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昆虫学的基本科学问题及分子生物学技术
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摘要! 昆虫与人类生产及生活关系密切%昆虫学研究具有重要的理论意义和实践价值# 昆虫容易

大量饲养%是研究生物学基本科学问题的良好材料# 分子生物学技术与方法的快速发展%极大地推

动了昆虫学研究进程# 转录组测序的普及以及基因编辑$#ABAA.0%0B#&技术的成功已经打破了模式

生物与非模式生物的界限%为研究各种重要的农业害虫提供了技术# 我们应当根据生产实践的需

要和现有理论凝练重要的创新性科学问题%灵活运用各种研究方法和技术%推动昆虫学研究进展%

阐明昆虫学领域的特殊科学问题及大生物学领域的共同科学问题#
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::昆虫种类繁多-数量巨大!与人类关系密切!因

此!昆虫学研究历来受到学术界广泛关注* 各种现

代生物学研究技术与方法的蓬勃发展!使昆虫学研

究进入到了一个全新的时代* 目前科学家已经对很

多昆虫进行了基因组测序!在美国国家生物技术信

息 中 心 " \G%0/BGF bAB%A@ L/@ Q0/%A6>B/F/#?

dBL/@MG%0/B! \bQd! >%%D$33̂^̂ ;B680;BFM;B0>;#/]3

#AB/MA3GBB/%G%0/BkA"53GFF3#可以检索到 )' 余种注

释的昆虫基因组!包括果蝇 20'3'-4+)$-家蚕 9'(@A?

('0+-蜜蜂 !-+3-赤拟谷盗 D0+@')+1("$3#$&/1(-帝王

蝶2$&$13-)/?+--13-小菜蛾;)1#/))$ ?A)'3#/))$和佛罗

里达弓背蚁 C$(-'&'#13H)'0+.$&13等* 转录组测序

在基因组未知的昆虫中广泛应用!开启了非模式昆

虫基因研究的方便之门* 蛋白质组学为研究不同条

件下蛋白表达差异提供了技术* 飞速发展的基因编

辑"#ABAA.0%0B##技术使非模式昆虫的基因编辑成为

现实* 经典的分子生物学研究方法和技术使基因功

能及机制研究得到深入* 在基因组时代直至后基因

组时代!这些现代生物学研究技术与方法推动着昆

虫学研究进入到了分子水平!使阐释昆虫学的各种

科学问题及分子机理成为可能* 本文拟分析昆虫学

基本科学问题!基因组学-转录组学-蛋白质组学和
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蛋白质结构研究!以及基因敲除-沉默和编辑技术及

常规分子生物学方法在昆虫学研究中的应用*

;<昆虫学的基本科学问题

昆虫学研究大致可以分为应用研究和基础研

究* 应用研究包括农业害虫防治的新方法和新策略

"QG.@GB /#$);! &'()#-昆虫生长调节剂"W0B6GD0A/#

$);! &'((#-转基因作物"N" /#$);! &'(&#-转基因作

物与害虫控制"U/]@G%GB. !>G@/B0! &'()#-有益昆

虫利用"PG@08GF.0/#$);! &'()#-性别控制"SGB /#$);!

&'(2#-以及许多农业害虫-卫生害虫-森林害虫-贮

粮害虫等相关的诸多应用研究* 基础研究包括昆虫

生理-生殖-发育-滞育-免疫-抗性-神经-嗅觉-行

为-激素!昆虫与植物的关系!昆虫与疾病传播!以及

分类和系统演化等* 由于昆虫材料的处理不受伦理

约束!而生物进化又具有保守性!因此!用昆虫材料

既可以研究昆虫学特有的科学问题!也可以研究大

生物学领域普遍关注的科学问题!包括激素信号转

导途径"N0" /#$);! &'(<#-细胞自噬与凋亡"g0A/#

$);! &'()#-干细胞增殖与分化"U0B#/#$);! &'()#-

先天免疫的分子机理"P/F. GB. Q@"65BA@! &'(*#-生

物演化"Z0BBA@/#$);! &''&#等* 在飞蝗散居型和群

居型分子机理研究中发现!神经可塑性调控基因的

差异表达是两型转变和聚群的重要分子机制"_GB#

GB. RGB#! &'(<#* 在褐飞虱中发现!胰岛素受体 (

"0B$"F0B @A6AD%/@! dBE(#通过 Jd"2#R=!5%途径决定

长翅!而胰岛素受体 &"dBE&#抑制dBE(=Jd"2#R=!5%

途径的功能而导致形成短翅!揭示了昆虫翅型控制

的关键基因"g" /#$);! &'(*#* 激素调控昆虫发育

是昆虫学领域的基本科学问题之一!经过几十年的

研究!取得了大量研究成果!目前昆虫激素的研究前

沿是激素之间的相互作用机制及信号转导途径!如

蜕皮激素"&'C#与保幼激素"VW#间的相互作用!以

及 &'C与胰岛素间的相互作用* 在棉铃虫

5/)+"'6/0-$ $0(+*/0$中研究发现!&'C通过上调磷酸

酶JSC\表达!抑制胰岛素途径!促进转录因子

Y/7a入核启动 &'C途径基因转录 "bG0/#$);!

&'()#* 在家蚕中发现!低浓度 &'C促进家蚕翅盘

发育"X/@0?GMG/#$);! &'()#!VW通过促进转录因子

R@yDDAF>/M/F/#( 表达维持幼虫状态"RG?"5ĜG/#

$);! &'()#* 除了已经阐明的 &'C核受体途径外!现

在研究发现 &'C还存在细胞膜受体介导的信号转

导途径!已经在棉铃虫中鉴定到两种 T 次跨膜的 P

蛋白偶联受体"P=D@/%A0B=6/"DFA. @A6AD%/@! PJbE#

参与 &'C信号转导途径"bG0/#$);! &'(<G% _GB#/#

$);! &'(*G#* 果蝇中研究证明! 多巴胺受体

"./DGM0BA@A6AD%/@! UE#可以结合 &'C类似物! 命

名为 20'3'-4+)$ (/)$&'*$3#/0./DGM0BA3A6.?$%A@/0.

@A6AD%/@"UMU/DC6E# "I@0]G$%G]G/#$);! &''*#* 近

年的研究鉴定了 VW的细胞内受体"b>G@FA$/#$);!

&'((#! 极大地推动了VW的研究进展* 最近还有研

究表明!VW也可能存在细胞膜受体!可能是单次跨

膜的受体型酪氨酸激酶 "@A6AD%/@%?@/$0BA50BG$A!

ESR#"N0" /#$);! &'(*8#!但还不知道是哪种 ESR

介导了VW的细胞膜信号途径* 国内外在昆虫学研

究中有大量基础研究和应用研究的文章发表!由于

篇幅限制!在此不能一一详述*

昆虫学的基本科学问题存在于昆虫学的不同领

域中* &'() 年即将召开的第 ggf届国际昆虫学大

会的内容包括 2' 个主题 "%/D06$#! &,* 个专题

"$?MD/$0G#!涵盖农业和森林昆虫!蜜蜂与家蚕!昆

虫生物防治!昆虫种群生态!昆虫化学生态!昆虫免

疫!昆虫生理生化!储粮害虫以及城市昆虫等

">%%D$3306A&'()/@FGB./;/@#3#* 通过上网浏览这些

专题!可以大概了解昆虫学的基本科学问题-研究前

沿-研究热点及研究水平* 还可以通过 \bQd=

J"8XA. 网 站 " >%%D$33̂^̂ ;B680;BFM;B0>;#/]3

D"8MA.#查阅昆虫学及生物学研究进展和成果!及

时了解各研究领域的研究前沿和热点科学问题!为

创新型研究提供思路!避免重复研究*

><基因组学

基因组学 是 研 究 生 物 的 基 因 组 的 科 学

"!FFAB./@L/#$);! &'('#* 基因组是指单倍体细胞中

包括编码序列和非编码序列在内的全部 U\!分子

"E/G6>! &'''#* 基因组测序可以获得某一物种的

全部U\!信息!包括外显子和内含子* 基因的外显

子提供编码基因的开放阅读框"aEY#的序列* aEY

编码完整的多肽链!对研究基因功能提供了生物信

息基础* 对于基因组已知的昆虫!可以从 \bQd

">%%D$33̂^̂ ;B680;BFM;B0>;#/]3B"6FA/%0.A3#的基因

库中根据基因名-物种名或基因编号检索到基因的

aEY* 基因的内含子则可以提供调控基因表达的各

种U\!序列!包括基因的 *j和 2j非翻译区-启动子-

增强子-绝缘子-特殊转录因子结合元件等* 其中!

特殊转录因子结合元件是研究转录因子调控基因表
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达的主要靶标!是阐释基因转录调控机理的重要依

据* 基因的 2j非翻译区有小 E\!"M0E\!#结合序

列!是蛋白质翻译的重要调控区* 内含子序列是研

究基因表达调控机理的基础* 对于已经有全基因组

测序的昆虫!可以通过 \bQd网站获得基因的全部

信息!有助于开展基因调控研究%而对于基因组未知

的昆虫!只能通过U\!步移法"设计引物做JbE扩

增#获得基因的非编码序列!因此!要找到特殊转录

因子结合元件比较困难*

对基因的 aEY可以进行基本的生物信息学分

析* 例如!在\bQd中运用局部序列比对基本检索

工具"8G$06F/6GFGF0#BMAB%$AG@6> %//F! QN!IS#进行

同源基因比对!用U\!软件分析不同物种中基因的

系统演化关系">%%D$33̂^̂ ;MA#G$/L%̂G@A;BA%3#* 可

以用各种蛋白质分析软件将aEY翻译成蛋白质!预

测蛋白质结构与功能-亚细胞定位-翻译后修饰-信

号肽和等电点及分子量等 " >%%D$33̂^̂ ;A7DG$?;

/@#3#* 还可以运用一个简单的模块化体系结构研

究工具" I0MDFAX/."FG@!@6>0%A6%"@AEA$AG@6> S//F!

IX!ES#分析蛋白质功能域 " >%%D$33$MG@%;AM8F=

>A0.AF8A@#;.A3#!蛋白质功能域在不同生物中具有

结构和功能的保守性*

昆虫基因组测序可以推动昆虫功能基因组学研

究!如$小菜蛾;7?A)'3#/))$基因组测序"SGB#/#$);!

&'(<#后鉴定到 (<+ 免疫相关基因 "g0G/#$);!

&'(*#!推动了基因组范围的丝氨酸蛋白酶基因"N0B

/#$);! &'(*#-谷胱甘肽=I=转移酶"i/" /#$);! &'(*#

以及J=<*' 基因"i" /#$);! &'(*#的研究%帝王蝶

27-)/?+--13基因组测序阐明了长距离迁飞的遗传

和分子机制"Z>GB /#$);! &'((#%东亚飞蝗 J'"13#$

(+*0$#'0+$ 基因组测序阐释了群居与长距离迁飞的

机制"_GB#/#$);! &'(<#及特殊的嗅觉系统"_GB#

/#$);! &'(*8#* 从 \bQd=J"8XA. 网站以查阅到大

量昆虫基因组研究方面的文章* 国内有很多公司可

以完成测序及分析工作* 但基因组测序花费的资金

较多!所获得的数据也很多!虽然可以提供大数据!

但却难以从中确定某一信号途径的关键基因及调控

的分子机制*

G<转录组学

转录组学是研究细胞中基因转录及转录调控规

律的科学"_GB#/#$);! &''+#* 转录组是细胞内所

有基因转录产物的集合!包括 ME\!和非编码

E\!* 转录组测序已经替代了芯片技术!广泛应用

于基因表达谱分析"X6PA%%0#GB! &'(2#* 相对于基

因组测序的昂贵费用!转录组测序的费用大多数实

验室可以承受* 对于基因组未知的物种!可以通过

测定转录组获得 E\!序列* 新一代高通量测序能

够全面快速地获得某一物种特定组织或器官在某一

状态下的转录本序列信息* 获得的 E\!序列可以

用于各种生物信息学分析及蛋白质表达及功能研

究!预测蛋白质结构及互作 " >%%D$33$̂0$$M/.AF;

A7DG$?;/@#3#* 转录组测序的不足之处是不能获得

基因的内含子序列!因此!要研究基因的各种调控元

件!必须通过基因组步移技术"#AB/MA ĜF50B##!即

设计引物!以基因组U\!"#U\!#为模板!扩增 *j或

2j非翻译区!再分析启动子-内含子-转录因子结合

元件-M0E\!结合序列等* 虽然转录组不能提供内

含子序列!转录组测序仍然可以为基因组未知的物

种提供足够的基因表达信息!开展各种功能研究*

随着转录组测序技术成熟及费用的下降!现在可以

通过转录组测序获得某种生物的比较完整的 aEY

序列及差异表达的基因!通过重复测序可以统计分

析差异表达的E\!"_" /#$);! &'()#* 目前!转录

组测序技术已经替代了过去的差异显示技术

" .0LLA@AB%0GF.0$DFG?=JbE! UU=JbE# " N0GB# GB.

JG@.AA! (++& # 和抑制性消减杂交 " $"DD@A$$0/B

$"8%@G6%0]A>?8@0.0cG%0/B! IIW#技术 "U0G%6>AB5//#

$);! (++)#* 转录组测序虽然可以获得大量的差异

表达基因!分析各种信号通路!但与基因组测序一

样!存在数据众多!而对机制阐释不足的缺点!难以

从众多差异表达的基因中确认上游关键基因及作用

机制*

H<蛋白质组学

蛋白质组学是大规模研究蛋白质的表达水平-

翻译后修饰及相互作用的科学* 蛋白质组是指由基

因组表达的所有蛋白质* 蛋白质是实现各种生命活

动的物质基础"!B.A@$/B GB. !B.A@$/B! (++,#* 不

同的组织-细胞-生理或病理条件下蛋白质表达是不

同的!因此可以通过研究特定条件下蛋白质的表达

水平!以发现某种蛋白质或某信号途径中的蛋白质

的功能* 在棉铃虫中!通过蛋白质组学研究昆虫蜕

皮与变态的差异基因!在 * 龄蜕皮时期的棉铃虫幼

虫表皮-血淋巴-脂肪体和中肠中鉴定到数十个差异

表达的蛋白质!为后续研究昆虫蜕皮提供了一系列
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靶标蛋白"Z>G//#$);! &'')#* 蛋白质组学研究技

术包括双向电泳-质谱技术等!需要经过长时间专门

训练才能掌握* 目前国内已经可以通过公司提供的

技术服务完成蛋白质组学研究!大大节省了时间和

提高了成功率*

因为蛋白质存在翻译后修饰!如磷酸化-糖基

化-乙酰化-甲基化等!这些翻译后修饰对蛋白质功

能具有决定作用!因此蛋白质组学是研究蛋白质翻

译后修饰"如蛋白质磷酸化#比较好的技术* 在棉

铃虫中!通过双向电泳和 J@/=̀ 染色从棉铃虫表皮

鉴定到 )( 种变态时期差异磷酸化的蛋白质点!通过

ES=JbE验证了 , 种蛋白质在 ME\!水平高表达!

通过_A$%A@B 8F/%证明其中的储存蛋白">A7GMA@0B#

和肌动蛋白结合蛋白"6GFD/B0B#存在蛋白质磷酸化

"Y" /#$);! &''+#* 进一步研究表明!6GFD/B0B 通过

磷酸化参与 &'C途径基因转录!而以非磷酸化形式

与转录因子 HIJ结合!参与 VW途径基因转录"N0"

/#$);! &'((#* 通过先分离磷酸化蛋白质再进行质

谱鉴定的方法!在棉铃虫表皮细胞系 WGCD0"I>G//#

$);! &'',#中鉴定到 2' 余种受 &'C调控的蛋白!包

括 &'C核受体C6E-异源二聚体蛋白HIJ及P蛋白

"

等 &'C途径的关键蛋白"EAB /#$);! &'(<#!并在

后续工作中证明了 HIJ蛋白受 &'C调控磷酸化

"N0" /#$);! &'(<#*

与转录组一样!蛋白质组学研究虽然可以获得

大量的差异表达蛋白!但检测到的是在某一条件下

蛋白质总体表达的结果!虽然也可以分析各种通路!

但难以从众多蛋白质中确认上游关键蛋白并阐释作

用机理* 对蛋白质组学中鉴定到的蛋白质功能及作

用机制需要后续深入研究* 对于基因组未知的昆

虫!只能根据亲缘关系最近的物种的蛋白质库鉴定

蛋白质* 例如!棉铃虫蛋白质质谱得到的氨基酸序

列要用家蚕的蛋白质库进行比对!才能鉴定是何种

蛋白!因为鳞翅目昆虫与果蝇的蛋白质差异较大!与

人的蛋白质差异更大* 因此!对于基因组未知的昆

虫!蛋白质质谱鉴定难度很大!有些差异表达的蛋白

质因为保守性不高而不能被鉴定到是何种蛋白质*

J<蛋白质结构研究

蛋白质三维结构是发挥功能的基础* Q@0GB

R/80F5G长期研究PJbE!解析了 PJbE与 P蛋白结

合瞬间传导信号的结构!获得 &'(& 年诺贝尔化学奖

"EG$M"$$AB /#$);! &'((#* 蛋白质结构解析需要先

结晶蛋白质!然后通过 g射线晶体衍射* 近年来快

速发展的冷冻电镜技术免除了蛋白质结晶的困扰!

但对小的蛋白质解析度低"QG0/#$);! &'(*#* 核磁

共振成像"B"6FAG@MG#BA%06@A$/BGB6A! \XE#可以在

溶液状态下观察蛋白质结构"XG/#$);! &'(*#* g

射线衍射-冷冻电镜及核磁共振均需要昂贵的设备

及研究经验!在必要时可以通过与有关实验室合作

的方式开展研究* 一般观察到的蛋白质结构为静态

结构!对蛋白质发挥功能的动态结构研究难度很大!

因此!仅研究蛋白质结构对阐明蛋白质的功能有一

定的局限性* 目前已经解析了很多蛋白质的结构!

因为蛋白质的功能域从低等生物到高等生物具有保

守性! 因此可以运用同源建模软件 " >%%D$33

$̂0$$M/.AF;A7DG$?;/@#3#!根据已知结构分析同类蛋

白质的三维结构* 蛋白质结构需要与蛋白质功能研

究相结合才能证明结构与功能的关系*

无论哪种蛋白质结构研究技术都需要大规模可

溶表达和纯化蛋白质* 常用的蛋白质表达系统有大

肠杆菌 %3"4/0+"4+$ "')+-毕赤酵母菌 ;+"4+$ -$3#'0+3-

昆虫杆状病毒9$"1)'6+013等表达系统* 大肠杆菌表

达系统操作简便!成本低廉!是表达蛋白质的首选表

达系统* 但大肠杆菌缺乏翻译后修饰及二硫键形成

相关的蛋白!有的蛋白质可以表达成可溶性并有功

能的蛋白!但大多数真核生物的蛋白质容易在大肠

杆菌中形成包涵体* 虽然包涵体可以通过变性和复

性处理获得可溶性蛋白!但多数复性后的蛋白质结

构和活性与天然蛋白还是存在差异!因此大肠杆菌

表达系统难以可溶性表达许多真核生物的蛋白质!

特别是跨膜蛋白* 毕赤酵母属于真核表达系统!可

以高浓度表达真核生物蛋白质!可溶性较好!但糖基

化修饰与真核生物存在差异* 昆虫病毒表达系统不

需要ba

&

培养箱!基因重组病毒可以在细胞系中或

通过感染途径引入昆虫体内大量表达目的蛋白* 哺

乳动物表达系统需要 ba

&

培养箱!成本较高!主要

用于表达某些翻译后修饰与哺乳动物蛋白严格相同

的蛋白质!如某些临床使用的基因工程药物* 蛋白

质纯化可以通过传统的柱层析!包括离子交换-分子

筛等方法进行* 如果目的蛋白融合有标签则可以通

过亲和纯化获得目的蛋白!如组氨酸标签"W0$=SG##

可以用镍离子亲和纯化柱纯化蛋白质!必要时进一步

采用离子交换及分子筛等技术获得纯化的蛋白质*

K<基因敲除%基因沉默及基因编辑技术

基因敲除是通过 U\!同源重组去除或破坏基
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因的U\!序列!在模式生物中广泛应用* 基本过程

包括构建基因敲除载体-注射胚胎或胚胎干细胞-选

择纯合体"I5G@BA$/#$);! &'((#* 模式生物有基因

组序列信息支持基因敲除同源位点的确定及载体构

建!但在基因组未知的生物中则难以应用基因敲除

技术!没有基因组序列信息一直是困扰非模式生物

基因功能研究的瓶颈*

E\!干扰"E\!0B%A@LA@AB6A! E\!0#或转录后

基因沉默"D/$%=%@GB$6@0D%0/BGF#ABA$0FAB60B##是由内

源或外源的双链 E\!".$E\!#诱发的 ME\!特异

性降解的现象!普遍存在于线虫-果蝇-植物-动物

中* .$E\!与沉默复合体结合!分解成单链并结合

到靶标 ME\!上!指导沉默复合体中的核酸酶

!@#/BG"%A& 水解目的 ME\!!被切割后的 ME\!随

即被降解!导致蛋白质不能翻译!基因功能丧失

"P@A#/@?/#$);! &''* #* !B.@Â Y0@A和 b@G0#b;

XAFF/阐明了 .$E\!导致基因沉默的机制"Y0@A/#

$);! (++,#!获得 &'') 年度诺贝尔生理学或医学奖*

利用 E\!0原理发展的基因沉默技术!为在不

能进行基因敲除的非模式生物中开展基因功能研究

提供了可能* 与哺乳动物不同!在昆虫中可以用长

片段"*' O*'' 8D#双链 E\!".$E\!#进行 E\!干

扰!长片段的 .$E\!可以被体内的 E\!酶"U06A@#

水解成短的 .$E\!* 昆虫中存在系统性E\!干扰!

即在一种组织中注射 .$E\!!可以在多种组织中检

测到干扰效果* 在棉铃虫中可以通过饲喂表达

.$E\!的大肠杆菌进行E\!干扰"N0" /#$);! &'((%

U/B#/#$);! &'(&#!大肠杆菌菌株和 .$E\!表达质

粒可以通过公司购买">%%D$$33̂^̂ ;G..#ABA;/@##!

将目的基因片段插入到表达质粒中并转化到大肠杆

菌即可获得表达 .$E\!的大肠杆菌* 在棉铃虫中

也可以通过血淋巴注射体外合成的 .$E\!进行

E\!干扰"N0" /#$);! &'(2G#* 体外合成 .$E\!需

要根据基因开读框设计带有 S

T

E\!聚合酶结合序

列的引物!通过JbE扩增模板!用 .$E\!合成试剂

盒或S

T

E\!聚合酶及核苷酸底物在体外合成* 用

E\!转染试剂将 .$E\!转染到昆虫细胞内!也可以

通过构建表达小发夹结构的 E\!"$>E\!#的质粒

在细胞内产生 $>E\!进行 E\!0!但直接注射

.$E\!到虫体或转染 .$E\!到细胞可以减少质粒

在体内表达$>E\!的步骤* 与基因敲除技术不同!

E\!0只是在细胞质中暂时降低 ME\!水平!不能

在细胞核中敲除基因或长时间沉默基因*

E\!0技术的应用极大地推动了非模式生物基

因功能研究!是研究非模式生物基因功能的重要技

术* E\!干扰已经在很多昆虫中获得成功!包括双

翅目-鳞翅目-鞘翅目-直翅目-同翅目和蜚蠊目等

"i" /#$);! &'(2#* 对于不同的基因干扰效率有所

不同!有的基因比较容易干扰成功!有的较难干扰成

功!机制尚不清楚* 有的 E\!被干扰后 ME\!水

平有所下降!但蛋白质水平下降不显著!需要延长干

扰时间!待蛋白质水平下降后再检测基因的功能*

蛋白质是发挥生物学功能的分子!在进行E\!干扰

的实验中!宜采用_A$%A@B 8F/%检查蛋白质水平下降

来确认干扰效果!特别是对某些降解较慢的蛋白尤

其重要* 在昆虫细胞系中进行 E\!干扰较虫体容

易成功!与 .$E\!较组织中容易进入细胞有关*

E\!0干扰技术难度不大!一般的实验室都能进行该

实验!在大多数昆虫中干扰效果比较好!目前仍然在

各种 真 核 生 物 基 因 功 能 研 究 中 广 泛 应 用

"HBB0?GMD"@G%> /#$);! &'()#*

bEdIJE3bG$+ 基因编辑是通过 E\!介导的

U\!编辑技术* bEdIJE3bG$+ "6F"$%A@A. @A#"FG@F?

0B%A@$DG6A. $>/@% DGF0B.@/M06 @ADAG%$3bEdIJE

G$$/60G%A. D@/%A0B +#是细菌在进化中形成的一种免

疫防御系统* 细菌将入侵的噬菌体和质粒的 U\!

片段整合到自己的U\!中形成成簇的-规律间隔的

短回文重复序列"bEdIJE#!根据bEdIJE转录E\!

"6@E\!#!6@E\!与核酸酶 bG$+ 结合!将 bG$+ 靶向

到噬菌体和质粒的U\!!bG$+ 剪切噬菌体和质粒的

双链 U\!!从而干扰或降解噬菌体和质粒的 U\!*

根据该原理发展的bEdIJE3bG$+ U\!编辑技术!根

据要编辑的靶标 U\!序列!在体外合成指导 E\!

"#"0.AE\!! #E\!#! #E\!结合bG$+ 并将bG$+ 靶

向到靶标 U\!并剪切靶标 U\!!在生物体内修复

U\!缺口的过程中产生基因突变!破坏基因开读

框!从而实现基因编辑* 也可以利用该技术在切割

的位点插入基因!形成转基因生物* 基因敲入是在

U\!剪切后在该位置利用同源片段插入一个新的

基因片段!因此!插入效率较低* bEdIJE=bG$+ 系统

可以作为简单灵活的基因组编辑工具"V0BA5 /#$);!

&'(&#* bEdIJE3bG$+ 已经广泛用于哺乳动物

"_GB#/#$);! &'(2G#-植物"N"//#$);! &'()#及家

蚕的基因组编辑"_GB#/#$);! &'(28% ZAB#/#$);!

&'()#!为各种生物的基因编辑提供了新的方法*

应用 bEdIJE3bG$+ 技术在受精卵中进行 U\!

编辑时!根据靶标U\!在体外合成物种序列特异的

#E\!和不同物种通用的 bG$+ E\!!共同注射到早
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期受精卵* 在细胞系中进行U\!编辑时!通过构建

带有合适启动子的表达#E\!的质粒和bG$+=质粒!

共同转染细胞!实现基因编辑* 在细胞中表达

#E\!的质粒一般用H) 启动子!在相近的物种中可

以通用!质粒上有结合bG$+ 的E\!骨架结构!没有

物种特异性* 在细胞中表达 bG$+ 的质粒需要相近

物种的启动子* 需要注意的是!选择 #E\!时要避

开内含子才能使基因编辑后的开读框被破坏!达到

基因编辑的目的* 对基因组未知的生物需要用

U\!模板通过JbE确认 #E\!的序列位于外显子

中* bG$+ 需要识别目标U\!中 2j端附近的前间区

序列邻近基序 "D@/%/$DG6A@=G.4G6AB%M/%0L! J!X#*j=

\PP=2j才能切割 U\!双链!因此!#E\!应注意选

在 *j=\PP=2j前面* 与传统的基因敲除技术相比!

bEdIJE3bG$+ 技术易于操作!但与 E\!0技术相比!

bEdIJE3bG$+ 相对复杂一些!特别是在昆虫细胞系

中后期进行单细胞克隆有一定的难度!昆虫细胞系

中染色体数量增加也导致了编辑的难度* 在昆虫受

精卵注射中还需要克服卵壳的硬度及某些昆虫分散

产卵的问题* 另外!bG$+ 的 aEY比较大!在体外合

成bG$+ 的ME\!有一定难度*

\#!#/=#U\!编辑技术是韩春雨等新近建立的

一种通过 U\!介导的 U\!编辑技术"PG//#$);!

&'() #* 从 格 氏 嗜 盐 碱 杆 菌 F$#0'&'@$"#/0+1(

*0/*'0A+中克隆到的内切核酸酶 !@#/BG"%A"\#!#/#

可以在 2Th的生理温度下切割双链 U\!* 在

\#!#/蛋白的氨基端加上核定位信号后!\#!#/可

以进入细胞核!与人工合成的 &< 核苷酸大小的 *j=

磷酸化单链U\!"*j=J=$$U\!#!即指导 U\!"#"0.A

U\!! #U\!#结合!#U\!准确结合到靶标 U\!单

链!介导\#!#/在靶标U\!处水解目的U\!双链*

&< 核苷酸大小的 *j=J=$$U\!在真核生物中几乎不

存在!因此该方法可以用于真核生物的基因编辑!也

可以在 U\!切断处通过同源重组插入外源基因*

研究表明该技术导致的脱靶效应很低!如果有 2 个

碱基错配!\#!#/就不能切断U\!!而bEdIJE3bG$+

可以容忍 * 个碱基错配"W$" /#$);! &'(<#* \#!#/

切割U\!不需要特殊的 J!X序列!\#!#/分子量

仅有 bG$+ 的 &32! 比较容易表达* 该技术较

bEdIJE3bG$+ 操作简单!效率高!特异性好* *j=磷

酸化的 &< 碱基可以在公司合成!转染到细胞中的剂

量可控* 但\#!#/表达后容易失活!在哺乳动物细

胞中需要通过表达质粒新翻译的 \#!#/才能结合

*j=J=$$U\!* \#!#/=#U\!技术可能广泛应用到各

种生物的基因编辑中*

无论基因敲除-E\!0或基因编辑技术都有可能

存在脱靶效应!可以通过多位点的干扰或编辑进行

验证*

L<常规分子生物学方法

常规分子生物学研究方法包括实时定量 JbE

"["GB%0%G%0]A@AGF=%0MAJbE! [ES=JbE#!蛋白质印记

"_A$%A@B 8F/%#!免疫共沉淀"6/=0MM"B/D@060D0%G%0/B!

b/dJ#!荧光共振能量转移 "LF"/@A$6AB6A@A$/BGB6A

ABA@#?%@GB$LA@! YECS#!免疫组织化学及免疫细胞

化学!蛋白质过表达及功能与结构域分析!染色质免

疫共沉淀"6>@/MG%0B 0MM"/D@A60%G%0/B! b>dJ#!以及

凝胶迁移实验 "AFA6%@/D>/@A%06M/80F0%?$>0L%G$$G?!

CXI!#等!可根据不同的研究目的灵活运用*

[ES=JbE方法是检测 ME\!表达水平的方法

"JLGLLF/#$);! &''&#* [ES=JbE方法的普及为测定

特定条件下 ME\!的表达水平提供了非常方便的

技术!基本上替代了过去的 \/@%>A@B 8F/%实验!被各

种分子生物学研究广泛应用* 由于 ME\!是蛋白

质翻译的模板!因此从理论上讲大多数 ME\!的表

达水平代表了蛋白质表达水平* 在没有获得抗体检

测蛋白质的情况下可以 [ES=JbE方法检测基因表

达水平*

_A$%A@B 8F/%"S/̂80B /#$);! (+T+#是检测蛋白质

的技术* 蛋白质是发挥生物学功能的分子!可能存

在翻译后修饰* 通过提取不同条件下的蛋白质!用

_A$%A@B 8F/%方法不仅可以看到蛋白质表达量的变

化!而且可以看到蛋白质翻译后修饰导致的分子量

变化!如某些蛋白质活化后可能出现的片段化-磷酸

化-糖基化及乙酰化等* 蛋白质发生修饰后会导致

分子量的轻微变化!可以通过改变蛋白质电泳的凝

胶浓度检测蛋白质修饰后的分子量变化!也可以用

特殊的抗体检测蛋白质修饰* 我们运用 _A$%A@B

8F/%检测到 &'C调控棉铃虫钙调蛋白依赖的蛋白激

酶dd的磷酸化导致的分子量增加!通过磷酸酶水解

证明分子量增加是磷酸化修饰的结果!利用乙酰化

抗体检测到HIJ乙酰化修饰"V0B#/#$);! &'(*#* 通

过!5%磷酸化抗体检测到 &'C抑制 !5%磷酸化!进

而抑制转录因子 Y/7a磷酸化!促进 Y/7a入核启动

&'C途径基因转录"bG0/#$);! &'()#* 蛋白质翻译

后修饰可能导致蛋白质构象变化!由此引发蛋白质

互作变化以及亚细胞定位的变化!这些都是蛋白质
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发挥功能的基础* 因此!检测蛋白质翻译后修饰是

阐释蛋白质作用机制的必要实验* _A$%A@B 8F/%需

要有特异性的抗体!可以从公司购买!也可以自己重

组表达蛋白质!免疫兔子!制备多克隆抗体*

蛋白质过表达是用载体在细胞系中表达蛋白质

的技术* 蛋白质过表达可以在细胞中提高某种蛋白

质的含量!检查蛋白质在细胞中的功能!与 E\!干

扰降低蛋白质水平的实验形成双向验证!在研究蛋

白质功能中普遍应用* 蛋白质过表达为研究蛋白质

关键结构域或位点提供了很好的技术!例如!通过缺

失突变或点突变基因序列!表达突变的蛋白质!与野

生型蛋白比较功能差异!从而确定蛋白质关键结构

或位点* 通过与绿色荧光蛋白 "#@AAB LF"/@A$6AB%

D@/%A0B! PYJ# 或红色荧光蛋白 "@A. LF"/@A$6AB%

D@/%A0B! EYJ#融合表达目的蛋白!在荧光显微镜下

可以实时监测蛋白质的亚细胞定位和移位!建立研

究模型!通过 E\!0分析上游调控因子及途径以及

下游产出效应!免去了抗体缺失的困扰* 也可以通

过PYJ抗体或 EYJ抗体用免疫共沉淀技术检测蛋

白质相互作用* 在蛋白质末端加上组氨酸标签

"W0$=SG##!可以用W0$抗体检查蛋白质及与其他蛋

白的互作* 在棉铃虫中通过与荧光蛋白融合表达!

证明棉铃虫 P=蛋白偶联受体 &"C@PJbE=&#定位在

细胞膜上并可以在 &'C调控下进入细胞质!通过突

变鉴定了C@PJbE=& 的磷酸化位点及其在进入细胞

质中的作用"_GB#/#$);! &'(*G#* 荧光蛋白为活体

和细胞中实时观察蛋白质提供了可能!各种突变体

荧光蛋白可以产生不同的荧光颜色!应用范围非常

广泛!不仅在细胞中!而且在个体中均可标记并观察

蛋白质"S$0AB! (++,#!该技术获得 &'', 诺贝尔化学

奖* 商业化的昆虫细胞系主要有果蝇胚胎细胞系

I& " I6>BA0.A@! (+T& #! 草 地 贪 夜 蛾 ,-'.'-#/0$

H01*+-/0.$ 卵巢细胞系 IL+ 和 IL&( "fG"#>B /#$);!

(+TT#* 也可以自己建立昆虫的细胞系!如棉铃虫

表皮细胞系"I>G//#$);! &'',#* 相近物种的细胞

系可以应用到相近物种研究中*

b/dJ主要用于研究蛋白质相互作用* 先用一

种特定的抗体沉淀目标蛋白!同时共沉淀其他结合

在一起的蛋白!再进行 _A$%A@B 8F/%!用不同的特异

性抗体分别检测免疫共沉淀中的蛋白质* 因此!

b/dJ中检测不同蛋白质的抗体必须具备特异性!不

能交叉识别免疫共沉淀中不同的蛋白质* 在棉铃虫

研究中应用 b/dJ检测到 &'C调控热休克蛋白 +'

"W$D+'#与转录因子HIJ互作!而VW调控W$D+' 与

VW的胞内受体XA%互作"N0" /#$);! &'(28#* 免疫共

沉淀蛋白质时应该注意避开蛋白质等电点!还要注意

避开免疫球蛋白d#P重链和轻链与目的蛋白分子量

的重叠* 免疫共沉淀是检测蛋白质互作的常用方法*

YECS技术也是检测蛋白质相互作用的方法*

YECS是距离很近的两个荧光分子间产生的一种能

量转移现象* 将供体蛋白青色荧光蛋白 "6?GB

LF"/@A$6AB%D@/%A0B! bYP#和受体蛋白黄色荧光蛋白

"?AFF/̂ LF"/@A$6AB%D@/%A0B! iYP#分别与两种目的蛋

白融合表达* 当两个蛋白质分子互作时的距离在

(' BM范围以内时!高能量供体分子 bYJ就会将能

量转移给低能分子受体 iYJ!使得供体的荧光强度

比它单独存在时要低的多"荧光猝灭#!而能量受体

分子发射的荧光却大大增强"敏化荧光# "\#"?AB

GB. UG"#>A@%?! &''*#* 该方法要求用荧光共振能

量转移显微镜或共聚焦显微镜观察结果!一般实验

室不具备该设备*

免疫组织化学及免疫细胞化学可用于研究蛋白

质组织分布和亚细胞定位!在各种生物学科学问题

研究中是不可或缺的技术!在棉铃虫研究中也有广

泛应用"N0" /#$);! &'(*G#* 免疫组织化学及免疫细

胞化学需要用特异性抗体和荧光标记的二抗检测目

的蛋白* 免疫组织化学的样品制备可以采用石蜡包

埋切片或冷冻切片!石蜡包埋切片比较薄!可以在荧

光显微镜下观察!而冷冻切片比较厚!需要通过激光

共聚焦显微镜提高成像的分辨率* 免疫细胞化学经

过细胞固定即可进行后续工作* 免疫组织化学及免

疫细胞化学要尽量用激光共聚焦显微镜成像以得到

高清晰度图像*

b>dJ" b/FFG$! &'(' # 和 CXI!" PG@BA@GB.

EA]c0B! (+,(#是研究转录因子及 U\!结合元件的

必需方法* b>dJ实验是通过抗体沉淀目的蛋白并

共沉淀目的蛋白质结合的U\!!通过 [ES=JbE即可

以测定蛋白质结合的 U\!的量!与对照比较!可以

显示转录因子结合 U\!的异同* CXI!是根据蛋

白质结合U\!后可以改变U\!在凝胶中的迁移率

的原理进行的实验* 需要合成一段 U\!并标记上

地高辛或生物素作探针!与蛋白质孵育后!通过聚丙

烯酰胺凝胶电泳和转膜!用地高辛或生物素抗体检

测标记的U\!的迁移率变化!即可显示转录因子是

否结合U\!* 可以结合基因突变及过表达技术!分

析转录因子结合U\!的关键功能域或位点-上游调

控因子及途径以及下游产出效应* 在研究 &'C或

VW调控基因转录中有较多应用"bG0/#$);! &'(<8#*
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M<展望

科学研究的技术进步极大地推动了科学研究水

平的提高!近年来的诺贝尔生理或化学奖多数颁发

给了创造各种新技术的发明者!因此发明和创造新

的生物技术仍然是今后生物学包括昆虫学研究的重

要内容* 而根据生产实践的需要及现有理论凝练的

各种基本科学问题也是今后生物学包括昆虫学研究

的重要内容* 不同昆虫目之间可能存在特殊的适应

性基因及机制!可以作为昆虫学小领域的科学问题

开展研究!而不同昆虫以及不同生物间存在进化保

守性!其中的共同科学问题!可以作为昆虫学及生物

学大领域的科学问题开展研究* 原创性研究课题可

以来自于生产实践的需要或研究过程中的意外发

现!也可以来自于现有理论假设和推导* 凝练原始

创新性科学问题是获得创新性成果的基础* 在昆虫

学科学问题凝练中注意选择大生物学领域共同感兴

趣的科学问题!有助于将成果发表到综合性杂志!提

高成果的影响力* 经典的昆虫学基本问题已经有了

多年研究积累!但一些关键的科学问题并没有得到

阐释!还有待利用新的技术和方法开展深入研究*

在一些研究较少的新兴领域中开展研究!例如神经-

行为-生物节律等!可能会有较好的发展空间* 转录

组测序的普及-基因编辑技术的成功已经打破了模

式生物与非模式生物的界限!为研究各种重要的农

业害虫提供了技术条件* 根据不同的科学问题!综

合运用先进的研究方法和技术!开展深入的研究工

作!可以推动昆虫学研究进展和提高研究水平*
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