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摘要

研宄背景 、 科学问题及研宄意义

多数生物需要有氧呼吸为生命活动提供能量 ， 但在此过程 中会产生活性氧 ， 活性氧

有多种形式 ， 过氧化氧 （
ｈｙｄ ｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘ ｉｄｅ

，

Ｈ ２Ｏ ２
）
是其 中

一

种 。 高浓度的 Ｈ ２Ｏ ２ 会对机体

造成氧化损伤 ， 而适量浓度的 Ｈ２０ ２ 可以作为信号分子参与多种生理过程 。 过氧化氢酶

（
ｃａｔａ ｌ ａｓｅ

，
ＣＡＴ

） 负 责清除过量的 Ｈ ２〇２ ， 维持 Ｈ２Ｏ２ 在合适的浓度范围 ， 是生物防御氧化

应激的主要效应器 。 ＣＡＴ 活性调节紊乱会使机体因 Ｈ ２０ ２浓度升高等因素引 发代谢异常

及疾病 发 生 。 那 么 ＣＡＴ 活 性 受 到什 么 因 素调 节 呢 ？ 翻 译 后修饰 （ ｐｏｓ ｔ
－

ｔｒａｎ ｓ ｌ ａｔ ｉ ｏｎａ ｌ

ｍ ｏｄ ｉ ｆｉ ｃａｔ ｉｏｎ ．ＰＴＭ
） 是修饰基团通过共价键结合在氨基酸上 ， 从而调节蛋 白功能 以适应

周边环境变化的快速调节方式 。 琥珀酰化是发生在赖氨酸上的
一

种 ＰＴＭ ， 其供体琥珀

酰基来 自 基础代谢途径三羧酸循环 ， 与细胞代谢状态密切相关 ， 且该修饰使赖氨酸发生

较大的 质量和 电荷变化 ， 对靶标蛋 白 的活性和亚细胞定位有较大影响 。 玻珀酰化的发生

可 以通过酶促或非酶促的方式 ， 琥珀酰化的去除则可 以 由沉默信息调节蛋 白 ２ 相关酶 ５

（
ｓ ｉｄ－

ｒｅ ｌ ａ ｔｅｄ ｅｎｚｙｍ ｅ Ｓ
，Ｓ ＩＲＴ５

） 负责 。 琥珀酰化参与 多个物种的 多种生理过程的调节 ， 但

其上游调节机制 尚不清楚 。 综上所述 ， 提 出科学 问题 ，
ＣＡＴ 的活性是否受到琥珀酰化修

饰调节 ， 具体调节机制如何 ？

昆虫从幼虫 向成虫转变的变态过程中 ， 代谢状态差异较大 ， 且不仅外观形态发生显

著变化 ， 内部器官如 中肠和脂肪体也要发生解离和重塑 ， 是研宄琥珀酰化调节蛋 白 功能

的 良好模型 。 因此 ， 我们拟 以完全变态 昆虫棉铃虫为研究对象 ， 对变态启 动前后 ＣＡＴ

的活性进行 比较 ， 探索琥珀酰化对 ＣＡＴ 在变态发育过程 中 功能的调节及上游机制 。 研

宄成果可丰 富 ＣＡＴ 通过 ＰＴＭ 改变活性 以响应细胞环境变化的机制研宄 ， 并为害虫防治

和疾病治疗提供新 的靶标 。

研宄结果

我们首先在棉铃虫中克隆并鉴定 了Ｑｉｆ基因 。随后检测 了不同龄期 Ｈ ２０ ２浓度和 ＣＡＴ

活性的变化 ， 发现在变态期 ｝１２０２ 含量上升 ， ＣＡＴ 活性上升 。 利用 ＲＮＡ 干扰技术 ， 敲降

０？ ／ ， 结果表 明敲降 ＣＶ／ ／ 后 ， 成虫组织的增殖受到抑制 ， 导致变态过程受阻 。 为探究 ＣＡＴ

活性的调节 因素 ， 制备 了 多克隆抗体 。 免疫印迹实验显示 ＣＡＴ 在不同组织 中均有表达 ，

且在不同龄期的表达量没有明显差异 。 接着 ， 通过免疫沉淀实验检测 了ＣＡＴ 的几种 ＰＴＭ

在变态启 动前后 的变化 ， 结果显示 ， 与取食期相 比 ， 变态期磷酸化和 乙酰化修饰水平没

有变化 ， 而琥珀酰化修饰水平下降 。 随后 ， 我们根据琥珀酰化修饰组学的结果 ， 构建质

粒 ； 将可 能发生琥珀酰化的 ７ 个赖氨酸位点突变为精氨酸 ， 模拟去琥珀酰化的状态 ， 在

Ｉ




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棉铃虫表皮细胞系 中进行过表达 。 结果显示 ， Ｋ ９６ 、 Ｋ２４ １ 和 Ｋ４ ５ ６ 这三个位点突变后 ，

突变体的琥珀酰化修饰水平下降 ， 酶活性和促增殖能力显著上升 。 进
一

步 ， 通过 ＲＮＡ

干扰和免疫共沉淀实验 ， 证 明 了Ｓ ＩＲＴ５ 可直接与 ＣＡＴ 结合 ， 负 责其琥珀酰化修饰的去

除 ， 并通过双劳光素酶报告实验证明 ２０ －轻基蜕皮酮 （
２ ０

－

ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙ ｓｏｎ ｅ
，

２ ０Ｅ
）
可通过

转录 因子蚊皮激素核受体 （
ｅｃｄｙｓｏｎ ｅｎｕｃ ｌ ｅａ ｒｒｅｃ ｅｐ

ｔｏ ｒ
，
ＥｃＲ

）
在转录水平促进 》Ｓ７ｒ／５ 的表

达 。

结论

在幼虫取食期 ， ＣＡＴ 以玻珀酰化修饰状态存在 ， 酶活性较低 ， 使 Ｈ ２０ ２可 以较低浓

度存在 ； 进入变态期 ， Ｈ ２０ ２ 浓度升高 ， 同时 ２０Ｅ 通过 ＥｃＲ 上调 汾ｒ？５ 的表达 ， Ｓ ＩＲＴ５ 使

ＣＡＴ 去除琥珀酰化修饰 ， 酶活性上升 ， 去除多余的 Ｈ ２Ｏ ２ ， 促进成虫组织的增殖 ， 进而

促进昆虫变态发育 。

关键词 ： 过氧化氢酶 ； 琥珀酰化修饰 ；
２ ０

－羟基蜕皮酮 ； 沉默信息调节蛋 白 ２ 相关酶 ５
；

昆虫变态

Ｉ Ｉ
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ｓｕｃ ｃ ｉｎｙ ｌ ａｔ ｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏｆ Ｋ ９６Ｒ
？
Ｋ２４ １ ＲａｎｄＫ４ ５ ６Ｒｍ ｕｔａｎ ｔ ｓｄ ｅｃ ｒｅａ ｓ ｅｄ

，ｍ ｅａｎｗｈ ｉ ｌ ｅｔｈｅｅｎｚｙｍ ｅ

ａｃｔ ｉｖ ｉ ｔｙ
ａｎｄａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ｏｆ
ｐ

ｒｏｍｏ ｔ ｉｎｇｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａｔ ｉｏｎ ｉｎｃ ｒｅａｓｅｄｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｌｙ ．Ｆｕｒｔｈｅｒ
，
ｔｈ ｒｏｕｇｈＲＮＡ ｉ

ａｎｄｃｏ
－

ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃ ｉ

ｐ
ｉ ｔａｔ ｉ ｏｎ

５
ｉ ｔｗａｓｄｅｍ ｏｎ ｓ ｔｒａ ｔｅｄｔｈａｔＳ ＩＲＴ５ｃｏｕ ｌｄｄ ｉ ｒｅｃｔ ｌｙ

ｂ ｉｎｄｔｏＣＡＴａｎｄ

ｂｅｒｅｓｐｏｎ ｓ ｉｂ ｌ ｅｆｏ ｒｔｈ ｅｒｅｍ ｏｖａ ｌｏｆ  ｉ ｔｓｓｕ ｃｃ ｉ ｎｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｄｕ ａ ｌ

－Ｌｕ ｃ ｉ ｆｅｒａ ｓｅｒｅｐｏ
ｒｔｅ ｒａｓ ｓａｙ

ｃｏｎｆｉ ｒｍ ｅｄ

ｔｈａｔ２０ －ｈｙｄ ｒｏｘｙｅ ｃｄｙｏｎｅ（
２０Ｅ

）ｃｏｕ ｌ ｄｐ ｒｏｍ ｏｔｅｔｈ ｅｔ ｒａｎ ｓｃｒ ｉｐ ｔ ｉｏｎｏ ｆＳｉｒｔＳｔｈ ｒｏｕｇｈｔｈ ｅ

ｔｒａｎ ｓｃｒ ｉｐｔ ｉｏｎｆａｃ ｔｏ ｒｅｃｄｙｏｎ ｅｎｕ ｃ ｌ ｅａｒｒｅｃｅ
ｐ
ｔｏ ｒ

（
ＥｃＲ

）
．

Ｃｏｎ ｃ ｌｕｓ ｉｏｎ

Ｄｕｒ ｉｎｇ
ｔｈｅｆｅｅｄ ｉｎ

ｇ
ｓｔａｇｅ ，

ＣＡＴ ｅｘ ｉ ｓｔｓ ｉｎｓｕ ｃ ｃ ｉ ｎｙ ｌ ａｔｅｄｓｔａｔｅｗ ｉ ｔｈ ｌｏｗａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ ，ｓｏｔｈ ａｔＨ２Ｏ２

ｃａｎｅｘ ｉ ｓｔ ｉ ｎ ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｄｕ ｒ ｉ ｎｇｍ ｅ ｔａｍ ｏ ｒｐｈ ｏ ｓ ｉ ｓ
，ｔｈ ｅｃｏｎｃ ｅｎ ｔｒａｔ ｉｏｎｏ ｆＨ２Ｏ２ ｉｎ ｃ ｒｅａｓｅ ｓ ．

Ａ ｔｔｈｅｓａｍ ｅｔ ｉｍ ｅ
，２０Ｅｕｐ

－

ｒｅｇｕ
ｌ ａｔｅｓｔｈｅｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉｐｔ ｉｏｎｏｆＳｉｒｔＳｔｈ ｒｏｕｇｈＥｃＲ ．Ｓ ＩＲＴ５ｄ ｉｒｅｃｔ ｌｙ

ｂ ｉ ｎｄ ｓｔｏＣＡＴｔｏｒｅｍｏｖｅｔｈｅｓｕ ｃｃ ｉｎｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏｆ ＣＡＴ
， ｉ ｎ ｃ ｒｅａｓｅ ｓｔｈ ｅＣＡＴａｃｔ ｉｖ ｉ ｔｙ ．Ｔｈｅｎ

，ＣＡＴ

ｃａｎｒｅｍ ｏｖｅｅｘｃｅ ｓ ｓＨ ２Ｏ２
，ｐ ｒｏｍ ｏ ｔｅｔｈ ｅ

ｐｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａｔ ｉ ｏｎｏｆ ａｄｕ ｌ ｔｔ ｉ ｓ ｓｕｅｓａｎｄｔｈｅｍ ｅｔａｍ ｏｒｐｈｏｓ ｉ ｓｏｆ

ｉｎ ｓｅｃｔｓ ．

Ｋｅｙ
ｗｏ ｒｄ ｓ ：ＣＡＴ

；
Ｓｕｃｃ ｉｎｙ ｌ ａｔ ｉｏｎ

；
２ ０

－

ｈ
ｙ
ｄ ｒｏｘｙｅｃ ｄｙｏ ｎ ｅ ；

Ｓ ＩＲＴ５
；
Ｍｅｔａｍ ｏｒｐ

ｈｏｓ ｉ ｓ

ＩＶ
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符号说明

表 Ｉ

－

Ｉ 符号说明

Ｔａｂ ． １
－

１Ｓｙｍ ｂ ｏ ｌｄ ｅｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉ ｏｎ

缩略语英文全称 中文全称

ＣＡＴ ｃａｔａ ｌ ａｓ ｅ过氧化氛酶

ＢＬＡＳＴＢａｓ ｉ ｃＬｏｃａ ｌ Ａ ｌ ｉ

ｇｎｍ
ｅｎ ｔＳ ａｒｃｈＴＯＯＬ序列对 比工具

Ｓ ＩＲＴ５ ｓ ｉ ｒ２
－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄｅｎ ｚｙｍ ｅ５沉默信息调节蛋 白 ２ 相关酶 ５

ＥｘＰＡＳｙＥｘ
ｐ
ｅ ｒｔ Ｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎＡｎ ａ ｌｙｓ ｉ ｓＳｙｓ ｔｅｍ专业蛋 白 质 分析系统

ｂｐ ｂａｓｅ
ｐａ ｉ ｒ喊基对

Ｎ ａＣ ｌ ｓｏｄ ｉｕｍｃｈ ｌ ｏｒ ｉｄ ｅ 氯化钠

ｄ ｄＨ２〇ｄｏｕ ｂ ｌ ｅｄ ｉ ｓｔ ｉ ｌ ｌ ｅｄＨ ２Ｏ双蒸水

ｃＤＮＡ ｃｏｍ ｐ
ｌ ｅｍ ｅｎ ｔａ ｒｙ 

ＤＮＡ互补ＤＭＡ

ｄＮＴＰｄ ｅｏｘｙｒ ｉ ｂｏｎｕｃ ｌ ｅｏ ｓ ｉ ｄ ｅｔｒ ｉ

ｐ
ｈ ｏ ｓ ｐ

ｈ ａｔｅ脱氧核糖核苷三隣酸

ＤＰＢＳｄｕ Ｊ ｂｅｃｃｏ
＾

ｓ
ｐ
ｈｏｓ

ｐ
ｈａ ｔｅｂ ｕ ｆｆｅｒｅｄｓ ａ ｌ ｉ ｎ ｅ杜 氏鱗酸盐缓冲液

ＰＢ Ｓｐ
ｈｏｓ

ｐ
ｈ ａ ｔｅ ｂｕｆｆｅ ｒｅｄｓａ ｌ ｉ ｎ ｅ 隣酸盐缓冲液

ＤＥＰＣ ｄ ｉ ｅ ｔｈｙ ｌ

ｐｙ ｒｏ ｃａ ｒｂ ｏｎ ａｔｅ 焦碳酸二 乙 酉旨

Ｂ ＳＡｂｏｖ ｉ ｎ ｅｓ ｅ ｒｕｍａ ｌｂｕｍ ｉ ｎ 牛血清蛋 白

２ ０Ｅ２０ －ｈｙｄ
ｒｏｘｙｅ ｃｄｙ ｓｏｎ ｅ ２ ０－轻基 

４兑皮酮

ＤＭＳＯｄ ｉｍ ｅｔｈｙ ｌ ｓｕｆｏｘ ｉｄｅ二 甲基亚讽

６Ｆ ｆｅｅｄ ｉ ｎｇ
ｓ ｔａｇｅｏ ｆ ｓ ｉｘ ｔｈ ｉ ｎ ｓ ｔａ ｒ  ｌ ａ ｒｖａｅ ６龄取食期幼虫

６Ｍｍ ｅ ｔａｍ ｏ ｒ
ｐ
ｈ ｉ ｃｍｏ ｌ ｔ ｉｎｇ

ｓ ｔａｇ
ｅｏｆ ｓ ｉｘ ｔｈ ｉ ｎ ｓ ｔａ ｒ ｌ ａｒｖ ａ ｅ６龄变态期幼虫

Ｐ ｐｕｐａ踊

ＦＢＳ ｆａｔａ ｌ ｂｏｖ ｉｎｅｓ ｅ ｒｕｍ 月台牛血清

ＧＦＰｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅ ｓｃ ｅｎ ｔ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎ绿色黃光蛋 白

ＲＦＰ ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃ ｅｎ ｔ
ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ红色焚光蛋 白

ＩＰＴＧ ｉ ｓｏｐ ｒｏｐｙ ｌ ｔｈ ｉ ｏ
－

＾
－Ｄ －

ｇａ
ｌ ａ ｃｔｏ ｓ ｉ ｄ ｅ异丙基硫代 －

＾
－Ｄ －半乳糖苷

ｋＤ ａｋ ｉ ｌ ｏ ｄ ａ 丨 ｔｏｎ千道尔顿

Ｌ ｌ ｉ ｔｅｒ 升

Ｍｍｏ ｌ

ｐ
ｅｒ  ｌ ｉ ｔｅ ｒ 摩尔每升

ｍｇｍ ｉ ｌ ｌ ｉ

ｇｒａｍ毫克

ｍ ｌｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｌ ｉ ｔｅ ｒ毫升

ｍ ｉ ｎｍ ｉ ｎｕ ｔｅ分钟

Ｖ
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续表 １

－

１ 符号说 明

Ｔａｂ ． １
－

１Ｓｙｍ ｂ ｏ ｌ ｄ ｅ ｓｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ ｉ ｏｎ

（
ｃｏ ｎ ｔ ｉｎ ｕ ｅｄ

）

缩略语英文全称 中文全称

ＴＢ Ｓ ｔ ｒ ｉ ｓ
－ ｂ ｕ ｆｆｅ ｒｅｄｓａ ｌ ｉｎ ｅ Ｔｒ ｉ ｓ盐缓冲液

Ｔｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ］ ｔ ｒ ｉ ｓ

－

ｈｙｄ ｒｏ ｃｈ ｌ ｏ ｒ ｉ ｄ ｅ Ｔｒ ｉ ｓ盐酸盐

ＷＢＷｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 免疫印迹

Ｃｏ
－

ＩＰ ｃｏ－

ｉｍｍ ｕｎ ｏ
ｐ
ｒｅｃ ｉ

ｐ
ｉ ｔａｔ ｉ ｏｎ 免疫共沉淀

ＩＰ ｉｍｍ ｕｎ ｏ
ｐ
ｒｅｃ ｉ

ｐ
ｉ ｔａｔ ｉ ｏｎ 免疫沉淀

ＥＣＲ ｅｃｄｙｓ ｏｎ ｅｎｕ ｃ ｌ ｅａｒ ｒｅｃ ｅｐ ｔｏｒ 銳皮激素核受体

ＥＣＲＥ ｅ ｃ ｄｙｓｏｎ ｅｒｅｓ
ｐ
ｏｎ ｓ ｅｅ ｌ ｅｍ ｅｎ ｔ 銳皮激素响应兀件

Ｅ ． ｃ ｏ ｌｉＥｓｃｈｅｒ ｉｃｈ ｉａｃ ｏ ｌ ｉ 大肠杆菌

Ｈ ａＥｐ ｉａ ／ｖｗ ／ｇｅ ｒｆｌｅ
ｐ

ｉ ｄｅ ｒｍ ａ ｌｃｅ ｉ ｌ ｌ ｉ ｎ ｅ棉铃虫表皮细胞系

ＩＭ ｉｍ ａｇ
ｉ ｎ ａ ｌｍ ｉ ｄｇｕ ｔ 成虫 中肠

ＬＭ ｌ ａｒｖａ ｌｍ ｉ ｄ
ｇｕ ｔ 幼虫中肠

ｑＲＴ
－ＰＣＲｑ

ｕ ａｎ ｔ ｉ ｔ ａ ｔ ｉ ｖｅｒｅａ ｌ ｔ ｉｍ ｅＰＣＲ实时定量ＰＣＲ

ＰＴＭ ｐ
ｏ ｓ ｔ

－

ｔ ｒａｎ ｓ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｍ ｏ ｄ ｉ ｆ ｉ ｃａ ｔ ｉ ｏｎ翻译后修饰

ＰＣＲ ｐ
ｏ ｌｙｍ ｅ ｒａｓｅｃｈ ａ ｉ ｎｒｅａｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 聚合酶链式反应

Ｖ Ｉ
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１ 前言

１ 。 １ 过氧化氢酶

１ ． １ ． １ 过氧化氢的双重作用

大多数生物体都需要氧气来维持其基本的生命活动 ， 有氧呼吸可为需氧生物的各项

生命活动提供能量 ［
１

］

。 但在此过程中有
一

些 电子会与氧气发生反应 ， 形成活性氧 （
ｒｅａｃｔ ｉｖｅ

ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃ ｉ ｅ ｓ
，
ＲＯＳ

）

Ｗ
。 ＲＯ Ｓ 是具有高反应性的

一

类含氧物质 的总称Ｗ ， 包括两大类型 ，

一

是 自 由基类型 ， 如羟 自 由基 、 脂质 自 由基和超氧阴离子 自 由基等 ；
二是非 自 由基类型 ，

如过氧化氢 （
ｈｙｄ ｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘ ｉｄｅ

，
Ｈ ２０ ２）

、 臭氧和单线态氧和等 ［

４
］

。 最初 ， 人们认为 ＲＯ Ｓ

是生物体代谢的有害产物 ， 它们不断进行各种氧化反应 ， 破坏生物体 内具有重要生物功

能的分子 ［
５

】

。 例如 ， ＲＯ Ｓ 会氧化氨基酸 ， 破坏蛋 白 质结构 ， 致使蛋 白 质活性降低 ［
６

】

； 还

会氧化鸟嘌呤 ， 使原本与腺嘌呤配对的鸟嘌呤与胞嘧啶配对 ， 引 发基因突变 ， 甚至导致

基因双链断裂 ［
７

］等 。 后来 ， 人们逐渐认识到 ＲＯ Ｓ 有利 的
一

面 ， 如适量浓度的 ＲＯ Ｓ 可 以

通过氧化半胱氨酸残基 ， 灭活 自 噬相关蛋 白酶 ， 来促进细胞 自 噬网 ；
ＲＯＳ 还可 以通过氧

化还原敏感信号转导途径 ， 介导细胞 内信号转导 ， 参与 多种生理生化反应 【
９

］

。

压〇２ 是活性氧的
一

种 ， 属于非 自 由基类型 ， 过量 ｈ ２ｏ ２对机体有害 ， 如 ｈ２〇２通过氧

化耙标蛋 白上半耽氨酸残基 ， 破坏蛋 白 质功能 Ｈ２Ｏ ２还可通过抑制核因子 ｋＢ
（
ｎｕｃ ｌ ｅａｒ

ｆａｃ ｔｏ ｒ ｘＢ
，
ＮＦ －ｋＢ

） 的磷酸化 ， 阻碍 ＮＦ－

ｋＢ 的 ＤＮＡ 结合 ， 阻断肿瘤坏死因子诱导的 ＮＦ－ｋＢ

活化 ， 进而抑制下游存活基因 的转录 ， 引 发细胞死亡 ［
１ １

］等 。 另
一

方面 ， 由于 ｈ２ｏ２ 具有

不带电 、 在生理条件下相对稳定 、 有酶促生成和 降解等特点 ， 在发挥信号转导作用时具

有独特优势 ， 与 Ｃａ
２ ＋和 ＡＴＰ 类似 ， 是信号分子的前沿叫 ］

。 例如 Ｈ ２０２ 可 以作为损伤信号 ，

引 发免疫细胞的募集 ， 参与伤 口 愈合的初始过程 ［
１ ３

】

。 除此之外 ， ｈ ２〇 ２ 可 以通过酶促的

方式转化为氨基酸衍生的过氧化物 ， 从而避免被还原失活 ， 进而参与蛋 白激酶 Ｇ 的选择

性氧化激活 ， 产生氧化还原信号 【
１ ４

］

。 综上 ， 包括 Ｈ ２〇 ２ 在 内 的 ＲＯＳ 需维持适宜浓度 ， 使

其既可发挥有益作用 又免于过量对机体造成有害损伤 。

１ ． １ ．２ 过氧化氢酶负责维持过氧化氢的正常浓度

在生理系统中 ， ＲＯＳ 的产生与抗氧化防御协同存在 ， 若其生成与降解之间严重失衡 ，

会导致生物分子过度氧化 ， 发生损伤 ， 称为氧化应激 。 机体的 ＲＯＳ 要维持
一

个合适

浓度 ， 既能发挥有益作用 ， 又不 引 起氧化应激 。 这
一

工作 由生物体 内 的保护酶系统完成 。

保护酶系统包括超氧化物歧化酶 （
ｓｕ ｐｅ

ｒｏｘ ｉ ｄｅｄ ｉ ｓｍ ｕ ｔａｓｅ
，ＳＯＤ ）

、 过氧化氢酶 （
ｃａ ｔａ ｌ ａｓｅ

，

ＣＡ乃 和过氧化物酶 ｌ

１ ６

Ｌ ＣＡＴ 是保护酶系统 中 的关键酶 ， ＳＯＤ 将超氧化物转化为 Ｈ ２０２
［

ｌ ７
］

，

］
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ＣＡＴ 负责将过量的 Ｈ ２〇２ 转变为无毒的水和氧气 ， 并能保持细胞中 Ｈ ２０２ 的最佳水平 ， 这

是 Ｈ ２〇 ２ 发挥细胞信号传导作用所必需 的 【
１ ８

］

。

ＣＡＴ 包括三种类型 ： 典型 的或者真正的 ＣＡＴ 、 过氧化氢酶－过氧化物酶和锰过氧化

氢酶 。 前两个类型结合血红素作为辅基 ， 第三个类型不结合血红素 ， 活性位点结合锰离

子 〖
１ ９

］

。 典型的 ＣＡＴ 仅可 以催化底物进行氧化还原反应 ， 分布范围广泛 ， 包括真细菌 、

古细菌 、 原生菌 、 真菌 、 植物和动物 ， 它是最丰富 的
一

类 ； 而过氧化氢酶－过氧化物酶

不仅 可 以催化底物还原 ， 还表现出过氧化物活性 ， 它在植物和动物中不存在 ； 第三类 ，

只在细菌 中 发现的锰过氧化氢酶 ， 它是
一

个小型细菌蛋 白质家族 ， 在活性位点结合两个

锰离子 ， 被称为非血红素含锰催化酶 真正的 ＣＡＴ 在进化过程中又发展 出 了不同 的

分支 。 细菌 ， 藻类和部分植物 中 的 ＣＡＴ 属于分支 １
， 其亚基较小 （

５ ５
－６ ９ｋＤａ

） ； 分支 ２

包括重组细菌和部分真菌 中 的 ＣＡＴ ， 其具有较大的亚基 （
７５ －

８４ｋＤａ
） ； 分支 ３ 是三个分

支中最丰富 的 ， 包括古细菌 、 部分真菌 、 原生生物 、 部分植物和动物 中 的 ＣＡＴ ［
２＼

１ ． １ ． ３ 过氧化氢酶活性失调引发多种生理问题

ＣＡＴ 缺乏或者活性降低会因 Ｈ ２０２无法正常清除而导致多种疾病发生 。 如阿尔茨海

默病患者体 内失淀粉样蛋 白 与 ＣＡＴ 相互作用 ， 抑制 了ＣＡＴ 的活性 ， 导致 Ｈ２０ ２ 的浓度升

高 ， 机体氧化损伤增加 ［

２ ２
］

。 在小 鼠 中 ， ＣＡＴ 的活性降低后 ， Ｈ ２０２浓度升高 ， 导致严重

的氧化应激 ， 引 起细胞损伤 ， 促进脂肪性肝病 的发展 ［
２３

］

。 此外 ， 细胞的生长依赖于 ＣＡＴ ，

与野生型 的前列腺癌人源细胞系相 比 ， 将 ＣＶｒｆ 敲低之后 ， 突变型细胞系对 ＦｂＣｈ 的敏感

性上升 ， 增殖能力 显著下 降 ？

， 再进行挽救实验 ， 即过表达有功能的 ＣＡＴ 后 ， 表型得 以

逆转

但是 ， ｈ ２〇 ２ 的过渡清除对机体也是不利的 。 例如 ， Ｈ ２０ ２是 甲状腺中碘化物氧化和

甲状腺激素合成的必需辅助因子 ， 缺乏 Ｈ ２〇 ２会致使 甲状腺激素合成和分泌减少 ， 甲状

腺的功能发生衰退 ［
２ ５

］

。

因此 ， ＣＡＴ 的活性需要受到严格地调控 ，

一

方面要能及时清除过量的 Ｈ２０ ２ ， 否则 ，

Ｈ ２〇 ２ 就会引起氧化应激 ， 对机体造成损伤 ； 另
一

方面又不能完全清除 Ｈ２０ ２ ， 要保持 Ｈ ２〇 ２

在
一

个适当 的浓度 ， 使其能发挥信号分子或者辅助因子的作用 。

１ ． １ ．４ 过氧化氢酶的活性调节

研究表明 ， 过表达 ＣＡＴ 并不会降低心脏 中 Ｈ２０２ 的标准水平 ， 只有当 Ｈ ２０ ２ 水平升

高时 ， 过表达的 ＣＡＴ 才会发挥作用清除多余的 Ｈ２０２ ， 维持 Ｈ ２〇 ２ 的正常水平 ［
２６

］

。 由此

可 以看 出 ， ＣＡＴ 的活性受到精确的调控 ， 可将 Ｈ ２０２ 维持在适宜浓度 ， 那么 ＣＡＴ 的活性

受到什么 因素影响呢 ？

一

方面 ， ＣＡＴ 发挥活性需要多聚体的形成 。 人过氧化氢酶是 同源 四聚体 ， 包含 四个

相 同的亚基 ， 每个亚基包含 四个不同 的结构域和
一

个血红素辅基 ［
２７

］

。 这四个不 同的结构

２
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域分别为 ：
（

１
） 含有远端组氨酸的 Ｎ 末端臂结构域 ， 组氨酸是 ＣＡＴ 发挥作用所的必需氨

基酸 ； （
２

） 含有结合血红素基团 的酪氨酸残基的连接域 ；
（
３
）ｐ 桶结构域 ， 这是 ＣＡＴ 的

疏水核心 ； （
４
） 负责与还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸结合的 ａ 螺旋结构域 ［

２ １

］

。

另
一

方面 ， 除 了 聚合形式影响 ＣＡＴ 的活性 ， ＣＡＴ 的亚细胞定位也会影响其活性 。

ＣＡＴ 主要位于过氧化物酶体中 ， 众所周 知 ， ＣＡＴ 是过氧化物酶体中含量最多 的酶 ， 可 以

作为过氧化物酶体的标志物 。 除 了 定位于过氧化物酶体 ， 在细胞质基质 中 也发现 ＣＡＴ

的存在 ［
２ ８

］

。 ＣＡＴ 的定位可能决定 了其保护细胞免受氧化损伤的功效 ， 研究证实细胞质基

质定位的 ＣＡＴ 比位于过氧化物酶体的 ＣＡＴ 对 Ｈ ２０２ 的消除作用更显著 ［
２９

］

。 而且在外部

添加 Ｈ ２０ ２ 的情况下 ， 细胞质基质定位的 ＣＡＴ 减少时 ， 会导致细胞的活力降低 这表

明 ＣＡＴ 进入细胞质基质可能是改善急性氧化应激的功能机制 。 所 以 ， 为 了更好地应对

氧化应激 ， 过氧化物酶体生物发生因子 １ ４ 磷酸化后 ， 会选择性地抑制过氧化物酶体生

物发生因子 ５ 介导 的过氧化氢酶复合物的形成 ， 阻止 ＣＡＴ 进入过氧化物酶体 ， 使 ＣＡＴ

定位于细胞质基质 中

此外 ， 过氧化氢酶活性还受到酶蛋 白数量的调节 。 过往对于过氧化氢酶酶蛋 白量的

调节主要集 中在对过氧化氢酶的转录调节 ，

一

方面 ， 有研宄证 明 ， 转录因子核因子 ［
３ ２

］

、

特异性蛋 白 〗
【
３ ２

］和过氧化物酶体增殖物激活受体 Ｙ
ｔ
３ ３

］等都可 以调控过氧化氢酶基 因 的

转录 。 但是另
一

方面 ， 也有研究显示 ， 过氧化氢酶基因具有管家基因 的所有关键特征 ，

包括没有 ＴＡＴＡ 盒 ， 无起始元件序列 ， 启动子 ＧＣ 含量高等 ［
３４

］

， 说明过氧化氢酶基因可

以持家表达 。 那么在持家表达即蛋 白表达量
一

致的情况下 ， ＣＡＴ 如何调节其活性使其在

过氧化氢浓度过高时清除过氧化氢 ， 过氧化氢浓度适宜时又不发挥活性呢 ？ 除表达调控

夕 卜 ， ＣＡＴ 的活性还受到什么 因素调节 ， 以及这些调节因素和 ＣＡＴ 的聚合和亚细胞定位

有什么关系 ， 目 前 尚不清楚 。

１ ，２ 琥珀酰化

翻译后修饰 （ｐ
ｏ ｓ ｔ

－

ｔｒａｎ ｓ 】 ａｔ ｉ ｏｎａ ｌｍ ｏｄ ｉｆｉ ｃａｔ ｉ ｏｎ
，
ＰＴＭ

） 指在祀标蛋 白 质 的氨基酸上 ， 通

过共价键连接修饰基团的翻译后加工过程 。 细胞代谢 中 间产物如乙酰基 、 琥珀酰基等都

是常见的修饰基 团 。 ＰＴＭ 将蛋 白功能与细胞环境的改变连接在
一

起 ， 可通过调节蛋 白

质亚细胞定位 、 蛋 白 间相互作用 、 蛋 白构象与活性等方式快速调节蛋 白功能 以迅速应答

外界环境变化 。

１ ．２ ． １ 號拍酰化的功能

常见翻译后修饰的靶标氨基酸有很多 ， 而赖氨酸是名副其实的 明星靶标 ， 可 以通过

添加不 同 的酰基来进行修饰 ， 如 甲基化 、 琥珀酰化 、 丙二酰化 、 乙酰化 、 戊二酰化等 ［

３ ５
］

。
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与 甲基化和 乙酰化相 比 ， 琥珀酰化修饰后会带来更大的改变 。

一

方面 ， 琥珀酰化修饰发

生更大的质量变化 。 发生单 甲基化修饰后 ， 赖氨酸残基相对分子质量增加 ＭＤ ａ ； 发生

乙酰化修饰后 ， 赖氨酸残基相对分子质量增加 ４０Ｄａ
； 与前两者相 比 ， 琥珀酰化修饰的

供体
一

琥珀酰辅酶 Ａ 可 以使赖氨酸残基相对分子质量增加 １ ００Ｄａ 。 另
一

方面 ， 琥珀酰

化修饰使赖氨酸的 电荷性质也发生 了扭转 。 在生理 ｐＨ 条件下 ， 赖氨酸侧链带
一

个正 电

荷 ， 发生单 甲基化修饰后 ， 赖氨酸残基的 电荷状态不发生改变 ； 发生乙酰化修饰后 ， 赖

氨酸残基的 电荷状态从＋ １ 变为 ０
； 与前两者相 比 ， 琥珀酰化修饰可 以使赖氨酸残基的 电

荷状态从＋ １ 变为 －

１ ， 扭转赖氨酸的 电荷性质 ［
３ ６

］

。 因此 ， 琥珀酰化修饰比 已知具有重要细

胞作用 的 甲基化修饰和 乙酰化修饰 ， 更能诱导靶标氨基酸化学性质发生实质性的变化 ，

所 以可能对相应蛋 白 功能产生更大的影响 。

己有报道 ， 琥珀酰化修饰通过调节靶蛋 白 的功能 ， 参与多种基本的细胞代谢活动 ，

包括氨基酸代谢 ［
３ ７

］

、 葡萄糖代谢 ［
３ ８

］和脂肪酸代谢 ［
３９

］等 。 琥珀酰化修饰调节蛋 白功能的方

式很多 ， 常见的方式包括影响蛋 白 的稳定性 、 酶活性 以及蛋 白 的细胞定位等 。 研究表 明 ，

组蛋 白 发生琥珀酰化修饰后 ， 会降低与 ＤＮＡ 之间 的亲和力 ， 进而降低核小体和染色体

的稳定性ｈ影响基因 的表达 ［
４ Ｑ

］

。 在利用组蛋 白 ３
（
ｈ ｉ ｓｔｏｎ ｅ３

，
Ｈ３

） 在 ＮａＣ ｌ 溶液 中 的溶解度

的高低 ， 来象征核小体稳定性的实验 中 ， 以表达野生型组蛋 白 Ｈ３ 作为对照 ， 与对照组

相 比 ， 表达组蛋 白 Ｈ３ Ｋ １ ２２Ｅ 模拟玻珀酰化修饰状态时 ， 组蛋 白 Ｈ ３ 在 Ｎ ａＣ ｌ 溶液中 的溶

解度显著升高 ， 而在表达组蛋 白 Ｈ３ Ｋ １ ２２Ｒ 模拟去玻珀酰化修饰状态时 ， 溶解度下降 ，

这说明 ， 去除琥珀酰化修饰有利于核小体的稳定性 。 此外 ， 琥珀酰化修饰状态对不 同

的癌症细胞有不 同 的影响 。 在 胃 癌组织 中 ， 乳酸脱氧酶 （
ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄ ｒｏｇｅｎ ａ ｓｅ

Ａ
，

ＬＤＨＡ
）

在第 ２２２ 位赖氨酸被琥珀酰化修饰后 ， 会减少泛素化状态的 ＬＤＨＡ ， 阻碍其与螯合体 １

的结合 ， 导致 ＬＤＨＡ 溶解减少 ， 促进 胃 癌细胞的生长和迁移 ， 对 胃 癌患者产生显著的负

面影响 ［
４２

］

。 相反的 ， 在食管鱗状细胞癌 中 ， 靶蛋 白赖氨酸位点琥珀酰化修饰的增加 ， 会

抑制肿瘤的生长和迀移 ［
４３
Ｌ

赖氨酸琥珀酰化在细菌 、 昆虫以及哺乳动物中都具有进化保守性 ［
４４

］

。 在哺乳动物 中

已有较多 的报道 ， 琥珀酰化修饰可 以参与到癌症的发生和发展 ［
４５

］

、 细胞免疫反应 ［
４ ＜ ）

］等 ，

但是在 昆虫的变态发育过程中 ， 琥珀酰化修饰的作用报道还 比较少 。

１ ．２ ．２ 號拍酰化的发生

细胞 内蛋 白琥珀酰化修饰水平会随细胞代谢的波动而发生动态变化 ［
４６

］

。 在三羧酸循

环 、 糖酵解和呼吸 电子传递链受损的情况下 ， 细胞整体的琥珀酰化修饰水平可能会降低 ；

与此相反 ， 在氧浓度较低并且存在高浓度葡萄糖的条件下 ， 细胞整体琥珀酰化修饰水平

可能会增加 ［
４ ７

］

。 赖氨酸的琥珀酰化修饰可通过非酶促方式发生 ［
４ ８

］

。 在有机体生理代谢的

过程中 ， 化学反应会形成许多活性酯 ， 活性酯可 以与赖氨酸残基反应 ， 其 中琥珀酰辅酶

４
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Ａ 的酰化速率最高 ， 是 乙酰辅酶 Ａ 的 〗 ５ ０ 倍 ［
４９

］

。 并且有研究证明 ， 碱性 ｐ
Ｈ 和高浓度琥

珀酰辅酶 Ａ 足 以 引 发蛋 白赖氨酸非酶促玻珀酰化的发生 此外 ， 也有研宄表 明 ， 琥珀

酰辅酶 Ａ 作为
一

种高反应性的 内源性代谢物 ， 可 以在很宽 的 ｐＨ 范围 内修饰蛋 白 质赖氨

酸残基 常见的误解认为琥珀酰辅酶 Ａ 仅在线粒体基质 中产生 ， 事实上 ， 除 了线粒体

基质 ， 玻珀酰辅酶 Ａ 还可以在过氧化物酶体中生成 ， 并且过氧化物酶体中产生的琥珀酰

辅酶 Ａ 不 同 于线粒体基质 中产生的 ， 前者产生的琥珀酰辅酶 Ａ 可能会进入细胞质基质

中 ［
５ １

］

。

除 了 上述的非酶促发生机制 ， 琥珀酰化修饰也可 以通过酶促反应发生 。 催化赖氨酸

发 生 琥 拍 酸 化 修 饰 的 常 见 酶 包 括 ＣＸ 
－ 酮 戊 二 酸 脱 氢 酶 复 合 物 （

ｏｃ 

－ｋｅ ｔｏｇ ｌ ｕｔａｒａｔｅ

ｄ ｅｈｙｄ ｒｏｇｅｎ ａ ｓｅｃｏｍｐ
ｌ ｅｘ

，
ａ－ＫＧＤＨＣ

）
、 肉碱棕榈酰转移酶１ Ａ

（
ｃａｒｎ ｉ ｔ ｉｎｅ

ｐａ ｌｍ ｉ ｔｏｙ ｌ ｔｒａｎ ｓｆｅｒａｓ ｅ

１ Ａ
，
ＣＰＴ １ Ａ

）
和赖氨酸乙酰转移酶２Ａ（

ｌｙ ｓ ｉｎ ｅａｃ ｅｔｙ ｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２Ａ
，

ＫＡＴ２Ａ
）
等 ［

３２
］

。

ａ－ＫＧＤＨＣ 不仅可 以催化 自 身琥珀酰化 ， 也可 以催化 ＴＣＡ 循环中包括延胡索酸水化

酶 、 异柠檬酸脱氢酶和丙酮酸脱氢酶复合物等其他酶的琥珀酰化 ， 进而改变这些酶活性 ，

影响细胞代谢 ［
５＼ ａ

－ＫＧＤＨＣ 除 了直接通过酶促的方式催化底物蛋 白发生琥珀酰化修饰 ，

还可 以通过调节琥珀酰辅酶 Ａ 的水平 ， 通过非酶促的方式促进靶标蛋 白琥珀酰化修饰 的

发生 Ｉ
５ ４

］

。

ＫＡＴ２Ａ 属于 ＧＣＮ ５ 相关 Ｎ － 乙酰转移酶超家族 ， 被归类为组蛋 白 乙酰转移酶 （
ｈ ｉ ｓ ｔｏｎ ｅ

ａｃｅｔｙ ｌ ｔｒａｎ ｓｆｅｒａｓｔ ＨＡＴ
）

， 可与 乙酰辅酶 Ａ 结合并将其乙酰基团转移到组蛋 白上 ， 促进组

蛋 白 发生 乙酰化修饰 ［
５ ５

］

。 但最近 的研究表明 ， 在与不 同 蛋 白形成的复合物 中 ， ＫＡＴ２Ａ

不仅可 以作为 ＨＡＴ ， 还可 以发挥琥珀酰转移酶 的作用 。 例如 ， ＫＡＴ２Ａ 与细胞核 中 的

ａ－ＫＧＤＨＣ 相互作用 ，
ＢＰ ａ

－ＫＧＤＨＣ 偶联的 ＫＡＴ２Ａ 可 以催化组蛋 白 Ｈ３ 发生琥珀酰化修

饰 ＫＡＴ２Ａ 还可与 丙酮酸激酶 Ｍ２ 直接相互作用 ， 使其在第 ４７５ 位赖氨酸发生琥珀

酰化修饰 ， 琥珀酰化的发生抑制其活性 ， 加速糖酵解过程 ， 从而促进 胃 癌的发展 ［
５ ７

］

；

ＫＡＴ２Ａ 还可 以催化 Ｃ 末端结合蛋 白 １ 在 Ｋ４ ６ 和 Ｋ２ ８ ０ 位点发生琥珀酰化 ， 降低 了Ｃ 末

端结合蛋 白 】 对钙粘蛋 白 １ 转录的抑制活性 ， 从而起到 了癌基因的作用 ， 促进前列腺癌

的发展

除 了上述的琥珀酰基转移酶 ， ＣＰＴ １ Ａ 也能利用琥珀酰辅酶 Ａ 作为底物 ， 在体外和

体 内 作为琥珀酰转移酶发挥作用 。 亚细胞分布研究表明 ， ＣＰＴ １Ａ 催化发生玻珀酰化修

饰的蛋 白质 中 ， 几乎 ５ ０％是胞质蛋 白质 ［

５ ９
］

， 而且可 以促进多种癌症的发展 。 例如 ， ＣＰＴ １ Ａ

催化烯醇化酶 １ 发生琥珀酰化修饰 ， 降低烯醇化酶 １ 的酶活性 ， 进而促进乳腺癌细胞的

增殖 ＣＰＴ １Ａ 促进线粒体裂变因子 Ｋ３ ０２ 处的琥珀酰化 ， 从而阻止泛素－蛋 白酶体降

解线粒体裂变因子 ， 以促进卵巢癌的发展＠ ］

。 除此之外 ， 还可 以促进 胃癌的发展 。 ＣＰＴ １ Ａ

与 Ｓ １ ００ 蛋 白相互作用 ， 使 Ｓ ］ ００ 蛋 白发生琥珀酰化 ， 抑制 Ｓ １ ０ ０ 蛋 白 的泛素化 ， 进而抑

制泛素化后的蛋 白酶体降解 ， 促使 Ｓ １ ００ 蛋 白积累 ， 增加 了细胞侵袭和迁移 ， 促进 胃 癌
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的发展 ｔ
６ ｌ

］

。

１ ．２ ．３ 玻珀酰化的去除

目 前报道沉默信息调节蛋 白 ２ 相关酶 ５
（

ｓ ｉ ｒ２ －

ｒｅ ｌ ａ ｔｅｄｅｎｚｙｍ ｅ５
，
Ｓ ＩＲＴ５

）
和沉默信息调

节蛋 白 ２ 相关酶 ７
（
ｓ ｉ ｒ２ －

ｒｅ ｌ ａｔｅｄｅｎｚｙｍ ｅ７
，
Ｓ ＩＲＴ７

） 负责去除不 同蛋 白 的琥珀酰化修饰 ［

６２
】

。

Ｓ ＩＲＴ ５和Ｓ ＩＲＴ７都属于沉默信 息调节蛋 白 家族 （
ｓ ｉ ｌ ｅｎ ｃ ｅ ｉ ｎ ｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉｏｎｒｅｇｕ ｌ ａ ｔｏ ｒｓ

，

ｓ ｉ ｒｔｕ ｉ ｎ ｓ
，

Ｓ ＩＲＴｓ
）

。 Ｓ ＩＲＴｓ 是酵母 Ｓ ｉ ｒ２ 蛋 白酶同系物 ， 具有高度保守性 ， 依赖于烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸才能发挥作用 ， 属于第三类组蛋 白脱乙酰酶 ［

６３
］

。 Ｓ ＩＲＴｓ 是细胞生长和分化 、 自 噬和

凋亡 、 代谢和衰老等各种生理过程的关键调节因子 ， 而且对 ＰＴＭ ｓ 的去除至关重要＿ 。

Ｓ ＩＲＴｓ 共包括 Ｓ ＩＲＴ １

－７ ，７ 个蛋 白成员 。 在整个进化过程 中 ， 虽然这 ７ 个蛋 白成员 负责发

挥催化作用 的核心结构域具有保守性 ， 但是 由于它们 的 Ｎ 端和 Ｃ 端区域在结构上 的不

同 ， 造成 了它们在亚细胞定位 以及底物特异性方面有明显的不 同 ［

６ ５
１

。 例如 ， 在细胞定位

方面 ， Ｓ ＩＲＴ １ 和 Ｓ ＩＲＴ２ 位于细胞核和细胞质基质 中 ；
Ｓ ＩＲＴ３ 、 Ｓ ＩＲＴ４ 和 Ｓ ＩＲＴ５ 主要穿梭

于线粒体 中 ， 但在细胞质基质 中也有存在 ；
Ｓ ＩＲＴ６ 和 Ｓ ＩＲＴ７ 主要定位于细胞核 中 １

６６
］

。 在

功能方面 ，
Ｓ ＩＲＴ １ 、 Ｓ ＩＲＴ３ 和 Ｓ ＩＲＴ３ 具有强大的脱乙酰基酶活性 ， 负责去除靶标蛋 白 的

乙酰化修饰 ； 而 Ｓ ＩＲＴ４ 、 Ｓ ＩＲＴ５ 、 Ｓ ＩＲＴ６ 和 Ｓ ＩＲＴ７ 没有检测到或只有非常弱 的脱 乙酰酶

活性

其 中 ， Ｓ ＩＲＴ ５ 去 乙酰基能力较低 ， 但具有较强的去琥珀酰化活性＿ 。 亚细胞定位显

示 ， Ｓ ＩＲＴ５ 部分定位于线粒体 中 ， 还有部分存在于线粒体外的细胞质基质 中 ［
３ ７

】

。 研究表

明 ， 当 及Ｗ５ 被敲除后 ， 所有组织 中 的蛋 白琥珀酰化修饰水平均会上升 ｌ

６ ９
］

。 Ｓ ＩＲＴ５ 的底

物蛋 白 己有较多 的报道 。 Ｓ ＩＲＴ５ 对膜联蛋 白 ｌ
（
Ａｎｎｅｘ ｉｎ Ａ ｌ

，
ＡＮＸＡ ｌ

）
的去琥珀酰化会促

进 ＡＮＸＡ １ 核定位并减少 ＡＮＸＡ １ 膜募集 Ｓ ＩＲＴ５ 还可 以介导 ３
－羟基－

３
－ 甲基戊二酰辅

酶Ａ合酶２（
３

－

ｈｙｄｒｏｘｙ
－

３
－ｍ ｅｔｈｙ ｌｇ ｌｕｔａｒｙ ｌ

－ＣｏＡｓｙｎ ｔｈａ ｓｅ２
，ＨＭＧＣ Ｓ ２

）
去琥拍酰化 ＞激活

ＨＭＧＣ Ｓ２ ， 提高其催化活性 ， 以促进肝脏产生酮体 ［
７ １

］

。

Ｓ ＩＲＴ５ 去除琥珀醜化修饰的作用对线粒体功能有显著影响 ， 抑制 Ｓ ＩＲＴ ５ 的表达 ， 会

导致细胞调亡诱导 因子线粒体相关１（
ａｐｏｐ

ｔｏ ｓ ｉ ｓ ｉ ｎｄｕｃ ｉｎｇ
ｆａｃ ｔｏｒｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄ ｒ ｉ ａａｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅ ｄ １

，

Ａ ＩＦＭ １

） 琥珀酰化修饰增加 ， 抑制 Ａ ＩＦＭ １ 与胆固醇酯转移蛋 白之间 的相互作用 ， 导致

线粒体功能障碍 ［
７２

］

。 而且 ， Ｓ ＩＲＴ５ 介导 ＳＯＤ １ 和过氧化还原蛋 白 ３
（ｐ

ｅｒａｘ ｉｒｅ ｄｏｘ ｉ ｎ３ ．ＰＲＤＸ ３
）

的琥珀酰化修饰的去除 ， 可 以提高 ５００ １
【
７ ３

］和 ？ １１０ ；＾ ３
［
７４

】的活性 ， 缓解线粒体氧化应激 。

此夕卜 ， Ｓ ＩＲＴ５ 去除琥珀酰化修饰与癌症的发展密切相关 。 Ｓ ＩＲＴ５ 使 ＬＤＨＡ 去琥珀酰

化 ， 降低 ＬＤＨＡ 的活性 ， 减少乳酸的产生 ， 从而显著减少前列腺癌细胞的迁移和侵袭 ｜

７ ５
１

。

Ｓ ＩＲＴ５ 通过调节 ｃ
－ｍｙｃ 的去琥 ｉ自酷化来促进脊索瘤的恶性发展 ［

７ ６
】

。

琥珀酰化修饰参与从低等到高等多个物种的多种生理过程 ， 但是负 责改变琥珀酰化

修饰状态的酶 ， 尤其是这些酶的上游调节机制还有待进
一

步探索 。

６
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１ ３ 昆虫变态发育

昆虫 占我们所知物种数量的
一

半 以上 ， 是世界上最繁盛的生物 ［
７７

］

。 昆虫之所 以能够

达到如此繁 多 的种类的数量 ， 离不开其发育过程 中 的两个环节
一

蜕皮和变态 。 在生长发

育过程中 ， 为 了适应环境 ， 昆虫进化 出坚硬的外骨骼 ， 但外骨骼限制其生长 ， 为此 ， 昆

虫需要通过 ２ ０ －羟基蜕皮酮 （
２ ０ －ｈｙｄ ｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ

，

２０Ｅ
） 滴度 的激增导致的蜕皮来实现

生长 ［
７ ８

］

。 新角质层的形成 ， 旧角质层的脱落 ， 这
一

过程 ， 称之为蜕皮 。

变态是 昆虫生长过程 中另
一

个重要的现象 ， 主要指幼虫向成虫的转变过程 ， 在这个

过程 中 ， 昆虫体 内 的代谢和营养状况发生显著变化 ， 可 以帮助 昆虫更好的适应环境的改

变 。 昆虫的变态发育为 昆虫从
一

个小而不为人知的土壤动物群体转变为数量庞大的陆地

优势群体提供 了条件 ［
７９

】

。

完全变态类的 昆虫
一

生要经历 由 卵 、 到幼虫 、 到蛹和最后成虫 ４ 个发育阶段 ， 幼虫

与成虫不仅在外观上有较大的差别 ， 而且体内幼虫组织发生 自 噬凋亡 ［

８ Ｑ
］

， 成虫组织经历

增殖重建 ［
８ ｜

】

， 包括唾液腺 ［
８２

】

、 中肠＿和脂肪体 ［叫等组织 ， 都会经历 自 噬凋亡和增殖 。

脂肪体是 昆虫的代谢中 心 ， 是
一

种疏松 、 动态的组织 ， 类似于脊椎动物的脂肪组织

和肝脏 ， 是调节 昆虫发育和行为的主要组织之
一

， 不 同的 昆虫有形态各异 的脂肪体问 １

。

在完全变态 昆虫的变态过程中 ， 幼虫脂肪体经历脂肪体重塑过程来形成成虫脂肪体 。 具

体来说 ， 是在 ２０Ｅ 等激素和物质 的刺激下 ， 基质金属蛋 白酶初步解离幼虫脂肪体细胞 ，

适当解离后 ， 通过细胞 自 噬凋亡发生组织完全分解 ， 此时幼虫脂肪体的大小 、 形态和功

能都 己发生 巨变 ， 形成成虫脂肪体 ［
８６

］

。 在果蝇中 ， 取食期呈现多边形的脂肪体细胞紧密

排列在
一

起 ， 进入变态期后 ， 脂肪体细胞逐渐解离 ， 最后完全分离成分布疏松的单个脂

肪体细胞 ， 呈絮状 ， 进入预成虫期 ， 离散分布的脂肪体细胞逐渐形成棒状结构 ［
８７

】

。 并且

在这个过程中 ， 虫体 内 的营养状况发生显著变化 。 在幼虫期 ， 脂肪体细胞摄入大量的蛋

白 质 、 脂质和糖类等营养成分 ， 并存储起来 ［
８ ８

］

。 在成虫脂肪体形成的过程中 ， 就会分解

利用储备在幼虫脂肪体 中 的营养物质作为能量来源 【
８ ９

］

。

昆虫 胃肠道复杂且适应性强 ， 由前肠 、 中肠和后肠组成 ［
９Ｑ

］

。 其中 中肠是食物消化和

糖类 、 脂质和蛋 白 质等营养吸收的主要部位 ， 也是大多研究主要关注的部位 ［
９ １

］

。 在完全

变态 昆虫的变态过程中 ， 中肠也会发生重塑 ， 大致过程为幼虫中肠通过 自 噬凋亡消失 ，

成虫 中肠通过细胞增殖分化形成 ［
９２

］

。

一

旦幼虫停止进食 ， 自 噬就会被激活 ， 接着 由 自 噬

引发细胞凋亡 ； 同时 ， 位于 中肠单层上皮细胞基部的小圆形细胞 ， 也就是干细胞就会增

殖分化 ， 形成成虫的 中肠 ［
９３

］

。 并且 ， 在这个过程中 ， 幼虫 中肠细胞被新形成的上皮细胞

移位 ， 并推 向管腔 ， 随后被完全消化 。 幼虫中肠的 自 噬可 以为成虫 中肠的增殖提供营

养物质

昆虫的变态发育受到 ２０Ｅ 滴度的调节 。 ２ ０Ｅ 滴度的高低是指导 昆虫生命周期 中每个

７
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主要发育阶段转变的关键信号 ， 完全变态 昆虫的蜕皮和变态过程受到 ２０Ｅ 滴度的严格调

控间 。 在果蝇中 ， 三龄幼虫龄末期 ， ２０Ｅ 到达第
一

次高滴度 ， 起始变态和预蛹期 ， 触发

踊的形成 ； 第二次高滴度是在大概化蛹 １ ０ｈ 后 ， 触发成虫头部外翻 ， 并且标志着蛹 向成

虫的转变 ［
９６

］
。

２ ０Ｅ 发挥作用 既可 以进入细胞核 中 与异二聚体结合 ， 由蜕皮激素核受体 （
ｅｃｄｙｓｏｎｅ

ｎｕ ｃ ｌ ｅａｒｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ

，
ＥｃＲ

） 和超气 门蛋 白 １
（
ｕ ｌ ｔｒａｓｐ

ｉ ｒａｃ ｌ ｅ １
，

Ｕ ＳＰ １

） 结合形成 ， 介导基因组信号

途径 ［
９７

］

， 也可以通过与细胞膜上的各种 Ｇ 蛋 白偶联受体结合 ， 介导非基因组信号途径 【

９ ８
］

。

其中 ， ＥｃＲ 是
一

种类固醇激素核受体 ， 可以结合靶标基 因 的上游启动子等 ， 从而激活下

游基因 的转录过程 ， 它将 ２０Ｅ 不同 的峰值转变为蜕皮的不 同阶段 ［

９９
］

。 其实 ， 无论是基因

组信号途径的 ＥｃＲ 、 ＵＳＰ １ 等 ， 还是非基因组的各种 Ｇ 蛋 白偶联受体 ， 它们本身都会受

到翻译后修饰的调节 ， 翻译后修饰可 以影响它们 的细胞定位 ， 抑制或者激活它们的功能 。

例如 ， ＵＳＰ １ 可 以在第 ３ ５ 位丝氨酸发生磷酸化 ， 当隣酸化水平下 降时 ， Ｕ ＳＰ １ 下游基因

的转录过程会受到抑制 ［
１ ＧＱ

］

； 并且 已有研究证 明 ， 只 有 乙酰化状态的 Ｕ ＳＰ １ 才能与 ＥｃＲ

形成异二聚体 ， 从而发挥作用％
１

］

。

昆虫在激素的调控下 ， 从幼虫向成虫转变的过程 中 ， 营养状况发生显著变化 ， 中肠

和脂肪体等组织要经历 自 噬 、 凋亡 、 增殖的重塑过程 ， 可 以作为探索琥珀酰化修饰调节

蛋 白功能的 良好模型 。

１ ．４ 存在的科学问题 、 研究内容和研究意义

由上述综述可知 ， 高浓度的 Ｈ ２〇２会对机体造成损害 ， 而适量浓度的 Ｈ ２〇 ２ 可 以作为

信号分子 ， 参与细胞信号转导通路 。 ＣＡＴ 负责清除过量的 Ｈ ２０ ２ ， 维持 Ｈ ２〇 ２在
一

个合适

的浓度水平 。 若 ＣＡＴ 活性调节紊乱 ， 会使机体因细胞增殖或 Ｈ ２０ ２浓度升高等因素引 发

代谢异常及疾病发生 。 那么 ＣＡＴ 活性受到什么 因素的调节 ？ 翻译后修饰是调节蛋 白 功

能适应周边环境变化的快速方式 ， 琥珀酰化是发生在赖氨酸上的
一

种翻译后修饰 ， 其供

体琥珀酰基是三羧酸循环的 中 间产物 ， 与生物体 内 的营养状态密切相关 ， 且该修饰使赖

氨酸发生较大的质量变化和 电荷变化 ， 对靶标蛋 白 的聚合和亚细胞定位有较大影响 。 琥

珀酰化参与 多个物种的多种生理过程的调节 ， 但其上游调节机制 尚不清楚 。 完全变态 昆

虫在变态过程中 ， 幼虫与成虫阶段的营养状态差异较大 ， 且不仅外观形态发生显著变化 ，

内部器官如 中肠和脂肪体也要发生解离和重塑 ， 是研宄琥珀酰化调节蛋 白 功能的 良好研

究模型 。 综上 ， 提 出科学 问题 ： ＣＡＴ 的活性是否受到琥珀酰化修饰调节 ， 具体调节机制

如何 。

因此 ， 我们拟 以完全变态 昆虫 、 鳞翅 目 害虫棉铃虫为研究对 象 ， 首先检测变态过程

中 ＣＡＴ 的活性是否发生变化 ， 然后通过免疫印迹和免疫沉淀检测 ＣＡＴ 的琥珀酰化修饰

８
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水平是否发生变化 。 并且在细胞系中过表达野生型和琥拍酰化修饰位点突变的质粒 ， 探

索琥珀酰化修饰调节 ＣＡＴ 活性的具体机制 。 最后通过 ＲＮＡ 干扰 ， 双荧光素酶报告实验

等方法检测琥拍酰化修饰的上游调控机制 。

本研宄可 以阐 明琥珀酰化修饰调节 ＣＡＴ 活性的详细机制 ， 为害虫防治提供新的靶

标 ， 并为 ＣＡＴ 相关疾病的治疗提供理论参考 。

．

．

．

．

． 
＇

 ＇

 ，


＇

 ■

９





山 东大学硕士 学位论文


．

２ 號班酰化修饰调节 ＣＡＴ 的活性参与昆虫变态

２ 。 １ 引言

ＣＡＴ 是生物体保护酶系统成员 ， 负责将 Ｈ ２０ ２ 的浓度维持在合适的水平 。 但 ＣＡＴ 的

活性调节机制 尚不清楚 。 琥珀酰化修饰是
一

种与细胞营养状态密切相关的翻译后修饰 。

我们 以 昆虫变态为模型 ， 探索琥珀酰化修饰对 ＣＡＴ 活性的调节机制 。

２ 。２ 实验材料

２ ．２ ． １ 实验动物

本研％ 以鱗翅 目 完全变态 昆虫棉铃虫作为研宄对象 。 棉铃虫人工喂养在专 门 的动物

养虫房 ， 饲料的成分包括大豆粉 、 面粉 、 复合维生素 、 葡萄糖和蔗糖等 ［
１ Ｑ２

］

。 生长过程

中 ， 保持温度 ２６

°

Ｃ 左右 ， 湿度 ６ ０
－ ７０％ ， 光照 １ ４ｈ ， 黑暗 １ ０ｈ 。

２ ．２ ．２ 实验细胞

实验中所用 的细胞均为棉铃虫表皮细胞系 。 细胞所用 的培养基是含 １ ０％胎牛血清的

Ｇｒａｃｅ 培养基 ， 培养于 ２７

°

Ｃ 的恒温培养箱 中 。

２ ．２ ．３ 实验试剂

胎牛血清 （
Ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌ ｌｎｄｕｓｔｒｉ ｅｓ

，
以色列 ）

， 昆虫 Ｇ ｒａｃｅ 培养基 （
Ｇ ｉｂ ｉ ｃｏ ， 纽约 ， 美国 ） ，

二 甲基亚讽 （
索莱宝 ， 北京 ， 中 国

）
， ２０Ｅ

（
Ｃａｙｍ ａｎｃｈｅｍ ， 密歇根州 ， 美国 ）

， 蛋 白酶抑制

剂 （康为世纪 ， 北京 ， 中 国 ）
，
Ｈ ｉＦ ｉ 酶 、 Ｅ ａｓｙ ｔａｑ

ＤＮＡ 聚合酶及对应的 ｂｕｆｆｅｒｓ 、 ２ ｘ ＳＹＢＲ

ｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅＰＣＲ
ｐ

ｒｅ－ｍ ｉｘｔｕｒｅ 、 ｄＮＴＰ 、 ＲＮＡ提取试剂Ｔｒａｎ ｓｚｏ ｌ

（
全式金 ， 北足 ， 中 国 ）

， Ｔ４ＤＮＡ

连接酶 （
Ｎ ｅｗ Ｅｎｇ ｌ ａｎｄＢ ｉｏ ｌ ａｂｓ ， 马萨诸塞州 ， 美 国 ）

，
ｄ ｓＲＮＡ 合成试剂盒 、 限制性 内切酶

及ｂｕｆｆｅｒ 、 蛋 白ｍ ａｒｋｅｒ２６６ １ ６
（
Ｔｈ ｅｒｍ ｏＦ ｉ ｓｈ ｅ ｒＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ， 马萨诸塞州 ， 美 国 ）

， 转染试剂

Ｑ ｕ ｉ ｃｋＳｈｕｔｔ ｌ ｅ
－

ｅｎｈａｎｃｅｄ（博奥龙 ， 北京 ， 中 国 ）
， ＣＡＴ 酶活检测试剂盒 （

ＢＣ ０ ２ ０ ５
）

、 Ｈ ２Ｏ２

含量检测试剂盒 （
ＢＣ ３ ５ ９ ５

） （索莱宝 ， 北京 ， 中 国 ）
， 质粒提取试剂盒 （捷瑞 ， 上海 ， 中 国 ）

，

组蛋 白提取试剂盒 （
ＢＢ －

３ １ １ ７
） （索莱宝 ， 北京 ， 中 国 ）

， Ｇ ＳＴ 柱 、 Ｈ ｉ ｓ 柱 （天地人和 ， 常

州 ， 中 国 ）
， Ｐｒｏｔｅ ｉｎＡ／Ｇ

（
Ｓ ａｎ ｔａＣ ｒｕｚ ， 得克萨斯州 ， 美 国 ）

，
ＥＣＬ 化学发光液 （

天能 ， 上

海 ， 中 国 ）
，

ＩＰＴＧ 、 各种抗生素 、 引 物
（
生工 ， 上海 ， 中 国 ）

， ＡＣＴＢ 兔单克隆抗体 （
ＡＣ 〇２ ６

）
、

Ｈ ｉ ｓ
（
ＡＥ００ ３

）
／ＧＦＰ

（
ＡＥ０３ ０

）
／ＲＦＰ

（
ＡＥ０２ ０

） 鼠单克隆抗体 （

Ａ ｂｃ ｌ ｏｎ ａ ｌ
， 武汉 ， 中 国 ）

， 丝氨酸

１ ０
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磷酸化单克隆抗体 帥 ９３ ３ ２
）

、 组蛋 白 １１３
（

１ ７ 〗 ６ ８ －

１
－八？

）
、 ？－

１１３ 单克隆抗体 （
５ ６ １

＇

丨 ０
） （

９７０ 〗 ５
）

（
〇 ６ 丨 １ ５化的 丨 ； １＾ 丁６４ ： ｝１ １１〇 丨〇§＞％ 麻省 ， 美国 ）

， 乙酰化多克隆抗体 （
１０ ？０３ ８ ０

） （
１〇１ １１１ １１ １＾ １： １＾ １１１ ，

不列颠哥伦比亚 ， 加拿大 ）
， 泛琥珀酰化单克隆抗体 （

ＰＴＭ－４０ ］

） （景杰生物 ， 杭州 ， 中 国 ） ，

辣根标记 山 羊抗兔／鼠 ＩｇＧ（中杉金桥 ， 北京 ， 中 国 ）
， 胶回收试剂盒 （

捷瑞 ， 上海 ， 中 国 ）
，

其他实验过程中常用试剂均为 国产 。

２ ．２ ．４ 实验仪器

劳光定量ＰＣＲ仪 （
Ａｎ ａ ｌｙｔ ｉｋ Ｊａｎｅ ， 德国

）
， ＰＣＲ仪 （

Ｂ ｉｏｍ ｅ ｔｒａ Ｔ－Ｇ ｒａｄ ｉ ｅｎ ｔ Ｔｈ ｅ ｒｍ ｂ 丨ｏｃｋ ，

德国
）

， 金属浴 、 半干转膜仪 、 蛋 白 电泳槽 （凯奥 ， 北京 ， 中 国 ）
，

ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 电泳槽 （凯

元 ， 上海 ， 中 国
）

， Ｉｎｆｉｎ ｉ ｔｅＭ２００ＰＲＯ ＮａｎｏＱｕａｎｔ 分光光度计 、 Ｔａｎ ｏｎ５２００ 全 自 动化学发

光成像分析系统 （天能 ， 上海 ， 中 国 ）
， 电泳仪 （六

一

仅器 ， 北京 ， 中 国 ）
， 移液枪 、 高

速冷冻离心机 （
Ｅ
ｐｐｅｎｄｏｒｆ，Ｈａｍ ｂｕ ｒｇ ， 德 国 ）

、 多功能酶标仪 （帝肯贸 易 ， 上海 ， 中 国 ）
。

２ ．３ 实验方法

２ ．３ ． １ 基因克隆及生物信息学分析

从 ＮＣＢ Ｉ 中获得棉铃虫 Ｃａ／ ｍＲＮＡ 的序列 ， ＭＥＧＡ７ ． ０ 软件进行 多物种过氧化氢酶

蛋 白 质 序 列 比 对 ， 并 针 对 多 物 种 的 Ｃｏ／ 基 因 构 建 系 统 进 化 树 。 ＳＭＡ ＲＴ

（ｈ ｔ ｔｐ ： ／／ｓｍ ａｒｔ ． ｅｎｉ ｂ ｌ

－

ｈ ｅ ｉ ｄ ｅ ］ ｂｅ ｒｇ ． ｄ ｅ ，〇预 测 过 氧 化 氢 酶 的 结 构 域 。 ＥｘｐｅｒｔＰ ｒｏ ｔ ｅ ｉｎＡ ｎ ａ ｌｙｓ ｉ ｓ

Ｓｙｓ ｔｅｍ（ｈ ｔｔｐ ： ／／ｗ ｅｂ ． ｅｘｐ ａｓｖ ． ｏ ｒｇ／ｔｒａｎ ｓ ｌ ａｔｅ／） 确定Ｃａ Ｚ的开放阅读框 （
ＯＲ Ｆ

） 序列 。

２ ． ３ ．２ＤＮＡ抽提

向 ＰＣＲ 产物 中加入等体积的 ＤＮＡ 提取液 ， 振荡器剧烈震荡 １ ５ｓ ， 冰上静置 ２ｍ ｉ ｎ ，

后 １ ３
，

０００
ｇ ，４

°

Ｃ 离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 转移上清到新的离心管 中 ， 加入 ０ ． １ 倍体积的 ３Ｍ 乙酸

钠 （ｐＨ
＝
４ ． ５

）
， 混匀再加入 ２ ． ５ 倍体积的无水乙醇 ， 混匀 ，

－

２ ０

°

Ｃ 沉淀 ４０ｍ ｉ ｎ 。 完成沉淀

后 ， 丨 ３
，
０００

ｇ ， ４

°

Ｃ 离心 ２０ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 沉淀中加入 １ ００ … ８ ０％的 乙醇洗涤 ， 离心后

弃上清 ， 风干 ， 加入 ２０
 （

ｉ ｌ 无菌水 。 测浓度 ， 直接进行后续实验或者于－ ２ ０

°

Ｃ 保存 。

２ ．３ ．３ＲＮＡ
提取

解剖经过不 同处理或者处于不同龄期的棉铃虫 ， 分离虫体各组织 ， 包括表皮 、 中肠

和脂肪体 ， 放入憐酸盐缓冲溶液 （ｐｈｏｓｐｈａ ｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａ ｌ ｉ ｎｅ
，
ＰＢ Ｓ

）（ｐＨ
＝

７ ．４
， １ ４ ０ｍＭＮ ａＣ ］

，

］ ０ ｍＭ Ｎａ２ＨＰＯ４
，２ ＿ ７ ｍＭ ＫＣ ｌ

，１ ． ８ ｍＭ ＫＨ ２Ｐ〇４
）
中冲洗干净 ， 去 除血淋 巴 。 称 １ ０ ０ ｍ ｇ

组织放入无 幻＾＼ ３ ５６ 的 １ ． ５ 〇１ １ 离心管中 ， 先加入 ４ ００
（

＾ １ 丁１＾〇 丨 试剂 ， 用研磨器充分研磨 。

研磨充分后 ， 再加入 ６ ００
ｕ ｌ Ｔｒ ｉｚｏ ｌ 试剂 ， 后在冰上静置 １ ０ｍ ｉ ｎ ， 使组织充分裂解 裂解

Ｉ Ｉ
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

完成后 ， 在 ４
°

Ｃ
，１ ３

，

００ ０ ｇ ， 离心 ｌ Ｏ ｍ ｉ ｎ ， 收集上清至新的无 ＲＮＡａｓｅ 的离心管中室温

放置 ５１１１ 丨 １１ 。 每 １１１ １ 丁１

＇

丨２〇 丨 对应加入 ２ ００
｜

〇１ 的氯仿 ， 振荡器剧烈震荡 １ ５５ ， １ ３
，
００ 〇 ８ ， ４

°

£

离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 取上清并加入等体积预冷后 的异丙醇 ， 上 下温和混匀 ６ 次 ， 完成后室温静

置 １ ０ｍ ｉ ｎ ，１ ３
，
ＯＯＯ ｇ ，４

°

Ｃ 离心 １ ０ｍ ｉ ｎ ， 去上清 ， 沉淀用 ７５％的 乙醇洗涤 ， 离心后弃上

清 ， 风干 》 加入 ２ ０
ｊ

ａ ｌ 焦憐酸二 乙酯 （
ｄ ｉ ｅ ｔｈｙ 丨

ｐｙｒｏ ｃａｒｂｏｎ ａｔｅ
，
ＤＥＰＣ

） 水 ， 于 ６ ５
°

Ｃ 金属浴

中赌育 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ 。 测浓度后 ， 直接进行反转录或者于－

８ ０
°

Ｃ 保存 。

２ ．３ ．４ 反转录

以提取的 ２ －

３
ｎｇ

ＲＮＡ 为模板 ， 加入 ２ … ４ ｘＡ ｃ ｃｕＲＴ Ｒｅａｃｔ ｉｏｎＭ ｉｘ ， 补加 ＤＥＰＣ 水至

总体积为 ８
＾ １ 。 混勾后放到 ４２

°

Ｃ ，２ｍ ｉｎ 。 再加入 ５ ｘＡｃｃｕＲＴ Ｒｅａｃ ｔ ｉｏｎＳ ｔｏｐｐｅｒ２ … 混勾

后 ， 加入 ５ ＼八 １ １
－

１ １１
－〇 １＾ １１丁 １＾ ３５１６ １

￣

＾＾ ４
＾
１ 丨 和 ０￡？ （： 水 ６

）

１ 丨 。 混匀后 ， 依次 ２ ５
°

（： 放置

１ ０ｍ ｉｎ ，４２Ｘ放置１ ８ｍ ｉｎ ，８ ５
°

Ｃ放置５ｍ ｉ ｎ 。
－２０

°

Ｃ保存 。

２ ．３ ． ５ 实时定量 ＰＣＲ

整个实验过程要注意全程在避光的条件下进行 ， 以反转录得到 的 ｃＤＮＡ 为模板 ， 实

验所用 引 物见表 ２」 。 实时定量 ＰＣＲ
（

ｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅ
ｑｕａｎ ｔ ｉ ｔａ ｔ ｉｖｅＰＣＲ

，ｑ
ＲＴ ＰＣＲ

） 反应体系如

下 ： ｌ ｐ ｌ ｃＤＮＡ模板 ， 上下游 引 物 各２ ｜

ｉｉ ｌ ，５
 （

ａ ｌ ２ ｘ ＳＹＢＲｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ
ｐｒｅ

－ｍ ｉｘｔｕ ｒｅ 。 混匀

后离心 ， 进行反应 。
ｑ
ＲＴ ＰＣＲ 反应条件 ： ９ ５

°

Ｃ 反应 ］ ５ｍ ｉ ｎ
；９ ５

°

Ｃ 反应 １ ５ｓ
；６ ０

°

Ｃ 持

续 １ｍ ｉｎ
；７ ８

°

Ｃ 反应 ２ｓ ， 共循环 ４ ０ 次 ； 于 ６ ５
°

Ｃ ￣

９ ５
°

Ｃ 进行熔解 曲线的分析 ， 间隔为

０ ． ５
°

Ｃ 。

１ ．３ ．６ｄｓＲＮＡ合成

在 目 的基因 的 ｍＲＮＡ 序列 中选择长度为 ４００ｂｐ 左右 的片段 ， 设计相应的上下游引

物 （见表 ２ ． １
）

。 注意全程要在冰上操作 。 先进行 ＰＣＬ 得到 ＲＮＡ ｉ 片段的 ＤＮＡ 。 再 以

ＤＮＡ 为模板合成相应的 沿ｍ４ 。 操作步骤如下 ： 第 天 ，
ＡＴＰ 、 ＵＴＰ 、 ＧＴＰ 、 ＣＴＰ

（
１ ０ｍＭ

）

各 ２ ．４
ｐ ｉ ，２０

 ｜

ａ ｌ５ ｘ转录缓冲液 ， ４
ｐ ｉ Ｔ ７ＲＮＡ 聚合酶 （

２ ０Ｕ ／＾ ｌ

）
，３

０ 
ＲＮＡ 酶抑制剂 （

４０

Ｕ ／叫 ， 最后补加 ＤＥＰＣ 水至总体积为 ５ ０
ｐ ｌ ， ３ ７

°

Ｃ 孵育过夜后加入 １ ０
ｐ ｉＤＮＡａ ｓｅＩｂｕｆｆｅｒ

（
１Ｕ ／ｐ ｌ

）
， １ ０

ｐ ｉＤＮＡ ａｓｅＩ和 ３ ０ … ＤＥＰＣ 水 ， ３ ７

°

Ｃ 孵育 １ｈ 。 经 ＲＮＡ 提取酚和氯仿抽提 ，

乙醇和 乙酸钠沉淀后 ， 离心洗涤风干 ， 加入 ２ ０
 （

Ｊ ＤＥＰＣ 水溶解 。 １ ： １ ０ 稀释后 ， 检测浓

度并通过凝胶 电泳检测 办＿ 纯度 。

２ ．３ ．７ＲＮＡ干扰

挑选 ６ ０ 只适当龄期的幼虫 ， 随机平均分成两组 ， 各 ３ ０ 只 ，

一

组注射 ５
Ｗ （

用

无菌 的 １Ｘ ＰＢＳ 稀释至 ６００ｎｇ
／Ｗ ）

， 另
一

组注射等量 的 办Ｃ办 作为对照 。 分别在第二天和

第三天再次注射 。 注射三针后 ， 实验组 和对照组 分 别 随机选取 ３ 只棉铃虫提取各组织

１ ２
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

ＲＮＡ 检测干扰效率 。 观察记录并统计两组虫子的表型 。

２ ．３ ． ８ＴＡ克隆

软件设计基因 的上下游 引物 ＣＡＴ－ＯＥＦ 和 ＣＡＴ－ＯＥＲ
（表 ２ ． １

）
， 利用 虫体总 ｃＤＮＡ 作

为模板 ， 通过 ＰＣＲ 扩增 Ｃａ／ ｍＲＮＡ 全长 ， 测序验证 。 得到 ＰＣＲ 产物后 ， 进行琼脂糖凝

胶 电泳 。 将 ？０１ 产物胶回收后 ， 与购买的
｜

＾０ －

丨 ９丁 载体 ， １ ６
。

（： 连接 ３ 〇 １１１ 丨 １１ ， 然后进

行转化 。 次 日 ， 进行 ＰＣＲ 菌落筛选 ， 得到阳性克隆 ， 并进行保种 ， 用于后续实验 。

２ ．３ ．９ 多克隆抗体制备

设计引物 ＣＡＴ－ＯＥＦ 和 ＣＡＴ－ＯＥＲ
（
表 ２ ． １

）
扩増 Ｃａ ／ 的开放阅读框的 ｃＤＮＡ 片段 ， 并

通过胶回收后与空载质粒 ＰＧＥＸ
－４Ｔ－

１ 连接 ， 构建重组质粒 ＝ 现将重组质粒转入大肠杆菌

ＤＨ ５ ｃｔ中表达 ， 再提取质粒 ， 转入大肠杆菌 ＢＬ２ １（
ＤＥ３

） 中进行大规模表达 。 重组的 ＣＡＴ

蛋 白形成包涵体 ， 从 ７ ． ５％的凝胶上切下相应大小的重组 ＣＡＴ 蛋 白 。 充分研磨所切凝胶 ，

后与等量完全佐剂或不完全佐剂混匀后 （第
一

针为完全佐剂 ， 后两针为不完全佐剂 ）
， 注

射免疫兔子 （由青岛康大爱博生物科技有限公司完成 ）
， 第

一

针与第二针间隔 ３ 周 ， 第二

针和第三针间隔 ２ 周 ， 共注射三针 。 每次注射后 ， 间隔
一

周取血 ， 检测抗体效价 。

２ ．３ ． １ ０ＣＡＴ 活性及 Ｈ ２０ ２浓度的测定

根据 Ｈ２〇 ２ 在 ２４ ０ ｎｍ 处有特异 的吸收峰 ， 过氧化氢酶可 以分解 Ｈ ２０ ２ ， 所 以可 以将

含有 Ｈ ２０ ２ 的溶液作为底物 ， 根据其在特异吸收峰处值的变化计算 出组织或细胞中 ＣＡＴ

的活性 。 按照试剂盒说明 ， 取不同龄期虫体的脂肪体 ， 在提取液 中进行冰浴匀浆 ， 离心

后取上清 ， 按 比例加入样本和工作液 ， 在 ２４ ０ｎｍ 下记录吸光度的变化 。

根据 Ｈ ２０２ 与硫酸钛化合物发生反应后 ， 会生成黄色的 复合物 ， 该复合物在 ４ １ ５ｎｍ

处有特征的吸收峰的原理 。 按照试剂盒说 明 ， 取样后冰上匀浆 ， 离心取上清 ， 按顺序加

入不 同试剂后 ， 在 ４ １ ５ｎｍ 处测定吸光值 ， 计算 Ｈ ２〇 ２ 浓度 。

２ ．３ ． １ １ 蛋白提取

虫体蛋 白 ： 解剖分离幼虫脂肪体和中肠等组织各 】 ０ ０ｍ
ｇ ， 先在 ｌ ｘＰＢ Ｓ 冲洗干净 ，

后分别在 ５ ００
 ｜

ｉ ｌ 、 ４００
＾ １ 、 ３ ５ ０

Ｗ
ｌ ｘＰＢ Ｓ

（
己提前加入 丨 ％的蛋 白酶抑制剂混合物 ） 缓冲液

中冰上匀浆 ， ４
°

（： ， １ ３
，

００〇 ８ 离心 １ ５ １＾ １１ 收集上清液 ， 加入蛋 白处理液 ，
｜ ００

。

£ 煮 １ 〇 １＾ １１ ，

得到组织总蛋 白 。

细胞蛋 白 ： 细胞蛋 白提取时先用杜 氏隣酸盐缓冲液 （
ｄ ｕ ｌ ｂ ｅｃｃ ｏ

’

ｓ
ｐ

ｈ ｏ ｓｐｈ ａｔｅｂｕｆｆｅ ｒｅｄ

ｓａ ｌ ｉｎｅ
，
ＤＰＢ Ｓ

）（ｐＨ
＝
７ ．４

，８ｇ
ＮａＣ ｌ

，
０ ． ２

ｇＫＣ １
，

１ ． １ ５ｇＮ ａ ２ＨＰ〇 ４ ．０ ． ２
ｇ

ＫＨ ２Ｐ〇４
， 溶 于 １Ｌ

ｄｄＨ ２０ 中 ） 洗涤细胞
一

次 ， 每孔加入 １ｍ ｌｌ ｘＤＰＢ Ｓ
（
己提前加入 １ ％的蛋 白 酶抑制剂混合

物 ） 用细胞刮收集细胞 ， 用移液枪转移细胞至 ＥＰ 管 中 。 然后 ４
〇

Ｃ ， ｌ ． Ｏ Ｏ Ｏ ｇ 离心 ５ ｍ ｉｎ ，

１ ３
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

弃上清获取细胞 ； 每孔加入 ４０ … 的 Ｉ ｘＤＰＢ Ｓ
（
已提前加入 １％的蛋 白酶抑制剂混合物 ）

，

悬起细胞 ， 加入 ２０
 ｜

ａ ｌ 蛋 白 处理液 ｓ １ ００

°

Ｃ 煮 １ ０ｍ ｉｎ 。

组蛋 白提取 ： 按照试剂盒的说明进行操作 。 收集细胞蛋 白 ． 或者研磨虫体蛋 白 后 ，

在 ４
〇

Ｃ ， ｌ
，
０ ００ ｇ 条件下离心 丨 Ｏ ｍ ｉｎ ， 吸干上清 ， 每组中加入 ５ ００

４ 蛋 白提取液 Ａ
（
己提

前加入蛋 白酶抑制剂混合物 ）
， 混匀后 ， 在 ４

°

Ｃ 条件下轻轻振荡 １ ０ｍ ｉｎ 。 震荡完成后 ，

在 ４
。

（： ， １ ６
，

０ ０ ０
§ 条件下离心 １ ５ １１１ 丨 １１ ， 弃上清 ， 在沉淀 中加入 １ ００ ＾ 丨 组蛋 白提取液 ８

，

用 ２００ … 枪头反复吹打混匀后 ， 放 ４
。

（： 冰箱过夜存放 。 次 日 ，
４

°

Ｃ ， １ ６
，
０００

ｇ 条件下离

心 １ ０ 分钟 ， 收集上清 。 在上清中加入 １ ０
Ｗ 试剂 Ｃ 充分混匀 。 加入

一

半体积的蛋 白处理

液混匀后煮沸 ， 得到组蛋 白 。

２ ．３ ． １ ２ 蛋白质免疫印迹

取蛋 白样 品加样到适宜浓度 的 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 胶中 （本文所用浓度为 ７ ． ５％到 １ ５％ ， 具

体浓度均标注在对应 图注 中 ）
， 进行 ＳＤ Ｓ

－ＰＡＧＥ 凝胶 电泳 。 电泳结束后 ， 利用转膜仪将

蛋 白从凝胶转移到硝酸纤维素膜上 。 转膜完成后 ， 用 ５％的脱脂奶粉或者 ３％的牛血清蛋

白
（
均用 ｌ ｘＴＢ ＳＴ 配置 ） 室温下震荡封 闭孵育 １ｈ 。 倒掉封闭液 ， 将膜与适宜浓度的

一

抗

（用封闭液稀释 ）
在室温震荡 ｌ Ｏ ｍ ｉｍ 然后在 ４

°

Ｃ 下孵育过夜 。 次 日 ， 先用 ｌ ｘＴＢ ＳＴ
（
ＴＢＳ

中加入 ０ ． ０２％ Ｔｗｅｅｎ
） 洗涤 ３ 次 ， 每次 ６ｍ ｉ ｎ 后 ， 将膜与适宜浓度的二抗 （用封闭液稀释 ）

室温下震荡孵育 ３ ０ｍ ｉｎ ， 后在 ３ ７

°

Ｃ 烘箱孵 育 ３ ０ｍ ｉｎ 。 结束后 ， 用 ｌ ｘＴＢ ＳＴ 洗 ３ 次 ， 每

次６ｍ ｉｎ ， 最后用ｌ ｘＴＢ Ｓ
（ ｐＨ

＝

７ ． ５
， １ ０ｍＭＴｒ ｉ ｓ

－ＨＣ ｌ
，

１ ５ ０ｍＭ Ｎ ａＣ ｌ
）
洗１ ０ｍ ｉｎ 。 使用ＥＣＬ

化学发光方法进行检测 。 先利 用 Ｉｍ ａｇｅ
Ｊ 软件计算膜上 的条带 ， 得到数值后 ， 再使用

Ｇ ｒａｐｈＰａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ８ 软件进行分析 。

２ ．３ ． １ ３ 过表达质粒的构建与细胞系过表达

利用过表达 引物 ＣＡＴ－ＯＥＦ 和 ＣＡＴ－ＯＥＲ
（表 ２ ． １

） 将基因 的开放阅读框序列插入到带

有 ＩＥ 启动子的质粒 ｐ ＩＥｘ －４ －Ｈ ｉ ｓ 或 ｐ ＩＥｘ －４ －ＧＦＰ／ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 中 ， 构建基因 的过表达质粒 。 通

过测序或双酶切验证构建的质粒的准确性 。

将细胞进行传代培养 ， 等待细胞密度达到 ８ ０％左右时进行转染 。 准备 Ａ
，
Ｂ 两个离

心管 ， Ａ 管中加入 ５ 盹 过表达质粒和 〗 ０ ０ 山 ０ ．
９％ Ｎ ａＣ ｌ ， Ｂ 管中加入 ８ … 转染试剂与 １ ００

山 ０ ．９％ Ｎ ａＣ ｌ

（
这是六孔板的用量 ， ２４ 孔板要相应减半 ）

。 Ａ 管和 Ｂ 管混匀于 同
一

离心管

中 ， 加入到适宜密度的细胞培养液 中 ，
２４ｈ 或 ４ ８ｈ 时可 以观察是否发 出荧光 ， ７２ｈ 左右

可 以提取细胞蛋 白 。

２ ．３ ． １ ４Ｎ ｉ

２＋柱纯化细胞中的重组蛋白

将六孔板 中 的培养液吸走 ， 加 入 １ｍ ｌ 无菌 的 ｌ ｘＤＰＢ Ｓ 慢慢摇晃洗净残留 的培养液 。

按照每孔加入 ２ ００ ㈡ Ｒ Ｉ ＰＡ 细胞裂解液 （
己经提前加入 １ ％的蛋 白酶抑制剂混合物 ） 的 比

１ ４
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

例 ， 加入相应量的细胞裂解液 ， 用刮 刀收集细胞 ， 在 ４

°

Ｃ 摇床裂解 ４０ｍ ｉ ｎ ， 充分裂解

细胞 。 在裂解细胞的同时 ， 吸取 １ ００
Ｈ ｉＮ ｉ

２ ｆ

柱料 ， 加入 ６ ５ ０
 ｜

ａ ｌ去离子水洗涤 ２ 次 ， 即 ４

°

Ｃ

摇床旋转 ５ｍ ｉ ｎ 后 ，
４

°

Ｃ ， 〗
，
０ ００

ｇ 离心 ５ｍ ｉ ｎ ， 弃上清 ， 重 复 ２ 次 。 再用 ６ ５ ０
 ｆ

ａ ｌＬｙｓ ｉ ｓｂｕｆｆｅｒ

洗涤 ， 重复 ３ 次 ， 起到活化作用 。 细胞裂解完成后 ， ４
°

Ｃ ， ］ ３
，

０００ ｇ 离心 １ ５ｍ ｉｎ 。 将上

清移至含有 Ｎ ｉ

２＋柱料的离心管 中 ， 于 ４
。

（： 摇床孵育 ５ ５ｍ ｉ ｎ 。 结束后 ， ４

°

Ｃ ，１ ０００
ｇ 离心

５ｍ ｉｎ ’ 弃上清 。 力口入 ６５ ０ … Ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ ， 重复 ２ 次 ， 目 的是洗去非特异性吸附 。 洗涤完

成后 ， 加入 ４０
ｐ ｉＥ ｌｕ ｔ ｉｏｎｂｕ ｆｆｅｒ ， 与柱料轻轻混合后 ， 于 ４

°

Ｃ 摇床旋转 ５ｍ ｉｎ ， 加入 ２０
 （

＿ｉ ｌ

蛋 白处理液 ， １ ００

°

Ｃ 煮 １ ２ｍ ｉｎ ， 得到 目 的蛋 白 。 注意全程在冰上操作 。

２ ．３ ． １ ５Ｐｒｏ ｔｅｉｎＡ 纯化虫体蛋白

按照上述提取虫体蛋 白 的方法提取虫体脂肪体组织的蛋 白 ， 离心获得蛋 白上清液后

加入己用预冷的 ｌ ｘＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 遍的 １ ０
＾ 丨 Ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎＡ 柱料中 ， 在 ４

°

Ｃ 摇床孵育 １ｈ ， 对柱

料进行非特异性吸附处理 ， 去除其 中 的杂质 。 完成后 ， ４

°

Ｃ ，１
，

００ ０
ｇ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 转移

上清到
一

个新的离心管 中 ， 按照 １ ： １ ０／ １ ： １ ００ 加入不 同抗体 ， 于 ４
。

（： 摇床孵育 ３ｈ 。 完成

后 ， ４

°

Ｃ ， ｌ
，
０ ００

ｇ 离心 ５ｍ ｉ ｎ ， 转移上清到 己弯沉预先洗涤 的 ２ ０
Ｍ

Ｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎＡ 柱料中 ， ４

＾
１ 】 摇床孵育过夜 。 次 日 ， 用预冷的 丨 ＼？８ ５ 洗涤 ３ 遍后 ， 加入 ４ ０ ＾ 丨 丨 ＞＜ ？８５ ， 用手指轻击

管底 ， 混匀后加入 ２ ０
ｐ ｉ 蛋 白 处理液 ， １ ０ ０

。

（： 煮 １ ２ｍ ｉ ｎ ， 得到 目 的蛋 白 。 注意全程在冰

上操作 。

２ ．３ ． １ ６ 双焚光素酶报告实验

在棉铃虫表皮细胞系 中转染 ｐ
ＲＬ－ＴＫ 质粒作 为 内 参 质粒 ， 然后将构建好的含有 ＥｃＲ

结合位点的 ；
ＡＳＶｒ／５ －Ｌｕｃ ｉ ｆｅ ｒａｓｅ

－ＧＦＰ－Ｈ ｉ ｓ
报告质粒〇＾＞／５

－ＬＵ Ｃ Ｉ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

） 与ＥｃＲ－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ

质粒共转染 ， 以 ｐ＆Ｖ／Ｊ－ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 质粒和 ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 质粒作 为对照 。 按照双荧光素酶

检测试剂盒步骤进行后续实验 ， 检测 的非翻译区转录活性 。

２ ．３ ． １ ７ 统计方法

本论文中实验至少重复三次 。 误差线表示三次实验平均值±５０ 。 采用双尾 及

／
－ｔｏ／ 方法对两组数据 ㈨ ７

）
， 或者 ＡＮＯＶＡ 方法对多组

数据进行多重 比较
（
不同字母表示两组之间存在显著差异 ｐ

＜ 〇 ． ０５
）

， 来进行差异分析 。

１ ５
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

表 ２ －

１ 实验所用 引 物序列

Ｔａｂ ．２ －

１Ｓ ｅ
ｑ ｕ

ｅｎ ｃ ｅ ｏｆ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒ ｓｕ ｓｅｄ ｉｎｅｘｐｅ ｒ ｉｍ ｅｎ ｔｓ

Ｐｒｉｍ ｅ ｒ
’

ｓ Ｇ ｅ ｎＢａ ｎｋａ ｃ ｃｅｓ ｓ ｉ ｏ ｎ

Ｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｅ

（
５

５
－３

９

）

ｎ ａｍ ｅ ｎ ｕｍ ｂｅｒ

Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒｓｆｏ ｒ
ｑ
ｕ ａ ｎ ｔ ｉ ｔａ ｔ ｉ ｖ ｅＲ ｅ ａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅＰＣＲ

ＥｃＲ－ＲＴＦａａｔｔ
ｇ
ｃ ｃｃｇ ｔｃ ａｇｔ ａｃｇａ ＡＣＤ７４ ８ ０ ７ ． １

ＥｃＲ－ＲＴＲ ｔｇａｇｃ ｔｔｃ ｔｃａｔｔｇａｇｇａ

ＡＣＴＢ －ＲＴＦｃｃ ｔ
ｇｇ

ｔａｔｔｇｃ ｔｇａ ｃ ｃｇ
ｔ ａ ｔｇ ｃ
 ＥＵ ５ ２ ７ ０ ７

Ａ ＣＴＢ －ＲＴＲｃｔｇｔｔｇｇ
ａａｇｇ

ｔｇｇａｇａｇｇｇａ ａ

ＣＡＴ－ＲＴＦ ａａ ａｇｇ
ｃ ｔｇｇ ｔｇａａｃ ｔｇｇｃ ａ ｔ １ １ ０３ ７４２ ３ ９

ＣＡＴ－ＲＴＲ ｃ ａ
ｇ
ｃ ｔ ｃ ｔｃ ｔｇｃ ｔｔｇ ａｇｃ

ｃａｔ

Ｐｒ ｉｍ ｅ ｒ ｓｆｏ ｒｄ ｏｕ ｂ ｌ ｅ
－

ｓ ｔ ｒａ ｎｄ ｅｄＲＮＡ

ｄｓＳｉｒ ｔ５－ Ｆｇｃｇｔａ ａ ｔａ ｃｇａ
ｃ ｔｃ ａ ｃｔ ａｔ ａｇｇｇ ａａｔｃ ａｔｇｇｃ ｔｔ ｃｇｃｇｇ ｃ ａ ａｔ １ １ ０ ３ ７ ８ １ ４ ６

ｄｓＳｉｒｔ５ －Ｒｇ ｃ ｇｔａａ ｔａｃｇａ ｃ ｔ ｃａｃ ｔａｔａｇｇｇ ｃａｔ ｃ ｔｇｇｇｇ ｃａｃ ｃ ｔｃ ｔｔｃ ｃ ｔ

ｄｓＣａ ｔ
－Ｙｇ

ｃ
ｇ ｔ ａ ａ ｔａ ｃｇ ａ

ｃ ｔ ｃ ａ ｃ ｔ ａ ｔａ
ｇｇｇ ｔ ｔｃ ｃ ｃ ｃ ｔｇｇ ｔｔａｃａｔｃ ａｃ ｔ

ｄｓＣａ ｔ
－Ｋｇ ｃ

ｇｔａ ａ ｔａ ｃ ｇａ ｃ ｔｃ ａｃ ｔａ ｔａｇｇｇｇｔｔｇｃ ｔｇｇｇｔｔｔｃｔｃ ｔｔｃ ｔ

ｄｓＧｆｐ
￣￥ｇ ｃ ｇｔａａｔ ａ ｃｇ ａｃｔｃａｃ ｔａｔａｇｇｇａ ｔｇｇｔｃ ｃｃａａｔｔｃｔｃｇｔｇｇａ ａ ｃ

ｄｓＧｆｐ
－Ｋｇ ｃｇｔ ａ ａ ｔａ ｃｇａｃ ｔｃ ａｃ ｔａｔａｇｇｇ

ａ ｃｔｔｇａａｇｔｔｇａｃｃｔｔｇａｔ
ｇｃ ｃ

Ｐｒ ｉｍ ｅ ｒｓｆｏ ｒｅｘ ｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ

ＣＡＴ－ＯＥＦ ｔａｃ ｔｃａｇａｇｃ ｔｃ ａ ｔｇｇｃ ｔｔｃａａｇｇｇａｃ
ｃ ｃ

ＣＡＴ－ＯＥＲ ｔａｃ ｔ ｃ ａｇ
ｔ ｃｇａｃ ｃ ａ ａ ａｔｔｇｇｃ ａ ｔｇｇｔ ａｔｔｔｃｔｔｇ

ＣＡＴＧＳＴ－Ｆ ｔａ ｃ ｔｃ ａｇａｇｃ ｔ ｃ ａｔｇｇ
ｃ ｔｔｃ ａ ａｇｇｇａ ｃ ｃ ｃ

ＣＡＴＧＳＴ－Ｒ ｔａ ｃ ｔｃａｃ ｔｃｇ ａｇ ｃ ａａａｔ ｔｇｇｃ ａｔｇｇｔ ａ ｔｔｔｃｔｔｇ

Ｓ ＩＲＴ５
－

ｌ ｕ ｃ
－Ｆ ｔａｃ ｔｃ ａｃ ｃｃｇｇｇａｔｔｃａｔｃ ｃｔｃ ａｃｔｃｔａａｔｇ

Ｓ ＩＲＴ５
－

Ｉｕ ｃ
－Ｒ ｔ ａ ｃ ｔ ｃａｇａｇ ｃ ｔｃｃ ａ ｃ ｃ ａｔｇｇｔｃ ｔｃ ｃａｇａａａｃｃａ

ｃｃａｇｃ
ａｃ ｃ

１ ６
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２ ．４ 实验结果

２ ．４ ． １ 棉铃虫 基因的鉴定

在 棉 铃 虫 ａｒ ／ｍ

＿

ｇｅｒａ ，／／． ｏｒｗ ／ｇｅｒａ） 基 因 组 中 共 找 到１个ｃａｔｅ ／ｃｗｅ

（
ＧｅｎＢ ａｎｋＩＤ ： １ １ ０ ３ ７４２ ３ ９

）
。 该基因ＯＲＦ全长１ ５ ２４ｂ

ｐ ， 编码５ ０ ７个氨基酸 。 通过ＥｘＰＡＳｙ

网站预测该蛋 白分子量为 ： ５ ６ ｋＤ ａ 。 与家蚕 （
ＧｅｎＢ ａｎｋ ＩＤ ：６９２４ ５ ６

）
、 果蝇

（
ＧｅｎＢ ａｎｋ ＩＤ ：

４００４ ８
）

、 小 鼠
（
ＧｅｎＢ ａｎｋＩＤ ：１ ２ ３ ５ ９

） 和人 （
ＧｅｎＢ ａｎｋＩＤ ：８４７

） 等不 同物种 的序列进行

进化树分析 ， 发现棉铃虫 中 的 ＣＡＴ 与斜纹夜蛾 （
ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ ： １ １ ５４４ １ １ ５ １

） 的亲缘关系

最近 ， 聚在
一

支 （图 ２ ． １ ．Ａ
）

； 在 ＳＭＡＲＴ 网站结构分析发现该蛋 白结构域保守 （图 ２ ． １ ．Ｂ
）

。

序列 比对结果表明 ， 不同物种 中 ， 序列相似度较高 （
图 ２ ． １ ．Ｃ

）
。 这些结果显示 ，

在不 同物种进化过程中 比较保守 。
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图 ２ ． １ 基因鉴定棉铃虫的
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（
Ａ

）
ｃａ／ａ ／ｏｓｅ 的进化树 ；

（
Ｂ

）
ｃｏ ／ａ／ａ ■＾ 的结构域对比 ；

（
Ｃ

）
ｃａｍ ／ａｓｅ 的序列对 比 。 图 中所不名称与基因组

中
一

致 。

（
Ａ

）Ｔｈｅｐｈｙ ｌｏｇｅｎｅｔ ｉ ｃｔｒｅ ｅｏｆｃａｔａ ｌａｓｅ ．（
Ｂ

）Ｔｈｅｄｏｍ ａ ｉｎＣｏｍ ｐａ
ｒ ｉ ｓｏｎｏ ｆｃａｔａｌａｓｅ ．（

Ｃ
）ＴｈｅＳｅｑｕｅｎ ｃ ｅ

ｃｏｍｐａｒ ｉ ｓｏｎｏｆ ｃａ ｔａ ｌａｓｅ ．Ｔｈｅｎａｍ ｅｓａｒｅｓａｍｅａｓ ｔｈ ｅ ｉｒ ｎａｍｅｓ ｉｎ
ｇｅｎｏｍ ｅ ．
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

２ ．４ ．２ 变态期 ＣＡＴ 活性上升

蜕皮事件的发生将棉铃虫幼虫时期划分为 ６ 个龄期 ， 进入 ６ 龄后 ， 前 ６ ０ 小时左右

幼虫大量进食 ， 称为取食期 （
ｆｅｅｄ ｉｎｇ

ｓ ｔａｇｅ ，
Ｆ

） ； 从 ７２ 小时起进食减少 ， 进入不吃少动的

变态銳皮期 （
ｍ ｅｔａｍ ｏｒ

ｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｍｏ ｌ ｔ ｉｎ

ｇ
ｓｔａｇ

ｅ
，
ＭＭ

）
， 直到约 １ ４４ 小时化蛹 ； 踊期持续约 １ ０ －

１ １

天 ， 蛹期结束后羽化为成虫 。 其中 ， 从变态蜕皮期到成虫的阶段合称为变态期 。 为探索

ＣＡＴ 在 昆虫变态发育过程的功能 ， 我们首先检测取食期 、 变态蜕皮期 、 蛹期 Ｈ ２０ ２ 浓度

和 ＣＡＴ 活性的变化 。

取不同龄期虫体的脂肪体 ， 检测虫体 内 Ｈ ２０ ２ 浓度的变化 。 结果表明 ， ＾１２０ ２ 从 ６ 龄

４ ８ 小时开始上升 ， ６ 龄 ７２ 小时 Ｈ２０ ２ 浓度最高 ， 约为 ６ 龄 ２４ 小时的 ２ ． ５ 倍 。 高浓度
一

直

持续到蛹中期 ， 至蛹第 ８ 天开始下降 ， 与 ６ 龄 ２４ 小时浓度接近 （图 ２ ．２ ． Ａ
）

。

相应的 ， 取不同龄期虫体的脂肪体 ， 使用 ＣＡＴ 活性检测试剂盒 ， 在 ２４０ｎｍ 下记录

吸光度的变化 ， 检测不同龄期的 ＣＡＴ 活性的变化 。 结果显示 ， 与 ６ 龄 ２４ 小时和 ６ 龄 ４ ８

小时相 比 ， ＣＡＴ 活性在变态蜕皮期和蛹期显著上升 ， 约为取食期活性的 ２ 倍 （图 ２ ．２ ．Ｂ
）

。

这些结果提示我们 ， 幼虫取食期 ， Ｈ ２０ ２ 浓度较低 ， ＣＡＴ 活性也较低 ， 维持 Ｈ ２０ ２ 的

低浓度状态 ； 变态蜕皮期和蛹期 Ｈ２０ ２浓度上升 ， ＣＡＴ 活性也相应上升 ， 分解多余的 Ｈ ２〇 ２ ，

避免氧化应激对机体的损害 。

Ａ
ｃ Ｆａ ｔｂｏｄｙＢ一 Ｆａ ｔｂｏｄｙ

Ｓ４
－

｜ 爸３ ｉ
Ｃ ｂＫｂ

〇
０ ｂ〇 ｂｂｔ

｜ ｜ ２
：ｂ 壬上上 ＩＰａａ 壬子＋ 

士

〇？ａ
＊

‘ｈ辛

Ｓ①

ＦＭ Ｍｐ ＦＭ Ｍｐ

图 ２ ． ２ ．Ｈ ２０ ２ 浓度及 ＣＡＴ 活性变化

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ ． ２ ．Ｃｈａｎｇｅ ｓｏｆ Ｈ ２Ｏ ２ ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＣＡＴａｃｔ ｉｖ ｉｔｙ

（
Ａ

）
Ｈ２０２ 含量在不 同龄期的变化 ；

（
Ｂ

）
ＣＡＴ 活性在不 同龄期的变化 。 多重 比较进行差异分析分析 。 实

验均满足三次生物学重复 。

（
Ａ

）
Ｃｈａｎｇｅ ｓｏｆ Ｈ ２Ｏ２ｃｏｎ ｔｅｎｔａｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｓ ｔａｇｅｓ ．（

Ｂ
）
Ｃｈａｎｇｅ ｓｏ ｆ ＣＡＴａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙａｔｄ ｉｆｆｅｒｅｎ ｔｓ ｔａｇｅ ｓ ． Ｍｕ ｌ ｔ ｉｐ

ｌ ｅ

ｃｏｍｐａ ｒ ｉ ｓｏｎ ｓ ｗ ｅ ｒｅｍａｄｅｆｏｒ ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃ ｅａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓ ． Ａ ｌ ｌｔｈ ｅｅｘｐｅｒ
ｉｍ ｅｎｔ ｓｓａｔ ｉｓｆｉｅｄ ｔｈｒｅ ｅｂ ｉ ｏ ｌｏｇ ｉ ｃ ａ ｌ ｒｅｐ ｌ ｉｃａ ｔｅｓ ．
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２ ．４ ．３ 敲降 Ｏｒｆ 抑制成虫组织增殖

在变态蜕皮期和蛹期 ， ＣＡＴ 的活性上升 ， 那么它在 昆虫变态发育过程中具有什么作

用 呢 ？ 为探索 ＣＡＴ 的功能 ， 利用 ＲＮＡ ｉ 技术在虫体上敲降 Ｃ＾ 。 从 ６ 龄 ４８ 小时注射 办ｄ ，

每隔 ２４ｈ 小时注射
一

针 ， 共三针 。 注射最后
一

针 ２４ｈ 后 ， 为 了检测干扰效率 ， 提取对

照组和实验组虫体表皮 、 中肠和脂肪体的 ｍＲＮＡ ， 进行 ｑ
ＰＣＲ 检测 。 结果显示 ， 三个组

织 中 ， 实验组 Ｃ加 的 ｍＲＮＡ 水平相对于对照组 明 显 降低 ， 这说 明 干扰效果 良好 （图

２ ． ３ ．Ａ
）

。 同时检测 了 千扰 后 ， 虫体 内 Ｈ ２０ ２ 浓度的变化 ， 结果显示 ， 实验组虫体 内

Ｈ ２０ ２ 浓度是对照组的 ３ 倍 （图 ２ ． ３ ．Ｂ
）

， 说 明干扰 后 Ｈ
２０ ２ 无法及时清除 。 干扰 Ｃｏ／

后 Ｈ ２０ ２浓度升高对 昆虫变态发育表型的影响如 图 ２ ． ３ ．Ｃ 所示 ， 与对照组相 比 ， 干扰 Ｃ说

导致 ６０ ． ７％的幼虫延迟化蛹 （图 ２ ． ３ ．Ｄ
）

， 干扰 Ｃａ／ 后平均化蛹时间为 １ ５ ９ｈ ， 比对照组 （
１ ４３

ｈ
） 延迟 １ ６ 小时左右 （图 ２ ． ３ ．Ｅ

）
。 实验组进入蛹期后 ， 有 ６２ ． ６％的踊 ， 最终羽化为较小成

虫或者不正常的成虫 ， 无法像对照组
一

样正常迁飞 （图 ２ ． ３ ．Ｆ
）

。

为探宄化蛹延迟并最终没有形成正常成虫的原因 ， 我们根据外型选取两个时间 点对

虫体进行解剖 ， 并观察中肠形态 ：

一

是停止取食并开始围绕食物游走阶段 ，
二是足缩短

马上化蛹的预蛹期 。 解剖 图显示 ， 停止取食时 ， 对照组的 中肠 己经变红 ， 而实验组的中

肠依然和取食期类似 ， 呈现 白色 ； 在预蛹期 ， 对照组中肠非常细小 ， 而实验组颜色虽然

已经变红但还略粗
一

点 （图 ２ ． ３ ．Ｇ
）

。 对上述两个时期中肠组织进行石蜡切片 ， ＨＥ 染色结

果显示 ， 在预蛹期对照组的成虫 中肠干细胞 己经开始增殖 ， 形成成虫中肠细胞 ， 但敲降

后 ， 实验组成虫 中肠细胞的增殖受到抑制 （图 ２ ． ３ ．Ｈ
）

。 然后对蛹 的第 ６ 天和第 ８ 的

脂肪体进行观察 ， 发现在蛹后期对照组脂肪体开始聚合 ， 逐渐形成棒状结构 ， 而实验组

Ｐ 期脂肪体
一

直处于松散状态 ， 呈絮状 （图 ２ ． ３ ． １
）

。 这些结果提示我们 ， 在敲降 后 ，

成虫组织的增殖可能受到 了抑制 ， 进而使得化蛹延迟 ， 最终无法羽化为正常的成虫 。

为 了 验证 ＣＡＴ 促增殖的作用 ， 在蛹后期提取实验组和对照组虫体的脂肪体蛋 白 ，

检测 Ｐ －Ｈ ３ 蛋 白水平的表达 。 免疫印迹结果表明 ， 干扰 Ｃ〇／ 后 ， Ｐ－Ｈ３ 的表达下降 ， 说明

虫体增殖能力下降
（图 ２ ． ３ ． Ｊ ． Ｋ

）
。 以上结果说 明 ， ＣＡＴ 在变态期活性升高 ， 去除多余 Ｈ ２〇 ２ ，

促进成虫中肠和脂肪体组织增殖进而促进 昆虫的变态发育 。

２０
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（
Ａ

） 提取表皮 、 中肠和脂肪体 ｍＲＮＡ ，ｑ
ＰＣＲ 检测 （７如 干扰效率 。

（
Ｂ

）和 ＊Ｇ办 后虫体 内 Ｈ ２Ｃｂ

浓度 比较 。
（
Ｃ

）
＆Ｃａ／ 和 由Ｇ办 后虫体形态 比较 。

（
Ｄ

）
统计 （

Ｃ
） 中蛹 的表型 。

（
Ｅ

）
冰Ｃ加 和 办Ｃ办 后幼

虫化蛹时 间差异 。
（
Ｆ

） 统计 （
Ｃ

） 中成虫的表型 。
（
Ｇ

）
ＡＣ＾ 和 ＡＧ／ｐ 后游走阶段及预蛹期的 中肠形态

比较 。
（
Ｈ

）
＜＊Ｃ故 和 冶Ｇ办 中肠的 ＨＥ 切片 ， 标尺为 １ ００

ｐｍ 。
（
Ｉ
）
ＡＣａ ？ 和 冶Ｑ步 后 ， Ｐ －６ｄ 及 Ｐ －

８ｄ 脂

肪体形态 比较 ， 标尺为 ６０ ＾ １１１ 。
（

＿１
）
也 （＾ 和 〇 办^ 后 ， ？ －田 的变化 ＝

（
尺

）
１ １１＾６ ＿ １ 统计 （

＿〇 中 ？七 ３

和 Ｈ３ 条带密度 的 比值 。 ＩＭ ： 成虫 中肠 ；
ＬＭ ： 幼虫 中肠 。 实验均满足三次生物学重复 ， 误差线表示

平均值土ＳＤ ， ｔ 检验分析显著性差异 ＊

，＜ ０ ． ０ ／ ，

＊ ＊
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ｌ ｉｎｅｗａｓ土ＳＤ ．Ｓ ｉｇｎ ｉｆｉ ｃａｎ ｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｃｅｓｗ ｅｒｅａｎａ ｌｙｚｅｄｂｙ〇＜以似

２ ．４ ．４ＣＡＴ 在不同发育阶段的蛋白水平无明显差异

ＣＡＴ 在变态期活性升高是否与该阶段其蛋 白水平表达的变化有关呢 ？ 要检测 ＣＡＴ

在蛋 白水平的表达模式 ， 首先需要制备抗体 。 扩增 全长序列插入 ｐＧＥＸ
－４Ｔ－

ｌ 质粒 ，

构建原核表达质粒 ， 表达 了
一

段大小为 ８２ｋＤ ａ 的 ＣＡＴ 多肽作为抗原 （图 ２ ． ４ ．Ａ
）

， 随后

免疫新西兰兔制备多克隆抗体 。 选取 ６ 龄 ２４ 小时虫体的 中肠组织进行免疫印迹检测 ，

验证得到 的多克隆抗体的特异性 。 结果显示 ， 该抗体能特异性识别棉铃虫中
一

个大小约

为 ５ ６ ｋＤ ａ 的蛋 白 ， 与 ＣＡＴ 的预测分子量相符 ， 说明该抗体特异性 良好 ， 可 以用 于后续

实验 （图 ２ ．４ ．Ｂ
）

。

获得 ＣＡＴ 多克隆抗体后 ， 提取不 同龄期不 同组织的蛋 白 ， 包括从 ５ 龄取食到蛹 的

第 ８ 天的背部表皮 、 中肠和脂肪体组织 ， 检测 ＣＡＴ 的蛋 白水平时空表达模式 。 免疫印

迹结果显示 ， ＣＡＴ 在不 同组织不 同龄期均有表达 ， 并且表达趋势在不 同龄期没有显著变

化
（图 ２ ．４ ．Ｃ

）
。 这说明在棉铃虫中 ＣＡＴ 并不存在组织特异性分布 ， 并且不 同龄期的表达

量没有显著变化 。

２ ２
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图 ２ ．４ ． 免疫 印迹分析 ＣＡＴ 的虫体蛋 白水平表达模式及酶活性变化

Ｆ ｉｇｕｒｅ２ ． ４ ．Ｔｈｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎｏ ｆ ＣＡＴｗ ａ ｓａｎａ ｌ

ｙｚｅ
ｄｂｙ

ｉｍｍｕｎｏ ｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉｎｇ

（
Ａ

）
ＣＡＴ 的原核表达及纯化 。

（
Ｂ

）
ＷＢ 检测抗体特异性 ， 用 ６ ｔｈ

－２４ｈ 中肠作为检测蛋 白 。
（
Ｃ

）
ＣＡＴ 在不

同时期的表皮 、 中肠和脂肪体中 的蛋 白 水平 。 ＡＣＴＢ 作为 内参蛋 白 。 所用胶浓度分别为 ７ ． ５％或 〗 ０％ 。

实验均满足三次生物学重复 。

（
Ａ

）Ｐｒｏｋａ ｒｙｏ ｔ ｉ ｃｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎａｎｄ
ｐｕ

ｒ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆＣＡＴ ．（
Ｂ

）
Ａｎ ｔ ｉｂｏｄｙｓｐｅ ｃ ｉｆｉｃｄｅ ｔｅｃ ｔ ｉｏｎ

，ｕ ｓ ｉｎｇ
ｔｈ ｅ６ ｔｈ －２４ｈ

ｍ ｉｄｇｕ ｔａ ｓｔｈｅｄｅ ｔｅｃ ｔ ｉｏｎ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ．

（
Ｃ

）ＣＡＴｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉｎｔｈ ｅｅｐ

ｉｄｅｒｍ ｉ ｓ
，ｍ ｉｄｇｕｔａｎｄｆａｔｂ ｏｄｙａｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎｔ

ｐ ｅｒ ｉ ｏｄ ｓ ． ＡＣＴＢ ｉ ｓｔｈｅ ｉｎ ｔｅｒｎａ ｌｒｅｆｅ ｒｅｎｃ ｅ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ．Ｔｈ ｅ

ｇｅ
ｌｃｏｎ ｃｅｎｔｒａｔ ｉ ｏｎｕｓｅｄｗ ｅｒｅ７ ． ５％ｏｒ １ ０％

，
ｒｅ ｓｐｅ

ｃ ｔ ｉｖｅ ｌｙ ．

Ａ ｌ ｌｔｈｅｅｘｐ ｅｒ ｉｍ ｅｎｔｓｓａｔ ｉ ｓｆｉ ｅｄｔｈｒｅｅ ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌｒｅｐ
ｌ ｉ ｃａ ｔｅ ｓ ．

２ ．４ ．５ＣＡＴ 翻译后修饰水平的变化

ＣＡＴ 在全龄期蛋 白 水平表达无明显差异 ， 但是 ＣＡＴ 酶活性在变态期上升 ， 是否存

在翻译后修饰水平的调节 ？ 为验证这
一

猜测 ， 分别提取从 ６ 龄 ２４ 小时到蛹 的第 ８ 天共

六个龄期虫体的脂肪体总蛋 白 ， 利用 ＣＡＴ 的抗体 ， 通过免疫沉淀得到 ＣＡＴ 蛋 白 。

鉴于 已经有关于 ＣＡＴ 丝氨酸磷酸化修饰的报道 ， 检测 了ＣＡＴ 丝氨酸磷酸化在不 同

龄期 的变化 ， 发现丝氨酸磷酸化修饰在取食期和变态期没有变化 ； 实验室前期琥珀酰化

组学检测发现 ＣＡＴ 可能存在琥珀酰化修饰 ， 用琥珀酰化抗体检测 ＣＡＴ 琥珀酰化修饰的

变化 ， 发现变态期琥珀酰化水平明 显下降 ； 鉴于乙酰化修饰与琥珀酰化修饰的靶标氨基

２ ３
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酸都是赖氨酸 ， 所 以 ， 同时检测 了ＣＡＴ 的 乙酿化修饰 ， 结果表明 ， ＣＡＴ 虽然存在 乙酰

化修饰 ， 但在发育阶段修饰水平没有变化 （图 ２ ． ５ ．Ａ
，

Ｂ
）

。

ＡｋＤ ａ Ｆａ ｔ ｂｏｄｙ Ｂ
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图 ２ ． ５ ． 免疫印迹分析 ＣＡＴ 的翻译后修饰水平表达模式

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２ ． ５ ．Ｔｈｅ
ｐｏ ｓｔ

－

ｔｒａｎ ｓ ｌ ａｔ ｉｏｎ ａ ｌ ｍ ｏ ｄ ｉ ｆｉ ｃ ａｔ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎ
ｐａｔｔｅｒｎｏ ｆ ＣＡＴ ｗａｓａｎａ ｌｙｚｅｄｂｙ

ＷＢ

（
Ａ

） 分别取不同龄期脂肪体总蛋 白 ， 经免疫沉淀 ， 利用免疫印迹检测 ＣＡＴ 的丝氨酸磷酸化 、 乙酰化

和琥珀酰化修饰 。 所用胶浓度均为 １ ０％ 。
（
Ｂ

）
Ｉｍ ａｇｅＪ 统计

（
Ａ

） 中丝氨酸磷酸化 、 乙酰化和琥珀酰化

修饰的 ＣＡＴ 蛋 白条带与纯化的 ＣＡＴ 蛋 白条带的 比值 。 多重 比较进行差异分析分析 。 实验均满足三

次生物学重复 。

（
Ａ

）Ｔｏｔａ ｌｆａ ｔｂｏｄｙｐｒｏ ｔｅ ｉｎｗ ａ ｓｃｏ ｌ ｌ ｅｃ ｔｅｄａｔｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｓｔａｇｅ ｓ ．Ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃ ｉ

ｐ ｉ ｔａｔ ｉ ｏｎ
，ｓｅｒ ｉｎ ｅ

ｐｈ ｏ ｓｐｈｏ ｒｙ ｌａｔ ｉ ｏｎ
，
ａｃｅｔｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎａｎｄｓｕｃ ｃ ｉｎｙ ｌ ａｔ ｉｏｎｏｆ ＣＡＴ ｗｅｒｅｄ ｅｔｅｃ ｔｅｄｂｙ

Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ．Ｔｈ ｅｃ ｏｎｃｅｎ ｔｒａｔ ｉ ｏｎｏ ｆ

ｇ ｌ ｕｅｕ ｓｅｄ ｉ ｓ １ ０％ ．（
Ｂ

）Ｉｍ ａｇｅＪｃａ ｌ ｃｕ ｌ ａｔｅｄｔｈｅｒａｔ ｉｏｏ ｆｓ ｅｒ ｉｎｅ
ｐｈ ｏ ｓｐ

ｈｏｒｙ ｌ ａｔｅｄ
，ａｃｅｔｙ ｌａｔｅｄａｎｄｓｕｃｃ ｉｎｙ ｌ ａｔｅｄ

ＣＡＴ
ｐｒｏｔ ｅ ｉｎｂａｎｄ ｓｔｏ

ｐｕｒ ｉｆｉ ｅｄＣＡＴ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｂａｎｄ ｓ ｉｎ（

Ａ
）

．Ｍｕ ｌ ｔ ｉｐ
ｌ ｅｃｏｍｐ ａｒ ｉ ｓｏｎ ｓｗｅｒｅｍ ａｄ ｅｆｏｒｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｃ ｅ

ａｎ ａ ｌｙ ｓ ｉ ｓ ．Ａ ｌ ｌ ｔｈ ｅｄａ ｔｅｃ ａｍ ｅｆｒｏｍｔｈｒｅ ｅ ｂ ｉｏ ｌ ｏｇ
ｉｃａ ｌｒｅｐｅ ｔ ｉ ｔ ｉｏｎ ｓ ．

２ ．４ ．６ 去除琥珀酰化修饰后 ，
ＣＡＴ 活性上升

变态期 ＣＡＴ 活性上升 ， 检测 的几种翻译后修饰 中 只有琥珀酰化修饰水平变化 ， 那

么 ， ＣＡＴ 活性是否受琥珀酰化修饰调节呢 ？ 为探索这
一

问题 ， 我们首先在 ＣＡＴ 中筛选

琥珀酰化可能发生的位点 。 实验室琥珀酰化修饰组学中鉴定到 了ＣＡＴ 的 ７ 个可能的赖

氨酸 （
Ｌｙｓ ｉｎｅ

，
Ｋ

） 瑭珀酰化位点 ， 分别为
Ｋ３ ６ ，Ｋ９ １ ， Ｋ９６ ，Ｋ２４ １ ， Ｋ４５ ６ ，Ｋ４８０ ，Ｋ４９２ 。

我们构建 ＣＡＴ 在 ＨａＥｐ ｉ 细胞系 中 的过表达质粒 ＣＡＴ－ＧＦＰ ， 并将 ＣＡＴ 可能的 ７ 个琥

珀酰化位点的赖氨酸分别突变为精氨酸 （
Ａｒｇ ｉｎ ｉｎｅ

，
Ｒ

）
， 精氨酸与赖氨酸都是带正电荷的

碱性氨基酸 ， 可 以模拟 ＣＡＴ 去琥珀酰化状态 （
图 ２ ． ６ ．Ａ

）
。

在 ＨａＥｐ ｉ 细胞系 中 的过表达野生型和 ７ 个突变质粒 ， 检测 ＣＡＴ 活性的变化 。 结果

显示 ， 与野生型相 比 ， Ｋ９６Ｒ ， Ｋ２４ １ Ｒ ，Ｋ４ ５ ６Ｒ 三个突变体中 ＣＡＴ 活性显著上升 ， 是野

２４
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生型的 １ ． ５ 倍左右 （图 ２ ． ６ ．Ｂ
）

。 随后 ， 利用 Ｎ ｉ

２＋柱纯化细胞重组蛋 白 ， 检测突变体中 ＣＡＴ

的琥珀酰化修饰状态变化 ， 免疫印迹结果显示 ， 这三个突变体的琥珀酰化修饰水平显著

下降 （图 ２ ． ６ ．Ｃ
）
。 这提示我们 ， 这三个位点的琥珀酰化修饰可能与 ＣＡＴ 活性相关 ， 在去

除琥珀酰化修饰后 ， ＣＡＴ 的活性上升 。

我们 同时检测 了ＣＡＴ 活性变化对细胞增殖的影响 ， 免疫印迹结果显示 ， 相 比于野

生型 ， 过表达突变质粒的细胞的 Ｐ －Ｈ ３ 水平显著上升 ， 大约是野生型 Ｐ－Ｈ ３ 的 ２ 倍 。 这提

示 ， ＣＡＴ 活性增强后可 以进一步促进细胞增殖 （图 ２ ．６ ．Ｄ
）

， 与虫体实验结果
一

致 。
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图 ２ ． ６ ． 检测突变体的酶活 以及琥珀酰化修饰的变化
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（
Ａ

）
组学鉴定到的可能的琥珀酰化位点 。

（
Ｂ

）
野生型 以及各突变体的酶活检测 。

（
Ｃ

）
突变体琥珀酰化

修饰水平变化的检测 。
（
Ｄ

） 突变体对 Ｐ－Ｈ３ 表达的影响 。 所用胶浓度为 １ ０％或者 １ ５％ 。 多重 比较进行

差异分析分析 。 实验均满足三次生物学重复 。

（
Ａ

）
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ｏ ｆ ｗ ｉ ｌ ｄｔｙｐｅａｎ ｄｅａｃｈｍ ｕ ｔａｎ ｔ ．

（
Ｃ

）

ｄｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉｏｎｏｆ ｃｈａｎｇｅ ｓ ｉｎｔｈｅ ｌ ｅｖ ｅ ｌｏ ｆ ｓｕｃ ｃ ｉｎｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｍｏｄ ｉｆｉ ｃａｔ ｉ ｏｎｉｎｔｈ ｅｍｕｔａｎ ｔ ．（
Ｄ

）
Ｅｆｆｅｃ ｔｏ ｆ ｔｈｅｍ ｕ ｔａｎｔｏｎ

Ｐ －Ｈ３ｅｘｐｒｅ ｓｓ ｉｏｎ ．Ｔｈ ｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉｏｎｏｆ
ｇ

ｌ ｕ ｅｕ ｓｅｄ ｉ ｓ １ ０％ｏｒ １ ５％ ．Ｍｕ ｌｔ ｉｐ ｌｅｃｏｍ ｐａ
ｒｉ ｓｏｎｓｗ ｅｒｅｍ ａｄｅｆｏｒ

ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎ ａ ｌｙ ｓ ｉ ｓ ．Ｔｈｒｅｅｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉ ｃ ａ ｌｒｅｐ ｌ ｉｃａｔｅｓ ｗｅｒｅｓａｔ ｉ ｓｆｉｅｄ ｉｎａ ｌ ｌｅｘｐ ｅｒ ｉｍ ｅｎｔｓ ．

２Ａ ７ＳＩＲＴ５ 负责去除 ＣＡＴ 琥珀酰化修饰

ＣＡＴ 在幼虫变态期琥珀酰化水平降低 ， 负责去除琥珀酰化的酶是谁呢 ？ 根据前言可

知 ， Ｓ ＩＲＴ ５ 可 以使细胞质蛋 白去除琥珀酰化修饰 。 那么 ＣＡＴ 琥珀酰化修饰的去除是否受

Ｓ ＩＲＴ ５ 调控呢 ？

为解决这
一

问题 ， 我们首先检测 了Ｓ ＩＲＴ５ 在取食期和变态蜕皮期蛋 白 水平的表达情

况 。 ＷＢ 结果显示 ， 在中肠和脂肪体组织 ， 取食期 ， Ｓ ＩＲＴ ５ 表达量很低 ， 但是到 了变态

蜕皮期 ， Ｓ ＩＲＴ ５ 的表达量显著上升 （图 ２ ． ７ ．Ａ
）

。

２ ５
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随后 ， 利用 ＲＮＡ ｉ 技术在虫体注射 出＿ 敲降 汾ｒｔ５ 。 为 了检测干扰效率 ， 提取对

照组和实验组的虫体蛋 白 ， ＷＢ 结果显示 ， 干扰 后 ， 其蛋 白 水平的表达量显著下

降 ， 说明 ＆Ｗ５ 被成功敲降 （图 ２ ． ７ ．Ｂ
）

。 利用 ＣＡＴ 抗体对 ＣＡＴ 蛋 白进行纯化 ， ＷＢ 检测

显示 ， Ｓ ｉｒｔ５ 被敲降后 ， ＣＡＴ 琥珀酰化无法去除 ， 维持琥珀酰化状态 （图 ２ ． ７ ．Ｂ
） ， 这说明

ＣＡＴ 琥珀酰化的去除 由 Ｓ ＩＲＴ ５ 负责 。

Ｓ ＩＲＴ５ 对 ＣＡＴ 的作用 ， 是直接与 ＣＡＴ 结合还是
一

种间接作用 呢 ？ 我们进
一

步利用

ＣＡＴ 的抗体 ， 通过免疫共沉淀实验 ， 结果显示 ， ＣＡＴ 的抗体可 以沉淀到 Ｓ ＩＲＴ５ 与 ＣＡＴ

结合
（图 ２ ． ７ ．Ｃ

）
。

以上结果说 明 Ｓ ＩＲＴ５ 可 以直接作用于 ＣＡＴ ， 使其去除瑭珀酰化修饰 。

ＡｋＤａＵ ｉｄｇ ｕ ｔ ＾ Ｆａ ｔ ｂｏｄ
ｙＣ ｋ 〇 ａ Ｉ ｎ ｐ

ｕｔ

３ ４Ｈ ７２－ ４３■

慰
２ ６－


－＾ ？ＲＴ５５５－－Ｓ ｕ ｃｃ
－ＣＡＴＡ ｎ ｔ ｉ

－

Ｓ ＩＲＴ５

５５— ４ ３＿ ２６
—

４３
－ ＡＣＴＢ７ ２

＿ ７ ２ ＊
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－
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Ｆａ ｔ ｂｏｄｙ ４ ３—＿ ＿
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 ４ ３

＿ ５５
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Ｉｔｌ一一＿８町 ５３４－
Ａ ｎ ｔ－ＡＣ ＴＢ  ＡＣＴＢ

Ｉｆ二 ２６＿
－

Ｓ ＩＲＴ５ ３４－

４３—
—一
 

ＡＣＴＢ５ ５— Ｃ ｏ －

Ｉ Ｐ ｗ ｉ ｔｈ Ｃ ｏ －

Ｉ Ｐ ｗ ｉ ｔ ｈ

３ ４— ４ ３—＿ＡＣＴｂ ｋＤａａｎｔ ｉ

－Ｐ ｒｅａ ｎ ｔ ｉ

－ＣＡＴ
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＊

Ｐ
＝
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３
．
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｜
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－

１ ｇ
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－

 ７２
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＞
 １ 〇

－ ． ．Ｗ＾
０ ． １ ０

－

ｄｔ－ Ａ ｎ ｔ ｉ

－ＣＡＴ５５
－

ＣＡＴ
＿

ｉ 〇 ５ ｋ ， Ｉ
〇 〇〇
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０ １

 ５
１ ２

１

？

〇 ＇ 〇

ｉ ｊ５

Ｅ －＝ Ｊ＝ －ｃ －ｃ －＝ －＝ ３０ ．４０
－ 
？

 ＾
° ＇ ８

＂

＾１

１
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ｉｎ

Ｉ Ｓ ？ Ｐ！ ｇ ａｐ０ ． ２０
－

子 Ｓ
０ － ４

＇

ａａｎ ｎ
ｏ ５ｗ〇 ． 〇

Ｉｍ？■？ ＩＮ －Ｌ

图 ２ ． ７ ．Ｓ ＩＲＴ５ 调节 ＣＡＴ 去琥珀酰化

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ ．

７ ．Ｓ ＩＲＴ５ｍｏｄｕ ｌ ａ ｔｅ ｓＣＡＴｄｅｓ ｓｕｃｃ ｉｎｙ ｌ ａｔ ｉｏｎ

（
Ａ

）
Ｓ ＩＲＴ５ 在不同时期 中 肠和脂肪体中 的蛋 白水平 。 ＡＣＴＢ 作为 内参蛋 白 。

（
Ｂ

） 敲降 检测 ＣＡＴ

琥珀酰化 。 提取对照组和实验组的脂肪体蛋 白 ， 利用 ＷＢ 检测 Ｓ ＩＲＴ５ 的千扰效率和 ＣＡＴ 的琥珀酰化

状态 。
（
Ｃ

）
Ｃｏ

－

ＩＰ 检测 Ｓ ＩＲＴ５ 与 ＣＡＴ 是否直接结合 。 各取变态期 的两个龄期 ， 用前血清作为对照 ，

利用 ＣＡＴ 抗体 ， 通过 Ｃｏ －

Ｉ Ｐ 实验 ， 检测 Ｓ ＩＲＴ５ 与 ＣＡＴ 的直接结合 。 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 胶 的浓度是 １ ０％ 。

误差线表示平均值土ＳＤ ， ｔ 检验分析显著性差异 〈

＊

／
７
＜ ０ ．仍 ，

＊ ＊

／
７
＜ ａ 〇／ ，

＊ ＊ ＊

ｐ
＜ａ㈨ ７

〉
。 多重 比较进行

差异分析分析 。 实验均满足三次生物学重复 。

（
Ａ

）
Ｓ ＩＲＴ５

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓ ｉｎｔｈｅｍ ｉｄｇｕｔａｎｄｆａｔｂｏｄｙａｔｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｅｒ

ｉ ｏｄｓ ．ＡＣＴＢ ｉ ｓｔｈｅ ｉｎ ｔｅｒｎ ａ ｌｒｅｆｅｒｅｎｃ ｅ

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ ．（
Ｂ

）
Ｋｎｏ ｃｋｄｏｗｎＳｉｒｔ５ｔｏｄｅ ｔｅ ｃ ｔＣＡＴｓｕｃ ｃ ｉｎｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎ ．Ｔｈ ｅｆａ ｔｂｏ ｄｙｐｒｏ ｔｅ ｉｎｓｏｆ  ｔｈ ｅｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ

ｔｈｅｅｘｐ ｅｒ ｉｍ ｅｎｔａ ｌ

ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｅｘｔｒａ ｃｔｅｄ

，
ａｎｄｔｈｅ ｉｎ ｔｅｒｆｅｒｅｎ ｃ ｅｅｆｆｉ ｃ ｉ ｅｎ ｃｙ

ｏ ｆ Ｓ ＩＲＴ５ａｎｄｔｈ ｅｓｕ ｃ ｃ ｉｎｙ
ｌ ａｔ ｉ ｏｎｓｔａ ｔｅ

ｏ ｆ ＣＡＴｗ ｅ ｒｅｄｅｔｅｃ ｔｅｄｂｙ
ＷＢ ．

（
Ｃ

）
Ｃｏ －

ＩＰｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔｅｄｗｈ ｅ ｔｈ ｅｒＳ ＩＲＴ５ｗａ ｓｄ ｉｒｅ ｃ ｔ ｌｙ
ｂｏｕｎｄｔｏＣＡＴ ．Ｔｗｏ ｉｎ ｓ ｔａ ｒ ｓ

ｏｆｅａ ｃｈｍ ｅ ｔａｍ ｏｒｐ
ｈｏ ｓ ｉ ｓｓ ｔａｇｅ

ｗ ｅｒｅｔａｋｅｎ
，ａｎｄｔｈｅｆｏｒｍ ｅｒｓ ｅ ｒｕｍｗａｓｕｓ ｅｄａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏ ｌ

，ａｎｄｔｈｅｄ ｉｒｅ ｃｔ

２ ６
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ｂ ｉｎｄ ｉｎｇｏｆＳ ＩＲＴ５ａｎｄＣＡＴｗ ａ ｓｄｅｔｅ ｃ ｔｅｄｂｙＣｏ
－

ＩＰａｓ ｓ ａｙｕｓ ｉｎｇＣＡＴａｎｔ ｉｂｏｄｙ ．Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉｏｎｏｆ

ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥｇ ｌｕｅ ｉ ｓ １ ０％ ．Ｔｈ ｅｅｒｒｏｒｌ ｉｎ ｅｒｅｐ ｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｍ ｅａｎＳＤ

，ａｎｄｔｈｅＴ－ｔｅｓ ｔａｎａ ｌｙ ｓｅ ｓｓ ｉｇｎｉｆｉ ｃａｎｔ

ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｃ ｅｓｆ
＊

ｐ
＜ ０ ． ０５

，
＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ０ Ｊ

，
＾ ＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ００ １

）
．Ｍｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ
ｌｅｃｏｍｐａｒ ｉ ｓｏｎ ｓｗｅｒｅｍ ａｄｅｆｏｒｄ ｉｆｆｅｒｅｎｃ ｅａｎａｌｙ ｓ ｉｓ ．

Ａ ｌ ｌ ｔｈｅｅｘｐｅ ｒ ｉｍ ｅｎ ｔ ｓｓａｔ ｉ ｓｆｉ ｅｄｔｈｒｅ ｅｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉ ｃ ａ ｌｒｅｐ
ｌ ｉ ｃ ａｔｅ ｓ ．

２ ．４ ．８２０Ｅ 通过 Ｅ ｃＲ 在转录水平上调 汾Ｗ５ 表达

Ｓ ＩＲＴ５ 是负责 ＣＡＴ 去除琥珀酰化的酶 ， 那么 Ｓ ＩＲＴ ５ 上游受到什么 因素调节呢 ？ 由

于 Ｓ ＩＲＴ ５ 在游走期高表达 ， 这时 ２０Ｅ 滴度较高 ， 其表达可能受到 ２０Ｅ 的调节 。 我们在

虫体 内进行 ２０Ｅ 时间梯度和浓度梯度的激素刺激 。 提取虫体 ＲＮＡ ， 进行 ｑ
ＰＣＲ 检测 。

结果表明 ， ＡＷ５ｍＲＮＡ 表达量随 ２０Ｅ 刺激浓度和时间 的增加而增加 ， 并在 ３ ００ｎｇ 和 ３ｈ

刺激后达到最局值 （图 ２ ． ８ ．Ａ
，
Ｂ

）
。

那么 ， ２０Ｅ 如何调控 的表达 ？ 是否通过核受体 ＥｃＲ ？

在 
ＪＡＳＰＡＲ（ ｈ ｔ ｔ ｐ ｓ ： ／ ／

ｉ ａ ｓｐ ａ ｒ ． ａｅ ｎ ｅ ｒｅ ａ ． ｎ ｅ ｔＯ网站预测到 
５ＶＷ５ 启 动子区域含有 ＥｃＲ 的 ＤＮＡ

结合位点 （
ｅｃｄｙ ｓｏｎｅｒｅ ｓｐｏｎ ｓｅｅ ｌ ｅｍ ｅｎｔ

，
ＥｃＲＥ

） （
图 ２ ． ８ ．Ｃ

）
。 并且 ， 在虫体干扰 后 ， 通过

ｑ
－ＰＣＲ 来检测 Ｓｚ＞ ｆ５ 表达量的变化 。 结果表 明 ， 与对照组相 比 ， 干扰 及ｒ 后 ， 即使叠加

２０Ｅ ， 的表达量也不会再上升 ， 说明 ２ ０Ｅ 对 汾以５ 的上调是通过 ＥｃＲ 的 （ 图 ２ ． ８ ．Ｄ
）

。

那 么这种调控是直接的还是间接的呢 ？

为 了 进
一

步 研 宄 ＥｃＲ 对 及Ｗ５ 的 转 录 调 控 ， 我 们 构 建 了 含 有 Ｅ ｃＲＥ 的

ｐ＆ＷＪ －Ｌｕｃ ｉ ｆｅ ｒａ ｓｅ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ报告 质粒

（ｐ ？Ｓ ／＞ｒ５ －ＬＵＣ Ｉ
－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ

） （图２ ． ９ ． Ｅ
）

。 双荧光素酶报告

实验结果显示 ， 当 ／
＾Ｗ５－ＬＵＣ Ｉ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 报告质粒与 ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 空载质粒共转染至细胞系

后 ， 无论是否叠加 ２０Ｅ ， 荧光强度都较弱 ； 报告质粒与 ＥｃＲ－ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 质粒共转染至细胞

系时 ， 荧光强度较强 ， 再叠加 ２０Ｅ ， 荧光强度 明显上升 （图 ２ ． ９ ． Ｆ
）

。 同时 ， 还进行 了 免

疫印迹检测 ， 与双荧光素酶报告实验结果
一

致 ， 当报告质粒与 ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 空载质粒共转染

至 细 胞 系 后 ， 无论 是 否 叠 加 ２０Ｅ ， 都 没 有检 测 到 报 告 质 粒 的表 达 ； 报 告 质 粒与

ＥｃＲ －ＲＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 质粒共转染时 ， 可以显著上调报告质粒的表达 （图 ２ ． ９ ．Ｇ
）

。

２ ７
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（
Ａ

） 不 同浓度的 ２ ０Ｅ 刺激 ， 通过 ｑ
ＰＣＲ 检测虫体脂肪体中 ６７ｒ／５ ｍＲＮＡ 水平的变化 。

（
Ｂ

） 同
一

浓度不

同时 间的 ２ ０Ｅ 刺激 ， 通过 ｑＰＣＲ 检测虫体脂肪体中 ｍＲＮＡ 水平的变化 。
（
Ｃ

） 棉铃虫 汾３ 和

启 动子 ＥｃＲＥ 序列 的对 比 。
（
Ｄ

） 敲降 后用 ｑＰＣＲ 检测虫体脂肪体中 如Ｙ５ ｍＲＮＡ 水平的变化 。
（
Ｅ

）

／
＾ ／Ｗ５ －ＬＵＣ Ｉ

－ＧＦＰ －Ｈ ｉ ｓ 和 ＥｃＲ－ＲＦＰ－Ｈ ｉ ｓ 的质粒图谱 。 在 图谱下方显示 汾 上游序列 中 ＥｃＲＥ 的位置 。

（
Ｆ

）
Ｌｕｃ ｉ ｆｅｒａｓｅ 实验测定焚光强度 ， 确定转录活性 。

（
Ｇ

）
免疫印迹检测报告质粒的表达情况 ， 并用 Ｉｍａｇｅ

Ｊ 进行统计分析 。 误差线表示平均值±ｓｄ ， ｔ 检验分析显著性差异

多重 比较进行差异分析分析 。 实验均满足三次生物学重复 。

（
Ａ

）
Ｔｈｅｃｈａｎｇｅ ｓｏ ｆ Ｓｉｒ ｔ５ ｍＲＮＡ  ｌｅｖｅ ｌ ｓ ｉｎｔｈｅｆａｔｂｏｄｙ 
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２ ．５ 讨论

ＣＡＴ 清除 昆虫体 内 过剩 的 Ｈ ２０ ２ ， 与细胞增殖 、 免疫反应 ｌ

１ Ｍ
］

、 氧化应激 等 多

种生理过程有关 ， 但是 昆虫 中关于 ＣＡＴ 的翻译后修饰研宂却鲜有报道 。 翻译后修饰是

调节蛋 白功能的重要方式 ， 尤其是琥珀酰化修饰可 以扭转其修饰氨基酸
一

赖氨酸的 电荷

性质 ， 对所修饰的蛋 白性质及相应的功能产生更大的影响 。 目 前 ， ＣＡＴ 是否存在琥珀酰

化修饰 以及这种修饰对 ＣＡＴ 功能的调节机制是未知的 。 在本研究 中 ， 利用棉铃虫这
一

完全变态 昆虫作为研宄对象 ， 对琥珀酰化修饰如何调节 ＣＡＴ 的功能 ， 进而如何影响 昆

虫的变态发育进行 了研究 。 研究结果表明 ， ＣＡＴ 存在琥珀酰化修饰 ， 并且这种修饰在变

态期下调 ， 修饰下调后 ， ＣＡＴ 的活性上升 ， 进而促进成虫组织的增殖 。 Ｓ ＩＲＴ５ 为负责去

除 ＣＡＴ 琥珀酰化的酶 ， 其在转录水平受到 ２０Ｅ 的上调 。

２ ．５ ． １ 細酰化修饰去除后 ＣＡＴ 活性升高 ， 促进细胞增殖

最初 ， 人们认为 Ｈ ２０ ２ 是机体代谢过程 中有毒的副产物 ， 会攻击核酸 、 蛋 白质和脂

质 ， 对机体造成损伤 ， 细胞必须通过保护机制消除它 。 但是 ， 最近越来越多的证据表明

适量的 Ｈ ２０ ２ 可 以作为有效的信号分子 ， 参与到细胞的多种信号转导通路 ［
＿

］

。 Ｈ２〇 ２ 对于

细胞是敌是友 ， 关键点在于 ｈ ２〇 ２ 的局部浓度 ， 高浓度水平的 压〇 ２ 参与衰老和细胞凋亡 ，

而低浓度水平的 Ｈ２０ ２ 作为信号分子介导生理代谢反应 ， 包括细胞增殖和基因表达等 ［
１ Ｑ ７

】

。

我们 的研究结果表 明 ， 在取食期 ， 虫体 内 ｈ ２〇 ２ 浓度较低 ； 而在变态期 ， 虫体 内 新陈代

谢反应剧烈 ， 代谢产物 Ｈ ２０ ２ 浓度升高 。 相应的 ， ＣＡＴ 活性在取食期较低 ， 可 以使 Ｈ ２〇 ２

２ ９
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的浓度维持在
一

个较低的水平 ； 在 Ｈ ２０ ２ 浓度升高时 ， ＣＡＴ 的活性也会升高 ， 分解过量

的 ＦｂＣｂ ， 防止其对机体造成损伤 。

研究表明 ， ＣＡＴ 广泛分布于家蚕幼虫时期的组织 中 在棉铃虫中也有类似的结

果 ， 蛋 白水平的 ＣＡＴ 在棉铃虫各组织中均有分布 ， 并且在整个发育阶段 ， ＣＡＴ 蛋 白水

平 的表达量没有变化 ， 那是什么调节 了ＣＡＴ 的酶活性 ？ 己有的研究表 明 ， 在哺乳动物

中 ， 发生磷酸化后 ， ＣＡＴ 的活性会上升 【
１ Ｑ ９

］

， 但是在我们的研究 中 ， 在 昆虫的不 同发育

阶段 ， 丝氨酸磷酸化水平并没有显著差异 。 但是 ， 通过检查 ＣＡＴ 在取食期和变态期的

琥珀酰化修饰水平的变化 ， 发现相 比于取食期 ， 变态期 ＣＡＴ 的瑭珀酰化修饰明 显下调 。

去除琥珀酰化修饰后 ， 蛋 白活性升高的例子 己有较多 的报道 。 例如 ， 研究表明 ， 线

粒体苹果酸酶 ２
（
ｍａ ｌ ｉ ｃｅｎｚｙｍ ｅ２ ，ＭＥ２

） 可 以发生號拍酸化修饰 ， 被修饰后 ， ＭＥ２ 活性下

降 ；
Ｓ ＩＲＴ５ 被鉴定为 ＭＥ２ 的去琥珀酰化调节酶 ， 并且谷氨醜胺剥夺会直接增强 Ｓ ＩＲＴ５

与 ＭＥ２ 的相互作用 ， 促进 Ｓ ＩＲＴ５ 介导的 ＭＥ２ 的去琥珀酰化过程 ， 激活 ＭＥ２ 的酶活性 ，

被激活后的 ＭＥ２ 会显著增强线粒体呼吸 ， 从而平衡谷氨酿胺剥夺对癌细胞造成的影响 ，

促进细胞增殖和肿瘤 的 发生 。 此外 ， Ｓ ＩＲＴ５ 通过去除异柠檬酸脱氢酶 ２
（

ｉ Ｓ〇Ｃ ｉ ｔｒａｔｅ

ｄｅｈｙｄ ｒｏｇｅｎａ ｓｅ２
，

ＩＤＨ ２
） 的琥珀酰化 ， 提高其活性 ， 增强肝脏细胞的抗氧化防御能力 ，

缓解肝缺血和再灌注损伤 ［
Ｕ １

］

。 本文也发现 了类似的现象 ， 在细胞系上将 ＣＡＴＫ９６ ，Ｋ２４ １ ，

Ｋ４５ ６ 突变为精氨酸后 ， ＣＡＴ 活性显著上升 ， 证明 了琥珀酰化修饰的下调与 ＣＡＴ 酶活性

的上升之间有必然的联系 ， 并且通过 ＲＮＡ ｉ 以及 Ｃ ｏ
－

ＩＰ 实验证实 了Ｓ ＩＲＴ ５ 可 以直接结合

ＣＡＴ ， 去除 ＣＡＴ 的琥珀酰化修饰 。

那么琥珀酰化修饰是如何影响 ＣＡＴ 的酶活性的呢 ？ 琥珀酰化修饰会改变赖氨酸的

电荷状态 ， 进而可能改变亚基之间 的聚合 ， 从而影响 ＣＡＴ 的酶活 。 琥珀酰化修饰是否

调节 ＣＡＴ 亚基的聚合还需要进
一

步探宄 。 此外 ， 组学中还鉴定到 了其他的琥珀酰化修

饰位点 ， 这些位点突变后并不会影响 ＣＡＴ 的酶活性 ， 但它们可能与 ＣＡＴ 的亚细胞定位

或其他性质有关 ， 这些也需要后续工作继续探索 。

ＣＡＴ 活性升高后会促进细胞增殖 。 在大 鼠平滑肌细胞中的研究表明 ， 过氧化氢酶缺

乏的细胞系增殖和存活率下降 ， 再过表达过氧化氢酶进行补救实验时 ， 可 以扭转局面促

进细胞增殖 ， 提高细胞的存活率 ， 细胞状态接近野生型细胞系水平 ［
１ １ ２

］

。 在大 鼠心肌细

胞系 中 ， ＣＡＴ 的过表达还可 以抑制百草枯 引 起的氧化应激 ， 从而促进细胞增殖 ， 増加细

胞数量⑴ ３
］

。 在本研宄 中也得到 了相似的结论 ： 变态期 ＣＡＴ 活性上升后 ， 其促增殖能力

也上升 ， 可 以促进成虫中肠和脂肪体的增殖 。 将变态期的 敲低后 ， 成虫的 中肠和脂

肪体的增殖受到抑制 ， 成虫不能正常形成 。 但 ＲＮＡ 干扰实验敲降 了 所有形式的 ＣＡＴ ，

包括不带翻译后修饰和带有其他翻译后修饰的 ＣＡＴ ｃＸＡＴ 在变态过程中 的作用是否主要

受到琥珀酰化的调节还需要通过基因编辑实验来进
一

步验证 。 可 以通过基因编辑实验 ，

在虫体 内将 ＣＡＴ 琥珀酰化修饰位点 中影响酶活性的 Ｋ９６ ，Ｋ２４ １ ，Ｋ４ ５ ６ 突变为谷氨酸 ，

３ ０
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模拟琥珀酰化修饰状态 ， 检测琥珀酰化修饰对 ＣＡＴ 功能的调节及在 昆虫变态发育 中 的

影响 。 这些需要后续实验来进
一

步探索 。

２ ．５ ．２ＣＡＴ 的功能受到多重因素的协同调节

ＣＡＴ 功能的调控是多层次协同调控的网络 。 上文我们 己经讨论过 ＣＡＴ 的活性在变

态时期去除琥珀酰化修饰后而升高 ， 受到翻译后修饰水平的调节 。 在探索 ＣＡＴ 的琥珀

酰化修饰的上游调节机制时我们发现 ， 负 责去除 ＣＡＴ 琥珀酰化修饰的酶 Ｓ ＩＲＴ５ 在转录

水平受到蜕皮激素 ２０Ｅ 的上调 ， 并且 ２ ０Ｅ 的作用是 由蜕皮激素核受体 ＥｃＲ 介导 的 。 在

小 鼠细胞 中 的研宄也有类似结果 ： 过氧化物酶体增殖物激活受体 Ｙ 共激活 因子 －

ｌ ａ

（ｐｅ ｒｏｘ ｉ ｓｏｍ ｅ
ｐ

ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａｔｏ ｒ
－

ａｃｔ ｉｖ ａｔｅｄｒｅｃ ｅｐ
ｔｏｒ

ｙ
ｃｏａｃ ｔ ｉｖａｔｏｒ

－

ｌ ａ
，
ＰＧＣ －

ｌ ａ
） 调控 汾付５转录 ， 并且

这需要依赖于ＰＰＡＲａ
（ｐｅ ｒｏｘ ｉ ｓｏｍｅ

ｐ
ｒｏ ｌ ｉｆｅｒａ ｔｏ ｒ

－ａｃｔ ｉ ｖａｔｅｄｒｅｃ ｅｐ
ｔｏｒａ

，ＰＰＡＲａ
）
和雌激素相

关受体ａ
（
ｅ ｓ ｔｒｏｇｅｎ

－

ｒｅ ｌ ａｔｅｄｒｅ ｃ ｅｐｔｏ ｒａ
，ＥＲＲａ

） 的表达 ［
１ １ ４

］

。 雌激素与 ２０Ｅ 都属于 甾 醇类激

素 ， ＥＲＲａ 在雌激素信号通路中所发挥的作用 也与 ＥｃＲ 在 ２０Ｅ 信号通路中类似 。 这些

都说明 ＣＡＴ 的活性除翻译后修饰水平的调节外 ， 还间接受到 ２０Ｅ 在转录水平的调节 。

在本篇论文中 ， 侧重于探讨 Ｓ ＩＲＴ５ 负责 ＣＡＴ 的去除琥珀酰化修饰 ， 但是 ， 是否还存在

其他的酶也负责这
一

过程还有待进
一

步探索 。

营养状态和激素水平是 昆虫变态发育 的两大关键调控因子 。 动物摄食后 ， 就会激活

胰岛素信号通路 ， 从而促进生物体的生长 。 ２０Ｅ 促进 昆虫的蜕皮和变态过程 ， 是调控 昆

虫变态的关键激素之
一

［

１ １ ５
］

。 营养状态调控 昆虫的生长速率 ， 而 ２０Ｅ 水平调控 昆虫重要

生长阶段的时间 ， 如蜕皮和变态 ， 两个途径在多个层次存在串扰 。 在本文 中 ， 棉铃虫在

幼虫取食期大量进食 ， 从摄食的食物中 获得能量 ， 促进幼虫的生长发育 ， 幼虫体型 明显

增大 ； 进入变态蜕皮期后 ， ２０Ｅ 滴度上升 ， 抑制 昆虫进食 ， 幼虫开始不吃少动 ， 减少能

量的散失 ， 并且体 内代谢发生显著差异 ［
１ １ ６

１

。 琥珀酰化修饰的供体
一玻珀酰辅酶 Ａ 可 以

通过三羧酸循环产生 ， 作为三羧酸循环 的产物和反应物反应着体 内 的营养代谢状态 ［
ｎ ７

】

。

研究表明 ， 在高浓度的琥珀酰辅酶 Ａ 条件下 ， 琥珀酰化的发生可 以通过非酶促的方式发

生 ［
４ ８

］

。 与本文 中观察到 的现象类似 ： 在取食期 ， 幼虫大量摄食 ， 虫体 内 营养丰富 ， 琥珀

酰辅酶 Ａ 浓度高 ， ＣＡＴ 发生琥珀酰化修饰 ， 酶活性较低 ； 而在变态期 ， ２０Ｅ 浓度上升 ，

虫体不吃少动 ， 使体 内 营养状态改变 ， ＣＡＴ 去除琥珀酰化修饰 ， 酶活性上升 。 而 ＣＡＴ

酶活性的上升又受到 ２０Ｅ 的调节 。 这也是营养代谢与激素信号协同调控 昆虫发育的
一

种

方式 。

所以 ＣＡＴ 作为
一

种在从低等到高等生物 中都十分保守 的 ， 在有氧代谢 中 发挥重要

作用 的酶 ， 其功能受到翻译后修饰 、 转录等不 同水平 ， 以及营养状态和激素信号等多种

因素的协同调控 ， 显示 了生命体对于生理活动 的精细调控 ， 也说明对于 ＣＡＴ 活性调节

机制 的研宄对于 昆虫发育机制和疾病治疗都有重要参考价值 。

３ １
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２ ． ６ 结论

取食期 ， ＣＡＴ 发生琥珀酰化修饰 ， 酶活性较低 ， 维持 Ｈ ２０ ： ： 的低浓度存在 ； 进入变

态期 ， Ｈ ２〇 ２ 浓度升高 ， ２ ０Ｅ 通过 ＥｃＲ 上调 及Ｗ５ 的表达 ， Ｓ ＩＲＴ ５ 与 ＣＡＴ 直接结合 ， 使

ＣＡＴ 去除琥珀酰化修饰 ， 酶活性上升 ， 去除过量的 Ｈ ２０２ ， 促进成虫中肠和脂肪体组织

的增殖 ， 从而促进昆虫变态发育 。

（
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图 ２ ． ９ ． 总结 图 （本 图 由 Ｆ ｉｇｄ ｒａｗ 绘制 ， 导 出 ＩＤ ：ＰＴＹ ＩＵ４ ｃ ｃ ｃ９
）

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ２ ． ９ ．Ｓｕｍｍ ａ ｒｙ
ｄ ｉ ａｇｒａｍ（

Ｂ
ｙ
Ｆ ｉｇｄｒａｗ

，
ＩＤ

：ＰＴＹ ＩＵ４ ｃ ｃ ｃ９
）

总结 ： ２ ０Ｅ 通过 ＥｃＲ 上调 ５ＶＷ５ 的表达 ， Ｓ ＩＲＴ５ 与 ＣＡＴ 直接结合 ， 使 ＣＡＴ 去除琥珀酰化修饰 ， 酶活

性上升 ， 去除多余的 Ｈ２０ ２ ， 促进成虫中肠和脂肪体组织的增殖 ， 从而促进昆虫变态发育 。

Ｓｕｍｍａｒｙ ：２ ０Ｅｕｐ
－

ｒｅｇｕ ｌ ａｔｅ ｓｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏ ｆ Ｓｉｒｔ５ｔｈｒｏｕｇ
ｈＥｃＲ

，ａｎｄＳ ＩＲＴ５ｄ ｉｒｅ ｃ ｔ ｌｙ
ｂ ｉｎｄ ｓｔｏＣＡＴ

，
ｗｈ ｉ ｃｈ

ｒｅｍ ｏｖ ｅ ｓｓｕｃ ｃ ｉｎｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｏ ｆＣＡＴ
， ｉｎｃｒｅａ ｓ ｅｓｅｎｚｙｍ ｅａｃ ｔ ｉｖ ｉ ｔｙ ，ｒｅｍｏｖｅｓｅｘｃ ｅ ｓ ｓＨ ２Ｏ ２

，ａｎｄｐｒｏｍｏ ｔｅｓｔｈ ｅ

ｐ ｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔ ｉｏｎｏ ｆｍ ｉ ｄｇｕｔａｎ ｄｆａｔｂｏ ｄｙｔ ｉ ｓｓｕｅ ｓｏｆａｄｕ ｌｔ ｉｎ ｓ ｅ ｃ ｔ ｓ
，ｔｈｕ ｓ

ｐ ｒｏｍ ｏ ｔ ｉｎｇ
ｉｎ ｓｅｃ ｔｍ ｅ ｔａｍ ｏｒｐ

ｈｏ ｓ ｉ ｓａｎｄ

ｄｅｖｅ ｌ ｏｐｍ ｅｎｔ ．
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