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　 　 摘要:　 为探究保幼激素酯酶(ＪＨＥ)在春尺蠖(Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ)生长发育及环境适应中的作用ꎬ本研究基

于春尺蠖转录组数据ꎬ通过同源比对筛选并鉴定到 １ 个 ＪＨＥ 基因ꎬ命名为 ＡｃｉｎＪＨＥꎮ 该基因的 ＣＤＳ 序列全长１ ７５５
ｂｐꎬ编码的蛋白质包含 ５９０ 个氨基酸ꎬ预测蛋白质相对分子量为６５ ５８０ꎬ等电点为 ５.７０ꎬ含有 １ 条长度 ２５ ａａ 的信号

肽ꎬ无跨膜结构ꎬ其羧酸酯酶保守结构域位于３９~５７９ ａａꎮ 系统进化分析结果表明ꎬＡｃｉｎＪＨＥ 与冬尺蠖 ＪＨＥ 亲缘关系

最近ꎬ聚类于同一分支ꎮ 从幼虫至非滞育蛹阶段ꎬＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 从滞育蛹至滞

育解除蛹阶段ꎬ春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在雄成虫头中的相对表达量

最高ꎮ ＡｃｉｎＪＨＥ 基因响应低温和饥饿胁迫ꎮ ４ ℃低温处理 ３ ｈ 后ꎬ春尺蠖 ３ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量达到

峰值ꎬ饥饿处理 ７２ ｈꎬ春尺蠖 ４ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量显著高于对照(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 本研究解析了 ＡｃｉｎＪＨＥ
基因在调控春尺蠖生长发育和逆境适应中的分子机制ꎬ为防治春尺蠖的危害提供了理论依据ꎮ

关键词:　 春尺蠖ꎻ 保幼激素酯酶基因(ＪＨＥ)ꎻ 低温胁迫ꎻ 饥饿胁迫

中图分类号:　 Ｓ８８８.７２＋ １　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２５)０９￣１７２１￣０８

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ ｇｅｎｅ
ＡｃｉｎＪＨＥ ｆｒｏｍ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ

ＺＨＡＯ Ｊｉａｑｉｎｇ１ꎬ２ꎬ３ꎬ　 ＣＨＥＮ Ｌｏｎｇ１ꎬ２ꎬ３ꎬ　 ＳＵ Ｎａ４ꎬ　 ＣＨＥＮ Ｋａｉｙｕｅ４

(１.Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｇｒｏｎｏｍｙꎬ Ｈｅｔａｏ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｂａｙａｎｎｕｒ ０１５０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｈｅｔａｏ Ｒｅｇｉｏｎａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｓａｆｅ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅａｒｌｙ Ｗａｒｎｉｎｇ ＆ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ
Ｇｒｅｅｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ Ｂａｙａｎｎｕｒ ０１５０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｈｅｔａｏ Ｍｏｄｅｒｎ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｇｒｅｅｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ Ｂａｙａｎｎｕｒ
０１５０００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４.Ｉｎｎｅｒ Ｍｏｎｇｏｌｉａ Ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ Ｒｅｇｉｏｎ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ ａｎｄ Ｇｒａｓｓｌａｎｄ Ｐｅｓｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅꎬ Ｈｏｈｈｏｔ ０１００５１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ ( ＪＨＥ) ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎ￣
ｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａ ＪＨＥ ｇｅｎｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｄａｔａ
ｏｆ Ａ. ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｖｉａ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ｉｔ ＡｃｉｎＪＨＥ. Ｔｈｅ ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｗａｓ １ ７５５ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ

ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ５９０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｔｈｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ
６５ ５８０ꎬ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ５. ７０. Ｉｔ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ
ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ２５ ａａ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｌａｃｋｅｄ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｃａｒｂｏｘｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｗａｓ
ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ ３９－５７９ ａａ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ＡｃｉｎＪＨＥ ｈａｄ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ＪＨＥ ｏｆ Ｏｐｅｒｏｐｈｔｅｒａ ｂｒｕｍａｔａꎬ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
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ｂｒａｎｃｈ. Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌａｒｖａｌ ｓｔａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｎｏｎ￣ｄｉａｐａｕｓｅ ｐｕｐａｌ ｓｔａｇｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｃｉｎＪＨＥ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄｉａｐａｕｓｅ ｐｕｐａｌ ｓｔａｇｅ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉａｐａｕｓｅ￣ｔｅｒｍｉｎａｔｅｄ ｐｕｐａｌ ｓｔａｇｅꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＡｃｉｎＪＨＥ ｉｎ Ａ. ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｃｉｎＪＨＥ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｅａｄｓ ｏｆ ｍａｌｅ ａｄｕｌｔｓ. Ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｒｅｓｐｏｎｄｅｄ ｔｏ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓｅｓ. Ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｌｏｗ￣ｔｅｍ￣
ｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ４ ℃ꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ３ｒｄ￣ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ａ. ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｒｅａｃｈｅｄ
ｔｈｅ ｐｅａｋ. Ａｆｔｅｒ ７２ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ４ｔｈ￣ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ
Ａ. ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｓ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａ￣
ｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ. ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ
ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｉｔｓ ｃｏｎｔｒｏｌ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓꎻ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ (ＪＨＥ)ꎻ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ ｓｔｒｅｓｓ

　 　 春尺蠖(Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ)属鳞翅目尺蛾科

(Ｇｅｏｍｅｔｒｉｄａｅ)ꎬ是新疆、内蒙古、河北等北方地区荒漠

草原及人工林区的主要杂食性害虫[１]ꎮ 近年来ꎬ其危

害加剧ꎬ寄主已从传统的柠条以及杨柳科、榆科和蔷

薇科林木扩展至多种农作物ꎬ发生危害区域也向南扩

展[２￣３]ꎮ 春尺蠖幼虫的生长发育具有明显的龄期特异

性ꎬ其为害能力与龄期密切相关ꎮ １~２ 龄低龄幼虫体

壁薄弱ꎬ抗逆能力差ꎬ自然死亡率高达 ６０％[４]ꎬ因此其

早期危害有限ꎮ ３ 龄幼虫多出现于 ４ 月上旬ꎬ其适应

性与生存能力显著提升ꎬ表现出较强的耐寒性ꎬ可耐

受剧烈温差波动ꎮ 至 ４ 月中下旬ꎬ幼虫发育至 ４ 龄ꎬ
进入暴食期ꎬ每头幼虫日均摄食面积可达 ４４０ ｍｍ２ꎬ
并且具有极强的耐饥饿能力[２ꎬ４￣５]ꎮ 因此ꎬ春尺蠖的为

害主要为 ３ 龄后幼虫ꎮ 深入解析春尺蠖幼虫的生态

适应性机制ꎬ对于防治春尺蠖具有重要意义ꎮ
保幼激素(ＪＨ)是昆虫发育和生殖的关键激素ꎬ

其主要功能包括调控发育进程和翅型分化[６￣７]、维持

幼虫形态并抑制变态发育[８￣９]、启动生殖程序促进卵

母细胞成熟以及参与滞育生理调控[１０￣１１]ꎮ 保幼激

素酯酶(ＪＨＥ)是降解 ＪＨ 的关键羧酸酯酶ꎬ通过降解

ＪＨ 以维持其动态平衡[９ꎬ１２]ꎬＪＨＥ 基因首次在烟草天

蛾(Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ)中被成功克隆[１３]ꎬ随后在鞘翅

目、鳞翅目、双翅目、半翅目及膜翅目等昆虫中完成

基因鉴定和功能解析[１４￣１７]ꎮ 在七星瓢虫(Ｃｏｃｃｉｎｅｌｌａ
ｓｅｐｔｅｍｐｕｎｃｔａｔａ)中ꎬ通过转录组和 ＲＡＣＥ 技术克隆得

到 ＪＨＥ 基因 ｃＤＮＡ 序列ꎬ全长２ ３１７ ｂｐꎬ其编码蛋白

质含信号肽及酯酶保守基序ꎬ为分泌型 ＪＨＥ[１８]ꎮ 黄

斑星天牛(Ｐｓａｃｏｔｈｅａ ｈｉｌａｒｉｓ)幼虫血淋巴 ＪＨＥ 活性在

预蛹期达到峰值ꎬＪＨＥ 活性未能及时降低则会导致

化蛹期延迟[１９]ꎮ 人为干预(促进或抑制) ＪＨＥ 活性

可扰乱昆虫体内 ＪＨ 稳态ꎬ导致其发育异常和生殖

障碍ꎬ最终影响昆虫生存和繁殖能力[２０]ꎮ

本研究拟基于春尺蠖转录组鉴定其 ＪＨＥ 基因ꎬ
并系统分析其时空表达模式ꎬ以期揭示该基因在调

控春尺蠖生长发育和逆境适应中的分子机制ꎬ为害

虫防治提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 昆虫采集及处理

２０２３ 年冬季ꎬ于内蒙古乌拉特前旗柠条草场

(４０.７７°Ｎꎬ１０８.７６°Ｅ)采集春尺蠖越冬蛹ꎬ在实验室

进行饲养ꎬ饲养条件为:温度(２２±１) ℃、光周期 １８
ｈ 光照 / ６ ｈ 黑暗、相对湿度５５％~５９％ꎮ 待蛹羽化为

成虫后ꎬ将其配对ꎬ饲喂柠条锦鸡儿ꎬ收集虫卵ꎮ 卵

孵化后ꎬ持续饲喂幼虫ꎬ直至其化蛹ꎮ
１.２　 试验处理

采集卵 ３０ 枚ꎬ１ 龄幼虫 ３０ 头ꎬ２ 龄幼虫 ２０ 头ꎬ３
龄幼虫 ５ 头ꎬ４ 龄幼虫 ３ 头ꎬ５ 龄幼虫 ３ 头ꎬ蛹 ３ 只ꎬ雌
成虫 ３ 头ꎬ雄成虫 ３ 头ꎬ成虫头 ３０ 个ꎬ成虫胸 ５ 个ꎬ成
虫腹 ５ 个ꎬ成虫前足、成虫中足、成虫后足合计 ５０ 只ꎬ
雄虫翅膀 ２０ 对ꎮ １~５ 龄幼虫于蜕皮后 ２ ｄ 采集ꎮ 化

蛹 ４５ ｄ 后ꎬ４~６ ℃处理滞育蛹 ６０ ｄꎬ使蛹滞育解除ꎮ
分别用－１０ ℃、－５ ℃、０ ℃、５ ℃、２５ ℃ 处理 ３

龄幼虫 １ ｈꎬ然后分别置于 ２５ ℃下恢复 ３０ ｍｉｎꎮ 用

４ ℃低温处理 ３ 龄幼虫 ０􀆰 ５ ｈ、１􀆰 ０ ｈ、３􀆰 ０ ｈ、５􀆰 ０ ｈ、
７􀆰 ０ ｈꎮ ４ 龄幼虫进行饥饿处理 ０ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、
４８ ｈ、７２ ｈꎮ 分别用－５ ℃、０ ℃、５ ℃、２５ ℃、３０ ℃处

理 ４ 龄幼虫 １ ｈꎮ 所有处理均设置 ３ 个生物学重复ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 的提取及反转录

使用 ＲＮＡ 提取试剂盒 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉ￣
ｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ(ＴａＫａＲａ 公司产品)提取各

样本总 ＲＮＡꎮ 利用反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ (Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)(ＴａＫａＲａ 公司产品)
将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ 引物信息见表 １ꎮ
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表 １　 引物信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　

ＪＨＥ￣Ｆ ＡＴＴＧＣＣＡＣＣＧＡＣＴＴＴＴＴＡＣＧ

ＪＨＥ￣Ｒ ＣＣＡＣＴＧＧＡＡＣＡＡＡＴＧＡＣＧＴＧ

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＣＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＧＧＡＣＣＴＧＴ

Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＴＴＣＧＡＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧ

１.４　 生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.
ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )预测其编码区(ＣＤＳ)ꎬ利用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ ６. ０ 软件进行多序列比对ꎬ利用 ＳｉｇｎａｌＰ ５. ０
(ＳｉｇｎａｌＩＰ ５. ０: ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / Ｓｉｇ￣
ｎａｌＰ / )预测 Ｎ 端信号肽ꎬ利用 ＴＭＨＭＭ ２. ０ ( ＴＭ￣
ＨＭＭ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )预
测跨膜结构域ꎬ利用 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具 ( Ｅｘ￣
ＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍ:ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )
分析蛋白质理化性质ꎬ利用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 对蛋白质

进行亚细胞定位ꎬ利用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １ ( ＮｅｔＰｈｏｓ ３. １
Ｓｅｒｖｅｒ: ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＮｅｔＰｈｏｓ￣３.１ / )和 ＤｉｃｔｙＯＧｌｙｃ １.１(ＤｉｃｔｙＯＧｌｙｃ １.１:ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ. ｐｈｐ? Ｄｉｃ￣
ｔｙＯＧｌｙｃ￣１.１)在线工具预测蛋白质磷酸化和糖基化

位点ꎬ利用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件构建系统进化树ꎮ
１.５　 基因表达量测定

利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测春

尺蠖保幼激素酯酶基因(ＡｃｉｎＪＨＥ)的表达水平ꎬ以 Ａｃ￣
ｔｉｎ 为内参基因ꎮ 反应体系和反应程序参照 ＧｏＴａｑ 􀅺
ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司产品)说明书ꎮ
１.６　 数据处理

基因相对表达量利用 ２－△△Ｃｔ 法计算[２１]ꎬ利用

ＳＰＳＳ ２７.０ 软件进行单因素方差分析ꎮ 利用 Ｔｕｋｅｙ’ｓ
ＨＳＤ 法进行组间差异显著性分析ꎮ 利用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９.５ 软件作图ꎮ 以Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因生物信息学

如图 １ 所示ꎬ春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的 ＣＤＳ 全长

１ ７５５ ｂｐꎬ其编码蛋白质包含 ５９０ 个氨基酸ꎬ分子式为

Ｃ２ ９３９Ｈ４ ５４４Ｎ８０２Ｏ８５８Ｓ２３ꎬ相对分子量为 ６５ ５８０ꎬ等电点为

５􀆰 ７ꎮ ＪＨＥ 蛋白 Ｎ 端存在 １ 条含 ２５ 个氨基酸(ＭＡＥＲ￣
ＲＬＤＭＳＤＳＶＬＶＬＬＩＣＶＳＳＡＦＡＦ)的信号肽ꎬ但未预测到跨

膜结构域ꎮ ３９~５７９ 位氨基酸包含羧酸酯酶家族保守

结构域 ＲＦ、ＤＱ、ＧｘＳｘＧ、Ｅ、ＧｘｘＨｘｘＤꎬ其 ＧｘＳｘＧ 基序为

ＧＨＳＣＧꎮ ＪＨＥ 蛋白净电荷为－１１(酸性氨基酸 Ａｓｐ＋Ｇｌｕ
总数为 ６９ꎬ碱性氨基酸 Ａｒｇ＋Ｌｙｓ 总数为 ５８)ꎬ半衰期为

３０ ｈꎬ脂肪指数为 ８３􀆰 ４６ꎬ平均亲水性系数为－０.１７７ꎬ不
稳定系数为 ５３􀆰 ８０ꎬ属于不稳定蛋白ꎮ 共预测到 ４０ 个

磷酸化位点ꎬ包括 １８ 个丝氨酸位点、８ 个苏氨酸位点和

１４ 个酪氨酸位点ꎬ但未预测到糖基化位点ꎮ 亚细胞定

位预测结果显示ꎬＪＨＥ 蛋白主要定位于细胞外ꎮ
　 　 将春尺蠖保幼激素酯酶 ＡｃｉｎＪＨＥ 蛋白氨基酸序

列与其他鳞翅目昆虫进行比对ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ春尺

蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 蛋白氨基酸序列与其他鳞翅目昆虫的总

体一致性为 ６７􀆰 ０３％ꎮ ＡｃｉｎＪＨＥ 蛋白氨基酸序列与

烟草天蛾(Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ)ＪＨＥ 蛋白氨基酸序列一致

性最高ꎬ达 ５４􀆰 ３５％ꎬ其次为柞蚕(Ａｎｔｈｅｒａｅａ ｐｅｒｎｙｉ)、
小地老虎(Ａｇｒｏｔｉｓ ｉｐｓｉｌｏｎ)、家蚕(Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ)和苜

蓿夜蛾(Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ ｖｉｒｉｐｌａｃａ)ＪＨＥ 蛋白氨基酸序列ꎮ
　 　 如图 ３ 所示ꎬ尺蛾科的春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 蛋白与

尺蛾科的冬尺蠖 ＯｂｕｒＪＨＥ 蛋白聚为一支ꎬ且分支支

持度高ꎬ表明二者亲缘关系最近ꎮ 同时ꎬ尺蛾科昆虫

ＪＨＥ 蛋白与夜蛾科昆虫[棉铃虫(Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇ￣
ｅｒａ)、小地老虎(Ａｇｒｏｔｉｓ ｉｐｓｉｌｏｎ)、黏虫(Ｍｙｔｈｉｍｎａ ｓｅｐ￣
ａｒａｔａ)]ＪＨＥ 蛋白构成姊妹群ꎬ表明鳞翅目内尺蛾科

昆虫与夜蛾科昆虫具有密切的亲缘关系ꎮ
２.２　 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在春尺蠖不同发育阶段和不同

组织中的表达

　 　 如图 ４ 所示ꎬ从卵至 ５ 龄幼虫阶段ꎬ春尺蠖

ＡｃｉｎＪＨＥ 基因相对表达量均较低ꎮ 非滞育蛹、滞育

蛹、雄成虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因相对表达量显著高于其他

发育阶段及雌成虫(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
　 　 如图 ５ 所示ꎬＡｃｉｎＪＨＥ 基因在雄成虫头中相对

表达量显著高于雌成虫头(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 雄成虫和雌

成虫的胸、腹、足 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因相对表达量均无显著

差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
２.３　 低温胁迫下春尺蠖幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的表达

　 　 如图 ６ 所示ꎬ－１０ ℃、－５ ℃条件下ꎬ回温处理春

尺蠖 ３ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量显著低于

不回温处理(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ０ ℃条件下ꎬ回温处理春尺蠖

３ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量显著高于不回温

处理(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ５ ℃、２５ ℃条件下ꎬ回温处理春尺蠖

３ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量与不回温处理无

显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ
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灰色部分为羧酸酯酶家族保守结构域ꎮ
图 １　 春尺蠖保幼激素酯酶基因(ＡｃｉｎＪＨＥ)碱基序列及其编码的蛋白质氨基酸序列

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｓｔｅｒａｓｅ ｇｅｎｅ (ＡｃｉｎＪＨＥ) ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｉｔｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒ￣
ａｒｉｕｓ

　 　 如图 ７ 所示ꎬ４ ℃条件下ꎬ春尺蠖 ３ 龄幼虫 Ａｃｉｎ￣
ＪＨＥ 基因的相对表达量随低温处理时间的延长总体

呈先升高后降低的趋势ꎬ４ ℃处理 ３ ｈ 春尺蠖 ３ 龄幼

虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量达到最大值ꎬ显著高

于其他处理时长 ３ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达

量(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
　 　 如图 ８ 所示ꎬ春尺蠖 ４ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在

２５ ℃条件下相对表达量最高ꎬ在－５ ℃和 ５ ℃条件

下相对表达量最低ꎮ
２.４　 饥饿胁迫下春尺蠖 ４ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的

表达

　 　 如图 ９ 所示ꎬ饥饿处理 ７２ ｈ 春尺蠖 ４ 龄幼虫

ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量显著高于对照 (Ｐ<

０􀆰 ０５)ꎮ 其他饥饿处理时间春尺蠖 ４ 龄幼虫 Ａｃｉｎ￣
ＪＨＥ 基因的相对表达量与对照无显著差异 (Ｐ>
０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨论与结论

本研究鉴定到 １ 个编码春尺蠖保幼激素酯酶

(ＪＨＥ)的基因 ＡｃｉｎＪＨＥꎮ 序列分析结果表明ꎬ该序

列全长１ ７５５个碱基ꎬ编码 ５９０ 个氨基酸ꎮ 春尺蠖的

ＪＨＥ 蛋白氨基酸序列与冬尺蠖的 ＪＨＥ 蛋白氨基酸

序列在进化树上聚类于同一分支ꎬ亲缘关系最近ꎮ
ＪＨＥ 蛋白典型结构域包括 ＲＦ、ＤＱ、ＧｘＳｘＧ、Ｅ、Ｇｘｘ￣
ＨｘｘＤꎬＧｘＳｘＧ 基序为 ＧＱＳＡＧ[１２ꎬ２２￣２３]ꎬＡｃｉｎＪＨＥ 蛋白

具 ＲＦ、ＤＱ、ＧｘＳｘＧ、Ｅ、ＧｘｘＨｘｘＤ ４ 个结构域ꎬ其 Ｇｘ￣
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ＡｃｉｎＪＨＥ:春尺蠖( Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ) ＪＨＥ 蛋白氨基酸序列 ( ＰＶ７４７１９４)ꎻ ＡｐｅｒＪＨＥ:柞蚕 ( Ａｎｔｈｅｒａｅａ ｐｅｒｎｙｉ) ＪＨＥ 蛋白氨基酸序列

(ＵＴＱ１０５２８.１)ꎻＭｓｅｘＪＨＥ:烟草天蛾(Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ) ＪＨＥ 蛋白氨基酸序列(ＸＰ＿０３００３３５１１.１)ꎻＢｍｏｒＪＨＥ:家蚕(Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ) ＪＨＥ 蛋白氨基

酸序列(ＡＡＲ３７３３５.１)ꎻＡｙｐｓＪＨＥ:小地老虎(Ａｇｒｏｔｉｓ ｙｐｓｉｌｏｎ) ＪＨＥ 蛋白氨基酸序列(ＸＦＦ０６３５９.１)ꎻＨｖｉｒＪＨＥ:苜蓿夜蛾(Ｈｅｌｉｏｔｈｉｓ ｖｉｒｉｐｌａｃａ) ＪＨＥ
蛋白氨基酸序列(ＡＧＢ９３７１２.１)ꎮ

图 ２　 春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 蛋白氨基酸序列与其他昆虫 ＪＨＥ 蛋白氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡｃｉｎＪＨＥ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｗｉｔｈ ＪＨＥ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

ＳｘＧ 基序为 ＧＨＳＣＧꎬ第 ２、４ 位发生氨基酸突变ꎮ 在

小麦吸浆虫(Ｓｉｔｏｄｉｐｌｏｓｉｓ ｍｏｓｅｌｌａｎａ) [２４]、烟粉虱(Ｂｅ￣
ｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ) [２５] ＪＨＥ 蛋白结构域中 ＧｘＳｘＧ 第 ２ 位氨

基酸发生了突变ꎮ 表明不同物种 ＪＨＥ 功能存在差

异[２６]ꎮ
保幼激素通过抑制蜕皮激素信号通路维持昆虫

的幼虫状态[２７]ꎮ 本研究发现ꎬ在春尺蠖卵至 ５ 龄幼

虫阶段ꎬＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量均较低ꎬ因为该

阶段春尺蠖卵及幼虫体内需要维持较高的保幼激素

(ＪＨ)含量ꎮ 在非滞育蛹和滞育蛹阶段ꎬＡｃｉｎＪＨＥ 基

因的相对表达量显著升高ꎬＡｃｉｎＪＨＥ 分解幼虫阶段

体内积累的 ＪＨꎮ 滞育解除蛹阶段ꎬ春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ
基因的相对表达量显著降低ꎮ 朱圣杰等[２８] 发现ꎬ在
滞育蛹阶段至滞育解除蛹阶段ꎬ春尺蠖保幼激素结
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图 ３　 春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 蛋白氨基酸序列与其他昆虫 ＪＨＥ 蛋白氨基酸序列系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｃｉｎＪＨＥ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ａｎｄ ＪＨＥ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ

Ｅ:卵ꎻＬ１~ Ｌ５:１ 龄 ~５ 龄幼虫ꎻＮＤ:非滞育蛹ꎻＤ:滞育蛹ꎻＴＤ:滞
育解除蛹ꎻＦ:雌成虫ꎻＭ:雄成虫ꎮ 图柱上不同小写字母表示差

异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在不同发育阶段的表达

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｉｎ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ
ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

Ｈｅ:头ꎻＴｈ:胸ꎻＡｂ:腹ꎻＬｅ:足ꎻＷｉ:翅膀ꎮ 图柱上不同小写字母表

示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在不同组织中的表达

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ

图柱上不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 春尺蠖 ３ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在不同温度下的表达

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ３ｒｄ￣ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ
ｏｆ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图柱上不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ７　 春尺蠖 ３ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在 ４ ℃时不同处理时间下

的表达

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ３ｒｄ￣ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ
ｏｆ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｕｎｄｅｒ ４ ℃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｄｕｒａｔｉｏｎｓ
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图柱上不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ８　 春尺蠖 ４ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在不同温度下的表达

Ｆｉｇ.８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ４ｔｈ￣ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ
ｏｆ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图柱上不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ９　 春尺蠖 ４ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在不同饥饿处理时间下的

表达

Ｆｉｇ.９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡｃｉｎＪＨＥ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ４ｔｈ￣ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ
ｏｆ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ ｄｕｒａ￣
ｔｉｏｎｓ

合蛋白(ＪＨＢＰ)基因 ＡｃｉｎＪＨＢＰ 的相对表达量呈降低

趋势ꎬ与本研究结论相似ꎮ 小麦吸浆虫雄虫 ＳｍＪＨＥ
基因的相对表达量显著高于雌虫[２９]ꎬ本研究也发

现ꎬ春尺蠖雄虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量显著高

于雌虫ꎬ表明春尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因可能参与春尺蠖

生殖调控ꎮ
营养胁迫影响昆虫发育进程ꎮ 长日照条件下ꎬ

营养不足可诱导幼虫超龄蜕皮[３０]ꎬ而完全饥饿则会

干扰正常蜕皮进程[１０]ꎮ 本研究中ꎬ对春尺蠖 ４ 龄幼

虫进行 ７２ ｈ 饥饿处理ꎬＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量

达到峰值ꎬ表明长期饥饿通过促进 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的

表达ꎬ显著降低保幼激素(ＪＨ)浓度[３１]ꎬ从而打破激

素平衡ꎬ诱发春尺蠖提前化蛹ꎮ
温度对昆虫生长发育起着至关重要的作用ꎬ可

引起昆虫滞育ꎬ延缓幼虫和蛹的发育进度[３２￣３５]ꎮ 本

研究发现ꎬ在 ４ ℃低温胁迫下ꎬ３ 龄幼虫 ＡｃｉｎＪＨＥ 基

因的表达量随低温胁迫时间的延长总体呈先上升后

下降的变化趋势ꎮ 这一表达模式揭示了春尺蠖幼虫

应对低温胁迫的快速响应机制:短期(３􀆰 ０ ｈ)低温可

能通过激活 ＪＨＥ 基因表达ꎬ加速保幼激素( ＪＨ)降

解ꎬ从而抑制发育进程并增强春尺蠖抗寒能力ꎬ符合

昆虫冷休克初期通过降低 ＪＨ 以节省能量的保守策

略[３６]ꎮ 与低温处理 ３􀆰 ０ ｈ 相比ꎬ低温处理 ５􀆰 ０ ｈꎬ春
尺蠖 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因的相对表达量显著下降ꎬ表明其

通过维持较低水平的 ＪＨＥ 以保留一定 ＪＨ 浓度ꎬ避
免生长发育受到过度抑制[３７￣３８]ꎮ

上述结果表明ꎬＡｃｉｎＪＨＥ 基因在春尺蠖生长发

育、滞育调节及环境适应中具有重要功能ꎮ 本研究

结果为深入揭示 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因在春尺蠖激素平衡与

胁迫响应中的调控机制奠定了基础ꎮ 后续可以进一

步探究 ＡｃｉｎＪＨＥ 基因对生物胁迫的响应及其转录与

翻译水平的协同调控作用ꎬ以期系统阐明该基因的

分子调控网络ꎮ
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