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山东大学硕士学位论文


摘要

研宄背景及科学问题 ：

基质金属蛋 白酶 （Ｍａｔｒ ｉｘ ｍｅｔａｌ ｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｓ ， ＭＭＰｓ ） 是
一

类维持细胞外基质正常结构

及功能所必需的蛋白水解酶 ， 对于组织重塑具有重要作用 ， 但其表达调控机制 尚不完全

清楚 。 棉铃虫是广泛分布的世界性农业害虫 ， 属于完全变态昆虫 ， 在变态发育中 ， 幼虫

脑要长大为成虫的脑 ， 形态发生显著变化 ， 是研究动物脑胚后发育的 良好材料 。 昆虫变

态发育过程中会受蚊皮激素 ２０ －轻基銳皮酮 （ ２０－ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ， ２０Ｅ ） 调控 。 ２０Ｅ 通过

核受体 （ Ｅｃｄｙｓｏｎｅ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ， ＥｃＲ ） 促进下游基因表达 ， 从而促进变态发育 ， 但 ２０Ｅ 对

变态期脑发育的调控机制亦不清楚 。 本研宄 以棉铃虫为实验材料 ， 研宄 ＭＭＰ２ 在变态期

脑发育 中的作用及 ２０Ｅ 对 ＭＭＰ２ 表达的调控 ， 从而阐 明 昆虫变态期脑发育 的分子机制 ，

为类固醇激素调控动物脑胚后发育提供新的知识 ， 为害虫控制提供新的靶标 。

研究结果 ：

通过生物信息学分析在棉铃虫基因组找到三种 ＭＭＰｓ ：ＭＭＰ２ 、ＭＭＰ １ ４和 ＭＭＰ２５ 。

通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 发现 ＭＭＰ２ 在变态期的脑中高表达 ， 因此将其选定为本论文研宄的靶标

基因 。 制备 ＭＭＰ２ 的兔源多克隆抗体 ， 通过检测 ＭＭＰ２ 在变态发育 中的表达模式 ， 证

明 ＭＭＰ２ 在变态期的脑中高表达 。 利用脑整体免疫组化实验发现 ＭＭＰ２ 定位于脑中 。

利用虫体 ＲＮＡ 干扰实验发现 ， 敲降 会引起脑细胞 自 噬 、 抑制脑细胞增殖 、 抑制

脑生长 ， 并且脑中的葡萄糖和谷氨酸水平下降 ， 葡萄糖和谷氨酸转运蛋 白表达下降 ， 说

明 ＭＭＰ２ 为脑细胞增殖 、 营养物质供应及脑生长发育奠定基础 。 利用 网站预测到

的启动子区域有叉头盒转录因子 ０（ Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｔｒａｎ ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｏ ， ＦＯＸＯ ） 的结合

元件 （ ＦＯＸＯ－ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ ｅ ｌｅｍｅｎ ｔ ，ＦＯＸＯＢＥ ， 序列５
’

－ＴＴＧＴＴＴＡＣ－

３

’

） 序列 。 通过２０Ｅ刺

激和双焚光素酶报告实验进
一

步证明 ２０Ｅ 通过转录因子 ＦＯＸＯ 上调 的转录 。

结论及意义 ：

该研宄发现 ＭＭＰ２ 为脑细胞增殖 、 营养物质供应及脑生长发育奠定基础 ， 阐 明 了类

固醇激素 ２０Ｅ 通过转录因子 ＦＯＸＯ 促进 Ｍ？ｐ２ 转录 ， 为类固醇激素调控组织重塑提供

新的知识 ， 为棉铃虫控制提供了新的思路和ＩＢ标基因 ， 具有重要的理论意义和实践价值 。

关键词 ： 昆虫变态发育 ； 基质金属蛋 白酶 ； ２０－轻基蜕皮酮 ； 细胞增殖 ； 营养供给 ； 脑生

长发育

Ｉ
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１ ． １ 基质金属蛋白贿

１ ． １ ． １ 基质金属蛋白酶的功能

基质 金属 蛋 白 酶 （ Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ ｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｓ ， ＭＭＰｓ） 是
一

类水解细胞外基质

（ Ｅｘｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒｍａｔｒｉｘ ， ＥＣＭ ） 的蛋 白水解酶 ， 负责新陈代谢和组织重构 ， 几乎能降解所

有的 ＥＣＭ 成分和肽类激素 ｔ＼ ＥＣＭ 是复杂网架动态结构 ， 由间质基质和基底膜构成Ｐ１

，

间质基质是松散的胶原纤维网络结构 ［
３

］ ［
４
】

。 在结构上 ， ＭＭＰｓ 具有高度同源性 ， 通常 由

信号肽 （ Ｓ ｉｇｎａｌ ｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｒｅｇ
ｉｏｎ ） 、 前肽结构区 （ Ｐｒｏ －

ｐｅｐｔｉｄｅｄｏｍａｉｎ ） 、 催化活性结构

区 （ Ｃａｔａ ｌｙｔｉｃ ｄｏｍａ ｉｎ ） 、 铰链区 （Ｈ ｉｎｇｅ ｒｅｇｉｏｎ ） 、 Ｃ 末端类血红素蛋 白结合区 （Ｈｅｍｏｐｅｘｉｎ－

Ｉ ｉｋｅ Ｃ－

ｔｅｒｍ ｉｎａ ｌ ｄｏｍａｉｎ ） 以及跨膜区 （ Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａ ｉｎ ） 等结构组成 （ 图 卜 １ ）
［
５

］

。

但是 ＭＭＰｓ 在结构域排列上也存在差异 ， 例如 ， ＭＭＰ７ 和 ＭＭＰ２６ 缺乏铰链区和 Ｃ 末

端类血红素结合蛋 白 区 ， ＭＭＰ２３ 具有兔疫球蛋 白样结构域 ， ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 具有额外

的纤维连接蛋 白 ＩＩ型相关结构域 【
６
］

。 在分类上 ， ＭＭＰｓ 根据其底物特异性和结构域的组

织结构分为胶原酶 （ Ｃｏ ｌ ｌａｇｅｎａｓｅｓ ） 、 膜型 ＭＭＰｓ（Ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｔｙｐｅ ＭＭＰｓ ） 等 ［
７

］

。 胶原酶

包括 ＭＭＰ １ 、 ＭＭＰ８ 和 ＭＭＰ １ ３ ， 底物有Ｉ 、 ＩＩ 、 ｍ 、 Ｖ 、 ＩＸ型胶原蛋 白 、 巢蛋 白和纤维粘

连蛋 白 ［
８

］

。 膜型 ＭＭＰｓ 包括含有跨膜结构域的 ＭＭＰ １ ４ 、 ＭＭＰ １ ５ 、 ＭＭＰ １ ６ 和 ＭＭＰ２４ 以

及含有糖基磷脂酰肌醇化蛋 白 （ Ｇ ｌｙｃｏｐｈｏｓｐｈａｔ ｉｄｙ ｌ ｉｎｏｓ ｉｔｏ ｌ ，ＧＰＩ ） 的 ＭＭＰ １ ７ 和 ＭＭＰ２５ 。

ＭＭＰｓ 成员在上述结构的基础上各有特点 【
９

］ 【
１ Ｇ

］

。

１
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ｃ ｎ ａ ｓｃ １  （ Ｍ Ｍ Ｐ Ｉ  １

Ｓ ｉｍｐ ｌ ｅ ｈ ｃｍｏｐｃ
ｘ

ｉ ｎ
－

ｔ ｉｏ ｒｎａ ｉ ｎ
－
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图 １
－

１ 基质金属蛋 白酶家族的分类和结构Ｗ

Ｆ ｉｇ ． １
－

１Ｃ ｌａｓ ｓ ｉｆｉ ｃ ａｔ ｉｏｎａｎｄｓ ｔｒｕｃ ｔｕｒｅｏ ｆ  ｔｈｅｍａｔｒ ｉｘｍｅｔａ ｌ ｌｏｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎａｓｅｆａｍ ｉ ｌｙ

注 ： ＳＰ ：信号肽 ， Ｐ ｒｏ ： 前肽区 ， Ｆｕ ： 弗林蛋 白酶酶切位点 ， ＴＭ ： 跨膜区 ， Ｃｙ ： 细胞质结构域 ，

Ｇ Ｐ Ｉ ： 糖基磷脂酰基醇锚 。

Ｎｏ ｔｅ ｓ ：ＳＰ ：Ｓ ｉｇｎａ ｌ ｉｎｇｐｅｐ ｔ ｉ ｄｅｒｅｇ ｉ ｏｎ
，
Ｐｒｏ ：Ｐｒｏ－

ｐｅｐ
ｔ ｉ ｄｅｄｏｍ ａ ｉｎ

，
Ｆｕ ：Ｆｕｒ ｉｎ －

ｒｅ ｃ ｏｇｎ
ｉ ｔ ｉｏｎｓ ｉ ｔｅ

，
ＴＭ ：

Ｔｒａｎ ｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａ ｉｎ
，
ＧＰＩ ：Ｇ ｌｙｃｏ ｓｙ ｌ

ｐ
ｈｏｓｐ

ｈａｔ ｉｄ
ｙ

ｌ ｉｎｏ ｓ ｉ ｔｏ ｌ ．

ＭＭＰ ｓ 可 以降解细胞外基质 ， 与肿瘤的生长 、 发展密切相关 ［
ｕ

］ ｔ
１ ２

ｌ

。 细胞通过 ＥＣＭ

时 ， 它们能够破坏 旧 的间质基质 ， 并形成新的 间质基质 ［
１ ３

］

。 最后 ， ＭＭＰ ｓ 可作用于 ＥＣＭ

成分 以发现隐藏的生物活性 ［
１ ４

］

。 例如 ， 血管生成抑制剂血管抑制素可 由纤溶酶原通过

ＭＭＰ ｓ 作用产生 ， 而层粘连蛋 白 －

５ 可被 ＭＭＰ２ 特异性降解 以产生可溶性趋化片段 ［
１ ５

］

。

因此 ， ＭＭＰ ｓ 在促进肿瘤细胞转移 中发挥 了关键作用 ， 设计用于干扰特定 ＭＭ Ｐ 作用 的

２
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疗法对转移性疾病的控制卓有成效 ＭＭＰ ｓ 还能够通过降解 ＥＣＭ 从而影响神经元的

形态和功能 ， 在调控突触可塑性 、 神经发生等多种生理过程中发挥作用 ［
１ ７

］

。 ＭＭＰｓ 的表

达和活性常常发生改变 。 例如 ， 在阿尔茨海默病 中 ， 炎症反应和细胞外基质 的降解会

导致 ＭＭＰ ｓ 的过度表达 ， 进而促使神经元丧失和认知功能下降 。 同样 ， 在帕金森病 中 ，

ＭＭＰ ｓ 的异常表达和活性也与病程进展和神经元死亡密切相关 因此 ， ＭＭＰ ｓ 在神经

系统中发挥着重要作用 ， 研宄 ＭＭＰ ｓ 在神经系统中 的作用机制 ， 有助于更深入地了解神

经系统的调控机制 ［
２叱

１ ． １ ． ２ 基质金属蛋白酶的活化

ＭＭＰ ｓ 是
一

类具有关键生物学功能的酶 ， 通常 以酶原形式分泌 ， 在多个水平上受到

调控 ＭＭＰ ｓ 具有两个关键的结构基序 ， 锌结合活性位点域和前肽结构域中 的保守序

列 ， 这些基序在酶的结构和功能上起着至关重要的作用 ［
２２

］

。 锌结合活性位点域是 ＭＭＰ ｓ

的催化中心 ， 能够与锌离子结合 。 前肽结构域中包含半胱氨酸开关
“

ＰＲＣＧＶ ／Ｎ ＰＤ
”

的

保守序列 ， 是 ＭＭＰ ｓ 家族成员之间相互识别和相互作用 的重要结构域Ｐ Ｉ

。 当其他蛋 白水

解酶切割前肽结构域时 ， 半胱氨酸开关被去除 ， 在这个过程中释放 出游离的锌离子 ， 随

后游离的锌离子与 ＭＭＰ ｓ 的活性位点结合 ， 形成锌－半胱氨酸键 ， 从而活化 ＭＭＰｓ
ＩＭ

。

此外 ， ＭＴ－ＭＭＰｓ 也可 以 在细胞 内被 内肽酶活化 ， 并切割活化其他酶原 １

２ ５
１

。 除 了 被其他

蛋 白水解酶切割前肽结构域外 ， ＭＭ Ｐ ｓ 还可 以被
一

些物理化学试剂和纤溶酶活化 。 例如 ，

钙离子和镁离子可 以与 ＭＭ Ｐ ｓ 结合 ， 促进其活化 。 某些金属离子 （ 如镍和钻 ） 也可 以活

化 ＭＭＰ ｓ
ｌＭ

。 此外 ，

一

些有机化合物 （ 如苯酚和 甲 苯 ） 和物理因 素 （ 如高温和酸碱度变

化 ）也可 以刺激 ＭＭＰ ｓ 的活化 ［
２ ７

）

。 内 源性组织金属蛋 白酶抑制剂 （ Ｔ ｉ ｓ ｓｕ ｅ ｉｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ ｏ ｆ ｍ ａ ｔｒ ｉ ｘ

ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ ｏｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎａ ｓｅ ｓ ， Ｔ ＩＭＰｓ ） 是

一

类与 ＭＭＰ ｓ 相互作用 的蛋 白 质 ， 可 以形成非抑制性复

合物 ， 从而调节 ＭＭＰ ｓ 的活性 。 Ｔ ＩＭ Ｐｓ 可 以结合到 ＭＭ Ｐ ｓ 的活性位点上 ， 从而阻止 ＭＭＰ ｓ

与其他底物结合 ， 也可 以通过其他机制抑制 ＭＭＰ ｓ 的活性 ［

２ ８
］

。 因此 ， Ｔ ＩＭＰ ｓ 可 以在维持

组织稳态和预防疾病进展 中 发挥重要作用 。 ＭＭＰ ｓ 的活化和抑制是
一

个复杂的过程 ， 涉

及到多种因素的相互作用 ，

一

些 ＭＭＰｓ 也可以活化家族中其他成员 。 这种活化作用可

以通过多种方式实现 ， 例如通过与 目 标 ＭＭＰｓ 结合或者直接的蛋 白之间相互作用 ［
３ Ｑ

］

。 这

种活化作用对于多种生物学过程都至关重要 ， 例如细胞分化 、 发育 、 炎症和肿瘤形成等

［
５

， 
３ １

］

Ｏ

１ ．０ 基质金属蛋白＿在昆虫发育中的作用及转录表达

在 昆虫生命周期 中 ， 变态发育是至关重要的阶段 。 在果蝇变态发育过程中 ， 脂肪体

细胞分解是
一

个复杂 的过程 ， 需要 ＭＭＰ ｓ 的协同作用 ［
３２

］

。 果蝇中 的 ＭＭＰ ｓ 包括 ＭＭＰ １

和 ＭＭＰ２ ，ＭＭＰ １ 负责脂肪体细胞外膜的降解 ， ＭＭＰ２ 则负责脂肪体细胞 内 膜的降解 ，

从而引 发脂肪体细胞的分解 。 如果 ＭＭＰ ｓ 表达失调可能会导致果蝇变态发育异常 ， 进

３
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而影响果蝇的生长发育 ［
３ ４

］

。

ＭＭＰ ｓ 在神经系统发育过程中发挥
一

定功能 。 研宄发现 ， 在神经系统发育 的早期阶

段 ， 果蝇胚胎 中 的神经元会经历
一

系列形态和功能上的变化 ， 从而形成
一

个高度有序的

神经网络 ［
３ ５

］

。 在这
一

过程中 ， ＭＭＰ ｓ 通过降解神经元周 围 的细胞外基质调整神经元之间

的相互作用 ， 进而影响神经元的迁移和定位 ［
３ ６

］

。 ＭＭＰ２ 作为 ＭＭＰ ｓ 家族的
一

员 ， 对于

运动神经元的迁移和束缚具有至关重要的作用 ， 在神经系统发育过程中具有显著的生物

学意义 ［
３ ７

］

。 ＭＭＰ２ 能够促使运动神经元从神经管 内 向肌肉组织迁移 ， 从而确保神经元能

够准确地连接到 目 标肌肉 。 此外 ， ＭＭＰ２ 还能促进神经元之间 的相互作用 ， 使神经元能

够有效地传递信号 。 研究表明 ， 如果 ＭＭＰ２ 表达受到抑制 ， 会导致神经元迁移和束缚过

程受阻 ， 进而影响神经系统的正常发育 。 研宂还发现 ， ＭＭＰ ｓ 对神经细胞的存活和再生

能力具有双 向作用 ［
３ ８

］

。 ＭＭＰ ｓ 可 以促进神经细胞存活 ， 在神经细胞受损时 ， ＭＭＰ ｓ 能够

降解细胞外基质 ， 从而减轻神经细胞的压力 ， 有利于神经细胞的修复和再生 ［
３ ９

］

。 此外 ，

ＭＭＰｓ 还可 以通过调节信号通路 ， 促进神经细胞 的存活和功能的维持 。 然而 ， ＭＭＰ ｓ 同

时也具有抑制神经细胞存活的效应 ［
４ Ｇ

］

。 过度的 ＭＭＰ ｓ 激活会导致神经细胞外基质过度

降解 ， 从而 引 发细胞骨架重塑 、 细胞凋亡等现象 。 此外 ， 不同亚型的 ＭＭＰ ｓ 对神经细胞

存活和再生的影响也有所差异 ［
４ １

］

。 例如 ， ＭＭＰ２ 和 ＭＭＰ９ 主要参与炎症反应 ， 激活时

会抑制神经细胞的存活和再生 ； 而 ＭＭＰ ３ 和 ＭＭＰ １ ４ 则对神经细胞具有
一

定的保护作用

［
４２

］

。 综上所述 ， ＭＭＰｓ 对神经细胞的存活和再生能力具有双向作用 ， 在神经损伤和修复

过程中 ， 精确调控 ＭＭＰ ｓ 的表达和激活程度 ， 将有助于优化神经细胞的生存环境 ， 促进

损伤神经细胞的再生与修复 。 因此 ， 深入研宄 ＭＭＰ ｓ 在神经细胞 中 的作用 机制具有重要

意义 ［
４ ３

Ｌ

目 前 ＭＭＰ ｓ 的转录表达仍存在许多未知之处 ， 但是研宄报道炎症信号和多个转录因

子在其中 发挥 了关键作用 。 炎症信号可 以通过激活核因子－ｋＢ（ ＮＦ －ｋＢ ） 等转录因子来促

进 ＭＭＰｓ 的表达 ［
４ ４

］

。 而且 ， 细胞因子肿瘤坏死因子－ａ（ ＴＮＦ －ａ ） 和 白细胞介素－

１ ７（ ＩＬ －

１ ７ ） 可 以通过激活 ＮＦ －ｋＢ 途径来调节 ＭＭＰ９ 的表达 。 转录因子激活蛋 白 －

１（ ＡＰ －

１ ） 和

构成性转录因子 （ ＳＰ １ ） 等转录因子可 以结合到 ＭＭＰ ｓ 基因 的启 动子上 ， 从而促进其转

录 。 而转录因子 Ｙ ＩＮ－ＹＡＮＧ １（ ＹＹ １ ） 和 Ｓ ＩＮ ３ 转录调控蛋 白家族成员 Ａ（ Ｓ ｉｎ ３Ａ ） 等染

色质重塑因子则可 以通过改变染色质 的结构来调节 ＭＭＰ ｓ 的表达 同时 ， 在不 同类型

的细胞中 ， ＭＭＰｓ 的转录表达也会受到环境因素的影响 ， ＥＣＭ 的降解产物可 以作为配

体促进 ＭＭＰ ｓ 的表达Ｍ 。 而细胞 内代谢产物乳酸和 Ｈ ２〇２ 等也可 以通过激活不 同 的信号

通路来调节 ＭＭＰ ｓ 的表达 。 这些调节机制相互作用 ， 使得 ＭＭＰ ｓ 的表达在不同细胞类

型 中发生相应的变化 ， 从而参与到多种生物学过程中 ， 然而 ＭＭＰ ｓ 具体的调控机制 以及

激素调控 目 前仍有待研宄 ［
４７

］

。

４
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１ ．２ 昆虫变态发育中的脑

１ ．２ ． １ 脑的胚后发育

昆虫的脑主要 由前脑 （ Ｐｒｏ ｔｏ ｃｅｒｅｂｒｕｍ ， ＰＣ ） 、 中脑 （ Ｄ ｅｕｔｏ ｃ ｅｒｅｂｒｕｍ ， ＤＣ ） 和后脑

（ Ｔｒ ｉ ｔｏ ｃ ｅ ｒｅｂｒｕｍ ， ＴＣ ） 组成 ［
４ ８

］

。 前脑是
一

个高度复杂 的神经中枢 ， 由三个主要部分组成 ：

视叶 （ Ｏ
ｐ

ｔ ｉｃ ｌｏｂｅ ， ０Ｌ ） 、 蕈形体 （又称蘑薛体 ， Ｍｕｓｈｒｏｏｍｂｏｄ
ｙ ， ＭＢ ） 和 中央体 （ Ｃ ｅｎｔｒａ ｌ

ｂｏｄｙ ，ＣＢ ） ， 这些部分各 自 担负着不 同 的功能共同协作 ， 使得 昆虫能够感知环境 、 学习

记忆 以及进行定 向运动 ［
４ ９

］

。 视叶负责接收和处理来 自 眼睛的信息 。 它包含许多神经元 ，

能够识别不 同 的形状 、 颜色和纹理 ， 并帮助 昆虫判断物体的位置 、 距离和速度 ， 对于 昆

虫的觅食 、 避障 、 寻找配偶和繁殖都非常重要 。 蘑菇体是学 习 和记忆中心 ， 负责处理和

存储来 自 外部环境的感官信息 ， 以及来 自 内 部生理状态的信息 ［
５ Ｑ

］

。 蕈形体杯 口上面有大

量的神经元细胞体 。 中央体是运动定向 中心 ， 负责控制 昆虫的运动和姿势％ ］

。 它 能够

接收来 自 感觉器官的信息 ， 如触角 、 肌肉和关节 的感受器 ， 并调节 昆虫的运动和姿势 ，

以适应不 同 的环境和行为需求 中脑是 昆虫神经系统的关键部位之
一

， 包括触角 叶

（ Ａｎ ｔｅｎｎ ａ ｌ ｌｏｂｅ ， ＡＬ ） 和 围咽神经索 。 触角 叶是 昆虫的嗅觉 中枢 ， 对于 昆虫的感知和识

别外界环境中 的气味具有至关重要的作用 ％ 。 棉铃虫成虫的触角 叶相对较大 ， 且具有上

万个感受器 ， 这使得它们能够更加敏锐地感知周 围 的环境 ， 并迅速做 出反应 １

５ ４
１

。 除 了 嗅

觉功能外 ， 触角 叶还参与 了 昆虫的许多行为 ， 如寻找食物 、 寻找配偶 、 识别 同种和异种

个体等 ［

５ ５
］

。 因此 ， 触角 叶是 昆虫感知和适应环境的重要器官之
一

。 后脑通过 闱咽祌经索

与咽 下神经节紧密相连 。 咽下神经节 由 ３ 个神经节融合而成 ， 这些神经节分別 与幼虫的

Ｕ 器附肢相接 ， 协 同完成 昆虫的进食活动 １￥
。 此外 ， 后脑还与额祌经和上唇神经相连 ，

这些神经 负 责传递感觉信息 ， 使 昆虫能够感知外部环境的变化 ［

５ ７
］

。 烟草天蛾等 昆虫 的味

觉受体神经元也投射到后脑 Ｉ

５ ８
１

。 这说 明 昆虫可 以通过后脑感知和分辨不 同 的味道 ， 进而

调整 自 己的进食行为 。 这种高度敏感的味觉系统 ， 对于 昆虫寻找食物和避免有毒物质具

有重要意义 ［
５力

。 与此同时 ， 后脑还与 昆虫的触角和腿部等其他感觉器官相连接 ， 使得 昆

虫能够全面地感知周 围 的环境 。 通过这些神经连接 ， 昆虫可 以迅速作出反应 ， 以适应不

断变化的外 界条件 ［
６ （ ）

］

。

昆虫 的神经系统在变态发育过程中会发生显著的变化 ， 这
一

过程涉及到幼虫神经元

的死亡和成体特异性神经元的生成 ［
６ １

］

。 这种变化是 昆虫生命周期 中至关重要的
一

个环节 ，

它使得 昆虫能够从幼虫阶段顺利过渡到成虫阶段 ， 从而完成生命的延续 。 幼虫神经元的

死亡为新神经元的生成让出 空间 ， 并为神经系统向成体特异性神经元的发展奠定基础 ［
６２

］

。

同时 ， 死亡神经元的清除也有助于减轻幼虫体 内 神经元的负担 ， 提高生命活动的效率 ［
６ ３

］

。

在幼虫神经元死亡的基础上 ， 新的神经元开始生成 ， 并逐渐形成具有成虫特征的神经系

统 。 这些成体特异性神经元在 昆虫的感知 、 运动和 内分泌等方面发挥着重要作用 ， 帮助

５
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昆虫适应新的生活环境 ， 提高生存和繁殖能力 ［
６ ４

］

。 在变态发育过程中 ， ２０ －羟基蜕皮酮

（ ２０ －ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃ ｄｙ ｓｏｎｅ ，２０Ｅ ） 通过调控 昆虫的基因表达和细胞命运 ， 调控神经系统的发

育和功能 ［
６ ５

］

。 此外 ， ２ ０Ｅ 还可 以与其他激素和信号通路相互作用 ［
６６

］

。 因此 ， 昆虫神经系

统在变态发育过程中 的变化是
一

个复杂 的过程 ， 涉及神经元的死亡和新生 、 激素调控等

多个方面 ， ２ ０Ｅ 在变态期脑发育 中 的功能及分子机制仍有待研究 ［
６７

］

。

Ｖ ｉ ｎｅｇａ ｒ ｆ ｌ

ｙ Ｒｅｄｆ ｌｏ ｕ ｒ ｂｅｅ ｔ ｌ ｅ

Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌａｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅ ｒ Ｔｒｉｂｏ ｌ ｉｕｍｃａｓ ｔａｎｅｕｍ

Ｌ／
Ｈ ｏｎｅ ｙ

ｂｅｅ Ｄｅｓｅｒｔ  ｌｏｃｕｓ ｔ

Ａｐ ｉｓｍｅ ｌｌｉｆｅｒａ Ｓｃｈ ｉｓ ｔｏｃｅｒｃａ
ｇｒｅｇａｒｉａ

图 １
－２ 成年昆虫的脑Ｍ

Ｆ ｉ

ｇ ． １
－２ Ａｄｕ ｌ ｔ  ｉｎｓｅｃ ｔ ｂｒａ ｉｎｓ

注 ： 蓝色 ： 触角 叶 ， 红色 ： 蘑菇体 ， 黄色 ： 视叶板 ， 橙色 ： 视叶小叶 ， 绿色？

． 中 央复合体 。

Ｎｏ ｔｅ ｓ ：Ｂ ｌｕｅ ：ａｎ ｔｅｎｎａ ｌ ｌ ｏｂｅ ｓ
， 
Ｒｅｄ ：ｍｕｓｈｒｏｏｍｂｏｄ ｉ ｅ ｓ

， 
Ｙｅ ｌ ｌｏｗ ： ｌａｍ ｉｎａｏｆ ｏｐｔ ｉ ｃ ｌｏｂｅ ｓ

，
Ｏ ｒａｎｇｅ ： ｌｏｂｕ ｌ ａｏｆ ｏｐ ｔ ｉ ｃ

ｌｏｂｅ ｓ
， 
Ｇ ｒｅｅｎ ：ｃｅｎｔｒａ ｌｃｏｍｐ

ｌｅｘ ．

１ ．２ ．２ 血脑屏陣及物质运输

血脑屏障 （ Ｂ ｌ ｏｏｄＢ ｒａ ｉｎＢ ａｒｒ ｉ ｅｒ ， Ｂ ＢＢ ） 能够通过血液循环系统与神经系统之间 的交

互作用 ， 调节离子 、 分子和细胞在大脑和血液之间 的运动 ［
６ ８

］

。 哺乳动物的血脑屏障包括

ＥＣＭ 和调节层 （ 神经周 围胶质细胞 （ Ｐｅ ｒ ｉ ｃｙｔｅ ｎｅｕ ｒｏｇ ｌ ｉａ ｌ ， ＰＧ ） 和周细胞 （ Ｐ ｅｒ ｉ ｃｙｔｅ ， ＰＣ ） ）

以及屏障层 （ 内皮细胞 （ Ｅｎｄｏｔｈｅ ｌ ｉａ ｌ ，ＥＣ ）） ［
６ ９

］

。 果蝇的血脑屏障 由两层胶质层组成 。

第
一

层 ＰＧ 相互连接形成具有隔膜连接的上皮样结构 ， 类似于哺乳动物脑 中 的 ＥＣ 。 另
一

层 ＰＧ 包含紧密连接 （ Ｔ ｉｇｈｔ
ｊ
ｕｎｃｔ ｉｏｎ ， ＴＪ ） ， 被认为是

一

种血淋巴传感器＿ 。 物质运输

穿过血脑屏障入脑的方式包括 自 由扩散 、 协助扩散和主动运输等 ， 小分子溶质进入血脑

屏障的方式是 自 由扩散 ， 但必须同时具有亲脂性高和 电负性低等特点 ［
７ １

］

。 葡萄糖是脑组

６
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织代谢的主要能源 ， 难 以通过 自 由扩散穿过血脑屏障 ， 需要借助葡萄糖载体蛋 白通过协

助扩散和主动运输进入脑 中 ， 为脑的生长发育提供能量 ［
７ ２

］

。

研究发现 ＭＭＰ ｓ 在血脑屏障的生理和病理过程中发挥着重要作用 。 ＭＭＰｓ 参与维持

血脑屏障的完整性 ， 通过降解 ＢＭ 中 的 ＴＪ 增加血脑屏障的通透性 ， 进而影响脑的健康

状态 ［
７ ３

］

。 １＼１ 是 由 多种蛋 白组成的复合物 ， 主要 由 闭锁蛋 白 （ Ｏ ｃ ｃ ｌｕｄ ｉｎ ） 、密封蛋 白 （ Ｃ ｌａｕｄ ｉｎ ） 、

膜周蛋 白 家族 （ Ｚ ｏｎａ Ｏ ｃ ｃ ｌｕｄｅｎ ｓ ， Ｚ０ ） 等 ［
７４

１

。 而且 ＭＭＰ ｓ 在疾病进展中可能发挥关键作

用 。 例如 ， 在阿尔茨海默病 、 帕金森病等神经退行性疾病 中 ， ＭＭＰ ｓ 的表达异常升高 ，

可能导致血脑屏障损伤 、 炎症反应加剧 以及神经细胞死亡等病理变化 ， 进而推动疾病的

发展 ［
７气 因此 ， 研 究 ＭＭＰ ｓ 在脑和血脑屏障生理和病理过程中 的作用机制 ， 有助于揭示

大脑疾病的发生机制 ， 并为治疗提供新的思路和方法 ［
７６

］

。

１ ．２ ．３ 葡萄糖为脑的发育提供能量

葡萄糖 ， 作为
一

种简单而重要的碳水化合物 ， 是生物体细胞获取能量的主要来源 ［

７？
。

在人体 内 ， 葡萄糖经过
一

系列 的代谢过程 ， 生成 ＡＴＰ 分子 ， 为细胞提供能量 ， 维持其正

常 的生理功能 １

７ ８
］

。 对于大脑和神经系统来说 ， 葡萄糖更是不可或缺的能源 ， 因 为它直接

参与大脑的信息处理和神经元之间 的信号传递 。 大脑对葡萄糖的需求量极大 ， 约 占 人体

总能量需求的 ２０％ ， 这也使得大脑对葡 萄糖水平的变化极为敏感Ｐ １

。 葡萄糖水平的短暂

下降 ， 就可能导致大脑功能受损 ， 出现认知能力下降 、 注意力不集中 、 情绪波动等症状

ｔ
８ Ｄ

］

。 因此 ， 保持葡萄糖水平的稳定 ， 对维持大脑的正常功能和神经 系统的健康至关重要 。

脑 中 的葡萄糖主要来源于血淋巴 ， 葡萄糖需要穿过血脑屏障进入脑中 ， 然而 ， 葡萄糖需

要借助细胞膜上的葡萄糖转运蛋 白 （ Ｇ ｌ ｕ ｃｏ ｓｅｔｒａｎ ｓｐｏ ｒｔｅ ｒ ｓ ，ＧＬＵＴｓ ） 才能进入细胞 ｌ
８ １

Ｌ

ＧＬＵＴＳ 作为
一

种跨膜蛋 白 ， 能够将葡萄糖从细胞外转运到细胞 内 ， 为细胞提供能量和原

料 。 根据转运机制 的不 同 ， 葡萄糖转运可 以分为主动运输和协助扩散两种类型 当细

胞外的钠离子浓度较高时 ， 钠依赖葡萄糖转运体会被激活从而主动运输促进葡萄糖的转

运 ， 这种方式转运葡萄糖的速率较快 ， 但转运量受到细胞外钠离子浓度的限制 。 协助扩

散不需要消耗细胞 内 能量 ， 葡萄糖转运体直接通过细胞膜上的通道蛋 白介导葡萄糖的转

运 ， 这种方式的转运速率相对较慢 ［

８ ３
］

。 葡萄糖经糖酵解反应产生的大量 ＡＴＰ 分子 ， 这些

ＡＴＰ 分子是细胞 内能量的主要来源 ， 对于维持正常的生理功能至关重要 。 这个过程在人

体 内 发挥着至关重要的作用 ［
８４

］

。 研究表 明 ， 在果蝇衰老过程中 ， 果蝇脑 中神经元细胞 内

葡萄糖含量减少 ， 葡萄糖转运蛋 白表达量降低 ， 糖酵解的相关基因表达减少 ， 反应的速

率减缓 ， 产生的 ＡＴＰ 分子数量减少 ， 这对果蝇的生理和行为产生重要影响 ， 减少的 ＡＴＰ

分子会影响神经元的活动 ， 导致认知和运动能力 的下降 ， 减少的糖酵解反应会导致果蝇

体 内代谢产物的积累
，
从而对健康产生负面影响 ［

８ ５
］

。 这
一

发现说明神经元通过增加葡萄

糖摄取 ， 维持细胞 内 ＡＴＰ 水平 ， 延缓衰老 。

７
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谷氨酸是
一

种重要的氨基酸 ， 是脑 中最丰富 的游离氨基酸 ， 在神经系统功能方面具

有显著作用 ｔｗ
。 谷氨酸参与脑中 的突触传递 、 兴奋性神经递质 的释放以及抑制性神经递

质 的合成 ， 在正常的神经信号传导过程 中发挥重要作用 ， 能够调节神经元的兴奋性和抑

制性 １＾
。 研宄表明 ， 果蝇神经系统中 的 ｍ ｉ ｒ

－２６ ３ ａ 能够通过精确调控谷氨酸受体水平 ，

向神经胶质细胞传递信号 ， 维持中枢神经系统的健康 。 谷氨酸也是脑中重要的供能物质 ，

谷氨酸可 以通过三竣酸循环 （ Ｔｒ ｉ ｃ ａ ｒｂｏｘｙ
ｌ ｉ ｃ ａｃ ｉｄ ｃｙｄｅ ， ＴＣＡ 循环 ） 产生能量 ［

８ ８
］

。 脑中 的

谷氨酸含量高 ， 但是谷氨酸难 以通过血脑屏障 ， 脑 内谷氨酸大多来源于 自 身合成 ， 包括

葡萄糖的代谢作用和谷氨酰胺的转化 ［
８ ９

］ ［
９ （ ）

］

。 平衡谷氨酸水平对大脑健康非常重要 ， 过

多或过少的谷氨酸都会对大脑产生不利影响 ， 从而影响脑功能 ： 当脑 内谷氨酸水平过高

时 ， 会引 发
一

系列生理反应 ， 如细胞兴奋性增加 、 神经递质释放增加等 ， 会导致神经元

过度兴奋 ［
９ １

］

。 而低水平则会影响神经元之间 的通信 ， 导致认知障碍和学习记忆能力下降

１ ．３２０Ｅ 调控变态发育

昆虫的发育过程是
一

个复杂而精细的生物学现象 ， 受到多种激素的调控 。 其 中 ， ２０Ｅ

和胰岛素 （ Ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎ ） 是两种重要的激素 ， 两者协同作用影响基因 网络的级联反应和相互

作用 ， 调控生长发育和代谢途径 ［
９ ３

］

。 ２０Ｅ 是
一

种非常重要的类 固醇激素 ， 广泛存在于 昆

虫体 内 ， 能够诱导 昆虫进行蜕皮变态 ， 促进 昆虫幼虫的生长发育 。 ２ ０Ｅ 的作用机制是通

过与细胞膜受体结合后 引 起钙离子的释放 ［
９４

］

。 钙离子在细胞 内具有重要的信号传导作用 ，

它的释放能够触发
一

系列生化反应 ， 调控核受体复合物 Ｅ ｃＲ－Ｕ ＳＰ 形成 ， 启动基因转录 ，

从而影响 昆虫的生长发育 。 ２０Ｅ 不仅可 以启动蜕皮变态过程 ， 还能够通过促进组织分解 ，

释放出 营养物质和能量 ， 以支持 昆虫变态发育 的需要 ， 同时促进增殖 、 自 噬和凋亡相关

基因 的表达 ， 通过调控它们 的表达 ， ２０Ｅ 能够影响 昆虫的生命周期 ［
９ ５

］

。 同时 ， ２０Ｅ 还具

有调节 昆虫代谢过程和食物消耗的功能 ， 从而启 动增殖 ， 对于维持细胞 内稳态和清除老

化 、 损伤的细胞器具有重要作用 。 胰岛素在 昆虫发育过程中也起着重要的作用 ， 它可 以

调控 的磷酸化和定位 ， 从而影响 昆虫发育过程 中 的代谢途径＾ １

。 是
一

个关键

的转录因子 ， 可 以调控 昆虫生长发育和代谢途径的重要基因 的表达 。 胰 岛素通过调控

Ｆｏｘｏ 的磷酸化和定位 ， 可 以抑制 入核 ， 从而抑制其转录活性和功能 ， 从而影响 昆

虫的生长发育和代谢 ［
９ ３

］

。 昆虫发育过程中 的激素调控是
一

个复杂的过程 ， 多种激素之间

存在着密切的联系和相互作用 ［
９ ７

］

。

２０Ｅ 在胚后幼虫神经系统向成体神经系统转化中发挥着关键作用Ｍ ｌ

。 ２０Ｅ 通过调控

神经发生 ， 使 昆虫的神经系统不断更新和发育 ， 从而实现从幼虫到成虫的转变 ， 而且 ２０Ｅ

还参与调控树突的生长 ， 树突是神经元的重要组成部分 ， 它们 负责接收其他神经元传来

８
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的信号 ［

２ ４
］

。 ２ ０Ｅ 通过调控树突生长 ， 使神经元之间 的突触连接更加流畅 ， 提高神经系统

的传输效率 ， 使神经元能够更好地接收和处理外部信息 ， 提高神经系统的功能 ， 而且通

过调节基因表达的时间程序 ， 促进神经系统早期和末期生长发育 ［
９ ４

］

。

７ Ｑ￡ Ｉｎ ｓｕ ｌ ｉｎ

、
ＰＴＥＮＰＡｋｔ

＼

，⑶
ＩＰ－ｆＬ〇

Ｘ

＼
／ Ｆ （＾０＾ ，＼

／Ｗｉｔｉｓｉ％
ｒ

Ｆ〇ｘ〇—— ＼／

＼ ／ Ｆｏ ｘＯＢＥ －Ｂ ｒＺ ７■ＤＮａ ＼／

Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅｕ ｓ Ｐｒｏ ｔ ｅｏ ｌ ｙｓ ｉ ｓ
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．

图 １
－

３ 棉铃虫发育过程受到激素调控 ［％

Ｆ ｉｇ ． １
－ ３Ｔｈｅｄ ｅｖ ｅ ｌ ｏ

ｐ
ｍ ｅｎ ｔｏｆ Ｈｅ ｌ ｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍ ｉｇｅｒａ ｉ ｓｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｅｄｂｙ

ｈｏ ｒｍｏｎｅ ｓ ．

９
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１ ．４ 本论文的科学问题及研究方案

综上所述 ， ＭＭＰ ｓ 的主要功能是水解细胞间 的基质 ， 为组织生长提供可塑性 ， 但

ＭＭＰ２ 在 昆虫变态期脑发育 中 的功能 、 作用机制及表达调控 尚不清楚 。 本文 以棉铃虫为

实验材料 ， 通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 筛选 出在脑中变态期高表达的 ＭＭＰ２ ； 通过蛋 白免疫印迹分

析 ＭＭＰ２ 表达水平的时空特异性 ； 通过脑整体免疫组织化学证明 ＭＭＰ２ 在脑 中 的定位 ；

通过虫体干扰实验探宄 ＭＭＰ２ 在脑 的发育 中 发挥的作用 ； 通过检测葡萄糖含量分析

ＭＭＰ２ 对脑中 营养物质运输的影响 ； 通过虫体激素刺激和荧光素酶报告系统检测 ２ ０Ｅ 对

ＭＭＰ２ 的转录调控 。 通过 以上实验阐 明 ２０Ｅ 通过 ＭＭＰ２ 促进棉铃虫变态期脑发育 的分

子机制 ， 为理解动物脑胚后发育提供新的知识 ， 为害虫控制提供新的靶标基因 。

１ ０





山东大学硕士学位论文


２２０－羟基嫌皮酮通过上调基质金属蛋白酶 ２ 表达促进棉铃虫变态时期

脑的发育

２ ． １ 引言

基质金属蛋 白酶 （Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ ｌｏｐｒｏｔｅａｓｅｓ ， ＭＭＰｓ ） 是
一

类蛋 白水解酶 。 在结构上具

有高度同源性 ［
１ ５

］

。 ＭＭＰｓ 在多个水平上受到调控 。 在黑腹果蝇中 ， ＭＭＰｓ 被证明是参与

组织重塑的关键细胞蛋 白酶 。 在哺乳动物中 ， ＭＭＰｓ 参与神经系统的发育过程和多种神

经疾病的发生 ［
１ ３

］

。 白细胞 、 小胶质细胞、 神经元和星形胶质细胞能够分泌 ＭＭＰｓ 促进

神经轴突的发育 ， 同时有助于神经血管基底膜的重塑 。 这表明 ， ＭＭＰｓ 对脑至关重要 。

然而 ， ＭＭＰｓ 在脑中 的作用机制尚未完全明 了 ［
２４
Ｌ

昆虫脑在胚后发育过程 ， 特别是在幼虫向成虫过渡的变态发育过程中 ， 形态和大小

会发生巨大变化 ［
５９

］

。 在幼虫生长过程中 ， 脑体积增大 ， 幼虫中枢和外周神经元与幼虫本

身同步生长 。

一

些幼虫神经元会在变态初期或变态末期死亡 ， 但更多的神经元会被成虫

脑进行改造和利用 。 同时 ， ＣＮＳ 中 的成体特异性神经元也会增殖 。 然而 目 前 昆虫胚后脑

发育的机制 尚不完全清楚 ｔ＃
。

棉铃虫是广泛分布的世界性农业害虫 ， 属于完全变态昆虫 ， 是 良好的研宄昆虫脑发

育的实验模型 ， 而且棉铃虫在变态发育过程中会收到多种激素的调控 ｆ
９７

］

。 本研宄 以鱗翅

目 昆虫棉铃虫为实验材料 ， 探讨 了ＭＭＰ２ 在昆虫变态期脑发育中的作用及其在蜕皮激

素 ２０ －轻基銳皮酮 （ ２０－ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ， ２０Ｅ ） 作用下的表达调控 。

２ ．２ 实验材料

１ １
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２ ．２ ． １ 实验动物

实验所用动物是杂食性农业害虫棉龄虫 ， 用大豆粉 、 面粉 、 酵母粉 、 复合维生素 、

蔗糖和酪蛋 白等配制饲料 ［
９ ３

］

， 进行人工饲养 ， 饲养温度为 ２ ５
°

Ｃ －２７
°

Ｃ ， 饲养湿度为 ５ ０％－

７０％ ， 每天光照时长约 １ ４ｈ 。

２ ．２ ．２ 实验试剂

Ｔｒ ｉ ｚｏ ｌ试剂 、 Ｈ ＩＨ酶 、 Ｈ ＩＦ Ｉｂｕｆｆｅ ｒ Ｉ 、 ＨＩＦ Ｉｂｕｆｆｅｒ ＩＩ 、 Ｔａｑ
酶 、 Ｔａ

ｑ 

ｂｕｆｆｅｒ 、 ｄＮＴＰ ｓ（全

式金 ， 北京 ， 中 国 ）
； 引 物序列合成 、 丙基硫代－

Ｐ
－Ｄ －半乳糖苷 ＩＰＴＧ 、 卡那霉素 、 蛋 白

酶抑制剂 ＰＭＳＦ 、 氨苄青霉素 （生工生物 ， 上海 ， 中 国 ）
； 焦碳酸二 乙酯 ＤＥＰＣ 、 葡萄

糖含量检测试剂盒 （碧云天 ， 上海 ， 中 国 ）
；

５ ｘＡＬＬ －

ＩＮ －Ｏｎｅ ＲＴ Ｍ ａ ｓ ｔｅｒ Ｍ ｉｘ 反转录试剂

盒 （ 爱必梦 ， 镇江 ， 中 国 ）
；

二 甲基亚砜 ＤＭ ＳＯ 、 曲拉通 Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ －

１ ００ 、 ＤＮＡ 提取液 、

ＲＮＡ 抽提酚试剂 、 谷氨酸含量检测试剂盒 （索莱宝 ， 北京 ， 中 国 ）
；
２ Ｘ ＳＹＢＲ ＰＣＲ Ｍ ｉｘ

（艾德莱 ， 北京 ， 中 国 ）
； 质粒提取试剂盒 、 ＤＮＡ ｍ ａｒｋｅｒ 、 胶回收试剂盒 （捷瑞 ， 上海 ，

中 国 ）
； 蛋 白胨 、 酵母提取物 （ 赛默飞 ， 苏格兰 ， 英 国 ）

；
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 （ 纽英伦生

物 ， 新英格兰 ， 美国 ）
；
ＲＮＡ 酶抑制剂 、 限制性 内切酶 、 蛋 白 ｍａｒｋｅ ｒ（ 赛默飞世尔 ，

马萨诸塞州 ， 美 国 ）
；
吐温 ２ ０（ 鼎 国 ， 北京 ， 中 国 ） ； 多聚 甲醛 （塞维尔 ， 武汉 ， 中 国 ） ；

琼脂粉 （ Ｕ Ｓ Ｅｖｅ ｒｂｒ ｉｇｈｔ ， 力口州 ， 美国 ）
； 牛血清 白蛋 白 Ｂ ＳＡ（ 爱博泰克 ， 武汉 ， 中 国 ）

；

细胞转染试剂 （博奥龙 ， 北京 ， 中 国 ）
；

２０Ｅ（ Ｃ ａｙｍ ａｎｃｈｅｍ ， 密歇根州 ， 美国 ）
； 双荧

光素酶报告基因检测试剂盒 （ 宇恒生物 ， 苏州 ， 中 国 ） 。

辣根过氧化物酶 （ ＨＲＰ ） 标记的羊抗兔 ＩｇＧ（ 中杉金桥 ， 北京 ， 中 国 ）
；
ＡＣＴＢ 、 ＧＦＰ

和 ＲＦＰ 单克隆抗体 、 Ａ ｌ ｅｘａ Ｆ ｌｕｏ ｒ ４ ８ ８ 羊抗兔 ＩｇＧ （ 爱博泰克 ， 武汉 ， 中 国 ） 。

２ ．２ ．３ 实验仪器

ＰＣＲ 仪 （柏恒科技 ， 杭州 ， 中 国 ）
； ｑ

ＲＴ－ＰＣＲ 仪 （耶拿分析仪器 ， 耶拿 ， 德国 ） ；

超声破碎仪 （ 新芝 ， 宁波 ， 中 国 ）
； 核酸 电泳仪 、 蛋 白 电泳仪 （凯元 ， 上海 ， 中 国 ）

；

金属浴 （ 天根生化科技 ， 北京 ， 中 国 ）
； 摇床 （捷德生物 ， 上海 ， 中 国 ）

； 多功能酶标

仪 （ 帝肯贸 易 ， 上海 ， 中 国 ）
； 高速冷冻离心机 （ Ｅ

ｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ， 德 国 ） 。

２ ．３ 实验方法

２ ．３ ． １ 生物信息学分析

在 ＮＣＢ Ｉ 网站 （ ｈｔｔｐｓ ： ／／ｗｗｗ ． ｎｃｂ ｉ ．ｎ ｌｍ ．ｎ ｉｈ ．ｇｏｖ／ ） 找到人 、 果绳 、 家蚕 、 小 歐和埃及伊

蚊中 的 ＭＭＰ ｓ 家族蛋 白 ， 以此为路标 ， 在棉铃虫基因组 中查找到 ＭＭＰ ｓ 家族所有蛋 白 ，

通过 ＭＥＧＡ７ ． ０ 进行系统发育树的构建 ， 通过 ＤＮＡＭＡＮ 进行序列 比对 ， 通过 ＳＭＡＲＴ

１ ２
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

网 站 （ ｈｔｔｐ ： ／／ｓｍａｒｔ ．ｅｍｂ ｌ
－ｈｅｉｄｅ ｌｂｅｒｇ ．ｄｅ／） 进 行 结 构 域 分 析 ， 通 过 ＪＡＳＰＡＲ 网 站

（ ｈｔｔｐｓ ：／／
ｊ
ａｓｐａｒ．ｅ ｌ ｉｘｉｎｎｏ／ ） 进行启动子结合位点的预测 。

２ ．３ ．２ 虫体 ＲＮＡ 提取

分别取棉铃虫的表皮 、 脂肪体 、 中肠和脑组织 ， 用 ｌ
ｘＰＢＳ 漂洗后放入匀浆器中 。 加

入 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解液 ， 冰上充分研磨 ， ｌ ＯＯＯＯ ｘ
ｇ 冷冻离心 ｌ Ｏ ｍｉｎ 去除不溶性物质 ， 取上清在

冰上放置 ５ｍｉｎ ， 并加入 ２００
ｊ
ｉＬ 氯仿剧烈振荡 ， 冷冻离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 取上清加入异丙醇静

置 ｌ Ｏ ｍｉｎ ，ｌ ＯＯＯＯ ｘ
ｇ 冷冻离心 ｌ 〇ｍｉｎ ， 去除上清 。 随后用 ７５％乙醇 （ＤＥＰＣ 水稀释 ） 洗

涤 ， 通风干燥 ５ｍｉｎ 。 最后加入 ２０
ｆ

ｉＬＤＥＰＣ 水 ， 在 ６５

°

Ｃ条件下溶解 １ ０ ｍ ｉｎ 得到 ＲＮＡ 。

２ ．３ ．３ｃＤＮＡ
舍成

以提取的 ＲＮＡ 为模板 ， 加入 ２
 ｜

ｊＬ ＡｃｃｕＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ（ ４ ＞＜ ） ， 加入 ６
 （
ｉＬ 无 ＲＮＡ 酶

７ｊＣ ， 置于 ４２

°

Ｃ ， 孵育 ２ｍ ｉｎ ， 加入试剂盒中试剂 ， 然后置于 ２５
°
Ｃ ， 孵育 １ ０ｍ ｉｎ ， 然后

置于 ４２

°

Ｃ ， 孵育 ２０ ｍ ｉｎ ， 最后置于 ８５

°
Ｃ ， 孵育 ５ｔｎ ｉｎ ， 直接用于后续实验或者－２０

°
Ｃ保

存 。

２ ．３ ．４ 基因克赡

根据 ＮＣＢ Ｉ 网站在线设计引物 ， 以得到的 ｃＤＮＡ 为模板 ， 按表 ２－

１ 配置体系 ， 按表

２
－２ 运行程序 ， 运行 ３ ５ 个循环 ， 得到 ＰＣＲ 产物 。

１ ３
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

表 ２ －

丨 ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂ ．２－

１ＰＣＲ ｒｅａｃ ｔ ｉｏｎｓｙｓ ｔｅｍ

反应体系


２ ５
ｐＬ


ｃＤＮＡ １

ｄｄＨ ２０ １ ７ ． ３ ７ ５
 （

ｉＬ

Ｈ ＩＦ Ｉ ０ ． １ ２ ５
ｐ
Ｌ

Ｈ ＩＦ Ｉｂｕｆｆｅｒ ｎ ２ ． ５

Ｆ引 物 （ １ ０ ｐＭ ） １ｐ
Ｌ

Ｒ引 物 （ ｌ Ｏ ｐＭ ） １

ｐ
Ｌ

ｄＮＴＰ ｓ（ ２ ． ５ｍＭ ） ２
 ｊ

ｉＬ

表 ２ －２ＰＣＲ 反应程序

Ｔａｂ ． ２ －２ＰＣＲｒｅａｃ ｔ ｉ ｏｎ
ｐ ｒｏｇ

ｒａｍ

程序

９５
°

Ｃ ３ｍ ｉｎ

９ ５
°

Ｃ ３ ０ｓｅ ｃ

５０ －６ ０
°

Ｃ（ 根据 引物 Ｔｍ 值确定 ） ３ ０ｓｅ ｃ

７２

°

Ｃ ｌ ＯＯＯ ｂｐ／ｍ ｉｎ（根据基因长度确定 ）

７２

°

Ｃ


１ ０ｍ ｉ ｎ


２ ．３ ．５ＰＣＲ 产物酚－氱仿抽提

将 ＰＣＲ 得到 的产物加灭菌水至总体积为 ２００ 卩Ｌ ， 等体积加入 ２００ 卩Ｌ ＤＮＡ 提取液 ，

振荡 １ ５ｓ ， 混匀 ， 离心取上清 ， 加入乙酸钠和无水 乙醇 ，

－２ ０
°

Ｃ过夜沉降 ， ４

°

Ｃ ， １ ０ ０００

ｘ
ｇ ， 离心 ｌ 〇 ｍ ｉｎ ， 去上清 ， 加入 １ ０ ０ ＾Ｌ ８０％乙醇洗涤 ， 用 ３ ０ ＾Ｌ ３ ７

°

Ｃ灭菌水溶解 ，

－２ ０
°

Ｃ

保存 。

２ ．３ ．６
ｑＲＴ

－ＰＣＲ

以稀释后的 ｃＤＮＡ 为模板 ， 按表 ２ －３ 配置反应体系 ， 以 Ｐ
－Ａ ｃ ｔ ｉｎ 作为 内参 ， 全程避

光操作 ， 在 ｑＲＴ
－ＰＣＲ 仪进行反应 ， 用得到 的 ｃ ｔ 值进行数据分析 。

表 ２ －３
ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 反应程序

Ｔａｂ ．２
－

３
ｑＲＴ

－ＰＣＲｒｅａ ｃ ｔ ｉｏｎ
ｐｒｏｇ ｒａｍ

反应体系


１ ０
 ｜

ａＬ


ｃＤＮＡ １
卩

Ｌ

Ｆ引 物 （ １ ｜

ｉＭ ） ｉ
ｐ
Ｌ

Ｒ引 物 （ １ｐＭ ） １

ｐ
Ｌ

２ ｘ ＳＹＢＲＰＣＲＭ ｉｘ ５
ｐ
Ｌ

反应体系 １ ０
ｆ
ｉＬ

１ ４
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

２ ．３ ．７ 兔源多克隆抗体制备

根据 Ｍｍ
＿ｐ２ 的全长序列 ， 在 ＮＣＢ Ｉ 网站在线设计上下游引物 ， 以 ｃＤＮＡ 为模板 ， 得

到的 ＰＣＲ 产物用核酸电泳检测片段长度 ， 酚－氯仿抽提得到 ５００ｂｐ 左右的 ＤＮＡ 片段。

取 ３ 盹 抽提的 ＤＮＡ 和 ＰＥＴ－３２ａ（＋ ） 质粒 ， 按表 ２－４ 配置酶切体系 ， ３７
°

Ｃ酶切 １ ． ５ｈ ，

４

°

Ｃ连接过夜 。 然后将连接产物转入 ５０
 （
ＩＬ ＤＨ５ ＣＩ 感受态细胞中 。 第二天 ＰＣＲ 扩增检测 ，

将重组质粒转到 ＢＬ２ １ 菌株中 ， 得到阳性菌落 。

表 ２＾４ 质粒酶切体系

Ｔａｂ ． ２－４Ｐ ｌａｓｍｉｄｄｉｇｅｓｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

酶切体系


２０
质粒 （片段 ） ２^
内切酶 １ １

ＨＬ

内切酶 ２ １
ｎＬ

ｌ Ｏ ｘＦａｓｔ ２
 ｜

ｉＬ

ｄｄＨ２〇


补足至２０
 ｜

ｉＬ


表 ２
－５ 连接体系

Ｔａｂ ． ２－５Ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

连接体系


１ ０
ＭＬ


质粒 ５０ ｎｇ

片段 １ ００ｎｇ

Ｔ４ ＤＮＡ Ｌ ｉｇａｓｅ ０ ．５
ｐＬ

Ｔ４ ＤＮＡ Ｌ ｉｇａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ １

ｄｄＨ２Ｑ


补足至１ ０
ｆ
ｉＬ


取 ４ｍＬ 阳性菌液加入 ４００ｍＬ 含有氨苄青霉素抗性的 ＬＢ 培养基中 ， ３７
°
Ｃ摇 ４ｈ ，

加入 ＩＰＴＧ ， ３ ７
°

Ｃ摇 ５ｈ ， 超声破碎离心 ， 取 １ ００ｐＬ 上清作为破碎后上清样品 ， 用 １ ００

ｊ

ｉＬ Ｉ
ｘＰＢ Ｓ 将部分沉淀悬起 ， 作为破碎后包涵体样品 ， 将四种样品加入 ５ ０ｎＬ 蛋 白处理

液 ， 置于 １ ００

°

Ｃ煮 １ ５ ｍ ｉｎ ， 电泳检测蛋白表达 ， 加入 ８Ｍ 脲使蛋白变性 ， 亲和纯化后复

性浓缩后 ， 即可得到抗原蛋 白 。

从还未进行注射的新西兰大 白兔耳缘静脉处取血 ｌ ｍＬ 作为前血清 ， 注射两针 ， 多

点注射至皮下 ， ７ｄ 后取 ｌ ｍＬ 耳缘静脉血进行抗体检测 ， 检测效果 良好 ， ７ｄ 后取血 。

１ ５
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２ ．３ ．８ 免疫印迹

首先提取组织蛋 白和细胞蛋 白 。 提取组织蛋 白 时 ， 分别取棉铃虫的表皮 、 脂肪体 、

中肠和脑组织 ， 用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 漂洗后放入匀浆器 ， 加入 ５ ００

ｎＬ ４０ ｍＭ 的 Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ 和 ＰＭＳＦ ，

置于冰上充分匀桨 ， 离心取上清 ， 加入蛋 白 处理液 ， 置于 ｌ 〇〇
°

Ｃ煮 １ ５ ｍ ｉｎ ， 得到组织蛋

白 。 提取细胞蛋 白 时 ， 将培养基吸 出 ， 用 ｌ
ｘＤＰＢ Ｓ 洗涤两次 ， 加入 ５ ０ 〇 ｎＬ ｌ

ｘＤＰＢ Ｓ 和 ５

ｐ
Ｌ ｌ ｍＭ 的蛋 白酶抑制剂 ＰＭＳＦ ， 刮取细胞 ， 收集到 ＥＰ 管 中 ， ４

°

Ｃ ，３ ０００ｘ ｇ ， 离心 ５

ｍ ｉ ｎ ， 取上清 ， 加入 ６〇 ｎＬ ｌ
ｘＤＰＢ Ｓ ， 将沉淀悬起 ， 加入 ３ ０

｜

ｉＬ 蛋 白处理液 ， 置于 １ ００
°

Ｃ

煮 １ ５ｍ ｉ ｎ ， 得到细胞蛋 白 ， 可用 于后续实验 。

取组织蛋 白 ３０
Ｈｇ 和细胞蛋 白 ２０ 吨 ， 以 １ ００Ｖ 电压进行 电泳 ， 随后转膜 ， 封闭 ｌ ｈ ，

加入抗体 ， ＭＭＰ２ 抗体 １ ：５ ００ 稀释 ， ＡＣＴＢ 、 ＧＦＰ 和 ＲＦＰ 抗体 １ ：３ ０００ 稀释 ，
４

°

Ｃ孵育

过夜 ， 用 ｌ
ｘＴＢ ＳＴ（ ＴＢ Ｓ 中加入 ０ ． ０２％的 Ｔｗｅｅｎ ） 洗膜 ８ ｍ ｉ ｎ ， 重复三次 ， 加入二抗 （ 山

羊抗兔Ｉ ｇＧ ） 孵育 ， 洗膜三次 ， 用ｌ
ｘＴＢ Ｓ（ １ ０ ｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ

－ＨＣ ｌ ， １ ５ ０ ｍＭ Ｎ ａＣ ｌ ， ｐ
Ｈ ７ ． ５ ） 洗

膜 １ ０ｍ ｉ ｎ ， 避光添加发色液 ， 在仪器下成像 。

２ ．３ ．９ 免疫组织化学

解剖虫体 ， 得到脑组织 ， 放入 ９６ 孔板中 ， 每孔加入 ２００ ＾Ｌ ４％多聚 甲醛 ， ４

°

Ｃ放置

１ｈ ， 用 ＰＢ Ｓ 冲洗 １ ５ｍ ｉｎ ， 重复 四 次 。 用加入 ５％的 Ｂ ＳＡ 的 ０ ． ５％Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ－

１ ００ 作为封闭

液 ， 每孔加入 ２００ 队 ， 室温封闭 ２ ｈ ， 加入
一

抗 ， ４
°

Ｃ放置 ３ ｄ ， 用 ０ ． ５％ Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ －

１ ００ 冲

洗 １ ５ｍ ｉ ｎ ， 重复 四 次 ， 加入二抗 ， 室温摇动 ２ｈ ， 用 ０ ． ５％Ｔｒ ｉ ｔｏｎＸ －

１ ００ 冲洗 １ ５ｍ ｉｎ ， 重

复四次 ， 用 ＤＡＰ Ｉ
－Ｆ ｌｕｏｒｏｍｏ ｉｍ ｔ

－Ｇ 荧光封片剂封片 ， ４
°

Ｃ平放过夜 ， 凝固 了 再竖立放置于

切片盒 。

２ ．３ ． １ ０ 虫体干扰

按表 ２ －６ 配置体系 ， 混匀后放置 ３ ７
°

Ｃ过夜 ， 加入 ｌ Ｏ ＾Ｌ ＤＮ ａｓ ｅ ｌ 、 ｌ Ｏ ＾Ｌ ＤＮ ａ ｓ ｅ ｌ ｂｕｆｆｅｒ

和 ３００ 队 ＤＥＰＣ 水 ， 混匀后放置 ３ ７
。

（： ， 消化 １ｈ ， 将上述消化体系加 ＤＥＰＣ 水补足至

４０ ０
０ ， 分别加 ２００

ｕＬ ＲＮＡ 提取液和 ２００ 叫 氯仿 ， 振荡 １ ５ｓ ， ４
°

Ｃ ，１ ００００ｘ ｇ ， 离心

１ ５ｍ ｉ ｎ ， 取上清 ， 力Ｂ４００
ｐ
Ｌ 氯仿 ， 振荡 １ ５ｓ ，４

°

Ｃ ，１ ００００ｘｇ ， 离心 １ ５ｍ ｉ ｎ ， 取上清 ，

加 ７ ５ ０ 吣 无水 乙醇和 ３ ０ ＾Ｌ ３Ｍ 乙酸钠 ， 混匀后放置－２ ０
°

Ｃ过夜 ， ４
°

Ｃ ， １ ０ ０００ ｘ
ｇ ， 离心

３ ０ｍ ｉ ｎ ， 去上清 ， 加入 ７ ５％乙醇洗涤 ， 通风干燥 ５ｍ ｉ ｎ ， 加 ２０ 吣 ＤＥＰＣ 水溶解 ， 得到

ｄｓＲＮＡ 〇

１ ６
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

表 合成体系

Ｔａｂ ． ２ －６ｄｓＥＮＡｓｙｎｔｉｉｅｓ ｉ ｓｓｙｓｔｅｍ

合成体系


５０
ｎＬ


ｃＤＮＡ ３
 ＼
ｉｇ

Ｔ７
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ ２０

ｐＬ

Ｔ７
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ４

 ＼

ｉＬ

ＲＮＡ  ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２

ＡＴＰ 、 ＵＴＰ 、 ＧＴＰ 、 ＣＴＰ各 
２ ．４

叫

ＰＥＰＣ 水


补足至 ５０
ｍＬ


将 稀释至 ５００ｎｇ／ｎＬ ， 选取 ６０ 只 ５ 龄幼虫 ， 分为对照组 ｃｆｃＧ办 组和实验组

办Ｍｗｐ２ 组 ， 在 ６ 龄 ６ 小时 （ ６ｔｈ－６ ｈ ） 注射第
一

针 ， 每只幼虫注射 ５ 叫 ， ２４ ｈ 后注射第

二针 ， ４８ｈ 后注射第三针 ， 共注射三针 。 注射完成 ６ｈ 后提取各组织 ＲＮＡ 和蛋 白质用

于后续实验 。

２ ．３ ． １ １谷 糊

称取虫体脑组织约 ２ｍｇ ， 加入 ２００
ｍ
Ｌ 裂解液冰浴匀浆 ， ８０００

ｘ
ｇ 离心 １ 〇 ｍ ｉｎ ， 取上

清和标准溶液 ， 分别加入四种试剂混匀 ， ３４０ｎｍ 测定 ２０ｓ 时和 ５ｍ ｉｎ２０ｓ 时的吸光度 ，

计算谷氨酸的含量 。

２ ．３ ．Ｕ

称取虫体脑组织约 ２ｍｇ 加入 ２０
ｎＬ 裂解液匀浆 ， １ ２

，
０００ｘ ｇ 常温离心 ５ｍ ｉｎ ， 取上

清 。 将２０ ，
０００ｍｇ

／ｄ ｌ葡萄糖标准品稀释为０ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２０ 、 ５０ 、 １ ００ 、 ２００ 、 ４００ 、 ８００ 、 １ ２００ 、

１ ６００ 和 ２０００ｍｇ／ｄ ｌ 的葡萄糖标准溶液 ， 取出 Ｇ ｌｕｃｏｓｅ Ａｓｓａｙ 

Ｒｅａｇｅｎｔ ， 融解、 混勾并恢复

至室温 。 取 ５
ｊ

ｉＬ 标准品或样品至 ＰＣＲ 管加入 １ ８５
ｈＬＧｌｕｃｏｓｅ Ａ ｓｓａｙ

Ｒｅａｇｅｎｔ ， 使最终体

积为 １ ９０
ｐＬ 。 涡旋混合后 ， ５０００

ｘ
ｇ 离心数秒使液体沉降至管底 。 ＰＣＲ 仪上 ９５

°
Ｃ加热 ８

ｍ ｉｎ ， 并降温至 ４
°

Ｃ 。 降温至 ４
°

Ｃ后 ， 即可取出 ＰＣＲ 管 。 每管吸出 １ ８０ 吣 液体至
一

洁

净的 ９６ 孔板中 ， 转移液体时注意避免产生气泡 ， ６３０ｎｍ 测定吸光度 ， 计算样品 中 的葡

萄糖浓度 。

１ ７
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

２ ．３ ． １ ３２０Ｅ 虫体激素刺激

用ＤＭ ＳＯ将２ ０Ｅ从２ ０ｍＭ稀释到２ｍＭ（ １ ０ｍｇ ／ｍＬ ） ， 再用ＰＢ Ｓ稀释为２０ｎｇ／ｐＬ 、

４０ ｎｇ
／

｜

ｉＬ 、 ６０ ｎｇ／
（

ｉＬ 和 １ ００ ｎｇ／
｜

ｉＬ 四种不同浓度 。 取 ６ ｔｈ－６ ｈ 的幼虫 ５ ０ 只 ， 分为五组 ， 其

中 四组幼虫分别注射 ５
ｐ
Ｌ／只幼虫不 同浓度的 ２ ０Ｅ ， 对照组注射每只幼虫 ５

ｎ
Ｌ 等 比例稀

释的 ＤＭ ＳＯ ，６ｈ 后取其脑组织提取 ＲＮＡ ， 进行基因表达量检测 ， 完成浓度梯度实验 。

取 ６ ｔｈ －

６ ｈ 的幼虫 ４０ 只 ， 每只幼虫注射 ５ ｐＬ １ ００ ｎ
ｇ
／
ｎＬ 的 ２０Ｅ ， 分为四组 ， ｌ ｈ 、 ３ ｈ 、 ６

ｈ 和 １ ２ｈ 后取其脑组织提取 ＲＮＡ ， 进行基因表达量检测 ， 完成时间梯度实验 。

２ ．３ ． １ ４ 细胞重组质粒构建以及细胞系转染

扩增 ５ 

’

上游序列包括 ＦＯＸＯ 结合位点在 内 的 ２０００ｂｐ ， 构建 ｐＭｎｐ２
－ＬＵＣ Ｉ

－

ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 重组质粒 。

取 ３ｎｇ 重组质粒溶于 １ ００ｐ Ｌ０ ． ９％的生理盐水 中 ， 把 １ ０ｐ
Ｌ 转染试剂溶于 １ ００ｐＬ

０ ． ９％的生理盐水 ， 将两者混匀 ， 过表达 ４ ８ ｈ 后可通过显微镜观察其发光状态 ， ７２ ｈ 后可

提取细胞蛋 白用于后续实验 。

２ ．３ ． １ ５Ｌ ｕｃ ｉ ｆｅｒａｓｅ
检测

将重组质粒 ｐＭｎ
／
７２ －ＬＵＣ Ｉ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ， 转染到六孔板的表皮细胞中 ， 设计四组实验 ，

其中两组转染 ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ， １ ２ ｈ 后分别添加 ２ ｐＬ ＤＭＳＯ 和 ２ ｐＬ ２ ０Ｅ （ ２ ｍＭ ） 处理 ， 另 外

两组转染ＦＯＸＯ －ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ， １ ２ ｈ后分别添加２ ｐＬ ＤＭ ＳＯ和２ ｐＬ ２０Ｅ（ ２ ｍＭ ） 处理 ， ７２

ｈ 后提取细胞蛋 白 ， 通过蛋 白免疫印迹检测 Ｌｕｃ ｉｆｅ ｒａ ｓ ｅ 表达水平 。 将重组质粒

ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ ， 转染到 ２４ 孔板中 ， 同时转染 内参质粒 ｐ

ＲＬ －ＴＫ ， 处理同上 ， 通过双荧光

素酶报告基因检测试剂盒检测转录活性 。

２ ．３ ． １ ６ 统计

所有实验均重复三次 。 实验结果采用 Ｇ ｒａｐ
ｈＰａｄ９ 、 Ｉｍａｇｅ

〗 和 Ａ ｉ 软件分析作 图 ， ｆ

检验统计方法分析差异的显著性水平 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

，

＊ ＊

ｐ
＜０ ． ０ １

，

＊ ＊ ＊

／
７
＜０ ． ００ １ ） ， 多组之间有显

著差异用不 同字母表示 。

１ ８
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

表 ２－７ 实验所用 引物序列表

Ｔａｂ ．２＿７Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ  ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（ ５
，

＿３
，

）

Ｅｘｐ
－Ｍｍｐ２

－ＦＴＡＣＴＣＡＧＧＡＴＣＣＴＡＣＣＣＧＡＧＣＡＡＴＣＣＣＡＧＡＣＣ

Ｅｘｐ
－Ｍｍｐ２

－ＲＴＡＣＴＣＡＧＴＣＧＡＣＣＡＡＣＡＣＧＡＣＣＴＴＴＴＴＣＣＴＣＡＴ

Ｍｍｐ２
＾ＲＴＦＡＡＡＧＡＧＧＧＴＴＧＡＧＧＣＴＧＡＣＧ

Ｍｍｐ２
－ＲＴＲＡＡＣＡＡＣＡＣＣＡＣＧＡＣＧＧＣＴＡＴ

Ｍｎ^ ＲＮＡ ｉＦＡＣＣＧＣＡＡＴＧＧＴＡＴＣＣＡＧＣＡＡ

Ｍｗ／７２－ＲＮＡｉＲＧＴＧＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＴＴＣＧＴＴＧ

Ｇ
ｊ＾

－ＲＮＡｉＦＧＣＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＴＧＧＴＣＣＣＡＡＴＴＣＴＣＧＴＧＧＡＡＣ

Ｇ
ｊ＾

－ＲＮＡ ｉＲ


ＧＣＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＣＴＴＧＡＡＧＴＴＧＡＣＣＴＴＧＡＴＧＣＣ

注 ： ＭＭＰ２ ：ＸＰ０２ １ １ ８５４ １ １ ．２
；
ｃ－Ｍｙｃ ：ＡＨＮ９５６５ ８ ． １

；
ＷＮＴ ：ＡＨＮ９５６５９ ． １

；ｐ
－Ａｃｔ ｉｎ ： ＡＬＰ７３４０５ ． １ 。

２ ．４ 实＿果

２ ．４ ． １ 棉铃虫 ＭＭＰ２ 的？定

为了鉴定棉铃虫的 ＭＭＰｓ ， 以人类 、 小 鼠 、 黑腹果蝇 、 家蚕和埃及伊蚊为路标 ， 在

ＮＣＢ Ｉ 数据库中搜索 了棉铃虫基因组中 的 ＭＭＰｓ 。 在棉铃虫基因组中发现 ３ 种 ＭＭＰ ｓ ，

基因组中分别命名为基质金属蛋 白酶 ２（ｍａｔｒ ｉｘｍｅｔａｌ ｌｏｐｒｏｔｅ ｉｎａｓｅ２
，
ＭＭＰ２ ） 、 基质金属

蛋 白 酶１ ４（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａ ｌ ｌｏｐｒｏｔｅ ｉｎａｓｅ １ ４
，
ＭＭＰ １ ４） 和 基 质 金属 蛋 白 酶２５（ｍａｔｒｉｘ

ｍｅｔａ ｌ ｌｏｐｒｏｔｅ ｉｎａ ｓｅ ２５
，
ＭＭＰ２５ ） （ 图 ２－

１ ） 。 通过构建 ＭＭＰｓ 进化树发现 ， 棉铃虫 、 家蚕、

果蝇和埃及伊蚊的 ＭＭＰ２ 聚为
一

支 ， 同时和人的膜型 ＭＭＰ ｓ ：ＭＭＰ １ ７ 和 ＭＭＰ２５ 聚为

一

支 。

随后通过 ＳＭＡＲＴ 分析 了棉铃虫 、 果蝇 、 家蚕和埃及伊蚊的 ＭＭＰ２ 以及人的 ＭＭＰ２

和 ＭＭＰ２５ ， 发现他们有相似的结构域 ， 但是人的 ＭＭＰ２ 不含跨膜结构域 ， ＭＭＰ２５ 含

ＤＵＦ 结构域 （膜型基质金属蛋 白酶 Ｃ 端的跨膜结构域 ） ， 棉铃虫的 ＭＭＰ２ 有 ２ 个跨膜

结构域 ， 因此棉铃虫中的 ＭＭＰ２ 属于膜型 ＭＭＰ（ 图 ２－２ ） ， 又分析了棉铃虫中三种 ＭＭＰ

的序列 ， 发现 ＭＭＰ２ 的序列与 ＭＭＰ２５ 和 ＭＭＰ １ ４ 的
一

致性分别为 １ ７ ． ８％和 ２３ ． ５９％（ 图

２
－

３ ）〇

１ ９
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



１ 〇〇
（



［

Ｈ ． ａ ｒｍ ｉｇｅｒａ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔ ａ ｌ ｌ ｏ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ

－

２ ＸＰ ０ ２ １ １ ８ ５４ １ １ ． ２
 ｜

１ ００

Ｂ ． ｍｏｒｉ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔ ａ ｌ ｌ ｏｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎａ ｓ ｅ
－

２ Ｘ Ｐ ０ ０４９ ３２２９ ８ ． １

５〇＾


Ｄ ．ｍｅ ｌａｎ ｏｇａｓ ｔｅｒ ｍａ ｔ ｒ ｉ ｘｍ ｅ ｔａ ｌ ｌｏｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎａ ｓｅ ２  ｉ ｓｏｆｏ ｒｍ Ｂ Ｎ Ｐ ９ ９ ５ ７ ８ ８ ． １

８９ 
 Ａ ． ａ ｅｇｙｐ ｔ ｉ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌｏ ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓｅ

－

２ ＸＰ ０ ２ １ ７ ０４７ ６４ ． １

２７ Ｗ ． ａ ｒｍ ，

－

ｇｅ
ｒａ ｍ ａ ｔｒｉ ｘ ｍ ｅ ｔ ａ ｌ ｌ ｏ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ －２ ５ Ｘ Ｐ ０ ２ １ １ ８ ５ ３ ８ ８ ． ２

 ｜



Ｈ ． ｓａｐ ｉｅｎ ｓ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ ｏ ｐｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ａ ｓｅ  １ ７ ＫＡ Ｉ ４０ ６ ８ ９ ８ ８ ． １

８〇
 Ｈ ． ｓ ａｐ ｉｅｎｓ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ ｏｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ

－２ ５  ｉ ｓｏｆｏ ｒｍ Ｘ １Ｘ Ｐ ０ ２４３ ０ ６ １ ５９ ． １

３ ２
－

 １ ００Ｍ ．ｍｕｓ ｃ ｕ ｌｕｓ ｍ ａ ｔｒｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ ｏ ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ －

２ ５  ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ Ｘ １ Ｘ Ｐ ０ １ ７ １ ７ ２９ ５ ５ ． １

１ ００
「
Ｗ ． ｓａｐ ／ｅｎｓ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘｍｅ ｔａ ｌ ｌ ｏ ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎａ ｓｅ

－

２  ｉ ｓ ｏ ｆｏ ｒｍ ３ Ｎ Ｐ ０ ０ １ ２ ８ ９４ ３ ９ ． １

９ ９ ＾
Ｍ ．ｍｕｓｃｕ ｌｕｓ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ ｏ ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓｅ

－

２  ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ Ｘ １Ｘ Ｐ ０ ０ ６ ５ ３ ０ ８ １ ４ ． １

４ ９ Ｈ ． ｓａｐ ｉｅｎ ｓ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ
ｌ ｏ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓｅ

－

２４  ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ Ｘ ３ Ｘ Ｐ ０ １ ６ ８ ８ ３ ０ ８ ７ ． １

１ ０ ０ Ｈ ． ｓａｐｉｅｎｓ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌｏｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ  １ ５
 （
ｍ ｅｍ ｂ ｒａ ｎ ｅ

－

ｉ ｎ ｓｅ ｒｔｅｄ
）ＡＡＰ ３ ５ ３ ６ １ ． １

Ｒｓａｐ ｆｅｎｓ ｍａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ ｏ ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎａ ｓｅ  １ １
 ｛

ｓ ｔ ｒｏｍ ｅ ｌ

ｙ
ｓ

ｉ
ｎ ３

）ＡＡＷ６ ５ ３ ７ ３ ． １

 Ａ ． ａｅｇｙｐ ｔ ｉ ｍａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ ｏ ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ －

１ ９ ＸＰ ０ ０ １ ６ ６２ ０ ５ ６ ． ２

７８


Ｄ ． ｍｅ ／ａｎ ｏｇａｓ ｆｅｒ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍｅ ｔ ａ ｌ ｌ ｏｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ  １  ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ Ｃ Ｎ Ｐ ７ ２ ６４７ ３ ． ２



Ａ ． ａｅｇｙｐ ｔ ｉ ｍ ａ ｔｒ ｉ ｘ ｍｅ ｔａ ｌ ｌ
ｏｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ

－

１ ４  ｉ ｓ ｏ ｆｏ ｒｍ Ｘ １Ｘ Ｐ ０ ０ １ ６ ５ １ ２４ １ ． １

１ ０ ０
—

Ｈ ． ａｒｍ ｉｇｅｒａ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔ ａ ｌ ｌ ｏ ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｌ ｎ ａ ｓ ｅ －

１ ４  ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ Ｘ １Ｘ Ｐ ０ ２ １ １ ８ ３ ７ ３２ ． ２

ｉ 〇〇 ｒ Ｂ ． ｍ ｏ ｒｉ ｍａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ ｏｐ ｒｏ ｔｅ ｉ
ｎ ａ ｓ ｅ  １ ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ Ｘ １Ｘ Ｐ ０ １ ２ ５４ ７ ７ ０ ５ ． １

１ ００ ＊

Ｂ ． ｍ ｏｒｉ ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔ ａ ｌ ｌ ｏｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓｅ  １ ｉ ｓｏ ｆｏ ｒｍ  １Ｎ Ｐ ０ ０ １ １ １ ６４９ ９ ． １

ｌ



１

０ ． １ ０

图 ２ －

１ＭＥＧＡ ７ ． ０ 构建 ＭＭＰ 系统进化树

Ｆ ｉｇ ．２ －

１Ｔｈｅ
ｐ
ｈ
ｙ ｌ ｏｇｅ

ｎｅ ｔ ｉ ｃｔｒｅｅｏｆ ＭＭＰｃｏｎｓ ｔｒｕｃ ｔｅｄｂｙ
ＭＥＧＡ ７ ．０

注 ： 在棉铃虫基因组中鉴定到 了三个 ＭＭＰ ， 红色方框标记 ｜Ｅ标基因 Ｍｗｐ２ 。 ／／ ａｒｗ ／ｇｅｒａ ： 棉铃

虫 ；
５ ． ｗｏｒ ／ ： 家蚕 ；

Ｚ） ．果蝇 ； 埃及伊蚊 ； 智人 ；

小 鼠 。 黄色线条 ： 棉铃虫 、 家蚕 、 果蝇和埃及伊蚊的 ＭＭＰ２ 聚为
一

支 ， 红色线条 ： 棉铃虫的 ＭＭＰ２５

单独聚为
一

支 ， 蓝色线条 ： 人和小 鼠的膜型 ＭＭＰ １ ７ 和 ＭＭＰ２５ 聚为
一

支 ， 黑色线条 ： 人和小 鼠的膜

型 ＭＭＰ １ ７ 、 ＭＭＰ２ 同时也和棉铃虫 、 家蚕 、 果蝇和埃及伊蚊的 ＭＭＰ２ 聚为
一

大支 ， 绿色线条 ： 人

和小 鼠 的其他 ＭＭＰ 聚为
一

支 ， 紫色线条 ： 棉铃虫 、 果蝇 、 家蚕和埃及伊蚊的 ＭＭＰ １ ４ 和 ＭＭＰ １ 聚

为
一

支 。

Ｎ ｏ ｔｅ ｓ ：ＴｈｒｅｅＭＭＰｓｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔ ｉｆｉ ｅｄ ｉｎｔｈｅＨ．ａｒｍ ｉｇｅｒａ ， 
ｗ ｉｔｈｔｈｅｔａｒｇｅｔ

ｇｅｎｅＭｍｐ２ｍａｒｋｅｄｂｙ
ｔｈｅｒｅｄ

ｂｏｘ ． Ｈ．ａｒｍ ｉｇｅｒａ ：Ｈｅ ｌ ｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍ ｉｇｅｒａ ； Ｂ ．ｍｏｒ ｉ ：Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒ ｉ ；Ｄ ．ｍｅｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ：Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒ ；

Ａ ． ａｅｇｙｐｔｉ ：Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ ；Ｈ． ｓａｐ ｉｅｎｓ ：Ｈｏｍｏ ｓａｐ ｉｅｎｓ ；Ｍ． ｍｕｓｃｕｌｕｓ ：Ｙｅ ｌ ｌ ｏｗ  ｌ ｉｎｅ ： ＭＭＰ２

ｏｆＨ．ａｒｍ ｉｇｅｒａ ，Ｂ ．ｍｏｒｉ
，Ｄ ．ｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒａｎｄＡ ．ａｅｇｙｐｔｉ ｉ ｓｃ ｌｕｓ ｔｅ ｒｅｄ ｉｎｔｏｏｎｅ

，ｒｅｄ ｌ ｉｎｅ ：ＭＭＰ２ ５ｏｆＨ．

ａｒｍ ｉｇｅｒａ  ｉ ｓ ｃ ｌ ｕ ｓ ｔｅ ｒｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｅ
，
ｂ ｌ ｕｅ  ｌ ｉ ｎｅ ： ｍ ｅｍｂ ｒａｎ ｅ－ｔｙｐｅ ＭＭＰ １ ７ ａｎｄＭＭＰ２ ５ｏｆ／／， ｓａｐ ｉｅｎｓ ａｎｄ Ｍｍ ｕｓｃｕｌｕｓ

ａ ｒｅ ｃ ｌ ｕｓ ｔｅ ｒｅｄ ｉｎｔｏｏｎｅ
， 
ｂ ｌａｃｋ ｌ ｉｎｅ ： Ｔｈｅ ｍｅｍｂ ｒａｎｅ ＭＭＰ １ ７ａｎｄＭＭＰ２ ｏｆＨ．ｓａｐ ｉｅｎｓ ａｎｄ Ｍ．ｍ ｕｓｃｕ ｌｕｓａ ｒｅ ａ ｌ ｓｏ

ｃ ｌ ｕ ｓ ｔｅ ｒｅｄｔｏｇ
ｅｔｈ ｅ ｒ ｗ ｉｔｈｔｈｅＭＭＰ２ｏｆ Ｈ．ａｒｍ ｉｇｅｒａ ，Ｂ ．ｒｎｏｒｉ

，Ｄ ．ｍｅｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒａｎｄ Ａ ．ａｅｇｙｐ ｔｉ ．Ｔｈｅ
ｇｒｅ ｅｎ ｌ ｉｎｅ

ｉ ｓ ｃ ｌ ｕｓ ｔｅｒｅｄｔｏｇｅｔｈｅ ｒ ｗ ｉ ｔｈｏ ｔｈｅｒ ＭＭＰ ｏｆ ／／，ｓａｐ ｉｅｎｓ ａｎｄＭ．ｍ ｕｓｃｕｌｕｓ
， 
ａｎｄ  ｔｈ ｅ

ｐｕ ｒｐ ｌ ｅ ｌ ｉｎｅ ｉ ｓ ｃ ｌ ｕｓｔｅ ｒｅｄ ｔｏｇｅｔｈｅ ｒ

ｗ ｉ ｔｈＭＭＰ  １ ４ａｎｄＭＭＰ ｌｏｆ ／／，ａｒｍ ｉｇｅｒａ ，Ｂ ．ｍｏｒ ｉ
，Ｄ ．ｍｅ ｌａｎｏｇａｓ ｔｅｒａｎｄ ＾ ［ ．ａｅｇｙｐｔ ｉ ．

２ ０
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ＡＡ
＇Ｋ
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ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ
ｏ ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ａ ｓｅ

－

２ ５

Ｊ ＸＰ ０ ２ １ １ ８ ５ ３８ ８ ． ２

Ｏｔｌ＾＾
Ｂ ｍｏｒｉ

 ｊ＾＾
Ｚｎ Ｍ ｃ騰 麵＿？ ．

Ｈ ＸＨＸＨ ＸＨ Ｘ ＿ ？
ｍ ａ ｔｒｉ ｘ ｍｅ ｔａ ｌ ｌｏ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓｅ －２

＿■」ｚ ＸＰ ００４９３ ２ ２９ ８ ． １
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－Ｈｘ
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－ Ｉ３＝：＝二ｒ—
 ？ Ｎ Ｐ ９９ ５７ ８ ８ ． １

■
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＇

Ｍａ ｌ ｔ ＇Ｕ． ＊ ？

＾６
 Ａ ． ａｅｇｙｐ ｔｉ
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｜
■

ｍａｔ ｒ ｉ ｘ ｍ ｅ ｔａ ｌ ｌ ｏ ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ

－２

’

 ＸＰ ０２ １ ７０４ ７ ６４ ． １

， １ ？Ｈ ９？ ？Ｗ ？Ｖｒ

＾ ＾

ＺｎＭ ｃ
－

Ｈｘ


－Ｗ ＸＨＸ ＩＥＨｍ ａ ｔ ｒｉ ｘ ｍｅ ｔａ ｌ ｌ ｏ ｐ ｒ ｏ ｔｅ ｉ ｎ ａ ｓｅ －

２５

ＫＵ Ｘ Ｐ ０２４３０６ １ ５９ ． １

Ｉ Ｉ
’陳）＾＋ 

＂

嫌
Ｎ Ｐ ００ １ ２８ ９ ４ ３９ ． １

、 ？ ＞ ３０
＊

Ｍ Ｃ ？ Ｘ？ ＞

图 ２ －２ＳＭＡＲＴ 分析 ＭＭＰ ｓ 结构域

Ｆ ｉ ｇ ．２ －２ Ａ ｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ＭＭ Ｐ ｓｓｔｒｕｃ ｔｕｒａ ｌｄｏｍ ａ ｉ ｎｓｂｙ
ＳＭＡＲＴ

注 ： 蓝色区域表示跨膜区 ， ＤＵ Ｆ 结构域表示膜型基质金属蛋 白酶 Ｃ 端的跨膜结构域 。
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图 ２ －３ 利用 ＤＮＡＭＡＮ 对棉铃虫 ＭＭＰ ｓ 序列进行 比对

Ｆ ｉｇ ． ２－

３Ｓ ｅｑｕ ｅｎｃｅａ ｌ ｉｇｎｍ ｅｎｔ ｏｆ ｔｈ ｅＭＭＰ ｓｏｆ Ｈ．ａｒｍ ｉｇｅｒａｂｙ
ＤＮＡＭＡＮ

注 ： 红框中 的序列是制备抗体所用序列 ， 橙色框 中 的序列是干扰 ＲＮＡ 所用序列 。
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

２ ．４ ．２ 基筛选差异性表达的

为 了筛选在变态发育过程中参与脑发育 的 Ｍｗ；
ｗ ， 检测 了Ｍｍｐ２ ，

ＭｗｐＭ 和

在取食期 ６ 龄 ２４ 小时 （ ６ ｔｈ－２４ ｈ ） 和变态期 ６ 龄 ９６ 小时 （ ６ｔｈ－９６ ｈ ） 在脑中 的转录水平 ，

发现仅 Ｍ７７
／
７２ 在变态期高表达 。 因此 ， 将 作为研究 目 标 （ 图 ２ －４ ） 。
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图 ２－４ 棉铃虫 Ｍｗｐｓ 的基因筛选
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ＲＴ －ＰＣＲ 检测棉铃虫中 的三种 Ｍｍｐ 在取食期和变态期的表达量 ， 选取 ６ｔｈ －２４ ｈ 代表取食

期 ， ６ ｔｈ
－９６ ｈ 代表变态期 。 实验均满足三次生物学重复 ， 误差线表示平均值 土 ＳＤ ，＾ 检验分析显著性
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２ ．４ ．３ＭＭＰ２ 的原核表达及抗体制备

为 了检测 ＭＭＰ２ 在不同龄期表达水平的变化 ， 制备其兔源多克隆抗体 。 选取 ＭＭＰ２

中第 ６０６ －７７ ８ 位氨基酸序列 ， 克隆扩增 Ｍｗｐ２ 中该序列片 ， 构建原核表达载体制备抗原 ，

取诱导前后样品待测 ， 诱导表达后取菌液破碎离心 ， ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 检测 ， 发现单

一

抗原条

带 （ 图 ２ －５Ａ ） ， 制备 ＭＭＰ２ 的兔源多克隆抗体 。 随后用变态期 ６ ｔｈ－ ９６ｈ 的脑组织蛋 白

检测抗体 ， 发现抗体特异性识别 ＭＭ Ｐ２ 的酶原 （ １ ０ ３ ｋＤａ ） 和活化的 ＭＭＰ２（ ６７ ｋＤａ ）

（ 图 ２ － ５Ｂ ） ， 说明抗体具有特异性 。

２ ２
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１

 １ ５ 
—

Ｍ １２ ３ ４５ Ｍ６ ｔｈ
－９６ ｈ

Ｂ ｒａ ｉ ｎ

图 ２－

５ＭＭＰ２ 的原核表达 、 纯化 以及抗体特异性检测

Ｆ ｉ

ｇ ．２
－

５Ｐ ｒｏｋａｒｙｏｔ ｉ ｃｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ，ｐｕｒ ｉ ｆｉ ｃ ａｔ ｉｏｎａｎｄａｎｔ ｉｂｏｄｙ
ｓｐｅｃ ｉｆｉ ｃ ｉ ｔｙ

ｄｅｔｅｃｔ ｉｏｎｏｆ ＭＭＰ２

注 ： （ Ａ ）ＭＭＰ２ 的原核表达 以及纯化 。 （ Ｂ ） 抗体特异性检测 。

Ｎ ｏｔｅ ｓ ：

（
Ａ

）
Ｐ ｒｏｋａｒｙｏｔ ｉ ｃｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎａｓｗ ｅ ｌ ｌａｓ

ｐｕｒ ｉ ｆ ｉ ｃ ａｔ ｉ ｏｎｏｆ ＭＭ Ｐ２ ．

（
Ｂ

） 
Ａ ｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ

ｓｐｅｃ
ｉｆｉ ｃ ｉ ｔｙ

ａｓ ｓａｙ ．

２ ．４ ．４ＭＭＰ２ 在脑中表达水平最离 ， 在变态期表达埔加

为 了验证 ＭＭ Ｐ２ 在脑中 的表达 ， 检测 了 发育过程中 四种组织 中 ＭＭ Ｐ２ 的表达模式 ，

包括表皮 ， 中肠 ， 脂肪体和脑 ， Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 实验显示 ， 不 同发育阶段 ＭＭＰ２ 的表达 出

现明显变化 ， 与其他组织相 比 ， ＭＭＰ２ 在脑中 的表达水平最高 （ 图 ２ －６Ａ ） 。 ｑ
ＲＴ－ＰＣ Ｒ 的

结果获得 了 相似的表达模式 （ 图 ２ －６Ｂ ） 。 这表明 ＭＭ Ｐ２ 在脑变态发育过程中发挥作用 。

２ ３
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图 ２ －６ 发育过程中 ＭＭＰ２ 的表达模式

Ｆ ｉｇ ． ２ －６Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ
ｐ ｒｏ ｆｉ ｌ ｅｓｏｆ ＭＭＰ２ｄｕｒ ｉｎｇ

ｄｅｖｅ ｌｏｐｍ ｅｎｔ

注 ： （Ａ ） 检测不同时期 ＭＭＰ２ 在脑 、 表皮 、 中肠和脂肪体中蛋 白水平的表达模式 ， ＡＣＴＢ 为

内参蛋 白 ， 所用胶浓度为 １ ２ ． ５％ ， 每个泳道加入 ５ 吨 蛋 白质 。 （ Ａ ｉ ）ＩｍａｇｅＪ 对 （ Ａ ） 图结果进行定

量统计 ， 误差线表示平均值 土 ＳＤ 。 （ Ｂ ） ｑ
ＲＴ －ＰＣＲ 检测不同时期 Ｍ？ｐ２ 在脑 、 表皮 、 中肠和脂肪体

中 ｍＲＮＡ 水平的表达模式 。

Ｎ ｏｔｅ ｓ ：（
Ａ

）Ｔｈｅｐ ｒｏｔｅ ｉｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏ ｆＭＭＰ２ｉｎｂｒａ ｉｎ
，ｅｐ ｉ ｄ ｅ ｒｍ ｉ ｓ

，ｍ ｉｄｇｕｔａｎｄｆａｔｂｏｄｙａｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ

ｄｅｖｅ ｌ ｏｐｍ ｅｎｔａ ｌａｇｅｓ ， 
ＡＣＴＢｗａｓｔｈ ｅ ｉ ｎｔｅｒｎ ａ ｌｒｅｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ．Ｔｈｅｃｏｎｃ ｅｎｔｒａｔ ｉｏｎｏｆ ｔｈｅ
ｇｅ ｌｗａ ｓ１ ２ ． ５％． Ａｄｄ

５
 ｜

ｉ ｇｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ

ｐｅ ｒ  ｌａｎｅ ．

（
Ａ ｉ

）Ｑｕａｎｔ ｉｔａｔ ｉ ｖ ｅｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓｏｆ ｔｈｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓｏｆ
 （
Ａ

） ｇｒａｐｈｂｙ
Ｉｍ ａｇｅＪ ． Ｔｈｅ ｂａｒｓ ｉｎｄ ｉｃ ａｔｅｔｈｅ

ｍｅａｎ土ＳＤ ．

（
Ｂ

）ｑ
ＲＴ－ＰＣＲｔｏｄｅｔｅｃ ｔ ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｍＲＮＡ  ｌ ｅｖｅ ｌｓｏｆ ｉｎｔ ｉｓ ｓｕｅｓ ．

２ ．４ ．５ＭＭＰ２ 定位于脑中

为 了探究 ＭＭＰ２ 在虫体中 的定位 ， 本研究进行 了免疫组织化学实验 ， 以前血清作为

对照 ， 绿色荧光显示 ＭＭＰ２ 定位情况 ， 结果显示 ， 前血清组没有观察到绿色荧光 ， 在取

食期 ６ｔｈ
－２４ｈ 的脑中观察到 了少量绿色荧光 ， 在变态期 ６ ｔｈ －９６ｈ 的脑 中观察到 了大量绿

色荧光 （ 图 ２－７ ） ， 表明 ＭＭＰ２ 在脑中发挥作用 。

２ ４
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



ＤＡＰ Ｉ

ＭＭ Ｐ ２ Ｍｅ ｒｇｅ

—ＭＳ

邏■■
Ｉ

％■＿＿
图 ２－７ＭＭＰ２ 定位于变态期的脑中

Ｆ ｉ

ｇ ． ２ － ７ＭＭＰ２ ｉ ｓａｂ ｕｎｄａｎ ｔ ｉ ｎｔｈｅｂｒａ ｉ ｎａ ｔ６ ｔｈ
－９ ６ｈｄ ｕｒ ｉ ｎｇ

ｍ ｅｔａｍｏｒｐｈｏｓ ｉ ｓ

注 ： Ｐ ｒｅｓｅｒｕｍ ： 前血清 ， 绿色荧光 ： ＭＭＰ２ ， 蓝色荧光 ： ＤＡＰ １ ， Ｍｅｒｇ ｅ ： 合并 。 Ａ ： 前 向 ；
Ｄ ：

背 向 ；
Ｌ ： 侧向 ； Ｐ ： 后 向 ；

Ｖ ： 腹向 。

Ｎ ｏ ｔｅ ｓ ：Ｇ ｒｅ ｅｎｆｌｕｏｒｅ ｓｃ ｅｎｃｅ ：ＭＭＰ２
，ｂ ｌｕｅｆｌｕｏｒｅ ｓｃｅｎｃ ｅ ：ＤＡＰ Ｉ ．Ａ ：Ａｎｔｅｒｉ

，Ｄ ：Ｄｏｒｓａｌ
，Ｌ ：Ｌａｔｅｒａ ｌ

，Ｐ ：

Ｐｏｓ ｔｅ ｒ ｉｏｒ
，
Ｖ ：Ｖｅｎｔｒａ ｌ ．

２ ．４ ．６ 虫体敲降 抑制了成虫脑的发育及变态发育

为 了探宄棉铃虫脑的发育 ， 选取 了 ８ 个时间段 ， 包含取食期 、 变态期和蛹期 ， 观察

其脑形态的变化 （ 图 ２
－

８ ） ， 发现从取食期到变态期再到蛹期 ， 脑的形态有了 明显变化 ，

脑的体积和两个脑半球的直径明显增加 。

２ ５
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Ｅ３＿＿＿
６ ｔｈ －９ ６ ｈ ６ ｔｈ －

１ ２０ ｈ Ｐ －２ ｄ Ｐ －４ ｄ

ＢＷＢ
ＩＨＢＱＲ９

图 ２ － ８ 不同时期脑的发育形态

Ｆ ｉｇ ．２ －

８Ｍｏｒ
ｐ
ｈｏ ｌ ｏｇｙ

ｏｆ ｂ ｒａ ｉｎａｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔａｇｅ ｓ

为 了进
一

步探宄 ＭＭＰ２ 在虫体中 的功能 ， 对 Ｍ？ｐ２ 进行干扰 ， 实验分为两组 ， ＡＧ办

组和 组 ， 每组 ３ ０ 只幼虫 ， ６ ｔｈ －６ｈ 注射第
一

针 ， 每 ２４ｈ 后注射
一

针 ， 共三针 。

从第
一

次注射后 ４ ８ ｈ 、 ９０ ｈ 、 １ ２０ ｈ 到 １ ４４ ｈ ， 四个时间段观察脑的形态 。 发现注射 ｔｆｅＭｍ
／
７２

组脑的体积相 比 办＠ 组小 （ 图 ２ －９Ａ ， Ａ ｉ ） ， 化蛹时间平均延长 ２０ ｈ 左右 （ 图 ２ －９Ｂ ） ，

也Ｍｎｐ２ 组有 ２６ ．２ ５％的幼虫死亡和 ３２ ． ５％的化蛹延迟 （ 图 ２ －９Ｃ ，Ｄ ） ， 注射完成 ２４ ｈ 后

提取 ＲＮＡ ， ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测干扰效率 ， 发现 Ｍ＾２ 表达量显著下降 ， 说明干扰成功 ， 而

且没有脱靶影响其他两个 Ｍｗ／
ｗ（ 图 ２ －９Ｅ ） ， 这表明 Ｍｗｐ２ 在变态期脑发育 中起着重要

作用 。

２ ６
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图 ２ －９ 敲降 Ｍｗｐ２ 抑制 了幼虫脑的发育和化蛹

Ｆ ｉｇ ．２ －９Ｔｈｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆ 
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注 ： （ Ａ ） 注射 治Ｇ办 和 沿 ４ ８ｈ 、 ９０ｈ 、 Ｉ ２０ ｈ 和 Ｉ ４４ ｈ 后脑的形态 。 （ Ａ ｉ ） 通过测量对

（ Ａ ） 图 的结果进行定量统计 。 （ Ｂ ） 注射 ｃｆｅＣ办 和 也Ｍｗｐ２ 后统计蛹的化蛹时间 。 （ Ｃ ） 注射 也Ｇ／＞

和 ＜ｉｓＭｗｐ２ ， ７２ｈ 后的虫体表型 。 （ Ｄ ） 注射 必Ｇ办 和 （ＡＡ／ｗｐｉ 后的表型统计 。 （ Ｅ ） 注射 办 （游 》 和
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／
？２ ， ７２ ｈ 后提取 ＲＮＡ ，

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 进行干扰效率检测和脱靶检测 。
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２ ．４ ．７ 敲降 ＭｍＰ２ 导致脑中葡萄糖和谷氨酸水平降低

为 了 阐 明敲降Ｍｗｐ２ 抑制脑发育 的分子机制 ， 分析了脑中 的葡萄糖和谷氨酸的水平 ，

结果显示从取食期到变态期 ， 葡萄糖和谷氨酸的含量都是逐渐升高的 （ 图 ２ －

１ ０Ａ ， Ｂ ） ，

提示在变态发育 中脑中 的葡萄糖和谷氨酸需要增加输入或合成 。 但当干扰 Ｍ＾２ 之后 ，

脑中谷氨酸和葡萄糖含量均显著下降 （ 图 ２ －

１ ０Ｃ ， Ｄ ） ， 说明 ＭＭＰ２ 与脑中葡萄糖和谷

氨酸运输或合成有关 。

２ ７
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图 ２ －

１ ０ 不 同发育阶段 以及干扰 Ｍｗ
／
７２ 后脑 内葡萄糖和谷氨酸水平

Ｆ ｉｇ ．２ －

１ ０Ｇ ｌｕｔａｍａｔｅａｎｄ
ｇ

ｌ ｕｃｏ ｓ ｅ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓ ｉｎ ｔｈ ｅｂ ｒａ ｉｎａｔ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔａ ｌ ｓ ｔａｇｅ ｓａｎｄａｆｔｅ ｒ ｋｎｏ ｃｋｄｏｗｎ

ｏｆＭｍｐ２

注 ： （ Ａ ） 脑 内 不同阶段的葡萄糖水平 。 （ Ｂ ） 脑 内不同阶段的谷氨酸水平 。 （ Ｃ ） Ｍ＾２ 敲降 ３

ｄ 后脑中 的葡萄糖水平 。 （ Ｄ ）敲降 ３ ｄ 后脑中 的谷氨酸水平 。
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２Ａ ８ 敲降 抑制脑细胞增殖并引起脑细胞 自噬 、 降低 ＧＬＵＴ 和 ＧＴ 表达

本研究从棉铃虫基因组找到 了４ 种葡萄糖转运蛋 白 （ ＧＬＵＴ ） ：Ｇ ｌｕｃｏ ｓ ｅｔｒａｎ ｓ
ｐｏｒｔｅ ｒ

ｍ ｅｍ ｂｅ ｒ １（ ＧＬＵＴ ｌ） 、 Ｇ ｌｕｃｏｓ ｅ ｔｒａｎ ｓｐｏ ｒｔｅ ｒ ｍｅｍｂｅ ｒ ２（ ＧＬＵＴ２ ） 、 Ｇ ｌｕｃｏ ｓｅ ｔｒａｎ ｓｐ
ｏｒｔｅｒ ｍ ｅｍｂｅ ｒ

３（ ＧＬＵＴ３ ） 和Ｇ ｌｕｃｏ ｓｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｔｙｐｅ（ ＧＬＵＴ－Ｔ ） ， ２种谷氣酸转运蛋 白 （ ＧＴ
）
） ：Ｇ ｌｕｍａｔｅ

ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅ ｒ ｌ ｉ ｓｆｏｒｍ Ｘ Ｉ（ ＧＴ－Ｘ １ ） 和Ｇ ｌ ｕｍａｔｅｔｒａｎ ｓｐｏｒｔｅ ｒ ｌ ｉ ｓｆｏ ｒｍ Ｘ２（ ＧＴ－Ｘ２ ） 。 随后通过

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 实验检测 了葡萄糖和谷氨酸转运蛋 白在取食期和变态期的表达量 ， 发现 Ｇ ／ｍＨ 、

Ｇ ／ｗ／２ 和 Ｇ ／ｗＷ 在变态期脑中高表达 （ 图 ２ －

１ １ ） ， 而且干扰 ２ 之后 Ｇ／ｗ＂ 、 Ｇ ／ｗ。 和

Ｇ７ｗ／
－

（ 的表达量在下降 （ 图 ２ －

１ ２ ） ， 与干扰 导致的葡萄糖水平降低
一

致 ， 提不

ＧＬＵＴ ｌ 、 ＧＬＵＴ２ 和 ＧＬＵＴ－Ｔ 与转运葡萄糖入脑有关 ， 而 ＧＬＵＴ３ 在脑中不发挥作用 。

在变态期脑中没有差异表达 ， 而 Ｇｒ
－

；ｃ２ 在变态期脑中检测到 了表达量较取食

期脑中有所增加 （ 图 ２ －

１ １ ） ， 干扰 Ｍｗ／
７２ 之后 只有 Ｇ＾ｃ２ 表达量下降 （ 图 ２ －

１ ２ ） ， 与千

扰 Ｍｎ
／

７２ 之后谷氨酸水平下降
一

致 ， 提示脑中 的谷氨酸可通过 ＧＴ－Ｘ２ 转运入脑 ， 也可

２ ８
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图 ２ －

１ １ 取食期和变态期脑中谷氨酸和葡萄糖转运蛋 白 的表达水平

Ｆ ｉｇ ． ２ －

１ １Ｔｈ ｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆ
ｇ

ｌｕ ｔａｍ ａｔｅａｎｄ
ｇ ｌ ｕ ｃｏ ｓ ｅｔ ｒａｎ ｓｐｏ ｒｔｅ ｒ ｓ ｉｎｂ ｒａ ｉ ｎｄ ｕ ｒ ｉ ｎｇ

ｔｈ ｅｆｅｅｄ ｉ ｎｇ
ａｎｄ

ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓ ｉ ｓｓｔａｇｅ ｓ

注 ： ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测取食期和变态期脑中谷氨酸和葡萄糖转运蛋 白 的表达水平 ， 选取 ６ ｔｈ

－

２４ ｈ 代

表取食期 ， ６ ｔｈ
－９６ ｈ 代表变态期 。

Ｎ ｏ ｔｅ ｓ ：

ｑ
ＲＴ－ ＰＣ Ｒ ｔｏｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｔｈ ｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏ ｆ

ｇ
ｌ ｕ ｔａｍａｔｅａｎｄ

ｇ ｌ ｕｃ ｏ ｓｅ ｔ ｒａｎ ｓ ｐｏ ｒｔｅ ｒｓ ｉ ｎｂ ｒａ ｉ ｎｄ ｕｒ ｉｎｇ

ｔｈ ｅｆｅｅｄ ｉ ｎｇａｎｄｍ ｅ ｔａｍｏ ｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｓｔａｇｅ ｓ ，ａｎｄｓ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔｅｄ６ ｔｈ

－２４ｈｆｏｒｔｈ ｅｆｅｅ ｄ ｉ ｎｇｓ ｔａｇｅａ
ｎｄ６ ｔｈ

－

９６ ｔｈｈｆｏ ｒｔｈｅ

ｍ ｅ ｔａｍｏ ｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｓｔａｇｅ ．

２ ９
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图 ２ －

１ ２ 干扰 后脑 内谷氨酸和葡萄糖转运体的表达水平

Ｆ ｉｇ ．２ －

１ ２Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆ
ｇ

ｌ ｕｔａｍａｔｅａｎｄ
ｇ

ｌ ｕ ｃｏｓ ｅｔｒａｎｓｐｏ ｒｔｅｒｓ ｉｎｔｈｅｂ ｒａ ｉｎａｆｔｅ ｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆ

Ｍｍｐ２

注 ：

ｑ
ＲＴ －ＰＣＲ 检测 敲降 ３ｄ 后脑 中谷氨酸和葡萄糖转运体的表达水平 。

Ｎ ｏｔｅｓ ：ｑ
ＲＴ－ＰＣＲｔｏｄｅｔｅｃ ｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆ

ｇ
ｌ ｕｔａｍａｔｅａｎｄ

ｇ ｌｕｃｏ ｓ ｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅ ｒｓ ｉｎｂｒａ ｉｎａｆｔｅ ｒ

ｋｎｏ ｃｋｄｏｗｎｏｆ Ｍｍｐ２ ｔｈｒｅｅｄａｙｓ ．

为 了 阐 明敲降 基因导致葡萄糖和谷氨酸运输受阻的分子机制 ， 检测 了磷酸化

组蛋 白 Ｈ３（ Ｐ －Ｈ ３ ） 和微管相关蛋 白 １ 轻链 ３（ ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ ） ， 因为 Ｐ －Ｈ ３ 和 ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ 分别指示

细胞增殖和 自 噬 。 结果显示 ， 敲降 Ｍｗｐ２ 后 ， ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ 增加 （ 图 ２ －

１ ３Ａ ） 。 相反 ， 敲降

后 Ｐ －Ｈ ３ 降低 （ 图 ２ －

１ ３Ｂ ） ， 表明 Ｍｗ／
７２ 对脑细胞增殖和阻止 自 噬是必需的 。

随后检测 了增殖相关基因 奶７／ 、 ｃ
－Ｍｙ 和 自 噬相关基因 表达的变化 ， 结果显示

干扰 Ｍｗ／
？２ 后 表达下降 ， 而 ＡｇＳ 表达增加 （ 图 ２ －

１ ３Ｃ ） 。 这些数据表明 在

脑中具有促进脑细胞增殖和抑制脑细胞 自 噬的功能 ， 提示 Ｍｍ／
７２ 促进细胞增殖 ， 从而产

生更多 的葡萄糖和谷氨酸转运蛋 白 ， 进而促进葡萄糖和谷氨酸进入脑中 ， 为脑的生长发

育提供营养物质和能量供给 。

３ ０
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图 ２
－

１ ３ 敲低 Ｍｍ／
？２ 抑制细胞增殖并 引 起 自 噬

Ｆ ｉ ｇ ．２－

１ ３Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆ Ｍｍｐ２ｒｅ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓｅｄｃｅ ｌ ｌ

ｐｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａｔ ｉｏｎａｎｄｃａｕｓｅｄａｕ ｔｏｐ
ｈａｇｙ

注 ： （ Ａ ） ，（ Ｂ ） 免疫印迹法检测 ＬＣ３
－

Ｉ Ｉ 和 Ｐ －Ｈ ３ 的变化 。 （ Ａ ｉ ） ，（ Ｂ ｉ ） 通过 Ｉｍａｇｅ 』 对 （ Ａ ）

和 （ Ｂ ） 图的结果进行定量统计 。 （ Ｃ ）ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测 ｃ

－Ａｆｙｃ 和 ｄ ／ｇＳ 的表达变化 。

Ｎ ｏｔｅ ｓ ：

（
Ａ

）
ａｎｄ（

Ｂ
）
Ｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉｏｎｏｆ ｃｈａｎｇｅ ｓｏｆ ＬＣ ３

－

Ｉ ＩａｎｄＰ －Ｈ ３ｂｙ ｉｍｍ ｕｎｏｂ ｌｏｔｔ ｉ ｎｇ
ａｓ ｓａｙ ．

（
Ａ ｉ

）ａｎ ｄ（
Ｂ ｉ

）

Ｑｕａｎ ｔ ｉ ｔａｔ ｉ ｖ ｅｓ ｔａｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓｏ ｆｔｈｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｓｏｆ
（
Ａ

）ａｎｄ（
Ｂ

）ｇｒａｐｈｂｙ Ｉｍａｇｅ Ｊ ．（
Ｃ

）Ｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆｃｈａｎｇｅ ｓ ｉ ｎｔｈｅ

ｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎｏｆｃ
－Ａｆｙｃａｎｄｂ

ｙｑ
ＲＴ－ＰＣＲ ． Ａ ｌ ｌｅｘｐｅ ｒ ｉｍ ｅｎ ｔｓｗ ｅ ｒｅｒｅｐｅａｔｅｄａｔ ｌ ｅａｓ ｔ ｔｈ ｒｅｅｔ ｉｍｅ ｓ ．

２ ．４ ．９２０Ｅ 通过 ＦＯＸＯ 上调 的转录表达

为 了 阐 明 ＭＭ Ｐ２ 在变态期表达量增加的分子机制 ， 在虫体上进行 了２ ０Ｅ 激素刺激

实验 ， 因为 ２ ０Ｅ 是促进变态发育的激素 。 实验结果显示 ， 对每 只 幼虫注射 ２００ｎｇ 、 ３ ００

ｎｇ 和 ５ ００ｎｇ 浓度的 ２ ０Ｅ６ｈ 后 ， 的表达量均会被上调 ； 对每只幼虫注射 ５ ０ ０ｎｇ 浓

度的 ２ ０Ｅ ， 时间处理 ３ｈ 、 ６ ｈ 和 １ ２ｈ 之后 ， Ｍｗ
／

？２ 的表达量也会被上调 （ 图 ２ －

１ ４Ａ ，Ｂ ） 。

这说 明 ２ ０Ｅ 能够上调 Ｍｗ／
ｐ２ 的表达 。而虫体干扰 了２０Ｅ 的核受体 五ｃｒ 和转录因子 Ｆｏｘｏ ，

并叠加 ２ ０Ｅ ， 发现在干扰掉 五ｃｒ 和 Ｆｏｘｏ 之后 ， Ｍｗ／
？２ 的表达量显著下降 ， 进

一

步说 明

２０Ｅ 通过 及ｒ 和 尸ｏｘｏ 上调 Ｍｍ
；
？２ 表达 （ 图 ２ －

１ ４Ｃ ， Ｄ ） 。

３ １
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图 ２ －

１ ４２０Ｅ 上调 的表达

Ｆ ｉ
ｇ

．２
－

１ ４２０Ｅｕ
ｐ
－

ｒｅｇｕ ｌａｔｅ ｓ ｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎｏｆ Ｍｍｐ２

注 ： （ Ａ ）ｑＲＴ
－ＰＣＲ 检测虫体注射不同浓度 ２０Ｅ６ｈ 后 的表达水平 ， 对照组注射等量的

ＤＭ ＳＯ 。 （ Ｂ ）
ｑＲＴ

－ＰＣＲ 检测注射每只幼虫 ５ ０ ０ ｎｇ
２０Ｅ 后 １ 、 ３ 、 ６ 、 １ ２ ｈ 时间处理后 的表达水

平 。 对照组注射等量 ＤＭＳＯ 。 （ Ｃ ）
ｑ
ＲＴ －ＰＣＲ 检测敲降 后 Ｍｍｐ２ 的表达水平 。 （ Ｄ ）

ｑ
ＲＴ －ＰＣＲ 检

测敲降 后 的表达水平 。
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ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏ ｆ Ｆｏｘｏ ．

３ ２





山东大学硕士学位论文


因为 已有文献报道过 ２０Ｅ 通过 调控 Ｆｏｘｏ 转录 ［
９５

】

， 因此本文仅检测 了ＦＯＸＯ 对

的转录调控 。 通过 ＪＡＳＰＥＲ 网站分析Ｍｍ／？２ 的 ５

’

上游序列 ， 预测 ＦＯＸＯ 结合元

件 （ ＦＯＸＯＢＥ
，
ｔｔｇｔｔｔａｃ ） ， 预测到 的 ５

’

上游序列 区含有多个 ＦＯＸＯ 的结合位点 ，

其中 ， 序列 ｔｔｇｔｔｔｔｃ 和棉铃虫 Ｂ ｒｚ７ 的 ＦＯＸＯＢＥ 结合位点序列 ｔｔ
ｇ
ｔｔｔａｃ 相似性高 推测

ＦＯＸＯ 是 的上游转录因子 （ 图 ２－

１ ５Ｂ ） 。 本研究构建了
ｐＭｎｐ２

－ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ－Ｈ ｉｓ 报

告质粒 ， 同时过表达 ＦＯＸＯ－ＲＦＰ－Ｈｉｓ（ 图 ２－

１ ５Ａ ） 。 双荧光素酶报告实验结果显示 ＦＯＸＯ －

ＲＦＰ－Ｈ ｉｓ 在 ２０Ｅ 调控下显著增加 ｐＭｗ／Ｃ
－ＬＵＣ －ＧＦＰ－Ｈｉｓ 报告蛋 白 ＬＵＣ－ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 的表达

（ 图 ２－

１ ５Ｃ ） 。 蛋 白免疫印迹实验结果显示 ， 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞系 中共表达 ｐＭｗ
／
？２－ＬＵＣ Ｉ

－

ＧＦＰ－Ｈ ｉｓ 和 ＲＦＰ－Ｈ ｉｓ ，ＤＭＳＯ 和 ２０Ｅ 处理下都没有检测到 ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ－Ｈｉｓ 的表达 ； 但在

ＨａＥｐｉ细胞系 中共表达
／

）Ｍ？
／
＾－ＬＵＣ Ｉ

－ＧＦＰ－Ｈ ｉｓ和ＦＯＸＯ－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ之后检测到了ＬＵＣＩ
－

ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 的表达 ， 而且在 ２０Ｅ 的处理下 ， ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ－Ｈ ｉｓ 的表达显著增加 （ 图 ２－

１ ５Ｄ ） 。

这些数据表明 ， ２０Ｅ 通过 ＦＯＸＯ 上调 的转录 。

３ ３
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２ ０ Ｅ？＋－＋ ３４

图 ２ －

１ ５ＦＯＸＯ 显著增加 ２ ０Ｅ 诱导的 转录

Ｆ ｉｇ ．２ －

１ ５ＦＯＸＯ ｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃ ａｎｔ ｌ

ｙ
ｉｎｃ ｒｅａ ｓ ｅｄ２０Ｅ－

ｉｎｄｕｃ ｅｄ ｔｒａｎ ｓ ｃｒ ｉ

ｐｔ ｉｏｎｏ ｆ Ｍｍｐ２

注 ： （ Ａ ）
ｐＭｗｐ２

－ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ和ＦＯＸＯ －ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ质粒的质粒图谱 。 （ Ｂ ） 棉铃虫 ５ｒｚ ７和Ｍｗ

／
Ｊ

启动子区 ＦＯＸＯＢＥ 序列 比较 。 （ Ｃ ） 双荧光素酶报告实验检测含 ＦＯＸＯＢＥ 序列 的转录活性 。 （ Ｄ ）

蛋 白 印迹法检测在 ２０Ｅ 调控下 ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 的表达 。 釆用 Ｉｍａｇ ｅ

Ｊ 软件对条带进行统计学分析 。

Ｎｏｔｅ ｓ ：（
Ａ

）
Ｐ ｌａｓｍ ｉｄｍａｐｐ
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ｃｏｍｐａ ｒ ｉ ｓｏｎｏｆ ＦＯＸＯＢＥ ｉｎｔｈｅ
ｐｒｏｍｏ ｔｅ ｒｒｅｇ

ｉ ｏｎ ｓｏｆ Ｃｏｔｔｏｎｂｏ ｌ ｌｗｏｒｍＢｒｚ ７ａｎｄＭｍｐ２ ．
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Ｃ

） 
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ｒｅｐ
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ｐｔ ｉｏｎａｌａｃｔ ｉｖ ｉｔｙ
ｏｆ ＦＯＸＯＢＥ ｃｏｎｔａｉｎ ｉｎｇ

ｓｅｑ ｕｅｎｃｅ ．

（
Ｄ

）
Ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｗｅ ｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔ ｔｏ

ｄｅ ｔｅｃ ｔ ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓｂｙ

ＦＯＸＯｕｎｄｅｒ ２０Ｅｒｅｇｕ
ｌａｔ ｉｏｎ ．

２ ．５ 讨论

动物脑的胚后发育 的调控机制是生命科学研宄的难点 。 本文发现类固醇激素 ２０Ｅ 可

以通过转录因子 ＦＯＸＯ 促进 ＭＭＰ２ 的表达 ， ＭＭＰ２ 以其水解细胞外基质 的特性水解细

胞间连接 ， 为脑生长发育提供可塑性 ， 为脑细胞增殖提供空间 ， 而细胞增殖导致葡萄糖

转运蛋 白和谷氨酸转运蛋 白增加 ， 可 以运输更多 的葡萄糖和谷氨酸入脑 ， 增加脑发育的

营养物质供应 ， 保障脑的细胞增殖和生长发育 。

３ ４
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

２ ． ５ ． １ＭＭＰ２ 为脑细胞増殖提供空间

ＭＭＰ２ 作为
一

种基质金属蛋 白酶 ， 参与 多种组织 中 ＥＣＭ 的水解 ， 增加组织在生理

和病例条件下的可塑性 ［

９ ４
］

。 在生理过程中 ， ＭＭＰ２ 可 以维持 ＥＣＭ 的正常结构和功能 ，

并在 ＥＣＭ 降解 、 胚胎发生 、 形态发生和血管生成等组织重塑和器官发育 中发挥重要作

用 ［

９ ８
］

。 在从幼虫到成虫的变态发育过程 中 ， 昆虫的脑在形态和大小上发生 了 巨大的变化 ，

脑发育过程中不仅涉及细胞程序性死亡和细胞增殖等组织重塑过程 ， 还包括细胞间基质

的降解和基底膜的重塑 ｔ
＂

ｌ

。 细胞间基质 的降解可 以为细胞增殖提供空间 ， 为脑的长大提

供可塑性 。 例如 ， 在果蝇变态发育过程 中 ， ＭＭＰｓ 能够通过水解细胞外基质为细胞增殖

提供空间＾＿ 。 在脊椎动物脂肪体 中也看到类似的结果 ， 蛋 白 多糖和基质蛋 白被 ＭＭＰ ｓ

不断水解 ， 以增加细胞增殖空间 ［
１ （ ） １

］

。 研究还表明 ， ＭＭＰ２ 对脑 中 的细胞增殖是至关重

要的 ， 推测其机制可能是 ＭＭＰ２ 降解 ＥＣＭ ， 使细胞失去黏附 ， 从而为细胞增殖和脑生

长发育提供空 间 ［
１ Ｑ ２

］

。 本论文 的研究也发现干扰 Ｍｗ
／

７２ 导致脑细胞不能增殖 ， 说明 ＭＭＰ２

可以保障脑生长发育 中 的细胞增殖 ， ＭＭＰ ｓ 通过水解细胞间基质为脑细胞增殖提供空间

及可塑性的功能在动物 中具有保守性 。

２ ． ５ ．２ＭＭＰ２ 增加脑的营养供给

脑发育需要营养供给和能量来源 ， 但脑存在血脑屏障 ， 淀粉 、 蛋 白 质和脂类等大分

子不能通过血脑屏障进入脑提供能量 ， 只能依靠葡 萄糖作为脑 中 主要的营养物质 。 体 内

的葡萄糖主要来 自 于食物中 的淀粉分解 、 糖异生或其他代谢转化 ， 可 以 以糖原 的形式储

存与肝脏和肌 肉等组织在需要时分解动用 。 脑没有产生和储存葡萄糖的功能 ， 脑 中

的葡萄糖是 由脑外的血液循环持续提供的 。 葡萄糖进入细胞的方式有 多种 ， 包括 自 由扩

散 、 协助扩散和主动运输等 ， 但 自 由扩散的效率低 ， 主要还是借助于细胞膜上的相关转

运蛋 白进行 １

Ｉ Ｇ４
１

。 神经细胞主要通过 ＧＬＵＴｓ 家族蛋 白 以协助扩散的方式实现葡萄糖的跨

膜运输 。 本研宄观察到棉铃虫变态期脑 中葡萄糖水平增加 ， 同时 ＧＬＵＴ １ 和 ＧＬＵＴ２ 表

达量也增加 ， 而干扰 则导致脑 中葡萄糖水平和 Ｇ ／ｍＮ 、 Ｇ７ｍ？２ 和 都减少 ， 提

示葡萄糖是 由 ＧＬＵＴ １ 、 ＧＬＵＴ２ 和 ＧＬＵＴ－Ｔ 转运到脑中 的 。 本研宄还发现 ， 虫体干扰

导致脑细胞增殖受阻 ， 并且发生 自 噬 ， 同时 Ｇ／ｍＯ 和 的表达量下 降 ， 说明

Ｇ ／ｗ＂ 、 Ｇ ／⑷ 和 Ｇ／Ｗ 的表达量是随细胞增殖而增加 的 。 这些结果表 明变态期高表达的

ＭＭＰ２ 保障 了脑细胞增殖 ， 从而增加 了ＧＬＵＴ １ 、 ＧＬＵＴ２ 和 ＧＬＵＴ－Ｔ 的表达量 ， 增加 了

葡萄糖的转运入脑 。

谷氨酸可 以帮助脑进行学 习和记忆 ， 而这些复杂 的生理过程是通过突触传递谷氨酸

并结合其受体实现的 。 此外 ， 谷氨酸还是脑 中重要的替代性能源物质 ， 在葡萄糖不足的

情况下为脑提供能量 ［
Ｉ Ｃｂ＇ 谷氨酸通过 ＧＤＨ ，

—

种双 向催化谷氨酸和ａ－ＫＧ 的酶 ， 脱氨

生成ａ－ＫＧ 进入 ＴＣＡ 循环产生 ＡＴＰ ， 为神经细胞提供能量 ［
７９

］

。 然而 ， 大脑通过血脑屏障

３ ５
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摄取的谷氨酸较低 ， 脑 中 的谷氨酸主要是 由 脑 中神经胶质细胞的葡萄糖代谢及后续的

ＴＣＡ循环产生的 ｃｘ
－ＫＧ 在 ＧＤＨ 催化下生成的 ［

１ Ｇ ６
］

。研宄表明在棉铃虫中发现 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－ＫＧＭ＇ 而

ＧＤＨ －

ｌ ｉｋｅ 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－ＫＧ 转变成

谷氨酸 ， 从而使血淋巴中 的谷氨酸大量增加 ［
５ ４

］

。 本研宄观察到棉铃虫变态期脑 中谷氨酸

水平增加 ， 同时 ＧＴ－Ｘ２ 表达量也增加 ， 而干扰 则导致脑中谷氨酸水平和 ＧＴ－Ｘ２

都减少 ， 提示谷氨酸可 以 由 ＧＴ＿Ｘ２ 转运到脑中 。 虫体干扰 Ｍｍｐ２ 导致脑细胞增殖受阻 ，

同时 ＧＴ－Ｘ２ 的表达量下降 ， 说明 ＧＴ－Ｘ２ 的表达量是随细胞增殖而增加 的 。 本研宄发现

变态期脑中谷氨酸的增加依赖于谷氨酸转运蛋 白 ， 说明变态期脑 中 的谷氨酸不仅能 由脑 ．

中 的葡萄糖代谢转化而来 ， 还能够通过血淋巴入脑 。

２ ．５ ．３２０Ｅ 通过 ＦＯＸＯ 促进偷／
７２ 的转录

目 前关于 转录调控的报道较少 。 在哺乳动物中 ， 的转录受到细胞因子

和生长因子的正 向调控 ， ＴＮＦａ 和 ＩＬ －

１ ７ 通过 ＡＰ －

１ 和 ＮＦ －ｋＢ 正 向刺激脑中 ＭＭＰ －９ 的

转录 ， 转录因子神经胶质相关癌基因蛋 白 ２（ ＧＬ Ｉ２ ） 调控 ＭＭＰ ７ 的表达促进卵巢癌侵袭

与转移 ［
５ ４

］

。在果蝇中 ， ＪＨ 和 ２ ０Ｅ 能够协调控制 ＭＭＰ ｓ 诱导脂肪体细胞解离的发育时间 ，

在幼虫 －蛹转化过程中 ， Ｘｒ
－Ｗ 转导 ＪＨ 信号抑制 ＭＭＰ ｓ 诱导的脂肪体细胞分离 ， 当 ＪＨ 滴

度下降时 ， ２０Ｅ 通过 五 ７５ 和 ５ ／／哪
－

７ 促进 ＭＭＰ ｓ 诱导的脂肪体细胞分离 。 本研宄发现

类固醇激素 ２０Ｅ 能够通过转录因子 ＦＯＸＯ 在转录水平上促进 的表达 ， 这为其他

生物中 ＭＭＰ ｓ 的转录调控的研宄提供 了参考 。

２ ．６ 结论及创新点总结

在 昆虫变态过程中 ， 类固醇激素 ２０Ｅ 通过转录因子 ＦＯＸＯ 促进 ＭＭＰ２ 的表达 。

ＭＭＰ２ 定位于脑中 。 ＭＭＰ２ 依靠其水解细胞间基质 的特性疏松细胞间连接 ， 增加脑的可

塑性 ， 为脑细胞增殖提供空间 ， 进而增加葡萄糖和谷氨酸通道的表达 ， 转运更多 的葡萄

糖和谷氨酸进入脑中 ， 或增加脑 中谷氨酸的合成 ， 为脑的生长发育提供能量物质 ， 而丰

富 的能量供给又正反馈促进脑细胞增殖 ， 保障脑在变态发育过程中 的生长发育 。

３ ６
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

本文的创新点 ：

１ ． 发现 ＭＭＰ２ 在变态时期的脑中高表达 。

２ ． ＭＭＰ２ 使脑的胚后发育具有可塑性 ， 为脑细胞增殖提供空间 ， 增加脑中 的营养物

质供给 。

３ ．２０Ｅ 通过转录因子 ＦＯＸＯ 促进 Ｍｗ；
？２ 转录 。

２０ Ｅ ．

ｚ＾Ｘ
／Ｊ ＼

Ｎｕｃ ｌｅｕｓ＾ １＾９^
ｆｏｘｏｂｅＣｙ ｔｏｍｅ／ｎｂｒａｎｅ

ＡｍａａａＡ

＾


％
畚Ｇ ｌ ｕ ｃｏｓ ｅ￥

Ｕ

ｆ

〇Ｓｅ
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图 ２ －

１ ６２ ０Ｅ 通过 ＭＭＰ２ 促进变态期脑发育的分子机制

Ｆ ｉｇ ． ２ －
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注 ： ２０Ｅ 通过促进 ＭＭ Ｐ２ 的表达来促进脑发育 ， 从而使脑在变态发育过程中具有细胞增殖和营

养供应的可塑性 。
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