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龟纹瓢虫胰岛素信号通路四个重要基因 
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摘  要  【目的】 明确龟纹瓢虫 Propylea japonica 胰岛素信号通路中 4 个关键基因序列结构和时空表达

模式。【方法】 基于龟纹瓢虫全基因组序列数据，选择 E(sev)2B, TOR, PDK1 和 PI3K 4 个基因全长进行

结构分析，并通过 qRT-PCR 检测其在龟纹瓢虫雌虫不同发育时期（羽化后第 1、3、5 和 7 天）、不同组

织（头、胸、腹和肠）中的表达模式。【结果】 E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PI3K 基因表达水平均在成虫

羽化后第 7 天显著上调（P < 0.05），达到最高水平；E(sev)2B 和 PI3K 基因在龟纹瓢虫羽化后第 1、3 和

5 天肠中表达水平均显著高于头、胸和腹部（P < 0.05）；TOR 基因在羽化后第 1 天成虫的胸、腹、肠中

表达水平均显著高于头部（P < 0.05）；PDK1 基因在羽化第 3 天和第 5 天肠中表达水平最高，且显著高

于头、胸和腹部（P < 0.05）。【结论】 E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PI3K 基因在龟纹瓢虫不同发育时期及

不同组织中的表达量存在差异，为进一步研究胰岛素信号通路在龟纹瓢虫生殖发育中的作用奠定了基础。 

关键词  龟纹瓢虫；胰岛素信号通路；时空表达模式；qRT-PCR 

Sequence structure and spatiotemporal expression patterns of four 
important Propylea japonica insulin signaling pathway genes 
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Abstract  [Aim]  To determine the sequence structure and spatiotemporal expression patterns of four key insulin signaling 

pathway genes in Propylea japonica. [Methods]  The E(sev)2B, TOR, PDK1 and PI3K genes were identified in the genome 

of P. japonica and their coded amino sequences and functional domain locations analyzed. Expression profiles of these genes 

in different developmental stages (1st, 3rd, 5th and 7th day after eclosion) and tissues (head, thorax, abdomen and gut) were 

investigated using real-time quantitative PCR. [Results]  Expression levels of all four genes peaked on the 7th day after adult 
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emergence. Expression levels of the E(sev)2B and PI3K genes were significantly higher in the gut than in the head, thorax and 

abdomen on the 1st, 3rd and 5th day after emergence (P < 0.05). Expression levels of the TOR gene in the thorax, abdomen and 

gut were significantly higher than in the head on the 1st day after emergence (P < 0.05). Expression of the PDK1 gene was 

highest in the gut on the 3rd and 5th day after emergence, significantly higher than in the head, thorax and abdomen (P < 0.05). 

[Conclusion]  Expression patterns of the E(sev)2B, TOR, PDK1 and PI3K genes differed in different developmental stages 

and tissues of P. japonica. This finding lays a foundation for further research on the role of the insulin signaling pathway in the 

reproductive development of this species. 

Key words  Propylea japonica; insulin signaling pathway; spatiotemporal expression pattern; qRT-PCR; 

龟纹瓢虫Propylea japonica是我国农田生态

系统内占据优势地位的捕食性天敌昆虫之一（张

世泽等，2014）。规模化饲养龟纹瓢虫极具商业

价值，然而，当前面临的一大挑战在于人工饲料

饲养环境下的龟纹瓢虫失去了正常的繁殖能力，

具体表现为产卵前期显著延长且产卵量大幅减

少（张丽莉，2007）。值得注意的是，胰岛素作

为生物体内的一种关键调控因子，在生物体的代

谢、生长、发育、繁殖乃至衰老过程中均发挥着

调控作用，尤为引人注目的是，在不同生物类群

中胰岛素信号通路（Insulin signaling pathway，

IIS）在卵子发生和卵巢发育阶段的作用极具保

守性（Chistiakova，2008；Nässel and Vanden 

Broeck，2016；Das and Arur，2017），这一发

现为探索龟纹瓢虫繁殖难题提供了新的视角。在

雌性大草蛉 Chrysopa pallens 卵黄发生前对其注

射牛胰岛素，可以加速卵巢的成熟，从而提高生

殖能力（Zhang，2016）。胰岛素途径还通过控

制保幼激素（Juvenile hormone，JH）和蜕皮激

素 20-羟基蜕皮酮（20-hydroxyecdysone，20E）

的生物合成，进而调节卵黄蛋白的产生和卵子成

熟（Smykal and Raikhel，2015）。 

IIS 通路主要经过有丝分裂原激活的蛋白激

酶（Mitogen activated protein kinase，MAPK）和

磷脂酰肌醇3激酶（Phosphatidylinositol-3 kinase，

PI3K）两条途径。活化的胰岛素受体底物（Insulin 

receptor substrate，IRS）与生长因子受体结合蛋

白（Growth factor receptor-bound protein，GRB）

或 PI3K 结合，分别激活 MAPK 和 PI3K 通路。

MAPK 途径中，GRB 通过调节上游受体酪氨酸

激酶（Receptor tyrosine kinase，RTK）参与各种

细胞信号传导，7less 2B 蛋白增强子[Enhancer of 

sevenless 2B，E(sev)2B]作为 GRB 的同源蛋白

（Xia et al.，2019），和 GRB 有着同样的功能;

另一条途径中，IRS 结合 PI3K 产生高浓度的磷

脂酰肌醇三磷酸（Phosphatidylinositol-3,4,5-P3，

PIP3），PIP3 活化 3-磷酸肌醇依赖性蛋白激酶 1

（3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1，

PDK1）从而激活 RAC 丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

（RAC serine/threonine-protein kinase，AKT）并

作用于雷帕霉素靶蛋白（Target of rapamycin，

TOR），然后将信号传递至下游因子（许抗抗，

2014；陈晓昂，2017；夏智勇，2019）（图 1）。

IIS 中 GRB 和 PI3K 起着激活两条主要通路的作

用，PDK1 作为 PI3K 下游因子，作用不可忽视；

而 TOR 途径与 IIS 途径共享许多关键调控因子

（Lin and Smagghe，2019）。研究表明，TOR

能够介导营养信号的传递进而激活 JH 的生物合

成和卵黄原蛋白的生成（Maestro et al.，2009），

通过 RNAi 技术干扰白背飞虱 Sogatella furcifera  

TOR 基因的表达，雌虫卵巢发育受到抑制从而无

法产卵（邓瑶，2018）。近些年来，胰岛素对秀

丽隐杆线虫 Caenorhabditis elegans 和黑腹果蝇

Drosophila melanogaster 卵巢功能的调节已有大

量研究（陈晓昂等，2017；谢鹏飞等，2018），

然而胰岛素信号通路基因在龟纹瓢虫生殖发育

中的功能还不明确。因此研究胰岛素信号通路相

关基因对龟纹瓢虫生长、发育和繁殖的影响极具

重要意义。 

本研究基于龟纹瓢虫基因组数据，分析了龟

纹瓢虫胰岛素信号通路 4 个关键基因 E(sev)2B、

TOR、PDK1 和 PI3K 的序列结构，以及和其他

昆虫间亲缘关系。进一步地，研究了这 4 个基因

在龟纹瓢虫雌虫不同发育时期（羽化后第 1、3、

5 和 7 天）及不同组织（头、胸、腹和肠）中的

相对表达量，为阐明胰岛素信号通路在龟纹瓢虫
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生殖发育中的作用奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

在中国农业科学院棉花研究所养虫室连续

纯化多代的龟纹瓢虫种群置于纱网笼中进行饲

养（30 cm × 30 cm × 30 cm），并将接种了足够

多豌豆修尾蚜 Megoura crassicauda 的蚕豆苗一

并放入纱笼内。饲养过程中，需定期添加豌豆修

尾蚜并更换新鲜的蚕豆苗，以确保豌豆修尾蚜种

群的稳定，从而保障龟纹瓢虫拥有充足的豌豆修

尾蚜作为食物来源。 

龟纹瓢虫饲养条件为：光周期 14 L∶10 D，

温度（25 ± 1）℃，相对湿度 60%±5%；豌豆修

尾蚜饲养条件为：光周期 14 L∶10 D，温度（20 

± 1）℃，相对湿度 60%±5%。 

1.2  主要试剂 

RNA提取试剂TRIzol购自Life Technologies

公司；反转录试剂盒 PrimeScriptTM RT reagentKit

（Perfect Real Time）购自 TaKaRa 公司；实时荧

光定量 PCR 试剂盒（TransStart Top Green qPCR 

SuperMix (＋Dye I）购自北京全式金生物技术有

限公司。 

1.3  RNA 的提取及 cDNA 合成 

分别选取羽化第 1、3、5 和 7 天龟纹瓢虫雌

虫虫体以及其头、胸、腹和肠，放置于 1.5 mL

离心管，液氮速冻，﹣80 ℃保存。每个时期 5

头试虫，设置 3 个重复。首先，按照 TRIzol 试

剂（Life Technologies，美国）说明书进行 RNA

的提取；其次，使用 NanoDrop2000C 及琼脂糖

凝胶电泳检测 RNA 浓度和质量；最后利用反转 

录试剂盒将不同时期、不同组织龟纹瓢虫的

RNA 样品反转录成 cDNA。 

1.4  序列分析 

基于本实验室龟纹瓢虫基因组数据（Zhang 

e t  a l .，2020），利用网站（h t tp s : / / w ww.  

ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）预测基因的开放阅读

框 （ Open reading frame ， ORF ） 。 运 用

DNAMAN9.01 软件进行序列多重比对。采用在

线网站（http://web.expasy.org/protparam/）预测

蛋白质理化性质。运用网站 NCBI-Pfam v33.1- 

18271PSSMs（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/ 

cdd/wrpsb.cgi）分析蛋白质的结构域和保守位点，

运用 MEGA 7.0 软件通过邻接法（Neighbor- 

joining method，NJ）构建系统发育树，各分支置

信度经由 bootstrap 法均进行 1 000 次的重复检验。 

1.5  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR） 

运用 Premier 6.0 设计 qRT-PCR 用引物

（表 1），选取龟纹瓢虫 RPS18 基因作为内参基

因（Huangfu et al.，2021），引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成。qPCR 反应体系

为（10 μL）：cDNA 模板 2.0 μL，上、下游引物

各 0. 4 μL ， 2×TransStart Top Green qPCR 

SuperMix（＋Dye I）5 μL，Nuclease Free Water 

2.2 μL。混匀后，进行离心处理，随后将样品放

入荧光定量 PCR 仪中扩增。反应步骤为：首先

在94 ℃变性30 s，然后进行40个循环扩增反应，

每个循环条件为 94 ℃持续 5 s； 55 ℃持续

15 s；72 ℃持续 10 s。每个处理 3 次生物学重复

及 3 次技术重复，仪器选用的是 Eppendorf 公司

生产的 Mastercycle ep realplex 荧光定量 PCR 仪。

反应结束后，根据 Ct 值，采用 2﹣ΔΔCt（Livak and 

Schmittgen，2001）法进行数据分析。
 

表 1  qRT-PCR 引物 

Table 1  Primers used for qRT-PCR 

引物名称 Primer name 上游引物（5′-3′）Forward primer (5′-3′) 下游引物（5′-3′）Reverse primer (5′-3′) 

E(sev)2B CAAGGTACTACGACGCACAAGG TGGAAACTGAGGATGTACGGTGGTA 

MTOR GCTATGGTAGACGGAATACGCTTGG CCTTGGAGTGTCGATCCTGGCTAT 

PDK1 CCCTCCGTCCAAATCTGAAGTTGAA CCTCTCCTCAATCTCCTCCTGACTG 

PIK3 AGATGCGACCACTTTGGATTGTCTT CTGTCGGAGATCGTCACCATTCTTG 

RPS18 CGCTGGTGATTCCAGATAA GACGACCTACACCTTTGATG 
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2  结果与分析 

2.1  E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PI3K 蛋白的氨

基酸序列分析 

通过网站分析 E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PI3K

基因长度（Gene length）、编码的氨基酸数（Number 

of encoded amino acids）、分子质量（Molecular 

weight）、等电点（Isoelectric point）、最高的

氨基酸种类（Maximum amino acid content）、总

负电荷残基（Asp + Glu）、总正电荷残基（Arg 

+ Lys）数、Ｎ端氨基酸（N-terminal amino acids）、

蛋白质半衰期（Protein half-life）、不稳定性指

数（ Instability index）、脂肪族氨基酸指数

（Aliphatic index）以及总平均亲水性（Grand 

average of hydropathicity，GRAVY）（表 2）。 

通过氨基酸序列结构域分析发现 E(sev)2B 

氨基酸有 SH3_1（第 4-50 个氨基酸）、SH2（第

60-134 个氨基酸）和 SH3_9（第 159-207 个氨基

酸）3 个保守结构域；TOR 氨基酸含有 5 个保守

结构域，分别是 FAT（第 1452-1764 个氨基酸）

结构域、DUF3385（第 802-971 个氨基酸）结构

域、FRB（第 1871-1968 个氨基酸）结构域、

PI3_PI4_kinase（第 2037-2287 个氨基酸）结构

域和末端 FATC（第 2363-2393 氨基酸）结构域；

PDK1 氨基酸序列有 PKc_（第 18-286 个氨基酸）

和 PH_3（第 382-480 个氨基酸）2 个保守结构域；

PI3K 氨基酸有 3 个保守结构域，分别是 PI3K-rbd

结构域（第 5-72 个氨基酸）、PI3Ka 结构域（第

216-356 个氨基酸）和 PI3_PI4 结构域（第 445-650

个氨基酸）（图 1）。 
 

 
 

图 1  E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PI3K 保守结构域 

Fig. 1  Conserved domians of E(sev)2B、TOR、PDK1 and PI3K 

 
表 2  氨基酸序列分析 

Table 2  Amino acid sequence analysis 

基因 Gene  
对比参数 Comparison parameter 

E(sev)2B TOR PDK1 PI3K 

基因长度（bp） 
Gene length (bp) 

636 7 182 1 455 2 109 

编码氨基酸数目 
Number of encoded amino acids  

211 2 393 484 702 

分子质量（kD） 
Molecular weight (kD) 

24.55 274.1 56.28 80.30 

等电点 Isoelectric point 5.72 7.76 6.76 8.59 

最高氨基酸含量 
Maximum amino acid content 

谷氨酸 Glu：
9.0% 

亮氨酸 Leu：
13.0% 

亮氨酸 Leu：9.0% 

赖氨酸 Lys：9.0% 
亮氨酸 Leu：

12.4% 
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续表 2 (Table 2 continued) 

基因 Gene  
对比参数 Comparison parameter 

E(sev)2B TOR PDK1 PI3K 

总负电荷残基 
Total negatively charged residues (Asp + Glu) 

33 285 69 82 

总正电荷残基  
Total positive charge residue (Arg + Lys) 

26 285 67 91 

Ｎ端氨基酸  
N-terminal amino acids 

蛋氨酸 Met 蛋氨酸 Met 蛋氨酸 Met 蛋氨酸 Met 

蛋白质半衰期（h） 
Protein half-life (h) 

30 30 30 30 

不稳定性指数 
Instability index 

38.26 44.43 42.15 35.98 

脂肪族氨基酸指数 
Aliphatic amino acid index 

74.83 97.81 84.17 95.67 

总平均亲水性 
Total average hydrophilicity 

﹣0.56 ﹣0.229 ﹣0.481 ﹣0.206 

 

2.2  氨基酸序列同源性分析 

序列比对结果显示，龟纹瓢虫 E(sev)2B 基因

编 码 的 氨 基 酸 序 列 与 沙 漠 暗 黑 甲 Asbolus 

verrucosus 的一致性最高，达 95.73%，其次与赤

拟谷盗 Tribolium castaneum 的一致性为 94.79%

（图 2）。表明龟纹瓢虫 E(sev)2B 基因在昆虫进

化过程中有极高保守性。系统进化树聚类表明，

龟纹瓢虫 E(sev)2B 基因与沙漠暗黑甲 E(sev)2B

基因亲缘关系最近，聚为一支。 

龟纹瓢虫 PI3_PI4_kinase 保守结构域序列与 

沙漠暗黑甲一致性最高，为 92.00%，与马铃薯

甲虫 Leptinotarsa decemlineata、赤拟谷盗和黄粉

甲 Tenebrio molitor 一致性均为 91.00%（图 3）。

龟纹瓢虫 TOR 基因与鞘翅目昆虫黄粉甲 TOR 基

因亲缘关系较近，聚类到同一进化支。 

龟纹瓢虫 PDK1 基因编码的氨基酸序列与

赤拟谷盗一致性最高，为 60.87%，与光肩星天

牛 Anoplophora glabripennis 一致性为 60.25%，

与蜂巢小甲虫 Aethina tumida 一致性为 58.00%，

与白蜡窄吉丁 Agrilus planipennis 一致性为

57.29%（图 4）。系统进化树聚类表明，龟纹瓢

虫 PDK1 基因与鞘翅目昆虫玉米根萤叶甲

Diabrotica virgifera virgifera 在进化上有同源性，

亲缘关系最近，聚类到同一进化支。 

龟纹瓢虫 PI3K 基因编码的氨基酸序列与白

蜡窄吉丁一致性最高，为 61.90%，与 Cryptotermes 

secundus一致性为58.95%，与萤火虫Photinus pyralis

一致性为 59.54%，与内华达古白蚁 Zootermopsis 

nevadensis 一致性为 58.39%（图 5）。系统进化 

 

 
 

图 2  龟纹瓢虫与其他昆虫 E(sev)2B 的氨基酸序列比对 

Fig. 2  Amino acid sequence aligment of E(sev)2B from Propylea japonica and other insects 

Propylea japonica：龟纹瓢虫，OK482672；Asbolus verrucosus：沙漠暗黑甲，RZC37049.1；Tribolium castaneum：赤拟谷盗，

XP_969998.1；Abscondita terminalis：边褐端黑萤，KAF5269566.1；Agrilus planipennis：白蜡窄吉丁，XP_018325509.1. 
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图 3  龟纹瓢虫与其他物种 TOR 的 PI3_PI4 保守结构氨基酸序列比对 

Fig. 3  Amino acid sequence aligment of PI3_PI4 of TOR from Propyle japonica and other insects 

Propylea japonica：龟纹瓢虫，OK482671； Asbolus verrucosus：沙漠暗黑甲，RZC37432.1；Leptinotarsa decemlineata：

马铃薯甲虫，XP 023015005.1；Tribolium castaneum：赤拟谷盗，XP 971819.1； Tenebrio molitor：黄粉甲，AKB11618.1. 

 

 
 

图 4  龟纹瓢虫与其他物种 PDK1 的氨基酸序列比对 

Fig. 4  Amino acid sequence aligment of PDK1 from Propyle japonica and other insects 

Propylea japonica：龟纹瓢虫，OK482674；Tribolium castaneum：赤拟谷盗，XP_015833394.1；Anoplophora glabripennis：光

肩星天牛，XP_018574845.1；Aethina tumida：蜂巢小甲虫，XP_019867885.1；Agrilus planipennis：白蜡窄吉丁，XP 018333405.1. 
 

树聚类表明（图 6），龟纹瓢虫 PI3K 与其他鞘

翅目昆虫赤拟谷盗、光肩星天牛、米象

Sitophilus oryzae 等 PI3K 亲缘关系较近，其中

与赤拟谷盗在进化上同源性最高亲缘关系最

近，聚类到同一进化支。 

2.3  E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PI3K 基因时空

表达分析 

E(sev)2B 和 PI3K 基因的表达水平在龟纹

瓢虫成虫羽化的第 1、3、5 和 7 天整体呈先下

降后上升的趋势。PDK1 和 TOR 基因在成虫羽

化第 1 天到第 3 天表达水平逐渐上升，在第 5

天显著下降，两者表达模式基本一致。

E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PI3K 基因均在成虫

羽化第 5 天到第 7 天表达水平急剧升高，并达

到最高水平（图 7）。 

2.4  E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PI3K 基因组织

表达分析  

成虫羽化 1 和 3 天后，E(sev)2B基因在头、 
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图 5  龟纹瓢虫与其他物种 PI3K 氨基酸序列比对 

Fig. 5  Amino acid sequence aligment of PI3K from Propylea japonica and other insects 

Propylea japonica：龟纹瓢虫，OK482673；Agrilus planipennis：白蜡窄吉丁，XP_018318828.1；Cryptotermes secundus：堆砂

白蚁属，XP_033610950.1；Photinus pyralis：萤火虫，XP_031350105.1；Zootermopsis nevadensis：内华达古白蚁，XP_021917067.1 

 

胸和腹部中表达基本一致，且在第 1、3 和 5

天在肠中表达水平显著高于头、胸和腹部（P < 

0.05）。E(sev)2B 在成虫羽化的第 7 天，胸部

表达量显著高于头、腹和肠中的表达量（P < 

0.05）（图 8：A）。 

成虫羽化第 1 天后，TOR 基因在胸部表达

水平最高，显著高于头、腹和肠中表达（P < 

0.05），在头部表达水平最低。在第 3 和 7 天，

在头部表达水平最高，显著高于胸、腹部和肠

中表达水平（P < 0.05）。第 5 天在头部、腹部

表达水平最高，显著高于胸和肠中的表达量（P 

< 0.05）（图 8：B）。 

成虫羽化第 1 天后，PDK1 基因在头部表

达水平最高，显著高于胸部和腹部（P < 0.05），

略高于肠，但未达到显著水平（P > 0.05）。在

第 3 和 5 天在肠中表达水平最高，显著高于头、

胸和腹（P < 0.05）。第 7 天在胸部表达水平最

高，显著高于头、腹和肠（P < 0.05）（图 8：C）。 

成虫羽化第 1、3、5 和 7 天后，PI3K 基因

均在肠中表达量最高，均极显著高于头、胸和

腹部（P < 0.05）（图 8：D）。 

3  讨论 

序列分析揭示龟纹瓢虫 E(sev)2B 与人类、

泥蚶 Tegillarca granosa 和文蛤 Meretrix 

meretrix 的同源蛋白 GRB 结构一致（Cheng 

et al.，1998；董迎辉等，2013；高晓艳等，2015），

表明 E(sev)2B 基因在进化中比较保守；龟纹瓢 
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图 6  龟纹瓢虫与其他昆虫 E(sev)2B (A)、TOR (B)、PDK1 (C)和 PI3K (D)的系统进化分析 

Fig. 6  Phylogenetic relationship of E(sev)2B (A), TOR (B)，PDK1(C) and PI3K (D) from  

Propyle japonica and other insects 

E(sev)2B：Propylea japonica：龟纹瓢虫，OK482672；Asbolus verrucosus：沙漠暗黑甲，RZC37049.1； 

Tribolium castaneum：赤拟谷盗，XP 969998.1；Agrilus planipennis：白蜡窄吉丁，XP_018325509.1； 

Photinus pyralis：萤火虫，XP_031355471.1；Leptinotarsa decemlineata：马铃薯甲虫，XP 023018933.1；Sitophilus oryzae：

米象，XP 030760624.1；Zootermopsis nevadensis：内华达古白蚁， XP 021934064.1；Cimex lectularius：温带臭虫，

XP 014243826.1；Athalia rosae japanensis：黄翅菜叶蜂，XP 012269666.1；Leptopilina heterotoma：异腹小环腹瘿蜂，

XP 043471046.1；Trichogramma pretiosum：短管赤眼蜂，XP 014235004.1；Contarinia nasturtii： 

甘蓝瘿蚊，XP 031641195.1.TOR：Sitophilus oryzae：米象，XP 030750054.1；Diabrotica virgifera virgifera：玉米根萤

叶甲，XP 028145210.1；Leptinotarsa decemlineata：马铃薯甲虫，XP 023015005.1；Photinus pyralis：萤火虫，XP 

031352545.1；Anoplophora glabripennis：光肩星天牛，XP 018572076.1；Zootermopsis nevadensis：内华达古白蚁，XP 

021941476.1；Tribolium castaneum：赤拟谷盗，XP 971819.1；Asbolus verrucosus：沙漠暗黑甲，RZC37432.1；Tenebrio 

molitor：黄粉甲，AKB11618.1；Propylea japonica：龟纹瓢虫，OK482671；Agrilus planipennis：白蜡窄吉丁，XP 

025831250.1；PDK1: Propylea japonica：龟纹瓢虫，OK482674；Diabrotica virgifera virgifera：玉米根萤叶甲，XP 

028128946.1；Leptinotarsa decemlineata：马铃薯甲虫，XP 023025583.1；Aethina tumida：蜂巢小甲虫，XP 019867885.1；

Tribolium castaneum：赤拟谷盗，XP 015833394.1；Agrilus planipennis：白蜡窄吉丁，XP 018333405.1；Asbolus verrucosus：

沙漠暗黑甲，RZC33499.1；Anoplophora glabripennis：光肩星天牛，XP 018574845.1； Athalia rosae japanensis：黄翅

菜叶蜂， XP 012267983.1；Schistocerca gregaria：沙漠蝗， QVD39211.1 ；Aphis gossypii：棉蚜，XP 027845111.1；

Sitophilus oryzae：米象，XP 030760856.1；Myzus persicae：桃蚜，XP 022174736.1；Melanaphis sacchari：高粱蚜，

XP 025194034.1；PI3K：Anoplophora glabripennis：光肩星天牛，XP 018567528.1；Sitophilus oryzae：米象，XP 

030764147.1；Tribolium castaneum：赤拟谷盗，EFA09848.2；Propylea japonica：龟纹瓢虫，OK482673；Agrilus planipennis：

白蜡窄吉丁，XP 018318828.1；Onthophagus taurus：蜣螂，XP 022907614.1；Thrips palmi：棕榈蓟马，XP 018567528.1；

Melanaphis sacchari：高粱蚜，XP 025192751.1；Acyrthosiphon pisum：豌豆蚜，XP 001946655.2；Myzus persicae：桃

蚜，XP 022177349.1；Rhopalosiphum maidis：玉米缢管蚜，XP_026809249.1；Aphis gossypii：棉蚜，XP 027850704.1. 
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图 7  龟纹瓢虫 E(sev)2B（A），TOR（B），PDK1（C）和 PI3K（D）基因在不同发育时期相对表达量 

Fig. 7  The relative expression levels of E(sev)2B (A), TOR (B), PDK1 (C) and PI3K (D) in different  
developmental stages of Propylea japonica 

图中数据为平均值±标准误。柱上不同字母表示不同发育阶段间基因表达量差异显著 

（P<0.05，Duncan 氏新复极差法）；X 轴中的 1、3、5 和 7 分别表示羽化后第 1、3、5 和 7 天;下图同。 

Data in the figure are mean ±SE. Different letters above bars indicate significant difference in the gene expression level 
between different developmental stages (P<0.05, Duncan’s new multiple range method). 1, 3, 5 and 7 in the X-axis represent 

the 1st, 3rd, 5th and 7th day after eclosion, respectively. The same below.  

 

 
 

图 8  龟纹瓢虫 E(sev)2B（A），TOR（B），PDK1（C）和 PIK3（D）基因在 

不同组织不同发育时间相对表达量 

Fig. 8  The relative expression levels of E(sev)2B (A), TOR (B), PDK1 (C) and PIK3 (D) in  
different developmental stages and tissues of Propylea japonica 
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虫 TOR 蛋白序列与白背飞虱 Sogatella furcifera、

马氏珠母贝 Pinctada martensi 和中国明对虾

Fenneropenaeus chinensis 的 TOR 结构相似（孙

姝娟，2010；田群莉等，2014；邓瑶，2018）；

PDK1 蛋白序列分析中发现龟纹瓢虫与葱蝇

Delia antiqua 和东北林蛙蛋白均有 2 个相同的结

构域 PKc_和 PH_3（申力等，2014；巩珊珊等，

2017）；PI3K 序列分析发现龟纹瓢虫与家蚕和

中国明对虾 PI3K 均有 3 个相同的结构域

PI3K-rbd、PI3Ka 和 PI3Kc（庄俐等，2011；迟

艳红， 2012）。龟纹瓢虫胰岛素通路基因

E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PIK3 在不同物种间

多重序列比对及系统进化树分析结果都表明了

胰岛素信号通路具有较高的保守性。 

胰岛素信号通路关键基因 E(sev)2B、TOR、

PDK1 和 PIK3 基因在龟纹瓢虫雌虫不同发育时

期均有表达，且在第 7 天的表达水平显著高于第

1、3 和 5 天，解剖羽化 1-5 d 龟纹瓢虫雌虫发现

其卵巢管随着羽化天数增加越来越宽，在第 5 天

时卵巢管宽度达到最大值，且开始少量产卵，约

在第 10 天达到产卵高峰（皇甫宁博等，2021）。

本研究中这 4 个基因均在龟纹瓢虫雌虫羽化第 7

天表达水平上升至最高值，表明在龟纹瓢虫雌虫

产卵期表达水平高于其他时期，猜测这 4 个基因

均在卵巢发育完全后才开始调控其生殖与产卵。

已有研究表明胰岛素介导的信号传导在很大程

度上调节卵黄发生和卵母细胞发育，E(sev)2B、

TOR、PDK1 和 PIK3 作为胰岛素信号通路的关

键基因，可调控细胞生长、增殖和分化（刘艳，

2008；Belov and Mohammadi，2012；Das and 

Arur，2017；潘静，2018）。推测这些基因通过

调控细胞生长、增殖和分化调节龟纹瓢虫雌虫卵

巢发育。 

组织表达水平结果显示，E(sev)2B 基因在成

虫羽化第 1、3 和 5 天、PI3K 基因在成虫羽化第

1、3、5 和 7 天以及 PDK1 基因在成虫羽化第 3

和 5 天肠道中表达水平均显著高于头、胸和腹部

的表达量，而研究表明 PDK1 基因是调控昆虫中

肠重塑和化蛹的关键因子（Pan et al.，2018）。

昆虫肠道具有摄取、运送、分泌消化酶、消化食

物和吸收营养物质的作用，在成虫羽化后需积累

一定的营养物质用来达到性成熟（郭军等，2015；

张振宇等，2017）。推测这 3 种基因通过调控肠

道吸收积累营养物质间接调控其生殖。 

本研究中不同于 E(sev)2B、PI3K 和 PDK1

基因表达情况的是，TOR 基因在成虫羽化第 3、

5 和 7 天头部有较高表达，这与白背飞虱和家蚕

中的研究（Zhou et al.，2010；邓瑶，2018）基

本一致。昆虫头部是感觉外界和协调活动的主要

机构，具有大量的神经分泌系统和控制内分泌以

及进食与消化的运动神经元，脑部神经分泌系统

在信号传递中也起着重要作用（许抗抗，2014）。

推测 TOR 很有可能通过控制龟纹瓢虫从外界获

取营养物质以及信息传递调节其生殖。然而，

TOR 基因在成虫羽化第 1 天在胸、腹和肠中高表

达的原因还不太清楚。不少研究表明 TOR 对昆

虫生殖力有调节作用，如在褐飞虱 Nilaparvata 

lugens 和埃及伊蚊 Aedes aegypti 中 TOR 通过介

导Vg的表达来调节繁殖力（Hansen et al.， 2004；

Attardo et al.，2005；Zhai et al.，2015）。然而

从白背飞虱成虫 TOR 基因沉默后，成虫羽化第

1、3 和 5 天的卵巢发育被抑制（邓瑶，2018），

能够推测 TOR 基因在成虫羽化第 1 天在胸、腹

和肠中显著的高表达可能和初羽化成虫生殖系

统需进一步发育成熟有关。 

本研究通过分析胰岛素信号通路中 4 个关

键基因的序列结构，以及分析其在龟纹瓢虫发育

过程中不同组织的时空表达，为进一步明确胰岛

素信号通路在龟纹瓢虫生长发育以及生殖调控

的作用奠定了基础。 

4  结论 

胰岛素信号通路关键基因 E(sev)2B、TOR、

PDK1 和 PI3K 在龟纹瓢虫雌虫不同发育时期均

有表达，且在羽化后第 7 天的表达水平显著高于

第 1、3 和 5 天。 

E(sev)2B、TOR、PDK1 和 PI3K 在龟纹瓢虫

雌虫不同时期不同组织中表达水平存在差异，

PI3K 基因在 4 个发育时期肠道中表达水平均显

著高于头、胸和腹部的表达量。 
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