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ZcShd基因在雄成虫中肠中和雌雄成虫马氏管中高 表达（图4）。

Zc：瓜实蝇；Dm：黑腹果蝇。图中仅展示P450保守域的序列比对结果，同列字母的底色代表同源性，颜色越深，同源性越高，

并标记出 5 个保守基序 Helix-C、Helix-I、Helix-K、PERF motif 和 Heme-binding domain。Zc: Zeugodacus cucurbitae; Dm: Dro-

sophila melanogaster. Only the conservative domains of P450 are aligned in the figure. The background of a column of letters indi-

cates homology, the darker the color, the higher the homology. Five conservative motifs, Helix-C, Helix-I, Helix-K, PERF motif and

Heme-binding domain, are marked.

图1 瓜实蝇与黑腹果蝇的Halloween基因氨基酸序列比对

Fig. 1 Alignment of the Halloween gene-derived amino acid sequences between Zeugodacus cucurbitae and Drosophila melanogaster

2.3 ZcShd功能分析

注射dsShd后24 h和48 h，靶基因ZcShd的相对

表达量显著下调，沉默效率分别为 80.54%（P=

0.005）和60.59%（P=0.042）（图5-A~B）。注射dsShd

后检测其余4个基因的相对表达量，发现ZcPhm（P=

0.016）和 ZcDib（P=0.027）基因在干扰 ZcShd 后 24 h

显著下调，ZcSpo和ZcSad基因的相对表达量无显著

变 化（图 5-A）；而 ZcSpo（P=0.048）和 ZcSad（P=

0.013）基因在干扰ZcShd后48 h显著下调，其余2个

基因的相对表达量无显著变化（图5-B）。

基于累积化蛹数量可知，与对照组相比，注射

dsShd 后 16、24、32、40、48 和 56 h，幼虫的化蛹时间

均显著延长（P16 h=0.044，P24 h=0.012，P32 h=0.008，P40 h=

0.004，P48 h=0.005，P56 h=0.015）（图 5-C）。注射 48 h

后观察瓜实蝇幼虫的形态特征，发现注射 dsShd后

有 16.66%的幼虫出现不同程度的皱缩、变色表型，

有 33.33%的幼虫死亡，并有 33.33%的幼虫出现不

同程度的化蛹困难（图5-D）。
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Cc：地中海实蝇；Aa：埃及伊蚊；Dm：黑腹果蝇；Bm：家蚕；Tc：赤拟谷盗；Bd：橘小实蝇；Zc：瓜实蝇。Cc: Ceratitis capitata;

Aa: Aedes aegypti; Dm: Drosophila melanogaster; Bm: Bombyx mori; Tc: Tribolium castaneum; Bd: Bactrocera dorsalis; Zc: Zeugo-

dacus cucurbitae.

图2 基于Halloween基因氨基酸序列采用邻接法构建的瓜实蝇及其他昆虫的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of Zeugodacus cucurbitae and other insects based on Halloween genes-derived amino

acid sequences by neighbor-joining method

热图中数字代表基因mRNA相对表达量的RT-qPCR定量值，颜色从蓝色到红色表示相对表达量从低到高。E：卵；L1、L3、

L7：1、3和7日龄幼虫；P1、P5、P9：1、5和9日龄蛹；F1、F5、F9：1、5和9日龄雌成虫；M1、M5、M9：1、5和9日龄雄成虫。The

numbers in the heatmap represent the mean values of quantitative results of RT-qPCR for gene mRNA relative expression, with col-

ors ranging from blue to red indicating relative expression levels from low to high. E: Egg; L1, L3, L7: 1-, 3- and 7-day-old larva;

P1, P5, P9: 1-, 5- and 9-day-old pupa; F1, F5, F9: 1-, 5- and 9-day-old female; M1, M5, M9: 1-, 5- and 9-day-old male.

图3 瓜实蝇Halloween基因在不同发育阶段的表达模式

Fig. 3 Expression patterns of Halloween genes in different developmental stages of Zeugodacus cucurbitae



热图中的数字代表基因mRNA相对表达量的RT-qPCR定量值，颜色从蓝色到红色表示相对表达量从低到高。MG：中

肠；PG：前胸腺复合体；TR：气管；FB：脂肪体；EP：表皮；MT：马氏管；OV：卵巢；TE：精巢；f：雌成虫；m：雄成

虫。The numbers in the heatmap represent the mean values of quantitative results of RT-qPCR for gene mRNA relative ex-

pression, with colors ranging from blue to red indicating relative expression levels from low to high. MG: Midgut; PG: pro-

thoracic glands; TR: trachea; FB: fat body; EP: epidermis; MT: Malpighian tubules; OV: ovary; TE: testis; f: female; m: male.

图4 瓜实蝇Halloween基因在7日龄幼虫（A）和5日龄成虫（B）不同组织中的表达模式

Fig. 4 Expression patterns of Halloween genes in different tissues of 5-day-old Zeugodacus cucurbitae larva (A)

and 7-day-old Z. cucurbitae adult (B)

A~B：注射dsShd后24 h和48 h时Halloween基因的相对表达量；C：注射dsShd后72 h内的幼虫化蛹数；D：注

射dsShd 后48 h各虫态表型及比例。A-B: Relative expression levels of Halloween genes at 24 h and 48 h after in-

jection of dsShd; C: pupation number of Z. cucurbitae larvae after dsShd injection within 72 h; D: phenotypes and

percentages of tested insects after 48 h of dsShd injection.

图5 瓜实蝇ZcShd功能分析

Fig. 5 Functional analysis of ZcShd in Zeugodacus cucurbitae

图中数据为平均数±标准差。*和**表示经独立样本 t测验法检验差异显著（P<0.05和P<0.01）；ns表示无显著差异。Data

are mean±SD. * or ** indicates significant difference by independent samples t test (P<0.05 or P<0.01); ns indicates no significant

difference.

3 讨论

昆虫蜕皮过程主要由蜕皮激素调节完成（Fey-

ereisen，2012）。细胞色素 P450 家族酶是昆虫蜕皮

激素合成过程中的关键调控因子，能将植物甾醇和

动物脂肪醇氧化为具有活性的 20E，进而调节昆虫

的蜕皮生长、变态发育乃至生殖交配等生命活动

（Kamiyama & Niwa，2022）。本研究基于瓜实蝇基
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因组数据鉴定到 5个Halloween基因并进行了全长

序列验证，氨基酸序列比对分析显示不同昆虫的

Halloween基因具有较高的保守性，表明此类基因在

进化过程中具有功能保守性，也暗示了蜕皮激素合

成与调控机制的保守性（Rewitz et al.，2006b）。保

守结构域分析发现，ZcSpo的Helix-C结构域不符合

WxxxR 的原因可能是 Spook 不是单一直系同源基

因，其有Spookier和Spookiest两个旁系基因，在双翅

目昆虫中存在 Spook 和 Spookier，所以 Helix-C 未必

都具有WxxxR结构（Ono et al.，2006）。基于氨基酸

序列的系统发育分析发现瓜实蝇Halloween基因编

码的序列均能与各自的家族基因成员聚为一支，与

橘小实蝇 Halloween 基因的关系最密切。在家蚕

Bombyx mori Halloween 基因的鉴定分析中也发现

鳞翅目与双翅目的Halloween基因在进化过程中有

较高的保守性，其序列相似性关系与昆虫分类进化

关系相一致（程道军等，2014）。

分析Halloween基因在瓜实蝇不同发育阶段的

表达模式，发现ZcPhm和ZcShd在末龄幼虫，即7日

龄幼虫中的表达量上升，随后在1日龄蛹中下降，其

表达水平与蜕皮激素阶段性表达相关（Warren et

al.，2002）。这种表达模式最初在果蝇中被发现，

Phm、Dib和 Sad在果蝇环腺中的表达进入 3龄幼虫

期后开始下调，然后在高龄幼虫期上升（Warren et

al.，2002）。Phm、Dib和Sad在烟草甲前胸腺中的表

达进入5龄期的第2天也较低，蜕皮后血淋巴蜕皮激

素水平明显下降（Rewitz et al.，2006a）。灰翅夜蛾

Spodoptera littoralis 中 Spo、Phm、Dib、Sad 和 Shd 在

6龄幼虫前胸腺中的表达趋势均为先增加后减小，

说明上述基因在昆虫蜕皮化蛹阶段具有重要功能

（Iga & Smagghe，2010）。ZcPhm 和 ZcShd 在瓜实蝇

末龄幼虫期的表达量增加，随后在 1日龄蛹中的表

达量降低，这种表达模式与对上述其他昆虫的研究

结果一致，虽然ZcPhm和ZcShd的表达时间与上述

其他昆虫有一定的差异，但总体上 ZcPhm和 ZcShd

在瓜实蝇幼虫-蛹变态过程中前胸腺蜕皮激素生物

合成和脂肪体蜕皮激素转化为20E的过程中具有保

守性，说明 Halloween 基因在前胸腺蜕皮激素生物

合成和脂肪体蜕皮激素转化过程中发挥着重要作

用。另外，本研究鉴定到的5个Halloween基因均在

瓜实蝇5日龄和9日龄雌成虫中高表达，暗示了20E

的合成可能与瓜实蝇的性成熟或生殖相关组织的功

能有关，例如调控雌成虫卵巢发育。草地贪夜蛾

Spodoptera frugiperda雌成虫蜕皮激素滴度在卵巢始

见期出现高峰，在产卵后第 3 天下降，随后又上升

（Sorge et al.，2000）。赤拟谷盗Tribolium castaneum

中Phm和Shd的表达量在羽化后也出现先降低后升

高的趋势，干扰赤拟谷盗Phm基因表达并不影响卵

巢成熟和卵子发生，但导致卵巢蜕皮激素含量急剧

下降，而干扰 Shd后赤拟谷盗卵巢生长和成熟明显

停滞（Parthasarathy et al.，2010）。本研究中5个Hal-

loween基因表达量均在瓜实蝇蛹末龄期升高，羽化

后降低随后又升高，ZcSpo 和 ZcPhm 在 5 日龄雌成

虫中的表达量最高，ZcDib、ZcSad和ZcShd的表达量

在 9日龄雌成虫中最高，与这些基因在赤拟谷盗中

的表达模式相似。在棉铃虫中，4个20E合成通路的

细胞色素P450基因在卵巢中高表达，说明卵巢也是

鳞翅目昆虫雌成虫 20E的主要合成位点，该结果与

Halloween 基因在瓜实蝇中的表达模式类似，也与

Dubrovsky（2005）研究结果一致，即成虫期蜕皮激素

主要在性腺等组织中合成。

本研究结果表明，ZcSpo、ZcPhm、ZcDib 和 Zc-

Sad 在瓜实蝇幼虫前胸腺中高表达，ZcShd 在马氏

管、卵巢和脂肪体中高表达，这与Halloween基因在

其他昆虫的表达模式非常相似，如在小菜蛾Plutella

xylostella中，Spo、Dib和Sad在前胸腺中的表达量均

很高，但Shd在前胸腺中的表达量却很低；相反，Shd

在脂肪体中的表达量很高，而Spo、Dib和Sad在脂肪

体中的表达量均很低（Peng et al.，2019）；在灰翅夜

蛾中，Spo、Phm、Dib和 Sad在前胸腺中的表达量也

很高，但Shd在前胸腺中的表达量很低（Iga & Smag-

ghe，2010）。这与Zhou et al.（2022）报道柑橘大实蝇

Bactrocera minax的前胸腺是蜕皮激素产生的主要

部位相吻合，而Shd则在脂肪体、中肠和马氏小管等

外周组织中催化蜕皮酮向活性 20E 的转化。Hal-

loween基因在瓜实蝇成虫组织中的表达谱显示，除

ZcSpo在卵巢和精巢高表达外，其余基因主要在脂

肪体、中肠和马氏管等外周组织中表达。卵巢与蜕

皮激素的产生有关，其作用是参与卵子的发生和影

响衰老，但蜕皮激素对昆虫生殖和衰老的影响非常

复杂，目前尚未完全解析（Kozlova & Thummel，2000；

Tu et al.，2002）。这些例子说明前胸腺是幼虫中早

期合成蜕皮激素的主要场所，而卵巢可能是成虫后

期合成蜕皮激素的主要场所，并在合成蜕皮激素后

转移至外周组织，推测蜕皮激素前期主要调控蜕皮

发育，后期主要调控生长发育过程，暗示了Hallow-

een 基因在成虫体内除了参与调控生殖繁衍外，可

能还参与调控其他生命活动，如营养代谢和废物排
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泄等。

RNAi 可以特异性地抑制靶标基因的表达水

平，被广泛用于昆虫基因功能研究中。Shd是蜕皮

激素合成通路中的最后一步关键酶，将蜕皮激素转

化为具有活性的 20E（Zhou et al.，2022）。当其表达

受抑制时，蜕皮激素不再转化成20E，继而影响昆虫

蜕皮过程，导致虫体异常甚至死亡（Kong et al.，

2014）。在柑橘大实蝇中，干扰Shd表达可导致幼虫

死亡或化蛹异常，且幼虫中20E滴度显著降低，能量

代谢发生改变，幼虫在注射外源 20E或喂食 20E后

可纠正这种缺陷（Zhou et al.，2022）。敲除烟草甲蜕

皮激素合成基因Dib、Phm、Shd和20E信号通路基因

E74、E78、FTZ-F，可显著抑制几丁质脱乙酰酶基因

CDA1的表达，表明CDA1在幼虫化蛹过程中起着重

要作用，可作为防治烟草甲的潜在靶点（Kong et al.，

2014）。在蜕皮激素合成过程中，昆虫摄取的植物甾

醇经Nvd编码的7，8-脱氢酶脱氢转化为7-脱氢胆固

醇，随后经Spo所在的“黑匣子”产生5β-酮二醇，5β-

酮二醇通过Phm、Dib和Sad分别编码的单加氧酶依

次产生5β-酮三醇、2-脱氧蜕皮酮和蜕皮激素，最后

蜕皮激素在 Shd 单加氧酶的作用下生成具有活性

的20E（Rewitz et al.，2007）。本研究利用RNAi抑制

ZcShd 的表达后，引起瓜实蝇蜕皮变态发育滞后，

ZcPhm、ZcDib、ZcSpo和ZcSad的相对表达量分别在

24 h 和 48 h 也随之显著下调，推测可能是由于 Shd

的表达受到抑制，蜕皮酮不能正常转化为20E，进而

引起上游物质的堆积，机体不再需要这些物质的产

生进而下调相关基因的表达，所以合成通路上的基

因表达量显著下调。沉默家蚕Cyp314a1基因后导

致化蛹及卵巢发育异常，并引起蜕皮激素信号通路

基因下调表达（程道军等，2014）。在松墨天牛

Monochamus alternatus 中干扰 Cyp314a1 的表达后

导致幼虫死亡率增高，化蛹率和羽化率降低，酶联免

疫吸附分析显示注射 dsCyp314a1后松墨天牛的蜕

皮激素含量降低（Yang et al.，2023）。类似地，ZcShd

的RNAi结果表明该基因在瓜实蝇蜕皮变态发育过

程中发挥着重要作用，干扰ZcShd的表达能增加幼

虫死亡率，延长幼虫蜕皮化蛹时间并使幼虫和蛹出

现不同程度的皱缩和变色现象，且化蛹困难，暗示

ZcShd可作为瓜实蝇绿色防控的潜在靶标基因。
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代谢发生改变，幼虫在注射外源 20E或喂食 20E后

可纠正这种缺陷（Zhou et al.，2022）。敲除烟草甲蜕

皮激素合成基因Dib、Phm、Shd和20E信号通路基因

E74、E78、FTZ-F，可显著抑制几丁质脱乙酰酶基因

CDA1的表达，表明CDA1在幼虫化蛹过程中起着重

要作用，可作为防治烟草甲的潜在靶点（Kong et al.，

2014）。在蜕皮激素合成过程中，昆虫摄取的植物甾

醇经Nvd编码的7，8-脱氢酶脱氢转化为7-脱氢胆固

醇，随后经Spo所在的“黑匣子”产生5β-酮二醇，5β-

酮二醇通过Phm、Dib和Sad分别编码的单加氧酶依

次产生5β-酮三醇、2-脱氧蜕皮酮和蜕皮激素，最后

蜕皮激素在 Shd 单加氧酶的作用下生成具有活性

的20E（Rewitz et al.，2007）。本研究利用RNAi抑制

ZcShd 的表达后，引起瓜实蝇蜕皮变态发育滞后，

ZcPhm、ZcDib、ZcSpo和ZcSad的相对表达量分别在

24 h 和 48 h 也随之显著下调，推测可能是由于 Shd

的表达受到抑制，蜕皮酮不能正常转化为20E，进而

引起上游物质的堆积，机体不再需要这些物质的产

生进而下调相关基因的表达，所以合成通路上的基

因表达量显著下调。沉默家蚕Cyp314a1基因后导

致化蛹及卵巢发育异常，并引起蜕皮激素信号通路

基因下调表达（程道军等，2014）。在松墨天牛

Monochamus alternatus 中干扰 Cyp314a1 的表达后

导致幼虫死亡率增高，化蛹率和羽化率降低，酶联免

疫吸附分析显示注射 dsCyp314a1后松墨天牛的蜕

皮激素含量降低（Yang et al.，2023）。类似地，ZcShd

的RNAi结果表明该基因在瓜实蝇蜕皮变态发育过

程中发挥着重要作用，干扰ZcShd的表达能增加幼

虫死亡率，延长幼虫蜕皮化蛹时间并使幼虫和蛹出

现不同程度的皱缩和变色现象，且化蛹困难，暗示

ZcShd可作为瓜实蝇绿色防控的潜在靶标基因。
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