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摘要

5．羟色胺(5一hydroxytryptamine，5-HT)是昆虫体内一种重要的生物胺。

5-HT在昆虫神经组织和非神经组织中均可合成，通过结合特异性的G蛋白偶联受

体在昆虫体内发挥不同的神经调控作用，调节昆虫主要的行为活动，比如取食、

生物钟、聚集、学>-7和记忆等。昆虫体内5-HT受体有5种，分别为5-HTlA，5-HTlB，

5-HT2A，5-HT2B和5-HT7。其中5-HTlA和5-HTlB偶联Gi蛋白引起胞内cAMP

的降低，5-HT2A和5-HT2B偶联G。蛋白引起胞内Ca2+的释放，5-HT7偶联G。蛋白

引起胞内cAMP的升高。近年来，昆虫5．HT及其受体的研究有了很大的进展，

越来越多的5．HT受体被克隆，并进行了功能和药理学性质分析。由于不同昆虫

5-HT受体药理学性质存在差异，这将为以5．HT受体为靶标，设计新型特异性杀

虫剂提供理论基础。鉴于此，本文以十字花科上的重要害虫菜青虫Pieris rapae

(鳞翅目Lepidoptera，粉蝶科Pieridae)为研究对象，综合应用基因克隆与表达、

生物信息分析、RNA干扰和药理学技术等手段，对其体内的5．HT受体的药理学

性质和5．HT信号通路参与调控昆虫血细胞吞噬做了较系统研究。

1．莱青虫5．羟色胺受体的克隆与药理学性质分析

从菜青虫体内克隆了3个5-HT受体基因的全长cDNA分别为Pr5．HTlA、

Pr5．HTlB和Pr5．HT7。将这些受体分别表达于HEK 293细胞后，用5-HT球0激时，

Pr5．HTlA和Pr5．HTlB能够抑制forskolin弓I起的胞内cAMP浓度的升高，EC50值分别

为63．90 11M和2．59 11M；而Pr5．HT7能够引起胞内cAMP的增加，EC50值为10．71

nM。药理学实验表明，5-carboxamidotryptamine、5-methoxytryptamine和

(士)．8．Hydroxy-2．(dipropylamino) 只,-jPr5．HTIB Pr5．HT7有激动剂作用。拮抗剂

Methiothepin可 抗5．HT对Pr5．HTlB受体的作用，IC50值为2．49¨M。Methiothepin

也可拮抗5．HT对Pr5．HT7受体的作用，IC50值为899．16 nM。SB 216641是人5．HTlB

受体的特异性拮抗剂，该药物能部分拮抗5．HT对Pr5．HTlB受体的反应；而10州

SB．269970能完全阻断500 nM 5-HT激活的Pr5．HT7受体反应。

2．一种新型5．羟色胺受体Pr5．HT8的功能研究
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昆虫中已经鉴定出来5类5．HT受体，分别跟哺乳动物5．HTlA、5．HTlB、5．HT2A、

5．HT2B和5．HT7同源。我们从菜青虫神经组织中克隆了一种未知的G蛋白偶联受

体cDNA序列，该基因跟5．HT受体序列相似，但是不属于任何已知的5．HT受体家

族。将该受体基因在HEK293细胞表达后，低浓度的5．HT(<10 nM)能够激活

该受体，并引起胞Ca2+浓度升高。而其它的生物胺，包括多巴胺、章鱼胺和酪

胺都不能激活该受体。所以我们命名该基因Pr5．HT8，以区别目前已知的7类

5-HT受体。Pr5．HT8受体能被多种5．HT受体激动剂激活，包括

5-carboxamidotryptamine，5·methoxytryptamine和(士)-8-Hydroxy-2-(dipropylamino)。

Methiothepin是一种5．HT受体的非选择性拮抗剂，我们发现它却能够激活

Pr5．HT8。SB．269970、SB．216641和RS．127445均不能够拮抗5．HT对Pr5．HT8受体

的作用，而WAY．100635对Pr5．HT8受体有拮抗效应。综上，我们推测Pr5．HT8受

体代表了一类新的5．HT受体，并且跟已知的5．HT受体的药理学性质都不一样。

我们在一些害虫和媒介昆虫的基因组中找到了朋硼9受体的同源基因，如赤拟
谷盗和蚊子，但是在蜜蜂，寄生蜂和果蝇的基因组中没有找到该基因的同源序列。

我们在哺乳动物的基因组中没有找到5．HT8受体基因的同源基因，表明它可能是

一类无脊椎动物特异性的受体。

3．5．羟色胺经两种不同的5．HT受体调控昆虫血细胞吞噬

5．羟色胺能够调控脊椎动物的神经系统以及免疫反应，但是在昆虫免疫中的

作用机制还尚不明确。我们以菜青虫血细胞为研究对象，发现菜青虫血细胞被脂

多糖(LPS)激活后能够在色氨酸羟化酶(TPH)的作用下合成5．HT。通过药物阻

断TPH的功能，或者通过RNAi干扰TPH基因的表达都能显著降低血细胞的吞噬

能力。RT—PCR、细胞免疫组化以及钙离子成像实验表明血细胞主要表达5．HTlB

和5．HT2B受体。用拮抗剂阻断5．HTlB的功能会显著降低血细胞的吞噬能力。而用

拮抗剂阻断5．HT2B的功能可以提高血细胞的吞噬率。通过RNAi分别干扰这两个

受体的表达后再做吞噬实验，得到类似的结果。我们通过模式生物黑腹果蝇的

5-HTlB突变体进一步验证了在5．HTlB缺失的情况下，由于吞噬能力降低，果蝇被

病原菌感染后更容易死亡。通过果蝇遗传学操作，发现血细胞上5-HTlB或者

5-HT2B受体被特异性干扰的果蝇被感染后，也比对照果蝇更脆弱，更快死亡。综
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合以上结果，我们可以知道5．HT通过5．HTlB或者5．HT2B受体调控血细胞吞噬。

关键词：菜青虫，G蛋白偶联受体，5．羟色胺受体，激动剂，拮抗剂，果蝇，吞

噬，血细胞，免疫
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Abstract

5-hydroxytryptamine(5-HT)is an important biogenic amine in insects．5-HT is

synthesized in both neuronal and peripheral tissues and it Can be reuptaken by

serotonin transporter into presynaptic neuron．5-HT plays various important

physiological roles in insects through specific G protein-coupled receptors，such as

feeding，circadian behavior，aggregation，learning and memory．There are five types

of5一HT receptors in insects，5·HTIA，5一HTIB，5-HT2A，5-HT2B and 5-HT7．5-HTIA

and 5-HTm inhibit intracellular cAMP production．5-HT2A and 5·HT2B increase

Ca2+level，and 5．HT7 induce cAMP production．In recent years，great progress

have been made in the research of 5-HT in insects，especially their receptors．More

and more 5-HT receptor genes have been cloned，and their function and

pharmacological properties have been analyzed．The pharmacological differences

of 5-HT receptors from different insects will provide fundamental basis for designing

and developing new specific insecticides for pest management．In this study，we

investigate the pharmacological properties of serotonin receptors in the small white

butterfly,Pier／s rapae，and the role of serotonergic signaling pathway in regulating

insect hemocyte phagocytosis．

1．Molecular cloning and pharmacological characterization of

serotonin receptors from the small white butterfly,Pieris rapae

The full lengh eDNA of three 5-HT recptors(Pr5·HTlA，Pr5一HTm and Pr5-HT7)were

obtained from the small white butterfly,Pieris rapae．Receptors were stably

expressed in HEK 293 cells and their ligand responses have been examined．Pr5-HTlA

and Pr5-HTl8 receptor activation with 5-HT Can inhibit intracellular forskolin

stimulated cAMP level．with an ECso value of 63．90 nM and 2．59 nM respectively．

Pr5一HT7 induces intracellular cAMP level．with an ECso value of 1 0．7 1 nM．

Experiments with agonist and antagonist revealed that 5-carboxamidotryptamine，

5-methoxytryptamin and(士)-8-Hydroxy一2一(dipropylamino)tetralin Can stimulate
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Pr5一HTIB and Pr5-HT7．Methiothepin is a full antangonist for both Pr5-HTm(IC50

=2．49州)and Pr5-HT7(ICs0=899．16 nM)．SB 216641 is a human 5-HTIB selective

antagonist．It Can partially inhibit Pr5-HTlB．10州SB-269970 Can fully inhibit 500

nM 5-HT stimulated cAMP level in HEK 293 cells stably expressing Pr5-HT7．

2．Larvae of the small white butterfly,P／er／s rapae，express a novel

serotonin receptor．

The biogenic amine serotonin(5-hydroxytryptamine，5-HT)is a neurotransmitter in

vertebrates and invertebrates． It acts in regulmion and modulation of many

physiological and behavioral processes through G protein—coupled receptors．Insects

express five 5-HT receptor subtypes that share high similarity with mammalian

5-HTIA，5-HTm，5-HT2A，5-HT2B and 5-HT7 receptors．We isolated a eDNA(Pr5-HTs)

from larval Pieris rapae，which shares relatively low similarity to the known 5-HT

receptor classes．After heterologous expression in HEK-293 cells，Pr5一HTs mediated

increased[Ca：qi in response to low concen仃ations(<1 o nM)of 5-HT．The receptor

did not affect[cAMP]i even at high concentrations(>1 0 rtM)of 5-HT．Dopamine，

octopamine and tyramine did not influence receptor signaling．Pr5-HTs was also

activated by various 5-HT receptor agonists including 5-methoxytryptamin，

(士)-8-Hydroxy-2-(dipropylamino)tetralin and 5-carboxamidotryptamine．

Methiothepin，a nonselective 5-HT receptor antagonist，activated Pr5-HT8．WAY

10635，a 5-HTIA antagonist，but not SB一269970，SB一216641 or RS-127445，inhibited

5-HT-induced[Ca2+]i increases．We infer that Pr5．HT8 represents the first recognized

member of a novel 5-HT receptor class with a unique pharmacological profile．We

found orthologs of Pr5-HT8 in some insect pests and vectors such as beetles and

mosquitoes，but not in the genomes of honeybee or parasitoid wasps．This is likely to

be an invertebrate-specific receptor because there were no similar receptors in

mammals．

3．Serotonin modulates insect hemocyte phagocytosis via two

different serotonin receptors
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Serotonin(5-HT)modulates both neural and inlrnune responses in vertebrates，but its

role in insect immunity remains uncertain．We report that hemocytes in the cate印illar,

P／er／s rapae are able to synthesize 5-HT via TPH following activation by

lipopolysaccharide．The inhibition of TPH with either pharmacological blockade or

RNAi knock-down impaired hemocyte phagocytosis．Biochemical and functional

experiments showed that naive hemocytes primarily express 5-HTIB and 5-HT2B

receptors．The blockade of 5-HTIa significantly reduced phagocytic ability,however

the blockade of 5-HT2B increased hemocyte phagocytosis．Silencing of 5-HTla and

5-HT2B by RNAi generated similar results．We further found that the 5-HTm—null

Drosophila melanogaster mutant showed higher mortality than controls when infected

with bacteria，and this was assumed to be due to decreased phagocytotic ability．Flies

expressing 5-HTIB or 5-HT28 RNAi in hemocytes also showed similar sensitivity to

infection．Combined，these data demonstrate that 5-HT mediates hemocyte

phagocytosis through 5-HTl8 and 5-HT2a receptors and serotonergic signaling

performs critical modulatory functions in inlnlune systems of animals separated by

500 million years of evolution．

Key words：Pieris rapae，G protein-coupled receptor，5-hydroxytryptamine

receptor,agonist，antagonist，Drosophila melanogaster，phagocytosis，hemocyte，

ⅡnmUne．
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1引言

第一章昆虫5．羟色胺及其受体的研究进展

5．羟色胺(5一hydroxytryptamine，5-HT)是一种生物胺，在大多数动物中

作为一种信号物质，控制和调节很多重要的生理和行为过程，如秀丽隐杆

线虫Caenorhabdit&elegans的运动和繁殖，软体动物加洲海兔Aplysia

californica的取食，美洲螯龙虾Homarus americanus的进攻行为，哺乳动物

的睡眠、食欲和心情等(Weiger,1997)。5-HT最早于1946年被Erspamer

发现，Erspamer从肠道提取一种可引起平滑肌收缩的物质时，发现一种源于肠

道Kultschitzky细胞的血清血管收缩剂和体液性因子，因此将其命名为小肠胺

(enteramine)(Erspamer,1946)。此后，Rapport等(1948)为寻求导致高血压

的体液性因子时，从血清中分离到一种缩血管物质，并命名为血清素(serotonin)。

该物质后被Erspamer和Asero(1952)通过化学鉴定确定为5-HT。近年来，由

于5-HT在昆虫生理功能中的重要性，越来越多的人研究昆虫体内5-HT，特别是

对模式昆虫黑腹果蝇Drosophila melanogaster和西方蜜蜂Apis mellifera的研究相

对深入。为此，在前期报道(齐易香等，2013)的基础上，结合新进展再做概述。

2 5-HT的合成和分解

氨基酸色氨酸(tryptophan，Try)是5一HT的生物合成前体，在色氨酸羟化酶

(tryptophan hydroxylase)的作用下生成5-羟色氨酸(5-hydroxy tryptophan，

5-HTP)，然后在5．羟色氨酸脱羧酶(aromatic L．amino acid decarboxylase，AADC)

的作用下，脱羧基生成5．HT(Fitzpatrick，1999)。色氨酸羟化酶是5．HT合成过

程中的限速酶，黑腹果蝇中色氨酸羟化酶由两个基因编码，即dTPH和dTRH

(ColemanandNeckameyer，2005)。两个基因的产物色氨酸羟化酶在体外都有活

性，但d冲触非神经组织中表达，d刀淑基因在神经组织中表达(Neckameyer et

a1．，2007)。AADC在中枢神经系统中的5．HT和多巴胺神经元中都有表达，不仅
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参与5．HT的合成，也参与多巴胺的合成(Bowsher and Henry，1986)。

在已研究的一些后生动物，包括软体动物、昆虫和哺乳动物体内，5-HT的

分解途径各有不同。昆虫体内，5-HT主要在N．乙酰基转移酶(N．acetyltransferase，

NAT)的作用下生成N一乙酰羟色胺(N—acetyl serotonin，NAS)。有研究表明，昆

虫体内也存在哺乳动物5．HT的主要代谢产物5．羟吲哚乙酸(5-hydroxyindole

acetic acid，5-HIAA)(Rubio et a1．，1983；Squires et a1．，2010)。哺乳动物体内，

5-HT先在单胺氧化酶a和b(monoamine oxidase forms a and b，MAOa and MAOb)

的作用下生成5．羟乙醛(5．hydroxyindole acetaldehyde，5-HIAL)，再在乙醛还原

酶2(aldehyde reductase 2，ALDH2)的作用下形成5一HIAA(Squires et a1．，2010)。

但是目前还没有在昆虫中克隆到MAO，昆虫体内是否存在MAO这条代谢途径还

存在争议。有研究表明昆虫神经组织内极少或没有MAO的活性(Sloley，2004)。

5-HT在昆虫体内的具体代谢过程见图1．1。哺乳动物体内5-HT另一条代谢途径主

要产 NAS、褪黑激素(melatonin)、5．羟基噻唑烷羧酸(5-hydroxyindole

thiazolidine carboxylic acid)，某些情况甚至产生5．羟色胺硫酸(5-HT sulfate)

(Squires et a1．，2006，2007)。而在软体动物中，5．羟色胺硫酸和丫．谷氨酰基．羟

色胺(1，一glutamyl-serotonin)是5-HT分解的主要产物(Stuart etal．，2003；Stuart etal．，

2004；Hatcher et a1．．2008)。

Ittl．1昆虫5-I-lIT合成和分解代谢筒圈(修改I鲁Squires eta／．，2010；Watanabe eta／．，2011)

Fig 1．1 Major biosynthetic and catabolic pathways of5一HT in insects(adapted from Squires et a1．，

2010；Watanabe et aL，201 1)

Tryptophan：色氨酸；TRH：色氨酸羟化酶TryptophaII hydroxylase；TPH：色氨酸一苯丙氨酸羟化酶

2
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Tryptophan-phcnylalaninehydroxylasc；5-HTP：5-羟色氨酸5-Hydroxytryptophan；AADC：5-羟色氨酸脱羧酶
Aromatic L-amino acid decarboxylase；5-HT：5-羟色胺5．Hydroxytryptamine；NAT：N-乙酰基转移酶

N-acetyltransferasc；NAS：N一乙酰羟色胺N-acetylserotonin；5-HIAA：5．羟吲哚乙酸5一Hydroxyindole acetic acid

3 5-HT的分布

研究5．HT在昆虫体内的分布主要是通过免疫组织化学方法。5-HT在昆虫中

枢神经系统(central nervous system，CNS)和外周神经系统中都有分布。腹神经

索中，很多的5．HT神经元是中间神经元。在感觉神经元(Lutz andTyrer，1988)、

咽下神经节(Helle et a1．，1995)、中间神经元(Settembrini and Villar,2004)、

神经分泌细胞(N自issel and Elekes，1985)等部位都有5．HT的分布。对厩螫蝇

Stomoxys calcitrans 5-HT的分布研究发现，很多对5．HT有免疫活性的物质在成虫

的CNS和胸腹部神经节中都有发现(Liu et aL，2011)。Haselton等(2006)确定了

5-HT存在雌马虻Tabanus nigrovittatus ffTCNS和中肠中。Siju等(2008)发现5．HT

存在于埃及伊蚊Aedes aegypti的中央和外周化学感受系统中，在主要的嗅觉神经

纤维和触角中都有5．HT的免疫活性物质存在。

5-HT在昆虫体内的分布有一定的特点，CNS分布很多，从幼虫期到蛹期，

头部5．HT含量升高。成虫期5．HT含量也会随着日龄的增加而改变(Taylor et a1．，

1992)。对黑腹果蝇各发育阶段和成熟后的神经系统中的5．HT神经元进行跟踪

实验，发现幼虫期约84个神经元，成虫期多于100个(Vall6s and White，1988)。

用5-HT单抗在黑腹果蝇成虫单个脑中鉴定出了38多j41个5．HT神经元，其中一些

已经被Vallds和White(1988)描述，主要是咽下神经元和腹部神经元。在黑腹果

蝇幼虫和成虫的脑中，5-HT免疫反应的神经元与昼夜节律神经元的树突和背侧

末端都相距很近(Hamasaka and Niissel，2006)。

4 5-HT的再吸收

5-HT在昆虫体内引起突触后细胞发生反应并产生相关信号后，需要通过其

他途径终止它的反应。这个途径主要就是5．HT转运体将5．HT重吸收进入突触前

结构中(Rudnick，2006)。

5-HT转运体(serotonin transporter，SERT)、多巴胺转运体和去甲肾上腺素转

运体都属于依赖Na+和Cl’的神经递质转运体大家族(Rudnick and Clark．1993)。
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这些转运体有12个跨膜结构域(transmenbrace domain，TⅧ)，并且氨基端和羧
基端都位于细胞质内。通过对人(Ramamoorthy et a1．，1993)、老鼠(Blakely et a1．，

1991)、昆虫等生物中克隆到的SERT序列分析，预测在TMD III和TMD IV之间

有一个大的胞外环。

从黑腹果蝇中克隆的SERT是昆虫体内第一个确定的生物胺转运体(Corey et

a1．，1994)，后来Donly和Caveney(2005)在克隆节肢动物单胺转运体的过程中，

克隆出了番茄天蛾Manduca quinquemaculata、欧洲玉米螟Ostrinia nubi肠lis和马铃

薯甲虫Leptinotarsa decemlineata的SERT。克隆出来的所有节肢动物单胺转运体

中，SERT保守性最高，氨基酸序列同源性达66％～96％(Donly and Caveney，2005)。

对黑腹果蝇SERT的功能分析显示(Corey et a1．，1994；Demchyshyn et a1．，1994)，

它的药理学性质跟哺乳动物SERT不同，对拮抗剂三环类抗抑郁药的敏感性比哺

乳动物的低很多。对烟草天蛾Manduca sexta中枢神经中克隆到的SERT研究表明

TMDl和TMD2是影响其对拮抗剂特别是可卡因敏感性的结构域，该转运体对可

卡因相对不敏感(Sandhu et a1．，2002)。通过克隆家蚕Bombyx mori的SERT，并

针对其与可卡因的亲和性分析表明SERT内保守的丝氨酸残基导致了该转运体与

可卡因的高亲和性(Gu etal．，2006)。总的来说，目前对昆虫SERT的研究不多，

主要集中在鳞翅目、鞘翅目和双翅目的少数昆虫。

昆虫和其他动物体内SERT选择性地将5．HT与Na+和Cl‘一同运入神经细胞，

同时将K+运出细胞。5-HT的重吸收还与5-HT的合成有关。释放的5．HT来源一方

面是通过合成，另一方面则是通过转运体对5．HT的重吸收。SERT在调节5．HT信

号方面发挥了重要的作用，它将5．HT从细胞外清除，并将5．HT回收到细胞内，

从而被囊泡吸收(Murphyetal．，2004)。通过研究黑腹果蝇幼虫中枢神经系统腹

神经索中的5．HT信号发现，当重吸收被抑制后，合成是补充5．HT的必须途径，

表明控制5．HT的合成能够调节5．HT重吸收抑制剂的影响(Borne etal．，2010)。

5 5-HT的生理功能

人体5．HT系统的紊乱跟一些疾病有关，如精神分裂症、偏头痛、抑郁

症、自杀行为、自闭症、饮食失调和强迫症等(Jones and Blackburn，2002)。

目前人的SERT已经作为靶标来治疗精神障碍病人。在美国，每年用选择性的
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5-HT重吸收抑制剂(selective serotonin reuptake inhibitors，SSRIs)来治疗抑郁症

的人大约有5％～10％(Bauer et a1．，2007)。昆虫体内5-HT也能够作为神经递

质、神经调质或者神经激素发挥重要的生理功能，调节主要的行为活动。5-HT

通过5．HTlB受体调控黑腹果蝇昼夜节律，5-HTlB在黑腹果蝇生物钟神经元

中表达，改变5-HTlB的表达量能够从分子水平和行为上改变黑腹果蝇对光

的节律反应(Yuan et a1．，2005)。5-HT能调控蜚蠊Periplaneta的唾液腺，

用5-HT激活唾液腺能够产生蛋白丰富的唾液(Walz et a1．，2006)。5．HT

还能够调控吸血昆虫长红猎蝽Rhodnius prolixus取食相关行为，它能够促进

唾液腺的分泌，增加跟消化相关的肌肉收缩，增强心率，引起角质层的塑

化，从而可以容纳更多吸食的血(Orchard，2006)。而且5-HT通过激发长

红猎蝽R．prolixus胞内cAMP和Ca2+的浓度促进马氏管内Na+和K+的运输

(Gioino et a1．2014)。通过药物增加黑腹果蝇脑部5-HT的含量，能够增强它

们的好斗行为，另外通过遗传学手段增加5-HT的含量也能产生同样的效果

(Dierick and Greenspan，2007)。Alekseyenko等人的研究还发现果蝇脑部

一对对称的5-HT-PLP神经元在好斗行为中起了关键作，激活该神经元会促

进雄性好斗行为，而沉默该神经元会减弱好斗行为。5-HT-PLP神经元跟

5-HTlA神经元之间相互影响。激活5-HTlA神经元会降低果蝇好斗行为

(2014)。Bubak等对·达氏曲突眼蝇Teleopsis dalmanni的研究表明，增加5-HT

合成的前体物能够增加突眼蝇脑部5-HT的含量，而5-HT含量高的蝇好斗能力

更强，获胜的几率更大(2014)。同样通过遗传学和药理学手段表明5-HT对

黑腹果蝇的记忆起了很重要的作用(Sitaraman et a1．．2008)。沙漠飞蝗

Schistocerca gregaria群居和散居行为也受5-HT系统的调控，通过5-HT合

成酶抑制剂，以及5-HT受体激动剂和拮抗剂对沙漠飞蝗散居型和群居型的

影响发现，5-HT系统能够促进沙漠飞蝗由散居变为群居型(Anstey et a1．，

2009)。5．HT也调控东亚飞蝗Locusta migratoria群居和散居行为，把群居

型东亚飞蝗隔离后，脑部5-HT含量会大幅度上升，给群居型东亚飞蝗脑部注射

5-HT并不能使其转变为散居型，但是对隔离的群居型东亚飞蝗注射同样的

5-HT，能够加快由群居型转变为散居型(Guo et a1．，2013)。另外，通过药物

处理、RNAi等对5-HT是否参与黑腹果蝇运动的研究结果表明，5-HT在幼



虫的运动中起了很重要的作用(Silva et a1．，2014)。5．HT通过调控果蝇幼

虫的竖起动作而调控幼虫方向的改变能力，这一过程主要是5．HT通过调节

下游的腹部LK神经元的活性和白细胞激肽的分泌实现的(Okusawa甜口正．

2014)。通过对果蝇的研究还发现5．羟色胺神经元能够对外界营养条件作出

反应，从而调控甾类激素的合成(Shimada．Niwa and Niwa，2014)。目前已知

的昆虫体内5-HT的主要功能见表1．1。

表1．1昆虫体内5-HT的功能
Table 1．1 Functions of 5-HT in insect‘

—==——————————————=■．=■■——————————————————————————————一功能Function 昆虫种类Insect species 参考文献References——
■i=—————————————■—了——————————————————————————————————一取食Feeding 伏蝇Phormia regina Haselton甜口，．，2009；Liscia甜口，．．2012——

红头丽蝇Calliphora vicina Trimmer,1 985

Dacks etal．，2003

Liu etal．，201l

弓背蚁Camponotusmus Falibeneet以．2012

西方蜜蜂和括mellifera French etal．．2013

埃及伊蚊Aedes aegypti Kinney et a1．2014

—==_=—————————————=—————————————————————————————————————一繁殖Reproduction 飞蝗Locusta migratoria Orchard and Lange，1985；Lange，2004

。。——
沟额虻Tabanus sulcifrons Cook and Meola．1 978

美洲大蠊Periplaneta americana Bamji and Orchard．1 995

厩螫蝇＆calcitrans Liu Pt口f．2013

—=_=-=■=．=■—————————■=_：：■■——————————————————————————————一学习和记忆Learning and 黑腹果蝇Dms叩J|l妇melanogaster Sitaram锄“以，2008——
memory

6
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6 5-I-IT受体

5-HT在昆虫体内发挥不同的生理作用，很多都是通过其受体实现的。目前

有关昆虫5．HT受体类型的知识是有限的，昆虫体内鉴定出来的5．HT受体都是G

蛋白偶联受体(G protein．coupled receptors，GPCR)，这种受体是整合膜蛋白，有

7个跨膜区域。

6．1 5-HT受体的克隆

从脊椎动物中已克隆出14个5-HT受体基因，其中一个编码离子通道

(5-HT3)，其余13个基因编码GPCR。根据序列同源性、基因的分布、跟第二信

使的偶联路径以及药理学性质，将脊椎动物体GPCR型的5．HT受体分为6大类。

5-HTl(5．HTlA／B／D／E／F)和5-HT5(5-HT5A)受体跟Gi／。蛋白偶联，抑制胞cAMP

的合成。5-HT2(5．HT2Am／C)受体跟Ga／1l偶联，调节肌醇磷酸盐的水解，从而使

胞内Ca2+量升高。5．HT4、5-HT6和5．HT7受体跟G。偶联，促进胞内cAMP的形成
(Hannon and Hoyer，2008)。5-HT5的另一个亚型5．HT5B在人体内不编码功能性

蛋白，但在小鼠和大鼠体内有表达，目前对5．HT5B的了解相对较少(Nelson，

2004)。无脊椎动物5．HT受体的分类跟脊椎动物一样复杂。根据已经克隆到的

ser-1，ser-4，ser．7受体以及基因组测序后的序列分析发现，秀丽隐杆线虫体内6

种GPCR型的5．HT受体均存在(Carre．Pierrat et a1．，2006)。目前昆虫体内克隆

到的5．HT受体基因并不多(表1．2)，主要属于5．HTl，5．H1"2和5．HT7受体基因。

例如黑腹果蝇至少有5种5．HT受体即5．HTlA，5-HTlB(Saudou et aL，1992)，

5-HT2A(Colas et aL，1995)，5-HT2B(Gasque et a1．，2013)和5-HT7(Witz et a1．，

1990)，分别跟哺乳动物5．HTlA，5-HTlB，5．H1"2A，5-HT2B和5．HT7受体同源(Blenau

andThamm．2011)。
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图1．2不同物种5．HT受体的系统发育分析

Fig 1．2 Phylogenetic tree of 5一HT receptors fi'om different species

黑色、绿色和蓝色字母分别代表昆虫、脊椎动物和软体动物种类。Theblack,green and blue Letters represent

insect．vertebrate and mollusc species，respectively．5-HT受体来源及GenBank登录号111e origin of 5-HT

receptors and their GenBank accession numbers：冈比亚按蚊Aedes aegypti(Aa5-HT7：AG49292)；西方蜜蜂

Apis mellifera (Am5．HTl：NP OOll64579；Am5．HT7：NP 001071289)；家蚕Bombyx mori (Bm5一HTl：

NP 001037502)；黑腹果蝇Drosophila melanogaster(Din5-HTtA：CAA77570；Dm5-HTm：CAA77571；

Dm5一HT2^：AAF52113；Din5．HT2B：NP 649806；Dm5．HT7：AAF57104；DmFR：AAF47700)；黄斑黑蟋蟀

Gryllus bimaculatus(Gb5．HTlA：BAJ83479；Gb5．HTlB：BAJ83480；Gb5．HT7：BAJ83482)；烟芽夜蛾Heliothis

virescens(Hv5．HTl：CAA64863)；人Homo sapiens(Hs5．HTlA：CAH03 197；Hs5-HTlB：EAW48722；Hs5一HT2A：

AAM21129；Hs5．HT2B：AAB31827；Hs5．HT4：NP_000861；Hs5-HTsA：AAM21132；Hs 5-HT6：AAH74996；

Hs5一HT7：BAG70296)；烟草夜蛾Manduca sexta(Ms5-HTlA：ABl33827；Ms5一HTtB：ABl33826)；静水椎买螺

Lym，l口P口stagnalis(Ls5．HT2：AACl6969)； 蜗牛P肠norbe#a trivolvis(Pt5·HTl：AAQ95277；Pt5-HT7：

AAQ84306)

6．2 5-HT受体的信号转导途径

GPCR信号转导过程中的共同特点是GPCR被激活后会引起细胞内第二信使

浓度的改变。跟脊椎动物一样，昆虫5．HT受体被激活后，根据其偶联的G蛋白的

不同，会使细胞内环腺苷酸cAMP或Ca2+浓度的改变，从而引起两种不同的信号

12
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转导途径(图1．3)(Blenau and Baumann,2001；Tiemey，2001)。

一种途径会使细胞内环腺苷酸cAMP浓度改变。受体结合到G。蛋白

(stimulatory G protein)上，被激活的Ga。亚基会跟质膜上的腺甘酸环化酶

(adenylyl cyclase，AC)发生反应，导致该环化酶的活性提高，使ATP转化为

cAMP，cAMP浓度的升高会激活依赖cAMP的蛋白激酶A的活性(proteinkinase A，

PKA)。PKA能够将底物分子中的丝氨酸和苏氨酸磷酸化，这些底物包括细胞溶

质蛋白、配体门控或电压门控的离子通道以及一些转录因子如CI也B，CREM，和

ATF．1(De Cesare et a1．，1999)。5-HT受体也能抑制AC的活性，5-HT受体跟抑

制性蛋白(inhibitoryG proteins，Gi)结合，AC跟激活的Gai亚基互作，就会跟激

活的Gu。亚基竞争性结合，从而影响AC的活性(Katada et aL，1986；Stryer and

Bourne，1986)。

另一种途径会使细胞内Ca2+浓度改变。受体结合到G。／o家族类蛋白上

(Gudermann et a1．，1996，1997)，被激活的Gq／。亚基结合水解磷脂酶C

(phospholipase C，PLC)并激活该酶的活性(Rhee and Bae，1997)，PLC能够

水解一种膜结合底物一磷脂酰肌醇二磷酸(phosphatidylinositol 4，

5-bisphosphate)，产生两种第二信使即三磷酸肌醇(inositol triphosphate，IP3)

和二酰基甘油(diacylglycerol，DAG o IP3自由扩散并结合于内质网膜上特定的

IP3受体上，从而使Ca2+通道打开，Ca2+释放到细胞质中。由于PLC不仅导致Ca2+

的产生，也导致了DAG的产生，因此受体跟Gq／o蛋白偶联可能激活除Ca2+释放通

道之外的另一条信号途径。与口3相比，DAG能够激活膜上的蛋白激酶C(protein

kinase C，PKC)。PKC全酶的活性需要有Ca2+和DAG的存在以及激酶与膜的协

作。与PKA一样，PKC能够使很多蛋白的丝氨酸和苏氨酸残基磷酸化，从而改变

这些蛋白的功能。总之，GPCR激活后，依靠第二信使产生细胞内信号级联反应，

不同的胞内信号通道可能在同一个细胞中同时激活，只要对应的受体和偶联的蛋

白同时存在。这种共激活反应的产生可能导致细胞反应的放大或减小，从而提供

了一个“巧合检测”的细胞理论基础(Blenau and Baumann．2001)。
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图1．3昆虫5．HT受体偶联胞内环腺苷酸和三磷酸肌醇／二酰基甘油的信号转导途径(修改自

Blenau and Baumann．2001)

Fig 1．3 Insect 5-HT ree印tors coupled to intracellular cAMP and IP3／DAG signaling pathways

(adapted from Blenau and Baumann，2001)

AC：腺甘酸环化酶Adenylyl cyclase；A11P：三磷酸腺苷Adenosine triphosphate；cAMP：环腺苷酸Cyclic
adenosine monophosphate；ER：内质网Endoplasmic reticulum；DAG：二酰基甘油Diacylglycerol；GPCR：5．
羟色胺G蛋白偶联受体5．HT Gprotein coupled receptor；G。：激活性G蛋白Stimulatory G protein；Gi：抑制性G
蛋白Inhibitory G proteins；Gq／o：G曲类G蛋白G proteins of tlle G曲family；IP3：三磷酸肌醇Inositol 1，4，

5-trisphosphate；IP3-R：三磷酸肌醇偶联受体Inositol l，4，5-trisphosphate coupled receptor,PKA：蛋白激酶A
Pmtein kinase A；PLC：磷脂酶C Phospholipase C；PKC：蛋白激酶C Protein kinase C．图中黑色箭头路径是

5-HT受体偶联Gs蛋白的信号转导途径；红色箭头表示该5．HT受体偶联Gi蛋白的信号转导途径；蓝色箭头路

径是5．HT受体偶联G幽蛋白的信号转导途径。111e black arrow represents the signaling pmhway of 5-HT

receptors coupling to Gs protein，the red arrow represents the signaling pathway of 5-HT receptors coupling to Gi

protein，and the blue arrow represents the signaling pathway of5一HT receptors coupling to
Gq／o protein．

6．3 5．HT受体的药理学性质

昆虫体内5-HT受体的药理学性质跟哺乳动物不尽相同，不同昆虫之间5-HT

受体药理学性质也存在很大异同。例如WAYl00635是美洲大蠊Periplaneta

americana 5-HTl受体的反向激动剂(Troppmann et a1．，2010)，但是在大多数的

哺乳动物5．HTlA受体研究中，WAYl00635都是作为中性拮抗剂(Martel et a1．，

2007)，只在某些情况下作为反向激动剂(Cosi and Koek，2000)。Methiothepin

是哺乳动物5．HT!受体的反向激动剂(McLoughlin and Strange，2000；Martel et a1．，

2007)，但是它是美洲大蠊5．HTl受体的中性拮抗剂，能够拮抗5．HT和反向激动

齐JWAYl00635对5．HTl受体的激动效应(Troppmann et a1．，2010)。8-OH．DPAT
14
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是哺乳动物5．HTlA选择性激动剂(Hjorth andMagnusson，1988)，后来研究发现

它对5．HT7也有一定的激动效果(Sprouse et a1．，2004)，但是该激动剂却是昆虫

5-HT受体的非选择性激动剂，它对部分昆虫5．HTlA，5-HTlB，5-HT2A，5-HT2B和

5-HT7均有激动效果(Saudou etal．，1992；R6seretal．，2012；Thamm etal．，2013)，

但对美洲大蠊5．HTl没有明显激动效应(Troppmannetal．，2010)。哺乳动物5-HT7

选择性拮抗剂SB 269970(Hagan et a1．，2000)，对丽蝇Calliphora vicina 5-HT7受．

体有很强的拮抗效应(RSseretal．，2012，Vleugels etal．，2014)，但是对赤拟谷盗

Tribolium castaneum 5-HT7受体拮抗效应很弱(Vleugels et a1．，2014)(表2)。目

前对5．HT受体药理学性质的研究主要集中在黑腹果蝇和西方蜜蜂上。表2中列出

了目前昆虫中克隆出来的5．HT受体的一些激动剂和拮抗剂，从中可以看出，不

同昆虫受体药理学性质存在差异，而主要使用的5．HT受体非选择性激动剂包括

5．carboxamidotryptamine，8-OH．DPAT和5．methoxytryptamine等，非选择性的拮

抗剂主要包括Methysergide和Methiothepin等。不同昆虫5一HT受体跟5-HT的结

合能力也不一样，如意大利蜜蜂Am5．HTlA的5．HT的EC50值是16．9 nmol／L，与其

他昆虫的比较接近，黑腹果蝇Dm5．HTlA和Dm5．HTlB分别为30和18 nmol／L

(Saudou et a1．，1992)，但是美洲大蠊的Pea5．HTl为130 nmol／L(Troppmann et a1．，

2010)。虽然目前还没有针对5．HT受体开发的农药，但是不同类型5．HT受体特

异性激动剂和拮抗剂可作为选择性杀虫剂的潜在资源。

6．4 5-HT受体的功能

5-HT的功能主要是通过其受体实现的，对昆虫5．HT及其受体在生理和行为

上的功能的了解主要是依靠药理学实验，但是随着遗传学和分子生物学技术的不

断进步，通过基因敲除来研究5-HT及其受体的功能越来越常见。冈比亚按蚊

Aedes aegypti 5-HT7受体主要在微气管细胞和后肠中表达，5-HT在呼吸过

程中起了作用，同时在利尿过程中，5-HT，受体可能协助肠道对5-HT作出反

应(Pietrantonio et a1．，2001)。西方蜜蜂5-HT参与了趋光行为，其5-HTlA受

体在脑部参与视觉信息处理的部位高表达，并且通过体内药理学实验证明5-HTlA

对单头蜜蜂光反应行为有很大的影响，从基因表达水平到行为过程证明5-HTlA

参与调节蜜蜂对光的反应过程(Thamm et a1．，2010)。黑腹果蝇5．HTIA参与调控
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睡眠过程，通过对黑腹果蝇3种5．HT受体突变体(劣姗一，劣蜘届劣砚)
基线睡眠值进行分析，发现劣凹M果蝇有短暂和片段睡眠现象，该现象可以通
过成虫脑部蘑菇体部位表达5．HTlA而得到补救。而d5．HTlB和d5．HT2A对果蝇基线

睡眠值没有影响。通过药理学和遗传学的方法增加5．HT的表达量，能促进野生

型果蝇的睡眠(Yuan etal．，2006)。虽然5．HTlB不参与调控果蝇睡眠，但是前

面已经提到果蝇5．HTlB受体调控昼夜节律(Yuan et a1．，2005)。同样通过遗

传学和药理学的方法，利用非选择性5．HT受体拮抗剂metitepine对黑腹果蝇5

种5-HT受体突变体(d5．朋一，出．朋曰，d5．HT2一，d5一HT2曰，d5一日r7)取食
的影响分析，发现5．HT2A是metitepine抑制取食唯一需要的受体(Gasque et

a1．，2013)。黑腹果蝇5．HT2A和5-HT2B受体参与其幼虫阶段心率调控作用

(Majeed etal．，2014)。5．HT2还参与调控东亚飞蝗群居和散居型转变，对散

居型飞蝗作拥挤处理，飞蝗脑部的5-HT含量不会变化，但是5．HT2受体的含

量在处理后1小时会上升，之后维持稳定状态。用激动剂激活5-HT2受体会

抑制作拥挤处理的散居型飞蝗转变为群居型(Guo et a1．，2013)。在所有的昆

虫中，黑腹果蝇5．HT及其受体的功能相对研究的比较多(表1．2)。总体而言，

这方面还需要大量深入的研究。

7小结和展望

5-HT是昆虫和哺乳动物中枢神经系统中一种重要的神经信号调节物。了解

5-HT信号调节系统的先决条件是对5-HT受体的分子特征和功能特性的了解，以

及它们在CNS中的分布。与哺乳动物一样，不同的5-HT受体调节昆虫体内5-HT

的反应。目前昆虫体内鉴定出来的5-HT受体都是GPCR类型。昆虫和哺乳动物

对药物反应，行为以及基因反应的相似性，有可能使某些昆虫如果蝇和蜜蜂作为

研究人类某些疾病的工具，从而可以快速、高通量、低成本的去了解CNS中5-HT

的功能(Becnel et a1．，2011)。但是，有关昆虫体内5-HT及其受体的研究还远

远不够，近几年才有相对比较大的进展，并且研究的昆虫种类还不多。随着越来

越多的人关注5-HT，昆虫体内5-HT的研究将会更加深入。

对昆虫体内5-HT受体研究的另一个意义在于开发高效杀虫剂，目前化学农

药是防治害虫的主要手段，但是传统的杀虫剂带来了一些不可避免的问题，如害
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虫的抗药性，因此，开发新的作用方式的杀虫剂非常必要。5-HT在无脊椎动物

的各种生命活动中发挥了重要的作用，很多的5-HT受体已经从不同物种中克隆

出来。有趣的是，除了从寄生性线虫一捻转血矛线虫Haemonchus contortus体内

克隆出来的5．HTlH。受体外，其它的受体与5．HT的亲和力都相对低，而且5一HTlA

的一种激动剂即1．【(4．氨基苯基)乙基】．4．【3．(三氟甲基)苯基】哌嗪(PAPP，

l_[(4．aminophenyl)ethyl]．4．[3．(trifluoromethyl)phenyl]piperazine)跟这个受体的亲

和力很高。有人预测这种化合物可能成为一种新的杀虫剂。通过对PAPP衍生物

的设计，合成和生测，发现它们能够抑制粘虫Pseudaletia separata的生长和幼虫

的活性，这个结果更加确定了5-HT受体作为新农药靶标的可能性(Cai et a1．，

2009)，但还需要进一步的研究。最近，人的5．HTlB(Wang etal．，2013)和5-HT2B

(Wackeretal．．2013)受体的晶体结构已有报导，这可以帮助我们更深入的研究

5-HT这类受体的结构特点，从而为将来设计和开发杀虫剂奠定了基础。

脊椎动物体内已发现13种GPCR类型的5．HT受体(Blenau and Baumann，

2001)，而目前昆虫里面只发现5种，所以未来昆虫5．HT的研究可能会致力于新受

体的发现以及受体新功能的研究。基于不同昆虫5．HT受体药理学性质存在差异，

筛选对害虫5．HT受体高选择性，而对非靶标生物无害的药物作为新型杀虫剂是

另一个努力的目标
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1引言

第二章5．羟色胺在免疫系统中的作用

5-羟色胺(5—HT)不仅是一种经典的神经递质，它还可以在中枢神经系统

以外的免疫信号传导中发挥重要作用。自1984年5-HT具有免疫调节效应首次

被提出以来(Slausonetal．，1984)，5-HT在免疫系统中的功能逐渐引起人们关注。

近年来一些研究表明5-HT主要通过结合表达在免疫细胞上的受体，调节免疫细

胞的功能。

2 5-HT和脊椎动物免疫系统

2．1 5-HT在免疫细胞的合成和存储

血小板能够储存肠嗜铬细胞合成的5-HT。此外，啮齿动物(不包括人)的

肥大细胞也能够吸收和合成5．HT。Kushnir．Sukhov等(2007)的实验表明人的肥

大细胞上有少量外周5-HT合成酶TPHl(tryptophanhydroxylase 1)的表达。但这

是否会导致5．HT的大量合成还尚不清楚。有报道表明mastocytosis病人的全血中

5-HT的含量异常i葛(Kushnir-Sukhov et a1．，2008)。mastocytosis病人跟正常人比，

肥大细胞会大量增加，这就表明肥大细胞可能导致了5-HT含量的升高。O’Connell

等(2006)的研究表明小鼠树突状细胞DCs(dendritic cells)表达5．HT转运体

SERT(serotonin transporter)，但是不表达TPHI和TPH2。DCs的激活物比如LPS和

anti．CD40能够促进SERT的表达，同时5．HT的主要降解酶单胺氧化酶A和B的含

量降低，因此激活的DCs主要储存5．HT而不是降解5．HT。

与DCs一样，B淋巴细胞被激活后SERT的表达量显著上升(Meredith et a1．，

2005)。而在休息的状态下扁桃体B细胞中几乎检测不到SERT，但有丝分裂原刺

激的B细胞中SERT蛋白的表达量会急剧升高。值得注意的是，多种B细胞起源的

恶性肿瘤中检测到了高水平的SERT的表达，SERT的表达跟基底细胞的生长成正

相关。5-HT在T淋巴细胞里也能合成，说明5-HT在DCs和B细胞的摄入是十分相

关联的(Leon．Ponte etal．，2007；O’Connell，2006)。虽然初始脾脏T细胞能表达少量
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TPH．1(不表达TPH．2)，但是激活6小时的T细胞内TPH．1的转录量会升高30倍，

5．HT的合成量增加5倍(Leon．Ponte et a1．，2007)。有趣的是，尽管T细胞可以缓慢

摄取5．HT(O’Connell，2006)，但未能检测到T细胞上有SEI汀的表达(Leon．Ponte et

a1．．2007)。5-HT在T细胞上的摄取可能是通过对5．HT有低亲和力的多巴胺转运

DAT(dopamine transporter)实现的。

有研究发现肠道巨噬细胞也表达TPH．1(Nakamura et a1．，2008)，但是还没有

直接的数据证明巨噬细胞可以合成5．HT。5-HT在免疫细胞上的合成，转运以及

5-HT受体表达情况见表2．1。

表2．1 5-HT在免疫细胞上的合成，转运以及5．HT受体表达情况

Table 2．1 Summary of 5一HT synthesis．5-HT transport and 5-HT receptor subtypes in

different inlnlune cells．

细胞功能 5-HT的合成 5-HT的转运 5-HT受体表达情况及功能 参考文献

Cen funetion 5．HT 5-HT transport 5-HT receptors and signaling Reference

synthesis

先天竟畿著
⋯

。

嗜酸性粒细胞 抗寄 _虫Antiparasitie。 5-HT2A Boehme et a1．，2008

Eosinophil 抗毒Antiviral， 趋化作用Chemotaxis

分泌颗粒Secretory

granules

肥大细胞 抗寄．虫Antiparasitic． TPH。l SERT 5-HTlA Kushnir-Sukhov et a1．，2006

Mast cell 分泌颗粒Secretory 趋化作用Chemotaxis

granules

自然杀伤细胞 自然细胞毒性 SERT Evans et a1．，2008

Natural killer cell Innately cytotoxic 增强细胞溶解作用

Increase cytolytic function

巨噬细胞 吞噬Phagocytotic，抗原 TPH．1 5-HTIA增强吞噬作用P}la90c”osis； Mikulski et a1．，2010；

Macrophage 呈递Antigenpresentation 5-HT2c．趋化作用Chemotaxis Nakamura et 01．，2008

树突状细胞 抗原呈递给初始T细胞 SERT 5-I-ITlB，5-HTl E’5-HT2B趋化作用 Idzko et以．2004；

Dendritic cell Antigen presentation to Cheraotaxis；5-HT4,5．HT7影响细胞 Mueller et a1．，2009；

naive T cells 趋化因子分泌 O’Connell，2006

羲霉彗i舞鬟j

T细胞 细胞介导的免疫 TPH．1 5-HT7，5-HTlB，5-HT2A促进T细胞增 Inoue et 01．，201 1；Leon-Ponte et aL，2007；

T cell Cell mediated immunity 殖Proliferation Nakamura el a1．，2008；O'Cormell，2006；

Yin etal．，2006

B细胞 分泌抗体Secrete SERT 5-HT3功能未知unknown； Ek et a1．，2002；Klein et a1．，2003；

B eell antibodies SSRIs调亡Apoptosis Meredith el a1．，2005；Rinaldi et 02．，2010
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2．2 5-HT和先天免疫

表l总结了5-HT参与先天免疫的一些研究。Kushnir-Sukhov等(2006)的研

究表明5．HT能够诱导老鼠和人的肥大细胞的趋化性和粘附性，不会诱导肥大细

胞脱颗粒性。通过药理学和遗传学的方法表明5．HTlA在这些过程中起了关键性的

作用，而且5．HT能够诱导肥大细胞到达炎症处。从皮肤注射5．HT，野生型老鼠

能够导致肥大细胞的聚集，而5．HTlA敲除的老鼠没有此反应。

同样，Boehme等(2008)的研究表明5．HT是嗜酸性粒细胞的趋化因子，过

敏性哮喘的特征就是嗜酸性粒细胞的浸润，而5．HT能够促进嗜酸性粒细胞的聚

集，有哮喘症状的样本血浆5．HT的量会比没有此症状的高。Boehme等人的研究

首次揭示了5-HT在嗜酸性粒细胞迁移和聚集到肺部发挥了重要作用。药理学研

究表明该过程主要受5．HT2A调控。

巨噬细胞最主要的功能的就是吞噬，Nakamura等(2008)的研究发现5．HT

能够调控小鼠巨噬细胞吞噬能力，5-HTlA起主要作用。此外，Mikulski(2010)

等表明肺泡巨噬细胞表达5．HT2c受体。

自然杀伤细胞是一种先天免疫细胞，具有重要的细胞溶解作用。Evans等

(2008)表明选择性5．羟色胺再摄取抑制剂(selective serotonin reuptake inhibitors，

SSRjs)能够增强自然杀伤细胞在体内的溶解作用。并且，Hemandez等(2010)

报道人长时间使用SSRI会增加自然杀伤细胞的增殖能力。然而，其中的信号传

导机制还尚不清楚。

树突状细胞(DCs)是专职抗原递呈细胞，并且有诱导激活初始T细胞的能

力。一些研究鉴定了5-HT在DCs功能中的作用。Idzko等(2004)描述了人单核

细胞源一t生DCs上表达多种5．HT受体。未成熟DCs在mRNA水平表达5．HTlB，5-HTlE，

5．HT2B，而成熟DCs表达5．HT4和5．HT7。

2．3 5-HT和获得性免疫

近20年来，5-HT被认为是一种T细胞调制器。早期的研究表明5-HT能,够促进

T细胞的增殖，并且基于药理学方法证明了5-HTlA起关键性作用。Leon-Ponte等

(2007)对初始和激活的小鼠脾T细胞上5．HT受体的表达做了全面的分析。研究

20
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表明初始T细胞选择性的表达5．HT7受体。虽然初始T细胞有5．HTlB的mRNA表

达，但是在蛋白水平只检测到了5-HT7受体。T细胞激活后，5-HT7、5-HTlB和5．HT2A

的mRNA表达量会上升。为了确定5．HT7在初始T细胞信号传导中发挥作用。作者

使用5-HT7选择性拮抗剂SB 269970(10．100 riM)检测到该药剂能完全阻断5．HT诱

导的ERK的激活和IkBa的磷酸化，而5．HTlB的选择性拮抗剂SB 216641(100 nM)

没有效果。并且，5．HT7受体的激动#JAS．19能够恢复T细胞由于5．HT合成受阻而

导致的增殖降低现象。因此，5-HT至少在T细胞上通过5。HT，受体行使自分泌信

号传导作用。

还有一些研究证明5．HTlB和5．HT2A在激活的T细胞上有表达。Yin等(2006)

人的研究表明5．HTlB的拮抗剂抑制CD4+辅助性T细胞的增殖。Inoue等(2011)人

的研究则证明5-HT2A激动剂能够增强Concavalin．A对T细胞的激活作用，而

5．HT2A．拮抗剂能够阻断T细胞受体调控的白介素2和interferon-gamma的生产。

Akiyoshi等(2006)的结果也表明5．HT2A的拮抗剂能够增强小鼠心脏移植的存活

率。

有一些数据证明5．HT信号通路在B细胞也发挥了作用。SERT在1990年中期被

发现。Serafeim等(2002)证明5-HT的重吸收能促进伯基特淋巴瘤(BL)细胞的

凋亡。拮抗SERT后会减弱这个效果。Hemandez等(2010)发现人长期服用SSRIs

会使体内B细胞数量增}／t】30％左右。5-HT可以诱导细胞调亡的原理尚不清楚，它

可能是独立的氧化信号，但胞内的5．HT信号通路会参与其中。有趣的是，Serafeim

等(2003)的研究发现高剂量SSRIs通过抑制DNA的合成，并且将细胞锁定在Go／Gi

阶段，可以直接加强BL细胞的凋亡，而正常的外周和扁桃腺B细胞对SSRIs诱导

的细胞调亡有抗性。因而推测这种选择性为使用SSRIs对BL进行治疗，而正常B

细胞功能不受影响打开了一扇门。Meredith等(2005)还发现SERT在不同的B细

胞系有表达，预示着SERT将作为B细胞恶性肿瘤的潜在治疗靶标。

有一些研究报道了B细胞上有5．HT3受体的表达。胚胎阶段检测到B细胞上

5-HT3受体在mRNA水平高表达，而在初始B细胞和套细胞淋巴瘤里mRNA的表达

量低很多(Ek et aL，2002；Klein et a1．，2003)。Rinaldi等(2010)在蛋白水平证实了

这些发现。

21
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3 5-HT和无脊椎动物免疫系统

目前，有关无脊椎动物5．HT参与免疫的研究还很少。Kim等人(2009)的研

究表明5．HT能够促进甜菜夜蛾Spodoptera蹦劬口血细胞的吞噬和结节，以及细胞

数量的增加(Kim and Kim，2010)。章鱼胺和5．HT能够调节美洲大蠊Periplaneta

americana血细胞的吞噬和结节(Baines etal．，1992)。总体而言，5-HT在无脊椎

动物免疫系统中的作用及其机理的研究几乎空白，有待进一步加强。
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第三章菜青虫5．羟色胺受体的克隆与药理学性质分析

1引言

5一羟色胺(5一hydroxytryptamine，5-HT)在生物体内发挥重要的作用，它可以

调控各种重要的生理和行为过程(Weiger，1997；Blenau andThamm，2011)。5-HT

发挥作用主要通过对应的5．HT受体。脊椎动物中已克隆出14个5．HT受体基因，

其中一个编码离子通道(5-HT3)，其余13个基因编码G蛋白偶联受体(G

protein-coupled receptors，GPCR)(Blenau and Baumann，2001)。根据序列同源性、

基因的分布、与第二信使的偶联路径以及药理学性质，Hoyer等将脊椎动物体内

GPCR型的5．HT受体分为6大类(Hoyer and Clarke，1994；Hoyer and Martin，1995；

Hoyer and Martin，1 997)。其中：5-HTl(5．HTlA／B／D／E／F)和5-HT5(5．HT5A)抑制

胞内cAIⅣIP的合成；5-HT2(5．HT2舳／c)调节胞内Ca2+量升高；5-HT4、5-HT6和

5-HT7促进胞hcAMP的形成(Hannon and Hoyer，2008)。5-HT5的另一个亚型

5-HT5B在人体内不编码功能性蛋白，但在小鼠和大鼠体内有表达，目前对5．HT5B

的了解相对较少(Nelson，2004)。

5-HTl，5-HT2和5．HT7早在7．5亿年前从最原始的5．HT受体进化而来，5-HT5

和5．HT7约6．5亿到7亿年之前从5．HTl受体进化而来(Peroutka and Howell，1994；

WalkeretaL，1996)。原口动物和后口动物约在6亿到6．5亿年前出现分化(Ayala et

a1．，1998)，而5．HT受体的进化早于原口动物和后口动物的分化，表明无脊椎动物

和脊椎动物5．HT系统可能有大致相同的主要5．HT受体类型(Peroutka and Howell，

1994；Hauser et aL．2006)。但是无脊椎动物和脊椎动物5．HT受体不同亚型是独

立进化的，因而存在差异(Peroutka and Howell，1994；Tiemey et a1．，2001)。目

前昆虫中仅发现5种5-HT受体，且均为GPCR。黑腹果蝇中5种5-HT受体即

5-HTlA(Saudou et aL，1 992)、5-HTIB(Saudou et a1．，1 992)、5-HT2A(Colas et aL，

1995)、5．HT2B(Gasque et a1．，2013)和5-HTT(Witz et a1．，1990)，分别与哺乳动物

5-HTlA、5-HTlB、5-HT2A、5-HT2B和5．HT7受体同源(Blenau and Thamm，201 1)。

目前无脊椎动物5．HT受体的分类主要以已有的脊椎动物5．HT受体分类系统，基

于受体氨基酸序列的同源性以及激活的第二信使作为分类依据。而包括昆虫在内



浙江大学博士学位论文 第三章菜青虫5-羟色胺受体的克隆与药理学性质分析

的无脊椎动物5．HT受体的药理学性质跟哺乳动物5．HT受体的药理学性质存在差

异(Hauseretal．，2006)。由于目前有关无脊椎动物5．HT受体的药理学性质数据

不多，就无法以药理学性质差异为依据对无脊椎动物5．HT受体进行分类。这就

表明还需要更多有关昆虫以及其它无脊椎动物5．HT受体的药理学研究数据。

本研究中，我们从菜青虫中克隆得到了5-HTlA、5-HTlB、5-HT7的完整开放

阅读框序列以及5．HT2A和5．HT2B的部分cDNA序列，并对这些受体的序列进行了

分析。将5．HTlA、5-HTlB、5-HT7分别表达于HEK 293细胞系中，对其偶联的信

号通路和药理学性质做了分析。通过药理学检测发现这三种受体能被5．HT这种

生物胺特异性的激活，并引起胞I勾cAMP浓度的变化。几种5．HT受体的广谱性激

动剂和拮抗剂也对菜青虫5．HT受体起作用。这些数据将为研究5．HT受体参与调

控菜青虫的生理和行为过程提供理论基础，

2材料与方法

2．1供试昆虫与药剂

菜青虫种群最初采自杭州市浙江大学卷心菜实验田。田间采来的虫子饲养于

人工气候室，饲养条件225士I。C、R．H．=70％、Light：Dark=14：10 h。并饲以

新鲜的卷心菜叶片。

多巴胺盐酸盐(Dopamine hydrochloride)，酪胺盐酸盐(Tyramine

hydrochloride)，章鱼胺盐酸盐(Octopamine hydrochloride)，5．羟色胺盐酸盐

(5-Serotonin hydrochloride)，forskolin，G 4 1 8二硫酸盐(G4 1 8 disulfate salt)，

SB一269970盐酸盐 (SB．269970 hydrochloride)， 5．甲氧基色胺

(5-Methoxytryptamine)，8-Hydroxy-DPAT hydrobromide(8-OH．DPAT)和

Methiothepin mesylate salt购买自Sigma-Aldrich(St Louis，MO，USA)。 SB

216641和RS 127445购买于Tocris Bioscience(Bristol，UK)

2．2 RNA抽提

取30头菜青虫5龄幼虫的神经组织，用TI也ol法(Invitrogen，Carlsbad，CA，

USA)提取样品的总IⅢA，具体操作步骤如下：
24
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(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

在样品中加入l ml TRIzol和1颗不锈钢珠，用组织研磨仪TissuLyser II匀

浆l min，室温静置5 min；

4。C，12000 g离心10 min，吸取上层液体至新的1．5 ml离心管：

加入200“l氯仿剧烈振荡15 sec，室温静置5 min；

取上清到新的1．5 ml离心管中，加入500¨l异丙醇，室温静置10 min

后，放入离心机(4。C，12000 g)离心10 min；

去除上清，加入l ml 75％的乙醇，涡旋混匀，离心(4。C，7500 g)5 min；

去除上清，室温干燥后将提取的RNA样品溶解在DEPC水中；

用NanoDrop分光光度计(Thermo Scientific)检测I蝌A纯度及浓度。样品

保存于．700C。

2．3基因克隆

2．3．1编码菜青虫5-HTlA的cDNA

以1．0 Pg总IⅢA为模板，采用反转录试剂盒ReverTra Ace-kit(Toyobo，

Osaka，Tapan)进行反转录合成第一链cDNA。采用Takara公司的3’．Full RACE Core

Set合成3’RACE(Rapid amplification of cDNA ends)模板和和5’一Full RACE

Core Set试剂盒合成5’RACE模板。依据本实验室得到的菜青虫转录组中5-HTlA

基因的序列片段，设计基因特异性3’RACE和5’RACE引物。具体序列见表3．1。

采用Takara LA Taq酶进行巢式PCR反应，以扩增5．HTlA的5’和3’端的序列。5’

RACE的具体反应条件如下，第一轮PCR，94 oC，3 rain；94。C，30 see，60 oC，

30 see，72 oC，1 min，30个循环；72 oC，10 min。以l山第一轮PCR产物为模板

进行第二轮PCR。条件为，94。C，3 min；94 oC，30 sec，650C，30 sec，72 oC，

l min，35个循环：72 oC，10 min。3’RACE的具体反应条件如下，第一轮PCR，

94 oC，3 min；94 oC，30 sec，55 oC，30 sec，72 oC，1 min，30个循环；72 oC，

10 min。以l ul第一轮PCR产物为模板进行第二轮PCR。条件为，94 oC，3 min；

94 oC，30 see，630C，30 see，72 oC，1 min，35个循环；72 oC，10 min。PCR

反应完成后，进行1％的琼脂糖凝胶电泳检测，将目的条带切下，并用Axygen凝

胶回收试剂盒回收。将回收的产物克隆到pGEM@．T Easy Vector(Promega，
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Madison，WI，USA)后，转入至,JTrans．Tl感受态细胞中，将菌液涂在含确-Ampicillin

和X．gal的LB固体培养基上，过夜培养后进行蓝白斑筛选，做菌落PCR将插入

片段大小正确的菌株送到上海博尚测序公司测序。通过RACE得到5’和3’端的序列

后，设计全长引物克隆得到了Pr5坍乃』的全长序列(表3．1)。

表3．1本研究中所用到的引物
Table 3．1 Primers used in this study

Primet name Primet sequence(5'-3’)
●●．_____●曩●’●，__．_=●_-一．一-●_．_．’●__．_●■______●·———'曩●__：_■暑●=!，曩●■●●_________|，●●●__●—●—____—●_，．___●●
裁燧瓣PC疑豢融藉硒嘲驻 ：：：{_二i≥雾誊I_!_j j曼j

5．HT，^．3’outer CCAACGTACAAGGGCCGAAACA鲴rrGC

5．HTl^．3'inner CCACGGlAGACACGTI'AGACGAAGAACCA

5．HTl A．5'outer CGCTTCTCAl]rCCTrATGTGGATGTAGTCG

5．HTl^．5’inner AATCCAACCCTGGCnkACCTCATAAACAGC

5．HT，．5『outer CGCTGTGGAACCTCTrGTAGGGrrC

5．HT’．5’inner GCTGCCCCTCCAr丌厂1vrCACATllA
。一 一 ㈡ i

eb拍蠢l垂糠i鳓黼峨渣
⋯ j l—i：。⋯ 蠹 j

5．HTl^．compF CGNn厂ITGAGGAGAGGAGC

5．HTl^．compR AACAC√钮ACCGTp汀CACAGAGC

5．HTIB-compF GA丌GTGAGTGAGTGCGATGTGC

5．HTIB-compR GACAG觚A ACGCCTA兀GCCTAC

5．HT7．compF TCAAACGGAGAAACCTGATGTA

5．HT7．compR CTGGGGTp(丌GACAArCATAGAAAG
一。 j曼=-__=_j_ i _甜i曼 ㈦--

℃嘲湘细渊澌--谯exprenlbnvector j誊蓦ji量至_；jI毒曩 ____
_=

5．HTl^．Kpn I TrGGTACCACCATGAACTTATCAGGGACA

5．HTl^．EcoR I CCGAArnCTCAGTArrrmATT
5．HTlB．Kpn I TrGG，×CCACCATGGAGGGCGTGlACC

5．HTlR．EcoR I 11TGAAr舰TAGGGCGGAGCCCGA
5．HT7．1(_pn I TTGG别CCACCATGGCGTCTCAAAAT

5．HL．Xhol I CCC刃C．G。d(丌CATAGAAAGCTCTC

2．3．2编码菜青虫5-HTlB的cDNA

以2．3．1节中的第一链cDNA为模板，依据本实验室得到的菜青虫转录组中

5-HTlB基因的全长序列设计引物(表3．1)克隆得到P厂．5乇∞曰的全长序列。

2．3．3编码菜青虫5-HT7的cDNA

依据本实验室得到的菜青虫转录组中5-HT7基因的部分序列，以2．3．1节中5’

RACE模板为模板进行5’RACE PCR。具体反应条件如下，第一轮PCR，94 oC，

3 min；94 oC，30 sec，58。C，30 sec，72。C，2 min，30个循环：72 oC，10 min。

以l肛l第一轮PCR产物为模板进行第二轮PCR。条件为，94。C，3 min；94。C，
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30 sec，64。C，30 sec，72。C，2 min，35个循环；72。C，10 min。PCR反应结束

后参照213．1节中的步骤，对产物进行测序鉴定。然后设计全长引物克隆得到了

P巧石∞的全长序列(表3．1)。

2．4序列分析

获得了编码Pr5-HTl4、Pr5-HTI曰、P巧囊∞的全长序列cDNA序列后，用

DNAStar软件包(Version 7．1，DNAstar Inc)对其ORF进行预测，并对其等电点

和分子量大小进行预测。利用NCBI网站的GenBank数据库，通过BLASTX方法对

其进行同源序列比对分析。用TMHMM Server v．2．0

(http：／／www．cbs．dtu．dk／services／TMHMM-2．0／)对跨膜结构域进行预测。用Clustal X

对从NCBI上下载的序列进行多重序列比对。通过MEGA 5．05软件，采用邻位相

连法(Neighbour-joining)进行系统发育和分子进化分析。

2．5质粒构楚

2．5．1 Pr5．HTlA真核表达载体构楚

用Premier primer 5设计真核表达引物，正向引物加上却n I酶切位点序列

以及Kozak序列(Kozak，1987)，反向引物加上EcoR I酶切位点序列(引物

见表3．1)。采用KoD．Plus．Neo高保真，t生PCR酶进行PCR扩增。反应条件为：

94 oC，2 mill；98。C，10 sec，58 oC， 30 sec，68 oC，l min，40个循环；68 oC，

7 min。PCR完成后用1％的琼脂糖凝胶电泳检测，将目的条带切下，并Axygen

凝胶回收试剂盒回收。利用限制性内切酶印以I和EcoR 1分别对回收后的产物以

及pcDNA3(Invitrogen)质粒进行双酶切处理。双酶切完成后，用1％的琼脂糖凝

胶电泳检测，将目的条带切下，并)-4]Axygen凝胶回收试剂盒回收。用T4 DNA连

接酶(宝生物)将回收后的目的产物与5端具有HA标签的载体产物连接。得到

pcDNA3．Pr5．HTlA融合质粒，通过测序验证插入序列的正确性。

2．5．2 Pr5．HTlB真核表达载体构建

用2．5．1中的方法构建融合质粒pcDNA3-Pr5-HTm。
27
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2．5．3 Pr5．HT7真核表达载体构建

用2．5．1中的方法构建融合质粒pcDNA3-Pr5一HT7。正向引物加上gpn I酶切

位点，反向引物加上Xhol 1酶切位点序列(引物见表3．1)。双酶切所用酶为

rpn I和Xhol I。

2．6细胞培养及转染

人胚肾细胞(HumanEmbryonicKidney293，HEK293)购买自上海中科院细胞

库。HEK 293细胞培养于D．MEM培养基(Gibco BRL，Gaithersburg，MD)，培养

基中还添加10％胎牛血清(Fatal bovine serun，FBS)和1％双抗(青霉素和链

霉素)。细胞放在恒温的二氧化碳培养箱(37。C，5％C02)培养。参照说明，

用脂质体 2000(Invitrogen)分别将8烬的质粒pcDNA3-Pr5-HTlA，

pcDNA3．Pr5．HTlB和pcDNA3．Pr5．HT7转入5cm培养皿(Nunc)内呈指数生长的

HEK 293细胞中(～4×105个细胞)。转染24／j',时后按细胞数量1：10传代。待

传代细胞贴壁后，用O．8 m酌=Ill的G418筛选两个星期左右，最终获得稳定转染的

细胞系。用RT．PCR和免疫细胞化学检测转染效率。

2．7 cAMP检测

将稳定转染的细胞系传代至12孔板(Nunc)上，至细胞长满(～1×106／孔)。

去除培养基，用PBS洗两次。每孔加入450 lal]羽PBS配制的浓度为100“M的

3-isobutyl-l-methylxanthine(IBMX，Sigma．Aldrich)，IBMX可以抑制磷酸二酯酶

水解cAMP。室温孵育20 min。加入50 I,tl用PBS溶解的待测试剂，轻轻混匀后在

室温下孵育20 min。去除上层溶液，加入250 u1细胞裂解液，在．80 oC反复冻融两

次，使细胞完全裂解。收集裂解液于1．5 m1离心管，12000 g，40C离心10 min。

吸取上清到另一个1．5 ml离心管，继续做cAMP检测或将样品冻存于．80 oC冰箱。

cAMP浓度检测所用试剂盒为cAMP Parameter Assay Kit(R&D Systems，

Minneapolis，MN，USA)，具体操作步骤参照该试剂盒的说明书进行。
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2．8组织分布

在解剖镜下分别从5龄菜青虫幼虫体内提取脂肪体，表皮，马氏管，肠道，

脑和神经索。取出各组织后，均放入PBS中漂洗三遍。采用TI也ol试j；f!l(Invtrogen，

CA)按照说明书提取以上各组织的总RNA。提取好总RNA后，采用DNase

(RQl．Rnase．Free DNase，Promega)消化去除基因组DNA。用反转录试剂盒the

ReverTraAce qPCR kit将l u g RNA反转录成cDNA。用于荧光定量PCR分析的

特异性引物见表3．2。用2一心T的方法(Livak and Schmittgen，2001)对Pr5-HTI一、

Pr5-HTl曰、P巧七∞的表达量定量。用18sRNA作为内参基因。

表3．2荧光定量PCR)井用到的引物
1’ahle 3 2 Primers used for real．time PCR

Primer name Primer sequence(5'-3’)

CCTGCGGAAGGATCATTAAC

AACGAAAGAAAGCGTCCAAA

11TGCAGCTCAGCATCAATC

TTGGClvI’ACGAGGCACTTCT

AACCTGGTGGGAGACATCTG

CGGCCAGAGAAAGTp汀GAGC

CTCCGCATCAGAAAAAGCTC

ACGGCGTCAGGApdTGTp(rC

2．9数据分析

药理学数据均采用单因素的方差分析，平均数之间的比较采用Tukey’S

multiple comparisontest。用星号表示差异显著性，其中物<0．5；料∥0．01。

3结果与分析

3．1 Pr5．HTlA、Pr5．HTlB和Pr5．HT7的cDNA的克隆及序列分析

朋-月乃』的Genbank登入号为KT946786。序列分析结果表明，编码刖一明一
的0RF大小为1380 bp，共编码459个氨基酸，预测分子量大小为50．98 kDa，等电

点为9．09；Pr5-HTl占的Genbank登入号为KT946787，编码Pr5-HTl曰的ORF大小为

1323 bp，共编码440个氨基酸，预测分子量大小为48．31 kDa，等电点为8．57；
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Pr5一H，r7啦Genbank登入号为KT946790，编码Pr5．HT7构ORF大小为1680 bp，共编

码559个氨基酸，预测分子量大小为62．82 kDa，等电点为8．99。

通过TMHMM和TMpre预测发现这三个基因编码的蛋白均具有七个跨膜结

构域(图3．1)，属于典型的G蛋白偶联受体。在跨膜3(TM3)后胞内2区(ICL2)

上存在典型的D．R．Y结构域，在TM7上存在N．P．x．x．Y结构域，这两个特征都在

视紫红质类G蛋白偶联受体内高度保守。Pr5．HTlA的N端有6个糖基化位点

N—x-[S／T]，第三内膜区有3个磷酸化激酶C位点【S／T]-x-[R／K]。Pr5-HTm的N端有

4个糖基化位点，第三内膜区有3个磷酸化激酶C位点。Pr5．HT，的N端有5个糖基

化位点，第三内膜区有2个磷酸化激酶C位点。

对人和昆虫的5-HT受体基因构建系统发育进化树， 以邻近法

(Neighbor-joining)重复1000次，并以DmFR为外源基因，分析结果表明

Pr5．HTlA、Pr5．HTlB和Pr5．HT7分别跟人和昆虫的5．HTlA、5-HTlB和5．HT7受

体聚在一起(图3．2)。
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图3．1 Pr5-HTu、Pr5-HT|r口、Pr5-HT7氯基暖序列最其他昆虫同源基因的多重序列比对分析。
Fig 3．1 Sequence alignments of Pr5-HT'『a、Pr5-HTJrs、Pr5．田7 and orthologous receptors from

other insects．

(A)Pr5-HTld氨基酸序列跟其他昆虫中同源基因的多重序列比对分析；(B)Pr5坍乃口氨基酸序列跟其他昆虫
中同源基因的多重序列比对分析；(C)刖．H乃氨基酸序列跟其他昆虫中同源基因的多重序列比对分析。黑
色线条表示跨膜区(TMl．TM7)，黑色倒三角形表示糖基化位点，黑色圆圈表示磷酸化的蛋白激酶C的位点，

星形表示配体结合相关位点，菱形表示第六个跨膜区中FXXXWXP位点中的第二个丙氨酸。

(A)Sequence alignments of Pr5坍乃』and orthologous receptors from Drosophila melanogaster(Dm5-HTIA，
GenBank accession number CAA77570)，ap／s mellifera(Am5．HTlA'accession number NP 001 l 64579)and
Tribolium castaneum(T05．HTlA，accession number EFAl 0707)．(B)Sequence alignments of PrS-HTIs and

3l

，焉鬻；差Ⅲ，蘧誉瓣=；|黼
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orthologous receptors from Bombyx meri(Bm5．HTlR’accession number NP 001037502)，Z castaneum

(T05．HTlB，accession number XP 008197542)and D．melanogaster(Dm5．HTlB，GenBank accession number

CAA77571)．(C)Sequence alignments of P巧．Ⅳ乃and orthologous receptots from r castaneum(Tc5．HT7，
accession nmnber NP 001280535)，A．mellifera(Am5．HT7，accession number NP 001071289)and D．

melanogaster(Dm5．HT7，accession number NP 524599)．The seven transmembrane regions are predicted by
TM 1一TM7．Potential N-glycosylation sites and potential phosphorylation sites for protein kinase C are labelled by
filled triangles and filled circles respectively．Residues are predicted to be involved in ligand binding are labeled

with asterisks．The second phenylalanine after the FxxxWxP motifin TM6．which iS aunique feature of aminergic

receptors，is indicated by arhombus．

p
窭

，

|，I

要

图3．2 Pr5-liTlA、Pr5-HTlB、Pr5．HT7跟其他昆虫5-HT受体的进化树分析
Fig 3．2 Phylogenetic analysis ofPr5．HTlA、Pr5一HTlB、Pr5．HT7 and various 5．HT receptors．

爿p括mellifera(Am5一HTlA，NP 001164579；Am5．HT7，NP 001071289)．Bombyx mori(Bm5一HTlR’
NP 001037502)．Drosophila melanogaster(Dm5．HTlA，CAA77570；Dm5．HTlB，CAA77571；Dm5．HT2^，

AAF52113；Dm5．HT2B，NP 649806；Dm5．HT7，AAF57104；DmFR，AAF47700)．州60lium castaneum

(T05一HT【A，EFAl0707；T05一HTlB，XP 008197542；Tc5．HT7，NP 001280535)．Homo sapiens(Hs5．HTlA，

CAH03197；Hs5-HT】B，EAW48722；Hs5-HT2A，AAM21129；Hs5．HT2B，AAB31827；Hs5．HT4，NP 00086l：

Hs5．HT5A，AAM2 ll 32；Hs 5-HT6，AAH74996；Hs5一HT7。BAG70296)．

32

认。}Irrl
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3．2 Pr5．HTlA、Pr5．HTlB和Pr5．HT7的药理学性质

为了研究Pr5．HTlA、Pr5．HTlB和Pr5．HT7受体的信号转导及药理学性质，我们

分别获得了稳定表达Pr5．HTlA、Pr5．HTm和Pr5．HT7受体的细胞系。10州的5．HT

能够显著抑制表达Pr5．HTlA受体细胞内forskolin I起的cA_IVIP升高(图3．3A)。

5-HT有一定的剂量效应，EC50值为15．49 nM(图3．3B)。 而章鱼胺(OA)、酪胺

(TA)和多巴胺(DA)均不能引起类似的反应。

同样，5-HT能够显著抑制表达Pr5．HTlB受体细胞内forskolin弓I起的cAMP升

高(图3．4A)。剂量反应实验表明5．HT的EC50值为2．59 nM(图3．4B)。5-HT受体

的激动剂8-OH．DPAT也对Pr5．HTIB受体有一定的激动效果(图3．4C)。激动剂

5-Methoxytryptamine(5-MT)对Pr5-HTlB受体的激动效应有明显的剂量效应，

EC50值为1．44 pM(图3．4D)。拮抗剂Methjotll印iIl可拮抗5-HT作用，IC50值为2．49

pM(图3．4E)。SB．216641是人5．HTIB的特异性拮抗剂，该试剂能部分拮抗5．HT

对Pr5．HTlB受体的反应(图3．4F)。

四种生物胺中，5-HT能够显著诱导表达有Pr5．HT7受体的细胞内产生cAMP

(图3．5A)。5-HT剂量效应实验表明其EC50值为10．77 nM(图3．5B)。激动剂

8-OH．DPAT(图3．5c)和5．MT(图3．5D)对Pr5．HT7受体的激动效应均有明显的剂

量反应，EC50值分别为3．02“M和4．29¨M。Metlliom印iIl也可拮抗5-HT对Pr5-HT7

受体作用，IC50值为899．16 nM(图3．5E)。10¨M SB．269970能完全拮抗500 nM

5-HT弓l起I均cAMP反应(图3．5F)。
A B

·12·Il·lO母{·7‘4 4

№Is-鲥9嘲

图3．3不同生物胺、激动剂和拮抗剂对pcDNA3-Pr孓IIrI’lA／I皿K 293的[cAMPIi影响．

Fig 3．3 cAM口levels in HEK 293 cells expressing Pr5·HTIA and treated with various aminergic

ligands．
The amount of cAMP is given弱the percentage of the value obtained with 1 0 IIM forskolin．(A)Effects of 1 0 IxM

biogenic amines on 1 0 laM forskolin．stimulated cAMP production in Pr5·HTlA·expressing cells．(B)

Dose．dependent effect of 5-HT(10。10 to 100 M)on intracelluar cAMP levels in HEK 293 cells stably expressing

Pr5．HTl^receptor．Data represent the mean 4-SEM of four values．
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Dose—dependent effect of agonist 5-MT on 1 0pM forskolin-stimulated cAMP production in Pr5一HTm-expressing

cells．(E)Dose．dependent effects of Pr5．HTlB receptor antagonists(10’8 to 10。4 M)on 5-HT-mediated(500 nM)

inhibition of forskolin—stimulated cAMP production in Pr5-HTm—expressing cells．Data represent the mean 4-

SEM of four values．(F)Effects of 5-HT and the antagonist SB 216641 on intracellular cAMP levels in HEK 293

cells stably expressing Pr5-HTIB．Data represent the mean 4-SEM of three values．
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Fig 3．5cAMP levels in HEK 293 cells expressing Pr5-HT7 and treated with various aminergic

ligands．

(A)Effects of 10 p．M biogenic amines on intracellular cAMP levels in HEK 293 cells stably expressing Pr5·HT7．

(B)Dose-dependent effect of 5-HT(10“2 to 10。6 M)on intracelluar cAMP levels in HEK 293 cells stably

expressing Pr5-HT7 receptor．(C-D)Dose-dependent effect of 5-HT agonist 5-MT and 8-OH-DPAT on[cAMP]i．

(E)Dose-dependent effect of 5-HT antagonist(1 0喵to 1 04 M)on 5-HT-mediated(500 nM)stimulation of cAMP
production in Pr5-HT7-expressing cells．Data represent the mean 4-SEM of four values．(F)Effects of 5-HT and

the antagonist SB 269970 on intracellular cAMP levels in HEK293 cells stably expressing Pr5-HT7 receptor．Data

represent the mean 4-SEM ofthree values．

3．3 Pr5．HTlA、Pr5．HTlB和Pr5．HT7的表达模式

用qPCR的方法分别对Pr5．HTlA、Pr5．HTlB和Pr5．HT7的表达谱进行了分析。

Pr5．HTlA在脂肪体中不表达，但是在其它受测的组织中均有表达，包括肠道，表

皮，马氏管，脑和神经索(图3．3A)。其中，该基因在神经组织包括脑和神经

索中表达量最高，非神经组织中肠道表达量最高。Pr5．HTlB在所有检测的组织中

均有表达，但是在神经组织中表达量最高，其次是肠道和表皮，脂肪体和马氏管

中仅有微量表达(图3．3B)。Pr5．HT，也在所有检测的组织中均有表达，但是肠

道表达量最高，其次是马氏管，这两个组织中该基因的表达量显著高于神经组织，

而在脂肪体和表皮中表达量最低(图3．3C)。这些数据显示三个基因的表达模

式存在异同，预示着这三个基因可能参与调控菜青虫不同的生理功能。

A Pr5．HTlA

FB Gut EP M[T Brain NC

磅Ia客IuoI∞的Q．1dx∞aA专鼋
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B
Pr5．HTlB

黧
FB Gut EP MT Brain NC

Pr5一HT7

FB Gut EP M瞪Brain NC

图3．3 Pr5．1itlA、Pr5．HTlB和Pr5-HT7的组织分布

Fig 3．3 Expression pattem ofPr5一HTIA，Pr5一HTm and Pr5-HT7 mRNA levels in tissues of

fifth-instar larvae were quantified by qPCR．

Tissues tested are fat body(FB)，Gut，epidermis(EP)，Malpighian tubules(MT)，Brain and nerve cord(NC)．Data

represent meanss：S．E．∽=3 repetitions)

4讨论

本研究中，我们从菜青虫体内克隆到了三个5．HT受体基因，分别Pr5．HTlA、

Pr5．HTlB和Pr5．HT7。对这三个受体的序列和药理学性质进行了分析。这三个受

体都有7个典型的跨膜区以及GPCR受体的保守结构域，其Pr5．HT，有八个跨膜

域，这个特点在其它的GPCR类型的生物胺受体中也存在，比如黑腹果蝇

Dm5．HT7(Witz et a1．，1990)，DmTyR(Saudou et a1．，1990)，埃及伊蚊Aa5．HT7

翰_o≯擘_墨。一瞬坼簟．I盆蜒o
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(Pietrantonio et a1．，2001)以及牛蜱虫体内一个酪胺受体也有八个跨膜结构域

(Baxter and Barker，1999)。5-HTlA和5．HTlB受体偶联Gi，能够抑制胞内cAMP

的生成。5-HT7受体偶联G。，可以促进胞内cA]VIe的升高(Hannon and Hoyer，

2008)。我们将这三个受体分别稳定表达于HEK 293细胞中，药理学实验结果表

明这三个受体的药理学性质存在一定差异。5-methoxytryptamine和

(士)．8．Hydroxy-2．(dipropylamino)(8一OH-DPAT) 只'-]Pr5-HTlB和Pr5-HT7有激动作

用。其中8．OH．DPAT对Pr5．HTlB和Pr5．HT7的激动效果相对较弱。8-OH．DPAT对

彳p西mellifer和Periplaneta americana的5．HTl受体激动效果也较弱(Thamm et a1．，

2010：Troppmann et a1．，2010)。拮抗剂Me“oth印in可拮抗5一HT对Pr5-HTlB的

cAMP影响，IC50为2．49“M(图3．4E)。Methiothepin@ 拮抗5-HT对Pr5-HT7受体

作用，IC50为899．16 nM。 Methiothepin(Monachon et a1．，1972)是昆虫

5-HTlA(Thamm et aI．，2010)、5-HT2A(R6ser et a1．，2012)和5-HT7(Schlenstedt et a1．，

2006)的完全拮抗剂。SB．216641是哺乳动物5．HTlB受体的选择性拮抗剂(Price et

a1．，1997)，该试剂能部分拮抗5一HT对Pr5．HTlB受体的反应。SB．269970是哺乳动

物5．HT7受体的选择性拮抗剂(Lovell et a1．，2000)对昆虫的5．HT7受体也有拮抗

效果(Schlenstedt et a1．，2006；R6ser et a1．，2012)。10 lxM SB．269970能完全阻

断500 nM 5-HT引起的cAMP反应。荧光定量PCR结果表Pr5．HTlA和Pr5．HTlB

主要在神经组织中表达。而5．HT，却主要在肠道和马氏管中表达，其次是神经组

织，表明5-HT，可能参与菜青虫的消化和排泄。通过RACE PCR未能克隆到

Pr5．HT2A和Pr5．HT2B的5端cDNA序列，因而无法得到这两个基因的开放阅读框，

所以不能对这两个受体进行药理学检测。随着转录组测序继续的发展，希望接下

来通过对菜青虫神经组织转录组测序能够获得Pr5．HT2A和Pr5．HT2B基因的全长，

从而构建真核表达载体，检测这两个受体的药理学性质。
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第四章一种新型5．羟色胺受体5-HT8的功能研究

1引言

5-HT调节和调控脊椎动物和无脊椎动物很多的生理功能和行为，比如调控

七鳃鳗的运动(Harris．Warrick and Cohen 1985)，龙虾的进攻行为(Kravitz，2000)，

以及蠕虫的取食(Sze et a1．，2000)。5-HT影响昆虫的繁殖(Lange，2004)，聚集

(Anstey et a1．，2009)以及学习和记。tL(Sitaraman et a1．，2008)等。5-HT还调节人

的一些疾病，比如抑郁症、精神分裂症、饮食失调和强迫症都跟5．HT系统紊乱

有关(Jones and Blackburn。2002)。

5-HT主要通过受体行使功能。5-HT受体都是G蛋白偶联受体(GPCR)，除

了5-HT3是离子通道。目前，已知脊椎动物体内有14个基因编码5．HT受体。脊椎

动物中将GPCR型的5．HT受体分为6类，即5．HTl(包括5．HTl A、5-HTlB、5-HTlD、

5-HTIE和5．HTlF)，5-HT2(包括5．HT2A、5-HT2B和5．HT2c)，5．HT4，5-HT5(包括

5-HTsA和5．HT5B)，5-HT6和5．HT7。5-HTI和5．HT5跟Gi偶联，抑制cAMP升高；

5．HT4、5-HT6和5．HT7跟G。偶联，促进cAMP的生成；5-HT2跟Gq偶联，可以升高

胞Ca2+浓度(Nichols andNichols，2008)。目前，昆虫中已知的5．HT受体有三

类，即5．HTl(5-HTl A、5-HTlB)、5-HT2(5-HT2A、5．HT2B)和5．HT7(Blenau and

Thamm．2011)。

5-HT受体的功能已在不同昆虫中得到研究。黑腹果蝇Drosophila

melanogaster，5-HTlA和5．HT2通过不同的方式调控攻击行为(Johnson et a1．，

2009)。5-HT和5-HT2受体在胚胎期表达量达到最大，调控发育(Colas et a1．，

1995)。埃及伊蚊Aedes aegypti的5-HT7受体在排泄和呼吸器官中有表达

(Pietrantonio et a1．，2001)，在马氏管和后肠中也有表达(Lee and Pietrantonio，

2003)。西方蜜蜂表达5．HT7受体(Schlenstedt et a1．，2006)以及5．HTlA、5-HT2

(5．HT2Q和5．HT213)受体(Thamm et a1．，2010)，其中5．HTlA能够调控视觉行为

(Thamm et a1．．2010)。Dacks等(2013)从烟草天蛾Manduca sexta的触角叶和大

脑中克隆了四个5．HT受体。他们的研究发现5．HTlA表达在GABAergic亚群的中间

神经元，因而推测5．HT受体表达在触角叶中。美洲大蠊Periplaneta americana中
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的一个5．HT受体在唾液腺等多个组织有表达，并且该受体调控唾液腺的功能

(Troppmannetal．，2010)。蟋蟀Gryllusbimaculatus中至少表达四个5．HT受体，

并且在中枢神经系统，咽侧体和唾液腺中均有表达(Watanabe etal．，2011)。绿

头苍蝇的唾液腺长期被用作研究5．HT功能的一个模型(Dalton，1977)。丽蝇

Cattiphora vicina在唾液腺中表达5．HT2 a和5．HT7两个受体(Roser et a1．，2012)。

Vleugels等(2013)从赤拟谷盗中克隆了一个5．HTl受体基因，并将该基因在中国

仓鼠卵巢细胞WTAll cells中表达，能显著抑制NKH．477激活胞内cA_M．P升高。

目前尚不清楚昆虫体内是否表达跟脊椎动物不同类型的5．HT受体。基于昆

虫种类繁多，可推测其可能表达迄今未被发现的5．HT受体。本文揭示了菜青虫

体内表达的一种未知5．HT受体，该受体基因跟目前已知的5．HT受体基因相似度

不高，推测该受体应该属于一类新的5．HT受体，并将它命名；、勾Pr5．HT8。

2材料与方法

2．1供试昆虫和试剂

本研究中菜青虫的饲养第三章2．1节，所用的化学试剂来源见表4．1。
表4．1本研究中所用试剂

Table 5．1 Compounds used in this report．S—A=Sigma-Aldrich；AS=Ascent Scientific；TB=

Tocris Bioscience．
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2．2基因克隆

菜青虫神经组织RNA提取以及cDNA模板的获得参考第三章第2．2节和2．3

节。通过本地BLAST分析本实验室已有的菜青虫神经组织转录组数据。找到一

条可能为5-HT受体基因的序列，用EditSeq(version 5．02；DNAstar，Madison，WI，

USA)找到该基因的ORF。用Premier primer 5设计全长引物，正向引物位于起始

密码子上游Pr5HT8．compF(5’．TTATGTGAGTTACCGAAATG-3 7)，方向引物位于

终止密码子下游pr5HT8．compR(5’．TAGTCCAATACGGA仉～CCA-3 7)。 用

TransStart_Taq DNA Polymerase(TransGen，Beijing，China)根据操作手册进行

PCR。PCR反应条件为：940C，3 min；94。C，30 S，55。C，30 S，72。C，2 min，35个循

环； 720C，10 min。PCR反应完成后，进行1％的琼脂糖凝胶电泳检测，将目的条

带切下，并Axygen凝胶回收试剂盒回收。将回收的产物克隆到pGEM⑧-T Easy

Vector fPromega，Madison，WI，USA)后，转入至OTrans．T1感受态细胞中，将菌液

涂在含有Ampicillin和X．gal的LB固体培养基上，过夜培养后进行蓝白斑筛选，做

菌落PC＆将插入片段大小正确的菌株送到上海博尚测序公司测序。
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2．3序列分析

参考第三章2．4节。

2．4真核表达载体构楚

参考第三章2．5．1中的方法构建融合质粒pcDNA3．Pr5-HT8。正向引物加上

Kpn 1酶切位点，反向引物加上．砌DZ，酶切位点序列，引物为

Pr5-HTs-KpnI,5 7-TTGGTACCACCATGGAAATAAATAAT-3 7：

Pr5．HTs-XhoI,57-CCCTCGAGTTACCATTTTCCCTT-3 7。

双酶切所用酶为Kpn I和Xhol，。

2．5细胞培养及转染

参考第三章2．6节中的方法。

2．6 cAMP检测

参考第三章2．7节中的方法。

2．7 Ca2+检测

将转染有pcDNA3．Pr5．HT8的HEK．293细胞种在12 mnl玻片上(Thermo

Scientific)。次日取出预培养的细胞，除去培养基。用PBS洗两次后，加入2mL

]羽PBS稀释的l lxmol／L Fura 2-AM(Dojindo Laboratories，Kumamoto，Japan)；

370C避光孵育30 min，去除Fura 2-AMSE作液，用Ca2+成像过程使用的缓冲液

(152 mM NaCl，5．4 mM KCl，5．5 mM glucose，1．8 mM CaCl2，0．8 mM MgCl2，and

10 mM HEPES，pH 7．4)洗细胞两次。后面的步骤与第四章2．12节中Ca2+测定方法

2．8数据分析

药理学数据均采用单因素的方差分析，平均数之间的比较采用Tukey’S
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multiple comparison test。用星号表示差异显著性，其中印<O．5；料p<0．01。

3结果与分析

3．1 Pr5．HT8 cDNA的克隆及序列分析

P，|5一日乃基因的最大ORF为1317 bp(GeneBankNo．KF878930)，编码438个

氨基酸(图4．1)，预测分子量为49．4 kDa，等电点为9．62。

刖坍乃基因推导的氨基酸序列包括7个跨膜区(TMl一TM7)，由胞外区和胞

内区交替连接，这是GPCR受体的典型特征(Straderetal．，1995)。n5．日％基因

序列具有配体结合和信号传导的保守位点(图4．1)。N端有两个糖基化位点(N5，

N11)，第二内膜区和第三外膜区有3个蛋白激酶C磷酸化位点(T140，S2“，8247)。

而位于州．硼，第三跨膜区TM3的天冬氨酸D3。32被亮氨酸L106替代，而在其它的生
物胺受体序列中，这个位点非常保守，因为它跟配体结合相关。P巧‘％基因的

TM3区另一个在生物胺受体基因中非常保守的位点苏氨酸T3’37被蛋氨酸M1ll替

代。刖坩％基因序列中这些被替换的位点预示着该受体的配体可能是其它化合
物，比如肽。其它昆虫中，该基因的同源基因在这两个位置也被替换成了非极性

氨基酸(图4．1)。Pr5-HT8基因TM3的C端有保守序列D．R．Y(D123．R124-Y125)，这是

G蛋白受体必需的位点(Moro etal．，1993)。TM5区的丝氨酸残基(S189，S192，5204)

通过形成氢键能够提高跟配体的结合能力。刖如仉基因的TM6区的
F359-X⋯X X W363"X．P365序列是很多非肽类受体共同的特点。这段序列后的第二个

苯丙氨酸F367是胺类受体的特征序列。朋坍乃基因的TM7区的N407．P408-X．X．Y4ll

的序列对受体sequestration和internalization很重要(Barak et a1．，1994)。朋—日乃
基因的C端有一个半胱氨酸残基，它是翻译后棕榈酰化的可能性靶标。通过对

M坍乃基因的序列分析，我们推测该受体是一个膜蛋白受体，尽管目前还没有
关于该受体的报道。

通过BLAST分析，没有在哺乳动物的基因组里面找到朋乇仉基因的同源基
因，但是在某些昆虫中有该基因的同源序列。鳞翅目和鞘翅目一些害虫中有

n5珂％基因的同源基因，比如小菜蛾Plutella xylostella、赤拟谷盗Z castaneum

以及冈比亚按蚊Anopheles gambiae。而模式昆虫黑腹果蝇D．melanogaster及西
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方蜜蜂A．mellifera和丽蝇蛹集金小蜂Nasonia vitripennis基因中没有Pr5-HT8基因

的同源基因。n5坍乃基因序列跟目前已知的5．HT受体序列相似度不高，因此，

推测该受体可能为一类新的5一HT受体。通过序列比对，州如％基因跟其它昆虫
中该基因的同源基因的相同性和相似性如下：Bombyxmori相同性60％， 相似性

75％；P xylostella相同Jt生44％，相似性6l％；Aedes aegypti相同J1生36％，相似性56％；

Z castaneum相同性36％，相似性56％：函概quinquefasciatus相同一t生36％，相似

性61％；A．gambiae相同性32％，相似性53％(所用到的序列信息见表4．2)。

将Pr5．HT8与人和昆虫已知的GPCR型的生物受体作进化树分析，结果表明该

受体跟已知的生物胺受体家族在不同的进化枝上(图4．2)，所以预测Pr5．HT8为

一类新的受体。

表4．2进化树中所用基因序列信患

GeneID Accession nr and description

AmTAl NP_001011594．1ltyramine receptortypel[Apismellifera】

AmTA， XP_39423 1．2IPREDICTED：putative tyramine receptor 2[Apis mellifera】

AmOAj NP 001011565．1Ioctopamine receptor【Apismellifera]

AmOA2BI xP 3971 39．2[PREDICTED：octopamine receptor beta-IR[a?is mellifera】

AmOA282 XP_396348．4iPREDICTED：octopamine receptor beta-2R isoform 5【Apis mellifera】

AmOA283 xP-397077．3iPREDICTED：similar to Octopamine receptor beta一3R(DmOct-beta·3R)[Apis mellifera】

AmDOP NP-001011595．1I dopamine receptor,D1[和括mellifera】

AmDOP， NP_001011567．1I dopamine receptor 2[Apis mellifera】

AmDOP， NP-001014983．1 D2一like dopamine receptor[Apis mellifera】

Am5-HT|A FN645449．1 IApis melliferamRNA for serotonin receptor(5-HTl gene)

Am5-HT2A XP_394798．1 lPREDICTED：similar to Serotonin receptor 2 CGl056-PB，isoform B【Apis mellifera】

Am5-HT2B NP_001191178．1I serotonin receptor[Apis mellifera】

Am5．HT， AM076717．1 J和括mellifera mRNA for serotonin receptor(5-HT7 gene)

BmTAl BADlll57．1ltyramine receptor 1【Bombyxmori】

BmTA， BAl52937．1 tyramine receptor 2【Bombyx mori】

BmOAl NP_001091748．1I octopamine receptor【Bombyxmori]

Bm0A， BAJ06526．1 octopamine receptor【Bombyx mori】

BmDOPl NP_001108459．1I dopamine receptor-I【Bombyx mori]

BmDOP’ NP_001 108338I dopamine receptor 2【Bombyx mori]

Bm5-HTlB CAA64862．1 Iserotonin receptor[Bombyx mori】

Bm5一HTs XP_004923410．1 PREDICTED：alpha·IA adrenergic receptor-like[Bombyx mori】

BiOAl GU074418．1lBalanus improvisus alpha-like octopamine receptor mRNA，complete cds

BiOA2Bl GU074419．1lBalanusimprovisusbeta-likeoctopamine receptorRI mRNA，complete cds

BiOA282 GU074420．1[Balanus improvisus beta-like octopamine receptor R2 mRNA，complete cds

BiOA283 GU074421．1lBalanus improvisus beta·like octopamine receptor R3 mRNA，complete cds

BiOA284 GU074422．1 IBalanus improvisus beta-like octopamine receptor R4 mRNA，complete cds
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DmTAl NP_524419．2lOctopamine·Tyramine receptor,isoform A【Drosophila melanogaster]

DmTA， NP_650652．1 Ityramine receptor[Drosophila melanogaster]

DmOAla NP_732541．1 10ctopamine receptor in mushroom bodies，isoform A[Drosophila melanogastcr】

DmOAlb NP_524669．2toctopamine receptor in mushroom bodies，isoform B【Drosophila melanogaster]

DmOA2m NP_65 1 057．1 10ctopamine receptor 2，isoform A[Drosophila melanogaster]

DmOA282 NP_001 034049．1 lOctbeta2R，isoform A【Drosophila melanogaster]

DmOA283 NP_001 034043．1 10ctbeta3R，isoform D【Drosophila melanogaster]

DmDOPl CAA5445 1．1 Idopamine receptor[Drosophila melanogaster]

DmDOP， NP_733299．1 Idopamine receptor 2，isoform A[Drosophila melanogaster]

DmDOP， AAX52464．1 Idopamine 2-like receptor,isoform C【Drosophila melanogaster]

Dm5·HTtA CAA77570．1 15HT-dr02A receptor(serotonin receptor)[Drosophila melanogaster]

Dm5-HTm CAA77571．115HT-dr02B receptor(serotonin receptor)【Drosophilamelanogaster]

Dm5-HT2A NP_524223．2lserotonin receptor 2，isoform A[Drosophila melanogaster]

Dm5-HT强 NP_001262373．1 CG42796，isoform E[Drosophila melanogaster]

Dm5．HT7 NP 524599．1 Iserotonin receptor 7[Drosophila melanogaster]

DmFR AAF47700．1 fmrf receptor[Drosophila melanogaster]

DnminaE NP_524407．1[neither inactivation noraflerpotential E【Drosophila melanogaster]

HsAIA NP_000671．21alpha-1A adrenergm receptor isoform 1[Homo sapiens】

HsAm NP_000670．1 lalpha-1B adrenergic receptor[Homo sapiens】

HsAmD NP_000669．1 lalpha-1 D adrenerg,c receptor[Homo sapiens】

HsA2A NP一000672．3I alpha-2A adrenerglc receptor[Homo sapiens]

HsA2B NP一000673．2：I alpha-2B adrenergm receptor[Homo sapiens]

HsA2c NP一000674．2：l alpha-2C adrenerglc receptor[Homo sapiens]

HsBl NP一000675．1．beta-1
adrenergic receptor[Homo sapiens】

HsB， NP_000015．1．beta-2 adrenergic receptor[Homo sapiens】

HsB3 NP一000016．I．beta-3 adrenergic receptor[Homo sapiens】

HsDl NP_000785．1 lD(1A)dopamine receptor【Homo sapiens】

HsD， NP_000786．1 ID(2)dopamine receptor isoform long【Homo sapiens】

HsD， NP_000787．2[D(3)dopamine receptor isoform a【Homo sapiens】

HsD4 NP_000788．21D(4)dopamine receptor【Homo sapiens】

HsD5 NP_000789．1 ID(IB)dopamine receptor[Homo sapiens】

Hs5-HTIA NP_000515．2I 5-hydroxytryptamlne receptor IA[Homo sapiens】

Hs5-HTlB NP_000854．1 5-hydroxytryptamlne receptor I B[Homo sapiens】

Hs5-HTlD NP_000855．1 5-hydroxytryptamme receptor ID【Homo sapiens】

Hs5一HTlE NP_000856．1 5-hydroxytryptamlne receptor I E[Homo sapiens】

Hs5-HTw NP_000857．1 15-hydroxytryptamlne receptor I F[Homo sapiens】

Hs5-HT2A
NP一0006

1 2．1 15-hydroxytryptamme receptor 2A isoform 1[Homo sapiens】

Hs5．HT2B NP_000858．315-hydroxytryptamme receptor 2B[Homo sapiens】

Hs5一HT2c NP一000859．1 15-hydroxytryptamme receptor 2C isoform aprecursor【Homo sapiens】

Hs5-HTsA NP一0769
1 7．I 15-hydroxytryptamme receptor 5A【Homo sapiens]

Hs5-HT4 NP_000861．1 5-hydroxytryptamme receptor 4 isoform b【Homo sapiens]

Hs5·HT6 NP_000862．1 5-hydroxytryptamme receptor 6【Homo sapiens】

Hs5一HT7 NP一000863．1 5-hydroxytryptamme receptor 7 isoform a【Homo sapiens】
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TcTAl NP_001164311．1I tyramine／octopamine receptor【Tribolium castaneum】

7e翻， XP_00 1 8 1 1 970．1[PREDICTED：similar to putative GPCR class aorphan receptor 4(AGAP004034-PA)

【Tribolium castaneum】

TcOAI XP_970007．2IPREDICTED：similar to octopamine receptor[Tribolium castaneum】

TcOA2BI XP_974265．1 IPREDICTED：simil缸to GAl 9956-PA[Tribolium castaneum】

TcOA282 XP_974214．1 IPREDICTED：similar to beta adrenergic receptor【Tribolium castaneum】

ToOA283 XP_974238．21PREDICTED：similar to Oetopamine receptor beta-3R(DmOct-beta-3R)[Tribolium

castaneum】

TcDOPI XP_97 1 542．2IPREDICTED：similar to dopamine receptor I【Tribolium castaneum】

TcDOP， XP_972779．2IPREDICTED：similar to dopamine receptor 2[Tribolium castaneum】

TbDOPt XP_969037．21PREDICTED：similar to Dopamine 2-like receptor CG335 1 7-PA【Tribolium castaneum】

Tc5-HT,A XP_967449．2IPREDICTED：similar to serotonin receptor[Tribolium castaneum】

T05·HTIB XP_972856．21PREDICTED：similar to putative serotonin receptor[Tribolium castaneum】

T05-HT2A XP_972327．1[PREDICTED：similar to putative serotonin 5HT-2a receptor(AGAP002232一PA)

【Tribolium castaneum】

T05．HT7 XP_966577．21PREDICTED：similar to serotonin receptor 7[Tribolium castaneum】

Tc5-HT8 XP_001809893．IIPREDICTED：similar to serotonin receptor,putative[Tribolium castaneum】

Cq5-HTs XP_001863625I serotonin receptor[Culex quinquefasciatus】

A95-HTs XP-312245．4}AGAP002679-PA[Anophelesgambiae str．PEST】

Aa5-HTz XP一001658546．1
serotonin receptor,putative Medes aegypti】

Px5一HT8 The sequence of Px5-HT8 was downloaded from diamondback moth genome database

(htto：／／www．iae．fafu．edu．cn／DBMn

Px01001815·hydroxytryptamine receptor IA·alpha[Plutella xylostella】
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图4．I PJ巧蛾氨基酸序列跟其他昆虫中同源基因的多重序列比对分析。
Fig 4．1 Amino acid sequence alignment of Pr5-HT8 and orthologous receptors from Plutella
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xylostella(Px5-HT8；accession no．Px 010018)and Z castaneum(Tc5．HT8；accession no．

XP 001 809893)．Putative transmembrane domains ale indicated by硼M1 to硼M7．The shaded

sequences highlight the identity level of amino acids between the receptors．Potential

N—glycosylation and phosphorylation sites ale labeled by filled circles and asterisks，respectively．

Sefine residues(Sis9，8192，8204)predicted to be involved in agonist binding ale labeled with filled

triangles．11lc second phenylalanine after the FxxxWxP motif in TM6．iS indicated by a rhombus．

The cysteine residue(C425)in the C-terminus，a potential target for post—translational

palmitoylation．is labelled by a unfilled circle．111e corresponding positions of the conserved

Asp’’’2 and TW’’7 in other aminergic receptors ale indicated by unfilled stars．Letters in the box

represent the region used to raise Pr5一HT8一specific antibodies．111e amino acid position is

indicated on the right．

图4．2 Pr5．IIrI'8跟其他生物生物胺受体的进化树分析
Fig 4．2 Phylogenetic analysis ofPr5．HT8 and selected biogenic amine receptors．

Neighbor ioining trees were constructed using MEGA 5 software with l 000．foId bootstrap re．sampling．The

numbers at the nodes of the branches represent the level of bootstrap support for each branch．DmFR and

DmninaE were USed as out．groups．The rec印tor sequences，followed by their GenBank accession numbers are Iist

in Table 5．1．
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3．2 Pr5．HT8受体的配体特异性检测

各种生物胺(包括5．羟色胺、章鱼胺OA、酪胺TA和多巴胺DA)均不能促进

pcDNA3．Pr5．HTs／I-IEK293胞陕JcAMP浓度的升高(图4．3A)，也不能抑制由Nlm

477引起的胞内cAMP的增加(图4．3B)。但是，低浓度的5-HT能够引起

pcDNA3．Pr5．HTs／I-IEK 293胞内Ca2+浓度升高，并且有梯度效应，EC50值为44．8 nM

(图4．5)。5．HT不会引起未转染的HEK293细胞雕TCa2+浓度变化。腺苷、色胺和

退黑激素均不会引起pcDNA3．Pr5．HT8／HEK 293胞内第二信使浓度的变化(图

4．4)。而组胺所引起的pcDNA3．Pr5．HTs／I-IEK 293胞Ca2+浓度变化跟未转染的

HEK 293细胞胞内Ca2+浓度变化没有差异，可能是由于HEK 293细胞有内源性组

胺受体H1，该受体偶联G。，能引起胞Ca2+浓度升高(1wata etal．，2005)。但是

组胺不会影响pcDNA3．Pr5．HT8／HEK293胞cAMP浓度变化(图4．4)。

Comtroi舳477蛾T oA TA DA

10-MN珏聊

图4．3不同生物胺对pcDNA3一Pr5．HT8／HEK 293的[eAMP]i影响．

Fig 4．3 Modulation of[cA-IVIP]i in HEK-293 cells stably expressing Pr5一HTs．(A)Effects of

various biogenic amines and 10}IM NKH 477 on[cAMP]i in HEK一293．(B)Effects of various

biogenic amines on[cAMP]i stimulated by 10州NKH 477 in HEK-293 cells．Data represent

means 4-SE of three experiments．Asterisks indicate values significantly different from the control

value using one-way ANOVA with the Tukey-Kramer multiple comparisons test(牛岬k0．001)，and
IlS means no significant difference．
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N4．4其它一些配体x：JpcDNA3一Pr5．HT8／HEK 293的[cAMP]i和[Cap]i影响．

Fig 4．4 Effects of histamine，adenosine，tryptamine and melatonin on[cAMP]i and【Ca”]i in

HEK一293 cells constitutively expressing Pr5一HTR．Data represent means土SE of three

experiments．Asterisks indicate values significantly different from the control value using one—way

AN0、，A with the Tukey-Kramer multiple comparisons test and ns means no significant difference

(A)Effects of 1 00 gM adenosine on[Ca”]i in HEK一293 cells．(B)Effects of 1 0 pM histamine and

adenosine on intracellular cAMP levels in HEK一293 cells in the presence and absence of l0 laM

forskolin fFK)．Data represent means土SE of three experiments．as means no significant

difference。(C)Effects of 1 00 gM tryptamine and melatonin on【Ca’】i in HEK一293 cells．(D)

Effects of 1 0 uM histamine and adenosine on intracellular cAMP levels in HEK一293 cells in the

presence and absence of l 0 uM FK．
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图4．5不同生物胺7,-j'pcDNA3一Pr5一HT8／HEK 293的[CaH]i影响

Fig 4．5 Representative Ca”responses and dose-response profiles for 5．HT in HEK293 cells

stably expressing Pr5一HT8．(a)Effects of 5·HT and the biogenic amines OA，TA，and DA on

[Ca_]。in a representative single HEK293 cell．(b)Pseudocolored images of HEK293 cells

following stimulations with a series of biogenic amines．(c)Increasing concentrations of 5一HT

induced changes of fluorescence ratio in a dose—dependent way．(d)Dose-response curve for 5一HT

in cells，obtained from Ca。imaging．We analyzed the data in terms of two binding models，a

one—site and a two—site model．The resulting F statistic indicates a closer fit to the one—site binding

model(F=2．6 9 10_1l，P=1)．Each point represents the mean 4-SE from 30 tO 50 cells in a

representative experiment from three tO five replicates．

3．3激动剂和拮抗剂对受体的偶联的Ca2+信号的影响

5-HT受体的激动剂5-MT、8-OH—DPAT和5-CT能够引起

pcDNA3一Pr5一HTs／HEK 293胞内Ca2+浓度升高，并且都有剂量效应。 sumatriptan

和AS一19不能引起胞内Ca2+浓度变化(N4．6A和B)。5-MT的EC50值为14．1 nM，

5-CT的EC50值为19．0 nM，8-OH—DPAT的EC50值J7603．1 nM(图4．6C)。DA受体

的激动剂包括pramipexole、 bromocriptine和6，7·ADTN hydrobromide均不能引起

pcDNA3一Pr5一HT8／HEK 293)抱内Ca2+浓度变化(N4．6D)。Methiothepin，一种5．HT
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受体的广谱性拮抗剂，能够激活Pr5一HT8受体，并且有梯度反应，EC50值为17．4 gM

(图4．7)。5-HT7受体的拮抗剂SB．269970，5-HTlB受体拮抗剂SB一216641和人

5-HT2B受体的拮抗剂RS．127445都不能抑制5-HT引起pcDNA3-Pr5．HT8／HEK

293胞内Ca2+浓度升高(图4．8A—C)。而5一HTlA受体的拮抗j}qWAY。100635台g够拮

抗5一HT引起的胞内Ca2+浓度变化(N4．8D)。

lD 9 善 一7 _6 —5 4

Log ICompoucl(M)l

B

D

喜
9

争

§‘
甘

N4．6 5-HT受体激动剂7寸pcDNA3．Pr5一HT8／HEK 293的[Ca2土]，影响

Fig 4．6 Representative Ca二+responses and dose-response profiles for various agonists in

HEK一293 cells stably expressing Pr5-HT8．(A)Effects of various 5-HT receptor agonists(10 taM)

on[Ca。’]i in a representative single HEK-293 cell．(B)Effects of 1 0 laM AS一1 9 on【Cap]i in a

representative single HEK一293 cell．(C)Dose—response curve for 5-MT，5-CT and 8-OH—DPAT

stimulating[Ca2+]i in HEK一293 cells．Each point represents the mean土SE from 30 to 50 cells in a

representative experiment from 3 tO 5 replicates．(D)Effects of various dopamine receptor

agonists(1 00 M)Oil[Ca-'+]i in a representative single HEK一293 cell．
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图4．7 Methiothepin对pcDNA3一Pr5一HT8／HEK 293fiT[Ca2十1i影响

Fig 4．7 Representative Cap responses and dose-response profiles for methiothepin in HEK．293

cells stably expressing Pr5一HTs．(A)Dose-response of methiothepin on[CaH]i in a representative

single HEK-293 cell．(B)Dose—response curve for methiothepin stimulating[Ca2+1i in HEK．293

cells Each point represents the mean士SE from 30 to 50 cells in a representative experiment from

3 to 5 replicates．
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图4．8 5．HT受体拮抗剂对pcDNA3．Pr5一HT8／I-IEK293的[Ca2+]i影响

Fig 4．8 Effects of SB 216641(A)，SB 269970(B)，RS 127445(C)and WAY 100635(D)on 5-HT

induced[Ca2+]i increase．Pr5．HT8 transfected HEK-293 cells were fn'st stimulated with 100 nM

5-HT,which was washed out for 2 min．Then cells were incubated with various antagonists for 2

min prior to the second application of 100 nM 5-HT．

4讨论

本实验数据表明，昆虫表达一类新的5．HT8受体。首先，序列分析结果表明

菜青虫表达的这个受体基因跟目前已知的5-HT受体基因不一样；第二，进化树

分析结果说明这个受体跟已知的生物胺受体家族在不同的进化枝上；第三，该受

体在HEK 293细胞表达后，能够被5．HT受体的非选择性拮抗剂Methiothepin激活。

除了以上几点，Ⅲ七％跟菜青虫体内另外五个5．HT受体(Pr5_月乃小朋坍乃孙
刖．日巩、n5七玛孙Pr5—硒)的序列相似性低。该受体的mRNA可以在菜青虫
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多个组织中检测到。综合以上几点，可以得出结论菜青虫表达一类新的5．HT8受

体，该受体在鳞翅目昆虫以及其它的一些昆虫均有表达。

通过序列分析，发现刖甚％有配体结合，受体激活以及G蛋白偶联的关键
序列位点(Nichols and Nichols，2008)。根据人的5．HTlB和5．HT2B受体．配体结

合的晶体结构分析(Wacker et a1．2013；Wang et a1．2013)，D3‘32和T3‘37在配体结

合中起关键作用。但是这两个在大部分5-HT受体中均保守的氨基酸序列在

n5．日孔基因中被其它氨基酸残基替换。这可能导致了该受体跟其它5．HT受体药

理学性质不一样。

被检测的几种生物胺均不能激pcDNA3．Pr5．HTs／HEK 293胞内cAMP的升

高，也不能抑制NKH 477引起的胞cAMP的升高，所以Pr5．HT8既不偶联Gs也不

偶联Gi。除了5-HT，其它几种生物胺都不能引起pcDNA3．Pr5．HT8／HEK 293胞内

Ca2+浓度升高，表明Pr5．HT8偶联Gq，升高胞Ca2+浓度。

Pr5．HT8的药理学性质跟其它的5．HT受体存在异同。已知的一些5．HT受体的

激动剂如5．CT、5-MT和8．OH．DPAT对Pr5．HTs也有激动效果。Sumatriptan是5．HTl

受体的激动剂(Razzaque et a1．，1999)，AS．19是5．HT7的一种选择性激动剂

(Schlenstedt et a1．，2006；R6ser et a1．，2012)。但这两个激动剂都对Pr5．HT8受体

没有影响。Methiothepin(Monachon et a1．，1972)是昆虫5．HTlA(Thamm et a1．，

2010)、5．HT2A(R6seretal．，2012)和5．HT7(Schlenstedt etal．，2006)1约完全拮抗剂。

它能激活Pr5．HT8受体，引起胞pbCa2+浓度升高。Methiothepin的EC50值为17．4州，

比5．MT、5-CT和8．OH．DPAT的EC50值要高很多。已有一些研究证明5．HT受体的

拮抗剂会有激动剂的效果，女oYohimbine是人5．HTlA、5-HTlB、5-HTlD和绿头苍

蝇5．HT2受体的拮抗剂(R6ser et a1．，2012)，但是该试剂对人的5．HTlA受体有部

分激动剂效应(Millan et a1．，2000)。由-于Methiothepin是其它昆虫5．HT受体的拮

抗剂，它有可能是Pr5．HT8受体的特异性激动剂。

本章也检测了几种已知的5．HT受体拮抗剂对Pr5．HT8受体的影响。

SB．269970是哺乳动物5．HT7受体的选择性拮抗剂(Lovell et a1．，2000)对昆虫的

5-HT7受体也有拮抗效果(Schlenstedt et a1．，2006；R6ser et a1．，2012)。SB．216641

是哺乳动物5-HTlB受体的选择性拮抗剂(Price et a1．，1997)，对菜青!kPr5．HTlB

受体也有拮抗反应(图3．3F)。RS．127445是哺乳动物5．HT2B受体的选择性拮抗剂
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(Bonhaus et a1．，1999)。这几个药剂对5．HT8都没有拮抗效果。而WAY．100635

能够拮抗5．HT引起的pcDNA3．Pr5．HT8／HEK 293胞内Ca2+浓度升高。

WAY．100635是哺乳动物5．HTlA的选择性拮抗剂(Fomal et a1．，1996)，也是多巴

胺受体D4的完全激动剂(Chemel etal．，2006)。WAY．100635是美国大蠊Pea5．HTl

受体的反向激动剂(Troppmannetal．，2010)，也是西方蜜蜂Am5．HTlA受体的部

分拮抗剂(Thamm et a1．，2010)。5-HT8受体药理学性质跟其它5．HT受体的不同更

加说明它代表了一类新的5．HT受体。

分析5．HT受体的组织分布情况能够帮助我们推测这些受体可能调节的生理

功能。5-HT受体的组织分布已在一些昆虫中得到研究。西方蜜蜂的Am5．HT7受

体在光叶、大脑、飞行肌以及马氏管中均有表达(Schlenstedt et a1．，2006)。作

者推断该受体可能在处理感觉信号以及大脑信号方面发挥作用。在马氏管中有表

达可能是该受体跟利尿相关。同样，埃及伊蚊Aedesaegyptiif7受体Aae5-HT7在中

肠和跟马氏管相关的tracheolar细胞中有表达，因而推测该受体可能参与中肠肌肉

的抑制性收缩(Pietrantonio et a1．，2001)。

Pr5．HT8受体在神经组织的高表达，这跟我们预测它在菜青虫中是一种神经

递质、神经调制和神经激素相符。组织分布的结果表明神经索、血细胞、脂肪体、

马氏管和中肠中都有Pr5．HT8受体的转录本。因此该基因在菜青虫各个组织均有

分布，可能参与调控多种生理功能。
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第五章5．羟色胺参与调控昆虫血细胞吞噬的研究

1引言

5．羟色胺是进化上古老的神经递质或神经激素之--(Turlejski．1996)。它调控

脊椎动物和无脊椎动物很多生理过程，如调控线虫的新陈代谢(Sze et aL，2000)

和运动(Ranganathan et a1．，2000)；调节昆虫繁殖(Anstey et a1．，2009)以及学习

和记忆(Sitaraman et a1．，2008)；调控人的生理状态和行为，包括疼痛，食欲，

心情和睡眠(MSssner and Lesch，1998)。除了神经系统外，5-HT在免疫信号调

控中也发挥重要作用。免疫细胞可以合成和储存5．HT。比如人的肥大细胞表达

外周5．HT合成的关键酶TPHl(Kushnir-Sukhov et a1．，2007，2008)。老鼠肥大细

胞表达5．HT转运体SERT，能够从微环境吸收5．HT(O’Connell et a1．，2006)。5-HT

通过不同的受体调控免疫反应和炎症级联反应，而不同的免疫细胞表达不同类型

的5．HT受体(Baganz and Blakely,2013)。5-HT2A能促进嗜酸性粒细胞的趋化性

(Boehme et a1．，2008)。肺泡巨噬细胞上的5．HT2c受体能被5．HT激活(Mikulski

甜a1．，2010)。然而，大部分的研究都是在体外用药物刺激免疫细胞完成的，因

而5．HT在生物体内的免疫调控作用和机制还尚未清楚。

脊椎动物血细胞，如巨噬细胞，已经进化出了各种处理颗粒和杂质的策略，

包括胞饮反应，受体介导的内吞作用以及吞噬。吞噬是一种高度保守的先天免疫

反应，它能将大于0．5岬的大颗粒吞入细胞，从而通过特定的吞噬细胞如巨噬细

胞和中性粒血细胞快速的吞没死亡细胞和病原菌(Aderem and Underhill，1999)。

血细胞吞噬也是昆虫抵抗病原菌和寄生物的一种非常重要的细胞防御反应

(Lavine and Strand，2002)，而鳞翅目昆虫的浆血细胞和颗粒血细胞则是主要的吞

噬细胞(Kanost et a1．，2004)。被感染的昆虫中，免疫系统和神经系统可能在调控

吞噬过程中相互作用。然而，跟脊椎动物相比，5-HT调控昆虫血细胞吞噬的分

子机制还没有完全清楚，虽然已有研究表明5．HT能增强昆虫血细胞吞噬(Baines

et a1．，1992；Kim et a1．，2009)。

昆虫体内很多调控免疫系统的信号通路跟哺乳动物的先天免疫很相似

(Lemaitre and Hoffmann，2007)，有些通路女nToll受体信号通路在昆虫中首次被发

现(Hoffmann，2003)。有间接证据表明昆虫和哺乳动物之间的这种相似性可以
56
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扩展到研究神经内分泌系统调控免疫的分子机制(Adamo，2008)。由于昆虫的

免疫系统相对简单，研究5．HT介导的第二信使和免疫相关的胞内信号通路之间

的关系会比较容易。本研究中，我们首先通过药理学手段以及细胞RNAi技术研

究了菜青虫体内5-HT信号调控细胞免疫的过程。我们发现血细胞能自身分泌

5-HT，并且5．HT可以通过5．HTlB和5．HT2B受体调控细胞吞噬，而这两种受体

通过不同的方式发挥作用。通过模式昆虫果蝇5．HTlB突变体以及血细胞特异性的

RNAi干扰发现5．HTlB和5．HT2B受体在抵御病原菌的感染过程中发挥重要作

用。

2材料与方法

2．1供试昆虫与药剂

菜青虫的饲养以及所用化学试剂来源参考第三章2．1节。

本实验所用的黑腹果蝇均来自于布卢明顿果蝇库中心(Bloomington

Drosophila Stock Center)，包括Hmlll—Gal4(30139)；UAS-5-HTIB RNAi(27634，

25833)；UAS-5-HT2B RNAi C25874，60488)o 5-HTlB control和5．HTl严Ly杲蝇是

Leslie Vosshall(Gasque etal．，2013)赠送的。果蝇饲养于人工培养箱(温度250c，

湿度70％，光周期为L：D=12 h：12 h)。所用饲料为标准的玉米粉培养基，其组

分为7％的白糖、7．3％的玉米粉、1．7％的酵母粉、1％的黄豆粉、0．5％的琼脂和0．25％

的尼泊金甲酯。本实验所用的果蝇饲养密度均不可太大，保证幼虫生长期不会拥

挤。处理间所用果蝇的生长密度一致。每天取新羽化的果蝇到新的果蝇管，用羽

化后5至J17天的果蝇做实验。

2．2果蝇品系的杂交

杂交果蝇前，收集好处女蝇是关键。收集处女蝇前，先将果蝇瓶内羽化出来

的成虫全部清理出来。果蝇在25。C人工培养箱内，雌雄果蝇在羽化8小时内不会

交配，8 h内收集的雌性果蝇均为处女蝇。果蝇在18。C人工培养箱内，果蝇的发

育速率显著减慢，新羽化的雌雄果蝇16小时内不会交配。因此可以将果蝇瓶白天

放在25。C人工培养箱，每6 hqt集一次处女蝇。晚上放在18。C人工培养箱，12 h
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收集一次处女蝇。收集出来的处女蝇一般体色苍白，体型较大，腹部透明有黑点。

为了确保收集的果蝇都是处女蝇，一般将果蝇放在25。C人工培养箱内2．3天，如

果没有产卵，说明管内雌蝇均为处女蝇。一般杂交所用的果蝇为羽化后3．7天的

处女蝇和雄蝇交配，雌雄比例蔓77：3。太老的果蝇交配能力和产卵能力都会下降。

每管放入相同数量的果蝇，每3天将亲本果蝇倒入新鲜的果蝇管产卵。这样就可

以基本维持每管幼虫密度一致以及F1代数量足够多。

本实验用UAS-5-HTl占RNAi(27634，25833)1两个品系分别跟Hmld．Gal4杂交，

F1代为干扰血细胞5．HTlB的品系。用UAS-5-HTl曰RNAi(27634，25833)两个品系以

及HmlA．Gal4系分别跟W1118杂交，Fl代作为干扰血细胞5．HTlB的对照果蝇。用

UAS-5囊啦占RNAi(25874，60488)两个品系分别跟HmlA．Gal4杂交，Fl代为干扰血

细胞5．HT2B的品系。用洲孓5而仉曰RNAi(25874，60488)两个品系以及HmlA．Gal4

品系分别跟W川8杂交，Fl代作为干扰血细胞5．HT2B的对照果蝇。

2．3血细胞的分离、培养和免疫诱导

用70％的酒精将5龄菜青虫幼虫表面清洗。用手术剪将前足剪开一点点，等

血淋巴流出来，用10¨l的枪头将血淋巴收集于Grace’S Insect Medium(1：10，v／V；

Invitrogen，Carlsbad，CA)。稀释的血淋巴加到12孔细胞培养板里(Nunc，Roskilde，

Denmark)，密度约为每孔2×106个细胞。每孔加入100 neCna LPS(Escherichia coli

0111：B4；Sigma Aldrich)孵育15min，lh，2h和4h(N业elo et a1．，2012；Wu et a1．，

2015)。用枪头将培养基收集于1．5 ml离心管，离心后取上清，用上清检测5．HT

的含量。收集培养板上的细胞层提取RNA。

2．4 5-HT的检测

收集第一天的菜青虫五龄幼虫血淋巴，轻轻混匀。30¨l血淋巴中加170¨l

Grace’S Insect Medium，培养基中加入2“l饱和的2．phenylthiourea(PTU)。稀释的

血淋巴加到一个8孔细胞培养板中(Lab．Tek'rM，Nunc，Thermo Fisher Scientific，

Rochester,USA)，将细胞放在270C细胞培养箱，贴壁20 min，形成单层细胞。去

除培养基，用PBS缓慢的清洗细胞2次，加入4％的多聚甲醛固定20 min。去除固

定液，PBS漂洗3次，每次5 min，用1％的BSA将细胞在室温下封闭1 h。用5-HT
SR
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抗体(Sigma)将细胞在4 oC孵育24／J'时。阴性对照的处理是将5．HT抗体提前用10

mM 5-HT在40C孵育24／J'时。PBS漂洗细胞3次，每次5 min。用SA．AlexaFluor 546

二抗(Invitrogen)室温孵育l h。二抗孵育结束后，用PBS对细胞漂洗4次，每次

5 min。用1¨咖L的DAPI室温染细胞核5 min。在LSM 510型激光共聚焦荧光显

微镜(Zeiss，G6ttingen，Germany)下拍照。

用5-HT ELISA试剂盒(Jiancheng，Nanjing，China)检测上清中5-HT的含量

(Li et a1．，2014)，具体步骤参照试剂盒的说明书进行。

2．5菜青虫TRIt和TPH基因的克隆

使用第三章2．3．1中提取的RNA以及合成的3’RACE模板做RCR。所用引物

见表5．1。

表5．1本研究中所用到的引物
Table 5．1 Primers used in this study

Primer name Primer sequence(5’一3’)

曩巍蠛?剿漾稻纛嚣黼黼缒誓慧lllll}l||：⋯蠹誊鎏誊一llI：曩i糍薹鬟i黧薹蠹纂耋囊囊蠹纛薹黛蠢萋量i舞≥=；；一
TRH．3'outer ATrGGCAACGCTAT戌几1CTrCACG

TRH．3’inner CACGGATrCGT丌GAGGAAGCTAAG

：薰赫峰i瓣麓麟鋈蓑 ’ii基{ji誊i鬻蒸蒸蒸1||||ii萋|{iii≥蠹_|=
TPH．compF ACTCmCGACCTCTCCTCTC
TPH-compR

TRH—compF

TRH—compR

CACCAATTCACTTTAAACAGCT

CGTCCTTACTCGTCAAACTAACC

CGCCGTTTTGTATGTACTf姐AAATT

2．6荧光定量PCR和RT．PCR

用小量RNA提取试剂盒11igh pure RNAisolation kit(Roche)提取菜青虫5龄幼

虫血细胞的RNA，具体步骤参照试剂盒说明书进行。为了收集果蝇幼虫血细胞，

将30头3龄幼虫的前端用手术镊子轻轻撕开，让血浆流入100“l不含核酸酶的灭

菌水中，将幼虫残体在水中放置1 min再取出。果蝇幼虫血细胞RNA的提取方法

跟菜青虫血细胞RNA的提取方法相同。用Nanodrop 2000 spectrophotometer

(Thermo Scientific Inc．，Bremen，Germany)检测提取出来的RNA的质量和浓度。

荧光定量I汇R的模板合成参照ReverTra Ace⑧qPCR RT kit(Toyobo，Osaka，Japan)

试剂盒说明书进行，所用RNA的量为1峙。RT-PCR的模板参照KOD．Plus．(Toyobo，
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Osaka，Japarl)试剂盒说明书合成。模板合成好后，实时荧光定量PCR所用试剂为

SsoFast Eva Green Supermix with Low Rox(Bio-Rad，Hercules，CA)，按照说明书步

骤在荧光定I PCR仪Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System(Applied

Biosystems by Life Technologies，Carlsbad，CA)中进行。用于荧光定量PCR分析的

特异性引物见表5．2。用2—△△cT的方法(Livak and Schmittgen，2001)对不同基因

的表达量定量。菜青虫用18s RNA作为内参基因，黑腹果蝇用RpL 1 1作为内参基

表5．2荧光定量PcR和RT-PcR中所用到的引物
Table 5．2 Primers used for real．time PCR and RT-PCR

Primer name Primer sequence(5'-3’)

1 8s··q-·F

1 8s··q-·R

TPH-q·F

TPH·q·R

TRH··q··F

TRH··q··R

SERT-q·F

SERT-q-R

5-HTlA-q-F

5-HTtA·-q·-R

5-HTtB··q·-F

5-HTlB·-q·-R

5-HT2A-·q··F

5-HT2A--q--R

5-HT2B--q--F

5-HT2B-q-R

5-HT7··q·-F

5-HT7··q·-R

CCTGCGGAAGGATCAL兀AAC

AACGAAAGAAAGCGTCCAAA

AAGATTGTACCGGGTTCACG

AACGArGCCAGTCCAAnlC

1：ACCAAAAACACGCCTGTGA

AGCCAAACCGGAAAGAAAAT

GCGGCATCACAA芦LT℃TTCTT

TCCGGGTAGACGATGAAAAC

T丌GCAGCTCAGCATCA√蛆'C

TrGGCllACGAGGCACTTCT

AACCTGGTGGGAGACATCTG

CGGCCAGAGAAAGTATGAGC

CCAGAGCTATGCGTCATCAA

TCCAGAATGTGA AA^GAGA ATACC

CA p汀ACTGACACAAAAGCACCTT

CTCCGCATCAGAAAAAGC’I℃

ACGGCGTCAGGA ATTGl肖rC
i*一

R'r-rCR!ii赫簇翱鳓粕童酗眵i
⋯ 。。_

5-HTm·F

5-HTIB—R

5-HT2B—F

5-HT2B—R

TPH．F

TPH．R

RPLll．F

RPLll．R

CGTATTCGTA—汀TGCCGCCA

CCGGTCCCAATATCCATCCA

ACACCACTGlACAGGAGAGC

AGCGGTCTGTCCCCAAAATA

TCGAGACCTGGGGC A=rrATC

CCGAGAGCTGAGTAGTCCAG

CGATCCCTCCATCGGT—(rCT

AACCACTTCATGGCATCCTC
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2．7单头罴腹果蝇基因组DNA提取和PCR

配制提取果蝇基因组DNA的缓冲液(Squash Buffer)，具体方法为，称取一

定量的Tris，EDTA和NaCl固体，用双蒸水稀释，并用浓盐酸调节Tris的pH=8．0，

将100ul 1M"Iris(pH=8．0，20u1)、0．5 MEDTA和50 ul 5 MNaCl加入15ml

灭菌的塑料管子内，并加入9．8 ml双蒸水，充分震荡混匀，配成体积为10 ml的

提取基因组DNA的缓冲液。

单头果蝇基因组DNA提取的具体操作方法如下：

(1)将单头果蝇放入1．5 ml离心管中。将冻死的果蝇从冰箱取出后，每个离心

管中加入50 ul的提取缓冲液(缓冲液使用前，每50 ul需加入lul 10 mg／ml的蛋

白酶K)。

(2)将研磨棒伸入管底，将果蝇在缓冲液中研碎。

(3)涡旋震荡离心管，使形成匀浆。

(4)将上述匀浆转移入PCR管，放置在PCR仪内，程序为37。C30 min，95。C 2

min，40C保存。

(5)将PCR产物14000 rpm离心7 min。

(6)将上清即基因组DNA转入新的PCR管，置于4。C冰箱保存。

提取好DNA)羽Nanodrop 2000 spectrophotometer检测质量和浓度。PCR所用引物

见表5．3。采用KoD．Plus．Neo高保真，t生PCR酶进行PCR扩增。反应条件为：94 oC，

2 min；98 oC，10 sec，58。C，30 sec，68 oC，1．5 min，40个循环；68 oC，7 min。

表5．3果蝇基因组PCR所用引物

Pr ml r nam
■

Primer sequence(5’_3，)

霉：蕊嘶矗矬d奎孽们良l黼巍赢iI!i蕾曩靠馥E臻s黯臻

CTGCGCTCCTTCTrCAGC5-HTla··genomic--F

CGTAATTGCCGCCATT—d’ACTC5-HTIB-genomic·-R
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2．8吞噬实验

2．8．1菜青虫血细胞体外吞噬

菜青虫血细胞体外吞噬实验参照Cuttell etaL(2008)，略有改变。血细胞提取

出来后，将其培养在96孔细胞培养板上(CoStar,Washington，USA)。用20州Cell
Tracker Blue CMAC(Molecular Probes)(Life Technologies，Carlsbad，CA，USA)

27。C孵育1 h之后，PBS洗三次。参照pHrodo E coli(Invitrogen，Carlsbad，CA)

使用说明进行吞噬实验。pHrodo E coli颗粒用pH为7．4的PBS悬浮起来至浓度0．5

mg／ml，涡旋混匀。细胞先用10 pM cytochalasin D处理1h后，每孔加入45 pl悬浮

液和5 IIl药剂，27。C孵育90 mm。在荧光显微镜(Nikon Eclipse TSl00，Nikon，

Japan)下拍照。200×放大倍数，每个孔随机拍摄5个视野。

2．8．2果蝇体内吞噬

准备8到10头羽化后5．7天的果蝇，雌雄比例l：l。用显微注射仪FemtoJet

microinjection system(Eppendor0给每头果蝇注射大约O．2山的1 mpJmL pHrodo@

green E coli或者pHrodo@red&aureus(Invitrogen，Carlsbad，CA)。将果蝇放在

25 oC培养箱l h。然后立即将果蝇放于冰上，在荧光显微镜(NikonAZl00M，Nikon，

Japan)下给每头果蝇拍照。 Image J软件计算荧光值，果蝇吞噬量用相对荧光值

表示， 即背血管的荧光值除以周围的荧光[fluorescence]dots。1，。in

m／[fluorescence]adjac∞t area。

果蝇体内珠子的吞噬实验步骤如下：用显微注射仪Drummond Scientific

Nanoject II给每头果蝇注射36．8 nL PBS或者l¨∥山5-HT，25。C培养30 min。然后

再注射27 IlL的1．0岬Red Fluorescent Carboxylate Modified FluoSpheres

(Invitrogen)，用PBS按1：2稀释。25。C培养lO miIl后，注射36．8 IlL的0．4％台盼蓝

(InVitrogen)淬灭未吞噬的珠子。然后立即将果蝇放于冰上，按照前面的方法给果

蝇拍照。
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2．9菜青虫血细胞RNAi

根据菜青虫5．HT受体及TPH的核苷酸序列，用Invitrogen公司siRNA设计软

件(http：／／maidesigner．thermofisher．corn／maiexpress／)设计了相应的siRNA，具体序

列见表5．4。siRNA由Invitrogen公司合成。血细胞按照2．2中的方法获得。用Grace’S

培养基将细胞培养于96孔细胞培养板。细胞贴壁后，加入2．4 ng siRNA和O．7¨l

siRNA转染试剂INTERFERin⑩(Polyplus．transfection SA，France)，具体操作步

骤参照该试剂的说明书进行。细胞放在270C培养箱培养。

表5．4 siRNA合成序列

Gene name Sense(5’-3’) Antisense(5’．3’)

negative control UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ACGUGACACGUUCGGAGA A兀

TPH GCUAGCGUUCCGAGUAI兀兀11T A A AI，ACUCGGAACGCUAGCTT

Pr5一HTta GCUGACUCCAAGAGAGA A芦LTT UUUCUCUCUUGGAGUCAGCTT

Pr5一HT2B CCAGUUCACCAUCAUCUAUTT AUAGAUGAUGGUGAACUGGTT

Pr5一HT， GGUUGUGAAGCAUCUCCAU丌 AUGGAGAUGCUUCACAACCTT

2．10菜青虫Pr5．HTlB和Pr5．HT2B抗体制备

构建5-HTlB原核表达载体所用引物：正向引物Pr5．HTlB．BamH I 5’．

CGGG■形CCAAACAGCTAGGAAAAGAAT．3’和反向引物Pr5．HTlB．Xhol I 5’．

CCC亿G∞圈脚GTCTTTGCCGCl]盯CC．3’。该引物扩增5．HTlB受体第三胞内
区序列，pET-28a(+)作为原核表达载体。采用KoD．Plus-Neo高保真一t生PCR酶进

行PCR扩增。反应条件为：94 oC，2 min；98 oC，10 sec，60 oC， 30 sec，68 oC，

30 S，40个循环；68 oC，7 min。PCR完成后用1％的琼脂糖凝胶电泳检测，将目

的条带切下，并Axygen凝胶回收试剂盒回收。利用限制性内切酶B口，棚廓励D，

盼别对回收后的产物以及pET-28a(+)质粒进行双酶切处理。双酶切完成后，用

1％的琼脂糖凝胶电泳检测，将目的条带-lcjT，并Axygen凝胶回收试剂盒回收。

用T4 DNA连接酶(宝生物)将回收后的目的产物与载体产物连接。得到的融合

质粒，通过测序验证插入序列的正确性。构建好的载体转入EschPrichi口cD矗BL21
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(DE3)表达菌株中，将菌液涂在含Kanamycin抗性(50 mg／m1)的LB固体培养基上，

过夜培养。挑出一个单菌落于5 IId LB Kanamycin抗性液体培养基。放入370C摇

床过夜培养，保存于40C作为母液。按1：50的比例，将母液稀释到2L含卡那霉素

抗性的LB培养基中，放入摇床培养(370C，220 rpm)，至培养基的OD600值为0．8。

加入0．5 mM isopropyl-p-d—thiogalactopyranoside(IPTG)28。C，200 rpm过夜诱导

表达。离心，弃培养基上清，收集细胞，超声破碎细胞。在8M尿素的变性条件

下，采用Ni-chelating affinity column(TransGen Biotech，Beijing，China)对-与His—tag

融合重组蛋白进行纯化。为了确定重组蛋白的正确性，取部分纯化后的样品跑

SDS—PAGE电泳，然后转到PVDF膜上(Bio．Rad)。用抗His标签的多克隆抗体检

测条带的正确性，条带大小约为17 kD。验证条带正确后，将纯化后的蛋白样品

作为抗原送到华安生物公司，将500 rtg-与福氏佐剂等体积混合的抗原首次注入新

西兰雄兔中，每2—3周加强免疫一次(背部皮下注射)。加强免疫的剂量为120嵋

左右，且不加任何佐剂。第四次加强免疫后第七天，从耳缘静脉取血，制备血清，

检测抗体效价。效价达到预期以后，从颈动脉取血，分离血清。采用Montage

Antibody Purification kit with RPOSEP．A media进行抗体纯化。

Pr5一HT2B抗体的制备采用多肽合成的方法，由杭州华安生物公司合成。用

GenScriptOptimumAntigenTM designtool预测Pr5．HT2B表面抗原序列。抗原合成的

序列为SAAAKTSKGTNISEC，多肽序列的最后一个半胱氨酸是用于载体蛋白结

合。作为免疫抗原的多肽合成好后，按照Pr5．HTlB抗体制备的方法进行抗体的制

备和纯化。

2．11 Western blot和免疫荧光

血细胞在冰冷的缓冲液(1％Triton X．100，150 mM NaCl，10 mM"Iris-HCl pH

7．5．5 mM EDTA。1 mM sodiumo．vanadate)中裂解，缓冲液中加入蛋白酶抑制剂

phenylmethyl sulfonylfluoride(PMSF,Sangon Biotech，P0754，Shanghai，China)。为

了获得膜蛋白，离心(15 5009，10 minutes，40c)沉淀细胞碎片。收集上清，用

Bradford reagent(Sangon Biotech，Shanghai，China)方法检测蛋白浓度。样品中加

入4×Protein SDS PAGE Loading Buffer(Takara Biotechnology,Japan)稀释，沸水

煮10 min，将蛋白变性。然后，采用12％的还原型SDS．PAGE对蛋白进行分离。
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通过Bio．Rad半干转转膜仪将蛋白转到硝酸纤维膜上(PVDF膜)。用TBST(5％

"Iris．buffered saline；pH 7．O：0．1％Tween 20)配制的5％脱脂奶粉封闭液室温孵育

2h。用TBST洗2次，每次5min。加入含有5．HTlB多克隆抗体的封闭液或含有5．HT2B

多克隆抗体(1：500)的封闭液，40C，孵育过夜。用TBST洗4次，每次5min。

加入含有羊抗兔的二抗封闭液(1：5000)室温孵育l h。用TBST洗5次，每次5min。

用ECL(Thermo Scientific)方法显色，拍照。

细胞免疫荧光参照2．4节中的方法，除了所用抗体不一样。

2．12 Ca2+检测

细胞Ca2+浓度检测采用Easy Ratio Pro钙成像分析系统(Photon Technology

International，Birmingham，NJ)。菜青虫血细胞Ca2+成像步骤如下：

11将5龄菜青虫幼虫血细胞种在12 mlil玻片上(Thermo Scientific)，细胞放在

270C，贴壁半小时；

2)细胞贴壁后，将培养基去除，用PBS洗两次细胞。加入用PBS稀释的1 p．mol／L

Fura 2-AM(Dojindo Laboratories，Kumamoto，Japan)；

3)27。C避光孵育30 min，去除Fura 2-AM工作液，,用Ca2+成像过程中使用的缓

冲液(152 mM NaCl，5．4 mM KCI，5．5 mM glucose，1．8 mM CaCl2，0．8 mM

MgCl2，and 10 mM HEPES，pH 7．4)洗细胞两次。

4)最后Easy Ratio Pro钙成像分析仪检测细胞，激发波长380 nM(Fura 2)和

340 nM(Ca2+．Fura 2)，发射波长510 nM。

每个实验重复三次以上， Origin Pro(Origin Lab，Northampton，MA)软件拟合S

型曲线计算EC50值。

2．13果蝇生存事实验

具有四环素抗性的金黄色葡萄球菌&印砂lococcus aureus来自于浙江大学医

学院俞云松老师实验室。挑一个单菌落于5 ml含四环素抗性的LB培养基，放到摇

床上过夜培养(4。C，225 rpm)。将过夜培养的菌液放入离心机中5000 g离，L'3 min。

去掉上清，用灭菌的PBS悬浮沉淀，至OD600为O．4。每管放入约20头果蝇，雌雄

分开。Drummond Scientific Nanoject II给每头果蝇前腹部同一部位注射32．2 nL
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细菌悬浮液。并以注射相同体积灭菌的PBS作为对照。注射后的果蝇放／L250C培

养箱培养。注射后，6 h2_内死去的果蝇当做注射过程受伤而死，将其从试管除

去，不计入总数。每隔12 h统计一次死亡数量。每天将果蝇倒入新鲜果蝇管。

2．14细首在果蝇体内扩增效率实验

参照2．9中的方法获得金黄色葡萄球菌悬浮液，OD600为0．4。每种基因型的果

蝇准备24头，每头果蝇注射23 Id菌液。每种基因型果蝇注射完8头后，单头放入

1．5ml离心管中，离心管里加有100¨l灭菌的PBS。立即放在冰上，匀浆。每管

按1：10稀释，依次稀释两次。用10¨l的排枪，从低浓度到高浓度，取10“l的样品

依次滴在四环素抗性的固体LB培养基上，作为注射后0 h的样品。其它注射完的

果蝇放在250C培养箱培养。分别在感染6 h和18h后取样，每种基因型取8头。按

照上面的方法，将单头果蝇匀浆后，每管按1：10稀释，依次稀释五次。将LB培养

板放在370C培养箱培养lO：J"时左右，等细菌单菌落清晰可见时，将培养板拿出来，

计数，统计数量为30多]300个菌落的浓度，根据稀释比例计算原始匀浆中金黄色

葡萄球菌的数量。

2．15数据统计

成对数据用Student t tests方法统计。细菌感染雄性果蝇的死亡率差异显著性

分析用Log rank testsjY法，感染雌性果蝇用Gehan-Breslow—Wilcoxon test方法统计

死亡率。其它数据采用单因素的方差分析，平均数之间的比较采用Tukey．1(r锄er

方法进行。所有图和数据分析都是通_过．Origin 8．0(Origin Lab，Northampton，MA，

USA)和GraphPad Prism 5．0(San Diego，CA，USA)这两个软件完成的。

3结果与分析

3．1激活的血细胞自身合成5-HT的含量

用100 ng／ml LPS诱导菜青虫血细胞2 h后，通过免疫荧光方法检测到细胞内

有5．HT的合成。血细胞内可以检测到5．HT信号(图5．1A上)，而阴性对照没有
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(图5．1A下)。5-HT的合成需要两种酶，即色氨酸羟化酶(TPH厂rRH)和L．氨

基酸脱羧酶(AADC)(图5．1B)。色氨酸羟化酶是5．HT合成过程中的限速酶，该

酶可由两个基因编码，昆虫中编码色氨酸羟化酶的是TPH／TRH，哺乳动物是

TPHl／TPH2。这两个基因在体内表达的蛋白产物都有色氨酸羟化酶活性。

TPH／TPHl基因在非神经组织中表达，TRH／TPH2基因在神经组织中表达(C6t6 et

a1．，2003；Neckameyer et a1．，2007；Watanabe et a1．，2011)。5-HT转运体SERT是一

种膜蛋白，它能从胞外摄取5．HT(Rudnick，2006；Torres et a1．，2003)。通过RT．PCR

检测乃，甄豫聊SER珐因在血细胞上的表达情况。图5．1C表明血细胞表达TPH
的mRNA，但是刀断口SERT的转录本没有检测到。这些实验结果表明血细胞通过
TPH自身合成5．HT，而不是从胞外吸收5．HT。接着，用ELISA的方法检测了血细

胞释放到培养基中的5．HT含量。血细胞在LPS诱导1 h后5．HT含量显著上升，诱

导2 h达到最大值，但诱导4 h后5．HT含量有所下降(图5．1D)。荧光定量PCR的

结果显示血细胞在LPS诱导15 min和4 h的TPH的mRNA表达量是对照的6倍左右

(图5．1E)。综合上述结果可知，血细胞能在体外合成和释放5．HT，这个反应在

血细胞被LPS激活后得到加强。因此，推测5．HT参与调控血细胞免疫。

3．2 5-HT调控血细胞吞噬

为了研究5．HT具体调控血细胞哪项免疫功能，阻断5．HT的合成后检测这是

否会影响血细胞吞噬革兰氏阴性菌E coli的能力。大肠杆菌E coli被pHrodo标记，

这是一种在中性环境不显色，而在酸性环境如细胞内会发荧光的染料。

a—methyltryptophan(AMTP)可以抑制5一HT的合成(Gal and Christiansen，1 975)。

图5．2中的结果显示，血细胞中加入10州AMTP后5．HT的含量显著下降。而且10

州AMTP会显著降低血细胞吞噬E coli的能力。加入100 nM 5-HT后，血细胞吞

噬E coli的能力可以恢复(图5．3A．D)。然后，用siTPH干扰血细胞上TPH的表达，

干扰效率约为80％(图5．3E)。干扰48 h后，血细胞吞噬E coli的能力显著下降。

而在干扰了TPH的血细胞里加入100 nM 5-HT后，血细胞吞噬E coli的能力明显升

高(图5．3F．I)。这些数据表明，血细胞合成的5．HT在血细胞吞噬中发挥重要作

用。
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图5．I激活的血细胞能够合成5．HT

LPS

Fi2 5．1 Activated hemocytes are capable of 5一HT synthesis．
(A)5-HT was visualized by confocal microscopy in hemocytes activated with l 00 n彰m1 LPS by labeling with

5一HT antisera(Alexa Fluor 546：red)(upper left)．5-HT antisera was preabsorbed with 5．HT as the negative

contr01 flower left)．Nuclei were counterstained with DAPI(blue)．Scale bar represents 1 0 laM．Data are

representatives of two independent experiments．(B)Serotonin biosynthetic pathway．Tryptophan．phenylalanine

hydroxylase(TRH／TPH)，aromatic L．amino acid decarboxylase(AADC)，5-hydroxy tryptophan(5-HTP)．(C)

Expression of gene transcripts for TPH．TRH、and SERT were determined by RT-PCR from naive hemocytes and

from hemocytes activated with l 00 ng／ml LPS for 2h，Central nervous system(CNS)as positive contr01．Data are

representatives of three independent experiments．(D)5-HT concentrations in hemocytes supematants were

determined by ELlSA．Hemocytes were activated with l 00 ng／ml LPS．Naive hemocytes treated with PBS are as

contr01(，7=4)．(E)Relative expression of TPH was quantified by real time PCR．Hemocytes were activated with

100 ng／ml LPS．Naive hemocytes treated with PBS iS as control(，?=31．One—way ANOVA followed by Tukey’S

multiple comparison test for D and E．Error bars indicate 4-s．e．m．．”+P<0．001．++P<0．01．+尸<0．05 and NS

means no significant difference．
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2
崔

6
LPS

图5．2AMTP抑制5-HT的合成

Fig 5．2 Inhibition of 5-HT synthesis by AMTP．Both PBS treated hemocytes(contr01)and 1 0¨M

AMTP—treated hemocytes were incubated with 100 ng／ml LPS for 2 h．Error bars indicate±s．e．m．．

／,／=3，the statistical analysis is based on two—tailed t-test，木木P<0．01．

69

一一i＼啦c一|Ic矗p喀I_lJoQ：坼5

Il-H．价

厶卜_土《



堑垩奎兰堡圭兰]兰堡茎 第五章5一羟色骇参与请控昆虫血细胞吞噬的研虿
—————————————————————————————————L——二二=_二—』二=二：±竺：：竺!：兰：：：!：

Contol

D

AMTP(岫0 10 10

5．HT删旧 0 0 100

F Contr0148 h

E

2I

k 18

二15
’

皇12

：9

e 6

三 3
o
2

0

￡
_r
N

二

Z
叶

厂1
L AMTP 10州+5-HT 100 nM

I 糯

7S

巳加
互

：、．IS
：“

言30
>、

E 15
■

0

Conlrol 、i 11，tt
siH’，，-5．HI I e．【J nM

上
呻
N

￡
Z
叶

G sTPH48 h H文"鼢5-HT i00州48 h
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Fig 5．3 Inhibition of endogenous 5一HT synthesis impairs hemocyte phagocytosis．(A—C)

Hemocyte phagocytosis was visualized by florescence microscope．Hemocytes were stained with

Cell Tracker Blue CMAC(blue)，green represent the phagocytosed pHrodo E．coli．(D)

Quantification of phagocytosis of E．coli by hemocytes(，7=3)．(E)Confirmation of knock—down

effect of TPH by real—time qPCR．The P rapael8s rRNA gene was used as an internal reference

gene("2 4)．(F—H)Effect of si阡W on hemocyte phagocytosis was visualized by florescence

microscope．(1)Quantification of siTPH effect on hemocyte phagocytosis(，7=31．One—way

ANOVA followed by Tukey’S multiple comparison test for D and I：two—tailed，．test for E．Error

bars indicate土s．e．m．，+牢4P<0．001，术+尸<0．01 and NS means DO significant difference．
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3．3 5-ItT通过Pr5．HTlB和Pr5．HT2B调控血细胞吞噬

我们已经知道5一HT参与调控血细胞吞噬，但是还不清楚5一HT具体通过哪个

受体行使相应的功能。目前，昆虫里面已经鉴定出来5种5．HT受体，包括5一HTIA，

5-HTlu，5-HT2A，5一HT2B和5-HT7(Blenau and Thamm，201 l；Gasque et a1．，2013)。

5一HTlA和5一HTIB跟Gi偶联，降低胞内cAMP浓度。5-HT2A和5一HT2B跟G。偶联，升

高胞内钙离子浓度。5一HT7跟G。偶联，升高胞内cAMP浓度。(Blenau and Thamm，

201l；Gasque et a1．，2013)。我们用100 ng／ml LPS诱导血细胞2 h后，通过RT-PCR

检测受体的表达情况，并以菜青虫中枢神经组织(CNS)作为阳性对照。图5．4A

的结果表明未诱导的血细胞表达所5一日乃＆刖一H乃8和Pr5一H乃受体的转录本。
并且通过免疫组化进一步证明血细胞在蛋白水平表达Pr5一HTlB(图5．4B)和

Pr5一HT2B(IN5．4C)。Ca2+成像数据更加确认血细胞上有Pr5一HT2B的表达。浆血细胞

和颗粒血细胞是血细胞中最多的两大类细胞，添加5一HT均能引起这两种血细胞

Ca2+浓度变化。5-HT的EC50值为0．15 nM(N5．5)。

血细胞上存在多种受体，我们想通过药理学手段检测到底是哪些受体参与调

控血细胞吞噬。实验中分别选用终浓度为10 gM三个受体特异性的拮抗剂

(SB一216641，RS一127445，SB一269970)来阻断受体的功能。其中SB．216641对

Pr5一HTIBfJ拮抗作用和SB一269970对Pr5．HT7的拮抗作用已在第三章的实验中验

证。RS一127445是人5一HT2B受．体特异性拮抗剂。我们发现拮抗Pr5．HTlB能显著降

低血细胞吞噬E．coli的能力，而拮抗Pr5一HT7对血细胞的吞噬没有明显影响。比较

有趣的是，拮抗Pr5一HT2B能显著升高血细胞吞噬E coli的量(图5．4D．H)。

我们进一步发现SB一216641对血细胞吞噬的影响呈剂量效应(N5。6A)。为了

更加确认上述结果，我们用siRNA介导的干扰方法沉默血细胞上表达的对应受

体。结果表明s沪阿．H乃曰处理血细胞24 h和48 h后，Pr5．HTlB的表达量在mRNA水

平和蛋白水平显著降低(N5．6B—C)。跟用阴性对照处理的血细胞相比，siJP乃一日乃B

处理的血细胞吞噬水平显著降低(图5．6D．F)。siPr5一HT2占能在48 h显著降低

Pr5一HT2B在转录水平和蛋白水平的表达(图5．7A—B)，但血细胞的吞噬能力反而

增强(图5．7C．E)。而干扰血细胞5-HT7的表达后并未影响血细胞的吞噬(图

5．7F—G)。这些结果表明5一HT通过5一HTIB和5．HT2B调控血细胞的吞噬，而这两种

受体的作用方式不同。
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图5．4诱导和未诱导的血细胞上5一HT受体表达情况

Fig 5．4 5一HT receptor subtypes expressed in na]'ve and LPS—activated hemocytes．(A)Hemocytes

were negatively purified and activated with 1 00 ng／ml LPS for 2 hours．The gene expression for

5-HTR subtype was examined by RT．PCR．Data are representatives of three independent

experiments．(B)Gene expression for Pr5一日TIB was examined by immunofluorescence．The scale

bar represents 1 0¨M．Data are representatives of two independent experiments．(C)Gene

expression for Pr5一HT_,8 was examined by irmnunofluorescence．PL，plasmatocytes；GR，

granulocytes．Data are representatives of two independent experiments．(D-G)The effect of

different antagonist on hemocyte phagocytosis was visualized by forescence microscope．

SB21664l is an antagonist of 5-HTm．SB269970 is an antagonist of 5-HT7 and RSl27445 is a

human 5-HT2B antagonist．(H)Quantification of different antagonist on hemocyte phagocytosis．

Data are from three independent experiments that each consists of cells from ten fifth·instar larvae．

One—way ANOVA followed by Tukey’S multiple comparison test for H．Error bars indicate土

s．e．m．．4木水P<0．001．半4尸<0．01 and NS means no significant difference．
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图5．5血细胞内5-HT弓j起的钙离子变化

Fig 5．5 Representative Ca厶responses and dose—response profiles for 5-HT in hemocytes．(A1

Pseudocolored images of hemocytes before and after application of 1 nM 5一HT．Red cells indicate

high levels of intracellular Cap measured by fluorescent ratio intensities，and blue ceIIs represent

the basal levels．Two major kinds of hemocytes，plasmatocytes and granulocytes，are indicated bv

arrows．(B)Increasing concentrations of 5-HT dose．dependently induced chan2es in the

fluorescence ratio of hemocytes．(C)Dose—response curve for 5-HT in hemocytes．as obtained

from Ca斗imaging．Each point represents the mean土s．e．m．from three to five reDlicates．
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Fig 5．6 Pr5一HTI B mediates hemocyte phagocytosis．Dose—response profiles for the effects of

Pr5一HTI B blocker SB 2 l 664 1 on hemocyte phagocytosis．Data are from three independent

experiments that each consists of cells from ten fifth—instar larvae．(B1 Confirmation of

knock—down effect of Pr5一HTl口by real—time PCR．The P rapae 1 8s rRNA gene was used as

an intemal reference gene(，7=4)．(C)Western blot analysis of knock．down effect of

Pr5一HT,B．13-actin was used to show equal protein loading．(D．E)Effect of si尸r5一HTjR on

hemocyte phagocytosis was visualized by florescence microscope．(F)Quantification of

74

：0I五篓『，；≥蚤罩芒2≯譬’u-3-

一j}一互z：，，oo％I'=‘|o。，oolL—o-一

h|，、．妒．．、(，_l‘、五一o>o—Il^'I五tofI厶一u

o，ll一一02



浙江大学博士学位论文 第五章5一羟色暖参与调控昆虫血细胞吞噬的研究

蚺Pr5一HT|B effect on hemocyte phagocytosis．Data are from three independent experiments

that each consists ofcells from ten fifth—instar larvae．One—way ANOVA followed by Tukey’S

multiple comparison test for A：two—tailed t-test for B and F．Error bars indicate土s．e．m．．

木：Ic术P<0．001．木木Jp<0．01．
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Fig 5．7 Effect of siPr5，H乃口and siPl"5一HT7 on hemocyte phagocytosis．Confirmation ot

knock—down effect of P1—5．H乃占by real—time PCR．The户rapae 1 8s rRNA gene was used as an

internal reference gene(，7=3)．(B)Western blot analysis of knock-down effect of Pr5一HT2B．

13-actin was used tO show equal protein loading．(C-D)Effect of siPl’5一H乃占on hemocyte

Dhagocytosis was visualized by florescence microscope．(E)Quantification of s∞巧一H乃8 effect

on hemocyte phagocytosis(玎=3)．(F)Confirmation of knock—down effect of尸巧卅乃by
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real—time PCR．The户rapae 1 8s rRNA gene was used as an internal reference gene(，7=3)．(G)

Quantification of siPl。5一HT7 effect on hemocyte phagocytosis("=3)．Two—tailed t-test for A，E，F

and G．Error bars indicate+s．e．m．，料木P<0．001，料Jp<0．01，4JD<0．05 and NS means no

significant difference．

3．4免疫诱导后血细胞中5-HT。B和5-HT2B的表达量变化

虽然上面的数据显示激活的4Pr5一HTlB和Pr5一HT2B受体对细胞免疫产生相反

的影响，但是5一HT却能提高血细胞吞噬。为了弄清楚其中的原因，我们检测了

血细胞受诱导后这两个受体的表达量变化。荧光定量PCR的结果表明血细胞被

LPS激活15 min多J4 h时，Pr5一HTl占的转录量显著升高(图5．8A)，激活2 h和4 h

时，Pr5一HTIB蛋白表达量明显升高(图5．8C)。有意思的是，血细Pr5．HT2B的

mRNA表达量-在LPS诱导1 h和4 h日,-J-显著降低(图5．8B)，蛋白表达量也在对应的

时间点降低(图5．8D)。
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Fig 5．8 Expression analysis of Pr5一HTt B and Pr5·HT2B in naYve and LPS—induced hemocytes．

0A-B、Relative expression ofPr5一HT／B and PJ。5一HT2B were quantified by q-PCR．The P rapae 1 8s

rRNA gene was used as an intemal reference(刀=3)．(c—D)Western blot analysis ofPr5一HTlB and

Pr5一HT2B in naYve and LPS—induced hemocytes．13-actin was used to show equal protein loading．

One-way ANOVA followed by Tukey’S multiple comparison test for A and B．Error bars indicate

土s．e．m．，料木P<0．001，木木尸<0．01木Jp<0．05，and NS means no significant difference．

3．5 5-HTlB和5-HT2B调控黑腹果蝇的吞噬和抵抗病原菌

我们推测5一HT也调控其他昆虫的免疫，并且在抵抗病原菌方面发挥重要作

用。由于鳞翅目昆虫体内RNAi很难成功(Terenius et a1．，2011)，因此我们选择

了模式生物黑腹果蝇Drosophila melanogaster来做体内的实验。通过RT—PCR，我

们在果蝇幼虫血细胞里检测到了5-HTl8和5一Ⅳ乃8的转录本。果蝇TPH的同源基

因Henna也在血细胞上有表达，并且mRNA的量相对较高(图5．9A)。我们检测

了敲除5一HTl8基因的突变体果蝇(5一日乃一Ⅲ4’)和它相对应的对照果蝇的吞噬细

菌能力以及病原菌感染后的生存率。5-HT／B4Ⅲ∥果蝇是将基因维LDNA中5一HTl占基

因的第三跟第四跨膜区之间1344 bp的片段敲除掉了(图5．9B)。

果蝇体内吞噬能力的计算参照Kocks等介绍的果蝇成虫体内吞噬分析法

(2005)，计算背血管附近的荧光值。5-HT,／肌y果蝇体内吞噬E．coli的能力比对

照果蝇弱很多(图5．9C．D)。吞噬革兰氏阳性菌S aureus验出现了类似的结果

(图5．9E．F)。被致病菌s口甜reus 染后，5一日丁，，川∥果蝇比对照果蝇死的更快，

雌雄果蝇抵抗S口甜陀“s的能力均下降(图5．9G—H)。为了检测5一HTIB4111-V果蝇较

高的死亡率是由于抵抗病原菌的能力下降(defective resistance)还是由于对病原

菌的耐受力下降(decreased tolerance)(Schneider and Ayres，2008)，我们检测

了感染6 h和1 8 h的果蝇体内病原菌的扩增情况。结果显示5一HTIB刀肚矿果蝇体内病

原菌的扩增速率比对照果蝇扩增速率快(图5．9I)。

另外，我们通过RNAi的方法验证了5-HTlB调控果蝇体内血细胞吞噬。

UAS／GAL4系统是果蝇遗传学中一种常用的异位表达系统。UAS(upstream active

sequence，UAS)上游激活序列，是酵母中一种类似高等真核生物增强子的序列。

GAL4 rGAL actose—regulated upstream promoter element，GAL半乳糖凋节上游启

动子元件)，是一个酵母转录激活因子。与原核生物乳糖操纵子相似，在酵母中

GAL4土SUAS结合可以调节与半乳糖代谢相关基因的表达。Fischer等将GAL4在果
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蝇的特定组织中表达，发现GAL4台g以组织特异性的方式激活与UAS}ff连接的下

游基因的转录(1988)。由于UAS．靶基因系中，其转录激活不存在，因而靶基因处

于沉默状态，只有将GAL4转基因系与UAS．靶基因系进行杂交，才可能产生特异

表达靶基因的后代。我们用Hml3一Gal4果蝇(Sinenko et a1．，2004)作为驱动子分

别跟洲孓5一日乃B RNAi(Yuan et a1．，2005)和UAS-5一H乃B RNAi258∞果蝇杂交，特异

性干扰血细胞内5-HTlB的表达。P奠HmlA—Gal4果蝇，UAS-5一日乃B RNAi果蝇和

洲§5一H丁，8 RNAi25脚果蝇分别跟野生型果蝇矿圳杂交的Fl代为对照果蝇。

蚴孓5一日丁，8尺Ⅳ4f果蝇和UAS-5一日丁，B RNAi二蹦3果蝇分别跟砌励一Gal4果蝇杂交

的Fl代果蝇吞噬E co#和S attFeus的能力均比对照组低(图5．10A．D)。为了确定

干扰血细胞内5-HT JB的表达是破坏了血细胞本身的吞噬能力，还是导致了血细胞

对病原菌的免疫诱导不再敏感，我们做了给果蝇体内注射PBS力v珠子(1atex beads)

或5一HT加珠子的实验。给所有杂交品系的果蝇注射PBS不会导致吞噬珠子的差

异，而给所有杂交品系的果蝇注射5．HT时，对照组果蝇吞噬珠子的量显著上升，

而干扰了血细胞5一HTlB表达的果蝇品系吞噬珠子的能力明显比对照果蝇低(图

5．10E)。被病原菌S aureus感染后，干扰了血细胞5一HTlB表达的果蝇品系明显比

对照果蝇死的快(图5．IOF—1)。RNAi的数据表明敲除5一日丁，占基因的突变体果蝇

免疫能力下降是由于血细胞内5-HTlB的功能缺失引起的。

为了研究5一HT2B在果蝇吞噬方面所起的作用，我们通过两个独立的RNAi干

扰品系跟HmIA—Gall果蝇杂交达到特异性干扰血细胞内5-HT2B的目的。跟菜青虫

中获得的5一HT2B实验结果不同，血细胞内5-HT2B表达量的降低导致了果蝇吞噬E

coli和S aureus的能力减弱(图5．1 1A—D)。而且珠子吞噬实验表明，注射5一HT

能使干扰了血细胞5一HT2B表达的果蝇比对照果蝇吞噬珠子的能力低(图5．11E)。

注射病原菌S aureus 0果蝇体内后，血细胞内5-HT2B被干扰的果蝇死的比对照组

快(图5．1lF．G)，而且病原菌在其体内的扩增速率也显著快于对照果蝇(图5．1 lI)。

因此，我们的实验可以说明5一HTlB和5．HT2B在宿主抵抗病原菌的过程中起了非常

重要的作用。
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图5．9 5-HTlB在调控果蝇吞噬和抵抗病原菌的感染过程中发挥重要作用

Fig 5．9 5-HTm is required for microbial phagocytosis and plays an important role in the

Drosophila defense against S．aureus infection．L舢5-HT／B，5一HT 28 and TPH are expressed in

Drosophila naive hemocytes．RPLH was used as an internal reference gene．Data are

representatives of three independent experiments．(B)Genomic PCR of 5-HTI B control and

5-HTzf川“‘flies．Data are representatilj，CS of three independent experiments．(C)Representative

pictures depicting phagocytosis in 5-HT B control and 5-HTlJ川flies of fluorescein—labeled E．

coli bioparticles．(D)Quantification of in vivo phagocytosis of E．coli．Approximately ten flies per

genotype were used in each experiment．Data are representatives of three independent experiments．

IE、Representative pictures depicting phagocytosis in 5-HT B control and 5一HT l尹。j flies of

fluorescein-labeled S aureus bioparticles．(F)Quantification of in vivo phagocytosis of S．aRl‘ellS．

Approximately eight flies per genotype were used in each experiment．Data are representatix’es of

three independent experiments．(G—H)Representative survival curves of female(G)and male(H)

5一HTl B control and 5-HTmJ川卜”flies after injection of s日z，，1CZlS(optical density[OD]0．4)．，?=

20-25 flies．Experiments were performed in triplicate．(1)Comparison of the S aureus(OD 0．4)

recovered in 5一HTlB control and 5-HTmj““‘flies 0，6，and 1 8 hr post infection．Bacterial load was

measured in eight individual female flies per genotype at each time point in each experiment．

Two-tailed t-test for D，F and 1．Error bars indicate±s．e．m．，木术水P<0．001，木+尸<0．01，术尸<

0 05
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图5．10干扰果蝇血细胞中5-HTlB的表达会影响吞噬和生存率

Fig 5．10 Knockdown of 5-HTlB in hemocytes affects Drosophila phagocytosis and survival．(A)

Quantification of in vivo phagocytosis of E．coli in WT／UAS-1B RNAi，hml>UAS-1B tLVAi and

hmlAVT flies．Approximately six flies per genotype were used in each experiment．Experiments

were performed twice，tB、Quantification of in vivo phagocytosis of E．coli in WT／UAS一5一HT|B

RNAi?-58奠，hml>UAS-5．HTl8 RNAi258．。3and hmlAVT flies．Approximately six flies per genotype

were used in each experiment．Experiments were performed twice．(C)Quantification of in vivo

phagocytosis of s．all!‘eus in WT／UAS-IB RNAi．hml>UAS-1B RNAi and hml／WT flies

Approximately six flies per genotype were used in each experiment．Experiments were performed

twice，(D)Quantification of in vivo phagocytosis of S aureus in WT／UAS-5一H乃占RNA i删3，

hml>UAS-5．HT?B RNA i25833and hmlAVT flies．Approximately six flies per genotype were used in

each experiment．Experiments were performed twice．(E)Quantification of in vivo phagocytosis

of red fluorescently labeled latex beads in WT／UAS-1B RNAi，hml>UAS-1B RNAi and hmlAVT

flies after a 30 min preinjection of either PBS or 1 pg／lal 5-HT．Approximately six flies per

genotype were used in each experiment．Experiments were done twice，(F)Representative

survival Curves of WT／UAS-1B RNAi，hml>UAS-1B RNAi and hmlAVT male flies after injection

of S aureus．n=1 9．22 flies．Data are representatives of three independent experiments．Each

experiment was performed in triplicate．(G)Representative survival curves of WT／UAS-5一HTm

RNAi258叠，hml>UAS-5．HT l 8 RNAi25833 and hmlAVT male flies after injection of S．aul‘eus

n=19—2 1 flies．Data are representatives of two independent experiments．Each experiment was

performed in triplicate．(H)Comparison of the S aureus(OD 0．4)recovered in WT／UAS-IB RNA i，

hml>UAS-1B RNAi and hml／WT flies 0，and 1 8 hr post infection．Bacterial load was measured in

eight individual male flies per genotype at each time point in each experiment．Experiments were

performed in triplicate．(1)Comparison of the S aureus(OD 0．4)recovered in WT／UAS-5-HTl8

RNAi258如，hmI>UAS-5．HT|B RNAi258如and hmlAVT flies 0 and 18 hr post infection．Bacterial load

was measured in eight individual male flies per genotype at each time point in each experiment．

Experiments were performed in triplicate．One—way ANOVA followed by Tukey’S multiple

comparison test for A，B，C，D，E，It and 1．Error bars indicate士s．e．m．，木水木P<0．00 1，木木P<

0．01．木尸<0．05
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图5．11干扰果蝇血细胞中5-HT：B的表达会影响吞噬和生存率

Fig 5．1 1 Knockdown of 5-HT2B in hemocytes affects Drosophila phagocytosis and survival．(A)

Quantification of in vivo phagocytosis of E coli in WT／UAS-5．HT：8 RNAi25■hml>UAS-5．HT：B

tLVAi2册and hmlAVT flies．Approximately six flies per genotype were used in each experiment。

Experiments were performed twice，(B)Quantification of in vivo phagocytosis of E．coli in

WT／UAS-5-HT2B RNAi6i；4’’，hml>UAS-5．HT2B RNAi6”148’and hmlAVT flies．Approximately six

flies per genotype were used in each experiment．Experiments were performed twice．(C)

Quantification of in vivo phagocytosis of S．aureus in WT／UAS-5一HT2 B RNA i2姗．

hmI>UAS-5一HT2BRNAi2姗and hmlAVT flies．Approximately six flies per genotype were used in

each experiment．Experiments were performed twice，(D)Quantification of in vivo phagocytosis

of S．aureus in WT／UAS-5．HT28 RNAi删’，hml>UAS-5．HT2B RNAi㈣8 and hml／WT flies

Approximately six flies per genotype were used in each experiment．Experiments were performed

twice．(E)Quantification of in vivo phagocytosis of red fluorescently labeled latex beads in

WT／UAS-5．HT2B RNAi25{{74，hml>UAS-5．HT2B RNAi25874 and hmlAVT flies after a 30 min

preinjection of either PBS or l gg／pl 5-HT．Approximately six flies per genotype were used in

each experiment．Experiments were done twice，(F)Representative survival curves of

WT／UAS-5-HT2BRNAi2黜。hml>UAS-5-HT2BRNAi25874 and hmlAVT male flies after injection of

S aureus．n=20—2 1 flies．Data are representatives of two independent experiments．Each

experiment was performed in triplicate．(G)Representative survival Curves of WT／UAS-5-HT28

RNAi6n468，hml>UAS-5-HT：B RNAi6048’and hmlAVT male flies after injection of S．aureus

n=1 9．2 1 flies．Data are representatives of two independent experiments．Each experiment was

performed in triplicate．(H)Comparison of the S aureus(OD O．4)recovered in WT／UAS-5一H乃8

RNAi25■hml>UAS-5．HT：B RNAi2587‘and hmlAVT flies 0，and 18 hr post infection．Bacterial

load was measured in eight individual male flies per genotype at each time point in each

experiment．Experiments were performed in triplicate．(1)Comparison of the S aureus(OD 0．4)

recovered in WT／UAS-5一日‰RNAi㈣8，hml>UAS-5-HT：口RNAi6肿洲and hmlAVT flies 0，and 1 8

hr post infection．Bacterial load was measured in eight individual male flies per genotype at each

time point in each experiment．Experiments were performed in triplicate．One—way ANOVA

followed by Tukey’S multiple comparison test for A，B，C，D，E，H and I．Error bars indicate士

s．e．m．，料木P<0．001，木4P<0．01，木尸<0．05
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4讨论

我们的研究结果说明了生物体内普遍存在的5一HT受体信号通路在免疫中的

作用。本研究首次探明了昆虫血细胞表达TPH，并且可以合成5．HT，这与人的巨

噬细胞类似(Nakamura el a1．，2008)。被LPS激活的血细胞TPH的表达量升高，

从而促进5一HT的合成。而且，血细胞分泌的5一HT似乎是一个重要的自分泌刺激

因子。它能促进吞噬：通过药物抑铜JTPH的活性或者通过siRNA干扰TPH的表达

均能显著降低血细胞的吞噬率。

神经系统中神经递质也能调控免疫(Meredith et a1．，2005)。5-HT就是其中

一种经典的神经递质，它在昆虫和哺乳动物免疫调控中起了重要作用。近些年的

研究在5一HT调控哺乳动物免疫方面有了一定的进展，特别是免疫细胞合成、储

存、释放5一HT以及对5一HT的反应(Ahem，201 1)。已有研究表明5-HT调控昆虫

一系列的免疫反应，比如血细胞吞噬、结节、血细胞数量等(Baines et a1．，1992；

Kim et a1．，2009；Kim and Kim，2010)，但是具体的信号通路还不清楚。通过全基

因组RNAi筛查影响血细胞吞噬白色念珠菌Candida albicans的基因发现，黑腹果

蝇的Henne(TPH同源基因)基因就是其中一个(Stroschein．Stevenson et a1．．2006)。

研究昆虫中5-HT受体调控的第二信使系统跟免疫相关的胞内信号通路之间的关

系也许可以帮助我们更好的认识哺乳动物中这两者之间的作用和联系。

另外，我们的研究结果表明未被诱导的菜青虫血细胞内表达5．HTlB、5．HT2B

和5．HT7受体，但是只有5-HTlB和5-HT2B有功能。通过选择性的拮抗剂和RNAi

的方法，我们发现，阻断5一HTlB受体的功能会降低血细胞吞噬，而阻断5．HT2B

受体的功能可以促进血细胞吞噬。显然，这两个受体以相反的方式影响血细胞。

有趣的是，我们发现血细胞被LPS激活后，5-HTlB的表达量显著上升，而5．HT2B

的表达量却明显下降。因此，即便这两种受体在血细胞上的作用方式不同，但是

血细胞被激活后，这两种受体都是有利于细胞吞噬的(图5．12)。哺乳动物树突

细胞也表达5．HTlB和5一HT2B受体，5．HT通过这两个受体促进树突细胞的趋化性

(Mtiller et a1．，2009)。虽然昆虫的浆血细胞类似于巨噬细胞，但是5一HT通过

5-HTlA(Nakamura et a1．，2008)和5一HT2c(Mikulski et a1．，2010)激活巨噬细胞，

这跟昆虫血细胞内激活的受体类型并不一致。5-HT。在老鼠肠道免疫反应中起了

关键性的作用(Kim etal．，2013)。虽然我们的实验结果表明5-HT7并不参与调控
84
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血细胞吞噬，但是该受体可能调控其他的免疫反应。

哺乳动物免疫细胞上也表达一些神经递质受体，这些受体调控先天免疫行

为。但是，这些受体在生物体内的具体功能并不清楚，因为大部分的研究都是在

体外进行的(Sternberg，2006)，而在昆虫体内进行免疫实验相对容易(Lemaitre

and Hoffmann，2007)。我们发现敲除5一HTlB受体的突变体果蝇由于吞噬能力下

降，被病原菌感染后更容易死亡。定点干扰血细胞内5一HTlB受体的果蝇出现类似

的结果，表明5一HTlB受体调控的血细胞吞噬在昆虫抵抗病原菌的过程中发挥了重

要作用。干扰了血细胞5一HT2B受体表达的果蝇感染病原菌后比对照果蝇更脆弱，

说明激活果蝇体内5一HT2B受体会促进吞噬，这跟菜青虫体外实验结果并不一致。

我们可以得出结论，昆虫血细胞能合成和释放5一HT，释放的5一HT通过血细

胞内5一HTl B和5一HT2B受体调控吞噬。我们用模式生物黑腹果蝇进一步证明了

5一HTIB和5一HT2B受体在体内调控血细胞吞噬的功能。这些结论说明5一HT这种古老

的信号分子，可以调控不同物种的免疫。而由于昆虫的免疫系统相对简单，研究

5一HT受体调控的信号通路跟免疫相关的通路之间的相互关系会更容易。

LPS专fTP’旷
孓HrP

●

』L蝴‘’山
5．HT

1 旷
LPS专f s．HTIB 5-H112B l卜LPS

‘Drosopl州⋯，，elanogas研J，T T Pier“脚at订∈

图5．12总结模式图

Fig 5．1 2 A schematic diagram of serotonin signaling on hemocyte phagocytosis．

LPS enhances the expression of TPH．which catalyzes tryptophan into 5-HT Via 5一HTP．5·H T1 which secreted from

hemocytes，activates the hemoc”e．membrane receptor 5-HTlB and 5-HT2B．The immune responses ofP，4apae are

labeled in purple：activation of 5-HTlB promotes hemoc”e phagocytosis and activation of 5-HT2B lead to opposite

effects．LPS increases 5-HTIB expression but decreases that of 5-HT二B．The immune responses of Drosophila are

labeled in green arrows：activation of 5-HTl B promotes hemocyte phagocytosis and activation of 5-HT2B lead to

the same effects
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1小结

总讨论

5．羟色胺是一种古老的单胺类神经递质，它属于生物胺。生物胺来源于芳香

族氨基酸，能作为神经递质和神经调制在中枢神经系统中发挥作用，也能释放到

外周组织，作为神经激素发挥作用。生物胺调控生物体很多的生理和行为过程。

昆虫体内有5种主要的的生物胺，包括5．羟色胺、多巴胺、酪胺、章鱼胺和组胺。

5-HT在很多物种中发挥重要作用，人体5-HT系统的紊乱跟很多的疾病相关，比

如偏头痛，抑郁症，精神分裂症和焦虑等(Jones and Blackburn，2002)。5-HT调控

昆虫的取食(Gasque et aL，2013)、昼夜节律(Yuan et a1．，2005)、聚集(Anstey

订aL，2009)、攻击行为(Diericketal．，2007)以及学习和记忆(Sitaraman etaL，

2008)等。5．羟色胺主要通过偶联相应的受体，调控生物体的生理功能。脊椎动

物中已克隆出14个5-HT受体基因， 除了5-HT3为离子通道型受体，其余13

个均为GPCR受体(Blenau and Baumann，2001)。Hoyer等将脊椎动物体内GPCR

型的5-HT受体分为6大类(Hoyer and Clarke，1994；Hoyer and Martin，1995；

Hoyer and Martin，1997)。其中：5-HTl(5-HTlA／B剧E／F)和5-HT5(5．HT5Am)偶

联Gi蛋白抑制胞内cAMP的合成；5．H1"2(5．HI"2舳／c)偶联Gq蛋白调节胞内Ca2+

量升高；5．HT4、5-HT6和5-HT7偶联G。蛋白促进胞内cAMP的形成(Hannon and

Hoyer，2008)。目前昆虫中仅发现5种GPCR型5-HT受体，分别为：+5-HTlA、

5-HTlB、5-HT2A、5-HT2B和5-HT7，分别跟哺乳动物5-HTlA、5-HTl B、5-HT2A、

5．HT2B和5-HT7受体同源(Blenau andThamm，201 1)。尽管昆虫5-HT受体跟脊

椎动物5-HT受体序列相似性高，且偶联的第二信使相同，但是昆虫5-HT受体

的药理学性质跟脊椎动物5-HT受体的药理学性质存在差异。虽然哺乳动物5-HT

受体的药理学性质得到很好的研究，但是哺乳动物5-HT受体的激动剂和拮抗剂

并没有在昆虫5-HT受体上得到全面检测。并且深入研究5-HT受体药理学性质

的报道不多。因而导致昆虫5-HT受体的药理学性质很多还未知。我们对菜青虫

5-HTlA、5-HTlB和5-HT7受体进行了药理学检测，表6．1显示这三个受体的药理

学性质存在差异。由于未能克隆到5-HT2A和5-HT2B两个受体的全长，因而无法

对这两个受体的药理学性质进行解析。研究菜青虫5-HT受体的药理学性质将有
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助于了解昆虫5-HT受体药理学性质跟脊椎动物5-HT受体药理学性质的差异，

为昆虫5-HT受体的分类提供理论基础。

5．羟色胺信号通路参与调控哺乳动物的先天免疫和获得性免疫得到了广泛

的研究(Ahem，2011)。但是5-HT调控昆虫免疫的研究并不多，少量文献报道

5-HT可以调控昆虫血细胞吞噬、结节、血细胞数量等(Bames et a1．，1992；Kim et

a1．，2009；Kim andKim，2010)，而这些实验主要是在体外进行的，5-HT调控昆

虫免疫的具体信号通路并不清楚。我们的研究发现昆虫血细胞可以自身合成并分

泌5-HT。基于药理学手段和RNAi技术，我们发现5-HT通过5-HTlB和5-HT2B

调控血细胞吞噬。模式生物黑腹果蝇体内的实验数据进一步证明5-HT可以通过

5-HTlB和5-HT2B两个受体调控血细胞吞噬病原菌的能力。这些结果可为开发针

对破坏害虫免疫系统的药剂提供理论基础。

表6．1菜青虫体内5-HT受体的药理学性质

Table 6．1 The pharmacological properties of serotonin receptors from Pieris rapae

基于昆虫种类繁多，目前尚不清楚昆虫体内是否表达跟脊椎动物不同类型的

5-HT受体。我们克隆到了一个新的5-HT受体，该受体跟目前已知的5-HT受体

序列相似性低。通过体外表达，并进行药理学分析发现，该受体能被广谱性的

5-HT受体激动剂激活，激动剂效果为

5-Methoxytryptamine>5-Carboxamidotryptamine>8-OH-DⅣ汀>Methiothepin(表

6．1)。Methiothepin(Monachon et a1．，1972)是昆虫5-HTlA(Thamm et a1．，2010)、

5-HTzA(RSser et a1．，2012)和5-HT7(Schlenstedt et a1．，2006)的完全拮抗剂。它能激

活Pr5．HT8受体，引起胞内Ca2+浓度升高。WAY．100635对该受体有拮抗作用。

R7
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我们在一些害虫和媒介昆虫的基因组中找到了Pr5．HT8受体的同源基因，如赤拟

谷盗和蚊子，但是在蜜蜂，寄生蜂和果蝇的基因组中没有找到该基因的同源序列。

而且我们在哺乳动物的基因组中也没有找到5-HT8受体基因的同源基因，说明它

可能是一类无脊椎动物特异性的受体，由于它主要在害虫的基因组中存在，因而

有可能成为一个新的农药靶标。

2本研究的创新之处

1)对菜青虫的3个5-HT受体5-HTlA、5-HTlB和5-HT7进行了体外功能性表

达和药理学性质实验，可以比较3个受体的异同。

2)克隆得到一个新的5-HT受体基因(Pr5．HT8)，通过体外药理学实验证明

该受体偶联G。，能引起胞内Ca2+浓度上升。我们在一些害虫如鳞翅目和鞘翅

目昆虫的基因组数据中找到该基因的同源基因，而在哺乳动物以及膜翅目昆

虫和果蝇中则不存在。

3)以菜青虫血细胞为研究对象，通过体外诱导，药物阻断以及RNAi等方法

首次证明了昆虫血细胞能自身合成并分泌5-HT。 5-HT通过血细胞上5-HTlB

和5-HT2B受体调控吞噬，这一结果在模式生物黑腹果蝇体内得到验证。

3本研究的不足之处

1)对菜青虫5-HTlA、5-HTlB和5-HT7受体的药理学实验中，所用的激动剂和

拮抗剂数量不多，并且没有迸一步研究这三个受体可能参与的生理功能。

2)菜青虫5-HT8受体参与调控的生理功能不明确。

3)虽然通过黑腹果蝇验证了5-HTlB和5一HT2B受体调控体内血细胞吞噬，但是

这跟菜青虫体外实验的结果有一点不同。由于鳞翅目昆虫体内RNAi实验不

容易成功，所以菜青虫体外的实验结果没有在自身虫体内得到验证。

4今后的研究方向

1)完善菜青虫5-HTlA、5-HTlB和5-HT7受体的药理学实验。

2)改善菜青虫体内RNAi的效率，或者通过受体选择性拮抗剂来完成体内实验。
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3)利用药物阻断或者RNAi的方法研究5-HT8受体可能参与的生理功能，并研

究其作为杀虫剂靶标的可能性。
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