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橘小实蝇半胱氨酸蛋白酶基因
克隆及表达模式

杨文佳１，２，许抗抗１，２，王进军２，李灿１

（１．贵阳学院生物与环境工程学院／／有害生物控制与资源利用
贵州省高校特色重点实验室，贵州 贵阳 ５５０００５；
２．西南大学植物保护学院／／昆虫学及害虫控制工程
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摘　要：为了深入了解半胱氨酸蛋白酶基因的作用和寻求害虫防治新的分子靶标，利用ＲＴＰＣＲ和ＲＡＣＥ技术，
从橘小实蝇Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａｄｏｒｓａｌｉｓ（Ｈｅｎｄｅｌ）体内克隆获得半胱氨酸蛋白酶基因Ｂｄｃｙｐ的ｃＤＮＡ全长序列 （ＧｅｎＢａｎｋ登
录号：ＫＵ９０４５０３），采用生物信息学软件分析了 Ｂｄｃｙｐ编码蛋白的特性，利用实时定量 ＰＣＲ技术检测其在不同
发育阶段和不同组织的表达量。橘小实蝇Ｂｄｃｙｐ的ｃＤＮＡ全长为１９５５ｂｐ，开放阅读框为１６５３ｂｐ，编码５５１个
氨基酸，预测蛋白质相对分子质量和等电点分别为６２９００和６１１。Ｂｄｃｙｐ具有半胱氨酸蛋白酶的典型特征，即
信号肽、３个催化活性区域 （ＣｙｓＨｉｓＡｓｎ）以及２个保守的ＥＲＦＮＩＮ和ＧＮＦＤ特征基序。系统发育分析表明Ｂｄｃ
ｙｐ编码的蛋白质与橄榄实蝇半胱氨酸蛋白酶亲缘关系最近。Ｂｄｃｙｐ在三龄幼虫、蛹和成虫期均有表达，其在蛹中
期的表达量最高；表达部位主要在幼虫脂肪体，其次为气管和表皮，而在中肠的表达量最低。这些结果为进一

步研究Ｂｄｃｙｐ基因功能提供了依据。
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　　半胱氨酸蛋白酶 （ｃｙｓｔｅｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ｃｙｐ）广
泛存在于微生物、植物和动物等生物体内，它主要

在细胞内和外蛋白降解中发挥着关键的作用［１－２］。

半胱氨酸蛋白酶分为３个结构家族：木瓜蛋白酶、
ＩＣＥ／ＣＥＤ３型蛋白酶类和天冬酰胺特异性内肽酶家
族，其中木瓜蛋白酶家族是最大的一个家族［１］。

溶酶体半胱氨酸蛋白酶 （Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ，Ｃａｔ）是木瓜
蛋白酶家族的重要部分，目前已在人类和哺乳动物

中发现１１种。根据其分子特征和底物特异性，可
分为ＣａｔＢ、Ｃ、Ｆ、Ｈ、Ｋ、Ｌ、Ｏ、Ｓ、Ｖ、Ｗ和 Ｘ
型。Ｃａｔ具有多种多样的生物学功能，它不仅参与
体内蛋白质的水解，还可以参与骨质吸收、抗原呈

递、组织再生、肿瘤入侵和转移以及细胞凋亡等生

理活动［３－５］。

迄今为止，在昆虫中发现Ｂ、Ｌ、Ｄ、Ｏ和Ｔ等
多种类型的半胱氨酸蛋白酶，其中常见的为ＣａｔＢ、
Ｌ和Ｄ型。在昆虫体内，半胱氨酸蛋白酶的生理功
能并不局限在溶酶体内蛋白质的降解［６－８］，近年来

研究发现它还参与了昆虫的个体发育过程，可以调

节卵母细胞发生和早期胚胎发育［９－１０］，并在昆虫

变态过程中组织的解体和重建起着重要作用［１１－１２］。

此外，部分蛋白酶与昆虫的长期记忆和种群防御等

紧密相关［１３－１４］。

橘小实蝇Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａｄｏｒｓａｌｉｓ（Ｈｅｎｄｅｌ），隶属双
翅目Ｄｉｐｔｅｒａ，实蝇科 Ｔｅｔｒｉｐｈｉｔｅｄａｅ，由于极强的环
境适应能力和入侵扩散能力，严重危害多种重要的

水果和蔬菜，已成为重要的世界性农业害虫［１５－１６］。

由于人们长期、大量使用化学农药防治橘小实蝇，

不可避免地导致其对杀虫剂产生了不同程度的抗

性，防治难度不断增加［１７－１８］。因此，探索新的靶

标、开发新型控制剂是发展橘小实蝇防治策略的当

务之急。以往研究表明半胱氨酸蛋白酶在昆虫生长

发育过程中起着重要作用，并考虑作为害虫防治的

靶蛋白［６，１９］。因此，本研究在转录组测序的基础

上，利用ＲＡＣＥ技术首次从橘小实蝇体内克隆获得
Ｂｄｃｙｓｐ的全长基因，并对其进行生物信息学分析，
同时研究了其在不同发育阶段和不同组织的时空表

达特性，为进一步揭示该基因的生理功能提供基础

数据，也为其作为害虫防治的潜在靶标基因奠定基

础。

１　材料与方法
１１　供试昆虫与样品收集

橘小实蝇于２００７年采自福建省福州市，利用
人工饲料在人工气候箱内连续饲养多代并建立种

群。饲养条件为温度 （２７±１）℃、相对湿度 （７０
±５）％、光周期１４Ｌ∶１０Ｄ。分别收集不同日龄的
橘小实蝇三龄幼虫、蛹和新羽化成虫；选取发育整

齐的三龄第４天的幼虫，通过解剖获得表皮、气
管、中肠、脂肪体和马氏管５个组织。将所有样品
经液氮速冻后于 －８０℃冰箱内保存备用，每组样
品设置３个生物学重复。
１２　主要试剂

ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＮａｓｅ、ｒＴａｑ酶和
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ购自 ＴａＫａＲａ公司；
ＳＭＡＲＴｅｒＴＭＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ购自Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ公司；ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ购自 Ｏｍｅｇａ公司；感
受态细胞 ＤＨ５α购自北京全式金公司；ｐＧＥＭＴ
Ｅａｓｙ载体和 ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司。

１３　试验方法
１３１　总ＲＮＡ的提取与第一链ｃＤＮＡ的合成　按
照ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书分别提取橘小实蝇不同发育
阶段和不同组织的总 ＲＮＡ，利用琼脂糖电泳检测
总ＲＮＡ的完整性，通过Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００核酸浓度测
定仪检测其浓度和纯度，并利用 ＤＮａｓｅ去除基因
组ＤＮＡ。取新羽化成虫的 ＲＮＡ为模板，分别按照
ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ和 Ｐｒｉｍｅ

２３１
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Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ说明书合成第一链 ｃＤＮＡ，
用于ＲＡＣＥ扩增和全长验证 ＰＣＲ模板制备。所有
样品按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ说明书合成
第一链ｃＤＮＡ，用于实时定量ＰＣＲ模板制备。
１３２　引物设计与合成　根据笔者之前测序完成
的橘小实蝇脂肪体转录组数据库［２０］，筛选半胱氨

酸蛋白酶基因片段，采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０软件
设计相关引物 （表１）用于Ｂｄｃｙｐ基因的 ＲＡＣＥ和
开放阅读框扩增，引物合成由上海生工生物工程股

份有限公司完成。

表１　本研究中涉及的引物信息
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５′－３′）
Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

用途

Ｕｓａｇｅ
３′ＧＳＰ１
３′ＧＳＰ２

ＴＣＡＴＴＴＣＡＡＡＧＣＣＡＡＡＣＡＣＧＧ
ＴＴＧＣＧＧＣＴＣＧＴＧＣＴＧＧＴＣＣＴＴ

３′－ＲＡＣＥ

ＢｄｃｙｐＦ
ＢｄｃｙｐＲ

ＧＡＣＣＧＧＴＴＴＣＧＴＴＴＡＣＡＡＧＣ
ＣＡＴＡＧＧＴＡＴＧＴＡＡＡＴＡＡＡＴＣＧ

开放阅读

框扩增

ｑＢｄｃｙｐＦ
ｑＢｄｃｙｐＲ

ＡＡＴＧＧＴＡＣＣＧＣＴＧＡＡＡＡＴＣＧ
ＴＧＴＡＡＣＣＧＣＧＣＡＴＣＴＣＡＴＡＡ

定量

分析

ｑαＴｕｂｕｌｉｎＦ
ｑαＴｕｂｕｌｉｎＲ

ＣＧＣＡＴＴＣＡＴＧＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧ
ＧＧＧＣＡＣＣＡＡＧＴＴＡＧＴＣＴＧＧＡ

内参

基因

１３３　基因克隆　以１３１合成的 ｃＤＮＡ为模板，
利用相应的特异性引物进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应
体系，包含 ２５μＬ１０×ＰＣＲ缓冲液，２５μＬ
ＭｇＣｌ２ （２５μｍｏｌ／Ｌ），２μＬｄＮＴＰｓ（１０ｎｍｏｌ／Ｌ），
正／反向引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，２０μＬｃＤＮＡ
模板，０２５μＬｒＴａｑ酶，ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μＬ，混
匀，离心，放入 ＰＣＲ仪扩增。ＰＣＲ反应条件为：
９５℃预变性４ｍｉｎ，然后９５℃ 变性３０ｓ，５５～６５
℃退火３０ｓ，７２℃延伸１～２ｍｉｎ，３４个循环，最
后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经ｗ＝１５％琼脂糖
凝胶电泳鉴定后，将目的条带切胶回收，按照 Ｇｅｌ
ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＭｉｎｉＫｉｔ说明书操作，然后将回收产物连
接至ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体，转化到感受态大肠杆菌
中，经蓝白筛选和 ＰＣＲ鉴定，将阳性克隆送往北
京六合华大基因公司进行测序。

１３４　序列分析　利用 ＤＮＡＭＡＮｖ６０（Ｌｙｎｎｏｎ
Ｂｉｏｓｏｆｔ）软件完成测序结果的编辑和分析，推导的
氨 基 酸 采 用 ＮＣＢＩ站 点 的 ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／）程序进行同源性比较
分析。利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂｅｘｐａｓｙｏｒｇ／）、
ＳｉｇｎａｌＰ４１（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｃｂｓｄｔｕｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｓｉｇ
ｎａｌＰ／） 和 ＮｅｔＮＧｌｙｓ １０ ｓｅｒｖｅｒ （ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗｃｂｓｄｔｕｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧｌｙｃ／）分析编码蛋
白的理化性质、信号肽和 Ｎ－糖基化位点。利用
Ｓｃａｎｐｒｏｓｉｔｅ （ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅｅｘｐａｓｙｏｒｇ／ｓｃａｎｐｒｏｓ
ｉｔｅ／）分析保守区域。利用 ＭＥＧＡ５０４软件中的邻
接法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统发育树［２１］，各

分支重复检验次数均为１０００。
１３５　Ｂｄｃｙｐ表达模式分析　采用实时定量 ＰＣＲ
技术检测橘小实蝇Ｂｄｃｙｐ基因在不同发育阶段和不
同组织的相对表达量。使用在线软件 Ｐｒｉｍｅｒ３０
（ｈｔｔｐ：／／ｆｒｏｄｏｗｉｍｉｔｅｄｕ／）设计定量 ＰＣＲ引物，
内参基因采用橘小实蝇 αＴｕｂｕｌｉｎ（ＧｅｎＢａｎｋ登录
号：ＧＵ２６９９０２）［２２］，引物序列信息如表 １。定量
ＰＣＲ反应体系如下：１０μＬＧｏＴａｑ ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、１μＬｃＤＮＡ、７μＬｄｄＨ２Ｏ和正／反向引物各１
μＬ。扩增反应在ＣＦＸ９６ＴＭＲｅａｌＴｉｍｅＳｙｓｔｅｍ实时定
量ＰＣＲ仪 （ＢｉｏＲａｄ）中进行，反应条件为：９５℃
预变性１０ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，６０℃退火并延伸
３０ｓ，共４０个循环；接着６０～９５℃的熔解曲线。
每个样品重复测定３次。利用２－△△ＣＴ方法计算目
的基因的相对表达量［２３］，试验数据采用 ＳＰＳＳ１７０
软件的单因素方差分析法 （ＡＮＯＶＡ）进行差异显
著性分析。

２　结果与分析
２１　橘小实蝇Ｂｄｃｙｐ基因ｃＤＮＡ的序列分析

采用ＲＴＰＣＲ结合ＲＡＣＥ技术，克隆获得橘小
实蝇半胱氨酸蛋白酶基因，命名为 Ｂｄｃｙｐ（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ登录号：ＫＵ９０４５０３），其 ｃＤＮＡ序列全长
１９５５ｂｐ，包含５′端非编码区１４２ｂｐ和３′端非编码
区１６０ｂｐ，开放阅读框为１６５３ｂｐ，编码５５１个氨
基酸残基，预测相对分子质量为６２９００，理论等电
点ｐＩ值为６１１。Ｂｄｃｙｐ编码的蛋白 Ｎ末端具有２０
个氨基酸组成的信号肽序列，推测其可能为分泌型

蛋白。根据 ＮｅｔＮＧｌｙｃ１０ｓｅｒｖｅｒ分析结果，Ｂｄｃｙｐ
可能存在３个 Ｎ－糖基化位点，分别 Ｎ１０２，Ｎ４３５
和Ｎ４４７。Ｂｄｃｙｐ具有昆虫半胱氨酸蛋白酶基因家
族特有的保守结构域：催化三联体 （Ｃｙｓ３５６、
Ｈｉｓ４９９、Ａｓｎ５１９）、ＥＲＦＮＩＮ基序、ＧＮＦＤ基序以及结
构花样Ｇ３９６Ｃ３９７Ｄ３９８Ｇ３９９Ｇ４００簇 （图１）。

将Ｂｄｃｙｐ编码的氨基酸序列进行 ＢＬＡＳＴ分析，
结果表明，Ｂｄｃｙｐ与同为双翅目的橄榄实蝇Ｂａｃｔｒｏ
ｃｅｒａｏｌｅａｅ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＸＰ＿０１４０９８４５１）半
胱氨酸蛋白酶的同源性最高，为９６％；与地中海实
蝇Ｃｅｒａｔｉｔｉｓｃａｐｉｔａｔａ（ＸＰ＿００４５２２０５６）、铜绿蝇Ｌｕｃｉｌ
ｉａｃｕｐｒｉｎａ（ＫＮＣ２３９９０）以及埃及伊蚊 Ａｅｄｅｓａｅｇｙｐｔｉ
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（ＡＢＥ７２９７２）的相似性分别为９２％、８７％和６７％，
进一步表明克隆得到的是橘小实蝇半胱氨酸蛋白酶

基因。

２２　Ｂｄｃｙｐ的系统发育分析
将Ｂｄｃｙｐ编码的氨基酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ登录的

其他昆虫的半胱氨酸蛋白酶氨基酸序列进行比对，

图１　橘小实蝇Ｂｄｃｙｐ基因的ｃＤＮＡ序列及推导的氨基酸序列
起始密码子ＡＴＧ和终止密码子ＴＡＡ加粗；表示终止密码子；下划线为信号肽序列；双下划线为糖基化位点；催化三
联体用方框表示；黑色底纹的为保守结构域 （ＥＲＦＮＩＮ、ＧＮＦＤ和ＧＣＤＧＧ）

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＢｄｃｙｐｉｎＢａｃｔｒｏｃｅｒａｄｏｒｓａｌｉｓ
ＴｈｅｓｔａｒｔｃｏｄｏｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈｂｏｌｄａｎｄｔｈｅｓｔｏｐｃｏｄｏｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｗｉｔｈｂｏｌｄａｎｄａｎａｓｔｅｒｉｓｋＴｈｅｐｒｅｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｉｓｕｎ
ｄｅｒｌｉｎｅｄＮｌｉｎｋｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｉｓｄｏｕｂｌｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄＰｕｔａｔｉｖｅｃａｔａｌｙｔｉｃｔｒｉａｄｉｓｂｏｘｅｄＴｈｒｅｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｍｏｔｉｆｓｏｆＥＲＦＮＩＮ，ＧＮＦＤ
ａｎｄＧＣＤＧＧａｒｅｉｎｗｈｉｔｅｗｉｔｈｂｌａｃｋｇｒｏｕｎｄ
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并通过ＭＥＧＡ５０４软件中的邻接法构建系统发育
树。结果表明，橘小实蝇Ｂｄｃｙｐ与橄榄实蝇Ｂｏｌｅ
ａｅ半胱氨酸蛋白酶的亲缘关系最近，且聚为一支
（图２）。各目的昆虫均单独成一支，与传统上的分
类关系一致，说明昆虫半胱氨酸蛋白酶在进化上具

有较好的保守性。

图２　橘小实蝇Ｂｄｃｙｐ系统发育分析
Ｆｉｇ２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢｄｃｙｐ

ｏｆＢｄｏｒｓａｌｉｓ

图３　橘小实蝇Ｂｄｃｙｐ在不同发育阶段的相对表达量
通过实时定量 ＰＣＲ检测三龄幼虫、蛹和成虫的１６个不
同时间点的表达量；３Ｌ１：三龄第１天幼虫；Ｐ１：第１天
蛹；Ａ１：第１天成虫；柱上不同字母代表显著性差异
（单因素方差，Ｐ＜００５）
Ｆｉｇ３　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢｄｃｙｐｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌ
ｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓｏｆＢｄｏｒｓａｌｉｓ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｔ１６ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｉｎｔｈｉｒｄｉｎｓｔａｒｌａｒ
ｖａｅ，ｐｕｐａｅａｎｄａｄｕｌｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔ
ｔｅｒｓａｂｏｖｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌ
（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）

２３　Ｂｄｃｙｐ在橘小实蝇不同发育阶段的表达模式
采用实时定量 ＰＣＲ方法检测 Ｂｄｃｙｐ在橘小实

蝇不同发育阶段的表达情况。结果显示，Ｂｄｃｙｐ在
橘小实蝇三龄幼虫、蛹期和成虫期均有表达 （图

３）。从三龄幼虫到成虫的发育过程中，Ｂｄｃｙｐ的表
达量呈现先升高后降低的趋势，蛹期第５天 Ｂｄｃｙｐ
基因 ｍＲＮＡ表达量显著高于其他时期 （Ｐ ＜
００５），说明Ｂｄｃｙｐ可能主要在这一时期发挥作用。
２４　Ｂｄｃｙｐ在橘小实蝇不同组织间的表达模式

采用实时定量 ＰＣＲ方法检测 Ｂｄｃｙｐ在橘小实
蝇三龄第４天幼虫５个不同组织的表达情况。结果
显示，Ｂｄｃｙｐ在脂肪体的表达量显著高于其他４个
组织 （Ｐ＜００５），在表皮和气管中表达次之，而
在马氏管和中肠的表达量较低 （图４）。

图４　橘小实蝇Ｂｄｃｙｐ在不同组织间的相对表达量
通过实时定量ＰＣＲ检测脂肪体、表皮、气管、马氏管和
中肠的表达量；柱上不同字母代表显著性差异 （单因素

方差，Ｐ＜００５）
Ｆｉｇ４　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢｄｃｙｐｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ
ｏｆＢｄｏｒｓａｌｉｓ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｆａｔｂｏｄｙ（ＦＢ），ｉｎｔｅｇｕｍｅｎｔ（ＩＮ），Ｔｒａ
ｃｈｅａ（ＴＲ），Ｍａｌｐｉｇｈｉａｎｔｕｂｕｌｅｓ（ＭＴ），ａｎｄｍｉｄｇｕｔ（ＭＧ）
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ００５ｌｅｖｅｌ（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）

３　讨　论
半胱氨酸蛋白酶参与昆虫体内的食物消

化［６－８］、变态发育［９－１２］、种群防御［１３－１４］等生理过

程，在昆虫生命活动中发挥着重要作用。干扰半胱

氨酸蛋白酶的生理功能，将会对目标害虫的活动和

发育造成直接影响，导致其生理机能受到严重阻碍

而死亡。因此，深入研究昆虫半胱氨酸蛋白酶将为

开发新型杀虫剂提供潜在靶标。近年来昆虫半胱氨
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酸蛋白酶的分子研究受到关注，包括埃及伊蚊 Ａ
ａｅｇｙｐｔｉ［２４］、黑腹果蝇 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ［２５］、
刺舌蝇Ｇｌｏｓｓｉｎａｍｏｒｓｉｔａｎｓｍｏｒｓｉｔａｎｓ［２６］、棉铃虫Ｈｅｌｉ
ｃｏｖｅｒｐａａｒｍｉｇｅｒａ［１９］、黄粉虫 Ｔｅｎｅｂｒｉｏｍｏｌｉｔｏｒ［２７］、麦
杆蝇Ｄｅｌｉａｃｏａｒｃｔａｔａ［２８］等多种昆虫的半胱氨酸蛋白
酶基因的结构和功能得到了鉴定。本研究以重要的

农业害虫橘小实蝇为研究对象，采用 ＲＴＰＣＲ和
ＲＡＣＥ技术克隆获得 Ｂｄｃｙｐ基因的 ｃＤＮＡ全长。同
源性比对分析结果表明，Ｂｄｃｙｐ编码的氨基酸序列
与其他已知昆虫的半胱氨酸蛋白酶具有较高的一致

性，均在６０％以上。Ｂｄｃｙｐ具有半胱氨酸蛋白酶的
典型特征，包括信号肽、催化三联体以及两个保守

的ＥＲＦＮＩＮ和ＧＮＦＤ特征基序，说明不同昆虫的半
胱氨酸蛋白酶结构高度保守。

在昆虫中，半胱氨酸蛋白酶在不同发育阶段的

表达量存在很大的差异，说明其在生长发育过程中

发挥着不同的作用。棉铃虫ＨａｒＣＬ在幼虫５～６龄
蜕皮前表达量显著升高，而后快速下降，然后在化

蛹前再次升高，说明 ＨａｒＣＬ在幼虫发育期间被严
格调控［１９］。甘蓝地种蝇 ＤｅｌｉａｒａｄｉｃｕｍＤｒＣＰ１在整
个发育时期均有表达，包括卵、幼虫、蛹和成虫，

但在幼虫－蛹转化期的表达量明显升高，说明该基
因可能与幼虫变态化蛹有关［１９］。另外，半胱氨酸

蛋白酶在昆虫胚胎时期、生殖过程中发挥着重要作

用［７，３０］。本研究发现，Ｂｄｃｙｐ在橘小实蝇不同发育
阶段均有表达，主要集中在蛹期高表达，而在其他

时期的表达量较低。基于半胱氨酸蛋白酶在变态发

育方面的重要作用，推测Ｂｄｃｙｐ在蛹中期的高表达
与这一时期的主要生命活动密切相关。我们对橘小

实蝇不同日龄的蛹进行解剖观察，发现化蛹后１～
２ｄ其体内组织出现溶离、解体的现象；化蛹后第
５天成虫形态初现，随后虫体上的覆盖物消失并羽
化为成虫，而这一时期Ｂｄｃｙｐ的表达量有明显的提
升，因此推测Ｂｄｃｙｐ在蛹期的组织重建和羽化过程
中起着重要作用。

生物体内基因的表达规律与其所具有的功能有

着密切的联系，研究发现昆虫半胱氨酸蛋白酶基因

的表达具有组织特异性。已有多数研究表明，消化

器官如肠道是半胱氨酸蛋白酶基因表达的主要场

所，包括黑腹果蝇 Ｄｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ［２５］、刺舌蝇 Ｇ．
ｍｏｒｓｉｔａｎｓｍｏｒｓｉｔａｎｓ［２６］、豌 豆 蚜 Ａｃｙｒｔｈｏｓｉｐｈｏｎｐｉ
ｓｕｍ［８］，它们是重要的消化蛋白酶。Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ
等［７］发现玉米象鼻虫 Ｓｉｔｏｐｈｉｌｕｓｚｅａｍａｉｓ半胱氨酸蛋
白酶基因在生殖器官，如卵母细胞和滋养层中有较

高的表达，推测其可能在胚胎发育过程中起着重要

作用。通过免疫组化技术对半胱氨酸蛋白酶在家蚕

Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ卵中的分布进行了定位分析，发现其
与卵黄蛋白的降解相关［３１］。此外，目前还发现的

半胱氨酸蛋白酶的合成部位还有昆虫的脂肪体以及

血淋巴中的血细胞［２４，３２］。本研究发现Ｂｄｃｙｐ在橘小
实蝇的幼虫脂肪体中表达量最高，而脂肪体在双翅

目蜕皮变态过程中发生解离，推测 Ｂｄｃｙｐ可能参与
幼虫组织的解离等。本研究仅从 ｍＲＮＡ水平上检
测了半胱氨酸蛋白酶基因在橘小实蝇体内的表达情

况，尚未涉及蛋白水平的表达及功能鉴定。根据本

研究获得的Ｂｄｃｙｐ全长基因结构及在不同发育时期
和不同组织的表达量情况，推测该基因在组织重建

和蜕皮变态中发挥着重要作用，下一步将研究该基

因在橘小实蝇变态发育过程中的作用，为基于 Ｂｄ
ｃｙｐ的分子靶标的研发提供理论参考。
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