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致谢

九年前，怀揣着梦想和对科学的景仰，我来到了浙江大学，这座美丽的学府。然而，

光阴似箭，落笔之时，已意味着一段求学生涯的终结。求学路上，几多欢喜，几多忧愁，

感谢命运的安排，让我有幸结识了这许多良师益友!

“饮其流时思其源，成吾学时念吾师。”我首先要感谢恩师叶恭银教授。衷心感谢恩师

在过去的五年中，在我学习和科研生活中所倾注的大量时间和心血!恩师广博的学识、宽

厚的胸怀、严谨的治学精神和一丝不苟的工作作风，令人钦佩，是我一生学习的榜样。恩

师不厌其烦地教导我如何治学，如何做人，并毫无保留地与我分享他丰富的生活和科研经

验。他也给我提供了很多锻炼自己的机会，在科研事业上对我一如既往地强烈支持，这一

切都令我终生难忘。这些不仅成为我美好的回忆，而且将成为我一笔宝贵的人生财富，令

我受益终生。

论文的顺利完成，也必须感谢课题组姚洪渭副教授、黄佳副教授和方琦博士在我日常

学习、科研、工作及生活中给与的指导、帮助、关心与支持。在此也由衷感谢罗彻斯特大

学的John Werren教授。John Werren教授为人亲和，治学严谨，给与了我许多启发性的

建议和创新性的思路，为我打开了一个新的学术视野。也感谢美国密苏里一堪萨斯城大学

的余小强教授、密苏里．哥伦比亚大学的宋齐生教授，以及美国农部专家David Stanley教

授在实验中对我实验的大力帮助与支持。另特别感谢叶恭堂在实验材料准备中提供的鼎力

支持，使得实验得以顺利进行。

“同窗之情铭记终身，朋友之义永不忘怀。”首先感谢张忠、蔡骏、朱家颖和吴玛莉博

士无私的学术交流和资料赠予，为我学业的完成提供了宝贵意见和指引。还要特别感谢昆
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摘要

寄生蜂是最为丰富多样的昆虫种群之一，同时也是重要的生态调节因子和害虫天敌资

源。寄生蜂有两种基本的寄生策略。内寄生蜂将卵产在寄主体内，而外寄生蜂则将卵产在

寄主表面。蝶蛹金小蜂Pteromaluspuparum是蛹期内寄生蜂，可寄生包括重要农业害虫菜

青虫Pieris rapae在内的多种蝶类。蝶蛹金小蜂是Pteromalinae亚科中一个相对近期从外

寄生进化为内寄生的代表种。因而，通过与模式外寄生蜂丽蝇蛹集金小蜂Nasonia

vitripenn&的比较，蝶蛹金小蜂提供了研究内外寄生蜂差异和进化的良好系统。与丽蝇蛹

集金小蜂类似，毒液是其寄生过程中主要的寄生因子，可调控寄主的免疫和代谢等系统，

进而促进寄生蜂后代的发育。在本论文中，我们解析了蝶蛹金小蜂毒液蛋白的组成，并探

索了其中两个毒液蛋白的功能和进化。

1蝶蛹金小蜂基因组测序与分析

为了更好地获得信息背景用于进一步的毒液研究，我们对蝶蛹金小蜂基因组进行了测

序和拼接。拼接所得的蝶蛹金小蜂基因组大小为338．1 Mb，其中comig N50为38．7 Kb，

scaffoldN50为1．16 Mb。在该基因组中，204个miRNA、140个rRNA、52个snRNA和

20个snoRNA得到注释。同时，14946个蛋白编码基因得到注释，其中90％的基因拥有至

少一个功能注释。进化分析结果显示，蝶蛹金小蜂与丽蝇蛹集金小蜂亲缘关系最近，他们

之间的分化时间大约为30．0719个百万年。

2蝶蛹金小蜂毒液蛋白组成分析

为了为寄生蜂后代营造更适宜的生存环境，内外寄生蜂均将毒液注入寄主，并调控寄

主的免疫、代谢和发育等。采用转录组和蛋白质组结合的方法，我们在蝶蛹金小蜂毒液中

鉴定到70个候选毒液蛋白，并对其中34个和8个毒液蛋白分别采用了实时定量PCR和

western blot进行验证。较之与其他己报道的内寄生蜂毒液蛋白，这些毒液蛋白中的大部分

与丽蝇蛹集金小蜂具有更高的序列相似度。另外，13个蝶蛹金小蜂毒液蛋白只与其他内

寄生蜂毒液蛋白有相似性，而不能在丽蝇蛹集金小蜂毒液中被检测到。这些蛋白可能在蝶

蛹金小蜂适应内寄生过程中起到一定作用。

3蝶蛹金小蜂毒液Serpin剪接体的分析

为了确保成功寄生，寄生蜂将毒液注入寄主，以抑制黑化反应在内的寄主免疫系统。

实验结果表明，蝶蛹金小蜂毒液可在体外抑制寄主血淋巴的黑化，并且该抑制作用具有剂
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量效应。采用基于活性追踪的分离纯化方法，我们在蝶蛹金小蜂毒液中鉴定到一个Serpin

基因的剪接体蛋白，并命名为PpSVl。该毒液基因至少具有15个可变剪接形式。RT—PCR

结果显示，该PpSVI毒液剪接体在毒腺中特异性高表达。重组表达的PpSVi蛋白也具有

抑制寄主PPO(Prophenoloxidase，酚氧化酶原)通路激活的功能，但不能抑制已经激活

的酚氧化酶(Phenoloxidase，PO)的活性。Pull down实验结果显示，PpSVI可与寄主的

血淋巴蛋白形成SDS稳定的复合体。采用LC．MS／MS质谱鉴定，菜青虫血淋巴蛋白酶

尸rHP8和尸柙APl分别在与复合体中被鉴定到。另，、复合体中洲P8和P柙APl的存在进
一步被western blot所确证。

4蝶蛹金小蜂毒液犬尿氨酸转氨酶(Kynurenine aminotransferase，KAT)的分析

为了确保成功寄生，寄生蜂毒液还常被用以调控寄主的细胞免疫。前期结果显示，蝶

蛹金小蜂毒液可以诱导其寄主血细胞和一些昆虫细胞系的死亡。通过基于活性追踪的分离

纯化方法，一个犬尿氨酸转氨酶在其毒液中被鉴定到，可能起到诱导受害细胞死亡的作用。

通过对多种昆虫全基因组的注释，发现犬尿氨酸代谢途径中的Indoleamine indoleamine

(IDO)和3-hydroxyanthranilate 3,4一dioxygenase(HAAO)基因已经在昆虫中丢失，从而丧失

了从头合成烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(Nicotinamide adenine dinucleofide，NAD)的能力。因

此，该毒液犬尿氨酸转氨酶并不是通过抑制NAD合成来诱导细胞死亡，其作用机理有待

进一步研究。同时，该犬尿氨酸转氨酶基因家族在蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂基因组中

曾发生过大量的基因复制。进化树结果暗示，该毒液基因可能源自于非毒液基因的复制事

件，其在复制过程中获得了信号肽，并最终被招募为毒液蛋白。

在本论文中，我们测序组装了蝶蛹金小蜂的基因组序列，同时也利用转录组和蛋白质

组的方法，解析了蝶蛹金小蜂的毒液蛋白组成。基于活性追踪的分离纯化，我们从中鉴定

到一个毒液Serpin可变剪接体，可抑制寄主血淋巴的PPO激活，还鉴定到一个犬尿氨酸

转氨酶可能参与诱导寄主血细胞的死亡。结合基因组序列信息，我们进一步对这两个毒液

蛋白的进化来源进行了分析。其中，毒液Serpin剪接体可能是通过可变剪接的形式被招募

至毒液，而犬尿氨酸转氨酶则可能通过基因复制最终进化成毒液蛋白。这些结果部分揭示

了寄生蜂毒液抑制寄主免疫的机理，也为寄生蜂毒液蛋白进化提供了新的见解，同时也为

今后更详尽地解析蝶蛹金小蜂毒液蛋白功能和进化提供了坚实的背景信息。

关键词：蝶蛹金小蜂，毒液，内寄生蜂，免疫，进化
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Abstract

Parasitoid wasps，being invaluable in classical and augmentative biological control of

various insect pests，are among the most abundant and diverse insects on earth．They have two

basic lifestyles．Endoparasitoids lay their eggs into intemal body of the host，whereas

ectoparasiotids lay on the external surface of their hosts．Pteromalus puparum is a pupal

endoparasitoid wasp that parasitizes anumber of butterflies including the agricultural pest small

cabbage white butterfly,Pieris rapae．Pteromalus puparum represents a relatively recent

evolution of endoparasitism within the subfamily Pteromalinae，and thus may provide a good

model for comparative studies with Nasonia vitripennis to better understand the differences and

evolutionary relationship between endo—and ectoparasitoids．Similar toⅣvitripennis．venom

from P puparum is considered to be the major maternal factor that alters both the host immunity

and physiology to facilitate the development of progenies．In this thesis，we investigated the

venom composition of P puparum，also explored the function and evolution of two individual

venom proteins．

1 Sequencing and analysis of P．puparum genome

To get a better information background for further venom studies，we sequenced and

assembled the genome of P．puparum．The assembled genome is 338．1 Mb with contig N50

38．7 Kb and scaffold N50 1．16 Mb．Further，204 miRNA，140 rRNA，52 snRNA and 20

snoRNA were annotated．Simultaneously，1 4946 genes were also identified．90％of these 1 4946

genes showed at least one functional annotation．Phylogenetic showed P．puparum is closely

related toⅣvitripennis．their estimated divergent time is around 30 Mya．

2 Analysis of卫puparum of venom composition by combination transcriptomic and

proteomic approaches

To make a more conducive environment for the wasps’young，both ecto—and

endoparasitoids inj ect venoms into the host to modulate host immunity,metabolism and

development．Endoparasitoids have evolved from ectoparasitoids independently in different

hymenopteran lineages．Pteromalus puparum，a pupal endoparasitoid of various butterflies，

represents a relatively recent evolution of endoparasitism within pteromalids．Using a

combination of transcriptomic and proteomic approaches，we have identified 70 putative venom

proteins in户puparum．Most of them show higher similarity to venom proteins from the related

eetoparasitoidⅣvitripennis than from other more distantly related endoparasitoids．In addition，

1 3 venom proteins are similar to venoms of distantly related endoparasitoids but have no
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detectable venom matches in Nasonia．These venom proteins may have a role in adaptation to

endoparasitism．

3 Analysis of a Serpin venom splicing isoform from旦puparum

To ensure successful parasitism，parasitoid wasps inject venom with their eggs into host to

suppress the host immune responses which includes melanization．Venom from Pteromalus

puparum,a pupal endoparasitoid wasp,inhibited melanization of host hemolymph in vitro in a

dose—dependent manner．Using assay guided fraction，a serpin splicing isoform with PO

inhibitory activity was further separated and identified in P．puparum venom．and named as P．

puparum serpin venom isoform(PpSVI)．This serpin gene has at least 1 5 splicing isoforms that

differ only in the C—terminal region which contain the reactive center loop．RT-PCR results

showed that the identifled serpin isoform in venom was differentially expressed in venom gland．

Recombinant PpSVl was demonstrated to suppress host’S PPO activation in a dose—dependent

manner rather than to inhibit PO activity directly．Pull down assays showed that PpSVI formed

SDS—stable complexes with host hemolymph proteins．PrHP8 and P槽AP 1 were identified in

the complexes by LC—MS／MS．The presence of丹HP8 and尸胛APl in the complexes was

further confirmed by immunoblot．

4 Analysis of a kynurenine aminotransferase(KAT)venom protein from只puparum

To ensure successful parasitism，parasitoid wasps also often inject their venom to modulate

the host’S hemocytes．Pteromalus puparum venom has bema shown to induce the mortality of

both host hemocytes and other insect cell lines．Using assay guided fraction，a kynurenine

aminotransferase was identified in P．puparum venom with a potential role in inducing

hemocytes’mortality．By genome—wide annotation，we found that indoleamine indoleamine

(IDO)and 3-hydroxyanthranilate 3,4一dioxygenase(HAAO)in kynurenine pathway have been

lost in insects，and insects didn’t has the ability to de HOVO synthesize NAD．Thus the identified

K．AT venom protein is not likely to induce cell mortality by inhibiting NAD synthesis．

Furthermore，KAT gene have been intensively duplicated in the genome of both P．puprum and

Ⅳvitripennis．Phylogenetic result indicated that this venom protein might evolved from

duplication of a non—venom protein．During gene duplication，this gene got its signal peptide and

was finally recruited into venom．

Overall，we sequenced and assembled the genome of P puparum，and revealed its venom

composition by combination of both transcriptomic and proteomic approaches．Using assay

guided fraction，we identified a serpin venom splicing isoform which inhibited host’S PPO

activation，and also a kynurenine aminotransferase venom protein which might have a role in

inducing mortality of host’S hemoeytes．Furthermore，using the genomic sequence information，
X
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we inferred the evolutionary sources of these two venom proteins．Serpin venom splicing

isoform may be recruited by altemative splicing，and kynurenine aminotransferase venom

protein is likely to be recruited by gene duplication．These results lay the groundwork for more

detailed studies of venom function and evolution，also partially revealed the mechanism of how

parasitoid venom inhibit host’S immunity,and made a contribution to gaining insights into

parasitoid venom evolution．

Keywords：Pteromalus puparum，venom，endoparasitoid，immunity,evolution
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第一章寄生蜂毒液研究进展

寄生蜂是膜翅目寄生性昆虫，其种类繁多，已知有10万余种，据估计可达60万余种

(Heraty 2009)，其多样性远远超过其他带毒节肢动物，如蜜蜂、蜘蛛、蝎子等。按寄生位

置不同，寄生蜂可分为内寄生蜂和外寄生蜂(Asgari&Rivers 2011)。按是否允许寄主继续

发育，可分为容性寄生寄生蜂和抑性寄生蜂(Pennacchio&Strand 2006；Whitfield 2003)。按

所寄生的寄主发育阶段不同，可分为卵期寄生蜂、幼虫期寄生蜂、蛹期寄生蜂和成虫期寄

生蜂，还有跨期寄生蜂(Pennacchio&Strand 2006；Whitfield2003)。寄生蜂群体具有多种寄

生策略，寄主范围广泛，占据了丰富多样的生态位，是不可或缺的生态调节因子。寄生蜂

对其自然寄主、甚至非自然寄主的种群调控起到很大作用，对生态稳定和多样性维持发挥

有重要影响(Condon et a1．，2014)。同时，寄生蜂也是重要的害虫天敌资源，被广泛用于控

制各种农业和卫生害虫，在害虫生防领域中起到关键的作用(Asgari&Rivers2011)。

毒液为寄生蜂所保守共有，是寄生蜂成功寄生的关键因子(Pennacchio&Strand2006)。

寄生蜂毒液注入寄主，可用于协助多分DNA病毒(PDV，polydna virus)或独立调控寄主

的行为、免疫、发育和代谢等，最终帮助寄生蜂成功寄生，使其后代顺利发育(Asgari&

Rivers 20111。寄生蜂毒液在与寄主协同进化过程中，也产生了丰富的多样性，其中所含的

活性蛋白具有丰富多样的分子结构、靶标和功能。因而，寄生蜂毒液与其他节肢动物如蜜

蜂、蜘蛛、蝎子等一样，也是重要的基因资源宝库，在药物开发和杀虫蛋白筛选中将会挥

发其潜在作用(Moreau&Guillot 2005)。

本章主要就寄生蜂毒液蛋白组成、功能和进化，对近期研究进行综述，并探讨寄生蜂

毒液研究中所采用的方法及应用前景，尝试提出寄生蜂毒液研究中存在的问题及未来可能

的发展方向。

1寄生蜂毒液蛋白组成的研究

随着技术的发展，寄生蜂毒液蛋白组成的研究也在不断进步。Leluk等／k_(1989)对25

种膜翅目毒液进行SDS—PAGE分析比较，发现寄生蜂毒液蛋白组成与其他社会性膜翅目毒

液有明显不(Leluketal．，1989)。社会性膜翅目如蜜蜂、蚂蚁，以及其他研究较多的带毒

节肢动物如蜘蛛、蝎子和蜈蚣等，其毒液主要组成为小肽，而寄生蜂毒液则以大分子蛋白
13
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为主，有些寄生蜂毒液中甚至缺乏20kD以下的蛋白／Jl,肽组分(Leluk el aL，19891。此后，

较早期的寄生蜂毒液组成研究常采蛋白分离鉴定、cDNA文库筛选等方法(Crawford el a1．，

2008；Parkinson etal．，2002；Parkinson et a1．，2004)。Parkinson等人利用毒液蛋白分离后N端

测序和毒腺cDNA文库筛选结合的方法，先后在寮黑瘤姬蜂Pimp&hypochondriaca中鉴定

到19个毒液蛋白(Parkinson et a1．，2002；Parkinson et a1．，2004)。Crawford等人(2008)等人

对Microctonus hyperodae采用毒腺cDNA文库测序，并对其中3条毒液蛋白主带进行质谱鉴

定，共获得了8条毒液基因的全长(Crawford et aL，2008)。在蝶蛹金小蜂中，朱家颖等人利

用cDNA文库筛选，也获得了酸性磷酸酶、碱性磷酸酶等多个毒液蛋白序列(Zhu et a1．，2010；

Zhu Pt以。2008)。然而，不论是毒液分离鉴定还是cDNA文库筛选，通量都相对较低，并

对一些低丰度的毒液蛋白缺乏鉴定能力。近期，随着高通量测序和蛋白质组技术的进步和

普及，越来越多的寄生蜂毒液组成研究采取了蛋白质组结合基因组或转录组的分析策略。

de Graaf等人(2010)基于Nasonia vitripenn&基因组信息，利用蛋白质质谱鉴定到79个毒

液蛋白，其中16个毒液蛋白与其他已报道序列均没有相似一t生(de Graafet a1．，2010)。另，利

用转录组和蛋白质组结合的方法，毒液蛋白组成相继在棉大卷蛾甲腹茧蜂Che，Dnus

inanitus(Vincent et aL，2010)、波氏匙胸瘿蜂Leptopilina boulardi(Colinet el aL，2013；Goeclas,

et aL，2013)、隆脊匙胸瘿蜂L．heterotoma、Hyposoter didymator、阿尔蚜茧蜂Aphidius

ervi(Colinet el a1．，2014；Nguyen et a1．，2013)和蝶蛹金小蜂P puparum(Yan et a1．，2016)等中

被解析。

总体来说，寄生蜂毒液蛋白组成较之社会性膜翅目昆虫更为丰富。Leluk等人通过

SDS．PAGE分析发现，寄生蜂毒液蛋白较之社会性膜翅目毒液具有更多的蛋白条带(Leluk

el a1．，1989)。de Graaf等人也发现丽蝇蛹集金小蜂Ⅳvitripenn&毒液蛋白的组成远比意大利

蜜蜂Apis mellife阳的毒液组成要复杂(de Graafetal．，2010)。这可能是由于寄生蜂毒液与寄

主协同进化过程中需要作用于更多寄主靶标。但寄生蜂在不同物种中的毒液数量也存在明

显的差异。蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液各有70和79个蛋白质／肽(de Graafetal．．2010；

Yan et a1．，2016)，波氏匙胸瘿蜂L．boulardi和隆脊匙胸瘿蜂L．helerotoma各有129和176个

(Goecks et a1．，2013)，而携带有多分DNA病毒PDV的棉大卷蛾甲腹茧蜂C．inanitus(Vincent

et aL，2010)、毁侧沟茧蜂Microplitis demolitor(Burke&Strand 2014)和阿尔蚜茧蜂A．

ervi(ColinetetaL，201砂则各有20、30和16个。这些结果提示，携带PDV的寄生蜂毒液可能

具有更少的毒液数目和种类。这可能是由于PDV在一定程度上替代了毒液的功能，使毒液

所需的种类和数目减少。但鉴于各个寄生蜂间采取的研究方法不尽相同，且样本量太少，

14
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仍不足以得出确切的结论。

另，从毒液蛋白组成来看，寄生蜂毒液呈现了丰富的多样性。远源物种间，各个寄生

蜂中均存在一些特异的未知毒液蛋白。寄生蜂近源物种间的毒液也存有较大差异(Colinet

gt a1．，2013；Goecks et a1．，2013)。甚至，寄生蜂毒液在种群层面也存在丰富的个体多样性

(Colinet et a1．，2013)。从毒液蛋白的种类上来看，有些蛋白种类似乎更倾向于被招募致寄

生蜂毒液中，类似的现象在蜘蛛、海螺、蛇等毒液研究中也被发现。在寄生蜂中，大多数

毒液蛋白为酶类，其次是半胱氨酸富集蛋白／肽如蛋白酶抑制剂、Antigen等(Yan et a1．．

2016)。其中蛋白类别如丝氨酸蛋白酶、金属蛋白酶、Easterase、Calreticulin、Antigen等为

多种寄生蜂毒液所共有。

至今，寄生蜂毒液组成的研究虽然已有一定的发展，但仍存在明显的不足。10万多种

已报道的寄生蜂中，仍仅有不到20个物种的毒液组成被解析!另，虽然寄生蜂毒液中以大

蛋白为主，但多个研究结果表明寄生蜂毒液中也存在小肽并起到重要的功能(Asgari et a1．，

2003；Parkinson et a1．，2002)。而通常采用的蛋白质组鉴定方法，SDS．PAGE无法有效截留

毒液小肽，尤其当缺乏基因组信息时，毒液小肽十分容易被忽略。因而，寄生蜂毒液中的

小肽组分更有待进一步分析。

2寄生蜂毒液蛋白功能的研究

毒液是膜翅目昆虫所保守共有的，但其毒液功能却有较大的差别。社会性膜翅目毒液

与其他节肢动物如蜘蛛、蝎子等类似，主要用于取食和防御，其作用靶标主要集中在神经、

肌肉、心血管系统等(Schwartz etaL，2012)。而寄生蜂毒液随卵一起注入寄主，为使其后代

在寄主体内存活发育，总体来说，除了调控寄主神经系统外，还需抑制寄主免疫，调节寄

主发育，改变寄主代谢等等，其功能与作用靶标更为丰富多样(Asgari＆Rivers2011：Zhu et

a1．，2011)。

寄生蜂毒液的功能还和寄生蜂种类及寄生策略等相关。在不携带PDV的寄生蜂中，毒

液起到了调控寄主的主要作用，而在携带PDV的寄生蜂中，毒液往往起到辅助增效作用，

在一些姬蜂系统中，毒液甚至未见有明显功能(Doremus etal．，2013)。再如，抑性外寄生蜂

毒液常具有神经毒性，可造成寄主发育停止甚至死亡。而容性内寄生蜂毒液则鲜有神经毒

性，主要用于调控寄主免疫、发育和代谢等生理过程。

迄今，已有部分寄生蜂毒液蛋白的功能得到了解析。这些研究主要集中于金小蜂亚科
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的丽蝇蛹集金小蜂Ⅳvitripenn&和蝶蛹金小蜂P．puparum、果蝇寄生蜂匙胸瘿蜂Leptopilina

和缨蜂Ganasp&，以及菜粉蝶微红绒茧蜂Cotesia rubecula、阿尔蚜茧蜂A．ervi、寮黑瘤姬

蜂P．hypochondriaca等几个代表物种。

菜粉蝶徽红绒茧蜂C rubecula毒液中的Vn50蛋白，通过与寄主PPO、PAP等互作，可

以抑制寄主的PPO激活(Asgari et aL，2003)。波氏匙胸瘿蜂L．boulardi毒液中的

Serpin(Colinet eta／．，2009)也被阐明可以抑制寄主PPO通路的激活，推测其潜在靶标为PPO

通路上的某丝氨酸蛋白酶。而波氏匙胸瘿蜂L．boulardi中的另一毒液蛋白，超氧化物歧化

酶(Superoxide dismutase，SOD)(Colinet et a1．，2011)则可以直接抑制寄主的PO活性，从而

协同抑制寄主的黑化反应。蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液中的Pacifastin和Kazal型蛋

白酶抑制剂，被报道可以抑制寄主的PPO激活。通过RNAi的方法发现，Nasonia毒液中的

Calreticulin也可能参与抑制了寄主黑化反应(Siebert et a1．，2015)。

菜粉蝶微红绒茧蜂c．rubec'ula和蝶蛹金小蜂毒液中的钙网蛋t3Calreticulin(Wang el a1．，

2013；Zhang etal．，2006)，均可抑制其共同寄主菜青虫血细胞的包囊反应。进一步的研究表

明，蝶蛹金小蜂毒液中的Calreticulin可以抑制寄主免疫相关基因的表达。而波氏匙胸瘿蜂

L．boulardi毒液中的RhoGAP(Ras homologous GTPase Activating Protein)(Colinet et aL，

2007；Labrosse et a1．，2005)可与寄主的RhoGAP竞争性特异性结合，抑制寄主血细胞的延

展。寮黑瘤姬蜂P．hypochondriaca毒液中的蛋白组分VPrl和VPr3，均可显著削弱寄主血

细胞的凝集反应(Dani&Richards 2009；Richards etal．，201 1；Richards&Dani 2008)。果蝇寄

生蜂Ganaspis中的SERCA(Sarco／endoplasmic reticulum calcium ATPase)(Mortimer et aL，

2013)可以抑制寄主血细胞的钙流，从而改变其粘附和包囊等行为。

另，阿尔蚜茧蜂A．ervi毒液的谷胱甘肽转氨酶(Y—glutamyt transpeptidase，Y—GT)能

使寄主蚜虫的卵巢凋亡，起到去势的作用(Falabella et a1．，2007)。寮黑瘤姬蜂P．

hypochondriaca毒液中Pimplin可造成寄主麻痹(Parkinson et a1．，2002)。外寄生蜂E

pennicornis毒液中的金属蛋白酶EpMP3可延缓寄主的发育(Price et以，2009)。菜粉蝶微红

绒茧蜂C rubecula毒液中的Vnl．57以促进PDV基因的表达，对PDV的活性有显著的增效作

用。丽蝇蛹集金小蜂毒液中分离纯化出的Defensin型抗菌肽，可起到抑制革兰氏阴性菌的

作用lye et a1．，2010)。通过RNAi干扰Nasonia毒液中的Chitinasc，结果表明寄主中包括几丁

质代谢途径等的9个基因的表达发生了显著变化(Martinson etal．，2015)。

综上可见，寄生蜂毒液蛋白功能的研究仍十分有限，至今仍不到50个寄生蜂单一毒液

蛋白功能被解析，而机理研究更是严重缺乏。并且，所研究的功能也主要集中于抑制寄主
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免疫(包括体液免疫和细胞免疫)，对毒液蛋白调节寄主发育、生殖和神经系统的功能研

究均为孤例，对于何种毒液蛋白如何调控寄主营养代谢等尚缺乏研究。

另值得注意的是，从已有的结果来看，在不同的寄生蜂中往往采用不同的蛋白组分，

完成趋同的毒液功能。较明显的例子是，不同寄生蜂利用各种毒液蛋白抑制寄主的黑化免

疫反应。这表明进化过程中，毒液蛋白可能被独立招募至毒液，并独立进化出功能。另，

同源蛋白可能在不同物种毒液中进化出不同的功能。如，Calreticulin在菜粉蝶微红绒茧蜂

C rubecula和蝶蛹金小蜂P puparum ee报道可以抑制寄主的包囊反应(Wang et aL，2013；

Zhang el a1．，2006)。而在Hyposoter didymator ，包含Calreticulin的全毒液不存在抑制包囊

的功能(Doremus et aL，2013)。丽蝇蛹集金小蜂Ⅳvitripennis毒液RNAi实验则表明，

Calreticulin在Nasonia毒液中可能与黑化相关(Siebertetal．。2015)。

3寄生蜂毒液蛋白进化的研究

3．1寄生蜂毒液蛋白的进化选择压力

寄生蜂营拟寄生生活，其后代攫取寄主营养，并最终导致寄主死亡(Pennacchio&Strand

2006)。一般情况下，寄生后的寄生蜂后代和寄主最多只有一者存活下来，或两者同时死

亡。根据红桃皇后(Red Queen)假说，寄生蜂与寄主在长期协同进化中存在激烈的“军

备竞赛”，只有不断地进化，才能适应生存下来(Pennacchio&Strand 2006)。而寄生蜂毒

液与寄主的免疫、神经、发育和代谢等系统直接互作，关系到最终的寄生成功与否，因而

寄生蜂毒液在进化中可能受到较大的选择压力。这主要表现为以下两个方面。

一方面，毒液基因的进化速率更快。Nasonia的基因组研究结果表明，近源种Ⅳ．

vitripennis和N giraultiI司，毒液基因较之非毒液基因具有更高的异义替换速率与同义替换

速率的比(dN／dS)，这表明毒液基因相较于非毒液基因受到更多的选择压力(Werren etal．，

2010)。Ellen等人也发现金小蜂总科中的毒液基因GHl9(Glycoside hydrolase family 19)几

丁质酶在Nasonia和Muscidifurax分支上呈现了强烈的正选择(dN／dS>1)(Martinson et a1．，

2015)。另一方面，毒液基因获得和丢失的速率较快。在检测的15个金小蜂总科物种中，

GHl9几丁质酶基因只在其中7个物种的毒腺中表达。通过系统发育结果推测，该基因在金

小蜂总科中发生了多次毒液基因获得或丢失事件(Colinet et aL，2013；Martinson et aL，

2015)。同时，通过对果蝇内寄生蜂Leptopilina毒液组分的研究也发现寄生蜂毒液在种间和
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种内均存在高度的差异(Colinet et aL，2013)。例如，匙胸瘿蜂L．boulardi和L．heterotoma之

间没有共有的高丰度毒液组分(Colinet et a1．，2013)。由此可推测毒液基因的获得和丢失可

能存在较高的速率，以适应与寄主激烈的竞争关系。然而，寄生蜂毒液基因获得和丢失的

具体速率仍缺乏系统的研究。

3．2寄生蜂毒液蛋白基因的来源

进化过程中，寄生蜂毒液组分的获得了丰富的多样性，其中毒液新基因的获得起到了

重要的作用。然而，寄生蜂毒液基因的来源至今也未有系统的研究。蛇、锥心螺等毒液的

研究发现，毒液基因往往由基因复制产生并招募至毒液中，最终特化出特异的毒液功能

fWong&Belov 2012)。寄生蜂可能也通过基因复制产生新的毒液基因。果蝇内寄生蜂波氏

匙胸瘿蜂L．boulardi毒液中的LbGAP由一个信号肽和一个RhoGAP结构域组成，推测其可

能来源于胞内的RhoGAP(Labrosse et a1．，2005)。同时，蛋白质组结果也发现该寄生蜂毒液

中还存在其他RhoGAP类似的毒液蛋白，但是其关键的互作或酶解位点均已发生了突变

fGoecks et a1．，2013)。这表明这些毒液蛋白很可能来自于基因复制，并伴随复制事件后的

序列分化。阿尔蚜茧蜂A．ervi毒液中的v—glutamyl transpepfidase也发现有类似的基因复制

事件(Colinet et a1．，2014)。Gaelen&Strand(2014)对毁侧沟茧蜂M demolitor的多种寄生

因子进行分析，发现Ci．48a—like和reprolysin-like基因家族发生了大量复制事件，并且部分

基因被招募到毒液或畸形细胞中去(Burke&Strand 20141。另，在毒液基因的招募过程中，

尤其基因复制源自非分泌型的非毒液基因，信号肽的获得往往也是必需的。Moreau&

Guillot(2005)对多种寄生蜂毒液蛋白的信号肽进行分析，结果表明寄生蜂毒液的信号肽

具有经典的信号肽结构，不符合Johes等人(1992)提出的寄生蜂毒液信号肽具有特殊性的

假设(Moreau&Guillot 2005)。

寄生蜂在适应不同寄主过程中也可能通过基因水平转移、可变剪接、已有非毒液基因

的直接利用和de nOVO生成等方法获得新的毒液基因。基因水平转移在植物寄生线虫中比较

常见，而在营自由生活和动物寄生的线虫中较少。植物寄生线虫常通过基因水平转移获得

新的唾液基因，这可能与其寄主适应性相关(Haegeman etaL，2011；Mitreva elal．，2009)。在

寄生蜂中，Ellen等人(2016)发现糖苷水解酶家族19几丁质酶基因由徼孢子虫／兹壶茵水

平转移至小蜂总科，并被招募为具有活性的毒液蛋白，调控寄主几丁质代谢相关基因的转

录表达(Martinson etal．，2015)。可变剪接也是寄生蜂毒液的可能来源。果蝇寄生蜂Ganaspis
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sp．1中的sarco／endo-plasmic reticulum calcium ATPase(SERCA)基因有两个可变剪切，一

个在非毒腺中表达，另一个则在毒腺中特异表达(Mortimer et a1．，2013)。另，寄生蜂毒液

蛋白也可来源于已有非毒液基因的直接利用。如，钙网蛋苣／Calreticulin是高度保守的看家

基因，在寄生蜂的各个组织均有表达，但也被招募至毒液中，并在多个寄生蜂毒液中均被

检测到(Wang etal．，2013；Zhang elal．，2006)。此外，各个寄生蜂中还有很多特异性的毒液

基因，与所有已知的序列没有同源性。这些毒液基因可能来源于基因的deHOVO生成，但具

体的进化来源仍有待于进一步的分析。

3．4寄生蜂毒液进化与寄生策略的关系

寄生蜂种类丰富多样，占据多种生态位，具有复杂多变的寄生策略(Pennacchio&Strand

2006；Whitfield 1998)。寄生蜂毒液与其寄生策略的关系，由于数据的严重缺乏，几乎仍一

无所知。寄生蜂毒液蛋白＼肽组分成变化是否与其寄主的转换有关?是否和寄生的寄主时

期有关?寄主范围更广的寄生蜂毒液是否具有更多种类的毒液蛋白?在由外寄生向内寄

生转化过程中，寄生蜂毒液组成发生了怎样的变化?这些问题仍有待将来进一步研究解

答。

在内寄生蜂Pteromaluspuparum和外寄生蜂Ⅳvitripennis毒液的初步比较研究中发现，

P．puparum的毒液与Ⅳvitripenn西的毒液，而不是与其他已报道的内寄生蜂毒液，显示了更

多的序列相似，l生(Yan elal．，2016)。这一结果与内寄生蜂有不同独立起源的推测相一致，而

P．puparum r则是在金小蜂亚科中相对近期由外寄生向内寄生转化的物种(Yanelal．，2016)。

同时，内寄生蜂P．puparum较之外寄生蜂Ⅳ．vitripennis-与其他内寄生蜂共有了更多的毒液蛋

白种类。这些内寄生蜂所共有的毒液蛋白种类可能与内寄生化相关。

4寄生蜂毒液蛋白的应用研究进展

寄生蜂物种多样性，远远超过其他带毒节肢动物，且毒液组成丰富，功能与作用靶标

多变(Choi etal．，2004)。此外，寄生蜂毒液蛋白在一般情况下不注入特异寄主之外的生物，

更不蛰刺人畜。其节肢动物寄主与高等动物存在明显的差异，所以寄生蜂毒液蛋白是更绿

色安全的杀虫蛋白候选资源。这些寄生蜂毒液活性蛋白可作为候选的杀虫基因导入昆虫病

原物或作物中，以增加昆虫病原物的杀虫效果或使作物获得抗虫性。同时，也不排除部分

寄生蜂毒液蛋白可通过保守的生物机制影响到人体反应，从而用于新型药物合成开发的可
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能。如，Danneels等发现Nasonia毒液可以抑制HEK293细胞的NF—rd3通路(Danneels et aL，

2014)，Werren等发现Nasonia毒液可以调控人肾原代细胞的Sorbitol代谢途径

(unpublished)。

然而，相较于寄生蜂毒液蛋白的广阔应用前景，其相关应用研究却十分稀少，至今仅

有一些其他寄生蜂寄生因子的应用研究。如，Rodriguez—Andres等将毁侧沟茧蜂M demolitor

寄生因子PDV中的Egfl．0蛋白转入塞姆利基森林病毒SemlikiForestvirus中，可以显著增强

其对埃及伊蚊Aedes aegypti的致死效果(Rodriguez-Andres et aL，2012)。Maiti等将红足侧沟

茧蜂Microplitis croceipes的畸形细胞分泌蛋f刍TSPl4转入烟草，可使烟草获得对烟芽夜蛾

Heliothis virescens和烟草天蛾Manduca sexta的抗性(Maiti et aL，2003)。寄生蜂毒液应用研

究稀少，部分也由于寄生蜂毒液组分功能等基础研究的进展缓慢。

5寄生蜂毒液的研究方法进展及前景

已有的寄生蜂毒液蛋白研究多采用基于活性追踪的分离鉴定或试探性表达验证的策

略。对于已知的全毒液功能，基于活性追踪的分离鉴定策略可追踪其功能活性，并进行分

离纯化，最终鉴定其中活性组分。该研究策略清晰直接，菜粉蝶微红绒茧蜂C．rubecula毒

液中的Vn50(Asgari et a1．，2003)、波氏匙胸瘿蜂L．boulardi毒液中的RhoGAP(Ras

homologous GTPase Activating Protein)(Labrosse et aL，2005)、菜粉蝶徽红绒茧蜂C rubecula

毒液中的Vnl。5(Asgari et aL，2003)、阿尔蚜茧蜂A．ervi毒液的丫一glutamyl transpeptidase、寮

黑瘤姬蜂P．hypochondriaca毒液中的Pimplin(Parkinson et aL，2002)和VPr3(Dani&Richards

2009；Richards&Dani2008)等等均采用该研究策略。但该策略也有明显的局限性，其主要

受限于寄生蜂个体大多较小，且无法像蜜蜂一样用电击法等进行体外取毒，而复杂的毒液

组成更加大了分离鉴定的难度(deGraafetal．，2010；Wu etaL，2008)。

另一个研究策略是试探性表达验证，该策略往往通过序列同源性信患，预测毒液蛋白

的功能，再进行表达验证。波氏匙胸瘿蜂L．boulardi毒液中的Serpin(Colinet et aL，2009)，

菜粉蝶徽红绒茧蜂C．rubecula和蝶蛹金小蜂毒液中的钙网蛋白Calreticulin(Wang et aL，

2013；Zhang etaL，2006)、寮黑瘤姬蜂P．hypochondriaca毒液中的蛋白组分VPrl(Richards et

aL，2011)等，均采用尝试性表达验证。该策略也有其明显的试错性和一定的盲目性。寄生

蜂毒液具有丰富的多样性，即使同样寄生果蝇的近缘寄生蜂L．boulardi和L．heterotoma，其

毒液组分和作用机理也存有显著差异(Colinet et aL，2013；Schlenke et aL，2007)。这直接造
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成了不同寄生蜂毒液研究之间难以相互借鉴。另，寄生蜂中多各自具有特异性的毒液蛋白，

同源序列比对往往无法预测这些毒液蛋白的功日L(de Graafet a1．，2010)。

近期，RNA干扰开始应用于寄生蜂毒液基因的研究，并已在Nasonia中也取得了一定进

展。RNAi实验表明， Nasonia毒液中的Calreticulin和Chitinase分别在调控寄主黑化和几丁

质代谢中具有潜在功青E(Martinson etal．，2015；Siebert etal．，2015)。但由于RNA干扰存在脱

靶效应，且毒液蛋白具有冗余性，该技术也存在明显的缺陷和局限性。综上，寄生蜂毒液

的研究仍有待引入新的研究方法。

随着生物领域的蓬勃发展，研究技术的不断革新，生命科学研究也将进入一个全新的

高速发展阶段。寄生蜂毒液研究的发展也将在以下几个方面得到受益。

1)组学技术的进步和普及。随着转录组、蛋白组的应用和普及，给寄生蜂毒液研究

提供了部分之前无法获得的背景信息(dos Santos et a1．，2010；Pinto et a1．，2012；Yuan et aL，

2007)。随着基因组价格的降低和技术的不断进步，尤其是第三代测序技术的应用，将带

动寄生蜂基因组测序和重测序的普及，进一步丰富寄生蜂毒液的背景信，电,(Sanggaard etal．，

2014；Werrenetal．，2010)。同样，转录组、蛋白质组技术的不断进步，尤其是de nOVO蛋白

质谱技术的发展(Seidler et a1．，2010)，也将大大加快对寄生蜂毒液蛋白鉴定的步伐，加深

人们对寄生蜂毒液的理解。

2)基因工程技术的应用与完善。ZFN(zinc—fingernucleases)、TALEN(transcription

activator—like effector nucleases)、CRISPR(clustered regulatory interspaced short palindromic

repeat)等基因编辑技术的发展，一方面使毒液基因敲除、敲入、沉默、过表达等成为可

能，将大大加快毒液蛋白功能的研究；另一方面，使毒液基因结合转基因技术的应用更为

便捷，可转入的选择对象也更为丰’～(Gaj etal．，2013)，使寄生蜂毒液的研究和应用更为便

捷。尤其是CRISPR技术，具有高效的可操作性和广泛的适应性，已被成功用于哺乳动物、

农作物、昆虫、线虫、酵母等多种生物的基因编辑(Pennisi2013)，并也已在Nasonia中获得

初步的成功，其在毒液蛋白的研究及应用领域，也将表现出巨大的潜力。

3)高通量筛选等技术的发展和应用。高通量筛选技术的建立，可以从多种候选毒液

中快速筛选到含有所需有效组分的毒液，并进一步从该毒液中分离到所需的活性组分

(Vetter etal．，2011)。另，毒液蛋白高通量合成和表达技术、高通量结构解析技术等的发展，

也将大大加快节肢动物毒液蛋白功能与结构的研究。

4)微流控技术(Microfluidics)能大大减少对样本量的需求，可适用于蛋白合成／表达、

酶活分析、细胞分析、微量蛋白质组、单细胞转录组／基因组测序等多个研究领域(Du etal．，
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2016；Juang&Chang 2016；Revere el aL，2016；Zhang et aL，2016)，在生命科学研究中有着

广阔的发展前景和巨大的应用潜力，并尤其适用于寄生蜂毒液量少的特性。

6结束语

寄生蜂种类繁多，毒液蛋白／肽组成丰富，作用靶标多样，且相较于其他节肢动物毒液

对脊椎动物更安全无害，是发掘新型杀虫基因的资源宝库。寄生蜂毒液基因有望作为候选

的杀虫基因用于抗虫转基因作物的培养和昆虫病原物的改造等，以减少农药的使用。然而，

相较于其丰富的多样性和广阔的应用前景，寄生蜂毒液蛋白的研究不论从组成、功能还是

进化来看，都十分有限，应用方面的研究则更少。

随着对寄生蜂毒液的关注度不断增加，对其认识的不断加深，研究技术的不断发展，

寄生蜂毒液的组分鉴定和功能研究将不断加快，其进化关系也将得更详尽的解析。未来，

我们相信越来越多的寄生蜂毒液蛋白将在农业甚至医学领域被开发利用，造福人类。
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第二章蝶蛹金小蜂基因组测序及分析

丽蝇蛹集金小蜂Ⅳvitripennis是模式寄生蜂，也是第一个基因组被测序的寄生蜂

(Werren etaL，2010)。Nasonia基因组的测序开启了寄生蜂研究的后基因组时代。近年来，

随着基因组测序价格的不断下降，越来越多物种的基因组得到了测序。蝶蛹金小蜂

Pteromalus puparum和丽蝇蛹集金小蜂同属Pteromalinae 科。但与丽蝇蛹集金小蜂Ⅳ

vitripenn西(外寄生蜂)明显不同的是，蝶蛹金小蜂为内寄生蜂，并且一个是相对近期从

外寄生向内寄生进化的事件(YanetaL，2016)。为了获得更完善的信息背景，用以深入的毒

液功能和进化的研究，我们对蝶蛹金小蜂基因组进行了测序和拼接。同时，该基因组信息

也将为研究内外寄生蜂遗传差异提供优秀的比较系统，尤其为研究外寄生向内寄生进化时

的毒液改变提供必要的背景信息。

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂为实验室长期继代饲养，所用寄主为室内饲养的菜粉蝶蛹期(Cai gt a1．，

2004；Zhang etal．，2005)。饲养条件为25。C，光周期为L：D=14：lOh。当雌蜂羽化后，

收集于子弹头玻璃瓶中，取食20％的蜂蜜水以供营养。

1．2 DNA的制备

DNA制备均采用蝶蛹金小蜂的白蛹期。对于小片段文库的构建，单头蝶蛹金小蜂白蛹

解剖去除肠道后，再采用QIAamp DNA Micro Kit试剂盒提取。对于大片段插入文库，来自

同一寄主的寄生蜂白蛹经洗涤后，采用QIAGEN Blood&Cell Culture DNA Kit试剂盒提取

DNA。

1．3全基因shotgun测序

蝶蛹金小蜂基因组DNA的测序采用了Hiseq并VPacBio组合的策略。插入片段长度分别为
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500 bp、2 kb、5kb、10kb和15kb的5个测序文库被构建，并采HiSeq 2000测序平台分别

产生83×、38×、33×和32×的数据。同时，利用PacBio P6一C4 chemistry试剂在PacBio RSII

测序仪上测序产生5．72 Gb、约为18×测序深度的PacBio数据。所得PacBio数据的平均读

长为2．8 kb。最后，共计测序产生77．23 Gb的数据，241．22×的测序深度。

1．4测序数据过滤

测序数据是经过了DNA提取、建库、测序多个步骤之后产生的，为了避免这些步骤

中产生的无效数据对后续信息分析带来的影响， 采用FastQC

(http：llwww．bioinformatics．bbsrc．ae．uk／projects／fastqc／)和NGS Qc Toolkit(Patel&Jain

2012)软件对上述无效数据进行过滤，以确保分析的正常进行。过滤标准主要有：1)过滤

掉含有接头序列的reads：2)截掉reads头部和尾部低质量、不稳定碱基；3)当单端测

序read中含有的N的含量超过该条read长度比例的10％时，需要去除此对双末端

reads；4、由于PCR扩增等原因，需过滤重复的reads；5)当单端测序read中含有的低

质量(<=5)碱基数超过该条read长度比例50％时，需要去除此对双末端reads；6)大片

段数据首尾10．20bp的碱基质量较低， 根据具体情况将头部20bp和尾部30bp截掉，

得到Clean reads。

1．5基因组组装拼接

首先利用短片段插入文库的测序数据，采用SOAPdenove软件进行拼接(Luo et a1．，

2012)。然后，采用SSPACE软件(Boetzeretal，2011)，利repaired．end信息拼接得到scaffold，

并采用GapCloser软件进行局部组装填充未解析的空隙。另外，还利用PacBio的长读长片段，

采PBJelly软件延伸scaffolds的长度(English et a1．，2012)。GC分布的计算采用500 bp的窗

口和250bp的步长。短片段插入文库的reads比对回拼接的基因组序列，进而计算全基因组

的测序覆盖深度。

1．6重复序列注释

采用de rlOYO预测和同源比对的方法，分别在DNA和蛋白水平，对蝶蛹金小蜂重复序列

和转座子Transposable Elements(TEs)序列进行了预测。首先，采RepeatModeler软件从头
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构建了蝶蛹金小蜂重复序列的数据库，并利用该自建的数据库，以及已知的Rebase(Roberts

et a1．，2015)(http：／／www．girinst．org／repbase)和Mips—REdat(M1PS Repeat Element Database)

数据库，采用RepeatMasker软件对重复序列进行预测(Tempel 2012)。同时，我们采用软件

RepeatProteinMask(http：／／www．repeatmasker．org)利用WU—BLASTX比对TE蛋白数据，以

鉴定重复序列相关的蛋白。另，也采用了软件TRF(TandemRepeats Finder)对重复序列进行

注释(Benson 1999)。对于SSR序列，我们采用MicroSAtellite(MISA)软件

(http：／／pgrc．ipk—gatersleben．de／misa／misa．html)进行鉴定。

1．7基因结构预测

采用结合denOVO预测、同源比对和RNA测序信息的方法，我们对蝶蛹金小蜂基因组中

的基因结构进行了预测。对于de nOVO预测，屏蔽重复序列后，分别采用了Augustus(Stanke

&Waack 2003)、SNAP(http：／&omepage．mac．com／iankorf)和Geneid(Blanco et aL，2007)

进行预测。对于同源比对预测，采用了来自A．mellifera、Anopheles gambiae、Drosophia

melanogaster、N．viWipermis和Tribolium castaneum 5个物种的蛋白序列，先通过tblasm

(e-value<le．5)比对至蝶蛹金小蜂基因组，再采用GeneWise软件(Bimey&Durbin 2000)

进行更精确的比对预测。基于I酬A测序数据的预测，则采用TopHatG对回基因组序列，再

利用Cuffiinks进行拼装(Ghosh&Chan 2016；Pollier et a1．，2013)。最后的基因集合采用

EVidenceModeler(EVM)软件产生(Haas et a1．，2008)。最后，所有预测的基因比对至

TransposonPSI数据库(http：／／transposonpsi．sourceforge．neff)，以去除含有的转座原件的基因。

1．8基因功能预测

对于预测的基因，翻译为蛋白序列， Nblastp(E—value≤le一5)分别比对至SwissProt

TrEMBL数据库(UniProt 20 1 0)。KEGG pathway信患注释采NKAAS(Kanehisa&Goto

2000；Moriya et a1．，2007)。结构域注释采用InterProScan(Version 5．2-45．0)(Zdobnov&

Apweiler 2001)，分别比对ProDom、PRINTS、Pfam、SMRT、PANTHER和PROSITE等数

据库。GO(Gene Ontology)注释则利用InterPro信息进行调取(Hunteretal．，2009)。
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1．9非编码RNA注释

rRNA，snRNA和miRNA的注释采用INFERNAL软件比对至Rfam数据库(Release

11．0)(Nawrocki&Eddy 2013)。同时，基于隐马科夫链模型，rRNAffg基(如5．8S和18S

等)也采RNAmmer软件进行预测(Lagesen el a1．，2007)。tRNA采)羽tRNAscan—SE软件进

行预测(Lowe&Eddy 1997)。

1．10基因家族聚类

所有下载的基因首先通过过滤，去除提前终止或不完整的基因，并去除线粒体基因，

最终采用最长的可变剪接体用于后续的分析。序列经过过滤过，采)瞩blastp(e．value<le。5)

进行两两比对。最后，基于blastp的结果，采OrthoMCL进行基因家族聚类(Li etal．，2003)。

1．11进化树构建

基于OrthoMCL结果，提取所有的单拷贝基因。蛋白序列采)羽Mafft软件进行比对(Katoh

&Standley 2013)，然后利用pal2nal翻译[NCDS比对(Suyama et a1．，2006)。较差的CDS比对

区域采用Gblocks去除(Castresana2000)。进化树构建采用RaxML(8．0．19)软件(Stamatakis

2006)，所用参数为最大似然法(maximum likelihood)及GTRGAMMA替换模型。

1．12分化时间估计

基于所有单拷贝基因的四重简并位点，分化时间采用PAML中的MCMCTree软件进行

估计，所用的参数clock=2，RootAge=<10，model=7，BDparas=1 1 0，kappa_gamma

=6 2，alpha_gamma=1 l(Yang 2007)。其中，用于校准的的化石分化时间证据来自TimeTree

database(http：／／www．timetree．or90，分别为C．solmsi marchali与丁castaneum分歧时间为

3 10．7-378 Mya、A．gambiae与P xylostella分歧时间为1 99—344．7 Mya、A．mellifera与C．

floridanus分化时间为138．8—163．5 Mya。
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2结果与分析

2．1基因组测序及拼接

蝶蛹金小蜂基因组采用全基因组鸟枪法(WGS)策略，首先在IlluminaHiseq2000上

对不同片段插入文库进行了双末端(Paired．End)测序，随后我们进行了较为严苛的数据

过滤(表2．1)。原始下机数据约71．51G，过滤后剩余CleanData约45．71G数据用于后

续分析。另，利用第三代测序技术，进行PacBio测序，获得原始测序数据5．72 G(表2．2)，

以用于升级二代测序的组装结果。

采用了二代结合三代的测序拼接策略，最终获得拼接基因组大小338．1 Mb，Scaffold

N50为1．16 Mb，ContigN50为38．7 Kb，(表2．3)。

表2．1 二代测序数据量统计

Table 2。1 Statistics of Illumina sequence data

表2．2三代测序数据量统计

Table 2．2 Statistics of PacBio sequence data

：：：羔：：：i避：：：鲨：鲨：：箜竺：兰
PacBio 20，000 2，762．1 8 5．72 2．07 1 7．88 42．20

表2．3蝶蛹金小蜂基因组组装统计

Table 2．3 Statistics ofP．puparum genome assembly
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2．5重复序列识别

在基因组中存在着大量的重复序列。其中，简单重复序梦](Simple Sequence Repeat，

ssRl在真核生物基因组中广泛存在，一般是以1-6bp组成较低程度的重复序列，主要以

2．3个核苷酸为重复单位如(GA)n、(AC)n和(GAA)n等。MISA[8]软件能识别出序列中

的微卫星和复合微卫星及其所在位点。采用该软件分析基因组中SSR序列，显示蝶蛹金

小蜂基因组中SSR序列有207，930个。另，对其他的重复序列，同时采用同源对比和出

HOVO预测的方式对基因组的重复序列进行注释，结果显示蝶蛹金小蜂基因组中含有

41．40％的重复序列。详细分类统计结果见表2．4—2．7。

表2．4 SSR分布统计

Table 2．4 S切tistics of SSR distribution

Number／Size

Total examined sequences

Total identined SSR

Compound format

Sequences contain SSR

Sequences contain SSR(>1)

3,446／338，104，454bp

207，894

35，776。

1，543

1，369

表2．5 SSR分类统计

Table 2．5 Statistics of SSR classification

13卫! 墅旦堑．!堡!f!!l!旦璺!望坚旦!垒!!)——一 塑望墅!垒!!
pl 1(>=10) 67，479

p2 2r>=6)83．139

p3 3(>=5) 19，126

p4 4(>25) 2，063

p5 5(>=5) 193

p6 6(>=51 90

p7 7(>--5) 28
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表2．6重复序列的基本统计结果

Table 2．6 Statistics ofrepeat sequences

耐pe Repeat Size(bp) ％of genome

Trf 1 0，628，803 3．14

RepeatProteinMask 53，405，364 1 5．80

RepeatMasker(Repbase) 66，75 1，708 1 9．74

De rlOVO(RepeatModeler) 1 12，08 1，444 33．1 5

Total 1 37．826，833 40．76

表2．7重复序列分类统计

Table 2．7 Statistics of repeat sequence classification

Repbase TEs TE proteins RepeatModeler Combined TEs

Type Len}gth ％in Len【gth ％in LenIgth ％in Length ％in

i垒巳) g!坠壁坐! f垒卫2 g!坠壁坐! i堕巳2 g篁旦里堡! !垒P2 g!望壁坐!

DNA 18，800，790 5．56 13，563，349 4．01 19，357，085 5．73 31，682，914 9．37

LINE 20．079，614 5．94 19，488，503 5．76 23，560，680 6．97 29，549，823 8．74

IJR 24．224，517 7．16 17，817,908 5．27 27，669，151 8．18 38，674，494 11．44

SINE 90，l 66 0．03 0 0．OO l66，592 0．05 278，486 0．08

Other 5,400，349 1．60 2，697，216 0．80 6，417，342 1．90 19，964，182 5．90

Unknown 77l，011 Or23 O 0．00 35，623，672 10．54 22，818，978 6．75

Total 66，75l，708 19．74 53，405，364 15．80 112，08l，444 33．15 137，826，833 40．76

2．6基因结构及功能注释

分别采用沈l'lOVO预测、同源比对和RNA测序结果预测等三种方法，对蝶蛹金小蜂基

因组中的基因结构进行预测。最终，在蝶蛹金小蜂基因组中共预测出基因14，946个，平

均转录本长度为9332．16 bp， 平均CDS长度为1446．29 bp，每个基因中含有exon平

均个数为5．98，平均exon长度为241．94bp，平均intron长度为1,584．19 bp(表2．8)。

将预测出的基因分别比对Swissprot、Trembl、 KEGG等数据库，得到其功能注释。

其中，10038个基因在Swissprot数据库中得到比对注释，13526个基因在Trembl数据库中得

到比对注释，5797具有KEGG注释结果，8377个基因具有GO注释结果，10927个基因具有

InterProscan的注释结果。总计13571个基因有至少一个功能注释结果，占全部预测基因的

90．80％(表2．9)。
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表2．8蝶蛹金小蜂基因组与其它物种基因集比较

Table 2．8 Comparison of annotated gene sets between P．puparum mad other insects

Specie nTu劬ota。l，。瓮蒿。A酱警e乞嚣。A：篙。盒：：鬻。
竺!g!翌! 生呈型塾l垒P! !!翌g!坠i坠巳2 P竺!g竺! !!坚g!垒l垒P2 1竺翌型坠i坠P2一Pter—omalus pup—arum——一—j兰生竺．!：!!!：堑一一!!兰!!：!!一⋯⋯i：!曼⋯⋯一一!!!：!!!：!!兰：!!

Apis mellifera

Anopheles gambiae

Drosophia melanogaster

Nasonia vitripennis

嬲olium castaneum

15．314

12．806

13．892

17，083

16，524

7,616．47

5．481．96

5．957．76

6．950．65

5，285．18

1．775．73

1．606．46

2．203．52

1．415．72

1．350．74

5．32

4．05

3．90

5．32

4．34

237．82

396．31

404．77

266．26

311．14

1．290．27

1．269．17

1．104．90

1．282．08

1．177．53

表2．9基因功能注释统计

Table 2．9 Statistics of gene functional annotation

2．7非编码RNA注释

通过与已知非编码RNA}=L对，在蝶蛹金小蜂基因组共注释得到得到miRNA204个，

rRNA 140个， snRNA 52个以及20个snoRNA。另，通过tRNAscan．SE预测蝶蛹金小

蜂基因组中的tRNA，获得tRNA共528个。

2．8进化相关分析

基因家族是由来自一个祖先基因的一组基因组成。基因家族的鉴定，是进化分析中

很重要的一个方面。通过同源基因的聚类及基因家族的鉴定分析，可以得到单拷贝基因家

族和多拷贝基因家族。还可以得到物种特有的基因和家族，它们可能和物种的特异性表型
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有关。我们将包括蝶蛹金小蜂在内13个物种的基因用来构建基因家族聚类(N2．1)。

N2．1蝶蛹金小蜂与其它物种同源基因数目统计

Figure 2．1 Homology gene numbers in P．pupaum and other insects．

其中，共鉴定13个物种间保守的单拷贝基因1421个。基于这1421个单拷贝基因，构建

物种进化关系。结果表明尸pupat·um-9N．vitripennis亲． 关系最近，其次为C．solmsi．marchali

(N2．2)。进而，基于此进化关系，推测物种间的物种分化时间。尸puparum-9N．vitripennis

的分化时间约为30．0719 Mya(16．8—68，8)，尸puparum-9C．solmsi marchali的分化时间为

137．3169(92—205．9)Mya(图2．3)。
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O．0 0．25 0 5 0 75 1．0 1．2,5 1．5 1 7fi

图2．2蝶蛹金小蜂与其它物种系统发育树

Figure 2．2 Phylogenetic tree ofP．puparum

i■一i。”，一—。a”

图2。3分化时间估算图

Figure 2．3 Estimation of divergent time between species

节点上数值代表距今的分化时间(单位为百万年Million years ago，Mya)；标记为红色的

节点为已知化石时间：C solmsi．marchali与f castaneum分歧时间为310．7．378 Mya、A
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gambiae-与P．砂如s胞妇分歧时间为199—344．7 Mya、A．mellifera-与C．∥D，j妇胛螂分化时间为

138．8-1 63．5 Mya

3讨论

蝶蛹金小蜂基因组较小，且雄蜂为单倍体，杂合度低。采用二代结合三代测序的方法，

我们最终取得了较理想的拼接结果。基因组信息的获得将有助于今后研究蝶蛹金小蜂免

疫、发育、神经、代谢等多个生理过程。在此基础上，可对蝶蛹金小蜂进行改造，使其更

好地发挥生防作用。基因组信息也将加速蝶蛹金小蜂中杀虫基因的鉴定，进而服务于杀虫

微生物的改造和抗虫作物的培育。

在本论文中，这些信息尤其为进一步分析其毒液蛋白功能及进化提供了坚实的基础。
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第三章蝶蛹金小蜂毒液蛋白组成分析

毒液是重要的基因资源宝库，来自鸡心螺(Lewis et a1．，2012)、蛇(Koh et a1．，

2006)、蝎-T-(Rodriguez de la Vega et a1．，20LO)、蜘蛛(King&Hardy 2013；Sanggaard

et a1．，2014)和蜜蜂(Peiren et a1．，2005)等的毒液因而受到了广泛的关注和大量研

究。寄生蜂据估计有60万余种，占膜翅目的75％，多样性远胜于以上所有提及的

带毒动物(Heraty2009)。寄生蜂毒液可能是被低估的重要基因资源宝库，相对于

寄生蜂丰富的多样性，其毒液组成的研究仍十分匮乏。而蝶蛹金小蜂与模式外寄

生蜂丽蝇蛹集金小蜂同属Pteromalinae亚科，是相对近期由外寄生蜂进化而来的

内寄生蜂(3(an etal．，2016)。因而，蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂是较好比较研究

外寄生蜂向内寄生蜂转化时毒液转变的系统。采用转录组和蛋白质组结合的方

法，我们对蝶蛹金小蜂的毒液蛋白组成进行了鉴定，为今后蝶蛹金小蜂毒液的功

能及进化研究奠定了前期基础。

1材料与方法

1．1供试昆虫

蝶蛹金小蜂饲养同第二章1．1。丽蝇蛹集金小蜂与蝶蛹金小蜂饲养方法类似，

不同的是丽蝇蛹集金小蜂采用的寄主为家蝇。

1．2毒腺解剖和RNA提取

取羽化后0—7天且交配后的蝶蛹金小蜂雌蜂，置于70。C冰箱5分钟麻痹冻晕，

而后在体视镜下解剖。所有溶液为含1 uniffgl RNAase inhibitor(TOYOBO，Osaka，

Japanl的Ringer’S saline(KCl 1 82 mM；NaCI 46 mM；CaCl2 3 mM；Tris-HCl 10

ms)。毒腺和去除毒器官的雌蜂残体分别收集至Trizol试剂(Invitrogen)中。总

RNA提取参照Trizol试剂说明书。
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1．3 cDNA文库构建及测序

cDNA文库的构建及测序均委托深圳华大公司完成。提取的RNA采用

Sera．mag Magnetic Oligo(dT)beads(111umina)试剂盒纯化后，用N6引物进行反转

录。随后，合成第二条eDNA链、连接接头并PCR扩增后采用QIAquick Gel

extraction Kit(Qiagen，Germany)进行纯化。雌蜂全虫 cDNA文库采用Illumina

Hiseq 2000进行双端100 bp测序。毒腺和残体 cDNA文则采用1G Illumina

Genome Analyzer进行双端75 bp测序。

1．4转录组数据分析

转录组原始数据过滤后采用Trinity v2013．02．16进行拼接(Grabherr el a1．，

20111，并采用blastx(e—value<le。5)比对NCBl 111"数据库(2013年3月)对unigene

进行注释。表达量则采用软件eXpress v1．3．3进行估计(Robe,s＆Pachter 2013；

Robe,s et a1．。2011)。毒腺和残体间的差异表达分析利用DEGSeq v1．2．2进行分析

(Wang et a1．，2010)，其中p值采Benjamini&Hochberg'法行校正。矫正后的

P—value<0．001，l092(FPKM_VG／FPKM_Carcass)>1且FPKM—VG(Venom

glandl>10用于定义在毒腺中差异表达的unigene。信号肽采用软件SignalP 4．1进

行预澳1](Petersen et a1．，2011)。候选的毒液unigeneJ茳_--在NCBIt通blastx手_Y__

比对，并根据其比对结果和结构域信息，将其分类为酶、蛋白酶抑制剂、识别结

合蛋白、其他和未知蛋白。

1．5毒液蛋白相似性比较分析

对于相似性分析，蝶蛹金小蜂、丽蝇蛹集金小蜂及其他内寄生蜂毒液采用

blastp进行比对。其他内寄生蜂毒液数据库由手工采集生成，数据来源包括L

boulardi(Goeck怂,et a1．，2013)、L．heterotoma、A．ervi(Colinet el a1．．2014)、M．

demolitor(Burke＆Strand 201训、 Microctonus sp．(Crawford et a1．，2008)和C

inanitus(Vincent et a1．， 201缈。 核苷酸序列采用OrfPredietor

fhttp：／／proteofflics．ysu．edu／tools／OrfPredictor．html)翻译成氨基酸序列。其中，其他

内寄生蜂毒液数据库中的序列进一步通过CD—HIT

1≮
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(http：／／weizhong—lab．ucsd．edu／cdhitsuite／cgi—bin／index．cgi?cmd=cd-hit)去除冗余序

列，序列一致性阈值设为0．5。多序列比对采用MUSCLE v3．8(Edgar2004)，进化

树构建采用MEGA5中的最大似然法(Tamura etal．，2011)。

1．6毒液蛋白的提取

取羽化后0．7天且交配后的蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂雌蜂，置于一70 oC

冰箱5分钟麻痹冻晕，而后分别在体视镜下解剖。所有溶液为含Ringer’S saline溶

液(KCl 182 mM；NaCl 46 mM；CaCl2 3 mM；"Iris．HCI 10 mM，1 mM

phenylmethanesulfonyl fluoride)。毒囊清洗数次后转移至eppendorf管，16000 g 4。C

离心1分钟，上清采用0．22 gm Millipore过滤管过滤后，储存于一70。C备用。毒液

蛋白浓度采用Bradford法定量。

1．7 LC．MS／MS蛋白质谱鉴定

将100 pg蝶蛹金小蜂毒液蛋白冻干重溶于20 pl重溶溶液中(7 M urea，2 M

thiourea，4％CHAPS，0．5％Triton X一100，65 mM DTT,0．5％Bio—Lyre，and 0．001％

bromophenol blue)，随后进行12％SDS．PAGE跑胶并Coomassie Brilliant Blue

R-250(Bio—Rad，USA)染色。根据分子量大小，将蛋白胶切割成2l条。每一胶条

均采用胰酶酶解并进行1DLC—LTQ．Velos(Thermo Finnigan，San Jose，CA)质谱分

析。样本先采f羽Zorbax 300 SB—C18(Agilent Technologies，Wihnington，DE)柱子进

行脱盐，尔后，采用分离柱RP—C18 column(150 lJ m i．d．，150 mm length)(Column

technologyInc．，Fremont，CA)进行分离。溶液A为0．1％甲酸，溶液B为84％L腈含

O．1％甲酸。分离梯度为1h内从4％的溶液B升至50％的溶液B。每次全扫描收集肽

或其片段的荷质比20次。质谱数据采用Sequest算法搜索蝶蛹金小蜂转录组数据

库(Eng et a1．，1994)。参数Carbamidomethyl of cysteine设置fixed，oxidation of

methionine设置为variable modifications。Delta CN(≥0．1 1和cross—correlation

scores(Xcorr,one charge≥1．9，two charges≥2．2，three charges≥3．75)用于

过滤肽段鉴定。该部分工作委托由上海中科新生命完成。
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1．8定量qPCR

cDNA模板采用TransScript one-step gDNA Removal and cDNA Synthesis

SuperMix(TransGen，China)试剂盒进行合成。引物经Primer 3软件设计并在上海

生工合成。所有引物序列在表3．1中列出。PCR反应在ABl7500 Real Time PCR

system(Applied Biosystems，Foster City,CA)中进行，所用试剂为SsoFast EvaGreen

Supermix with Low Rox(Bio—Rad，USA)，程序运行条件如下：95。C激活30秒，95。C

复性5秒，60。C退火34秒，后两个步骤重复40个循环。相对表达量计算采用2_△

^cT方法(Livak&Schmittgen 2001)，所用内参为18 S rRNA。采用Student检验进行

显著性分析，如p-values<0．05且l092(Expression ratio venom gland／carcass)>1则定

义该Unigene在毒腺中差异表达。

1．9 Westren blot

蝶蛹金小蜂毒液蛋白的制备如前所述。重组的毒液蛋白GOBP在pGEX一4T-2

中表达，其他均构建至pET-28a载体中表达。B．actin的一抗购自华安。毒液蛋白

及残体蛋白在12％SDS—PAGE分离，采用Mini．ProTEAN Tetra system 16 V转膜16h

至PVDF(polyvinylidene difluoride)膜。封闭漂洗后，PVDF膜分别与各毒液抗

体(根据抗体效价稀释500至2000倍)和actin抗体(稀释5000倍)孵育1 h。二

抗采用羊抗兔IgG—horseradish peroxidase(HRP)conjugate(Sigmae Aldrich，

Taufkirchen，Germany；稀释5000倍)。最后，PVDF膜采用ECL Westem Blotting

Substrate(Promega)显色，并于Chemi Doc-ItTM 600 Imaging System(uvP)拍照。

1．10数据上传

所有的转录组原始测序数据已上传至NCBI Sequence ReadArchive，编号为

SRP055738。转录组拼接结果已上传至GenBank，编号为GECT00000000。
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表3．1验证蝶蛹金小蜂毒液蛋白表达的实时定量PCR引物

Table 3．1．Primers used for Real—time PCR verification of putative venom proteins

from Pteromalus puparum
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2结果与分析

2．1蝶蛹金小蜂转录组的拼接及分析

为了获得蝶蛹金小蜂的转录组信息，雌蜂全虫、毒腺、雌蜂残体(去除毒液

器官后的雌虫)共三个cDNA文库被构建测序。原始的测序数据进行过滤后，采

用Trinity进行de rlovo转录组拼接(图3．1)。统计结果显示，拼接的转录组N50为

2226 bp，N80为825 bp(表3．2)。这里把来自的同一转录位点的冗余转录本中最长

的一条定义为unigene。最终，获得了39，738个unigene，共55，958转录本

(supplementary Figure S1)。其中，43．73％(17，379)的unigene在Ill"数据库通过blastx

(e．value<le．5)得到了注释。

毒液蛋白由毒腺细胞分泌转运到毒囊中，因而普遍认为其具有信号肽序列。

对于转录组中有完整N端(subject start position of the best hit alignment=1)的

unigene，将其翻译成氨基酸序列后采用SigualP进行预测。同时，这_-__unigene在

NCBI 11r数据库中的最佳比对序列也被获取用于信号肽预测。结果表明，两种预

测信号肽方法的结果一致性为99％(表3．3)。最后，所有的信号肽分析均采用其在

Ill"数据库中的最佳比对序列进行预测。最终，2714个unigenes被鉴定到含有信号

肽序列(图3．2A)。

表3．2蝶蛹金小蜂转录组拼装结果

Table 3．2．Overview ofPteromaluspuparum transcriptome

Number ofreads from VG

Number ofreads from Careass

Number ofreads from FA

Number ofassembled transcripts

Transcripts longer than N50

11le shortest length

ne longest length

N50

N80

N20

29，540，102

28，109，926

27，216，094

55958

8740

201 bp

15705 bp

2226bo

825 bp

4279bp

The cDNA library of FA was sequenced on Illumina Hiseq 2000 with paired—end reads of 1 00 bp．The cDNA

libraries ofVG and Carcass were sequenced on IG Illumina Genome Analyzer with paired—end reads of75 bp．VG：

Venom gland；Carcass：whole body offemale adult without venomapparatus；FA：whole body offemale adult
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表3．3两种信号肽预测方法的比较

Table 3．3 Comparison of two methods used for signal peptide analysis

型!!卫生!!卫!!竖!!巴i !；!! 型坚 ：! i! !!：!!丝
Method 1：signal peptide analysis using retrieved reference sequences；Method 2：signal peptide analysis using translated

proteins；Y：identified with signal peptides by the methods；N：identified without signal peptides by the methods

Unigene在毒腺及残体中的表达量则采用eXpress进行估计。为了控制假阳性率，

FPKM—VG(Venom gland)>l 0、l092(FPKM—VG／FPKM—Carcass)>1且corrected P-value<

0．001被用于定义在毒腺中差异表达的基因。采用这一19值，2355个unigenes被鉴定为在

毒腺中差异性表达(图3．2A)

RNAisOIation

Library construction and sequecing

。Transcriptome assembly and annotation⋯

[======斗-===]一一
Differential expression

analysis

Signal peptide

analysis

LC．MS，MS

————————————————-———’I

三三王三三
茁Proteomicdentiflcaflonl

图3．1结合转录组和蛋白组方法鉴定蝶蛹金小蜂毒液蛋白的路线示意图

Figure 3．1．Schematic representation of combined proteomic and transcriptomic analyses to

identify putative venom proteins in Ptel40malus puparum
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B

r]
L l-
2445

SignalP

Proteaseand

peptidases
54％

2112

DEGinVG

Unkaown

24％

o强ers
lO％

Protease

inhibiton

6％

Recognition
and binding

proteins

6％

图3．2蝶蛹金小蜂70个候选毒液蛋白的鉴定

Figure 3．2．Identification of 70 putative venom proteins from Ptel。omalus puparum．(A)

Venn diagram of putative venom proteins．The orange circle indicates unigenes which were

identified by proteomic approach，the purple circle indicates unigenes with signal peptides，and

the light green circle indicates unigenes which are differentially expressed in venom gland．(B)

The composition of venom proteins．DEG in VG：differentially expressed unigenes in venom

gland；SignalP：signal peptide

4

6n
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A

圈

55。‘一

40。。一

55‘。一

40 1。一

35。‘一

25‘。一

10—

55。。一

40‘。一

35‘。一

25‘。一

25。。一

Unigene Number

P．puparum N．vitripennis

Carcass Venom Carcass Venom

B—Actin

Calreticulin

Serine protease 22

Serine protease homolog 29

Venom protein U

孽鲎I}GOBP-like、_enom protein

Lipase·like venom protein

Serine protease 87

图3．3实时定量PCR和Western blot验证蝶蛹金小蜂毒液蛋白

Figure 3．3．Verification ofputative venom proteins by quantitative real-time PCR(qPCR)

and Western blotting．(A)qPCR verification of selected putative venomproteins．The genes and

primers used for these proteins are listed in Table S 1．(B)Western blotting of venom proteins

from P．puparum and N．vitripennis．13-Actin was used as housekeeping protein．The accession
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or unigene numbers ofthese venomproteins fire as follows．calreticulin(GenBank：ACZ681 13)，

serine protease 22(comp44498一c3)，serine protease homolog 29(comp44055一c7)，venom

protein U(comp22466_c0)；GOBP—like venom protein(comp39522一cO)，lipase-like venom

protein(comp28596_c0)，serine protease 87(comp43 143_c1)，GILT-like(comp3638430)．VA：

venom apparatus；Carcass：whole body of female adult without venom apparatus；GILT—like：

gamma．interferon—inducible lysosomal thiol reductase—like

2．2蝶蛹金小蜂毒液蛋白质组鉴定

毒液蛋白首先在12％SDS．PAGE胶上进行分离，结果表明蝶蛹金小蜂毒液蛋白的分子

大小从小于14 kDa一直到大于97 kDa均有分布。SDS．PAGE被切割成21条胶条，这些胶条

胶内酶解后采用LC—MS／MS方法进行蛋白质谱鉴定。蝶蛹金小蜂转录组根据blastx比对结果

翻译生成氨基酸数据库，被用于比对蛋白质谱数据。最终，630个unigenes通过该方法在

毒液中被鉴定到(图3．2A)。

2．3结合转录组及蛋白质组鉴定蝶蛹金小蜂毒液蛋白

为了鉴定可靠的毒液蛋白集合，数据的分析基于以下假设，即毒液蛋白应为在毒腺中

差异表达的分泌型蛋白(图3．1)。结合转录组和蛋白质组数据，70个unigene被鉴定为分

泌蛋白，且在毒腺中差异表达并被蛋白质组方法所检测到(图3．2A)。在本研究中，这70

个蛋白被定义为候选毒液蛋白用于后续分析。

这70个毒液蛋白根据序列和结构域信息可分类为四类。酶类(38个)，蛋白酶抑制剂

(4个)，识别与结合蛋白(4个)，其他(6个)和未知蛋白(17个)(图3．2C)。其中，

最丰富的类别为酶类，其中包括酯酶、脂酶、丝氨酸蛋白酶、金属蛋白酶等。第二大类则

为未知蛋白。

由于转录组和蛋白质组测序均未有样本重复，所以对其中34个候选毒液基因进一步采

用了qPCR验证， 对8个毒液蛋白进行了westemblotting验证。所有检测的34个毒液基因均

在毒腺中(相对残体)差异性表达(图3．3A)，所有8个蛋白也在毒液中被毒液蛋白抗体检测

确证(N3．3B)。这些结果表明本研究中所鉴定的毒液蛋白集合是相对可靠的。
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2．4蝶蛹金小蜂毒液蛋白与丽蝇蛹集金小蜂及其他内寄生蜂毒液蛋白的比较

分析

蝶泳金小蜂毒液蛋白与其他物种毒液或非毒液蛋白的比较，主要采用三种方法。首先，

我们采用blastx比对NCBI nr数据库。排除比对到自身的结果后，绝大部分(68 of 70)蝶蛹

金小蜂毒液蛋白比对到丽蝇蛹集金小蜂的序列(图3．6A，表3．4)。另有两个蝶蛹金小蜂毒液

分别比对到寄生蜂Chelonus inanitt姆的一个毒液蛋白和苜蓿切叶蜂Megachile rolzf，7data的一

个非毒液蛋白。

进而，我们采)羽blastp将蝶蛹金小蜂毒液蛋白分别与丽蝇蛹集金小蜂和其他内寄生蜂的

毒液进行比较(详见材料方法)。70个蝶蛹金小蜂毒液蛋白中，48个(68．6％)和46(65．7％)

与丽蝇蛹集金小蜂毒液比对到更高的e．value和bit值(e—value Wilcoxon matched signs rank

(WMSR)test，p=0．009，图3．4，bit scoreWMSR test，p=0．001，图3．5)。这一结果反映了蝶

蛹金小蜂与丽蝇蛹集金小蜂有更近的亲缘关系，而非与其他科或总科中的内寄生蜂亲缘关

系较近。这些内寄生蜂为￡．boulardi、L．heterotoma、A．ervi、M de，nolito，、Mif阳c幻刀z岱sp．

和C inanittts。
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图3．4蝶蛹金小蜂比对丽蝇蛹集金小蜂和其他内寄生毒液蛋白的一logl0(E—value)分布

Figure 3．4．Distribution of-logl0(E—value、ofP．puparum venom proteins best hit inⅣ

vitripennis and other endoparasitoid venoms．Red circles indicate venom proteins of P．puparum

which hit(e—value≤1 e-5 and bit score≥50)both to venom proteins fromⅣ．vitripennis and

other endoparasitoid and show higher similarities to venom proteins other endoparasitoids from

than N．vitripennis．NvVen：venom proteins from N．vitripennis．OEPVen：venom proteins from

other endoparasitoid wasps．

45

，一》z

o_兰c_∞心口|lo—心：一彤》．山一orao|-



·浙江大学博上学位论文 第_三章蝶蛹金小蜂毒液蛋白组成分析

o
o
晌
1●

o
o
o
1●

o
o
∞

o

O 1000

B托score of best h稚to 0EPVen

1 500

图3．5蝶蛹金小蜂比对丽蝇蛹集金小蜂和其他内寄生毒液蛋白的bit值分布

Figure S3．5．Distribution ofbit score ofP．puparum venom proteins best hit inⅣvitripennis

and other endoparasitoid venoms．Red circles indicate venom proteins ofP．puparum which hit

(e-value 1 1 e-5 and bit score2 50)both to venom proteins fromⅣ．vitripennis and other

endoparasitoid and show higher similarities to venom proteins other endoparasitoids from than

N．vitripennis．NvVen：venom proteins from N．vitripennis．OEPVen：venom proteins from other

endoparasitoid wasps

采取闽值e．value≤le．5E_bit score≥50(详见材料与方法)，毒液蛋白被分类定义

为共有或特有(图3．6B)。基于这一阈值标准，70个蝶蛹金小蜂毒液蛋白中，14个为蝶蛹

金小蜂特异，25个仅与丽蝇蛹集金小蜂毒液所共有，13个仅与其他内寄生蜂毒液所有共有，

18为3个毒液集合所共有。蝶蛹金小蜂较之丽蝇蛹集金小蜂与其他内寄生蜂共有更多的毒

液蛋白(13／70较之．3／79，双尾fisher extract检测，p=0．006)。这些仅为蝶蛹金小蜂和其他

内寄生毒液所共有的蛋白包括adenosine deaminase CECR I-like、protein lethal(2)essential

for life—like、disulfide—isomerase A3一like、 pancreatic triacylglycerol lipase-like、GILT—like和

co>，Z
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protein FAMl51A—like等。这些毒液蛋白可能在寄生蜂适应内寄生化中起到一定的作用。

另，25个来自蝶蛹金小蜂的毒液蛋白币'u22个来自丽蝇蛹集金小蜂的毒液蛋白，仅在被

蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液中共有。这些毒液蛋白可能为Pteromalinae'亚科所特有

的毒液蛋白。一些之前仅在丽蝇蛹集金小蜂毒液中报道过的特异蛋白，如毒液蛋白D、G、

J、L、O、U和Z等，也在蝶蛹金小蜂毒液中被鉴定到。184"、蝶蛹金小蜂毒液蛋白为三个毒

液集合昕共有，这些蛋白可能是寄生蜂毒液中的一些核心组分。它们包括venom allergen、

calreticulin、 serine protease、 acid phosphatase、 glucose dehydrogenase、

gamma—glutamyltranspeptidase

气

Nason面

ritr和ennh
66

PteromnIH～ B

．puparum 2

lfegachile

rotundata I

chelnHHs

inan#us l

NWen

PpVen

PVen

图3．6蝶蛹金小蜂毒液蛋白与丽蝇蛹集金小蜂和其他内寄生毒液蛋白的比较

Figure 3．6．Comparison of venom proteins from Pteromalus pupal’甜，”to Nasonia vitripennis

and other endoparasitoid venoms．(A)Species distribution of the top BLASTX hit in the nr

database for putative venom proteins from尸．puparum．(B)The similarity comparison among尸

puparum．Ⅳ．vitripennis and other endoparasitoid venoms by BLASTP with a cutoff e—value≤

l e-5 and bit score芝50．The green numbers indicate hits from尸．puparum venom，the red

numbers indicate hits from N．vitJ‘ipennis．and the blue numbers indicate hits from other

endoparasitoid venoms．As numbers of similar kind of proteins can be different in different

venom sets，the hits from different venoms Call be different in same category．PpVen：venom

proteins from P．puparzII'H．NvVen：venom proteins from N．vitl。ipennis．OEPVen：venom

proteins from other endoparasitoid wasps
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2．5蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白的抗体检测

结果显示，蝶蛹金小蜂毒液蛋calreticulin、GOBP—likevenomprotein、venomproteinU、

serine protease 22和serine protease homolog 29的抗体，也可以检测到丽蝇蛹集金小蜂中的

毒液蛋白(图4．3B)。这一结果表明，类似的毒液蛋白同时存在于蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金

小蜂毒液中，并具有一定的抗原相似性。同时，部分蝶蛹金小蜂毒液蛋白抗体却并不能检

测到丽蝇蛹集金小蜂的毒液蛋白。如GILT—like protein并未在丽蝇蛹集金小蜂毒液中被鉴

定到，因而也未能被蝶蛹金小蜂毒液蛋白GILT．1ike protein的抗体检测到。 但蝶蛹金小蜂

毒液蛋苣／lipase．1ike venom protein和serine protease 87的抗体也不能检测到丽蝇蛹集金小

蜂毒液中的蛋白。这可能由于蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白间的抗原特性差异引

起的，这些差异可能是序列的分歧或蛋白修饰的差异。

3讨论

利用高通量RNA测序技术，我们对蝶蛹金小蜂的转录组进行了拼接，并对其进行了差

异表达和信号肽的分析。同时，结合shotgun蛋白质组手段，我们最终鉴定了相对可靠的蝶

蛹金小蜂毒液蛋白集合。

在本研究中，我们假设蝶蛹金小蜂毒液蛋白是分泌型蛋白，且在毒腺中差异性表达。

然而，未在毒腺中差异性表达的基因也不能排除其为毒液基因的可能性，正如热激蛋

白、碱性磷酸酶等在寄生蜂毒液中普遍存在，却并不在毒腺差异性表达。在一些极端的例

子中，如波氏匙胸瘿蜂L．boulardi(Goecks et a1．，2013)中几乎所有的毒液蛋白均不在毒腺中

差异性表达。在蝶蛹金小蜂中，qPCR结果表明，大部分毒液蛋白似乎是在毒腺中差异表

达。另外，很多(116)unigene在毒腺中显著差异性高表达，但是却未被蛋白质组方法所

检测到。这些蛋白可能并未分泌至毒囊，仅在毒液器官自身维持中起作用。或者，这些蛋

白在蛋白质组检测中被遗落。这种情况在小肽的鉴定中十分常见，因为小肽难以被

SDS．PAGE所保留。

尽管采用了比较严苛的过滤标准，蝶蛹金小蜂的毒液组成仍比较复杂。而寄生蜂的毒

液也被认为较之社会性膜翅目毒液更为复杂(de Graaf et a1．，2010)。 这是因为寄生蜂为了

成功寄生，其毒液必需靶向寄主的免疫、发育、代谢甚至神经等多个系统(Asgari＆Rivers

2011：de Graafetal．，2010)。 而社会性膜翅目的毒液则主要用于捕食和防御。
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考虑到寄生蜂寄生因子(包括毒液、PDV和其他)的多样性和复杂性，寄生蜂可能是

一个被低估的基因资源宝库，可用于药物开发和抗虫基因的筛选(Danneels et a1．，2010；

Moreau&Guillot 2005)。当然，这必需基于更多寄生蜂毒液的组分、功能及其潜在应用的

大量深入研究。而本章中所鉴定的蝶蛹金小蜂毒液组分为今后解析其毒液蛋白功能及进化

奠定了前期基础。
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第四章蝶蛹金小蜂毒液Serpin剪接体的分析

昆虫病原物和寄生物在进化过程已衍化出丰富多样的策略用于逃避寄主的免疫(Celli

&Finlav 2002；Dillman el a1．，2012；Nielsen．LeRoux et a1．，2012)。为确保成功寄生，寄生蜂

常向寄主注入寄生因子如PDv或毒液蛋白等，以达到抑制寄主免疫系统的目的。其中以寄

生蜂对寄主黑化反应的抑制尤为重要，因为黑化反应是包囊的重要组成部分，能最终导致

寄生蜂卵的死亡(Asgari 2006；Poirie etal．，2009；Schmidt etal．，2001)。至今，已有少数寄生

蜂寄生因子蛋白被阐明可抑制寄主的黑化反应(Asgari et a1．，2003；Asgari et a1．，2003；Beck

&Strand 2007；Colinet et a1．．2011：Colinet et a1．，2009)。然而相对于寄生蜂的重要性和多样

性，对其寄生因子及其背后的作用机理仍所知甚少。蝶蛹金小蜂可寄生多种蝶类，其中包

括重要农业害虫菜青虫Pieris rapae(Cai et a1．，2004；Zhang et a1．，2005)。 在蝶蛹金小蜂中，

除毒液外未发现有其他寄生因子如PDV、VLP或畸形细胞等(Zhu et a1．，2008)。 毒液作为

蝶蛹金小蜂中主要的寄生因子，已被证明可调控寄主的发育和代谢(Zhu etal．，2009)，并能

抑制寄主的细胞免疫(Cai et a1．，2004；Fang et a1．，201 l；Zhang et a1．，2005)和体液免疫(Fang

et a1．。201 1：Fang et a1．，2010；Zhu et a1．，2015)。本章报道了蝶蛹金小蜂毒液中的一个Serpin

可变剪接体，能抑制寄主血淋巴Nppo激活反应，并能和寄主血浆中的蛋白酶形成复合体。

1材料与方法

1．1供试昆虫

同第二章1．1。

1．2毒液蛋白提取

同第三章1．6

1．3寄主血淋巴收集

寄主血淋巴于冰上收集自未被免疫诱导的菜青虫幼虫或蛹，并稀释四倍至抗凝剂
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(4mM sodium chloride，40 mM potassium chloride，8 mM EDTA，9．5 mM citric acid，27 mM

sodium citrate，5％sucrose，O．1％polyvinylpyrollidone，and 1．7 mM PIPES，pH 6．8)中。经

3000 g，4。CN心'10 min去除血细胞后，血淋巴保存至一80。C备用。

1．4 PO活性检测

15肚1稀释后的菜青虫血淋巴-与59l抑制剂(venom protein or saturated PTU)、5肛1激

活剂(0．1 gl g／,1 M．1uteus)混合。样品于震荡混匀器25。C孵育10 min后，添加800 gl底物

溶液(20 mM Dopa in PBS，pH=6．5)，并取200 I．tl置于96孔板中检测吸光值A470 20 min

(Vafioskan Flash multimode reader,Thermo Scientific，USA)。一个PO活性单位被定义为

0．001 AA470／min。另，为提高PO检测的通量，检测方法进一步被修改至384孔板中。10“1

稀释后的血浆与5 gl蛋白、5¨1激活剂(O．1 pg／gl M．1uteus)及5 pl底物溶液(50mM L—Dopa

in PBS，pH=7．51混合。混匀后，置于酶标仪Varioskan Flash multimode reader检测A470，

检测频率为每5分钟一次，共检N《2d,时。统计检验采用DataProcessingSystem(DPS)v 13．5

fTang&Zhang 2013)。两样本问比较采用Student T检验，多样本间比较采用ANOVA分析

后的Tukey多重比较检验。

1．5毒液蛋白分离

毒液蛋白被稀释至2 ml溶液A(25 mM Tris．HCl，pH=7．5)中，并被上样品至Bio SAX柱(5

gm，4．6× 50 nlm，Agilent，USA)，利用Biologic Duo—Flow high performance

chromatography system(Bio—rad，Germany)，采用溶液B(25 mM Tris-HCI，1 M NaCl，pH=7．5)

进行梯度洗脱。蛋白洗脱速率为0．5 ml／min，并在吸光值280 nm对蛋白进行监测。洗脱组

分采BioLogic BioFrac fraction collector按每管200 u1收集至Eppendorf深ffL板中，并用

Zeba spin desalting plate(Thermo Scientific，USA)进行脱盐。分离所得组分保存于一80。C备

用。

1．6分离蛋白的鉴定

为了鉴定毒液中抑制寄主PO活性的组分， 200 pl挑选混合后的组分采用FASP

(Filter-aided sample preparation)方法(Wisniewski et aL，2009)进行酶解。尔后，质谱鉴定采

)|羽Easy nLC HPLC system(Thermo Scientific，USA)及Q—Exactive(Thermo Finnigan，USA)。
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在本研究中，样本先被上样至Thermo scientific EASY column(59m，2cm×100I．tm，C18)，

然后在另--Thermo scientific EASY column(3 gm，75 pm×100 mm，C18)上进行分离，所

用流速为250 nl／min。溶液A为0．1％甲酸，溶液B为含0．1％甲酸的84％乙腈，洗脱梯度为

50 min内从0％升至50％溶液B，然后在4 min内从50％升至100％溶液B。每次全扫描收

集肽段或其碎片的荷质比10次。MS／MS质谱结果采用Mascot(Perkins etal．，1999)比对翻译

后的蝶蛹金小蜂转录组(详见第三章材料方法部分)。Max missed cleavages设为2，

Carbamidomethyl of cysteine设为fixed， oxidation of methionine设为variable modifications。

Peptide confidence<0．01用于过滤肽段的鉴定。该部分工作委托上海中科新生命完成。

雌蜂的解剖和RNA提取及反转录详见第二章材料方法部分。跨越外显子7和外显子8的

可变剪接体特异性引物采用软件PerlPrimerVl．1．21(Marshall20041进行设计，并列于Table

S1中。可变剪接特异性序列采用TransTaq HiFi DNAPolymerase进行PCR扩增，并切胶回收

送至上海博尚测序验证。

表4．1可变剪接体测序验证所用特异引物的列表

Table 4．1．Primers for confirmation of splicing isoform version and isoform—specific RT—PCR．

旦堕翌旦! 墨旦旦坚!望竺宝
Shared forward primer(except isofrom 0、 5’一GACTGACATGTTCACCAACTCTG一3’

iSOfonn—A reverse primer 5’一TTAAACAGTTTCCGGATG．3’

iSOform—B reverse primer 5’．TTAGCTCCTCGGCTGTACG．3’

iSOform—C reverse primer 5’．TTACA AATCTGATACAGTGC．3’

iSOforill—D reverse primer 5’．TCAATGCTGTACTGGATTATTC-3’

iSOform—E reverse primer 5’一TCACAATTTCTCAACAG．3’

iSOform．F reverse primer 5’一TTATCCA AA AATCACTG一3’

iSOforlll．G reverse primer 5’-TTACAATTCATTTGAAG一3’

iSOform．H reverse primer 5’一TTAAGCTGTAGGGTTAATAATATATC-3’

iSOform—I reverse primer 5’一TTACGGTTTAATTACAG一3’

iSOform．J reverse primer 5’一TTATGGAGCTAAGACTTG-3’

iSOform．K reverse primer 5’一CTATGGGTCAAGCACGAATC一3’

iSOform—L reverse primer 5’一TCACAGACTCGGGTCTTG一3’

iSOform．M reverse primer 5’一TTAGTTGGTGGGCGATC一3’

iSOfornl．N reverse primer 5’一TTATAGCGTTCTGACCAG一3’

iSOforill—P reverse primer 5’一TCACAATGTTGGTTCGCCG-3’

iSOforn'1．O forward primer 5’一AAGCAAAGlvrACGCAGAAGG-3’

iSOform—O reverse primer 5’一GTTGTCATCACCGAATCTAATGTC一3’

1 8S rRNA forward primer 5’一CGAGCGATGAACCGACAG一3’

1 8S删A reverse primer 5’-CGGGGAGGTAGTGACGAA-3’
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1．8序列分析

已报道的转录本和蝶蛹金小蜂转录组中的转录本，Serpin基因的结构采用Splign

(Kapustin etal．，2008)进行预测。多序列比对)羽MUSCLE v3．8(Edgar2004)。印SVI的三

维结构采用Swiss—model(Arnold et a1．，2006；Biasini et a1．，2014)进行建模，所用模板结构

2H4R(PDB ID)，并利PyMOL v1．7．0．0(http：／／pym01．sourceforge．net／)进行作图。信号肽

采用SignalP 4．1(Petersen et a1．，201 1)进行预测。

1．9重组蛋白的表达及纯化

重组质粒采用ClonExpress One Step Cloning Kit(Vazyme，China)进行构建。 其中插入

的目的片段和线性化的pFast—Bac—HTB载体均采用PCR扩增获得，所采用的引物列于表4．2

中。线性化的pET一28a载体采用BamHI和XhoI(TaKaRa，Dalian，China)双酶解获得。对于

E．coli中的蛋白表达，重组的pet一28a质粒被转化至BL21(DE3)感受态，并经过测序验证。

在含100 p∥u1卡那霉素的自动诱导培养基中20。C振荡培养48 h后，E．coli if-4。C 10000 g

离心10 min收集。对于杆状病毒系统中的蛋白表达，重组的pFAST．HTB质粒根据说明书

用于制备重组杆状病毒。感染杆状病毒后，100 ml sfg．细胞f2×106 cells／m1)于Sf-900 II

serum．free medium 28。C 90 rpm振荡孵育72 h。 尔后，于4。C、1000 g离JL'20 min收集细

胞。根据说明书步骤，表达自E coli和Sf9细胞的重组蛋白均采用His—BindPurificationKit

(Novagen)进行纯化。蛋白浓度采用Bradford法(Bradford 1976)进行测定。

表4．2重组表达载体构建所用的引物序列

Table 4．2．Primers used for construction of recombinant plasmids．
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1．10 Pull．down试验

I ml稀释的菜青虫幼虫血淋巴-950 pl饱和PTU溶液、100“l M．1uteus(1 I-tg／lal)、5／al

重组蛋白(2“∥m)于4。C孵育过夜。12000 g、4。c离一020 min后，上清-925 lal cOmplete

His—tag purification resins(Roche)于4。C孵育2 h。含树脂的血淋巴转移至离心柱，多次1000

g离心2 min直至所有样本转移完全。树脂进一步采用300 rtl洗涤溶液(1 M NaCl，120 mM

imidazole，40 mM Tris—HCI，pH 7．9)洗涤，最终用50“l洗脱液(1 M imidazole，0．5 M NaCl，

20 mM Tris—HCI，pH 7．9)洗脱。洗脱组分采用SDS—PAGE分析，并进行Lumitein protein gel

stain(Biotium，Hayward，CA，USA)染色或抗体免疫检测。

1．11抗体制备

P柑P8和P柙APl的抗体采用南京金斯瑞公司的PolyExpress Custom Polyclonal

Antibody Production Service。肽段CPTSEELHGNSYEGw和CHSGFSDSDNSRPDD被合成

并偶联至keyhole limpet hemocyanin fKLH)分别用于制备P棚P8和肿AP的抗体。

1．12 Western Blotting

对于尸巾APl和尸棚P8的检测详见。对于重组蛋芭／Histag标签的鉴定，一抗采THEHis

Tag 抗，二抗为羊抗鼠IgG antibody(H&L)HRP conjugate(GenScript，Nanj in，China)。

2结果与分析

2．1蝶蛹金小蜂毒液对寄主黑化反应的影响

为了确保寄生蜂后代的发育，寄生蜂常注射毒液以抑制寄主的免疫，其中就包括寄主

的黑化反应。与预期一致，蝶蛹金小蜂毒液也可抑制菜粉蝶蛹和幼虫的血淋巴黑化反应(图

4．1A；Student T—test：for hemolymph from pupae，t=5．68，df=4，P<0．01；for hemolymph

from larvae，t=37．86，df=4，P<O．001)。虽然菜粉蝶蛹期是蝶蛹金小蜂的自然寄生寄主，

但菜粉蝶幼虫更容易用于收集大量清澈的血淋巴。因而，接下来的实验均采用菜粉蝶幼虫

的血淋巴进行。

为增加PO活性检测的通量，检测方法进一步进行了修改至384孑L板中。底物(L—dopa)、
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激活剂(M．1uteus)和抑制#J(PTU、毒液或其他蛋白)在384孔板中混匀。稀释的血浆样本

加入到另一384孔板中，通过离心同时将各个样品混合。尔后，置于酶标仪中检测吸光值

470 am。结果显示，不合抑制剂的样本有5 min左右的滞后阶段，然后吸光值迅速上升并

最终达到平台期(图4．1B)。而含有毒液的样本具有更长的滞后期，1 VRE(venom reservoir

equivalent)爿720 min左右，2 VRE为35 rain左右，4 VRE为40rain左右。含有毒液的样本

也显示了更平缓的斜率，以及在120min时更低的470 nm吸光值。最终，在120 rain的吸光

值用于进一步的统计分析(图4．1C；ANOVO：df=6，F=47．245，P<0．001)。这些结果

表明，蝶蛹金小蜂毒液可在体外抑制寄主血淋巴的黑化反应，并呈现剂量效应。
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S．E．(n=3、．Asterisks indicate significant differences from PBS aS the contr01．水P<0．05；水母P<

0．01：木水母P<0．001．

2．2毒液Serpin可变剪接体的分离及鉴定

在第三章中，70d'一毒液蛋白被鉴定为候选的蝶蛹金小蜂毒液蛋白(Yan et aL，2016)。蛋

白酶抑制剂、丝氨酸蛋白酶、丝氨酸蛋白酶同系物、beta一1，3一glucan-binding蛋白，以及一

些功能未知的蛋白在蝶蛹金小蜂毒液中呈现。这些蛋白均有可能在抑制寄主黑化反应中起

一定的作用。为了揭示蝶蛹金小蜂毒液中抑制寄主黑化反应的因子，我们对蝶蛹金小蜂毒

液进行了基于活性追踪的分离纯化。

采用阴离子交换柱，首先对来自1000个毒囊左右的毒液进行分离，共收集1827i、组分(图

4．2A)。这182d"收集组分中，组分76_8l可强烈抑制寄主血淋巴的黑化反应。这些组分被

混合后进一步采用同一阴离子交换柱进行分?gte．g．20％一25％bufferB in 40 min，图4．2B)，

共收集95个组分。惊讶的是，抑制黑化的活性峰与A280nm的吸收峰并不重合。这暗示毒

液中起抑制黑化反应作用的组分含量较低。

将具有抑制黑化作用的组分3¨5混合后，进行SDS—PAGE跑胶及银染(图4．2C)。结
果显示，分离的混合组分中仍有两条主带(55 kDa和77 kDa)及一些次要条带。同时，组

分36_45混合后酶解并进行LC—MS／MS蛋白质谱鉴定。通过比对蝶蛹金小蜂转录组数据

库，一个Serpin的 变剪接(comp44322一cl—seq8)被鉴定到(N4．2D—E)，并具有最高的

鉴定得分。这一鉴定到的Serpin可变剪接被命名为P puparum serpin venom isoform

(励SVI)。总共有14条来自该可变剪接体的肽段被鉴定，其中3条为该剪接体所特有。通

过blastp比对NCBI数据库，PpSW匹配至_Nasonia vitripennis ovalbumin—related protein X

isoform X12(XP 0016061 1 1)序列。该序列也是丽蝇蛹集金小蜂LOCl00122505基因的一个

可变剪接体。其他在混合组分中鉴定到的蛋白还有venom allergen 3一like isoform 1

(comp45101一c0一seql)、alpha—amylase l—like(comp22216一c0一seql)、hypothetical protein

LOC I 001 1 7405 (comp44498 c8一seq 1)、 endonuclease—like venom protein precursor

(comp42418 cO—seql)等。另，值得一提的是，该Serpin基因的其他可变剪接体均未在该

混合组分中被鉴定到。
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Figure 4．2．Partial separation and identification of PpSVI．A，chromatograph of total P

pupal’Hm venom by Bio SAX column．Venom protein(～1 000 RVE)was eluted with a gradient

of buffer B from 0％to 1 00％at flow rate of 0．5 ml／min．B．chromatograph of pooled fractions

76—8 1 from(A)on the same column with a shallow gradient of buffer B from 20％to 25％in 40

min．Fractions 36．45 was denoted as POI and indicated by red bar．These fractions were pooled

together for further SDS—PAGE and LC—MS／MS analysis．C，SDS—PAGE analysis of pooled

fraction POI followed by silver staining．D．amino acid sequence ofPpSVl with peptides

identified by MS(highlighted residues)．Trypsin cleavage sites are demarcated in blue．The first

isoform—specific tryptic peptide ofPpSVI is colored in red．E，MS／MS map marked with b ions

(blue)and Y ions(red)for the first isoform—specific tryptic peptide ofppsw．

2．3序列分析

鉴定到的PpSVl转 本comp44322一cl—seq8共1806 bp长，其中开放阅读框为1 197 bp，

具有220 bpff7 5’非编码区和389 bp的3’非编码区，其中包括poly—A尾巴(supplemental Fig．

S31．该ORF编码399个氨基酸，其中前19个氨基酸为信号肽。其成熟蛋白的预测分子量为

42．1 kDa，预测等电点5#4．8。为了确证这个剪接体不是由转录组错误拼接产生，序列采

用PCR扩增并测序验证(正向引物：5’．GCGTTAGCGTCTGGAACTCA一3’；反向引物：

5’．AAACAGATTGAGTTTGCGGA一3’)。结果表明，该剪接体的转录本缺为真实存在。

为了探明PpSVI的基因结构，采用蝶蛹金小蜂RNA-seq数据及Ⅳ．vitripennis

LOCl0012250518基因的18个可变剪接，对其基因结构进行预测。结果共16个潜在可变剪

接体被预测，并依次命名为可变剪接体A—P，其中可变剪接体。即鉴定到的毒液可变剪接

体(Fig．3A—B)。这16个可变剪接体共享前7个外显子，但外显子8却各不相同。可变的外显

子8包含Serpin活性中心，决定了其功能特异性(图4．3A)。虽然这16-+可变剪接体在外显子

8中均不相同，但比对结果表明，4个氨基酸位点在16个可变剪接体中完全一致，另6个位

点为高度保守(N4．3C)。这些保守的位点在Serpin的可变剪接体行使功能时可能起到重要的

作用。
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图4．3 epSVI所在Serpin基因的不同可变剪接形式

FIGURE 4．3．Alternative splicing of the serpin gene for PpSVl with different versions of exon 8

producing different reactive center loops．A．Predicted tertiary protein structure of PpSVI．The

alternative splicing region in the印SVl is colored in red．Yellow and green indicate c【一helices

and 13-sheets，respectively．B，structure of the serpin gene for PpSVI．The constant coding

regions from exon 1 to 7 are colored in black．Coding regions of variable exon 8 are colored in
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red forPpSVI and blue for other isoforms．C，amino acid alignment of the carboxyl termini of

the 1 6 predicted isoforms starting with Thr335．The isoform-specific sequences are colored in

red for PpSVI and blue for other isoforms．The first isoform-specific tryptic peptides are

underlined，An丰(asterisk)indicates positions which have a single，fully conserved residue．A

(colon)indicates conservation between groups of strongly similar properties．A．(period)

indicates conservation between groups of weakly similar properties

2．4剪接体特异的RT-PCR

为了确定这些可交剪接体是否真实表达，采用跨过外显子7和外显子8的特异引物进行

PCR验证。除了可变剪接体L)b，其余15个可变剪接体均能在雌蜂cDNA中被PCR扩增并测

序确认(N4．4)。这15个被确认的可变剪接体中，包括之前未被转录组(Yan et a1．，2016)成

功拼接的可变剪接体A，C，D．F，I，J和N。
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图4．4 15个可变剪接体(除Eel、)的测序验证结果

Figure 4．4．The sequencing results of 1 5 splicing isofomas(expect isoform L)spanning

from exon 7 to exon 8．The sequences are presented in reverse complementary format

Nucleotide acid A，T，C and G are shown in green，red，blue and black，respectively．The dash

line indicates the separation of exon 7 and exon 8．
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250bp

100bp

18 S

图4．5 PpSVI在雌蜂各组织中表达分布

Figure 4．5 Expression pattern of PpSVI in wasp female adult．Isoform—specific PCR was

conducted using cDNAs of different tissues dissected from wasp female adults．H：head；T

thorax；A：abdomen without ovary and venom apparatus；O：ovary；V：venom gland．

2．5重组epSVl蛋白对寄主黑化反应的影响

为了检测励SVI的功能，重组的PpSVI蛋白被表达并用于检测其对寄主PPO激活的影

响。去除作为信号肽的前19个氨基酸后，成熟励SVI的编码序列被分别克隆至pFast—HTB

和pet一28a载体中。重组蛋白印SVI在大肠杆菌和杆状病毒系统中均能成功表达(图4．6A)。

大肠杆菌中表达的重组PpSVI蛋白具有48 kDa左右的分子量，与预测的45．7 kD的分子量大

小接近。杆状病毒中表达的分子量大小为45 kDa，与预测的分子量大小44．3 kDa接近。

当重组蛋白先与寄主血淋巴混合再加入激活剂， 表达自大肠杆菌和杆状病毒的重组

蛋白印SVI(0．5 Pg)均能显著抑制寄主的血淋巴黑化反应(N4．6B；ANOVO：df=7，F=
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125．63，P<0．001)。其抑制效果同样是剂量依赖的(图4．6C)。当重组蛋白与事先激活的血

淋巴孵育，仅PTU可以显著抑制血淋巴的PO活性(图4．6D；ANOVA：df=7，F=125．63，P<

0．001)。除去PTU后，其他处理间没有显著性差异(图4．6D；ANOVA：df=6，F=2．01，P=O．14，

PTU was excluded in this ANOVA analysis)。这些结果表明epSVI以及蝶蛹金小蜂毒液可抑

制寄主血淋巴的PPO激活途径，但不直接抑制已激活的PO酶。
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图4．6重组PpSVI抑制寄主血淋巴的PPO激活反应

Figure 4．6 Inhibition of host PPO activation by recombinant PpSVI．A，expression and

purification of recombinant epsw．M：marker．1：cell lysate of E．coli transformed with

pet一28a／eGFP；2：purified recombinant eGFP from E．coli．3：cell lysate ofE．coli transformed

with pet一28a／PpSVI．4：purified recombinant PpSVI from E．coli．5：cell lysate of Sf9 cells

infected by Baculovirus—eGFP．6：purified recombinant eGFP from Sf9 cells，7：cell lysate of
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Sf9 cells infected by Baculovirus-PpSVI．6：purified recombinantPpSVI from Sf9 cells．B，

effect ofrecombinant PpSW 0n host PO activity．Recombinant proteins(0．5 gg)were incubated

with naive P．rapea hemolymph for 5 min before addingM luteus．C．dose—dependent

suppression ofhost PO activity by recombinant PpSVI purified from E．coli．D，effect of

recombinant PpSVI on PO activity ofpre—activated P．rapea hemolymph．Hemolymph was

activated by incubating withM luteus for 30 min before adding recombinant proteins．All

values are present as mean士S．E．(n=3)．Asterisks indicate significant differences from PBS as

the contr01．水P<0．05；半木P<0．01：女水水P<0．001．

2．6潜在靶标蛋白的鉴定

Serpin可通过与丝氨酸蛋白酶形成复合体来抑制靶蛋白的活，I生(Gettins 2002)。为了鉴定

PpSVI在寄主血血淋巴中的潜在靶标，采用了pull—down分析，并对其中的特异性条带进行

了LC—MS／MS蛋白质谱鉴定。

当PpSVI与事先激活的寄主血淋巴孵育时，蛋白荧光染色结果显示，出现有两条特异

性的带，分别位于37 kDa和78 kDa大小。而His．tag抗体的western结果则显示有3条特异性

条带(图4．7A)。这三条特异条带中，两条位置相近，均在78kDa左右，第3条位于完整的

PpSVI下方，具有分子量大小约41 kDa。有趣的是，当印SVI先与未激活的寄主血淋巴孵

育30min后再加入激活剂，出现有另一特异条带，且能被蛋白荧光染色和His—tag抗体同时

检测到，具有分子量大小约64 kDa(图4．7A)。

根据LC／MS—MS蛋白质谱鉴定结果，完整PpSVI以下37 kDa位置的特异性条带主要含

有来自PpSVI的肽段，推测其可能为被剪切后的PpSVI。而位于78 kDa附近的两条特异性

条，含有来自PpSVI及两个寄主血淋巴蛋白酶的肽段。这两个寄主血淋巴蛋白酶分别为菜

青虫转录组中 comp47849_c0(图4．7B) comp44977_c0(N4．7C)。其中，comp47849 c0

在NCBI数据库中比对至Manduca sexta hemolymph proteinase 8(HP8，AAV91006．1)，与其

具有59％的identities和72％的positives，并被命名为脚HP8(图4．7B)． comp44977一cO则匹

配至lJDanaus plexippus prophenol oxidase activating enzyme precursor(PAP，EHJ647 1 1．1)，与

其具有60％的identities和72％的positives，并被命名为nPAPl(图4．7C)。 同时，来自P柑P8

和PpSVI的肽段在64 kDa的特异性条带中被鉴定到。
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我们推测位于PpSVI上_方的特异性条带为epSVl分别与寄主血淋巴蛋白酶nPAPl和

JPrHP8形成的复合物。这些复合物进一步被P1一HP8和PrPAPl的抗体所识别(图4．8)。相反，

PrPAPl和PrHP8均未在增强型绿色荧光蛋白enhanced green florescent protein(eGFP)的

pull—down样品中被检测到(图4．8)。
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YGCG DGWPGVYSSVASYMDWIQD LQSTNV．

图4．7 PpSVl所形成符合体中P，。HP8和nPAPl的蛋白鉴定

Figure 4．7．Identification of PrHP8 and PrPAP1 in the complexes ofPpSVI formed with P

rapea proteins．A，SDS—PAGE analysis of epSVI pull-down samples followed by florescent

stain and immunoblot using antibody against His—tag．Treatment 1：hemolymph plus M．1uteus

and followed by recombinant PpSVI 30 min later；Treatment 2：hemolymph plus recombinant

PpSVI and followed by M．1uteus 30 min later．B—C，Amino acid sequences of mature PmP8(B)
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and Pt。PAP1(C)with peptides identified by MS(highlighted residues)．Trypsin cleavage sites
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图4．8抗体检测印SVI复合体中的Pt—HP8和Pt—PAPl

Figure 4．8．Recognition ofPrHP8 and P1。PAPl in the complexes ofPpSVI by immunoblot

Hemolymph was activated by incubating with M．1uteus for 30 min before adding recombinant

proteins．Pull-down samples was subjected to SDS—PAGE followed by immunoblot using

3讨论

antibodies against^HP8(A)，PI。PAP l(B)and His—tag(C)，respectively

抑制寄主黑化反应是寄生蜂中常见的策略。但是在不同的寄生蜂系统中，不同的蛋白

被招募来完成这一趋同的功能。已经被报道的可抑制寄主黑化反应的有菜粉蝶微红绒茧蜂

C rubecula中serine proteinase homolog(SPH)(Asgari et a1．，2003；Zhang el a1．，2004)和／j、肽

Vn 4．6(Asgari el a1．，2003)、波氏匙胸瘿蜂￡．boulardi毒液中的extracellular superoxide

dismutase(SOD)(Colinet et a1．，201 1)和Serpin(Colinet el a1．，2009)，以及来自毁侧沟茧蜂

M demolitor PDV的epidermal growth factor—like(Egf)proteins(Beck&Strand 2007；Lu el

a1．，2010；Lu el a1．，2008)。 据估计，寄生蜂多达600，000多种，是极为丰富多样的昆虫种类

(Heraty 2009)。考虑到寄生蜂的多样性，其中抑制黑化寄生因子可能是一个被低估的生物

资源宝库，在害虫防治中有着广阔的应用前景。

通过基于活性追踪的分离纯化的方法，一个Serpinl构 变剪切体印SVI在蝶蛹金小蜂毒
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·浙江大学博上学位论文 第四章蝶蛹金小蜂毒液Serpin剪接体的分析

液中被鉴定到，并可抑制寄主的黑化反应。这一可变剪接在第三章中的蝶蛹金小蜂毒液蛋

白质组鉴定中也被鉴定至lJ(Yan etal．，2016)。但是，之前研究仅采用了基因位点来估计表达

量，并未考虑各个可变剪接的表达水平。因此，该PpSVI并未包含于第三章所鉴定到的70

个毒液蛋白中。

在昆虫中，Serpin基因进化出可交剪接机制。这些可变剪接体来自同一个基因，但具

有不同的反应中心环，以产生多个功能的Serpin。Serpin的可变剪接首次在M．sexta[{u得到

报道，其Serpin-1具有12个可变剪接体(Jiang&Kanost 1997；Jiang etal．，1996)，同样，Serpin

的可变剪接也在其他昆虫如Bombyx mori(Zhen et a1．，2009)，Choristoneum fumiferana

(Zheng et a1．．2009)and Anopheles gambiae(Suwanchaichinda&Kanost 2009)等中被发现报

道。在本研究中，所鉴定 Serpin基因被预测有至少16个可变剪接体，其中15个已通过

RT—PCR被证明在雌蜂成虫中表达。而未被检测到的可变剪接体L则可能在除雌蜂成虫外的

其他发育阶段被表达。除毒液可变剪接体印SVI外，其他14个表达的可变剪接体可能起到

调控寄生蜂自身的功能，或者也可能被招募至胚胎期或幼虫期用于调控寄主的生理反应。

它们的真实功能仍有待进一步验证。
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第五章蝶蛹金小蜂毒液犬尿氨酸转氨酶的分析

寄生蜂中，另一常见的策略为通过寄生因子抑制寄主的细胞免疫(Asgari&Rivers 2011：

Er etal．，201l；Schmidt etal．，2001)。前期研究表明，不同寄生蜂可通过各异的毒性蛋白，

利用不同作用机制，以达到抑制寄主细胞免疫的目的(Beck&Strand 2005；Colinet et a1．。

2007；Dani&Richards 2009；Labrosse et al，2005；Mortimer et a1．，201 3：Richards&Dani

2008；Zhang etal．，2006)。蝶蛹金小蜂中的前期研究也表明，其毒液可以改变寄主血细胞形

态，抑制血细胞包囊反应，同时也可诱导细胞死亡(Cai et al，2004；Zhang et a1．，2005；Zhu et

a1．，2011)。然而，至于何种毒液蛋白在蝶蛹金小蜂毒液中诱导细胞死亡及其作用机理仍完

全未知。而寄生蜂毒液中的致死蛋白可以显著影响寄主的细胞免疫，因而有望作为候选的

杀虫基因，用于抗虫转基因作物的培育和杀虫病原物的改造。

1材料与方法

1,1供试昆虫

同第二章1．1。

1,2毒液蛋白提取

同第三章1．6。

1．3毒液蛋白的分离

同第四章】．5。

1．4细胞死亡检测

根据说明书步骤，采用CellToxTM Green Cytotoxicity Assay试剂盒对Hi-5细胞死亡进行

检测。取50“1含有CellTox染料的Hi一5细胞(1x105 cell／m1)铺板至384孔板中，加入5pl毒
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液分离组分25。C孵育。尔后，分别于24h、48h和72h后，采用酶标仪Vanoskan Flash

multimode reader检测荧光强度。所用激发波长为490nm，发射波长为525nm。

1．5 SDS．PAGE及蛋白染色

蛋白经12％SDS—PAGE分析后，采用Lumitein Protein Gel Stain进行蛋白染色。

1．6序列分析

前导肽切割位点的预测采用Pr0P 1．0(http：llwww．cbs．dtu．dk／services／ProP／)。线粒体

前导肽预测采用TargetP 1．1(http：ltwww．cbs．dtu．dk／services／TargetP／)。其他序列相关分析

参见第四章1．8。

1．7昆虫中犬尿氨酸通路相关基因的注释

利用KEGG(Kanehisa&Goto 2000)中人源的犬尿氨酸通路相关蛋白为种子，对蝶蛹金

小蜂及其他昆虫的基因组进行tblastn(e—value<le．5)比对。所比对到的基因组序列经提

取后，采用FGENEsH进行基因结构预测(s010vyev etal．，2006)。最终将所有预测到的基因

比对至NCBI和KEGG数据库，并进行手工确认。

1．8进化分析

同第四章1．11。

2结果与分析

2．1毒液蛋白分离及鉴定

采用阴离子交换柱，首先对来自1000个毒囊左右的毒液进行分离(图5．1A)。尔后，

将收集的组分与Hi一5细胞系孵育，检测其对Hi．5细胞系的致死作用(图5．1B)。24h后，组

分16和17可显著诱导细胞死亡。48h和72h后，组分15一18均可显著诱导细胞死亡(图5．1B)。

48h后的细胞照片显示，组分19虽然没有诱导Hi．5细胞的死亡，但其增殖受到了显著的抑
78
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制(图5．2)。通过比较，发现毒液组分的致死活性大致与7．7min的洗脱峰相符合。

同时，对组分10—25进行SDS—PAGE跑胶后染色，结果显示，组分15—19在55kDa左右有

一条带，其含量多少大致与活性强弱相符(图5．3)。其中组分17和18中，仅有此一条明

显的条带。对该55 kDA附近的条带进行切胶回收，并采用LC．MS／MS进行蛋白质谱鉴定。

鉴定到蛋白结果为comp29610 C1 seql，进而比对回基因组，获得该基因的全长序列。其

ORF为1296，共编码431个氨基酸，其中前21个氨基酸为信号肽序列，且氨基酸34和35之

间预测具有一个前肽切割位点。在NCBI上blastp比对结果显示，该蛋白匹配至Nasonia

vitripennis aminotransferase—like venom protein 1 precursor，与其具有85％的identity和93％的

positive，并具有一个AAT—like(cd00609，Aspartate aminotransferase family)结构域。进

一步序列分析表明，该鉴定到的蛋白为CCBL(cysteine-S-conjugate beta—lyase)型的犬尿

氨酸转氨酶。

A Time(min·)
4 6 8

0 008 + + + + + + + + + + + + + + +
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图5．1毒液蛋白分离纯化及收集组分对Hi一5的致死作用的检测

Figure 5．1 Hi一5 cell death assay guided fraction of P．puparum venom
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第五章蝶蛹金小蜂毒液犬尿氨酸转氨酶的分析
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图5．2毒液各分离组分与Hi一5细胞孵育48 h后细胞形态

Figure 5．2 Effect ofvenom fractions on Hi．5 cell death after 48h

细胞死亡后，荧光染料穿过细胞膜，进入细胞核染色，发出荧光。
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图5．3毒液分离各组分SDS—PAGE分析及蛋白荧光染色

Figure 5．3 SDS—PAGE and fluorescent stain of venom fractions

2．2犬尿氨酸相关通路的注释

该鉴定到的转氨酶是犬尿氨酸通路分支上的一个蛋白(Vecsei etal．，2013)。犬尿氨酸通

路在哺乳动物的免疫和神经系统中有着重要作用，并且是de tTOVO合成Nicotinamide adenine

dinucleotide(NAD)的途,径(Agudelo el a1．，：Mfindi&V6csei 2012；Mezrich el a1．，2010；

Nguyen el a1．，2010)。NAD是生物所必需的重要辅酶，参与细胞DNA修复、能量合成、细

胞代谢等多个生理过程(Rongvaux et a1．，2003)。因此，我们推测该毒液转氨酶可能通过抑

制受害细胞NAD的合成，最终导致细胞死亡。
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图5．4犬尿氨酸代谢通路示意图

Figure 5．4 Kynurenie pathway

其中红色标记代表该基因已在所有被检测的昆虫基因组中丢失

为了验证该假设，我们首先对昆虫中犬尿氨酸通路的基因进行注释(图5．4和表5．1)。

注释结果发现，1DO(indoleamine 2,3一dioxygenase)、HAAO(3-hydroxyanthranilate

3,4一dioxygenase)酶普遍已经在所有检查的昆虫基因组中丢失。且如，zoVo合成NAD所必需

的男一基KYNU(arylfomaamidase)也仅存在鳞翅目的Bombyx mori和Danaus plexippus

中。这表明如伽-vo合成NAD通路中的部分必需基因己在昆虫中丢失，昆虫已丧失从头合

成NAD的能力。这也I'q接说明该鉴定到的毒液转氨酶不可能通过抑制NAD的合成而导致

细胞死亡。

2．3毒液犬尿氨酸转氨酶基因的进化分析

犬尿氨酸转氨酶分为CCBL型(cysteine—S—conjugate beta—lyase)和AADAT型

(aminoadipate aminotransferase)。其中，蝶蛹金小蜂毒液中所鉴定到的为CCBL型。有意
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思的是，统计发现CCBL型的犬尿氨酸转氨酶fzP．puparum和N．vitripennis r#均存在明显的

基因扩增现象。该基因家族在P．puparum和Ⅳ．vitripennis中均有9 4、拷贝，依次命名为

PpCCBLl至9和ⅣvCCBLl Y：9，其中PpCCBL9为分离鉴定到的毒液蛋白。

Location

．Xhtochondn‘

◇Signal peptte

●、。ellOm ∑

图5．5 CCBL型犬尿氨酸转氨酶基因的进化树分析

Ap(1(1BLI
ApC(1BL2
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Pp(1(’BLI
Pp(’(1BL2
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Pp(’CBL9●

Figure 5．5 Phylogenetic tree of CCBL type kynurenine aminotransferase

而在Danaus plexippus中有3个拷贝，在A．mellifeFO、Tribolium castaneurn和Acyrthosiphon

pisum中有2个拷贝，而在其他6个物种中则仅有一个拷贝(表5．1)。这暗示该基因家族可

能在寄生蜂P．puparum和JV．vitripennis中起到重要作用。

通过构建进化树，结果显示，来自蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂的CCBL型犬尿氨酸

可聚为一支(图5．5。)。其中，推测肌CCBLl和PpCCBLl为线粒体内的胞内看家基因。其

他基因从保守的看家基因复制而来，并在复制过程中获得了信号肽。复制分化后，复制出

的新基因进化速率明显加快。这部分可能是由于复制后的新基因非看家必需基因，选择压

力降低，为放松性选择，也可能是由于其被招募为毒液蛋白，进而与寄主的免疫系统直接

互作，受到正选择压力。然而，不论是放松性选择还是正选择，都可导致复制分化后新基

因的进化速率加快。另，类似的进化加速现象也在赤拟谷盗r castaneum的基因死CCBLl

中存在，其具体功能有待进一步讨论(图5．5)。
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另，根据蛋白质鉴定结果Ⅳ1CCBL8、9和PpCCBL8、9tg为毒液蛋白。在毒液蛋白

NvCCBL8、9和PpCCBL8、9中还预测到前导肽的切割位点。在一些抗菌肽中，前导肽在

病原物侵入后才被切割去除，释放出抗菌活性。毒液中的前导肽切割位点可能也采用了类

似的机制，从而调节毒液蛋白的活性，但该假设仍需要进一步实验证明。

3讨论

蝶蛹金小蜂的前期研究表明，其毒液同样可1：#用于Hi一5细胞系，引起细胞死亡(Zhang et

a1．，2005)。由于Hi一5细胞较之寄主血细胞更容易大量培养获得，故本研究中采用Hi．5细胞

系用于筛选毒液中的致死活性组分。

通过基于活性追踪的分离纯化，在蝶蛹金小蜂毒液中鉴定到一个CCBL型的犬尿氨酸

转氨酶，可能能引起细胞的死亡。在哺乳动物中，犬尿氨酸转氨酶起到保护神经系统的作

用，至令仍未有报道其具有诱导细胞死亡的作用。因而，导致细胞死亡可能是该酶被招募

至毒液中特化出的新功能，其功能确证及作用机理仍有待进一步研究。

通过注释昆虫中的犬尿氨酸代谢通路，发现该通路中的几个关键酶已在昆虫中丢失。

这些丢失的酶包括IDO和HAAO。其中HAAO酶的丢失，直接导致昆虫无法de FIOVO合成

NAD。推测昆虫可能通过食物直接获得NAD或其中间产物。因而，毒液中的犬尿氨酸转

氨酶也无法通过干扰受害细胞NAD的de lqO、,'O合成，来诱导细胞死亡。

另，CCBL型的犬尿氨酸转移酶在尸．pupal一14111和Ⅳ．vitripennis基因组中均发生了大量的

基因复制现象。该基因的进化反应了一种如何通过基因复制获得新毒液的机制。首先，非

分泌型的看家基因发生了复制，并在复制过程中引入了信号肽，并最终被招募至毒液中。

新的基因拷贝产生后，其受到到选择压力减小，更容易分化出新的功能。当其被招募至毒

液中后，与寄主的协同进化进一步加速了其分化速率。这也表明毒液是研究基因如通过复

制特化出新功能的良好研究模型。
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1蝶蛹金小蜂毒液组分

第六章总讨论

Pteromalus puparum是相对近期从外寄生蜂进化为内寄生蜂的事件。在Pteromalinae

亚科中，大部分为外寄生蜂，如Urolepis rufipes、Trichomalopsis sarcophagae、Muscidifurax

raptor和Nasonia等。另，在Pteromalus属中也有一些外寄生蜂。例如尸．cerealellae(Howard

＆Baker 2003)和P sequester(Gurreaa et a1．，2006)均为鞘翅目幼虫的外寄生蜂。因此，P．

puparum和Ⅳ．vitripenn括提供了比较研究内外寄生蜂的优良体系，尤其对于研究寄生蜂从外

寄生蜂向内寄生蜂进化时的毒液改变。

结合转录组和蛋白质组的方法，我们最终鉴定了70个候选的蝶蛹金小蜂毒液蛋白。通

过与丽蝇蛹集金小蜂及其他内寄生蜂毒液蛋白比较，结果显示大部分鉴定到的蝶蛹金小蜂

毒液蛋白在NCBInr数据库中比对到同属于Pteromalinae亚科的丽蝇蛹集金小蜂。另外，大

部分蝶蛹金小蜂毒液蛋白与丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白有更高的序列相似性，而不是与其他

已报道的内寄生蜂毒液蛋白。这些结果与内寄生蜂有独立不同的起源的推测所一致。

虽然内寄生蜂有不同的独立的进化起源，但也可能存在趋同的毒液招募。显著的是，

13个蝶蛹金小蜂毒液蛋白只与己报道的其他内寄生蜂毒液所共有，但是没有在其近源中丽

蝇蛹集金小蜂毒液中被鉴定到。这些毒液蛋白可能在适应内寄生化中具有一定的功能。但

这也可能是由于各个物种中毒液蛋白的不完全鉴定所导致的结果。进一步的研究仍有待深

入展开。

本论文研究揭示了大部分蝶蛹金小蜂毒液蛋白与丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白有更近的

亲缘关系，而与其他已报道的内寄生蜂毒液蛋白较远。13个蝶蛹金小蜂毒液蛋白与其他内

寄生蜂毒液蛋白有序列相似性，但与近源的丽蝇蛹集金小蜂毒液蛋白不具有相似性。这些

蛋白在内寄生化进化中可能起到一定的作用。该研究对理解寄生蜂毒液进化，并为今后深

入研究毒液蛋白功能提供了基础信息。
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2蝶蛹金小蜂毒液功能

至今，在蝶蛹金小蜂中并未发现有其他寄生因子女IJPDV、VLP和畸形细胞等。毒液作

为蝶蛹金小蜂中的主要寄生因子，可抑制寄主的细胞免疫、体液免疫，延缓寄主发育、调

节其代谢等。而在寄生蜂毒液研究中，目前仍主要集中于对寄主免疫的调控。前期结果表

明，不同寄生蜂可采用各异的毒性蛋白，利用不同的作用机制，最终达到抑制寄主细胞免

疫和体液免疫。在蝶蛹金小蜂中，其毒液如何调控寄主免疫也已有较多研究基础。蝶蛹金

小蜂粗毒液可以显著增加寄主血细胞的数量，抑制寄主血细胞延展，诱导细胞死亡，抑制

寄主血淋巴黑化反应和调控寄主免疫相关基因的表达等。

通过基于活性追踪的分离纯化，本论文鉴定出蝶蛹金小蜂毒液中的一个Serpin剪接体

能抑制寄主血淋巴的PPO激活反应，但并不能直接抑制PO活性。该Serpin毒液剪接体可与

寄主血淋巴蛋白酶形成复合体，其可能通过结合寄主血淋巴蛋白酶P柙APl和尸r肿8，进而

抑制寄主的PPO激活反应。另，在蝶蛹金小蜂毒液中还分离鉴定出一个CCBL型的犬尿氨

酸转氨酶，其可能引起细胞死亡。进化分析结果表明，该基因在蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金

小蜂基因组中均发生过大量的复制，暗示其在寄生中的重要功能。基于昆虫中犬尿氨酸代

谢通路的分析，发现昆虫已丢失de HOVO合成NAD的能力。因而，该毒液犬尿氨酸转氨酶

并不能通过抑制NAD的合成来导致细胞死亡。其具体的作用机理仍有待进一步研究。

3蝶蛹金小蜂毒液进化

进化过程中，寄生蜂毒液组分获得了丰富的多样性，其中毒液新基因的获得起到了重

要的作用。然而，寄生蜂毒液基因的来源至今仍未有系统的研究。普遍观点认为毒液基因

主要通过复制于非毒液基因，并通过自然选择进化出相应的毒液功能(Wong&Belov

2012)。一些基因复制的例子在寄生蜂毒液中已被报道，如毁侧沟茧蜂31．demolitor中的

Ci一48a—like proteins和reprolysin—like proteins(Burke&Strand 2014)，Leptopilina中的含

RhoGAP结构域蛋白(Goecks et a1．，2013)以及阿尔蚜茧蜂A．ervi中的一、／-glutamyl

transpeptidases(Colinet et a1．，2014)。在本论文中，我们也发现了一个CCBL型的犬尿氨酸

转氨酶基因，其在蝶蛹金小蜂和丽蝇蛹集金小蜂基因组中均发生过广泛的复制事件，并最

终被招募至毒液中。进化分析结果显示，该基因复制于非分泌型非毒液基因，并在复制过

程中获得信号肽，并最终被招募至毒液中。
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但是，基因复制并非毒液多样性的唯一来源。毒液也可起源自de VIOI,'O基因生成，可变

剪接(Siigur etal．，2001；Vaiyapuri etal．，2011)、基因水平转移(Martinson etal．，2015)等。本

论文也提供了一个毒液通过可变剪接招募的例子。我们推测，Serpin基因的毒液可变剪接

体可能源自其非毒液可变剪接体外显子的复制，并最终被招募为毒液蛋白。另一个已知的

例子是，寄生蜂Ganaspis sp．1中的sarco／endo—plasmic reticulum calcium ATPase(SERCA)

基因。该基因具有两个可变剪接体，一个为毒液可变剪接形式，另一个为非毒液可变剪接

形式(Mortimer et a1．，2013)。但是，如何通过可变剪接进行毒液招募的潜在机制仍有待进

一步阐明。

4本研究创新之处

1． 采用二代结合三代测序的方法，测序组装了蝶蛹金小蜂的基因组序列。

2． 基于测序的基因组数据，对毒液蛋白进行进化分析，发现一个毒液Serpin可变剪接体

可能通过可变剪接招募为毒液蛋白，而另一个毒液犬尿氨酸转氨酶则来源自非毒液基

因的复制事件。

3． 结合转录组和蛋白质组分析的方法，鉴定出70个蝶蛹金小蜂候选毒液蛋白。

4．通过基于活性追踪的分离纯化的方法，鉴定出抑制寄主黑化和诱导细胞死亡的毒液蛋

白各一个。

5研究中存在的问题

1． 本论文未充分利用已测序的基因组数据，对其进行深入的挖掘。

2．本论文的功能研究仅局限于蝶蛹金小蜂毒液如何抑制寄主免疫反应，而未涉及其对寄

主神经、发育和代谢等的影响。

3． 本论文仅采用基于活性追踪和分离鉴定方法，并未采用RNAi等方法对未知功能的毒

液蛋白进行探索研究。
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6今后的研究方向

1． 探明PpSVI及其潜在靶标PmP8在Toll通路调节中的作用。

2． 体外重组表达毒液犬尿氨酸转氨酶，验证其功能活性。

3． 研究蝶蛹金小蜂毒液蛋白对寄主神经、发育和代谢等系统的影响。
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