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摘要

研宄背景及存在的科学问题

昆虫 的变态类型分为完全变态和不 完全变态 ， 我们所研究 的重要农业害虫

棉铃虫属 于 完 全变态类 昆虫 的
一

种 ， 其组织形态变化极为显著 ， 在 昆虫生长发

育 过程 中 ， 蜕 皮激素 （ ２０Ｅ ） 和胰 岛素样肽 （ 丨 ＬＰ ｓ ） 发挥着 重要作用 。 昆虫 的

２ ０Ｅ 信 号途径和胰岛素 ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ／胰岛 素样生长因子信 号 Ｕ Ｉ Ｓ ） 途径 （ 简称胰岛素

途径 ） 存在拮抗作用 。

类固醇激素 ２０Ｅ 启动 昆虫的蜕皮和变态 ， ２０Ｅ 进入细胞 内 可 以与其核受体

Ｅｃ Ｒ 结合起始下游基 因 的转录 ， 起始 ２０ Ｅ 的基因组途径 。 目 前研究发现 ， 类固

醇激素可 以结合细胞膜上 的受体起始某些非基 因 组途径 如 蛋 白 质快速修饰 ，

Ｃ ａ
２ ＋

水平的快速变化等快速的细胞效应 。 且在哺乳动物 、 家蚕 、 果蝇 中 已经得

到证实 。 细胞膜上的 Ｇ 蛋 白 偶联受体 （ Ｇ ＰＣＲ ） 属 于 ７ 次跨膜结构的蛋 白 家族 ，

在细胞膜上转导包括神经递质 ， 激素等各种信号 。 人体 内 有 多个 ＧＰＣ Ｒ ｓ ， 是人

类 中最庞大的膜蛋 白 家族 。 已有研宄发现在 昆虫体 内 也存在 多个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ ， 我们

实验室 己经发现有 多 个 ＧＰＣ Ｒ ｓ 参与 ２０Ｅ 的信 号转导过程 ， 多个 Ｇ ＰＣ Ｒｓ 共同参

与 同
一

配体 ２０Ｅ 的信号转 导 ， 其机制 尚未阐 明 。

胰岛 素受体 （ 丨Ｎ Ｓ Ｒ ） 结合胰岛 素来促进幼虫生长和维持正常 的血淋 巴葡 萄

糖水平 ， 虽然 己知类固醇激素如雌激素和 ２０Ｅ 均会拮抗胰 岛素 的功能 ， 但导致

这种拮抗作用 的分子机制 仍不清楚 。 此外 ， 胰岛素途径 的 改变会导致糖尿病 的

发生 ， 胰 岛 素能维持 正常血糖水平而类 固 醇激素会诘抗胰 岛 素的功能增加血糖 ，

甚至诱发糖尿病 ， 然而这些机制还没有完全阐 明 。

研宄结果

在棉铃虫基 因组中鉴定 了 １ ２ ２ 个基因编码经典的 Ｇ ＰＣ Ｒｓ ， 并对它们进行分

类 ， 基因组中 未注释分类的 Ｇ ＰＣＲｓ 也进行 了 重新 归类 。 分析 了幼虫 中肠转录组

中变态期较取食期差异表达的 Ｇ ＰＣＲｓ ， 并从 中检查 了变态期上调表达的 １ １ 个

Ｇ ＰＣ Ｒｓ 及 ２ 个下调表达的 Ｇ ＰＣＲ ｓ 的表达谱 ， 发现它们在虫体的各组织和发育阶

段 中 的表达具有很大差异 。 进
一

步证实 了６ 个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 参与类固 醇激素 ２０Ｅ 信号

Ｉ
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通路 ， 通过 ＲＮＡ 干扰 （ ＲＮＡ ｉ ） 敲降这些 ＧＰＣＲ ｓ ， 幼虫 出现不 同 的表型及延迟

化蛹或化小蛹等 。 敲降这些 Ｇ ＰＣＲ ｓ 会降低 ２０Ｅ 信号通路下游基因 的表

达 ， 但 只 有敲降 ＧＰＣＲ－催乳素释放肽受体 和 （如〇 ） 才

会 导 致 在 ２０Ｅ 调控变态 过程 中 起作 用 的双功 能磷酸酶 和转 录 因 子

Ｆｏｒ ｉｔ／ｊｅａ ｃ／ ＡｏＪＣＯ（  ？ＦｏｊｃＯ ） 的表达下降 ， 敲降 和 Ｓｍｏ 同时降低 了转录因子

５ｒＺ７ 的表达水平 ， 敲降脂动激素受体 Ｘ妨ｒ 和 ５
－羟色胺受体 ？ 上调转录因子

Ａ＞ ｉｉｐ／？ｅ／ ／ＫＷ７〇 ／ｏｇ ／ （ ？＆ ＊
－

／？ ／ ） 的表达 ， 敲降 以上这四个 ＧＰＣ Ｒ 后均导致化蛹延迟 。

敲降 Ｆｒ ／ｚｚ／ｅｄ７（ Ｆｚｔ／７ ） 下调 奶＾ 及 ｃＡ＾ｃ 的表达水平 ， 导致化蛹体重减轻 ， 敲

降速激肽受体 奶Ｃ 没有 引 起表型 的差异变化 。 通过 ２０Ｅ 酶联免疫检测 （ ２０Ｅ－

Ｅ ＩＡ ） 方法证实 了ＰＲＲＰＲ 可 以结合 ２ ０Ｅ 。 这些结果解释了 多个 Ｇ ＰＣＲｓ 通过不 同

的表达谱 以及对不同基因表达 的调控来传递 ２０Ｅ 信号的机制 。

２０Ｅ 诱导 ＩＮ ＳＲ 去磷酸化 以拮抗胰岛素信号途径的功能 。 我们观察到 ＩＮ ＳＲ

在幼虫取食期表达量及磷酸化水平均较高 ， 但在蜕皮变态期其表达量和磷酸化

水平较低 。 胰岛素使 ＩＮ ＳＲ 的表达及磷酸化水平均上调 ， 而高滴度的 ２ ０Ｅ 则使

ＩＮ ＳＲ 的表达下调并且诱导 了Ｗ ＳＲ 的去磷酸化 。 ２０Ｅ 能上调蛋 白酪氨酸憐酸酶

Ｉ Ｂ（ ＰＴＰ １ Ｂ ， 由 ／＞？ ／编码 ） 的表达 ， 使 丨Ｎ ＳＲ 去磷酸化 。 同时 ， ２０Ｅ上调 ＰＴＥＮ

表达 ， 维持转录因子 ＦｏｘＯ 的核定位 ， 定位于细胞核 的 ＦｏｘＯ 促进 Ｐ ／ｐ？ ／ 的表达

并抑制 ／ｒａｒ 的表达 。 采用 ＲＮＡ 干扰技术敲降 ／Ｖ
／
ｗ ／ 维持 了ＩＮＳ Ｒ 的憐酸化 ， 并

增加 了２０Ｅ 滴度导致虫体提前化蛹并化小蛹 。 而敲降 ／？＃ 抑制 了幼虫的生长 ，

减少 了２０Ｅ 的产生导致延迟化蛹并化小蛹 ， 敲降 ／ｍ Ａ

？ 还导致血淋巴葡萄糖的积

累 。 综上所述 ， 这些结果表明 ， ２０Ｅ 通过去磷酸化 ＩＮ ＳＲ 拮抗胰岛素途径 ， 阻止

幼虫生长 ， 积累血淋 巴葡萄糖 。

结论及科学意义

１ ． 本论文鉴定 了棉铃虫基因组 中 的全部经典 ＧＰＣ Ｒ ， 并进行归类 ， 对棉铃虫

ＧＰＣＲ 的研宄提供了 参考 ， 并发现 了２０Ｅ 的 另
一

个受体 ＰＲＲＰＲ 。 ２０Ｅ 可 以通过

结合 ＰＲＲＰＲ 或不结合 ２０Ｅ 的 ＳＭＯ 调控 Ｐ物 和 ＦｏｘＯ 的表达 。 以及 ２０Ｅ 还可 以

通过其他的 Ｇ ＰＣＲ 调控其他基因 的表达 。 这进
一

步揭示 了 多个 ＧＰＣＲｓ 通过组织

差异表达和调控不同基因表达来传递 ２０Ｅ 信号 ， 为类固醇激素信号途径的研究

提供新的理论依据 ， 为害虫防治提供新的 Ｇ ＰＣＲ 靶标 。

２ ． 胰 岛素促进幼虫生长 ， 并在幼虫取食阶段促使 ２０Ｅ 达到临 界滴度 ， 临 界滴

Ｉ Ｉ
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度 的 ２０Ｅ 上调 ＰＴＥＮ 的表达 ， 使 ＦｏｘＯ 定位于细胞核 中 ， 核定位的 ＦｏｘＯ 上调磷

酸酶 ＰＴ Ｐ １ Ｂ 的表达 ， 使 ＩＮ ＳＲ 去磷酸化 ， 同时 ＦｏｘＯ 抑制 ＩＮ ＳＲ 的表达 ， 从而拮

抗胰岛素途径 。 临界滴度的 ２０Ｅ 阻止幼虫生长 ， 启 动变态过程 ， 诱导血淋巴葡

萄糖的积 累 。 这为进
一

步研 究类固 醇激素与胰 岛素之间 的相互作用提供新 的思

路和依据 ， 为害虫防治提供 了 新 的靶标 ， 同 时为血糖代谢的研究提供理论知识 ，

也可 以为人类糖尿病 的研究提供新的实验模型 。

关键词 ： 棉铃虫 ； ２ ０ Ｅ
；Ｇ 蛋 白偶联受体 ； 胰 岛素 ； 胰 岛 素受体 ；

ＰＴＥＮ
；ＦｏｘＯ

；

血淋巴葡萄糖

Ｉ Ｉ ！
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ｐｐｅ ｌｈｏｍ ｏ ｌ ｏｇ
１（
Ｋｒ

－ｈ ｌ
）
ｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ．Ｋ ｎｏ ｃｋｄｏｗ ｎｏ ｆ ｔｈｅ ｓ ｅｆｏ ｕ ｒ

ＧＰＣ Ｒ ｓａ ｌ ｌ ｌ ｅｄｔｏｄ ｅ ｌａｙｅ
ｄ
ｐ

ｕｐａ
ｔ ｉ ｏｎ ．Ｋ ｎ ｏｃｋ ｄｏｗｎｏ ｆＦ ｒ ｉｚｚ ｌ ｅｄ７

｛
ＦｚｄＴ

）
ｄ ｏｗｎ ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅｄ

ｔｈ ｅｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏｆＷｎ ｔａｎｄｃＭｙｃ ，ｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｉ ｎｇ ｉ ｎｗｅ ｉ ｇｈ ｔ ｌ ｏ ｓ ｓｄ ｕ ｒ ｉ ｎｇｐｕｐａｔ ｉ ｏｎ ．

Ｋ ｎｏｃｋｄｏｗｎｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｔａｃｈｙ
ｋ ｉ ｎ ｉ ｎｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒＴｋＲ８６Ｃ ｄ ｉ ｄｎｏ ｔ ｃａｕ ｓｅａｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃｅ ｉ ｎ

ｐ
ｈ ｅｎｏ ｔｙｐｅ

．

Ｔｈ ｅ２０ Ｅｅｎ ｚｙｍ ｅ ｉｍｍ ｕｎｏ ａ ｓ ｓａｙ（
２ ０ Ｅ －Ｅ ＩＡ

）ａｎａ ｌ

ｙｓ ｉ ｓｃｏｎｆｉ ｒｍ ｅｄｔｈ ａ ｔＰＲＲ ＰＲｃａｎｂ ｉ ｎｄ

２０Ｅ ．Ｔｈｅ ｓｅｒｅ ｓ ｕ ｌ ｔ ｓｅｘｐ ｌ ａ ｉ ｎｔｈｅｍ ｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｂｙｗ ｈ ｉ ｃ ｈｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｐ ｌ ｅＧ ＰＣＲｓｔ ｒａｎ ｓｍ ｉ ｔ２０Ｅ

ｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｓｔｈ ｒｏｕｇ

ｈｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏ ｎ

ｐ
ｒｏｆｉ ｌ ｅ ｓａｎ ｄｒｅｇｕ

ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ

ｇ
ｅｎ ｅｅｘｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ．

２０ Ｅ ｉ ｎｄｕ ｃｅ ｓｔｈ ｅｄｅｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈｏ ｒ

ｙ
ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆＩＮ Ｓ Ｒｔｏａｎ ｔａｇｏ ｎ

ｉ ｚｅｔｈｅｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉｏ ｎｏｆｔｈｅ

ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎｓ ｉ

ｇ
ｎ ａ ｌ

ｐａ
ｔｈｗａｙ ．Ｔｈｅｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏ ｎａｎｄ

ｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈｏ ｒｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌｏ ｆ  ＩＮＳ Ｒｗｅ ｒｅｈ ｉｇｈｅ ｒ

ｄ ｕ ｒ ｉ ｎｇ
ｌ ａ ｒｖ ａ ｌｆｅｅｄ ｉ ｎｇｓ

ｔａｇｅ ｓ
，ｂｕｔ ｌｏｗｅ ｒｄｕ ｒ ｉ ｎｇ

ｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎｇｍ ｅ ｔａｍ ｏ ｒｐｈｏ ｓ ｉ ｓｓ ｔａ
ｇ
ｅ ｓ ． Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉｎ

ｕ
ｐ
ｒｅｇ

ｕ ｌ ａ ｔｅｄ ＩＮ ＳＲｅｘ
ｐ
ｒｅｓ ｓ ｉ ｏ ｎａｎ ｄｐ

ｈｏ ｓｐ
ｈｏ ｒｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ

，ｗ ｈ ｉ ｌｅ２ ０Ｅ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｅｄ ＩＮ ＳＲ

ｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎａｎｄ ｉ ｎｄｕｃｅｄＩＮ Ｓ Ｒｄ ｅ

ｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈｏ ｒｙ ｉ ａ ｔ ｉ ｏｎ ．２０ Ｅｕ
ｐ
ｒｅｇｕ

ｌ ａ ｔｅｄｔｈｅｅｘｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｔｙ

ｒｏ ｓ ｉ ｎｅ
ｐ

ｈｏ ｓｐｈａ
ｔａｓｅ Ｉ Ｂ

（
ＰＴＰ １ Ｂ

，ｅｎｃｏｄｅｄｂ
ｙ
Ｐ ｔｐｎ ｌ

） ，ｗｈ ｉ ｃ ｈｄｅ
ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈｏ ｒ

ｙ
ｌ ａｔｅｄ

ＩＮ ＳＲ ．Ａ ｔｔｈｅｓ ａｍ ｅｔ ｉｍｅ
，２０Ｅｕｐ ｒｅ

ｇ
ｕ ｌ ａ ｔｅｄｔｈｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆＰＴＥＮａｎｄｍ ａ ｉ ｎ ｔａ ｉ ｎｅｄｔｈ ｅ

ｎ ｕｃ ｌ ｅ ａ ｒ ｌ ｏ ｃａ ｌ ｉ ｚａｔ ｉ ｏｎｏｆｔｈ ｅｔ ｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉ ｏ ｎｆａｃ ｔｏ ｒＦｏｘＯ ．ＦｏｘＯ ｌ ｏｃａ ｔｅｄ ｉ ｎｔｈｅｎ ｕｃ ｌ ｅ ｕ ｓ

ｐ
ｒｏｍ ｏｔｅｄｔｈｅｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆＰ ｔｐｎ ｌａｎｄ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｅｄｔｈｅｅｘ

ｐ
ｒｅｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏｆＩｎｓｒ ，Ｕ ｓ ｉｎｇ

ＲＮＡ

ｖ
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ｉ ｎ ｔｅ ｒｆｅ ｒｅｎｃ ｅｔｅ ｃ ｈｎｏ ｌ ｏｇｙｔｏｋｎｏｃ ｋｄｏｗｎＰｔｐｎ ｌｒｅ ｓｕ ｌ ｔｅｄ ｉ ｎｍａ ｉ ｎ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎｇｔｈｅ

ｐ
ｈｏ ｓｐｈｏ ｒ

ｙ
ｌａｔ ｉｏｎｏ ｆ  ＩＮ ＳＲ ａｎｄ ｌ ｅａｄ ｉ ｎｇ

ｔｏｓｍａ ｌ ｌ

ｐ
ｕ
ｐａ

ｅａｎｄｅａｒ ｌ ｉ ｅ ｒ
ｐｕｐａｔ ｉｏｎｂ

ｙ
ｉ ｎｃ ｒｅａｓ ｉ ｎｇ

ｔｈｅ２０Ｅｔ ｉ ｔｅ ｒ ．ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＩｎｓｒ ｉ ｎｈ ｉｂ ｉ ｔｅｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆ ｌ ａｒｖ ａｅａｎｄｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅ

ｐ
ｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ２０Ｅ

，ｗｈ ｉ ｃｈ ｌ ｅｄｔｏｄｅ ｌ ａｙｅｄｐｕｐａ
ｔ ｉｏｎａｎｄｔｈｅｓｍ ａ ｌ ｌ

ｐｕｐ
ａｅ ．Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆ

Ｉｎｓｒａ ｌ ｓｏ ｌ ｅｄｔｏａｃｃｕｍ ｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏｆｈｅｍ ｏ ｌｙｍｐｈｇ ｌ ｕｃｏ ｓｅ ．Ｔａｋｅｎｔｏｇｅｔｈ ｅ ｒ
，ｔｈｅ ｓｅｒｅｓ ｕ ｌ ｔｓ

ｉｎｄ ｉ ｃａｔｅｄｔｈａｔ２０Ｅｃｏｕｎｔｅ ｒａｃ ｔｓｔｈｅ ｉｎ ｓ ｕ ｌ ｉｎ
ｐａ

ｔｈｗａｙ
ｂｙ

ｄｅ
ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈｏ ｒｙ ｌ ａｔ ｉｎｇ

ＩＮ ＳＲ ｔｏｓ ｔｏ
ｐ

ｌ ａ ｒｖａ ｌ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄａｃ ｃ ｕｍｕ ｌ ａｔｅ
ｇ ｌ ｕｃｏ ｓｅ ｉ ｎｔｈｅｈｅｍ ｏ ｌｙｍｐ

ｈ ．

Ｃｏｎ ｃ ｌｕｓ ｉｏｎｓａｎｄｓｃ ｉｅｎ ｔ ｉｆｉｃｓ ｉ
ｇｎ

ｉｆｉｃａｎ ｃｅｓ

１ ．Ｗｅ ｉｄｅｎ ｔ ｉｆｉ ｅｄａ ｌ ｌｃ ｌ ａｓ ｓ ｉ ｃＧＰＣＲｓ ｉ ｎｔｈｅ
ｇｅｎｏｍｅｏｆ Ｈ．ａｒｍ ｉｇｅｒａａｎｄｃ ｌ ａｓｓ ｉ ｆｉ ｅｄｔｈｅｍ

ｔｏ
ｐ ｒｏｖ ｉ ｄｅａｒｅｆｅ ｒｅｎｃｅｆｏ ｒ ｔｈｅ ｒｅ ｓｅａｒｃｈｏｎ ｔｈｅＧＰＣＲｓｏｆ Ｈ．ａｒｍ ｉｇｅｒａ ．Ｗｅｆｏ ｕ ｎｄｔｈａｔ

ＰＲＲＰＲ ｉ ｓａｎｏ ｔｈｅ ｒｒｅｃｅｐ
ｔｏ ｒｏｆ ２０Ｅ ．２０Ｅｒｅｇｕ

ｌ ａ ｔｅｄｔｈｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ Ｐｔｅｎａｎ ｄＦｏｘＯ

ｂｙ
ｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎｇ

ｔｏＰＲＲＰＲｏ ｒＳＭＯｔｈ ａｔｃａｎｎｏ ｔｂ ｉ ｎｄ２０Ｅ ．Ｔｈ ｉ ｓｆｕ ｒｔｈｅ ｒｒｅｖ ｅａ ｌ ｅｄｔｈｅ

ｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｔｈａｔｍｕ ｌ ｔ ｉｐ ｌ ｅＧ ＰＣＲｓ ｔｒａｎ ｓｍ ｉ ｔ ２０Ｅｓ ｉ

ｇｎａ ｌ ｓｔｈｒｏｕｇｈｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｓ

ｉ ｎｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓａｎｄｔｈｅｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ
ｇｅｎ

ｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｓ ．Ｉ ｔ
ｐ

ｒｏｖ ｉｄｅｄａｎ ｅｗｔａ ｒ
ｇｅｔ

ｆｏ ｒｔｈ ｅｒｅ ｓｅａｒｃｈｏ ｆ ｓｔｅ ｒｏ ｉ ｄｈｏ ｒｍｏｎｅｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ

ｐ
ａｔｈｗａｙ

ａｎｄａｎｅｗｔｈｅｏ ｒｅ ｔ ｉ ｃａ ｌｂａｓ ｉ ｓｆｏ ｒ

ｔｈｅｃｏｎ ｔｒｏ ｌｏｆ
ｐ
ｅｓ ｔｓ ．

２ ．ＩＮ ＳＲ ｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎ ｓｔｏ
ｐ ｒｏｍｏｔｅ ｉｎ ｓｅｃ ｔ ｌ ａｒｖａ ｌ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄ２０Ｅ
ｐ

ｒｏｄｕｃｔ ｉ ｏｎ ｔｏｒｅａｃｈａｈ ｉ

ｇｈ

ｔ ｉ ｔｅ ｒｄｕ ｒ ｉ ｎｇ
ｔｈｅ ｌａｒｖａ ｌｆｅｅｄ ｉｎｇ

ｓ ｔａｇｅ ｓ ．Ｔｈｅｈ ｉ

ｇ
ｈ２０Ｅｔ ｉ ｔｅ ｒｃｏｕｎ ｔｅ ｒａｃ ｔｓＦＮ ＳＲｆｕｎｃｔ ｉｏ ｎ

ｂｙ
ｕ
ｐ ｒｅｇｕ

ｌ ａｔ ｉ ｎｇ
ＰＴＥＮｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ

，
ｗｈ ｉ ｃ ｈｍ ａ ｉ ｎ ｔａ ｉ ｎ ｓＦｏｘＯ

’

ｓｎｕｃ ｌ ｅａｒ ｌｏｃａ ｌ ｉｚａ ｔ ｉ ｏｎｔｏ

ｐｒｏｍｏ ｔｅＰＴＰ １ Ｂｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓｓ ｉ ｏｎ

，ｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｉ ｎｇ
ｉｎＦＮ ＳＲｄｅ

ｐ
ｈｏ ｓｐｈｏ ｒｙ ｌａｔ ｉ ｏｎａｎｄｒｅ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓｅｄ

ＩＮ ＳＲ ｅｘ
ｐ
ｒｅｓ ｓ ｉｏｎ ．Ｔｈｅｃ ｒ ｉ ｔ ｉ ｃａ ｌ ｔ ｉ ｔｅ ｒｏｆ ２０Ｅｓ ｔｏｐ ｓ ｌ ａ ｒｖａ ｌ

ｇｒｏｗｔｈ
，ｄ ｅ ｔｅ ｒｍ ｉｎｅ ｓｔｈ ｅｂｏｄｙ

ｓ ｉｚｅ
，ｔｒ ｉ

ｇｇｅ ｒｓｍｅ ｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏｓ ｉ ｓ

，ａｎｄｃａｕ ｓｅ ｓａｃｃｕｍｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎｏｆ ｈ ｅｍ ｏ ｌ

ｙｍ ｐ
ｈ
ｇ

ｌ ｕ ｃｏ ｓｅｆｏ ｒ

ｉｍａｇ ｉ ｎａ ｌｄ ｉ ｓｃ
ｇｒｏｗｔｈ ．Ｔｈ ｉ ｓ

ｐｒｏｖ ｉｄｅｓｎ ｅｗ ｉｄｅ ａｓａｎｄｂａｓ ｉ ｓｆｏ ｒｆｕ ｒｔｈｅ ｒ ｒｅ ｓｅａｒｃｈｏｎｔｈ ｅ

ｉ ｎｔｅｒａｃ ｔ ｉｏｎｂｅ ｔｗｅｅｎｓｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎｅ ｓａｎｄ ｉｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ
，
ａｎｄ

ｐｒｏ ｖ ｉｄｅ ｓａｎｅｗ ｔａｒｇｅ ｔｆｏ ｒ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏ ｌｏｆ
ｐ

ｅ ｓ ｔｓ ．Ａ ｔｔｈ ｅｓａｍ ｅｔ ｉｍｅ
， ｉｔ

ｐ ｒｏｖ ｉｄｅ ｓｔｈ ｅｏ ｒｅｔ ｉ ｃａ ｌｓｕｐｐｏ ｒｔｆｏ ｒｔｈｅｓ ｔｕｄｙ
ｏｆ

ｂ ｌｏｏｄ
ｇ

ｌ ｕｃｏ ｓ ｅｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ
，ａｎｄｃａｎａ ｌ ｓｏ

ｐ ｒｏｖ ｉｄｅａｎｅｗｅｘ
ｐ
ｅ ｒ ｉｍｅｎ ｔａ ｌｍｏｄｅ ｌｆｏ ｒｔｈｅ

ｓ ｔｕｄｙ
ｏｆ ｈｕｍａｎｄ ｉ ａｂｅｔｅ ｓ ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ ：Ｈｅ ｌｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍ ｉｇｅ ｒａ
＼２０

－ｈｙｄｒｏｘｙｅ ｃｄｙ ｓｏｎｅ
；Ｇｐ ｒｏｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕｐ ｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏ ｒ
；

ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉｎ
； ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉｎｒｅｃｅ

ｐ ｔｏ ｒ
；ＰＴＥＮ ；ＦｏｘＯ ；

ｈｅｍｏ ｌｙｍｐ
ｈ
ｇ ｌ ｕｃｏ ｓｅ ．

Ｖ Ｉ
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符号说明

缩略语英文全称 中文全￥

２０Ｅ ２０ － ｈｙｄ
ｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏ ｎｅ ２０ －经基蜕皮酮

２０ Ｅ －Ｅ ＩＡ２ ０ＥＥｎｚｙ
ｍ ｅ Ｉｍｍ ｕ ｎｏａ ｓ ｓａｙ ２０ Ｅ酶联免疫检测

ＡＣ ｈＥ ａｃｅｔｙ ｌｃ ｈｏ ｌ ｉ ｎｅ ｓ ｔｅ ｒａｓｅ乙酿胆碱酯酶

ＡＮＯＶＡａｎａ ｌ ｙｓ ｉ ｓｏ ｆ ｖａ ｒ ｉ ａｎ ｃｅ方差分析

Ｂ ＬＡ ＳＴＢａｓ ｉ ｃ ｌ ｏｃａ ｌａ ｌ ｉｇｎｍ ｅｎ ｔｓｅａ ｒｃｈｔｏｏ ｌ序列 比对工具

Ｂ ｒ Ｂ ｒｏａｄ 变态起始因子

ＣＡ ｃｏ ｒ
ｐ
ｕ ｓａ ｌ ｌ ａ ｔｕｍ 咽侧体

ＣＤＫ １ ０ ｃｙｃ
ｌ ｉ ｎ

－ｄｅｐ
ｅｎｄｅ ｎ ｔｋ ｉ ｎａｓｅ １ ０周 期蛋 白依赖性激酶 １ ０

ｃＤＮＡ ｃｏｍ ｐ
ｌ ｅｍ ｅｎ ｔａ ｒｙ

ＤＮＡ互补ＤＮＡ

Ｃ ｈ Ｉ ＰＣｈ ｒｏｍ ａｔ ｉ ｎ Ｉｍｍ ｕｎｏｐ ｒｅ ｃ ｉ ｐ ｉ ｔａｔ ｉ ｏｎ染色质免疫沉淀
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第
一

章 前言

１ 激素调控昆虫的变态发育

昆虫属于无脊椎动物 中 的节肢动物 ， 几乎遍布世 界的每个角 落 ， 在动物 界

中 其种类最多 ， 数量最大 ， 对农作物 的生产造成重大影响 ， 与人类关系密切 。

昆虫在其生长发育过程 中存在 明显的形态上的变化 ， 依据形态变化 的不 同情况 ，

可将 昆虫分为完全变态类 昆虫和不完全变态类 昆虫 。 完全变态类 昆虫的
一

生要

经历 卵 、 幼虫 、 蛹 、 成虫 四 个发育阶段 ， 各阶段的形态变化较为显 著 ， 包括鱗

翅 目 、 膜翅 目 和 双翅 目 等 。 不完全变态类 昆虫的幼虫和成虫在体型和生活 习 性

以及栖息环境方面都有着相似之处 ， 包括直翅 目 、 蜻蜓 目 和 同翅 目 等 。

昆虫的变态发育过程受多种激素的共 同调节 （
Ｋｏ ｓ ｔａ ｌｅ ｔａ ｌ ． ，

２０ １ ７
；Ｔｒｕｍ ａｎａｎｄ

Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏｒｄ ，
２０ １ ９

）
。 銳皮激素 的活性形式 ２０ －轻基蜕皮激素 （ ２０ －ｈｙｄ

ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎ ｅ ，

２０Ｅ ） 可 以起始幼虫的蜕皮过程 以及幼虫 －踊 －成虫的变态过程 （
Ｚ ｉ ｔｎ ａｎ ｅ ｔ ａ ｌ ． ， ２００７

）
，

在变态期间 ， ２０Ｅ 诱导细胞程序性死亡 （ ｐ ｒｏｇ ｒａｍｍ ｅｄｃ ｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ ， ＰＣＤ ） ， 包括凋

亡和 自 噬 ， 以及幼虫组织 的重塑和成虫组织的形成 （
Ｈ ａｙａ

ｎｄＧ ｕｏ ，２００６
；Ｒｙｏｏ

ａｎｄＢａｅｈ ｒｅｃｋｅ ．２０ １ ０
；Ｙ ｉ ｎａ ｎｄＴｈ ｕｍｍ ｅ ｌ

，
２００５

）
。 保幼激素Ｊ ｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅＨ ｏ ｒｍｏｎ ｅ（ ＪＨ ）

可 以调控幼虫响应 ２０Ｅ 滴度 ， 但是其抑制变态相关基因 的激活 ， 保持幼虫状态

（
Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ

，
１ ９９６

）
。 胰 岛 素 ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎ／胰 岛 素样生 长 因 沪 信 号 （ ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ

－

ｌ ｉ ｋｅｇ ｒｏｗ ｔｈ

ｆａｃ ｔｏ ｒｓ ｉ

ｇ
ｎ ａ ｌ ｉ ｎｇ ， 丨 Ｉ Ｓ ） 控制细胞牛．长速率 ， 细胞及 身体大小等 （

Ｅｄ
ｇａ

ｒ
，２００６ ）

。 在

黑腹果蝇 的生长发育 中 ， 进 食的 营 养物质可 以促进全 身组织的生长 ， 还可 以刺

激 人脑的 屮 间祌经分泌细胞 （ ｍ ｅｄ ｉ ａ ｌｎ ｅ ｕ ｒｏ ｓｅｃ ｒｅ ｔｏ ｒ
ｙ

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ， ｍ Ｎ ＳＣ ｓ ） 产生胰 岛 素

样肽 （ ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ
－

ｌ ｉ ｋｅｐｅｐ
ｔ ｉｄｅ ｓ ， Ｉ ＬＰ ｓ ） ， Ｉ ＬＰ ｓ激活 Ｉ Ｉ Ｓ －Ｔａｒ

ｇｅ ｔｏ ｆｒａｐａ
ｍ
ｙ
ｃ ｉ ｎ （ Ｉ Ｉ Ｓ －ＴＯ Ｒ ）

系统进而促进生长 （
Ｄａ ｓ ａｎｄ Ｄｏ ｂｅｎ ｓ

，
２０ １ ５

：
Ｋ ｏｙａｍ ａ ｅ ｔ ａ ｌ ． ．２０ １ ３

）
。 Ｉ Ｉ Ｓ促进前胸腺

（
ｐ
ｒｏ ｔｈｏ ｒａｃ ｉ ｃ ｇ

ｌ ａｎｄ ， ＰＧ ） 中 ２０Ｅ 的合成 负反馈调节细胞生长 ， 最终使虫体停止

摄食并开始变态 （
Ｃ ｏ ｌｏｍｂａｎ ｉｅ ｔａ ｌ ．

，２００ ５ ；Ｌａｙａ ｌ ｌ ｅｅ ｔａＬ２００ ８
）

。 保幼激素 （ ＪＨ ） 、

保 幼 激 素 酯 酶 （
ｊ
ｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅｈｏｒｍｏ ｎｅｅ ｓ ｔｅ ｒａｓ ｅ ， ＪＨ Ｅ） 和 促 前 胸 腺 激 素

（
ｐ
ｒｏ ｔｈｏ ｒａｃ ｉ ｃｏ ｔｒｏｐ ｉｃｈｏ ｒｍｏ ｎｅ ，

ＰＴＴＨ） 形成 另
一

个 负 反馈环 。 幼 虫 的 咽 侧 体

（ ｃｏ ｒ
ｐ
ｏ ｒａａ ｌ ｌ ａ ｔａ ，ＣＡ ） 产生ＪＨ（

Ｒ ｉ ｃｈａｒｄｅｔａ ｌ ．
，

１ ９ ８９
）

， 通过抑制ＰＴＴＨ的释放来

抑制 ２０Ｅ 水平 。 当虫体生长达到临 界体重时 ， 由脂肪体和其他器官产生的 ＪＨＥ

１
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水平上升并降解 Ｊ Ｈ ， 进而释放 ＰＴＴＨ ， 引 发蜕皮激素的产生 ， 这反过来又抑制

生长 ， 停止进食导致变态发生 （ 图 １ ． １ ）（
Ｅｄ

ｇ
ａ ｒ

，２００６ ）
。 因此 ， 果蝇的生长及变

态发育过程受到 ２ ０ Ｅ ， Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ 和 ．
Ｉ Ｈ 等多种激素的共 同调控 ， 各信号通路之间发

生串扰 ， 以调节生长和代谢 （
Ｓ
ｐ

ｉ ｎｄ ｌ ｅ ｒ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２ ００９
）

。

Ｚ
—

－

Ｖ


Ｊ
Ｈ＞ＴＴＨ

^

又 Ｉ



／ＶＰＧＳｔ
ｍ Ｎ ＳＣ ｓ ；＼

ｆ ＼ ＼

Ｃ ｒ
ｉ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ ｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ

＾２ 〇 Ｅ＾［ 

？ ＼ ［
Ｉ Ｌ Ｐ

ｊ Ｎ ｕ ｔ ｒ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ Ｉ

Ｃｅ ｓ ｓａ ｔ ｉ ｏｎ ｏ ｆ

ｆ ｅ ｅｄ ｉ ｎ
ｇ Ｐｅ ｒ ｉ ｐ ｈ

ｅ ｒａ ｌ

ｍｅ ｔ ａｍｏ ｒ

ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ

ｇ
ｒｏｗ ｔ ｈ

图 １ ． １ 多种激素共同调控果蝇的生长发育 （
Ｅ ｄ

ｇ
ａ ｒ

，
２ ００ ６

）
。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ １ ． １Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌ ｅｈ ｏ ｒｍ ｏ ｎ ｅ ｓ ｉ ｎ ｖ ｏ ｌｖ ｅｄ ｉ ｎｒｅｇ ｕ

ｌ ａ ｔ ｉ ｎ
ｇｇ ｒｏｗ ｔｈａ ｎ ｄｄ ｅｖ ｅ ｌｏ ｐｍ ｅ ｎ ｔ ｉ ｎＤ ．

ｍ ｅ／ａｎｏｇａｓｔｅｒ
 （
Ｅｄ ｇａ ｒ

， 
２ ００６

）
．

２２ ０Ｅ 作用机制及 ２ ０Ｅ 信号途径

２ ． １ 蜕皮激素概述

类 固醇是具有 四环结构 的亲脂性有机小 分子 ， 存在于植物 、 动物 和真菌 中 。

类 固 醇胆 固 醇是动物细胞膜的重要组成部分 ， 在细胞膜上利 于保持膜结构 和流

动性 。 大 多数 的类 固醇起信号分子 的 作用 ， 如激素 （
Ｍ ｏ ｓ ｓ ． １ ９ ８ ９

）
。 动物的类 固

醇激素有雌激 素 、 雄激素 、 糖皮质激素 、 盐皮质激素 以及孕激素 《
＞ 类 固醇激素

在人类和动物 的各种生理过程 中起着至关重要的 作用 ， 因此 ， 了 解类 固醇激素

的信 号通路非常重要 （
Ｚｈ ａｏ ．２ ０ ２０

）
。

昆虫 的蜕皮激素属于类固 醇激素 ， 通常是 由 前胸腺 （ ＰＧ ） 合成 ，
主要在两

种脑神经分泌细胞分泌的促前胸腺激素 （ ＰＴＴＨ ） 和 昆虫 Ｉ Ｌ Ｐ ｓ 作用 下影响其分

泌 （
Ｙａｍ ａ ｎ ａｋａｅ ｔａ ｌ

．

，

２ ０ １ ３
）

。 分泌 的蚊皮激素 （ Ｅ ｃ ｄｙ ｓ ｏ ｎ ｅ
，
Ｅ ） 在周 围组织 中被 虫兑

皮激素 ２ ０ 单加氧酶 （ Ｅ ｃｄｙｓｏ
ｎ ｅ２ ０ｍ ｏｎｏ ｏｘｙｇ ｅ

ｎ ａ ｓ ｅ ，
Ｅ２ ０ＭＯ ） 在第 ２ ０ 位碳原子上

加羟基转化为活性 ２ ０Ｅ
（
Ｓｍ ｉ ｔ ｈｅ ｔ ａＵ １ ９ ８ ３

）
。 蜕皮激素的控制幼虫变态功能和 甲状

２
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腺激素能控制两栖动物的变态过程的功能有着许多 的相似之处 （
Ｂ ｒｏｗｎａｎｄＣ ａ ｉ

，

２００７
；Ｔａｔａ

，２００ ０ ）
， 如 图 １ ． ２Ａ 所示 ， 蜕皮激素的水平在整个蜕皮期都很低 ， 但是

在每个蜕皮期都有
一

个主要的峰值 。 由于蜕皮激素 ２０ －单加氧酶在蜕皮期间被上

调
（
Ｔａ ｔａ

，
２ ０００

）
， 因此蜕皮激素在峰值开始时 占优势 ， 而 ２０Ｅ 在后来 占优势 。

蜕皮激素的脉冲对于新角 质层 的沉积是必需 的 。 在蝗虫体 内产生 的三个胚

胎角 质层都与蜕皮激素的脉冲相关 （
Ｌａｇｕｅｕｘ ｅ ｔ ａＬ １ ９７９

）
。 缺失蜕皮激素生物合

成酶 的果蝇胚胎可 以经历胚胎发生 ， 但是无法形成幼虫 的表皮 （
Ｒｅｗ ｉ ｔｚ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２００７
）

〇

２ ．２２０Ｅ 的基因组信号途径

蜕皮激素 ２０Ｅ 可 以通过 自 由扩散作用进入细胞 ， 进而与其核受体 ＥｃＲ 结合 ，

激活 ＥｃＲ 与超气 门蛋 白 Ｕ ＳＰ 形成异源二聚体受体复合物 （
Ｋｏｅ ｌ ｌ ｅ ｅ ｔ ａ ｌ ．

， １ ９９ １
；
Ｙａｏ

ｅ ｔａ 丨 ．
，

１ ９９ ３
；Ｙａｏｅ ｔａ ｌ ． ． １ ９９２

）
。 这 种 异 源 二 聚 体 复 介 物 与 蜕 皮 激 素 应 答 元 件

（ ｅｃｄｙｓｏｎ ｅｒｅ ｓｐｏｎ ｓ ｅｅ ｌ ｅｍ ｅｎ ｔ ｓ
，ＥｃＲＥ ） 的特定启动子序列结合来调节蜕皮激素应

答基因如 Ｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃ ｅｐ
ｔｏ ｒ（ Ｈ Ｒ ３ ） 、 Ｂ ｒｏａｄ 等的表达 ， 起始下游级联反应 （

Ｚｈａｏ

ｅｔａ ｌ ．

，
２００４

）
。

２ ．２ ． １２０Ｅ 的核受体

动物类固 醇激素通过与细胞 内 核受体结 合来发挥作 用 （
Ｗｅ ｉ ｇｅ ｌａｎｄＭ ｏｏｒｅ ．

２００７
）

， 例 如 ， 雌激素与 其核受体 ＥＲａ 和 ＥＲ
（

Ｂ 结合 ， 蜕皮激素受体 ＥｃＲ 和超气

门 蛋 白 Ｕ Ｓ Ｐ 均为核受体超家族的成 员 （ 图 １ ．２Ｂ ） ， 有典型的核受体结构特征 －具

有作为转录激活 区 的 Ｎ 末端 Ａ ／Ｂ 结构域 、 作 为 ＤＮＡ 结合 区． 的 Ｃ 结构域 、 包含

核定位信 号的 Ｄ 结构域 、 作 为配体结合 丨

＞＜ 的 Ｅ 结构域和存在于 ＥｃＲ 中 的 Ｆ 结构

域 （
Ｍ ｏ ｒａ ｓ ａｎｄ Ｇ ｒｏ ｎｅｍ ｅ

ｙ
ｅ ｒ ， １ ９９ ８＞ＤＮＡ 结合 区 的保守性很高 ， 在 Ｎ 端 ａ 螺旋 的

内 部 ， 存在 由 两个锌原子和 四 个半胱氨酸残基组成的锌指结构 ， 能够特异性识

别蜕皮激素 的 效应元件 （ ＥｃＲＥ ） 。 ＥｃＲ 存在不 同 的异构体 ， 其结构具有
一

定 的

相似性 ， 如都具有相 同 的 ＤＮＡ 结合区 以及配体的结合 区 ， 但 ＥｃＲ 不 同异构体的

Ｎ 末端是不同 的 。 在果蝇 中 ， 存在 ＥｃＲ 的三种异构体 ： ＥｃＲＡ 、 ＥｃＲＢ ｌ 和 ＥｃＲＢ２ ，

这三种异构体有不 同的表达模式 ， 例如 ： ＥｃＲＢ ｌ 在果蝇幼虫发 育 的各阶段均有

表达 ， 而 ＥｃＲＡ 则在即将进入变态期的末龄幼虫 中表达 （
Ｓ ｕ ｌ ｌ ｉ ｖａｎａｎｄＴｈ ｕｍｍ ｅ ｌ

，

２００３
；Ｔａ ｌｂｏ ｔｅｔａ ｌ ．

，
１ ９９３

）
。 三种异构体发挥不 同 的功能 ， ＥｃＲＡ 可通过诱导 ＥｃＲ －

Ｕ ＳＰ 结合的局部染色质重塑 ， 进而驱动变态的发生 （
Ｕ ｙｅｈａｒａ ａｎｄ Ｍ ｃｋａｙ，

２ ０ １ ９
）

。

３
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２０Ｅ 能通过果蝇的三种 ＥｃＲ 异构体调控其神经系统的凋亡 （
Ｒｏｂ ｉｎｏｗｅｔ ａ 丨 ．

，
１ ９９３

）
。

在家蚕中 ， 存在 ＥｃＲ 的三种异构体 －ＥｃＲＡ 、 ＥｃＲＢ ｌ 和 ＥｃＲＢ２（
Ｋａｍ ｉｍｕｒａｅｔａ ｌ ．

，

１ ９９７
）

， ２０Ｅ 可通过 ＥｃＲＢ ｌ 诱导家蚕丝腺细胞的程序性死亡 （
Ｇ ｏｎｃｕａｎｄＰａ ｒ ｌ ａｋ ，

２００９
） ； 在烟草天蛾中 ， 有两种 ＥｃＲ 的异构体－ＥｃＲＡ 和 ＥｃＲＢ ｌ（

Ｆｕ
ｊ

ｉｗａｒａ ｅｔ ａ ｌ ．

，

１ ９９ ５
；Ｊ ｉｎｄｒａｅｔａ ｌ ．

，
１ ９９６

）
， ２０Ｅ 可 以通过 ＰＫＣ５ 磷酸化棉铃虫中 的 ＥｃＲＢ ｌ 第 ４６８

位苏氨酸 （
Ｃｈｅｎｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ７

）
， 促使 ＥｃＲＢ ｌ 与 Ｕ ＳＰ １ 形成异源二聚体 ， 结合到

／／洲３ 启动子区域的效应元件 ＥｃＲＥ 上启动基因转录 （
Ｌ ｉ ｕｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ４ａ

）
。

昆虫超气 门蛋 白 Ｕ ＳＰ 的序列与脊椎动物视黄醇类受体 （ ＲＸＲ ） 序列相似 ，

具有与配体结合的残基 ， 可以与 ＲＸＲ 类配体结合 （
Ｂｏｎｎｅ ｔｏｎｅ ｔａ ｌ ．

，２００３ ）
。 ＥｃＲ －

Ｕ ＳＰ 异源二聚体在细胞核中与 ＤＮＡ 结合 （ 图 １ ． ２Ｃ ）（
Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２００ １

）
， 介

导蜕皮激素信号转导 （
Ｙａｏ ｅｔ ａ ｌ ．

， １ ９９２
）
。 在果蝇中 只存在着

一

种 Ｕ ＳＰ
（
Ｈ ｅｎ ｒ ｉ ｃｈ ｅ ｔ

ａ ｌ ． ． 丨 ９９０
）

， 烟草天蛾中有两种 Ｕ ＳＰ 分别为 Ｕ Ｓ Ｐ １ 和 Ｕ ＳＰ２
（
Ｊ ｉｎｄ ｒａ ｅ ｔ ａ ｌ ． ， １ ９９ ７

）
， 在

赤拟谷盗 （
ＴａｎａｎｄＰａ ｌ ｌ ｉ

，２００８ ）和埃及伊蚊 （
Ｗａｎｇ

ｅｔａ ｌ ．
，２０００ ）中均存在两种 ＵＳＰ 。

在 昆 虫 的 生 长发 育 过程 中 ， ＵＳ Ｐ 对 于 ＥｃＲ 发挥 其 生 物 学 功 能 是 必 需 的

（
Ｈ ｅｇｓｔｒｏｍｅｔａ ｌ ．

，
１ ９９８

）
， ２０Ｅ 通过诱导 Ｕ ＳＰ 第 ３ ５ 位丝氨酸磷酸化调控信号通路

中基因 的转录 （
Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，２０ １ ２
）

。 在果蝇 中 ， 突变 Ｕ ＳＰ 后 ， ２０Ｅ 信号通路受阻 ，

虫体不能正常蜕皮 （
Ｏ ｒｏ ｅｔ ａ ｌ ．

，
１ ９９２

）
， 并且抑制 了２０Ｅ 信号通路中 的基因转录 ，

导致幼虫 中肠和唾液腺均不发生凋亡 （
Ｈ ａ ｌ ｌａｎｄＴｈｕｍｍｅ ｌ

， １ ９９ ８
）
。 在棉铃虫 中 ，

克隆到超气 门 蛋 白 Ｕ ＳＰ １ 参与 ２０Ｅ 信号转导 ， ＥｃＲＢ ｌ 与 Ｕ Ｓ Ｐ 丨 能通过热休克蛋 白

与磷酸化的周期蛋 白依赖性激酶 １ ０（ ＣＤＫ １ ０ ） 形成转录复合体 ， 参与 ２ ０Ｅ 信号

通路下游基因转录 （
Ｌ ｉ ｕｅ ｔａ ｌ ．

，
２０ １ ４ａ

；Ｌ ｉ ｕｅ ｔａ ｌ ．

，
２０ １ ３ ｂ

）
。

４
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图 １ ． ２ 昆虫 的 蜕皮系 统 （
Ｔｒ ｕ ｍ ａ ｎ

，２ ０ １ ９
）

。 （ Ａ ） 蜕 皮 激 素 的 合成 与 分 泌 及 滴 度 变 化 ，

Ｍａｍ／Ｍｃ
‘

Ｇ ５ ： ｅｘ／ａ从幼虫到蛹的 ！
ｂ兑皮激素滴度变化 （

Ｂ ｏ ｌ ｌ ｅｎ ｂ ａ ｃ ｈ ｅ ｒｅ ｔ ａ ｌ ． ． １ ９ ８ １

；
Ｗａ ｒ ｒｅ ｎａ ｎ ｄＧ ｉ ｌ ｂｅ ｒ ｔ ．

１ ９ ８ ６
）

。 （ Ｂ ） 蜕皮激素的核受体 ＥｃＲ 以及 ＵＳ Ｐ 的结构 （Ｃ ） 果蝇 中 存在的两种 Ｅ ｃＲ 亚型 ；

Ｅ ｃＲ －Ｕ Ｓ Ｐ 复 合物 与其应答元件 （ Ｅｃ Ｒ Ｅ ） 结合 。

Ｆ ｉ ｇ ｕ
ｒｅ １ ． ２Ｔ ｈ ｅｅ ｃ ｄ ｙ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄｓ

ｙ
ｓ ｔ ｅｍｏ ｆ  ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔ ｓ

（
Ｔｒ ｕｍ ａ ｎ ，２ ０ １ ９

）
．

 （
Ａ

） 
Ｔ ｈ ｅｓｙｎ ｔｈ ｅ ｓ ｉ ｓａ ｎｄｓ ｅ ｃ ｒｅ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ

ｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ
（
Ｅ

）
ａｎｄ ｔｈ ｅｅｃｄ

ｙ
ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ ｔ ｉ ｔｅ ｒｆｒｏｍ ｌ ａｒｖ ａｔｏ

ｐ
ｕ
ｐ
ａｅｏ ｆ Ｍａｎｄｕｃａｓｅｘｔａ

（
Ｂｏ ｌ ｌ ｅ ｎ ｂａｃｈｅ ｒｅ ｔａ ｌ ．

，

１ ９ ８ １
；
Ｗａ ｒ ｒｅ ｎａｎ ｄＧ ｉ ｌ ｂｅ ｒｔ

， １ ９ ８ ６
）

．

 （
Ｂ

）
Ｔｈ ｅｓ ｔ ｒ ｕ ｃ ｔ ｕ ｒｅｏ ｆ ｅ ｃ ｄｙ ｓｏ ｎ ｅｎ ｕ ｃ ｌ ｅａ ｒｒｅ ｃ ｅ

ｐ
ｔｏ ｒ Ｅｃ Ｒａ ｎ ｄＵ Ｓ Ｐ．

（
Ｃ

）

Ｔｗｏｄ ｉ ｆｆ ｅ ｒｅｎ ｔＥ ｃ Ｒ ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ ｓｏ ｆ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ
； ｔ ｈ ｅＥ ｃ Ｒ －Ｕ Ｓ Ｐ ｃｏｍ

ｐ
ｌ ｅ ｘｃ ａｎｂ ｉ ｎｄ ｔｏ ｉ ｔ ｓｒｅ ｓｐ

ｏｎ ｓｅｅ ｌ ｅｍ ｅ ｎ ｔ

（
Ｅ ｃＲ Ｅ

）
．

２ ． ２ ． ２ 蜕皮激素的信号级联反应

昆虫的 ２ ０ Ｅ 启 动 昆虫幼虫从
？

个龄期到 Ｋ
？

龄期 的蜕皮 ， 或从幼虫到成虫

的变态蜕皮 （
Ｇ ｉ ｌ ｂｅｒｔｅ ｔａ ｌ ． ，２ ０００

；
Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄｅ ｔ ａＬ２００ ３ ）

。 与其他动物的类固醇激素

类似 ， 属于脂溶性分子 的 ２ ０ Ｅ 可 以 自 由 扩散到细胞 中 ， 然后 与其核受体 Ｅ ｃＲ 结

合 ， 在经典的基因组途径中发挥其对基因转录的作用 ， Ｅｃ Ｒ 必须与 Ｕ Ｓ Ｐ 相互作

用 ， 形成异源二聚体转录 复合物－Ｅ ｃ Ｒ／Ｕ Ｓ Ｐ
（
Ｏ ｒｏ ｅ ｔ ａＬ １ ９９ ０

＞
。 这种 复合物与蜕皮

激素反应元件 ＥｃＲＥ 结合 ， 调节下游基因 如 ／／／／兄？ 、 份 等的转录 （
Ｌ ｉ ｕｅ ｔａ ］ ． ，

２ ０ １ ４ ａ ：Ｒ ｉ ｄ ｄ ｉ ｆｏ ｒｄｅ ｔａ ｌ ．

，
２ ００ ３

）
。

Ｈ Ｒ ３ 属于核受体超家族的成 员 ， ２ ０Ｅ 可 以通过 Ｅ ｃＲ ／Ｕ Ｓ Ｐ 复合体结合到 Ｈ Ｒ ３

启 动子 Ｋ域的 ＥｃＲＥ 序列调控其表达 （
Ｌ ｉ ｕｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ４ａ

）
。 目 前 ， 在多种 昆虫中均

发现 Ｈ Ｒ ３ 的存在 。 ２ ０ Ｅ 依赖浓度变化调控果蝇 Ｄ Ｈ Ｒ ３ 的表达 （
Ｋ ｏ ｅ ｌ ｌ ｅ ｅ ｔ ａＵ １ ９ ９２

）
，

果蝇的 Ｄ Ｈ Ｒ ３ 还可 以抑制转录因子 Ｂ ｒｏ ａｄ 的转录过程 （
Ｌ ａｍｅ ｔａ ｌ ．

，
１ ９９ ７

）
， 还可 以

上调转录 因子
（

３
－ ＦＴＺ －Ｆ １ 的表达调控 昆虫的蜕皮变态 ， 蜕皮激素诱导 的转录因子

７ ５ Ｂ（ Ｅ７ ５ Ｂ ） 又可以结合Ｄ Ｈ Ｒ ３抑制
（

３
－ ＦＴＺ － Ｆ 丨 的转录 （

Ｈ ｏ ｒｎ ｅ ｒ ｅ ｔ ａＬ １ ９９ ５
）
。 烟

５
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草天蛾的 ＭＨＲ３ 与 果蝇的 ＤＨＲ３ 有较高的序列相似性 ， ＭＨＲ３ 受 ２０Ｅ 的调控 ，

参与烟草天蛾蜕皮过程 中 ２０Ｅ 引 起的基因 的激活和失活的级联反应
（
Ｐａ ｌ ｌ ｉｅ ｔａ ｌ ．

，

１ ９９２
）

。 ＨＨＲ３ 对 ２０Ｅ 的功能很好地进行调控 ， 既可与 ２０Ｅ 结合进行正反馈调控 ，

促进基因转录和虫体变态发育 ， 又可 以与 ２０Ｅ结合进行负反馈调控从而终止 ２０Ｅ

信号转导 。 在棉铃虫中发现存在五种 ＨＨＲ３ 的异构体 ， 其中有 四种可在蜕皮变

态期发挥作用 ， 另外
一

种 ＨＨＲ３ 异构体的表达则在幼虫生长发育过程 中没有显

著变化 （
Ｚｈａｏｅ ｔ ａ ｌ ＿

，

２００４
）

。

Ｂｒｏａｄ 是
一

种具有锌指结构 的转录因子 ， 它的 Ｎ 端 区域具有
一

保守的氨基

酸末端基序 （ ＢＴＢ 或 Ｐ０Ｚ 结构域 ） ， Ｃ 端有锌指结构域 ， 能结合 ＤＮＡ
（
Ｂａ

ｙ
ｅ ｒ ｅｔ

ａ ｌ ．

，
１ ９９７

）
。 在 多 种 昆 虫 中 鉴 定 到 Ｂｒｏａｄ 存 在 多 种 亚 型 ， 如 果 蝇 中 有 ６ 种

（
Ｍｏｕ ｓｓ ｉ ａｎ

，
２０ １ ０

）
， 蜚蠊 中 有六种 （

Ｄｈａｄ ｉａ ｌ ｌ ａｅ ｔａ ｌ ．

，
１ ９９ ８

）
， 烟草天蛾 中 有 ４ 种

（
Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ

，１ ９ ７６
）

， 赤拟谷盗 中有 ５ 种 （
Ｗｈ ｉ ｔｅａｎｄＥｗｅ ｒ，２０ １ ４

）
， 不 同 的亚型在虫

体的不 同 发 育阶段和组织 中存在特异性表达 （
Ｍ ｕｇａｔｅｔａ ｌ ．

，２０００ ）
。 在果蝇 中 ，

Ｂ ｒｏａｄ 既可以激活蛹期特异表达的基因 ， 又可 以抑制幼虫期和成虫期程序的发生

（
Ｃｈａｍｐ ｌ ｉ ｎａｎｄＴｒｕｍａｎ

， １ ９９８
；
Ｍｏｕｓ ｓ ｉａｎ

，

２０ １ ０
）

。 其中Ｂ ｒ
－Ｃ在表皮中特异表达促进

多 巴胺合成从而调控蛹期表皮的生长发育 （
Ｓ ａｎｄ ｓ ｔｒｏｍａｎｄＲｅ ｓ ｔ ｉ ｆｏ

， １ ９９９
）

， Ｂ ｒｚ －４

与幼虫期外表皮的形成相关 （
Ｚｈｏｕ ａｎｄ Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ

，
２００ １

）
。 Ｂ ｒ

－Ｃ 在烟草天蛾的变态

时期应答 ２０Ｅ 的信号 ， 参与 昆虫变态发育过程 （
ＺｈｏｕａｎｄＲ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ

，
２００ １

）
。 Ｂ ｒ

－Ｃ

在雌性成年蚊子的繁殖过程 中发挥至关重要的作用 （
Ｃｈ ｅｎｅ ｔａ ｌ ．

，２００４ ；
Ｚｈ ｕｅ ｔａ ｌ ．

，

２００７
）

。 埃及伊蚊 中 鉴定到 Ｂ ｒＣ 的 四种异构体在 卵黄发生 中 发挥着不 同 的功能

（
Ｃｈｅｎｅｔａ ｌ ．

，
２００４

） ，Ｂ ｒＣ 的 异 构 体 能 促进 细 胞 凋 亡 ， 并 显 著 阻 止 卵 黄 发 生

（
Ｔｅ ｒａ ｓｈ ｉｍ ａａｎｄＢｏｗｎｅ ｓ ，２００６

）
。 我们实验室鉴定到棉铃虫 中 的 Ｂ ｒＺ ７ 参与 ２０Ｅ 信

号通路 ， ２０Ｅ 促进变态时期 Ｂ ｒＺ７ 的表达并使其维持非磷酸化状态 ， 从而促进 昆

虫 的变态发育 （
Ｃａ ｉｅｔａ ｌ ．

，

２０ １ ４ｃ
）

， 并且 Ｂ ｒＺ７ 能与热休克蛋 白 ９０（ Ｈ ｓｐ
９０ ） 相互

作用调节 Ｂ ｒＺ７ 的稳定性并调控其在 ２０Ｅ 和 ＪＨ 信号通路中 的功能 （
Ｃ ａ ｉｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ４ｂ
）

。

２ ．３２０Ｅ 的非基因组信号途径

动物类 固醇激素可 以通过与细胞 内 核受体结合发挥作用 ， 除此之外 ， 有研

宄发现动物类固醇还可 以通过激活细胞膜上的受体引 发胞 内第二信使的快速变

化 ， 这些快速的细胞反应不依赖于基因表达 ， 因此被称为非基因组反应 ， 以 区

６
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别于基于基 因转录的基因组反应 。 例如 ， 雎激素激活磷酸肌醇 ３ 激酶 （ Ｐ Ｉ３ Ｋ ） ，

通过
一

种独立于激素基因组作用 的机制将蛋 白激酶 Ｂ （ ＡＫＴ／ＰＫＢ ） 募集到哺乳

动物 的细胞膜上 （
Ａ ｒｏｎ ｉ ｃａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
１ ９ ９４

）
。 孕稀醇酮是雄激素 、 雌激素 、 孕酮 、 盐

皮质激素和糖皮质激素的前体 （
Ｎ ｉ ｌ ｉ ｕ ｓａｎｄＶｏｅ ｔｓ

，
２００ ８

）
， 通过核受体介导的基因

组途径和瞬时受体 电位 （ ＴＲＰ ） 阳离子通道介导 的非基因组途径调节基因表达

（
Ａ
ｑ
ｕ ｉ ｌ ａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，２００４ ）
。 有研 究证 明有些 Ｇ 蛋 白 偶联受体 （ ＧＰＣ Ｒｓ ） 是孕酮受体

（ ｍＰＲａ 、 ｍ ＰＲ
ｐ

、 ｍ ＰＲ
ｙ

、 ｍ ＰＲ５和ｍ ＰＲｓ ）（
Ｋａｓ ｕｂｕｃ ｈ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ７

）
。 孕激素的

细胞膜受体 己经在脊椎动物 中得到鉴定 （
Ｋａｓｕｂ ｕｃｈ ｉｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ７

；
Ｚｈｕｅ ｔａ ｌ ．

，
２００ ３

）
。

雄激素通过细胞膜受体传递信号 （
Ｍ ｉｃ ｈ ｅ ｌ ｓａｎｄＨ ｏｐｐｅ ，２００ ８ ）

。 睾 丸素通过
一

个可

感应钙和氨基酸的 Ｇ ＰＣＲ（ Ｇ ＰＲＣ ６Ａ ） 介导非基因组效应 （
Ｐ ｉ ｅｔ ａＬ２０ １ ０

）
， 雌激

素受体 ＧＰＣＲ（ Ｇ ＰＲ３ ０ ）（
Ｒｅｖａｎｋａ ｒ ｅ ｔ ａ 丨 ．

，
２００ ５

）
， 现被重命名为 Ｇ 蛋 白 偶联雌激

素受体 Ｉ（ ＧＰＥＲ １ ） 在细胞膜上传递雌激素信号 （
Ｍ ａｇｇ ｉ ｏ ｌ ｉ ｎ ｉａｎｄＰ ｉ ｃａｒｄ

，２０ １ ０
；

Ｐ ｒｏ ｓ ｓｎ ｉ ｔｚａｎｄＭ ａｇｇ ｉｏ ｌ ｉ ｎ ｉ
，２００９ ）

。 雌激素通过 ＧＰＥＲ ｓ 传递信号 ， 激活表皮生长因

子受体 ， 促进女性生殖性癌症细胞的增殖 （
Ｆ ｉ ｌ ａｒｄｏａｎｄＴｈｏｍ ａ ｓ

，
２０ １ ２

）
。

２０Ｅ 还可 以结合细胞膜上的受体起始某些非基 因组信号途径 ， 引 起胞 内
一

系列 的生理效应例如胞 内 Ｃａ
２ ＋

水平 的快速变化 以及蛋 白 质 的快速修饰等 （
Ｋ ａｎｇ

ｅ ｔａ ｌ ．

，
２０ １ ９

；Ｌｏ ｓｅ 丨 ｅｔａ ｌ ．

，
２００ ３

）
。 ２０Ｅ 在基因转录前 引 发这些快速的非基因组作用

的早期证据是在对家蚕前丝腺的研宄 中获得的 。 细胞质膜可 以结合 ［

３

Ｈ
］Ｐｏ ｎ Ａ ，

这意味着有未知的膜受体存在 （
Ｅ ｌｍ ｏｇｙｅ

ｔａ ｌ ．
，２００４

）
，２０Ｅ 通过未知 的 ＧＰＣＲ 诱

导家蚕丝腺细胞 内 Ｃ ａ
２ ＋

的快速增加 （
Ｇｏ ｒｅ ｌ ｉ ｃｋ

－ Ｆ ｅ ｌｄｍ ａｎ ｅ ｔ ａ ｌ ．
，
２０ １ ０

）
。 在果蝇中 鉴

定到
一

种细胞膜受体ＧＰＣＲ（ ｄｏ
ｐ
ａｍ ｉ ｎｅ／ｅｃｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｒｅｃｅｐ

ｔｏ ｒ
，ＤｍＤｏｐ

ＥｃＲ ） 可 以传

递 ２０Ｅ 信号 ， 过表达 ＤｍＤｏｐ
ＥｃＲ 的 Ｓ ｆ９ 细胞膜可 以结合

［

３

Ｈ
］
Ｐｏｎ Ａ ，２０Ｅ 触发细

胞 内 Ｃａ
２＋

和 环 磷 酸 腺 苷 （ ｃＡＭ Ｐ ） 的 快 速 增 加 ， 并 诱 导 ＥＲＫ 的 磷 酸 化

（
Ｓ ｒ ｉｖ ａ ｓ ｔａｖａｅ ｔａ ｌ ．

，２００ ５
）

。 Ｊｇｒｏｔｏ扣７／〇？的Ｄ ｏ
ｐ
ＥｃＲ主要在神经 系统 中 表达 ，

Ａ ｉ

ｐ
ｓＤ ｏｐ

ＥｃＲ 的表达与雄蛾性的行为有关 （
Ａｂ ｒ ｉ ｅ ｉｉｘ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ３
）

。 ２０Ｅ 和 多 巴胺

（ ＤＡ ） 通过 Ａ ｉ

ｐ
ｓＤｏｐ

ＥｃＲ 控制感知 中枢神经系统 的性信 息 素 （
Ａ ｂ ｒ ｉ ｅｕｘｅ ｔａ ｌ ．

，

２ ０ １ ４
）

。 在棉铃虫中 鉴定到Ｅ ｒＧＰＣＲ －

１（
Ｃａ 丨ｅｔａ ｌ ．

，２０ １ ４ａ
）

、 Ｅ ｒＧＰＣ Ｒ－２
（
Ｗａｎ

ｇ
ｅ ｔａ ｌ ．

，

２０ １ ５
）
和 ￡心 ？０１－

３ 〇＜：３叩 ６ １ ３ １ ．

，
２０２ １

）参与 ２ （＾ 的信号转导 。 在 ２ （＾ 调控下 ，

Ｅ ｒＧ ＰＣＲ－

１ 的表达水平在蜕皮和变态期增加 ， Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ－

１ 对 ２０Ｅ 途径基因 的表达

和幼虫的形态转变至关重要 。 Ｅ ｒＧＰＣ Ｒ －

１ 在棉铃虫表皮细胞系 （ Ｈ ａＥｐ ｉｃｅ ｌ ｌ ｓ ） 中

７
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的过度表达增加 了２０Ｅ 途径相关基因 的表达 。 ２０Ｅ 通过 Ｅ ｒＧＰＣＲ－

１ 诱导 Ｃａ
２＋

水

平的快速增加 ， 并促进钙调蛋 白 的核 易位和磷酸化 （
Ｃ ａ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ４ａ

）
。 Ｅ ｒＧＰＣＲ－

２ 具有和 Ｅ ｒＧＰＣ Ｒ－

１ 相似的功能 ， 例如调节细胞内 Ｃ ａ
２＋

水平的快速增加和 ＵＳＰ

的磷酸化 （
Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，２０ １ ５
）

。 两者的主要 区别是 ２０Ｅ 诱导 ＧＲＫ２ 的磷酸化并上

膜 ， 使得 ＥｒＧＰＣＲ－

２ 磷酸化 内 吞从而脱敏 ２０Ｅ 信号 （
Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ５

）
。 ＥｒＧＰＣＲ－

３ 通过结合 ２０Ｅ 并促进其进入棉铃虫细胞来传递 ２ ０Ｅ 信 号 。 在幼虫 中敲除

Ｅ ｒＧＰＣＲ－

３ 导致延迟和异常化蛹 ， 抑制幼虫中肠和脂肪体的重塑 ， 并抑制 ２０Ｅ 诱

导的基因表达 。 此外 ， ２０Ｅ 诱导 Ｅ ｒＧＰＣＲ－

３ 与 Ｇ 蛋 白 的相互作用 以及细胞 内 Ｃ ａ
２＋

、

ｃＡＭＰ 和蛋 白质磷酸化等的快速变化 。 ＥｒＧ ＰＣＲ －３ 被 ＧＰＣＲ 激酶 ２ 介导的磷酸化

作用 而发生 内吞 ， 并与 Ｐ
－

ａｒｒｅ ｓｔ ｉｎ
－

１ 和网格蛋 白相互作用 ， 在 ２０Ｅ诱导下终止 ２０Ｅ

信号 。 此外 ２０Ｅ 与 ＥｒＧＰＣ Ｒ －

３ 结合并诱导 Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －

３ 同源二聚体形成同源四 聚

体 ， 增加 ２０Ｅ 进入细胞的量 （
Ｋ ａｎｇｅ

ｔａ ｌ ．

，
２０２ １

）
。 使用 ２０Ｅ 酶联免疫分析 （ ２０Ｅ－

Ｅ ＩＡ ） 证明棉铃虫细胞膜上的 ＥｒＧ ＰＣＲ－２ 和 Ｄ ｏｐ
ＥｃＲ 可 以结合 ２ ０Ｅ 。 该研究还证

明 ２０Ｅ 通过与 多 巴胺竞争结合 Ｄ ｏｐ
ＥｃＲ ， 阻断 多 巴胺信号途径 ， 并启动 ２０Ｅ 途

径 ， 抑制幼虫取食促进变态的发生 （
Ｋａｎｇ

ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ９

）
。

２ ．３ ． １Ｇ 蛋白偶联受体家族

Ｇ 蛋 白偶联受体家族是
一

大类膜蛋 白 受体家族的统称 ， 这些受体可感知神

经递质 、 激素 、 生物胺 、 生长因子 、 光和气味等 多 种配体 （
Ｂ

ｊ
ａｒｎａｄｏ ｔｔ ｉ ｒ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２００６
）

。 ＧＰＣ Ｒ 感知外界刺激并将其传递到细胞 内 ， 以调节各种生理过程包括认

知 、 代谢 、 炎症 、 免疫力和细胞增殖 （
Ｒａ ｓｍｕｓ ｓｅｎｅｔ ａ ｌ ．

，２０ １ １
）

。 根据序列和功能

的相似性 ， Ｇ 蛋 白偶联受体家族被分为六大类 ： Ａ 类 －类视紫红质受体 ；
Ｂ 类 －分

泌素受体 ；
Ｃ 类 －代谢型谷氨酸 ／信息素受体 ；

Ｄ 类－真菌性信息素受体 ；
Ｅ 类－环

ＡＭＰ受体 ；
Ｆ类 － Ｆ ｒ ｉｚｚ ｌ ｅｄ受体 （

Ｓａｄｏｗｓｋ ｉａｎｄＰａ ｒ ｉ ｓｈ
，２００ ３ ）

。 其中Ａ类受体的种

类数量繁 多 ， 所 以又可 以被分为 １ ９ 个子类 。 ２００ ５ 年 ， 有人提 出
一

个新 的

ＧＲＡＦＳ 分类系统 ， 该分类系统将 ＧＰＣＲ 家族分为五大类 ： 代谢型谷氨酸受体 ，

类视紫红质 受体 ， 粘连蛋 白 受体 ， 分泌素受体 以及 Ｆｒ ｉ ｚｚ ｌ ｅｄ ／味觉受体 （
Ｓ ｃｈ ｉｏｔｈ

ａｎｄ Ｆ ｒｅｄｒ ｉ ｋｓ ｓｏｎ
，
２００ ５

）
。 在人类 中 ， Ｇ 蛋 白偶联受体家族分为四类 ： Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 和

Ｆ ｒ ｉｚｚ ｌ ｅｄ
（
Ｌｅｂｏ ｎ

，
２０２０

） 

〇

经典的 ＧＰＣＲ可充当鸟嘌呤核苷酸交换因子 （ ＧＥＦ ） ， ＧＥＦ 激活 Ｇ 蛋 白触发

核苷酸交换和水解 ， 从无活性的鸟苷二磷酸 （ ＧＤ Ｐ ） 结合形式依次转变为无核

８
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苷酸的 中 间状态 ， 然后到与 Ｇ 蛋 白 结合的有活性的鸟苷三磷酸 （ ＧＴＰ ） 的连续

构象状态转变过程中激活下游信号转导 （
Ｌｅｂｏ ｎ

，
２０２０

）
。

２ ．３ ．２Ｇ 蛋 白偶联受体介导的 ２０Ｅ 信号转导

在棉铃虫 中 ， ＥｒＧＰＣ Ｒ ＿

ｌ 、 Ｅ ｒＧ ＰＣＲ－２ 和 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

３ 都属于 Ｂ 类分泌素受体 ，

．
定位于细胞膜上 ， 均可传递 ２０Ｅ 信号 （

Ｗａｎｇ
ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ 丨 ５

）
。 相 比之下 ， Ｄ ｏ

ｐ
ＥｃＲ 显

示 出 与脊椎动物 ＧＰＣＲ Ａ 类 中 的 Ａ Ｒ ｓ 的 同源性 （
Ｓ ｒ ｉｖａｓ ｔａｖａ ｅ ｔ ａＬ２００５ ）

。 研究表

明 ， Ｅ ｒＧ ＰＣＲ－

丨 、 Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －

２ 、 ＥｒＧ ＰＣＲ－

３ 和 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 在组织 中 的差异表达和 分布

不 同 ， 均参与 ２０ Ｅ 信号传导 （
Ｋ ａｎｇ

ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ９

）
。

Ｇ 蛋 白可 以直接传递 ＧＰＣＲ 的信号 （
Ｐ ｒｅ ｉ ｎ ｉ ｎｇｅ ｒｅｔａＬ

，２０ １ ３
）

。 在棉铃虫 中 ，

２０Ｅ 可 以诱导 Ｇ 蛋 白 的 ａ ｌ

ｐ
ｈａ

ｑ 亚基 （ Ｇａ
ｑ

） 发生憐酸化 （
Ｒｅｎ ｅ ｔａ ｌ ．

，
２０ １ ４

）
。 Ｇ ｃｔ

ｑ

位于棉铃虫的表皮细胞的细胞质 内 ， 在 ２０Ｅ 的诱导下 ， 其向细胞膜迁移 。 ２ ０Ｅ还

可诱导 Ｇａｑ 蛋 白激酶 Ｃ （ ＰＫＣ ） 的磷酸化和膜转运 。 Ｇａ
ｑ 参与 ２０Ｅ 诱导的 Ｃ ａ

２＋

水平增加 ， 并且在幼虫生长发育 、 变态 以及 ２０Ｅ 信号途径基因表达过程中发挥

着必不可少 的作用 （
Ｒ ｅｎ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ４
）

。 ２０Ｅ 通过 Ｇａｑ 、 ＥｒＧＰＣ Ｒ －

丨 和 Ｓ ｒｃ 家族激酶

介导磷脂酶 Ｃｙ ｌ（ ＰＬＣＧ Ｉ ） 在 ２０Ｅ 信号通路中 发挥功能 。 ２ ０Ｅ 介导 Ｐ ＬＣＧ ｌＳＨ ２

结构域的酪氨酸磷酸化 ， 活化的 Ｐ ＬＣＧ １ 向细胞膜迁移 ， 启动细胞 内 Ｃ ａ
２＋

信号传

导和钙通道控制 的 Ｃ ａ
２ ＋

内流 ， 从而触发 ＰＫＣ 介导 的 Ｕ Ｓ Ｐ 磷酸化来调节 Ｕ Ｓ Ｐ 与

Ｅ ｃＲＥ 的结合 ， 进而进行下游基因转录 。 这些发现说 明 ２０Ｅ 通过 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

ｌ ／Ｇａ
ｑ

／

Ｐ ＬＣＧ 丨 ／Ｃａ
２＋

／ＰＫＣ 非基因组信号途径调节基因组信 号途径 。

Ｇ ＰＣＲ ｓ 参与 ２０Ｅ 诱导 的细胞 内 Ｃａ
２ ＋

释放 ， 导致 Ｃ ａ
２＋

感受器 ＳＴ 丨Ｍ ｌ 磷酸化和

聚集 。 聚集的 ＳＴ ＩＭ １ 向质膜移动 ， 与 Ｃ ａ
２＋

通道蛋 白 Ｏ ｒａ ｉ ｌ 相互作用 ， 促使 Ｃ ａ
２＋

穿过细胞膜进入细胞质 （
Ｃ ｈｅ ｎｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ９
）

。 ２０Ｅ 通过 ＥｒＧ ＰＣ Ｒ －２ 调节蛋 白激酶 Ａ

催化亚基 １（ ＰＫＡＣ １ ） 的磷酸化及其核 易位 ， ＰＫＡＣ １ 诱导环磷酸腺苷反应元件

结合蛋 白 （ ＣＲＥＢ ） 磷酸化 ， 使其结合环磷酸腺苷反应元件 （ Ｃ ＲＥ ） 以增强响应

２ ０Ｅ的基因转录 （
Ｊ ｉ ｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
。

Ｇ ＰＣＲ 与其作用配体结合后被激活 ， 而后又快速失活 ， 此过程即为 Ｇ ＰＣＲ 的

脱敏过程 ， Ｇ ＰＣＲ 的脱敏是
一

种反馈调节机制 ， 以防止刺激过度 引 起的细胞信

号紊乱 （
Ｋ ｒｕｐｎ

ｉ ｃｋａｎｄＢｅｎｏｖ ｉ ｃ
，

１ ９ ９ ８
）

。 棉铃虫中 的三种 Ｇ ＰＣ Ｒ 脱敏机制有所不

同 ， ２０Ｅ 诱导
（

３
－

ａ ｔｒｅ ｓｔ ｉ ｎ 的磷酸化和细胞膜移位 ， 迁移到细胞膜的 Ｐ
－

ａ ｉｒｅ ｓ ｔ ｉ ｎ 与

Ｅ ｒＧ ＰＣＲ－

丨 相互作用从而阻断 ２ ０Ｅ 信号传导 （
Ｚｈ ａｎｇｅ

ｔａ ｌ ．
，２０ １ ５

）
。 ２０ Ｅ 通过 ＰＫＣ

９
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诱导 Ｇ 蛋 白偶联受体激酶 （ ＧＲＫ ） 的磷酸化从而导致 ＧＲＫ 向细胞膜移位 ， ＧＲＫ

与 ＥｒＧＰＣ Ｒ－２ 相互作用 ， 磷酸化 Ｅ ｒＧＰＣＲ －２ 使其 内吞 ， 终止 ２０Ｅ 信号传导 （
Ｚｈａｏ

ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
。 Ｅ ｒＧＰＣＲ－

３ 同源 四 聚体通过 Ｇ ＲＫ２ 介导 的磷酸化以及 ｐ
－

ａｒｒｅｓ ｔ ｉ ｎ
－

１ 和

网格蛋 白 的参与而发生 内吞并降解从而使 ＧＰＣ Ｒ 脱敏 ， 终止 ２０Ｅ 信号 （
Ｋａｎｇｅｔ

ａ ｌ
”
２０２ １

）
。

３ 胰岛素及胰岛素信号途径

３ ． １ 胰岛素概述

胰岛 素是调节机体代谢过程的必不可少 的激素 ， 在人中 ， 胰岛素 由胰岛 Ｂ

细胞分泌 ， 是机体 内 唯
一

降血糖的激素 ， 能够促进细胞对葡萄糖的摄取和利用 ，

促进糖原合成 ， 抑制糖异生 ， 从而降低血糖 。 有研宄发现 ， 胰 岛素样肽也存在

于 多种 昆虫 中 ， 对于 昆虫胰岛素样肽 的研究始于家蚕 ， 在家蚕 中发现的类胰 岛

素样肽 －家蚕素 ， 是
一

种神经激素 ， 其与人类的胰岛素有着相似的结构 （
Ｋｏｎｄｏ

ｅ ｔ ａ ｌ ． ，１ ９９６
）

。 胰岛素样肽是调节生长 、 繁殖 、 代谢和寿命等的较为保守 的蛋 白

（
Ｂａ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，２０ １ ２
）

。 果蝇 中发现的胰 岛素样肽 （ Ｄ Ｉ ＬＰ ｓ ） ， 分别在果蝇不 同发育阶

段及组织 中发挥不同 的功能 （
Ｂｒｏｇ ｉｄｏ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２００ １

）
。 在果蝇蛹期干扰胰岛素样肽 ，

导致成虫体重下降 ， 而过表达胰岛素样肽 ， 成虫体重显著上升 ， 这表明胰岛素

样肽能促进虫体的生长 （
Ｓ ｌ ａ ｉｄ ｉｎａ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２００９

）
。 胰岛素及胰岛素生长因子信号通

路与 昆虫个体的生长速度息息相关
（
Ｏ ｌｄｈａｍａｎｄＨａｆｅｎ

，２００ ３ ）
。

３ ．２ 胰岛素信号途径

胰岛素首先要与其受体胰岛素受体 （ ｉｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒ ， ＩＭ ＳＲ ） 相结合才能发

挥其生物学活性 ， ＩＮ ＳＲ 结合胰岛素后发生 自 我磷酸化 ， 磷酸化的 丨ＮＳＲ 使胰岛

素受体底物 （ ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓｕｂ ｓ ｔｒａｔｅ ， ＩＲＳ ） 磷酸化 ， 憐酸化的 １ＲＳ 与 Ｐ １ ３Ｋ

（
ｐ
ｈｏ ｓｐｈｏ ｉｎｏ ｓ ｉ ｔ ｉｄｅ３

－ｋ ｉ ｎａｓｅ ） 相 结 合 ， 将 憐 脂 酰 肌 醇 ４
，
５
－ 二 憐 酸

（
ｐ
ｈｏ ｓｐｈａｔ ｉｄｙ ｌ ｉｎｏ ｓ ｉ ｔｏ ｌ４

，５
－ｄ ｉ

ｐ
ｈｏｓｐ

ｈａｔｅ ，Ｐ ＩＰ２ ） 憐酸化为磷脂酰肌醇３
，

４
，

５
－三憐酸

（
ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈａｔ ｉｄ

ｙ
ｌ ｉｎｏｓ ｉ ｔｏ ｌ３

，
４

，
５
－

ｔｒ ｉ

ｐ
ｈｏｓ

ｐ
ｈａｔｅ ， Ｐ １ Ｐ３ ） 。 Ｐ Ｉ Ｐ３招募ＡＫＴ／ＰＫＢ（

ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ

ｋ ｉｎａｓｅＢ ） 和磷酸肌醇依赖性激酶 －

１（
ｐ
ｈｏ ｓｐｈｏ ｉｎｏｓ ｉ ｔ ｉ ｄｅ

－ｄｅ
ｐ
ｅｎｄｅｎ ｔ ｋ ｉ ｎａｓｅ

－

１ ， ＰＤＫ １ ）

上膜 ， ＰＤＫ １ 进而使 ＡＫＴ 磷酸化 ， 磷酸化的 ＡＫＴ 促进葡萄糖转运蛋 白 （ ｇ ｌ ｕｃｏ ｓｅ

ｔｒａｎｓ
ｐ
ｏ ｒｔｅ ｒ４ ， ＧＬＵＴ４ ） 的质膜易位 ， 促进葡萄糖代谢

（
Ｔｉ ｌ ｇａｎｄＭｏ ｓｃｈｅｎ

，２００８ ）

（ 图１ ． ３ ） 。

１ ０
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Ｆ０Ｘ０ １ ； ＬＸＲ ： ［Ｅ ｌ ｋ
－ ｒ

—ｊｎｍｍｍｉｒｊＦ
‘

ｆ ｆｔＦ ＮＯＳ ｍ
 ｆ ｍ ｌｏｃｎｎｏ ｌ〇

ｉ／ ｔ 
ｉ ＵＨＭｆａ ／ａｕ ｒ

图 丨 ． ３ 胰岛素信号通路 （
Ｔ ｉ 丨

ｇ
ａ ｎ （ 丨 ＩＭ ｏｓ ｃ ｈ ｅ ｎ ，

２ 〇〇８
）
〇

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ １ ． ３ Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎｓ ｉ

ｇ ｎ ａ ｌ ｉ ｎ
ｇｐ ａ ｔ ｈｗ ａ

ｙ （
Ｔ ｉ ｌ ｇ

ａ ｎ ｄ ＩＭ ｏ ｓ ｃ ｈ ｅ ｎ
，
２ ００８

）
．

３ ． ２ ． １ 胰岛素受体 （ １ Ｎ Ｓ Ｒ ）

ＩＮ Ｓ Ｒ 是
一

种受体酪氨酸激酶 ， 通过与配体结合 ， 调节葡 萄糖 、 脂肪酸和 蛋

白 质 代谢 以促进生长 ， 在胰 岛 素途径 中 发挥重要作用 （
Ｇ ａ ｂｂｏ ｕ

ｊｅ ｔａ ｌ ．
．２ ０ １ ９

）
。

ＩＮ Ｓ Ｒ 是
一

种 由 二硫键连接 的 两 个 ａ 亚基和 两 个
（

３ 亚基组 成 的跨 膜 糖 蛋 白

（
Ｍ ｏ ｈａｍｍ ａｄ ｉ ａ ｒａ ｎ ｉａｎｄＶａ ｓ ｈ ｉ ｓ ｔ ｈ

，
２０ １ ６

；Ｔａ ｔ ｕ ｌ ｉ ａ ｎ
，
２０ １ ５

）
。 １Ｎ ＳＲ由／？ ．？

＊

基因编码的蛋

白质 ， 托蛋 白酶 ｆｕ ｒ ｉ ｎ 的作用 下 ， 将蛋 白 质 切割成 ａ 亚基和 Ｐ
亚基 ， 分别命 名 为

ＩＮ Ｓ Ｒｕ 和 Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ
（

３
（
Ｂ ａ ｓ ｓ ｅ ｔ ａＬ ： ！ ０ ０ ０

）
。 丨Ｎ Ｓ Ｒａ 具有胰 岛 素结 合位点 ， 位于细胞膜外 ，

ＩＮ Ｓ Ｒ
Ｐ 包含

一

个跨膜结构域和细胞 内酪氨酸激酶元件 （
Ｅｂ ｉｎａｅｔａＬ１ ９ ８ ５

）
。 胰 岛

素结合区位于 ｃｔ 亚基而发挥酪氨酸激酶活性的活力 区位于 Ｐ
亚基 。

有研究表明 ， １Ｎ ＳＲ 在生物体 中 的进化较为保守 （
Ｐ ｅ ｔｍＺｚｅ ｌ ｌ ｉ ｅ ｔ ａＬ Ｉ ９ ８ ５

）
， 在

同翅 目 昆虫褐飞虱 中 发现 了两种 １Ｎ Ｓ Ｒ ， 它们控制着长翅和短翅的 发育 ， １Ｎ Ｓ Ｒ Ｉ

通过激活 Ｐ Ｉ ３ Ｋ ／Ａ ＫＴ 信 号通路控制长翅表型 ， 而 １ Ｎ ＳＲ２ 则作为 ＩＮ Ｓ Ｒ １ ／Ｐ １ ３ Ｋ ／Ａ ＫＴ

信 号通路的 负调节 因 子发挥作用 ， 调控短翅的发育 （
Ｘ ｕｅ ｔ ａ ｌ ． ．２ ０ １ ５

）
。 但在鱗翅

目 昆虫如家蚕 ， 烟草天蛾及棉铃虫 中 仅 比对到
一

种 Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ ， 调控虫体生长发育 。

３ ． ２ ． ２ 磷酸酶和张力蛋 白 同源物 （ ＰＴ ＥＮ ）

Ｉ Ｉ
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ＰＴＥＮ也称为ＭＭＡＣ １（ ｍ ｕｔａｔｅｄｉｎｍ ｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌ ｅａｄｖ ａｎｃｅｄｃａｎｃｅ ｒ１） 或ＴＥＰ １

（ ＴＧＦ －

ｒｅｇｕ ｌ ａｔｅｄａｎｄｅｐ ｉ ｔｈｅ ｌ ｉ ａ ｌｃｅ ｌ ｌ

－

ｅｎｒ ｉ ｃｈ ｅｄ
ｐ

ｈｏ ｓｐ
ｈａｔａ ｓｅ ） 是Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ信号途径

的负调节因子 （
Ｇｏｂｅｒｄｈａｎｅｔａ ｌ ．

，
１ ９９９

）
。 ＰＴＥＮ 作为

一

种双功能磷酸酶 ， 既具有

脂质磷酸酶的活性又具有蛋 白 质磷酸酶的活性 ， 其脂质磷酸酶的功能可将 Ｐ ＩＰ ３

去磷酸化为 Ｐ ＩＰ２ ， 进而阻断 Ｐ Ｉ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路 （
Ｃｈａ ｌｈｏｕｂａｎｄＢａｋｅ ｒ

，
２００９

）
。

３ ．２ ．３ＦｏｘＯＣ ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＯ ）

ＦｏｘＯ 在 Ｉ ＩＳ ／Ｐ Ｉ ３Ｋ／ＡＫＴ 信号通路 中发挥重要作用 （
Ｂｒｕｎｅｔ ｅｔａ ｌ ．

，
１ ９９９

）
， 有研

宄发现 ， ＦｏｘＯ 可 以通过升高氧化压力进而促进细胞凋亡 （
Ｊａｃｏｂ ｓｅｔ ａ ｌ ．

，
２ ００３

）
。

入核的 ＦｏｘＯ 在果蝇中能通过促进翻译抑制 因子的表达进而抑制翻译的起始 ， 从

而抑制虫体的生长 （
Ｐｕ ｉｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２００ ３

）
。 在棉铃虫中 ， ２０Ｅ 诱导 ＦｏｘＯ 入核 ， 进而

与其结合元件 ＦｏｘＯＢＥ 结合 ， 调控下游基因转录 （
Ｃａ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
。

４ 胰岛素与 ２０Ｅ 信号通路的相互作用关系

在 昆虫 中 ， 胰岛素样肽和 ２０Ｅ 相互作用共 同调控虫体发育 ， 胰岛素样肽促

进昆虫生长使虫体达到临界体重来促进 ２０Ｅ 的产生 ， 前胸腺变大 ， 产生更多的

２０Ｅ启 动变态 （
ＭｃＢ ｒａｙｅ ｒｅｔａ ｌ ＿

，２００ ７ ；Ｍ ｉ ｒｔｈａｎｄＲ ｉｄｄ ｉｆｏ ｒｄ ，
２００７

）
。 在果蝇的ＰＧ ｓ

中过表达 ＦｏｘＯ 延迟了蜕皮激素的生物合成和临界体重 （
Ｋｏｙａｍａｅ ｔａ ｌ ．

，
２０ １ ４

）
。

在棉铃虫中 ， 胰岛素样肽诱导 ＡＫＴ 的磷酸化 ， 从而诱导 ＦｏｘＯ 的磷酸化 ， 磷酸

化的 ＦｏｘＯ 定位于细胞质 中 ， 然而 ， ２０Ｅ 则抑制 ＡＫＴ 的磷酸化 ， 从而导致 ＦｏｘＯ

不能被磷酸化并进入细胞核 中诱导 ２０Ｅ 途径中下游基因 的转录 （
Ｃ ａ ｉｅｔａ ｌ ．

，２０ １ ６
）

。

此外 ， 高滴度的 ２０Ｅ 抑制 表达并抑制 ＡＫＴ 和 ＦｏｘＯ 的磷酸化 ， 导致 ＦｏｘＯ

核定位 以诱导 自 嗤并抑制棉铃虫细胞增殖 （
Ｐａｎｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ８

）
。 这些研究表明 ， 胰

岛素样肽途径与 ２０Ｅ 信号通路存在拮抗作用 。

５ 存在的科学问题和研宄方案

ＧＰＣＲ ｓ 是最大的细胞跨膜受体超家族 ， ＧＰＣＲｓ 感知外部刺激并将其传递到

细胞中 以调节多种生理过程 。 已经发现 ＧＰＣＲ 在细胞膜上传递动物类固醇激素

信号 ， 这在哺乳动物 （
Ｍａｇｇ ｉ ｏ ｌ ｉｎ ｉａｎｄＰ ｉ ｃａｒｄ

，
２０ １ ０

）
、 果绳 （

Ｓｒ ｉｖａｓｔａｖａ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２００５
）
、

家蚕 （
Ｅ ｌｍｏｇｙ ｅｔ ａ 丨 ．

，
２００４

）中均 已得到证实 。 棉铃虫 中鉴定到 ＥｒＧＰＣＲ－

ｌ

（
Ｃ ａ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ４ａ
）

， Ｅ ｒＧＰＣＲ －２
（
Ｗａｎｇ 

ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ５

）
， ＥｒＧＰＣＲ －３

（
Ｋａｎｇ

ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０２ １

）
以及ＤｏｐＥｃＲ

（
Ｋａｎｇｅｔ ａ ｌ ．

，２０ １ ９
）
均可 以在 ２０Ｅ 信 号传导 中传递信号 。 这些研宄表 明 ， 多个

ＧＰＣＲ ｓ 可以作为类固醇激素受体起作用 ， 然而 ， 除了 己知 的 ＧＰＣＲ ｓ 外 ， 还有多

１ ２
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少 ＧＰＣ Ｒｓ 参与 了２ ０Ｅ 信号传导 尚不清楚 。 在 Ｇ ＰＣＲ 介导 的信号传导 中有
一

个非

常有趣的现象 ： 多个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 为同
一

配体传递信号 （
Ｈ ａｕ ｓｅ ｒｅ ｔａＵ２０ １ ７

）
。 为什么

多 个 ＧＰＣ Ｒ ｓ 共同参与 同
一

信号通路 ， 可能的假设是 Ｇ ＰＣＲｓ 在不同组织 中发挥

作用 ， 诱导不 同基因 的表达 。 我们 以世 界性分布 的重要鳞翅 目 农业害虫棉铃虫

为研宄对象 ， 通过探究多 个 Ｇ ＰＣＲｓ 的表达谱 以及对 ２０Ｅ 途径 中 的 下游基因

ＰＭ 、 ＦｏｘＯ 和调控 昆虫生长发育 的基因如 ５ｒＺ ７ 、 ％ ／ 、 ｃＡｆｙｃ 和 心－

；？ ／

的表达调控来验证这
一

假设 ， 可 以更好地揭示 多种 ＧＰＣＲｓ 参与 ２０Ｅ 信号途径的

现象 ， 丰富类固 醇激素信号传导 的新理论 ， 为害虫防治提供新 的理论依据和靶

标基因 。

胰岛素样肽促进前胸腺的生长和 ２ ０Ｅ 的产生 ， ２ ０Ｅ 反过来拮抗胰岛素样肽

的功能 ， 促进 昆虫变态 （
Ｍ ｉ ｒｔｈｅ ｔａ ｌ ．

，２００ ５ ）
。 ２０Ｅ 可 以通过调控

一

系列基因表达

拮抗胰岛素途径 ， 然而 ， ２０Ｅ 能否从源头上通过抑制胰岛素样肽的受体 ＩＮ ＳＲ 的

表达和磷酸化水平来拮抗胰岛素途径 尚不清楚 。 为深入 了解 ２０Ｅ 拮抗胰岛素途

径的作用 机制 ， 我们利用鱗翅 目 昆虫棉铃虫作为模型 ， 并结合本实验室所特有

的表皮细胞系 Ｈ ａＥｐ ｉ ， 采用 各种分子生物学及细胞生物学技术 ， 探宄 １Ｎ ＳＲ 在虫

体不 同发育时期 的表达模式及翻译后修饰水平变化 ， 并探索 ２０Ｅ 通过 丨Ｎ ＳＲ 拮抗

胰岛素途径的分子机制 ， 为进
一

步揭示胰岛素样肽和 ２０ Ｅ 之间 的相 互作用关系

提供新的理论支持 。
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第二章 ＧＰＣＲｓ 在 ２０Ｅ 信号通路中调节不同基因的表达

１ 引言

Ｇ 蛋 白偶联受体 ＧＰＣＲｓ 属于七次跨膜结构的受体家族 ， 这些受体可感知多

种配体
（
Ｂ
ｊ
ａｍ ａｄｏｔｔ ｉ ｒ ｅｔ ａＬ

，２００６ ）
， 并将信 号传递到胞 内 ， 调 节 各种生理过程

（
Ｒａｓｍｕｓ ｓｅｎｅｔａ ｌ ．

，

２０ １ １
）

。 人类基 因 组 中 编码 的 ＧＰＣ Ｒ 序 列有 １ ０００ 条 左 右

（
Ｆ ｒｅｄ ｒ ｉｋｓｓｏｎａｎｄＳｃｈ ｉｏｔｈ

，
２００ ５

）
， 小 鼠 中 的 ＧＰＣＲ 超过 １ ３ ００ 种 ， 除嗅觉受体和味

觉受体外 ， 果蜗中存在 １ 丨 ６ 种经典的 ＧＰＣＲ
（
Ｈａｎ ｌｏｎａｎｄＡｎｄ ｒｅｗ

，２０ １ ５
）

， 冈 比亚

按蚊中有 ２７６ 种经典 ＧＰＣＲ
（
Ｈ ｉ ｌ ｌｅ ｔａ ｌ ．

，
２００２

）
。 在细胞膜上传递信号调节机体 内

多种重要生理过程 （
Ｍａｒ ｉ ｎ ｉ ｓ ｓｅ ｎａｎｄＧｕｔｋ ｉ ｎｄ

，２０ ０ １
）

。 因其在细胞信号转导 中 的重

要作用 ， 约 ３４％的药物靶向 １ ０ ８ 种特定 的 Ｇ ＰＣ Ｒ
（
Ｈａｕｓｅ ｒｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ７

）
。 ＧＰＣＲ 也

被建议作为下
一

代杀虫剂的 目 标 （
Ａ ｕｄｓ ｌ ｅｙ

ａｎｄＤｏｗｎ
，
２０ １ ５

）
。

ＧＰＣＲ 可 以 在 细胞膜 上 传 递动物 的类 固 醇 激 素 信 号 。 例 如 ， Ｇ ＰＣＲ３ ０

（ ＧＰＲ３ ０ ） 可 以介导哺乳动物对雌激素的多种细胞反应 （
Ｍ ａｇｇ ｉ ｏ ｌ ｉｎ ｉａｎｄＰ ｉ ｃａｒｄ

，

２０ １ ０
）

。 ＤｍＤｏｐ
ＥｃＲ介导果绳２０Ｅ的非基因组信号传导 （

Ｓ ｒ ｉｖａ ｓ ｔａｖａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２００ ５

）
，

其机制是 ２０ Ｅ 与 多 巴胺竞争结合 Ｄｏ
ｐ
ＥｃＲ 使幼虫停止取食并促进变态的发生

（
Ｋａｎｇｅ

ｔａ ｌ ．

，

２０ １ ９
）

。 在棉铃虫 中 ， 可 以响应２０Ｅ信号 的ＥｒＧＰＣＲ －

１（
Ｃ ａ ｉｅ ｔａ ｌ ．

，

２０ １ ４ａ
）

、 Ｅ ｒＧ ＰＣＲ－２
（
Ｗａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ５
）

、 Ｅ ｒＧＰＣ Ｒ －

３
（
Ｋａｎｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０２ １

） 以及ＤｏｐＥｃＲ

（
Ｋａｎ

ｇ
ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２ ０ １ ９

）在 ２０Ｅ 的非基因组信号传导 中起重要作用 。 这些研宄表明 ， 多

个 ＧＰＣＲｓ 起类固醇激素受体的作用 ， 除 了 已知 的这些 ＧＰＣ Ｒ ｓ 外 ， 其他参与 ２０Ｅ

信号传导的 ＧＰＣＲｓ 尚不清楚 。

另外 ， 多个 ＧＰＣＲｓ 可 以传递同
一

配体的信号 ， 例如 ， 有九个 ＧＰＣＲｓ 作为

肾上腺素受体起作用 ， 五个 ＧＰＣＲｓ 作为多 巴胺受体起作用 （
Ｈａｕ ｓｅ ｒｅ ｔａ ｌ ．

，２０ １ ７
）

，

有三个 ＧＰＣＲｓ 己被证实在棉铃虫 ２０Ｅ 信号通路中传递信号 （
Ｚｈａｏ

，２０２０ ）
。 这些

研宄表明 ， 在 同
一

信号转导途径 中可 以有多个 ＧＰＣ Ｒｓ 共 同参与 ， 这可能是 由 于

ＧＰＣＲ 存在组织差异性表达 ， 或可 以在 同
一

信号途径 中诱导不 同基因 的表达 ，

然而 ， 很少有证据支持这
一

假设 。 棉铃虫 ， 属于
一

种重要 的鱗翅 目 农业害虫

（
Ｗｕ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２００ ８
）

。 我们 以 棉铃虫为研 宄对 象 ， 通过从基 因 组 中 鉴定全部 的

Ｇ ＰＣＲｓ ， 并对它们进行分类 ， 探究不同类别 中 的 ＧＰＣＲｓ 的表达谱以及对 ２０Ｅ 途

径 中 的下游基因如 和调控 昆虫生长发育 的重要基因如 ５ｒＺ７ 、

ｃＡｆｙｃ 和 的表达来验证这
一

假设 。
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我们在棉铃虫基因组 中鉴定 了 １ ２ ２ 个编码经典 Ｇ ＰＣＲｓ 的基因 （ 不包括不完

整的基因序列 ） ， 进
一

步研究确定 了６ 个 ＧＰＣＲ ｓ 传递 ２０Ｅ 信号转导 ， 但这 ６ 个

ＧＰＣ Ｒｓ 对基因 的表达调控不 同 ， 它们均参与 的表达 ， 其 中有 ４ 个 ＧＰＣＲｓ

参与幼虫化蛹 ， 有 ２ 个 Ｇ ＰＣＲｓ
－

／Ｖｉ？／
５

／？ 和 Ｓｗｏ 参与 ２０Ｅ－上调 的 和转录因子

ＦｗｃＯ 的表达 以及 ５ｒＺ ７ 的表达 ， ／＊ｒ 和 Ｍ／ｗ 参与 尺ｒ
－

／？ ／ 表达 ， 调节 和

ｃＭｙｃ 的表达从而调控幼虫生长 ， 其 中 ＰＲＲＰＲ 能结合 ２０Ｅ 。 本研究对棉铃虫的

Ｇ ＰＣＲ 进行 了 分类 ， 并揭示 了 多个 Ｇ ＰＣ Ｒｓ 传递 ２０Ｅ 信号的机制 。

２ 实验材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 实验动物

本研究 以重要的农业害虫鱗翅 目 昆虫棉铃虫 ／／ｅ ／ ／ｃｏｖｅｒｐａａｒｗ ／ｇｅｒａ 为研究对

象 ， 棉铃虫 的幼虫在本实验室专业动物饲养室进行人工饲养 ， 定期更换饲料 ，

培养温度为 ２６± Ｉ

°

Ｃ ， 湿度为 ５ ０％左右 ， 光照周期为 １ ４ ｈ 的光照 ／ １ ０ ｈ 的黑暗 。

２ ． １ ．２ 实验细胞

将 邵 等 人从棉铃虫 的 表 皮组 织 中 分 离 并传代培 养 的 棉铃虫 表 皮细 胞 系

Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ

（
Ｓ ｈａｏ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２００ ８
）

， 置于含有 １ ／ １ ０胎牛血清 （ ＦＢ Ｓ
，

丨 ｎｖ ｉ ｔ ｒｏ ｇ
ｅｎ

，Ｃ ａ ｒ ｌ ｓｂａｄ
，
ＣＡ

，

美 国 ） 的 昆虫 Ｇ ｒａｃ ｅ

’

ｓ 培养基 中培养 ， 静置于 ２ ７ 度恒温培养箱 中 ， 定期为细胞

更换培养基并及时传代培养 ， 定期观察细胞状态包括有无细菌或支原体污染等 。

２ ． １ ．３ 实验试剂

２ ０
－ 轻 基 脱 皮酮 （ ２０Ｅ ） （ Ｃａｙｍａｎｃｈ ｅｍ ， 密 歇根州 ， 美 国 ） ， 二 甲 基 亚砜

ＤＭＳＯ（ 索莱宝 ， 北京 ， 中 国 ） ， ＴＲ Ｉｚｏ ｌＲＮＡ 提取试剂 （ 全式金 ， 北京 ， 中 国 ）
，

５ Ｘ Ａ １ Ｉ

－

丨 ｎ
－Ｏ ｎｅ ＲＪ Ｍ ａ ｓ ｔｅ ｒＭ ｉｘ 反转录试剂盒 （ ａｂｍ

，
列治文 ， 加拿大 ） ， ２ ｘ ＳＹＢＲ

ｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅＰＣＲ
ｐ
ｒｅ

－ｍ ｉｘ ｔｕ ｒｅ（ 全式金 ， 北京 ， 中 国 ） ， 昆虫Ｇ ｒａｃ ｅ培养基 （ Ｇ ｉ ｂ ｉ ｃｏ ，

纽约 ， 美 国 ） ， 胎牛血清 （ Ｂ ｉｏ ｌｏ
ｇ

ｉ ｃ ａ ｌＩ ｎｄｕ ｓ ｔｒ ｉ ｅ ｓ ， 以色列 ） ， 氨苄青霉素 （ 生工生

物 ， 上海 ， 中 国 ） ， ４
’

，
６－ｄ ｉ ａｍ ｉｄ ｉ ｎｏ

－２ －

ｐ
ｈｅｎ

ｙ
ｌ ｉ ｎｄｏ ｌ ｅ（ ＤＡ Ｐ Ｉ ） （ 西格玛公 司 ， 美 国 ） ，

Ａ ｌ ｅｘａＦ ｌ ｕｏ ｒ５ ９４ 标记的小麦胚芽凝集素 （ ＷＧＡ ）（ Ｉ ｎｖｅ ｉ ｔｒｏｇｅｎ ， 卡尔斯巴德 ， 美

国 ） ， ２０－Ｈ
ｙ
ｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏ ｎｅＥｎｚ

ｙ
ｍ ｅＩｍｍ ｕｎｏ ａｓ ｓａｙ

ｋ ｉ ｔ（ ２０Ｅ－Ｅ ＩＡｋ ｉ ｔ ， ２０ －轻基脱皮

激素酶联免疫分析试剂盒 ） （ 贝 尔坦制药 ， 法 国 ） ， 其他试剂均购 自 于 国药的分

析纯试剂 。 ＮＴＰ ｓ 、 Ｔ７ＲＮＡ 聚合酶 以及 ＲＮＡ 酶抑制剂 （ 赛默飞世尔 ， 德克萨

斯 ， 美国 ） ， 转染试剂 Ｑ ｕ ｉ ｃｋＳ ｈ ｕ ｔ ｔ ｌ ｅ
－

ｅｎｈ ａｎ ｃ ｅｄ（ 博奥龙 ， 北京 ， 中 国 ） ， Ｔ４ ＤＮＡ

１ ５
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连接酶 （Ｎ ｅｗＥｎｇ ｌ ａｎｄ Ｂ ｉｏ ｌ ａｂｓ ， 英国 ） 。 辣根过氧化物酶 （ ＨＲＰ ） 标记的 山 羊抗

鼠免疫球蛋 白 Ｇ（ Ｉ ｇＧ ） （ 中杉 ， 北京 ， 中 国 ） ， ＡＣＴＢ 单克隆抗体 （ Ｃ ａ ｔ ．ＡＣ０２６ ，

ＡＢ ｃ ｌｏｎａ ｌ ， 武汉 ， 中 国 ） ， ＧＦＰ 单克隆抗体 （ Ｃａｔ ．ＡＥ０ １ ２ ， ＡＢｃ ｌ ｏｎａ 丨 ， 武汉 ， 中

国 ） ， 引 物合成 （ 生工生物 ， 上海 ， 中 国 ） 。

２ ． １ ．４ 实验仪器

ＰＣＲ 仪 （ 北京君 易仪器 公 司 ） ， 电泳 仪 （ 北京六
一

仪器公 司 ） ， Ｉｎｆｉｎ ｉ ｔｅ

Ｍ２００ＰＲＯ Ｎ ａｎｏＱｕａｎ ｔ 分光光度计 （ 奥地利 Ｔｅｃａｎ 公司 ） ， 荧光定量 ＰＣ Ｒ 仪与 Ｇｅ ｌ

Ｄｏｃ ＸＲ 凝胶成像仪 （ 美国伯 乐公司 ） ， 高速冷冻离心机 （ 德 国 Ｅ
ｐｐ

ｅｎｄｏ ｒｆ 公司 ） ，

倒置焚光显微镜 （ 日 本尼康公司 ） ， Ｏ ｌ

ｙｍｐｕｓＢＸ ５ 丨 荧光显微镜 （ 日 本 Ｏ ｌ

ｙｍｐ
ｕ ｓ

公司 ） 。

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ 棉铃虫 ＧＰＣＲｓ 的鉴定和系统发育分析

通过 以下四个步骤鉴定棉铃虫的 ＧＰＣＲ ｓ ： 第
一

步 ， 依据文献 中报道 的果蝇

和家蚕的全部 ＧＰＣＲ ｓ ， 分别从 Ｆ ｌ ｙＢ ａｓｅ（ｈｔｔｐ ： ／／ｗｗｗ ．ｆｌｖｂａｓｅ ．ｏ ｒｇ／）和 ＮＣＢ 丨 序列库

（ｈｔｔｐ ： ／／ｗｗｗ ． ｎｃｂ ｉ ． ｎ ｌｍ ． ｎ ｉ ｈ ． ｇｏｖ／ ）中获取 了果幡 １ １ ６ 个经典 ＧＰＣＲｓ 以及家蚕 ９０ 个经

典 ＧＰＣＲ ｓ 的氨基酸序列 。 第二步 ， 分别将果蝇和家蚕的每个 Ｇ ＰＣＲ 序列在棉铃

虫 蛋 白质 组 中

（
ｈｔｔ

ｐ ｓ ： ／／ｂ ｌａｓ ｔ ．ｎｃｂ ｉ ． ｎ ｌｍ ． ｎ ｉｈ ． ｇｏｖ／Ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ． ｃｇ
ｉ ？ＰＲＯＧＲＡＭ＝

ｂ ｌ ａｓ ｔ
ｐ
＆ＰＡＧＥ

＿

ＴＹＰＥ＝Ｂ ｌ ａｓ ｔＳ ｅａ

ｒｃｈ＆ＢＬＡＳＴ
＿

ＳＰＥＣ＝ＯＧ Ｐ
＿

２９０５ ８
＿

１ ５ ８ １ ８ ５＆Ｌ ＩＮＫ
＿

ＬＯＣ＝ｂ ｌ ａｓｔｔａｂ＆ＬＡ ＳＴ
＿

ＰＡＧＥ＝

ｂ ｌａｓ ｔｎ
）进行 ＢＬＡ ＳＴ 比对并选择得分最高的氨基酸序列 。 第三步 ， 将这些得分最

高 的氨基酸序列再重新作为查询序列在棉铃虫蛋 白 质组 中进行搜索 ， 以获得第

二步 中未找到的其他 ＧＰＣＲ 序列 。 第 四步 ， 去除上述步骤中获得的蛋 白序列 中

的 重 复 序 列 ，最 后 通 过ＮＣ Ｂ ＩＣＤｓｅａｒｃｈ

（ｈｔｔｐ ｓ ： ／／ｗｗｗ ． ｎｃｂ ｉ ． ｎ ｌｍ ． ｎ ｉ ｈ ． ｇｏｖ／Ｓ ｔ ｒｕｃ ｔｕ ｒｅ／ｃｄｄ ／ｗｒｐ ｓｂ ． ｃｇ ｉ

￣

） 及ＳＭＡＲＴ在 线 软 件

（
ｈ ｔｔ

ｐ
ｓ ： ／／ｓｍ ａｒｔ ． ｅｍｂ ｌ

－ｈｅ ｉ ｄｅ ｌ ｂｅ ｒｇ
． ｄｅ／ｓｍａｒｔ／ｓｅ ｔ

＿

ｍ ｏｄ ｅ ． ｃｇ ｉ ？ＮＯＲＭＡＬ＝ ｌ
）预测这些蛋 白质

的结构 ， 获得包含七次跨膜结构域的蛋 白 质 ， 即 为棉铃虫的 ＧＰＣ Ｒ ｓ 。 以人和果

蝇不同类别的 Ｇ ＰＣＲ 为路标 ， 利用 ＭＥＧＡ６ ． ０ 软件构建 Ｎ Ｊ 系统发育树 。

２ ．２ ．２ＲＮＡ
提取

用解剖剪剪开棉铃虫的腹足并收集血细胞 ， 在体式显微镜下 ， 用解剖剪及

镊子 分 离 出 棉铃虫 的 表皮 、 中 肠 、 脂肪体和 翅 芽 ， 并于 １ Ｘ ＰＢ Ｓ（ １ ． ８ｍＭ

１ ６
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ＫＨ ２ Ｐ〇４ ． １ ０ ｍＭ Ｎ ａ２Ｈ Ｐ〇 ４ ， １ ４０ ｍＭ Ｎ ａＣ Ｉ ， ２ ． ７ ｍＭ ＫＣ Ｉ ） 中漂洗干净 。 每 １ｍ Ｌ

提取剂 ＴＲ Ｉｚｏ ｌ 中加入 ５ ０ｍｇ 组织并于冰上研磨 ， １ ２ ， ０００ｒ
ｐ
ｍ４

°

Ｃ离心 １ ０ｍ ｉ ｎ 。

收集上清于新无 ＲＮＡａｓｅ 的离心管 中 ， 室温放置 ５ｍ ｉ ｎ 。 提取细胞培养板 中细胞

的 ＲＮＡ 时 ， 用 １ Ｘ ＰＢＳ 洗涤细胞 ， 每孔加 入 １ｍ Ｌ ＴＲ 丨ｚｏ ｌ 置于冰上充分裂解细

胞 ， １ ０ｍ ｉ ｎ 后吹吸裂解细胞并转移至新的无 ＲＮＡａ ｓｅ 的离心管 中 。 加入 ２００ 队

氯仿后剧烈震荡 １ ５ｓ ， 室温下静置 ２ｍ ｉ ｎ ， １ ２ ， ０００ｒ
ｐ
ｍ４

°

Ｃ离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 将上层

水相转移至新的无 ＲＮＡ ａ ｓｅ 的离心管 中 ， 后 加入等量的提前预冷 的异丙醇 ， 上

下颠倒混匀 ， 室温下放置 ｌ Ｏ ｍ ｉ ｎ 以沉淀 ＲＮＡ ， １ ２ ，０００ ｒ
ｐｍ

４
°

Ｃ离心 ｌ Ｏ ｍ ｉ ｎ ， 弃

上清 ， 用 １ｍ ＬＤ ＥＰＣ 水配制 的 ７ ５％的 乙醇洗涤 ＲＮＡ 沉淀 ， ７
，
５ ００ｒ

ｐ
ｍ４

°

Ｃ离心 ５

ｍ ｉ ｎ ， 弃上清 ， 用无 ＲＮＡ ａｓ ｅ 的枪尖吸干残留 乙醇 ， 室温风干 ， 以彻底除去 乙醇 ，

加 入适量 的 ＤＥＰＣ 水于 ６０
°

Ｃ 金 属 浴 中 孵 育 １ ０ｍ ｉ ｎ 溶解 ＲＮＡ ， 用 Ｉ ｎｆｉ ｎ ｉ ｔｅ

Ｍ２００ＰＲＯＮ ａｎｏＱ ｕａｎ ｔ 分光光度计检测提取的 ＲＮＡ 浓度 ， １ ％琼脂糖凝胶 电泳检

测 ＲＮＡ 质量和纯度 。

２ ．２ ．３ 反转录合成 ｃＤＮＡ

利用 ５ ｘＡ ｌ ｌ

－

ｌ ｎ
－Ｏ ｎｅＲＴＭ ａｓ ｔｅ ｒＭ ｉ ｘ 反转录试剂盒 （ ａｂｍ 公司 ） 进行反转录合

成 ｃＤＮＡ 。 反应体系如下 ：

ＲＮＡ ２
ｐｇ

Ａ ｃ ｃｕＲＴＲｅａｃ ｔ ｉｏｎＭ ｉ ｘ（ ４ Ｘ） ２

无 ＲＮＡ ａｓｅ 的水补至 ８
 （

ｊＬ

混匀 ４２
°

Ｃ孵育 ２ｍ ｉ ｎ

ＡｃｃｕＲＴＲｅａｃ ｔ ｉ ｏｎＳ ｔｏ
ｐｐ

ｅ ｒ（ ５Ｘ）２
ｐ
Ｌ

５Ｘ Ａ ｌ ｌ

－

ＩｎＯ ｎ ｅＲＴ Ｍ ａｓ ｔｅ ｒＭ ｉ ｘ ４
 ｜

ｉＬ

无ＲＮＡ ａｓ ｅ的水 ６
 （

ｘＬ

２ ５
°

Ｃ孵育 丨 ０ｍ ｉｎ ， 然后 ４２
°

Ｃ孵育 ３ ０ｍ ｉ ｎ ， 最后 ８ ５
°

Ｃ孵育 ５ｍ ｉ ｎ 。
－２０

°
Ｃ保存 。

２ ．２ ．４实时定量ＰＣＲ（ ｑＲＴ
－ＰＣＲ ）

将稀释 ６
￣

８ 倍后 的反转录 ｃＤＮＡ 模板作为实时定量 ＰＣ Ｒ 模板 ， 引 物见表

２ ． １ ， 反应体系如下 ：

引物Ｆ（ ｌ ｐＭ ） ２ ＾１

引 物Ｒ（ ｌ

ｐ
Ｍ ） ２

｝

ｉＬ

２Ｘ ＳＹＢＲ ｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ
ｐ

ｒｅ
－ｍ ｉｘ ｔｕ ｒｅ５

 ｜

＾Ｌ

１ ７
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稀释的 ｃＤＮＡ 模板 １

 （

ＸＬ

反应条件 ： ９ ５
°

Ｃ １ ５ ｍ ｉ ｎ ， ９ ５
°

Ｃ １ ５ ｓ ，６０
°

Ｃ ｌ ｍ ｉｎ ，７ ８
°
Ｃ读板２ ｓ ， 共４０个循环 ，

６ ５
°

Ｃ － ９ ５
°

Ｃ分析熔解曲线 ， 间隔 ０ ． ５
°
Ｃ ， 获取Ｃ ｔ值 ， 用 ２

－ＡＡＱ
公式 （ ＡＡＣＴ

＝
ＡＣＴ ．

？

ｍ
－ＡＣＴ对照组 ， ＡＣＴ ｚ ＣＴ ｖ＾

－ＣＴ＾ ， 棉铃虫也访基因作为对照 ） 计算ｍＲＮＡ相对

表达量 。

２ ．２ ．５ 双链ＲＮＡ（办＾４ ） 的合成

ＲＮＡ千扰 （ ＲＮＡ ｉ ） 被广泛地用于蛾科的 多个物种 中 （
Ｘ ｕ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ６
）

。 长片

段的办＾４在 昆虫体 内被分解成较小 的片段 （
Ｚａｍｏ ｒｅ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２０００
）

， 并成功抑制 了

蠕虫中靶基因 的表达 （
Ｆ ｉ ｒｅｅｔ ａ ｌ ．

，１ ９９ ８
）

。 将Ｔ７启动子序列添加至 引 物序列 的 ５

’

端 （ 表２ ． １ ） ， 以 ｃＤＮＡ为模板 ， 扩增相应的靶基因 片段 ， 然后 以带有Ｔ７启动子的

靶基因片段为模板来合成 在 ２
ｐｇ

ｃＤＮＡ模板中加入 ８０Ｕ Ｔ７ＲＮＡ聚合酶 ，

２ ．４
＾
１匕 １ ０ 〇１＂的八丁？／１；丁卩／ （：丁？／〇丁？ 和 １ ２０ １； １＾３５ 丨 １１ （ 丁３ １＜＾ １＾ ） ， 用无 １＾＾５６的水

补齐至 ５ ０
＾
Ｌ ， 在 ３ ７

°

Ｃ水浴中孵育过夜 ， 加入 １ ０ 叫 ＤＮ ａｓｅ ｌ及 １ ０
 （

ｘＬＤＮ ａ ｓｅ ｌＢｕｆｆｅ ｒ ，

用无ＲＮａｓ ｅ的水补齐至总体积 １ ００ 叫 ， ３ ７
°

Ｃ水浴 中孵育 １ｈ降解ＤＮＡ ， 用 苯酷 ／氯

仿萃取ＲＮＡ ， 混合物用无ＲＮａｓｅ的水补齐至总体积 ２ ０〇 ｎＬ ， 加入相同体积的苯酚

／氯仿饱和水 ， ９
，
０００ Ｘ ｇ ４

°

Ｃ离心 １ ５ｍ ｉｎ
，将上层水相转移到含有等体积氯仿的新

离心管 中 ， 再次离心 ， 将上清液转移到另
一

个新的离心管中 ， 加入 ２ ． ５倍体积的

无水 乙醇和 １ ／ １ ０体积的 ３Ｍ 乙酸钠 （ ｐＨ４ ．０ ） ，

－２０
°

Ｃ混合过夜 ， 收集沉淀 ， 用

口￡卩 （：水配制 的 ７ ５
°
／。乙醇洗漆办＿沉淀 ， ７

，

５ ００ １

１
３〇１ ４

°
（：离心 ５ １１１ 丨 １１ ， 弃上清 ， 风

千 ， 以彻底去除残 留 的 乙醇 ， 最后加 入 ５ ０ｐＬ 的无 ＲＮａｓｅ 的 水溶解 。 用 Ｉｎｆｉｎ ｉ ｔｅ

Ｍ２００ＰＲＯＮａｎｏＱ ｕａｎｔ分光光度计检测办 的浓度 ， 的质量用 １％琼脂糖

凝胶 电泳检测 。

２ ．２ ．６ 虫体 ＲＮＡ 干扰

用 １Ｘ ＰＢ Ｓ 稀释 至 ２００ｎｇ／
｜

ａＬ ， 取六龄 ６ｈ 的幼虫置于冰上约 １ ５ｍ ｉ ｎ

直到虫体不动为止 ， 用 显微注射器从幼虫腹部第三腹足向前将 １注入

幼虫体 内 （ 小心操作 ， 不要碰到 中肠 ）
， 间隔 ２４ ｈ 注射

一

次 ， 第三次注射时 ， 将

１ｐｇ 和 ５ ００ｎｇ
２ ０Ｅ

—

起注入幼虫体 内 。 每个实验组和对照组均不少于 ３ ０

只幼虫 ， 并进行三次生物学重复 ， 等量的 由ＧＦＰ 作为对照组 。

２ ．２ ．７ 虫体及细胞激素诱导

首先用ＤＭ ＳＯ将２０Ｅ（ Ｃａｙｍａｎｃｈ ｅｍ ｉ ｃａ ｌ ） 溶解至 １ ０ｍｇ／ｍＬ ， 用ＰＢ Ｓ稀释

１ ８
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胰 岛素 （ Ｐ ３ ３ ７６ －４００ 丨Ｕ
， 碧云天 ） 至 ｌ ＯＯ ｎｇ／叫 ， 然后将不 同浓度的 ２０Ｅ 和胰岛素

分别注射到六龄 ６ｈ 幼虫体 内 ， 分别 以 ＤＭ ＳＯ 和 ＰＢ Ｓ 作为对照 。 ２０Ｅ 的浓度梯

度设置为 丨 ００ ，２００ 和 ５ ００ｎｇ ， 胰 岛素的浓度梯度设置为 Ｉ ， ２ 和 ５ 问 。 分别于

１ ， ３ ，６ ， １ ２ 和 ２４ ｈ 注射 ５ ００ｎｇ
２ ０Ｅ 或 ５ 网 胰岛素 。 提取总 ＲＮＡ 或总蛋 白质

进行 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 或蛋 白 质免疫印迹检测 。 用 ５

卜
ｉＭ２０Ｅ 和 ５ 阽 胰岛 素分别处理棉

铃虫表皮细胞 １ ，３ ， ６ ， １ ２ 和 ２４ ｈ ， 分别 以 ＤＭ ＳＯ 和 ＰＢＳ 作为对照 。 用不 同浓

度的 ２ ０Ｅ 和胰岛素处理细胞并培养 ６ｈ ， 以进
一

步在细胞系上证 明 ２０Ｅ 和胰岛素

对 ［Ｎ ＳＲ 的调控 。

２ ．２ ．８ 苏木精－伊红 （ ＨＥ ） 染色

用 ＰＢ Ｓ 漂洗幼虫 中肠 ， 置于 ４％多 聚 甲醛 中 ， 在 ４
°

Ｃ条件下 固 定过夜 。 将固

定 的组织交给专业公 司 （ 中 国武汉的 Ｓｅ ｒｖ ｉ ｃ ｅｂ ｉ ｏ ） 进行 Ｈ Ｅ 染色 。

２ ．２ ． ９ 过表达载体构建

将 和 汾 基因 的幵放阅读框 （ ＯＲＦ ） 序列插入到带有 Ｉ Ｅ 启 动子的

重组过表达载体 ｐ
ＩＥｘ －４－Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 中构建过表达质粒 。 用设计的特异性 引 物 （ 见

表 ２ ． 丨 ） 通过 ＰＣ Ｒ 扩增 出 ＰＷ？烈 和 加〇 基因 的 Ｏ ＲＦ 片段 ， 经酶切 、 连接后插入

载体 中 ， 通过细胞系过表达和测序验证构建的质粒 ＰＲＲＰＲ －Ｇ Ｆ Ｐ 和 ＳＭＯ －Ｇ Ｆ Ｐ 。

２ ．２ ． １ ０ 细胞系过表达

提取大肠杆菌 ＤＨ ５ ａ 中 的重组过表达质粒 ， 细胞经传代培养至六孔板

中 ， 待六孔板的细胞密度达到 ８０％时进行转染 。 以其 中
一

个孔为例 ， 在无菌离

心管 中 加入 ２００
ｐＬ０ ． ９

°
／。的 Ｎ ａＣ 丨 溶液 ， 丨 ０

ｐＬＱ ｕ ｉ ｃ ｋＳｈ ｕ ｔｔ ｌ ｅ
－

ｅ ｎｈａｎｃｅｄ 转染试剂 ，

３
－

５
 ｜

ｉｇ 过表达质粒 ， 混勾 ， 悬空滴加至六孔板 中 ， 在 ２７
°

Ｃ培养箱 中静置培养 ４ ８ －

７２ｈ ， 倒置荧光显微镜下观察发光效率 ， 进行后续实验 。

２ ．２ ． １ １ 免疫细胞化学

将在 ２４ 孔板中培养的过表达 ＰＲＲＰＲ －ＧＦＰ 和 ＳＭＯ －Ｇ Ｆ Ｐ 的 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞用 １Ｘ

Ｄ ＰＢＳ 洗涤三次 ， 避光条件下加入 ４％多聚 甲醛室温静置 １ ０ｍ ｉ ｎ 固定细胞 。 弃掉

多 聚 甲醛 ， 用 １Ｘ Ｄ ＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次 ， 每次 ３ｍ ｉ ｎ ， 每孔加入 ３ ００
ｎ

Ｌ 稀释的 Ａ ｌ ｅｘａ

Ｆ ｌ ｕｏ ｒ５ ９４ 偶联 ＷＧＡ 溶液 （ １Ｘ ＰＢ Ｓ 稀释 １ ０００ 倍 ） ， 避光条件下进行细胞膜染色 ，

静置 ４ｍ ｉ ｎ 后 ， ＰＢ Ｓ 洗涤 ６ 次 ， 每次 ５ｍ ｉ ｎ 。 加入终浓度为 １ 网／ｍＬ 的 ＤＡＰ 丨 溶

液 ， 避光条件下进行细胞核染色 ， 静置 ｌ 〇 ｍ ｉ ｎ 后 ， ＰＢ Ｓ 洗涤 ６ 次 ， 每次 ５ ｍ ｉ ｎ 。

用 ８０
°
／。的甘油进行封片 ， 用 Ｏ ｌ

ｙｍ ｐ ｕ
ｓＢＸ ５ １ 倒置荧光显微镜 （ Ｏ ｌ

ｙｍ ｐ
ｕ ｓＯ

ｐ
ｔ ｉ ｃａ ｌ

１ ９
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Ｃｏ ．

，
东京 ， 日 本 ） 观察图像 。

２ ．２ ． １２２０ －羟基蜕皮激素酶免疫测定 （ ２０Ｅ －Ｅ ＩＡ ）

２０Ｅ－Ｅ １Ａ 的 原 理 是 无 标 记物 标 记 的游 离 的 ２０Ｅ和 Ｔｒａｃｅ ｒ （ 乙 酰胆碱酯 酶

（ ＡＣ ｈＥ ） 所标记的 ２０Ｅ ） 对有限的 ２０Ｅ抗体进行竞争性结合 ， 进而进行２０Ｅ的检

测 。 兔抗 的 ２０Ｅ抗血清和 鼠抗兔 的抗体包被 的平板结 合 ， 用 ２０Ｅ－Ｅ ＩＡ试剂盒

（ Ｂｅｒｔ ｉｎＰｈａ ｒｍ ａ ， 巴黎 ， 法 国 ） 中 的Ｗａ ｓｈＢ ｕｆｆｅ ｒ洗漆包被板 ， 将Ｔｒａｃｅ ｒ和样 品 中

的 ２０Ｅ加 入孔 中 ， ４
°

Ｃ孵 育过夜 ，

＇

＾３ ５ １１ ８ １１ １＾ １

＇

洗涤三 次 后 ， 加入 ￡ 丨 １ １１＾ １１试剂

（ ＡＣ ｈＥ和色原 的酶促底物 ） ， 于室温振荡器上孵育 １ ． ５ｈ 。 Ｅ ｌ ｌｍａｎ试剂 中 的底物

与Ｔｒａｃｅ ｒ相互作用 ， 形成黄色的化合物 ， 可吸收４０ ５
？ ４ １ ４ｎｍ的光 。 通过分光光

度计 （ Ｉｎｆｉｎ ｉ ｔｅＭ２００ＰＲＯ ＮａｎｏＱ ｕａｎｔ ） 检测颜色强度 ， 得到的光密度与结合到 的

ＡＣ ｈＥ所标记的 ２０Ｅ滴度成正 比 ， 但与样 品 中 的 ２０Ｅ滴度成反 比 ， 此方法用 于检

测细胞膜上的ＧＰＣＲ结合２０Ｅ的滴度 。

２ ．２ ． １３ＨａＥｐ ｉ细胞膜结合２０Ｅ滴度检测

在 Ｈ ａＥｐ ｉ细胞系 中 分别过表达 ＰＲＲＰＲ －Ｇ Ｆ Ｐ和 ＳＭＯ －ＧＦＰ ， 用 １
Ｘ Ｄ ＰＢ Ｓ（ １ ３ ７

ｍＭ Ｎ ａＣｈ２ ．７ ｍＭ ＫＣ ｌ ， １ ． ５ ｍＭ ＫＨ ２Ｐ〇 ４和 ８ ｍＭ Ｎａ２Ｈ Ｐ〇 ４ ，

ｐ
Ｈ ７ ．４ ） 洗涤两次 ，

将细胞培养在 １ ＿ ２ （＾的０哪６培养基中 ， 于 ２ ７
°

（：静置培养 ５ １１１ 丨 １１ ， 收集细胞 ， 于

１ ７００ 父
１§ ４

°
（：离心 ５ １＾ １１ ， 将细胞沉淀用 ５ ００ 卟 ￡ 丨八缓冲液进行重悬 ， 并超声处理

５ ｍ ｉ ｎ ， 将破碎的细胞膜在４
°

Ｃ下 ， 以 ４８ ， ＯＯ Ｏ Ｘ ｇ离心 ｌ ｈ ， 用 ｌ ＯＯ ｇＬ Ｅ ＩＡ缓冲液

重悬沉淀 。 用 ５ ０ ｐＬ Ｅ ＩＡ缓冲液溶解 ５ ０ 呢膜蛋 白 ， 用 ２０Ｅ －Ｅ ＩＡ试剂盒检测 Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ细

胞膜上结合的 ２０Ｅ滴度 。

２ ．２ ． １ ４ 统计方法

所有的数据来 自 至少三次的生物学独立重复实验 。 采用双尾 ｒ检验统计方法

分析两个实验组之间 的显著差异 ，

＊

ｐ
＜〇 ． 〇 ５ 代表显著性差异 ，

＊ ＊

／
＞＜０ ．０ １ 代表极

显著差异 ， 三个及三个 以上实验组之间 的显 著差异采用单因素方差 分析 （ ｏｎｅ
－

ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ） ， 不 同 的字母代表存在显著性差异 （ｐＯ ． ０ ５ ） 。

２ ０
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表 ２ ． １ 实验所用 引物列表



Ｔａｂ ｌｅ２ ． １Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒｓｕｓｅｄ ｉｎｔｈ ｉｓｓｔｕｄｙ


Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒｎａｍ ｅｓ


Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒｓｅｑ
ｕｅｎｃ ｅ ｓ５

＇

－

３

’


＂

ｑ
ＲＴ＾ＰＣＲ

ＧＰＣＲ４ －

Ｆ ｔｇａｃｔａａｃｇｃ
ｔｇａａｃｃ

ｃ
ｇ

ＧＰＣＲ４－Ｒ ｔｃ
ｇ
ｔｔｇｔｔｇｔｃ ｃ ｇａ

ｔｔｇｇ

ｉ＾／ｚｒ
－ Ｆ ｇｔｇａａｃａａｔａｃｇ

ｃ ｔｃｇｇｔｔｃ

Ｆｓｈｒ￣Ｒ ｃｇ
ｔ ｃ ｔｔｃ

ｇｃａｃｇｇａ
ｔｔｃａｇｃ

Ｆｚｄ７－ Ｆ ｔａｃ ｔ
ｇ
ｔｔｔａｃｃｃｔ

ｇｇ
ｔ
ｇ
ａｔａｃ ｔｔｔ

Ｆｚｄ７￣Ｒ ｃ
ｇ

ｔｃ ｔｔｃ ｔｔｇｔｔｔａｇｃｇｔ
ｇａ

ｔ

Ｈｔｒ
－Ｆ ｇａｇｇ

ａａａｇｃｇｇｃｇａａａａｃａ

／／／ｒ
－Ｒ ｇ

ｔａｇｃｃｃ ａｇｃｃａｃ ａｇｃｇ
ａｇ

ＰｒＲＰＲ－Ｆ ｇ
ｔｃｇｃ ｔｃ ｔｔ

ｇａｃａ
ｔ ｃｃａｃ ａｇ

ＰｒＲＰＲ－Ｒ ｃ ｔｃｃａ ｔｃ
ｇ

ｔｃ ｔｔｃａ ｔａｃａｃ ｃ

Ｒｙａ
－Ｒ－Ｆ ｃｇｃｃ ａａｃｃｇｃａ

ｔｃａｃ ｔａｔ

Ｒｙａ
－Ｒ －Ｒ ｃａｃｇｃ ｃ

ｔｔｃａｇｇａａａｃ
ｔｃ

ＮＰＦＲ－Ｆ ｔｃｃｇｃ
ｔｃｃ ｔａ ｔａｃｇｇｇｔ

ｇｇ
ｔ ｔ

ＮＰＦＲ－Ｒ ｔｃ ｔｔｃｃ ｔ
ｇｃ

ｔｃ ｔｔｔａｔｃ ｃ ｔｃ

Ｓｍｏ －Ｆ ｇｃ
ｔｔｃｃｇｔｇ

ｃ ｔｔｔ
ｇｇｇ

ｔａａ

Ｓｍｏ ￣Ｒ ｇ
ｃｃａｔｃ

ｇｔｃｇｃ ｔａ ｔｃｇｔｇａ

Ａ ｋｈｒ￣Ｆ ｇａ
ｃ
ｇ
ａａｃ ｔｇｃ ｃ ｔｃｔ

ｇｇａｃ ａ
ｔ

Ａ ｋｈｒ－Ｒ ａｇｃａｃ ｃｇ
ｔｃａａｇ

ｔｔｃｃ ｃｔｇｔ

Ｇａ ｌ ｒ３
－ Ｆ ｔｃａａｃ

ｇ
ｃ ｔｃ ｃ

ｇ
ｃ ｔｃ ｃ ａｇａ

ｃ
ｇ

Ｇａ ｌ ｒ３
－Ｒ ｃｃ ｔａａ ｔ

ｇｃａｃｃｃ ｇｃｃａｃｃａｃ

ＴｋＲ８６Ｃ－Ｆ ｇａｇ
ａａａ

ｇｇ
ｔ
ｇｇ

ｔｇａｇｇ
ａ ｔ
ｇ

ｔ

ＴｋＲ８６Ｃ－Ｋ ｇ
ｃｃａａｔａｇａａｇａａｇａｇｇ

ｔａｇ

Ｆｚｄ４ －￥ ｃａｇｔ ｔｔｇｇｔｇｇｇ ｔｇｇｔ
ｇｇ

ｔａ

Ｆｚｄ４－Ｋ ａｇ
ｔ
ｇａｇｇａｇｔｇｇｃｇｇｔｔ

ｇ
ｔ ｔ

Ｏｐｓ ｉｎ－Ｆ ａ ｔｃｇｃａａａ ｔｃ ｃｃ ｃ ｔｔｃｃｃ ｃ ａ

Ｏｐｓ ｉｎ－Ｒ ｔｃ ｃｃ ｔ
ｇｃａａｃｇｃｃａ

ａ ｔｃａｃ ｔ

ＨＨＲ３ － Ｆ ｔｃａａｇｃａｃｃ ｔｃａａｃａｇ
ｃａｇｃｃ

ｃ ｔａ

ＨＨＲ３ －Ｒ ｇａ
ｃ ｔ ｔｔｇｃ ｔｇａ ｔｇｔｃａｃ ｃｃ ｔｃｃｇｃ

Ｐ ｔｅｎ
－ Ｆ ｔｃ ｔｔｃｃａｃ ｔｔｃ ｔ

ｇｇ
ｔｔｃａ

Ｐｔｅｎ－Ｒ ｇ
ｔ
ｇ
ｔｔｔａｔ

ｇ
ｃ ｔ
ｇ
ｃｔｔａｔｃｃ

ｆ
ｉ
－ａｃｔｉｎ －Ｙ ｃ ｃ ｔｇｇｔａ ｔｔ

ｇ
ｃ ｔｇａｃｃｇｔａ ｔｇｃ

ｐ
－ａｃ ｔ ｉｎ

－Ｋ ｃ ｔｇｔｔ
ｇｇａａｇｇ

ｔ
ｇｇ

ａｇａｇｇｇａａ

ＦｏｘＯ － Ｆ ｔｃａｔｔａｃ ｃｃａａｇｃ ｃ ａｇｃａｃ

ＦｏｘＯＲ ｔｃ ｃａｔｃｃ ａｇｃｃｇａａｇａｇ
ｔ

ＲＮＡ ｉ

ＧＦＰ－ＲＮＡ ｉ

－ Ｆｇ
ｃｇｔａａｔａｃｇａｃ

ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇ
ｔｇｇｔｃ ｃｃ ａａｔｔｃ ｔｃｇ

ｔ
ｇｇａａｃ

ＧＦＰ－ＲＮＡ ｉ

－Ｒｇｃｇ
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３ 实验结果

３ ． １ 棉铃虫 ＧＰＣＲｓ 的鉴定

为 了探究 ＧＰＣＲ ｓ 在传递 ２０Ｅ 信号 中 的作用 ， 我们鉴定 了棉铃虫基因组中 的

全部 ＧＰＣＲ ｓ 。 分别用果蝇和家蚕的全部经典 ＧＰＣＲｓ 在 ＮＣＢ Ｉ 棉铃虫基因组数据

库 （ ｈ ｔｔｐｓ
： ／／ｗｗｗ． ｎｃｂ ｉ ． ｎ ｌｍ ． ｎ ｉ ｈ ． ｇ〇ｖ／Ｔａｘｏｎｏｍ ｖ／Ｂ ｒｏｗ ｓｅ ｒ／ｗｗｗｔａｘ ． ｃｇ ｉ ？ｍｏｄｅ

＝
Ｉ ｎｆｏ＆ ｉｄ

＝
２ ９０５ ８ ） 中

一一

进行 ＢＬＡＳＴ 比对 ， 除不完整的基因序列外 ， 共找到在棉铃虫基因组中注释

的 １ ２２ 个基因编码经典 ＧＰＣＲｓ 。 除去 ４ 个具有较大序列差异的 Ｇ ＰＣＲｓ ， 用剩下

的 １ １ ８ 个 ＧＰＣ Ｒｓ 构建系统发育树 。 通过系统发育分析 ， 以人和果蝇的 ＧＰＣＲ ｓ 为

路标 ， 根据 ＧＰＣＲｓ 的分类 （
Ｓａｄｏｗ ｓｋ ｉａｎｄＰａｒ ｉ ｓｈ

，２００ ３ ）
， 这些在基因组中命名 的

经典 ＧＰＣＲ ｓ 分成三个大支 ： Ａ 类 （ ７３ 条序列 ） 、 Ｂ 类 （ ２４ 条序列 ） 和 Ｃ 类或 Ｆ

类 （ １ １ 条序列 ） （ 图 ２ ． １ ） 。 部分在基因组 中注释并 归类于 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 或 Ｆ 的

ＧＰＣＲｓ ， 根据氨基酸序列构建的系统发育分析被重新归类为不 同 的类别 。 根据

我们 的系统发育分析 ，

一

些未在基因组中分类的 ＧＰＣＲｓ 现在可被归为不 同 的类

另 １ １
。 棉铃虫 中传递 ２０Ｅ 信号的 ＤｏｐＥｃＲ 属于 Ａ 类 ， ＥｒＧＰＣＲ －

丨 、 ＥｒＧＰＣＲ－２ 和

ＥｒＧＰＣＲ－

３属于Ｂ类 。

２ ２
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图 ２ ． 丨 通过 Ｍ ＥＧ Ａ ６ ． ０ 对棉铃虫经典 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 进行系统发育分析 。 蓝色 名 称 灰小 ｌ Ｌ经 在 堪 Ｗ

组中 鉴定的属于 Ａ 类的 Ｇ ＰＣＲ ｓ 。 红色 名称表示在基因组中 已鉴定 的属于 Ｂ 类的 Ｇ ＰＣＲ ｓ 。

绿色 名 称表示在基因组中 己鉴定 的 属 Ｐ Ｃ 类的 Ｇ ＰＣＲｓ 。 紫色 名 称表示在基因组中 己鉴定的

属 于 Ｆ 类的 Ｇ ＰＣＲｓ 。 黑 色 名 称表示在基因组 中 尚 未 鉴定分类的 Ｇ ＰＣＲ ｓ 。 〔角 形代表 本研宄

所涉及的 Ｇ ＰＣＲ ｓ ， 圆 圈 表示我们实验室之前研究过的 Ｇ ＰＣＲ ｓ 。
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ｐ
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ｐ
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ａｎ ｄ  ｔ ｈ ｅ ｃ ｉ ｒｃ ｌ ｅｒｅ

ｐ
ｒｅ ｓ ｅ ｎ ｔ ｓ  ｔ ｈｅ Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ ｗ ｅ ｓ ｔ ｕｄ ｉ ｅｄｂ ｅ ｆｏ ｒｅ ．

３ ． ２２ ０Ｅ 信号通路中的 Ｇ ＰＣＲ ｓ 筛选

为筛选参 ４２ ０ Ｅ 倍 号转导的 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ ， 我们从本实验室测定的 中 肠转录组数

据库变态期六龄 ７ ２ｈ 幼虫与取食期六龄 ２４ｈ
？

幼虫两倍差异表达的基因 中 筛选 出

３ １ 个 Ｇ ＰＣＲ ｓ 。 其 中有 ２４ 个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 在变态期上调表达 ， 有 ７ 个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 在变态

期下调表达 （ 图 ２ ． ２ ） 。

２ ３
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因转录组数据库仅测序
一

次 ， 为验证转录组测序的结果 ， 我们在虫体上进

行进
一

步验证 。 从棉铃虫不 同 Ｇ ＰＣ Ｒ 家族的在转录组变态期 中肠高表达的这些

ＧＰＣＲ ｓ 中选择 了 １ １ 个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ ， 以及两个变态期下调表达的 Ｇ ＰＣＲ ｓ和

Ｆｚ心 ） 做对照 ， 通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣ Ｒ 探究它们在虫体不 同 发育阶段 的表达模式 ， 以找
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出 在变态期高表达的 Ｇ ＰＣＲ ｓ 。

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示 ， 在表皮 、 中肠 、 脂肪体和翅

四种组织 中 ， Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ
－ Ｆ 家族的 ／

Ｗｚｚ／ｃ＾－ ７ （ ｆＷ ７
） ， Ａ 家族的脂动激素受体

和催乳素释放肽受体 （ ／Ｖ穴乃？ ） 均在变态期高表达 （ 图 ２ ． ３ ） 。
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图 ２ ．３
ｑ
ＲＴ－ ＰＣ

＇

Ｋ 显示可能参与 ２ ０ Ｅ信号通路的 Ｇ ＰＣＲ ｓ 的表达谱 。 棉铃虫幼虫组织 中 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ

的 ｍ ＲＮＡ 水平 。 ５ Ｆ ：Ｅ龄取 食期 的幼虫 ： ５ Ｍ ： 五龄蜕皮期 的幼虫 ： ６ ｔｈ
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图 ２ ． ４
ｑ
ＲＴ－ ＰＣＲ 分析在各组织 中差异表达的 Ｇ ＰＣＲ ｓ 的表达谱 。 棉铃虫幼虫中 Ｇ ＰＣ Ｒ 的

ｍＲＮＡ水平 。 （ Ａ －Ｆ ）Ｓｍｏ
，／／ ； ｒ

，７）

？則 ６Ｃ
，Ｆｓ ／ｗ

，
只ｗ－只 和的ｍＲＮＡ相对水平 。 以

作为对照 。 误差线代表着三次生物学重 复＆平均值 土 ＳＤ 。
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Ａ 家族 中 的甘丙肽受体 ３ （ ＧＷ ／ｊ ） 在幼虫取食期 （ 六龄 ６ 小时到六龄 ４ ８ 小

时 ） 表 达 量较 高 （ 图 ２ ． ５Ａ ） ， 归 类 于 Ｂ 家 族 中 的 基 因 组 中 未 命 名 的 蛋 白

ＬＯＣ Ｉ １ ０ ３ ７４ ８ ６ １（ ＧＹＣＷ ） 没有表现 出 特殊 的 发育模式及组织差异 的表达 （ 图

２ ． ５ Ｂ ） 。 变态 其月下调表达的视紫红蛋 白 Ｏ ｐ ｓ ｉ ｎ（ Ｑｗ ／ ／７ ） 以及 Ｆ 家族 中 的 ／

７（ ＦａＷ ） 均在幼虫取食期表达量较高 （ 图 ２ ． ５ Ｃ 和 Ｄ ） 。
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图 ２ ． ５
ｑ
ＲＴ－ ＰＣ Ｒ 分析不在蜕皮变态期髙表达的 Ｇ ＰＣＲ 的表达模式 。 棉铃虫幼 ｉｌ ｌ 屮 Ｇ ＰＣＲ 的

ｍ ＲＮＡ水 ｆ 。 （ Ａ －Ｄ ）ＧＴＯＲＯ
／
ｗ ／”和 厂二 ６／４的ｍ ＲＮＡ相 对 水平 。 以 作 为对

照 。 误差线代表着三次生物学重复 的平均值 士 Ｓ Ｄ 。
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这些结果说明 ， 在 中肠转录组变态期上调表达 的 ｎ 个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 中检测 到有 ９

个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 在蜕皮变态期的表达量较高 ， 并且有些 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 存在组织差异表达 ，

而 另 外两个并没有验证到它们在变态期 的上调表达 。 在转录组变态期 下 调 表达

的两 个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 均在变态期下调表达 。

２ ７
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３ ．３２ ０Ｅ 途径中不同的 Ｇ ＰＣＲ 在调节幼虫生长发育 中发挥不 同 的功能

针 对 变 态 期 高表达 的 ６ 个 Ｇ ＰＣＲ ｓ
－ Ｐ ｒＲ ＰＲ 、 Ｓｍ ｏ 、 Ａ ｋｈ ｒ 、 Ｈ ｔ ｒ 、 Ｆｚｄ ７ 和

ＴｋＲ ８ ６Ｃ ， 通过注射相应靶标基因 的 办 进行 ＲＮＡ ｉ ， 进
一

步检测它们在调节

幼虫生长和 发育 中 的作用 。 首先注射 ５ ００ｎｇ
２０ Ｅ １ ２ｈ 建立提前化蛹的模型 （ 从

六龄 Ｏ ｈ 到化蛹需要 ｍ －

１ １ ５ ｈ ， 比正常的化蛹时间 Ｉ ４０ ｈ 提前大约 ２４？ ３ ０ ｈ ） 。 与

注射 办Ｇ／７５ 加 ２ ０ Ｅ 的对照组相 比 ， 注射 出尸 ／

？

兄Ｐ７？ 加 ２０Ｅ 的实验组导致 ６ ３ ． ３％的

幼虫延迟化蛹约 ３ ６ ｈ （ 图 ２ ． ６Ａ －Ｃ ） 。 此外 ， 实验组的 中肠没有变红而对照组的虫

体 中肠变成红色 （ 图 ２ ． ６Ｄ ）
， 变红的 中肠代表细胞的程序性死亡 （

Ｈ ａ ｋ ｉｍｅ ｔ ａＬ

２０ １ ０
；Ｗａｎｇｅ ｔａ ｌ ．

，
２００７

）
。 苏木精 －伊红染色 （ Ｈ Ｅ 染色 ） 显示注射 ＡＧＦＰ 加 ２０Ｅ

的对照组的幼虫发生 了 中肠重塑 ， 出现 了 成虫 中肠 ， 而注射 出乃火户 ／？ 加 ２ ０ Ｅ 的

实验组未形成成虫中肠 （ 图 ２ ． ６ Ｅ ） 。
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图 ２ ． ６ 敲降 延缓了幼虫到蛹的转变 。 （ Ａ ） 注射 办７＾７＾ 或 冶ＧＦＰ 后虫体的表型

（ 第
一

次注射 于六龄 ６ｈ 幼虫 中 ， 间隔 ２４ｈ 注射
一

次 ， 共注射三次 ， Ｉ ｜

ｊｇ幼

虫 ） ， ２０Ｅ （ ５ ００ｎｇ
／幼虫 ） 。 表型是在第

一

次注射 办麵 Ｉ ２０ ｈ 后获得的 。 比例尺＝

ｌｃｍ 。 （ Ｂ ）

Ａ 中虫体不 同表型 的百分 比 。 （Ｃ ） 从六龄 ０ｈ 的幼虫发育至化蛹所需的化蛹时 间 的统计分

析 。 （ Ｄ ） 第
一

次注射 ６０ ｈ 后观察 中肠的形态 。 （ Ｅ ） 第
一

次注射 ６０ｈ 后观察

敲降 乃
？

兄Ｐ尺 后 中肠 的 ＨＥ 染色 。 ＬＭ ： 幼虫 中肠 ；
１Ｍ ： 成虫 中肠 。 Ｈ Ｅ 染色分析 中肠横切面

的形态 。 比例尺＝

１ ００
ｐｍ 。 用 ／ 检验进行显著性差异分析 （

＊ ＊

；
？
＜０ ． ０ １ ） 。 误差线代表着三次

２ ８
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生物学重 复的平均值士ＳＤ 。
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敲降 Ｓｗｏ 、 ＾（敁 ／

？
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图 ２ ． ７ 敲降 ．Ｓ＞ｗ＂ 延缓了幼虫到蛹的转变 。 （ Ａ ） 注射 ｆｌＷｗｏ 或 ＊Ｇ尸户 后虫体的表型 （ 第
一

次注射 办＿ 于 六龄 ６ｈ 幼虫 中 ， 间 隔 ２４ｈ 注射
一

次 ， 共注射三次 ， １治＿ ／幼虫 ） ，

２０ Ｅ（ ５ ００ｎｇ
／幼虫 ） 。 表型是在 第

一

次注射 ａＷＷＪ １ ２ ０ ｈ 后获得的 。 比例 尺＝ ｌ ｃｍ 。 （ Ｂ ）Ａ 中

虫体不 同表型 的 百 分 比 。 （ Ｃ ） 从六龄 Ｏ ｈ 的幼虫发育至化蛹所需 的化蛹时 间 的统计分析 ？

（ Ｄ ） 第
一

次注射 办兄似 ６０ｈ 后观察 中肠的 形态 。 （ Ｅ ） 第
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图 ２ ． ８ 敲降 ．４ Ａ７？ ，

？

延缓了幼虫到蛹的转变 。 （ Ａ ） 注射 或 办ＧＦＰ 后虫体 的表型 （ 第
一

次注射 于六龄 ６ 丨 １ 幼虫中 ， 间隔 ２４ｈ 注射
一

次 ， 共注射三次 ， Ｉｎｇ幼虫 ） ，

２ ０ Ｅ（ ５ ００ｎｇ
／幼虫 ） 。 表型 是在第

一

次注射 Ａ观４ １ ２ ０ｈ 后获得的 。 （ Ｂ ）Ａ 中虫体不 同表型

的 百分 比 。 （ Ｃ ） 从六龄 ０ｈ 的幼虫发育至化蛹所需的化蛹时间 的统计分析 。 （ Ｄ ） 第
一

次注

射 ａＷＷｄ６０ｈｆｅ 观察中肠的 形态 。 （ Ｅ ） 第
一

次注射 ６０ｈ 后观察敲降 』 ＾ ：／７ ／

？

后 中肠 的

Ｈ Ｅ 染色 。 比例尺＝

１ ００
ｐｍ 。 用 ／ 检验进行显著性差异分析 （

＊

， ＜ ０ ． ０ １ ） 。 误差线代表着三次

生物学重复的平均值±ＳＤ 。
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图 ２ ． ９ 敲降 ／／／ｒ 延缓 了幼虫到蛹 的转变并形成不正常的蛹 。 （ Ａ ） 注射 必价 ／

？ 成 心Ｇ
＇

ＦＰ 后虫

体 的表型 （ 第
一

次注射 出 于六龄 ６ｈ 幼虫中 ， 间 隔 ２４ｈ 注射
一

次 ， 共注射三次 ， １ｎｇ

＊＿ ／幼虫 ）
， ２ ０Ｅ （ ５ ００ ｎｇ ／幼虫 ） 》 表型 是在第

？

次注射 ｏＷＶ？ １ ２０ ｈ 后获得的 。 比例尺＝

１

ｃｍ 。 （ Ｂ ）Ａ 中虫体 不 同表型 的 百 分 比 。 （ Ｃ ） 从 Ａ
？

龄 Ｏ ｈ 的幼虫发 育至化蛹所需 的化蛹时 间

的统计 分析 。 （ Ｄ ） 第
？

次注射 土 ／Ｖ？ ６０ ｌ ｉ 后观察中肠的形态 。 （ Ｅ ） 第
－

次注射 也 ／？况彳 ６０ １ １

后观察敲降 ／＊／

？

后 中肠的 Ｈ Ｅ 染色 。 比例尺＝

１ ０ ０
ｐｍ 。 用 ／ 检验进行 显著性差异 分析 （
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然而 ， 敲降 Ｆ＾／ ７ 导致 ５ ７ ． ８％的幼虫形成小蛹 （ 图 ２ ．
Ｉ ０Ａ 和 Ｂ ） 。 厂Ｐ＋２ ０ Ｅ

对照组的化蛹重量为 ０ ． ４ ３
ｇ

， 而 出Ｆｒ ｔ／ ７＋２０ Ｅ 的实验组蛹 的重量减轻至 ０ ． ２ ９
ｇ（ 图

２ ． ］ ０Ｃ ） 。 与对照组相 比 ， 化蛹时 间无显 著 差异 （ 图 ２ ． １ ０Ｄ ） 。 这些结 果表 明

对幼虫生长至关重要 。 此外 ， 敲降 无异常表型 的 出现 （ 图 ２ ． １ １ ） 。
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虫体的 表型 （ 第
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对这些 Ｇ ＰＣ

’

Ｒ ｓ 的 ＲＮ Ａ ｉ 效率及脱靶效应进行检测 发现 ， 除 ／ 敲降 ／／＆ 降低

了和 Ｆｒｔ／７ 的表达水平外 ， 其他的 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 均未 出现脱靶效应 （ 图 ２ ． ！ ２ ） 。 总

之 ， ２０ Ｅ 信号通路中 不 同 的 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 在调节幼虫生长和 发育 中 发挥着不 同 的作用 。
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图 ２ ． １ ２ ｑ ＲＴ
－ＰＣＲ 分析敲降 Ｇ ＰＣＲ 后的脱靶检测 。 （ Ａ － Ｅ ） 敲降 Ｚ

５

／

？

兄Ｐ／？ 、 加０ 、 Ｈ／＊，

－

、

Ｆｒｔ／７ 和 ｒＷ？抛Ｃ
？

后这 ６ 个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 的相对 ｍ ＲＮＡ 水平 。 实验进行 了 三次生物学重 复 ， 用 ／ 检

验进行显著性差异分析 （

＊

／
？
＜ ０ ． ０ ５

；
＊ ＊

／
７
＜ ０ ． ０ １ ） 。 误差线代表三次生物学重复的平均值± ５ ０ 。
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， Ｓｍｏ ． Ａｋｈ ｆ＼Ｈｔｖ ， Ｆｚｄ７ ａｎｄＴｋＲ８６Ｃａ ｆｔｅ ｒ ｋｎｏ ｃ ｋ ｉ ｎ
ｇ
ｄｏｗｎ

ｔ ｈ ｅ６Ｇ ＰＣＲ ｓ ．Ｔｈ ｅｅｘｐｅ ｒ ｉｍ ｅ ｎ ｔ ｓｗｅ ｒｅ
ｐ

ｅ ｒｆｏ ｒｍ ｅ ｄ ｉ ｎｔ ｒ ｉ
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？
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ｐ

＜０ ． ０ １
）

．Ｔｈ ｅｂａ ｒ ｓｒｅ ｐ
ｒｅ ｓ ｅｎ ｔｍｅ ａｎ土ＳＤ ．
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３ ．４ 不同 的 ＧＰＣＲｓ 在 ２０Ｅ 信号传导中调节不同的基因表达

为 了探究在相 同 的配体 （ ２０Ｅ ） 信号传导 中 多个 Ｇ ＰＣＲ ｓ 的差异 ， 我们进
一

步分析 了６ 个 Ｇ ＰＣＲ ｓ 在 ２０Ｅ 调节 和 ＦｏｊｃＯ 表达中 的作用 。
ｑＲＴ

－ＰＣＲ

结果显示在幼虫 中肠中这 ６ 个 ＧＰＣＲ ｓ 被 ２０Ｅ 上调 。 ／／／汉３ 、 和 ＦｏｘＯ 也被

２０Ｅ 上调 。 ＲＮＡ ｉ 敲除幼虫的 ＧＰＣＲｓ 后 ， ／／规３ 的 ｍＲＮＡ 水平下降 ， 这说明这

些 Ｇ ＰＣＲ ｓ 在 ２０Ｅ 信号传导 中起作用 。 然而 和 Ｆｏｘ （９ 的表达水平仅在 ／Ｖ／？尸

和 ＆？〇 敲除后下降 （ 图 ２ ． １ ３Ａ 和 Ｂ ） ， 而在 Ｘ敁ｒ 、 ／／ｆｒ 、 ＦＷ ７ 和 敲除后

与对照组 冶ＧＦＰ＋２０Ｅ 相 比没有变化 （ 图 ２ ． １ ３Ｃ －Ｆ ） 。 这些结果表 明 ２０Ｅ 通过不

同 的 ＧＰＣＲ 调控不 同 的基因表达 。
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图２ ． １ ３ ｑ

ＲＴ－ ＰＣＲ
分析敲降Ｇ ＰＣＲ后基因 的ｍ ＲＮＡ水平 。 （ Ａ － Ｆ ）／＞及尸 ７？ 、 Ｓｗ ｏ 、 ｄ ／Ｗｗ、 ／／？ｒ 、

Ｆｚｔ／７ 和 ７１ＲＳ （５Ｃ 的干扰效率以及在六龄 ７２ｈ 幼虫 中肠 士尸 和 ＦｏｘＯ 的转录水平

（ 第
一

次注射 兄ＶＪ 于六龄 ６ ｈ 幼虫 中 ， 每隔 ２４ ｈ 注射
一

次 ， 共注射三次 ，
ｌ

｜

ａｇ ｏＷ？ＡＣ４ ／幼

虫 ） 。 ５ ００ｎｇ
２ ０Ｅ 剌激 １ ２ｈ ，ＤＭ ＳＯ 作为溶剂对照 。 实验重复 了三次 ， 用 ／ 检验进行显著性

差异分析 （ ， ＜ 〇 ． 〇５ ：＊ ＊

尸
＜ ０ ．

０ １ ） 。 误差线代表三次生物学重复的平均值＋ ＳＤ 。
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为 了进
一

步验证这一结论 ， 我们也检测 了之前报道的传递 ２ ０Ｅ 信号的 Ｇ ＰＣ Ｒ ，

Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

１ 、 Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －２ 、 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

３ 和 Ｄ ｏｐＥｃ Ｒ 对于不 同基因表达的调节作用 。

结果表明 ， 在敲降八￡／＜／ＴＣ ７？
－２ 、 ￡ｒＧＰＣ７？

－３和后 ， ／／／／／？的

表达均下 降 ， 而 尸 ／ｅｎ 和 ＦｏｘＯ 在 ｆｒＧＴｒ ／？
－

／ 敲降后表达量下 降而在 ￡／心 、

ＡｒＣＰＣＴＷ 和 敲降后表达量没有下降 （ 图 ２ ． １ ４Ａ ） 。 这进
一

步证实 了不 同

的 Ｇ ＰＣＲ 在 ２ ０ Ｅ 信号通路 中 调节不 同基因表达这
一

结论 。 图 ２ ． １ ４ Ｂ － Ｅ 显示这 四

种 Ｇ ＰＣ Ｒ 的干扰效率 。
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图２ ． １ ４
ｑ
ＲＴ－ ＰＣＲ分析敲降ＥｒＧＰＣＴ？

－

／ 、 ￡＞ＧＰＣ７？
－２ 、 ￡＞ＧＰ（７？

－Ｊ和／）叩￡ｃ ／？ 后基因 的相对

ｍ ＲＮ Ａ；Ｋ￥ 〇（ Ａ ）ＥｒＧＰＣＲ －

１ ，ＥｒＧＰＣＲ－２ ，ＥｒＧＰＣＲ－

３＃ＤｏｐＥｃＲ ７２ｈ

中 肠 中 ／／／／兄５ 、 和 ｆｂ．ＹＯ 的 ｍ ＲＮＡ 表达水平 （ 第
一

次注射 ａＷＷＪ 于六龄 ６ｈ 幼虫 中 ，

每隔 ２４ｈ 注射
一

次 ， 共注射三次 ， １ 眧 幼虫 ） 。 ５ ００ｎｇ
２ ０Ｅ 刺激 １ ２ｈ 。 ＤＭＳＯ 作为

溶剂对照 。 斤《抑＞； 作为基因 对照 ， 用 ＡＮ０ＶＡ 进行数据分析 ， 不 同 的字母代表显著性差异

（

／
７ ＜ ０ ． ０ ５ ） 。 误差线代表三次生物学重复的平均值土ＳＤ 。 （ Ｂ －Ｅ ）￡／＜；尸０？

－ 八 ＆（；凡７？
－２ 、

ｆＫ／ＴＣＴＪ
－Ｊ 和 的干扰效率检测 。 实验重复 了 三次 ， 用 ／ 检验进行显 著性差异分析

（

＊

／
？ ＜ ０ ． ０ ５

；
＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ０ ｌ

） 。 误差线代表三次生物学重复的平均值士 ＳＤ 。
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ｋ ｎｏ ｃ ｋｄｏｗ ｎ
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＾
－

ａｃ ｔ ｉｎｗ ａ ｓ

ｒｅｇ ａ ｒｄ ｅｄａ ｓｃ ｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ．Ｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ａ ｌａ ｎａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｗ ａ ｓｃｏｎｄ ｕ ｃ ｔｅｄｕ ｓ ｉ ｎｇ
ＡＮＯＶＡ ．ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ ｌ ｅ ｔｔ ｅ ｒｓｒｅ

ｐ
ｒｅ ｓ ｅ ｎ ｔ ｅｄ

ｓ ｉ

ｇｎ
ｉ ｆｉ ｃ ａｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｃ ｅ ｓ

 （ｐ
＜０ ． ０ ５

）
．Ｔ ｈ ｅｂ ａ ｒｓ ｉ ｎ ｄ ｉ ｃ ａ ｔｅ ｔ ｈ ｅｍ ｅａｎ±ＳＤｏｆ  ｔｈ ｒｅ ｅ ｔ ｉｍ ｅ ｓｒｅ

ｐ
ｅ ｔ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ ． （

Ｂ － Ｅ
）

Ｔｈ ｅｅｆｆｉ ｃ ａ ｃｙ
ｏ ｆＥｒＧＰＣＲ －

１
，ＥｒＧＰＣＲ －２

．ＥｒＧＰＣＲ －

３ａｎｄＤｏｐＥｃＲｋ ｎｏ ｃ ｋｄｏｗｎ ．Ｔ ｈ ｅｅｘ
ｐ
ｅ ｒ ｉｍ ｅ ｎ ｔ ｓ

ｗ ｅ ｒｅ
ｐｅ ｒ ｆｏ ｒｍ ｅｄ ｉ ｎｔ ｒ ｉ

ｐ
ｌ ｉ ｃａ ｔｅａｎ ｄｓ ｉ

ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ ｓｗｅ ｒｅｃａ ｌ ｃ ｕ ｌ ａ ｔ ｅｄｂｙ
Ｓ ｔ ｕｄ ｅ ｎ ｔ

＇

ｓＭｅ ｓ ｔ（

＊

／
？＜

０ ． ０ ５
；
＊ ＊

尸

＜
０ ． ０ １

）
．Ｔｈ ｅｂａ ｒ ｓ ｉ ｎ ｄ ｉ ｃａ ｔｅｍ ｅａ ｎ土Ｓ Ｄ ．

为 了探究 ／＾尸尺 、 Ｓ／ｍ） 、 Ｈ 所ｒ 对 Ｐ ／例 和 ＦｏｘＯ 的调控不 同但敲降后虫

体却 出现相似的 延迟化蛹表型 的原 因 ， 我们进
一

步检测 了敲降这些 Ｇ ＰＣＲ ｓ 后对

昆虫生长发育起重要作 用 的 ５ｒＺ７ 、 ＆－

／？ ／ 、 ｃＭｙｃ 和 奶 的调控 ， 发现 ： 敲降

／Ｖ ｉ？ ／
３

／？ 和 下调 了５ｒＺ ７ 的表达水平 ， 敲降 ＸＭｒ 和 ／／／ｒ 上调 了ＡＷ ？ ／ 的表达

水平 ， 敲降 下调 了和 的表达水平 （ 图 ２ ． １ ５ ） 。 这说明不 同 的

Ｇ ＰＣ Ｒ 在 ２ ０Ｅ 信号通路 中通过调节不 同基因 的表达影响 昆虫化蛹或生长发育 。

Ａ Ｂ
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．
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图 ２ ． １ ５ ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 分析敲降 Ｇ ＰＣＲｓ 后其他基因的 ｍ ＲＮＡ 水平 。 （ Ａ －Ｄ ） 敲降 ／Ｖ兄Ｐ ｉ？ 、 細０ 、

Ｈｉ／／ｒ 、 於心 和 ７７说５冗 后 ， 幼虫中肠 中 ５ ／

＿

Ｚ ７ 、 Ａ＞－Ｗ 、 ｃ
’

Ｍ， 和 阶 ？ 的转录水平 （ 第
一

次注射 也奶似 于六龄 ６ｈ 幼虫 中 ， 每隔 ２４ｈ 注射
一

次 ， 共注＆三次 ， １ｎｇ幼虫 ） 。

５ ００ ｎｇ ２０Ｅ 刺激 １ ２ ｈ ，ＤＭ ＳＯ 作为溶剂对照 。 实验重复 了 三次 ， 用 ／ 检验进行显著性差异分

析 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

；＊

， ＜
０ ． ０ １ ） 。 误差线代表三次生物学重 复 的平均值士ＳＤ 。

３ ８
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Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ ． １ ５

ｑ ＲＴ
－ ＰＣＲｓ ｈ ｏｗ  ｉ ｎ ｇ

ｔ ｈ ｅｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ＼ ｅｍ ＲＮＡ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏｆｏ ｔ ｈ ｅ ｒ
ｇｅ ｎ ｅ ｓａ ｆｔｅ ｒｋｎ ｏ ｃ ｋ ｉ ｎ

ｇ
ｄ ｏｗ ｎ

Ｇ ＰＣＲｓ ．

 （
Ａ －Ｄ

）
Ｔ ｈ ｅ ｔ ｒａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｌ ｅ ｖ ｅ ｌ ｓｏｆ ＢｒＺ ７

ｎ Ｋｒ
－

ｈ Ｊ ．ｃＭｙｃａｎｄＷｒｉ ｔ ｉ ｎ ｌ ａ ｒｖ ａ ｌｍ ｉ ｄｇ ｕ ｔａ ｆｔ ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ ｓ
－

ＰｖＲＰＲ
，Ｓｍｏ

， 
Ａ ｋｈ ｒ

， 
Ｈｔｒ

， 
Ｆｚｄ７ ａｎｄＴｋＲ８６Ｃｋ ｎｏｃ ｋｄｏｗ ｎ

（
ｓ ｉ ｘ ｔｈ ｉ ｎ ｓ ｔａ ｒ６ｈ ｌ ａ ｒｖ ａ ｅｆｏ ｒ  ｔｈ ｅｆｉ ｒｓ ｔ ｉ ｎ

ｊ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ

ｏ ｆ ｄｓＲＮＡ ． ｔｈ ｒ ｉ ｃ ｅａ ｔａ２４ｈ ｉ ｎ ｔｅ ｒｖ ａ ｌ ． １ ＼
ｘｇ

ｄｓＲＮＡ ／ ＼ ａ ｒ＼ａ
）

．２ ０Ｅ （
５ ０ ０ｎｇ

／ ｌ ａ ｒｖａ
）ｆｏｒ １ ２ｈ ．ＤＭ ＳＯｗ ａ ｓ

ｕｓｅｄａｓｔｈｅｓｏ ｌｖｅｎｔｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ．Ａ ｌ ｌｔｈｅｅｘｐｅ ｒ ｉｍｅ ｎ ｔｓｗｅ ｒｅｐｅ ｒｆｏ ｒｍｅｄ ｉｎｔｒ ｉ ｐ ｌ ｉ ｃａｔｅ
，ａｎｄｓ ｉｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎ ｔ

ｄ ｉｆｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ ｓｗｅ ｒｅｃ ａ ｌ ｃ ｕ ｌ ａ ｔｅｄｂ
ｙ
Ｓ ｔ ｕｄ ｅ ｎ ｔ

＇

ｓ ／
－

ｔ ｅ ｓ ｔ
 （

＊ ＊

／
？＜０ ． ０ １

）
．Ｔｈ ｅｂａ ｒ ｓ ｉ ｎ ｄ ｉ ｃａ ｔ ｅｍ ｅａ ｎ±Ｓ Ｄ ．

３ ． ５ＰＲＲＰＲ 与 ２ ０Ｅ 结合而 ＳＭＯ 不与 ２０Ｅ 结合

为 了 确定参与 ２０ Ｅ 信号途径并调控 和 ｆｂｘＯ 表达的 ＰＲＲＰ Ｒ 和 ＳＭ Ｏ 是

否为２ ０ Ｅ的受体 ， 首先用ＳＹ ＢＹ Ｌ Ｘ ２ ． ０软件 （ Ｃｅｒｔａ ｒａ ．
Ｐｒｉｎｃ ｅ ｔｏｎ

．
Ｎ ｅｗ ，

丨 ｅｒｓｅｙ ．
Ｕ ＳＡ ）

中 的 Ｓ ｕ ｒ ｆ ｌ ｅ ｘ
－ Ｄ ｏ ｃ ｋ（Ｓ Ｆ Ｘ Ｃ ） 程 序 预 测 ２ ０ Ｅ 分 别 与 ＰＲ Ｒ Ｐ Ｒ 和 ＳＭＯ 结 合 的

可 能 性 （ 图２ ． １ ６ Ａ和Ｂ ） 。 ２ ０ Ｅ可 以 与Ｐ Ｒ Ｒ ＰＲ的Ａ ｌ ａ
－

６ １ 、 Ｇ ｌ ｙ
－ ６４和Ｐ ｒｏ－

３ １ ６

以及ＳＭＯ的Ｇ ｌｎ－

３ １ ４和Ｇ ｌ ｕ
－２ １ ９形成氢键 （ 图２ ． １ ６Ｃ和Ｄ ） 。 ＰＲＲＰＲ和ＳＭＯ

与 ２ ０Ｅ 结 合的 得分分别是 ２ ． ９６ 和 －０ ． ７ ８ ， 其 中得分越高 ， 结合能 力越强 。 这些结

果表 明 ． Ｐ Ｒ Ｒ ＰＲ 比 ＳＭＯ 具有更高的对 ２ ０ Ｅ 的结合能 力 。

＃ ：
．Ｉ

＇

疆慮
图 ２ ． １ ６Ｐ ＲＫ ＰＲ 和 ＳＭＯ－配体结合复合物模型 。 ＳＹ Ｂ Ｙ Ｌ Ｘ ２ ． ０ 软件 中 的 Ｓ ｕ ｒ ｆ ｌ ｅｘ

－Ｄ ｏ ｃ ｋ （ Ｓ ＦＸＣ ）

程序预测获得模型 。 （ Ａ － Ｂ ）ＰＲＲ ＰＲ 和配体 ２０Ｅ 以及 ＳＭＯ 和配体 ２ ０ Ｅ 的 整体结构 。 （ Ｃ －Ｄ ）

Ｐ Ｒ Ｒ ＰＲ －２０ Ｅ 和 ＳＭＯ －

２ ０ Ｅ 结合复合物模 型近距离观察 图 。 ２ ０Ｅ 与可 以形成氧键的氨基酸残基

如 图所示 。

３ ９
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Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２ ． １ ６Ｍｏｄｅ ｌ ｉ ｎ ｇ
ｏｆ ｔｈ ｅ ｌ ｉｇａｎｄ

－ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ
ｃｏｍｐ

ｌｅｘｏｆＰＲＲＰＲａｎｄＳＭＯ．Ｐ ｒｅｄ ｉｃｔ ｉ ｏｎｏｆ ｔｈｅ

Ｓｕｒｆｌ ｅｘ
－Ｄｏｃｋ

 （
ＳＦＸＣ

） ｐｒｏｇｒａｍ ｆｒｏｍ ｔｈｅＳＹＢＹＬ Ｘ２ ． ０ｓｏｆｔｗａｒｅ ．

（
Ａ －Ｂ

） 
Ｗ ｈｏ ｌｅ ｓｔｒｕｃ ｔｕｒｅｓ ｏｆ ＰＲＲＰＲ

ａｎｄｄｏｃｋｅｄ２０Ｅ
，Ｓｍｏａｎｄｄｏｃｋｅｄ２０Ｅ ，ｒｅ ｓｐｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ ．

（
Ｃ －Ｄ

）
Ａｃ ｌｏｓｅｒｖ ｉ ｅｗｏｆ ｔｈｅｄｏｃｋ ｉｎｇｍｏｄｅ ｌ

ｐｏｃｋｅ ｔｓｏｆ ＰＲＲＰＲ－２０ＥａｎｄＳＭＯ －２０Ｅｃｏｍｐ
ｌｅｘ ． Ｔｈ ｅａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄｒｅｓ ｉｄｕｅｓｗ ｉ ｔｈｗｈ ｉ ｃｈ ２０Ｅｃａｎｆｏｒｍ

ｈｙｄ ｒｏｇｅｎｂｏｎｄｓ ｗｅｒｅｓｈｏｗｎ ｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅｓ ．

为 了验证 ＰＲＲＰＲ 和 ＳＭＯ 与 ２０Ｅ 的结合 ， 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞系 中过表达了

ＰＲＲＰＲ－ＧＦＰ 及 ＳＭＯ －ＧＦＰ ，ＧＦＰ 作为过表达的标签对照 。 过表达的 ＰＲＲＰＲ －ＧＦＰ

和 ＳＭＯ －ＧＦＰ均定位于细胞膜上 （ 图 ２ ． １ ７Ａ ） 。 通过 ２０Ｅ－Ｅ ＩＡ 进行结合分析发现 ，

与过表达 ＧＦＰ 的细胞相 比 ， 过表达 ＰＲＲＰＲ－ＧＦＰ 的细胞细胞膜结合更多 的 ２０Ｅ ，

而过表达 ＳＭＯ －ＧＦＰ 的细胞细胞膜结合的 ２０Ｅ 与过表达 ＧＦＰ 的细胞相 比并没有

显著增加 （ 图 ２ ． １ ７Ｂ ） 。 这些结果说明 ＰＲＲＰＲ 可 以结合细胞膜上的 ２０Ｅ 。 通过

２０Ｅ－Ｅ ＩＡ 构建饱和结合 曲线 ， 进
一

步计算过表达 ＰＲＲＰＲ －Ｇ ＦＰ 细胞的细胞膜与

２０Ｅ 结合的解离常数 （ Ｋｄ ） 。 过表达 ＰＲＲＰＲ －ＧＦＰ 细胞的细胞膜与 ２０Ｅ 的 Ｂｍａｘ

为２ ．０９６ ± ０ ． １ ０３ ７ｎｍｏ ｌ ／ｍ
ｇ ， Ｋｄ为１ ２ ．７６ ± ２ ． １ ９２ ｎＭ 。 相 比之下 ， 过表达Ｇ ＦＰ细

胞的细胞膜与２０Ｅ的Ｂｍ ａｘ为 １ ． １ ９５ ± ０ ． 丨 ００７ｎｍｏ ｌ ／ｍｇ ， Ｋｄ为３ ０ ． ２ ± ６ ．４５ ２ｎＭ

（ 图 ２ ． １ ７Ｃ ） 。 这些数据进
一

步证明 了ＰＲＲＰＲ 可 以结合 ２０Ｅ 。

４ ０
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）

图 ２ ． １ ７ 检测细胞系过表达 Ｇ ＰＣ Ｒ 的细胞膜蛋 白结合的 ２０Ｅ 。 （ Ａ ） 过表达的 Ｇ Ｆ Ｐ 和 ＰＲ ＲＰＲ 、

ＳＭＯ 的亚细胞记位 。 蓝色 ： ＤＡＰ Ｉ 标 记的细胞核 。 红色 ： 麦胚凝集 素 ＷＧＡ 标记的细胞膜 。

绿色 ： Ｇ Ｆ Ｐ 和 不 同 的 Ｇ ＰＣＲ 融合 Ｇ ＦＰ 的绿色荧光 。 比例尺＝

２ ０
ｐ
ｍ 。 （ Ｂ ） 过表达 Ｇ Ｆ Ｐ 和

Ｐ ＲＲ Ｐ Ｒ －Ｇ Ｆ Ｐ 以 及 ＳＭＯ －Ｇ Ｆ Ｐ 的 Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ 细胞的 ５ ０
ｐｇ 膜蛋 白所结 合的 ２ ０ Ｅ 的量 。 （ Ｃ ） 过 表达

Ｇ Ｆ Ｐ 和 Ｐ Ｒ Ｒ Ｐ Ｒ －Ｇ Ｆ Ｐ 以及 ＳＭＯ －Ｇ Ｆ Ｐ 的 Ｈ ａＥ ｐ ｉ 细胞膜与 ２ ０ Ｅ 结 合的饱和结合 丨
Ｕ

彳线 。 误差线代

表三次生物学 重复 的 ＳＤ ， 用 ／ 检验进行显著性差异分析 （ Ｖ 

＜
０ ． ０５ ：

＊ ＊

／
？ 
＜

０ ． ０ １ ） 。

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ２ ． １ ７Ｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉｏ ｎｏｆ ２ ０ Ｅ ｔ ｈ ａ ｔｗ ａ ｓｂ ｏｕ ｎ ｄｂｙ
ｔ ｈ ｅｃ ｅ ｌ ｌｍ ｅｍ ｂ ｒａ ｎ ｅ

ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓｆｒｏｍＨ ａ Ｅ ｐ
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４ ． 讨论

己知 ＧＰＣＲ 可传递多种信号 ， 然而多个 ＧＰＣＲｓ 传输同
一

信号的机制 尚不清

楚 。 本研宄对棉铃虫基因组中 的所有 ＧＰＣＲｓ 进行 了 鉴定和分类 ， 通过探宄
一

些

ＧＰＣＲ ｓ 的表达模式及其参与 ２０Ｅ 上调基因表达的调控以及对虫体变态发育的影

响 ， 我们发现 ２０Ｅ 可 以上调多个 ＧＰＣＲｓ 表达 ， 不同 的 ＧＰＣＲ 在组织表达和发育

阶段表现 出 不 同的表达谱 ， 并在 ２０Ｅ 信号传导 中介导不 同 的基因表达 ， 最终决

定变态的发生 。 这些数据解释 了多个 ＧＰＣＲ ｓ 参与 同
一

信号的机制 。

４ ． １ 棉铃虫基因组 ＧＰＣＲ 的鉴定和分类

在棉铃虫基因组 中鉴定到有 １ ２２个完整的基因编码经典的 ＧＰＣＲ 。 这些经典

的 ＧＰＣＲ 分为多个家族 ： Ａ 类 、 Ｂ 类 、 Ｃ 类和 Ｆ 类 ， 这与果蝇 ＧＰＣＲ 的分类
一

致 （
Ｈ ａｎ ｌｏｎａｎｄＡｎｄ ｒｅｗ

，
２０ １ ５

）
。 大部分基因与基因组中注释的家族分类

一

致 ， 但

有些基 因混在 了 不 同 的类别 中 ， 这种差异 的产生可能是 由于我们用 完整 的开放

阅读框构建系统发育树导致的 ， 但这与在基因组 中基于 ｍｏｔ ｉｆ进行的分类并不矛

盾 ， 例如 ｍ ｔｈ 样 Ｇ ＰＣＲ 。

在棉铃虫基因组中有 １ ９ 个 ｍ ｔｈ 样 ＧＰＣＲ ， 与黑腹果蝇的 １ ６ 个 ｍ ｔｈ 样 ＧＰＣＲ

基因数相近 （
Ｐａ ｔｅ ｌｅｔａ ｌ ．

，２０ 丨 ２
）

， 埃及伊蚊中有 ７ 个 ， 家蚕中仅有 ２ 个 ｍ ｔｈ 样

ＧＰＣＲ
（
Ｆａｎｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ０

）
。 在本研究中 ， １ ５ 个 ｍ ｔｈ 样 ＧＰＣＲ 在系统发育树中聚集

在 Ｂ 类 ， 然而有 ２ 个 ｍ ｔｈ 样 ＧＰＣＲ ， 根据全序列系统发育分析 ， 被混到 Ａ 类和

Ｃ或Ｆ类中 ， 由于Ｍ ｔｈ２ －

ｌ ｉｋｅ３（基因序列号 ： ＬＯＣ １ １ ０ ３ ８３ ６９７ ） 和Ｍ ｔｈ２
－

ｌ ｉｋｅ ８（基

因序列 号 ： ＬＯＣ １ １ ０３ ７４ ７ １ ２ ） 的序列与其他序列差异很大 ， 所 以这两个 Ｇ ＰＣＲ 在

进化树中没有涉及 。 Ｓ ｅｃ ｒｅｔ ｉ ｎ 受体家族即 Ｂ 类受体家族 ， 均为多肽类激素受体 ，

其特征 是 具 有 长 的 Ｎ 末端 结 构 域 ， 用 于 识 别 肽 类配 体 ， 如激素 和 神经肽

（
Ｃａ ｒｄｏ ｓｏｅｔ ａ ｌ ．

，
２００ ５

；
Ｃ ａｒｄｏｓｏｅ ｔ ａ ｌ ．

， 
２０ １ ０

）
。 Ｍ ｔｈ亚家族属于Ｓ ｅｃ ｒｅｔ ｉ ｎ受体家族的

一

类 ， 这类受体有
一

个重要的特征是存在 １ ０ 个半胱氨酸残基 ， 形成 ５ 个二硫键

（
Ｗｅ ｓ ｔｅｔａ ｌ ．

？
２００ １

）
〇

４ ．２ 不同的 ＧＰＣＲ 在不同的组织中传递 ２０Ｅ 信号和基因表达

ＥｒＧＰＣＲ －

１（
Ｃａ ｉｅｔａ ｌ ．

，２０ １ ４ａ
）

，Ｅ ｒＧＰＣＲ－２（
Ｗａｎｇｅｔａ ｌ ．

，２０ １ ５
）

，Ｅ ｒＧＰＣＲ－

３

（
Ｋａｎｇｅｔａ 丨 ．

，

２０２ １
）和ＤｏｐＥｃＲ

（
Ｋａｎｇ

ｅ ｔａ ｌ ．

，２０ １ ９
）均能传递２０Ｅ信号 ， 在多个组织

中表达并在变态期上调表达 。 除 了Ａ 类中 的 ＤｏｐＥｃＲ 、 ＥｒＧＰＣＲ－

１ 、 ＥｒＧＰＣＲ－２

和 Ｅ ｒＧＰＣＲ －

３ 均属于 Ｂ 类中 的 ｍ ｔｈ 样 ＧＰＣＲ 。 Ｍ ｔｈ 样 ＧＰＣＲ 不存在于脊椎动物

４ ２
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中 ， 但在节肢动物中较为丰富 （
Ａ ｒａｕ

ｊ
ｏｅｔ ａ ｌ ． ，２０ １ ３

；ｄｅＭ ｅｎｄｏｚａｅｔ ａ ｌ ．
， ２０ １ ６ ：Ｐａ ｔｅ ｌｅ ｔ

ａ ｌ ．

，
２０ １ ２

）
。 Ｍ ｔｈ 在调节新陈代谢 、 衰老和对高温 、 饥饿 、 干燥 、 氧化损伤的 自 我

平衡中均发挥作用 （
Ｆ ｒ ｉｅｄ ｒ ｉ ｃｈａｎｄＪｏｎｅ ｓ

，２０ １ ６
）

。 在 昆虫中 ， 已知 ｍ ｔｈ 在生物钟 的

设定 （
Ｍ ｅｒｔｅｎ ｓ ｅｔ ａ 丨 ．

，

２００７
）

， 体液调节 （
Ｒｅａｇａｎ ， １ ９９４

）
以及应激反应和寿命中起作

用 （
Ｌ ｉｎ ｅｔ ａＬ

， １ ９９ ８
）

。 Ｍ ｔｈ 样 ＧＰＣＲ 的配体是肽分泌素 ， 因此这些 ＧＰＣＲ ｓ 也被称

为分泌素受体 （
Ｃｖ ｅ

ｊ
ｉ ｃｅ ｔａ ｌ ．

，
２００４ ：Ｊａｅｔ ａ ｌ ． ． ２００９

）
。

这些 ＧＰＣ Ｒ ｓ 均传递 ２０Ｅ 信号 ， 但其诱导的下游效应不同 ， ＥｒＧＰＣＲ －

１ 诱导

Ｃ ａ
２ ＋

－ＰＫＣ 途径 。 Ｅ ｒＧＰＣＲ －２诱导ＧＰＣＲ－

ｃＡＭ Ｐ －ＰＫＡ和ＧＰＣＲ －Ｃ ａ
２＋

－ＰＫＣ途径 ， 增

加 ２０Ｅ 的进入 ， 并通过 ２０Ｅ 诱导其 内 吞 。 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －

３ 激 活 ＰＫＡ 和 ＰＫＣ 途 径 。

棉铃虫的 Ｄ ｏ
ｐ
ＥｃＲ 在 ２ ０Ｅ 诱导下可直接与 Ｇａｓ 和 Ｇ ｏｔｑ 相互作用 以增加 ｃＡＭ Ｐ 和

Ｃ ａ
２＋

水平 （
Ｚｈａｏ

，
２０２０

）
。 但是 ｃＡＭ Ｐ 和 Ｃ ａ

２＋

７Ｋ平的变化属于早期细胞应答反应 ，

这对于传递信 号的 Ｇ ＰＣＲ 而 Ｈ 很普遍 ， 可能无法很好地 Ｒ 分 Ｇ ＰＣＲ 传递信 号 的

差异 。 在本研宄中 ， 我们进
一

步探宄 了Ａ 类 以及 Ｃ 或 Ｆ 类 中 的 ６ 个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ ， 参

与 ２０Ｅ 信号转导 。 这些 Ｇ ＰＣＲｓ 在组织和虫体的各发育阶段有着不 同 的表达谱 ，

此外 ， 这些 Ｇ ＰＣＲ ｓ 调控不 同 的基 因表达 ， 虽然 ６ 个 Ｇ ＰＣＲ ｓ 均参与 了２０Ｅ 诱导

的 ／／册３ 的表达 ， 但 只有 Ｐ ｒＲＰＲ 和 Ｓｍｏ 参与 了２０Ｅ 调控的 户物 和 ＦｏｘＯ 的表

达 。 此外 ， ＥｒＧ ＰＣ Ｒ －

１ 也参与 了２０Ｅ 介导的 Ｐ／ｍ 和 ＦｏｘＯ 的表达 ， 但 ＥｒＧ ＰＣＲ －

２ 、 Ｅ ｒＧ ＰＣ Ｒ －３ 和 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 不调控 尸伽 和 ｆｂｘＯ 表达 ， 这些发现首次揭示 了 多个

ＧＰＣ Ｒｓ 通过调节不 同基 因表达参与相 同 的 ２０Ｅ 信号转导 的机制 ， 不 同 Ｇ ＰＣＲ 诱

导 的不同 基因 表达通过细胞 内 各基 因形成的网络调控放大 ， 进而调控不 同 的生

理过程 ， 这可能区 分这 么 多 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 存在的不问 作用 。

这 ６ 个 Ｇ ＰＣＲ ｓ 在基因组中 分别 被命 名 为 ／Ｖｉ？／
５

／？ 、 ＆？ 、 Ｍ／ｚｒ 、 Ｚ／／ｒ 、 ／＾ ＜ ：／７ 和

在 哺 乳 动 物 中 ， Ｐ ｒＲＰＲ 是 人 类 的 神 经肽 催 乳 素 受 体 （
Ｄ ｏｄｄａｎｄ

Ｌｕｃ ｋｍ ａｎ
，２０ １ ３

）
， Ｓｍ ｏ 参与 Ｈ ｅｄｇｅ

ｈｏ
ｇ（ Ｈ ｈ ） 信号转导促进细胞分化 、 增殖和存

活 （
Ｗ ｕ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ７

）
。 Ｆｚｄ７ 是参 与 哺乳动物癌症发生 和扩散 的 Ｗｎｔ 的 受体

（
Ｓｃｈ ｕ ｌ ｔｅ

，
２０ １ ０

）
。 在 昆虫中 ， Ａｋｈ ｒ 结合脂动激素 （ ＡＫＨ ） 促进脂肪体 中 的脂肪分

解 ， 糖原分解和海藻糖的产生 （
Ｂａｕｍｂａｃｈｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ４

：Ｂ ｅｄｎａｒｏｖａｅ ｔａ ｌ ． ，２０ １ ３
；Ｖａｎ

ｄｅ ｒ Ｈ ｏ ｒｓ ｔ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２００ １

）
。 Ｈ ｔｒ（ ５ 羟色胺受体 ） 在 昆虫神经系统的形态发生 中起关键

作用 （
Ｂ ｌｅｎａｕ ａｎｄ Ｔｈａｍｍ

，
２０ １ １

）
。 ＴｋＲ８６Ｃ 是黑腹果蝇的神经激肽 Ｋ 受体 ， 在 中

枢神经 系 统 的 神 经调 节 中 起作 用 ， 参 与 信 息 的 感 知 和运动 的 调 控 （
Ｖａｎｄ ｅｎ

４ ３
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Ｂ ｒｏｅｃｋ ｅｔ ａ ｌ ．

， １ ９９９
）

。 但是这些 ＧＰＣＲ ｓ 在 昆虫中 的真正功能 尚不清楚 。 我们的研

究发现 ， Ｐ ｒＲＰＲ 可 以作为 ２０Ｅ 的受体结合 ２０Ｅ 并参与 ２０Ｅ 信号转导 ， Ｓｍ ｏ 也可

以传递 ２０Ｅ 信号 ， 但不与 ２０Ｅ 结合 。 Ａｋｈｒ 和 Ｈ ｔｒ 参与 ２０Ｅ 诱导的促进幼虫化蛹

的过程 ， 但 Ｆｚｄ ７ 和 ＴＲＲ８６Ｃ 并不参与其中 。 这些表型是体 内 信号网络整合的结

果 。 ２０Ｅ 和其他配体诱导的信号转导之间 的相互作用需要进
一

步探宄 。

４ ．３ 无论是否与 ２０Ｅ 结合 ＧＰＣＲ都可以传递 ２０Ｅ 信号

在我们之前的研究发现 ， ＥｒＧＰＣＲ －

１ 、 ＥｒＧＰＣＲ －２ 、 ＥｒＧＰＣＲ －３ 和 ＤｏｐＥｃＲ 均

在棉铃虫体 内传递 ２０Ｅ 信号 。 Ｅ ｒＧＰＣＲ－２ 、 ＥｒＧＰＣＲ－

３ 和 Ｄｏｐ
ＥｃＲ 能结合 ２０Ｅ ，

但 已心卩０１
－

１ 不能结合 ２０￡
（

１＜＾叩 ６ １ ３ 丨 ．

，

２０ １ ９
）

。 在果蝇 （
８如３ ５１３丫３６ １ ３ 丨 ．

，
２００ ５

）和

哺乳动物 （
Ｍ ａｇｇ ｉｏ ｌ ｉｎ ｉａｎｄＰ ｉｃａｒｄ

，
２０ １ ０

）中 ， 过表达 ＧＰＣＲ 的细胞或细胞膜可 以结

合类固醇激素 ， 利用该方法 ， 我们发现 ＰｒＲＰＲ 能结合 ２ ０Ｅ ， 其与 ２０Ｅ 结合的 Ｋｄ

值为 １ ２ ． ７６ ± ２ ． １ ９２ｎＭ ，Ｂｍ ａｘ为２ ． ０９６± ０ ． １ ０３ ７ｎｍ ｏ ｌ ／ｍ ｇ蛋 白 。 尽管Ｓｍ ｏ传递

２０Ｅ 信号并参与 ２０Ｅ 诱导的化蛹过程 ， 但 Ｓｍｏ 不能与 ２０Ｅ 结合 。 这些数据进
一

步证明 了ＧＰＣＲ 是否与 ２０Ｅ 结合均可传递 ２０Ｅ 信号 ， 这可能是 由 于 ＧＰＣＲ 与配

体之间存在松散或动态的结合 （
Ｎｙｇａａｒｄｅ ｔａ ｌ ＿

，
２０ １ ３

；Ｓ ｔｒａｓ ｓｅｒ ｅｔａ ｌ ． ，
２０ １ ７

）
。 所 以 ，

ＧＰＣＲ 的转录起着决定性作用 ， ２０Ｅ 通过 ＰＫＣＳ 使 ＥｃＲＢ ｌ 的 Ｔｈ ｒ４６ ８ 位点磷酸

化 ， 从而形成 ＥｃＲＢ 丨 ／Ｕ ＳＰ １ 转录复合体并结合 ＥｃＲＥ 起始基因转录 （
Ｃｈ ｅｎｅｔａ ｌ ．

，

２０ １ ７
）

。 ＧＰＣＲ 与其配体结合后与 ， 可 以与 Ｇ 蛋 白 相互作用从而增加胞 内 ｃＡＭ Ｐ

和Ｃ ａ
２＋

水平 ， 并分别激活ＰＫＡ和ＰＫＣ途径 （
Ｍ ａ ｒ ｉ ｎ ｉ ｓ ｓｅｎａｎｄＧｕｔｋ ｉｎｄ ，２００ １

）
。

Ｇ ＰＣＲ －

ｃＡＭ Ｐ －ＰＫＡ 和 ＧＰＣＲ －Ｃａ
２＋

－ＰＫＣ 途径在动物类固醇激素非基因组途径的

信号传导中 发挥重要作用 （
Ｍ ａｒ ｉ ｎｏ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２００６

）
。 在棉铃虫中 ＥｒＧＰＣＲ －

１ 诱导 Ｃ ａ
２＋

－

ＰＫＣ信号途径 （
Ｌ ｉ ｕｅｔａ ｌ ．

，
２０ １ ４ｂ

）
，Ｅ ｒＧ ＰＣＲ －２诱导Ｇ ＰＣＲ －

ｃＡＭ Ｐ－ＰＫＡ和Ｇ ＰＣＲ －

Ｃ ａ
２＋

－ＰＫＣ信号途径 （
Ｊ ｉｎ

ｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
。 ２０Ｅ通过ＥｒＧＰＣＲ －

３调节与ＥｃＲＢ ｌ
－Ｕ ＳＰ ｌ

转录复合物形成相关的蛋 白 Ｕ ＳＰ １ 、 ＣＤＫ １ ０ 、 ＰＫＡＣ １ 和 ＣＲＥＢ 的磷酸化 （
Ｋａｎｇ

ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０２ １

）
。 通过ＤｏｐＥｃＲ增加ｃＡＭＰ和Ｃａ

２＋

水平 （
Ｋａｎ

ｇ
ｅｔ ａＬ

，
２０ １ ９

）
。 ２０Ｅ通过

ＥｃＲ／ＵＳＰ ｌ 转录复合体与 ＥｃＲＥ 结合上调 ２０Ｅ 途径基因 以及 ＧＰＣＲ 的表达 （
Ｋａｎｇ

ｅｔａ ｌ ．
，
２０２ １

）
， 是否存在其他转录调控机制值得进

一

步探宄 。

５ ． 结论

我们在棉铃虫基因组中 鉴定 出 １ ２２ 个经典的 ＧＰＣＲ ， 其中鉴定到 ６ 个 ＧＰＣＲｓ

在变态期的表达量增加 ， 并且在组织中 以不同 的表达方式传递 ２０Ｅ 信号 。 这 ６

４４



 

个 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 对基因表达的调节不 同 ， 它们均能调节 的表达 ； 无论是否结合

２０ Ｅ ，Ｐ ｒＲ ＰＲ 和 Ｓｍ ｏ 均调节 户咖 和 ｆｂｘＯ 的表达 ， 进而调节 ｆｉｒＺ ７ 表达 ； 敲降

２ ０ Ｅ 途径 中 的 Ｍｒ 和 沿加 上调 人 表达 ；
２ ０ Ｅ 通过 上调 ｆＦｎ ？ 和 ｃＡ

＾ｖｃ

？ 的

表达
，
这些 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ 通过调控不 同基因表达进而调控化蛹或生长过程 。 ＰＲＲ ＰＲ 可

以结合 ２ ０Ｅ 并作为
一

种新的 ２ ０Ｅ 受体发挥作用 （ 图 ２ ． １ ８ ） 。

２０Ｅ

ｉＡ ｛
ＨＨＲ３）（ＨＨＲ３ Ｐｔｅ ｒＴ

］
、

＼

／


ＨＨＲ３Ｋｒ－ｈ １＼ ｊ

［

ＨＨＲ３ ｌ＾ｎ ｆｃＭｙｃＦｏｘＯＢ ｒＺ ｌ ｊ

ＶＶ乂
ｗ％

、

＇ Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｕ ｓ
’

＿

｜

Ｍ ｏｖｅｍ ｅ ｎ ｔＧ ｒｏｗ ｔｈ Ｐｕ ｐａ ｔ ｉｏ ｎ

图 ２ ． 丨 ８２ （化 通过不同 以 （： （１ 调控不同基因表达进而调控 昆虫化蛹 。 ２ （＾ ） １ ３１过 ？ １？ １＾ １＾ 、 ；＾０ 、

ＡＫＨ Ｒ 、 ＨＴＲ 、 ＦＺＤ７ 和 ＴＫＲ ８６Ｃ 调控 ＂廳 的表达 ， 可 以与 ２０Ｅ 结合的 ＰＲＲＰＲ 以及不与

２０Ｅ 结合的 ＳＭＯ 均调控 尸邮 和 ＦｏｘＯ 的表达 ， 进而调控 份 ＂

Ｚ７ 表达 。 ２０Ｅ 通过 ＡＫＨＲ 和

ＨＴＲ 调控 Ａ＞－Ｗ 的表达 ， 通过 ＦＺＤ７ 调控 奶 ７ ／ 和 ｄ ＼

（ｖ
ｃ 表达 。 这些 Ｇ ＰＣＲ ｓ 通过调控不 同 基

因 表达进而调控化蛹或生长 。

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ２ ． １ ８２ ０ Ｅｒｅ
ｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｓｔ ｈ ｅｅ ｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔｇ ｅ ｎ ｅｓ ｔ ｈ ｒｏ ｕ

ｇ
ｈｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔＣ ＰＣ Ｋ ｓ ｔｏ

ｒｅ
ｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｅ

ｐ
ｕ ｐ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ．２０ Ｅｒｅ

ｇｕ
ｌ ａ ｔ ｅ ｓ ｔ ｈ ｅｅ ｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ｔ ｈ ｒｏ ｕ

ｇ
ｈＰ Ｒ Ｒ Ｐ Ｒ

，ＳＭＯ ． Ａ Ｋ Ｈ Ｒ ，ＨＴＲ ．

ＦＺＤ ７ａ ｎｄＴＫ Ｒ ８ ６Ｃ ．Ｐ Ｒ Ｒ Ｐ Ｒ ｔ ｈ ａ ｔｃ ａ ｎｂ ｉ ｎｄ２ ０ Ｅａ ｎ ｄＳＭＯ ｔ ｈ ａ ｔｄ ｏ ｅ ｓｎ ｏ ｔｂ ｉ ｎｄ２ ０Ｅｂｏ ｔｈｒｅｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｔ ｈ ｅ

ｅ ｘ
ｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆＰ ｔｅｎａｎｄＦｏｘＯ ， ｔ ｈｅ ｒｅ ｂｙｒｅ
ｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｎ ｇｔｈｅｅｘ ｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆＢｒＺ７ ．２０Ｅｒｅｇ ｕ
ｌ ａ ｔ ｅ ｓｔｈｅ

ｅｘ
ｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ人＞－

／ ７ ／ ｔｈ ｒｏ ｕｇｈＡ Ｋ 卜 １ ＲａｎｄＨ ＴＲ
，ａｎ ｄｒｅｇ ｕ ｌ ａ ｔｅ ｓ ｔｈ ｅｅ ｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆＷｒ ｉ ｔａｎ ｄｃＭｙｃ

ｔ ｈ ｒｏ ｕｇ
ｈＦＺＤ ７

．Ｔｈ ｅ ｓ ｅＧ ＰＣＲ ｓｒｅ ｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｅ

ｐ ｕ ｐａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｒ
ｇ

ｒｏｗ ｔ ｈｂｙ
ｒｅｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｎ

ｇ
ｔ ｈ ｅｅ ｘ

ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔ

ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ．

４ ５
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第三章 ２０Ｅ 通过使胰岛素受体去磷酸化拮抗胰岛素信号通路

１ 引言

胰 岛素 （ ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎ ） ， 胰岛素样生长因子 （ ＩＧＦ ｓ ） 和胰岛素样肽 （ ＩＬＰ ｓ ） 通过

胰岛素 ／ ＩＧＦ 信号传导促进生长 （
Ｎ ａｓ ｓｅ ｌ ａｎｄ Ｖａｎｄｅｎ Ｂｒｏｅｃｋ

，
２０ １ ６

）
。 在人中 ， 类固

醇激素雌激素拮抗胰岛素使生长速率减慢 ， 在果蝇 中 ， 类固醇激素 ２０Ｅ 拮抗胰

岛素信号途径控制生长 （
Ｈｙｕｎ ，

２０ １ ３
）
。 胰岛素样肽和 ２０Ｅ 是 昆虫生长的主要调

节剂 （
Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕｔｅｔａ ｌ ．

，

２ ０ １ ４
）

， 胰岛素样肽决定生长速率而 ２０Ｅ 决定生长持续时间

（
Ｌ ｉ ｎａｎｄＳｍａｇｇｈｅ ，２０ １ ９

）
。 然而 ， 动物如何通过胰岛素和类固醇激素之间的相互

作用来调节生长和终止生长仍不清楚 。

此外 ， 胰岛素不足 （ 丨 型糖尿病 ） 或胰岛素抵抗和胰岛 Ｐ 细胞功能障碍 （ ２

型糖尿病 ） 导致糖尿病
（
Ｅ ｌ ｅｎａｅ ｔ ａＬ２０ ］ ８

；Ｋ ａｈｎｅｔ ａ ｌ ． ，２ ０ １ ４
）
。 胰岛素维持正常的

血糖水平 ， 而类 固醇激素则会抵消胰岛素的功能 ， 升高血糖水平甚至导致糖尿

病 （
ＨｗａｎｇａｎｄＷｅ ｉ ｓ ｓ

，２０ １ ４
） ， 如 糖 皮 质 激 素 可 产 生 胰 岛 素抵抗 诱 发 高 血糖

（
Ｓ ｃｈｕ ｌ ｔｚｅ ｔａ ｌ ．

，２０ １ ８
）

， 然而这些机制还没有完全解释清楚 。 ２０Ｅ 对血糖的调节及

其生理意义也不清楚 。

胰 岛素受体 （ ＩＮ ＳＲ ） 是
一

种受体酪氨酸激酶 ， 通过结合其配体 （胰 岛素 ）

调节葡萄糖 、 脂肪酸和蛋 白质代谢以促进生长 ， 在胰岛素途径 中发挥重要作用

（
Ｇａｂｂｏｕ

ｊ
ｅ ｔａ ｌ ．

，２０ １ ９
）

。 ＩＮ ＳＲ 作为跨膜糖蛋 白 ， 由二硫键连接的两个 ａ 亚基和两

个 Ｐ 亚基组成 （
Ｔａｔｕ ｌ ｉａｎ

，２ ０ １ ５
）

， 是 由 基因编码的蛋 白 质 ， 蛋 白酶 ｆｕ ｒ ｉｎ 将其

切割为 ａ 和 ｐ 亚基 ， 分别命 名 为 丨Ｎ ＳＲａ 和 ＩＮ ＳＲ
ｐ （
Ｂａｓ ｓ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２０００

）
。 ＩＮ ＳＲａ 位于

细胞膜外具有胰 岛素的结合位点 ， ＩＮ ＳＲ
｜

３ 包含
一

个跨膜区和存在与细胞 内 的酪

氨酸激酶元件 （
Ｅｂ ｉｎａ ｅｔ ａ ｌ ．

，
１ ９８ ５

）
。 ＩＮ ＳＲ 与胰岛素结合后导致其 自 身构象改变并

发生 自 我磷酸化 ， 进而致使 Ｐ １３Ｋ 磷酸化 ， 磷酸化的 Ｐ Ｉ ３Ｋ 将 Ｐ ＩＰ２ 磷酸化为 Ｐ ＩＰ３ 。

Ｐ ＩＰ ３ 招募 ＡＫＴ 上膜 ， 使 ＰＤＫ １ 发生磷酸化 ， ＡＫＴ 磷酸化 ＡＳ １ ６０ 蛋 白 ， 促进葡

萄糖转运蛋 白 ４（ ＧＬＵＴ４ ） 膜易位 ， 促进细胞吸收葡萄糖
（
Ｇａｂｂｏｕ

ｊ
ｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ９
）

。

ＡＫＴ 还能使胰岛素途径的负调节因子 ＦｏｘＯ 磷酸化 ， 使 ＦｏｘＯ 定位于细胞质 中 ，

从而阻断其在细胞核 中 的转录活性 （
Ｖｅ ｒｄｕｅ ｔａ ｌ ．

，１ ９９９
）

。 上述胰岛素诱导的过程

可 以通过途径的负调节因子 ，

一

种双功能磷酸酶 ＰＴＥＮ 来逆转 （
Ｇｏｂｅ ｒｄｈａｎ ｅｔ ａ ｌ ．

，

１ ９９９
）

。 在从蠕虫到哺乳动物的整个进化过程中 ， ＩＮ ＳＲ 介导 的胰岛素信号通路

４ ６
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及其下游信号分子在结构和功能上都是保守的 （
Ｄａ ｓａｎｄＡ ｒｕ ｒ

，

２０ １ ７
）

。

胰岛素样肽促进前胸腺的生长和 ２０Ｅ 的产生 ， ２０Ｅ 又能拮抗胰 岛素途径 ，

促进 昆虫变态 （
Ｍ ｉｒｔｈ ｅｔ ａ ｌ ． ． ２００ ５

）
。 在果蝇 中 ， ２０Ｅ 诱导转录因子 ＦｏｘＯ 核定位 ，

拮抗胰岛素途径 （
Ｃ ｏ ｌｏｍｂａｎ ｉｅｔａ ｌ ．

，

２００ ５
）

。 在棉铃虫中 ， ２０Ｅ 上调 的表达 以

抑制 ＡＫＴ 磷酸化 ， 进而 ＦｏｘＯ 不能被 ＡＫＴ 磷酸化并进入细胞核诱导 ２ ０Ｅ 途径

下游基因 的转录 （
Ｃ ａ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
。 此外 ， 在棉铃虫 中 ， 高浓度的 ２０Ｅ 抑制

的表达并抑制 ＡＫＴ 和 ＦｏｘＯ 的磷酸化 ， 导致 ＦｏｘＯ 核定位 ， 诱导 自 噬并抑制细

胞增殖 （
Ｐａｎ ｅｔ ａ ｌ ．

，２０ １ ８
）

。 这些研宄表 明 ， ２ ０Ｅ 可 以拮抗胰岛素途径 ， 然而 ２０Ｅ

能否通过抑制 ＩＮ ＳＲ 的表达和磷酸化来从源头拮抗胰 岛素通路尚不清楚 。 为进
一

步深入 了 解类固醇激素拮抗胰 岛素途径 的机制 ， 我们 以鱗翅 目 昆虫棉铃虫为研

究对象 ， 以胰岛素途径 中 的关键因子作为靶标 ， 结 果发现 ， ＩＮ ＳＲ 在 昆虫幼虫生

长 中 发挥東要作用 ， 在幼虫摄食阶段促进 ２ ０Ｅ 的产生 ， 使其达到临界滴度 ， ２０Ｅ

诱导 ＩＮ ＳＲ 去磷酸化 ， 抑制胰 岛素途径 。 类固醇激素 ２ ０Ｅ 拮抗胰 岛素途径使幼虫

停止生长并积累血淋 巴葡萄糖 。

２ 实验材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 实验动物

以鱗翅 目 昆虫棉铃虫为研宄材料 ， 同第二章

２ ． １ ．２ 实验细胞

同第二章

２ ． １ ．３ 实验试剂

抗 丨Ｎ ＳＲ
Ｐ 的 多 克隆兔抗 （ Ｃａ ｔ ．Ｗ Ｌ０２ ８ ５ ７ ） 和抗 Ｐ －Ａ ＫＴ ｌ （ Ｓｅ ｒ４ ７ ３） 的兔抗

（ Ｃａｔ ．ＷＬＰ００ １ ） （ 万类生物公 司 ， 沈阳 ， 中 国 ）
； 抗磷酸化的 丨Ｎ ＳＲ

ｐ
（
ｐ

－

ＩＮ ＳＲ
ｐ

）

（ Ｔｙｒ ｌ ｌ ５ （Ｖ ｌ １ ５ １ ） 的单克隆兔抗 （ Ｃ ａｔ ．３ ０２４ ） （ Ｃ ｅ ｌ ｌＳ ｉ ｇ
ｎａ ｌ ｉ ｎ

ｇ
Ｔｅｃｈ ｎｏ ｌｏｇｙ ， 丹弗斯 ，

美国 ）
； 抗 ＡＣＴＢ 的兔单克隆抗体 （ Ｃａｔ ． ＡＣ ０２６ ） 、 抗 ＧＦＰ 的 鼠单克隆抗体 （ Ｃ ａｔ ．

Ａ Ｅ０ １ ２ ） 和抗 Ｈ ｉ ｓ 标签的 鼠单克隆抗体 （ Ｃａ ｔ ． ＡＥ００ ３ ）（ ＡＢ ｃ ｌ ｏｎ ａ ｌ ， 武汉 ， 中 国 ）
；

Ｈ ｉ

ｇ
ｈ －

ｓ ｉ

ｇ ＥＣＬＷｅ ｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌｏｔｔ ｉ ｎｇ
Ｓｕｂ ｓｔｒａ ｔｅ（ 天能科技有限公 司 ， 上海 ， 中 国 ）

； 染色

质免疫沉淀 （ Ｃ ｈ ＩＰ ） 试剂盒 （ Ｐ２０７ ８ ） 和 Ｒ ＩＰＡ 裂解液 （ 碧云天 ， 北京 ， 中 国 ）
；

葡萄糖检测试剂盒 （ 酶联生物 ， 上海 ， 中 国 ）
；
Ｎ －苯基硫脲 （ 阿拉丁 ， 上海 ， 中

国 ） ， 其他同第二章 。

４ ７
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２ ． １ ．４ 实验仪器

蛋 白 电泳槽 （ 美 国伯 乐公司 ）
； 化学发光成像系统 ５２００ （ 天能科技有限公司 ，

上海 ， 中 国 ） ， Ｂ ｉｏｒｕｐｔｏ ｒ Ｐ ｉ ｃｏ 超声波破碎仪 （ Ｄ ｉａｇｅｎｏｄｅ ， 列 日 ，
比利时 ） 其他 同

第二章 。

２ ．２＿摊

２ ．２ ． １ 蛋 白质免疫印迹 （Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ ）

从细胞或虫体中提取总蛋 白 ， 用 ５ ０
ｐｇ 蛋 白进行 ７ ． ５％或 １ ２ ．５％十二烷基硫

酸钠－聚丙烯酰氨凝胶 电泳 （ ＳＤＳ －ＰＡＧＥ ） 。 通过转膜仪将蛋 白质转移到 ０ ． ２２
ｐｍ

的硝酸纤维素膜上 。 在室温下 ， 用封闭缓冲液 （ ５％ＴＢ ＳＴ 配制 的脱脂奶粉 ） 将

膜封闭
一

小时后 ， 加入
一

抗 （ 抗体稀释比例 １ ： １ ０００ ， 除 ａｎｔ ｉ

－

ｐ
－

ＩＮＳＲ
ｐ 用 ５％的牛

血清 白蛋 白 ＢＳＡ 稀释外 ， 其余抗体均用 ５％ＴＢＳＴ 配制 的脱脂奶粉稀释 ） ， ４
°

Ｃ

孵育过夜 。 ＴＢ ＳＴ 洗膜三次 ， 每次 １ ０ｍ ｉｎ ， 加入 山 羊抗兔 ／小 鼠 Ｉ
ｇ
Ｇ －辣根过氧化

物酶偶联的二抗 （ 二抗稀释 比例 １ ： ７０００ ） ， 室温孵育
一

小时 。 ＴＢＳＴ 洗膜两次 ，

再用 ＴＢＳ 洗膜
一

次 ， 每次 １ ０ｍ ｉ ｎ 。 将膜浸润在检测辣根过氧化物酶的化学发光

底物 Ｈ ｉ

ｇｈ
－

ｓ ｉｇ
ＥＣＬＷｅ ｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔｔ ｉｎｇ

Ｓ ｕｂ ｓｔｒａｔｅ 中 ， 用化学发光成像系统 ５２００ 检测 ，

曝光后 ， 膜上的条带使用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算并通过 Ｇ ｒａ
ｐ
ｈＰａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ ７ 软件分析得

到的数据 。

２ ．２ ．２ＲＮＡ
提取

同第二章方法

２ ．２ ．３ 反转录合成 ｃＤＮＡ

同第二章方法

２ ．２ ．４实时定量ＰＣＲ（ ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ ）

同第二章方法

２ ．２ ．５Ｘ 磷酸酶 （ ＪＪＴａｓｅ ） 处理

冰上快速提取六龄 ４８ｈ 和六龄 １ ２０ｈ 幼虫的表皮蛋 白 （提取蛋 白过程中不

加磷酸酶抑制剂 以免影响 ＸＰＰａｓ ｅ 的活性 ） 。 然后 ， 取 ４０
＾
ｉＬ 蛋 白样品 （ ２ ． ５ ｍ

ｇ
／ｍＬ ）

加入 ０ ？ ５
＾
ｌＬ ＡＰＰａ ｓｅ ， ５

＾
ｌＬ ＭｎＣ ｌ ２ 和 ５

＾
ｌＬ 缓冲液 ， 在 ３ ０

°
Ｃ水浴中孵育 ３ ０ ｍ ｉｎ 。 使

用 ７ ． ５％的 ＳＤ Ｓ／ＰＡＧＥ 凝胶进行蛋 白质免疫印迹分析 ， 观察蛋 白质分子量的变化 。

２ ．２ ．６ＩＮＳＲ
Ｐ 蛋 白的富集

将幼虫组织置于含 ５ ００ 叫 Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ Ｌ 缓冲液 （ ４０ｍＭ

， ｐ
Ｈ７ ． ５ ） 和 ５ 叫 蛋 白

４ ８





ｉ
ｉ

ｉ 氽 人 位论 文


酶抑制剂 （ ＰＭ ＳＦ ， １ ７ ． ４ ｍ ｇ／ｍＬ ） 的混合液中冰上匀浆 ， 混合物于 １ ２ ， ＯＯＯ ｘ
ｇ

４
°

Ｃ离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 取上清于新的离心管中并测定浓度 ， 取 ３ ００ ｐｇ 组织蛋 白样品 ，

加入 ２ 沖 ＩＮＳＲ
Ｐ 的抗体及 ５ ０ 卟 ｐｒｏｔｅ ｉｎＡ 琼脂糖珠在 ４

°

Ｃ孵育过夜 。 离心后 ，

用 ５ ０
ｇＬ ＰＢ Ｓ 悬浮沉淀 ， 用相 同浓度的 ＩＮ ＳＲ

ｐ 蛋 白进行蛋 白质 免疫印迹检测 。

２ ．２ ．７ 虫体及细胞激素诱导

同第二章方法

２ ．２ ．８ 双链 ＲＮＡ的合戒

同第二章方法

２ ．２ ．９ 虫体 ＲＮＡ干扰

同 第二章方法

２ ．２ ． １ ０ 过表达载体构建

同第二章方法

２ ．２ ． １ １ 细胞系过表达

同第二章方法

２ ．２ ． １ ２ 免疫共沉淀 （ Ｃｏ－

ＩＰ ）

将构建的重组质粒ｐ
Ｉ Ｅｘ －

４－ＰＴＥＮ －Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ或ｐ
ＩＥｘ －４－ＰＴＰ ｌ Ｂ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ转染至

Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞系 中 ， ４８ｈ 后用 ２２０Ｅ 处理 １ｈ ， ＤＭ ＳＯ 作对照 。 加入 ５ 咫 胰岛

素处理 １ｈ ， 随后使用含蛋 白酶抑制剂的 Ｒ 丨 ＰＡ 裂解液提取相应蛋 白 质 ， 冰上裂

解 ３ ０ ｍ ｉ ｎ ， 于 １ ２ ，ＯＯＯ ｘ
ｇｆＣ离心 ３ ０ ｍ ｉｎ 。 取少量上清做蛋 白质 免疫 印迹检测 ，

用适量缓冲液洗潘 ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎＡ 琼脂糖珠Ｋ次 ， 每次 ３ｍ ｉ ｎ 。 将洗漆好的 ｐ

ｒｏｔｅ ｉ ｎＡ

琼脂糖珠加入至上清液中孵育 １ｈ 去除非特异性结合 ， ３ ，０００ｘ
ｇ ４

°

Ｃ离心 ３ｍ ｉ ｎ

收集沉淀 ， 用适量缓冲液洗涤三次 ， 加入适量 Ｒ Ｉ ＰＡ 裂解液及 ＳＤ Ｓ － ＰＡＧＥ 上样缓

冲液处理沉淀 ， 煮沸 １ ０ｍ ｉ ｎ ， 离心后 ， 进行蛋 白 质免疫印迹检测 ， 用抗 Ｇ ＦＰ 的

单克隆 鼠抗和抗 ＩＮ ＳＲ
Ｐ 的 多克隆兔抗检测 目 的蛋 白 。

２ ．２ ． １ ３ 免疫细胞化学

同第二章方法

２ ．２ ． １ ４ 染色质免疫沉淀 （ Ｃｈ ＩＰ ）

待六孔板 中 的细胞长至密度约为 ８０％时转染ｐ
ＩＥｘ－４ －ＦｏｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ质粒 ， ４ ８

ｈ后加入２０Ｅ处理细胞 ６ｈ ，ＤＭ ＳＯ作对照 。 用 染色质免疫沉淀 （ Ｃｈ ＩＰ ） 试剂盒进

行检测 。 首先用 １ ％的 甲醛交联细胞 ， 置于 ３ ７
°

Ｃ培养箱 中避光孵育 １ ０ｍ ｉｍ 加入

４９





Ｉ
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０ ． １ ２ ５Ｍ 的甘氨酸 ， 孵育 １ ０ｍ ｉｎ ， 终止交联 ， 用 ＰＢ Ｓ洗涤细胞两次后 ， 加入 ＳＤＳ

裂解缓冲液 （ １ ％ＳＤＳ
，１ ０ｍＭＥＤＴＡ

，５０ｍＭＴｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

，ｐＨ８ ． １） 重悬细胞 ， 用

Ｂ ｉｏｒｕｐｔｏｒＰ ｉｃｏ超声波破碎仪将ＤＭＡ剪切成２００ －

１ ０００ｂ
ｐ的片段 ， ４

。

（：离心 １ ５ｍ ｉｎ ，

在上清液 中加入 ５ ０
ｐＬ 洗涤好的 ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎＡ琼脂糖珠 ， ４
°
Ｃ孵育 １ｈ 以便去除ｐｒｏｔｅ ｉｎ

Ａ的非特异性结合 ， 离心取适量上清液置于４
°

Ｃ作为 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ中 的 Ｉｎ

ｐ
ｕｔ样品 ， 其

他上清液与抗ＧＦＰ的单克隆 鼠抗 （ Ｉ

ｇＧ 鼠抗作为阴性对照 ） 在４
°
Ｃ孵育过夜 。 加

入 ５ ０
 ）

ａＬ 洗涤好 的 ｐｒｏｔｅ ｉｎＡ 琼脂糖珠４
°

Ｃ孵育 ２ｈ 。 混合物用低盐洗涤缓冲液 （

０ ． １％ＳＤＳ ， １ ． ０％Ｔｒ ｉｔｏｎＸ －

１ ００ ，２ｍＭＥＤＴＡ ，２００ｍＭＴｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ ，ｐ

Ｈ８ ． ０ ， １ ５ ０

ｍＭ Ｎ ａＣ ｌ ） 洗涤
一

次 ， 随后用 高盐洗涤缓冲液 （ ０ ． １ ％ＳＤ Ｓ ， １ ． ０％ Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ －

ｌ ００ ，

２ ｍＭ ＥＤＴＡ ， ２０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ Ｉ ， ｐＨ ８ ． ０ ， ５ ００ｍＭ Ｎ ａＣ ｌ ） 洗洚

—

次 ， Ｌ ｉＣ ｌ洗浲缓

冲液 （ ｌ Ｏ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ ， ｐ

Ｈ ８ ． １ ， ０ ＿ ２５ Ｍ Ｌ ｉＣ Ｉ ， Ｉ ｍＭ ＥＤＴＡ ， ｌ％ ＮＰ －４０ ， １ ％胆

酸盐 ） 洗涤
一

次 ， 用 ＴＥ缓冲液 （ １ ０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ ，ｐＨ８ ． １ ， １ｍＭＥＤＴＡ ） 洗涤

两次 ， 最后用洗脱缓冲液 （ Ｉ ％ ＳＤＳ ， ０ ． １Ｍ ＮａＨＣＣｈ ） 洗脱 ， ＤＮＡ －蛋 白质复合

物在 ６５
°

Ｃ水浴中孵育过夜 ， 后进行ＲＮａｓｅ Ａ 和蛋 白酶Ｋ处理 ， 用苯酚 ／氯仿法纯

化ＤＮＡ ， 随后进行ｑＲＴ
－ＰＣＲ检测 。

２ ．２ ． １ ５２０Ｅ 滴度检测

在最后
一

次注射 ６６ｈ 后 ， 取至少三 只虫收集血淋巴 ， 向每个样品 中

加入 １ ０
＿

５的 Ｎ －苯基硫脲防止血淋巴黑化 ， ３ ， ０００ｒｐｍ４
°

Ｃ离心 ５ｍ ｉｎ 。 加入

８０％的 甲醇提取 ２０Ｅ ， 于 ４
°

Ｃ干燥机中使样品 完全干燥 ， 用 ｌ ＯＯ ＾Ｌ Ｅ ＩＡ 缓冲液溶

解沉淀 ， 取每个样品用 Ｅ ＩＡ 缓冲液稀释 ， 从中取 ５ ０样 品进行检测 。 ２０Ｅ 的

摩尔浓度通过公式 ｃ
＝

Ｐ ／Ｍ（ ｃ 表示 ２０Ｅ 的摩尔浓度 ；
Ｐ 表示 １ ００ 队 血淋巴中

２ ０Ｅ 的质量 ；
Ｍ 表示 ２０Ｅ

＇

的摩尔质量 ， ４ ８０ ． ６３
ｇ ／ｍ ｏ ｌ ） 计算 。

２ ．２ ． １ ６ 血淋巴葡萄糖的测定

分别取不同发育阶段的幼虫 、 蛹或成虫三只 以上 ， 每个样品收集约 ３ ０的

血淋巴 ， 向每个样品 中加入 １ （Ｔ
５

＾Ｍ 的 Ｎ －苯基硫脲防止血淋巴黑化 ， ３ ， ＯＯＯ ｒｐ
ｍ

４
°

Ｃ离心 ５ｍ ｉｎ ， 取 １ ０ｈＬ 上清 ， 利用葡萄糖检测试剂盒 ， 将样本与工作液充分

混匀后 ， 置于 ３ ７
。

（：水浴 １ ５ｍ ｉｎ ， 显色后 ， 通过分光光度法在 ５ ０５ｎｍ 处检测颜色

强度 。

５ ０
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表 ３ ． １ 实验所用 引物列表



Ｔ ａｂ ｌｅ２ ． １Ｐｒｉｍｅｒｓｕ ｓｅｄｉｎｔｈ ｉ ｓｓｔｕｄｙ


Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅｓ


Ｓｅｑ ｕｅｎｃｅ
（

５

ｆ

－

３
ｒ

）


Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｏｎ

ＰＴＥＮ－

ｏｅｘ
－Ｆ ｔａｃｔｃ ａｃａａｔｔｇｇａｔｇｇｇｔａｔｔｔｇｃｇｔｇａｇｃ

ＰＴＥＮ －ｏｅｘ －Ｒ ｔａｃｔｃ ａｇｇｃｇｃｇｃｃｇａｔａｃｔｃｃｔｇｔｇｇｃｇｔｇｇ
ｔ
ｇ

ＦｏｘＯ －

ｏｅｘ
－Ｆ ｔａｃｔｃ ａｔａｃ ｔｃａｇａｇｃｔｃａｔｇｔｃｔａｔａｃｇｇｇｇｃａｇｃ

ＦｏｘＯ －ｏｅｘ －Ｒ ｔａｃｔｃａｔａｃｔｃａａｇａｔｃ ｔｇｇｔｇｇａｃｃｃａｇｇａｇｇｇｇｇｃ

ＰＴＰ １ Ｂ －ｏｅｘ －Ｆ ｔａｃｔｃａｇａｇｃｔｃａｔｇａｇｔｃａａａａｃａａｃｇｔｃ

ＰＴＰ １ Ｂ －

ｏｅｘ
－Ｒ ｔａｃｔｃａｃａａｔｔｇｇｇｃｃｔａａｔｔｔｃｃｔｃａｇｔｃｔｃ

ＩＮＳＲ－ｏ ｅｘ －Ｆ ｔａｃｔｃａｇｇａｔｃｃｃｔｃｇｇｔｃｇａｃｇａｃａｇｃｃｔｇ

ＩＮＳＲ－

ｏｅｘ
－Ｒ ｔａｃ ｔｃａｇｇｃｇｃｇｃｃｇａｇｃａｇｃｃｇｇｃｇｇｃｇｇａｇｇｇ

ＲＮＡ ｉ

ＧＦＰ－ＲＮＡ ｉ
－ Ｆｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｔｇｇｔｃｃｃａａｔｔｃｔｃｇｔ

ｇｇａａｃ

ＧＦＰ－ＲＮＡ ｉ

－Ｒ ｇｃｇｔａａ ｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃｔｔｇａｔｇｃｃ

ＲＦＰ－ＫＮＡ ｉ

－Ｆ ｇｃｇ
ｔａａ ｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｃｔｔｃｇｃｃ ｔｇｇｇａｃａｔｃｃ ｔ

ＲＦＰ－ＫＮ Ａ ｉ
－Ｒ ｇｃｇ

ｔａａ ｔａｃｇａｃｔｃ ａｃｔａｔａｇｇｇｇｔｇｔａｇｔｃｃｔｃｇ
ｔｔｇｔ

ｇｇｇ

ｋｒ
－ＲＮＡ ｉ

－Ｆ ｇｃｇ
ｔａａ ｔａｃｇａｃｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｃ ｔｔ ｔｃａａｃ ａｃｃ ｔｔｃｃｇｃａｃ ｔａ

ｇｃｇｔａａ ｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｃａｃｃｃａｇｇａｃ ｔａａｇａａｃａ ｔｔａ ｔｃａ ｔ

Ｐｔｅｎ
－ＫＮＡ ｉ

－Ｆ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃｔａｔａｇｇｃｇｇｃｔ
ｇａｃ

ｔｃｃａｇａａａｔ
ｇ

Ｐｔｅｎ
－ＲＮＡ ｉ

－Ｒ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｔａ ｔｃａ ｔｃｃａａｇｇｃａｇｇ ｔａ

ＦｏｘＯ－ＲＮＡ ｉ
－ Ｆ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａ ｔａｇｇｃａａｇａｃａａｃａｇａｃ ｔｃａｃｇ
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２ ．２ ． １ ７ 统计方法

使用 丨ｍ ａｇｅＪ软件 （ ｈ ｔｔｐ ： ／／ ｉｍ ａｇｅｊ
． ｎ ｉｈ ．

ｇｏｖ ／ ｉ

ｊ
／ｄｏｗｎ ｌｏａｄ ． ｈ ｔｍ ｌ ） 分析蛋 白 质 印迹

的结果 ， 数据来 自 三个独立的生物学重复实验 。 其他统计方法与第二章相 同 。

３ 实验结果

３ ． １ＩＮＳＲＰ 蛋 白的表达水平及磷酸化水平均在变态期下降

棉铃虫在大约
一

个月 内完成幼虫 、 蛹和成虫阶段的发育 ， 为 了探究 ＩＮ ＳＲ 的

功 能 ， 我们研 究 了 其在棉铃虫 各发育阶段 的 表达和憐酸化水平 的变化 。 抗

ＩＮ ＳＲ
Ｐ 的多克隆抗体和抗磷酸化的 ＩＮ ＳＲ

ｐ（
ｐ
－

ＩＮＳＲ
ｐ

）（ Ｔｙｒ ｌ １ ５ ０／ １ １ ５ １ ） 的单克隆

抗体用于蛋 白 质免疫印迹 ， 以检测 丨Ｎ ＳＲＰ 蛋 白水平及磷酸化水平的变化 ， 使用

５ ２
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这两种抗体均在虫体 中 检测到单
一

的 条带 ， 在 Ｈ ａ Ｅ
ｐ

ｉ 细胞 系 中过表达 Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ ｐ ，

用抗 丨Ｎ Ｓ Ｒ
Ｐ 的抗体也特异性识别 Ｈ ａＥ

ｐ
ｉ 细胞 系 中 的 Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ

ｐ
－Ｈ ｉ ｓ ， 较低分子量的

条带代表 内源性的 丨Ｎ Ｓ Ｒ
Ｐ（ 图 ３ ． １ Ａ ） 。 使用抗 １Ｎ Ｓ Ｒ

Ｐ 的抗体检测 丨Ｎ Ｓ Ｒ
（

３ 在虫体

不同发育阶段和 不 同组织中 的表达情况 ， 发现 丨Ｎ ＳＲ
（

３ 在取食期 （ ６ ｔ ｈ
－

６ｈ 至 ６ ｔｈ
－

４ ８ ｈ ） 表达量较高 ， 而在 ６ ｔｈ
－ ７ ２ ｈ 至成虫的表达量较低 （ 图 ３ ． １ Ｂ 和 Ｃ ） 。 这些数

据说 明 ， １Ｎ ＳＲ
卩 在变态期 的表达量降低 。
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图 ３ ． １ 蛋 白质免疫印迹分析变态期 Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ
ｐ 表达水平降低 。 （ Ａ ）Ｕｉ ｌ

＇

」 屻 免疫 印迹检测抗体 的

特 异性 。 在 Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ 细胞 系 中 过表达 ＩＮ ＳＲ
ｐ

－

ｌ ｌ ｉ ｓ 和 Ｈ ｉ ｓ 丨贡粒 ４ ８ ｈ 。 在虫体中取六龄 ２４ ｌ ｉ 幼虫

表皮检测抗体特异性 。 分 別 丨 Ｈ抗 ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ 的抗体检测 ＩＮ Ｓ Ｒ

ｐ 和 ｐ
－

ｌＮ Ｓ Ｒ ｐ 的抗体检测 ｐ
－

ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ

（ 用 ５％Ｂ ＳＡ 丨 ： 丨 ０００ 稀释抗体 ） 。 二抗为 ＨＲ Ｐ 标记的 山 羊抗兔的抗体 ， １ ２ ． ５％的 Ｓ Ｄ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ

凝胶 。 （ Ｂ ） 丨 Ｎ Ｓ Ｒ Ｐ 在组织 中 的表达 水平 。 ５ Ｆ ： 五龄幼虫 ： ５Ｍ ： 五龄蜕 皮期幼虫 ； ６ ｔ ｈ
－６ ｈ

至 ６ ｔ ｈ
－

ｌ ２０ ｈ ： 六龄幼虫 的 各阶段 ；
Ｐ ０ － Ｐ ８ ：０ 天至 ８ 天大的踊 ； Ｆ ： 取 食期 ；

Ｍ ： 蜕皮期 ；

ＭＭ ： 蜕皮变态 期 ；
Ｐ ： 蛹期 。 用抗 ＡＣＴＢ 的单克隆兔抗检测 ＡＣＴＢ 作为对照 。 加样量为 ５ ０

Ｈｇ 蛋 白 质 。 （ Ｃ ） 丨ｍ ａｇ ｅ Ｊ 软件对 丨Ｎ Ｓ Ｒ
（

３ 的表达量进行定量分析 。 丨 １ ５％的 Ｓ Ｄ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。
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为 了探 究 ＩＮ Ｓ Ｒ
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３ 磷酸化水平的变化 ， 我们 富集等量的 ＩＮ Ｓ Ｒ
（

３ 以克服变态期

ＩＮ ＳＲ
ｐ 表达量的下降导致的磷酸化水平降低的现象 ， 用抗 ｐ

－

ｌＮ Ｓ Ｒ
ｐ 的抗体检测

发现 ， ＩＮ ＳＲ
Ｐ 的磷酸化水平也在取食期较高而在蜕皮变态期 （ ５ Ｆ 和 ６ ｔ ｈ

－６ｈ 至

６ ｔｈ
－

１ ２ ０ｈ ） 较低 （ 图 ３ ． ２Ａ ） ， 用抗 ＩＮ ＳＲ
ｐ 的抗体及低浓度 ７ ． ５％的 Ｓ Ｄ Ｓ － ＰＡＧＥ 凝

胶检测发现 出现两 条带 （ 图 ３ ． ２ Ｂ ） ，ｋ 磷酸酶处理降低 了Ｐ
－

ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ 的条带 ， 这说

明 ， 上面的条带即 为
］

＞ ＩＮ Ｓ Ｒ
（

３ 的条带 ， 即 丨Ｎ Ｓ Ｒ
（

３ 的磷酸化形式 （ 图 ３ ． ２Ｃ ） 。 这

些结果表明 ， 在变态期 ＩＮ ＳＲ
Ｐ 的磷酸化水平较低 。
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图 ３ ． ２ 蛋 白质免疫印迹分析变态期 丨Ｎ ＳＲ
｜

ｉ 磷酸化水平降低 。 （ Ａ ） 在幼虫表 皮 发育过程中

ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ 磷酸化水平的 变化 。 富集等量的 ＩＮ Ｓ Ｒ

（

３ 蛋 白 ， 使用 Ｉｍ ａｇ ｅＪ 软件对 ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ 的憐酸化

水平进行定量分析 。 误差线基于三次生物学重 复 。 １ ２ ． ５％的 ＳＤ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 （ Ｂ ） 从六龄

２４ｈ 幼虫到第 四 天的蛹表皮 中 丨Ｎ Ｓ Ｒ
Ｊ

３ 的表达和磷酸化 水平的变化 。 Ｐ －

ＩＮ Ｓ Ｒ
（

３ 是 Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ
｜

３ 的磷

酸化形式 。 使 用抗 ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ 的抗体 ， ＡＣＴ Ｂ 作 内 参对照 。 ７ ． ５％的 ＳＤ Ｓ

－ ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 使用

ＡＮＯ ＶＡ 进 行统计分析 ， 不同字母代表显著性差异 （

ｐ
＜０ ． ０ ５ ） ， 误差线代表着三次重 复的平

均值土Ｓ Ｄ 。 （ Ｃ ）Ｉ ＰＰａｓｅ 处理减弱 了ｐ
－

ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ 条带 。 六龄 ４ ８ ｈ 和六龄 １ ２０ ｈ 的表皮蛋 白与 入－

ＰＰ ａｓ ｅ（ ５ ０ （
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起孵育 。 ７ ． ５％的Ｓ Ｄ Ｓ
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ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 用抗 １Ｎ ＳＲ
Ｐ 的抗体进行蛋 白 质 免疫印迹检测 ， ＡＣＴＢ 作 内 参对照 。
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ｐ 的表达和磷酸化

棉铃虫幼虫生长至变态期 ， 体 内 ２ ０Ｅ 的滴度从 ０ ． ５增加至 １ ０ （
Ｄ ｉｅ ｔ

ａＵ２ ０２ ０ ）
。 为 了 阐 明变态过程中 ＩＮ Ｓ Ｒ

ｐ 较低的表达量和磷酸化水平的机制 ， 我

们首先 向六龄 ６ｈ 的幼虫体 内 分别注射胰岛素和 ２ ０ Ｅ 来探究这些激素对 １Ｎ Ｓ Ｒ
Ｐ

的作用 ， 结果发现 ： 增加胰 岛素 的浓度 ， 幼虫表皮 中 的 丨Ｎ Ｓ Ｒ
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３ 表达水平和磷 酉爱

化 水平均上升 （ 图 ３ ． ３ Ａ ） 。 用抗 丨Ｎ Ｓ Ｒ
Ｐ 的抗体富集 ＩＮ Ｓ Ｒ

ｐ 蛋 白 使 ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ 蛋 白 水

平均
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后 ， 使用抗 ｐ
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ＩＮ ＳＲ
（

３ 的抗体检测到 １Ｎ Ｓ Ｒ
（

３ 的磷酸化水平也随胰 岛素浓度

梯度的增加而增大 （ 图 ３ ． ３ Ｂ ） ａ 相反 ， 高浓度的 ２０ Ｅ（ ５００ｎｇ ） 则 降低 丫 丨Ｎ ＳＲ
Ｊ

３

的表达水平 （ 图 ３ ． ３Ｃ ） 以及 ＩＮ ＳＲ
（

３ 蛋 白 富集后 的磷酸化水平 （ 图 ３ ． ３ Ｄ ） ， 这些

结 果 说 明 ， 高浓度的 ２ ０ Ｅ 抑制 ＩＮ Ｓ Ｒ
（

３ 的 表达 和磷酸化 。
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ＤＭＳＱ １ ０ ０２００５００ （
ｎ ｇ ） ２ ０ Ｅ

（
１ ２ ｈ

）

２ ０ Ｅ
 （

１ ２ｈ
）

图 ３ ． ３ 胰岛素和 ２ ０ Ｅ 相互拮抗调控 丨 Ｎ ＳＲ
ｐ 的表达和磷酸化 除特殊说 明 外 ， 本实验所用凝

胶为 ７ ． ５
°
／。的 ＳＤ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 （ Ａ ） 胰 岛素对幼虫表皮 丨Ｎ Ｓ Ｒ

ｐ 表达量的调节 （ 为与本实验

中 使用 的棉铃虫表皮细胞系保持
一

致 ， 本文 多处使用 表 皮这种组织做研究 ） 。 使 用抗 ＩＮ Ｓ Ｒ Ｐ

抗体 。 ＡＣＴＢ 作为 内 参对照 。 （ Ｂ ） 胰 岛 素对 丨Ｎ ＳＲ
ｐ 磷酸化的调节 。 １ ２ ． ５

°
／。的 ＳＤＳ － ＰＡＧ Ｅ 凝

５ ５
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胶 。 分别使用抗 丨Ｎ ＳＲ
Ｐ 的抗体和抗 ｐ

－

丨Ｎ ＳＲ
ｐ 的抗体 。 （ Ｃ ）２０Ｅ 对幼虫表 皮 ＩＮ Ｓ Ｒ

卩 表达量的

调节 ， 使用抗 ＩＮ Ｓ ＲＰ 的抗体 。 ＡＣＴ Ｂ 作为 内 参对照 。 （ Ｄ ）２０Ｅ 对 ＩＮ Ｓ Ｒ
（

３ 磷酸化的调节 。

１ ２ ． ５％的 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 分别 使用抗 ＩＮ Ｓ ＲＰ 的抗体和抗 ｐ
－

ｌＮ Ｓ Ｒ
ｐ 的抗体 。 ２ ０ Ｅ５ ０ ０ｎｇ 相

唐于体 内 的５
）

ｉＭ ， 公式如下 ？

？

ｃ

＝

ｍ／ＭＶ ，ｍ 

＝

５００ ｎｇ ，Ｍ 
＝

４ ８０ ｇ／ｍｏ ｌ ，Ｖ 
＝

２０〇 ｎＬ（六龄６

ｈ 幼虫 ） 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ３ ．３ Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎａ ｎ ｄ２０ Ｅｃｏ ｕ ｎ ｔ ｅ ｒａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌｙｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅｄｔｈ ｅａ ｂ ｕ ｎ ｄ ａ ｎ ｃ ｅａ ｎ ｄ
ｐ

ｈ ｏ ｓ ｐ
ｈ ｏ ｒｙ ｌａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ

ＩＮ ＳＲ
ｐ

．７ ． ５％ＳＤＳ －

ＰＡＧＥ
ｇ

ｅ ｌｆｏ ｒ ｔｈｅｅｘｐ
ｅ ｒ ｉｍ ｅ ｎ ｔ ｓ ｉ ｎａｄｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ｔｏ ｉ ｎ ｄ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎ ．（

Ａ
）

Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎｒｅｇ ｕ ｌ ａｔ ｉ ｏ ｎ

ｉ ｎ ｔｈｅｅｘ ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ  ＩＮ Ｓ Ｒ

ｐ
ｉ ｎ ｔｈｅ ｌ ａ ｒｖ ａ ｌ ｅｐ

ｉ ｄｅ ｒｍ ｉ ｓ
（
Ｔｈｅ

ｐ ｕｒ
ｐ
ｏ ｓｅｏｆ ｕ ｓ ｉ ｎｇ

ｅ
ｐ

ｉ ｄ ｅ ｒｍ ｉ ｓ ｉ ｎｍａｎｙｐ
ｌ ａｃ ｅｓ

ｉ ｎ ｔｈ ｉ ｓａ ｒｔ ｉ ｃ ｌ ｅ ｉ ｓ ｔｏｋｅ ｅｐ
ｉ ｔｃ ｏｎ ｓ ｉ ｓ ｔｅ ｎ ｔｗ ｉ ｔ ｈｏ ｕ ｒＨ ａＥ

ｐ
ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

）
．Ｔｈ ｅａｎ ｔ ｉ ｂｏｄ

ｙ
ａｇａ

ｉ ｎ ｓ ｔ ＩＭ Ｓ Ｒ
ｐ
ｗ ａｓｕ ｓｅ ｄ ．

ＡＣＴＢｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａ ｌｒｅｆｅ ｒｅｎｃｅ ．（
Ｂ

）
Ｉｎｓ ｕ ｌ ｉｎｒｅｇｕ

ｌ ａｔ ｉｏｎｏｎｔｈｅ
ｐ
ｈｏｓｐｈｏ ｒｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏｆ  ＩＭ ＳＲｐ

ａｆｔｅ ｒ ａ ｆｆｉ ｎ ｉ ｔｙ
－

ｅｎ ｒ ｉ ｃ ｈｍ ｅ ｎ ｔｏ ｆ  ＩＮ ＳＲ
ｐ

． １ ２ ． ５％
ｇｅ

ｌ ． Ａ ｎ ｔ ｉ ｂｏｄ ｉ ｅ ｓａｇａ
ｉ ｎ ｓ ｔ

ｐ
－

ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ
ａｎ ｄ ＩＮ Ｓ Ｒ

（

３ｗ ｅ ｒｅｕ ｓｅｄ
，

ｒｅ ｓｐ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌ ｙ ．

 （
Ｃ

）
２ ０Ｅｒｅｇ ｕ

ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｎ ｔｈ ｅａｂ ｕ ｎｄ ａｎ ｃ ｅｏｆ  ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ

ｉ ｎ ｔｈ ｅ ｌ ａ ｒｖ ａ ｌｅ
ｐ

ｉ ｄ ｅ ｒｍ ｉ ｓ ．Ｔｈｅａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ

ａｇａ
ｉ ｎ ｓ ｔ ＩＮ Ｓ Ｒ

ｐ
ｗａ ｓｕ ｓ ｅｄ ．ＡＣＴＢｗａｓｕ ｓ ｅ ｄａ ｓｔｈ ｅ ｉ ｎ ｔｅ ｒｎ ａ ｌｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ ．（

Ｄ
）
２０Ｅｒｅｇｕ

ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｔｈ ｅ

ｐ ｈ ｏ ｓ
ｐ
ｈ ｏ ｒｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｏ ｆ  ＩＮ Ｓ Ｒ ｐ

ｉ ｎ  ｔｈｅ ｌ ａ ｒｖａ ｌ ｅｐ
ｉ ｄ ｅ ｒｍ ｉ ｓ ａ ｆｔｅ ｒ ｅｎ ｒ ｉ ｃ ｈｍ ｅ ｎ ｔ ｏｆ  ＩＮ Ｓ Ｒ

ｐ
． １ ２ ． ５％

ｇｅ
ｌ ． Ａ ｎ ｔ ｉ ｂｏ ｄ ｉ ｅ ｓ

ａｇａ
ｉ ｎ ｓ ｔ

ｐ
－

ＩＮ ＳＲ
ｐ

ａｎ ｄ １ １Ｓ １
ＳＲ

（

３ｗｅ ｒｅｕ ｓ ｅｄ ，ｒｅ ｓｐ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌ ｙ ．５ ０ ０ｎｇ
２ ０Ｅｗａ ｓｃ ａ ｌ ｃ ｕ ｌ ａ ｔｅｄａ ｓ５

 ｊ

ｉＭ２ ０Ｅ ｉｎ

ｖ ｉｖｏｂｙ
ｔ ｈｅｆｏ ｒｍ ｕ ｌ ａ ： ｃ

＝

ｍ／ＭＶ，ｍ 
＝

５ ００ｎ
ｇ ，Ｍ

＝

４ ８０
ｇ

／ｍ ｏ ｌ
，Ｖ

￣

２ ００
 ［

＼ Ｌｏｆ ａ６ ｔｈ
－６ｈ ｌ ａ ｒｖａ ．

３ ． ３ 高浓度 ２ ０Ｅ 抑制 丨Ｎ ＳＲ
ｐ 表达和磷酸化的机制

ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ 结合胰 岛 素后发生 自 身磷酸化 （

Ｃ ｚｅ ｃ ｈｅ ｔ ａ ｌ ． ． １ ９ ８ ５
）

， 因此 ， 胰 岛素缺

乏 ４能是 ＩＮ ＳＲ
ｐ 磷酸化水平降低的原因 。 然而 ， 通过 ３ ８ 个家蚕的 Ｉ Ｌ Ｐ ｓ ， ８ 个果

蝇 丨 ＬＰ ｓ
 （
Ｌ ｉ ｎ ｅ ｔａ ｌ ．

，２ ０ １ ７
） 以及 １ ０ 个人的 Ｉ Ｌ Ｐ ｓ 在棉铃虫基因组数据库 中 比对到 ８ 个

ＩＬ Ｐ ｓ（ 图３ ．４ ） 。

５ ６
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ｌ ｉ ｋｅ
ｐ
ｅ
ｐ

ｔ ｉ ｄｅ ７ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｍｅ ｌａｎｏ ｇａ ｓ ｔｅ ｒ ＮＰ ５ ７ ０ ０７ ０ ． １

２ ６


 Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ
－

ｌ ｉ ｋｅ
ｐ
ｅｐ ｔｉ ｄｅ ２ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ＮＰ ５２４ ０ １ ２ ． １





ｂｏｍｂ
ｙ
ｘ ｉ ｎＧ １

－

ｌ
ｉ
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－
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１

０ ． ２

图 ３ ． ４ 通过 Ｍ ＥＧ Ａ６ ．０ 对棉铃虫和其他生物的 Ｉ Ｌ Ｐ ｓ 进行系统发育分析 。 图 中数字代表亲

缘关系水平 。 Ｘ Ｐ ０ ２ １ ２００６ ８ ７ ． １ 和 Ｘ Ｐ ０ ２ １ １ ８ ４ ５ ９ ０ ． １ 是在基 因组中 未命名 的蛋 白 质 ， 我们 分

别将其命 名 为ｂｏｍ ｂｙ
ｘ ｉ ｎＧ １

－

丨 ｉ ｋｅ２和ｂｏｍ ｂｙ ｘ ｉ ｎＧ ｌ

－

ｌ ｉ ｋｅ３ 〇

５ ６
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Ｆ ｉｇｕ ｒｅ３ ．４Ｔｈ ｅｐｈｙ ｌｏｇｅｎｅ ｔ ｉｃａ ｎ ａ ｌｙｓ ｉｓｏｆＩＬＰｓｏｆＨ．ａｒｍｉｇｅｒａａｎｄｏ ｔｈ ｅｒｏｒｇａｎ ｉｓｍ ｓｂｙ

ＭＥＧＡ ６ ． ０ｓｏｆｔｗａ ｒｅ ． Ｔｈｅ ｎｕｍ ｂｅ ｒｓ ｉ ｎ ｔｈ ｅ
ｐ

ｉ ｃ ｔｕｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎ ｔ ｋ ｉ ｎ ｓｈ ｉ

ｐ
ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ．Ｘ Ｐ０２ １ ２ ００ ６ ８ ７ ． １ａｎｄ

ＸＰ ０２ １ １ ８４ ５ ９０ ． １ｗｅｒｅｕｎｃｈａｒａｃ ｔｅｒ ｉｚｅｄ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉ ｎ ｓ ｉｎｔｈｅ
ｇｅｎｏｍ ｅ ａｎｄｗｅｒｅ ｉｄｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｅｄａｓｂｏｍ ｂｙｘ

ｉ ｎ

Ｇ ｌ
－

ｌ ｉｋｅ ２ａｎｄｂｏｍｂｙｘ ｉ ｎＧ ｌ
－

ｌ ｉｋｅ３ｈｅ ｒｅ
，
ｒｅ ｓｐｅ ｃ ｔ ｉ ｖｅ ｌｙ ．

但这 ８ 个 丨 ＬＰ 中 的哪个 Ｉ ＬＰ 可 以与 丨Ｎ ＳＲ 结合是未知 的 ， 因此 ， 我们检测 了

这 ８ 个 丨 Ｌ Ｐ 的基因表达水平 。
ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 结果发现 ， ８ 个 Ｉ ＬＰ 基因 的 ｍＲＮＡ 水平

均在变态期到蛹 期 的表皮 、 中肠和脂肪体 中 表达量增加 （ 图 ３ ． ５Ａ －Ｈ ） ， 在脑组

织中 除 ５川－

／／ｆｅ 外其他 Ｉ Ｌ Ｐ 的表达水平均在变态期 （ 六龄 ９６ｈ ） 增加 （ 图 ３ ． ５ １ ） 。

与注射 ＤＭ ＳＯ 的对照组相 比向幼虫 中注射的 ２０Ｅ 依赖浓度和时间梯度上调 ５２－

／ｚｆｅ 、 ５ ／ ０－

／如 和 的表达 （ 图 ３ ． ５ Ｊ
－０ ） 。 这些数据表 明 ， 大多数 丨ＬＰ 在变

态期表达水平较高 ， 因此 ， 这不是 丨Ｎ ＳＲ
ｐ 磷酸化水平降低的原因 。
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图 ３ ． ５ ｑＲＴ
－ＰＣＲ显示 在虫体不同发育阶段及在 ２ ０Ｅ诱导下的表达谱 。 （ Ａ ） 至 （ Ｈ ）

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 显示幼虫发 育过程中 ８ 个 Ｉ ＬＰ 在表皮 ， 中肠和脂肪体 中 的表达情况 ， Ｉ ＬＰ 的 ＮＣＢ Ｉ

（ ｈ ｔ ｔｐ ｓ ： ／／ｗｗｗ ． ｎｃ ｂ ｉ ． ｎ ｌｍ ． ｎ ｉ ｈ ．

ｇｏｖ／ ） 序列号与 图 ３ ． ４
—

致 ？ 误差线表示三次生物学重复 的平

均值± Ｓ Ｄ 。 （ 丨 ） ｑ
ＲＴ－ ＰＣＲｉｎｉ示 ８ 个 Ｉ ＬＰ 在六龄 ２４ｈ 和六龄 ９６ｈ 脑 中 的表达情况 。 （ Ｊ ） 令

（ Ｏ ）２０Ｅ 依赖浓度及时 间梯度对表皮 中 ／ｉ ／Ｖ５２ －

／ ／ｆｃ ， 則 ０ －

／ ／心 和 Ｃ７ －

／ ／ｆｃ 表达的影响 。
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图 ３ ． ６ＣＨＸ 和磷酸酶抑制剂均抑制 了２ ０Ｅ 诱导的 Ｉ ＮＳ Ｒ
ｐ 去磷酸化 （ Ａ ）５０

ｍ
ＭＣＨ Ｘ 处理

Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ 细胞 １ｈ 对 ２ ０Ｅ 诱导的 ＩＭ Ｓ Ｒ
卩 去磷酸化的影响 。 （ Ｂ ） 用 ＡＮＯＶＡ 对 （ Ａ ） 的统计 分

析 。 （ Ｃ ） 磷酸酶抑制 剂处理 Ｈ ａＥ ｐ
ｉ 细胞对 ２０ Ｅ 诱 导 的 ＩＮ ＳＲ

Ｐ 去磷酸化的影响 。 （ Ｄ ） 用

ＡＮＯＶＡ 对 （ Ｃ ） 的统计分析 ， 不 同 的字 母代表显 著性差异 （ ｐ
＜０ ． ０ ５ ） ， 误差线代表三次重

复 的平均值± ＳＤ 。 使用 Ｉ ｍ ａｇ ｅ
』 软件进行 图像 数据转换 。

５ ９



Ｆ ｉｇｕｒｅ３ ．６２０Ｅ－

ｉｎｄ ｕ ｃｅｄｄ ｅｐｈｏｓｐｈ ｏ ｒｙ ｌａ ｔ ｉｏｎｏｆ  ＩＮ ＳＲ
ｐ
ｗａｓｒｅｐｒｅｓｓｅｄｂｙ

ｃｙｃ
ｌｏｈ ｅｘ ｉｍ ｉｄｅａｎｄａ

ｐｈ ｏｓｐｈａ ｔａｓｅ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒｃｏｃｋｔａ ｉ ｌ ．（
Ａ

）Ｔｈｅｅ ｆｆｅ ｃｔｏｆｃｙｃ
ｌ ｏｈｅｘ ｉｍ ｉｄｅｏｎ２０Ｅ －

ｉｎｄｕｃｅｄ

ｄｅｐｈｏｓｐ
ｈｏｒｙ ｌａｔ ｉｏｎｏｆ ＩＮ ＳＲ

ｐ
ｉｎＨａＥｐ ｉｃｅ ｌ ｌ ｓ

（
５０

 （

ｉＭｆｏ ｒ １ｈ
）

．

（
Ｂ

）
Ｓｔａｔ ｉ ｓｔ ｉｃａ ｌａｎａ ｌ

ｙｓ ｉ ｓｏｆ
 （
Ａ

）ｕｓ ｉｎｇ

ＡＮＯＶＡ ．

（
Ｃ

） 
Ｔｈｅｅ ｆｆｅｃｔｏｆ ａ

ｐ
ｈｏ ｓｐｈａｔａｓｅ

ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒｃｏｃｋｔａ ｉ ｌｏｎ２０Ｅ －

ｉｎｄｕｃｅｄｄｅｐｈｏｓｐ
ｈｏｒｙ ｌａｔ ｉｏｎｏｆ

ＩＮ ＳＲＰ ｉｎＨａＥ
ｐ

ｉｃｅ ｌ ｌ ｓ ． １ ２ ． ５％
ｇｅ ｌ ．

（
Ｄ

）
Ｓ ｔａｔ ｉ ｓｔ ｉ ｃａ ｌａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓｏｆ

 （
Ｃ

）ｕｓ ｉｎｇ
ＡＮＯＶＡ

，ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅ ｒｓ

ｒｅｐｒｅ ｓｅｎｔｅｄｓ ｉｇｎ ｉｆｉ ｃａｎｔｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃｅｓ｛ｐ
＜０ ．０５

）
．Ｔｈｅｂａｒｓ ｉ ｎｄ ｉ ｃａｔｅｔｈｅｍｅａｎ±ＳＤｏｆ ｔｈｒｅｅｔ ｉｍｅ ｓ

ｒｅｐｅｔ ｉｔ ｉｏｎ ． ＩｍａｇｅＪｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓｕｓｅｄ ｔｏｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｔｈｅ ｉｍａｇｅｄａｔａ ．

３ ．４ＰＴＰ １Ｂ 使 ＩＮＳＲｐ 去磷酸化

为 了 确定使 ＩＮ ＳＲ
ｐ 去磷酸化的磷酸酶 ， 我们从本实验室测定 的六龄 ２４ｈ

（ 取食期 ） 和六龄 ７２ｈ（ 变态期 ） 幼虫中肠的转录组数据库中鉴定 出三个在变

态期高表达的蛋 白酪氨酸磷酸酶 （ ＰＴＰａｓｅ ） 基因 ， ／Ｖｐｎ ／ 、 和 因

转录组数据仅测
一

次 ， 我们用 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 进

一

步进行 了验证 ， 检测这些磷酸酶在

各发育阶段及各组织 中 的表达谱发现 ， 与取食期相 比 ， 三种蛋 白磷酸酶的转录

水平在变态期幼虫中肠 中 的表达量显著增加 （ 图 ３ ． ７Ａ ） 并且 ２０Ｅ 上调 了它们的

表达 （ 图 ３ ． ７Ｂ ） ， 这表 明它们可能参与 了２０Ｅ 诱导的 ＩＮ ＳＲ
Ｐ 去磷酸化 。 为 了 确

定这三个磷酸酶中具体是哪个发挥作用 使得 ＩＮ ＳＲ
Ｐ 去磷酸化 ， 我们采用 ＲＮＡ ｉ

技术在 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞系 中分别敲降 了这三种磷酸酶的表达 。 与 ＰＢ Ｓ 的对照组相 比 ，

胰岛素诱导 ＩＮ ＳＲ
ｐ 鱗酸化 ； 与 ＤＭ ＳＯ 对照组相 比 ， ２０Ｅ 诱导 丨Ｎ ＳＲ

ｐ 去磷酸化 ，

然而敲降 维持 了ＩＮ ＳＲ
ｐ 的磷酸化状态 ， 敲降 和 Ｐ ／

［ｐｒＡ７２ ， 与 办ＧＦＰ

的对照组相 比 ， ２０Ｅ 仍然能诱导 ＩＮ ＳＲｐ 去磷酸化 （ 图 ３ ． ７Ｃ 和 Ｄ ） 。 用抗 ＩＮ ＳＲ
Ｐ

的抗体进行免疫共沉淀 （ Ｃ ｏ
－

ＩＰ ） 发现 ， 过表达的 ＰＴＰ Ｉ Ｂ －Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 蛋 白可 以在

２０Ｅ 的诱导下 与 ＩＮ ＳＲ
Ｐ 直接相互作用 （ 图 ３ ． ７Ｅ ） 。 这些数据说明 由 Ｐ ／ｐｗ ｉ 编码的

ＰＴＰ １ Ｂ 使 １Ｎ ＳＲ
Ｐ 去磷酸化 。
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图 ３ ．７ＰＴＰ １ Ｂ 参与 ２０Ｅ 诱导的 丨Ｎ ＳＲ
Ｐ 去磷酸化 。 （ Ａ ）ｑＲＴ

－ＰＣＲ 分析基于 三次重复的棉铃

虫 中 肠 中 尸？
／
ｗ ／ 、 Ｍｗｒ６ 和 尸

（ｐｍ２ 的表达谱 。 （ Ｂ ）２０Ｅ 上调幼虫中肠中 １ 个憐酸酶的表达 。

向六龄 ６ｈｄ虫体 内注射不同浓度的 ２ ０Ｅ ， 以等体积的 ＤＭＳＯ 作为对照 。 通过 ２
ＡＡｎ 方法计

算 ｍ ＲＮＡ 的水平 。 误差线代表着三次 重复的平均值士ＳＤ 。 用 ＡＮＯＶＡ 进行统计分析 ， 不同

的字母代表着 显 著性差异 （Ｐ
＜０ ． ０５ ） 。 （ Ｃ ） 敲降 ２０Ｅ 不能诱 导 ＩＮ Ｓ Ｒ

ｐ 去磷酸化 。 用

广 或 办尸 ｒｆｔｗｅ ．ｖ 转 染细胞静置 ４ ８ ｈ ， 加入 ２ ０ Ｅ
（
５ ｍ
Ｍ

） 和胰 岛 尜 （ ５
（

ｉｇ
／ｍ Ｌ ） 刺激 ６

ｈ １ ２ ． ５
。

。的Ｓ Ｄ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ凝胶 ， ＡＣＴＢ做对照 。 （
：

Ｉ ） ）ＡＮＯＶＡ对 （ Ｃ ） 的统 汁 分析 ，

的卞剛Ｕ之較 敁 矜忭茇 汁 （

／
＾ 〇 ． 〇５ ） ， 误 肩线代 衣 ＃次 屯 Ｕ的 ｆ

■

均値± ＳＤ ＝ 使叫 Ｉ ｍ ａｇｅ Ｊ

软件对 图像数据进行转换 。 （ Ｅ ）Ｃｏ －

丨 Ｐ 显示 丨Ｎ ＳＲ
ｐ 和 ＰＴＰ Ｉ Ｂ－Ｇ ＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 之间 的相互作 用 。

ＰＴＰ Ｉ Ｂ －Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 转染 ４８ｈ 后 ， 用 ＰＢ Ｓ ， 胰岛素 （ ５ｐｇ
／ｍＬ ） ， 胰 岛素加 ＤＭ ＳＯ 或胰岛素 力口

２０Ｅ（
５
ｐ
Ｍ

）处理细胞 ６ｈ ， 蛋 ！

＇

ｊ 质 免疫卬迹检测 Ｈ ａ Ｅ ｐ
ｉ 细胞 中的 Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ

ｐ 、 ＰＴＰ Ｉ Ｂ－Ｇ ＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 和

ＡＣＴＢ 蛋 白 表达水平 ， 用抗 ＩＮ Ｓ Ｒ
Ｐ 的抗体免疫沉淀 丨 Ｎ Ｓ Ｒ

（

３ ， 用抗 Ｇ ＦＰ 的抗体检测共沉淀 的

ＰＴＰ Ｉ Ｂ －Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ
ｉ ｓ ， 丨 ｇＧ 兔抗作为抗体 的 阴性对照 。 １ ２ ． ５％的 Ｓ Ｄ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 用 ＡＮＯＶＡ 进

厅统计分析 ， 不 同 的字母代表着显著性差异 ０ ． ０ ５ ） ， 误差线代表着三次重复的平均值±

ＳＤ 。 使用 Ｉｍ ａ
ｇｅ ． 丨 软件对图像 数据进行转换 。
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３ ． ５ＰＴ ＥＮ 通过调节 ＦｏｘＯ 核定位上调 ＰＴＰ １ １３ 表达参与 Ｉ Ｎ ＳＲ
ｐ 去磷酸化并抑制

ＩＮ ＳＲ
ｐ 表达

ＰＴＥＮ 是
一

种双功能磷酸酶 ， 既有蛋 白质磷酸酶的活性 又具有脂质磷酸酶的

活性 （
Ｊ ａｍ ａ ｓｐ

ｉ ｓｈｖ ｉ ｌ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ． ，２０ 丨 ８
）

。 在变态期ＰＴＥＮ能被２０Ｅ上调 （
Ｃａ ｉ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ６

）
。

因此 ， 我们 也对其是否参与 Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ
（

３ 去磷酸化进行 了探宄 。 从棉铃虫变态期到蛹

期 的表皮 ， 中肠和脂肪体 中 ， 的 ｍ ＲＮＡ 水平增加 （ 图 ３ ． ８Ａ ） 。 用 ＪＡ Ｓ ＰＡ Ｒ

在线软件 （ ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／／
ｊ
ａ ｓｐａ ｒｄ ｅｖ ． ｇｅｎ ｅ ｒｅ ｇ ． ｎ ｅ ｔ／ ） 预测到 ／Ｖｔｗ 的 启动子区域存在 ２ ０Ｅ 的受

体Ｅ ｃ Ｒ的结合元件 （ ＥｃＲＥ ）５
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） 。 在 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞 系 中 ， ２ ０Ｅ 诱导 丨Ｎ Ｓ Ｒ
（

３ 去磷酸化 ， 而敲降 厂 ／⑶ 阻断

了２０Ｅ 诱导 的 １Ｎ ＳＲ
Ｊ

３ 去磷酸化 。 相对而言 ， 与过表达 Ｇ Ｆ Ｐ 的细胞相 比 ， 在没有

２ ０Ｅ 诱导 的情况下过表达 乃⑶ 降低 了 丨Ｎ ＳＲ
（

３ 的磷酸化水平 （ 图 ３ ． ８Ｂ ） 。 统计分

析数据进
一

步证实 了这
一

结果 （ 图 ３ ． ８Ｃ ） 。
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图 ３ ． ８ＰＴＥＮ 参与 ２ ０ Ｅ 诱导的 丨ＮＳ Ｒ
ｐ 去磷酸化 。 （ Ａ ）ｑＲＴ

－ ＰＣＲ 分析在不 同发育阶段各组织

中 Ｐｔｅｎ 的表达谱 ， 作为对照 。 （ Ｂ ） 蛋 白 质免疫印迹分析敲降 Ｐｔｅ ｆｉ 或过表达 ｆｔｅ ？？ 对

１Ｎ ＳＲ
（

３ 的影响 。 １ ２ ． ５％的 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 凝胶 。 （ Ｃ ） 用 ＡＮＯＶＡ 对 （ Ｂ ） 的统计分析 ， 不同 的字

母代表显著性差异 ０ ＜ 〇 ． 〇 ５ ） ， 误差线表示三次重复的平均值± ８０ 。 使用 丨ｍａｇ ｅ Ｊ 软件进行

图像数据转换 。
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与 ＤＭ ＳＯ 对照组相 比 ， ２０Ｅ 依赖浓度梯度和时间梯度增加 了的 ｍ ＲＮＡ

水平 （ 图 ３ ． ９Ａ 和 Ｂ ） 。
ｑ
ＲＴ－ＰＣ Ｒ 进

一

步验证 了 上述实验 中 尸 的干扰效率 （ 图

３ ． ９Ｃ ） 以及蛋 白 质 免疫印迹验证 尸＿ 的过表达 Ｃ 图 ３ ． ９Ｄ ） 。 然而 ， Ｃ ｏ －

Ｉ Ｐ 实验没

有检测到 ＰＴＥＮ 和 丨Ｎ Ｓ Ｒ
（

３ 之间 的相互作 用 （ 图 ３ ． ９ Ｅ ） 。 这些结果说明 ＰＴＥＮ 参与

了 ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ 的去磷酸化 ， 但不能与 丨Ｎ Ｓ Ｒ

（

３ 直接相互作用 。
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图 ３ ． ９２ ０ Ｅ 不能诱导 ＰＴ ＥＮ 与 丨 Ｎ ＳＲ
Ｐ 直接相互作用 （ Ａ ） 和 （ Ｂ ）ｑ ＲＴ

－ ＰＣ Ｋ 分析在幼虫 农

皮 中 ２０Ｅ 依赖浓度和时 间梯度调控 的表达 。 注射等 歐的 ＤＭ ＳＯ 作 为对照 。 （ Ｃ ）ｑ ＲＴ
－

ＰＣＲ 分析 Ｐ／ｅｗ 的 斤扰效率 。 ＤＭ ＳＯ 作为 ２０Ｅ 的溶剂对照 ， ｃ／ｓＧＦ／
５

作为 ｃｆｅ ／Ｖｅｎ 的对照 。 通

过 ２
Ｗ

’

Ｔ
力

？

法 ｉ
丨

？

锌 ｍ ＲＮＡ 的 水 ｆ
？

。 丨 Ｈ ／ 检验进 彳 」

：

显 汽性 泠 Ｈ？ 分析 ＊ ＊

／
５ ＜ ０ ． ０ １） ，

ｉＭ 岧线代表着
？

： 次重 复的平均值土ＳＤ ． （ Ｄ ） 表皮细胞中过表达 ＰＴＥＮ 的蛋 白 质 免疫 印迹分

析 。 １ ２ ． ５％的ＳＤＳ
－ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 （ Ｅ ）Ｃｏ－

Ｉ Ｐ检测ＰＴＥＮ和 ＩＮ ＳＲ
Ｐ
的结合 。 ＰＴＥＮ －Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ质

粒转染细胞培养 ４ ８ ｌ ｉ 后 加 入激素继续培养 ６ｈ 。 蛋 白 质 免疫 印迹检测 Ｈ ａ Ｅｐ ｉ 细胞 中 的 ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ

，

ＰＴＥＮ －Ｇ ＦＰ － Ｈ ｉ ｓ 和 ＡＣＴＢ 蛋 白 表达水平 ， 用抗 ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐｆｌ勺抗体免疫沉淀 １Ｎ Ｓ Ｒ

Ｊ

３ ， 用抗 Ｇ Ｆ Ｐ 的

抗体检测共沉淀 的 ＰＴ ＥＮ －Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ， Ｉ

ｇＧ 兔抗作 为抗体的 阴性对照 。 １ ２ ． ５％的 ＳＤ Ｓ － ＰＡＧＥ 凝

胶 。 用 ＡＮＯＶＡ 进行统计分析 ， 不 同 的字母代表着显著性差异 （ ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ） ， 误差线代表着三

次重 复 的平均值＋ ＳＤ 。 使用 Ｉ ｍａｇｅ ｊ 软件进行 图像数据转换 。
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ｙ 

２
ＡＡＣＴ

．Ｔ ｈｅ ｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌａｎａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓ ｗａ ｓ
ｐ

ｅ ｒ ｆｏ ｒｍ ｅ ｄ ｕｓ ｉ ｎ
ｇ 

ｔｈ ｒｅｅ  ｔ ｉｍ ｅ ｓ ｒｅ ｐ
ｅ ｔ ｉ ｔ ｉ ｏｎｂ

ｙ
Ｓ ｔ ｕｄ ｅ ｎ ｔ

＇

ｓ

／
－

ｔ ｅｓ ｔ （

＊

／
＞ ＜０ ． ０５

；
＊ ＊

／
？
＜０ ． ０ １

）ａ ｎ ｄｔ ｈ ｅｂａ ｒｓ ｉ ｎ ｄ ｉ ｃ ａ ｔｅｔｈ ｅｍ ｅ ａｎ士ＳＤ ． （
Ｄ

）Ｅｆｆｉ ｃ ａｃｙｏ ｆＰ丁ＥＮ

ｏｖ ｅ ｒｅｘ
ｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｉ ｎＨ ａＥ
ｐ

ｉｃｅ ｌ ｌ ｓ ． １ ２ ． ５％ＳＤＳ －ＰＡＧ Ｅ ．

（
Ｅ

）
Ｃ ｏ

－

Ｉ Ｐｏ ｆ  ＩＮ ＳＲ
ｐ
ａｎｄＰＴＥＮ ．Ｔｈｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

，ａ ｆｔｅ ｒ

ｔ ｒａ ｎ ｓｆｅ ｃ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔ ｈＰＴＥＮ －Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ
ｐ

ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄｆｏ ｒ４ ８ｈ
，ｗ ｅ ｒｅ ｉ ｎ ｃ ｕ ｂａ ｔ ｅｄｆｏ ｒ６ｈｗ ｉ ｔ ｈｖ ａ ｒ ｉ ｏｕ ｓｒｅ ａｇ

ｅ ｎ ｔ ｓ ．

Ｔｈ ｅ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏｆ  ＩＮ Ｓ Ｒ
ｐ ，ＰＴＥＮ －Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓａ ｎｄＡＣＴＢ ｉ ｎＨ ａＥ

ｐ
ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗｅ ｒｅｄ ｅ ｔｅｃ ｔｅｄｖ ｉ ａｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ

６ ３
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ｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 
ｗ ｉｔｈ １ ２ ． ５％ ＳＤＳ －ＰＡＧＥ ． ＩＮＳＲ ｗａｓ  ｉｍｍｕｎｏｐ ｒｅｃ ｉ

ｐ
ｉｔａｔｅｄ ｗ ｉ ｔｈ ａｎｔ ｉ

－

ＩＮ ＳＲ
Ｐ ， 

ａｎｄＰＴＥＮ －ＧＦＰ －

Ｈ ｉ ｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓ ｉｎｇ
ａｎａｎｔ ｉ

－Ｈ ｉ ｓｍＡｂ ．Ｒａｂｂ ｉ ｔ ＩｇＧ ｗａｓｕｓ ｅｄａｓｎｅｇａｔ ｉｖ ｅｃｏｎｔｒｏ ｌｏｆ  ｔｈｅａｎｔ ｉｂｏｄｙ ．

Ｓ ｔａｔｉｓｔ ｉ ｃａｌａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓｗａｓｃｏｎｄｕ ｃ ｔｅｄｕｓ ｉｎｇＡＮＯＶＡ ，ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅ ｓｅｎｔｅｄｓ ｉｇｎ ｉｆｉ ｃａｎｔ

ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｃ ｅ ｓ
（ｐ

＜０ ．０５
）

．Ｔｈｅｂａｒｓ ｉｎｄ ｉ ｃａｔｅｔｈｅｍｅａｎ 土ＳＤｏｆ ｔｈｒｅｅｒｅｐ ｌ ｉ ｃａｔｅ ｓ ． ＩｍａｇｅＪｓｏｆｔｗａｒｅｗａｓ

ｕｓ ｅｄｔｏｔｒａｎｓｆｏ ｒｍ ｔｈｅ ｉｍａｇｅｄａｔａ ．

先前 的研究发现 ， 在 ２ ０Ｅ 诱导下 ， ＰＴＥＮ 可通过抑制棉铃虫体内 ＡＫＴ 和

ＦｏｘＯ 的磷酸化来诱导 ＦｏｘＯ 核定位 （
Ｃａ ｉｅｔａ ｌ ．

，２０ １ ６
）
。 因此 ， ＰＴＥＮ 可能通过调

节 ＦｏｘＯ 核定位来促进 Ｐ ／

ｊ
ｗｉ 的表达进而在 ２０Ｅ 诱导的 ＩＮ ＳＲｐ 去磷酸化 中发挥

作用 。 我们在细胞系上过表达带 ＧＦＰ 标签的 Ｆｏｘ？ 蛋 白来探宄 ＰＴＥＮ 参与 ２０Ｅ

诱导的 ＩＮ ＳＲ
ｐ 去磷酸化过程的机制 ， ＧＦＰ 蛋 白表达后的绿色荧光可 以显示 ＦｏｘＯ

的亚细胞定位 。 过表达 ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 的蛋 白在 ＰＢＳ 处理下定位于细胞核 中 ， 胰岛

素诱导使其定位于细胞质 中 ， ２ ０Ｅ 则与胰岛素作用相反 ， 使得 ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 入核 。

然而 ， 与 办 加胰岛素和 ２ ０Ｅ 的对照组相 比 ， 敲降 后 ， ２０Ｅ 则不能使

ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 定位于细胞核 中 （ 图 ３ ． １ ０Ａ ） 。 这证 明 ＰＴＥＮ 决定 了ＦｏｘＯ －Ｇ ＦＰ 的核定

位 。

我们探究 了ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 的核定位对于 ＰＴＰ １ Ｂ 表达的影响 。 用 ＪＡ ＳＰＡＲ 在线

软件 预测 到 朽
／
ｗ ｉ 的 启 动 子 区 域 存在 ＦｏｘＯ 的 结 合 元 件 （ ＦｏｘＯＢＥ ）５

’

－

ＴＴＧＴＴＡＡＣ －

３
＇

（相对于 ＡＴＧ 的 －９ ８０ 到 －９ ７ ３ｂｐ
） ， 这与棉铃虫 Ｂ ｒＺ７ 启动子区域

的ＦｏｘＯＢＥ序列 （ ５

＇

－ＴＴＧＴＴＴＡＣ －

３
＇

） 非常相似 （
Ｃａ ｉ ｅｔ ａＬ

，２０ １ ６
）

。 在过表达

ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 的细胞中 ， 尸中《 ７ 的表达水平与过表达 ＧＦＰ 的对照组相 比显著增加

（ 图 ３ ． １ ０Ｂ ） ， 表明过表达 ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 能上调 尸 的表达 。 Ｃ ｈ ＩＰ 分析表明 ， 与

ＤＭ ＳＯ 的对照组相 比 ， 在 ２０Ｅ 处理下 ， ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 结合更 多 朽 启动子区域的

ＦｏｘＯＢＥ （ 引 物 ＦｏｘＯＢ Ｅ －

／Ｖ？ ７
－Ｆ ／ＦｏｘＯＢＥ－

／＾？ ７
－Ｒ 指 户炉 基因启动子 区包含

ＦｏｘＯＢＥ 的片段所设计的 引 物 ， 如表 ３ ． １ 所示 ） 。 Ｉ

ｇＧ 阴性对照和 Ｐｆ
／
ｗ ／ 基因 的 引

物 （ ／Ｙｐ？ ｉ －Ｆ ／Ｒ 位于 尸炉《７ 的开放 阅读框中 ） 没有 出现相 同 的结果 （ 图 ３ ． １ ０Ｃ ） 。

这些结果说明 ２０Ｅ 通过 ＦｏｘＯ 促进 竹／
ｗ ／ 的转录 。

在 ／ｒａｒ 基因 的启动子区预测到另
一

个 ＦｏｘＯＢＥ５
＇

－ＴＧＴＴＴＡＣ －

３
＇

（ 相对于 ＡＴＧ

的 －

１ ８ ３ ５ 到 －

１ ８２９ ｂｐ
） ， 因此我们探宄 了ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 的核定位对 ＩＮ ＳＲｐ 表达水平的

影响 。 在过表达 ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 的细胞中 ， ＰＴＰ １ Ｂ 不仅能降低 ＩＮ ＳＲ
ｐ 的磷酸化水平 ，

其蛋 白表达水平也有所下降 （ 图 ３ ． １ ０Ｄ ） 。 这表明过表达 ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 抑制 ＩＮＳＲ
ｐ

的表达 。 Ｃｈ ＩＰ 结果进
一

步说明 了与 ＧＦＰ 对照组相 比 ， ＦｏｘＯ －ＧＦＰ 结合更多

启动子区域的 ＦｏｘＯＢＥ（ 引物 ＦｏｘＯＢＥ－／似ｒ
－Ｆ／Ｆｏｘ〇ＢＥ－／似ｒ

－Ｒ 指 ｉｒａｒ 基因启动子

６４
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区包含 Ｆ ｏｘＯ Ｂ Ｅ 的 片段所设计 的 引 物 ， 如表 ３ ． １ 所示 ） 。 Ｉ

ｇＧ 阴性对照和 ／ｍｒ 基

因 的 引 物 （ ／？ｖ－ Ｆ ／Ｒ 位于 ／ｍｒ 的开放 阅读框中 ） 没有 出现相 同 的结果 （ 图 ３ ．
１ ０ Ｅ ） 。

这些结果说 明 ＦｏｘＯ 抑制 ／ｍｒ 的转录 。

Ａ Ｂ
＞ Ｃ 

一

Ｆ ｏ ｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ１ Ｉ －

 （
％

）
＊

ＦｏｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ＋ＤＭ ＳＯ

〇
．

１ ２ ｎ★ ★
■－

４０
－

１
－ Ｆｏ ｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ ＋ ２ ０ Ｅ

ｎ卜
．

Ｐ

－■ＢＢ Ｌ＾＿
Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ Ｊ５０ｍ ａ ｎ ｔ ｉ

－Ｇ ＦＰ Ｉ

ｇ Ｇａ ｎ ｔ ｉ

－ＧＦ Ｐ

＋ＤＭＳ０
＾＾＾｜ａ． Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒ ＦｏｘＯＢ Ｅ ｏ ｆ Ｐ ｔｐｎ ｌＰ ｒ ｉｍ ｅ ｒ Ｐ ｔｐｎ ｌ

－ ｇ ｆ ｐＥ

Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ ^
＋２ 〇 ｅ

ＨＫＩＫ１^

：『■■■ｌ
；ｊ

｜［
ｎ ｜＾ ．卜 氓

ｄｓＰｔｅｎ ＾ Ｉ Ｎ Ｓ ＲＰｐ
－

Ｉ Ｎ ＳＲ ｐ？

＋ ２ ０ Ｅ Ｉ Ｎ ＳＲ Ｐ ：



９ ５

｜
５

－

ｐ
－

Ｉ Ｎ ＳＲ Ｐ ；

１

９

３

５

°

ｚ〇
—￣—二 ｌ

ｓ

 ，５ ａ ｎ ｔ ｉ

－Ｇ Ｆ Ｐ Ｉ ｇＧａ ｎ ｔ ｉ

－Ｇ Ｆ Ｐ
－

５ ５
山

Ａ Ｃ ＴＢ一

 ４３
Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒ Ｆ ｏ ｘＯ Ｂ Ｅｏ ｆ  Ｉｎｓ ｒＰ ｒ ｉ ｍ ｅ ｒ  Ｉｎｓｒ

Ｇ Ｆ ＰＦ ｏ ｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ

图 ３ ． １ ０ＰＴＥＮ 决定 Ｆｏ ｘＯ 的核定位 以及 Ｆｏ ｘＯ在 ２ ０ Ｅ 和胰岛素途径 中相反的转录功能 。 （ Ａ ）

在没有 ＦＢ Ｓ 的不同激素处理条件 下 （胰岛素 ５
Ｍｇ

／ｍＬ ，２０Ｅ５ＭＭ 刺激 ６ｈ ， 细胞系 中添加 ４

培 养 ４ ８ ｈ ）ＦｏｘＯ －Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 的亚细胞走位 。 绿色 ： Ｆｏ ｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ 的绿色荧 光 。 蓝 色 ：

ＤＡ Ｐ １ 标记的细胞核 。 标尺＝

２０ 叫１ 。 （ Ｂ ）ｑＲＴ
－ＰＣＲ 分析在 Ｈ ａＥ

ｐ
ｉ 中过表达 ＦｏｘＯ－Ｇ ＦＰ 上调

了的表达水平 。 （Ｃ ）Ｃ ｈ 丨 Ｐ 分析 ２０Ｅ 诱导的 ＦｏｘＯ 与 启 动子区域的 ＦｏｘＯＢ Ｅ 结

合 。 仵Ｈ ａ Ｅｐ ｉ细胞 系过 表达Ｆｏ ｘＯ －Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ４ ８ ｌ ｉ ｉＨ 加５ ｍ
Ｍ２０ Ｅ或ＤＭ ＳＯ处理６ｈ 。 Ｉ ｎ ｐ ｕ ｔ ：

衣经免疫沉淀的染色质 ： ［ｇＧ ： 出特异性兔抗 Ｉ

ｇ
Ｇ ：Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒＦｏｘＯＢＥｏ ｆ 尸 ／

／
ｗ ７ ：／Ｖ

／
ｗ ／ 基因 启

动 ｆ Ｋ （ｉｉ 含 ＦｏｘＯ Ｂ Ｅ 的 丨 ｔ
： 列 引 物 ；

Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ 尸 ／

／
ｗ ／ ： 针对 尸 ／

／
ｗ ／ 汗放阅 读抿 丨卞列 设 ｉ

ｔ

？

的 ］ ｌ 物 。

（ Ｄ ） 蛋 白 质 免疫印迹检测过表达 ＦｏｘＯ －Ｇ ＦＰ 抑制 ＩＮ Ｓ Ｒｐ 的 表达和磷酸化 水 平 。 １ ２ ． ５％ Ｓ勺

ＳＤ Ｓ －ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 使用抗 ＩＮ ＳＲ
ｐ 的抗体和抗 ｐ

－

ＩＮ ＳＲ
ｐ 的抗体分 别检测 ＩＮ ＳＲＰ 的 表达和 磷酸

化水平 。 使用 Ｉｍａｇｅ 』 软件进行图像数据转换 。 （ Ｅ ）Ｃｈ ｌ Ｐ 分析 ＦｏｘＯ 与 ／ｍｒ 启 动子 Ｅ域的

ＦｏｘＯＢ Ｅ 结合 。 在 Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ 细胞 系过表达 ＦｏｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ４ ８ｈ 。 丨叩 ｕ ｔ ： 未经免疫沉淀的染色质 ；

Ｉ

ｇＧ ： 非特异性兔抗 Ｉ

ｇ
Ｇ

；Ｐ ｒ ｉ ｎ ｉ ｅ ｒ ＦｏｘＯＢ Ｅ ｏ ｆ ／ｒａ ｒ ：／ｒａ ｒ 基因 启 动子 丨 包含 Ｆｏ ｘＯＢ Ｅ 的序 列 引

物 ；
Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒ ／ｍｒ ： 针对 ／／ｍ〃 开放阅 读框序 列 设计 的 引 物 。 所有实验均 重复二次 ， 用 ／ 检验进

行显 著性差异 分析 （
＊

％ ＜ ０ ． ０ 丨 ） ， 误差线表示三次重复的平均值＋ ＳＤ 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３ ． １ ０ＰＴ ＥＮｄ ｅ ｔ ｅ ｒｍ ｉ ｎ ｅｄＦｏ ｘＯｎ ｕ ｃ ｌ ｅａ ｒ ｌ ｏ ｃ ａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏ ｎａ ｎ ｄ ｉ ｔ ｓｏ ｐ ｐ ｏ ｓ ｉ ｔｅｔ ｒａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ

ｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ ｉ ｎ ｔ ｈ ｅ２ ０ Ｅａ ｎ ｄ ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ
ｐ ａ ｔ ｈｗ ａｙ ．

 （
Ａ

）
Ｔｈ ｅｓ ｕ ｂｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒ ｌ ｏｃ ａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ＦｏｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ ｉ ｎ

ｔｈｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｉ ｎｖ ａｒ ｉ ｏ ｕ ｓｃｏｎ ｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ｓ
 （

ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ５
 （

ｉｇ／ ｔｎ Ｌ
， 
２０ Ｅ５

 ｊ

ｉ ｌＶＩｆｏ ｒ ６ｈ
．４

 ｆ

ｉｇ
ｏ ｉ

＇

ｄｓＲＮＡｆｏ ｒ ４ ８ｈ
）ｗ ｉ ｔ ｈ ｏ ｕ ｔ

ＦＢ Ｓ ．Ｇ ｒｅ ｅ ｎ ：

ｇ ｒｅ ｅ ｎｆ ｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｃ ｅｆｒｏｍ ＦｏｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ ．Ｂ ｌ ｕ ｅ ：ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｕ ｓｓ ｔａ ｉ ｎ ｅｄｗ ｉ ｔ ｈＤＡ Ｐ Ｉ ．Ｓ ｃ ａ ｌｅｂ ａ ｒ ｓ ：２ ０

（

． ｉｍ ． （
Ｂ

）ｑ
ＲＴ－ ＰＣＲｓｈｏｗ ｉ ｎｇ ｔ ｈ ｅ ｉ ｎ ｃ ｒｅａｓｅｄＰｔｐｎ ｌｅｘ ｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅ ｖ ｅ ｌ ｓａ ｆｔ ｅ ｒｏ ｖ ｅ ｒｅｘ ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆＦｏ ｘＯ －

Ｇ Ｆ Ｐ ｉ ｎＨ ａＥ
ｐ

ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．

 （
Ｃ

）
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．Ｔ ｈ ｅｂａ ｒ ｓ ｉｎｄ ｉ ｃ ａ ｔ ｅｍ ｅ ａｎ土Ｓ Ｄ ．

通过蛋 白 质 印迹证实了Ｆ ｏｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ 和 Ｇ Ｆ Ｐ 在 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞系 中 的过表达 （ 图

３ ． １ １ Ａ ） 。 过表达 Ｇ Ｆ Ｐ 的对照组没有 出现类似 ＦｏｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ 的亚细胞定位变化 （ 图

３ ． １ １ Ｂ ） 。 这进一步证实 了ＰＴＥＮ 决定 ＦｏｘＯ －Ｇ Ｆ Ｐ 的核定位 。
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图 ３ ． 丨 丨 ＰＴＥＮ 不影响 Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ 的亚细胞定位 。 （ Ａ ） 在 Ｈ ａ Ｅ
ｐ

ｉ 细胞系 中过表达 ＦｏｘＯ －Ｇ ＦＰ 和

Ｇ ＦＰ 标签蛋 白培养 ４ ８ｈ 。 抗 Ｇ ＦＰ 的抗体作为
一

抗 ， Ｈ Ｒ Ｐ 标记的 山 羊抗小 鼠 的抗体作为二

抗 。 （ Ｂ ） 在没有 ＦＢ Ｓ 的不 同激素处理条 件下 （ 胰 岛素 ５ ｎｇ ／ｍ Ｌ ， ２０Ｅ ５
Ｈ
Ｍ 刺激 ６ ｈ ， 细胞系

中添加 ４
ｐ ｇ 培养 ４ ８ｈ ）Ｇ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ 的亚细胞定位 。 绿色 ： Ｇ Ｆ Ｐ 蛋 白 的绿色荧光 。 蓝

色 ： ＤＡＰ Ｉ 标记的细胞核 。 标尺＝

２ ０
｜

ａｍ 。

Ｆ ｉ

ｇ ｕ ｒｅ３ ． １ １Ｔ ｈ ｅｓ ｕ ｂ ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒ ｌｏ ｃ ａ ｌ ｉｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆＧ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓｔａ ｇｗ ａ ｓｎ ｏ ｔａ ｆｆｅ ｃ ｔｅｄｂｙＰＴＥＮ ．（
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ｗ ｉ ｔｈＤＡＰ Ｉ ．Ｓ ｃ ａ ｌ ｅｂａ ｒｓ ： ２０
 ｊ

． ｔｍ ．

３ ． ６ 敲降幼虫体 内 的 维持 丨Ｎ ＳＲ
ｐ 磷酸化状态导致 ２ ０Ｅ 滴度升髙促使幼虫

提前化蛹并化小蛹

为 了检测 ＰＴ Ｐ １ Ｂ 在虫体 内 的功能 ， 通过 向六龄幼虫体 内注射 Ｊ ． ｖＵ 来敲降

尸 ／
／
ｗ ／ 。

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 结果显示 Ｐ Ｚ

／
ｗ ／ 的表达量在幼虫表皮中被成功敲降 （ 图 ３ ． １ ２Ａ ） 。

注射 沿 后 ， 丨 Ｎ Ｓ Ｒ
ｐ 的磷酸化水平显著高于 ＡＧｉＴ 对照组 （ 图 ３ ． Ｉ ２ Ｂ ） ， 这

证实 了 体 内 的 ＰＴ Ｐ Ｉ Ｂ 使 ＩＮ ＳＲ
ｐ 去磷酸化的作用 。 结果 发现 ， 敲降 八

／
讲 ／ 后最主

要的表型是形成 了 小蛹 （ 图 ３ ． １ ２Ｃ －Ｅ ） 并且与对照组相 比延迟化蛹 （ 图 ３ ． １ ２ Ｆ ） 。

此外 ， 在 的实验组 中 ， 幼虫 中肠呈现红色 ， 这通常发生在变态期代表幼

虫中肠细胞的程序性死亡 （
Ｈ ａｋ ｉｍ ｅ ｔ ａ ｌ ． ． ２０ １ ０

：Ｗａｎｇ

ｅｔ ａ Ｌ ， ２００ ７）
， 但在注射办ＧＦ／５

的 对照组 并没有 出现中肠变红的现象 （ 图 ３ ． １ ２Ｇ ） 。 这表 明 办Ｐ ｚ
／
ｗ ／ 的 实验组幼

虫 比对照组更早进入变态时期 。 血淋 巴 中 ２ ０Ｅ 的滴度约 为 ５
ｐ
Ｍ ， 显著高于对照

组的 ２０Ｅ 滴度 （釣 ２ ． ５
＿ １ ） （ 图 ３ ． Ｉ ２Ｈ ） 。 这表明维持 丨Ｎ ＳＲ

（

３ 的磷酸化水平增加

了２０ Ｅ 的滴度 ， 导致提前化蛹 。
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图 ３ ． １ ２ 通过 ｌｉ ＮＡ ｉ 在幼虫中敲降 ＰＣ
／
； ／ ； ／ 缩短了虫体化蛹时间 ， 化小蛹 ， 增加 ２ ０ Ｅ 滴度 。

（ Ａ ）ｑ ＲＴ
－ ＰＣ Ｒ 分析 的干扰效率 （ 首次注 射 办尸卿 ／ 或 ｒｆｖＧ／Ｔ 于六龄 ６ｈ 幼虫中 ， ２４

ｈ 后再注射
一

次 ， １ ． ５ 叩 也Ｕ ／幼虫 ） 。 （ Ｂ ） 蛋 白 质 免疫 印迹结果 显示 ， 与 办ＧＦＰ 对照组相

比 ， 最后
－

次注射 办 后 ７２ｈ ， Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ
ｐ 仍维持磷酸化状态 ， 分别使用抗 丨 Ｎ ＳＲ

Ｐ 的抗体

和抗 ｐ
－

ｌＮ Ｓ Ｒ
ｐ 的抗体 。 丨 ２ ． ５％的 ＳＤＳ －ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 使用 Ｉｍ ａｇ

ｅ Ｊ 软件进行 图像数据转换 。 （ Ｃ ）

首次注射 ＊兄Ｖ，４ １ １ ４ｈ 至 １ ３ ８ｈ 观察敲降 的表型 。 （ Ｄ ） 基于对照组和实验组的不 同 表

型百分 比 的统计分析 ， 每组包含 ３ ０ 只幼虫 。 用 ／ 检验对三个 独立的生物学重复样本进行统

６ ７
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计分析 。 （ Ｅ ） 和 （ Ｆ ） 蛹重量和化蛹时间 的统计分析 。 （Ｇ ） 最后
一

次注射 办＿２４ｈ 后观

察到的 中肠形态 。 （ Ｈ ） 最后
一

次注射 办＿ 后 ６６ｈ 时血淋 巴 中 ２０Ｅ 滴度检测 。 用 ／ 检验对

三个独立的生物学重复样本进行统计分析 （ ， ＜０ ． ０５ ；
＊

， ＜０ ． ０ １ ） ， 误差线代表着平均值士

ＳＤ 。
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．Ｔｈｅｂａｒｓ ｉｎｄ ｉ ｃａｔｅ ｔｈｅｍｅａｎ 

土ＳＤ ．

３ ．７ 敲降幼虫体内 的 ／腹导致化小蛹 ， 延迟化蛹 ， 并通过降低 ２０Ｅ 滴度升髙血

淋巴葡萄糖

为 了探究 ＩＮ ＳＲ 在 昆虫生长和胰 岛素途径 中 的作用 ， 在五龄 ２４ｈ 幼虫体 内

注射 办／ｍｒ 敲降 ／ｒａｒ 。 蛋 白质 印迹显示 丨Ｎ ＳＲｐ 蛋 白 水平降低 （ 图 ３ ． １ ３Ａ ） 。 敲降

／ｗｒ 导致幼虫 ３ ０ ． ９％的死亡率 ， ５ ９ ． ５％的虫体化小蛹 （ 图 ３ ． １ ３Ｂ 和 Ｃ ） 。 出／ｒａｒ 处

理组的蛹重降低至 ０ ．２６
ｇ ， 治ＧＦＰ 对照组的蛹重为 ０ ．３ ７

ｇ（ 图 ３ ． １ ３ Ｄ ） 。 敲降 ／？＃

后化蛹时间 由对照组的 丨 ４０ｈ 延迟至 １ ９０ｈ（ 图 ３ ． １ ３Ｅ ） ， 中肠变红色的时间晚于

办ＧＦＰ 对照组 （ 图 ３ ． １ ３ Ｆ ） ， 表明 ＩＮ ＳＲ 在幼虫生长和化蛹 中发挥重要作用 。 延

迟化蛹的主要原因可能是血淋巴 中 ２０Ｅ 滴度的不足 （ 图 ３ ． １ ３Ｇ ） 以及 Ｊｍｒ 敲降

后导致的幼虫生长的延迟 。 同时 ， 敲降 ／ｍｒ 胰岛素途径基因 ／ｗｒ ，外 和 的

ｍＲＮＡ 水平下降 （ 图 ３ ． １ ３Ｈ ） ， 蛋 白质 印迹分析显示在 ／ｍｒ 敲降后 ＡＫＴ 的磷酸

化水平也下 降 （ 图 ３ ． １ ３ １ ） ， 表明敲降 阻断 了胰岛素信号通路 。 注射 也／ｒａｒ 的

幼虫血淋巴葡萄糖水平明显高于 ＊ＧＦＰ 对照组 （ 图 ３ ． １ ３ Ｊ ） 。 这些结果表 明 ＩＮ ＳＲ

在幼虫生长 ， ２０Ｅ 产生 ， 葡萄糖代谢和幼虫变态过程中发挥作用 。

６ ８
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图 ３ ． １ ３ 通过在五龄幼虫 中注射 敲降 ／？ ．ｖ ／

？

延长虫体化蛹时间 ， 化小蛹 ， 降低 ２ ０ Ｅ 滴

度 。 （ Ａ ） 蛋 白 印迹 显示 ／？？
？

的 Ｐ扰效率 。 最后
－

次注射 ２４ｈ 后提取的幼虫表皮蛋 白 。 １ ２ ． ５％

的 ＳＤＳ －ＰＡＧ Ｅ 凝胶 。 使用 Ｉｍａｇｅ ］ 软件进行 图像数据 的转换 。 （ Ｂ ） 注射 ！次 或 出ＧＦ／
５

后虫体的表 型 （ １ ． ５
ｎｇ

／幼虫 ？ 五龄 ２４ｈ ， 五龄 ４８ｈ 和六龄 ６ｈ ） 。 最后
－

次注射 ａＷＷ／ｉ９０ｈ

至 丨 ４４ｈ 观察 衣 艰 （Ｃ ） 基 ｆ
？

对照组和 实验组的 不 Ｎ ） 表 型 存分 比 的统 Ｕ
－

分析 ， 每组包 含 ３０

只幼虫 。 用 ／ 检验对 乂个独立的生物学重复样本进行统计分析 。 （ Ｄ ） 和 （ Ｅ ） 蛹重量和化踊

时 间 的统 ｉ
ｌ

？

分析 。 （ Ｆ ） 最后
…

次注射 ９０ ｈ 后观察 到的 中 肠形态 。 （ Ｇ ）Ｍ后
一

次注射

后 ９０ ｈ 时 血淋巴中 ２ ０ Ｅ 滴度检测 。 （ Ｈ ）ｑ ＲＴ
－ ＰＣＲ 检测最后

一

次注射 士兄似 后 ２４ｈ 的 ／ｍｒ ，

尸说 和 Ｊ ／ｔ ／ 的 ｍ ＲＮＡ 水平 。 （ 丨 ） 蛋 白 印迹显示最后
一

次注射 ｏＷＷ／ｉ 后 ２４ｈ 的 Ａ ＫＴ 磷酸化

水平 。 使用抗 Ｐ
－ＡＫＴ 的抗体检测 。 （ Ｊ ） 最后

一

次注 射 冶兄Ｖ．４ 后 ２４ｈ 、 ４ ８ｈ 和 ７２ｈ 的血淋

巴葡萄糖水平检测 。 用 ｆ 检验对三个独立的生物学重复样本进 行统计分析 （ Ｖ ＜０ ． ０ ５ ；

＜ ０ ． ０ １ ） ， 误差线表示平均值± ＳＤ 。
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ｉｎｄ ｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｐ ｌ ｉ ｃａｔｅ ｓｂ
ｙＳ ｔｕｄｅｎｔ

＇

ｓｒ
－

ｔｅｓｔ ．（
Ｄ

）ａｎｄ（
Ｅ
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ｐｕｐａｔ ｉｏｎｔ ｉｍｅ ．

（
Ｆ

）
Ｍ ｉｄｇｕｔｍｏｒｐ

ｈｏ ｌ ｏｇｙｏ
ｂｓ ｅｒｖｅｄ９０ｈａｆｔｅｒｔｈｅ ｌａｓｔ ｉｎ

ｊ
ｅｃｔ ｉｏｎ ．（

Ｇ
）
Ｔｈｅ２０Ｅｔ ｉ ｔｅｒ

ｄｅｔｅｃ ｔ ｉ ｏｎ ｉｎ ｔｈｅｈｅｍｏ ｌｙｍｐｈａｆｔｅ ｒｔｈｅ ｌａｓｔ ｉｎ
ｊ
ｅｃｔ ｉｏｎｏｆ ｄｓＲＮＡｆｏｒ９０ｈ ．（

Ｈ
）ｑ

ＲＴ－ＰＣＲｄｅｔｅｃ ｔｅｄｔｈｅ

ｍＲＭＡ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆ Ｉｎｓｒ
，Ｐ ｉ３ｋａｎｄ Ａｋｔ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｉｎ

ｊ
ｅｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ｄｓＲＮＡｆｏ ｒ ２４ｈ ．

（
Ｉ
）
Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉ ｎｇ

ｓｈｏｗ ｉｎｇ 
ｔｈｅ

ｐ
ｈｏｓｐｈｏ ｒｙ ｌ ａｔ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌｏｆＡＫＴａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｉｎ

ｊ
ｅｃｔ ｉ ｏｎｏｆ ｄｓＲＮＡｆｏｒ ２４ｈ ． Ｔｈｅａｎｔ ｉ ｂｏｄｙ

ａｇａ ｉｎｓｔ
ｐ

－ＡＫＴｗａｓｕｓｅｄ ．

（
Ｊ

）
Ｔｈｅｈｅｍｏ ｌｙｍｐｈｇ ｌｕｃｏｓｅ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｄｅｔｅｃ ｔ ｉｏｎａｆｔｅ ｒｔｈｅ ｌａｓｔ ｉｎ

ｊ
ｅｃ ｔ ｉｏｎｏｆ

ｄｓＲＮＡ ｆｏ ｒ ２４ ｈ
，
４８ ｈ

，
７２ ｈ ． Ｔｈｅ ｓ ｔａｔ ｉ ｓｔ ｉｃａ ｌ ａｎａ ｌｙｓｅ ｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃ ｔｅｄｕｓ ｉｎｇ 

Ｓ ｔｕｄ ｅｎｔ

’

ｓ ，
－

ｔｅ ｓ ｔ
 （

＊

ｐ 

＜
０ ． ０５

；

＜
０ ．０ １

）
ｂａ ｓｅｄｔｒｉｐ ｌ ｉ ｃａｔｅ ．Ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｉｎｄ ｉ ｃａ ｔｅｔｈｅｍｅａｎ 

士ＳＤ ．

３ ．８ 在变态期 ２０Ｅ 升高血淋巴葡萄糖水平

在变态期 ， ＩＮ ＳＲＰ 的表达和磷酸化水平的减少可能会导致血淋巴葡萄糖水

平 的升高 ， 因此我们检测 了 虫体不 同发育阶段的血淋巴葡萄糖水平发现 ， 幼虫

的血淋巴葡萄糖水平不断升高至化蛹 ， 甚至在幼虫停止取食后 （ 六龄 ７２ｈ ） 其

血淋 巴葡萄糖水平也依然在升高 ， 化蛹过后血淋巴葡萄糖水平逐渐下 降至成虫

期 （ 图 ３ ． １ ４Ａ ） 。 这说明血淋巴葡萄糖水平不仅随 １Ｎ ＳＲ
Ｐ 的不足而逐渐积累 ， 而

且在变态期 间 髙滴度 的 ２０Ｅ 可能通过促进糖异生使血淋 巴葡 萄糖上升 。 与

ＤＭ ＳＯ 的对照组相 比 ， 注射 ５ ００ ｎｇ（相 当于体 内 ５ ｐＭ ） 以及更高浓度 的 ２０Ｅ 后 ，

幼虫血淋巴葡萄糖水平增加 （ 图 ３ ． １ ４Ｂ 和 Ｃ ） 。 为 了证实 ２０Ｅ 诱导 了血淋巴葡萄

糖的增加 ， 我们 向五龄 ２４ｈ 的幼虫体 内注射 了 办 以敲降编码蜕皮激素

２０ －单加氧酶 （ Ｅ２０ＭＯ ） 的基因表达 。 注射 也Ｅ２０ＭＯ 的幼虫血淋巴葡萄糖水平

显著降低 （ 图 ３ ． １ ４Ｄ ） 。 这些结果表明 ， 高滴度的 ２０Ｅ 在幼虫变态期间升高 了血

淋巴葡萄糖水平 。

７ ０
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图 ３ ． １ ４ 在变态期间 ２ ０ Ｅ 升髙血淋巴葡萄糖水平 。 （ Ａ ） 各 发 肖阶段虫体血淋 巴葡萄糖水 甲 。

？

：次独立ｆｆｉ复实验讣算得误差线 。 （ Ｂ ） 和 （Ｃ ）２０Ｅ 依赖浓度 和时 ｜

’

ｎ
ｊ梯度 引 起血淋巴葡萄

糖水平的增加 。 ＤＭＳＯ 作为溶剂谢照 《（ Ｄ ） 最后
一

次注射 后 ２４ ｈ 、 ４８ ｈ 、 ７２ ｈ 的血

淋巴葡 萄糖水 ｆ检测 。 通过 ＡＮＯＶＡ 对 （ Ｂ ） 的 数据进行统 汁分析 ， 不 Ｍ字 母代表显著性差

异 （
／

；
＜０ ． ０ ５ ） 。 使 丨 Ｉ ］／ 检验从 ？

：次 独立生物学实验 中 分别对 （ Ｃ ） 和 （ Ｄ ） 进 彳 丨

＇

统计 分析

（
＊

／
？
＜ ０ ． ０ ５

；
＊ ＊

／
７
＜ ０ ． ０ 丨 ） ， 误差线表示 平均值土ＳＤ 。
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ｇｎ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｎ ｔｄ ｉ ｆ ｆ ｅ ｒｅ ｎ ｃ ｅ ｓ （ｐ

？０ ． ０ ５
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．Ｓ ｔａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ

ａ ｎ ａ ｌ
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Ｃ

）ａ ｎｄ （
Ｄ

）ｂｙ
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＇
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－

ｔｅ ｓ ｔｆｒｏｍ ｔ ｈ ｒｅ ｅｂ ｉ ｏ ｌ ｏ
ｇ ｉ ｃ ａ ｌｒｅ

ｐｅａ ｔ ｓ
 （

＊

ｐ

＜０ ． ０ ５
；
＊ ＊

／
？

＜０ ． ０ １

）
．Ｔｈ ｅｂａ ｒｓ ｉ ｎ ｄ ｉ ｃ ａ ｔｅ ｔｈ ｅｍ ｅ ａｎ土Ｓ Ｄｏ ｆ  ｔ ｈ ｒｅ ｅ ｔ ｉｍ ｅ ｓｒｅ

ｐ
ｅ ｔ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ．

４ ． 讨论

在本研宄 屮 ， 我们发现 ＩＮ Ｓ Ｒ 在促进 昆虫生长 的胰 岛 素途径中 发挥重要作用 ，

促使在幼虫摄食阶段产生更 多 的类 固醇激素 ２ ０Ｅ 。 增加 的 ２ ０ Ｅ 促进 ＰＴＥＮ 表达 ，

使 Ｆ ｏｘＯ 定位于细胞核 中 以促进 ＰＴ Ｐ １ Ｂ 的表达并抑制 ＩＮ Ｓ Ｒ 的表达 ， ＰＴ Ｐ Ｉ Ｂ 使

得 丨Ｎ Ｓ Ｒ 去磷酸化 以阻断胰 岛素途径 ， 导致幼虫生长停止 。 在血淋巴 中 ， 葡萄糖

因胰 岛素途径的阻断而逐渐积 累 。 这些发现揭示 了２ ０ Ｅ 拮抗胰岛素 以阻止幼虫

７ １
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生长并导致血淋巴 中葡萄糖积 累 的机制之
一

。

４ ． １ 临界滴度的 ２０Ｅ 阻断胰岛素途径 ， 使幼虫停止生长并决定昆虫个体大小

昆虫 的 个体大小 由 多 种 因 素决 定 （
Ｈｙｕｎ ，２０ １ ３

）
， 包括 营 养

（
Ｍ ｉｒｔｈｅｔ ａ ｌ ．

，

２００ ５
）

， 胰岛素和类固醇激素 （
Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕｔ ｅｔ ａ ｌ ．

，２０ １ ４
）

。 在果蝇 （
Ｚｈｏｕｅ ｔ ａ ｌ ．

，２ ００４ ）和

烟草天蛾 （
Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏ ｕｔ

，
１ ９７５

）中 ， 幼虫必须超过临界体重才能进入变态期 。 果蝇蜕

皮至三龄后 ８ －

１ ２ｈ （ 比游走期早 ２ ０ｈ ） 达到临界体重 （
Ｍ ｉ ｒｔｈｅｔａ ｌ ．

，
２００ ５

）
。 ＩＮ ＳＲ

信号通路在生长和代谢 中发挥不可或缺的功能
（
Ｇ ｉａｎｎａｋｏｕａｎｄＰａｒｔｒ ｉｄｇｅ ，２００７ ；

ＫａｎｎａｎａｎｄＦｒ ｉｄｅ ｌ ｌ
，
２０ １ ３

）
。 我们的研宄表明 ， 敲降 竹／

ｗ ｉ 缩短 了幼虫到蛹的化蛹

时间并产生小蛹 。 这是因为 ＩＮ ＳＲ 的憐酸化得 以维持 ， ２０Ｅ 滴度 比对照组更早地

达到临界滴度 。 然而 ， 敲降 ７／ｗｒ 导致延迟化蛹并且使虫体生长缓慢 ， 导致 ２０Ｅ

滴度不足而化小蛹 。 综上所述 ， ＩＮＳＲ 在胰岛素途径 中发挥作用 ， 以确保幼虫在

取食期生长至临 界体重 ， 产生临界 ２ ０Ｅ 滴度 ， 触发变态 ， 决定虫体个体大小 。

幼虫停止取食后的 ２０Ｅ 滴度的增加也可能来 自 性腺
（
Ｂｒｏｗｎｅｔ ａ ｌ ．

， １ ９９８
；
Ｔａｗｆ ｉ ｋ ｅｔ

ａ ｌ ．

，
１ ９９７

）
。

幼虫体 内 的 ２０Ｅ 滴度从幼虫生长到变态各不相 同
（
Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏ ｒｄ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２００３

）
： 烟

草天蛾为１
－４
ｎｇ／ｍＬ（ ２ －９

 （

ａＭ ）（
Ｌａｎｇｅ ｌ ａｎｅ ｔａ ｌ ．

，

２０００
）

， 印度柞蚕血淋巴 中２０Ｅ

滴度范围为 ０ ． ５
－

５
 ｜

ｉｇ／ｍＬ（ １
－

１ ０
ｐ
Ｍ ）（

Ｋｕｍａｒｅｔａ ｌ ．

，２００８ ）
， 棉铃虫血淋巴中为

０ ． ５
－

１ ０ （
Ｄ ｉｅｔａ ｌ ．

，
２０２０

）
， 整 只虫体检测为０ ．２ －６

 ｜

ｉＭ
（
Ｋａｎｇ

ｅ ｔａ ｌ ．

，

２０ １ ９
）

。 多项研

究表 明 ， 不同浓度的 ２０Ｅ发挥不同 的生理功能 ， 如在烟草天蛾 中 ， 低浓度的 ２０Ｅ

促进细胞增殖 （
Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕ ｔｅ ｔａ ｌ ．

，
２００７

）
， 但在棉铃虫中 高浓度的 ２０Ｅ 则促进细胞凋

亡
（
Ｌ ｉ ｕ ｅｔ ａ ｌ ．

，
２０ １ ３ ａ

）
。 低浓度的 ２０Ｅ 能刺激家蚕的翅细胞进行快速增殖 （

Ｋｏｙａｍ ａ

ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２００４

）
， 而高浓度 的 ２ ０Ｅ 抑制细胞增殖并阻止周 围组织生长 （

Ｅｄ
ｇａ ｒ， ２００６

）
。

这其 中 的机制包括 ２０Ｅ 以浓度依赖的方式增加 了细胞 Ｃ ａ
２＋

水平
（
Ｗａｎ

ｇｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ６
）

， 根据不同 的 Ｃａ
２＋

浓度诱导 自 噬和凋亡
（
Ｌ ｉｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ６
）

。

４ ．２２０Ｅ 升高血淋巴葡萄糖水平和 ＩＬＰ 的表达

在果蝇 中 ， ２０Ｅ 上调胰岛素样肽 ６（ Ｄ ＩＬＰ６ ） 的表达 以促进取食后虫体的生

长
（
Ｏｋａｍｏｔｏｅｔ ａ ｌ ．

，
２００９

）
。 我们检测到在 ２０Ｅ 调控下 ， 在变态过程中 ＩＬＰ 表达上

调 。 ２０Ｅ 与多 巴胺竞争性结合 Ｄｏ
ｐ
Ｅ ｃＲ ， 导致变态期间幼虫停止取食 （

Ｋａｎ
ｇ ｅｔ ａ ｌ ．

，

２０ １ ９
）

， 因此 ， １ＬＰ 的表达增加并不是 由变态期间 的食物摄入诱导 的 。 己经发现

葡萄糖可 以促进人 （
Ｈ ｅｎｑｕ ｉｎ

，
２０００

）和果绳 （
八 丨丫３敗－

１？￡ １１ （１〇 １＾ ３ 丨 ．

，
２０ １ ８

）胰岛素的

１ ２
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产生 。 变态期间血淋 巴葡萄糖水平的增加是 否诱导 丨 ＬＰ 的表达需要进
一

步研宄 。

另
一

种可能是当受体不足时 ， 配体会补偿性增加 （
Ｎ ｕ ｓ ｓｅｙａｎｄＷｈ ｉ ｔｅｈｅａｄ

，２００ １

）
。

Ｂｏｍ ｂｙｘ ｉ ｎ ， 是 在 家蚕 中 发现 的 第
一

个 ＩＬＰ ， 能 促 进 翅 的 发 育 （
Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕｔ ａｎｄ

Ｇ ｒｕｎｅｒｔ
，２ ００２ ）

。 我们 的研究表明 ， 不 同 的 丨ＬＰｓ 可能通过结合 １Ｎ ＳＲ 或其他受体

来促进幼虫或成虫组织的生长 。

令人惊讶的是 ， 在变态期 ＩＬＰ 基因表达充足时 ， ２０Ｅ 诱导血淋巴葡萄糖水平

的增加 ， 丨ＬＰ 蛋 白水平的变化还需进
一

步进行探究 。 血淋巴葡萄糖水平的升高可

能是因为在变态期 ２０Ｅ 的调节下 ， 丨Ｎ ＳＲ 的表达和磷酸化水平不足 ， 葡萄糖不能

被细胞吸收 ， 不能合成糖原 ， 也 不能用来产生能量 。 幼虫停止进食后 ， 变态期

的血淋巴葡萄糖水平持续升高 ， 这表 明 在 ２０Ｅ 抑制葡萄糖利用 的条件下 ， 存在

糖原分解和糖异生 。 这些假设需要在未来的研究 中进
一

步进行验证 。

血液 中 胰 岛素水平充足时血糖异常升高是 人类 ２ 型糖尿病 （ Ｔ２Ｄ ） 的典型特

征 ， 然而 ， 其机制 尚不清楚 （
Ａ ｓｈｃ ｒｏｆｔ ａｎｄ ＲｏｒｓｍａｎＪ Ｏ 丨 ２

）
。 根据世界卫生组织规

定 ， 空腹血糖水平２７ ． ０ｍｍｏ ｌ ／Ｌ 是人类糖尿病 的临床指征 （
Ｏ ｒｇａｎ ｉ ｚａｔ ｉ ｏｎ

，２ ０ １ １
）

。

我们的研宄表明 ， 高浓度 的 ２ ０Ｅ 通过抑制 丨Ｎ ＳＲ 的表达和磷酸化来增加血淋巴葡

萄糖水平 。 ２０Ｅ 诱导 的棉铃虫血淋巴葡萄糖水平小于 ７ ． ０ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ， 但在变态期 间

化蛹时 （ Ｐ ０ 期 ） 达到 ８ ｍｍ〇 ｌ ／Ｌ
； 因此 ， 高水平的血淋巴葡萄糖应该对停止取食

后 的组织发育具有生理意义 。

在 哺 乳动 物 中 ， 糖 皮 质 激 素 可 以 抑 制 大 鼠 骨骼肌 中 丨Ｎ ＳＲ 的 磷 酸 化

（
Ｇ ｉｏ ｒｇ

ｉ ｎｏ ｅ ｔ ａ ｌ ．
， １ ９ ９ ３

）
。 糖皮质激素类似物地塞米松抑制胰 岛素信 号 并抑制 丨Ｎ ＳＲ

的憐酸化 （
Ｌｏｗｅｎ ｂｅ ｒｇ ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２ ００６ ）
， ＰＴＰ １ Ｂ 在这

…
？

过程 中发挥作用 （
Ｈ ｅ ｒ ｒｅ ｒａ ｅ ｔ ａ ｌ ．

，

２０２０
）

。 地塞米松还改变 了 总的 丨Ｎ ＳＲ 水平 （
ｄｅ Ｆ ｒａｎ ｃ ａ ｅ ｔ ａＬ ２０ １ ８

）
。 果蝇的胰岛素

途径 与人 的胰 岛 素途径非常 相 似 ， 因此果蝇可 以 作 为研 宄糖尿病 的 模式生物

（
Ａ ｌ ｖａ ｒｅｚ

－Ｒｅｎｄｏｎｅ ｔａ ｌ ．
，２０ １ ８

）
。 棉铃虫代表 了 另

一

个研宄类固醇调节血糖水平 以

及幼虫组织的凋亡及成虫组织形成之间关系 的模型 。

４ ．３ＦｏｘＯ 抑制 ＩＮＳＲ 表达

目 前因胰 岛 素途径促进基因转录的调节因子仍未知 ， 所 以胰 岛素途径基因

的转录调节仍不清楚 。 在哺乳动物和果蝇 中 ， 在低营养水平条件下 ， Ｆ〇Ｘ〇 ｌ 可

通过反馈调节机制导致 １Ｎ ＳＲ 蛋 白水平的增加 （
Ｐｕ ｉｇ ａｎｄ Ｔ

ｊ
ｉ ａｎ

，
２００ ５

）
。 然而 ， 在

棉铃虫变态期 ， ＦｏｘＯ 的表达量增加并定位于细胞核 中 ， 在 ２０Ｅ 调节下发挥转录

７ ３
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因子的作用 （
Ｃ ａ ｉｅ ｔａＬ２ ０ １ ６

）
。 相反 ， 在 ２ ０Ｅ 诱导 下 ， 丨Ｎ ＳＲ 的表达在变态期减

少 ， 因此 ＦｏｘＯ 不能增加棉铃虫 ＩＮ Ｓ Ｒ 的表达 ， 在 ／ｍｒ 的 启动子区域发现
一

个

ＦｏｘＯ Ｂ Ｅ 序列 ， Ｃ ｈ ｌ Ｐ 实验验证 了Ｆｏ ｘＯ 能与之结合 ； 然而过表达 Ｆ ｏｘＯ 抑制 了

／ｍｒ 的表达 。 我们 的研宄揭示 ＦｏｘＯ 作为 ／ｍｒ转录抑制 因子发挥作用 ， 说 明 ＦｏｘＯ

可通过其亚细胞定位调节胰 岛素途径基因 的转录 。 这些研 宄 出 现的不 同结果可

能是 由 于在不 同 的 条件下或不同物种 中 ＦｏｘＯ 的作用是不 同 的 ， 此外可能参与

ＦｏｘＯ 与 ＦｏｘＯ Ｂ Ｅ 结合的其他 因子的作用也需要进
一

步探究 。

５ ． 结论

丨Ｎ ＳＲ 能促进 昆虫幼虫生长促使 ２ ０Ｅ 在幼虫取食期达到临 界滴度 ， 达到临 界

滴度的 ２０Ｅ 通过上调 ＰＴＥＮ 的表达从而诱导 ＦｏｘＯ 核定位 ， 抑制 ＩＮ Ｓ Ｒ 的表达 ，

并且核定位的 Ｆ ｏｘＯ 促进 ＰＴ Ｐ １ Ｂ 表达 ， 导致 １Ｎ ＳＲ 去磷酸化拮抗胰 岛素信 号通

路 。 临界滴度的 ２ ０Ｅ 使幼虫终止生长 ， 决定 个体大小 ， 触发变态 ， 引 起血淋巴

葡萄糖积 累 以利于组织生长 （ 图 ３ ． １ ５） 。
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〇＞ ？

＾
２ ＦｏｘＯ （

ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ａ ｒ  ｌ ｏｃａ ｌ ｉｚａ ｔ ｉ ｏ ｎ
）

〇一ｔ …

ｈ
ＰＴ

「

Ｂ （
３

）

＇

ｆＳ Ｇ ｌ ｕ ｃ ｏ ｓ ｅ

—Ｂｏｄｙ
ｓ ｉ ｚｅ

▲Ｍｅ
Ｊ２２ｌ？ＩＥ ！］２＾一

Ｆ ｍ 

￣

Ｆ

￣

Ｍ Ｍ Ｐ

图 ３ ． １ ５２ ０ Ｅ 拮抗胰岛素途径阻止幼虫生长并决定虫体大小的机制 图 。 在棉铃虫变态过程中

２０ Ｅ 滴度增加
（
Ｄ ｉｅ ｔａ ｌ ．

，
２ ０２ ０

；Ｋａｎｇ
ｅ ｔａＬ２ ０ １ ９

）
。 Ｉ Ｎ Ｓ Ｒ 通过抑制取食期 ＦｏｘＯ 的核定位来促

进 昆虫幼虫生长并使 ２ ０Ｅ 达到临 界滴度 （ １ ） 。 临 界滴度 的 ２０Ｅ 可上调 ＰＴＥＮ 表达 以保持

７４
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ＦｏｘＯ 的核定位 ， 从而上调 ＰＴＰ １ Ｂ 表达使 ＩＮ ＳＲ 去磷酸化 （ ２ ） ， 并抑制 ＩＮ ＳＲ 表达 （ ３ ） 。

１Ｎ ＳＲ 表达和磷酸化水平的降低减弱 了其对 ＦｏｘＯ 核定位的抑制作用 。 因此 ２０Ｅ 拮抗胰岛素

途径 ， 使幼虫停止生长 ， 起始变态 （ 幼虫细胞凋亡和成虫组织生长 ） ， 为组织生长积 累血淋

巴葡萄糖 。 ５ Ｆ ： 五龄取食期幼虫 Ｃ 大约五龄 Ｏ ｈ－

３ ６ ｌｉ ）
；５Ｍ ： 五龄蜕皮期幼虫 （ 约五龄 ３ ６

－

５ ６ 仏 ６也－６ １１ 至 ６化－

丨 ２０ １１ ： 六龄幼虫的阶段 ； ？ ０
－ 卩 ８ ： ０ 天至 ８ 天大 的蛹 ；

卩 ： 取食期 ：

Ｍ
： 幼虫蜕皮期 ；

ＭＭ ： 蜕皮变态期 ； Ｐ ： 蛹期 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ ３ ． １ ５Ｃ ｈ ａ ｒｔ ｅｘ ｐ
ｌａ ｉ ｎ ｉｎｇ

ｔｈ ｅ
ｐｏｓｓ ｉ ｂ ｌ ｅ ｍ ｅｃ ｈａ ｎ ｉｓｍ ｏｆ ２０Ｅｃｏｕ ｎ ｔｅ ｒａｃ ｔ ｉ ｎｇ 

ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎ
ｐａ ｔｈｗａｙ

ｔｏ

ｓ ｔｏｐ
ｌａ ｒｖａ ｌ

ｇｒｏｗ ｔｈａ ｎｄｄ ｅ ｔｅｒｍ ｉｎ ｅｂｏｄｙ 
ｓ ｉｚｅ ．Ｔｈｅ２０Ｅｔ ｉ ｔｅ ｒ  ｉ ｎｃ ｒｅａｓｅｄｄ ｕ ｒ ｉｎｇ 

ｍｅ ｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈ ｏ ｓ ｉ ｓ  ｉｎＨ．

ａｒｍ ｉｇｅｒａ （
Ｄ ｉ ｅ ｔ ａ ｌ ．

， ２０２０ ；Ｋａｎｇ
ｅ ｔ ａ ｌ ．

，
２ ０ １ ９

）
． ＩＮ Ｓ Ｒ

ｐ ｌ ａｙ
ｅｄ ｒｏ ｌｅ ｓ ｔｏ

ｐ
ｒｏｍｏ ｔｅ ｉ ｎ ｓｅｃ ｔ ｌａｒｖａ ｌ

ｇ ｒｏｗｔｈａｎｄ

２０ Ｅ
ｐ

ｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎｔｏｔｈ ｅｃ ｒ ｉ ｔ ｉ ｃａ ｌｔ ｉ ｔｅ ｒｂｙｒｅｐｒｅｓ ｓ ｉ ｎｇ
ＦｏｘＯｎ ｕｃ ｌ ｅａｒ ｌｏｃａ ｌ ｉｚａ ｔ ｉ ｏｎｄ ｕ ｒ ｉ ｎｇ

ｌａ ｒｖａ ｌｆｅｅｄ ｉｎｇ

ｓ ｔａｇｅｓ（ １
）

．Ｔｈｅｃ ｒ ｉ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ２０ Ｅ ｔ ｉ ｔｅ ｒｕｐ ｒｅｇｕ ｌ ａｔｅｄＰＴＥＮｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｔｏｋｅｅｐ

ＦｏｘＯｎｕｃ ｌ ｅｕｓ ｌ ｏｃ ａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ
，

ｗｈ ｉ ｃｈ ｉ ｎ ｉ ｔ ｉ ａ ｔｅｄＰＴＰ Ｉ Ｂｅｘ ｐ
ｒｅｓ ｓ ｉｏｎ ｔｏｄｅ

ｐｈ
ｏｓ ｐｈｏ ｒｙ ｌ ａｔｅ ＩＮ ＳＲ

（

Ｊ
（
２

） ，ａｎｄｒｅ
ｐ
ｒｅｓ ｓ ｅｄ ＦＮ ＳＲ

｜

３ｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎ

（
３

）
．Ｔｈ ｅｄｅｃ ｒｅａｓｅ ｉ ｎ ＩＮ Ｓ Ｒ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓａｎｄ

ｐ
ｈｏｓｐ

ｈｏ ｒｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｗｅａｋｅｎ ｅｄ ｉ ｔ ｓ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉｏｎｏｎＦｏｘＯｎ ｕｃ ｌ ｅａｒ

ｌｏｃａ ｌ ｉ ｚａｔ ｉｏ ｎ ．Ｔｈ ｅｒｅｂｙ
２０Ｅｃｏ ｕｎｔｅ ｒａｃ ｔｅｄ ｉ ｎｓ ｕ ｌ ｉ ｎ

ｐａｔｈｗａｙ，ｓｔｏｐ ｐ
ｅｄ

ｇ ｒｏｗｔｈ
， ｉ ｎ ｉ ｔ ｉ ａｔｅｄｍｅ ｔａｍｏ ｒ

ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ

（
ｌａ ｒｖａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ｓａｐｏｐｔｏｓ ｉ ｓａｎｄａｄ ｕ ｌ ｔ ｔ ｉ ｓｓｕｅ ｓ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａｔ ｉ ｏｎ

） ，
ａｎｄａｃｃ ｕｍｕ ｌ ａｔｅｄｈｅｍｏ ｌ

ｙｍｐ
ｈ
ｇ

ｌ ｕｃｏ ｓｅ ｌ ｅ ｖ ｅ ｌ ｓ

ｆｏ ｒ ｉｍａ
ｇ

ｉ ｎａ ｌ ｄ ｉ ｓｃ ｓ
ｇ ｒｏｗｔｈ ． ５ Ｆ ：ｆｉｆｔｈ ｉ ｎｓ ｔａ ｒ ｆｅ ｅｄ ｉ ｎｇ

ｌａｒｖａｅ
 （
ａｂｏ ｕｔ ｆｉｆｔｈ ｉ ｎ ｓ ｔａｒ ０ｈ

－

３６ ｈ
） ； 

５Ｍ ：ｆｉ ｆｔｈ ｉ ｎ ｓ ｔａ ｒ

ｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎｇ
ｌａ ｒｖａｅ

 （
ａｂｏｕ ｔ ｆｉ ｆｔｈ ｉｎ ｓ ｔａｒ ３６ｈ －

５ ６ｈ
） ；

６ ｔ ｈ
－６ｈ ｔｏ６ ｔｈ

－

１ ２０ｈ
； ｔ ｉｍ ｅｓ ｔａｇｅ ｓｏ ｆ ｓ ｉｘ ｔｈ ｉ ｎ ｓ ｔａｒ ｌ ａ ｒｖａｅ

；

Ｐ０ －Ｐ８ ：０ｄａ
ｙ

ｔｏ８ －ｄａｙ
－ｏ ｌ ｄ

ｐ
ｕｐａｅ ；Ｆ，ｆｅｅｄ ｉ ｎｇ ；Ｍ ， ｌ ａ ｒｖａ ｌｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎ

ｇ ；ＭＭ ，ｍ ｅ ｔａｍｏ ｒｐ
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第四章 论文创新点总结及意义

类 固醇激素和胰 岛 素在动物体的生长发育过程 中发挥至关重要 的作用 ， 我

们利用鱗翅 目 昆虫棉铃虫为材料探究 了类固醇激素 ２０Ｅ 信号通路及其与胰岛素

信号通路的拮抗作用 ， 阐 明 了 多个 Ｇ ＰＣＲｓ 在 ２０Ｅ 信号途径中发挥作用 的机制 ，

以及 ２０Ｅ 通过抑制胰岛素受体拮抗胰岛素途径 的新机制 。 该研宄丰富 了激素调

控 昆虫生长发育 的知识 ， 为其他物种 中类 固醇激素与胰 岛素间 的互作关系提供

了思路 ， 为棉铃虫防治提供 了新的靶标基因 。 本研究有 以下几方面的创新 ：

一

、 ＧＰＣＲｓ 在 ２０Ｅ 信号通路中参与不同基因 的表达

１ ． 鉴定 了 棉铃虫基因组中 １ ２２ 个基因编码经典 Ｇ ＰＣ Ｒ ， 并对它们进行 了 分类 。

２ ． 证明 了６ 个 ＧＰＣＲｓ 参与 ２ ０Ｅ 信号途径 ， 它们分别对 ２０Ｅ 信号通路中 的不 同

基因 的表达有不 同 的调控 ， 并且这些 ＧＰＣ Ｒｓ 在虫体不同发育阶段及组织中 的表

达不 同 ， 对虫体生长发育有不 同 的作用 ， 这阐 明 了 多个 Ｇ ＰＣＲ ｓ 在 ２０Ｅ 信号途径

中发挥作用 的机制 。

３ ． 找到 ２０Ｅ 调控 付⑶ 和 ＦｏｘＯ 表达 的 Ｇ ＰＣ Ｒ ｓ ，ＰＲＲＰＲ 和 ＳＭＯ ， 并用 ２ ０Ｅ －Ｅ ＩＡ

方法证明 了ＰＲＲＰＲ 与 ２０Ｅ 的结合 ， ＳＭＯ 虽传递 ２０Ｅ 信号但不能与 ２ ０Ｅ 结合 。

这说 明这两种 ＧＰＣ Ｒ 无论和 ２０Ｅ 结合与否 ， 均可 以传递 ２０Ｅ信号 。 丰富 了Ｇ ＰＣ Ｒ

参与 ２０Ｅ 信号转导 的分子机制 。

二、 ２０Ｅ 通过使胰岛素受体去磷酸化拮抗胰岛素信号通路

１ ．２０Ｅ 通过降低胰岛素受体 ＩＮ ＳＲ 表达和磷酸化水平从而拮抗胰岛素信号通路 ，

这为研宄 ２ ０Ｅ 和胰岛素的拮抗作用提供新的思路和依据 。

２ ．２０Ｅ 上调 ＰＴＥＮ 的表达从而诱导 ＦｏｘＯ 核定位 ， 定位于细胞核的 ＦｏｘＯ 抑制 了

胰岛素受体的表达 ， 并促进 了ＰＴＰ １ Ｂ 的表达 ， 使得 ＰＴＰ １ Ｂ 去磷酸化 ＩＮ ＳＲ 。 这

丰富 了ＦｏｘＯ 在不同 的信号途径 中 发挥作用 的分子机制 。

３ ． 胰岛 素信号通路促使 ２０Ｅ 达到临界滴度 ， 达到临界滴度的 ２０Ｅ 又抑制 ＩＮ ＳＲ

的表达 ， 最终使幼虫停止生长 ， 决定虫体大小 。 这丰富 了 昆虫 的变态发育 以及

幼虫的组织凋亡和成虫组织形成的分子机制 。

４ ． 类固醇激素拮抗胰岛素途径 ， 胰岛素受体不足使血淋巴葡萄糖升高 ， 这与人

二型糖尿病 的机制相似 ， 这可能为研 究糖尿病 的发生及控制提供新的模型 。

７ ６
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，Ｈ ． Ｂ ．

，

２００６ ．Ｃｏｍ ｐ
ｒｅ ｈｅｎ ｓ ｉ ｖｅｒｅ

ｐ
ｅ ｒｔｏ ｉ ｒｅａｎｄ

ｐ
ｈ
ｙ

ｌ ｏ
ｇ ｅｎｅ ｔ ｉ ｃａｎａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ｔｈｅＧ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

－

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓ

ｉ ｎｈ ｕｍａｎａｎｄｍｏｕｓ ｅ ． ８ ８ ，２６３
－２ ７ ３ ．

Ｂ ｌ ｅｎａｕ ，Ｗ ．

， 
Ｔｈａｍｍ

，Ｍ ．

， 
２０ １ １ ．Ｄ ｉ ｓ ｔｒ ｉ ｂｕ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ｓ ｅ ｒｏ ｔｏｎ ｉ ｎ

 （
５
－ＨＴ

）
ａｎ ｄ ｉ ｔ ｓｒｅ ｃ ｅｐ ｔｏ ｒｓ ｉ ｎ ｔｈｅ ｉ ｎ ｓｅｃ ｔｂ ｒａ ｉ ｎ

ｗ ｉ ｔｈｆｏｃ ｕ ｓ ｏｎ ｔｈ ｅ ｍｕｓ ｈ ｒｏｏｍ ｂｏｄ ｉ ｅｓ ：  ｌｅｓ ｓｏｎ ｓ ｆｒｏｍ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ａｎｄ Ａｐ ｉｓ ｍ ｅｌｌ ｉｆｅｒａ ．

Ａ ｒ ｔｈｒｏｐｏｄ Ｓｔｒｕｃｔ Ｄｅｖ ４０ ，３ ８ １ 

－

３ ９４ ．

Ｂｏ ｌ ｌ ｅｎｂａｃｈｅ ｒ
，
Ｗ ． Ｅ ．

，
Ｓｍ ｉ ｔｈ ，Ｓ ． Ｌ ．

，
Ｇｏｏｄｍａｎ

，Ｗ ．

，
Ｇ ｉ ｌ ｂｅｒｔ ，Ｌ ． Ｉ ．

， １ ９８ １ ．Ｅｃｄｙ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄ ｔ ｉ ｔｅ ｒｄ ｕｒ ｉ ｎｇ
ｌ ａｒｖａ ｌ

－

ｐｕｐａ
ｌ

－

ａｄｕ ｌ ｔｄ ｅｖｅ ｌ ｏ
ｐ
ｍ ｅｎ ｔｏ ｆ ｔｈｅｔｏｂａｃ ｃｏｈｏｍｗｏｒｍ ，ＭａｎｄｕｃａＳｅｘ ｔａ ．ＧｅｎＣｏｍｐ

Ｅｎｄｏｃｒ４４
，

３ ０２ －

３ ０６ ．

Ｂ ｏ ｎｎｅ ｔｏｎ ，Ｆ ．
，Ｚｅ ｌ ｕ ｓ

，
Ｄ ．

， Ｉｗｅｍａ
， 
Ｔ ．

，Ｒｏｂ ｉ ｎｓｏｎ
－Ｒｅｃ ｈａｖ ｉ

，Ｍ ．

，
Ｌａｕｄｅ ｔ

，Ｖ ．

，２００ ３ ．Ｒａｐ ｉｄｄ ｉ ｖ ｅ ｒｇｅｎｃｅｏ ｆ

ｔｈｅｅ ｃｄｙｓｏｎｅｒｅ ｃｅ
ｐｔｏ ｒ ｉ ｎｄ ｉ

ｐ ｔｅ ｒａａｎｄ ｌ ｅ
ｐ

ｉ ｄｏ
ｐ ｔｅ ｒａｓ ｕｇｇｅ ｓ ｔｓｃｏｅｖｏ ｌ ｕｔ ｉ ｏ ｎｂ ｅ ｔｗｅｅ ｎＥｃＲａｎｄＵ ＳＰ－

ＲＸＲ ． Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ Ｅｖｏ ｌ ２０
，５ ４ １

－

５ ５ ３ ．

Ｂ ｒｏｇ ｉｏ ｌｏ
，
Ｗ ．

，Ｓ ｔｏｃ ｋｅ ｒ， Ｈ ．
， Ｉ ｋｅｙａ ， 

Ｔ ．
，Ｒ ｉ ｎ ｔｅ ｌ ｅｎ ，Ｆ ．

，Ｆｅ ｒｎａｎｄ ｅｚ ，Ｒ ．

，Ｈ ａｆｅｎ
，Ｅ ．

，
２００ １ ． Ａｎｅｖｏ ｌ ｕ ｔ ｉｏｎａ ｒ ｉ ｌ ｙ

ｃｏｎ ｓｅ ｒｖｅｄｆｕ ｎｃ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｔｈｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎｒｅ ｃｅ ｐ ｔｏ ｒａｎｄ ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ
－

ｌ ｉ ｋｅｐｅｐ ｔ ｉｄ ｅ ｓ ｉ ｎ
ｇ ｒｏｗｔｈ

ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ． Ｃｕｒｒ Ｂ ｉｏｌ １ １
，
２ １ ３

－２ ２ １ ．

Ｂ ｒｏｗｎ ，Ｄ ．Ｄ ．

， 
Ｃａ ｉ

，Ｌ ．

， 
２００７ ． Ａｍｐ

ｈ ｉ ｂ ｉ ａｎｍｅ ｔａｍｏ ｒ
ｐｈｏｓ ｉ ｓ ．Ｄｅｖ Ｂ ｉｏ ｌ ３ ０６

，２ ０
－

３ ３ ．

Ｂ ｒｏｗｎ
，Ｍ ． Ｒ ．

， 
Ｇ ｒａ ｆ，Ｒ ．

，Ｓｗ ｉｄｅ ｒｅｋ
，Ｋ ．Ｍ ．

，
Ｆｅｎｄ ｌ ｅｙ，Ｄ ．

，Ｓ ｔ ｒａｃ ｋｅ ｒ
，Ｔ． Ｈ ．

，
Ｃｈａｍｐ

ａｇｎｅ ，Ｄ ． Ｅ ．

，Ｌｅａ ， 
Ａ ．Ｏ ．

，

１ ９９ ８ ． Ｉｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉｏｎｏｆ ａ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄｏｇｅｎ ｉ ｃｎ ｅｕ ｒｏｈｏ ｒｍｏｎ ｅ ｉ ｎｆｅｍａ ｌ ｅｍｏ ｓ
ｑ
ｕ ｉ ｔｏｅｓ ． Ｊ ５ ／ｏ ／ Ｃｈｅｍ２ ７ ３

，

７ ７
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３ ９６７ －

３ ９７ １ ．

Ｂ ｒｕｎｅｔ ，Ａ ．

，Ｂｏｎｎ ｉ
，Ａ ． ，Ｚ ｉ

ｇｍｏｎｄ ，Ｍ ． Ｊ ．

，Ｌ ｉ ｎ
，Ｍ ．Ｚ ．

，Ｊ ｕｏ ，Ｐ．

，Ｈ ｕ
，Ｌ ． Ｓ ．

， Ａｎｄｅ ｒｓｏｎ ，Ｍ ． Ｊ ．

，
Ａ ｒｄｅｎ

，Ｋ ．Ｃ ．
，

Ｂ ｌ ｅｎ ｉ ｓ ， Ｊ ．
， 
Ｇ ｒｅｅｎ ｂｅ ｒｇ ，Ｍ ． Ｅ ．

， １ ９９９ ． Ａｋ ｔ
ｐ

ｒｏｍｏｔｅｓ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｕ ｒｖ ｉ ｖａ ｌ ｂｙｐ
ｈｏｓ

ｐｈｏｒ
ｙ ｌａｔ ｉ ｎｇ 

ａｎｄ ｉｎｈ ｉｂ ｉｔ ｉ ｎｇ

ａｆｏｒｋｈｅａｄｔ ｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉｏｎｆａｃｔｏ ｒ ．Ｃｅｌｌ ９６ ，８ ５ ７
－

８ ６８ ．

Ｃａ ｉ

， 
Ｍ ． Ｊ ．

， Ｄｏｎｇ ， 
Ｄ ． Ｊ ．

，
Ｗａｎｇ ， 

Ｙ ．

，
Ｌ ｉｕ

， 
Ｐ．Ｃ ．

， 
Ｌ ｉ ｕ

， 
Ｗ ．

， 
Ｗａｎｇ ， 

Ｊ ．Ｘ ．

， 
Ｚｈａｏ

， 
Ｘ ． Ｆ ．

， 
２０ １ ４ａ ． Ｇ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

－

ｃｏｕｐ
ｌ ｅｄ

ｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒ
ｐａｒｔ ｉ ｃ ｉ

ｐａｔｅ ｓ  ｉ ｎ ２０ －ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃ
ｄｙｓｏｎｅｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ

ｏｎ ｔｈｅ
ｐ

ｌ ａｓｍａ ｍｅｍｂ ｒａｎｅ ． Ｃｅｌｌ Ｃｏｍｍ ｕｎ

Ｓ ｉｇｎａｌ １ ２
， 
９ ．

Ｃａ ｉ

，Ｍ ． Ｊ ．

，Ｌ ｉ
，Ｘ ． Ｒ ．

，Ｐ ｅ ｉ
，Ｘ ．Ｙ ．

，Ｌ ｉ ｕ
，Ｗ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ
，Ｘ ． Ｆ ．

，２ ０ １ ４ ｂ ．Ｈ ｅａｔｓ ｈｏｃｋ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎ９０

ｍａ ｉｎ ｔａ ｉｎｓｔｈｅｓ ｔａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙａｎｄｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ｔｒａｎｓｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎｆａｃ ｔｏ ｒｂｒｏａｄｚ７ｂｙ ｉ ｎ ｔｅ ｒａｃ ｔ ｉ ｎｇｗ

ｉ ｔｈ ｉ ｔｓ

ｂｒｏａｄ－

ｃｏｍｐ
ｌ ｅｘ －

ｔｒａｍ ｔｒａｃｋ－ｂ ｒ ｉ ｃ
－

ａ
－ｂ ｒａｃｄｏｍａ ｉｎ ．Ｉｎｓｅｃｔ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ２３

，
７２０－７ ３ ２ ．

Ｃａ ｉ
，Ｍ ． Ｊ ．

，Ｌ ｉ ｕ ，
Ｗ．

，Ｐｅ ｉ
，Ｘ ．Ｙ ．

，Ｌ ｉ
，Ｘ ．Ｒ ．

，Ｈ ｅ
，Ｈ ．Ｊ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，
Ｚｈａｏ

，Ｘ ． Ｆ ．

，２０ １ ４ｃ ．Ｊｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅｈｏｒｍｏｎ ｅ

ｐｒｅｖｅｎ ｔｓ２０ －ｈ
ｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎ ｅ

－

ｉ ｎｄｕ ｃｅｄｍｅ ｔａｍｏｒ
ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｂｙ

ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｎｇ
ｔｈｅ

ｐ
ｈｏｓｐ

ｈｏ ｒｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏｆ ａ

ｎｅｗ ｌｙ 
ｉｄｅｎ ｔ ｉｆｉ ｅｄｂｒｏａｄ

ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ ． Ｊ Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ ２ ８９
，
２６６３ ０－２６６４ １ ．

Ｃａ ｉ
，Ｍ ． Ｊ ．

，Ｚｈａｏ ，Ｗ． Ｌ ．

，Ｊ ｉｎｇ ？Ｙ． Ｐ．

，Ｓ ｏｎｇ ，Ｑ ．

，Ｚｈａｎｇ ，Ｘ ．Ｑ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ ，Ｘ ． Ｆ．

，２０ １ ６ ．２０ －

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅａｃ ｔ ｉｖａｔｅｓｆｏ ｒｋｈｅａｄｂｏｘＯｔｏｐ ｒｏｍｏ ｔｅｐ ｒｏ ｔｅｏ ｌｙｓ ｉ ｓｄｕ ｒ ｉｎｇＨｅ ｌ ｉｃｏｖｅｒｐａ

ａｒｍ ｉｇｅｒａｍｏ ｌ ｔ ｉｎｇ ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ １ ４３
， １ ００５

－

１ ０ １ ５ ．

Ｃａｒｄｏｓｏ ， Ｊ ．Ｃ ．

，Ｃ ｌａｒｋ
，Ｍ ． Ｓ ．

， Ｖ ｉ ｅ ｒａ
，Ｆ．Ａ ．

， Ｂ ｒ ｉｄｇｅ ，Ｐ．Ｄ ．

， 
Ｇ ｉ ｌ ｌ ｅｓ

， 
Ａ ．

，Ｐｏｗ ｅ ｒ
，Ｄ ．Ｍ ．

，
２００ ５ ． Ｔｈ ｅｓｅｃ ｒｅｔ ｉｎＧ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ－

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｆａｍ ｉ ｌｙ ：ｔｅ ｌ ｅｏｓ ｔ ｒｅ ｃｅｐ ｔｏｒｓ ． ＪＭｏ ｌ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ３４
，
７ ５ ３ －７６ ５ ．

Ｃａ ｒｄ ｏｓｏ
，
Ｊ ．Ｃ ．

，
Ｖ ｉ ｅ ｉ ｒａ

，Ｆ ．Ａ ．

，Ｇｏｍｅｓ
， 
Ａ ． Ｓ ．

，
Ｐｏｗｅ ｒ

，Ｄ ．Ｍ ．

，
２０ １ ０ ． Ｔｈｅｓ ｅ ｒｅｎｄ ｉ

ｐ
ｉ ｔｏｕｓｏ ｒ ｉ

ｇ ｉｎｏｆ ｃｈｏ ｒｄａｔｅ

ｓｅｃ ｒｅｔ ｉ ｎ
ｐｅｐ

ｔ ｉ ｄｅｆａｍ ｉ ｌ

ｙ
ｍｅｍｂｅ ｒｓ ．ＢＭＣ Ｅｖｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ １ ０

， １ ３ ５ ．

Ｃｈａ ｌ ｈｏｕｂ ， Ｎ ．

，
Ｂ ａｋｅ ｒ

，
Ｓ ． Ｊ ．

，
２００９ ．ＰＴＥＮａｎｄｔｈｅＰ Ｉ ３

－ｋ ｉｎａｓ ｅ
ｐａｔｈｗａｙ

ｉｎｃａｎｃｅ ｒ ．Ａ ｎｍ ｉ ＲｅｖＰａｔｈｏ ｌ ４
，

１ ２７－

１ ５０ ．

Ｃｈａｍｐ ｌ ｉｎ
，Ｄ ．Ｔ．

，Ｔｒｕｍ ａｎ
，
Ｊ ． Ｗ ．

， １ ９９ ８ ．Ｅｃｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ ｓ
ｇｏｖｅｒｎｔｗｏ

ｐ
ｈａｓｅ ｓｏｆ ｅｙｅｄ ｅｖｅ

ｌｏｐｍｅｎ ｔｄｕ ｒ ｉ ｎｇ

ｍｅ ｔａｍｏ ｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｏｆ  ｔｈ ｅｍｏ ｔｈ

， Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ １ ２ ５
，
２ ００９－２０ １ ８ ．

Ｃｈｅｎ
，Ｃ ． Ｈ ．

，Ｄ ｉ
，Ｙ ．Ｑ ．

，Ｓｈｅｎ ，Ｑ ．Ｙ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ
，Ｘ ． Ｆ ．

，２０ １ ９ ．Ｔｈｅｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅ２０ －

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃ
ｄ
ｙｓｏｎｅ ｉｎｄｕｃ ｅ ｓ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙ ｌａｔ ｉｏｎａｎｄａｇｇｒｅｇａｔ ｉｏｎｏｆ ｓｔｒｏｍａ ｌ ｉ ｎｔｅ ｒａｃｔ ｉ ｎｇ
ｍｏ ｌ ｅｃ ｕ ｌｅ １

ｆｏ ｒ ｓ ｔｏ ｒｅ
－ｏｐｅ ｒａｔｅｄｃａ ｌｃ ｉ ｕｍｅｎｔｒｙ ． Ｊ Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ ２９４

， １ ４９２２ －

１ ４９ ３ ６ ．

Ｃ ｈｅｎ
， 
Ｃ ．Ｈ ．

，Ｐａｎ ， 
Ｊ ．

，
Ｄ ｉ

， 
Ｙ ．Ｑ ．

，
Ｌ ｉ ｕ

， 
Ｗ ．

ｓ
Ｈｏｕ

，
Ｌ ．

，
Ｗａｎｇ ，

Ｊ ．Ｘ ．

， 
Ｚｈａｏ

， 
Ｘ ． Ｆ ．

， 
２０ １ ７ ．Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ ｋ ｉｎａｓｅ Ｃｄｅ ｌ ｔａ

ｐｈｏ ｓ
ｐ
ｈｏ ｒｙ

ｌａｔｅ ｓｅ ｅｄｙｓｏ ｎｅｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒＢ １ｔｏ
ｐ

ｒｏｍｏ ｔｅ
ｇｅｎｅｅｘ ｐ

ｒｅｓ ｓ ｉｏｎａｎｄａ
ｐ
ｏ
ｐｔｏ ｓ ｉ ｓｕｎｄｅ ｒ２０

－

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃ
ｄｙｓｏｎｅｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ １ １ ４

，７ １ ２ １
－７ １ ３ ０ ．

Ｃｈｅｎ
，Ｌ ．

， 
Ｚｈｕ

， 
Ｊ ．

，Ｓ ｕｎ ， Ｇ ．
，
Ｒａ ｉ ｋｈ ｅ ｌ

， 
Ａ ． Ｓ ． ， ２００４ ． Ｔｈｅ ｅａｒ ｌｙ ｇｅｎ ｅｂｒｏａｄ  ｉ ｓ ｉ ｎｖｏ ｌｖｅｄ ｉ ｎ ｔｈｅｅｅ ｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ

ｈ ｉ ｅ ｒａｒｃｈｙｇ
ｏｖｅ ｒｎ ｉ ｎｇ

ｖ ｉ ｔｅ ｌ ｌｏｇｅｎｅｓ ｉ ｓｏ ｆ ｔｈｅｍｏ ｓ
ｑ
ｕ ｉ ｔｏ Ａ ｅｄｅｓａｅｇｙｐ ｔ ｉ ． Ｊ Ｍｏ ｌ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ３ ３

，
７４３ －

７６ １ ．

Ｃｏ ｌｏｍｂａｎ ｉ
， 
Ｊ ．

，
Ｂ ｉ ａｎｃｈ ｉ ｎ ｉ

，
Ｌ ．

，Ｌａｙａ ｌ ｌ ｅ
，Ｓ ．

，
Ｐｏｎｄｅｖ ｉ ｌ ｌ ｅ

，
Ｅ？Ｄａｕ

ｐ
ｈ ｉ ｎ －Ｖ ｉ ｌ ｌ ｅｍａｎ ｔ

，
Ｃ ．

， 
Ａｎ ｔｏｎ ｉ ｅｗｓｋ ｉ

，Ｃ ．

，

Ｃａｒｒｅ
，Ｃ ．

，Ｎ ｏｓ ｅ ｌ ｌ ｉ
，Ｓ ．

，Ｌｅｏｐｏ ｌ ｄ
，Ｐ ．

，２００ ５ ．Ａｎ ｔａｇｏｎ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａｃ ｔ ｉ ｏｎ ｓｏ ｆｅｅｄｙｓｏｎ ｅａｎｄ ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎ ｓ

ｄｅ ｔｅ ｒｍ ｉ ｎｅｆｉｎａ ｌｓ ｉｚｅ ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ．Ｓｃ ｉｅｎｃｅ ３ １ ０
，６６７

－６７０ ．

Ｃ ｖｅ
ｊ

ｉ ｃ
，Ｓ ．

，Ｚｈ ｕ ， Ｚ ．

，Ｆｅ ｌ ｉ ｃｅ
，Ｓ ． Ｊ ．

，Ｂ ｅｎｎａｎ ，Ｙ．

，
Ｈ ｕａｎｇ ，

Ｘ ．Ｙ．
，２ ００４ ． Ｔｈ ｅｅｎｄｏｇｅｎｏｕ ｓ ｌ ｉ

ｇａ
ｎｄｓ ｔｕｎ ｔｅｄｏｆ

ｔｈｅＧ ＰＣＲｍｅｔｈ ｕｓｅ ｌ ａｈｅｘ ｔｅｎｄ ｓ ｌ ｉ ｆｅｓｐａｎ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ． Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ ６
，
５４０－

５４６ ．

Ｃｚｅｃ ｈ
，Ｍ ． Ｐ ．

，Ｙｕ
，Ｋ ．Ｔ．

，Ｌｅｗ ｉ ｓ
，Ｒ ． Ｅ ．

，Ｄａｖ ｉ ｓ
，Ｒ ． Ｊ ．

，Ｍｏ ｔｔｏ ｌａ
，Ｃ ．

，ＭａｃＤｏｎａｌｄ
，Ｒ ．Ｇ ．

，Ｎｅｃｅｓ ｓａｒｙ，ＲＣ ．

，

Ｃｏ ｒｖｅ ｒａ
，Ｓ ．

， １ ９８５ ． Ｉ ｎｓ ｕ ｌ ｉ ｎｒｅｃｅ
ｐｔｏ ｒｋ ｉｎａｓ ｅａｎｄ ｉｔｓｍｏｄｅｏｆ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ

ｍｅｍｂ ｒａｎｅｃｏｍｐ
ｏｎｅｎｔｓ ．

Ｄ ｉａｂｅｔｅｓＭｅ ｔａｂＲｅｖ １
，
３ ３

－５ ８ ．

Ｄａｓ ， 
Ｄ ． ， Ａ ｒｕ ｒ

， 
Ｓ ． ， ２０ １ ７ ． Ｃｏｎ ｓｅ ｒｖｅｄ ｉ ｎｓ ｕ ｌ ｉｎ ｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉ ｎｇ

ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇ ｕ
ｌａｔ ｉｏｎ ｏ ｆ ｏｏｃｙｔｅ

ｇ ｒｏｗｔｈ
， 
ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ

，

ａｎｄｍａｔｕ ｒａｔ ｉｏｎ ． Ｍｏ ｌ Ｒｅｐｒｏｄ Ｄｅｖ８４
， 
４４４ －４５ ９ ．

Ｄａｓ
，Ｒ ．

，Ｄｏｂｅｎｓ
， Ｌ ． Ｌ ．

， 
２０ １ ５ ． Ｃｏ ｎｓｅ ｒｖａｔ ｉｏｎ ｏｆ

ｇ
ｅｎｅａｎｄ  ｔ ｉ ｓｓｕｅ ｎｅ ｔｗｏ ｒｋｓｒｅｇｕ ｌａｔ ｉ ｎｇ

ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉｎｓ ｉｇｎａ
ｌ ｌ ｉ ｎｇ

ｉｎｆｌ ｉ ｅｓａｎｄｖｅ ｒｔｅｂ ｒａ ｔｅ ｓ ． Ｂ ｉｏｃｈｅｍ ＳｏｃＴ ４３
， １ ０５ ７ －

１ ０６２ ．

ｄｅＦｒａｎｃａ
， Ｉ ． Ｒ ．

，Ｍｅｎｅｓｅｓ
－Ｓａｎ ｔｏ ｓ

，Ｄ ．

，Ｍｏ ｒｅ ｉ ｒａ
，
Ｇ ．Ｖ．

，Ｌ ｉｍａ
，Ｆ ． Ｂ ．

，Ｃａ ｒｖａ ｌ ｈｏ
，Ｃ ．Ｒ ．Ｏ ．

，Ｍａｒｃａ ｌ
，
Ａ ．Ｃ ．

，

２０ １ ８ ． Ｉ ｎｓｕ ｌ ｉｎｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉ ｎｇｐ

ａｔｈｗａｙ
ｉｎｔｈｅｍ ａｓｓｅｔｅ ｒｍｕｓｃ ｌｅｏｆ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ

－

ｔ ｒｅａｔｅｄｒａｔ ｓ ．Ｉｎ ｔｅｒｖ

ＭｅｄＡｐｐｌ Ｓｃ ｉ １ ０
，
２２６－２ ３２ ．

ｄ ｅＭｅｎｄｏｚａ
，
Ａ ．

，
Ｊｏｎｅ ｓ

，Ｊ
． Ｗ ．

，Ｆｒ ｉ ｅｄ ｒ ｉ ｃｈ
，Ｍ ．

，２０ １ ６ ．Ｍ ｅｔｈｕｓｅ ｌａ ｌ ｉ／ｍｅｔｈｕｓｅ ｌ ａｈ －

ｌ ｉ ｋ ｅＧ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄ

ｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓｃｏ ｎｓｔ ｉｔｕｔｅａｎａｎｃ ｉ ｅｎ ｔｍｅ ｔａｚｏａｎ
ｇｅｎｅｆａｍ ｉ ｌ

ｙ
． Ｓｃ ｉ Ｒｅｐ

－Ｕｋ ６
， 
２ １ ８０ １ ．

Ｄ ｈａｄ ｉａ ｌ ｌａ
，Ｔ ． Ｓ ．

，Ｃａｒ ｌ ｓｏｎ
，Ｇ ． Ｒ ．

，Ｌｅ ，Ｄ ．Ｒ
， １ ９９８ ．Ｎ ｅｗ ｉｎｓｅｃ ｔ ｉ ｃ ｉｄｅ ｓｗ ｉ ｔｈｅｃｄｙｓｔｅ ｒｏ ｉｄａ ｌａｎｄ

ｊ
ｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅ

ｈｏｒｍｏｎｅａｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔｙ
． Ａｍｕ Ｒｅｖ Ｅｎｔｏｍｏ ｌ ４３

，５４５
－

５ ６９ ．

Ｄ ｉ
， 
Ｙ ．Ｑ ＿

，Ｈ ａｎ
，
Ｘ ＿ Ｌ ．

，
Ｋａｎｇ ，

Ｘ丄 ．

，
Ｗａｎｇ ，

Ｄ ．

，
Ｃｈｅｎ

，
Ｃ ．Ｈ ＿

，

Ｗａｎｇ ，
Ｊ ．Ｘ ．

，
Ｚｈａｏ

，
Ｘ ． Ｆ

”
２０２ １ ． Ａｕｔｏ

ｐ
ｈａｇｙ

ｔｒ ｉｇｇｅ ｒｓＣＴＳＤ（
ｃａｔｈｅ

ｐ
ｓ ｉ ｎＤ

）ｍａｔｕ ｒａｔ ｉｏｎａｎｄ ｌｏ ｃａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ ｉ ｎｓ ｉｄ ｅｃｅ ｌ ｌ ｓｔｏ
ｐ ｒｏｍｏ ｔｅａｐ

ｏ
ｐ

ｔｏ ｓ ｉ ｓ ．

Ａ ｕ ｔｏｐｈａｇｙ １ ７
， １ １ ７０

－

１ １ ９２ ．

Ｄ ｏｄｄ
，Ｇ ．Ｔ ．

，Ｌｕｃ ｋｍａｎ
，Ｓ ．Ｍ ．

，２０ １ ３ ．Ｐｈｙｓ ｉｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌｒｏ ｌ ｅｓｏｆＧ ＰＲ １ ０ａｎｄＰ ｒＲＰｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ ．Ｆｒｏｎ ｔ

Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏ ｌ
（
Ｌａｕｓａｎｎｅ）４

， 
２０ ．

７ ８
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Ｅｂ ｉ ｎａ
，
Ｙ ．

，
Ｅ ｌ ｌ ｉ ｓ

，Ｌ ．

， 
Ｊａｒｎａ

ｇ
ｉ ｎ

，Ｋ ．

，Ｅｄｅ ｒ
ｙ ，
Ｍ ．

，
Ｇ ｒａｆ

，
Ｌ ．

，
Ｃ ｌａｕｓ ｅｒ

，
Ｅ ．

，
Ｏｕ

，
Ｊ ．Ｈ ．

，Ｍ ａｓ ｉ ａ ｒｚ
，Ｆ ．

，Ｋａｎ ， 
Ｙ ．Ｗ ．

，

Ｇｏ ｌｄｆｉｎｅ
， Ｉ ． Ｄ

．

，ｅｔａ ｌ ．

， １ ９８ ５ ．Ｔｈｅｈｕｍａｎ ｉ ｎｓｕ ｌ ｉ ｎｒｅ ｃｅ ｐ ｔｏ ｒｃＤＮＡ ：ｔｈｅｓ ｔ ｒｕ ｃ ｔｕ ｒａ ｌｂａｓ ｉ ｓｆｏ ｒ

ｈｏｒｍｏｎｅ
－

ａｃ ｔ ｉｖａｔｅｄｔ ｒａｎｓｍｅｍｂ ｒａｎ ｅｓ ｉｇｎａ ｌ ｌ ｉ ｎｇ
．Ｃｅ ｌ ｌ ４０

，７４ ７
－７ ５ ８ ．

Ｅｄｇａｒ
，
Ｂ ．Ａ ． ，２ ００６ ．Ｈｏｗ ｆｌ ｉ ｅｓ

ｇｅ ｔ  ｔｈ ｅ ｉ ｒ ｓ ｉｚｅ ：

ｇ ｅｎｅｔ ｉ ｃｓ ｍ ｅｅｔｓ
ｐ
ｈ
ｙｓ

ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ ． Ｎａｔ ＲｅｖＧｅｎｅｔ ７
，９０７

－９ １ ６ ．

Ｅ ｌ ｅｎａ
，
Ｃ ．

，
Ｃｈ ｉａ ｒａ

，Ｍ ．

， 
Ａ ｎｇｅ

ｌ ｉ ｃａ
，
Ｂ ．

，
Ｃ ｈ ｉａ ｒａ

，
Ｍ ．Ａ ．

，Ｌａｕ ｒａ
，Ｎ ．

，Ｃｈ ｉ ａ ｒａ
，
Ｃ ．

，
Ｃ ｌａｕｄ ｉｏ ，Ｃ ．

， 
Ａ ｎ ｔｏｎｅ ｌ ｌａ

，
Ｆ ．

，

Ｎ ｉ ｃｏ ｌ ａ
，Ｇ ．

，２０ １ ８ ．Ｈｙｐｅ ｒｇ ｌ

ｙ
ｃ ｅｍ ｉａａｎｄｄ ｉ ａｂｅ ｔｅ ｓ ｉ ｎｄｕｃ ｅｄｂｙｇ ｌ ｕｃｏｃｏ ｒｔ ｉ ｃｏ ｉ ｄ ｓ ｉ ｎｎｏｎｄ ｉ ａｂｅ ｔ ｉ ｃａｎｄ

ｄ ｉ ａｂ ｅ ｔ ｉ ｃ
ｐ
ａｔ ｉ ｅｎ ｔｓ ：ｒｅｖ ｉ ｓ ｉ ｏ ｎｏｆ  ｌ ｉ ｔｅ ｒａｔｕ ｒｅ ａｎｄ

ｐ
ｅ ｒｓｏｎａ ｌ ｃｏｎ ｓ ｉｄｅ ｒａ ｔ ｉ ｏｎ ｓ ． Ｃｕｒｒ Ｐｈａｒｍ Ｂ ｉｏ ｔｅｃｈｎｏ ｌ １ ９

，

１ ２ １ ０ －

１ ２２０ ．

Ｅ ｌｍｏ
ｇｙ，Ｍ ．

，
Ｉｗａｍ ｉ

，Ｍ ．

，
Ｓ ａｋｕ ｒａ ｉ

，
Ｓ ．

， ２００４ ．Ｐ ｒｅｓｅｎｃ ｅ ｏｆ ｍｅｍｂ ｒａｎｅｅｃｄｙｓｏｎｅｒｅｃ ｅ
ｐ

ｔｏｒ  ｉｎ ｔｈ ｅａｎ ｔｅ ｒ ｉｏ ｒ

ｓ ｉ ｌ ｋ
ｇ

ｌａｎｄｏｆ  ｔｈｅｓ ｉ ｌ ｋｗｏ ｒｍＢｏｍｂｙｘｍｏｒ ｉ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ２ ７ １
，
３ １ ７ １

－

３ １ ７９ ．

Ｆａｎ
， 
Ｙ．

，Ｓ ｕｎ ，Ｐ．

，Ｗａｎｇ ， 
Ｙ ．

，Ｈｅ
， 
Ｘ ．

，Ｄｅｎｇ ，Ｘ ．

， Ｃｈｅｎ ， Ｘ ．

， Ｚｈａｎｇ ， 
Ｇ ．

，Ｃｈｅｎ ，Ｘ ．

，Ｚｈｏｕ ，Ｎ ．
，２０ １ ０ ． Ｔｈｅ Ｇ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ－

ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓ ｉ ｎ ｔｈｅｓ ｉ ｌ ｋｗｏ ｒｍ
，Ｂｏｍ ｂｙｘｍｏｒ ｉ ．Ｉｎｓｅｃ ｔＢ ｉｏｃｈｅｍＭｏ ｌＢ ｉｏ ｌ４０

，５ ８ １

－

５９ １ ．

Ｆ ｉ ｌａｒｄｏ
，Ｅ ． Ｊ ．

，Ｔｈｏｍａｓ
，Ｐ．

，２０ １ ２ ．Ｍ ｉ ｎ ｉ ｒｅｖ ｉ ｅｗ ：Ｇｐ
ｒｏｔｅ ｉ ｎ－

ｃｏｕ
ｐ

ｌｅｄｅ ｓ ｔｒｏｇｅ ｎｒｅｃｅ ｐｔｏ ｒ
－

Ｉ
，Ｇ ＰＥＲ－

１ ： ｉ ｔｓ

ｍｅｃ ｈａｎ ｉ ｓｍｏｆ ａｃ ｔ ｉｏｎａｎｄｒｏ ｌ ｅ ｉ ｎｆｅｍａ ｌ ｅｒｅ ｐ
ｒｏｄ ｕｃ ｔ ｉ ｖｅｃａｎｃ ｅ ｒ

，ｒｅｎａ ｌａｎｄｖａｓｃ ｕ ｌａ ｒ
ｐ
ｈｙ ｓ ｉｏ ｌｏｇｙ ．

Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌｏｇｙ
ｆ

 １ ５ ３
，
２９５ ３ －２ ９６２ ．

Ｆ ｉ ｒｅ ，Ａ ．

，Ｘ ｕ
，Ｓ ．

，Ｍ ｏｎ ｔｇｏｍｅ ｒｙ，Ｍ ． Ｋ ．

，Ｋｏ ｓ ｔａｓ
，Ｓ ．Ａ ． ，Ｄ ｒ ｉ ｖ ｅ ｒ ，Ｓ ． Ｅ ． ，Ｍ ｅ ｌ ｌ ｏ

，Ｃ ．Ｃ ．
， １ ９９ ８ ．Ｐｏ ｔｅｎｔａｎｄ

ｓｐｅｃ
ｉ ｆｉ ｃ

ｇ
ｅ ｎｅ ｔ ｉ ｃ ｉ ｎ ｔｅ ｒ ｆｅ ｒｅ ｎ ｃｅｂｙ

ｄｏｕｂ ｌ ｅ
－

ｓ ｔ ｒａｎｄｅｄＲＮ Ａ ｉ ｎＣａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔ ｉｓｅ ｌｅｇａｎｓ ．Ｎａ ｔｕｒｅ３ ９ １
，

８０６ －８ １ １ ．

Ｆ ｒｅｄ ｒ ｉ ｋｓ ｓｏｎ
，Ｒ ．

，Ｓ ｃ ｈ ｉｏ ｔｈ
，Ｈ ． Ｂ ．

，２００ ５ ．Ｔｈ ｅｒｅ
ｐ
ｅｒｔｏ ｉ ｒｅｏ ｆＧｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｃｏ ｕ
ｐ

ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓ ｉ ｎｆｕ ｌ ｌｙ

ｓ ｅｑ ｕｅ
ｎ ｃ ｅｄ

ｇｅｎｏｍｅ ｓ ．Ｍｏ ｌ Ｐｈａｒｍａｃｏ ｌ ６ ７
， １ ４ １ ４ －

１ ４２ ５ ．

Ｆ ｒ ｉ ｅｄ ｒ ｉ ｃｈ
，Ｍ ．

，Ｊｏｎｅ ｓ
，
Ｊ ．Ｗ ．

，２０ １ ６ ．Ｇｅｎ ｅａｇｅｓ ，ｎｏｍｅｎｃ ｌ ａ ｔｕｒｅ ｓ
，ａｎｄｆｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎａ ｌｄ ｉ ｖｅ ｒ ｓ ｉ ｆ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｏｆ  ｔｈｅ

ｍ ｅｔｈｕ ｓｅ ｌａｈ ／ｍ ｅ ｔｈ ｕ ｓｅ ｌ ａｈ
－

ｌ ｉ ｋｅ Ｇ ＰＣＲｆａｍ ｉ ｌ ｙ 
ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ａｎｄＴｒ ｉｂｏ ｌ ｉｕｍ ． ＪＥｘｐ 

Ｚｏｏ ｌ Ｂ Ｍｏ ｌ Ｄｅｖ

Ｅｖｏ ｌ ３ ２６
，
４ ５ ３

－４６ ３ ．

Ｆｕ
ｊ

ｉｗａｒａ
，Ｈ ．

，Ｊ ｉ ｎｄｒａ
，Ｍ ．

， Ｎ ｅｗ ｉ ｔｔ
，Ｒ ．

，Ｐａ ｌ ｌ ｉ
，Ｓ ． Ｒ ．

，Ｈ ｉ ｒｕｍａ
，Ｋ ？Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ

，Ｌ ． Ｍ ．

， １ ９９ ５ ．Ｃ ｌｏｎ ｉ ｎｇ
ｏ ｆ ａｎ

ｅｃｄｙ ｓｏｎｅｒｅｃｅ ｐｔｏ ｒｈｏｍｏ ｌｏｇｆｒｏｍＭａｎｄｕｃａｓｅｘ ｔａａｎｄｔｈｅｄｅｖ ｅ ｌ ｏ
ｐ
ｍｅｎ ｔａ ｌｐ ｒｏｆｉ ｌ ｅｏ ｆ ｉ ｔ ｓ

ｍｅ ｓ ｓｅｎｇｅ ｒ
－ＲＮ Ａ ｉｎｗ ｉ ｎｇ ｓ ．Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ２ ５

，
８４ ５

－

８ ５ ６ ．

Ｇ ａ ｂ ｂｏ ｕ
ｊ ，Ｓ ．

，Ｒｙｈａｎｅｎ ，Ｓ ．

，Ｍ ａ ｒｔｔ ｉｎｅｎ
，Ｍ ．

，Ｗ ｉ ｔｔ ｒａｈｍ
，
Ｒ ．

，
Ｔａｋａ ｉ ｏ

，
Ｍ ．

，Ｋｅｍ ｐ ｐａ
ｉ ｎｅ ｎ

，Ｓ ．

，Ｍ ａｒｔ ｉ ｓ ｋａ ｉ ｎｅｎ
，

Ｈ ．
，Ｔａｎ ｉ ｉ ａ

，Ｈ ． ，Ｈ ａａ
ｐ
ａｓａ ｌｏ

，Ａ ．

，Ｈ ｉ ｌ ｔｕｎｅｎ ，Ｍ ．
，Ｎ ａｔｕｎｅ ｎ

，Ｔ ．

，２０ １ ９ ．Ａ ｌ ｔ ｅ ｒｅｄ ｉ ｎｓ ｕ ｌ ｉ ｎｓ ｉｇ ｎａ
ｌ ｉ ｎｇ

ｉ ｎ

ａ ｌｚｈｅ ｉｍｅ ｒ

＇

ｓｄ ｉ ｓｅａｓｅｂ ｒａ ｉ ｎ
－

ｓ
ｐ
ｅｃ ｉ ａ ｌｅｍｐｈａｓ ｉ ｓｏｎＰ Ｉ ３ Ｋ －Ａ ｋ ｔ

ｐ
ａｔｈｗａｙ ．Ｆｒｏｎ ｔ Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ １ ３

， ６２９ ．

Ｇ ｉ ａｎｎａｋｏ ｕ
，
Ｍ ．Ｅ ．

，Ｐ ａ ｒｔ ｒ ｉ ｄｇｅ ，Ｌ ．

， ２００７ ．Ｒｏ ｌ ｅｏ ｆ  ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ
－

ｌ ｉ ｋｅｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｌ ｉ ｎｇ
ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｌ ｉ ｆｅｓ

ｐａｎ
．Ｔｒｅｎｄｓ

Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｓｃ ｉ ３ ２
， １ ８０ －

１ ８ ８ ．

Ｇ ｉ ｌ ｂｅｒｔ
，Ｌ ． ｌ ”Ｇ ｒａｎｇｅ ｒ，Ｎ ．Ａ ． ，Ｒｏｅ

，Ｒ ．Ｍ ．
，２０００ ．Ｔｈｅｊ

ｕｖｅ ｎ ｉ ｌ ｅｈｏ ｒｍｏｎ ｅｓ ：ｈ ｉ ｓ ｔｏ ｒ ｉ ｃ ａ ｌｆａｃ ｔｓａｎｄ

ｓｐ
ｅ ｃｕ ｌａ ｔ ｉｏｎ ｓｏｎｆｕ ｔｕ ｒｅｒｅｓｅａｒｃ ｈｄ ｉ ｒｅ ｃ ｔ ｉｏｎ ｓ ． Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ３ ０

，６ １ ７ －６４４ ．

Ｇ ｉ ｏ ｒｇ
ｉ ｎｏ

，
Ｆ？Ａ ｌｍａｈ ｆｏｕｚ

， 
Ａ ．

， 
Ｇｏｏｄｙｅａ ｒ，Ｌ ． Ｊ ．

，
Ｓｍ ｉ ｔｈ

， Ｒ ． Ｊ ．

， １ ９９ ３ ． Ｇ ｌ ｕｃｏｃｏ ｒｔ ｉ ｃｏ ｉ ｄｒｅｇｕ
ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏｆ  ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎ

ｒｅｃ ｅｐ
ｔｏｒａｎｄｓｕｂ ｓ ｔ ｒａ ｔｅ ＩＲ Ｓ －

１ｔｙｒｏｓ ｉ ｎｅ
ｐ

ｈｏｓｐｈｏ ｒｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｎｒａｔｓｋｅ ｌ ｅ ｔａ ｌｍ ｕｓ ｃ ｌ ｅｉｎｖ ｉｖｏ ．ＪＣ ｌ ｉｎ

９ １
，
２０２０ －２０３ ０ ．

Ｇｏｂｅ ｒｄｈａｎ
，Ｄ ．Ｃ ．

，Ｐａｒ ｉ ｃ ｉ ｏ
，Ｎ ．

，Ｇｏｏｄｍａｎ
，Ｅ ．Ｃ ．

，Ｍ ｌ ｏｄｚ ｉ ｋ
，Ｍ ．

，Ｗ ｉ ｌ ｓｏ ｎ
，Ｃ ．

， １ ９９９ ．Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｔｕｍｏ ｒ

ｓ ｕｐｐ
ｒｅｓ ｓｏ ｒ ＰＴＥＮｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ｓ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｚｅ ａｎｄｎｕｍ ｂｅ ｒ ｂ

ｙ 

ａｎ ｔａｇｏｎ ｉｚ ｉ ｎｇ 
ｔｈｅ Ｃｈ ｉ ｃｏ ／Ｐ ｌ ３

－ｋ ｉ ｎａｓ ｅ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ

ｐ
ａｔｈｗａｙ ．ＧｅｎｅｓＤｅｖ １ ３

，３ ２４４
－

３ ２５ ８ ．

Ｇ ｏ ｎｃｕ
，Ｅ ．

，Ｐａ ｒ ｌ ａｋ
，Ｏ ．

，２００９ ．Ｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃａ ｌｃ ｈａｎｇｅ ｓａｎｄｐａｔｔｅ ｒｎｓｏ ｆｅｃｄｙｓｏｎｅｒｅ ｃｅｐ ｔｏ ｒＢ Ｉ

ｉｍｍ ｕｎｏ ｌ ｏｃａ ｌ ｉｚａ ｔ ｉｏｎ ｉ ｎｔｈｅａｎ ｔｅ ｒ ｉｏ ｒｓ ｉ ｌ ｋｇ
ｌ ａｎｄｕｎｄｅ ｒｇｏ

ｉ ｎｇｐ ｒｏｇ
ｒａｍｍｅｄｃｅ ｌ ｌｄｅａ ｔｈ ｉ ｎｔｈｅ

ｓ ｉ ｌ ｋｗｏ ｒｍ
， 
Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒ ｉ ． Ａ ｃ ｔａ Ｈｉｓ ｔｏｃｈｅｍ １ １ １

， ２ ５
－

３４ ．

Ｇ ｏ ｒｅ ｌ ｉ ｃ ｋ－ Ｆｅ ｌ ｄｍａｎ ，Ｊ ．

，Ｃｏｈ ｉ ｃ ｋ
，Ｗ ．

，Ｒａｓｋ ｉ ｎ
， Ｉ ．

，２０ １ ０ ．Ｅ ｃｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ ｓｅ ｌ ｉ ｃ ｉ ｔａｒａｐ ｉ ｄＣａ
２ ＋

ｆｌ ｕｘ ｌ ｅａｄ ｉ ｎｇ
ｔｏ

ａｋｔａｃ ｔ ｉ ｖ ａ ｔ ｉ ｏ ｎａｎｄ ｉ ｎ ｃ ｒｅａｓ ｅｄ
ｐ ｒｏｔｅ ｉｎｓｙ

ｎ ｔｈｅｓ ｉ ｓ ｉ ｎｓｋｅ ｌ ｅ ｔａ ｌｍ ｕｓ ｃ ｌ ｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ． Ｓｔｅｒｏ ｉｄｓ７ ５
，
６ ３ ２

－

６３ ７ ．

Ｈ ａｋ ｉｍ ，Ｒ ． Ｓ ．
，Ｂ ａ ｌ ｄｗ ｉ ｎ

，Ｋ ．
，Ｓｍａｇｇｈｅ ，

Ｇ ．

，２０ １ ０ ．Ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏｆｍ ｉｄｇｕ ｔ
ｇ ｒｏｗｔｈ

，ｄｅｖｅ ｌｏ
ｐ
ｍｅ ｎｔ

，ａｎｄ

ｍ ｅ ｔａｍｏ ｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ ． Ａ ｒｍｕ Ｒｅ ｖ Ｅｎ ｔｏｍｏ ｌ ５ ５

，５ ９ ３
－６０８ ．

Ｈ ａ ｌ ｌ
，
Ｂ ． Ｌ ．

，
Ｔｈ ｕｍｍｅ ｌ

，
Ｃ ． Ｓ ．

， １ ９９８ ． ＴｈｅＲＸＲｈｏｍｏ ｌ ｏｇ
ｕ ｌ ｔｒａｓ ｐ

ｉ ｒａｃ ｌ ｅ ｉ ｓａｎｅ ｓ ｓ ｅｎ ｔ ｉａ ｌｃｏｍ
ｐ
ｏｎｅｎ ｔ ｏｆ  ｔｈｅ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｅ ｃｄｙｓｏｎｅｒｅ ｃ ｅｐ ｔｏｒ ． Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔ １ ２ ５
， 
４７０９ －４７ １ ７ ．

Ｈ ａｎ ｌｏｎ
，Ｃ ． Ｄ ．

， 
Ａ ｎｄ ｒｅｗ

，Ｄ ． Ｊ ．

，２０ １ ５ ．Ｏ ｕｔｓ ｉｄ ｅ
－

ｉ ｎｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ
－

ａｂ ｒ ｉ ｅｆ ｒｅ ｖ ｉ ｅｗｏ ｆ ＧＰＣＲｓ ｉ

ｇ ｎａ ｌ ｉ ｎｇ
ｗ ｉ ｔ ｈａ

ｆｏｃ ｕｓｏｎ ｔｈｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａＧ ＰＣＲｆａｍ ｉ ｌｙ ． Ｊ Ｃｅ ／ ／ Ｓｃ ｉ １ ２ ８
，３ ５ ３ ３

－

３ ５４２ ．

Ｈ ａｕｓｅ ｒ
， 
Ａ ． Ｓ ．

， 
Ａ ｔｔｗｏｏｄ

，Ｍ ．Ｍ ．

，Ｒａｓｋ
－Ａｎｄｅ ｒ ｓｅ ｎ

，Ｍ ．

，Ｓ ｃ ｈ ｉｏｔｈ
，Ｈ ． Ｂ ．

，Ｇ ｌ ｏ ｒ ｉ ａｍ
，Ｄ ． Ｅ ．

，２０ １ ７ ．Ｔ ｒｅｎｄ ｓ ｉ ｎ

ＧＰＣＲｄ ｒｕｇ
ｄ ｉ ｓ ｃｏｖｅ ｒｙ ：ｎｅｗ ａｇ ｅｎ

ｔｓ
， ｔａ ｒｇ ｅ ｔｓａｎｄ ｉｎｄ ｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｓ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｒｕｇ 

Ｄ ｉｓｃｏｖ １ ６
，
８２ ９

－

８４２ ．

Ｈ ａｙ，Ｂ ．Ａ ．

， 
Ｇ ｕｏ ，Ｍ ．

， 
２００６ ． Ｃａｓｐａｓ ｅ

－

ｄｅ ｐｅｎ
ｄｅｎ ｔ ｃｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ ｉ ｎ Ｄ ｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ． Ａ ｎｎｕ ＲｅｖＣｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂ ｉｏ ｌ ２２

，

６２ ３
－６ ５ ０ ．

Ｈｅｇｓ ｔ ｒｏｍ
， Ｃ ．Ｄ ．

， Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

， 
Ｔｒｕｍａｎ

，Ｊ ．Ｗ．
， １ ９９ ８ ．Ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄａｎｄｎｅ ｕ ｒｏｎａ ｌ ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏ ｆ ｅｃｄｙｓｏｎｅ

ｒｅｃｅ ｐｔｏ ｒ ｅｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｄ ｕｒ ｉ ｎｇ
ｍｅ ｔａｍｏ ｒｐ

ｈｏｓ ｉ ｓｏｆ ｍ ｕｓ ｃ ｌ ｅ ｉ ｎ ｔｈ ｅｍｏ ｔｈ ，Ｍａｎｄｕｃａｓｅｘ ｔａ ．Ｊ Ｎｅｕｒｏｓｃ ｉ

７ ９
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１ ８
， １ ７ ８６－

１ ７９４ ．

Ｈｅｎｑｕ ｉ ｎ
，Ｊ ．Ｃ ．

，２０００ ．Ｔｒ ｉｇｇｅ ｒ ｉ ｎｇａｎ
ｄａｍ

ｐ
ｌ ｉ ｆｙ ｉ ｎｇｐａｔｈｗａｙ ｓｏｆｒｅｇ

ｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｉ ｎｓｕ ｌ ｉ ｎｓｅｃ ｒｅ ｔ ｉｏｎｂｙ

ｇ ｌ ｕｃｏｓｅ ．Ｄ ｉａｂｅｔｅｓ ４９
， １ ７ ５ １

－

１ ７６０ ．

Ｈ ｅｎｒ ｉ ｃｈ
，Ｖ．Ｃ ．

，Ｓ ｌ ｉ ｔｅ ｒ
，Ｔ． Ｊ ．

，Ｌｕｂａｈｎ ，Ｄ ．Ｂ ．
，Ｍａｃ ｉ ｎｔｙ ｒｅ ，Ａ ．

，Ｇ ｉ ｌｂｅ ｒｔ
，Ｌ ． Ｉ ．

， １ ９９０ ．Ａｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｔｈｙｒｏ ｉｄ
－

ｈｏ ｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓｕ
ｐ
ｅ ｒｆａｍ ｉ ｌｙｍｅｍｂｅ ｒ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒｔｈａｔｓｈａ ｒｅ ｓｅｘｔｅｎｓ ｉｖ ｅ

ｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃｅｓ ｉｍ ｉ ｌａｒ ｉ ｔｙ

ｗ ｉ ｔｈａｍａｍｍａ ｌ ｉ ａｎｈｏｍｏ ｌｏｇ
． Ｎｕｃｌｅ ｉｃ Ａ ｃ ｉｄｓ Ｒｅｓ １ ８

，
４ １ ４ ３

－４ １ ４ ８ ．

Ｈ ｅ ｒｒｅ ｒａ
，Ｎ ．Ａ ．

，Ｄ ｕｃｈａｔｓｃｈ ，Ｆ ．

，Ｋａｈ ｌｋｅ
， 
Ａ ．

，
Ａｍａｒａ ｌ

，Ｓ ．Ｌ ．

，
Ｖａｓｑ ｕ ｅｚ

－Ｖ ｉ ｖａ ｒ
，Ｊ ．

，２ ０２ ０ ．Ｉｎｖ ｉｖｏｖａｓｃｕ ｌ ａ ｒ

ｒａｒｅ ｆａｃ ｔ ｉｏｎａｎｄｈｙｐｅ ｒｔｅｎｓ ｉ ｏｎ ｉｎｄｕ ｃｅｄｂｙｄｅｘａｍｅ ｔｈａｓｏｎｅａ ｒｅｒｅ ｌ ａｔｅｄｔｏ
ｐ

ｈｏｓｐｈａｔａｓｅＰＴＰ １ Ｂ

ａｃｔ ｉ ｖａｔ ｉｏｎｎｏｔ ｅｎｄｏ ｔｈｅ ｌ ｉ ａ ｌｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｃｃｈａｎｇｅｓ
．Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｏ Ｂ ｉｏｌ Ｍｅｄ １ ５２

，
６ ８９ －６９６ ．

Ｈ ｉ ｌ ｌ
，
Ｃ ．Ａ ．

，Ｆｏｘ ， 
Ａ ．Ｎ ．

，
Ｐ ｉ ｔｔｓ

，
Ｒ ． Ｊ ．

，Ｋｅｎ ｔ
，Ｌ ．Ｂ ．

，
Ｔａｎ

，
Ｐ．Ｌ ．

，
Ｃｈ ｒｙｓ ｔａ ｌ

，Ｍ ．Ａ ．

，
Ｃ ｒａｖｃｈ ｉｋ

， 
Ａ ．

，
Ｃｏ ｌ ｌ ｉｎｓ

，
Ｆ．Ｈ ．

，

Ｒｏｂｅ ｒｔｓｏｎ
，Ｈ ．Ｍ ．

，Ｚｗ ｉｅｂｅ ｌ
，Ｌ ． Ｊ ．

，２００２ ．Ｇ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ －ｃｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓ ｉｎＡｎｏｐｈｅｌｅｓ

ｇａｍｂ ｉａｅ ．

Ｓｃ ｉｅｎｃｅ２９Ｓ
， １ ７６－

１ ７８ ．

Ｈｏｍ ｅｒ
，Ｍ ．Ａ ．

，Ｃ ｈｅｎ
，Ｔ．Ｈ ．

，Ｔｈ ｕｍｍｅ ｌ
，Ｃ ． Ｓ ．

， １ ９９５ ．Ｅｃｄｙｓ ｔｅｒｏ ｉｄｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎａｎｄＤＮＡ－ｂ ｉｎｄ ｉ ｎｇ

ｐ ｒｏ
ｐ
ｅ ｒｔ ｉｅ ｓｏ ｆ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｎｕｃ ｌ ｅａｒｈｏ ｒｍｏｎｅ

－

ｒｅｃ ｅ
ｐｔｏｒ ｓ ｕ

ｐ
ｅ ｒｆａｍ ｉ ｌ

ｙ
ｍｅｍｂｅ ｒｓ ． Ｄｅｖ Ｂｉｏ ｌ １ ６ ８

，
４９０

－

５ ０２ ．

Ｈｗａｎｇ ，Ｊ ． Ｌ ．

，Ｗｅ ｉ ｓｓ
，Ｒ ．Ｅ ．

，
２０ １ ４ ．Ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ－

ｉ ｎｄ ｕｃｅｄｄ ｉａｂｅｔｅｓ ：ａｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃａ ｌａｎｄｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌａｒａｐ ｐ
ｒｏａｃｈｔｏ

ｕｎｄｅ ｒｓ ｔａｎｄ ｉ ｎｇ
ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ．Ｄ ｉａｂｅｔｅｓ ＭｅｔａｂＲｅｓ Ｒｅｖ ３ ０

，９６
－

１ ０２ ．

Ｈｙｕｎ ，
Ｓ ＿

， 
２０ １ ３ ．Ｂ ｏｄｙ

ｓ ｉｚｅｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎａｎｄ ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ
－

ｌ ｉ ｋｅ
ｇ ｒｏｗｔｈｆａｃ ｔｏ ｒ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ ． ７ ０

，

２ ３ ５ １

－２ ３ ６ ５ ．

Ｊａ
， 
Ｗ． Ｗ ．

， 
Ｃ ａｒｖａ ｌｈｏ

， 
Ｇ ．Ｂ ．

，
Ｍａｄ ｒ ｉ ｇａ ｌ

， 
Ｍ ．

， 
Ｒｏｂｅ ｒｔｓ

，
Ｒ ．Ｗ ．

， 
Ｂｅｎｚｅ ｒ

， 
Ｓ ．

， 
２００９ ． Ｔｈｅ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ Ｇ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ

－

ｃｏｕ
ｐ

ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ
，ｍｅ ｔｈｕｓ ｅ ｌａｈ

，ｅｘｈ ｉｂ ｉ ｔｓａ
ｐｒｏｍ ｉ ｓｃｕｏｕｓｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ

ｐ
ｅｐ ｔ ｉｄ ｅｓ ．Ｐｒｏ ｔｅ ｉｎＳｃ ｉ １ ８

，

２２０ ３ －２２０８ ．

Ｊ ａｃｏ ｂｓ
，Ｆ．Ｍ ．

， ｖａｎｄｅ ｒＨ ｅ ｉ ｄｅ
，
Ｌ ． Ｐ．

， 
Ｗ ｉ

ｊ
ｃｈｅ ｒｓ

，Ｐ ． Ｊ ．

，Ｂｕ ｒｂａｃｈ
， Ｊ ． Ｐ ．

，
Ｈｏｅｋｍａｎ

，
Ｍ ． Ｆ ．

，
Ｓｍ ｉｄ ｔ

，Ｍ ． Ｐ．

，
２００３ ．

Ｆｏｘ０ ６
，ａｎｏｖｅ ｌｍｅｍ ｂｅ ｒｏ ｆｔｈ ｅＦｏｘＯｃ ｌ ａｓ ｓｏｆｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ｉｏｎｆａｃ ｔｏｒｓｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｓ ｔ ｉｎｃ ｔｓｈｕｔｔ ｌ ｉ ｎｇ

ｄｙｎａｍ ｉｃｓ ． Ｊ Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ ２ ７ ８
，
３ ５９５ ９ －

３ ５ ９６７ ．

Ｊａｍａｓｐ ｉ ｓｈｖ ｉ ｌ ｉ
， 
Ｔ．

，
Ｂ ｅ ｒｍａｎ

，
Ｄ ． Ｍ ．

， 
Ｒｏｓｓ

， 
Ａ ．Ｅ ．

， 
Ｓｃｈｅ ｒ

， 
Ｈ ． Ｉ ．

，
ＤｅＭａ ｒｚｏ

， 
Ａ ．Ｍ ．

， 
Ｓ ｑｕ

ｉ ｒｅ
， 
Ｊ ．Ａ ．

，
Ｌｏｔａｎ

， 
Ｔ ． Ｌ ．

，

２０ １ ８ ．Ｃ ｌ ｉｎ ｉ ｃａ ｌ ｉｍ
ｐ

ｌ ｉ ｃａｔ ｉｏｎｓｏ ｆ ＰＴＥＮ ｌｏｓｓ ｉｎ
ｐ ｒｏｓ ｔａｔｅ ｃ ａｎｃｅ ｒ ． Ｎａ ｔ ＲｅｖＵｒｏ ｌ １ ５

，
２２２ －２３４ ．

Ｊ ｉｎｄｒａ
，Ｍ ．

，
Ｈ ｕａｎｇ ，

Ｊ ．Ｙ．

，
Ｍａ ｌｏｎｅ

，
Ｆ．

， 
Ａ ｓａｈ ｉｎａ

，
Ｍ ．

，Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，
Ｌ ．Ｍ ．

， １ ９９７ ． Ｉｄｅｎｔ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎａｎｄｍＲＮＡ

ｄｅｖ ｅ ｌｏｐｍｅｎｔａ ｌ

ｐ ｒｏｆｉ ｌｅｓｏｆ ｔｗｏｕ ｌ ｔ ｒａｓｐ
ｉ ｒａｃ ｌｅ ｉｓｏｆｏ ｒｍ ｓ ｉｎｔｈｅｅｐ ｉｄｅ ｒｍ ｉ ｓａｎｄｗ ｉｎｇｓｏｆ Ｍａｎｄｕｃａ

ｓｅｘ ｔａ ．Ｉｎｓｅｃｔ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏｌ ６
，
４ １

－

５ ３ ．

Ｊ ｉ ｎｄ ｒａ ，Ｍ ．

，
Ｍａ ｌｏｎｅ

，
Ｆ．

，Ｈ ｉ ｒｕｍａ
，Ｋ ．

，
Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ

，Ｌ ． Ｍ ．

， １ ９９６ ．Ｄ ｅｖｅ ｌ ｏ
ｐ
ｍｅｎ ｔａ ｌ

ｐ
ｒｏｆｉ ｌｅ ｓ ａｎｄｅｃｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ

ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｏｆ  ｔｈｅｍＲＮＡ ｓｆｏｒｔｗｏｅｃｄｙｓｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒ ｉ ｓｏｆｏ ｒｍ ｓ ｉ ｎｔｈｅｅｐ
ｉ ｄｅ ｒｍ ｉ ｓａｎｄｗ ｉ ｎｇ ｓｏｆ

ｔｈｅ ｔｏｂａｃｃｏｈｏ ｒｎｗｏ ｒｍ
， 
Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ ． Ｄｅｖ Ｂ ｉｏ ｌ Ｉ ＳＯ

，
２ ５ ８ －２ ７２ ．

Ｊ ｉｎｇ ， 
Ｙ ． Ｐ ．

， 
Ｗａｎｇ ， 

Ｄ ．

， 
Ｈａｎ

， 
Ｘ ． Ｌ ．

，Ｄｏｎｇ ， 
Ｄ ． Ｊ ．

， 
Ｗａｎｇ ， 

Ｊ ．Ｘ ．

， 
Ｚｈａｏ

，
Ｘ ． Ｆ ．

， 
２０ １ ６ ． Ｔｈｅｓｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎｅ２０－

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅｅｎｈａｎｃｅ ｓ
ｇｅｎｅ ｔ ｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈ ｅｃＡＭＰｒｅ ｓｐｏｎｓ ｅｅ ｌ ｅｍ ｅｎ ｔ
－ｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎｇ

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ
 （
ＣＲＥＢ

）
ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｐａｔｈｗａｙ

． Ｊ Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ２９ １
， １ ２７ ７ １

－

１ ２ ７ ８ ５ ．

Ｋａｈｎ
，Ｓ ． Ｅ ．

，Ｃｏｏｐｅ ｒ
，Ｍ ． Ｅ ．

，Ｄｅ ｌＰ ｒａｔｏ
，Ｓ ．

，２０ １ ４ ．Ｐａｔｈｏｐ
ｈ
ｙｓ ｉ ｏ ｌｏｇｙ

ａｎｄｔ ｒｅａｔｍｅｎ ｔｏｆ ｔｙｐｅ２ｄ ｉ ａｂｅ ｔｅ ｓ ：

ｐ
ｅ ｒｓ

ｐ
ｅｃｔ ｉ ｖｅ ｓｏｎ ｔｈｅ

ｐ
ａｓ ｔ

， ｐｒｅ ｓｅｎｔ
， 
ａｎｄｆｕｔｕｒｅ ． Ｌａｎｃｅｔ ３ ８３

， １ ０６ ８
－

１ ０ ８ ３ ．

Ｋａｍ ｉｍｕ ｒａ
，Ｍ ．

，Ｔｏｍ ｉ ｔａ
，Ｓ ．

，Ｋ ｉ ｕｃｈ ｉ
，Ｍ ．

，Ｆｕｊ ｉｗａｒａ
，Ｈ ．

， １ ９９７ ．Ｔ ｉ ｓ ｓｕｅ －

ｓ
ｐ
ｅｃ ｉｆｉｃａｎｄｓｔａｇｅ

－

ｓ
ｐ
ｅｃ ｉｆｉｃ

ｅｘｐ ｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆ  ｔｗｏｓ ｉ ｌｋｗｏｒｍｅ ｃｄｙｓｏｎｅｒｅｃ ｅｐｔｏ ｒ ｉ ｓｏｆｏ ｒｍｓ
－

ｅ ｃｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ

ｐｔ ｉｏｎ

ｉｎ ｃ ｕ ｌｔｕｒｅｄａｎｔｅ ｒ ｉｏｒｓ ｉ ｌｋ
ｇ

ｌａｎｄｓ ．Ｅｕｒ ＪＢ ｉｏｃｈｅｍ ２４ ８
， 
７ ８６－７９３ ．

Ｋａｎｇ ，Ｘ ．Ｌ ．

，Ｌ ｉ
，Ｙ ．Ｘ ．

，Ｌ ｉ
，
Ｙ． Ｌ ．

，Ｗａｎｇ ， 
Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ ，
Ｘ ． Ｆ ．

，２０２ １ ．Ｔｈｅｈｏｍｏｔｅ ｔ ｒａｍｅ ｒ ｉ ｚａｔ ｉｏｎｏ ｆ ａＧＰＣＲ

ｔｒａｎｓｍ ｉ ｔｓｔｈｅ２０ －

ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅｓ ｉｇｎａ ｌａｎｄ ｉｎｃ ｒｅａｓｅｓ ｉ ｔｓｅｎｔｒｙ ｉｎｔｏｃ ｅ ｌ ｌ ｓｆｏ ｒ ｉ ｎｓｅｃ ｔ

ｍｅ ｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ １ ４ ８

，
ｅ ｌ ９６６６７ ．

Ｋａｎｇ ， 
Ｘ ． Ｌ ．

， 
Ｚｈａｎｇ ， 

Ｊ ．Ｙ．

， 
Ｗａｎｇ ， 

Ｄ ．

， 
Ｚｈａｏ

， 
Ｙ．Ｍ ．

， 
Ｈａｎ

， 
Ｘ ． Ｌ ．

， 
Ｗａｎｇ ， 

Ｊ ．Ｘ ．

， 
Ｚｈａｏ

， 
Ｘ ． Ｆ．

， 
２０ １ ９ ． Ｔｈｅ ｓｔｅ ｒｏ ｉ ｄ

ｈｏｒｍｏｎｅ２０－ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅｂ
ｉｎｄｓｔｏｄｏｐａｍ ｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒｔｏｒｅｐ ｒｅｓｓ ｌｅｐ

ｉ ｄｏｐｔｅｒａｎ ｉｎｓ ｅｃｔ

ｆｅｅｄ ｉ ｎｇ
ａｎｄ

ｐ
ｒｏｍｏ ｔｅ

ｐ
ｕｐａｔ ｉｏｎ ．ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅ ｔ １ ５

，
ｅ ｌ ００８ ３ ３ １ ．

Ｋａｎｎａｎ
，Ｋ ．

，Ｆ ｒ ｉｄ ｅ ｌ ｌ
，Ｙ ．Ｗ．

，２０ １ ３ ．Ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎａ ｌ ｉｍ
ｐ

ｌ ｉｃａｔ ｉ ｏｎｓｏｆＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎ－

ｌ ｉ ｋｅ
ｐｅｐｔ ｉｄ ｅｓ ｉｎ

ｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ
，
ａｇ ｉｎｇ ，

ａｎｄｄ ｉ ｅ ｔａｒｙ
ｒｅ ｓ ｔｒ ｉ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ． Ｆｒｏｎ ｔ Ｐｈｙｓ ｉｏ ｌ ４

，
２８ ８ ．

Ｋａｓ ｕｂ ｕｃｈ ｉ
，Ｍ ．

，
Ｗａｔａｎａｂｅ

，Ｋ ．

，
Ｈ ｉ ｒａｎｏ

，Ｋ ．

， Ｉｎｏｕｅ
，Ｄ ．

，Ｌ ｉ
，Ｘ ．

，
Ｔｅｒａｓａｗａ

，Ｋ ．

，Ｋｏｎ ｉ ｓｈ ｉ
，Ｍ ．

， Ｉ ｔｏｈ
，
Ｎ ．

，

Ｋ ｉｍｕｒａ
，

Ｉ ．

， 
２０ １ ７ ． Ｍｅｍｂ ｒａｎｅ

ｐｒｏｇｅｓ ｔｅ ｒｏｎｅ ｒｅｃｅ
ｐ ｔｏ ｒ ｂｅ ｔａ

 （
ｍＰＲｐ

／Ｐａ
ｑ
ｒ８

） ｐ
ｒｏｍｏｔｅ ｓ

ｐ
ｒｏｇｅｓｔｅ ｒｏｎｅ

－

ｄｅｐｅｎ
ｄｅｎｔｎｅｕ ｒ ｉｔｅｏｕｔｇｒｏｗｔｈ ｉ ｎＰＣ  １ ２ｎｅｕｒｏｎａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｓｖ ｉａｎｏｎ

－Ｇｐ ｒｏｔｅ ｉｎ
－

ｃｏｕｐ
ｌｅｄｒｅｃ ｅ

ｐ
ｔｏ ｒ

（
Ｇ ＰＣＲ

）
ｓ ｉ

ｇｎａ ｌ ｉｎｇ ． Ｓｃ ｉ Ｒｅｐ
－ Ｕｋ ７

， 
５ １ ６８ ．

Ｋｏｅ ｌ ｌ ｅ
，Ｍ ，Ｒ ．

，Ｓ ｅｇ ｒａｖ ｅｓ
，Ｗ ．Ａ ．

，Ｈｏｇｎｅ ｓ ｓ
，
Ｄ ． Ｓ ．

， １ ９９２ ．Ｄｈｒ３ ：ａ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｓｔｅ ｒｏ ｉｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｈｏｍｏ ｌｏｇ ＊

Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ８９
，
６ １ ６７

－６ １ ７ １ ．

Ｋｏｅ ｌ ｌｅ
，Ｍ ． Ｒ ．

，
Ｔａ ｌ ｂｏｔ

，Ｗ． Ｓ ．

，Ｓ ｅｇ ｒａｖｅｓ
，Ｗ ．Ａ ．

，Ｂｅｎｄｅ ｒ
，Ｍ ．Ｔ ．

，Ｃｈ ｅ ｒｂａｓ
，Ｐ ．

，Ｈ ｏｇｎｅｓｓ ，Ｄ ． Ｓ ．

， １ ９９ １ ．Ｔｈｅ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａＥｃＲ
ｇｅｎｅ

ｅｎ ｃｏｄ ｅｓａｎｅ ｃ ｄｙｓｏｎｅｒｅｃ ｅ
ｐｔｏ ｒ

，ａｎｅｗｍｅｍｂｅ ｒｏ ｆ  ｔｈｅｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ －

ｒｅ ｃｅ
ｐ

ｔｏ ｒ

８ ０
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ｓ ｕ
ｐ
ｅ ｒｆａｍ ｉ ｌ

ｙ ．Ｃｅ ｌｌ ６７
，
５ ９

－

７７ ．

Ｋｏｎｄｏ
，Ｈ ．

， Ｉ ｎｏ
，Ｍ ．

，Ｓ ｕｚｕｋ ｉ
， Ａ ．

， Ｉ ｓｈ ｉｚａｋ ｉ

，Ｈ ．

， Ｉ ｗａｍ ｉ
，Ｍ ．

， １ ９９６ ．Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌｅ

ｇｅｎｅｃｏ
ｐ

ｉ ｅ ｓｆｏ ｒ ｂｏｍｂｙｘ ｉ ｎ
，

ａｎ  ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ
－

ｒｅ ｌａｔｅｄ
ｐ
ｅｐｔ ｉｄ ｅ ｏｆ  ｔｈｅ ｓ ｉ ｌ ｋｍｏｔｈ Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒ ｉ ： ｓ ｔ ｒｕｃ ｔｕ ｒａ ｌ ｓ ｉｇ ｎｓ ｆｏ ｒ

ｇｅｎｅｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ

ａｎｄｄｕ
ｐ

ｌ ｉ ｃａｔ ｉｏ ｎｒｅ ｓ
ｐ
ｏｎｓ ｉｂ ｌ ｅｆｏ ｒ

ｇｅｎｅ ｒａｔ ｉ ｏ ｎｏｆ ｍｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ ｌ ｅｍｏ ｌ ｅｃ ｕ ｌ ａ ｒｆｏ ｒｍ ｓｏｆ ｂｏｍｂｙｘ ｉｎ ．Ｊ Ｍｏ ｌ

Ｂ ｉｏ ｌ ２ ５ ９ ＾９２６
－９ ３ ７ ．

Ｋｏ ｓ ｔａ ｌ
，Ｖ．

，Ｓ ｔｅ ｔ ｉ ｎａ
，Ｔ ． ，Ｐｏｕｐａｒｄ ｉ ｎ

，Ｒ ．

，Ｋｏ ｒｂｅ ｌ ｏｖａ
，Ｊ ．

，Ｂ ｒｕｃ ｅ
，Ａ ．Ｗ ．

，２０ １ ７ ．Ｃｏｎ ｃｅｐ ｔｕａ ｌｆｒａｍ ｅｗｏ ｒｋｏｆ

ｔｈｅｅｃｏ －

ｐ
ｈｙｓ ｉｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃａ ｌｐｈａｓ ｅｓｏ ｆ ｉ ｎ ｓ ｅ ｃ ｔｄ ｉａｐａｕｓｅｄ ｅｖ ｅ ｌｏ ｐｍｅ ｎ ｔｊ

ｕ ｓ ｔ ｉｆｉｅｄｂｙｔ ｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔｏｍ ｉ ｃ

ｐ ｒｏｆｉ ｌ ｉ ｎｇ ．Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ １ １ ４
，８ ５ ３ ２

－８ ５ ３ ７ ．

Ｋｏｙａｍａ
，Ｔ ．

， Ｉｗａｍ ｉ
，Ｍ ．

，Ｓａｋｕ ｒａ ｉ
，Ｓ ．

，２００４ ．Ｅｃｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌｏ ｆｃｅ ｌ ｌｃｙｃ ｌｅａｎｄｃｅ ｌ ｌ ｕ ｌａｒ

ｃｏｍｍ ｉ ｔｍｅｎ ｔ ｉ ｎ ｉｎ ｓｅｃ ｔ ｗ ｉ ｎｇ
ｉｍａｇ ｉ ｎａ ｌ ｄ ｉ ｓ ｃ ｓ ．Ｍｏ ｌ Ｃｅ ｌｌ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ２ ＼ ３

， １ ５ ５
－

１ ６６ ．

Ｋｏｙａｍａ
，Ｔ．

，Ｍ ｅｎｄｅｓ
，Ｃ ．

，Ｍ ｉ ｒｔｈ ，Ｃ ．Ｋ ．

，２０ １ ３ ．Ｍｅｃｈａｎ ｉ ｓｍｓｒｅｇ ｕ
ｌ ａｔ ｉｎｇｎ ｕｔｒ ｉ ｔ ｉ ｏｎ －ｄｅ

ｐ
ｅｎｄｅｎ ｔ

ｄｅｖｅ ｌ ｏｐｍ ｅｎ ｔａ ｌ

ｐ
ｌ ａｓｔ ｉ ｃ ｉ ｔｙ

ｔｈｒｏｕｇｈｏｒｇａｎ
－

ｓｐ
ｅｃ ｉ ｆ ｉ ｃｅ ｆｆｅｃ ｔｓ ｉｎ ｉ ｎ ｓｅｃ ｔｓ ．Ｆｒｏｎ ｔ Ｐｈｙｓ ｉｏ ｌ ４

， 
２６３ ．

Ｋｏｙａｍ ａ
，
Ｔ ．

，Ｒｏｄ ｒ ｉｇｕｅｓ ，Ｍ ．Ａ ．

，Ａ ｔｈａｎａｓ ｉ ａｄ ｉ ｓ
， 
Ａ ．

，Ｓ ｈ ｉ ｎｇ ｌ ｅ ｔｏｎ
，
Ａ ． Ｗ ．

，Ｍ ｉ ｒｔｈ
，Ｃ ．Ｋ ．

，２ ０ １ ４ ．Ｎ ｕ ｔｒ ｉ ｔ ｉｏｎａ ｌ

ｃｏ ｎ ｔｒｏ ｌｏｆｂｏｄｙｓ ｉｚｅｔｈｒｏ ｕｇ
ｈＦｏｘＯ －ｕ ｌ ｔｒａｓｐ

ｉ ｒａｃ ｌ ｅｍｅｄ ｉ ａｔｅｄｅｃｄｙｓｏｎｅｂ ｉ ｏｓｙｎｔｈｅｓ ｉ ｓ ．Ｅｌ ｉｆｅ３ ，

ｅ０３ ０９ １ ．

Ｋｒｕ
ｐ
ｎ ｉ ｃ ｋ

，
Ｊ ．Ｇ ．

， 
Ｂ ｅ ｎｏｖ ｉ ｃ

， 
Ｊ ． Ｌ ．

， １ ９９８ ．Ｔｈ ｅｒｏ ｌ ｅｏ ｆ ｒｅｃ ｅ
ｐ

ｔｏ ｒ ｋ ｉ ｎａｓｅ ｓａｎｄ ａｒ ｒｅ ｓ ｔ ｉｎ ｓ ｉ ｎＧ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ－

ｃｏ ｕｐ
ｌｅｄ

ｒｅｃ ｅｐ
ｔｏ ｒ ｒｅｇｕ

ｌａｔ ｉｏ ｎ ． Ａ ｎｎｕ ＲｅｖＰｈａｒｍａｃｏ ｌ ３ ８
， ２ ８９ －

３ １ ９ ．

Ｋｕｍａ ｒ， Ｄ ．
， Ｓ ｕｂ ｒａｈｍ ａｎｙａｍ ， Ｂ ．

，Ｓ ｈａ ｒａｎ
，Ｓ ． ＩＣ ．

， 
Ｍ ｉ ｓｈ ｒａ

， 
Ｐ． Ｋ ．

， 
Ｓ ｉ ｎｇｈ ，Ｓ ｕ ｒｙａｎａ ｒａｙａｎａ ， 

Ｎ ．
， ２００ ８ ．

Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ２０ －ｈｙｄ ｒｏ ｘ ｙｅｃｄｙ ｓｏｎｅ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉ ｎｔｈｅｈａｅｍｏ ｌｙｍ ｐ
ｈｏｆｎｏｎ

－ｄ ｉ ａ
ｐ
ａｕ ｓｅ

－ｄｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ｅｄａｎｄ

ｄ ｉ ａｐ
ａｕｓｅ

－ｄｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ｅｄ
ｇｅｎ ｅ ｒａｔ ｉ ｏｎｓ ｏ ｆ  ｔａｓａｒ ｓ ｉ ｌ ｋｗｏ ｒｍ

， 
Ａ ｎ ｔｈｅｒａｅａ ｍｙｌ ｉ ｔｔａ

 （
Ｌｅ

ｐ
ｉ ｄｏｐ ｔｅ ｒａ ：Ｓａ ｔｕｍ ｉ ｉ ｄａｅ

）

ａｎｄａｓｓｏｃ ｉａｔｅｄｄｅｖ ｅ ｌ ｏｐｍｅｎ ｔａ ｌｃ ｈａｎｇ
ｅ ｓ ．Ｅｎｒ Ｊ Ｅｎ ｔｏｍｏｌ １ ０ ５

，
５ ９ １

－５ ９ ８ ．

Ｌａｇｕｅｕｘ ，Ｍ ．

，Ｈ ｅ ｔｒｕ
，Ｃ ．

，Ｇｏ ｌ ｔｚｅｎｅ
，Ｆ ．

，Ｋａｐｐ
ｌ ｅ ｒ ，Ｃ ．

，Ｈｏ ｆｆｍａｎｎ
，Ｊ ．Ａ ．

， １ ９ ７９ ．Ｅｃｄｙｓｏｎｅｔ ｉ ｔｅ ｒａｎｄ

ｍｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ ｉ ｎｒｅ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｔｏｃｕ ｔ ｉ ｃ ｕ ｌ ｏｇｅｎ ｅｓ ｉ ｓ ｉ ｎｅｍｂ ｒｙｏｓｏｆ Ｌｏｃｕｓ ｔａｍ ｉｇｒａｔｏｒ ｉａ ．Ｊ Ｉｎｓｅｃ ｔＰｈｙｓ ｉｏ ｌ

２ ５
，
７０９ －

７２ ３ ．

Ｌａｍ ， Ｇ ．Ｔ ．

， Ｊ ｉａｎｇ ，Ｃ ．Ａ ．

， 
Ｔｈｕｍｍｅ ｌ

， 
Ｃ ． Ｓ ．

， １ ９９７ ． Ｃｏｏ ｒｄ ｉｎａｔ ｉｏ ｎｏ ｆ  ｌａｒｖａ ｌａｎｄ
ｐ ｒｅ ｐ ｕｐ

ａ ｌ

ｇｅｎｅｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎ

ｂｙ 
ｔｈｅＤｈ ｒ３ｏ ｒｐ

ｈａｎｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｄｕ ｒ ｉ ｎｇ 

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｍｅｔａｍｏ ｒｐｈｏ ｓ ｉ ｓ ． Ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ １ ２４
， １ ７５ ７ －

１ ７６９ ．

Ｌａｎｇｅ ｌａｎ
，Ｒ ． Ｅ ．

，Ｆ ｉ ｓｈｅ ｒ
，Ｊ ． Ｅ ．

，Ｈ ｉ ｒｕｍａ
，Ｋ ．

，Ｐａ ｌ ｌ ｉ
，Ｓ ． Ｒ ．

，Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

，２０００ ．Ｐａｔｔｅ ｒｎｓｏ ｆＭＨＲ３

ｅｘｐ
ｒｅ ｓｓ ｉ ｏｎ ｉ ｎ  ｔｈｅｅｐ

ｉｄｅ ｒｍ ｉ ｓ ｄｕ ｒ ｉ ｎｇ
ａ  ｌ ａｒｖａ ｌｍｏ ｌ ｔ ｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｔｏｂａｃ ｃｏｈｏ ｒｎｗｏ ｒｍ Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘ ｔａ ．Ｄｅｖ

Ｂ ｉｏ ｌ ２２７ ，
４８ １

－４９４ ．

Ｌａｙａ ｌ ｌ ｅ
，Ｓ ．

， 
Ａ ｒ

ｑ
ｕ ｉ ｅ ｒ

， 
Ｎ ．

，Ｌｅｏｐｏ ｌ ｄ
，２００ ８ ．ＴｈｅＴＯ Ｒ

ｐ
ａｔｈｗａｙ

ｃｏ ｕ ｐ
ｌ ｅ ｓｎ ｕ ｔ ｒ ｉ ｔ ｉｏ ｎａｎｄｄ ｅｖｅ ｌ ｏ

ｐｍｅ ｎ ｔａ ｌ

ｔ ｉｍ ｉ ｎｇ
ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ．Ｄｅｖ Ｃｅｌｌ １ ５ ，５６ ８

－

５ ７７ ．

Ｌｅｂｏｎ
，Ｇ ．

，２０２０ ．Ｆ ｉ ｎｅ
－

ｔｕｎ ｉ ｎ
ｇ

ｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒ
－Ｇ

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎａｃ ｔ ｉ ｖａｔ ｉ ｏｎａｎｄｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉ ｎ

ｇ
．Ｓｃ ｉｅｎｃｅ３６９

，５０７
－

５０ ８ ．

Ｌ ｉ
， 
Ｙ ． Ｂ ．

， Ｌ ｉ

， 
Ｘ ． Ｒ ．

， 
Ｙａｎｇ ， 

Ｔ ．

， 
Ｗａｎｇ ， 

Ｊ ．Ｘ ．

， 
Ｚｈａｏ

， 
Ｘ ． Ｆ ． ， ２０ １ ６ ． Ｔｈｅ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄｈｏ ｒｍｏｎ ｅ ２０ －ｈｙｄ

ｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏｎｅ

ｐ
ｒｏｍｏ ｔｅ ｓｓｗ ｉ ｔｃｈ ｉ ｎｇ

ｆｒｏｍａｕ ｔｏｐ
ｈａｇｙｔｏａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓｂｙ

ｉｎｃ ｒｅａｓ ｉ ｎｇ
ｉ ｎ ｔ ｒａｃｅ ｌ ｌ ｕ ｌａｒｃａ ｌ ｃ ｉ ｕｍ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ．

Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍＭｏ ｌＢ ｉｏ ｌ ７９
， ７ ３

－８６ ．

Ｌ ｉ ｎ
，Ｆ”Ｈｏｓ ｓ ａ ｉ ｎ

，Ｍ ．Ａ ．
，Ｐｏｓ ｔ

，Ｓ ．

，
Ｋａｒａｓ ｈｃｈ ｕｋ ，Ｇ ．

，
Ｔａｔａ ｒ

，Ｍ ．

，
Ｄ ｅＭ ｅｙ ｔｓ

，Ｐ”Ｗａｄｅ
，Ｊ ．Ｄ ．

，２０ １ ７ ．Ｔｏ ｔ ａ ｌ

ｓｏ ｌ ｉ ｄ －

ｐ
ｈａｓｅｓｙｎ ｔｈ ｅ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ｂ ｉ ｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃａ ｌ ｌ

ｙ
ａｃ ｔ ｉ ｖ ｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ

－

ｌ ｉ ｋ ｅ
ｐ

ｅ
ｐ

ｔ ｉ ｄ ｅ２
 （
Ｄ Ｉ ＬＰ２

）
． Ａ ｕｓ ｔ Ｊ

Ｃｈｅｍ ７０
，２０ ８

－２ １ ２ ．

Ｌ ｉ ｎ
， 
Ｘ ．

， Ｓｍａｇｇｈｅ ， 
Ｇ ．

， 
２０ １ ９ ．Ｒｏ ｌ ｅｓ ｏ ｆ  ｔｈｅ ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｐ

ａｔｈｗａｙ
ｉ ｎ ｉ ｎｓ ｅ ｃ ｔ ｄ ｅ ｖ ｅ ｌｏ

ｐ
ｍ ｅｎｔ ａｎｄｏ ｒｇａｎ

ｇ
ｒｏｗｔｈ ．Ｐｅｐ ｔ ｉｄｅｓ １ ２ ２

， １ ６９９２ ３ ．

Ｌ ｉ ｎ
， 
Ｙ ． Ｊ ．

，Ｓ ｅ ｒｏｕｄｅ
，Ｌ ．

，Ｂｅ ｎｚｅ ｒ
，Ｓ ．

， １ ９９ ８ ．Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｌ ｉ ｆｅ
－

ｓ ｐａｎａｎｄｓ ｔ ｒｅｓ ｓｒｅ ｓ ｉ ｓ ｔａｎｃ ｅ ｉ ｎ ｔ ｈｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ

ｍ ｕ ｔａｎ ｔｍｅ ｔｈ ｕｓｅ ｌ ａｈ ． Ｓｃ ｉｅｎｃｅ ２ ８２
， ９４３

－９４６ ．

Ｌ ｉ ｕ
，Ｃ ．Ｙ ．

，Ｌ ｉ ｕ ，Ｗ ．

，Ｚｈａｏ
，Ｗ．Ｌ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．
，Ｚｈａｏ

，Ｘ ． Ｆ ．

，２ ０ １ ３ ａ ．Ｕ ｐ ｒｅｇ
ｕ ｌａｔ ｉｏ ｎｏ ｆ  ｔｈｅｅ ｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏ ｆ

ｐ
ｒｏｄ ｅａｔｈｓｅ ｒ ｉ ｎｅ ／ｔｈ ｒｅｏｎ ｉ ｎｅｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｋ ｉ ｎａｓｅｆｏ ｒ

ｐ ｒｏｇ ｒａｍｍｅｄｃ ｅ ｌ ｌｄｅ ａｔｈｂｙ
ｓｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅ２０ －

ｈｙｄ ｒｏｘ
ｙ
ｅｃｄ

ｙ
ｓｏｎ ｅ ． Ａｐｏｐｔｏｓ ｉｓ １ ８

， １ ７ １

－

１ ８ ７ ．

Ｌ ｉ ｕ
，Ｗ ．

，Ｃａ ｉ
，Ｍ ． Ｊ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ ，Ｘ ． Ｆ ．

，２ ０ １ ４ａ ． Ｉ ｎａｎｏｎｇｅｎｏｍ ｉ ｃａｃ ｔ ｉ ｏｎ
，ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅ２０

－

ｈｙ
ｄ ｒｏｘ

ｙ
ｅｃｄ

ｙ
ｓｏｎｅ ｉ ｎｄ ｕｃｅ ｓ

ｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈｏ ｒｙ
ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｅ ｙｅ

 １  ｉ ｎ
－ｄｅｐｅｎｄｅｎ ｔｋ ｉｎ ａｓ ｅ １ ０ｔｏｐ ｒｏｍｏ ｔｅｇｅｎｅ

ｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉｏｎ ．Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌｏｇｙ
１ ５ ５

， １ ７３ ８ －

１ ７ ５ ０ ．

Ｌ ｉ ｕ
，Ｗ ．

，Ｃａ ｉ
，Ｍ ． Ｊ ．

，Ｚｈ ｅｎｇ ，Ｃ ．Ｃ ．

，Ｗａｎ
ｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ
，Ｘ ． Ｆ ．

，
２０ １ ４ｂ ．Ｐｈｏｓｐ

ｈｏ ｌ ｉ

ｐａ
ｓｅＣｙ ｌｃｏｎｎｅｃ ｔｓ ｔｈｅ

ｃ ｅ ｌ ｌｍｅｍｂ ｒａｎｅ
ｐ

ａｔｈｗａｙ
ｔｏ ｔｈｅｎ ｕｃ ｌｅａｒ ｒｅｃ ｅ

ｐ
ｔｏ ｒ

ｐａｔｈｗａｙ
ｉ ｎ ｉ ｎ ｓ ｅｃｔ ｓｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅｓ ｉ

ｇ
ｎａ ｌ ｉ ｎｇ

． Ｊ

Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ ２ Ｓ９
． １ ３ ０２６

－

１ ３ ０４ １ ．

Ｌ ｉ ｕ
，
Ｗ ．

， 
Ｚｈａｎｇ ，

Ｆ ．Ｘ ．

，
Ｃａ ｉ

，
Ｍ ． Ｊ ．

，
Ｚｈａｏ

， 
Ｗ ． Ｌ ．

，
Ｌ ｉ

，
Ｘ ． Ｒ ．

， 
Ｗａｎ

ｇ ， 
Ｊ ．Ｘ ．

， 
Ｚｈａｏ

， 
Ｘ ． Ｆ ．

， 
２０ １ ３ ｂ ． Ｔｈｅｈｏ ｒｍｏ ｎ ｅ

－

ｄｅ ｐｅｎ
ｄｅｎ ｔｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎｏｆＨ ｓ

ｐ
９０ ｉ ｎｔｈｅｃ ｒｏ ｓ ｓ ｔａ ｌ ｋｂｅｔｗｅｅｎ２０ －ｈｙｄ ｒｏｘｙｅ ｃ

ｄｙｓｏｎｅａｎｄ
ｊ
ｕｖ ｅｎ ｉ ｌ ｅ

ｈｏ ｒｍｏｎｅｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉ ｎ

ｇｐ
ａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｉ ｎ ｓｅ ｃ ｔｓ ｉ ｓｄｅｔｅ ｒｍ ｉ ｎｅｄｂｙｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｉ ａ ｌｐｈｏ ｓｐｈｏ

ｒｙ ｌ ａｔ ｉｏｎａｎｄ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉ ｎ ｉ ｎ ｔｅ ｒａｃ ｔ ｉｏｎｓ ．Ｂｂａ－Ｇｅｎ Ｓｕｂ

ｊ
ｅｃ ｔｓ １ ８３ ０

， ５ １ ８４－

５ １ ９２ ．

Ｌｏｓｅ ！
，Ｒ ．Ｍ ．

，Ｆａ ｌ ｋｅｎ ｓｔｅ ｉ ｎ
，Ｅ ．

，Ｆｅｕ ｒ ｉ ｎｇ ，Ｍ ．

，Ｓｃｈ ｕ ｌ ｔｚ ，Ａ ．

，Ｔ ｉ ｌ ｌｍａｎ ｎ
，Ｈ ．Ｃ ．

，Ｒｏ ｓ ｓｏ ｌ

－Ｈ ａｓｅ ｒｏｔ ｈ
，Ｋ ．

，

Ｗｅｈ ｌ ｉ ｎｇ ， 
Ｍ ．

， 
２ ００ ３ ． Ｎｏｎｇｅｎｏｍ ｉ ｃ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ ａｃ ｔ ｉ ｏｎ ：ｃｏｎ ｔ ｒｏｖ ｅ ｒｓ ｉ ｅｓ

， ｑ ｕ
ｅ ｓｔ ｉ ｏｎ ｓ

， 
ａｎｄａｎ ｓｗｅ ｒ ｓ ． Ｐｈｙｓ ｉｏ ｌ

８ １
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Ｒｅｖ８ ３
，
９６５ －

１ ０ １ ６ ．

Ｌｏｗｅｎｂｅ ｒｇ ，Ｍ ．

， 
Ｔｕｙｎｍａｎ

， Ｊ ．

， 
Ｓｃ ｈｅ ｆｆｅ ｒ

，Ｍ ．

， 
Ｖｅ ｒｈａａｒ， 

Ａ ．

， Ｖｅ ｒｍｅ ｕ ｌ ｅ ｎ
，Ｌ ．

，ｖａｎＤｅｖｅｎｔｅ ｒ
，Ｓ ．

，Ｈｏｍｍｅｓ
，

Ｄ ．

，Ｐ ｅ
ｐ ｐｅ

ｌ ｅｎｂｏ ｓ ｃｈ
，Ｍ ．

，２ ００６ ．Ｋ ｉ ｎｏｍ ｅａｎａ ｌ

ｙｓ ｉ ｓｒｅｖ ｅａ ｌ ｓｎｏｎｇｅｎｏｍ ｉ ｃ
ｇ ｌ ｕｃｏｃｏ ｒｔ ｉ ｃｏ ｉｄｒｅｃ ｅｐｔｏ ｒ

－

ｄ ｅｐｅｎ
ｄｅｎ ｔ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔ ｉｏｎｏｆ  ｉ ｎｓｕ ｌ ｉｎｓ ｉ

ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ
．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ

１

１ ４７
，３ ５ ５ ５

－

３ ５ ６２ ．

Ｍａｇｇ ｉｏ ｌ ｉ ｎ ｉ
， 
Ｍ ． ． Ｐ ｉ ｃａｒｄ

， 
Ｄ ？ ２０ １ ０ ． Ｔｈｅｕｎｆｏ ｌｄ ｉｎｇ 

ｓｔｏ ｒ ｉｅｓ ｏ ｆ Ｇ ＰＲ３ ０
， 
ａ ｎ ｅｗ ｍｅｍ ｂ ｒａｎｅ

－

ｂｏ ｕ ｎｄ ｅｓ ｔ ｒｏｇｅｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒＪ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ２０４
， １ ０ ５ －

１ １ ４ ．

Ｍａｒ ｉ ｎ ｉ ｓｓｅｎ
，Ｍ ． Ｊ ．

，Ｇｕｔｋ ｉ ｎｄ
，Ｊ ． Ｓ ．

，２００ １ ．Ｇｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ －

ｃｏｕ
ｐ

ｌｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓａｎｄｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉ ｎｇｎｅ ｔｗｏ ｒｋｓ ：

ｅｍｅｒｇ ｉｎｇｐ
ａｒａｄ ｉｇｍｓ ．ＴｒｅｎｄｓＰｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｓｃ ｉ ２２

，
３ ６８ －３ ７６ ．

Ｍａｒ ｉ ｎ ｏ
，Ｍ ．

，
Ｇａ ｌ ｌ ｕｚｚｏ

，
Ｐ．

，
Ａｓｃｅｎｚ ｉ

，
Ｐ．

，
２００６ ．Ｅｓｔｒｏｇｅｎｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ

ｍｕ ｌ ｔ ｉｐ ｌ ｅ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｔｏ ｉｍｐａｃ ｔ

ｇｅｎｅ

ｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉｐ ｔ ｉｏｎ ．Ｃｕｒｒ Ｇｅｎｏｍ ｉｃｓ７
， 
４９７ － ５ ０ ８ ．

ＭｃＢ ｒａｙｅ ｒ
，Ｚ ？Ｏｎｏ ，Ｈ ．

，Ｓ ｈ ｉｍｅ ｉ ｌ
，Ｍ ．

，Ｐａｒｖｙ，Ｊ ． Ｐ．

，Ｂｅｃｋｓｔｅａｄ ，Ｒ ． Ｂ ．

，Ｗａｒｒｅｎ ，Ｊ ．Ｔ．

，Ｔｈｕｍｍｅ ｌ
，Ｃ ． Ｓ ．

，

Ｄａｕｐｈ ｉｎ
－Ｖ ｉ ｌ ｌ ｅｍａｎｔ

，Ｃ ．

，Ｇ ｉ ｌ ｂｅ ｒｔ
，Ｌ ． Ｉ ．

，Ｏ
＇

Ｃｏｎｎｏ ｒ
，Ｍ ．Ｂ ．

，２００７ ．Ｐ ｒｏ ｔｈｏｒａｃ ｉ ｃｏ ｔｒｏｐ
ｉ ｃｈｏｒｍｏｎ ｅ

ｒｅｇｕ ｌａｔｅ ｓｄｅｖ ｅ ｌｏｐｍｅｎｔａ ｌ ｔｉｍ ｉｎｇ
ａｎｄ ｂｏｄｙ

ｓ ｉｚｅ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ． ＤｅｖＣｅｌｌ １ ３
，
８ ５ ７ －８７ １ ．

Ｍｅ ｒｔｅｎｓ
， 

Ｉ ．

， 
Ｈｕｓ ｓｏｎ

， 
Ｓ ．Ｊ ．

， 
Ｊａｎｓｓｅｎ

， 
Ｔ ．

，
Ｌ ｉｎｄｅｍａｎｓ

， 
Ｍ ．

，Ｓ ｃｈｏｏｆｓ ，
Ｌ ．

， 
２００７ ．ＰＡＣＡＰ ａｎｄ ＰＤ Ｆ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ

ｉｎ ｔｈｅｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎｏｆ ｍａｍｍａ ｌ ｉａｎａｎｄ ｉｎｓｅｃｔ ｃ ｉ ｒｃａｄ ｉａｎｒｈｙｔｈｍｓ ． ２８
， １ ７７５

－

１ ７ ８３ ．

Ｍ ｉ ｃｈｅ ｌ ｓ
，
Ｇ ．

，
Ｈ ｏ

ｐｐ
ｅ

，
Ｕ ．Ｃ ．

， 
２００８ ．Ｒａｐ ｉｄ ａｃｔ ｉｏｎｓ ｏｆ ａｎｄｒｏ

ｇｅｎｓ ．Ｆｒｏｎ ｔ Ｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎ ２９
， １ ８２ －

１ ９８ ．

Ｍ ｉ ｒｔｈ
，Ｃ ．

，Ｔｒｕｍａｎ
，
Ｊ ．Ｗ ．

，Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

，２００５ ．Ｔｈｅｒｏ ｌ ｅｏｆ  ｔｈｅ
ｐ ｒｏ ｔｈｏ ｒａｃ ｉ ｃ

ｇ
ｌａｎｄ ｉ ｎｄｅ ｔｅ ｒｍ ｉｎ ｉｎｇ

ｃ ｒ ｉ ｔ ｉ ｃａ ｌ ｗｅ ｉｇｈ ｔ ｆｏｒ ｍｅｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ．Ｃｕｒｒ Ｂ ｉｏｌ １ ５

，
１ ７９ ６ －

１ ８０７ ．

Ｍ ｉ ｒｔｈ
，Ｃ ．Ｋ ．

，Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏ ｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

，２００７ ．Ｓ ｉｚｅａ ｓｓｅ ｓ ｓｍｅ ｎｔａｎｄｇ ｒｏｗｔｈｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ：ｈｏｗａｄｕ ｌ ｔｓ ｉｚｅ ｉｓ

ｄｅ ｔｅ ｒｍ ｉ ｎｅｄ ｉ ｎ ｉｎｓｅｃｔｓ ．Ｂ ｉｏｅｓｓａｙｓ２９
，３４４

－３ ５ ５ ．

Ｍｏｈａｍｍａｄ ｉ ａｒａｎ ｉ

，Ｈ ．

，Ｖａｓｈ ｉ ｓ ｔｈ
，Ｈ ．

，２０ １ ６ ．Ａ ｌ ｌ

－

ａｔｏｍｓ ｔｒｕｃ ｔｕｒａ ｌｍｏｄ ｅ ｌ ｓｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ

ｄｏｍａ ｉｎｓ ｏｆ  ｉｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎ ａｎｄ ｔｙｐｅ Ｉ ｉｎｓ ｕ ｌ ｉｎ －

ｌ ｉｋｅ
ｇ

ｒｏｗｔｈ ｆａｃ ｔｏ ｒ ｒｅｃｅ
ｐ

ｔｏ ｒｓ ． Ｆｒｏｎ ｔ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ
（Ｌａｕｓａｎｎｅ）

７
，６８ ．

Ｍｏ ｒａｓ ，Ｄ ．

，Ｇ ｒｏｎ ｅｍｅｙｅ ｒ
，Ｈ ．

， １ ９９８ ．Ｔｈｅｎｕｃ ｌ ｅａｒｒｅ ｃｅｐ ｔｏｒ ｌ ｉｇａｎ
ｄ－ｂ ｉ ｎｄ ｉｎｇ

ｄｏｍａ ｉｎ ：ｓ ｔｒｕｃ ｔｕｒｅａｎｄ

ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ ．Ｃｕｒｒ Ｏｐ ｉｎＣｅ ｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ １ ０
， 
３ ８４－

３ ９ １ ．

Ｍｏｓ ｓ
，
Ｇ ． Ｐ．

， １ ９ ８９ ．Ｔｈｅｎｏｍｅｎｃ ｌａｔｕｒｅｏｆ ｓ ｔｅｒｏ ｉｄｓ ：ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔ ｉｏｎ ｓ １ ９８９ ．Ｅｕｒ Ｊ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ １ ８６
， 
４２９ －

４ ５ ８ ．

Ｍｏｕｓｓ ｉａｎ
， 
Ｂ ．

， 
２０ １ ０ ． Ｒｅ ｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃ ｅｓ  ｉｎ ｕｎｄｅ ｒｓｔａｎｄ ｉｎｇ 

ｍｅｃｈａｎ ｉｓｍｓ ｏｆ  ｉｎｓ ｅｃｔ ｃｕｔ ｉ ｃ ｌ ｅ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ ｉａｔ ｉｏｎ ．

Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ４０
，
３ ６３ －

３ ７５ ．

Ｍｕｇａｔ
，Ｂ ．

，Ｂ ｒｏｄ ｕ
，Ｋｅ

ｊ
ｚ ｌａ ｒｏｖａ－Ｌｅ

ｐ
ｅｓａｎｔ

，Ｊ ．

，Ａ ｎ ｔｏｎ ｉｅｗｓｋ ｉ
，Ｃ ．

，Ｂａｙｅ ｒ
，Ｃ ．Ａ ．

，Ｆｒ ｉ ｓ ｔ ｒｏｍ
，Ｊ ．Ｗ ．

，

Ｌｅ
ｐｅｓａｎｔ

，Ｊ ．Ａ ．

，２０００ ．Ｄｙｎａｍ ｉｃｅｘｐ ｒｅ ｓｓ ｉｏｎｏｆｂｒｏａｄ
－

ｃｏｍｐ
ｌｅｘ ｉ ｓｏｆｏ ｒｍ ｓｍｅｄ ｉａｔｅｓｔｅｍｐｏ

ｒａ ｌ

ｃｏｎｔｒｏ ｌｏｆ ａｎｅｃｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｔａｒｇｅ ｔ
ｇｅｎｅａｔ  ｔｈｅ ｏｎｓｅｔ ｏｆＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｍｅ ｔａｍｏ ｒｐ

ｈｏｓ ｉ ｓ ． Ｄｅｖ Ｂ ｉｏ ｌ ２２７
，

１ ０４ －

１ １ ７ ．

Ｎ ａｓ ｓｅ ｌ
，Ｄ ．Ｒ ．

，ＶａｎｄｅｎＢ ｒｏｅｃｋ
，Ｊ ．

，２０ １ ６ ．Ｉｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎ／ ＩＧ Ｆｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉｎｇ

ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａａｎｄｏｔｈｅ ｒ ｉ ｎｓｅｃ ｔｓ ：

ｆａｃ ｔｏ ｒｓ ｔｈａｔｒｅｇｕ ｌａｔｅｐ ｒｏｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎ
，ｒｅ ｌ ｅａｓｅａｎｄ

ｐ
ｏｓ ｔ

－

ｒｅ ｌｅａｓ ｅａｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆ  ｔｈｅ ｉｎｓｕ ｌ ｉ ｎ
－

ｌ ｉ ｋｅ
ｐ

ｅｐ ｔ ｉｄｅｓ ．

Ｃｅｌｌ Ｍｏ ｌ Ｌ ｉｆｅ Ｓｃｎ ３
，

２１ ＼
－２９Ｑ ．

Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕｔ

，Ｈ ． Ｆ ．

， １ ９７５ ．Ａｔｈ ｒｅ ｓｈｏ ｌ ｄｓ ｉｚｅｆｏ ｒ ｍｅ ｔａｍｏｒｐ
ｈｏｓ ｉ ｓ ｉｎｔｈｅ ｔｏｂａｃｃｏｈｏｒｎｗｏｎｎ

，Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘ ｔａ

（
Ｌ ．

）
． Ｂ ｉｏｌ Ｂｕｌｌ １ ４９

，
２ １ ４ －２２ ５ ．

Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕｔ

，Ｈ ． Ｆ ．

，Ｇ ｒｕｎｅ ｒｔ
，Ｌ ．Ｗ ，

，２００２ ．Ｂｏｍｂｙｘ ｉｎ ｉ ｓａ
ｇ ｒｏｗｔｈｆａｃｔｏ ｒｆｏ ｒｗ ｉ ｎｇ ｉｍａｇ ｉ ｎａ ｌｄ ｉ ｓｋｓ ｉｎ

Ｌｅｐ ｉｄｏｐｔｅ ｒａ ． ＰｒｏｃＮａ ｔｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ９９
， １ ５４４６－ １ ５４５０ ．

Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕｔ

，Ｈ ． Ｆ ．

，Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

，Ｍ ｉ ｒｔｈ
，Ｃ ．

，Ｓｈ ｉ ｎｇ ｌ ｅｔｏｎ
，Ａ ．Ｗ ．

，Ｓ ｕｚｕｋ ｉ
，Ｙ．

，Ｃａ ｌ ｌ ｉ ｅ ｒ
，Ｖ．

，２０ １ ４ ．Ｔｈｅ

ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔａ ｌｃｏｎｔ ｒｏ ｌｏｆ ｓ ｉｚｅ ｉ ｎ ｉｎｓｅｃｔｓ ．ＷｉｒｅｓＤｅｖ Ｂ ｉｏ ｌ ３ ， １ １ ３
－

１ ３４ ．

Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏｕｔ

，Ｈ ． Ｆ．

，Ｓｍ ｉ ｔｈ
，Ｗ ．Ａ ．

，Ｓ ｃｈａｃ ｈａｒ
，Ｌ ，Ｓ ｕｂ ｒａｍａｎ ｉａｎ

，Ｓ ．
，Ｔｏｂ ｌｅ ｒ

，Ａ ．

，Ｇ ｒｕｎｅ ｒｔ ，Ｌ ，
Ｗ ．

，２００７ ．Ｔｈ ｅ

ｃｏｎｔｒｏ ｌｏ ｆ
ｇ ｒｏｗｔｈａｎｄｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ ｉａｔ ｉｏｎｏｆ  ｔｈｅｗ ｉｎｇ ｉｍａｇ ｉｎａ ｌｄ ｉ ｓｋｓｏｆ Ｍａｎｄｕｃａｓｅｘｔａ ，ＤｅｖＢｉｏ ｌ

３ ０２
，
５６９ －

５ ７６ ．

Ｎ ｉ ｌ ｉ ｕｓ
，
Ｂ ．

，
Ｖｏｅｔｓ

，
Ｔ ．

， 
２００ ８ ． Ａ ＴＲＰ ｃｈａｎｎｅ ｌ

－

ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄｍａ ｒｒ ｉａｇｅ ．Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ １ ０
， １ ３ ８ ３

－

１ ３ ８４ ．

Ｎ ｕｓｓｅｙ， 
Ｓ ．

，
Ｗｈ ｉ ｔｅｈｅａｄ

，
Ｓ ．

， 
２００ １ ． Ｅｎｄｏｃ ｒ ｉ ｎｏ ｌ ｏｇｙ

：ａｎ ｉ ｎ ｔｅｇ ｒａｔｅｄａｐｐ
ｒｏａｃｈ

，
Ｏｘ ｆｏ ｒｄ ．

Ｎ ｙｇａａｒｄ
，Ｒ ．

，
Ｚｏ ｕ

，
Ｙ ．

，Ｄ ｒｏｒ
，Ｒ ．Ｏ ．

，Ｍ ｉ ｌｄｏ ｒｆ
，Ｔ ． Ｊ ．

，
Ａ ｒ ｌｏｗ

，Ｄ ．Ｈ ．

，Ｍａｎｇ ｌ ｉｋ
，
Ａ ．

，Ｐａｎ ，
Ａ ．
Ｃ ．

，Ｌ ｉ ｕ
，Ｃ ．Ｗ ．

，

Ｆｕｎｇ ，Ｊ ． Ｊ ．

，Ｂ ｏｋｏ ｃｈ
，Ｍ ． Ｐ．

，Ｔｈ ｉ ａｎ
，Ｆ ． Ｓ ．

，Ｋｏｂ ｉ ｌｋａ
，Ｔ． Ｓ ．

，Ｓ ｈａｗ，Ｄ ． Ｅ ．

，Ｍｕｅ ｌ ｌ ｅ ｒ
，Ｌ ．

，Ｐ ｒｏｓ ｓｅ ｒ
，Ｒ ． Ｓ ．

，

Ｋｏｂ ｉ ｌｋａ
，Ｂ ．Ｋ ．

，２０ １ ３ ．Ｔｈｅｄｙｎａｍ ｉ ｃ
ｐｒｏ ｃｅｓｓｏｆ

Ｐ （
２

）

－

ａｄ ｒｅｎｅ ｒｇ ｉｃｒｅｃ ｅｐｔｏ ｒａｃｔ ｉｖａｔ ｉｏｎ ．Ｃｅｌｌ １ ５２
，

５ ３ ２
－

５４２ ．

Ｏ ｋａｍｏｔｏ
，Ｎ ．

，
Ｙａｍａｎａｋａ

，
Ｎ ．

，Ｙａｇ ｉ
，Ｙ．

，
Ｎ ｉ ｓｈ ｉｄａ

，Ｙ．

，Ｋａｔａｏｋａ
，Ｈ ．

，
Ｏ

＇

Ｃｏｎｎｏ ｒ
，Ｍ ．Ｂ ．

，Ｍ ｉｚｏｇｕｃｈ ｉ

， 
Ａ ．

，

２００９ ．Ａｆａｔｂｏｄｙ
－ｄｅ ｒ ｉｖｅｄ ＩＧ Ｆ－

ｌ ｉ ｋｅ
ｐ

ｅ ｐｔ ｉｄｅｒｅｇ ｕ
ｌａｔｅｓ

ｐ
ｏｓｔｆｅ ｅｄ ｉｎｇｇ ｒｏｗｔｈ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ．Ｄｅｖ

Ｃｅ／／ １ ７
，８ ８ ５

－

８９ １ ．

Ｏ ｌｄｈａｍ
，Ｓ ．

，Ｈａｆｅｎ
，Ｅ ．

，２００３ ．Ｉｎｓｕ ｌ ｉ ｎ／ ＩＧ Ｆａｎｄｔａ ｒｇｅｔｏｆ ｒａ
ｐ
ａｍｙｃ ｉ ｎｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ ：ａＴＯＲｄｅｆｏｒｃｅ ｉ ｎ

ｇ ｒｏｗｔｈｃｏｎｔ ｒｏ ｌ ．ＴｒｅｎｄｓＣｅｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ １ ３
， ７９

－８ ５ ．

Ｏ ｒ
ｇａｎ

ｉ ｚａｔ ｉｏｎ
，Ｗ．Ｈ ．

，２０ １ １ ．Ｕ ｓ ｅｏｆ
ｇ ｌｙｃａｔｅｄｈａｅｍｏｇ

ｌｏｂ ｉ ｎ（
Ｈ ｂＡ ｌ ｃ

） ｉ ｎｔｈｅｄ ｉ ａｇｎｏｓ ｉ ｓｏｆｄ ｉ ａｂ ｅ ｔｅ ｓ

８２
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ｍｅ ｌ ｌ ｉ ｔｕｓ ． Ｄ ｉａｂｅｔｅｓＲｅｓＣ ｌ ｉｎ Ｐｒ９ ３
，

２９９ －

３ ０９ ．

Ｏ ｒｏ ， Ａ ． Ｅ ．
，Ｍ ｃｋｅｏｗｎ ，Ｍ ．

，Ｅｖａｎｓ ，Ｒ ．Ｍ ．

， １ ９９０ ．Ｒｅ ｌａｔ ｉｏｎ ｓ ｈ ｉ ｐ
ｂｅ ｔｗｅ ｅｎｔｈｅ

ｐ
ｒｏｄｕｃｔ ｏｆ  ｔｈｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ

－

ｕ ｌ ｔ ｒａｓｐ
ｉ ｒａｃ ｌ ｅ ｌ ｏｃ ｕｓａｎｄｔｈ ｅｖ ｅ ｒｔｅｂ ｒａｔｅ ｒｅ ｔ ｉｎｏ ｉｄｘ

－

ｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒ ．Ｎａｔｕｒｅ ３４７
，
２９ ８

－

３ ０ １ ．

Ｏ ｒｏ ，Ａ ． Ｅ ．
，Ｍ ｃ ｋｅｏｗｎ

，Ｍ ．
，Ｅｖａｎ ｓ ，Ｒ ．Ｍ ．

， １ ９９２ ．ＴｈｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｒｅ ｔ ｉｎｏ ｉｄ ￣

ｘｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｈｏｍｏ ｌｏｇ

ｕ ｌ ｔ ｒａｓ ｐ
ｉ ｒａｃ ｌ ｅｆｕ ｎｃ ｔ ｉｏｎｓ ｉ ｎｂｏｔｈｆｅｍａ ｌ ｅｒｅｐ ｒｏｄ ｕｃｔ ｉｏｎａｎｄｅｙｅｍｏ ｒｐｈｏｇ

ｅ ｎｅ ｓ ｉ ｓ ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎ ｔ １ １ ５
，

４４９－４６２ ．

Ｐａ ｌ ｌ ｉ

，Ｓ ． Ｒ ．

，Ｈ ｉ ｒｕｍａ ，Ｋ ．

，Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

， １ ９９２ ．Ａ ｎｅｃｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄ －

ｉ ｎｄ ｕｃ ｉ ｂ ｌ ｅＭａｎｄｕｃａ
ｇｅｎ ｅｓ ｉｍ ｉ ｌａ ｒ ｔｏ

ｔｈｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａＤｈｒ３
ｇｅ ｎｅ ，ａｍｅｍｂｅ ｒｏｆ  ｔｈ ｅｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐ ｔｏｒｓｕ

ｐ
ｅ ｒｆａｍ ｉ ｌｙ ．ＤｅｖＢ ｉｏ ｌ

？ １ ５ ０
，
３ ０６－

３ １ ８ ．

Ｐａｎ
，Ｊ ．

，Ｄ ｉ ，Ｙ ．Ｑ ．
，Ｌ ｉ

，Ｙ ． Ｂ ．

，Ｃ ｈｅｎ
，Ｃ ．Ｈ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ ，Ｘ ． Ｆ ．
，２０ １ ８ ． Ｉｎｓ ｕ ｌ ｉ ｎａｎｄ２０ －

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｅｄｙｓｏｎｅｏｐｐｏｓｅ ｅａｃｈｏ ｔｈｅ ｒ ｉ ｎｔｈ ｅｒｅ
ｇ
ｕ ｌａｔ ｉｏｎｏｆ

ｐ
ｈｏ ｓｐｈｏ ｉｎｏｓ ｉ ｔ ｉｄｅ

－ｄ ｅｐｅｎｄｅｎ ｔ ｋ ｉｎａｓｅ－ １

ｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｏｎｄｕｒ ｉ ｎｇ

ｉ ｎｓ ｅｃ ｔ
ｐ
ｕｐａ ｔ ｉｏｎ ， Ｊ Ｂ ｉｏ ｌ Ｃｈｅｍ ２ ９３

， １ ８６ １ ３ －

１ ８ ６２ ３ ．

Ｐａｔｅ ｌ
，Ｍ ．Ｖ．

，Ｈａ ｌ ｌ ａ ｌ
，Ｄ ．Ａ ．

，
Ｊｏｎｅ ｓ

，Ｊ ．Ｗ ．

，Ｂ ｒｏｎｎ ｅ ｒ
，Ｄ ．Ｎ ．

，Ｚｅ ｉ ｎ
，Ｒ ？Ｃ ａｒａｖａｓ

，Ｊ ．

，Ｈ ｕｓａ ｉ ｎ
，Ｚ ．

，Ｆ ｒ ｉ ｅｄｒ ｉ ｃｈ
，

Ｍ ．

，
Ｖａｎｂｅ ｒｋｕｍ

， 
Ｍ ． Ｆ ．

， 
２０ １ ２ ．Ｄ ｒａｍａｔ ｉ ｃ ｅｘｐａｎ ｓ ｉｏ ｎ ａｎｄ ｄｅｖ ｅ ｌｏｐｍｅ ｎｔａ ｌ ｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｄ ｉ ｖｅ ｒｓ ｉ ｆｉ ｃ ａｔ ｉｏｎ

ｏｆ  ｔｈｅｍｅｔｈ ｕ ｓｅ ｌ ａｈ
ｇｅ

ｎｅｆａｍ ｉ ｌ ｙ 
ｄ ｕｒ ｉ ｎｇ

－

ｒｅｃｅｎ ｔ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｅｖｏ ｌ ｕ ｔ ｉｏｎ ． Ｊ Ｅｘｐ 

Ｚｏｏｌ Ｂ Ｍｏ ｌ Ｄｅｖ Ｅｖｏｌ

３ １ ８
，
３ ６ ８

－

３ ８ ７ ．

Ｐｅ ｔ ｒｕｚｚｅ ｌ ｌ ＬＬ ．

，Ｈ ｅ ｒ ｒｅ ｒａ
，Ｒ ？ 

Ｇ ａｒｃ ｉａ－Ａ ｒｅ ｎａｓ
， Ｒ ？

Ｒｏ ｓ ｅｎ
， 
Ｏ ．Ｍ ．

， １ ９ ８ ５ ． Ａ ｃ
ｑ
ｕ ｉ ｓ ｉ ｔ ｉｏｎ ｏ ｆ  ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ

－ｄｅｐｅ
ｎｄｅ ｎ ｔ

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ ｔｙｒｏｓ ｉ ｎ ｅｋ ｉ ｎａｓｅａｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔｙ
ｄ ｕ ｒ ｉ ｎｇ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｅｍ ｂ ｒｙｏｇ ｅｎｅｓ ｉ ｓ ．ＪＢ ｉｏ ｌＣｈｅｍ２６０
， １ ６０ ７２ －

１ ６ ０ ７ ５ ．

Ｐ ｉ
，Ｍ ．

，Ｐａ ｒｒ ｉ ｌ ｌ
，Ａ ． Ｌ ．

，Ｑｕａ ｒ ｌ ｅｓ
，Ｌ ．Ｄ ．

， 
２０ １ ０ ．ＧＰＲＣ６Ａｍｅｄ ｉ ａｔｅ ｓ ｔｈｅｎｏｎ －

ｇｅｎｏｍ ｉ ｃｅｆｆｅｃ ｔｓｏ ｆ ｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄ ｓ ．Ｊ

Ｂ ｉｏｌ Ｃｈｅｍ ２ ８ ５
，３ ９９ ５ ３

－

３ ９９６４ ．

Ｐ ｒｅ ｉ ｎ ｉ ｎｇｅ ｒ
， 
Ａ ．Ｍ ．

， 
Ｍ ｅ ｉ ｌ ｅ ｒ ， Ｊ ．

，Ｈ ａｍｍ ，Ｈ ．Ｅ ．

， 
２０ １ ３ ．Ｃｏｎ ｆｏ ｒｍ ａｔ ｉ ｏ ｎａ ｌｆｌ ｅｘ ｉ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ａｎｄｓ ｔｒｕｃ ｔｕ ｒａ ｌ ｄｙｎａｍ ｉ ｃ ｓ

ｉ ｎＧＰＣＲ －ｍｅｄ ｉ ａｔｅｄＧ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎａｃ ｔ ｉ ｖａ ｔ ｉｏｎ ： ａ

ｐ
ｅ ｒｓｐｅ ｃ ｔ ｉ ｖｅ ．Ｊ Ｍｏｌ Ｂ ｉｏ ｌ ４２ ５

，２ ２ ８ ８
－２２９ ８ ．

Ｐ ｒｏｓｓｎ ｉ ｔｚ
，Ｅ ． Ｒ ．

，Ｍａｇｇ ｉｏ ｌ ｉ ｎ ｉ
，Ｍ ．

，２ ００９ ．Ｍ ｅｃｈａｎ ｉ ｓｍ ｓｏ ｆ ｅｓ ｔｒｏｇｅｎｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ
ａｎｄ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎｖ ｉａ

Ｇ ＰＲ３ ０ ．Ｍｏ ｌ Ｃｅ ｌｌ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ３ ０ ８
，
３ ２ －

３ ８ ．

Ｐ ｕ ｉ

ｇ ，Ｏ ．

，

Ｍ ａ ｒｒ
，Ｍ ．Ｔ ．

，Ｒｕｈｆ
，Ｍ Ｌ ．

，

Ｔ
ｊ

ｉ ａｎ
，Ｒ ”２００ ３ ．Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌｏ ｆ ｃ ｅ ｌ ｌｎｕｍｂｅ ｒｂｙ ＦＯＸＯ ：

ｄｏｗ ｎｓ ｔ ｒｅａｍａｎｄｆｅｅｄｂａｃ ｋｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎｏ ｆ ｔｈｅ ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉｎｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ
ｐａｔｈｗａｙ ．ＧｅｎｅｓＤｅｖ １ ７

，２００６
－

２０２０ ．

Ｐ ｕ ｉ ｇ ，Ｏ ．

， Ｔｊ
ｉ ａｎ

，Ｒ ．
，２ ００５ ．Ｔｒａｎｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎａ ｌｆｅｅｄ ｂａｃ ｋｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌｏｆ  ｉ ｎｓ ｕ ｌ ｉ ｎｒｅｃｅｐｔｏ ｒｂｙ

ｄＦＯＸＯ／ＦＯＸＯ ｌ ．

ＧｅｎｅｓＤｅｖ １ ９
，２４ ３ ５

－２４４６ ．

Ｒａｓｍｕｓ ｓｅｎ ， Ｓ ．Ｇ ．
， ＤｅＶｒｅｅ ，Ｂ ．Ｔ ．

， Ｚｏ ｕ ， 
Ｙ． ， Ｋ ｒｕ ｓｅ

， 
Ａ ．Ｃ ．

， 
Ｃｈ ｕｎｇ ，Ｋ ． Ｙ？Ｋｏｂ ｉ ｌ ｋａ

， 
Ｔ ． Ｓ ．

， 
Ｔｈ ｉ ａｎ

， Ｆ ．
Ｓ ． ，Ｃ ｈａｅ

，

Ｐ ． Ｓ ．
，Ｐａ ｒｄｏｎ

，Ｅ ．

， Ｃａ ｌ ｉ ｎ ｓｋ ｉ
，Ｄ ．

，
Ｍ ａｔｈ ｉ ｅ ｓｅｎ

，
Ｊ ．Ｍ ．

，Ｓ ｈａｈ ，Ｓ ．Ｔ．
，Ｌｙｏｎ ｓ

， Ｊ ．Ａ ．

，Ｃａ ｆｆｒｅｙ，Ｍ ．

，Ｇｅ ｌ ｌｍａｎ
，

Ｓ ． Ｈ ．

，Ｓ ｔｅ
ｙａｅ ｒｔ ，Ｊ ．

，Ｓｋ ｉ ｎ ｉ ｏ ｔ ｉ ｓ ，Ｇ ．

，Ｗｅ ｉ ｓ
，Ｗ ． Ｉ ．

，Ｓ ｕｎａｈａ ｒａ
，Ｒ ．Ｋ ．

，Ｋｏｂ ｉ ｌｋａ
，Ｂ ．Ｋ ．

，２ ０ １ １ ．Ｃ ｒｙｓ ｔａ ｌ

ｓ ｔｒｕｃ ｔｕ ｒｅｏｆ  ｔｈｅｂｅ ｔａ２ａｄｒｅｎ ｅ ｒｇ
ｉ ｃｒｅｃｅｐｔｏ ｒ

－Ｇ ｓ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎｃｏｍｐ
ｌ ｅｘ ． Ｎａｔｕｒｅ４７７

，
５４９ －

５ ５ ５ ．

Ｒｅａｇａｎ ，Ｊ ．Ｄ ．

， １ ９９４ ．Ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｃ ｌ ｏｎ ｉｎｇ
ｏｆ ａｎ ｉ ｎ ｓ ｅｃ ｔｄ ｉ ｕｒｅ ｔ ｉ ｃｈｏ ｒｍｏｎｅｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ．Ａｍｅｍｂ ｅｒｏｆ ｔｈｅ

ｃａ ｌ ｃ ｉ ｔｏｎ ｉ ｎ ／ ｓ ｅｃ ｒｅ ｔ ｉ ｎｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｆａｍ ｉ ｌｙ ．Ｃｈｅｍ ２ ６９
， 
９ －

１ ２ ．

Ｒｅ ｎ
，Ｊ ．

，Ｌ ｉ
，Ｘ ． Ｒ ．

，Ｌ ｉ ｕ
，Ｐ．Ｃ ．

，Ｃａ ｉ
，Ｍ ． Ｊ ．

，Ｌ ｉ ｕ
，Ｗ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ
，Ｘ ． Ｆ．

，２０ １ ４ ．Ｇｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎａｑ

ｐ
ａｒｔ ｉ ｃ ｉ

ｐａｔｅ ｓ ｉ ｎｔｈｅｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅ２ ０ －

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅｎｏｎ
ｇｅｎｏｍ ｉ ｃｓ ｉ

ｇｎａ
ｌｔ ｒａｎｓｄｕｃ ｔ ｉｏｎ ．Ｊ

Ｓｔｅｒｏ ｉｄ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ １ ４４
， 
３ １ ３

－

３２ ３ ．

Ｒｅ ｖａｎｋａｒ
， 
Ｃ ．Ｍ ．

，
Ｃ ｉｍ ｉ ｎｏ

，
Ｄ ． Ｆ ．

，
Ｓ ｋ ｌａ ｒ

，
Ｌ ．Ａ ．

， 
Ａ ｒｔｅ ｒｂｕ ｒｎ

， 
Ｊ ． Ｂ ．

，Ｐｒｏｓ ｓｎ ｉ ｔｚ
，Ｅ ． Ｒ ．

， 
２ ００５ ． Ａ ｔｒａｎｓｍｅｍ ｂｒａｎｅ

ｉ ｎ ｔ ｒａｃｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒ ｅｓｔ ｒｏｇｅｎｒｅ ｃｅｐ ｔｏ ｒ ｍｅｄ ｉａｔｅ ｓｒａｐ
ｉｄｃ ｅ ｌ ｌｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ

．Ｓｃ ｉｅｎｃｅ ３ ０ ７
， １ ６２ ５ －

１ ６３ ０ ．

Ｒｅｗ ｉ ｔｚ
，Ｋ ． Ｆ ．

，Ｏ
＇

Ｃｏｎ ｎｏ ｒ
，Ｍ ． Ｂ ．

，Ｇ ｉ ｌ ｂｅ ｒｔ
，Ｌ ． Ｉ ．

，２ ００７ ．Ｍｏ ｌ ｅｃ ｕ ｌ ａｒｅｖｏ ｌ ｕｔ ｉｏ ｎｏｆｔｈｅ ｉ ｎｓｅｃ ｔｈａ ｌ ｌｏｗ ｅ ｅ ｎ

ｆａｍ ｉ ｌｙ 
ｏ ｆ ｃｙ ｔｏｃｈ ｒｏｍ ｅ Ｐ４５０ ｓ ：

ｐ
ｈｙ ｌ ｏｇｅｎｙ， ｇｅｎ ｅ ｏ ｒｇａｎ ｉｚａｔ ｉ ｏｎ ａｎ ｄｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎａ ｌｃｏｎｓｅ ｒｖａｔ ｉ ｏｎ ． Ｉｎｓｅｃｔ

Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ３ ７
，
７４ １

－

７ ５ ３ ．

Ｒ ｉ ｃｈａｒｄ
，Ｄ ． Ｓ ．

， Ａ ｐ ｐ
ｌ ｅｂａｕｍ

，Ｓ ．Ｗ．
，Ｓ ｌ ｉ ｔｅ ｒ

，Ｔ ． Ｊ ．

，Ｂ ａｋｅ ｒ
，Ｆ ．Ｃ ．

，Ｓ ｃｈｏｏ ｌ ｅｙ ，Ｄ ．Ａ ． ，Ｒｅｕ ｔｅ ｒ
，Ｃ ．Ｃ ．

，Ｈ ｅ ｎ ｒ ｉ ｃｈ
，

Ｖ．Ｃ ．

，Ｇ ｉ ｌ ｂｅ ｒｔ
，ＬＡ ．

， １ ９ ８９ ，Ｊ ｕｖ ｅｎ ｉ ｌｅｈｏ ｒｍｏｎｅｂ ｉ ｓ ｅｐ
ｏｘ ｉｄｅｂ ｉｏｓｙｎ ｔｈｅｓ ｉ ｓ ｉｎｖ ｉ ｔｒｏｂｙ

ｔｈ ｅｒ ｉ ｎｇ ｇ ｌａｎｄ

ｏｆ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａ ｍ ｅｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ： ａ
ｐｕｔａｔ ｉｖ ｅ

ｊ
ｕｖｅｎ ｉ ｌ ｅｈｏ ｒｍｏｎｅ  ｉ ｎｔｈｅ ｈ ｉ

ｇ
ｈ ｅ ｒ ｄ ｉ

ｐ
ｔｅｒａ ．Ｐｒｏｃ Ｎａ ｔ ｌ Ａ ｃａｄ

Ｓｃ ｉ ＵＳＡ Ｕ
， １ ４２Ｍ ４２５ ．

Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

， １ ９ ７６ ．Ｈ ｏｒｍｏｎａ ｌ ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ｏ ｆ  ｉ ｎｓｅｃ ｔ ｅ
ｐ

ｉｄｅ ｒｍａ ｌｃ ｅ ｌ ｌｃｏｍｍ ｉ ｔｍ ｅｎ ｔ  ｉｎｖ ｉｔｒｏ ． Ｎａ ｔｕｒｅ２ ５ ９
，

１ １ ５
－

１ １ ７ ．

Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，Ｌ ． Ｍ ．

， １ ９９６ ．Ｊ ｕｖ ｅｎ ｉ ｌ ｅｈｏ ｒｍｏｎｅ ：  ｔｈｅｓｔａｔ ｕｓｏｆ  ｉ ｔｓ

＂

ｓ ｔａｔｕｓ
ｑｕｏ

＂

ａｃ ｔ ｉｏｎ ． Ａ ｒｃｈＩｎｓｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ

３ ２
， ２７ １

－

２ ８ ６ ．

Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

，Ｃ ｈ ｅ ｒｂａｓ
，Ｐ ．

，Ｔｒｕｍａｎ
，Ｊ ．Ｗ ．

，
２００ １ ．Ｅｃｄ

ｙ
ｓｏｎｅｒｅ ｃｅｐｔｏ ｒｓａｎｄｔｈｅ ｉ ｒｂ ｉｏ ｌｏ

ｇ ｉ ｃａ ｌａｃ ｔ ｉｏｎ ｓ ．

Ｖｉ ｔａｍＨｏｒｍ６０
， １

－ ７３ ．

Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ ，Ｌ ．Ｍ ．
，Ｈ ｉ ｒｕｍａ ，Ｋ ． ．

，Ｚｈｏ ｕ ，Ｘ ． Ｆ ．

，
Ｎ ｅ ｌ ｓｏｎ

，Ｃ ．Ａ ． ，２００ ３ ． Ｉ ｎｓ ｉｇｈｔｓ ｉ ｎｔｏｔｈ ｅｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌａ ｒｂａｓ ｉ ｓｏｆ

ｔｈｅｈｏｒｍｏｎａ ｌｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌｏｆｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎｇａｎｄｍｅ ｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｆｒｏｍＭａｎｄｕｃａｓｅｘ ｔａａｎｄＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ

ｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｃｒ ．Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ ３ ３
， １ ３ ２ ７

－

１ ３ ３ ８ ．

８ ３





山 东 大学博士学位 论 义


Ｒｏｂ ｉｎｏｗ
，Ｓ ．

，Ｔａ ｌｂｏ ｔ
，Ｗ ． Ｓ ．

，Ｈｏｇｎｅｓｓ ，Ｄ ． Ｓ ．

，Ｔｒｕｍａｎ
，Ｊ ．Ｗ ．

， １ ９９３ ．Ｐ ｒｏｇ ｒａｍｍｅｄｃ ｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ ｉｎｔｈｅ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａＣＮ Ｓ ｉ ｓ ｅｃｄｙｓｏｎｅ
－

ｒｅｇ ｕ ｌａｔｅｄ ａｎｄ ｃｏｕｐ
ｌ ｅｄｗ ｉ ｔｈ ａ ｓｐｅ

ｃ ｉ ｆｉ ｃ ｅｃｄｙｓｏｎｅ ｒｅｃｅ
ｐｔｏ ｒ  ｉ ｓｏｆｏ ｒｍ ．

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎ ｔ １ １ ９
， １ ２ ５ １

－

１ ２５ ９ ．

Ｒｙｏｏ ，Ｈ ．Ｄ ．

，Ｂａｅ ｈ ｒｅ ｃｋ ｅ ，Ｅ ．Ｈ ．

，２０ １ ０ ．Ｄ ｉ ｓ ｔ ｉｎｃｔｄｅａｔｈｍｅｃ ｈａｎ ｉ ｓｍｓ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔ ．Ｃａｒｒ

Ｏｐ ｉｎＣｅｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ ２２
，８ ８ ９

－

８９５ ．

Ｓａｄｏｗ ｓｋ ｉ
，
Ｍ ． Ｉ ．

，
Ｐａ ｒ ｉ ｓ ｈ

， Ｊ ．Ｈ ．

， 
２００３ ． Ａ ｕｔｏｍａｔｅｄ

ｇｅｎｅ ｒａｔ ｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ ｏｆ
ｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｓ ｉｇｎａｔｕ ｒｅ ｓ ：ｃａ ｓｅ

ｓ ｔｕｄｙ
ｗ ｉ ｔｈＧ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

－

ｃｏ ｕｐ
ｌ ｅｄｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒｓ ．Ｂｉｏ ｉｎｆｏｒｍａｔ ｉｃｓ １ ９

，７２ ７
－７３４ ．

Ｓａｎｄｓ ｔｒｏｍ
，Ｄ ． Ｊ ．

，Ｒｅ ｓ ｔ ｉ ｆｏ
，Ｌ ． Ｌ ．

， １ ９９９ ．Ｅｐ ｉｄｅｒｍａ ｌｔｅｎｄｏｎｃｅ ｌ ｌ ｓｒｅｑｕ
ｉ ｒｅｂ ｒｏａｄｃｏｍｐ

ｌ ｅｘｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎｆｏｒ

ｃｏｒｒｅｃ ｔ ａｔｔａｃｈｍｅｎ ｔｏｆ  ｔｈｅ ｉｎｄ ｉ ｒｅｃ ｔｆ ｌ ｉ

ｇｈ ｔｍｕｓ ｃ ｌｅｓ ｉｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ．Ｊ Ｃｅｌｌ Ｓｃ ｉ １ １ ２
，

４０５ １ ４ ０６５ ．

Ｓ ｃｈ ｉｏ ｔｈ
，Ｈ ．Ｂ ．

，Ｆｒｅｄ ｒ ｉ ｋｓｓｏｎ
，Ｒ ．

，２００５ ．ＴｈｅＧＲＡ ＦＳｃ ｌ ａｓｓ ｉｆｉｃａｔ ｉ ｏｎｓｙｓ ｔｅｍｏ ｆＧｐｒｏｔｅ ｉｎ
－

ｃｏｕｐ ｌｅｄ

ｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｓ ｉ ｎｃｏｍｐａｒａｔ ｉ ｖｅ
ｐ

ｅｒｓ
ｐ
ｅｃ ｔ ｉｖｅ ．ＧｅｎＣｏｍｐ 

Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏｌ １ ４２
，
９４－

１ ０ １ ．

Ｓ ｃｈｕ ｌ ｔｅ
， 
Ｇ ．

， 
２０ １ ０ ． Ｉｎ ｔｅｒｎａｔ ｉｏｎａ ｌｕｎ ｉｏｎｏｆ ｂａｓ ｉｃａｎｄｃ ｌ ｉ ｎ ｉｃａ ｌ

ｐ
ｈａ ｒｍａｃｏ ｌ ｏｇｙ，ＬＸＸＸ ， 

ｔｈｅｃ ｌａｓｓｆｒ ｉｚｚ ｌ ｅｄ

ｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｒｅｖ６２
，６３ ２

－６６７ ．

Ｓｃｈｕ ｌ ｔｚ
，
Ｈ ．

，Ｒａｓｍ ｕｓｓｅｎ
，
Ｂ ．Ｋ ．

，Ｋｒ ｉ ｓｔｅｎｓｅｎ
，
Ｐ． Ｌ ．

，
Ｊｅｎｓｅｎ

， 
Ａ ．Ｋ ．

，Ｐｅｄｅ ｒ ｓｅｎ－Ｂ
ｊ
ｅ ｒｇａａｒｄ

，
Ｕ ．

，
２０ １ ８ ．Ｅａｒ ｌｙ

ｉｎｃ ｉｄｅｎｃｅｏｆ
ｇ

ｌｕｃｏｃｏｒｔ ｉ ｃｏ ｉｄ－

ｉｎｄｕｃｅｄｄ ｉａｂｅｔｅｓ ｉｎ
ｐａｔ ｉ ｅｎｔｓｗ ｉｔｈｂｒａ ｉｎｔｕｍｏｒｓ ：ａｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔ ｉｖ ｅ

ｓｔｕｄｙ
ｏｆ  ｔｈｅｆｉ ｒｓｔ７ｄａｙｓｏｆ  ｔ ｒｅａｔｍｅｎｔ ． Ｎｅｕｒｏｏｎｃｏ ｌ Ｐｒａｃｔ５

， １ ７０
－

１ ７５ ．

Ｓ ｈａｏ
，Ｈ ． Ｌ ．

，Ｚｈｅｎｇ ，
Ｗ ．Ｗ ．

，Ｌ ｉ ｕ
，
Ｐ．Ｃ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｑ ．

，Ｗａｎｇ ，
Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ ，
Ｘ ． Ｆ．

，２００８ ．Ｅｓｔａｂ ｌ ｉ ｓｈｍｅｎｔｏｆ ａ

ｎｅｗ ｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅｆｒｏｍ ｌ ｅ ｐ
ｉｄｏｐ

ｔｅ ｒａｎｅ
ｐ

ｉｄｅ ｒｍ ｉ ｓａｎｄｈｏ ｒｍｏｎａ ｌｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎｏｎ ｔｈｅ
ｇｅｎｅｓ ．ＰＬｏＳ Ｏｎｅ ３

，

ｅ３ ｌ ２７ ．

Ｓ ｌａ ｉｄ ｉｎａ
，
Ｍ ．

，Ｄｅ ｌ ａｎｏｕｅ
，
Ｒ ．

，
Ｇ ｒｏｎｋｅ

，
Ｓ ．

，
Ｐａｒｔｒ ｉｄｇｅ ，

Ｌ ．

ｓ
Ｌｅｏｐｏ ｌｄ

，Ｐ．

，
２００９ ． Ａ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｉｎｓｕ ｌ ｉ ｎ －

ｌ ｉｋｅ

ｐｅｐ
ｔ ｉｄｅ

ｐ
ｒｏｍｏｔｅ ｓ

ｇｒｏｗｔｈｄｕｒ ｉ ｎｇ
ｎｏｎｆｅｅｄ ｉｎ

ｇ
ｓ ｔａｔｅｓ ．ＤｅｖＣｅ ｌｌ １ ７

，
８７４－８ ８４ ．

Ｓｍ ｉ ｔｈ
，
Ｓ ． Ｌ ．

，Ｂｏ ｌ ｌ ｅｎ ｂａｃｈｅ ｒ
，Ｗ ． Ｅ ．

，Ｇ ｉ ｌｂｅ ｒｔ ，Ｌ ． Ｉ ．

， １ ９８３ ．Ｅｃｄｙｓｏｎｅ２ ０ －ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅａｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔｙ
ｄｕｒ ｉ ｎｇ

ｌａｒｖａ ｉ

－

ｐｕｐａ
ｌｄ ｅｖｅ ｌ ｏｐｍｅｎ ｔ ｏｆ Ｍａ松加 ｓｅｘＡｘＭ？ ／ ＣＷ／ ３

Ｕ２２ ７
－２５ １ ．

Ｓ ｐ ｉｎｄ ｌ ｅ ｒ
，
Ｋ ．Ｄ ．

，Ｈｏｎ Ｉ
，Ｃ ．

，
Ｔｒｅｍｍｅ ｌ

，
Ｃ ．

，
Ｂ ｒａｕｎ

，Ｓ ．

，
Ｒｕ ｆｆ

，Ｈ ．

，Ｓ ｐ ｉｎｄ ｌｅ ｒ
－Ｂ ａｒｔｈ

，Ｍ ．

，
２００ ９ ．Ｅｃｄｙ

ｓｔｅ ｒｏ ｉｄ

ｈｏ ｒｍｏｎｅａｃｔ ｉｏｎ ．Ｃｅ ｌｌ Ｍｏ ｌ Ｌ ｉｆｅ Ｓｃ ｉ ６６
， 
３ ８ ３ ７

－

３ ８ ５ ０ ．

Ｓ ｒ ｉｖａｓｔａｖａ
，
Ｄ ． Ｐ．

，
Ｙｕ

， 
Ｅ ．Ｊ ．

，
Ｋｅｎｎｅｄｙ，Ｋ ．

，
Ｃｈａｔｗ ｉｎ

，Ｈ ．

，Ｒｅａ ｌｅ
， 
Ｖ．

ｓ
Ｈａｍｏｎ

，Ｍ ．

ｓ
Ｓｍ ｉ ｔｈ

， 
Ｔ．

，
Ｅｖａｎｓ

，
Ｐ．Ｄ ．

，

２００５ ．Ｒａｐ
ｉｄ

，ｎｏｎｇｅｎｏｍ ｉｃｒｅ ｓ
ｐ
ｏｎｓｅｓｔｏｅｃｄｙｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｓａｎｄｃａｔｅ ｃｈｏ ｌａｍ ｉｎｅｓｍｅｄ ｉａｔｅｄｂｙ

ａｎｏｖｅ ｌ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａＧ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ－

ｃｏｕ
ｐ

ｌｅｄｒｅ ｃ ｅ
ｐｔｏ ｒ ． ＪＡ／ｅｗｒａｃ ／ ２ ５

，
６ １ ４ ５

－６ １ ５ ５ ．

Ｓ ｔ ｒａｓｓｅ ｒ ， 
Ａ ． ，Ｗ ｉ ｔｔｍａｎｎ ，Ｈ ． Ｊ ．

， 
Ｓ ｅ ｉ ｆｅ ｒｔ

，Ｒ ．

， 
２０ １ ７ ．Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

ｋ ｉｎｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ａｎｄ
ｐａｔ

ｈｗａｙｓ ｏｆ  ｌ ｉｇａｎｄ ｓ  ｔｏ ＧＰＣＲ ｓ ．

ＴｒｅｎｄｓＰｈａｒｍａｃｏ ｌ Ｓｃ ｉ ３ ８
， 
７ １ ７

－

７３２ ．

Ｓ ｕ ｌ ｌ ｉｖａｎ
， 
Ａ ．Ａ ．

， 
Ｔｈｕｍｍｅ ｌ

，
Ｃ ． Ｓ ．

，
２００ ３ ．Ｔｅｍｐ

ｏ ｒａ ｌ

ｐ
ｒｏｆｉ ｌ ｅｓｏｆ ｎｕｃ ｌ ｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏ ｒ

ｇｅｎ
ｅｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎｒｅｖｅａ ｌ

ｃｏｏｒｄ ｉｎａｔｅｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎａ ｌｒｅｓｐｏｎ ｓ ｅ ｓｄｕｒ ｉ ｎｇＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔ ．Ｍｏ ｌＥｎｄｏｃｒ ｉｎｏｌ １ ７

，

２ １ ２ ５
－２ １ ３ ７ ．

Ｔａ ｌ ｂｏ ｔ
，Ｗ． Ｓ ．

，Ｓｗｙｒｙｄ ，Ｅ ．Ａ ．

，Ｈｏｇｎｅ ｓｓ
，Ｄ ．Ｓ ．

， １ ９９３ ．Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｔ ｉ ｓ ｓｕｅｓｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔｍｅ ｔａｍｏｒ
ｐ
ｈ ｉ ｃ

ｒｅｓｐｏｎ ｓｅ ｓｔｏｅｃｄｙｓｏｎｅｅｘｐ
ｒｅ ｓｓｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ ｅｃｄｙｓｏｎ ｅｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉ ｓｏｆｏｒｍ ｓ ．Ｃｅｌｌ ７３

， １ ３ ２ ３
－

１ ３ ３ ７ ．

Ｔａｎ
， 
Ａ ．

，
Ｐａｌ ｌ ｉ

，
Ｓ ． Ｒ ．

，
２００ ８ ．Ｅｄｙｓｏｎ ｅｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ ｓ

ｐ
ｌａｙ

ｄ ｉ ｓ ｔ ｉ ｎｃ ｔｒｏ ｌ ｅｓ ｉｎｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ｌ ｉ ｎｇ
ｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎｇ

ａｎｄ

ｍｅ ｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏｓ ｉ ｓ ｉｎｔｈｅｒｅｄｆｌｏ ｕｒｂｅｅｔ ｌ ｅ

，
Ｔｒ ｉｂｏ ｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅｕｍ ． Ｍｏ ｌ Ｃｅｌｌ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏ ｌ ２９ １

， 
４２ －４９ ．

Ｔａｔａ
，Ｊ ．Ｒ ．

，２０００ ．Ａ ｕｔｏ ｉ ｎｄ ｕｃｔ ｉｏｎｏ ｆｎ ｕｃ ｌ ｅａｒｈｏ ｒｍｏｎｅｒｅｃｅ
ｐ ｔｏ ｒｓｄｕｒ ｉｎｇｍｅｔａｍｏ ｒｐｈｏｓ ｉ ｓａｎｄ ｉ ｔｓ

ｓ ｉｇｎ
ｉｆｉｃａｎｃｅ ． Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂｉｏ ｌ ３ ０

，
６４５ －６５ １ ．

Ｔａｔｕ ｌ ｉａｎ
，Ｓ ．Ａ ．

，２０ １ ５ ．Ｓ ｔｒｕｃｔｕｒａｌｄ
ｙｎａｍ ｉ ｃｓｏｆ ｉｎｓｕ ｌ ｉｎｒｅｃｅｐｔｏ ｒａｎｄｔｒａｎ ｓｍｅｍｂ ｒａｎｅｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ ．

Ｂ ｉｏｃｈｅｍ ｉｓｔｒｙ
５４

，５ ５２３
－

５ ５ ３ ２ ．

Ｔａｗｆｉ ｋ
，
Ａ ． Ｉ ．

，Ｖｅｄｒｏｖａ
， 
Ａ ．

，Ｌ ｉ
，Ｗ ．Ｗ．

，Ｓ ｅｈｎａ ｌ
，Ｆ． ，Ｏｂｅｎｇ

Ｏ ｆｏ ｒ ｉ
，Ｄ ．

， １ ９９７ ．Ｈａｅｍｏ ｌ

ｙｍｐ
ｈｅｃｄｙ

ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｓ

ａｎｄｔｈｅ
ｐ

ｒｏ ｔｈｏ ｒａｃ ｉ ｃ
ｇ ｌａｎｄｓ ｉ ｎｔｈｅｓｏ ｌ ｉ ｔａｒｙａｎｄｇｒｅｇａｒ ｉｏｕ ｓａｄｕ ｌ ｔｓｏｆ Ｓｃｈ ｉｓ ｔｏｃｅｒｃａ

ｇｒｅｇａｒｉａ ．Ｊ

Ｉｎｓｅｃ ｔ Ｐｈｙｓ ｉｏ ｌ ４ ３
，
４ ８ ５

－４９３ ．

Ｔｅ ｒａｓｈ ｉｍａ
，Ｊ ．

，Ｂｏｗｎｅ ｓ
，Ｍ ．

，２ ００６ ．Ｅ７５ＡａｎｄＥ７５Ｂｈａｖｅｏ ｐｐｏｓ ｉ ｔｅｅ ｆｆｅｃ ｔｓｏｎｔｈｅ

ａｐ
ｏ
ｐ

ｔｏ ｓ ｉｓ／ｄｅｖｅ ｌ ｏ
ｐ
ｍｅｎｔ ｃｈｏ ｉｃｅｏ ｆ ｔｈｅ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｅｇｇ

ｃｈａｍｂｅ ｒ ．Ｃｅｌｌ Ｄｅａ ｔｈＤ ｉｆｆｅｒ １ ３
，

４５４ －４６４ ．

Ｔ ｉ ｌｇ ，Ｈ ．

，Ｍｏｓ ｃｈｅｎ
，Ａ ．Ｒ ．

，２００８ ． Ｉｎｓ ｕ ｌ ｉｎｒｅｓ ｉ ｓ ｔａｎｃｅ
， ｉｎ ｆｌ ａｍｍａｔ ｉｏｎ

，ａｎｄｎｏｎ
－ａ ｌ ｃｏｈｏ ｌ ｉ ｃｆａｔｔｙ ｌ ｉ ｖｅ ｒ

ｄ ｉｓｅａｓｅ ．ＴｒｅｎｄｓＥｎｄｏｃｒ ｉｎ Ｍｅｔ １ ９
， 
３ ７ １

－３ ７９ ．

Ｔｒｕｍａｎ
，
Ｊ ．Ｗ ．

， 
２０ １ ９ ． Ｔｈｅｅｖｏ ｌ ｕｔ ｉｏｎｏｆ  ｉｎ ｓｅｃ ｔ ｍｅ ｔａｍｏｒ

ｐ
ｈｏｓ ｉｓ ．Ｃｕｒｒ Ｂ ｉｏ ｌ ２９

， １ ２５２
－

１ ２６ ８ ．

Ｔｒｕｍａｎ
， 
Ｊ ．Ｗ．

，
Ｒ ｉｄｄ ｉｆｏ ｒｄ

，
Ｌ ．Ｍ ．

， 
２ ０ １ ９ ． Ｔｈｅｅｖｏ ｌｕｔ ｉｏｎｏｆ  ｉ ｎｓｅｃｔ ｍｅｔａｍｏ ｒ

ｐ
ｈｏｓ ｉｓ ：ａ ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎｔａ ｌａｎｄ

ｅｎｄｏｃ ｒ ｉｎｅｖ ｉｅｗ ． Ｐ／？ ／７ｏｓ ５ ５ ｚｏ ／ Ｓｃ ／ ３ ７４
，
２０ １ ９００７０ ．

Ｕｙｅｈａｒａ
，Ｃ ． Ｍ ．

，Ｍｃｋａｙ，Ｄ ． Ｊ ．

，２０ １ ９ ．Ｄ ｉ ｒｅｃｔａｎｄｗ ｉｄｅ ｓｐｒｅａｄｒｏ ｌ ｅｆｏ ｒｔｈｅｎｕｃ ｌ ｅａ ｒｒｅｃ ｅ
ｐｔｏｒＥｃＲ ｉ ｎ

ｍｅｄ ｉａｔ ｉ ｎｇ
ｔｈｅ ｒｅ ｓ

ｐｏｎ ｓｅｔｏｅｃｄｙｓｏｎｅ ｉ ｎＤ ｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ．Ｐｒｏｃ Ｎａ ｔｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ １ １ ６
， 
９ ８９３

－９９０２ ．

Ｖａｎｄｅ ｒＨｏ ｒｓ ｔ
，Ｄ ． Ｊ ．

，ＶａｎＭ ａｒｒｅｗ ｉ

ｊ
ｋ

，Ｗ． Ｊ ．

， Ｄ ｉ ｅｄｅｒｅｎ
，Ｊ ．Ｈ ．

，２００ １ ．Ａｄ ｉ

ｐ
ｏｋ ｉ ｎ ｅｔ ｉ ｃｈｏ ｒｍｏｎｅ ｓｏ ｆ  ｉ ｎｓｅｃｔ ：

ｒｅ ｌｅａｓ ｅ
， 
ｓ ｉ

ｇｎａ ｌ ｔｒａｎｓｄ ｕｃ ｔ ｉｏｎ
， 
ａｎｄｒｅｓｐｏｎ

ｓｅｓ ．Ｉｎ ｔ ＲｅｖＣｙｔｏ ｌ ｌ Ｘ １
， １ ７９ －２４０ ．

ＶａｎｄｅｎＢ ｒｏｅ ｃ ｋ
，
Ｊ ．

， 
Ｔｏ ｒｆｓ

，Ｈ ．

，
Ｐｏｅ ｌ ｓ

，
Ｊ ．

，
ＶａｎＰｏｙｅ ｒ

，
Ｗ．

，
Ｓｗ ｉ ｎｎｅｎ

，Ｅ ．

，
Ｆｅ ｒｋｅ ｔ

，
Ｋ ．

，
Ｄ ｅＬｏｏｆ

， 
Ａ ．

， １ ９９９ ．

８４
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Ｔａｃ ｈｙｋ ｉｎ ｉｎ －

ｌ ｉ ｋｅ
ｐｅｐ ｔ ｉｄｅ ｓａｎｄｔｈ ｅ ｉ ｒ ｒｅｃ ｅ

ｐ
ｔｏ ｒｓ

－

ａｒｅｖ ｉ ｅｗ ． ＡｎｎＮｙ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉ ８９ ７
，
３ ７４－３ ８ ７ ．

Ｖｅ ｒｄｕ
，Ｊ ．

，Ｂ ｕ ｒａｔｏｖ ｉｃ ｈ
，Ｍ ．Ａ ．

，Ｗ ｉ ｌｄｅ ｒ
，Ｅ ． Ｌ ． ，Ｂ ｉ ｒｎｂａｕｍ

，Ｍ ． Ｊ ．
， １ ９９９ ．Ｃｅ ｌ ｌ

－

ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓｒｅｇｕ ｌａｔ ｉ ｏｎｏｆ

ｃｅ ｌ ｌａｎｄｏ ｒｇａｎｇ ｒｏｗｔｈ ｉ ｎＤｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｂｙ 
Ａ ｋｔ／ＰＫＢ ． Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂ ｉｏ ｌ １

，
５ ００ －

５ ０６ ．

Ｗａｎｇ ，Ｄ ．

，Ｐｅ ｉ

， 
Ｘ ．Ｙ．

， 
Ｚｈａｏ ，Ｗ． Ｌ ．

， Ｚｈａｏ ， Ｘ ． Ｆ ．

， ２ ０ １ ６ ．Ｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏｒｍｏｎｅ ２ ０－ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎ ｅ
ｐｒｏｍｏ ｔｅｓ

ｈ ｉｇｈｅ ｒ ｃａ ｌ ｃ ｉｕｍ ｍｏｂ ｉ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎｔｏ ｉ ｎｄｕｃｅａｐ
ｏ
ｐ

ｔｏ ｓ ｉ ｓ ．Ｃｅ ｌｌ Ｃａｌｃ ｉｕｍ ６０
， １

－

１ ２ ，

Ｗａｎｇ ，Ｄ ．

， 
Ｚｈａｏ

，Ｗ ． Ｌ ．

， 
Ｃａ ｉ

，Ｍ ． Ｊ ．

，
Ｗａｎｇ ， Ｊ ．Ｘ ．

， 
Ｚｈａｏ ，Ｘ ． Ｆ ．

，
２０ １ ５ ．Ｇ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

－

ｃ ｏｕ
ｐ

ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏｒ ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ｓ

ｓｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉ ｎｇ

ｉ ｎｃ ｅ ｌ ｌｍ ｅｍｂ ｒａｎ ｅ ． Ｓｃ ｉ Ｒｅｐ
－ Ｕｋ５

，８６７ ５ ．

Ｗａｎｇ ， 
Ｊ ． Ｌ ．

， 
Ｊ ｉ ａｎｇ ，

Ｘ ． Ｊ ．

，Ｗａｎｇ ， Ｑ ．

，Ｈｏｕ
，
Ｌ ． Ｊ ．

， 
Ｘｕ ，Ｄ ．Ｗ．

，Ｗａｎｇ ， 
Ｊ ．Ｘ ．

， 
Ｚｈａｏ

， 
Ｘ ． Ｆ．

，２００７ ． Ｉｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉｃａ ｔ ｉｏｎ

ａｎｄｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓｓ ｉｏｎｐ ｒｏ ｆｉ ｌ ｅｏ ｆａｐ

ｕｔａｔ ｉ ｖｅｂａｓｅｍｅｎ ｔｍｅｍｂｒａｎｅｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｇｅｎ ｅ ｉｎｔｈｅｍｉｄｇｕｔｏｆ

Ｈｅ ｌ ｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍ ｉｇｅｒａ ． ＢＭＣ Ｄｅｖ Ｂ ｉｏ ｌ ７
，
７６ ．

Ｗａｎｇ ，Ｓ ．
，Ｗａｎｇ ，

Ｊ ．Ｗ ．

，Ｓ ｕｎ ，
Ｙ．Ｎ ．

，Ｓｏｎｇ ，Ｑ ． Ｓ ．

，Ｌ ｉ
，Ｓ ．

，２０ １ ２ ．ＰＫＣ －ｍｅｄ ｉ ａ ｔｅｄＵ ＳＰ
ｐ
ｈｏｓｐｈｏｒｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎａｔ

Ｓ ｅ ｒ３ ５ｍｏｄｕ ｌａｔｅｓ ２０－ｈ
ｙ
ｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏ ｎｅ ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ

ｉ ｎ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ． ＪＰｒｏ ｔｅｏｍｅ Ｒｅｓ １ １
，
６ １ ８７－

６ １ ９６ ．

Ｗａｎ
ｇ ，

Ｓ ． Ｆ ．

，Ｌ ｉ
， 
Ｃ ．

， 
Ｚｈｕ

， 
Ｊ ． Ｓ ．

， 
Ｍ ｉ ｕｒａ

， 
Ｋ ．

， 
Ｍ ｉｋｓ ｉｃ ｅｋ

，
Ｒ ． Ｊ ．

， Ｒａ ｉｋｈｅ ｌ
， 
Ａ ． Ｓ ．

， 
２０００ ． Ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔ ｉ ａ ｌｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ

ａｎｄｒｅｇ
ｕ ｌａｔ ｉｏｎｂｙ

２０ －ｈ
ｙ
ｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓ ｏ ｎｅｏｆ ｍｏｓｑ ｕ ｉ ｔｏｕ ｌ ｔ ｒａｓ

ｐ
ｉ ｒａｃ ｌ ｅ ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍｓ ．ＤｅｖＢ ｉｏ ｌ２ １ ８

，９９
－

１ １ ３ ．

Ｗａｒｒｅｎ
，Ｊ ．Ｔ ．

，Ｇ ｉ ｌ ｂｅ ｒｔ
，Ｌ ． Ｉ ．

， １ ９ ８ ６ ．Ｅｃｄｙ
ｓｏｎｅｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍａｎｄｄ ｉ ｓ ｔ ｒ ｉｂ ｕ ｔ ｉ ｏｎｄｕ ｒ ｉ ｎｇ ｔｈｅ

ｐｕｐａ
ｌａｄｕ ｌ ｔ

ｄｅｖｅ ｌ ｏ
ｐ
ｍｅｎ ｔｏ ｆ Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘ ｔａ ．Ｉｎｓ ｅｃ ｔ Ｂ ｉｏｃｈｅｍ Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ １ ６

，６ ５
－

８２ ．

Ｗｅ ｉｇｅ
ｌ

，Ｎ ． Ｌ ．

，Ｍｏｏ ｒｅ
，Ｎ ．Ｌ ．

，２００７ ．Ｋ ｉ ｎａｓｅ ｓａ ｎｄｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｐ
ｈｏｓ ｐ

ｈｏ ｒｙ ｌａｔ ｉ ｏｎａ ｓｒｅｇｕ ｌ ａｔｏ ｒｓｏｆｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ

ｈｏ ｒｍｏｎｅａｃ ｔ ｉ ｏｎ ． Ｎｔ ｔｃ ｌ Ｒｅｃｅｐｔ Ｓ ｉｇｎａ ｌ ５
，ｅ００ ５ ．

Ｗｅｓ ｔ
， 
Ａ ． Ｐ ．

，
Ｊ ｒ ．

，
Ｌ ｌａｍａｓ

，Ｌ ． Ｌ ．

，Ｓ ｎｏｗ，Ｐ ．Ｍ ．

，
Ｂｅｎｚｅ ｒ ，Ｓ ．

，Ｂ
ｊ
ｏ ｒｋｍａｎ

，Ｐ ． Ｊ
？
２００ １ ．Ｃ ｒｙｓ ｔａ ｌｓ ｔｒｕｃ ｔ ｕ ｒｅ ｏｆ  ｔｈｅ

ｅｃ ｔｏｄｏｍａ ｉ ｎｏｆ ｍ ｅ ｔｈ ｕｓｅ ｌ ａｈ
，
ａ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａＧ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｃｏ ｕｐ
ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ

ｔｏ ｒ ａｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄｗ ｉ ｔｈｅｘ ｔｅｎｄｅｄ

ｌ ｉ ｆｅｓｐａｎ ．Ｐｒｏｃ Ｎａｔ ｌ Ａ ｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ９８
，３ ７４４

－

３ ７４９ ．

Ｗｈ ｉ ｔｅ
，
Ｂ ．Ｈ ．

，Ｅｗｅｒ
， 
Ｊ ．

， ２ ０ １ ４ ． Ｎ ｅ ｕ ｒａ ｌ ａｎｄｈｏｒｍｏｎａ ｌｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ｏ ｆ
ｐｏｓ ｔｅ ｃｄｙｓ ｉ ａ ｌｂｅｈ ａｖ ｉ ｏ ｒｓ  ｉ ｎ ｉ ｎｓｅｃ ｔｓ ．

ＲｅｖＥｎ ｔｏｍｏ ｌ５９
，３ ６３

－

３ ８ １ ．

Ｗ ｕ
，
Ｆ ．

， 
Ｚｈａｎｇ ， 

Ｙ ．

，
Ｓ ｕｎ

， 
Ｂ ，

， 
ＭｃＭ ａｈｏｎ

， 

Ａ ． Ｐ．

， 
Ｗａｎｇ ， 

Ｙ ．

， 
２ ０ １ ７ ．Ｈｅｄｇｅｈｏｇ

ｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ ｉ ｎｇ

：ｆｒｏｍ ｂａｓ ｉ ｃｂ ｉ ｏ ｌｏｇｙ

ｔｏｃａｎｃｅ ｒ  ｔｈｅ ｒａｐｙ ．Ｃｅｌｌ Ｃｈｅｍ Ｂ ｉｏ ｌ ２４
，
２ ５ ２ －２ ８０ ．

Ｗ ｕ
，Ｋ ．Ｍ ．

，Ｌａ ，Ｙ．Ｈ ．

，Ｆｅｎｇ ，Ｈ ．Ｑ ．

，
Ｊ ｉａｎｇ ，

Ｙ． Ｙ．

，Ｚｈａｏ ，Ｊ ．Ｚ ．

，
２００８ ．Ｓ ｕ

ｐｐ
ｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ｃｏ ｔｔｏｎｂｏ ｌ ｌｗｏｒｍ ｉｎ

ｍｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌ ｅｃ ｒｏｐ ｓ ｉ ｎｃ ｈ ｉ ｎａ ｉ ｎａ ｒｅａｓｗ ｉ ｔｈｂ ｔ  ｔｏｘ ｉ ｎ

－

ｃｏｎ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎｇ
ｃｏｔｔｏｎ ．Ｓｃ ｉｅｎｃｅ３ ２ １

， １ ６７６ －

１ ６７ ８ ．

ＸｍＨ ． Ｊ ．

，Ｘ ｕｅ ，Ｊ ． ，Ｌｕ ，Ｂ ．

，Ｚｈａｎｇ ，Ｘ ．Ｃ ．

，
Ｚｈ ｕｏ ，Ｊ ．Ｃ ．

，Ｈ ｅ
，Ｓ ．Ｒ ，Ｍ ａ

，Ｘ ． Ｆ ．

，Ｊ ｉ ａｎｇ ，Ｙ ．Ｑ ．

，Ｆａｎ ，Ｈ ．Ｗ ．

，Ｘ ｕ
，

Ｊ ．Ｙ ．

，Ｙｅ ，Ｙ ．Ｘ ．

，Ｐａｎ ，Ｐ． Ｌ ．
，Ｌ ｉ

，Ｑ ．
，Ｂ ａｏ

，Ｙ ．Ｙ ．

，Ｎ ｉ

ｊ
ｈｏ ｕ ｔ

，Ｈ ． Ｆ ．

，Ｚｈａｎｇ ，Ｃ ．Ｘ ．
，２ ０ １ ５ ．Ｔｗｏ ｉ ｎｓｕ ｌ ｉ ｎ

ｒｅｃｅｐｔｏ ｒｓｄｅｔｅ ｒｍ ｉ ｎ ｅａ ｌ ｔｅ ｒｎａｔ ｉ ｖｅｗ ｉ ｎｇ
ｍｏ ｒ

ｐ
ｈ ｓ ｉ ｎ

ｐ
ｌａｎ ｔｈｏ ｐ ｐ

ｅ ｒ ｓ ．Ｎａｔｕｒｅ５ ＼ ９
， ４６４

－４６ ７ ．

Ｘ ｕ ， Ｊ ．
，Ｗａｎｇ ，Ｘ ． Ｆ ．

，Ｃ ｈｅｎ
，Ｐ ．

，Ｌ ｉ ｕ
，Ｆ ．Ｔ ．

，Ｚｈ ｅ ｎｇ ，Ｓ ．Ｃ ．

，
Ｙｅ

，Ｈ ．

，Ｍ ｏ
，Ｍ ． Ｈ ．

，２０ １ ６ ．ＲＮＡ ｉ ｎ ｔｅ ｒｆｅ ｒｅ ｎ ｃ ｅ ｉ ｎ

ｍｏ ｔｈ ｓ ：ｍｅ ｃｈａｎ ｉ ｓｍ ｓ
， ａｐｐ

ｌ ｉ ｃａ ｔ ｉ ｏｎｓ ，ａｎｄ
ｐ

ｒｏｇ ｒｅ ｓ ｓ ．Ｇｅｎｅｓ（Ｂａｓｅ ｌ
）７ ，８８ ．

Ｙａｍａｎａｋａ
， 
Ｎ ．

，
Ｒｅｗ ｉ ｔｚ

，
Ｋ ． Ｆ ．

， 
Ｏ

＇

Ｃｏｎｎｏ ｒ
，
Ｍ ． Ｂ ．

， 
２０ １ ３ ．Ｅｃｄｙｓｏｎ ｅｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ｏ ｆ ｄｅｖｅ ｌ ｏｐｍｅｎ ｔａ ｌ ｔｒａｎｓ ｉ ｔ ｉｏｎ ｓ ：

ｌ ｅｓｓｏｎ ｓｆｒｏｍＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｒｅ ｓｅａ ｒｃｈ ． Ａ ｎｎｕ ＲｅｖＥｎ ｔｏｍｏ ｌ ５ ８
，
４９７－５ １ ６ ．

Ｙａｏ
，Ｔ ． Ｐ ．

，Ｆｏｒｍ ａｎ ，Ｂ ．Ｍ ．

，Ｊ ｉ ａｎｇ ，Ｚ ．Ｙ ．
，Ｃ ｈｅ ｒｂａｓ ，Ｌ ．

，Ｃ ｈ ｅｎ
，Ｊ ．Ｄ ．

，Ｍ ｃｋｅｏｗｎ
，Ｍ ．

，Ｃｈ ｅ ｒｂａｓ
，Ｐ ．

，Ｅｖａｎ ｓ
，

Ｒ ．Ｍ ．

， １ ９９ ３ ．Ｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎａ ｌ ｅｃｄｙ ｓｏｎｅｒｅ ｃｅｐ ｔｏ ｒ  ｉ ｓ  ｔｈｅ
ｐ ｒｏｄ ｕ ｃ ｔ ｏ ｆ ＥｃＲａｎｄｕ ｌ ｔ ｒａｓｐ ｉ ｒａｃ ｌ ｅ

ｇｅ ｎ ｅ ｓ ． Ｎａｔ ｕｒｅ

３ ６６
， ４７６４ ７９ ．

Ｙａｏ
，
Ｔ ． Ｐ ．

，Ｓｅｇ ｒａｖｅｓ
，Ｗ ．Ａ ．

，Ｏ ｒｏ
，
Ａ ． Ｅ ．

，Ｍ ｃ ｋｅｏｗｎ
，Ｍ ．

，Ｅｖａｎｓ ，Ｒ ．Ｍ ．

， １ ９９２ ．Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａｕ ｌ ｔ ｒａｓ ｐ
ｉ ｒａｃ ｌ ｅ

ｍｏｄ ｕ ｌ ａｔｅｓｅｃｄｙｓｏｎｅｒｅｃｅ ｐ ｔｏ ｒｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎｖ ｉａｈｅ ｔｅ ｒｏｄ ｉｍｅ ｒｆｏ ｒｍａｔ ｉ ｏｎ ．Ｃｅ ｌｌ ７ １
，
６３ －７２ ．

Ｙ ｉ ｎ
，Ｖ． Ｐ ．

，Ｔｈｕｍｍｅ ｌ
，Ｃ ． Ｓ ．

，２００ ５ ．Ｍ ｅｃｈａｎ ｉ ｓｍ ｓｏｆｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ－

ｔ ｒ ｉ

ｇｇｅ ｒｅｄｐ ｒｏｇ ｒａｍｍｅｄｃ ｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ ｉ ｎ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ．Ｓｅｍ ｉｎＣｅ ｌ ｌ Ｄｅｖ Ｂ ｉｏ ｌ １ ６
，
２３ ７ －２４３ ．

Ｚａｍｏ ｒｅ ，Ｐ ． Ｄ ．
，Ｔｕ ｓｃ ｈ ｌ

，Ｔ ．

，Ｓ ｈａｒ
ｐ ，Ｐ ．Ａ ．

，Ｂａｒｔｅ ｌ

，Ｄ ． Ｐ ．

，
２０００ ．ＲＮＡ ｉ ：ｄｏ ｕｂ ｌ ｅ

－

ｓ ｔ ｒａｎｄｅｄＲＮＡ ｄ ｉ ｒｅｃ ｔｓｔｈｅ

ＡＴＰ－

ｄ ｅ
ｐ
ｅｎｄｅｎ ｔ ｃ ｌ ｅａｖａｇ

ｅｏｆ ｍＲＮＡａｔ ２ １ｔｏ２ ３ｎ ｕｃ ｌｅｏ ｔ ｉｄ ｅ ｉ ｎｔｅ ｒｖ ａ ｌ ｓ ．Ｃｅｌｌ １ ０ １ ，
２ ５

－

３ ３ ．

Ｚｈａｎｇ ，Ｘ ．Ｑ ．

，Ｌ ｉ
，Ｘ ． Ｒ ．

，Ｒｅｎ ，Ｊ ．
，Ｌ ｉ

，Ｙ． Ｂ ．

，Ｃａ ｉ
，Ｍ ． Ｊ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．

，Ｚｈａｏ ，Ｘ ． Ｆ ．

，２０ １ ５ ．Ｂｅ ｔａ
－

ａｒｒｅ ｓ ｔ  ｉ ｎ ｉ

ｉ ｎ ｔｅ ｒａｃ ｔｓｗ ｉ ｔｈＧ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ
－

ｃｏｕｐ
ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｔｏｄ ｅｓ ｅｎ ｓ ｉ ｔ ｉｚｅｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ

ｏｆ  ｔｈ ｅｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅ２０－

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏｎｅ ｉ ｎ ｔｈ ｅ ｌ ｅ ｐ
ｉｄｏｐｔｅ ｒａｎ ｉ ｎ ｓ ｅｃ ｔＨｅ ｌ ｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍ ｉｇｅｒａ ．Ｃｅ ｌｌ Ｓｉｇｎａｌ ２７

，８ ７ ８
－

８ ８６ ．

Ｚｈａｏ
，Ｗ ． Ｌ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｄ ．

，Ｌ ｉ ｕ ，Ｃ ．Ｙ ．

，Ｚｈａｏ ， Ｘ ． Ｆ ．

， 
２０ １ ６ ．Ｇ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ－

ｃｏ ｕ
ｐ

ｌ ｅｄｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒｋ ｉ ｎａｓｅ２ｔｅ ｒｍ ｉｎａｔｅｓ

Ｇ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －

ｃ ｏｕｐ ｌ ｅｄｒｅ ｃ ｅｐ ｔｏ ｒｆｕｎ ｃ ｔ ｉｏ ｎ ｉ ｎｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄｈｏｒｍｏｎ ｅ２ ０ －ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅｓ ｉｇｎａ ｌ ｉ ｎｇ
．Ｓｃ ｉ

Ｒｅｐ
－Ｕｋ ６

．
２ ９２０５ ．

Ｚｈａｏ
，Ｘ ． Ｆ ．

， 
２０２０ ．Ｇ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

－ｃｏｕ
ｐ

ｌｅｄｒｅ ｃｅｐｔｏ ｒｓｆｕｎｃｔ ｉｏｎａｓｃｅ ｌ ｌｍｅｍｂ ｒａｎ ｅｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ ｓｆｏ ｒｔｈｅｓ ｔｅ ｒｏ ｉ ｄ

ｈｏ ｒｍｏｎｅ２０－ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃ
ｄｙ ｓｏ ｎｅ ．Ｃｅｌｌ Ｃｏｍｍｕｎ Ｓｉｇｎａ ｌ １ ８

， １ ４６ ．

Ｚｈａｏ
，Ｘ ． Ｆ ．

，Ｗａｎｇ ，
Ｊ ．Ｘ ．

，Ｘ ｕ
，Ｘ ． Ｌ ．

，Ｌ ｉ

，
Ｚ ．Ｍ ．

，Ｋａｎｇ ，Ｃ ． Ｊ ．

，２ ００４ ．Ｍｏ ｌｅｃ ｕ ｌａ ｒｃ ｌｏｎ ｉ ｎｇａｎ
ｄｅｘ ｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎ

ｐ
ａｔｔｅ ｒｎｓｏｆ  ｔｈ ｅｍｏ ｌ ｔ

－

ｒｅｇ ｕ ｌ ａｔ ｉ ｎｇ
ｔ ｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ

ｐｔ ｉ ｏｎｆａｃ ｔｏ ｒＨＨＲ３ｆｒｏｍＨｅｌｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍ ｉｇｅｒａ ．Ｉｎｓｅｃ ｔ

Ｍｏ ｌ Ｂ ｉｏ ｌ １ ３
，
４０ ７ －４ １ ２ ．

Ｚｈｏｕ
，Ｂ ．Ｈ ．

，Ｒ ｉ ｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ
，Ｌ ．Ｍ ．

，
２００ １ ．Ｈｏ ｒｍｏｎａ ｌｒｅｇ ｕ

ｌ ａｔ ｉｏ ｎａｎｄ
ｐ

ａ ｔｔｅ ｒｎ ｉ ｎｇ
ｏ ｆ ｔｈｅｂ ｒｏａｄ－

ｃｏｍ
ｐ

ｌ ｅｘ ｉ ｎ

ｔｈｅｅ
ｐ

ｉｄｅ ｒｍ ｉ ｓａｎｄｗ ｉ ｎｇ
ｄ ｉ ｓ ｃ ｓｏ ｆ ｔｈｅｔｏｂａｃｃｏｈｏ ｒｎｗｏ ｒｍ

，
Ｍａｎｄｕｃａｓｅｘ ｔａ ．ＤｅｖＢ ｉｏ ｌ ２ ３ １

， １ ２ ５
－

８ ５
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１ ３ ７ ．

Ｚｈｏｕ ，Ｘ ． Ｆ ．

，Ｚｈｏｕ ，Ｂ ．Ｈ ．

，Ｔｒｕｍａｎ ，Ｊ ．Ｗ．

，Ｒ ｉｄｄ ｉ ｆｏ ｒｄ ，Ｌ ． Ｍ ．

，２００４ ．Ｏｖｅ ｒｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓｓ ｉｏｎｏ ｆｂ ｒｏａｄ ：ａｎｅｗ

ｉ ｎｓ ｉ

ｇ
ｈｔ ｉ ｎ ｔｏ ｉ ｔｓｒｏ ｌ ｅ ｉ ｎｔｈｅＤｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ

ｐ ｒｏｔｈｏ ｒａｃ ｉ ｃ
ｇ ｌ ａｎｄｃｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｂ ｉｏ ｌ ２０ ７

， １ １ ５ １

－

１ １ ６ １ ．

Ｚｈｕ
，Ｊ ． Ｓ ．

，Ｃｈｅｎ
，Ｌ ．

，Ｒａ ｉ ｋｈｅ ｌ
， 
Ａ ， Ｓ ．

，２ ００７ ．Ｄ ｉｓｔ ｉｎ ｃｔｒｏ ｌ ｅｓｏｆ ｂ ｒｏａｄ ｉ ｓｏｆｏ ｒｍ ｓ ｉ ｎｒｅｇｕ ｌａｔ ｉｏｎｏｆ  ｔｈｅ２０ －

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅｅｆｆｅｃ ｔｏ ｒｇｅｎｅ ，ｖ ｉ ｔｅ ｌ ｌｏｇｅｎ
ｉ ｎ

， ｉｎｔｈｅｍｏｓ
ｑ
ｕ ｉ ｔｏＡ ｅｄｅｓａｅｇｙｐ ｔｉ ．Ｍｏ ｌＣｅｌｌ

Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏｌ ２６ ７
， 
９７－

１ ０５ ．

Ｚｈ ｕ
，Ｙ．

，Ｂｏｎｄ ，Ｊ ．
，Ｔｈｏｍａｓ

，Ｐ ．

，２００３ ． Ｉｄ ｅｎｔ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎ
，ｃ ｌａｓｓ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎ

，ａｎｄｐ
ａ ｒｔ ｉａ ｌｃｈａ ｒａｃｔｅ ｒ ｉｚａｔ ｉ ｏｎｏｆ

ｇｅｎｅ ｓ ｉｎｈｕｍａｎ ｓ ａｎｄ ｏ ｔｈｅ ｒ ｖｅ ｒｔｅｂ ｒａｔｅ ｓ ｈｏｍｏ ｌｏｇｏｕｓ ｔｏａ ｆｉ ｓｈ ｍｅｍｂ ｒａｎｅ
ｐｒｏｇｅｓ ｔ ｉｎｒｅｃ ｅｐ ｔｏ ｒ ． Ｐｒｏｃ

Ｎａ ｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃ ｉＵＳＡ １ ００
，

２２３ ７－２２４２ ．

Ｚ ｉ ｔｎａｎ
，Ｄ ．

，Ｋ ｉｍ
，Ｙ． Ｊ ．

，Ｚ ｉ ｔｎａｎｏｖａ
， Ｉ ．

，Ｒｏ ｌ ｌ ｅｒ
，Ｌ ．

，Ａｄａｍ ｓ
，Ｍ ． Ｅ ．

，２００７ ．Ｃｏｍｐ
ｌ ｅｘｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄ －

ｐｅｐｔ ｉ ｄｅ
－

ｒｅｃｅ
ｐ ｔｏ ｒ ｃａｓ ｃａｄｅｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ｓ ｉ ｎ ｓｅｃ ｔ ｅｃｄｙｓ ｉ ｓ ．ＧｅｎＣｏｍｐ

Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｏｌ １ ５ ３
，８８

－９６ ．

８ ６
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致谢

值此博士学位论文完成之际 ， 我 向 国 家对于我们博士研宄生的资助和培养

表示衷心地感谢 ！ 向求学这么 多 年来 曾 帮助 、 指导 、 教育过我的老师表示深深

的感谢 ， 向我的师 兄师姐 ， 师弟师妹 ， 同学们真诚道
一

声谢谢 ！

首先感谢我的导师赵小凡教授 ， 在我博士求学 历程 中 ， 赵老师正直善 良 的

人格 ， 永不怕输的做事风格 ， 科研上兢兢业业的态度都深深地感染着我 。 赵老

师学识渊博 ， 治学严谨 ， 视野开 阔 ， 为我们营造 了
一

个很好 的精神氛围 ， 博士

求学期间 ， 赵老师亦师亦母般的耐心指导和鼓励 ， 使我在科研上遇到挫折时也

不畏缩 ， 静心思考科研思路 ， 攻克难关 。 其次 ， 由 衷感谢王金星教授 ， 感谢王

老师 的 点评和指导 ， 才使得研究课题更加 完善 。 非常感谢两位老师 的悉心栽培 ，

培养 了 我浓厚科研兴趣 以 及 很好的科研能力 。 本论文从选题到实验到撰写都离

不开两位老师精心的指导 ， 再次 向两位老师表示衷心的感谢 ！

感谢实验室的董杜鹃 师姐 ， 总 能在我遇到科研 困 难及生活 困惑 的时候耐心

倾听和解答 ， 感谢实验室 的康翠洁老师 ， 石 秀 贞 老师 ， 王显伟老师在我学 习 和

生活上的帮助 。

感谢 己经毕业的李永波师 兄 ， 陈才华师 兄 ， 康新 乐师 兄 ， 牛 国娟师姐 以及

姚友香师妹 ， 韩晓林师 弟 ， 潘静师妹 ， 张俊英师妹 ， 李 雨师妹对我实验上 的指

导和帮助 ， 让我更好地融入实验室 的科研氛围 。

感谢实验室的 小伙伴李艳雪 、 邸 宇琴 、 王晓培 、 李苍 、 刘晨飞 、 高杰 、 赵

宝瑞 、 刘 天文 、 赵 雨濛 、 司 伟焊 、 朱小旭 、 张小娣 、 吕 丽霞 、 高林 、 金科谚 、

闫俏 、 邵斌岩 、 洪盼盼 、 付海 晶 、 刘萍萍 、 黄真 、 朱彤 、 孙淑鹏等 的帮助 ， 你

们 既是我 的 师 弟 师妹 ， 也是我 的 兄 弟姐妹 ， 亲同
－

家人的实验室氛围让我们彼

此互帮 互助 ， 祝愿你们实验顺利 ， 前程似锦 ！

感谢我的爸爸 、 妈妈 、 姐姐对我的大力 支持和付 出 ， 感谢老 公对我实验的

指 导和 也活 的帮助 ， 你们是我学 习 及生活的坚强后盾 。 祝愿你们 身体健康 、 我

们阖家欢乐 ！

感谢 国 家 自 然科学基金重点项 目 （ ３ １ ７３ ００ ８ ３ ） 在经 费上对本论文 的 大力 支

持 ， 在此深表谢意 。

８ ７
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攻读学位期间 已发表和准备发表的学术论文

１ ．Ｌ ｉ
，
Ｙ．Ｌ ．

，
Ｙａｏ

，Ｙ．Ｘ ．
，Ｚｈａｏ ，Ｙ． Ｍ ．

，Ｄ ｉ

，
Ｙ．Ｑ ．

，
Ｚｈａｏ

，Ｘ ． Ｆ ．

，２０２ １ ．Ｔｈ ｅｓ ｔｅ ｒｏ ｉｄｈｏ ｒｍｏｎｅ

２０
－ｈ

ｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅｃｏｕｎ ｔｅｒａｃ ｔｓ ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎｓ ｉ

ｇ
ｎａ ｌ ｉ ｎｇｖ ｉａ ｉ ｎ ｓｕ ｌ ｉ ｎ ｒｅｃｅ

ｐ
ｔｏ ｒ

ｄｅ
ｐ
ｈｏ ｓｐｈｏ ｒｙ

ｌａｔ ｉｏｎ ．Ｊ Ｂ ｉｏｌＣｈ ｅｍ２９６
， １ ００ ３ １ ８ ．

２ ．Ｋａｎｇ ，Ｘ ． Ｌ ．

，Ｌ ｉ
，Ｙ．Ｘ ．

，Ｌ ｉ
，Ｙ．Ｌ ．

，Ｗａｎｇ ，Ｊ ．Ｘ ．
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