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摘要：为明确转录因子广泛锌指复合物（broad complex，BR-C）在棉铃虫Helicoverpa armigera生长

发育过程中的作用，基于转录组序列从棉铃虫幼虫中肠克隆获得BR-C Z2的 cDNA序列并对其氨

基酸序列和蛋白结构进行生物信息学分析，利用原核表达系统表达其融合蛋白；用实时荧光定量

PCR（real-time fluorescence quantitative PCR，qRT-PCR）技术分析 BR-C Z2 基因在棉铃虫体内的表

达规律，以及2-十三烷酮（2-tridecanone，2-TD）处理后其在棉铃虫6龄幼虫中肠内的变化规律。结

果显示，棉铃虫BR-C Z2 基因的开放阅读框为1 257 bp，编码418个氨基酸，预测编码蛋白的分子量

和理论等电点分别为 46.63 kD 和 6.94，主要定位于细胞核中。系统进化树结果显示棉铃虫 BR-C

Z2 与家蚕 Bombyx mori 的 BR-C Z2 亲缘关系最近。成功表达 His-HaBR-C Z2 融合蛋白。BR-C Z2

基因在棉铃虫蛹期和6龄幼虫中肠组织中相对表达量最高；不同浓度2-TD处理后，棉铃虫BR-C Z2

基因相对表达量变化趋势不同，其中15 mg/g浓度处理12 h后棉铃虫BR-C Z2基因相对表达量达到

峰值，是对照的2.5倍，而20 mg/g浓度处理20 h后棉铃虫BR-C Z2基因相对表达量降到最低，为对

照的45.13%。表明BR-C Z2基因可能参与棉铃虫的生长发育，并响应2-TD的胁迫。
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Abstract: To investigate the role of broad complex (BR-C) in the growth and development of Helicov‐

erpa armigera, the cDNA sequence of BR-C Z2 was cloned from the midgut of H. armigera larvae

based on transcriptome sequence, and its amino acid sequence and protein structure were analyzed by

bioinformatics. The fusion protein was expressed by using a prokaryotic expression system; real-time

fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the temporal and spatial expression pro‐

files of BR-C Z2 in H. armigera, and its change in the midgut of the 6th instar larvae of H. armigera

was detected after 2-tridecanone treatment. The results showed that the open reading frame of BR-C Z2

in H. armigera was 1 257 bp in length, encoding 418 amino acids. The predicted molecular weight and

isoelectric point of BR-C Z2 in H. armigera were 46.63 kD and 6.94, respectively. Phylogenetic analy‐

sis showed that BR-C Z2 in H. armigera was closely related to the BR-C Z2 of Bombyx mori. The fu‐

sion protein of His-HaBR-C Z2 was successfully expressed. The relative expression level of BR-C Z2 in

H. armigera was the highest at the pupal stage and in the midgut of the 6th instar larvae. After treatment



with different concentrations of 2-TD, the relative expression level of BR-C Z2 in H. armigera first had

different changes. The relative expression level of BR-C Z2 in H. armigera reached a peak 20 h after

treated with 15 mg/g of 2-TD, which was 2.5 times that of the control group, but it decreased to the lowest

20 h after treated with 20 mg/g of 2-TD, which was 45.13% of the control group. These results suggested

that BR-C Z2 in H. armigera might be involved in the growth and development of cotton bollworm, and

respond to the 2-TD stimulation.

Key words: Helicoverpa armigera; broad-complex (BR-C); gene; prokaryotic expression; 2-tridecan‐
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棉铃虫Helicoverpa armigera属鳞翅目夜蛾科，

是一种具有较强繁殖能力的多食性农业害虫，主要

为害棉花的幼叶和棉铃（Tabashnik et al.，2009）。草

食性昆虫在取食过程中会遇到一系列植物次生物

质，2-十三烷酮（2-tridecanone，2-TD）是存在于茄科

植物体内的一种重要次生物质，在叶片中的浓度高

达0.386%，且能诱导昆虫中肠和脂肪体内多种解毒

酶过量表达（于彩虹等，2002），并提高对溴氰菊酯的

耐受性（高希武等，1998；李永强等，2012；唐涛等，

2013）。高希武（1995）和董钧锋等（2002）报道2-TD

等植物次生物质可以诱导昆虫体内细胞色素 P450

的过表达，导致昆虫对外界胁迫包括杀虫剂在内的

有毒物质产生耐受性，是昆虫抗药性产生的原因之

一。因此，深入研究2-TD对昆虫的作用机理及昆虫

对其的响应机制对于绿色防控棉铃虫等害虫至关

重要。

广泛锌指复合物基因（broad complex，BR-C），

作为蜕皮激素（20-hydroxyecdysone，20E）的早期应

答基因参与调控昆虫的多种生长发育过程，包括胚

胎发生（Erezyilmaz et al.，2009）、翅发育（Deng et

al.，2015）、神经系统发育（Spokony & Restifo，2009）

及卵发育（Yang et al.，2014）等生物学过程。该基因

的转录受 20E 核受体（ecdysone receptor，EcR）和超

气门蛋白（ultraspiracle，USP）的直接调控（Buszczak &

Segraves，2000；Fang et al.，2005；Piulachs et al.，

2010）。Nishita & Takiya（2006）研究发现家蚕Bom‐

byx mori BR-C 基因的启动子区有 2 个转录起始位

点，即远端的启动子和近端的启动子，但只有远端启

动子区有 2个 20E应答元件，能够与EcR/USP复合

体直接结合，进而激活BR-C基因的转录表达（Nishi‐

ta，2014），实现对蜕皮和变态发育时期昆虫各组织

的调控，如果蝇唾液腺经 20E处理后，其体内BR-C

基因的过量表达，进而能显著上调细胞凋亡因子

Drice 基因表达（Kilpatrick et al.，2005）。与 20E 直

接诱导BR-C基因不同，保幼激素（juvenile hormone，

JH）通过启动转录因子Kr-h1的表达而抑制BR-C基

因的表达，进而阻断20E信号通路（Minakuchi et al.，

2009；Charles et al.，2011），如摘除昆虫体内合成 JH

的咽侧体后保幼激素含量降低，低浓度的保幼激素

可以促进 BR-C 基因表达，进而导致幼虫提前进入

蛹期；而利用外源合成的 JH处理摘除咽侧体的幼虫

后，其体内BR-C基因的表达明显被抑制，导致幼虫

进入蛹期滞后（Reza et al.，2004；Muramatsu et al.，

2008）。综上所述，BR-C基因介导了昆虫体内蜕皮

激素和保幼激素之间的信号交流，在昆虫的生长发

育和变态过程中发挥着重要作用。

本课题组前期研究证实 2-TD可以诱导棉铃虫

中肠组织中 P450 CYP6B6 基因的过量表达（Liu et

al.，2006），通过对2-TD 处理不同时间后棉铃虫 6 龄

幼虫中肠转录组分析，得到一个能响应 2-TD 诱导

的基因，即棉铃虫BR-C Z2基因（赵洁等，2019）。目

前，关于BR-C基因的研究主要集中于模式昆虫中，

而关于害虫尤其是棉铃虫BR-C Z2基因的相关研究

较少。为探究BR-C Z2基因在棉铃虫生长发育过程

中的作用，本研究拟通过克隆获得棉铃虫中肠的

BR-C Z2基因，利用原核表达系统成功表达其融合

蛋白，并用实时荧光定量 PCR（real-time fluores‐

cence quantitative PCR，qRT-PCR）技术检测BR-C Z2

基因在棉铃虫不同发育阶段、6龄幼虫不同组织中

的表达以及外源植物次生物质2-TD处理棉铃虫6龄

幼虫后其中肠内BR-C Z2基因表达量的变化，以期

为后续基因功能验证和棉铃虫响应 2-TD 诱导的代

谢通路提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：棉铃虫为新疆生物资源基因工程重

点实验室长期饲养种群（Liu et al.，2006），于温度

（26±2）℃、相对湿度（65±5）%、光周期 16 L∶8 D 的

养虫室内用人工饲料饲养，收集24 h内产的卵、生长
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状态良好且大小一致的1~6龄幼虫、蛹和成虫供试。

LB（Luria-Bertani）液体培养基：胰蛋白胨 10 g、

酵母抽提物 5 g、NaCl 10 g，蒸馏水定容至 1 L，pH

7.0~7.5。

人工饲料：将玉米粉 120 g、黄豆粉 40 g、琼脂

15 g 加入到 600 mL 蒸馏水中，在高压蒸汽灭菌锅

121℃下煮沸30 min，即组分1；将山梨酸1 g、对羟基

本甲酸酯2 g、酵母浸粉12 g、肌醇0.2 g、维生素片4 g、

纽崔莱 1片溶解到 20 mL蒸馏水中，即组分 2，待组

分1降到40℃时加入组分2，搅拌混匀，凝固后备用。

试剂：表达载体pET32a由本课题组前期于-80℃

保存；TRlZol Up Plus RNA Kit RNA 提取试剂盒、

PerfectStart Green qPCR SuperMix Kit荧光定量试剂

盒、pEASY-T1 Simple Vector Kit 克隆载体、大肠杆

菌Escherichia coli Trans1-T1、BL21（DE3）感受态细

胞、蛋白Marker、一抗（鼠抗His-Tag）、二抗（HRP标

记的羊抗鼠 IgG）和蛋白纯化镍料，北京全式金生物

技术有限公司；DNA Marker、BamH I、Xho I限制性

核酸内切酶、T4 DNA连接酶和反转录试剂盒，宝生

物工程（大连）有限公司；胶回收试剂盒和质粒提取

试剂盒，瑞士OMEGA公司；2-TD，上海拜力生物科

技有限公司；辣根过氧化氢酶DAB显色试剂盒，北

京中杉金桥生物技术有限公司；纽崔莱和维生素片，

美国安利公司；其他化学试剂均为国产分析纯。

仪器：C1000TM Thermal Cycler PCR 仪、Quant‐

studioTM 3 Real-Time PCR仪和Nano Drop 1000微量

紫外可见分光光度计，美国Thermo Fisher公司；Gel

DocTM XR with Image LabTM Software 凝胶成像仪和

Microfuge 22R® Centrifuge离心机，美国贝克曼库尔

特公司；JY92-2D超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物

科技股份有限公司；PS 301 电泳仪，美国通用电气

公司。

1.2 方法

1.2.1 棉铃虫BR-C Z2基因的克隆及序列分析

根据本课题组前期转录组数据所提供的序列

（赵洁等，2019），在 NCBI 数据库预测其开放阅读

框，并利用Primer Premier 5.0软件设计该基因开放

阅读框区的特异性引物HaBR-C-F和（5′-CGCGGATC‐

CATGGTGGACACACAACACTTC-3′ ）/HaBR-C-R

（5′-CGCTCGAGCTAAAAAAATCGTATTTGATCT ‐

GTC-3′），引物中下划线分别表示BamH I和Xho I酶

切位点，所有引物均由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成。

挑选大小一致、健康良好的棉铃虫6龄幼虫，将

其置于冰上冰冻麻痹，在玻璃皿中倒入预冷的磷酸

盐缓冲液，用1只解剖镊固定棉铃虫头部，另1只小

心地将幼虫的头部摘掉，轻轻地拉出整个肠道获得

中肠样品。按照TRlZol Up Plus RNA Kit试剂盒说

明书提取中肠总 RNA，用分光光度计检测总 RNA

的浓度和纯度。取 1 µg总RNA按照两步法程序反

转合成cDNA，于-80℃保存备用。采用PCR技术扩

增棉铃虫BR-C基因序列，20 µL PCR反应体系：cD‐

NA 1 µL、浓度为 10 µmol /L 的HaBR-C-F和HaBR-

C-R 引物各 0.5 µL、ddH2O 14.2 µL、10×Ex Taq Buf‐

fer 2 µL、dNTP Mix 1.5 µL、Ex Taq 酶 0.3 µL。PCR

反应程序：95℃预变性4 min；95℃变性30 s，63℃退

火30 s，72℃延伸90 s，35个循环；72℃再延伸10 min。

经1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，其余产物切

胶回收后与克隆载体 pEASY-T1 Simple Vector 连

接，转化至大肠杆菌Trans-T1感受态细胞，挑取单克

隆进行菌液PCR鉴定，PCR反应体系和反应程序同

上。将鉴定正确的阳性单克隆送至生工生物工程

（上海）股份有限公司测序。为验证克隆得到的棉铃

虫BR-C 基因序列的可靠性，利用BLAST工具将其

与 GenBank 数据库中的其他物种相关序列进行同

源性序列比对。

1.2.2 棉铃虫BR-C Z2蛋白的氨基酸序列分析

采用 EXPASy-ProtScale（https://web.expasy.org/

protscale/）对棉铃虫BR-C Z2进行蛋白质理化性质

分析，DNAMAN 6.0 软件进行氨基酸的多序列比对

分析。在 GenBank 数据库下载已发表的其他昆虫

的 BR-C 氨基酸序列，使用 MEGA 7.0 软件采用

Clustal X分析和邻接法构建系统发育树，1 000重复

检验。用SMART软件（http://smart.embl-heidelberg.

de/）分析BR-C Z2功能结构域；根据其氨基酸组成

使用 PSORTII 3.0 软件（https://www.genscript. com/

psort.html）预测 BR-C Z2 蛋白质的亚细胞定位；采

用 SABLE（http://sable.cchmc.org/）软件预测棉铃虫

BR-C Z2蛋白二级结构的主要分布形式；用SWISS-

MODLE（http://www. expasy. ch/swissmod/swiss-mo‐

dle.html/）软件预测BR-C Z2蛋白的三级结构。

1.2.3 棉铃虫BR-C Z2蛋白的原核表达及纯化

利用限制性核酸内切酶BamH I和Xho I 酶切克

隆质粒 HaBRC-Z2/pEASY-T1 和 pET32a 空载体，分

别回收目的片段和酶切片段，用T4 DNA连接酶将

目的片段和酶切片段连接，并转化到大肠杆菌

Trans1-T1感受态细胞中，采用PCR技术筛选菌液中

阳性重组子，反应体系和反应程序同1.2.1。对重组
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质粒pET32a-HaBRC-Z2进行双酶切鉴定，将鉴定正

确的重组质粒 pET32a-HaBRC-Z2 转化至大肠杆菌

BL21（DE3）感受态细胞中，对菌液进行PCR检测以

筛选阳性单克隆，反应体系和反应程序同1.2.1。将

阳性克隆接种到LB液体培养基中，于37℃、200 r/min

条件下培养，当波长 600 nm 处的吸光度为 0.4~0.6

时，取出 1 mL作为诱导前的样品，向剩下的样品中

加入异丙基硫代半乳糖苷（isopropyl-β-D-thiogalac‐

toside，IPTG），使其终浓度为 0.5 mmol/L，于 37℃下

继续培养4~5 h，1 000 r/min下离心10 min收集重组

菌体，沉淀用 pH 7.0 的 1×PBS 缓冲液重悬，超声破

碎至相对透亮，分别获得上清液和沉淀。重组菌体

的诱导前、诱导后、超声处理的沉淀和上清液同时用

15%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨凝胶电泳（sodi‐

um dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore‐

sis，SDS-PAGE）进行检测。将总蛋白转印至硝酸纤

维素膜上，用5%脱脂奶粉封闭液于37℃下封闭2 h，

加入含有抗HIS标签的鼠单克隆抗体的封闭液（体

积比为1∶1 000）室温孵育2 h，吐温磷酸缓冲液洗涤

5次，每次 5 min；加入含有辣根过氧化物酶标记的

羊抗鼠 IgG抗体的封闭液（体积比为1∶4 000）室温孵

育1.5 h，吐温磷酸缓冲液洗涤5次，每次5 min；最后

用DAB试剂盒进行显色，时间为10 min，拍照观察。

取 1 L重组菌株 pET32a-HaBR-C Z2 进行诱导和超

声，加入 8 mol/L 尿素在 4℃过夜变性，取上清液与

Ni-NTA柱结合，分别用浓度为 20、20、50、100、100、

200 和 200 mmol /L 的咪唑溶液去除杂蛋白，15%

SDS-PAGE检测蛋白纯化时的流出液。

1.2.4 棉铃虫BR-C Z2基因的表达模式分析

分别取棉铃虫卵 100粒、1龄幼虫 30头、2龄幼

虫 20头、3、4、5和 6龄幼虫及蛹各 6头、雌成虫 3头

以及6头6龄幼虫的头部、体壁、脂肪体及中肠组织，

提取总RNA及反转录合成 cDNA用于 qRT-PCR扩

增。根据棉铃虫 BR-C Z2 的开放阅读框序列设计

qRT-PCR 引物 HaBR-C Z2-QF（5′-TGCGGGAAGG-

TTCTGTGC-3′）/HaBR-C Z2-QR（5′-CCTGTCCTC‐

GACTTGTGGTAC-3′），以棉铃虫 β-actin基因（β-ac‐

tin-QF：5′-TGCGGGAAGGTTCTGTGC-3′；β -actin-

QR：5′-CCTGTCCTCGACTTGTGGTAC-3′）为内参

基因进行 qRT-PCR。采用 PCR 检测 qRT-PCR 引物

条带的单一性，20 µL PCR反应体系：dNTP 1.5 µL、

10×Ex Taq Buffer 2 µL、浓度为10 µmol/L的HaBR-C

Z2-QF/HaBR-C Z2-QR各0.5 µL、Ex Taq聚合酶 0.2 µL、

模板 1 µL、ddH2O 14.3 µL；PCR反应程序：95℃预变

性 4 min；95℃变性 30 s，58℃退火 30 s，72℃延伸

30s，35个循环；72℃再延伸10min。qRT-PCR 20 µL

反应体系：RNase-free H2O 8 µL、2×PerfectStartTM

Green qPCR SuperMix 10 µL、ROX 校正液 0.4 µL、

浓度为 10 µmol/L的HaBR-C Z2-QF/HaBR-C Z2-QR

引物各 0.3 µL、cDNA 1 µL。qRT-PCR 反应程序：

95℃预变性 2 min；95℃变性 30 s，58℃退火 30 s，

72℃延伸30 s，40个循环。按照2-ΔΔCt方法计算棉铃

虫BR-C Z2 基因的相对表达量。每个样品设3个生

物学重复和2个技术重复。不同发育阶段和不同组

织中棉铃虫BR-C Z2基因表达量分别以卵期和中肠

中的表达量为参照。

1.2.5 棉铃虫BR-C Z2 基因对2-TD响应的测定

称取4 g 2-TD溶于1 mL蒸馏水中，将溶解后的

2-TD混入 200 g人工饲料中制成浓度为 20 mg/g的

饲料，用正常饲料依次从高到低稀释，最终配制成浓

度分别为5、10、15 和 20 mg/g的饲料。选取大小一

致、健康的1日龄棉铃虫6龄幼虫，饥饿2 h后，将含

2-TD 不同浓度的人工饲料切成 20 mm×10 mm×

4 mm的长条用于饲喂棉铃虫，以饲喂不添加 2-TD

的人工饲料为对照。分别于处理6、12、20、30和48 h

时取样，每个时间设3个生物学重复，每个生物学重

复取 6头棉铃虫中肠，采用 qRT-PCR方法检测不同

浓度处理后棉铃虫BR-C Z2基因的相对表达量，方

法同1.2.4。

1.3 数据分析

采用 SPSS 16.0 软件对试验数据进行统计分

析，应用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 棉铃虫BR-C Z2基因的克隆及序列分析

以棉铃虫6龄幼虫中肠组织 cDNA为模板扩增

出1 250 bp大小的单一条带（图1-A），胶回收产物与

目的条带大小一致（图 1-B）。获得的棉铃虫 BR-C

Z2 开放阅读框为1 257 bp，编码418个氨基酸，该蛋

白在N端第 22~117位氨基酸处具有保守的BTB结

构域，C 端具有 2 个 C2H2 锌指结构域（图 2）。在

NCBI数据库中进行比对，发现棉铃虫BR-C Z2蛋白

的氨基酸序列与棉铃虫基因组中的广泛锌指核心蛋

白异构体X3（GenBank登录号为XM_021344097.1）

的氨基酸序列完全一致。进化树结果显示，现已发

表的所有昆虫BR-C蛋白被聚为 2大类，I类包括常

见的 BR-C Z1~BR-C Z4，II 类仅包括棉铃虫 BrZ7，

棉铃虫 BR-C 蛋白与其他昆虫的 BR-C Z2 聚为一
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类，且与家蚕BR-C Z2蛋白的亲缘性较高，序列相似 性为79.63%（图3）。

M：DNA分子量标准。图A中1：阴性对照；图A中2~3：退火温度为63℃的PCR

产物；图 B 中 1：切胶回收产物。 M: DNA marker; 1 in Fig. A: negative control;

2-3 in Fig. A: PCR products under the annealing temperature 63℃; 1 in Fig. B: prod‐

uct of gel extraction.

图1 棉铃虫BR-C Z2 基因克隆产物PCR扩增（A）和切胶回收产物（B）电泳图

Fig. 1 Electrophoresis of amplified PCR fragments (A) and products of gel extraction (B)

of BR-C Z2 gene of Helicoverpa armigera

*：终止密码子；划线：BTB 结构域；灰色阴影：锌指结构域。*: Stop codon;

underlined: BTB domain; gray shadowed: Zn finger domain.

图2 棉铃虫BR-C Z2基因的核苷酸序列和氨基酸序列

Fig. 2 Nucleotide and amino acid sequences of BR-C Z2 gene of Helicoverpa armigera
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图3 基于蛋白序列采用邻接法构建棉铃虫BR-C Z2氨基酸序列与其他物种BR-C氨基酸序列的系统进化树

Fig. 3 Construction of the phylogenetic tree of BR-C Z2 from Helicoverpa armigera and BR-C from

other species based on the protein sequences using the neighbor joining method

2.2 棉铃虫BR-C Z2蛋白的结构及氨基酸序列分析

棉铃虫 BR-C Z2 蛋白分子量为 46.63 kD，理论

等电点为6.94；其蛋白序列中丝氨酸、脯氨酸和亮氨

酸含量较高，分别为 11.0%、9.6%和 7.9%。不稳定

系数为 59.81，总平均亲水性为-0.724，该蛋白属于

不稳定的亲水性蛋白。二级结构预测显示，该蛋白

53.35%的序列为无规则卷曲，延伸链占 14.11%，α-

螺旋占 25.60%，β-转角占 6.94%，说明棉铃虫 BR-C

Z2蛋白质中大部分氨基酸处于一个比较有序的结

构中；棉铃虫 BR-C Z2 蛋白三级结构预测显示，

54.00%的序列处于无序状态，第 7~118位氨基酸残

基处于最佳有利区域，以最匹配模板人的B细胞淋

巴瘤6蛋白BCL6建模，发现最佳匹配区域是棉铃虫

BR-C Z2蛋白序列的BTB结构域。棉铃虫BR-C Z2

蛋白有 27 个 O-糖基化位点和 1 个 N-糖基化位点

（235 位的 NSSS），定位于细胞核的概率最高，达

91.3%，其次是细胞质和线粒体中，都是 4.3%，说明

棉铃虫BR-C Z2蛋白发挥其生物学功能的主要场所

是细胞核。

2.3 重组蛋白His-HaBR-C Z2的表达及纯化

将 HaBRC-Z2/pEASY-T1 和 pET32a 空载体分

别用 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ酶切回收，连接并转化至

Trans1-T1 感受态细胞，将验证正确的 pET32a-

HaBR-C Z2质粒转到BL21菌株中，获得重组菌株。

SDS-PAGE 结果显示表达蛋白大小约为 66.6 kD 且

主要以包涵体的形式存在（图 4-A）；Western blot 结

果表明该融合蛋白能与抗His-Tag的单克隆抗体特

异性免疫反应（图 4-B），表明融合蛋白His-HaBR-C

Z2成功表达。将重组菌大量诱导后用镍柱-咪唑系

统对融合蛋白进行纯化，结果显示200 mmol/L咪唑

洗涤第2次后出现与目的蛋白大小相符的单一条带

（图4-C）。

2.4 棉铃虫各发育阶段和组织中BR-C Z2基因的表达

棉铃虫体内BR-C Z2基因在整个发育期均有表

达，从5龄幼虫期开始其相对表达量逐渐上升，蛹期

时其相对表达量达到最高，为卵期相对表达量的

28.9倍，但到成虫期时，其表达量又急剧下降，与5龄

幼虫期的相当（图5-A）。BR-C Z2基因在棉铃虫 6 龄

幼虫的各组织中均有表达，其中在中肠中其相对表

达量最高，为脂肪体中相对表达量的5.1倍，其次是

头部和体壁，在脂肪体中的相对表达量最低（图5-B）。

2.5 棉铃虫BR-C Z2基因表达对2-TD的响应

5、10、15 和 20 mg/g浓度处理 6 h 后，棉铃虫中

肠内BR-C Z2基因相对表达量均显著低于对照（P<

0.05），但 4 者之间差异不显著；处理 12、20 和 30 h

后，BR-C Z2基因相对表达量均随2-TD浓度增加呈

先上升后下降的趋势，分别当浓度为15、5和5 mg/g

时 BR-C Z2 基因相对表达量最高，分别为对照的

2.5 倍、1.0 倍和 1.99 倍，且 5、10、15 和 20 mg/g 浓度

处理 12 h和 30 h后，BR-C Z2基因相对表达量均高

于对照，而 20 mg/g浓度处理 20 h后，BR-C Z2基因

相对表达量最低，为对照的 45.13%；5、10、15 和

20 mg/g浓度处理48 h后，BR-C Z2基因相对表达量

均低于对照（图6）。
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A：SDA-PAGE检测融合蛋白的表达；B：Western blot 验证；C：SDS-PAGE 检测融合蛋白的纯化。M：标准蛋白；图A

中 1~4：重组菌体诱导前、诱导后、诱导后沉淀及上清；图B中 1~3：重组菌体诱导前、诱导后和包涵体；图C中 1~9：

重组菌体诱导前、流出液及用浓度为20、20、50、100、100、200和200 mmol/L咪唑分别洗涤的总蛋白。A: Analysis of

expressed fusion proteins by SDS-PAGE; B: Western blot analysis; C: analysis of purified fusion proteins by SDS-PAGE. M:

Protein marker; 1-4 in Fig. A: total proteins of BL21(DE3)-pET32a-HaBR-C Z2 strains without and with IPTG induced, in‐

duced supernatant, induced precipitation; 1-3 in Fig. B: BL21(DE3)-pET32a-HaBR-C Z2 strains without and with IPTG in‐

duced, inclusion bodies; 1-9 in Fig. C: BL21(DE3)-pET32a-HaBR-C Z2 strain without IPTG induced, flow-through liquid,

wash of total protein with 20, 20, 50, 50, 100, 100, 200 and 200 mmol/L imidazole.

图4 融合蛋白His-HaBR-C Z2的诱导表达和纯化

Fig. 4 Prokaryotic expression and purification of His-HaBR-C Z2

图5 棉铃虫不同发育时期（A）及6龄幼虫不同组织中（B）BR-C Z2基因的相对表达量

Fig. 5 Relative expression levels of BR-C Z2 gene in different developmental stages (A) and tissues (B) of

the 6th instar larvae of Helicoverpa armigera

图中数据为平均数±标准差。不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data in the figure

are mean±SD. Different lowercase letters indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.

图6 2-十三烷酮不同剂量处理后棉铃虫体内BR-C Z2基因的相对表达量

Fig. 6 Relative expression levels of BR-C Z2 gene of Helicoverpa armigera under different doses of 2-tridecanone

图中数据为平均数±标准差。不同小写字母表示相同时间不同处理之间经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异

显著。Data in the figure are mean±SD. Different lowercase letters indicate significant difference among different treatments at the

same time at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.
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3 讨论

转录因子BR-C作为20E的早期应答基因，其在

昆虫的变态发育中发挥着重要作用（Hitrik et al.，

2016）。转录因子 BR-C mRNA 选择性剪接形式不

同，所以不同昆虫的BR-C异构体数量也不同，如在

黑腹果蝇 Drosophila melanogaster 鉴定到 BR-C

Z1、BR-C Z2、BR-C Z3和BR-C Z4四种不同的异构

体（Dibello et al.，1991；Bayer et al.，1996）；但在家蚕

中仅鉴定到 BR-C Z1、BR-C Z2 和 BR-C Z4 三种异

构体（Ijiro et al.，2004）；在赤拟谷盗Tribolium casta‐

neum 中 BR-C 异构体多达 5 种（Konopova & Jindra，

2008；Suzuki et al.，2008）；而在德国小蠊 Blattella

germanica中已经鉴定到 6种BR-C异构体（Piulachs

et al.，2010）。本研究克隆获得了棉铃虫BR-C基因

的全长编码序列，与其他鳞翅目昆虫的 BR-C 蛋白

类似，该蛋白具有与蛋白质互作的BTB结构域和转

录调控的锌指结构域（Ijiro et al.，2004）。本研究结

果显示棉铃虫BR-C蛋白定位于细胞核中的可能性

最高，具有20个潜在的磷酸化位点，能被蛋白激酶A

和蛋白激酶C磷酸化。而家蚕BR-C蛋白有12个磷

酸化位点，丝氨酸373位点和苏氨酸406位点的磷酸

化修饰可以引导家蚕BR-C蛋白进入细胞核（Cheng

et al.，2014）。系统发育树结果显示棉铃虫BR-C蛋

白与其他昆虫的BR-C Z2异构体聚为一类，且与家

蚕的BR-C Z2聚为一支，表明两者亲缘关系最近，蛋

白序列相似度为79.63%。

BR-C基因的每个亚型都有其自身的组织和时

间特异性（Riddiford et al.，1994）。果蝇 BR-C 基因

主要在唾液腺、表皮和中枢神经系统中表达，且从幼

虫到蛹期均有表达（Zhou & Riddiford，2002；Spoko‐

ny & Restifo，2009）。本研究结果显示 BR-C Z2 基

因在棉铃虫不同发育阶段均有表达，其中在蛹期的

相对表达量最高，其次是预蛹期。BR-C基因在家蚕

和兰州熊峰Bombus lantschouensis蛹期的表达量也

明显高于在幼虫期的表达量（Wang et al.，2009；

Zhen et al.，2018；Cong et al.，2020）。这可能是因为

昆虫的预蛹期是幼虫至蛹的过渡阶段，也是参与变

态发育所需相关激素变化较大的时期（Zhao et al.，

2006）。同时棉铃虫BR-C Z2基因表达也存在组织

差异性，其在棉铃虫 6龄幼虫头部、脂肪体、中肠和

体壁中均有表达，且在中肠中相对表达量最高。

BR-C基因同样在舞毒蛾Lymantria dispar中肠中高

表达，其参与舞毒蛾的蜕皮和组织重构过程（丁楠，

2020）。对于大多数昆虫幼虫来说，中肠组织是消化

食物、吸收养分和能量代谢的主要器官，随着幼虫的

发育其结构有很大的变化（张翠红等，2007；童丹丹

等，2013）。因此，棉铃虫 BR-C Z2 基因可能也受

20E的调控，参与幼虫蜕皮及变态发育时组织重构

过程。

在协同进化的过程中，植物和昆虫为了彼此适

应保留了复杂而精细的防御机制，植物为了抵御食

草性昆虫的取食，不仅具有物理防御机制而且还可

以合成一系列有毒化合物，而食草性昆虫则通过体

内的解毒系统降低植物次生物质的毒害作用（Zhao

et al.，2020）。2-TD作为一种植物次生物质，不仅可

以抵抗昆虫取食（于彩虹等，2002），也可以影响昆虫

的激素代谢，如2-TD能刺激草地贪夜蛾Spodoptera

frugiperda 体内蜕皮激素 20-单加氧酶的活性（Yu，

1995）。本研究结果显示不同浓度2-TD处理后棉铃

虫 6 龄棉铃虫体内 BR-C Z2 基因作出响应，其表达

量随时间的延长呈先降低后升高的趋势。Zhang et

al.（2016）研究报道，2-TD 可以诱导 P450 酶系中与

20E代谢相关的基因CYP314A1、CYP315A1、CYP18A1、

CYP307A1 和 CYP306A1 表达，导致 20E 浓度降低，

影响幼虫体重，阻止幼虫向蛹转化。而BR-C基因位

于 20E应答的早期，其含量随 20E滴度的变化而变

化（Ou & King-Jones，2013）。因此，推测 2-TD处理

后可能先引起棉铃虫幼虫体内 20E的变化，进而通

过BR-C Z2基因以转录调控的方式将20E信号传导

到靶基因，通过调控中肠和脂肪体内解毒酶的表达

来提高其对植物次生物质的解毒能力。

本研究克隆了棉铃虫BR-C Z2基因，明确了其

在棉铃虫不同发育阶段和不同组织中的差异表达以

及2-TD处理对其转录水平的影响，探讨了BR-C Z2

基因在棉铃虫解毒代谢途径和激素代谢途径中的潜

在作用。下一步将深入研究棉铃虫BR-C Z2基因的

功能及其调控机理，以期为有效控制棉铃虫提供新

靶标。
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