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红火蚁 Serpin家族基因鉴定及其在绿僵菌侵染下
的表达模式分析
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“一带一路”农业有害生物绿色防控科技产业创新院，广州 510642)

摘要: 丝氨酸蛋白酶抑制剂 ( Serine protease inhibitor，Serpin) 在昆虫 Toll通路和 PPO级联反应的防御机制中起
着至关重要的作用。本研究利用现代生物信息学工具预测和分析了红火蚁 Solenopsis invicta 中 Serpin 家族的结构
和功能多样性。染色体定位表明，红火蚁基因组中 7 个 Serpin基因家族成员不均匀的分布在 4 条染色体上。结构
域分析表明，SiSerpin蛋白具有 Serpin基因的保守结构，即典型的反应中心环 ( Ｒeactive central loop，ＲCL) 结构
与 Serpin结构域，不同成员蛋白拥有多样化的基序。系统进化分析表明，红火蚁 Serpin蛋白与其他的昆虫 Serpin
蛋白有较高亲缘关系，SiSerpin7 与烟草天蛾 Manduca sexta的 Serpin3a亲缘关系最近，SiSerpin12 与黄粉虫 Tenebrio
molitor Serpin55 亲缘关系最近，SiSerpin13 与烟草天蛾 Serpin6 亲缘关系最近，SiSerpin4 与家蚕 Serpin27 亲缘关系
最近。为了进一步明确红火蚁 Serpin家族在绿僵菌 Metarhizium侵染后的表达模式，用绿僵菌侵染不同体型的工
蚁，荧光定量 PCＲ ( ＲT-qPCＲ) 分析表明，红火蚁 Serpin基因家族成员能在早期响应绿僵菌的侵染; 除 SiSerpin7
基因外，大型和小型两种工蚁的表达模式存在较大的差异。结果表明红火蚁 Serpin 家族作为免疫调控蛋白，能
够响应绿僵菌的侵染，且在红火蚁不同体型工蚁之间存在着不同的免疫调控模式。这些发现不仅为 Serpins 的功
能分析提供了理论基础，而且有可能有助于绿僵菌作为一种有效的生防剂的开发。
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Genome-wide identification of Serpin gene family in Solenopsis invicta and
expression analysis in response to Metarhizium anisopliae
WU Hong-Xin，XU Ya-Ting，KANG Ze-Hong，YANG Ｒong-Ｒong，LU Yong-Yue，JIN Feng-Liang，XU
Xiao-Xia* ( Key Laboratory of Bio-Pesticide Creation and Application of Guangdong Province，“Belt and
Ｒoad Initiative”Technology Industry and Innovation Institute for Biological Control of Agricultural Pests，
Department of Entomology，College of Plant Protection，South China Agricultural University，Guangzhou
510642，China)
Abstracts: Serpins play crucial modulatory roles in the insect defense mechanism，mainly in the Toll
pathway and prophenoloxidase ( PPO) cascade. In the current study，we employed modern Bioinformatics
tools to predict and analyse the structural and functional diversity of Serpin family in Solenopsis invicta，an
invasive and notoriously harmful species of ants. Computational analysis showed that Serpin family genes
were evenly distributed on four chromosomes. Domain analysis revealed that S. invicta Serpin ( SiSerpin)
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protein had the conserved structure，typical reactive central loop ( ＲCL) and serpin domain，whereas
different member proteins had diverse motifs. Phylogenetic analysis showed that the SiSerpin family had a
strong relationship with Serpin genes from other insect species. SiSerpin7 was most closely related to
Serpin3a of Manduca sexta，and SiSerpin12 was strongly related to Serpin55 of Tenebrio molitor.
Similarly，SiSerpin13 was found to be in close homology with Serpin6 in M. sexta while SiSerpin4 was
closely linked to Bombyx mori Serpin27. To further understand the role of SiSerpin in immune response，
the S. invicta were infected with Metarhizium anisopliae，an insect pathogenic fungi. ＲT-qPCＲ results
showed that the expression profiles of SiSerpin family greatly varied at the initial stages of infection，an
indicator of their regulatory potential during fungal stress. It was worth mentioning that the expression
patterns differed in small and large worker ants. These results presented an intricate immuno-regulatory
potential of the Serpin family of S. invicta in response to the fungal infection. We also noted the
difference in immune responses amongst different sizes of the ants. These findings not only provide a
theoretical basis for the functional analysis of Serpins，but could potentially assist in the development of
M. anisopliae as an effective biocontrol agent of S. invicta．
Key words: Solenopsis invicta; Metarhizium anisopliae; Serpin; immune responses

丝氨酸蛋白酶 ( Serine protease，SP) 是一类
重要的蛋白水解酶家族，能够参与多种生理过程
( Veillard et al. ，2016) 。丝氨酸蛋白酶以丝氨酸为
活性中心，其催化结构域由组氨酸、丝氨酸和天
冬氨酸 3 个氨基酸残基组成 ( Jiang et al. ，2000 ) 。
在昆虫中主要参与消化、发育和先天免疫反应等
重要生理过程 ( Zou et al. ，2006) 。

丝氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 剂 ( Serine proteases
inhibitor，Serpin) 是丝氨酸蛋白酶最有效的抑制因
子。Serpin 家族一般由 350 ～ 500 个氨基酸组成，
其 C末端含一个约有 20 个氨基酸组成的反应中心
环 ( reactive central loop，ＲCL) ，研究表明这类抑
制剂为单一肽链的球状蛋白质，并且各种 Serpins
大约有 30% 的序列同源性，疏水区同源性高达
70% ( 周诗敏等，2021) 。Serpins 主要功能是抑制
丝氨酸蛋白酶的活性，通过调控丝氨酸蛋白酶级
联反应，参与昆虫的体液免疫反应 ( Tong et al. ，
2005; Veillard et al. ，2016) 。Serpins通过不可逆的
结合丝氨酸蛋白酶，形成非共价复合物，调控昆
虫体液免疫反应的 Toll 通路和黑化反应，通过抑
制 PPO 途径和 Toll 通路中的丝氨酸蛋白酶活性，
调控昆虫的免疫反应 ( 赵丽芳等，2016) 。

Serpins作为一种免疫功能调控蛋白，昆虫体
内 Serpin蛋白的表达可以被许多外来病原物诱导，
包括细菌、真菌等。早在 1998 年，研究者们就在
美国白蛾 Hyphantria cunea 中发现能够被细菌激烈
诱导表达的 Serpin蛋白 Hdd3 ( Shin et al. ，1998) ，
在随后的研究中，发现 Hdd3 蛋白主要存在于血浆

中并能通过竞争性抑制酚氧化酶原 PPO 的活性从
而下调昆虫的黑化反应 ( Park et al. ，2000 ) 。
Wang等人研究表明，饲喂靶向 Serpin1 的 dsＲNA
可显著增加绿僵菌侵染后东亚飞蝗 Locusta
migratoria manilensis 的死亡率，且防治效果和
dsＲNA浓度呈剂量依赖性 ( Wang et al. ，2022) 。

红火蚁 Solenopsis invicta于 2004 年首次报道入
侵中国大陆 ( 曾玲等，2005 ) 。作为一种外来入侵
物种，红火蚁因其习性凶猛、繁殖力大、环境适
应性强等特点，被世界自然保护联盟 ( IUCN) 列
为 100 种最具有破坏力的入侵生物之一 ( 陆永跃
等，2015) 。红火蚁多发生于路边、草地、荒芜坡
地等，与人类生活环境有一定的交集 ( 张睿等，
2022) 。目前，红火蚁的防治主要依赖大量的化学
农药 ( 李旭林，2020) 。但化学杀虫剂持续大量的
使用，不仅使红火蚁抗药性水平不断提高，出现
“3Ｒ”问题，污染人类生活环境，而且对环境和非
靶标生物产生了一定的影响。生物防治是替代化
学农药使用、实现绿色植保的有效途径。微生物
杀虫剂因其资源丰富、广谱高毒力、对环境友好
且易制剂化等优点而在害虫的生物防治中占据重
要的地位 ( 王露露等，2022 ) 。绿僵菌作为一种新
型安全的杀虫剂，已被广泛运用于农业、林业及
卫生害虫的生物防治 ( 张礼生等，2006 ) 。但是目
前微生物杀虫剂杀虫效率严重受到红火蚁自身免
疫防御系统的制约，极大限制微生物杀虫剂的规
模化应用。尽管 2011 年完成了红火蚁全基因组序
列的测定，筛选基于红火蚁天然免疫响应微生物
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杀虫剂的研究报道较少。基于此，本研究利用生
物信息学的方法鉴定并分析了红火蚁 Serpin 基因
家族的理化性质、进化关系、染色体定位和保守
结构域，并利用 ＲT-qPCＲ 分析该基因的病原真菌
诱导表达模式，以期为深入研究红火蚁 Serpin 基
因的功能奠定基础，也为以 Serpin 基因为靶点开
发新的红火蚁生物防治技术提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 供试昆虫和菌株
供试红火蚁采自广东省广州市黄埔区 ( N23°

11'2. 04″，E113°28'31. 08) ，将红火蚁巢从野外采
集带回实验室，采用水滴法分离蚁群，并在温度
25 ± 1℃、相对湿度 50%和光照 12 L ∶ 12 D条件下
培养，使用黄粉虫 Tenebrio molitor和 10%蔗糖水饲
喂。试验所用金龟子绿僵菌 Metarhizium anisopliae
由华南农业大学广东省生物农药创制与应用重点
实验室胡琼波教授提供，接种在 PDA 斜面培养基
上，于 25℃恒温培养。并保存在实验室备用。
1. 2 红火蚁 Serpin基因家族的鉴定

本研究从昆虫基因组与转录组数 据 库
InsectBase 2. 0 获取的红火蚁全基因组数据 ( 登录
号: IBG_00711) 为研究对象 ( Mei et al. ，2022) 。
基于 Pfam蛋白家族数据库 ( https: / /pfam-legacy.
xfam. org / ) 中的 Serpin 基因家族蛋白 ( 登录号:
PF00079) 的隐马尔可夫模型，使用 HMMEＲ 3. 3
软件从红火蚁基因组蛋白数据中搜索获取候选的
Serpin 蛋白序列，选取其中可信度较高的 ( E-
value ＜ 1e －20 ) 的序列作为候选序列。将获得的候
选序列，提交到 NCBI-CDD ( https: / /www. ncbi.
nlm. nih. gov /Structure /cdd / ) 数据库中分析保守结
构，并人工剔除不包含完整 Serpin 结构域的蛋白
序列，得到最终的红火蚁 Serpin基因家族成员。
1. 3 红火蚁 Serpin基因家族蛋白理化性质预测

采用在线工具 ExPASy ( http: / /web. expasy.
org /protparam / ) 分析红火蚁 Serpin 基因家族蛋白
氨基酸数量、分子量大小、等电点和不稳定系数。
1. 4 红火蚁 Serpin基因家族系统进化树构建

从 UniProt ( https: / /www. uniprot. org ) 蛋白
质数据库中下载果蝇 Drosophila melanogaster、家蚕
Bombyx mori、烟草天蛾 Manduca sexta、黄粉虫

Tenebrio molitor、冈比亚按蚊 Anopheles gambiae 的
Serpin蛋白序列，利用 MEGAX 软件的 ClustalW 算
法进行多序列比对，基于比对结构采用邻接法构
建系统进化树，遗传距离模型采用 JTT 模型，
bootstrap设置为 1 000，其他参数默认。使用在线
工具 Evolview v3 ( https: / /www. evolgenius. info /
evolview / ) 美 化 进 化 树 ( Subramanian et al. ，
2019) 。
1. 5 红火蚁 Serpin基因染色体定位和共线性分析

从 InsectBase 2. 0 数据库获取红火蚁的基因结
构文件，运用 TBtools 软件绘制红火蚁 Serpin 基因
家族染色体定位图 ( Chen et al. ，2020 ) 。从
InsectBase 2. 0 数据库中收集蜜蜂科的东方蜜蜂
Apis cerana ( 登录号: IBG_00079) 、蚁科的斯氏林
蚁 Formica selysi ( 登录号: IBG_00394 ) 物种的基
因组信息，运用 BLASTP软件搜索红火蚁物种内与
物种间的同源基因，再使用 MCScanX 软件检索红
火蚁种内与种间的共线性基因对，将位于同一条
染色体上中间相隔长度小于 100 kb 的同源基因被
认定为串联重复基因 ( Wang et al. ，2012) 。
1. 6 红火蚁 Serpin基因家族基因结构分析

运用实验室内部 Ｒ 脚本分析红火蚁基因结构
文件，找出外显子与 CDS 区的位置与长度，最后
使用 IBS 软件绘制红火蚁 Serpin 家族基因结构图
( Liu et al. ，2015) 。
1. 7 红火蚁 Serpin基因家族的保守结构与保守基
序分析

将红火蚁 Serpin 基因家族序列提交到 NCBI-
CDD 数 据 库 ( https: / /www. ncbi. nlm. nih. gov /
Structure /cdd / ) 分析 Serpin 基因家族中保守的
Serpin结构域与 ＲCL 环位置，并使用 Evolview v3
工具可视化。利用 MEME 软件分析红火蚁 Serpin
基因家族蛋白序列的保守基序 ( motif) ，参数设置
如下: 氨基酸长度为 6 ～ 50，基序的重复数量任
意，基序发现数量阈值为 10 ( Bailey et al. ，
2006) 。
1. 8 金龟子绿僵菌对红火蚁的侵染

挑选大型和小型两种体型的红火蚁工蚁，用
红火蚁工蚁头壳宽 ( head capsule width，HW) 衡
量工蚁体型大小，并依此区分工蚁类型，( 小型工
蚁: HW≤0. 595 mm; 大型工蚁: HW ＞1. 000 mm)
( Porter and Tschinkel，1985 ) 。采用浸渍法接种。
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将红火蚁放入 1 × 107孢子 /mL 孢子悬浮液中浸泡
3 ～ 5 s，之后取出并放置在湿润滤纸上，一起移入
内有 10%蔗糖水的离心管的干净注塑杯内，杯子
内壁刷上滑石粉防止逃逸。采用来源于 3 个不同
巢穴的红火蚁工蚁作为 3 个生物学重复，每个重
复处理 200 头。在气温 25℃、相对湿度为 85%的
培养箱中培养，处理后在 0、6、24、48 和 72 h 时
取样，每个样品随机取整虫 10 头。
1. 9 ＲNA的提取与 cDNA的合成

收集绿僵菌侵染的红火蚁整虫虫体，利用
Trizol法提取以上样品的总 ＲNA，样品通过 1%琼
脂糖凝胶电泳检测其完整性，并使用美国赛默飞
公司 NanoDrop One 型微量紫外分光光度计，对
ＲNA样品进行纯度与污染分析，OD260 /OD280值在
1. 8 ～ 2. 0 之间的 ＲNA样品即为无蛋白污染的合格
样品。合格的 ＲNA 样品利用 EZBioscience 公司的
Color Ｒeverse Transcription Kit ( with gDNA
Ｒemover) 反转录试剂盒反转录成 cDNA 第一链，
置于 － 20℃保存。
1. 10 荧光定量 PCＲ检测红火蚁 Serpin 基因家族
表达模式

使用 Primer 6 软件设计根据红火蚁 Serpin基因
家族 CDS序列设计荧光定量引物 ( 表 1) ，引物由
擎科 ( 广州) 生物公司合成，并运用在线工具
Primer-BLAST ( https: / /www. ncbi. nlm. nih. gov /
tools /primer-blast / ) 检测引物特异性。荧光定量
PCＲ反应使用 Takara 公司 TB Green Premix Ex Taq
II试剂盒进行。反应体系为 TB Green Premix Ex
Taq II 12. 5 μL、cDNA 模板 1. 0 μL、上下游引物
各 1. 0 μL、无酶水补足至 25 μL，反应程序为:
95℃变性 30 s，95℃ 5 s、60℃ 30 s 条件下进行
40 个循环，每一个体系设置 3 个技术重复。ＲPL18
基因作为内参基因，0 h样本设为对照组，根据 Ct
值采用 2 － ΔΔCt法计算基因的相对表达水平。
1. 11 数据统计与分析

实验数据的分析、处理采用软件 IBM SPSS
Statistic 25 和 GraphPad Prism 8。计算平均值和标
准误，采用单因素方差分析检测红火蚁 Serpin 基
因在不同时间点表达量是否存在统计学差异，在
进行方差分析前计算数据是否符合正态分布且方
差齐性，单因素方差分析后的多重比较采用 LSD
检验，采用 t检验检测两种体型红火蚁的 Serpin 基
因在相同时间点表达量是否存在统计学差异，差
异显著性水平均为 P ＜ 0. 05。

表 1 实验所用的引物

Table 1 Primers used in the experiment

基因名称
Gene name

引物名称
Primer name

序列 ( 5' － 3')
Primer sequences ( 5' － 3')

SiSerpin4
SiSerpin4F GCCGGTTATGAGCCTAGCAT

SiSerpin4Ｒ GCTCGAGACGATCCAGAGTG

SiSerpin7
SiSerpin7F GTTCCACGCCAATCATCCATTC

SiSerpin7Ｒ CCAGTAGTTCCAGACGCACTC

SiSerpin12
SiSerpin12F AGCAGAAGGAGACGGCAGAG

SiSerpin12Ｒ AGCACTTCGTTGGCGTACAG

SiSerpin13-1
SiSerpin13-1F CTGGAGCCGAAAGGTAATGTCT

SiSerpin13-1Ｒ CGTCCGCAGGAATGTAGAGG

SiSerpin13-2
SiSerpin13-2F ATCCCGAGAGAGGAAGGAAGTT

SiSerpin13-2Ｒ TTGCCGTCTAATTCACCATTGC

SiSerpin13-3
SiSerpin13-3F GTTGAGGAACTTACGCCACTTG

SiSerpin13-3Ｒ TCGCCGTTGCTATGACACTATT

SiSerpin-
13-4

SiSerpin-13-4F GTATCGAGGTCACGGAAGAAGG

SiSerpin-13-4Ｒ AGGTAGACGAACGGATGATTGG

ＲPL18
ＲPL18F TTTACGGCTCCTCGTCAAGC

ＲPL18FＲ ACGCAATTCTCCCTTCCAGG

2 结果与分析

2. 1 红火蚁 Serpin基因家族的鉴定与分析
通过 HMMEＲ 软件，基于 pfam 数据库 Serpin

基因家族蛋白的隐马尔科夫模型，从红火蚁全基
因组中检索到 8 个候选 Serpin基因家族成员，将序
列提交至 NCBI-CDD数据库中，人工去除不包含完
整 Serpin结构域的蛋白序列，最终鉴定得到 7 个红
火蚁 Serpin 基因。根据基因在染色体中的定位将
其分别命名为 SiSerpin4、 SiSerpin7、 SiSerpin12、
SiSerpin13-1、 SiSerpin13-2、 SiSerpin13-3 和
SiSerpin13-4 ( 表 2 ) ，对这些基因的基因长度、
CDS 长度、氨基酸序列长度、分子量、等电点、
不稳定系数等进行预测与分析。结果表明，红火
蚁 Serpin家族基因基因大小介于 4 330 ～ 11 124 bp
之间，CDS 序列长度介于 1 113 ～ 5 370 bp 之间，
编码的最长转录本蛋白最短含有 370 aa，最长含有
1 789 aa; 分子量大小范围为 43. 46 ～ 193. 58 kDa;
等电点范围为 5. 13 ～ 9. 25，SiSerpin4、SiSerpin7、
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SiSerpin13-1 和 SiSerpin13-4 为 酸 性 蛋 白，
SiSerpin12、SiSerpin13-2 和 SiSerpin13-3 为碱性蛋
白; 除 SiSerpin13-1 为稳定蛋白外，其他 Serpin 蛋

白不稳定系数大于 40，为不稳定蛋白。红火蚁
Serpin基因家族蛋白理化性质具有多样性，这可能
暗示红火蚁 Serpin基因家族蛋白功能的多样性。

表 2 红火蚁 Serpin基因家族成员序列特征
Table 2 Sequence characteristics of the Serpin family members in Solenopsis invicta

基因名称
Gene name

基因 ID
Gene ID

基因长度 ( bp)
Gene
length

CDS长度
( bp)

CDS length

氨基酸
( aa)

Amino acid

分子量 ( kDa)
Molecular
weight

等电点
Isoelectric

point

不稳定系数
Instability
index

SiSerpin4 LOC105200371 8 853 5 370 1 789 193. 58 6. 81 44. 93

SiSerpin7 LOC105203897 11 124 2 520 839 94. 09 6. 11 43. 01

SiSerpin12 LOC105199370 10 239 2 487 828 92. 09 9. 25 47. 17

SiSerpin13-1 LOC105199563 4 896 1 173 390 44. 57 5. 13 32. 78

SiSerpin13-2 LOC105193420 4 498 1 113 370 43. 46 9. 10 42. 33

SiSerpin13-3 LOC105199561 4 330 1 245 414 47. 95 7. 51 48. 21

SiSerpin-13-4 LOC105199560 6 400 1 344 447 50. 18 5. 85 42. 06

2. 2 红火蚁 Serpin基因家族系统进化分析
为了明确红火蚁 Serpin 基因家族各个成员蛋

白的进化关系，使用 MEGAX软件，对来源自红火
蚁、果蝇、家蚕、烟草天蛾、黄粉虫、冈比亚按
蚊 6 个全变态昆虫的 Serpin 蛋白进行系统发育分
析，构建系统进化树 ( 图 1 ) 。根据系统进化树分
支，可将 71 条蛋白序列分为 4 个亚群 ( Group1 ～
4) ，红火蚁的 7 个 Serpin 蛋白分布于其中的 3 个
亚群当中，其中 Group1 最多，包括 SiSerpin13-1、
SiSerpin13-2、SiSerpin13-3、SiSerpin13-4 和 SiSerpin-4，
SiSerpin-12属于 Group2，SiSerpin-7 属于 Group4，不
同的亚群可能行使着不同的生物学功能。
2. 3 红火蚁 Serpin家族基因的染色体定位和基因
共线性分析

基于红火蚁基因结构注释文件，使用 TBtools
软件绘制红火蚁 Serpin 基因家族成员在染色体上
的分布图 ( 图 2 ) ，7 个 Serpin 基因分布在 4 条染
色体上，其中 13 号染色体上分布有 4 个 Serpin 基
因， SiSerpin13-1、 SiSerpin13-2、 SiSerpin13-3 和
SiSerpin13-4 4 个基因紧密相连分布在在 13 号染色
体上，4 号、7 号、12 号染色体各分布有一个
Serpin基因。串联重复 ( Tandem duplication) 和片
段重复 ( Segmental duplication) 是基因家族扩张的
两种主要方式，是基因组进化过程中的重要最动
力，本研究运用 McscanX软件分析了红火蚁 Serpin
基因的串联重复和片段重复事件，红火蚁 Serpin
基因家族中没有鉴定出片段重复事件，但鉴定出

一组串联重复事件，这说明串联重复事件是红火
蚁 Serpin基因家族成员数量扩增的主要方式。此
外，为了探究红火蚁 Serpin 基因在物种间的共线
性关系，选取与红火蚁同为蚁科的斯氏林蚁和蜜
蜂科的东方蜜蜂，运用 MCscanX 软件进行物种间
的共线性分析、TBtools可视化，结果如图 3 所示。
红火蚁与其同科的斯氏林蚁具有 4 对共线性基因，
涵括了分布在红火蚁 4 条染色体上的 Serpin基因家
族成员，分别为 SiSerpin4、SiSerpin7、SiSerpin12 和
SiSerpin13-1，而在红火蚁中只找到 2 个与东方蜜蜂
有共线性关系的基因，分别是 SiSerpin12 和
SiSerpin13-1，这表明 SiSerpin12 和 SiSerpin13-1 两
个基因在蜜蜂科与蚁科共同祖先分化前就已存在，
进化上较为保守。
2. 4 红火蚁 Serpin家族基因基因结构

根据红火蚁基因组基因结构注释文件，确定
其最长转录本内含子和外显子的组成，绘制红火
蚁 Serpin基因结构图 ( 图 4 ) ，由图可知，红火蚁
Serpin基因均含有内含子，SiSerpin7 基因结构较为
复杂，具有 15 个外显子，系统发育树中同在
Group1 的 SiSerpin4、 SiSerpin13-1、 SiSerpin13-2、
SiSerpin13-3 和 SiSerpin13-4 的基因结相对简单，由
4 ～ 5 个外显子组成。 SiSerpin7、 SiSerpin12 和
SiSerpin7 3 个基因基因定位在染色体的正链上，而
SiSerpin13-1、SiSerpin13-2、SiSerpin13-3和 SiSerpin13-4
4 个基因则定位于染色体的负链上。
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图 1 红火蚁、果蝇、家蚕、烟草天蛾、黄粉虫、冈比亚按蚊 Serpin蛋白系统进化树
Fig. 1 Phylogentic analysis of Serpin gene family from Solenopsis invicta，Drosophila melanogaster，Bombyx mori，

Manduca sexta，Tenebrio molitor，Anopheles gambiae
注: Si，红火蚁; Dm，果蝇; Bm，家蚕; Dm，烟草天蛾; Tm，黄粉虫; Ag，冈比亚按蚊。Note: Si，Solenopsis invicta;
Dm，Drosophila melanogaster; Bm，Bombyx mori; Dm，Manduca sexta; Tm，Tenebrio molitor; Ag，Anopheles gambiae．

图 2 红火蚁 Serpin基因家族各成员的染色体定位图
Fig. 2 Chromosome mapping of members of Serpin gene family in Solenopsis invicta
注: 蓝色方框中为串联重复基因。Note: Tandem duplication genes in blue box．
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图 3 红火蚁、斯氏林蚁、东方蜜蜂的 Serpin基因家族共线性分析
Fig. 3 Collinearity analysis of Serpin gene families in Solenopsis invicta，Formica selysi and Apis cerana

2. 5 红火蚁 Serpin 家族基因保守结构域与 Motif
分析

典型的 Serpin 蛋白结构上带有明显外伸的反
应中心环 ＲCL，ＲCL环是 Sepins 蛋白的活性区域，
在结合与改变靶标蛋白的构象过程中起着重要的
作用。对红火蚁 Serpin 基因家族成员蛋白做保守
结构域分析 ( 图 5 ) ，发现所有的 Serpin 蛋白都至
少包含一个 ＲCL 环，其中 SiSerpin7 蛋白含有两个
ＲCL环和两个 Serpin结构域，而 SiSerpin12 蛋白的
Serpin结构域分为两部分，推测这两个蛋白功能上

存在特异性。motif 一般认为它是拥有生物学功能
的保守序列，可能包含特异性的结合位点，或者
是涉及某一个特定生物学过程的有共性的序列区
段。在 7 个红火蚁 Serpin 蛋白中搜索 motif，在所
有的 10 个 motif 中，motif2、motif3、motif5 和
motif6 在所有的红火蚁 Serpin 蛋白中存在的，这表
明 4 个保守的 motif 可能是 Serpin 蛋白发挥功能所
必需的。此外，不同的 Serpin 蛋白拥有多样化的
motif组成，这些多样化的 motif 暗示了红火蚁
Serpin蛋白功能上的多样性。

图 4 红火蚁 Serpin基因家族基因结构
Fig. 4 Serpin gene family gene structure of Solenopsis invicta

注: 图中箭头表示转录方向，箭头向左表示基因在染色体负链上，箭头向右代表染色体在正链
上。Note: Arrows in the figure indicated the transcriptional direction，arrows to the left indicated that the
gene was on the reverse strand of chromosome，and arrows to the right indicated that the gene was on the
forward strand of chromosome．
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图 5 红火蚁 Serpin家族基因的保守结构域和保守基序分析
Fig. 5 Serpin gene family conserved domains and protein motif of Solenopsis invicta

2. 6 红火蚁 Serpin基因家族表达模式分析
为了研究 Serpin 基因家族在红火蚁受绿僵菌

侵染后的表达模式。以绿僵菌处理红火蚁两种体
型的工蚁 ( 大型工蚁和小型工蚁) ，在处理后 0、
6、24、48 和 72 h 收集样品。ＲT-qPCＲ 检测两种
体型的工蚁在绿僵菌下的诱导表达模式 ( 图 6 ) 。
结果表明，红火蚁 Serpin 家族基因可以响应绿僵
菌的侵染，且在不同体型的工蚁中有着不同表达
模式 ( 图 6-A ～ F ) 。在绿僵菌侵染 6 h 后，除
SiSerpin7，其他的 Serpin基因的表达在大、小两种
体型的红火蚁中均存在显著差异，且 SiSerpin4、
SiSerpin12、SiSerpin13-1、 SiSerpin13-2、 SiSerpin13-3
和 SiSerpin13-4 在小型工蚁中的表达显著高于大型
工蚁 ( 图 6-A、C、D、E、F、G ) 。在大型工蚁
中， SiSerpin4、 SiSerpin7、 SiSerpin12、 SiSerpin13-1、
SiSerpin13-2 和 SiSerpin13-3 基因在48 h时能被绿僵
菌诱导表达，其中 SiSerpin12 对绿僵菌的诱导最为
敏感，在 24 h后每个时间点的表达量均为对照组
的 3 倍以上。在小型工蚁中，在6 h时绿僵菌会显
著 诱 导 SiSerpin4、 SiSerpin13-1、 SiSerpin13-2、
SiSerpin13-3和 Serpin13-4 的表达，其中 SiSerpin13-2、
SiSerpin13-3 和 Serpin13-4 在 6 h 时达到诱导上调高
峰 ( 图 6-E、F、G) 。在两种体型的红火蚁中，只
有 SiSerpin7 表达模式相似，大型工蚁 Serpin 至少
在 24 h 后才会被绿僵菌诱导表达，小型工蚁
Serpin最早在 6 h后就能被绿僵菌诱导表达。绿僵
菌侵染 72 h 后，SiSerpin4、SiSerpin12、SiSerpin13-1、
SiSerpin13-2 和 SiSerpin13-13 在小型工蚁中的表达
显著高于大型工蚁。相比于大型工蚁，小型工蚁
的 Serpin基因对绿僵菌的诱导更为敏感。

3 结论与讨论

Serpins是一类结构保守而功能多样的蛋白酶
抑制剂超家族，存在于植物、动物、细菌及微生
物等几乎所有的生命形式中 ( Irving et al. ，2000) 。
近年来，随着组学和生物信息学技术的快速发展，
大量的 Serpin 基因被成功检测和鉴定。目前，已
经有超过 1500 种 Serpins 被鉴定出来 ( Irving
et al. ，2000; Law et al. ，2006 ) ，如人类 Homo
sapiens中有 36 个 ( Law et al. ，2006 ) 、黑腹果蝇
Drosophila melanogaster 中有 13 个 ( Law et al. ，
2006) 、拟南芥 Arabidopsis thaliana 中有 29 个
( Law et al. ，2006 ) 、秀丽隐杆线虫 Caenorhabditis
elegans中有 9 个 ( Law et al. ，2006) 、家蚕 Bombyx
mori 中有 34 个 ( Zou et al. ，2009 ) 、小菜蛾
Plutella xylostella 中 有 28 个 ( Shakeel et al. ，
2019 ) 、棉铃虫 Helicoverpa armigera 中有 22 个
( Xiong et al. ，2015 ) 。本研究从红火蚁中鉴定出
7 个 Serpin 基因家族成员，分 别为 SiSerpin4、
SiSerpin7、 SiSerpin12、 SiSerpin13-1、 SiSerpin13-2、
SiSerpin13-3 和 SiSerpin13-4。红火蚁 Serpin 家族相
对于其他昆虫较少，这可能与红火蚁 Serpin 基因
家族的扩张只依靠串联重复事件有关。红火蚁7 个
基因家族成员所编码的蛋白质在序列长度、等电
点和分子量等方面均存在差异，这也符合 Serpin
基因家族功能上高度分化的特点。在所有的红火
蚁 Serpin基因家族蛋白中，都预测到 ＲCL 环的存
在，ＲCL环是 Sepins 蛋白的活性区域，在结合与
改变靶标蛋白的构象过程中起着重要的作用 ( 周
诗敏等，2021 ) 。其中 SiSerpin7 含有两个 Serpin
domain，黄粉虫中也存在这种同时含有两个 Serpin
domains的 Serpin蛋白 SPN93，黄粉虫 SPN93 的两
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图 6 绿僵菌侵染后红火蚁工蚁 Toll受体家族的表达模式 ＲT-qPCＲ分析
Fig. 6 ＲT-qPCＲ analysis mＲNA level of Serpin gene family in adult worken ant of Solenopsis invicta

注: 红火蚁工蚁 Serpin基因家族表达模式分析; Minor代表小型工蚁，Major代表大型工蚁; 图中数值为平均值 ±标准误
( n = 3) ，柱上不同大写字母表示大型工蚁中不同时间点间基因相对表达量差异显著，不同小写字母表示表示小型工蚁
中不同时间点间基因相对表达量差异显著 ( P ＜ 0. 05，单因素方差分析 LSD 检验) ，星号 ( * ) 表示同一时间点大型工
蚁和小型工蚁基因相对表达量差异显著; ns表示无统计学差异 ( P ＜ 0. 05，t 检验) 。Note: Analysis of Serpin gene family
expression pattern in worker ant of S. invicta; Minor represented small workers，Major represented large workers; Values in the
figure were Mean ± SE ( n = 3 ) . Different capital letters on the column indicated significant differences in the relative gene
expression levels of large worker ants at different time points，different lowercase letters indicated significant differences in the
relative gene expression levels of small worker ants at different time points ( P ＜ 0. 05，one way ANOVA，LSD test) ，asterisk ( * )
indicated significant difference in relative gene expression between large and small worker ants at the same time point; ns indicated
no statistical difference ( P ＜ 0. 05，t-test) ．
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个 Serpin domains 可以分别作用于 Toll 通路上两个
的蛋白，推测 SiSerpin7 的两个结构域也有着不同
的靶蛋白 ( Jiang et al. ，2011 ) 。基因结构分析显
示，红火蚁所有的 Serpin 基因家族成员均含有内
含子，同处于 Group1 亚群的 5 个基因的基因结构
较为简单，而分别位于 Group2 和 Group4 的两个家
族成员基因结构较为复杂，导致这种基因结构差
异可能在进化过程中发生中外显子和内含子的缺
失或插入等变异，而这种基因结构的差异性在进
化过程中发挥了重要的作用 ( Xu et al. ，2012) 。

通过构建系统进化树，可对未知蛋白的功能
进行预测。本研究对红火蚁、果蝇、家蚕、烟草
天蛾、黄粉虫、冈比亚按蚊中的 71 条 Serpin 基因
家族蛋白序列，采用邻接法构建红火蚁 Serpin 系
统进化树，结果显示 SiSerpin7 与烟草天蛾的
Serpin3a亲缘关系最近，而烟草天蛾 Serpin3a 蛋白
被证明负调控 PPO 途径，高效调控其黑化反应
( Zhu et al. ，2003 ) ; SiSerpin12 与黄粉虫 Serpin55
亲缘关系最近，而黄粉虫 Serpin55 可以结合 Toll通
路上的丝氨酸蛋白酶 SAE ( Spatzle-processing
enzyme-activating enzyme) 从而负调控 Toll 信号通
路且可同时抑制了 PPO 的切割激活 ( Jiang et al. ，
2009) ; 而与 SiSerpin13-1、SiSerpin13-2、SiSerpin13-3、
SiSerpin13-4 4 个基因分在同一支的烟草天蛾
Serpin6 可以抑制 PPO 途径中的 PAP-3 蛋白 ( Zou
et al. ，2005 ) ; SiSerpin4 与 BmSerpin27 分在同一
支，而 BmSerpin27 被证明能被大肠杆菌 Escherichia
coli显著诱导 ( Zou et al. ，2009 ) 。红火蚁 Serpin
家族与其他昆虫同源性较高，而红火蚁 Serpin 蛋
白是否具有类似功能尚未见报道，因此该方面也
成为本研究后续将开展的研究内容之一。

在昆虫中，Serpin蛋白广泛参与了免疫反应的
调控，包括重要的免疫通路 Toll 和 PPO 途径调控
的黑化反应。Toll通路主要被革兰氏阳性菌和真菌
激活，诱导抗菌肽等一系列免疫活性物质杀死病
原物 ( Valanne et al. ，2011 ) ，PPO 途径激活的黑
化反应，则起到了到隔离并杀死病原体的重要作
用，且 Toll通路与 PPO 途径之间存在一定的联系
( An et al. ，2009) 。Serpin 蛋白在昆虫的免疫调控
存在以下几种功能: ( 1) Serpins通过抑制 PPO 途
径中的丝氨酸蛋白酶级联反应来调节昆虫先天免
疫中抗菌肽的产生，如烟草天蛾 Serpin1J抑制的血
淋巴蛋白酶 8 ( Hemolymph proteinase 8，HP8 ) 对
proSpätle的激活，调控 Toll通路，影响抗菌肽的表

达 ( An et al. ，2011) 。 ( 2) Serpins 通过抑制 PPO
途径中丝氨酸蛋白酶级联反应来调节昆虫血淋巴
的黑化作用，如黑腹果蝇的 Serpin27A 可以抑制酚
氧化酶激活酶 PPAE的活性，从而负调控黑化反应
( Nappi et al. ，2005 ) 。 ( 3 ) 作为急性期蛋白，在
昆虫受到病原物侵染或损伤时急速上调，如冈比
亚按蚊在受到寄生虫侵染时，中肠上皮细胞会大
量表达 SＲPN10 蛋白 ( Danielli et al. ，2005) 。尽管
正常情况下 Serpin 基因在昆虫血淋巴中的表达水
平并不高，但当受到免疫刺激时都表现出基因表
达水平明显上调的特征。烟草天蛾 Serpin-2、
Serpin-3 和 Serpin-6 在幼虫血淋巴中表达量较低，
但在受到病原菌刺激后在血淋巴中高表达 ( Zhu
et al. ，2003; Zou et al. ，2005 ) 。柞蚕丝氨酸蛋白
酶抑制剂 6 基因 Apserpin-6 在经柞蚕肠球菌、白僵
菌以及柞蚕核型多角体病毒处理后，其 mＲNA 水
平与对照相比明显升高，暗示 Apserpin-6 可能参与
柞蚕对病原菌的免疫应激反应 ( 曾军等，2017 ) 。
昆虫先天性免疫在病原信号的刺激下会迅速启动，
诱导免疫相关基因的表达，调节机体免疫，减少
由病原菌侵染引起的一系列危害，进而维护宿主
机体内环境的平衡。本研究中，红火蚁 Seprin 基
因家族在绿僵菌侵染后转录水平也出现差异表达
( 图 6 ) 。ＲT-qPCＲ 结果发现红火蚁 Seprin 基因家
族 SiSerpin4、 SiSerpin7、 SiSerpin12、 SiSerpin13-1、
SiSerpin13-2 和 SiSerpin13-4 都能响应绿僵菌的侵
染，且两种体型的工蚁相应程度不一致。在大型
工蚁中， SiSerpin4、 SiSerpin13-1、 SiSerpin13-2 和
SiSerpin13-4 在绿僵菌侵染早期表达受到抑制
( 图 6-A、D、E、G) ，大型工蚁 Serpin至少在 24 h
时才会被绿僵菌诱导上调表达，除了 SiSerpin13-2，
其他基因表达量在绿僵菌侵染后总体呈现上升趋
势 ( 图 6-A ～ F) 。在小型工蚁中，绿僵菌会显著
诱 导 SiSerpin4、 SiSerpin13-1、 SiSerpin13-2、
SiSerpin13-3 和 SiSerpin13-4 的转录，且 SiSerpin13-2、
SiSerpin13-3 和 Serpin13-4 在诱导 6 h 后达到表达高
峰期(图 6-E ～G) ，SiSerpin4、SiSerpin7 和 SiSerpin12，
SiSerpin13-1在诱导 72 h 后达到表达高峰期 ( 图 6-
A ～ D) 。大型工蚁检测出在绿僵菌侵染早期检测
到下调表达的基因在小型工蚁中则检测到激烈的
上调表达。大型工蚁中 Serpin 基因表达侵染前期
不变或下调而后期的升高的表达模式很可能揭示
了它们作为一类免疫负调控蛋白，在早期下调表
达以增强免疫反应，而后期表达上升以保护昆虫
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机体不受过强的免疫反应伤害的作用。这种相反
的早期诱导表达模式暗示红火蚁两种体型的工蚁
在应对病原物入侵时有着不同的免疫调控模式。

目前，昆虫基因组中包括红火蚁发现的绝大
多数 Serpin 基因尚未被鉴定，即使鉴定功能的昆
虫 Serpin蛋白仍是孤儿蛋白 ( Orphans) ，尚未明
确与其互作的靶蛋白。目前，对 Serpin 蛋白的研
究仍存在着许多的困难，运用传统的生物化学方
法难以鉴定非模式昆虫中 Serpin 蛋白及其靶蛋白。
不过随着测序技术的快速发展，未来可以运用蛋
白质组学技术研究红火蚁 Serpin 蛋白及其靶蛋白，
以期构建完整的 Serpin 蛋白互作网络，对 Serpin
蛋白功能进一步探讨。基于此，本研究首次对红
火蚁 Serpin基因家族进行鉴定和响应绿僵菌侵染
的表达模式验证。为进一步研究红火蚁与绿僵菌
的互作奠定基础，也为利用病原生物对红火蚁进
行生物防治奠定理论基础，从而为新型杀虫生物
制剂的研发以及杀虫靶标发掘提供材料。
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