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　 　 摘要:　 丝氨酸蛋白酶抑制剂(ＳＰＩ)参与昆虫凝血、免疫黑化及生长发育等关键生理过程的调控ꎬ在昆虫免疫

及宿主￣病原体互作中发挥重要作用ꎮ 本研究旨在克隆叉角厉蝽毒液丝氨酸蛋白酶抑制剂编码基因 ＥｆＳＰＩ８ 和 ＥｆＳ￣
ＰＩ３１ꎬ并分析其编码蛋白质的特性及表达模式ꎮ 通过 ＰＣＲ 成功克隆获得 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 的开放阅读框(ＯＲＦ)序
列ꎬ长度分别为１ ０８３ ｂｐ、２ ７９３ ｂｐꎬ分别编码 ３６１ 个、９３１ 个氨基酸ꎮ 生物信息学分析结果表明ꎬＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 蛋

白的理论相对分子量分别为４１ １００、１０４ ８００ꎬ两者 Ｎ 端分别含有长度为 ３０ ａａ、２６ ａａ 的信号肽序列ꎬ均属于分泌蛋

白ꎻＥｆＳＰＩ８ 具有典型的丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族(Ｓｅｒｐｉｎ)结构域及反应中心环(ＲＣＬ)ꎬ属于 Ｓｅｒｐｉｎ 超家族ꎻＥｆＳ￣
ＰＩ３１ 含有 ３ 对二硫键以稳定蛋白质结构ꎬ属于 Ｋａｚａｌ 型丝氨酸蛋白酶抑制剂家族ꎮ 序列比对结果显示ꎬＥｆＳＰＩ８ 与茶

翅蝽(Ｈａｌｙｏｍｏｒｐｈａ ｈａｌｙｓ)Ｓｅｒｐｉｎ 的同源性为 ３９.２７％ꎻＥｆＳＰＩ３１ 与稻绿蝽(Ｎｅｚａｒａ ｖｉｒｉｄｕｌａ)Ｋａｚａｌ 的同源性达 ８８.２８％ꎮ
实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)结果显示ꎬＥｆＳＰＩ８ 基因在叉角厉蝽 ５ 龄若虫、雄成虫、唾液腺主腺前叶及精巢中高表

达ꎬ推测其可能参与捕食相关免疫抑制及生殖调控ꎻＥｆＳＰＩ３１ 基因在４~５ 龄叉角厉蝽若虫、精巢和脂肪体中高表达ꎬ
推测其可能与免疫、代谢储备和生殖系统发育相关ꎮ 研究结果为阐明 ２ 种蛋白酶抑制剂在捕食性天敌昆虫中的多

功能作用提供了分子基础ꎮ
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　 　 丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族(Ｓｅｒｐｉｎ)是一类结

构保守、功能多样的蛋白酶抑制剂超家族(Ｐｒｏｔｅａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ)ꎬ在维持生物体内稳态方面起着

关键作用[１]ꎮ 多数 Ｓｅｒｐｉｎ 作为丝氨酸蛋白酶的不可

逆抑制剂ꎬ通过精确调控丝氨酸蛋白酶级联反应ꎬ广
泛参与包括血液凝固、纤维蛋白溶解、免疫黑化及组

织重建等众多生理过程ꎮ 在昆虫中ꎬＳｅｒｐｉｎ 被视为免

疫自发性调节与病原生物对宿主免疫调控的核心组

分[２]ꎮ 当外源物侵入时ꎬ昆虫通过多种识别受体激活

复杂的免疫信号通路ꎬ引发细胞与体液免疫应答[３￣４]ꎮ
在此过程中ꎬＳｅｒｐｉｎ 通过负向调控关键丝氨酸蛋白

酶ꎬ防 止 免 疫 反 应 的 过 度 激 活ꎮ 例 如ꎬ黄 粉 甲

(Ｔｅｎｅｂｒｉｏ ｍｏｌｉｔｏｒ)中的丝氨酸蛋白酶抑制剂 ＳＰＮ４８
能调节 Ｓｐäｔｚｌｅ 蛋白酶及其上游蛋白酶活性ꎬ参与 Ｔｏｌｌ
通路免疫信号的精确调控[５]ꎮ 此外ꎬ节肢动物中的一

条重要免疫通路———酚氧化酶原激活系统ꎬ同样受到

Ｓｅｒｐｉｎ 的严密调控ꎮ 该系统通过丝氨酸蛋白酶级联

反应ꎬ激活血淋巴中的酚氧化酶原ꎬ进而促进黑色素

合成ꎬ以定位并标记受病原体或寄生虫入侵的组织损

伤区域[６]ꎮ 例如ꎬ通过对烟草天蛾(Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ)的
研究证实ꎬｓｅｐｉｎ￣１Ｊ 可以通过抑制酚氧化酶原激活蛋

白酶ꎬ从而阻断黑化免疫反应[７]ꎮ
捕食性蝽作为一类重要的有毒昆虫ꎬ其唾液腺

分泌的毒液能够快速麻痹并裂解猎物组织ꎬ这类毒

液成分复杂ꎬ通常由富含二硫键的多肽、生物活性磷

脂、小分子化合物(如 ＮꎬＮ￣二甲基苯胺、１ꎬ２ꎬ５￣三噻

吩烷等)及磷脂酶 Ａ 等多种活性物质构成[８￣９]ꎮ 目

前ꎬ对多种捕食性蝽的毒液成分进行分析发现ꎬ丝氨

酸蛋白酶抑制剂普遍存在于其毒液中ꎬ提示丝氨酸

蛋白酶抑制剂(ＳＰＩ)可能是捕食性蝽毒液的关键功

能组分之一ꎬ但是其具体生理功能仍有待深入解

析[１０￣１３]ꎮ 叉角厉蝽(Ｅｏｃａｎｔｈｅｃｏｎａ ｆｕｒｃｅｌｌａｔａ)是一种

半翅目益蝽亚科的刺吸式捕食性天敌昆虫ꎬ该物种

具有捕食范围广、捕食能力强、繁殖力高、环境适应

性强等优势ꎬ对多种鳞翅目害虫展现出显著的生物

防治潜力[１４￣１５]ꎮ 基于前期的唾液腺转录组数据分

析结果ꎬ叉角厉蝽 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 基因在唾液腺中

的相对表达量较高ꎬ提示其可能作为毒液组分参与

捕食生理过程ꎮ 基于此ꎬ本研究通过克隆叉角厉蝽

ＥｆＳＰＩ８ 与 ＥｆＳＰＩ３１ 基因的完整开放阅读框ꎬ用实时

荧光定量 ＰＣＲ 技术系统分析其在不同发育阶段及

不同组织中的表达特征ꎬ以期为深入探究二者在捕

食相关毒液功能中的作用机制提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 供试昆虫 　 叉角厉蝽采集于云南省玉溪市

元江县ꎬ在人工气候条件 [温度 (２７± １) ℃ꎬ湿度

６０％~８０％ꎬ光 /暗周期 １４ ｈ / １０ ｈ]下以黄粉虫蛹为

饲料进行多代饲养ꎬ建立稳定的试验种群ꎮ
１.１.２　 主要试剂　 ＢＧＭＧ Ｆａｓｔ ＲＮＡｅｘ Ｋｉｔ 通用型试剂

盒ꎬ购自重庆葆光生物技术有限公司ꎻＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ、ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ(Ｔｌｉ ＲｎａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 及
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ｐＭＤＴＭ１９￣Ｔ 载体试剂盒ꎬ购自宝日医生物技术(北京)
有限公司ꎻＰＣＲ 扩增、胶回收及筛选所需异丙基￣β￣Ｄ￣
硫代半乳糖苷(ＩＰＴＧ)、５￣溴￣４￣氯￣３￣吲哚￣β￣Ｄ￣半乳糖

苷(Ｘ￣Ｇａｌ)、氨苄青霉素(Ａｍｐ)等ꎬ购自北京擎科生物

科技有限公司ꎮ
１.１.３　 主要仪器　 主要试验仪器包括:立体显微镜

(型号:Ｏｌｙｍｐｕｓ Ｓｔｅｍｉ ２０００￣Ｃ)ꎬＰＣＲ 仪(型号:Ｂｉ￣
ｏｍｅｔｒａ ＴＡｄｖａｎｃｅｄ ９６Ｇ)ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 系统

(型号: Ｅｃｏ４８)ꎬ 凝胶成像系统 ( 型号: ＧｅｎｏＳｅｎｓ
１８８０)ꎬ电泳仪(型号:ＤＹＹ￣８Ｃ)ꎬ人工气候箱(型号:
ＲＸＺ￣３００Ｃ)ꎬ高速冷冻离心机(型号:ＨＣ￣３０１８Ｒ)ꎬ高
压灭菌锅(型号:ＸＦＨ￣５０ＭＡ)ꎮ
１.２　 叉角厉蝽唾液腺总 ＲＮＡ的提取及 ｃＤＮＡ的合成

　 　 参照张曼等[１６] 的方法剖取叉角厉蝽的唾液腺ꎬ
参照 ＢＧＭＧ Ｆａｓｔ ＲＮＡｅｘ Ｋｉｔ 说明书提取总 ＲＮＡꎬ经
ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０值(１.８~２.０)、琼脂糖凝胶电泳及基因组

ＤＮＡ 污染检测验证质量后ꎬ用于后续试验ꎮ 用 Ｐｒｉ￣
ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 合成 ｃＤ￣
ＮＡꎮ 将 ｃＤＮＡ 产物于－２０ ℃冻存ꎬ用于后续试验ꎮ
１.３　 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 基因的克隆与测序

基于前期获得的叉角厉蝽唾液腺 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳ￣
ＰＩ３１ 基因完整开放阅读框 (ＯＲＦ) 序列[１７]ꎮ 借助

Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 和美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)的
Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 设计引物(表 １)ꎬ具体参照张曼等[１６]

的方法并加以改进ꎮ 以唾液腺 ｃＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 总反应体系为 ２５ μＬꎬ其中包含 ２２
μＬ 金牌 Ｍｉｘ(Ｇｒｅｅｎ)、各 １ μＬ 上游引物和下游引物

(１０ μｍｏｌ / Ｌ)、１ μＬ ｃＤＮＡ 模板ꎮ ＰＣＲ 扩增程序如

下:９８ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５８ ℃退火 １０
ｓꎬ７２ ℃延伸 １０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ４
℃保温ꎮ 扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ
用胶回收试剂盒纯化目的片段ꎬ将纯化产物连接至

ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体上ꎬ通过热击转化至 ＤＨ５α 感受态细

胞ꎮ 将转化菌涂布于含 ＩＰＴＧ、Ｘ￣Ｇａｌ 和 Ａｍｐ 的 ＬＢ
平板上ꎬ于 ３７ ℃培养 １２ ~ １６ ｈ 后进行蓝白斑的筛

选ꎮ 挑取 ２０ 个白斑菌落ꎬ经菌液 ＰＣＲ 验证后进行

测序分析ꎮ
１.４　 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 基因生物信息学特征分析

　 　 测序结果用 ＤＮＡｓｔａｒ ＳｅｑＭａｎ 拼接ꎻ用 ＢｉＯＸＭ
验证序列的准确性ꎻ用 ＥＳＰｒｉｐｔ ３. ０ 进行多序列比

对ꎻ用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 预测信号肽ꎻ用 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ
计算相对分子量、等电点及亲疏水性ꎻ用 ＮＣＢＩ ＣＤＤ

识别结构域与功能位点ꎻ用 Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ ２.０ 预测亚细

胞的定位ꎻ用 ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ 分析跨膜结构ꎻ用 ＭＥＧＡ
１１.０ 的邻接法构建系统发育树ꎬ并通过自举法

(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ)１ ０００ 次重复检验评估节点的置信度ꎮ
１.５　 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 基因时空表达特征分析

参照张曼等[１８]的方法ꎬ收集叉角厉蝽各发育阶

段的样本(卵 ５０ 粒ꎻ１ ~ ４ 龄若虫唾液腺各 ４０ 个ꎻ５
龄若虫及雌成虫、雄成虫唾液腺各 ２０ 个)ꎮ 分别收

集 ３ 日龄雌成虫、雄成虫共 １０ 头ꎬ解剖获取以下组

织:唾液腺主腺前叶、唾液腺主腺后叶、唾液腺副腺、
脂肪体、卵巢、精巢、肠道ꎬ以及去除唾液腺、脂肪体

和生殖器官后的残体ꎬ设 ３ 次生物学重复ꎮ 样本用

ＴＲＩｚｏｌ 保存后ꎬ参照方法 １. ２ 提取总 ＲＮＡ 并合成

ｃＤＮＡꎬ用 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ ( Ｔｌｉ
ＲｎａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)试剂盒进行 ｑＰＣＲꎬ以核糖体蛋白 ＥｆＲ￣
ＰＬ９ 为内参基因[１９]ꎬ引物序列见表 １ꎮ 用 ２－ΔΔＣｔ法计

算基因的相对表达量ꎮ

表 １　 本研究所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 引物序列 引物用途

ＥｆＳＰＩ８￣Ｆ ５′̄ ＡＧＧＡＡＴＡＡＣＧＡＣＣＧＡＴＧＡＡＣＣＧ￣３′ 基因克隆

ＥｆＳＰＩ８￣Ｒ ５′̄ ＣＡＣＣＡＴＴＡＣＧＣＡＡＧＣＡＧＴＡＧＣＣ￣３′

ＥｆＳＰＩ３１￣Ｆ ５′̄ ＧＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＴＡＣＡ￣３′

ＥｆＳＰＩ３１￣Ｒ ５′̄ ＡＣＣＡＣＧＡＣＡＴＡＣＧＡＣＣＴＧＡ￣３′

ＲＴ￣ＥｆＳＰＩ８￣Ｆ ５′̄ ＧＧＧＴＧＣＣＧＡＣＴＴＣＴＣＡＧＧＡＡＴ￣３′ 实时荧光
定量 ＰＣＲ

ＲＴ￣ＥｆＳＰＩ８￣Ｒ ５′̄ ＧＣＣＧＣＴＴＣＡＧＴＧＣＣＴＴＣＴＴＣＡ￣３′

ＲＴ￣ＥｆＳＰＩ３１￣Ｆ ５′̄ ＴＧＧＧＣＴＧＣＧＡＴＧＧＣＴＴＧＴＣＴ￣３′

ＲＴ￣ＥｆＳＰＩ３１￣Ｒ ５′̄ ＧＴＧＴＧＣＴＣＴＧＣＧＴＣＴＴＧＧＴＣＡＧ￣３′

ＲＴ￣ＥｆＲＰＬ９￣Ｆ ５′̄ ＴＴＣＧＡＡＣＣＧＣＡＧＣＡＡＧＴＴＣＴ￣３′

ＲＴ￣ＥｆＲＰＬ９￣Ｒ ５′̄ ＧＡＣＧＴＴＣＡＧＧＣＡＴＴＴＧＧＣＡＴ￣３′

１.６　 数据分析

用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 进行数据整理ꎻ用 ＤＰＳ 软件进行

单因素方差分析ꎬ比较不同处理间的表达差异ꎬ并通

过 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 新复极差法进行多重比较ꎻ用 Ｇｒａｐｈ￣
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５ 完成图表的绘制ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 基因的克隆与序列分析

从叉角厉蝽唾液腺中克隆获得丝氨酸蛋白酶抑

制剂基因 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 的开放阅读框ꎬ相应的编码

１５３１陈　 晓等:叉角厉蝽丝氨酸蛋白酶抑制剂基因 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 的克隆与表达分析



区长度分别为１ ０８３ ｂｐ、２ ７９３ ｂｐꎬ分别编码 ３６１ 个、
９３１ 个氨基酸ꎮ 理化性质预测结果表明ꎬＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳ￣
ＰＩ３１ 均为亲水性蛋白质ꎮ ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 基因编码

蛋白质的 Ｎ 端分别有 ３０ 个、２６ 个氨基酸残基的信号

肽序列ꎬ预测二者均为分泌蛋白ꎬ它们在叉角厉蝽捕

食过程中可能会随着唾液腺毒液一同注入猎物体内ꎮ
２.２　 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 蛋白的理化性质分析

ＥｆＳＰＩ８ 蛋白的相对分子量为４１ １００ꎬ理论等电

点(ｐＩ)为 ５􀆰 ３３ꎬ不稳定指数为 ３３􀆰 ２５ꎬ表明其结构较

为稳定ꎮ 氨基酸组成分析结果显示ꎬＥｆＳＰＩ８ 含有 ５０

个带负电荷氨基酸残基[天冬氨酸 /谷氨酸(Ａｓｐ /
Ｇｌｕ)]和 ４３ 个带正电荷氨基酸残基[精氨酸 /赖氨

酸(Ａｒｇ / Ｌｙｓ)]ꎬ其脂肪族指数为 ９５􀆰 １０％ꎬ总平均疏

水性指数为－０􀆰 １２５ꎬ整体表现为弱亲水性特征ꎮ Ｅｆ￣
ＳＰＩ３１ 蛋白的相对分子量为 １０４ ８００ꎬ 等电点为

６􀆰 ３５ꎬ不稳定指数为 ５６􀆰 ６６ꎻ在氨基酸组成方面ꎬ该
蛋白质含有 １０４ 个负电荷氨基酸残基(Ａｓｐ / Ｇｌｕ)和
９３ 个正电荷氨基酸残基(Ａｒｇ / Ｌｙｓ)ꎻ该蛋白质的脂

肪族指数为 ７５􀆰 １８％ꎬ总平均疏水性指数为－０􀆰 ２７８ꎬ
表明该蛋白质整体呈亲水性(表 ２)ꎮ

表 ２　 叉角厉蝽唾液蛋白 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 的序列特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｌｉｖａｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＥｆＳＰＩ８ ａｎｄ ＥｆＳＰＩ３１ ｉｎ Ｅｏｃａｎｔｈｅｃｏｎａ ｆｕｒｃｅｌｌａｔａ

蛋白质 相对分子量
等电点
(ｐＩ) 不稳定指数

平均疏水性
指数

跨膜结构域
数量(个) 亚细胞定位

脂肪族指数
(％)

ＥｆＳＰＩ８ ４１ １００ ５.３３ ３３.２５ －０.１２５ １ 胞外 ９５.１０

ＥｆＳＰＩ３１ １０４ ８００ ６.３５ ５６.６６ －０.２７８ ０ 胞外 ７５.１８

２.３　 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 蛋白的二级结构、三级结构预

测

　 　 基于二级结构预测结果分析得出ꎬ叉角厉蝽的

ＥｆＳＰＩ８ 蛋白构象主要由 α￣螺旋(占比 ４６􀆰 ８５％)、无

规则卷曲(占比 ４１􀆰 １０％)和延伸链(占比 １２􀆰 ０５％)
组成(图 １Ａ)ꎮ ＥｆＳＰＩ８ 蛋白的三级结构模拟结果显

示ꎬ该蛋白质以 α￣螺旋为空间构象的主要结构元件

(图 １Ｂ)ꎮ

ｈ:α￣螺旋ꎻｃ:无规则卷曲ꎻｅ:延伸链ꎻＫ:赖氨酸ꎻＴ:苏氨酸ꎻＲ:精氨酸ꎻＶ:缬氨酸ꎻＭ:甲硫氨酸ꎻＦ:苯丙氨酸ꎻＷ:色氨酸ꎻＬ:亮氨酸ꎻＡ:丙氨

酸ꎻＳ:丝氨酸ꎻＧ:甘氨酸ꎻＥ:谷氨酸ꎻＮ:天冬酰胺ꎻＱ:谷氨酰胺ꎻＹ:酪氨酸ꎻＤ:天冬氨酸ꎻＣ:半胱氨酸ꎻＨ:组氨酸ꎻＩ:异亮氨酸ꎻＰ:脯氨酸ꎮ
图 １　 ＥｆＳＰＩ８ 蛋白的二级结构(Ａ)和三级结构(Ｂ)预测结果

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ (Ａ) ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ (Ｂ) ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＥｆＳＰＩ８ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 根据叉角厉蝽 ＥｆＳＰＩ３１ 蛋白的二级结构预测分

析结果 (图 ２Ａ)ꎬ其构象成分包括 α￣螺旋 (占比

２１􀆰 １５％)、无规则卷曲(占比 ７２􀆰 ２６％)及延伸链(占比

６􀆰 ５９％)ꎮ 叉角厉蝽 ＥｆＳＰＩ３１ 蛋白的三级结构模拟结

果(图 ２Ｂ)进一步表明ꎬ该蛋白质在空间上呈现出以

无规则卷曲为主导的结构特征ꎮ

２.４　 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 的系统进化树分析

结构域分析结果显示ꎬＥｆＳＰＩ８ 的氨基酸序列包

含 １ 个完整的 Ｓｅｒｐｉｎ 结构域及其反应中心环

(ＲＣＬ)ꎬ符合丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｓｅｒｐｉｎ 家族的典

型特征ꎮ 对于典型的 Ｓｅｒｐｉｎ 而言ꎬ其 ＲＣＬ 通常位于

蛋白质序列 Ｃ 末端之前约３０~４０ 个氨基酸的区域ꎮ
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ｈ:α￣螺旋ꎻｃ:无规则卷曲ꎻｅ:延伸链ꎻＰ:脯氨酸ꎻＱ:谷氨酰胺ꎻＣ:半胱氨酸ꎻＧ:甘氨酸ꎻＦ:苯丙氨酸ꎻＲ:精氨酸ꎻＭ:甲硫氨酸ꎻＬ:亮氨酸ꎻＡ:丙
氨酸ꎻＩ:异亮氨酸ꎻＶ:缬氨酸ꎻＴ:苏氨酸ꎻＳ:丝氨酸ꎻＨ:组氨酸ꎻＮ:天冬酰胺ꎻＥ:谷氨酸ꎻＫ:赖氨酸ꎻＹ:酪氨酸ꎻＤ:天冬氨酸ꎻＷ:色氨酸ꎮ

图 ２　 ＥｆＳＰＩ３１ 蛋白的二级结构(Ａ)和三级结构(Ｂ)预测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ (Ａ) ａｎｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ (Ｂ) ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＥｆＳＰＩ３１ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＲＣＬ 序列比对结果如图 ３Ａ 所示ꎬＥｆＳＰＩ８ 氨基酸序

列中的 ＲＣＬ 序列为 ＳＫＶＶＱＫＡＦＩＥ(丝氨酸￣赖氨酸￣
缬氨酸￣缬氨酸￣谷氨酰胺￣赖氨酸￣丙氨酸￣苯丙氨酸￣
异亮氨酸￣谷氨酸)ꎬＰ１ 位为赖氨酸(Ｋ)ꎬ可被胰蛋

白酶样丝氨酸蛋白酶特异性识别、剪切ꎬ相应的 Ｐ１′
位点是丙氨酸(Ａ)ꎬ蛋白酶切割的肽键位于第 ３３９
位和第 ３４０ 位之间(图 ３Ａ)ꎮ 序列比对结果显示ꎬ叉
角厉蝽 ＥｆＳＰＩ８ 与茶翅蝽(Ｈａｌｙｏｍｏｒｐｈａ ｈａｌｙｓ)同源蛋

白质的相似性最高ꎬ一致性为 ３９􀆰 ２７％ꎮ 通过系统

发育分析进一步发现ꎬ二者聚于同一分支ꎬ且与其他

半翅目昆虫间的遗传距离较远(图 ３Ｂ)ꎮ
　 　 ＥｆＳＰＩ３１ 的氨基酸序列有 １ 个完整的 Ｋａｚａｌ 结
构域ꎬ含有 ６ 个保守的半胱氨酸残基 ( Ｃｙｓ５８０、
Ｃｙｓ５８３、Ｃｙｓ６１５、Ｃｙｓ６１７、Ｃｙｓ６３９、Ｃｙｓ６２５)ꎬ这些残基

通过 Ｃｙｓ５８０￣Ｃｙｓ６１７、Ｃｙｓ５８３￣Ｃｙｓ６３９、Ｃｙｓ６１５￣Ｃｙｓ６２５
的配对方式形成 ３ 对二硫键稳定的蛋白质结构ꎮ 第

６２４ 位为 Ｐ１ 位点缬氨酸(Ｖ)ꎬ蛋白酶切割位点是第

６２４ 位缬氨酸的羧基与第 ６２５ 位半胱氨酸(Ｃ)的氨

基形成的肽键(图 ４Ａ)ꎬ该蛋白质靶向弹性蛋白酶

或胰凝乳蛋白酶ꎮ

序列比对结果显示ꎬ叉角厉蝽 ＥｆＳＰＩ３１ 与稻绿

蝽(Ｎｅｚａｒａ ｖｉｒｉｄｕｌａ) Ｋａｚａｌ 蛋白序列的同源性最高ꎬ
一致性达 ８８􀆰 ２８％ꎮ 系统发育分析结果表明ꎬ该蛋

白质的氨基酸序列与稻绿蝽、茶翅蝽聚为一支ꎬ且与

其他半翅目昆虫的遗传距离较远(图 ４Ｂ)ꎮ
２.５　 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 基因的时空表达分析

用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析 ＥｆＳＰＩ８ 在叉角厉蝽不同发育

阶段及不同组织中的表达模式ꎮ 结果表明ꎬＥｆＳＰＩ８
在叉角厉蝽不同发育阶段和不同组织中呈现特异性

表达ꎬ提示该基因在叉角厉蝽的整个生长发育过程

或特定生理过程中扮演着重要角色ꎮ 由图 ５Ａ 可以

看出ꎬＥｆＳＰＩ８ 在叉角厉蝽的整个发育阶段均有表

达ꎬ但其相对表达量存在显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ其中

５ 龄若虫的基因相对表达水平最高ꎬ其次是雄成虫

的基因相对表达水平ꎮ ＥｆＳＰＩ８ 的相对表达量在叉

角厉蝽低龄若虫期(１~２ 龄)相对较低ꎬ从 ３ 龄若虫

开始ꎬＥｆＳＰＩ８ 的相对表达量显著上升ꎬ并在 ５ 龄若虫

期达到峰值ꎻ进入成虫期后ꎬＥｆＳＰＩ８ 的相对表达水

平相较于 ５ 龄若虫有明显回落ꎬ特别是雌成虫中的

相对表达量ꎬ相比之下ꎬ雄成虫中的相对表达量维持

３５３１陈　 晓等:叉角厉蝽丝氨酸蛋白酶抑制剂基因 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 的克隆与表达分析



Ｅ:谷氨酸ꎻＦ:苯丙氨酸ꎻＳ:丝氨酸ꎻＰ:脯氨酸ꎻＩ:异亮氨酸ꎻＴ:苏氨酸ꎻＤ:天冬氨酸ꎻＫ:赖氨酸ꎻＶ:缬氨酸ꎻＱ:谷氨酰胺ꎻＡ:丙氨酸ꎻＧ:甘氨酸ꎻ
Ｃ:半胱氨酸ꎻＭ:甲硫氨酸ꎻＲ:精氨酸ꎻＨ:组氨酸ꎻＮ:天冬酰胺ꎻＬ:亮氨酸ꎻＹ:酪氨酸ꎻＷ:色氨酸ꎮ ＥｆＳＰＩ８ 对应物种为叉角厉蝽(Ｅｏｃａｎｔｈｅｃｏｎａ
ｆｕｒｃｅｌｌａｔａ)ꎻＨｈＳＩ 对应物种为茶翅蝽(Ｈａｌｙｏｍｏｒｐｈａ ｈａｌｙｓ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０１４２９２３４６.１ꎻＰｍＳＩ 对应物种为大锥蝽(Ｐａｎｓｔｒｏｎｇｙｌｕｓ ｍｅｇｉｓｔｕｓ)ꎬ登录

号:ＡＧＭ７１６７８.１ꎻＣｌＳＩ 对应物种为温带臭虫(Ｃｉｍｅｘ ｌｅｃｔｕｌａｒｉｕｓ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０１４２５１６３８.１ꎻＰｐＳＩ 对应物种为食蜂猎蝽(Ｐｒｉｓｔｈｅｓａｎｃｕｓ ｐｌａｇｉｐｅｎ￣
ｎｉｓ)ꎬ登录号:ＡＱＭ５８４４２.１ꎻＲｆＳＩ 对应物种为红彩瑞猎蝽(Ｒｈｙｎｏｃｏｒｉｓ ｆｕｓｃｉｐｅｓ)ꎬ登录号:ＫＡＫ９５０１９７２.１ꎻＰｒＳＩ 对应物种为红斑猎蝽(Ｐｒｉｓｔｈｅｓａｎ￣
ｃｕｓ ｒｈａｄａｍａｎｔｈｕｓ)ꎬ登录号:ＱＨＢ２１６０１.１ꎻＬｄＳＩ 对应物种为斑衣蜡蝉(Ｌｙｃｏｒｍａ ｄｅｌｉｃａｔｕｌａ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０７５２２３４１０.１ꎻＲｐＳＩ 对应物种为长红锥

蝽(Ｒｈｏｄｎｉｕｓ ｐｒｏｌｉｘｕｓ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０７３９７００８１.１ꎻＨｖＳＩ 对应物种为褐透翅尖叶蝉(Ｈｏｍａｌｏｄｉｓｃａ ｖｉｔｒｉｐｅｎｎｉｓ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０４６６６７３０４.１ꎻＭｑＳＩ 对
应物种为紫菀叶蝉 (Ｍａｃｒｏｓｔｅｌｅｓ ｑｕａｄｒｉｌｉｎｅａｔｕｓ)ꎬ登录号: ＸＰ ＿０５４２６２１６９. １ꎻ ＲｃＳＩ 对应物种为中华螳蝎蝽 ( Ｒａｎａｔｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)ꎬ登录号:
ＫＡＬ１１３７６８４.１ꎮ 黑色圆圈标注的为目标蛋白质ꎬ左侧箭头表示 Ｐ１ 位点ꎬ右侧箭头表示 Ｐ１′位点ꎮ

图 ３　 叉角厉蝽 ＥｆＳＰＩ８ 的多序列比对结果(Ａ)与系统发育树(Ｂ)
Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ (Ａ) ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ) ｏｆ Ｅｏｃａｎｔｈｅｃｏｎａ ｆｕｒｃｅｌｌａｔａ ＥｆＳＰＩ８

在相对较高水平ꎮ
　 　 由图 ５Ｂ 可以看出ꎬ叉角厉蝽成虫组织中的 ＥｆＳ￣
ＰＩ８ 表现出高度的组织表达特异性ꎮ 在唾液腺主腺

前叶和精巢中ꎬＥｆＳＰＩ８ 的相对表达水平较高ꎮ 相比

之下ꎬ在唾液腺主腺后叶、卵巢和肠道等组织中ꎬＥｆ￣
ＳＰＩ８ 的相对表达量较低ꎮ
　 　 由图 ６ 可以看出ꎬＥｆＳＰＩ３１ 在叉角厉蝽 ４ ~ ５ 龄

若虫中的相对表达量显著高于其他发育阶段(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ在卵期几乎不表达ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析结果显

示ꎬＥｆＳＰＩ３１ 在叉角厉蝽不同发育阶段和不同组织

中的相对表达量存在显著差异ꎮ 其中ꎬ精巢、脂肪体

中的相对表达量显著高于其他组织(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 此

外还可以看出ꎬＥｆＳＰＩ３１ 具有明显的发育阶段特异

性、组织特异性ꎬ提示该基因在叉角厉蝽的生长发育

及生理功能中发挥重要作用ꎮ
如图 ６Ａ 所示ꎬＥｆＳＰＩ３１ 的相对表达量在叉角厉

蝽整个发育阶段呈现动态变化ꎬ其相对表达量的高

峰出现在 ４ ~ ５ 龄若虫期ꎮ 在卵期及低龄若虫期

(１~２ 龄)ꎬＥｆＳＰＩ３１ 的相对表达量较低ꎻ从 ３ 龄若虫

期开始ꎬ其相对表达量显著上升ꎬ并在 ５ 龄若虫期达

到峰值(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ进入成虫期后ꎬＥｆＳＰＩ３１ 的相对表

达水平相较于 ５ 龄若虫有明显回落ꎬ但仍维持在较

高水平ꎮ 对成虫组织中 ＥｆＳＰＩ３１ 相对表达量的分析

发现ꎬＥｆＳＰＩ３１ 表现出组织表达特异性(图 ６Ｂ)ꎮ
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Ｉ:异亮氨酸ꎻＥ:谷氨酸ꎻＣ:半胱氨酸ꎻＮ:天冬酰胺ꎻＬ:亮氨酸ꎻＳ:丝氨酸ꎻＹ:酪氨酸ꎻＨ:组氨酸ꎻＧ:甘氨酸ꎻＴ:苏氨酸ꎻＫ:赖氨酸ꎻＱ:谷氨酰

胺ꎻＲ:精氨酸ꎻＰ:脯氨酸ꎻＶ:缬氨酸ꎻＡ:丙氨酸ꎻＤ:天冬氨酸ꎻＦ:苯丙氨酸ꎻＷ:色氨酸ꎻＭ:甲硫氨酸ꎮ ＥｆＳＰＩ３１ 对应物种为叉角厉蝽(Ｅｏｃａｎ￣
ｔｈｅｃｏｎａ ｆｕｒｃｅｌｌａｔａ)ꎻＮｖＫＩ 对应物种为稻绿蝽(Ｎｅｚａｒａ ｖｉｒｉｄｕｌａ)ꎬ登录号:ＣＡＨ１４０７２６２.１ꎻＨｈＫＩ 对应物种为茶翅蝽(Ｈａｌｙｏｍｏｒｐｈａ ｈａｌｙｓ)ꎬ登录号:
ＸＰ＿０６６９０２４００.１ꎻＲｐＫＩ 对应物种为长红锥蝽(Ｒｈｏｄｎｉｕｓ ｐｒｏｌｉｘｕｓ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０７３９７９３８３.１ꎻＨｖＫＩ 对应物种为褐透翅尖叶蝉(Ｈｏｍａｌｏｄｉｓｃａ ｖｉｔ￣
ｒｉｐｅｎｎｉｓ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０４６６７４１７６.１ꎻＭｑＫＩ 对应物种为紫菀叶蝉(Ｍａｃｒｏｓｔｅｌｅｓ ｑｕａｄｒｉｌｉｎｅａｔｕｓ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０５４２６５９８７.１ꎻＬｄＫＩ 对应物种为斑衣

蜡蝉(Ｌｙｃｏｒｍａ ｄｅｌｉｃａｔｕｌａ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０７５２１００９３.１ꎻＰａＫＩ 对应物种为美洲大蠊(Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａ ａｍｅｒｉｃａｎａ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０６９７０５４３６.１ꎻＮｌＫＩ 对应

物种为褐飞虱(Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０３９２９０１２２.１ꎻＢｔＫＩ 对应物种为烟粉虱(Ｂｅｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ)ꎬ登录号:ＣＡＨ０７７６０６４.１ꎻＤｃＫＩ 对应物

种为柑橘木虱(Ｄｉａｐｈｏｒｉｎａ ｃｉｔｒｉ)ꎬ登录号:ＫＡＩ５７１１５３４.１ꎻＣｌＫＩ 对应物种为温带臭虫(Ｃｉｍｅｘ ｌｅｃｔｕｌａｒｉｕｓ)ꎬ登录号:ＸＰ＿０２４０８２４３５.１ꎮ 黑色圆圈

标注为目标蛋白质ꎬ灰色箭头表示 Ｐ１ 位点ꎮ
图 ４　 叉角厉蝽 ＥｆＳＰＩ３１ 的多序列比对结果(Ａ)与系统发育树(Ｂ)
Ｆｉｇ.４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ (Ａ) ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ) ｏｆ Ｅｏｃａｎｔｈｅｃｏｎａ ｆｕｒｃｅｌｌａｔａ ＥｆＳＰＩ３１

Ｅｇｇ:卵ꎻ１ｓｔ:１ 龄若虫ꎻ２ｎｄ:２ 龄若虫ꎻ３ｒｄ:３ 龄若虫ꎻ４ｔｈ:４ 龄若虫ꎻ５ｔｈ:５ 龄若虫ꎻＦｅｍａｌｅ:雌成虫ꎻＭａｌｅ:雄成虫ꎻＡＭＧ:唾液腺主腺前叶ꎻＰＭＧ:唾
液腺主腺后叶ꎻＡＧ:唾液腺副腺ꎻＧｕｔ:肠道ꎻＯｖ:卵巢ꎻＳｐ:精巢ꎻＦｂ:脂肪体ꎻＲｂ:去除毒液器官、肠道、生殖器官和脂肪体后的残体ꎮ 数据为平

均值±标准差ꎬ不同字母表示组间存在显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 ＥｆＳＰＩ８ 基因在叉角厉蝽不同发育阶段(Ａ)和组织(Ｂ)中的表达水平

Ｆｉｇ.５　 ＥｆＳＰＩ８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ (Ｂ) ｉｎ Ｅｏｃａｎｔｈｅｃｏｎａ ｆｕｒｃｅｌｌａｔａ

５５３１陈　 晓等:叉角厉蝽丝氨酸蛋白酶抑制剂基因 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 的克隆与表达分析



Ｅｇｇ:卵ꎻ１ｓｔ:１ 龄若虫ꎻ２ｎｄ:２ 龄若虫ꎻ３ｒｄ:３ 龄若虫ꎻ４ｔｈ:４ 龄若虫ꎻ５ｔｈ:５ 龄若虫ꎻＦｅｍａｌｅ:雌成虫ꎻＭａｌｅ:雄成虫ꎻＡＭＧ:唾液腺主腺前叶ꎻＰＭＧ:唾
液腺主腺后叶ꎻＡＧ:唾液腺副腺ꎻＧｕｔ:肠道ꎻＯｖ:卵巢ꎻＳｐ:精巢ꎻＦｂ:脂肪体ꎻＲｂ:去除毒液器官、肠道、生殖器官和脂肪体后的残体ꎮ 数据为平

均值±标准差ꎬ不同字母表示组间存在显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 ＥｆＳＰＩ３１ 基因在叉角厉蝽不同发育阶段(Ａ)和组织(Ｂ)中的表达水平

Ｆｉｇ.６　 ＥｆＳＰＩ３１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ (Ａ) ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ (Ｂ) ｉｎ Ｅｏｃａｎｔｈｅｃｏｎａ ｆｕｒｃｅｌｌａｔａ

３　 讨论与结论

本研究基于叉角厉蝽唾液腺转录组数据[１７]ꎬ成
功克隆获得了丝氨酸蛋白酶抑制剂基因 ＥｆＳＰＩ８ 的

完整开放阅读框序列ꎮ 结构域预测结果显示ꎬＥｆＳ￣
ＰＩ８ 氨基酸序列含有 Ｓｅｒｐｉｎ 保守结构域ꎬ属于 Ｓｅｒｐｉｎ
家族成员ꎮ 尽管昆虫 Ｓｅｒｐｉｎ 基因普遍存在可变剪切

现象[２０]ꎬ但是本研究通过对选取的 １２ 个半翅目昆

虫 Ｓｅｒｐｉｎ 蛋白序列的比对ꎬ未发现 ＥｆＳＰＩ８ 存在可变

剪切形式ꎮ Ｓｅｒｐｉｎ 蛋白的关键结构特征是其 Ｃ 端反

应中心环(ＲＣＬ)ꎬ其中 Ｐ１ 位的氨基酸残基决定了

其对靶蛋白酶的特异性识别能力[２]ꎬＥｆＳＰＩ８ 的 Ｐ１
位为赖氨酸(Ｋ)ꎬ可被胰蛋白酶样丝氨酸蛋白酶特

异性识别、剪切ꎮ 具有类似 Ｐ１ 位点的 Ｓｅｒｐｉｎ 已被

报道参与调控昆虫免疫反应ꎬ包括酚氧化酶原

(ＰＰＯ)的激活及抗菌肽合成等过程[２１￣２２]ꎮ 例如ꎬ在
家蚕中ꎬＢｍＳｅｒｐｉｎ￣１５ 的相对表达在受到白僵菌、藤
黄微球菌侵染后上调ꎬ负向调控 ＰＰＯ 激活途径及抗

菌肽的诱导表达[２３]ꎻ而 ＢｍＳｅｒｐｉｎ￣５ 则通过抑制 ＰＰＯ
的蛋白水解得到激活ꎬ阻断黑化反应ꎬ并负调控抗菌

肽的表达ꎬ其机制可能涉及对血淋巴中 ＢｍＨＰ６ 或

ＢｍＳＰ２１ 活性的直接抑制[２４]ꎮ 关于 ＥｆＳＰＩ８ 是否具

备类似免疫调控的功能ꎬ尚需进一步试验验证ꎮ
典型的 Ｋａｚａｌ 结构域在空间上由 ２ 个 α￣螺旋、３

个反向平行的 β￣折叠构成一个刚性框架ꎬ决定其底

物特异性的关键 Ｐ１ 残基则位于一段灵活的无规则

卷曲区域[２５￣２６]ꎮ 已有研究证实ꎬＰ１ 位点(通常位于

第 ２ 个保守半胱氨酸后的第 ２ 个氨基酸)的组成与

抑制靶标之间存在明确的对应关系:精氨酸(Ｒ)或
赖氨酸(Ｋ)通常抑制胰蛋白酶ꎻ苯丙氨酸(Ｆ)、酪氨

酸(Ｙ)等疏水残基倾向于抑制胰凝乳蛋白酶ꎻ丙氨

酸(Ａ)、缬氨酸(Ｖ)或甘氨酸(Ｇ)通常对弹性蛋白

酶的抑制能力较强[２７￣２９]ꎮ 本研究从叉角厉蝽中鉴

定到一个含有完整 Ｋａｚａｌ 结构域的丝氨酸蛋白酶抑

制剂 ＥｆＳＰＩ３１ꎬ该蛋白质具备典型的 ６ 个保守半胱氨

酸残基ꎬ可形成 ３ 对二硫键以稳定其空间结构ꎮ 尤

为关键的是ꎬ序列分析结果显示ꎬ该蛋白质的 Ｐ１ 位

点为缬氨酸(Ｖ)ꎬ据此推测 ＥｆＳＰＩ３１ 可能是一种弹

性蛋白酶特异性抑制剂ꎮ 这一推测与已知的 Ｋａｚａｌ
型丝氨酸蛋白酶抑制剂(ＫＳＰＩ)在昆虫中的多种生

理功能高度契合ꎮ Ｋａｚａｌ 型丝氨酸蛋白酶抑制剂是

一类含有特征性 Ｋａｚａｌ 结构域的蛋白质家族ꎬ大量

研究发现ꎬＫＳＰＩ 是昆虫免疫防御的核心组分[３０]ꎮ
例如ꎬ丽蝇蛹集金小蜂(Ｎａｓｏｎｉａ ｖｉｔｒｉｐｅｎｎｉｓ)的 ＮｖＫＳ￣
ＰＩ￣１、ＮｖＫＳＰＩ￣２ 能够抑制宿主血淋巴中酚氧化酶原

的激活[３１]ꎻ埃及伊蚊 ( Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ)、长红锥蝽

(Ｒｈｏｄｎｉｕｓ ｐｒｏｌｉｘｕｓ)等吸血昆虫则利用 ＫＳＰＩ 作为抗

凝血剂ꎬ有效中和胰蛋白酶、凝血酶等多种蛋白酶活

性[３２￣３３]ꎮ 值得注意的是ꎬ具有弹性蛋白酶抑制活性

的 ＫＳＰＩ 的功能并不仅限于免疫ꎮ 在沙漠蝗虫

(Ｓｃｈｉｓｔｏｃｅｒｃａ ｇｒｅｇａｒｉａ)中ꎬ源自卵巢腺的 ＫＳＰＩ(Ｇｒｅｇ￣
ｌｉｎ)通过可逆地抑制弹性蛋白酶、胰凝乳蛋白酶ꎬ保
护卵黄前体免于水解ꎬ从而调控卵黄发生与卵母细

胞成 熟[３４]ꎮ 类 似 的ꎬ 罗 氏 沼 虾 ( Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ
ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ)的 Ｋａｚａｌ 型抑制剂 ＭｒＰｉｎｋ 通过靶向胰凝

乳蛋白酶ꎬ参与调控精子的明胶溶解活性ꎬ影响雄性
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生殖过程[３５]ꎮ 结合同类 ＫＳＰＩ 的已知功能ꎬ我们推

测 ＥｆＳＰＩ３１ 在叉角厉蝽中既可能参与免疫应答ꎬ调
控如黑化反应等生理过程ꎬ又可能在生殖发育过程

中扮演特定角色ꎬ类似 Ｇｒｅｇｌｉｎ、ＭｒＰｉｎｋ 的功能模

式[３６]ꎮ 当然ꎬＥｆＳＰＩ３１ 是否有这些功能后续仍需通

过重组蛋白质表达、酶活性抑制试验及体内基因功

能验证来最终确认ꎮ
表达谱分析结果显示ꎬＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 均呈现

明显的发育阶段特异性ꎬ二者均在 ５ 龄若虫期的相

对表达量最高ꎬ暗示这 ２ 个丝氨酸蛋白酶抑制剂基

因均与叉角厉蝽若虫阶段旺盛的捕食行为、剧烈的

发育转变密切相关ꎮ 叉角厉蝽 １ 龄若虫取食植物汁

液ꎬ自 ２ 龄起逐渐转为捕食型ꎬ且随龄期的增长ꎬ其
捕食能力不断增强[３７￣３８]ꎮ ５ 龄若虫期作为羽化前的

关键发育阶段ꎬ需要储备充足物质与能量以完成形

态重塑ꎬ此时高表达的 Ｓｅｒｐｉｎ 可能通过调控蛋白酶

水解活性ꎬ保护机体组织免受过度降解ꎬ进而保障变

态发育的顺利进行[３９]ꎮ 此外ꎬ高水平毒液相关蛋白

质的表达也有助于提升若虫的捕食效率与防御能

力[４０]ꎮ
在组织表达模式上ꎬ２ 个基因呈现明显分化ꎬ表

明其功能可能出现了分工ꎮ 其中ꎬＥｆＳＰＩ８ 在毒腺系

统中具有区域特异性表达模式ꎬ在唾液腺主腺前叶、
主腺后叶和副腺中的相对表达水平存在差异ꎮ 前期

研究指出ꎬ捕食性蝽类不同毒腺部位分泌的毒液在

生理功能上可能有明确分工ꎬ如白斑猎蝽(Ｐｌａｔｙｍｅｒ￣
ｉｓ ｂｉｇｕｔｔａｔｕｓ)主腺前叶分泌的毒液主要用于麻痹猎

物ꎬ主腺后叶分泌的毒液则表现出杀虫活性ꎬ而副腺

分泌的毒液并不直接参与捕食过程[４１]ꎮ 由黄带犀

猎蝽主腺后叶分泌的毒液能够有效消化猎物组织ꎬ
由副腺分泌的毒液表现出较高的杀虫活性ꎬ由主腺

后叶分泌的毒液对酚氧化酶有较好的抑制能力[１３]ꎮ
因此推测ꎬＥｆＳＰＩ８ 作为毒液组分ꎬ可能在捕食、毒液

功能分化中发挥重要作用ꎮ 此外ꎬＥｆＳＰＩ８ 在精巢中

也表现为高表达ꎬ暗示其可能参与生殖过程ꎮ 已有

研究发现ꎬＳｅｒｐｉｎ 家族成员参与生殖与胚胎发育调

控ꎬ例如果蝇(Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ) Ｓｐｎ２７Ａ 通过

抑制 Ｅａｓｔｅｒ 蛋白酶参与 Ｔｏｌｌ 信号通路ꎬ调控胚胎背

腹轴的形成ꎬ其缺失会导致胚胎腹侧化[４２]ꎻＳｐｎ７６Ａ
作为昆虫精液中首个被鉴定的蛋白质ꎬ在昆虫交配

后被转移至雌虫体内并迅速降解ꎬ可能参与受精后

的生理调控[４３￣４４]ꎮ 这些发现为深入解析 ＥｆＳＰＩ８ 在

叉角厉蝽生殖发育中的潜在功能提供了线索ꎮ
与 ＥｆＳＰＩ８ 不同ꎬＥｆＳＰＩ３１ 并未表现出明显的毒

腺特异性ꎬ主要在精巢、脂肪体中高表达ꎬ提示其功

能更偏向于免疫与生殖调控ꎮ ＥｆＳＰＩ３１ 在精巢中的

高表达ꎬ提示其参与雄性生殖过程ꎬ这一发现与多种

昆虫中的研究结果一致ꎮ 例如ꎬ在黑腹果蝇中ꎬ
Ｓｐｎ２８Ｆ、Ｓｐｎ３８Ｆ、Ｓｐｎ５３Ｆ、Ｓｐｎ７５Ｆ 和 Ｓｐｎ７７Ｂｃ 都在其

雄性附腺中特异性表达ꎬ并在交配后转移至雌虫体

内ꎬ被认为可能参与调控精子活力以及雌虫受精后

的生理响应[４５￣４７]ꎮ 类似地ꎬ在冈比亚按蚊(Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ
ｇａｍｂｉａｅ)、埃及伊蚊(Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ)与白纹伊蚊(Ａｅ￣
ｄｅｓ ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ)中ꎬ丝氨酸蛋白酶抑制剂( ＳＰＩ)已被

鉴定为精液的关键组分ꎬ并在雄性生殖系统中高表

达[４８￣５０]ꎮ 上述研究结果表明ꎬＳＰＩ 在雄性昆虫生殖

中可能具有保守功能ꎮ 同时ꎬ脂肪体是昆虫合成免

疫效应分子的核心器官ꎬ而 ＳＰＩ 作为先天免疫的关

键调节因子ꎬ可以通过直接抑制病原体蛋白酶或精

细调控内源性丝氨酸蛋白酶级联反应(如黑化反应

与抗菌肽合成通路)ꎬ从而介导免疫防御[５１￣５２]ꎮ 月

形天蚕蛾(Ａｃｔｉａｓ ｓｅｌｅｎｅ)Ｋａｚａｌ 型 ＳＰＩ(ＡｓＫＳＰＩ)在脂

肪体中特异性表达ꎬ并可通过抑制酚氧化酶原

(ＰＰＯ)的激活来负向调控黑化反应ꎬ从而调节宿主

的先天免疫[５３]ꎮ 据此推测ꎬＥｆＳＰＩ３１ 在叉角厉蝽中

可能参与雄性生殖过程的调控ꎬ也可能通过抑制黑

化反应或抗菌肽通路ꎬ在系统性免疫防御中发挥作

用ꎮ 但是这些功能的确立ꎬ有赖于后续通过 ＲＮＡ 干

扰、重组蛋白功能分析等试验进行深入验证ꎮ
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[３１] Ｑｉａｎ Ｃꎬ Ｆａｎｇ Ｑꎬ Ｗａｎｇ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｋａｚａｌ￣ｔｙｐｅ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｎａｓｏｎｉａ ｖｉｔｒｉｐｅｎｎｉｓ ｖｅｎｏｍ ａｐｐａｒａｔｕｓ[Ｊ] . Ｔｏｘｉｎｓꎬ２０１５ꎬ
７(８):２８８８￣２９０５.

[３２] Ｗａｔａｎａｂｅ Ｒ Ｍ Ｏꎬ Ｓｏａｒｅｓ Ｔ Ｓꎬ Ｍｏｒａｉｓ￣Ｚａｎｉ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｔｒｙｐ￣
ｓｉｎ Ｋａｚａｌ￣ｔｙｐｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｆｒｏｍ Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｃｏａｇｕｌａｎｔ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅꎬ２０１０ꎬ９２(８):９３３￣９３９.

[３３] Ｓｈａｋｅｅｌ Ｍꎬ Ｘｕ Ｘ Ｘꎬ Ｄｅ Ｍａｎｄａｌ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ￣ｈｏｓｔ￣ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｉｎ￣
ｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１９ꎬ１０２(３):ｅ２１５５６.

[３４] Ｇｕｏ Ｗꎬ Ｗｕ Ｚ Ｘꎬ Ｙａｎｇ Ｌ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
Ｋａｚａｌ￣ｔｙｐｅ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｇｒｅｇｌｉｎ ｓａｆｅｇｕａｒｄｓ ｉｎｓｅｃｔ ｖｉｔｅｌ￣
ｌｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｅｇｇ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｔｈｅ ＦＡＳＥＢ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０１９ꎬ３３
(１):９１７￣９２７.

[３５] Ｌｉ Ｙꎬ Ｑｉａｎ Ｙ Ｑꎬ Ｍａ Ｗ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍａｌｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｅｐｔｉ￣
ｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｋａｚａｌ￣ｔｙｐｅ (ＭＲＰＩＮＫ) ｏｆ Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ
[Ｊ] . Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２００９ꎬ１１(２):２５２￣２５９.
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[３６] Ｋｏｎｇ Ｘ Ｗꎬ Ｇｕｏ Ｘ Ｒꎬ Ｌｉｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｇｏｎａｄｓ ｏｆ Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ (Ｏｒｔｈｏｐｔｅｒａ:Ａｃｒｉｄｉｄａｅ) ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｎ￣
ｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｐａｒａｎｏｓｅｍａ ｌｏｃｕｓｔａｅ [ Ｊ] . Ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２４ꎬ１１４(６):７６３￣７７５.

[３７] 姚明勇ꎬ王　 岚ꎬ周　 吕ꎬ等. 性比对叉角厉蝽成虫寿命和繁殖

力的影响[Ｊ] . 山地农业生物学报ꎬ２０１９ꎬ３８(３):７８￣８１.
[３８] 张　 曼ꎬ高　 平ꎬ赵　 航ꎬ等. 捕食性天敌叉角厉蝽生长发育、

繁殖及各虫态形态特征观察[Ｊ] . 南方农业学报ꎬ２０２２ꎬ５３(４):
１０７８￣１０８７.

[３９] Ｙａｎｇ Ｗꎬ Ｈｕａｎｇ Ｍ Ｄꎬ Ｊｉａｎｇ Ｌ. Ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ:ｆｒｏｍ ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｔｏ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ [ Ｊ] .
Ｃａｔａｌｙｓｔｓꎬ２０２４ꎬ１４(１１):７８７.

[４０] Ｗｅｎ Ｊꎬ Ｃｈｅｎ Ｋ Ｗꎬ Ｆｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｆ Ｅｏｃａｎｔｈｅｃｏｎａ ｆｕｒｃｅｌ￣
ｌａｔａ (Ｈｅｍｉｐｔｅｒａ:Ｐｅｎｔａｔｏｍｉｄａｅ) ｎｙｍｐｈｓ ａｎｄ ａｄｕｌｔｓ ｔｏ ｈｉｇｈ ｔｅｍ￣
ｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｎ ａｅｓｔｉｖｏ￣ｈｉｂｅｒｎａｌ ｅｇｇ ｄｉａｐａｕｓｅ:ａ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ
ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ ｈｏｔ ｓｕｍｍｅｒｓ [ Ｊ] . Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｚｏｏｌｏｇｙꎬ
２０１７ꎬ５２(３):４５７￣４６７.

[４１] Ｇａｏ Ｆ Ｄꎬ Ｔｉａｎ Ｌꎬ Ｌｉ Ｘ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｏｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ
ｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｓｔｉｎｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖｅｎｏｍ
ｇｌａｎｄ ｃｈａｍｂｅｒｓ ｉｎ ｔｗｉｎ￣ｓｐｏｔｔｅｄ ａｓｓａｓｓｉｎ ｂｕｇꎬＰｌａｔｙｍｅｒｉｓ ｂｉｇｕｔｔａｔｕｓ
[Ｊ] . Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０２２ꎬ１１(３):４６４.

[４２] Ｎａｐｐｉ Ａ Ｊꎬ Ｆｒｅｙ Ｆꎬ Ｃａｒｔｏｎ Ｙ. Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｓｅｒｐｉｎ ２７Ａ ｉｓ ａ ｌｉｋｅｌｙ
ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｉｍｍｕｎｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｅｌａｎｏｔｉｃ
ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｓｅｃｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２００５ꎬ５１
(２):１９７￣２０５.

[４３] Ｍｅｅｋｉｎｓ Ｄ Ａꎬ Ｋａｎｏｓｔ Ｍ Ｒꎬ Ｍｉｃｈｅｌ Ｋ. Ｓｅｒｐｉｎｓ ｉｎ ａｒｔｈｒｏｐｏｄ ｂｉｏｌｏ￣
ｇｙ[Ｊ] . Ｓｅｍｉｎａｒｓ ｉｎ Ｃｅｌｌ ＆ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１７ꎬ６２:１０５￣
１１９.

[４４] 陈 　 俊. 丝氨酸蛋白酶抑制剂 ＬｍＳＰＮ２ 调控蝗卵滞育研究

[Ｄ]. 北京:中国农业科学院ꎬ２０２１.
[４５] ＬａＦｌａｍｍｅ Ｂ Ａꎬ Ｒａｍ Ｋ Ｒꎬ Ｗｏｌｆｎｅｒ Ｍ Ｆ. Ｔｈｅ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏ￣

ｇａｓｔｅｒ ｓｅｍｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｐｒｏｔｅａｓｅ “ ｓｅｍｉｎａｓｅ” ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃ ａｎｄ
ｐｏｓｔ￣ｍａｔｉｎｇ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１２ꎬ ８
(１):ｅ１００２４３５.

[４６] Ｇａｒｒｅｔｔ Ｍꎬ Ｆｕｌｌａｏｎｄｏ Ａꎬ Ｔｒｏｘｌｅｒ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ ｏｆ ｓｅｒｐｉｎ￣ｆａｍｉｌｙ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｙｎｔｅｎｙ ａｃｒｏｓｓ ｔｈｅ １２
ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌｉｄ ｇｅｎｏｍｅｓ [ Ｊ] . ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ ２００９ꎬ １０
(１):４８９.

[４７] Ｍｕｅｌｌｅｒ Ｊ Ｌꎬ Ｒｉｐｏｌｌ Ｄ Ｒꎬ Ａｑｕａｄｒｏ Ｃ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｒｕｃ￣
ｔｕｒａｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｌａｓｓｅｓ ｉｎ Ｄｒｏ￣
ｓｏｐｈｉｌａ ｓｅｍｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ[Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ２００４ꎬ１０１(３７):１３５４２￣
１３５４７.

[４８] Ｄｏｔｔｏｒｉｎｉ Ｔꎬ Ｎｉｃｏｌａｉｄｅｓ Ｌꎬ Ｒａｎｓｏｎ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｎａｌｙ￣
ｓｉｓ ｉｎ Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ ｍｏｓｑｕｉｔｏｅｓ ｒｅｖｅａｌｓ ４６ ｍａｌｅ ａｃｃｅｓｓｏｒｙ
ｇｌａｎｄ ｇｅｎｅｓꎬ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｂｅｈａｖｉｏｒ[ Ｊ] . Ｐｒｏｃｅｅ￣
ｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ
Ａｍｅｒｉｃａꎬ２００７ꎬ１０４(４１):１６２１５￣１６２２０.

[４９] Ｓｉｒｏｔ Ｌ Ｋꎬ Ｐｏｕｌｓｏｎ Ｒ Ｌꎬ ＭｃＫｅｎｎａ Ｍ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ａｎｄ ｔｒａｎｓ￣
ｆｅｒ ｏｆ ｍａｌｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｇｌａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｎｇｕｅ ｖｅｃｔｏｒ ｍｏｓ￣
ｑｕｉｔｏꎬＡｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ:ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ｆｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２００８ꎬ３８(２):１７６￣１８９.

[５０] Ｂｏｅｓ Ｋ Ｅꎬ Ｒｉｂｅｉｒｏ Ｊ Ｍ Ｃꎬ Ｗｏｎｇ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒ￣
ａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｍｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ａｓｉａｎ ｔｉｇｅｒ ｍｏｓｑｕｉｔｏꎬ
Ａｅｄｅｓ ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ[ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｎｅｇｌｅｃｔｅｄ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ２０１４ꎬ８
(６):ｅ２９４６.

[５１] Ｙａｎｇ Ｆꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｓｕｍａｔｈｉｐａｌａ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ ｓｅｒｐｉｎ￣１２
ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｔｈｅ ｐｒｏｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｌａｒｖａｌ ｈｅｍｏ￣
ｌｙｍｐｈ[ Ｊ] . Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１８ꎬ９９:
２７￣３６.

[５２] Ｄｕｄｚｉｃ Ｊ Ｐꎬ Ｈａｎｓｏｎ Ｍ Ａꎬ Ｉａｔｓｅｎｋｏ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｂｌａｃｋ ｏｒ
ｗｈｉｔｅ:ｍｅｌａｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｏｌｌ ｓｈａｒｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅｓ ｉｎ
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９５３１陈　 晓等:叉角厉蝽丝氨酸蛋白酶抑制剂基因 ＥｆＳＰＩ８、ＥｆＳＰＩ３１ 的克隆与表达分析




