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法，可除去蛋白质和色素物质，研究表明，酚／三氯甲烷法可提
取高纯度的ＤＮＡ［１０］。在本试验中，酚／三氯甲烷法提取的基
因组ＤＮＡ得率最低，ＤＮＡ纯度居于第３位，可能与酶消化细
胞壁时间不足、萃取不彻底有关。改进ＣＴＡＢ法提取的基因组
ＤＮＡ得率和纯度均居第２位，综合考虑是提取藏猪粪便芽孢
杆菌基因组ＤＮＡ的最优方法。ＣＴＡＢ法提取的ＤＮＡ经琼脂糖
凝胶电泳检测和１６ＳｒＲＮＡ扩增表明，该法提取的ＤＮＡ蛋白质
污染少，降解不明显，产量稳定，重复性好，可做大量提取试验

并应用于后续研究。试剂盒法操作简单，用时相对较短，所得

ＤＮＡ质量较为稳定，但价格昂贵，使用次数有限，不适合作大
量基因组ＤＮＡ提取。不同方法出现的差异可能与不同方法裂
解细菌细胞的效率及藏猪粪便中特异菌群组成有关。用４种
方法提取同一份样品ＤＮＡ的得率和纯度差异较大，说明对肠
道菌群研究时采用不同ＤＮＡ提取方法会影响对菌群多样性的
分析，导致引入一些误差，因此，在研究不同动物肠道菌群时应

选择合适的方法提取ＤＮＡ以减少菌群分析误差。
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黄粉甲翅芽生长因子基因的克隆及表达分析
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　　摘要：翅芽生长因子（ｉｍａｇｉｎａｌｄｉｓｃｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＤＧＦ）是一类调节昆虫发育和生长的因子。利用 ＲＡＣＥ克隆技
术，克隆获得黄粉甲（Ｔｅｎｅｂｒｉｏｍｏｌｉｔｏｒ）ＩＤＧＦ基因，其ｃＤＮＡ序列长１４６５ｂｐ，开放阅读框为１２９６ｂｐ，可编码４３１个氨
基酸，预测理论分子量为４８．２５ｋｕ，等电点为７．６３。氨基酸序列同源比对分析发现，黄粉甲ＩＤＧＦ与赤拟谷盗（Ｔｒｉｂｏｌｉ
ｕｍｃａｓｔａｎｅｕｍ）和蔗根非耳象（Ｄｉａｐｒｅｐｅｓａｂｂｒｅｖｉａｔｕｓ）的ＩＤＧＦ相似性分别为８９％、７１％。系统发育树分析表明，黄粉甲
ＩＤＧＦ与赤拟谷盗ＩＤＧＦ进化关系最近。荧光定量ＰＣＲ分析表明，在不同发育阶段，ＩＤＧＦ基因在幼虫１龄和２龄中的
表达量明显高于其他发育阶段。在蛹期不同组织中，ＩＤＧＦ基因在脂肪体中的表达量最高。被管氏肿腿蜂（Ｓｃｌｅｒｏｄｅｒ
ｍａｇｕａｎｉ）寄生后，ＩＤＧＦ基因的转录水平未受影响，表明寄生不能调控该基因的转录表达。
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　　翅芽生长因子（ｉｍａｇｉｎａｌｄｉｓｃｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＩＤＧＦ）是一种
可溶性多肽生长因子，因在黑腹果蝇（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏ
ｇａｓｔｅｒ）翅芽 Ｃ１．８＋细胞中鉴定具有促进翅芽细胞的增殖和

生长而得名［１－２］。最初，科学家们在黑腹果蝇中通过同源性

搜索和遗传分析发现存在一些类生长因子，如 Ｓｐｉｔｚ和 Ｇｕｒｋｅｎ
的表皮生长因子（ＥＧＦ）、纤维细胞生长因子（ＦＧＦ）及转化生
长因子－β（ＴＧＦ－β）［２－６］。但是，这些基因不具有生长因子
所具备的促进有丝分裂活性，而仅是这些基因编码的分泌蛋

白异常表达能导致细胞增生并抑制生长［７－９］。然而，经细胞

体外培养认为，ＩＤＧＦ可能是作为胰岛素或类胰岛素的一个辅
助因子而发挥生理功能［１０－１１］。目前，遗传学研究发现，ＩＤＧＦ
参与调节果蝇的生长发育，在果蝇的胚胎卵黄细胞、胚胎和幼

虫的脂肪体中显著表达，其蛋白分泌到血淋巴并运输到靶标
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组织而发挥生理功能［２］。本研究从黄粉甲（Ｔｅｎｅｂｒｉｏｍｏｌｉｔｏｒ）
蛹中克隆得到ＩＤＧＦ基因的ｃＤＮＡ序列，并采用荧光定量ＰＣＲ
方法研究该基因在黄粉甲不同发育阶段、不同组织以及被管

氏肿腿蜂（Ｓｃｌｅｒｏｄｅｒｍａｇｕａｎｉ）寄生后的表达情况，为今后深入
研究该基因的功能奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　供试昆虫
供试昆虫参照Ｚｈｕ等的方法［１２］进行饲养。黄粉甲幼虫用

饲料和洁净白菜叶室温自然光条件饲养。利用黄粉甲蛹在人

工气候箱［（２５±１）℃，相对湿度７５％］中繁育管氏肿腿蜂。
管氏肿腿蜂成蜂用蘸透２０％蜂蜜水的脱脂棉球提供营养。
１．２　ＩＤＧＦ的克隆及分析

利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂法（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取黄粉甲蛹总ＲＮＡ。采
用分光光度法测定总ＲＮＡ含量，并用１％琼脂糖凝胶电泳检
测总ＲＮＡ的质量。以提取的总 ＲＮＡ为模板，用 ＳＭＡＲＴＭ

ＲＡＣＥｃＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）合成ｃＤＮＡ模板。依
据实验室前期对黄粉甲ｃＤＮＡ文库测序获得ＩＤＧＦ片段序列，
用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设 计 ５′ＲＡＣＥ（５′－ＣＧＡＡＣＧＣ
ＣＡＧＡＣＧＡＴＧＴＴＣＧＡＣＡＧＡＴ－３′）和 ３′ＲＡＣＥ（５′－ＣＧＣＡＣ
ＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＧＣＴＧＡＴ－３′）特异性引物。参照 ＲＡＣＥ试剂
盒说明书，ＰＣＲ扩增获得 ＩＤＧＦ基因的 ３′端和 ５′端序列。
ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退
火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳分离，切取目的条带并纯化
后送至上海杰李生物技术有限公司测序。

利用Ｇｅｎｅｔｙｘ软件将翅芽生长因子 ＩＤＧＦ基因的核苷酸
序列翻译成氨基酸序列，利用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）进行信号肽预测，结构域
采用 ＭｏｔｉｆＳｃａｎ（ｈｔｔｐ：／／ｍｙｈｉｔｓ．ｉｓｂ－ｓｉｂ．ｃｈ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｍｏｔｉｆ＿
ｓｃａｎ）进行预测，利用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３和ＭＥＧＡ５．０软件进行多
序列比对和构建分子系统进化树［１３－１４］。

１．３　荧光定量ＰＣＲ
参照Ｚｈｕ等的方法［１５］收集黄粉甲不同发育阶段（幼虫

１～３龄、蛹、成虫）、蛹不同组织（表皮、脂肪体、血细胞）及被
管氏肿腿蜂寄生和未寄生（６、１２、２４、４８ｈ）蛹样品进行总
ＲＮＡ提取，提取的总 ＲＮＡ使用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ）反转录合成 ｃＤＮＡ模板。根据本次克
隆获得的黄粉甲 ＩＤＧＦｃＤＮＡ序列，设计荧光定量正向引物
（５′－ＣＣＣＡＡＣＧＴＴＡＡＣＡＧＣＴＣＴ－３′）和反向引物（５′－ＣＣＴ
ＧＴＣＧＡＴＴＡＡＴＴＣＧＴＡ－３′），以 １８ＳＲＮＡ 基 因 （５′－
ＴＴＴＣＡＡＡＴＧＴＣＴＧＣＣＴＴＡＴＣ － ３′和 ５′－ ＴＧＴＧＧＴＡＧＣ
ＣＧＴＴＴＣＴＣＡ－３′）作为内参使用 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ－Ｑ荧光定量
ＰＣＲ仪检测ＩＤＧＦ基因在黄粉甲不同发育阶段、不同组织以
及寄生与未寄生后的表达情况，每个处理重复３次。ＰＣＲ反
应条件为：９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性２０ｓ，５５℃退火３０ｓ，
４０个循环。荧光定量ＰＣＲ结果采用２－ΔΔＣＴ法［１６］，数据显著性

差异分析采用ＳＰＳＳ软件进行分析［１７］。

２　结果与分析

２．１　ＩＤＧＦ基因的克隆及序列分析

克隆获得的黄粉甲ＩＤＧＦ基因ｃＤＮＡ长为１４６５ｂｐ，开放
阅读框框长为１２９６ｂｐ，该基因可编码４３１个氨基酸，５′端非
编码区５０ｂｐ，３′端非编码区１１９ｂｐ（图１）。其推导的氨基酸
序列预测理论分子量为４８．２５ｋｕ，等电点为７．６３。ＳｉｇｎａｌＰ分
析发现，该ＩＤＧＦ基因推导的氨基酸序列中存在信号肽序列
（ＭＫＩＬＩＣＡＬＬＡＬＡＡＹＶＡＡ）。氨基酸序列同源性比对分析发
现，黄粉甲ＩＤＧＦ与赤拟谷盗（Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍｃａｓｔａｎｅｕｍ）ＩＤＧＦ的相
似性为８９％，与蔗根非耳象（Ｄｉａｐｒｅｐｅｓａｂｂｒｅｖｉａｔｕｓ）ＩＤＧＦ的相
似性为７１％（图２）。ＭｏｔｉｆＳｃａｎ分析发现，该ＩＤＧＦ基因ｃＤＮＡ
序列中存在 １个 Ｎ－糖基化位点（ＮＳＳＶ２１６－２１９），１个依赖
ｃＧＭＰ和ｃＧＭＰ的蛋白激酶磷酸化位点（ＲＫＧＴ３６０－３６３），５个酪
蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点（ＴＩＬＥ１１６－１１９、ＳＶＶＤ１７６－１７９、ＳＫＥＥ３２２－３２５、
ＳＹＰＥ３２９－３３２、ＴＬＤＤ４０８－４１１），６个 Ｎ－豆蔻酰化位点（ＧＬＤ
ＬＡＷ１４２－１４７、ＧＬＬＬＴＬ２０４－２０９、ＧＡＰＮＮＫ２７９－２８４、ＧＩＷＶＧＹ３７６－３８１、
ＧＮＫＡＳＹ３８８－３９３、ＧＬＣＴＧＤ４１４－４１９），５个蛋白激酶 Ｃ磷酸化位点
（ＳＤＫ１８－２０、ＳＹＫ６４－６６、ＴＦＲ１９９－２０１、ＴＰＫ２４２－２４４、ＳＫＲ３５８－３６０），２个酪
氨 酸 激 酶 磷 酸 化 位 点 （ＲＮＰＫＥＡＤＹ２４５－２５２、ＲＫＦＤＥ
ＮＡＤＹ２６２－２７０），第１１９位点至第１３７位点是一个未知蛋白功能
结构域，第１９位点至第４１０位点氨基酸区域是１８糖基水解
酶家族的保守结构域。利用ＭＥＧＡ５．０构建ＮＪ系统发育树，
结果显示黄粉甲ＩＤＧＦ与赤拟谷盗ＩＤＧＦ聚在一起，进化关系
最近（图３）。
２．２　ＩＤＧＦ基因的表达特征

在不同发育阶段，ＩＤＧＦ基因在幼虫１龄和２龄中的表达
量明显高于其他发育阶段，成虫次之，蛹期表达量最低（图

４）。在蛹期不同组织中，ＩＤＧＦ基因在脂肪体中的表达量最
高，血细胞次之，而表皮中几乎没有表达（图５）。被管氏肿腿
蜂寄生后，ＩＤＧＦ基因的表达不会发生显著变化，表明寄生未
对该基因的表达产生调控作用（图６）。

３　结论与讨论

通过ＲＡＣＥ技术克隆获得的ＩＤＧＦ基因推导的氨基酸序
列预测分子量为４８．２５ｋｕ，与先前报道的黑腹果蝇 ＩＤＧＦ家
族基因约为５０ｋｕ和菜粉蝶（Ｐｉｅｒｉｓｒａｐａｅ）ＩＤＧＦ为５２ｋｕ大小
相近［１，１８］。Ｖａｒｅｌａ等在果蝇ＩＤＧＦ－２基因研究中发现其含有
１８糖基水解酶家族，黄粉甲 ＩＤＧＦ基因氨基酸序列分析发现
也存在１８糖基水解酶家族保守结构域［１１］。

在果蝇ＩＤＧＦ研究中发现，ＩＤＧＦ在果蝇胚胎卵黄细胞、
胚胎和幼虫中均有表达，但在幼虫期表达显著［１－２］。通过对

意大利蜜蜂（Ａｐｉｓｍｅｌｌｉｆｅｒａ）工蜂幼虫不同日龄 ＩＤＧＦ基因的
表达特征研究表明，该基因在幼虫期表达显著［１９］。与这些研

究结果相似，黄粉甲ＩＤＧＦ在幼虫１龄和２龄的表达量显著高
于蛹和成虫阶段。在果蝇幼虫中，ＩＤＧＦ基因在脂肪体中的显
著表达［２，２０］。在菜粉蝶中，ＩＤＧＦ在脂肪体和血细胞中均有表
达，但脂肪体中的表达量明显高于血细胞中的表达量［１０，２１］。

同样，黄粉甲ＩＤＧＦ基因在脂肪体中显著表达，且明显高于血
细胞中的表达量。管氏肿腿蜂寄生黄粉甲蛹后，ＩＤＧＦ基因不
受寄生所调控，这与 Ａｓｇａｒｉ等报道的菜粉蝶被微红盘绒茧蜂
寄生和注射多份 ＤＮＡ病毒后 ＩＤＧＦ基因的表达没有受到影
响［１８］以及Ｚｈｕ等所报道的菜粉蝶被蝶蛹金小蜂寄生后 ＩＤＧＦ
转录水平不受影响［２１］的结果相似。本研究结果表明，黄粉甲
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ＩＤＧＦ基因应不受寄生蜂所携带的寄生因子所调控。

参考文献：

［１］ＨｉｐｆｎｅｒＤＲ，ＣｏｈｅｎＳＭ．Ｎｅｗｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｉｍａｇｉｎａｌｄｉｓｃｓ［Ｊ］．
ＢｉｏＥｓｓａｙｓ，１９９９，２１（９）：７１８－７２０．

［２］ＫａｗａｍｕｒａＫ，ＳｈｉｂａｔａＴ，ＳａｇｅｔＯ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｗｆａｍｉｌｙｏｆｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ
ｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅｆａｔｂｏｄｙａｎｄａｃｔｉｖｅｏｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｉｍａｇｉｎａｌｄｉｓｃｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９９，１２６（２）：２１１－２１９．

［３］ＳｃｈｗｅｉｔｚｅｒＲ，ＳｈａｈａｒａｂａｎｙＭ，ＳｅｇｅｒＲ，ｅｔａｌ．Ｓｅｃｒｅｔｅｄｓｐｉｔｚｔｒｉｇｇｅｒｓ
ｔｈｅＤＥＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙａｎｄｉｓａｌｉｍｉｔｉｎｇｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｖｅｎｔｒａｌｅｃｔｏｄｅｒｍｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇｅｎｅｓ＆Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９５，９
（１２）：１５１８－１５２９．

［４］Ｎｅｕｍａｎ－ＳｉｌｂｅｒｂｅｒｇＦＳ，ＳｃｈüｐｂａｃｈＴ．Ｔｈｅｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｄｏｒｓｏｖｅｎｔｒａｌ
ｐａｔｔｅｒｎｉｎｇｇｅｎｅｇｕｒｋｅｎｐｒｏｄｕｃｅｓａｄｏｒｓａｌｌｙｌｏｃａｌｉｚｅｄＲＮＡ ａｎｄ
ｅｎｃｏｄｅｓａＴＧＦａｌｐｈａ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９３，７５（１）：１６５－
１７４．　

［５］ＳｕｔｈｅｒｌａｎｄＤ，ＳａｍａｋｏｖｌｉｓＣ，ＫｒａｓｎｏｗＭＡ．Ｂｒａｎｃｈｌｅｓｓｅｎｃｏｄｅｓａｄｒｏ
ｓｏｐｈｉｌａＦＧＦｈｏｍｏｌｏｇｔｈａｔｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｃｈｅａｌｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅ
ｐａｔｔｅｒｎｏｆｂｒａｎｃｈｉｎｇ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９６，８７（６）：１０９１－１１０１．

［６］ＧｅｌｂａｒｔＷＭ．Ｔｈｅｄｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇｉｃｇｅｎｅ：ａＴＧＦ－βｈｏｍｏｌｏｇｕｅｃｏｎ
ｔｒｏｌｌｉｎｇｐａｔｔｅｒｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９８９，１０７
（Ｓｕｐｐｌ）：６５－７４．

［７］ＣａｐｄｅｖｉｌａＪ，ＧｕｅｒｒｅｒｏＩ．Ｔａｒｇｅｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｄｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇｉｃｉｎｄｕｃｅｓｐａｔｔｅｒｎｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄｇｒｏｗｔｈａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎ
Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｗｉｎｇｓ［Ｊ］．ＴｈｅＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，１９９４，１３（１９）：４４５９－
４４６８．　

［８］ＰｉｇｎｏｎｉＦ，ＺｉｐｕｒｓｋｙＳＬ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｅｙｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｂｙ
ｄｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇｉｃ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９７，１２４（２）：２７１－２７８．

［９］ＮｅｕｍａｎｎＣＪ，ＣｏｈｅｎＳＭ．Ｄｉｓｔｉｎｃｔｍｉｔｏｇｅｎｉｃａｎｄｃｅｌｌｆａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆｗｉｎｇｌｅｓｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｈｅｗｉｎｇ［Ｊ］．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，１９９６，１２２（６）：１７８１－１７８９．

［１０］ＺｈａｎｇＪ，ＩｗａｉＳ，ＴｓｕｇｅｈａｒａＴ，ｅｔａｌ．ＭｂＩＤＧＦ，ａｎｏｖｅｌｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅ
ｉｍａｇｉｎａｌｄｉｓｃｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｆａｍｉｌｙｉｎＭａｍｅｓｔｒａｂｒａｓｓｉｃａｅ，ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｗｏｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａｎｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈｏｕｔｉｎｓｕｌｉｎ［Ｊ］．
ＩｎｓｅｃｔＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００６，３６（７）：５３６－
５４６．　

［１１］ＶａｒｅｌａＰＦ，ＬｌｅｒａＡＳ，ＭａｒｉｕｚｚａＲＡ，ｅｔａｌ．Ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ
ｉｍａｇｉｎａｌｄｉｓｃｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－２．Ａｍｅｍｂｅｒｏｆａｎｅｗｆａｍｉｌｙｏｆ
ｇｒｏｗｔｈ－ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ［Ｊ］．
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００２，２７７（１５）：１３２２９－１３２３６．

［１２］ＺｈｕＪＹ，ＹａｎｇＰ，ＺｈａｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆ
ＴｅｎｅｂｒｉｏｍｏｌｉｔｏｒｐｕｐａｅｔｏｐａｒａｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｂｙＳｃｌｅｒｏｄｅｒｍａｇｕａｎｉ［Ｊ］．
ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（１）：ｅ５４４１１．

［１３］ＴｈｏｍｐｓｏｎＪＤ，ＧｉｂｓｏｎＴＪ，ＨｉｇｇｉｎｓＤＧ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎ
ｍｅｎｔｕｓｉｎｇＣｌｕｓｔａｌＷａｎｄＣｌｕｓｔａｌＸ［Ｍ］／／Ｃｕｒｒｅｎｔｐｒｏｔｏｃｏｌｓｉｎｂｉｏｉｎ
ｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＪｏｈｎＷｉｌｅｙａｎｄＳｏｎｓ，２００２：１－２２．

［１４］ＴａｍｕｒａＫ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＤ，ＰｅｔｅｒｓｏｎＮ，ｅｔａｌ．ＭＥＧＡ５：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕ
ｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｄｉｓｔａｎｃｅ，ａｎｄｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２０１１，２８（１０）：２７３１－２７３９．

［１５］ＺｈｕＪＹ，ＺｅＳＺ，ＳｔａｎｌｅｙＤＷ，ｅｔａｌ．Ｐａｒａｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｂｙｓｃｌｅｒｏｄｅｒｍａ
ｇｕａｎｉｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅｇｅｎｅｓｉｎｔｅｎｅｂｒｉｏ
ｍｏｌｉｔｏｒ［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＩｎｓｅｃｔＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１４，
８７（１）：４０－５２．

［１６］ＬｉｖａｋＫＪ，ＳｃｈｍｉｔｔｇｅｎＴＤ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄａｔａ
ｕｓｉｎｇｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ ａｎｄｔｈｅ２ΔΔＣＴ ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．
Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００１，２５（４）：４０２－４０８．

［１７］贾丽艳，杜　强．ＳＰＳＳ统计分析标准教程［Ｍ］．北京：人民邮电
出版社，２００５．

［１８］ＡｓｇａｒｉＳ，ＳｃｈｍｉｄｔＯ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆａｎｉｍａｇｉｎａｌｄｉｓｃｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｆｒｏｍＰｉｅｒｉｓｒａｐａｅａｎｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐａｒａｓｉｔｉｚａ
ｔｉｏｎｂｙＣｏｔｅｓｉａｒｕｂｅｃｕｌａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｓｅｃｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００４，５０
（８）：６８７－６９４．　

［１９］李华玮，何金环，郑　鸣．王浆高产蜜蜂工蜂幼虫发育期肽质量
指纹图谱的建立［Ｊ］．西北农林科技大学学报：自然科学版，
２０１３，４１（３）：１９－２６．

［２０］ＫｉｒｋｐａｔｒｉｃｋＲＢ，ＭａｔｉｃｏＲＥ，ＭｃｎｕｌｔｙＤＥ，ｅｔａｌ．Ａｎａｂｕｎｄａｎｔｌｙ
ｓｅｃｒｅｔｅｄｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏ
ｍａｍｍａｌｉａｎｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓｐｒｏｄｕｃｅｄｉｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，１９９５，１５３（２）：１４７－１５４．

［２１］ＺｈｕＪＹ，ＦａｎｇＱ，ＹｅＧＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｏｍｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａｏｆ
ＰｉｅｒｉｓｒａｐａｅｐａｒａｓｉｔｉｚｅｄｂｙｔｈｅｅｎｄｏｐａｒａｓｉｔｏｉｄｗａｓｐＰｔｅｒｏｍａｌｕｓｐｕｐａ
ｒｕｍ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ：Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１１，１２（２）：
９３－１０２．　

—８９— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第４期


