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UV 照射对棉铃虫产卵量及 HMG-CoA 还原酶
和卵黄原蛋白基因表达量的影响

王智健 牛长缨

华中农业大学植物科学技术学院,武汉430070

摘要 检测紫外光(ultraviolet,UV)照射后棉铃虫 HMG-CoA还原酶基因、卵黄原蛋白基因的表达量及棉

铃虫产卵量的变化。提取经UV照射后棉铃虫雌虫的总RNA并反转录为cDNA。利用荧光定量PCR(qPCR)

技术检测 HMG-CoA还原酶基因及卵黄原蛋白基因的表达量。UV照射后,统计棉铃虫雌虫的产卵量。结果表

明:UV照射0.5~5.0h,棉铃虫 HMG-CoA还原酶基因的表达量显著增加;UV照射1.0~5.0h,24h后取样

发现棉铃虫卵黄原蛋白基因的表达量显著增加;UV照射1.0~4.0h,棉铃虫雌虫的产卵量显著增加。研究结

果证实UV照射能影响棉铃虫hmgr、vg的表达量和雌虫的产卵量。
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  棉铃虫(Helicoverpaarmigera)寄主广泛、繁
殖迅速、适应力强,对棉花生产造成严重危害,是世

界性农业害虫,近年来其发生和危害呈上升趋势。
利用黑光灯防治棉铃虫应用较广泛,对其趋光反应

的研究主要集中于趋光的行为特点[1]、复眼对光的

适应变化[2]、复眼形态及细微结构和复眼视网膜的

电生理[3]。这些研究结果从行为特征和视觉生理方

面均证明棉铃虫对紫外光(ultraviolet,UV)非常敏

感,但其分子调控机制尚不清楚。
研究表明,经UV照射后棉铃虫3-羟-3-甲基戊

二酰辅酶A还原酶(HMG-CoA还原酶,HMGR)基
因表达量上调[4]。HMGR在类异戊二烯的生物合

成中发挥着关键作用,是昆虫体内甲羟戊酸代谢途

径的限速酶[5]。甲羟戊酸代谢途径的终产物是保幼

激素、辅酶 Q和多萜醇,在昆虫的发育和繁殖过程

中发挥着重要的作用,如调控胚胎发育、抑制昆虫变

态及诱导卵黄蛋白原的合成[6]。有研究发现,昆虫

体内 HMGR受到抑制后,其体内保幼激素的生物

合成受到抑制,且导致单个卵巢里的卵量减少,雌虫

的生殖力降低[7-8]。HMGR在昆虫的生长发育、胚
胎发生和生殖中也发挥重要作用。HMGR能够引

导果蝇(Drosophilamelanogaster)原始生殖细胞的

转移[9];用HMGR抑制剂处理德国小蠊(Blattella
germanica)、东亚飞蝗(Locustamigratoria)后,昆
虫体内保幼激素和卵黄原蛋白的生物合成受到抑

制[8,10-11];RT-PCR表明小地老虎(Agrotisypsilon)

HMGR主要存在 于 卵 巢、脂 肪 体 及 咽 侧 体 细 胞

中[12]。此外,HMGR抑制剂-康帕丁(compactin)抑
制家蚕(Bombyxmori)和斜纹夜蛾(Prodenialitu-
ra)性 信 息 素 的 合 成[13]。目 前,HMGR 基 因

(hmgr)已在果蝇[14]、德国小蠊[15]、家蚕[16]、小地老

虎[12]和棉铃虫[17]等昆虫体内克隆得到。

hmgr表达量与卵黄原蛋白(vitellogenin,VG)
的生物合成相关[12]。VG是产卵雌性动物特定糖蛋

白卵黄前体,特异地存在于非哺乳类性成熟的卵生

雌性动物血液中,是几乎所有卵生动物卵黄蛋白的

前体。VG为卵巢的发育提供营养,促进卵母细胞

的生长和分化。在昆虫体内,保幼激素激活脂肪体

中卵黄原蛋白的合成,并促使卵母细胞成熟[9]。笔

者以棉铃虫为材料,观察 UV照射后棉铃虫产卵量

的变化及其对 HMG-CoA还原酶和卵黄原蛋白基

因表达量的影响,旨在为深入研究HMG-CoA还原

酶基因对棉铃虫生殖能力的调控作用提供科学

依据。
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1 材料与方法

1.1 供试昆虫

供试棉铃虫为湖北省农业科学院长期饲养的室

内种群。幼虫用人工饲料饲养,化蛹后将雌雄虫分

开。将羽化后的成虫置于养虫笼(40cm×30cm×
30cm)中,饲喂10%的蔗糖水。饲养条件:温度

(27±1)℃、相对湿度70%±10%、光周期L/D=
14/10h(光期06:00-20:00,暗期20:00-06:00)。
1.2 UV 处理

在暗期开始后使棉铃虫成虫充分暗适应2h,
暗适应结束后对其进行 UV照射处理,照射强度为

300μW/cm2。在试验过程中温度保持28℃,照射

时间分别为0.5、1.0、1.5、2.0、3.0、4.0、5.0h。
对照为一直处于黑暗下的棉铃虫,对照组暗处理时

间与试验组照射时间对应。将 UV照射和暗处理

(对照组)后的部分雌虫立即置于液氮中冷冻,然后

保存于-80℃冰箱。在24h后再将 UV照射和暗

处理(对照组)后的部分雌虫置于液氮中冷冻,同样

保存于-80℃冰箱。每处理3次重复。
1.3 棉铃虫总 RNA 的提取和 cDNA 的合成

根据RNAisoPlus(宝生物公司)试剂说明书提

取冻存于-80℃冰箱样品的总RNA,经DNaseⅠ
(Thermo公司)去除基因组 DNA污染,并通过苯

酚/氯仿/异戊醇=25/24/1(体积比)抽提,去除蛋白

质污染。经过琼脂糖凝胶电泳与核酸蛋白测定仪

(Eppendorf公 司)检 测 后,按 照 反 转 录 试 剂 盒

(Thermo公司)说明书进行反转录,获得cDNA
第一链。
1.4 引物设计和合成

根据GenBank上所提供的棉铃虫hmgr(登录

号GU584103)、vg(登陆号JQ723600)的基因序列,
并选择棉铃虫β-actin 基因为内参基因,利用软件

PrimerPremier5.0(Premier公司)设计适用于荧

光定量PCR的引物。引物序列见表1。
表1 荧光定量PCR引物序列

Table1 Primersusedinreal-timePCR

基因名称
Genename

引物序列
Primersequence

β-actin (Qactin-F)5′-TCCAGCCCTCATTCTTGGGTAT-3′
(Qactin-R)5′-CAAGTCCTTACGGATGTCAACA-3′

hmgr (Qhmgr-F)5′-TACAGTAGGTGGAGGGAC-3′
(Qhmgr-R)5′-ATCAAGGAGGCTAATCGGG-3′

vg (Qvg-F)5′-CGGAGACAAGAAACAGAACAC-3′
(Qvg-R)5′-AAGCAATAATGCGGACGAGAAT-3′

1.5 荧光定量 PCR
将cDNA样品稀释成6个10倍浓度梯度并制

作标准曲线,检测目的基因和内参基因的R2值和扩

增效率,调整反应体系和反应条件,确保R2>0.99,

90%<扩增效率(E)<110%。试验使用的荧光定

量PCR仪为BioRadiCycleriQ5(Bio-Rad公司),反
应采用20μL体系:7.6μLddH2O,1.6μLcDNA
模板,10μLSsoFastTMEvaGreen®Supermix(Bio-
Rad公司),正、反向引物各0.4μL。PCR循环程

序:95℃30s;循环条件95℃5s,60℃30s,40
个循环。每处理3个技术性重复。
1.6 产卵量统计

棉铃虫将卵产在养虫笼一侧的纱布上,每天更

换纱布并统计纱布上卵的数量。将每天的卵量累

加,除以养虫笼中的雌虫数,即可得到单雌产卵量。
1.7 数据统计与分析

利用2-△△Ct法对检测结果进行数据分析(Livak
andSchmittgen,2001),不 同 处 理 之 间 差 异 利 用

SPSS16.0软件进行独立样本t检验。

2 结果与分析

2.1 UV 照射对 hmgr 和 vg 表达量的影响

在UV照射0.5、1.0、1.5、2.0、3.0、4.0、5.0h
后,提取棉铃虫雌虫的总RNA,qPCR检测结果显

示hmgr的表达量显著高于对照组(图1);当 UV
照射4.0h时该基因表达量增加效果最显著,高于

对照组4倍以上。UV照射24h后,qPCR检测结

果显 示 hmgr 的 表 达 量 与 对 照 组 差 异 不 显 著

(图2)。hmgr的表达量在 UV照射后显著增加,并
在24h后回复到正常水平。UV照射后,棉铃虫雌

虫vg的表达量在较短时间内并未发生显著变化

(图3),但处理24h后,UV照射1.0、1.5、3.0、4.0、

5.0h后的vg表达量显著增加(图4)。
检测结果表明:经 UV照射后,棉铃虫雌虫的

hmgr表达量增加,UV照射24h后hmgr表达量

与对照组无显著差异;UV照射后,棉铃虫雌虫的

vg表达量与对照组无显著差异,UV照射24h后

vg表达量增加。
2.2 UV 照射对棉铃虫生殖力的影响

生殖力检测结果表明,UV照射后棉铃虫雌虫

的产卵量有所增加,UV照射1.0、1.5、2.0、3.0、

4.0h后的雌虫产卵量分别增长31%、21%、32%、

35%、25%(图5)。
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  UV照射后,立即提取样品RNA;柱状图代表平均值±SE,

星号表示有显著性差异(独立样本t检验,**P<0.01)。The

samplewascollectedafterUVlightirradiationimmediately.Histo-

gramsrepresentmean±SE,asterisksrepresentsignificantdiffer-
ences(independentsamplettest,**P<0.01).

图1 UV照射后hmgr的相对表达量

Fig.1 Relativeexpressionofhmgr
afterUVlightirradiation

  UV照射24h后,提取样品RNA;柱状图代表平均值±

SE(独立样本t检验)。Thesamplewascollected24hlateraf-
terUVlightirradiation.Histogramsrepresentmean±SE(in-
dependentsamplettest).

图2 UV照射24h后hmgr的相对表达量

Fig.2 Relativeexpressionofhmgrafter
UVlightirradiation24hlater

  UV照射后,立即提取样品RNA;柱状图代表平均值±

SE(独立样本t检验)。ThesamplewascollectedafterUV

lightirradiationimmediately.Histogramsrepresentmean±SE

(independentsamplettest).

图3 UV照射后vg的相对表达量

Fig.3 RelativeexpressionofvgafterUVlightirradiation

  UV照射24h后,提取样品RNA;柱状图代表平均值±

SE,星号表示有显著性差异(独立样本t检验,*P<0.05,

**P<0.01)。Thesamplewascollected24hlaterafterUV

lightirradiation.Histogramsrepresentmean±SE,asterisks

representsignificantdifferences(independentsamplettest,

*P<0.05,**P<0.01).

图4 UV照射24h后vg的相对表达量

Fig.4 RelativeexpressionofvgafterUVlight
irradiation24hlater

  所有处理设置3个重复。柱状图代表平均值±SE,星号

表示有显著性差异(独立样本t检验,*P<0.05,**P<

0.01)。Alltheexperimentsweretriplicated.Histogramsrepre-
sentmean±SE,asterisksrepresentsignificantdifferences(in-
dependentsamplettest,*P<0.05,**P<0.01).

图5 UV照射对棉铃虫生殖力的影响

Fig.5 EffectofUVlightirradiationonthefecundity

ofH.armigera

3 讨 论

为阐明UV照射与棉铃虫雌虫产卵量的关系,
本试验观察并分析了 UV照射对生殖相关基因表

达量的影响。试验结果表明,在 UV照射后,棉铃

虫雌虫hmgr基因表达量随即显著增加,vg的表达

量在处理24h后增加。hmgr和vg 基因有重要的

生物学功能,本试验结果可为进一步研究hmgr和

vg 对昆虫生殖的调控作用提供理论依据。
紫外线辐射是一种最常见的、几乎能对所有生

物造成影响的非生物胁迫。孟建玉等[4]认为诱虫灯

的UV光源对昆虫也是一种环境胁迫因子,采用蛋
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白质组学的方法研究了 UV胁迫对棉铃虫成虫体

内总蛋白表达的影响,结果表明棉铃虫成虫在 UV
照射1h后,体内HMGR表达上调。本试验结果表

明,UV照射棉铃虫后棉铃虫体内hmgr表达量显

著升高,且在24h后体内hmgr表达量回复到正常

水平,首 次 在 分 子 水 平 证 实 UV 照 射 与 棉 铃 虫

hmgr的转录表达相关。

hmgr在德国小蠊雌虫脂肪体中大量表达,

HMGR水平和酶活力在德国小蠊的生殖周期中期

达到高峰,且与VG的生物合成水平平行[18]。这证

实甲羟戊酸通路与卵黄原蛋白的合成有关。利用

RNAi技术干扰棉铃虫hmgr,会导致vg 表达量发

生下降,并降低雌虫产卵量[17]。此外,甲羟戊酸代

谢通路终产物之一的保幼激素(JH)可调节雌虫生

殖和VG的生物合成,但作用机制尚不清楚[19]。在

某些昆虫中,外源的JH 可介导 VG在脂肪体中的

合成[20],并有研究证实在赤拟谷盗(Triboliumcas-
taneum)中JH 调节vg 的合成[21]。本试验结果表

明,在hmgr表达升高24h后,vg 发生显著升高,
证实vg的表达可能受hmgr 的调控。当 UV照射

棉铃虫1~4h,导致棉铃虫产卵量显著增加,表明

棉铃虫的产卵量与hmgr的表达量成正比。VG是

昆虫生殖中的主要营养物质,VG调节雌虫生殖已

在果蝇等昆虫中被证实[22]。结合本试验结果,推测

由于hmgr在UV照射后表达量升高,影响JH 的

生物合成,导致vg表达量发生变化,进而影响到昆

虫的生殖。
张长禹[23]的研究结果表明,棉铃虫处于环境胁

迫下时,其体内用于生殖和寿命能量的分配存在补

偿效应。此外,棉铃虫为了保护自身免受 UV照射

带来的损伤,增强了虫体的抗氧化防御系统[4],这种

应答反应也可能会消耗机体的大量能量。在 UV
照射条件下,昆虫的抗氧化防御系统和生殖力均表

现为增强,根据生活史理论推测,这种现象必然导致

生存力在一定程度上降低。当棉铃虫接受 UV照

射后,其子代幼虫需要经过较长的时间才能进入蛹

期,这表明UV照射对棉铃虫子代的幼虫期有负面

效应。
目前,已有研究证实 UV照射对棉铃虫而言是

一种胁迫因子[4,24],而生物体会通过明显延长其发

育历期来减少环境胁迫带来的负面效应,这在一定

程度上可以补偿对生长发育造成的有害效应,是适

应环境的一种策略。本研究结果证实 UV照射影

响hmgr和vg 的表达量,并影响雌虫的产卵量,这
可为进一步研究昆虫在光胁迫条件下hmgr基因的

调控作用提供理论依据。
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InfluenceofultravioletlightirradiationonHMG-CoAreductase,vitellogenin
mRNAexpressionandovipositionofHelicoverpaarmigera

WANGZhi-jian NIUChang-ying

CollegeofPlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract TheobjectiveofthisstudyistoinvestigatetherelativeexpressionofHMG-CoAreduc-
tase(hmgr)andvitellogenin(vg)mRNAofHelicoverpaarmigeraadultsunderUVlightirradiation,

togetherwiththefecundityvariationofUVlightirradiationgroup.Quantitativereal-timePCR(qPCR)

techniquewasappliedtodetecttheexpressionofhmgrandvgofH.armigeraoftheUVlightirradia-
tiongroup.TotalRNAwasextractedfromthewholebodyofH.armigera,andsynthesizedtocDNA
viareversetranscription.Specificprimersonhmgr,vgandβ-actininGenBankwereusedtocarryout
qPCR.Inaddition,thisstudyalsorecordedthenumberoftheeggsforfemaleadultsafterUVlightirra-
diation.TheexpressionofhmgrofH.armigerasignificantlyincreasedaftertheexposuretoUVlight
irradiationfrom0.5hto5.0h,whichwashigherthanthatofcontrolafterUVlightirradiation,while
thevgexpressionincreased24hlaterafterUVlightirradiation.Theresultsalsosuggestthatthefecun-
dityoffemaleadultssignificantlyincreasedafterUVtreatmentof1.0hto4.0h.Thisstudyisthefirst
analysisofdifferentiallyexpressedmRNAsinphototacticinsectsunderUVlightirradiationconditions
andgivesnewinsightsintotheadaptationmechanismsresponsivetoUVlightirradiationstress.

Keywords Helicoverpaarmigera;UVlightirradiation;HMG-CoAreductase;vitellogenin;ovi-
position
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