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　 　 摘要:　 为阐明稻纵卷叶螟(Ｃｎａｐｈａｌｏｃｒｏｃｉｓ ｍｅｄｉｎａｌｉｓ)对稻纵卷叶螟颗粒体病毒(Ｃ. ｍｅｄｉｎａｌｉｓ ｇｒａｎｕｌｏｖｉｒｕｓꎬ
ＣｎｍｅＧＶ)的抵抗机制ꎬ本研究分析了稻纵卷叶螟转录因子 ＦＯＸＯ 和铜 /锌超氧化物歧化酶(Ｃｏｐｐｅｒ / ｚｉｎｃ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＣｕ / Ｚｎ ＳＯＤ)对 ＣｎｍｅＧＶ 感染的响应机制ꎮ 结果表明ꎬ稻纵卷叶螟幼虫脂肪体中 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 表达水平高

于血淋巴、中肠和马氏管等组织ꎻＣｎｍｅＧＶ 感染后６~ ４８ ｈꎬ稻纵卷叶螟脂肪体中超氧化物歧化酶活性显著增加ꎬ
ＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 基因 ｍＲＮＡ 表达水平均显著上调ꎬ且抗氧化剂 Ｎ￣乙酰半胱氨酸(ＮＡＣ)能抑制上调水平ꎮ
ＦＯＸＯ 抑制剂 ＡＳ１８４２８５６ 和 ＳＯＤ 抑制剂 ＬＣＳ￣１ 都能显著增强病毒 ＤＮＡ 复制水平ꎬ提高 ＣｎｍｅＧＶ 感染幼虫的死亡

率ꎮ 上述结果说明ꎬＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 基因的激活程度依赖于氧化应激水平ꎬＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 基因在稻纵

卷叶螟幼虫的抗病毒防御中起到关键作用ꎮ 此外ꎬＦＯＸＯ 抑制剂还能显著削弱病毒感染对 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 转录的诱导

水平ꎬ且在 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 基因启动子区鉴定出多个 ＦＯＸＯ 结合位点ꎬ说明 ＦＯＸＯ 能直接调控 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的表达ꎮ 本

研究结果为稻纵卷叶螟防治、昆虫与病毒互作机制研究提供了新方法ꎮ
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(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｌｉｘｉａｈｅ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ / Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ｆｏｒ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００７ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｙａｎｇｚｈｏｕ Ｌｖｙｕａｎ Ｂｉｏ￣ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏ. Ｌｔｄ.ꎬ Ｙａｎｇｚｈｏｕ ２２５００８ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ: 　 Ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｃｎａｐｈａｌｏｃｒｏｃｉｓ ｍｅｄｉｎａｌｉｓ ｔｏ Ｃ. ｍｅｄｉｎａｌｉｓ ｇｒａｎｕｌｏｖｉｒｕｓ

(ＣｎｍｅＧＶ)ꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＦＯＸＯ ａｎｄ ｃｏｐｐｅｒ / ｚｉｎｃ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ) ｉｎ Ｃ. ｍｅｄｉｎａｌｉｓ ｔｏ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ
ｉｎ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｏｆ Ｃ. ｍｅｄｉｎａｌｉｓ ｌａｒｖａｅ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
ｈｅｍｏｌｙｍｐｈꎬ ｍｉｄｇｕｔ ａｎｄ Ｍａｌｐｉｇｈｉａｎ ｔｕｂｅ. Ａｔ ６￣４８ ｈ ａｆｔｅｒ
ＣｎｍｅＧＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｏｆ Ｃ. ｍｅｄｉｎａｌｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＯＸＯ ａｎｄ Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ
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ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ (ＮＡＣ) ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｂｏｔｈ
ＦＯＸＯ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＡＳ１８４２８５６ ａｎｄ ＳＯＤ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＬＣＳ￣１ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｖｉｒａｌ ＤＮＡ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ＣｎｍｅＧＶ￣ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｌａｒｖａｅ. Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＯ ａｎｄ Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ
ｇｅｎｅｓ ｄｅｐｅｎｄｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎬ ａｎｄ ＦＯＸＯ ａｎｄ Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ｇｅｎｅｓ ｐｌａｙｅｄ ｋｅｙ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｄｅｆｅｎｓｅ
ｏｆ Ｃ. ｍｅｄｉｎａｌｉｓ ｌａｒｖａｅ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ＦＯＸＯ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ａｌｓｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｂｙ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＦＯＸＯ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎꎬ
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＦＯＸＯ ｃｏｕｌｄ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｃ. ｍｅｄｉｎａｌｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ￣ｖｉｒｕｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｃｎａｐｈａｌｏｃｒｏｃｉｓ ｍｅｄｉｎａｌｉｓꎻ Ｃｎａｐｈａｌｏｃｒｏｃｉｓ ｍｅｄｉｎａｌｉｓ ｇｒａｎｕｌｏｖｉｒｕｓꎻ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ＦＯＸＯꎻ ｃｏｐｐｅｒ / ｚｉｎｃ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ)

　 　 稻纵卷叶螟(Ｃｎａｐｈａｌｏｃｒｏｃｉｓ ｍｅｄｉｎａｌｉｓ)是水稻生

长过程中主要的迁飞性害虫ꎬ其取食行为对水稻产量

造成了极大的威胁[１￣２]ꎮ 化学杀虫剂是防治稻纵卷叶

螟的主要手段ꎬ但长期的化学杀虫剂应用已导致该害

虫产生显著抗药性ꎬ因此亟须开发高效、环保的替代

控制策略ꎮ 在替代化学农药的防控策略中ꎬ利用对宿

主杀伤力和专一性均较高的杆状病毒研制微生物杀

虫剂备受关注ꎮ 杆状病毒中甲型杆状病毒属病毒(又
称为核型多角体病毒)和乙型杆状病毒属病毒(又称

为颗粒体病毒)对虫害的防治作用已得到初步研

究[３]ꎮ 稻纵卷叶螟颗粒体病毒(Ｃｎａｐｈａｌｏｃｒｏｃｉｓ ｍｅｄｉ￣
ｎａｌｉｓ ｇｒａｎｕｌｏｖｉｒｕｓꎬ ＣｎｍｅＧＶ)虽能有效控制农田稻纵

卷叶螟ꎬ但其致命时间长达约 ８.４ ｄꎬ在这段时期内ꎬ
受感染的幼虫仍能继续取食并造成危害ꎬ因此

ＣｎｍｅＧＶ 杀虫剂的实际应用效果并不理想[４￣５]ꎮ 因

此ꎬ深入解析昆虫的抗病毒机制ꎬ对于缩短病毒的致

死时间、增强病毒杀虫效力具有重要的意义ꎮ
病毒感染通常会诱发宿主产生氧化应激压力ꎬ

导致活性氧(Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)在宿主体

内过度蓄积ꎬ而 ＲＯＳ 的异常积累会引发宿主细胞的

氧化损伤[６￣７]ꎮ 与脊椎动物不同ꎬ昆虫缺乏完整的适

应性免疫系统ꎬ因此在抵御病毒入侵的免疫防御体

系中ꎬ昆虫的先天性免疫和抗氧化酶系统承担着更

为关键的作用ꎮ Ｃａｍｉｎｉ 等[８] 的研究结果表明ꎬ当昆

虫受到病毒感染后ꎬ其体内超氧化物歧化酶(Ｓｕｐｅｒ￣
ｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)等多种抗氧化酶的表达水平

会出现上调ꎬ以清除过度产生的 ＲＯＳꎬ维持机体氧

化还原平衡ꎮ Ｋａｔｓｕｍａ 等[９] 研究发现ꎬ杆状病毒感

染后ꎬＳＯＤ 在昆虫抗病毒防御过程中发挥重要作

用ꎮ 家蚕核型多角体病毒 ( Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ｎｕｃｌｅａｒ
ｐｏｌｙｈｅｄｒｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓꎬＢｍＮＰＶ)基因组中含有铜 /锌超氧

化物歧化酶(Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ)基因ꎬＣｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 基因的

缺失极大影响病毒在宿主细胞中的感染效率[１０]ꎻ
Ｈａｎ 等[１１] 研究发现ꎬＣｎｍｅＧＶ 感染后ꎬ稻纵卷叶螟

体内锰超氧化物歧化酶(Ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓ￣
ｍｕｔａｓｅ)、铜 /锌超氧化物歧化酶和铁超氧化物歧化

酶(Ｉｒｏｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ)等多个超氧化物歧化

酶的基因表达水平上调ꎮ 上述研究结果表明ꎬＳＯＤ
在昆虫的杆状病毒感染中具有重要作用ꎬ但其在分

子层面的调控机制仍缺乏深入研究ꎮ
叉头框 Ｏ(Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ＯꎬＦＯＸＯ)转录因子是

公认的应激响应核心调控因子ꎬ在细胞凋亡、代谢和

氧化应激响应等过程中发挥重要作用[１２￣１３]ꎮ ＦＯＸＯ
可以直接调控多种抗氧化酶基因的表达水平ꎬ以维

持细胞氧化还原的稳态[１３]ꎮ ＦＯＸＯ 对昆虫病毒免

疫的重要性亦得到初步研究ꎮ 家蚕 ＦＯＸＯ 基因能通

过调控磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶(Ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕ￣
ｖａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅꎬＰＥＰＣＫ)活性ꎬ参与宿主对 ＢｍＮ￣
ＰＶ 的免疫反应[１４]ꎻ棉铃虫 ＦＯＸＯ 基因能通过调控

过氧化物酶 １(Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ１)的表达水平来清除核型

多角体病毒感染诱导的过量 ＲＯＳ[１５]ꎮ 然而ꎬ目前尚

无直接证据证明ꎬ昆虫 ＦＯＸＯ 基因能通过调控 ＳＯＤ
基因来介导其抗病毒防御中的氧化应激反应ꎮ 因

此ꎬ本研究以稻纵卷叶螟和 ＣｎｍｅＧＶ 为材料ꎬ阐明

ＦＯＸＯ 和 ＳＯＤ 协同响应氧化应激并参与稻纵卷叶

螟抵抗杆状病毒侵染的机制ꎬ以明确昆虫￣病毒相互

作用分子机制ꎬ为开发能够提高病毒杀虫剂效力的

新型增效剂提供潜在靶点和理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验昆虫及工作液的配制

稻纵卷叶螟成虫以１ ∶ １ 的雌雄比例配对ꎬ置于

１ ０００ ｍＬ 塑料杯内ꎬ在温度 ２８ ℃、相对湿度 ８０％、
光照强度为６ ０００ ｌｘ 的培养箱中培养产卵ꎬ在室内

５３３２张　 楠等:稻纵卷叶螟 ＦＯＸＯ 调控 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 参与抗杆状病毒 ＣｎｍｅＧＶ 感染的机制



用玉米幼苗培养 ２０ 代ꎮ 从 ３ 龄幼虫中选取健康且

体形一致的个体用于试验ꎮ 将实验室保存的

ＣｎｍｅＧＶ 原始包涵体(Ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｂｏｄｙꎬＯＢ)稀释至１×
１０６ ＯＢ / ｍＬ 后ꎬ作为 ＣｎｍｅＧＶ 感染的工作液ꎮ

ＦＯＸＯ 抑制剂 ＡＳ１８４２８５６、 ＳＯＤ 抑制剂 ＬＣＳ￣１
及抗氧化剂 Ｎ￣乙酰半胱氨酸 ( Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅꎬ
ＮＡＣ)均购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司ꎬ利用 １０％
二甲基亚砜(Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬＤＭＳＯ)溶液ꎬ配制

得到浓度为 ０􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＡＳ１８４２８５６ 溶液、 ０􀆰 １
ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＬＣＳ￣１ 溶液及 ２００ μｇ / ｍＬ的 ＮＡＣ 溶液ꎮ
利用 ＣｎｍｅＧＶ 原始包涵体及上述试剂配制得到

ＡＳ１８４２８５６ ＋ ＣｎｍｅＧＶ、 ＬＣＳ￣１ ＋ ＣｎｍｅＧＶ、 ＮＡＣ ＋
ＣｎｍｅＧＶ 混合液ꎬ浓度和单独的试剂保持一致ꎮ
１.２ 　 ＣｎｍｅＧＶ 感染对稻纵卷叶螟幼虫 ＦＯＸＯ 和

Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 表达水平的影响

　 　 取未感染 ＣｎｍｅＧＶ 的 ３ 龄稻纵卷叶螟幼虫 ３０
头ꎬ解剖虫体ꎬ收集中肠、脂肪体、血淋巴和马氏管等

组织ꎬ检测上述组织中 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 基因 ｍＲＮＡ 表达

水平ꎮ 利用 ＣｎｍｅＧＶ 工作液、ＣｎｍｅＧＶ＋ＮＡＣ 混合液

分别浸润玉米叶片ꎬ晾干后分别喂食稻纵卷叶螟 ３
龄幼虫ꎬ收集喂养 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 的稻纵卷

叶螟幼虫ꎬ采集不同喂养处理的幼虫脂肪体ꎬ利用

Ｔｒｉｚｏｌ 试剂(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品)提取 ＲＮＡꎬ接
着使用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ ＲＴ 反转录试剂盒(美国赛默飞世

尔科技有限公司产品)将 ＲＮＡ 反转录得到 ｃＤＮＡꎬ
然后根据转录组测序得到的 ＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ
序列设计 ＰＣＲ 引物(表 １)ꎬ以稻纵卷叶螟 β￣Ａｃｔｉｎ 基

因作为内参基因ꎬ利用实时荧光定量反转录 ＰＣＲ
(ＲＴ￣ｑＰＣＲ) 技术检测稻纵卷叶螟幼虫脂肪体中

ＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ 参照超

氧化物歧化酶活性测定试剂盒(南京建成生物工程

研究所有限公司产品)说明书ꎬ采用 ＷＳＴ￣１ 比色法

检测 ＣｎｍｅＧＶ 感染对稻纵卷叶螟幼虫脂肪体中超氧

化物歧化酶(ＳＯＤ)活性的影响ꎮ
１.３　 ＦＯＸＯ 介导 ＣｎｍｅＧＶ 诱导的 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 表

达水平分析

　 　 利用 ＣｎｍｅＧＶ 工作液、ＦＯＸＯ＋ＣｎｍｅＧＶ 混合液

及清水分别浸润玉米叶片ꎬ自然晾干后分别用于喂

食稻纵卷叶螟幼虫ꎬ喂食后 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈꎬ
分别采集稻纵卷叶螟幼虫ꎮ 每次采集 ３０ 头幼虫ꎬ分
３ 个重复ꎮ 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取幼虫 ＲＮＡ 后ꎬ以稻

纵卷叶螟 β￣Ａｃｔｉｎ 基因为内参基因ꎬ利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ
技术检测各处理幼虫脂肪体中 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的 ｍＲ￣
ＮＡ 表达水平ꎮ 所用引物见表 １ꎮ

表 １　 用于 ｑＰＣＲ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

引物名称　 　 　 　 　 序列(５′ → ３′) 　 　 　 　 用途　 　 　 　

ＦＯＸＯｑＦ ＣＡＧＡＡＣＴＧＴＣＧＣＡＡＡＣＧＣＡＡ ＦＯＸＯ 基因实时荧光定量反转录 ＰＣＲ

ＦＯＸＯｑＲ ＴＧＧＡＡＣＡＣＧＴＧＴＣＴＧＴＡＧＡＧＣ

Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ｑＦ ＴＴＧＣＧＧＣＣＡＧＴＴＣＣＴＡＴＧ Ｃｕ / Ｚｎ 超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)基因实时荧光定量反转录 ＰＣＲ

Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ｑＲ ＡＡＡＣＴＴＣＧＴＡＧＡＣＡＴＴＧＣＴＴＴＧＧ

β￣Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＡＴＧＧＴＣＧＧＣＡＴＧＧＧＡＣＡＧ 内参基因

β￣Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＧＡＧＴＴＣＡＴＴＧＴＡＧＡＡＧＧＴＧＴ

ＯＲＦ１２３￣ｑＦ ＣＴＴＧＣＡＡＣＡＡＧＴＴＣＧＣ ＣｎｍｅＧＶ ＯＲＦ１２３ 基因定量 ＰＣＲ

ＯＲＦ１２３￣ｑＲ ＣＣＡＴＧＡＴＧＴＡＧＴＧＡＣＡＣＧ

１.４ 　 ＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 在稻纵卷叶螟抵抗

ＣｎｍｅＧＶ 感染中的作用

　 　 利用 ＣｎｍｅＧＶ 工作液、ＡＳ１８４２８５６＋ＣｎｍｅＧＶ 混

合液、ＬＣＳ￣１＋ ＣｎｍｅＧＶ 混合液分别浸润玉米幼苗叶

片ꎬ自然晾干后分别用于喂食稻纵卷叶螟幼虫ꎬ各处

理设 ３ 次重复ꎬ每个重复 １０ 头幼虫ꎮ 喂食 ６ ｈ、１２
ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 后ꎬ采集幼虫ꎬ利用 ＤＮＡｉｓｏ 试剂盒(大

连 ＴａＫａＲａ 生物有限公司产品)提取 ＤＮＡꎬ提取的

ＤＮＡ 通 过 定 量 ＰＣＲ ( ｑＰＣＲ) 的 方 法 检 测 病 毒

ＯＲＦ１２３ 基因的拷贝数[１６￣１７]ꎮ
为排除 ＡＳ１８４２８５６ 或 ＬＣＳ￣１ 本身对稻纵卷叶螟

死亡率的影响ꎬ利用 ＡＳ１８４２８５６ 溶液、ＬＣＳ￣１ 溶液、
ＡＳ１８４２８５６＋ ＣｎｍｅＧＶ 混合液、ＬＣＳ￣１＋ ＣｎｍｅＧＶ 混合

液、ＣｎｍｅＧＶ 工作液及清水分别浸润玉米叶片ꎬ自然
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晾干后饲喂稻纵卷叶螟幼虫ꎬ每处理 ３０ 头幼虫ꎬ喂食

１０ ｄ 后统计各处理幼虫死亡数量ꎮ 每处理 ３ 次重复ꎮ
１.５　 数据分析

利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件分析数据ꎮ 根据 ｔ
检验分析处理间基因表达水平的差异ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＣｎｍｅＧＶ 感染对稻纵卷叶螟幼虫 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ
ｍＲＮＡ 表达水平和 ＳＯＤ 活性的影响

　 　 稻纵卷叶螟幼虫不同组织中 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的

ｍＲＮＡ 表达水平如图 １Ａ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ
脂肪体中 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 表达水平最高ꎬ血淋巴中表达

水平次之ꎬ马氏管中表达水平最低ꎬ中肠中表达水平

低于脂肪体ꎬ与血淋巴和马氏管中的表达水平无显

著差异ꎮ 一般来说ꎬ脂肪体是杆状病毒复制的主要

器官[１８]ꎬ血淋巴是杆状病毒传播的主要器官[１９]ꎬ因

此稻纵卷叶螟幼虫 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的表达模式有利于

杆状病毒的复制和传播ꎮ ＣｎｍｅＧＶ 感染后ꎬ稻纵卷

叶螟脂肪体内 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的 ｍＲＮＡ 表达水平变化

特征如图 １Ｂ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬＣｎｍｅＧＶ 感染

后 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈꎬ幼虫脂肪体内的 Ｃｕ / Ｚｎ
ＳＯＤ 表达水平分别上调至未感染幼虫(０ ｈ)的 ３􀆰 ４６
倍、６􀆰 ５０ 倍、２􀆰 ３３ 倍和 ２􀆰 ４０ 倍(图 １Ｂ)ꎮ 抗氧化剂

ＮＡＣ 处理能极显著降低 ＣｎｍｅＧＶ 感染对 Ｃｕ / Ｚｎ
ＳＯＤ ｍＲＮＡ 的诱导水平ꎬ 感染后 ６ ｈ 和 １２ ｈꎬ
ＣｎｍｅＧＶ＋ＮＡＣ 处理 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 表达量分别仅为

ＣｎｍｅＧＶ 处 理 的 ４２􀆰 ７２％ 和 ２７􀆰 ６８％ ( 图 １Ｃ )ꎮ
ＣｎｍｅＧＶ 感染后 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈꎬ稻纵卷叶螟

脂肪体中 ＳＯＤ 活性分别为处理前(０ ｈ)的 ４􀆰 ０２ 倍、
３􀆰 ４０ 倍、１０􀆰 ２６ 倍和 ４􀆰 ００ 倍(图 １Ｄ)ꎮ 上述结果表

明ꎬＣｎｍｅＧＶ 感染能诱导稻纵卷叶螟幼虫的氧化应

激ꎬ导致幼虫脂肪体中 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 表达水平上调ꎮ

Ａ:稻纵卷叶螟不同组织 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＢ:ＣｎｍｅＧＶ 感染后ꎬ稻纵卷叶螟脂肪体 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ｍＲＮＡ 表达水平变化ꎻＣ:抗氧化剂

Ｎ￣乙酰半胱氨酸(ＮＡＣ)处理对病毒诱导的 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ｍＲＮＡ 表达水平的影响ꎻＤ:ＣｎｍｅＧＶ 感染对稻纵卷叶螟脂肪体中超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)活性的影响ꎮ Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＣｎｍｅＧＶ、ＣｎｍｅＧＶ＋ＮＡＣ 分别为未感染病毒对照、感染 ＣｎｍｅＧＶ 处理、感染病毒＋ＮＡＣ 处理ꎮ 柱上不同小写字

母表示组织间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗、∗分别表示感染后与感染始期差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)和差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 １　 ＣｎｍｅＧＶ 感染对 Ｃｕ / Ｚｎ 超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)ｍＲＮＡ 表达和脂肪体中超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣｎｍｅＧＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ｉｎ ｆａｔ ｂｏｄｙ

２. ２ 　 ＦＯＸＯ 通过调控 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 表达响应

ＣｎｍｅＧＶ 感染

　 　 ＣｎｍｅＧＶ 感染后ꎬ稻纵卷叶螟幼虫 ＦＯＸＯ 表达

水平的变化如图 ２Ａ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ
ＣｎｍｅＧＶ 感染后 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈ ＦＯＸＯ 表达

水平分别为未感染幼虫的 ３􀆰 ５９ 倍、１１􀆰 ９５ 倍、８􀆰 １２
倍和 ４􀆰 ４９ 倍ꎬ显著或极显著上调(图 ２Ａ)ꎮ 抗氧化

剂 ＮＡＣ 处理同样能削弱 ＣｎｍｅＧＶ 感染对 ＦＯＸＯ
ｍＲＮＡ 表达的诱导ꎬ感染后 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ 和 ４８ ｈꎬ
ＣｎｍｅＧＶ＋ＮＡＣ 处理对 ＦＯＸＯ 表达量的诱导倍数分

别降低至 ＣｎｍｅＧＶ 感染处理的 ３０􀆰 ８７％、４５􀆰 ７８％、
７１􀆰 ２３％和 ７８􀆰 ８９％(图 ２Ｂ)ꎬ这表明 ＣｎｍｅＧＶ 感染对

ＦＯＸＯ ｍＲＮＡ 表达的诱导ꎬ同样受感染导致的氧化

应激介导ꎬ即 ＦＯＸＯ 可能调控 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的表达ꎮ
使用 ＦＯＸＯ 抑制剂 ＡＳ１８４２８５６ 后ꎬＣｎｍｅＧＶ 感染稻

纵卷叶螟 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 表达水平的变化特征如图 ２Ｃ
所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ感染后 ６ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈꎬ
ＣｎｍｅＧＶ＋ＦＯＸＯ 抑制剂处理 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 表达水平

的诱 导 倍 数 分 别 为 ＣｎｍｅＧＶ 处 理 的 ３７􀆰 ００％、
１４􀆰 １４％和 ５４􀆰 ５１％ (图 ２Ｃ)ꎮ 利用 ＪＡＳＰＡＲ 和 ＴＦ￣
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ＢＩＮＤ 转录因子结合位点预测工具预测发现 Ｃｕ / Ｚｎ
ＳＯＤ 启动子区存在多个 ＦＯＸＯ 结合基序(表 ２)ꎮ 上

述结果说明ꎬＦＯＸＯ 转录因子可能通过结合 Ｃｕ / Ｚｎ
ＳＯＤ 基因启动子来调控 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的表达ꎮ

Ａ:ＣｎｍｅＧＶ 感染对 ＦＯＸＯ ｍＲＮＡ 表达水平的影响ꎻＢ:Ｎ￣乙酰半胱氨酸(ＮＡＣ)处理对 ＣｎｍｅＧＶ 感染稻纵卷叶螟 ＦＯＸＯ ｍＲＮＡ 表达水平的影

响ꎻＣ:抑制 ＦＯＸＯ 后ꎬＣｎｍｅＧＶ 感染导致的 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ｍＲＮＡ 表达水平的变化ꎮ Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＣｎｍｅＧＶ、ＣｎｍｅＧＶ＋ＮＡＣ、ＣｎｍｅＧＶ＋ＡＳ１８４２８５６ 分别

为未感染病毒对照、ＣｎｍｅＧＶ 感染处理、ＣｎｍｅＧＶ＋ＮＡＣ 处理、ＣｎｍｅＧＶ＋ＡＳ１８４２８５６ 处理ꎮ ∗∗、∗分别表示处理间差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)和差

异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 ＦＯＸＯ 通过调控 Ｃｕ / Ｚｎ 超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)表达响应 ＣｎｍｅＧＶ 感染

Ｆｉｇ.２　 ＦＯＸＯ ｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ＣｎｍｅＧＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｃｕ / Ｚｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

表 ２　 Ｃｕ / Ｚｎ 超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)启动子区的 ＦＯＸＯ 转录因子

结合位点

Ｔａｂｌｅ ２　 ＦＯＸＯ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｃｕ / Ｚｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ

(ＳＯＤ) ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ

基因
转录
因子

位置

起点 终点
ＤＮＡ 链序列

Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ ＦＯＸＯ －２９５ －３０６ ＣＧＧＴＡＡＡＣＡＴＧＧ

－１９ －３０ ＴＣＣＧＴＡＡＡＣＡＧＧ

２.３ 　 ＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 在稻纵卷叶螟抵抗

ＣｎｍｅＧＶ 感染中的作用

　 　 ＣｎｍｅＧＶ 感染后 ６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈꎬＦＯＸＯ 抑制剂

ＡＳ１８４２８５６＋ＣｎｍｅＧＶ 处理稻纵卷叶螟幼虫 ＣｎｍｅＧＶ
ＤＮＡ 拷贝数分别为 ＣｎｍｅＧＶ 感染处理的 １􀆰 ９１ 倍、
３􀆰 ４２ 倍和 ２􀆰 ０６ 倍ꎬ即 ＡＳ１８４２８５６ 的使用能显著提

高感染初期(６~２４ ｈ)稻纵卷叶螟幼虫体内 ＣｎｍｅＧＶ
的 ＤＮＡ 复制水平(图 ３Ａ)ꎮ 单独抑制剂处理不会影

响稻纵卷叶螟的存活率(图 ３Ｂ)ꎬ而 ＣｎｍｅＧＶ 感染情

况下ꎬ抑制剂的使用能使死亡率从 ＣｎｍｅＧＶ 处理的

７０􀆰 ５９％上升到 ９３􀆰 ５７％(图 ３Ｃ)ꎮ ＣｎｍｅＧＶ 感染情

况下ꎬＳＯＤ 抑制剂 ＬＣＳ￣１ 饲喂处理能显著提高感染

后 １２ ｈ ＣｎｍｅＧＶ 的 ＤＮＡ 复制水平ꎬ而其他时间影响

不显著(图 ３Ｄ)ꎮ
同样的ꎬ单独使用 ＳＯＤ 抑制剂对稻纵卷叶螟的

存活率无显著影响(图 ３Ｅ)ꎬ而 ＣｎｍｅＧＶ 感染情况

下ꎬ抑制剂 ＬＣＳ￣１ 的使用能显著提高 ＣｎｍｅＧＶ 感染

稻纵卷叶螟的死亡率ꎬ增加 ２９􀆰 ５１％(图 ３Ｆ)ꎮ 上述

结果说明ꎬＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 在稻纵卷叶螟抗

ＣｎｍｅＧＶ 感染过程中具有重要作用ꎮ

３　 讨论与结论

病毒感染会引起宿主细胞内氧化还原环境失

衡ꎬ引发氧化应激ꎬ从而激活宿主的抗氧化防御机

制[８]ꎮ 杆状病毒等多种昆虫病毒感染宿主后ꎬ会引

起宿主生物内活性氧(ＲＯＳ)的过度积累[２０￣２１]ꎮ 作

为氧化应激的关键响应因子ꎬＦＯＸＯ 和 ＳＯＤ 在调节

抗氧化应激中具有重要作用ꎮ Ｓｅｎｇｕｐｔａ 等[２２] 的研

究结果表明ꎬ过表达 ＦＯＸＯ１ 或 ＦＯＸＯ３ 能有效减少

腺病毒感染导致的心肌细胞活性氧失衡和细胞死

亡ꎮ Ｃｈｅｎ 等[２３]研究发现ꎬ过表达 ＳＯＤ３ 可显著降低

甲型流感病毒感染引起的人体内活性氧(ＲＯＳ)水

平ꎬ并抑制由病毒诱导的细胞凋亡ꎻＦＯＸＯ 基因能通

过调控果蝇(Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ) ＲＮＡ 干扰途

径ꎬ保护果蝇免受 ＲＮＡ 病毒感染ꎮ 家蚕 ７ 种 ＳＯＤ
基因中 ＢｍＳＯＤ３ 基因对藤黄微球菌(Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｌｕ￣
ｔｅｕｓ)感染产生响应ꎬ且其在脂肪体中大量表达ꎬ说
明不同 ＳＯＤ 基因在维持宿主组织免疫稳态或减轻

免疫损伤方面存在功能分化[２４]ꎮ 本研究发现ꎬＣｕ /
Ｚｎ ＳＯＤ 在稻纵卷叶螟脂肪体中表达水平最高ꎮ 脂

肪体是杆状病毒的主要复制器官[２５]ꎬ这说明 Ｃｕ / Ｚｎ
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ＳＯＤ 编码基因在 ＣｎｍｅＧＶ 感染过程中有重要作用ꎮ
在 ＣｎｍｅＧＶ 感染早期(６ ｈ 和 １２ ｈ)ꎬ稻纵卷叶螟脂

肪体中 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的表达水平迅速上调ꎬ且 ＳＯＤ
活性增加显著ꎬ说明病毒入侵后ꎬ宿主迅速开始抗氧

化的防御ꎮ 此外ꎬ本研究还发现ꎬＣｎｍｅＧＶ 感染能强

烈诱导宿主 ＣｍＦＯＸＯ 基因的表达ꎬ而抗氧化剂 ＮＡＣ
的使用能显著抑制 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 基因和 ＣｍＦＯＸＯ 基

因的表达ꎮ 上述结果说明ꎬＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的

激活均是由病毒感染所诱导的氧化应激介导的ꎮ

Ａ:ＦＯＸＯ 抑制对病毒复制的影响ꎻＢ:ＦＯＸＯ 抑制对幼虫存活率的影响ꎻＣ:ＦＯＸＯ 抑制对 ＣｎｍｅＧＶ 引起的稻纵卷叶螟死亡率的影响ꎻＤ:Ｃｕ / Ｚｎ
ＳＯＤ 抑制对病毒基因拷贝数变化的影响ꎻＥ:Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 抑制对幼虫存活率的影响ꎻＦ:Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 抑制对 ＣｎｍｅＧＶ 引起的稻纵卷叶螟的死亡

率的影响ꎮ ∗、∗∗分别表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)、极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ３　 ＦＯＸＯ 和 Ｃｕ / Ｚｎ 超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)抑制对 ＣｎｍｅＧＶ 感染的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦＯＸＯ ａｎｄ Ｃｕ / Ｚｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ＣｎｍｅＧＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　 　 在多种生物中ꎬＦＯＸＯ 基因可通过调控 ＳＯＤ 等

多种抗氧化基因来发挥保护作用ꎬ以抵抗氧化应

激[２６]ꎮ ＦＯＸＯ 的敲减会显著下调淡色库蚊 ＳＯＤ￣２
的表达水平[２７]ꎮ 本研究结果表明ꎬＦＯＸＯ 抑制剂的

使用能降低病毒对 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 转录水平的诱导ꎮ
此外ꎬ本研究在 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的启动子区预测到多个

ＦＯＸＯ 结合位点ꎮ 上述结果可以说明ꎬＦＯＸＯ 基因

在 ＣｎｍｅＧＶ 感染过程中可通过直接或间接的方式调

控 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的转录ꎬ在下一步的研究中可以通过

染色质免疫共沉淀(ＣｈＩＰ￣ｑＰＣＲ)等方法进行更充分

的验证ꎮ
　 　 本研究发现ꎬＣｎｍｅＧＶ 感染诱导的氧化应激会

激活宿主转录因子 ＦＯＸＯꎬ进而调控 Ｃｕ / Ｚｎ ＳＯＤ 的

表达ꎬ从而共同抵抗病毒侵染ꎮ 这一发现不仅为理

解昆虫宿主￣病毒相互作用机制提供了新的视角ꎬ还
为新颖的病毒杀虫剂应用策略指明了方向ꎮ 鉴于

ＦＯＸＯ 介导的抗氧化防御通路能有效抵抗病毒侵

染ꎬ因此ꎬ进行靶向该通路的杀虫剂研发可实现更精

准的稻纵卷叶螟防治ꎮ
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