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

摘要

研宄背景和科学问题 ：

凋亡诱导因子 （
Ａｐｏｐｔｏｓ ｉ ｓ

－

ｉ ｎｄｕｃ ｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ
，
Ａ ＩＦ

）
在生物体中发挥双重功能 ， 其

全长蛋 白 定位在线粒体 内膜 ， 参与 电子传递链合成能量 ， 维持线粒体稳态 ， 其降

解后的 Ｃ 末端片段进入细胞核与 ＤＮＡ 内切酶结合并形成凋亡复合体 ， 结合并切

割 ＤＮＡ 导致染色体降解 ， 导致细胞凋亡 。 目 前对于调控 Ａ ＩＦ 片段化的上游因子

知之甚少 。 完全变态 昆虫在发育过程中经历组织重塑 ， 幼虫组织发生 自 噬和凋亡 ，

成虫组织增殖 ， 这
一

过程受到类固醇激素 ２０－轻基銳皮酮 （
２０ －ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎ ｅ ，

２０Ｅ
） 的调控 。 己知 ２０Ｅ 诱导 自 噬并通过激活半胱氨酸蛋 白水解酶 （ Ｃｙｓｔｅ ｉｎｙ ｌ

ａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃ ｉｆｉ ｃ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎａ ｓｅ ， ＣＡＳＰ ） 转 向凋亡 ， 但 ２０Ｅ 对 Ａ ＩＦ 的调控及对细胞命

运的影响未见报道 ， 且 ２０Ｅ 对线粒体稳态的调控机制也未被完全阐 明 。 本研究以

重大农业害虫棉铃虫 （
／／ｅ ／ ／ｃｏｖｅｒ／？ａ ａｒｗ如ｒａ ， Ｈ ａｒｍ ／ｇｅｒａ） 为模型 ， 探讨 ２０Ｅ 对

Ａ ＩＦ 的调控在组织重塑中 的作用及分子机制 ， 丰富线粒体稳态调控及其生物学意

义的相关知识 。

研宄结果 ：

１ ． 利 用 生 物 信 息 学 方 法 在 棉 铃 虫 基 因 组 中 鉴 定 到 了 三 种 Ａ ＩＦ ：

Ａ ＩＦ １
（
ＸＰ

—

０４９６９７４ ５ ６ ． １
）
、 Ａ Ｉ Ｆ２

（
ＸＰ

＿

０４９６９７５２０ ． １
）和Ａ ＩＦ３

（
ＸＰ

＿

０２ １ １ ８２４５ ８ ． １
）

。 Ａ ＩＦ １

在变态期脂肪体 内 高表达 ， 因此选定为本论文的研宄靶标 。 ２ ． 制备 了抗 Ａ ＩＦ １ 兔

源多克隆抗体 ， 发现 Ａ Ｉ Ｆ 丨 在取食期表皮为全长Ａ ＩＦ形式 （
ｆｉｉ ｌ ｌ ｌ ｅｎｇｔｈ －Ａ ＩＦ ｌ

，
ｆ－Ａ ＩＦ Ｉ

）
，

在变态期中肠则是被截短的 Ａ ＩＦ ｌ

（
ｃ ｌ ｅａｖｅｄ －Ａ ＩＦ ｌ

，
ｃ
－ＡＩＦ ｌ

）
， 在脂肪体中 ， 取食阶段

为 ｆ－Ａ Ｉ Ｆ Ｉ 形式 ， 变态阶段为 ｃ
－Ａ ＩＦ ｌ 形式 。 ３ ． 免疫组织荧光实验发现 Ａ ＩＦ １ 定位

在取食期脂肪体细胞质 中 ， 在变态期转位至细胞核 。 ４ ． 在棉铃虫表皮 （
Ｈ ａｒｍ每ｅｒａ

ｅｐ ｉｄｅｒｍ ａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉ ｎｅ ，ＨａＥｐ ｉ

）
细胞系中过表达ｆ

－Ａ ＩＦ ｌ
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ， 发现２０Ｅ以不依赖

于 自 噬的方式诱导定位在线粒体中 的 ｆ－Ａ ＩＦ ｌ 降解为 ｃ
－Ａ ＩＦ ｌ ， 引起线粒体 自 噬 ，

并诱导 ｃ
－Ａ ＩＦ ｌ 转位到细胞核 ， 引起细胞凋亡 。 ５ ． ｆ－Ａ ＩＦ ｌ 仅在取食期表达 ， ｃ

－Ａ ＩＦ ｌ

■

仅在变态期表达 ， 因此通过虫体 ＲＮＡ 干扰实验 ， 分别在取食期和变态期敲降 Ａ／。

＇

？

发规取食期 ｆ
－Ａ ＩＦ Ｉ 缺失导致 ＡＴＰ 合成下降 、发育迟缓、线粒体自噬和虫体死亡 。

而变态期 ｃ
－Ａ ＩＦ ｌ 缺失则导致脂肪体细胞滴亡水平下降 。 ６ ． 通过软件分析发现

义价 启动子区存在与 叉头盒转录因子 ０
（
Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｔｒａｎ ｓｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎ ｆａｃ ｔｏｒ Ｏ

，
ＦＯＸＯ

）

结合元件 （
ＦＯＸＯ －

ｂ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ ｇ ｅ ｌｅｍ ｅｎ ｔ
，
ＦＯＸＯＥＢ

， 序列５
’

－ＴＴＧＴＴＴＡＣ －

３
’

）
序列 ， 通过

双荧光素酶报告实验证 明 ２０Ｅ 通过转录因子 ＦＯＸＯ 诱导 Ｊ ｚ／／ 转录 。

结论 ： 取食期 ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ Ｉ 定位在线粒体中 ， 参与 ＡＴＰ 合成 ， 维持线粒体稳定 ，

Ｉ




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

抑制 自 幢 。 变态期 ， ２０Ｅ 通过转录因子 ＦＯＸ？ 促进 Ｊ ｚ／ｉ 表达 ， 并使 ｆ
－Ａ ＩＦ ｌ 裂解

为 ｃ
－Ａ ＩＦ ｌ ， 导致线粒体失稳而 自 噬 。 ｃ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 进入细胞核导致细胞凋亡 。

意义 ： 该研究赛现了类固醇激素 ２０Ｅ 促进 ４／
７ 转录并使 Ａ ＩＦ 片段化 ， 同时

引 起线粒体 自 噬和细胞凋亡 ， 为研宄 自 噬调控提供 了新的知识 ， 为害虫防治提供

了新的靶标基因 。

关键词 ： 凋亡诱导因子 ；
２０－轻基蜕皮酮 ； 自 噻 ； 线粒体 自 噬 ； 凋亡 ； 脂肪体

Ｉ Ｉ
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ｇ

ｓｃｉｅｎ ｔｉｆｉｃ
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Ａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓ
－
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（
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ｌ ｅｘ

，ｗｈ ｉ ｃｈｂ ｉｎｄｓａｎｄｃ ｌｅａｖｅｓＤＮＡｔｏｃａｕｓｅ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍ ｅｄｅｇｒａｄ ａ
ｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐ
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２０ －ｈｙｄ
ｒｏｘｙｅｃｄ ｙｏｎ ｅ（

２０Ｅ
）
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（
ＣＡＳＰ

）
．Ｈｏｗｅｖｅ ｒ

，
ｔｈ ｅ
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－ＡＩＦ ｌ 和核移位 ２２

２ ． ４ ． ６ ｆ
－ＡＩＦ ｌ 抑制线粒体 自 噬 ２３

２ ．４ ． ７ｆ
－ＡＩＦ ｌ 维持线粒体稳定和 ＡＴＰ 的产生  ２５

２ ． ４ ． ８ｃ
－ＡＩＦ ｌ 入核促进细胞凋亡 ２７

２ ． ４ ． ９ 变态期 间 ２０Ｅ上调 ＡＩＦ １ 的表达 ２８

２ ． ５ 讨论 ３０

２ ． ５ ． １ＡＩＦ 的双功能及调控 
 ３０

２ ． ５ ． ２ＡＩＦ 的转录调控 ３ １

２ ． ５ ． ３ＡＩＦ 诱导 的线粒体 自 噬与凋亡 ３ １

２ ． ６ 结论 ３２

参考文献 ３４
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符号说明

表 １

－

１ 符号说明

Ｔａｂ ．  １
－

１Ｓｙｍ ｂｏ ｌｄｅ ｓｃ ｒ ｉ

ｐｔ ｉ ｏｎ

英文全称赶全称

２０Ｅ ２０－ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ２０－轻基 ４兑皮酮

Ａ ＩＦＡｐｏｐ
ｔｏｓ ｉ ｓ

－

ｉｎｄｕ ｃ ｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ凋亡诱导因子

Ｈ．ａｒｍ ｉｇｅｒａＨｅ ｌｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍ ｉｇｅｒａ ｉ

ｆ
－ＡＩＦ ｌ ｆｕ ｌ ｌ ｌ ｅｎｇｔｈ －Ａ Ｉ Ｆ ｌ Ａ Ｉ Ｆ １全长

ｃ
－Ａ ＩＦ ｌ ｃ ｌｅａｖｅｄ

－Ａ ＩＦ ］ 被裂解的Ａ ＩＦ １

ＡＭ ＩＤＡ ＩＦ－ｈｏｍｏ ｌｏｇｏｕｓｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ －Ａ ＩＦ同源线粒体相关死亡诱

ａ ｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄ ｉｎｄｕｃｅ ｒｏｆ ｄｅａｔｈ导物

Ａ ＩＦＬＡＩＦ－

Ｉ ｉｋｅ类凋亡诱导 因子

ＭＬＳＭ ｉｔｏｃｈｏｎｄｒ ｉ ａ ｌ ｌｏｃａ ｌ ｉｚａｔ ｉ ｏｎｓ ｉｇｎ ａ ｌ线粒体定位信号

ＩＭＳＳ Ｉｎｎｅｒ ｍ ｅｍｂｒａｎｅｓｏｒｔ ｉ ｎｇ
ｓ ｉｇｎａ ｌ内膜分选信号

ＴＭＴｒａｎ ｓｍ ｅｍｂｒａｎｅ跨膜

ＦＡＤＦ ｌａｖ ｉ ｎａｄｅｎ ｉｎｅｄ ｉｎｕｃ ｌ ｅｏｔ ｉ ｄｅ黄素腺嘌呤二核苷酸

ＮＡＤＨＮ ｉ ｃｏｔ ｉｎａｍ ｉ ｄｅａｄｅｎ ｉ ｎｅｄ ｉ ｎｕｃ ｌ ｅｏ ｔ ｉ ｄ ｅ还原型烟醜胺腺嘌呤核苷酸

ＷＡＨ－

１ＷｏｒｍＡ ＩＦｈｏｍ ｏ ｌｏｇ懦虫Ａ ＩＦ同源体

ＡＴＧＡｕｔｏｐｈａｇｙ
－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄ 自 噬相关

ＬＣ ３Ｌｏｗ ｃｏｍｐ ｌ ｅｘ ｉ ｔｙ
ｃｏｍｍ ｕｎ ｉ ｃａｔ ｉｏｎｓｃｏｄｅｃ低复杂度通信编解码器

ＣＡＳＰＣ
ｙｓｔｅ ｉｎ

ｙ ｌａ ｓｐ
ａｒｔａｔｅｓｐｅ

ｃ ｉｆｉ ｃ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉｎａｓｅ半胱氨酸蛋 白水解酶

ＤＥＰＣＤ ｉｅｔｈｙ ｌ
ｐｙ ｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ焦碳酸二乙酯

ＦＯＸＯＦｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＯ叉头盒转录因子 Ｏ

ＦＯＸＯＢＥＦＯＸＯ－ｂ ｉｎｄ ｉｎ ｇ
ｅ ｌｅｍ ｅｎ ｔ ＦＯＸＯ结合元件

ｄｓＲＮＡＤｏｕｂ ｌｅ
－

ｓｔｒａｎｄ ｅｄＲＮＡ双链ＲＮＡ

ＡＴＰＡｄｅｎｏｓ ｉｎｅ －

ｔｒ ｉｐｈｏ ｓｐｈａｔｅ腺嗓呤核苷三憐酸

ＡＭＰＡｄｅｎｏｓ ｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａ
ｔｅ单憐酸腺苷

ＩＸ
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续表 １
－

丨 符号说明

Ｔａｂ ．  １

－

１Ｓｙｍｂｏ ｌｄｅｓｃ ｒ ｉｐｔ ｉｏｎ
（
ｃｏｎｔ ｉｎｕｅｄ

）

英文全称 中文全称

ＡＭＰＫＡＭＰ－ａｃｔ ｉｖａｔｅｄ
ｐ ｒｏｔｅ ｉｎｋ ｉｎａ ｓｅＡＭＰ依赖性蛋 白激酶

ＧＰＣＲＧ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ －ｃｏｕ ｐ
ｌ ｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｇ蛋 白偶联受体

ＰＢＳＰｈｏｓｐｈ ａ
ｔｅ

－ｂｕ ｆｆｅｒｓａ ｌ ｉ ｎ ｅ鱗Ｔ酸缓冲盐溶液

ＴＢ ＳＴｒ ｉ ｓＢｕｆｆｅ ｒｅｄｓａ ｌ ｉ ｎ ｅ Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ 丨 缓冲盐溶液

ｋＤａＫ ｉ ｌ ｏｄａ ｌ ｔｏｎ千道尔顿

ＤＭＳＯＤ ｉｍ ｅｔｈｙｌｓｕ ｌ ｆｏｘ ｉｄｅ二 甲基亚讽

ＤＡＰ Ｉ４
’

，
６－Ｄ ｉａｍ ｉｄ ｉｎｏ－２ －Ｐｈｅｎｙ ｌ ｉｎｄｏ ｌ ｅ ４

１

，
６ －二脒基－２ －苯基 

Ｂ
弓 丨噪

ＨａＥ
ｐ ｉＨ．ａｒｗ ／ｇｅｒａｅｐ ｉ ｄｅｒｍ ａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎ ｅ棉铃虫表皮细胞系

ｈＨｏ ｕ ｒ
（
ｓ
） 小时

ｍ ｉｎＭ ｉ ｎｕｔｅ
（
ｓ
） 分钟

Ｘ
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１ 前言

１ ． １ 凋亡诱导因子

１ ． １ ． １ 凋亡诱导因子家族

凋亡诱导因子 （
Ａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ

－

ｉ ｎｄｕｃ ｉｎ
ｇ ｆａｃ ｔｏｒ

，

Ａ Ｉ Ｆ
）
是
一

种双功能线粒体蛋 白 ， 既

参与 线粒体能量代谢 ［
１

］
， 又诱 导 细 胞核 非半胱天冬 氨酸 蛋 白 酶 （

Ｃｙｓｔｅ ｉｎｙ ｌ

ａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃ ｉｆｉ ｃ
ｐｒｏ

ｔｅ ｉ ｎａｓｅ ， ＣＡＳＰ
） 依赖的调亡 ［

２
］
。 在哺乳动物细胞中 ， Ａ ＩＦ 家

族主要包括Ａ ＩＦ 、 ＡＭ ＩＤ（
Ａ ＩＦ －ｈｏｍ ｏ ｌｏｇｏｕ ｓｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄ ｒ ｉｏｎ －

ａｓｓｏｃ ｉ ａｔｅｄｉｎｄｕｃｅｒｏｆ

ｄｅａｔｈ
）
、 Ａ ＩＦＬ

（
Ａ ＩＦ－

丨 ｉ ｋｅ
）

， 分别 由 々加入 基因编码ｐ ］
，Ａ ＩＦＬ 又被称

为Ａ Ｉ Ｆ３ 。

Ａ ＩＦ 可 以通过多种组织特异性剪接产生各种变体 ， 其中 Ａ ＩＦ 丨 在所有组织中

均有普遍表达 。 Ａ Ｉ Ｆ １ 在细胞质 中翻译 ， 在其 Ｎ 端线粒体定位信号 （
Ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄ ｒ ｉａ ｌ

ｌｏｃａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎｓ ｉ ｇｎａ ｌ
，ＭＬＳ

）
的帮助下导入细胞的线粒体 ， ＭＬＳ 的 Ｃ 端含有 内膜分

选信号 （
Ｉｎｎｅｒ ｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅｓｏｒｔ ｉ ｎｇ 

ｓ ｉｇｎ ａ
ｌ

，
ＩＭ Ｓ Ｓ

） 以及跨膜 （
Ｔｒａｎ ｓｍ ｅｍ ｂ ｒａｎｅ

，
ＴＭ

）
区

域 ， 确保蛋 白对线粒体 内膜的正确靶向 ［
２

］
。 在进入线粒体后 ， ＭＬＳ 的 Ｎ 端 甲硫

氨酸残基 ５ ３ 位点后被线粒体肽酶水解 。 锚定在线粒体内膜的 Ａ ＩＦ １ 面向膜间隙 ，

通过加入其辅助因子黄素腺嚷呤二核苷酸 （
Ｆ ｌ ａｖ ｉ ｎａｄｅｎ ｉ ｎ ｅｄ ｉｎｕｃ ｌｅｏｔ ｉ ｄｅ

，

ＦＡＤ
） 形

成 成 熟 的 折 叠 构 型 。 Ａ ＩＨ 具 有 ＦＡＤ 和 还 原 型 烟 酰胺 腺 嗓 呤 二 核苷酸

（
Ｎ ｉ ｃｏｔ ｉｎａｍ ｉ ｄｅ ａｄｅｎ ｉ ｎｅ ｄ ｉ ｎｕｃ ｌ ｅｏｔ ｉ ｄｅ

，
ＮＡＤＨ

） 结合片段 ， 与细菌ＮＡＤＨ依赖的氧化

酶具有强同源性 ， 具有氧化活性 。 Ａ ＩＦ １ 的 Ｃ 端为促凋亡结构域 ， 通过招募多种

核酸酶形成凋亡复合物 ， 切割 ＤＮＡ 使染色质凝缩 ［
４

，
５

］
。 Ａ ＩＦｓｈ

（
Ａ ＩＦ ｓｈｏｒｔ

） 是 Ａ ＩＦ

的
一

种短变体 ， 其转录起始位点位于 的第九个 内含子 内 ， 该变体缺乏酶结

构域 ， 但保留 了Ｃ 端促凋亡片段 。 在动物细胞中转染表达 Ａ ＩＦｓｈ 可导致其在细

胞核中积累并引 发细胞凋亡 。 Ａ Ｉ Ｆ 的 另
一

种变体包含
一

个终止密码子 ， 维持保守

的线粒体定位和氧化酶功能
；
但缺乏 Ｃ 端促凋亡结构域 。 Ａ ＩＦ 的第三种变体

＇

Ａ ＩＦｓｈ３ 缺乏线粒体定位信号 ， 但在其他方面功能类似于 Ａ ＩＦｓｈ２
［
６

］
。

＇

Ａｍ ｉｄ 在人类中 由位于 １ 〇 号染色体上的 编码 ， 其 ｎ 端没有 ｍｌｓ ， 从

而无法进入线粒体 ， 它使用辅助因子 ６
－羟基 ＦＡＤ 而不是 ＦＡＤ 来提高其氧化酶活

性 ［
７

］
。 在细胞核 中 ， ＤＮＡ 结合 ＡＭ ＩＤ 的 同时阻止还原性辅酶 ＮＡＤＨ 与 ＡＭ ＩＤ

结合 ［
８

］
来抑制酶活性 。 此外 ， 它被肿瘤抑制基因 ｐ

５ ３ 转录激活 ， 在肿瘤细胞中表

达量降低 ， 成为肿瘤检测指标之
一

［
９
］

。 Ａ ＩＦＬ 在人类中 由位于 ２２ 号染色体上的

１
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编码 ， 在脑 、 结肠 、 心脏 、 肾 、 肝等组织中普遍表达 ， 除 了 发挥氧化酶活

性外 ， Ａ Ｉ ＦＬ 还具有
一

个典型的 Ｒ ｉｅｓｋｅ 结构域 ， 此结构域通过电子转移释放细胞

色素 ｃ 和激活 ＣＡＳＰ３ 导线粒体去极化 ， 増加线粒体膜通透性从线粒体中释放诱

导凋亡 ， 但不进入细胞核 ［
１ ０

］
。

１ ． １ ．２ 凋亡诱导因子参与氧化鱗酸化产生 ＡＴＰ

氧化磷酸化是能量合成最主要的生物化学过程 ， 体 内 的糖 、 脂质 、 蛋 白 质等

物质转化释放大量 电子 ， 通过 电子传递驱动 ＡＴＰ 的合成 。 在正常细胞中 ， Ａ Ｉ Ｆ 被

锚定在线粒体 内膜上 ， 发挥氧化还原酶活性 ， 参与 电子传递链 ， 严格控制其与辅

因子的相互作用维持构象稳定 ［
１ １

，
１ ２

］
， 但其靶向 的底物 目 前仍不清楚 。 己发表的

数据表明 ， 小 鼠 中 Ａ ＩＦ 的缺失导致肌肉损伤 ， 复合体 Ｉ 数量明显减少 。 在
一

些细

胞或组织中 ， 也检测到复合物 Ｉ Ｉ Ｉ 和 ＩＶ 的功能障碍 ［
６

］
。 在线虫中也发现 ， Ａ ＩＦ 的

同源基因 ＷＡＨ －

ｌ

（
Ｗｏ ｒｍ Ａ ＩＦ ｈｏｍｏ ｌｏｇ） 的下调也会损害氧化磷酸化的功能 ， 并缩

短个体寿命 ［
丨 ３

］
。 在人类中 ， Ａ ＩＦ 是稳定氧化还原酶 （＾０１０４

（
＜：〇如 ￡１

－

￡ ：〇 丨 丨

－

１＾如－

ｃｏ ｉ ｌ ｅｄ －

ｃｏ ｉ ｌ

－

ｈ ｅ ｌ ｉｘｄｏｍ ａ ｉ ｎ
－

ｃｏｎ ｔａ ｉ ｎ ｉｎｇ ｐｒｏｔｅ ｉｎ４
）
功能必不可缺的 ， 两者发生物理作用

［
１ ４

，
１ ５

］
。 ＣＨＣＨＤ４ 是酵母线粒体膜间 隙输入和组装蛋 白质 Ｍ ｉ ａ４０（Ｍ ｉｔｏｃｈｏｎｄｒ ｉ ａ ｌ

ｉｍｐｏｒｔ ａｎｄ ａｓｓｅｍｂ ｌｙ 

４０
） 的人类同源物 ， 它依赖 ＮＡＤＨ 在线粒体中的氧化还原状

态的改变驱动携带半胱氨酸残基的蛋 白进入线粒体 ， 帮助呼吸链复合体的正确生

物生成
［

１ ６－

１ ８
］

。 人类 Ａ ＩＦ 基因突变导致 Ｃｏｗｃｈｏｃｋ 综合征 ， 表现为耳聋和认知障

碍
［

１ ９
］

， 与呼吸链复合体表达和功能降低有关 ［
２０

，
２ １

］
。

Ａ Ｉ Ｆ 除了参与线粒体 内膜中蛋 白质的导入过程外 ， 还可能包含调节线粒体内

膜结构稳定性的其他功能片段 。 在小 鼠中 ， Ａ ＩＦ 的缺失会导致线粒体网络破碎和

皮层神经元嵴的异常 ［
２２

］
、 生长迟缓 、 毛发脱落 、 共济失调和失明 ［

２ ３
，

２４
］

。 肌肉

特异性凋亡诱导因子的丢失也会导致线粒体功能障碍 、 骨骼肌萎缩和扩张型心肌

病
［
２５

］
。 此外 ， Ａ 丨Ｆ 缺失小 鼠还表现出 Ｔ 细胞信号的阻断 ， 通过表达携带野生型

ＮＡＤＨ 氧化酶结构域的重组 Ａ ＩＦ 蛋 白恢复信号传递 ［
２６

］
。 这些研宄表明 ， Ａ 丨 Ｆ 的

氧化还原酶活性在细胞存活过程中发挥重要的作用 。 此外 ， Ａ ＩＦ 是肥胖和糖尿病

易感性的重要调节因子
［
２７

］
。 Ａ ＩＦ 缺失会导致氧化磷酸化功能受阻 ［

２８
］

， 对糖酵解

ＡＴＰ 生成的依赖性增强 ， 导致乳酸产量高 ， 引起上游代谢紊乱 。

１ ． １ ．３ 凋亡诱导因子诱导 ；周亡

在酵母、 丝状真菌 、 线虫 、 苍蝇和哺乳动物的整个真核生物系统发育过程中 ，

Ａ ＩＦ 都参与 了凋亡的执行 ［
２９

］
。 细胞凋亡诱导后 ， Ａ ＩＦ 从线粒体转移到细胞质 和

细胞核 。 当细胞受到兴奋毒素 、 烷基化 ＤＮＡ 损伤剂或 ＲＯＳ 刺激时 ， Ａ Ｉ Ｆ 会转移

２
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至细胞核促进细胞凋亡 。 在这个过程 中减轻 ＲＯ Ｓ 引 起的氧化应激 ［
３ ０

］
。

Ａ Ｉ Ｆ 介导两种凋亡模式 ， 在谷氨酸兴奋毒性诱导的凋亡亡中 ， 聚 ＡＤ Ｐ 核糖

聚合酶产生的 Ｐｏ ｌｙ （
ＡＤ Ｐ －

ｒ ｉ ｂｏ ｓｅ
）聚合物促使位于线粒体外膜的 Ａ Ｉ Ｆ 如 ＡＭ ＩＤ 或

Ａ Ｉ Ｆ ｓｈ 释放 ， 称为 ｐ
ａ ｒｔｈａｎ ａｔｏ ｓ

［
３ １

］
； 而在焼基化 ＤＮＡ 损伤介导的调亡过程 中 ， 位

于线粒体 内膜的 Ａ Ｉ Ｆ 水解入核 ， 水解过程的主要因子有两类 ：

（
１
）半胱氨酸蛋 白

酶的两大家族 ： 钙蛋 白酶
［
３２

］
和组织蛋 白酶 ［

３ ３
］

。 钙蛋 白酶在 Ｃ ａ
２ ＋

依赖的条件下

调节 Ａ Ｉ Ｆ 的裂解 ， 而 Ｃａ
２＋

不参与组织蛋 白酶介导 的 Ａ １ Ｆ 激活 ： （
２

）来 自 Ｂ ｃ ｌ

－２（
Ｂ －

ｃ ｅ ｌ ｌ ｌ ｅ ｕｋｅｍ ｉ ａ ／ ｌ

ｙ
ｍ
ｐ
ｈ ｏｍ ａ

－２
） 家族的促凋亡分子的激活 ［

３ ４
］ ，Ｂ ｃ ］

－２ 家族 引 起线粒体

外膜通透性增加 ， 但具体释放机制并未完全阐 明 。 这两类水解过程不
一

定是独立

的 ， 因 为
一

些促凋亡的 Ｂ ｃ ｌ

－２ 蛋 白可以被半胱氨酸蛋 白 酶激活
［
３ ３

］
。 在细胞质 中 ，

Ａ Ｉ Ｆ 激活细胞膜 中 的脂质转移酶 ， 使细胞膜 中 的磷脂酰丝氨酸暴露 ， 释放早期凋

亡信号
［
２

］
。 在秀丽隐杆线虫 中 ， Ａ Ｉ Ｆ 同源基因 ＷＡＨ －

１ 也可 以促进凋亡细胞表面

磷脂酰丝氨酸外化
［
３ ５

］
。 此外 ， 在真核生物中 ， Ｋ ｉｍ 等人

［
３ ６

］
发现 了 真核翻译起

始因子３亚基
ｇ（

Ｅｕ ｋａｒｙｏ ｔ ｉｃｔｒａ ｎ ｓ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｎ ｉ ｔ ｉ ａｔ ｉ ｏｎｆａｃ ｔｏ ｒ３ｓｕｂｕｎ ｉ ｔ
ｇ ， ｅ Ｉ Ｆ ３ ｇ） 的Ｎ端

和 Ａ Ｉ Ｆ 的 Ｃ 端区域之间具有相互作用 ， 从而在胞质 中抑制正常的蛋 白质翻译 。

Ａ Ｉ Ｆ 的入核过程受到热休克蛋 白 （
Ｈ ｅａ ｔ ｓｈｏ ｃｋ７０ ， Ｈ ｓｐ

７０
） 的抑制 ［

３ ７
］

。 Ａ Ｉ Ｆ 介导凋

亡的过程如 图 １
－

１ 所示 。

Ｐ Ｓ ｅ ． ｐｏ ． ｕｒｅ
＼－Ｎ ｕｄｅ ｕ Ｓ

广
ＤＮＡ ｄ ａｍａ

ｇ
ｅ＼

Ｈ ｙ ｐｏ ｘ ｉ ａ ／ ｌ ｓｃ ｈ ｅｍ ｉ ａ ｃｏ ｎ ｄｅｎ ｓａ ｔ ｉ ｏｎ

广 ＮＭ ＤＡ／ Ｇ ｌ ｕ ｔａｍａ ｔ ｅ
ｅ ， Ｆ ３

＿Ｘ
？

＼、

Ｃ ｈｅｍｏ ｔ ｈ ｅ ｒａ ｐ ｉ ｃ ｄ ｒ ｕｇ ｓ镛 ＋

ｗ
ＤＮＡ

… ＼响
：：
心

Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅａ ｒ＼
Ｂａ ｘ ｔ Ｂ ＜ ｌ

． ＲＯ ＳＣ ａ２ ＊ ｔ ｒａ ｎ ｓ ｌ ｏ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ＼

Ｖ ＤＡＣＲ Ｉ Ｐ １ ／ＴＲＡ Ｆ２ ＼ ＼

Ｊ Ｎ Ｋ ＰＡ Ｒ Ｐ －

１＾ Ｉ

Ａ Ｉ Ｆ  ｒｅ ｌｅ ａ ｓｅ Ｉ

Ｂ ｃ ｌ
－

２Ｃ ｓＡＨｓｐ ７〇＾
＾
／

Ｂ ｏ ｎ
ｇ ｋ

ｒｅ ｌｏｃ 
Ａｃ ｉｄ ．

ＰＡ Ｒ Ｐ  ｉ ｎ ｈ
ｉｂ ｉ ｔｏ ｒｓ１ｚ

， Ｃ ＥＬＬ

Ａ
ＰＡ Ｒ ＤＥＡＴ Ｈ、

Ｕ
；

Ａ Ｉ Ｆ  ｖ ｉ ｔａ ｌ  ｆｕ ｎ ｃｂｏ ｎ ｓ▲ Ａ Ｉ Ｆ
ｐｒｅ ｃｕ ｒｗ ６ ７  ｋＤａ

（
ｏ ｘ ＫＪｏ ｒｅｄ ｕ ｃ ｔ ａｓｅ

）『＿

▲＾＾Ｇ ｌ ｕ ｔａｍａ ｔｅ ｉ⑷

省 ｃ ａ ．

ｐ
ａ ，Ｘｅ ｘ ｃ ｉｔｏｔｏｘ ｉ ｃ ｉ ｔｙ

Ｍ ａ ｔ ｕ ｒｅ 
Ａ Ｉ Ｆ ６２  ｋＤ ａ

＾
－
－Ｖ－

Ｃ ａ ｌｐａ
ｍ ｓ▼■  Ｉ ｉ＾３ １８３１

Ａ Ｉ Ｆ  ｃ ｌ ｅａ ｖａ ｇ ｅ Ｃ ａ ｔ ｈ ｅ ｐ ｓ ｉ ｎ ｓ

Ｔ ｒｕ ｎ ｃａ ｔ ｅ ｄ Ａ Ｉ Ｆ  ５ ７  ｋ Ｄａ

Ｍ ｉ ｔｏｃ ｌ ｉｏｎｄ ｒｉａｍｓ

图 １
－

１ＡＩＦ 介导凋亡 ［
３ ８

］

Ｆ ｉ

ｇ
． １

－

１Ａ Ｉ Ｆｍ ｅ ｄ ｉ ａ ｔｅ ｓａ
ｐ
ｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ

 ［

３ ８
］

由于 Ａ Ｉ Ｆ 本身不显示任何 内切酶活性 ， Ａ Ｉ Ｆ 介导 的 ＤＮＡ 降解依赖于下游核

酸酶的募集 。 在细胞核 中 ， Ａ Ｉ Ｆ 招募非特异性核酸 内 切酶并调节其活性 ， 包括磷
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酸化组蛋 白Ｈ２ＡＸ
［
５

］
、 亲环素Ａ

［
３ ９

］
或 内切酶Ｇ （

Ｅｎｄｏｎｕｃ ｌｅａｓｅＧ
，
ＥｎｄｏＧ

） ［
４０

］ ，
，

形成凋亡复合体 ， 其中 ， ＥｎｄｏＧ 也经历线粒体 －核易位过程 。凋亡复合体结合 ＤＮＡ ，

直接切割染色体 ， 引起 ＤＮＡ 断裂 ， 诱导不依赖 ＣＡＳＰ 的凋亡
［
４ １

］
。 ＡＩＦ 表面携带

带负 电荷的氨基酸
［
４

］
， 确保其与 ＤＮＡ 直接作用 。 在无细胞系统中 ， Ａ ＩＦ 氧化还

原活性所需的 ＦＡＤ 部分的化学失活不会阻断其凋亡功能
［
４２

］
， 且在转染试验中 ，

ＦＡＤ 、 ＮＡＤＨ 结合位点的突变也不会影响凋亡功能 ［
４３

］
。 因此 ， Ａ ＩＦ 的凋亡活性

不依赖于其 ＮＡＤＨ 氧化酶活性 。而 ＤＮＡ 结合所需的氨基酸残基突变会使 Ａ ＩＦ 的

凋亡活性消失 。 在果蝇中 ， 已经发现氧化还原蛋 白硫氧还蛋 白 －２ 的下调抑制 了

Ａ ＩＦ 介导的细胞凋亡
［
４４

］
。

１ ．２ 自噬与凋亡

１ ．２ ． １ 白噬

自 噬是细胞 内物质被运送到动物细胞溶酶体或植物和酵母细胞的液泡并在

其中 降解的过程 ， 为细胞更新和 内稳态产生新的物质如新蛋 白质 的合成 、 糖异生

和能量的产生 ［
４５

］
， 自 嗤分三类 ： 巨 自 唾 、 微 自 嗤和分子伴侣介导的 自幢

［
４６

］
。 其

中 ， 巨 自 噬 （ 以下简称 自 噬 ） 包括选择性 自 噬和非选择性 自 噬 ， 其中 ， 选择性 自

噬根据吞噬物的不同分为线粒体 自 噬 、 溶酶体 自噬 、 脂 自 噬等 。 自噬利用细胞器

膜结构如 内质 网 、 高尔基复合体 、 线粒体膜或细胞膜的额外膜包裹待降解物形成

自 噬体 ， 自 噬体与溶酶体融合成为 自溶酶体 ［
４７＞４９

］
， 并降解其中包含的物质 。 微

自 噬是指溶酶体本身通过溶酶体膜内陷吞嗤细胞质的降解成分 。 分子伴侣介导的

自 噬顾名思义是 由分子伴侣与降解蛋 白结合转运至溶酶体 ［
５０

］
。

在 自 嗤过程中 ， 多种 ＡＴＧ
（
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ

－

ｒｅ ｌａｔｅｄ
） 蛋 白 调控 自 嗤体的形成 。 其中 ，

ＡＴＧ １
－

１ ０
，
１ ２ －

１ ４
，
１ ６ 和 １ ８ 是 自 噬体形成所必需的 ， 被称为核心 ＡＴＧ 蛋 白

［
５ １

］
， 在

真核生物中高度保守
［
５２

］
。 在营养丰富的条件下 ， ｍＴＯＲ 复合物 １ 抑制 ＵＬＫ １

（
Ｕｎｃ－５ １ｌ ｉｋｅａｕｔｏｐｈａｇｙ

ａｃｔｉｖａｔ ｉｎｇ
ｋ ｉｎａｓｅ１

） 复合物 （酵母中为ＡＴＧ １
）

。 在营养物质

如氨基酸 、 生长因子 、 氧气和能量缺乏的条件下 ， 自噬发生
［
５３

］
。 其中氮或氨基

酸的缺乏在酵母和培养的哺乳动物细胞中诱导最高水平的 自 噬
［
５４

］
。 自 噬诱导后 ，

ＡＴＧ １ ３将 ＵＬＫ １ 复合物锚定在
一

个前 自 噬体结构上 ， 招募几乎所有的 ＡＴＧ蛋 白 ，

形成吞噬泡 ［
４７

］
。 多个 ＡＴＧ 蛋 白协同生成隔离膜

［
５ ５

］
， 并包裹和吞噬部分细胞质

和 细 胞器 。 最后 在 ＡＴＧ １ ２－ＡＴＧ５ 偶 联途径 和 ＡＴＧ８ ／ＬＣ３（
Ｌｏｗｃｏｍｐ ｌｅｘ ｉｔｙ

ｃｏｍｍｕｎ ｉｃａｔｉｏｎｓｃｏｄｅｃ３
） 偶联系统的介导下 ， 形成封闭有双层膜结构的 自 嗤体

［
５６

］
， 接着与溶酶体融合形成 自 噬溶酶体 。

ＬＣ ３ 会被 ＡＴＧ４ 剪切暴露甘氨酸残基产生 ＬＣ３ －

Ｉ ， 定位于细胞质 中 ， 自噬发

４
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生时 ， ＬＣ ３
－

Ｉ 被 ＡＴＧ７ 、 ＡＴＧ３ 等泛素化修饰后与磷脂酰乙醇胺相偶联 ， 形成 ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ ， 定位于 自 噬体膜上 。 自 噬体和溶酶体融合后 ， 外膜上的 ＬＣ３
－

Ｉ Ｉ 被 ＡＴＧ４ 切割 ，

产生 ＬＣ ３
－

Ｉ 循环利用 ， 内膜上的 ＬＣ３
－

Ｉ Ｉ 被溶酶体酶降解 ， 因此 ， ＬＣ ３
－

ＩＩ成为检测

自 噬的重要指标 。

１ ．２ ．２ 线粒体自噬

线粒体是双层膜结构的细胞器 ， 是 ＡＴＰ 合成的主要场所 ， 同时也参与磷脂

生物合成与运输 、 钙信号传递 、 铁稳态 、 细胞凋亡和先天免疫反应等基本过程 ［
５ ７ －

６０
］

。 由于 电子传递链产生活性氧 ， 致使线粒体不断受到氧化应激的挑战 ， 最终可

能导致其结构和功能失活
［
６ １

］
。

“

线粒体 自 噬
”一

词于 ２００５ 年首次提 出
［
６２

］
， 是

指 自噬系统将受损的线粒体运送到溶酶体进行降解 ， 最终维持多种细胞类型的线

粒体的数量和活性
［
６３

］
， 是维持细胞结构和功能的细胞器特异性 自噬之

一

［
６４

］
。

在大脑 、 骨骼肌 、 心脏 、 肝脏等需要大量 ＡＴＰ 的组织中 ， 线粒体高度发达以维持

能量需求 。 当这些细胞在缺氧条件下时 ， 线粒体 自 噬被诱导 以减少线粒体数量 ，

适应厌氧条件
［
６５

］
。 此外 ， 在人类中 ， 线粒体 自 噬缺陷导致多种疾病 ， 如帕金森

病 、 心力衰竭 、 癌症和衰老 ［
６６

］
。

在线粒体 自 唆中 ， 丝氨酸 －苏氨酸激酶 （
ＰＴＥＮ－

ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｋ ｉｎａｓｅ ｌ
，
Ｐ ｉｎｋ ｌ

）

和 Ｅ３ 泛素连接酶 Ｐａｒｋ ｉｎ 发挥重要功能 ， 同时这两者也被确定为帕金森病的隐性

致病基因
［
６７

］
。 损伤的线粒体膜去极化 ， 触发 Ｐａｒｋｉｎ 聚集

［
６８

］
。 Ｐ ｉｎｋ ｌ 定位在线粒

体 ， 直接磷酸化并激活 Ｐａｒｋｉｎ 在其泛素化结构域的丝氨酸 ６５ 位点
［
６９

］
， 招募 ｐ６２

等 自 噬因子
［
７０

］ ，
这些 自 噬因子招募带有 ＬＣ３ 的吞噬膜

［
７ １

］
， 最终将受损线粒体运

送至溶酶体 。

１ ．２ ．３ 凋亡

细胞凋亡是指受损的细胞在基因调控下 自主死亡的过程 ， 凋亡过程中细胞结

构发生形态变化以及多种酶依赖的生化过程 ， 最终以对周 围组织损害最小的方式

将细胞从体 内清除 ， 也称为程序性细胞死亡
［
７２ｈ 细胞凋亡分为依赖的启动依赖

ＣＡＳＰ 的凋亡和不依赖 ＣＡＳＰ 的凋亡 。 ＣＡＳＰ 分为起始 ＣＡＳＰ 和执行 ＣＡＳＰ
［
７３

］
。

一

旦检测到细胞损伤 ， 起始 ＣＡＳＰ
（
ＣＡＳＰ８ 和 ９

）被激活 ， 并继续激活执行 ＣＡＳＰ

（
ＣＡＳＰ３ 、 ６ 和 ７

）
， 导致 ＤＮＡ 内切酶的激活 、 核蛋 白和细胞骨架的破坏 、 蛋 白质

的交联 、 吞噬细胞配体的表达和凋亡小体的形成 ［
７４

，
７５

］
。 不依赖 ＣＡＳＰ 的凋亡主

要 由 Ａ ＩＦ 家族中 的 Ａ ＩＦ 和 ＡＩＭＤ 诱导
［
７６

］
。

细胞凋亡过程在多细胞生物中高度保守 ， 并受基因控制
［
７７

］
。 当细胞 内 的

一

些传感器检测到损伤从而启动凋亡的机制被称为 内源性凋亡 ， 由 ＣＡＳＰ９ 起始 ，

５
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与凋亡蛋 白酶激活因子 １ 结合 ， 招募 ＣＡＳＰ 组装成凋亡体 ， 引起线粒体通透性改

变
［
７８

］
。 线粒体膜通透性增加是凋亡和坏死死亡的关键事件之

一

， 由 电压依赖性

阴离子通道 、 腺嘌呤核苷酸易位因子 、 亲环素 Ｄ 和其他分子组成的通道使 Ｃａ
２＋

依赖性的线粒体膜通透性增加 ， 导致线粒体电极差消失 ， 线粒体膨胀 ， 外膜破裂 ，

最终释放凋亡介质 ［
７９

］
。 而 由免疫系统细胞与受损细胞之间 引起的被称为凋亡的

外源性途径 ， 通过 ＣＡＳＰ８ 的激活诱导凋亡 ［
８０

］
。 肿瘤坏死因子超家族中包含多个

死亡受体
［
８ １

］
， 每个死亡受体都有相应的死亡配体 ， 两者结合导致多个单体

ＣＡＳＰ８酶原通过其死亡诱导结构域募集在位于配体上的死亡诱导信号复合物上 ，

导致它们的二聚和激活 ， 诱导细胞凋亡 ［
８２

，
８３

］
。 无论细胞凋亡是 由 内源性途径还

是外源性途径引发的 ， 都必须经过严格的调控 。 在癌症中 ， 各种凋亡启动机制的

突变通常会刺激外部通路或抑制增殖 ， 导致细胞生长和分裂不受控制 ， 从而形成

良性肿瘤或癌症
［
８４

］
。 过早启动凋亡程序 ， 可导致外周淋巴器官增生 、 自 身免疫

性疾病和溃疡性结肠炎 ［
８５

］
。

１ ．２ ．４ 自睡与凋亡的关系

细胞 自噬和凋亡作为组织的存活机制 ， 它们之间存在复杂的关系 。 在
一

些情

况下 ， 自 噬抑制凋亡 。 癌细胞在缺乏营养的情况下诱导 自噬 ， 为细胞提供能量 ，

此时抑制 自噬会导致细胞凋亡 ［
８６

］
。 在秀丽隐杆线虫发育过程中 ， 自 噬相关因子

的缺失增加了ＣＡＳＰ 依赖性凋亡水平和凋亡小体的数量 ［
８７

］
。 其机制可能是 由于

自 噬的抑制导致生物体物质和能量缺乏 ， 从而引发细胞凋亡 ［
８８

］
。 周期蛋 白依赖

性激酶抑制因子 ｐ２７ 是诱导 自 噬和抑制凋亡的
一

个关键因子 ， 营养损耗时发生代

谢应 激 导 致 ＡＴＰ 不 足 ， 刺 激 ＡＭＰ 依 赖 性 激 酶 （
ＡＭＰ－

ａｃｔ ｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅ ｉｎ

ｋ ｉｎａｓｅ
，
ＡＭＰＫ

） 的活性 ， ｐ２７ 被磷酸化 ， 使细胞通过 自噬存活 ［
８８

］
。 而细胞启动刺

激的类型决定了哪个过程将 占主导地位 。 营养剥夺过程中主要发生 自 噬 ， 细胞为

产生高 ＡＴＰ 的抗凋亡代谢状态 ［
８９

］
， 而未能恢复 内稳态将导致凋亡 。 相 比之下 ，

ＤＮＡ 损伤或死亡受体激活将立即 引 发凋亡 ， 这个快速的 、 自我放大的过程使细

胞无法再发生 自 噬 。

而在
一

些细胞环境中 ， 自 噬导致细胞凋亡 ， 称为 自 噬性细胞死亡 ［
９０

］
。 神经

元特异性敲除 ＡＴＧ５ 或 ＡＴＧ７ 导致神经退行性变和神经元凋亡死亡 ［
９ １

］
。 在果蝇

细胞中过表达 ＡＴＧ １ 导致细胞凋亡 ， 干扰 了ＡＴＧ３ 或 ＡＴＧ８ａ 阻止 了凋亡的发生

［
９２

］
。 此外 ， 在

一

些应激条件下 ， 自 噬作为主要反应触发细胞凋亡或坏死细胞的

死亡。 当 Ｔ 细胞与表达
一

型艾滋病病毒编码的包膜糖蛋 白 的细胞相互作用时 ， 首

先发生 自 噬 ， 然后诱导凋亡 ， 在该模型中 ， ＡＴＧ７ 的缺失抑制 了细胞凋亡 ［
９３

］
。 常

见细胞应激触发的几种信号转导途径可以 同时诱导 自 噬和凋亡 。

一

般应激介质有

６
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ＲＯＳ
［
９４

］
， 神经酰胺 ［

９５
］
和 Ｃａ

２＋

。 其中 ， Ｃａ
２＋

离子浓度的増加 、 内质 网 Ｃ ａ
２＋

外排和

线粒体的 Ｃａ
２＋

过载都构成了显著的促凋亡信号
［
５ ７

］
， 同时通过激活钙调蛋 白依赖

性蛋 白激酶激酶 Ｐ 来引 起 自 噬 。

昆虫物种丰富 ， 是己知生物 中种类最多 的类群 ［
９６

］
， 其 中 ， 完全变态昆虫具

有特殊的发育模式 ， 其发育过程经历卵 、 幼虫 、 蛹 、 成虫四个发育阶段 ， 期间部

分幼虫组织会发生 自 噬转向凋亡 。 在果蝇的中肠中 ， 参与 自 噬的蛋 白如 ＡＴＧ １ 、

ＡＴＧ １ ３ 、 ＡＴＧ９ 和 ＡＴＧ８ 是中肠细胞凋亡所必需的
［
９７

］
。 在秀丽隐杆线虫中 ， 凋亡

减少时 ， 自 噬仍可促进细胞死亡 ［
９８

］
。 在棉铃虫中也发现 ＡＴＧ １ ２ 的下调阻断 了幼

虫中肠的降解 ， 表明 自 噬是中肠细胞死亡所必需的
［
９９

］
， 且 自噬触发组织蛋 白酶

Ｄ 成熟 ， 诱导中肠细胞 内 ＣＡ ＳＰ３ 裂解促进中肠细胞凋亡
［
１ ００

］
。 有研宄发现细胞

的死亡是 由于细胞成分的大量降解 ， 溶酶体可能导致细胞 自 噬死亡 ［
１ ０ １

］
。 然而 ，

最终决定 自噬走向存活还是凋亡的分子机制还未被完全阐 明 。

１ ．３ 完全变态昆虫的脂肪体重塑

在完全变态昆虫的变态发育过程中 ， 多个组织发生 了显著的变化 ， 包括翅芽

的增殖 ， 中肠和脂肪体的重塑等 。 脂肪体是 昆虫特有器官 ， 与脊椎动物的脂肪组

织和肝脏类似 ［
１ ０２

］
， 位于 昆虫包括体表下和周 围器官的多个部位 ［

１ ０３
］

， 其形态

在物种之间存在差异 。 脂肪细胞 由胚胎祖细胞发育而来 ， 通过 内 复制不断繁殖

［
１ ０４

，
１ ０５

］
。 脂肪体的主要任务是合成 、 运输 、 积累和释放营养分子 ， 即蛋 白质 、

脂类和碳水化合物 ，
以供变态发育时消耗使用 ［

１ ０６
］

， 其内部的代谢与其他组织联

系密切 ， 同时也是先天免疫和解毒的主要部位 ［
１ ０７

］
。

完全变态发育的 昆虫 由幼虫向成虫转化的过程中 ， 脂肪体在形状 、 大小和功

能上经历 了显著的变化 ， 这
一

过程被称为脂肪体重塑 ， 包括幼虫脂肪体细胞的 自

噻、 凋亡和细胞解离以及成虫脂肪体组织的形成
［
１ ０８

］
。 脂肪体组织细胞数量 、 内

复制和营养＿存分别 决定 了 幼虫脂 肪体 的最终大小 。 两种基质 金属蛋 白 酶

（
Ｍａｔｒ ｉｘｍｅｔａｌ ｌｏｐｒｏｔｅ ｉｎａｓｅｓ

，Ｍｍｐｓ
） 参与幼虫脂肪体细胞的分离 ： Ｍｍｐ ｓ１ 负责邻

近细胞之间 的切割 ， 而 Ｍｍｐｓ ２ 降解覆盖在脂肪体组织上的基底膜 ［
１ ０９

，
１ １ ０

］
， 最

终幼虫组织从单层附着的多边形细胞解离成单个 、 自 由漂浮的球形细胞 ［
１ ０８

］
。 脂

肪体重塑伴随着代谢改变 ， 特别是脂质和蛋 白质 的利用
［
１ ０５

］
， 产生营养物质供给

成虫组织的生长和分化 。 成虫脂肪组织可以 由剩余的幼虫脂肪体细胞重建 ［
１ １ １

］
，

也可 以 由成虫祖细胞分化生成 ［
１ ０５

］
。 成虫脂肪组织在调节成虫活动如合成和分

泌卵黄原蛋 白和其他雌性生殖所需的蛋 白质 中 ， 起着至关重要的作用 ［
１ ０６

］
。

由于脂肪体在调节 昆虫幼虫生长 、体型 、生物钟 、 蛹滞育等方面的核心作用 ，

７
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脂肪体 已经成为研究代谢 、 免疫 、 自 噬及凋亡的
一

个合适的模型 。

１ ． ４２ ０Ｅ 信号途径

对于变态发育 昆虫 ， ２０ －轻基税皮酮 （
２ ０ －

ｈ
ｙ
ｄ ｒｏｘｙｅｃ

ｄ
ｙ ｓｏ ｎｅ ． ２０ Ｅ

） 诱导 了 多种

组织的重塑 。 ２０Ｅ 是
一

种类固醇激素 ， 由 前胸腺产生蜕皮激素前体 ， 进入细胞后

加工成 ２０ Ｅ ， 通过下游级联信号触发
一

系列生化反应 ， 从而诱导 昆虫蜕皮变态 。

２ ０Ｅ 可 以与细胞膜受体 Ｇ ＰＣＲ 结合 ， 引 起细胞 内钙离子的释放 ， 在棉铃虫的

中肠中 ， 钙离子浓度的增加使 ＡＴＧ ５ 裂解 ， 使细胞 由 自 噬转 向凋亡
［
９９

］
。 ２ ０Ｅ 还

可 以通过基因组途径传递下游信号 （ 图 １

－２ ） ， ２０Ｅ 与其核受体复合物 ＥｃＲ／Ｕ ＳＰ 结

合形成转录复合物 ， 与 ＥＣＲＥ 配体结合域结合 ， 促进下游与变态发育相关的基因

的表达 ， 如激素受体 ３
（
Ｈ ｏ ｒｍ ｏｎｅｒｅ ｃ ｅｐ

ｔｏ ｒ３
，ＨＲ ３

）
、 Ｂ ｒｏ ａｄ 复合物 、 銳皮激素诱导

的转录因子Ｅ７４
（
Ｅｃ ｄｙ ｓｏｎ ｅ ｉ ｎ ｄ ｕｃ ｉｂ ｌ ｅ ｔｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎ ｆａｃ ｔｏ ｒ７４

）
、 Ｅ９ ３

［
１ １ ２ ． １ １ ３

］等 ， 促进

下游 自 噬凋亡相关基因 的转录 。 叉头盒 ０ 类 （
Ｆｏ ｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ ．ＦＯＸＯ

） 家族成员

是
一

类多功能转录因子 ， 参与多种代谢过程
［

１ １ ４
］

。 在 昆虫中 ， ＦＯＸＯ 是多种激素

的 下 游 靶 点 ， 在 幼 虫 的 取 食 期 ， 胰 岛 素 引 起 磷 脂 酰 肌 醇 ３
－ 激 酶

（
Ｐｈｏ ｓｐｈａｔ ｉ ｄｙ ｌ ｉｎｏ ｓ ｉ ｔｏ ｌ ３ －ｋ ｉ ｎａ ｓ ｅ

，
Ｐ Ｉ ３ Ｋ

） 级联反应 ， 导致 ＦＯＸＯ 的憐酸化 ， 定位于细

胞质 中 ， 而 ２ ０Ｅ 诱导下 ， 憐酸酯酶与张力蛋 白 同源物 （
Ｐｈｏ ｓｐｈａ ｔａ ｓｅａｎｄｔｅ ｎ ｓ ｉｎ

ｈｏｍｏ ｌ ｏｇ ，ＰＴＥＮ ） 抑制 了ＦＯＸＯ 的磷酸化 ， 使其入核 ， 与 Ｂ ｒｏａｄ 亚型 ７ 启动子区

的 ＦＯＸＯ 结合元件结合 ， 诱导 ＡＴＧｓ 和 ＣＡ ＳＰ ｓ 的表达
［
１ １ ５

］
。 ２０Ｅ 除 了在转录水

平上直接激活 自 噬 、 凋亡相关基因外 ， 还通过缓慢减少食物消耗 ， 诱导类似饥饿

条件 ， 也导致 自 噬和凋亡的启动
［

１ １ ６
］

。

Ｉ ｎ ｓ ｕ ｌ ｉ ｎ

、
ＰＴＫＮ

ＨＰ －Ａｋ ｔ

， Ｐ－Ｆｏ ｘＯ
Ｘ

＼
／ Ｆ （＾０？ ，＼
／ ｙ ｔ ｏｐ ｌａ ｓｍ ＼

ｒ
Ｆ〇ｘ〇—＼

ＩＮ ｕ ｃ Ｉ ｅ ｕ ｓ Ｐ ｒｏ ｔ ｅｏ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ

图 １

－２２０Ｅ 基因组信号途径
［

１ １ ５
］

Ｆ ｉ

ｇ
． １

－２２０Ｅ
ｇｅｎｏｍ

ｉ ｃｓ ｉ
ｇｎ ａ

ｌ ｉ ｎ ｇ ｐ
ａｔｈｗａｙ ［

１ １ ５
］

８
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１ ．５ 本论文的科学问題及研究方案

线粒体 自噬是细胞选择性吞噬线粒体的过程 。 Ａ ＩＦ

—

方面在线粒体中维持其

功能稳定 ，

一

方面片段化入核促进凋亡 ， 但调控 Ａ ＩＦ 片段化的上游因子知之甚

少 ， 且 ２０Ｅ 对 Ａ ＩＦ 的调控及对细胞命运的影响未见报道 ， ２０Ｅ 对线粒体稳态的调

控机制也未被完全阐 明 。 本文 以棉铃虫为研宄材料 ， 通过生物信息学分析和

ＱＰＣＲ ， 筛选在变态期脂肪体中高表达的 Ａ Ｉ Ｆ １ ， 利用蛋 白免疫印迹实验探究 Ａ ＩＦ １

在虫体的表达情况 ； 利用免疫组化探宄 Ａ ＩＦ １ 在组织中 的定位 ；利用细胞过表达实

验探宄 ２０Ｅ 对 Ａ ＩＦ １ 片段化和亚细胞定位的影响 ； 通过干扰全长 Ａ １Ｈ 探宄 Ａ ＩＦ １

与 自 噬的关系 ， 探宄 Ａ ＩＨ 在虫体中 的功能 ； 用虫体激素刺激和双焚光素酶报告

实验探究 ２０Ｅ 在转录水平上对 ＡＩＦ １ 的调控 ， 从而阐 明 ２０Ｅ 通过 Ａ ＩＦ １ 同时促进

线粒体 自 噬和凋亡的分子机制 。

９
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２２０－羟基蚁皮酮诱导凋亡诱导因子 １ 的降解引起线粒体自噬和

细胞揭亡

２ ． １ 引言

凋亡诱导因子 （
Ａ
ｐｏｐ

ｔｏｓ ｉ ｓ
－

ｉｎｄｕｃ ｉｎ
ｇ
ｆａｃｔｏｒ

，
Ａ ＩＦ

） 是
一

种双功能线粒体蛋 白 ， 对

线粒体能量代谢和诱导细胞核非半胱氨酸蛋 白水解酶 （ Ｃｙｓｔ
ｅ ｉｎｙ ｌ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃ

ｉｆｉｃ

ｐｒｏｔｅ ｉｎａｓｅ ，ＣＡＳＰ ） 独立的凋亡至关重要 。 ＡＩＦ 是线粒体氧化憐酸化的重要组成

部分 ， 其Ｎ端编码线粒体定位信号 （
Ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｌ ｌｏｃａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ ｓ ｉ

ｇｎａ
ｌ

， 
ＭＬＳ

）
， ＭＬＳ

的 Ｃ 端连接内膜分选信号 以确保其正确定位并锚定在线粒体内膜上 ， 面向膜间

隙
［
８
］

。 ＡＩＦ 含有黄素腺喂呤二核苷酸 （
Ｆ ｌａｖ ｉｎａｄｅｎ ｉｎｅｄ ｉｎｕｃ ｌｅｏｔ ｉｄｅ

，
ＦＡＤ

） 和还原

型烟酰胺腺嗓呤二核苷酸 （
Ｎ ｉｃｏｔ ｉｎａｍ ｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄ ｉｎｕｃ ｌｅｏｔ ｉｄｅ

，
ＮＡＤＨ

） 结合域 ， 使

其发挥氧化还原酶活性 ， 在 电子传递链中发挥重要作用 ［
１ ０

］
， 同时与辅因子如氧

化还原酶ＣＨＣＨＤ４（
Ｃｏ ｉ ｌｅｄ－

ｃｏ ｉ ｌ

－ｈｅ 丨 ｉｘ－

ｃｏ ｉ ｌｅｄ－

ｃｏ ｉ ｌ
－ｈｅ ｌ ｉｘｄｏｍａ ｉｎ

－

ｃｏｎｔａｉｎ ｉｎｇｐｒｏｔｅ ｉｎ４
）

相互作用维持线粒体构象稳定 。 所有 ＡＩＦ 的 Ｃ 端均含有凋亡区 ， 通过募集多种

核酸 内切酶形成凋亡复合体使 ＤＮＡ 断裂 ［
１ １ ７

］
。 当细胞受到神经毒素 、 ＤＮＡ 损

伤或 ＲＯＳ刺激时 ， ＡＩＦ会被半胱氨酸蛋 白酶切割 ［
１ １ ８

］并从线粒体内膜释放出来 。

进入细胞质的 ＡＩＦ 可以与真核翻译起始因子 ３ 亚基 ｇ 等因子结合抑制正常的蛋

白质翻译 ， 也可以使细胞膜中的磷脂酰丝氨酸暴露 ， 释放早期凋亡信号 。 ＡＩＦ 进

入细胞核后 ， 招募和调节 、 磷酸化组蛋白 Ｈ２ＡＸ 、 亲环素 Ａ 或直接切割 ＤＮＡ 的

非特异性核酸内切酶 Ｇ
（
Ｅｎｄｏｎｕｃ ｌｅａｓｅＧ

，
ＥｎｄｏＧ

）
， 形成凋亡复合体 ， 直接切割染

色体 ， 引起 ＤＮＡ 断裂 ， 诱导凋亡
［
１ １ ９

］
。 然而 ， 目前对于调控 ＡＩＦ 片段化的上游

因子知之甚少 。

自 噬是细胞在能量不足时主动清除受损细胞器的
一

种生存机制 ， 部分细胞质

和细胞器被分离在特征性的双膜或多膜 自 噬液泡 （
自 噬体 ）中 ， 最后转运到溶酶体

中降解
［
１ ２０

］
， 其中 ， 当营养缺乏时 ， 受损的线粒体被运送到溶酶体进行降解 ， 称

为线粒体 自 噬 ， 最终稳定线粒体的数量和活性 ， 是维持细胞结构和功能的细胞器

特异性 自 噬之
一

。 自嚼通常是
一

种细胞存活的机制 ［
８８

］
， 但也有研究发现 自 噬可

能转向凋亡 ， 如 ， 在神经元细胞和 昆虫细胞中发现 自噬可以诱导凋亡的发生
［
９ １

］
。

脂肪体是 昆虫的
一

种能量生成和储存组织 ， 脂肪体中含有大量的甘油三酯 ，

同时发生糖和氨基酸等能量物质的转化
［

１ ０６
］
。在完全变态 昆虫的发育过程中 ， ２０－

经基蚊皮酮 （
２０－ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ

，
２０Ｅ

） 在各种幼虫组织如 中肠和脂肪体 中既诱

导 自 噬又诱导凋亡 ， 在棉铃虫中 ， ２０Ｅ 通过 ＡＴＧ５ 裂解使细胞 由 自噬转向凋亡

［
９９

］
， 自噬触发组织蛋 白酶 Ｄ 成熟 ， 诱导 中肠细胞 内 ＣＡＳＰ３ 裂解促进中肠细胞

１ ０
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凋亡
［
１ ０〇ｈ 但 ２０Ｅ 对 Ａ ＩＦ 的调控及对细胞命运的影响未见报道 ， 且 ２０Ｅ 对线粒

体稳态的调控机制也未被完全阐 明 。

棉铃虫是
一

种完全变态 昆虫 ， 在变态过程中脂肪体发生 自 噬和凋亡 ， 是研究

上述 问题的 良好实验模型 。 我们 以棉铃虫为研究材料 ， 揭示 了２０Ｅ 会诱导全长

Ａ ＩＦ １ 的裂解 ， 并将裂解后的 ＡＩＦ １ 转移到细胞核 ， 从而 同时导致脂肪体发生线粒

体 自 噬和凋亡 。

２ ．２ 实验材料

２ ．２ ． １ 实验动物

实验所需动物棉龄虫在实验室人工饲养 ， 饲养温度 ２５ ± ２
°

Ｃ ， 湿度约 ５ ０％－

７０％ ， 每天 日 照约 １ ４ 小时 ， 由面粉 、 大豆粉 、 维生素 、 蔗糖、 酪蛋 白配制饲料 。

２ ．２ ．２ 实验试剂

Ｔｒ ｉｚｏＫＨＩＦＩ ，Ｈ ＩＦ Ｉ ｂｕｆＦｅｒＫＨＩＦｌ ｂｕｆＦｅｒＨ ，ｄＮＴＰｓ ＞６ＤＮＡ  ｌｏａｄ ｉｎｇ 

ｂｕｆｆｅｒ

式金生物 ， 北京 ， 中 国 ）
；

Ｓｗｅｓｃｒ ｉｐｔａ ｌ ｌ
－

ｉｎ－

ｏｎｅｆｒ ｉｓｔ ｓｔｒａｎｄ 逆转录试剂盒 、 多聚 甲

醛固定液 （塞维尔生物 ， 武汉 ， 中 国 ）
；
２ ｘ ＳＹＢＲ ＰＣＲＭ ｉｘ （艾德莱 ， 北京 ， 中 国 ）

；

Ｔ４ 连接酶 （纽英伦生物 ， 新英格兰 ， 美国 ） ；
Ｎ ｉ ＮＴＡ Ｂ ｅａｄ ｓ ６ＦＦ（天地人和生物 ，

常州 ， 中 国 ）
；
ＤＮＡｍａｒｋｅｒ （捷瑞生物工程 ， 上海 ， 中 国 ）

； 蛋 白 ｍａｒｋｅｒ 、 Ｍ ｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ

ｇｒｅｅｎ（赛默飞世尔 ， 马萨诸塞州 ， 美国 ）
；
ＤＭＳＯ 、 ＡＴＰ 含量检测试剂盒 （索莱

宝 ， 北京 ， 中 国 ） ；
ＹＦ４８８ ＴＵＮＥＬ 凋亡检测试剂盒 、 Ｓｕｐｅ

ｒＶｉｅｗ ４８８ ＣＡＳＰ３ 检测

试剂盒 （美国光大股份有限公司 ， 苏州 ， 中 国 ）
。 ２０Ｅ（ Ｓ ｉｇｍａ

－Ａ ｌｄｄｒｉｃｈ ， 麻省 ， 美

国 ）
； 转染试剂 （博奥龙 ， 北京 ， 中 国 ）

； 双焚光素酶报告基因检测试剂盒 （宇恒

生物 ， 苏州 ， 中 国 ）
； ＧＦＰ／ＲＦＰ／ＡＣＴＢ 单克隆抗体 （爱博泰克生物 ， 武汉 ， 中 国 ）

；

山羊抗兔 ＩｇＧ滅磷标记 、 马抗小 鼠 ＩｇＧ／碱磷标记 （ 中杉金桥生物 ， 北京 ， 中 国 ） 。

２ ．２ ．３ 实验仪器

ＱＲＴ
－ＰＣＲ 仪和 ＰＣＲ 仪 （耶拿分析仪器 ， 耶拿 ， 德国 ） ； 多功能酶标仪 （帝肯

贸 易 ， 上海 ， 中 国 ）
； 低温离心机 （艾本德 ， 汉堡 ， 德国 ）

； 摇床 （捷德生物 ， 上

海 ， 中 国 ） 。

１ １
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２ ．３ 实验方法

２ ．３ ． １ 生物倍息学分析

在 ＮＣＢ Ｉ
（
ｈｔｔｐｓ ：／／ｗｗｗ ． ｎｃｂ ｉ ． ｒｉ 丨ｍ．ｎ ｉｈ ．ｇｏｖ ／〇中检索基因名称以及利用人 、 家蚕 、

果蝇等不同物种 Ａ ＩＦ 序列 比对获得棉铃虫中所有 Ａ Ｉ Ｆ 基因序列 。 用 ＭＥＧＡ ５ ．０ 软

件 构 建 系 统 发 育 树 ， 通 过 ＤＮＡＭＡＮ 进 行 序 列 比 对 ， 通 过 ＳＭＡＲＴ

（ ｈｔｔｐ ：／／ｓｍａｒｔ ．ｅｍｂ ｌ ．ｄｅ／ ） 预 测 结 构 域 。 通 过ＥｘＰＡＳｙ

（
ｈｔｔｐｓ ：／／ｗｅｂ ．ｅｘｐａ ｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ

＿ｐ ｉ
） 预测蛋 白分子量大小和等电点 ， 通过 ＪＡＳＰＡＲ

（
ｈｔｔ

ｐｓ
：／／

ｊ
ａｓｐａｒ

．ｇｅｎｅｒｅｇ ．ｎｅｔ／
）预测启动子结合位点 。

２ ．３ ．２ 虫体 ＲＮＡ 提取

分别取不同龄期虫体的背部表皮 、 中肠 、 脂肪体各 ｌ ＯＯ ｍｇ ， 每个龄期取 ３ ＞４

只虫体组织 ， 经ｌ
ｘＰＢ Ｓ （ １ ４０ ｍＭＮａＣ Ｉ ， ２ ． ７ ｍＭ ＫＣ Ｉ ， １ ０ ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４ ， １ ． ８ ｍＭ

ＫＨ２Ｐ０４ ） 漂洗后 ， 放入己加入 １ｍ ｌＴｒｉｚｏ 丨 的 ＥＰ 管中 ， 冰上匀浆 ， ４
°

Ｃｌ ＯＯＯＯｇ

（下述离心转速均相 同 ） 离心 １ ５ｍ ｉｎ 。 取上清于另
一

干净 ＥＰ 管 ， 加入 １ ／５ 体积

的三氯甲院 ， 震荡混勾 ， 静置 ５ｍ ｉｎ ， 离心 １ ５ｍ ｉｎ 。 取上清 ， 加入相同体积异丙

醇混匀 ， 于－２０
°

Ｃ沉淀 ＲＮＡ ３０ ｍ ｉｎ ， 离心 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ 后弃上清 ， 用 ７５％ 乙醇 （ＤＥＰＣ

水稀释 ） 洗沉淀 ， 离心 ， 弃上清 ， 室温风干 。 加 ２０ Ｗ ＤＥＰＣ 水于 ５ ８
°
Ｃ溶解 ＲＮＡ

沉淀 ， 可直接用于后续实验或－８０

°
Ｃ保存 。 全程使用无 ＲＮＡ 酶耗材 。

２ ．３ ．３ 虫縣因组 ＤＮＡ 的提取

取虫体中肠 、 脂肪体组织各 ３０ｍｇ ， 匀浆器中加入 ｌ ｍＬ 提取液 ， 加入组织

后充分研磨至无可见组织碎片 ， 将研磨液转移至离心管中 ， 于 ４

°

Ｃ ，ｌ ＯＯＯＯ ｇ 离

心 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 取上清至新的离心管 中 ， 加入 ５００
ｊ
ｉ ｌ 的无水乙醇 ， 缓慢翻转使离心管

内液体混匀 。 用枪尖将 白色絮状沉淀轻轻挑入另
一

离心管中 ， 用灭菌水配制的 ７５％

的 乙醇清洗 ， 最后 ４
°

Ｃ ， ｌ ＯＯＯＯ ｇ 离心 ５ ｍ ｉｎ 弃上清 ， 加入约 ｌ ｍＬ 灭菌水溶解沉

淀 ， 得到基因组 ＤＮＡ 。

２ ．３ ．４ｃＤＮＡ
合成

使用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 。 加入 ２ 明 ＲＮＡ ， ２
＾ 丨 ＡｃｃｕＲＴＲｅａｃｔｉｏｎＭ ｉｘ

（
４Ｘ

）
， 补充无核酸酶灭菌水至 ６ 卩１ ， ４２

°

Ｃ放置 ２ ｍ ｉｎ 。随后添加 ２
ｐｉ ＡｃｃｕＲＴ Ｒｅａｃｔ ｉｏｎ

Ｓｔｏｐｐｅｒ（５Ｘ）吹打混匀 ， 随后加入４
ｊ

ｉ ｌ的５ＸＡ ｌ ｌ
－

Ｉｎ－ＯｎｅＲＴＭａｓｔｅｒＭ ｉｘ和６ｐ ｉ无

核酸酶灭菌水 ， 震荡混匀后于 ２５
°

Ｃ放置 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， ４２
°

Ｃ放置 ２０ ｍ ｉｎ ， ８５
°

Ｃ放置 ５

ｍ ｉｎ 。 用于后续 ＱＲＴ
－ＰＣＲ 和 ＰＣＲ 的模板 。

１ ２
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

２ ．３ ．５ 基因克醱

使用软件 ｐｒ ｉｍｅｄ 设计基因上下游引物 ， 将 ｃＤＮＡ 或基因组 ＤＮＡ 模板稀释

至 １ ００ －２００ ｎｇ／ｎ
ｌ ， 根据表 ２－

１ 中 的体系 ， 表 ２－２ 中 的程序运行 ３ ５ 个循环 ， 最终得

到扩增产物 。 其中扩增 ｃＤＮＡ 使用 Ｈ ＩＦＩｂｕｆｆｅｒｌｌ ， 扩增基因组 ＤＮＡ 使用 Ｈ ＩＦ Ｉ

ｂｕｆｆｅｒｌ ｏ

表 ２ －

１ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂ ． ２ －

１ＰＣＲ ｒｅａｃｔ ｉｏｎｓｙｓ ｔｅｍ

反应体系


２ ５
ｎ

ｌ



ｃＤＮＡ １

 ｜

ｉｌ

ｄｄＨ２０ １ ７ ．３ ７５
ｎ ｌ

ＨＩＦＩ ０ ． １ ２５
ｎ

ｌ

ＨＩＦＩ ｂｕｆｆｅｒ ２ ． ５
＾ １

Ｆ引物 （ ｌ 〇 ｎＭ ） １

ｎ ｌ

Ｒ引 物 （ ｌ 〇 ＨＭ ） Ｉ
 ＼

ｉ ＼

ｄＮＴＰ（ ２ ． ５ｍＭ ）


２
ｊ

ｉ ｌ



表 ２ －２ＰＣＲ 反应程序

Ｔａｂ ． ２－２ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｇｒａｍ

—

程序

９ ５ 

°

Ｃ ３ｍ ｉｎ

９５

°

Ｃ ３０ｓｅｃ

５０ ＞６０
°

Ｃ（根据 Ｆ＼Ｒ 引物 Ｔｍ 值设定 ） ３０ｓｅｃ

７２

°

Ｃ ｌ ＯＯＯ ｂｐ／ｍｉｎ（ 由扩增片段决定 ）

７２

°

Ｃ


１ ０ｍｉｎ


２ ．３ ．６ＰＣＲ产物酚－氣仿抽提

收集 ＰＣＲ 产物 ， 添加无菌水至 ２００ … ， 加等体积 ＤＮＡ 提取液 ， 充分震荡混

匀 ， ４

°

Ｃ条件下 １ ００００
ｇ 离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 小心取上清约 １ ５０

Ｗ 至新的离心管中 ， 加

入 １ ／ １ ０ 体积的 ３Ｍ 乙酸钠以及 ２ ． ５ 倍体积的 乙醇 ， 缓慢上下翻转几次后放置于－

２０

°

Ｃ沉淀至少 ３ ０ｍ ｉｎ 。 之后于 ４

°

Ｃ离心 ３０ｍ ｉｎ ， 弃去上清 ， 用 ８０％的乙醇充分

洗沉淀 ， 将沉淀从管底弹起上下翻转多次 ， 离心弃去乙醇后室温风干 ， 最终用 ２０

Ｈｉ 灭菌水溶解 ， 即为抽提得到的 ＤＮＡ 。

在合成 办？ 时 ， 用 ＲＮＡ 提取液代替酚－氯仿 ， 最后用 ＤＥＰＣ 水溶解沉淀 。

全程使用无 ＲＮＡ 酶的试剂和耗材 。

２ ．３ ．７
ＱＲＴ－ＰＣＲ

将反转录获得的 ｃＤＮＡ 稀释 ５ 倍作为模板 ， 每个 ＱＲＴ
－ＰＣＲ 体系包括 １

ｊ
ｉ ｌ 模

板 ， 上下游引物各 １ 从 ２ ＞＜ ８￥６ １１ ？０尺 １＾匕 ５ 卟 心４ ￡＊＞７ 作为 内 参 。 得出 的基因 （：１

值与 组差值为ＡＣ ｔ ， 实验组与对照组的基因组ＡＣ ｔ 差值为ＡＡＣ ｔ 。 最终

１ ３
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

２十算 出 的数据表示基因的表达差异 。

２ ．３ ．８ 兔源多克隆抗体的制备

根据 Ａ ｉ ｆｌ 序列分别设计上下游引物 ， 扩增得到 ６０９ ｂｐ 的 ＰＣＲ 产物 ， 取抽提

产物与 ｐＥＴ
－３２ａ

（
＋

） 质粒 ３
ｐｇ 在酶切位点 ＢａｍＨＩ和 Ｓａ ｌＩ之间切开 ， 经过琼脂糖

凝胶电泳后 回收酶切后的片段于 ４ 

°
Ｃ连接过夜 。将重组质粒转入感受态 ＤＨ５ ｃｘ 中 ，

于涂布 了卡那霉素抗性的固体培养基中过夜培养 ， 挑取单个菌落 ， 筛选含 目 的条

带片段的菌落提取质粒 ， 转入 Ｒｏｓｅｔｔａ 表达菌株 ， ３ ７
°

Ｃ摇过夜后转至 ５００ｍＬ 的

培养基中扩大培养 ３ｈ ，

’

随后在 ２６
°

Ｃ 、 ０ ． １ｍＭ 的 ＩＰＴＧ 诱导下表达 ５ｈ 。 取诱导

前和诱导后菌液检测是否含表达产物 ， 菌液离心后取上清和沉淀检测表达产物位

置 ， 加入 １ ／２ 体积蛋 白处理液 １ ００

°

Ｃ煮 １ ５ｍ ｉｎ ，ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 检测到表达产物位于

包涵体 内 。 使用 ８ Ｍ 脲将蛋 白变性 ， 经 Ｎ ｉ

２＋

ＮＴＡ Ｂｅａｄｓ ６ＦＦ 柱料亲和纯化后 ， 使

用尿素梯度复性 ， 即为抗原 ， 将其浓缩为 ｌ ｍｇ／ｍ ｌ 。

从新西兰大 白兔耳缘静脉处取血 ｌ ｍＬ 作为前血清 ， 将抗原与完全佐剂 以 １ ： １

的 比例混合成油包水状态 ， 皮下注射 ， ２ 周后 ， 将抗原与不完全佐剂 １ ： １ 混合再

次免疫 ， ７ 天后采血分离血清 ， 获得 ＡＩＦｒ抗体 。 免疫印迹检测 ＡＩＦ １ 抗体可特异

性识别且效价 良好 。

２ ．３ ．９ 免疫印迹

预先制备蛋 白提取物 。 虫体蛋 白 的提取是将虫体组织漂洗后放置于提前加入

了４０ ｍＭ Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ 的研磨杵中 ， Ｔｒ ｉ ｓ

－Ｈｃ ｌ 中提前按 １ ： １ ００ 加入蛋 白酶抑制剂 ＰＭＳＦ

和磷酸酶抑制剂 ， 充分研磨至无组织碎片后转移至离心管中 ， １ ２０００ ｇ ， ４
°

Ｃ离心

１ ５ｍ ｉｎ ， 取上清加入 １ ／２ 体积的蛋 白处理液 ， １ ００
°

Ｃ煮 １ ５ｍ ｉｎ ， 即组织蛋 白 。 细

胞蛋 白 的 提取液将组织蛋 白 提取液 中 的 Ｔｒｉ ｓ
－Ｈｃ ｌ 换为杜 氏 磷酸盐缓冲液

（ Ｄｕ ｌｂｅｃｃｏ
＇

ｓ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａ 丨 ｉｎｅ

，
ＤＰＢ Ｓ ） ， 加入提取液后刮下细胞 ， 离心３０００

ｇ ，４
°

Ｃ离心 ５ｍ ｉｎ 后弃上清 ， 加入少量 ＰＢＳ 悬起沉淀后苒加入 １ ／２ 体积的蛋 白

处理液 ， １ ００
°
Ｃ煮 １ ５ｍ ｉｎ ， 即得到细胞蛋 白 。

测定蛋 白浓度 ， 取 ３ ０
 ｊ

ｉｇ 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳 ， 随后转移至硝化纤维素膜

上 。 ５％脱脂奶粉封闭 ｌ ｈ 。 在脱脂奶粉中稀释抗体 ， 其中 ， ＡＩＦ １ 抗体按 １ ： ５ ０ 稀

释 ， ＡＣＴＢ 、 ＧＦＰ 和 ＲＦＰ 抗体按 １ ：３０００ 稀释 ， ＬＣ３ 抗体按 １ ：２０００ 稀释 。 ４
°

Ｃ孵育

过夜 ， 然后用ＴＢＳＴ（ ＴＢＳ中加入０ ． ０２％Ｔｗｅｅｎ ） 清洗２次 ， 丁８８
（
１ 〇 １１１ １＾ １

＇

１＊ －

ＨＣ １
，

１ ５０ｍＭ ＮａＣ ｌ
， ｐＨ ７ ． ５

）清洗 １ 次 ， 在脱脂奶粉中按 １ ３０００ 加入碱鱗标记的二

抗 ， 室温孵育 ｌ ｈ ， 继续上述清洗步骤 。 ＴＢＳ 中加入四唑硝基蓝 （
ＮＢＴ

） 和 ５
－漠－

４－氯 －３』引哚基－磷酸盐 （
ＢＣ ＩＰ

） 配制发色液 ， 在黑暗中孵育 ２０ｍ ｉｎ 后终止发色 。

１ ４
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

２ ．３ ． １ ０ 脂肪体细胞的观察及免

取脂肪 并固定在多聚 甲醛和电镜固定液中 ， 脂肪体石蜡包埋切片用于 ＨＥ

染色 、 尼罗红染色 、 扫描电子显微结构观察和免疫荧光 。 图片 由赛维尔公司提供 。

免疫荧光染色实验中 ，
１ ：５０ 稀释

一

抗 。 ＤＡＰ Ｉ 表示细胞核 。 此外 ， 石蜡切片后使用

ＹＦ４８８ＴＵＮＥＬ 凋亡检测试剂盒检测脂肪体凋亡 。

２ ．３ ． １ １ 细胞重组质粒的构建

扩増 ｄ ｚ／ｉ 全长 ， 在酶切位点 Ｂｇｌｌｌ 和 Ｓａ ｌＩ之间插入质粒 ｐ
ＩＥｘ－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 中 ，

构建重组质粒 。 此外 ， 扩增 起始密码子上游包含 ＦＯＸＯ 结合元件 ２５００ｂｐ 的

序列 ， 在本实验室构建的质粒 ｐ
ＩＥｘ＞４ －

ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ －ＧＦＰ －Ｈ ｉｓ 的 ＳｍａＩ和 ＳａｃＩ酶切位

点之间插入上游序列 ， 替换 了其启动子和增强子 ， 得到 ｐＡ／／
－ＬＵＣ －ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓ ， 在

细胞在板中密度约 ８０％时转染 。

２ ．３ ． １２ 自噬獅凋亡检测

ＬＣ ３
－

Ｉ型至 ＬＣ ３
－

ＩＩ型是判断 自噬的重要指标 。 使用蛋 白 免疫印迹实验及 ＬＣ３

抗体检测蛋 白 中 的 自 噬水平 。 另外 ， 由于 自 噬发生时首先出现 自噬囊泡 ， 自 噬囊

泡与溶酶体融合形成 自噬溶酶体 ， 呈现酸性使绿色荧光信号猝灭 ， 所以可以通过

在细胞中转染 ｐＩＥｘ４－ＲＦＰ －ＧＦＰ －ＬＣ３ －Ｈ ｉ ｓ 质粒观察荧光判断 自 噬的阶段 。 将细胞

转移至 ２４ 孔板 ， 每个孔转染质粒 ２
ｐｇ ， ４８ｈ 后转染 也＿ ， 自噬抑制剂 ３

－ＭＡ

作为阴性对照 。

使用 ＳｕｐｅｒＶｉｅｗ ４８８ＣＡＳＰ３ 检测试剂盒检测细胞 ＣＡＳＰ３ 活性 。

２ ．３ ． １３ 免疫细胞化学

细胞转移至 ２４ 孔板中培养 ， 孔中加入细胞爬片 ， 将重组质粒或 也＿ 与转

染试剂稀释至生理盐水后混勾加入 。 使用 ２００ｎＭＭ ｉ ｔｏ ｔｒａｃｋｅｒ
ｇｒｅｅｎ 进行线粒体

染色 ， ３ ７
°
Ｃ染色 ３０ ｍ ｉｎ 。 细胞观察时 ， 用 ＤＰＢ Ｓ 清洗后加入多聚 甲醛固定细胞 ，

之后用 ＤＰＢＳ 清洗多次 ， 加入 １
ｐｌ／ｍＬ 的 ＤＡＰ Ｉ 染核 ， 再用 ＰＢＳ 清洗 ３ ０ｍ ｉｎ ， 于

少量甘油上封片观测 。

２ ．３ ． １４ 虫体干扰

加入表 ２－３ 中的体系 ， 过夜孵育后使用 ＲＮＡ 提取液提取 办Ｕ ， 测量 由Ｕ

浓度 。

１ ５
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

表 ２－

３合成体系

Ｔａｂ ． ２ －

３ｄｓＲＮＡｓｙｎｔｈｅ ｓ ｉｓｓｙｓｔｅｍ

合成体系 ５０
ｎ ！

￣̄

ｃＤＮＡ ３
ｎｇ

ＡＴＰ 、 ＧＴＰ 、 ＣＴＰ 、 ＵＴＰ各２ ．４
ｐｉ

Ｔｒａｎｓｃｒ ｉｐｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ２０
＾１

ＲＮＡ  ｉｎｈｉｂ ｉｔｏｒ ３
 ｊ

ｘ ｌ

Ｔ７ＲＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ ３
 （

ｉ ｌ

ＤＥＰＣ７ｊＣ


定容至５０
ｎ ｌ



将 由腦 用 ？８８ 稀释至 ４０〇 １１８叫 ， 每只幼虫注射 ５
４ 也厕 ， ２４ １１ 后提取

虫体脂肪体蛋 白和 ＲＮＡ ， 用于后续检测 。 ５Ｆ 期千扰后 ， 至虫体均进入 ６ 龄后进

行二次干扰 ， 变态期每 ２４ｈ 注射
一

次双链 ， 共注射 ３ 次 。 每次干扰实验注射 ３ ０

只虫 ， 分三组进行统计 。

２ ．３ ． １ ５ＡＴＰ＾＿

根据 ＡＴＰ 含量检测试剂盒测定血淋巴中 的 ＡＴＰ 含量 ， 每组平均取 １ ０ 只虫

血淋巴检测 ， 测定吸光值后计算 ＡＴＰ 含量 。

２ ．３ ． １６２０Ｅ 虫体激素刺激

使用 ＤＭＳ０ 溶解 ２０Ｅ 至 ２０ ｍＭ ， 使用 ＰＢ Ｓ 稀释 ２０Ｅ ， 按每只虫注射 ５ 叫 的

体积将其稀释成不同浓度 ， 每个浓度梯度和时间梯度注射 ５ 只 ６ｔｈ－６ｈ 的幼虫 ，

浓度梯度刺激的虫体 １ ２ｈ 后提取 ＲＮＡ 。

２ ．３ ． １７Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
检测

将重组 ／
＾ ｚ／Ｊ

－ＬＵＣ －ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 转染到表皮细胞系中 ， 同时转染内参质粒 ｐＲＬ
－

ＴＫ ， 共设计四组 ， 其中两组与本实验室构建的 ｐＩＥｘ－ＦＯＸＯ － ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 共转染后分

别加入 ＤＭＳＯ 和 ２０Ｅ 。 免疫印迹检测 Ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ 表达水平 。 双荧光素检测试剂盒

检测 ｄ ｉ／／ 非翻译取转录活性 ．

２ ．３ ． １８ 统计

所有实验均重复三次 ， ＱＲＴ
－ＰＣＲ 均满足三次生物学重复和三次技术重复 ，

误差线表示平均值 土 ＳＤ ， 两组之间差异使用 ／检验统计 ， 分析显著性差异 （＞０ ．０５ ，

＊＊

／
Ｋ０ ．０ １ ，

＊ ＊ ＊

／
Ｋ０ ．００ １ ） ， 多组之间差异用 ＡＮＯＶＡ 统计 ， 多组之间有显著差异的

用不同字母表示 。

１ ６
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

表 ２ ＞４ 实验所用 引物序列表

Ｔａｂ ． ２－４Ｐｒ ｉｍｅｒｓｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉ ｓ ｓｔｕｄｙ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ


Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５
’

＿３
’

）


Ｅｘｐ
－

＾４
 ｉｆｌ

－

ｌｉｋｅ
－Ｆ ｔａｃｔｃａｇｇａｔｃｃｔｇｇｃａｔｃｔｇｇｇｃａａａａｔｇａａｔａ

Ｅｘｐ
－Ａ ｉｆｌ

－

ｌｉｋｅ－Ｒ ｔａｃｔｃａｇｔｃｇａｃｇａｃａｔｔｃｃｔｔｇ
ａａａａｇｃｃｃｃａｃ

Ａ ｉｆｌ
－ＲＴＦ ａｇａａｔｇｃａｇｇａｇｇｔａａｃｇａａａ

＾ ｚ／７
－ＲＴＲ ｔｇｃｃｔａｔｔａｔｇａｇａｔａｃｔｇａａｃ

＾４ ｚｙ７
－ＲＮＡｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａ

ｃｔｃａｃｔａｔａｇｇａａｇｇｇａａｃ ｔａａｃａａａｇｇｇｃａａｔｇ

＾ ／／７
－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａｃａｔａｃｔｔｃａａａａｔｃｔｔｃｇｇｇｔ

Ｑ５
？
－ＲＮＡｉＦ ｇｃｇｔａａ ｔａｃｇａｃｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｇａ ｔｇｇｔｃｃｃａａｔｔｃ ｔｃｇｔｇｇａａｃ

Ｇ＾？
－ＲＮＡｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｇａｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃｔｔｇａｔｇｃｃ

Ａ ｉｆｌ－

ＲＴＦ ａａａｇｃｃｇｔａｔｃｔｇｃａａｔｔｔａ

Ａ ｉｆ２
－

ＲＴＲ ａｇｃｃｔｇｃｇｔｇｃｔｃａｇｃｇａｇｃ

＞４ ｉｙ３
－ＲＴＦ ｃｇｇｃｔｔｔｇａｃｔｃｇｃｔｔｃｃｔｔ

．４ ／
／３

－ＲＴＲ ｃｇａｃａｔｇｃｃｃａｔａｔｃｃｔｔｇａ

＾
－Ａｃｔｉｎ ￣ＲＴ￥ ｃｃｔｇｇｔａｔｔｇｃ ｔｇａｃｃｇｔａｔｇｃ

ｆｉ
－Ａｃ ｔｉｎ

－ＲＴＲ ｃｔｇｔｔｇｇａａｇｇｔｇｇａｇａｇｇｇａａ

Ｏｑ －Ａ  ｉｆ！
－Ｆ ｔａｃｔｃａａｇａｔｃ ｔｃｇａｔｇａｔａｇｇｔｃｃｇｔｔｔｃｇａｔａ

Ｏｅ
－

＾４
 ｉｆ！

－Ｒ ｔａｃｔｃａｇｔｃｇａｃ
ｃｃａｔａｃｔｔｔｃｃａａｔｔａｇｔｔａａ

Ｐｒｏ－Ａ ｉ
ｆ
ｌ
－ＫＴＦ ｃｃａｔｇａｔｔａｃｇａａｔｔｃｃｃｇｇｇｃｇｃ ｔｇｔｃａｃａｃｔｇｇｃｇｇａｔｔｔ

Ｐｒｏ－＾ ｇ／７
－ＲＴＲ


ｃｃａａｔｔｇｇｇａｔｃｃｇｃｇａｇｃ ｔｃｃａｃｃａｔｇｇｔｇｔｔｇａｃｔｃｃｃｇａｃａｃａｔｃａａ


注 ： 表 中 基 因 所对应 的ＧｅｎＢａｎｋ ．Ａ ＩＦ １ ：ＸＰ
＿

０４９６９７４５６ ． １
；ＡＩＦ２ ：ＸＰ

＿

０４９６９７ ５２０ ． １
；ＡＩＦ３ ：

ＸＰ
＿

０２ １ １ ８２４５ ８ ． １
；ｐ

－

ａｃｔ ｉｎ ： ＡＬＰ７ ３４０５ ． １ ．

２ ．４ 结果

２ ．４ ． １ 棉铃虫 ＡＩＦ 的鉴定

在 ＮＣＢ Ｉ 中检索基因名称以及利用人 、 家蚕 、 果蝇等不同物种 Ａ ＩＦ 序列 比对

获得棉铃虫中所有 ＡＩＦ 蛋 白序列 ， 共找到 ３ 个 Ａ ＩＦ ， 分别是 Ａ ＩＦ １
（
ＸＰ

＿

０４９６９７４５６ ． １
）
、

Ａ ｉｎ
（
ＸＰ

＿

０４９６９７５ ２０ ． １
）

、 Ａ ＩＦ３
（
ＸＰ

＿

０２ １ １ ８２４５ ８ ． １
）

， 蛋 白质的理论分子量分别为７９

ｋＤａ 、 ６９ ｋＤａ 、 ６５ ｋＤａ 。 其中两个 Ａｆｆ ｌ 在 ＮＣＢ Ｉ 中命名完全相同 ， 通过 ＳＭＡＲＴ

分析结构域 （ 图 ２ －

１ ） ， 发现 ＡＩＦ １
（
ＸＰ

＿

０４％９７４５６ ． １
）含有

一

个跨膜结构域 ，

一

个氧

化还原酶结构域和 Ａ ＩＦ 凋亡结构域 。而 ＡＩＦ １
（
ＸＰ

＿

０４９６９７５２０ ． １
）
不含跨膜结构域 ，

所以我们将不含跨膜结构域的 ＡＩＦ １
（
ＸＰ

＿

０４９６９７ ５２０ ． １
）命名为 ＡＩＦ２ 。 Ａ ＩＦ３ 含有典

型的 Ｒ ｉｅｓｋ ｉｅ 结构域 。 使用 ＭＥＧＡ５ ． ０ 软件构建棉铃虫与人 、 小 鼠 、 家蚕、 果蝇

和草地贪夜蛾 Ａ ＩＦ 的系统发育树 （ 图 ２－２ ） ， 所有物种的 ＡＩＦ３ 聚为
一

支 ， 图 中用

绿色线条表示 ， 红色线条显示人和小 鼠的 Ａ ＩＦ２ 单独聚为
一

支 ， 昆虫中其余 Ａ ＩＦ

与人 、 小 鼠中 的 Ａ ＩＦ １ 聚为另外
一

支 ， 图 中用蓝色线条表示 ， 这表明 Ａ ＩＦ 进化较

保守 。 通过 ＤＮＡＭＡＮ 进行序列 比对 （ 图 ２ －３ ） ， 结果表明棉铃虫中 ３ 条 Ａ ＩＦ 序

列相似性为 ２３ ．０９％ ， 相似性较低 。

１ ７
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

Ａ Ｉ Ｆ １ （
ＸＰ

＿

０４９ ６９ ７４ ５ ６ ． １
）

■■

■ 丨
ａ ， ｆ

—

ｃ

Ａ Ｉ Ｆ １ （
Ｘ Ｐ

＿

０４９ ６ ９ ７ ５２ ０ ． １
）

－Ａ Ｉ Ｆ ２

一 － ａ ｉ ｆ
－

ｃ

Ａ Ｉ Ｆ ３
 （
Ｘ Ｐ

＿

０ ２ １ １ ８ ２４ ５ ８ ． １
）

图 ２ －

ｌＳＭＡＲＴ 预测结构域

Ｆ ｉ

ｇ ．２
－

１Ｐｒｅｄ ｉ ｃ ｔｅ ｄ ｔｈｅｄ ｏｍａ ｉ ｎｂｙ
ＳＭＡＲＴ

注 ： 蓝色表示跨膜区 。 Ａ ＩＦ １

（
ＸＰ

＿

０４９６９ ７ ５ ２０ ． １

）不含跨膜区 ， 将其命名 为 Ａ ＩＦ２ 。

Ｎ ｏ ｔｅ ｓ ：Ｔｈｅｂ ｌｕｅａ ｒｅａ ｉ ｎｄ ｉ ｃａ ｔｅｓ ｔｈｅｔｒａｎ ｓｍｅｍｂ ｒａｎｅｒｅｇ
ｉｏｎ ．Ａ Ｉ Ｆ １

（
Ｘ Ｐ

＿

０４９６９ ７ ５２０ ． １
）ｄ ｉｄｎｏ ｔ

ｃ ｏｎｔａ ｉ ｎｔ ｒａｎ ｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇ ｉ ｏｎａｎｄｗａｓｎａｍｅｄＡ ＩＦ２ ．

１ ００
｜

 Ｈ ａ ｒｍ ｌ

ｇｅ ｒａ ＸＰ  ０ ４ ９ ６ ９７ ５ ２ ０ ． １  ａ
ｐ
ｏ
ｐ

ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ －

ｉ ｎ ｄ ｕｃ ｉ ｎ
ｇ 

ｆ ａ ｃ ｔ ｏ ｒ  ２ ｍ ｒｔ ｏｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉａ ｌ

 １
０
３ Ｊ ＊

Ｓ ｆｒｕ
ｇ

／ｐｅ ｒｒｆａ Ｘ Ｐ ０ ３ ５４ ４ ３ ２ ３ ５ １  ａ ｐｏ ｐ ｌｏ ｓ ｉ ｓ
－

ｉ ｎ ｄ ｕ ｄｎ
ｇ 

ｆａ ｃ ｔｏ ｒ  １ ｍ ｉ ｔｏ ｃ ｈｏ ｎｄ ｒ ａ －

Ｉ
ｉ ｋ ｅ  ｓ ｏ ｆｏ ｒｍ Ｘ １

ｓ ９


Ｂ ｍｏｎ ＸＰ  ０３ ７ ８ ７ １ ３ ２ １ １ ａｐｏ ｐ
ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ

－

ｉ ｎｄ ｕ ｃ ｉ ｎ
ｇ

ｆ ａ ｃ ｔ ｏ ｒ  １ ｍ ｔｏｃ ｈｏ ｎ ｄ ｒ
ｉ ａ ｌ  ｓ ｏ ｆｏ ｒｍ Ｘ １



Ｄ ｍｅ ／ａｎｏｇａ ｓｔｅ 厂 Ｎ Ｐ ００ １ ２ ５ ９９０７ １  ａ ｐｏｐ ｔｏ ｓ ｓ ｉ ｎｄ ｕｃ ｉ ｎ
ｇ ｆａｃｔｏ ｒ ｉ ｓｏ ｆｏｒｍ Ｃ

ｌ ｏｏ
 ｐ 

Ｈ．  ｓ ａｐ ／ｅｎｓ ＡＡＤ １ ６４３６ １  ａ
ｐ
ｏｐ ｔｏｓ＾ｎ ｄ ｕ ｄ ｎ

ｇ 

ｆａｃ ｔｏ ｒ Ａ Ｉ Ｆ

Ｍ ｍｗｓ ｃ ｕ ／ｕｓ ＡＡＤ １ ６４ ３５ １  ａ
ｐ
ｏ
ｐ ｔｏｓ ｉｗ ｎ ｄ ｕ ｃ ｉ ｎ

ｇ 

ｆ ａｃ ｔｏ ｒ Ａ Ｉ Ｆ

Ｉ



Ｂ ｍｏｎ ＸＰ ０３７８７ １ １ １ ０ １ ａ ｐ
ｏｐ ｔｏｓ ｉ ｓ

－

ｉ ｎ ｄ ｕ ａ ｎ
ｇ 

ｆａｃ ｔｏ ｒ  ｓｏ ｆｏ ｒｍ Ｘ １

１ ００
１ ｜

Ｈ  ａ ｒｍ ｉｇ ｅ ｒａ ＸＰ  ０４ ９ ６ ９ ７ ４５ ６ ． １  ａ ｐ ｏ ｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ －

ｉ ｎ ｄ ｕｃ ｉ ｎｇ 

ｆ ａ ｃ ｔ ｏ ｒ  １ ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒｉａ ｌ

１ ００ ＇

Ｓ ｆｒｕｇ ／ｐｅ ｒｄａ Ｘ Ｐ ０ ３５４４ ２ ５４ ７ １  ａ ｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ
－

ｉ
ｎ ｄｕ ａ ｎｇ 
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图 ２ －

３ 对棉铃虫中 的 Ａ Ｉ Ｆ 进行序列 比对
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为 了筛选出参与脂肪体组织重塑的 Ａ Ｉ Ｆ ， 我们在转录水平上检测 了 棉铃虫取

食期 ６ ｔｈ
－２４ｈ 和变态期 ６ ｔｈ －９６ｈ 脂肪体 中 ３ 种 的表达水平 ， 发现 只有 ４／７ 在

两个时期具有差异性表达 ， 且在 ６ ｔｈ －９６ｈ 表达量较高 （ 图 ２ －４ ） ， 因此我们选择

Ａ Ｉ Ｆ １ 进行后续实验 。
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图 ２ ￣４ 筛选脂肪体中差异表达的 Ａ／
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２ ．４ ．２ＡＩＦ ｌ 原核表达及抗体制备

为 了检测 Ａ Ｉ Ｆ １ 在全龄期表达水平的变化 ， 使用 Ａ Ｉ Ｆ ｌ 蛋 白 质 中 ３ ８ ５
－

５ ８ ７ 位

氨基酸序列制备 Ａ １ Ｆ １ 的兔多克隆抗体 。 扩增 序列片段插入 ｐＥＴ ３ ２ ａ
（
＋

）
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１ ９
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粒 ， 构建原核表达载体制备抗原 ．使用 ０ ． １ｍＭ 的 Ｉ ＰＴＧ 诱导表达 ， 取诱导前和诱

导后菌液检测是否含表达产物 ， 菌液离心后取上清和沉淀检测表达产物位置 ， 发

现 Ａ Ｉ Ｆ １ 表达在包涵体中 ， 变性后纯化抗原 ， 抗原条带单
一

（ 图 ２ －

５Ａ ） 。 利用该

抗原制备 Ａ １ Ｆ １ 的兔多克隆抗体 ， 该抗体特异性识别 Ａ Ｉ Ｆ １（ 图 ２ －５ Ｂ ） 。
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图 ２ －

５Ａ ＩＦ Ｉ 的原核表达 、 纯化及抗体特异性检测 图
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（ Ａ ）Ａ １ Ｆ １ 的原核表达及纯化 。 Ｍ ： 蛋 白 ｍａ ｒｋｅ ｒ

； ｌ ： 未加 ＩＰＴＧ 诱导的样品 ； ２ ： 加

ＩＰＴＧ 诱导的样品 ；
３ ： 诱导后破碎的上清样品 ： ４ ： 诱导后破碎的包涵体样品 ；

５ ：Ａ ＩＦ Ｉ 片段

抗原纯化 。 （ Ｂ ） 抗体特异性检测 ， 用 ５ 龄取食期虫体的脂肪体作为检测蛋 白 。 所用胶浓度为
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；
４ ：

Ｉｎ ｃ ｌｕｓ ｉ ｏｎ ｂｏｄｙ 
ｓ ａｍｐ

ｌ ｅ ｓｂｒｏｋｅｎａｆｔｅ ｒ  ｉｎｄｕｃ ｔ ｉｏ ｎ
；
５ ： Ａ ＩＦ Ｉｆｒａｇｍ ｅｎ ｔ ａｎ ｔ ｉ

ｇｅｎｐ
ｕｒ ｉ ｆｉｃ ａ ｔ ｉ ｏｎ ．

（
Ｂ

） 
Ａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ｓ ｐｅ ｃ
ｉ ｆｉ ｃｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ，ｔｈ ｅ５ Ｆｆａｔ ｂｏｄｙｐ ｒｏｔｅ ｉｎｗａｓｕｓ ｅｄａ ｓｔｈｅｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉｏｎ

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ．Ｔｈｅ
ｇｅ ｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉ ｏｎ

ｗａｓ １ ２ ． ５％ ．５ Ｆ ： ｔｈｅ５ ｔｈ ｉｎ ｓ ｔａｒｆｅｅｄ ｉｎｇ
ａｇｅ ．

２ ．４ ．３ＡＩＦ Ｉ 在变态期中肠和脂肪体表达＊增加

蛋 白 免疫印迹检测 Ａ １ Ｆ １ 在表皮 、 中肠和脂肪体中 的蛋 白 表达水平 ， 分析 Ａ １Ｆ １

在发育 中的作用 。 表皮仅在 ５ Ｆ 至 ６ ｔ ｈ
－

６ｈ 取食期检测到全长的 Ａ Ｉ Ｆ ］（
ｆｕ ｌ ｌ ｌ ｅｎｇｔｈ －

Ａ Ｉ Ｆ ｌ
，
ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ

）
。 在脂肪体中 ， 在 ５ Ｆ 至 ６ ｔｈ －２４ ｈ 取食期检测到 ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ ， 在 ６ ｔｈ －７２ ｈ

至 ｐ
－６ ｄ 期间检测到 ５ ５

－７２ｋＤ ａ 之间 的条带 ， 推测其为切割跨膜区后的 Ａ １ Ｆ １ 的 Ｃ

端 （
ｃ ｌｅａｖｅｄ

－ＡＩＦ ｌ
，
ｃ
－Ａ ＩＦ ｌ

）
（ 图 ２ －

６Ａ
，
Ｂ ） ， 在 中肠中只检测到 了ｃ

－Ａ ＩＦ ｌ 。结果表明 ，

Ａ １ Ｆ 丨 呈现 出组织特异性表达及变化 。

２ ０
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

Ａ

ｋ Ｄ ａＥ ｐ ｉ ｄ ｅ ｒｍ ｉ ｓ

９ ５
－

７ ２
—

－

ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ １

５ ５

－

－

Ａ Ｃ ＴＢ

Ｍ ｉ ｄ ｇ ｕ ｔ

９ ５？

５ ５
＝
１

－ Ｃ －Ａ Ｉ Ｆ １

 —

— —
－
 ——

—

ＡＣＴＢ

Ｆ ａ ｔ ｂｏｄ ｙ

９ ５
－—－

ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ １

工广－ Ｃ －Ａ Ｉ Ｆ １

５ ５ 

—

——————
■ — ＡＣＴＢ

ｕ．＾ｓ：ｓｚ＾＾＾ ＪＺ ｔｏ ００

对ｃｏ ｃ＼４ ｔｏｏ Ｑ －Ｑ－Ｑ ．

Ｘ ：＾１ｔ＝
５￡￡５＾ ｊｚ

ＣＯ ＩＤ （￡） ｔｏｉ：

①

ｆ

＂

ｍ

＂

 ＦＭＭ

￣

Ｐ

Ｂ

？  － ？ － Ｅ
ｐ

ｉ ｄ ｅ ｒｍ ｉｓＭ ｉ ｄ ｇ ｕ ｔ  Ｆａ ｔ ｂｏ ｄｙ

３ ． 〇 ｒ

ＣＤ

＾２ ． ０－ １

￡ ＊Ｔ

５
１ ． ０■

：

、

－
－

＇／
，？一

，

、

■ 、

、

、

、

政 ，
、

＇

、
Ｖ

〇 ． 〇
！■ ？ ■ ■ ？ 二一，二 ；

＿ｃ＿

Ｕｌ ２ Ｊ＝ ＇Ｃ ＊Ｃ ＇Ｃ ＊Ｃ ＊Ｃ ＣＮ
｜对 ４０ ００

的
１〇 ＜〇兮 ｏｏ ｃｍ ？〇 〇 〇■ ０■Ｑ－０－

＞ ＣＮ＾ｈ－Ｏ０４

§Ｊ：ｓｚ ＪＯｓ：

ｉ￡＞ ＩＤ （Ｓ＞ ｉＯｔＺ

（Ｏ

ＴＭ
＂

ＦＭＭ

￣

Ｐ

图 ２ －

６ 蛋 白免疫印迹分析 Ａ Ｉ Ｆ １ 的虫体表达模式

Ｆ ｉ

ｇ ．２ －６Ｔｈ ｅｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ

ｐａｔｔｅ ｒｎｏ ｆＡ ＩＦ １ｗａ ｓａｎａ ｌ

ｙｚｅｄｂｙ
ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ

注 ： （ Ａ ）Ａ ＩＦ １ 在不 同时期的表皮 、 中肠和脂肪体中 的蛋 白 水平 。 ＡＣＴＢ 作为 内 参蛋 白 ，

所用胶浓度均为 １ ２ ． ５
°
／。 。 （ Ｂ ）Ｉｍａｇｅ Ｊ 统计 （ Ａ ） 中 Ａ Ｉ Ｆ １ 和 ＡＣＴＢ 条带密度 的 比值 。 误差线

表示平均值 土 ＳＤ 。 ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ ： 全长 Ａ Ｉ Ｆ １
；ｃ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ ： 被裂解的 ＡＴＦ １
；５ Ｆ ：５ 龄取食 ；

５Ｍ ：５ 龄

蜕皮 ；
６ ｔｈ

－

６ ｈ 、 ６ｔｈ
－２４ ｈ 、 ６ ｔｈ４ ８ ｈ 、 ６ ｔｈ －７２ ｈ 、 ６ ｔｈ

－９ ６ ｈ 、 ６ ｔｈ
－

１ ２ ０ ｈ分别对应６龄不 同时期 ；

Ｐ２ 、 Ｐ４ 、 Ｐ６ 、 Ｐ８ 分别对应化蛹天数 ；
Ｆ ： 取食期 ；

Ｍ ： 蜕皮期 ；
ＭＭ ： 变态蜕皮期 ；

Ｐ ： 蛹期 。

实验均满足三次生物学重复 。

Ｎｏ ｔｅ ｓ ：

（
Ａ

）
Ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏ ｆ Ａ Ｉ Ｆ １ ｉ ｎｅｐ
ｉ ｄｅｒｍ ｉ ｓ ＾ｍ ｉ ｄｇｕｔａｎｄｆａ ｔｂｏｄｙ

ａｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔｓｔａｇｅ ｓ ．

ＡＣＴＢ ｉ ｓａｎ ｉｎ ｔｅｒｎａ ｌｒｅｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ．Ｔｈ ｅｃｏｎｃ ｅｎ ｔ ｒａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｔｈ ｅ

ｇｅ
ｌｗａ ｓ １ ２ ． ５％ ．

（
Ｂ

）
Ｉｍ ａｇｅＪｗａ ｓ

ｕ ｓｅｄ ｔｏ ｃａ ｌ ｃ ｕ ｌａｔｅ ｔｈｅ ｒａｔ ｉｏｏ ｆＡ Ｉ Ｆ １ａｎｄ ＡＣＴＢｂａｎｄ ｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ 

ｉｎ
（
Ａ

）
． Ｔｈ ｅ ｅ ｒｒｏ ｒ ｂ ａ ｒ  ｉ ｎｄ ｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ａｖｅ ｒａｇ ｅ

士ＳＤｏｆ  ｔｈ ｅｔｈ ｒｅｅｂ ｉｏ ｌｏｇ
ｉ ｃ ａ ｌｒｅｐｅ ｔ ｉ ｔ ｉｏｎ ｓ ．ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ ：ｆｌｉ ｌ ｌ ｌ ｅ ｎｇ ｔｈ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ ：ｃ
－Ａ ＩＦ ｌ ：ｃ ｌ ｅａｖｅｄ －Ａ Ｉ Ｆ ｌ

；
５ Ｆ ：ｔｈ ｅ

５ ｔｈ ｉ ｎ ｓ ｔａｒｆｅ ｅｄ ｉｎｇ
ａｇｅ ；

５Ｍ ：  ｔｈ ｅ５ ｔｈｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎｇ 
ａｇ

ｅ
； 
６ ｔｈ －６ｈ

， 
６ ｔｈ

－２４ｈ
，
６ ｔｈ

－４８ｈ
，６ ｔｈ

－７２ｈ
， ６ ｔｈ

－９６ｈ
，
６ ｔｈ

－

１ ２０ ｈ ｃｏ ｒｒｅ ｓｐｏｎ
ｄ ｉｎｇ 

ｔｏ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｓ ｔａｇｅ ｓ ｏ ｆ ６ ｔｈ  ｉｎｓ ｔａｒ
； Ｐ２ｄ

， Ｐ４ｄ
， 
Ｐ６ ｄ

，
Ｐ ８ ｄ ｃｏ ｒｒｅｓｐｏｎｄ ｉ ｎｇ 

ｔｏｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ

ｐ ｕｐａ ｔ ｉｏｎｄａｙｓ ：Ｆ ：ｆｅ ｅｄ ｉ ｎ ｇｓ ｔａｇ ｅ ；Ｍ ：ｍ ｏ ｌ ｔ ｉｎｇｓ ｔａｇ ｅ ；ＭＭ ：ｍｅ ｔａｍｏｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎ

ｇｓ ｔａｇｅ ；Ｐ ：

ｐ ｕｐａ
ｌ

ｓ ｔａｇｅ ． Ａ ｌ ｌ ｔｈｅｅｘｐｅｒ ｉｍ ｅｎ ｔｓｓａ ｔ ｉ ｓｆｉ ｅｄｔｈ ｒｅｅｂ ｉ ｏ ｌｏｇ ｉ ｃ ａ ｌ ｒｅ
ｐ

ｌ ｉ ｃａｔｅ ｓ ．

２ ．４ ．４ＡＩＦ ｌ 取食期定位于细胞质 ， 变态期定位在细胞核

为 了探索 ｆ－Ａ ＩＦ ｌ 和 ｃ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 在虫体 中 的 定位 ， 进行 了 免疫荧光组织化学分析 。

２ １
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

前血清作为对照 ， 红色荧光显示 Ａ Ｉ Ｆ １ 定位情况 。 前血清检测 ６ ｔｈ－２４ ｈ 脂肪体组

织中未观察到红色荧光 。 ｆ－Ａ 丨 Ｆ １ 在 ６ ｔｈ
－２４ｈ 定位于细胞质 ， ｃ

－Ａ Ｉ Ｆ 丨 在 ６ ｔｈ
－

１ ２０ｈ

定位于细胞核 （ 图 ２ －７ ） 。 结果表明 ， ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 和 ｃ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 在不 同 发育阶段定位在不

同的部位 。

Ｈ Ｅｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎ ｇＡ Ｉ Ｆ １ＤＡ Ｐ ＩＭ ｅ ｒｇ ｅ

靡■■圓

图 ２ －７ Ａ ＩＦ １ 取食期定位于细胞质 ， 变态期定位在细胞核

Ｆ ｉｇ
．２

－

７ Ａ ＩＦ １ｗａｓ ｌｏ ｃ ａ ｌ ｉｚｅｄ ｉｎｃｙｔｏｐ ｌ ａ ｓｍ ｄｕ ｒ ｉｎｇ
ｆｅ ｅｄ ｉｎｇｐｈａ ｓ ｅ ， ｉｎ ｔｈ ｅｎ ｕｃ ｌ ｅｕｓ ｄ ｕ ｒ ｉｎｇ

ｍ ｅｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ

ｐ
ｈａｓ ｅ

注 ： ＨＥ 染色为对应的免疫荧光组织的脂肪体结构 。 红色荧光 ： Ａ Ｉ Ｆ １ ， 蓝色荧光 ： ＤＡＰ Ｉ 。

前血清做阴性对照 。

Ｎ ｏ ｔｅ ｓ ：ＨＥｓ ｔａ ｉ ｎ ｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈｅｆａｔｂｏｄｙｓ ｔｒｕｃ ｔｕｒｅｏｆｃｏ ｒｒｅ ｓｐｏｎｄ ｉｎｇｔ ｉ ｓ ｓｕｅｓｏ ｆ

ｉｍｍ ｕｎｏ ｆｌ ｕｏｒｅ ｓｃｅｎｃ ｅ ．Ｒｅｄｆｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃｅｎｃ ｅ ： ＡＩ Ｆ １
， 
ｂ ｌｕｅｆ ｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃｅｎｃ ｅ ： ＤＡＰ Ｉ ． Ｔｈｅ

ｐ
ｒｅ ｓｅ ｒｕｍ ｗａｓｕ ｓｅｄａｓ

ｎ ｅｇａｔ ｉ ｖ ｅｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ．

２ ．４ ．５２ ０Ｅ 诱导 ｆ
－Ａ ＩＦ ｌ 片段化为 ｃ

－ＡＩＦ ｌ 和核移位

为 了探宄 ２０Ｅ 是否 引 起 Ａ Ｉ Ｆ ｌ 定位变化 ， 构建 了ｐ
ｌ Ｅｘ －

ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ

－Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 质粒 ，

并在棉铃虫表皮 （
／／ｔｚ／ｖｗ ／ｇｅｒａｅｐ

ｉ ｄｅ ｒｍ ａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ ｌ ｉ ｎ ｅ ， Ｈ ａＥｐ ｉ
）细胞系 ［

１ ２ １

］
中过表达ｆ

－

Ａ Ｉ Ｆ ｌ

－Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 。 蛋 白免疫印迹结果显示 ｌ ｌ ５ ｋＤ ａ
（
ｆ
－Ａ ｌ Ｆ ｌ７ ９ ｋＤａ

＋Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ３ ６ ｋＤａ
）

的条带 （ 图 ２
－

８Ａ ）
，说明 ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ

－Ｒ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ 表达正确 （ 图 ２ －

８Ａ ） 。 线粒体染色剂

Ｍ ｉ ｔｏ ｔｒａｃ ｋｅ ｒ
ｇｒｅ ｅｎ显示ｆ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ

－Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ与线粒体共定位 （ 图２
－

８Ｂ ） ， 表明ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ

定位于线粒体 。

经 １ ０
 ｜

ｉＭ ２０Ｅ 处理 ７２ｈ 后 ， Ａ Ｉ Ｆ １ 转移至细胞核 （ 图 ２ －

８Ｃ ） ， 显示 ２ ０Ｅ 诱导

ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 裂解为 ｃ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 并移位到细胞核 。

为 了 阐 明 ２０Ｅ 诱导的 ｃ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 的截断是否依赖 自 噻 ， 用 自 噬抑制剂 ３

－ＭＡ 和

溶酶体抑制剂氯喹 （
ＣＱ ）处理细胞 ， 再加入 ２０Ｅ 处理后 ， Ａ Ｉ Ｆ １ 仍然可 以被 ２ ０Ｅ 诱

２ ２
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导片段化和入核 （ 图 ２ －

８Ｃ ．Ｃ ｉ ） 。 这
一

结果表 明 ２ ０ Ｅ 诱导 Ａ Ｉ Ｆ １ 裂解和入核并不依

赖 自 嗤 。

Ａ Ｂ

： ｆ
－Ａ ， Ｆ １

－Ｒ Ｆ Ｐ ．Ｈ ｉ ｓ

９ ５
－

Ｍ ｉ ｔｏ ｔ ｒａ ｃ ｋｅ ｒ

＾
ｌ

４ ３ 

一

 Ｒ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ
Ｇ ｒｅ ｅ ｎ

ＢＢ Ｉ３Ｓ
３ ４

－
＿

３６ ｋ Ｄ ａ

１ ７Ｍ １ Ｍ ２ ＤＡＰ Ｉ

■

Ｃ．２ ０Ｅ
（
１ ０ Ｍ

Ｍ
，

７ ２ ｈ
）Ｍ ｅ ｒ

ｇ
ｅ

ＤＭ ＳＯ ３
－ＭＡＣＱ

ａ ｉ ｆ ｉ
－ｒ ｆ ｐ＾ＳＨＨ＾ＢＩｉ^

■丄
４

▲
ｄａ ｐ ｉ

ＩＨＩＨＩＨＩＲＩ＾ ６〇
＇

〇
^

—■■回固
｜

Ｓ

° ＇

０￡

－

３
．ＭＡＣＱ

－

＋ ２ ０ Ｅ
（
１ 〇 ｍＭ ， ７ ２ｈ

）

图 ２ －

８ ２０Ｅ 诱导 ｃ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 核定位

Ｆ ｉｇ ．２ －

８２０ Ｅ ｉｎｄｕｃ ｅｄｃ
－Ａ ＩＦ ｌｎ ｕｃ ｌ ｅ ａ ｒ ｌ ｏ ｃ ａ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ

注 ？

？

（ Ａ ） 利用 ＲＦＰ 抗体通过蛋 白 免疫印迹检测 ｐ
Ｉ Ｅｘ － ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ

－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 的表达 。
（
Ｂ

）免疫

荧光显示 ｆ
－Ａ ＩＦ ｌ 定位于线粒体 。

（
Ｃ

）
２０ Ｅ 诱导 ｃ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 入核 。 加入 自 噬抑制剂 ３
－ＭＡ 和氯喹

均不能抑制 ＡＩ Ｆ １ 片段化和核定位 。 标尺为 ２０
ｐｍ 。

（
Ｃ ｉ

） 统计 （
Ｃ

）中进入细胞核 的 Ａ Ｉ Ｆ １ 占所

有红色荧光细胞总数的百分 比 。

Ｎ ｏ ｔｅｓ ： （
Ａ

）
Ｅｘａｍ ｉ ｎａｔ ｉｏｎｏ ｆ ｔｈｅｅｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏ ｆ

ｐ
ｌＥｘ－

ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ

－ＲＦＰｂｙ
ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔｔ ｉｎｇ

ｕｓ ｉｎｇ
ＲＦ Ｐ

ａｎｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅ ｓ ．

（
Ｂ

）
Ｉｍｍｕｎｏ ｆ ｌ ｕｏｒｅｓｃｅｎ ｃｅｓｈｏｗｅｄｆ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ ｉ ｓ ｌｏ ｃ ａ ｌ ｉ ｚｅｄ ｉ ｎｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄ ｒ ｉ ａ ．

（
Ｃ

）
２０Ｅ ｉｎｄｕｃｅ ｄ

ｃ
－Ａ ＩＦ ｌｎｕｃ ｌ ｅａｒ ｌ ｏ ｃａ ｌ ｉｚａ ｔ ｉ ｏｎ ． Ａｄ ｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ａｕ ｔｏｐ

ｈ ａｇｙ
ｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｓ ３

－ＭＡ ａｎ ｄｃｈ ｌ ｏｒｏ
ｑ
ｕ ｉｎｅ ｄ ｉ ｄｎｏ ｔ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ

ＡＩＦ １ｆｒａｇｍｅｎ ｔａｔ ｉ ｏｎａｎｄｎｕｃ ｌ ｅａ ｒ ｌ ｏｃ ａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉｏｎ ．Ｔｈｅｂａ ｒｓｒｅｐ ｒｅ ｓｅｎ ｔｅｄ２ ０ ［
ｘｍ ．（

Ｃ ｉ

）Ｃｏｕｎ ｔ ｅｄｔｈ ｅ

ｐ ｅｒｃ ｅｎ ｔａｇｅｏ
ｆ

Ａ Ｉ Ｆ ｌｅｎ ｔｅ ｒ ｉ ｎｇ
ｔｈ ｅｎｕｃ ｌ ｅ ｕ ｓ ｉ ｎ ｔｈｅｔｏ ｔａ ｌｎｕｍｂ ｅｒｏｆ ｒｅｄｆｌ ｕｏｒｅ ｓｃ ｅｎｔ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｎ

（
Ｃ

）
．

２ ．４ ．６ｆ
－ＡＩＦ ｌ 抑制线粒体自噬

由于表皮 中仅有 ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 的表达 ， 所 以在棉铃虫表皮细胞 ＨａＥｐ ｉ 中千扰 ￥／１

即干扰 ／Ｗ／７ 探究全长 Ａ １ Ｆ １ 功能 。 我们在 ＨａＥｐ ｉ 细胞系 中过表达 ｐ
ｌ Ｅｘ－４ －Ｒ ＦＰ －

Ｇ ＦＰ －ＬＣ ３
－Ｈ ｉ ｓ 质粒指示 自 噬流 ， 以 处理作为 办／

－々／？ 的对照 。 转染 也

４ ８ｈ 后观察细胞状态 ， 结果显示 ， 干扰 ／
－４／７ 后 ４ ８ ｈ 细胞出现 自 噬小泡 （ 图 ２ －

２３
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９Ａ ．Ａ ｉ ） 。 干扰 ／
－Ａ／７ 后 ７２ ｈ ， 只观察到红色荧光 ， 绿色荧光猝灭 （ 图 ２ －９Ｂ

，
Ｂ ｉ ） ，

表 明 自 噬泡 向 自 噬溶酶体转变 ， 说明 ｆ
－Ａ ｌ Ｆ ］ 有抑制 自 噬的功能 。

为 了检测 ｆ－Ａ Ｉ Ｆ 丨 缺失 引 起的 自 噬是否转为凋亡 ， 在未过表达 ｐ
Ｉ Ｅｘ －４ －Ｒ ＦＰ －

Ｇ ＦＰ －ＬＣ ３
－Ｈ ｉ ｓ质粒的Ｈ ａＥ

ｐ
ｉ中干扰／

－七／
７ ， 使用Ｓ ｕｐ

ｅｒＶ ｉ ｅｗ４ ８ ８ＣＡＳＰ３检测试 齐 Ｉ

Ｊ

盒检测细胞 ＣＡＳ Ｐ ３ 凋亡水平 ， 绿色荧光表示细胞中 ＣＡＳ Ｐ ３ 水平 。 ４ ８ ｈ 后 ， 干扰

／
－七；

７ 和凋亡抑制剂 Ａｃ
－ＤＥＶＤ －Ｃ ＨＯ 处理均未检测到绿色荧光 ， 说 明此时未发生

凋亡 （ 图 ２ －９Ｃ ．Ｃ ｉ ） 。 但 ７２ ｈ 后 ， 在干扰／
－々／／ 的细胞中 显示绿色荧光 ， 而凋亡抑

制剂 Ａｃ
－ＤＥＶ Ｄ －Ｃ ＨＯ 处理后检测不到绿色荧光 （ 图 ２

－９Ｄ ． Ｄ ｉ ） ， 说明 ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 的缺

失使细胞 自 噬最终转 向 了 凋亡 。 这些结果表明 ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 具有抑制细胞 自 噬和凋亡

的功能 。

Ａ Ｃ

４ ８ｈ ａ ｆｔｅ ｒ ｄｓＲＮＡ ｔ ｒａ ｎ ｓｆｅ ｃｔ ｉｏ ｎ

ｄｓ Ｙｆｐｄｓ ｆ
－Ａ ｉｆｌｄｓ ｆ

－Ａ ｉｆ１ ＋３
－ＭＡ



４ ８ｈａ ｆｔ ｅ ｒ ｄｓＲＮＡ ｔ ｒａ ｎ ｓ ｆｅ ｃｔ ｉ
ｏ ｎ

Ｌｃ ３
－Ｇ Ｆ ｐＨＢＢｉＥＥＥＥ

Ｍ ｅ ｒｇ ｅ
Ｍ ｅ ｒ９ ｅ

Ｂ７ ２ｈ ａ ｆｔ ｅ ｒｄｓＲＮＡ ｔ ｒａ ｎ ｓ ｆｅｃｔ ｉ ｏ ｎＤ

７ ２ ｈ ａ ｆｔ ｅ ｒ ｄｓＲＮＡ ｔ ｒａ ｎ ｓ ｆｅｃ ｔ ｉｏ ｎ

Ｌｃ ３
－ＲＦｐ

Ｈ ｊ

ｉＢＢｉＫＢ

—

■■■■

Ｍｅ ｒｇ ｅ

Ａ ｉ

ｉ ｒ
：

［４ｖ
［ｂ

ｃ

ｉ
：Ｉ

ｇ
＇

ｉ
６

Ｌ ｉ ｔ
？＊Ｉ 

２０
－｜ ２〇

－

ｌ ｉ

＇

ｆ

ｉ４ ２

ｒ ｉ＊ｌ
１ ０

＇

ａ ａ ａ

＾－

１ ０

＇

ａａ

４．

＞ ｉ

？
。翁

图 ２ －９ 通过观察 自 噬流和 ＣＡ ＳＰ ３ 活性验证 ｆ
－Ａ ＩＦ ｌ 抑制 自 噬和凋亡

Ｆ ｉｇ ． ２ －９ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ  ｌ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｅｄ ａ ｕｔｏｐｈａｇｙ

ａｎ ｄａ
ｐ
ｏ
ｐｔｏｓ ｉ ｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ａｕ ｔｏｐｈａｇ ｉ ｃｆｌｕｘａｎｄＣＡＳ Ｐ３

２４
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ａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ

注 ：

（
Ａ ，Ｂ

）检测 丁
？

扰／
－４／７ 后 ＨａＥ

ｐ
ｉ 细胞的 自 噬通量 ， 以 办你 为对照 。

（
Ａ ＬＢ ｉ

） 计数

成功转染 ｐ
Ｉ Ｅｘ －ＧＦ Ｐ －ＲＦＰ－ＬＣ ３ 细胞中 的 自 噬小泡数和 自噬溶酶体数 。

（
Ｃ

，Ｄ ）在 ＨａＥ ｐ ｉ 细胞 中

敲除／力／７ 后 ， 通过检测 ＣＡＳ Ｐ ３ 活性检测凋亡 ， Ａ ｃ
－ＤＥＶＤ －ＣＨＯ 是 ＣＡＳＰ ３ 抑制剂 。

（
Ｃ ｉ ， Ｄ ｉ

）

统计 Ｃ 、 Ｄ 图 中凋亡细胞的个数 。 黄色标尺表示 ２ ０
ｐｍ 。 蓝色荧光 ： ＤＡＰ Ｉ 。

Ｎｏｔｅ ｓ ：（
Ａ

，Ｂ ）
Ｔｈ ｅａｕ ｔｏｐｈ ａｇ ｉ ｃｆ ｌｕｘｗｅ ｒｅｄｅ ｔｅ ｃ ｔｅｄ ｉｎＨａＥｐ ｉｃｅ ｌ ｌ ｓｗｈ ｅｎｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌｗａ ｓｋｎｏｃ ｋｅｄ

ｄｏｗｎ
，ｄｓ Ｙｆｐ

ｗａｓｕｓｅ ｄａｓｔｈｅｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ，ｔｈｅ
ｙｅ

ｌ ｌ ｏｗｂ ａｒ ｓｒｅｐｒｅｓ ｅ ｎ ｔｅｄ２０ （
Ａ ｉ

，Ｂ ｉ

）Ｃｏ ｕｎ ｔｅ ｄｔｈ ｅ

ｎ ｕｍ ｂ ｅｒｏｆ ａ ｕ ｔｏｐ
ｈａｇｏｓｏｍ ｅ

ｐ ｕｎ ｃ ｔａａｎｄａ ｕ ｔｏ ｌｙｓｏｓｏｍ ｅ ｉ ｎｓ ｕ ｃ ｃｅ ｓ ｓ ｆｕ ｌ ｌｙ ｔ ｒａｎｓ ｆｅｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈｐ
Ｉ Ｅｘ －Ｇ ＦＰ －

Ｒ Ｆ Ｐ － ＬＣ ３ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ． （
Ｃ ．Ｄ

）
Ａ ｆｔｅ ｒｋｎｏｃ ｋｄｏｗｎｆ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ ｉ ｎＨ ａＥ ｐ ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
，ｅｘａｍ ｉ ｎａｔ ｉ ｏｎｏｆ ａｐｏ ｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓｂｙ

ｔｈｅ

ａｄｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ａｃ ｔ ｉ ｖｅＣＡＳ Ｐ ３
， 
Ａ ｃ

－ＤＥＶＤ －ＣＨＯ ｉ ｓａＣＡＳ Ｐ ｉ ｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒ ．

 （
Ｃ ｉ ．Ｄ ｉ

）Ｑ ｕａｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉｏｎａ
ｐ
ｏ
ｐ ｔｏｔ ｉ ｃ

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｆｒｏｍ ＣａｎｄＤ ．Ｂ ｌ ｕｅ ：ＤＡＰ Ｉ ．

为 了探宄 自 噻是否在线粒体发生 ， 在过表达 了ｐ ｌＥｘ－４ －Ｒ Ｆ Ｐ －ＬＣ ３
－Ｈ ｉ ｓ 质粒的

ＨａＥ
ｐ

ｉ 细胞中干扰／
－Ｚ ／Ａ ， 同时进行线粒体染色 。 转染 （／．ｓｉｉｉＶ＾ ４ ８ ｈ 后 ， 结果显示 ，

干扰 ／
－Ａ／

７ 后 自 嗤小泡与线粒体共定位 （ 图 ２ －

１ ０ ） ， 表 明 发生 了线粒体 自 噻 ， 说

明 ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 抑制 了线粒体 自 噬和凋亡的发生 。

Ｍ ｉ ｔｏ ｔ ｒａ ｃ ｋｅ ｒ

ＬＣ ３
－Ｒ Ｆ ＰＧ ｒｅｅ ｎＤＡＰ 丨Ｍ ｅ ｒｇ ｅ

ｄｓＧｆｐ

一

■■■■
图 ２ －

１ ０ 细胞中敲降 ｆ
－ＡＩ Ｆ ｌ 发生线粒体 自 噬

Ｆ ｉｇ ． ２ －

１ ０Ｍ ｉ ｔｏｐ
ｈａｇｙ 

ｏ ｃ ｃｕ ｒｓｗｈ ｅｎｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ ｉ ｓｋｎｏ ｃ ｋｅｄｄｏｗｎ ｉ ｎｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

注 ： 免疫荧光显示干扰 ｆ－Ａ ｉ ｆ ｌ 后 ＬＣ３
－ＲＦＰ 与线粒体共定位 。

Ｎｏ ｔｅ ｓ ： Ｉｍｍｕｎｏ ｆｌｕｏｒｅ ｓｃ ｅｎ ｃｅｓｈｏｗｅ ｄｔｈａ ｔＬＣ ３
－ＲＦＰｗａｓｃ ｏ

－

ｌｏｃａ ｌ ｉ ｚｅ ｄｗ ｉ ｔｈｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄ ｒ ｉ ａａ ｆｔｅ ｒ

ｉｎ ｔ ｅｒｆｅｒｅｎｃｅｗ ｉ ｔｈ
ｆ

－Ａ ｉｆｌ ．

２ ．４ ． ７ｆ－ＡＩＦ ｌ 维持线粒Ｍ定和 ＡＴＰ 的产生

由于取食期仅有 ｆ
－Ａ ＩＦ ｌ 的表达 ， 为 了探宄 ｆ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 抑制 自 噬的分子机制 ， 我

们在 ５ Ｆ 干扰 ｄ ／／？ ， 即干扰／七／７ 。 蛋 白免疫印迹显示 干扰效率 （ 图 ２ －

１ １ Ａ ） 。

敲降／
－￥／７ 后 ， 幼虫 出现延迟蜕皮和死亡的表型 （ 图 ２ －

１ １ Ｂ ） 。 ３ ０％的幼虫延迟蜕

皮进入 ６ 龄 ， 从注射到蜕皮至 ６ 龄的时间延迟 了１ ７ ｈ ， 死亡率为 ３ ６％ （ 图 ２ －

１ １ Ｃ ，

Ｄ ） 。 与对照组相 比 ， 敲降组血淋巴 中 ＡＴＰ 水平明 显下降 （ 图 ２
－

１ １ Ｅ ） 。 敲降／－

々／７

后 ， 脂肪体中 ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ水平升高 （ 图 ２ －

１ １ Ｆ ） ， 说明 发生 了 自 噬 。

２ ５
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

Ａ Ｂ Ｃ＝
Ｎ ｏ ｒｍ ａ ｌ

ｃｑ５ 「 Ｐ ｈ ｅ ｎｏ ｔｙ ｐ ｅａ ｆ ｔｅ ｒ ｉ ｎ
ｊ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ｄｓ ／？Ａ／Ａ＝Ｄ ｅ ｌ ａｙｅ ｄｍｏ ｌ ｔ ｉ ｎｇ

§１ ． ０
ｄｓＧｆｐｄｓｆ－Ａ ｉｆｌ


－

 （
％

）

＝
Ｄ ｅ ａ ｔ ｈ

ｌ
？

ｂ＝＝
」靡
＿

ｆ
：Ｍ

Ｎ ｏ ｒｍ ａ ｌＤ ｅ ｌ ａｙｅｄＤｅａ ｔ ｈ ｄｓＧｆｐｄｓ ｆ
－Ａ ｉｆ １

６
”ｍ ｏ ｌ ｔ ｉ ｎ ｇ

１ （
ｈ

）^

Ｉ
８ ０ ｒ

＿＾＿

Ｅ １ － ５

ｆ ｙｍ
〇 ． ５ ｒ＾＿

Ｓ
６ 。

＿

ｊＩ ｖ ｏ
－

ｆ ＬＣ ３
－

Ｉ§

°

〇 ： ；^

〇４０
－

＇

＾＾ ｉ—

ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ＝

．｜０ ． ５

．
ＡＣＴＢ３

０ ２ ■

Ｉ １＊，Ａ９／

｝

／／＾
＾

^

图 ２ －

ｌ ｌ 在 ５ 龄取食期幼虫 中敲降／－

４／
７ 导致延迟蜕皮和死亡

Ｆ ｉ

ｇ
．２

－

１ １Ｔｈｅｋｎｏｃ ｋｄｏｗｎｏ ｉｆ
－Ａ ｉｆｌ ｉｎ ５ Ｆ ｌａｒｖａｅ ｌ ｅ ｄｔｏｄ ｅ ｌａｙｅｄｍｏ ｌ ｔ ｉｎｇ 

ａｎｄｄ ｅａｔｈ

注 ．

？

（
Ａ

）
注射 也＿ ２４ ｈ 后蛋 白 免疫印迹验证脂肪体 中 的干扰效率 。

（
Ｂ

）
５ Ｆ 幼虫期注射

却４／
７ 直至 ６ ｔｈ －２４ｈ 的表型 图 ， 标尺为 １ｃｍ 。

（
Ｃ

）注射 也４沢 和 冶颂 后的表型统计 。
（
Ｄ

）

从 ５ Ｆ 幼虫期注射 后至蜕皮为 ６ 龄的时 间 。
（
Ｅ

）注射 办 和 冶颂 后 ＡＴＰ 水平 。

（
Ｆ

）敲除 沿 （
？步 和 沿 后 ， 蛋 白免疫印迹检测 ＬＣ３

－

Ｉ Ｉ 。

Ｎ ｏ ｔｅ ｓ ：

（
Ａ

）
Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 

ｖａ ｌ ｉｄａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｔｈ ｅ ｉｎｔｅ ｒ ｆｅ ｒｅｎｃ ｅｅ ｆｆｉｃ ｉｅ ｎｃｙ
ｉｎ ｔｈｅｆａｔ ｂｏｄｙ 

２４ｈ ａｆｔｅ ｒ

ｔｈｅｄｓＲＮＡ ｉ ｎ
ｊ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ．

 （
Ｂ

）
Ｐｈｅｎｏｔｙｐ ｅ ｓａｆｔｅ ｒ ｉ ｎ

ｊ
ｅｃｔ ｉ ｏｎｏ ｆｆ

－Ａ ｉｆｌｄｓＲＮＡ ｆｒｏｍ５ Ｆ ｌ ａ ｒ ｖ ａ ｔｏ６ ｔｈ
－２４ｈ

， 
ｔｈ ｅ

ｒｕ ｌｅ ｒ ｒｅ
ｐ
ｒｅ ｓｅｎ ｔｓ １ｃｍ．

（
Ｃ

）
Ｐｈｅｎｏｔｙｐ ｅｓｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓ ａ ｆｔ ｅ ｒ  ｉｎ

ｊ
ｅ ｃ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｄｓｆ

－Ａ ｉｆｌａｎｄｄｓＧｆｐ ．

 （
Ｄ

） 
Ｔｈｅｔ ｉｍｅｏ ｆ

ｗｈ ｉ ｃｈｔｈｅ５ Ｆ ｌ ａｒｖａｅｍｏ ｌ ｔｅｄ ｉ ｎｔｏ６ ｔｈ ｉｎ ｓ ｔａ ｒ ．

（
Ｅ

） 
Ｔｈｅ ＡＴＰ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓａ ｆｔ ｅｒ ｉｎ

ｊ
ｅ ｃ ｔｉｏ ｎｏｆ ｄｓｆ

－Ａ ｉｆｌａｎｄｄｓＧｆｐ ．

（
Ｆ

） 
Ａｆｔｅ ｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｄｓＧｆｐ

ａｎｄｄｓｆ
－Ａ ｉｆｌ ， 

ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔｔ ｉｎｇ
ｄ ｅ ｔｅ ｃｔｅｄＬＣ３

－

Ｉ Ｉ ．

用透射电镜
（
Ｔｒａｎ ｓｍ ｉ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｅ ｌｅ ｃ ｔｒｏｎｍ ｉ ｃ ｒｏ ｓｃｏｐｙ， 

ＴＥＭ
）观察线粒体形态 ， 结果显

示注射 办Ｇ办 对脂肪体细胞中 的线粒体无影响 ， 线粒体呈正常形态 ， 有清晰的嵴 ，

而注射 办／
＾

丨／
７ 引 起脂肪体细胞的线粒体损伤 ， 线粒体发生肿胀使嵴结构无法清

晰可见 （ 图 ２ －

１ ２Ａ ） ， 且观察到双层或多层膜结构的 自 噬小体靠近并包裹线粒体

过程 （ 图 ２ －

１ ２ Ｂ ）
，
说明线粒体发生 了 自 噬 。

以上结果表 明 ， 在取食期敲降 导致线粒体损伤 ， 触发线粒体 自 噬 ， 降

低 ＡＴＰ 的合成 ， 使虫体发育受阻并死亡 。

２ ６
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

． ２

Ａ 与
。

／

ＴＥ Ｍｓ ｃ ａ ｎ ｎ ｉ ｎ ｇ
ａ ｆｔｅ ｒ  ｉ ｎ

ｊ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ｄｓＲＮＡ 〇

Ｄ
）

「

＇

；
：

■

， ． ！ ： ：
^

．
‘

．

＊Ｖ
…

屬 ：

丨
？

ｄｓＧ ｆｐ ｄｓ ｆ
－Ａ ｉｆｌ ． ２０

ＮＹ

Ｂ＾ ６



ｄｓＧｆｐ


‘售
，

，
Ｓ －

＂

Ｔ ：
ｙｆ

＾Ａ－

？

？

？？

 

ｄｓ ｆ
－Ａ ｉ ｆ １


ｍｒ
̄

图 ２ －

ｌ ２ 注射 办 后线粒体受损 自 嗤

Ｆ ｉ

ｇ
． ２ －

１ ２Ｍ ｉ ｔｏｃｈ ｏｎｄｒ ｉ ａｗｅ ｒｅｄａｍａｇｅｄａｎｄｍ ｉ ｔｏ
ｐ
ｈａｇｙ

ｏｃ ｃ ｕｒｒｅｄａｆｔｅ ｒ ｉ ｎ
ｊ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｄｓｆ

－Ａ ｉｆｌ

注 ：

（
Ａ

）注射 必＿ ２４ｈ 后
，
统计脂肪体细胞透射 电镜中 的受损线粒体 比例 。

（
Ｂ

） 办／Ｗ ／／７

组 出现 自 噬小泡包围线粒体发生线粒体 自 噬 。 标尺为 １ｐｍ ， 黄色箭头代表受损肿胀的线粒

体 ， 红色箭头表示双层或多层膜结构的 自 噬小泡 。

Ｎ ｏ ｔｅ ｓ ：

 （
Ａ

）
Ｔｈｅｒａｔ ｉ ｏｏ ｆ ｄａｍａｇｅ

ｄｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒ ｉａ ｉｎｆａｔｂｏｄ
ｙ

ｃ ｅ ｌ ｌｗａｓｃａ ｌ ｃ ｕ ｌａｔｅｄｂ
ｙ
ＴＥＭ２４ｈ

ａ ｆｔｅ ｒ ｄｓＲＮＡ ｉｎ
ｊ
ｅｃ ｔ ｉ ｏｎ ．

 （
Ｂ

） 
Ａ ｕｔｏｐ

ｈａｇｏ ｓｏｍｅ
ｐ

ｕ ｎｃ ｔａｓ ｕ ｒ ｒｏ ｕｎｄｅｄｍ ｉ ｔｏ ｃ ｈｏｎｄ ｒ ｉａ ｉ ｎｔｈ ｅｄｓｆ
－Ａ ｉｆｌｇ ｒｏｕｐ ，

ａｎｄｍ ｉｔｏｐｈａｇｙ
ｏｃｃ ｕｒｒ ｅｄ ．Ｔｈｅｂａｒｓｒｅｐｒｅ ｓｅｎｔｅｄ １

 ｜

Ａｍ ．Ｔｈｅ
ｙ ｅ ｌ ｌｏｗａ ｒ ｒｏｗｓｒ ｅ

ｐ
ｒ ｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｄａｍａｇｅ

ｄ

ｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒ ｉａ ． Ｔｈｅｒｅｄａｒｒｏｗ  ｉ ｎｄ ｉ ｃａｔｅ ｓａｂ ｉ ｌ ａｙｅ ｒ ｏ ｒ ｍｕ ｌｔ ｉ ｌ ａｙｅ ｒａｕ ｔｏｐ
ｈａｇｏ ｓｏｍｅ

ｐ ｕ
ｎｃ ｔａ ．

２ ．４ ． ８ｃ
－ＡＩＦ ｌ 入核促进细胞凋亡

由于变态期仅有 ｃ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 的表达 ， 为 了探宄 ｃ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 在变态发育 中 的作用 ， 我

们在 ６ｔｈ －４ ８ ｈ 干扰 乂 ／／７ 观察表型 ， 为方便 区分 ， 图 中用 办ｃ
－４／７ 表示 。 蛋 白 免疫

印迹检测到 ｃ
－Ａ ＩＦ ｌ 在蛋 白水平上被敲低 （ 图 ２ －

１ ３Ａ ） ， 干扰组出现死亡表型 ， 死

亡率达到 ５ ０％（ 图 ２ －

１ ３ Ｂ
．
Ｃ ） 。 为 了找 出 高死亡率的原因 ， 我们在注射 办＿ ２４

ｈ 和 ４ ８ｈ 后取脂肪体分别用于实验观察 。 Ｈ Ｅ 染色显示 ， 与对照组相 比 ， 千扰组

未见游离脂肪体 ；
尼罗红染色显示 ， 干扰组脂滴未分解 ；

ＴＵＮＥＬ 染色显示 ｃ
－４／７

干扰后细胞凋亡水平显著减少 （ 图 ２ －

１ ３Ｄ
，

Ｅ ） 。 这些结果表明 ， ｃ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 促进 了 脂

肪体在变态期的凋亡 。

２ ７
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，

ｈ ｅ ｒ、
．

ｖ
．

 ．

ｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｉ ｎ
ｇ

ＨＥ９

＝■■ 曬■
ｄｓＧ ｆｐｄｓｃ －Ａ ｉｆ１ ｄｓＧｆｐｄｓｃ －Ａ ｉｆ１

图 ２ －

１ ３ 在 ６ ｔｈ４ ８ｈ 敲降 ｏＡ／ ／ 导致死亡

Ｆ ｉ ｇ ．２
－

１ ３Ｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏ ｆ
ｃ

－Ａ ｉｆｌ ｉ ｎ６ ｔｈ －４８ｈ ｌｅ ｄ ｔｏｄ ｅａ ｔｈ

注 ：

（
Ａ

）注射 冶ｍ４ ２４ ｈ 后蛋 白 免疫 印迹验证在脂肪体中 的干扰效率 。
（
Ｂ

）注射 Ａｃｄ ／ｙ？

后的表型 图 ， 标尺为 ｌ ｃｍ 。
（
Ｃ

）注射 沿ｃｄ
ｉ／
７ 和 冶颂 后的表型统计 。

（
Ｄ

，
Ｅ

）
注射 办＿ ２４ ｈ

和 ４ ８ｈ 后 ， ＨＥ 染色 、 尼罗红染色和 ＴＵＮＥＬ 染色观察脂肪体形态 ， 标尺为 ５ ０ 阿 。

Ｎｏ ｔｅ ｓ ：

 （
Ａ

）
Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉｎｇ 

ｖ ａ ｌ ｉ ｄａｔ ｉ ｏｎｏｆ  ｔｈｅ ｉｎｔｅ ｒ ｆｅ ｒｅｎｃ ｅｅ ｆｆｉ ｃ ｉ ｅｎｃｙ
ｉ ｎｔｈｅｆａ ｔ ｂｏｄｙ 

２４ｈａ ｆｔｅ ｒ

ｔｈ ｅ ｄｓＲＮＡ ｉ ｎ
ｊ
ｅｃ ｔ ｉ ｏｎ ．

 （
Ｂ

）
Ｐｈｅｎｏ ｔ

ｙｐ
ｅ ｓａ ｆｔｅ ｒ ｉｎ

ｊ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ｄｓｃ－Ａ ｉｆｌ ， 

ｔｈｅｓｃａ ｌ ｅｂａｒ ｒｅｐ ｒｅ ｓｅｎ ｔｅｄ １ｃｍ ．

 （
Ｃ

）

Ｐｈ ｅｎｏ ｔｙｐｅｓ ｔａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓａｆｔｅ ｒ ｉ ｎ
ｊ
ｅ ｃ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｄｓｃ －Ａ ｉｆｌａｎｄｄｓＧｆｐ ．

 （
Ｄ ，Ｅ

）
ＨＥｓ ｔａ ｉｎ ｉｎｇ ， 

Ｎ ｉ ｌ ｅｒｅｄｓｔ ａ ｉｎ ｉ ｎｇ
ａｎｄ

ＴＵＮ ＥＬ ｓ ｔａ ｉ ｎ ｉ ｎｇ 
ｓ ｈｏｗｅｄｆａｔｂｏｄｙ

ｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏ ｌｏｇｙ，ｏｂｓ ｅ ｒｖｅ ｄａ ｆｔｅ ｒｆｉ ｒ ｓ ｔ ｉ ｎ

ｊ
ｅ ｃｔ ｉ ｏｎｄｓＲＮＡｆｏ ｒ ２４ｈａｎｄ４ ８

ｈ ． Ｔｈｅｓｃａ ｌ ｅｂａ ｒｒｅ ｐ
ｒｅ ｓｅｎ ｔｅｄ５０

 ＼

ｍ＼ ．

２ ．４ ． ９ 变态期间 ２０Ｅ 上调 Ａ Ｉ Ｆｌ 的表达

在 中肠和脂肪体中 ， Ａ １ Ｆ １ 在变态期高表达 ， 说明 ２ ０Ｅ 调控 了其表达水平 。

体 内注射不 同浓度梯度和时间梯度的 ２０Ｅ 显示 ， 脂肪体 中 ２ ０Ｅ 处理 ２００ｎｇ
－

５ ００

ｎｇ 后 ４／７ 表达显著上调 （ 图 ２ －

１ ４Ａ ） ， 每 只幼虫注射 ５ ００ ｎｇ
２０Ｅ １ ２ ｈ 后 ， 邱７ 表

达上调 （ 图 ２ －

１ ４Ｂ ） 。 为 了探索 ２０Ｅ 上调 士／７ 表达的途径 ， 使用在线预测 网站

ＪＡＳ ＰＡＲ
（
ｈ ｔ ｔ

ｐ
ｓ ： ／／

ｊ
ａ ｓ
ｐ
ａ ｒ ．ｇｅｎｅ ｒｅｇ ．ｎｅ ｔ／

）
预测到 了启 动子 区域 （／

＾ ／／／
）含有ＦＯＸＯ的

２ ８
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

ＤＮＡ 结合位点 （
ＦＯＸＯＢＥ

）
（ 图 ２ －

１ ４Ｃ ） ， 虫体干扰 ＦＯＸＯ 后 々／／ 表达下调 （ 图

２ －

１ ４Ｄ ） 。 这些结果证实 了２０Ｅ 通过 ＦＯＸＯ 上调 的表达 。

Ａ＾ Ｂ
^

Ｓ Ｆ ａｔ ｂｏ ｄｙ Ｓ Ｆ ａ ｔ ｂｏｄｙ

芒
２ ０

「
 ３０

「＊＊＊

Ｗ■

１
１ ５

－Ｔ ． １ ｉｉＴ

ｉ
：

： 壬Ｌ每古

Ｉ〇 １
． Ｉ０

Ｉ
益ＤＭ ＳＯ１ ０ ０２０ ０５ ００

（
ｎ ｇ ／ ｌ ａ ｒｖ ａ

）益ＤＭＳＯ３６ １ ２２４
（
ｈ

）

￣

２ ０Ｅ
 （

１ ２ｈ
）

￣

２０ Ｅ （
５０ ０ｎ ｇ ／ ｌ ａ ｒｖａ

）

Ｃ 〇 Ｆａ ｔ ｂｏｄ ｙ

？ＤＭＳＯ ？ｄｓＧ ｆｐ＋ ２ ０ Ｅ

＜

２
１ ５ ｒ

Ｂ２ ０ Ｅ ４ｄｓＦｏｘｏ＋２０ Ｅ

Ｇ ｅｎｅ ＦＯＸＯＢ Ｅｓｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃｅ （
５

’

－

３
’

）＞ ｂ

ａ ＞ ｂ？

Ｂ ． ｍｏ ｒｉ ｂ ｒｕｍｍｅｒ＿

２ ６ ７
ＴＴＧＴＴＴＡＣ ＿

２ ６ ０
￣

 １ 〇
■

Ｈ ． ａｒｍ ｉｇｅｒａ Ａ ｉｆ１－

２２ ７ ６
ＴＴＧＴＴＴＡＣ ．

２２ ６ ９至 ■ ■ ｂｂ

ｌ５ ．Ｔ
 ？、士

＃

１；

■

 ＊

ａ ａＴ
－

ａ

ＦｏｘｏＡ ｉｆ１

图 ２ －

１ ４２０Ｅ 上调脂肪体中 Ａ／／ 的表达

Ｆ ｉ

ｇ
．２

－

１ ４２ ０Ｅｕ
ｐ
－

ｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄ  ＾４ ／／７ ｉ ｎｆａｔｂｏｄｙ

注 ：

（
Ａ

）通过 ＱＲＴ
－ＰＣＲ 检测脂肪体中 义妁 的水平 ， 加入等量 ＤＭ ＳＯ 作为阴性对照 。

（
Ｂ

）

用 ２０Ｅ
（
５ ００ ｎｇ

／幼虫 ）刺激 ３ ｈ 、 ６ ｈ 、 Ｉ ２ ｈ 、 ２４ ｈ 后 ， 用 ＱＲＴ
－ＰＣＲ 检测脂肪体 中 Ａ／／ 水平 ， 并

加入等量 ＤＭ ＳＯ 作为阴性对照 。
（
Ｃ

）家蚕 和棉铃虫 ｄ
丨／
７ 启 动子 ＦＯＸＯＢＥ 序列 的 比

对 。
（
Ｄ

）敲降 ｉ＾ｃｏ 后用 ＱＲＴ
－ＰＣＲ 检测 ４／

７ 的转录水平 。

Ｎ ｏ ｔｅ ｓ ：

（
Ａ

） 
Ｔｈｅ ｌ ｅｖｅ ｌｏｆ ｃ

－Ａ ｉｆｌ ｉｎｆａｔ ｂｏｄｙ 
ｗａ ｓｄｅ ｔｅ ｃ ｔｅ ｄｂｙＱＲＴ

－ＰＣＲ
，ａｎｄ ｔｈ ｅｓａｍｅａｍｏｕｎｔ ｏ ｆ

ＤＭＳＯｗａｓａｄｄ ｅｄａ ｓｎｅｇａ ｔ ｉ ｖ ｅｃｏｎｔｒｏ ｌ ．

（
Ｂ

）
Ｔｈ ｅｃ －Ａ ｉｆｌ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｉ ｎｆａｔｂｏｄｙ 

ｗａｓｄｅ ｔｅ ｃ ｔｅ ｄｂｙＱＲＴ
－ＰＣ Ｒ

ａ ｆｔｅ ｒ３ｈ
，６ｈ

， １ ２ｈ
，
２４ｈｓｔ ｉｍｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｗ ｉ ｔｈ２ ０Ｅ

（
５ ００ｎｇ

／ ｌａｒｖａ
） ，ａｎ ｄ ｔｈ ｅｓ ａｍ ｅａｍｏｕｎ ｔｏ ｆ ＤＭ ＳＯｗａｓ

ａｄｄｅｄａｓｎ ｅｇａｔ ｉｖｅｃｏｎｔｒｏ ｌ ．（
Ｃ

）
Ａｌ ｉｇｎｍｅｎｔｏｆＦＯＸＯＢ Ｅｓｅｑ ｕｅｎｃ ｅ ｓ ｉ ｎＢ ．ｍｏｒｉＢｒｕｍｍｅｒａｎｄＨ．

ａｒｍ ｉｇｅｒａＡ ｉｆｌｐｒｏｍｏｔｅ ｒｓ ．

（
Ｄ

）ＱＲＴ
－ＰＣＲａｎａ ｌ

ｙｓ ｉ ｓｏ ｆ ｔｈ ｅｔｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐｔ ｌｅｖ ｅ ｌ ｓｏ ｆ Ａ ｉｆｌａｆｔｅ ｒｋｎｏ ｃ ｋｄｏｗｎ

Ｆｏｘｏ ．

为 了进
一

步研究 ＦＯＸＯ 对 Ａ ＩＦ ｌ 的转录调控 ， 构建 了含有 ＦＯＸＯ 结合位点

的 ｐ々／７
－Ｌｕ ｃ ｉ ｆｅ ｒａ ｓｅ －ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ报告质粒 （ ／

＾
ｉ／
７

－ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

）
（ 图２

－

１ ５Ａ ） ， Ｗｅ ｓｔｅｒｎ

ｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 实验显示 ， 当报告质粒与 Ｒ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ 共转染至表皮细胞系后 ， 芦＾
＿

／
７ －ＬＵＣ Ｉ

－

Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 有少量表达 ， 推测其有基础转录活性 ， 且叠加 ２０Ｅ 诱导后表达量上升 。

与 ＦＯＸＯ －Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 过表达质粒共转染后 ， 并叠加 ２０Ｅ 诱导 ， 可显著上调 ＬＵ Ｃ Ｉ
－

Ｇ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 的表达 （ 图 ２ －

１ ５Ｂ ） ， Ｌｕｃ ｉ ｆｅａ ｓｅ 实验显示 ＦＯＸＯ 可显著诱导增强 Ａ １ Ｆ １ 的

转录活性 （ 图 ２ －

１ ５Ｃ ） 。

２ ９
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

Ａ ｌ ｕｃ ｉ ｆｅ ｒａｓｅ Ｒ Ｆ Ｐ Ｂ

＾＾
．
Ｈ ｉｓ ｔａｇＨ ｉ ｓ ｔａｇ

＾？

＾ ｃ

｜
２ －＾ ｂ

ｐ／＼ ／？ ４＿ＵＣ Ｉ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

）ＦＯＸＯ －Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ Ｓ

｜Ｊ ａ占

ｖ＞Ｊｉ

１
＇

＾４

ＦＯＸＯ
－ ＊〇 ｌ—

－
￣￣

＇

—￣
＇

￣￣

■

—

Ｔｈｅ ５
ｆ

ｕｐｓｔｒｅａｍ ｓｅｑ ｕｅｎｃｅ ｏｆ Ａ ｉｆｌ Ｒ Ｆ Ｐ － Ｈ ｉ ｓ
－－＋＋

—ＴＴＣＴＴＴＡＣ －＾ＴＧ ＦＯＸＯ －Ｒ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ＋． ．
－

＊ ｉ ｐ＾ ／ｙ ｔ
－ＬＵ Ｃ Ｉ

－Ｒ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ＋＋＋＋

－２ ２７６－

２２ ６９ ＤＭＳＯ＋－

＋
？

Ｃ

？
２。

「
Ｃ

 ４３
－

Ｅ＊ ＋
＇＋

ｃｏ
＇

 １ ５
－

 ｂ ３４
＿



ＲＦ Ｐ － Ｈ ｉ ｓ

ｌ ｉ １ ０

－

半
２６
＿

．——

？
？ １ ０ ａ＾ １ ３ ０

－

？

Ｅ３ｃ

＇

Ｔ ａ ９ ５
－－

ＦＯＸＯ －ＲＦ Ｐ － Ｈ ｉ ｓ

ｉ＾５

 －

￣

±
＂

 ７２
－

＞ｉＬ
－ １

 １ ３ ０
－

０ １￣

？










＇

—

 ９５
－—— 

－

ＬＵＣ Ｉ

－Ｇ ＦＰ － Ｈ ｉ ｓ

Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ
－－＋＋ ７２

－

ＦＯＸＯ － Ｒ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ＋＋．－

 ５５
＿￣

＿

ｐＡ ／ｆ ｌ

－ＬＵ Ｃ Ｉ

－ Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ＋＋＋＋ ４３—


＂－

ＡＣＴＢ

ｐＲＬ
－ＴＫ＋＋＋＋ ３４

—＿＊

ＤＭＳＯ＋－＋
－

２ ０ Ｅ？＋－＋

图 ２ －

１ ５ＦＯＸＯ 诱导并增强了ｄ
ｉ／
７５

’

上游序列的转录活性

Ｆ ｉ

ｇ
．２

－

１ ５ＦＯＸＯ ｉｎｄｕｃ ｅ ｓａｎｄｅ ｎｈａｎ ｃｅ ｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓ ｃ ｒ ｉ

ｐｔ ｉｏｎａ ｌ ａｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔ
ｙ
ｏｆ ｄ

｛
／７５

＇

ｕｐｓ ｔｒｅａｍ

注 ？

？

（
Ａ

） Ｗ ｉ／
７
－ＬＵＣ Ｉ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和 ＦＯＸＯ －ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 的质粒图谱 ， 在质粒图 下方显示 ４／
７５

＇

上游序列 中 ＦＯＸＯＢ Ｅ 的位置 。
（
Ｂ

） 
Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ ｂ ｌｏｔ 检测 ＬＵＣ Ｉ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 的表达 ， 并用 Ｉｍａ
ｇ
ｅ Ｊ 进

行统计分析 。
（
Ｃ

）双荧光素酶报告实验测定转录活性 。

Ｎｏ ｔｅｓ ：（
Ａ

）Ｐ ｌａ ｓｍ ｉｄｍａｐ ｓｏｆ
ｐＡ ｉｆｌ

－ＵＪＣ ＼
－ＧＹ？ａｎｄＦＯＸＯ －ＲＦＲＴｈｅｐ ｏ ｓ ｉ ｔ ｉｏｎｏｆＦＯＸＯＢＥ

ｃ ｏｎｔａ ｉ ｎｅｄ ｉｎｔｈｅＡ ｉｆｌ５
＊

ｕｐ ｓ ｔｒｅａｍｓ ｅｑ ｕｅｎｃ ｅ
 ｉ ｓｓｈｏｗｎｂ ｅ ｌｏｗｔｈｅ

ｐ
ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄｍａｐ ｓ ．（

Ｂ
）
Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ

ｄｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉｏｎ ｏ ｆ ＬＵＣ Ｉ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ
， 
ａｎｄ ＩｍａｇｅＪｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ ａｎａ ｌ

ｙｓ ｉ ｓ ．

（
Ｃ

）
Ｔｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ ｔ ｉｏｎａ ｌ ａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ

ｗａ ｓｍｅ ａｓ ｕ ｒｅｄｂ
ｙ 
ｄｕａ ｌ

－

ｌｕ ｃ ｉ ｆｅ ｒａｓｅｒｅ
ｐ
ｏ ｒｔｅ ｒ ａ ｓ ｓａｙ

．

２ ． ５ 讨论

线粒体稳态是维持生物体正常活动的基础 。 调控线粒体稳态的 因素众多 ， 本

文发现 Ａ １ Ｆ １ 对于维持线粒体稳态 、 抑制线粒体 自 噬具有关键作用 。 类固醇激素

２ ０Ｅ 通过转录水平上调 Ａ Ｉ Ｆ 的表达 ， 同 时诱导 Ａ Ｉ Ｆ １ 裂解和核移位 ，

一

方面破坏

ｊ

＂

ａ ｉ ｆ ｉ 在线粒体 中 的功能 ， 导致线粒体稳态的破坏和线粒体 自 ｎＳ ， 同时 ， 促进

ｃ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 进入细胞核 ， 促进脂肪体细胞凋亡 ， 因此 ， 类固醇激素 ２ ０Ｅ 通过调控 Ａ Ｉ Ｆ

同时促进 了 自 噬和凋亡 。

２ ． ５ ． １ＡＩＦ 的双功能及调控

Ａ Ｉ Ｆ 线粒体 中 的功能缺失会导致氧化磷酸化无法正常进行 。 小 鼠 中 Ａ Ｉ Ｆ 的缺

失导致复合体 １ 数量明显减少 。 在
一

些细胞或组织 中 ， 也检测到复合物 １ １ 丨 和 ＩＶ

３ ０
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的功能障碍 ［
６

］
， 人类中 ＡＩＦ 是稳定氧化还原酶 ＣＨＣＨＤ４ 的线粒体膜间隙输入和

组装功能必不可缺的 ［
１ ４

，
１ ５

］
。 同样 ， 我们的研究也表明 Ａ ＩＦ 的缺失会导致棉铃虫

血淋巴中 ＡＴＰ 水平的下降 ， 说明线粒体中 电子传递链受阻从而无法进行能量合

成 。 线粒体是能量合成的主要场所 ， 由于电子传递链产生活性氧使线粒体不断受

到氧化应激的挑战 ， 最终可能导致线粒体结构和功能失活 ［
６ １

］
。 线粒体 自 噬是指

自 噬系统将受损的线粒体运送到溶酶体进行降解 ， 最终维持多种细胞类型的线粒

体的数量和活性
［
６３

］
。 在本文中 ， 我们阐 明 了全长 Ａ ＩＦ 的缺失导致线粒体功能障

碍最终导致线粒体 自 噬 ， 丰富 了线粒体 自 噬的发生机制 。 以往的研宄表明 ， Ａ ＩＦ

在细胞质 中激活脂质转移酶 ， 使细胞膜中 的磷脂酰丝氨酸暴露 ， 释放早期凋亡信

号 ， 并入核招募核酸 内切酶导致细胞凋亡 。 我们 的研宄发现 ， 除 了入核外 ， Ａ ＩＦ

由于在线粒体中 的功能缺失导致线粒体 自 噬 ， 这种 自 噬最终诱导 ＣＡＳＰ３ 活化和

凋亡发生 ， 可能因为线粒体损伤引起的线粒体 自 噬导致细胞难 以存活 。

以往的研宄中也发现 Ａ ＩＦ 的完全缺失有致命性 ， 检测 Ａ ＩＦ 缺失小 鼠发现其

氧化还原酶活性和促凋亡功能均丧失 ， 而这种致命性是 由于凋亡的缺乏还是线粒

体功能的改变还尚不清楚 ， 我们对棉铃虫不同龄期的干扰实验表明 ， 无论是敲降

维持能量合成的 ｆ－ＡＩＦ ｌ 还是促凋亡的 ｃ－Ａ ＩＦ ｌ ， 都会导致棉铃虫发育异常或死亡 。

这表明在昆虫发育中 ， ＡＩＦ 的双功能缺
一

不可 ， 缺失 ｆ
－ＡＩＦ ｌ 导致线粒体 自 噬和能

量不足 ， 而缺失 ｃ
－ＡＩＦ ｌ 导致凋亡受阻 ， 成虫发育没有能量物质供给 。 此外 ， 本

研宄发现 ｆ－ＡＩＦ 抑制 自嚼 ， 而 ２０Ｅ 促进 Ａ ＩＦ 表达的同时促进 了ＡＩＦ 裂解 ， 因此 ，

２０Ｅ 通过 Ａ ＩＦ 同时促进 了 自 噬和凋亡的发生 。

２ ．５ ．２ＡＢＦ 的转录调控

已知 ， ＡＩＦ 的转录水平可以受到多种因素调节 。 有研宄表明 ， 缺氧诱导因子

（
Ｈ
ｙｐｏｘ ｉａ

－

ｉｎｄｕｃ ｉｂ ｌｅｆａｃｔｏｒ１
，
ＨＩＦ－

ｉ ｙ
＾Ｔ以通过直接结合 ＡＩＦ 启动子中 的缺氧反应兀

件在转录上抑制 Ａ ＩＦ 的表达 ， ＡＩＦ 的下调有助于缺氧诱导的上皮细胞－间充质转

化（
Ｅｐ ｉｔｈｅ ｌ ｉａｌ

－ｍｅ ｓｅｎｃｈｙｍａ ｌ ｔｒａｎｓ ｉｔｉｏｎ
，
ＥＭＴ

）［
１ ２２

］
， ＥＭＴ在生理上与胚胎着床 、 胚

胎发生和器官发育相关 ， 是诱导肿瘤侵袭和转移的中心机制之
一

［
１ ２３

］
。 缺氧导致

Ａ ＩＦ 下调导致 ＰＴＥＮ 失活 ， ＡＫＴ 激酶活化 ， 促进肿瘤发生 ［
１ ２４

］
。 本研究发现类

固醇激素 ２０Ｅ 通过 ＦＯＸＯ 促进 ＡＩＦ １ 的表达 ， 并通过 ＡＩＦ １ 的片段化和入核整合

了脂肪体的 自 噬和凋亡 ， 为研宄类固醇激素对线粒体的作用及机制提供了参考 。

２ ．５ ．３ＡＩＦ 诱导的雜体自噬与凋亡

已有研宄表明 自 噬可 以转向凋亡 ， 在棉铃虫中 已发现 ２０Ｅ 通过使细胞中 Ｃａ
２＋

浓度增加从而裂解 ＡＴＧ５
［
９９

］
， 且 自噬触发组织蛋 白酶 Ｄ 成熟 ， 诱导中肠细胞内

３ １
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ＣＡＳＰ３ 裂解使中肠 由 自 噬转向细胞凋亡 ［
１ ００

］
。 本研宄发现 ， 在 自噬和凋亡过程

中 ， Ａ ＩＦ １ 发挥了重要作用 。 不同于 自 噬向凋亡的转变 ， 在脂肪体中 ， 由于 ２０Ｅ 使

Ａ ＩＦ １ 的核易位 ， 导致细胞线粒体 自 噬和凋亡同时发生 。 研宄表明 昆虫中细胞的

凋亡可能是由选择性 自 噬引 起的 ［
１ ２５

］
。 在果蝇中肠中 ， 阻止依赖 自 噬的细胞死亡

会导致线粒体的积累 ， 这表 明线粒体在大量清除细胞质物质 中起着重要作用

［
１ ２６

］
， 但线粒体 自噬是否是导致 ＣＡＳＰ３ 依赖的凋亡的原因还需要进

一

步研宄 。

线粒体和凋亡本身就有密切联系 ， 在 ＣＡＳＰ 诱导的 内源性凋亡中 ， 细胞色素

Ｃ 从线粒体释放 ， 激活凋亡蛋 白酶激活因子 １（ Ａｐｏｐｔｏｓ ｉ ｓ ｐｒｏｔｅａｓｅ
－

ａｃｔ ｉｖａｔ ｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ
－

１
，
Ａ
ｐａ

ｆ－ ｌ ） 并触发 ＣＡＳＰ 级联 ［
１ ２７

］
。 虽然 ＡＩＦ 参与的凋亡被称为不依赖 ＣＡＳＰ

的凋亡 ， 但两者在生物体中有着密切的联系 。 线粒体可以释放凋亡相关因子 ＨｔｒＡ

丝氨酸肽酶 ２
［
１ ２８

］
，其主要通过结合和抑制凋亡抑制蛋 白 （

Ｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒ ｏｆａｐｏｐｔｏｓ ｉ ｓ ，

ＩＡＰ
） 家族成员促进 ＣＡＳＰ 的激活

［
１ ２９

］
， ＡＩＦ 也从线粒体中被释放 。 在胚状体空

化过程中 ， 中心的细胞通过凋亡消失 ， 这
一

过程通常与 ＣＡＳＰ３ 激活有关 ， 但研

宄表明 ， 在存在 ＣＡＳＰ３ 抑制剂或 Ａｐａｆ
－

１ 或 ＣＡＳＰ９ 缺陷的细胞中 ， ＡＩＦ 的核移

位和细胞凋亡亡仍然可以进行 ［
１ ３０

］
。 这说明 ＡＩＦ 诱导的凋亡与 ＣＡＳＰ 诱导的凋

亡同时参与 了凋亡过程 。 我们的研究也发现 ， 在 昆虫的变态期干扰 ＡＩＦ 后 ， 凋亡

水平显著下降 ， 但依然能够检测到少量的凋亡信号 ， 这表明 了脂肪体的凋亡是 由

ＡＩＦ 和 ＣＡＳＰ 共同参与的 ， 且都是 由 ２０Ｅ 调控 。 ＣＡＳＰ 和 ＡＩＦ 均被 ＦＯＸＯ 转录上

调表达 ， 说明 ＦＯＸＯ 作为两种凋亡途径共同 的上游转录因子发挥作用 。

２ ．６ 结论

１ ． 取食期 ｆ－Ａ ＩＦ ｌ 定位在线粒体中 ， 参与能量合成 ， 维持线粒体稳定 ， 抑制

自 噬和凋亡 。 ２ ． 变态期 ２０Ｅ 滴度增加 ， ２０Ｅ 除 了通过活化 ＣＡＳＰ３ 引起凋亡外 ，

还通过转录因子 ＦＯＸＯ 促进 ｆ－ＡＩＦ ｌ 表达 ， 并使 ｆ－ＡＩＦ 裂解为 ｃ －ＡＩＦ ， 离开线粒

体 ， 导致线粒体损伤失稳 ， 发生线粒体 自 噬 ， ＡＴＰ 不足 ， ｃ －Ａ ＩＦ 入核 ， 同时诱发

凋亡 （图 ２－

１ ６
）
。

本文通过阐 明类固醇激素 ２０Ｅ 促进 Ａ／ｉ 转录并使 ＡＩＦ 片段化引起线粒体 自

噬和细胞凋亡的机制 ， 为研宄 自噬凋亡提供了新的理论基础 。 但依赖 ＣＡＳＰ 与依

赖 Ａ ＩＦ 的凋亡之间的关系 ， 还需要进
一

步研宄 。

３２
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八
ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｕ ｓ ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｕ ｓ ｇａ ｓｐ ｓ

Ｄｆｏｘｏｂｅ

Ａ ｉ ｆ ｌ Ｃ
－ＣＡＳ Ｐ３

、 ，
Ｘ＞＜ｔ

＾＾０
Ｘ——＾ Ａ ｐｏ ｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ

？ Ａ Ｉ
Ｆ １

 ＾２ＰＰ
＇
＇

Ｓ

＼ 个八

餐 二 ｇ ｙ工一
Ａ Ｄ ＰＡＴＰ Ａｐ ｏ ｐ

ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ

Ｆ ａ ｔｂｏ ｄｙ

ｆｅ ｅｄ ｉ ｎ ｇ
ｓ ｔ ａ ｇ ｅｍ ｅ ｔ ａｍ ｏ ｒｐ ｈ ｏ ｓ ｉ ｓ ｓ ｔａ

ｇ
ｅ

图 ２ －

１ ６２０Ｅ 促进 Ａ Ｉ Ｆ １ 切割 引 起线粒体 自噬和细胞凋亡

Ｆ ｉｇ ．２ －

１ ６２ ０Ｅ
ｐｒｏｍｏ ｔｅ ｓｃ ｌ ｅａｖ ａｇｅｏｆ Ａ Ｉ Ｆ １ｔｏｃ ａｕ ｓ ｅｍ ｉ ｔｏｐ

ｈａｇｙ
ａｎｄａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ

注 ： 取食期 ｆ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 定位在线粒体参与能量合成抑制 自噬和凋亡 ， 此时幼虫脂肪体紧密

排列并保持完整 ， 变态期 ２０Ｅ 使 ｆ－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 裂解成 ｃ
－Ａ Ｉ Ｆ ｌ 入核 引 起脂肪体细胞的线粒体 自 噬和

凋亡 ， 脂肪体组织发生解离 。

Ｎ ｏｔｅｓ ： Ｉ ｎ ｔｈ ｅｆｅ ｅｄ ｉｎｇ 
ｓｔａｇｅ ， ｆ

－Ａ Ｉ Ｆ ｌ ｉ ｓ  ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒ ｉａ  ｔｏ
ｐａｒｔ ｉ ｃ ｉｐａｔｅ ｉｎ ｅｎｅ ｒｇｙ

ｓｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓ
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