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前言

黑尾叶蝉(Nephotettix cincticeps)属半翅目(Hemiptera)叶蝉科

(Cicadellidae)，是重要的水稻害虫。黑尾叶蝉在水稻整个生长期以若

虫和成虫吸汁直接造成为害，其中秧苗期为害可致使稻叶变黄枯死，分

蘖期为害可致使稻株矮小，穗期为害可致使空壳率增加。此外，黑尾叶

蝉作为媒介昆虫还能传播多种水稻病毒病如普通矮缩病毒(Rice dwarf

virus，RDV)、黄矮病(Rice yellow stunt virus，RYSV)和黄萎病(Rice

yellow dwarfvirus，RYDV)等，给水稻生产带来严重威胁。

当前，有关植物．病毒．媒介昆虫三者关系是植物学、病毒学、昆虫

学和生态学等相关领域的研究热点(史晓斌等，201 2；Stout等，2006)，

其中水稻．RDV-黑尾叶蝉的三者互作亦颇受关注(梁莉，201 0)。黑尾叶

蝉作为媒介昆虫，在RDV传播过程中发挥着重要作用，其第二代经卵

的传毒率高达60．85％(Fukusni，1940)。然而，研究发现被RDV感染

的黑尾叶蝉存在雌成虫寿命缩短、产卵量下降、以及子代存活率降低等

生物学指标变化(Nakasuji和Kiritani，1970)。这表明RDV对其传播媒

介一一黑尾叶蝉的生存与繁殖存在明显的不利影响。此外，梁莉(201 0)

还发现带毒黑尾叶蝉的若虫发育历期亦显著减短，但不带毒的黑尾叶蝉

在取食感染RDV稻株后却出现若虫发育历期显著延长和雌成虫产卵量

明显增加等现象。因此，推测RDV可能直接通过干扰叶蝉体内生理平

衡或者间接通过改变水稻内环境生理条件来共同影响黑尾叶蝉的生长与

繁殖，促进叶蝉对健康稻株的传毒，进而加剧RDV病害的发生与流行。

在当前已知的众多昆虫生理调控因子中，类胰岛素(Insulin—like

peptides，ILPs)作为一类重要的肽激素对于维持昆虫正常的生长、发育、

寿命和生殖等多种生物学性状均极为关键(Wu和Brown，2006；Antonova

等，2012；Kannan和Fridell，201 3)。此外，类胰岛素还是调节昆虫生

殖与免疫之间生理平衡的重要开关之一(Schwenke等，201 6)。较高的
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类胰岛素信号传导(insulin／insulin．1ike growth factor—like signaling，IIS)

活性可促进昆虫产卵等生殖行为；较低的类胰岛素信号传导活性可增强

昆虫对病原微生物的免疫水平。十二斑蜻蜓Libellula pulchella因

Hoplorhynchus属肠道寄生虫感染而导致的代谢紊乱等病理学变化可通

过阻断类胰岛素信号传导而得以恢复正常(Schilder和Marden，2006)。

昆虫免疫相关的Toll通路和c—Jun氨基末端蛋白激酶(c—Jun N—terminal

protein kinases，JNK)通路等均可抑制类胰岛素的信号传导(Wang等，

2005；Dionne等，2006)。受营养响应(nutrient—responsive)的胞外信

号调节激酶(extracellular signal—regulated kinases，ERK)通路被认为是

果蝇与蚊虫体内抗病毒感染的中肠屏障，并能被脊椎动物的胰岛素激活

(Xu等，201 3)。鉴于黑尾叶蝉在感染RDV过程中以及携带RDV之后，

其生长、发育、寿命和生殖等生物学性状均有不同程度变化，因此推测

类胰岛素可能在其中亦起着重要的调控作用。然而，有关黑尾叶蝉类胰

岛素基因其及功能等方面至今尚乏深入研究。

为此，本论文在黑尾叶蝉转录组数据库中筛选获得1 0条类胰岛素和

2条胰岛素受体(Insulin receptors，InRs)基因的全长DNA序列信息基

础上，采用定量PCR技术探明了这些基因在转录水平的时空分布，并在

明确带毒黑尾叶蝉中NclLP4基因高水平表达基础上，采用RNAi技术初

步研究了该基因的功能。论文结果旨在为深入理解昆虫类胰岛素基因及

其生物学功能、以及用于害虫防治新技术研发提供基础。
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中文摘要

黑尾叶蝉Nephotettix cincticeps(Uhler)是水稻矮缩病毒(Rice Drawf

Dwarf Virus，RDV)的重要传播媒介。在长期进化过程中，水稻、RDV

和黑尾叶蝉之间形成了复杂的互作关系。前期研究表明，黑尾叶蝉携带

RDV后出现若虫发育历期延长、雌成虫寿命缩短、产卵量下降以及子代

存活率降低等生物学变化。为探讨其内在机制，本论文以黑尾叶蝉类胰

岛素及其受体为研究对象，就相关基因及其在RDV与黑尾叶蝉互作中

的功能作用开展了初步研究，获得主要结果如下：

1．黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因克隆与序列分析

在黑尾叶蝉转录组数据库中筛选获得1 0条类胰岛素基因

(NclLPl．1 0)和2条胰岛素受体基因(NclnRl—2)。这些基因均包含1 8～26

个氨基酸残基的信号肽序列，都属分泌蛋白。采用RT-PCR技术克隆获

得这些基因的全长cDNA序列。黑尾叶蝉类胰岛素及其受体蛋白在进化

上存在多样性特征。

2．黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达分析

采用实时荧光定量PCR对黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因的时空

转录特征作了分析。除NclLP5在卵、若虫和成虫的表达量均相对较高

外，其他类胰岛素及其受体主要在若虫期和成虫期表达。从组织分布来

看，NcILPl和NclLP3主要在中肠表达，NclLP2和NclLP5在卵巢表达，

NcILP4、NclLP6和NcILP8在脑表达，NclLP9在脑和中肠表达，NcILPl0

在脑、中肠和卵巢均有表达。NcInRl主要在脑和卵巢表达，而NcInR2

则主要在脑、中肠和卵巢表达，且以卵巢表达量显著较高。携带RDV

可显著抑制黑尾叶蝉NclLP4基因表达。黑尾叶蝉不同类胰岛素基因表

达的时空分布多样性，揭示了这些类胰岛素在功能上可能存在的异同。
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3．黑尾叶蝉类胰岛素NeILP4功能初探

黑尾叶蝉类胰岛素NcILP4基因经RNAi沉默后，其转录水平显著下

调，且体内的海藻糖含量略有升高，而糖原和甘油三酯含量则均显著降

低。这表明NcILP4可能参与海藻糖代谢、糖元和脂肪合成等营养代谢

过程。

综合本论文结果，推测RDV可能通过NcILP4介导对黑尾叶蝉生物

学的作用影响。论文结果不仅为促进对水稻一RDV一黑尾叶蝉三者互作机

制的深入研究提供了基础，而且还为深入理解昆虫类胰岛素基因及其生

物学功能、以及用于害虫防治新技术研发提供了基础。

关键词：黑尾叶蝉；类胰岛素；胰岛素受体；水稻矮缩病毒；基因克隆；

实时荧光定量PCR；表达分析；时空分布；RNA干扰；海藻

糖；糖原；甘油三酯

V
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浙江大学硕士学位论文 Abstract

Abstract

The green leafhoppers，Nephotettix cincticeps(Uhler)(Homoptera：

Cicadellidae)，is one of the important insect vectors to spread rice dwarf

virus(RDV)．The complex interaction relationship among rice，RDV and N

cincticeps is formed in long—term evolution．The previous studies showed

biological changes like the extension of nymph development，the shortening

of female adult longevity，and the decreases of fecundity and offspring

survival rate in N．cincticeps infected with RDV．In order to explore the

underlying mechanisms，we primarily studied the genes and their functions

of insulin—like peptides and their receptors in the interaction．The main

results are shown as follows

1．Gene cloning and sequence analysis of insulin—like peptides and their

receptors in N。cincticeps

The genes of 1 0 insulin—like peptides(NclLP 1—1 0)and 2 insulin

receptor(NcInRl—2)were obtained via screening from the transcriptome

database of N．cincticeps in the laboratory．These genes contain a signal

peptide fragement with 1 8～26 amino acid residues，which means they are

all secretory proteins．The full—length cDNA sequences of these genes were

cloned by RT—PCR．There is an evolutionary diversity in the sequences of

insulin—like peptides and their receptors．

2．Expression analysis of insulin-like peptides and their receptors in N．

cincticeps

The temporal and spatial transcription of insulin—like peptides and

their receptors in N．cincticeps were characterized by real—time quantitative

PCR．Except for NcILP5 with high expression levels in eggs，nymphs and

adults，the other insulin—like peptides and their receptors are mainly

expressed in nymph and adult stages．As for the tissue distribution of gene

V
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expression，NcILP 1 and NcILP3 are found mainly in the midgut；NclLP2

and NcILP5 in the ovary；NcILP4，NcILP6 and NclLP8 in the brain；

NclLP9 in brain and midgut；and NcILP 1 0 in brain，ovary and midgut．

NclnRl is expressed mainly in the brain and ovary．NcInR2 is expressed in

the brain，midgut and ovary，in which the expression is significantly higher

in the ovary．RDV can significantly inhibit the gene expression of NcILP4

in N．cincticeps．The diversity of temporal and spatial expression

distributions of insulin—like peptides may reveal the similarity and

difference in the function of these genes

3．Preliminary exploration of NcILP4 function in N．cincticeps

The transcription level of NcILP4 gene decreased significantly in N

cincticeps after RNAi．The content of trehalose increased slightly with

NcILP4 gene silence，while the contents of glycogen and triglyceride

decreased significantly．It indicates that NclLP4 may be involved in

trehalose metabolism，and glycogen and fat synthesis process．

Based on these results，it suggests that RDVmay impact the biology of

N．cincticeps through interaction with NclLP4．The results not only provide

a basis for further research on the interaction mechanism among rice，RD V，

andⅣ．cincticeps，but also for further understanding of insect insulin genes

and their biological function，as well as for development of new pest

control technology．

Key Words：Nephotettix cincticeps(Uhler)，Insulin—like peptide，Insulin

receptor，Rice dwarf virus， Gene cloning，Real—time

quantitative PCR，Expression analysis，Temporal and spatial

distributions， RNA interference，Trehalose， Glycogen，

Triglyceride
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第一章文献综述

胰岛素(Insulin)是一类在生物体内具有调控代谢、生长、发育、

生殖和寿命等多种功能的肽类激素，其结构与功能以及相关的胰岛素信

号途径(Insulin／IGF signaling pathway，IIS)在不同生物类群中极具保

守性(Nltssel和Broeck，2016)。胰岛素自1921年被发现以来(Banting

和Best，1 922)，因其在调控血糖代谢及其相关的糖尿病和肥胖等人类

疾病中的重要作用而颇受重视，并得到广泛而深入研究(Cohen，2006；

Hall，201 7)。相对于脊椎动物体内存在的胰岛素、类胰岛素生长因子

(Insulin—like growth factors，IGFs)、松驰肽(Relaxin)和类胰岛素

(Insulin—like peptides，ILPs)等不同类型，无脊椎动物中则以类胰岛素

为主。上世纪九十年代，在秀丽隐杆线虫Caenorhabditis elegans和黑腹

果蝇Drosophila melanogaster中发现因胰岛素信号传导缺陷而导致寿命

延长的现象(Kenyon等，1993；Clancy等，2001；Tatar等，2001；Fontana

等，201 0)，由此有关无脊椎动物类胰岛素及其信号通路就一直倍受关注，

其中以昆虫类胰岛素相关的研究尤为全面而深入。至今，在昆虫类胰岛

素及其信号通路以及功能机制等方面研究已有较多积累(顾世红等，2009；

张龙辉和王国栋，2014；Garofalo，2002；Goberdhan和Wilson C，2003；

Wu和Brown，2006；Teleman，2010；Partridge等，2011；Antonova等，

2012；Erion和Sehgal，2013；Green和Extavour，2014；Nlissel等，2015；

Altintas等，2016；Nlissel和Broeck，201 6)，其中特别是对黑腹果蝇的

相关研究为深入理解人类疾病的发生及其治疗策略与药物开发提供了较

好的试验模型。

1．1昆虫类胰岛素

家蚕素(Bombyxin)是第一个从昆虫体内分离获得的家蚕Bombyx

mori类胰岛素蛋白(Nagasawa等，1 986)。当时因其对眉纹天蚕蛾Samia
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cynthia前胸腺具有刺激产生蜕皮激素(Ecdysone)的活性而被误认为是

一种促前胸腺激素(ProthoracicotroDic hormone)(Nagasawa等，1984)。

此后，编码家蚕素蛋白的基因被陆续鉴定并克隆(Adachi等，1 989；

Kawakami等，1989：Aslam等，201 1)。近年来，随着基因组测序与生

物信息学等技术发展，越来越多的不同昆虫体内的类胰岛素蛋白及其基

因得以被发现与鉴定。据不完全统计，至今在GenBank数据库中登录有

类胰岛素等相关蛋白或基因的昆虫种类已多达1 08种，分别属于双翅目、

鳞翅目、膜翅目、鞘翅目、半翅目、虱目、蜚蠊目、直翅目和弹尾目等

9个目。昆虫体内类胰岛素编码基因的数目因种类而异(表1．1)。在家

蚕基因组中己发现3 8个家蚕素基因，根据．其编码氨基酸序列相似性可被

分为1 2个家族：BbxA～G和BbxV～Z；其中，BbxA、B、C和V家族分

别由1 0、1 2、6和2个基因组成，其余家族则均仅有单个基因(1wami

等，1 996；Aslam等，201 1)。在双翅目黑腹果蝇中，先后发现有8条类

胰岛素基因(DILPl～8)，分别在不同的组织器官和发育时期特异性表达

(Gr6nke等，2010；Garelli等，2012)；冈比亚按蚊Anopheles gambiae

和埃及伊蚊Aedes aegypti体内亦分别含有8条和7条类胰岛素基因

(Krieger等，2004；Riehle等，2006)。在直翅目东亚飞蝗Locusta

migratoria和沙漠飞蝗Schistocerca gregaria中，则均仅发现1条类胰岛

素基因(Lagueux等，1 990；Badisco等，2008)。

昆虫类胰岛素的结构与脊椎动物的相似，其前体由B—C—A三条肽链

和信号肽组成，其中C链可被水解酶切除，A链和B链由一个链内和两

个链间的二硫键连接，形成异二聚体成熟肽。A链和B链中形成二硫键

的半胱氨酸位点高度保守，分别构成类胰岛素的特征结构域(图1．1)。

不同昆虫类胰岛素的合成部位多不相同，且受发育虫态的影响。研究表

明，昆虫的脑、脂肪体、卵巢、唾液腺和中肠等组织和器官均能表达产

生类胰岛素，其中脑部的中央神经分泌细胞(Medial neurosecretory cells，

MNCs)是主要的合成场所(N百,ssel和Broeck，2016)。由脑部神经分泌

细胞合成的类胰岛素经位于心侧体(Corpora cardiaca)和咽侧体(Corpora
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allata)神经血液区(Neurohemal area)、以及主动脉和肠等前端的轴突

末端释放到循环系统中，或与胰岛素受体(Insulin receptor，InR)结合，

或在血淋巴中被降解(Antonova等，201 2)。此外，在家蚕和果蝇的类

胰岛素家族中还发现有C链未被切除的类胰岛素生长因子类似蛋白

(IGFs—like peptides)，其在家蚕中主要由脂肪体合成，可能促进成虫

特异性器官的生长和发育(Brogiolo等，2001；Okamoto等，2009)。

表1．1已报道昆虫类胰岛素及其受体的基因

Table 1．1 The reported genes of insect insulin—like peptides and insulin—like

receptors

双翅目

Diptera

黑腹果蝇

Drosophila

meldnogdster

桔小实蝇

Bactrocera

dorsalis

埃及伊蚊Aedes 8

aegyp“

陌比亚按蚊 7

Anopheles

gambiae

NM07928 8：

NMl30644：

NMl30714：

NMl401 02：

NMl401 03：

NMl401 04：

NMl40692：

NM206315

XM01 1212549：

XM01 1212550：

XM01 1 212551：

XM01 1214937：

XMOll215586：

XM019991240

XM001649340：

XM001657435：

XM001657436：

XM001 657437：

XM001 657438：

XM001 657571：

XM001 657572：

XM00 1 662872

XM3 14564：

XM314565：

XM3 14567：

3

NM079712：

NMl70236：

NM001 1 03496

Fernandezalmonacid

等，l 987；Or6nke

等，201 0；Garelli

等，2012；Van Hiel

等，2014

XM0111 99133 Xu等，201 5

1 XM001661210 Graf等， 1 997；

Riehle等，2006

XM3201 30 Krieger等，2004
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鳞翅目

Lepidoptera

淡色库蚊Culex 5

quinquefasciatus

家蚕Bombyx 38

，"0rZ

XM558134：

XM5581 37：

XM001231147：

XM001237578

XM00l 8431 86：

XM00l 845003：

XM001 868222：

XM001 868224：

XM00 1 868225

D00340：

D00771：

D00776：

D00789：

NM001l 1 0301：

NMOOIl26261：

NM001126262：

NM001l 26263：

NM0011 26264：

NM0011 28l 34：

NM001l 281 35：

NM0011281 36：

NM0 011 281 57：

NM0011 281 58：

NM0011 281 62：

NM0011281 63：

NM0011 28315：

NM0011 2831 6：

NM0011 283l 7：

NM0011 2831 8：

NM001128319：

NM001 128320：

NM001 128321：

NM001128322：

NM001l 28323：

NM001145324：

NM001 1 7341 9：

NM001 1 73420：

NMOO 1246356：

4

1 XM001 847386 Sim和Denlinger，

2008；2009

NM00 1 043546 Nagasawa等

1wami等，

Fullbright等

1 986：

996；

1 997
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眉纹天蚕蛾

Samia cynthia

ricinf

甘薯天蛾Agrius

CO，2VOlvuli

海灰翅夜蛾

Spodoptera

littoralis

烟草天蛾

Manduca sexta

膜翅目 红火蚁

Hymenoptera Solenopsis

invicta

意大利蜜蜂Apis

mellifeFa

鞘翅目

Coleoptera

6

XM004934049：

XM012688591：

XM01 2693434：

XM01 2697100：

AB360450：

AB360451：

AB360452：

AB360453：

AB360454：

≠≠

2 撑

2

2

赤拟谷盗 4

Tribolium

CaStaneum

粪金龟 ／

Onthophagus

nigriventris

马铃薯甲虫 5

Leptinotarsa

decemlineata

半翅目 褐飞虱 4

HQ451072

HQ451 073

DQ080209

2

GU785068： 2

NM001177903

EFA02796； 2

EEZ99258：

EFA0291 8：

KYB291 66

AKQ48973： 】

AKQ48974；

AKQ48975：

AKQ48976；

AKQ48977

KF974340： 2

5

Kimtlra．Kawakami

等，1 992

1wami等，1996

HQ433354 Van de Velde等

FJl69464 Koyama等，2008

NM00 1 304592： Lu和Pietrantonio，

NM001 304600 2011

NM001246667：

XM39477 1

XM01 5979252；

XM0 l 5979414

Wheeler等，2006；

de Azevedo 和

Hartfelder，2008

Li等，2008；Sang

等，201 6

JN71 1464 Lavine等，201 3

AKQ48960 Fu等，201 6

KF974333；Xu等，201 5
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Hemiptera

蜚蠊目

B1attaria

直翅目

0rthoptera

Nilaparvata

lugens

豌豆长管蚜 1 0

Acyrthosiphon

pisum

褐色橘蚜 ／

Toxoptera

citricidus

长红猎蝽 3

Rhodnius

pro lixus

德国小蠊 1

Blattella

germamnica

东亚飞蝗 1

Locusta

migratoria

沙漠蝗 1

Schistocerca

gregaria

KF974341：

KF974342：

AB 817263

群 2

KT896507

GU230850

KXl 85519

HG972850

2

CAA82852 ／

AM889089 ／

KF974334

XM008 I 84754；Huybrechts 等，

XM0081 87695 201 0；Guo等，201 6

KX507134：Ding等，2017

KX5071 35

Defferrari等，201 6

HG51 8668 Abrisqueta等，2014

Lagueux等，I 990

Badisco等，2008

注：“／”示尚未见有报道；“存”示文献中直接提供序列。

Note：The slash means there has been no report yet；the pound means gene sequences are

provided directly in the reference．

1．2昆虫类胰岛素受体

在哺乳动物中，存在多种不同类型的胰岛素受体，如能与胰岛素和

类胰岛素生长因子等结合的受体酪氨酸激酶(Receptor tyrosine kinase，

RTK)、以及能与松驰肽和类胰岛素等结合的G蛋白偶联受体(G—protein

coupled receptors，GPCRs)(Ward和Lawrence，201 1)。在昆虫、线虫

和软体动物中，较长时间以来都只发现存在RTK受体类型(Antonova

等，2012：N￡issel等，201 5)；而且不同昆虫种类中还存在单基因和双

6
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基因(InRl和InR2)的区分(表1．1)。如双翅目黑腹果蝇(Ruan等，

1 995)、桔小实蝇Bactrocera dorsalis(Xu等，201 5)和埃及伊蚊Aedes

aegypti(Graf等，1 997)、鳞翅目家蚕(Fullbright等，1 997)、蜚蠊目

德国小蠊Blattella germanica(Abrisqueta等，201 4)和鞘翅目粪金龟

Onthophagus nigriventris(Lavine等，2013)等仅发现单个RTK型胰岛

素受体基因；而具有多型现象的膜翅目意大利蜜蜂Aphis mellifeFa(de

Azevedo和Hartfelder，2008)和红火蚁Solenopsis invicta(Lu和

Pietrantonio，2011)、半翅目褐飞虱Nilaparvata lugens(Xu等，201 5)、

豌豆长管蚜Acyrthosiphonpisum(Guo等，2016)和褐色橘蚜Toxoptera

citricida(Ding等，20 1 7)、以及不具多型现象的鞘翅目赤拟谷盗Tribolium

castaneum(Sang等，201 6)等均存在两个RTK型胰岛素受体基因。其

中，褐飞虱的两个胰岛素受体基因可通过调控FOXO活性而分别控制其

翅型发生：InRl通过激活P13K／Akt(Phosphatidylinosit01—3一kinase／

Protein kinase B)信号级联诱导产生长翅型，该通路如被抑制则诱导产

生短翅型；InR2与InRl正相反，作为负调控因子抑制该通路后则可诱

导产生短翅型(Xu等，201 5)。201 5年，在黑腹果蝇中首次克隆获得

两个含有类松弛肽受体的富含亮氨酸重复序列的G蛋白偶联受体c型

(Relaxin receptor—like leucine—rich repeats containing GPCRs type C)胰

岛素受体dLGR3和dLGR4(Van Hiel等，2014)，其中，dLGR3的配

体是类松弛肽DILP8(Colombani等，201 5)。

1．3昆虫类胰岛素表达与释放

昆虫类胰岛素的表达因发育时期、细胞类型及组织器官不同而异

(Nlissel等，201 5；N￡issel和Broeck，20 1 6)。以黑腹果蝇类胰岛素蛋

白(DILP 1～8)为例，DILPl在幼虫、蛹和成虫的脑神经分泌细胞中均

有表达；DILP2～5可由胚胎的中胚层(Mesoderm)和中肠细胞产生，其

中DILP2、3和5在幼虫和成虫脑神经分泌细胞、DILP3在成虫中肠肌

肉细胞、DILP4在幼虫中肠前端、以及DILP5在成虫卵巢和马氏管中亦
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有表达；DILP6主要在幼虫和成虫的脂肪体细胞中表达；DILP7主要由

胚胎中肠细胞以及位于幼虫和成虫腹神经节中的神经元细胞产生；

DILP8则主要在幼虫成虫盘(Imaginal discs)和成虫卵巢中表达。昆虫

脑神经分泌细胞中，葡萄糖可诱导、激发类胰岛素的分泌与释放：葡萄

糖在转运蛋白(Glucose transporter，GLUTl)介导下进入糖代谢途径，

由此线粒体产生的ATP抑制膜上ATP敏感性钾离子通道(ATP．sensitive

potassium channels，KA丁P)，并引起细胞膜去极化，进而激活电压敏感性

钙离子通道(Voltage．sensitive calcium channels)，导致类胰岛素以类似

于神经递质(Neurotransmitter)的释放方式而分泌至胞外。其中，神经

递质、神经肽和肽激素等可通过作用神经分泌细胞而影响类胰岛素的表

达、释放以及信号转导过程。己报道的这些调控因子按其作用效果可分

为促进调控、抑制调控和多重调控等(N{issel和Broeck，2016)。如在

果蝇成虫中，受碳水化合物或脂肪水平升高而诱导脂肪体表达的细胞因

子肽Uparired 2(Upd2)即属促进因子，其通过作用于细胞因子受体

Domeless(Dome)而激活GABA能神经元细胞(GABAergic neurons)

中的JAK／STAT信号通路，阻止GABA释放以免除细胞膜的超极化

(Hyperp01a“zation)，进而促进类胰岛素的分泌(Rajan和Perrimon，

2012)。其他的促进因子有脂联素(Adiponectin)(Kwak等，201 3)、

短神经肽F(Short neuropeptide F)和Corazonin(Kapan等，201 2)、

以及抑咽侧体素A(Allatostain A) (Hentze等，201 5)等，其受体表

达量降低均可导致类胰岛素多肽及其信号通路下调。抑制因子如多肽

Limostatin表达量降低则能促进类胰岛素多肽及其信号通路上调(Alfa

等，201 5)；而5．羟色胺(5一Hydroxytryptamine)和章鱼胺(Octopamine)

等受体基因下调亦能促进类胰岛素多肽表达与释放(Luo等，201 2；20l 4)。

此外，果蝇神经肽如速激肽(Tachykinin)对类胰岛素多肽的表达调控

受后者种类及饥饿状态等影响，其受体基因下调可导致己喂食果蝇

DILP2和DILP3的表达量增高，而导致未喂食果蝇DILP2和DILP3分

别同时上调和下调(Siviter等，2000)。
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图1．1人胰岛素和六种昆虫胰岛素氨基酸多重序列的比对(I)及类胰岛素氨基

酸序列模体(II)

Fig．1．1 Amino acid sequences of some insulin superfamily members(I)and the

putative insulin structural motifs(II)

注：DILPl．7为果蝇类胰岛素基因；AaegILPl．8为埃及伊蚊类腴岛袁基凶：TcILPl．4为赤拟

谷盗类胰岛素基因；NIlLPl．4为褐飞虱类胰岛素基因：LmlLP为飞蝗类胰岛素基因。

Note：DILP 1—7，Insulin—like peptides of Drosophila，"P，口，lDg口sfPr；AaegILP 1—8，Insulin—like

peptides of爿edes aegypti；TclLPl-4，Insulin—like peptides of Tribolium castaneum；NIILPl一4，

Insulin—like peptides of Nilaparvata lugens；LmILP，Insulin-like peptide of Locusta migratoria．
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1．4昆虫类胰岛素信号通路

类胰岛素与其跨膜受体结合后，激活下游信号通路，进而调控昆虫

生长、发育、代谢、生殖和免疫等生命活动(Wu和Brown，2006)。

目前，有关昆虫类胰岛素信号通路在黑腹果蝇中已有较多的研究积累，

主要涉及果蝇RTK受体传导的信号通路(图1．2) (Garofalo，2002；

Goberdhan和Wilson，2003；Wu和Brown，2006；Teleman，20 1 0；Antonova

等，2012；Niissel等，20 1 5)。

在果蝇中，与人胰岛素信号通路基因同源的类胰岛素、类胰岛素生

长因子(DIR)、胰岛素受体底物(IRS／chico)、P13K、磷酸肌醇依赖的

蛋白激酶(Phosphoinositide—dependent protein kinase，PDK)、AKT／PKB

和FOXO等基因己相继被发现，表明其信号通路和哺乳动物类似(B6hni

等，1 999；Verdu等，l 999；Weinkove等，1 999；Jtinger等，2003)。类

胰岛素受体在与类胰岛素结合后即发生B亚基自磷酸化，激活的RTK将

IRS的酪氨酸残基磷酸化，进而与生长因子受体结合蛋白2(GRB2)或

P13K上特异的SH2(SRC—homology)结构域结合，分别激活两条不同的

信号通路：’(1)激活的GRB2和鸟苷释放蛋白(Son of sevenless，SOS)

结合形成IRS／GRB2／SOS复合物，随后通过丝裂原活化蛋白激酶

(Mitogen—activated protein kinase，MAPK)信号级联反应激活MEK／ERK

(Mitogen—activated ERK—activating kinase／Extracellular signal regulated

kinase)信号通路，主要调控细胞增殖、分化和发育等(Blenis，1 993；

Shaul和Seger，2007；Chakraborty等，20 1 3)；(2)磷酸化的IRS和P13K

亚基p85(85kDa)结合，激活P13K亚基P110(110 kDa)，进而促进磷

脂酰肌醇二磷酸(Phosphatidylinositol。4，5．P2，PIP2)转变为磷脂酰肌醇

三磷酸(Phosphatidylinosit01—3，4，5一P3，PIP3)，高浓度PIP3随后依次活

化PDK、激活AKT／PKB、抑制TSCl—2(Tuberous sclerosis 1—2)和激活

TOR(Target of rapamycin)，TOR或与S6K结合而促进蛋白翻译过程，

3．0
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或使磷酸化起始因子4EBP(Karyotic initiation factor 4E—binding protein)

磷酸化失活而调控蛋白质合成(Gingras等，200 1)，而AKT／PKB还可

以磷酸化FOXO丝氨酸／苏氨酸残基，降低胞质FOXO浓度以防止阻断

细胞生长，并下调与细胞增殖、凋亡和代谢等相关基因转录(Burgering

等，2002)。第二条信号通路称为P13K途径，这两条途径相互独立，但

在一定条件下也能相互激活(Cantley，2002)。

潮蛾

图1．2胰岛素信号通路示意简图【修改自Das和Dobens(2015)l

Fig．1．2 The insulin signaling pathways【Revised from Das&Dobens(2015)】

注：IRS为胰岛素受体底物蛋白；PIP2为磷脂酰肌醇．4，5．二磷酸：PIP3为磷脂酰肌醇．3，4，5．

三磷酸：PDK为磷酸肌醇依赖性蛋白激酶；AKT为蛋白激酶B；FOXO为叉头转录因子；

TSCl．2为结节硬化症基因复合物；Rheb为小G蛋白；TOR为雷帕霉素靶蛋白：S6K为核

糖体S6K蛋白激酶；GRB2为生长因子受体结合蛋白2；SOS为鸟苷释放蛋白：PTEN为人

第10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因： MEK为丝裂原活化的ERK激活激酶：

ERK为胞外信号调节激酶。

Note： IRS， Insulin receptor substrate；PIP2，Phosphatidylinositol一4，5一P2；PIP3，

Phosphatidylinositol·3，4，5一P3；PDK， Phosphoinositide-dependent protein kinase； AKT，

Protein kinase B；FOXO，Fork head transcription factor；TSC 1—2，Tuberous sclerosis 1—2；

Rheb，Ras homolog enriched in brain；TOR，Target of Rapamycin；S6K，Ribosomal protein

S6 kinase；GRB2，Growth factor receptor—bound protein 2：SOS，Son of Sevenless；PTEN，

Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten；MEK，mitogen·activated ERK—

activating kinase；ERK，Extracellular signal regulated kinase．．
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1．5昆虫类胰岛素功能

与哺乳类相似，昆虫类胰岛素及其信号通路极具保守性，并对昆虫

整个生命周期中的各种生命活动都起着关键的调控作用，具体主要表现

在生殖、寿命、代谢、生长与发育以及多型分化等方面(Wu和Brown，

2006；Antonova等，2012；Kannan乘／Fridell，2013)。

1．5．1生殖调控

类胰岛素及其通路是昆虫除蜕皮激素和保幼激素(Juvenile hormone，

JH)以外重要的生殖调控因子，其不仅能直接调控昆虫生殖活动，还能

与蜕皮激素和JH互作起着协同调控作用。黑腹果蝇在去除能分泌DILPs

的中央神经细胞后，繁殖能力显著下降(Ikeya等，2002；Broughton等，

2005)。果蝇Chico突变体不育，而将处于卵黄发生前期的野生型果蝇卵

巢移植到突变体中，可诱导其卵黄发生；与此相反，将Chico突变体卵巢

移植到野生型体内则不能产生卵黄蛋白，而且野生型和Chico突变型体内

JH币I]血淋巴20一羟基蜕皮酮(20．HE)的水平均基本一致(Richard等，2005)。

赤拟谷盗类胰岛素通路中的FOXO能与Vg基因启动子的FHRE2位点特异

性结合而调控Vg蛋白表达(Sheng等，20 1 1)。这表明昆虫类胰岛素及其

通路可不依赖JH和20．HE而直接调控生殖。

类胰岛素与蜕皮激素和JH互作对昆虫生殖的调控，主要体现在卵黄

蛋白合成和卵子成熟等过程。埃及伊蚊经牛胰岛素处理后可促进其卵巢

蜕皮激素的合成，并在1．79M～859M范围内存在明显剂量效应，而酪氨

酸激酶(tyrosine kinase，TK)和P13K等抑制剂处理则可阻断蜕皮激素

合成(Riehle矛【]Brown，1999)。埃及伊蚊ILP3可促进其卵巢产生蜕皮激

素和卵母细胞吸收卵黄蛋白(Brown等，2008)。果蝇INR突变体卵巢在

前期即停止发育，而经JH类似物一甲氧普林(Methoprene)处理则可恢

复卵黄发生(Tatar等，2001)。在赤拟谷盗中，JH酸甲基转移酶(JH Acid
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Methyl Transferase，JHAMT)基因或MET(methoprene-tolerant)基因

RNAi后可降低脂肪体和脑中ILP2*S ILP3转录水平，而再经JHIII处理则可

恢复因JHAMT基因RNAi而降低的ILP2禾D ILP3转录水平(Sheng等，201 1)。

赤拟谷盗经牛胰岛素注射或对FOXO进行RNAi后，其Vg转录和翻译水平

均显著增高(Sheng等，201 1)；而对INR和Chico进行RNAi后，赤拟谷盗

Vg转录水平则显著降低，且雌成虫不能产卵(Parthasarathy和Palli，2011)。

马铃薯甲虫Leptinotarsa decemlineata类胰岛素基因RNAi后，其蜕皮激素

和保幼激素合成均受到抑制(Fu等，201 6)。此外，大草蛉Chrysopa

septempunctata经注射牛胰岛素后，其卵巢发育、Vg合成及繁殖能力均

有显著提高(Zhang等，201 7)。

1．5．2寿命调控

在秀丽隐杆线虫和黑腹果蝇中发现的因类胰岛素信号传导缺陷而导

致寿命延长现象(Kenyon等，1993；Clancy等，2001；Tatar等，2001；

Fontana等，201 0)，引发了对无脊椎动物类胰岛素多肽及其通路研究的

关注(N／issel矛1]Broeck，201 6)。昆虫类胰岛素及其通路对寿命的调控

与线虫相似，抑制FOXO负调控因子如DILPs(Gr6nke等，201 0；

Parthasarathy和Palli，20 1 1)、InR(Tatar等，200 1)、IRS／Chico(Clancy

等，2001；Tu等，2002)和1 4．3．3￡(Nielsen等，2008)等以及过表达IIS

拮抗因子如PTEN或FOXO等(Hwangbo等，2004；Giannakou等，2004；

Wessells等，2004；Demontis币1]Perrimon，201 0)均能显著延长果蝇寿命

或减缓心脏衰老(Altintas等，201 6)。

研究表明，胰岛素及其通路对生物的寿命调控是高度保守的，主要

涉及滞育和抗逆性等调控过程。在黑腹果蝇中，通过去除能表达产生

DILP2、DILP3和DILP5的神经分泌细胞、采用Chico突变体和过表达

Imp．L2(Imaginal Morphogenesis Protein．Late 2)以抑制血淋巴中DILP2

和DILP5水平等均可增强果蝇卵滞育(Schiesari等，2016)。果蝇DIR突

变体雌成虫寿命延长85％，其体内JH含量显著降低，且卵巢蜕皮激素合
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成亦受到抑制；用JH类似物处理可诱导DIR突变体的卵黄发生，同时寿

命恢复正常(Tatar等，2001)。与此类似，大斑蝶DanausplexippusJ．-下上徙

种群JH水平显著降低，而其寿命则由夏季种群的几周延长到数月；用JH

处理大斑蝶迁徙种群可使其寿命恢复正常，而切除夏季种群咽侧体可使

其寿命延长一倍(Herman开lTatar，2001)。对大菜粉蝶Pieris brassicae

蛹注射具有完整结构的牛胰岛素可打破其滞育并合成蜕皮激素

(Arpagaus，1 987)。这表明JH和蜕皮激素参与了昆虫类胰岛素及其通

路对寿命的调控作用(Riehle和Brown，1 999；Tatar等，2003)。此外，

去除能合成DILPs的中央神经细胞后，导致果蝇寿命延长、抗氧化应激

和抗饥饿能力增强(Broughton等，2005)；Chico突变体果蝇的寿命显

著延长，且抗逆性增加(Clancy等，2001)，而诱导PTEN、FOXO或4E．BP

过表达均可显著延长果蝇寿命，并增强其抗逆性(Giannakou等，2004；

Wessell等，2004)。

1．5．3代谢调控

在哺乳动物中，胰岛素主要通过促进细胞吸收葡萄糖并将其转化为

糖原，抑制糖异生作用，促进蛋白质和脂肪酸的合成反应，抑制其分解

反应调节碳水化合物代谢。昆虫体内糖类的主要成分为海藻糖。向颈部

结扎的家蚕幼虫注射家蚕素II可降低海藻糖浓度和提高海藻糖酶活性，

并且还可以降低脂肪体中糖原含量和提高糖原磷酸化酶活性(Satake等，

1 997)。家蚕素对家蚕成虫的血淋巴海藻糖和脂肪体糖原含量并无明显影

响(Satake等，1 999)。因此，家蚕幼虫ILPs的主要功能可能是促进糖代

谢。在果蝇中，去除合成DILPs的中央神经细胞可导致其血淋巴葡萄糖

和海藻糖含量升高，并表现出糖尿病症状，而过表达DILP2贝0可使葡萄

糖和海藻糖水趋于归正常(Rulifson等，2002；Broughton等，2005；Gr6nke

等，201 0)。在果蝇胚胎Kc细胞中，胰岛素不能促进葡萄糖吸收，但能

降低糖原合成，并通过磷酸戊糖途径促进葡萄糖氧化和乳酸合成(Ceddia

等，2003)。豌豆长管蚜经类胰岛素Apirp5基因沉默后，其体内可溶性碳

14
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水化合物和糖原含量显著升高(Guo等，201 6)。类似地，长红锥蝽Rhodnius

prD，觑“s在IGF基因沉默后，其血淋巴中碳水化合物和脂肪含量显著升高

(Defferrari等，20 1 6)。越冬滞育的淡色库蚊Culex pipiens雌成虫的FOXO

基因RNAi后，其体内脂肪含量降低(Sim和Denlinger，2009)。

1．5．4生长和发育调控

昆虫的生长发育受到内部基因和外部环境的共同调控，其中营养物

质是生长调控的重要因素之一。类胰岛素及其通路可根据外部环境变化

来调节昆虫体内的物质与能量代谢，其对昆虫生长发育的影响具有多样

性，表现在能直接自主调控细胞生长与增殖、组织与器官发育、虫体大

小和体重等各方面。果蝇类胰岛素通路相关基因如InR、Chico、P13K和

AKT等被RNAi后，其体型、体重、翅面积、细胞体积和数量均显著降低

(B6hni等，1999；Verdu等，1999；Weinkove等，1999；Brogiolo等，2001)；

反之，过表达DILPs ldl,0可显著增加各组织的细胞体积和数量，进而促使

虫体增大(B6hni等，1 999；Brogiolo等，2001；Garofalo，2002)。通过

去除能合成类胰岛素的神经分泌细胞，可导致果蝇发育延迟和生长缓慢

(Rulifson等，2002)。此外，类胰岛素及其通路还参与昆虫胚胎的生长

与发育，敲除类胰岛素及其受体基因会导致胚胎早期致死和幼虫发育滞

后等现象(Chen等，1 996；Wang等，201 3；Guo等，20 1 6)。

果蝇细胞生长受到P13K信号通路和能量物质代谢途径的共同调控

(Scanga等，2000；Tatar等，2001)。抑制P13K活性可抑制蝇蛆细胞生

长，并出现类似于饥饿诱导表型；而体外诱导DIR或者P13K过表达可使

细胞自主避免使用其生长和DNA复制所必需的能量物质。在果蝇幼虫脂

肪体和表皮等组织中，P13K表达水平受其能量水平影响：摄入能量物质

后，IR和P13K被激活，进而促进合成代谢、细胞生长和增殖；能量物质

不足时可导致DIR／P13K活性降低，由合成代谢转换为分解代谢，进而细

胞生长和增殖停滞。研究表明，果蝇TOR信号通路也能参与细胞生长调

控，干扰TSCl／2表达甚至能恢复因类胰岛素通路上游基因缺失而导致的
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表型变化(Oldham等，2000；Potter等，2001)。其中，核糖体蛋白激酶

S6K是P13K通路和TOR通路共有的下游因子，S6K功能缺失的果蝇亦可

因细胞体积减小而导致体型变小，因此推测S6K作为共有的效应分子将

生长因子调控的P13K通路和营养调控的TOR通路联系起来而共同调控

细胞生长(Garofalo，2002)。与类胰岛素通路下游FOXO的仅改变细胞

数量而不影响细胞大小的作用方式(Puig等，2003)不同，S6K只能改

变细胞大小，而对细胞数量并无影响(Montagne等，1999)。

1．5．5翅型调控

昆虫类胰岛素及其通路参与翅型分化的调控。·褐飞虱体内的两个胰

岛素受体NIInRl和NIInR2可通过FOXO活性共同调控制长短翅型的发育

(Xu等，201 5)。NIInRl激活Akt，使FOXO转录因子磷酸化后失去转录

因子活性，导致产生长翅型个体；NIInR2作为通路负调控因子，其表达

可阻断类胰岛素信号通路，FOXO未能被磷酸化而具有转录因子活性，

进而产生短翅型个体。与此类似，在褐色橘蚜中采用RNAi分别沉默胰岛

素受体AcInRl、AcInR2以及AcInRl和AcInR2，其若虫分别表现为翅正

常发育、翅畸形发育和未发育等表型(Ding等，201 7)。

1．5．6其他功能

昆虫类胰岛素及其通路还测调控昆虫的取食和交配等行为。敲除赤

拟谷盗的胰岛素受体INR基因后，其食物摄入明显减少，并导致体重减

轻(Lin等，2016)。去除类胰岛素分泌神经细胞的未交配果蝇，其性接

受能力显著强于野生型果蝇(Fu等，201 6)。此外，在社会型昆虫的等

级分化中，类胰岛素及其通路亦起着重要的调控作用。不同营养条件可

诱导意大利蜜蜂蜂王和工蜂的等级分化，涉及类胰岛素通路和TOR信号

通路(Patel等，2007；Wolschin等，201 1)。这两条通路的基因表达在

蜂王和工蜂之间存在显著差异(Wheeler等，2014)，其中类胰岛素

AmILP 1和AmILP2基因分别在蜂王和工蜂中特异性高水平表达，对
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AmILPl基因沉默可导致JH滴度降低，而对AmILP2基因沉默则导致卵

巢缩小(Wang等，201 3；Wheeler等，2006)。由此，类胰岛素信号通

路和TOR信号通路是通过影响JH来共同调控蜂王和工蜂的分化(Mutti

等，2011)。

1．6结语

在无脊椎动物中，多种ILPs与其相应的唯一受体结合，启动一系列

的信号级联反应形成类胰岛素信号通路，以调控其生长、发育、代谢、

繁殖和寿命等生命活动。此外，在褐飞虱和蜜蜂等昆虫中还发现存在2

种类胰岛素受体，对翅型分化与等级形成亦具有重要调控作用。以昆虫

为研究对象的类胰岛素及其通路研究不仅有助于深入理解生物体内高度

保守的胰岛素信号通路及其功能，可为人类相关疾病的诊断与治疗提供

模型，同时也可为害虫防治提供新的思路。类胰岛素信号通路中的相关

基因均能参与昆虫各项生理活动的调控，因此都可作为候选杀虫基因而

用于害虫防治，以减少化学农药使用。这可以说是发掘新型杀虫基因的

资源宝库。随着对昆虫类胰岛素及其信号通路功能认识的不断加深，研

究技术的不断发展，胰岛素信号通路相关基因在今后的害虫控制及天敌

等益虫保护利用上有望得到更为广泛的应用。

万方数据



浙江大学硕士学位论文 第二章黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因克隆与序列分析

第二章黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因克隆与序列分析

黑尾叶蝉是RDV的重要传播媒介(Fukusni，1 940)。研究表明，不

带毒的黑尾叶蝉在取食感染RDV稻株后出现若虫发育历期显著延长和

雌成虫产卵量明显增加等现象(梁莉，201 0)；而感染携带RDV的黑尾

叶蝉却表现为若虫发育历期和雌成虫寿命等明显缩短、产卵量下降、以

及子代存活率降低等生物学指标变化(Nakasuji和Kiritani，1970；梁莉，

201 0)。显然，RDV可能直接通过干扰叶蝉体内生理平衡或者间接通过

改变水稻内环境生理条件来共同影响黑尾叶蝉的生长与繁殖，促进叶蝉

对健康稻株的传毒，进而加剧RDV病害的发生与流行。鉴于类胰岛素

是维持昆虫正常生长、发育、寿命、生殖和免疫等多种生物学性状的重

要调控因子，推测其可能在RDV-水稻一叶蝉三者关系中亦起着关键的调

控作用。

为此，本章在转录组数据库中筛选、克隆黑尾叶蝉类胰岛素及其受

体基因序列，为探明类胰岛素在RDV一水稻一叶蝉三者关系中作用机制提

供基础。

2．1材料与方法

2．1．1试验材料

2．1．1．1供试昆虫

黑尾叶蝉采集于浙江杭州的浙大紫金港校区试验农场。该地区一直

未见有水稻感染RDV的发病情况。田间采得的黑尾叶蝉在室内以温度

27+1。C、相对湿度70+5％、光强度12000—14000 Lux和光周期为14h：10h

(光照：黑暗)的条件下，用籼稻品种台中在来1号(Taichung Native 1，

TNl)连续培养3代以上，供试验用。
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2．1．1．2主要试剂

用于基因克隆的相关试剂，如T4 DNA连接酶、cDNA合成试剂盒、

DNA Marker、大肠杆菌感受态细胞等购于北京全式金生物有限公司；

Trizol试剂盒购于美国Invitrogen公司；限制性内切酶、普通PCR试剂

盒和SYBR定量PCR试剂盒等购于大连宝生物工程公司等。其他如质粒

抽提试剂盒和凝胶回收试剂盒等购于上海生工有限公司。

2．1．2试验方法

2．1．2．1黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因的筛选

根据己报道的黑腹果蝇Drosophila melanogaster、家蚕Bom砂x mori、

埃及伊蚊Aedes aegypti和褐飞虱Nilaparvata lugens等昆虫的类胰岛素

及其受体基因序列，在本实验室构建的黑尾叶蝉转录组数据库(由全虫

及脑、卵巢、脂肪体和唾液腺等不同组织的转录组数据组成)中进行本

地BLAST比对，筛选出黑尾叶蝉的类胰岛素及其受体的基因。根据筛

选获得的类胰岛素及其受体基因序列分别设计合成特异性引物(表2．1)，

从黑尾叶蝉体内扩增、克隆获得全长cDNA序列。

2．1．2．2黑尾叶蝉总RNA提取

取不同龄期的健康黑尾叶蝉若虫和成虫置于无RNase的研磨管中，

加入500 LLL Trizol试剂，打碎研磨后于室温静置5 rain；

向管中加入1 00“L氯仿，剧烈震荡1 5 S，室温静置2 min，4。C 1 2，000

g离心1 5 min；

取上清于新的无RNase离心管中，加入1 00 gL氯仿，4℃12，000 g

离心1 5 min；

取上清，加入250¨L异丙醇，轻微震荡后置于冰上静置1 0 rain，4℃

12．000 gg心10 min；
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(5)弃上清，加入无RNase的75％乙醇，4℃7，500 g离心5 min；

(6)弃上清，加A,20 gL DEPC水溶解，取1斗L用NanoDrop 2000(美国

Thermo公司)测量RNA浓度和纯度，并置于．80℃冰箱保存。

2．1．2．3黑尾叶蝉cDNA合成

以黑尾叶蝉总RNA为模板，采用北京全式金公司cDNA合成试剂盒

(EasyScript One—Step gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix)。

(1)按照下列体系分别向无RNase离心管中依次加入

Total RNA

Random primer

Oligo(dT)primer

TransScript RT／RI Enzyme Mix

2×TS reaction Mix

1．0“g

1．0 gl

0．5 gl

0．5 pl

Rnase—free Water 补足至20．0 gl

轻轻混匀后甩至管底。

(2)在PCR仪上依次执行25℃1 0 min、42℃2 h、85℃5 min程序，

将获得cDNA置于。20℃冰箱保存。

2．1．2．4黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因克隆

(1)根据本章2．1．2．1筛选共获得1 0条黑尾叶蝉类胰岛素基因和2条胰

岛素受体基因，采用软件Primer Premier 5．0分别设计特异性引物

(表2．1)，由生工生物工程(上海)股份有限公司合成，用于类

胰岛素及其受体基因的PCR克隆。
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表2．1黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因克隆的引物序列
Table 2．1 Cloning primers of insulin—like and insulin receptor genes of

Nephotettix cincticeps

引物Primers 序列Sequences

NclLPl一F 5’一CTT ACA AAC ACG CCC GCT AC．3’

NcILPl一R 5’一TGA GTT CAC GGT GGA ATG TT_3’

NclLP2一F 5’一GAG GTG TAA CAT TGG AGG TGT C一3’

NcILP2．R 5’一CGG CAC AAT TTA TTT CTT CGT GT．3’

NcILP3一F 5’一AGT CAC AAA CAC CCA CAA GA一3’

NcILP3一R 5’一TGA GAC CAC TAC AGA TCAG CC．3’

NcILP4一F 5’．TGC GCC AGA GAC TTA GAA GA一3’

NcILP4一R 5’一TTA CTG AGT GTT CTT GGC GAA．3’

NcILP5一F 5’．TGC AGA TCA TGA AGA ACA CAT TGT-3’

NcILP5一R 5’一TCT GGC GCT TCA ATC AAA CC一3’

NcILP6一F 5’一AAG AAC TCA GGC GAA ACC一3’

NcILP6一R 5’一AGA ACA GTG AGG GCA GGT一3’

NcILP7。F 5’一CAC AGG CAC TCA CAA CAG一3’

NcILP7一R 5’．GAA ATC GTG GCA ACA TAA．3’

NcILP8一F 5’一GCA AGG ACT GAC CGA CAC。3’

NcILP8一R 5’．CGT AAA GTG GGT GAA ACA TC一3’

NcILP9一F 5’．GGT AGG TTG CCA TTT CAG．3’

NcILP9．R 5’．AAG TAG CCT TGC CGA TTC一3’

NcILPl0．F 5’一CTT CCT TCC TCA CCG AGT CA．3’

NcILPl0一R 5’一GCA GGG ATA TCA CTT TCG GC．3’

NcIRl一F

NcIRl一R

NcIR2一F

NcIR2一R

5’一ATG AAT GTT CTG GGT GGA一3’

5’．GTC AAG GCA AGT GTA GCA一3’

5’．TTG TCG TCC AGT CCC AGA。3’

5’．GGA GGT GTC CCA TTG TCA一3’
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万方数据



浙江大学硕士学位论文 第二章黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因克隆与序列分析

(2)PCR反应如下：

TaKaga LA Taq(5 U／I．t1)

10×LA PCR Buffer 11(M92+Plus)

dNTP Mix

模板DNA

引物F

引物R

0．5 uL

5．0¨L

5．0 uL

2．0¨L

1．0“L

1．0 LLL

ddH20 补足至50．0 gL

反应程序为：94℃3 min，1个循环；94。C 3 0 S，55。C 1 minn，72。C

1 min，3 5个循环；72℃1 0 min。

(3)对PCR产物进行1％琼脂糖凝胶电泳。

(4)采用凝胶回收试剂盒(Axygen Gel Extraction Kit)对PCR产物进

行切胶回收。

(5)将回收的PCR产物与载体连接，反应体系如下：

2×Rapid Ligation Buffer

pGEM—T Easy Vector

切胶回收产物

5．0 LLl

1．0“l

1．0“1

ddH20 补足N50．0 gl

混匀后甩至管底，4℃反应过夜。

(6)转化：将连接好的目的产物加入50 gl Trans—T1感受态细胞(北京

全式金)中，轻轻混匀，冰上孵育30 min。42℃热激45 S，立即

置于冰上2 min。加入500¨1无抗LB培养基，轻轻混匀，37℃200

rpm培养1h。将培养液涂布于含有IPTG和X—gal的LB固体培养

基上，37℃培养箱培养1 2 h。

(7)质粒抽提与测序：挑选白色单菌落于1 ml Amp液体LB培养基中，

37℃200 rpm培养3 h，送至上海铂尚公司进行测序。

’’
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2．1．2．5黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因序列分析

(1)利用ORF finder(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／gorf／gorf．html)确定

开放阅读框；

(2)使用SignalP 4．1 Server(http：／／www．cbs．dtu．dk／services／SignalP／)

预测信号肽；

(3)通过NCBI上conserved domains查找保守序列(http：／／www．ncbi．nlm．

nih．goV／Structure／cdd／wrpsb．cgi)

(4)在GenBank数据库(https：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／)中搜索获得不

同昆虫的类胰岛素及其受体基因序列；

(5)采用ClustalX 2．0软件对多序列进行对比分析；

(6)采用MEGA 6．05软件以邻接法(Neighbor—Joining method)构建进

化树，相似距离采用JTT矩阵法(JTT matrix—based method)估算。

同源序列进化分析中，对比对质量较差的区域通过Gblocks Server

(http：／／molev01．cmima．csic．es／castresana／Gblocks server．html)进

行删除。

2．2结果与分析

2．2．1黑尾叶蝉类胰岛素及受体基因的筛选与克隆

以GenBank数据库中已有的昆虫类胰岛素及其受体基因序列为检索

项，采用BLAST程序在本实验室的黑尾叶蝉转录组数据库筛选获得1 0条

类胰岛素基因(NcILPl—1 0)和2条胰岛素受体基因(NcInRl—2)。分别设

计相应的特异性引物，以黑尾叶蝉cDNA为模板进行RT。PCR扩增，扩增

产物经TA克隆测序，获得黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因的cDNA序列。

克隆获得的黑尾叶蝉类胰岛素及其受体的编码基因全长cDNA及其

推导的氨基酸序列见附录一(I—XII)。
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2．2．2黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因的序列分析

在克隆的1 O条黑尾叶蝉类胰岛素中，以NcILP4和NcILPl O分别为最

短和最长，其分子量分别为8．43Kd和252Kd(表2．2)。黑尾叶蝉胰岛素受

体NcInRl和NcInR2蛋白全长分别包含1，31 6和1，290个氨基酸。运用

SignalP4．1进行信号肽分析，发现1 O个黑尾叶蝉类胰岛素和2个受体蛋白

均包含1 8～26个氨基酸残基的信号肽序列，表明都属于分泌蛋白。

表2．2黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因的生物学信息
Table 2．2 The bioinformation of cloned insulin-like and insulin receptor

genes of Nephotettix cincticeps

将黑尾叶蝉类胰岛素氨基酸序列和家蚕素以及人胰岛素的氨基酸序

列进行多重序列比对，发现黑尾叶蝉类胰岛素B链具有典型的C．X(1 1)．C

结构域，即两个保守的半胱氨酸之间包含1 1个氨基酸，A链具有典型的

24
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CC．X(3)一C．X(8)．C结构域(图2．1)。

根据B链结构域序列将黑尾叶蝉1 0条类胰岛素分成3组：(1)NclLP7，

与果蝇DILP4归在一支，同类群还包括DILP3—4、DILP7和家蚕素等；(2)

NclLP2—3、NcILP68口NcILP8，与冈比亚按蚊AglLP3和火红蚁SilLP2归为

一支；(3)NcILP l、NclLP4．5和NclLP9一l 0，与果蝇DILP l一2、DILP5—6

以及褐飞虱NIlLP4聚类在一起(图2．2)。这表明黑尾叶蝉类胰岛素蛋白

的进化存在多样性。

黑尾叶蝉胰岛素受体蛋白NclnRl和NclnR2的结构域分布较为相似，

从N端均依次排列有：1个Furin—like结构域(Furin—like cysteine rich

region)位于2个Recep—L结构域之间、2个FN3结构域(Fibronectin type

3 domain)和1个PTKc InsR．1ike结构域(Catalytic domain of Insulin

Receptor—like Protein Tyrosine Kinases)(图2．3)。这与褐飞虱NclnR2的

结构域组成与排列一致。褐飞虱NclnRl在相同区域则具有3个FN3结

构域，而果蝇则仅有1个FN3结构域。
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图2．I黑尾叶蝉类胰岛素、家蚕素和人胰岛素的氨基酸序列比对分析

Fig．2．1 Alignment of amino acid sequences of NclLPI-10，Bombyxin and Human

inSUlin
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图2．2基于类胰岛素B链保守结构域序列的进化分析

Fig．2．2 Phylogeny of conserved sequence of B chain domain in insulin-like

peptides

注：Ag示冈比亚按蚊Anopheles gambiae：Bombyxin属家蚕Bombyx mori：Dm示黑腹果蝇

Drosophila melanogaster；Nc示黑尾叶蝉Nephotettix cincticeps；NI示褐飞虱Nilaparvata

lugens；Si示红火蚁Solenopsis invicta；Tc示赤拟谷盗Tribolium castaneum。

根据保守的结构域序列对不同昆虫的胰岛素受体蛋白进行进化关系

分析，其中包括单基因受体的昆虫如果蝇、家蚕、蚊类和马铃薯甲虫等、

以及双基因受体的如褐飞虱、豌豆长管蚜、褐色橘蚜、意大利蜜蜂和火

红蚁等。结果发现，黑尾叶蝉NclnR2与单基因受体、以及双基因受体中

的1条归在一起， 而NclnRl则与双基因受体的另l条归在一起(图2．4)。

这表明NclnRl所在的分支可能在进化过程中发生了丢失。在进化关系，

黑尾叶蝉胰岛素受体与半翅目蚜虫和膜翅目昆虫的较为相近，而与同为

半翅目的褐飞虱则相对较远些。
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Fig·2·3 Distribution of conserved domains in insulin receptors of Nephotettix

cincticeps
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图2．4基于胰岛素受体保守结构域序列的进化分析

Fig．2．4 Phylogeny of conserved domains of insulin receptors

注：Aa示埃及伊蚊彳edes aegypti；Ac示褐色橘蚜Toxoptera citricidus；Ag示冈比亚按蚊

Anopheles gambiae；Am示意大利蜜蜂Apis mellifera：Ap示豌豆长管蚜Acyrthosiphon pisum；

Bg示德国小蠊Blattella germamnica；Bm示家蚕Bombyx mori；Cq示淡色库蚊C“，ex

quinquefasciatus：Dm示黑腹果蝇Drosophila melanogaster；Ld示马铃薯甲虫Leptinotarsa

decemlineata；Nl示褐飞虱Nilaparvata lugens：Si示红火蚁Solenopsis invicta；Tc示赤拟谷

盗Triboli甜，行c口．Ftaneu，"。

2．3讨论

无脊椎动物的类胰岛素蛋白是脊椎动物胰岛素的同源基因

素、胰岛素样生长因子、松弛素等共同构成胰岛素超基因家族

和胰岛

无脊椎

动物体内存在一条或多条类胰岛素，其结构和哺乳动物胰岛素高度保守

自从Nagasawa等(1 986)发现第一条昆虫类胰岛素一一家蚕素以来，

在家蚕中共发现38条类胰岛素基因，分属1 2个家族(1wami等，1 996；
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Aslam等，2011)。已报道的鳞翅目昆虫体内类胰岛素基因的数目变化较

大，如烟草天蛾仅有1条类胰岛素基因(Koyama等，2008)。在蜚蠊目

德国小蠊(Abrisqueta等，201 4)和直翅目蝗虫(Lagueux等，1 990；

Badisco等，2008)中也仅发现1条类胰岛素基因。双翅目昆虫的类胰

岛素基因数量则相对较为稳定，通常由多条类胰岛素基因组成，如黑腹

果蝇(Fernandezalmonacid等，1 987；Ruan等，1995；Ikeya等，2001；

Garelli等，201 2；VanHiel等，2014)和埃及伊蚊(Riehle等，2006)

各有8条，冈比亚按蚊7条(Krieger等，2004)、桔小实蝇6条(Rihle

等，2014；Xu等，20 1 6)和淡色库蚊5条(Sim等，2008)等(表1．1)。

已报道的半翅目昆虫类胰岛素的基因数量从长红猎蝽的3条(Defferrari

等，201 6)到豌豆长管蚜的10条(Huybrechts等，201 0；Guo等，201 6)

之间，其中褐飞虱体内己发现有4条类胰岛素基因(Xu等，201 5)。就

同属于半翅目的黑尾叶蝉而言，本文从其转录组数据库中检索到1 0条类

胰岛素NcILPl～10序列，其ORF长度从23lbp到758bp不等，不仅均

包含信号肽序列，而且具有典型的B链C—X(11)．C和A链

CC—X(3)一C—x(8)一C等结构域。根据保守的B链结构域序列，可将10条

黑尾叶蝉类胰岛素分成3类，并与不同昆虫类胰岛素存在不同的亲源关

系。因此，推测黑尾叶蝉的类胰岛素不仅在功能上而且在进化上都存在

多样性。

胰岛素受体是胰岛素信号传导途径中的关键组成部分，其作为起始

位点而存在于多数细胞表面，为跨膜蛋白。哺乳动物的胰岛素受体有多

种类型，如以胰岛素和IGFs为配体的RTK受体和以松弛肽为配体的

GPCR受体等(Ward和Lawrence，2011)。其结构均为Ⅸ282四聚体，仪

亚基位于膜外，含有胰岛素结合位点，B亚基为跨膜蛋白，两者通过二

硫键连接形成二聚体，并和另一个仅、p亚基结合形成成熟的Ⅸ2p2四聚体。

13,W．基膜内部分含有酪氨酸激酶结构域。在昆虫中，主要存在RTK受体

类型(Antonova等，201 2；Nlissel等，2015)，并且不同昆虫种类中还

存在单基因和双基因(InRl和InR2)的区分。至今已报道单RTK型胰
，9
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岛素受体基因存在于双翅目黑腹果蝇(Ruan等，1 995)、桔小实蝇(Xu

等，20 1 5)和埃及伊蚊(Graf等，1 997)、鳞翅目家蚕(Fullbright等，

1 997)、蜚蠊目德国小蠊(Abrisqueta等，201 4)和鞘翅目粪金龟(Lavine

等，2013)等体内；而双RTK型胰岛素受体基因则存在于膜翅目意大利

蜜蜂(de Azevedo和Hartfelder，2008)和红火蚁(Lu和Pietrantonio，

2011)、半翅目褐飞虱(Xu等，201 5)、豌豆长管蚜(Guo等，201 6)

和褐色橘蚜(Ding等，201 7)、以及鞘翅目赤拟谷盗(Sang等，201 6)

中。此外，在黑腹果蝇中还发现存在2个含有类松弛肽受体的富含亮氨

酸重复序列的GPCR受体C型胰岛素受体dLGR3和dLGR4(Van Hiel

等，201 4)，其中，dLGR3的配体是类松弛肽DILP8(Colombani等，

201 5)。本文在黑尾叶蝉体内克隆获得2条RTK型胰岛素受体基因，均

具有典型的胰岛素受体结构域分布。研究表明，褐飞虱2条类胰岛素受

体通过相互作用来共同调节翅型发育(Xu等，201 5)。因此，推测黑尾

叶蝉2条类胰岛素受体可能亦通过相互作用来共同调控各种生理学活动。

进化关系分析结果表明，胰岛素受体可能从双基因型向单基因型的演变。

黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因的克隆获得，不仅为今后的功能研

究奠定的物质基础，而且还进一步揭示了昆虫类胰岛素信号传导途径在

昆虫进化过程中的重要性。
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第三章黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达分析

在哺乳动物中，胰岛素主要功能是降低血糖浓度，增强糖原合成。

由于胰岛素参与生物体内的营养与能量代谢，因此必然会对细胞生长、

发育、寿命、生殖和免疫等生命活动产生影响(顾世红与陈建国，2009)。

与高等动物胰岛素基因主要在胰腺细胞中表达不同，昆虫体内的类胰岛

素基因数目较多，且不同基因的表达水平因发育时间和组织器官而异

(N￡issel等，2015；N￡issel和Broeck，2016)。以黑腹果蝇的8条类胰

岛素基因为例，DILP 1主要在幼虫、蛹和成虫的脑神经分泌细胞中表达；

DILP2～5主要由胚胎的中胚层(Mesoderm)和中肠细胞产生，其中DILP2、

3和5在幼虫和成虫脑神经分泌细胞、DILP3在成虫中肠肌肉细胞、DILP4

在幼虫中肠前端、以及DILP5在成虫卵巢和马氏管中亦有表达；DILP6

主要在幼虫和成虫的脂肪体细胞中表达；DILP7主要由胚胎中肠细胞以

及位于幼虫和成虫腹神经节中的神经元细胞产生；DILP8则主要在幼虫

成虫盘(Imaginal discs)和成虫卵巢中表达。昆虫体内不同类胰岛素基

因的时空表达模式多不相同，表明这些基因的功能差异，而且存在各自

的时效性。

在黑尾叶蝉中，现已从转录组数据库中筛选获得了10条类胰岛素基

因和2条胰岛素受体基因(详见第二章)。为探明黑尾叶蝉不同类胰岛素

及其受体基因的功能与作用，本章采用实时荧光定量PCR对这些基因的

时空表达分布作了初步分析。

3．1材料与方法

3．1．1试验材料

供试的健康不带毒黑尾叶蝉与主要试剂同第二章2．1．1。其中，感染

RDV的黑尾叶蝉为传毒筛选后在携带RDV水稻植株上连续饲养的室内

种群。供试带毒黑尾叶蝉的个体均经过以RDV特异性引物(RDVS8一F：
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5’一ATA GCT GGC GTT ACG GCT AC一3’和RDVS8一R：5’．AAA CCG TCC

ACC TGA CTA CG．3’)的PCR检测鉴定。

3．1．2黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达的时间动态分析

分别取黑尾叶蝉卵、1—5龄若虫和不同日龄的雌成虫，采用Trizol

法提取总RNA(见第二章2．1．2．2)，并以此为模板逆转录合成第一链

cDNA(见第二章2．1．2．3)。根据克隆、测序获得的黑尾叶蝉类胰岛素及

其受体基因序列，经Primer3web(4．0版本，http：／／primer3．ut．ee／)设计、

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成用于实时荧光定量PCR检测

的特异性引物(表3．1)。利用CFX96 Real—time PCR检测系统(美国

Bio—RAD公司)，以cDNA的3倍稀释液为模板，对黑尾叶蝉不同类胰

岛素及其受体基因的转录水平进行定量检测，以28 S为内参基因。

qPCR反应采用SYBR@Premix ExTaqTM perfect RealTime试剂盒(中

国大连宝生)，反应体系如下：

SYBR Premix EX Taq II 12．5 uL

Former Primer 1．0 gL

Reveser Primer 1．0 gL

cDNA 2．0 gL

ddH20 补足至25．0 gL

反应程序为：95℃3 0 S，1个循环；95。C 5 S，60℃30 S，40

个循环；溶解曲线(95℃1 0 S；65℃5 S；95。C 50 S)。反应完成后，

通过(2-AACt)方法，将得到的CT值转换成各个样品中基因的相对表达

量(Livak等，2001)。

3．1．3黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达的组织分布分析

取黑尾叶蝉雌成虫，在冰上解剖分别获得脑、唾液腺、中肠、卵巢

和脂肪体等组织。随后的总RNA提取、cDNA逆转录与定量PCR检测

以及表达量分析同本章3．1．2。
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表3．1黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因定量PCR检测的引物序列

Table 3．1 qRT-PCR primers of insulin—like and insulin receptor genes of

Nephotettix cincticeps

引物Primers 序列Sequences

qNcILPl一F

qNclLPl一R

qNclLP2一F

qNcILP2一R

qNcILP3一F

qNcILP3一R

qNcILP4一F

qNcILP4一R

qNcILP5一F

qNcILP5一R

qNcILP6一F

qNcILP6一R

qNcILP7一F

qNcILP7一R

qNcILP8一F

qNclLP8一R

qNcILP9一F

qNcILP9一R

qNcILPl0-F

qNcILPlO—R

qNclnRl一F

qNclnRl一R

qNclnR2一F

qNcInR2一R

qNc28S—F

qNc28 S—R

5’一GCC CTG TAT TCC TAC GCG AT一3’

5’一CTC CTG GTT CTG CTC TCC TG一3’

5’一CTG GTATCC GCC CTA CAA CT_3’

5’一TGC ACA GTA TGT CCG TAG CA。3’

5’一GCC ACT ATG TTT TCC CTG GC一3’

5’一ATT CGT CAG TCC CCT TCC AC一3’

5’一CTT TTC GTC GTG GTT GTG CT-3’

5’一TGT CTT CCA GTG TGC AGT CA一3’

5’一GCC TTT AGA CCA GAG GAC GT一3’

5’．CCG GCA GAC AGT ACA GCT．3’

5’一CAA GCG AAA CTC CCC TGA TG一3’

5’一AGA ACA GTG AGG GCA GGT一3’

5’一CAC AGG CAC TCA CAA CAG一3’

5’一GAAATC GTG GCAACA TAA一3’

5’一GCA AGG ACT GAC CGA CAC一3’

5’一CGT AAA GTG GGT GAA ACA TC一3’

5’一GGT AGG TTG CCATTT CAG一3’

5’一AAG TAG CCT TGC CGA TTC一3’

5’一CTT CCT TCC TCA CCG AGT CA一3’

5’．GCA GGGATA TCA CTT TCG GC一3’

5’。CGA GTT GTC ATG GAG GCC TA一3’

5’一GCAACG TTC CAC ACA CTC AT一3’

5’一GTT CCA GGA CTT TGC CCT TG一3’

5’一CCT GGT GAT GTT CTC CCA CT一3’

5’一TCA GCG ATG TCA GTT TGA GG一3’

5’．CCT CCT CTC GCAATG AGAAC．3’
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3．1．4 RDV影响黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达的分析

分别取不带毒与带毒黑尾叶蝉4龄若虫，提取总RNA、逆转录合成

cDNA、定量PCR检测以及表达量分析等同本章3．1．2。

3．1．5数据分析

采用DPS 14．50软件(唐启义和冯明光，2007)对数据作统计分析，

平均数的方差分析采用Tukey法进行显著性检验，两两比较采用t测验。

3．2结果与分析

3．2．1黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达的时间动态

黑尾叶蝉不同时期类胰岛素及其受体基因的转录水平见图3．1。

根据基因转录水平的高低，10条黑尾叶蝉类胰岛素基因大致可分成

3类：(1)转录水平相对较低的，如NcILP3、NcILP6和NcILP 1 0等；(2)

水平相对较高的，如NcILP7—9等；(3)水平特别高的，如NcILP1—2和

NcILP4．5等。根据不同时期的转录水平高低，又可分成3类：(1)5龄

若虫和成虫期的转录水平较高，如NcILPl—2、NcILP4—5和NcILP7—8等，

其中NcILP5的卵期的转录水平亦相对较高；(2)若虫期和成虫期的转

录水平均呈单峰变化，如NcILP6；(3)若虫期和成虫期的转录水平相当，

如NcILP9．1 0等。

就2条胰岛素受体而言，以NcInRl基因的转录水平相对较低，且

主要在5龄若虫和成虫期表达。NcInR2在卵期的表达量极低，而在若虫

期与成虫期的表达量相对较高，其中尤以成虫期第8—1 2d的转录水平显

著为高(P<O．05)。

34

万方数据



浙江大学硕士学位论文

LPl

LP5

’器h ●一一一●●
％珥··，．■■■■■■

E00 N1 N2 N3 Nat HS F0 F4 F8 F12 FIG

LP7

Ego N1 H2 H3-“hb F0 F4 F8 FI 2 F16

E们N1啦N3 M H5 FO F●FII F12 Flfl

一·一．●●·i ●
E00 N1 N2 N3 N4 H5 F0 F4 F●F12 FIG

Z

第三章黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达分析

LP2

爿 ‘·●-
“1 ● ■■■■

勺，+干●●■●■■■■
E∞N1 N2 H3 M N5 F0 F4 H F12 F16

LP4

· __●

Ego N1 N2 N3 N4 H5 F0 F4 F●F12 F16

“h
Ego

N1 H2 m M瞄F0 F4 FS F12 F14

LPl0

Ego Nt N2 N3-H H5 R F4 F_F12 F'●

E舶N1 H2 N3 M H5 F0 F4 n F12 FIll

图3．1黑尾叶蝉不同时期类胰岛素及其受体基因的转录水平

Fig．3．1 qPCR analysis of mRNA levels of insulin-like peptides and its receptors

in Nephetettix cincticeps at different stages
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3．2．2黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达的组织分布

3．2。

黑尾叶蝉不同组织或器官中类胰岛素及其受体基因的转录水平见图
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图3．2黑尾叶蝉不同组织类胰岛素及其受体基因的表达水平

Fig．3．2 qPCR analysis of mRNA levels of insulin—like peptides and its receptors

in different tissues of Nephotettix cincticeps

在脑中表达的类胰岛素有NcILP4、NclLP6和NclLP8．1 0等，其中

以NclLP4、NclLP6和NcILP9的表达水平较高，NcILP8次之，NclLPl0

较低；此外NclLP9在中肠、NclLP 1 0在中肠和卵巢中的表达量亦均较
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高。在中肠中表达的类胰岛素有NclLP 1、NclLP3和NclLP 1 0等，其中

NclLP 1和NclLP3的表达水平相似，均显著高于NclLP 1 0(P<0．05)。

在卵巢中表达的类胰岛素有NclLP2和NclLP5，其中NclLP5的表达水

平显著高于NclLP2(P<O．05)。

黑尾叶蝉胰岛素受体的基因表达水平以NclnR2显著较高(P<0．05)。

NclnRl主要在脑和卵巢中表达，而NclnR2则主要在脑、中肠和卵巢中

表达，且以卵巢的表达量显著较高(P<0．05)。

3．2．3黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达的RDV影响

分别对不带毒和带毒的黑尾叶尾4龄若虫进行不同类胰岛素及其受

体基因的转录水平检测，发现带毒叶蝉体内NclLP4和NclLP5的转录水

平明显低于不带毒的，其中NclLP4表达水平的差异在1 0倍左右，达显

著水平(P<0．05)。其余类胰岛素以及受体的基因表达水平以带毒叶蝉

为高，或两者差异并不明显(P>0．05)，其中NclLP3和NclLP9以带毒

的显著为高(P<0．05)。这表明NclLP4可能在RDV对黑尾叶蝉生物学

影响中起着重要作用。

ILPl lLP2 lLP3 ILP4 lLP5 lLP6 lLP7 ILP8 lLP9 ILPl 0 R1 R2

图3．3 RI)V对黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因表达水平的影响

Fig．3．3 Effect of RDV infection on mRNA levels of insulin—like peptides and its

receptors in Nephotettix cincticeps
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3．3讨论

昆虫类胰岛素蛋白结构保守，其加工修饰、分泌、所参与的信号通

路等与脊椎动物比较相似。其中，类胰岛素的基因表达因发育时期、细

胞类型及组织器官不同而异(N￡issel等，201 5；N冱ssel和Broeck，2016)。

在黑尾叶蝉中，除NcILP5在卵、若虫和成虫中表达量均相对较高外，

其他类胰岛素及其受体则主要在若虫期和成虫期表达。从组织分布来看，

NcILPl和NcILP3主要在中肠表达，NcILP2和NcILP5在卵巢表达，

NcILP4、NclLP6和NcILP8主要在脑表达，NcILP9；在脑和中肠中表达，

NclLP1 0在脑、中肠和卵巢中均有表达。NcInRl主要在脑和卵巢中表达，

而NcInR2则主要在脑、中肠和卵巢中表达，且以卵巢的表达量显著较

高。与黑腹果蝇的类胰岛素相似，黑尾叶蝉不同类胰岛素基因表达的时

空分布异同，揭示了这些类胰岛素在功能上可能存在的异同。

在昆虫脑神经分泌细胞中，葡萄糖可诱导、激发类胰岛素的分泌与

释放，而神经递质、神经肽和肽激素等可通过作用神经分泌细胞而影响

类胰岛素的表达、释放以及信号转导过程。至今己报道多种调控因子，

按作用效果有(1)促进调控的，如Upd2(Rajan和Perrimon，201 2)、

脂联素(Kwak等，201 3)、短神经肽F和Corazonin(Kapan等，201 2)、

以及抑咽侧体素A(Hentze等，201 5)等；(2)抑制调控的，如Limostatin

(Alfa等，201 5)、5一羟色胺和章鱼胺(Luo等，201 2；201 4)等；(3)

多重调控的，如速激肽(Siviter等，2000)等。在黑尾叶蝉中，携带RDV

可显著抑制NcILP4的基因表达，而NcILP4主要在脑高水平表达。因此，

RDV对黑尾叶蝉生物学的影响可能与对NcILP4的抑制调控有关，但其

中的内在机制尚有待深入研究。
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第四章黑尾叶蝉类胰岛素NcILP4功能初探

在哺乳动物中，胰岛素主要通过调控血糖浓度来参与营养和能量代

谢过程。类似的，昆虫类胰岛素也能促进葡萄糖吸收和糖元合成，并从

糖元代谢向脂肪和蛋白质等代谢转化(Wen等，201 0)。不同生物体内

胰岛素结构与功能以及其信号通路的调控机制等都非常保守。对果蝇的

研究结果表明，类胰岛素可通过激活胰岛素通路和TOR通路等来调控生

长、发育、新陈代谢、繁殖及免疫等生命过程。由于黑尾叶蝉感染RDV

后，其若虫发育历期、雌成虫寿命和产卵量等生物学指标均发生显著性

变化(Nakasuji和Kiritani，1970；梁莉，2010)，因此推测RDV对黑尾

叶蝉的这种影响可能与叶蝉的类胰岛素信号通路有关。

为此，本文在克隆黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因基础上，采用实

时定量PCR技术分析比较了感染RDV对这些基因在转录水平上的影响。

结果发现，黑尾叶蝉若虫感染RDV后，NcILP4的基因转录水平显著增

高(第三章)。为了明确NcILP4在RDV影响黑尾叶蝉生物学指标中的

作用，本章采用RNAi技术下调NcILP4表达水平，进而比较分析了糖类

如海藻糖和糖原、以及脂类如甘油三酯等含量变化。

4．1材料与方法

4．1．1试验材料

供试的健康不带毒黑尾叶蝉与主要试剂同第二章2．1．1。其中，感染

RDV的黑尾叶蝉为传毒筛选后在携带RDV水稻植株上连续饲养的室内

种群(第三章3．1．1)o

用于RNAi的siRNAs由广州锐博生物公司合成。用于检测海藻糖、

糖原和甘油三酯等的试剂盒购于苏州科铭生物技术有限公司。
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4．1．2 RNAi

制备1％的含有凹槽的琼脂糖板。取健康不带毒黑尾叶蝉2龄初若

虫，于冰上麻醉后置于琼脂糖平板凹槽处，胸腹连接处的节间膜作为注

射位点。用拉针仪将毛细管拉成合适的长度，并调节尖端处的粗细，将

siRNA置于毛细管中。每头若虫注射1 8．3nl NclLP4 siRNA(2．0 pm01)。

将注射后的黑尾叶蝉接入放有新鲜水稻的养虫罐中，．并移入人工培养箱

中，饲养条件同第二章2．1．1．1。24 h后取活虫用于检测分析。

RNAi效果采用定量PCR检测。PCR体系与程序同第三章3．1．2。

4．1．3生化检测

分别采用试剂盒检测黑尾叶蝉NcILP4经RNAi 24h后的海藻糖、糖

原和甘油三酯等含量变化。具体操作参照试剂盒说明进行，每项检测至

少重复6次。

4．1．3．1海藻糖含量测定

称取O．03 1 g组织样品于1 mL提取液中，冰上匀浆后室温静置45

min，期间振荡3—5次。室温8，000x g离心1 0 min，取上清。取O．06 mL

上清液和0．24 mL工作液混匀后，95℃水浴1 0 rain。冷却至室温后用酶

标仪在620 nm波长测定吸光值A。海藻糖含量的计算公式为：

海藻糖含量(mg／g)=[V1×(A一0．0729)／4．4488]／(WxVl／V2)

其中，V1为加入反应体系中的样本体积；V2为样品提取液的总体

积1 mL。

4．1．3．2糖元含量测定

样品制备与检测过程同4．1．3．1。糖元含量的计算公式为：

糖原(mg／g)=1．1 1×(c标准×V1)×(A3一A1)／(A2一A1)／(WxVl／V2)
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其中，v1为加入反应体系中的样本体积；V2为样品提取液的总体

积1 mL；C标准为标准管浓度0．1 mg／mL；A1、A2和A3分别为空白管、

标准管和测定管的吸光值。

4．1．3．3甘油三酯含量测定

称取0．03 1 g组织样品于O．75 mL提取液中，匀浆后95℃水浴1 0 min，

期间充分振荡。待组织样品全部溶解后，冷却并用超纯水定容至5 mL。

室温8，000x g离心1 0 min，取上清。取0．01 mL上清液依次和1 25 IxL

试剂一、25 uL试剂二混匀后，剧烈震荡1 5 min，静置。待分层后取上

层液1 5¨L于新离心管中，依次加入50肛L试剂三和1 5 pL试剂四，充

分混匀后65℃水浴3 min。再依次加入试剂五和试剂六各50¨L。充分

混匀，65℃水浴3 min后，用酶标仪在420 nm波长测定吸光值A。甘

油三酯含量的计算公式为：

甘油三酯含量(mg／g)=C标准×(A3一A1)／(A2一A1)／W

其中，C标准为标准管浓度0．1 mg／mL；A1、A2和A3分别为空白

管、标准管和测定管的吸光值。

4．1．4数据分析

采用DPS 14．50软件(唐启义和冯明光，2007)对数据作统计分析，

平均数的方差分析采用Tukey法进行显著性检验，两两比较采用t测验。

4．2结果与分析

4．2．1黑尾叶蝉NeILP4的RNAi分析

黑尾叶蝉类胰岛素NcILP4基因经RNAi后，其转录水平显著下调(p

<0．05)，约为对照的1／1 0(图4．1)。这表明采用特异性SiRNA片段注

射能有效降低叶蝉若虫体内NcILP4的转录。NclLP4的RNAi体系构建

成功为今后叶蝉类胰岛素的功能研究提供了基础。
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图4．1黑尾叶蝉NcILP4经RNAi后的表达水平

Fig．3．2 qPCR analysis of NcILP4 mRNA level in Nephotettix cincticeps after

RNAi

4．2．2黑尾叶蝉NcILP4基因沉默的生理学效应

黑尾叶蝉类胰岛素NclLP4基因经RNAi后，其体内海藻糖含量略有

升高，但差异未达显著(p>O．05)；糖原和甘油三脂含量则均显著降低

(p<0．05)。这表明NclLP4参与海藻糖代谢、糖元合成与脂类合成等营

养代谢过程。

4．3讨论

胰岛素具有保守的结构和功能，且其信号通路的调控机制在不同生

物中较为相似。在哺乳动物中，高浓度血糖(葡萄糖)能诱导胰腺分泌

胰岛素以促进细胞吸收葡萄糖，并在肝脏中转化为糖原和脂肪进而储存；

反之低浓度血糖会抑制糖原和脂肪合成，其中脂肪可被分解为脂肪酸和

转化为葡萄糖(Van Heemst，2010)。
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图4．2黑尾叶蝉经RNAi后海藻糖、糖原和甘油三酯的含量

Fig．4．2 The contents of trehalose，glycogen and triglycer in Nephotettix cincticeps

after RNAi

在昆虫中，海藻糖是血淋巴中最主要的糖类物质，糖原和甘油三酯

分别是糖类和脂肪的主要储存形式。通过注射昆虫类胰岛素(家蚕素)，

家蚕幼虫血淋巴和脂肪体中的海藻糖浓度均有降低，同时发现脂肪体海

藻糖酶和糖原磷酸化酶的活性均大幅上升，表明海藻糖和糖原降解成葡

萄糖而收被吸收，即家蚕素是通过促进糖代谢来降低血淋巴糖浓度
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(Satake等，1997)。类似的，类胰岛素并不能增加果蝇Kc细胞的葡萄

糖的吸收和脂肪及糖原的合成，而可通过磷酸戊糖途径等增强葡萄糖氧

化和乳酸产生来降低血淋巴糖浓度(Ceddia等，2003)。摘除果蝇合成

DILPs的中央神经细胞可导致其血淋巴葡萄糖和海藻糖含量升高，并表

现出糖尿病症状，而过表达DILP2则可使葡萄糖和海藻糖水平趋于正常

(Rulifson等，2002；Broughton等，2005；Gr6nke等，20 l 0)。对摘除

脑部的伊蚊注射类胰岛素ILP3后，表现出海藻糖转运水平降低，糖原和

脂肪含量增加等(Brown，2008)。将豌豆长管蚜和长红锥蝽的IGF基因

分别沉默后，血淋巴中的碳水化合物和脂肪含量均显著升高(Defferrari

等，2016；Guo等，2016)。

本章采用RNAi对黑尾叶蝉进行NcILP4基因沉默，可显著降低

NcILP4表达量，并且其体内的海藻糖浓度略有升高，而糖原与甘油三酯

等含量则显著降低。这与前人结果相似，表明NcILP4具有调控黑尾叶

蝉生理代谢的功能。

越来越多的研究表明，类胰岛素缺失及其信号传导缺陷可导致昆虫

寿命延长和繁殖能力降低(Wu和Brown，2006；Antonova等，2012；

Kannan和Fridell，201 3；Niissel和Broeck，201 6)，而携带RDV的黑尾

叶蝉可表现出若虫发育历期延长、雌成虫寿命缩短和产卵量下降等

(Nakasuji和Kiritani，1 970；梁莉，20 1 0)，可能与RDV干扰黑尾叶蝉

体内类胰岛素及其信号传导有关。本文研究结果表明，携带RDV黑尾

叶蝉的NcILP4表达量显著降低(第三章结果)，因此推测NcILP4可能

参与由RDV引起的黑尾叶蝉生物学变化。

由于黑尾叶蝉RNAi后存活数量以及时间等限制，本文未对NcILP4

基因沉默的黑尾叶蝉开展生物学以及传毒能力等研究。有关黑尾叶蝉

NcILP4的生物学功能、调控机制以及在RDV传播中的作用机理尚待今

后进一步研究。

万方数据



浙江大学硕士学位论文 总结

研究结果

总结

黑尾叶蝉取食获得RDV后，出现若虫发育历期延长、雌成虫寿命

缩短、产卵量下降以及子代存活率降低等生物学变化。为探讨其内在机

制，本文在黑尾叶蝉转录组数据中检索获得类胰岛素及其受体相关基因

序列的基础上，克隆获得了1 0条类胰岛素(NcILPl—1 0)和2条胰岛素

受体(NcInRl—2)全长基因，同时分析了这些基因的时空表达分布特征

以及黑尾叶蝉携带RDV后的基因表达水平差异变化，进而筛选出

NcILP4可能参与RDV对黑尾叶蝉生物学的作用影响，最后采用RNAi

技术初步研究了该基因的生理学功能。

本文获得的主要结果有：(1)从黑尾叶蝉转录组数据中筛选得到了

1 0条类胰岛素和2条胰岛素受体的基因序列，并采用RT—PCR克隆得到

了这些基因的全长cDNA序列；(2)采用定量PCR技术，明确了上述黑

尾叶蝉类胰岛素及其受体基因在不同发育时期和不同组织中的表达分布

情况；(3)筛选出在携带RDV和不带毒黑尾叶蝉体内差异表达的类胰

岛素NcILP4；(4)采用RNAi技术将NcILP4基因沉默后，黑尾叶蝉体

内糖原和甘油三酯含量显著降低。

综合本论文研究结果，推测RDV可能通过NcILP4介导对黑尾叶蝉

生物学的作用影响。

创新之处

(1)有关植物一病毒．媒介昆虫三者互作的研究主要集中传毒(识别)、

增殖和植物抗病毒等方面，有关病毒对媒介昆虫生物学、生理学影响以

及互作机制等方面至今少有研究。本研究在已有报道携带RDV可导致

黑尾叶蝉若虫发育历期延长、雌成虫寿命缩短、产卵量下降以及子代存

活率降低等生物学影响的基础上，率先以类胰岛素及其受体为切入点，
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开展RDV对黑尾叶蝉类胰岛素及其信号通路的影响研究。初步明确了

RDV抑制NcILP4基因转录可能是导致黑尾叶蝉生物学与生理学变化的

影响机制之一。这在国内外尚属首次。

(2)明确了黑尾叶蝉类胰岛素及其受体基因的序列特征、表达模式

以及系统进化关系等。同时，成功构建了黑尾叶蝉RNAi体系，实现了

对类胰岛素NcILP4的基因沉默。

(3)本论文结果不仅为促进对水稻一RDV一黑尾叶蝉三者互作机制的

深入研究提供了基础，而且还为深入理解昆虫类胰岛素基因及其生物学

功能、以及用于害虫防治新技术研发提供了基础。

不足之处及今后研究方向

(1)未能获得黑尾叶蝉NcILP4的抗体，以从蛋白水平上研究黑尾

叶蝉NcILP4的产生、分泌和表达调控机制等。

(2)本文虽然成功构建了RNAi体系，并实现NcILP4的基因沉默，

但未能对NcILP4基因沉默的黑尾叶蝉开展生物学以及传毒能力等研究。

有关黑尾叶蝉NcILP4的生物学和生理学功能尚待进一步研究。

(3)本文虽然明确了RDV对黑尾叶蝉NcILP4基因转录的影响，

但未能深入探讨RDV对NcILP4基因表达的抑制调控机理。今后可继续

开展NcILP4与RDV互作机制的研究。

(4)有关黑尾叶蝉NcILP4和其他类胰岛素基因之间的互作关系仍

有待进一步探索。
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ATGAG五ACCTTT重TCTTCATTGCACTTTCTTCTTTAlITCGCCCTCTCTTATG西AG五CG五卫G五CATTTAC呲ATTGACAAG西A五AGTGGA
M R T F L F 工 A I． S S L 工 A L S Y E D D n 工 Y N 工 D K K S G

100 110 120 130 140 i50 160 i10 180

0尉翮眦ATT硼TGT咄撕盯嵋籼TCA眦q阳mCCTTAT甜TTCTCT甜眦A∞删TCTACA城qUIACTCCCCT硼口朗G‘灌TCC
R K Ⅱ Y C C K 墨 L R R N L M F L C D S 工 Y K R N S P 卫 C C S

190 200 210 220 230 240 250 ’260 270

ITG,C册G瓢口：ACToBCTG种G眦‘擅CATCGGGATGG强E；五TCTOCA口n0CCCTC重AT孤CCCCTTCCGCTCCAG雨6CCA砷眦CTTT口CC
M H E D W V M N V 工 G M E 卫 L O S P V Y P E R S R A K A F A

280 290 300 310 320 330 340 350 360

四吼TCCC揶圈硼五TTTCCGqM：CC强孤CⅫCG蕊GG口朗TGCAG抽C强册GCTOCTCC强GCCCTGC孤C■岫CG五T吼GCTCTCC硼芘TAT
V 工 P E Y F R R O T R G V A D 置 C C S K P C T 工 卫 E L S S Y

3"／0 380

T四Go芘AACGl虻Cl盯CA
C G 0 卫 P S

Ⅵ．NclLP6编码基因全长cDNA序列及其推导的氨基酸序列
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10 20 30 40 50 60 10 80 ，O

矾GTnC丑TTTCATGTTCGTCTTTT眦TTTCAC瑚吕GCACTCAC赫Cn咖Gcn雠哪GTGcnGC四C咖GAT鲫oCTGCT眦C；ATG
M Y 工 S C S S F 卫 卫 H R Ⅱ S 0 乜 M O R C A A S V M V L L A M

100 110 120 130 MO 150 160 110 180

T四CT四GTTT眦CCAC嘞G雨GG盈CCTC丑Go口U虻TCATCGTCAGq町IGC雠TCG哪CTTCAAGTGTGCGGCG剐盯强6TTGATCCAG
C L C L A Ⅱ G 丑 卫 II R E L 工 V R X R S G L 0 V C G E K L 工 0

190 200 210 220 230 240 250 260 210

TCCCTA砷GGTTCTTTGTGACAACCnGT丑CAAC五五■雨GG五确CAATAAT丑丑GCGOCATG殖卫确确CGAACACGACAG雨GGTTGGG丑GCTTTEaB
S L M V II C D N O Y N K R N N N K R Ⅱ E N E H D R G W E L W

280 290 300 310 320 330 340 350 360

CGACCAC口田札；ACA槭CATGTCCATGTTeTCCTTATCACGT田G曩￡；GCGC眦GTT钾丑眦G瑚GTTGC瑚A珊CATGC瑚lⅡC
R P R R Ⅱ A M S M L S L S R V R R G V V 卫 E C C N K S C S 工

310 380 3，0 400

C置确G西雨CTn矗GCTC爵TACT四CTGCCGGCTTAT
O E L S S Y C L G n Y

VII．NclLP7编码基因全长eDNA序列及其推导的氨基酸序列

10 20 30 40 50 60 10 80 90

，ⅡGGTATAcGo眦cGcCTTGTC哪眦CGT唧四CTTCT眦TCTTAG脚ACTo眦GCCAGCATCG眦GTCCTCTC眦Ce七CGC
M V Y G T A L S V T V C L L T L R A L 卫 A S 工 G R P L D R R

100 110 120 130 140 150 160 i10 180

CACTACTGco眦置矗GG西CTCACC口虻ACCATGCGTCTCCTTT￡疆咖哪TGGTACnl叱CCTCCG舵CCGGcCl盯CTC丑G丑GTAT椰
Ⅱ Y C G 0 G L T D T M R L L C D G W Y K R S D p A 工 S 卫 Y N

1，0 200 210 220 230 240 250 260 210

Gl虻GTTGACC嘟CCCCTG瞄藕CCTG眦CTTTTCCCCCT哪GcT口眦CGTC雠CT眦C丑TGAGCCTGATCCGCCAGTCGClI四CC
卫 V D R P P 墨 D L S L F P L V L D R R L A M S L 工 R 0 S n S

280 2，0 300 310 320 330 340 350 340

CGCl嵋℃AAGCGTG咖GCATCGTGGACG丑GT G】CTGTCGC瑚CCTTGCTCC姗CG丑T咖CTGCG五GGTTACTGCCGAAC丑GCCe孤TM
R S X R G G 工 V D E C C Ⅱ N 卫 C S 工 D 嚣 L R G Y C G T A D Y

VIII．NclLP8编码基因全长eDNA序列及其推导的氨基酸序列

10 20 30 40 50 60 10 80 ，0

丑T哪GTGGCT唧咖TCCCTT嘟CACCCTo曰；GTTGCTAT哪GTCTCA眦GTCG瑚CTGTT丑e；GCTATGTGG蜀曩CTAGCCTTe￡C
M V W I| 1， V P L 1F T L G L L C V S D V E P V Ⅱ L C G S S L A

100 110 120 130 M0 150 160 170 180

哪TCACTCGCTCTG丑TCTGCo日口口忙GC置G伽TTGCCA五五GGc矗lIACGTTCCATT口ⅡTC五GAC瑚J埔CCCToCAG枷CCC枷GG
D S L A L 工 C G D A G F A 譬 G K R S 工 D S 卫 N N p A E S 0 W

190 200 210 220 230 240 250 240 210

GC册TT四丑G丑f理ACAG弧t翔lTCCT眦TC枷TGTG瑚C丑CTTTCTGAGCC吲陬GCA丑丑AGCCATG蝴CTTCTCCCAG咖CGcTA赫
A F V E Y R D 卫 卫 S 工 V N H F L S R A K A M S L L p G S L R

280 290 300 310 320 330 340 350 360

GCAAGAC丑CGTCA雨量AG西GGTCT枷T呲G脚。亡ToCCGC五国抒CTTGCACCTT雨丑儡曲置CTCACTTCGTACT日CTTn丑CAG砌tCCA
A R H V K R G V V D E C C R R S C T L R E L T S Y C L T E p

310 380 390

AAC珊ATCAATnmTT】哪m
N N 工 N K 工 N K

IX．NcILP9编码基因全长eDNA序列及其推导的氨基酸序列
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10 20 30 40 50 ‘0 10 80 90

鲫口龇m虻砒ZTGGT哪AGCCGTTCTCTGTAGcT四∞珊凹TCTATCncACTCTGcTCCTTGGcam凹TAc国虻oCGcGCC卸口掂T
M R O 0 L V V A V L C 5 C V V L S M S A P W R S Y n n R 0 S

100 110 120 130 140 150 160 110 180

CAA四TT四咖眦列栅TGGCCGnTATGCTGTCCCTCJ垤TTGCTCTGGTCGTG田ⅡAcAACTTT盹TTTC剐眦CGG列mGG瑚A肺AAT
0 V C G D K I． A D M L S I． 工 C S G R G Y N F n F K p E G S N

190 200 2i0 220 230 240 250 260 210

Gc砌虻飘动岛坷TCCGC-．CGTo乱：AT枷GGn丑GAGTGTTGTCGGCa阳lGTTGTACCCCG∞瑚∞TG口BLcTATACTe七CGcGCT眦CCA
A R R 譬 R R G I V 丑 E C C Ⅱ Ⅱ S C T p A M L E L Y C R A n P

280 2，0 300 310 320 330 340 350 360

，屹Cq扭CCACCTTCCAACGTCCAAATCAG口酊眦G丑瑚GAc瑚强强TTG．M孺ATTCTGATCCGGTGTCA瑚G西确GA唧ACCGACT
T E p P S N V 0 工 R K R S D S E 工 卫 N S D p V S N E 卫 V p T

310 380 390 400 410 420 430 440 450

TCCCCAAAGCCTGCAGTATTAAAAGTGACGAATACTTTCG丑TG五AnCnnGAAACAGCeA眦CTCCACAo嘶矗GGn丑GCe七GAGATAAC
S p X P A V L K V T N T F D 丑 T R N S E A S T G K 墨 A G D N

460 410 480 490 500 510 520 530 540

T姗nn枷TATC，龇TTGTTG枷TC眦CACGCAo哪CACnGATCGnAGGCTTTGGTGnGcAAGTCCAClICCGAAC吼T丑CCACAe；AG
Y K 工 工 N L L S S T T q D Ⅱ R S K A L V S 1( S T P N 卫 T T 卫

550 560 510 580 590 600 610 620 630

锄雨￡强矗GGTCTTAGCCACA丑CCTCCTGAGACATCACAACCACCMCATCATGCCCGG雨G翰确GTCACACGTCCoGA爵雨雨CATCAACCAAG
E E G L S Ⅱ N 1【r L R H Ⅱ N H Ⅱ Ⅱ H A R R X S Ⅱ V R X T S T X

640 650 660 610 680 690 100 110 120

GCG矗■再AnA曲C确丑G雨】狐￡TTCTCG髓瑚G强AATACG蕊GG矗CGTTTG西GATAGGj瓯Co四G丽l坫℃CTTACTTCGCnGGCC哪CATl虻E七C
A K K D X K L L E C N T R T 卫 E 工 G T V K 卫 Y 量 A G R p Y A

130 140 150 160

TC雨．TAT西G韵eGCAGCTACl垤CCACACCTCTCTGTCG

S Y R G S Y 工 H T S L S

X．NcILPl0编码基因全长cDNA序列及其推导的氨基酸序列
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i0 20 30 龟0 SO 60 70 80 90

ATGTeACCCCATGACCGCGACACATG霉C高T锹南TG霉CA2GGTGGe2ACTGCt酶CTCTGGCo；cAC撬C堂OCCACGGA毳僦TC量GCTC2
M S P H D lt D ? C H V M S W W L L 五 A L A A 兰王 S H G R z C S

100 110 120 130 140 150 160 170 180

AGCGTCGACAT望CGeAA霉AAGCCGg暑LTogTCTAGAGG{昭C2墨CGTgGCTGTCGGGTGG罾TGAGGGCT：黾CGTTCAAATTG2CC譬CA2GG屯茂
S V D 工 R N K p D R L E V L R G C R V V E G Y V Q r V 玉 M 宅

190 200 210 220 330 240 250 260 270

0G2GG蛩毳为I嚣A焉聂CGGAC2鼍譬GACC翟蚤粼TC譬C譬T00GGAGC'!氛CGGGA锹CACe谳黜C它C鱼嫩零C鼍'矗CCOGG它翟【G27GogC蛩C
R G N E 室 D P D L H S L P ￡ II R E Z T E Y L M F Y R V V G z．

280 290 300 310 320 330 340 350 360

CGAAACA2CGGCCA瘩A健霹2翟CCAA量CCTCAGcG卫鱼跹TAGGGGCGAGAGCT2A222e置曼GACT矗CGCCC譬TG2AG2A重ACGAGA2GT2C
R N Z G Q 工 P p N II 3 V 工 R G 2 g I． P 0 D Y A L V V Y E M P

370 380 390 400 410 420 430 440 450

AACCtTCAGGAGGTTGGrCTGo营撇0C譬CGTCG鼬；A鬻TACAAGGGGAGCAGTCAGAATAGA曼J&AGAATCOCAG；虻譬TTG警黜G零_GGAT
N L Q E V G 五 R N L V E I T R G A V R 工 E K N P R L C Y V D

460 470 480 490 500 510 520 530 540

ACCA2CAGCTGGGACCAGA曩：GCCAG甜GGG裔ITCCTC2cAAGAACTACATCTCCCA矗毳AC矗鱼GATGTC置GACAGCTGTCCAGGCTG26AC
T Z S W D Q Z A R W D P L K N Y ： S Q N K M S D S C p G C D

550 560 570 580 590 600 610 620 630

CCGAGljTGTCA2GG矗GGCC曩AT唱2To国惦rTCTC粼C竭嗽CAG嘏TC龟G澈GG黜TG矗CTcCa6C2GCCACCCGCT《疆G贼CGGA
P S C H G G 五 C W S I| N Q C Q z Q T G 工 D S S C H P L C 工 G

640 650 660 670 680 690 700 710 720

GCC霉GC昼2GGGTCCGGG量CCC矗A邑GGC2GT0lACGCC∞GToGe巍AGT翟CCTC矗Cl路CAGA鱼A再TGAGTGTGTGG盏AcG望TGCOCCCAAGCA

A C M G 拿 G P K G C Y A C R K F 王． T A ￡ N E C V E R C P Q A

730 740 750 760 770 780 790 800 810

舀C矗霉矗％置G曩ATTT兔矗ATCGCAGATGCATCATAGeAGAcGAATGTTTGA邑AACl翟CCAGA渊CAGA GlsG零CCTGTTC再A罾gGGACC翟GC

T Y E Y z| N R R C Z z A D E C II K T S R l{ Q R V I| F N G T C

820 830 840 850 860 870 880 890 900

点CAG文TCGcTGTCCACCTGa舀j臻2C垒GCTGG毳C垡沼2GCGGC℃AAG盔§CTGTGTG0c；饿TCAAGGCA鼬贽e理鱼GC鱼AG菇C菇TG2C叠再GG2
霉 D R C P p E Y Q L D S A A K S C V P C Q G K C S K 2 C Q G

910 920 930 940 950 960 970 980 990

GGCAAI!ATCGACAACA蜀蹴TGeTGC0cAG雠CTGAGGGGT2GCACTCTAATAGAGGGC霉GAA卫AGA矗矗譬AA毳eAT雹Ae通20CC-G2AAA
G N 工 D N 工 A A A Q E L R G C T L 工 2 G S Z E Z N Z R S G l【

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080

00CAA撇CA零零GCTCAGGAAC霉AGAG嚣AGAATC譬零GGAGA2岛譬撇GGAA轰TC舂A茂GGA霉TCC翟G奢a矗蠢量C为翟TCGTTCCTC2CC撇C
p N 工 I A Q E II ￡ E N L G 参 工 K ￡ Z K G P L K ： ： R S S P Z

1090 i100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

GTCAACCTTAATTTCTTC窝再矗舀ACCTAGAG邑卫AATCCATGGTGATCAT6兔AGA6AACtATGe卫ATGC226TTCTTgA舀再ACC矗甚A兔TCTT

V 对 芏I N P P K K L E z Z H G D H E E N Y A M 玉 V I． E N Q N 己

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260

C矗GG毳GTTG2GGGA2TGGGAAACC昌AC-CCC撇霉霉矗岛南务矗曩高A∞A惫GA惫T：AGAC零譬躲零2TCCA霉霉ACAA2CC夯磊AGT零A贴2袅零AC；IC
Q E 乙 W D W E T K．p Y L K l Z K 碍 R 芏l P P 箍 Y K 弩 K I． C ： 冀

1270 1380 1290 1300 1310 1320 1330 1340 王3SO

CACA2TTTAAAAC尘TA2AGAAATTG2GC般C再A矗A邑矗A卫GTGAC鱼G舀2A它TGAAGTTTCT舀昌邑GAGTCA邑AeGGATACAA敞量CeCTTGT
H ： 厶 K 五 工 E Z V H Q K N V T D Z E V S K E S N G Y K P p e

1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
GA鬻GCT尘eA々℃A聋髓童西CC2吁∞CGT鱼矗CA量AC矗A商商CGGC茂CACAC鼍渔2I℃AG矗T赢譬重A矗2矗Ce譬TC怠G％(；蔑髫T驼CAOCCAG鱼AC盏尘
D A 8 S 王 Y 毛 S V T Y K T A 最 T z Q Z 五 Z P S V D F H P E 墨i

14SO 1460 i470 1480 1490 iSOO 1510 1520 1530

TC曼毁CC2AeG霉TATGTTG壁GTATT鱼壁A2鱼叠AAGA里CC鲁羁A霉AT高矗A2A莹ATC垒舀舀GT2TGA卫G矗曩C2CGACCAG尘GTTC毛GATt鱼TGGT
S P L R Y V V Y Y Z K D p K 工 N ! S K P D D !， D Q C S D Y G

1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620

譬GGA譬G瓮t燃GA豫豫翟eGA22G筏错eCATT默螽A鱼矗G矗茜南CCCA堂黜T附A裔兔C譬￡矗矗C矗药A盘℃TAGAACCTTATACTCAATAT
W M S K D 工 S Z D S z Y K R N P L F V 对 L T N L E P Y 2 Q Y

1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700 1710

TCCTTCTATGTAACAGTATACACAGTAGATCGAATTGPGGG色ACAAGTGACATTCA／％ACTGAGACCACCATGGCCTC-A童．CACCAACAGAA

S P Y V T V Y 2 V D R ! V G T S D 1 0 T E T T M A S T p T 宅

1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1390 1800

2TACTTTCAGTTAATGTTAATGC2A2TTe6aGT煎TCAaaTabTGGTGGAATGGAATCCTCCTAAGAACATGAATGGTAAACTCAAAGAG
z． z| S V N V N A 工 S S S Q Z M V E W N P P K N M N G K L K 三

i810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890

TTT勰CATTACCTGGTCTCCACTGG2AAGTGATC酣TCAC2TTTAAAGAATCGTGAC譬ATTGTAA是A矗CCCCT2五TC?TA!TG西式蠢CTGAA
F 芏 工 T W S p L V S D l壬 S L II K N R D Y C K N p I． S Y E 譬 宅
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1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980

AAeA2GAATTCAAAGTATGA是AT?SC0噶．G{；GTCAC氏AAA兔AeA菇AACTGTT2GTTGTATGAAAG五AA2GTTAGAATCCCCAAAACATGGA
N M N S K Y E Z A R V T K N R T V C C M K E M L E S p K }薹 G

1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070

2A2G舀跫岛§ACTGTGCTeCAA2ATACATTACAACA2GATTeeTTC2GG它GCTATGGACTTAGAAeCTGGACTeTC2tG2GAATCTCATTTC

Y E K L C S N I H Y N M I P S G A M D 己 ￡P G L S C E S }王 F

2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160

AA鼍lAGCTATATTCAGAA望TOTAAGCTTAA量＆AGGA室TTCAAC是毳eA鱼aGGAGGA嬉TGAGTAAA20AATATCC代AA邑茂CTCA∞GAGG零A
N S Y I Q N F K 五 N ￡D F N N K G 6 V S K S 工 S S 嚣 L R E V

2170 2180 2190 2200 22lO 2220 2230 2240 2250

TCTGA．％ATTTTATATCATAACGATAGA?T漱CACA矗ACAA2GA骗G职CAGA耵Z瓢；c￡≈摅序ATGAGAACGTCAT2甜钥强G茂e2GtA2
S E 工 L Y 靛 N D R L N T K K ￡ G S E L A K 0 ￡ N V 王 K R V Y

2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340

TTACCAGCTGATTCG毳鱼矗鱼氏尘TTTAeAA望AAA砖GG2G重TA∞CAC0譬2{：ATGA芏f鱼重鱼堂TG譬eAC妻A2鬻GAGGC2tGCCGAGAAGGA瑶AC
L 室 A D S K N F T 芏 K G V R 薹i F 甚D Y I V T 工 E A C R E G D

2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430

ACACT2堂l：AGAeAGCA2G?A罾皇ACAeAACC五GA零G譬AG￡跳C泓A它是t茂兔翟℃g霉?蓐22CGAAC譬C＆GCCC-GAC商A鸯＆ACOCAG兔2ACT
T Il S D S M Y D T T 最 C S K R D 工 互 V V R 2 Q P D K 砖 A D T

2440 24S0 2468 2470 2480 2490 2500 2510 1520

A毫醵C2AATGCCAT蛮GAC2ATGA觞TAA暑A巍ACCA套AC魏eTcTA2G?2怠CTTGG氛撇CAeCA?C岛最A矗eCAAA20暑巍A工GGTTGTTOCT
工 S N A 工 D Y E V 工 蕊 Q 2 L Y V 2 W K P P S E P N G M V V A

2530 2540 2550， 2560 2570 2580 2590 2600 2610譬鱼eG黼警霉AGA誊譬筏eAGGG矗矗A矗矗SATGTTACAAATTC燃TCT器TTATATATTG警ATATCATACAAAGAATTTGAAGT量巍≠潆GAG{CAC
Y E L E Y R E K D V T N S K S V ： Y e 工 S Y K E F E V N E 甚

2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700

AGC粼TGGA譬警AtAGGTCT∞C盘CCAGG矗AAG黜GA巍翟链AG垒GTACGAACTA2A髫CTeT譬GC巍GG矗舀氏AGG它CC鱼芏WGCGGTA警鼍哩
S Y W 工 I G L 8 P G K Y E F R V R T 工 S L A G K G 娶 F A V P

2710 2720 2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790

A茹AAGeT譬T舀T魂ATe戎TeAA觞CATTe兔禺毳蠢T霎CCTGAeTATAC譬TTAGT于譬TAGTTCTGAT薯矾CTTTTTACTGAT室G警C巍eAGTTA_TT
R S F 工 工 工 K p F K Z P D Y T 五 V L V 五 工 工 F L L 工 V T V 工

2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880

譬譬A鱼C：2豫TGCACtGAAG譬譬CC譬譬A矗G备毯警AA巍矗AACCTAA譬譬％GAGGA譬鱼2A￡2TA譬AGC譬ACAG2GAA2CCAC鱼鱼警ATtCA2GTA警T
L 望 Y A L K 墓' L K N K K P H z| 2 D’工 L 工 A T V N P Q Y S C 工

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970

室尘GG毳eC矗GTGGG矗AG2GTC矗AA高GAGGA警GT翟ATT豫TG钾A鑫G$矗矗A尘0GG毳TCTGGAAC警2T％GA踅AGGTG它毳TG≠L兔GGCATT警誊A
I． D Q W E V S K E D V 工 F V R E 工 G 8 G ? F G K V Y E G I Il

2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060

eAGCC再AAT矗马T高盎AeeT霉GTGC曼船蠢A巍瓷盈C2G2C磊ATGA巍；溶e最CATT鼍。GC爵2舀毋G舀T鱼A岛矗禹GG2A22TCT2毳氟譬GAAGCT口0C蟊蠢T再
Q p N K K P C A V K T V N E 鲟 T F A Y D K K V F L M E A S Z

3070 3080 3090 3100 3iIO 3120 3i30 3140 3150

A2GA蝴C鱼G翟2TC謦GGCACATA量CA譬撇GfCCAGCTTC雹：兔GG2G2AG叠0譬CA￡AAGAG裔A离CCAeCAC2TGT2A謦e晶oGGAACTAA霉G
M K S V S G T Y 冀 工 V Q L L G V V S Q E K P P L V 工 M E L M

3160 3170 3i80 3i90 3200 32i0 3220 3230 3240

GACGG2GGGGATTTAe￡ATe勰T跫TAATA蛋CA望CCAI强GGG2C2AA霉TTCCCTG再霉GA矗盎TA锻TA裔ATTC舀A邑矗TGGC翟gCCCAG五TT
D G G D L R S F L 工 8 8 R S S N F p 0 E 工 V K F K M A A O 工

3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330

GeAG_A罾臣GAATGTGt￡翟0A2GGAAGC邑盈A再A矗矗嚣譬G2筏CATCGGGA2TT龋C鹦CTAgGAAC2G窖℃TAGT醯G薯邕鱼竞GTT嗽GAT{；Ae
A D G M C F M E A K K F V H R D L A A R N C 王} V S K V S D D

3340 3350 3360 3370 3380 3390 3400 3410 3420

CAAATCG罕aG她嚣岛G再2TGOGGATTTlⅪ；GAATGACTCl强GA霉ATATA2GAAACTgAWA卫TACCGTAAAGGCGA霉AAGGGAeTC雪TACCe
O 王 V V K 工 G D F G M T R D 工 Y E T D Y Y R K G D K G L L p

3430 3440 3450 3460 3《70 3480 3490 3500 3510

ATTAGATGGATGGCGCCAGAAAGTCTCAAGGATGGTT22GTTCACAAGTTATTCAGACATATGC-AGCTACGGCGTCGTCTTGTGGGAGATC

Z R W M A P E S L K D G 立 F T S 譬 S D 工 W S Y G V V L W E 工

3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600

ACTAeTTTAGGTGAACAACe【cTATCAGGGATeGAGTAATGAGACTGTACTGAAGGAC-GTGATGAAAGGCAGGTTGAGGTTGCAAATTCCC

2 霉 L G E O p Y O G S S K E T V L K E V M K G R L R L Q I P

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690

TeTGACTGCTeTCCTCeq鼍嗽6鱼AeCAT强TG强GGI：AT∞TGG置GAACTAGAOCWC29AAAGAG翟C：AGTTTC茂TG怠AAGC曩STCAGC
S D C S P P L R T 工 M E A C W R 2 R p p Z R V S F M K A V S

3700 3710 3720 3730 37{0 3750 3760 3770 3780

ACC壁TTGAATGTTTTGTGGA譬C矗AGAATTCAAGAAAGTTTCATATTA譬CACAGCG邑A6A直GCTATAAjTTTAAGGAAGGCTCTT署CAGAC

望 P ￡ C P V D O E P K K V g Y Y H S E E A 工 N L R K A L S D
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3"790 3800 38lO 3820 3930 38《0 3850 3860 3870

2ACATGGAAj?GTGGTCCG2TGA是G鱼咒CGtTAe0TCA蠢GAGGAAAATC2AC譬CA譬GA2矗AATGG2GAAT2A鱼TGA2GGACA尘ATCAAGG
Y M E M W S V E D P L L O E E N L L M 工 N G ￡ L M M 器 ： S R

3880 3890 3900 3910 3§20 3930 3940 3950

CTATTTCAAAAGCCA五ATCATAGGT2T卫CAAz鱼点AAATGAATTCCA2ACAAGA曼AA它CCTGACTCCTCTGAAGAGGT2

L F Q K P N 珏 R F S Z K M N S I Q ￡ N P D S S E ￡ V

XI．NcInRl编码基因全长cDNA序列及其推导的氨基酸序列
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10 20 30 40 50 60 70 80 90

ATGGTCGACCCTCTCGCCTTAcTCTGCCTGATCG霉CGCGATCGTACCCCCC2TGGCGGGGCGCATCTGCGGAAAeA冒CAGeGTCAGGAAC

M V D p L A L L C L i L A 工 V P p 工 A G R 王 C G N 芏 S V R N

!00 110 120 130 140 150 160 170 180

GAGGTc：】珏．GG^_G爱TGGAGA∞TZACGS醵CTG。ACTGTTGTeG兔AGGA置ACt；TAcTGATAGTGCTGA豫GAG邑AeCA＆AG跪TCGGGTGG
E V K ￡ L E S L R N C T V V E G N V L 工 V L I ￡ N o S 王 G W

190 200 210 220 230 240 250 260 Z70

AAGGACTTGGAACCGTATAGCTTCCC％AGc它GAGGGAAG2GACTGAGTA?2TG聊GT犍TAeC痞GG窖℃CGAGGGC雪GCTA黾GTT2G59C
K D 工l E p Y S F P E L R E V T E Y 玉 M F Y R V R G L I‘ 8 工| 舀

280 290 300 310 320 330 340 3S0 360

AAACTGTTCCCCAACCTGGAGAAGATAGGGCiSCTCTGACCTGTTCCAGGACTTTGCCCTTGTGGTTTATqAGATGTACAGTCTGCAGGAG
K L P p K L E K I G G S D L F O D F A L V V Y E M Y S L 0 E

370 380 390 400 910 420 430 4《0 450

ATCGGCT警ATC{强GCCTCCGSGAGATC盏CGAGAgGCTCCGOC鱼TGATCAA警盏AGAACCCGAA2CTATGTTTCGGGAAC盏eGG譬矗矗茜G萱GG
Z G L S 8 L R E 工 T R G 8 V 酲 工 K K H P K L C F G 强 2 V K W

460 《70 480 490 500 510 520 530 540

GAGA毪CATCACCAG鑫TGGAA霉SCT￡?CAT{；AAGAAeG譬嚣AGe2AeGTCACGCA潞GeCA舀ATGGAe翟G?CCTAGeTGCCCeGAGCACTGe
E N 工 窖 象 W N A F M K N V S Y V T 0 S O M D C p 8 C P E 8 C

550 560 S70 580 590 600 610 《20 《30

CC譬CAAGGAGCG2G量警GGAACTCCAe必AGTGTC；喀警譬CCAGACGGAGG譬G警CCCA譬TGTCATCC霉C2GTG2GTeGGGGGC罕GCTCCAAC
P Q G & C W N S T Q C Q F Q T E V S 鱼 C H P L C V G G C S N

6哇0 650 660 毛70 680 690 700 7i0 720

CCGGGTCCTGA毳eACTGT2§CTCTTG量A鱼邑GGTT?CTACGACCe逸AG蠢GGoeAATGTG蛩GATCGCCTGTCC零Cee鱼毳CACA黜AA^'氇C
P G p E H C Y S C K g F Y D P R G 0 C V Z A C P P W 譬 ￥ K Y

’30 7喀0 了SO 7《O 770 780 790 800 810

CGGAACCG8CGC2G蹬GTGAC￡CGTGAGCAGTGTCTC鑫鱼GT罩G叠e霉GTCTeCGGGCG霉GGCAAAGT2GTCCACCAG鑫鱼CCAGTGCCAGGAT

R N R R e V T R E Q C L E L S V S G R G K V V H Q D Q e O D

820 830 e40 850 860 870 880 890 900

AGC％"GTCCCTCGGGGCTGCAGCCCGACTACGCGGCGGGCGAGTGCCGCCCGTGCGAGGGTCGTTGCCCGAAGGTGTGCGCCGGCGAAGAA

S C P S G 王I 口 P D Y A A G E C R p C E 6 R C P K V C A G E g

910 920 930 940 950 960 970 980 990

ATATCCAC—CACTGGCGAGGCTCAGAAATTTAGGGGATGCACCATCATTGACGGTTCTCTGCAG2攫2GTTATA／-AGGCGGA龆CA2CCGAC
芏 S g T G 置 A Q K 拿 R G C 2 ： 工D G S 0 Q 工 V 王 K A E T S D

1000 i010 1020 i030 10§0 1050 1060 1070 1080

GCCGTCCACAGCATCCTGGAsGAGAGCCTGGGA曩}c§’苴卫AGA＆C量GA】TC瑚GG20ACC罂GCAGGT2GCGCC-CTCATCAC嫩CGGACC霉C
A V 娶 S 王 L E E S L G S 工 E Q I K G H L 0 V A R S S L T D 王I

1090 1i00 1110 1120 1130 1140 1150 ii60 1170

AACTTCCeU蝽AAA2CTTACGGTA般ACACE珏CAGeAA置AACCCeaA(站TCGCA磁eACGATAGTGC‘；GTCACT(氇TC&TAcAC鳓AAC
N P L K X L T V 工 E G S K N P K V 走 S T 工 V R S L 芏 王 H D N

1180 1190 1200 i210 1220 1230 12《0 i2S0 1260

GAAAACeTGCAAGACe霉C翟GGSAeTGG鱼eGAOA鱼AGAGAAACTT譬AC2G警AGT霉eAAG00AAAGTCTACTTTCA譬TACAATOCGAA酶TT
￡ N L Q D 五 W D W T 2 K R N P T V V O G K V Y P H Y 琏 p K 妄

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 ：340 1350
TGCTTACACCGTA'ⅫTACACTT豫e2GGA0&AAA霉C墨GG戳AMAAAAGTGT(疆GTA∞TCe(_AGT％GGGAAAGA般CCAAeGGT{；AT
C L 壬王 R Z Y T L L D K 工 G Y N K S V S S S E L G K E S N G D

1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
CAGTTCCCGTGCAACGCCGACGA僦AAGC．ATTGCCGTTCTGGACGTGACGGTAGACAGTATC再矗AA2ACGCGTTCCC矗譬TATGAAGGGC
Q F P C W A D E 工 S 工 A V L D V T V D S Z K 工 R V P z M K G

1950 l《60 1470 1480 2490 1500 1510 152,0 1530
ACGGATATATTGCGGTCGGTCC-CGTACTACACCAGAGATCCGCACGGCAACATCACCAGGTTCGACGACCTGGACCAATC—CTCCGACTAC

T D I L R 8 V A Y Y T R D P H G N 工T R F D D L D 0 C S D Y

1540 1550 1560 1570 1S80 1590 1600 1610 1620

GoGTGGeGST0巍Gt落GACA重§eAGCT撇GG氩CA巍蓐ACTGGGT警CGA毳GG毳点SeATg茂挖GAGCTGGAGCo：2AeACGA髓然CGCCT望C
G W R S V D M Q I． V D K T G F E G S M 工 E II E p Y T 工 Y A F

1630 1640 1650 1660 1670 i680 1690 1700 1710

TAeGTGATGACGTAC嬲GATGTATAGTGTC-GGAGC譬CGCAGCAGAATAAGGCACGAC熟GGACGTTGCCGGC-CACACCCACGGAGA2C款eG
Y V M 它 Y T M Y S V G A 建 S 袭 工 R 裢 毫 囊 室 II 夸 G 譬 P 譬 E 工T

1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 iS00

GACCTg矗g矗曼eCTTCGTCAGCACCAGCTCGCAGATCGAGCTACGTTGC；(IAACCTCCCCGTCAGCTeAA望GGCAGACTGCAC-GAGTACGTC

D L R T F V S T S S 0 Z E L R W O P P R O L N G R 五 Q E Y V

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890

G虻TCGTGG2CC塔AGCTGGAGGAA蟮A2AGAGCCT罩CA零CGACCAACGAAAC拿ACTGTGAAGTTCC2GTGTTAGCGGAAACTAAGeCGTAC
V S W S E 乞 毫 E D R A F 工D Q R N Y C 罄 V p V L A 宝 窖 K P Y
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1900 1910 1920 1930 1940 1950 i960 l§'0 1980

AAG雪eAAGg粼ACGA瓮eAa鸯蠢AeC0eAG鱼勰A是GAGTTGCT甜AC量&＆TeCGe曼AGAA矗TAeTGTTACCGAAAGACGATTTTGA2A￡A
K S R H T 1 0 K P Q N K S C C T N P Q E I L L P K D D F D 工

1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070

零TA零GCAATAAC它盼G矗矗盎矗：T零CACC?TATGGG譬TCT％6般A矗aAC矗矗A岛TACA霉ATCTTG霉A；；ATCTTCTTTCA2P?C?ZATA霉?CAC
L C N N F E N S p Y G P 五 D K 譬 K Y 工 S C 嚣 S P EI 工 S Y Z 筢

2080 2090 2i00 2110 2王20 2130 2140 2150 21辱0

AAGAG譬CCC翟TTGACTCC鱼GTAC翟CTGATTAC覃矗曼AG矗aACACCAG警GGTT鼍ACA强a舀CeGeAeA2GATGAACATT2曩ACTAGTA矗AA马G

K S p F D S S 2 L I T 嚣 2 T p V V Y K T A H D E 壬王 F 2 S K K

2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250

T芏AGGTCG曼量A2Aaa矗ATG￡T望CAACATT矗e苴墨毳毳2eAAA贫TC霉G曼CATT曼舀矗C§AA邑AGA2暑CGGCTGTA曼置互TATG邑a套ATAAGTCA
五 喀 R N K N V 8 譬 L 0 N 0 l S D Z K Q K D S A V 麓 Y E 捣 嚣 S

2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340

譬TG0220CGTC盏矗套奢岛G量GTTATTAA至舀CGAA鱼G毫AGTTTT毳AAA舀GAl：壁A蕊曼ACAeTATeAAA鱼GTATG2TATAAG伪譬毳AA§GCGTG警
芏I 王 p S 嚣 S V ! N 孽 K V V 工J K G 五 嚣 肄 Y Q 嚣 Y V ： S V K A C

23SO 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2唾20 2毒30

C鼯GG鱼僦CTC：ACGAA＆蛆GA邑AC邑GATTTCCACAAATCACAA鱼ATAA％雠GTAGTC越TooGA毳A2&A娶0AC毽GCTCAA鱼CC函矗矗GE；是
R E p H E N E 譬 D F 壬i K S Q N N R e S 0 S E 工 ： T A Q T K G

2440 2‘50 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520

A2CCAAGAG曩王AGATOCAA四CC譬aAA鱼ATAAAG里GTATG壁G岛G曼鱼矗CGATGACGAAAAGAATGC置ACAGAAATCAGCTGGGATGTACCT
Z Q 宅 L D A I p K N K V Y V R N D D ￡ K 靖 A 譬 ￡ 芏 S 蔼 蚤 V p

2530 2S毒0 2S50 2560 2570 2580 2590 2600 2610

望T矗曼鱼CeeT置ATGGATAT鱼￡邑GTGGeATTTGAAATAG鱼A2ATCGAAGT鱼AGGA霉ATAG鱼AA毳_T望eA曼ACCoCATG鱼氏AG邑CTGTT2ATCG

zI N p N G Y I V A F E l E Y R S K D 工 E N S N p M 暴 D C Il S

2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 27’00

l!茂eAGAe．AG2TCG毳GA邑A鸯再e矗A(：AA．tAAAe：毳CG譬鱼A望ACAe譬eACTC2eeCCGGGAAGATAe￡毽GT尘TA毳AGTTeGA§eC毽置A2eGTTA
? R Q F E 疑 冀 N N K 鞋 V ! H S 五 g 拿 G R Y E F K V R A 芏 S 五

2710 2720 2730 2740 27SO 2760 2770 2780 2790

C凇GGC黼GGACCC蛾GoS2TGGcATAT2AC2tACCT毋C矗AT矗2邕龟2鱼矗G舀ATAG℃l强TAAe譬2GAg黜娶AATA：TTGGCT譬l瑶G翟_AGCA
H G K G p T A L A Y Y 封 L Q Y N K N S Y N L 工 V I 五 A I． V A

2800 28lO 2820 2830 2840 28SO 2860 2870 2880

GT2鱼TGGTGGT里GCTT氍G咒ATATTGAAAGTG譬CCCCCAAGAACGSTGT!AGToGTTTTG舀Ae聋2舀毫ATCCCAACTACCAeTACGCCC6迭
V M V V A 五 V 王 五 K V S P K N G V V V 五 D 王 N P N Y 珏 Y A R

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970

鼢TGAGTATGAGATTGACA能GACGATGTTGA鱼2％GTGGACGAGCTGGgAACCGGCA∞2TCGGGAAGGTGTACAGAGGTCGAATG鱼AG
D E Y ￡ 王 D R D D V E 五 V D E L G T G S F S K V Y 最 G R M K

2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060蟹CS鱼0GA醚CTGCACTGeGcGATeAAGACGeTeAGeGAaGAeGcCAC2邑GGA黜GTCAAeg置GT2TC％ACAGAAGeeAeTGTeATG
g 霉 硝 毛 H C A Z K T 暑 S E D A T R 工 N V N E F L T 暑 A 零 V M

3070 3080 3090 3100 3110 3120 3130 3l《0 3150

A置Gl℃CA2GACGAAAGCGTAe霉Te譬TGGTGGA舀苴TA譬矗CGg&GTAGT∞eGeAAGGGAAGCeAeeGTTGG弼CTCATGGAACTeATGGAT
K S M T K A Y P L V E 互 Y G V V g O G K p 挈 萎 V 芏． M E L M D

3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240

AACGGAgATTtGCGAACTT置oeTAAGGGAAACGAI；GGA醯CAAATCCCGTGACGAAeGCAATGA霉GATCAAAAq，GGC叼T∞AGATeGeC
X G D L R T Y 五 R E 2 R ￡ T N p V 2 N A M M 工 K M A II E 工 A

3250 32￡O 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330

GAT《拈GATGGCGTACATGGAGGCGCACA巍GTI!CGT00＆CAGGG圆CC量GGe05CACGGAAC2GTeTGGTGAGCGGj玲ACCTTACAGTTA高A

D G M A 芏 M ￡ A 鞋 K P V 鞋 R D L A A R N C 五 V S G D L T V K

3340 33SO 3360 3370 3380 3390 3400 3410 3420

G譬GGGA黜TTCGG矗AT5TC淄GGACG罾Z隅eG酗强CGGAGTACTjWAG芸强粼gAACGoSG05T2℃eT℃CCCA2CC瓣oGA2GGCA
V G D F G M S R D V Y E T E Y Y R 曼 R N A G F L p 工 R W M A

3430 34《0 3450 3460 3470 3480 3《90 3S00 35le

eeAGAAAG{：eTCA暑GGAeGGGGAC譬窖eACeAGTeGeTCCGACGTGTG强GeTAGGGeGTGGT∞2GTGGGAGA譬CG霉GA0eCTGGeGGAG
p E S L K D G D P T S R S D V W S Y G V V 芏． W E 工 V T L A E

3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600

eASeCGTACCAGGGGTACA6CAACGACeAgGTC鱼2GCACGCGG?CATCGCCGG锫Gj陷GGCTGGTGA置ACCGGAGACCGCGCCeTCCCCG
0 P Y O G Y S N D Q V M H A V 工 A G S R L V 工 P E T A P S P

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690

TTGGCGAAACTCAT6TCCACCTGCTGGAGAACeAAGCCGTCC望GGAGGTGGjICCTTCATGAGeATeGTCGACTCCCTGA五CTACTACCAC

L A K L M S T C W R T K p S W R W T F M S Z V D S 五 N Y Y 王王

3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780

GACGACG；婚2TCCGGAGGGT2GCGTACTACCACAGTGT喀GAGGCGG譬GGCCACCAE违CGGGCCACG警GGGAGTACG2GGACAT《融GCCG
D D E F R R V A Y Y H S V E A V A T R R A T W E Y V D K K p
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3790 3800 3810 3820 3830 3240 3850 3860 3870

CAGGTCAGCGC暑CCGCCC堂CC罾A《：AGGC望CAOGCC壁G2eGACGAGGAG2CeiAeA敞C鱼AGAC芏GG{强G它T{：2GGCATGTCTT譬A茹AoT2T
Q V S A p p S 2 R L T p V D 譬 E S T N K T G S S G M S L D F

XII．NcInR2编码基因全长cDNA序列及其推导的氨基酸序列
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