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研究论文

甘蓝夜蛾两种不同类型几丁质脱乙酰基酶基因的
克隆与组织特异性表达*

姚 磊＊＊ 樊 东＊＊＊ 王晓云 高艳玲
( 东北农业大学农学院 哈尔滨 150030 )

摘 要 几丁质脱乙酰基酶( chitin deacetylase，CDA) 是昆虫几丁质降解酶中的一种酶，可以将几丁质转化为壳聚

糖，在昆虫几丁质代谢中具有重要作用。本研究以甘蓝夜蛾 Mamestra brassicae 5 龄幼虫虫体为材料提取总 RNA，

利用 RT-PCR 和 RACE 技术，分别扩增得到甘蓝夜蛾的 2 类不同几丁质脱乙酰基酶基因的 cDNA 序列。其中一种

CDA 含有 2 036 个碱基，包括一个 1 617 个碱基的开放读码框，编码一个含 539 个氨基酸的蛋白，分子量约为 61. 5

ku，作者定义其为 cDNA 1 ; 另一种 CDA 含有 1 312 个碱基，包括一个 1 173 个碱基的开放阅读框，编码一个含 390

个氨基酸的蛋白，分子量约为 44. 1 ku，作者定义其为 cDNA 2。cDNA 1 推导的氨基酸序列具有几丁质脱乙酰基酶

典型的 3 个功能区，分别是几丁质结合区、催化区和低密度脂蛋白受体区，属于 CDA 第 1 组的成员。cDNA 2 推导

的氨基酸序列只有几丁质催化区，属于 CDA 第 5 组的成员。利用 RT-PCR 进行该基因的 mRNA 水平上 的 表 达 表

明几丁质脱乙酰基酶 cDNA 1 在幼虫取食期的唾腺、中肠、脂肪体组织表达，在 体 壁 和 马 氏 管 中 不 表 达，在 预 蛹 期

和蛹期表达; cDNA 2 只在 幼 虫 期 的 中 肠 表 达，在 其 他 组 织 及 时 期 都 不 表 达。获 得 的 基 因 cDNA 序 列 已 经 登 录

GenBank 并获得登录号，cDNA 1 登录号为 HQ680620，cDNA 2 登录号为 HQ680621。

关键词 甘蓝夜蛾，几丁质脱乙酰基酶，克隆，序列分析，组织表达

Molecular cloning and tissue-specific expression of two different chitin
deacetylase cDNA sequences from Mamestra brassicae

YAO Lei＊＊ FAN Dong＊＊＊ WANG Xiao-Yun GAO Yan-Ling
( Northeast Agricultural University，Harbin 150030，China)

Abstract Chitin deacetylase ( CDA ) is a kind of chitin-degrading enzyme found in insects that can turn chitin into

chitosan and plays an important role in insects’chitin metabolism． Total RNA was isolated from the fifth instar larvae of

Mamestra brassicae． Two CDA cDNA sequences were cloned by RT-PCR and rapid amplification of cDNA ends( RACE) ．

One cDNA sequence was 2 036 base pairs in length and contained an open reading frame of 1 617 base pairs coding for a

polypeptide of 539 amino acid residues with a predicted molecular weight of 61. 5 ku． This cDNA sequence was designated

as cDNA 1. The other cDNA sequence was 1 312 base pairs in length and contained an open reading frame of 1 173 base

pairs coding for a polypeptide of 390 amino acid residues with a predicted molecular weight of 44. 1 ku． This cDNA

sequence was designated as cDNA 2. The deduced amino acid sequence of cDNA 1 contained a polysaccharide deacetylase

domain，a chitin-binding peritrophin-A domain ( ChBD ) and a low-density lipoprotein receptor class A domain ( LDLa ) ．

This sequence was a member of chitin deacetylase group I． The deduced amino acid sequence of cDNA 2 only contained a

polysaccharide deacetylase domain． This sequence was a member of Chitin deacetylase group V． These two CDAs belong

to two different CDA groups． Transcript analysis on two CDA sequences during various developmental stages and in
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different tissues was determined by RT-PCR． The results showed that cDNA 1 was expressed in salivary glands，the

midgut and fat bodies in feeding stage，but not expressed in prepupal and pupal stage． cDNA 2 was only expressed in the

midgut in feeding stage． These cDNA sequences have been deposited in Genbank with accession numbers HQ680620 for

cDNA 1 and HQ680621 for cDNA 2．

Key words Mamestra brassicae，chitin deacetylase，cloning，sequence analysis tissue-specific expression

几 丁 质 脱 乙 酰 基 酶 ( chitin deacetylase，简 称

CDA，E． C． 3. 2. 1. 41 ) ，是几丁质降解酶成员之一，

它可以将几 丁 质 转 化 为 壳 聚 糖。CDA 来 源 广 泛，

在真菌、酵母 和 昆 虫 等 都 发 现 CDA 的 存 在，能 够

催化几丁质和壳聚糖中 β-1，4 糖苷键连接的 N-乙
酰基葡糖胺的乙酰胺基的水解( Dixit et al． ，2008 ;

Zhao et al． ，2010 ) 。
目 前 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni、棉 铃 虫

Helicoverpa armigera、蓓带夜蛾 Mamestra configurata
等几种昆虫 的 CDA 基 因 被 克 隆 并 对 其 活 性 和 功

能进 行 了 初 步 研 究 ( Guo et al． ，2005 ; Campbell
et al． ，2008 ; Toprak et al． ，2008 ) ，研 究 结 果 表 明

几丁质脱乙酰基酶基因都与中肠围食膜有关。蓓

带夜蛾 CDA 的 作 用 是 参 与 改 变 围 食 膜 中 的 几 丁

质的物理和 化 学 性 质，而 这 一 生 化 活 动 不 仅 改 变

几丁质的纤 维 结 构，而 且 对 围 食 膜 蛋 白 的 结 合 程

度、围食膜 的 完 整 性 和 孔 隙 率 产 生 影 响。赤 拟 谷

盗 Tribolium castaneum 中 的 9 个 CDA 基 因 中 的

TcCDA6 到 TcCDA9 都 只 在 肠 道 中 表 达 ( Dixit
et al． ，2008 ) ，这表明 CDA 在肠道生理活动中发挥

着一定的作用。该酶的存在并不只局限在围食膜

中，在黑腹果蝇 Drosophila melanogaster 中，克隆得

到 2 个具有能编码具有典型 CDA 功能域的 CDA，

且都 与 限 制 气 管 的 延 长 有 关 联 ( Wang et al． ，

2006 ) 。
已在昆虫中发现 5 类 CDA 的存在，如: 棉铃虫

中克隆得到 4 个 CDA 基因，分别属于 2 个不同的

CDA 类型 ( Campbell et al． ，2008 ) ; 赤 拟 谷 盗 中 克

隆的 9 个 CDA 分 属 于 5 类 不 同 的 CDA ( Arakane
et al． ，2009 ) 。

害虫的生物 防 治 中，CDA 已 被 证 明 是 杀 虫 剂

的潜在靶标，在 害 虫 的 生 物 防 治 中 可 以 说 是 个 多

功能工具，它 改 变 昆 虫 表 皮 几 丁 质 让 真 菌 病 原 体

便于渗透，以及改变自己的细胞壁防御上，可能有

双重作用( Nahar et al． ，2004 ) 。
甘蓝夜蛾 Mamestra brassicae 属于鳞翅目夜蛾

科昆虫，多食 性 害 虫，属 于 北 方 种 类，主 要 发 生 区

域在我国长江以北，主要危害十字花科蔬菜，也能

在茄果类 和 瓜 类 上 为 害 ( 张 履 鸿 等，1993 ) 。本 研

究主要对甘蓝夜蛾 2 种不同类型的几丁质脱乙酰

基酶基因的 cDNA 序列进行了克隆，获取 2 条基因

全长并对基因在 RNA 水平的表达进行了研究，为

该基因的进一步研究和利用打下基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 供试昆虫 供试昆虫为甘蓝夜蛾，利用黑

光灯在田间诱集成虫，室内饲以 5% 蜂蜜水使其产

卵并用新鲜白菜叶做饲料喂养到不同发育阶段备

用。
1. 1. 2 主 要 试 剂 及 菌 株 TRIzol  Reagent 为

Invitrogen 公 司 产 品，反 转 录 酶 M-MLV Reverse
Transcriptase、克隆载 体 PMD18-T、低 熔 点 琼 脂 糖、
琼脂糖 凝 胶 回 收 试 剂 盒、Taq plus DNA 聚 合 酶 等

购自 Takara 公司，其余试剂为进口或国产分析纯;

受体菌 DH5α 由作者所在研究室保存。

1. 2 方法

1. 2. 1 总 RNA 的提取 将昆虫不同发育阶段虫

体和分解的 不 同 组 织 分 别 转 移 到 研 磨 器 中，按 每

100 mg 虫体加入 TRIzol Reagent 1 mL 进行研磨，

提取 RNA，具体步骤参见 TRIzol 试剂盒使用说明，

提取的 RNA 放入 － 80℃ 冰箱中备用。
1. 2. 2 第 一 链 cDNA 的 合 成 以 5'- ATC GAT
GGT CGA CGC ATG CGG ATC C GGA TCC AAA
GCT TGA ATT CGA GCT CT( T) 17 -3'为 cDNA 合成

引物，利 用 反 转 录 酶 M-MLV Reverse Transcriptase
合成第一链 cDNA，具体参照 M-MLV 反转录酶 使

用说明。
1. 2. 3 利用 RT-PCR 技术克 隆 基 因 cDNA 序 列

片 段 比 较 棉 铃 虫 ( EU325568 ) 、苜 蓿 夜 蛾

Heliothis viriplaca( GU188855 ) 2 种昆虫几丁质脱乙

酰基酶基因 的 cDNA 序 列，设 计 1 对 适 用 于 克 隆

cDNA 1 的 引 物: CDA1 : 5'- TTC TAC GTC AGC
CAC GAG TAC AC-3' 和 AntiCDA1 : 5'- TG GTG
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AGG ATG AAC TTG TAC CAT -3'。以 合 成 的

cDNA 为模板，以 CDA1 和 AntiCDA1 为 引 物 扩 增

几丁质脱乙酰基酶 cDNA 1 序列的特异片段。
比 较 蓓 带 夜 蛾 ( EU660852 ) 、棉 铃 虫

( GQ411190 ) 2 种 昆 虫 几 丁 质 脱 乙 酰 基 酶 基 因 的

cDNA 序列，设计 1 对适用于克隆 cDNA 2 的引物:

CDA2 : 5'-CAACGATGACGAACGCTTCT-3' 和 Anti
CDA2 : 5'-CTAAGTACCTACCTTACTGT-3' ; 以 合 成

的 cDNA 为模板，以 CDA2 和 anti CDA2 为引物扩

增几丁质脱乙酰基酶 cDNA 2 序列的特异片段。
二者 PCR 反应条件均 为: 94℃ 预 变 性 5 min;

94℃ ，30 s; 52℃ ，30 s; 72 ℃ ，1 min，30 个 循 环;

72℃ 延伸 10 min，PCR 产物经 1. 0% 琼脂糖凝胶电

泳检测后，将 PCR 产物回收，与 PMD18-T vector 连

接、转化、筛 选、鉴 定。连 接 正 确 的 重 组 子 由 上 海

生工生物 工 程 公 司 进 行 序 列 测 定。克 隆 得 到 的

cDNA 的部分 序 列，用 以 设 计 5'和 3' RACE 引 物，

克隆 cDNA 的全长序列。
1. 2. 3. 1 利用 RACE 技术克隆 cDNA 全 长 序 列

克隆 cDNA 1 基 因 3' 端 序 列 引 物: 首 轮 PCR:

cDNA 1 Ro: 5'-TGC GCG CTC CTT ACC TTC GAG
TCG G-3'和 Ro: 5'-ATC GAT GGT CGA CGC ATG
CGG ATC C-3' ; 次轮 PCR: cDNA 1 Ri: 5'-CGT GAG
ATG CCC TGT CAA CTA CCC-3' 和 Ri: 5'-GGA
TCC AAA GCT TGA ATT CGA GCT CT-3'。克 隆

cDNA 2 基 因 3' 端 cDNA 序 列 的 克 隆 引 物: 首 轮

PCR: cDNA 2 Ro: 5'-AGT ACG ACT GCA CCT
GGC CCA CTA CAT-3' 和 Ro; 次 轮 PCR: cDNA 2
Ri: 5'-CTA CAT CCC ACA CAA ACC CTG GAC
TAT-3' 和 Ri。PCR、电 泳、回 收、测 序 等 反 应 同

1. 2. 3。
利用 TaKaRa 5'-Full RACE Kit，根据试剂盒中

的 5'- RACE outer primer 和 inner primer 分别设计

克隆 cDNA 1 和 cDNA 2 基 因 5' 端 序 列 的 引 物。
引物 序 列 分 别 为 cDNA 1 outer primer: 5'-GCA
CAT CCT GGC AAA TAC TCG T-3'，cDNA 1 inner
primer: 5'-ACT CGA AGG TAA GGA GCG CGC
ACA CCC ACT ACA -3' ; cDNA 2 outer primer: 5'-
CAT TAC CCG TCA TTT GGA GGA AG-3'，cDNA 2
inner primer: 5 '-CAA AGT GAG CCA TTT GAA
TCT TCT GGT CTC CAA A -3'，具体方法按照宝生

物 5'-RACE 试剂盒说明进行。
1. 2. 3. 2 序 列 分 析 利 用 Clone 软 件 对 获 得 的

cDNA 序列 进 行 翻 译; 利 用 ExPASy 网 站 ( http: ∥
us． expasy． org / tools / dna． html) 的蛋白分析软件推

导得 到 的 氨 基 酸 序 列 的 分 子 量、等 电 点; 利 用

NCBI 上的 Conserved domain search 软件和 ExPASy
网站的蛋白结构域分析软件 ScanProsite 进行功能

域的预测; 利 用 Informax 软 件 包 的 AlignX 软 件 进

行同源性百分数计算; 利用 DNAMAN 软件进行氨

基酸序列的聚类分析。
1. 2. 4 CDA 基 因 的 时 空 表 达 研 究 利 用 RT-
PCR 法，进行虫体不同生长发育时期、不同组织几

丁质脱乙 酰 基 酶 在 RNA 水 平 的 表 达 研 究。分 别

提取 5 龄 幼 虫 的 马 氏 管、唾 腺、中 肠、体 壁、脂 肪

体、无中 肠 虫 体 以 及 预 蛹 期 虫 体、蛹 期 虫 体 的 总

RNA，DNA 酶处理。扩增 cDNA 1 的特异性引物为

CDA1 和 AntiCDA1 ; 扩增 cDNA 2 的特异性引物为

CDA2 和 AntiCDA2。以 Actin 作 为 对 照，引 物 为

Actin: 5'-AGC AAG AGA GGT ATC CTC AC-3' 和

Anti Actin: 5'-ATC TCC TGC TCG AAG TCG AG-
3'。PCR 反应条件: 94℃ 预变性 5 min; 94℃ ，30 s;
52℃ ，30 s; 72 ℃ ，40 s，25 个 循 环; 72℃ 延 伸 10
min，PCR 产物均经 1. 0% 琼脂糖凝胶电泳分析。

2 结果与分析

2. 1 CDA cDNA 序列的获得

利用 RT-PCR 和 RACE 技术 扩 增 出 甘 蓝 夜 蛾

CDA cDNA 全长序列 2 条，得到的 cDNA 序列及其

推导的氨基酸序列用 Blast 软件搜索，找到一致性

较高的序列均为昆虫几丁质脱乙酰基酶 cDNA 或

氨基酸序列，2 条 cDNA 序列已经登录 Genbank 并

获得登录号分别为 HQ680620 和 HQ680621。
cDNA 1 序列全长 2 036 个碱基，含有 57 个碱

基和 362 个 碱 基 的 5' 和 3' 非 编 码 区，包 括 一 个

1 617个碱基的开放读码框，编 码 539 个 氨 基 酸 组

成的多肽，分子量 61. 5 ku，多肽的等电点为 5. 02。
该基因 的 cDNA 序 列 及 其 推 导 的 氨 基 酸 序 列 见

图 1。
cDNA 2 序列全长 1 312 个碱基，含有 63 个碱

基和 76 个碱基的 5'和 3'非编码区，包括一个1 173
个碱基 的 开 放 读 码 框，编 码 390 个 氨 基 酸 组 成 的

多肽，分子量 44. 1 ku，多 肽 的 等 电 点 为 5. 14。该

基 因 的 cDNA 序 列 及 其 推 导 的 氨 基 酸 序 列 见

图 2。
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图 1 甘蓝夜蛾几丁质脱乙酰基酶基因 CDA cDNA 1 序列和推测的氨基酸序列

Fig． 1 cDNA and deduced amino acid sequence of CDA cDNA 1 from Mamestra brassicae

图中起始密码子 ATG 和终止密码子 TAG 加粗表示; 左侧数字代表核苷酸核氨基酸序列位置; 几丁质结合区以黑色

背景表示; 几丁质催化区用灰色背景表示; 低密度脂蛋 白 受 体 A 类 结 构 域 ( LDLa) 用 双 下 划 线 表 示; 信 号 肽 用 单 下

划线表示; N 位 糖 基 化 位 点 加 边 框 表 示。 * 表 示 对 应 核 苷 酸 序 列 是 终 止 密 码 子。The initial codon ATG and

termination codon TAG are indicated in bold，the numbers on the left are for nucleotide sequence and amino acid sequence，

chitin binding Peritrophin-A domain is high lighted in black，polysaccharide deacetylase domain is high lighted in grey，low-

density lipoprotein receptor class A( LDLa) domain is double-underlined，the putative signal peptide of the deduced amino

acid sequence is underlined，and putative N-glycosylation sites are boxed． * indicates that corresponding nucleotide

sequence is stop codon． The same for Fig． 2．

2. 2 CDA 氨基酸序列分析

蛋白结构域分析结果表明，发现 cDNA 1 推导

的氨基酸序 列 具 有 CDA 所 具 有 的 3 个 明 显 结 构

区: 几 丁 质 结 合 区 Chitin binding Peritrophin-A
domain( 42 － 104 ) ，几 丁 质 催 化 区 polysaccharide
deacetylase domain( 197 － 353 ) ，低密度脂蛋白受体

区 low-density lipoprotein receptor class A domain
( LDLa) ( 121 － 157 ) 。cDNA 2 推导的氨基酸序列

只有几丁质催化区( 69 － 218 ) 。
SignalP 3. 0 进 行 信 号 肽 分 析 时 发 现 cDNA 1

推导的氨基酸的 21 和 22 位之间存在一个信号肽

切割位点; cDNA 2 推导的氨基酸在 18 和 19 位之

间存在一个信号肽切割位点。
利用 NetNGlyc 1. 0 Server 进行 N 位糖基化位

点分析时发现，cDNA 1 的氨基酸序列中存在 3 个

N 位糖 基 化 位 点，分 别 为 244 NYSA、274 NATV、
296 NITD; cDNA 2 的氨基酸序列中也存在 3 个 N
位糖基 化 位 点，分 别 为 91 NSSG、180 NASF、361
NSSH，证明这 2 个蛋白序列均属于糖蛋白，在昆虫

体内需要经过糖基化作用才能有效发挥酶活性。

2. 3 同源性分析

对登录 GenBank 的 15 种 昆 虫 CDA 的 cDNA
序 列，甘 蓝 夜 蛾 Mamestra brassicae HQ680620 \
HQ680621，棉铃虫 Helicoverpa armigera EU325568 \
GQ411189 \ EF600051 \ GQ411190 \ GQ411191，苜

蓿 夜 蛾 Heliothis viriplaca GU188855，蓓 带 夜 蛾

Mamestra configurata EU660852，埃 及 伊 蚊 Aedes
aegypti XM _ 001656773，冈 比 亚 按 蚊 Anopheles
gambiae XM_320597，意大利蜜蜂 Apis mellifera XM
_391915，黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster NM _
168811，赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum NM _
001102476，粉纹 夜 蛾 Trichoplusia ni AY966402 的

氨基酸序列进行序列比对和聚类分析( 图 3 ) 。

聚类分析表明，cDNA 1 氨基酸序列与棉铃虫

GQ411189 \ EU325568，苜 蓿 夜 蛾 GU188855 CDA

氨基酸序列关系比较密切，一致性分别为 98. 5% ，

97. 4% ，96. 3% ; cDNA 2 氨 基 酸 序 列 与 蓓 带 夜 蛾

EU660852 CDA 氨基酸序列首先聚类，氨基酸序列

一 致 性 达 97. 4% ，然 后 与 棉 铃 虫 GQ411190 \
EF600051 聚类，一致性分别为 72. 8% ，72. 6% ，再

与棉铃虫 GQ411191 和粉纹夜蛾 AY966402 聚类，

一致性分别为 61. 9% 和 64. 3% ，最后与其他目昆

虫相聚类。聚类分析结果表明本研究所克隆 2 条

基因分别属于 2 种不同的 CDA 类型。

2. 4 CDA 时空表达结果

时空表达结果表明，CDA cDNA 1 在幼虫取食

期的唾腺、中 肠、脂 肪 体 等 组 织 以 及 去 中 肠 虫 体、

预蛹期和蛹期 虫 体 表 达 ( 图 4 : A ) ，在 体 壁 和 马 氏

管中不表达; 在 CDA cDNA 2 基因中，只在幼虫期

的中肠表达，在其他组织及时期都不表达，表现出

其较强的组织特异性( 图 4 : B) 。

3 讨论

目前国外对 CDA 的研究已经相当深入，甚至

已经发展到了分子水平，国内还处刚刚起步阶段，

昆虫 中 对 CDA 研 究 更 是 落 后 于 真 菌 和 细 菌 且

CDA 在昆虫中的 功 能 还 不 十 分 明 确，系 统 地 从 分

子水平研究昆虫几丁质脱乙酰基酶及其调控因子

对于了解几丁质代谢的机制及其调控途径有重要

意义。目前已 有 粉 纹 夜 蛾、棉 铃 虫 等 几 种 昆 虫 的

CDA 基因被克隆并对其活性和功能进行了初步研

究，且在昆虫中发现有 5 组 CDA 存在。

本研究 克 隆 了 甘 蓝 夜 蛾 几 丁 质 脱 乙 酰 基 酶

( CDA) 的 2 个 cDNA 全 长 序 列，结 构 域 分 析 和 序
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图 2 甘蓝夜蛾几丁质脱乙酰基酶基因 CDA cDNA 2 序列和推测的氨基酸序列

Fig． 2 cDNA and deduced amino acid sequence of CDA cDNA 2 from Mamestra brassicae

列比对结果表明它们分别属于 CDA 的不同类型，

cDNA 1 属 于 CDA 家 族 中 的 第 1 组 ( group I ) ，

cDNA 2 属于 CDA 家族中的 第 5 组 ( group V ) ，后

续的研究工作将继续克隆甘蓝夜蛾及其他鳞翅目

昆虫的 中 的 其 他 几 个 组 的 几 丁 质 脱 乙 酰 基 酶 基

因，并着重对克隆的基因进行表达、活性测定和功
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图 3 登录 Genbank 的昆虫 CDA 聚类分析

Fig． 3 Phylogenetic tree of insects’CDA which have been deposited in GeneBank

带* 为本研究克隆基因。The insect with“* ”is the target insect．

图 4 甘蓝夜蛾 CDA 基因在各个组织和发育阶段的表达

Fig． 4 mRNA expression at different tissue and developmental stages of CDA from Mamestra brassicae

A: CDA cDNA1 ; B: CDA cDNA2 ; M : DL2 000 Marker; 1 : 马 氏 管 Malpighian tubules; 2 : 唾 腺 salivary glands，3 : 中 肠

midgut; 4 : 体壁 integument; 5 : 去中肠虫体 carcass without midgut; 6 : 脂 肪 体 fat body; 7 : 预 蛹 期 虫 体 pre-pupal stage;

8 : 蛹期虫体 pupal stage。图 上 部 条 带 为 CDA 的 PCR 产 物，下 部 条 带 为 Actin 的 PCR 产 物。Upper band: CDA

mRNA PCR product，lower band: Actin mRNA PCR product．

能鉴定，为进一步实践应用创造条件。
在 CDA 催化下可使昆虫几丁质产生壳聚糖，

壳聚糖对围食膜可能具有重要功能，如: 壳聚糖的

存在可 以 调 节 几 丁 质 的 柔 韧 性 和 硬 度 ( Luschnig

et al． ，2008 ) 、壳聚糖具有抗菌功能( Nahar et al． ，

2004 ) 、可能在几丁质的修饰过程中通过调控几丁

质脱乙酰基作用反应的速度及脱乙酰基作用反应

的程度( 产生不同葡糖胺残基的壳聚糖) ，从而在



·1424· 应用昆虫学报 Chinese Journal of Applied Entomology 48 卷

生长发育中起着重要作用( 郝威等，2010 ) 等，因此

破坏昆虫 CDA 代谢将影响昆虫的多种代谢功能，

在未来的害 虫 生 物 防 治 中 CDA 有 可 能 成 为 又 一

靶标位点。
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杨扇舟蛾颗粒体病毒 fgf 基因的分析*

梁振普 许 锋 张小霞＊＊ 尹新明
( 河南农业大学生命科学学院 郑州 450002 )

摘 要 根据杨扇舟蛾颗粒体病毒( Clostera anachoreta Granulovirus，ClanGV) 的全基因组序列，分析其基因组含有

3 个杆状病毒成纤维细胞生长因子( fibroblast growth factor，FGF) 的 同 源 ORFs。通 过 生 物 信 息 学 软 件 及 在 线 工 具

对 ClanGV-FGFs 进行了分析，包括同 源 性、一 级 结 构、二 级 结 构 和 进 化 分 析 等。分 析 结 果 显 示，测 序 得 到 的 3 个

ClanGV-FGFs 转录方向不同，但都属于病毒转录早期基因; 三者同源性相差较大; 进化分析显示，ClanGV-FGF-3 和

NPV 的 FGFs 进化关系较近，而 ClanGV-FGF-1 和 ClanGV-FGF-2 则与其它 GV 相应的 FGF 进化关系更近。

关键词 杨扇舟蛾颗粒体病毒，成纤维细胞生长因子( FGF) ，序列分析

Sequence analysis of fgf genes of Clostera anachoreta Granulovirus

LIANG Zhen-Pu XU Feng ZHANG Xiao-Xia＊＊ YIN Xin-Ming
( College of Life Sciences，Henan Agricultural University，Zhengzhou 450002，China)

Abstract Based on the whole genome of Clostera anachoreta Granulovirus ( ClanGV ) ，the Fibroblast Growth Factor

( FGF) genes of ClanGV were analyzed using biosoftware and online tools． The Results show that three ClanGV-FGFs，

which are all early expression genes，had different transcription directions． These ClanGV-FGFs had low sequence

homologies but shared a similar functional domain common to all identified FGFs． Evolutionary analysis proves that

ClanGV-FGF-3 has a close relationship to NPV-FGFs，however，ClanGV-FGF-1 and ClanGV-FGF-2 are closer to GV-

FGF-1 and GV-FGF-2 respectively．

Key words Clostera anachoreta Granulovirus，Fibroblast Growth Factor ( FGF) ，sequence analysis
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杆 状 病 毒 是 一 类 具 有 囊 膜 包 裹 的 双 链 环 状

DNA 病毒，其基因组大小为 80 ～ 180 kb，在自然界

中以节肢动 物 作 为 专 一 性 宿 主 进 行 感 染 和 传 播。
杆状病毒又分为颗粒体 病 毒 ( granulovirus，GV ) 和

核型多角 体 病 毒 ( nuclear polyhedrosis virus，NPV )

( 洪健和 周 雪 平，2006 ) 。杆 状 病 毒 可 以 有 效 地 侵

染多种农林 害 虫，近 年 来 作 为 一 种 主 要 的 生 物 杀

虫剂正在被广泛的研究使用。
杨扇 舟 蛾，又 名 杨 树 天 社 蛾，属 于 鳞 翅 目

Lepidoptera、舟 蛾 科 Notodontidae、扇 舟 蛾 属

Clostera。杨扇舟蛾 专 一 的 侵 害 杨 树，严 重 时 可 以

将杨树叶子 吃 光，对 生 态 造 成 极 大 地 破 坏。杨 扇

舟蛾颗粒 体 病 毒 ( Clostera anachoreta granulovirus，
ClanGV) 可以侵染 杨 扇 舟 蛾，造 成 虫 体 的 死 亡、液

化，然后再释放出病毒粒子。

成纤维细胞生长因子( fibroblast growth factor，
FGF) 是一类通过与细胞膜特异性受体结合发挥作

用，调节细胞生长的蛋白分子，最早在牛脑和脑垂

体中发现( Armelin，1973 ) 。在哺乳动物中，FGF 家

族在促进胚胎发育、有丝分裂的发生、细胞生长和

分化、组织形成与修复、炎症、血栓形成、肿瘤发生

与转移 等 生 理 及 病 理 过 程 中 起 重 要 作 用。Ayres
等( 1994 ) 在 AcMNPV 中 首 次 发 现 了 与 FGF 蛋 白

家族 同 源 的 病 毒 FGF ( vFGF ) ，后 来 的 研 究 证 明

FGF 在杆状 病 毒 中 普 遍 存 在。Katsuma 等 ( 2004，

2006a，2006c) 研究发现 BmNPV-FGF N 端的 2 个

糖基化位 点 Asn44 和 Asn171 对 其 分 泌 是 至 关 重

要的; 并通过实验观察到缺失 FGF 的 重 组 病 毒 与

野生型病 毒 相 比，BmNPV 出 芽 病 毒 ( BV ) 产 量 下

降。通过生物 测 定 实 验 发 现 fgf 缺 失 型 病 毒 的 传
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