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　 　 摘要:　 为了探讨 ＧＴＰ 酶超基因家族中 ｄｙｎａｍｉｎ￣１￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ 基因在昆虫中的表达特性ꎬ以松墨天牛为研究对

象ꎬ从已构建的 ｃＤＮＡ 文库中筛选到松墨天牛 ｄｙｎａｍｉｎ￣１￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ 基因ꎬ命名为 ＭａＤＬＰ１(ＧｅｎＢａｎｋ:ＫＵ２４５７６３)ꎮ
该序列长为２ １３３ ｂｐꎬ编码 ７１０ 个氨基酸ꎮ 由此预测的蛋白质二级结构主要由 α 螺旋与无规则卷曲组成ꎬ其次是 β
片层与 β 转角ꎻＭａＤＬＰ１ 基因编码蛋白质ꎬ定位于细胞核ꎮ 通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件比对发现 ＭａＤＬＰ１ 与赤拟谷盗的

ＤＬＰ１ 同源性最高ꎬ为 ８２％ꎬ且存在 ３ 个保守酶域ꎻ用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 和 ＭＥＧＡ４.０ 构建系统发育树ꎬ显示松墨天牛与赤拟

谷盗处在同一分支ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析结果显示ꎬＭａＤＬＰ１ 在各虫态不间断表达ꎬ幼虫期在 ５ 龄幼虫中表达量最高ꎬ化
蛹期间表达量先上升后下降ꎬ羽化期间表达量表现为先上升后下降ꎬ并在初羽化的成虫中表达量达到最大值ꎻ
ＭａＤＬＰ１ 在幼虫和成虫头部表达量较高ꎬ且在幼虫脂肪体中表达最高ꎻ成虫的足、翅、触角和卵巢中也都有表达ꎮ 说

明 ＭａＤＬＰ１ 的表达与松墨天牛的完全变态发育相关ꎮ
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ｓｅｃｔｓꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｎａｍｅｄ ＭａＤＬＰ１ ( ＧｅｎＢａｎｋ: ＫＵ２４５７６３) ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌ￣
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ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｆａｔ ｂｏｄｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓꎻ ｄｙｎａｍｉｎ￣１￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅꎻ ｃＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙꎻ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

　 　 松墨天牛(Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ) ꎬ又名松天

牛、松褐天牛ꎬ鞘翅目( Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ) ꎬ天牛科( Ｃｅｒ￣
ａｍｂｙｃｉｄａｅ) ꎬ墨天牛属 ( Ｍｏｎｏｃｈａｍ ｕｓ) ꎮ 在中国

大部分地区均有分布ꎬ是林业上重要的蛀干害

虫ꎬ能危害以马尾松为主的多种松科植物ꎬ幼虫

阶段主要钻蛀树干和大枝条ꎬ取食其韧皮部与木

质部ꎬ成虫阶段不仅啃食健康松树嫩枝嫩皮ꎬ而
且其体内携带的松材线虫会从伤口侵入ꎬ最终会

使松树产生极其严重的病害———松材线虫萎蔫

病( Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ) ꎬ该病会导致整

株松树呈现枯萎或“火烧状” ꎬ严重影响森林生态

与经济 [１￣４] ꎮ
发动 蛋 白 ( Ｄｙｎａｍｉｎｓ) 属 于 三 磷 酸 鸟 苷 酶

(ＧＴＰａｓｅ)超基因家族成员ꎬ广泛分布于真核生物

各个部位 [５] ꎬ参与各种与膜动力相关的生理进

程ꎬ例如:线粒体裂解与融合、内吞作用、胞质分

裂和运输囊泡出芽 [６] ꎮ 发动蛋白基本功能是调

控细胞膜囊泡循环ꎬ同时对线粒体与质体细胞器

维护是必需的 [６￣７] ꎮ 包括昆虫在内所有动物都拥

有 ３ 种发动蛋白类型ꎬ经典发动蛋白( Ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉ￣
ｃａｌ ｄｙｎａｍｉｎꎬＤｙｎ) 、类发动蛋白 １ 蛋白( Ｄｙｎａｍｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＤＬＰ１)和视神经萎缩蛋白 １ ( Ｏｐｔｉｃ
ａｔｒｏｐｈｙ １ ꎬＯｐａ１) [７] ꎮ 研究结果表明ꎬＤＬＰ１ 蛋白

与过氧化物酶体和线粒体的裂解相关 [８￣１０] ꎬＤＬＰ１
蛋白在细胞质基质、过氧化物酶体和线粒体三者

之间的迁移是细胞膜裂解的必要条件 [１１] ꎮ 同时

也有研究结果表明发动蛋白对不同病毒在动物

寄主间传播是必需的 [１２￣１３] ꎮ ＤＬＰ１ 蛋白可能参与

了蚜虫所致植物病毒侵染与传播过程 [１４] ꎬ绿僵

菌初始侵染昆虫进程 [１５] 和锥虫寄生寄主细胞的

初期阶段 [１６] ꎮ
本研究从松墨天牛 ｃＤＮＡ 文库[１７] 中克隆出

ＤＬＰ１ 基因同源序列ꎬ经 Ｂｌａｓｔ 在线同源性比对分析ꎬ
推测其为 ＤＬＰ１ 基因ꎮ 首次对其进行序列、不同组

织和部位及不同时空动态表达模式分析ꎬ旨在揭示

ＤＬＰ１ 基因在松墨天牛整个完全变态发育进程和体

内的表达特性ꎬ为开展昆虫 ＤＬＰ１ 基因研究提供分

子信息和参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料与主要试剂

松墨天牛幼虫采自广州市从化区风云岭森林公

园ꎬ在避光的人工气候箱内饲养至蛹、成虫ꎬ饲养条

件:温度为 ２３~２６ ℃ꎬ相对湿度为 ７０％~７５％ꎬ幼虫给

予人工饲料ꎬ成虫提供新鲜的一、二年生马尾松枝条ꎮ
总 ＲＮＡ 提取试剂盒( Ｅ.Ｚ.Ｎ.Ａ.ＴＭ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ ＩＩ )
购自 ＯＭＥＧＡ 公司ꎬ反转录试剂盒(ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 􀅺 ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ Ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ )和实时荧光定量试剂

盒(ＳＹＢＲ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ)购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ
１.２　 ＲＮＡ 的提取及反转录

选取 ３０ 头 ３ 龄幼虫ꎬ２５ 头 ２ 日龄成虫进行处

理(清洗、消毒、麻醉)后ꎬ解剖并获取幼虫头、体壁、
马氏管、脂肪体ꎬ成虫头部(去触角)、胸部、腹部、卵
巢、触角、足、翅ꎬ用磷酸盐缓冲液冲洗后ꎬ将样品分

别置于无菌去酶的 ＥＰ 管中ꎬ立即液氮冷冻ꎬ放

入－７０ ℃低温冰箱中保存备用ꎮ 选取松墨天牛各虫

态虫体(包括卵、１~ ５ 龄幼虫、过渡态蛹、１~ １０ 日龄

蛹、过渡态成虫、１~ ３ 日龄成虫)各 ３ 头用上述相同

的方法(不解剖)进行处理并保存ꎮ
用总 ＲＮＡ 提取试剂盒(Ｅ. Ｚ. Ｎ. ＡＴＭ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ

Ｋｉｔ ＩＩ)提取上述各虫态及其组织或部位的总 ＲＮＡꎬ
具体操作按该试剂盒说明书进行ꎮ 用 １％琼脂糖凝

胶电泳与微量紫外分光光度计(Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００)分

别检测其质量和浓度ꎬ检测合格后放入－７０ ℃超低

温冰箱保存备用ꎮ 按反转录试剂盒(ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ 􀅺
ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ Ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ )说明书操作步骤

进行第 １ 链 ｃＤＮＡ 的合成ꎬｃＤＮＡ 用于 ｑＰＣＲ 的反应

模板ꎬ置于－２０ ℃保存备用ꎮ
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１.３　 基因克隆

根据已构建好的松墨天牛 ｃＤＮＡ 文库克隆出

Ｄｙｎａｍｉｎ￣１￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ 基因完整编码序列ꎮ
１.４　 序列分析及系统发育树构建

用 ＮＣＢＩ 在线工具 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｇｏｒｆ / ｇｏｒｆ. ｈｔｍｌ) 搜索开放阅读框

(ＯＲＦ)ꎬ ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 程序分析疏水性ꎬ ＳｉｇｎａｌＰ ４. ０
Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )
预测信号肽ꎬＮｅｔＰｈｏｓ ３. １ Ｓｅｒｖｅｒ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ.
ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ / ) 预测磷酸化修饰位点ꎬ
ＮｅｔＯＧｌｙｃ ４. ０ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖ￣
ｉｃｅｓ / ＮｅｔＯＧｌｙｃ / )分析 Ｎ￣糖基化修饰ꎬＳｕｂＬｏｃ ｖ１. ０
软 件 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｉｏｉｎｆｏ. ｔｓｉｎｇｈｕａ. ｅｄｕ. ｃｎ / Ｓｕｂ￣
Ｌｏｃ / )分析亚细胞定位ꎬＴＭＨＭＭ 分析蛋白质跨膜

结构( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )ꎬ
ＣＯＩＬＳ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｅｍｂｎｅｔ. ｖｉｔａｌ￣ｉｔ. ｃｈ / ｓｏｆｔｗａｒｅ /
ＣＯＩＬＳ＿ｆｏｒｍ. ｈｔｍｌ) 预测卷曲螺旋ꎬ ＳＯＰＭＡ 软件 (
ｈｔｔｐ: / / ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ.
ｐｌ)预测二级结构ꎬＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ 软件( ｈｔｔｐ: / / ｂｅ￣
ｔａ.ｓｗｉｓｓ￣ｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏ￣ ｒｇ / )预测三级结构和同源

建模ꎮ 从 ＮＣＢＩ 数据库中在线检索昆虫 ＤＬＰ１ 蛋白

编码序列ꎬ并下载昆虫的 ＤＬＰ１ 蛋白编码序列ꎬ用
于多序列同源性比对(采用 ＤＮＡＭＡＮ 软件)和系

统发育树(ＮＪ 法)的构建(采用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 和 ＭＥＧＡ
４.０ 软件)ꎮ
１.５　 荧光定量 ＰＣＲ

用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ( ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ) 检测基因的表达

量ꎮ 所用引物:上游( Ｆｏｒｗａｒｄ) :５′￣ＣＧＡＧＡＡＣＴＴ￣
ＧＧＴＧＧＣＴＡＴＴＧ￣３′ꎻ 下 游 ( Ｒｅｖｅｒｓｅ ) : ５′￣ＴＣＴ￣
ＴＡＧＧＧＣＧＡＧＡＧＧＧＴＣＴＡ￣３′ꎮ ＳＹＢＲ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ 实时荧光定量试剂盒反应体系 ( ２０􀆰 ０
μｌ) :ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ １０􀆰 ０ μｌꎬ ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ２ μｌꎬ上下

游引物各 ０􀆰 ４ μｌꎬ ｃＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌꎮ 反应程序: ９５
℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９５ ℃ 解链 １０ ｓꎬ６０ ℃ 延伸 ２０
ｓꎬ 共 ４０ 个循环ꎮ 在 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ 荧光定量

ＰＣＲ 仪上进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应ꎬ每个 ｃＤＮＡ 样品做

３ 次重复ꎬ设置 ｄｄＨ２Ｏ 为试验阴性对照ꎬ反应结束

后分别采集目标基因和内参基因(β￣ａｃｔｉｎ)的 Ｃｔ 平

均值ꎬ定量结果使用 ２－ΔΔＣｔ法计算ꎮ 用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ
１８.０ 软件的 Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ 单因素方差分析法(ＡＮＯ￣

ＶＡ)对 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 数据进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 基因序列及其编码氨基酸序列分析

从本课题组前期构建的松墨天牛 ｃＤＮＡ 文

库中筛选出 １ 条具有完整编码序列 ( Ｃｏｄｉｎｇ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅꎬＣＤＳ) 的基因ꎬ在 ＮＣＢＩ 中运用 Ｎｕｃｌｅｏ￣
ｔｉｄｅ Ｂｌａｓｔ 程序进行不同物种间核苷酸序列比

对ꎬ结果鉴定为松墨天牛 Ｄｙｎａｍｉｎ￣１￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
基因ꎬ 命名为 ＭａＤＬＰ１ ( ＧｅｎＢａｎｋ: ＫＵ２４５７６３
) ꎬ其 ＣＤＳ 长度为 ２ １３３ ｂｐꎬ共编码 ７１０ 个氨基

酸残基ꎬ预测的编码蛋白质分子量为 ８０ ０８０ꎬ
等电点 ｐＩ 为 ６􀆰 ２３ꎬ不稳定系数为 ４８ .８０ꎬ脂肪系

数为 １００􀆰 ３４ꎮ 磷酸化修饰位点和 Ｎ￣糖基化修

饰位点预测苏氨酸磷酸化位点 ２０ 个ꎬ丝氨酸磷

酸化位点 ３５ 个ꎬ酪氨酸磷酸化位点 ３ 个ꎬＮ￣糖
基化修饰位点 ４ 个(图 １) ꎮ 用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 程序进

行 ＭａＤＬＰ１ 蛋白的疏水性分析ꎬ发现该蛋白氨

基酸大部分为亲水性的ꎬ说明此蛋白质为亲水

蛋白质ꎮ 通过 ＳｉｇｎａｌＰ ４ . １ Ｓｅｒｖｅｒ 软件在线预测

信号肽的有无ꎬ结果表明该蛋白质无信号肽ꎮ
运用 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ２ . ０ 软件在线进行跨膜结

构的预测ꎬ结果表明该蛋白质为跨膜蛋白ꎬ包括

２ 个由外到内和 ２ 个从内到外的螺旋结构ꎮ 通

过 ＳｕｂＬｏｃ ｖ１ . ０ 软件在线预测 ＭａＤＬＰ１ 蛋白在

细胞中的位置ꎬ结果表明定位在细胞核的可能

性最大ꎬ为 ８４％ꎬ据此推测 ＭａＤＬＰ１ 蛋白定位于

细胞核中ꎮ
２.２　 高级结构

运用 ＳＯＰＭＡ 在线软件对 ＭａＤＬＰ１ 蛋白进行

卷曲螺旋预测ꎬ结果表明该蛋白的二级结构由 α
螺旋、无规则卷曲、β 片层和 β 转角组成ꎬ所占比例

分别为 ５３􀆰 ６６％、２６􀆰 ７６％、１２􀆰 ９６％、６􀆰 ６２％ꎮ 由此

可以推测 ＭａＤＬＰ１ 蛋白的二级结构元件主要由 α
螺旋和无规则卷曲构成ꎮ 采用蛋白质同源建模

法ꎬ将松墨天牛 ＭａＤＬＰ１ 蛋白氨基酸序列提交

ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 进行蛋白质三级结构预测ꎬ结果同

样显示此编码蛋白质主要由 α 螺旋与无规则卷曲

组成ꎬ该预测分析结果与其二级结构预测的结果

一致(图 ２)ꎮ
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丝氨酸(Ｓｅｒ)、苏氨酸(Ｔｈｒ)、酪氨酸(Ｔｙｒ)磷酸化位点分别以斜体、圆形、方形标注ꎻＮ￣糖基化位点以三角形标注ꎻ终止密码子 ＴＡＡ 用星号标注ꎮ

图 １　 ＭａＤＬＰ１ 基因碱基序列及其编码的蛋白质氨基酸序列

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＭａＤＬＰ１ ｇｅｎｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ

图中 １、２、３、４ 分别表示 α 螺旋、β 片层、β 转角、无规则卷曲ꎮ

图 ２　 ＭａＤＬＰ１ 三维结构预测

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＭａＤＬＰ１

２.３　 同源序列比对及系统发育树

ＭａＤＬＰ１ 与赤拟谷盗 ＤＬＰ１ 蛋白同源性最高ꎬ为
８２％ꎬ与鳞翅目、双翅目、膜翅目的其他 ７ 种昆虫同源

性在 ７４％~７６％ꎮ 通过ＭａＤＬＰ１ 与其他 ８ 种昆虫的序

列比对发现:ＭａＤＬＰ１ 蛋白存在 ３ 个保守域ꎬ分别是

２７９ 个氨基酸的 ＧＴＰ 酶域(ＧＴＰａｓｅ ｄｏｍａｉｎ)、２７４ 个氨

基酸的中间域(Ｍｉｄｄｌｅ ｄｏｍａｉｎ)和 ８８ 个氨基酸的 ＧＴＰ
酶效应域(ＧＴＰａｓｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｄｏｍａｉｎ)ꎬ其中 ＧＴＰ 酶域包

含 ５ 个保守位点:Ｇ１(Ｇ３２ ＳＱＳＳＧＫＳ３９)、Ｇ２(Ｔ５９)、Ｇ３
(Ｄ１４６ＬＰＧＩ１５０)、Ｇ４(Ｔ２１５ＫＬＤ２１８)、Ｇ５(Ｖ２４５ＮＲ２４７)(图 ３)ꎮ

７２５陈敬祥等:松墨天牛 ｄｙｎａｍｉｎ￣１￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ 基因的鉴定及表达分析



Ｍ.ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ:松墨天牛(ＫＵ２４５７６３)ꎻＴ.ｃａｓｔａｎｅｕｍ:赤拟谷盗(ＸＰ＿００１８１５１３０.１)ꎻＰ.ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ:小菜蛾(ＸＰ＿０１１５６０７６７.１)ꎻＰ. ｘｕｔｈｕｓ:柑橘凤蝶

(ＸＰ＿０１３１７５１８３.１)ꎻＡ.ｃｅｒａｎａ:中华蜜蜂(ＸＰ＿０１６９２１５１１.１)ꎻＡ.ｍｅｌｌｉｆｅｒａ:意大利蜜蜂(ＸＰ＿００６５７０７６８.１)ꎻＮ. ｖｉｔｒｉｐｅｎｎｉｓ:丽蝇蛹集金小蜂(ＸＰ＿

０１６８３９５５１.１)ꎻＣ. ｃａｐｉｔａｔａ:地中海实蝇(ＸＰ＿００４５３１２４０.１)ꎻＢ. ｄｏｒｓａｌｉｓ:东方果实蝇(ＸＰ＿０１１２１２５４８.１)ꎮ

图 ３　 ＭａＤＬＰ１ 与 ８ 种昆虫 ＤＬＰ１ 氨基酸序列同源性比对

Ｆｉｇ.３　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＤＬＰ１ ｆｒｏｍ Ｍ.ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ
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基于 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 和 ＭＥＧＡ ４.０ 软件构建的系统发育树

分析结果表明:松墨天牛与同为鞘翅目的赤拟谷盗

处于同一分支ꎬ遗传距离最近ꎬ与同源性分析的结果

一致(图 ４)ꎮ

图 ４　 基于昆虫 ＤＬＰ１ 氨基酸序列构建的系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＤＬＰ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ｉｎｓｅｃｔｓ

２.４　 ＭａＤＬＰ１ 基因的表达

由图 ５ 可知ꎬＭａＤＬＰ１ 在松墨天牛各虫态中不

间断表达ꎮ 幼虫期表达量在 １ 龄幼虫(Ｌ１)中最低ꎬ
为卵的 ０􀆰 ４６ 倍ꎬ并在 ５ 龄幼虫(Ｌ５)中达到最大值ꎬ
为卵的 ２􀆰 ６７ 倍ꎻ化蛹期间表达量表现为先上升后下

降ꎬ在 ２ 日龄蛹(Ｐ２)中的表达量最高ꎬ为卵的 ４􀆰 ７６
倍ꎬ在 １０ 日龄蛹(Ｐ１０)中表达量最低ꎬ为卵的 ０􀆰 ７８
倍ꎻ羽化阶段表达量表现为先上升后下降ꎬ在过渡态

成虫(Ａ０)中迅速增加到最大值ꎬ为卵的 ４７􀆰 ８４ 倍ꎬ
之后 １ 日龄成虫(Ａ１)中的表达量迅速下降为 ３２􀆰 ３４

倍ꎮ ＭａＤＬＰ１ 在幼虫头、体壁、马氏管和脂肪体中的

表达量分别为对照的 ２􀆰 ４６、３􀆰 ６８、２􀆰 ４６ 和 ３􀆰 ７１ 倍ꎬ
头部与马氏管之间ꎬ体壁与脂肪体之间表达差异均

不显著(Ｐ>０􀆰 ０５)(图 ６Ａ)ꎮ ＭａＤＬＰ１ 在成虫各部位

中均有表达ꎬ其中在头部表达量最高ꎬ为对照的

５􀆰 ２４ 倍ꎬ胸部与卵巢中的表达量表现差异不显著

(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 在附属器官足、翅、触角中的表达量分

别为对照的 ２􀆰 ８３、１􀆰 ２６、０􀆰 ４３ 倍ꎬ三者表现差异显著

(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ６Ｂ)ꎮ

图中不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＥ:卵ꎻＬ１ ~ Ｌ５:幼虫 １ 龄 ~ ５ 龄ꎻＰ０:过渡态蛹ꎻＰ１ ~ Ｐ１０:蛹 １ 日龄 ~ １０ 日龄ꎬＡ０:过渡态成虫ꎬ

Ａ１~Ａ３:成虫 １ 日龄~３ 日龄ꎮ

图 ５　 ＭａＤＬＰ１ 基因在松墨天牛各虫态中的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭａＤＬＰ１ ｉｎ ｅａｃｈ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｏｆ Ｍ.ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ
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不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ６　 ＭａＤＬＰ１ 基因在松墨天牛幼虫(Ａ)和成虫(Ｂ)不同部位中的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭａＤＬＰ１ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｒｖａｅ (Ａ) ａｎｄ ａｄｕｌｔｓ(Ｂ) ｏｆ Ｍ.ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ

３　 讨 论

与其他同属于 ＧＴＰ 酶超基因家族成员不同ꎬ发
动蛋白基因(Ｄｙｎａｍｉｎｓ)最具特色的是存在 ３ 个酶

域:大约 ３００ 个氨基酸的 ＧＴＰ 酶域、中间域和 ＧＴＰ
酶效应域ꎮ 后 ２ 个结构域除了参与该蛋白齐聚反应

的发生ꎬ还对 ＧＴＰ 酶活性有一定调控作用[６]ꎮ 尽管

不同的发动蛋白基因在蛋白质分子量上有差别ꎬ但
大部分都包括除 ３ 个保守酶域以外ꎬ还包括 ５ 个保

守 ＧＴＰ 酶位点(Ｇ１~ Ｇ５) [１８]ꎮ 通过氨基酸同源比对

及保守区域分析发现:ＭａＤＬＰ１ 蛋白含有 ３ 个保守

酶域ꎬ包括 ２７９ 个氨基酸的 ＧＴＰ 酶域、２７４ 个氨基酸

的中间域和 ８８ 个氨基酸的 ＧＴＰ 酶效应域ꎮ 其中

ＧＴＰ 酶域同样包含有 ５ 个保守 ＧＴＰ 酶保守位点:Ｇ１
位点(Ｇ３２ＳＱＳＳＧＫＳ３９)在 ＡＴＰ 酶中也能找到ꎬ其作用

主要是调节核酸磷酸盐化过程[１９]ꎻＧ２ 位点(Ｔ５９)中
的保守苏氨酸和 Ｇ３ 位点(Ｄ１４６ＬＰＧＩ１５０)中的保守氨

基酸残基同 Ｍｇ２＋结合且和 ＧＴＰ 水解相关[２０]ꎻＧ４ 位

点(Ｔ２１５ＫＬＤ２１８)与发动蛋白亲和力有关[６ꎬ８]ꎻＧ５ 位点

(Ｖ２４５ＮＲ２４７)参与蛋白与核糖的结合过程[６]ꎮ 因此ꎬ
从保守的 ３ 个酶域以及 ５ 个保守位点(Ｇ１ ~ Ｇ５)中
可以推测 ＭａＤＬＰ１ 属于 ＧＴＰ 酶超基因家族蛋白ꎮ

过氧化物酶体是单膜细胞器ꎬ普遍存在于真核

生物的各类细胞中ꎬ尤其在肝脏和脂肪组织中大量

存在[２１]ꎮ 在哺乳动物细胞中ꎬ该细胞器里至少包括

５０ 种不同的酶ꎬ这些酶的功能各异ꎬ主要与长链脂

肪酸的 β 氧化、过氧化氢解毒作用、胆汁酸和缩醛磷

脂等生物合成相关[２２￣２３]ꎮ Ｌｉ 等[２４] 通过 ＲＮＡｉ 技术

使小白鼠肝脏内 ＤＬＰ１ 表达下降ꎬ结果表明 ＤＬＰ１ 蛋

白活性的下降抑制了过氧化物酶体分解ꎮ 在对幼虫

的各组织表达分析中发现 ＭａＤＬＰ１ 在脂肪体中表达

最高ꎬ并且哺乳动物的肝脏与昆虫脂肪体在功能上

相似ꎬ由此可推测 ＭａＤＬＰ１ 与昆虫脂肪体中的过氧

化物酶体形成相关ꎮ
Ｋａｈｓａｉ 等[２５]在对果蝇头部神经肽调控运动行

为中研究发现:利用 ＲＮＡｉ 技术或高温处理发动蛋

白的同源物 Ｓｈｉｂｉｒｅꎬ使其表达沉默后ꎬ发现突触囊泡

迅速消失ꎬ导致囊泡在突触间的转运中断ꎮ 说明发

动蛋白同源物 Ｓｈｉｂｉｒｅ 与突触囊泡形成密切相关ꎮ
在昆虫完全变态或不完全变态发育全程中ꎬ头部神

经中枢一直处于运转状态ꎬ神经递质的传递需要突

触囊泡ꎬ故头部需要产生大量的囊泡用于神经递质

的传递ꎮ 有研究结果表明哺乳动物中 ＤＬＰ１ 也与突

触囊泡形成有关[２６]ꎮ 本研究结果表明ꎬＭａＤＬＰ１ 在

幼虫和成虫头部大量表达ꎬ分别为对照的 ２.４６ 倍、
５.２４ 倍ꎬ而昆虫的主要神经系统存在于其头部ꎬ因此

推测 ＭａＤＬＰ１ 参与了松墨天牛头部神经中枢突触囊

泡的形成ꎬ从而影响神经递质传递过程ꎮ
发动蛋白广泛存在于包括昆虫在内的真核生物

中[２７]ꎮ ＤＬＰ１ 蛋白调控线粒体形态建成ꎬ线粒体裂

解与融合动态过程异样会影响线粒体功能ꎬ如能量

代谢、 Ｃａ２ ＋ 运 输、 活 性 氧 产 生、 细 胞 凋 亡[２８￣２９]ꎮ
ＭａＤＬＰ１ 表达模式分析结果显示在松墨天牛卵、幼
虫期、蛹期和成虫中不间断表达ꎬ幼虫期表达量在 １
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龄到 ４ 龄幼虫中低于卵中表达水平ꎬ但在 ５ 龄幼虫

中表达量升高ꎬ为卵的 ２.６７ 倍ꎬ５ 龄幼虫为即将进入

蛹期做好准备ꎬ需要线粒体不断通过裂解与融合动

态过程来提供大量能量ꎬ并蜕下最后一次皮变成蛹ꎮ
暗示 ＭａＤＬＰ１ 可能参与松墨天牛 ５ 龄幼虫的相关线

粒体的裂解与融合ꎮ ５ 龄幼虫蜕皮变成蛹ꎬ原来昆

虫组织和器官被破坏ꎬ逐渐形成新的成虫的组织器

官[３０]ꎮ 因此ꎬ像线粒体、过氧化物酶体、脂肪体等组

织和细胞器都会被破坏ꎬ从而导致 ＭａＤＬＰ１ 在 ５ 龄

幼虫变成蛹时表达下降ꎮ 在蛹期里包括神经系统在

内的各个系统不断进行重构ꎬ羽化时相关系统重构

基本完成ꎬ之后逐渐完善[３１]ꎮ 本研究中ꎬ在 ２ 日龄

蛹中 ＭａＤＬＰ１ 表达量有所增加ꎬ可能是此时进行神

经系统发育ꎬ会有大量的突触囊泡形成用于神经递

质传递[２６]ꎮ 在初羽化的成虫中其表达量达到了峰

值ꎬ而后逐渐下降ꎬ推测与 ＭａＤＬＰ１ 相关的过氧化物

酶体、线粒体及脂肪体在初羽化成虫中基本发育完

全ꎬ之后逐渐发育完善有关ꎮ 在初蛹化的一日龄蛹

中表达量下降ꎬ在初羽化的成虫中其表达量达到了

峰值ꎬ而后急剧下降ꎬ表明 ＭａＤＬＰ１ 对松墨天牛的完

全变态发育可能发挥着重要的作用ꎮ
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Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ １９９０ꎬ １５(１１):４３０￣４３４.

[２０] ＶＥＴＴＥＲ Ｉ Ｒꎬ ＷＩＴＴＩＮＧＨＯＦＥＲ Ａ. Ｔｈｅ ｇｕａｎｉｎｅ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ￣ｂｉｎｄ￣

ｉｎｇ ｓｗｉｔｃｈ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２００１ꎬ ２９４(５５４５):

１２９９￣１３０４.

[２１] ＢＯＣＯＳ Ｃꎬ ＧＯＴＴＬＩＣＨＥＲ Ｍꎬ ＧＥＡＲＩＮＧ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ａｃｔｉ￣

ｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ( ＰＰＡＲ) [ Ｊ] .

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｔｅｒｏｉｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ＆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９５ꎬ ５３

(５３):４６７￣４７３.

[２２] ＷＡＮＤＥＲＳ Ｒ Ｊꎬ ＷＡＴＥＲＨＡＭ Ｈ Ｒ. Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａｌ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ: ｔｈｅ

１３５陈敬祥等:松墨天牛 ｄｙｎａｍｉｎ￣１￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ 基因的鉴定及表达分析



ｓｉｎｇｌｅ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａｌ ｅｎｚｙｍｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ. [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ Ｅｔ Ｂｉｏ￣

ｐｈｙｓｉｃａ Ａｃｔａꎬ ２００６ꎬ １７６３(１２):１７０７￣１７２０.

[２３] ＩＳＬＩＮＧＥＲ Ｍꎬ ＣＡＲＤＯＳＯ Ｍ Ｊꎬ ＳＣＨＲＡＤＥＲ Ｍ. Ｂｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ￣ ｔｈｅ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｋｉｎｇｄｏｍ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ Ｅｔ

Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ Ａｃｔａꎬ ２０１０ꎬ １８０３(８):８８１￣８９７.

[２４] ＬＩ ＸꎬＧＯＵＬＤ Ｓ Ｊ.Ｔｈｅ Ｄｙｎａｍｉｎ￣ｌｉｋｅ ＧＴＰａｓｅ ＤＬＰ１ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ

ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｓ ｒｅｃｒｕｉｔｅｄ ｔｏ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｓ ｉｎ ｐａｒｔ ｂｙ

ＰＥＸ１１∗[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００３ꎬ ２７８(１９):

１７０１２￣１７０２０.

[２５] ＫＡＨＳＡＩ Ｌꎬ ＭＡＲＴＩＮ Ｊ Ｒꎬ ＷＩＮＴＨＥＲ Ａ Ｍ.Ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｎ ｔｈｅ

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｃｅｎｔｒａｌ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｃｏｍｏｔｏｒ ｂｅｈａｖｉｏｒ

[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ２１３ ( １３): ２２５６￣

２２６５.

[２６] ＹＯＯＮ ＹꎬＰＩＴＴＳ Ｋ ＲꎬＭＣＮＩＶＥＮ Ｍ Ａ. Ｍａｍｍａｌｉａｎ ｄｙｎａｍｉｎ￣ｌｉｋｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ ＤＬＰ１ ｔｕｂｕｌａｔｅｓ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ[ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ

Ｃｅｌｌꎬ ２００１ꎬ １２(９):２８９４￣２９０５.

[２７] ＫＯＮＯＰＫＡ Ｃ Ａꎬ ＳＣＨＬＥＥＤＥ Ｊ Ｂꎬ ＳＫＯＰ Ａ Ｒꎬｅｔ ａｌ.Ｄｙｎａｍｉｎ ａｎｄ

ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｓ[Ｊ] .Ｔｒａｆｆｉｃꎬ ２００６ꎬ ７(３):２３９￣２４７.

[２８] ＣＨＡＮ Ｄ Ｃ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ: ｄｙｎａｍｉｃ ｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ ｉｎ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ａｇｉｎｇꎬ

ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ[Ｊ] .Ｃｅｌｌꎬ ２００６ꎬ １２５(１２５):１２４１￣１２５２.

[２９] ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＳＵ Ｂꎬ ＬＥＥ Ｈ Ｇꎬ ｅｔ ａｌꎬ Ｉｍｐａｉｒｅｄ ｂａｌａｎｃｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎ￣

ｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｆｕｓｉｏｎ ｉｎ Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｅｕ￣

ｒｏｓｃｉｅｎｃｅ ｔｈｅ Ｏｆｆｉｃｉａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｆｏｒ Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅꎬ

２００９ꎬ ２９(２８):９０９０￣９１０３.

[３０] ＭＯＣＺＥＫ Ａ Ｐ.Ｐｕｐａｌ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖｏｌｕ￣

ｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｘｕａｌ ｄｉｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ ｈｏｒｎｅｄ ｂｅｅｔｌｅｓ[Ｊ] .Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｎａｔｕｒａｌ￣

ｉｓｔꎬ ２００７ꎬ １６８(６):７１１￣７２９.

[３１] ＷＩＬＬＩＡＭＳ Ｄ Ｗ ꎬＴＲＵＭＡＮ Ｊ Ｗ. Ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｄｅｎｄｒｉｔｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｉｎ￣

ｓｅｃｔ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００５ꎬ ６４( １):

２４￣３３.
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