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摘要: 【目的】分析橘小实蝇 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的时空表达模式及其对饥饿的响应ꎬ初步明确 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在调节橘小实蝇行为和生理

方面的功能ꎮ 【方法】利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克隆橘小实蝇神经肽 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ采用实时定量 ＰＣＲ 技术分析该基因

在橘小实蝇不同发育阶段、成虫不同组织、幼虫不同组织及其在饥饿胁迫下的表达模式ꎬ并运用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术进一

步验证ꎮ 【结果】实时定量 ＰＣＲ 分析结果表明ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇的幼虫期和成虫期显著性高表达ꎬ卵期和蛹期几乎不

表达ꎮ 其中早期成虫表达量最高ꎬ约为晚期成虫的 ２ 倍ꎬ幼虫期表达量位于两者之间ꎮ 在橘小实蝇幼虫、成虫不同组织中ꎬ
ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在中枢神经系统的表达量显著高于其他组织ꎬ在触角的表达量仅次于中枢神经系统ꎮ 此外ꎬ橘小实蝇在经饥饿处

理 ２４ ｈ 的过程中ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的表达量均出现下调ꎬ其中从饥饿处理结果可知在 ６ ｈ 下降幅度最大ꎬ１２ ｈ 和 ２４ ｈ 表达量下降

幅度减少ꎮ 半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术进一步检测结果与实时定量 ＰＣＲ 技术检测结果一致ꎮ 【结论】 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇中枢

神经系统可能调节橘小实蝇成虫对饥饿胁迫的响应ꎮ 其在触角中的高表达可能与橘小实蝇嗅觉的敏感性相关ꎮ 本研究为

进一步研究橘小实蝇 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的生理功能、评估其药靶潜力奠定了理论基础ꎮ
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ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔ ｆｌｙ ｗｉｔｈｏｕｔ ｆｏｏｄ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｆｏｒ ６ꎬ １２ ａｎｄ ２４ ｈｏｕｒｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｂｙ
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　 　 橘小实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｄｏｒｓａｌｉｓ(Ｈｅｎｄｅｌ)ꎬ又名东

方果实蝇ꎬ属双翅目 Ｄｉｐｔｅｒａ 实蝇科 Ｔｅｔｒｉｐｈｉｔｅｄａｅ 果

实蝇属 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａꎬ是一种重大农业入侵害虫(陈韶

萍等ꎬ２０１４)ꎮ 橘小实蝇寄主范围广ꎬ可危害柑橘、
番石榴、杨桃、芒果、香蕉、茄子、辣椒、瓜类等 ４６ 科

２５０ 多种水果和蔬菜(汪恩国等ꎬ２０１３ꎻ 袁国瑞等ꎬ
２０１６)ꎮ 由于其极强的环境适应和入侵扩散能力ꎬ
已被多个国家列为检疫对象ꎬ并且在热带和亚热带

成为最具毁灭性的害虫之一(Ｃｌａｒｋｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎮ
尽管可以使用寄生蜂等对橘小实蝇进行生物防治ꎬ
但目前最有效的控制方法仍是化学防治(Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２)ꎮ 近年来ꎬ橘小实蝇抗药性愈演愈烈ꎬ如何有

效控制其危害ꎬ是目前全世界果蔬产业面临的一个

严峻问题ꎮ
昆虫的神经肽是一类由昆虫神经系统分泌的

微量高效能小分子蛋白质(多肽)ꎬ是多细胞生物体

内的重要信使(魏兆军和赵远ꎬ２００５)ꎮ 到目前为

止ꎬ就多细胞生物体而言ꎬ昆虫神经肽是最大、种类

最多的信号分子(Ｓｃｈｏｏｆｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎬ调控着昆虫

的许多重要生理过程ꎬ如生长、发育 ( Ｇｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)、取食(Ｈｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)、
记忆 ( Ｃｅｒｖａｎｔｅｓ￣Ｓａｎｄｏｖａｌ ＆ Ｄａｖｉｓꎬ ２０１２ )、 生 殖

(Ｎｉｌａｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)、代谢、遗传(Ａｌｔｓｔｅｉｎ ＆ Ｎäｓｓｅｌꎬ
２０１０)等ꎮ 因此ꎬ神经肽信号调节系统被认为是理

想的防治昆虫的杀虫靶标ꎬ如 ｔａｃｈｙｋｉｎｉｎ(Ｎａｃｈｍａｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)、滞育激素( ｄｉａｐａｕｄｅ ｈｏｒｍｏｎｅ) (Ｚｈａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)、ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ(Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ｂ)等ꎮ 研究

表明ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 与昆虫的取食有极密切的关系ꎬ调
控多种昆虫的取食行为(Ｓｃｈｏｏｆｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ ｓｕｌ￣
ｆａｋｉｎｉｎｓ 定位于交感神经系统和中枢神经系统ꎬ类
似于哺乳类动物胃分泌素 ( Ａｎｄｅｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ꎻ
Ｄｕｖｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９４ꎻ Ｎｉｃｈｏｌｓ ＆ Ｌｉｍꎬ１９９５)ꎮ 昆虫 ｓｕｌ￣
ｆａｋｉｎｉｎｓ 首次于马德拉 蜚 蠊 Ｌｅｕｃｏｐｈａｅａ ｍａｄｅｒａｅ
Ｂｒｏｗｓｅ 头部的提取物中分离得到(Ｎａｃｈｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９８６)ꎮ 随后ꎬ又在果蝇(Ｎｉｃｈｏｌｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８８)、沙漠

蝗 Ｓｃｈｉｓｔｏｃｅｒｃａ ｇｒｅｇａｒｉａ Ｆｏｒｓｋ (Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０００)、德
国小蠊 Ｂｌａｔｔｅｌｌａ ｇｅｒｍａｎｉｃａ (Ｌ.) ( Ｊｏｓｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００１)
等多种昆虫中发现ꎮ 研究显示ꎬ注射 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 后

的亚洲飞蝗 Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａ Ｌ.减少了食物的摄取

(Ａｌｔｓｔｅｉｎ ＆ Ｎäｓｓｅｌꎬ２０１０)ꎬ且与 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的注射量

呈正相关(Ｚｅｌｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎻ德国小蠊在注射 ｓｕｌｆａ￣
ｋｉｎｉｎ 肽段后ꎬ减少了 ８４％的食物摄取( Ｊｏｓｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２００１)ꎮ 与之相反ꎬ利用 ＲＮＡｉ 抑制双斑蟋 Ｇｒｙｌｌｕｓ
ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓ (Ｄｅ Ｇｅｅｒ) 、赤拟谷盗 Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅ￣
ｕｍ Ｈｅｒｂｓｔ 的 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎꎬ其食物摄取量显著增加

(Ｍｅｙｅｒｉｎｇ￣Ｖｏｓ ＆ Ｍüｌｌｅｒꎬ２００７ꎻ Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３ａ)ꎻ
ＲＮＡｉ 后果蝇出现摄食增加且取食行为异常的现象

(Ｓöｄｅｒｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎻｎｏｎｓｕｌｆａｔｅｄ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ(ＳＫ)
参与调节大麦虫 Ｚｏｐｈｏｂａｓ ａｔｒａｔｕｓ Ｆａｂ 的幼虫和蛹

期的糖类和类脂化合物代谢作用ꎬ影响其幼虫脂肪

体和线粒体相关能量代谢活动 ( Ｓｌｏｃｉｎｓｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎮ 目前ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 被定位于许多昆虫的中枢

神经系统ꎬ且又与昆虫的取食有密切关系ꎬ意味着

其具有重要的生理功能以及良好的药靶潜力ꎮ
ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 表达模式分析可为深入研究橘小实

蝇 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的生理功能、药靶潜力提供基础数据ꎬ
为靶向橘小实蝇重要神经肽信号传递系统、开发高

度特异的控制剂奠定基础ꎮ 橘小实蝇 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 具

有何种生理功能仍不得而知ꎬ是否具有药靶潜力亟

需深入研究ꎮ 本文以橘小实蝇为对象ꎬ克隆获得了

神经肽 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的 ｃＤＮＡ 全长ꎬ并利用实时荧光定

量 ＰＣＲ 解析了其时空表达模式分析ꎬ为进一步研

究橘小实蝇 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 基因功能奠定基础ꎬ同时为

以昆虫神经肽为靶标的新型杀虫剂的开发提供理

论依据ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试虫源

橘小实蝇于 ２００７ 年采自云南省(云南品系)ꎬ
带回实验室后饲养于西南大学昆虫学及害虫控制

工程重点实验室人工气候室内ꎮ 饲养温度(２７±１)
℃ꎬ饲养相对湿度(７０±５)％ꎬ光周期 １４Ｌ ∶ １０Ｄꎮ 所

有试虫均为人工饲料饲养ꎮ
１.２　 主要试剂

高保真 ＤＮＡ 聚合酶 ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲＴＭ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ
及 ＰＣＲ 相关试剂、半定量 ＰＣＲ 所用 Ｔａｑ 酶及相关试

剂均购自 ＴａｋａＲａ 公司ꎬＴｒｉｚｏｌ 试剂购自 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌ￣
ｏｇｉｅｓ 公司ꎬ反转录试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎬｉＱＴＭ
ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ 购自 Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司ꎮ
１.３　 样品的制备

加入 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂充分研磨ꎬ参照 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂说

明书提取样品的总 ＲＮＡꎬ琼脂糖电泳检测总 ＲＮＡ
的完整性ꎬＮａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 核酸浓度测定仪检测其

浓度和纯度ꎬ使用 ＲＱ１ Ｒｎａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｄｎａｓｅ 去除基因

组 ＤＮＡꎬ按照反转录试剂盒说明书进行反转录合成
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第一链 ｃＤＮＡꎬ在－２０ ℃冰箱中保存备用ꎮ
１.４　 序列比对分析

在 ＧｅｎＢａｎｋ(ＸＭ＿０１１２０７９５０)查询获得橘小实

蝇 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 序列ꎻ利用在线程序 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１(ｈｔｔｐ:
∥ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / Ｓｉｇｎａｌ Ｐ) 预测信号肽

(ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ)ꎻ根据在线程序 Ｎｅｕｒｏ Ｐｒｅｄ(ｈｔｔｐ:∥
ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ.ｓｃｓ.ｕｉｕｃ.ｅｄｕ / ｎｅｕｒｏｐｒｅｄ.ｈｔｍ)预测成

熟肽切割位点(ｄｉｂａｓｉｃ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ)ꎻ氨基酸序列

比对分析通过 ＤＮＡＭＡＮ、ＷｅｂＬｏｇｏ 等软件完成ꎮ 通

过 ＭＥＧＡ５ 软件中的邻接法构建系统发育树ꎬ用在

线工具 ＷｅｂＬｏｇｏ (ｈｔｔｐ:∥ｗｅｂｌｏｇｏ.ｂｅｒｋｅｌｅｙ.ｅｄｕ / ｌｏｇｏ.
ｃｇｉ)作图ꎻ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件设计橘小实

蝇 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的特异性 ｑＰＣＲ 引物 (表 １)ꎬ并用

ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 对所设计的引物进行评价ꎮ

表 １　 研究所用引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物类型
Ｐｒｉｍｅｒ ｔｙｐｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

(５′－３′)

ｑＰＣＲ 引物 ｄｌ￣ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ￣Ｆ１ ＴＧＧＴＧＧＣＣＴＴＡＡＣＧＴＴＧＡＣＴ
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＰＣＲ ｄｌ￣ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ￣Ｒ１ ＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＣＡＣＣＡＧＡＴ

α￣Ｔｕｂｕｌｉｎ￣ｑＦ ＣＧＣＡＴＴＣＡＴＧＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧ
α￣Ｔｕｂｕｌｉｎ￣ｑＲ ＧＧＧＣＡＣＣＡＡＧＴＴＡＧＴＣＴＧＧＡ

半定量ＰＣＲ引物 ｄｌ￣ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ￣Ｆ ＴＧＧＴＧＧＣＣＴＴＡＡＣＧＴＴＧＡＣＴ
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｄｌ￣ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ￣Ｒ ＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＣＡＣＣＡＧＡＴ
ｓｅｍｉ￣ｑＰＣＲ
全长验证 Ｆｕｌｌ￣ ｏｒｆ￣ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎＦ１ ＧＣＡＡＣＴＧＴＡＡＴＧＧＣＴＣＡＡＧＴ
ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｒｆ￣ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎＲ１ ＣＴＧＴＣＴＡＡＧＴＡＣＴＴＣＴＣＣＣＡ

１.５　 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 表达模式分析

橘小实蝇不同发育阶段和不同组织表达模式

的样品收集参照桂顺华(２０１７)方法:不同发育阶段

选取卵 ( １ ｄ)、幼虫 ( ４ ｄ)、蛹 ( ４ ｄ)、早期成虫

(５ ｄ)、晚期成虫(１０ ｄ)ꎻ选取孵化后 ４ 日龄幼虫解

剖不同组织ꎬ包括中枢神经系统、脂肪体、中肠、马
氏管、气管和表皮ꎻ选取羽化后 ５ 日龄未交配的成

虫解剖不同组织ꎬ包括中枢神经系统、脂肪体、中
肠、马氏管、触角、精巢和卵巢ꎮ 每个样品 ４ 个生物

重复ꎬ总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成参照 １.３ꎮ
根据 ＧｅｎＢａｎｋ 查询获得的序列设计橘小实蝇

ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 特异性 ｑＰＣＲ 引物ꎬ同时采用橘小实蝇 α￣
Ｔｕｂｕｌｉｎ 作为内参基因(Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)(ＧｅｎＢａｎｋ
登录号: ＧＵ２６９９０２)ꎮ ｑＰＣＲ 反应体系如下:ｃＤＮＡ
０.５ μＬ、ＧｏＴａｑ® ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ３.５

μＬ、上下游引物各 ０.５ μＬꎮ 反应条件为 ９５ ℃预变

性 ２ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ６０ ℃延伸

３０ ｓꎬ进行 ４０ 个循环ꎬ最后 ９５ ℃后延伸 ３０ ｓꎮ 每次

实验技术重复 ２ 个ꎬ生物重复 ４ 次ꎮ
利用 ２－△△Ｃｔ法(Ｌｉｖａｋ ＆ Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎꎬ２００１)对数

据进行分析ꎮ 其中ꎬ不同发育阶段表达模式研究

中ꎬ晚期成虫相对表达量设置为校准值ꎻ成虫不同

组织表达模式研究中ꎬ成虫触角组织的相对表达量

设置为校准值ꎻ幼虫不同组织表达模式研究中ꎬ幼
虫中肠组织的相对表达量设置为校准值ꎮ
１.６　 半定量检测 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 相对表达量

以反转录合成的第一链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ采用巢

式 ＰＣＲ 扩增ꎬ体系为 ２５ μＬ: ｃＤＮＡ １ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ
１７.３７５ μＬ、ｂｕｆｆｅｒ (Ｍｇ＋) ２.５ μＬ、ｄＮＴＰ ２ μＬ、ｒＴａｑ
０.１２５ μＬ、上下游引物各 １ μＬꎮ 反应条件为 ９８ ℃
预变性 ３ ｍｉｎꎬ９８ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 ９０ ｓꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 扩增进行 ３５ 个循环ꎬ内参 α￣
Ｔｕｂｕｌｉｎ 扩增进行 ３０ 个循环ꎬ最后 ７２ ℃后延伸 １０
ｍｉｎꎮ 用 １.５％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１.７　 饥饿胁迫

分别挑取 ４ 头经饥饿处理 ６、１２、２４ ｈ 的橘小实

蝇羽化后 ５ 日龄的成虫ꎬ加入 Ｔｒｉｚｏｌ 充分研磨ꎬ总
ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成参照 １.２ꎬ每个处理 ４ 个生

物重复ꎬ每个生物重复雌雄各 ２ 头且只取头部ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的序列分析

利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术ꎬ克隆获得了橘小实蝇 ｓｕｌ￣
ｆａｋｉｎｉｎ 的 ｃＤＮＡ 全长序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＭ＿
０１１２０７９５０)ꎮ ｃＤＮＡ 全长 ４１７ ｂｐꎬ编码 １３８ 个氨基

酸ꎮ ５′端前 ３０ 个氨基酸残基为信号肽序列ꎻ前体包

含 ２ 个成熟肽(图 １)ꎮ 其成熟肽 Ｃ 端具有典型的

ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 基序 ＧＨＭＲＦａｍｉｄｅ(图 ２)ꎮ
将 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 编码的氨基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 登

录的其他昆虫的 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 氨基酸序列进行比对

(表 ２)ꎬ并通过 ＭＥＧＡ ５ 软件中的邻接法构建系统

发育树ꎬ各分支重复检验次数均为 １０００ꎮ 结果表

明ꎬ橘小实蝇与黑腹果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ 的
ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 亲缘关系最近ꎬ且聚为一支(图 １Ａ)ꎮ 各

目的昆虫均单独成一支ꎬ与传统的分类关系一致ꎬ
说明昆虫 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在进化上具有较好的保守性ꎮ
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图 １　 Ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的序列分析
Ｆｉｇ.１　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ

Ａ:Ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 系统发育分析ꎻＢ:５ 种不同昆虫 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 成熟肽序列比对分析ꎮ
Ａ: Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ.

图 ２　 Ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 基因全长序列及其编码的氨基酸序列
Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ (ＡＡ) ｓｅｑｕｅｎｃｅ

∗:终止子ꎬ成熟肽用下划线代表ꎮ
∗: Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒꎬ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ.

表 ２　 不同昆虫 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的 ＧｅｎＢａｎｋ 登录信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｉｎｓｅｃｔｓ

种名
Ｓｐｅｃｉｅｓ

缩写
Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ Ｄｒｏｓｕｌｋｉｎｉｎ ＮＭ＿０８０１０６.３
Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔａｎｅｕｍ Ｔｒｉｓｕｌｋｉｎｉｎ ＫＣ１６１５７４.１
Ｒｈｏｄｎｉｕｓ ｐｒｏｌｉｘｕｓ Ｒｈｏｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ＡＣＳ４５３８８.１
Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ Ａｎｏｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ＡＡＲ０３４９５.１
Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｄｏｒｓａｌｉｓ Ｂａｃｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ＸＭ＿０１１２０７９５０
Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ Ｂｏｍｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ＡＢ３６２２２３.１
Ｈａｂｒｏｐｏｄａ ｌａｂｏｒｉｏｓａ Ｈａｂｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ (ＫＯＣ６２８２５.１)
Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ Ｎｉｌｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ (ＡＦＷ１９８０２.１)
Ｐｓａｃｏｔｈｅａ ｈｉｌａｒｉｓ Ｐｓａｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ (ＢＡＨ１１１７０.１)
Ｇｒｙｌｌｕｓ ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓ Ｇｒｙｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ (ＣＡＬ４８３４９.１)
Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ａｎｏｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ (ＫＦＢ４２３１０.１)

　 　 通过与果蝇、赤拟谷盗、冈比亚按蚊 Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ
ｇａｍｂｉａｅ Ｓａｙ、长红猎蝽 Ｒｈｏｄｎｉｕｓ ｐｒｏｌｉｘｕｓ Ｓｔａｌ 五者之

间 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 成熟肽序列的比对ꎬ发现橘小实蝇与

黑腹果蝇ꎬ长红猎蝽等的 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 都具有较高的

保守性(图 １Ｂ)ꎮ 橘小实蝇和果蝇的 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ１ 序

列完全一致ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ２ 序列有 ２ 个异常的氨基酸

残基ꎬ橘小实蝇 Ｎ 端第三、第四位置是 ２ 个谷氨酸

(Ｅ)ꎬ而果蝇在对应位置是 ２ 个谷氨酰胺(Ｑ)ꎮ 此

外ꎬ橘小实蝇、黑腹果蝇与冈比亚按蚊三者的 ｓｕｌｆａ￣
ｋｉｎｉｎ 成熟肽都具有完全一致的序列 ＦＤＤＹＧＨＭＲ￣
Ｆａｍｉｄｅꎮ 长红猎蝽 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ１ 与赤拟谷盗 ｓｕｌｆａｋｉ￣
ｎｉｎ２ 分别具有一个差异的氨基酸残基ꎮ 赤拟谷盗

的 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ１ Ｎ 端第三个位置的苯丙氨酸(Ｆ)残基

替换成丝氨酸(Ｓ)残基ꎬ长红猎蝽的 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ２ Ｃ
端第三个位置的组氨酸(Ｈ)残基被替换为酪氨酸

(Ｙ)残基ꎮ
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２.２　 橘小实蝇 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的时空表达模式

２.２.１　 橘小实蝇不同组织的表达特性 　 橘小实蝇

成虫的不同组织中ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在中枢神经系统的表

达量显著高于其他组织(Ｐ<０.０５)ꎬ约为触角的 ２
倍ꎬ在触角的相对表达量仅次于中枢神经系统ꎬ且
显著高于其他组织(Ｐ < ０. ０５)ꎮ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在脂肪

体、中肠、马氏管、卵巢和精巢中表达量很低或几乎

不表达(图 ３)ꎮ 半定量 ＰＣＲ 结果与之对应ꎮ
在橘小实蝇幼虫的不同组织中ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在中

枢神经系统中显著高表达(Ｐ<０.０５)ꎬ在脂肪体、中
肠及马氏管中均有一定程度的表达ꎬ在表皮和气管

中表达量极低或几乎不表达(图 ４)ꎮ 其中ꎬｓｕｌｆａｋｉ￣
ｎｉｎ 在中肠的表达量约等于马氏管ꎬ约为中枢神经

系统表达量的 １ / ３ꎻ脂肪体中的相对表达量低于中

肠和马氏管ꎬ高于表皮ꎻ在气管中的相对表达量最

低ꎬ几乎不表达ꎮ 半定量 ＰＣＲ 结果与之对应ꎮ
２.２.２　 橘小实蝇不同发育阶段的表达特性 　 在橘

小实蝇的不同发育阶段ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在卵期几乎不表

达ꎬ在蛹期有一定量的表达ꎬ在幼虫、早期成虫、晚
期成虫显著高表达(Ｐ<０.０５)(图 ５)ꎮ 其中ꎬｓｕｌｆａｋｉ￣
ｎｉｎ 在早期成虫中的相对表达量约为晚期成虫的 ２
倍ꎬ幼虫时期的相对表达量居于早期成虫与晚期成

虫之间ꎬ晚期成虫的相对表达量在这 ３ 个时期最

低ꎮ 半定量 ＰＣＲ 结果与之对应ꎮ

图３　 Ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ在橘小实蝇成虫不同组织的表达模式
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｕｌｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ
柱上不同字母表示经 ＬＳＤ 多重比较后差异显著ꎮ 半定量检

ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇成虫不同组织的相对表达量ꎮ
ＦＢ:脂肪体ꎻＭＧ:中肠ꎻＭＴ:马氏管ꎻＡＮ:触角ꎻ

ＣＮＳ:中枢神经系统ꎻＯＶ:卵巢ꎻＴＥ:精巢ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ
Ｐ<０.０５. Ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｕｌｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ. ＦＢ: Ｆａｔ ｂｏｄｙꎻ ＭＧ: Ｍｉｄｇｕｔꎻ

ＭＴ: Ｍａｌｐｉｇｈｉａｎ ｔｕｂｅꎻ ＡＮ: Ａｎｔｅｎｎａｅꎻ ＣＮＳ: Ｃｅｎｔｒａｌ
ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍꎻ ＯＶ: Ｏｖａｒｙꎻ ＴＥ: Ｔｅｓｔｉｓ.

图４　 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ在橘小实蝇幼虫不同组织的表达模式
Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｒｖａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ
柱上不同字母表示经 ＬＳＤ 多重比较后差异显著ꎮ 半定量检测

ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇幼虫不同组织的相对表达量ꎮ
ＦＢ:脂肪体ꎻＭＧ:中肠ꎻＭＴ:马氏管ꎻＩＮ:表皮ꎻ

ＣＮＳ:中枢神经系统ꎻＴＲ:气管ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ
Ｐ<０.０５. Ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｒｖａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓꎻ ＦＢ: Ｆａｔ ｂｏｄｙꎻ ＭＧ: Ｍｉｄｇｕｔꎻ

ＭＴ: Ｍａｌｐｉｇｈｉａｎ ｔｕｂｅꎻ ＩＮ: Ｓｋｉｎꎻ ＣＮＳ: Ｃｅｎｔｒａｌ
ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍꎻ ＴＲ: Ｔｒａｃｈｅａｌ.

图５　 Ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ在橘小实蝇不同发育阶段的表达模式
Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ

柱上不同字母表示经 ＬＳＤ 多重比较后差异显著ꎮ 半定量检测

ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇成虫不同组织的相对表达量ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ
Ｐ<０.０５. Ｓｅｍｉ￣ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ.

２.３　 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在饥饿胁迫下的表达模式

橘小实蝇成虫在饥饿胁迫下ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 表达量

随时间发生变化ꎮ 结果显示ꎬ橘小实蝇成虫饥饿

６ ｈ后ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的相对表达量为 ０.３１ꎬ低于对照的

０.５８ꎻ随着饥饿时间不断延长ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的表达量

呈下降趋势ꎻ饥饿 １２ ｈ 后ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的表达量达

０.１８ꎬ低于对照的 ０.２６ꎻ２４ ｈ 后ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 表达量为

０.２０ꎬ低于对照的 ０.２７ꎻ总体来看ꎬ饥饿处理后成虫

ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 相对表达量均低于对照组ꎬ其中ꎬ饥饿 ６ ｈ
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处ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 的表达量下降幅度最大ꎮ

３　 讨论
本研究通过与其他昆虫 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 编码氨基酸

序列比较发现ꎬ黑腹果蝇、拟果蝇、赤拟谷盗等昆虫

的 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 单独聚为一簇ꎻ通过与其他昆虫的 ｓｕｌ￣
ｆａｋｉｎｉｎ 成熟肽序列的比对发现ꎬ橘小实蝇与黑腹果

蝇、赤拟谷盗、冈比亚按蚊、长红猎蝽等的 ｓｕｌｆａｋｉ￣
ｎｉｎ１ 和 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ２ 均相似度很高ꎬ这表明物种之间

的 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 均有很好的保守性ꎮ
大量研究证实ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 调控昆虫对食物的摄

取ꎬ这与本研究中 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇不同发育

时期表达模式结果一致ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在幼虫、成虫期

等取食高峰期抑制试虫过量取食而高表达ꎬ而在卵

期和蛹期无取食行为时期则几乎不表达ꎮ
本研究发现ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇成虫和幼虫

气管中高表达ꎬ而在幼虫和成虫的其他组织表达量

很低或几乎不表达ꎬ这与在反吐丽蝇 Ｃａｌｌｉｐｈｏｒａ
ｖｏｍｉｔｏｒｉａ Ｌ.(Ｄｕｖｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９４)、美洲大蠊 Ｐｅｒｉｐｌａｎｅ￣
ｔａ ａｍｅｒｉｃａｎａ ( Ｌ.) ( Ｅａｓｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９７) 及黑腹果蝇

(Ｎｉｃｈｏｌｓ ＆ Ｌｉｍꎬ１９９５)中的研究结果相似ꎮ 研究还

发现ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇成虫的触角中也显著性

高表达ꎮ 由于触角是昆虫感觉系统的重要组成部

分ꎬ行使嗅觉ꎬ感受气流、ＣＯ２、湿度和温度等功能ꎬ
左右其选择食物、取食、躲避危险等一系列行为ꎮ
这暗示橘小实蝇 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在外周神经系统也扮演

着重要角色ꎬ极有可能与嗅觉相关ꎮ
Ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇早期成虫中的表达量约

为晚期成虫的 ２ 倍ꎮ 羽化不久的早期成虫需要补

充营养以达到性成熟ꎬ尤其在鳞翅目和双翅目昆虫

的生殖活动起重要作用ꎮ 因此ꎬ早期成虫比晚期成

虫的 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 表达量的差异极大可能与此有关ꎮ
Ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇幼虫脂肪体有一定程度

的表达ꎬ其是否承担脂肪体和线粒体的相关能量代

谢还有待进一步研究ꎮ 另有研究表明ꎬ双斑蟋肠道

有 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 基因的表达(Ｍｅｙｅｒｉｎｇ￣Ｖｏｓ ＆ Ｍüｌｌｅｒꎬ
２００７)ꎬ然而ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇中肠没有显著性

表达ꎬ这暗示 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 在橘小实蝇与双斑蟋之间

可能承担着截然不同的生理功能ꎮ
研究表明ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 是类似于哺乳类动物胃分

泌素或肠促胰酶肽ꎬ有减少食物消耗的作用(Ｊｏｓｅ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００１ꎻ Ｎａｃｈｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８６)ꎮ 本研究结果显

示ꎬ橘小实蝇成虫在饥饿过程中ꎬｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 表达量

起初下降幅度最大ꎬ随时间推移ꎬ下降幅度减小ꎬ但
仍低于对照组ꎬ暗示 ｓｕｌｆａｋｉｎｉｎ 参与了饥饿调节过

程ꎮ 究竟其如何调节橘小实蝇对饥饿的响应过程

仍需进一步研究ꎮ
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