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松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因的克隆、原核表达
和表达模式分析
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摘要: 【目的】ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 是凝集素的一种ꎬ广泛存在于各种生物体内ꎬ在生长发育、免疫调节方面起重要作

用ꎮ 本研究克隆和表达了松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 蛋白ꎬ并分析了各个龄期的表达量ꎮ 【方法】设计引物ꎬ扩
增松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因ꎬ使用双酶切的方法连接 ｐＥＴ－２８ａ 载体和目的基因ꎬ转化到大肠杆菌 ＤＨ５α
感受态细胞ꎬ筛选阳性克隆ꎻ在不同温度下ꎬ用不同浓度的异丙基￣β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷( ＩＰＴＧ)诱导表达ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检验蛋白表达情况ꎻ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术检验松材线虫各个龄期 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因的表达情况ꎮ
【结果】由 ＳＭＡＲＴ 和 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 软件分析可知ꎬ该蛋白有 ２ 个结构域ꎬ并且主要由无规卷曲和 β 折叠

构成ꎻ生物学信息分析显示ꎬ松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 与小卷蛾斯氏线虫的相似性更高ꎻ与日本血吸虫相比ꎬ线虫能很好地聚

集在一个分支上ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测纯化蛋白大小与查询所得蛋白分子质量一致ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 结果显示ꎬ以繁殖型 ２ 龄松材

线虫(Ｌ２)为对照ꎬｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因在繁殖型 ３ 龄(Ｌ３)、繁殖型 ４ 龄(Ｌ４)、扩散型 ３ 龄(ＬⅢ)和扩散型 ４ 龄(ＬⅣ)松材线虫中的

表达量高ꎬ尤其是在 ＬⅢ中的表达量最高ꎻ雌雄成虫没有显著性差异ꎮ 【结论】松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因在 ｐＥＴ￣２８ａ 原核表

达系统中呈可溶性表达ꎬ在不同龄期的表达量有差异ꎮ 本研究为进一步研究松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因奠定了基础ꎬ为松

材线虫的防治提供了新的方向ꎮ
关键词: 松材线虫ꎻ 半乳糖凝集素￣１ 基因ꎻ 原核表达ꎻ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
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１Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｅｓｔ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｆｏｒ Ｆｕｊｉａｎ ａｎｄ Ｔａｉｗａｎ Ｃｒｏｐｓꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ
ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｆｕｚｈｏｕꎬ Ｆｕｊｉａｎ ３５０００２ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｉｎｓｅｃｔ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ

Ｐｌａｎｔ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｆｕｚｈｏｕꎬ Ｆｕｊｉａｎ ３５０００２ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ

Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｅｓｔ Ｉｎｓｅｃｔｓ ａｎｄ Ｒｏｄｅｎｔｓꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｚｏｏｌｏｇｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ

Ｂｅｉｊｉｎｇ １００１０１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４ＣＡＳ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｅｘｃｅｌｌｅｎｃｅ ｉｎ Ｂｉｏｔｉｃ Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４９ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: 【Ａｉｍ】 Ｇａｌｅｃｔｉｎｓ (Ｇａｌ)ꎬ ａ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｌｅｃｔｉｎｓꎬ ａｒｅ ｗｉｄｅｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｐｌａｙ ｐｉｖｏｔａｌ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｍａｎｙ
ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ. Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙꎬ ａ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ａｎｄ ｉ￣
ｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ (Ｂｘ)ꎬ ａｎｄ ｗｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ. 【Ｍｅｔｈ￣
ｏｄ】 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ｇｅｎｅ ｏｆ ｉｎ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐＥＴ￣２８ａ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｌｉｇａ￣
ｔｅｄ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ.
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｅｄ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ￣β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ( ＩＰＴＧ) ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
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ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ａｎａｌｙｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ. 【Ｒｅｓｕｌｔ】 Ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｏｆ ＢｘＧａｌ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ
(Ｇｅｎ Ｂａｎｋ Ｇｅｎｅ ＩＤ:ＧＵ１３０１３８.１). ＳＭＡＲＴ ａｎｄ ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ ｓｏｆｔｗａｒｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＢｘＧａｌ ｈａｄ ｔｗｏ ＣＲＤｓ ａｎｄ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ
ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌｓ ａｎｄ β￣ｓｈｅｅｔｓ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＢｘＧａｌ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｓｅｃｔ ｐａｒａｓｉｔｉｃ
ｎｅｍａｔｏｄｅ Ｓｔｅｉｎｅｒｎｅｍａ ｃａｒｐｏｃａｐｓａｅ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｗｅｌｌꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ ｊａｐｏｎｉ￣
ｃｕｍ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＢｘＧａｌ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｐｅｒｓｉｎｇａｌ ｔｈｉｒｄ￣ｌａｒｖａｌ ｉｎ￣
ｓｔａｒ (ＬⅢ ｌａｒｖａｅ)ꎬ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ｐｒｏｐａｇａｔｉｖｅ ｌａｒｖａｌ ｓｔａｇｅｓꎬ ｄｉｓｐｅｒｓｉｎｇ ｆｏｕｒｔｈ￣ｌａｒｖａｌ ｓｔａｇｅ(ＬⅣ) ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｄｕｌｔ. Ｔｈｅｒｅ
ｗａｓ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｍａｌｅｓ ｖｓ. ｆｅｍａｌｅｓ. 【Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ】 Ｔｈｅ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ ｗａｓ ｓｏｌｕｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｐＥＴ￣２８ａ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｖａｒｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏ￣
ｖｉｄｅｓ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｃｏｒｎｅｒｓｔｏｎｅｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ＢｘＧａｌ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓꎻ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ｇｅｎｅꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

　 　 松材线虫 Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ ( Ｓｔｅｉｎｅｒ
ａｎｄ Ｂｕｈｒｅｒ) Ｎｉｃｋｌｅ 隶属滑刃目 Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｉｄａ 寄生

滑刃科(滑刃科) Ｐａｒａｓｉａｐｈｅｌｅｎｃｈｉｄａｅ (Ａｐｈｅｌｅｎｃｈｉ￣
ｄａｅ)伞滑刃亚科 Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｉａｅ 伞滑刃属(张星

耀和骆有庆ꎬ２００４)ꎬ是一种世界性重大入侵害虫ꎬ
在世界范围内引起严重的森林病害ꎬ特别是在亚洲

和欧洲的国家 ( Ｆｕｔａｉꎬ ２００８ꎻ Ｓｈｉｎｙａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
Ｚｈａｏ ＆ Ｓｕｎꎬ２０１７)ꎮ 松材线虫所引起的松材线虫

枯萎病ꎬ是松属树种最具破坏性的疾病之一ꎬ造成

全球环境和经济损失总计达数千万美元 ( Ｔóｔｈꎬ
２０１１)ꎮ

在夏季ꎬ松材线虫会经过卵、２ 龄、３ 龄、４ 龄、成
虫各个阶段ꎬ此为繁殖周期(Ｌ１—Ｌ４)ꎮ 到秋末时ꎬ
松材线虫会遇到低温、缺少食物、种群密度过大等

不利环境ꎬ这时ꎬ松材线虫会由繁殖周期进入扩散

周期ꎮ 松材线虫会先形成扩散型 ３ 龄(ＬⅢ)ꎬ当遇

到枯死在松树里的沟胫天牛族的天牛幼虫时ꎬ松材

线虫 ＬⅢ就会形成扩散型 ４ 龄(ＬⅣ)ꎬＬⅣ进入沟胫天

牛族天牛的气管内ꎬ随着天牛羽化转移到新的寄主

上ꎬ危害寄主健康ꎮ 松材线虫在松墨天牛 Ｍｏｎｏｃｈａ￣
ｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ Ｈｏｐｅ 气管中被携带ꎬ两者间会产生

免疫互作(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ 研究表明ꎬ携带松材

线虫的松墨天牛中ꎬｍｉＲ￣１４、ｍｉＲ２７９ 和 ｍｉＲ￣３１２ 表

达量均显著升高ꎬ其功能大多指向代谢、免疫等方

面(宁静等ꎬ２０１８)ꎮ
凝集素是先天免疫机制的关键组成部分ꎬ其功

能包括激活促进吞噬作用和细胞内杀伤的信号传

导途径ꎬ以及激活促进吞噬作用和杀死潜在病原体

的补体氧化酶和补体途径(Ｖａｓｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎮ 半

乳凝素(ｇａｌｅｃｔｉｎ)是凝集素的一种ꎬ构成了一个 β￣
半乳糖苷结合蛋白家族ꎬ其特征在于独特的糖基识

别结构域(ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎꎬ ＣＲＤ)序
列基序ꎬｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 是最早被发现的半乳凝素家族中

的一员ꎬ以二聚体的形式存在ꎬ在真核生物类群中

广泛存在ꎬ结构保守ꎬ其功能是主要参与生长发育、
免疫调节等各种生理功能(Ｒａｂｉｎｏｖｉｃｈꎬ２００７)ꎮ 基

于结构特征ꎬ哺乳动物半乳糖凝集素被分为 ３ 种类

型:“原型”、“嵌合体”和“串联重复” (ＴＲ) (Ｃｏｏｐ￣
ｅｒꎬ２００２)ꎮ 原型半乳糖凝集素是肽亚基的非共价

连接的同型二聚体ꎬ含有单个 ＣＲＤꎮ 嵌合体半乳糖

凝集素具有富含脯氨酸和甘氨酸的 Ｎ￣末端结构域ꎬ
在相反的 Ｃ￣末端区域具有 ＣＲＤꎮ ＴＲ 半乳糖凝集素

含有 ２ 个由功能性接头肽桥接的 ＣＲＤꎮ
半乳凝集素与早期发育和组织再生、恶性肿瘤

分期、侵袭性或转移潜能、脂肪生成和Ⅱ型糖尿病、
调节先天和适应性免疫稳态有关ꎬ以及对感染性和

过敏性挑战的反应和癌症方面起关键作用(Ｂｌｉｄｎｅｒ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ Ｃｒａｉｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ
Ｈｉｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ Ｐｅｊｎｏｖｉｃ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３ꎻ Ｒａｂｉｎｏｖｉｃｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｖａｓｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ
Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ ｇａｌｅｃｔｉｎ 既参与寄生虫的形态维

持、生长发育等过程ꎬ还与其寄生、在宿主内存活及

免疫调节功能有关(Ｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７ꎻ Ｋｉｅｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００７ꎻ Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７ꎻ Ｙｏｕｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２００４)ꎬ现已在多种寄生性线虫中发现ꎬ如捻转

血矛线虫 Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓ ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ Ｒｕｄ.、马来丝虫 Ｂｒｕ￣
ｇｉａ ｍａｌａｙｉ ( Ｂｒｕｇ) Ｂｕｃｋｌｅｙ、丝状网尾线虫 Ｄｉｃｔｙｏ￣
ｃａｕｌｕｓ ｆｉｌａｒｉａ Ｒｕｄｏｌｐｈｉ、 哥 斯 达 管 圆 线 虫 Ａｎ￣
ｇｉｏｓｔｒｏｎｇｙｌｕｓ ｃｏｓｔａｒｉｃｅｎｓｉｓ Ｍｏｒｅｒａ ａｎｄ Ｃｅｓｐｅｄｅｓ、广州

管圆线虫 Ａｎｇｉｏｓｔｒｏｎｇｙｌｕｓ ｃａｎｔｏｎｅｎｓｉｓ Ｃｈｅｎꎮ
松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因在 ２０１１ 年首次被发

现(Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎬ其结构和功能的研究仍是空
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白ꎮ 本实验纯化了 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 蛋白ꎬ并对其进行了

生物信息学分析ꎬ并检测了其在松材线虫不同龄期

的表达量ꎬ为进一步研究松材线虫发育、免疫、与松

墨天牛的免疫互作奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试线虫

松材线虫品系来自中国陕西ꎬ并在实验室饲养

了数代ꎮ 采用马铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)平板培养

灰葡萄孢ꎬ温度 ２５ ℃ꎬ无光照ꎬ７ ｄ 左右灰葡萄孢基

本长满平板培养基ꎬ接入大约 ５００ 条松材线虫ꎬ在
同样条件下培养线虫ꎬ８ ｄ 左右松材线虫将灰葡萄

孢吃完ꎬ 用带有抗 生 素 的 磷 酸 盐 吐 温 缓 冲 液

(ＰＢＳＴ)将松材线虫冲出ꎮ
各个龄期的获得:收集松材线虫的卵ꎬ在水中

培养 ２４ ｈꎬ发育成 ２ 龄幼虫(Ｌ２)ꎻ将 ２ 龄线虫接种

到灰葡萄孢上培养 ２４ ｈꎬ得到同步化繁殖型 ３ 龄松

材线虫(Ｌ３)ꎻ２ 龄线虫接种灰葡萄孢上ꎬ培养 ４８ ｈꎬ
得到同步化繁殖型 ４ 龄松材线虫(Ｌ４)ꎻ将 ２ 龄线虫

接种到长满灰葡萄孢的 ＰＤＡ 平板上ꎬ培养 ７２ ｈꎬ得
到同步化成虫松材线虫ꎮ 用贝尔曼漏斗法收集各

个龄期线虫ꎮ 扩散性 ３ 龄( ＬⅢ )来自安徽疫区树

木ꎬ用贝尔曼漏斗法检出ꎮ 扩散性 ４ 龄(ＬⅣ)来自

室内天牛气管中ꎮ
将所收集的繁殖型线虫(Ｌｎ)、ＬⅢ和 ＬⅣ线虫离

心(５０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ５ ｍｉｎ)ꎬ除去多余的 ＰＢＳＴꎬ加入

１ ｍＬ ３５％的蔗糖ꎬ６０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ６ ｍｉｎꎬ将上层

的线虫转移到新的离心管中ꎬ加入 １ ｍＬ 带有抗生

素的 ＰＢＳＴꎬ７０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ７ ｍｉｎꎬ除去 ＰＢＳＴꎬ收
集线虫提 ＲＮＡꎮ
１.２　 线虫总 ＲＮＡ 的提取ꎬｃＤＮＡ 的合成

根据 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒(Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)说明

书ꎬ提取各个龄期繁殖型线虫(Ｌｎ)、ＬⅢ和 ＬⅣ松材

线虫的 ＲＮＡꎬ使用 ｃＤＮＡＦａｓｔ Ｑｕａｎｔ ＲＴ Ｋｉｔ ( ｗｉｔｈ
ｇＤＮａｓｅ)(ＴＩＡＮＧＥＮ 公司)反转试剂盒合成 ｃＤＮＡꎬ
并作为荧光定量 ＰＣＲ 的模板ꎮ
１.３　 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１基因的扩增和测序

根据 ＮＣＢＩ 上松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因的 ｍＲ￣
ＮＡ 完整编码序列(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＧＵ１３０１３８)ꎬ
设计合成特异性引物 Ｇａｌｅｃ￣Ｆ: ＣＣＣＧＡＡＴＴＣＧＧ￣
ＧＡＴＧＡＣＴＧＡＧＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＣ 和 Ｇａｌｅｃ￣Ｒ:ＣＣＣＡＡ
ＧＣＴＴＧＧＧＴＴＡＡＴＧＧＡＴＣＴＧＧＡＴＧＣＣＡＧ (单下划线

为酶切位点 ＥｃｏＲ１ 和 Ｈｉｎｄ３)ꎮ 使用 Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｈｉｇｈ－
Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＰＣＲ Ｋｉｔ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶(ＮＥＢ 公司)做
载体 ＰＣＲ 和目的基因片段 ＰＣＲꎬ反应体系:ｃＤＮＡ
模板 １ μＬꎬ上、下游引物各 １ μＬꎬｄＮＴＰ 混合液 ０.４
μＬꎬＴａｑ 酶 ０.２ μＬꎬＴａｑ 缓冲液 ４ μＬꎬ补充 ｄｄＨ２Ｏ 至

２０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:９５ ℃１ ｍｉｎ ꎻ９４ ℃３０ ｓꎬ６０
℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ循环 ４０ 次ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ
产物经 ｌ％琼脂糖凝胶电泳鉴定ꎬ送深圳华大基因

科技有限公司测序鉴定ꎮ
１.４　 基因的生物信息学分析

ＰｒｏｔＰａｒａｍ ( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｅｘｐａｓｙ. ｃｈ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔ￣
ｐａｒａｍ.ｈｔｍｌ)预测蛋白质的分子量和等电点ꎬＣｌｕｓｔａｌ
Ｗｐｒｏｇｒａｍ ( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ. ｃｌｕｓｔａｌ. ｏｒｇ / ｃｌｕｓｔａｌ２ / ) 进行

蛋白质序列比对ꎬＴＭＨＭＭ 分析蛋白质跨膜结构域

( ｈｔｔｐ: ∥ ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨ￣ＭＭ / )ꎬ
ＳＭＡＲＴ 软件( ｈｔｔｐ:∥ｓｍａｒｔ. ｅｍｂｌ￣ｈｅｉｄｅｌ ｂｅｒｇ. ｄｅ / )
分析蛋白质功能结构域ꎬＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ ( ｈｔｔｐｓ:∥
ｐｐｏｐｅｎ.Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｋ. ｔｕ￣ｍｕｅｎｃｈｅｎ.ｄｅ / )预测二级结构ꎬ
ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软 件 ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / )预测三级结构和同源建模ꎬ在 ＮＣＢＩ 数据库中

对松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ 进行氨基酸序列的同源性比

对ꎬ下载线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ 的氨基酸序列ꎬ并用 ＭＥＧＡ
７ (ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＪ 法)软件在 １０００ 次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
检测后构建进化树ꎮ
１.５　 重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ￣ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１的构建

用双酶切法处理目的基因与载体 ｐＥＴ￣２８ａꎬ限
制性内切酶为 ＥｃｏＲ１ 和 Ｈｉｎｄ３ꎬ使用 ＤＮＡ Ｌｉｇａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ Ｖｅｒ. ２.１ (ＴａＫａＲａ)试剂盒链接目的基因与载

体ꎬ再将产物热激转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细

胞ꎮ 把细胞均匀涂布在含卡那霉素 ( １００ μｇ􀅰
ｍＬ－１)的 ＬＢ 平板上ꎬ筛选阳性克隆ꎬ阳性菌液送深

圳华大基因科技有限公司测序鉴定ꎮ
１.６　 重组 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１蛋白的诱导表达和纯化

接种空载菌株和单克隆 ｐＥＴ￣２８ａ￣ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 重

组质粒菌株分别于 ５ ｍＬ 的 ＬＢ 培养基(含氨苄青霉

素 ５０ μｇ􀅰ｍＬ－１)中ꎬ在温度 ３７ ℃、转速 ２００ ｒ􀅰
ｍｉｎ－１的培养箱中培养 １２ ｈꎮ 加入异丙基￣β￣Ｄ￣硫代

半乳糖苷(ＩＰＴＧ)至终浓度分别为 ０、０.１、０.５ 和 １.０
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ分别在 １６、３７ ℃ 诱导 １６ ｈꎬ５０００ ｒ􀅰
ｍｉｎ－１离心 ２０ ｍｉｎꎬ沉淀用 １００ μＬ ＰＢＳ 混匀ꎬ超声破

碎后ꎬ１２０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清和沉

淀ꎬＳＤＳ 凝胶电泳后ꎬ考染 ３０ ｍｉｎꎬ脱色过夜ꎬ检测

􀅰１０１􀅰　 第 ２ 期 任万兰等: 松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因的克隆、原核表达和表达模式分析

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 



样品ꎮ 采用镍柱亲和层析法纯化蛋白ꎮ 将上清和

沉淀的蛋白收集做 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎮ 首先将蛋白跑

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ电泳结束后ꎬ在转膜 ｂｕｆｆｅｒ 浸泡 ２０
ｍｉｎꎬ转到硝酸纤维素膜( ＰＶＤＦ ｍｅｍｂｒａｎｅ) 上ꎬ在
ＴＢＳＴ 浸泡 １０ ｍｉｎꎬ使用快速封闭液封闭 １０ ｍｉｎꎬ一
抗为鼠抗 Ｈｉｓ 标签ꎬ其浓度为 １ ∶ ５０００ꎬ４ ℃ꎬ过夜孵

育ꎬ使用 ＴＢＳＴ 洗膜 ５ ｍｉｎꎬ洗 ３ 次ꎻ再将二抗鼠抗ꎬ
浓度为 １ ∶ １００００ꎬ加到封闭液中摇床孵育 ２ ｈꎬ再用

ＴＢＳＴ 洗 ５ ｍｉｎꎬ洗 ３ 次ꎻ用 ＥＣＬ 显色液均匀涂抹在

ＰＶＤＦ 膜上ꎬ在黑暗中静止 ５ ｍｉｎꎬ再用医用 Ｘ 线胶

片曝光ꎬ置于显色液 ２ ｍｉｎꎬ水洗ꎬ定影液 ２ ｍｉｎꎬ洗
净晾干ꎬ扫描数据ꎮ
１.７　 松材线虫各个龄期 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１基因定量表达

使用 Ｐｅｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因的

荧光定量 ＰＣＲ 引物以及 β￣ａｃｔｉｎ 基因的引物ꎬ序列

如表 １ 所示:

表 １　 引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物 Ｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列 (５′－３′) Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′－３′) 引物用途 Ｕｓｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

ｇａｌｅｃｔｉｎ￣Ｆ ＣＣＣＧＡＡＴＴＣＧＧＧＡＴＧＡＣＴＧＡＧＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＣ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ｇａｌｅｃｔｉｎ￣Ｒ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＧＴＴＡＡＴＧＧＡＴＣＴＧＧＡＴＧＣＣＡＧ
β￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＴＣＡＴＣＡＣＣＧＴＣＧＧＡＡＡＣ
β￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＧＡＧＣＣＴＣＣＡＡＴＣＣＡＧＡＣＧ

　 　 反应体系:ＳｙｂＧｒｅｅｎ １０ μＬꎬＲｏｘ ０.４ μＬꎬ上、下
引物各 ０.８ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ６ μＬꎬ模板 ２ μＬꎮ 反应条件:
９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ５ ｓꎻ５６ ℃ ３０ ｓꎻ７２ ℃ ３０ ｓꎻ４０ 个

循环ꎮ 以 Ｌ２ 作为对照ꎬ比较松材线虫其他各个龄

期的定量数据ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ相对定量法计算相对表

达量ꎮ 使用 ＳＰＡＳＳ 软件分析数据ꎬ分析方法为比较

均值单因素方差ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１基因序列及特点

扩增松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因并进行测序分

析ꎬ 该 序 列 与 ＮＣＢＩ 上 所 提 交 的 基 因 序 列

(ＧＵ１３０１３８.１) 一致ꎬ松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 的 Ｇｅｎ￣
ｂａｎｋ 编号为 ＡＣＺ１３３３１.１ꎬ氨基酸残基数为 ２７８ꎬ由
ＰｒｏｔＰａｒａｍ 查询可知该蛋白的理论分子质量为３１.８７
ｋｕꎬ等电点为 ６.２７ꎮ
２.２　 松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１蛋白的功能结构域分析

由 ＳＭＡＲＴ 软件分析可知ꎬ松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１
蛋白的功能结构域有 ２ 个ꎬ即第 １０ ~ １４１ 位氨基酸

处的 ＧＬＥＣＴ 结构域(ＣＲＤ)和第 １４７~２７６ 位氨基酸

处的 ＧＬＥＣＴ 结构域(ＣＲＤ)ꎬ由 ５ 个氨基酸残基的

肽链接(图 １)ꎮ

图 １　 松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１蛋白结构域的预测
Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ｏｆ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ

２.３　 松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１蛋白二级和三级结构

由 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 软件分析可知ꎬｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 蛋白

的二级结构中无规卷曲占 ５４. ３５％ꎬ β 折叠占

４５.６５％ꎬ没有 α 螺旋ꎮ 使用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 软件对

ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 蛋白同源建模ꎬ显示出该蛋白主要由无规

卷曲和 β 折叠组成ꎬ结果与 Ｐｒｅｄｉｃｔ Ｐｒｏｔｅｉｎ 软件一

致ꎮ 每个半乳凝素中ꎬ２ 个 ＣＲＤ 的结构相似ꎬ每个

ＣＲＤ 具有典型的半乳凝素折叠ꎬ该褶皱由反平行的

β￣折叠构成ꎬβ￣折叠由 β￣三明治组合组成ꎬ没有任

何 α￣螺旋(图 ２)ꎮ

图 ２　 松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１蛋白的三级结构预测
Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ｏｆ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ

２.４　 松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 同源序列对比及系统发

育树

通过对松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 蛋白序列的 ｂｌａｓｔ 与
氨基酸系列分析(图 ３)ꎬ发现松材线虫与小卷蛾斯

氏 线 虫 Ｓｔｅｉｎｅｒｎｅｍａ ｃａｒｐｏｃａｐｓａｅ ( Ｗｅｉｓｅｒ )
(ＴＭＳ３５９２５.１)的相似性最高ꎬ为 ８４.３６％ꎻ与鼠类圆

线虫 Ｓｔｒｏｎｇｙｌｏｉｄｅｓ ｒａｔｔｉ Ｓａｎｄｇｒｏｕｎｄ (ＸＰ＿０２４４９８５０２.
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１)相似性为 ８２.０１％ꎮ 以日本血吸虫 Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ ｊａ￣
ｐｏｎｉｃｕｍ Ｋａｔｓｕｒａｄａ为外群ꎬ用 ＭＡＧＥ ７.０ 建立成系统

发育树(图 ４)ꎬ线虫都聚集在一个大分支上ꎬ而小

卷蛾斯氏线虫、鼠类圆线虫和秀丽杆线虫 Ｃａｅ￣
ｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ 在同一个小分支上ꎬ与 ｂｌａｓｔ 的结

果一致ꎮ

图 ３　 松材线虫与其他物种中 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１蛋白氨基酸序列比对
Ｆｉｇ.３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｂｘ:松材线虫(登录号:ＡＣＺ１３３３１.１)ꎻＳｃ:小卷蛾斯氏线虫(登录号:ＴＭＳ３５９２５.１)ꎻＳｒ:鼠类圆线虫(登录号:ＸＰ＿０２４４９８５０２.１)ꎮ
Ｂｘ: Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ: ＡＣＺ１３３３１.１)ꎻ Ｓｃ: Ｓｔｅｉｎｅｒｎｅｍａ ｃａｒｐｏｃａｐｓａｅ (ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒｓ: ＴＭＳ３５９２５.１)ꎻ Ｓｒ: Ｓｔｒｏｎｇｙｌｏｉｄｅｓ ｒａｔｔｉ(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ: ＸＰ＿０２４４９８５０２.１) .

图 ４　 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１与其同源基因基于氨基酸序列构建的进化树(邻接法)
Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ)

２.５　 松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１蛋白的原核表达和 Ｗｅｓｔ￣
ｅｒｎ ｂｌｏｔ

镍柱亲和层析纯化蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果与

查询所得蛋白分子质量一致ꎮ 通过构建 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ /
ｐＥＴ￣２８ａ 重组表达载体ꎬ并转化到 ＤＨ５α 宿主菌中ꎬ
使用不同浓度的 ＩＰＴＧꎬ分别在 ３７、１６ ℃ 条件下诱

导 １６ ｈ 表达重组蛋白(图 ５)ꎬ结果显示ꎬ在 ３７ ℃条

件下ꎬ表达的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 蛋白较多ꎬ沉淀中蛋白的含

量比上清多ꎬ并且在有 ＩＰＴＧ 诱导后ꎬ表达的 ｇａｌｅｃ￣
ｔｉｎ￣１ 蛋白会更多ꎮ

２.６　 各个龄期松材线虫 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１基因的定量表达

收集松材线虫各个龄期的 ｃＤＮＡꎬ做 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１
基因的 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ结果表明ꎬ相比繁殖型 ２ 龄ꎬ繁殖

型 ３ 龄、繁殖型 ４ 龄、扩散型 ３ 龄和扩散型 ４ 龄的

ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因表达量都高ꎬ并且呈显著差异(ｎ ＝ ３ꎬ
Ｐ>０.０５ꎬｔ 检验)ꎬ与雌、雄成虫没有显著差异ꎻ扩散

型 ３ 龄与繁殖型 ３ 龄的表达差异显著( ｎ ＝ ３ꎬＰ>
０.０５ꎬｔ 检验)ꎬ扩散性 ４ 龄与繁殖型 ４ 龄没有显著

差异ꎬ雌、雄成虫之间没有显著差异(图 ６)ꎻ扩散型

３ 龄中 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因的表达量最高ꎮ
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图 ５　 重组 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１蛋白诱导表达与蛋白纯化
Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ａ:重组蛋白 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐＥＴ￣２８ａ 与空载对照在 ３７ ℃条件下表达ꎻ１~４:重组蛋白 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐｅｔ￣２８ａ 分别在 １、０.５、０.１、０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ
条件下的诱导表达ꎻ５~６:空载体在 １ 和 ０ ｍｍｏｌ 􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 条件下的诱导表达ꎻ７~１０:重组蛋白 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐｅｔ￣２８ａ 分别在 １、０.５、０.１、０

ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 条件下的诱导表达ꎻ１１~１２:空载体在 １ 和 ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 条件下的诱导表达ꎻＢ:重组蛋白 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐＥＴ￣２８ａ
与空载对照在 １６ ℃条件下表达ꎻ１~２:空载体在 ０ 和 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 条件下的诱导表达ꎻ３~６:重组蛋白 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐＥＴ￣２８ａ

分别在 ０、０.１、０.５、１ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 条件下的诱导表达ꎻ７~８:空载体在 ０ 和 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 条件下的诱导表达ꎻ
９~１２:重组蛋白 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐｅｔ￣２８ａ 分别在 １、０.５、０.１、０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧ 条件下的诱导表达ꎮ Ｍ:蛋白分子量标准ꎮ

Ａ: Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐＥＴ￣２８ａ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｔ ３７ ℃ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｍｐｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ １－４: Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐＥＴ￣２８ａ
ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ １ꎬ ０.５ꎬ ０.１ꎬ ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ５－６: Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ １ ａｎｄ ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧꎻ ７－１０: Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐＥＴ￣２８ａ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ １ꎬ ０.５ꎬ ０.１ꎬ ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ １１－１２: Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ １ ａｎｄ ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＩＰＴＧꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐＥＴ￣２８ａ ｗａｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｔ １６ ℃ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｍｐｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ １－２: Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ
ａｔ ０ ａｎｄ １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧꎻ ３－６: Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐＥＴ￣２８ａ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ０ꎬ ０.１ꎬ ０.５

ａｎｄ １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ７－８: Ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ａｔ ０ ａｎｄ １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧꎻ ９－１２: Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ / ｐＥＴ￣２８ａ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｔ １ꎬ ０.５ꎬ ０.１ꎬ ０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＩＰＴＧꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｍａｒｋｅｒ.

图 ６　 松材线虫各个龄期的相对表达定量

Ｆｉｇ.６　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｂ. ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ａｇｅｓ

不同小写字母表示在 ０.０５ 水平上差异显著ꎮ
Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５) .

３　 讨论与结论
本文通过原核表达体系ꎬ表达和纯化松材线虫

ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 的蛋白ꎬ并预测其蛋白结构ꎬ通过与同源

基因系统发育树的分析及其在松材线虫不同虫龄

的表达量ꎬ初步探讨松材线虫 ｇａｌｅｃｃｔｉｎ￣１ 基因的可

能生理功能ꎮ
松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 蛋白有 ２ 个 ＧＬＥＣＴ

(ＣＲＤ)结构域ꎬ这 ２ 个结构域可结合碳水化合物ꎬ
从而发挥生长发育、免疫或其他生理功能ꎮ 松材线

虫是一种植物寄生线虫ꎬ其传播需要与松墨天牛相

互作用ꎬ而通过 ｂｌａｓｔ 以及氨基酸序列比对ꎬ系统发

育树结果显示ꎬ松材线虫与动物寄生线虫更为接

近ꎬ特别是昆虫寄生线虫小卷蛾斯氏线虫ꎬ说明松

材线虫 Ｇａｌ￣１ 的功能可能在与天牛相互作用时发挥

作用ꎮ 通过对松材线虫各个龄期做实时荧光定量

ＰＣＲꎬ发现 Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４ 和 ＬⅢ的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因的表达

量依次增高ꎬ可能与松材线虫的生长发育有关ꎻＬⅢ

和 ＬⅣ表达量差异显著ꎬＬⅢ的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因含量最

高ꎬ可能与天牛蛹室周围的复杂环境有关ꎬ因为 ＬⅢ

受天牛幼虫所产生的萜烯物质吸引ꎬ从而聚集在天

牛蛹室周围(Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００７)ꎬ而天牛蛹室周围有

许多真菌和细菌ꎬ环境复杂ꎬ线虫从而产生更多的

ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 提高免疫力ꎮ 而 ＬⅣｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因表达量

的减少可能与天牛的免疫逃避相关ꎻ雌雄成虫表达

量没有差异ꎬ说明与性别无关ꎮ
从 ２０１１ 年发现松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 基因ꎬ便

再无其他报道ꎮ 本研究克隆了松材线虫的 ｇａｌｅｃｔｉｎ￣
１ 基因ꎬ并对其进行了生物信息学分析和各个龄期

的 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎬ通过原核表达的方式表达该蛋白ꎬ最
终获得了纯化后的蛋白ꎬ为今后研究松材线虫的

ｇａｌｅｃｔｉｎ￣１ 蛋白与松墨天牛之间的互作提供了参考ꎬ
为松材线虫的防治提供了新方向ꎮ
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ａｄａｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ １２５３: １－１５.

ＲＡＢＩＮＯＶＩＣＨ Ｇ Ａꎬ ＴＯＳＣＡＮＯ Ｍ Ａꎬ ＪＡＣＫＳＯＮ Ｓ Ｓꎬ ＶＡＳＴＡ Ｇ
Ｒꎬ ２００７. Ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｇａｌｅｃｔｉｎ￣ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌａｔｔｉｃｅｓ.
Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ １７(５): ５１３－５２０.

ＳＨＩＮＹＡ Ｒꎬ ＭＯＲＩＳＡＫＡ Ｈꎬ ＴＡＫＥＵＣＨＩ Ｙꎬ ＦＵＴＡＩ Ｋꎬ ＵＥＤＡ
Ｍꎬ ２０１３. Ｍａｋｉｎｇ ｈｅａｄｗａｙ ｉｎ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｐｉｎｅ ｗｉｌｔ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅ: ｗｈａｔ ｄｏ ｗｅ ｐｅｒｃｅｉｖｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｓｔｇｅｎｏｍｉｃ ｅｒａ? Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ １１６(１): １－８.

ＶＡＳＴＡ Ｇ Ｒꎬ ＡＨＭＥＤ Ｈꎬ ＤＵ Ｓ Ｊꎬ ＨＥＮＲＩＫＳＯＮ Ｄꎬ ２００４. Ｇａｌｅｃ￣
ｔｉｎｓ ｉｎ ｔｅｌｅｏｓｔ ｆｉｓｈ: ｚｅｂｒａｆｉｓｈ (Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ) ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｔｏ ａｄｄｒｅｓｓ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｎａｔｅ ｉｍ￣
ｍｕｎｉｔｙ. Ｇｌｙｃｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２１(８/ ９): ５０３－５２１.

ＶＡＳＴＡ Ｇ Ｒꎬ ＡＨＭＥＤ Ｈꎬ ＴＡＳＵＭＩ Ｓꎬ ＯＤＯＭ Ｅ Ｗꎬ ＳＡＩＴＯ
Ｋꎬ ２００７. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｌｅｃｔｉｎｓ ｉｎ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ: ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｓｅｌｆ / ｎｏｎ￣ｓｅｌｆ ｒｅｃ￣
ｏｇｎｉｔｉｏｎ. Ａｄｖａｎｃｅｓ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ５９８:
３８９－４０６.

(下转第 １２２ 页)
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ＬＥＥ Ｙꎬ ＫＩＭ Ｓꎬ ＬＥＥ Ｓꎬ ２０１８. Ａ ｆｉｒｓｔ ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ａｐｈｉｄ
ｐｅｓｔｓ (Ａｐｈｉｄｉｄａｅ: Ｃａｌａｐｈｉｄｉｎａｅ) ｏｎ ｗａｌｎｕｔ ｉｎ Ｋｏｒｅａ. Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌ ｏｆ Ａｓｉａ￣Ｐａｃｉｆｉｃ Ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ １１(４): ５３１－５３７.

ＭＡＣＥ Ｋ Ｃꎬ ＭＩＬＬＳ Ｎ Ｊꎬ ２０１７. Ｃｏｎｎｅｃｔｉｎｇ ｎａｔｕｒａｌ ｅｎｅｍｙ ｍｅｔ￣
ｒｉｃｓ ｔｏ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ ａｐｈｉｄｓ ｉｎ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ ｗａｌ￣
ｎｕｔｓ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ １０６: １６－２６.

ＭＡＲＴÍＮＥＺ Ｍ Ｌꎬ ＬＡＢＵＣＫＡＳ Ｄ Ｏꎬ ＬＡＭＡＲＱＵＥ Ａ Ｌꎬ ＭＡＥ￣
ＳＴＲＩ Ｄ Ｍꎬ ２０１０. Ｗａｌｎｕｔ ( Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌ.): ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅ￣
ｓｏｕｒｃｅｓꎬ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ｂｙ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ
Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ ９０(１２): １９５９－１９６７.

ＯＬＳＯＮ Ｗꎬ １９７４. Ｄｕｓｋｙ￣ｖｅｉｎｅｄ ｗａｌｎｕｔ ａｐｈｉｄ ｓｔｕｄｉｅｓ. Ｃａｌｉｆｏｒ￣
ｎｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ ２８(７): １８－１９.

ＰＡＵＬＳＥＮ Ｃ Ｍꎬ ＣＯＴＴＲＥＬＬ Ｔ Ｅꎬ ＲＵＢＥＲＳＯＮ Ｊ Ｒꎬ ２０１３.
Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｐｅｃａｎ ａｐｈｉｄꎬ Ｍｅｌａｎｏｃａｌｌｉｓ ｃａｒｙａｅｆｏ￣
ｌｉａｅꎬ ｏｎ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｐｅｃａｎ ｆｏｌｉａｇｅ. Ｅｎｔｏ￣
ｍｏｌｏｇｉａ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｉｓ ｅｔ Ａｐｐｌｉｃａｔａꎬ １４６(２): ２５２－２６０.

ＰＯＬＬＥＧＩＯＮＩ Ｐꎬ ＷＯＥＸＴＥ Ｋ Ｅꎬ ＣＨＩＯＣＣＨＩＮＩ Ｆꎬ ＤＥＬ ＬＵＮ￣
ＧＯ Ｓꎬ ＯＬＩＭＰＥＲＩ Ｉꎬ ＴＯＲＴＯＬＡＮＯ Ｖꎬ ＭＡＶＯＬＴＩ Ｍ Ｅꎬ
２０１５. Ａｎｃｉｅｎｔ ｈｕｍａｎｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｐａｔｉａｌ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｗａｌｎｕｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ａｓｉａ. ＰＬｏＳ ＯＮＥꎬ
１０(９): ｅ０１３５９８０.

ＰＯＵＴＳＭＡ Ｊꎬ ＬＯＯＭＡＮＳ Ａ Ｊ Ｍꎬ ＡＵＫＥＭＡ Ｂꎬ ＨＥＩＪＥＲＭＡＮ
Ｔꎬ ２００８. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｈａｒｌｅｑｕｉｎ ｌａｄｙｂｉｒｄꎬ Ｈａｒｍｏｎｉａ ａｘｙｒｉｄｉｓꎬ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＣＬＩＭ￣
ＥＸ ｍｏｄｅｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ５３: １０３－１０５.

ＲＯＳＥＨＥＩＭ Ｊ Ａꎬ １９９８. Ｈｉｇｈｅｒ￣ｏｒｄｅｒ ｐｒｅｄａｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ ｈｅｒｂｉｖｏｒｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ. Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｅｎｔｏ￣
ｍｏｌｏｇｙꎬ ４３(１): ４２１－４４７.

ＳＬＵＳＳ Ｒ Ｒꎬ １９６７. Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗａｌｎｕｔ ａｐｈｉｄꎬ
Ｃｈｒｏｍａｐｈｉｓ ｊｕｇｌａｎｄｉｃｏｌａ ( Ｋａｌｔ.) ｉｎ Ｎｏｒｔｈｅｒｎ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ.
Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ４８(１): ４１－５８.

ＳＵＴＨＥＲＳＴ Ｒ Ｗꎬ ＢＯＵＲＮＥ Ａ Ｓꎬ ２００９. Ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｎｏｎ￣ｅｑｕｉ￣
ｌｉｂｒｉｕｍ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｓｐｅｃｉｅｓ: ａ ｔａｌｅ ｏｆ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌ￣
ｌｉｎｇ ｐａｒａｄｉｇｍｓ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｖａｓｉｏｎｓꎬ １１(６): １２３１－１２３７.

ＶＡＮ ＤＥＮ ＢＯＳＨ Ｒꎬ ＨＯＭ Ｒꎬ ＭＡＴＴＥＳＯＮ Ｐꎬ ＦＲＡＺＥＲ Ｂꎬ
ＭＥＳＳＥＮＧＥＲ Ｐꎬ ＤＡＶＩＩＳ Ｃꎬ １９７９. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ
ｗａｌｎｕｔ ａｐｈｉｄ ｉｎ Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ: ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｒａｓｉｔｅꎬ Ｔｒｉｏｘｙｓ
ｐａｌｌｉｄｕｓ. Ｈｉｌｇａｒｄｉａꎬ ４７(１): １－１３.

ＷＯＯＤＷＡＲＤ Ｆ Ｉꎬ １９８７. Ｃｌｉｍａｔｅ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ. Ｎｅｗ
Ｙｏｒｋ: Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓ.

ＷＩＬＫＩＮＳＯＮ Ｋ Ｎꎬ ＧＡＳＰＡＲＩＡＮ Ｂꎬ ＰＩＮＨＡＳＩ Ｒꎬ ＡＶＥＴＩＳＹ￣
ＡＮ Ｐꎬ ＨＯＶＳＰＹＡＮ Ｒꎬ ＺＡＲＤＡＲＹＡＮ Ｄꎬ ＳＭＩＴＨ Ａꎬ ２０１２.
Ａｒｅｎｉ￣１ ｃａｖｅꎬ ａｒｍｅｎｉａ: ａ ｃｈａｌｃｏｌｉｔｈｉｃ￣ｅａｒｌｙ ｂｒｏｎｚｅ ａｇｅ ｓｅｔ￣
ｔｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｉｔｕａｌ ｓｉｔｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｃａｕｃａｓｕｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｆｉｅｌｄ Ａｒｃｈａｅｏｌｏｇｙꎬ ３７(１): ２０－３３.

ＸＩ Ｒ Ｔꎬ １９８９. Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ｗａｌｎｕｔ ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ａｃｔａ
Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅꎬ ２８４: ３５３－３６２.

(责任编辑:郑姗姗 郭莹) 　 　
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(上接第 １０５ 页)
ＷＡＮＧ Ｊꎬ ＹＡＮ Ｒ Ｆꎬ ＸＵ Ｌ Ｘꎬ ＬＩ Ｘ Ｇꎬ ２００７. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｇｌｕ￣

ｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ＣＲＤ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ￣
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｇａｌｅｃｔｉｎｓ ｏｆ Ｈａｅｍｏｎｃｈｕｓ
ｃｏｎｔｏｒｔｕｓ. Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇｙꎬ １４８(３ / ４): ２４７－２５５.

ＹＯＵＮＧ Ａ Ｒꎬ ＭＥＥＵＳＥＮ Ｅ Ｎꎬ ２００４. Ｇａｌｅｃｔｉｎｓ ｉｎ ｐａｒａｓｉｔｅ ｉｎ￣
ｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ. Ｇｌｙｃｏｃｏｎｊ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ １９ (７ /
８ / ９): ６０１－６０６.

ＺＨＡＯ Ｌ Ｌꎬ ＳＵＮ Ｊ Ｈꎬ ２０１７. Ｐｉｎｅｗｏｏｄ ｎｅｍａｔｏｄｅ Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎ￣
ｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ (Ｓｔｅｉｎｅｒ ａｎｄ Ｂｕｈｒｅｒ) Ｎｉｃｋｌｅ∥Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎ￣
ｖａｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒ:
３－２１.

ＺＨＡＯ Ｌ Ｌꎬ ＷＥＩ Ｗꎬ ＫＡＮＧ Ｌꎬ ＳＵＮ Ｊ Ｈꎬ ２００７. Ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｉｎｅｗｏｏｄ ｎｅｍａｔｏｄｅꎬ Ｂｕｒｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓꎬ ｔｏ ｖｏｌａ￣
ｔｉｌｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｏｓｔ ｐｉｎｅꎬ Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａꎬ ａｎｄ ｉｔｓ
ｖｅｃｔｏｒ Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌｔｅｒｎａｔｕｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ
３３(６): １２０７１２１６.

ＺＨＯＵ Ｊꎬ ＺＨＡＯ Ｌ ＬꎬＹＵ Ｈ Ｙꎬ ＺＡＨＮＧ Ｗꎬ ＨＵ Ｓ Ｎꎬ ＺＨＯＵ
Ｚꎬ ＳＵＮ Ｊ Ｈꎬ ２０１８. Ｉｍｍｕｎｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ ｂｅｅｔｌｅ ｔｏ ｉｔｓ
ｐａｒｔｎｅｒ ｐｌａｎｔ ｐａｒａｓｉｔｉｃ ｎｍａｔｏｄｅ ｍｏｄｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｉｔｓ ｉｎｓｅｃｔ ｐａｒａ￣
ｓｉｔｉｃ ｎｅｍａｔｏｄｅ. Ｔｈｅ ＦＡＳＥＢ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ３２ (９): ４８６２－４８７７.
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