 。

４
°

Ｃ 下 ８ ０ ％ 的 甲醇充分研磨幼虫 ， 踊或成虫 ， ｌ ｍＬ 甲醇提取 ｌ ｇ 组织中 的 ２０Ｅ ？ ４
°

Ｃ

１ ０
，
０００ ｘ ｇ 离心 １ ０ｍ ｉｎ ， 收集上清液并冷冻干燥 。 沉淀溶解在 １ｍＬＥ ＩＡ 缓冲液中并

稀释 １
，

０００ 倍 。 根据说明书和操作手册 ， 使用 ２０Ｅ 酶联免疫分析 （ ２０Ｅ－Ｅ ＩＡ ） 试剂盒

２ ５
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

（ Ｂ ｅｒｔ ｉｎ Ｐｈａｒｍａ ， 法 国 ） 取 ５ ０
（

ｉＬ 样品用 于检测 ２０Ｅ 含量 。

取幼虫 ， 蛹或成虫的血淋巴立即分别转移到装有 ０ ． １ｍＭ 苯硫脲 （ ＰＴＵ ） 的 １ ． ５

ｍＬ ＥＰ 管中 。 ４
°

Ｃ ２０
，
０００

ｇ 离心 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ 。 根据说明书和操作手册 ， 使用 昆虫血淋巴多

巴胺 ＥＬＩ ＳＡ 试剂盒 （ＭＬＢ ＩＯＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ ， 上海 ， 中 国 ） 检测上清液中 ＤＡ 的浓

度 。

２ ．２ ．２０Ｔｕｎｅ ｌ
分析

根据试剂盒说明 书 ， 使用 ＴＵＮＥＬ Ｂｒｉ
ｇ
ｈｔＲｅｄ 细胞凋亡检测试剂盒 （ Ｖａｚｙｍｅ

Ｂ ｉｏｔｅｃｈＣｏ ？ ， 中 国南京 ） 进行 Ｔｕｎｅ ｌ 分析 。 使用 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５ １ 焚光显微镜 （ Ｏ ｌｙｍｐｕｓ

Ｏｐｔ ｉｃａ ｌ Ｃ ｏ ． ， 东京 ， 日 本 ） 观察图像 。 用 ＩｍａｇｅＪ 计数红色焚光强度 （ Ｔｕｎｎｅ 丨 信号 ） ，

并通过 Ｇｒａｐ
ｈＰａｄ 软件分析获取的数据 。

２ ．２ ．２ １ 细胞内钙离子浓度的检测

细胞密度达到 ７０ － ８ ０ ％ 后 ， ２
ｊ

ｉｇ 或质粒进行细胞转染 ， 并在 ２７
°

Ｃ 下培养

２４ ｈ 。 用新鲜的培养基 （包含 Ｃａ
２＋

指示剂 ＡＭ 酯钙深红色染料 ， 终浓度 ３ ｈＭ ）２７
°

Ｃ

培养箱中孵育细胞３ ０ ｍ ｉｎ 。 然后用ｌ
ｘＤＰＢ Ｓ （ ２ ． ７ ｍＭ ＫＣ ｌ ，１ ． ５ ｍＭ ＫＨ２Ｐ〇 ４ ， １ ３ ８ ｍＭ

ＮａＣ ｌ ， ８ ｍＭ Ｎａ２ＨＰ〇 ４ ） 洗涤细胞 ３ 次 ， 并在含有 １
ｐＭ ２０Ｅ 的 ＤＰＢ Ｓ 中处理 ２ ｍ ｉ ｎ ，

以检测细胞 内钙的释放 。 接下来 ， 加入含 ＣａＣ ｌ２（终浓度为 Ｉ ｍＭ ） 和 ２０Ｅ（ 终浓度

为 ｌ
ｆ
ｉＭ ） 的 ＤＰＢＳ 以诱导细胞外钙 内流 ， 处理 ４ｍ ｉｎ 。 使用激光扫描共聚焦显微镜

Ｃａｒ ｌＺｅ ｉ ｓ ｓＬＳＭ７００ ， 每 ６ 秒检测
一

次 ５ ５ ５ｎｍ 处的焚光 。 最后 ， 通过 ＩｍａｇｅＰｒｏ
－Ｐ ｌｕ ｓ

软件分析每张照片的荧光强度 ， 并进行统计分析 。

２ ．２ ．２２ 细胞内 ｃＡＭＰ 测定

ＨａＥｐ ｉ 细胞在 ６孔板中培养至 ８ ０ ％密度 。按照方法 ２ ．２ ．２０ 进行 ＲＮＡ ｉ 。用 Ｄｏｐ
ＥｃＲ－

ＧＦＰ ， ＤｏｐＥｃＲ－Ｍ－ＧＦＰ ，ＧＰＣＲ２ －ＧＦＰ和ＧＰＣＲ２－Ｍ－ＧＦＰ转染ＨａＥｐ ｉ细胞３ ６ｈ 。 ０ ． ５

１？＼１ ３ －异丁基 －

１
－ 甲基黄嘌呤 （ ５ 丨

§１１１３ ， ５０＾〇 １＾ ， １＾０ １１ ８八 ） 的 ０？８ ８ 孵育细胞 ３ 〇 １＾ １１ 。

２
ｎＭ ２０Ｅ 处理细胞 ０ 、 ５ 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ３ ０ 、 ６０ 和 １ ２０ｍ ｉｎ

；ＤＭＳＯ 处理的细胞作对照 。

除去培养基 ， ０ ． １Ｍ ＨＣ １ 处理 ， 根据试剂盒说明书使用 ｃＡＭＰ ＥＬＩ ＳＡ 试剂盒 （ Ｂ ｉｏｄｒａｇｏｎ ，

北京 ， 中 国 ） 检测细胞中 ｃＡＭＰ 的浓度 。

２ ．２ ．２３ 检测细胞增殖和凋亡

用 ５ ＾Ｍ ２０Ｅ 或 １ ０ ｐＭ 多 巴胺 （ ＤＡ ） 处理 ＨａＥ
ｐ

ｉ 细胞 ７２ ｈ 。 使用 ５
－乙炔基 ２

＇

－脱

氧尿苷 （ ＥｄＵ ） 试剂盒检测细胞增殖 。 使用 ＮｕｃＶ ｉｅｗ ４ ８ ８ ｃａｓｐａｓｅ
－

３ 检测试剂盒检测

ＨａＥｐ ｉ 细胞中 ｃａｓｐａ ｓｅ
－

３ 的活性 。 用 ＤＡＰ Ｉ（ １ ０
ｊ
ｉｇ／ｍＬ ） 在室温黑暗中孵育细胞 １ ０ ｍ ｉｎ

进行细胞核染色 ， 然后用 ＬａｓｅｒＳｃａｎ 激光共聚焦显微镜 ＣａｒｌＺｅ ｉ ｓ ｓ７００（ ＬＳＭ７０ ０ ）

２６
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

观察 。

２ ．２ ．２４ＧＰＣＲ 结构建模和配体对接

使用Ｉ
－ＴＡ Ｓ ＳＥＲ 在线服务器 （ ｈ ｔｔ

ｐ
ｓ ： ／／ｚｈａｎｇ ｌａｂ ． ｃｃｍｂ ．ｍ ｅｄ ．ｕｍ ｉｃｈ ． ｅｄｕ／Ｉ

－ＴＡＳＳＥＲ／ ） 预

测 ＧＰＣＲ 结合类固醇的分子模型 。 使用 ＳＹＢＹＬ Ｘ２ ． ０ 软件 （ Ｔｒ ｉ

ｐｏ ｓ ） 中 的 Ｓｕ ｒｆｌｅｘ－Ｄｏｃｋ

（ ＳＦＸＣ ） 功能将配体 ２０Ｅ 对接至 ＧＰＣＲ 的活性位点 。 结构 图片通过 ＰｙＭＯＬ 软件出

示 （ Ｓ ｅｅ ｌ ｉｇｅｒａｎｄｄｅＧ ｒｏｏｔ２０  丨 ０ ） 。

２ ．２ ．２５ＧＰＣＲ 的位点突变

在 丨
－ＴＡＳＳＥＲ在线服务器ｈｔｔｐ

： ／／ｚｈａｎｇ
ｌａｂ ．ｃｃｍｂ ．ｍ ｅｄ ． ｕｍ ｉｃｈ ． ｅｄｕ／ｌ

－ＴＡ Ｓ ＳＥＲ／上在线

预测Ｇ ＰＣＲ结合位点 （ 表２ ． ２ ） 。 ＧＦＰ ，ＧＰＣＲ（ Ｅ ｒＧＰＣＲ－

１ ，Ｅ ｒＧＰＣＲ－２和ＤｏｐＥｃＲ ）

及其突变体 ［
ＥｒＧＰＣＲ－

２
－Ｍ ：Ｓ １ １ ３Ａ ， Ｃ １ ３ ８Ａ ，Ｇ １ ４２Ａ

；Ｄｏｐ
ＥｃＲ－Ｍ ：Ｙ ６ ８Ａ ，Ｙ １ ０ ９Ａ ，

Ｔ １ １ ３Ａ ，Ｗ １ ６０Ａ 用 点突变 引 物通过桥式 ＰＣＲ 方法进行扩增 。 通过 ＤＮＡ 序列检验突

变位点 。

２ ．２ ．２６２０系基蜕皮酮酶联免疫测定

２ ０－羟基蜕皮酮酶联免疫分析 （ ２ ０Ｅ－Ｅ 丨Ａ ） 是基于未标记的 ２ ０Ｅ（游离 ２０Ｅ ） 和乙

酰胆碱酯酶 （ ＡＣ ｈＥ ） 标记的 ２０Ｅ（ Ｔｒａｃｅｒ ） 对有限的特异性 ２０Ｅ 抗体竞争的原理进

行 ２０Ｅ 检测 。 兔抗 ２０Ｅ 抗血清与 鼠抗兔抗体包被的平板结合 。 然后使用试剂盒附带

的洗涤缓冲液 （ ８００ｍＬＵ ｌ ｔｒａＰｕ ｒｅ 水稀释 ２ｍ Ｌ 浓缩的洗涤缓冲液 ＃ Ａ １ ７０００
； 添加

４０〇 ｎＬ Ｔｗｅｅｎ２ ０ ＃ Ａ １ ２ ０００ ） 洗涤板 ， 以除去所有未结合的试剂 。 将 ＡＣｈＥ 标记的 ２０Ｅ

和样 品 中 的 ２０Ｅ 加入孔中 ， 并将板在 ４
°
Ｃ 下孵育过夜 。 用洗涤缓冲液洗涤 ３ 次后 ，

将 Ｅ ｌ ｌｍ ａｎ 试剂 （ ＡＣｈＥ 和色原的酶促底物 ） 添加到孔 中 ， 室温孵育 １ ． ５ ｈ 。 ＡＣ ｈＥ 标

记的 ２０Ｅ 作用在 Ｅ ｌ ｌｍａｎ 试剂 中 的底物上 ， 形成黄色化合物 ， 可强烈吸收 ４ １ ４ ｎｍ 的

光 。 通过分光光度法 （ Ｉ ｎｆｉｎ ｉ ｔｅ Ｍ２０ ０ＰＲＯ Ｎ ａｎｏＱ ｕａｎ ｔ ， Ｔｅｃａｎ ， Ｇ ｒ６ｄ ｉｇ ， 奥地利 ） 在４ １ ４

ｎｍ 处检测颜色的强度 ， 光密度与结合到孔的示踪剂 的量成正 比 ， 与样品 中 ２０Ｅ 的量

成反比 。 使用相 同方法生成的 ２０Ｅ 标准 曲线和 ＧＰＣＲ 结合的 ２ ０Ｅ 的量 。

２ ．２ ．２７ＨａＥｐ ｉ 细胞膜结合 ２０Ｅ 清度的检测

Ｄｏｐ
ＥｃＲ －ＧＦＰ ，ＥｒＧＰＣＲ－

１
－ＧＦＰ ，ＥｒＧＰＣＲ－２ －ＧＦＰ及其突变体ＥｒＧＰＣＲ －２－Ｍ－ＧＦＰ

和 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ －Ｍ－ＧＦＰ 分别在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中过表达 。 细胞用 ＤＰＢ Ｓ 洗涤两次后 ， 用含有

１ｐＭ２ ０Ｅ 的 昆虫细胞培养基 中于 ２７
°
Ｃ 孵育 ５ｍ ｉｎ 。 ４

°

Ｃｌ
，
７０〇 ｘ

ｇ 离心 ５ｍ ｉｎ 收集细

胞 ， 并用 ５ ００
 ｆ

ｉＬＥ ＩＡ 缓冲液将沉淀重悬并超声处理 ５ｍ ｉｎ 。 ４
°

Ｃ４８
，
００ ０ ｘ ｇ 下离心 １ｈ

后 ， 将沉淀的细胞膜碎片重悬于 １ ００
Ｈ
Ｌ Ｅ ＩＡ 缓冲液中 。 取 ５ ０

ｎｇ 膜蛋 白溶解于 ５ ０
 ｜

ｉＬ

Ｅ ＩＡ 缓冲液中 ， 使用 ２０Ｅ 酶免疫分析试剂盒 （ ２０Ｅ－Ｅ ＩＡ 试剂盒 ） 检测与细胞膜结合

２ ７
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

的２０Ｅ 。

２ ．２ ．２８ＧＰＣＲ 的分离与结合 ２０Ｅ 的检测

使用 ｐ
ＩＥｘ－４－ＧＦＰ－Ｈ ｉｓ 质粒 ， 在 Ｓｆｆ 细胞中过表达 ＧＰＣＲ 。 细胞跨膜蛋 白提取试

剂盒 （ Ｂ ｅ ｓｔＢ ｉｏ ， 上海 ） 提取总 的质膜蛋 白 。 用 ｃｈａｒｇｅ ｂｕｆｆｅｒ（ ５０ ｍＭＮ ｉＳ〇４ ） 洗 １ ００

ｐＬＮ ｉ

２＋

柱料３次 ， 然后用结合缓冲液 （ ０ ． ５ ＭＮａＣ ｌ ， ２０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ ，ｐＨ ７ ．９ ，５ ｍＭ

咪唑 ） 洗 ３ 次 。 过表达的 ＧＰＣＲ 蛋 白结合在洗过的 Ｎ ｉ

２＋

柱上 。 １ ００
ｆ
ｉＬ Ｎ ｉ

２＋

柱料和含

有质膜蛋 白 的结合缓冲液在旋转混合器上 ２６
°
Ｃ 下旋转孵育 ４０ ｍ ｉｎ 。 然后 ， 用结合缓

冲液洗涤 Ｎ ｉ

２＋

柱料 ３ 次 ， 洗涤缓冲液 （ ｌ Ｍ ＮａＣ ｌ ，２０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ ，ｐＨ ７ ． ９ ） 洗涤 ３

次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。 ４
°

Ｃ 下 ５０〇 ｘ
ｇ 离心 １ｍ ｉｎ ， 结合 ＧＰＣＲ 的 Ｎ ｉ

２＋

柱料与 １
 （

ＸＭ ２０Ｅ 在 １

ｍＬ 结合缓冲液中孵育 ５ｍ ｉｎ ， 洗涤缓冲液洗涤 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。 ５ ０
ｎＬ 洗脱缓冲液

（ ０ ． ５ Ｍ ＮａＣ ｌ ，２０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ（ ｐＨ ７ ．９ ）７ ５ ｍＭ咪唑 ） 洗脱ＧＰＣＲ和结合的２０Ｅ ，

然后用 ＰＢ Ｓ 通过 Ａｍ ｉｃｏｎ Ｕ ｌｔｒａ－

１ ５ 浓缩透析 ， 以降低咪唑的浓度 ， 用于后续实验 。 使

用 Ｂ ｒａｄｆｏｒｄ 方法检测分离 ＧＰＣＲ 的浓度 。 取 ５ 阳 纯化蛋 白溶解于 ５０
ｐＬ ＥＩＡ ｂｕｆｆｅｒ ，

使用 ２０Ｅ－Ｅ ＩＡ 试剂盒进行检测 。

２ ．２ ．２９ＧＰＣＲ结合 ２０Ｅ 的饱和 曲线

ＧＰＣＲ 和 ＧＦＰ 在 Ｓ ｆ９ 细胞 中过表达 ， 并进行蛋 白 分离纯化 。 ２０Ｅ－Ｅ ＩＡ 用于结合

２０Ｅ 饱和 曲线分析 。 结合在 Ｎ ｉ

２＋

柱料上的 ＧＰＣＲ 与含有 １ 至 ６０ ｎＭ ２０Ｅ 在 ２ ５ ０队 结

合缓冲液 （ ２ ０ ｍＭ ＨＥＰＥＳ ，１ ００ ｍＭＮａＣ ｌ ， ６ ｍＭ ＭｇＣ ｌ ２ ，ｌ ｍＭ ＥＤＴＡ和Ｉ ｍＭ ＥＧＴＡ ）

中 ２６
°

Ｃ 孵育 ４０ｍ ｉｎ 。 洗涤缓冲液洗涤 ＧＰＣＲ 和 ２０Ｅ 结合的柱料 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ ，

最后在５０ ｐ
Ｌ洗脱缓冲液 （ ０ ． ５ Ｍ ＮａＣ ｌ ，２０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ

－ＨＣ ｌ（ ｐＨ ７ ． ９ ） ， ７ ５ ｍＭ咪唑 ）

中洗脱 。 Ａｍ ｉｃｏｎＵ ｌｔｒａ
－

１ ５ 对洗脱的蛋 白 质进行渗滤 ３ 次 。 通过 ＢＣＡ 法检测蛋 白 质

浓度 。 将 １ ０ 吨 ＧＰＣＲ 及其结合的 ２０Ｅ 加入 ＥＩＡ 缓冲液至 ５ ０
ｊ
ｉＬ ， 并使用 ２０Ｅ－ＥＩＡ 试

剂盒进行检测 。 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒ ｉ ｓｍ ７ 分析得到解离常数 （ Ｋｄ ） 。

２ ．２ ．３０ＤｏｐＥｃＲ 结合 ＤＡ 的饱和曲线及 ２０Ｅ 竞争结合曲线

ＥＬ Ｉ ＳＡ 板 （ＭＬＢ ＩＯＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ ， 上海 ， 中 国 ） 中每个小孔与 １ ０
 ｊ

ｉｇ 分离纯化

的Ｄｏｐ
ＥｃＲ－ＧＦＰ在

２００
卟 包被缓冲液 （ ０ ．０ １ ５ＭＮａ２Ｃ０ ３ ，０ ．０３ ５Ｍ ＮａＨＣ０ ３ ，

ｐ
Ｈ ９ ． ６ ）

中 ４
°

Ｃ 孵育过夜 。 酶标板用洗涤缓冲液 （ ０ ． １ ５ＭＰＢ Ｓ ，ｐＨ７ ． ４ ） 洗涤 ３ 次 ， 然后在

３ ７
°

＜： 下与 ２００ ＃ １ ％ ８ ５八 孵育 １ １１ 。 洗涤缓冲液洗涤 ３ 次 ， 在 ２００ ＾１＾８ ８ 中添加不

同浓度的 ＤＡ ， 测定 ＤＡ 的饱和 曲线 。 其余实验根据 昆虫血淋巴多 巴 ＥＬ Ｉ ＳＡ 试剂盒

的说明进行 。 将结合 Ｄｏｐ
ＥｃＲ－ＧＦＰ 的 ＥＬＩ ＳＡ 平板与 ２０

ｐｍｏ ｌＤＡ 孵育 ， 然后将递增

浓度的 ２０Ｅ 或 ＤＡ 与平板孵育 ， 以研宄 ２０Ｅ 对 ＤＡ 的竞争 。

２ ８
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

表 ２ ． １ ． ＰＣＲ 引物



Ｔａｂ ｌｅ ２ ． １ＴｈｅＰＣＲ
ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕ ｓｅｄ ｉｎｔｈ ｉｓｅｘｐｅ ｒ ｉｍｅｎ ｔ



Ｐｒ ｉｍｅｒ ｎａｍｅ （
５

＇

—

＞ ３
＇

） 
ｎｕｃ ｌｅｏｔ ｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＲＮＡ ｉ
ｐｒ ｉｍｅｒｓ

Ｄ ｏｐＥｃＲ －ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｇｔｇｇｔｇｃｃｇｃｔｇｔｃｃｇｔａｔ

Ｄｏｐ
ＥｃＲ－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｔｔｃｃｇｔｇｔｃｇａａａｔｔａｇｃｔｔｃ

Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ－

ｓｗＲＮＡ ｉＦ ｔａｃ ｔｃａａｇａｔｃ ｔｇｇｔｇｇｔｇｃｃｇｃｔｇｔｃｃｇｔａｔ

Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ－

ｓｗＲＮＡ ｉＲ ｔａｃｔｃａｇｇｔａｃｃｔｔｃ ｃｇｔｇｔｃｇａａａｔｔａｇｃ ｔｔｃ

ＧＦＰ－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｔｇｇｔｃｃｃａａ ｔｔｃｔｃｇｔｇｇａａｃ

ＧＦＰ－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃ ａｃｔａｔａｇｇｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃｔｔｇａｔｇｃｃ

ＧＦＰ －

ｓｗＲＮＡ ｉ Ｆ ｔａｃ ｔｃａｇｃｇｇｃｃｇ
ｃ ｔｇｇ ｔｃｃｃａａｔｔｃ ｔｃｇ ｔｇｇａａｃ

ＧＦＰ－

ｓｗＲＮＡ ｉＲ ｔａｃｔｃａｃ ｔｃｇａｇｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃ ｔｔｇａｔｇｃｃ

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ

ｐｒ ｉｍｅ ｒｓ

Ｄｏｐ
ＥｃＲ －

ＱＦ ａｃｔａｃｇｔａｔｇｃ ｔｔａｃａｃｇｇｃｃａ

Ｄｏｐ
ＥｃＲ －

ＱＲ ｔｇａｇｃｃａｇａａｃｇｔｇ
ｃａｇａｃｃａｔ

ＨＨＲ３ －

ＱＲＴＲ １ ｇａｃｔｔｔｇｃｔｇａｔｇｔｃａｃｃ ｃ ｔｃｃｇｃ

ＨＨＲ３ －

ＱＲＴＦ １ ｔｃａａｇｃａｃｃ ｔｃａａｃａｇｃａｇｃ ｃ ｃｔａ

ＥｃＲＢ ｌ
－

ＱＲＴＦ ｌ ａａｔｔｇｃｃｃｇｔｃａｇｔａｃｇａ

ＥｃＲＥ ｌ
－

ＱＲＴＲ ｌ ｔｇａｇｃ ｔｔｃ ｔｃａｔｔｇａｇｇａ

ＵＳＰ １
－

ＱＲＴＦ １ ｇｇｔｃ ｃ ｔｇａｃａｇｃａａｔｇｔｔ

ＵＳＰ １

－

ＱＲＴＲ １ ｔｔｃｃａｇｃｔｃｃａｇｃｔｇａｃ ｔｇａａｇ

Ｂ ｒＺ７Ｆ ｇｇｔｇａｃ ｔｇｔｃｃｔｔａｃｔｇｃｇｇｃ

Ｂ ｒＺ７Ｒ ｔｔａａｔｔｃｃ ｔｔｔｇａｃｃａｔｇａｃ ｔ

ＲｐＬ２ ７Ｆ ａｃａｇｇｔａｔｃｃｃｃｇｃａａａｇｔｇｃ

ＲｐＬ２ ７Ｒ ｇｔｃｃｔｔｇｇｃｇｃ ｔｇａ
ａｃｔｔｃｔｃ

ｐ
－

ａｃｔ ｉｎＦ ｃｃ ｔｇｇｔａ ｔｔｃ ｔｇａｃ ｃｇ ｔａｔｇｃ

（

Ｊ
－

ａｃｔ ｉｎＲ ｃｔｇｔｔｇｇａａｇｇｔｇｇａｇａｇｇｇａａ

ＣＨ ＩＰ Ｆ ａｔａｔｔｃｇａａｔｃｇｔｔｇｇｃｇ

ＣＨ ＩＰＲ ｃａ
ｇ

ｔｇ ｔａａ ｔｔａａｇａｇａｃａ

Ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ

ＨａＤｏｐＥＣＲ
－

ｅｘｐ
Ｆ ｔａｃ ｔｃａｇａａｔｔａｃａｔｃ ａｔｔｇｃｃ ｔｃｇｔｔｔｃ ｔｃａ

ＨａＤｏｐＥＣＲ
－ｅｘｐＲ ｔａｃ ｔｃａｃ ｔｃｇａｇｃ ｔｃｇｇｇ ｔｔｇｇａｃ ａｇｇｔｔｃ ｔ

Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ

ＯＶＥ ｒＧＰＣＲ２ －Ｆ ＊ ｔａｃ ｔｃａｇａｇｃｔｃ ａ ｔｇａｔｔａｃａｔｔｃａ ｔａａｃａｇ ｔｇ

ＯＶＥｒＧＰＣＲ２ －Ｒ ｔａｃ ｔｃａｃ ｔｇｃａｇａｇｇｃ ｔｇ ｔｔｔｇａｔｇｔｔｇａｇｃｇａｃ

ＯＶＥｒＧ ＰＣＲ ｌ

－Ｆ ｔａｃ ｔｃａｃ ｔｇｃａｇａｔｇａｔｔａｃａｔｔｃａｔａａｃａ

ＯＶＥ ｒＧ ＰＣＲ ｌ

－Ｒ ｔａｃ ｔｃａｇｇｔａｃｃａａａｔｔｃｇ
ｃｃａｔｔａｇｔｃｇｔ

ＯＶＤｏｐＥｃＲ
－Ｆ ｔａｃ ｔｃａｇａｇｃｔｃａｔｇｃｃ ｔｇｃｃａａｇａｔｇａｔｇａｇｃ

ＯＶＤｏｐＥｃＲ－Ｒ ｔａｃ ｔｃａａｇａｔｃ ｔｇｇｔｃｇｔｃｇｔｔｇｔｃ ｃａｇｇｃｃｇａｔ

ＯＶＧａｑ
－Ｆ ｔａｃ ｔｃａｇａｇｃｔｃａｔｇｇａｇｔｇｃ ｔｇｃａｔｇｔｃｇｇ

ＯＶＧａｑ
－Ｒ ｔａｃ ｔｃａｃ ｔｇｃａｇｔｇ

ｃ ｔａｇａｔｔａａａｔｔｃｃｔｔｇａ

ＯＶＧａｓ
－Ｆ ｔａｃｔｃａｇａｇｃｔｃａｔｇｇｇａｔｇｃｔｔｃｇｇｃｔｃｇ

ＯＶＧ ａｓ
－Ｒ


ｔａｃｔｃａａｇａｔｃｔｇｇａｇｃａｇｃ ｔｃｇｔａｃｔｇｃ ｃｇ


＊
ＥＫ３ＰＣＲ－

１ 的信号肽序列添加到 ＥｒＧＰＣＲ－２ 的 ７ＴＭ（ 氨基酸 ３ ５ ９
－

７５ ７ ） 的前面 ， 以实现

ＥｒＧＰＣＲ －２ 的 ７ＴＭ 定位在细胞膜上 。

＊
Ｔｈｅｓ ｉ

ｇ
ｎａ ｌ

ｐｅｐｔ ｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ ＥｒＧＰＣＲ－

ｌ ｉ ｓａｄｄｅｄ ｉｎｆｒｏｎｔｏｆ ７ＴＭ
 （
ａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄｓ３ ５９

－

７ ５ ７
）
ｏｆ

ＥｒＧＰＣＲ －２ｔｏａｃｈ ｉｅｖｅ ｔｈｅ ｌｏｃａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎｏｆ Ｅ ｒＧＰＣＲ－２７ＴＭｏｎｔｈｅｃｅ ｌ ｌｍｅｍｂｒａｎｅ ．

２ ．２ ．３ １ 统计分析

使用 ＳＰＳ Ｓ ２３ ． ０（ ＳＰＳ Ｓ Ｉｎｃ ． ， 美国伊利诺伊州芝加哥 ） 进行数据分析 。 所有数据

均来 自 至少三个生物学独立的实验 。 通过 ｆ 检验分析 了两组间 的数据 。 单因素方差

分析 （ ＡＮＯＶＡ ） 用于分析三组或更 多组之间的差异 ， 邓肯 氏 多重 比较检验 ｐ 

＝

０ ． ０ ５ 。

２ ９
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

＊

／
？
＜０ ． ０ ５ 表不显著性差异 ，

＊ ＊

ｐ
＜０ ． ０ １ 表不极显著 。

３ 实验结果

３ ． １ 在 ２ ０Ｅ 调节下 ， Ｄ ｏｐＥ ｃＲ 在大脑中髙表达

为 了研究 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 在棉铃虫 中 的功能 ， 检测 了Ｄｏ

ｐ
Ｅ ｃＲ 在各个组织中 的发育表

达模式 。 在大脑 中检测到高水平的 Ｄｏｐ
ＥｃＲ ， Ｄｏ

ｐ
Ｅｃ Ｒ 的表达量从第六龄 （ ４ ８ｈ 到 １ ２ ０

ｈ ） 的蜕皮变态阶段升高 。 此外 ， 在表皮 ， 中肠和脂肪体 中 也检测到 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ ， 并在

蜕皮变态过程中 高表达 （ 图 ２ ． １ Ａ－Ｃ ） ， 这表 明 Ｄｏ
ｐ
Ｅｃ Ｒ 在棉铃虫大脑和其他组织 中

均起作用 。

Ａ Ｅ
ｐ

ｉｄｅ ｒｍ ｉｓ ｋＤ ａＢ Ｃ

ＤｏｐＥｃ Ｒ一
＞ 
—

ｊ ｇ ｋＤ ａ ｋＤ ａ

－

１ ７０ Ｅ ｐ ｉ ｄ ｅ ｒｍｉ ｓ

ｐ
－ ａ ｃ ｔ ｉ ｎ ４ ２

＿

１知
 ｊ郊：ＭＷ

＿ｇ
ｕ ｔ

Ｍ ｉ ｄ
ｇ
ｕ ｔ－Ｔ 

ｌ

Ｚ
Ｄ〇

ＰＥｃＲ ３ ８－

５ ５５Ｓ
＿

 ｜｜

２ ／ Ｉ

￣

Ｉ

Ｐ
－

ａ ｃ ｔｉｎ－ｗ  ４ ２

盟：

＿


４０

４ 〇
＂＂

？８ ｋＤ ａ

Ｒ

Ｊ｜ ／ ｛

Ｂ ｒａ ｉ ｎ ３ ５
＿

 Ｉ

Ｄｏ
ｐＥ ｃ Ｒ ３ ８ ２Ｓ

＂

＾４＝^

Ｐ
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图 ２ ． １ ？ 通过蛋 白质印迹分析 ＤｏｐＥ ｃＲ 的表达模式 ，
２ ０Ｅ 上调 了Ｄ ｏ

ｐ
Ｅ ｃＲ 的表达 。 （ Ａ ）Ｄｏｐ

Ｅ ｃＲ

抗体检测 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 的表达谱 。

Ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ 蛋 白作对照 。 （ Ｂ ）Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ 印迹检测 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 抗体和 Ｐ

－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 抗体的特异性 。 ６ ｔｈ
－７２ ｈ 幼虫的表皮蛋 白为模板 。 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 中 的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶浓

度为 １ ２ ． ５ ％ 。 （Ｃ ） 通过 Ｉｍａｇｄ 量化分析 Ａ 中 的数据 。 误差线表示重复三次的平均值士标准

偏差 （ ＳＤ ） 。 （ Ｄ ）
ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 分析 ２０Ｅ 以时间和剂量方式调节幼虫头部 Ｄｏｐ及Ｗ ｍＲＮＡ 水平 。

等体积的稀释 ＤＭ ＳＯ 为对照 。 通过 ２
＃ＣＴ 计算相对 ｍＲＮＡ 水平 。 （ Ｅ ） 和 （ Ｆ ）Ｄ 处理的蛋

白 印迹分析 ， ２０Ｅ 上调幼虫头部 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 的表达 。 ＳＤＳ

－ ＰＡＧ Ｅ 凝胶浓度为 １ ２ ． ５ ％ 。
Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 蛋

白作对照 。 通过 ｒ 检验和 Ｉｍａ
ｇ
ｅ Ｊ 进行统计分析 。 误差线显示 出三次重复的平均值士 ＳＤ 。 ｒ 检

验显示 出 显著差异 （
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（Ｖ 

＜０ ． ０５
；

＊ ＊

ｐ
＜

０ ．０ １
）

．

为 了检査 ２０Ｅ 诱导对 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 表达的调节 ， 向六龄 ６ｈ 的幼虫血腔 中注射 ２０Ｅ ？

通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 分析表明 ， ２０Ｅ 诱导是 以时 间和浓度依赖的方式上调 了头部 ＤｏｐＥｃＲ

的 ｍＲＮＡ 水平 （ 图 ２ ． １Ｄ ） 。 Ｗｅ ｓｔｅｒｎ 印迹分析也得到 了 相似的结果 （ 图 ２ ． １ Ｅ 和 Ｆ ） 。

这些结果表 明 ２ ０Ｅ 上调 ＤｏｐＥｃＲ 的表达 。

３ ．２２０Ｅ 抑制幼虫取食 ， ＤＡ 参与幼虫取食

为 了 明确 ２０Ｅ 和 ＤＡ 在幼虫发育 中 的作用 ， 分析 了 从三龄幼虫到成虫期间 的整

个虫体的 ２０Ｅ 滴度和血淋巴的 ＤＡ 滴度 。 结果表明 ， 早期幼虫的 ２０Ｅ 滴度较低 ， 然

而 ， 从第 ６ 龄 ７２ｈ 到蛹后期 ， ２０Ｅ 滴度 明显增加 。 在蛹期检测到滴度峰值为 ６

（ ２ ． ９ ｎｇ／ｇ 幼虫体重 ） （ 图 ２ ．２Ａ ） 。 相 比之下 ， 早期幼虫的 ＤＡ 滴度较高 ， 但是从 ６ 龄

Ｏ ｈ 到 １ ２０ ｈ 逐渐下降 （ 图 ２ ． ２Ｂ ） ， 表明 ２０Ｅ 和 ＤＡ 在变态 ， 摄食和生长 中 的功能相

反 。

为 了 研究 ２０Ｅ 对幼虫消耗食物的影响 ， 将 ５ ００ｎｇ２０Ｅ 注射到棉铃虫六龄 ６ｈ 幼

虫血腔 中 ， 并定时监测食物的消耗和体重的增加 。 注射 ２０Ｅ 后 ２０ｈ 到 ６０ｈ 期 间 ， 食

物消耗量下 降 了２ １ ％到 ３ ０ ％（ 图 ２ ． ２Ｃ ） 。 与 ＤＭ ＳＯ 处理的幼虫相 比 ， 平均体重的增

长速度 明显 降低 （ 图 ２ ． ２Ｄ ） 。 这些数据表 明 ２０Ｅ 抑制 了幼虫的食物消耗 ， 从而减轻

了体重 。 此外 ， 向六龄 ６ ｈ 幼虫 中注射 了 多 巴胺受体抑制剂 ｆｌｕ
ｐ
ｅｎ ｔ ｉｘｏ ｌ（ Ｓ ｒ ｉｖａ ｓ ｔａｖａ ｅ ｔ

ａ ｌ ． ２００ ５ ） 至终浓度 ５ ０
（

ｉＭ ， 与 ＰＢ Ｓ 处理的对照组相 比 ， 平均摄食量和体重增加均有

所降低 （ 图 ２ ． ２Ｅ 和 Ｆ ） ， 表明 ＤｏｐＥｃＲ 影响幼虫的摄食和生长 。

３ ．３ 干扰 可以减少幼虫进食并延迟化蛹

为 了确定 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 在幼虫发育 中 的作用 ， 对第

一

龄幼虫分别喂食表达 治ＧＦＰ 或

沿 的大肠杆菌 （ ＨＴ １ １ ５ ） 来敲降 与喂食表达 ｉｆｅＧＦＰ 的大肠杆菌相

比 ， 喂食表达 的大肠杆菌时 ， 幼虫的表皮 ， 中肠 ， 脂肪体和头部

的表达明显被抑制 （ 图 ２ ． ３Ａ ） 。 喂食 也 及 组和 组的死亡率无明显差异 ，

然而 ， 幼虫进入预蛹期的时间却被延迟 了 （ 图 ２ ． ３Ｂ ） 。 蛋 白质 印迹表示 ＲＮＡ ｉ 的效率

（ 图 ２ ． ３Ｃ ） 。 ７ ５ ％ 的幼虫显示延迟化蛹约 ４４ ｈ（ 图 ２ ．３Ｄ ） 。 此外 ， 幼虫的摄食受到抑

３ １
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图 ２ ． ２ ．２０ Ｅ 抑制了幼虫的进食并促进化蛹 。 （Ａ ） 三龄幼虫到成虫第 ３ 天 （ Ａ ３ ） 整个虫体的

２ ０Ｅ 滴度 。 （ Ｂ ） 三龄幼虫到成虫第 ３ 天 （ Ａ３ ） 血淋巴 中 多 巴胺滴度 。 ３ Ｆ ： 三龄取食期幼虫 ；

３Ｍ ： 三龄蜕皮期幼虫 ；
４Ｆ ： 四龄取食期幼虫 ；

４Ｍ ： 四龄蜕皮期幼虫 ；
５Ｆ ： 五龄取食期幼虫 ；

５Ｍ ： 五龄蜕皮期幼虫 ；
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；Ｐ０ ，Ｐ２ ，Ｐ４ ，Ｐ６ ，Ｐ ８ ，Ｐ １ ０ ： 蛹期０至 １ ０天 。 Ａ １

－Ａ ３ ： 成虫第 １天到第３天 。 ＭＭ ：

变态蜕皮 ＾ （０ 注射 ５ ０ ０ｎｇ
２０Ｅ 后 ０ －

１ ２ 、 １ ２ －２４ 、 ２４－

３ ６ 、 ３ ６ －４ ８ 和 ４ ８
－６０ｈ 的食物消耗量 。

ＤＭ ＳＯ 作对照 。 进食量用食物消耗量计算 。 （ Ｄ ） 注射 ５ ００ｎｇ ２０Ｅ 后 ０ －

１ ２ 、 １ ２ －２４ 、 ２４ －

３ ６ 、

３ ６４ ８和４ ８
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制 ， 食物消 耗 丨

ｉ ｌ峰值波推迟 ｆ４ ８ｈ （ 阁 ２ ． ３ Ｅ ） ，

、

卜均 体 哏和体 Ｋ峰 彳ｆｔ 也推迟 ／４ ８ｈ

（ 阁 ２ ． ３ Ｆ 和 Ｇ ） 。 处理的幼虫和 冶ＧＦＰ 处邱 的幼虫 的Ｍ终体 屯 和 体 氏没

打 Ｗ 片 淖 异 。 这 巧结 果 表 明 ， Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 对幼虫进 饮或化＿ 足必 ⑷ 的 。

为 ／ 确认 Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃ Ｒ／ ｉ ：２ ０ Ｅ 促进幼虫 变态化蚰 屮 的功能 ， 将靶 ㈧ 的 而

注入 第六龄 ６ｈ 幼 ｉｌ ｌ血腔 屮 ， 以敲低 ￡＞〇
／
）及７？ ， 然ｆ进 行 ２ ０ Ｅ 诱 导 。 Ｍ 丨 ：射

Ｍ相 比 ， 注 射 纟Ｕ 中 Ｄｏ
／
ｉ ／Ｊ ／ ｌ ：幼虫 灰 皮 ， 屮肠 ， 脂肪体和 头 部的 犮达 均

Ｗ． 为 降低 （ 阁 ２ ． ４Ａ ） 。 敲降 ＱＡ
＇

Ｇ
’

ｆＰ 符 加 ２０ Ｅ 的幼 ｉＵ 札 丨 比 ， 即 使 ／ Ｉ
：２０ Ｅ

注射 后 ， 幼虫 Ｈｉ表现 出 延迟化蛹 的现 象 （ 图 ２ ． ４Ｂ ） 。 统计 分析表 明 ， 注射 ２ ０Ｅ 可 使

ｆ
？

均化蛹 的起始时 叫缩姒 ２ ９ｈ 。 似 足 ， ４ 办ＧＴＰ 荇 加 ２ ０ Ｅ Ｈ：射相 比 ， 也 矜

加 ２ ０Ｅ 汴射 丨

？

化蚰时 ｌ

＇

ｎ
ｊ 延迟 ， ４ ３ｈ （ 网 ２ ． ４Ｃ ） 。 敲降 汴汴射 ２ ０Ｅ棉铃

虫 的 丫／活 中： 为 ８ ３ ％ ， ｜ ｜ ：常化蚰 书 为 ９ ％ ， 延迟化蚰 申 为 ７ ４ＶＳｆ ／．ｖＧｉＴｊ ｆ
？ 注射 ２ ０ Ｅ

的对照组相 比 有 显 著 差 异 （

／
７ ＜０ ． ０ 丨

） （ 图 ２ ． ４Ｄ ） 。 这些数据表 明 Ｄｏ
ｐ
Ｅｃ Ｒ 在 ２ ０Ｅ 调节

化 ！Ｍ 屮 起作 川 。

迪过 木端脱 ｗ核 ｎ
：

酸钤移酶缺 丨
丨 永端ｆｅ ｗ （ ｔｕｎ ｅ ｌ ） 染色和ｍ织化 ７ ： 分 析 ， 以

明确 Ｄｏ ｐ ＥｃＲ 参
１

＾ ０ Ｅ ｉ秀 制 ｌ

＜

ｊ幼虫 屮 丨 ］以 １哪肪休 的凋 Ｉ

’

： 。 ／ Ｉ
：ｃ／ＡｆＴ＾ Ｏ Ｅ 处观 的幼

虫 屮 ， 幼虫 屮肠观衩到 凋 １

＇

： 丨 ，

‘

ｉ

＇

＇

ｊ 红色
‘

疋光 ， 丼 Ｕ 成虫 屮 肠 分九 Ｉ

ｆ ｌ浓 Ａ Ｚ）即反穴＋ ２ ０ Ｅ

处邱 的幼虫 屮 未检测到红色荧 光 ， 也 米形成成虫 屮肠 。 此外 ， ｃＭ；ｆ７Ｈ２ ０Ｅ 处 到 ！ 的幼

虫 屮 ， 脂肪体观察到调 亡信
＇

４ 并 汗始 降解 ， 而 ＡＤｏｐ￡Ｃ ／？＋ ２ ０Ｅ 处理的幼虫的胎肪体

仍然 紧密排列 ， 没有检测到 明 显 的凋亡信号 （ 图 ２ ． ４Ｅ 和 Ｆ ） 。 这些数据表 明 Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃＲ

在 ２ ０Ｅ 诱导 的细胞凋亡 中起作用 。

３ ３
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图 ２ ．３ ． 通过从第
一

龄幼虫到第六龄幼虫喂食 ｄ ｓＲＮＡ 敲降 抑制幼虫生长 ， 进食和

化蛹 。 （ Ａ ）ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ６

－９６ｈ 幼虫组织 中 Ｄｏｐ￡ｃ／？ 敲低的效率 。 （ Ｂ ） 饲喂 ｄ ｓＲＮＡ 后 的表

型 。 （ ａ ） 喂养 ＊ 后幼虫的表型 。 （ ｂ ） 蛹 的表型 。 比例尺＝

１ 厘米 。 （Ｃ ）Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ 印迹

显示饲喂 ｄ ｓＲＮＡ 的干扰效率 。 １ ２ ． ５ ％ ＳＤＳ 凝胶 ，

ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉｎ 作参照 。 丨 ｎｉａｇ
ｅ Ｊ 软件转换图像数据 。

（ Ｄ ） 不 同表型 占 比 。 数据来 自 ３ ０ 个幼虫 ＞＜ ３ 次实验 。 （ Ｅ ）（ Ｆ ） 和 （ Ｇ ） 第
一

龄幼虫 （ １

－Ｆ ）

到蛹第二天 （ Ｐ －２ ） 的 ３ ０ 只幼虫的平均进食量 ， 体重和体长 。 所有数据均重复三次 。 误差线

表示平均值±ＳＤ 。 ／ 检验分析差异显著水平 （

＊

／
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图 ２ ． ４ ．ｄ ｓＲＮ Ａ 注射敲降 ／）叩￡ｔ
＿

／？ 延迟化蛹和组织重塑 。 （ Ａ ）ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 测定 ６ ｔ ｈ

－

７ ２ ｈ 幼虫的

表皮 ， 中 肠 ， 脂肪体和头 的 Ｚ）ｏｐ￡ｃ７？ 的转录检测 Ｚ）ｏ
／

？￡ｔ火 的干扰效率 。 第
一

次在六龄 ６ 小时

幼虫注射 ｄ ｓＲＮＡ ， 每隔 ２４ ｈ 注射
－

次 ，

一

共三次 ， ５ ００ ｎｇ ｄ ｓＲＮＡ ／幼虫 。 ２０Ｅ （ ５ ００ ｎ
ｇ

／幼虫 ） ，

ＤＭ ＳＯ 是溶剂对照 ＾（ Ｂ ） 如 Ａ 中 尺 敲降后的表型 。 表型是在首次 注射后

９ ８ｈ 获得的 。 比例尺＝

１ 厘米 。 （ Ｃ ） 和 （ Ｄ ） 六龄 ６ｈ 幼虫发育到蛹 的时间统计分析 以及不

同表 型 的 百分 比 。 （ Ｅ ） 中肠和脂肪体 Ｔｕ ｎｅ ｌ 和 Ｈ Ｅ 染色 。 首次注射 ｄ ｓＲＮ Ａ 后 ６０ ｈ 观察 。 ＬＭ ：

幼虫 中肠 ： ＩＭ ： 成虫的 中肠 。 Ｔｕｎ ｅ ｌ 红色荧光指示凋亡信 号 。 Ｈ Ｅ 染色显示中肠和脂肪体的

形态 。 比例尺＝

１ ００
 ｊ

ｉＭ 。 （ Ｆ ） Ｉｍ ａｇｅ 』 统计红色荧光强度 （ Ｔｕｎ ｅ ｌ 信号 ） 。 红色区域与组织的

百 分 比计算凋亡信号 。 误差线 显示三个生物学重复 的平均值± ＳＤ 。 ｆ 检验分析差异显著水平
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３ ．４２０Ｅ 拮抗多巴胺功能

２０Ｅ 抑制幼虫的摄食行为并因此导致提前化蛹 的现象促使我们通过细胞凋亡和

细胞增殖来研究 ２０Ｅ 与 ＤＡ 之间 的关系 ， 以及 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 在 ２０Ｅ 和 ＤＡ 途径中 的作用 。

与用 ＤＭＳＯ 和 ＤＡ 处理的细胞相 比 ， 添加 ５ ｎＭ ２０Ｅ ７２ ｈ 后 ， 有 ３ １ ％ 的 ＨａＥｐ ｉ 细胞

中检测到 ｃａｓｐａｓｅ
－

３ 活性 ， 表明 ２０Ｅ 诱导凋亡 。 但是 ， 与 和 ２０Ｅ 处理的细胞

相 比 ， 办０〇
／
７五〇？？ 和 ５

ｎ
Ｍ２ ０Ｅ 处理的 ＨａＥｐ ｉ 细胞中 的 ｃａｓ

ｐａｓｅ
－３ 活性显著降低 （ 图

２ ． ５Ａ 和 ａ ） ， 表明 ２０Ｅ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 诱导凋亡 。 相反 ， 与 ＰＢ Ｓ 处理的细胞相 比 ， ３ ３ ％

的 ＤＡ（ １ ０
ｎＭ ） 处理的细胞中检测到 ５

－ 乙炔基－２
＇

－脱氧尿苷 （ ＥｄＵ ） 增殖信号 ， 这表

明 ＤＡ（ １ ０
ｎＭ ） 促进细胞增殖 。 但是 ， 与 冶ＧＦＰ＋ＤＡ（ １ ０

 ｊ

ｉＭ ） 处理的细胞相 比 ，

办 （ １ ０
ｆ
ｉＭ ） 处理的细胞中检测到低的 ＥｄＵ 信号 。 ２０Ｅ 不会诱导增殖信

号 ， 但会抑制 ＤＡ 诱导的细胞增殖 （ 图 ２ ． ５Ｂ 和 ｂ ） 。 这些结果表明 ２ ０Ｅ 通过 ＤｏｐＥｃＲ

促进细胞凋亡 ， 而 ＤＡ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 促进细胞增殖 ， ２ ０Ｅ 拮抗 ＤＡ 的功能 。

检查蛋 白激酶 Ｂ（ＡＫＴ ） 和 ＣＤＫ １ ０ 的磷酸化 ， 以进
一

步证实 ２０Ｅ 和 ＤＡ 功能的

拮抗作用 。 蛋 白 质 印迹显示 ＤＡ（ ｌ 〇 ｎＭ ） 诱导 ＡＫＴ 磷酸化 ， 但 Ｄｏ
／

？五ｃ／？ 的敲降显

著降低 了ＤＡ 诱导的 ＡＫＴ 磷酸化 （ 图 ２ ． ５Ｃ ，ａ ） ， 表明 ＤＡ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 诱导 了ＡＫＴ

磷酸化 。 ２ ０Ｅ（ ５ ｎ
Ｍ ） 抑制 了ＤＡ 诱导的 ＡＫＴ 磷酸化 ， 但是 ， ＤＡ 不能抑制 ２０Ｅ 诱

导的 ＣＤＫ １ ０ 磷酸化 （ 图 ２ ． ５Ｃ ，ｂ 和 ｃ ） 。 这些结果进
一

步证实 了２０Ｅ 拮抗 ＤＡ 的功

能 。

３ ．５Ｄ ｏｐＥｃＲ 参与 ２０Ｅ 信号途径

分析 ＤｏｐＥｃＲ 的亚细胞定位 ， 以确认它是
一

种细胞膜蛋 白 。使用抗棉铃虫 Ｄｏｐ
ＥｃＲ

的多克隆抗体进行免疫细胞化学检测 ， 发现 ＤＭＳＯ 对照处理的细胞中 ＤｏｐＥｃＲ 定位

在质膜中 ， ２０Ｅ 处理 ５ｍ ｉｎ 至 １ｈ 内 ， ＤｏｐＥｃＲ 并未 内化到细胞质 中 （ 图 ２ ． ６ 和 图

２ ． ７Ａ ） 。 这些结果表明 ＤｏｐＥｃＲ 在细胞膜上发挥其作用 ， ２０Ｅ 不会导致 ＤｏｐＥｃＲ 的 内

吞 。

３ ６
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图 ２ ． ５ ． ２ ０ Ｅ 拮抗多 巴胺的功能 。 （ Ａ ）使川 Ｎ ｕ ｃＶ ｉｅｗ
？

ｃａ ｓｐａ ｓｅ
－

３ 活性测 定试剂盒检测 ＤＭ ＳＯ ，

２ ０Ｅ （ ５
ｐ
Ｍ ）

， ｃ／ｓＧＦ尸＋２０Ｅ（ ５ ｎ
Ｍ ） ， 也Ｄｏｐ￡ｃ７？＋２０Ｅ（ ５ ｎＭ ） 和ＤＡ Ｃ ｌ 〇 ｎＭ ）＋２ ０ Ｅ（ ５ ｎ

Ｍ ）

处理后 的 Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ 细胞屮 的凋亡信 号 。 （ ａ ） 凋 ｆ：细胞 （ 绿色 ） 与总细胞 （ 蓝色 ） 的 比率 。 （ Ｂ ）

使用ＥｄＵ试剂盒检测ＤＭ ＳＯ ，２ ０ Ｅ（ ５
｜

ｉＭ ） ， ＡＧＦＰ＋ＳＯＥ（ ５ ｎ
Ｍ ）

， 冶Ｄ叩￡：ｃ ／？＋２ ０Ｅ（ ５ ｐ
Ｍ ）

和 ＤＡ （ １ ０ ｐ
Ｍ ）＋２ ０ Ｅ （ ５

｜

ａＭ ） 处理后 的 Ｈ ａ Ｅ
ｐ

ｉ 细胞 中 的增殖信号 ＾（ ｂ ） 增殖细胞 （ 绿色 ）

与总细胞 （ 蓝色 ） 的 比率 。 ＤＡ Ｐ Ｉ 将细胞核染色 （ 蓝色 ） 。 数据 来 自 １ ００ ｘ ３ 个细胞并进行统讣

分析 。 比例尺＝

１ ０〇
ｔ

ｉｍ 。 （Ｃ ） 蛋 白 质 印迹分析 ２０Ｅ（ ５
（

ｉＭ ） 或 ＤＡ（ ｌ Ｏ ｐＭ ）３ ０ 分钟诱 导 的

蛋 白 质 磷酸化 。 （ ａ ）（ ｂ ） 和 （ ｃ ）ＡＫＴ－ＲＦ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ ， ＡＫＴ－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和ＣＤＫ Ｉ Ｏ
－Ｒ Ｆ Ｐ

－Ｈ ｉ ｓ 。 ７ ． ５ ％ ＳＤ Ｓ －

ＰＡＧＥ 凝胶 。 误差线表示三次生物重 复的平均值＋ ＳＤ 。 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件转换 图像数据 。 通过

／ 检验 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ；＊ ＊

／
？
＜０ ． ０ 丨

） 或单因素方差分析 （ ＡＮＯＶＡ ，ｐ
＜０ ． ０ ５ ） 进行差异显著性分

析 。

Ｆ ｉｇ ｕ
ｒｅ ２ ． ５ ．２ ０Ｅａ ｎ ｔａｇｏ ｎ

ｉ ｚｅ ｓ ｄ ｏ ｐａｍ ｉ ｎ ｅｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉｏ ｎ ．

（
Ａ

） 

Ａ
ｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ ｓ ｉ

ｇ
ｎ ａ ｌ ｉ ｎＨ ａＥｐ ｉ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓａｆｔ ｅ ｒ ＤＭ ＳＯ

．

２０Ｅ
（
５
 ｝

ｉＭ
）

， ｃＪｓＧＦＰ ＾ ２０Ｅ
 （
５
 ｝

ｉＭ
） ， ｄｓＤｏｐＥｃＲ＋２０Ｅ （

５
 ｆ

ｉＭ
）ａｎｄＤＡ （

１ ０
 ｜

ｉＭ ）
＋２ ０Ｅ

（
５
 ＾

ｉＭ
） 

ｔ ｒｅａ ｔｍ ｅ ｎｔ

ｂ
ｙ

ｕ ｓ ｉ ｎ
ｇ

ｔｈ ｅＮ ｕ ｃＶ ｉ ｅｗ
？

ｃａｓｐａ ｓ ｅ
－

３ａｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔｙ
ａｓ ｓ ａｙ

ｋ ｉ ｔ ．

（
ａ

）
Ｔｈ ｅｒａ ｔ ｉ ｏｏｆ ａｐｏｐ ｔｏ ｔ ｉ ｃｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

 （ ｇ
ｒｅ ｅｎ

） ｔｏ ｔｈｅ

ｔｏ ｔａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
 （
ｂ ｌ ｕ ｅ

）
ｉ ｎｔｈ ｅｆｉ ｅ ｌ ｄｖ ｉｅｗｗａ ｓｏｂ ｔａ ｉ ｎ ｅｄ ．

 （
Ｂ

）
Ｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａｔ ｉｏｎｓ ｉｇ ｎａ ｌ ｉ ｎＨ ａＥ

ｐ
ｉ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓａｆｔｅ ｒＤＭ ＳＯ

，

２ ０Ｅ
 （
５
 ｜

ｉＭ
） ， 
ｄｓＧＦＰ＋２０Ｅ

 （
５ｄｓＤｏｐＥｃＲ＋２０Ｅ （

５
＾
Ｍ

）
ａｎｄＤＡ

 （
１ ０

 ）

ｉＭ
）
＋２ ０Ｅ

（
５
 ｜

ｉＭ
） 

ｔ ｒｅａｔｍ ｅ ｎｔ

ｂ
ｙｕｓ ｉ ｎｇ ｔ ｈｅＳ

－

ｅ ｔｈｙ ｎｙ
ｌ＾

＇

－

ｄ ｅｏｘｙ ｕ ｒ ｉ ｄ ｉｎｅ （
ＥｄＵ

）
ｋ ｉ ｔ （

Ｒ ｉ ｂｏｂ ｉｏ
，Ｇ ｕ ａｎｇ

ｚｈｏｕ
，Ｃｈ ｉ ｎａ

）
，（

ｂ
）
Ｔｈ ｅｒａ ｔ ｉ ｏｏｆ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａｔ ｉ ｏ ｎｃｅ ｌ ｌ ｓ

 （ ｇ ｒｅ ｅ ｎ
）

ｔｏ ｔｈ ｅ ｔｏ ｔａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
 （
ｂ ｌ ｕ ｅ

）
ｉ ｎ ｔｈ ｅｆｉ ｅ ｌ ｄｖ ｉ ｅｗｗａｓｏｂｔａ ｉ ｎ ｅｄ ．ＤＡ Ｐ Ｉｓ ｔａ ｉ ｎ ｅｄ ｔ ｈ ｅ

ｎ ｕｃ ｌ ｅ ｕ ｓ
 （
ｂ ｌ ｕｅ

）
．Ｓ ｔａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌａｎ ａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｕ ｓ ｉ ｎ
ｇ

ｔ ｈ ｅｄ ａ ｔ ａｆｒｏｍ １ ００ｘ３ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｔｈ ｅ
ｙ

ｅ ｌ ｌ ｏｗｂａ ｒｓｒｅ
ｐ
ｒｅ ｓｅｎ ｔ １ ００

｜

ｉ ｉｎ ．（
Ｃ

）
Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔａｎ ａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ２ ０Ｅ （
５
 ［

． ｉＭ
）ｏ ｒＤＡ

 （
１ ０

 ｜

ｉＭ
）

ｉ ｎｄ ｕ ｃｅｄ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｓ
ｐ

ｈｏ ｓｐ
ｈｏ ｒｙ

ｌ ａｔ ｉ ｏｎｆｏ ｒ

３ ７
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

３ ０ｍ ｉｎ ．

 （
ａ

） （
ｂ

） 
ａｎｄ

（
ｃ

） 
ＡＫＴ－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

， 
ＡＫＴ 

－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ
，
ａｎｄＣＤＫ １ ０

－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ． ７ ． ５％ ＳＤＳ － ＰＡＧＥ
ｇｅ

ｌ ．

Ｅ ｒｒｏ ｒｂａ ｒ ｓｓ ｈｏｗ  ｔｈｅｍ ｅａｎ土ＳＤｏ ｆ  ｔｈｒｅｅｔ ｉｍ ｅ ｓ

’

ｂ ｉ ｏ ｌ ｏｇ
ｉ ｃａ ｌｒｅ

ｐ
ｅ ｔ ｉ ｔ ｉｏｎ ． Ｉｍ ａｇｅ Ｊｓｏｆｔｗａ ｒｅｗａｓｕｓ ｅ ｄｔｏ

ｔｒａｎ ｓｆｏｒｍ  ｔｈｅ ｉｍ ａ
ｇ
ｅｄａｔａ ．Ｓ ｉ ｇｎ

ｉ ｆｉ ｃａｎ ｔ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃ ｅ ｓｗｅ ｒｅｃ ａ ｌ ｃ ｕ ｌ ａ ｔｅｄｂｙ
Ｓ ｔｕｄ ｅ ｎ ｔ

’

ｓ／ ｔ ｅ ｓ ｔ
 （

＊

ｐ

＜
０ ． ０ ５

；

＜ ０ ． ０ １

）
ｏ ｒ ｏｎｅ －ｗａｙ

ａｎａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓｏｆ ｖａ ｒ ｉ ａｎ ｃｅ
（
ＡＮＯＶＡ

， ｐ

＜
０ ． ０ ５

）
．

Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃＲＤＡ Ｐ ＩＭ ｅ ｒ

ｇ
ｅ

■■
■■

■■■
■■

图 ２ ．６ ．Ｄ ｏｐ
Ｅ ｃＲ 定位于 ＨａＥ ｐ ｉ 细胞质膜 ， 并且不会被 ２ ０Ｅ 诱导 内吞 。 ２ ０Ｅ 处理 （ １＿ ） 。

ＤＭ ＳＯ 作溶剂对照 。绿色 ： Ｄｏｐ
ＥｃＲ 多克隆抗体和 Ａ ｌ ｅｘａ

－４ ８ ８ 标记的二抗染色 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 蛋 白 。

蓝色 ： ＤＡＰ Ｉ 标记细胞核 。 激光共聚焦显微镜观察 。 比例尺＝

２ ５ —。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ ． ６ ．Ｄ ｏｐ

Ｅ ｃＲ ｌｏ ｃａ ｔｅｄ ｉ ｎ
ｐ ｌ ａ ｓｍ ａｍ ｅｍ ｂ ｒａ ｎ ｅｗ ｉ ｔｈ ｏ ｕ ｔ ｉｎ ｔｅ ｒｎ ａ ｌ ｉｚａ ｔ ｉ ｏ ｎｂｙ

２０Ｅ ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎ

Ｈ ａ Ｅ ｐ ｉ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ． ２ ０Ｅ ｔ ｒｅａｔｍ ｅｎ ｔ
（

１
 ｆ

ｉＭ
）

．ＤＭ ＳＯａ ｓｓ ｏ ｌ ｖ ｅｎｔ ｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌ ． Ｇ ｒｅｅｎ ：Ｄｏ
ｐＥ ｃＲ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｓ ｔａ ｉｎ ｅｄｗ ｉ ｔｈ

ａｎａｎ ｔ ｉ

－Ｄ ｏ
ｐ
ＥｃＲａｎ ｔ ｉ ｂｏ ｄ

ｙ
ａｎｄｓ ｅｃｏｎｄａ ｒｙａ

ｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ
ｌ ａｂｅ ｌ ｅｄｗ ｉ ｔｈＡ ｌ ｅｘａ －４ ８ ８ ．Ｂ ｌ ｕ ｅ ：ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｕ ｓｓ ｔａ ｉ ｎ ｅｄ

ｗ ｉ ｔｈ４
，

－６ －ｄ ｉ ａｍ ｉ ｄ ｉ ｎｏ －

２
－

ｐ
ｈ ｅｎｙ

ｌ ｉ ｎ ｄ ｏ ｌ ｅｄ ｉ ｈ
ｙ
ｄ ｒｏ ｃ ｈ ｌ ｏ ｒ ｉ ｄ ｅ （

ＤＡＰ Ｉ
）

．Ｏｂ ｓ ｅｒｖｅｄｂｙｃｏｎ
ｆｏ ｃ ａ ｌｍ ｉ ｃ ｒｏ ｓｃｏ

ｐ
ｅ ．

Ｓ ｃａ ｌ ｅｂ ａｒ 

＝
２ ５

 （

ｉｍ ．

为 了 明确 Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃ Ｒ 在 ２ ０Ｅ 促进化蛹 中 的机制 ， 将 沿 注入六龄 ６ ｈ 幼虫血

腔 中敲降 后检查各种 ２ ０Ｅ 信号途径基因 的转录水平 。 与 办Ｇ／７
５ 对照相 比 ，

敲降 后幼虫表皮 中 ２ ０Ｅ 信号途径关键基因 的转录水平 ， 包括 五 仰八

／／／／／？ 和 份
＂

Ｚ ７ ， 均显著降低 。 核糖体蛋 白 基因 办Ｚ２ ７ 作为 内参基因 （ 图 ２ ． ７ Ｂ ） 。

ＡＤｏｐｆｃ ｉ？ 转染 ＨａＥｐ ｉ 细胞 同样会 降低 ２ ０Ｅ 诱导 的基因表达 （ 图 ２ ． ７Ｃ ） 。 这些数据表

明 ２ ０Ｅ 通过 Ｄ ｏ
ｐ
Ｅ ｃＲ 诱导 ２ ０Ｅ 信号途径基因 的表达 。

２ ０Ｅ 通过 Ｇ ＰＣＲ 介 导 的 细胞 内 Ｃ ａ
２＋

浓度增 加 来调 节 基 因 表达 ， 从而 形 成

ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ Ｓ Ｐ ｌ 转录复合物 （ Ｌ ｉ ｕ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ４ ｂ ） 。 因此 ， 检测 了Ｄ ｏ
ｐ
Ｅ ｃＲ 是否参与 ２ ０Ｅ 诱

导的 Ｃ ａ
２ ＋

水平的变化 。 结果发现 ２ ０Ｅ 诱导 了快速的 Ｃ ａ
２＋

细胞 内释放和细胞外 Ｃａ
２ ＋

的

流入 。 但是 ， 在 Ｄｏ
／
ＡｃＴ？ 敲降后 ， ２ ０Ｅ 不能诱导 Ｃ ａ

２＋

的快速释放和流入 （ 图 ２ ． ７Ｄ 和

Ｅ ） 。 这些数据表明 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 参与 ２ ０Ｅ 诱导 的细胞 内 Ｃ ａ

２ ＋

的增加 。

３ ８
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？ ０８

Ｉ ０ ． ７ Ｉ—— ■—— ■—— ■—— ■—— ■—— －—— ？５Ｏ ． Ｖ       

０６０ １ ２ ０ １ ８０２４０３００３６０４ ２ ０
（
ｓ

）
３
 ０６０ １ ２０ １ ８ ０２ ４ ０３ ００３ ６（） ４ ２ ０

（
ｓ
）

Ｆ Ｇ

ｃｃ

Ｉ ３
－

１ＤＭ ＳＯ Ｉ ３
－

１ｄｓＤｏｐＥｃＲ＋ ２ ０Ｅ

令＋２ ０ Ｅ ＾ ｄｓＧＦＰ＾ ｌ ＯＥ＿

ｚ

ｐ ；＾＿ ；

＊Ｊ
１

ｗ
１

＾．ｔ

？Ｓ

ｇ０ ＾






１



＾ｏ
－

ｌ



１



１



？ ５ ０ １ ００  （
ｍ ｉ ｎ

）
ａ

 〇 ５ ０ １ ００  （
ｍｉ ｎ

）

图 ２ ／７ ．Ｄｏ ｐ
Ｅ ｃＲ 在 ２ 〇Ｅ 信号途径中 的作用 。 （ Ａ ）Ｄｏｐ

Ｅ ｃＲ 定位于质膜 。 红色 ： 标记有 小麦胚

芽凝集素 （ ＷＧＡ ） 的细胞膜 。 绿色 ： 用 Ｄ ｏｐ
Ｅ ｃＲ 抗体和 Ａ ｌ ｅｘａ

－

４ ８ ８ 标记的 二抗标记的 Ｄｏ ｐＥｃＲ

蛋 白 。 蓝色 ： ＤＡＰ Ｉ 标记的细胞核 。 用激光共聚焦显微镜观察 。 比例尺＝

２ ５
ｎｍ 。 （ Ｂ ） 和 （ Ｃ ）

ｑ
ＲＴ－ ＰＣＲ 检测在敲降 Ｚ）ｏｐ￡＜ｒ ／？ 后 ６ － ７ ２ ｈ 幼虫表皮 （ ５ ００ｎｇ ｄ ｓＲＮＡ ／幼虫 ） 和 Ｈ ａＥ

ｐ
ｉ 细胞 （ ２

ｐｇ

ｄ ｓＲＮＡ ／ｍＬ ， 然后 １

 ｜

ａＭ ２０ ｔ ； 孵育 １ ２ ｈ ） 中 ２０Ｅ 效应基因 的 ｍＲＮＡ 水平 。 以 为参照 。

（ Ｄ ） 和 （ Ｅ ）Ｚ）ｏ
／

？￡ｃｉ？ 敲低后 ， 通过 丨ｍａｇｅ Ｐｒｏ
－Ｐ ｌｕｓ 分析得 出 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞 中 Ｃａ

２ ＋水平 。 细胞

分别 ｃｆｅＧＦＰ （ ２
ｐ
Ｍ ） 和 ＊Ｄｏ

／
ｊＥｃ ／？（ ２

ｐ
Ｍ ） 处理 ４ ８ｈ ， ＡＭ 酯钙深红色染料 （ ３

ｐ
Ｍ ） 处理 ３ ０

分钟 ， 然后分别用 ２０Ｅ（ ｌ ｐＭ ） 和 ＣａＣ ｌ
２（ Ｉ ｍＭ ） 处理 。 Ｆ ： 不 同处理后 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞的荧光

３ ９
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

强度 。 Ｆ０ ： 不同处理前的荧光强度 。 通过共聚焦显微镜在 ５ ５５ｎｍ 波长的激光下每 ６ｓ 记录
一

次荧光 。 （ Ｆ ） 和 （Ｇ ）Ｄｑ坪ｃｉ？ 敲低抑制 了２０Ｅ 触发的 ｃＡＭＰ 增加 。 ＨａＥｐ ｉ 细胞 办

或 咖Ｗ 转染 ４８ｈ ， 然后与 ２
ｐＭ ２０Ｅ 孵育 。 误差线显示 出三次重复的平均值土ＳＤ 。 通过

Ｓｔｕｄｅｎｔ

’

ｓ ／ 检验显著性差异 ， 星号表示显著差异 ＜０ ．０５
；＜０ ． ０ １ ） 。

Ｆ ｉ
ｇｕｒｅ２ ．７ ．Ｒｏ ｌｅｓｏｆ ＤｏｐＥｃＲ ｉｎ２０Ｅ

ｐａｔｈｗａｙ．

（
Ａ

）
ＤｏｐＥｃＲ ｗａｓ ｌｏｃａ ｌ ｉｚｅｄ ｉｎ

ｐ ｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ．

Ｒｅｄ ：Ｔｈｅ ｃｅ ｌ ｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｗａｓｍａｒｋｅｄｂ
ｙ
ｗｈｅａｔ

ｇｅｒｍ ａｇｇｌｕｔ ｉｎ ｉｎ
（
ＷＧＡ

）
．Ｇ ｒｅｅｎ ： ＤｏｐＥｃＲ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ

ｓｔａｉｎｅｄｗ ｉｔｈａｎａｎｔｉ
－ＤｏｐＥｃＲａｎｔｉｂｏｄｙａｎｄｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ｌａｂｅ ｌｅｄｗ ｉｔｈＡ ｌｅｘａ－４ ８ ８ ．Ｂ ｌｕｅ ：

ｎｕｃ ｌｅｕｓ ｓｔａ ｉｎｅｄ ｗ ｉｔｈ ４
，

－

６
－ｄ ｉａｍｉｄ ｉｎｏ－２－

ｐｈｅｎｙ ｌ ｉｎｄｏ ｌｅ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒ ｉｄｅ
（
ＤＡＰ Ｉ

）
． Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂ

ｙ 

ｃｏｎｆｏｃａｌ

ｍｉｃ ｒｏｓｃｏｐｅ ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ 

＝

２５ （
Ｂ

） 
ａｎｄ

（
Ｃ

） ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ ｓｈｏｗ ｉｎｇ 

ｍＲＮＡ  ｌ ｅｖｅ ｌｓ ｏｆ２０Ｅ －

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｇｅｎｅ ｓ

ａｆｔｅｒ ＤｏｐＥｃＲｋｎｏｃｋｄｏｗｎ  ｉｎ ６ｔｈ
－

７２ｈ  ｌａｒｖａ ｌ ｅｐ ｉｄｅｒｍ ｉｓ
（
５００ｎｇ 

ｄｓＲＮＡ／ ｌ ａｒｖａ
）
ａｎｄ ｉｎＨａＥｐ ｉ ｃｅ ｌ ｌｓ

（
２

ｐｇ 
ｄｓＲＮＡ／ｍＬ

， 
４ ８ ｈｏｎｃ ｅ

，
ｆｏｌ ｌｏｗｅｄ１

 ｜

ｉＭ ２０Ｅｆｏｒ １ ２ｈ
）

．

Ｐ
－ａｃｔ ｉｎ ｗａｓ ｒｅ

ｇａｒｄａｓｃｏｎｔｒｏ ｌ ．

（
Ｄ

） 
ａｎｄ

（
Ｅ

）

Ｃａ
２＋

 ｌｅｖｅ ｌ ｓ ｂｙ
Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ

－Ｐｌｕｓ ａｎａｌｙｓ ｉｓ ａｆｔｅｒ ＤｏｐＥｃＲ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ  ｉｎ ＨａＥｐ ｉ ｃｅ ｌ ｌｓ
， 
ｗｈｉ ｃｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎｇ

ｔｈｒｅｅｒｅｐｅａｔｓ ．Ｃｅ ｌ ｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗ ｉｔｈ ｄｓＧＦＰ
（
２

 ｜

ｘＭ
）
ａｎｄ ｄｓＤｏｐＥｃＲ

（
２
＾
Ｍ

）
ｆｏｒ ４８ｈａｎｄ ＡＭｅｓｔｅｒ

ｃａ ｌｃ ｉｕｍｃｒ ｉｍｓｏｎｄｙｅ（３＾
ｉＭ

）
ｉｎＤＰＢＳｆｏ ｒ ３０ｍ ｉｎ

，ａｎｄｔｈｅｎｂｙ
２０Ｅ

（
１ ｜

ａＭ
）
ａｎｄＣａＣｈ（

１ｍＭ
） ，

ｒｅｓｐｅｃｔ
ｉｖ ｅ ｌｙ ．Ｆ ：ｆｌｕｏ ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓ ｉｔｙｏｆ ＨａＥｐ ｉｃｅ ｌ ｌ ｓａｆｔｅｒｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ．Ｆ０ ：ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓ ｉ ｔｙ
ｂｅｆｏｒｅｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ．Ｆ ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｒｅｃｏｒｄｅｄ

ｐｅｒ
６ｓｂｙｃｏｎｆｏｃａ ｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓａｔ５ ５ ５ｎｍｗａｖｅ ｌ ｅｎｇｔｈ ｌａｓｅ ｒ ．

（
Ｆ

）ａｎｄ（Ｇ ）
ＤｏｐＥｃＲｋｎｏｃｋｄｏｗｎｒｅｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅ２０Ｅ－

ｔｒｉｇｇｅｒｅｄｃＡＭＰ  ｉｎｃ ｒｅａｓｅ ． Ｈ ａＥｐ ｉ ｃｅ ｌ ｌｓ ｗｅ ｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗ ｉｔｈｄｓＤｏｐＥｃＲｏｒ ｄｓＧＦＰ ｆｏｒ ４８ｈ ｆｏ ｌ ｌｏｗｅｄ

ｂｙ
ｉｎｃｕｂａｔ ｉｏｎ ｗ ｉｔｈ ２

 ｆ
ｉＭ ２０Ｅ ． Ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｍｅａｎ 

士ＳＤ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｒｅｐｅｔ ｉｔｉｏｎ ． Ａ ｓｔｅｒ ｉｓｋｓ

ｍａｎｉｆｅｓｔ ｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃｅｓ ｂｙ
Ｓｔｕｄｅｎｔ

＇

ｓ ｔ ｔｅｓｔ
 （

＊

ｐ

＜
０ ．０５

；

＊ ＊

ｐ 

＜
０ ．０ １

）
．

先前的研宄表明 ２０Ｅ 通过 ＥｒＧＰＣＲ－２ 触发细胞 内 ｃＡＭＰ 水平的增加 ， 以增强

ＥｃＲＢ １ ／Ｕ ＳＰ １ 调控的基因转录 （ Ｊ ｉｎｇ 
ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ６ ） 。 因此 ， 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中检测 了ＤｏｐＥｃＲ

在 ２０Ｅ 诱导细胞 内 ｃＡＭＰ 水平升高 中的作用 。 与 ＤＭＳＯ 处理的细胞相 比 ， ２０Ｅ 处理

的细胞 内 ｃＡＭＰ 的浓度增加 （ 图 ２ ． ７Ｆ ） 。 但是 ， 在 敲降后 ， ２０Ｅ 诱导的细胞

内 ｃＡＭＰ 浓度降低 （ 图 ２ ． ７Ｇ ） 。 这些结果表 明 ２ ０Ｅ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 增加 了细胞 内 ｃＡＭＰ

的浓度 。

３ ．６Ｄｏｐ
Ｅ ｃＲ 与 Ｇａｑ 和 Ｇ？Ｓ 相互作用 以调节蛋白质的磷酸化

鸟嘌呤核苷酸结合蛋 白 Ｇ（ Ｓ ） 亚基 ａ（ Ｇａｓ ） 引 起 ｃＡＭＰ 的产生 ， 而 Ｇ 蛋 白亚

基 ａｑ（ Ｇａｑ ） 促进细胞 内 Ｃａ
２＋

的增加 （ Ｖ ｉｎｅ ｓ ２０ １ ２ ） 。 为 了 明确 ２０Ｅ 通过 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 增

加细胞 内 Ｃａ
２＋

和 ｃＡＭＰ 水平的机制 ， 通过在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中共表达 ＤｏｐＥｃＲ
－Ｈ ｉ ｓ 和

Ｇａ
ｑ
－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 或 Ｇａｓ

－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 来检查 ＤｏｐＥｃＲ 与 Ｇａｑ 或 Ｇａｓ 之间的蛋 白质相互作

用 。 ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 和 Ｈ ｉ ｓ 的过表达 以排除 Ｈ ｉ ｓ 或 ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 标签 引 起的蛋 白 质相互作用 的

可能性 。 Ｉｎｐｕｔ 中 Ｇａｑ
－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 和 Ｄｏ

ｐＥｃＲ－Ｈ ｉ ｓ 均有表达 ， 在 ２０Ｅ 诱导下 ， ＲＦＰ 抗体

将 ＤｏｐＥｃＲ－Ｈ ｉ ｓ 与 Ｇａｑ
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

—

起沉淀下来 ， 但在 ＩｇＧ 的 阴性对照 中则没有检测

到 ＤｏｐＥｃＲ－Ｈ ｉ ｓ（ 图 ２ ． ８Ａ ，ａ ） 。 同样地 ， 在 ２０Ｅ 诱导下 ， ＲＦＰ 抗体将 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ－Ｈ ｉ ｓ 与

Ｇａｓ
－ＲＦＰ－Ｈ ｉｓ

—

起沉淀下来 （ 图 ２ ． ８Ａ ，ｂ ） ？ 标签对照中 ， 在 ２０Ｅ 诱导下 ， ＲＦＰ 抗体

未能将 Ｈ ｉ ｓ
－

ｔａｇ 与 ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ

—

起沉淀 （ 图 ２ ． ８Ａ ， ｅ ） 。 这些数据表明 ， 在 ２ ０Ｅ 诱导下 ，

Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 与 Ｇａ

ｑ 和 Ｇａｓ 直接相互作用 。

４０
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

＾ ａＯｖ ｅ ｒ ｅ ｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏ ｎ ｏ ｆ Ｄ ｏ

ｐ Ｅ ｃ Ｒ －ｂＯｖ ｃ ｒｅ ｘｐ ｒｃ ｓｓ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ Ｄ ｏｐ Ｅ ｃＲ － ＣＯｖｅ ｒｅ ｘ
ｐ
ｒｅｓ ｓ ｉｏ ｎ ｏ ｆ Ｈ ｉ ｓ

Ｈ ｉ ｓ ａ ｎｄ Ｇ ａ
ｑ

－Ｒ ＦＰ－Ｈ ｉ ｓＨ ｉ ｓ ａ ｎ ｄ Ｇａ ｓ
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＊ ＊
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＜
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．

２０Ｅ 通过 ＥｒＧＰＣＲ－

ｌ 介导的 ＰＫＣ 途径诱导 Ｕ ＳＰ ｌ 和 ＣＤＫ １ ０ 的磷酸化 ， 进而导致

ＥｒＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 转录复合物的形成和基因 的转录 （ Ｌ ｉｕ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ４ａ
；

Ｌ ｉｕ ｅ ｔ ａｌ ． ２０ １ ４ｂ ） ， 而

ＥｒＧＰＣＲ－２ 介导的 ＰＫＡ 途径诱导 ＰＫＡＣ １ 的憐酸化 以增强 ２０Ｅ 途径基因 的转录 （ Ｊ ｉｎｇ

ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ６ ） 。 因此 ， 检查了这些蛋 白质 的磷酸化 ， 以进
一

步揭示 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 参与 ２ ０Ｅ 途

径的机制 。 蛋 白质 印迹显示 ２０Ｅ 诱导 Ｕ ＳＰ １ 磷酸化 。 Ｘ 蛋 白磷酸酶 ａＰＰａｓｅ ） 处理降

低了Ｕ ＳＰ １ 的磷酸化 。 但是与 办ＧＦＰ 对照相 比 ， 敲低显著抑制 了２０Ｅ 诱导

的 ＵＳＰ １ 磷酸化 （ 图 ２ ． ８Ｂ ，ａ ） 。 同样 ， 乃吵及及 敲低显著抑制 了２０Ｅ 诱导的 ＣＤＫ １ ０

磷酸化 （ 图 ２ ． ８Ｂ ，ｂ ） 和 ＰＫＡＣ １ 憐酸化 （ 图 ２ ． ８Ｂ ， ｃ ） 。 这些数据表明 ２０Ｅ 通过 ＤｏｐＥｃＲ

诱导这些关键蛋 白 的磷酸化 。

２０Ｅ 通过 ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 转录复合物与 ＥｃＲＥｓ 的结合调节基因转录 （ Ｌａｎｅｔ ａ ｌ ．

１ ９９９ ） 。 为了解决 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 在 ２０Ｅ 诱导的基因转录中 的作用 ， 使用染色质免疫沉淀法

（ ＣｈＩＰ） 检 查 了ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ与ＥｃＲＥ（ｉ／ｅ＆ｏｖｅ Ａｐａ／／Ｒ３５

’

调 节 区 中 的

ＧＧＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＣＴＧ的结合 。
ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ结果表明 ， 在２０Ｅ处理下 ， ＥｃＲＢ ｌ

－ＲＦＰ －

Ｈ ｉ ｓ 与 ＤＭＳＯ 处理对照相 比结合更多 的 ＥｃＲＥ 。 但是 ， 与 办Ｇ／７
５ 处理的细胞相 比 ，

及７及 处理的 ＨａＥｐ ｉ 细胞中 ， ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 结合较少的 ＥｃＲＥ 。 ＩｇＧ 阴性对照

和位于 的开放阅读框 （ ＯＲＦ ） 中 的 ＨＲ３ 引物未产生相 同结果 （ 图 ２ ． ８Ｃ ） 。 这些

结果表明 ２０Ｅ 通过 ＤｏｐＥｃＲ 调节 ＥｃＲＢ ｌ ／Ｕ ＳＰ ｌ 转录复合物与 ＥｃＲＥ 的结合 。

３ ．
７Ｄ ｏｐＥｃＲ 结合 ２０Ｅ 的结构模拟

使用ＳＹＢＹＬ Ｘ２ ． ０软件中 的Ｓｕ ｒｆｌｅｘ－Ｄｏｃｋ（ ＳＦＸＣ ）模块将２０Ｅ与ＥｒＧＰＣＲ－

ｌ（ Ｃａ ｉ

ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ４ａ ） ， ＥｒＧＰＣＲ－２（Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ５ ） 和ＤｏｐＥｃＲ 进行对接 ， 以预测三种ＧＰＣＲ

与 ２０Ｅ 结合的可能性 。 计算结果显示 Ｄｏｐ
ＥｃＲ ，ＥｒＧＰＣＲ－２ 和 ＥｒＧＰＣＲ－

ｌ 跨膜螺旋附

４２
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近与２ ０Ｅ结合的得分最高 （ 图２ ． ９Ａ－Ｃ ） 。 ２ ０Ｅ与Ｄｏ ｐ Ｅ ｃ Ｒ的Ｔｙ ｒ
－ ６ ８ ，Ｔｙ ｒ

－

１ ０ ９ ，Ｔｈ ｒ
－

１ １ ３和Ｔｒ
ｐ

－

１ ６０形成六个氢键 ； 与Ｅ ｒＧ ＰＣＲ－

２的Ｃｙ ｓ
－

１ ３ ，Ｓ ｅ ｒ
－

１ １ ３和Ｇ ｌ

ｙ
－

１ ４ ２形成三

个氢键 ？

， 与ＥｒＧ ＰＣＲ －

１的Ｍ ｅ ｔ
－ ２ ２ ８形成

一

个氢键 （ 图２ ． ９Ｄ—Ｆ ） 。 ＤｏｐＥｃＲ ，Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

２ 和 Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －

１ 与 ２ ０Ｅ 结合的得分分别 为 ２ ． ６４３ ３ 、 １ ． ６ １ ２ ４ 和 － ０ ． ５ ０ ０ ７ ， 其 中得分越高 ，

结合能 力越强 。 这些结果表 明 ， Ｄｏ
ｐ
Ｅｃ Ｒ 和 Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －

２ 比 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

１ 具有更高的对

２０Ｅ 的结合能力 。

Ａ ８ Ｃ
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＇
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▲冷 Ｊ ．

、 ＡＫ
ｖ

（

＞ｉ

图２ ．９ ．ＧＰＣＲ－ ２ ０Ｅ结合ｆｔ合物模型 ？ （ Ａ ）（ Ｂ ） 和 （Ｃ ）ＳＹＢＹＬＸ ２ ． ０软件的Ｓｕ ｒｆｌ ｅｘ－Ｄｏｃｋ

（ Ｓ ＦＸＣ ） 模块预测获得的 Ｇ ＰＣＲ 模型 。 Ｄｏｐ
ＥｃＲ ，Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －２ 和 Ｅ ｒＧＰＣＲ －

１（灰色 ） 和 ２０Ｅ

（ 绿色 ） 的整体结构 。 （ Ｄ ）（ Ｅ ） 和 （ Ｆ ） 虚线表示 Ｇ ＰＣＲ 的氨基酸残基和 ２０Ｅ 之间预测的氣

键 。 所有模型 的取 向相 同 。
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ｐｒｅｄ ｉ ｃ ｔｅｄｈ
ｙ
ｄｒｏｇｅｎｂｏｎｄｓｂｅ ｔｗｅｅｎｔｈｅａｍ ｉ ｎｏａｃ ｉ ｄｒｅ ｓ ｉ ｄ ｕｅ ｓｏｆ ＧＰＣＲｓａｎｄ２０Ｅ ．Ｏ ｒ ｉ ｅｎ ｔａ ｔ ｉｏｎ ｉ ｓ ｔｈｅ

ｓａｍ ｅ ｉ ｎａ ｌ ｌｍｏｄ ｅ ｌ ｓ ．

３ ． ８Ｄｏ ｐ
Ｅ ｃＲ结合２ ０Ｅ

为 了证 明 Ｄｏ
ｐ
Ｅｃ Ｒ 结合 ２ ０Ｅ ，Ｄｏ

ｐ
Ｅｃ Ｒ －Ｇ Ｆ Ｐ 及其突变体 Ｄｏ

ｐ
Ｅｃ Ｒ － Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ（ 根据

ＳＹ ＢＹ ＬＸ２ ． ０ 软 件 Ｓ ｕ ｒｆｌ ｅｘ －Ｄｏｃｋ（ Ｓ ＦＸＣ ） 程 序 的 预 测 和 Ｉ
－ＴＡ Ｓ ＳＥＲ 在 线 服 务 器

ｌ ｉ ｔ ｔ
ｐ

： ／／ｚｈ ａｎ ｇ
ｌ ａ ｂ ． ｃ ｃｍ ｂ ． ｍ ｅｄ ． ｕｍ ｉ ｃ ｈ ． ｅｄ ｕ ／ Ｉ

－ＴＡ Ｓ Ｓ ＥＲ／的预测 ， 将 可能 的类 固 醇结 合位点进

行点突变 （ 表 ２ ． ２ ） ） 在 细胞中进行 了 过表达 ， Ｇ Ｆ Ｐ 过表达为标签对照 。 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

４ ３
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１（ Ｃａ ｉ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ４ａ ） 和ＥｒＧＰＣＲ－２（Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ＿ ２０ １ ５ ） 过表达 以 比较不同ＧＰＣＲ结合

２０Ｅ的能力 。 过表达的ＥｒＧＰＣＲ－

１
－ＧＦＰ ， ＥｒＧＰＣＲ－２ －ＧＦＰ ，Ｄｏｐ

ＥｃＲ－ＧＦＰ及其突变体

ＥｒＧＰＣＲ－２ －Ｍ－ＧＦＰ和ＤｏｐＥｃＲ－Ｍ－ＧＦＰ位于细胞膜 （ 图２ ． １ ０Ａ ） 。 通过２０Ｅ－ＥＩＡ检测

结合的 ２０Ｅ 分析表明 ， 与过表达 ＧＦＰ 细胞相 比 ， ＥｒＧＰＣＲ－２ －ＧＦＰ 和 Ｄｏｐ
ＥｃＲ－ＧＦＰ 过

表达细胞的细胞膜结合更多的 ２ ０Ｅ 。 但是 ， 与过表达 ＧＦＰ 的细胞相 比 ， 来 自 ＥｒＧＰＣＲ－

１
－ＧＦＰ ， ＥｒＧＰＣＲ－２－Ｍ－ＧＦＰ 和 ＤｏｐＥｃＲ－Ｍ－ＧＦＰ 过表达细胞的细胞膜结合的 ２０Ｅ 量没

有显著增加 （ 图 ２ ． １ ０Ｂ ） 。 这些结果表明 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 和 ＥｒＧＰＣＲ－２ 可 以结合细胞膜上的

２０Ｅ 。

表 ２ ．２ ． ＧＰＣＲ预测的结合位点和点突变位点



Ｔａｂｌｅ２ ．２ ．Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｎｄ

ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ．



ＰｒｏｔｅｉｎｓＣ－

ｓｃｏｒｅＬｉｇａｎｄｓＢｉｎｄｉｎｇ 
ｓｉｔｅ ｓＭｕｔａｔｉｏｎｓｉｔｅ ｓ

ＥｒＧＰＣＲ－

１００３ ２２５Ｍ
，
２２８Ｍ

， 
２３２Ｌ

， 
２３ ６Ｖ

，

２６４１
，

２６７Ｆ
，

３ １ ０Ａ

ＥｒＧＰＣＲ －２０ ． ０５ＣＬＲ １ ０６Ｒ
，１ ０９１

，
１ １ ０Ｃ

，１ １ ３ Ｓ
，

１ ３ ８Ｃ
，Ｓ １ １ ３Ａ

，
Ｃ １ ３ ８Ａ

，

１ ４２Ｇ
，
８ ５Ｌ

，１ ８ ８ Ｓ ， １ ９２ＷＧ １ ４２Ａ

ＤｏｐＥｃＲ０ ． １ ０Ｙ０ １ ５ ５Ｆ
，６２Ｓ ，６８Ｙ ，７ １Ｌ

，
７５Ｖ

， １ ０９Ｙ
，Ｙ６８Ａ ， 

Ｙ １ ０９Ａ
，

１ １ ３Ｔ
，

１ ６０Ｗ
，

１ ６４Ａ Ｔ １ １ ３Ａ
， 
Ｗ １ ６０Ａ

ＧＰＣＲｓ的预测结合位点通过ｈｔｔｐ ： ／／ｚｈａｎｇｌａｂ ．ｃｃｍｂ ．ｍｅｄ ．ｕｍｉｃｈ ． ｅｄｕ／Ｉ
－ＴＡＳＳＥＲｙ在线预测 。 Ｃ得

分是预测结合位点的置信度得分 。 ＣＬＲ ， 胆固醇 。 Ｙ０ １ ， 胆固醇氢琥珀酸酯 。 ＥｒＧＰＣＲ－２ 中的

位点按照过表达的 ７ＴＭ 序列进行编号 。

Ｔｈｅｐｒｅｄ ｉｃ ｔｅｄｂ ｉｎｄｉｎｇｒｅｓ ｉｄｕｅｓｏｆＧＰＣＲｓａｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｏｎｌ ｉｎｅａｔ

ｈｔ５） ： ／／ｚｈａｎｇｌａｂ ． ｃｃｍｂ ．ｍｅｄ ．ｕｍｉｃｈ ． ｅｄｕ／Ｉ
－ＴＡＳＳＥＲ／ ．Ｃ －

ｓｃｏｒｅｉｓ ｔｈｅｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｓｃｏｒｅｏｆ ｔｈｅ
ｐｒｅｄ ｉｃ ｔｅｄ

ｂｉｎｄｉｎｇｓ ｉｔｅ ．ＣＬＲ
，ｃｈｏｌｅｓ ｔｅｒｏｌ

，ｃｈｏ ｌｅｓ ｔ
－

５
－

ｅｎ－

３ｂｅｔａ－

ｏ ｌ
，ｃｈｏ ｌｅｓｔｅｒｉｎ．Ｙ０ １

，ｃｈｏ ｓ ｔｅｒｏｌｈｙｄｒｏｇｅｎ

ｓｕｃｃ ｉｎａｔｅ ．ＥｒＧＰＣＲ－２ｗａｓ ｎｕｍｂｅｒｅｄｆｒｏｍ ｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ７ＴＭ ．

对ＥｒＧＰＣＲ－

１
－ＧＦＰ ， ＥｒＧＰＣＲ－２ －ＧＦＰ ， ＤｏｐＥｃＲ－ＧＦＰ及其突变体ＥｒＧＰＣＲ－２－Ｍ－ＧＦＰ

和 ＤｏｐＥｃＲ－Ｍ－ＧＦＰ 进行蛋 白纯化 ， 以确定纯化的 ＧＰＣＲ 与 ２ ０Ｅ 的结合能力 。 ＳＤＳ －

ＰＡＧＥ 考马斯亮蓝染色显示 ＧＰＣＲ 的纯化程度 （ 图 ２ ． １ ０Ｃ ） 。 使用 ２０Ｅ －ＥＩＡ 的结合分

析表明 ＧＦＰ 和分离纯化的 ＥｒＧＰＣＲ－

１
－ＧＦＰ 结合非常低水平的 ２０Ｅ ， 但是 ， Ｄｏｐ

ＥｃＲ－

ＧＦＰ 以剂量依赖的方式结合 ２０Ｅ ， 其中 ５ 网 Ｄｏｐ
ＥｃＲ－ＧＦＰ 结合 １ ． ３ｎｇ 的 ２０Ｅ ，１ ０ 略

Ｄｏｐ
ＥｃＲ－ＧＦＰ结合２ ． ３ｎｇ的２０Ｅ 。 与野生型Ｄｏｐ

ＥｃＲ－ＧＦＰ相 比 ， Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ－Ｍ－ＧＦＰ突

变体结合较少 的 ２０Ｅ ， 在 ５ ０
ｐＬＥＩＡ 缓冲液中 ， 每 ５

－

１ ０ 阳 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ－Ｍ－ＧＦＰ 结合 ０ ． ８ －

１ ． ６ ｎｇ ２０Ｅ 。 同样 ， 在５〇 ｎＬ ＥＩＡ缓冲液中 ， 每５
－

ｌ 〇 ｎｇ ＥｒＧＰＣＲ－２ －ＧＦＰ结合 １ ．４－２ ． ５

ｎｇ
２０Ｅ ， 但是 ， ＥｒＧＰＣＲ－２ －Ｍ－ＧＦＰ 突变体与 ２０Ｅ 的结合较少 ， 在 ５ ０

ｎＬＥＩＡ 缓冲液

中 ， 每 ５
－

ｌ 〇 ｎｇ 蛋 白 质结合 ０ ． ７－

１ ． ７ ｎｇ 的 ２０Ｅ（ 图 ２ ． １ ０Ｄ ） 。 这些数据表 明 ， ＧＰＣＲ 从

质膜上分离纯化后 ， ＤｏｐＥｃＲ 和 ＥｒＧＰＣＲ－２ 都可以结合 ２ ０Ｅ 。

４４
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

Ａ Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃ Ｒ －Ｄｏ

ｐ
Ｅ ｃ Ｒ －Ｅ ｒＣ ＰＣＲ －

ｌ
－ Ｅ ｒＧＰＣ Ｒ －

２
－

ＥＫ； ＰＣＲ －

２
－ Ｂ

＾
 Ｇ Ｆ ＰＭ－Ｇ Ｆ ＰＧ ＦＰＧ Ｆ ＰＭ－＜；Ｆ Ｐ ｜

，■■■■■ｌ ｉｎ ｌ Ｉ ｈ ｎ ｌ Ｉ ｎ
－ＢＥＢＢＢＢ

１

ｘ＞

ｒ ｆ ^
ｃｊ＞＾，Ｄ

＾＾－士 ＜
＂
Ｒ ）

＿  ５
叫 會

ｋＤａ Ｃ Ｆ Ｐ 、 １＃ ＇ １Ｍ Ｓ
３
 ｆ

＂  １ ０
Ｍ Ｒ？ ＊

＊

７０
－

？
－ ２ ｉ

ｊ Ｉ

５ ５？ ｉ＾ １ ． ５ ｊ．Ｉｍ１ １ｉ





 ｓ ｉ
１ Ｉ Ｉｉ ｜Ｉ Ｉ± １

＊

〇ｇ ｎ ＜＿Ｉ＿

ｆ 〇

［ ＊ ＿ ． ＿ ＿ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■

■ ？ －

？ 乂 Ｊ＾ｃｆ ＜ｆ ＜ｆ ＜ｆ^
￣￣￣

， ＜
／ ／ ／ ／

ｚｚ／
＜ｙ

图 ２ ？ 丨 ０ ． 检测过表达 Ｇ ＰＣ Ｒ 的细胞膜蛋 白和分离的 Ｇ ＰＣＲ 结合的 ２ ０Ｅ 。 （ Ａ ） 过表达的 Ｇ Ｆ Ｐ

和 Ｇ ＰＣＲ 的 亚细胞定位 。 红色 ： 小麦胚芽凝集素 （ ＷＧＡ ） 标记的细胞膜 。 绿色 ： Ｇ ＦＰ 和 与

Ｇ Ｆ Ｐ 融合的 各种 Ｇ ＰＣ Ｒ 的绿色荧光 。 蓝色 ： ＤＡ Ｐ 丨 标记的细胞核 。 用 共聚焦 显微镜进行观察 。

比例尺＝
２０ 叩１ 。 （ Ｂ ）５ ０ 吨 过表达Ｇ Ｆ Ｐ ，Ｄｏ

ｐ
Ｅ ｃ Ｒ －Ｇ Ｆ Ｐ ，Ｄ ｏ

ｐ
Ｅ ｃＲ － Ｍ －Ｇ ＦＰ ，Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

１

－Ｇ Ｆ Ｐ ，

Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －

２
－Ｇ Ｆ Ｐ和Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

２
－ Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ的Ｈ ａＥ ｐ ｉ细胞的膜蛋 ｆｔ结合的２０Ｅ 。 （ Ｃ ） ＳＤ Ｓ

－ ＰＡＧ Ｅ考

马斯亮蓝染色显示用 于实验 中 Ｄ 中 部分纯化的 Ｇ ＰＣ Ｒ 〇 （ Ｄ ） Ｄｏ
ｐＥ ｃＲ －Ｇ Ｆ Ｐ ，Ｄｏ ｐＥ ｃ Ｒ －Ｍ －Ｇ ＦＰ ，

Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －２ －Ｇ ＦＰ 和 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

２ －Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ 结合的 ２０Ｅ ？ 误差线表示 ：

－

：个重复的 ＳＤ 。 星 号表示根

据 Ｓ ｔ ｕ ｄ ｅｎ ｔ

’

ｓ ／ 检验存在 显 著差异 （

＊

／
？ 
＜０ ． ０ ５

；＊ ＊

尸
＜０ ． ０ １ ） 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ ． １ ０ ．Ｄｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ２ ０Ｅ ｔ ｈ ａ ｔｗ ａ ｓｂｏ ｕ ｎ ｄｂｙ ｔ ｈ ｅＧ ＰＣＲ ｓ

－ｏｖ ｅ ｒｅ ｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｎ ｇｃ ｅ ｌ ｌｍ ｅｍ ｂ ｒａ ｎ ｅ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓａ ｎ ｄ ｔ ｈ ｅ ｉ ｓｏ ｌ ａ ｔ ｅｄＧ ＰＣＲ ｓ ．（

Ａ
）Ｃ ｅ ｌ ｌｍ ｅｍ ｂ ｒａ ｎ ｅ ｌ ｏ ｃ ａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｏｖ ｅ ｒｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓｅｄＧ Ｆ Ｐａｎｄ

Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ ．Ｒ ｅ ｄ ： ｔ ｈ ｅｃ ｅ ｌ ｌｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅｗａ ｓｍａ ｒｋ ｅ ｄｂｙ
ｗ ｈ ｅ ａ ｔｇ

ｅ ｒｍａｇｇ
ｌ ｕ ｔ ｉ ｎ ｉ ｎ （

ＷＧＡ
）

．Ｇ ｒｅｅ ｎ ：ｇ ｒｅｅ ｎ

ｆ ｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｃｅｆｒｏｍＧ ＦＰａ ｎｄｖ ａ ｒ ｉ ｏｕ ｓＧ ＰＣＲ ｓｆｕ ｓ ｅｄｗ ｉ ｔ ｈＧ ＦＰ ．Ｂ ｌ ｕ ｅ ：ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｕ ｓｓ ｔａ ｉ ｎ ｅ ｄｗ ｉ ｔ ｈ４
＇

－６ －

ｄ ｉ ａｍ ｉ ｄ ｉ ｎ ｏ
－

２ －

ｐ
ｈｅｎｙ ｌ ｉ ｎｄ ｏ ｌ ｅｄ ｉ ｈｙ ｄ ｒｏ ｃ ｌ ｉ ｌ ｏ ｒ ｉ ｄ ｅ

 （
ＤＡ Ｐ Ｉ

）
．Ｏ ｂ ｓｅ ｒｖ ｅｄｂｙ

ｃ ｏｎ ｆｏｃ ａ ｌｍ ｉ ｃ ｒｏｓ ｃｏｐ ｅ
．Ｓ ｃ ａ ｌ ｅｂ ａ ｒ

２０ ｜

ｉｍ ． （
Ｂ

）Ｑ ｕａｎ ｔ ｉ ｔｙｏ ｆ２０Ｅｂｏ ｕ ｎ ｄｂ
ｙ５ ０ ｜

ｉ
ｇｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｓｆｒｏｍＨ ａＥｐ

ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓｔｈａ ｔｗ ａｓ

ｏｖ ｅ ｒｅ ｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｎ

ｇＧＦＰ
，ＤｏｐＥｃＲ

－Ｇ ＦＰ
，Ｄｏ ｐＥ ｃ Ｒ － Ｍ －Ｇ ＦＰ

，Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －

ｌ

－Ｇ Ｆ Ｐ
，Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

２ －Ｇ ＦＰ
，ａｎｄ

Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －２ － Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ ．

 （
Ｃ

）
ＳＤ Ｓ － ＰＡＧ Ｅｓ ｈｏｗ ｓｔｈ ｅ

ｐ
ａ ｒｔ ｉ ａ ｌ ｌ ｙｐ

ｕ ｒ ｉ ｆｉ ｅｄＧ ＰＣ Ｒ ｓｗ ｉ ｔｈＣｏｏｍａ ｓ ｓ ｉ ｅｂ ｒ ｉ ｌ ｌ ｉ ａｎ ｔ

ｂ ｌ ｕｅｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎｇ
ｕｓ ｅｄ ｉ ｎ ｔｈ ｅｅｘ

ｐ
ｅ ｒ ｉｍ ｅｎ ｔ ｓ ｉ ｎＤ ．

（
Ｄ

）Ｑ ｕａｎ ｔ ｉ ｔｙ
ｏｆ ２０Ｅｂｏ ｕｎｄｂ

ｙ
Ｄ ｏ

ｐ
Ｅ ｃＲ －Ｇ Ｆ Ｐ

，Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃ Ｒ －

Ｍ －Ｇ ＦＰ
，Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －

２ －Ｇ Ｆ Ｐ
，ａｎｄＥ ｒＧ ＰＣＲ －

２
－Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ ．Ｅ ｒ ｒｏ ｒｂａｒ ｓｒｅ ｐ
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一
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图 ２ ？ 丨 丨 ． 分离的 Ｄ ｏｐＥ ｃＲ 和 Ｇ ＰＣＲ －２ 的配体结合研宄 以及 Ｄ ｏ ｐＥ ｃＲ 和 ＧＰＣＲ －２ 介导的 Ｃ ａ
２＋

和 ｃＡＭＰ 水平的快速增加 。 （ Ａ ）Ｄ ｏｐＥ ｃＲ －ＧＦＰ 和 Ｄ ｏ
ｐ
ＥｃＲ －Ｍ －ＧＦＰ 与 ２０Ｅ 的饱和结合 曲线 。

（ Ｂ ）Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －２ －ＧＦＰ 和 Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －２ －Ｍ －Ｇ ＦＰ 与 ２ ０Ｅ 的饱和结合 曲线 。 用 Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 标签分析非

特异性结合 。 所有实验均使用含有 １ ０ 明 分离蛋 白 的 ５ ０
ｎ
ＬＥ ＩＡ 缓冲液 中进行 。 （ Ｃ ）ＳＤ Ｓ －

ＰＡＧＥ 考马斯亮蓝染色显示验证 Ａ
，Ｂ ， Ｆ 和 Ｇ 中 高度纯化的 ＧＰＣＲ ｓ 。 （ Ｄ ）２０Ｅ 处理下 ， 过

表达Ｄｏｐ
Ｅ ｃＲ －ＧＦ Ｐ ，Ｄｏｐ

Ｅ ｃＲ －Ｍ －ＧＦＰ ，ＧＰＣＲ２ －Ｇ ＦＰ和Ｇ ＰＣＲ２ －Ｍ －ＧＦ Ｐ的Ｈ ａＥｐ
ｉ细胞 中ｃＡＭＰ

４ ６
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水平 。 用Ｄｏｐ
ＥｃＲ －Ｇ Ｆ Ｐ ，Ｄｏｐ

ＥｃＲ －Ｍ －Ｇ ＦＰ ，Ｇ ＰＣＲ２ －Ｇ ＦＰ和Ｇ ＰＣＲ２ －Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ转染Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ细胞

４ ８ｈ ， 然后２ｎＭ２ ０Ｅ孵育 。 （ Ｅ ） 过表达Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ －Ｇ ＦＰ ，Ｄ ｏ ｐＥ ｃＲ －Ｍ －Ｇ ＦＰ ，ＧＰＣＲ２

－Ｇ ＦＰ和

Ｇ ＰＣＲ２ －Ｍ－Ｇ ＦＰ Ｈ ａＥｐ ｉ细胞中 的Ｃ ａ
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水平 。 用Ｄ ｏ
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和 ０ ？０１２ － ＼１ －０ ？？ 转染细胞 ４ ８ 丨 １ ， ０ ？８ ８ 中 八 １＾ 酯钙深红色染料 （ ３
＾
１ １＼４ ） 孵育 ３ 〇 １１１ 丨 １１ ， 然后

孵 育 ２０Ｅ （ １

ｎ
Ｍ ） 和 Ｃ ａＣ Ｉ ２ （ １ｍＭ ） 。 Ｆ ： 不 同 处理后 Ｈ ａＥ
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〇 卩 卩 突变休将 ８ 丨１＾ 降低 令 ７ ． ５土 ０ ． ６ ５ ９２
卩

（１１ 〇 丨 ／ 丨１ １卜 得到 ２ ９ ． ０ ３ 土 ５ ． ２ ７ ５１１ ＼１ 的 １＜ （１ （
丨

冬
｜

２ ． １ Ｉ Ｂ ） 。 ＳＤ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ 芩 ３ 斯立 蓝 染色 、ＬＵ ：

＇

川 Ｊ

＇

－

饱和结 介 ｌ

ｌ ｌ
ｌ 线 分沂 的 Ｇ ＰＣＲＬｉ经得到

纯化 （ 阁 ２ ． １ １ Ｃ ） ？２ ０ Ｅ －Ｅ Ｉ Ａ 分 析 坫 ｒ

？

衣 标 Ｗ 的 ２ ０ Ｅ （￣Ｇ ＰＣ Ｒ 结 介 的 ２ ０ Ｅ ） 和 ＡＣ ｌ ｉ Ｅ

标 ｉｄ 的 ２ ０ Ｅ （ Ｔ ｒａ ｃ ｅ ｒ ） 之 丨川 对 丫 Ｈ収特 汁忭 ２ ０ Ｅ 抗 血沾的 这 这吟 数据进
？

屮 ／

Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃ Ｒ －Ｇ Ｆ Ｐ和Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ － ２ －Ｇ Ｆ Ｐ可 以结 合２ ０ Ｅ ，

进
？

步研 宂分别 过 犮达Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃＲ －Ｇ Ｆ Ｐ ，Ｄｏ

ｐ
Ｅ ｃ Ｒ － Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ ，Ｇ ＰＣ Ｒ ２ －Ｇ Ｆ Ｐ和Ｇ ＰＣ Ｒ２ －

Ｍ －Ｇ ＦＰ 的 Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ 细胞对 ２ ０ Ｅ 响应的 ｃＡＭ Ｐ 和 Ｃ ａ

２
’

水个 。 ４ 过衣达 Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃ Ｒ － Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ

的 Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ 细胞相 比 ， 过表达 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ －Ｇ Ｆ Ｐ 的 Ｈ ａＥ ｐ ｉ 细胞在 ２ ０ Ｅ 刺激下胞 内 ｃＡＭ Ｐ 的

浓度增 加到更高 的水平 （ 图 ２ ． １ １ Ｄ ） 。 此外 ， 与过表达 ＤｏｐＥ ｃ Ｒ － Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ 的细胞相 比 ，

过表达 Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃＲ－Ｇ Ｆ Ｐ 的 Ｈ ａＥ

ｐ
ｉ 细胞在 ２ ０ Ｅ 诱导 下 Ｃ ａ

２ ＇

出现 了 快速细胞 内 释放和胞外

流入 （ 图 ２ ． １ １ Ｅ ） 。 这鸣数据表 明 Ｄｏ ｐ
Ｅ ｃＲ 参与 了２ ０Ｅ 诱 导 的快速细胞反应 。 在过表

达 Ｇ ＰＣＲ２ －Ｇ ＦＰ 和 Ｇ ＰＣＲ２
－ Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ 的 Ｈ ａ Ｅ

ｐ
ｉ 细胞 中 也观察到 了 相似的结果 。

进
一

步 分析 了ＤＡ 和 ２ ０ＥＭＤｏｐ
Ｅｃ Ｒ 的结 合 ， 以解决两 个配体与相 同 受体的 关

４ ７
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系 。 Ｄｏｐ
ＥｃＲ与ＤＡ的Ｋｄ为４４７ ． ５± １ ００ ． ６ ｎＭ（ 图２ ． １ １ Ｆ ） ， 表明Ｄｏｐ

ＥｃＲ可以与ＤＡ

结合 。 此外 ， 通过设置与 Ｋｄ（ ４５ ０ｎＭ ） 等效的配体 ＤＡ 浓度和不同浓度的 ２０Ｅ 处理

构建竞争结合曲线 。 对于 ２０Ｅ ， 计算 的解离常数 （ Ｋ ｉ ） 为 ４２ ． ５±８ ． ６ ｎＭ（ 图 ２ ． １ １ Ｇ ） 。

２０Ｅ 竞争实验表明 ２０Ｅ 可 以取代 ＤｏｐＥｃＲ 中 的 ＤＡ 。 这些数据表明 ， Ｄ ｏｐ
ＥｃＲ 对 ２０Ｅ

的亲和力 比 ＤＡ 尚 。

４ 讨论

Ｄｏｐ
ＥｃＲ 可 以结合 ＤＡ 或 ２０Ｅ ， 但是 ， 结合的机制和效应 尚不清楚 。 由于缺乏

ＧＰＣＲ 结合类固醇激素的直接证据 ， 因此尚未确定 ＧＰＣＲ 是否为类固醇激素受体 。

本研宄提供了证据表明 ２０Ｅ 与 ＤｏｐＥｃＲ 结合导致幼虫停止摄食并传递 昆虫化蛹的信

号 。 分离的 ＧＰＣＲ 可 以结合 ２ ０Ｅ 。 ２０Ｅ 上调 ＤｏｐＥｃＲ 表达 以传递 ２０Ｅ 信号并促进鳞

翅 目 昆虫化蛹 。

４ ． １２０Ｅ 与 ＤｏｐＥｃＲ 结合导致幼虫停止进食并传导化蛹信号

多 巴胺受体在动物运动功能和奖励动机行为 中起着重要作用 ， 包括人类进食

（ Ｃ ｏｃｃｕｒｅ ｌ ｌｏａｎｄＭａｃｃａｒｒｏｎｅ２０ １ ８ ） 和奖励诱发的进食行为 （ Ｒｅｂｅ ｌ ｌｏａｎｄＧ ｒｅｅｎｗａｙ

２ ０ １ ６ ） 。 多 巴胺神经元功能的丧失会导致帕金森 氏病 （ Ｂｏｙｄ ａｎｄ Ｍａ ｉ ｌｍａｎ ２０ １ ２ ） 和阿

尔茨海默 氏病 （ＭａｒｔｏｒａｎａａｎｄＫｏｃｈ２０ １ ４ ） 。 在幼虫生长阶段敲低 可以抑制

幼虫摄食 ， 这表明 ＤｏｐＥｃＲ 在幼虫摄食中发挥作用 ， 并且从昆虫到哺乳动物 ＤＡ 受

体在食物消耗中 的功能都是保守的 。 多巴胺与果蝇的行为动机和奖励有关系 （ Ｂｕｒｋｅ

ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ２ ） ， 多 巴胺受体信号通路在果绳的嗅觉关联中发挥作用 （ Ｈａｎｄ ｌｅｒ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ９ ） 。

ＤＡ 功能的抑制可能影响运动功能或奖励动机行为的 降低 ， 从而减少进食 。

２ ０Ｅ 可以降低家蚕的食物消耗 （Ｗａｎｇ
ｅｔ ａ ｌ ，２０ １ ０ ） ， 并通过直接作用于大脑的 中

枢神经系统来引 发飞蝗的游走行为 （ Ｄｏｍ ｉｎ ｉ ｃｋａｎｄＴｒｕｍａｎ１ ９ ８６ ） ， 但是 ， 机制 尚不

清楚 。 ２０Ｅ 抑制幼虫摄食并促进提前化蛹 ， ２０Ｅ 可以结合 ＤｏｐＥｃＲ 来抑制 ＤＡ 途径 。

从棉铃虫幼虫取食期的六龄 ４ ８ｈ 到幼虫游走阶段的六龄 １ ２０ｈ ， 其 ２０Ｅ 滴度从 ０ ． ５

ＨＭ 增加到 ４ ． ７
ｎＭ 。 与 ＤＡ 相 比 ， 蜕皮激素对 Ｄｏ

ｐ
ＥｃＲ 的亲和力高得多 ， 并且蜕皮

激素具有的较大的分子体积 占据 了ＤＡ 与受体的结合空间 ， 并抑制 了ＤＡ 介导的

ｃＡＭＰ 水平的升高 （ Ｓｒｉｖａｓｔａｖａｅｔａ ｌ ．２００５ ） 。 ＤｏｐＥｃＲ 与 ２０Ｅ 和 ＤＡ 之间的关系仅通

过 ＣＨＯ 细胞和 Ｓ ｆ９ 细胞的到验证 。 此外 ， Ｄｏｐ
ＥｃＲ 通过 ｃＡＭＰ 信号快速调节成年果

蝇行为 ， 例如求偶记忆 （ Ｉ ｓｈ ｉｍｏｔｏ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ３ ） 。 本研究提 出 了２０Ｅ 通过竞争结合

Ｄｏｐ
ＥｃＲ 来抑制幼虫摄食并传递 ２０Ｅ 信号 。 因此 ， 当第六龄幼虫变态阶段 ＤｏｐＥｃＲ 表

４ ８
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达增加时 ， 幼虫停止进食并开始化蛹 。 化蛹之前 ＤＡ 滴度的降低可能是 由于幼虫脑

的退化所致 。 蛹期 ＤＡ 滴度的升高可能与蛹期成虫脑的重塑有关 ， 有待进
一

步研宄 。

果蝇 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 突变体可 以正常成长到成虫阶段 。 蘑菇体神经元中的 ＤｏｐＥｃＲ 作

为非基因组蜕皮激素受体 ， 可控制经验依赖的求偶行为 （ Ｉ ｓｈ ｉｍ ｏｔｏ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ３ ） ， 并且

ＤｏｐＥｃＲ 突变不致死 。 在本研宄中 ， 敲降 导致化蛹延迟 ， 抑制幼虫摄食 ， 生

长 ， 体重增加 以及低死亡率 ， 表明 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 在生长期的幼虫摄食 中起作用 ， 并在变

态过程中充当 ２ ０Ｅ 受体 。

Ｇ ＰＣＲ 与 Ｇａｓ 和 Ｇａ
ｑ 相互作用 ， 分别增加细胞 内 ｃＡＭＰ 和 Ｃａ

２ ＋

水平进而激活

ＰＫＡ和ＰＫＣ途径 （Ｍａ ｒ ｉｎ ｉ ｓ ｓｅｎ ａｎｄＧｕ ｔｋ ｉｎｄ ２ ００ １） 。 ＧＰＣＲ－

ｃＡＭＰ －ＰＫＡ和ＧＰＣＲ－Ｃ ａ
２＋

－

ＰＫＣ 途径参与动物类固醇激素非基因组途径的信号传导 （ Ｍａｒ ｉｎｏｅｔ ａ ｌ ．２００６ ） 。 ２０Ｅ

通过 ＤｏｐＥｃＲ 引 起 ＭＢ ｓ 中 ｃＡＭ Ｐ 含量的快速增加 ， 而 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 通过 ｃＡＭＰ 信号调

节成虫行为 ， 从而介导 ２０Ｅ 的非蜕皮变态行为 ， 例如行为控制 （ Ｉ ｓｈ ｉｍｏ ｔｏ ｅｔ ａ 丨 ． ２０ 丨 ３） 。

２０Ｅ 诱导的 ｃＡＭＰ 增加 ， ＰＫＡＣ １ 磷酸化促进 ｃＡＭＰ 反应元件结合蛋 白 （ ＣＲＥＢ ） 的

磷酸化 ， 该蛋 白与 ｃＡＭＰ 反应元件 （ ＣＲＥ ） 结合 以增强棉铃虫 ２０Ｅ 调控的基因表达

并促进化蛹 （ Ｊ ｉｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ６ ） 〇 在 ２０Ｅ 诱导 下 ， Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 与 Ｇａｓ 和 Ｇａｑ 直接相互作

用 。 ２０Ｅ 通过 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 增加 ｃＡＭＰ 和 Ｃ ａ

２ ＋

水平 ， 诱导 Ｕ ＳＰ １ ，ＣＤＫ １ ０ 和 ＰＫＡＣ １ 的蛋

白 磷酸化 ， 并增加 ＥｃＲＢ ｌ 与 ＥｃＲＥ 的结合 。 Ｇ ＰＣＲ 在棉铃虫的细胞膜中传递 ２ ０Ｅ 信

号 （ Ｃａ ｉ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ４ａ
；

Ｗａｎ
ｇ
ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ５ ） 。 非基因组Ｇ ＰＣＲ ， Ｇａｑ ， ＰＬＣ １ ， Ｃ ａ

２＋

和蛋 白激

酶 Ｃ（ ＰＫＣ ） 信号级联 己在棉铃虫 中得到鉴定 ， 表 明 ＰＫＣ 途径的激活对于 Ｕ ＳＰ 磷酸

化和发生在 ２０Ｅ 基因组途径中基因转录是必要的 （ Ｌ ｉ ｕｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ４ｂ
；Ｒｅｎｅ ｔａ ｌ ．２０ １ ４ ） 。

２０Ｅ 通过激活 Ｇ ＰＣＲ ，ＰＬＣ １ ，Ｃａ
２ ＋

和 ＣａＭＫ 丨 丨 信号通路触发 Ｕ ＳＰ １ 赖氨酸乙酰化 ， 这

对 于 ＥｃＲＢ ｌ
－Ｕ Ｓ Ｐ ｌ 转录复合物 的形成和基 因转录至关重要 （ Ｊ ｉｎｇ ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ５ ） 。

ｆＸＪＰＣ／？
－： 敲低阻止 了２０Ｅ 诱导的钙增加 以及 Ｕ Ｓ Ｐ １ 和 ＣＤＫ １ ０ 的磷酸化 ， 从而抑制

２ （＾ 转录复合体 ￡〇 １１６ １ ／１； ５？ １ 的形成 （ ？３叩 ６１ ３ 丨 ． ２０ １ ５ ） 。 ２ （＾ 通过磷脂酶 ０／

－

１

（ ＰＬＣＧ １ ） 调节 Ｕ ＳＰ １ 的磷酸化 ， 并将 Ｇ ＰＣＲ 介导的非基因组途径与核受体 ＥｃＲＢ ｌ

介导的基因组途径联系起来 （ Ｌ ｉｕｅｔａ ｌ ．２ ０ １ ４ｂ
；Ｗａｎ

ｇ
ｅ ｔａ ｌ ．２０ １ ５ ） 。 研宄结果证实 了

Ｄｏｐ
ＥｃＲ 在 ２０Ｅ 信号通路中 的作用 ， 因此 ， 在末龄幼虫期敲降 Ｄｏ

／
７五〇／？ 可抑制化蛹 。

本研宄首次阐 明 了Ｄｏｐ
ＥｃＲ 的双重功能和机制 ， 其既参与幼虫摄食行为又参与 昆虫

化蛹的 ２０Ｅ 途径 。

４ ．２ＧＰＣＲ
结合

２０Ｅ

过表达 ＧＰＣＲ 的细胞或细胞膜能够在果蝇 （ Ｓ ｒ ｉｖａ ｓｔａｖａｅ ｔ ａ ｌ ．２００ ５ ） 和哺乳动物

４ ９
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（Ｍａｇｇ
ｉｏ ｌ ｉｎ ｉ ａｎｄ Ｐ ｉｃａｒｄ ２ ０ １ ０ ） 中结合类固醇激素 。 类固醇膜受体结合的亲和力 比核

受体的亲和力低几个数量级 （ Ｆａ ｌｋｅｎ ｓｔｅ ｉｎ ｅｔ ａ 丨 ． ２０００ ） 。 此外 ， ２０Ｅ 类似物
［

３

Ｈ
］
Ｐｏｎ Ａ

与 ＥｃＲ／Ｕ ＳＰ 核受体复合物的结合亲和力 比 ２０Ｅ 高 １
－２ 个数量级 （Ｍ ｉｎａｋｕ ｃｈ ｉｅｔａ ｌ ．

２００３ ） 。 果蝇中体外表达的 ＥｃＲ／Ｕ ＳＰ 异二聚体对 Ｐｏｎ Ａ 的 Ｋｄ 值为 ０ ． ９ ｎＭ（Ｙａｏ ｅｔ ａ ｌ ．

１ ９９ ３ ） ， 家蚕中 Ｋｄ 值为 １ ． １ｎＭ（ Ｓｗｅｖｅｒｓｅｔ ａ ｌ ．１ ９９６ ） 。 家蚕前丝腺细胞膜含有可能

的蜕皮激素膜受体 ｍＥｃＲ ， 对
［

３

Ｈ
］
Ｐｏｎ Ａ 具有结合力 ， Ｋｄ 为 １ ７ ．３ ｎＭ ， Ｂｍａｘ 为 ０ ． ８２

ｐ
ｍｏ ｌ／ｍｇ 蛋 白质 （ Ｅ ｌｍｏ歡 ｅｔ ａ ｌ ． ２００４ ） 。 从过表达 ＤｍＤｏｐＥｃＲ 的 Ｓｆ９ 细胞分离的膜蛋

白对 ［

３

Ｈ
］
ＰｏｎＡ具有特异性结合 ， Ｋｄ为１ ０ ． ４±０ ． ３ ８ｎＭ ，Ｂｍａｘ为０ ．３ ２±０ ． ０４

ｐｍｏ ｌ／ｍｇ

蛋 白 （ Ｓｒｉｖａｓｔａｖａｅｔ ａ ｌ ．２００ ５ ） 。

本研宄使用 ２０Ｅ－ＥＩＡ 方法直接检测分离 的 ＧＰＣＲ 结合 ２０Ｅ 。 检测到分离的

ＤｏｐＥｃＲ 对 ２０Ｅ 表现 出可饱和 的特异性结合 ， Ｋｄ 为 １ ７ ．９ ８士３ ．００ ５ｎＭ ，Ｂｍ ａｘ 为

９ ＿ ７６４士０ ．４９ ５ ３
ｐｍｏ ｌ／ｍｇ 蛋 白 。 ＥｒＧＰＣＲ－２ 对 ２０Ｅ 表现出可饱和的特异性结合 ， Ｋｄ 为

２３ ． ３ ２±３ ． ３ ０４ ｎＭ ，Ｂｍａｘ为１ ０ ．４２±０ ． ６６２９
ｐｍｏ ｌ／ｍｇ

蛋 白 。 ＤｏｐＥｃＲ和ＥｒＧＰＣＲ－２的Ｋｄ

值与从 Ｓｆ９ 细胞膜检测到的 Ｋｄ 数量级相 同 ， 但是 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 和 ＥｒＧＰＣＲ－２ 的 Ｂｍａｘ 值

高于从 Ｓｆ９ 细胞膜检测到的 Ｋｄ 。 棉铃虫分离 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 结合 ２ ０Ｅ 的 Ｋｄ 值 （ １ ７ ． ９８ ｎＭ ）

高于果蝇中 ＥｃＲ／Ｕ ＳＰ 异二聚体结合 ＰｏｎＡ 的 Ｋｄ 值 （ ０ ．９ｎＭ ）（ Ｙａｏ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９３ ） ， 这

表明 ＧＰＣＲ 对 ２０Ｅ 的结合亲和力 比核受体低 ， 这可能是多个 ＧＰＣＲ（ 例如 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ

和 ＥｒＧＰＣＲ－２ ） 参与细胞膜 ２０Ｅ 信号传导的原 因之
一

。 但是 ， ２ ０Ｅ 对 ＤｏｐＥｃＲ 的亲和

力 比 ＤＡ 高 ， 并且可以抑制 ＤＡ 的作用 ， 并诱导快速的信号传导作用 ， 例如增加 的

Ｃａ
２＋

和 ｃＡＭＰ 水平触发 ２０Ｅ 信号途径 。

先前的研宄表明 ， ＥｒＧＰＣＲ－

１ 和 ＥｒＧＰＣＲ－２ 在鳞翅 目 昆虫棉铃虫中传递 ２０Ｅ 信

号 ， 但无法通过同位素方法检测 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 和 ＥｒＧＰＣＲ－２ 与 ２ ０Ｅ 类似物 ［

３

Ｈ
］
ＰｏｎＡ

的结合 （ Ｃａ ｉ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ４ａ
；

Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ５ ） 。 在本研究中 ， 证实 了２０Ｅ－ＥＩＡ 方法可 以

检测 ＥｒＧＰＣＲ－２ 结合 ２０Ｅ 。 但是 ， 在这项研宄中未检测到 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 与 ２０Ｅ 的结合 。

在另
一

项研宄 中观察到激动剂发挥作用但是没有测量到特异性结合 （ Ｅｖａｎｓｅｔａｌ ．

１ ９９ ５ ） ， 可能是因为 ＧＰＣＲ 松散地或动态地与配体结合导致 （Ｎｙｇａａｒｄｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ３
；

Ｓ ｔｒａ ｓｓｅｒｅｔａ ｌ ．２０ １ ７ ） 。

４ ．３２０Ｅ 上调 ＤｏｐＥｃＲ表达

在人类 中 ， 多 巴胺受体调节各种生理过程 ， 包括奖赏 ， 自 发运动和 高血压

（ Ｋｅｂａｂ ｉａｎ１ ９ ７ ８ ） ， 多 巴胺能信号 不足或过度活跃会 导致各种疾病 （ Ｂｏｙｄａｎｄ

Ｍａ ｉ ｌｍａｎ ２０ １ ２ ） ， 因此 ， 多 巴胺受体是常见的神经类药物靶标 （ Ｊｏｙ
ｃｅ ２００ １ ） 。 多 巴胺

５ ０
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能神经递质 已被用 于治疗各种精神和神经疾病 ， 例如精神分裂症 ， 躁郁症 ， 帕金森

病 ， 亨廷顿 氏病和 图雷特综合症 （ Ｂ ｅａ ｕ ｌ ｉ ｅ ｕａ ｎｄＧ ａ ｉ ｎ ｅ ｔ ｄ ｉ ｎｏｖ２０ １ １ ） 。 甾 体激素雌激素

可 以调节人 中 枢神经 系统的神经传递 ， 包括情绪 ， 奖励 和动机 （ Ｋ ｒｏ ｌ ｉ ｃｋ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ８ ） 。

本研宄观察到 ２ ０Ｅ 上调 ＤｏｐＥｃ Ｒ 表达并与 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 结合 以阻断其 ＤＡ 通路的活性 。

除 昆虫外 ， 各种植物也产生 ２ ０ Ｅ ， 例如蓝藻 。 研究结 果提供 了探索使用 ２ ０ Ｅ 或其他

植物 甾 醇治疗 多 巴胺相关疾病 的可能性 。

４ ．４ 多个 Ｇ ＰＣＲ 传输 ２ ０ Ｆ． 信号

棉铃虫 Ｄｏ ｐＥ ｃ Ｒ 属于 Ｇ ＰＣ Ｒ Ａ 类 （ 视紫红质样 ） 受体 ， 与 果蝇 Ｄｍ Ｄ ｏｐ
Ｅ ｃＲ 具有

６ ８ ％ 的 同源性 。 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

１ 和 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ － ２ 属于 Ｂ 类受体 （ 分泌蛋 白 受体 ） （ 图 ２ ． １ ２ ） 。

然 而 ， 棉铃虫 Ｄｏ
ｐ
Ｅｃ Ｋ 在变态过程中 高表达 ， 这 Ｄｍ Ｄｏ ｐ

Ｅ ｃＲ 小 Ｍ ， Ｄｍ Ｄｏ
ｐ
Ｅｃ Ｒ／卜：

第 三 阶 段 的 幼 虫 中 很 少 表 达 ， 但 在 第
一

， 第 二 阶 段 的 幼 虫 和 成 虫 头 中 高 表 达

（ Ｓ ｒ ｉ ｖ ａ ｓ ｔａｖａｅ ｔａ ｌ ．２００ ５ ） ， 可能是因为双翅 目 和鱗翅 目 昆虫之间存在差异 。 ２ ０Ｅ 诱导

Ｍ Ｂ 中 ｃＡＭ Ｐ 含量迅速增加 ， 并通过 Ｄｏ
ｐ
Ｅｃ Ｒ 触发 ｃＡＭ Ｐ 信 号传导 ， 调节 果蝇成虫

求偶行为 （ 丨 ｓｈ ｉｍ ｏ ｔｏ ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ３ ） 。 Ｄｏ
ｐ
Ｅｃ Ｒ 主要在大脑 中表达 ， 然而 ， Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

１ 和

Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

２ 在表皮 ， 脂肪体和 中肠 中 广泛表达 （ Ｃ ａ ｉ ｅ ｔａ ｌ ． ２ ０ １ ４ ａ ：Ｗａ ｎ
ｇ

ｅ ｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ５ ） 。

Ｄｏ
ｐ
Ｅｃ Ｒ 位于质膜 中 并且不 内 吞 ， 这

一

点类似于 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

１（ Ｃ ａ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ４ ａ ） ， 但不

同 ｆＥ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

２ ， 后者可 以被 Ｇ ＰＣ Ｒ 激酶 ２（ ＧＲＫ２ ） 磷酸化 内 吞使 ２ ０Ｅ 信 号脱敏

（ Ｗａ ｎｇｅ ｔａ ｌ ．２ ０ １ ５ ） 。 组织中 Ｇ ＰＣ Ｒ 的差异表达 以及不 同 的 Ｇ ＰＣ Ｒ 识别 同
一

Ｇ 蛋 內

的特定位置 （ Ｆ ｌ ｏ ｃ ｋｅ ｔａ ｌ ．２ ０ １ ７ ） 可能也解释 了 为什么 多 种 Ｇ ＰＣ Ｒ 参与到 ２ ０ Ｅ 信号传

导途径 。



ｌ ＯＯ ｒＨｅｈ ｃｏ ＼
－

ｅｒｐａ ａｒｍ ｉ

ｇ
ｅｒａ  ｄｏ

ｐ
ａｍｍｃ  ｒｃｃｃ

ｐ
ｌｏ ｒ  １

－

ｌ ｉ ｋｃ Ｘ ｉ

，

＿

０ ２ １ Ｗ ８ ５ ８ ５ １

＇Ｒｏｍｈｙ．＼ ｍｏｎ ｄｏｐ
ａｍ ｉ ｎ ｅ  ｒｅｃｅｐ ｔ ｏ ｒ  Ｉ Ｂ ＡＧ 

１ ４ ２ ６０  １

２ ＾



 ／ ／ｏｗｏ  ｊ ｔ ｊ
ｐ
ｗｖｗ Ｄ

（ 

１ 八
）
ｄ ｏ

ｐ
ａｍ ｉ ｎ ｔ ：  ｒ ｅ ｃ ｅ

ｐ
ｌｏ ｒ Ｎ Ｐ

＿

０００ ７ ８ ５ １



Ｈｏｍｏ  ａｕｐ ｉｅｎａ Ｄ （ 
Ｉ Ｒ

） 
ｄｏｐａ

ｍ ｉ ｎ ｅ 
ｒｅｃ ｅ ｐ ｔｏ ｒ Ｎ？０００ ７ ８ ９ Ｉ

＾ Ｐ



Ｈｏｍｏ  ｓａｐ ｉ ｅｎｓ  ｂ ｅ ｔ ａ
－

２  ａ ｄ ｒｅｎ ｅｒ
ｇ

ｉ ｃ  ｒ ｅｃ ｅｐ ｔ ｏｒ ＮＰ００００ １ ５ １

Ｉ
 Ｈｅｌｉｃｏｖｅ ｒｐａ ａ ｒｍ ｉｎ ｅ ｒａ  ｏｃ ｌ ｏｐ

ａｍ ｉ ｎｅ 
ｒｅｃｅｐ ｔ ｏ ｒ

Ｏａｍ ｂ  ｉ ｓｏ ｔｏ ｒｍ Ｘ Ｉ Ｘ Ｐ０ ２ １ Ｉ
Ｑ４ ３ ９ ５  １ 

＊



Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ  ｄｏｐ ａ
ｍ ｉ ｎ ｅ  ｒｃｃ ｃｐ ｌ ｏ ｒ ＡＡＣ 
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图 ２ ． １ ２ ． 不 同 物 种 中 Ｄｏ ｐ Ｅ ｃＲ 的 系 统 发生树 。

＊ 本 文 中 章 鱼 胺 受 体 Ｏ ａｍ ｂ 亚 型 Ｘ Ｉ
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第三章 蜕皮激素诱导 Ｇ 蛋白偶联受体 ３ 形成同源四聚体传

递信号并通过该受体易化扩散进入细胞

１ 引言

在哺乳动物中 ， 雌激素与其核受体 （ ＥＲａ 和 ＥＲ
Ｐ ）结合 以调节基因转录 （ Ｄａｈ ｌｍ ａｎ －

Ｗｒ ｉｇｈｔ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２００６ ） 。 Ｇ 蛋 白偶联受体 （ ＧＰＣＲ ）ＧＰＲ３ ０ ／ＧＰＥＲ 被确定为雌激素的细胞

膜受体 （ Ｒｅｖａｎｋａ ｒｅ ｔａ ｌ ．２００ ５ ） 。 动物类固醇激素可 引 起细胞钙离子和 ｃＡＭＰ 水平快

速增加 ， 并通过细胞膜受体使蛋 白 质磷酸化 （ Ｓ ｉｍ ｏｎｃ ｉｎ ｉ ａｎｄ Ｇｅｎａｚｚａｎ ｉ ２００３ ） ？ 在 昆

虫中 ， 蜕皮激素与核受体 （ 蜕皮激素受体 ， ＥｃＲ ） 结合 ， 与异二聚体伴侣超气 门 蛋 白

Ｕ ＳＰ 形成转录复合物 ， 从而启动基因转录 ， 例如激素受体 ３（ ＨＲ３ ） 和 Ｂ ｒｏａｄ－Ｃｏｍｐ
ｌ ｅｘ

（ ＢＲ－Ｃ ） ， 以调节蜕皮和变态 （ Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ ｅｔ ａ ｌ ．２ ００ １ ） 。 ２０Ｅ 还通过家蚕前丝腺 中 的

Ｇ ＰＣＲ 触发细胞 内 Ｃａ
２＋

的快速增加 （ Ｍ ａｎａｂｏｏｎｅｔａ ｌ ．２ ０ ０９ ） 。 多 巴胺 ／蜕皮激素受体

（ ＤｍＤｏｐＥｃＲ ） 被认为是 ２０Ｅ 细胞膜受体 ， 它与 ２０Ｅ 结合 以调节黑腹果蝇蜕皮激素

的非基因组途径 （ Ｓ ｒ ｉｖａｓｔａｖａ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ００ ５ ） 。 越来越多 的研究表 明 ， ＧＰＣＲ 可 以作为 ２０Ｅ

的细胞膜受体 。 在棉铃虫 ， ２０Ｅ 通过非基因组途径诱导细胞周 期蛋 白依赖性激酶 １ ０

（ ＣＤＫ １ ０ ） 的磷酸化 （ Ｌ ｉｕ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ４ａ ） 。 ２ ０Ｅ通过Ｅ ｒＧ ＰＣＲ－

１ （ Ｃａ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ４ａ ） 和

Ｅ ｒＧ ＰＣＲ－２（ Ｗａｎｇ ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ５ ） 传递信号 ， 引 发 ２０Ｅ 非基因组信号途径 。 ２ ０Ｅ 通过

ＥｒＧ ＰＣＲ－

１ 诱导磷脂酶ＯＨ （ ＰＬＣＧ ｌ ）磷酸化并 向细胞膜迁移 以 引 发细胞 Ｃ ａ
２ ＋

增加 ，

从而触发 ＰＫＣ 介导的 Ｕ ＳＰ １ 磷酸化 （ Ｌ ｉ ｕ ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ４ｂ ） 和 乙酰化 （ Ｊ ｉｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ５ ） ，

促进 ＥｃＲ／Ｕ ＳＰ 转录复合物形成及基因表达 。 ２０Ｅ 通过 ＥｒＧＰＣＲ －２ 增加 ｃＡＭＰ 水平 ，

诱导 ＣＲＥＢ（ ｃＡＭＰ 响应元件结合 ） ／ＰＫＡ（ 蛋 白激酶 Ａ ） 磷酸化和 ２０Ｅ 响应基因表

达 （ Ｊ ｉ ｎｇ 

ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ６ ） 。棉铃虫的ＥｒＧＰＣＲ－２和ＤｏｐＥｃＲ 可 以结合 ２０Ｅ （ Ｋａｎｇ 

ｅ ｔ ａ ｌ ．２ ０ １ ９ ） 。

因此 ， ＧＰＣＲ 是类固醇激素的膜受体 。

Ｇ ＰＣＲｓ ，
—

类七次跨膜蛋 白 ， 构成 了细胞膜受体最大的家族之
一

。 ＧＰＣＲ 通过激

活不同 的异源三聚体 Ｇ 蛋 白来传导光 ， 有机气味剂 ， 核苷酸 ， 肽 ， 脂质和蛋 白 等细

胞外信号 （ Ｂｏｃｋａｅ ｒｔａｎｄＰ ｉｎ１ ９９９ ） 。 Ｇａｓ 和 Ｇａ
ｑ 亚基分别激活效应分子腺苷酸环化

酶 （ ＡＣ ） 和磷脂酶 Ｃ（ ＰＬＣ ） ， 从而分别增加细胞 内 ｃＡＭＰ 和 Ｃａ
２＋

的浓度 （Ｍａｒ ｉｎ ｉ ｓ ｓｅｎ

ａｎｄ Ｇｕｔｋ ｉｎｄ ２ ００ １） 。 ＧＰＣＲ 可 以形成同源多聚体或异源多聚体发挥其功能 （ Ｃｈ ｅｎ
ｇ ａｎｄ

Ｍ ｉ ｌ ｌｅｒ２００ １
；Ｃｈｅｎｇ

ｅｔ ａ ｌ ．２００３ ） 。 胆囊收缩素受体 （ ＣＣＫＲ ）Ａ 型和 Ｂ 型 的异源二聚

化形成 了
一

个更
“

强大
”

的信号传导单位 ， 以增强信号传导并促进中 国仓 鼠卵巢 （ ＣＨＯ ）

细胞的生长 （ Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．２ ００３ ） 。 甲状旁腺激素受体 （ ＰＴＨ １ Ｒ ） 形成组成性二聚体 ，

５ ３
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通过配体结合而解离 ， 单体 ＰＴＨ １Ｒ 能够激活 ＣＨＯ 细胞中 的 Ｇ 蛋 白 （ Ｐ ｉｏ ｓｚａｋ ｅｔ ａ ｌ ．

２０ １ ０ ） 。 ＧＰＣＲ 的寡聚化可 以是组成型或配体激活型 （Ｄ ｉｎｇ
ｅｔａ ｌ ．２００２

；
Ｋｒｏｅｇｅｒｅｔａｌ ．

２００ １
；Ｐｆｌｅｇｅｒａｎ

ｄＥ ｉｄｎｅ２００ ５ ） 。 ＧＰＣＲＢ家族原型分泌素受体 （
ｐｒｏｔｏｔｙｐ ｉｃｓｅｃｒｅｔ ｉｎ

ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ

）（ Ｉ ｓｈ ｉｈａｒａ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９ １ ） 以组成型 同源二聚体的形式存在于胰腺癌细胞系的质

膜中 （ Ｄ ｉｎｇ
ｅｔ ａｌ ．２００２ ） 。 目 前 ＧＰＣＲ 在类固醇激素信号转导 中是否存在多聚体行使

功能 ， 以及形成多聚体的分子机制 尚不清楚 。

动物类固醇激素是亲脂性激素 ， 它们通过细胞膜的被动扩散进入细胞 （ Ｇｏｒｓｋ ｉ

ａｎｄ Ｇａｎｎｏｎ ｌ ９７６
；
Ｐ ｌａｇｅｍａｎｎ ａｎｄ Ｅｒｂｅ ｌ ９７６ ） 。 但是 ，

一

些研究表明 ， 类固醇激素需要

转运蛋 白才能进入细胞 （Ｍ ｉ ｌｇｒｏｍ ｅｔ ａｌ ．１ ９７３
；
Ｐ ｉｅｔｒａｓ ａｎｄ Ｓｚｅｇｏ ｌ ９７７ ） 。 在果绳中 ， 蜕

皮激素通过囊泡介导 的过程从细胞中释放出来 ， 并通过转运蛋 白而不是被动扩散进

入细胞 （ Ｙａｍａｎａｋａ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ５
；
Ｏｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ８ ） 。 蚊皮激素进入果媽细胞需要 Ｅｅｌ

（ Ｅｃｄｙ ｓｏｎｅＩｍｐｏｒｔｅｒ ）（ Ｏｋａｍｏｔｏ ｅｔ ａ ｌ ．２０ １ ８ ） 。 ＥｒＧＰＣＲ－２控制２０Ｅ进入细胞 （Ｗａｎｇ

ｅｔ ａｌ ．２０ １ ５ ） ， 但是其机制 尚不清楚 。

在本研究中 ，

一

种名为 ＧＰＣＲ－３ 的 ＧＰＣＲ 被鉴定为 ２０Ｅ 的细胞膜受体 。 ＧＰＣＲ－

３ 在分离后可 以结合细胞膜中 的 ２０ＥＪ０Ｅ 结合并诱导 ＧＰＣＲ－

３ 的 同源四聚化 。 ＧＰＣＲ－

３ 同源四聚体传输 ２０Ｅ 信号 ， 并作为转运蛋 白促进 ２０Ｅ 的扩散进入细胞 。 这是 ＧＰＣＲ

通过形成同源 四聚体充当 ２０Ｅ 转运蛋 白和 ２０Ｅ 膜受体的第
一

个例子 ， 它证明 了２０Ｅ

通过 ＧＰＣＲ 传递信号 ， 并提供了新的证据来支持类固醇激素的 易化扩散机制 。

２ 实验材料与方法

２ ． １ 雛材料

２ ． １ ． １ 实验动物

棉铃虫 ａｒ／ｗ ｉｇｅｒａ 的实验室词养见第二章 。

２ ． １ ．２魏细胞

棉铃虫表皮细胞系的传代培养见第二章 。

２ ． １ ．３ 实辦剂

辛二酸双钠盐 （ ３
－磺基－Ｎ－羟基琥珀酰亚胺酯 ， 双 （磺基琥珀酰亚胺基 ） 硫酸氢

盐 ， ＢＳ３
；
Ｓ ｉ

ｇ
ｍ ａＡ ｌｄｒ ｉｃｈ ）

；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＴＴＣ Ａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓ Ｄｅｔｅｃｔ ｉｏｎ ｋ ｉｔ（ ＧＫ３ ６０３
，
Ｇｅｎｖ ｉ ｅｗ

，

Ｈｏｕｓｔｏｎ
，
ＴＸ

，
Ｕ ＳＡ ）

； 其它试剂见第二章 。 引物 （表 ３ ． １ ） 由上海生工合成 。

２ ． １ ．４鎌仪器

流式细胞仪 （ Ａｍｎ ｉ ｓ ， 美国华盛顿州西雅图 ） ； 其他仪器见第二章 。

５４
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２ ．２ 雛方法

２ ．２ ． １ＧＰＣＲ 筛选鉴定胜物信息学分析

在 ２２０Ｅ 处理 １ ２ｈ 的 ＨａＥｐｉ 细胞的转录组中筛选鉴定 ＧＰＣＲ ， ＤＭＳＯ 处理

作对照 。 使用ＳＭＡＲＴ（ ｈ ｔｔｐ ： ／／ｓｍａｒｔ ． ｅｍｂ ｌ
－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ ．ｄｅ／ ） 预测获得的ＧＰＣＲ的功能结

构域 。 使用ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具 （ ｈｔｔｐ ｓ ： ／／ｗｅｂ ．ｅｘｐａｓｙ ．ｏｒｇ／ｐ
ｒｏｔｐａｒａｍ／ ） 分析蛋 白质

的基本信 息 。 使用 Ｃ ｌｕｓｔａ ｌＸ 进行蛋 白 质氨基酸序列 多 重 比对 。 ＭＥＧＡ７ ． ０ 中 的

Ｎｅ ｉｇｈｂｏｒ
－

Ｊｏ ｉｎｉｎｇ（ＮＪ） 方 法 构 建 系 统 进 化 树 。 Ｉ
－ＴＡＳＳＥＲＣＯＡＣＨ

（ ｈｔｔｐ ｓ ： ／／ｚｈａｎｇ ｌａｂ ．ｃｃｍｂ ．ｍｅｄ ．ｕｍ ｉｃｈ ． ｅｄｕ／ＣＯＡＣＨ／ ）模拟预测ＧＰＣＲ－

３的配体结合位点 ，

ＰｙＭＯＬ
－ｖ ｌ ． ７ 可视化三维结构并标记重要的结构特征 。

２ ．２ ．２ 虫体激素诱导

见第二章方法 。

２ ．２ ．３ 虫体和细胞 ＲＮＡ 千扰

见第二章方法 。

２ ．２ ．４ＣｈＢＰ
分析

见第二章方法 。

２ ．２ ．５ 抗 ＧＰＣＲ－３ 抗血淸制备

见第二章方法 。

２ ．２ ． ６ 蛋 白质免疫印迹

见第二章方法 。

２ ．２ ．７ＨＥ
染色

见第二章方法 。

２ ．２ ．８ 钙离子检测

见第二章方法 。

２ ．２ ．９ｃＡＭＰ
检测

见第二章方法 。

２ ．２ ． １ ０ＨａＥｐ ｉ 细胞蛋 白质过表达和 Ｃｏ－

ＩＰ

见第二章方法 。

２ ．２ ． １ １ 蛋 白质的磷酸化检测

ｃＡＭＰ 反应元件结合蛋 白 （ ＣＲＥＢ ；ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＴ２０７９３ １ ） ， 超气 门蛋 白

１（ ＵＳＰ １
；ＧｅｎＢ ａｎｋ 登录号 ＥＵ５２６８ ３ ２ ） ， 细胞周期蛋 白依赖性激酶 １ ０（ ＣＤＫ １ ０

；

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＣ Ｉ ８ ８７９ ８ ） 和蛋 白激酶 Ａ 催化亚基 １（ ＰＫＡＣ １
；ＧｅｎＢ ａｎｋ 登录号

５ ５
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ＫＴ２０７９３ ０ ） 的 ＯＲＦ 分别插入到载体 ｐＩＥｘ－４ －Ｈ ｉｓ 。 重组质粒在 ＨａＥｐ ｉ 细胞中转染 ３ ６

ｈ ， 然后用 也ＧＰＣｉＷ 或 ＊ＧＦＰ 转染细胞 ２４ ｈ ， 然后与 ２
ｐ
Ｍ ２０Ｅ 孵育 ３０ ｍ ｉｎ 。 ＤＭＳＯ

作对照 。 ４〇 Ａ蛋 白 （ ２ ｎｇ／ｎＬ ） ，０ ． ５ ｈＬ ＸＰＰ ， ５ ｐＬ缓冲液 ， ５ ｎＬ ＭｎＣ ｌ２（共５ ０ 叫 ）

３０
°

Ｃ孵育 ３ ０ ｍｉｎ 。 加入 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 蛋 白处理液 ， 煮沸 ｌ Ｏ ｍｉｎ ， 然后通过蛋 白质 印迹

法检测 。 Ｎｉ

２＋
－ＮＴＡ 亲和柱纯化 ＣＲＥＢ －ＲＦＰ－Ｈｉ ｓ ， 然后用 Ｐ－

（
Ｓｅｒ／Ｔｈｒ

）
ＰＫＡ 底物抗体

（ Ｃｅｌｌ Ｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ ， Ｄａｎｖｅｒｓ ，ＭＡ ， ＵＳＡ ） 通过蛋 白质 印迹法检测 。

使用细胞膜和细胞质蛋 白提取试剂盒 （ Ｂｅｙｏｔｉｍｅ ， 中 国上海 ） 与蛋 白酶和磷酸酶

抑制剂 （ＲｏｃｈｅＤ ｉａｇｎｏ ｓｔｉｃ ｓ ， 曼海姆 ， 德国 ） 分离膜和细胞质蛋 白 。 ４０
ｎＬ 蛋 白 （ ２

Ｈｇ／
ｊ

ｉＬ ） ，０ ． ５ 化 ？＾＞

， ５ ＾ 缓冲液 ， ５ 卟 １＾ （： １２ （共 ５ ０ ＃ ） ３０
。

（：孵育 ３０ １＾１１ 。 基

于蛋 白分子量的变化检查蛋 白质 的磷酸化 。
Ｐ

－

ａｃ ｔｉｎ 和考马斯亮蓝染色分别用作细胞

质和细胞膜蛋 白校正 。 为 了检测 ＧＰＣＲ－

３ 磷酸化的水平 ， ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ －ｆｆｉｓ ， 突变体

（ ＧＰＣＲ－

３
－

ＡＣ －

ｔｅｒａｉ ｉｎａｌ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉｓ ） ， ＊Ｇｉ？Ｘ２ （ＫＴ３ ６４４ ８ ５ ． １ ）和 沿＃
－ａ ；ｒｅｓ伽－ＫＫＰ０２７４２２ ． １ ）

转染 ＨａＥｐ ｉ 细胞 ４ ８ｈ ， 然后 １ ＾Ｍ ２０Ｅ 孵育 １ ５ｍｉｎ 。 ＨａＥｐ ｉ 细胞用氯丙嗪 （ ＣＰＺ ， ５０

ｐＭ ） 处理 ２ ｈ ， 然后用 １ ＾Ｍ ２０Ｅ 处理 １ ５ ｍ ｉｎ 。 办 作 阴性对照 。 随后 ， 细胞与 ２

２０Ｅ 或 ＤＭＳＯ 孵育 ３０ｍ ｉｎ 。 使用 ２ ５
ｎ
Ｍ 氯喹 ＣＱ 处理细胞检测 ＧＰＣＲ－３ 内化后

的命运 。

２ ．２ ． １２ 免疫细胞化学

见第二章方法 。

２ ．２ ． １３ＧＰＣＲ－３ 的结构模拟和与配体的分子对接

见第二章方法 。

２ ．２ ． １４ 检测 ＨａＥｐ ｉ 细胞的细胞膜结合的 ２０Ｅ 和 ＧＰＣＲ 与 ２０Ｅ 的饱和结合曲线

见第二章方法 。

２ ．２ ． １ ５ 检测组织和细胞内 ２０Ｅ 滴度

取 ５ 只六龄 ９６ｈ 幼虫并分离出 １ ０ｍｇ 的 中肠和翅 ， 冷冻干燥过夜 。 将粉末溶解

在 ２００
ｎ
Ｌ 的 ８ ０ ％ 甲醇中 ， 并在预冷研钵中充分研磨 。 １ ０

，
０００ ｘ

ｇ 离心 １ ０ｍ ｉｎ 后 ， 上

清液在室温下风干 。 用 １ ００
ｇＬ ＥＩＡ 缓冲液充分溶解沉淀 。 检测 ２０Ｅ 浓度时 ， 每个样

品用 ＥＩＡ 缓冲液稀释 １
，
０００ 倍 。 使用 ２０Ｅ 酶联免疫分析 （ ２０Ｅ－ＥＩＡ ） 试剂盒检测样品

中 的 ２０Ｅ 。 心 和 也 分别转染 ＨａＥｐｉ 细胞 ４８ ｈ 。 办ＧＦＰ 作对照 。 ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ －Ｈ ｉｓ 和 办Ｇ尺Ｏ 共转染 ＨａＥｐ ｉ 细胞中 ４ ８ ｈ 。使用 ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 和 ｉ认ＦＰ 作

对照 。 然后在 ２２０Ｅ 的培养基中孵育 ３０ｍ ｉｎ 。 使用 ２０Ｅ－ＥＩＡ 试剂盒检测细胞 内

的 ２０Ｅ 含量 。

５ ６
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

２ ．２ ． １６ 多聚化测定

辛二酸双钠盐 （ ３
－磺基 －Ｎ－羟基琥珀酰亚胺酯 ， 双 （磺基琥珀酰亚胺基 ） 硫酸氢

盐 ， Ｂ Ｓ３ ） 具有
一

个带 电基团 ， 可用于交联细胞表面蛋 白 （ Ｆｒ ｉｅｄ ｒ ｉ ｃｈ ｓｏｎ ａｎｄ Ｋｕｒｚｃｈａ ｌ ｉａ

１ ９９ ８
；
Ａｎｇｅｒｓ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２０００ ） ， 根据说明进行蛋 白交联 。 收集 ＨａＥｐ ｉ 细胞和组织 ， ＤＰＢ Ｓ

洗涤 ３ 次 ， 然后与含有 １ｎＭ２０Ｅ 或等浓度的 ＤＭ ＳＯ 的 ＤＰＢ Ｓ 孵育 。 重悬的 ＨａＥｐ ｉ

细胞和组织匀浆在 ５ｍＭＢＳ ３ 的 ＤＰＢ Ｓ 中室温下孵育 １ｈ 。 添加 Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ（ ｐＨ７ ． ５ ）

至终浓度为 ２０ ｍＭ 以终止交联反应 。 将经交联处理的 ＨａＥｐ ｉ 细胞和组织匀浆进行充

分匀浆 ， 然后进行蛋 白质 印迹分析 ^

２ ．２ ． １ ７ 检测细胞增殖和凋亡

用０ ． ５
－

５２ ０Ｅ处理ＨａＥｐ ｉ细胞４８或７２ｈ 。 ＤＭ ＳＯ作对照 。 使用 了Ｐｈｏ ｓｐｈｏ
－

Ｈ ｉ ｓ ｔｏｎｅ Ｈ ３
（
Ｓｅｒ ｌ Ｏ

） 抗体 （ 兔多克隆抗体 ， Ｃａｔ ．９７０ １ ， Ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ， 
Ｂｏｓ ｔｏｎ

，

＼１八
，
１＾八 ） 检测细胞增殖 》 细胞用 ０处 １ （ １ ０ 以 １吐 ） 室温黑暗 中孵育 １ 〇 １１１ 丨 １１ 进行

细胞核染色 ， 并使用 激光扫描共聚焦显微镜进行观察 。 Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ －ＦＩＴＣＡｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓ

Ｄｅｔｅｃ ｔ ｉｏｎ ｋｉ ｔ（ ＧＫ３６０３ ， Ｇｅｎｖ ｉｅｗ ， Ｈｏｕ ｓｔｏｎ
，
ＴＸ

，

Ｕ ＳＡ ） 和流式细胞仪 （ Ａｍｎ ｉ ｓ
，

Ｓ ｅａｔｔ ｌ ｅ
，

ＷＡ
，
Ｕ ＳＡ ） 检测细胞凋亡 。 Ａｎｎｅｘ ｉｎ Ｖ －ＦＩＴＣ 通过与膜磷脂酰丝氨酸结合来染色较早

的凋亡细胞 ， 而 Ｐｒｏｐ ｉｄｉｕｍ ｌｏｄ ｉｄｅ （ ＰＩ ） 通过进入细胞指示较晚的凋亡细胞和死细胞 。

２ ．２ ． １ ８ 细胞膜通透性检测

将ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ， ＧＰＣＲ－３ －Ｍ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和ＧＰＣＲ －

３
－

ａｃ －咖 ｉ ｎ ａ ｌ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ分别转

染到 ＨａＥｐ ｉ 细胞中 。 通过离心收集细胞 ， 并重悬于 ＰＢ Ｓ 中 ， 与 ５ ｎＭ Ｐ Ｉ 在 ２ ５
°

Ｃ下孵

育 １ ０ｍ ｉｎ 。 使用流式细胞仪 （ Ａｍｎ ｉ ｓ
，
Ｓｅａｔ ｔ ｌｅ

，ＷＡ ， 
ＵＳＡ ） 检测荧光 。

２ ．２ ． １ ９ 麵分析

见第二章方法 。

５ ７
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

表 ３ ． １ ． 本研宄中使用的 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ３ ． １ ．Ｔｈｅ ＰＣＲ
ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ  ｉｎ ｔｈｉ ｓｓｔｕｄｙ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ


（
５

’

— ３
’

）
ｎｕｃ ｌｅｏｔｉｄ ｅｓｅｑｕｅｎｃｅ


ＲＮＡ ｉ
ｐｒ ｉｍ ｅｒｓ

ＧＰＣＲ－

３
－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｇｔｇｇｔｇｃｃｇｃｔｇｔｃｃｇｔａｔ

ＧＰＣＲ－

３
－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｔｔｃｃｇｔｇｔｃｇａａａｔｔａｇｃｔｔｃ

ＧＰＣＲ－３ －

ｓｗＲＮＡ ｉＦ ｔａｃｔｃａａｇａｔｃｔｇｇｔｇｇｔｇｃｃｇ
ｃｔｇｔｃｃｇｔａｔ

ＧＰＣＲ－

３
－

ｓｗＲＮＡ ｉＲ ｔａｃｔｃａｇｇｔａｃｃｔｔｃｃｇｔｇｔｃｇａａａｔｔａｇｃｔｔｃ

ＧＦＰ－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｔｇｇｔｃｃｃａａｔｔｃｔｃｇｔｇｇａａｃ

ＧＦＰ－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃｔｔｇａｔｇｃｃ

ＧＦＰ－

ｓｗＲＮＡ ｉＦ ｔａｃｔｃａｇｃｇｇｃｃｇｃｔｇｇｔｃｃｃａａｔｔｃｔｃｇｔｇｇａａｃ

ＧＦＰ－

ｓｗＲＮＡ ｉＲ ｔａｃｔｃａｃｔｃｇａｇｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃｔｔｇａｔｇｃｃ

ｑＲＴ
－ＰＣＲ

ｐｒｉｍ ｅｒｓ

ＧＰＣＲ－

３ －

ＱＦ ａｃｔａｃｇｔａｔｇｃｔｔａｃａｃｇｇｃｃａ

ＧＰＣＲ－

３ －

ＱＲ ｔｇａｇｃｃａｇａａｃｇｔｇｃａｇａｃｃａｔ

ＨＨＲ３ －

ＱＲＴＲ １ ｇａｃ ｔｔｔｇｃｔｇａｔｇｔｃａｃｃｃｔｃｃｇｃ

ＨＨＲ３ －

ＱＲＴＦ １ ｔｃａａｇｃａｃ ｃｔｃａａｃａｇｃａｇｃｃｃｔａ

ＥｃＲＢ ｌ
－

ＱＲＴＦ ｌ ａａｔｔｇｃｃｃｇｔｃａｇｔａｃｇａ

ＥｃＲＢ ｌ
－

ＱＲ ．ＴＲ  １ ｔｇａｇｃｔｔｃｔｃａｔｔｇａｇｇａ

ＵＳＰ １
－

ＱＲＴＦ １ ｇｇｔｃｃｔｇａｃａｇｃａａｔｇｔｔ

ＵＳＰ １
－

ＱＲＴＲ １ ｔｔｃｃａｇｃｔｃｃａｇｃｔｇａｃｔｇａａｇ

Ｂ ｒＺ７Ｆ ｇｇｔｇａｃｔｇｔｃｃｔｔａｃｔｇｃｇｇｃ

ＢｒＺ７Ｒ ｔｔａａｔｔｃｃｔｔｔｇａｃｃａｔｇａｃｔ

ｐ
－ａｃｔ ｉｎＦ ｃｃｔｇｇｔａｔｔｃｔｇａｃｃｇｔａｔｇｃ

Ｐ
－ａｃｔ ｉｎＲ ｃｔｇｔｔｇｇａａｇｇｔｇｇａｇａｇｇｇａａ

ＣＨ ＩＰ Ｆ ｔａａｃｇｃｃｔｔｃａｇｔａｃ ｃｇａｔｔｔ

ＣＨ ＩＰ Ｒ ｇｔｇｃａｇｇｔｃａｃｃｇｃｔａａｃａ

Ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ

ＨａＧＰＣＲ－

３
－ｅｘｐＦ ｔａｃｔｃａｇａａｔｔａｃａｔｃａｔｔｇｃｃｔｃｇｔｔｔｃｔｃａ

ＨａＧＰＣＲ－

３ 

－

ｅｘｐＲ ｔａｃｔｃａｃｔｃｇａｇｃｔｃｇｇｇｔｔｇｇａｃａｇｇｔｔｃｔ

Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ

ＯＶ ＥｒＧＰＣＲ－２ －Ｆ ｔａｃ ｔｃａｇａｇｃｔｃａｔｇａｔｔａｃａｔｔｃａｔａａｃａｇｔｇ

ＯＶ ＥｒＧＰＣＲ－２ －Ｒ ｔａｃｔｃａｃｔｇ
ｃａｇａｇｇｃｔｇｔｔｔｇａｔｇｔｔｇａｇｃｇａｃ

ＯＶ ＥｒＧＰＣＲ－

ｌ
－Ｆ ｔａｃｔｃａｃｔｇｃａｇａｔｇａｔｔａｃａｔｔｃａｔａａｃａ

ＯＶ ＥｒＧＰＣＲ－

ｌ
－Ｒ ｔａｃｔｃａｇｇｔａｃｃａａａｔｔｃｇｃｃａｔｔａｇｔｃｇｔ

ＯＶ ＧＰＣＲ－３ －Ｆ ｔａｃｔｃａｇａｇｃｔｃａｔｇｃｃ ｔｇｃｃａａｇａｔｇａｔｇａｇｃ

ＯＶ ＧＰＣＲ－３
－Ｒ ｔａｃｔｃａａｇａｔｃｔｇｇｔｃｇｔｃｇｔｔｇｔｃ ｃａｇｇｃｃｇａｔ

ＯＶ Ｇａｑ
－Ｆ ｔａｃｔｃａｇａｇｃｔｃａｔｇｇａｇｔｇｃｔｇｃａｔｇｔｃｇｇ

ＯＶＧａｑ
－Ｒ ｔａｃｔｃａｃｔｇｃａｇｔｇｃ ｔａｇａｔｔａａａｔｔｃｃｔｔｇａ

ＯＶ Ｇａｓ
－Ｆ ｔａｃｔｃａｇａｇｃｔｃａｔｇｇｇａｔｇｃｔｔｃｇｇｃｔｃｇ

ＯＶ Ｇａｓ
－Ｒ


ｔａｃｔｃａａｇａｔｃｔｇｇａｇｃａｇｃｔｃｇｔａｃｔｇｃｃｇ


３ 实验结果

３ ． １ＧＰＣＲ－３ 参与 ２０Ｅ 信号途径

为 了鉴定参与 ２０Ｅ 信号途径中 的 ＧＰＣＲ ， ２
ｊ

ｉＭ２０Ｅ 诱导 ＨａＥｐ ｉ１ ２ｈ ， 以 ＤＭＳＯ

作对照 ， 进行转录组测序 。 检测到 １ ３ 个 ＧＰＣＲ 发生 了两倍 以上差异表达 ， 其 中六个

被上调 ， 七个被下调 （ 图 ３ ． １ ） 。 为 了证实 ＧＰＣＲ ｓ 参与 ２ ０Ｅ 途径 ， 向棉铃虫第六龄 ６

ｈ 幼虫中注入 ｄ ｓＲＮＡ 来敲低 ２ ０Ｅ 上调表达的 ＧＰＣｉ？ ， 检查 ２０Ｅ 诱导后的 ２０Ｅ 途径基

因 的转录 ， 包括蜕皮激素核受体 五ｃＭ ／ ， 异二聚体伴侣 和转录因子 和

５ｒＺ７ 。 ＧＰＣ／Ｊ
－５ 、 ３ 、 ２４ 、 ４９ 、 ５５和５６被２０Ｅ诱导上调 ； 然而 ， 仅发现ＧＰＣ７？ －３与

５ ８
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图 ３ ． 丨 ． 与 ＤＭ ＳＯ 相 比 ， 用 ２０Ｅ 处理的 Ｈ ａ Ｅｐ ｉ 细胞的转录组中两倍以上差异表达的 ｒ，７
＞

ＣＹ？ 。

纵坐标表示 ｌｏｇ ２（ ２ ０Ｅ 处理 ／ＤＭ ＳＯ 处理 ） 。

＊表示 ＧＰＣＨ

Ｆ ｉｇｕ ｒ ｅ３ ． １ ．Ｔ ｈ ｅｆｏ ｌ ｄｏ ｆＧＰＣＲ ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｓｆｒ ｏｍ ｔｈ ｅ ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ ｔｏｍ ｅｏ ｆ Ｈ ａ Ｅｐ ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｔ ｒ ｅ ａ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ

２ ０Ｅ
，ｃ ｏｍ ｐ ａ ｒ ｅｄｗ ｉ ｔ ｈＤＭ ＳＯ ．Ｔｈｅｏ ｒｄ ｉ ｎ ａ ｔ ｅ ｉ ｎｄ ｉ ｃ ａ ｔ ｅ ｓ ｌｏｇ２ （

２ ０Ｅ ｔ ｒｅａ ｔｉｎ ｅｎ ｔ／ＤＭ ＳＯ ｔｒｅ ａ ｔｍ ｅｎ ｔ
）

．
＊

ｉ ｎｄ ｉ ｃ ａ ｔｅ ｓＧＰＣＲ －３ ．

ａ ｂ

ｗＣＤＤＭＳＯＢＥ３ｄｓＧＦＰ＊ ２０ＥｗＣＤＤＭ ＳＯＯＭｄｓＧＦＰ＊２０Ｅ

Ｉ
１ ２

１＿２ ０６ ＣＺ３ｄｓＧＰＣＲ －３＊２０ Ｅ ？ ｜
１ ２

－ ［３ ２０ ＥＣＩ３ｄｓＧＰＣＲ－５＊ ２０Ｅ
^

Ｉ

Ｉ

 ｌ

１

ＡＭｆｔｉ ｒｔ ．ｉｌ
ＧＰＣＲ －

３ＥｃＲＢ １ＵＳＰ １ＨＲ３ＢｒＺ ７ ＧＰＣＲ －

５ＥｃＲＢ １ＵＳＰ１ＨＲ３Ｂ ｒＺ７

Ｃ 〇

？ＣＤＤＭＳＯ ｌ〇ｄｓＧＦＰ＊ ２０Ｅ？ＣＤＤＭ ＳＯｄｄｓＧＦＰ＊ ２０Ｅ

｜
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１ ２

］
Ｅ３ ２０ Ｅ ＣＺ３ｄｓＧＰＣＲ －４？＊ ２（ＪＥ

｜

｜

ｅ
：ｋ ｜

｜

１

＾＿

ｈｋ祕
ＧＰＣＲ －

２４ＥｃＲＢ １ＵＳＰ １ＨＲ３ＢｒＺ ７ ＧＰＣＲ －４ ９ＥｃＲＢ １ＵＳＰ１ＨＲ３ＢｒＺ７

Ｅ Ｆ

８ＣＤＤＭＳＯＥ１３ｄｓＧＦＰ＋ ２０ Ｅ？口Ｄ Ｍ ＳＯ■ｄｓＧ？＾ ２０ Ｅ

Ｉ
１ ２

１ＥＭ２ ０ＥＣＤ ｃ＃？ＧＰＣ？－ ５５＋２０Ｅ ｜
１ Ｚ

］
Ｅ１３２０ Ｅ ＣＺ３ｄｓＧＰＣＲ －５６＊２ｄＥ

ｆ １ ０
－

＊

． Ｓ
＾

１ 〇
－

 ＊

｜

｜

？
－

｜
｜

｜ ｉ

｜

？
＇

＿

油 ＪｍＨｉ— ＩＵ
ＧＰＣＲ－ Ｓ５ＥｃＲＢ １ＵＳＰ １ＨＲ３ＢｒＺ ７ ＧＰＣＲ －

５６ＥｃＲＢ １ＵＳＰ １ＨＲ３ＢｒＺ７

图 ３ ． ２ ．

ｑ
ＲＴ －ＰＣＲ 筛选参与 ２０ Ｅ 诱导基因表达的 ＧＰＣＲ Ｊ Ａ －Ｆ ）敲降不 同 ＧＰＣ７？ 后 的 ／／／／尺 ３ ，

Ｌ＾ＳＰ ／ 和５ｒＺ ７的表达 。 ：Ｚ
＾
ｉｇ ／ ｍＬ ＾ＧＰＣＴ？ 孵育细胞２４ ｈ ， 然后 ｌ

｜

ｉＭ ２０Ｅ孵育细胞６

５ ９
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ｈ 。 误差线表示三个重复的平均值 士 ＳＤ 。 星号表示根据 ｆ 检验存在显著差异 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ） 。

Ｆ ｉ
ｇｕ ｒ ｅ３ ．２ ．Ｓ ｃ ｒ ｅ ｅｎｏｆｔｈ ｅｔａｒｇ

ｅ ｔＧＰＣＲｓ ｉｎｖｏ ｌｖｅｄ ｉｎ２０Ｅ－

ｉｎ ｄｕ ｃ ｅｄ
ｇ

ｅｎｅ ｓｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｂ
ｙｑＲＴ

－

ＰＣＲ ． Ｐａｎｅ ｌ ｓａ ｒｅ ｔｈ ｅ ｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ＨＨＲ３

， 
ＥｃＲＢ ｌ

，
ＵＳＰ １

，
ａｎｄ ＢｒＺ７ ａ ｆｔｅ ｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ  ｔｈｅＧＰＣＲｓ

，

ｉｎｄ ｉｖ ｉｄｕａ ｌ ｌ

ｙ
．Ｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈｄｓＧＰＣＲａｔ２

 ｜

ｉｇ
／ｎｉＬｆｏ ｒ２４ｈ

，
ａｎｄ ｔｈｅｎｃｕ ｌ ｔｕｒｅｄｗ ｉ ｔｈ

２０Ｅａｔ １ｐＭｆｏ ｒ６ｈ ．Ｅ ｒ ｒｏｒｂａｒ ｓｒｅ
ｐ
ｒｅ ｓｅｎ ｔｔｈｅｍ ｅａｎ士ＳＤｏ ｆ  ｔｈ ｒｅ ｅｒｅｐ

ｌ ｉ ｃａｔｅ ｓ ．Ａ ｓ ｔｅｒ ｉ ｓｋ ｓ ｉｎｄ ｉ ｃ ａ ｔｅ

ｓ ｉｇｎ ｉ ｆｉ ｃ ａｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｃ ｅ ｓａｃ ｃｏ ｒｄ ｉ ｎｇ
ｔｏＳ ｔｕｄ ｅｎ ｔ

’

ｓＭｅｓ ｔ ｓ
（

＊

ｐ

＜０ ． ０５
）

．

２ ０Ｅ 诱导 的基因表达相关 （ 图 ３ ．
２ ） 。 棉铃虫 Ｇ ＰＣＲ －

３（ ＭＮ １ ５ ０ ６ ８ ５ ） 属于 Ｇ ＰＣＲ Ｂ 类

受体 （ Ｓ ｅｃ ｒｅ ｔ ｉ ｎ受体Ｍ ｔｈ ２ －

ｌ ｉ ｋ ｅ ） ， 与Ｄ ．ｗｅ ／ａ？ｏｇｖｘｓｔｅｒ ｍ ｅ ｔｈｕ ｓｅ ｌ ａｈ
－

ｌ ｉ ｋｅ ２（Ｎ Ｐ
＿

７ ８ ８ ４６２ ． ２ ）

具有 ２ ８ ． ３ ３ ％ 的 同源
一

致性 ， 与家蚕 Ｍ ｔｈ２（ Ｘ Ｐ
＿

０２ １ ２ ０ ７ ６ ０ ７ ） 具有 ６２ ． １ ７ ％ 的 同源
一

致

性 ， 与棉铃虫 ＥｒＧ ＰＣＲ －

１（ ＡＦＷ ０ ３ ９ ６ ０ ． １ ） 的 同源
一

致性为 ３ ３ ． ０ ３ ％ ， 与棉铃虫 ＥｒＧ ＰＣＲ －

２（ ＡＫＡ９ ５ ２ ８ ０ ． １） 的 同源
一

致性为 ３ ２ ． ２２ ％（ 图 ３ ． ３ ） 。 因此 ， 选择 Ｇ ＰＣＲ －

３ 来确定其

在 ２ ０Ｅ 信号传导 中 的功能和作用机制 。

１ ０ ０ 
Ｈ＾ ｌｉｃｏ ｖｅｒｐａ ａｒｍ ｉｇｅ

ｒａ ＧＰＣＲ Ｍ ｔｈ ２
－

ｌ ｉ ｋｅ  ｉ ｓｏｆｏ ｒｍ Ｘ １ ＸＰ
＿

０ ２ １ １ ８ ５４ ６ １ ． １

９ ９ ＰＨｅ ｌ ｉｃ ｏｖ ｅｒｐ ａ ａ ｒｍ ｉｇｅｒａ Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

３ Ｍ Ｎ １ ５ ０ ６ ８ ５

５ ６Ｈ
Ｓｐｏｄｏｐ ｔｅ ｒａ  ｌｉｔｕｒａ Ｇ ＰＣＲ Ｍ ｔｈ２

－

ｌ ｉ ｋｅ  ｉ ｓ ｏｆｏ ｒｍ Ｘ １ ＸＰ
＿

０２２８ １ ４ ０ ３ ９ ． １

６ ０ 
＞

Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘ ｔａ ＧＰＣＲ Ｍ ｔ ｈ ２
－

ｌ ｉ ｋｅ ＸＰ
＿

０ ３ ００ １ ９ ７ ３０ ． １

４ ５ ｉ ｏ ｏ
ｊ 

Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ｍｅｔｈ ｕ ｓ ｅ ｌ ａ ｈ
－

ｌ
ｉ ｋｅ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ １ ０ ＡＥＭ４３０ ３ ６ ． １

Ｉ
＾

Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏ ｒｉ ＧＰＣＲ Ｍ ｔ ｈ ２ Ｘ Ｐ ０２ １ ２ ０ ７ ６０ ７ ． １

１ ０ ０  Ｈｙｐ ｏｓｍｏ ｃｏｍａ  ｋａｈａｍａ ｎ ｏａ Ｇ ＰＣ Ｒ Ｍ ｔｈ２ ｉ ｋ ｅ ＸＰ
＿

０ ２ ６ ３ ２７３ ３４ ． １

４５ 
Ｄａｎ ａｕｓ

ｐｌｅｘｉｐｐｕｓ ｐ ｌｅｘｉｐｐ ｕｓ Ｇ ＰＣＲ Ｍ ｔｈ ２ ｌ ｉ ｋｅ  ｉｓｏｆｏ ｒｍ Ｘ １Ｘ Ｐ
＿

０ ３ ２５ １ ７ ７０ ３ ． １

〇
２ ５ ９ 

ｊ



Ｐ ｉｅｈｓ  ｒａｐａｅ ＧＰＣ Ｒ Ｍ ｔｈ ２
－

ｌ ｉ ｋｅ Ｘ Ｐ
＿

０ ２ ２ １ ２ ０６ １ ９ １

一

Ｐａｐ ｉｌ ｉｏ ｘｕ ｔｈｕｓ ＧＰＣ Ｒ Ｍｔ ｈ ２ ＫＰ Ｉ ９ ５ ６ ３０ ． １

５２
Ａ ｅｄｅ ｓ ａ ｌｂｏｐ ｉｃ ｔｕｓ Ｇ ＰＣ Ｒ Ｍ ｔｈ ２  ｉ ｓ ｏ ｆｏ ｒｍＸ １ ＸＰ

＿

０ １ ９ ５ ３ ７ ５４２ ． ２
＂

 １

Ａｅｄｅｓ ａ ｅｇｙｐ ｔ ｉ ＧＰＣＲ Ｍ ｌ ｈ ２ Ｘ Ｐ ０ ２ １ ６ ９ ９ ０ ６９ ． １

Ｚｏｏ ｔｅ ｒｍｏｐｓ ｉｓ ｎｅｖａｄｅｎｓ ｉｓ ＧＰＣ Ｒ Ｍ ｔｈ ２
－

ｌ
ｉ ｋｅ ＸＰ

＿

０ ２ １ ９ ３２ ６ ５ ７ ． １？

Ｌ ７ １

ｊ Ａ ｔｈａｌｉａ  ｒｏｓａｅ ＧＰＣＲ Ｍ ｔｈ ２
－

ｌ ｉ ｋｅ  ｉ ｓｏｆｏ ｒｍ Ｘ １ ＸＰ
＿

０ ２０７０ ７ ６ ７ ３ ． １
３Ｓ Ｓ  ^

＾
＾

７ ７

Ｊ
ｌ

＞４ｐ ／ｓ ｍｅ ｌｌｉｆｅ ｒａ Ｇ ＰＣ Ｒ Ｍ ｔｈ ２  ｓｏｆｏ ｒｍ Ｘ２ ＸＰ
＿

００ １ １ ２ ０ ６ ５７ ． ３

９ ２
｜ ｜



Ｄ ｉａ ｃｈａ ｓｍａ ａｌ ｌｏｅｕｍ Ｇ ＰＣＲ Ｍ ｔｈ ２ Ｘ Ｐ ０２ ８ ９８ １ ８ ３ １ １

９ ８
＇

Ｂｏｍｂｕｓ  ｔｅ ｒｒｅｓ ｔｒｉｓ ＧＰＣ Ｒ Ｍ ｔ ｈ ２ ＸＰ
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图 ３ ．３ ． 基于氨基酸序列 （ ＮＪ 方法 ） 构建棉铃虫 ＧＰＣＲ－

３ 与其他 ＧＰＣＲ 的系统发育树 。

ＧｅｎＢ ａｎｋ 登录号位于拉丁文名称的后面 。 加粗字体为棉铃虫 ＥｒＧＰＣＲ－

１ ，２ 和 ３ 。

Ｆ ｉ
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１
，
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３ ．

３ ．２ＧＰＣＲ－３ 变态过程中表达上调

为 了研究 Ｇ ＰＣＲ－

３ 在棉铃虫发育 中 的功能 ， 检查 了ＧＰＣＲ － ３ 的发育表达模式 。

Ｇ ＰＣＲ －

３ 在表皮 、 中肠和脂肪体 内均有表达 。 Ｇ ＰＣＲ －

３ 蛋 白 质和 ｍ ＲＮＡＺＫ平在五龄

蜕皮 （ ５Ｍ ） 和变态阶段 （ 六龄 ７２ ｈ 至 １ ２ ０ ｈ ） 增加 （ 图 ３ ． ４Ａ ，Ｂ 和 Ｃ ） 。 使用 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ

６ ０
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图 ３ ． ４ ．２ ０Ｅ 通过 Ｅ ｃ Ｒ －Ｕ Ｓ Ｐ 丨 上调 Ｇ ＰＣＲ －

３ 表达 。 （ Ａ ） 蛋 白 质 印迹检测的 Ｇ ＰＣＲ －

３ 的表达模

式 。 Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 作为参照 。 ５ Ｆ ：５ 龄取 食幼虫 ， ５Ｍ ：５ 龄蜕皮幼虫 ；
６ ｔｈ

－

０ ｈ ：６ 龄 Ｏ ｈ 幼虫 ： ６ ｔｈ

－２４ ｈ 至 ６ ｔｈ －

ｌ ２０ ｈ ： 六龄 ２４ ｈ 幼虫至六龄 Ｉ ２ ０ ｈ 幼虫 ：
Ｐ －０ ｄ 至 Ｐ －２ ｄ ： 蛹的第 ０ 天至第 ２ 天 。

Ｆ ： 取食阶段 ， Ｍ ： 蜕皮阶段 ， ＭＭ ： 变态蜕皮阶段 ， Ｐ ： 蛹 期 。 Ｗｅ ｓ ｔｅｍ ｂ ｌ ｏ ｔ 中 的 ＳＤ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ

凝胶浓度为 ７ ． ５ ％ 。 （ Ｂ ） 使用 丨ｍ ａｇｄ 软件根据
－

１个独立重复的实验对 Ａ 进行统计 。 （ Ｃ ）

ｑ
ＲＴ－ ＰＣ Ｒ 分析 Ｇ尸（

’

及 －

Ｊ ｍ ＲＮＡ 水 ｆ
－

。 （ Ｄ ）虫体激 素 刺激检测幼虫 衣 皮 中 Ｇ ＰＣＲ －

３ 蛋 白 含 ＵＬ

将 几 １ １ １ １ （ ５ 〇〇 叩／幼虫 ） ， 胰岛 素 （ ５
０以幼虫 ） 或 ２ （＾ （ ５ 〇〇 叩／幼虫 ） 注射到六龄 ６ １１ 幼虫 中 。

注入等体积的 ＤＭ ＳＯ 作对照 。 （ Ｅ ） 通过 Ｉｍ ａｇｄ 软件根据 三个独 立重Ｍ的实验对 Ｄ 进行统

计分析 。 （ Ｆ ） Ｇ ＰＣＲ －

３ 的抗体在 ６ ｔ ｈ
－ ９６ ｈ 幼虫的表皮蛋 白 中进行抗体特异性分析 。 （ Ｇ ） 和

（ Ｈ ） ｃ／５￡ｔ７？ｆｉ ／和 （ １

ｎｇ ／ｍ Ｌ处理４ ８ｈ ） 敲低和 以ＳＰ １后 ， Ｈ ａＥ ｐ ｉ细胞中２
ｐ
Ｍ

２０Ｅ 诱 导 ６ ｈ 后 ， 检测 Ｇ ／ＹＵ 的 ｍ ＲＮＡ 水平 。 （ Ｉ

ｎｇ
／ ｍ Ｌ ，４ ８ ｈ ） 为阴性对照 。 ＤＭ ＳＯ

是 ２ ０Ｅ 的对照 。 （ Ｉ ） 使用 引 物 （ 表 ３ ． １ ） 对 Ｅｃ ＲＢ Ｉ 结合到 ＧＰＣ７？
－ Ｊ 的上游 区域进行 Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 分

析 。 ＥｃＲ Ｂ 卜Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 在 Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ 细胞 中过表达 ７ ２ｈ 。 用 ２
ｎ
Ｍ２ ０Ｅ 处理细胞 ３ｈ 。 ＤＭ ＳＯ 处理

作对照 。 所有实验均进行三次生物学重复 ， 并使用 Ｓ ｔｕｄ ｅｎ ｔ  ／ 检验进行差异性分析 （
＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

；

＊ ＊

／
？ ＜０ ． ０ １ ） 。 误差线表示重复三次的平均值 土标准偏差 （ ＳＤ ） 。

Ｆ ｉ
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印迹发现 ２０Ｅ 注射到六龄 ６ｈ 幼虫 中 ， ＧＰＣＲ －

３ 的表达增加 （ 图 ３ ．４Ｄ 和 Ｅ ） 。 同时检

测 了抗体对 ＧＰＣＲ－３ 的特异性 （ 图 ３ ． ４Ｆ ） 。 敲低 五 和 ＬＯＴ５

／ 后 ， ＧＰＯ？
－３ ｍＲＮＡ

水平下降 （ 图 ３ ．４Ｇ 和 Ｈ ） 。 使用 启动子结合位点预测软件 （ ｈｔｔｐ ： ／／
ｊ
ａ ｓｐａｒ ． ｂ ｉｎｆ．ｋｕ ． ｄｋ／ｃｇ ｉ

－

ｂ ｉｎ／
ｊ
ａｓｐａｒ＿

ｄｂ ．ｐ ｌ ） 在 ＧＰＣＲ－

Ｊ 的基因组 ＤＮＡ５
＇

－上游区域中预测到含有蜕皮激素受体

结合元件 （ ＥｃＲＥ ） 的序列 （ ５
＇

－

５ ６ －ＧＣＧＴＴＣＡＴＡＧＡＡＣＴＴ－４２ －

３
＇

） 。 核心区域５
＇

－ＴＣＡＡＴＧ －

３
＇

与 紐汉３ 中 的 ＥｃＲＥ 保守 （ Ｌ ｉｕｅｔａ ｌ ．２０ １ ４ｂ ） 。 染色质免疫沉淀 （ Ｃｈ ＩＰ ） 实验证实

ＥｃＲＢ ｌ
－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 结合至该 ＤＮＡ 片段 （ 图 ３ ．４ １ ） 。 这些结果表明在蜕皮和变态期间 ，

ＧＰＣＲ－

３ 表达被 ２０Ｅ 上调 。

３ ．３ＧＰＣＵ千扰抑制 ２０Ｅ 诱导的化蛹 、 组织重塑和基因表达

为 了检查 ＧＰＣＲ－

３ 在 ２０Ｅ 调控变态中 的功能 ， 通过将 由ＧＰＣＵ 注入六龄 ６ ｈ 幼

虫中敲低 ２０Ｅ 导致幼虫提前化蛹 ； 然而 ， 与注射 ＆ＧＦＰ＋２０Ｅ 的幼虫相 比 ，

办ＧＰＱＪ
－３＋２０Ｅ 不能促进化蛹 ， 会 引起化蛹延迟 、 化蛹失败和羽化失败 （ 图 ３ ． ５Ａ 和

Ｂ ） 。 注射 ２０Ｅ 的幼虫使化蛹的起始时间平均提前 ２ ８ ｈ
； 然而 ， 与注射 办ＧＦＰ＋２０Ｅ

的幼虫相 比 ， 注射 办ＧＰＱ？
－３＋２０Ｅ 的幼虫化蛹时间延迟 ３ ８ｈ（ 图 ３ ． ５Ｃ ） 。 此外 ，

由ＧＰＣｉ？
－３＋２０Ｅ 处理缩短 了成虫期寿命 （ 图 ３ ． ５Ｄ ） 。 ｒｆｓＧＰＣｉ？

－３＋２０Ｅ 处理延迟化蛹的

棉铃虫中 ， 正常化蛹 、 化蛹失败和羽化失败的发生率分别为 ４３ ％ 、 ２６％和 ２ １％（ 图

３ ． ５Ｅ ） 。 苏木精和曙红染色表明 ， 办ＧＰＣ７ＪＪ＋２０Ｅ 抑制 了 中肠和脂肪体的重塑 （ 图

３ ． ５Ｆ ） 。 显著敲低后 ， 中肠 ２０Ｅ 通路中 的关键基因 ， 包括 五ｃ／ｔＳｉ ，Ｃ／ＳＷ ，

Ｍ－Ｚ７ 和 的表达均被抑制 （ 图 ３ ． ５Ｇ ） 。 蛋 白质 印迹证实了ＲＮＡ 的干扰效率

（ 图 ３ ． ５Ｈ 和 ｈ ） 。 免疫组织化学显示 ， ＧＰＣＲ－

３ 主要定位在六龄 ９６ ｈ 幼虫的幼虫中

肠 （ 图 ３ ． ６ ） ， 表明 ＧＰＣＲ－

３ 在变态过程中 的幼虫 中肠中起作用 。 这些结果表明 ，

ＧＰＣＲ－

３ 参与 了２０Ｅ 调控的变态及 中肠调亡 。

６２
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图 ３ ． ５ ． ｄ ｓＲＮＡ 注射敲降 Ｇ ／ＹＵ 延迟化蛹 。 （ Ａ ）Ｇ ＰＣＲ －

３ 敲降后 的表 型 （ 六龄 ６ｈ 注射 ５ ００
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＊厕 ／幼虫 ， 间隔 Ｉ ８ ｈ

－

次 ，

一

共三次 ） ， 第三次注射 （ ５００ ｎ
ｇ ２０Ｅ／幼虫 ） 。 根据 ＤＭ ＳＯ

对照组在六龄幼虫 Ｉ ２０ｈ ， 蛹期第 ２ 天和成虫期第 ２ 天进行虫体 阁像收集 。 （ Ｂ ）Ａ 图表型

百分 比 。 （ Ｃ ） 六龄 ０ｈ 幼虫到化蛹 的时 间统计分析 。 数据来 自 ３ ０ 个幼虫 ＞０ 个实验 。 （ Ｄ ）

成虫的生存 曲线 。 每半天对成虫进行监测 ， 使用 Ｇ ｒａｐ
ｈ ＰａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ５ ． ０ 软件计兑 ｐ 值 。 （ Ｅ ）

延迟化蛹 中不 同表型 的 百分 比 。 （ Ｆ ） 敲低 ＧＰｄｉ 后 ， 中肠和脂肪体的 Ｈ Ｅ 染色 。 ｃｆｃＧｆＴ

作对照 。 ＬＭ ： 幼虫 中肠 ； Ｉ Ｍ ： 成虫 中肠 。 （ Ｇ ）ｑ ＲＴ
－ＰＣＲ 显示 ＧＰＣＵ 敲低后六龄 ７２ ｈ 幼

虫 ２ ０Ｅ 响应基因 的 ｍＲＮＡ 水平 。 （ Ｈ ） 和 （ ｈ ）Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测 ＧＰＣ７Ｊ
－３ 的干扰效率 。 Ｐ
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ａｃ ｔ ｉ ｎ 蛋 白作对照 。 所有实验均重复三次 。 误差线表示平均值±ＳＤ 。 星 号表示基于三个重复样

本的 ／ 检验差异显著性分析 （
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图 ３ ． ６ ． 免疫组织化学分析显示 ＧＰＣＲ－

３ 主要定位在变态期间幼虫中肠 。 抗 ＧＰＣＲ －

３ 的兔多

克隆抗体作
一

抗 ， 山 羊抗兔 Ａ ｌ ｅｘ ａ Ｆ ｌＵ〇ｒ ４８ ８ 抗体作二抗 。 前血清作阴性对照 。 苏木精和曙红

（ ＨＥ ） 染色显示中肠形态 ， 绿色荧光表示 ＧＰＣＲ －

３ ， 细胞核用 ＤＡＰ Ｉ （ 蓝色 ） 染色 。 ＬＭ ： 幼

虫 中肠 ；
ＩＭ ： 成虫中肠 。 比例尺指示 １ ００
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３ ． ４ＧＰＣＲ －３ 参与了２ ０Ｅ 诱导 的快速细胞反应和蛋 白质磷酸化

在 ＨａＥｐ ｉ 细胞 中检测 ＧＰＣＲ －

３ 参与 ２０Ｅ 诱导 的 Ｃ ａ
２ ＋

和细胞 内 ｃＡＭＰ 水平 ， 以 明

确其在 ２０Ｅ 信号传导 中 的作用 。 ２ ０Ｅ 诱导 了Ｃ ａ
２ ＋

细胞 内快速释放和细胞外 Ｃａ
２
＋

的流

入 。 但是 ， 敲低 减少 了２０Ｅ 诱导 的 Ｃａ
２ ＋

释放和流入 （ 图 ３ ． ７Ａ ） 。 同样 ，

敲低后 ， ２０Ｅ 诱导 的 ｃＡＭＰ 水平升高也受到抑制 （ 图 ３ ． ７Ｂ ） 。 这些数据表

明 ＧＰＣＲ －

３ 参与 了２０Ｅ 诱导的快速细胞反应 。

０卩０１ 通过 ０ （１ （
１
促进细胞 内 〇３

２ ＋

增加 ， 并通过 ０ 〇？ 刺激 〇八＾／〇
＞ 增加 （ ￥ 丨 １＾ ２ ０ １ ２

；

Ｋａｎｇ ｅ ｔ ａ ｌ
．２ ０ １ ９ ） ； 因此 ， 分别通过在 ＨａＥｐ ｉ 细胞 中共过表达 ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 与

Ｇａ
ｑ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ或Ｇ ｔｘ ｓ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ来检查ＧＰＣＲ －

３与Ｇ ｃｔ ｓ／Ｇ ａ
ｑ
之间 的相 互作用 。 Ｉｎ

ｐ
ｕｔ显

示 了Ｇａ
ｑ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ，Ｇ ａ ｓ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和 ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 相等的表达水平 。 免疫共沉淀

６４
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图 ３ ． ７ ． Ｇ ＰＣＲ －３ 参与 ２０Ｋ 诱导的快速反应和蛋 白质磷酸化 。 （ Ａ ）ＧＰＣＵ 敲低后 Ｈ ａＥｐ ｉ 细

胞中 的 Ｃａ
２ ＶＫ平 。 ＊ 或 办ＧＰＣ７Ｗ （ 在培养基 中终浓度为 ｌ ｕｇ

／ｍ Ｌ ） 孵 育细胞 ４ ８ ｈ 。 ＡＭ

深红色钙染料 （ ３ ｎ
Ｍ ） 孵 育 ３ ０ ｍ ｉ ｎ 。 Ｆ ： 不 同 处理后 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞的 荧 光强度 。 Ｆ０ ： 不同 处

理前 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞的荧光强度 。 （ Ｂ ）ＧＰＣＵ 敲低后 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞中 的 ｃＡＭ Ｐ 水平 》 ＊ＧＰＣ７ｆ
－

ｊ或 ＆ＧＦＰ（ 丨

ｎｇ
／ｍＬ ） 处理４ ８ ｈ 。 ２ ０Ｅ（ ２

ｐ
Ｍ ） 。 （ Ｃ ） 和 （ Ｄ ） 在２０Ｅ诱导下 （ ２

ｎ
Ｍ ，３ ０

ｍ ｉｎ ）ＧＰＣＲ －

３ 与 Ｇ ｃ ｔｑ 和 Ｇａ ｓ 偶联 。 ＤＭ ＳＯ 作溶剂对照 。 Ｉ ｎｐｕ ｔ ：ＧＦＰ 或 ＲＦＰ 抗体检测细胞

中Ｇ ｃｔ
ｑ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ，ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ和Ｇａ ｓ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ的水平 。
Ｐ

－

ａ ｃ ｔ ｉｎ蛋 白 作参照 。 Ｃｏ
－

Ｉ Ｐ ：ＲＦＰ

抗体免疫沉淀 Ｇ ＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 。 非特异性小 鼠 Ｉ ｇＧ 是阴性对照 。 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶浓度为

１ ２ ． ５ ％ 。 （ Ｅ ） 分离 ＣＲＥＢ －ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 之后 ， 通过 Ｐ ＩＣＡ 底物 Ｓ ｅ ｒ／Ｔｈｒ 位点磷酸化抗体进行蛋 白

质 印迹显示 ＧＰＣＲ －

３ 介 导 ２０Ｅ 诱 导 的 ＣＲＥＢ 磷酸化 （ Ｐ －ＣＲＥＢ －ＲＦＰ ） 。 ＆ＧＰＣ７Ｗ 或 （ｆｃＧｆＰ

ｆ ｌ Ｕｇ
／ｍＬ转染 Ｉ ２ ｈ ） ，２０Ｅ（ ２

｜

ｉＭ ） 或ＤＭ ＳＯ孵 育０ ． ５ ｈ 。 Ｉ ｎｐｕｔ ，Ｈ ｉ ｓ标签抗体检测Ｈ ａＥｐ ｉ

细胞中 ＣＲＥＢ －ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 的表达水平 。 （ Ｆ ）（ Ｇ ） 和 （ Ｈ ） 蛋 白质 印迹显示 Ｇ ＰＣＲ －

３ 介导 ２０Ｅ

诱导的ＵＳＰ ｌ
－Ｈｉｓ ， ＣＤＫ Ｉ Ｏ

－Ｈ ｉｓ和ＰＫＡＣ ｌ
－Ｈ ｉｓ的磷酸化 。 ＷＰＰ ：０ ． ５ＸＰＰａｓｅ在３ ０

°

Ｃ下鮮

育 ３ ０ ｍ ｉｎ 。 ７ ． ５ ％ 浓度的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶 。 通过 丨ｍ ａｇｅ Ｊ 软件根据三个独立的重复实验进行统

计分析 。 误差线表示平均值± ＳＤ 。 星号表示基于三个重复样本使用 ／ 检验 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ） 存在

显著差异 ， ｎ ｓ 表示没有 显著性差异 。

６ ５
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ＩＰ ） 结果表明 ， 与 阴性 ＩｇＧ 对照相 比 ， 在 ２０Ｅ 诱导 的细胞中 ， 使用 ＲＦＰ 抗体

沉淀到 了Ｇａｑ
－ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 与 ＧＰＣＲ－

３
－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ（ 图 ３ ． ７Ｃ ） 。 同样 ， 在 ２０Ｅ 诱导的细胞

中 ， ＲＦＰ 抗体将 Ｇａｓ －ＧＦＰ －Ｈｉｓ 与 ＧＰＣＲ－

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ 共沉淀 （ 图 ３ ． ７Ｄ ） 。 这些数据表

明 ， ２０Ｅ 诱导下 ， ＧＰＣＲ－

３ 与 Ｇａｑ 和 Ｇａｓ 相互作用 以传输 ２０Ｅ 信号 。

２０Ｅ通过Ｃａ
２＋

信号促使ＣＤＫ １ ０（ Ｌ ｉｕ ｅｔ ａＬ ２０ １ ４ａ ） 和ＵＳＰ １（ Ｌ ｉｕ ｅｔ ａｌ ． ２０ １ ４ｂ ） 的

磷酸化 ， ２０Ｅ 通过 ｃＡＭＰ 促使 ＰＫＡＣ １ 的磷酸化和 ＣＲＥＢ 的磷酸化 （ Ｊ ｉｎｇ ｅｔ ａｌ ． ２０ １ ６ ） 。

因此 ， 检查了ＧＰＣＲ－３ 在 ２０Ｅ 诱导的这些蛋 白质 的磷酸化中 的作用 。 与 办ＧＦＰ 对照

相 比 ， 敲低 抑制 了２０Ｅ 诱导的这四种蛋 白 的磷酸化 （ 图 ３ ． ７Ｅ ， Ｆ ， Ｇ 和 Ｈ ） 。

这些结果表明 ， ＧＰＣＲ－

３ 与 ２０Ｅ 诱导的蛋 白磷酸化有关 。

３ ．５２０Ｅ 诱导 ＧＰＣＲ－３ 的磷酸化和 内化

观察 ＧＰＣＲ－

３ 的亚细胞定位 以研宄其对 ２０Ｅ 的快速反应 。 ＧＰＣＲ －

３ 主要位于

ＤＭＳＯ 对照 的细胞膜中 。 但是 ， ２０Ｅ 处理 １ ５ ｍ ｉｎ 后 ， ＧＰＣＲ －３ 被 内化到细胞质 中 （ 图

３ ． ８Ａ ） 。 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹分析证实 了２０Ｅ 诱导的 ＧＰＣＲ－

３ 的 内化 。 然而 ， 内化的蛋 白 质

分子量高于细胞膜 中的蛋 白质 。 Ｌａｍｂｄａ 蛋 白磷酸酶 （ ＸＰＰａｓｅ ） 处理降低 了 分子量 ，

表明细胞质 中 的 ＧＰＣＲ－

３ 被磷酸化 了 （ 图 ３ ． ８Ｂ ） 。 与 ＤＭ Ｓ？ 对照相 比 ， 表皮中 ＧＰＣＲ－

３ 的磷酸化以 ２０Ｅ 时间和剂量依赖的方式增加 ， 表 明 ２０Ｅ 调节 ＧＰＣＲ－３ 的磷酸化和

内 化 （ 图 ３ ． ８Ｃ 和 Ｄ ） 。

为 了 明确 ＧＰＣＲ－

３ 内化后的命运 ， 使用溶酶体抑制剂氯喹 （ ＣＱ ，Ｓａｎｇｏｎ Ｂ ｉｏ ｔｅｃｈ ，

中 国上海 ） （ Ｇ ｏｎｚａ 丨ｅｚ－Ｎｏｒ ｉｅｇａ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９ ８ ０ ） 来分析细胞中 ＧＰＣＲ－

３ 的命运 。 ＧＰＣＲ－

３

位于 ＤＭ ＳＯ 对照 中 的细胞膜中 ， 但在 ２０Ｅ 诱导后位于细胞质 中 。 去掉 ２０Ｅ 后 ， 细胞

６６
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３
－ＧＦＰ 及其突变体 ＧＰＣＲ －
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３ 累积在细胞质 中没有明显降

解 （ 图 ３ ． ８Ｅ ） 。 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹证实 ， ＧＰＣＲ－

３ 位于 ＤＭＳＯ 对照 中 的细胞膜中 ， 并在
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３
ＡＣ －

ｔｅｒａｉ ｉ ｎａｌ

－ＧＦＰ 在 ２０Ｅ 诱导下仍位于细胞膜中 （ 图 ３ ． ８Ｇ ） 。 Ｗｅ ｓｔｅｒｎ 印迹显示 ２０Ｅ 诱

导后 ， ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ 被磷酸化 ， 然而 ， ＧＰＣＲ－

３
Ａｅ４ｅ？ ｉ ｎａ ｌ

－ＧＦＰ 在 ２０Ｅ 诱导后没有发生

磷酸化 （ 图 ３ ． ８Ｈ 和 Ｉ ） 。 这些结果表明 ２０Ｅ 诱导的 ＧＰＣＲ－

３ 的 Ｃ 末端的磷酸化决定

了ＧＰＣＲ－

３ 的 内化 。

ＧＰＣＲ 的 内化受 ＧＲＫ 磷酸化的调节 ， 该磷酸化可促进其与 ｐ
－

ａｒｒｅ ｓ ｔｉｎ 的相互作

用 （ Ｂ ｅｎｏｖ ｉｃ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９ ８ ９
；
Ｌｏｈｓ ｅ ｅｔ ａｌ ． １ ９９０ ） 。 网格蛋 白参与ＧＰＣＲ的 内吞作用 （ Ｃｈｅｎ ｅｔ

ａｌ ． ２０ １ ４ ） ， 氯丙嗪 （ ＣＰＺ ） 抑制网格蛋 白 向质膜的再循环 ， 从而抑制网格蛋 白介导 的

内 吞作用 （ Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙｙａ ｅ ｔ ａ ｌ ．２０ １ ０ ） 。 通过敲低这些基 因或抑制 网格蛋 白来研究

ＧＰＣＲ－

３ 的 内化 ， 以 明确 ＧＰＣＲ－

３ 内化的机制 。 免疫细胞化学分析表明 ， 在 办ＧＦＰ

对照细胞中 ２０Ｅ 诱导 １ ５ｍ ｉｎ 后 ， ＧＰＣＲ－３ 内化 ， 但是 ， ＧＰＣＲ－

３ 在 冶Ｇ／ｍ ， 办９
－

ａｒｒｅ劝＞１

－

７ 和 ＣＰＺ 处理的细胞中未发生内化 （ 图 ３ ． ９Ａ ） 。 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹分析证实 ， 在

☆ＧＦＰ 对照细胞中 ， ２０Ｅ 诱导 ＧＰＣＲ－３ 鱗酸化并 内化到细胞质 中 ， 但是 ， 敲降

ｆａｒｒｅ劝
＿

ｎ －

７ 或 ＣＰＺ 处理后 ， ＧＰＣＲ－

３ 不会被 ２０Ｅ 诱导磷酸化和 内 化 （ 图 ３ ． ９Ｂ ） 。 通

过蛋 白 质 印迹证实 了２０Ｅ 诱导 ＧＰＣＲ －

３ 和 Ｐ
－ａｒｒｅ ｓｔｉｎ－

１ 的相互作用 。 Ｉｎｐｕｔ 显示
｜

３
－

ａｒｒｅｓｔｉｎ－

１
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和ＧＰＣＲ－

３
－ＲＰＰ －Ｈｉｓ的表达水平相 当 。 ＲＦＰ抗体Ｃｏ

－

ＩＰ显示了２０Ｅ

诱导下 ｐ
－ａｒｒｅ ｓ ｔ ｉｎ－

１
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 与 ＧＰＣＲ－

３
－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 发生免疫共沉淀 （ 图 ３ ．９Ｃ ） 。 同样 ，

６ ８
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２０Ｅ 诱导下 ＧＲＫ２
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 与 ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 免疫共沉淀 （ 图 ３ ． ９Ｄ ） 。 这些结 果

表明 ２０Ｅ 通过 ＧＲＫ２ ， （

３
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ａ ｒｒｅ ｓ ｔ ｉ ｎ
－
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ｄｓＧＦＰ．２０ Ｅ
ｄＳ〇ＦＰ＊  ？ － －

Ｔｆｃ ＾ 
＇

Ｋ ｒ ｆ ｆ
 ｄｓｆｉ

－ａｒｒｅｓ ｔ ｉｎ－

１

ｄｓ ＧＲＫ２ ＊２ ０ Ｅ Ｃ ＰＺ

Ｍｅｍ ｂ ｒ ａ ｎ ｅ？ ？ ？—

Ｉ＾Ｋ － Ｃ ｙｔｏｐ ｌａｓ ｍ——－—？ ？ ？？

ｄｓｆｉ
－ａ ｒｒｅｓ ｔ ｉｎ

－

１ ＊２ ０Ｅ ．

＾
．ＧＰＣ Ｒ

－

３
－Ｐ

ｌ
ｆ＾ｌＫ  Ｅ ｉＶ

！

ｃ ９Ｈ Ａｎ ｔ ？

－Ｇ ＰＣ Ｒ －

３ ■ ￣
一

 ：ＧＰＣ Ｒ － ３


＼

６ ０ ｋ Ｄ ａ

Ａｎ ｔ ｉ＾
－ａ ｃ ｔ ｉ ｎ— ———

４２  ｋ Ｄ ａ

Ｃ ＰＺ ？ ２０ Ｅ

Ｌ ｏ ａ ｄ ｉ ｎｇ 
ｃ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

卜
： ： ： ｇ ＿

— ——
． 一

Ｃ Ｄ

Ｏｖｅ ｒｅ ｘ
ｐ

ｒｅｓ ｓ ｉｏ ｎ ｏ ｆ ＧＰＣ Ｒ －

３
－Ｒ Ｆ Ｐ －Ｏｖｅ ｒｃ ｘ

ｐ
ｒｏｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ Ｇ ＰＣ Ｒ － ３ －Ｒ Ｆ Ｐ －

Ｈ ｉ ｓ  ａ ｎ ｄ
ｆｉ

－

ａ ｒｒｅ ｓ ｔ ｉ ｎ －

１ 

－Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ Ｈ ｉ ｓ  ａ ｎ ｄ Ｇ Ｒ Ｋ ２
－Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ

ＯＭＳＯ？－ Ｏ ＭＳＯ？－

２ ０ Ｅ？ ？ ２０Ｅ？？

Ｉ ｎ ｐ ｕ ｔ Ｉ ｎ
ｐ
ｕ ｔ

￣

Ｉ ｐ ａ ｒｒｅ ｓ ｔ ｉ ｎ －

ｌ
－


－ＧＲ Ｋ２ －Ｇ Ｆ Ｐ － Ｈ Ｉ ＃

Ａｎ ｔ ｉ

＾Ｇ Ｆ Ｐ＂＊

Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ ８ １ ｋ Ｄａ Ａ ｎ ｔ ｌ

＿Ｇ ＦＰ
＿

ｇ 

１ １ ６  ｋ Ｄ 丨

－Ｇ ＰＣＲ －

３
－ＲＦ Ｐ

－Ｈ ｌ ａ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ － ３ －Ｒ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ＊

Ａｎ ｔ ｉ

－Ｒ Ｆ Ｐ
丁 ■

＿
９ ５  ｋ Ｄ ａ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｒ Ｆ Ｐ ９５  ｋ Ｄ ａ

 

？

Ａｎ ｔ Ｊ Ｐ ａ ｃ ｔ ｌ ｎ


４ ２  ｋ Ｄ ａ Ａｎ ｔ ｉ

－

Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ
  

４ ２  ｋ Ｄａ

Ｃ ｏ －

Ｉ ＰＡｎ ｔ ｉ

－？ Ｆ Ｐ Ｉ ｇＧ Ｃ ｏ －

Ｉ ＰＡｎ ｔ ｉ

－Ｒ Ｆ Ｐ Ｉ

ｇＧ

Ｉ



１  Ｉ



｜

Ｍ ｒｒｅ８ ｔ ｉ ｎ １
－

Ａ ＃ ＾ ｒ
Ｉ ｊ

Ｇ ＲＫ２＾ＦＰ －Ｈ ｉ ．

Ａｎ ｔ ｉ

－Ｇ Ｆ Ｐ
｜
—

１ ｜ ｜

Ｇ Ｆ Ｐ Ｈ ｉ８  ８ １  ｋ Ｄ ａ Ａｎ 丨 ｉ

＊Ｇ Ｆ Ｐ一

 １ １ ６  ｋ Ｄａ

Ａｎ ｔ ｌ

－ Ｒ Ｆ Ｐ

１ １
｜

ＧＰＣ

ｄ

Ｒ －

３
－Ｒ Ｆ Ｐ Ｈ Ｉ ． Ａｎ ｔ ｉ
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＇

 ？ ｒ

＾
ｌ ＾Ｉ

３

 ｆｊｌ

＾ｆ＊ ｎ ．

Ｋ
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．

Ｕ ＇
－

＾ ｒ

＾
ｉ ｎ
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°

０ ． 〇ｗｊ－Ｕｉｉ＇ １ ￥ 丨

．

丨
丨 ｉ ｎ

图 ３ ．９ ． ＧＲＫ ２
，ｐ

－

ａ ｒ ｒ ｅ ｓ ｔ ｉｎ －

１ 和网格蛋 白参与了２ ０Ｅ 诱导 的 Ｇ ＰＣＲ －

３ 内化 。 （ Ａ ）Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞

分 别用＆Ｇ／？Ａ：２ ，处理４ ８ ｈ ．Ｈ ｊ ＣＰＺ（ ５〇
ｎ
Ｍ ） 处理２ ｈ ， 然后分 别用

ｉ２０Ｅ 处理 １ ５ｍ ｉ ｎ ？ 绿色 ： ＧＰＣＲ －

３ 抗体和 Ａ ｌ ｅｘ ａＦ ｌｕｏ ｒ ４ ８ ８ 标记的 ：抗标记的 ＧＰＣＲ －

３ 蛋

白 。 蓝色 ： ＤＡＰＩ 标记的细胞核 。 比例尺＝
２ ５

ｆ
ｉｍ ？（ Ｂ ）Ａ 中蛋 白 质 印迹分析 。

ｐ
－

ａｃｔｉｎ 蛋白

和考 马 斯亮蓝染色用 作细胞质和细胞膜蛋 白 含量的 ｈ样对照 。 （ Ｃ ） 和 （ Ｄ ）ＧＰＣ Ｒ －

３ 在 ２０Ｅ

（ ２ ｎＭ ，３ ０ ｍ ｉｎ ） 诱导下与
（

３
－

ａｒｒｅｓ ｔ ｉｎ
－

ｌ和ＧＲＫ２偶联 。 ＤＭ ＳＯ是溶剂对照 。 Ｉｎ
ｐ
ｕｔ ：ＧＦＰ或

ＲＦＰ抗体检测到 的细胞中Ｐ
－

ａ ｒｒｅ ｓ ｔ ｉｎ
－

１

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ，ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和ＧＲＫ ２

－Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ的蛋 白

水 甲 。
（

３
－

ａ ｃ ｔ ｉｎ蛋 白 作参照 。 Ｃｏ
－

Ｉ Ｐ ：ＲＦＰ抗体免疫沉淀Ｇ ＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和

Ｐ
－

ａｒｒｅ ｓ ｔ ｉ ｎ －

１
－ＧＦ Ｐ －

Ｈ ｉ ｓ 或 ＧＲＫ ２
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 。 非特异性小 鼠 Ｉ ｇＧ 作 阴性对照 。 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶浓度为 １ ２ ． ５ ％ 。 通

过 Ｉｍ ａｇｅ Ｊ 软件根据三 个独立的重复实验进行统计分析 。 通过＜检验得 出 的 ｐ 值基于三个重

复实验 。 误差线表示三个独立生物学实验的平均值 ＋Ｓ Ｄ ， ｎ ｓ 表示没有显著性 差异 。
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．ＤＭ ＳＯｗａｓｓ ｏ ｌ ｖ ｅ ｎ ｔｃ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ． Ｉ ｎ
ｐ ｕｔ ：ｔｈｅ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏｆ

ｐ
－

ａ ｒｒｅ ｓ ｔ ｉｎ －

１

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ
，Ｇ ＰＣＲ －

３
－

ＲＦＰ－Ｈ ｉｓａｎｄＧＲＫ２ －ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓ ｉｎｔｈｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓｄｅｔｅｃ ｔｅｄｂｙ
ａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ

ａｇａ
ｉｎｓｔ ＧＦＰｏ ｒＲＦＰ ．

Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎｗ ａｓａ

ｌ ｏａｄ ｉ ｎｇｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ．Ｃ ｏ
－

Ｉ Ｐ ：Ａｎ ｔ ｉ
－ＲＦＰａｎ ｔ ｉｂｏｄｙｃｏ

－

ｉｍｍ ｕｎｏｐｒｅｃ ｉｐ ｉ ｔａ ｔｅｄＧＰＣＲ －

３
－ＲＰＰ －Ｈ ｉ ｓａ ｎ ｄＰ

̄

６ ９
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

ａｒｒｅｓｔ ｉｎ－

ｌ
－ＧＦＰ －Ｈｉｓｏｒ ＧＲＫ２ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ．Ｎｏｎｓｐｅｃ ｉｆｉｃｍｏｕｓ ｅＩｇＧ ｗａｓａ ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏ ｌ ．１ ２ ． ５％

ｇｅｌ

ｉｎＳＤＳ －ＰＡＧＥ ．Ｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉｃａｌ ａｎａ ｌｙｓｉｓａｃｃｏｒｄ ｉｎｇ
ｔｏ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｑｐ ｌ ｉｃａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｂｙ 

Ｉｍａｇｅ
Ｊ

ｓｏｆｔｗａｒｅ ．
＊

ｐ
ｖａ ｌｕｅｖ ｉａＳｔｕｄｅｎｆ ｓ／

－

ｔｅｓｔ ｂａｓｅｄｏｎ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ  ｉｎａ ｌｌｆｉｇｕｒｅｓ ．Ｔｈｅ ｂａｒｓｉｎｄ ｉｃａｔｅｔｈｅ

ｍｅａｎｓ 
士ＳＤｏｆ  ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａ ｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ， ｎｓｄｅｎｏ ｔｅ ｓ ｎｏｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ．

３ ．６ＧＰＣＲ－３结合
２０Ｅ

进行结合实验验证 ＧＰＣＲ－

３ 是否为 ２０Ｅ 的膜受体 。 ＳＹＢＹＬ Ｘ ２ ． ０ 软件 中 的 Ｓｕｒｆｌｅｘ－

Ｄｏｃｋ（ ＳＦＸＣ ） 用于计算 ２０Ｅ 与 ＧＰＣＲ－

３ 的对接 。 模型显示 ＧＰＣＲ－３ 跨膜螺旋附近与

２０Ｅ 结合的得分最高 。 ２０Ｅ 与 ＧＰＣＲ－

３ 的残基Ｍ２４０ 和 Ｌ３ ３ １ 形成两个氢键 （ 图 ３ ． １ ０Ａ ） 。

ＧＰＣＲ－

３ 结合 ２０Ｅ 的得分约为 ２ ． １ 。 为 了证明 ＧＰＣＲ－

３ 结合 ２０Ｅ ， 在 Ｓ ｆ９ 细胞中过表

达 ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ 及其突变体 ＧＰＣＲ－

３
－Ｍ－ＧＦＰ（ ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ２０Ｅ 结合位点 的突变 ，

表 ３ ．２ ） 并纯化蛋 白质 。 ＧＦＰ 过表达作为对照 （ 图 ３ ． １ ０Ｂ ） 。 使用 ２０Ｅ 酶免疫分析

（ ２０Ｅ－Ｅ ＩＡ ） 检测结合分析表 明 ， ＧＰＣＲ－３ －ＧＦＰ 过表达的细胞中细胞膜结合的 ２０Ｅ 量

显著高于 ＧＰＣＲ－

３
－Ｍ－ＧＦＰ 和 ＧＦＰ 过表达的对照细胞 （ 图 ３ ． １ ０Ｃ ） 。 这些结果表明

ＧＰＣＲ－

３ 可 以结合细胞膜中 的 ２０Ｅ 。

表 ３ ．２ ？ 预测结合 ２０Ｅ 的 ＧＰＣＲ位点和点突变
Ｔａｂｌｅ ３ ．２ ． Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｉｎｄｉｎｇ

ｒｅ ｓｉｄｕｅ ｓａｎｄ
ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａ ｔｉｏｎｓ ．

ＰｒｏｔｅｉｎｓＣ－

ｓｃｏ ｒｅＬ ｉｇａｎｄ ｓＢ ｉｎｄ ｉｎｇ 
ｓ ｉｔｅｓ


Ｍｕｔａ ｔｉｏｎｓｉｔｅｓ


０ ．０４ＣＬＲ２４０Ｍ
， 
２４ １Ａ

，

２４４Ｇ
， 
２４８Ｖ

，Ｍ２４０Ａ
，
Ｇ２４４Ａ

，

２７６１
，

２７９Ｙ
，
３ ３ １Ｌ

，
３３４ＷＬ３ ３ １Ａ

， 
Ｗ３ ３４Ａ

ＧＰＣＲ－

３０ ． ０２ＣＬＲ２３ ７Ｍ
， 
２４０Ｍ

， 
２４ １ Ａ

， 
２４４Ｇ

，

３ ２ ７Ｌ
， 
３ ３ ０Ｇ

， 
３ ３４Ｗ

０ ． ０２ＣＬＲ２２２Ｆ
， 
２４０Ｍ

， 
２４４Ｇ

， 
２４７１

， 
２４８Ｖ

，



２５ ２Ｆ


ＧＰＣＲ－

３的预测结合位点通过ｈｔｔｐ
： ／／ｚｈａｎｇｌａｂ ． ｃｃｍｂ ．ｍｅｄ ．ｕｍｉ ｃｈ ． ｅｄｕ／Ｉ

－ＴＡＳＳＥＲ／在线预测 。 Ｃ分

数是预测结合位点 的置信度得分 。 ＣＬＲ
，

ｃｈｏ ｌｅｓｔ
－

５
－

ｅｎ－

３ｂｅｔａ
－ｏ ｌ ， 胆固醇 。

Ｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂ ｉｎｄｉｎｇｒｅｓ ｉｄｕｅｓｏｆＧＰＣＲ－

３ａｒｅｐｒｅｄｉｃ ｔｅｄｏｎｌ ｉｎｅａｔ

ｈｔｔｐ ： ／／ｚｈａｎｇ ｌａｂ ． ｃｃｍｂ ．ｍｅｄ ．ｕｍｉｃｈ ． ｅｄｕ／Ｉ
－ＴＡＳＳＥＲ／ ．Ｃ －

ｓｃｏｒｅ ｉｓ ｔｈｅｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｓｃｏｒｅｏｆ  ｔｈｅ
ｐｒｅｄｉｃ ｔｅｄ

ｂ ｉｎｄｉｎｇ
ｓ ｉｔｅ ．ＣＬＲ

， 
ｃｈｏ ｌｅｓｔｅｒｏ ｌ

，
ｃｈｏｌｅｓｔ

－５ －

ｅｎ－

３ｂｅｔａ－

ｏ ｌ
， 
ｃｈｏ ｌｅｓ ｔｅｒｉｎ ．

使用分离纯化的 ＧＰＣＲ－３ 通过 ２０Ｅ －Ｅ ＩＡ 方法检测的饱和结合 曲线进
一

步确定

ＧＰＣＲ－

３ 结合 ２０Ｅ 的解离常数 （ Ｋｄ ） 。 使用 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 和考马斯亮蓝染色检查分离

的ＧＦＰ ，ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ和ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ－ＧＦＰ的纯度 （ 图３ ． １ ０Ｄ ） 。 ＧＰＣＲ －３ －ＧＦＰ与２０Ｅ

的饱和特异性结合的Ｂｍａｘ
＝
９ ．０６土０ ．４３

ｐｍｏ ｌ／ｍｇ蛋 白 ， Ｋｄ
＝

２０ ． ８４±２ ．２８ｎＭ 。 但

是 ， ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ－ＧＦＰ降低 了对２０Ｅ的结合能力 ， Ｂｍ ａｘ

＝

８ ． ６９±１ ．４７
ｐｍ ｏ ｌ／ｍ ｇ

蛋 白 ，

Ｋｄ 

＝
８４ ． ６ ８ ± ２ １ ． ２３ ｎＭ 。 ＧＦＰ 显示 出对 ２０Ｅ 的较低结合 （ 图 ３ ． １ ０Ｅ ） 。 这些数据证实

ＧＰＣＲ－

３ 可以结合 ２０Ｅ 。

７ ０
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Ａ Ｂ

ＷＧＡＧ Ｆ Ｐ Ｄ ＡＰ ＩＭｅ ｒ

ｇ
ｅ

ｎ＇
‘
４渗 ｓ ｆ ｐＤＢ

｜


ｆｌＫ＾Ｐ｜

ＦＪＨ

Ｃ

Ｉ

５０

］．
— ：


１
Ｄ＾Ｚ Ｅ

ｊｏ  ＊ 〇
Ｉ ；

￣ ｋ Ｄ ａＭＧ Ｆ ＰＭ Ｃ？Ｍ

Ｉ編

 ］Ｕ ＝
［

￣ 

ｉ ｒ＾


 ８
－

１—Ｇ ＰＣ Ｒ －３ －Ｇ Ｆ Ｐ

＝
３ ０ １ ０ ０

－

一
一

二 ？Ｇ ＰＣＲ －３ －Ｍ －Ｇ Ｆ Ｐ」

ｒ＾
－

｜
ｎ－

．；Ｚ
獅 ■

１ ６
．？ｇｆｐ－

一^

ｓ
２ ０

 丨

芝 ５ ５ 

￣

？
．— ｜＾

^

ｓ ， ．．
－ ｒ

４
－

１
，
Ｍ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ ３ Ｓ？

？？
－

ｊ ｓ ｋＤ ＊ ■

〇
＜ｒ＾  ０ ２ ０ ４０ ６ ０

＾ｆ ２ ０ Ｅ
 （
ｎＭ

）

图 ３ ． １ ０ ．Ｇ ＰＣＲ －３ 与 ２０Ｅ 结合 。 （ Ａ ）Ｇ ＰＣＲ －

３ 与配体结合的复合物模拟 。 灰色代表 ＧＰＣＲ －

３ ， 绿色代表 ２ ０Ｅ 。 虚线表示蛋 白氨基酸残基与 ２０Ｅ 之间 的氢键 。 不 同颜色的线 条表示与 ２ ０Ｅ

相 互作用 的蛋 白残基 。 （ Ｂ ） 过表达的 ＧＦＰ ， ＧＰＣＲ ３ Ｇ ＦＰ 和 Ｇ ＰＣＲ －

３
－Ｍ －Ｇ ＦＰ 的细胞膜定位 。

ＷＧＡ ： 小麦胚芽凝集素 （ＷＧＡ ） 标记的细胞膜 。 ＧＦＰ ：ＧＦＰ ， ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ 和 ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －

Ｇ ＦＰ 的绿色炎光 。 ＤＡＰ Ｉ ：ＤＡＰ Ｉ 标记的细胞核 。 激光共聚焦Ｍ微镜观察 。 比例尺 二

２ ０
ｐ
ｍ 。

（ Ｃ ）５ ０
邶 过表达ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ， ＧＰＣＲ －

３
＿ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ的Ｈ ａＥｐ ｉ细胞膜蛋 白

结合 ２０Ｅ 的量 。 误 差线代表三个重复的平均值土ＳＤ 。 星号表示根据 ／ 检验存在显 著差异 （

＊

／
７

＜０ ． ０ ５ ）〇（ Ｄ ）ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 和考马斯亮蓝染色显示分离 的 ＧＦＰ ， ＧＰＣＲ ｓ
－ＧＦＰ 和 ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －

ＧＦＰ 的纯度 。 （ Ｅ ）ＧＰＣＲ －

３
－Ｇ ＦＰ 和 ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －ＧＦＰ 对 ２０Ｅ 的饱和结合 曲线 。 ＧＦＰ 为非特

异性结合对照 。 所有实验均使用 丨 ０
 ｊ

ｉ
ｇ 分离蛋 白在 ５ ０

 ｊ

ｉＬ Ｅ Ｉ Ａ 缓冲液中进行 。 误差线代表三

个重 复的平均值± Ｓ Ｄ 。

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒ ｅ３ ． １ ０ ．Ｇ ＰＣＲ －３ｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎ
ｇ

２ ０Ｅ ．

 （
Ａ

）
Ｍ ｏｄｅ ｌ ｉ ｎｇ

ｏ ｆ  ｔｈｅ ｌ ｉ

ｇ ａ ｎｄ
－

ｂ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ
ｇ

ｃｏｍｐ
ｌ ｅｘｏ ｆ  ｔ ｈｅＧ ＰＣＲ －

３

ｐ ｒｅｄ ｉ ｃ ｔｅｄｂｙ
Ｓ ｕ ｒ ｆｌ ｅｘ

－ Ｄｏｃｋ
 （
Ｓ ＦＸＣ

） ｐ ｒｏ
ｇ
ｒａｍｆｒｏｍ  ｔｈｅ ＳＹＢＹ Ｌ Ｘ２ ． ０ ｓ ｏ ｆｔｗａ ｒｅ ．ＧＰＣＲ －

３ｒｅｐ ｒｅ ｓ ｅｎ ｔ ｅｄ

ｂｙｇｒａｙａｎｄ２０Ｅｒｅｐ ｒｅｓｅｎ ｔ ｅｄｂｙＧ ｒｅ ｅｎ ．Ｔｈｅｄｏ ｔ ｔ ｅｄ ｌ ｉｎｅ ｓ ｉ ｎｄ ｉ ｃ ａ ｔｅ ｔｈｅｐ
ｒｅｄ ｉ ｃ ｔ ｅｄｈｙｄｒｏｇｅｎ

ｂｏ ｎｄｓ

ｂｅ ｔｗ ｅｅｎ ｔｈｅ ａｍ ｉ ｎｏａ ｃ ｉｄｒｅ ｓ ｉｄｕｅ ｓ ａ ｎｄ２ ０Ｅ ． Ｔｈ ｅｒｅ ｓ ｉ ｄ ｕｅ ｓ ｔｈ ａ ｔ ｉ ｎ ｔｅｒａ ｃ ｔｗ ｉ ｔｈ ｔ ｈｅ ２ ０Ｅａ ｒｅｒｅｐｒｅ ｖＳｅｎ ｔ ｅｄａｓ

ｓ ｔ ｉ ｃｋ ｓｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔｃｏ ｌ ｏ ｒｓ ． （
Ｂ

）
Ｃ ｅ ｌ ｌｍｅｍｂｒａ ｎｅ ｌ ｏｃ ａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ  ｔｈ ｅｏｖｅｒｅｘｐ ｒｅｓ ｓｅｄＧ Ｆ Ｐ

，Ｇ ＰＣＲ －

３
－

ＧＦ ＰａｎｄＧＰＣＲ －

３
－ Ｍ －ＧＦＰ ．ＷＧＡ ：Ｔｈ ｅｃｅ ｌ ｌｍ ｅｍｂ ｒａｎｅｗａ ｓｍａ ｒｋ ｅ ｄｂｙｗ ｈ ｅａ ｔｇｅｒｍａｇｇ

ｌ ｕ ｔ ｉ ｎ ｉ ｎ

（
ＷＧＡ

）
．Ｇ ＦＰ ：Ｇ ｒｅｅｎｆｌ ｕｏ ｒｅ ｓｃｅｎ ｃ ｅｆｒｏｍ ＧＦＰ ｓ

， 
Ｇ ＰＣＲ －

３
－ＧＦＰａｎｄＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －Ｇ ＦＰ ．ＤＡ Ｐ Ｉ ：ｎ ｕ ｃ ｌ ｅｕｓ

ｓ ｔ ａ ｉｎｅｄｗ ｉ ｔｈＤＡＰ Ｉ ．Ｏｂ ｓｅ ｒｖｅｄｂｙｃｏｎ ｆｏｃａ ｌｍ ｉ ｃ ｒｏ ｓ ｃｏｐｅ
．Ｓ ｃ ａ ｌ ｅｂａ ｒ

ｒ

２０
 ｊ

ａｍ ．（
Ｃ

）Ｑｕａｎ ｔ ｉ ｔｙｏ ｆ２ ０Ｅ

ｂｏ ｕ ｎ ｄｂｙ
５ ０

 ｆ

ｉ
ｇ
ｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｆｒｏｍ Ｈ ａＥｐ ｉ ｔｈ ａ ｔ ｏｖ ｅ ｒｅｘ

ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｅｄＧ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ
，
ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ａｎｄ

ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ．Ｅ ｒｒｏ ｒｂａ ｒ ｓｒｅ ｐ

ｒｅ ｓ ｅｎ ｔ ｔｈ ｅｍ ｅａｎ ｓ土Ｓ Ｄｏ ｆ  ｔ ｈ ｒｅ ｅｒｅｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔｅ ｓ ．Ａ ｓ ｔｅ ｒ ｉ ｓ ｋ ｓ ｉ ｎｄ ｉ ｃ ａｔｅ

ｓ ｉ

ｇ
ｎ ｉ ｆｉ ｃ ａｎ ｔ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃｅ ｓ ａｃｃｏ ｒｄ ｉ ｎ

ｇ
ｔｏＳ ｔ ｕｄ ｅ ｎ ｔ＾ ｔ

－

ｔｅ ｓ ｔ ｓ
 （

＊

ｐ 

＜
０ ． ０ ５

）
．

（
Ｄ

）
ＳＤ Ｓ

－ＰＡＧＥｓｈ ｏｗ ｉｎｇ 
ｔｈｅ

ｐ ｕ ｒ ｉ ｔｙ

ｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｉ ｓｏ ｌ ａ ｔ ｅｄＧＦＰ
，
ＧＰＣＲ ｓ

－ＧＦＰａｎｄＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －Ｇ ＦＰｗ ｉ ｔｈＣｏｏｍ ａ ｓ ｓ ｉ ｅｂ ｒ ｉ ｌ ｌ ｉ ａ ｎ ｔ ｂ ｌ ｕｅｓ ｔａ ｉ ｎ ｉｎｇ

．

（
Ｅ

）

Ｓ ａ ｔｕｒａ ｔ ｉｏｎｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎｇｃｕｒｖ ｅ ｓｏｆＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰａｎ ｄＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －Ｇ ＦＰ ｔｏ２ ０Ｅ ．ＧＦＰｗ ａ ｓｎｏｎ ｓｐ ｅｃ ｉ ｆｉ ｃ

ｂ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ
ｇ 

ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ． Ａ ｌ ｌｏ ｆ ｅｘ
ｐ
ｅ ｒ ｉｍ ｅ ｎ ｔｓ ｗ ｅ ｒｅ

ｐ
ｅ ｒ ｆｏ ｒｍ ｅｄｕ ｓ ｉ ｎｇ

１ ０
 ｆ

ｉ
ｇ

ｉ ｓｏ ｌ ａｔｅ ｄ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｉ ｎ５ ０Ｅ ｌ Ａｂ ｕ ｆｆｅ ｒ ．

Ｅ ｒｒｏ ｒｂａ ｒ ｓｒｅ
ｐ
ｒｅｓ ｅｎ ｔ  ｔｈ ｅｍｅａｎ ｓ士ＳＤｏ ｆ  ｔｈ ｒｅｅｒｅ

ｐ
ｌ ｉ ｃａｔｅ ｓ ．

３ ． ７Ｇ ＰＣＲ －３ 以 同源二聚体存在 ， 并通过 ２ ０Ｅ 诱导为同源四聚体

为 了 明确 ＧＰＣＲ －

３ 是作为单体还是形成寡聚体起作用 ， 在 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞中 以 多 种

组合进行共过表达 ， 包括Ｇ ＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ，Ｇ ＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

和Ｅ ｒＧＰＣＲ －

１
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ，ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －２ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ，ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

７ １
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和ＤｏｐＥｃＲ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 。 Ｉｎｐｕｔ显示ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ相等的表达 。

ＲＦＰ 抗体 Ｃｏ
－

ＩＰ 在 ＤＭ ＳＯ 处理的细胞和 ２０Ｅ 诱导 的细胞中均免疫共沉淀到 了ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和 ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 。 Ｉ

ｇＧ 作抗体的 阴性对照 （ 图 ３ ． １ １ Ａ ） 。 在标签对照

中 ， ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和 ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 没有被免疫共沉淀 （ 图 ３ ． １ １ Ｂ ） 。 此 夕 卜 ， ＥｒＧＰＣＲ －

１
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ，

ＥｒＧＰＣＲ２ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和Ｄｏｐ
ＥｃＲ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ与ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ均没有被共 同免疫沉淀

（ 图 ３ ． １ ２ ） ， 表 明 ＧＰＣＲ －

３ 是组成型 同源二聚体 。

Ａ Ｂ

Ｏｖｅ ｒｅ ｘ ｐ ｒ ｅｓ ｓ ｉ ｏｎ ｏｆ ＧＰＣＲ －

３
－Ｒ Ｆ Ｐ － Ｏｖｅ ｒ ｅ ｘ ｐ ｒ ｅｓｓ 丨 ｏｎ ｏ ｆ

Ｈ ｉ ｓ  ａ ｎｄ Ｇ ＰＣ Ｒ －

３
－Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ Ｒ Ｆ Ｐ －Ｈ ｌ ｓ  ａｎｄ ＧＦ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ

ＤＭ ＳＯ？－ ＤＭ Ｓ ０ ？

２ ０ Ｅ？ ２ ０ Ｅ？ ？

Ｉ ｎ ｐｕ ｔ Ｉ ｎ ｐｕ ｔ



ＧＰ Ｃ Ｒ －

３
－ＧＦ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ ＧＦ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ

Ａｎ ｔ ｉ

＊Ｇ Ｆ Ｐ



 ９ ５ ｋＤ ａＡｎ ｔ ｉ

－Ｇ Ｆ Ｐ Ｊ５  ｋ Ｄ ａ

Ａｎ ｔ ｉ

－Ｒ Ｆ Ｐ


￣ＧＰＣ Ｒ －

３
－？Ｆ Ｐ ．Ｈ ｉ ５ Ａ ｎ ｔ ｉ

－？ Ｆ Ｐ


？ Ｆ

＾
ｉ Ｓ

９ ９ ５  ｋ Ｄ ａ ３ ５  ｋ Ｄａ



—

Ａｎ ｔ ｉ

－

０ ａ ｃ ｔ ｉ ｎ
４ ２  ｋＤ ａ

Ａｎ ｔ ｉ

－

＾
－ａｃ ｔ ｉ ｎ

４ ２  ｋ Ｄ ａ

Ｃ ｏ －

Ｉ ＰＡｎ ｔ ｉ

－Ｒ Ｆ Ｐ Ｉ ｇ Ｇ Ｃ〇 －

？ ＰＡｎ ｔ ｉ Ｒ Ｆ Ｐ

    ９ ５

Ｐ

ｋ Ｄａ

３ Ｇ Ｆ Ｐ Ｈ ， Ｓ

Ａｎ ， Ｉ ＧＦ Ｐ

 
Ｍ ｋ ｏｌ

＊

一
Ｈ １

＾
＇ ？ ５

１上 ｜

０ ６

１ｒ％ ．

Ｌ ｎ ｎ ｉ

〇 ４

ｆ ｉ

ｉ ｉ

－

 ｉ

。 ２
．

ｏ 〇
Ｈ ．

丨 １ 丄 」 ■

■

ｉ 」
．

」 ｏ ｏ
１ １  １ １ ■ １

Ｃ ＤＤＭ ＳＯ ２ ０ Ｅ

９
Ｅ ｐ ｉｄ ｅ ｒｍ ｉ ｓ

 ＾〇 ＿

ＤＭ ＳＯ ？ ？

２〇 Ｅ？？ ？＊ ２２５

ＢＳ ３
．

？ ？？
 ｋＤ ａ〇〇〇Ｏ

Ｗ
Ｖ

＂

１

 ３ ００ ＾
＿Ｋ Ｄ ａ

— ．
挪

＾

—  ３〇Ｃ

？


１ ８ ０  ２ ５０

ｔ——

１ ３ ０ ２ ｘ－一
１ ８ ０

２

、 Ａｒ
＊

ｉｆ ｆ－． — １ ３ ０



ｉ ｏｏ

」 ■ 麵－  ７ ０ＩｗＡＭ
＊￣ １ 〇°

Ｔ＾）卜 嫌 —— ７０

￣－

ｐ
－ａｃ ｔ ｉ ｎ ３ ａ ｃ ｔ ｉ ｎ

Ｉ

１ ０

］Ｔｎ ＾

° ＇ ８

ｌ ｂ

ｌ
０ － ８

＇

ｍ ｌ 〇 ． ｅ
－主Ａ

ｘ  〇  ６ｘ ｒ
＾

ｉ
^

ｉ ２ ．

０ 
４

ｎ  ０ ．
４

－

ｎｃ
？
？ ａ ｃ

＾ｎ
〇

 〇 〇
ｌ Ｉ  Ｉ ｌ  ｌ Ｉ ， ｌ ｌ ■ ｌ 。

〇 〇
ｌ ｌ  １ ｌ  ｌ １

图 ３ ． １ １ ． ２ ０Ｅ 诱导 ＧＰＣＲ－３ 形成同源四聚体 。 （Ａ ） 免疫共沉淀 （ Ｃｏ
－

ＩＰ ） 检测 ＨａＥｐ ｉ 细胞 中

过表达的 ０？０１
－

３ 寡聚体 。 ０ １＾０ 是溶剂对照 。 ２
＾
＼１ ２ ０￡ 孵育 ３ 〇 １１１ 丨 １１ 。 １叩 １？ ： ０？？ 或 １１？？

抗体检测ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ，ＧＰＣＲ －

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉｓ的水平 。

Ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉｎ蛋 白作参照 。 Ｃ ｏ
－

ＩＰ ：ＲＦＰ抗

体免疫沉淀 ＧＰＣＲ－

３
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和 ＧＰＣＲ３

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 。非特异性小 鼠 Ｉ
ｇ
Ｇ 是 阴性对照 。 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ

凝胶为 １ ２ ． ５ ％ 。 （ Ｂ ）Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和 ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 作为 Ａ ． Ｃ ． 的标签对照 。 （ Ｃ ） 蛋 白 质 印迹法检测

与 Ｂ Ｓ ３ 交联的表皮 中 ＧＰＣＲ －

３ 的寡聚体 。 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 凝胶浓度为 ７ ． ５ ％ 。 将 ５ ００ ｎｇ ２０Ｅ 注入

六龄 ６ ｈ 幼虫 。 ＤＭ ＳＯ 作对照 。 （Ｄ ）Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ 印迹检测与 Ｂ Ｓ ３ 交联的 ＨａＥｐ ｉ 细胞 中 ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ ， Ｇ ＰＣＲ －

Ｓ
＾＾＾＾

－Ｇ ＦＰ和ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －ＧＦＰ的寡聚体 。 ＳＤ Ｓ

－ＰＡＧＥ凝胶浓度为７ ． ５ ％ 。

Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞与 ２ｎＭ２０Ｅ 孵育 １ ５ｍ ｉｎ ， 然后用 Ｂ Ｓ ３ 处理 。 通过 ＩｍａｇｅＪ 软件根据三个独立的

７２
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重复实验进行统计分析 。 使用 ／ 检验 （
＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ） 和 ＡＮＯＶＡ 计算显著差异 （ 不 同字母间代

表差异显著 ， ｐ
＜〇 ． 〇 ５ ） 。 误差线表示三个独立生物学实验的平均值±ＳＤ ， ｎ ｓ 表示没有显著性

差异 。

Ｆ ｉ
ｇｕ

ｒ ｅ ３ ． １ １ ． ２ ０Ｅ ｉｎｄｕ ｃ ｅ ｓ ＧＰＣＲ －３ｔｏｆｏ ｒｍ ｈ ｏｍ ｏ
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ｅＪｓｏ ｆｔｗａｒｅ ．Ｔｈ ｅ

ｂａ ｒ ｓ ｉ ｎ ｄ ｉ ｃ ａ ｔ ｅ ｔｈ ｅｍ ｅ ａ ｎ士ＳＤ ．Ａ ｓ ｔｅ ｒ ｉ ｓｋ ｓ ｉ ｎｄ ｉ ｃａ ｔｅｓ ｉ ｇｎ ｉ ｆｉ ｃａｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｃ ｅ ｓｕ ｓ ｉ ｎｇ
Ｓ ｔ ｕｄｅ ｎ ｔ

’

ｓ ，
－

ｔｅ ｓ ｔ ｂ ａｓｅｄ

ｏｎｔｈｒｅ ｅｒｅｐ
ｌ ｉ ｃ ａ ｔｅｓ＜０ ． ０５

）
．ｎｓｄｅｎｏ ｔｅ ｓ ｎｏｓ ｉ

ｇｎ ｉｆｉ ｃ ａ ｎ ｔ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃｅ ．

７ ３
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为了确认 ＧＰＣＲ－

３ 在体 内 的 同源二聚体的性质 ， 使用 ＢＳ３ 交联根据蛋 白 的分子

量检测表皮中 ＧＰＣＲ－３ 的寡聚化形式 。 Ｂ Ｓ３ 可以使相 同 的蛋 白质分子进行交联 ， 以

防止它们在 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 样品处理过程中解离 （ Ｓａｒｇ
ｉａｃｏｍｏ ｅｔ ａ ｌ ．１ ９９ ５ ） 。 未经 Ｂ Ｓ３ 处

理的情况下 ， ＤＭＳＯ 和 ２０Ｅ 处理的表皮中均检测到 了ＧＰＣＲ－

３ 的单体 （ ６０ ｋＤａ ） ，

但在 Ｂ Ｓ３ 处理后 ， ＤＭＳＯ 处理对照 中大量检测到 ＧＰＣＲ－

３ 的 同源二聚体 （ １ ２０ ｋＤａ ） ，

而在 ２０Ｅ 处理样品 中大量检测到 了ＧＰＣＲ－

３ 的同源四聚体 （ ２４０ ｋＤａ ） （ 图 ３ ． １ １ Ｃ ） 。

这些数据不仅证明 了ＧＰＣＲ－

３ 以 同源二聚体存在 ， 而且还证明 了２０Ｅ 诱导 ＧＰＣＲ－３

从同源二聚体变为同源四聚体 。

为 了 阐 明 同源四聚体形成的机制 ， 过表达 ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ ，ＧＰＣＲ－

３
Ａｅ ＿

ｔｅ ｒｍ ｉｎａ ｌ

－ＧＦＰ （ Ｃ

末端磷酸化区域的截短突变 ） 和 ＧＰＣＲ－

３
－Ｍ－ＧＦＰ（ ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ 与 ２０Ｅ 结合位点的

多位点突变 ） 来检查 同源四 聚体的变化 。 Ｂ Ｓ３ 处理后 ， 用 ＧＦＰ 单克隆抗体来检测寡

聚变化 。 ＤＭＳＯ 处理下的 ＧＰＣＲ－３ －ＧＦＰ 中检测到大量同源二聚体 （ １ ９０ ｋＤａ ） ，２０Ｅ

处理下的 ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ 中诱导形成同源四聚体 （ ３ ８０ ｋＤａ ） 。 ２０Ｅ 处理下 ， ＧＰＣＲ－

３
ａｇ ＿

＿ ｉｎａ ｌ

－ＧＦＰ 仍形成同源四聚体 ， 但是 ， ＧＰＣＲ－

３
－Ｍ －ＧＦＰ 无法形成同源四聚体 （ 图 ３ ． １ １Ｄ ） 。

这些结果表明与 ２０Ｅ 的结合触发 了ＧＰＣＲ－

３ 同源四 聚体的形成 。

３ ． ８ＧＰＣＲ－３ 促进 ２０Ｅ 进入细胞

在幼虫组织中进
一

步检查 了ＧＰＣＲ－

３ 在 ２０Ｅ 进入细胞中 的作用 。 在六龄 ９６ ｈ （游

走阶段 ） 的幼虫中 ， 翅中 的 ２０Ｅ 水平低于中肠 （ 图 ３ ． １ ３Ａ ） ， 相应地 ， ＧＰＣＲ－

３ 在翅

中 的转录水平也低于中肠 （ 图 ３ ． １ ３Ｂ ） 。 在中肠中检测到 的 同源四聚体 （ ２４０ｋＤａ ）

的量也比在翅中高 ， 表明 中肠中更多 的 ＧＰＣＲ－

３ 同源 四聚体 比在翅中导致更多 的 ２０Ｅ

进入 （ 图 ３ ． １ ３Ｃ ） 。 这些数据暗示中肠中高水平的 ＧＰＣＲ－

３ 与高水平 ２０Ｅ 之间 的关

系 。 为 了检验该假设 ， 在 ＨａＥｐｉ 细胞中过表达 了ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ ， 过表达 ＧＦＰ 作为对

照 。 在 心 对照 中 ， 与过表达 ＧＦＰ 的细胞相 比 ， 过表达 ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ 细胞中 的

２０Ｅ 滴度更高 。 此外 ， 与 办／２ＦＰ 对照相 比 ， 当敲低 Ｇ／ＭＴ２ 使 ＧＰＣＲ－

３ 定位在细胞膜

中时 ， 细胞中 的 ２０Ｅ 滴度更高 （ 图 ３ ． １ ３Ｄ 和 Ｅ ） 。 这些结果表明 ， 当 ＧＰＣＲ－

３ 位于

细胞膜中时 ， 促进 了２０Ｅ 的进入 。 此外 ， 过表达 ＧＰＣＲ－３ －ＧＦＰ ＨａＥｐ ｉ 细胞中 的 ２０Ｅ

水平高于过表达 ＧＰＣＲ－

３
－Ｍ－ＧＦＰ ＨａＥｐ ｉ 细胞中 的 ２０Ｅ 水平 （ 图 ３ ． １ ３Ｆ ） 。 在 心

和 ２０Ｅ 处理中 ， 在过表达 ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ 细胞中检测到 的 同源四聚体 （ ３ ８０ ｋＤａ ） 高于

过表达 ＧＰＣＲ－

３ －Ｍ－ＧＦＰ 的细胞中 ， 表明位于细胞膜中 的 ＧＰＣＲ－

３ 同源四聚体转运了

更多 的 ２０Ｅ 进入细胞 （ 图 ３ ． １ ３Ｇ ） 。 流式细胞仪用于检查细胞膜的完整性 ， 以验证

２０Ｅ 的进入是否是 由于 ＧＰＣＲ－

３ 的过表达改变 了细胞膜的通透性 。在过表达的 ＧＰＣＲ－

７４
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３
－Ｍ －ＧＦＰ ／ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ 与未过表达的 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞之间未检测到 明 显的荧光信号差异 ，

表 明过表达 ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －ＧＦＰ ／Ｇ ＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ 的 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞并不会增加其膜通透性 （ 图

３ ． １ ４Ａ 和 Ｂ ） 。 这些结果表 明 ２０Ｅ 需要 ＧＰＣＲ －

３ 同源 四 聚体才能导入￥Ｅ细胞 。

ｃＷ
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图 ３ ． １ ３ ？ 细胞膜上的 Ｇ ＰＣＲ －３ 促进 ２ ０Ｅ 进入细胞 。 （ Ａ ）６ ｌｈ
－ ９６ ｈ 幼虫翅和 中肠 屮 的 ２０Ｅ 滴

度 。 （ Ｂ ）６ ｔｈ
－ ９６ ｈ 幼虫翅和 中肠中 ＧＰＣＵ 的相对 ｍＲＮＡ 水平 。 （ Ｃ ） 蛋 白 质 印迹检测 与

Ｂ Ｓ ３ 交联的 ６ ｔ ｈ
－

９ ６ ｈ 幼虫中肠和翅 中 的 ＧＰＣＲ －

３ 寡聚体 。 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶浓度为 ７ ． ５
°

６ 。 （ １） ）

通过敲低 ＧＭ２ 使 ＧＰＣＲ －

３
－Ｇ ＦＰ 停 留 在细胞膜中 ， Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞中过表达 Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ，ＧＰＣＲ －

３
－

Ｇ ＦＰ 检测细胞中 ２０Ｅ 水平 。 办兄ＦＰ 或 办Ｇ／？Ａ７ 转染细胞两次 （ ２ ｎｇ
／ ｍ Ｌ ， １ ２ ｈ ） ， 然后进行

２
ｎ
Ｍ２ ０ Ｅ 孵 育 １ｈ 。 （ Ｅ ）ＨａＥｐ ｉ 细胞分别用 ＊ＧＦ尸 ， ＊Ｇ／？Ａ：２ 转染 ４ ８ｈ ， 然后分别用 ２

ｎ
Ｍ

２ ０Ｅ 孵 育 １ ５ ｍ ｉｎ 。 绿色 ： ＧＰＣＲ －

３ 抗体和 Ａ ｌ ｅｘａ Ｆ ｌ ｕｏ ｒ ４ ８ ８ 标记的二抗标记 ＧＰＣＲ－

３ 蛋 白 。 蓝

色 ： ＤＡＰ Ｉ标记细胞核 。 比例尺＝

２ ５ｎｍ 。 （ Ｆ ） 敲降Ｇ／２／Ｃ２使ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －ＧＦＰ或ＧＰＣＲ －

３
－

ＧＦＰ 在细胞膜中 ， 检测 ＨａＥｐ ｉ 细胞 中 的 ２ ０Ｅ 滴度 。 ２
ｎｇ

／ｍ Ｌ 办Ｇ／＾２ 转染 １ ２ｈ ， 转染两次 ，

然后 ２２ ０ Ｅ 孵 育 １ｈ ？（ Ｇ ） 蛋 白 质 印迹检测 与 ＢＳ ３ 交联的 ＨａＥｐ ｉ 细胞 中 Ｇ ＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ

和 ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －ＧＦＰ 的寡聚物变化 。 ＳＤ Ｓ

－ＰＡＧＥ 凝胶浓度为 ７ ． ５ ％ 。 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞与 办Ｇ尺Ｏ 和

２０Ｅ孵育 。 （ Ｈ ） ２ ０Ｅ诱导 下 ， 过表达ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ或ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －ＧＦＰ的Ｈ ａＥｐ ｉ细胞中ｃＡＭ Ｐ

水平 。 ２
｜

ｉｇ／ｍＬ Ｇ ＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ ， ＧＰＣＲ －

３
－ Ｍ －ＧＦＰ和 办Ｇ狀２分别转染ＨａＥｐ ｉ细胞４ ８ ｈ ， 然后

分别与 ２
ｐ
Ｍ ２ ０Ｅ 孵育 。 （ 丨 ） Ｈ ａＥ

ｐ
ｉ 细胞中过表达 ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦＰ 或 ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －ＧＦＰ 后 的 Ｃａ

２
＋

水平 。 细胞分别转染 ＧＰＣＲ －

３
－ＧＦ Ｐ ，ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ －Ｇ ＦＰ 和 办Ｇ＾Ａ：２４８ｈ ，ＡＭ 酯钙深红色染料

（ ３
ｎＭ ） 孵 育染色 ３ ０ｍ ｉ ｎ 。 Ｆ ： 不 同 处理后 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞的荧光强度 。 Ｆ Ｑ ： 不 同处理前 Ｈ ａＥｐ ｉ

７ ５
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细胞的荧光强度 。 每个误差线代表三个重复的平均值土ＳＤ 。 使用 ｒ 检验计算出 显著差异 （
＊

户

＜０ ． ０５ ） ， ｎｓ 表示没有显著性差异 。

Ｆｉｇｕｒｅ３ ． １ ３ ．ＧＰＣＲ－３ｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆ ２０Ｅｅｎｔｅｒｉｎｇ
ｃｅｌｌｓｏｎｔｈｅｃｅＵｍｅｍｂｒａｎｅ ．

（
Ａ

）

２０Ｅｔｉｔｅｒｓ  ｉｎ ｗ ｉｎｇ 
ｄｉ ｓｋ ａｎｄ ｍｉｄｇｕｔ ａｔ ６ｔｈ

－

９６ｈ ｌａｒｖａｅ ．

（
Ｂ

） 
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通过敲低 将 ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ 或 ＧＰＣＲ－

３
－Ｍ－ＧＦＰ 定位在细胞膜上 ， 以 明确

ＧＰＣＲ－

３ 同源四聚体对细胞中 Ｃａ
２＋

和 ｃＡＭＰ 水平的影响 。 ２０Ｅ 处理后 ， 过表达 ＧＰＣＲ－

３
－Ｍ－ＧＦＰ 的 ＨａＥｐ ｉ 细胞的细胞 内 ｃＡＭＰ 水平低于过表达 ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ 的细胞 （ 图

３ ． １ ３Ｈ ） 。 与过表达 ＧＰＣＲ－３ －Ｍ－ＧＦＰ 的细胞相 比 ， 过表达 ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ 的 ＨａＥｐ ｉ 细

胞中 ２０Ｅ 诱导更多 的 Ｃａ
２ ＋

细胞 内释放和细胞外 Ｃａ
２＋

流入 （ 图 ３ ． １ ３ １ ） 。 这些结果表

明 ， ＧＰＣＲ －

３ 同源四聚体在 ２０Ｅ 信号传导 中起作用 。

另外 ， 检测细胞质 中 ＧＰＣＲ－

３
－ＧＦＰ 和 ＧＰＣＲ －

３
－Ｍ－ＧＦＰ 的量以 明确结合位点突变

对 ０？０１
－

３ 内化的影响 。 结果显示 ， 用 ２０￡ 处理 ３〇 １１１ １１１ 后 ， ０？０１
－

３ －０？？ 和 ０？匚１１
－

３
－Ｍ－ＧＦＰ 的 内化没有显著差异 （ 图 ３ ． １ ４Ｃ ） 。 这些结果表明 ， ＧＰＣＲ－

３ 同源四聚体的

形成对 ＧＰＣＲ－

３ 内化没有影响 。

为 了 明确不 同 ２０Ｅ 浓度对细胞命运的影响 ， 使用不 同 ２０Ｅ 浓度检测细胞增殖和

凋亡 。与 ＤＭＳＯ 处理的细胞相 比 ， 使用终浓度为 ０ ． ５
ｎＭ 的 ２０Ｅ 处理的细胞 中有 １ ６ ％

的细胞检测到增殖信号 ｐ
－Ｈ ｉｓｔｏｎｅ－

３ 。 相反 ， 与 ＤＭＳＯ 处理的细胞相 比 ， ２０Ｅ（ ５
ｎＭ ）

处理的细胞中 ｐ
－Ｈ ｉ ｓ ｔｏｎｅ－３ 增殖信号显著降低 （ 图 ３ ． １ ５Ａ 和 ａ ） 。 流式细胞分析显示 ，

与 ＤＭＳＯ 相 比 ， 高浓度 ２０Ｅ（ ５
ｐＭ ） 处理诱导 了约 １ ７％ 的细胞凋亡 ， 并且凋亡细胞

的数量 以 ２０Ｅ 浓度依赖的方式增加 （ 图 ３ ． １ ５Ｂ 和 ｂ ） 。 这些数据表明低浓度的 ２０Ｅ

促进细胞增殖 ， 高浓度的 ２０Ｅ 促进细胞凋亡 。

７ ６
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图 ３ ． １ ４ ． 膜通透性检测和 Ｇ ＰＣ Ｒ 的 内吞 。 （ Ａ ） 和 （ Ｂ ） 碘化丙啶 （ Ｐ Ｉ ） 染色进行流式细胞

分析 。 水平线标记为死细胞 占总细胞的 百分 比 。 （ Ｃ ） 蛋 白 质 印迹分析 ２
ｐ
Ｍ２０Ｅ 诱 导 ３ ０
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ｇｅ Ｊ 软件根据三

个独立的 重复实验进行统计分析 。 误差线表示平均值士 ＳＤ 。 ＡＮＯＶＡ（ 不 同字母间代表显 著

差异 ，

／
＾Ｏ ． Ｏ 〗 ） ， ｎ ｓ 表示没有显著性差异 。
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图 ３ ． １ ５ ． 低浓度 ２０Ｅ 促进 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞增殖 ， 髙浓度 ２０Ｅ 促进 Ｈ ａＥｐ
ｉ 细胞凋亡 。 （ Ａ ） 检测

细胞增殖 。 红色荧 光表示 由磷酸组蛋 白 ３ 抗体和羊抗 鼠 Ｉ ｇＧ Ａ ｌ ｅｘ ａ
－Ｆ ｌｕｏ ｒ ５ ６ ８（ 红色 ） 检测到

７ ７
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

的磷酸组蛋 白 ３ 。 蓝色焚光表示细胞核被 ＤＡＰＩ 染色 。 比例尺＝

２０
ｇｍ 。 （ ａ ）Ａ 中磷酸组蛋 白

３ 染色的细胞与总细胞的 比率 （蓝色 ） 。 （Ｂ ） 通过 Ａｒｍｅｘｉｎ－Ｖ 和碘化丙啶 （ ＰＩ ） 染色进行

流式细胞分析 。 Ｒ １ ， 正常细胞 ；
Ｒ２ ， 早期凋亡细胞 ；

Ｒ３ ， 坏死细胞 ；
Ｒ４ ， 晚期凋亡细胞 。

凋亡细胞 （ Ｒ２ ＋ Ｒ４ ） 占总细胞的百分比 。 （ ｂ ）Ｂ 的统计分析 。 误差线表示三个重复实验的

平均值土 ＳＤ 。 ＡＮＯＶＡ 计算显著差异 （ 不同字母间表示显著差异 ， ｐ
＜０ ． ０５ ） 。

Ｆｉｇｕｒｅ３ ． １ ５ ．Ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ２０Ｅｐｒｏｍｏｔｅ ｓＨａＥｐｉｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｈｉｇｈ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ ２０Ｅ
ｐｒｏｍｏｔｅ ｓＨａＥｐｉｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ ．
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；Ｒ２ ，ａｐｏｐｔｏｔ ｉｃｃｅｌ ｌｓ
；Ｒ３ ，

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｅｒｒｏｒ ｗ ｉｔｈｉｎ ｔｈｅ
ｐｅｒｍ

ｉｔｔｅｄｒａｎｇｅ ；
Ｒ４

， 
ｄｅａｄｃｅｌ ｌｓ ．％ ：ｔｈｅ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ａｐｏｐ ｔｏｔ ｉｃｃｅｌｌｓ
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Ｒ２
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）
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（
ｂ

）
Ｔｈｅｓｔａｔ ｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓ ｉ ｓｏｆ Ｆ ．Ｅａｃｈｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍｅａｎ士ＳＤｏｆ ｔｈｒｅｅ

ｒｅｐ ｌ ｉｃａｔｅｓ ．Ｓ ｉｇｎｉ ｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｃａ ｌｃｕｌａｔｅｄｕｓ ｉｎｇＡＮＯＶＡ（
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅ ｓｅｎｔ

ｓ ｉ
ｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

， ／
？ 
＜

０ ． ０５
）

．

４ 讨论

ＧＰＣＲ 作为细胞膜受体在哺乳动物和 昆虫 中传递类固醇激素信号 。 但是 ， 仍有许

多 问题 尚待确定 ， 包括多种 ＧＰＣＲ 参与 ２０Ｅ 信号传导 、 ＧＰＣＲ 寡聚化的机制和效应 、

以及控制 ２０Ｅ 进入细胞的机制 。 本研宄发现 ＧＰＣＲ－３ 可 以结合 ２０Ｅ 传递 ２０Ｅ 信号 ，

激活 ＰＫＡ 和 ＰＫＣ 信号途径 ， ２０Ｅ 通过 ＧＲＫ２ 调控 ＧＰＣＲ－

３ 的磷酸化使其 内吞终止

２０Ｅ 信号 。 ＧＰＣＲ－

３ 以二聚体形式存在 ， ２０Ｅ 结合诱导 ＧＰＣＲ－

３ 形成四聚体 ， 促进

２０Ｅ 进入细胞 ， 促进细胞凋亡 。

４ ． １２０Ｅ 通过 ＧＰＣＲ－３ 传输信号和终止信号

通过与配体的结合 ， ＧＰＣＲ 与 Ｇａｓ 和 Ｇａｑ 相互作用 以增加细胞 内 ｃＡＭＰ 和 Ｃａ
２＋

水平进而分别激活 ＰＫＡ 途径和 ＰＫＣ途径 （Ｍａｒ ｉｎ ｉ ｓｓｅｎａｎｄＧｕｔｋ ｉｎｄ２００ １ ） 。 ＧＰＣＲ－

ｃＡＭＰ－ＰＫＡ 和 ＧＰＣＲ－Ｃ ａ
２＋

－ＰＫＣ 途径参与动物类固醇激素非基因组途径的信号传导

（ Ｍａｒｉｎｏ ｅｔ ａ ｌ ． ２００６ ） 。 ＥｒＧＰＣＲ－

１诱导Ｃａ
２＋

－ＰＫＣ途径 （ Ｌ ｉｕ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ４ｂ ） ， 而ＥｒＧＰＣＲ －

２诱导ＧＰＣＲ－

ｃＡＭＰ －ＰＫＡ 和ＧＰＣＲ－Ｃａ
２＋

－ＰＫＣ途径 （ Ｊ ｉｎｇ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ６ Ｘ ２０Ｅ通过ＧＰＣＲ－

３ 调节 ＵＳＰ １ ，ＣＤＫ １ ０ ，ＰＫＡＣ １ 和 ＣＲＥＢ 的磷酸化 ， 这些蛋 白质 的磷酸化对于形成

２０Ｅ 通路基因转录的 ＥｃＲＢ ｌ
－ＵＳＰ ｌ 转录复合物至关重要 （ Ｌ ｉｕｅｔａ ｌ ．２０ １ ４ｂ

；
Ｊ ｉｎｇ

ｅｔａ ｌ ．

２０ １ ６ ） 。 棉铃虫的 ＤｏｐＥｃＲ 在 ２０Ｅ 诱导下直接与 Ｇａｓ 和 Ｇ ｃｘｑ 相互作用 ， 以增加 ｃＡＭＰ

和 Ｃａ
２＋

的水平 （ Ｋａｎｇｅｔａ ｌ ．２０ １ ９ ） 。 ２０Ｅ 通过 ＧＰＣＲ－

３ 触发 了类似于 ＤｏｐＥｃＲ 调节

２０Ｅ 途径基因转录的信号级联反应 。 这些数据表 明 ， ＧＰＣＲ ｓ 传递 ２０Ｅ 信号 ， 促进基

因表达进而发生变态 。

传递信号后 ，

一

些ＧＰＣＲ内化 （Ｗｅ ｉｎｂｅｒｇａｎｄＰｕｔｈｅｎｖｅｅｄｕ２０ １ ９ ） 。 ＧＲＫ和Ｐ
－

ａｒｒｅｓｔｉｎ在ＧＰＣＲ内化中起重要作用 （ Ｇｕｒｅｖ ｉｃｈａｎｄＧｕｒｅｖ ｉｃｈ２０ １ ９ ） 。 大多数ＧＰＣＲ

被ＧＲＫ 磷酸化并通过与Ｐ
－

ａｒｒｅｓｔｉｎ（ Ｒｉｔｔｅｒ ａｎｄＨａ ｌ ｌ２００９ ） 和 网格蛋 白 （ Ｏａｋ ｌｅｙ
ｅｔａ ｌ ．

７ ８
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

１ ９９９
；Ｋａｎｇｅ ｔａ ｌ ．２０ １ ４ ） 相互作用而被 内化 ， 抑制 ＧＰＣＲ 与 Ｇ 蛋 白 的进

一

步相互作

用 ， 这
一

过程被称为脱敏 （Ｍｕｒｇａ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ９ ；ＵＧＰＣＲ－

３ 脱敏也依赖于类似的机制 ，

２０Ｅ 诱导下 ＧＰＣＲ－

３ 的 Ｃ 端被 ＧＲＫ２ 磷酸化 ， 并在 Ｐ
－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ－

１ 和 网格蛋 白 的介导下

内 吞 。 ＧＰＣＲ－３ 在溶酶体中 降解 以终止 ２０Ｅ 信号转导 。

４ ．２ 多个 ＧＰＣＲ 结合 ２０Ｅ 的细胞膜受体

有多个 ＧＰＣＲ 传递 ２０Ｅ 信号 ， 包括黑腹果蝇 （ Ｓｒｉｖ ａｓｔａｖａ ｅｔ ａ ｌ ． ２００５ ） 和棉铃虫中

的ＤｏｐＥｃＲ（ Ｋａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ＿ ２０ １ ９ ） ， 棉铃虫中 的ＥｒＧＰＣＲ －

１和Ｅ ｒＧＰＣＲ －２（ Ｃａ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ４ａ
；

Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ５ ） 。 本研究揭示 了ＧＰＣＲ－

３ 也可 以传递 ２０Ｅ 信号 ， ＤｏｐＥｃＲ 和雌激素

的膜受体 ＧＰＥＲ 属于 ＧＰＣＲＡ 家族 （视紫红质样 ） ， 而 Ｅ ｒＧＰＣＲ－

１ ，ＥｒＧＰＣＲ －２ 和

ＧＰＣＲ －

３ 属于 Ｂ 家族 （分泌素受体 ｍｅｔｈｕ ｓｅ ｌａｈ －２ 家族 ， Ｍ ｔｈ ） 。 Ｅ ｉＧＰＣＲ－

１ 传递 ２０Ｅ

信号而不结合 ２０Ｅ ， 而 ＥｒＧＰＣＲ－２ 和 ＤｏｐＥｃＲ 以高亲和力 （ Ｋｄ 为 １ ８
－２ ３ｎＭ ） 结合

２０Ｅ 来传递 ２０Ｅ 信号 （ Ｋａｎｇ
ｅ ｔａ ｌ ．２０ １ ９ ） 。 这些结果表明 多个 ＧＰＣＲ 可 以作 ２０Ｅ 的

细胞膜受体 。

多 个 ＧＰＣＲ 传递 ２０Ｅ 信号并作为 ２０Ｅ 细胞膜受体的原因可能是 由于 Ｍ ｔｈ 起源于

同
一

个基因 ， 随后在 昆虫中被大量复制 （ Ｌ ｉ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ３ ） 。 另
一

个原因可能是因为 Ｇ

蛋 白 中普遍保守 的序列允许受体 以类似方式结合并激活 Ｇ 蛋 白 。 不同的受体通过不

同 的残基识别 Ｇ 蛋 白序列 的特殊位置 ， 例如使用不 同 的切割方式打开同
一

把锁 （ Ｇ

蛋 白 ） 的 多 个钥匙 （ 受体 ） （ Ｆ ｌｏｃｋ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ７ ） 。 此外 ， 不同的 ＧＰＣＲ 可 以通过不同

的 Ｇ 蛋 白起始信号传导 。 例如 ， ＥｒＧＰＣＲ －２ 和 ＧＰＣＲ－

３ 可 以通过与 Ｇａ
ｑ 和 Ｇａｓ 相互

作用来增加细胞中钙和 ｃＡＭＰ 水平 ， 而 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 仅通过 Ｇａ
ｑ 来增加细胞中钙的水

平 （ Ｊ ｉ ｎｇ ｅｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ５
；
Ｋａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ９ ） 。

一

种配体使用 多种受体在生物 中很常见 ， 如

人类肾上腺素有 多种 ＧＰＣＲ 受体 （ ｃｄ －肾上腺素受体 ， ａ２ －肾上腺素受体和 ｐ
－肾上腺

素受体 ） 作为其受体 （ Ｇｏ ｌｄ ｉ ｅ ｅ ｔ ａ ｌ ． ｌ ９ ８４
；
Ａ ｌｂｅ ｒｔｓ ｌ ９９３

；
Ｒｕｆｆｏ ｌｏ ｅ ｔ ａ ｌ ． ｌ ９９ ５ ） 。

４ ．３２０Ｅ 促进 ＧＰＣＲ－３ 形成闻源四聚体易化 ２０Ｅ 进入细胞

Ａ 类和 Ｂ 类 ＧＰＣＲ 可 以作为单个分子传输信号 ， 或者 以同源二聚体或寡聚体形

式存在 ， 但是其生物学功能 尚不清楚 （ Ｇｕｒｅｖ ｉｃｈ ａｎｄ Ｇｕｒｅｖ ｉ ｃｈ ２０ １ ８ ） 。 ＧＰＣＲ 通过二

聚体和 多聚物之间 的变构整合细胞外信号 （ Ｘｕｅ ｅ ｔ ａ ｌ ． ２ ０ １ ９ ） 。 人 ｐ２ＡＲ（ 肾上腺素能

受体 Ｐ２ ） 主要是 以 同源四聚体存在 ， 在 Ｓ ｆ９ 细胞中能够形成复杂 的寡聚体 （ Ｆｕｎｇｅｔ

ａ ｌ ．２ ００９ ） 。 配体的结合可 以诱导 Ａ 类 ＧＰＣＲ 形成二聚体或寡聚体 （Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｇａｎｅｔａ ｌ ．

２ ０ １ ９ ） 。 本研宄发现 ＧＰＣＲ －

３ 形成组成型 同源二聚体 ， 并通过 ２０Ｅ 结合诱导形成同

源四 聚体 ， ＧＰＣＲ－

３ 的 ２０Ｅ 结合位点 的突变抑制 了 同源四 聚体的形成 ， 说 明 ２０Ｅ 结

７ ９
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

合位点对 ＧＰＣＲ－

３ 形成四聚体具有重要作用 。 ＧＰＣＲ－

３ 同源四聚体不仅增加 了细胞

Ｃａ
２＋

和 ｃＡＭＰ 的水平 以传递 ２０Ｅ 信号 ， 而且还促进 了２０Ｅ 易化扩散进入细胞 ， 与核

受体 ＥｃＲＢ ｌ 结合进行基因转录 。 这是首次发现 ＧＰＣＲ 四聚体传递类固醇激素信号并

且促进类固醇激素易化扩散进入细胞 。

研宄发现 ＥｒＧＰＣＲ－２ 可以促进 ２０Ｅ 进入细胞 （Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ５ ） 。 在果蝇中 ， 蜕

皮激素不是通过膜的 自 由扩散作用 ， 而是通过囊泡介导作用从 内分泌组织分泌到胞

夕 卜 （ Ｙａｍ ａｎａｋａ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ５ ） 。 此夕 卜 ， 果蝇 中还发现 ２０Ｅ 从血淋巴进入耙细胞需要
一

个

膜转运蛋 白 Ｅｃｄｙｓｏｎｅ ｌｍｐｏｒｔｅｒ （ ＥｃＩ ） ， 说明类固醇激素进入细胞不是通过简单扩散 ，

而是受到
一

种转运蛋 白控制 （ Ｏｋａｍ ｏｔｏ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ８ ） 。 Ｅｅｌ 作为
一

种 １ ２ 次跨膜的蛋 白 ，

被认为可 以通过
一

个带正 电的孔道转运蜕皮激素 （ Ｋａ ｌ ｌ ｉｏｋｏｓｋ ｉ ａｎｄＮ ｉｅｍ ｉ ２００９ ） 。 蜕

皮激素进入细胞需要 Ｅｅｌ 介导 ， 但下游蜕皮激素的信号传导则不需要 Ｅｅｌ 。 本研究证

明 了２０Ｅ 结合 ＧＰＣＲ－

３ ， 使其形成同源四聚体 （ 具有 ７ ｘ ４
＝

２ ８ 个跨膜结构域的复合

物 ） ， 促进 ２０Ｅ 进入细胞 。 这项研宄证明 了类 固醇激素进入细胞是被 ＧＰＣＲ 控制 的 ，

但是 ＧＰＣＲ－

３ 四聚体增加 ２０Ｅ 进入细胞的机制 尚需深入研宄 。

４ ．４ＧＰＣＲ－３ 四聚体增加组织中 ２０Ｅ 滴度进而促进细胞凋亡

低浓度的 ２０Ｅ 刺激家蚕翅芽中的细胞快速增殖 （ Ｋｏ
ｙａｍａ ｅｔ ａ ｌ ．２００４ ） ， 而高浓

度的 ２０Ｅ 会抑制翅芽的增殖 ， 并导致周 围组织的生长停止 （ Ｅｄｇａｒ ２ ００６ ） ， 说明 ２０Ｅ

在不同浓度下发挥不 同功能 。 棉铃虫幼虫生长期间 ２０Ｅ 滴度约为 ０ ． ５但在变态

过程中 ２０Ｅ 滴度增至 ５
ｊ

ｉＭ（ Ｋａｎｇ

ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ９ ） 。 在变态过程中 ， 相 同血淋巴 ２０Ｅ 浓

度下翅芽在生长 ， 而中肠在凋亡 ， 说明 ２０Ｅ 进入不同组织的量是受到控制的 。 高浓

度的 ２０Ｅ（ ５＾ ） 通过增加钙水平和 自噬相关基因 ５（ＡＴＧ５ ） 的裂解来触发 ｃａ ｓｐａｓｅ
－

３ 的活化 ， 进而启动细胞凋亡 （ Ｌ ｉ ｅｔ ａ ｌ ． ２０ １ ６ ） 。 本研究发现六龄 ９６ １ｉ 幼虫 中肠 ＧＰＣｉ？－

３ 的表达显著高于翅芽 ， 并且中肠 中 四聚体含量高于翅芽 。 ２０Ｅ 滴度检测发现中肠中

的 ２０Ｅ 浓度显著高于翅芽 ， 说明位于细胞膜中 的 ＧＰＣＲ－

３ 同源四聚体转运了更多的

２０Ｅ 进入细胞 ， 并且 ＧＰＣＲ－

３ 的 内吞不会影响 ２０Ｅ 的进入 。 这些结果表明 ＧＰＣＲ－

３

同源四聚体促进 ２０Ｅ 易化扩散进入靶细胞 。

５ 结论

ＧＰＣＲ－

３ 是 ２０Ｅ 的细胞膜受体 ， 以同源二聚体形式存在于细胞膜中 ， ２０Ｅ 结合促

进 ＧＰＣＲ－３ 形成 同源四聚体 。 ２０Ｅ 诱导 ＧＰＣＲ－３ 与 Ｇａｑ 和 Ｇａｓ 相互作用 ， 增加细胞

内钙离子和 ｃＡＭＰ 的浓度 以及
一

系列蛋 白质 的磷酸化 ， 从而促进细胞核中基因 的表

达和 昆虫变态 。 此外 ， ＧＰＣＲ －

３ 同源四聚体促进 ２０Ｅ 扩散进入细胞 ， 增加 了细胞中

８ ０





山 东 人学博 土学位论 文


２ ０Ｅ 浓度 ， ２ ０Ｅ 通过 ＥｃＲＢ ｌ
－Ｕ ＳＰ ｌ 转录复合体上调 ２ ０Ｅ 途径基因及 ＧＰＣＲ －

３ 的表达 ，

以正反馈的方式增加 ２０Ｅ 信号传导和细胞凋亡 。 ＧＰＣＲ －

３ 通过 ＧＲＫ２ 介导的磷酸化

以及与 Ｐ
－

ａｒｒｅ ｓ ｔ ｉ ｎ
－

１ 和 网格蛋 白 的相互作用而 内 吞 ， 终止 ２０Ｅ 信号转导 （ 图 ３ ． １ ６ ） 。

广
ＧＰＣＲ －３

＾＾ 

^

＿＿｜：＿１｜謂麵《｜鑛
ｆ

、

ＧａｓＧａｑ （Ｃ 丨 ａ ｔｈ ｒ ｉ ｎ）

ｃＡＭ Ｐ
？

？

？？
？

？
Ｃａ

２＋＼

＼ＰＫＡＣ １
， Ｃ ＤＫ １ ０

， Ｕ ＳＰ １
， 
ＣＲ Ｅ Ｂ

ｐｈ ｏｓ ｐｈｏ ｒｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ Ｉ 、

＇

議^
々 

！


！；

ｌ

Ｇｅ ｎｅ  ｔ ｒａ ｎ ｓｃ ｒ ｉ ｐｔ ｉ ｏｎＬｙ
ｓ〇 ｓ〇ｍａ ｜ ｄ ｅｇ ｒａｄ ａ ｔ ｌ ｏｎ

ＰＣ Ｄ ａ ｎ ｄＭｅ ｔａｍｏ ｒ
ｐｈ ｏｓ ｉ ｓ

图 ３ ． １ ６ ． Ｇ ＰＣＲ－３ 促进 ２０Ｅ 进入细胞并传递 ２０Ｅ 信号 。 ２０Ｅ 结 合促进 ＧＰＣＲ －

３ 形成 同源 四 聚

体 。 ＧＰＣＲ －

３ 冋源 四 聚体促进 ２０Ｅ 进入细胞
１

．

ｊ核受体 ＥｃＲＢ ｌ 结合 ， 从而在变态过程中促进

基 因表达和细胞凋 亡 （ 丨 ） 。 ２ ０Ｅ 诱导 Ｇ ＰＣＲ －

３ 与 Ｇａ
ｑ 和 Ｇａ ｓ 的相互作 ） Ｈ ， 迅速增加胞质钙

和 ｃＡＭ Ｐ 水平 ， 从而导致 ＰＫＡＣ １ ，ＣＤＫ １ ０ ，ＵＳ Ｐ １ 和 ＣＲＥＢ 的磷酸化 。 磷酸化的 ＣＲＥＢ

（ ＣＲＥＢ －Ｐ ） 与 ＣＲＥ 结合以促进 ２０Ｅ 调控的基因转录 ＣＪ ｉｎｇ ｅｔ ａＵＯＷ
）

。 磷酸化的 Ｕ ＳＰ １ 和

ＣＤＫ １ ０ 促使 ＥｃＲＢ ｌ ／ＵＳ Ｐ ｌ 转录 Ｍ 合物形成并
１

－

ｊ蜕皮激素响应 元件 （ ＥｃＲＥ ） 结合 以起始 昆虫

变态的基因表达 （
Ｌ ｉ ｕｅ ｔａ ｌ ．２０ １ ４ ａ

；Ｌ ｉ ｕｅ ｔａ ｌ ．２０ １ ４ｂ
） （ ２ ） 。 ＧＰＣＲ －

３同源四 聚体通过ＧＲＫ２

介 择 的磷酸化和 Ｐ
－

ａ ｒｒｅ ｓ ｔ ｉ ｎ
－

１ 和 Ｈ格蛋 白 的 参 与而 内 化 ， 以使 ＧＰＣＲ 脱敏 并终止 ２０Ｅｆｆ！ 号

（ ３ ）〇

Ｆ ｉｇ ｕ
ｒｅ３ ． １ ６ ．Ｄ ｉ ａ ｇ

ｒａｍ ｉ ｌ ｌ ｕ ｓ ｔｒ ａ ｔ ｉ ｎ
ｇ

ｔ ｈ ｅＧ ＰＣＲ －３
ｐ

ｒｏｍｏ ｔ ｅ ｓ２０ Ｅ ｉ ｎ ｔ ｏｃ ｅ ｌ ｌ ｓａ ｎｄｔ ｒａｎ ｓｍ ｉ ｔ ｓ２ ０Ｅ

ｓ ｉ ｇ
ｎ ａ ｌ ｓ ． ＧＰＣＲ －

３ｏ ｌ ｉ ｇｏ
ｍ ｅ ｒ ｉ ｚｅｓ ｔｏａｈ ｏｍｏ

－

ｔｅ ｔ ｒａｍｅ ｒｆｒｏｍａｃ ｏｎ ｓ ｔ ｉ ｔｕ ｔ ｉ ｖｅｈｏｍ ｏ － ｄ ｉｍ ｅ ｒ ｂ
ｙ
２ ０Ｅｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎ

ｇ
．

ＧＰＣＲ －

３ｈｏｍｏ
－

ｔｅ ｔｒａｍｅｒｆａｃ ｉ ｌ ｉ ｔａｔｅ ｓ２０Ｅｅｎ ｔｅｒｉｎｇ
ｔｈｅｃｅ ｌ ｌｓ ｔｏｂ ｉｎｄ ｔｏ ｔｈｅｎｕｃ ｌ ｅａｒ ｒｅｃ ｅ

ｐ ｔｏ ｒ ＥｃＲＢ ｌｔｏ

ｐｒｏｍｏ ｔ ｅｇｅｎ ｅｅ ｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎａｎｄａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓｄ ｕ ｒ ｉｎ
ｇ
ｍｅ ｔａｍｏ ｒｐ

ｈｏ ｓ ｉ ｓ （
１

）
．２ ０Ｅ ｉ ｎｄ ｕｃ ｅ ｓ ｔ ｈｅ ｉ ｎ ｔ ｅ ｒａｃ ｔ ｉ ｏｎ

ｂｅ ｔｗｅ ｅｎＧ ＰＣＲ －

３ａｎｄＧａｑａｎ ｄＧａｓ ｔｏ ｉ ｎｃ ｒｅ ａ ｓｅｃｙ ｔ ｏ ｓｏ ｌ ｉ ｃｃ ａ ｌ ｃ ｉ ｕｍａｎ ｄｃＡＭ Ｐｒａ
ｐ

ｉ ｄ ｌ

ｙ ，ｗ ｈ ｉ ｃ ｈ ｌ ｅａ ｄ ｓ

ｔｏ
ｐ

ｈ ｏ ｓｐ
ｈｏ ｒｙ

ｌ ａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ＰＫＡＣ １
，ＣＤＫ １ ０

，Ｕ Ｓ Ｐ １ａｎｄＣＲＥＢ ．Ｔｈ ｅ
ｐ

ｈｏ ｓｐ
ｈｏ ｒｙ

ｌ ａ ｔ ｅｄ
－ＣＲＥＢ （

ＣＲＥＢ － Ｐ
）

ｂ ｉ ｎｄｓ ｔｏＣＲＥ ｔｏ
ｐｒｏｍｏ ｔｅ２０Ｅ－

ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅｄ
ｇｅ

ｎ ｅ ｔｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉ ｏｎ
 （

Ｊ ｉ ｎｇ
ｅ ｔａ ｌ ．２０ １ ６
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第四章 论文创新点总结及意义

本文研宄了棉铃虫多 巴胺蜕皮激素受体 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 在 ２０Ｅ 调控 昆虫变态和进食中

的分子机制 ， 并用 ２ ０Ｅ－ＥＩＡ 方法证明 了 多个 ＧＰＣＲ ｓ 结合 ２０Ｅ ， 阐 明 了２０Ｅ 抑制鳞翅

目 昆虫取食并促进变态发育的分子机制 ， 揭示了类固醇激素与多 巴胺系统的互作 ；

探究 了２０Ｅ 调控 ＧＰＣＲ 多聚化现象 以及 ＧＰＣＲ在调控类固醇激素进入细胞的分子机

制 ， 为类固醇激素通过转运蛋 白 的 易化扩散机制提供 了新的理论支持 。

４ ． １ 论文创新点总结及意义

一

、 ２０Ｅ 竞争结合 ＤｏｐＥｃＲ抑制鱗翅 目 昆虫取食并促进化蛹的研究

１ ． 幼虫生长取食期多巴胺滴度较高而 ２０Ｅ 滴度较低 ， 蜕皮变态期多 巴胺滴度较低而

２０Ｅ 滴度较高 。 为研究 昆虫多 巴胺及蜕皮激素在虫体中的功能提供了理论支持 。

２ ．ＤｏｐＥｃＲ 在幼虫进食阶段充当 ＤＡ 受体 ， ＤＡ 与 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 结合促进 ＡＫＴ 磷酸化 ，

细胞增殖 ， 幼虫进食和生长 。 阐 明 了ＤＡ 在幼虫进食和细胞增殖中 的功能 ， 为 昆虫

多 巴胺及其受体功能的深入研究提供了新的依据 。

３ ．２０Ｅ 在变态过程 中上调 ＤｏｐＥｃＲ 的表达 ， 并与 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 结合 以阻断其在幼虫进食

和细胞增殖中 的功能 ， 使 昆虫从取食生长转变到变态发育 。 证明 了２０Ｅ 竞争结合

ＤｏｐＥｃＲ ， 为类固醇激素信号途径及其与神经系统的互作提供了新的理论 。

４ ．２０Ｅ 触发 ＤｏｐＥｃＲ 与 Ｇａ
ｑ 和 Ｇａｓ 的相互作用 ， 增加细胞 内 Ｃ ａ

２＋

和 ｅＡＭＰ 的水平 ，

并诱导蛋 白 质磷酸化 ， 从而调节 ２０Ｅ 途径基因 的表达以实现变态 。 丰富 了２０Ｅ 非基

因组和基因组信号通路的分子机制 。

二、 ２０Ｅ 诱导 ＧＰＣＲ－３ 形成同源四聚体传递信号和易化扩散进入细胞

１ ． 发现了２０Ｅ 促进 ＧＰＣＲ－

３ 形成同源四聚体 ， 促进 ２０Ｅ 扩散进入细胞并传输 ２０Ｅ 信

号 。 为 ＧＰＣＲ 多 聚体的形成机制及功能提供了理论支持 。

２ ．ＧＰＣＲ－

３ 结合 ２０Ｅ 并触发细胞膜上的 ２０Ｅ 信号传导 ， ＧＰＣＲ－３ 与 Ｇａ
ｑ 和 Ｇａｓ 相互

作用 ， 诱导细胞 内钙和 ｃＡＭＰ 的增加 ， 以及蛋 白质憐酸化 ， 从而调节细胞核 中基因

的表达和 昆虫变态 。 进
一

步阐 明丰富 了２０Ｅ 非基因组信号途径 。

３ ．ＧＰＣＲ－

３ 通过 ＧＲＫ２ 介导的磷酸化以及与 ｐ
－

ａｒｒｅｓ ｔ ｉｎ－

１ 和 网格蛋 白 的相互作用而 内

吞 ， 以终止 ２０Ｅ 信号转导 。 揭示 了ＧＰＣＲ 在 ２ ０Ｅ 信号传导 中的脱敏机制 。

４ ．ＧＰＣＲ－

３ 介导的 易化扩散很好地增加 了细胞 内 ２０Ｅ 滴度 ， 组织中高浓度的 ２０Ｅ 促

进细胞凋亡 。 丰富发展 了在 昆虫变态期间幼虫组织与成虫组织差异分化的分子机制 。

４ ．２ 后期工作展望

１ ． 尽管 明确 了ＧＰＣＲ－３ 四聚体在转运 ２０Ｅ 进入细胞的功能 ， 但是还缺少更多 的证

８ ２
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据 。 例如 ， 是否存在 ＧＰＣＲ－

３ 影响其他的转运蛋 白 ， 进而间接影响转运功能 ， 其他

ＧＰＣＲ 是否影响 ＧＰＣＲ－

３ 在充当转运蛋 白 中 的功能 ， 是否协同转运 。 此外 ， 无论是

蛋 白过表达还是焚光共振能量转移 （ ＦＲＥＴ ， ｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎｃｅｒｅ ｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙ
ｔｒａｎ ｓｆｅｒ ）

和生物发光共振能量转移 （ ＢＲＥＴ
，
ｂ ｉｏ ｌｕｍ ｉｎｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒ

ｇｙ

ｔｒａｎｓｆｅｒ ） 技术评

估 Ｇ ＰＣＲ 二聚化的方法均具有
一

定局 限性 ， 采用更为先进的技术如全 内反射焚光显

微镜 （ ｔｏｔａ ｌ ｉｎｔｅｒｎａ ｌ ｒｅｆｌｅｃｔ ｉｏｎｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎｔ ｍ ｉｃ ｒｏ ｓｃｏｐｅ ， ＴＩＲＦＭ ） 等工具 ， 可 以准确 ， 动

态地观察活细胞中 ＧＰＣＲ 二聚体的形成和解离 。

２ ． 由于 ２０Ｅ 与细胞膜上的 ＧＰＣＲ 结合 ， 所 以检测进入细胞 ２０Ｅ 滴度时有可能检测

到膜结合的 ２０Ｅ ， 而非进入细胞内 的 ２ ０Ｅ 。 需要对细胞膜和细胞质 中 的 ２０Ｅ 进行分

别检测 ， 以 明确 ２０Ｅ 进入细胞的主要途径 。

３ ． 虽然鳞翅 目 昆虫的 ＲＮＡ ｉ 己经得到 了充分的报道和验证 ， 但是 目 前越来越多 的研

究使用基因编辑对靶标基因进行敲除研宄其功能 。 在 ＲＮＡ ｉ 的基础上应用基因编辑

技术能更好地证明靶标基因 的功能 。

８ ３
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ｕｅｓｔ ｉｏｎ ｓ ｆｒｏｍｔｈｅ ｗｏｒ ｌ ｄｏｆ  ｉｎｓｅｃｔｓ ． 开⑶沿 Ｃｅ ／／所〇／ ２３ ： ３ ３ ６

－４４ ，

Ａｎｄｅｒｓ ｅｎ
， 
ＳＯ

 （
２０ １ ０

）
Ｉｎｓｅｃｔ ｃｕｔ ｉ ｃｕ ｌ ａｒｓ ｃ ｌｅｒｏｔ ｉｚａｔ ｉｏｎ ： Ａ ｒｅｖ ｉｅｗ ． Ｉｎｓｅｃｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍＭｏｌ Ｂ ｉｏ ｌ ４０ ： １ ６６

－

１ ７ ８ ．

Ａｎｇｅｒｓ ，
Ｓ

， 
Ｓａ ｌ ａｈｐｏｕｒ

， 
Ａ

， 
Ｊｏ ｌ

ｙ， 
Ｅ

？ 
Ｈ ｉ ｌ ａ ｉｒｅｔ

， 
Ｓ

， 
Ｃｈｅ ｌｓｋｙ， 

Ｄ
，
Ｄｅｎｎ ｉ ｓ

， 
Ｍ ａｎｄ Ｂｏｕｖ ｉｅｒ

， 
Ｍ

 （
２０００

） 

Ｄｅｔｅｃ ｔ ｉｏｎｏｆ

ｂｅｔａ ２ －

ａｄｒｅｎｅ ｒｇ
ｉ ｃ ｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ｄ ｉｍｅ ｒ ｉｚａｔ ｉｏｎ ｉｎ ｌ ｉｖ ｉｎｇ 

ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｕｓ ｉｎｇ 
ｂ ｉｏ ｌｕｍ ｉ ｎｅｓｃ ｅｎｃｅ ｒｅ ｓｏｎａｎｃ ｅｅｎｅｒｇｙ

ｔｒａｎｓｆｅｒ
 （
ＢＲＥＴ

）
． Ｐｒｏｃ ＮａｔｌＡ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ９７ ： ３ ６ ８４ －９ ．

Ａｖ ｉ ｓ ｓａｒ
，
Ｓ

， 
Ａｍ ｉ ｔａ ｉ

， 
Ｇ ａｎ ｄＳｏｋｏ ｌｏｖ ｓ ｋｙ，

Ｍ
 （

１ ９ ８ ３
）
Ｏ ｌ ｉｇｏｍ ｅｒ ｉ ｃｓｔｒｕ ｃ ｔｕｒｅｏｆ ｍｕ ｓｃａｒ ｉｎ ｉ ｃ ｒｅｃ ｅｐｔｏｒｓ ｉ ｓｓｈｏｗｎ

ｂｙｐｈｏｔｏａｆｆｉｎ ｉ ｔｙ
ｌａｂ ｅ ｌ ｉｎｇ ：ｓｕｂｕｎ ｉ ｔ ａｓｓｅｍｂ ｌｙ

ｍ ａｙ
ｅｘｐ ｌ ａ ｉｎ ｈ ｉｇｈ

－

ａｎｄ ｌｏｗ－ａｆｆｉｎ ｉ ｔｙ
ａｇｏｎ

ｉ ｓｔｓｔａｔｅ ｓ ．

Ｐｒｏｃ Ｎａｔ ｌ Ａ ｃａｄ ＳｃｉＵＳＡ８０ ：１ ５ ６ － ９ ．

Ｂａ ｉ
， 
Ｈ ａｎ ｄ Ｐａ ｌ ｌ ｉ

， 
ＳＲ

（
２０ １ ６

） 
Ｉｄ ｅｎｔ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎ ｏｆ Ｇ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕｐ ｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｒｅｑｕ ｉ ｒｅｄ ｆｏ ｒ ｖ ｉ ｔｅ ｌ ｌｏｇｅｎ ｉｎ ｕｐｔａｋｅ

ｉ ｎｔｏｔｈ ｅｏｏ ｃｙ ｔｅ ｓ ｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｒｅｄｆｌｏｕｒ ｂｅｅ ｔ ｌｅ
，
Ｔｒｉｂｏ ｌｉｕｍ ｃａｓｔａｒｔｅｕｍ ． Ｓｃ ｉ Ｒｅｐ

６
， 
２７６４８ ．

Ｂ ａｎ ｅｒｅｓ
，ＪＬａｎｄＰａｒｅ ｌ ｌｏ

，Ｊ（
２０ ０３

）
Ｓ ｔｒｕｃ ｔｕｒｅ －ｂａｓｅｄａｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏｆ ＧＰＣＲｆｕｎ ｃｔ ｉｏｎ ：Ｅｖ ｉ ｄｅｎｃｅｆｏｒａｎｏｖｅ ｌ

ｐ
ｅｎｔａｍｅｒ ｉ ｃａｓ ｓｅｍｂ ｌｙ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄ ｉｍ ｅｒｉ ｃ ｌ ｅｕｋｏｔｒ ｉ ｅｎｅＢ －４ｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ＢＬＴ １ａｎｄｔｈ ｅＧ－

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ． Ｊ

Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ ３２９ ：８ １ ５
－

８２９ ．

Ｂａｎｋｓ
， 
ＷＡ

（
２０ １ ２

） 

Ｂ ｒａ ｉｎＭｅｅｔｓ Ｂｏ ｄｙ ：Ｔｈｅｂ ｌｏｏｄ －ｂ ｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ ａｓａｎｅｎｄｏｃｒ ｉ ｎ ｅ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ

１ ５３ ： ４ １ １ １
－４ １ １ ９ ．

Ｂ ｅａｕｌ ｉｅｕ
，ＪＭａｎｄＧａ ｉｎｅｔｄ ｉｎｏｖ

，
ＲＲ

 （
２０ １ １

）
Ｔｈｅ

ｐｈｙ ｓ ｉｏ ｌ ｏ＾ ，
ｓ ｉｇｎａ

ｌ ｉ ｎｇ ，
ａｎｄ

ｐ
ｈａｒｍ ａｃｏ ｌｏｇｙ

ｏｆ ｄｏｐ ａｍ ｉｎｅ

ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｓ ． Ｐｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｒｅｖ ６３ ：１ ８２

－２ １ ７ ．

Ｂｅａｕ ｌ ｉｅｕ
，
ＪＭ

，
Ｓｏｔｎ ｉｋｏｖａ

，
ＴＤ

，
Ｍａｒ ｉｏｎ

，Ｓ ，
Ｌｅｆｋｏｗ ｉｔｚ

，ＲＪ
，
Ｇａ ｉｎ ｅｔｄ ｉｎｏｖ

，
ＲＲａｎｄＣａｒｏｎ

，ＭＧ（
２００５

） 
Ａｎ

Ａｋｔ／ｂｅｔａ
－

ａｒｒｅｓｔ ｉｎ２／ＰＰ２Ａｓ ｉｇｎａ
ｌ ｉｎｇｃｏｍｐ ｌ ｅｘｍ ｅｄ ｉａｔｅ ｓｄｏｐａｍ ｉｎｅｒｇ ｉｃｎｅｕｒｏｔｒａｎ ｓｍ ｉ ｓ ｓ ｉｏｎａｎｄ

ｂｅｈａｖ ｉｏｒ ．Ｃｅ ｌｌ１ ２２ ： ２６ １
－２７３ ．

Ｂｅ ｌｇａｃ ｅｍ ，ＹＨａｎｄＭ ａｒｔ ｉｎ
，ＪＲ（

２ ００７
）
Ｈｍｇｃ ｒ ｉｎｔｈ ｅｃｏ ｒｐｕｓａ ｌ ｌａｔｕｍｃｏｎｔｒｏ ｌ ｓｓｅｘｕａ ｌｄ ｉｍｏｒｐｈ ｉ ｓｍｏ ｆ

ｌｏ ｃｏｍｏｔｏ ｒ ａｃｔ ｉｖ ｉｔｙ
ａｎｄｂｏｄ

ｙ
ｓ ｉｚｅ ｖ ｉ ａ ｔｈｅ ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ

ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ． ＰＬｏＳＯｎｅ ２ ：ｅ ｌ ８ ７ ．

Ｂ ｅｎａｒｄ
，Ｇ ， 

Ｍａｓｓａ
， 
Ｆ

，
Ｐｕ ｅｎ ｔｅ

，
Ｎ

，
Ｌｏｕｒｅｎｃｏ

，
Ｊ

，Ｂｅ ｌ ｌ ｏ ｃｃｈ ｉｏ
， 
Ｌ

，
Ｓｏ ｒ ｉ ａ

－Ｇｏｍｅｚ
，
Ｅ

， 
Ｍａｔ ｉ ａ ｓ

， Ｉ
，Ｄｅ ｌ ａｍａｒｒｅ

， 
Ａ

，

Ｍｅｔｎａ
－Ｌａｕｒｅｎ ｔ

，Ｍ ，Ｃａｎｎ ｉ ｃｈ
，
Ａ

，Ｈｅｂｅ ｒｔ
－Ｃｈａｔｅ ｌ ａ ｉｎ

，
Ｅ

，Ｍｕ ｌ ｌ ｅ
，Ｃ ，Ｏｒｔｅｇａ

－Ｇｕ ｔ ｉ ｅ ｒｒｅｚ
，Ｓ ，Ｍａｒｔ ｉｎ

－

Ｆｏｎ ｔｅｃｈａ
，Ｍ ，Ｋ ｌｕｇｍ ａｎｎ

，Ｍ ，Ｇｕｇｇｅｎｈｕｂｅ ｒ
，Ｓ ，Ｌｕｔｚ

，Ｂ ，Ｇｅｒｔｓｃｈ
，Ｊ ，Ｃｈ ａｏｕ ｌｏ ｆｆ

，Ｆ ，Ｌｏｐｅｚ
－

Ｒｏｄｒｉｇｕ ｅｚ
，ＭＬ ，Ｇｒａｎｄｅ ｓ

，ＰｓＲｏ ｓｓ ｉｇｎｏ ｌ
，ＲａｎｄＭａｒｓ ｉ ｃａｎｏ

，Ｇ（
２０ １ ２

）Ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄ ｒ ｉ ａ ｌＣＢ １

８４
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ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｓｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅ ｎ ｅｕｒｏｎａ ｌ ｅｎ ｅｒｇｙ

ｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ．Ｎａｔ Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ１ ５ ：５ ５ ８
－

５ ６４ ．

Ｂｅｎｏｖ ｉ ｃ
，ＪＬ ，

Ｄ ｅＢ Ｉ ａｓ ｉ
， 
Ａ

，Ｓ ｔｏｎｅ
，
ＷＣ

，Ｃａｒｏｎ
，ＭＧａｎｄＬｅ ｆｋｏｗ ｉ ｔｚ

，ＲＪ
 （

１ ９８ ９
）
Ｂｅｔａ

－

ａｄ ｒｅｎ ｅ ｒｇ ｉ ｃｒｅｃｅｐ ｔｏｒ

ｋ ｉｎ ａｓｅ ：

ｐ
ｒ ｉｍａｒｙ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｅ ｌ ｉ ｎｅａｔｅｓ ａ ｍｕ ｌ ｔ ｉ

ｇｅｎ ｅ ｆａｍ ｉ ｌｙ ．Ｓｃ ｉｅｎｃｅ ２４６ ： ２３ ５
－４０ ．

Ｂｈ ａｔｔａｃｈａｒｙｙａ ，Ｓ ， 
Ｗａｒｆｉｅ ｌｄ

，
ＫＬ

，
Ｒｕｔｈｅ ｌ

，
Ｇ

， 
Ｂａｖａｒ ｉ

，
Ｓ

， 
Ａｍ ａｎ

， 
Ｍ ＪａｎｄＨｏｐｅ ， 

ＴＪ
（
２ ０ １ ０

） 
Ｅｂｏ ｌａ ｖ ｉ ｒｕ ｓｕ ｓｅ ｓ

ｃ ｌ ａｔｈｒｉｎ －ｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｄｅｎｄｏ ｃｙ ｔｏ ｓ ｉ ｓ ａｓａｎ ｅｎ ｔ ｒｙ ｐａｔｈｗａｙ
．Ｖｉｒｏ ｌｏｇｙ 

４０ １ ：１ ８
－

２８ ．

Ｂ ｉ ｌ ｌａｓ
， 

ＩＭ
，

Ｉｗｅｍ ａ
， 
Ｔ

， 
Ｇａｍ ｉ ｅ ｒ

，
ＪＭ

， 
Ｍ ｉ ｔ ｓ ｃｈ ｌ ｅｒ

， 
Ａ

，
Ｒｏ ｃｈ ｅ ｌ

， 
ＮａｎｄＭｏｒａｓ

，
Ｄ

（
２ ０ ０ ３

）
Ｓｔｒｕｃｔｕｒａ ｌ ａｄａｐ ｔａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ｉ ｎ  ｔｈｅ ｌ ｉｇａｎｄ
－ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ ｐｏ ｃ

ｋｅｔ ｏｆ ｔｈｅ ｅｃｄｙ ｓｏｎｅ ｈｏｒｍ ｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ． Ｎａ ｔｕｒｅ４２６ ：９ １
－６ ．

Ｂ ｉ ｌ ｌ ａｓ
， 

ＩＭＬ
， 
Ｍｏｕ ｌ ｉ ｎ ｉ ｅｒ

， 
Ｌ

， Ｒｏｃｈ ｅ ｌ
， 
Ｎ ａｎｄ Ｍｏ ｒａｓ

， 
Ｄ

（
２００ １

） 
Ｃ ｒ

ｙ ｓｔａ ｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈ ｅ ｌ ｉｇａｎｄ
－ｂ ｉｎｄ ｉ ｎｇ 

ｄｏｍ ａ ｉｎ

ｏ ｆ ｔｈ ｅ ｕ ｌ ｔｒａｓｐ ｉ ｒａｃ ｌ ｅ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎＵ ＳＰ

， 
ｔｈ ｅ ｏｒｔｈｏ ｌｏｇ 

ｏ ｆ  ｒｅｔ ｉ ｎｏ ｉ ｄＸｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓ  ｉ ｎ ｉｎ ｓｅｃ ｔ ｓ ． Ｊ Ｂ ｉｏｌ Ｃｈｅｍ ２７６ ：

７４６ ５ －７４７４ ．

Ｂ
ｊ
ａｍ ａｄｏ ｔｔ ｉ ｒ

， 
ＴＫ

， 
Ｇ ｌｏｒ ｉ ａｍ

， 
ＤＥ

，
Ｈｅ ｌ ｌ ｓ ｔｒａｎｄ

，ＳＨ ， Ｋｒ ｉ ｓ ｔ ｉ ａｎ ｓｓｏｎ
， 
Ｈ

，Ｆ ｒｅｄ ｒ ｉｋ ｓｓｏｎ
， ＲａｎｄＳ ｃｈ ｉｏ ｔｈ

，
ＨＢ

（
２００６

）

Ｃｏｍ ｐｒｅｈ ｅｎ ｓ ｉｖｅｒｅ
ｐｅ ｒｔｏ ｉ ｒｅａｎｄｐｈｙ

ｌｏｇｅｎ ｅ ｔ ｉ ｃａｎ ａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆｔｈｅＧｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｃｏｕ
ｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ

ｈ ｕｍａｎａｎ ｄｍｏ ｕ ｓｅ ． Ｇｅｎｏｍ ｉｃｓ ８８ ：２ ６３
－２７３ ．

Ｂｏｃｋａｅ ｒｔ
，ＪａｎｄＰ ｉ ｎ

，ＪＰ （
１ ９９９

）Ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒ ｔ ｉｎｋｅ ｒ ｉｎ
ｇ

ｏｆＧ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎ －

ｃｏ ｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓ ：ａｎｅｖｏ ｌ ｕ ｔ ｉｏｎａｒｙ

ｓｕ ｃｃｅ ｓ ｓ ．ＥＭＢＯ Ｊ ＼ ％ ： １ ７２ ３
－

１ ７２ ９ ．

Ｂｏ ｌ ｌ ｅｎｂａ ｃｈ ｅ ｒ
， 
ＷＥ

， 
Ｓｍ ｉ ｔｈ

， 
ＳＬ

， 
Ｇｏｏｄｍ ａｎ

， 
Ｗ ａｎ ｄ Ｇ ｉ ｌ ｂｅｒｔ

， 
Ｌ Ｉ

 （
１ ９ ８ １

） 
Ｅｃｄｙ ｓ ｔｅｒｏ ｉ ｄ  ｔ ｉ ｔｅ ｒ ｄ ｕ ｒ ｉｎｇ

ｌ ａｒｖ ａ ｌ
－

ｐｕｐ
ａ ｌ

－

ａｄｕ ｌ ｔｄ ｅｖｅ ｌ ｏｐｍ ｅｎ ｔｏｆ  ｔｈ ｅ ｔｏｂａｃｃｏｈｏｍｗｏｒｍ
，
Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘ ｔａ ．ＧｅｎＣｏｍｐ

Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ４４ ；３ ０ ２
－

６ ．

Ｂｏｎｎ ｅｔｏｎ
， 
Ｆ

，
Ｚｅ ｌｕｓ

，
Ｄ

，
Ｉｗｅｍａ

，Ｔ，Ｒｏｂ ｉ ｎ ｓｏｎ －Ｒｅｃｈ ａｖ ｉ
，ＭａｎｄＬａｕｄｅｔ

， 
Ｖ

（
２００ ３

）
Ｒａｐ ｉ ｄｄ ｉ ｖ ｅｒｇ

ｅｎ ｃ ｅｏ ｆ  ｔｈ ｅ

ｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉ ｎＤ ｉ

ｐｔｅ ｒａａｎｄＬ ｅｐ ｉｄｏｐ ｔｅ ｒａｓｕｇｇｅ ｓｔ ｓｃｏｅｖｏ ｌｕ ｔ ｉ ｏｎｂｅｔｗ ｅｅｎＥＣＲａｎｄＵ Ｓ Ｐ －

ＲＸＲ ．Ｍｏ ｌ Ｂｉｏ ｌ Ｅｖｏｌ ｌ ｆＳ ：５ ４ １
－

５ ５ ３ ．

Ｂｏｕｖ ｉ ｅ ｒ
， 
Ｍ

 （
２００ １

） 
Ｏ ｌ ｉｇｏｍ ｅ ｒ ｉｚａｔ ｉｏｎ ｏ ｆ Ｇ －

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ
－ｃｏｕｐ

ｌ ｅｄ ｔｒａｎ ｓｍ ｉｔｔｅｒ ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓ ． Ｎａ ｔ Ｒｅｖ Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ ２  ： ２ ７４ －

８６ ．

Ｂｏｙｄ ，ＫＮ ａｎｄＭ ａ ｉ ｌｍ ａｎ ，ＲＢ （
２０ １ ２

）
Ｄｏｐａｍ ｉｎ ｅｒｅ ｃｅ ｐ ｔｏ ｒｓ ｉｇｎａ

ｌ ｉ ｎｇ
ａｎｄｃｕ ｒｒｅｎ ｔａｎｄｆｕ ｔｕ ｒｅａｎ ｔ ｉ

ｐ
ｓｙｃｈｏ ｔ ｉ ｃ

ｄ ｒｕｇ ｓ ． Ｈａｎｄｂ Ｅｘｐ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ：５ ３

－

８６ ．

Ｂ ｒａｄ ｆｏｒｄ
，ＭＭ （

１ ９７６
）
Ａｒａｐ

ｉｄａｎ ｄｓｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅｍ ｅ ｔｈｏｄｆｏｒｔｈ ｅｑ
ｕａｎ ｔ ｉ ｔａｔ ｉｏｎｏ ｆｍ ｉ ｃ ｒｏｇｒａｍｑ

ｕ ａｎ ｔ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓｏ ｆ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｕ ｔ ｉ ｌ ｉ ｚ ｉ ｎｇ 

ｔｈ ｅ
ｐ
ｒｉｎｃ ｉ

ｐ
ｌ ｅｏｆ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －ｄｙ ｅ ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ ． Ａ ｎａ ｌ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ７２ ：２４ ８

－

５ ４ ．

Ｂ ｒｏ ａｄ ｕ ｓ
， 
Ｊ

， 
Ｍ ｃＣａｂｅ

， ＪＲ ？ 
Ｅｎｄ ｒ ｉｚｚ ｉ

， 
Ｂ

， 
Ｔｈ ｕｍｍ ｅ ｌ

， 
ＣＳａｎｄ Ｗｏｏｄａｒｄ

， 
ＣＴ

 （
１ ９９９

） 
Ｔｈ ｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｂｅ ｔａＦＴＺ －

Ｆ １ｏ ｒｐｈａｎｎｕｃ ｌ ｅａ ｒｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ
ｐｒｏｖ ｉ ｄｅｓｃｏｍ ｐ

ｅ ｔｅｎ ｃｅｆｏ ｒｓ ｔａｇｅ
－

ｓ
ｐ
ｅｃ ｉ ｆ ｉ ｃｒｅ ｓ

ｐ
ｏｎ ｓｅ ｓｔｏｔｈ ｅｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄ

ｈｏ ｒｍｏｎ ｅｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ ．Ｍｏ ｌ Ｃｅ ｌｌ ３ ： １ ４３ －

１ ４９ ．

Ｂ ｒｏｗｎ
，
ＤＤａｎｄＣａ ｉ

， 
Ｌ

 （
２００７

） 
Ａｍ

ｐ
ｈ ｉ ｂ ｉ ａｎｍ ｅｔａｍ ｏ ｒｐ

ｈｏ ｓ ｉ ｓ ． Ｄｅｖ Ｂ ｉｏ ｌ ３０６ ：２０ －

３ ３ ．

Ｂ ｒｙ ａｎ ｔ
，
ＢａｎｄＲａ ｉ ｋｈｅ ｌ

， 
ＡＳ

 （
２０ １ １

）
Ｐ ｒｏｇｒａｍｍｅｄａｕ ｔｏｐｈａｇｙ

ｉ ｎ ｔｈ ｅｆａｔ ｂｏｄｙ
ｏｆＡ ｅｄｅｓ ａｅｇｙｐ ｔ ｉ  ｉ ｓ ｒｅｑ ｕ

ｉ ｒｅｄ  ｔｏ

ｍａ ｉ ｎ ｔａ ｉ ｎｅｇｇ
ｍａｔｕ ｒａｔ ｉｏｎｃｙｃ

ｌ ｅ ｓ ． ＰＬｏＳＯｎｅ６
，
ｅ２ ５ ５０２ ．

Ｂ ｒｙａ
ｎ ｔ

， 
Ｐ Ｊ

（
２００ １

） 
Ｇ ｒｏｗｔｈｆａｃｔｏ ｒｓｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ｌ ｉ ｎｇ

ｉｍ ａｇ ｉｎ ａ ｌ ｄ ｉ ｓ ｃ
ｇｒｏｗｔｈ ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ． Ｎｏｖａｒｔ ｉｓ Ｆｏｕｎｄ Ｓｙｍｐ

２３７ ： １ ８２ －９４
； 
ｄ ｉ ｓｃｕｓｓ ｉ ｏｎ １ ９４－２０２ ．

Ｂ ｕ ｒｋｅ
， 
Ｃ Ｊ

，
Ｈｕｅｔｔｅｒｏｔｈ

， 
Ｗ

，
Ｏｗ ａ ｌｄ

， 
Ｄ

，Ｐｅｒ ｉ ｓ ｓｅ
，
Ｅ

，
Ｋｒａｓｈ ｅｓ

，Ｍ Ｊ
，
Ｄａｓ

，
Ｇ

， Ｇｏｈ ｌ
， 
Ｄ

，Ｓ ｉ ｌ ｉ ｅｓ
， Ｍ ， 

Ｃ ｅ ｒｔｅ ｌ

，Ｓａｎｄ

Ｗａｄｄｅ ｌ ｌ
， 
Ｓ

 （
２０ １ ２

） 
Ｌａｙｅｒｅｄ ｒｅｗａｒｄ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｌ ｉｎｇ 

ｔｈｒｏｕｇｈ ｏ ｃｔｏｐａｍ ｉｎｅ ａｎｄｄｏｐ ａｍ ｉｎｅ  ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ．

Ｎａｔｕｒｅ４９２ ：４ ３ ３
－４３ ７ ．

Ｃａ ｉ
，Ｍ Ｊ

，Ｄｏｎｇ ，ＤＪ
，Ｗａｎｇ ，Ｙ，Ｌ ｉ ｕ

，ＰＣ ，Ｌ ｉ ｕ
，Ｗ ，Ｗａｎｇ ，ＪＸａｎｄＺｈａｏ

，ＸＦ （
２０ １ ４ ａ

）Ｇ
－

ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ
－

ｃｏｕｐ
ｌ ｅｄ

ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ
ｐａｒｔ

ｉｃ ｉ

ｐａｔｅ ｓ ｉｎ２０ －ｈｙｄｒｏｘｙ ｅｃｄｙ ｓｏｎｅｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ 

ｏｎ ｔｈｅ
ｐ

ｌａｓｍａ ｍ ｅｍ ｂ ｒａｎｅ ．Ｃｅ ｌｌ Ｃｏｍｍｕｎ

Ｓｉｇｎａｌ１ ２ ：９
， １ ０ ． １ １ ８６／ １ ４７ ８

－８ １ １ Ｘ －

１ ２ －９ ．

Ｃ ａ ｉ
， 
Ｍ Ｊ

， 
Ｌ ｉ

，
ＸＲ

，Ｐｅ ｉ
， 
ＸＹ

， 
Ｌ ｉ ｕ

， 
Ｗ

， 
Ｗａｎｇ ， ＪＸａｎｄＺｈ ａｏ

，
ＸＦ

（
２０ １ ４ｂ

）
Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ９０ｍ ａ ｉｎ ｔａ ｉｎ ｓ  ｔｈ ｅ

ｓｔａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ａｎｄｆｕｎ ｃｔ ｉｏｎｏｆ  ｔｒａｎ ｓｃｒ ｉ

ｐ ｔ ｉｏｎｆａｃｔｏ ｒＢｒｏａｄＺ７ｂｙ
ｉ ｎｔｅ ｒａｃ ｔ ｉ ｎｇ

ｗ ｉ ｔｈ ｉ ｔｓＢ ｒｏ ａｄ
－Ｃｏｍ ｐ

ｌ ｅｘ －

Ｔｒａｍ ｔｒａｃｋ
－Ｂ ｒｉ ｃ

－

ａ
－ｂ ｒａｃｄｏｍａ ｉｎ ．Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ ２３ ：７２０－３ ２ ．

８ ５
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Ｃａ ｉ
， 
ＭＪ

， 
Ｌ ｉｕ

， 
Ｗ

，
Ｐｅ ｉ

，
ＸＹ

，
Ｌ ｉ

， 
ＸＲ

Ｓ 
Ｈｅ

，
ＨＪ

， 
Ｗａｎｇ ，

ＪＸａｎｄＺｈａｏ
，
ＸＦ

（
２０ １ ４ｃ

）
Ｊｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅｈｏｒｍｏｎｅ

ｐ
ｒｅｖｅｎｔｓ

２０ －ｈ
ｙ
ｄｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ

－

ｉｎｄｕｃｅｄｍ ｅｔａｍｏｒｐ
ｈｏｓ ｉ ｓｂｙｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｎｇｔｈｅ

ｐ
ｈｏｓｐ

ｈｏｒ
ｙ ｌ ａｔ ｉｏｎｏ ｆａｎｅｗ ｌ

ｙ

ｉｄｅｎｔｉ ｆｉ ｅｄｂｒｏａｄ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ ． Ｊ Ｂｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ２８９ ：２６６３ ０

－４ １ ．

Ｃａ ｌ ｅｂ ｉ ｒｏ
，Ｄ ， 

Ｒｉｅｋｅｎ
， 
Ｆ

，
Ｗａｇｎｅｒ，

Ｊ
，
Ｓｕｎｇｋａｗｏ ｒｎ

，
Ｔ

，
Ｚａｂｅ ｌ

， 
Ｕ

， 
Ｂｏ ｒｚ ｉ

， 
Ａ

，Ｃｏｃｕｃｃ ｉ
， 
Ｅ

，
Ｚｕｍ

， 
Ａ ａｎｄ Ｌｏｈｓｅ

，

ＭＪ（
２０ １ ３

）Ｓ ｉｎｇ ｌ ｅ －ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ｅａｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏｆｆｌｕｏｒｅ ｓ ｃｅｎｔ ｌｙ ｌａｂｅ ｌｅｄＧ －

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕｐ
ｌｅｄｒｅｃｅ

ｐｔ
ｏｒｓ

ｒｅｖｅａ ｌｓｃｏｍ
ｐ

ｌ ｅｘｅ ｓｗ ｉｔｈｄ ｉ ｓｔ ｉｎｃｔｄｙｎａｍ ｉ ｃ ｓ ａｎｄ ｏｒｇａｎ ｉｚａｔ ｉｏｎ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔ ｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ１ １ ０ ：７４３ －

８ ．

Ｃａｖａ ｌ ｌｏｔｔ ｉ
，Ｃ ，Ｍａｎｃｏｎｅ

，Ｍ ，Ｂｒｕｚｚｏｎｅ
，Ｐ，Ｓ ａｂｂａｔ ｉｎ ｉ

，ＭａｎｄＭ ｉｇｎ ｉｎ ｉ
，Ｆ （

２０ １ ０
）Ｄｏ

ｐ
ａｍ ｉｎｅｒｅｃｅｐ ｔｏｒ

ｓｕｂｔｙｐｅ ｓ ｉｎ ｔｈｅｎａｔ ｉｖｅ ｈｕｍ ａｎ ｈｅａｒｔ ． ＨｅａｒｔＶｅｓｓｅ ｌｓ ２５ ： ４ ３ ２ －７ ．

Ｃｈａｍｐ ｌ ｉｎ
，ＤＴａｎｄＴｒｕｍ ａｎ

，ＪＷ（
１ ９９８

）
Ｅｃｄ

ｙｓｔｅｒｏ ｉ ｄ ｓ
ｇｏ

ｖｅｒｎｔｗｏ
ｐｈａｓｅ ｓｏｆｅ

ｙ
ｅｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔｄｕｒ ｉｎｇ

ｍ ｅｔａｍｏｒ
ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｏｆ ｔｈ ｅ ｍｏ ｔｈ

， 
Ｍａｒｔｄｕｃａ ｓｅｘｔａ． Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ１ ２５ ：２００９－

１ ８ ．

Ｃｈａｎ ｄ ｒａｓｈｅｋａｒ
，
Ｊ
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ｌ ａｔｅ ｓｅｃｄｙｓｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒＢ １ｔｏｐｒｏｍｏ ｔｅｇ
ｅｎ ｅｅｘ

ｐ
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ｇｒｏｗｔｈ ． ＪＢｉｏｌ Ｃｈｅｍ２７８ ： ５ ２９７２
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ｇｅｎ ｅａｎｄ  ｔ ｉ ｓ ｓｕｅｎ ｅｔｗｏ ｒｋ ｓ ｒｅｇｕ ｌａｔ ｉ ｎｇ
ｉｎｓｕ ｌ ｉ ｎｓ ｉｇｎａ ｌ ｌ ｉｎｇ

ｉｎ

ｆ ｌ ｉ ｅ ｓａｎｄｖ ｅｒｔｅｂｒａ ｔｅ ｓ ．Ｂ ｉｏｃｈｅｍ ＳｏｃＴｒａｎｓ ４３ ： １ ０ ５ ７ －６２ ．

Ｄｈ ａｄ ｉ ａ ｌ ｌ ａ
， 
ＴＳ

， 
Ｃａｒ ｌ ｓｏｎ

， 
ＧＲ ａｎｄ Ｌｅ

， 
ＤＰ

 （
１ ９９ ８

） 
Ｎ ｅｗ ｉｎ ｓｅｃ ｔ ｉ ｃ ｉｄ ｅｓ ｗ ｉ ｔｈ ｅｃｄ

ｙ ｓ ｔｅｒｏ ｉ ｄａ ｌ ａｎｄ
ｊ
ｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅ ｈｏ ｒｍｏｎ ｅ

ａｃ ｔｉｖ ｉ ｔｙ ． Ａ ｎｎｕＲｅｖＥｎｔｏｍｏｌ ４３ ：５ ４５ －６９ ．

Ｄ ｉｎｇ ，ＷＱ ，Ｃｈ ｅｎｇ ，ＺＪ
，
ＭｃＥ ｌ ｈ ｉ ｎ ｅｙ ，

Ｊ
，Ｋｕｎ ｔｚ

，ＳＭａｎｄＭ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ
，Ｌ Ｊ

 （
２００２

）Ｓ ｉ ｌｅｎｃ ｉｎｇ
ｏ ｆ ｓｅｃ ｒｅｔ ｉ ｎｒｅｃｅｐ ｔｏｒ

ｆｕｎｃｔ ｉｏｎｂｙｄ ｉｍ ｅ ｒ ｉｚａｔｉｏｎｗ ｉ ｔｈａｍ ｉ ｓｓ
ｐ

ｌ ｉ ｃｅｄｖａ ｒ ｉ ａｎ ｔｓｅｃ ｒｅｔ ｉ ｎｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉ ｎｄｕ ｃ ｔａ ｌｐａｎ ｃ ｒｅａｔ ｉ ｃ

ａｄｅｎｏｃａｒｃ ｉ ｎｏｍａ ．Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ ６２ ：５ ２２３ －９ ．

Ｄｏｍ ｉ ｎ ｉ ｃｋ
，ＯＳａｎｄＴｒｕｍａｎ

，ＪＷ （
１ ９ ８６

）
Ｔｈｅ

ｐｈｙ ｓ ｉｏ ｌｏｇｙ
ｏｆ ｗａｎｄ ｅ ｒ ｉｎｇ

ｂｅｈａｖ ｉｏ ｕ ｒ ｉｎＭａｎｄｕｃａ ｓｅｘ ｔａ ． ＩＶ．

Ｈｏｒｍｏｎａ ｌ ｉｎｄ ｕｃ ｔ ｉｏｎｏｆ ｗａｎｄ ｅ ｒ ｉｎｇ
ｂｅｈ ａｖ ｉｏｕ ｒ ｆｒｏｍｔｈ ｅ ｉ ｓｏ ｌ ａｔｅｄｎｅ ｒｖｏｕ ｓｓｙ ｓ ｔｅｍ ． Ｊ Ｅｘｐ

Ｂ ｉｏ ｌ １ ２ １ ：

１ ３ ３ －５ １ ．

Ｄｏｎｇ ，Ｄ Ｊ
，Ｌ ｉ ｕ

，ＰＣ ，Ｗａｎｇ ，ＪＸａｎｄＺｈａｏ
，ＸＦ （

２０ １ ２
）ＴｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＨ ａ －ＧＲｌＭ－

１ ９ｂ
ｙＲＮＡ

ｉｎｔｅ ｒｆｅ ｒｅｎ ｃｅ ｉ ｎｄｕ ｃ ｅｄ
ｐ

ｒｏｇｒａｍｍ ｅｄｃｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ ． Ａｍ ｉｎｏ Ａｃ ｉｄｓ ４２ ： １ ２９７－ ３ ０７ ．

Ｄｒａ
ｐ
ｅ ｒ

，  Ｉ
， 
Ｋｕ ｒｓｈ ａｎ

， 
ＰＴ

， 
ＭｃＢ ｒ ｉ ｄ ｅ

， 
Ｅ

， 
Ｊ ａｃｋｓｏｎ

，ＦＲａｎｄＫｏｐ
ｉｎ

， 
ＡＳ

 （
２００ ７

） 
Ｌｏｃｏｍｏ ｔｏ ｒ ａｃｔ ｉｖ ｉ ｔｙ

ｉ ｓ ｒｅｇｕ ｌ ａｔｅｄ

ｂｙＤ２ －

ｌ ｉ ｋｅｒｅ ｃｅ ｐｔｏｒｓ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ：ａｎａｎ ａｔｏｍ ｉ ｃａｎ ｄ ｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ａ ｌａｎ ａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓ ．ＤｅｖＮｅｕｒｏｂ ｉｏ ｌ６７ ：

３ ７ ８ －９ ３ ．

Ｄｕ ｂ ｒｏｖ ｓｋｙ ， ＥＢ （
２００ ５

） 
Ｈｏｒｍ ｏｎ ａ ｌｃ ｒｏ ｓ ｓ  ｔａ ｌｋ ｉ ｎ ｉｎｓｅｃ ｔｄ ｅｖ ｅ ｌｏｐｍ ｅｎｔ ．Ｔｒｅｎｄｓ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ Ｍｅ ｔａｂ１ ６ ： ６

－

１ １ ．

Ｅｄｇａｒ，ＢＡ
（
２００６

） 
Ｈｏｗ ｆｌ ｉ ｅ ｓ

ｇｅ ｔ  ｔｈ ｅ ｉ ｒ ｓ ｉ ｚｅ ：

ｇｅｎｅｔ ｉ ｃｓｍ ｅｅ ｔｓ
ｐ
ｈｙ ｓ ｉｏ ｌ ｏｇｙ ．Ｎａｔ ＲｅｖＧｅｎｅ ｔ７ ：９０７ －９ １ ６ ．

Ｅ ｉ ｃｈ ｅ ｌ
， Ｋ ， 

Ｊｕ ｌ ｌ ｉ ｅ ， 
Ｄ ａｎｄ ｖｏｎ Ｚａｓ ｔｒｏｗ

， 
Ｍ

（
２０ １ ６

） 
ｂｅ ｔａ

－Ａ ｒｒｅｓ ｔ ｉｎ ｄ ｒｉｖｅ ｓ ＭＡＰ ｋ ｉ ｎ ａｓｅ ｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｌ ｉ ｎｇ 

ｆｒｏｍｃ ｌ ａｔｈ ｒ ｉｎ －

ｃｏａｔｅｄｓｔｒｕ ｃｔｕ ｒｅ ｓａｆｔｅ ｒ ＧＰＣＲｄ ｉ ｓ ｓｏｃ ｉ ａｔ ｉｏｎ ．Ｎａ ｔ Ｃｅ ｌｌ Ｂ ｉｏｌ １ ８ ：３ ０ ３
－

１ ０ ．

Ｅ ｌｍ ｏｇｙ ，Ｍ ， Ｉｗａｍ ｉ
，ＭａｎｄＳ ａｋｕｒａ ｉ

，Ｓ （
２００４

）
Ｐ ｒｅｓｅｎｃｅｏｆ ｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｉ ｎ ｔｈ ｅａｎ ｔｅ ｒ ｉｏ ｒ

ｓ ｉ ｌｋ
ｇ

ｌ ａｎｄｏｆ  ｔｈ ｅｓ ｉ ｌ ｋｗｏ ｒｍＢｏｍｂｙｘ ｍｏｒ ｉ ．Ｅｕｒ Ｊ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ２７ １ ：３ １ ７ １
－９ ．

Ｅｒｎ ｓ ｔ
，ＯＰ

，Ｇ ｒａｍ ｓｅ
，Ｖ，Ｋｏ ｌ ｂｅ

，Ｍ ，Ｈｏｆｔｎａｎ ｎ
，ＫＰａｎｄＨｅｃｋ

，Ｍ （
２００ ７

）Ｍｏｎｏｍ ｅｒ ｉ ｃＧｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｃｏｕ ｐ
ｌｅｄ

ｒｅｃｅｐ
ｔｏ ｒ ｒｈｏｄｏ ｐｓ ｉ ｎ ｉ ｎ ｓｏ ｌｕ ｔ ｉｏｎａｃ ｔ ｉ ｖａｔｅ ｓ  ｉ ｔ ｓ Ｇ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎｔｒａｎ ｓｄ ｕ ｃ ｉ ｎ ａｔ ｔｈｅｄ ｉ ｆｆｕ ｓ ｉｏｎ ｌ ｉｍ ｉ ｔ ．Ｐｒｏｃ Ｎａｔ ｌ

Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ１ ０４ ： １ ０ ８ ５ ９－

１ ０ ８６４ ．

Ｅｖａｎ ｓ
，ＰＤ ，Ｂａｙ

ｌ ｉ ｓ ｓ
，
ＡａｎｄＲｅａ ｌ ｅ

，
Ｖ
（
２０ １ ４

）ＧＰＣＲ －ｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｄｒａ
ｐ

ｉｄ
，ｎｏｎ

－

ｇｅｎｏｍ ｉ ｃａｃｔ ｉｏｎ ｓｏ ｆｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｓ ：

Ｃｏｍ ｐ
ａｒ ｉ ｓｏｎ ｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤｍＤｏｐＥｃＲ ａｎｄＧＰＥＲ １

（
ＧＰＲ３ ０

）
． Ｇｅｎ Ｃｏｍｐ 

Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ  １ ９５ ： １ ５ ７ －

１ ６ ３ ．

Ｅｖａｎ ｓ
，ＰＤ ，

Ｒｏｂｂ
，
Ｓ

，
Ｃｈ ｅｅｋ

，ＴＲ，
Ｒｅａ ｌ ｅ

， Ｖ，
Ｈａｎｎａｎ

， 
ＦＬ

，Ｓｗａ ｌｅ ｓ
， 
ＬＳ

，Ｈａ ｌ ｌ
，ＬＭａｎｄＭ ｉ ｄｇ ｌ ｅｙ ，

ＪＭ
 （

１ ９９ ５
）

Ａｇｏｎ ｉ ｓｔ
－

ｓｐ ｅｃ
ｉｆｉｃｃｏｕｐ

ｌ ｉｎｇ
ｏ ｆ Ｇ －

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｃｏｕ
ｐ

Ｉ ｅｄｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓｔｏｓｅｃｏｎｄ
－ｍ ｅ ｓ ｓｅｎｇｅｒ ｓｙ ｓ ｔｅｍ ｓ ．Ｐｒｏｇ

Ｂｒａ ｉｎ Ｒｅｓ１ ０６ ：２ ５ ９ －６ ８ ．

Ｆａ ｌｋｅｎ ｓｔｅ ｉｎ
，
Ｅ

， 
Ｔｉ ｌ ｌｍ ａｎｎ

， 
ＨＣ

， 
Ｃｈｒ ｉ ｓｔ

， 
Ｍ

， Ｆ ｅｕｒ ｉ ｎｇ ，
Ｍ ａｎｄＷｅｈ ｌ ｉ ｎｇ ， 

Ｍ
 （
２０００

） 
Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌ ｅ ａｃ ｔ ｉｏｎ ｓｏｆ ｓｔｅ ｒｏ ｉｄ

ｈｏ ｒｍｏｎｅｓ
－

ａｆｏｃｕ ｓｏｎ ｒａｐ ｉｄ
， 
ｎｏｎｇｅｎｏｍ ｉ ｃｅｆＦｅｃｔ ｓ ． Ｐｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｒｅｖ５２ ：５ １ ３

－

５ ６ ．

Ｆｅ ｒｒｅ
，Ｓ ，

Ｂ ａ ｌ ｅ ｒ
，Ｒ ，Ｂｏｕｖ ｉ ｅ ｒ

，Ｍ ，Ｃａｒｏｎ
，ＭＧ ，Ｄｅｖ ｉ

，ＬＡ ，
Ｄｕｒｒｏｕｘ

，
Ｔ

，Ｆｕｘ ｅ ，
Ｋ

，Ｇ ｅｏ ｒｇｅ ，ＳＲ，Ｊａｖ ｉｔｃｈ
，ＪＡ ，

Ｌｏｈ ｓｅ
，
ＭＪ

，Ｍａｃｋ ｉ ｅ
，
Ｋ

，
Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉｇａｎ ，Ｇ ，

Ｐｆｌｅｇｅ ｒ
，ＫＤ ，

Ｐ ｉｎ
，ＪＰ，

Ｖｏ ｌｋｏｗ
， 
ＮＤ

， Ｗａ ｌｄｈｏｅ ｒ
，Ｍ ，

Ｗｏｏｄ ｓ
，

ＡＳａｎｄＦｒａｎｃｏ
，Ｒ（

２００９
）
Ｂｕ ｉ ｌｄ ｉｎ

ｇ
ａｎ ｅｗ ｃｏｎ ｃｅｐ ｔｕａ ｌｆｒａｍ ｅｗｏ ｒｋｆｏｒｒｅｃｅ

ｐ ｔｏ ｒｈ ｅｔｅｒｏｍ ｅｒｓ ．Ｎａｔ

ＣｈｅｍＢｉｏ ｌ ５ ： １ ３ １
－４ ．

Ｆ ｌ ｅ ｔｃｈｅｒ
，
ＪＣ

，Ｂｕ ｒｔ ｉ ｓ
，ＫＣ ，Ｈｏｇｎ ｅｓ ｓ ，ＤＳａｎ ｄＴｈ ｕｍｍ ｅ ｌ

，ＣＳ（
１ ９９５

） 
ＴｈｅＤｒｏｓｏｐｈｉｌａＥ７４

ｇｅｎｅ ｉ ｓｒｅｑｕ
ｉ ｒｅｄ

ｆｏ ｒ ｍ ｅｔａｍ ｏ ｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓａｎｄ

ｐ
ｌ ａｙ ｓａ ｒｏ ｌ ｅ ｉ ｎ ｔｈ ｅ

ｐｏ
ｌ

ｙ ｔｅｎ ｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍ ｅ
ｐ ｕ ｆｆｉｎｇ

ｒｅ ｓｐｏｎ ｓｅ ｔｏｅ ｃｄｙ ｓｏｎ ｅ ．

８ ７
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

Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ１ ２ １ ：１ ４ ５ ５
－

１ ４６ ５ ．

Ｆ ｌｅ ｔｃｈｅｒ
，
ＪＣａｎｄ Ｔｈｕｍｍｄ

，
ＣＳ

（
ｉ ９９５

） 
ＴｈｅＥ７４

ｇｅｎｅ  ｉ ｓ ｒｅｑｕ
ｉ ｒｅｄｆｏｒ ｔｈｅ

ｐｒｏｐｅｒ ｓｔａｇｅ
＿

ｓｐｅｃ ｉｆｉｃ

ａｎｄｔｉ ｓ ｓｕｅ
－

ｓｐｅｃ ｉｆｉｃｔｒａｎ ｓｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎｏｆ ｅｃｄｙ ｓｏｎｅ
－

ｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄ

ｇｅｎｅｓａ
ｔｔｈｅｏｎｓｅｔｏｆ ｍ ｅｔａｍｏｒｐ

ｈｏ ｓ ｉ ｓ ．

Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔ１ ２ １ ： １ ４ １ １
－

１ ４２ １ ．

Ｆ ｌｏｃｋ
，
Ｔ

，
Ｈａｕｓｅ ｒ

， 
ＡＳ
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ｙ
ｉｍｐａ

ｉ ｒ ｉｎｇ
ｒｅｃ ｅ

ｐ ｔｏｒ ｒｅｃｙ ｃ ｌ ｉｎｇ ．Ｊ Ｃｅ ｌｌ

Ｂ ｉｏ ｌ ８５ ： ８ ３ ９
－

５ ２ ．

Ｇｏ ｒ ｓｋ ｉ
， 
Ｊ ａｎｄ Ｇａｎｎｏｎ

， 
Ｆ

 （
１ ９７６

） 
Ｃｕ ｒｒｅｎ ｔ ｍｏｄｅ ｌ ｓ ｏｆ ｓｔｅｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎ ｅａｃｔ ｉ ｏｎ ： ａｃｒ ｉ ｔ ｉ

ｑｕ ｅ ． Ａｎｎｕ ＲｅｖＰｈｙｓｉｏ ｌ

３８ ：４２５ －５０ ．

Ｇｒｕｂｅｒ
， 
ＣＪ

， 
Ｔｓｃｈｕｇｇｕｅ ｌ

， 
Ｗ

，
Ｓ ｃｈｎｅｅｂｅ ｒｇｅ ｒ

， Ｃ ａｎｄＨｕｂ ｅｒ
， 
ＪＣ

（
２００２

） 
Ｐｒｏｄｕｃ ｔ ｉｏｎａｎｄａｃｔ ｉｏｎ ｓ ｏ ｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｓ ．

Ｎ Ｅｎｇｌ ＪＭｅｄ ３４６ ：３４０ －

５ ２ ．

Ｇｕｏ
，
Ｘ

， 
Ｍａ

，
ＺａｎｄＫａｎｇ ， Ｌ（

２０ １ ５
） 
Ｔｗｏｄｏｐａｍ ｉ ｎ ｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓ

ｐ ｌ ａ
ｙ
ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ ｒｏ ｌｅｓ ｉｎ

ｐｈａｓｅｃｈａｎｇｅｏｆ ｔｈｅ

ｍ ｉｇ ｒａｔｏ ｒｙ
ｌｏｃｕ ｓｔ ． Ｆｒｏｎ ｔ Ｂｅｈａｖ Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ ９ ：８ ０ ．

Ｇｕ ｒｅｖ ｉ ｃｈ
， 
ＶＶ ａｎｄ Ｇｕ ｒｅｖ ｉ ｃｈ

， 
ＥＶ

 （
２００６

） 
Ｔｈｅ ｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔｕ ｒａ ｌ ｂ ａｓ ｉ ｓ ｏｆ ａｒｒｅ ｓ ｔ ｉ ｎ －ｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｄｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ ｏｆＧ－

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｃｏｕ ｐ
ｌ ｅｄｒｅ ｃｅｐｔｏ ｒｓ ．Ｐｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｔｈｅｒ１ １ ０ ： ４６ ５

－

５ ０ ２ ．

Ｇｕ ｒｅｖ ｉ ｃｈ
， 
ＶＶ ａｎ ｄ Ｇｕｒｅｖ ｉ ｃｈ

， 
ＥＶ

 （
２０ １ ８

） 
ＧＰＣＲｓ ａｎｄｓ ｉｇｎａ ｌ  ｔｒａｎ ｓｄｕｃｅ ｒｓ ：  ｉ ｎ ｔｅ ｒａｃ ｔ ｉｏｎ ｓ ｔｏ ｉ ｃｈ ｉｏｍｅｔｒｙ ．Ｔｒｅｎｄｓ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃ ｉ ３９
： ６ ７２ －６ ８４ ．

Ｇｕ ｒｅｖ ｉ ｃｈ
，
ＶＶａｎｄＧｕ ｒｅｖ ｉ ｃｈ

，ＥＶ（
２０ １ ９

）ＧＰＣＲｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ
ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎ ：ｔｈｅｒｏ ｌｅｏ ｆ ＧＲＫ ｓａｎｄａｒｒｅ ｓ ｔ ｉｎｓ ．

Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ １ ０ ： Ｊ ２５ ．

Ｈａａｓ
， 
Ｅ

， 
Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙ ａ ， 

Ｉ
， 
Ｂ ｒａ ｉ ｌｏ ｉｕ

， 
Ｅ

， 
Ｄａｍ

ｊ
ａｎｏｖ ｉ ｃ

， 
Ｍ

， 
Ｂ ｒａ ｉ ｌｏ ｉ ｕ

， 
ＧＣ

， 
Ｇａｏ

， 
Ｘ

， 
Ｍｕｅ ｌ ｌ ｅｒ

－Ｇｕｅ ｒｒｅ
， 
Ｌ

，
Ｍ ａｒ

ｊ
ｏｎ

，

ＮＡ
， 
Ｇｕ ｔ

， 
Ａ

， 
Ｍ ｉｎｏ ｔｔ ｉ

， 
Ｒ

， 
Ｍ ｅｙ ｅ ｒ

， 
ＭＲ

， 
Ａｍ ａｎｎ

， 
Ｋ

， 
Ａｍｍ ａｎ ｎ

， 
Ｅ

，
Ｐｅ ｒｅｚ－Ｄｏｍ ｉ ｎｇｕ ｅｚ ， 

Ａ
， 
Ｇｅｎｏｎ ｉ

， 
Ｍ

，

Ｃ ｌ ｅｇｇ ，ＤＪ
，Ｄｕｎ

，Ｎ Ｊ
，Ｒｅ ｓ ｔａ

，ＴＣ ，Ｐ ｒｏ ｓ ｓｎ ｉ ｔｚ
，ＥＲａｎｄＢ ａ ｒｔｏｎ

，Ｍ（
２００９

）Ｒｅｇｕ
ｌ ａｔｏ ｒｙｒｏ ｌ ｅｏｆＧ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉ ｎ

－

ｃｏ ｕｐ
ｌ ｅｄ ｅｓ ｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ｆｏ ｒ ｖａｓｃｕ ｌ ａｒ ｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｏｂ ｅ ｓ ｉ ｔｙ

．Ｃ ｉｒｃ Ｒｅｓ１ ０４ ：２８ ８
－

９ １ ．

Ｈａ ｌ ｌ
，ＢＬａｎｄＴｈｕｍｍ ｅ ｉ

，ＣＳ
（

１ ９９ ８
）
ＴｈｅＲＸＲｈｏｍｏ ｌｏｇ

Ｕ ｌ ｔｒａ ｓ
ｐ ｉ ｒａｃ ｌ ｅ ｉ ｓａｎｅｓｓｅｎ ｔ ｉ ａ ｌｃｏｍ

ｐ
ｏｎ ｅｎ ｔ ｏ ｆ  ｔｈｅ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｅｃｄｙ ｓｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ ．Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ１ ２５ ： ４７０９ －４７ １ ７ ．

Ｈａｎ
， 
Ｙ

，Ｍｏ ｒｅ ｉ ｒａ
，  Ｉ Ｓ

，Ｕ ｒ ｉｚａｒ
，Ｅ ，

Ｗｅ ｉ ｎ ｓｔｅ ｉ ｎ
，ＨａｎｄＪａｖ ｉ ｔｃｈ

，
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（
２００９

） 
Ａ ｌ ｌｏ ｓｔｅ ｒ ｉ ｃｃｏｍｍ ｕｎ ｉ ｃａｔ ｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｐｒｏｔｏｍ ｅｒｓ ｏｆ ｄｏｐａｍ ｉｎｅｃ ｌ ａｓ ｓ Ａ ＧＰＣＲｄ ｉｍ ｅ ｒｓ ｍｏｄｕ ｌ ａｔｅ ｓ ａｃ ｔ ｉｖａｔ ｉｏｎ ．Ｎａｔ ＣｈｅｍＢ ｉｏｌ ５ ：６ ８ ８
－６９ ５ ．

Ｈａｎｄ ｌ ｅｒ
， 
Ａ

， 
Ｇ ｒａｈａｍ

， 
ＴＧＷ

， 
Ｃ ｏｈｎ

， 
Ｒ

， 
Ｍｏｒａｎｔｔｅ

， 
Ｉ

， 
Ｓ ｉ ｌ ｉ ｃ ｉ ａｎｏ

， 
ＡＦ

， 
Ｚｅｎｇ ， 

Ｊ
， 
Ｌ ｉ

， 
Ｙａｎｄ Ｒｕｔａ ， 

Ｖ
 （
２０ １ ９

） 
Ｄ ｉ ｓ ｔ ｉ ｎ ｃ ｔ

ｄｏｐａｍ ｉ ｎｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒ
ｐａｔｈｗａ

ｙ
ｓ ｕ ｎｄ ｅｒ ｌ ｉ ｅ ｔｈ ｅ  ｔｅｍ ｐｏ

ｒａ ｌｓｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ
ｏ ｆ ａ ｓ ｓｏｃ ｉ ａ ｔ ｉｖｅ  ｌ ｅａｒｎ ｉ ｎ

ｇ
．Ｃｅ ｌｌ １ ７８ ：

６０ －７５ｅ ｌ ９ ．

Ｈａｒ ｉ ｋｕｍａｒ
，ＫＧ ， 

Ｍｏｒｆ ｉ ｓ ，ＭＭ ，Ｌ ｉ ｓｅｎｂ ｅｅ
，Ｃ Ｓ

，Ｓ ｅｘｔｏｎ
，ＰＭａｎｄＭ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ

，Ｌ Ｊ
 （
２００６

）
Ｃｏｎ ｓｔ ｉ ｔｕ ｔ ｉｖｅｆｏｒｍａ ｔ ｉｏｎ

ｏ ｆ ｏ ｌ ｉｇｏｍ ｅｒ ｉ ｃ ｃｏｍ ｐ
ｌ ｅｘｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎｆａｍ ｉ ｌ

ｙ
ＢＧ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ －

ｃｏ ｕ
ｐ

ｌ ｅｄｖａｓｏａｃｔ ｉｖｅ  ｉ ｎ ｔｅｓ ｔ ｉｎａ ｌ

ｐｏ
ｌ ｙｐｅｐｔ ｉ ｄｅ

ａｎｄｓｅｃ ｒｅｔ ｉｎｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ｓ ．Ｍｏ ｌ Ｐｈａｒｍａｃｏ ．６９ ：３ ６ ３
－

３ ７ ３ ．

Ｈａ ｒ ｉ ｋｕｍａｒ
，
ＫＧ

， 
Ｐ ｉｎｏｎ

，
Ｄ ＩａｎｄＭ ｉ ｌ ｌ ｅｒ

， 
ＬＪ

 （
２ ００ ７

） 
Ｔｒａｎ ｓｍ ｅｍｂ ｒａｎ ｅ ｓｅｇｍ ｅｎ ｔ  ＩＶｃｏｎ ｔ ｒ ｉｂｕ ｔｅｓ ａ ｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎａ ｌ ｌｙ

ｉｍｐｏｒｔａｎ ｔ  ｉ ｎ ｔｅｒｆａｃｅ ｆｏ ｒ ｏ ｌ ｉｇｏ
ｍ ｅ ｒ ｉ ｚａｔ ｉｏｎ ｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｃ ｌ ａｓ ｓ  Ｉ Ｉ Ｇ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

－

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｓｅｃ ｒｅｔ ｉ ｎ ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ． ７ ５ ／ｏ ／

Ｃｈｅｍ２８２ ： ３ ０ ３ ６３ －３ ０ ３ ７２ ．

Ｈａｒｖ ｉ ｅ
，
ＰＤ

，
Ｆ ｉ ｌ ｉ

ｐｐ
ｏｖ ａ

， 
ＭａｎｄＢ ｒｙ ａｎ ｔ

，
ＰＪ

（
１ ９９ ８

） 
Ｇｅｎ ｅ ｓｅｘｐ

ｒｅｓ ｓｅｄ ｉ ｎｔｈ ｅｒ ｉ ｎｇｇ ｌ ａｎｄ
，  ｔｈｅｍ ａ

ｊ
ｏｒ ｅｎｄｏｃ ｒ ｉ ｎｅ

ｏ ｒｇａｎｏｆ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ．Ｇｅｎｅ ｔ ｉｃｓ１ ４９ ：２ １ ７ －

３ １ ．

Ｈｅ
， 
Ｙ

， 
Ｇａｏ

，
Ｘ

， 
Ｇｏｓｗａｍ ｉ

，Ｄ ，Ｈｏｕ
，
Ｌ

，Ｐａ ｌ
，
Ｋ

， 
Ｙ ｉｎ

，
Ｙ

， 
Ｚｈａｏ

， 
Ｇ

，Ｅｒｎ ｓｔ
， ＯＰ

， Ｇｒ ｉ ｆｆｉ ｎ
， 
Ｐ

， 
Ｍ ｅ ｌ ｃｈｅｒ

，
Ｋａｎ ｄＸｕ

，

ＨＥ
 （
２ ０ １ ７

）
Ｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒ ａｓ ｓｅｍ ｂ ｌ

ｙ
ｏｆ  ｒｈｏｄｏｐｓ ｉｎｗ ｉ ｔｈＧ

ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ
－

ｃｏｕｐ
ｌ ｅｄｒｅｃｅ

ｐ ｔｏ ｒ ｋ ｉ ｎａｓｅ ｓ ．Ｃｅ ｌｌ Ｒｅｓ

２７ ：７ ２ ８
－７４７ ．

Ｈｅｇｓｔｒｏｍ
，ＣＤ ，Ｒｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ

，ＬＭａｎｄＴｒｕｍ ａｎ
，ＪＷ（

１ ９９ ８
）Ｓ ｔｅｒｏ ｉｄａｎｄｎｅｕ ｒｏｎａ ｌｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏ ｆｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ

ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｅｘｐ ｒｅ ｓｓ ｉｏｎｄｕｒ ｉｎｇ

ｍｅｔａｍ ｏ ｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｏｆ ｍｕｓｃ ｌ ｅ ｉｎｔｈ ｅｍｏ ｔｈ

，Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘ ｔａ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ

１ ８ ： １ ７ ８６ －

１ ７９４ ．

Ｈ ｉ ｌ ｌ
，ＣＡ ，Ｄｏｙ

ｌ ｅ
，Ｔ，Ｎ ｕｓ ｓ

，ＡＢ ，Ｅｊ
ｅｎｄａ ｌ

，ＫＦＫ
，Ｍｅｙｅ ｒ

，ＪＭａｎｄＷａｔｔｓ
，Ｖ Ｊ（

２０ １ ６
）Ｃｏｍ ｐ

ａｒａｔ ｉｖｅ

ｐｈａ
ｒｍ ａｃｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌｃｈ ａｒａｃ ｔｅｒ ｉ ｚａｔ ｉｏｎｏｆＤ－

ｌ
－

ｌ ｉｋｅｄｏｐａｍ ｉｎ ｅｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓｆｒｏｍＡｎｏ
ｐ
ｈ ｅ ｌ ｅ ｓｇａｍｂ ｉ ａｅ

，

Ａ ｅｄｅｓａｅｇｙｐｔ ｉａｎｄＣｕＪｅｘ
ｑｕ ｉｎｑｕｅｆａｓｃ ｉａｔｕｓｓｕｇｇｅ ｓ ｔｓ

ｐ
ｌ ｅ ｉｏ ｔｒｏｐ

ｉ ｃｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ
ｉｎｍ ｏ ｓｑｕ

ｉ ｔｏｖｅｃ ｔｏｒ

ｌ ｉｎｅａｇｅｓ
．ＰａｒａｓｉｔｅｓＶｅｃｔｏｒｓ ＾ １ ０ ． Ｕ ８ ６／Ｓ  １ ３ ０ ７ １

－０ １ ６ －

１ ４７７ －６ ．

Ｈ ｉ ｌ ｌ
，
ＲＪ

｝ 
Ｂ ｉ ｌ ｌａｓ

，
ＩＭ

， 
Ｂｏｎｎｅｔｏｎ

， 
Ｆ

， 
Ｇｒａｈ ａｍ

，
ＬＤａｎｄＬａｗ ｒｅｎｃｅ

， 
ＭＣ

 （
２０ １ ３

） 
Ｅｃｄｙ ｓｏｎｅｒｅｃ ｅｐｔｏｒｓ ：ｆｒｏｍｔｈ ｅ

８ ９




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

Ａ ｓｈｂｕｍｅｒ ｍ ｏｄ ｅ ｌ ｔｏｓｔｒｕ ｃｔｕ ｒａ ｌｂ ｉｏ ｌｏｇｙ ． Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｅｎ ｔｏｍｏｌ ５８ ：２ ５ １
－７ １ ．

Ｈ ｉｍｍｅ ｌ ｒｅ ｉｃｈ
，
Ｓ

， 
Ｍａｓｕｈｏ

， 
Ｉ

，
Ｂｅｒｒｙ，

ＪＡ
，
ＭａｃＭｕ ｌ ｌ ｅｎ

，
Ｃ

，Ｓｋａｍ ａｎｇａｓ ， 
ＮＫ

５
Ｍａｒｔｅｍｙａｎｏｖ，

ＫＡ ａｎｄＤａｖ ｉ ｓ
，

ＲＬ
 （
２０ １ ７

） 
Ｄｏｐａｍ ｉｎ ｅｒｅｃｅｐｔｏｒ ＤＡＭＢｓ ｉｇｎａ ｌ ｓ ｖ ｉ ａ Ｇ

ｑ 

ｔｏｍｅｄ ｉａｔｅ ｆｏｒｇｅｔｔ ｉｎ
ｇ

ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ． Ｃｅｌｌ

／？ｅ
／

？ ２ １ ： ２０ ７４ －２０ ８ １ ．

Ｈｕ ｓ ｓａ ｉｎ
，
ＴａｎｄＬｏｋｈａｎｄｗａ ｌａ

，
ＭＦ

（
２００ ３

）
Ｒｅｎａ ｌｄｏｐ ａｍ ｉｎ ｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｎｄｈｙｐｅｒｔｅｎｓ ｉｏｎ ．Ｅｘｐ

Ｂ ｉｏｌＭｅｄ

（
Ｍａｙｗｏｏｄ）

２２８ ： １ ３ ４－４２ ．

Ｉｋｅｙａ， 
Ｔ

， 
Ｇａ ｌ ｉｃ

， 
Ｍ

， 
Ｂ ｅ ｌａｗａｔ

， 
Ｐ

， 
Ｎａ ｉ ｒｚ

， 
Ｋ ａｎｄ Ｈａｆｅｎ

，
Ｅ

（
２００２

） 
Ｎｕｔｒｉ ｅｎｔ

－ｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆ  ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ？

ｌ ｉｋｅｐｅｐｔ ｉｄｅ ｓｆｒｏｍｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｎｔｈｅＣＮＳｃｏｎｔｒ ｉｂｕｔｅ ｓｔｏｇｒｏｗｔｈｒｅｇｕ
ｌ ａｔ ｉ ｏｎ ｉｎ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ．Ｃｕｒｒ Ｂ ｉｏｌ １ ２ ：１ ２９３ －

３ ００ ．

Ｉｎａｇａｋ ｉ
， 
ＨＫ

， 
Ｂｅｎ－Ｔａｂｏｕ ｄｅ －Ｌｅｏｎ

， 
Ｓ

， 
Ｗｏｎｇ ， 

ＡＭ
， 
Ｊａｇａｄ ｉ ｓｈ

， 
Ｓ

， 
Ｉｓｈ ｉｍ ｏｔｏ

， 
Ｈ

， 
Ｂａｒｎｅａ

， 
Ｇ

， 
Ｋ ｉ ｔａｍｏｔｏ

， 
Ｔ

， 

Ａｘｅ ｌ
，

ＲａｎｄＡｎｄ ｅｒｓｏｎ
，ＤＪ（

２０ １ ２
）Ｖ ｉ ｓｕａ ｌ ｉｚ ｉｎｇｎｅｕｒｏｍ ｏｄｕ ｌ ａｔｉｏｎ ｉ ｎｖ ｉｖｏ ：ＴＡＮＧＯ －ｍ ａ

ｐｐ
ｉｎｇｏｆ

ｄｏ
ｐ
ａｍ ｉｎｅｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎｇ

ｒｅｖｅａ ｌ ｓ ａ
ｐｐｅｔ ｉ ｔｅｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ｏｆ ｓｕｇａｒ ｓｅｎ ｓ ｉ ｎｇ ．Ｃｅ ｌｌ １ ４８ ：５ ８ ３

－９ ５ ．

Ｉ ｒａｎｎｅ
ｊ
ａｄ

，
Ｒ

，
Ｐｅｓ ｓ ｉｎｏ

，
Ｖ

， 
Ｍ ｉｋａ

，
Ｄ

，
Ｈｕａｎｇ ，

Ｂ
， 
Ｗｅｄｅｇａｅｒｔｎｅｒ，

ＰＢ
，Ｃｏｎｔ ｉ

，
Ｍ ａｎｄｖｏｎＺａｓ ｔｒｏｗ

， 
Ｍ

（
２ ０ １ ７

）

Ｆｕｎ ｃｔｉｏｎａ ｌｓｅ ｌｅｃｔｉｖ ｉ ｔｙ
ｏｆ ＧＰＣＲ －ｄ ｉ ｒｅｃｔｅｄｄｒｕｇ

ａｃｔ ｉｏｎｔｈｒｏｕｇ
ｈ ｌｏｃａｔ ｉｏｎｂ ｉａｓ ．ＮａｔＣｈｅｍ Ｂ ｉｏｌ１ ３ ：

７９ ９ －

８ ０ ６ ．

Ｉ ｒａｎｎｅ
ｊ
ａｄ

，Ｒ ，
Ｔｏｍ ｓｈ ｉｎｅ

，ＪＣ ，Ｔｏｍ ｓｈ ｉｎｅ
，ＪＲ ，Ｃｈｅｖａ ｌ ｉ ｅｒ

，Ｍ ，
Ｍａｈｏｎｅｙ，ＪＰ，Ｓｔｅｙａｅｒｔ

，Ｊ ，Ｒａｓｍ ｕ ｓ ｓ ｅｎ
，ＳＧ ，

Ｓｕｎａｈ ａｒａ
，
ＲＫ

， 
Ｅ ｌ

－Ｓａｍ ａｄ
， 
Ｈ

， 
Ｈｕａｎｇ ， 

ＢａｎｄｖｏｎＺａｓｔｒｏｗ
， 
Ｍ

（
２０ １ ３

） 
Ｃｏｎｆｏｒｍ ａｔ ｉｏｎａｌ ｂ ｉｏ ｓｅｎ ｓｏｒｓ

ｒｅｖｅａ ｌ ＧＰＣＲｓ ｉｇｎａｌ ｌ ｉｎ
ｇ 

ｆｒｏｍ ｅｎｄｏ ｓｏｍ ｅ ｓ ． Ｎａｔｕｒｅ ４９５ ： ５ ３ ４
－

８ ．

Ｉ ｓｂ ｅｒｇ ， 

Ｖ
， 
ｄｅ Ｇｒａａｆ

， 
Ｃ

， 
Ｂｏ ｒｔｏ ｌａｔｏ

， 

Ａ
， 
Ｃｈｅｒｅｚｏｖ

， 
Ｖ

， 
Ｋａｔｒ ｉ ｔｃｈ

， 
Ｖ

， 
Ｍａｒｓｈａ ｌ

， 
ＦＨ

｝ 
Ｍｏｒｄａ ｌ ｓｋ ｉ

，
Ｓ

， 
Ｐ ｉｎ

， 
ＪＰ

， 
Ｓ ｔｅｖｅｎ ｓ

，

ＲＣ
， 
Ｖｒ ｉ ｅｎｄ

， 
Ｇ ａｎｄ Ｇ ｌｏｒ ｉａｍ

， 
ＤＥ

 （
２０ １ ５

） 

Ｇｅｎｅｒ ｉ ｃ ＧＰＣＲ ｒｅ ｓ ｉｄｕ ｅ ｎｕｍ ｂｅｒｓ
－

ａｌ ｉｇｎ ｉｎｇ 

ｔｏｐ
ｏ ｌｏｇｙ 

ｍ ａｐｓ

ｗｈ ｉ ｌｅ ｍ ｉｎｄ ｉｎｇ 
ｔｈｅ

ｇａｐ ｓ ．Ｔｒｅｎｄｓ Ｐｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｓｃ ｉ ３６ ：２２ －３ １ ．

Ｉｓｈ ｉｈａｒａ
，
Ｔ

， 
Ｎａｋａｍｕｒａ

，
Ｓ

， 
Ｋａｚ ｉｒｏ

， 

Ｙ
， 
Ｔａｋａｈａｓｈ ｉ

， 
Ｔ

，
Ｔａｋａｈａｓｈ ｉ

， 
Ｋ ａｎｄ Ｎａｇａｔａ

，
Ｓ

 （
１ ９９ １

） 
Ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒ ｃ ｌｏｎ ｉｎｇ

ａｎｄｅｘｐ ｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆ ａ ｃＤＮＡ ｅｎｃｏｄ ｉｎｇ 
ｔｈｅｓｅｃｒｅｔ ｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ． ＥＭＢＯ Ｊ １ ０ ： １ ６３ ５ －４ １ ．

Ｉ ｓｈ ｉｍｏｔｏ
，ＨａｎｄＫ ｉ ｔａｍｏｔｏ

，Ｔ（
２０ １ ０

）
Ｔｈｅｓｔｅｒｏ ｉｄｍｏ ｌ ｔ ｉｎｇ

ｈｏ ｒｍｏｎｅＥｃｄｙｓｏｎ ｅｒｅｇｕ
ｌ ａｔｅｓｓ ｌｅｅｐ

ｉｎａｄｕ ｌｔ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｍｅ ｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ．Ｇｅｎｅ ｔ ｉｃｓ１ ８５ ：２６９ －

８ １ ．

Ｉ ｓｈ ｉｍｏｔｏ
， 
Ｈ

， 
Ｗａｎｇ ， 

Ｚ
， 
Ｒａｏ

， 
Ｙ

， 
Ｗｕ

，
ＣＦ ａｎｄＫ ｉ ｔａｍ ｏ ｔｏ

， 
Ｔ

 （
２０ １ ３

） 
Ａｎｏｖｅ ｌｒｏ ｌ ｅ ｆｏｒ ｅｃ ｄ

ｙ ｓｏｎ ｅ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ

ｃｏｎｄ ｉ ｔ ｉｏｎｅｄｂｅｈ ａｖ ｉｏｒ ： ｌ ｉｎｋ ｉｎｇ
ＧＰＣＲ－ｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｄｎｏｎ－

ｃａｎｏｎ ｉ ｃａ ｌ ｓ ｔｅｒｏ ｉｄａｃ ｔ ｉｏｎｔｏｃＡＭＰ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ

ｉｎ ｔｈ ｅ ａｄｕ ｌ ｔ ｂｒａ ｉｎ ． ＰＬｏＳ  （Ｊｅｗ扣 ９ ：ｅ ｌ ００ ３ ８４３ ．

Ｊ ｉｎｇ ，ＹＰ，Ｌ ｉ ｕ
，Ｗ，Ｗａｎ

ｇ ，ＪＸａｎｄＺｈａｏ ，ＸＦ（
２０ １ ５

）Ｔｈｅｓｔｅｒｏ ｉ ｄｈｏｒｍｏｎｅ２０ －ｈ
ｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏｎｅｖ ｉａ

ｎｏｎｇｅｎｏｍ ｉ ｃ
ｐ

ａｔｈｗａｙａｃｔ ｉｖａｔｅｓＣａ
２＋

／ｃａ ｌｍｏｄｕ ｌ ｉｎ －ｄ ｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｐｒｏｔｅ ｉｎｋ ｉ ｎａｓｅＩ Ｉｔｏｒｅｇｕ ｌａｔｅ

ｇｅｎｅ

ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ． Ｊ Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ２９０ ： ８４６９ －

８ １ ．

Ｊ ｉｎｇ ，
ＹＰ

，Ｗａｎｇ ，Ｄ ，Ｈａｎ
，
ＸＬ

，Ｄｏｎｇ ，ＤＪ
，Ｗａｎｇ ，ＪＸａｎｄＺｈａｏ

，ＸＦ（
２０ １ ６

）Ｔｈｅｓｔｅｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎｅ２０－

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏｎｅｅｎｈａｎｃｅｓｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒ ｉ

ｐｔ ｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｔｈ ｅｃＡＭＰｒｅ ｓｐｏｎ ｓｅｅ ｌ ｅｍｅｎｔ
－ｂ ｉ ｎｄ ｉｎｇ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ
（
ＣＲＥＢ

）
ｓ ｉ

ｇ
ｎａ ｌ ｉｎｇ ｐａｔ

ｈｗａ
ｙ

． Ｊ 
Ｂ ｉｏｌ Ｃｈｅｍ ２９ １ ：１ ２７７ １

－ ８ ５ ．

Ｊｏｙ ｃ
ｅ

，Ｊ
Ｎ

 （
２００ １

）
Ｄｏｐａｍ

ｉｎｅＤ３ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓａ  ｔｈｅ ｒａｐｅｕｔ ｉ ｃｔａｒｇｅｔｆｏｒ ａｎｔｉ
ｐｓ

ｙ
ｃｈｏｔ ｉｃａｎｄａｎｔ ｉ

ｐ
ａｒｋ ｉｎ ｓｏｎ ｉａｎ

ｄｒｕｇｓ ． Ｐｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｔｈｅｒ ９０ ：２３ １
－

５ ９ ．

Ｋａ ｌ ｌ ｉｏｋｏ ｓｋ ｉ
， 
Ａ ａｎｄ Ｎ ｉ ｅｍ ｉ

， 
Ｍ

（
２００９

） 
Ｉｍｐａｃ ｔ ｏ ｆ 

ＯＡＴＰ  ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｏｎ
ｐ
ｈａｒｍ ａｃｏｋ ｉｎ ｅｔ ｉ ｃ ｓ ．Ｂｒ Ｊ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ

１ ５８ ：６９３
－７０ ５ ．

Ｋａｍ ｉｍｕｒａ
，
Ｍ

，
Ｔｏｍ ｉｔａ

，Ｓ ，Ｋ ｉｕｃｈ ｉ
，
ＭａｎｄＦｕ

ｊ
ｉｗａｒａ

，
Ｈ（

１ ９９７
）Ｔｉ ｓ ｓｕ ｅ

－

ｓｐｅｃ ｉｆｉｃａｎｄｓｔａｇｅ
－

ｓ
ｐ
ｅｃ ｉ ｆｉｃ

ｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏｓ ｉ ｌｋｗｏ ｒｍｅｃｄｙ ｓｏｎｅ ｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ｉ ｓ ｏｆｏｒｍ ｓ
－

Ｅｃｄｙｓｔｅｒｏ ｉｄ －ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｒａｎｓｃｒ ｉ

ｐｔ ｉｏｎ

ｉｎｃｕ ｌ ｔｕｒｅｄａｎ ｔｅｒ ｉｏｒ ｓ ｉ ｌｋ
ｇ

ｌ ａｎｄ ｓ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ２４８ ：７８６ －

７９３ ．

Ｋａｎｇ ， 
Ｄ Ｓ

， 
Ｔ ｉ ａｎ

， 
Ｘａｎｄ Ｂｅｎｏｖ ｉｃ

， 
ＪＬ

 （
２０ １ ４

） 
Ｒｏ ｌ ｅ ｏｆｂｅｔａ

－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ ｓ ａｎｄ ａｒｒｅｓｔ ｉｎ ｄｏｍ ａ ｉｎ
－

ｃｏｎ ｔａ ｉｎ ｉｎｇ ｐｒｏ ｔｅ ｉｎｓ

ｉｎＧ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎ －ｃｏｕｐ ｌｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ｔｒａｆｆｉｃｋ ｉ ｎｇ ． ＣｕｒｒＯｐ ｉｎＣｅ ｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ ２７ ：６ ３ －７ １ ．

Ｋａｎｇ ，ＸＬ ，Ｚｈａｎｇ ，ＪＹ，Ｗａｎｇ ，Ｄ ，Ｚｈａｏ ，ＹＭ ，Ｈａｎ
，ＸＬ ，Ｗａｎｇ ，ＪＸａｎｄＺｈ ａｏ

，ＸＦ（
２０ １ ９

）
Ｔｈ ｅｓｔｅｒｏ ｉ ｄ

９ ０
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

ｈｏ ｒｍｏｎｅ ２ ０
－ｈｙ

ｄ ｒｏｘｙ ｅｃｄｙ ｓｏｎｅ ｂ ｉｎｄ ｓ  ｔｏ ｄｏｐ ａｍ ｉｎ ｅ ｒｅ ｃｅｐｔｏｒ  ｔｏ ｒｅｐ ｒｅｓ ｓ  ｌ ｅｐ ｉｄｏｐ ｔｅｒａｎ ｉｎｓｅｃｔ ｆｅｅｄ ｉｎ
ｇ

ａｎｄ
ｐ

ｒｏｍｏ ｔｅ
ｐｕｐａｔ ｉｏｎ ．ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅ ｔ１ ５ ：ｅ ｌ ００ ８ ３ ３ １ ．

Ｋａｒ ｉｍ
，
ＦＤ

，Ｇｕ ｉ ｌｄ
，
ＧＭａｎｄＴｈｕｍｍ ｅ ｌ

，ＣＳ（ １ ９９３
）Ｔｈ ｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｂｒｏａｄ －

ｃｏｍｐ
ｌ ｅｘ

ｐ
ｌａｙ ｓａｋｅｙｒｏ ｌ ｅ ｉｎ

ｃｏｎｔｒｏ ｌ ｌ ｉ ｎｇ
ｅｃｄｙ ｓｏｎｅ－

ｒｅｇ
ｕ ｌ ａｔｅｄ

ｇｅｎｅ
－

ｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎａｔｔｈｅｏｎｓｅｔｏｆ ｍ ｅｔａｍｏｒｐｈｏ ｓ ｉ ｓ ．Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ

１ １ ８ ： ９７７ －９ ８８ ．

Ｋａｕｐ
ｍ ａｎｎ

， 
Ｋ

， 
Ｍａ ｌ ｉ ｔｓｃｈ ｅｋ

，
Ｂ

， 
Ｓｃｈｕ ｌ ｅ ｒ

， 
Ｖ

， 
Ｈｅ ｉｄ

， 
Ｊ

？ 
Ｆｒｏ ｅｓｔ ｌ

， 
Ｗ

， 
Ｂ ｅｃｋ

， 
Ｐ

， 
Ｍｏ ｓｂａｃｈｅ ｒ

， 
Ｊ

， 
Ｂ ｉ ｓ ｃｈｏｆｆ

， 
Ｓ

，
Ｋｕ ｌ ｉｋ

，

Ａ
， 
Ｓｈ ｉ

ｇｅｍｏｔｏ
， 
Ｒ

， 
Ｋａｒｓｃｈ ｉｎ

， 
Ａ ａｎｄＢ ｅｔｔ ｌ ｅｒ

， 
Ｂ

 （
１ ９９ ８

） 
ＧＡＢＡ

（
Ｂ

）

－

ｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ｓｕｂ ｔｙｐｅｓ ａｓ ｓｅｍｂ ｌ ｅ ｉｎ ｔｏ

ｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎａ ｌ ｈｅｔｅｒｏｍ ｅｒｉ ｃｃｏｍ
ｐ

ｌｅｘｅｓ ． Ｎａｔｕｒｅ ３９６ ： ６ ８ ３
－７ ＊

Ｋｅｂａｂ ｉ ａｎ
， 
ＪＷ

 （
１ ９７ ８

） 
Ｍｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌ ｅｃ ｌ ａｓ ｓ ｅ ｓ ｏ ｆ ｄｏ

ｐ
ａｍ ｉ ｎ ｅｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓ ｉ ｎｍ ａｍｍ ａ ｌ ｉ ａｎｃｅｎ ｔｒａ ｌ ｎ ｅ ｒｖｏｕ ｓｓｙ ｓ ｔｅｍ ：ｔｈ ｅ

ｉｎｖｏ ｌｖ ｅｍ ｅｎ ｔ ｏｆ ｄｏｐ ａｍ ｉｎｅ
－

ｓ ｅｎｓ ｉ ｔ ｉｖｅ ａｄｅｎｙ
ｌ

ｙ
ｌｃｙ ｃ ｌ ａｓｅ ．Ｌ ｉｆｅ Ｓｃ ｉ ２３ ：４ ７９ －

８ ３ ．

Ｋｅ ｓ ｈａｎ
，
Ｂ

， 
Ｈ ｉ ｒｕｍ ａ

， 
ＫａｎｄＲ ｉｄｄ ｉ ｆｏｒｄ

， 
ＬＡ

 （
２ ００６

）
Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔａ ｌｅｘｐ

ｒｅｓ ｓ ｉｏｎａｎ ｄｈｏｎｎｏｎａ ｌｒｅｇｕ
ｌ ａｔ ｉｏｎｏ ｆ

ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ  ｉ ｓｏｆｏｒｍ ｓ ｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｔ ｒａｎ ｓｃ ｒ ｉｐｔ ｉ ｏｎｆａｃｔｏ ｒ Ｅ７ ５ ｉ ｎ  ｔｈ ｅ  ｔｏｂａｃｃｏｈｏｍｗｏ ｒｍＭａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ ．Ｄｅｖ

Ｂ ｉｏ ｌ ２９５ ：６２３ －６ ３ ２ ．

Ｋ ｉ ｎｇ
－

Ｊｏｎ ｅ ｓ
，ＫａｎｄＴｈｕｍｍ ｅ ｌ

，ＣＳ（
２００ ５

）Ｎｕ ｃ ｌ ｅａｒｒｅｃ ｅｐｔｏｒｓ
－

ａ
ｐｅ ｒｓｐｅｃ ｔ ｉｖｅｆｒｏｍＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ ．Ｎａ ｔＲｅｖ

Ｇｅｎｅ ｔ ６ ：３ １ １
－ ２ ３ ．

Ｋｏ ｅ ｌ ｌ ｅ
，ＭＲ ，Ｔａ ｌｂｏ ｔ

，Ｗ Ｓ
，Ｓ ｅｇｒａｖｅ ｓ

，ＷＡ ，Ｂｅｎｄ ｅ ｒ
，ＭＴ，Ｃｈ ｅ ｒｂａｓ

，ＰａｎｄＨｏｇｎ ｅ ｓ ｓ
，ＤＳ（

１ ９９ １
）Ｔｈ ｅ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａＥｃＲｇｅｎｅｅｎｃｏｄ ｅ ｓａｎｅｃ ｄｙ ｓｏ ｎ ｅｒｅｃｅ
ｐ

ｔｏ ｒ
，ａｎ ｅｗｍ ｅｍ ｂｅ ｒｏ ｆｔｈｅｓ ｔｅｒｏ ｉ ｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ

ｓ ｕｐｅ
ｒｆａｍ ｉ ｌｙ ．Ｃｅ ｌｌ ６７ ：５ ９

－７ ７ ．

Ｋｏ ｓ ｔａ ｌ
，
Ｖ

，

Ｓ ｔｅｔ ｉ ｎａ
，
Ｔ

，
Ｐｏｕ

ｐ
ａｒｄ ｉｎ

，
Ｒ

，
Ｋｏ ｒｂｅ ｌｏｖａ

，ＪａｎｄＢ ｒｕ ｃ ｅ
， 
ＡＷ

（
２０ １ ７

）Ｃｏｎｃ ｅｐ ｔｕ ａ ｌｆｒａｍ ｅｗｏ ｒｋｏｆ  ｔｈ ｅ

ｅｃｏ
－

ｐ
ｈｙ ｓ ｉｏ ｌｏｇ

ｉ ｃａ ｌ

ｐ
ｈａ ｓ ｅ ｓｏｆ  ｉ ｎ ｓ ｅｃｔ ｄ ｉ ａ

ｐ
ａｕｓｅｄ ｅｖｅ ｌ ｏｐｍｅｎ ｔ

 ｊ
ｕ ｓｔ ｉ ｆｉ ｅｄｂ

ｙ
ｔｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔｏｍ ｉ ｃ

ｐ
ｒｏｆｉ ｌ ｉｎｇ ．

ＰｒｏｃＮａ ｔ ｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ１ １ ４ ：８ ５ ３ ２
－

８ ５ ３ ７ ．

Ｋｏｙａ
ｍ ａ

， 
Ｔ

， 
Ｉｗａｍ ｉ

， 
Ｍ ａｎｄＳａｋｕ ｒａ ｉ

，
Ｓ

（
２００４

） 
Ｅｃｄｙ ｓｔｅ ｒｏ ｉｄｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ｏｆ ｃｅ ｌ ｌｃｙ ｃ ｌ ｅａｎｄｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌａｒｃｏｍｍ ｉ ｔｍ ｅｎ ｔ

ｉ ｎ ｉ ｎ ｓ ｅｃ ｔ ｗ ｉｎｇ
ｉｍ ａｇ

ｉｎ ａ ｌｄ ｉ ｓｃ ｓ ． Ｍｏｌ Ｃｅ ｌｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏ ｌ ２ １ ３ ： １ ５ ５
－

６６ ．

Ｋｏｙａｍ ａ
， 
Ｔ

， 
Ｍ ｅｎｄｅｓ

， 
Ｃ ａｎｄ Ｍ ｉｒｔｈ

， 
ＣＫ

 （
２０ １ ３

） 
Ｍ ｅｃｈａｎ ｉ ｓｍ ｓ ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｎｇ 

ｎｕ ｔｒ ｉ ｔ ｉｏｎ －ｄ ｅｐ
ｅｎ ｄ ｅｎ ｔ ｄｅｖｅ ｌ ｏｐｍ ｅｎ ｔａ ｌ

ｐ
ｌ ａｓ ｔ ｉ ｃ ｉ ｔｙ ｔｈ ｒｏｕｇｈｏｒｇａｎ

－

ｓｐ ｅｃ ｉｆｉ ｃｅ ｆｆｅ ｃ ｔｓ ｉｎ ｉ ｎ ｓｅ ｃ ｔｓ ．ＦｒｏｎｔＰｈｙｓ ｉｏ ｌ４ ；２ ６ ３
， １ ０ ． ３ ３ ８ ９ ／

Ｆ
ｐ
ｈｙ ｓ ． ２０ １ ３ ． ００２６ ３ ．

Ｋ ｒｏｅｇｅ ｒ
，
ＫＭ

，
Ｈａｎｙａ ｌｏｇ ｌ ｕ

， 
ＡＣ

， 
Ｓｅｅｂｅｒ

，
ＲＭ

， Ｍ ｉ ｌ ｅｓ
， 
ＬＥａｎｄＥ ｉ ｄｎｅ

，ＫＡ  （
２００ １

） 
Ｃｏｎ ｓ ｔ ｉ ｔｕ ｔ ｉｖｅａｎ ｄａｇｏｎ ｉ ｓ ｔ

－

ｄｅ
ｐ
ｅｎｄ ｅｎ ｔｈｏｍｏ －ｏ ｌ ｉｇｏｍ ｅｒ ｉ ｚａｔ ｉｏｎｏ ｆ  ｔｈｅ ｔｈ

ｙ
ｒｏ ｔｒｏｐ ｉ ｎ －

ｒｅ ｌ ｅａ ｓ ｉ ｎｇ
ｈｏｒｍ ｏｎ ｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ．Ｄｅ ｔｅｃ ｔ ｉｏｎ ｉ ｎ

ｌ ｉｖ ｉ ｎｇ
ｃ ｅ ｉ ｌ ｓｕ ｓ ｉ ｎｇ

ｂ ｉｏ ｌ ｕｍ ｉｎ ｅ ｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｏｎ ａｎｃｅ ｅｎｅｒｇｙ
ｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｒ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ ２ ７６ ： １ ２ ７３ ６ －４ ３ ．

Ｋｒｏ ｌ ｉ ｃｋ
， 
ＫＮ

， 
Ｚｈｕ

， Ｑ 
ａｎｄ Ｓｈ ｉ

， 
Ｈ

 （
２０ １ ８

） 
Ｅ ｆｆｅｃ ｔｓ ｏｆ ｅ ｓｔｒｏｇｅｎ ｓ ｏｎ ｃｅｎ ｔｒａ ｌ ｎ ｅｒｖｏｕ ｓ ｓｙ ｓ ｔｅｍ ｎ ｅｕ ｒｏ ｔｒａｎ ｓｍ ｉ ｓｓ ｉｏ ｎ ：

ｉｍ ｐ
ｌ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎ ｓ ｆｏ ｒ ｓｅｘ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃｅｓ ｉｎｍｅｎ ｔａ ｌ ｄ ｉ ｓｏｒｄｅｒｓ ．Ｐｒｏｇ 

Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌＴｒａｎｓ ｌ Ｓｃ ｉ １ ６０ ： １ ０ ５ －

１ ７ １ ．

Ｋｕ ｃｈａ ｒｏｖ ａ
－Ｍａｈｍ ｏｏｄ

，Ｓ ，Ｒａｓｋａ
，Ｉ

，Ｍｅｃｈ ｌ ｅ ｒ
，ＢＭａｎｄＦ ａｒｋａｓ

，Ｒ（
２００２

）Ｔｅｍ ｐ
ｏ ｒａ ｌｒｅｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎｏｆ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｓａ ｌ ｉｖ ａｒｙｇ ｌ ａｎｄｄｅｇ
ｅｎｅｒａｔ ｉｏｎｂ

ｙ
ｔｈｅＢ ｒｏａｄ －Ｃｏｍｐ

ｌ ｅｘｔｒａｎ ｓｃｒ ｉ

ｐ ｔ ｉ ｏｎｆａｃ ｔｏｒｓ ．Ｊ Ｓｔｒｕｃ ｔ

Ｂ ｉｏ ｌ１ ４０ ：６７
－

７ ８ ．

Ｋｕｎｅｒ
，Ｒ，

Ｋｏｈｒ
，Ｇ ，Ｇｒｕｎｅｗａ ｌｄ

，Ｓ ，Ｅ ｉ ｓｅｎｈａｒｄ ｔ
，Ｇ ，

Ｂａｃｈ
， 
ＡａｎｄＫｏｍ ａｕ

，ＨＣ （
１ ９９９

）
Ｒｏ ｌ ｅｏｆ ｈｅｔｅｒｏｍ ｅｒ

ｆｏｒｍ ａｔ ｉｏｎ ｉｎＧＡＢＡＢｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ． Ｓｃ ｉｅｎｃｅ２８３ ： ７４－

７ ．

Ｋｕ ｎ ｉ ｓｈ ｉｍ ａ
， 
Ｎ

，Ｓｈ ｉｍａｄａ
， 
Ｙ

， 
Ｔｓ ｕ

ｊ
ｉ

， 
Ｙ

， 
Ｓ ａｔｏ

， 
Ｔ

， 
Ｙａｍａｍｏｔｏ

， 
Ｍ

， 
Ｋｕｍ ａｓａｋａ

， 
Ｔ

， Ｎ ａｋａｎ ｉ ｓｈ ｉ
， Ｓ ， 

Ｊ ｉｎｇａｍ
ｉ

，
Ｈａｎｄ

Ｍｏ ｒｉｋａｗａ
，Ｋ （

２０００
）Ｓ ｔｒｕ ｃｔｕｒａ ｌｂａｓ ｉ ｓｏｆ

ｇ
ｌ ｕｔａｍ ａｔｅｒｅｃｏｇｎ

ｉ ｔ ｉｏｎｂｙａｄ ｉｍ ｅｒ ｉ ｃｍ ｅ ｔａｂｏｔｒｏｐ
ｉ ｃ

ｇ
ｌｕｔａｍ ａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ． Ｎａｔｕｒｅ ４０７ ：９７ １

－９７７ ．

Ｌａｇｕｅｕ
ｘ

， 
Ｍ

， 
Ｈｅｔｒｕ

， 
Ｃ

， 
Ｇｏ ｌ ｔｚｅｎｅ

， 
Ｆ

， 
Ｋａ

ｐｐ
ｌ ｅｒ

， 
ＣａｎｄＨｏｆ ｆｍ ａｎｎ

， ＪＡ
 （

１ ９７９
） 
Ｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅｔ ｉ ｔｅｒ ａｎｄｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ

ｉ ｎｒｅ ｌ ａｔ ｉｏｎ ｔｏｃｕ ｔ ｉ ｃｕ ｌｏｇｅｎｅｓ ｉ ｓ ｉｎｅｍｂ ｉｙｏｓ ｏｆ 
Ｌｏｃｕｓ ｔａ Ｍｉｇｒａ ｔｏｒ ｉａ ． Ｊ Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ ２５ ： ７０９ － ７２ ３ ．

Ｌａｍ
，
Ｇ ａｎ ｄ Ｔｈｕｍｍｅ ｌ

，
Ｃ Ｓ

 （
２０００

）
Ｉｎｄｕｃ ｉｂ ｌ ｅ ｅｘｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ ｄｏｕｂ ｌ ｅ
－

ｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡｄ ｉｒｅｃ ｔｓｓｐｅｃ ｉ ｆ ｉ ｃ
ｇｅｎ ｅｔ ｉ ｃ

ｉ ｎ ｔｅｒｆｅｒｅｎ ｃｅ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ．Ｃｕｒｒ Ｂｉｏ ｌ１ ０ ：９ ５ ７ －９６ ３ ．

Ｌａｍ
，ＧＴ，

Ｊ ｉ ａｎｇ ，ＣＡａｎｄＴｈｕｍｍ ｅ ｌ

，
ＣＳ

（
１ ９９７

）
Ｃｏｏｒｄ ｉ ｎａｔ ｉｏｎｏｆ  ｌ ａｒｖａ ｌａｎｄ

ｐ
ｒｅｐｕｐａ ｌ

ｇ
ｅｎ ｅｅ ｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｂ

ｙ

９ １




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

ｔｈｅ ＤＨＲ３ｏｒｐ
ｈａｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｕｒ ｉｎｇ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｍ ｅｔａｍｏｒｐｈｏ ｓ ｉ ｓ ． Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ１ ２４ ：１ ７５７ －

１ ７６９ ．

Ｌａｎ
，Ｑ ｓ

Ｈ ｉ ｒｕｍ ａ
，
Ｋ

，Ｈｕ
，Ｘ ，Ｊ ｉｎｄｒａ

，ＭａｎｄＲ ｉｄｄ ｉｆｏ ｒｄ
，ＬＭ（

１ ９９９
）
Ａｃｔｉｖａｔ ｉｏｎｏ ｆ ａｄｅ ｌ ａｙｅｄ

－

ｅａｒ ｌｙｇｅｎ ｅ

ｅｎｃｏｄ ｉｎｇ
ＭＨＲ３ｂ

ｙｔｈｅｅ ｃｄｙ
ｓｏｎｅｒｅｃｅｐ ｔｏｒｈｅｔｅｒｏｄ ｉｍ ｅｒＥｃＲ－Ｂ ｌ

－ＵＳＰ－

１ｂｕｔｎｏ ｔｂｙ
ＥｃＲ－Ｂ ｌ

－

ＵＳＰ －２ ．Ｍｏ ｌ Ｃｅ ｌｌ Ｂｉｏ ｌ １ ９ ：４ ８９７
－９０６ ．

Ｌａｒｋ
， 

Ａ
， 
Ｋ ｉ ｔａｍｏｔｏ

， 
Ｔ ａｎｄ Ｍａｒｔ ｉｎ

， 
ＪＲ

 （
２０ １ ７

） 

Ｍｏｄｕ ｌａｔ ｉｏｎ ｏ ｆ ｎｅｕｒｏｎａ ｌ ａｃｔ ｉｖｉｔｙ 
ｉｎ ｔｈｅ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｍ ｕ ｓｈｒｏｏｍ

ｂｏｄｙ
ｂｙ

Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ

，
ａｕｎ ｉ

ｑｕｅ
ｄｕａｌｒｅｃｅｐ

ｔｏｒｆｏ ｒｅｃｄｙ ｓｏｎｅａｎｄｄｏｐａｍ ｉｎｅ ．Ｂ ｉｏｃｈ ｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａ ｃ ｔａ

１ ８６４ ：１ ５ ７ ８
－

１ ５ ８ ８ ．

Ｌａｙ ａ ｌ ｌｅ
，
Ｓ

， 
Ａｒｑｕ ｉｅｒ

，
ＮａｎｄＬｅｏｐｏ ｌｄ

，
Ｐ

（
２００ ８

）
ＴｈｅＴＯＲ

ｐ
ａｔｈｗａｙ

ｃｏｕｐ ｌｅ ｓｎｕｔｒ ｉｔｉｏｎａｎｄｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔａｌ

ｔ ｉｍ ｉ ｎｇ
ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ． Ｄｅｖ Ｃｅ ｌｌ １ ５ ：５ ６ ８

－７７ ．

Ｌｅｅ
， 
Ｇ ａｎｄ Ｐａｒｋ

， 
ＪＨ

 （
２００４

） 

Ｈｅｍｏ ｌ

ｙｍｐ
ｈ ｓｕｇａｒ ｈｏｍ ｅｏｓｔａｓ ｉ ｓ ａｎｄ ｓｔａｒｖａｔ ｉｏｎ －

ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｙｐｅｒａｃｔｉｖ ｉ ｔ
ｙ 
ａｆｆｅｃｔｅｄ

ｂｙｇｅｎｅｔｉｃｍ ａｎ ｉ

ｐ
ｕ ｌ ａｔ ｉｏｎ ｓｏｆｔｈｅａｄ ｉｐｏｋ ｉｎｅｔ ｉｃｈｏｒｍｏｎｅ－

ｅｎｃｏｄ ｉｎｇｇｅｎ ｅ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ

ｍｅ ｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ．Ｇｅｎｅ ｔｉｃｓ１ ６７ ：３ １ １
－２ ３ ．

Ｌｅｅ
，
ＳＰ

，
Ｓｏ

，
ＣＨ

，
Ｒａｓｈ ｉ ｄ

， 
ＡＪ

，
Ｖａｒｇｈｅ ｓｅ

，Ｇ ｓＣｈ ｅｎｇ ，
Ｒ

，
Ｌａｎｃａ

， 
ＡＪ

，
Ｏ

＇

Ｄｏｗｄ
，
ＢＦａｎｄＧｅｏｒｇｅ ，

ＳＲ
（
２００４

）

Ｄｏ
ｐ
ａｍ ｉｎ ｅＤ １ａｎｄＤ２ｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏ－ａｃｔ ｉｖａｔ ｉｏｎｇｅｎｅｒａｔｅ ｓａｎｏｖｅ ｌ

ｐ
ｈｏｓｐｈｏ ｌ ｉ

ｐ
ａｓｅＣ －ｍ ｅｄ ｉａｔｅｄ

ｃａ ｌ ｃ ｉｕｍ ｓ ｉ
ｇ
ｎａ ｌ ． Ｊ Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ ２７９ ；３ ５ ６７ １

－

８ ．

Ｌｅｐｅｓ
ａｎ ｔ

，ＪＡ
，Ｌｅｖｉｎｅ

，Ｍ ，Ｇａｒｅｎ
，Ａ ，

Ｌｅｐｅ ｓａｎｔ
－Ｋ ｅ

ｊ
ｚ ｌａｒｖｏａ

，Ｊ
，Ｒａｔ ，ＬａｎｄＳ ｏｍｍ ｅ

－Ｍａｒｔ ｉｎ
，Ｇ（

１ ９ ８２
）

Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎｔａ ｌ ｌｙ
ｒｅｇｕ ｌａｔｅｄ

ｇｅ
ｎ ｅｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ  ｌａｒｖａ ｌｆａｔ ｂｏｄ ｉ ｅ ｓ ． Ｊ Ｍｏ ｌ

Ａｐｐｌ Ｇｅｎｅ ｔ

１ ： ３ ７ １
－

８ ３ ．

Ｌ ｉ
， 
Ｃ

，
Ｃｈｅｎ

， 
Ｍ

ｓ
Ｓ ａｎｇ ， 

Ｍ
， 
Ｌ ｉ ｕ

， 
Ｘ

， 
Ｗｕ

， 
Ｗ ａｎｄ Ｌ ｉ

， 
Ｂ

（
２０ １ ３

）
Ｃｏｍｐａｒａｔ ｉｖｅ

ｇｅｎｏｍ ｉ ｃａｎａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓａｎｄ ｅｖｏ ｌ ｕｔ ｉｏｎ

ｏｆ ｆａｍ ｉ ｌｙ
－ＢＧ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ－

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄ ｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓ ｆｒｏｍ ｓ ｉｘ ｍｏｄｅ ｌ ｉｎｓｅｃ ｔ ｓｐｅｃ ｉ ｅ ｓ ．Ｇｅｎｅ ５ １ ９ ：１
－

１ ２ ．

Ｌ ｉ
， 
Ｆ

， 
Ｄ ｅ Ｇｏｄｏｙ， 

Ｍ ａｎｄ Ｒａｔｔａｎ
，
Ｓ

（
２０ ０４

） 

Ｒｏ ｌｅ ｏｆ ａｄ ｅｎｙ
ｌ ａｔｅ ａｎｄ

ｇｕａｎｙ ｌ ａｔｅｃｙ ｃ
ｌａｓｅｓ ｉｎｂｅｔａ ｌ

－

， 
ｂｅｔａ２ －

， 
ａｎｄ

ｂｅｔａ３ －ａｄｒｅｎｏ ｃｅｐｔｏｒ－ｍ ｅｄ ｉａｔｅｄ ｒｅ ｌ ａｘａｔ ｉｏｎｏｆ  ｉｎｔｅ ｒｎ ａ ｌ ａｎａ ｌ ｓｐｈ ｉｎｃｔｅｒ ｓｍｏｏ ｔｈｍｕｓｃ ｌｅ ． ＪＰｈａｒｍａｃｏ ｌ

Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ ３ ＱＳ ：１ １ １ １
－ ２０ ．

Ｌ ｉ

，
ＹＢ

，Ｌ ｉ
，ＸＲ ，Ｙａｎｇ ，

Ｔ
，Ｗａｎｇ ，ＪＸａｎｄＺｈａｏ

，ＸＦ （
２０ １ ６

）
Ｔｈｅｓｔｅｒｏ ｉ ｄｈｏ ｒｍｏｎ ｅ２０

－

ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏｎｅ

ｐｒｏｍｏ ｔｅ ｓｓｗ ｉ ｔｃｈ ｉ ｎ
ｇ

ｆｒｏｍａｕ ｔｏｐ
ｈａｇｙ ｔｏａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓｂｙ

ｉｎｃ ｒｅａｓ ｉｎｇ ｉｎ ｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒｃａ ｌｃ ｉ ｕｍ ｌｅｖｅ ｌ ｓ ．

Ｉｎｓｅｃｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｂ ｉｏ ｌ ７９ ： ７３
－ ８６ ．

Ｌ ｉｎ
， 
Ｘ ａｎｄＳｍ ａｇｇｈ ｅ ， 

Ｇ
（
２０ １ ８

）
Ｒｏ ｌ ｅｓ ｏｆ  ｔｈ ｅ ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉｎｓ ｉ

ｇ
ｎａ ｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ｉｎ ｉｎｓ ｅ ｃ ｔｄ ｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄｏｒｇａｎ

ｇｒｏｗｔｈ ． Ｐｅｐ ｔ ｉｄｅｓ１ ２２
， １ ６９９２ ３ ．

Ｌ ｉ ｕ
， 
ＰＣ

， 
Ｗａｎｇ ， 

ＪＸ
， 
Ｓ ｏｎｇ ， ＱＳ ａｎｄ Ｚｈ ａｏ

， 

ＸＦ
 （
２ ０ １ １

） 

Ｔｈｅ
ｐａｒｔ ｉ ｃ ｉ

ｐａｔ ｉｏｎ ｏｆ ｃａ ｌ

ｐｏｎ ｉｎ  ｉｎ 
ｔｈｅ ｃｒｏ ｓ ｓ  ｔａ ｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ

２０ －ｈｙ
ｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏｎｅａｎｄ

ｊ
ｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅｈｏｒｍｏｎｅｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎｇｐａｔｈｗａｙ ｓｂｙｐｈｏ ｓｐｈｏｒｙ

ｌａｔ ｉｏｎｖａｒ ｉ ａｔｉｏｎ ．

ＰＬｏＳ Ｏｎｅ６
， 
ｅ ｌ ９７７６ ．

Ｌ ｉｕ
，Ｗ，Ｃａ ｉ

，ＭＪ
ＳＷａｎｇ ，ＪＸａｎｄＺｈａｏ

，ＸＦ （
２０ １ ４ａ

）Ｉｎａｎｏｎｇｅｎｏｍ ｉｃａｃｔ ｉｏｎ
，ｓｔｅｒｏ ｉ ｄｈｏｒｍｏｎｅ２０ －

ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ｉｎｄｕｃｅ ｓｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈｏ ｒ
ｙ

ｌａｔｉｏｎｏｆｃｙｃ ｌ ｉｎ
－ｄ ｅｐｅｎｄｅｎｔｋ ｉｎａｓｅ１ ０ｔｏｐ

ｒｏｍｏｔｅｇｅｎ ｅ

ｔｒａｎ ｓｃｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎ ． Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌｏｇｙ

１ ５５ ：１ ７３ ８
－

５ ０ ．

Ｌ ｉｕ
， 
Ｗ

，Ｃａ ｉ
，
ＭＪ

？
Ｚｈ ｅｎｇ ，

ＣＣ
，
Ｗａｎｇ ，

ＪＸａｎｄＺｈａｏ
，
ＸＦ

（
２０ １ ４ｂ

）
Ｐｈｏｓｐｈｏ ｌ ｉ

ｐａｓ ｅＣｇａｍｍａ ｌｃｏｎｎｅｃｔｓｔｈｅ

ｃ ｅ ｌ ｌ ｍ ｅｍｂ ｒａｎｅ
ｐａｔｈｗ ａｙ

ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｃ ｌ ｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐａｔ

ｈｗａｙ
ｉｎ ｉｎ ｓ ｅｃｔ ｓｔｅｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎｅ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ ．Ｊ

Ｂ ｉｏｌ Ｃｈｅｒｎ ｉｙ １ ３ ０２６ －４ １ ．

Ｌｏｈ ｓｅ
，

ＭＪ
，
Ｂ ｅｎｏｖ ｉｃ

，
ＪＬ

，
Ｃｏｄ ｉｎａ

，
Ｊ

，
Ｃａｒｏｎ

，

ＭＧａｎｄＬｅｆｋｏｗ ｉｔｚ
，
ＲＪ

（
１ ９９０

）
ｂｅｔａ

－Ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ ：ａ
ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｔｈａｔ

ｒｅｇｕ ｌ ａｔｅｓ ｂ ｅｔａ
－

ａｄｒｅｎｅｒｇ ｉ ｃｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ． Ｓｃ ｉｅｎｃｅ ２４８ ： １ ５４７ －

５０ ．

Ｌｕｔｔｒｅ ｌ ｌ
，ＬＭ （

２００５
）
Ｃｏｍｐｏｓ ｉｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔ ｉｏｎｏｆ

ｇｐ ｒｏｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕ
ｐ

ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓ ｉｇｎａ ｌ ｓｏｍｅ ｓｃｏｎｔｒｏ ｌ ｌ ｉｎ
ｇ

ｍ ｉ ｔｏｇｅｎ
－

ａｃｔ ｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ｋ ｉｎａｓｅａｃｔ ｉ ｖ ｉ ｔｙ ． ＪＭｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ ２６ ： ２５ ３ －６４ ．

Ｌｕ ｔｔｒｅ ｌ ｌ
，
ＬＭ

， 
Ｆｅｒｇｕ ｓｏｎ

，
ＳＳＧ

， 
Ｄａａｋａ

， 
Ｙ

， 
Ｍ ｉ ｌ ｌ ｅｒ

， 
ＷＥ

， 
Ｍａｕｄ ｓ ｌ ｅｙ， 

Ｓ
，
Ｄｅ ｌ ｌ ａ Ｒｏｃｃａ

， 
ＧＪ

Ｓ 
Ｌ ｉｎ

， 
ＦＴ

， 
Ｋａｗａｋａｔｓｕ

，

Ｈ
，Ｏｗａｄａ

，Ｋ ，Ｌｕｔｔｒｅ ｌ ｌ
，ＤＫ ，Ｃａｒｏｎ ，ＭＧａｎｄＬｅｆｌｃｏｗ ｉ ｔｚ

，ＲＪ
（

１ ９９９
）ｂｅｔａ

－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ －ｄ ｅ
ｐ
ｅｎｄｅｎｔ

ｆｏｒｍ ａｔ ｉｏｎｏ ｆ ｂｅｔａ
（
２

）
ａｄ ｒｅｎ ｅ ｒ

ｇ
ｉ ｃｒｅｃｅｐ ｔｏｒＳ ｒｃ

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ｋ ｉ ｎａｓｅｃｏｍ
ｐ

ｌ ｅｘｅｓ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ ２８３ ：６ ５ ５
－６ ６ １ ．

９２
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

Ｍａ
，
Ｚ

，
Ｇｕｏ

，
Ｗ

，
Ｇｕｏ

，Ｘ ， 
Ｗａｎｇ ， 

ＸａｎｄＫ ａｎｇ ，Ｌ（
２ ０ １ １

）
Ｍｏｄｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏｆ ｂ ｅｈ ａｖ ｉｏ ｒａ ｌ

ｐ
ｈａｓ ｅｃｈａｎｇｅ ｓｏｆ ｔｈ ｅ

ｍ ｉｇｒａｔｏ ｒｙ
ｌｏｃｕ ｓｔ ｂｙ 

ｔｈ ｅ ｃａｔｅｃｈｏ ｌ ａｍ ｉ ｎｅ ｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｃ
ｐａｔｈｗａ

ｙ
． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ ＳｃｉＵＳＡ１ ０８ ：３ ８ ８ ２ －

７ ．

Ｍａｇｇ ｉｏ ｌ ｉ ｎ ｉ
， 
ＭａｎｄＰ ｉ ｃａｒｄ

，
Ｄ

（
２ ０ １ ０

） 
Ｔｈｅｕｎｆｏ ｌｄ ｉｎ

ｇ
ｓｔｏｒ ｉ ｅｓ ｏｆ ＧＰＲ３ ０

， 
ａｎ ｅｗｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅ －ｂｏｕｎｄｅｓｔｒｏｇｅｎ

ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ． Ｊ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ２ ０４ ： １ ０ ５
－

１ ４ ．

Ｍａｎａｂｏｏｎ
，
Ｍ

，
Ｉｇａ ，

Ｍ
，

Ｉｗａｍ ｉ
， 
Ｍ ａｎｄＳ ａｋｕ ｒａ ｉ

，
Ｓ
 （
２００９

）
Ｉ ｎｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒｍ ｏｂ ｉ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎｏｆ Ｃａ

２＋

ｂ
ｙ

ｔｈ ｅ ｉｎ ｓｅｃ ｔ

ｓｔｅｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎ ｅ ２０ － ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅｄｕｒｉｎｇｐ
ｒｏｇｒａｍｍ ｅｄｃｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ ｉｎｓ ｉ ｌｋｗｏｒｍａｎ ｔｅｒｉｏｒ ｓ ｉ ｌｋ

ｇ
ｌ ａｎｄｓ ． Ｊ Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｐｈｙｓｉｏ ｌ ５５ ： １ ２ ２ － ８ ．

Ｍａｎ ｅ －Ｐ ａｄ ｒｏｓ
，
Ｄ

，
Ｃ ｒｕｚ

，Ｊ ，
Ｃｈ ｅｎｇ ， 

Ａａｎ ｄＲａ ｉｋｈ ｅ ｌ
， 
ＡＳ

 （
２０ １ ２

） 
Ａｃｒ ｉ ｔ ｉ ｃａ ｌｒｏ ｌ ｅｏ ｆ  ｔｈ ｅｎ ｕ ｃ ｌ ｅａｒｒｅｃｅｐ ｔｏｒＨＲ３

ｉ ｎｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏ ｆ
ｇｏ

ｎａｄｏｔｒｏｐｈ ｉ ｃ ｃｙｃ
ｌ ｅ ｓｏ ｆ  ｔｈ ｅｍｏ ｓｑ

ｕ ｉ ｔｏ Ａ ｅｄｅｓ ａｅｇｙｐ ｔ ｉ ．ＰＬｏＳ Ｏｎｅ７
，ｅ４ ５ ０ １ ９ ．

Ｍ ａ ｒ ｉ ｎ ｉ ｓｓｅｎ
，Ｍ ＪａｎｄＧｕ ｔｋ ｉ ｎ ｄ

， Ｊ Ｓ （
２００ １

） 
Ｇ －

ｐ
ｒｏｔｅ ｉ ｎ

－

ｃｏｕｐ
ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ｓａｎｄｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎｇ

ｎ ｅｔｗｏｒｋ ｓ ：ｅｍ ｅ ｒ
ｇ ｉ ｎｇ

ｐ
ａ ｒａｄ ｉｇｍ ｓ ．ＴｒｅｎｄｓＰｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｓｃ ｉ２２ ：３ ６ ８ －７６ ．

Ｍａｒ ｉ ｎｏ
，Ｍ ，Ｇａ ｌ ｌ ｕｚｚｏ

，ＰａｎｄＡ ｓ ｃ ｅｎｚ ｉ
，Ｐ （

２００６
）
Ｅｓ ｔｒｏｇｅｎｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｍ ｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌ ｅ

ｐａｔｈｗ ａｙ ｓｔｏ ｉｍ
ｐ
ａｃ ｔ

ｇｅｎｅ

ｔｒａｎ ｓｃｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎ ． ＣｕｒｒＧｅｎｏｍ ｉｃｓ ７ ： ４９７－

５ ０ ８ ．

Ｍ ａｒｔｏ ｒａｎａ
， 
Ａ ａｎｄ Ｋｏ ｃｈ

， 
Ｇ

（
２０ １ ４

） 

＂

Ｉ ｓ ｄｏｐａｍ ｉ ｎ ｅ ｉ ｎｖｏ ｌｖ ｅｄ ｉｎ Ａ ｌ ｚｈ ｅ ｉｍ ｅｒ
＇

ｓ ｄ ｉ ｓｅａｓｅ？
＂

． Ｆｒｏｎｔ Ａｇ ｉｎｇ 

Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ

６ ：２ ５ ２ ．

Ｍ ｃＤｏｎ ａ ｌ ｄ
，
ＰＨ

，
Ｃｈｏｗ

，
ＣＷ

，
Ｍ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ

，ＷＥ
，
Ｌａ

ｐ
ｏ ｒｔｅ

， 
ＳＡ

，Ｆ ｉ ｅ ｌ ｄ
，
ＭＥ

， 
Ｌ ｉｎ

，
ＦＴ

，
Ｄａｖ ｉ ｓ

， 
ＲＪａｎｄＬ ｅ ｆｋｏｗ ｉ ｔｚ

， 
ＲＪ

（
２０００

） 
ｂ ｅｔａ

－Ａｒｒｅ ｓ ｔ ｉｎ２ ： Ａ ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ
－

ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅｄ ＭＡＰＫｓ ｃａ ｆｆｏ ｌ ｄｆｏｒ  ｔｈ ｅ ａｃｔ ｉｖａ ｔ ｉｏｎ ｏｆ ＪＮＫ ３ ． Ｓｃ ｉｅｎｃｅ

２９０ ： １ ５ ７４ －

１ ５ ７７ ．

Ｍ ｉ ｌｇ ｒｏｍ
，Ｅ ，Ａ ｔｇ

ｅ ｒ
，Ｍａｎ ｄＢａｕ ｌ ｉ ｅｕ

，ＥＥ（
１ ９７３

）Ｓ ｔｕｄ ｉ ｅ ｓｏｎｅｓｔｒｏｇｅｎｅ ｎ ｔ ｒｙ ｉ ｎ ｔｏｕｔｅ ｒ ｉｎ ｅｃｅ ｌ ｌ ｓａｎ ｄｏｎ

ｅ ｓｔｒａｄ ｉｏ ｌ

－

ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｃｏｍ ｐ
ｌｅｘａ ｔｔａｃｈｍ ｅｎ ｔ ｔｏ  ｔｈｅｎｕ ｃ ｌ ｅｕ ｓ

－

ｉ ｓ  ｔｈ ｅｅｎ ｔ ｒｙ
ｏｆ ｅｓ ｔｒｏｇｅｎ ｉｎ ｔｏｕ ｔｅ ｒ ｉｎｅｃｅ ｌ ｌ ｓ

ａ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －ｍ ｅｄ ｉ ａ ｔｅｄ
ｐ ｒｏｃｅｓｓ？ Ｂ ｉｏｃｈ ｉｍＢ ｉｏｐｈｙｓ Ａ ｃｔａ ３２０ ：２６７ －

８ ３ ．

Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｇａｎ ，Ｇ ，Ｗａｒｄ
，ＲＪａｎｄＭａｒｓａｎｇｏ ，

Ｓ
（
２ ０ １ ９

）
Ｇ ＰＣＲｈｏｍｏ －ｏ ｌ ｉ

ｇ
ｏｍ ｅ ｒ ｉｚａｔ ｉｏｎ ．ＣｕｒｒＯｐ ｉｎＣｅ ｌｌ Ｂ ｉｏｌ５７ ：

４０ －４７ ．

Ｍ ｉｎ ａｋｕ ｃｈ ｉ
，
Ｃ

，Ｎａｋ ａｇａ
ｗａ

，
Ｙ

，
Ｋａｍ ｉｍ ｕ ｒａ

，ＭａｎｄＭ ｉｙａｇａｗａ
，Ｈ （

２００ ３
）
Ｂ ｉ ｎｄ ｉｎｇ

ａｆｆ ｉ ｎ ｉ ｔｙ
ｏｆ ｎｏｎ ｓｔｅｒｏ ｉ ｄａ ｌ

ｅｃｄｙ ｓｏｎｅａｇｏ ｎ ｉ ｓ ｔｓａｇａ ｉｎ ｓｔｔｈ ｅｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｃｏｍ ｐ ｌ ｅｘｄｅ ｔｅ ｒｍ ｉ ｎ ｅｓｔｈ ｅｓ ｔｒｅｎｇｔｈｏ ｆ ｔｈ ｅ ｉ ｒ

ｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎｇ
ｈｏｒｍｏｎａ ｌａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ ．Ｅｕｒ Ｊ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ２７０ ：４ ０９５ －

１ ０４ ．

Ｍ ｉ ｒｔｈ
，ＣＫ ，Ｔｒｕｍａｎ

，ＪＷａｎｄＲ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，ＬＭ （

２ ００９
）Ｔｈ ｅＥｃｄｙ ｓｏｎ ｅｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ｓｔｈ ｅ

ｐｏ ｓ ｔ
－

ｃ ｒ ｉ ｔ ｉ ｃａ ｌ

ｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔｓｗ ｉ ｔｃ ｈ ｔｏｎ ｕ ｔｒ ｉ ｔ ｉ ｏｎ

－

ｉ ｎ ｄ ｅｐ
ｅｎ ｄｅｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｉ ａ ｔ ｉｏｎ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｗ ｉ ｎｇ ｉｍａｇ

ｉ ｎａ ｌｄ ｉ ｓｃ ｓ ．

Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ１ ３６ ：２ ３ ４ ５
－２３ ５ ３ ．

Ｍ ｉ ｓｏ ｆ
，ＢＬ ｉ ｕ

，ＳＭ ｅ ｕ ｓｅｍａｎ ｎ
，ＫＰｅ ｔｅ ｒ ｓ

，ＲＳＤｏｎ ａｔｈ
，ＡＭａｙｅ ｒ

，ＣＦ ｒａｎｄ ｓ ｅｎ
，ＰＢＷａｒｅ

，ＪＦ ｌｏ ｕ ｒ ｉ

，ＴＢ ｅｕ ｔｅ ｌ

，

ＲＧＮ ｉ ｅ ｈ ｕ ｉ ｓ
， 
ＯＰｅｔｅ ｒｓｅｎ

， 
Ｍ Ｉｚ

ｑ
ｕ ｉ ｅｒｄｏ

－Ｃａｒｒａｓｃｏ
， 
ＦＷａ

ｐｐ
ｌ ｅ ｒ

， 
ＴＲｕ ｓ ｔ

， 
ＪＡｂｅ ｒｅｒ

， 
ＡＪＡｓｐｏｃｋ ， 

ＵＡ ｓｐｏ ｃｋ
，

ＨＢ ａｒｔｅ ｌ

，ＤＢ Ｉ ａｎｋｅ
，ＡＢｅ ｒｇｅ ｒ

，ＳＢｏｈｍ
，ＡＢ ｕｃｋ ｌ ｅｙ，ＴＲＣａ ｌ ｃｏｔｔ

，ＢＣｈｅｎ ，ＪＦ ｒ ｉｅｄ ｒ ｉ ｃｈ
，ＦＦ ｕｋｕ ｉ

，

ＭＦｕ
ｊ

ｉ ｔａ
，ＭＧ ｒｅｖｅ

，ＣＧｒｏｂ ｅ
，ＰＧｕ

，ＳＨｕａｎｇ ，Ｙ Ｊｅ ｒｍ ｉ ｉ ｎ
，ＬＳＫａｗａｈａｒａ

，ＡＹＫｒｏｇｍ ａｎｎ
，ＬＫ ｕｂ ｉ ａｋ

，

ＭＬａｎｆｅａｒ
， 
ＲＬｅｔ ｓｃｈ

， 
ＨＬ ｉ

， 
ＹＬ ｉ

， 
ＺＬ ｉ

， 
ＪＬｕ

， 
ＨＭ ａｃｈ ｉ ｄａ

， 
ＲＭａｓｈ ｉｍｏ

， 
ＹＫａｐ

ｌ ｉ
， 
ＰＭ ｃＫｅｎｎａ

， 
ＤＤＭ ｅｎｇ ，

ＧＮａｋａｇａｋ ｉ
， 
ＹＮａｖａｒｒｅｔｅ

－Ｈｅｒｅｄ ｉ ａ
， 
ＪＬＯ ｔｔ

， 
ＭＯｕ

， 
ＹＰａ ｓ ｓ

， 
ＧＰｏｄｓ ｉ ａｄ ｌ ｏｗｓｋ ｉ

， 
ＬＰｏｈ ｌ

， 
Ｈｖｏｎ Ｒｅｕｍｏｎ ｔ

，

ＢＭＳ ｃｈｕｔｔｅ
，ＫＳ ｅｋ ｉｙａ ，

ＫＳｈ ｉｍ ｉ ｚｕ
，Ｓ Ｓ ｌ ｉ

ｐ ｉｎｓｋ ｉ
，Ａ Ｓｔａｍ ａｔａｋ ｉ ｓ

，
ＡＳｏｎｇ ，Ｗ Ｓ ｕ

，
ＸＳｚｕ ｃ ｓ ｉ ｃｈ

，
ＮＵＴａｎ

，

ＭＴａｎ
，ＸＴａｎｇ ，ＭＴａｎｇ ，ＪＴ ｉｍ ｅ ｌｔｈａ ｌｅｒ

，ＧＴｏｍ ｉｚｕｋａ
，ＳＴｒａｕｔｗｅ ｉｎ

，ＭＴｏｎｇ ，ＸＵｃｈ ｉ ｆｕｎｅ
，ＴＷａ ｌ ｚ ｌ

，

ＭＧＷ ｉ ｅｇｍａｎｎ
， 
ＢＭＷ ｉ ｌ ｂ ｒａｎｄｔ

， 
ＪＷ ｉ

ｐ
ｆｌ ｅ ｒ

， 
ＢＷｏｎ

ｇ ， 
ＴＫＷｕ

， ＱＷｕ
， 
ＧＸ ｉ ｅ

， 
ＹＹａｎｇ ， 

ＳＹａｎｇ ， ＱＹｅａｔｅ ｓ
，

ＤＫＹｏ ｓｈ ｉｚａｗａ
， 
ＫＺｈａｎｇ ， ＱＺｈ ａｎｇ ， 

ＲＺｈａｎｇ ， 
ＷＺｈａｎｇ ， 

ＹＺｈａｏ
， 
ＪＺｈｏｕ

， 
ＣＺｈｏｕ

， 
ＬＺ ｉ ｅ ｓｍ ａｎｎ

， 
ＴＺｏｕ ，

ＳＬ ｉ
，ＹＸｕ

，ＸＺｈａｎｇ ，
ＹＹａｎ ｇ ，ＨＷａｎｇ ，ＪＷａｎｇ ，ＪＫｊ

ｅ ｒ
，ＫＭａｎｄＺｈｏｕ

，Ｘ（
２０ １ ４

）
Ｐｈｙ ｌｏｇ

ｅｎｏｍ ｉ ｃ ｓ

ｒｅ ｓｏ ｌｖ ｅ ｓ  ｔｈ ｅ ｔ ｉｍ ｉｎｇ
ａｎｄ

ｐ
ａｔｔｅｒｎｏｆ  ｉｎ ｓｅ ｃ ｔ ｅｖｏ ｌ ｕ ｔ ｉｏｎ ．Ｓｃ ｉｅｎｃｅ ３４６ ： ７６ ３ －

７ ．

Ｍ ｉ ｓｓａ ｌ ｅ
，Ｃ ，Ｎ ａ ｓｈ

，ＳＲ ，Ｒｏｂ ｉ ｎ ｓｏｎ
，ＳＷ，Ｊａｂｅｒ ，ＭａｎｄＣａｒｏｎ

，ＭＧ（
１ ９９ ８

）Ｄｏｐａｍ ｉｎ ｅｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓ ：Ｆｒｏｍ

ｓｔｒｕ ｃ ｔｕ ｒｅ ｔｏｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ． Ｐｈｙｓ ｉｏ ｌ Ｒｅｖ ７８ ： １ ８ ９ －２２ ５ ．

９３
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Ｍｏｒａｓ
， 
Ｄ ａｎｄ Ｇｒｏｎ ｅｍ ｅ

ｙ
ｅｒ

， 
Ｈ

（
１ ９９ ８

） 

Ｔｈ ｅ ｎｕ ｃ ｌ ｅａｒ ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ  ｌ ｉ

ｇａｎｄ
－

ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ 

ｄｏｍ ａ ｉｎ ： ｓ ｔｒｕ ｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕ ｎ ｃｔ ｉｏｎ ．

Ｃｕｒｒ Ｏｐ ｉｎＣｅ ｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ１ ０ ：３ ８４ －

３ ９ １ ．

Ｍｏｕ ｓ ｓ ｉａｎ
，Ｂ（

２０ １ ０
）Ｒｅｃｅｎ ｔａｄｖａｎｃｅ ｓ ｉ ｎｕｎｄｅｒｓ ｔ ｚｍｄ ｉｎｇ

ｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍ ｓｏｆ ｉｎｓｅｃｔｃｕｔ ｉ ｃ ｌ ｅｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔ ｉａｔ ｉｏｎ ．

Ｉｎｓｅｃｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂｉｏ ｌ ４０ ：３ ６ ３
－７ ５ ．

Ｍｕｒｇａ， 
Ｃ

， 
Ａｒｃｏｎｅ ｓ

， 
ＡＣ

， 
Ｃ ｒｕｃｅ ｓ

－Ｓａｎｄｅ
， 
Ｍ

， 
Ｂｒｉｏｎｅｓ

， 

ＡＭ
， 
Ｓａ ｌ ａ ｉｃｅ ｓ

， 
Ｍ ａｎｄ Ｍａｙｏｒ

， 
Ｆ

， 
Ｊｒ．

（
２０ １ ９

） 
Ｇ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ－

ｃｏｕｐ ｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｋ ｉｎａｓｅ２（
ＧＲＫ２

）ａｓａ
ｐｏｔｅｎｔ ｉａ ｌｔｈｅｒａｐｅｕｔ ｉ ｃｔａｒｇｅｔ ｉｎｃａｒｄ ｉｏｖａｓｃｕ ｌａｒａｎｄ

ｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｃｄ ｉｓ ｅ＾ＳＱ Ｓ ． Ｆｒｏｎ ｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ１ ０ ： １ １ ２ｄｏ ｉ
：１ ０ ． ３ ３ ８ ９／ｆ

ｐ
ｈａｒ ． ２０ １ ９ ． ００ １ １ ２ ．

Ｍｕｓｔａｒｄ
，ＪＡ ，Ｂｅｇｇｓ

，ＫＴａｎｄＭｅｒｃｅｒ
，ＡＲ（

２０ ０ ５
）Ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒｂ ｉｏ ｌｏｇｙｏｆｔｈｅ ｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｄｏｐａｍ ｉｎｅ

ｒｅｃｅｐ
ｔｏ ｒｓ ． Ａ ｒｃｈ Ｉｎｓｅｃｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｐｈｙｓ ｉｏ ｌ ５９ ； １ ０ ３

－

１ ７ ．

Ｎｅｖｅ
，ＫＡ ，Ｓｅａｍａｎｓ

，ＪＫａｎｄＴｒａｎｔｈａｍ －Ｄａｖ ｉｄ ｓｏｎ
，Ｈ（

２００４
）
Ｄｏ

ｐ
ａｍ ｉｎｅｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ ．ＪＲｅｃｅｐ ｔ

Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃ ｔ Ｒｅｓ ２Ａ ：１ ６５
－２０５ ．

Ｎｅｖｅ ｓ
， 
ＳＲ

， 
Ｒａｍ

， 
ＰＴ ａｎｄ Ｉｙｅｎｇａｒ

， 
Ｒ

 （
２００２

）
Ｇ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ

ｐａ ｔｈｗａｙｓ ．Ｓｃｉｅｎｃｅ ２９６ ：１ ６ ３ ６－９ ．

Ｎ ｉ
ｊ
ｈｏｕ ｔ

，ＨＦ，Ｒｉｄｄ ｉ ｆｏｒｄ
，ＬＭ ，Ｍ ｉｒｔｈ

，Ｃ ｓＳｈ ｉｎｇ ｌ ｅｔｏｎ
，ＡＷ？Ｓｕｚｕｋ ｉ

，ＹａｎｄＣａ ｌ ｌ ｉ ｅｒ
，Ｖ（

２０ １ ４
）Ｔｈｅ

ｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔａ ｌｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ｏｆ ｓ ｉｚｅ ｉｎ ｉｎ ｓ ｅｃｔｓ ．Ｗｉｌｅｙ 

Ｉｎｔｅｒｄｉｓｃ ｉｐ 

Ｒｅｖ Ｄｅｖ Ｂ ｉｏ ｌ ３ ： １ １ ３ －３４ ．

Ｎ
ｙｇａａｒｄ ， 

Ｒ
， 
Ｚｏｕ

， 

Ｙ
， 
Ｄｒｏｒ

， 
ＲＯ

， 
Ｍ ｉ ｌｄｏｒｆ

， 
ＴＪ

， 

Ａ ｒ ｌｏｗ
， 

ＤＨ
， 
Ｍａｎｇ ｌ ｉｋ

， 
Ａ

， 
Ｐａｎ

， 

ＡＣ
， 
Ｌ ｉｕ

， 
ＣＷ

， 
Ｆｕｎｇ ， 

ＪＪ
， 
Ｂｏｋｏｃｈ

，

ＭＰ
，
Ｔｈ ｉａｎ

，
ＦＳ

， 
Ｋｏｂ ｉ ｌｋａ

， 
ＴＳ

，
Ｓｈ ａｗ

，
ＤＥ

，
Ｍｕ ｅ ｌ ｌ ｅｒ

， 
Ｌ

，
Ｐｒｏ ｓｓｅｒ

，
ＲＳａｎｄＫｏｂ ｉ ｌｋａ

，
ＢＫ

 （
２０ １ ３

） 
Ｔｈ ｅ

ｄｙｎａｍ ｉｃ
ｐｒｏｃｅｓ ｓ ｏｆ ｂｅｔａ

（
２

）

－

ａｄ ｒｅｎｅｒｇ ｉｃｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ａｃｔ ｉｖａｔ ｉｏｎ ．Ｃｅ ｌｌ １ ５２ ： ５ ３ ２ －４２ ．

Ｏａｋ ｌ ｅｙ， 
ＲＨ

，
Ｌａ

ｐ
ｏｒｔｅ

，
ＳＡ

，
Ｈｏ ｌｔ

， 
ＪＡ

，
Ｂ ａｒａｋ

， 
ＬＳａｎｄＣａｒｏｎ

， 
ＭＧ

（
１ ９９９

） 

Ａｓｓｏ ｃ ｉ ａｔ ｉｏｎｏｆ ｂ ｅｔａ
－

ａｒｒｅｓｔ ｉｎｗ ｉ ｔｈ

Ｇｐｒｏｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓｄｕｒｉｎｇｃ ｌａｔｈ ｒ ｉｎ
－ｍ ｅｄ ｉａｔｅｄｅｎｄｏ ｃｙｔｏｓ ｉ ｓｄ ｉ ｃｔａｔｅｓｔｈｅｐｒｏ ｆｉ ｌ ｅｏｆ

ｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ｒｅ ｓ ｅｎｓ ｉ ｔ ｉｚａｔ ｉｏｎ ． Ｊ Ｂ ｉｏｌ Ｃｈｅｍ ２ ７４ ： ３ ２２４ ８
－

５ ７ ．

Ｏａｔｅｓ
， 
Ｊ ａｎ ｄ Ｗａｔｔｓ

， 
Ａ

（
２０ １ １

） 
Ｕｎ ｃｏｖｅｒｉｎｇ 

ｔｈｅ  ｉ ｎｔ ｉｍａｔｅ ｒｅ ｌ ａｔ ｉｏｎｓｈ ｉ

ｐ 

ｂ ｅｔｗｅｅｎ ｌ ｉ

ｐ ｉｄ ｓ
， 
ｃｈｏ ｌ ｅｓｔｅｒｏ ｌ ａｎｄＧＰＣＲ

ａｃｔ ｉｖａｔ ｉｏｎ ．Ｃｕｒｒ Ｏｐ ｉｎ Ｓｔｒｕｃ ｔ Ｂ ｉｏｌ ２ １ ：８０２
－

８０７ ．

Ｏｋａｍｏｔｏ
， 
Ｎ

，
Ｖｉ ｓｗａｎａｔｈ ａ

， 
Ｒ

， 
Ｂ ｉｔｔａｒ

， 
Ｒ

， 
Ｌ ｉ

， 
Ｚ

， 
Ｈａｇａ

－Ｙａｍａｎａｋａ
，
Ｓ

？ 
Ｐｅ ｒｒ ｉｍｏｎ

， 
Ｎ ａｎｄ Ｙ＾ｎａｎａｋａ

， 
Ｎ

 （
２ ０ １ ８

）

Ａｍ ｅｍｂｒａｎｅｔｒａｎ ｓｐ
ｏ ｒｔｅ ｒ ｉ ｓｒｅｑ

ｕ ｉ ｒｅｄｆｏｒｓｔｅｒｏ ｉ ｄｈｏｒｍｏｎ ｅｕｐｔａｋｅ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ．ＤｅｖＣｅ ｌｌ４７ ：

２９４ －

３ ０ ５ｅ７ ．

Ｏｋａｍｏｔｏ
，ＮａｎｄＹａｍ ａｎ ａｋａ

，Ｎ（
２０２０

）Ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄｈｏｒｍｏｎ ｅｅｎ ｔｒｙ ｉｎｔｏｔｈｅｂ ｒａ ｉｎｒｅ
ｑ
ｕ ｉ ｒｅｓａｍ ｅｍ ｂ ｒａｎｅ

ｔｒａｎ ｓｐｏ ｒｔｅｒ  ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ．Ｃｕｒｒ Ｂ ｉｏｌ ３０ ：１
－ ８

，１ ０ ． １ ０ １ ６／
ｊ

． ｃｕｂ ．２０ １ ９ ． １ １ ． ０ ８ ５ ．

Ｏ ｌ ｄｈａｍ
， 
ＷＭ ａｎ ｄ Ｈａｍｍ

， 
ＨＥ

（
２００ ８

） 
Ｈｅｔｅ ｒｏｔｒ ｉｍｅｒ ｉ ｃ Ｇ

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ ａｃ ｔ ｉｖａｔ ｉｏｎ ｂｙ 
Ｇ －

ｐｒｏｔｅ ｉｎ －ｃｏｕｐ
Ｉ ｅｄ ｒｅｃ ｅｐｔｏｒｓ ．

Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏ ｌ Ｃｅｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ ９ ： ６０
－７ １ ．

Ｏｒｏ
， 

ＡＥ
， 
Ｍｃｋｅｏｗｎ

， 
Ｍ ａｎｄ Ｅｖａｎ ｓ

， 
ＲＭ

（
１ ９９２

） 
Ｔｈ ｅ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｒｅｔ ｉ ｎｏ ｉｄ －Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｈｏｍｏ ｌｏｇ 

ｕ ｌｔｒａ ｓｐ
ｉ ｒａｃ ｌｅ

ｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ｓ  ｉｎｂｏｔｈ ｆｅｍａ ｌ ｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎａｎｄｅｙ ｅ ｍｏ ｒｐ
ｈｏｇｅｎ ｅｓ ｉ ｓ ． Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔ１ １ ５ ：４４９ －４６２ ．

Ｏｓｔｅｒｍ ａ ｉ ｅｒ
， 
ＭＫ

， 
Ｐｅｔｅ ｒｈａｎｓ

， 
Ｃ

ｓ 
Ｊ ａｕ ｓ ｓ ｉ

， 
Ｒ

， 
Ｄｅｕ

ｐ
ｉ

， 
Ｘ ａｎｄＳ ｔａｎｄｆｕ ｓ ｓ

， 
Ｊ
 （
２０ １ ４

） 
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍ ａ

ｐ 
ｏｆ ａｒｒｅ ｓ ｔｉｎ －

１

ａｔ ｓ ｉｎｇ ｌｅ ａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄ ｒｅ ｓｏ ｌｕｔ ｉｏｎ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ ＳｃｉＵＳＡ１ １ １ ：１ ８２ ５
－

１ ８３ ０ ．

Ｐａ ｉ ｌ ａ
，
ＹＤａｎｄＣｈ ａｔｔｏｐａｄｈｙａｙ，

Ａ
 （
２００９

）
Ｔｈｅｆｕｎ ｃｔ ｉ ｏｎｏ ｆ Ｇ －

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｎｄｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅ

ｃｈｏ ｌ ｅ ｓｔｅｒｏ ｌ ：ｓｐ ｅｃ ｉ ｆｉ ｃ ｏｒ
ｇｅｎ ｅｒａｌ  ｉｎ ｔｅｒａｃｔ ｉｏｎ ？Ｇ ｌｙｃｏｃｏｎｊ 

Ｊ ２６ ：７ １ １
－

２０ ．

Ｐａ ｌ ｌ ｉ
，ＳＲ ，

Ｈ ｉｒｕｍａ
，
Ｋ ａｎｄＲ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ

， 
ＬＭ

 （
１ ９９２

） 
Ａｎｅｅｄｙ ｓ ｔｅｒｏ ｉｄ －

ｉｎｄｕ ｃ ｉｂ ｌｅ Ｍａｎｄｕｃａ
ｇｅｎ ｅｓ ｉｍ ｉ ｌ ａｒ ｔｏ ｔｈｅ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａＤｈｒ３
ｇｅｎｅ ，

ａ ｍ ｅｍｂｅｒｏｆ  ｔｈｅｓｔｅ ｒｏ ｉｄ－ｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓ ｕｐｅｒｆａｍ ｉ ｌｙ ．Ｄｅｖ Ｂｉｏ ｌ１ ５０ ：

３０ ６－

３ １ ８ ．

Ｐａｔｅ ｌ
， 
ＲＣ

， 
Ｋｕｍ ａｒ

， 
Ｕ

， 
Ｌａｍｂ

？ 
ＤＣ

， 
Ｅ ｉｄ

， 
ＪＳ

， 
Ｒｏ ｃｈｅｖ ｉ ｌ ｌｅ

， 
Ｍ

， 
Ｇｒａｎｔ

， 
Ｍ

， 
Ｒａｎ ｉ

， 

Ａ
， 
Ｈａｚ ｌ ｅｔｔ

， 
Ｔ

， 
Ｐａｔｅ ｌ

， 
ＳＣ

， 
Ｇｒａｔｔｏｎ

，

ＥａｎｄＰａｔｅ ｌ
，ＹＣ（

２００２
）Ｌ ｉｇａｎｄｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

ｔｏｓｏｍ ａｔｏ ｓｔａｔ ｉｎｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓ ｉｎｄｕｃｅ ｓｒｅｃｅ
ｐｔｏｒ－ ｓｐｅｃ

ｉ ｆ ｉ ｃ

ｏ ｌ ｉｇｏｍ ｅ ｒ ｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉｏｎ ｉｎ ｌ ｉｖｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ９９ ：３２９４－３ ２９９ ．

Ｐ ｆｌ ｅｇｅｒ ，ＫＤａｎ ｄＥ ｉｄｎ ｅ
，
ＫＡ

（
２００５

）
Ｍｏｎ ｉ ｔｏｒ ｉ ｎｇ

ｔｈ ｅｆｏｒｍ ａ ｔ ｉｏｎｏｆ ｄｙｎａｍ ｉｃＧ －

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕ
ｐ

ｌ ｅｄｒｅｃｅ
ｐ

ｔｏｒ
－

ｐ ｒｏｔｅ ｉｎｃｏｍ ｐ
ｌ ｅｘｅｓ ｉｎ  ｌ ｉｖ ｉ ｎｇ

ｃｅ ｌ ｌ ｓ ． Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｊ ３Ｓ５ ： ６２ ５ －

３ ７ ．

Ｐ ｉ ｅｒｃｅａｌ ｌ
，ＷＥ ，Ｌ ｉ

，Ｃ ，Ｂ ｉ ｒａｎ
，Ａ ，Ｍ ｉ ｕ ｒａ

，Ｋ ，Ｒａ ｉｋｈ ｅ ｌ
，Ａ ＳａｎｄＳｅｇｒａｖｅ ｓ

，ＷＡ （
１ ９９９

）
Ｅ７ ５ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ ｉｎ

９４
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

ｍｏ ｓ
ｑ
ｕ ｉ ｔｏｏｖａｒ

ｙａｎ
ｄｆａｔｂｏｄｙｓｕｇｇｅ ｓ ｔ ｓｒｅ ｉ ｔｅｒａｔ ｉｖｅｕｓ ｅｏ ｆｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ －

ｒｅｇｕ ｌ ａｔｅｄｈ ｉ ｅ ｒａｒｃｈ ｉ ｅ ｓ ｉｎ

ｄｅｖ ｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔ ａｎｄｒｅｐ ｒｏｄｕ ｃ ｔ ｉｏｎ ． Ｍｏ ｌ Ｃｅ ｌｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏ ｌ １ ５０ ：７３ －８９ ．

Ｐ ｉ ｅｔｒａｓ
，
ＲＪａｎｄＳｚｅｇｏ ， 

ＣＭ
（

１ ９ ７ ５
）
Ｅｎｄｏｍｅｔｒ ｉａ ｌｃｅ ｌ ｌｃａ ｌ ｃ ｉｕｍａｎｄｅ ｓｔｒｏｇｅｎ ａｃｔ ｉｏｎ ．Ｎａｔｕｒｅ２５３ ： ３ ５ ７

－

３ ５ ９ ．

Ｐ ｉｅ ｔｒａｓ
，
ＲＪａｎｄＳｚｅｇｏ ，

ＣＭ
（

１ ９７７
）Ｓｐ ｅ ｃ ｉ ｆｉ ｃｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

ｓ ｉｔｅ ｓｆｏ ｒｏ ｅｓｔｒｏｇｅｎａｔ ｔｈｅｏｕｔｅ ｒ ｓ ｕ ｒｆａｃｅ ｓｏｆ  ｉ ｓｏ ｌ ａｔｅｄ

ｅｎｄｏｍ ｅｔｒ ｉａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｓ ． Ｎａｔｕｒｅ２６５ ：６９
－

７２ ．

Ｐ ｉｏｓｚａｋ
， 
ＡＡ

，
Ｈａｒ ｉｋｕｍｍ

１

，
ＫＧ

，
Ｐａｒｋｅｒ

，ＮＲ ，
Ｍ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ

，
ＬＪａｎｄＸｕ

，ＨＥ（
２０ １ ０

）
Ｄ ｉｍ ｅ ｒｉ ｃａｒｒａｎｇｅｍ ｅｎ ｔｏｆ ｔｈｅ

ｐ
ａｒａｔｈｙ

ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎ ｅｒｅｃ ｅｐ ｔｏｒａｎｄａｓｔ ｒｕ ｃｔｕ ｒａ ｌｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｆｏｒ ｌ ｉｇａｎｄ
－

ｉｎｄｕｃｅｄｄ ｉ ｓ ｓｏｃ ｉ ａｔ ｉｏｎ ．Ｊ

Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ ２ Ｓ５ ： １ ２４ ３ ５
－４４ ．

Ｐ Ｊ ａｇｅｍ ａｎｎ
，
ＰＧａｎ ｄＥｒｂｅ

， Ｊ （
１ ９ ７６

）
Ｇ ｌ ｕ ｃｏｃｏｒｔ ｉ ｃｏ ｉ ｄ ｓ

－

ｕｐｔａｋ ｅｂｙ
ｓ ｉｍ ｐ ｌ ｅｄ ｉ ｆ！ｕ ｓ ｉｏｎｂ

ｙ
ｃｕ ｌ ｔｕ ｒｅｄＲ ｅｕ ｂ ｅｒ ａｎｄ

Ｎｏｖ ｉｋｏ ｆｌＦ ｒａｔ ｈｅ
ｐ
ａｔｏｍ ａ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｂ ｉｏｃｈｅｍＰｈａｒｍａｃｏ ｌ ２５ ： １ ４ ８９ －９４ ．

Ｐ ｒｅ ｉｎ ｉ ｎｇ
ｅ ｒ

， 
ＡＭ

，
Ｍ ｅ ｉ ｌ ｅ ｒ

， 
ＪａｎｄＨａｍｍ

，
ＨＥ

 （
２ ０ １ ３

）
Ｃｏｎｆｏ ｒｍ ａｔ ｉｏｎａ ｌｆ ｌ ｅｘ ｉ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ａｎｄｓ ｔｒｕｃ ｔｕ ｒａ ｌ ｄｙｎ ａｍ ｉ ｃ ｓ ｉｎ

ＧＰＣＲ－ｍｅｄ ｉ ａｔｅｄＧ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎａｃ ｔ ｉ ｖａｔ ｉｏｎ ：ａ

ｐ
ｅ ｒｓ

ｐ
ｅｃ ｔ ｉｖｅ ． Ｊ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ４２ ５ ：２２ ８ ８

－９ ８ ．

Ｐｒｏｓ ｓｎ ｉ ｔｚ
，ＥＲａｎｄＢａｒｔｏｎ

，Ｍ（
２０ １ ４

）
Ｅｓ ｔｒｏｇｅｎｂ ｉｏ ｌｏｇｙ ：Ｎｅｗ ｉｎ ｓ ｉｇｈ ｔｓ ｉ ｎ ｔｏＧＰＥＲｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎａｎｄｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌ

ｏｐｐｏｒｔ ｕｎ ｉ ｔ ｉ ｅ ｓ ．Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ３８９ ：７ １
－ ８ ３ ．

Ｐｕｇａｚｈｅｎ ｔｈ ｉ

，Ｓ ，Ｎｅｓ ｔｅ ｒｏｖ ａ
，Ａ ，Ｓ ａｂ ｌ ｅ

，Ｃ ，Ｈｅ ｉ ｄｅｎ ｒｅ ｉ ｃｈ
，ＫＡ ，Ｂｏｘｅ ｒ

，ＬＭ ，Ｈｅａｓ ｌ ｅｙ，ＬＥａｎｄＲｅｕ ｓｃｈ
，ＪＥＢ

（
２０００

） 
Ａｋ ｔ／ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎｋ ｉ ｎａｓｅＢｕ
ｐ

－

ｒｅｇｕ ｌ ａｔｅ ｓＢ ｃ ｌ
－２ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｃＡＭＰ

－

ｒｅ ｓｐｏｎ ｓｅｅ ｌ ｅｍｅｎ ｔ
？

ｂ ｉ ｎｄ ｉｎｇｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ． Ｊ ５ ｉｏ ／ Ｃｈｅｍ ２７５ ： １ ０ ７６ １

－

１ ０７６６ ．

Ｑｕ
， 
Ｚ

，
Ｋｅｎｎｙ ， 

Ｎ Ｊ
，
Ｌａｍ

， 
ＨＭ

， 
Ｃｈａｎ

， 
ＴＦ

， 
Ｃｈｕ

，
ＫＨ

， 
Ｂ ｅ ｎｄ ｅｎａ

， 
ＷＧ

， 
Ｔｏｂｅ

，
Ｓ ＳａｎｄＨｕ ｉ

， 
ＪＨ

（
２０ １ ５

）
Ｈｏｗｄ ｉｄ

ａ ｒｔｈ ｒｏｐ
ｏｄｓｅ ｓ

ｑ
ｕ ｉ ｔｅ ｒｐｅｎｏ ｉｄ ｓａｎｄｅｃ ｄ

ｙ
ｓｔｅ ｒｏ ｉｄ ｓａｒ ｉ ｓｅ？Ｃｏｍｐａｒ ｉ ｓｏｎｏｆ ｈｏｒｍ ｏｎａ ｌ

ｐ
ａｔｈｗａ

ｙｇｅｎｅｓ
 ｉ ｎ

ｎｏｎ ｉｎ ｓｅｃｔ ａｒｔｈ ｒｏｐｏｄｇｅｎｏｍ ｅｓ ． ＧｅｎｏｍｅＢ ｉｏｌ Ｅｖｏ ｌ ７ ： １ ９５ １
－９ ．

Ｒｅｂｅ ｌ ｌｏ
， 
ＣＪ ａｎｄ Ｇｒｅｅｎｗａｙ ， 

ＦＬ
（
２０ １ ６

） 
Ｒｅｗａｒｄ

－

ｉｎｄ ｕ ｃｅｄ ｅ ａｔ ｉｎｇ ： ｔｈｅ ｒａｐｅｕ ｔ ｉ ｃ ａｐｐ
ｒｏａｃｈ ｅｓ  ｔｏａｄｄ ｒｅｓ ｓ ｉ ｎｇ 

ｆｏｏｄ

ｃ ｒａｗ ｉｎｇ ｓ ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ＩｎＴｈｅｒａｐｙ 

３３ ： １ ８ ５ ３
－

１ ８６６ ．

Ｒｅ ｎ
，
Ｊ

， 
Ｌ ｉ

， 
ＸＲ

＾ 
Ｌ ｉｕ

，

ＰＣ
，Ｃａ ｉ

，
Ｍ Ｊ

，

Ｌ ｉｕ
，
Ｗ

，
Ｗａｎｇ ，ＪＸａｎｄＺｈａｏ

，ＸＦ（
２０ １ ４

）
Ｇ －

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎａ ｌｐｈ叫 ｐａｒｔ ｉ ｃ ｉ

ｐ
ａｔｅ ｓ

ｉｎ  ｔｈ ｅ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄ ｈｏ ｒｍ ｏｎ ｅ ２０ －ｈｙｄｒｏｘｙ ｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ ｎｏｎ
ｇ
ｅｎｏｍ ｉ ｃ ｓ ｉｇｎａ ｌ  ｔｒａｎ ｓｄｕ ｃｔ ｉｏｎ ． ＪＳｔｅｒｏ ｉｄ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ

Ｍｏｌ Ｂ ｉｏ ｌ＼ ４４Ｐ ｔ Ｂ ：３ １ ３
－２ ３ ．

Ｒｅｖａｎｋａｒ
，ＣＭ ，Ｃ ｉｍ ｉ ｎｏ

，ＤＦ
，Ｓｋ ｌ ａ ｒ

，ＬＡ ，Ａｒｔｅ ｒｂｕｍ
，ＪＢａｎｄＰ ｒｏｓｓｎ ｉ ｔｚ

，ＥＲ（
２００ ５

）
Ａｔｒａｎ ｓｍ ｅｍ ｂ ｒａｎｅ

ｉｎｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒ ｅ ｓ ｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅ
ｐ

ｔｏ ｒ ｍ ｅｄ ｉ ａｔｅ ｓ ｒａｐ ｉ ｄｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉ

ｇｎ ａ
ｌ ｉｎｇ ． Ｓｃ ｉｅｎｃｅ ３０７ ： １ ６２ ５ －３ ０ ．

Ｒｅｗ ｉ ｔｚ
，ＫＦ ，Ｏ

＇

Ｃｏｎｎｏ ｒ
，ＭＢａｎ ｄＧ ｉ ｌｂｅ ｒｔ

，Ｌ Ｉ
 （
２００７

）
Ｍ ｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒｅｖｏ ｌ ｕ ｔ ｉｏｎｏｆ  ｔｈ ｅ ｉ ｎ ｓｅｃ ｔＨａ ｌ ｌｏｗｅｅｎｆａｍ ｉ ｌｙ

ｏ ｆｃｙ ｔｏｃ ｈ ｒｏｍ ｅＰ４５ ０ ｓ ：ｐ
ｈｙ ｌ ｏｇｅｎｙ ， ｇｅｎ ｅｏｒｇａｎ ｉ ｚａ ｔ ｉｏｎａｎｄｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎａ ｌｃｏｎ ｓ ｅ ｒｖａ ｔ ｉｏｎ ．Ｉｎｓｅｃ ｔ

Ｂ ｉｏｃｈｅｍＭｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ３７ ：７４ １
－

５ ３ ．

Ｒ ｉ ｃｈ ａｒｄ
， 
ＤＳ

， 
Ａ
ｐｐ

ｌ ｅｂａｕｍ
， 
Ｓ Ｗ

， 
Ｓ ｌ ｉ ｔｅ ｒ

， 
Ｔ Ｊ

， 
Ｂ ａｋｅ ｒ

， 
ＦＣ

， 
Ｓ ｃｈｏｏ ｌ ｅｙ ， 

ＤＡ
， 
Ｒｅｕ ｔｅ ｒ

， 
ＣＣ

， 
Ｈ ｅｎ ｒ ｉ ｃｈ

， 
ＶＣ ａｎｄ Ｇ ｉ ｌｂ ｅｒｔ

，

Ｌ Ｉ
（

１ ９ ８９
）
Ｊｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅｈｏ ｒｍ ｏｎｅｂ ｉ ｓｅｐｏｘ ｉｄｅｂ ｉｏｓｙｎ ｔｈ ｅｓ ｉ ｓ ｉ ｎｖ ｉ ｔｒｏｂｙ

ｔｈｅｒｉ ｎｇｇ ｌａｎｄｏ ｆ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ

ｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ：ａ
ｐ

ｕ ｔａｔ ｉ ｖｅ
ｊ
ｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅｈｏｒｍｏｎｅ ｉ ｎ ｔｈ ｅｈ ｉｇｈｅｒ Ｄ ｉ

ｐ ｔｅ ｒａ ．ＰｒｏｃＮａｔ ｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ８６ ：

１ ４２ １
－

５ ．

Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
， 
ＬＭ

 （
１ ９ ７６

） 
Ｈｏ ｒｍｏｎａ ｌｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌｏ ｆ  ｉｎ ｓｅｃ ｔ ｅｐ

ｉｄｅ ｒｍ ａ ｌ ｃｅ ｌ ｌ ｃｏｍｍ ｉ ｔｍ ｅｎｔ  ｉｎ ｖ ｉ ｔｒｏ ．Ｎａ ｔｕｒｅ２５９ ： １ １ ５
－

７ ．

Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，ＬＭ ，Ｃｈ ｅｒｂａｓ ，ＰａｎｄＴｒｕｍ ａｎ

，ＪＷ（
２００ １

）Ｅｃｄｙｓｏｎｅｒｅｃ ｅ
ｐｔｏ ｒｓａｎｄ ｔｈｅ ｉ ｒｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌａｃｔ ｉｏｎ ｓ ．

Ｖｉｔａｍ Ｈｏｒｍ
，６０ ：１

－７ ３ ．

Ｒｉ ｄｄ ｉ ｆｏｒｄ
，
ＬＭ

，
Ｈ ｉｒｕｍａ

，Ｋ ，Ｚｈｏｕ ，ＸａｎｄＮｅ ｌ ｓｏｎ
，ＣＡ（

２００３
）

Ｉ ｎ ｓ ｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏｔｈｅｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌａｒｂａｓ ｉ ｓｏ ｆ ｔｈｅ

ｈｏｒｍ ｏｎａ ｌｃｏｎｔｒｏ ｌｏｆｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎｇａｎｄｍｅｔａｍｏ ｒｐｈｏ ｓ ｉ ｓｆｒｏｍＭａｎｄｕｃａｓｅｘｔａａｎｄＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ

ｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ． Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂｉｏ ｌ ３３ ：１ ３ ２７ －

３ ８ ．

Ｒｉｔｔｅ ｒ
，ＳＬａｎｄＨａ ｌ ｌ

，ＲＡ （
２００９

）
Ｆ ｉ ｎ ｅ

－

ｔｕｎ ｉｎｇ
ｏｆ ＧＰＣＲａｃｔ ｉｖ ｉ ｔｙ

ｂｙ
ｒｅ ｃ ｅ

ｐ ｔｏ ｒ
－

ｉｎ ｔｅ ｒａｃｔ ｉ ｎｇｐ ｒｏｔｅ ｉ ｎ ｓ ．Ｎａ ｔ Ｒｅｖ

Ｍｏ ｌ Ｃｅ ｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ Ｗ．８ １ ９ －

３ ０ ．

Ｒｏｈ ｒｅ ｒ
，
ＤＫａｎｄＫｏｂ ｉ ｌ ｋａ

，
ＢＫ

 （
１ ９９ ８

）
Ｇ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉ ｎ －

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓ ：Ｆｕｎｃｔ ｉｏｎａ ｌａｎｄｍ ｅ ｃｈａｎ ｉｓ ｔ ｉ ｃ ｉｎ ｓ ｉｇｈ ｔ ｓ

９ ５
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

ｔｈｒｏｕｇ
ｈ ａｌｔｅ ｒｅｄ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎ ．Ｐｈｙｓｉｏ ｌ Ｒｅｖ ７８ ：３ ５
－５ ２ ．

Ｒｏｚｅｎｆｅ ｌｄ
，ＲａｎｄＤ ｅｖ ｉ

，
ＬＡ

（
２００７

）
Ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｈｅｔｅｒｏｄ ｉｍ ｅｒ ｉ ｚａｔ ｉｏｎ ｌｅａｄ ｓｔｏａｓｗ ｉ ｔｃｈ ｉｎｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ ：ｂｅｔａ

－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ２ －ｍ ｅｄ ｉａｔｅｄＥＲＫａｃｔ ｉｖａｔｉｏｎｂｙ
ｍｕ

－

ｄｅ ｌ ｔａｏｐ ｉｏ ｉ ｄｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｈｅｔｅｒｏｄ ｉｍ ｅｒｓ ．ＦＡＳＥＢＪ２ １ ：

２４ ５ ５
－６ ５ ．

Ｒｏｚｅｎｆｅ ｌｄ
，
ＲａｎｄＤ ｅｖ ｉ

，
ＬＡ

（
２００ ８

）
Ｒｅｇｕ

ｌ ａｔ ｉｏｎｏｆ ＣＢ １ｃａｎｎａｂ ｉｎｏ ｉ ｄｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ｔｒａｆｆｉｃｋ ｉｎｇ
ｂｙ

ｔｈｅａｄａｐｔｏｒ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ＡＰ －

３ ．ＦＡＳＥＢ Ｊ ２２ ：２３ １ １
－２２ ．

Ｒｕａｔ
，
Ｍ

，
Ｔｒａ ｉ ｆｆｏ ｒｔ

，
Ｅ

， 
Ａ ｒｒａｎｇ ，

ＪＭ
，
Ｔａｒｄ ｉｖｅ ｌ

－Ｌａｃｏｍｂｅ
，
Ｊ

，
Ｄ ｉ ａｚ

，
Ｊ

ｓ
Ｌｅｕｒｓ

，
ＲａｎｄＳｃｈｗａｒｔｚ

，
ＪＣ

 （
１ ９９３

） 
Ａ

ｎｏｖｅ ｌｒａｔ ｓｅｒｏ ｔｏｎ ｉｎ
（
５

－ＨＴ６
） 
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ： ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒ ｃ ｌｏｎ ｉｎｇ ， 

ｌｏｃａｌ ｉｚａｔ ｉｏｎａｎｄｓ ｔ ｉｍｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏｆ ｃＡＭＰ

ａｃｃｕｍｕ ｌ ａｔｉｏｎ ． Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｂ ｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ１ ９３ ：２６ ８ －

７６ ．

Ｒｕｆｆｏ ｌｏ
，ＲＲ ，Ｊｒ ．

，Ｂｏｎｄ ｉｎｅ ｌ ｌ
，
Ｗ

，Ｋｕ
，Ｔ，Ｎ ａｓ ｅ ｌ ｓｋｙ ，ＤＰａｎｄＨ ｉ ｅｂ ｌ ｅ

，ＪＰ（
１ ９９５

）
Ａ ｌ

ｐ
ｈａ １

－ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒｓ ：

ｐｈａｒｍａｃｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌｃ ｌ ａｓ ｓ ｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｎｅｗｅｒｔｈｅｒａｐｅｕｔ ｉ ｃａｐｐ ｌ ｉ ｃａｔ ｉｏｎｓ ．ＰｒｏｃＷｅｓｔ Ｐｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｓｏｃ

３８ ：１ ２ １
－６ ．

Ｓａ ｌ ａｍｏｎｅ
，
ＪＤ ａｎｄ Ｃｏｒｒｅａ

， 
Ｍ

（
２００９

） 
Ｄｏｐａｍ ｉ ｎｅ／ａｄｅｎｏｓ ｉｎ ｅ  ｉｎｔｅｒａｃｔ ｉｏｎｓ  ｉｎｖｏ ｌｖｅｄ ｉｎｅｆｆｏｒｔ

－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄａｓｐ
ｅｃｔｓ

ｏｆ ｆｏｏｄ ｍｏｔ ｉｖａｔ ｉｏｎ ． Ａｐｐｅ ｔ ｉ ｔｅ５３ ： ４２２－

５ ．

Ｓａｒｇ ｉａｃｏｍｏ
，Ｍ ，Ｓ ｃｈｅｒｅｒ ，ＰＥ ，Ｔａｎｇ ，Ｚ ，Ｋｕｂ ｌ ｅｒ

，Ｅ ，Ｓｏｎｇ ，ＫＳ
，Ｓ ａｎｄｅｒｓ

，ＭＣａｎｄＬ ｉ ｓａｎｔ ｉ
，ＭＰ

（
１ ９９ ５

）

Ｏ ｌ ｉ

ｇｏ
ｍ ｅｒ ｉｃｓｔｒｕ ｃｔｕｒｅｏｆ ｃａｖｅｏ ｌ ｉｎ ： ｉｍ

ｐ
ｌ ｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒ ｃａｖｅｏ ｌａｅｍｅｍ ｂ ｒａｎ ｅｏｒｇａｎ ｉ ｚａｔ ｉｏｎ ．Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ

Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ９２ ： ９４０７ －

１ １ ．

Ｓ ｃｈ ｉ ａｆｆｉｎｏ
，
ＭＶ

，

ｄ
’

Ａｄｄ ｉｏ
， 
Ｍ

，
Ａ ｌ ｌｏｎ ｉ

，

Ａ
， 
Ｂａｓｃｈ ｉ ｒｏｔｔｏ

，
Ｃ

，

Ｖａ ｌｅｔｔ ｉ
，
Ｃ

，
Ｃｏｒｔｅ ｓｅ

，

Ｋ
，
Ｐｕｒｉ

，
Ｃ

，

Ｂａｓ ｓ ｉ
，

ＭＴ
， 
Ｃｏ ｌ ｌａ

，

Ｃ
，
ＤｅＬｕｃａ

，
Ｍ

，
Ｔａｃ ｃｈ ｅｔｔ ｉ

，
ＣａｎｄＢａ ｌ ｌａｂ ｉｏ

， 
Ａ

（
１ ９９９

）
Ｏ ｃｕ ｌａｒ ａ ｌｂ ｉｎ ｉ ｓｍ ：ｅｖ ｉ ｄ ｅｎｃｅｆｏ ｒ ａｄ ｅｆｅｃｔ ｉｎ

ａｎ ｉｎｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌ ａｒ ｓ ｉｇｎａ ｌ  ｔｒａｎ ｓｄｕｃｔ ｉｏｎｓｙ ｓｔｅｍ ．Ｇｅｎｅ ／ ２３ ： １ ０ ８－ １ ２ ．

Ｓｃｈｕｂ ｉｇｅｒ，
Ｍ

，Ｃａｒｒｅ
，Ｃ ， 

Ａｎｔｏｎ ｉ ｅｗ ｓｋ ｉ
，ＣａｎｄＴｒｕｍ ａｎ

，
ＪＷ

（
２００ ５

）
Ｌ ｉｇａｎｄ

－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｅ －

ｒｅ
ｐ
ｒｅｓ ｓ ｉｏｎｖ ｉａ

ＥｃＲ／ＵＳＰａｃｔ ｓａｓａ
ｇａｔｅｔｏｃｏｏｒｄ ｉｎａｔｅｔｈｅｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｔ ｉｏｎｏｆ ｓｅｎｓｏ ｒｙ

ｎｅｕｒｏｎｓ ｉｎｔｈｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ

ｗ ｉｎｇ ． Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ１ ３２ ：５ ２ ３ ９
－

５ ２４ ８ ．

Ｓｅｅ ｌ ｉｇｅｒ，Ｄａｎｄｄ ｅＧｒｏｏｔ
，ＢＬ（

２０ １ ０
）Ｌ ｉｇａｎｄｄｏ ｃ

ｋ ｉｎｇａｎ
ｄｂ ｉｎ ｄ ｉｎｇｓ ｉｔｅａｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｗ ｉ ｔｈＰｙＭＯＬａｎｄ

ＡｕｔｏｄｏｃｋｆＶｉｍ ． Ｊ Ｃｏｍｐｕ ｔ Ａ ｉｄｅｄ Ｍｏ ｌ Ｄｅｓ ２４ ：４ １ ７
－２２ ．

Ｓ ｅｇｒａｖｅｓ
， 
ＷＡ ａｎｄＨｏｇｎ ｅ ｓ ｓ

， 
ＤＳ

 （
１ ９９０

） 
Ｔｈ ｅＥ７５ｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ

－

ｉｎｄｕｃ ｉｂ ｌ ｅ
ｇｅｎ ｅ ｒｅｓｐ

ｏｎｓ ｉｂ ｌ ｅｆｏ ｒ ｔｈｅ７ ５Ｂｅａｒ ｌｙ

ｐｕ ｆｆ  ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｅｎ ｃｏｄｅ ｓｔｗｏｎ ｅｗ ｍ ｅｍｂｅｒ ｓｏｆ ｔｈｅｓｔｅ ｒｏ ｉ ｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍ ｉ ｌｙ ．Ｇｅｎｅｓ Ｄｅｖ

４
：２０４－

１ ９ ．

Ｓ ｅｒｇ ｉｎ
，

Ｉ
，
Ｊｏｎｇ ， 

ＹＩ
，
Ｈａｎｎｏｎ

，
ＳＫ

， 
Ｋｕｍ ａｒ

， 
ＶａｎｄＯ

＇

Ｍａ ｌ ｌ ｅｙ ， 
ＫＬ

（
２０ １ ７

）
Ｓｅｑ

ｕｅｎｃｅ ｓｗ ｉ ｔｈ ｉｎ ｔｈ ｅＣｔｅｒｍ ｉｎｕｓ

ｏｆ ｔｈｅ ｍ ｅｔａｂｏｔｒｏｐ ｉｃ
ｇ ｌｕｔａｍ ａｔｅ ｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ５

 （
ｍＧ ｌｕＲ５

） 
ａｒｅ ｒｅ ｓｐｏｎｓ ｉｂ ｌ ｅ ｆｏｒ  ｉｎｎｅｒ ｎｕｃ ｌｅａｒ ｍ ｅｍ ｂｒａｎ ｅ

ｌｏｃａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ ． Ｊ Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ２９２ ： ３ ６３ ７
－

３ ６ ５ ５ ．

Ｓｈａｏ
， 
ＨＬ

， 
Ｚｈｅｎｇ ， 

ＷＷ
， 
Ｌ ｉｕ

，
ＰＣ

， 
Ｗａｎｇ ，Ｑ ｓ

Ｗａｎｇ ，
ＪＸ ａｎｄＺｈａｏ

， 
ＸＦ

（
２００ ８

）
Ｅｓ ｔａｂ ｌ ｉ ｓｈｍ ｅｎｔ ｏｆ ａ ｎｅｗ ｃｅ ｌ ｌ

ｌ ｉｎｅｆｒｏｍ  ｌ ｅｐ ｉ ｄｏｐｔｅｒａｎｅ
ｐ

ｉｄｅ ｒｍ ｉ ｓ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎａ ｌ ｒｅ
ｇ
ｕ ｌ ａｔ ｉｏｎ ｏｎｔｈｅ

ｇｅｎ
ｅ ｓ ．ＰＬｏＳＯｎｅ ３ ：ｅ３ １ ２７ ．

Ｓ ｉｍｏｎ ｃ ｉｎ ｉ

， 
Ｔ ａｎｄ Ｇｅｎａｚｚａｎ ｉ

， 
ＡＲ

（
２００３

） 

Ｎｏ ｎ
－

ｇｅｎｏｍ ｉ ｃ ａｃ ｔ ｉｏｎ ｓ ｏｆ ｓｅｘ ｓｔｅｒｏ ｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓ ． Ｅｕｒ ＪＥｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ

１ ４８ ： ２ ８ １
－

９２ ．

Ｓｍ ｉ ｔｈ
， 
ＳＬ

， 
Ｂｏ ｌ ｌｅｎｂａｃｈｅｒ

， 
ＷＥ ａｎｄ Ｇ ｉ ｌｂｅｒｔ

， 
Ｌ Ｉ

（
１ ９ ８ ３

） 

Ｅｃｄｙ ｓｏｎｅ ２０ －ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓ ｅ ａｃｔ ｉｖ ｉ ｔｙ 

ｄｕｒｉｎｇ 

ｌａｒｖａ ｌ
－

ｐｕｐａ
ｌｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｍａｎｄｕｃａｓｅｘｔａ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ ３ １ ：２２ ７

－

５ １ ．

Ｓｏｕｔｈａｎ
，Ｃ ，Ｓｈａｒｍａｎ

，ＪＬ
，Ｂｅｎｓｏｎ

，ＨＥ ，Ｆａｃｃｅｎｄａ，Ｅ ，Ｐ ａｗｓｏｎ
，ＡＪ

，Ａ ｌ ｅｘａｎｄｅｒ
，ＳＰ，Ｂｕｎｅｍ ａｎ

，ＯＰ，

Ｄａｖｅｎｐｏｒｔ
，
ＡＰ

，
ＭｃＧｒａｔｈ

，
ＪＣ

，
Ｐｅｔｅｒｓ

，
ＪＡ

，

Ｓ
ｐ
ｅｄｄ ｉｎ

ｇ ，
Ｍ

，

Ｃａｔｔｅｒａ ｌ ｌ
，
ＷＡ

，
Ｆａｂｂｒｏ

，
Ｄ

，
Ｄａｖ ｉ ｅ ｓ

，ＪＡ

ａｎｄＮｃ
，

Ｉ
 （
２０ １ ６

）
Ｔｈ ｅＩＵＰＨＡＲ／ＢＰＳＧｕ ｉｄｅｔｏＰＨＡＲＭＡＣＯＬＯＧＹ ｉｎ２０ １ ６ ：ｔｏｗａｒｄ ｓｃｕｒａｔｅｄ

ｑ
ｕａｎ ｔ ｉ ｔａｔｉｖｅ ｉｎ ｔｅｒａｃｔ ｉｏｎ ｓ ｂｅ ｔｗｅｅｎ １ ３ ００

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎｔａｒｇｅｔｓａｎ ｄ６００ ０ ｌ ｉｇａｎｄ ｓ ．Ｎｕｃｌｅ ｉｃ Ａ ｃ ｉｄｓ Ｒｅｓ ４４ ：

Ｄ １ ０ ５ ４ －

６ ８ ．

Ｓｒ ｉｖａｓｔａｖａ
，ＤＰ， 

Ｙｕ
， 
ＥＪ

，
Ｋｅｎｎｅｄｙ，

Ｋ
，Ｃｈａｔｗ ｉ ｎ

， 
Ｈ

，
Ｒｅａ ｌ ｅ

，
Ｖ

， 
Ｈａｍｏｎ

， 
Ｍ

，Ｓｍ ｉ ｔｈ
， 
ＴａｎｄＥｖａｎｓ

， 
ＰＤ

 （
２００ ５

）

Ｒａｐ ｉ ｄ
，ｎｏｎｇｅｎｏｍ ｉ ｃｒｅｓｐｏｎ ｓｅ ｓｔｏｅｃｄｙｓｔｅｒｏ ｉ ｄ ｓａｎｄｃａ ｔｅｃｈｏ ｌ ａｍ ｉｎｅｓｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｄｂｙａｎｏｖｅ ｌ

９６





山 东大学博士学位论文


Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ Ｇ－

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄ ＸＱｃ ｔ
＾ ｉｏ ｒ ． Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ ２ ５ ：６ １ ４５ － ５ ５ ．

Ｓ ｔａｄ ｅ ｌ
，ＪＭ

，Ｗ ｉ ｌ ｓｏｎ
，ＳａｎｄＢ ｅ ｒｇ ｓｍａ

，ＤＪ（
１ ９９７

）Ｏｒ
ｐ
ｈａｎＧｐｒｏ ｔｅ ｉｎ

－

ｃｏｕｐ
ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ

ｔｏｒｓ ：ａｎｅｇ ｌ ｅｃ ｔｅｄ

ｏｐｐｏｒｔｕｎ
ｉ ｔｙ

ｆｏｒ
ｐ ｉｏｎｅｅ ｒ ｄｒｕｇ

ｄ ｉ ｓｃｏｖｅｒ
ｙ

．Ｔｒｅｎｄｓ Ｐｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｓｃ ｉ１ ８ ： ４３０
－

７ ．

Ｓ ｔｒａｓｓｅ ｒ
， 
Ａ

，
Ｗ ｉｔｔｍ ａｎｎ

，
ＨＪａｎ ｄＳ ｅ ｉ ｆｅｒｔ

，
Ｒ

（
２ ０ １ ７

）
Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

ｋ ｉｎｅｔ ｉ ｃ ｓａｎｄ
ｐａｔｈｗａｙ ｓｏｆ  ｌ ｉｇａｎｄ ｓｔｏＧＰＣＲｓ ．

Ｔｒｅｎｄｓ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃ ｉ ３８ ：７ １ ７ －７３ ２ ．

Ｓｕ ｌ ｌ ｉｖａｎ
， 
ＡＡａｎｄＴｈｕｍｍ ｅ ｌ

，Ｃ Ｓ
（
２ ００ ３

）
Ｔｅｍ

ｐ
ｏｒａ ｌ

ｐ ｒｏｆｉ ｌ ｅｓｏｆ ｎｕ ｃ ｌ ｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｇｅｎｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｒｅｖｅａ ｌ

ｃｏｏ ｒｄ ｉｎ ａｔｅ ｔｒａｎｓｃ ｒ ｉｐｔ ｉｏｎａ ｌ ｒｅ ｓ
ｐ
ｏｎ ｓｅ ｓ ｄｕ ｒ ｉｎｇ 

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｄｅｖ ｅ ｌｏｐｍ ｅｎｔ ． Ｍｏ ｌ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ １ ７ ： ２ １ ２ ５

－

２ １ ３ ７ ．

Ｓｕ ｎ
， 
ＧＱ ， 

Ｚｈｕ
， ＪＳ ， 

Ｃｈ ｅｎ
， Ｌ ａｎｄ Ｒａ ｉ ｋｈｅ ｌ

， 
Ａ Ｓ

 （
２００５

） 
Ｓｙ

ｎｅｒｇ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａｃ ｔ ｉｏｎｏ ｆ Ｅ７４Ｂａｎｄｅ ｃｄｙ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄｒｅｃｅｐｔｏ ｒ

ｉ ｎａｃ ｔ ｉｖａ ｔ ｉ ｎ
ｇ

ａ２０ － ｈ
ｙ
ｄ ｒｏｘｙ ｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ ｅ ｆｆｅｃ ｔｏ ｒ

ｇｅ
ｎ ｅ ．Ｐｒｏｃ Ｎａ ｔ ｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ１ ０２ ： １ ５ ５ ０６－

１ ５ ５ １ １ ．

Ｓｕｎ
， 
ＧＱ ， 

Ｚｈｕ
， ＪＳａｎｄＲａ ｉｋｈｅ ｌ

， 
Ａ Ｓ

 （
２０ ０４

） 
Ｔｈ ｅｅａｒ ｌ

ｙｇ
ｅｎ ｅＥ ７４Ｂ ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ ｉ ｓａ  ｔｒａｎ ｓｃｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎａ ｌａｃ ｔ ｉｖａｔｏ ｒ ｏ ｆ

ｔｈｅｅｃｄｙ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄｒｅｇｕ ｌ ａｔｏｒｙ
ｈ ｉ ｅ ｒａｒｃｈｙ

ｉｎｍ ｏ ｓｑｕ
ｉ ｔｏｖ ｉ ｔｅ ｌ ｌｏｇｅｎ ｅ ｓ ｉ ｓ ．Ｍｏ ｌ Ｃｅ ｌｌＥｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ２ １ ８ ：９ ５

－

１ ０ ５ ．

Ｓ ｕ ｎａｈａｒａ
， 
ＲＫ

，
Ｇｕａｎ

， 
ＨＣ

， Ｏ
＇

Ｄｏｗｄ
， 
ＢＦ

， Ｓｅｅｍａｎ
， 
Ｐ

，Ｌ ａｕ ｒ ｉ ｅｒ
， 
ＬＧ

， 
Ｎ
ｇ ， 
Ｇ

， 
Ｇｅｏｒｇ ｅ ，

ＳＲ
， 
Ｔｏｒｃｈ ｉ ａ

， 
Ｊ

， 
Ｖａｎ Ｔｏ ｌ

，

ＨＨａｎｄ Ｎ ｉ ｚｎ ｉｋ
， ＨＢ （

１ ９９ １
） 
Ｃ ｌｏｎ ｉ ｎｇ 

ｏｆ  ｔｈ ｅ
ｇｅｎｅ ｆｏ ｒ ａ ｈ ｕｍ ａｎｄｏｐ

ａｍ ｉｎ ｅＤ５ｒｅｃ ｅ
ｐ

ｔｏ ｒ ｗ ｉ ｔｈｈ ｉ

ｇｈ ｅ ｒ

ａ ｆｆｉｎ ｉ ｔｙ
ｆｏ ｒ ｄｏｐａｍ ｉ ｎ ｅ ｔｈａｎＤ １ ， Ｎａ ｔｕｒｅ ３５０ ： ６ １ ４－９ ．

Ｓ ｕｎａｈａ ｒａ
，
ＲＫ

，
Ｎ ｉ ｚｎ ｉｋ

，ＨＢ ，
Ｗｅ ｉ ｎ ｅｒ

，ＤＭ ，Ｓ ｔｏ ｒｍ ａｎｎ
，
ＴＭ

，Ｂ ｒａｎｎ
，
ＭＲ

，Ｋｅｎｎｅｄ
ｙ ，
几

，
Ｇｅ ｌ ｅｍ ｔｅ ｒ

，

ＪＥ
，

Ｒｏｚｍ ａｈ ｅ ｌ

，
Ｒ

， 
Ｙａｎｇ ， 

ＹＬ
，

Ｉ ｓ ｒａｅ ｌ

， 
Ｙａｎｄｅ ｔａ ｌ ．

（
１ ９９０

）
Ｈｕｍ ａｎｄｏｐａｍ ｉ ｎｅＤ １ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｅｎｃｏｄ ｅｄｂｙ

ａｎ ｉ ｎ ｔｒｏ ｎ ｌ ｅｓ ｓ
ｇｅｎｅ ｏｎｃｈ ｒｏｍｏｓｏｍ ｅ ５ ．Ｎａｔｕｒｅ ３４ ７ ： ８０－３ ．

Ｓｗｅｖ ｅ ｒｓ
，Ｌ ，Ｃｈｅ ｒｂａｓ

，Ｌ ，Ｃｈ ｅｒｂａｓ
，ＰａｎｄＩ ａｔ ｒｏｕ

，Ｋ（
１ ９９６

）ＢｏｒｎｂｙｘＥｃＲ（
ＢｍＥｃＲ

）ａｎｄＢｏｍｂｙｘＵ ＳＰ

（
ＢｍＣＦ ｌ

）
ｃｏｍｂ ｉ ｎ ｅｔｏｆｏｒｍａ ｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎ ａ ｌｅｃｄｙ

ｓｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ．Ｉｎｓｅｃ ｔＢ ｉｏｃｈｅｍＭｏ ｌＢ ｉｏ ｌ２６ ：２ １ ７
－

２ １ ．

Ｓ ｚｅｇｏ ，ＣＭａｎｄＤａｖ ｉ ｓ
，Ｊ Ｓ （

１ ９６７
）
Ａ ｄｅｎｏ ｓ ｉ ｎｅ３

＇

，
５

＇

－ｍｏｎｏ
ｐ
ｈｏｓ

ｐｈａｔｅ ｉｎｒａｔｕ ｔｅ ｒｕ ｓ ：ａｃｕ ｔｅｅ ｌｅｖ ａｔ ｉｏｎｂｙ

ｅ ｓ ｔｒｏｇｅｎ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔ ｌ Ａｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ５８ ： １ ７ １ １

－ ８ ．

Ｔａ ｌ ｂｏ ｔ
，Ｗ Ｓ

，Ｓｗｙ ｒ
ｙ
ｄ

，ＥＡａｎｄＨｏｇｎｅｓ ｓ ，ＤＳ （
１ ９９ ３

）Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ ｓｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｍ ｅ ｔａｍｏ ｒｐｈ ｉ ｃ

ｒｅ ｓｐｏｎ ｓｅ ｓ  ｔｏｅ ｃｄｙ ｓｏｎ ｅ ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔ ｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒ  ｉ ｓｏ ｆｏｒｍ ｓ ．Ｃｅ ｌｌ ７３ ： １ ３ ２ ３ －

３ ７ ．

Ｔａ ｔａ
， 
ＪＲ

 （
２０００

） 
Ａｕ ｔｏ ｉｎｄｕｃ ｔ ｉｏｎ ｏｆ ｎ ｕｃ ｌ ｅａｒ ｈｏ ｒｍｏｎｅ ｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒｓ ｄ ｕ ｒ ｉ ｎｇ 

ｍ ｅｔａｍ ｏ ｒｐ
ｈｏｓ ｉ ｓ ａｎｄ ｉ ｔ ｓ ｓ ｉｇｎ ｉｆｉ ｃａｎｃｅ ．

Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ３０ ：６４５ －

５ １ ．

Ｔｅ ｌ ｅｍ ａｎ
， 
ＡＡ

 （
２００９

）
Ｍｏ ｌ ｅｃ ｕ ｌ ａｒ ｍ ｅｃｈ ａｎ ｉ ｓｍ ｓ ｏ ｆ ｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｃｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｂｙ

ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉｎ ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ．Ｂ ｉｏｃｈｅｍ

＊７ ４２ ５ ： １ ３
－２６ ．

Ｔｅ ｒａｓ ｈ ｉｍａ
， 
Ｊ ａｎｄ Ｂｏｗｎ ｅ ｓ

， 
Ｍ

 （
２０ ０６

） 
Ｅ７ ５Ａ ａｎｄ Ｅ７ ５Ｂ ｈａｖｅ ｏｐｐｏ ｓ ｉ ｔｅ ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓ ｏｎ  ｔｈ ｅ ａ

ｐｏｐｔｏｓ ｉ ｓ ／ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ

ｃｈｏ ｉ ｃｅ ｏ ｆ  ｔｈ ｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｅｇｇ
ｃｈａｍｂ ｅ ｒ ．Ｃｅｌ ｌ Ｄｅａ ｔｈ Ｄ ｉｆｆｅｒ１ ３ ：４ ５ ４ －４６４ ．

Ｔｈｏｍａｓ
， 
ＨＥ

，Ｓ ｔｕｎｎｅｎｂｅ ｒｇ ，
ＨＧａｎ ｄＳ ｔｅｗａｒｔ

， 
ＡＦ

（
１ ９９３

）
Ｈｅ ｔｅ ｒｏｄ ｉｍ ｅ ｒ ｉ ｚａｔ ｉｏｎｏｆ  ｔｈｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌ ａ ｅｃｄｙ ｓｏｎｅ

ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｗ ｉ ｔｈｒｅｔ ｉ ｎｏ ｉ ｄＸｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ａｎｄｕ ｌ ｔｒａｓｐ
ｉ ｒａｃ ｌ ｅ ．Ｎａ ｔｕｒｅ ３６２ ：４７ １

－

５ ．

Ｔｈ ｕｍｍ ｅ ｌ
，ＣＳ（

１ ９９６
）Ｆ ｌ ｉ ｅ ｓｏｎｓｔｅｒｏ ｉｄ ｓ

－

Ｄｒｏｓｏｐｈｉ ｌａｍ ｅ ｔａｍｏ ｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓａｎｄｔｈｅｍ ｅｃｈａｎ ｉ ｓｍ ｓｏ ｆｓ ｔｅｒｏ ｉｄ

ｈｏ ｒｍｏｎｅ ａｃｔ ｉｏｎ ．Ｔｒｅｎｄｓ Ｇｅｎｅ ｔ１ ２ ： ３ ０６ －

３ １ ０ ．

Ｔｒｕｍ ａｎ
， 
ＪＷ

（
２０ １ ９

） 
Ｔｈ ｅｅｖｏ ｌ ｕ ｔ ｉｏｎｏｆ  ｉ ｎ ｓ ｅｃｔ ｍ ｅｔａｍｏ ｒｐｈｏ ｓ ｉ ｓ ．Ｃｕｒｒ Ｂｉｏ ｌ ２９ ：Ｒ １ ２ ５ ２ －Ｒ １ ２６ ８ ．

Ｔｒｕｍ ａｎ
，

ＪＷａｎｄＲｉｄｄ ｉｆｏｒｄ
，ＬＭ（

２０ １ ９
）
Ｔｈｅｅｖｏ ｌ ｕｔ ｉｏｎｏｆ  ｉ ｎ ｓｅｃｔｍ ｅｔａｍｏｒ

ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ ：ａｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎｔａ ｌａｎｄ

ｅｎｄｏ ｃｒ ｉ ｎｅ ｖ ｉｅｗ ．Ｐｈ ｉ ｌｏｓＴｒａｎｓ Ｒ Ｓｏｃ
，Ｂ ３ ７４ ：２０ １ ９００７０ ．

Ｔｕ
，ＭＰ

，
Ｙ ｉｎ

，ＣＭａｎｄＴａｔａｒ
，Ｍ（

２００ ５
）
Ｍｕ ｔａｔ ｉｏｎ ｓ ｉｎ ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉｎ

ｇｐ
ａｔｈｗａｙａ ｌｔｅｒ

ｊ
ｕｖｅｎ ｉ ｌｅｈｏｒｍｏｎｅ

ｓｙｎ ｔｈｅ ｓ ｉ ｓ  ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｍｅ ｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ．ＧｅｎＣｏｍｐ
Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ１ ４２ ：３４７ － ５ ６ ．

Ｕｙ ｅｈａｒａ
，ＣＭａｎｄＭｃＫａｙ ，ＤＪ（

２ ０ １ ９
）Ｄ ｉ ｒｅ ｃ ｔａｎｄｗ ｉ ｄ ｅ ｓ

ｐ
ｒｅ ａｄｒｏ ｌ ｅｆｏｒｔｈ ｅｎｕｃ ｌ ｅａｒｒｅｃｅ

ｐ
ｔｏｒＥｃＲ ｉｎ

ｍｅｄ ｉａ ｔ ｉ ｎｇ
ｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ  ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ ＳｃｉＵＳＡ１ １ ６ ：９ ８ ９３

－９９０２ ．

Ｖ ｉ ｎｅ ｓ
，ＣＭ （

２０ １ ２
） 
Ｐｈｏ ｓｐｈｏ ｌ ｉ

ｐ
ａ ｓｅＣ ． ＡｄｖＥｘｐ

Ｍｅｄ Ｂ ｉｏ ｌ ７４０ ： ２ ３ ５ －５ ４ ．

９ ７
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

Ｗａｎｇ ，Ｄ ，Ｚｈａｏ ，
ＷＬ

？Ｃａ ｉ
，ＭＪ

，Ｗａｎｇ ，ＪＸａｎｄＺｈａｏ
，ＸＦ（

２０ １ ５
）
Ｇ －

ｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐｔｏ ｒｃｏｎｔｒｏ ｌ ｓ

ｓｔｅｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎｅ ｓ ｉ
ｇｎ ａ

ｌ ｉｎｇ
ｉｎｃｅ ｌ ｌ ｍｅｍｂ ｒａｎ ｅ ． Ｓｃ ｉ Ｒｅｐ 

５ ：８ ６７ ５ ．

Ｗａｎｇ ， 
Ｓ

， 
Ｌ ｉ ｕ

， 
Ｓ

， 
Ｌ ｉｕ

， 
Ｈ

， 
Ｗａｎｇ ， 

Ｊ
， 
Ｚｈｏｕ

， 
Ｓ

， 
Ｊ ｉ ａｎｇ ， 

ＲＪ
Ｓ 
Ｂ ｅｎｄ ｅｎａ

， 
ＷＧ ａｎｄ Ｌ ｉ

， 
Ｓ

 （
２０ １ ０

） 

２０ －ｈ
ｙｄ

ｒｏｘｙ
ｅｃ ｄｙ ｓｏｎｅ

ｒｅｄｕ ｃｅｓ ｉｎ ｓｅｃｔ ｆｏｏｄｃｏｎ ｓｕｍｐｔ ｉｏｎｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｉｎｇ
ｉｎｆａｔ ｂｏｄｙ 

ｌ ｉ

ｐｏ ｌｙｓ ｉ ｓｄｕ ｒ ｉｎｇ 
ｍｏ ｌ ｔ ｉｎｇ

ａｎｄ
ｐｕｐａｔ

ｉｏｎ ． Ｊ

Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏ ｌ ２ ：１ ２ ８ －

３ ８ ．

Ｗａｎｇ ，
Ｓ

， 
Ｗａｎｇ ， 

ＪＷ
，
Ｓｕｎ

， 
ＹＮ

， 
Ｓｏｎｇ ， ＱＳ ａｎｄ Ｌ ｉ

，
Ｓ

（
２０ １ ２

） 
ＰＫＣ －ｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｄ Ｕ ＳＰ

ｐ
ｈｏ ｓｐｈｏ ｒｙ ｌａｔ ｉｏｎａｔＳ ｅｒ３ ５

ｍｏｄｕ ｌａｔｅｓ２ ０ －ｈｙｄｒｏｘｙｅ ｃｄｙ ｓｏｎｅｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ 
ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ． Ｊ Ｐｒｏ ｔｅｏｍｅ Ｒｅｓ１ １ ：６ １ ８ ７ －６ １ ９６ ．

Ｗａｒｒｅｎ
，ＪＴａｎｄＧ ｉ ｌｂｅｒｔ

，ＬＩ（
１ ９ ８６

）Ｅｃｄｙ ｓｏｎｅｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｓｍａｎｄｄ ｉ ｓｔｒｉｂｕ ｔ ｉｏｎｄｕｒ ｉｎｇｔｈｅｐｕｐａ ｌａｄｕ ｌ ｔ

ｄ ｅｖｅ ｌｏ
ｐ
ｍｅｎ ｔ ｏｆ Ｍａｎｄｕｃａ Ｓｅｘｔａ ．Ｉｎｓｅｃｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ１ ６ ：６ ５ －

８２ ．

Ｗｅ ｉ ｎｂｅｒｇ ，ＺＹａｎｄＰｕｔｈｅｎｖｅｅｄｕ
，ＭＡ（

２０ １ ９
）
Ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏｆＧ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎｇ
ｂｙ

ｐ ｌ ａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｒｇａｎ ｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｎｄｏｃｙｔｏｓ ｉ ｓ ．Ｔｒａｆｆｉｃ ２０ ： １ ２ １
－

１ ２９ ．

Ｗｈ ｉｔｅ
， 
ＢＨ ａｎｄＥｗｅｒ

， 
Ｊ
（
２０ １ ４

） 
Ｎｅｕｒａｌａｎｄｈｏ ｒｍｏｎａ ｌｃｏｎ ｔｒｏ ｌｏｆ

ｐｏ ｓｔｅｃｄ
ｙｓ ｉ ａ ｌｂｅｈａｖ ｉｏｒｓ ｉｎ ｉｎ ｓｅ ｃ ｔｓ ．Ａ ｎｎｕ

Ｒｅｖ Ｅｎｔｏｍｏｌ ５９ ： ３ ６３ － ８ １ ．

Ｗｈ ｉｔｅ
， 
ＪＨ

， 
Ｗｉ ｓｅ

， 
Ａ

， 
Ｍａ ｉｎ

， 
ＭＪ

，
Ｇｒｅｅｎ

， 

Ａ
， 
Ｆｒａｓｅ ｒ

， 
ＮＪ

， 
Ｄ ｉ ｓｎｅｙ， 

ＧＨ
， 
Ｂａｒｎｅ ｓ

， 

ＡＡ
， 
Ｅｍ ｓｏｎ

， 
Ｐ

， 
Ｆｏｏ ｒｄ

，
ＳＭ ａｎｄ

Ｍａｒｓｈａｌ ｌ
，
ＦＨ

（
１ ９９ ８

） 

Ｈｅｔｅ ｒｏｄ ｉｍ ｅｒ ｉｚａｔ ｉｏｎ ｉ ｓ ｒｅ
ｑ
ｕ ｉ ｒｅｄ ｆｏ ｒ  ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔ ｉｏｎ ｏｆａ ｆｕｎ ｃｔ ｉｏｎａ ｌ ＧＡＢＡ

（
Ｂ

）

ｒｅｃｅｐ ｔｏｒ． Ｎａｔｕｒｅ ３９６ ：６７９ －６８２ ．

Ｗｈｏ ｒｔｏｎ
， 
ＭＲ

， 
Ｂｏｋｏｃｈ

， 
ＭＰ

， 
Ｒａｓｍｕ ｓｓｅｎ

，
ＳＧＦ

， 

Ｈｕａｎｇ ， 
Ｂ

， 
Ｚａｒｅ

， 
ＲＮ

， 
Ｋｏｂ ｉ ｌｋａ

， 
ＢａｎｄＳｕｎ ａｈ ａｒａ

， 
ＲＫ

 （
２００７

）

Ａｍ ｏｎｏｍ ｅｒ ｉ ｃＧｐｒｏ ｔｅ ｉｎ－

ｃｏｕｐ ｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｓｏ ｌａｔｅｄ ｉｎａｈ ｉ

ｇ
ｈ －ｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ ｌ ｉｐｏｐｒｏｔｅ ｉｎｐａｒｔ ｉｃ ｌｅ

ｅ ｆｆｉ ｃ ｉｅｎｔｌｙ
ａｃｔ ｉｖａｔｅｓ  ｉ ｔｓ Ｇ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ．Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ１ ０４ ： ７６ ８２
－

７６ ８７ ．

Ｗ ｉｐｆｌ ｅｒ
，
Ｂ

，
Ｌｅｔ ｓｃｈ

，
Ｈ

，

Ｆｒａｎｄｓｅｎ
，
ＰＢ

，

Ｋａｐ ｌ ｉ

，
Ｐ

，

Ｍａｙ ｅｒ ，
Ｃ

，
Ｂａｒｔｅ ｌ

，
Ｄ

，
Ｂｕｃｋ ｌ ｅｙ，

ＴＲ
，
Ｄｏｎａｔｈ

， 
Ａ

，

Ｅｄｇ ｅ ｒ ｌ

ｙ
－

Ｒｏｏｋｓ
，ＪＳ ，Ｆｕｊ ｉｔａ

，Ｍ ｓＬ ｉｕ
，ＳＬ ｓＭａｃｈ ｉｄａ

，Ｒ ，Ｍａｓｈ ｉｍｏ
，Ｙ，Ｍ ｉ ｓｏｆ

，Ｂ ，
Ｎ ｉ ｅｈｕ ｉ ｓ

，Ｏ ，
Ｐｅｔｅ ｒｓ

，ＲＳ ，

Ｐｅｔｅｒｓｅｎ
， 
Ｍ

， 
Ｐｏｄ ｓ ｉ ａｄ ｌｏｗ ｓｋ ｉ

， 
Ｌ

， 
Ｓ ｃｈｕｔｔｅ

， 
Ｋ

， 
Ｓｈ ｉｍ ｉｚｕ

， 
Ｓ

， 
Ｕｃｈ ｉ ｆｕｎｅ

， 
Ｔ

， 
Ｗ ｉ ｌｂｒａｎｄｔ

， 
Ｊ

， 
Ｙａｎ

？ 
Ｅ

， 
Ｚｈｏｕ

，

ＸａｎｄＳ ｉｍｏｎ
，Ｓ （

２０ １ ９
）Ｅｖｏｌｕｔ ｉｏｎａ ｒｙｈ ｉ ｓｔｏｒｙｏｆＰｏ ｌ

ｙ
ｎｅｏｐｔｅｒａａｎｄ ｉ ｔｓ ｉｍ

ｐ
ｌ ｉｃａｔ ｉｏｎｓｆｏｒｏｕｒ

ｕｎｄｅｒｓ ｔａｎｄ ｉｎｇ
ｏｆ ｅａｒｌｙ

ｗ ｉｎｇｅｄ ｉｎ ｓｅｃｔｓ ．Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ１ １ ６ ：３ ０２４ －

３ ０２９ ．

Ｘｕ
，
Ｊ

，

Ｗａｎｇ ，ＸＦ，
Ｃｈｅｎ

，
Ｐ

，

Ｌ ｉｕ
，
ＦＴ

，
Ｚｈｅｎｇ ，

ＳＣ
，

Ｙｅ
，
Ｈ ａｉｄＭｏ

， 
ＭＨ

 （
２ ０ １ ６

）
ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅ ｒｅｎｃｅ ｉｎｍｏ ｔｈ ｓ ：

ｍ ｅｃｈａｎ ｉ ｓｍ ｓ
，
ａｐｐ ｌ ｉｃａｔ ｉｏｎ ｓ

，
ａｎｄ

ｐｒｏｇｒｅｓｓ ．Ｇｅｎｅｓ
（Ｂａｓｅｌ

）
７

，１ ０ ． ３ ３ ９０ ／ｇｅｎｅ ｓ７ １ ０００ ８ ８ ．

Ｘｕ ｅ
， 
Ｌ

， 
Ｓｕｎ

， Ｑ ， 
Ｚｈａｏ

， 
Ｈ

， 
Ｒｏｖ ｉ ｒａ

， 
Ｘ

， 
Ｇａ ｉ

，
Ｓ

， 
Ｈｅ

， Ｑ ， 
Ｐ ｉ ｎ

， 
ＪＰ

， 
Ｌ ｉｕ

， 
Ｊ ａｎｄ Ｒｏｎｄａｒｄ

， 
Ｐ

 （
２０ １ ９

） 
Ｒｅａｒｒａｎｇｅｍ ｅｎｔ

ｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｍ ｅｍｂｒａｎｅｄｏｍ ａ ｉｎ ｉｎ ｔｅｒｆａｃ ｅｓａｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄｗ ｉ ｔｈｔｈ ｅａｃｔ ｉｖａｔ ｉｏｎｏｆａＧＰＣＲｈｅｔｅｒｏ －

ｏ ｌ ｉｇｏｍ ｅｒ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ１ ０ ： ２７６ ５ ．

Ｙａｍ ａ
ｇ
ａｔａ

，
Ｎ

ｓ
Ｈ ｉ ｒｏ ｉ

，
Ｍ

，
Ｋｏｎｄｏ

，Ｓ ， 
Ａｂｅ

，
Ａａｎ ｄＴａｎ ｉｍ ｏｔｏ

，
Ｈ

（
２０ １ ６

）
Ｓｕｐｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ ｄｏｐａｍ ｉｎｅｎ ｅｕ ｒｏｎｓ

ｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｓｒｅｗａｒｄ ． ＰＬｏＳ Ｂ ｉｏｌ １ ４
，

１ ０ ． １ ３ ７ １ ／
ｊ
ｏｕｍ ａ ｌ ．

ｐｂ
ｉｏ ． １ ００２ ５ ８ ６ ．

Ｙａｍ ａｎａｋａ
，
Ｎ

，
Ｍａｒｑｕ ｅｓ

，ＧａｎｄＯ
＇

Ｃｏｎｎｏｒ
，
ＭＢ

（
２０ １ ５

）
Ｖｅ ｓ ｉ ｃ ｌ ｅ

－ｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｄｓｔｅｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎ ｅｓｅｃ ｒｅｔ ｉｏｎ ｉｎ

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ．Ｃｅ ｌｌ １ ６３ ： ９０７
－

１ ９ ．

Ｙａｍ ａｎａｋａ
，
Ｎ

，Ｒｅｗ ｉｔｚ
，
ＫＦａｎｄＯ

＇

Ｃｏｎｎｏ ｒ
，ＭＢ（

２０ １ ３
）
Ｅｃｄ

ｙ
ｓｏｎ ｅｃｏｎｔｒｏ ｌｏｆｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎｔａｌｔｒａｎ ｓ ｉ ｔ ｉｏｎｓ ：

ｌ ｅｓ ｓｏｎ ｓｆｒｏｍ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｒｅ ｓｅａｒｃｈ ． Ａｍｕ Ｒｅｖ Ｅｎ ｔｏｍｏｌ ５８ ：４９７ －

５ １ ６ ．

Ｙａｎｇ ，
ＡＳ（

２０ ０ １
）
Ｍｏｄｕ ｌ ａｒ ｉｔｙ，ｅｖｏ ｌｖａｂｉ ｌ ｉｔｙ，ａｎｄａｄａｐ ｔ ｉｖｅｒａｄ ｉ ａｔ ｉｏｎｓ ：ａｃｏｍｐａｒ ｉ ｓｏｎｏｆｔｈ ｅｈｅｍ ｉ

－

ａｎｄ

ｈｏ ｌｏｍｅｔａｂｏ ｌｏｕｓ ｉｎ ｓｅｃｔｓ ． Ｅｖｏ ｌ Ｄｅｖ ３ ：５ ９
－７２ ．

Ｙａｏ
， 
ＴＰ

， 
Ｆｏｒｍ ａｎ

， 
ＢＭ

， 
Ｊ ｉ ａｎｇ ， 

Ｚ
， 
Ｃｈｅｒｂａｓ

， 
Ｌ

， 
Ｃｈｅｎ

， 
ＪＤ

， 
ＭｃＫｅｏｗｎ

， 
Ｍ

， 
Ｃｈｅｒｂａｓ

， 
Ｐ ａｎｄＥｖａｎ ｓ

， 
ＲＭ

（
１ ９９３

）

Ｆｕｎ ｃｔ ｉｏｎａ ｌｅｃｄｙ ｓｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ  ｉ ｓ ｔｈ ｅ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｏ ｆ ＥｃＲ ａｎｄＵ ｌｔｒａ ｓ

ｐ
ｉ ｒａｃ ｌ ｅ

ｇｅｎ ｅ ｓ ．Ｎａｔｕｒｅ３６６ ：４７６ －

９ ．

Ｙａｏ
，ＴＰ，Ｓ ｅｇ ｒａｖｅ ｓ

，ＷＡ ，Ｏｒｏ
，ＡＥ ，ＭｃＫｅｏｗｎ

，ＭａｎｄＥｖａｎ ｓ
，ＲＭ（

１ ９９２
）Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｕ ｌ ｔｒａ ｓｐ

ｉ ｒａｃ ｌ ｅ

ｍｏｄｕ ｌａｔｅ ｓｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ ｒｅｃｅ
ｐ ｔｏｒ ｆｕｎｃｔ ｉｏｎ ｖ ｉａ ｈ ｅｔｅｒｏｄ ｉｍ ｅ ｒ ｆｏｒｍａｔ ｉｏｎ ．Ｃｅ ｌｌ ７ １

：６ ３
－

７２ ．

Ｙｅａｇ ｌ ｅ
，
ＰＬ

 （
２ ０ １ ４

）
Ｎｏｎ －ｃｏｖａ ｌ ｅｎ ｔｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

ｏｆ ｍｅｍｂ ｒａｎｅ ｌ ｉ

ｐ ｉｄｓ ｔｏｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ｓ ．Ｂ ｉｏｃｈｉｍＢ ｉｏｐｈｙｓ

Ａ ｃｔａＩ Ｈ３Ｓ ： １ ５ ４ ８ － ５９ ．

９ ８
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

Ｚｈａｎｇ ，
ＸＱ ，Ｌ ｉ

，
ＸＲ

，
Ｒｅｎ

，Ｊ ，
Ｌ ｉ

， 
ＹＢ

，Ｃａ ｉ
，Ｍ Ｊ

，
Ｗａｎｇ ，

ＪＸａｎｄＺｈａｏ
，
ＸＦ

（
２０ １ ５

）
ｂｅｔａ －Ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ ｌ ｉｎｔｅｒａｃ ｔ ｓ

ｗ ｉ ｔｈＧｐｒｏ ｔｅ ｉｎ－ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅ
ｐ

ｔｏｒｔｏｄｅ ｓｅｎｓ ｉ ｔ ｉｚｅｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎｇｏｆｔｈｅｓｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎ ｅ２０ －

ｈｙ
ｄｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ ｉ ｎ ｔｈｅ ｌ ｅｐ ｉｄｏｐ ｔｅｒａｎ ｉｎｓｅｃｔ Ｈｅ ｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍ ｉｇｅｒａ ． Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ ２ ７ ：８ ７ ８

－

８ ６ ．

Ｚｈａｏ
， 
ＷＬ

， 
Ｗａｎｇ ，

Ｄ
， 
Ｌ ｉ ｕ

，
ＣＹａｎｄＺｈａｏ

，
ＸＦ

（
２０ １ ６

）
Ｇ －

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕｐ Ｉ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ｋ ｉｎａｓｅ２ｔｅ ｒｍ ｉｎ ａｔｅ ｓＧ －

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ

－

ｃｏｕ
ｐ

ｌ ｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎ ｉ ｎ ｓｔｅ ｒｏ ｉｄ ｈｏｒｍ ｏｎｅ ２０ －ｈｙｄｒｏｘｙｅｃ
ｄ
ｙ ｓｏｎｅ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ ． Ｓｃ ｉ Ｒｅｐ 

６ ：

２９２０ ５ ．

Ｚｈａｏ
，
ＸＦ

，
Ｗａｎｇ ，

ＪＸ
，
Ｘｕ

，ＸＬ ， 
Ｌ ｉ

，
ＺＭａｎｄＫａｎｇ ，

Ｃ Ｊ
（
２００４

）
Ｍｏ ｌｅｃｕ ｌａｒ ｃ ｌｏｎ ｉｎｇ

ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ
ｐ

ａｔｔｅｒｎ ｓ

ｏｆ ｔｈ ｅｍｏ ｌ ｔ
－

ｒｅｇｕ
ｌａｔ ｉ ｎｇ 

ｔｒａｎｓｃ ｒ ｉ

ｐｔ ｉｏｎｆａｃｔｏｒ ＨＨＲ３ｆｒｏｍ Ｈｅ ｌ ｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍ ｉｇｅｒａ ．Ｉｎｓｅｃｔ Ｍｏ ｌ Ｂｉｏｌ

１ ３ ： ４０ ７－ １ ２ ．

Ｚｈｏｕ
，ＢＨ ，Ｈ ｉ ｒｕｍ ａ

，Ｋ ，Ｊ ｉｎｄｒａ
，Ｍ ，Ｓｈ ｉ ｎｏｄａ

，Ｔ，Ｓ ｅｇｒａｖ ｅ ｓ
，ＷＡ ，Ｍａ ｌ ｏｎｅ

，ＦａｎｄＲ ｉｄ ｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，ＬＭ （

１ ９９ ８
）

Ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏｆ  ｔｈｅ ｔｒａｎ ｓｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎ ｆａｃｔｏ ｒ Ｅ７ ５ｂ
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