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摘要： 蜕皮激素 （２０⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ， ２０Ｅ） 是调控昆虫发育的重要激素， 在昆虫的蜕皮和变态中起关键作用。 近

年来的研究表明， ２０Ｅ 也调控昆虫抗菌肽的表达， 揭示昆虫的发育和免疫之间具有重要的联系。 家蚕是重要的经

济昆虫， 家蚕抗菌肽对蜕皮激素 （２０Ｅ） 的应答及其调控机制仍有待研究。 本文利用 ２０Ｅ 注射家蚕 ５ 龄第 ３ 天幼

虫， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果表明 ２０Ｅ 处理的脂肪体中抗菌肽 ＣｅcｒｏｐｉｎＢ６ 基因 （ＢｍＣｅcＢ６） 的表达上调。 通过对抗菌肽

ＢｍＣｅcＢ６ 上游启动子的截短和双荧光素酶活性分析， 结果显示 ＢｍＣｅcＢ６ 响应 ２０Ｅ 的调控位点在启动子 － ４４８ ～
－ １７０ 区域， 该区域内存在潜在的 ＦｏｘＯ、 Ｅ７４Ａ 和 ＢＲ⁃Ｃ 等结合位点。 本研究表明 ２０Ｅ 抑制了 ＩＬＳ 通路水平， 暗示

ＩＬＳ 下游的转录因子 ＦｏｘＯ 被激活。 进一步对 ＢｍＣｅcＢ６ 的启动子进行 ＦｏｘＯ 结合位点的缺失突变， 双荧光素酶检测

结果表明 ２０Ｅ 对 ＢｍＣｅcＢ６ 的诱导活性并没有丧失， 推测 ＢｍＣｅcＢ６ 对 ２０Ｅ 的应答不是通过转录因子 ＦｏｘＯ 结合

ＢｍＣｅcＢ６ 启动子中的顺式调控元件直接调控的。 ２０Ｅ 激活 ＢｍＣｅcＢ６ 表达的分子调控机制还需要进一步深入研究。
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昆虫具有极强的适应性， 是地球上种类最多、
分布最广的类群， 这主要是因为它们具有强大的

先天免疫系统。 当微生物突破昆虫的第一道防线

———物理屏障时， 被宿主模式识别受体 （ ＰＲＲ）
识别并激活宿主的先天免疫 （Ｌｕ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）。
先天免疫系统由细胞免疫和体液免疫两部分组成，
细胞免疫由血细胞执行的吞噬、 包囊和凝结等组

成， 而体液免疫包括黑化作用、 合成和分泌抗菌

肽 （ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ， ＡＭＰｓ） 与溶菌酶等

（Ｌｅｍａｉｔｒｅ ＆ Ｈｏｆｆｍａｎｎ， ２００７； Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１）。
细胞免疫和体液免疫发挥各自不同的作用， 并协

同工作以清除外来的病原物 （Ｈａｉｎｅ ｅｔ ａｌ. ， ２００８）。
ＡＭＰｓ 是一类重要的抗菌效应分子， 受病原诱导并

能在昆虫持续存在达数周之久 （Ｍａｋａｒｏｖａ ｅｔ ａｌ. ，
２０１６）。 微生物诱导 ＡＭＰｓ 的产生主要通过进化保

守的 Ｔｏｌｌ、 ＩＭＤ 和 ＪＡＫ ／ Ｓｔａｔ 等信号通路进行调控

（ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１ ）， １９９０ｓ Ｔｏｌｌ 受 体 在 果 蝇

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏgａｓｔｅｒ 中激活抗感染免疫功能的阐

明 （Ｌｅｍａｉｔｒｅ ｅｔ ａｌ. ， １９９６） 促进了哺乳动物 Ｔｏｌｌ
样受体 （Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ， ＴＬＲｓ） 的发现， 并极

大地推动了先天免疫分子机制的研究 （ Ｖｉｊａｙ，
２０１８）。

除了病原微生物的感染， ＡＭＰｓ 的表达也受到

非感染因素的诱导， 如营养剥夺 （Ｕｎｃｋｌｅｓｓ ｅｔ ａｌ. ，
２０１５）、 激素 （Ｒｅｙｎｏｌｄｓ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０） 和 ＤＮＡ 损

伤 （Ｋａｒｐａｃ ｅｔ ａｌ. ， ２０１１） 等。 饥饿信号能降低果

蝇 ＩＬＳ 水平激活丝氨酸 ／苏氨酸激酶 Ａｋｔ， 进而导

致转录因子 ＦｏｘＯ 被激活进入细胞核内， 启动

ＡＭＰｓ 基因的表达 （ Ｂｅｃｋｅｒ ｅｔ ａｌ. ， ２０１０； Ｚｈａｎｇ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１８）。 类固醇激素 ２０⁃羟基蜕皮酮 （２０Ｅ）
作为昆虫发育和变态的重要调节因子， 也调控

ＡＭＰｓ 基因的表达 （Ｆｌａｔ ｅｔ ａｌ. ， ２００８； Ｈａｎ ｅｔ ａｌ. ，

２０１７）， 现有的研究表明 ２０Ｅ 可以通过调控肽聚糖

识别蛋白 （ＰＧＲＰ） 进而调节 ＡＭＰｓ 的表达 （Ｒｕｓ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１３； Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０１４； Ｈａｎ ｅｔ ａｌ. ，
２０１７）， 也可以通过 ２０Ｅ 信号通路中关键因子

ＢＲ⁃Ｃ 调控 ＡＭＰｓ 的表达 （Ｍａｉ ｅｔ ａｌ. ， ２０１７）。
随着家蚕基因组计划的完成， 在家蚕基因组

中发 现 和 鉴 定 了 Ａｔｔａｃｉｎｓ、 Ｃｅｃｒｏｐｉｎｓ、 Ｍｏｒｉｃｉｎｓ，
Ｇｌｏｖｅｒｉｎｓ、 Ｅｎｂｏｃｉｎｓ、 Ｌｅｂｏｃｉｎｓ 和 Ｄｅｆｅｎｓｉｎｓ ７ 个 ＡＭＰｓ
家族的 ３７ 条基因序列， 部分序列的抗菌功能得到

鉴定 （Ｃｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２００６； Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０１１）。 基

于抗菌谱、 抗菌活性和微生物对 ＡＭＰｓ 基因的转录

诱导活性， 推测 ＢｍＣｅｃＢ６、 ＢｍｃｅｃＤ 和 Ｂｍｍｏｒ 在清

除微生物感染的免疫过程中起重要作用 （Ｙａｎｇ ｅｔ
ａｌ. ， ２０１１）。 ２０Ｅ 对家蚕 ＡＭＰｓ 表达的影响及其分

子机制的研究较少， Ｔｉａｎ 等 （２０１０） 发现 ２０Ｅ 抑

制家蚕 Ｍｏｒｉcｉｎ 和 Ｃｅcｒｏｐｉｎ 等 ＡＭＰｓ 基因的转录水

平。 本研究对 ２０Ｅ 调控家蚕抗菌肽 ＢｍＣｅcＢ６ 的表

达进行研究， 并对 ＢｍＣｅcＢ６ 的启动子进行截短和

双荧光素酶启动子活性分析， 以期为进一步揭示

昆虫的发育与免疫之间的联系奠定基础。

１　 材料与方法

１. １　 材料

家蚕幼虫： 品种为大造， 五龄幼虫在 ２５℃ ±
１℃以新鲜桑叶饲养。 家蚕细胞卵巢细胞系 Ｂｍ⁃１２
用含有 １０％ （ ｖ ／ ｖ） 胎牛血清 （ Ｇｉｂｃｏ） 和 ９０％
（ｖ ／ ｖ） ＴＮＭ⁃ＦＨ 培养基 （ Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ， ＵＳＡ），
在 ２７℃恒温培养箱中培养。

ｐＧＬ３⁃Ｂａｓｉｃ 萤火虫荧光素酶质粒载体和 ｐＲＬ⁃
Ｎｕｌｌ 海肾荧光素酶质粒载体 （美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）
由华南师范大学昆虫研究所李胜研究员提供，
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环境昆虫学报 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｅｎｔｏｍｏｌｏgｙ ４５ 卷

ｐＲＬ⁃Ｎｕｌｌ 插入 Ａｃｔｉｎ５ 报告基因构建成 ｐＲＬ⁃Ｎｕｌｌ⁃
Ａｃｔｉｎ５ 海肾荧光素酶重组内参质粒用于检测细胞中

的本底荧光值。
大肠杆菌 Ｅｓcｈｅｒｉcｈｉａ cｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞购

自北京天根生物公司。
Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ Ａｋｔ （ Ｓｅｒ５０５） 和 Ａｋｔ 抗体

为 Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司产品， Ｔｕｂｕｌｉｎ 单克

隆抗体和 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔及 ＨＲＰ 标记的山羊

抗小鼠二抗购自碧云天生物技术研究所。
蜕皮激素 （２０⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ， ２０Ｅ） 为美国

Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司产品。 Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔｓ 总 ＲＮＡ 抽

提试剂盒， 限制性 内 切 酶、 反 转 录 用 试 剂 盒

（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ）、 Ｔ４
ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ、 Ｐｒｉｍｅｒ⁃ＳＴＡＲ ＤＮＡ 聚 合 酶 均 购 自

ＴａＫａＲａ 宝生物工程大连有限公司。 实时荧光定量

ＰＣＲ 试剂 ＳｓｏＦａｓｔ ＥｖａＧｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ 为美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 产品。 Ｅｆｆｅｃｔｅｎｅ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 转染试剂

盒为德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司产品。 Ｄｕａｌ⁃Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔ
Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ 试剂盒为 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司产品。
１. ２　 方法

１. ２. １　 ２０Ｅ 处理方法

２０Ｅ 注射家蚕幼虫： 取家蚕 ５ 龄第 ３ 天幼虫，
以微量注射器从腹部最后一对足处注射 ５ μＬ ２０Ｅ
工作液 （相当于 ５ μｇ ／头）， ３、 ６、 ９ 和 １２ ｈ 后收

集脂肪体。 为了探讨不同剂量的 ２０Ｅ 对 ＡＭＰｓ 表达

的影响， 设置 ０. ０５、 ０. ５、 ５ 和 １０ μｇ ／头的处理

组， 注射 ６ ｈ 后进行样品收集和预处理， 并以注射

等体积的 ２０％ 乙醇为对照。 将 ５ 头家蚕的脂肪体

作为一个样品， 每个处理取 ３ 个重复样品。
２０Ｅ 处理离体培养的家蚕脂肪体组织： 取家蚕

５ 龄第 ３ 天幼虫， 以 ７５％ 酒精进行体表消毒、 晾

干， 用解剖剪剖开体腔后从腹部刮取脂肪体， 于

无菌的昆虫生理盐水中漂洗后转移至含有 Ｇｒａｃｅ 昆

虫培养基 （Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ⁃Ａｎｔｉｍｙｃｏｔｉｃ） 的 ６ 孔板中进

行无菌培养。 培养 ３ ｈ 后加入 ２０Ｅ 使终浓度为

５ μｇ ／ ｍＬ， 处理 ４、 ８ 和 １２ ｈ 后收集脂肪体备用，
以加入等体积的 ２０％酒精处理作为对照。

２０Ｅ 处理 Ｂｍ⁃１２ 细胞： 在对数生长期的 Ｂｍ⁃１２
细胞中分别加入 ２０Ｅ， 使终浓度为 ０. ０１、 ０. １、 １
和 １０ μｇ ／ ｍＬ， 处理 ４、 ８ 和 １２ ｈ 后收集细胞备用，
以加入等体积的 ２０％酒精作为对照。
１. ２. ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 对 ＡＭＰｓ 基因的表达定量

为检测 ＡＭＰｓ 基因的表达水平， 取家蚕五龄幼

虫脂肪体和 Ｂｍ⁃１２ 细胞， 根据 ＭＩＱＥ 指南的标准

（Ｂｕｓｔｉｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０１０ ） 进行实时荧光定量 ＰＣＲ
（ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ）。 首 先 按 ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ ＲＮＡ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ） 提取试剂使用说明书提取总 ＲＮＡ， 总

ＲＮＡ 经 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒反转录合成 ｃＤＮＡ， 在 ＣＦＸ９６ 定量

ＰＣＲ 仪 （Ｂｉｏ⁃ｒａｄ） 检测 ＡＭＰｓ、 胰岛素受体 ＩｎＲ 和

２０Ｅ 受体初级转录因子 Ｅ７5ａ 的转录活性， 参考

Ｚｈａｎｇ 等 （２０１８） 设计定量引物， 序列见表 １。 采

用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒 （Ｂｉｏ⁃ｒａｄ），
反应体系为： ＳｓｏＦａｓｔ ＥｖａＧｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ （ ２ × ）
１０ μＬ， 引 物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 各 ０. ２ μＬ， ｃＤＮＡ
０. １ μＬ （相当于 １０ ｎｇ 总 ＲＮＡ）， 加 ｄｄＨ２Ｏ 至总体

积 ２０ μＬ。 反应程序为： ９５℃预变性 １ ｍｉｎ； （９５℃
１５ ｓ， ５５℃ ３０ ｓ， ７２℃ ４５ ｓ） 循环 ４０ 次； 溶解曲

线在 ６５ ～ ９５℃每隔 ０. ５℃采集 １ 次， 每次采集 ５ ｓ。
以 ｒｐ４９ （核糖体蛋白， ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｒｐ４９） 作

为内参基因， 采用 ２ － ΔΔｃｔ 法 （ Ｌｉｖａｋ ＆ Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ，
２００１） 计算基因相对表达量。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ
上游引物序列 （５′ － ３′）
Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （５′ － ３′）

下游引物序列 （５′ － ３′）
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ （５′ － ３′）

ＢｍＣｅcＢ６ ＧＣＡＡＡＧＡＴＣＣＴ ＡＴＣＣＴＴＣＧＴＣ ＧＡＡＣＣＡＡＧＧＡＣＣＴＣＧＡＴＣＧＣＣ

Ｂｍｍｏｒ ＧＧＣＡＡＴＧＴＣＴＣＴＧＧＴＧＴＣＡＴＧＴＡＧ ＧＣＴＴＴＣＴＴＴＴＣＴＴＣＧＧＴＴＴＣ

ＢｍｄｅｆＢ ＧＡＴＴＧＧＡＴＴＡＴＣＣＡＧＧＣＧＧ ＡＡＣＡＧＴＡＴＴＧＴＴＣＴＧＡＴＧＡＧＡＧＡＴＡＧ

ＢｍＥ７5ａ ＣＧＣＴＡＣＧＡＴＧＴＧＣＣＴＡＣＧ ＧＡＴＧＣＡＣＡＡＧＧＡＡＣＧＴＧＡＡＣ

ＢｍＩｎＲ ＣＣＧＡＡＣＴＡＧＡＡＧＴＧＴＣＣＣＡＡＧＡ ＡＧＴＡＣＡＧＣＧＡＧＴＡＴＣＣＧＡＧＣＡＧ

ｒｐ４９ ＣＡＧＧＣＧＧＴＴＣＡＡＧＧＧＴＣＡＡＴＡＣ ＴＧＣＴＧＧＧＣＴＣＴＴＴＣＣＡＣＧＡ
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５ 期 王禹生等： ２０Ｅ 诱导家蚕抗菌肽 ＣｅcｒｏｐｉｎＢ６ 的上调表达

１. ２. ３　 ＢｍＣｅcＢ６ 启动子序列的扩增

取 家 蚕 脂 肪 体， 利 用 Ｔｉｓｓｕｅ ＤＮＡ Ｋｉｔ
（ＯＭＥＧＡ， ＵＳＡ） 抽提基因组 ＤＮＡ， 根据家蚕基

因组数据库 Ｓｉｌｋｂａｓｅ ３. ０ 获得的 ＢｍＣｅcＢ６ 启动子序

列， 设计扩增不同长度的启动子序列引物。 上游

引物序列见表 ２， 下游引物 ＢｍＣｅｃＢ６ ＿Ｒ： ５′⁃ＧＡ
ＡＧＡＴＣＴＧＴＴＣＡＣＴＣＧＴＡＣＡＣＧＧＣＴＣＡＡＡＣ⁃３′， 下划

线序列分别为 Ｂgｌ ＩＩ 酶切位点。 ＰＣＲ 反应体系：
ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ （５ Ｕ ／ μＬ） ０. ２５ μＬ， １０ × Ｅｘ Ｔａｑ

Ｂｕｆｆｅｒ （ Ｍｇ２ ＋ Ｐｌｕｓ ） ５ μＬ， ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ （ 各

２. ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ４ μＬ， 上下游引物 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各

１ μＬ， 基因组模板 ＤＮＡ ２. ５ ｎｇ， 加 ｄｄＨ２Ｏ 补充到

５０ μＬ。 ＰＣＲ 反应参数为： ９４℃ ４ ｍｉｎ→ （９４℃
１ ｍｉｎ→５８℃ ３０ ｓ→７２℃ １. ２ ｍｉｎ） × ３０ ｃｙｃｌｅｓ→
７２℃ １０ ｍｉｎ→４℃ ∞。 经琼脂糖凝胶电泳分析获得

与预期大小相符的条带， 按 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ 凝胶回收

试剂盒说明书进行目的条带的回收与纯化。

表 ２　 扩增截短的 ＢｍＣｅｃＢ６ 启动子引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列 （５′ － ３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′ － ３′）
启动子长度 （ｂｐ）
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｌｅｎｇｔｈ

（ － １６２３ ～ － １） ⁃ｌｕｃ⁃Ｆ ＣＧ ＡＣＧＣＧＴ ＴＴＡＣＣＣＡＡＧＴＧＴＡＣＧＴＧＡＴＧ １ ６２３

（ － １００３ ～ － １） ⁃ｌｕｃ⁃Ｆ ＣＧ ＡＣＧＣＧＴ ＧＣＡＣＣＧＴＴＡＧＴＧＧＡＴＣＧ １ ００３

（ － ６３０ ～ － １） ⁃ｌｕｃ⁃Ｆ ＣＧ ＡＣＧＣＧＴ ＡＧＧＧＡＣＡＧＴＴＴＡＣＴＴＣＧＣ ６３０

（ － ４４８ ～ － １） ⁃ｌｕｃ⁃Ｆ ＣＧ ＡＣＧＣＧＴ ＡＴＧＧＧＴＴＧＴＴＡＧＧＴＣＧＣ ４４８

（ － １７０ ～ － １） ⁃ｌｕｃ⁃Ｆ ＣＧ ＡＣＧＣＧＴ ＣＣＣＧＴＴＡＴＣＴＴＧＣＧＣＴＣ １７０

注： 阴影部分序列分别为 Ｂgｌ ＩＩ 酶切位点。 Ｎｏｔｅ： Ｓｈａｄｅｄ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｔｈｅ Ｂgｌ ＩＩ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ．

１. ２. ４　 构建 ＢｍＣｅcＢ６ 不同长度启动子的 ｐＧＬ３⁃
Ｂａｓｉｃ 重组载体

使用限制性内切酶 Ｍｌｕ Ｉ 和 Ｂgｌ ＩＩ 对 ｐＧＬ３⁃
Ｂａｓｉｃ 启动子载体和 ＢｍＣｅcＢ６ 启动子序列 （野生

型， ｗｔ） 进行双酶切， 分别回收大片段后于 １６℃
连接过夜。 将连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受

态细胞， 经 ａｍｐ 筛选和 ＰＣＲ 鉴定， 将阳性克隆送

上海生工生物技术有限公司进行测序确认， 构建

成功的重组载体命名为 ｐＧＬ３⁃ＢｍＣｅｃ６＿ｗｔ。
１. ２. ５　 构建缺失 ＦｏｘＯ 结合位点的 ＢｍＣｅcＢ６ 启动

子的 ｐＧＬ３⁃Ｂａｓｉｃ 重组载体

ＢｍＣｅcＢ６ 启动子上游 １ ６２３ ｂｐ 区域存在 ５ 个

可能的 ＦｏｘＯ 结合位点 （ＴＸＴＴＴＡＹ； Ｘ⁃Ｎ， Ｙ⁃Ｃ ／ Ｔ），
采用重叠 ＰＣＲ 方法按 １ ～ ５ 的顺序依次进行 ＦｏｘＯ
结合位点的缺失突变 （Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０１８）， 引物

序列见表 ３。 由于第 ２、 ３、 ４ 三个位点紧密相邻，
可将 ３ 个位点同时进行缺失突变， 经过 ３ 轮定点突

变后， 即可获得缺失 ＦｏｘＯ 结合位点的 ＢｍＣｅｃＢ６＿
△ＦｏｘＯ１⁃５上游序列。 按 １. ２. ４ 的方法将缺失 ＦｏｘＯ
结合位点的 ＢｍＣｅcＢ６ 启动子序列插入 ｐＧＬ３. ０⁃
Ｂａｓｉｃ， 构建成功的载体命名为 ｐＧＬ３⁃ＢｍＣｅｃＢ６ ＿
△ＦｏｘＯ１⁃５。

１. ２. ６　 启动子活性分析

利用 Ｅｆｆｅｃｔｅｎｅ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 转染试剂盒

分别 将 重 组 质 粒 ｐＧＬ３⁃ＢｍＣｅｃＢ６ ＿ ｗｔ 和 ｐＧＬ３⁃
ＢｍＣｅｃＢ６＿△ＦｏｘＯ１⁃５与内参质粒 ｐＲＬ⁃Ｎｕｌｌ⁃Ａｃｔｉｎ５ 共

转染 Ｂｍ⁃１２ 细胞， 转染 ４８ ｈ 后， 用 ２０Ｅ （１ μｇ ／ ｍＬ）
处理细胞 ８ ｈ， 室温 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 收集

细胞， 弃上清。 用 ０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 清洗细胞， 收集

到的细胞按双荧光素酶报告检测试剂盒检测双荧

光值， 计 算 萤 火 虫 荧 光 素 酶 （ Ｆｌｕｃ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，
Ｆｌｕｃ） 与海肾荧光素酶 （ ｒｅｎｉｌｌａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ， Ｒｌｕｃ）
比值。
１. ２. ７　 免疫印迹检测

用细胞裂解液裂解细胞后提取总蛋白， 上样

进行 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ， 然后将蛋白转移到 ＰＶＤＦ
膜， ５％ 脱脂奶粉封闭 ３０ ｍｉｎ 后， 用 ｐ⁃Ａｋｔ 抗体

Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ Ａｋｔ （ Ｓｅｒ５０５ ）、 总 Ａｋｔ 抗 体、
Ｔｕｂｕｌｉｎ 抗体室温孵育过夜， ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次后用二

抗室温孵育 ２ ｈ， 再用 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次， 最后用

ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒进行显色反应。
１. ２. ８　 数据处理

实验中采用 ３ 个独立的家蚕脂肪体样本或 ３ 个

独立的细胞培养液， 每次实验分析中的每个样品
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表 ３　 ＢｍＣｅｃＢ６ 启动子序列缺失 ＦｏｘＯ 结合位点的重叠 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ＰＣＲ ｔｏ ｄｅｌｅｔｅ ＦｏｘＯ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ

扩增片段

ＰＣＲ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ
引物序列 （５′ － ３′）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′ － ３′）

ＢｍＣｃＢ６＿△ＦｏｘＯ１片段 １
ｆｒａｇｍｅｎｔ １

Ｆ： ＣＧ ＡＣＧＣＧＴ ＴＴＡＣＣＣＡＡＧＴＧＴＡＣＧＴＧＡＴＧ
Ｒ： ＧＴＡＡＴＴＡＡＴＴＣＡＧＡＣＴＴＧＴＴＴＣＡＴＡＴＡＣＡＡＡＴＴＣＧＣＧＴＧＧＴＴＴＧＴＴＧ

ＢｍＣｅｃＢ６＿△ＦｏｘＯ１片段 ２
ｆｒａｇｍｅｎｔ ２

Ｆ： ＣＡＡＣＡＡＡＣＣＡＣＧＣＧＡＡＴＴＴＧＴＡＴＡＴＧＡＡＡＣＡＡＧＴＣＴＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＣ
Ｒ： ＧＡＡＧＡＴＣＴＴＧＴＡＡＧＴＴＴＡＴＣＴＡＡＡＴＴＣＡＡＡＣＧＣＧＧＡＣＧＴＧ

ＢｍＣｅｃＢ６＿△ＦｏｘＯ１⁃４片段 １
ｆｒａｇｍｅｎｔ １

Ｆ： ＣＧ ＡＣＧＣＧＴ ＴＴＡＣＣＣＡＡＧＴＧＴＡＣＧＴＧＡＴＧ
Ｒ： ＣＡＡＴＧＣＡＡＴＧＴＡＣＣＡＧＧＣＧＡＧＴＡＴＧＴＧＣＴＴＡＧＡＴＧＧＧＴＡＧＧＣＧＡＣＣＴＡＡＣ

ＢｍＣｅｃＢ６＿△ＦｏｘＯ１⁃４片段 ２
ｆｒａｇｍｅｎｔ ２

Ｆ： ＧＴＴＡＧＧＴＣＧＣＣＴＡＣＣＣＡＴＣＴＡＡＧＣＡＣＡＴＡＣＴＣＧＣＣＴＧＧＴＡＣＡＴＴＧＣＡＴＴＧ
Ｒ： ＧＡＡＧＡＴＣＴＴＧＴＡＡＧＴＴＴＡＴＣＴＡＡＡＴＴＣＡＡＡＣＧＣＧＧＡＣＧＴＧ

ＢｍＣｅｃＢ６＿△ＦｏｘＯ１⁃５片段 １
ｆｒａｇｍｅｎｔ １

Ｆ： ＣＧ ＡＣＧＣＧＴ ＴＴＡＣＣＣＡＡＧＴＧＴＡＣＧＴＧＡＴＧ
Ｒ： ＣＴＣＴＴＧＴＧＣＴＡＧＡＴＧＣＡＡＡＣＣＧＣＡＴＧＴＡＣＴＧＣＡＧＣＡＴＣ

ＢｍＣｅｃＢ６＿△ＦｏｘＯ１⁃５片段 ２
ｆｒａｇｍｅｎｔ ２

Ｆ： ＧＡＴＧＣＴＧＣＡＧＴＡＣＡＴＧＣＧＧＴＴＴＧＣＡＴＣＴＡＧＣＡＣＡＡＧＡＧ
Ｒ： ＧＡＡＧＡＴＣＴＴＧＴＡＡＧＴＴＴＡＴＣＴＡＡＡＴＴＣＡＡＡＣＧＣＧＧＡＣＧＴＧ

注： 序列中阴影部分为 Ｍｌｕ Ｉ 酶切位点， 下划线为 Ｂgｌ ＩＩ 酶切位点。 Ｎｏｔｅ： Ｓｈａｄｅｄ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｔｈｅ Ｍｌｕ Ｉ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｓｉｔｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｐａｒｔ ｗａｓ ｔｈｅ Ｂgｌ ＩＩ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ．

采用 ３ ～ ５ 个重复。 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

ｔ⁃检验方法对数据进行统计分析， 星号表示差异显

著 （∗， Ｐ ＜ ０. ０５；∗∗， Ｐ ＜ ０. ０１；∗∗∗， Ｐ ＜
０. ００１）。

２　 结果与分析

２. １　 ２０Ｅ 上调家蚕 ＢｍＣｅｃＢ６ 的表达

２０Ｅ 调控家蚕蜕皮的信号通路中， Ｅ７5 是 ２０Ｅ
的初级应答基因， Ｅ７5 家族中 Ｅ７5ａ 对 ２０Ｅ 响应较

为明显 （Ｌｉ ｅｔ ａｌ. ， ２０１６）。 为测试家蚕对 ２０Ｅ 的应

答， 取 ５ 龄第 ３ 天的幼虫按 ５ μｇ ／头的剂量注射

２０Ｅ， 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测对 ２０Ｅ 处理后的幼虫脂

肪体中 ＢｍＥ７５ａ 基因的转录活性， 结果如图 １ 所

示。 ２０Ｅ 注射后， 家蚕幼虫脂肪体中 ＢｍＥ７5ａ 在

３ ｈ、 ６ ｈ 转录活性上调显著， ９ ｈ 和 １２ ｈ 转录活性

降低， 与对照没有显著差异 （图 １⁃ａ）。 为检测

ＡＭＰｓ 基因对 ２０Ｅ 的应答， 本研究检测了 ２０Ｅ 处理

的 ＡＭＰｓ 转 录 水 平 变 化， 结 果 表 明 ＢｍＣｅcＢ６
（ＢｍＣｅcｒｏｐｉｎＢ６） 在 ２０Ｅ 诱导 ６ ｈ 有明显的上调，
而 家 蚕 ＢｍｄｅｆＢ （ ＢｍＤｅｆｅｎｓｉｎＢ ） 和 Ｂｍｍｏｒ
（ＢｍＭｏｒｉcｉｎ） 的表达在 ２０Ｅ 处理后没有显著的变

化 （图 １⁃ｂ）， 因此选择 ＢｍＣｅcＢ６ 作为后续检测应

答 ２０Ｅ 的抗菌肽靶基因。
为了确定 ２０Ｅ 的最佳处理剂量， 本研究测试

了每头幼虫注射不同剂量的 ２０Ｅ 对 ＢｍＥ７5ａ 和

ＢｍＣｅcＢ６ 的诱导效果， 结果表明低浓度的 ２０Ｅ
（０. ０５ μｇ ／头和 ０. ５ μｇ ／头） 处理后， ＢｍＥ７5ａ 和

ＢｍＣｅcＢ６ 的转录活性均没有明显的变化； ５ μｇ ／头
２０Ｅ 能显著上调 ＢｍＥ７5ａ 和 ＢｍＣｅcＢ６ 的表达 （见
图 ２）。 高剂量的 ２０Ｅ （１０ μｇ ／头） 注射后 ４８ ｈ 左

右， 家蚕出现体节发黑、 口吐黄色液体的现象，
有少部分家蚕死亡。 可见 １０ μｇ ／头的剂量严重影

响了家蚕的生理和发育。 因此， 处理 ５ 龄幼虫 ２０Ｅ
的合适剂量为 ５ μｇ ／头。

２０Ｅ 处理促进家蚕 ５ 龄幼虫脂肪体中的抗菌肽

ＢｍＣｅcＢ６ 的表达上调， 那么 ２０Ｅ 是否同样能上调

游离培养的脂肪体和 Ｂｍ⁃１２ 细胞中 ＢｍＣｅcＢ６ 基因

的表达？ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示 ２０Ｅ 也能上调离体培

养的脂肪体和 Ｂｍ⁃１２ 细胞中 ＢｍＣｅcＢ６ 的转录水平

（图 ３）。
为探索 ２０Ｅ 处理 Ｂｍ⁃１２ 细胞的最佳处理浓度，

本研究设置了 ４ 个不同浓度的 ２０Ｅ （０. ０１、 ０. １、 １
和 １０ μｇ ／ ｍＬ 细胞培养液） 处理 Ｂｍ⁃１２ 细胞， ８ ｈ
后收集细胞检测 ＢｍＣｅcＢ６ 的转录表达活性， 结果显

示： ０. ０１ μｇ ／ ｍＬ ２０Ｅ 处理的 Ｂｍ⁃１２ 细胞中， ＢｍＣｅcＢ６
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５ 期 王禹生等： ２０Ｅ 诱导家蚕抗菌肽 ＣｅcｒｏｐｉｎＢ６ 的上调表达

图 １　 注射 ２０ Ｅ 后家蚕幼虫脂肪体中 Ｅ７5ａ 和 ＡＭＰｓ 的转录水平

Ｆｉｇ. １　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ７5ａ ａｎｄ ＡＭＰｓ ｉｎ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｌａｒｖａｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２０Ｅ
注： 将 ２０Ｅ （５ μｇ ／头） 注射到家蚕幼虫体腔， 处理 ３、 ６、 ９ 和 １２ ｈ 后收集脂肪体组织， 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｅ７5ａ （图 １⁃ａ）
和抗菌肽 ＢｍＣｅcＢ６、 ＢｍｄｅｆＢ 和 Ｂｍｍｏｒ （图 １⁃ｂ） 的转录水平， 内参基因为核糖体蛋白 ｒｐ４９。 转录变化倍数是相对于对照的

基因转录水平， 对照： 以 ２０Ｅ 的溶剂 ２０％ 乙醇处理。 Ｎｏｔｅ： ２０Ｅ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｈｅｍｏｃｏｅｌ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｌａｒｖａｅ （５ μｇ ｐｅｒ
ｌａｒｖａ） . Ｆａｔ ｂｏｄｙ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｔ ３， ６， ９ ａｎｄ １２ ｈ ａｆｔｅｒ ２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ７5ａ （Ｆｉｇ. １ａ）
ａｎｄ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ， ＢｍＣｅcＢ６， ＢｍｄｅｆＢ ａｎｄ Ｂｍｍｏｒ （Ｆｉｇ. １ｂ） ｗａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｒｐ４９. Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ
ｗａｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２０％ ｅｔｈａｎｏｌ， ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｏｆ ２０Ｅ．

图 ２　 注射不同剂量的 ２０Ｅ 后家蚕幼虫中脂肪体中

Ｅ７5ａ 和 ＢｍＣｅcＢ６ 的转录水平

Ｆｉｇ. ２　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｅ７5ａ ａｎｄ ＢｍＣｅcＢ６ ｉｎ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｏｆ
ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｌａｒｖａｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｏｓｅ ｏｆ ２０Ｅ

注： 不同剂量 ０. ０５、 ０. ５ 和 ５ μｇ ／头 ２０Ｅ 注射到家蚕 ５ 龄

第 ３ 天家蚕幼虫体腔， 处理 ６ ｈ 后收集脂肪体组织， 通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｅ７5ａ 和抗菌肽 ＢｍＣｅcＢ６ 的转录水平。 内参

基因为核糖体蛋白 ｒｐ４９， 以 ２０％乙醇处理的对照中同一基

因的转录水平为 １。 Ｎｏｔｅ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅ ｏｆ ０. ０５， ０. ５ ａｎｄ
５ μｇ ２０Ｅ ｐｅｒ ｌａｒｖａ ｗａｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｈｅｍｏｃｏｅｌ
ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｌａｒｖａｅ ａｔ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｉｎｓｔａｒ. Ｆａｔ ｂｏｄｙ
ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｔ ６ ｈ ａｆｔｅｒ ２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.
Ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ７5ａ ａｎｄ ＢｍＣｅcＢ６ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｒｐ４９. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｂｙ ２０％
ｅｔｈａｎｏｌ．

图 ４　 不同浓度的 ２０Ｅ 处理家蚕 Ｂｍ⁃１２ 细胞诱导 ＢｍＣｅcＢ６
的转录活性

Ｆｉｇ. ４　 Ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢｍＣｅcＢ６ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｍ⁃ｃｅｌｌｓ
ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ２０Ｅ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

注： 在细胞培养液中加入 ２０Ｅ 使终浓度为 ０. ０１、 ０. １、 １ 和

１０ μｇ ／ ｍＬ， 处理 ８ ｈ 后取样进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
的内参基因为核糖体 ｒｐ４９， 以 ２０Ｅ 的溶剂 ２０％ 乙醇处理的

对照中 ＢｍＣｅcＢ６ 转录水平为 １。 Ｎｏｔｅ： ２０Ｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｔｈｅ　 ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０. ０１， ０. １， １ ａｎｄ
１０ μｇ ／ ｍＬ. Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｔ ８ ｈ ａｆｔｅｒ
２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ＢｍＣｅcＢ６ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｒｐ４９. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ
ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｂｙ ２０％
ｅｔｈａｎｏｌ， ｔｈｅ ｓｏｌｖｅｎｔ ｏｆ ２０Ｅ．

的表达无明显变化； ０. １、 １、 １０ μｇ ／ ｍＬ 的 ２０Ｅ 均

显著上调 ＢｍＣｅcＢ６ 的转录活性， 以 １ μｇ ／ ｍＬ 和

１０ μｇ ／ ｍＬ 诱导的效果最为明显 （图 ４ ）。 虽然

１ μｇ ／ ｍＬ与 １０ μｇ ／ ｍＬ 的 ２０Ｅ 处理细胞后 ＢｍＣｅcＢ６
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图 ３　 ２０Ｅ 诱导家蚕游离培养的脂肪体和 Ｂｍ⁃１２ 细胞中 ＢｍＣｅcＢ６ 的表达

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢｍＣｅcＢ６ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｌａｒｖａｅ ａｎｄ Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
注： ａ， 收集 ５ 龄第 ３ 天的家蚕幼虫脂肪体组织， 在 Ｇｒａｃｅ 培养基中培养 ３ ｈ 后， 按终浓度 ５ μｇ ／ ｍＬ 加入 ２０Ｅ， 培养 ４、 ８、
１２ ｈ 后， 取脂肪体组织进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＢｍＣｅcＢ６ 的转录水平； ｂ， 以终浓度 １ μｇ ／ ｍＬ ２０Ｅ 处理 Ｂｍ⁃１２ 细胞， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检

测在 ２０Ｅ 处理 ４、 ８ 和 １２ ｈ 的 ＢｍＣｅcＢ６ 转录水平。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 的内参基因为核糖体 ｒｐ４９， 以 ２０％ 乙醇处理的对照中

ＢｍＣｅcＢ６ 转录水平为 １。 Ｎｏｔｅ： ａ， Ｆａｔ ｂｏｄｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｌａｒｖａｅ ａｔ ｔｈｅ ３ ｒｄ ｄａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ
Ｇｒａｃｅ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ３ ｈ. ２０Ｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｂｍ⁃１２ ｃｕｌｔｒｕｅ ａｔ ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５ μｇ ／ ｍＬ. Ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ４， ８ ａｎｄ
１２ ｈ， ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ； ｂ， Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ １ μｇ ／ ｍＬ ２０Ｅ ｏｆ ｆｉｎａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ.
ＢｍＣｅcＢ６ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｔ ４， ８ ａｎｄ １２ ｈ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ. Ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ＢｍＣｅcＢ６ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｒｐ４９. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｂｙ ２０％ ｅｔｈａｎｏｌ．

的表达上调明显且无明显差异， 但鉴于高浓度的

２０Ｅ 对 Ｂｍ⁃１２ 细胞正常生长有一定的影响， 后续

的细胞实验采用的 ２０Ｅ 处理浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ。 与

红头丽蝇 Ｃａｌｌｉｐｈｏｒａ ｖｉcｉｎａ 脂肪体细胞中报道的结

果 （Ｇｏｒｄｙａ ｅｔ ａｌ. ， ２０１６） 不同， Ｂｍ⁃１２ 细胞中没

有出现高浓度 ２０Ｅ 抑制免疫应答的现象。
２. ２　 截短型 ＢｍＣｅｃＢ６ 启动子活性分析

为探讨 ２０Ｅ 诱导 ＡＭＰｓ 表达的分子调控机制，
使 用 在 线 软 件 ＭａｔＩｎｓｐｅｃｔｏｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ.
ｇｅｎｏｍａｔｉｘ. ｄｅ ／ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ／ ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ） 对 ＢｍＣｅcＢ６ 启

动子区进行转录因子结合位点的预测分析， 发现

ＢｍＣｅcＢ６ 的 １. ６ ｋｂ 启动子区存在 ＮＦ⁃κＢ、 ＦｏｘＯ 和

ＥｃＲ、 ＢＲ⁃Ｃ、 Ｅ７４Ａ 等 转 录 因 子 的 结 合 位 点

（图 ５）。 根据这些转录因子结合位点在启动子中

的位置， 将 １ ６２３、 １ ００３、 ６３０、 ４４８ 和 １７０ ｂｐ 共

５ 个不同长度的启动子序列， 通过双荧光素酶活性

分析测定不同长度的启动子对 ２０Ｅ 的响应情况，
结果如图 ６ 所示。 图 ６ 显示 － １ ００３ ～ － １、 － ６３０ ～
－ １ 和 － ４４８ ～ － １ 启动子活性和野生型启动子无

明显差异， 而 ２０Ｅ 对 － １７０ ～ － １ 启动子的诱导转

录活性明显下降， 说明 ＢｍＣｅcＢ６ 对 ２０Ｅ 的应答元

件在 － ４４８ ～ － １７０ 启动子区域。 该区域存在１ 个

ＮＦ⁃κＢ、 ３ 个 ＦｏｘＯ、 ２ 个 ＢＲ⁃Ｃ 和 １ 个 Ｅ７４Ａ 位点。

图 ５　 ＢｍＣｅcＢ６ 启动子区域潜在转录因子结合的预测分析

Ｆｉｇ. ５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢｍＣｅcＢ６ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ

２. ３　 ＦｏｘＯ 不是直接调控 ＢｍＣｅｃＢ６ 的转录因子

ＢｍＣｅcＢ６ 在 － ４４８ ～ － １７０ 启动子区域存在对

２０Ｅ 的可能应答元件 ＮＦ⁃κＢ、 ＦｏｘＯ、 ＢＲ⁃Ｃ 和 Ｅ７４Ａ

位点， 其中 ＮＦ⁃κＢ 为昆虫体液免疫通路 （Ｔｏｌｌ 和
Ｉｍｄ 信号通路） 中的关键转录因子， 参与微生物感

染诱导的免疫机制 （Ｌｅｍａｉｔｒｅ ＆ Ｈｏｆｆｍａｎｎ， ２００７）；
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５ 期 王禹生等： ２０Ｅ 诱导家蚕抗菌肽 ＣｅcｒｏｐｉｎＢ６ 的上调表达

图 ６　 不同长度的 ＢｍＣｅcＢ６ 启动子活性分析

Ｆｉｇ. ６　 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈｓ ｏｆ ｔｈｅ ＢｍＣｅcＢ６ ５′⁃ｆｌａｎｋｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ
注： 不同长度的 ＢｍＣｅcＢ６ 启动子分别克隆插入 ｐＧＬ⁃３ Ｂａｓｉｃ 载体， 将重组载体与 ｐＲＬ⁃ａｃｔｉｎ５ 共转染 Ｂｍ⁃１２ 细胞。 为了验证

２０Ｅ 对启动子的诱导活性， 在转染后 ４８ ｈ 加 ２０Ｅ 处理 Ｂｍ⁃１２ 细胞， 处理 ８ ｈ 后以 ｐＲＬ⁃ａｃｔｉｎ５ 为内参计算不同长度的启动

子荧光素酶活性。 ２０Ｅ 诱导倍数为 ２０Ｅ 处理的荧光素酶活性相对于对照的比值。 Ｎｏｔｅ： ＢｍＣｅcＢ６ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ
ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐＧＬ⁃３ ｂａｓｉｃ ｖｅｃｔｏｒ. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐＲＬ⁃ａｃｔｉｎ５ ｉｎｔｏ Ｂｍ⁃１２
ｃｅｌｌｓ. Ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ２０Ｅ ｏｎ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ２０Ｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ.
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ８ ｈ ｏｆ ２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｐＲＬ⁃ａｃｔｉｎ５. ２０Ｅ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ２０ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ２０％ ｅｔｈａｎｏｌ．

ＦｏｘＯ 为类胰岛素信号 （ＩＬＳ） 中的重要转录因子，
近年来发现 ＦｏｘＯ 也参与饥饿诱导的免疫 （Ｂｅｃｋｅｒ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１０； Ｚｈａｎｇ ＆ Ｐａｌｌｉ， ２０１８）； ＢＲ⁃Ｃ 和 Ｅ７４Ａ
是响应 ２０Ｅ 信号的初次级转录因子， 在家蚕中已

经证明 ＢＲ⁃Ｃ 调控 ２０Ｅ 诱导变态发育期中肠抗菌肽

ｌｅｂｏcｉｎ 的表达 （Ｍａｉ ｅｔ ａｌ. ， ２０１７）。 为了验证 ＦｏｘＯ
是否参与 ２０Ｅ 诱导的 ＢｍＣｅcＢ６ 表达调控， 首先通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＦｏｘＯ 的靶标基因胰岛素受体 （ＢｍＩｎＲ）
的表达是否上调来判断 ２０Ｅ 处理后是否激活家蚕

转录因子 ＦｏｘＯ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果如图 ７ 所示， 显示

２０Ｅ 处理后的家蚕幼虫脂肪体、 离体培养脂肪体和

Ｂｍ⁃１２ 细胞中 ＢｍＩｎＲ 的表达上调， 暗示了 ２０Ｅ 处

理减弱类胰岛素信号通路 （ ＩＬＳ） 水平， 激活的转

录因子 ＦｏｘＯ 入核调控靶标基因 ＢｍＩｎＲ 的表达。 对

Ａｋｔ 磷酸化水平的检测结果显示 ２０Ｅ 处理导致 Ａｋｔ
磷酸化水平下降 （图 ８）， 证实了上述的实验结果。
２０Ｅ 处理导致 ＩＬＳ 水平下降， ＦｏｘＯ 去磷酸化而被

激活入核， 与 Ｈｏｓｓａｉｎ 等 （ ２０１３ ） 报道的结果

相符。
为了进一步 ＦｏｘＯ 的激活是否参与 ２０Ｅ 诱导的

ＢｍＣｅcＢ６ 表 达 调 控， 将 ＢｍＣｅcＢ６ 启 动 子 区

（１. ６ ｋｂ） 的 ＦｏｘＯ 位点利用重叠 ＰＣＲ 的方法进行

缺失 （Ｄｅｌｅｔｉｏｎ） 突变后， 测序正确后插入 ｐＧＬ３
Ｂａｓｉｃ 载 体， 构 建 成 缺 失 ＦｏｘＯ 位 点 的 ｐＧＬ３⁃

图 ７　 ２０Ｅ 处理导致 ＢｍＩｎＲ 表达上调

Ｆｉｇ. ７　 ＢｍＩｎＲ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｂｙ ２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注： ５ μｇ ／头 ２０Ｅ 注射家蚕 ５ 龄第 ３ 天家蚕幼虫， ６ ｈ 后

收集幼虫脂肪体。 离体培养脂肪体和 Ｂｍ⁃１２ 细胞的 ２０Ｅ
处理浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ， 处理时间为 ８ ｈ。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

２０Ｅ 处理后的家蚕幼虫脂肪体、 离体培养的脂肪体及 Ｂｍ⁃
１２ 细胞中 ＢｍＩｎＲ 的转录活性。 Ｎｏｔｅ： ２０Ｅ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｈｅｍｏｃｏｅｌ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｌａｒｖａｅ （５ μｇ ｐｅｒ ｌａｒｖａ） . Ｆａｔ ｂｏｄｙ
ｔｉｓｓｕｅ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｔ ６ ｈ ａｆｔｅｒ ２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.
Ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆａｔ ｂｏｄｙ ａｎｄ Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２０Ｅ ａｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５ μｇ ／ ｍＬ. ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢｍＩｎＲ ｉｎ ｔｈｅ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ
ｌａｒｖａｅ， ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ２０Ｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
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图 ８　 ２０Ｅ 处理导致 Ｂｍ⁃１２ 细胞中 Ａｋｔ 磷酸化水平降低

Ｆｉｇ. ８　 Ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ Ａｋｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｂｍ⁃１２
ｃｅｌｌｓ ｂｙ ２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注： ａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ２０Ｅ 处理 Ｂｍ⁃１２ 细胞后 Ａｋｔ 磷酸

化水平； ｂ， 用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件扫描 ｐ⁃Ａｋｔ、 总 Ａｋｔ 和 Ｔｕｂｕｌｉｎ
条带的灰度值， 相对灰度值是指 ｐ⁃Ａｋｔ 相对于总 Ａｋｔ 和

Ｔｕｂｕｌｉｎ 的比值， 即 ｐ⁃Ａｋｔ ／ （ ｔｏｔａｌ Ａｋｔ·ｔｕｂｕｌｉｎ）， 对照的平

均相对灰度值指定为 １。 Ｎｏｔｅ： ａ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ａｋｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ２０Ｅ； ｂ，
Ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ｓｃａｎｎｅｄ ｂｙ Ｉｍａｇｅ Ｊ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ
ｂｙ ｐ⁃Ａｋｔ ／ （ ｔｏｔａｌ Ａｋｔ·ｔｕｂｕｌｉｎ）， ｉｅ. ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｗａｓ
ｔｈｅ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒａｙ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐ⁃Ａｋｔ ｂａｎｄｓ ｂｙ ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ
ｔｏｔａｌ Ａｋｔ ｂａｎｄ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｂｙ ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｕｂｕｌｉｎ ｂａｎｄ. Ｆｏｒ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅｓ， ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ １．

ＢｍＣｅｃＢ６＿△ＦｏｘＯ１⁃５重组载体。 采用双荧光素酶活

性分析缺失 ＦｏｘＯ 位点对 ＢｍＣｅcＢ６ 应答 ２０Ｅ 活性的

影响， 将 ｐＧＬ３⁃ＢｍＣｅｃＢ６ ＿△ＦｏｘＯ１⁃５ 和野生型启动

子重组载体 ｐＧＬ３⁃ＢｍＣｅｃＢ６＿ｗｔ 转染 Ｂｍ⁃１２ 细胞，
检测双荧光素活性， 结果显示缺失 ＦｏｘＯ 位点对启

动子活性没有明显的影响 （图 ９）， 可见 ＢｍＣｅcＢ６
启动子对 ２０Ｅ 的应答活性不是通过 ＦｏｘＯ 结合到

ＢｍＣｅcＢ６ 启动子区的顺式元件直接起作用的。

３　 结论与讨论

在昆虫中， ２０Ｅ 与 ＪＨ 协同作用， 调节蜕皮、
变态和 发 育 繁 殖 （ Ｒｉｄｄｉｆｏｒｄ ｅｔ ａｌ. ， ２００３； Ｚｈｕ
ｅｔ ａｌ. ， ２０２１）。 越来越多的证据表明 ２０Ｅ 还参与昆

图 ９　 缺失 ＦｏｘＯ 结合位点对 ＢｍＣｅcＢ６ 启动子活性的影响

Ｆｉｇ. ９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ＦｏｘＯ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｎ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＢｍＣｅcＢ６ ｇｅｎｅ

注： ＢｍＣｅｃＢ６⁃ｗｔ 野生型启动子 （１ ６２３ ｂｐ） 和突变缺失

ＦｏｘＯ 位点的 ＢｍＣｅｃＢ＿ΔＦｏｘＯ１⁃５ 启动子分别克隆插入 ｐＧＬ⁃３
Ｂａｓｉｃ 载体， 将重组载体与 ｐＲＬ⁃ａｃｔｉｎ５ 共转染 Ｂｍ⁃１２ 细胞，
转染后 ４８ ｈ 将 ２０Ｅ 加入到 Ｂｍ⁃１２ 细胞培养液， ２０Ｅ 处理 ８ ｈ
后以 ｐＲＬ⁃ａｃｔｉｎ５ 为内参计算不同长度的启动子荧光素酶活

性。 ２０Ｅ 诱导倍数为 ２０Ｅ 处理的荧光素酶活性相对于 ２０％
乙醇处理 （对照） 的比值。 Ｎｏｔｅ： ＢｍＣｅｃＢ６⁃ｗｔ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ １ ６２３ ｂｐ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｕｔａｔｅｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ
ｏｆ ５ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ＦｏｘＯ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ
ｐＧＬ⁃３ ｂａｓｉｃ ｖｅｃｔｏｒ. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｐＲＬ⁃ａｃｔｉｎ５ ｉｎｔｏ Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ. ２０Ｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｏｆ Ｂｍ⁃１２ ｃｅｌｌｓ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ. Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｔ ８ ｈ ｏｆ ２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｔｏ ｐＲＬ⁃ａｃｔｉｎ５.
２０Ｅ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ２０Ｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ２０％ ｅｔｈａｎｏｌ．

虫 先 天 免 疫 过 程， 如 吞 噬 和 ＡＭＰｓ 的 产 生

（Ｄｉｍａｒｃｑ ｅｔ ａｌ. ， １９９７； Ｆｌａｔｔ ｅｔ ａｌ. ， ２００８； Ｚｈａｎｇ ＆
Ｐａｌｌｉ， ２００９； Ｒｕｓ ｅｔ ａｌ. ， ２０１３； Ｎｕｎｅｓ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１）。
哺乳动物中的研究也表明类固醇激素及其受体对

先天 免 疫 和 炎 症 反 应 起 着 重 要 的 调 节 作 用

（Ｂｅｎａｇｉａｎｏ ｅｔ ａｌ. ， ２０１９）。 果蝇幼虫中微生物感染

诱导体内产生抗菌肽 ｄｉｐｔｅｒｉｃｉｎ， 只有在 ３ 龄幼虫后

期 ２０Ｅ 滴度达到足够的量时才会发生 （Ｍｅｉｓｔｅｒ ＆
Ｒｉｃｈａｒｄｓ， １９９６）； 感染前以 ２０Ｅ 预处理果蝇 Ｓ２ 细

胞可以提高 ＡＭＰｓ 基因的转录水平 （ Ｆｌａｔｔ ｅｔ ａｌ. ，
２００８）； 本研究也证实了 ２０Ｅ 的处理可以激活家蚕

ＢｍＣｅcＢ６ 的表达。 Ｗａｎｇ 等 （２０１４） 发现， 棉铃虫

Ｈｅｌｉcｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉgｅｒａ 在化蛹前的游走期， 随着 ２０Ｅ
滴度 增 高， 脂 肪 体 中 抗 菌 肽 Ａｔｔａcｉｎ、 Ｇｌｏｖｅｒｉｎ、
Ｃｅcｒｏｐｉｎ 和溶菌酶 Ｌｙｓｏｚｙｍｅ 等基因的转录表达上

调。 ２０Ｅ 激活飞蝗 ＡＭＰｓ 基因表达的同时， 也能激

活体液免疫的其他成分， 比如酚氧化酶系统 （Ｈａｎ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１７； Ｈａｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）。
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５ 期 王禹生等： ２０Ｅ 诱导家蚕抗菌肽 ＣｅcｒｏｐｉｎＢ６ 的上调表达

２０Ｅ 对昆虫免疫系统的影响， 除了调节体液免

疫， 其滴度升高同时可以激活细胞免疫 （Ｒｅｇａｎ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１３ ）。 在冈比亚按蚊 Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ gａｍｂｉａｅ
（Ａｈｍｅｄ ｅｔ ａｌ. ， １９９９； Ｒｅｙｎｏｌｄｓ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）、 昔古

比 天 蚕 Ｈｙａｌｏｐｈｏｒａ cｅcｒｏｐｉａ （ Ｒｏｘｓｔｒöｍ⁃Ｌｉｎｄｑｕｉｓｔ
ｅｔ ａｌ. ， ２００５）、 印度谷螟 Ｐｌｏｄｉａ ｉｎｔｅｒｐｕｎcｔｅｌｌａ （Ａｙｅ
ｅｔ ａｌ. ， ２００８ ） 和 烟 草 天 蛾 Ｍａｎｄｕcａ ｓｅｘｔａ （ Ｚｏｕ
ｅｔ ａｌ. ， ２００５） 等昆虫中均报道了 ２０Ｅ 的免疫激活

作用。 值得注意的是， 一方面 ２０Ｅ 促进昆虫的免

疫反应， 提高昆虫对病原微生物的抵抗能力； 另

一方面， 微生物感染昆虫后可以通过 ３⁃脱氢蜕皮

激素⁃３β⁃还原酶 （３ＤＥ⁃３β⁃ｒｅｄｕｃｔａｓｅ） 促进 ２０Ｅ 滴

度升高， 同时促进免疫反应 （ Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０１６），
表明昆虫的免疫与 ２０Ｅ 的激素水平存在相互作用

的关系。
２０Ｅ 激活并增强昆虫的体液免疫作用， 是与其

生理发育相适应的。 在完全变态昆虫由幼虫—蛹

的变态发育过程中， ２０Ｅ 结合到由脱皮激素受体

（ＥｃＲ） 和超气门蛋白 （ＵＳＰ） 组成的异源二聚体

上， 并激活包括广泛复合体 （ＢＲ⁃Ｃ） 和 Ｅ７４ 在内

的初、 次级转录因子的信号级联反应 （Ｂａｅｈｒｅｃｋｅ，
２０００）， 最终导致幼虫组织的降解和蛹组织的再

生。 新旧组织的替换和更新过程中， 昆虫容易受

到微生物的感染， 此时体内 ２０Ｅ 水平的升高激活

的免疫反应对变态发育期的虫体起到重要的保护

作用。 然后， 也有些研究显示 ２０Ｅ 具有免疫抑制

的作用： Ｇｏｒｄｙａ 等 （２０１６） 发现在红头丽蝇脂肪

体细胞中， 低浓度的蜕皮激素能够提高其免疫力，
诱导 ＡＭＰｓ 的表达， 而高浓度的蜕皮激素会抑制其

免疫反应； ２０Ｅ 处理可以抑制家蚕某些 ＡＭＰｓ 基因

转录 水 平 （ Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０１０ ）； Ｂｅｃｋｓｔｅａｄ 等

（２００５） 报道 ２０Ｅ 以 ＥｃＲ 依赖性的方式抑制抗菌肽

ｄｅｆｅｎｓｉｎ， cｅcｒｏｐｉｎ Ｃ， ａｔｔａcｉｎ Ａ， ｄｒｏｓｏcｉｎ 和 ｄｒｏｓｏｍｙcｉｎ
的表达， 这或许表明激素对免疫的调节作用是剂

量依赖性的。 这种复杂性暗示了昆虫体内存在多

种不同的调控机制， ２０Ｅ 调控体液免疫的关键基

因， 这些基因的作用途径总结起来可以分为 ３ 类：
（１） 依赖于 Ｔｏｌｌ 和 ＩＭＤ 等先天免疫通路； （２） 依

赖于胰岛素 （Ｉｎｓｕｌｉｎ） 信号途径； （３） 依赖于 ２０Ｅ
信号通路因子 ＢＲ⁃Ｃ 等的直接调控 （王远等，
２０１９）。 Ｒｕｓ 等 （２０１３） 提出果蝇通过两个不同的

机制调控 ＡＭＰｓ 的表达， 一种机制是 ２０Ｅ 通过调控

早期蜕皮激素诱导的转录因子 （ ＢＲ⁃Ｃ， Ｅｉｐ９３Ｆ，
Ｅｉｐ７４ＥＦ， Ｅｉｐ７８Ｃ 和 ＨＲ４６） 以及 ２ 个果蝇 ＧＡＴＡ

因子 （ Ｓｅｒｐｅｎｔ 和 Ｐａｎｎｉｅｒ）， 进而调控 ＰＧＲＰ⁃ＬＣ ，
通过 ＩＭＤ 通路调控 ＡＭＰｓ 的表达； 另一种是不依赖

ＰＧＲＰ⁃ＬＣ 而是通过 ＢＲ⁃Ｃ、 Ｓｅｒｐｅｎｔ 和 Ｐａｎｎｉｅｒ 影响

一部分 ＡＭＰｓ 的表达， 两条通路之间存在交叉重

叠。 该模型解释了在果蝇的先天性免疫中 ２０Ｅ 可

以通过影响 ＩＭＤ 信号途径进而调控 ＡＭＰｓ 表达的

机制。 　
昆虫体液免疫主要由脂肪体 （相当于哺乳动

物的肝脏） 中合成 ＡＭＰｓ， 分泌到血淋巴后通过开

放的体液循环系统将其运送到其他组织器官， 发

挥系统性免疫作用 （ Ｌｅｍａｉｔｒｅ ＆ Ｈｏｆｆｍａｎｎ， ２００７；
Ｅｌｅｆｔｈｅｒｉａｎｏｓ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１）。 ２０Ｅ 对先天免疫的调

节， 既 作 用 于 昆 虫 的 系 统 免 疫 （ Ｓｙｓｔｅｍｉｃ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ）， 也调节局部免疫 （ Ｌｏｃａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ），
即通过某些局部器官或组织如中肠、 表皮、 马氏

管、 气管中合成的 ＡＭＰｓ 产生的局部免疫反应。 最

近的 研 究 发 现： 化 蛹 期 的 果 蝇 抗 真 菌 基 因

ｄｒｏｓｏｍｙcｉｎ （ｄｒｓ） 及其家族同系物成员 ｄｒｏｓｏｍｙcｉｎ⁃
ｌｉkｅ ２ 和 ｄｒｏｓｏｍｙcｉｎ⁃ｌｉkｅ 5 的表达显著增加， 蜕皮激

素信号调控脂肪体 ｄｒｏｓｏｍｙcｉｎ 和中肠 ｄｒｏｓｏｍｙcｉｎ⁃
ｌｉkｅ ２ 的表达 （Ｎｕｎｅｓ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１）。 果蝇胚胎气管

上皮中抗菌肽 ｄｒｏｓｏcｉｎ 的表达同样需要 ２０Ｅ 信号

（Ｔａｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０１４）。 家蚕由幼虫向蛹发育的变态

期中肠中的模式识别受体 （ＰＲＲ） 和 ＡＭＰｓ 基因表

达上调 （Ｘｕ ｅｔ ａｌ. ， ２０１２）， Ｍａｉ 等 （２０１７） 的研

究揭示中肠抗菌肽 ｌｅｂｏcｉｎ 的表达上调受到 ＢｍＢＲ⁃Ｃ
Ｚ４ 和 ＢｍＥｔｓ 的调控。

本研究表明 ２０Ｅ 诱导家蚕脂肪体抗菌肽

ＢｍＣｅＢ６ 的表达， 调控 ＢｍＣｅＢ６ 表达的顺式元件存

在于 ５′上游启动子区 － ４４８ ～ － １７０ 之间， 该启动

子区域内存在的 ＢＲ⁃Ｃ 和 Ｅ７４Ａ 等结合位点是潜在

的调控因子。 下一步将通过对该启动子区域做更

精细的截短和双荧光素酶活性分析， 同时结合

ＥＭＳＡ 等方法获得 ＢｍＣｅcＢ６ 应答 ２０Ｅ 的调控元件。
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ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ２ （⁃Ｄｅｌｔａ Ｄｅｌｔａ Ｃ （Ｔ））
ｍｅｔｈｏｄ ［Ｊ］ ． Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２００１， ２５ （４）： ４０２ － ４０８．

Ｌｕ Ｙ， Ｓｕ Ｆ， Ｌｉ Ｑ， ｅｔ ａｌ. Ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｄｅｖ. Ｃｏｍｐ. Ｉｍｍｕｎｏｌ. ， ２０２０，
１０２： １０３４６８．

Ｍａｋａｒｏｖａ Ｏ， Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ⁃Ｒｏｊａｓ Ａ， Ｅｒａｖｃｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｄｅｆｅｎｃｅ ａｎｄ ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔｓ ｒｅｖｉｓｉｔｅｄ ［ Ｊ］ ． Ｐｈｉｌｏｓ.
Ｔｒａｎｓ. Ｒ. Ｓｏc. Ｂ， ２０１６， ３７１ （１６９５）： ２０１５０２９６．

Ｍａｉ Ｔ， Ｃｈｅｎ Ｓ， Ｌｉｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ. ２０⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ， ｌｅｂｏｃｉｎ， ｖｉａ ＢｍＥｔｓ
ａｎｄ ＢｍＢＲ⁃Ｃ Ｚ４ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｇｕｔ ｏｆ Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ｄｕｒｉｎｇ
ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ. Ｃｏｍｐ. Ｉｍｍｕｎｏｌ. ， ２０１７， ７４： １０ － １８．

Ｍｅｉｓｔｅｒ Ｍ， Ｒｉｃｈａｒｄｓ Ｇ. Ｅｃｄｙｓｏｎｅ ａｎｄ ｉｎｓｅｃｔ ｉｍｍｕｎｉｔｙ： Ｔｈｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｐｔｅｒｉｃｉｎ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｌａｒｖａｅ ［ Ｊ］ ．
Ｉｎｓｅcｔ Ｂｉｏcｈｅｍ. Ｍｏｌ. Ｂｉｏｌ. ， １９９６， ２６ （２）： １５５ － １６０．

Ｎｕｎｅｓ Ｃ， Ｋｏｙａｍａ Ｔ， Ｓｕｃｅｎａ É. Ｃｏ⁃ｏｐｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｂｙ ｔｈｅ
ｈｏｒｍｏｎａｌ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｍｅｌａｎｏgａｓｔｅｒ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔ. ， ２０２１， １７ （１１）： ｅ１００９９１６．

Ｒｅｇａｎ ＪＣ， Ｂｒａｎｄãｏ ＡＳ， Ｌｅｉｔãｏ ＡＢ， ｅｔ ａｌ. Ｓｔｅｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｓ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｆｉｇｈｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏg. ， ２０１３， ９ （１０）： ｅ１００３７２０．

Ｒｅｙｎｏｌｄｓ ＲＡ， Ｋｗｏｎ Ｈ， Ｓｍｉｔｈ ＲＣ. ２０⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ｐｒｉｍｅｓ ｉｎｎａｔｅ
ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｈａｔ ｌｉｍｉｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｍａｌａｒｉａｌ ｐａｒａｓｉｔｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｉｎ Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ gａｍｂｉａｅ ［Ｊ］ ． ｍＳｐｈｅｒｅ， ２０２０， ５ （２）： １ － １２．

Ｒｉｄｄｉｆｏｒｄ ＬＭ， Ｈｉｒｕｍａ Ｋ， Ｚｈｏｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ. Ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｒｍｏｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｍｏｌｔｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｉｓ ｆｒｏｍ
Ｍａｎｄｕcａ ｓｅｘｔａ ａｎｄ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏgａｓｔｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｓｅcｔ Ｂｉｏcｈｅｍ.
Ｍｏｌ. Ｂｉｏｌ. ， ２００３， ３３ （１２）： １３２７ － １３３８．

Ｒｏｘｓｔｒöｍ⁃Ｌｉｎｄｑｕｉｓｔ Ｋ， Ａｓｓｅｆａｗ⁃Ｒｅｄｄａ Ｙ， Ｒｏｓｉｎｓｋａ Ｋ， ｅｔ ａｌ. ２０⁃
Ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｈｅｍｏｌｉｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
Ｈｙａｌｏｐｈｏｒａ cｅcｒｏｐｉａ ［Ｊ］ ． Ｉｎｓｅcｔ Ｍｏｌ. Ｂｉｏｌ. ， ２００５， １４ （６）： ６４５ －
６５２．

Ｒｕｓ Ｆ， Ｆｌａｔｔ Ｔ， Ｔｏｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ. Ｅｃｄｙｓｏｎｅ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ＰＧＲＰ⁃ＬＣ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｏｎｔｒｏｌｓ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ［ Ｊ ］ ． ＥＭＢＯ Ｊ. ， ２０１３，
３２ （１１）： １６２６ － １６３８．

Ｓｕｎ Ｗ， Ｓｈｅｎ ＹＨ， Ｚｈｏｕ ＬＸ， ｅｔ ａｌ. Ｅｃｄｙｓｏｎｅ ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ３ＤＥ⁃
３β⁃ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ［ Ｊ］ ．
Ｊ. Ｉｍｍｕｎｏｌ. ， ２０１６， １９６ （４）： １６４６ － １６５４．

Ｔａｎ ＫＬ， Ｖｌｉｓｉｄｏｕ Ｉ， Ｗｏｏｄ Ｗ. Ｅｃｄｙｓｏｎｅ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｅｍｂｒｙｏ ［ Ｊ ］ ． Ｃｕｒｒ. Ｂｉｏｌ. ， ２０１４，
２４ （１０）： １１４５ － １１５２．

Ｔｉａｎ Ｌ， Ｇｕｏ Ｅ， Ｄｉａｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｎａｔｅ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｂｙ ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｈｏｒｍｏｎｅ ａｎｄ ２０⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ｉｎ ｔｈｅ
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Ｂｏｍｂｙｘ ｆａｔ ｂｏｄｙ ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉcｓ， ２０１０， １１： ５４９．
Ｕｎｃｋｌｅｓｓ ＲＬ， Ｒｏｔｔｓｃｈａｅｆｅｒ ＳＭ， Ｌａｚｚａｒｏ ＢＰ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ

ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ｔｏ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏgａｓｔｅｒ
［Ｊ］ ． ＰＬＯＳ Ｇｅｎｅｔｉcｓ， ２０１５， １１ （３）： ｅ１００５０３０

Ｖｉｊａｙ Ｋ. Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ：
Ｐａｓｔ， ｐｒｅｓｅｎｔ， ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａcｏｌ. ， ２０１８， ５９：
３９１ － ４１２．

Ｗａｎｇ ＪＬ， Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｔａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ. ２０⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｙ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｈｕｍｏｒａｌ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｆａｔ ｂｏｄｙ ｏｆ Ｈｅｌｉcｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉgｅｒａ
［Ｊ］ ． Ｉｎｓｅcｔ Ｍｏｌ. Ｂｉｏｌ. ， ２０１４， ２３ （６）： ８４２ － ８５６．

Ｗａｎｇ Ｙ， Ｚｈａｎｇ ＲＮ， Ｃｈｅｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｂｙ ２０⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔｓ ［ Ｊ］ ． Ａcｔａ Ｅｎｔｏｍｏｌｏgｙ Ｓｉｎｉcａ， ２０１８，
６１ （１１）： １３２８ － １３３９. ［王远， 张若男， 陈雪， 等 . ２０⁃羟基蜕

皮酮调控昆虫先天免疫的分子机制研究进展 ［ Ｊ］ ． 昆虫学报，
２０１８， ６１ （１１）： １３２８ － １３３９］

Ｘｕ Ｑ， Ｌｕ Ａ， Ｘｉａｏ Ｇ， ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｍｉｄｇｕｔ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｗａｎｄｅｒｉｎｇ ｓｉｌｋｗｏｒｍ，
Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ ＯＮＥ， ２０１２， ７ （８）： ｅ４３７６９．

Ｙａｎｇ Ｌ， Ｑｉｕ ＬＭ， Ｆａｎｇ Ｑ， ｅｔ ａｌ. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｈｕｍｏｒａｌ ｉｍｍｕｎｅ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｒａｓｉｔｏｉｄｓ ［Ｊ］ ． Ｉｎｓｅcｔ Ｓcｉ. ，
２０２１， ５： １２０８ － １２２７．

Ｙａｎｇ Ｗ， Ｃｈｅｎｇ Ｔ， Ｙｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｓｉｌｋｗｏｒｍ
ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐａｒａｌｏｇｓ ｂｙ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ［ Ｊ ］ ． ＰＬｏＳ ＯＮＥ，
２０１１， ６ （３）： ｅ１８１０９．

Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｙａｎｇ Ｗ， Ｘｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｇｅｎｅｓ ｖｉａ ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｌｋｗｏｒｍ Ｂｏｍｂｙｘ
ｍｏｒｉ ［Ｊ］ ． Ｉｎｓｅcｔ Ｂｉｏcｈｅｍ. Ｍｏｌ. Ｂｉｏｌ. ， ２０１８， １０３： １２ － ２１．

Ｚｈａｎｇ Ｚ， Ｐａｌｌｉ ＳＲ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｉｓ⁃ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ
２０⁃ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｄｙｓｏｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏgａｓｔｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｓｅcｔ Ｍｏｌ. Ｂｉｏｌ. ，
２００９， １８ （５）： ５９５ － ６０５．

Ｚｈｕ Ｚ， Ｔｏｎｇ Ｃ， Ｑｉｕ Ｂ， ｅｔ ａｌ. ２０Ｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＢｍＫｒ⁃ｈ１ ｂｙ
ＢｍＫＲＰ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｏｃｙｔｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］ ． ＢＭＣ Ｂｉｏｌ. ， ２０２１，
１９ （１）： ３９．

Ｚｏｕ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｊｉａｎｇ Ｈ. Ｍａｎｄｕcａ ｓｅｘｔａ ｐｒｏｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃１ （ ＰＡＰ⁃１ ） ｇｅｎｅ： Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ａｎｄ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｉｍｍｕｎｅ ａｎｄ ｈｏｒｍｏｎａｌ ｓｉｇｎａｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｓｅcｔ Ｂｉｏcｈｅｍ.
Ｍｏｌ. Ｂｉｏｌ. ， ２００５， ３５ （６）： ６２７ － ３６．
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