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摘要： 美国白蛾 Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ Ｄｒｕｒｙ 被列为我国林业检疫性害虫， 其 ｌ ～ ４ 龄幼虫具有吐丝结网幕的习性。 为探

究丝素蛋白基因的表达特性， 本研究利用 ＰＣＲ 技术克隆了美国白蛾的 ＨｃＰ２５ （Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号： ＯＬ６２５６７０）、
ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ （Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号： ＯＬ６２５６７２）、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ （Ｇｅｎｂａｎｋ 登录号： ＯＬ６２５６７１） ３ 条丝素蛋白基因， 并进行生物

信息学分析； 利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术检测美国白蛾 ３ 条丝素蛋白基因的表达特性。 结果表明： ３ 条丝素蛋白基因序列

比对均与车前灯蛾 Ａｒｃｔｉａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｉｓ 丝素蛋白一致性最高， 系统进化分析显示丝素蛋白 ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ
在鳞翅目不同科之间在出现较大的分化。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 试验结果显示 ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ ３ 基因相对表达量与网

幕产生高峰期 （１ 龄、 ２ 龄） 相一致。 ３ 种丝素蛋白均在丝腺中特异性高水平表达， 在头部及脂肪体中有少量表

达。 美国白蛾幼虫取食不同寄主植物后， ３ 种丝素蛋白基因呈现不同的表达规律； 取食杨树 Ｐｏｐｕｌｕｓ Ｌ. 处理组中

ＨｃＰ２５ 与 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 基因相对表达量极显著高于取食其它寄主处理， 而取食山樱花 Ｃｅｒａｓｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ ｖａｒ． ｌａｎｎｅｓｉａｎａ 和

日本晚樱 Ｃｅｒａｓｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ 处理组中 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 基因表达量最高。 研究结果为进一步探究丝素蛋白介导的美国白蛾对

不同寄主的适应机制及其扩散机制奠定基础， 也为开发美国白蛾防治新方法提供了潜在的基因靶标。
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ｓｔｕｄｙ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｉｎ⁃ｄｅｐｔｈ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｗｅｂ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｈ. ｃｕｎｅａ
ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｓｔｓ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ Ｈ.
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　 　 大多数鳞翅目幼虫依靠唇腺分泌纤维蛋白

（统称为丝）， 用于躲避天敌、 抵御外界不良环境

以及营造化蛹场所 （ Ｒｏｂｅｒｔ， ２００２； Ｃｈｉｎｎａｓｗａｍｙ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１２ ）。 丝素作为丝的主要成分， 约占

７５％ ～８０％ ， 是由丝素重链 （Ｆｉｂｒｏｉｎ Ｈｅａｖｙ Ｃｈａｉｎ，
ｆｉｂ⁃Ｈ 链）、 丝素轻链 （ Ｆｉｂｒｏｉｎ Ｌｉｇｈｔ Ｃｈａｉｎ， ｆｉｂ⁃Ｌ
链） 和 Ｐ２５ 三种蛋白组成 （Ｒｏｕｈｏｖａ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１）。
丝素重链与丝素轻链通过二硫键形成 Ｈ⁃Ｌ 复合体，
ｆｉｂ⁃Ｈ 和 ｆｉｂ⁃Ｌ 之间的二硫键位点被鉴定为 ｆｉｂ⁃Ｈ 的

羧基末端的第 ２０ 位残基 （Ｃｙｓ⁃２０） 以及 ｆｉｂ⁃Ｌ 羟基

末端第 １７２ 位残基 （Ｃｙｓ⁃１７２）， 这类 Ｈ⁃Ｌ 复合体

对于丝蛋白在细胞内运输及有效分泌必不可少

（Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ. ， １９９９ａ）。 同时， Ｐ２５ 蛋白通过非共

价键疏水作用与 Ｈ⁃Ｌ 复合体结合， 以维系丝素蛋

白分子复合体的三维构造 （Ｙｏｎｅｍｕｒａ ｅｔ ａｌ. ， ２００９；
Ｍａｔｔｈｅｗ ｅｔ ａｌ. ， ２０１１ ）。 已 有 研 究 表 明， 家 蚕

Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ 一个基本的丝素单位由 ６ 个 ｆｉｂ⁃Ｈ、
６ 个 ｆｉｂ⁃Ｌ 和 １ 个 Ｐ２５ 分子组装成 （ Ｔａｋｅｉ ｅｔ ａｌ. ，
１９８７； Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２００２； Ｍａｔｔｈｅｗ ｅｔ ａｌ. ， ２０１１；
Ｔｓｕｂｏｔａ ｅｔ ａｌ. ， ２０１６）。 但并非所有鳞翅目幼虫丝素

蛋白 均 由 这 三 种 蛋 白 构 成， 如 天 蚕 Ａｎｔｈｅｒａｅａ
ｙａｍａｍａｉ Ｇｕｅｒｉｎ⁃Ｍｅｎｅｖｉｌｌｅ、 柞蚕 Ａｎｔｈｅｒａｅａ ｐｅｒｎｙｉ 等
大蚕蛾科柞蚕属昆虫的丝纤维则缺少 ｆｉｂ⁃Ｌ 和 Ｐ２５
组分， 是由丝素重链二聚体组成 （Ｈｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. ，
２００１； Ｔａｎａｋａ ａｎｄ Ｍｉｚｕｎｏ， ２００１； Ｎａｏｙｕｋｉ ｅｔ ａｌ. ，
２００９）； 毛翅目幼虫的丝纤维主要由 ｆｉｂ⁃Ｈ 和 ｆｉｂ⁃Ｌ
构成， 缺少 Ｐ２５ （Ｙｏｎｅｍｕｒａ ｅｔ ａｌ. ， ２００６）。

不同的鳞翅目幼虫由于其生物学习性的差异，
幼虫吐丝发挥不同的作用， 同时伴随丝素蛋白基

因特异的表达模式。 家蚕 Ｂｍｆｉｂ⁃Ｈ、 Ｂｍｆｉｂ⁃Ｌ 和

ＢｍＰ２５ 的表达量均随着幼虫的生长发育而呈现上

升趋势， 老熟幼虫时表达量达到峰值 （赵晓明，
２０１７）。 同样地， 在米蛾 Ｃｏｒｃｙｒａ ｃｅｐｈａｌｏｎｉｃａ 中， 随

着幼虫龄期的增加， 丝腺组织分泌丝的能力逐渐

增强， Ｃｃｆｉｂ⁃Ｈ、 Ｃｃｆｉｂ⁃Ｌ 和 ＣｃＰ２５ 的表达量也随之

升高， 在末龄幼虫时达到峰值， 在预蛹阶段又显

著 下 降 （ Ｃｈａｉｔａｎｙａ ａｎｄ Ｄｕｔｔａ⁃Ｇｕｐｔａ， ２０１０；
Ｃｈａｉｔａｎｙａ ｅｔ ａｌ. ， ２０１３）。 稻纵卷叶螟 Ｃｎａｐｈａｌｏｃｒｏｃｉｓ
ｍｅｄｉｎａｌｉｓ 通过用丝包裹稻叶形成网幕， 幼虫在网

幕中取食水稻上表皮和叶片组织， 其丝素蛋白的

表达量也与产生网幕的时期呈现正相关 （ Ｓｕ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１６）。

美国白蛾 Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ Ｄｒｕｒｙ 是国际性检疫

害虫， 具有适应性强， 繁殖量大， 寄主种类多，
传播 途 径 广， 危 害 严 重 等 特 点 （ 杨 忠 岐 等，
２００７）， 自 １９７９ 年在辽宁省丹东市首次发现以来，
目前已经扩散至 １３ 个省 （区、 市） ６０８ 个县级行

政区 （国家林业和草原局 ２０２１ 年第 ７ 号公告）。
对森林、 园林、 果树业造成巨大的经济损失， 对

国土生态安全构成严重威胁 （Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１；
卢修亮等， ２０２１）。 研究发现， 美国白蛾幼虫具有

吐丝结网的习性， 一旦卵孵化后即可分泌丝蛋白

形成丝状网幕， １ ～ ４ 龄幼虫在网幕内取食寄主植

物 （Ｗｕ ｅｔ ａｌ. ， ２０１９； 王光宇等， ２０２０）， 网幕也为

其提供适宜的生长温度以及躲避天敌的攻击

（Ｒｅｈｎｂｅｒｇ， ２００２）。 关于美国白蛾丝素蛋白的表达

特性研究还未见报道。 本研究通过克隆三条美国

白蛾丝素蛋白， 利用荧光定量 ＰＣＲ 技术探究丝素

蛋白基因在美国白蛾不同发育阶段和不同组织的

表达特性， 以期明确丝素蛋白表达特性与幼虫产

丝时期的关系。 同时， 分别选择美洲黑杨 Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｄｅｌｔｏｉｄｅｓ、 日本晚樱 Ｃｅｒａｓｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ ｖａｒ． ｌａｎｎｅｓｉａｎａ、
山樱花 Ｃｅｒａｓｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ、 喜树 Ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃａ Ａｃｕｍｉｎａｔａ
和落羽杉 Ｔａｘｏｄｉｕｍ ｄｉｓｔｉｃｈｕｍ 等 ５ 种植物， 研究美

国白蛾取食不同寄主植物后丝素蛋白基因的表达

特性， 为解析网幕介导的美国白蛾对不同寄主的
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适应性和扩散机制奠定基础， 也为未来防治美国

白蛾提供潜在的基因靶标。

１　 材料与方法

１. １　 供试虫源

美国白蛾 ２ 龄幼虫于 ２０２０ 年 ５ 月采自江苏省

淮安市淮安区杨树上 （３３. ５２°Ｎ， １１９. １６°Ｅ）。 将

幼虫带回室内参照曹利军等 （２０１４） 方法进行人

工饲养， 人工气候培养箱温度设置为 ２６℃ ± １℃，
相对湿度 ６５％ ±５％ ， 光周期 １６ Ｌ ∶ ８ Ｄ。 待成虫羽

化后， 提供新鲜的杨树叶片供其产卵。 取室内繁

殖的第 ２ 代幼虫用于试验。
１. ２ 　 美国白蛾幼虫总 ＲＮＡ 的分离与 ｃＤＮＡ 模板

的合成

　 　 取 １０ 头生长发育一致的美国白蛾 ３ 龄幼虫用

液氮速冻后置于研钵中， 研磨成粉末状， 再用提

取试剂盒 （上海生工技术公司） 提取总 ＲＮＡ。 利

用紫外分光光度计及 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ
浓度及质量， 选择电泳图谱良好且 ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ 值

在 １. ８ ～ ２. ０ 之间的 ｍＲＮＡ 样品合成 ｃＤＮＡ 模板。
ｃＤＮＡ 模板用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｑ Ｓｅｌｅｃｔ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ （南
京诺唯赞生物技术公司） 两步法合成， 第一步：
４ × ｇＤＮＡ Ｗｉｄｅｒ Ｍｉｘ ４ μＬ， Ｏｌｉｇｏ （ｄＴ） １ μＬ， ＲＮＡ
１ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ １０ μＬ， ４２℃ ２ ｍｉｎ； 第二步： 将

４ μＬ ５ × ＨｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ Ｓｅｌｅｃｔ ｑＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ＩＩ 加入混

合液， ８５℃ ５ ｓ， ５０℃ １５ ｍｉｎ， － ２０℃保存或直接

用于 ＰＣＲ 反应。
１. ３　 美国白蛾丝素蛋白基因的克隆

美国白蛾 ３ 条丝素蛋白基因 ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、
ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 的 ｃＤＮＡ 序列由美国白蛾幼虫转录组 （由
本实验室构建， 未发表数据） 筛选获得， 利用

Ｐｒｉｍｅ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软件设计引物 （表 １）， 送至上

海生工生物公司合成。 以美国白蛾 ３ 龄幼虫 ＲＮＡ
合成的 ｃＤＮＡ 为模板， 利用 ＡｐｅｘＨＦ ＦＳ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ （艾科瑞生物， 中国） 聚合酶进行 ＰＣＲ 扩增，
扩增体系为： ＡｐｅｘＨＦ ＦＳ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μＬ、
上下游引物各 １ μＬ、 ｃＤＮＡ 模板 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ
２１ μＬ； 扩增条件为： ９８℃ １０ ｓ、 ５０℃ １５ ｓ、 ７２℃
３０ ｓ， 循环 ３０ 次； ７２℃ ５ ｍｉｎ 延伸， 扩增后用

１. ５％琼脂糖凝胶电泳检测。 将 ＰＣＲ 产物经琼脂糖

凝胶电泳后切胶纯化， 克隆于 ｐＣＥ２ 载体 （南京诺

唯赞生物技术公司）， 导入大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ
Ｔｒａｎｓ１⁃Ｔ１ （南京诺唯赞生物技术公司） 之后在含

有氨苄抗性的 ＬＢ 琼脂板上 ３７℃过夜培养， 挑取阳

性克隆于 ＬＢ 液体培养基中 ３７℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 孵育

２ ｈ， 再进行菌液 ＰＣＲ 鉴定。 将验证正确的重组质

粒送至上海生工生物有限公司进行测序。 利用分

子生物学软件 ＤＮＡＭＡＮ ８. ０ 比对测序序列与美国

白蛾 ｃＤＮＡ 文库中的丝素蛋白序列相似性。
表 １　 本实验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因 Ｇｅｎｅｓ 引物 Ｐｒｉｍｅｒ （５′ － ３′） 用途 Ｐｕｒｐｏｓｅ

Ｐ２５⁃Ｆ Ｆ： ＡＴＧＣＴＴＣＴＧＡＡＡＧＧＴＣＴＧＴＴ

Ｐ２５⁃Ｒ Ｒ： ＴＴＴＡＧＧＣＡＴＴＧＧＡＣＡＧＣＣＧＴ
克隆 Ｃｌｏｎｉｎｇ

ｑＰ２５⁃Ｆ Ｆ： ＣＴＧＧＣＡＧＡＧＣＧＧＴＡＴＴＴＴＧＣ

ｑＰ２５⁃Ｒ Ｒ： ＣＴＣＧＣＴＧＡＡＣＡＣＡＧＧＴＣＣＡＴ

实时定量 ＰＣＲ
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

ＦＩＢ⁃Ｌ⁃Ｆ Ｆ： ＴＧＴＧＴＡＡＡＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＴＣＴＧＡＡＣＡＴＴＴＴＴＧＴ

ＦＩＢ⁃Ｌ⁃Ｒ Ｒ： ＴＴＡＧＴＡＧＴＴＡＧＣＴＧＣＡＧＡＧＡＴＡＡＧＧＧ
克隆 Ｃｌｏｎｉｎｇ

ｑＦＬＢ⁃Ｌ⁃Ｆ Ｆ： ＴＣＧＣＡＣＡＡＣＴＧＧＣＴＣＴＣＡＡＴ

ｑＦＬＢ⁃Ｌ⁃Ｒ Ｒ： ＣＴＣＴＴＧＧＡＡＧＡＧＧＣＣＴＧＧＴＧ

实时定量 ＰＣＲ
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

ＦＩＢ⁃Ｈ⁃Ｆ Ｆ： ＡＴＧＡＧＧＧＧＡＡＴＡＡＣＣＡＴＣＧＴＧＡ

ＦＩＢ⁃Ｈ⁃Ｒ Ｒ： ＣＡＣＴＣＴＧＴＣＣＴＣＣＡＣＧＧＡＴＡ
克隆 Ｃｌｏｎｉｎｇ

ｑＦＩＢ⁃Ｈ⁃Ｆ Ｆ： ＴＧＣＣＡＣＣＧＣＴＡＡＣＴＴＣＡＡＣＡ

ｑＦＩＢ⁃Ｈ⁃Ｒ Ｒ： ＣＣＴＴＧＴＣＧＴＡＣＣＡＧＧＣＴＴＧＴ

实时定量 ＰＣＲ
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

ｑＲＰＳ２６⁃Ｆ Ｆ： ＣＡＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＣＧＡＡＧＣＣＴ

ｑＲＰＳ２６⁃Ｒ Ｒ： ＧＧＴＧＣＴＣＴＴＧＧＧＴＧＧＡＧＴＡＣ

实时定量 ＰＣＲ
Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
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６ 期 赵旭东等： 美国白蛾丝素蛋白基因的鉴定、 时空表达及取食不同寄主植物后的表达响应

１. ４　 美国白蛾不同发育阶段和不同组织 ＲＮＡ 的

提取以及 ｃＤＮＡ 模板合成

　 　 美国白蛾不同虫龄幼虫和蛹的 ｃＤＮＡ 模板的合

成： 选取 ２００ ～ ３００ 粒卵、 ２０ ～ ３０ 头 １ 龄、 ２ 龄幼

虫； ５ ～ １０ 头 ３ 龄、 ４ 龄幼虫； ３ ～ ５ 头 ５ 龄、 ６ 龄

幼虫、 蛹各 ３ ～ １０ 头为一个生物学处理， ３ 次重

复。 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成方式参考 １. ２。
美国白蛾不同组织 ｃＤＮＡ 模板的合成： 选取

２ 日龄 ３ 龄幼虫 １０ ～ １５ 头， 在生理盐水中解剖，
获得头、 中肠、 血淋巴、 马氏管、 脂肪体、 表皮、
丝腺、 足等组织， 置于 ＲＮＡ ｌａｔｅｒ 中短时保存， 通

过离心法将 ＲＮＡ ｌａｔｅｒ 去除。 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合

成方式参考 １. ２。
１. ５　 不同寄主植物处理

将初羽化的雌雄成虫置于 １０ ｃｍ × １０ ｃｍ ×
１０ ｃｍ 的饲养盒中， 提供 ３０％蜂蜜水补充营养， 让

其自由交配， 第 ２ 天收集卵块。 将收集的卵卡分

别放入盛有 ５ 种新鲜寄主的的饲养盒 （１３. ５ ｃｍ ×
８. ０ ｃｍ ×０. ５ ｃｍ） 中， 待幼虫孵化， 每隔 １ ｄ 清理

１ 次虫粪便并更换食料。 由于美国白蛾幼虫在 １ ～
４ 龄时形成网幕， 因此选择取食 ５ 种寄主植物的

３ 龄幼虫为供试昆虫进行丝素蛋白的表达特性分

析。 取 １０ ～ １５ 头蜕皮后 １ ｄ 的 ３ 龄幼虫为一个处

理， ５ 次重复。 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成方式参

考 １. ２。
１. ６　 荧光定量 ＰＣＲ 引物的合成与扩增效率的

检测

　 　 依据 ｃＤＮＡ 文库所得到的基因序列设计引物

（退火温度均在 ５０℃ ～ ６０℃之间）， 以美国白蛾核

糖体基因 Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ２６ （ＲＰＳ２６） 为内参基

因 （实验室前期筛选， 数据未发表）， 引物设计运

用 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软件， 由上海生工生物公司合成， 引

物序列见表 １。 取美国白蛾 ３ 龄幼虫的 ｃＤＮＡ 模

板， 稀释浓度为 ５００、 ５０、 ５、 ０. ５ 和 ０. ０５ ｎｇ ／ μＬ。
分别利用上述引物进行扩增， 每个浓度重复 ５ 次。
利用公式 Ｅ ＝ １０ － １ ／ Ｓｌｏｐｅ （Ｅ 为扩增效率， Ｓｌｏｐｅ
为 ５ 个浓度平均 Ｃｔ 值所构成直线的斜率值） 计算

引物的扩增效率， 比较待测丝素蛋白基因与内参

基因 ＲＰＳ２６ 扩增效率的数值， 确定本研究所用的

荧光定量 ＰＣＲ 引物是否达到要求。
１. ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ

依据克隆获得的丝素蛋白基因序列设计实时

荧光定量 ＰＣＲ 引物。 引物设计采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５. ０ 软

件由上海生工生物公司合成， 引物序列见表 １。 实

时荧光定量 ＰＣＲ 在 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ ７５００ Ｓｙｓｔｅｍ
（美国） 上进行。 反应体系： ＵｌｔｒａＳＹＢＲ ｍｉｘ （ｗｉｔｈ
Ｒ） １２. ５ μＬ， 上下游引物各 ０. ５ μＬ， ｃＤＮＡ 模板

２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ９. ５ μＬ。 扩增条件： ９５℃ 预变性

３０ ｓ； ９５℃ ５ ｓ， ６０℃ ３４ ｓ， ４０ 个循环； 每个样品

设置 ３ 个生物学重复， 每个生物学重复设置 ３ 个技

术重复， 采用 ２ － ΔΔＣｔ法计算丝素蛋白基因的相对表

达量 （Ｌｉｖａｋ ｅｔ ａｌ. ， ２００１）。
１. ８　 美国白蛾丝素蛋白基因序列分析以及进化树

分析

　 　 通 过 在 线 软 件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ ／
ｃｏｍｐｕｔｅ＿ ｐｉ ／ ） 分析美国白蛾丝素蛋白核苷酸序列

的物理性状。 已知鳞翅目昆虫的丝素蛋白基因氨

基酸 序 列 相 似 性 搜 索 使 用 ＢＬＡＳＴ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ ／ ＢＬＡＳＴ ／ ） 工 具 利 用 ＮＣＢＩ
的 ＣＤ ｓｅａｒｃｈ （ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ ／ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／
ｃｄｄ ／ ｃｄｄ. ｓｈｔｍｌ） 预测蛋白的保守功能域； ＣｌｕｓｔａｌＸ
软件进行氨基酸多重序列完全比对； 利用 ＭＥＧＡ
９. ０ 软件包中的邻位相连法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ） 构

建进化树并经 １ ０００ 次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 自举重复检验。
１. ９　 数据处理与分析

美国白蛾不同发育阶段、 不同组织以及取食

不同寄主的丝素蛋白相对表达量变化采用 ２ － ΔΔＣｔ法

计算。 利用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０ 软件进行数据处

理， Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 绘制图表。 采用单因素分析法中

的 Ｄｕｎｃａｎ 氏多重检验法对美国白蛾丝素蛋白基因

相对表达量进行差异显著性分析， 差异显著水平

为 Ｐ ＜ ０. ０５。

２　 结果与分析

２. １　 美国白蛾丝素蛋白基因的鉴定

基于美国白蛾幼虫的转录组数据， 通过基因

克隆鉴定了 ３ 条美国白蛾丝素蛋白基因。 其中

ＨｃＰ２５ 具有完整的 ＯＲＦ， 编码 ２２１ 个氨基酸，
ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 为部分片段。 ＨｃＰ２５ 预测分子量

为 ２５. ６ ｋＤａ， 理论等电点预测为 ７. ４５。 信号肽预

测结果表明， ＨｃＰ２５ Ｎ 端均具有 １７ 个氨基酸组成

的信号肽序列 （图 １）， 且有典型的丝素蛋白 Ｐ２５
蛋白保守结构域。
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图 １　 美国白蛾丝素蛋白 ＨｃＰ２５ 基因核苷酸序列以及其推导出来的氨基酸序列

Ｆｉｇ. １　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＨｃＰ２５ ｆｒｏｍ Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ
注： 红色下划线为推导的信号肽区域， 灰色阴影部分为 Ｐ２５ 蛋白超家族结构域。 Ｎｏｔｅ： Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ. Ｔｈｅ ｇｒａｙ ｓｈａｄｅｄ ｐａｒｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｆｉｂｒｏｉｎ Ｐ２５ ｓｕｐｅｒ ｆａｍｉｌｙ ｄｏｍａｉｎ.

表 ２　 ３ 条丝素蛋白的 ＢＬＡＳＴＸ 最佳匹配

Ｔａｂｌｅ ２　 ＢＬＡＳＴＸ ｂｅｓｔ ｈｉｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ Ｆｉｂｒｏｉｎ ｇｅｎｅｓ

基因名称

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ
扩增长度 （ｂｐ）

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ

ＢＬＡＳＴＸ 最佳匹配 ＢＬＡＳＴＸ ｂｅｓｔ ｈｉｔ

物种和蛋白名称

Ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ
ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＧｅＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ
期望值

Ｅ⁃ｖａｌｕｅ
一致性 （％ ）

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＨｃＰ２５ ６６６ 车前灯蛾 Ａｒｃｔｉａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｉｓ Ｐ２５ ＣＡＢ３２３７３７２. １ １ｅ⁃１１８ ７７. ３

ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ ４０６ 车前灯蛾 Ａｒｃｔｉａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｉｓ Ｆｉｂ⁃Ｈ ＣＡＢ３２４８７５３. １ ６ｅ⁃４６ ８０. ４

ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ ５１０ 车前灯蛾 Ａｒｃｔｉａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｉｓ Ｆｉｂ⁃Ｌ ＣＡＢ３２２５４８８. １ ３ｅ⁃４３ ８１. ５

２. ２　 美国白蛾与其他昆虫丝素蛋白基因氨基酸序

列的进化树分析

　 　 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 比对结果显示， 丝素蛋白主要在

鳞翅目昆虫中特异性表达。 ＭＥＧＡ ９. ０ 邻接法

（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ） 对 包 括 美 国 白 蛾

ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 在内的不同科鳞翅目昆

虫的丝素蛋白基因核苷酸序列分别进行系统发育

进化树的构建。 结果显示 （图 ２ ）： 美国白蛾

ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 均与车前灯蛾同源性最

高， 同属于一个分支。 Ｐ２５、 Ｆｉｂ⁃Ｈ、 Ｆｉｂ⁃Ｌ 在鳞翅

目不同科之间在出现较大的分化； 分化的原因可

能是由于取食习性以及生物学习性的差异导致。
Ｐ２５ 以及 Ｆｉｂ⁃Ｌ 在美国白蛾所属的灯蛾科中与夜蛾

科的进化关系较为接近， 而在丝素蛋白 Ｆｉｂ⁃Ｈ 中灯

蛾科与凤蝶科进化关系更为接近。
２. ２　 美国白蛾丝素蛋白基因在幼虫不同发育阶段

的表达

　 　 引物合成后， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果显示无引物
二聚体， 亦无非 特 异 性 扩 增。 丝 素 蛋 白 基 因

ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 引物扩增效率分别为

１０６. ０３％ 、 ９４. ９０％ 、 １０８. １４％ ； 内参基因 ＲＰＳ２６
的引物扩增效率为 １０４. １５ （表 ３）。 确定本研究所

用的荧光定量 ＰＣＲ 引物均达到实验要求。
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图 ２　 鳞翅目昆虫丝素蛋白进化树

Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａｎ Ｆｉｂｒｏｉｎｓ
注： Ａ 表示鳞翅目昆虫 Ｐ２５ 基因进化树； Ｂ 表示鳞翅目昆虫 Ｆｉｂ⁃Ｌ 进化树； 图 Ｃ 表示鳞翅目昆虫 Ｆｉｂ⁃Ｈ 进化树。 不同颜色

区域代表鳞翅目不同科； Ｎｏｔｅ： Ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａｎ Ｐ２５ｓ； Ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａｎ
Ｆｉｂ⁃Ｌｓ； Ｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａｎ Ｆｉｂ⁃Ｈｓ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｒｅｇｉｏｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ． 物

种名 以 及 Ｐ２５ｓ 登 录 号： 菜 粉 蝶 Ｐｉｅｒｉｓ ｒａｐａｅ； Ｐｒｐ２５ （ ＸＰ ０２２１１５３７３. １ ）； 白 粉 蝶 Ｐｉｅｒｉｓ ｍａｃｄｕｎｎｏｕｇｈｉ； ＰｍＰ２５
（ＣＡＦ４７４１３６５. ）； 菊 黄 花 粉 蝶 Ｚｅｒｅｎｅ ｃｅｓｏｎｉａ； ＺｃＰ２５ （ ＸＰ ０３８２１７６１３. １ ）； 条 纹 小 粉 蝶 Ｌｅｐｔｉｄｅａ ｓｉｎａｐｉｓ； ＬｓＰ２５
（ＶＶＤ０１３７２. １）； 黑脉金斑蝶 Ｄａｎａｕｓ ｐｌｅｘｉｐｐｕｓ ｐｌｅｘｉｐｐｕｓ； ＤｐＰ２５ （ＸＰ ０３２５２５４７５. １）； 金凤蝶 Ｐａｐｉｌｉｏ ｍａｃｈａｏｎ； ＰｍａＰ２５ （ＸＰ
０１４３６２６２３. １）； 赤 松 毛 虫 Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ； ＤｓＰ２５ （ ＢＡＢ３９５０２. １ ）； 桑 野 蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍａｎｄａｒｉｎａ； ＢｍＰ２５
（ＢＡＢ３９５００. １）； 米蛾 Ｃｏｒｃｙｒａ ｃｅｐｈａｌｏｎｉｃａ； ＣｃｅＰ２５ （ＡＣＸ５０３９３. １）； 蜡螟 Ｇａｌｌｅｒｉａ ｍｅｌｌｏｎｅｌｌａ； ＧｍＰ２５ （ＸＰ ０２６７５０２８２. １）；
海波斯莫科马属尖蛾 Ｈｙｐｏｓｍｏｃｏｍａ ｋａｈａｍａｎｏａ； ＨｋＰ２５ （ ＸＰ ０２６３２５４０２. １）； 棉褐环野螟 Ｈａｒｉｔａｌｏｄｅｓ ｄｅｒｏｇａｔａ； ＨｄＰ２５
（ＡＲＥ３１００５. １）； 亚洲玉米螟 Ｏｓｔｒｉｎｉａ ｆｕｒｎａｃａｌｉｓ； ＯｆＰ２５ （ ＸＰ ０２８１７４０２６. １ ）； 粉纹夜蛾 Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ ｎｉ； ＴｎｉＰ２５ （ ＸＰ
０２６７３６９１１. １）； 车前灯蛾 Ａｒｃｔｉａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｉｓ； ＡｐＰ２５ （ ＣＡＢ３２３７３７２. １） ； 美国白蛾 Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ； ＨｃＰ２５； 棉铃虫

Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ； ＨａＰ２５ （ ＸＰ ０２１１８０８３２. １）； 斜纹夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｕｒａ； ＳｌＰ２５ （ ＸＰ ０２２８１７１３３. １）； 草地贪夜蛾

Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ； ＳｆＰ２５ （ＸＰ ０３５４５５６１５. １）； 幕衣蛾 Ｔｉｎｅｏｌａ ｂｉｓｓｅｌｌｉｅｌｌａ； ＴｂＰ２５ （ＱＲＮ４５２１６. １）； 稠李巢蛾 Ｙｐｏｎｏｍｅｕｔａ
ｅｖｏｎｙｍｅｌｌａ； ＹｅＰ２５ （ＢＡＥ９７６９２. １）； 小菜蛾 Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ； ＰｘＰ２５ （ＱＱＰ１７６８３. １）。 物种名以及 Ｆｉｂ⁃Ｌｓ 登录号： 蜡螟

Ｇａｌｌｅｒｉａ ｍｅｌｌｏｎｅｌｌａ； ＧｍＦｉｂＬ （ＸＰ ０２６７５１５５６. １）； 米蛾 Ｃｏｒｃｙｒａ ｃｅｐｈａｌｏｎｉｃａ； ＣｃＦｉｂＬ （ＡＣＸ５０３９２. １）； 脐橙螟蛾 Ａｍｙｅｌｏｉｓ
ｔｒａｎｓｉｔｅｌｌａ； ＡｔＦｉｂＬ （ＸＰ ０１３１９１３９４. １）； 亚洲玉米螟 Ｏｓｔｒｉｎｉａ ｆｕｒｎａｃａｌｉｓ； ＯｆＦｉｂＬ （ＸＰ ０２８１７０８２５. １）； 棉褐环野螟 Ｈａｒｉｔａｌｏｄｅｓ
ｄｅｒｏｇａｔａ； ＨｄＦｉｂＬ （ＡＦＳ３２６９０. １）； 玉带凤蝶 Ｐａｐｉｌｉｏ ｐｏｌｙｔｅｓ； ＰｐＦｉｂＬ （ＸＰ ０１３１４８７９９. １）； 柑橘凤蝶 Ｐａｐｉｌｉｏ ｘｕｔｈｕｓ； ＰｘＦｉｂＬ
（ＮＰ ００１２９９４９２. １）； 特美红蛱蝶 Ｖａｎｅｓｓａ ｔａｍｅａｍｅａ； ＶｔＦｉｂＬ （ＸＰ ０２６４８８０４３. １）； 黑脉金斑蝶 Ｄａｎａｕｓ ｐｌｅｘｉｐｐｕｓ ｐｌｅｘｉｐｐｕｓ；
ＤｐＦｉｂＬ （ＯＷＲ４３５９５. １）； 菊黄花粉蝶 Ｚｅｒｅｎｅ ｃｅｓｏｎｉａ； ＺｃＦｉｂＬ （ＸＰ ０３８２１８６９８. １）； 白粉蝶 Ｐｉｅｒｉｓ ｍａｃｄｕｎｎｏｕｇｈｉ； ＰｍＦｉｂＬ
（ＣＡＦ４９５２４０３. １）； 菜粉蝶 Ｐｉｅｒｉｓ ｒａｐａｅ； ＰｒＦｉｂＬ （ＸＰ ０２２１２０９４１. １）； 袋衣蛾 Ｔｉｎｅｏｌａ ｂｉｓｓｅｌｌｉｅｌｌａ； ＴｂＦｉｂＬ （ＱＲＮ４５２１５. １）；
烟草天蛾 Ｍａｎｄｕｃａ ｓｅｘｔａ； ＭｓＦｉｂＬ （ＸＰ ０３７３０３６１８. １）； 家蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ； ＢｍＦｉｂＬ （ＡＡＬ８３６４９. １）； 粉纹夜蛾 Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ
ｎｉ； ＴｎＦｉｂＬ （ＸＰ ０２６７３６６７６. １ ）； 车前灯蛾 Ａｒｃｔｉａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｉｓ； ＡｐＦｉｂＬ （ ＣＡＢ３２２５４８８. １ ）； 美国白蛾 Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ；
ＨｃＦｉｂＬ； 棉铃虫 Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ； ＨａＦｉｂＬ （ＸＰ ０２１１８７４３６. １）； 斜纹夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｕｒａ； ＳｌＦｉｂＬ （ＸＰ ０２２８２３５８３. １）；
草地贪夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ； ＳｆＦｉｂＬ （ＸＰ ０３５４４３３７７. １）； 物种名以及 Ｆｉｂ⁃Ｈ 登录号： 车前灯蛾 Ａｒｃｔｉａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｉｓ；
ＡｐＦｉｂ⁃Ｈ （ＣＡＢ３２４８７５３. １）； 美国白蛾 Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ； ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ； 玉带凤蝶 Ｐａｐｉｌｉｏ ｐｏｌｙｔｅｓ； ＰｐＦｉｂ⁃Ｈ （ＸＰ ０１３１４７７０４. １）；
柑橘凤蝶 Ｐａｐｉｌｉｏ ｘｕｔｈｕｓ； ＰｘＦｉｂ⁃Ｈ （ＫＰＪ０１４７０. １）； 棉褐环野螟 Ｈａｒｉｔａｌｏｄｅｓ ｄｅｒｏｇａｔａ； ＨｄＦｉｂ⁃Ｈ （ＡＮＡ５２００２. １）； 桑野蚕

Ｂｏｍｂｙｘ ｍａｎｄａｒｉｎａ； ＢｍＦｉｂ⁃Ｈ （ ＣＡＡ２７６１２. １ ）； 家 蚕 Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ； ＢｍＦｉｂ⁃Ｈ （ ＮＰ ００１１０６７３３. １ ）； 棉 铃 虫 Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ
ａｒｍｉｇｅｒａ； ＨａＦｉｂ⁃Ｈ （ＰＺＣ７２４５６. １ ）； 斜纹夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｕｒａ； ＳｌＦｉｂ⁃Ｈ （ ＸＰ ０２２８１７９０７. １ ）； 草地贪夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ
ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ； ＳｆＦｉｂ⁃Ｈ （ＸＰ ０３５４４９５８１. １）
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表 ３　 候选基因 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物的扩增效率及线性相关系数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ Ｒ２ ｏｆ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ

基因

Ｇｅｎｅｓ

扩增效率 （％ ）
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

线性决定系数 Ｒ２

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

斜率

Ｓｌｏｐｅ

ＲＰＳ２６ １０４. １５ ０. ９９８ － ３. ２２

ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ ９４. ９０ ０. ９９８ － ３. ４４

ＨｃＰ２５ １０６. ０３ ０. ９９９ － ３. １７

ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ １０８. １４ ０. ９９９ － ３. １４

　 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示美国白蛾丝素蛋白 ＨｃＰ２５、
ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 相对表达量在美国白蛾幼虫不同

发育阶段存在明显差异。 ＨｃＰ２５ 与 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 具有相

似的表达特点， ＨｃＰ２５ 与 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 在初孵幼虫以及

２ 龄时相对表达量显著高于其它龄期 （Ｐ ＜ ０. ０５）；
在 ２ 龄后随着龄期增长呈下降趋势， ４ 龄之后

ＨｃＰ２５ 与 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 表达量显著下降， 在蛹期时相对

表达量最低 （图 ３⁃Ａ， Ｃ）。 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 在 ２ 龄幼虫体

内表达量达到峰值， 显著高于其它龄期 （ Ｐ ＜
０. ００１）， 之后同样随着龄期增长显著下降， 且在

蛹期时相对表达量最低， 显著低于卵期与幼虫期

（Ｐ ＜ ０. ０５， 图 ３ － Ｂ）。

图 ３　 美国白蛾丝素蛋白基因 ＨｃＰ２５ （Ａ）、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ （Ｂ）、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ （Ｃ） 在不同发育阶段的表达特性

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＨｃＰ２５ （Ａ）， ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ （Ｂ）， ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ （Ｃ） ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ
注： Ｌ１ ～ Ｌ６： 分别表示 １ 龄至 ６ 龄美国白蛾幼虫。 数据为平均数 ± 标准误， 柱上不同小写字母表示差异显著 Ｐ ＜ ０. ０５，
Ｄｕｎｃａｎ 氏多重比较。 下图同。 Ｎｏｔｅ： Ｌ１ ～ Ｌ６ １ ｓｔ ～ ６ ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｎ ± ＳＥ， ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （Ｐ ＜ ０. ０５， Ｄｕｎｃａｎ'ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ）． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

２. ３　 美国白蛾丝素蛋白基因在幼虫不同组织的表

达分析

　 　 美国白蛾 ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 和 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 基因在

３ 龄幼虫的不同组织中具有不同的表达模式。 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 结果表明 ３ 条丝素蛋白基因均在丝腺组织中

表达 量 最 高， 且 极 显 著 高 于 其 它 组 织 （ Ｐ ＜

０. ００１）； 其中 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 在脂肪体、 头中特异性地高

表达， 且在脂肪体中相对表达量高于头部 （Ｐ ＜
０. ０５）， 显著高于其他组织 （Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＨｃＰ２５、
ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 除了在丝腺组织中特异性表达之外， 在表

皮、 脂肪体、 头中也有表达， 且在这 ３ 个组织之

间差异不显著 （Ｐ ＞ ０. ０５） （见图 ４）。

图 ４　 美国白蛾丝素蛋白基因 ＨｃＰ２５ （Ａ）、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ （Ｂ）、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ （Ｃ） 在幼虫不同组织的表达特性

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ＨｃＰ２５ （Ａ）， ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ （Ｂ）， ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ （Ｃ） ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ３ ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ
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２. ４　 美国白蛾丝素蛋白基因在取食不同寄主植物

后的表达谱分析

　 　 取食不同寄主植物后美国白蛾 ３ 龄幼虫丝素

蛋白基因的转录水平存在显著差异。 取食杨树的

美国白蛾幼虫的 ＨｃＰ２５ 和 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 基因相对表达量

种群极显著高于其它寄主的种群 （Ｐ ＜ ０. ００１， 图

５⁃Ａ， Ｂ）， 取食喜树的美国白蛾也相对较高。
ＨｃＰ２５ 和 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 基因表达量高低依次为杨树种群

＞喜树种群 ＞ 山樱花种群 ＞ 日本晚樱种群、 落羽

杉种群。 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 表达特性与 ＨｃＰ２５ 和 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 不

同， 取食山樱花与日本晚樱幼虫的 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 相对表

达量显著高于其它种群 （Ｐ ＜ ０. ０５）， 取食杨树幼

虫的 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 表达相对较低且与取食落羽杉、 喜树

的无显著性差异 （Ｐ ＞ ０. ０５）； 取食落羽杉幼虫的

ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 和 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 表达量均低于取食其它

寄主植物 （图 ５⁃Ｃ）。

图 ５　 美国白蛾幼虫取食不同寄主植物后丝素蛋白基因 ＨｃＰ２５ （Ａ）、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ （Ｂ）、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ （Ｃ） 的表达特性

Ｆｉｇ. ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨｃＰ２５ （Ａ）， ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ （Ｂ）， ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ （Ｃ） ｉｎ ｔｈｅ ３ ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕｎｅａ
ａｆｔｅｒ ｆｅｅｄｉｎｇ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｓｔ ｐｌａｎｔｓ

３　 结论与讨论

丝是一种从螨类、 蜘蛛等节肢动物外胚层腺

体中分泌形成的聚合纤维， 而节肢动物产丝能力

是由多个昆虫谱系中进化而来的 （Ｇａｔｅｓｙ ｅｔ ａｌ. ，
２００１； 王孟卿和彩万志， ２００４； Ａｄｄｉｓ ｅｔ ａｌ. ， ２０１４）。
吐丝现象在膜翅目、 长翅目、 管蚤目、 双翅目、
毛翅 目 和 鳞 翅 目 等 昆 虫 的 幼 虫 中 均 有 发 生

（Ｍａｔｔｈｅｗ ｅｔ ａｌ. ， ２０１２； Ｙａｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０２１）。 丝的主

要作用吐丝结成网幕保护幼虫躲避天敌或者是化

蛹时制作茧室以及一些肉食性昆虫利用丝收集食

物或用作捕获猎物的 “陷阱”（Ｊｏｈｎ ｅｔ ａｌ. ， ２００１）。
产丝能力、 丝的功能以及性能在不同的昆虫种类

中有很大的不同。 美国白蛾幼虫聚集在寄主植物

叶片以及树枝上通过分泌丝纤维形成网幕， 幼虫

通常白天群聚在网幕中， 夜晚扩张网幕并将植物

叶片包裹起来供其取食 （ Ｒｅｈｎｂｅｒｇ， ２００２； Ｃｈｅｎ
ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）。 网幕为美国白蛾幼虫提供适宜的生

长温度以及躲避天敌的攻击。 此外， 网幕还可以

调节热量， 减缓网内的空气流动， 从而促进幼虫

的发育 （Ｒｅｈｎｂｅｒｇ， ２００２； Ｔａｋｕｙａ ｅｔ ａｌ. ， ２０１６）。
丝素蛋白是研究节肢动物适应性进化的理想

材料， 因为它们独立地出现在许多节肢动物的谱

系中。 通常情况下， 丝主要由甘氨酸、 丙氨酸和

丝氨酸等非必需氨基酸组成。 拥有特殊功能的丝

蛋白往往具有特定的属性， 这些属性在很长一段

时间的进化过程中一直保持不变 （Ｇｏｓｌｉｎｅ ｅｔ ａｌ. ，
１９９９）。 这些保守的蛋白质特征可以从单一半胱氨

酸残基的均匀定位， 到更复杂的特征， 如序列同

源性高的长片段区域。 对于蜘蛛丝来说， 研究这

些蛋白保守的特征有助于确定重要的丝蛋白序列

元件和分子进化模式 （Ｊｏｈｎ ｅｔ ａｌ. ， ２００１）。 本研究

中筛选出美国白蛾幼虫 ３ 条丝素蛋白基因即

ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ， 核苷酸序列比对分析，
发现 ３ 条丝素蛋白基因均与车前灯蛾同源性最高，
可能是由于两种昆虫均隶属于灯蛾科， 具有同源

的系统进化关系。 Ｐ２５、 Ｆｉｂ⁃Ｈ、 Ｆｉｂ⁃Ｌ 在鳞翅目不

同科之间在出现较大的分化； Ｐ２５ 以及 Ｆｉｂ⁃Ｌ 在美

国白蛾所属的灯蛾科中与夜蛾科的进化关系较为
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接近， 而在 Ｆｉｂ⁃Ｈ 中灯蛾科与凤蝶科进化关系更为

接近。 可能是由于不同科的鳞翅目幼虫的网幕行

使不同的功能， 以及生物学习性的差异导致丝素

蛋白功能上的分化 （Ｒｏｂｅｒｔ. ， ２００２）。 如在谷蛾总

科和螟蛾总科中， 幼虫通常藏匿于用丝构成的纺

丝管中， 在纺丝管中取食， 还可以躲避天敌； 而

一些尺蛾科和夜蛾科的老熟幼虫吐丝帮助它们从

树冠上下落到地面上化蛹 （ Ｆｒａｎｔｉｓｅｋ ａｎｄ Ｍｉｃｈａｌ，
２００４； Ｔｓｕｂｏｔａ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）。

同样， 丝在在鳞翅目幼虫不同的发育时期行

使不同的功能。 如一些斑蛾科、 卷叶蛾科以及毒

蛾科昆虫的初孵幼虫利用丝线借助风的作用扩大

分布范围， 蚕蛾科昆虫在老熟幼虫化蛹时吐丝作

茧以保护蛹 （ Ｉｎｏｕｅ ｅｔ ａｌ. ， ２０００）。 本研究中， 美

国白蛾丝素蛋白 ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 相对表

达量在美国白蛾幼虫不同发育阶段处于动态的变

化过程。 ＨｃＰ２５ 与 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 在初孵幼虫及 ２ 龄时相

对表达量显著高于其它龄期， ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 在 ２ 龄幼虫

时表达量达到峰值， 之后随着龄期增长呈现下降

趋势， 表明丝素蛋白的表达量与美国白蛾的产丝

量密切相关。 美国白蛾在其幼虫孵化后立即大量

吐丝结网幕， 而这一阶段 ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ
相对表达量较高。 美国白蛾幼虫 ４ 龄后开始分散

取食， 不群居结成网幕 （Ｗｕ ｅｔ ａｌ. ， ２０１９）， 因而

ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 相对表达量较低， 而蛹

期几乎不形成网幕， 相对表达量最低。 在对丝素

蛋白在不同组织表达水平研究中， 丝素蛋白基因

ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 和 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 均在丝腺组织中特异性

表达， 说明 ３ 条基因参与丝腺组织中丝纤维的合

成。 美国白蛾幼虫的丝腺是一对特异化程度非常

高的器官， 由下唇腺特化而成， 主要功能是合成

和分泌丝蛋白， 而头部器官是幼虫分泌丝的主要

场所 （Ｗｕ ｅｔ ａｌ. ， ２０１９； Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）， ３ 条

基因在美国白蛾头部均有分布和表达说明丝素蛋

白在可能头部参与丝的分泌。
植物作为重要的生态因子和食物资源， 直接

影响昆虫的地理分布与扩散。 美国白蛾为多食性

食叶害虫， 具有特定的食物结构和适应性。 本研

究中， 取食不同寄主植物的美国白蛾 ３ 龄幼虫丝

素蛋白呈现不同的表达水平。 已有研究表明家蚕

幼虫血淋巴中贮藏的蛋白积累是由寄主植物直接

诱导的 （Ｎａｇａｔａ ａｎｄ Ｋｏｂａｙａｓｈｉ， １９９０）， 丝素蛋白

的表达水平因取食不同的桑叶品种而有所差异

（Ｍｉｃｈｅａｌ ａｎｄ Ｓｕｂｒａｍａｎｙａｍ， ２０１４）。 诱导丝素蛋白

高表达的桑树品种的叶片含有较高的蛋白质和碳

水化合物， 直接有助于家蚕幼虫产生更多的丝素

（Ｒｕｔｈ ｅｔ ａｌ. ， ２０１９）。 在这些寄主富含较多的微量

营养素、 氨基酸和碳水化合物， 以及促进丝腺生

长成熟和血淋巴分泌的促生酶 （ Ｃｈｉｎｎａｓｗａｍｙ
ｅｔ ａｌ. ， ２０１２； Ｒｕｔｈ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）。 本研究发现取食

杨树的美国白蛾幼虫 ＨｃＰ２５ 与 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 基因相对表

达量种群极显著高于其它寄主种群， 可能是由于

杨树叶片中蛋白质、 碳水化合物的丰度高于其它

寄主， 从而诱导 ＨｃＰ２５ 与 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 基因的高表达，
继而使其在杨树上产生更多的网幕， 造成危害。
ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 与 ＨｃＰ２５、 ＨｃＦｉｂ⁃Ｈ 表达模式呈现不同的表

达特性， 取食山樱花和日本晚樱幼虫的 ＨｃＦｉｂ⁃Ｌ 表

达量显著升高， 可能是由于美国白蛾网幕形成过

程中不同类型的丝素蛋白行使不同的功能。 在家

蚕的研究中， 幼虫取食不同品种桑叶后， ５ 龄家蚕

幼虫的 Ｆｉｂ⁃Ｌ 与 Ｆｉｂ⁃Ｈ 同样呈现了不同的表达模式

（Ｒｕｔｈ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）。 在不同鳞翅目昆虫中 Ｆｉｂ⁃Ｈ
具有同源性， 其氨基酸序列重复区具有多样性，
同时氨基酸组成、 基本序列重复单元的复杂性以

及这些重复单元的排列决定了丝纤维的特性

（Ｆｒａｎｔｉｓｅｋ ａｎｄ Ｍｉｃｈａｌ， ２００４； Ｔａｋｕｙａ ｅｔ ａｌ. ， ２０２０）。
而 Ｆｉｂ⁃Ｌ 和 Ｐ２５ 主要是参与丝基本单元的构成以及

Ｆｉｂ⁃Ｈ 的分泌， 与 Ｆｉｂ⁃Ｈ 在丝形成的过程中发挥不

同的作用 （Ｆｒａｎｔｉｓｅｋ ａｎｄ Ｍｉｃｈａｌ， ２００４）。 下一步将

测定不同寄主的营养物质， 以及美国白蛾在不同

寄主植物上网幕发生量， 明确寄主植物营养物质、
美国白蛾在不同寄主上的发生量以及与形成网幕

大小的关系。
美国白蛾是一种多食性的入侵害虫， 以幼虫

取食寄主植物叶片造成危害， 其幼虫吐丝合成丝

状物形成网幕对寄主植物造成危害。 本研究在克

隆出美国白蛾三条丝素蛋白的基础上， 探究了其

时空表达特性以及美国白蛾幼虫取食不同寄主植

物后的表达谱， 为进一步研究深网幕介导的美国

白蛾对不同寄主的适应机制、 寄主介导的扩散机

制奠定基础。
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