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棉铃虫四个丝氨酸蛋白酶抑制剂基因的克隆
与表达分析

张彩虹 Zaw Lin Naing Ei Thinzar Soe 梁革梅*

（中国农业科学院植物保护研究所，植物病虫害生物学国家重点实验室，北京 100193）

摘要：为明确棉铃虫Helicoverpa armigera丝氨酸蛋白酶抑制剂（serine protease inhibitor，serpin）的

种类及其表达特性，利用PCR技术克隆棉铃虫的 serpin基因，使用生物信息学软件预测其结构并进

行系统进化分析，采用实时荧光定量 PCR（real time quantitative PCR，RT-qPCR）技术比较 serpin 基

因在棉铃虫不同发育阶段和组织中的表达量及取食Cry1Ac后其表达量的变化。结果表明，共获得

serpin-a、serpin-b、serpin-c、serpin-e四个棉铃虫 serpin基因，全长为1 119~1 254 bp，编码373~418个

氨基酸，均包含一段具有反应中心环的保守结构域，且与斜纹夜蛾 Spodoptera litura、草地贪夜蛾

S. frugiperda等鳞翅目昆虫serpin的同源性较高。serpin-a和serpin-e在棉铃虫4龄幼虫期的表达量最

高，serpin-b和 serpin-c分别在成虫期和蛹期表达量最高。serpin-a在中肠和围食膜中表达量最高，

serpin-b在头、中肠和表皮中表达量最高，serpin-c在头部表达量最高，serpin-e在中肠和血淋巴中的

表达量显著高于其他组织。棉铃虫取食低浓度 Cry1Ac 后，中肠的 serpin-b 和 serpin-e 的表达量显

著增加。推测不同 serpin基因在棉铃虫不同发育时期和组织中可能发挥不同的作用，其中 serpin-b

和 serpin-e可能参与棉铃虫对Cry1Ac的解毒过程。
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Abstract: To clarify the species and expression characteristics of serine protease inhibitor (serpin) in

the cotton bollworm Helicoverpa armigera, serpin genes in H. armigera were cloned by using PCR

method, and their structure and phylogenesis were predicted and analyzed with bioinformatics. Real-

time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) was used to compare the relative expression lev‐

els of serpin genes in the different stages and different tissues, and the changes in the expression level

of serpins in the larvae fed with Cry1Ac were also compared. The results showed that the full-length se‐

quences of four serpin genes (serpin-a, serpin-b, serpin-c, serpin-e) were 1 119-1 254 bp, encoding

373-418 amino acids. All four serpin genes contained reactive center loop domains, with a high homol‐

ogy with those of Lepidoptera, such as Spodoptera litura and S. frugiperda. The highest expression lev‐

els of serpin-a and serpin-e occurred in the 4th-instar larvae, and the highest expression of serpin-b and

serpin-c was observed during the adult and pupal stages. The highest expression of serpin-a was in midgut
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and the Malpighian tube. The expression of serpin-b was the highest in head, midgut and cuticle. The

highest relative expression level of serpin-c was in head, and the expression of serpin-e in midgut and

hemolymph was significantly higher than that in other tissues. The expression levels of serpin-b and ser‐

pin-e in the midgut of H. armigera were significantly up-regulated after its larvae were fed with low

concentrations of Cry1Ac. The results indicated that different serpin genes might play different roles in

different developmental stages and tissues in H. armigera, and serpin-b and serpin-e might be involve

in the toxicity of Cry1Ac to H. armigera.

Key words：：Helicoverpa armigera; serine protease inhibitor; expression level; Cry1Ac

丝氨酸蛋白酶（serine protease，SP）是一类重要

的蛋白水解酶家族，能够参与多种生理过程，如消

化、信号转导和防御反应等（Veillard et al.，2016）。

丝氨酸蛋白酶以丝氨酸为活性中心，其催化结构域

由组氨酸、丝氨酸和天冬氨酸 3个氨基酸残基组成

（Jiang et al.，2000）。依据酶切位点的不同丝氨酸蛋

白酶主要分为胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶等，胰蛋白

酶和胰凝乳蛋白酶是鳞翅目昆虫中最丰富的消化

酶，能够水解食物中的蛋白质，为昆虫提供营养物质

（Srinivasan et al.，2006），同时参与昆虫的多种生理

反应，如蜕皮、发育及几丁质的合成等（Herrero et

al.，2005；Broehan et al.，2007）。

丝氨酸蛋白酶抑制剂（serine proteases inhibi‐

tor，serpin）作为胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶等多种蛋

白酶最有效的抑制因子，有 3个 β折叠（A，B，C）和

7~9 个 α螺旋，其反应中心环（reactive center loop，

RCL）是 β折叠A与C之间由 17个氨基酸组成的暴

露区域，可以与靶标蛋白酶特异性结合形成不可分

裂的酶抑制剂复合物，是决定对目标蛋白酶特异性

和抑制活性的关键结构（Irving et al.，2000）。serpin

广泛分布于动物、植物和微生物中（Rawlings et al.，

2004；Law et al.，2006），在家蚕Bombyx mori、烟草天

蛾Manduca sexta、亚洲玉米螟Ostrinia furnacalis和

棉铃虫等鳞翅目昆虫中，其功能研究也受到广泛关

注，已证实 serpin可参与昆虫肠道消化和免疫反应

等生理进程（Choo et al.，2012；Ge et al.，2013）。如

Zou & Jiang（2005）和An & Kanost（2010）研究发现

烟草天蛾 serpin-5 和 serpin-6 通过调节血淋巴中酚

氧化酶的活性来调控其免疫反应；Yuan et al.（2017）

认为棉铃虫的黑化作用是通过 serpin-5 和 serpin-9

基因抑制酚氧化酶的活性进行调控。此外，Prabu

et al.（2020）报道称 serpin-3在亚洲玉米螟Cry1Ah抗

性品系中肠和血细胞中表达量显著升高，同时抗性

品系亚洲玉米螟酚氧化酶的活性显著高于敏感品

系，而且Cry1Ah毒素会显著增加亚洲玉米螟抗性品

系的免疫反应。

苏云金芽胞杆菌（Bacillus thuringiensis，Bt）产

生的杀虫蛋白对鳞翅目、鞘翅目、双翅目和膜翅目等

害虫具有特异性的杀虫活性，Cry蛋白是种类最多

的一类（Schnepf et al.，1998；Cantón et al.，2011；

Chakroun et al.，2016），Bt杀虫剂和转Bt抗虫作物已

被广泛用于田间害虫防治（Lu et al.，2012；Carrière

et al.，2015）。昆虫取食Bt原毒素后，原毒素的活化

直接影响Bt的杀虫效果，不完全水解或者过度水解

都会降低 Bt 的杀虫活性（Walters et al.，2008；Melo

et al.，2016）。已有研究报道证实，不仅昆虫中肠参

与活化 Bt 的胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶等基因的突

变、表达量或活性的改变会引起Bt毒力降低，抗性

产生（Wei et al.，2018；Xiao & Wu，2019），而且昆虫

取食Bt后会引起 serpin基因表达量的显著变化，如

小菜蛾 Plutella xylostella 取食 Bt 后，serpin-5 和 ser‐

pin-7基因表达出现上调，serpin-18的表达则显著下

调（Li et al.，2018）；甜菜夜蛾 Spodoptera exigua 经

Vip3Aa 处理后，其 serpin 基因表达上调（Bel et al.，

2013）；云杉卷叶蛾Choristoneura fumiferana和烟草

天蛾取食 Cry1Ab 后，其 serpin 基因显著上调（van

Munster et al.，2007）。推测 serpin 基因可能通过调

控中肠蛋白酶活性参与Bt的杀虫作用。

转基因Bt抗虫棉自 1997年以来在我国广泛种

植，有效控制了棉铃虫的为害。本研究基于前期转

录组数据，利用DGE和RNA-seq法分析拟获得棉铃

虫的 serpin基因，克隆得到其全长，并进行基因序列

和结构分析，利用实时荧光定量 PCR（real time

quantitative PCR，RT-qPCR）分析 serpin 在棉铃虫不

同发育阶段和组织的表达量，以及经Cry1Ac低剂量

处理后棉铃虫中肠 serpin表达量的变化，以期为进

一步揭示 serpin基因在棉铃虫对Bt产生抗性过程中

的作用研究奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：96S敏感棉铃虫于 1996年采自河南
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省新乡县棉田，命名为 96S。幼虫在室内以自制的

人工饲料饲养，成虫用 10%糖水补充营养（梁革梅

等，1999），饲喂期间从未接触过任何Bt蛋白或杀虫

剂。饲养条件为温度（26±1）℃、光周期 16 L∶8 D、

相对湿度（75±10）%。

培养基：LB固体培养基：氯化钠 10 g、胰蛋白胨

10 g、酵母5 g、琼脂15 g，用去离子水定容至1 000 mL，

高压蒸汽灭菌后，置室温冷却至 55℃左右加入

100 mg/mL 氨苄/卡那抗生素 100 μL、20 μg/mL

X-Gal 200 μL 和 24 mg/mL IPTG 100 μL 倒板，封口

膜封闭于4℃储存。

供试Bt蛋白、主要试剂及仪器：Cry1Ac蛋白，北

京绽诺思特生物科技有限公司。RNA提取TRIzol®

试剂，美国 Invitrogen 公司；异丙基硫代半乳糖苷

（isopropyl thiogalactoside，IPTG）、X-gal、FastKing

gDNA Dispelling RT SuperMix 试剂盒、SuperReal

PreMix Plus（SYBR Green）试剂盒，天根生化科技

（北京）有限公司；AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒，

Axygen 公 司 ；pEASY-Blunt Simple 克 隆 载 体 、

Trans1-T1感受态细胞，全式金（北京）生物技术有限

公司；其他试剂均为国产分析纯。NanoDrop 1000

紫外分光光度计，Thermo Fisher（上海）公司；

DHP120 型恒温培养箱，上海自动化实验仪器厂；

CHB-100 型恒温金属浴，博日（杭州）科技有限公

司；Bio-Rad 型凝胶成像系统，美国伯乐公司；ABI-

7500Fast荧光定量PCR仪，美国ABI公司。

1.2 方法

1.2.1 试虫样品收集

选取大小一致的 96S 敏感棉铃虫 5 龄幼虫共

30 头，置于冰上解剖并截取中肠，置于0.7% NaCl溶

液中洗去内含物，用滤纸吸干水分，液氮速冻后

于-80℃冰箱保存，用于 serpin基因克隆。收集棉铃

虫1龄幼虫50头、2龄幼虫50头、3龄幼虫25头、4龄

幼虫 25头、5龄幼虫 10头、蛹 5头、成虫 5头，-80℃

保存备用。同时，取棉铃虫4龄幼虫30头，解剖头、

表皮、前肠、中肠、后肠、马氏管、围食膜、血淋巴和脂肪

体9种组织，液氮冷冻后保存于-80℃冰箱备用。每种

样品设3次生物学重复，用于serpin基因表达量分析。

将 4 μg/g Cry1Ac 原蛋白混合到人工饲料中饲

喂96S敏感棉铃虫4龄幼虫2 h后，置于冰上解剖中

肠，液氮冷冻后置于-80℃保存。以正常人工饲料

饲养的棉铃虫作为对照。每个处理30头，3次重复。

1.2.2 总RNA的提取及cDNA第一链的合成

用 TRIzol® 试剂提取总 RNA，并置于 Nano‐

Drop1000 紫外分光光度计上检测总 RNA 浓度，并

用 1.5%琼脂糖凝胶电泳进行质量检测。按照Fast‐

King gDNA Dispelling RT SuperMix 试剂盒说明书

合成cDNA第一链，产物置于-20℃保存备用。

1.2.3 基因克隆

根据棉铃虫的转录组数据（Wei et al.，2018）分

析得到 4 个 serpin 基因，利用 NCBI-Primer-BLAST

分别设计PCR特异性引物（表1）。以中肠 cDNA为

模板，进行 PCR 反应，25 μL PCR 反应体系：cDNA

模板 1 μL、2×Super Pfx MasterMix 12.5 μL、上下游

引物各1 μL、ddH2O 9.5 μL。反应条件：98℃预变性

2 min；98℃变性 10 s；55℃退火 30 s；72℃延伸 40 s；

35个循环；72℃再延伸5 min。PCR产物用1.5%琼脂

糖电泳检测，并进行凝胶回收和纯化，将回收产物连接

到 pEASY-Blunt Simple克隆载体上，转化至Trans1-

T1感受态细胞中，于37℃在含有IPTG和X-gal的培养

基上培养，挑选阳性克隆，送至中美泰和公司测序。

1.2.4 序列分析及系统进化树构建

利用DNAMAN软件对 serpin基因进行序列比

对；并用 ge2000 软件将编码 DNA 序列翻译成氨基

酸；ExPaSy（http://web.expasy.org/compute_pi）、Sig‐

nalP 4.1 Server（http://www. cbs. dtu. dk/services/Sig‐

nalP/）、NCBI CDD（Conserved Domain Database）和

SWISS MODEL（https://swissmodel. expasy. org/）分

别用于预测 serpin蛋白分子量和等电点、信号肽、保

守性结构域及三级结构；用NCBI-Blast（https://blast.

ncbi. nlm.nih.gov/Blast. cgi）在线搜索得到棉铃虫

serpin 同 源 蛋 白 ，使 用 MEGA 5.1 软 件 邻 接 法

（neighbor-joining，NJ）构建系统发育树，Bootstrap

取样值为 1 000。

1.2.5 RT-qPCR

基于 serpin基因序列，用Beacon Designer 8设计

RT-qPCR 特异性引物，内参基因为核糖体蛋白 S15

基因 RPS15（GenBank 登录号：XM_021326200.1），

合成并进行引物扩增效率检测（表1）。以不同龄期、

不同组织及不同处理的cDNA为模板，利用ABI 7500

型实时荧光定量PCR仪扩增。反应体系为20 μL：cD‐

NA模板 1 μL，2×SuperReal PreMix Plus 10 μL，正反

向引物各 0.6 μL，50×ROX Reference DyeΔ 0.4 μL，

RNase-free ddH2O 7.4 μL。反应条件参照SuperReal

PreMix Plus（SYBR Green）试剂盒说明书进行：

95℃预变性 15 min；95℃变性 10 s；60℃退火/延伸

32 s；40个循环，采用2-ΔΔct法分析 serpin基因的相对

表达量（Livak & Schmittgen，2001）。
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表1 本研究中所用的引物

Table 1 Primers used in this study

引物Primer name
Serpin-a-F
Serpin-a-R
Serpin-b-F
Serpin-b-R
Serpin-c-F
Serpin-c-R
Serpin-e-F
Serpin-e-R
Serpin-a-qPCR-F
Serpin-a-qPCR-R
Serpin-b-qPCR-F
Serpin-b-qPCR-R
Serpin-c-qPCR-F
Serpin-c-qPCR-R
Serpin-e-qPCR-F
Serpin-e-qPCR-R
RPS15-F
RPS15-R

引物序列Primer sequence（5'-3'）
ATGTTTAAAGTAGTGGCAGTGG
TTATTTCTTAGGGTCTCTG
ATGCAGTTCATAGTGTTTTTAGTGAG
TCAGTACAGAGATGGCGT
ATGGTCGAGATCACAATGAGGGTC
TCAATATACAGTAGGTTTAG
ATGGATTCCAAGGCTCTTTC
TCAGCCGCGATAGACGCCCATG
CTTCTCGCCTATACATCA
CGTCTTCAGGTAGTAAGT
CCAAGCCAGAGTAATAGAAT
CGAGGAATGAAGCAATCT
ATCGTCATACTGCCATAC
TCATCTTGTAGCCTCTTG
CCATTCCACATTACCGTAA
GTCACTGCTATCACCATAC
CTGAGGTCGATGAAACTCTC
CTCCATGAGTTGCTCATTG

引物用途Application

基因克隆
Clone

实时荧光定量

RT-qPCR

1.3 数据分析

利用SPSS Statistics 21软件对试验数据进行方

差分析，不同龄期、不同组织间表达量的比较采用单

因素方差分析（ANOVA），并用Tukey法进行差异显

著性检验；Cry1Ac毒素处理前后的表达量比较用 t

检验进行分析。

2 结果与分析

2.1 Serpin基因克隆和生物信息学分析

本研究共获得了棉铃虫 4个 serpins基因，分别

命 名 为 serpin-a、serpin-b、serpin-c、serpin-e（Gen‐

Bank登录号为MT066041~MT066044），其开放阅读

框全长分别为 1 239、1 254、1 203 和 1 119 bp，分别

编码 413、418、401 和 373 个氨基酸，预测分子量为

45~57 kD，等电点为4~7（表2）。除 serpin-e蛋白外，

其余 serpin蛋白N端均包含 16~21个氨基酸组成的

信号肽序列。预测得到的 4种 serpin蛋白三维结构

存在较大差异，但均具有保守的RCL结构域（图1）。

2.2 Serpin进化树分析

序列比对结果显示棉铃虫与其他鳞翅目昆虫

serpin氨基酸序列一致性高达80%以上，4个 serpins

分属于不同亚支，其中 serpin-a和 serpin-e聚为一支，

serpin-b与 serpin-c进化为同一亚支（图 2）。棉铃虫

serpin-a与草地贪夜蛾、粉纹夜蛾Trichoplusia ni ser‐

pin的亲缘关系较近；serpin-b与斜纹夜蛾、粉纹夜蛾

和草地贪夜蛾 serpin的亲缘关系最近；serpin-c与家

蚕、二化螟 serpin 的亲缘关系较近；serpin-e 与斜纹

夜蛾，草地贪夜蛾 serpin亲缘关系较近。

表2 棉铃虫 serpin序列和结构特征

Table 2 Sequences and structural characteristics of serpins in Helicoverpa armigera

基因名
Gene name

serpin-a

serpin-b

serpin-c

serpin-e

开放阅读框
Open reading frame/

bp

1 239

1 254

1 203

1 119

预测分子量
Molecular weight/

kD

56.06

56.56

50.53

46.27

等电点
Isoelectric point

4.98

4.99

6.06

5.20

信号肽
Signal peptide/

（aa）
1-17

1-16

1-21

No

RCL区域
Reactive center loop domain/

（aa）
360-388

370-392

350-375

322-352

2.3 Serpin的时空发育动态

4个 serpins基因在棉铃虫各个发育阶段都有表

达，且差异显著。其中，serpin-a在 4龄幼虫期中表

达量最高，在其他发育时期的表达量差异不显著（图

3-A）。serpin-b在幼虫4龄后表达量显著增加，到成

虫期达到最高（图 3-B）。serpin-c 在蛹期表达量最

高，其次是 5龄幼虫期和成虫期（图 3-C）。serpin-e

在4龄幼虫期中表达量最高，其次是3龄幼虫期，其

余发育历期表达量之间差异不显著（图3-D）。
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白色区域为使用CDD预测的潜在的RCL保守结构域。

The white regions indicate the potential RCL domains predicted through CDD.

图1 预测得到的4个棉铃虫 serpin蛋白三维结构

Fig. 1 The predicted 3D structures of four serpins in Helicoverpa armigera

2.4 Serpin的组织分布

4个 serpins在棉铃虫各组织中都有表达，其中，

serpin-a在中肠和围食膜中的表达量显著高于其他

组织（图 4-A）；serpin-b 在头、马氏管及表皮中的表

达量较高（图 4-B）；serpin-c在头中的表达量显著高

于其他组织，其次是血淋巴（图 4-C）；serpin-e 在血

淋巴中的表达量最高，其次是中肠（图4-D）。

2.5 Cry1Ac诱导的 serpin表达量变化

用 4 μg/g Cry1Ac 处理棉铃虫 4 龄幼虫 2 h 后，

除 serpin-a表达量略有下降外，其他3个 serpins基因

表达量都有所升高。与对照相比，低剂量 Cry1Ac

处理2 h后，serpin-b和 serpin-e的表达量都显著上调

（图5）。

3 讨论

Serpin具有一个位于多肽链C端的反应中心环

RCL，存在能被靶蛋白酶识别的氨基酸残基 P1，与

P1羧基端相连的氨基酸残基为P1’，P1~P1’之间的

肽键被水解后发挥作用（Irving et al.，2000）。本研

究用 SWISS-MODEL 模拟出 serpin 蛋白三维结构

后，对预测的保守结构域进行定位，可以直观看出

RCL 位于 serpin 的暴露区域。BLAST 结果显示棉

铃虫 serpin与其他鳞翅目昆虫 serpin的同源性高达

80%以上，与草地贪夜蛾、家蚕、粉纹夜蛾 serpin亲

缘关系较近。据此，推测棉铃虫的 serpin基因可能

与已报道的家蚕、烟草天蛾等鳞翅目昆虫 serpin的

功能类似，即在消化、免疫反应等方面起着重要作用

（李国胜等，2013；Li et al.，2018）。

系统进化树结果还显示，棉铃虫 4个 serpins基

因进化差异较大，serpin-a和 serpin-e进化为一个亚

支，serpin-b和 serpin-c进化为另一个亚支。4个 ser‐

pins在棉铃虫各个发育阶段都有表达，但 serpin-a和

serpin-e 在 4 龄幼虫期的表达量最高，serpin-b 在成

虫中表达量最高，serpin-c在蛹期的表达量最高。而

且，serpin在棉铃虫不同组织中的表达量也存在显

著差异，serpin-a在中肠和围食膜中的表达量显著高

于其他组织，serpin-b在头、马氏管及表皮中的表达

量较高，serpin-c在头中的表达量最高，serpin-e在血

淋巴中表达量最高。这种现象在其他昆虫中也有报

道，如Zhao et al.（2012）研究发现家蚕 serpin-15在蛹

期高表达；家蚕 serpin-6在5龄幼虫头中表达水平先

升后降，分析其可能与家蚕蜕皮变态相关，而且 ser‐

pin-6在表皮中转录水平高，可能参与了表皮黑化反

应（王彦云等，2013）。朱笑婷等（2017）对棉铃虫3个
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serpins 基因进行组织表达分析，发现 serpin-6 在头

中表达水平最高，serpin-5在表皮中表达水平最高，

serpin-10在中肠中表达水平最高。因此，推测不同

serpin基因在昆虫不同发育时期和不同组织中表达

量的不同可能与其功能特异性有关，不同 serpin基

因在昆虫生长发育过程中发挥着不同功能。

Ha：棉铃虫；Sl：斜纹夜蛾；Sf：草地贪夜蛾；Px：柑橘凤蝶；Vt：特美红蛱蝶；Ms：烟草天蛾；Bma：野桑蚕；Bm：家蚕；

Cs：二化螟；Of：亚洲玉米螟；Gm：大蜡螟；Tn：粉纹夜蛾；Pr：菜粉蝶。Ha: Helicoverpa armigera; Sl: Spodoptera litura;

Sf: S. frugiperda; Px: Papilio xuthus; Vt: Vanessa tameamea; Ms: Manduca sexta; Bma: Bombyx mandarina; Bm: B. mori; Cs:

Chilo suppressalis; Of: Ostrinia furnacalis; Gm: Galleria mellonella; Tn: Trichoplusia ni; Pr: Pieris rapae.

图2 基于 serpin氨基酸序列采用邻接法构建棉铃虫和其他鳞翅目昆虫的系统进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree of serpin from Helicoverpa armigera and other Lepidoptera insects based on the amino acid sequences

by using neighbor-joining method

已有报道证实，昆虫取食Bt后会引起其 serpin

基因表达量的显著变化，如小菜蛾取食 Bt 后，ser‐

pin-5 和 serpin-7 基因表达上调，serpin-18 则显著下

调（Li et al.，2018）；Vip3Aa处理甜菜夜蛾后，serpin

基因上调表达（Bel et al.，2013）；云杉卷叶蛾和烟草

天蛾取食 Cry1Ab 后，其 serpin 基因上调表达（van

Munster et al.，2007）。本试验也证实，棉铃虫取食

Cry1Ac后中肠中 serpin-b和 serpin-e的表达量都显

著上调。由于昆虫中肠的胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶

与Bt杀虫活性直接相关，相关基因的突变、表达量

或活性的改变会引起Bt毒力降低，抗性产生（Wei et

al.，2018；Xiao & Wu，2019），serpin 又是胰蛋白酶、

胰凝乳蛋白酶最有效的抑制因子，因此推测 serpin

基因可能通过调控中肠蛋白酶活性，从而参与Bt的

杀虫过程，其调控机理有待进一步研究。

研究表明 serpin在昆虫抵抗病菌侵染等反应过

程中起着重要作用，如白僵菌Beauveria、家蚕核型

多角体病毒Bombyx mori nucleopolyhedrovirus和藤

黄微球菌 Micrococcus luteus 等病原微生物侵染不

同时间会引起家蚕 serpin-15 表达量不同程度的上

调或下调（刘栋然，2015）；黑胸败血芽胞杆菌Bacil‐

lus bombyseptieus诱导家蚕的 serpin上调表达，引起

家蚕的免疫应答反应（黄璐琳，2010）；棉铃虫被注射

杆状病毒后，serpin-5 和 serpin-9 基因上调表达，通

过抑制酚氧化酶的活性来调控棉铃虫的黑化反应

（Yuan et al.，2017）。Bel et al.（2013）利用微矩阵分

析认为昆虫中上调表达的 serpin 基因与病原体防

御、蛋白质运输和代谢相关的基因同源，此类基因可

能参与昆虫免疫反应，病菌的防御等，下调表达的

serpin基因与编码蛋白，代谢相关基因同源，推测可
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能与昆虫代谢相关。本研究结果显示用低浓度的

Cry1Ac处理棉铃虫后 serpin-b和 serpin-e的表达量

都显著上调，因此，推测 serpin-b 和 serpin-e 基因可

能参与棉铃虫的抗病菌反应，也有待进一步验证。

A: serpin-a; B: serpin-b; C: serpin-c; D: serpin-e。1~5：1-5龄幼虫；P：蛹；M：蛾子。

A: serpin-a; B: serpin-b; C: serpin-c; D: serpin-e. 1~5: 1st-5th instar larvae; P: pupa; M: moth.

图3 Serpin基因在棉铃虫不同发育时期的表达量

Fig. 3 Relative expression levels of serpin genes during different developmental stages of Helicoverpa armigera

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示经 Tukey 法检验在 P<0.05 水平差异显著 . Data are mean±SE. Different

lowercase letters indicate significant difference at P<0.05 level by Tukey test.

A：serpin-a；B：serpin-b；C：serpin-c；D：serpin-e。 H：头；FG：前肠；MG：中肠；HG：后肠；MT：马氏管；PM：

围食膜；FB：脂肪体；HE：血淋巴；C：表皮。A: serpin-a; B: serpin-b; C: serpin-c; D: serpin-e. H: Head; FG: foregut;

MG: midgut; HG: hindgut; MT: malpighian tube; PM: peritrophic membrane; FB: fat body; HE: hemolymph; C: cuticle.

图4 Serpin基因在棉铃虫不同组织中的表达量

Fig. 4 Relative expression levels of serpin genes in Helicoverpa armigera during different stages

图中数据为平均数±标准误。不同小写字母表示经Tukey法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SE. Different

lowercase letters indicate significant difference at P<0.05 level by Tukey test.



5期 张彩虹等：棉铃虫四个丝氨酸蛋白酶抑制剂基因的克隆与表达分析 987

A: serpin-a; B: serpin-b; C: serpin-c; D: serpin-e.

图5 Cry1Ac处理对棉铃虫中肠 serpin基因表达量的影响

Fig. 5 The effect of Cry1Ac on relative expression levels of serpins in Helicoverpa armigera

图中数据为平均数±标准误。*表示经 t检验法检验在P<0.05水平差异显著。ns表示无显著差异。 Data are mean±SE. * indi‐

cates significant difference at P<0.05 level by t test. ns indicates no significant difference.
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