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摘要

研究背景与科学问题
‘

？

完全变态昆虫
一

生经历 卵 、 幼虫 、 蛹和成虫四 个发育时期 ， 在幼虫期通过取食促进

生长发育 ， 在变态发育期 （ 从末龄幼虫经历蛹到成虫羽化 ） 停止取食 ， 通过分解幼虫组

织 － 自 噬来维持生命 和 成虫 组织 发 育 。 蜕 皮激 素 （ 此 文指 ２０－ 羟 基蜕 皮酮 ， ２０ －

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ， ２０Ｅ ） 是调控昆虫变态发育的重要激素 。 变态期 ２０Ｅ 滴度增加 ， 拮抗

胰岛素信号通路 ， 抑制摄食行为 ， 使昆虫体内 的代谢发生 巨大变化 ， 从摄取食物获取能

量转变为通过分解幼虫组织获取能量 ， 涉及基因转录变化及代谢产物变化 ， 其调控机制

尚不清楚 ， 代谢产物与组织重塑 的关系 也少见报道 。 本论文 以重大农业害虫棉铃虫

ｔｆｍ ／ｇｍ？ ） 为研宄模型 ， 研宄 ２ ０Ｅ 调控 昆虫变态发育期代谢重编程的分子

机制 ， 包括研宄 ２０Ｅ 对 Ｋ ｒＢ
ｐｐ

ｅ 丨 样转录因子 （ ｋｒｉｉ

ｐｐ
ｅＷ ｉｋｅ ｆａｃ ｔｏｒ ，ＫＬＦ ） 的表达调控及其

在 自噬和糖异生中的作两 ； 通过代谢组学研宄 ２０Ｅ 调控氨基酸代谢重编程的分子机制 。

研宄结果

通过检测 ＫＬＦ １ ５ 在棉铃虫生长发育过程中的表达变化 ， 发现 ＫＬＦ １ ５ 主要是在变态

期的脂肪体中高表达 ， ２０Ｅ 通过 ＥｃＲ 促进 幻／／ ５ 的转录 。 通过观察脂肪体形态以及虫体

敲降实验 ， 证明 ＫＬＦ 】 ５ 对于变态期脂肪体分解至关重要 ， ＫＬＦ １ ５ 促进糖异生 、 自噬和

调亡相关基因 的表达 。 敲降 自 噬相关基因 ８ （ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｒｅ ｌ ａｔｅｄ

ｇｅｎ ｅ８ ， ３妙 ） 后 ， 脂肪

体的分解受到抑制 ， 生糖底物包括游离脂肪酸 、 甘油和游离氨基酸的含量下降 ， 葡萄糖

水平下降 ， 说明 ＫＬＦ １ ５ 促进 自噬 ， 为糖异生提供底物 。 通过软件分析 ， 发现在 辦 和

憐酸烯醇式丙酮酸羧激酶 （ｐｈｏ ｓｐｈｏｅｎｏ ｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃ ａｒｂｏｘｙｋ ｉｎａｓｅ ， ＰｅｐｅＡ： ） 的启动子序列中

有 ＫＬＦ １ ５ 的结合位点 （ ＣＡＣＣＣ ，ＫＬＦｂｓ ） ，２０Ｅ 诱导 ＪＣＬＦ Ｉ ５ 结合 和 ＰｅｐｃＡ 启动子

中 的 ＫＬＦ ｂｓ 从而促进其转录 ， 重编程糖代谢 ， 使糖代谢从取食期的糖酵解为主转变为

变态期的糖异生为主 。 通过检测与葡萄糖生成相关的代谢物 以及代谢途径中的关键限速

酶 ， 发现糖代谢相关的基因表达发生 了显著变化 ， 从取食期的糖酵解基因 、 糖原和海藻

糖合成酶基因高表达转变为变态期的糖异生基因 、 糖原和海藻糖分解酶基因高表达 ， 导

致蛹期血淋巴葡齒糖水平升高 。 研究表明 ２０Ｅ 通过 ＫＬＦ １ ５ 整合促进变态期幼虫组织的
？

？
‘

自 噬和糖异生 。

通过测定幼虫生长期 （ ６ｔｈ－２４ ｈ ） 、 游走期 （ ６ｔｈ －９６ ｈ ） 和踊期 （ Ｐ６ ） 的血淋巴代谢组 ，

发现血淋巴中的代谢产物在棉铃虫发育过程中发生显著变化 ， 其中 ， 精氨酸、 （Ｘ
－酮戊二

酸和谷氨酸被鉴定为幼虫生长期 、 游走期和蛹期的标志代谢物 。 实验证明精氨酸促进幼

虫细胞增殖 ， ｏｔ

－酮戊二酸促进幼虫细胞 自 噬 ， 谷氨酸促进成虫细胞增殖 。 在变态期 ， ２０Ｅ

Ｉ
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通过抑制精胺琥珀酸合酶 （ ａｒｇ ｉｎ ｉｎｏｓｕｃｃ ｉｎａｔｅ ， 乂＆ｓ ） 的表达 ， 抑制精氨酸合成 ， 并且 ， ２０Ｅ

通过促进精氨酸酶 （ ａｒｇ ｉｎａｓｅ ， Ｊ ｒｇ ） 的表达 ， 促进精氨酸分解 ， 从而使血淋巴中的精氨

酸在进入游走期后含量较取食期大幅下降 。 而谷氨酸脱氢酶 （ ｇ ｌ ｕ ｔａｍ ａｔｅｄｅｈｙｄ ｒｏｇｅｎ ａｓｅ ，

ＧＤＨ ） 在取食期和游走期的中肠中高表达 ， 促进取食期从食物中获得的谷氨酸转变为 ｃｃ

－

酮戊二酸 ， 从而使 ｃｔ

－酮戊二酸含量在游走期升高 。 进入蛹期后 ， （Ｘ
－酮戊二酸在另

一

种谷

氨酸脱氢酶 （
§

丨 １？３ １１１ ３ １６ ￡＾
）
＾ １

＇

〇
§
６０３５６－

丨此 ， ０〇＾－

丨 丨 １｛６ ） 的作用 下转变为谷氨酸 ， 加之变

态期细胞 自噬产生的游离氨基酸也转变为谷氨酸 ， 从而使血淋巴中的谷氨酸在蛹期大量

增加 ， 成为成虫发育的主要能量物质 。 在幼虫停止取食进入变态期后 ， ２０Ｅ 通过调控不

同代谢途径中关键基因的表达从而重编程氨基酸代谢支持棉铃虫的变态发育 。

结论

―

、 蜕皮激素通过 ＫＬＦ １ ５ 整合促进 自噬和糖异生从而维持昆虫变态发育中葡萄糖稳态

１ ． ２０Ｅ 通过 ＥｃＲ 促进 尺／／７５ 的表达 。

２ ．ＫＬＦ １ ５ 通过结合 启动子区域的 ＫＬＦｂｓ 促进 Ｊ ／ｇＳ 的转录 ， 促进脂肪体的 自

噬和凋亡 。

３ ． 变态期幼虫组织发生 自噬与凋亡为糖异生提供底物 。

４
． 棉铃虫变态发育过程中 ， ２０Ｅ 通过 ＫＬＦ １ ５ 调控糖代谢基因表达重编程糖代谢 。

二、 蜕皮激素重编程氨基酸代谢支持昆虫的变态发育

１ ． 棉铃虫生长发育过程中体内 的代谢产物会发生变化 。

２ ． 精氨酸、 ａ－酮戊二酸和谷氨酸分别在幼虫取食期 、 游走期和蛹期富集 ， 是幼虫取

食期 、 游走期和蛹期的标志代谢物 。 精氨酸在幼虫期促进幼虫生长和增殖 ， ａ－酮戊二酸

在游走期促进幼虫 自 噬 ， 谷氨酸在蛹期促进成虫生长和增殖 。

３ ．２０Ｅ 通过抑制 ？

的表达 、 促进 的表达降低变态期精氨酸的水平 。

４ ． 在取食期和游走期中肠中高表达的 Ｇ办 会促进谷氨酸转变为 ａ－酮戊二酸 。 酮

戊二酸通过在蛹期脂肪体中高表达的 ＧＷｆｅ－

／／知 转变为谷氨酸。

５ ． 自噬可以产生多种游离氨基酸并转化为谷氨酸 ， 从而为成虫发育提供能量 。

科学意义

该研究．阐 明 了类固醇激素 ２０Ｅ 通过调控不 同基因表达重编程糖代谢和氨基酸代谢

的分子机制 ， 阐 明 了代谢与组织重塑的关系 ， 为深入研宄类固醇镦素调控代谢重编程提

供了新的理论知识 ， 为害虫防治提供 了理论基础和靶标基因 。
■

关键词 ： 蜕皮激素 ； 代谢 ； 组织重塑 ？

， 转录因子 ＫＬＦ １Ｓ
； 精氨酸 ； （＊

－酮戊二酸 ； 谷氨酸

Ｉ】
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ＡＢＳＴＲＡＣＴ

Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄａｎｄｓｃｉｅｎ ｔｉｆｉｃ
ｑｕｅｓｔｉｏｎ ｓ

Ｈ ｏ ｌｏｍ ｅｔａｂｏ ｌｏｕｓ ｉ ｎ ｓｅｃ ｔｕ ｎｄｅ ｒｇｏｆｏｕ ｒｄｅｖ ｅ ｌ ｏｐｍ ｅｎ ｔａ ｌｓ ｔａｇｅｓ
ｉｎｔｈ ｅ ｉｒ ｌ ｉｆｅ ：ｅｇｇ ，

ｌ ａｒｖａ
，ｐｕｐａ

ａｎｄａｄｕ ｌ ｔ ．Ｆｅｅｄ ｉｎ
ｇｓｕｐｐｏｒｔｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｄ ｅｖ ｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔ ｉ ｎ ｌ ａｒｖａ ｌｓｔａｇｅｓ ，ｓｔｏｐｓｆｅｅｄ ｉｎｇ ｉｎ

ｍ ｅｔａｍ ｏｒｐｈｏｓ ｉｓ ｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔｓｔａｇｅｓ（
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｌ ａｒｖａｔｈ ｒｏｕｇｈｐｕｐａ ｔｏａｄｕ ｌｔ

） ，
ａｎｄｓｕｒｖ ｉｖｅａｎｄ

ｄｅｖｅ ｌｏ
ｐａｄｕ ｌ ｔｔ ｉ ｓｓｕｅ ｓｂｙｂ ｒｅａｋ ｉ ｎ ｇ

ｄｏｗｎ ｌ ａｒｖａ ｌｔ ｉ ｓ ｓｕｅ
，ａｐ ｒｏｃｅｓ ｓｋｎｏｗｎａｓａｕｔｏｐｈａｇｙ．２０ －

ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ
（
２０Ｅ

）
ｉ ｓ ａ ｃ ｒｕｃ ｉ ａ ｌｈｏｒｍ ｏｎｅ ｔｈａｔｃｏｎｔｒｏ ｌ ｓ ｉ ｎｓｅｃｔ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓ ｉ ｓ ．Ｔｈｅｈ ｉｇｈ

－

ｔ ｉ ｔｅｒ

２０Ｅ ｄｕｒ ｉｎｇ 

ｍ ｅｔａｍｏｒｐ
ｈｏｓ ｉ ｓ  ｉ ｎｈ ｉｂ ｉ ｔｓ ｆｅｅｄ ｉ ｎ ｇ 

ｂ ｅｈａｖ ｉ ｏｒ ａｎｄ ｏｐｐｏｓｅ ｓ ｔｈｅ ｉｎｓｕ ｌ ｉｎｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ，

ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｇ ｉｎｇｒｅａｔｃｈ ａｎｇｅｓ ｉｎｔｈ ｅｍ ｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍ
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ｌａｒｖａ ｌｔ ｉ ｓ ｓｕｅｓ
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ｍ ｅｔａｂｏｎｏｍ ｉ ｃｓ ．

Ｒｅｓｕ ｌｔｓ

Ｂｙｄｅｔｅｃｔ ｉｎｇｔｈｅｅｘｐ ｒｅ ｓｓ ｉｏｎｃｈａｎｇｅ ｓｏｆＫＬＦ １ ５ｄｕ ｒ ｉｎｇｔｈｅｄ ｅｖｅ ｌ ｏｐｍ ｅｎ ｔａｎｄ

ｍｅｔａｍｏｒｐ
ｈｏｓ ｉ ｓ

，ｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔＫＬＦ  １ ５ｗａｓｈ ｉ ｇｈ ｌｙｅｘｐｒｅｓ ｓｅｄ ｉｎｔｈｅｆａｔｂｏｄｙｄｕｒ ｉｎｇ

ｍ ｅｔａｍ ｏｒｐｈｏｓ ｉ ｓ
，ａｎｄ２０Ｅｐｒｏｍｏ ｔｅｄＫｌｆｌ ５ｔｒａｎ ｓｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎｔｈ ｒｏｕｇｈＥｃＲ ，Ｂｙｏｂｓｅｒｖ ｉｎｇｔｈｅ

ｍｏｒｐｈｏ
ｌｏｇｙ 

ｏｆｆａｔ ｂｏｄｙ
ａｎｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｘｐｅｒ ｉｍ ｅｎ ｔｓ

， 
ＫＬＦ  １ ５ｗａｓｃｒｕｃ ｉ ａ ｌ ｆｏｒ ｔｈｅｄｅｃｏｍｐｏｓ ｉｔ ｉｏｎ

ｏｆ ｆａｔｂｏｄｙ
ｄｕｒ ｉｎｇ

ｍ ｅｔａｍｏｒｐｈｏ ｓ ｉ ｓ ． ＡｆｔｅｒｋｎｏｃｋｄｏｗｎＫｌｆｌ ５ ，ａｓｅｒｉｅｓｏｆ ｍ ｅｔａｂｏ ｌ ｉｔｅｓａｎｄｒｅ ｌ ａｔｅｄ

ｇｅｎｅ ｓ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ

，
ａｎｄＫＬＦ 】 ５ｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｐｒｏｍ ｏｔｅｇ ｌｕｃｏｎｏｇｅｎｅｓ ｉ ｓ

，
ａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄ

ａｐｏｐｔｏｓ ｉ ｓ ．Ｔｈ ｅｄｅｃｏｍｐｏｓ ｉ ｔ ｉｏｎｏｆｆａｔｂｏｄｙｗａｓ ｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｅｄａｆｔｅｒｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｕｔｏｐ
ｈａｇｙｒｅ ｌ ａｔｅｄ

ｇｅｎ ｅ８
｛
Ａ ｔｇ８＼

ｔｈｅ ｌｅｖｅ ｌｏｆ
ｇ

ｌｙｃｏｇｅｎ ｉ ｃｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓ ｉｎ ｃ ｌｕｄ ｉｎｇ

ｆｒｅｅｆａｔｔｙ 

ａｃ ｉｄ ｓ
（
ＦＦＡ ｓ

） ，ｇ ｌｙｃｅｒｏ ｌ
，
ａｎｄ

ｆｒｅｅａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄ ｓ
（
ＦＡＡ ｓ

）
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ

，ａｎｄｔｈｅ
ｇ

ｌｕｃｏｓｅ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ
， ｉｎｄ ｉ ｃａｔ ｉｎｇ

ｔｈａｔＫＬＦ  １ ５

ｐ ｒｏｍｏｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ
ａｎｄ

ｐｒｏｖ ｉｄｅｄｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｆｏ ｒ
ｇ ｌｕｃｏｎｏｇｅｎｅｓ ｉ ｓ ．Ｗｅｆｏｕｎｄ ｔｈｅｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

ｓ ｉｔｅｓｏｆ ．

ＫＬＦ  １ ５
（
ＣＡＣＣＣ

，
ＫＬＦｂｓ

）
ｉｎｔｈ ｅ

ｐ ｒｏｍｏｔｅ ｒｓｅｑ
ｕｅｎ ｃｅｏｆ Ａ ｔｇ８ａｎｄＰｅｐｃｋ

，
ａｎｄ２０Ｅ ｉｎｄｕ ｃｅｄｔｈ ｅ

ｂ ｉｎｄ ｉｎｇｏｆＫＬＦ １ ５ｔｏＫＬＦｂｓｔｏｐｒｏｍｏｔｅｔｈ ｅｔｒａｎｓｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎｏｆＡ ｔｇ８ａｎｄＰｅｐｃｋ ．２０Ｅ

ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍ ｅｄｇｌｕｃｏｓｅｍ ｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｆｒｏｍｇ ｌｙｃｏ ｌｙｓ ｉ ｓ ｉｎｆｅｅｄ ｉｎｇｐ
ｈａｓｅｔｏｇ ｌｕｃｏｎｏｇｅｎ ｅ ｓ ｉ ｓｉｎ

ｍ ｅｔａｍｏ ｒ
ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｐｈａｓｅ ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ

ｉｏｎｏｆｇｅｎ ｅ ｓｒｅ ｌ ａｔｅｄｔｏｇｌｕｃｏｓｅｍ ｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｃｈａｎｇｅｄ

ｓ ｉｇｎ
ｉ ｆｉ ｃａｎｔ ｌｙ，ｇｏ ｉｎｇ

ｆｒｏｍｈ ｉｇｈｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ
ｇ

ｌｙｃｏ ｌｙｓ ｉ ｓ
，ｇｌｙｃｏｇｅｎａｎｄｔｒｅｈａ ｌｏｓｅｓｙｎｔｈａｓｅ

ｇｅｎｅｓ

ｄｕｒ ｉｎｇｆｅｅｄ ｉｎｇｓｔａｇｅｓｔｏｈ ｉ ｇｈｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆｇ ｌ ｕ ｃｏｎｏｇｅｎｅｓ ｉ ｓ
，ｇ ｌｙｃｏｇｅｎａｎｄｔｒｅｈａ ｌｏｓｅ

Ｉ Ｉ Ｉ
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ｄｅｃｏｍｐｏｓ ｉ ｔ ｉ ｏｎｇｅ
ｎ ｅｓｄｕｒｉｎｇ

ｍｅｔａｍｏｒ
ｐ
ｈｏｓ ｉ ｓ

， ｌ ｅａｄ ｉｎｇ
ｔｏｔｈｅ ｉｎ ｃ ｒｅａｓｅｏｆｈ ｅｍ ｏ ｌ

ｙｍｐｈｇ
ｌｕｃｏｓｅ

ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ．Ｔｈ ｅｓｅｆｉｎｄ ｉ ｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ２０ＥｐｒｏｍｏｔｅｄＫＬＦ １ ５ｔｏ ｉｎｔｅｇｒａ ｔｅａｕ ｔｏｐ
ｈａｇｙａｎｄ

ｇ ｌ ｕｃｏｎｏｇｅｎｅ ｓ ｉ ｓｔｏｍ ａ ｉ ｎ ｔａ ｉ ｎ
ｇ ｌｕｃｏｓｅｈｏｍ ｅｏｓｔａｓ ｉ ｓｄｕｒ ｉｎｇ

ｍ ｅｔａｍｏ ｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓ ．

Ｔｈｅｍ ｅ ｔａｂｏ ｌ ｉ ｔｅｓｗｅｒｅｍ ｅａｓｕｒｅｄ ｉ ｎｔｈｅｈｅｍｏ ｌｙｍｐ
ｈａｔｔｈ ｅ ｌａｒｖ ａ ｌ

ｇｒｏｗ
ｉ ｎｇ

ｓｔａｇｅ（
６ｔｈ

－２４ｈ
） ，

ｗａｎｄｅｒｉｎｇｓｔａｇｅ（
６ｔｈ

－９６ｈ
）
ａｎｄ

ｐ
ｕｐａ ｌｓｔａｇｅ（

Ｐ６
）

．Ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈ ａｔｔｈｅｍｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｔｅｓｃ ｈａｎ ｇｅｄ

ｓ ｉｇｎ ｉ ｆｉ ｃａｎ ｔ ｌ

ｙｄ ｕ ｒ ｉｎｇｔｈｅｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔａｎｄｍ ｅｔａｍ ｏｒｐ
ｈｏｓ ｉ ｓｏｆＨ．ａｒｍ ｉｇｅｒａ ．Ａ ｒｇ ｉ ｎ ｉ ｎｅ

，ａ
－

ｋｅｔｏｇ ｌｕ ｔａｒａｔｅ
（
ａ－ＫＧ

）
ａｎｄ

ｇ
ｌｕ ｔａｍ ａｔｅ

（
Ｇ Ｉｕ

） 

ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎ ｅｄａｓ ｔｈ ｅｍ ａ ｒｋ ｍ ｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｔｅｓｏ ｆ ｔｈｅｆｅｅｄ ｉ ｎｇ

ｌ ａｒｖａ
，
ｗａｎｄ ｅｒ ｉｎｇ

ｌａｒｖａａｎｄ
ｐ

ｕｐａ ． Ａ ｒｇ ｉｎ ｉｎｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｌａｒｖａ ｌｃｅ ｌ ｌ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎ

，ａ
－ＫＧ

ｐｒｏｍ ｏｔｅｄ

ｌ ａｒｖａ ｌｃｅ ｌ ｌａｕ ｔｏｐｈａｇｙ，ａｎｄＧ Ｉｕ
ｐ

ｒｏｍ ｏｔｅｄａｄｕ ｌ ｔｃｅ ｌ ｌ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎ ．Ｂｙ

ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔ ｉ ｎｇ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉ ｏｎ

ｏｆ ａｒｇ ｉｎ ｉ ｎｏ ｓｕ ｃｃ ｉ ｎ ａ ｔｅ
（
＾５５

） ，
２０Ｅ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｅｄｔｈｅｓｙｎｔｈｅ ｓ ｉｓｏｆ ａｒｇ ｉｎ ｉ ｎ ｅ

；ａｄｄ ｉ ｔ ｉｏｎ ａ ｌ ｌｙ，ｂｙｐｒｏｍ ｏｔ ｉ ｎｇ

ｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉ ｏｎｏｆ ａｒｇ ｉｎａｓｅ
（
Ａｒｇ） ，

２０Ｅ
ｐ

ｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｄｅｃｏｍ ｐ
ｏｓ ｉ ｔ ｉｏｎｏｆ ａｒｇ

ｉｎ ｉｎｅ
，ｒｅｓｕ ｌ ｔ ｉ ｎｇ ｉｎａ

ｓ ｉｇｎ ｉ ｆｉ ｃａｎ ｔｄ ｅｃｒｅａｓｅ ｉ ｎａｒｇ
ｉｎ ｉｎ ｅ ｌｅｖｅ ｌ ｓｉｎｔｈ ｅｈｅｍｏ ｌｙｍ ｐ

ｈａｆｔｅｒｅｎｔｅｒｉｎｇｔｈｅｍ ｅ ｔａｍ ｏ ｉｐｈｏｓ ｉ ｓ

ｓｔａｇｅｓｃｏｍ ｐａｒｅ
ｄｔｏｔｈ ｅｆｅｅｄ ｉｎｇ

ｓｔａｇｅ ｓ ．Ｇ ｌｕｔａｍ ａｔｅｄｅｈｙｄ ｒｏｇｅｎａｓｅ（
ＧＤＨ

）
ｗａｓｈ ｉｇｈ ｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｉｎｔｈｅｍ ｉ ｄ
ｇｕ ｔｄｕ ｒ ｉ ｎｇ

ｆｅｅｄ ｉ ｎｇａｎｄｗａｎｄ ｅｒ ｉｎｇｓｔａｇｅｓ ，ｗｈ ｉｃｈ
ｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈ ｅｃｏｎｖ ｅ ｒｓ ｉｏｎｏｆＧ Ｉｕ

ｏｂｔａ ｉｎ ｅｄｆｒｏｍｆｏｏｄ ｉｎ ｔｏａ－ＫＧａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅ ｌｅｖｅ ｌ ｓｏｆ ａ－ＫＧｄｕ ｒ ｉｎｇ 

ｗａｎｄｅｒｉｎｇ
ｓｔａｇｅｓ ． Ａ ｆｔｅｒ

ｅｎｔｅｒ ｉｎｇ
ｔｈｅ

ｐｕｐａ ｌｓｔａｇｅ ，ａ
－ＫＧ ｉ ｓｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｅｄｉｎｔｏＧ Ｉｕｂｙ

ａｎｏｔｈ ｅｒ
ｇ ｌ ｕｔａｍ ａｔｅｄ ｅｈｙｄ ｒｏｇｅｎａｓｅ

？

ｌ ｉｋｅ（
ＧＤＨ －

ｌ ｉｋｅ
）

．ａｎｄＦＡＡ ｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙａｕｔｏｐｈａｇｙｄｕｒ ｉｎｇｍ ｅｔａｍｏｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｗｅｒｅａ ｌ ｓｏ

ｔｒａｎ ｓｆｏｒｍ ｅｄ ｉ ｎｔｏＧ Ｉｕ
，ｒｅｓｕ ｌｔ ｉｎｇ

ｉｎａｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｉ ｎ ｃｒｅａｓｅｏｆＧ Ｉｕ ｉｎｔｈ ｅ
ｐｕｐａ

ｌｈ ｅｍ ｏ ｌｙｍｐｈ ， ｉ ｔ

ｂｅｃｏｍ ｅ ｓｔｈ ｅ
ｐｒ

ｉｍ ａｒｙ
ｓｏｕ ｒｃｅｏｆ ｅｎ ｅｒｇｙ

ｆｏｒａｄｕ ｌｔｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎｔ ．２０Ｅｒｅｐｒｏｇｒａｍｍ ｅｄａｍ ｉ ｎｏａｃ ｉ ｄ

ｍ ｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｔｏ
ｐｒｏｍｏｔｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅｒｅｍｏｄｅ ｌ ｉｎｇ

ｄｕｒ ｉｎｇ
ｍ ｅｔａｍｏｒｐ

ｈｏ ｓ ｉｓｂｙ
ｒｅｇｕ ｌ ａｔ ｉ ｎｇ

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎ

ｏｆ ｋｅｙｇｅｎ ｅ ｓ ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｃ
ｐａ

ｔｈｗａｙｓ ．

Ｃｏｎｃｌｕ ｓ ｉｏｎ
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６ｔｈ －２４ｈ ｓ ｉｘｔｈ ｉｎ ｓｔａｒ ２４ｈ ６ｔｈ ＿２４小时

６ｔｈ－４８ｈ ｓ ｉｘｔｈ ｉｎ ｓｔａｒ ４８ｈ ６ｔｈ４８小时

６ｔｈ －７２ｈ ｓ ｉｘｔｈ ｉｎ ｓ ｔａ ｒ ７２ｈ ６ｔｈ －７２小时

６ｔｈ －

９６ｈ ｓ ｉｘｔｈ ｉ ｎ ｓｔａｒ ９６ｈ ６ｔｈ －

９６小时

６ｔｈ
－

１ ２０ｈ ｓ ｉｘｔｈ ｉ ｎ ｓｔａｒ １ ２０ｈ ６ｔｈ－

１ ２０小时

Ｐ０ ｐｕｐ
ａｏｎｄａｙ

０蛹０天

Ｐ２ ｐｕｐ
ａｏｎｄａｙ

２蛹２天

Ｐ４ ｐｕｐ
ａｏｎｄａｙ

４蛹４天

Ｐ６ ｐｕｐａｏｎｄａｙ
６蛹６天

Ｐ８ ｐ
ｕ
ｐ
ａｏｎｄａｙ

８ 蛹８天

ＡＮＯＶＡ ａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓｏｆ ｖａｒ ｉ ａｎ ｃ ｅ方差分析

ＡＲＧ ａｒｇ ｉｎａ ｓｅ 精氧酸酶

ＡＳＳ ａｒｇ
ｉｎ ｉ ｎｏ ｓｕ ｃｃ ｉ ｎａｔｅｓｙｎ ｔｈｅ ｔａ ｓｅ精胺琥拍酸合酶

ＡＴＧ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄ
ｇｅｎｅ 自 噬相关基因

ｂｐ ｂａｓｅ
ｐａ ｉ ｒ碱基对

°

Ｃ ｄｅｇｒｅｅＣｅ ｌ ｓ ｉ ｕ ｓ摄 氏度

ＣＡＳＰ３ ｃａｓｐ
ａｓｅ －

３ 半胱氨酸蛋 白酶 ３

ｃＤＮＡ ｃｏｍｐ ｌ ｅｍｅｎｔａｒｙ
ｄ ｅｏｘｙｒｉｂｏｎ ｕｃ ｌ ｅ ｉ ｃａｃ ｉｄ互补脱氧核糖核酸

ＣｈＩＰ ｃｈｒｏｍ ａｔ ｉｎ ｉｍｍ ｕｎｏｐｒｅｃ
ｉ

ｐ
ｉ ｔａｔ ｉｏｎ染色质免疫共沉淀

ＤＡＰ Ｉ ４
＼
６
－ｄ ｉａｍ ｉ ｄ ｉ ｎｏ－２

－

ｐｈｅｎｙ ｌ ｉ ｎｄｏ ｌｅ４
‘

， ６
－二脒基 －２－苯基 Ｂ引

哚

ＤＥＰＣ ｄ ｉｅｔｈｙｐｙ ｒｏｃａｒｂｏｎ ａｔｅ焦炭酸二 乙酯

ＤＭＳＯ ｄ ｉｍｅｔｈｙ ｌｓｕ ｌ ｆｏｘ ｉｄｅ二 甲基亚讽

ｄｓＲＮＡ ｄｏｕｂ ｌ ｅ －

ｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ双链核糖核酸
？

ＥｃＲ ｅｃｄｙｓｏｎ ｅｒｅｃｅｐｔｏ ｒ蛛皮激素受体

ＥｃＲＥ ｅｃｄｙ ｓｏｎｅｒｅｓｐｏｎ ｓｅｄ ｅｍ ｅｎ ｔ
？

銳皮激素受体元件

ＦＡＡ ｓ ｆｒｅｅａｍ ｉｎｏａｃ ｉ ｄ ｓ游离氨基酸

ＦＦＡｓ ｆｒｅｅｆａｔｔｙ
ａｃ ｉ ｄ ｓ游离脂肪酸

Ｇ ６Ｐ ｇ ｌ ｕｃｏｓｅ
－６－

ｐ
ｈｏｓｐ

ｈ ａ ｔａｓｅ葡萄糖 －

６ －鱗酸

ＧＦＰ


ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎ ｔ
ｐ

ｒｏｔｅ ｉ ｎ


绿色焚光蛋 白


Ｘ ｉ
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续表 １
－

１ 符号说明

Ｔａｂ ． １
－

１Ｓ
ｙｍｂｏ ｌｄｅｓｃ ｒ ｉｐ ｔ ｉｏｎ

缩略语


英文全称


中文全称
 ；

Ｇ ｌｕ ｇ ｌ ｕ ｔａｍ ａｔｅ谷氨酸

ＧＤＨ ｇ ｌｕ ｔａｍａｔｅｄｅｈｙｄ ｒｏｇｅｎａｓｅ谷氨酸脱氢酶

Ｇ Ｓ ｇ ｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎ ｔｈａｓｅ糖原合成酶 ．

．

ｈ ｈｏｕ ｒ 小时

ＨａＥ
ｐ

ｉＨ．ａｒｗ ／ｇｅｒａ ｅｐ
ｉｄｅ ｒｍ ａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉ ｎ ｅ棉铃虫表皮细胞系

ＨＥ ｈｅｍａｔｏｘｙ ｌ ｉ ｎａｎｄｅｏｓ ｉ ｎ苏木精伊红

Ｈ３ ｈ ｉ ｓｔｏｎｅＨ３组蛋 白Ｈ ３

ＨＫ ｈｅｘｏｋ ｉｎａｓｅ 己糖激酶

ＩｇＧ ｉｍｍｕｎｏｇ ｌｏｂ ｉｎＧ免疫球蛋 白Ｇ

ＩＭ ｉｍ ａｇｉｎａ ｌｍ ｉｄｇｕ
ｔ成虫 中肠

ＩＰＴＧ ｉ ｓｏｐｒｏｐｙ ｌ

ｐ
－Ｄ －Ｔｈ ｉｏｇａ ｌ ａｃｔｏｓ ｉ ｄｅ异丙基硫代 －

Ｐ
－Ｄ－半乳

糖苷

ｋＤａ ｋ ｉ ｌｏｄａ ｌｔｏｎ 千道尔顿

ＫＬＦ ｋｒｕｐｐｅ ｌ

－

ｌ ｉｋｅｆａｃｔｏ ｒ ｋｒ ｉｌｐｐｅ 丨 样转录因子

Ｌ ｌ ｉ ｔｅ ｒ 升

ＬＢ ｌ ｕｒｉａ
－ｂｅｒｔａｎ ｉｍ ｅｄ ｉｕｍ Ｌｕｒ ｉ ａ

－Ｂｅｒｔａｎ ｉ±咅养基

ＬＣ３ｍ ｉｃｒｏｔｕｂｕ ｌｅ
－

ａ ｓｓｏｃ ｉａｔｅｄ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎ１ ｌ ｉ

ｇｈ ｔ微管相关蛋 白 １轻链

ｃｈａ ｉｎ３ ３

ＬＭ ｌａｒｖａ ｌｍ ｉｄｇ
ｕｔ 幼虫中肠

Ｍｍｏ ｌ

ｐ
ｅｒ ｌ ｉ ｔｅｒ 摩尔每升

ｍｇｍ ｉ ｌ ｌ ｉｇｒａｍ 毫克

ｍ ｉｎｍ ｉｎｕｔｅ 分钟

ｍＬｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｌ ｉｔｅｒ 毫升

ｍＲＮＡｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ 信使ＲＮＡ

ｎｇ ｎａｎｏｇｒａｍ 纳克

ＰＡ ｐｙｒｕｖ ｉｃａｃ ｉｄ 两酮酸

ＰＢＳ ｐｈｏｓｐ
ｈａｔｅ

－ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａ ｌ ｉｎｅ鱗酸盐缓冲液

ＰＣＲ ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａ ｉｎｒｅａｃｔ ｉｏｎ聚合酶链式反应

ＰＥＰＣＫ ｐｈｏｓｐ
ｈｏｅｎｏ ｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｋ ｉ ｎａ ｓｅ磷酸焼醇丙酮酸羧激

酶

ＰＦＫ ｐｈｏｓｐ
ｈｏｆｒｕｃ ｔｏｋ ｉｎａｓｅ碟酸果糖激酶

ｐ
Ｈ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉ ｏｎ氣离子浓度指数

ｐ
－Ｈ３ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙ ｌ ａｔｅｄｈ ｉ ｓｔｏｎ ｅＨ ３组蛋 白Ｈ ３鱗酸化

ＰＫ ｐｙｒｕｖａｔｅｋ ｉｎａｓｅ 丙酮酸激酶 ．

ＰＭ ＳＦ ｐｈｅｎｙ
ｌｍ ｅｔｈａｎｅ ｓｕ ｌ ｆｏｎ ｙ ｌｆｌ ｕｏ ｒ ｉｄｅ丙 甲基磺酰氟

ＰＴＵ ｐｈｅｎｙ ｌｔｈ ｉｏｕｒｅａ 苯基硫脲

ｑ
ＰＣＲ ｑｕａｎ

ｔ ｉｔａｔ ｉｖｅｒｅａ ｌ
－

ｔ ｉｍｅｒｅｖ ｅｒｓｅ实时焚光定量ＰＣＲ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｉｏｎ
ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａ ｉ ｎ



ｒｅａｃｔ ｉｏｎ


Ｘ Ｉ Ｉ
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续表 １
－

１ 符号说明

Ｔａｂ ＊１
－

１Ｓｙｍｂｏ ｌ ｄｅｓ ｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎ

缩略语


英文全称


－中文全称


ｓ ｓｅｃｏｎｄ 秒

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ ｓｏｄ ｉｕｍｄｏｄ ｅｃｙ ｌｓｕ ｌ ｆａｔｅ
－十二燒基硫酸钠 －聚丙

ｐｏ
ｌｙａｃ ｒｙ ｌａｍ ｉ ｄｅ

ｇｅ
ｌｅ ｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓ ｉ ｓ婦酰胺凝胶电泳

ＴＣＡｃｙｃ ｌ ｅ ｔｒ ｉ ｃａｒｂｏｘｙ ｌ ｉ ｃａｃ ｉ ｄｃｙｃ ｌ ｅ三竣酸循环

ＴＰＳ ｔｒｅｈａ 
丨ｏｓｅ

－

６ －

ｐ
ｈｏ ｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ海藻糖 －

６
－磷酸合成酶

ＴＲＥ ｔｒｅｈａ ｌ ａ ｓｅ 海藻糖酶

ＵＳＰ １ ｕ ｌ ｔｒａｓｐ
ｉ ｒａｃ ｌ ｅ ｉ ｓｏｆｏｒｍ１超气门蛋 白１

ＹＦＰ ｙｅ
ｌ ｌｏｗｆｌ ｕｏ ｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ黄色焚光蛋 白

ａ－ＫＧ ａ ｌｐｈａ
－ｋｅｔｏｇ ｌｕｔａｒａｔｅ ｏｔ

－酮戊二酸

Ｈｇｍ ｉ ｃｒｏｇｒａｍ 微克

（

ｘＬ


ｍ ｉ ｃ ｒｏ ｌ ｉｔｅｒ


微升


？

 ．

．
？

Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ
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第一章 前言

１ ． 舰

昆虫是地球上己知的数量和种类最多的生物类群 ， 目 前 已知的被命名 的 昆虫种类已

经超过 １ ００ 万种
［

１
］

。 变态发育是 昆虫适应进化的结果 ， 根据发育历程可 以将昆虫的变态

种类分为增节变态 、 表变态 、 原变态 、 不完全变态和完全变态 。 完全变态 昆虫
一

生经历

卵 、 幼虫 、 蛹和成虫四个发育时期 ， 在变态发育过程中 ， 昆虫的 内部结构 、 外部形态和

生理功能均发生显著变化 ， 组织发生重塑 ， 即幼虫组织降解及成虫组织形成 ， 体 内 的代

谢也发生变化 ， 从摄食获得能量转变为降解组织获得能量 。 蜕皮激素 （此文指 ２０－经基

蚊皮酮 ， ２０ －ｈｙｄ
ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ， ２０Ｅ ） 作为调控昆虫变态发育的重要激素 ， 在 昆虫变态发

育过程中如何调控组织重塑及代谢依旧存在许多未解之谜 。 昆虫 由于生长周期短 、 形态

变化显著 ， 因此是
一

种十分 良好的实验模型 。 本研究 以重大农业害虫棉铃虫为研宄对象 ，

通过研宄蜕皮激素调控昆虫变态发育 、 组织重塑 以及代谢 ， 阐 明蜕皮激素调控代谢重编

程及其与组织重塑的关系 。 本研究丰富 了激素调控机体发育的知识 ， 为研宄代谢重编程

提供理论参考 ， 同时为害虫防治提供靶标基因 ， 对于保护农业减少农作物损耗从而提高

经济效益具有十分重要的意义 。

２ ．２０Ｅ促进昆虫变态发肓

昆虫的变态发育主要 由 ２０Ｅ 调控 ［
２

，３ ］
。 在昆虫发育过程中 ， 体 内 的 ２０Ｅ 滴度发生

明显变化 ， 如在烟草天蛾中 ， 幼虫期 ２０Ｅ 滴度较低 ， 而到 了４ 龄末期进入 ５ 龄期 ， 体内

的 ２０Ｅ 滴度逐渐升高 ， 从而促进变态 ［
４

］
。 在果蝇中 ， ２０Ｅ 滴度会在三龄幼虫时期形成第

一

个小脉冲 ， 从而触发幼虫到蛹的转变 以及成虫盘细胞的增殖 ［
５
］

。 到 了游走期 ， ２０Ｅ 滴

度不断升高并形成新的脉冲 ， 诱导幼虫停止取食从而完成变态过程并形成新的成虫组织 ，

驱动幼虫进入蛹期
［
６

］
。 在棉铃虫中 ， ２０Ｅ 滴度在幼虫停止取食后不断上升 （ 图 １

－

１ ） 。 ２０Ｅ

发挥功能既可以与其核受体 （ ｅｃｄｙｓｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ， ＥｃＲ ） 相结合 ， 也可以与细胞膜上的受

体 Ｇ 蛋 白偶联受体 （ Ｇ ｐｒｏ
ｔｅ ｉｎ－

ｃｏｕｐ ｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ， ＧＰＣＲ ） 结合起始变态反应 。 ２０Ｅ 通过

ＧＰＣＲ 调控蛋 白定位变化 以及翻译后修饰 ， 激活基因组途径的关键转录因子 ， 从而将基

因组途径和非基因组途径相连接 ［
７

］
。

１
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Ｓ ６ ｔ ｈ ｌ ａｎ ａ （
６

＾Ｍ ）

Ｚ Ｉ Ｉ ２ ． ９ ０ ９１ ０ ． ５ ４ ８

ｆ （
４ ． ７

ｍＭ ）

１． ２ ． ２ ８０±０ ． ４ （＞ ８ ＞ 、 了

ｕ ０ ． ９ ８ ８１ ０ ． １ ５ ２／ｆ ＼

＾
＾ｓｒ＾＾

、

Ｆ ｅｅｄ ｉ ｎ ｇＭＭ Ｐｕｐ
ａｅＡｄ ｕ ｌ ｔ

图 １
－

１ 棉铃虫发育过程中 ２ ０Ｅ 滴度曲线
丨

７
］

Ｆ ｉ

ｇ
．１

－

１２ ０ Ｅｔ ｉ ｔｅ ｒ ｃ ｕ ｒｖｅｏｆ ／／，ａｒｍ ｉｇｅｒａｄ ｕ ｒ ｉ ｎ ｇ
ｄ ｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎ ｔ

 ｜

７
］

２ ． １２０Ｅ 的合成与分泌

蜕皮激素是在 ］ ９５ ４ 年 由 Ｂｕ ｔ ｅｎａｎｄ ｔ 和 Ｋａｒ ｌ ａ ｓｏｎ 首次分离 出来的 ［
８

］
。 蜕皮激素是在

前胸腺中 由促前胸腺激素 （
ｐ

ｒｏｔｈｏ ｒａｃ ｉｃｏ ｔｒｏｐ
ｉ ｃ ｈ ｏ ｒｍ ｏｎｅ ， ＰＴＴＨ ） 调控合成的 ［

９ ， １ ０
］

。 ＰＴＴＨ

是
一

种 小分子的神经肽 ， 在 昆虫咽侧体由 内 分泌腺细胞合成后 ， 分泌到前胸腺中促进蜕

皮激素的合成与分泌 ［
１ １

，
１ ２

］
。 由 前胸腺分泌 出来的蜕皮激素在蜕皮激素 ２ ０ －单加氧酶

（ ｅｅ ｄｙ ｓｏｎｅ２ ０ －ｍ ｏ ｎｏｏｘｙｇｅ
ｎａ ｓｅ ， Ｅ２０ＭＯ ） 的作用 下 ， 在第 ２ ０ 位碳原子上加轻基成为有

活性的 ２０Ｅ 并结合其受体激活蜕皮变态相关通路 ［
１ ３

，１ ４
］

（ 图 １
－２ ） 。

ＰＴＴＨ Ｐｅｎ ｐｈｅ ｒａ ｌ ｔ ｉｓｓｕｅｓ

， ＾
．ｎ ｓｕ

＾＾ｏｐｏａｇＢ

Ｐ ｒｏ ｔｈｏ ｒａｃ ｉ ｃＸ
＾Ｔ／ｔ ｅｄｙｓｏｎ ｅ２０^

ＷＧ ｌ ａ ｎｄｓ＼＾ （＾Ｔ
＊ｍｏｎｏｏ ｘ

ｙｇｅｎａ

＾Ｘ
＾

＞ ？

ｉ ／
２〇 Ｅ

＾
Ｊ ＪＶｗ，＞■

－ 寺 ？卜、

Ｌ４ ＩＬ５ Ｉ Ｐｕｐａ Ｉ

Ａｄ ｕ ｌ ｔ

Ｄａｙｓ

图 １
－２２ ０Ｅ 合成机制

丨

１ ２
｜

Ｆ ｉｇ ．１
－２２０Ｅｓｙｎ ｔｈｅｓ ｉｓｍ ｅｃｈ ａｎ ｉｓｍ

 ［

１ ２
］

２ ． ２２０Ｅ 的基因组途径

２ ０Ｅ 发挥功能是通过与其核受体 ＥｃＲ 相结合 ， ＥｃＲ 再与超气 门蛋 白 （ ｕ ｌ ｔｒａｓｐ ｉ ｒａ ｃ ｌ ｅ

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ ，Ｕ Ｓ Ｐ ） 幵多成转录复合体 ， 调控 ２０Ｅ ｉ秀导的变态通路的基因表达
［

１ ５
，

１ ６
］

， 这是之

２
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前大家
一

致认为的 ２０Ｅ 发挥功能的
“

唯
一

”

信号通路 （ 图 １

－

３ ） 。 大多数 昆虫体 内有两种

Ｅ ｃＲ ， 即 ＥｃＲＡ 和 ＥｃＲＢ
［

１ ７
］

， 在果蝇中 鉴定到 ３ 个 Ｅ ｃＲ 基因 ， 即 Ｅｃ ＲＡ ， ＥｃＲＢ ｌ 和 ＥｃＲＢ ２ ，

ＥｃＲＡ 主要存在于成虫组织 ， Ｅ ｃＲＢ ］ 在凋亡的幼虫组织中 高表达
［

１ ８
］

。 在棉铃虫 中鉴定

到
一

种 Ｅ ｃ Ｒ 基因 ， 即 Ｅ ｃＲＢ ｌ

［
１ ９

］
， 也 只存在

一

种 Ｕ Ｓ Ｐ 。 在果蝇 中 鉴定到
一

种 Ｕ Ｓ Ｐ ， 埃及

伊蚊和烟草天蛾中 则存在两种 Ｕ Ｓ Ｐ
［
２０

］
。 在 ２ ０Ｅ 的诱导下 ＥｃＲ 与 Ｕ Ｓ Ｐ 形成异源二聚体

并进
一

步结合下游基因如 价３ 、 你？／ 和 ￡ ７５ 的启动子 ， 从而诱导 昆虫变态
［
２ １ 卜

ＥｃＲ 具有核受体家族的结构特点 ［
１ ７

，２２ ］
， 即具有转录激活域 、 ＤＮＡ 结合域 、 核定

位信号 以及配体结合域 。 缺乏 ＥｃＲ 或者功能失常将导致化蛹失畋和幼虫死亡
ｔ
２ ３

］
。 Ｕ ＳＰ

对于 ２ ０Ｅ 诱导的变态通路也是至关重要的 。 在果蝇 中突变 Ｕ Ｓ Ｐ 导致幼虫不能正常蜕皮

０４
］

， ２ ０Ｅ 信号通路下游基因的转录下调 ， 并抑制幼虫组织的凋亡Ｐ ５
］

。 Ｅ ｃＲ 也可 以 以
一

种不结合 Ｕ ＳＰ 的方式响应 ２０Ｅ
［
２６

］
， 但与 ２０Ｅ 结合后 ， ＥｃＲ 与 Ｕ ＳＰ 的结合亲和力增强 。

Ｕ Ｓ Ｐ 除 了协同 ＥｃＲ ， 对于受精 、 卵形态发育和成虫组织形成也是至关重要的
［
２ ７

］
。

Ｎｔｎ ｒ： ｃＲ － Ｂ ｉ ．ｒ ｓ ｉ

＞

ｉ ．Ｎ ？ａ ．

Ｒａｎ ．ＢＲ －Ｃ ／２ ．

？
，

丨

＂

？

、总＇

：
銳备基

養”Ｈ Ｉ １ Ｒ ．ＶＨ ａ －ｃ ｌ Ｆ ５Ｃ

图 １
－３ 基因组信号通路 ［

２ １
１

Ｆ ｉｇ ．１
－３Ｇ ｅｎ ｏｍ ｉ ｃｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎ ｇｐ ａｔｈｗａｙ ｜

２ １
｜

２ ．３２０Ｅ 的非基因组途径

后来研究发现 ， ２０Ｅ 除了 可 以进入细胞 内 与其核受体结合外 ， 也可以快速与细胞膜

上的 Ｇ ＰＣＲ 相结合 ， 起始下游信号通路 。 Ｇ ＰＣ Ｒ 作为类固醇激素的细胞膜受体发挥重要

作用 ， 如在哺乳动物中 Ｇ ＰＲ３ ０ 作为雌激素的受体 ， 响应激素后诱导细胞 内 Ｃ ａ
２ ＋

快速变

化
［
２ ８

］
。 果蝇中 的 多 巴胺受体 （ ｄｏｐａｍ ｉｎｅｒｅ ｃｅｐ ｔｏ ｒ ，ＤｏｐＥｃＲ ） 与 ２ ０Ｅ 相结合 引 起

一

系列

细胞反应
［
２９

］
。 棉铃虫的 Ｅ ｒＧＰＣＲ 丨 和 Ｅ ｒＧＰＣＲ２ 在 ２ ０Ｅ 的诱导下可 以起始下游蜕皮变态

３
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信号通路 ， 如调控 ＥｃＲ 和 Ｕ ＳＰ 的形成或 Ｃａ
２＋

浓度的变化 ， 而在敲降这两种 后 ，

２ ０Ｅ 信号通路的基因表达受到抑制 ， 说明 ２ ０Ｅ 可 以通过膜受体传递信号Ｐ ０ ． ３ １

］
。 在非基

因组途径 中 ， ２ ０Ｅ 通过 ＧＰＣＲ 调控 ＣＤＫ １ ０ 和 Ｕ Ｓ Ｐ １ 的翻译后修饰 ， 促进 ＥｃＲＢ ｌ 与 Ｕ Ｓ Ｐ

形成转录复合体 ， 从而将基因组途径和非基因组途径相结合 。 非基因组途径的发现完善

了激素调控发 育的机制 ， 并且通过与基因组途径协同合作从而更加精确的调控昆虫的变

态发育 （ 图 １

－４ ） 。

Ｋ ｒ （ ｉＰ Ｃ

＇

ＲＴ－

ｌｖｐｃＣ

＇

ａ
：

ｃ ｈ ａ ｎ ｎｅ ｌ

■＿Ｔ Ｒ Ｐｃ ｈ ａ ｎ ｎ ｅ ｌ ｓ

Ｎ ｏ ｎｇｅ ｎｏｍ ｉｃ
ｐａ ｔ ｈｗ ａｙ／＼ 。

＾
ｃｙ

ｔｏｐ ｌ ａ ｓｍ

（＾ ）

ｍ ， ｃ ｌ ｃｏｐ ｌ^ Ｗ｝

Ｃ ｅｎｏｎ ｉ ｉ１＾３ａ ！ ｈ ＼ｖ ａｙ ｙ
^

（ ｉ ｅｎｅｔ ｒａ ｎ ｓｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ｉｏｎ

图 １
－４ 非基因组信号通路 丨

３ １
１

Ｆ ｉｇ ．１
－４Ｎｏｎ －

ｇｅｎｏｍ ｉ ｃｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉ ｎｇｐａ ｔｈｗａｙｓ ｜

３ １
）

２ ．４２０Ｅ 促进组织重塑

对于完全变态 昆虫而言 ， 其发育需要经历幼虫组织的凋亡和成虫组织的形成 ， 在这

个过程中 ， 不管是虫体的外部形态还是 内部构造都发生明显变化 。 组织重塑主要是通过

细胞程序性死亡 （ ｐｒｏｇ
ｒａｍｍ ｅｄｃｅ ｌ ｌｄ ｅ ａ ｔ ｈ ， ＰＣＤ ） 实现的 ， 包括 自 嗤和渦亡 。 许多研宄都

发现 ２０Ｅ 可 以通过核受体转录复合体 Ｅ ｃＲ／Ｕ Ｓ Ｐ 或非基因途径促进细胞 自 噬和凋亡 。

自 噬是指通过吞噬 自 身的细胞物质 并将其包裹形成囊泡 ， 然后与溶酶体结合形成 自

噬溶酶体 ， 从而产生 自 身所需要的物质 。 因此 自 噬过程并不是
一

个单纯的死亡过程 ， 而

是利用溶酶体进行 自我回收从而再利用 的过程 ， 是
一

种促进存活的机制 。 但过度 自 噬或

者持续性 自 噬会诱导细胞凋亡 ， 因此 自 噬 引 起存活或者死亡是 由 多种 因素决定的 。 自 噬

与营养状态密切相关 ， 是机体饥饿状态下必不可少的
一

种生存机制 ［
３２

］
（ 图 １

－５ ） 。 自 噬

的机制在近些年得到很好地研宄 ， 整个过程涉及 ３ ０ 多个 自 噬相关蛋 白 。 自 噻 的发生涉

４
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及两大泛素连接系统 ， 其中 自 嗤相关蛋 白 ８（ ａｕ ｔｏ
ｐ
ｈａ

ｇｙ
ｒｅ ｌ ａｔｅｄ

ｇ
ｅｎ ｅ ８ ， ＡＴＧ ８ ／ＬＣ ３ ） 结合

隣脂酸 乙醇胺 （ ｐｈｏ ｓｐｈａｔ ｉ ｄｙ ｌ ａｔｈａｎｏ ｌ ａｍ ｉ ｎ ｅ ， ＰＥ ） ， 从 ＬＣ ３
－

丨 转变为 ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ ， 并转移至 自 嗤

膜上 ， 因此 ＬＣ ３
－

Ｉ １ 是 自 噬发生的重要标志 ［
３ ３ ．３ ４

］
。 凋亡是由基因控制 的使细胞 自 主且

有序死亡的过程 ， 半胱天冬蛋 白酶 （ ｃａ ｓｐ
ａ ｓ ｅ ）在其中 发挥重要作用 。 当起始的 ｃ ａ ｓｐａ ｓｅＱ 、

８ 、 ９ 、 １ ０ ） 被激活后便去活化下游效应 ｃ ａ ｓ
ｐ
ａ ｓｅ（ ３ 、 ６ 、 ７ ） ， 从而诱导细胞调亡 。 Ｃ ａ ｓ

ｐ
ａ ｓ ｅ

－

３ （ ＣＡ Ｓ Ｐ３ ）是细胞凋亡过程中最主要的蛋 白 酶 ， 也是启动细胞凋亡的主要效应分子 ［
３ ５

］
。

Ｇ ｒ ｏｗ ｔｈ  （ａｃ ｔｏｒ

Ｓｔａ ｒｖ ａｔ ｉｏｎ ｄｅｐ ｒ ｉｖ ａ ｔ ｉｏｎ

Ｉ 备

Ｄｅｃ ｒ ｅａｓｅｄ Ｂ ｌｏｃｋ  ｉ ｎ

ｅ ｘ ｔ ｒａｃｅ ｌ ｌ ｕ ｌａｒ ｎｕ ｔ ｒ ｉｅｎ ｔ ｓ ｎｕ ｔ ｒ ｉ ｅｎ ｔ ｕｐｔａｋ ｅ

Ｎ ｉ／

， ： ， Ｍ 丨 丨 ， ， … ： …咖 丨 ， … 丨咖 丨


？ 丨 ， … … 川—

Ｖｙ Ｃ ｅ ｌ ？
ｓｕ ｒｖ ｉ ｖａ ｌ

Ｄｅｃ ｒ ｅａ ｓｅｄ ，

ｉ ｎ ｔ ｒ ａｃａ ｉ
ｉ ｕ ｌａ ｒ ｎｕ ｔ ／ ｉ ｅｎ ｔｓ ｜ ）

１
Ｐｒ ｏ ｔ ｅ ｉ

ｎ
 ｓ

ｙ
ｎ ｔ ｈｅｓ ｉ ｓＡＴＰ

ｔ

Ｎ ｕ ｔ ｒ ｉｅｎ ｔ ｓｅｎｓｏ ｒｓ
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ＴＣＡ ｃ

ｙ
ｄｅ

ＸＵ ｉ ｔｏｃｔｙ ｊｎｄｈｏ ｎ
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ｇ
ｎａｈ ｎｇ 
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Ａｍ ｉ
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ｐ
ｈ ａ

ｇ ｙ＼／

Ｉ Ｃ
ｙ
ｌｏｐ

ｔａ ｓｒｍｃ Ｌ ｙ＾ｏｓｏｍｅ Ｉ

＇

ｍａｔｅ ｒ
ｉ
ａ ｌ ？

ｙ 

＊

 － Ｄｅ
ｇ

ｒ ａ ｄａ ｔ ｉｏｎ ｏ ｆ

一
－

广
＊ ＼ ｃ

ｙ
ｔｏｐ ｌａｓｍ ｉ ｃ ｍａ ｔ ｅ ｒ ｉａ ｌ

ｒ － ｔ

一＊
 參
，

．
＊？＊

ｓ

Ｐｒｅａｕ ｉｏｐｈａｇ
ｏｓｏｍａ ｉ 丨 ｓｏ ｌａｕｏｎＡ ｉＫ ｏｐｎａｇｏｓｏｍｅ Ａｕ ｔ ｔｆ

ｙ
ｓｏｓｏｒ＊

ｓ ｔ ｒｕｃｔｕｒ ｅｍｅｍｔｏｆａｎｅ

图 １
－５ 自噬与营养状态密切相关

｜

３２
１

Ｆ ｉｇ ．１
－５ Ａ ｕ ｔｏｐｈａｇ＞ ｉｓｃ ｌｏｓｅ ｌ

ｙｒｅ
ｌａ ｔｅｄｔｏｎ ｕ ｔ ｒ ｉｔ ｉｏ ｎ ａ ｌ ｓｔａ ｔｕ ｓ

 ｜

３ ２
｜

２０Ｅ 可 以上调 也ｇｓ 和 的表达诱导组织发生 自 噬和凋亡
［
３ ６

］
。 在家蚕中随着

２０Ｅ 滴度的升高 ， 自噬基因被激活 ［
３ ７

，

３ ８
］

， 而后激活凋亡基因 ， 从而出现 胃 囊收缩 、 中

肠降解和脂肪体降解等现象
［
３ ９

］
（ 图 １

－６ ） 。 ２０Ｅ 参与调节脂肪体的重塑过程 ［
４０

］
， 通过

价－Ｃ 、 ￡９３ 等基因激活 自 噬和凋亡 ， 从而诱导脂肪体的 降解 。 敲降 五９３ 的表达导致家蚕

生长发育滞后 ， 脂肪体的降解受到抑制 ［
４ １

］
。 ２０Ｅ 也可 以通过细胞外基质金属蛋 白酶对

脂肪体重塑发挥重要作用 ［
４２

，４３ ］
。 在棉铃虫变态发育过程中 ２ ０Ｅ 促进 的表达

促进成虫脂肪体的形成 ［
４４

］
＝ 自 噬与凋亡关系密切 ， 在棉铃虫 中发现 自 噬决定凋亡的发

生 ， ２０Ｅ 诱导 Ｃ ａ
２ ＋

内流 ， 从而使 自 噬转变为凋亡 ， 在添加 自 嗤抑制剂 ３ －ＭＡ 后抑制凋亡

的发生
［
４ ５

］
。 ２ ０Ｅ 促进组织蛋 白酶 Ｄ（ ｃ ａｔｈ ｅｐｓ ｉ ｎ Ｄ ， Ｃ ＴＳＤ ） 表达 ， 通过 自 噬诱导转变为

５
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成熟的状态从而进
一

步激活 ＣＡ ＳＰ ３ 促进组织凋亡
［
４６

］
， 说明 自 噬是凋亡的先决条件 ［

４ ７
］

。

Ｐｕｐａ ！

ｐｅａｋ

Ｐ ｒｅｐｕ ｐａ ｌｐｅａｋ ／＼

—

Ａｌ
ｉＶ
＿

＼ ＼ ｜ ｜ ｜ Ｉ ｜ ｌ （

－？Ｅ ｃ ｌｏｓ ｌｏｎ

－

４０４ １ ２２４３６４８６０ ７２８４９６ｈＲＰ Ｆ

Ｊｂ ０６ＯＭ
ＭＮ

＿＿￡ａ＿
１ ２ｈＲ ＰＦ １ ４ ｈＲ ＰＦ ２４ ｈＲＰ Ｆ

图 丨

－

６２ ０Ｅ 调控组织重塑
丨

３９
｜

Ｆ ｉｇ ．１
＇６２０Ｅｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅｓｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅｒｅｍｏｄ ｅ ｌ ｉｎｇ ｜

３ ９
）

３ ． 昆虫变态发育过程代谢发生重编程

３ ． １ 脂肪体是储存营养与调控代谢的主要组织

昆虫脂肪体的功能类似于哺乳动物的肝脏 ， 在胚胎时期 由 中胚层分化而来 。 脂肪体

内 的主要成分是脂滴 （ ｌ ｉ ｐ ｉ ｄｄ ｒｏｐ ｌ ｅ ｔｓ ， ＬＤ ） ， 其 内 的主要成分是甘油三酯 （ ｔｒ ｉ ａｃｙ ｌ ｇ ｌ

ｙ
ｃｅ ｒ ｉｄｅ ，

ＴＡＧ ） ， 由脂肪酸和甘油组成 。 脂肪体是 昆虫进行生长发育 、 免疫反应 、 新陈代谢和接受

激素调控的 中心组织 ［
４ ８

］
。 脂肪体 由

一

个个脂肪细胞构成 ， 充斥整个体腔 ， 将 中肠等其

余器官包裹其 中 。 比如家蚕的脂肪体 ， 主要集中 分布在腹部和头部 ， 身体其他部位也少

量存在 。 脂肪体在 昆虫变态发育时期发生明显的形态变化 ， 在幼虫时期体积较大 ， 脂肪

体组织完整成片状 ， 脂滴密集分布 ， 表面分布着少许微气管 。 而到 了变态期 ， 片状脂肪

体发生解离并变成絮状 ， 脂滴含量变小变少 ， 化蛹后脂肪体继续降解 ， 大量的幼虫脂肪

体细胞死亡
［
４９

］
， 因此是

一

种十分 良好的变态发育 的组织检测指标 。

作为脂肪体 中储存能量的主要细胞器 ， 脂滴是
一

种 由单层磷脂膜包被的脂质 ， 其中

主要物质是 ＴＡＧ 、 甾醇酯和视黄醇
［
５ ０

，５ １

］
。 脂肪体可 以通过感知营养对能量储存进行

调控 ， 作为 昆虫体 内 的主要循环用糖 ， 当脂肪体 中 的海藻糖浓度达到
一

定水平时 ， 便阻

６
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止 ＵＤＰ－葡萄糖合成海藻糖转而合成糖原 。 需要用糖时 ， 糖原通过糖原磷酸化酶进行分

解 。 在蛹向成虫转变的发育过程中 ， 脂昉体中 的糖原磷酸化酶活性处于较高的状态从而

满足用糖需求 。 胰岛素 、 脂动激素等营养激素也是通过感知脂肪体中的能量物质来调整

机体的能量稳态 。

３ ．２ 代谢与发育密切相关

昆虫属于无脊椎动物 ， 开放性的血液系统使血液与淋巴液混在
一

起 ， 包裹着各个组

织并传送不 同 的营养物质 ［
５２

］
。 昆虫的血淋巴可 以维持变化浓度更高的血糖和氨基酸

［
５３

］
， 从而为摄取外源性营养物质 以及储存代谢产物提供更多可能性 。 血淋巴的成分是

由从外部摄入的营养和 自 身的代谢状态共同决定的 ［
５４

］
， 有研究发现昆虫的摄食状态与

血淋巴中营养含量有关 ［
５ ５

］
。

代谢与生长发育密切相关 ， 代谢产物调控昆虫的生长发育 ， 如蝗虫通过肉碱及其酰

基衍生物进行独居和群居的相变 ， 具体的机制是肉碱改变了蝗虫的神经系统 ［
５ ６

］
。 在柑

橘大实蝇中 ， ＴＣＡ 循环中间代谢产物是调节昆虫是否滞育的重要物质 ［
５ ７

］
。 昆虫滞育过

程中 ， 心磷脂是滞育蛹保证低能量消耗而存活的主要因素 ［
５ ８

］
。 在家蚕中 ， 取食期饲喂

的营养物质被用来构建蚕体 ， 而后用于合成蚕丝以及提供给蛹发育 ， 从而为成虫发育 以

及繁衍后代提供能量支持 。 在棉铃虫中也发现糖代谢在发育过程中发生重编程 ， 葡萄糖

水平在幼虫停止取食后不断上升 ， 并在预蛹期达到最高 ， 而进入蛹后期又开始下降 （ 图

１
－

７ ） ， 与 ２０Ｅ 的滴度变化具有相似性 ［
５９

］
。 昆虫体内 的

一些代谢营养物如葡萄糖和谷氨

酰胺可以作为代谢开关 ， 帮助免疫细胞快速产生 ＡＴＰ 和新的生物分子 ［
６０

］
。

对于完全变态昆虫而言 ， 它们只在 占生命 ５０％的时间里取食 ， 从幼虫末期到成虫羽

化前的变态期处于不取食的状态 ， 主要依靠取食期储存的物质和分解 自身组织来生存 。

糖原和 ＴＡＧ 是重要的能量储备代谢物 ， 葡萄糖由于易降解是重要的糖酵解燃料 ［
６ １

］
， 也

是合成角质层的重要物质 ， 对于适应寒冷或者干旱十分重要 ［
６２

，６３ ］
。 ＴＡＧ 由于其每单

位重量中包含的热量高于糖 ［
６４－６６

］
， 所以是昆虫滞育期最重要的能量来源 ［

６７
］

， 也是昆

虫长时间飞行的重要燃料 ［
６８

］
。 对于越冬昆虫而言 ， 由于氧传递受损导致脂质氧化速率

降低 ， 乙酰化的 ＴＡＧ 处于液体状态并可以与水分子互作从而提供低温保护 ［
６９

］
。 代谢物

也可能影响摄食行为 ， 如肽激素和生物活性肽对所有动物的摄食行为进行调节 ［
７０

］
， 在

家蚕中 ， 速激肽作为激励因子促进摄食
［
７０

，
７ １

］
。 在棉铃虫中 ， 幼虫取食期多 巴胺处于高

水平状态 ， 促进幼虫摄食 。 而到了变态期 ， ２０Ｅ 竞争结合 ＤｏｐＥｃＲ 从而抑制幼虫摄食 ［
７

］
。

７
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图 １
－７ 在棉铃虫发育过程中葡萄糖水平发生改变
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ｔｈ ｅｄ ｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅ ｎ ｔ ｏｆ Ｈ．ａｒｍ ｉｇｅｒａ ｜

５９
｜

３ ．３２ ０Ｅ 调控代谢

２０Ｅ 作为调控 昆虫变态发育的重要激素 ， 与代谢密切相关 ， 可以重编程代谢 ， 改变

代谢状态 ， 促进变态发育 。 在果蝇 中 ， 蜕皮激素通过诱导神经细胞能量代谢改变 （氧化

磷酸化和线粒体呼吸链的改变 ） ， 导致细胞周期进程减缓抑制细胞生长
［
７２

］
。 在烟草天蛾

和意大利蜜蜂中 ， ２０Ｅ 通过转录因子 Ｈ Ｒ４ 和 Ｅ７ ５ 调控酪氨酸代谢 ， 促进角 质层的色素

沉着和硬化
［
７３ ．７４

］
。在 白蚁 中敲降 之后抑制酪氨酸代谢通路 中漆酶基因 ２ （  ｌ ａＣ Ｃ ａ ｓｅ２ ，

的表达 ， 从而导致角 质层呈现黄 白色
［
７ ５

］
。 在 昆虫变态过程中 ， ２ ０Ｅ 通过上调死亡

启动因子的表达如 ｒｐｒ ， ／７ ／Ｖ／ ，

？

和 ｆｌＷｗｃ
？

诱导大量幼虫组织的调亡 ［
７６

，
７７

］
。 在棉铃虫

由幼虫向蛹转变的过程 中 ， ２ ０Ｅ 促进血淋巴中葡萄糖的含量上升 ［
５ ９

］
。 在蜜蜂中 也观察

到相似的现象 ， ２０Ｅ 通过 ＥｃＲ 促进糖异生和糖原分解途径基因表达 ， 抑制糖原合成与糖

酵解途径基因 的表达 ， 从而直接或者间接上调变态期血淋巴 中 的葡萄糖水平
［
７ ８

］
。 在棉

铃虫 中 ， ２０ Ｅ促进甘油酸－３ －隣酸脱氢酶 （
ｇ

ｌｙｃ ｅ ｒａ ｌｄｅ ｈ
ｙｄ ｅ

－

３
－

ｐ
ｈｏ ｓｐ

ｈ ａ ｔ ｅｄｅｈｙ
ｄ ｒｏｇｅｎ ａ ｓｅ ， Ｇａｐ办 ）

的表达 ， ＧＡ ＰＤＨ 通过直接与海藻糖酶 （ ｔ ｒｅｈａ ｌ ａ ｓｅ ， Ｈ ａＴｒｅｈ ｌ ） 结合控制其活性 ， 保证葡

萄糖稳态
［
７９

］
。 注射 ２ ０Ｅ 后会减少食物消耗 ， 诱导 出现类似饥饿的表型从而促进脂肪的

分解
［
８ ０

］
。 在果绳 中 ， ２ ０Ｅ 通过激活叉头转录因子 （ ｆｏ ｒｋｈ ｅａｄｔ ｒａ ｎ ｓｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉｏｎＦａ ｃ ｔｏ ｒ ， ＦＯＸＯ ）

８
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［

８ １
．８２

］
上调甘油三酷脂肪酶 （ ａｄ ｉｐｏ ｓ ｅｔｒ ｉ ｇ

ｌ

ｙｃ
ｅ ｒ ｉ ｄ ｅ ｌ ｉ

ｐ ａ ｓ
ｅ ，２这／ ） 的表达促进脂肪的分解

［
８ ３

］
。 ２ ０Ｅ 还通过诱导 甲硫氨酸硫氧化物还原酶 （ ｍｅ ｔｈ ｉｏｎ ｉｎｅｓｕ ｌ ｆｏｘ ｉｄｅｒｅｄ ｕｃ ｔａ ｓ ｅ ｓ ， Ｍ肌４ ）

的表达从而抗氧化 ［
８４

］
。

３ ．４ 代谢组

作为继基因组学 、 转录组学 、 蛋 白质组学之后的新型组学 ， 代谢组是研究生物体代

谢物种类 、 数量或者含量变化的
一

门科学 。 代谢物处于生命活动调控的末端 ， 利用代谢

组分析可 以为研宄代谢物对生命体发育的调控提供很好的研究思路 ［
８ ５ ．８６

］
。 根据研宂对

象的不 同可 以将代谢组学分为靶 向或者非靶向 的代谢组学 ， 其 中非靶 向代谢组学 由于是

对生命体 内源性代谢产物的研宄 ， 从而获得大量的代谢物数据 ， 因此更加无偏 向 和全面 。

非靶向代谢组学的流程包括样本的采集与处理 、 实验分析 ， 其 中常见的技术包括核磁共

振 （ ｎｕｃ ｌ ｅ ａｒ ｍａｇｎｅ ｔ ｉ ｃｒｅ ｓ ｏｎ ａｎｃｅ ， ＮＭ Ｒ ） 、 液相色谱 －质谱联用 （ ｌ ｉ

ｑ
ｕ ｉ ｄ ｃ ｈ ｒｏｍ ａｔｏｇｒａｐ

ｈ －ｍ ａ ｓ ｓ

ｓｐｅｃ ｔｒｏｍ ｅ ｔｅ ｒ ，ＬＣ －Ｍ Ｓ ） 、 气相色谱－质谱联用 （ ｇａ ｓ ｃｈ ｒｏｍ ａｔｏｇｒａ
ｐ
ｈ ｙ

－ｍ ａｓ ｓ ｓｐｅｃ ｔｒｏｍ ｅ ｔｅ ｒ ， ＧＣ －

Ｍ Ｓ ） 等 。 如有文献报道通过 ＧＣ －ＭＳ 技术 ， 鉴定和分析 出滞育麻蝇和非滞育麻蝇体 内 代

谢物的差别 ， 从而阐 明 了糖类 、 氨基酸等物质在滞育麻蝇耐寒性中 的作用 。

４ ．ＫＬＦ 是调控代谢的重要转录因子

４ ． １ＫＬＦ 的结构特征

ＫＬＦ 是
一

类转录因子超家族 ， 从人类等高等生物到单细胞原生动物如领鞭毛虫等低

等生物中广泛存在 ， 由于其结构域与果蝇的 ｋｒｉｉｐｐ
ｅ ｌ 高等 同源而被命名为 ｋｒ ｉｉｐｐｅ ｌ 样转录

因子
［
８７

］
。 其结构特点是在其羧基端具有三个保守性很高的 Ｃｙｓ２Ｈ ｉ ｓ２ 锌指结构 ， 锌指之

间 由 ７ 个氨基酸连接 ， 其 中前两个锌指结构含有 ２３ 个氨基酸 ， 另
一

个锌指结构含有 ２ １

个氨基酸
［

８ ８
－９０

］
（ 图 １

－

８ ） 。 ＫＬＦ 的氨基端序列并没有什么相似性 ， 但通常都具有转录激

活结构域或者转录抑制结构域 。 目 前在人中 己经鉴定到 １ ８ 个 ＫＬＦ ｓ ， 果蝇 中鉴定到 ５ 个

ＫＬＦ ｓ 。 ＫＬＦ ｓ 通过锌指结构结合富含 ＧＣ 的 ＤＮＡ 序列 （ ＣＡＣＣＣ ，ＫＬＦ ｂ ｓ ） 从而调节靶

基因 的转录
［
９ １

］
。

＿＿＿＿＿＿

Ｎ
—

Ａｃｔ ｉｖａ ｔ ｉｏ ｎ ／ Ｒ ｅｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎ
＾＼ｏ ｂｒＰ

＾＾
Ｃ

Ｄｏｍａｍ■ 画Ｕ

图 １
－８ＫＬＦ 结构域特征

［

９２
］

Ｆ ｉｇ ．１
－ ８ＫＬＦｄｏｍ ａ ｉ ｎｃｈ ａ ｒａ ｃ ｔｅ ｒ ｉｓｔ ｉｃ ｓ

 ［

９２
］

９
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４ ．２ＫＬＦ 的功能

ＫＬＦ 广泛参与调控细胞的多种功能包括增殖 、生长 、分化 、凋亡等 。如在线虫中 ＫＬＦｓ

以
一

种依赖于 自噬的方式促进 ３哝 的转录从而延长寿命 ［
９３

］
； 在小 鼠中 ＫＬＦ５ 促进生长 ，

敲除后导致死亡 ［
９４

］ ；ＫＬＦ４ 可以作为
一

种干细胞因子对于上皮细胞的分化十分重要 ［
９５

，

９６
Ｊ

；ＫＬＦ １ ５ 与糖异生关系密切 ； ＫＬＦ 之间还可以协同发挥作用 ， 如 ＫＬＦ １ １ 和 ＫＬＦ １ ３ 与

Ｓ ｉｎ３ 蛋 白结合 ， 作用于组蛋白去乙酰化酶 、 组蛋 白 甲基转移酶等共辅因子 。 虽然 ＫＬＦ 的

结合序列是
一

样的 ， 但 由于和靶基因结合的亲和力不 同 、 羧基端不 同 以及竞争作用 ， 从

而决定不同的 ＫＬＦ 与不同基因结合发挥特定的作用
［
９７－９９

］
。

４ ．３ＫＬＦ１５ 调控糖廉代谢

在人中 ＫＬＦ １ ５ 是
一

种参与调控糖脂代谢的重要转录因子 ， 它在肝脏中高表达 ， 并

且在饥饿状态下表达量上升 ， 正向调控糖异生代谢途径中重要限速酶磷酸烯醇式丙酮酸

竣激酶 （ ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏ ｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙ
ｋｉｎａｓｅ ， ■Ｐｅ

／
ｗＡ： ） 的表达

［
１ ００

］
。 ＫＬＦ １ ５还促进氨基酸

分 解酶 如 丙 氣 酸 转 氨 酶 １ （ａ ｌａｎ ｉｎｅａｍ ｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １ ， ） 、 脯氨酸脱 氣 酶

（ ｐｒｏ ｌ ｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ， Ｐｒｏｄ／ｉ ） 、 色氨酸２ ， ３ －双加氧酶 （ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ２
，
３
－ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ，

７＾〇２ ） 和４
－轻苯丙酮酸脱氢酶 （ ４ －ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅ

ｎｙｌｐｙｍｖ ｉｃ ａｃ ｉｄ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ， 的表

达 ， 从而为糖异生提供底物支持
［
１ ０ １

，
１ ０２

］
。 在小 鼠中敲除 尺／／ｉ５ 导致空腹低血糖 ， 并且

不能利用丙氨酸合成葡萄糖 ， 这是糖异生异常以及缺乏底物的共同作用 ［
１ ０２

］
。 葡萄糖转

运体 ４（ ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ４ ， ＧＬＵＴ４ ） 是在肌肉和脂肪组织中高表达的运输葡萄糖的

转运体 ， ＫＬＦ １ ５ 上调 Ｇ／Ｍ 的表达从而促进细胞对葡萄糖的摄取 ［
１ ０３

］
。 ＫＬＦ １ ５ 可以调控

细胞周期进程 ， 通过抑制细胞周期蛋 白 Ｄ 和 Ｅ（ ｃ＾／／？ ￡ ＞ ａｎｄ ｉ； ） 和周期蛋 白依赖性激酶

２（ ｃｙｃ ｌｉｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ２ ， Ｑ汰２ ） 的表达抑制肾小球系膜细胞进入细胞周期 Ｓ 期 ， 抑

制细胞增殖
［
１ ０４

］
。 禁食诱导酰基辅酶 Ａ 合成酶短链家族成员 １（ ａｃｙｌ

－ＣｏＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ｓｈｏｒｔ

ｃｈａ ｉｎ ｆａｍ ｉ ｌｙ 

ｍｅｍｂｅｒ１ ， Ｊ ｃｓｓｉ ） 高表达 ， 这主要是通过 ＫＬＦ １ ５ 结合其启动子中 的 ＫＬＦｂｓ

实现的 ［
１ ０５

］
。 ＫＬＦ １ ５ 通过与 ｌ ｉｖｅｒＸ ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ ＬＸＲ ） 相互作用抑制固醇调节元件结合蛋

白ｌ ｃ（ ｓｔｅｒｏ ｌｒｅｇｕ ｌａｔｏｒｙ
ｅ ｌｅｍｅｎｔ

－ｂ ｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅ ｉｎ－

ｌ ｃ ， 的转录 ， 通过这
一

机制 ，

ＫＬＦ １ ５ 可以将脂肪生成转换为糖异生来适应禁食状态 ［
１ ０６

］
。

５ ． 本文的科学问题及研究方案

５ ．１ 科学问題

ＫＬＦ 作为
一

类重要的转录因子 ， 对于调控细胞功能发挥重要作用 ， ＫＬＦ １ ５ 与糖代谢

密切相关 ， 尤其是在饥饿状态下可以促进糖异生 ， 然而与 自 噬凋亡的关系并不清楚 ， 在

昆虫中关于 ＫＬＦ 的报道很少 ， ＫＬＦ 对变态发育的作用研宂 以及如何响应激素调控也是

１ ０
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未知的 。

对于完全变态昆虫而言 ， 需要经历幼虫组织的凋亡才能形成新的成虫组织 ， 在这个

过程中 ， 幼虫从摄食状态转变为停止取食 ， 由于能量不足从而 引起组织 自噬 ， 体内代谢

产物发生变化 ， 代谢物与组织重塑的关系 以及相关机制是不清楚的 。 在棉铃虫发育过程

中 ， 生长和变态发育的标志代谢物也是未知的 。 ２０Ｅ 作为调控变态发育的重要激素 ， 在

变态期滴度上升 ， 诱导昆虫停止取食并拮抗胰岛素信号通路 ， 促进组织的 自 噬和凋亡 ，

是改变代谢的关键因子 ， 然而 ２０Ｅ 如何协同调控组织重塑和代谢也不完全清楚。

５．２ 研究方案及预期目标

本研宄 以重大农业害虫棉铃虫为研究对象 ， 运用
一

系列生物化学及分子生物学方法 ，

通过检测 ＫＬＦ １ ５ 的表达模式以及激素刺激明确 ２０Ｅ 促进 Ｘ／／Ｊ ５ 的表达及具体机制 ；
ＲＮＡ

干扰实验探究 ＫＬＦ １ ５ 对于虫体发育的功能 ； 细胞系检测 自噬流和凋亡探宄 ＫＬＦ １ ５ 促进

自 噬凋亡 ； 检测
一

系列代谢产物和代谢途径关键基因探究 ＫＬＦ １ ５ 对代谢的调控以及变

态期高水平葡萄糖的来源 ； 转录调控实验揭示 ＫＬＦ 丨 ５ 促进糖异生 、 自噬凋亡的具体机

制 。

利用 ＬＣ －ＭＳ 技术 ， 测定幼虫生长期 、 游走期和蛹期血淋巴代谢组 ， 鉴定不同发育

阶段的标志代谢产物 ？

， 通过注射代谢物和 ＲＮＡ 干扰代谢途径的关键限速酶明确代谢物

对组织重塑的作用 ； 通过检测代谢途径中关键限速酶的表达以及 ２０Ｅ 刺激阐 明 ２０Ｅ 调

控氨基酸代谢重编程的具体机制 。

通过以上研宄明确转录因子 ＫＬＦ １ ５ 在棉铃虫变态发育中 的功能及调控机制 ； 鉴定

完全变态昆虫发育过程中的标志代谢物 ， 阐 明代谢产物与组织重塑的关系 ； 完善 ２０Ｅ 调

控代谢的分子机制 ， 为害虫防治提供了新的理论基础和靶标基因 。

１ １
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第二章 蜕皮激素通过 ＫＬＦ １５ 整合促进自噬和糖异生从而维持昆虫变

态发育中葡萄糖稳态

１ ． 引言

葡萄糖是动物和 人类生长发育过程中 必不可少的能量物质 ， 可 以直接或间接地通过

代谢产生能量供给机体发育 。 有些组织如哺乳动物的大脑和红细胞 ， 主要依赖葡萄糖来

满足它们的能量需求 。 葡 萄糖主要来 自 于糖原分解和糖异生 ， 在正常摄食条件下 ， 糖原

憐酸化酶 （
ｇ ｌｙｃ

ｏ
ｇ
ｅｎ ｐ

ｈｏｓｐｈ
ｏ ｒｙ

ｌ ａｓｅ ， ＧＰ ） 催化糖原分解产生葡萄糖
［

１ ０７
］

， 并通过糖酵解

分解产生丙酮酸 （ ｐｙｒｕｖａ ｔｅ ， ＰＡ ） 和三磷酸腺苷 （ ａ ｄｅｎｏ ｓ ｉｎｅ ｔｒ ｉ

ｐｈｏ ｓｐ
ｈａｔｅ ， ＡＴＰ ） 。 然而储

存的糖原在停止取食十小时左右消耗殆尽 ， 此时糖异生便成为主要且几乎唯
一

的生糖方

式 ， 即通过
一

些非糖前体物质 如乳酸 （ 丨ａｃ ｔａｔｅ ， ＬＡ ） 、 甘油 、 ＰＡ 和游离氨基酸 （ ｆｒｅｅ ａｍ ｉｎｏ

ａｄｄｓ ，ＦＡＡ ｓ ） 产生葡萄糖
［

１ ０８ ．１ ０９
］

。 因此取食期 向停止取食期的转变过程存在糖代谢

重编程 ， 然而具体的调控机制并不清楚 。

Ｋｒ ｉｉｐｐｅ
ｌ
－

ｌ ｉ ｋｅｆａｃ ｔｏｒｓ（ ＫＬＦ ｓ ） 家族是
一

类在其羧基端具有三个保守的 Ｃ
ｙ
ｓ２Ｈ ｉ ｓ２ 锌指

结构的转录调控因子 ， 通过特异性结合基因启动子序列 中 ＧＣｂｏｘ ， ＧＴｂｏｘ（ ＣＡＣＣＣ ，

ＫＬＦ ｂ ｓ ） 从而调控基因转录
［
９ １

，１ ０ ５
］

， 参与细胞的生长 ， 增殖或者凋亡
［

１ １ ０
，１ １ １

］
。 在秀

丽隐杆线虫中 ， ＫＬＦ ｓ 以依赖 自 嗟的方式延长寿命 ［
９３

］
， ＫＬＦ３ 对于调控脂代谢十分重要

［
１ １ ２

］
。 在小 鼠 中 ， ＫＬＦ １ ５ 是

一

种参与糖代谢的重要转录因子 ， 在禁食期 ， ＫＬＦ １ ５ 在肝脏

中表达量上升 ， 促进糖异生关键酶葡荀糖 －６ －憐酸酶 （ ｇ ｌ ｕｃｏ ｓｅ
－６ －

ｐ
ｈｏ ｓ

ｐ
ｈ ａ ｔａ ｓｅ ，Ｇ６ｐ ） 和磷

酸稀醇式丙酮酸羧激酶 （ ｐｈｏ ｓｐｈｏｅｎｏ ｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｃ ａｒｂｏｘｙ
ｋ ｉｎａｓ ｅ ， 作／以 ） 的转录

［
１ ００

，
］ ０６

］
。

同时 ， ＫＬＦ １ ５ 还能上调编码氨基酸分解酶基因 的表达 ， 从而为糖异生提供丰富 的生糖底

物
［

１ ０ １
，

１ ０２
］

。 有研宄发现 ＫＬＦ １ ５ 抑制肺腺癌细胞生长
［

１ １ ３
］

。 然而 ， ＫＬＦ １ ５ 调控 自噬的

作用和机制 尚不清楚 。

当完全变态 昆虫停止取食并从幼虫转 向成虫时 ， 幼虫存活与成虫组织发育所需的能

量 只 能来 自 自 身储存的物质 ， 在此期间幼虫组织通过程序性细胞死亡 （

ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅ ｌ ｌ

ｄ ｅａｔｈ ，ＰＣＤ ） 降解 ， 包括 自 噬和凋亡
［
４ ８ ， １ １ ４

］
。 昆虫脂肪体作为哺乳动物肝脏的 同源组

织 ， 是感知各种激素 、 储存营养物质和进行糖代谢的主要组织 ［
６ ８

， １ １ ５
］

， 脂滴 （ ｌ ｉｐ
ｉｄ ｄ ｒｏｐ ｌ ｅｔ ，

ＬＤ ） 是脂肪体细胞中主要 的 脂质 储存细胞器 ， 其 中 的主要成分是甘油三酯 （ ｔｒ ｉ

ｇ
ｌｙｃ ｅｒ ｉｄｅ ，

ＴＡＧ ） ［
６４

］

。 ２ ０Ｅ 是 昆虫蜕皮变态的主要调节因子 ［
１ １ ４

， １ １ ６
］

＝２ ０Ｅ 滴度在幼虫向蛹转变

期 间 持续 升 高
［
４６

］
， 通过结合 其核 受 体 （ ｅ ｃｄｙ ｓｏｎ ｅｒｅ ｃ ｅｐ

ｔｏ ｒ ， ＥｃＲ ） 并与超气 门 蛋 白

（ ｕ ｌ ｔ ｒａ ｓｐ
ｉｒａｃ ｌ ｅｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ， Ｕ ＳＰ ） 形成转录复合体 ， 与蜕皮酮反应兀件 （ ｅｃｄｙｓｏｎｅｒｅ ａｃ ｔ ｉｏｎ

ｅ ｌ ｅｍ ｅｎｔ ，ＥｃＲＥ ） 结合后
［

１ １ ７
］
启 动下游基因表达从而起始 昆虫的变态发育

［
１ １ ８

］
。 高滴度

１ ２
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的 ２０Ｅ 可以促进幼虫组织从 自噬转变为凋亡
［
４５

］
。 之前实验室的研究发现在幼虫停止摄

食后 ， 血淋巴中葡萄糖水平升高 ［
５ ９

］
， 幼虫的组织发生降解 。 尽管 ２０Ｅ 对 昆虫变态的调

控己有广泛的研究 ， 但其调控糖异生的机制及其与幼虫脂肪体 ＰＣＤ 的关系仍不清楚 。

本章节研宄以棉铃虫为实验模型 ， 揭示了２０Ｅ 调控糖代谢重编程和脂肪体 ＰＣＤ 的

机制 ， ２０Ｅ 通过 ＫＬＦ １ ５ 整合 自 噬和凋亡促进幼虫脂肪体降解 ， 为糖异生产生底物 ， 从而

升高血糖水平促进变态发育 。

２ ． 材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ．１ ．１ 实麵物

重大杂食性农业害虫棉铃虫为本实验的研宄对象 ， 养殖温度为 ２７
°

Ｃ± Ｉ

°

Ｃ ， 养殖湿度

为 ６０－７０％ ， 光照时长 １ ４ 小时 ， 喂食 由大豆粉 、 小麦胚芽 、 复合维生素 、 蔗糖和无机盐

等配置而成的饲料 ［
１ １ ９

］
。

２ ． １ ．２ 实验细胞

棉铃虫表皮细胞系 （ＨａＥｐ ｉ ｃｅ ｌ ｌ ｌ ｉｎｅ ） 是 由本实验室从 ５ 龄幼虫表皮组织中分离培养

获得 ［
１ ２０

］
。 将细胞传至培养瓶中使其松散地贴附单层 ， 加入 ５ ｍＬ Ｇｒａｃｅ 培养基 （ １ １ ３００

０４３ ，Ｇ ｉｂｃｏ ， 美国 ） 和 １ ０％热灭活胎牛血清 （ １ ６ １ ４００６３ ，Ｇ ｉｂｃｏ ， 美国 ） ， 培养温度为 ２７
°

Ｃ ，

每周传代培养
一

次并观察细胞状态 以及是否有污染 。

２ ． １ ．３ 实麟剂

Ｔｒｉｚｏ ｌ ＲＮＡ 提取试剂盒 、 ｄＮＴＰ 、 Ｔａｑ 聚合酶 、 ＨＩＦ Ｉ 酶 （全式金 ， 北京 ， 中 国 ） 。 琼

脂糖 、 二 甲基亚砜 （ ＤＭＳＯ ） 、 ＤＮＡ 提取液 、 核蛋 白提取试剂盒 、 ＣＣＫ－

８ 细胞活力试剂

盒 、 海藻糖测定试剂盒 、 丙酮酸测定试剂盒、 游离脂肪酸测定试剂盒、 谷氨酸测定试剂

盒 （索莱宝 ， 北京 ， 中 国 ） 。 葡萄糖测定试剂盒 （酶联生物 ， 上海 ， 中 国 ） 。 ＣｈＩＰ 试剂盒

（碧云天 ， 上海 ， 中 国 ） 。 引物序列合成 、 氨苄青霉素 、 卡那霉素 、 异丙基硫代半乳糖苷

ＩＰＴＧ 、 蛋 白酶抑制剂 ＰＭＳＦ（生工生物 ， 上海 ， 中 国 ） 。 胶回收试剂盒、 质粒提取试剂盒

（捷瑞 ， 上海 ， 中 国 ） 。 ＲＮＡ 酶抑制剂 、 限制性 内切酶 、 合成 ｄｓＲＮＡ 试剂盒 （ Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆ ｉｓｈｅｒ Ｓｃ ｉｅｎｔｉｆｉｃ ， 马萨诸塞州 ， 美国 ） 。 弗氏佐剂 、 ４
＇

，６－ｄ ｉａｍ ｉｄ ｉｎｏ－２ －

ｐｈｅｎｙ ｌ ｉｎｄｏ ｌｅ （ＤＡＰＩ ）

（ Ｓ ｉｇｍａ－Ａ ｌｄｒｉｃｈ ， 麻省 ， 美国 ） 。 ２０Ｅ（ Ｃａｙｍａｎｃｈｅｍ ， 密歇根州 ， 美国 ） 。 细胞转染试剂

（博奥龙 ， 北京 ， 中 国 ） 。 牛胎盘血清 （ Ｂ ｉｏ ｌｎｄ ， 基布兹 ？拜特？埃梅克 ， 以色列 ） 。 Ｔ４ ＤＮＡ

连接酶 （Ｍ ｅｗ ＥｎｇｌａｎｄＢ ｉｏ ｌａｂｓ ， 麻省 ， 美国 ） 。 ｃＤＮＡ 反转录试剂盒 （Ａｂｅａｍ ， 剑桥 ， 英

国 ） 。 Ｇｒａｃｅ 培养基 （ Ｇ ｉｂｃｏ ， 加利福尼亚州 ， 美国 ） 。 溴化氢柱料 （ Ｇｅｎｅｒａ ｌ Ｅ ｌｅｃｔｒｉｃ Ｈｅａ ｌ ｔｈｃａｒｅ ，

白金汉群 ， 英国 ） 。 吐温 ２０ （鼎 国 ， 北京 ， 中 国 ） 。 磷酸化的组蛋 白 Ｈ３ 多克隆抗体 （ Ｓｅｒ ｌ Ｏ ）

１ ３
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（ Ｃｅ ｌ ｌＳ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇ 

Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ ， 麻省 ， 美国 ） 。 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ ） 标记的羊抗 鼠和羊

抗兔 Ｉ
ｇＧ 、 碱性磷酸酶标记的羊抗兔或马抗 鼠 ＩｇＧ（ 中杉金桥 ， 北京 ， 中 国 ） 。

ｐ
－Ａｃｔ ｉ ｉｉ 单

克隆抗体 、 ＧＦＰ／ＲＦＰ 单克隆抗体 （ ＡＢｃ ｌｏｎａ ｌ ， 武汉 ， 中 国 ） 。 ＣＡＳＰ３ 多克隆抗体 （ 万类 ，

沈阳 ， 中 国 ） 。 ＣＡＳＰ３ 活细胞分析试剂盒、 Ａｎｎｅｘ ｉｎ Ｖ－Ｐ Ｉ 凋亡检测试剂盒 、 Ｔｕｎｅ ｌ 细胞凋

亡试剂盒 （ 宇 丨旦生物 ， 苏州 ， 中 国 ） 。 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｔｉｐ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｓｕ
ｐｅ

ｒｍ ｉｘ（ 艾德莱 ， 北

京 ， 中 国 ） 。 其他试剂均购于国药的分析纯试剂 。

２ ． １ ．４ 实验伩器

ＰＣＲ 仪 （博 日科技 ， 杭州 ， 中 国 ） ， 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （Ａｎａ 丨ｙｔｉｋ Ｊｅｎａ ， 德国 ） ， 电泳

仪、 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 电泳槽 （凯元 ， 上海 ， 中 国 ） ， 移液枪 、 高速冷冻离心机 （ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ，

德国 ） ， 超声破碎仪 （新芝 ， 宁波 ， 中 国 ） ， 微量分光光度计 （凯奥 ， 北京 ， 中 国 ） ， Ｏ ｌｙｍｐｕｓ

ＢＸ５ １ 荧光显微镜 （ 奥斯巴林 ， 曰本 ） ， 流式细胞仪 （Ａｍｎ ｉｓ ， 西雅图 ， 美国 ） ， 化学发光

成像系统 ５２００（天能 ， 上海 ， 中 国 ） ， Ｌ －８９００ 氨基酸分析仪 （ 日立 ， 东京 ， 日本 ） 。

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １提取ＲＮＡ

选取不同龄期 、 体重大小相似的三只虫 ， 将其在冰上冻 １ ５ ｍ ｉｎ ， 在显微镜下沿侧线

将虫解剖 ， 分离出表皮 ， 中肠和脂肪体并放入 ｌ ｘＰＢ Ｓ （ ｐＨ ７ ．４ ， １ ０ ｍＭＮａ２ＨＰ〇４ ，１ ． ８ ｍＭ

紐２１
＞０４ ， １ ４〇 ｜１１ ］＾灿 （： １ ， ２ ．７福 艮（： １ ） 中冲＾去除血淋巴 ， 然后称取 １ 〇〇 １１＾ 组织放入

已加入 Ｔｒｉｚｏ ｌ 试剂的研磨器中充分研磨 ， 取 出研磨好的组织在冷冻离心机中 １ ２０００ｒｐｍ

离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 取上清液至新的无 ＲＮＡ 酶的 ＥＰ 管中室温静置 ５ｍ ｉｎ 。 在提取细胞 ＲＮＡ

时 ， 用 ｌ
ｘＰＢＳ 洗涤细胞两次 ， 然后取 ｌ ｍＬ Ｔｒｉｚｏ ｌ 至六孔板中在冰上放置 １ ０ｍ ｉｎ 充分裂

解细胞 ， 用枪吹打细胞并收集至 ＥＰ 管中 。 加入 ２００
ｐＬ 氯仿后剧烈震荡 ２０ｓ 后 １ ２０００

ｒｐｍ ， ４
°

Ｃ离心 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 取上层水相并加入等体积的预冷后的异丙醇充分混匀后室温静置

ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ，１ ２０００ ｒｐｍ ， ４
°

Ｃ离心 １ ０ ｍ ｉｎ 后去除上清液 ， 留下沉淀 ， 用 ＤＥＰＣ 水配置的 ７５％

的乙醇充分洗涤沉淀后 １ ２０００ｒｐｍ ， ４
°

Ｃ离心 ５ｍ ｉｎ ， 去除乙醇并在超净台风干 ５ｍ ｉｎ 使

乙醇彻底挥发 ， 根据沉淀量加入 ＤＥＰＣ 水并于 ７２
°

Ｃ金属浴中孵育 １ ０ｍ ｉｎ 使 ＲＮＡ 充分

ｍｍ 〇

２ ．２ ．２反＿合成ＣＤＮＡ

将提取好的 ＲＮＡ 测浓度 ， 根据 ５ ｘＡＨ －

Ｉｎ－ＯｎｅＲＴ Ｍａｓ ｔｅｒＭ ｉｘ 反转录试剂盒说明书 ，

定量 ２ 盹 做模板 ， 并加入 ２ 吣 ＡｃｃｕＲＴＲｅａｃｔ ｉｏｎＭ ｉｘ（ ４ｘ ） ， 补 ＤＥＰＣ 水至 ８ 吣 混匀后

放置４２
°

Ｃ金属洛中孵育２ｍ ｉｎ
； 加入２

 ｊ

ｉＬ ＡｃｃｕＲＴ Ｒｅａｃｔ ｉｏｎＳｔｏｐｐｅｒ（ ５ ｘ ） 、 ４
ｐ

ＪＬ５ ｘＡ ｌ ｌ
－

Ｉｎ

Ｏｎｅ ＲＴＭａｓ ｔｅｒＭ ｉｘ 、 ６ ｎＬ ＤＥＰＣ 水 ， 放置 ２５
°

Ｃ金属浴中孵育 １ ０ ｍ ｉｎ ， 然后转至 ４２
°

Ｃ金属

浴中孵育 １ ５ ｍ ｉｎ ， 最后在 ８５
°

Ｃ金属浴中孵育 ５ ｍ ｉｎ 。 将合成好的 ｃＤＮＡ 进行 －２０
°
Ｃ保存 。

２ ．２ ．３ 基因鉴定 、 克隆和生物信息学分析

１４
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根据文献报道的人和果蝇的 ＫＬＦ 序列进行 ＮＣＢ Ｉ 序列查找 ， 获取了人 １ ８ 个 ＫＬＦ ｓ

和果蝇 ５ 个 ＫＬＦ ｓ ； 以人和果蝇的 ＫＬＦ 为路标 ， 在棉铃虫基因组中进行 Ｂａｓ ｉ ｃＬｏｃａ ｌ

Ａ ｌ ｉｇｎｍｅｎｔ Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏ ｌ（ ＢＬＡＳＴ ） 查找 ， 根据得分排列在棉铃虫 中筛选到 ５ 个 ＫＬＦ ｓ ， 将

ＫＬＦ ｓ 的全长序列进行 ＳＭＡＲＴ 在线软件分析发现其羧基端都具有保守的锌指结构 。 根

据 ＫＬＦｓ 的全长序列分别设计干扰引物 ， 过表达引物和荧光定量 ＰＣＲ 引物 ， 选择合适的

ｃＤＮＡ 模板进行扩增 。 用 ＭＥＧＡ７ ．０ 软件对不同物种的 ＫＬＦ ｓ 蛋 白序列进行比对并构建

进化树 。

２ ．２ ．４实时定量ＰＣＲ（ ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ ）

将不同组织的 ｃＤＮＡ 进行稀释 （表皮 １ ：６ ； 中肠 １ ： ８ ； 脂肪体 １ ： ５ ） 作为模板 ， 避光

加入 以下反应 （ 总体积为 １ ０
ｆ
ｉＬ ） ：

表 ２
－

１ＰＣＲ反应体系

Ｔａｂ ．２－

１ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

合成体系


１ ０
 ｜

ｘＬ

上游 弓丨物＾ １
ｆ

ｉＭ ） ２ Ｌ^

下游 引 物 （ ｌ ｐＭ ） ２ ｈＬ

ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＴ ｉｐ
Ｇｒｅｅｎ ５

 ｊ

ｘＬ

ｑ
ＰＣＲＳｕｐｅｒｍ ｉｘ

稀释过的 ｃＤＮＡ 模板


１

＾
ｉＬ

反应条件 ： ９ ５
°

Ｃ１ ５ｍ ｉｎ ；９５
°

Ｃ１ ５ｓ
；６０

°
Ｃ１ｍ ｉｎ

；７８
°

Ｃ２ｓ ，

一

共设４０个循环 ， 在

６５
°

Ｃ －９５
°

Ｃ进行溶解曲线分析 ， 间隔 ０ ． ５
°

Ｃ 。 获得的 Ｃｔ 值根据公式 ；Ｔ
ＡＡＱ
计算 ， 即 ２

４Ａ ￡： ｔ ｉ
：

＿＿Ａｅ ｔ

ＡＣ ｔ 代表实验组中基因 的 Ｃｔ 平均值 ／对照组中基因 的 Ｃ ｔ 平均值一 内参基因

的 Ｃ ｔ 平均值 为 内参基因 。 将计算 出来的数值进行 ／ 检验 （
＊

／
？＜０ ．０５ ，

＊ ＊

／
Ｋ０ ．０ １ ，

＊ ＊ ＊

ｐ
＜０ ．００ １ ） 或者 ＡＮＯＶＡ（不同字母表示两组之间存在显著差异 ｐ

＜０ ．０５ ） 分析是否具

有显著差异 。

２ ．２ ．Ｓ 制备多克隆抗体

２ ．２ ．５ ． １ 构建原核表达载体

选择 ＫＬＦ １ ５ 的 ｃＤＮＡ 片段 （ １
－

５６４ 的核苷酸序列 ， 编码 １ ８８ 个氨基酸 ） 进行扩增 ，

根据 ｐＥＴ
－

３０ａ 质粒图谱选择合适的酶切位点 ， 用 ＤＮＡ 限制性内切酶在 ３７
°

Ｃ金属浴中酶

切 ＫＬＦ １ ５ 目 的片段和 ｐＥＴ
－３ ０ａ ｌ ． ５ ｈ ， 点样至琼脂糖凝胶孔中并进行胶回收 ， 测定浓度后

用 Ｔ４ 连接酶于 ４
°
Ｃ连接过夜 。 将连接产物转入大肠杆菌 ＤＨ ５ａ 中冰上孵育 ３０ｍ ｉｎ 后于

４２
°

Ｃ金属浴中热激 ７ ５ｓ ， 迅速转移到冰上 ２ｍ ｉｎ ， 加入 １ｍＬ 培养基后放入 ３ ７
°

Ｃ摇床中

孵育 １ｈ 。 离心收集菌体均匀涂至含卡那霉素 （ Ｋａｎａ ） 的 ＬＢ 固体培养基中并放到 ３ ７
°

Ｃ

培养箱中培养 丨 ６ ｈ 。 挑取单菌落进行 ＰＣＲ 扩增跑胶筛选阳性菌落 ， 加 ＬＢ 培养基培养过

夜进行保种和提质粒 ， 将构建好的重组质粒转入大肠杆菌 Ｒｏｓｅｔｔａ 菌株培养过夜 ， 筛选

阳性菌后加入 ２０％甘油进行－８０
°

Ｃ保存 。

１ ５
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２ ．２ ．５ ．２ 大规模表越组蛋白并纯化

将重组菌株接种到含有 ５ ｍＬ ＬＢ 培养基中 （ Ｋａｎａ 抗性 ） 于 ３７
°

Ｃ培养过夜 ， 然后 以

１％的 比例转移至 ５００ｍＬ 培养基中于 ３７
°
Ｃ摇床中培养 ３ｈ ， 加入 ０ ． ５ｍＭ 的 ＩＰＴＧ 后继续

放置 ３ ７
°

Ｃ摇床培养 ６－７ｈ 。 室温离心收集菌落 ， 用 ３０ｍＬｌ
ｘＰＢＳ 悬起沉淀放到破碎仪中

进行超声破碎 （超声 ５ｓ ， 间隔 ５ｓ ， 总时长 １ ． ５ ｈ ） 。 于冷冻离心机中离心 ２０ｍｉｎ 后分别

收集上清液和沉淀 ３ 经过 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 跑胶 ， ＫＬＦ １ ５ 蛋 白形成包涵体 ， 将沉淀溶于含有 ８

Ｍ 尿素的变性液 （ ０ ． １ Ｍ Ｔｒ ｉｓ
－ＨＣ Ｉ（ ｐＨ ８ ．０ ） ， ８ Ｍ 尿素 ） 中进行变性并放置 ３ ７

ａ
Ｃ摇床震

荡过夜 。 将沉淀于 ４
°

Ｃ ， １ ２０００ｒｐｍ 离心 ２０ｍｉｎ 后取上清液过 Ｈ ｉｓ
－

ｔａｇ变性柱进行纯化 。

２ ．２ ．５ ．３ 制备多克隆抗体

将新西兰大 白兔作为免疫对象 ， 观察确保其健康后从耳缘静脉处取 １ｍＬ 血作为前

血清 。 将纯化好的蛋 白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和浓度检测 ， 定量 ５００
Ｍｇ 与等量的完全弗氏佐

剂充分混匀至油包水的状态 ， 在新西兰大 白兔的皮下进行多点注射 ；
三周后将 ５ ００ Ｍｇ 纯

化的抗原与等量的不完全弗氏佐剂混匀后进行第二次注射 ； 两周后将 ］ ｍｇ 的纯化抗原

进行肌肉注射来加强免疫 。

一

周后取血为兔多克隆抗体 ， 并以前血清作为对照进行抗体

特异性检测 ［
１２ １

］
。

２ ．２ ．６ 提取组织蛋白

将棉铃虫放置冰上 １ ５ ｍ ｉｎ 后将其解剖 ， 取表皮 ， 中肠和脂肪体放到 ｌ
ｘＰＢＳ 中洗洛 ，

然后将组织放到 ｐＨ ７ ． ５ 的 ４０ ｍＭ Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ Ｉ（含 １％的 ＰＭＳＦ ） 中充分研磨后转移至 ＥＰ 管

中 ， １ ２０００ ｒｐｍ ， ４
°
Ｃ离心 １ ５ ｍ ｉｎ 后取上清液即为虫体组织总蛋 白 。 提取细胞蛋白时 ， 首

先吸去培养基并加入 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗涤两次 ， 然后加入 １ｍＬ 的 ｌ ｘ ＰＢＳ 吹打收集细胞 ， ４

°
Ｃ ，

３０００ｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 后取上清液即为细胞总蛋白 。 加入 １ ／２ 体积的蛋白处理液于 １ ００
°

Ｃ

中孵育 １ ５ｍ ｉｎ 。

２ ．２ ．７ 蛋白质免疫印迹

定量处理好的蛋 白样品加到 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 加样孔中 ， 设置电压 ８０Ｖ 至样品跑出蛋 白

胶前沿停下 。 将滤纸和硝酸纤维素膜栽剪至和蛋 白胶大小 ， 先铺三层滤纸和
一

层硝酸纤

维素膜到电泳仪石墨板上 ， 将蛋 白胶小心转移到硝酸纤维素膜上 ， 再铺上三层滤纸进行

转膜 。 裁剪硝酸纤维素膜至合适大小放到孵育盒里用 ＴＢＳＴ Ｃ ＴＢＳ 中加入 ０ ．０２％的吐温 ）

清洗
一遍后加入封闭液 （ ５

ｇ 脱脂奶粉溶于 １ ００ｍＬ ＴＢＳＴ 中 ） 孵育 １ｈ ， 去除奶粉后用

ＴＢＳＴ 清洗
一

遍膜后加入抗体于 ４
°

Ｃ赙育过夜 。 ＴＢＳＴ 清洗膜两次 ， ＴＢＳ （ ｐＨ ７ ． ５ ，１ ０ ｍＭ

Ｔｒｉｓ
－ＨＣＩ ，１ ５０ ｍＭ ＮａＣ Ｉ ） 清洗膜

一

次 ， 每次 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 加入二抗 ， 于室温孵育 ２ ｈ ， 去除

二抗后用 ＴＢＳＴ 清洗两次 ， ＴＢＳ 清洗
一

次后用机器或者发色液进行显色观察 。 蛋 白条带

分析使用 ＩｍａｇｅＪ 软件 （ 马里兰州 ， 贝塞斯达 ， 美国 ） 。

２ ．２ ．８ 构建过表达质粒

扩增 ＫＬＦ １ ５ 全长序列 ， 选择合适的酶切位点用限制性 内切酶切 目 的片段和质粒

１ ６
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ｐ ｌＥＸ －４ －ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ ， 点样至琼脂糖凝胶中 ， 电泳后胶回收 ， 用 Ｔ４ 连接酶连接过夜后转入

大肠杆菌 ＤＨ ５ ｃｔ ， 筛选阳性菌落后测序确保序列准确 。

２ ．２ ．９ 合成双链 ＲＮＡ

选择 ４００－

５ ００ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 序列 ， 在其 ５

’

端加入 Ｔ７ 启动子序列并进行扩增作为合成

双链 ＲＮＡ 的模板 ， 加入 以下反应配置合成双链 ＲＮＡ 的体系 ：

表 ２－２ｄ ｓＲＮＡ 合成体系

Ｔａｂ ． ２ －２ｄ ｓＲＮＡｓｙｎ ｔｈ ｅｓ ｉｓｓｙｓ ｔｅｍ

合成体系


５ ０
ｃＤＮＡ ３

 ｊ

ａｇ

Ｔ７
ｐｏ ｌ ｙｍ ｅｒａｓｅ ４

 ｊ

ｉＬ

Ｔ７
ｐｏ

ｌｙｍ ｅｒａｓｅｂｕ ｆｆｅ ｒ２０
 ｊ

ｘＬ

Ｒｎａｓｅ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒ ２
 ｊ

ｉＬ

ＮＴＰ ｓ ２ ．４
 ）

ｉＬ ｘ ４

ＤＥＰＣｚＫ


补至５ ０
ｐＬ

将反应体系放置 ３ ７
°

Ｃ水浴锅中孵育过夜 ， 加入 １ ０叫 的 ＤＮａ ｓｅ ｌ 和 １ ０的 ＤＮａ ｓｅ ｌ

ｂｕｆｆｅｒ ， 加 ＤＥＰＣ 水补至 １ ００ 卟 ， 于 ３ ７
°

Ｃ水浴锅 中孵育 １ｈ 。 每组样品加 ＤＥＰＣ 水至 ２００

＃ ， 加入 １ ００ 化 氯仿和 １ ００ ＃ 水饱和酚后震荡混匀 ， １ ２０００ １

１
） １１１ ， ４

°

（：离心 １ ５ １＾ １１ ， 取

约 ４００
ｐＬ 上清液和等体积的氯仿混匀后离心 ， 取约 ２００

ｐＬ 上清液加入 ２ ． ５ 倍体积的无

水乙醇和 １ ／ １ ０ 体积的 ３Ｍ 乙酸钠 （ ｐＨ ４ ． ０ ） ， 放到 －２ ０
°

Ｃ冰箱过夜 。 离心收集沉淀 ， 用 ＤＥＰＣ

水配置的 ７ ５％的 乙醇洗涤沉淀后风干去除乙醇 ， 加入 ５ ０ 队 的 ＤＥＰＣ 水溶解沉淀 。 １ ： １ ０

稀释合成好的 ｄ ｓＲＮＡ 测定浓度并进行琼脂糖凝胶 电泳 ， 条带单
一

且 明亮代表合成成功 。

２ ．２ ． １ ０ 虫体 ＲＮＡ 干扰

长的双链 ＲＮＡ（ ｄｓＲＮＡ ） 在 昆虫体 内可以被分解成多个较小的 ｄｓＲＮＡ 从而降解靶

标基因的转录 ［
１ ２２

］
。 将刚蜕下皮的六龄 ０ｈ 幼虫进行计时 ， 取体重大小相似的六龄 ６ｈ

幼虫置于冰上 。 用灭菌的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 将双链 ＲＮＡ 稀释至 ５ ００ ｎｇ／叫 ， 注射针吸取 ｄ ｓＲＮＡ 从

棉铃虫侧腹部第三腹足的位置插入体 内 向前注射 ， 间隔 ２４ ｈ 后注射第二针 ，

一

共注射三

次 。 也 为对照组 ， 实验组和对照组每组至少 ３ ０ 只虫 ， 并重复三次进行统计 。

２ ．２ ． １ １ 虫体撖素刺撖

用 ＤＭ ＳＯ 将 ２０Ｅ 溶解至 １ ０ｍｇ／ｍＬ 进行储存 。 ｌ
ｘ ＰＢＳ 将 ２０Ｅ 稀释至 ２０ 、 ４０ 和 １ ００

ｎｇ
／＾Ｌ 。 选取 ６ 只大小体重相似的六龄 ６ ｈ 幼虫进行注射 ， 每次注射 ５

＾Ｌ ， 使其终浓度分

别为 １ ００ 、 ２００ 和 ５ ００ｎｇ
／只虫 ， 分别刺激 １ 、 ３ 、 ６ 、 １ ２ 和 ２４ｈ ， 提取脂肪体进行检测 。

２ ．２ ． １２ 转染过表达质粒和 ｄｓＲＮＡ

将 ＨａＥｐ ｉ 细胞接种到六孔板中 ， 待其密度约为 ８０％时 ， 进行转染 ？

． 用镊子夹取两个

无菌 ＥＰ 管 ， 分别加入 １ ００叫 的 ０ ． ９％ＮａＣ Ｉ ，

一

个 ＥＰ 管中加入 丨 ０叫 的转染试剂 ， 另
一

个 ＥＰ 管中加入 ５
ｐｇ 过表达质粒或 ２

ｐｇ 的 ｄｓＲＮＡ ， 将两个 ＥＰ 管混匀静置片刻后加到六

１ ７
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孔板中 ， 于 ２７
°
Ｃ培养 ４８ －７２ｈ ， 每隔 ２４ｈ 在荧光显微镜下观察细胞是否发出 明亮荧光来

确定是否转染成功 。 空载质粒 ｐ
ＩＥＸ －４－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 为空 白对照 。

２ ．２ ． １３ 测定血淋巴葡萄糖

取至少三只虫的血淋巴共 ３ ０
｜

ｘＬ（含 Ｉ ｍＭ 苯基硫脲 ， （ ｐｈｅｎｙ ｌｔｈ ｉｏｕｒｅａ ， ＰＴＵ ） ） ， 离

心去除血细胞后取 １ ０
ｒＬ 血淋巴 ， 加入 １ｍＬ 葡萄糖提取液 ， 于 ３ ７

°

Ｃ避光孵育 １ ０ｍ ｉｎ ，

在 ５０５ｎｍ 处测定吸光值 。

２ ．２ ． １ ４ 测定血淋巴海襄糖

选取至少三只 同龄期的幼虫或蛹 ， 剪去第四对附肢或者在腹眼处轻扎
一

针 ， 吸取 ５ ０

卟 血淋巴收集到含有 ２ ． ５ 吣 １ｍＭＰＴＵ 的离心管中 ， 离心后取上清液加入 ４５ ０ 吣 海藻

糖提取液并在室温静置 ４５ ｍ ｉｎ 后 ， ｌ ＯＯＯＯ ｒｐｍ 离心 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 取上清液与试剂盒中 的工作

液混勾 ， 将样品放到 ９５
°
Ｃ金属浴中加热 １ ０ｍ ｉｎ ， 待其 自然冷却后用分光光度法在 ６２０

ｎｍ 处测定吸光值 。

２ ．２ ． １ ５ 测定血淋巴丙酮酸

收集至少三只虫的血淋巴 ４５
ｎＬ ， 加入提取液 ２００

ｎＬ 在冰上快速研磨后转至室温静

置 ３ ０ｍｉｎ ，１ ００００ｒｐｍ 离心 １ ０ｍｉｎ 后取上清液 ７５
 ｊ

ａＬ ， 按照试剂盒说明书加入试剂
一

和

试剂二 ， 充分混匀之后用分光光度法在 ５２０ｎｍ 处测定吸光值 。

２ ．２ ． １ ６ 测定脂肪体糖原

称取不同发育阶段幼虫或蛹的脂肪体 ０ ． １
ｇ ， 用 ＰＢＳ 漂洗去除血细胞 ， 加入试剂盒

中的提取缓冲液 ， 于 ｌ 〇〇
°

Ｃ孵育 ２０ｍｉｎ ， 每隔 ５ｍ ｉｎ 摇匀
一

次使其充分混匀 ， 待样品完

全冷却后按照说明书加入检测试剂 ， 然后在 ６２０ｎｍ 处测定吸光值 。

２Ｊ ． １ ７ 测定游离氨基酸

取 ２ ５ 卟 血淋巴至 １ ． ５ｍＬＥＰ 管中 ， 加入 １ ． ５
ｐＬ１ｍＭＰＴＵ 和 ２５

 ｆ
ｉＬ 抗凝剂 （ ４５０

ｍＭ ＮａＣ ｌ 、 ｌ Ｏ ｍＭ ＫＣ Ｉ 、 ｌ Ｏ ｍＭ ＥＤＴＡ 、 ｌ Ｏ ｍＭ ＨＥＰＥＳ ） ， 离心后取３０ 叫 上清液加入

３００
ｐＬ２０％的三氯乙酸并充分混匀 ， １ ００００ｒｐｍ 离心 １ ０ ｍｉｎ 后取上清液用 ０ ．２２

ｎＭ 过滤

器过滤后用氨基酸分析仪测定不同氨基酸的含量 。

２ ．２ ． １ ８ 测定游离脂肪酸

从不同发育阶段的幼虫和蛹中取出 ５０
ｐＬ 血淋巴 ， 与 ＰＴＵ 混合防止黑化 ， 按照试剂

盒说明书加入试剂后在 ５ ５ ０ｎｍ 处测定吸光值 。

２ ．２ ． １９ＣＣＫ＞８ 测定细胞活力

将细胞传至 ９６ 孔板中 ， 使其密度为 ４ ｘ
ｌ 〇

３

个细胞／ｍＬ ， 加入 １ ０ ｐＬ ＣＣＫ
－８ 试剂 ， 在

２７
°
Ｃ培养箱中孵育 ２－

３ｈ 待颜色稳定后测定 ４５０ｎｍ 处的吸光值 。

２ ．２ ．２０ 免疫细胞化学

将灭菌飞片放到 ２４ 孔板中 ， 去除培养瓶中 的 旧培养基 ， 加入新的培养基将细胞均

匀传至 ２４ 孔板中 ， 待每个孔的细胞密度约为 ２ ｘ ｌ 〇
５
－

３ ｘ ｌ 〇
５ 个细胞／ｍＬ 时转入质粒 ， 在转

１ ８
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染成功后添加激素或者 ｄｓＲＮＡ 处理 。 去掉 ２４ 孔板中 的培养基 ， 用 ｌ
ｘＤＰＢＳ 洗涤两次 ，

加入 ４％多聚 甲醛避光固定细胞 １ ０ｍ ｉｎ ， 用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗涤细胞 ３ 次去除多聚甲醒 ， 加入

ＤＡＰ Ｉ（ １ｇｇ／ｍＬ ） 室温避光孵育 １ ０ｍ ｉｎ 进行细胞核染色 ， 去除染料 ， 用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗涤细

胞 ６ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ 。 载破片上滴加 ２卟 甘油 ， 将飞片反扣在甘油上进行封片 ， 短期保

存在 ４
°

Ｃ冰箱 ， 使用 Ｏ ｌ
ｙｍｐｕｓＢＸ５ １ 荧光显微镜观察细胞焚光并拍照 。

２ ．２ ．２ １ 凝胶电泳迁移实验 （ＥＭＳＡ ）

将 ｐＩＥＸ －ＥｃＲ－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和 ｐ
ＥＸ －ＫＬＦ １ ５

－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 转染进 ＨａＥｐ ｉ 细胞中 ， 转染成功后

加入 ＤＭＳＯ 或者 ２０Ｅ（ ５＿ ） 刺激 ６ ｈ 后提取核蛋 白 。 从生工生物公司设计带有 ６
－羧基

荧光素 （ ＦＡＭ ） 标记的探针引物 ， 分别是 ： 沿／Ｙ ５ 启动子区域包含 ＥｃＲＥ 的序列探针 （正

义 链５
’

－ＴＣＴＣＡＡＴＴＡＣＧＴＴＣＡＡＴＡＡＡＣＧＧＣＴＴＴＧＴＴＡＡ－

３
’

和 反 义 链５
’

－

ＴＴＡＡＣＡＡＡＧＣＣＧＴＴＴＡＴＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＴＧＡＧＡ
－３

’

） ， 突 变 位 点探针 （ 正 义链５
’

－

ＴＣＴＣＡＡＴＴＡＣＡＴＧＴＡＡＴＡＡＡＣＧＧＣＴＴＴＧＴＴＡＡ
－

３
５

和反 义 链５
’

－

ＴＴＡＡＣＡＡＡＧＣＣＧＴＴＴＡＴＴＡＣＡＴＧＴＡＡＴＴＧＡＧＡ－

３
’

）
；
也ｇＳ启动子区域包含ＣＡＣＣＣ序

列的探针 （正义链５
，

－ＣＣＣＧＣＧＧＴＴＴＣＡＣＣＣＴＣＧＴＣＣＴＧＴＧＧＧＡＡＣＴＧＣＴＧＣＣＣＧ
－

３
’

和

反义链５

’

－ＣＧＧＧＣＡＧＣＡＧＴＴＣＣＣＡＣＡＧＧＡＣＧＡＧＧＧＴＧＡＡＡＣＣＧＣＧＧＧ
－３

’

） ， 突变位点

探针 （正义链５
，

－ＣＣＣＧＣＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＴＣＧＴＣＣＴＧＴＧＧＧＡＡＣＴＧＣＴＧＣＣＣＧ
－３

’

和反义

链５
，

－

ＣＧＧＧＣＡＧＣＡＧＴＴＣＣＣＡＣＡＧＧＡＣＧＡＴＧＧＧＡＡＡＡＣＣＧＣＧＧＧ
－３

’

）
；
尸ｅｐｃＡ ： 启动子

区 域 包 含ＣＡＣＣＣ序 列 的 探 针 （ 正 义 链５
’

－

ＴＧＡＡＡＡＣＡＣＣＣＴＧＡＣＧＣＣＡＴＣＴＴＧＴＧＴＴＧＡＡＧＣＴＣＧＣＧＣＧ
－

３
’

和 反 义 链５
’

－

ＣＧＣＧＣＧＡＧＣＴＴＣＡＡＣＡＣＡＡＧＡＴＧＧＣＧＴＣＡＧＧＧＴＧＴＴＴＴＣＡ
－３

’

） ， 突变位点探针 （ 正

义链５
，

－

ＴＧＡＡＡＡＴＣＣＣＡＴＧＡＣＧＣＣＡＴＣＴＴＧＴＧＴＴＧＡＡＧＣＴＣＧＣＧＣＧ
－

３
’

和反义链５
’

－

ＣＧＣＧＣＧＡＧＣＴＴＣＡＡＣ：ＡＣＡＡＧＡＴＧＧＣＧＴＣＡＴＧＧＧＡＴＴＴＴＣＡ－３ 

’

） 。 将探针溶解于退火

缓冲液 ４１１ ７ ． ５ ， １ 〇 １１１ １４ １＾８ ， ５〇 １１１１＾他＜：１ ， １ １１１１＾ ￡０１＾ ） 中 ， 于 ９５
°
（：加热 １ 〇 １１１ 丨 １１ 后

缓慢冷却至室温 。 配置 ６％的聚丙稀酰胺凝胶 （ ２ 块板 ） ：

表 ２－３ 聚丙嫌雜凝胶合成体系

Ｔａｂ ． ２－３Ｐｏｌｙａｃｒｙ
ｌａｍ ｉｄｅ

ｇｅｌ ｓｙｎｔｈｅｓ ｉｓｓｙｓｔｅｍ

合成体系 ２０ ． １ ４ｍＬ

Ｉ Ｏ ｘＴＢＥ 缓冲液 ｆ ｍＬ

４０％丙烯酰胺溶液 ３ｍＬ

５０％甘油 １ｍＬ

１ ０％过硫酸铵 １ ２０
ｐＬ

ＴＥＭＥＤ ２０

去离子水


１ ５ｍＬ

将１ ５ 咫 核蛋 白加到缓冲液 （ ｐ
Ｈ ７ ． ５ ， １ ０ ｍＭ Ｔｒｉ ｓ

－ＨＣ ｌ ， ｌ ｍＭ Ｍｇ
Ｃｈ ， ４０ ｍＭ ＫＣ ｌ ，

０ ． １ｍｇ
／ｍＬＢＳＡ ， ５％甘油 ） 中混匀后在室温静置 ｌ 〇ｍ ｉｎ ， 与 ２００ｆｉｎｏ ｌＦＡＭ 标记的探针

１ ９
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在室温下孵育 １ ５ｍ ｉｎ 后上样到 ６％的聚丙烯酰胺凝胶上样孔中 ［
１ ２３

，
１ ２４

］
。 对于超级迁移

实验 ， 结合反应加入 １ ． ５ｆ
ｉｇ 的 Ｈ ｉｓ 抗体 ； 对于竞争实验 ， 结合反应加入 ５０ 倍未标记的

探针 。 ８０Ｖ 的 电压跑 ８０ｍ ｉｎ 左右后停止 ， 取凝胶到 Ｔａｎｏｎ 凝胶成像仪中进行成像和数

据分析 。

２ ．２ ．２２ 染色质免疫共沉淀 （ＣｈｌＰ ）

分别定量５肫 的
ｐ

ＩＥＸ－ＥｃＲ－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ和
ｐ

ＩＥＸ－ＫＬＦ １ ５
－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ质粒转染进ＨａＥｐ ｉ细

胞中 ， ７２ ｈ 后加入 ＤＭＳＯ 或 ２０Ｅ 刺激 ６ ｈ 。 避光条件下 ， 每孔加入 ４０ ． ５ 卟 甲醛并放置

３７
°

Ｃ培养箱孵育 ｌ Ｏ ｍｉｎ ； 加入 １ ６５ 队 甘氨酸溶液混匀后室温避光放置 ５ ｔｎｉｎ ； 去除 甲醛

和甘氨酸后 ， 加入 １ｍＬ 含有 ＰＭＳＦ 的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗涤细胞两次后用细胞刮板收集细胞并离

心 ； 去除上清液后用含有 ＰＭＳＦ 的 ＳＤＳ 缓冲液悬起沉淀并且进行破碎 （超声 ２ｓ ， 间隔

９ ｓ ， 总时长 ８ ｍ ｉｎ ） 以剪切基因组 ＤＮＡ ， 使 ＤＮＡ 大部分断裂成 ２００
－

１ ０００ｂｐ 大小 。 低温

离心后分别取出 ４００ 叫 上清 ， 加入 ５００
ｎＬ 的 ｄｉｌｕｔｉｏｎ 缓冲液后离心取上清液并均匀分

成三份 ，

一

份为 Ｉｎｐｕｔ 组 ， 放置 ４
°

Ｃ冰箱 ， 另外两份加入 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ 于 ４
°
Ｃ摇床摇摆 ３ ０

ｍｉｎ 去除非特异性结合 。 低温离心后取上清液 ，

一

份加 ３抗体 ， 另
一

份不加抗体 ，

一

同放置 ４
°

Ｃ摇床摇摆过夜 。 加入 ６０ 卟 ｐｒｏｔｅ ｉｎＡ＋Ｇ 放置 ４
°

Ｃ摇床摇摆 １ｈ 以沉淀
一

抗

所识别的蛋 白 ， 低温离心去除上清液后将沉淀分别用 Ｌｏｗ ｓａｌｔ ｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒ 、 Ｈｉｇｈ ｓａｌｔｗａｓｈ

ｂｕｆｆｅｒ 、 Ｌ ｉＣ ｌ ｗａｓｈ ｂｕｆｆｅｒ 和 ＴＥ ｂｕｆｆｅｒ 洗漆 ， 每次洗漆加入 １ｍＬ 试剂 ， 于 ４
°

Ｃ摇床摇摆 ５

ｍｉｎ 后在冰上静置 ５ ｍｉｎ ， 然后离心留沉淀 。 洗涤后加入 ２５０
ｐＬ Ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ（ １％ ＳＤＳ ，

Ｏ ． ｌ ＭＮａＨＣＯｓ ） ， 在室温摇床摇摆洗脱 ５ ｍｉｎ ， 重复
一

次后共收集上清液 ５ ００此 ， 加入

２〇 ｎＬ ５ ＭＮａＣ ｌ ， 混匀后 ６５
°
Ｃ加热 ４ ｈ ， 以解除蛋 白和基因组 ＤＮＡ 之间的交联。 样品 中

加入１ ０
 ｊ

ｉＬ０ ． ５ＭＥＤＴＡ ， ２０
 ｊ

ｊＬ１ＭＴｒｉ ｓ（ ｐＨ ６ ．５ ） 和１
ｐ
Ｌ２０ｍｇ／ｍＬ蛋 白酶Ｋ ， 混匆后

于 ４５
°

Ｃ孵育 ６０ｍｉｎ 。 最后加入氯仿进行抽提 ＤＮＡ 用于 ｑＰＣＲ 检测 。

２ ．２ ．２３检测 自噬流

转染 ２ ． ５ 吨 的 ｐＩＥＸ －ＲＦＰ －ＧＦＰ－ＬＣ３ －Ｈ ｉ ｓ 双标签荧光质粒到 ＨａＥｐ ｉ 细胞中 ， 转染 ４８ｈ

后分别添加 ５
ｊ
ｉＭ 的 ２０Ｅ 刺激 ｌ ｈ ， １ ２ ｈ ，２４ ｈ 和 ４８ ｈ ， 然后进行免疫细胞化学观察细胞

荧光 。 由于 ＧＦＰ 荧光对酸性 ｐＨ 敏感 ， 当 自 噬起始时 ， 出现 自 噬小体 ， 而后 自噬进
一

步

加强形成 自 噬溶酶体时 ， 绿色荧光发生淬灭 ［
１ ２５

］
。

２ ．２ ．２４检测凋亡

将细胞传至 ２４ 孔板中进行激素或者干扰处理后 ， 弃去 旧培养基加入 ２００
ｐＬ 的

ｌ
ｘＰＢＳ 和 ２队 的 ＣＡＳＰ３ 底物 ， 于室温孵育 ３ ０ ｍ ｉｎ ， 然后进行免疫细胞化学观察 。 流式

检测细胞凋亡时先将细胞传至 ６ 孔板中 ， 实验处理后用 ０ ．２５％的胰酶进行消化并收集细

胞 ， 用预冷的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗涤细胞沉淀两次 ， 收集 １

－

５ ＞＜
１ 〇

５

个细胞后用 １ 〇〇 吣 的 ｌ
ｘ结合缓

冲液悬起细胞沉淀 ， 每管样品加入 ４
ｊ
ｉＬ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ４叫 的 Ｐ Ｉ 工作液 ， 放置室温避

光孵育 １ ０
－

１ ５ｍ ｉｎ ， 每管加入 ４００
０ 的 ｌ

ｘ结合缓冲液后通过流式细胞仪检测细胞凋亡情

２０
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况 。 Ａｎｎｅｘ ｉｎ Ｖ 为绿色荧光 ， Ｐ Ｉ 为红色焚光 。 末端脱氧核苷酸转移酶 （ ＴｄＴ ）ｄＵＴＰ 缺 口

末端标记 （ ＴＵＮＥＬ ） 染色法检测组织凋亡时 ， 首先解剖去除脂肪体 ， ｌ
ｘＰＢＳ 漂洗去掉血

淋巴 ， 送到武汉赛维尔公司进行石蜡包埋 ， 将包含组织的石蜡块切成 ５
ｐｍ 厚的组织切

片固定于载玻片上 ， 根据 ＴＵＮＥＬ 试剂盒说明书进行操作 ， 组织中发生凋亡的部位发出

明亮的绿色荧光信号 。

２ ．２ ．２５ 测定脂肪体甘油

取各个发育阶段的脂肪体 ， ｌ
ｘＰＢ Ｓ 漂洗后称重 ， 按照每 １ｍｇ 组织加入 １ ０

ｇＬ 裂解

液的 比列在冰上对脂肪＿进行快速研磨 ， 将样品放置 ７０
°
Ｃ金属浴孵育 １ ０ｍ ｉｎ 使脂肪酶

失活 ， 低温离心后取上清液用分光光度法在 ６２０ｒｎｎ 处测得吸光值 。

２ ．２ ．２６ 统计摊

实验结果使用 Ｅｘｃｅ ｌ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ７ 软件 （加州 ， 美国 ） 分析数据并作 图 。 所有代谢

物的测定中 ， 每个样本至少包含三只幼虫或蛹并进行三次重复 ， 实验数据用 ／ 检验 （
＊

／
Ｋ０ ．０ ５ ，

＊ ＊

／
Ｋ０ ．０ １ ，

＊ ＊ ＊

ｐ
＜０ ．００ １ ） 进行两两 比较或者 ＡＮＯＶＡ（不同字母表示两组之间

存在显著差异 ／
Ｋ０ ． ０５ ） 进行多重比较来表示是否存在显著差异 。

表 ２＊４ ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ ． ２－４ Ｏ ｌｉｇｏｎｕｃ ｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐ£ Ｒ
ｐｒ

ｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ


Ｓｅｑｕｅｎ ｃｅ
（Ｓ

’
－３

，

）


ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓ ｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

ｑＲＴ
－ＰＣＲ

ｒｒｅ－ＲＴＦ ａａｔｇｇｃｇａｇｇｃｔｃｔａｃａａｔ Ａ ＪＫ２９９７９ ． １

Ｔｒｅ－ＫＴＲ ａｔｇｇｃｔｃｃａｇｔｔｃｇｔｔｇｔｃ

Ｔｐｓ
－ＲＴＦ ａｔｇｃｔｇａｇｃｃｃａａａｃｔｃｔｔｃｇＸＰ０２ １ ２０ １ ２４６

Ｔｐｓ
－ＫＴＲ ｃｔｔｔｃｃｃｔｔｃｔｇｔｔｇｔｔｔｇａｇｃ

Ｇ
／

＞
－ＲＴＦ ｇａｇａｔｇｇｃｃｔａｃｃａｃｇ

ａｔＸＰ０２ １ １ ９０２ １ ０ ． １

Ｇｐ
－ＫＴＲ ｇａａｃｃａａｃａａｃｇｃａｃａａｇ

Ｇ５
－ＲＴＦ ｔｃｇｇａｃｔｔａｔｔａｔｇｃｔｃａｇｇａｃ ＸＰＪ）２ ＼  １ ９９５ １ ４ ． １

Ｇ＾
－ＲＴＲ ａｇｇａｇａｔｇｔｔｃｔｇｃｃｔｃｇｔａａ

Ｇ ＜５
／

？
－ＲＴＦ ｇａｔｇｇａａｃａａａｔｃｔａｃｇｃａｃｔｃｇ ＸＰ０２ １ １ ８６７８４ ． １

Ｇ６ｐ
￣ＫＴＲ ａｇｃｃａｃｃａｔｔｔｃａｔａｇ＾Ｅ＾ｃａｔｔ

Ｐｅｐｃｋ
－ＫＴＦ ｃｇｃａａｇａａｃｇａｔｇａｇｇｇｃａａａｔＸＰ

＿

０２ １ １ ９７９００ ． １

Ｐｅｐｃｉ
－ＲＴＲ ｇｔｔｇｔｃａｃａｇｃｇｇ

ｃｇｃ＾ｇａｔ

＾（ ？ｇ５
－ＲＴＦ ａａｇａｇａａａｇａｃｃｇａａｇｇｃｇＸＰ

＿

０２ １ １ ８ １ ５７３ ． １

ｇｇｔｃｔｃｃｇａｇｔｃｔａｇｃｃｔｔｃ

Ｃａｓｐ３
－ＫＴ￥ ａｃｃｃｔｔｃａａａｔａｃｇａｇｃａａｔｃｃＡＥＫ２０８ １ ９ ． １

Ｃａｓ／
？３ －ＲＴＲ ｃａｔｃａｔｔｇｔｃｃｇｔａｃｃａｔｔｃｃｔｔ

／ｆｔ－ＲＴＦ ｔｃａｃａｔｔｃｔｃｇｔｔｃｃｃｇａｔｇａａ ＸＰ０２ １ １ ９８４ １ ２ ． １

Ｈｋ－ＲＴＫ ｇｔｇｃｃｇｇ＾ｇｔｇｔｃｇｔｔｇａ

Ｐｆｋ
－ＫＴＦ ｃｔｇａｌｇｔｇａｃｔｇｇｇｔｇｇｇｔａｇ ＡＬＪ９４０６６ ． １

ｉ＾－ＲＴＲ ｃｇｇｇｃａｃｇｔｔｇｔｔａｃｔｇａｔ

Ｐ＾ｒ
－ＲＴＦ ａｇｇｇｔｇｇｇｃａａａｃｃａｇｔａａｔｃ ＡＲＱ２０７３ ９ ． １

Ｆ＾－ＲＴＲ ｔｃｇｇａｃｃｔｃａａｃａａｃｃａａａｔｃａ

＾＾７５－ＲＴＦ ｔｇｔｔｔｔｇｔｇａａｇｇｃｔｃｔｇｇａｔＸＰ０２ １ ２０ １ １ ９６ ． １

ＫＩ／１ ５
－ＲＴＲｇ

ａｔｃｔａａａｔｃａｃｔａａｇｃ＾ｃｃ

Ｋｌｆｌ ６－ＲＴＦ ｔｃｇｔｃｃｃａｃｃｔｇａａａｇｃｇ ＸＰ
＿

０２ １ １ ８７ １ ８４ ． １

Ｋｌｆｌ ６－ＫＴＲ ｃｇｇｃａｃｃｃｇａａｃｔｔｃｔｔｃ

２ １
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续表 ２－４ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ ． ２－４ Ｏ ｌ ｉｇｏｎｕｃ ｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＣＲ
ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅＳｅｑｕｅｎｃｅ （
５

’
－３

’

）ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓ ｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

＾Ｔ＾－ＲＴＦ ｃｇｔｇｃｔｇｃｃｃｔｃｔａｃａａｔＸＰ０２ １ １ ９３４９４ ． １

ＫＪＪ８
－ＫＴＲ ｇａｃａａｃｃａｇｃｃａｃａｔｃａｃ

Ｄｏｒ－ＲＴＦ ａｇｃａｃｃ吗ｃｃａａａｃａｃｃｔｃｃｔｔ ＸＰ
＿

０２ １ １ ８８０３７ ． １

Ｂａｒ－ＲＴＲ ｇｃａｇｔｇｇｔｇｇａｃｃｃｔｃｃｔｃｔｔｃｔ

Ｌｕｎａ－ＲＴＦ ｃａａｃｃｃａｃｃａｃｇａｃｃｔｔｃａ ＸＰ
＿

０２ １ １ ９０７２ １ ． １

Ｚｗｎａ－ＲＴＲ ｃｇｃｃａｇｔａｔｇｃｇｔｃｃｔｃｔｔａｔ

ａａｔｔｇｃｃｃｇｔｃａｇｔａｃｇａ ＡＣＤ７４８０７ ． １

五ｃｉ？，ＲＴＲ ｔｇａｇｃｔｔｃｔｃａｔｔｇａｇｇａ

ｊ
Ｓ－Ｊｃｔｉｎ－ＲＴＦ ｃｃｔｇｇｔａｔｔｇｃｔｇａｃｃｇｔａｔｇｃ ＥＵ５２７０７

ｐ
－Ａｃｔｉｎ－ＫＴＲ ｃｔｇｔｔｇｇａａｇｇｔｇｇａｇａｇｇｇａａ

＾ ？ｇ３
－ＲＴＦ ｃｔｇｇｃｔｔｇｔｔｇｇａｔｇａｇｇｔｇ ＸＰ

＿

０２ １ １ ９７０７３ ． １

＾ ｒｇ３
－ＲＴＲ ｃｇｇｃｇｔｔｔｇｇｔａｇｔａｔｔｔｇｔ

Ａ ｔｇ４ｂ
－９Ｊ￥ ｃ吗册ｇｇｃａａｇｇａａｇｔｇｇｇｃ ＸＰ

＿

０２ １ １ ８２８５３ ． １

Ａ ｔｇ４ｂ
－Ｋ＾Ｋ ｔｇａｇｃｇｇｃａｃｔａｔｃａａｃａｇｃ

Ａ ｔｇ７
￣ＫＹ？ ｇｃｇａｔｇａｃｇｇａｔｇａａａｃａｇ ＸＰ

＿

０２ １ １ ８６８７５ ． １

Ａ ｔｇ７－ＫＩＫ ａｇｃａｇｃｃｇａｇａｔｃａａｃａｃｃ

ＡｔｇＪ２
￣ＲＴＦ ｃｔａｃａｇｇｃａａｔｇｃｔｃｃａａＸＰ０２ １ １ ９３ ８６２ ． １

Ａｔｇｌ２￣ＲＴＲ ｃｔｇｇｔｇａｃｇｇｔｇｃａａａｃｇ

Ａ ｔｇＪ４－ＫＴＦ ｇｃｇｇａａｃｔｃａｇｇａｇｃｃａｔａａ ＸＰ
＿

０２ １ １ ９ １ ３５２ ． １

Ａ ｔｇｌ
＾
／
－ＲＴＲ ｃｃｔｃｃｇｔｇｔｃｃｔｃｇｃｃｔａｔ

ＲＮＡ ｉ

￡ｃｉ？－ＲＮＡ ｉＦｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｃｇｃ＾ｇｔａｔａａｃａａｃｇｇａｇｇａ

ｆｃｉ？
－ＲＮＡ ｉＲｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇａａｇｃ＾ｇａｇａｃａａｃｔｃｃｔｃａｃｇ

Ｇ＾
－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇ ｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇ ｔｇｇｔｃｃｃａａｔｔｃｔｃｇ＾ｇａａｃ

＜ｊｒ￥？
－ＲＮＡｉＲｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃｔｔｇａｔｇｃｃ

Ｋｌｆｌ Ｊ－ＲＮＡｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｔｃｔｃｃｔｇｃｇｇａａ＾ｔｃｔｔａｔａ

Ｋｌｆｌ５
￣ＲＮＡｉＲｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｃｃｔｃｔａｃｔｇｇｇｃａａｃｇａａａａ

＾４ ？ｇ５
－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｔａｔｃｃｔｇａｔｃｇｔｇｔｔｃｃｇｇｔａａｔ

＾４ ／ｇＳ
－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｔｔａａｔａｔｃｃａｔａｔａｃａｔｔｃｔｃ

ＣａｓｐＳ
－ＲＮＡ ｉＦｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇａｃｃｔｃｇｔｇｃａｔ

ｇ
ｔｇ＾ｔｃａ

Ｃ〇ｙ／
？５－ＲＮＡ ｉＲｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｔｇｇａａｇｇｃｇｔｇｔａ＾ｔｇｇｔ

Ｊ
５＾

－ＲＮＡｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｃｇｃｃａｇｃａｃｇａｃｔｔｃｔｔｃａ

３＾－ＲＮＡｉＲｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｃｇａａｃｔｃｃａｇｃａｇｇａｃｃａｔｇ

Ｃｈｉｐ
－

ｖ４ ｒｇ５Ｆ ｔｃｇａｔｔｇｔｔｃａｔｔｃｔａｔｇａｃｔａｔ

Ｃｈｉｐ
￣Ａ ｔｇ８Ｒ ｔｃｇｃ ｔｃｃｃ ｔａｔｔｔｃｇｔｃａａｔｔｔｃ

Ｃｈ ｉｐ
￣Ｐｅｐｃｌ^ ｔｔｔｔａｔｔｃａｔｔｔｇｇｃａｃｃｅ

Ｏｘｖ＾
－Ｐｅｐｄ＾ ａｃａａｇａｔｇｇｃｇｔｃ＾ｇｇｔｇ

Ｃｈ ＼＾
－Ｋｌｆｌ５￥ｇ

ｃａａａｇａｇｔｔａｃａｔａｇｔａｃ
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３ ． 实验结果

３ ． １ 筛选棉铃虫中参与糖异生的 ＫＬＦ

以人 中 １ ８ 个 ＫＬＦ ｓ 和果蝇中 ５ 个 ＫＬＦ ｓ 为路标 ， 通过 Ｂ ＬＡ ＳＴ ， 在棉铃虫基因组中

筛选到 ５ 个 ＫＬＦ ｓ ， 分别命名为 ｋｒＵｐ ｐ
ｅ 卜 ｌ ｉ ｋｅ ｆａｃ ｔｏ ｒ ｌ ｕｎａ （ Ｚｗｍ？ ） ， 树突乔木还原蛋 白 （Ｄｏｒ ） 、

没辦 、 冲 和 没／
７ ６ ， 其 中 ＫＬＦ９ 并不与人中 的 ＫＬＦ９ 聚为

一

支 ， 而与果蝇的 Ｋ Ｌ Ｆ １ ５ 聚

在
一

起 （ 图 ２ －

丨 ） ， 而且与果蝇和人的 Ｋ Ｌ Ｆ １ ５ 序列更为相似 （ 图 ２
－

２ ） ， 故将 Ｋ ＬＦ９ 更名

为 ＫＬＦ １ ５ 。 为 了筛选在变态期高表达的 ＫＬＦ ， 提取 ６ｔｈ
－

２４ ｈ 和 ６ ｔｈ － ９６ ｈ 的表皮 、 中肠和

脂肪体的 ｃＤＮＡ 作为模板进行逆转录聚合酶链式反应 （ ｒｅｖ ｅ ｒ ｓ ｅｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ ｐｔ ｉｏｎｐｏ ｌ ｙｍ ｅ ｒａｓｅ

ｃ ｈ ａ ｉ ｎｒｅａｃ ｔ ｉ ｏｎ ， ＲＴ－ＰＣＲ ） ， 结果显不 ■￡？？〇 、 尺
丨／
７ ５ 和 没／７ ６ 在变态期高表达 （ 图 ２ －

３Ａ －Ｅ ） 。

为 了 筛选参与糖异生的 ＫＬＦ ， 用 ＲＮＡ ｉ 技术敲降 、 人７／／ ３ 和 尺／／／ ６ 的表达并检测血

糖 （ 图 ２ －

３ Ｆ ） ， 结果显示敲降 没／
７ ５ 和 没／

７ ６ 后血淋巴中 的葡萄糖水平显著下降 （ 图 ２ －

３Ｇ ） ， 与此同时 ， 敲降 没／／ ＞５ 之后显著降低糖异生关键酶 和 ／
＊

ｅ
／
７ｃＡ

■

的表达 ， 而 办／你７ （５

对 的表达并没有影响 （ 图 ２ －

３Ｈ ） ， 因此选择 Ｋ Ｌ Ｆ １ ５ 作为靶标基因进行研究 。
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图 ２ －２ 对人 、 果蝇和棉铃虫的 ＫＬＦ １ ５ 进行序列比对
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图 ２ －３ 筛选在脂肪体中髙表达并参与糖异生的 Ａ７／
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ｈｅｍｏ ｌｙｍｐｈａ ｆｔｅ ｒｋｎｏ ｃｋｄｏｗｎＬｕｎａ ，Ｋｌｆｌ ５ａｎｄＫｌｆｌ ６ ．Ｈ ．Ｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎｏｆ Ｇ６ｐ
ａｎｄＰｅｐｃｋａ ｆｔ ｅ ｒ

Ｋｌｆｌ ５ａｎｄ ＡＴ／／７ ５ ｋｎｏｃ ｋｄｏｗｎｂｙｑ
ＲＴ－ＰＣＲ ．

２ ５
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３ ．２２０Ｅ 促进项５ 的表达

为了探究 ＫＬＦ １ ５ 的功能 ， 制备了ＫＬＦ １ ５ 的兔源多克隆抗体 ， 提取全龄期组织蛋 白

后进行 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔ 检测 ， 结果显示 ＫＬＦ １ ５ 表达量在变态期的表皮和脂肪体中上升 ， 但

在 中肠中未检测 出 ＫＬＦ １ ５ 的表达 （ 图 ２－４Ａ 和 Ａ ｉ ） ， 说明 ＫＬＦ １ ５ 在变态期的表皮和脂肪

体中发挥重要作用 。 为 了探宄 ２０Ｅ 对 ＫＬＦ １ ５ 的调控 ， 对 ６ｔｈ－６ ｈ 幼虫注射 ２０Ｅ 后设置不

同的时间梯度检测 尺／／／５ 的表达。 结果显示 ， 与对照组 ＤＭＳＯ 相比 ， ５００ ｎｇ 的 ２０Ｅ 刺激

１ｈ 即能上调 沿 的表达 （ 图 ；ＭＢ ） ； 随后设置不同的浓度梯度 ， １ ００ ｎｇ 的 ２０Ｅ 即能上

调 尤／／／Ｊ 的表达 ， 并且随着浓度的上升 尺的５ 的表达也增加 （ 图 ２－４Ｃ ） 。 为了探宄 ２０Ｅ 上

调 足沢５ 表达的机制 ， 敲降 了２０Ｅ 的核受体 ＆及 ， 发现 尺的 ５ 的表达量显著下降 （ 图 ２－

４Ｄ ） 。 通过 ＪＡＳＰＡＲ 转录因子数据库和查阅文献 ［
１ ２６

，１ ２７
］

， 在雖 ５ 的启动子序列上发

现 了 多个 ＥｃＲＥ 结合位点 ， 为了证明 尺／／Ａ５ 启动子位点的 ＥｃＲＥ 可以与 ＥｃＲ 相结合 ， 将

欠的５ 启动子中保守的 ＥｃＲＥ 结合位点进行基因组扩增 ， 然后与提取的 ＥｃＲ 核蛋 白进行

ＥＭＳＡ ， 结果发现 ｉＣ／／Ｊ５ 启动子位点上包含 ５
’

－ＣＧＴＴＣＡＡＴＡＡＡＣＧ－３
’

的 ＥｃＲＥ 结合位点

可 以与 ＥｃＲ 相结合 。 进
一

步设计了包含 ５
’

－ＣＧＴＴＣＡＡＴＡＡＡＣＧ－３
’

结合位点的探针 （带

有 卩八？＾ 荧光标记 ） ， 在 以６３１６〇＾ １〇１ 证明成功表达 ￡〇１１
－

１？＾－

１＾ 核蛋白后 （ 图 ２－４￡ ） ， 将

探针与核蛋 白进行孵育后跑聚丙烯酰胺凝胶电泳 ， 结果显示 ２０Ｅ 促进 ＥｃＲ 核蛋 白与探

针的结合从而形成迀移较慢的条带 ， 而加入 Ｈ ｉｓ 抗体之后 ， 抗体由于识别和结合 ＥｃＲ－

ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 从而形成迁移更慢的条带 。 在竞争实验中 ， 由于添加 ５０ 倍的未标记的探针可以

竞争结合核蛋 白从而导致结合条带显著减弱 。 为 了证明 ＥｃＲＥ 结合序列的特异性 ， 将结

合序列突变为 ５
’

－ＣＡＴＧＴＡＡＴＡＡＡＣＧ
［
７７

，

１ ２８
］ ， 结果发现结合条带消失 （ 图 又进

行 了ＣｈＩＰ 实验 ， 与 ＩｇＧ 相 比 ， 在 ２０Ｅ 的诱导下 ， ＲＦＰ 抗体所识别的 ＥｃＲ 蛋 白可以沉淀

更多 的包含 ＥｃＲＥ 的 ＤＮＡ 片段 （ 图 ２４Ｇ ） 。 以上实验说明 ２０Ｅ 可以促进 ＥｃＲ 结合到

尺诉５ 启动子上的 ＥｅＲＥ 结合位点从而上调 尺
丨／
７５ 的转录 。

２６
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图 ２ －

４２０Ｅ 促进 及／／／５ 的表达

Ｆ ｉｇ ． ２ －４ ２０Ｅｕｐ ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅｄｔｈ ｅｅ ｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏ ｎｏｆ ＫｌｆＩ５

Ａ ． 配制 １ ２ ． ５％的 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 凝胶通过免疫印迹检测 ＫＬＦ １ ５ 在表皮 、 中肠和脂肪体中的表达 。 ５ Ｆ ： 五

龄取食幼虫 ； ５Ｍ ： 五龄蜕皮幼虫 ；
６ｔｈ

－６ ｈ －

１ ２ ０ ｈ ： 不同阶段的六龄幼虫 ；
Ｐ０－Ｐ ８ ： ０

－８ 日 龄的蛹 。 Ｆ
： 取

食期 ；
Ｍ ： 蜕皮期 ；

ＭＭ ： 蜕皮变态期 ；
Ｐ

： 蛹期 。 Ａ ｉ ． 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对免疫印迹结果进行定量统

计 。 Ｂ ．２０Ｅ（ ５０ ０ｎｇ ／只 虫 ） 诱导不同 的时间后检测 欠
丨／
７ ５ 在脂肪体 中 的表达 。 Ｃ ． 不同浓度的 ２ ０Ｅ 诱

导 １ ２ ｈ 后检测 Ａ：

丨／
７ ５ 在脂肪体中 的表达 。 Ｄ ． 注射 （ ３ 吨／只虫 ） 敲降 五ｃ／？ 表达后补充 ２０Ｅ（ ５ ００

ｎ
ｇ
／只 虫 ） 刺激 １ ２ ｈ ， 检测 火／／７ ５ 在脂肪体 中 的表达 。 Ｅ ． 在 Ｈ ａＥ

ｐ
ｉ 细胞系 中过表达 ＥｃＲ －ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 后提

取核蛋 白进行 ＥＭ ＳＡ 实验 。 Ｆ．ＥＭＳＡ 实验检测 尺奴 ＿５ 启 动子序列 中 ＥｃＲＥ 序列与 Ｅ ｃＲ 结合 ， ＷＴ 和

ＭＴ 分别代表 Ｅ ｃＲＥ 探针和 ＥｃＲＥ 突变探针 。 Ｇ ．Ｃｈ ＩＰ 实验显示 ２０Ｅ 通过 Ｅ ｃＲ 结合 ＥｃＲＥ 从而促进

Ａ７／７ ５ 的转录 。 Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒＥ ｃＲＥ 表示包含 ＥｃＲＥ 的序列 ， Ｐｒ ｉｍｅ ｒ 尤／
＿

／７ ５ 为没有包含 Ｅ ｃＲＥ 的序列 ， 位于

尺／／７ ５ 的开放阅读框 （ ＯＲＦ ） 中 。
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３ ．３ＫＬＦ ｌ ５ 促进化蛹以及脂肪体的 自噬和凋亡

为 了探宄 ＫＬ Ｆ １ ５ 在棉铃虫生长发育过程中 的功能 ， 用 ＲＮＡ ｉ 技术合成 也Ｇ办 和

办尺的 ５ ， 选择大小体重相似的 ６ ｔｈ －６ ｈ 幼虫进行注射 ， 敲降基因 的表达 。 结果发现相 比

较对照组 出 敲降 没／７ ５ 之后 ， ６ ８ ． ９％的幼虫 出现化蛹异常 、 化蛹失败和蛹期死亡以

及羽化失败的表型 ， ５２ ．２％的幼虫延迟化蛹约 ２ ０ｈ ， 然后在蛹期或者成虫期死亡 （ 图 ２ －

５ ） 。 为 了解释敲降 幻／Ｉ５ 后化蛹延迟 、 化蛹和羽化失败的原 因 ， 观察 了敲降 尺／／／ ５ 后脂

肪体的 自 噬和凋亡 。
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图 ２ －５ 敲降 Ａ７／／ ５ 后导致延迟化蛹
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Ａ ． 往 ６ ｔｈ
－

６ ｈ 幼虫血腔 中注射 ＆尺／／Ｌ５ 敲降 没／Ｌ５ 的表达后观察虫体表型 ，

一

共注射三次 ， 每次间 隔

２４ ｈ 。 标尺代表 ｌｃｍ ， 出〔办 为对照组 。 Ｂ ． 在第三次注射 后提取脂肪体组织进行免疫印迹捡

测干扰效率 。 Ｃ ． 表型统计 ， 异常蛹包含化蛹前死亡的幼虫 、 化蛹失败或者死亡的蛹 、 嵌合蛹 、 羽化

２ ８
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失败的蛹 。 Ｄ ． 注射 ｃｆｅｉｑ／７ ５ 和 ＊ｑ步 双链统计延迟化蛹的 占比 。 Ｅ ． 敲降＠ 和 Ｘ／ｙ？ ５ 后统计化蛹时

间 。 虫体敲降实验每组用虫 ３ ０ 只 ， 共三次重复 。
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在幼虫取食阶段 （ ６ｔｈ－２４ ｈ－６ｔｈ￣４８ ｈ ） ， 脂肪体结构完整 ， 呈柔软的厚片状的结构 ，

尼罗红染色显示脂滴大而密集 。 而幼虫停止取食后 （ ６ｔｈ－７２ ｈ ） ， 脂肪体开始解离 ， 结构

变薄 ， 空隙变大 ， 并在 ６ｔｈ－

１ ２０ ｈ 完全解离成小点状结构 ， 变态期的脂滴变小 ， 含量下

降 ， ＴＵＮＥＬ 染色发现 ６ｔｈ－７２ｈ 之后 出现凋亡信号 （ 图 ２－６Ａ ） 。 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 结果与组织

形态观察相
一

致 ， ＬＣ３
－

Ｉ（微管相关蛋 白 １ 轻链 ３ ， 又称 自噻相关蛋 白 ８ ，ＡＴＧ８ ） 转化为

ＬＣ３ －

ＩＩ（磷脂酰乙醇胺形式 ） ， 是细胞发生 自 噬的标志 。 自噬从取食期开始 ， 并在停止取

食后 （ ６ｔｈ－７２ ｈ ） 加强 。 片段化的 Ｃａｓｐａｓｅ
－

３（ ＣＡＳＰ３ ） 是凋亡的标记基因 ， 在 ６ｔｈ－７２ ｈ 开

始表达并
一

直持续到蛹期的第 ４ 天 （ 图 ２ －６Ｂ 和 Ｂ ｉ ） ， 这说明在棉铃虫停止取食进入变态

发育 的过程中 ， 自 噬和凋亡是连续发生的 。 而在敲降 尺诉５ 之后 ， 脂肪体解离受到抑制 ，

脂滴不再分解和减少 ， 凋亡信号减弱 （ 图 ２－６Ｃ ） 。 透射电子显微镜 （ ＴＥＭ ） 显示 ， 与 办 （潘７

相 比 ， 敲降 沿／７５ 之后 ， 脂肪体中典型的 由单层膜或者双层膜包被的 自噬小体 （包含退

化的细胞器或者降解的脂滴 ） 和 自噬空泡减少 ［
１ ２９

］
， 细胞核也不再像 办＠ 组

一

样发生

肿胀 ， 染色质 固缩和染色加深 （ 图 ２－６Ｄ －ＤＵ ） 。 与此同时 ， 敲降 尺拆５ 之后 ， ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ 型和

片段化 ＣＡＳＰ３ 的表达减少 ， 说明 ＫＬＦ １ ５ 可以促进 自 噬和凋亡 （ 图 ２ －６Ｅ ） 。

２９
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图 ２ －６ 敲降 Ｗ／／５ 后抑制脂肪体分解
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ｄ ｅｇ ｒａｄ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ

Ａ ． 通过 ＨＥ 染色 、 尼罗红染色和 ＴＵＮＥＬ 染色探究 ６ｔｈ
－２４ｈ 到 ６ ｔｈ

－

１ ２０ｈ 脂肪体的变化 。 ＨＥ 染色中

标尺为 ５ ０
ｎｍ 。 尼罗红染色 中红色区域即为脂滴 ， 标尺为 ５ ０

ｎｍ 。 ＴＵＮＥＬ 染色中绿色荧光显示为脂

肪体中凋亡细胞区域 ， 标尺为 １ ００
ｐ
ｍ 。 Ｂ ． 用 ＬＣ３ 和片段化的 ＣＡ ＳＰ ３ 抗体检测脂肪体中 ＬＣ ３

－

丨 Ｉ 和

片段化的 ＣＡＳＰ３ 的蛋 白水平 ，
１ ５％ ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 凝胶 ， ｐ

－Ａ ｃ ｔ ｉ ｎ 为蛋 白对照 。 Ｂ ｉ ． 对 ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ 和片段化

的 ＣＡ Ｓ Ｐ ３ 的蛋 白结果进行定量统计 。 Ｃ ． 敲降 ／：
丨／
７ ５ 后对脂肪体进行 ＨＥ 染色 、 尼 罗红染色和 ＴＵＮＥＬ

染色显示脂肪体形态 。 Ｄ ． 注射 治尺拆 ５ 后使用透射电镜观察脂肪体 。 大视野图 中标尺为 １ ００ ｐｍ ， 小

视野 图 中标尺为 ４０
ｎｍ 。 红色箭头表示 自 噬体 ， 蓝色箭头表示凋亡细胞核 。 Ｎ ｕ ： 细胞核 ， ＬＤ ： 脂滴 。

Ｄ ｉ ． 统计三组不 同 的 电镜图像 中包含的 自 噬体数量 。 每张图像的面积约为 ０ ． ０９ ｍｍ
２

。 Ｄ ｉ ｉ ． 计数 ＡＧ办

和 ｃＭ：／／／ ＿５ 细胞凋亡核的数量 。 Ｅ ． 敲低 敬 和 欠／／
７ ５ 表达后 ， ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 检测到 ＬＣ３

－

Ｉ Ｉ 和 片段

化的 ＣＡ Ｓ Ｐ ３ 。 所有的观察 以及检测都是在注射 ｄ ｓＲＮＡ ７２ｈ 后进行实验的 。

３ ０
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Ａ ．Ｔｈｅｍｏｒｐ
ｈｏ ｌｏｇｉｃａ ｌｃｈａｎｇｅｓｏｆ ｆａｔｂｏｄｙ

ｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙ
ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ ，

Ｎ ｉ ｌｅｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ
ａｎｄＴＵＮＥＬ

ｓｔａｉｎｉｎｇ ，ｔｈｅｒｕｌｅ ｒｒｅｐ
ｒｅｓｅｎｔｓ５０ ［

ｕｎ ｉｎｔｈｅＨＥｓｔａ ｉｎｉｎｇ ．Ｎ ｉ ｌｅｒｅｄｓｔａｉｎｅｄｆｏｒ ｉｎｔｒａｃｅｌ ｌｕｌａｒＬＤ
，ｔｈｅｒｕ ｌｅｒ

ｒｅｐｒｅ ｓｅｎｔｓ５０Ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｎｔｈｅｆａｔ ｂｏｄｙ
ｗｅｒｅｄｅ ｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ 

ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇ
ａｓｓａｙ，

ｔｈｅｒｕｌｅｒ

ｒｅｐｒｅ ｓｅｎｔｓ１ ００
 ｊ

ｉｍ． Ｂ ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 

ｄ ｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆＬＣ３
－

Ｉ Ｉ ａｎｄ ｃ ｌｅａｖｅｄ
－ＣＡＳＰ３

ｐｒｏｔｅｉｎ ｌ ｅｖｅ ｌｓ  ｉｎ ｔｈｅ ｆａｔ ｂｏｄｙ

ｕｓ ｉｎｇａｎｔ ｉ
－ＬＣ３ａｎｄａｎｔ ｉ

－ＣＡＳＰ３ａｎｔｉｂｏｄ ｉｅｓ
，ｗｉｔｈ

ｐ
－Ａｃｔｉｎａｓ

ｐｒｏｔｅ ｉｎｃｏｎｔｒｏｌａｆｔｅｒ１ ５％ＳＤＳ －ＰＡＧＥ ．Ｂ ｉ ．

Ｑｕａｎｔｉ ｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ ｔｈｅｄａｔａ ｉｎＢ ．Ｃ ，ＨＥｓｔａ ｉｎｉｎｇ ，
Ｎ ｉ ｌｅｒｅｄｓｔａｉｎ ｉｎｇ

ａｎｄＴＵＮＥＬｓｔａ ｉｎ ｉｎｇ
ｓｈｏｗ ｉｎｇ

ｆａｔｂｏｄｙ

ｍｏｒｐｈｏ ｌｏｇｙ 
ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

＾７ ５
， 
ｏｂｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒ ｆｉｒｓｔ  ｉｎ

ｊ
ｅｃｔ ｉｏｎ ｄｓＲＮＡ ｆｏｒ ７２ｈ ． Ｄ ？ 丁ＥＭ ｏｂｓｅｒｖａｔ ｉｏｎ ａｆｔｅｒ

ｉｎ
ｊ
ｅｃｔ ｉｏｎ ｗ ｉｔｈ ｄｓＫｌｆ！５ ｉｎ ｔｈｅｆａｔ ｂｏｄｙ．Ｔｈｅｂａｒｓ ｉｎｔｈｅ ｗ ｉｄｅｆｉｅ ｌｄ ｖ ｉｅｗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ １ ００

 ｜

ｉｍ
，

ｉｎｔｈｅｓｍａ ｌ ｌ ｆｉｅ ｌｄ

ｖｉｅｗ ｒｅｐ
ｒｅｓｅｎｔｅｄ ４０

 ＼
ｉｍ． Ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ  ｉｎｄ ｉｃａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓ

， 
ｔｈｅ ｂ ｌｕｅ ａｒｒｏｗｓ ｒｅｐ

ｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔ ｉｃ

ｎｕｃｌｅ ｉ ． Ｎｕ ： ｎｕｃ ｌｅｕｓ
，
ＬＤ ： ｌ ｉｐ ｉｄ ｄｒｏｐ ｌｅｔｓ ．Ｄ ｉ ．Ｃｏｕｎｔｅｄ ｔｈｅａｕｔｏｐ

ｈａｇｏｓｏｍｅｓｃｏｎｔａ ｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｒｅｅｄ ｉｆｌＦｅｒｅｎｔ ｓｅｔｓｏｆ

ｉｍａｇｅｓ ． Ｔｈｅａｒｅａ ｏｆ ｅａｃｈ ｉｍａｇｅ ｉ ｓａｂｏｕｔ ０ ．０９ｍｍ
２

．Ｄ ｉ ｉ ．Ｃｏｕｎｔｅｄ ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔ ｉｃｎｕｃ ｌｅ ｉ ｏｆ ｄｓＧｆｐ
ａｎｄ ｄｓＫｌｆｌＳ ．

Ｅ ．ＡｆｔｅｒｋｎｏｃｋｄｏｗｎｄｓＧｊｐ
ａｎｄｄｓＫｌｆｌ ５ ，

ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
ｄｅｔｅｃｔｅｄＬＣ３

－

ＩＩａｎｄｃ ｌｅａｖｅｄ－ＣＡＳＰ３ ．７２ｈ
ｐｏｓｔ

ｄｓＲＮＡ  ｉｎ
ｊ
ｅｃｔｉｏｎ  ｉｎｆａｔ ｂｏｄｙ ： ７２ｈ

ｐｏｓｔ ｄｓＲＮＡ  ｉｎ
ｊ
ｅｃｔｉｏｎ ｉｎｔｏｈｅｍｏｃｏｅ ｌａｎｄｏｂｓｅｒｖｅｄｔｈｅｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅｆａｔ

ｂｏｄｙ ．

在细胞上进
一

步验证 ＫＬＦ 促进 自 噬和凋亡 ， 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞系 中过表达 ｐＩＥＸ－ＲＦＰ－

ＧＦＰ－ＬＣ ３
－Ｈ ｉ ｓ 双标签荧光质粒 ， 添加 ＤＭＳＯ 和 ２０Ｅ 后设置不间的时间梯度进行观察 ，

结果发现与 ＤＭＳＯ 组相 比 ， ２０Ｅ 处理 １ ２ｈ 之后出现 自 噬小体 ， 处理 ２４ｈ 之后绿色荧光

减弱 ， 而 ２０Ｅ 处理 ４８ ｈ 之后绿色荧光消失 ， 只有红色荧光 ， 说明 出现 自 噬溶酶体 ， 酸性

环境导致绿色荧光淬灭 （ 图 ２ －７Ａ ） 。 与此同时通过添加 ＣＡＳＰ３ 底物 ， 发现 １ ０
ｐＭ 的 ２０Ｅ

处理细胞 ７２ ｈ 之后 出现绿色荧光 （ 图 ２ －７Ｂ ） ， 表明细胞 出现凋亡 。 而在敲降 尤／／７５ 或者

添加 自 噬抑制剂 ３ －Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎ ｉｎｅ（ ３
－ＭＡ ） 之后 ， 相 比较对照组 物 ， ２０Ｅ 处理 １ ２ ｈ 后 自

噬小体减少 （ 图 ２ －

８Ａ 和 Ａ ｉ ）
； 并且 ２０Ｅ 处理 ４８ｈ 后不再出现 自噬溶酶体 （ 图 ２－８Ｂ 和

Ｂ ｉ ） ， 以上结果说明 ＫＬＦ 促进 自 噬的发生 。 敲降 之后也检测 了细胞凋亡 ， 相 比较

也功？ 组 ， 出没 或者添加 ３
－ＭＡ 之后 ＣＡＳＰ３ 活性减弱 （ 图 ２－８Ｃ 和 Ｃ ｉ ） ， 说明 自噬促

进凋亡的发生 ； 流式细胞实验也证明在 １ ０
ｐ
Ｍ 的 ２０Ｅ 诱导 ７２ｈ 后细胞发生凋亡 ， 但在

敲降 幻／／５ 之后凋亡细胞显著减少 （ 图 ２－

９Ａ 和 Ａ ｉ ） ；ＣＣＫ －８ 实验证明敲降 尺／／２ ５ 后增加

细胞活性 （ 图 ２－９Ｂ ） ， 以上实验结果说明 ＫＬＦ １ ５ 促进凋亡 。

３ １
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Ａ
ＤＭ ＳＯ


２ ０Ｅ
（
５
 ｜

ＪＭ
）


Ｒｅ ｄＧ ｒｅｅ ｎＭｅ ｒｇｅＲｅｄＧ ｒｅｅ ｎＭ ｅ ｒ
ｇｅ

ＢＥｉａＢＩＱＥａ

ＢＢＢ９９９
ＱＢＩＱＭＭＭ

－ＨＰＯ■■■
Ｂ
ＤＭＳＯ


２ ０Ｅ
（

１ ０
ｐＭ ）



ＤＡＰ ＩＣＡＳＰ３Ｍｅ ｒｇｅＤＡＰ ＩＣＡＳＰ３Ｍ ｅ ｒｇｅ

■■■ ■■■
４８ ｈＨＨＨＩＨＨ
■■■ ■■■

图 ２ －７２ ０Ｅ 促进细胞 自 噬和凋亡

Ｆ ｉｇ ．２ －７ ２ ０Ｅ
ｐ ｒｏｍ ｏ ｔｅｄａ ｕ ｔｏｐ

ｈ ａｇｙ
ａ ｎ ｄａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ ．

Ａ ．ＲＦＰ －Ｇ ＦＰ －ＬＣ ３
－Ｈ ｉ ｓ 荧光双标签质粒转染到 ＨａＥｐ ｉ 细胞 。 ５ ｐＭ ２０Ｅ 分别刺激 ｌ ｈ 、 １ ２ ｈ 、 ２４ ｈ 和 ４ ８

ｈ ， 以 ＤＭ ＳＯ 为对照来检测 自 嗤流 ， 标尺表示 ２０ ｐｍ 。 黄色箭头表示 自嗤小体 ， 蓝色箭头表示 自 嗤溶

酶体 。 Ｂ ． １ ０
ｐ
Ｍ２０Ｅ 分别刺激 ２４ｈ 、 ４ ８ｈ 和 ７２ｈ 后用 Ｓ ｕｐｅ ｒＶ ｉ ｅｗ４ ８ ８ＣＡ ＳＰ ３ 检测 ＨａＥｐ ｉ 细胞凋亡情

况 ， 标尺表示 １ ００
Ｍ
ｍ 。

Ａ ．Ｔｒａｎ ｓ ｆｅｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆＲＦＰ －ＧＦＰ－ＬＣ３
－Ｈ ｉ ｓｆｌ ｕｏｒｅ ｓｃ ｅｎ ｔｄｏ ｕｂ ｌ ｅ

－

ｌ ａｂ ｅ ｌ ｅｄ
ｐ

ｌ ａｓｍ ｉ ｄ ｉ ｎＨ ａＥｐ ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．５ ＼

ｉＭ２０Ｅｔｏ

ｓ ｔ ｉｍ ｕ ｌ ａ ｔｅ １ｈ
， １ ２ｈ

， 
２４ｈａ ｎｄ４８ｈ

，
ｒｅ ｓｐｅ ｃ ｔ ｉｖｅ ｌ ｙ，ＤＭ ＳＯ ｗａｓｕ ｓ ｅｄａｓ ｔｈｅ ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ ． Ｔｈ ｅ

ｙｅ ｌ ｌ ｏｗ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎ ｔｅｄ

２０ ｜

ｉｍ ．Ｔｈ ｅ
ｙｅ

ｌ ｌ ｏｗａｒｒｏｗ ｓｒｅｐｒｅ ｓ ｅｎ ｔｅｄａｕ ｔｏｐ
ｈ ａｇｏ ｓｏｍ ｅｐｕ

ｎ ｃ ｔａ
，ｔｈ ｅｂ ｌ ｕ ｅａ ｒｒｏｗｒｅｐｒｅ ｓｅｎｔｅｄａｕｔｏ ｌｙｓｏ ｓｏｍｅ

ｐ ｕｎ ｃ ｔａ ．Ｂ ．Ｅｘａｍ ｉ ｎａ ｔｉ ｏｎｏ ｆ ａｐｏｐ ｔｏｓ ｉ ｓ ｉ ｎＨ ａＥｐ ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂｙ
ｔｈ ｅＳ ｕｐｅ ｒＶ ｉ ｅｗ ４ ８ ８ＣＡ ＳＰ ３ａ ｓ ｓ ａｙ

ｋ ｉ ｔ ． １ ０
 ｜

ｉＭ２０Ｅｔｏ
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图 ２ －８ 通过检测 自 噬流和 ＣＡＳＰ３ 活性发现 ＫＬＦ １ ５ 促进 自噬和凋亡

Ｆ ｉ

ｇ
．２ －８ＫＬ Ｆ １ ５

ｐ
ｒｏｍ ｏ ｔｅｄａｕ ｔｏｐｈ ａｇｙ 

ａｎ ｄａｐｏｐ ｔｏｓ ｉｓａ ｓｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔｅｄｂｙ
ａ ｕ ｔｏｐ

ｈ ａｇ
ｉ ｃｆｌ ｕ ｘａ ｎ ｄＣＡＳＰ３

ａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ

Ａ 和 Ｂ ？ 敲降 人义７ ５ 后检测 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞系 中 的 自 噬流变化 。 ３
－ＭＡ（ １ ０ ｐＭ ） 为 自 噬抑制剂 ， 标尺表示

２０ 叫１ 。 黄色箭头表示 自噬小体 ， 蓝色箭头表示 自 噬溶酶体 。 Ａ ｉ 和 Ｂ ｉ ． 对 Ａ 和 Ｂ 的统计 。 Ｃ ． 在 Ｈ ａＥ
ｐ

ｉ

细胞系 中敲降Ｗ ５ 之后加入有活性的 ＣＡＳＰ ３ 检测细胞凋亡 ， Ａ ｃ
－Ｄ ＥＶＤ －ＣＨＯ 为 ＣＡＳ Ｐ ３ 的抑制剂 ，
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图 ２ －９ 通过流式细胞术和 ＣＣＫ－８ 发现 ＫＬＦ １ ５ 促进凋亡
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Ａ ？ 敲降 颂 和 尺／／７ ５ 后进行 ＹＦ４ ８ ８ －

ａｎｎｅｘ ｉｎ Ｖ 和 Ｐ Ｉ 染色然后使用流式细胞仪检测凋亡细胞 。 Ｒ １ ， 正

常细胞 ；
Ｒ２ ， 早期凋亡细胞 ；

Ｒ３ ， 中 晚期凋亡细胞 ；
Ｒ４ ， 坏死细胞 。 Ａ ｉ ． 对 Ａ 的结果进行统计分析 。

Ｂ ？ 敲降 颂 和 Ａ７／７５ 后使用 ＣＣＫ －

８ 检测细胞活力 。

Ａ ．Ｆ ｌｏｗｃｙｔｏｍ ｅ ｔ ｒｙａｎａ
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；
Ｒ４ ， ｎｅｃ ｒｏｔ ｉ ｃ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．Ａ ｉ ．Ｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌ

ａｎ ａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｆｏ ｒ Ａ ．Ｂ ． ＣＣＫ－
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为 了探究 Ｋ ＬＦ １ ５ 促进 自 嗤和凋亡的机制 ， 分析 了ｄ ／ｇＳ 和 的启动子序列 ， 发

现 妙 启动子上包含 ＣＡＣＣＣ 的 ＫＬ Ｆｂ ｓ ， 然而并没有在 Ｃａ少３ 的启动子上发现包含

ＣＡＣＣＣ的ＫＬＦ ｂ ｓ 。 转染ｐ
ＩＥＸ －ＫＬ Ｆ ｌ ５

－Ｒ Ｆ Ｐ －Ｈ ｉ ｓ到Ｈ ａＥｐ ｉ细胞系 中 ， ＤＭ ＳＯ和２ ０Ｅ束 Ｉ

Ｊ激

后提取核蛋 白进行 ＥＭ ＳＡ 实验 （ 图 ２ －

１ ０Ａ ） ， 结果发现相 比较 ＤＭ ＳＯ 组 ， 在 ２０Ｅ 的刺激

下 ， 核蛋 白与 启动子上包含 ＣＡＣＣＣ 的 ＤＮＡ 序列相结合从而导致结合条带迁移变

慢 ， 而加入抗体后形成迁移更慢的 ｓｕ
ｐ
ｅ ｒｓ ｈ ｉｆｔｂ ａｎｄ ， 在加入未标记的探针后则 因为竞争

结合核蛋 白 导致标记探针和核蛋 白 的结合减少 ， 将 ＣＡＣＣＣ 保守序列突变为 ＴＣＣＣＡ 后

发现核蛋 白不再结合 ＤＮＡ 序列
［

１ ０６
， １ ３ ０

］
（ 图 ２

－

１ ０ Ｂ ） ， 这说明 ＣＡＣＣＣ 结合序列具有特

异性 。 用 Ｃｈ ＩＰ 实验进
一

步证 明 ， ２０Ｅ 处理后相 比较 Ｉ

ｇＧ 组 ， ＲＦＰ 在结合 ＫＬＦ １ ５ 蛋 白后

促进 ＫＬＦ １ ５
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 沉淀更多 的包含 ＣＡＣＣＣ 的 ＤＮＡ（ 图 ２ －

１ ０Ｃ ） 。 在虫体敲降

之后 ， ｄ妙 和 Ｃ 的表达量都显著下降 （ 图 ２ －

】 ０Ｄ ） 。 除 了辦 ， 多个 火炉 Ｃ％３ ，

３ ４
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Ａｇｌ乂扠 ７ ，４吃７ ２ 和 乂故 ／７ ） 的启动子序列都具有 ＫＬＦ ｂ ｓ ， 而敲降 Ａ：

＾７ Ｊ 之后 」辦 ６ ，

和 乂坎以 的表达都显著下降 （ 图 ２ －

１ １） 。 以上实验结果说明 ２ ０Ｅ 通过 Ａ７／７ ５ 促进 自

噬和凋亡的发生 。
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图 ２ －

１ １ 注射 ｄ ｓＲＮＡ ７２ｈ 后检测所有含 ＫＬＦｂ ｓ 的 ／Ｉ妙 的表达

Ｆ ｉ

ｇ
．２ －

１ １Ｄｅ ｔｅｃ ｔｅｄｔｈ ｅｅｘｐ ｒｅｓｓ ｉｏ ｎｏｆ ａ ｌ ｌＫＬＦｂ ｓ
－

ｃｏｎ ｔａ ｉｎ ｉ ｎｇ ａ ｆｔｅ ｒ ｆｉ ｒｓ ｔ ｉｎ
ｊ
ｅｃ ｔ ｉｏｎｄ ｓＲＮＡｆｏ ｒ ７２ｈ ．

３ ．４ 组织降解为糖异生提供底物

幼虫停止取食后各个组织的 自 噬和凋亡开始持续发生 ， 而血淋巴中 的葡萄糖水平也

不断升高 ， 此时 由于幼虫不再摄食 ， 糖异生成为主要的生糖途径 ， 这提示 自 噬凋亡与糖

异生密切相关 。 为 了探究 自 噬与血糖升高的关系 ， 往 ６ ｔｈ－６ ｈ 幼虫体 内注射 Ｓ 双链

阻断 自 噬的发生 ， 结果显示与 决＠ 相 比 ， 敲降 Ｊ ｒ讲 之后脂肪体的解离受到抑制 ， 脂滴

不再分解 ， 凋亡也不再发生 （ 图 ２ －

１ ２Ａ ） 。 此外 ， 脂肪体的 降解产物游离脂肪酸和甘油 的

水平也显著低于 也Ｇ介 组 （ 图 ２ －

１ ２Ｂ 和 Ｃ ） ， 包括丝氨酸 、 缬氨酸 、 精氨酸 、 亮氨酸和异

亮氨酸在 内 的
一

些生糖氨基酸在敲降 之后也显著降低 （ 图 ２
－

１ ２Ｄ ） 。 这Ｓ 组的血

淋巴葡萄糖水平相 比较于 冶 组显著下降 （ 图 ２ －

１ ２Ｅ ） 。

为 了进
一

步说明 自 噬与糖异生密切相关 ， 检测 了全龄期游离脂肪酸 、 甘油和游离氨

基酸的含量 ， 发现这三种代谢物都是在取食期含量最高 ， 而在幼虫停止取食后快速下降

（ 图 ２ －

１ ２Ｆ －Ｈ ） 。 变态期 由 自 噬凋亡分解脂肪体产生的游离脂肪酸 、 甘油和游离氨基酸并

没有 出现积累 ， 这说 明这三种代谢物都被利用而消耗殆尽 。 而在敲降 Ａ：／／ｉ ５ 之后 ， 发现

游离脂肪酸 、 甘油和包括丝氨酸 、 缬氨酸 、 精氨酸 、 酪氨酸和异亮氨酸在 内 的游离氨基

酸含量上升 （ 图 ２ －

１ ２ Ｉ

－Ｋ ） ， 这是 由于敲降 没／７ ＿５ 之后糖异生受阻导致底物不再利用而积

累 。 敲降 与敲降 妙 的结果相似 ， 脂肪体降解受到抑制 ， 葡萄糖水平显著降低

（ 图 ２ －

１ ３ ） 。 这些结果证明 自 噬与凋亡与变态期血糖升高密切相关 ， 自 噬和凋亡的产物

可 以作为底物通过糖异生促进血糖上升 。

３ ６



山 东大学博士学位论文

Ａ Ｂ Ｃ

７２ｈ
ｐ

ｏｓ ｔｄ ｓ ＲＮＡ ｉ ｎ
ｊ

ｅｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎｆａ ｔｂｏｄ
ｙ一 

０ ． ４

＾＾ 

６

－

ｉ＊

〇

ｄｓＧｆｐｄｓＡ ｔｇＳＳ
〇

ｄｓＧ ｆｐｄｓＡ ｔｇＳ

ｍ
＾

ｈｒ
－

ｒｕｎ

Ｈ
ｍｍ ｆ

４

：

予

｜

２
－＾

＾
＾＾＾＾｜

＜
〇

ｌ ．

＾ｒｒ＾ｌｃｊ

ｓ^
ｄｓＧｆＰＶ

Ｆ Ｇ Ｈ

＾－． ４
－

，＾
２ ０ ｉ

－

ｔ
－

Ｓ ｅ ｒ－

ｅ
－

Ａ ｒ
ｇＭ ｅ ｔ

－

＊
－

Ｔ ｈ ｒ

＾ §？ Ｖａ ｌＰ ｈ ｅ
—

Ａ ｌ ａ＋  ｌ ｉ ｅ

＾
３

－

？ 爸
１ ５

－

 Ｉ Ｉ？ 
８ 

？

▲
Ｌｅ ｕ

－

ｒ
＊

Ｔ
ｙ
ｒ

＾
ｏ ｃｏ

＾｜
＜

＾
ｄ

＾
ｄ Ｓ

￥

艺
？

Ｆ Ｍ Ｆ ＭＭＰ Ｆ Ｍ Ｆ ＭＭＰ＾ＡＡＡＡ^

Ｊ Ｋ
ＣＯ ＣＯ ＣＯ ＣＯ

ｇ

５
１ ５

１５
１ ０

１ｎ ｔ５ ８
ｌ

－ ｄｓＧ ｆｐ
． ｄｓＫＩ ｆ Ｉ Ｓ

￣

ＦＭＭＰ

１ｒ
＾－

，１８
－＾〇

ｃ

１
１

．

士３６
．Ｉ

６
－

Ｉ： ．

Ｖｉ＾ｒ
．？－Ｗ４



 ｔｆ ｊ４ 

－ｆｉｒ＊＊＊

ｒ，ｉ １ ２
－ｔ

出／Ｖ！／Ｖ＾＾＾＾＾^
＾〇沪
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１ ２ 自 噬为糖异生提供底物支持
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Ａ ． 敲降 冰 后对脂肪体进行 ＨＥ 染色 、 尼罗红染色和 ＴＵＮＥＬ 染色显示脂肪体形态 。 Ｂ 和 Ｃ ． 敲降

乂吃 后检测血淋巴中的游离脂肪酸和脂肪体中 的甘油 。Ｄ ？ 敲降ＡｇＳ 后检测血淋巴中 的游离氨基酸 。

Ｅ ． 敲降 Ａ冰 后检测血淋巴 中 的葡萄糖 。 Ｆ 和 Ｇ ． 五龄幼虫到第八天蛹血淋 巴中游离脂肪酸和脂肪体

中甘油 的水平 。 Ｈ ． 五龄幼虫到第八天蛹血淋 巴 中游离氨基酸水平 。 Ｉ 和 Ｊ ． 注射 么火／／７ ５ ７２ ｈ 后检测
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图 ２－

１ ３ 敲降 ＣｆｆｓｐＪ 抑制脂肪体分解 ， 降低血糖

Ｆ ｉ ｇ ．２ －

１ ３Ｋｎ ｏ ｃｋｄｏｗｎＣａｓｐ３ ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｅｄｆａ ｔｂｏｄｙ
ｄ ｅｃｏｍ ｐｏｓ ｉ ｔ ｉｏｎａ ｎ ｄｄ ｅ ｃ ｒｅａ ｓ ｅｄ

ｇ
ｌ ｕｃｏ ｓ ｅ ｌ ｅｖｅ ｌｓ

Ａ ？ 第三次注射 ｄ ｓＲＮＡ 后 ， 通过 ｑ
ＲＴ－ ＰＣＲ 检测 Ａ妙 和 在表皮 、 中肠和脂肪体 中 的干扰效率 。

Ｂ ？ 注射 后通过 ＨＥ 染色 、 尼 罗红染色 、 ＴＵＮ ＥＬ 染色显示脂肪体形态 。 Ｃ ． 敲降 Ｃａ切Ｊ 后血

淋巴葡萄糖水平下降 。
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３ ．５ 昆虫变态发育过程中糖代谢由糖酵解转变为糖异生

为 了 明确棉铃虫生长发育过程中糖代谢的变化 ， 测定 了全龄期血淋巴 中葡萄糖和葡

萄糖的代谢产物丙酮酸的含量 ， 葡萄糖水平在幼虫停止取食后 （ ６ ｔｈ －

７ ２ ｈ ） 不断上升 ， 并

３ ８
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在化蛹前 （ ６ ｔｈ
－

１ ２ ０ ｈ ） 达到最高 ， 在进入蛹期后快速下降 ； 而丙酮酸的含量则是在幼虫

快速大量摄食的 ６ ｔｈ－６ ｈ －６ ｔｈ －

２４ ｈ 最高 ， 然后快速降低 ， 并
一

直处于低水平的状态 （ 图 ２ －

１ ４Ａ ） 。 这说明在变态期 ， 葡萄糖不仅不通过糖酵解代谢为丙酮酸 ， 而且可能在幼虫停止

摄食后通过糖异生作用 含量升高 。 因此 ， 我们进
一

步检测 了糖酵解关键酶 ， 己糖激酶

（ ｈ ｅｘｏｋ ｉｎａ ｓｅ ， 瓜 ） 、 鱗酸果糖激酶 （
ｐｈｏ ｓｐｈｏ

ｆｒｕｃ ｔｏｋ ｉ ｎａｓｅ ，和丙酮酸激酶 （
ｐｙｒｕｖａｔｅ

ｋ ｉ ｎ ａ ｓｅ ， 押 ） 和糖异生关键酶 ， Ｇｄｐ 和 Ｐｅｐｄ： 在脂肪体中 的表达量 。 发现 极 和 付 都是

在取食期 （ ６ ｔｈ
－６ ｈ

－

６ ｔｈ －４ ８ ｈ ） 含量最高 ， 然后停止取食后快速降低 ， 直到蛹后期 又开始

慢慢升高 ， 而 的表达量并没有什么 显著变化 （ 图 ２
－

１ ４Ｂ ） 。 与糖酵解关键酶表达量正

好相反 ， 和 ？Ｐｅｐｄ 都是在变态期 （ ６ ｔｈ － ７２ ｈ －６ ｔｈ －

１ ２ ０ ｈ ） 表达量最高 （ 图 ２ －

１ ４Ｃ ） ， 这

说 明在棉铃虫变态发育过程中发生糖代谢改变 ， 由糖酵解转变为糖异生 ， 在取食期旺盛

的糖酵解途径促进 了葡萄糖的分解利用 ， 从而导致丙酮酸含量上升 ， 而到 了 变态期 ， 糖

异生促进丙酮酸转变为葡萄糖而快速利用 ， 并导致血淋巴葡萄糖含量增多 。

为 了进
一

步说明糖代谢发生变化 ， 我们检测 了全龄期血淋巴中海藻糖的含量 以及脂

肪体中糖原的含量来 明确变态期高水平葡萄糖的来源 ， 发现海藻糖从 ６ｔｈ －４８ ｈ 开始上升

并在 ６ｔｈ －

９６ ｈ 到达最高 ， 然后 降低 ； 而糖原含量则是在取食期的 ６ ｔｈ －４ ８ ｈ 达到最高 ， 然

后下降并处于平稳状态 ， 在进入蛹期后快速下降 。 这说明海藻糖和糖原的降解且不再合

成导致血淋巴 中 高水平的葡萄糖 （ 图 ２ －

１ ４Ｄ ） 。 为 了 支持上述假设 ， 检测 了 合成海藻糖的

海藻糖－６ －隣酸合成酶 （ ｔｒｅｈａ ｌｏｓｅ６
－

ｐｈｏｓｐ
ｈａｔｅｓｙｎｔｈｅｔａ ｓｅ ， ７

）
ｍ ） 和分解海藻糖的海藻糖酶

（ ｔｒｅｈ ａ ｌ ａ ｓｅ ， ７？ｅ ） 在脂肪体中 的表达量 ， ７＞ 在取食期的 ６ｔｈ－２４ ｈ 表达量最高 ， 加 在取

食期 的表达量较低 ， 进入变态期后表达量上升 ， 这表明在变态期 ， 海藻糖合成减少 以及

分解增 多导致葡萄糖水平上升 （ 图 ２
－

１ ４Ｅ ） 。 合成糖原 的糖原合成酶 （ ｇ ｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ，

Ｇｓ ） 的表达量与糖原含量相似 ， 在 ６ ｔｈ －６ ｈ －６ ｔｈ
－４８ ｈ 含量较高 ， 在停止取食后 Ｇｓ 的表达

量快速降低 。 编码分解糖原的糖原磷酸化酶 （ ｇ
ｌ ｙｃｏｇｅｎｐｈ ｏ ｓｐｈｏｒｙ 】 ａ ｓｅ ， Ｇ

／
？ ） 则是在 ６ｔｈ －

９ ６ ｈ 最高 （ 图 ２ －

１ ４Ｆ ） ， 这说明糖原合成减少和糖原分解增加也是导致变态期血淋 巴葡萄

糖水平升高的 原 因之
一

。 为 了探宄 ＫＬＦ １ ５ 与糖代谢的关系 ， 敲降 尺
丨／
７ ５ 之后发现葡萄糖

水平显著降低 （ 图 ２ －

１ ４Ｇ ） ， 而海藻糖含量并没有什么 显著变化 ， 糖原含量和丙酮酸含量

增 多 （ 图 ２ －

１ ４Ｈ 和 Ｉ ） 。 之后通过检测
一

系列 的糖代谢基因来解释 ＫＬＦ １ ５ 调控糖代谢的

机制 ， 在敲降抑 之后 ， 糖酵解关键酶报 、增 和 凡 的表达量都显著上升 ， 表明 ＫＬＦ １ ５

抑制糖酵解的发生 ； 海藻糖合成酶 的表达量也增多 ； 而糖异生关键酶 Ｇ６
／
？ 和 ／

的表达量在敲降 句 之后显著下降 ， 海藻糖分解酶 ｒｍ 和糖原分解酶 Ｇ
／
７ 的表达量也

减少 （ 图 ２ －

１ ４Ｊ ）
， 这些实验数据表明 ＫＬＦ １ ５ 通过上调相 关代谢基因 的表达促进糖原分

解和糖异生 。

３ ９
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图 ２ －

１ ４ 在敲降 Ａ７／７ ５ 之后代谢物和基因表达发生变化
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ｄｏｗ ｎ ｉ ｎ ｌ ａ ｒｖａ ｅ

Ａ ． 全龄期血淋巴中葡萄糖和丙酮酸的水平 。 Ｂ ． ／＊ 、 ／为、 ＰＡ

？

在脂肪体中 的表达量 。 Ｃ ． Ｇ６
／

７ 和 ／Ｖｐｄ

在脂肪体 中 的表达量 。 Ｄ ． 血淋巴 中 的海藻糖水平和脂肪体中 的糖原水平 。 Ｅ ． 通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测脂

肪体 中 ７＞ 和 ７＾ 的表达量 。 Ｆ． 脂肪体中 Ｇｓ 和 Ｇｐ 的表达量 。 Ｇ －

Ｉ ． 注射 ＡＡ７／７ ５ ７２ ｈ 后代谢物水平

的变化 。 Ｊ ． 通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测注射 出人７／７ ５ 后基因表达水平的变化 。
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ｅｃ ｔｉｏｎｄｓＪＱｆｌ５ｆｏｒ７２ｈ ．Ｊ ．Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎ ｌｅｖｅ ｌｓｏｆｃｅｒｔａ ｉｎｇｅｎｅｓａｆｔｅｒＫｌｆｌ５

ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｂｙ
ｉｎ

ｊ
ｅｃｔｉ ｏｎｏｆ ｄｓＲＮＡ

，
ａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇｑＲＴ

－ＰＣＲ ．

３ ．６ＫＬＦ 通过上调 的表达碰糖异生

ＰＥＰＣＫ 是糖异生代谢途径的第
一

个限速酶 ， 可以催化草酰乙酸合成磷酸烯醇式丙

酮酸 ， 因此是糖异生途径最重要的关键酶 ， 并且 ＰＥＰＣＫ 的活性主要是在转录水平上受

到调控 ， 该基因 的表达将直接影响糖异生的代谢效率 ［
１ ３ １

］
。 的启动子序列具有

ＣＡＣＣＣ 的 ＫＬＦｂｓ ， 我们在结合序列附近设计了探针来进行 ＥＭＳＡ 实验 ， ２０Ｅ 促进 ＫＬＦ １ ５

核蛋 白与 Ｐｅｐｄｔ 上包含 ＣＡＣＣＣ 的 ＤＮＡ 相结合而导致条带迁移变慢 ， 加入未标记的探

针后则因为竞争结合减少该条带 。 突变探针上的结合位点后不再出现结合反应 。 加入抗

体后通过结合核蛋 白从而导致结合条带迁移更慢形成
“

超级条带
”

（ 图 ２ －

１ ５Ａ ） 。 ＣｈＩＰ 实

验证明在 ２０Ｅ 的诱导下 ， ＫＬＦ １ ５ 可以沉淀更多 的 ＰｅｐｃＡ： 启动上包含 ＫＬＦｂｓ 的 ＤＮＡ 从

而促进 Ｐｅｐｄｋ 的转录 （ 图 ２ －

１ ５Ｂ ） 。 为了证明糖异生与虫体发育密切相关 ， 用 ＲＮＡｉ 技术

敲降了 的表达 ， 出现了幼虫变态异常的表型 （ 图 ２ －

１ ５Ｃ －Ｅ ）
， 更重要的是 ， 血淋巴

中 的葡萄糖水平显著降低 （ 图 ２ －

１ ５Ｆ ） ， 丙酮酸出现积累 （ 图 ２－

１ ５Ｇ ） 。 这说明 ＰＥＰＣＫ 对

与糖异生至关重要 ， 而糖异生促进棉铃虫的变态发育 。
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图 ２ －

〖 ５ 敲降 心ｐｄｔ 之后延迟化蛹和降低葡萄糖水平
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１ ５Ｋｎ ｏｃ ｋｄｏｗｎｏｆ Ｐｅｐｃｋｄ ｅ ｌａｙｅｄｐ
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Ａ ．ＥＭ ＳＡ 证明 启动子中 的 ＫＬＦｂ ｓ 可 以与 ＫＬＦ １ ５ 相结合 。 Ｂ ．Ｃ ｈ Ｉ Ｐ 实验探究 ２０Ｅ 通过 ＫＬ Ｆ １ ５

结合 ＫＬＦｂｓ 促进 表达 。 Ｃ ． 注射 办 和 后 的表型 ； 标尺代表 １ｃｍ 。 Ｄ ． 通过 ｑ
ＲＴ－

ＰＣＲ 验证第三次注射 ｄｓＲＮＡ 后 的干扰效率 。 Ｅ ． 表型统计 。 Ｆ． 敲降 Ｆｅｐｃ Ａ ： 后血淋巴中 的葡萄糖水平

下 降 。 Ｇ ． 敲降 Ｐｅｐｄ 后血淋巴 中 ＰＡ 水平升高 。
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在细胞上转染
ｐ

Ｉ Ｅｘ －４ －ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和ｐ
ＩＥｘ －４ －ＫＬＦ １ ５

－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ并叠加２０Ｅ或者ＤＭＳＯ进

一

步说明 Ｋ Ｌ Ｆ １ ５ 的功能 ， 与 只过表达 Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 相 比 ， 过表达 ＫＬＦ １ ５
－Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 显著促进

ＡｇＳ 、 （：叫 和糖异生相关基因 ， Ｇ６ｐ 和 Ｐｅｐｄ ： 转录 （ 图 ２ －

１ ６ ） 。
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图 ２ －

１ ６ 过表达 ＫＬＦ １ ５ 促进 自噬 、 凋亡和糖异生

Ｆ ｉｇ ．２ －

１ ６Ｏｖ ｅ ｒｅｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ ＫＬＦ １ ５
ｐ

ｒｏｍ ｏ ｔｅｄａｕ ｔｏｐ ｈ ａｇｙ， 
ａ ｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓａ ｎｄ

ｇ
ｌ ｕ ｃｏｎ ｅｏｇｅ ｎ ｅｓ ｉ ｓ

Ａ ． 使用免疫印迹检测 ＲＦＰ ＿Ｈ ｉ ｓ ， ＫＬＦ １ ５
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 的表达 。 Ｂ ？ 在 Ｈ ａＥｐ

ｉ 细胞系 中转染 ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和

ＫＬＦ １ ５
－Ｒ ＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 质粒后检测表达效率 。 Ｃ ．

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 显示 Ｈ ａＥｐ ｉ 细胞过表达 ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和 ＫＬＦ １ ５

－Ｒ ＦＰ －

Ｈ ｉ ｓ后 ：於、 ＣａｓｐＪ 、 和ＰｅｐｃＡ的表达 。

Ａ ．ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ
，ＫＬＦ １ ５

－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓｄ ｅｔｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｂｙｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉｎｇ
．Ｂ ．ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓａｎｄＫＬＦ １ ５

－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓｆ ｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｔ

ｐ
ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄｔ ｒａｎ ｓｆｅ ｃｔ ｉ ｏ ｎｅ ｆｆｉ ｃ ｉ ｅｎｃ

ｙ
ｄｅｔｅ ｃ ｔ ｉｏｎ ．Ｃ ．

ｑＲＴ
－ＰＣＲｓｈｏｗ ｉ ｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ Ａ ｔｇ８ ，Ｃａｓｐ３ ，Ｇ６ｐ

ａｎｄ

Ｐｅｐｃｋａｆｔｅ ｒ ｏｖ ｅ ｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ ＲＦ Ｐ －Ｈ ｉ ｓａｎｄＫＬＦ １ ５
－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ｉｎＨ ａＥｐ ｉｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．

４３
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４ ． 讨论

糖代谢稳态的调节机制是
一

个令人着迷和神秘的 问题 ， 近些年来许多研宄与此相关 ，

但其中 的许多机制依 旧不清楚 。 本研宄发现 ， 昆虫蜕皮激素 ２０Ｅ 通过 ＫＬＦ １ ５ 调控糖代

谢改变 ， 从取食期的糖酵解转变为变态期的糖异生 ， 并促进脂肪体 自 噬和凋亡 ， 从而为

变态发育 中的糖异生提供底物 。

４ ． １２０Ｅ 重编程耱代谢

激素与糖代谢密切相关 。 早在临床研究中就发现 ， 胰岛素可以通过促进血液中葡萄

糖的摄取 、 糖酵解消耗和利用葡萄糖 、 增加细胞对糖原的合成 以及储存 、 加速葡萄糖的

有氧氧化 以及抑制糖异生来控制血糖水平 ［
１ ３２

］
。 在 昆虫中 ， 胰岛素样肽 （ ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ－

ｌ ｉｋｅ

ｐｅｐｔ ｉｄｅ ， ＩＬＰｓ ） 通过胰岛素／胰岛素样生长因子 （ ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ／ ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ－

ｌ ｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ ， ＩＧＦ ）

信号传导 （ Ｉ ＩＳ ） 可以发挥相似的功能
［
１ ３ ３

］
。 在正常取食状态下 ， 胰岛素通过葡萄糖转运

体 （ ｇ ｌｕｃｏｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ，ＧＬＵＴｓ ） 促进细胞对葡萄糖的摄取 ［
１ ３４

］
。 在人类疾病的临床治

疗中 ， 糖皮质激素等类固醇类激素抑制胰岛素的功能从而升高血糖水平 。 实验室之前的

研宄发现 ， ２０Ｅ 通过竞争结合多 巴胺的受体从而抑制幼虫取食 ［
７

］
， ２０Ｅ 抑制变态期胰岛

素受体 （ ｉｎｓｕ ｌ ｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ， ＩｎＲ ） 的磷酸化从而升高血淋巴葡萄糖的水平 ［
５９

］
。 在棉铃虫生

长发育过程中 ， 葡萄糖含量在蛹前期达到最高 ， 然后进入蛹中期后快速下降 ， 与变态期

的 ２０Ｅ 滴度变化曲线相似
［
４６

］
。 在本文研究中 ， 发现 ２０Ｅ 通过抑制相关基因的表达抑制

糖酵解以及糖原 、 海藻糖的合成 ， 从而阻断血淋巴中葡萄糖的代谢输出 ， 另
一

方面 ， ２０Ｅ

促进糖原 、 海藻糖的分解以及糖异生 ， 从而增加葡萄糖在体内 的代谢输入 。 还发现丙酮

酸的含量在幼虫停止取食后快速下降 ， 其原因
一

方面是通过糖异生生成葡萄糖而被利用 ，

另
一

方面是因为变态期 ２０Ｅ 滴度升高 ， 从而拮抗胰岛素进而抑制糖酵解 ［
１ ３５

］
。 ２０Ｅ 调控

糖代谢从取食期的糖酵解转变为变态期的糖异生进而升高血糖满足变态发育的需求。

转录调控是连接细胞 内部状态变化和细胞对外界刺激感知和反应的桥梁
［
１ ３６

，１ ３ ７
］

，

转录调控如转录因子 、 染色质修饰或者转录辅助因子的变化直接改变细胞信号通路 ， 从

而满足细胞快速增殖 、 分化或者死亡的需求 ［
１ ３ ８

－

１ ４０
］

。 在代谢途径中 ， 由不同基因编码

的限速酶或者代谢途径的关键酶
一

般都存在转录调控 ， 它们启动子序列上可能存在多个

不同的转录因子结合位点 ， 从而接受不同的转录调控来改变代谢状态 。 在哺乳动物中 ，

ＫＬＦ １ ５ 与代谢密切相关 ， 主要是在饥饿期高表达促进糖异生 ［
１ 〇〇

］
。 ＫＬＦ １ ５ 还参与多种

氨基酸分解酶的表达 ， 如丙氨酸转氨酶 １ 、 脯氨酸脱氢酶和色氨酸 ２
，
３
－双加氧酶 ， 从而

为进行糖异生提供相应的底物支持
［
１ ０ １

，
１ ０２

］
。 在骨骼肌中 ， ＫＬＦ １ ５ 诱导乙酰辅酶 Ａ 合

成酶在禁食期高表达 ［
１ ０５

］
， 促进乙酰辅酶 Ａ 的合成 ， 然后作为前体物质合成脂肪酸 。

ＫＬＦ １ ５ 作为糖皮质激素受体的直接转录靶点 ， 参与哺乳动物中糖皮质激素调节的生理过

４４



山 东大学博士学位论文

程
［
１ ４ １

］
。 然而 ＫＬＦ １ ５ 如何调控糖代谢重编程以及相关机制 尚未见报道 。 本研宄表明 ，

ＫＬＦ １ ５ 直接受到 ２０Ｅ 正向调控 ， 并进
一

步通过上调相关基因的表达促进糖原和海藻糖

降解 、 脂肪体的 自 噬和凋亡以及糖异生 。 ２０Ｅ 通过调控代谢相关基因的转录实现代谢重

编程 。

４ ．２２０Ｅ 通过 ＫＬＦ１ ５ 促进自噬基因的表达

自 噬是真核细胞在缺乏营养时进行能量供应的
一

种常见机制 ， 即通过溶酶体途径降

解和回收细胞 自 身受损或者衰老的蛋 白 、 细胞器
［
１ ４２

］
。 自噬与营养状态密切相关 ， 在细

胞缺乏营养时 ， 细胞启 动 自噬来维持细胞质 中氨基酸池的平衡 。 目 前关于 ＫＬＦ １ ５ 与 自

噬关系的报道较少 ， 只在线虫中发现 ＫＬＦ３ 和人的 ＫＬＦ４ 可以促进 自噬 ， 其中 ， 线虫的

ＫＬＦ３ 促进 ４復２ 、 ｄ紗 和 的表达
［

１ １ ２
］

。 在人中发现 ＫＬＦ １ ５ 抑制细胞周期蛋 白 Ｄ

和Ｅ（ ｃｙｃ／ＺＲ ／Ｊ ａｎｄ ｆ ） 和周期蛋 白依赖性激酶
２（ ｃｙｃ ｌ ｉｎ －ｄｅｐｅｎｄｅｎ

ｔ ｋｉｎａｓｅ ２ ， Ｃ说２ ） 的表

达 ， 从而阻止肾小球系膜细胞进入 Ｓ 期 ， 抑制细胞增殖
［
１ ０４

］
。 在本文实验中 ， 在 ｄ ｆｇＳ 的

启动子上发现了ＫＬＦｂｓ ， 并通过敲降实验 、 ＥＭＳＡ 和 Ｃｈ ＩＰ 证明 ＫＬＦ １ ５ 可以直接促进

３这８ 的转录 。 与此同时也在多个 Ａｇｓ（Ａｇ３ ， 也ｇ ７ ， Ａｇｉ ２ａｎｄ ／％ ｉ ￥ ） 的启动子

序列中发现 ＫＬＦ ｂｓ ， 而在敲降 尺／／／５ 之后 Ｘ如６ ，Ａｇ／２ ，的表达都显著下降 。

ＫＬＦ １ ５ 还通过上调糖原和海藻糖分解酶 、 自 噬凋亡相关基因 、 糖异生关键酶的表达参与

调控糖代谢 。 除了ＫＬＦ １ ５ 之外 ， 棉铃虫基因组中还存在其他的 ＫＬＦｓ ， 它们在不同的组

织中表达 ， 其功能需要后续研究 。

４ ．３ 自噬和凋亡为纊异生提供底物

自嗟与细胞凋亡密切相关 ［
１ ４３

，］ ４４
］
。 在小 鼠的神经元细胞中 ， 缺乏营养导致 自 噬 ，

继而导致凋亡 。 自噬抑制剂 ３ －ＭＡ 抑制细胞色素 Ｃ 的释放以及 ｃａｓｐａｓｅ 的活化 ［
１ ４５

］
。 在

完全变态 昆虫的发育过程中 ， 大部分 自噬相关基因都在凋亡相关基因之前表达 。 变态期

高滴度的 ２０Ｅ 增加细胞内钙离子水平 ， 切割 ＡＴＧ５ ， 激活 ＣＡＳＰ３ 诱导细胞凋亡 ［
５９

］
。 ２０Ｅ

通过 自 噬诱导组织蛋白酶 Ｄ （ ｃａｔｈｅｐｓ ｉｎ Ｄ ，ＣＴＳＤ ） 的成熟 ， 并切割 ＣＡＳＰ３ 诱导凋亡 ［
４６

】
。

脂肪体作为昆虫体内 主要的储存器官 ， 其 内主要的细胞器是脂滴 ， 脂滴的主要成分

是 ＴＡＧ ，ＴＡＧ 的分解产物是游离脂肪酸和甘油 ［
１ ４６

，１ ４７
］

。 甘油可以直接转化为代谢中

间体生成葡萄糖 ， 游离脂肪酸可 以通过 Ｐ
－氧化途径转化成乙酰辅酶 Ａ 后进入三羧酸循

环提供能量 。 在饥饿状态下 ， 由肝脏 自噬产生的生糖氨基酸通过糖异生转化成葡萄糖被

认为是非常重要的能量来源 ［
１ ４８

，
１ ４９

】
。 本研宄发现在幼虫停止取食后 ， 自噬促进脂滴的

分解 ， 而在敲降 冰 之后导致甘油 、 游离脂肪酸和游离氨基酸的减少 ， 这表明 自 噬可以

为糖异生提供各种底物 。 变态期的糖异生促进甘油 、 游离脂肪酸和游离氨基酸的消耗 ，

从而直接或者间接的生成葡萄糖 ， 这也是甘油 、 游离脂肪酸和游离氨基酸没有在变态期

积累的原因 。

４５
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通过转录调控实验 ， 发现 ＫＬＦ １ ５ 可 以直接正 向调控ＡｇＳ 和 ＰｅｐｃＡ 的表达 ， 因此在

敲降 尺／／？５ 之后 自 噬和糖异生均受到抑制 。 然而在敲降Ａ试 之后 ， 代谢产物甘油 、 游离

脂肪酸和游离氨基酸的含量变化与敲降 ｉｉ：／／ｉ５ 之后的含量变化相反 ， 敲降Ａ妓 之后 ， 甘

油 、 游离脂肪酸和游离氨基酸的含量降低 ， 而敲降 之后甘油 、 游离脂肪酸和游离

氨基酸的含量增加 。 这是由于敲降 辦 之后只是阻断了 自噻 ， 从而减少 了 由于 自噬产

生的代谢底物 ， 但糖异生途径依然正常进行 。 而在敲降 勒７５ 之后 ， 不仅阻断 自噬和底

物的产生 ， 也通过抑制 ／Ｖ
ｐｄｒ 的表达阻断糖异生和底物的利用 ， 在体 内代谢网络平衡之

后便出现甘油 、 游离脂肪酸和游离氨基酸积累的现象 。

在棉铃虫变态发育过程中 ， ＫＬＦ １ ５ 主要是在表皮和脂肪体中高表达 ， 运用 ＲＮＡ ｉ 技

术在昆虫中敲降基因产生的作用是全组织系统性的 ， 代谢物在各个组织之间也是协同发

挥功能的 。 但各个组织行使的功能是不同的 ， 脂肪体是昆虫的代谢中心 ， 在取食期可以

储存物质 ， 停止取食后或者缺乏营养时便通过消耗储存物质或者 自 噬和凋亡产生底物 ；

而表皮主要是保护 、 支持机体和抵御病害的功能 ， 并且除了局部细胞可能发生 自 噬和凋

亡外 ， 表皮并不像中肠和脂肪体
一

样发生降解
［
４６

，
１ ５０

］
。 因此 ＫＬＦ １ ５ 主要是在脂肪体中

发挥功能 ， 通过整合促进 自 噬和糖异生维持血淋巴中葡萄糖的稳态 。

实验室之前的研宄发现变态期高水平的葡萄糖是因为 ２０Ｅ 抑制胰岛素受体的表达

和磷酸化 ， 类似于人类的 ２ 型糖尿病 ［
１ ５ １

］
， 即胰岛素途径受阻 ， 葡萄糖不能正常地被细

胞吸收从而导致血糖水平上升。 而在本文中发现 ２０Ｅ 调控糖代谢重编程 ， 即从取食期的

糖酵解转变为变态期的糖异生从而增加 了血淋巴中葡萄糖的水平 ， 而进入蛹期后 ， 葡萄

糖水平快速下降 ， 这说明 昆虫在化蛹前期储存的高水平葡萄糖可能是支持幼虫化蛹和发

育的重要能量 。

５ ？ 小结

取食期糖酵解转变为变态期的糖异生以适应棉铃虫变态发育的能量需求 。 ２０Ｅ 通过

正向直接调控 ＫＬＦ １ ５ 促进细胞 自噬 、 凋亡和ｇ生 。 脂肪体通过＿噬和凋亡产生的代

谢产物将作为底物支持糖异生 。 棉铃虫变态期血淋巴中葡萄糖水平升高是糖酵解受阻、

糖原和海藻糖分解加强 以及糖异生的结果 （ 图 ２－

１ ７ ） 。

４６
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３
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＾
Ｉ

（
４
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Ｆｅｅｄ ｉ ｎ
ｇ Ｓｔｏｐ

ｆｅｅｄ ｉ ｎｇ

２０Ｅｔ ｉ ｔｅ ｒ

图 ２ －

１ ７２０Ｅ通过 ＫＬＦ １ ５ 重编程糖代谢 ， 调控 自 噬和凋亡

Ｆ ｉｇ ．２ －

１ ７ Ａｄ ｉ ａｇｒａｍ ｉ ｌ ｌｕ ｓ ｔ ｒａ ｔ ｉｎｇ 

２０Ｅｒｅｇｕ ｌａ ｔｅｓ
ｇ ｌｙｃｏｍ ｅｔａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｒｅｐ

ｒｏｇｒａｍｍ ｉｎ ｇ ，
ａｕ ｔｏｐｈａｇｙ， 

ａｎ ｄ

ａ ｐｏｐ ｔｏｓ ｉ ｓｖ ｉａＫＬＦ １ ５

２０Ｅ 通过核受体促进 ／Ｃ／／／ ５ 的表达 （ １） 。 没／
７ ５ 通过与 ＫＬＦ ｂｓ 结合 ， 促进糖异生中关键酶 的转

录 （ ２ ） 。 ＫＬＦ １ ５ 上调 自 噬相关基因 乂妙 的转录 ， 诱导 自 噬 （ ３ ） ， 从而为糖异生提供底物 。 在变态过

程中葡萄糖的增加是 由 于海藻糖和糖原的 降解 ， 糖酵解受阻和糖异生的共同作用 （ ４ ） 。

２０Ｅ
ｐｒｏｍｏ ｔｅ ｓ  ｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ ＫｌｆＩ ５ｖ ｉ ａｎ ｕｃ ｌ ｅａｒ ｒｅ ｃ ｅｐｔｏ ｒｓ
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１
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ｐ
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２

）
．ＫＬＦ １ ５ ｉ ｎ ｃ ｒｅ ａｓ ｅ ｓｔｈｅ ｔ ｒａｎ ｓｃ ｒ ｉ
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ｇ
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第三章 蜕皮激素重编程氰基酸代谢支持昆虫的变态发育

１ ． 引言

氨基酸是直接调节生物体生长发育的重要代谢产物 ， 如精氨酸对于细胞生理至关重

要 ， 因为它涉及许多细胞代谢和信号通路
［
１ ５２

］
。 谷氨酸 （ ｇ ｌｕｔａｍａｔｅ ，Ｇ ｌｕ ） 是合成 ａ－酮

戊二酸 （ ａ－ｋｅｔｏｇ
ｌｕｔａｒａｔｅ ， ａ－ＫＧ ） ， 氨基酸和 ■

／
－氨基丁酸的前体物质 ［

１ ５ ３
］

， 作为
一

种重要

的神经递质 ， 谷氨酸可以控制 中枢神经系统的功能如认知 、 记忆等
［
１ ５４

］
。 ａ－酮戊二酸是

三羧酸循环 （ ｔｈｅ ｔｒ ｉｃａｒｂｏｘｙ ｌ ｉｃ ａｃ ｉｄ ｃｙｃ
ｌｅ ， ＴＣＡ ｃｙｃ ｌｅ ） 中 的关键中 间代谢物 ， 是

一

种营养

补充剂 ， 对于产生能量等多种生物过程是必需的 ［
１ ５ ５

］
。 氨基酸水平在体内受到精确调控

以维持机体的生长和健康 ， 然而 ， 关于氨基酸在体 内代谢的调控机制还不是很清楚 。

代谢与组织重塑密切相关 ， 根据不同 的代谢需求 ， 组织通过改变细胞的大小和数量

从而快速的完成重塑来响应能量状态的改变 ［
１ ５ ６

］
。 组织重塑涉及许多过程 ， 包括细胞增

殖 、 分化 、 自噬和凋亡
［
１ ５７

］
。 完全变态昆虫从末龄幼虫到蛹再到成虫的过程即为变态 ，

在这个过程中 ， 昆虫必须适应从取食到不取食的营养变化 ， 幼虫组织通过 自 嗤和凋亡降

解从而产生维持 自 身生存所需的能量和营养并支持成虫组织的形成 ［
１ ５ ８

，
１ ５９

］
。 昆虫脂肪

体在功能上类似于脊椎动物的肝脏组织 ， 是参与调节代谢 、 储存和释放能量的主要组织 。

脂肪体在变态过程中形态发生显著变化 ， 幼虫脂肪体通过 自 噬和凋亡降解成单细胞 ， 成

虫脂肪体通过细胞增殖形成棒状结构 。 然而 昆虫变态过程中氨基酸代谢和组织重塑的关

系 尚不清楚 。

细胞通过不断地调整其代谢状态和代谢产物来响应营养物质变化 ， 从而满足不同 的

能量需求
［

１ ６０
］

。 在果蝇中 ， 其变态发育过程中体内 的代谢速率会发生变化 ， 呈现
“

Ｕ 型

曲线
”

。 在蛹早期代谢速率快速降低 ， 或许是因为幼虫组织的凋亡 ， 而到 了蛹后期代谢速

率快速上升 ， 这与成虫组织的形成有关 丨
１ ６ １

］
。 从幼虫到蛹再到成虫的发育过程中 昆虫体

内 的代谢发生显著变化 ， 以满足劾虫停止取食后到羽化前的能量供应 ［
１ ６２ －

１ ６４
］

。 在双翅

目 昆虫南美按实蝇中 ， 碳水化合物 、 脂类和氨基酸被重新分配 ［
１ ６５

］
。 ２０Ｅ 对于变态发育

至关重要 ， 竞争多 巴胺受体抑制摄食 ［
７

］
、 促进幼虫进入游走期 ［

８３
，

１ ６６
］

、 抑制胰岛素信

号通路
［
５９

］并促进变态过程中的 自噬和凋亡 ［
４８

，１ ６７
］
。 然而关于 ２０Ｅ 整合调控氨基酸代

谢与组织重塑的机制还不完全清楚 。

本研宄以重大农业害虫棉铃虫为研究模型 ， 通过测定代谢组 、 分析幼虫取食期 、 幼

虫向蛹的转变期 （游走期幼虫 ） 、 蛹 向成虫的转变期 （蛹期 ） 血淋巴 中代谢产物的变化 ，

将精氨酸 、 （Ｘ
－酮戊二酸和谷氨酸鉴定为取食期幼虫 、 游走期幼虫和蛹的标志代谢物 ， 揭

示它们在组织重塑中 的作用 ， 并阐 明 ２０Ｅ 调控氨基酸代谢和组织重塑的分子机制 。

４８
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２ ． 材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 实验动物和细胞

同第二章 ２ ．Ｕ 和 ２ ． １ ．２

２ ． １ ．２ 魏试剂

ａ－酮戊二酸测定试剂盒 （江苏酶免实业有限公司 ， 江苏 ， 中 国 ） 。 谷氨酸测定试剂盒

（ 索莱宝 ， 上海 ， 中 国 ） 。 精氨酸 、 ａ－酮戊二酸 、 谷氨酸 （ＭＣＥ ， 新泽西州 ， 美国 ） 。 磷

酸化的组蛋 白 Ｈ３ 多克隆抗体 （ Ｓｅｒ ｌ Ｏ ）（ Ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ ， 麻省 ， 美国 ） 。 组蛋 白

Ｈ３ 多克隆抗体 （ 安诺伦 ， 北京 ， 中 国 ） 。 组蛋 白提取试剂盒 （ 贝博生物 ， 上海 ， 中 国 ） 。

ＡＳＳ 多克隆抗体 （博士德 ， 武汉 ， 中 国 ） 。 ＡＲＧ 多克隆抗体 （赛维尔生物 ， 武汉 ， 中 国 ） 。

本章其他所用试剂均与第二章 ２ ． １ ． ３ 相 同 。

２ ． １ ．３ 实验仪器

同第二章 ２ ． １ ．４

２ ．２ 实验方法

２ ．２ ． １ 与第二章相同的雛方法

实时定量 ＰＣＲ（
ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ ） 、 免疫印迹 、 双链 ＲＮＡ（办ｍ４ ） 合成、 细胞培养 、 虫

体激素刺激 、 ＣＣＫ－

８ 测定细胞活力 、 凋亡检测 、 统计方法 。

２ ．２ ．２ 釆集血淋巴进行代谢组分析

选取大小 、 体重相似的 、 刚蜕皮的六龄幼虫进行计时 ， 在发育 ２４ ｈ 、 ９６ ｈ 后记为 ６ｔｈ－

２４ ｈ 和 ６ｔｈ－９６ ｈ 的幼虫 ， 幼虫化蛹后第六天记为 Ｐ６ 蛹 。 将 ６ｔｈ－２４ ｈ 和 ６ｔｈ－９６ ｈ 的幼虫置

于冰上 ， 待其不动后 ， 剪去第
一

对附肢 ， 用灭过菌的枪尖吸取血淋巴并转移至新的 、 灭

过菌的 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 立马放到液氮中防止其黑化 。 对于 Ｐ６ 样本 ， 取未拆封的 ｌ ｍＬ

注射针 ， 扎入蛹的腹眼下方 ， 轻轻挤压蛹 以促进血淋巴流出 ， 吸取血淋巴至 １ ． ５ ｍＬ 离心

管中并立即转移至液氮 。 每个样本至少包含 １ ００
ｐＬ 的血淋巴 （至少 ５ 只虫 ） ， 每组设 ６

个生物学重复 ，

一

共 １ ８ 个样本 。 将样品放置干冰中送至中 国江苏帕诺米克生物科技有

限公司进行样品质量检测 、 代谢物测定以及生物信息学分析 。

２ ．２ ．３ 测定游离氨基酸

取幼虫血淋巴 ５ ００
ｐＬ 后快速转移至液氮冷冻 ， 然后干冰运输送至青岛科创质量检

测有限公司进行游离氨基酸测定 。 具体步骤如下 ： 取 ０ ． ３
ｇ 样品于 １ ０ｍＬ 的容量瓶中 ，

加 ８ ｍＬ ０ ．０２ｍｏ ｌ／Ｌ 的盐酸 ， 过 Ｃ １ ８ 固相萃取柱后分取 １ ００吣 上清液 ， 真空干燥箱烘干 ；

加入 １ ０ ｍＬ ０ ．０２ ｍｏ ｌ／Ｌ 的盐酸 ， 晃匀 。 分取 ５００ 队 ， 依次加入 ２５〇 ｎＬ 〇 ． ｌ ｍｏ ｌ／Ｌ 异硫氰

４９
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酸苯酯乙腈 ， ２５０
ｊ

ｉＬ１ｍｏ ｌ／Ｌ 三乙胺乙腈 ， 氮气保护衍生 １ｈ ， 过 ０ ．４５
ｐｍ 有机膜上机 。

将数值除以 １ ０００ 即为氨基酸含量 。

２ ．２ ．４ 测定精氨酸

取不同发育阶段幼虫 、 蛹 ２０
ｐＬ 的血淋巴并加入 ＰＴＵ 和抗凝剂 。 ３０００ｒｐｍ 离心 １ ０

ｍ ｉｎ 后取上清液与 ３ ００
ｐＬ２０％的三氯乙酸混合 ， 充分混合后离心取上清液 ， 经过 ０ ．２２

过滤器过滤后上氨基酸分析仪分析 。

２ ．２ ．５ 测定 ａ－爾戊二酸

取不同发育阶段幼虫 、 蛹血淋巴后迅速放置液氮中防止黑化 ， 然后干冰运输至青岛

科创质量检测有限公司进行检测 。

２ ．２ ．６ 测定谷氨黢

取不 同龄期 的幼虫或蛹 的血淋巴 ２０ｎＬ ， 加入试剂盒 中 的提取液于冰上研磨后

１ ２０００ｒｐｍ 离心 １ ０ｍ ｉｎ 后取上清液并加入检测试剂后在 ３４０ｎｍ 处测定吸光值 。 然后根

据标准样品 的测定值建立标准 曲线 ， 将数值除 以 １ ０００ 即为样品 中谷氨酸含量 。

２ ．２ ．７ 注射■物

称取不同重量的精氨酸 、 ａ－酮戊二酸和谷氨酸 ， 用 ＰＢＳ 配置成不同的浓度 。 选取大

小 、 体重相似的幼虫 （ ６ｔｈ－６ ｈ ） 进行注射 ， 共注射四次 ， 每次间隔 ２４ｈ 。

２ ．２ ．８ 检测增殖 、 自噬和凋亡

组蛋白 Ｈ３ 的 Ｓｅｒ ｌ Ｏ 发生磷酸化是进行有丝分裂所特有的 ， 是
一

种标志增殖的标记

物 。 在注射代谢物后提取组蛋 白 ， 通过磷酸化的组蛋 白 Ｈ３ 多克隆抗体 （ Ｓｅｒ ｌ Ｏ ） 进行免

疫印迹实验检测细胞增殖 。 通过免疫印迹实验测定 ＬＣ３ －

Ｉ 和 ＬＣ３
－

ＩＩ 的表达量检测细胞

自 噬 。 在细胞系上添加不同浓度的代谢物后 ， 处理 １ ２ ｈ ， 用 Ｔｕｎｅ ｌ 染色和 ＣＡＳＰ３ 活性检

测显示细胞凋亡 。

２ ．２ ．９ 三级雜预测

通过ＣＯＡＣＨ软件 （
ｈｔｔ

ｐｓ ： ／／ｚｈａｎｇｇｒｏｕｐ ．ｏｒｇ／ＣＯＡＣＨ／
）分析预测ＧＤＨ和ＧＤＨ－

ｌ ｉｋｅ的三

级结构 ［
１ ６ ８

，１ ６９
］
。 用 Ｓｙｂｙ ｌ

－Ｘ 软件将 ＧＤＨ 和 ＧＤＨ －

ｌ ｉｋｅ 与谷氨酸和 ａ－酮戊二酸对接 ，

用 ＰｙＭＯＬ 软件绘制 ＧＤＨ 和 ＧＤＨ－

ｌ ｉｋｅ 的结构 以及两种 ＧＤＨ 与底物结合的结构 。

表 ３－

１ ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ＊ ３－

１Ｏ ｌ ｉｇｏｎｕｃ
ｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑ

ｕｅｎｃｅｓｏｆ ＰＣＲ
ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍ ｅ


Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５
＾
－３

＊

）


ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍ ｂｅ ｒ

ｑＲＴ
－ＰＣＲ

Ｇｄｈ－ＫＴＦ ｇｇｃｔｃｃａｔｃｔａｃａａｃｃｃｔｇ ＸＰ
＿

０２ １ １ ９５２００ ． １

ＧｒｆＡ－ＲＴＲ ｔｃｇｃａｃｔｔｃｔｃｇｔａｃａａｃａ

Ｇｄｈ￣

ｌｉｋｅ￣ＫＴＦｇｃａａｇｇｃｇｇｔｃｇｇｔａａａｇ ＸＰ０２ １ １ ８８７３ ７ ． １

Ｇｄｈ－

ｌｉｋｅ￣ＫＴＲ ｔｃａｇｃａｇｇｔｃａｇｇｇａｇｇａ

＾ｔｏ－ＲＴＦ ｇａａｇｇｃｔｔｔｇｇｃｇａｔａｇｇ ＸＰ０２ １ １ ８７８４９ ． １

＾５５
－ＲＴＲ


ｇｇｃｔｃｃｇａｇｔｔｔｃｔｔｔｇｃ


５０
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续表 ３ －

１ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ ． ３－

１Ｏ ｌ ｉｇｏｎ ｕｃ ｌｅｏｔ ｉｄ ｅ ｓｅｑｕ ｅｎｃｅｓｏｆ ＰＣＲ
ｐｒｉｍ ｅ ｒｓ

Ｐ ｒ ｉｍｅｒ ｎａｍｅ


Ｓｅｑ ｕｅｎ ｃｅ
（
５

’
－３

’

）


Ｇ ｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓ ｉｏｎｎ ｕｍｂｅｒ

Ｊ ｒｇ
－ＲＴＦ ｔａｃｔｔａｃｃｃａｃｇａｔｇｇａｃｔｇＸＰ

＿

０２ １ １ ８ １ ８ ５ １ ． １

Ａ ｒｇ
￣ＫＹＲ ｇｃｇｇｇ

ｃａｃａｔｔｇｔａｔｔｔｃｔ

ＥｃＲ－ＫＴ￥ ａａｔｔｇｃ ｃｃｇｔｃａｇｔａｃｇａＡＣＤ７４８０７ ． １

ＥｃＲ－ＲＴＲ ｔｇａｇｃｔｔｃｔｃａｔｔｇａｇｇａ

ｆｉ
－Ａ ｃ ｔｍ－ＲＴＦ ｃｃ ｔｇｇｔａｔｔｇｃ ｔｇａｃｃｇｔａｔｇｃ
 ＥＵ５２ ７０７

ｐ
－Ａｃ ｔｉｎ－ＫＹＫ ｃｔｇｔｔｇｇａａｇｇｔｇｇａｇａｇｇｇａａ

Ｅ２０ＭＯ－ＲＴＦ ｇｇａｇｇｔｇｃｔｔｃ ｔｇｔｇｇｔｇｔ ＸＰ
＿

０２ １ １ ９ １ １ １ ２ ． １

Ｅ２０ＭＯ－ＲＴＲ ｃｇｔａｔｃｔｇｔｃｇｇｇｔｃｔｇｃｔ

ＲＮＡ ｉ

￡ｃ＾－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇ ｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｃｇｃｔｇｇｔａｔａａｃａａｃｇｇａｇｇａ

￡ｃｉ？－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇ
ａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃ ｃ ｔｔｇａｔｇｃｃ

Ｇ办－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｔｇｇｔｃｃｃａａｔｔｃｔｃｇｔｇｇａａｃ

Ｇ＾ ＞

－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇ
ａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃｔｔｇａｔｇｃｃ

Ｇｄｈ－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａ
ｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｇｇａｃｃｔｃ ｃｇ

ｃ ｔａａｃｃｃａａ

Ｇｄｈ －ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａ
ｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｇｃｃｃａａｔａａａｇｃｃ ｃｔｔｃ

Ｇｄｈ －

Ｕｋｅ
－

ＲＮＡ ｉＦｇｃｇｔａａｔａｃｇａ
ｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｃｇｔａｃｃａｇｃｃ ｃｃｔｇａｔａｔ

Ｇ ｃ／／７

－

ｌ ｉｋｅ－ＲＮＡ ｉＲｇｃｇｔａａｔａｃｇ
ａｃｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｇｃ ｃｔｔｔｔｇｔｔｃｔｔｃｇｃ ｃａｔ

＾ ［５５
－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇ

ａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｔａｔｇａａｔｃｔｇｇｃｇｔｇｃｔｔ

＾４＾－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇ
ａｃｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｔｔｃｇｇｇｔｇｔａｇｇｔｔｇｃｔｔ

Ｊ ｒ发
－ＲＮＡ ｉＦ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａ ｔａｇｇｇ

ａａａｇａａｇｇｔｔｇｇｃａｔｃａｔｃｇ

々ｇ
－ＲＮＡ ｉＲ ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃｔａｔａｇｇｇｃｃａｔｃｇｔｇｇｇｔａａｇｔａｇｇｇ

￡２０ＭＯ－ＲＮＡ ｉＦｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃｔａｔａｇｇｇａｃｃａｔｃ ｔｔｃｇｔｃｇｃｃａｃｃｔ

￡２０ＭＱ－ＲＮＡ ｉＲ


ｇｃｇｔａａｔａｃｇａｃ ｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｇｃａｇｃｃ ｔｔｃｔｔｇ ｔｃ ｃｃ ｔｃａ


３ ． 实验结果

３ ． １ 代谢组学分析

６ｔｈ －２４ ｈ 、 ６ｔｈ －９６ ｈ 和 Ｐ６ 这三个发育阶段分别代表幼虫生长期 （取食期 ） 、 幼虫到蛹

过渡时期 （停止取食期 ） 和蛹到成虫过渡时期 （停止取食期 ）
［

１ ７０ －

１ ７２
］
。 为 了分析幼虫

生长期 、 幼虫 向蛹转变期和蛹 向成虫转变期体 内代谢产物的变化 ， 测定这三个龄期血淋

巴 中 的代谢产物 。 偏最小二乘判别分析 （ ｐａ
ｒｔ ｉ ａ ｌ ｌｅａｓ ｔｓｑｕａ

ｒｅｓｄ ｉ ｓｃ ｒｉｍ ｉｎａｎｔａｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓ ， ＰＬＳ －

ＤＡ ） 显不 ， ６ｔｈ－２４ｈ 和 ６ ｔｈ －９６ｈ 和 Ｐ６ 这二组样品之间存在显著差异 ， 各组样品 的生物

学重复在 ｐ
ｌｏｔ ｍａｐ 上相对聚集 。 三组样品

一

共鉴定 出 ３ ５ ８ 种差异代谢物 。 三组数据进行

两两 比较 ， 将满足 ｌｏｇ２（ 差异倍数 ） ＞ １ ， Ｐ 值＜ ０ ． ０ ５ 的代谢物定义为差异代谢物 。 发现

６ｔｈ
－２４ｈ 和 Ｐ６ 相 比 ， 有 ９ ５ 种差异代谢物在 ６ｔｈ －２４ｈ 含量高 ， １ ４０ 种差异代谢物在 Ｐ６ 含

量高 。 ６ ｔｈ －２４ ｈ 和 ６ ｔｈ －

９６ ｈ 相 比 ， ５ ８ 种差异代谢物在 ６ ｔｈ
－２４ ｈ 含量高 ， １ ０ ３ 种差异代谢

物在 ６ｔｈ －９６ｈ 含量高 。 而 ６ ｔｈ －９６ｈ 和 Ｐ６ 相 比 ， ６７ 种差异代谢物在 ６ｔｈ－９６ｈ 含量高 ， ９０

种差异代谢物在 Ｐ６ 含量高 。 在所有的差异代谢物 中 ， 种类最多 的是氨基酸 ， 其次是脂

类和碳水化合物类代谢物 （ 图 ３
－

１ ） 。 三组数据进行比较 ， 通过韦恩图发现有 ６６ 种差异

５ １
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代谢物在 ６ ｔｈ
－２４ ｈ 含量高 ， ４６ 种差异代谢物在 ６ ｔｈ －９６ ｈ 含量高 ， ７ ５ 种差异代谢在 Ｐ６ 含

量高 （ 图 ３
－

２ ） 。

Ａ
Ｐ Ｌ Ｓ

－ＤＡ ｓ ｃｏ ｒｅ
ｐ

ｌ ｏ ｔ

６ ｔ ｈ
－ ２ ４ ｈ ／ ６ ｔ ｈ

－

９ ６ ｈ ６ ｔ ｈ
－

９ ６  ｈ ／Ｐ６ ６ ｔ ｈ
－

２４  ｈ ／Ｐ ６

？ ５０＿
５ ０▲＿５０

２ ．０ Ｉ ２ ．０ ＼？０Ｖ

３
？

＊

Ｓ ３？ ＇

° －

－ ５０ ▲
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图 ３ －

１ 代谢组分析
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Ａ ． 将 ６ｔｈ－２４ｈ 、 ６ ｔｈ －９６ｈ 和 Ｐ６ 的血淋巴进行 ＬＣ －Ｍ Ｓ 代谢组测定 ， 正离子数据进行 ＰＬＳ －ＤＡ 分析 。

图 中 的每
一

个点表示一个样本 ， 其中橙黄色的点代表 ６ ｔｈ
－２４ ｈ 的幼虫 ， 绿色的点代表 ６ ｔｈ－９６ ｈ 的幼

虫 ， 蓝色的点代表 Ｐ６ 蛹 。 ＰＣ Ｉ ： 主成分 １ ，ＰＣ２ ： 主成分 ２ 。 Ｂ
． 将 ６ ｔｈ

－２４ ｈ 、 ６ ｔｈ
－９６ ｈ 和 Ｐ６ 进行两两

比较 ， 确定代谢物的类型 以及代谢物的数量 。 ＤＭ ： 差异代谢物 ， 筛选标准为 ｌ〇ｇ２（ 差异倍数 ） 的绝

对值大于 １ 即为差异代谢物 。 ＮＤＭ ： 无差异的代谢物 。
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图 ３
－２ 维恩图显示 ６ ｔｈ －２ ４ｈ 、 ６ ｔｈ－９６ｈ 和 Ｐ６ 代谢物

Ｆ ｉ

ｇ ．３ －２Ｖｅｎ ｎｄ ｉａ ｇ
ｒａｍ ｗ ｉｔｈｔｈ ｅ６ｔｈ －２ ４ｈ

，
６ｔｈ

－９６ｈ
，
ａ ｎ ｄＰ６

代谢物含量两两 比较后 ， 通过计算 ｌ〇ｇ２（ ＦＣ ） 得到不同龄期高水平代谢物的数量 。
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， 
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ｇｅｎｏｍ ｅ ｓ ） 分析
［

１ ７ ３
］

， 将代谢产物按

照糖类 、 氨基酸类和脂类进行分类 以显示幼虫 －蛹 －成虫发育过程中代谢产物的变化 。 发

现代谢产物在发育阶段发生变化 （ 图 ３
－

３ ） ， 而且糖类 、 氨基酸类和脂类通过 ＴＣＡ 循环

进行关联 （ 图 ３
－４ ） 。

５ ３
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三， ｈａｔｅ

ｉｉｉｉｉｉｉ Ｓ ｕ ｃ ｒｏ ｓｅ Ｌ
－Ａｓ ｐａ ｒ ｔ ａ ｔｅ
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ｖ
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图 ３ －４ 氨基酸 、 葡萄糖和脂类代谢物联系在
一起的营养代谢途径
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为 了鉴定不 同龄期的关键代谢产物 ， 对 ６ ｔｈ －２４ｈ 、 ６ｔｈ －９６ｈ 和 Ｐ ６ 这三组样品进行两

两 比较并用 气泡 图进行展示 ， 气泡图 中气泡的大小和颜色可 以表示代谢途径 的富集程度

和代谢途径中富集的代谢物的数量 。 气泡图显示 ， ６ ｔｈ －２４ｈ ／６ｔｈ －９６ｈ 和 ６ｔｈ －２４ｈ／Ｐ６ 所富

集的代谢通路是相似 的 ， 其中排名前三的是丙氨酸 、 天冬氨酸和谷氨酸代谢 ， 精氨酸合

成 以及 ｍＴＯＲ 信号通路 （ 图 ３ －

５Ａ 和 Ｂ） 。 ６ ｔｈ －９ ６ｈ／Ｐ ６ 所富集的代谢通路主要是 ＴＣＡ 循

环 、 泛酸盐和辅酶 Ａ 合成 以及半胱氨酸和 甲硫氨酸代谢 （ 图 ３
－ ５０ 。 将代谢通路中 的差

异代谢物进行分析 ， 发现谷氨酸在 ６ｔｈ
－

９６ｈ 和 Ｐ６ 含量都较高 （ 丙氨酸 、 天冬氨酸和谷

氨酸代谢 ； 精氨酸合成 ）
； 在 ｍＴＯＲ 信号通路中 ， 精氨酸和亮氨酸都是在 ６ ｔｈ －２４ ｈ 含量

较高 ； 在 ＴＣＡ 循环中 ， 异柠檬酸 、 延胡索酸和 ｃｃ

－酮戊二酸都是在 ６ ｔｈ －９６ ｈ 含量较高 。

在泛酸盐和辅酶 Ａ 合成途径中 ， 磷酸泛酸是在 Ｐ ６ 富集 ； 在半胱氨酸和 甲硫氨酸代谢中 ，

Ｌ － 甲 硫氨酸 Ｓ －氧化物是在 Ｐ

＋

６ 含量较高 （ 图 ３
－ ５Ｄ －

Ｉ ） 。 以上结果说明精氨酸 、 ｃｔ
－酮戊二酸

５ ５
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和谷氨酸分别在幼虫取食期 、 游走期和蛹期富集 。 考虑到精氨酸 、 （Ｘ
－酮戊二酸和谷氨酸

在细胞功能中 的重要性 ， 选择精氨酸 、 ａ －酮戊二酸和谷氨酸作为 ６ ｔｈ －２４ ｈ 、 ６ ｔｈ －９６ ｈ 和 Ｐ６
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图 ３－

Ｓ 代谢通路分析
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Ａ －Ｃ ． 气泡 图分析 ６ ｔｈ
－２４ ｈ 、 ６ ｔｈ

－

９６ ｈ 和 Ｐ６ 两两相 比所富集到的代谢通路 ， 计算方法是将每个匹配代

谢物的重要性指标相加 ， 然后除 以每个途径 中 所有代谢物 的重要指标之和 ， 通路影响越大就越可能

出现在气泡图 的右上角 。 Ｄ－

丨 ． 筛选重要的代谢通路中 的差异代谢物 。 ＦＣ ： 差异倍数 ， 即样品之间含

量差异的倍数 。
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为 了验证代谢组学的数据 ， 测定 了精氨酸、 ａ－酮戊二酸和谷氨酸从 ５Ｆ 取食期到 Ｐ８

蛹期的水平 ， 发现精氨酸是在取食期含量高 ， 在幼虫停止取食后逐渐下降 （ 图 ３ －６Ａ ）
；

ａ－酮戊二酸的含量则是在幼虫停止取食的初期 （ ６ｔｈ－７２ ｈ－

６ｔｈ －９６ ｈ ） 最高 （ 图 ３ －６Ｂ ）
； 谷

氨酸的含量在幼虫停止取食后不断上升并在蛹期 （ Ｐ４ ） 达到峰值 （ 图 ３ －６Ｃ ） 。 这些结果

与组学测定结果相
一

致 。 为 了探究 ２０Ｅ 是否调控代谢产物的变化 ， 将不 同浓度的 ２０Ｅ 注

射进入 ６ｔｈ－６ ｈ 幼虫的血腔 中 ， 发现低浓度的 ２０Ｅ（ ｌ ＯＯ ｎ
ｇ
／只虫 ） 增加精氨酸 、 ａ－酮戊二

酸和谷氨酸的含量 ； 而高浓度的 ２０Ｅ（ ５００ ｎｇ／只虫 ） 降低精氨酸和谷氨酸的水平 ， 但依

旧增加 ａ－酮戊二酸的水平 （ 图 ３ －６Ｄ －Ｆ ） 。 以上结果显示 ２０Ｅ 通过浓度依赖的方式调节代

谢物的水平 。

３ ．２ 精氨酸 、 酮戊二酸和谷氨酸决定不同的细胞命运

为了探宄代谢产物与组织重塑的关系 ， 首先在细胞系上分别添加精氨酸 、 ａ－酮戊二

酸和谷氨酸检测増殖 、 自噻和凋亡 。 通过 ＣＣＫ－

８ 检测细胞活力 ， 发现添加精氨酸的细胞

活力增强 ， 而添加 ａ－酮戊二酸抑制细胞活力 ， 添加谷氨酸增强细胞活力 （ 图 ３
－６Ｇ－

Ｉ ） 。

通过蛋 白质免疫印迹实验检测组蛋 白 Ｈ３ 的磷酸化 ， 发现精氨酸促进增殖 ， ａ－酮戊二酸

抑制增殖 ， 谷氨酸促进增殖 （ 图 ３
－６Ｊ－Ｌ ） 。 检测 ＬＣ３ 的表达发现精氨酸抑制 自 噬 ， ａ－酮

戊二酸促进 自 噬 ， 谷氨酸抑制 自噬 （ 图 ３ －６Ｍ－０ ） 。 通过检测 ｃａｓｐａｓｅ
－

３ 活性和 ＴＵＮＥＬ 染

色 ， 发现与阳性结果相 比 ， 添加精氨酸和谷氨酸并不 引起凋亡 ， 添加高浓度的 ａ－酮戊二

酸后虽然会引起凋亡 ， 但与对照组相 比并不能形成显著差异 （ 图 ３
－７ ） 。

接下来将精氨酸 、 ａ－酮戊二酸和谷氨酸注射到 ６ｔｈ－６ ｈ 幼虫血腔中 ， 探宄它们对虫体

的影响 。 发现与注射 ＰＢ Ｓ 相 比 ， 注射精氨酸后导致幼虫提前 ２６ｈ 化蛹 ， 精氨酸促进脂

肪体细胞增殖 ， 抑制 自 噬 （ 图 ３ －

８Ａ－Ｅ ｉ ） 。 注射 ａ－酮戊二酸后导致化蛹延迟 １ ４ ｈ 。 ａ－酮戊

二酸抑制脂肪体细胞增殖 ， 促进脂肪体细胞 自 噬 （ 图 ３ －８Ｆ －

Ｊ ｉ ） 。 注射谷氨酸后出现的虫

体表型与注射精氨酸相似 ， 导致幼虫提前化蛹 ， 促进脂肪体细胞增殖 ， 抑制脂肪体细胞

自 噬 （ 图 ３ －

８Ｋ－Ｏ ｉ ） 。 以上结果表明精氨酸、 ａ－酮戊二酸和谷氨酸可以通过调节不同的细

胞命运来影响组织重塑 。

５７
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图 ３ －８ 注射精氨酸和谷氨酸促进幼虫提前化蛹和细胞增殖 ， 注射 《－酮戊二酸延迟化蛹和诱导 自 噬
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型 ， 标尺代表 丨 ｃｍ ，ＰＢＳ 为对照 。 Ｃ ． 注射 １ ０
ｐ
Ｍ 精氨酸和 ＰＢ Ｓ 后统计表型 。 Ｄ 和 Ｅ ． 注射 １ ０

ｐ
Ｍ

精氨酸和 ＰＢ Ｓ 后检测组蛋 白 Ｈ３ 磷酸化和 ＬＣ３ 。 Ｄ ｉ 和 Ｅ ｉ ． 对 Ｄ 和 Ｅ 进行统计 。 Ｆ． 往 ６ ｔｈ
－

６ ｈ 幼虫血
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＇

．酸和 ＰＢ Ｓ Ｃ

观察虫体表型 以及统计表型 ， 标尺代表 １ｃｍ 。 丨 和 Ｊ ． 注射 ０ ． １ｕＭ ａ －酮戊二酸和 ＰＢＳ 后检测组蛋 白

６０
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Ｈ ３ 磷酸化和 ＬＣ３ 。 Ｈ 和 ＪＬ 对 Ｉ 和 Ｊ 进行统计 。 Ｋ？ 往 ６ｔｈ－６ ｈ 幼虫血腔中注射 Ｏ ． Ｏ ｌ
－
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酸以筛选最佳浓度 。 Ｌ和 Ｍ． 注射 １ ０〇 ｎＭ 谷氨酸和 ＰＢＳ 后观察虫体表型以及统计表型 。 Ｎ 和 Ｏ ． 注
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３ ．３２０Ｅ 调节精氨酸水平下降

精氣酸除 了 可 以从食物 中获得 ， 也可 以通过精胺琥拍酸合酶 （ ａｒｇ ｉｎ ｉｎｏｓｕｃｃ ｉｎａｔｅ

ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ， ＡＳＳ ） 进行内源性合成 。 ＡＳＳ 是尿素循环 中 的关键限速酶 ， 催化瓜氨酸和天

冬氨酸转化为精胺琥珀酸 ， 用于从头合成精氨酸 ［
１ ７４

，
１ ７５

］
。 而精氨酸酶 （ ａｒｇｉｎａｓｅ ，ＡＲＧ ）

是分解精氨酸的关键限速酶 ［
１ ７６

］
。 通过检测 ＡＳＳ 和 ＡＲＧ 的表达 ， 发现 ＡＳＳ 在幼虫取

食期高表达 ， 而 ＡＲＧ 则是在变态期高表达 （ 图 ３ －９Ａ－ＡＨ ） 。 ＨＥ 染色和免疫组化显示 ，

ＡＳＳ 定位在 ６ｔｈ－２４ｈ 幼虫中肠中 ， 而 ＡＲＧ 则定位于 ６ｔｈ－９６ｈ 幼虫中肠中 （ 图 ３ －９Ｂ 和

Ｃ ） ， 说明取食期高水平的精氨酸是 由 Ａ ＳＳ 合成的 ， 而在变态期 由 ＡＲＧ 进行分解 。 为 了

说明 ２０Ｅ 对精氨酸合成和分解的影响 ， 在 ６ｔｈ－６ｈ 幼虫血腔中注射不同浓度的 ２０Ｅ 进行

不同时间的处理 ， 发现 ２０Ｅ 显著抑制 乂＾ 的表达 ， 促进 Ｊｒｇ 的表达 （ 图 ３ －９Ｄ－Ｇ ） 。 为 了

探究 ２０Ｅ 对 调控的机制 ， 分析 了 Ｘｒｇ 的启动子序列 ， 发现了５
’

－ＧＡＴＴＴＧＡＴＴＧＡＡＡＴＴ－

３
’

这段保守的 ＥｃＲＥ 序列 （ 图 ３
－

１ ０Ａ ） ， 而在敲降 丑ｄ 之后 ， 的表达量显著降低 （ 图

３
－

１ ０Ｂ ） 。 蜕皮激素 ２０－单加氧酶 （ Ｅ２０ＭＯ ） 可 以将蜕皮素 （ Ｅ ） 转化为有活性的 ２０Ｅ
［
１ ７７

］
，

敲降 五２０ＭＯ 后 ， Ｊｒｇ 的表达量显著降低 （ 图 ３ －

１ ０Ｃ ） 。 这些结果说明 ２０Ｅ 抑制 的表

达 ， 并通过其核受体 ＥｃＲ 促进精氦酸酶的表达从而促进精氨酸的分解 。

６ １
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图 ３
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图 ３ －

１ ０２ ０Ｅ 通过 Ｅ ｃＲ 促进 乂叹 的转录

Ｆ ｉ

ｇ
．３ －

１ ０２ ０Ｅ
ｐ ｒｏｍ ｏ ｔｅｓ ／ｌ ／

＊
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ｔｒａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉｐ ｔ ｉｏ ｎｔｈ ｒｏｕ ｇ
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Ａ ． 利用 ＪＡＳＰＡＲ 转录因子数据库预测 々ｇ 启动子上的 ＥｃＲＥ 位点 。 Ｂ ． 敲降 ＆穴 后 ， 检测脂肪体 中

￡ｃ尺 和 也ｇ 的表达水平 。 Ｃ ． 敲降 ￡２０ＭＯ 后 ， 检测脂肪体中 ￡２０ＭＯ 和 也ｇ 的表达水平 。

Ａ ． Ｔｈ ｅＥ ｃＲＥｓ ｉ ｔｅｏｎ  ｔｈｅ Ａ ｒｇ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｗａｓ
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为 了探宄 Ａ Ｓ Ｓ 和 ＡＲＧ 在控制精氨酸水平和虫体发育 中 的功能 ， 分别在 ５ ｔｈ －２ ０ｈ 和

６ｔｈ
－６ｈ 幼虫血腔中注射 和

■

敲降 和 的表达 。 发现在确定敲降 Ｊ ｓｓ 之

后 ， ５ ７ ． ８％的幼虫在取食阶段死亡 ， 剩余幼虫 出现延迟化蛹 的表型 ， ２ ５ ． ６％的幼虫化蛹延

迟 ， 平均化蛹时间相 比较于对照组延迟了 １ ８ｈ（ 图 ３ －

１ １ Ａ －Ｄ ） 。 注射 办Ｃ办 的对照组中 ，

中肠变成红色 ， 这是幼虫中 肠降解的标志 ［
１ １ ７

］
， 但是注射 之后 中肠并没有变红 （ 图

３
－

１ １ Ｅ ） ， 也Ｇ办 组的幼虫 中肠和成虫中肠发生分离 ， 脂肪体也发生降解 ， 而 治 组的

ＨＥ 染色显示中肠 、 脂肪体的解离都受到抑制 （ 图 ３
－

１ １ Ｆ ） 。 在注射 办Ａｗ 之后精氨酸水

平下降 （ 图 ３ －

１ １ Ｇ ） ， 组蛋 白 Ｈ ３ 的磷酸化水平降低 ， 自 噻增强 （ 图 ３
－

１ １ Ｈ ） ， 这说 明 ，

Ａ Ｓ Ｓ 对于合成精氨酸是十分重要的 ， 而精氨酸是细胞增殖 、 幼虫生长和生存所必需的 。

在 ６ ｔｈ － ６ｈ 幼虫中敲降 ｊ ｒｇ 之后 ， ３４ ． ５％的幼虫在游走期和蛹期死亡 ， ３ ８ ． ９％的幼虫

延迟化蛹约 ２０ ｈ（ 图 ３
－

１ １ Ｉ
－Ｌ ） ， 中肠不再变红 （ 图 ３

－

１ １ Ｍ ） ， 敲降 之后 中肠和脂肪体

的降解均受到抑制 （ 图 ３
－

１ １Ｎ ） ， 精氨酸积累 （ 图 ３
－

１ １ ０ ） ， 增殖和 自 噬水平下降 （ 图 ３
－

１ １ Ｐ ） ， 以上结果说 明 Ａ ＲＧ 通过分解精氨酸而降低精氨酸的水平 ， 精氨酸可 以抵抗 自 噬

６３
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的发生 ， 但到 了游走期和蛹期 ， 由 于发育过程中体 内 的复杂变化 ， 精氨酸不能再促进细

胞增殖 。
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图 ３ －

丨 丨 敲降 后导致幼虫死亡 、 抑制细胞增殖 ， 而敲降 后导致化蛹失败 、 抑制 自噬

Ｆ ｉｇ ． ３ －

１ １Ｋｎ ｏｃ ｋｄ ｏｗ ｎｏｆ ／ｌ ｓｓｒｅｓ ｕ ｌ ｔｅｄ ｉ ｎ ｌａ ｒｖａ ｌｄ ｅ ａ ｔｈａｎ ｄ ｉ ｎ ｈ ｉｂ ｉ ｔｅｄ
ｐ

ｒｏ ｌ ｉｆｅ ｒａ ｔ ｉｏｎ
， 
ｗｈ ｉ ｌ ｅｋｎ ｏ ｃｋｄ ｏｗｎｏｆ

Ａ ｒｇ
ｒｅｓｕ ｌ ｔｅｄ ｉｎ

ｐｕｐａ ｔ ｉｏ ｎｆａ ｉ ｌ ｕ ｒｅａｎ ｄ ｉｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉｎｇ 
ａ ｕ ｔｏｐ ｈａｇｙ

Ａ ． 注射 出Ｃ办 和 后统计表型 ， 标尺表不 １ｃｍ 。 Ｂ ． 注射 治碰？ 和 第二针后检测干扰效

率 。 Ｃ ． 统计干扰表型 ， 每次干扰用虫 ３ ０ 只 ， 设三次重复 。 Ｄ ． 敲降 Ｇ＃ 和 后统计化蛹时间 。 Ｅ ．

敲降 ＜５步 和 ．４＾ 后的 中肠形态 。 Ｆ． ＨＥ 染色观察 中肠和脂肪体的形态变化 ， 中肠 图 中标尺为 ２００
ｎｍ ，

脂肪体图 中标尺为 １ ００
ｎ
ｍ 。 Ｇ ． 敲降 Ｇ＃ 和 后测定精氨酸含量 。 Ｈ ． 敲降 Ｇ＃ 和 后检测组蛋

白 Ｈ３ 的磷酸化水平和 ＬＣ －

Ｉ Ｉ 。 １ ． 注射 冶Ｃ办 和 后统计表型 ， 标尺表示 ｌ ｃｍ 。 Ｊ ． 注射 ＡＧ办 和

第三针后检测干扰效率 。 Ｋ ． 表型统计 。 Ｌ ． 敲降 （３及 和 Ｊｒｇ 之后统计化蛹时间 。 Ｍ？ 敲降颂

６４
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和 ．心 后观察 中 肠形态 。 Ｎ ． 敲降 ｑ步 和 ．心客 之后通过 ＨＥ 染色观察 中肠和脂肪体 的形态变化 。 〇． 敲

降 Ｇ办 和 Ｗｒｇ 后测定精氨酸含量 ＾Ｐ． 敲降 Ｇ办 和 ，４ ｒｇ 后用 蛋 白 印迹实验检测组蛋 白 Ｈ ３ 的磷酸化水
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ａｎｄ ｄｓＡ ｒｇ 

ｋｎｏ ｃｋｄｏｗｎ ．

３ ．４２０Ｅ 通过 ＧＤＨ 和 ＧＤＨ－

ｌ ｉｋｅ 调控 ａ－酮戊二酸和谷氨酸相互转换

ＧＤＨ 催化谷氨酸经过氧化脱氨可逆转化为 ａ －酮戊二酸 ［
１ ７ ８

］
。 在棉铃虫基因组中 发

现两个 ＧＤＨ ， 分别命名为 ＧＤＨ 和 ＧＤＨ －

ｌ ｉｋｅ ， 这两个 ＧＤＨ 的蛋 白 序列有 ５ １ ． ８％的相似

性 ， 并与其他物种相 比都具有相 同 的 ＥＬＦＶ 脱氢结构域 （ 图 ３
－

１ ２ ） 。 系统树分析显示 ，

ＧＤＨ 与家蚕以及其他无脊椎动物的 ＧＤＨ 聚为
一

支 ， 而 ＧＤＨ －

ｌ ｉ ｋｅ 则与文 昌 鱼以及其他

脊椎动物的 ＧＤＨ 聚为
一

支 （ 图 ３
－

１ ３Ａ ） 。 通过进化树和氨基酸序列 比对发现棉铃虫的

ＧＤＨ 与人的 ＧＤＨ 更为相似 （ 图 ３
－

１ ３ Ｂ 和 图 ３
－

１ ４ ） 。 三维结构 比对发现 ＧＤＨ 和 ＧＤＨ －

ｌ ｉｋｅ 的结构 出现
一

些差异 ， 主要 Ｎ 端不 同 ， 配体结合 口 袋是相似的 ， 通过 ＣＯＡＣＨ 预测

犮现 ＧＤＨ 和 ＧＤＨ －

ｌ ｉｋｅ 均具有结合谷氨酸和 ｃｔ

－酮戊二酸的能力 （ 图 ３
－

１ ５ ） 。 通过表达模

式 ， 发现 Ｇ ｃｆｔ 主要是在取食期和游走期 （ ６ ｔｈ －６ ｈ －６ ｔｈ
－９６ ｈ ） 的 中肠 中高表达 （ 图 ３

－

１ ６Ａ ） ，

敲降 Ｇｏ％ 之后导致 ５ ０％的幼虫延迟化蛹约 ２４ｈ （ 图 ３
－

１ ６Ｂ －Ｅ ） ， 并且降低 ａ－酮戊二酸的

含量 ， 升高谷氨酸的含量 （ 图 ３
－

１ ６Ｆ ） 。 以上数据表明表明游走期高水平的 ａ－酮戊二酸是

由在取食期和游走期 中肠 中高表达的 ＧＤＨ 催化谷氨酸转化而来的 ， 这对于幼虫生长和

化蛹而言是至关重要的 。 而 Ｇ办－

／／ｆｅ 主要是在蛹期 的脂肪体中高表达 （ 图 ３
－

１ ６Ｇ ） ， 敲降

Ｇ办－

／ ｚ如 导致延迟化蛹和化蛹 失败 ， 延迟化蛹时 间约 １ ２ ｈ（ 图 ３
－

１ ６Ｈ －Ｋ ） 。 敲降

增加 ａ －酮戊二酸的含量 ， 降低谷氨酸的含量 Ｃ 图 ３
－

１ ６Ｌ ） ， 这说明 蛹期脂肪体 中高表达的

ＧＤＨ －

ｌ ｉｋｅ 促进 ａ －酮戊二酸转变为谷氨酸 。

为研究 ２０Ｅ 对 Ｇ办 和 Ｇ ｃｆＷｆｃ 表达的影响 ， 我们往 ６ｔｈ －６ｈ 幼虫 中注射 ２０Ｅ 后检测

中肠 中 Ｇ办 和脂肪体 中 的表达 。 １ ００ ｎｇ 的 ２０Ｅ 会促进 Ｇ办 的表达 ， 而高浓度

６ ５
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的 ２ ０Ｅ 抑制 Ｇｃ＊ 的表达
（图 ３

－

１ ７Ａ 和 Ｂ
）

， ２ ０ Ｅ 以时间和剂量依赖的方式促进 的

表达 （ 图 ３
－

Ｉ ７Ｃ 和 Ｄ
）

， 说明 ２ ０Ｅ 以浓度依赖的方式调节 Ｇｒｆ／７ 和 Ｇｃ／／？

－

／ ／＆ 的表达 。
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图 ３ －
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的表达 。 Ｄ ． 不同浓度 ２０Ｅ 刺激下 Ｇ办－

／ ／ｆｃ 在脂肪体中 的表达 。

Ａ ．Ｇｄｈｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｉ ｎｔｈ ｅｍ ｉｄｇｕｔａｆｔｅｒ ｉ ｎｄｕ ｃ ｔ ｉｏｎｗ ｉ ｔｈ２０Ｅ（

５ ００ｎ
ｇ／ ｌａ ｒｖａ

）ｕｎｄｅ ｒｄ ｉ ｆｆｅｒｅ ｎ ｔｔ ｉｍ ｅ

ｓｔ ｉｍ ｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｓ ．Ｂ ．Ｇｄｈｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎ ｉｎｔｈｅｍ ｉ ｄｇｕｔｕｎｄｅ ｒ ｔｈｅｓ ｔ ｉｍｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏｆ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｃｏｎｃｅｎ ｔ ｒａｔ ｉ ｏｎ ｓｏ ｆ ２ ０Ｅ
，

ＤＭ ＳＯｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｃｏｎｔ ｒｏ ｌ ．Ｃ ．Ｇｄｈ －

ｌｉｋｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅｆａｔｂｏｄｙ
ａｆｔｅ ｒ ｉ ｎｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎｗ ｉ ｔｈ２ ０Ｅ

（
５ ００

ｎｇ／ ｌ ａ ｒｖａ
）
ｕｎｄ ｅ ｒｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔｔ ｉｍ ｅｓ ｔ ｉｍ ｕ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ ｓ ．Ｄ ．Ｇｄｈ －

ｌｉｋｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｉ ｎｔｈ ｅｆａｔｂｏｄｙ
ｕｎｄｅ ｒ  ｔｈ ｅｓ ｔ ｉｍ ｕ ｌ ａｔ ｉ ｏ ｎ

ｏｆ ｄ ｉｆｆｅ ｒｅｎｔ ｃｏｎｃ ｅｎｔ ｒａｔ ｉｏｎｓｏｆ ２０Ｅ ．

３ ． ５ 谷氨酸促进成虫脂肪体的形成

谷氨酸可 以从精氨酸 、 脯氨酸和组氨酸等其他氨基酸转化而来 ［
１ ７９

］
， 而 自 噬可能是

变态过程中氨基酸和谷氨酸的重要来源 。 我们往 ６ ｔｈ －６ｈ 幼虫血腔 中注射 也 以阻断

自 噬 。 自 噬指标 ＬＣ ３
－

１ Ｉ 型的表达在注射 也⑷妙 后显著降低 （ 图 ３ －

１ ８Ａ ） ， 并且导致 ２２ ． ２％

幼虫死亡 ， 存活的幼虫中 ４２ ． ２％的幼虫化蛹延迟约 １ ７ ｈ（ 图 ３
－

１ ８Ｂ －Ｄ ） ， 中肠和脂肪体的

解离均受到抑制 （ 图 ３
－

１ ８Ｅ ） 。 在阻断 自 噬后 ， 谷氨酸等氨基酸的水平都显著下降 （ 图 ３ －

１ ８Ｆ ） 。 以上数据表明 自 噬是谷氨酸的重要来源 。

７ １
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为 了探究蛹期高水平谷氨酸的功能 ， 在 Ｐ２ 和 Ｐ５ 的蛹血腔中注射补充谷氨酸 ， 发现

相 比较于对照组 ， 注射谷氨酸后导致羽化提前约 １ ． ８ 天 （ 图 ３
－

１ ８Ｇ －

Ｉ ） ， 腹眼处色素沉着

是蛹 向成虫转变的重要标志 ［
４３

］
。 注射谷氨酸后腹眼颜色更早变黑 ， 成虫脂肪体也较对

照组更早形成 （ 图 ３
－

１ ８ Ｊ ） 。 这说明谷氨酸对于形成成虫组织至关重要 。

Ａ Ｂ， Ｃ

ＬＣ ３ －

Ｉ

－
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ｐ
ＭＧ ｌ ｕ

Ｊ

Ｍｏ ｒｐｈ ｏ ｌｏｇｙ
ｏｆ ｃｏｍ ｐ ｏ ｕ ｎ ｄｅｙｅｓＭｏ ｒｐ ｈ ｏ ｌｏｇｙ

ｏｆ ｆａｔｂｏｄｙｎ
ｑ

ｐ籲邏■画鼸 ａ
ＰＢＳ １ ０ ０

ｐ
ＭＧ ｌ ｕ ＰＢＳ １ ０ ０

 ｜

ｊ ＭＧ ｌ ｕ

图 ３ －

１ ８Ｇ ｌ ｕ 促进成虫脂肪体增殖

Ｆ ｉ

ｇ
．３ －

１ ８Ｇ ｌ ｕ
ｐ ｒｏｍ ｏ ｔｅｄａｄｕ ｌ ｔｆａ ｔｂｏｄｙｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａ ｔ ｉｏｎ

Ａ ． 注射 Ｓ（ ３ 吨 ／只 虫 ） 和 后免疫印迹实验检测 ＬＣ３ 表达 。 Ｂ ． 注射 也４这５ 和 ＡＧ＃ 后 的

表型 ， 标尺代表 １ 厘米 。 Ｃ ． 表型统计 。 Ｄ ． 统计注射 治ＡｇＳ 和 步 后的化蛹时间 。 Ｅ ． 注射 治

和 办颂 后观察脂肪体和 中肠的 降解情况 。 Ｆ． 妨 和 ＡＧ＃ 后测定血淋巴 中 的游离氨基酸 。 Ｇ ．Ｐ２

注射谷氨酸后 ， 每隔 ２ 天再次注射 ， 观察成虫表型 。 Ｈ ． 注射谷氨酸和 ＰＢ Ｓ 后统计羽化率 。 丨 ． 统计

７２
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羽化时间 ＝ Ｊ ． 注射谷氨酸和 ＰＢ Ｓ 后观察腹眼和脂肪体形态 。 腹眼 图 中 的标尺代表 ０ ． ５ 厘米 ， 脂肪体

图 中 的标尺代表 ５ ０ ０
ｐ
ｍ 。
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ｊ
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ｒｅｐ ｒｅ ｓ ｅ ｎｔ ｅｄ０ ． ５ｃｍ
； ｉ ｎｔｈ ｅｆａ ｔｂｏｄｙ

ｆｉｇｕ ｒｅ ｓ ， ｔｈ ｅｂａ ｒｓｒｅｐｒｅ ｓｅｎ ｔｅｄ５ ０ ０
＾

ｉｍ ．

４ ． 讨论

氨基酸代谢的调节机制 以及代谢物与组织重塑的关系 尚不清楚 。 我们发现 昆虫 甾醇

激素 ２ ０Ｅ 通过依赖于组织和时间特异性的方式调节相关基因 的表达 ， 对氨基酸代谢进行

重编程 ， 在变态发育期减少精氨酸水平 以抑制幼虫生长 ， 增加 〇酮戊二酸诱导幼虫细胞

自 噬 ， 增加谷氨酸以支持蛹 ／成虫的 发育 。

４ ． １ 氨基酸通过决定不同的细胞命运来调控组织重塑

氨基酸在控制代谢和生长方面发挥重要作用
［

１ ８０
］

。 脯氨酸对于成虫飞行至关重要

［
１ ８ １

，
１ ８２

］
， 丙氨酸和天冬氨酸通过激活利尿激素 ４４ 的神经元促进果蝇对食物的摄取

［
１ ８ ３

］
。丝氨酸可 以促进 ＡＴＰ 的合成 ， 对于家蚕繁殖至关重要

［
１ ８４

］
。精氨酸通过激活 ｍＴＯＲ

调节细胞代谢和增殖
［

１ ８ ５
］

。 ａ
－酮戊二酸在细胞进程中 的作用在不 同情况下是不 同 的 。 在

秀丽隐杆线虫 中 ， ｃｔ

－酮戊二酸直接抑制 ＡＴＰ 合酶的表达来延长成虫的寿命 ， 从而降低细

胞 内 ＡＴＰ 水平 ， 减少氧气的消耗 ， 激活腺苷酸活化蛋 白激酶 （ ＡＭＰ －

ａｃｔ ｉｖａｔｅｄ ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｋ ｉｎａｓｅ ，

ＡＭ ＰＫ ） 信号通路 ， 抑制 ｍＴＯＲ 信号通路 ， 增加 自 噬
［

１ ８６
］

。 然而 ， 当氨基酸脱氨产生的

〇 ｔ

－酮戊二酸作为唯
一

的碳源时 ， 也可 以参与还原反应 ， 产生促进细胞增殖 的代谢物异柠

檬酸 ［
１ ８ ７

］
。 谷氨酸作为

一

种重要的氨基酸 ， 通过与其受体结合参与 多种细胞功能
［
１ ８ ８

］
，

是正常细胞和肿瘤细胞增殖的主要能源物质 ， 谷氨酸也可能是促进肿瘤发生的重要生长

因子
［

１ ８９
］

。

本文通过代谢组分析 ， 发现 了许多在幼虫 －蛹 －成虫转变过程 中具有发育阶段特异性

的代谢物 ， 其 中氨基酸类代谢物变化显著 。 精氨酸作为幼虫取食期的标志代谢物 ， 在取

食期富集并促进幼虫细胞增殖 ； 游走期高水平的 （Ｘ
－酮戊二酸诱导幼虫组织 自 噬 ； 谷氨酸

在蛹期富集 ， 促进蛹 ／成虫细胞增殖 。 虽然精氨酸和谷氨酸都可 以促进细胞增殖 ， 但它们

在不 同时期发挥功能 。 在果蝇 中 ， ＴＣＡ 循环在变态期处于低速率状态 ［
１ ５ ８

，
１ ６４

］
， 葡萄糖

水平在进入蛹期后含量逐渐下降 ［
５ ９

］
， 谷氨酸作为能量供给可 以代替葡萄糖 ［

１ ９０ ．１ ９ １
］

。

谷氨酸作为
“

谷氨酸家族
”

的 中 心 ， 可 以通过谷氨酰胺 、 脯氨酸 、 精氨酸 、 组氨酸和鸟氨

７３
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酸转化而来 。 谷氨酸也可 以通过 ＧＤＨ 进行氧化脱氨形成 ｏｔ

－酮戊二酸 以去除多余的氨

［

１ ９２
］

。 几乎所有的氨基酸水平都是在取食期最高的 ， 幼虫停止取食后各种氨基酸含量快

速下降 ， 而谷氨酸作为唯
一一

种在蛹期富集的氨基酸 ， 可 以促进细胞增殖 。 因此在失去

食物和葡萄糖供应后 ， 由 ｃｘ
－酮戊二酸和其他氨基酸转化而来的谷氨酸可能是蛹 ／成虫转

变过程中 的主要能量来源之
一

。

４ ．２２０Ｅ 通过代谢重编程调控代谢产物的变化

氨基酸等代谢物对机体的生长和健康十 分重要 ， 精氨酸作为
一

种营养物质 和免疫营

养素在机体生长发育 中 起到重要作用
［

１ ９ ３
］

， 因此精氨酸的水平在体 内 必须得到很好的控

制 。 胰岛素促进 的转录
［
１ ９４

］
， 因此幼虫取食期高水平的精氨酸来 自 于食物和胰岛素

促进的 内源性合成 。 而到 了变态期 ， ２０Ｅ 滴度上升 ， 通过其核受体直接促进 的表达 ，

拮抗胰岛素信号通路 ， 从而 引 起精氨酸的降解 ＝ 因此 ２０Ｅ 通过降低精氨酸水平抑制幼虫

生长并诱导 自 噬 ， 依赖于滴度变化精确调控 昆虫的发育 。

ａ－酮戊二酸和谷氨酸对机体的生长和健康也至关重要 ，
二者可 以通过 ＧＤＨ 相互转

换 ， 然而具体的机制并不清楚 。 人类有两种 ＧＤＨ ， 分别 由 ＧＤＨ ］ 和 ＧＤＨ２ 编码 ［
１ ９５

］
，

尽管这两种 ＧＤＨ 高度同源 ， 但是 ＧＤＨ Ｉ 存在于多种组织中 ， 而 ＧＤＨ２ 则主要存在于神

经元 、 睾丸和类固醇器官 中 ， 是人类和类人猿所特有的 ［
１ ９６

， １ ９ ７
］

。 ＧＤＨ２ 的表达可能因

为 ＧＤＨ １ 的表达受到抑制而增强 ， 例如拮抗 ＧＴＰ 的负调控作用 ［
１ ９ ８

］
。 ＧＤＨ 的催化速率

主要是受到变构调节或者体 内 的代谢需求 ［
１ ９ １

］
。 ＧＤＨ 主要催化谷氨酸分解产生 ｏｔ

－酮戊

二酸 ， 然后通过 ＴＣＡ 循环分解代谢产生 ＡＴＰ
［

１ ７８ ．１ ９ １

］
。 然而 ， 当 需要进行氨基酸代谢

时 ， ａ －酮戊二酸经过 ＧＤＨ 转化为谷氨酸 ， 谷氨酸再代谢为谷氨酰胺从而去除多余的有

毒氨 ， 保护神经发育 ［
丨 ５ ５

， １ ８７
， １ ９９

］
。

在棉铃虫中 发现 了两种 ＧＤＨ ｓ ， 其中 ＧＤＨ 主要在取食期和游走期的 中肠中高表达 ，

催化谷氨酸转化为 ａ －酮戊二酸 。而 ＧＤＨ －

ｌ ｉ ｋｅ 则主要在蛹期的脂肪体 中高表达并受到 ２０Ｅ

的正向调控 ， 催化 ａ－酮戊二酸转变成谷氨酸 。 在所有 的物种 中 ， ＧＤＨ ｓ 都具有相 同 的

ＥＬＦＶ 脱氢结构域 。 然而这两种 ＧＤＨ ｓ 的序列 相似性不高 ， 通过进化树发现棉铃虫的

ＧＤＨ 与人的 ＧＤＨ 更为相似 ， 两种 ＧＤＨ ｓ 都具有 ａ－酮戊二酸和谷氨酸的结合位点 ＝ 但是

两种 ＧＤＨ ｓ 在不 同时间 和不 同组织中表达 ， 对 ２ ０Ｅ 的响应也是不同 的 ， 说明这两种 ＧＤＨ ｓ

可能受到不同激素的调控 。 在本研究 中 ， 我们首次发现 ｃｔ

－酮戊二酸和谷氨酸是 由不同 的

ＧＤＨ ｓ 调控转化的 ， 这两种 ＧＤＨ ｓ 在 不同发育阶段的不同组织中表达 。 在变态期 ２ ０Ｅ 抑

制 的表达但是促进 的表达 。

激素是调节代谢的重要因素 。 在取食期 ， 昆虫的生长发育主要受到胰岛素和保幼激

素 （
ｊ
ｕ ｖｅ ｎ ｉ ｌ ｅ ｈｏ ｒｍ ｏｎ ｅ ， ＪＨ ） 的调控 ， 而到 了变态期 ， ２ ０Ｅ 则是调控变态发育 的主要激素

［
２００ ．

２０ １

］
。 对于完全变态 昆虫而言 ， 在发育过程 中激素交替变化从而影响 昆虫的 内 部结

７４
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构 、 外部形态和生理功能 ［
２０２

，
２０３

］
。 不同滴度的 ２０Ｅ 具有不同的功能 ［

２０４
，
２０５

］
， 低滴度

的 ２０Ｅ 由于不能抑制 ＪＨ 和 Ｉ ＩＳ 甚至协同它们促进细胞增殖 ， 而高滴度的 ２０Ｅ 拮抗胰岛

素和 ＪＨ ， 抑制幼虫取食 ， 促进其进入游走期 ， 启动 自 噬和凋亡相关基因促进变态 ［
３ ７

，
２０６

］
。

本研宄发现 ２０Ｅ 以依赖浓度的方式调控基因的表达 ， 这是因为 ２０Ｅ 必须通过上调基因

的表达来拮抗 ＪＨ 和胰岛素 。 随着从幼虫时期通过食物获得能量转变为变态期通过降解

组织获得能量 ， 代谢产物在发育过程中发生了很大的变化 。 ２０Ｅ 通过依赖于组织特异性

和时间特异性的方式调节基因 的表达改变代谢 ， 因此 ２０Ｅ 在变态期重编程了代谢 。

４ ．３ 自噬产生的 ＦＦＡｓ 用于蟠／成虫的发育

在取食期幼虫大量进食 ， 食物中 的营养物质如氨基酸促进胰岛素样肽的分泌 ， 激活

ｍＴＯＲ 信号通路和糖酵解后促进幼虫组织的增殖和快速生长 ［
２０７

］
。 另

一

方面 Ｉ ＩＳ 也会促

进前胸腺中 ２０Ｅ 的合成 ［
８ １

］
， 在幼虫达到临界体重后 ， ２０Ｅ 滴度上升 ， 促进 自 噬与凋亡

的发生 ［
２０８

，
２０９

］
。 自 噬是

一

种细胞存活的策略 ， 但当 自噬产生的能量不足时便会导致过

度 自 噬或者持续性 自 噬 ， 并转向凋亡
［
１ ４５

，
２ １ ０

］
， 因此 自 噬是否转向凋亡取决于不同 的代

谢状态 。 于完全变态 昆虫而言 ， 在 ２０Ｅ 调控下 ， 幼虫停止取食后 ， 幼虫组织先发生 自噬 ，

而后转向凋亡 ， 即 自噻是凋亡发生的先决条件 ［
４７

］
。 幼虫组织的降解产物是维持生存和

形成成虫组织的重要来源。 本文发现 自 噬促进游离氨基酸的产生 ， 但在变态过程中 只有

谷氨酸水平升高 ， 说明除了来 自 于 （Ｘ
－酮戊二酸和 自噬外 ， 谷氨酸还可以 由其他氨基酸 （如

精氨酸、 组氨酸等 ） 转化而来 。 而在 Ｐ６ 之后 ， 谷氨酸含量快速降低 ， 因为它被用于支

持蛹 －成虫转变过程中成虫组织的形成 。

５ ？ 小结

完全变态昆虫从幼虫到蛹再到成虫的发育过程中 ， 包括氨基酸在 内 的代谢产物含量

会发生显著变化 。 精氨酸 、 ａ－酮戊二酸和谷氨酸在不同发育阶段调控细胞命运 。 精氨酸

促进幼虫组织的增殖 ， ａ－酮戊二酸促进幼虫 －蛹转变过程中幼虫组织的 自 噬 ， 谷氨酸促进

蛹 －成虫转变过程中成虫组织的增殖 。 ２０Ｅ 通过抑制 的表达促进 Ｘｒｇ 的表达来调控变

态过程中精氨酸含量的变化。 在取食期和游走期中肠中高表达的 Ｇ说 催化谷氨酸转化

为 ｃｔ
－酮戊二酸 ， 高浓度的 ２０Ｅ 抑制 Ｇ办 的表达 。 在蛹期脂肪体中高表达的 Ｇ办－欣ｅ 催

化 ａ－酮戊二酸转化为谷氨酸 ， ２０Ｅ 促进 Ｇ说－

／／ｆｃ 的表达 。 自噬促进游离氨基酸的产生 。

综上所述 ， ２０Ｅ 通过组织特异性和时间特异性的方式调节基因的表达 ， 重编程氨基酸代

谢 ， 支持蛹 －成虫的发育 （ 图 ３ －

１ ９ ） 。

７５
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图 ３ －

１ ９２ ０Ｅ 通过调节基因表达重编程氨基酸代谢促进变态发育

Ｆ ｉ

ｇ
． ３ －

１ ９２ ０Ｅ
ｐ ｒｏｍ ｏ ｔｅｓｍ ｅ ｔａｍ ｏ ｒｐ ｈ ｏｓ ｉｓｂｙ

ｒｅ ｐ ｒｏｇ ｒａｍｍ ｉ ｎ
ｇ
ａｍ ｉ ｎ ｏａ ｃ ｉｄｍ ｅ ｔａ ｂｏ ｌ ｉ ｓｍｂｙ

ｒｅ
ｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｎ

ｇ

ｍ ｅ ｔａ ｂｏ ｌ ｉ ｃ
ｇｅｎ ｅｓ

精氨酸 、 ｃｘ
－酮戊二酸和谷氨酸分别被鉴定为取食期幼虫 、 游走期幼虫和蛹期的标记代谢物 。 ２０Ｅ 通过

抑制 的表达和上调 Ｊ ｒｇ 的表达来降低变态发育 中 的精氨酸水平 。 在取食期幼虫中肠中高表达的

ＧＤＨ 可提高 ａ＿酮戊二酸水平 。 到 了变态期 ， 在蛹期脂肪体中高表达的 ＧＤＨ －

ｌ ｉ ｋ ｅ 将 ｃｘ
＿酮戊二酸转化

为谷氨酸 。 ２０Ｅ 通过氨基酸代谢重编程 以支持变态期的成虫发育 。
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第四章 论文创新点总结及意义

本研宄以重大农业害虫棉铃虫为研究对象 ， 揭示 了转录因子 ＫＬＦ １ ５ 在棉铃虫发育

阶段的表达模式及在虫体中 的功能 ， 发现 ２０Ｅ 通过 ＫＬＦ １ ５ 整合促进 自 噬和糖异生 ， 从

而升高变态期血淋巴中的血糖水平 ， 维持变态发育过程中 的葡萄糖稳态 ， 保证 了 昆虫在

不取食的后半生仍然有维持生命和变态发育的能量供给 。 通过代谢组分析鉴定 出不同发

育阶段的重要代谢产物 ， 明确代谢产物与组织重塑的关系 以及 ２ ０Ｅ 调控氨基酸代谢重编

程的具体机制 。 这
一

研宄丰富 了类固醇激素调控代谢重编程的分子机制 ； 阐 明 了 代谢与

组织重塑的关系 ， 为研究代谢重编程提供了理论支持和研究思路 ， 为害虫防治提供 了新

的理论基础和靶标基因 。

本文创新点总结 ：

一

、 蛻皮激素通过 ＫＬＦ１ ５ 整合促进 自噬和糖异生从而维持昆虫变态发育中葡萄糖稳态

１ ． ２０Ｅ 通过 ＥｃＲ 促进 尤／／乃 的表达 。

２ ．ＫＬＦ １ ５ 通过结合 Ｊ ／於 启动子区域的 ＫＬＦ ｂｓ 促进 Ｊ ／ｇＳ 的转录 ， 促进脂肪体的 自

噬和凋亡 。

３ ． 变态期幼虫组织发生 自 噬与凋亡为糖异生提供底物 。

４ ． 棉铃虫变态发育过程中 ，
２０Ｅ 通过 ＫＬＦ 丨 ５ 调控糖代谢基因表达重编程糖代谢 。

二、 蜕皮激素重编程氨基酸代谢支持昆虫的变态发育

１ ． 棉铃虫生长发育过程中体内 的代谢产物会发生变化。

２ ． 精氨酸 、 酮戊二酸和谷氨酸分别在幼虫取食期 、 游走期和蛹期富集 ， 是幼虫取

食期 、 游走期和蛹期的标志代谢物 。 精氨酸在幼虫期促进幼虫生长和细胞增殖 ， ａ－酮戊

二酸在游走期促进幼虫 自 噻 ， 谷氨酸在蛹期促进成虫生长和细胞增殖 。

３ ．２０Ｅ 通过抑制 的表达 、 促进 的表达降低变态期精氨酸的水平 。

４ ． 在取食期和游走期 中肠中高表达的 Ｇ過 会促进谷氨酸转变为 ｅｘ
－酮戊二酸 ， ａ－酮

戊二酸通过在蛹期脂肪体中高表达的 Ｇ办－

／／ｆｅ 转变为谷氨酸 。

５ ． 自 噬可 以产生多种游离氨基酸并转化为谷氨酸 ， 从而为成虫发育提供能量 。

７７
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