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[CSU#5

受体基因的
>D/5

序列(并对其核苷酸

序列和系统进化进行分析(检测其在拟黑多刺蚁不同发育阶段幼虫和不同品级成虫
KT/5

的表达情况(为探究
[C

SU#5

受体基因对拟黑多刺蚁生长发育的调控规律提供证据)*方法+从拟黑多刺蚁中提取总
T/5

(

TUCQRT

扩增

并克隆
Q:[CSU#5

受体基因'用
Q*(0Q,*,K

预测蛋白质序列(

M-,40

比较蛋白质序列同源性(用
R-)40,-^

进行核酸和

氨基酸序列比对(

Z?W5"<$

比邻法生成系统进化树)利用荧光实时定量
QRT

检测
Q:[CSU#5

受体基因在拟黑多

刺蚁不同发育阶段幼虫及不同品级成虫
KT/5

的表达水平)*结果+克隆得到
Q:[CSU#5

受体基因的
>D/5

序列(

全长
#L"[Y

B

(开放阅读框长
%L#"Y

B

(编码
"!%

个氨基酸)疏水性分析显示(

Q:[CSU#5

受体氨基酸具有
H

个跨膜疏

水区(属于典型的
W

蛋白偶联受体类型)系统发育分析表明(拟黑多刺蚁与红收获蚁的亲缘关系最近(相似度达

"Lc

)荧光实时定量
QRT

结果显示(拟黑多刺蚁
[CSU#5KT/5

在不同发育阶段和不同品级成虫中均有表达(其中

卵,

G

龄幼虫及蛹期的表达量较高'成虫中(雄蚁表达量最高(雌蚁的表达量最低)*结论+拟黑多刺蚁与其他昆虫的

[CSU#5

受体基因存在相关性(推测
[CSU#5

受体基因对拟黑多刺蚁的生长发育具有一定调节作用)
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[CSU

"是一种

单氨类的神经递质(又名血清素(能调节脊椎动物和

无脊椎动物的多种生理功能及行为%

%

&

)在动物及人

的中枢神经系统中(

[CSU

参与调节睡眠,体温,痛

觉,情绪和学习记忆等过程)当人体内的
[CSU

功

能失调时(会引发多种精神疾病(如焦虑症,抑郁症,

自闭症等%

#CG

&

)

[CSU

对昆虫的取食,昼夜节律,好

斗,记忆,群居和散居等行为也具有调节作用%

!

&

)

[CSU

通过受体实现对动物和人类生理功能的

调节作用)目前已从脊椎动物体内克隆得到
%!

个

[CSU

受体亚型(分为
H

类(即
[CSU%T

%

[CSUHT

(

除
[CSUGT

属于配体门控离子通道受体外(其他的

均属于
W

蛋白偶联受体!

W
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(

WQRT

")目前(从昆虫体内克隆得到的
[CSU

受体基因主要属于
[CSU%

,

[CSU#

,

[CSUH

受体基

因)从黑 腹果蝇体内 克 隆 得 到 的
[CSU%5

,

[C

SU%M

,

[CSU#5

,

[CSU#M

,

[CSUH

受体基因分别与

哺乳类的
[CSU%5

,

[CSU%M

,

[CSU#5

,

[CSU#M

,

[C

SUH

受体基因同源%

[

&

)哺乳动物的
[CSU#5

受体

属于
[CSU#

受体家族成员之一(这个家族成员中除

[CSU#5

受体亚型外(还包括
[CSU#M

和
[CSU#R

受体亚型(这
G

个受体亚型在分子结构,药理学及信

号转导路径方面很相似%

"

&

)人体的
[CSU#5

受体

定位于
%G

号染色体的
O

%!

%

#%

区(编码
!H%

个氨基

酸%

H

&

(与大鼠的
[CSU#5

受体同源性为
&Hc

%

"

&

)通

常情况下(

[CSU#5

受体与
W

O

$

%%

偶联(从而激活

磷脂酶
R

(使三磷酸肌醇含量增加(而细胞质中三磷

酸肌醇可以作为第二信使(调节内质网
R,

#i 的释

放%

H

&

)哺乳类的
[CSU#5

受体较多分布于中枢神

经系统的前脑区(特别是皮质区,尾状核,伏核,嗅球

及海马%

&C%$

&

(其与平滑肌收缩,血小板聚集,激素调

控,神经递质释放,性行为控制,睡眠,运动行为,精

神疾病发生密切相关%

H

&

)

第一个
[CSU#5

受体是从大鼠的脑部克隆得

到的%

%%

&

(迄今为止
[CSU#5

受体已经从人类%

%#C%G

&

,

小鼠%

%!

&

,仓鼠%

%[

&

,猪%

%#

(

%"

&和猕猴%

%#

(

%"

&体内克隆得

到)

[CSU#5

受体已在昆虫黑腹果蝇!

R4&/&

K

=,'0

5('0.&

K)

0/6(4

",意大利蜜蜂!

"

K

,/5('',
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(40

",黄

斑黑蟋蟀!

F4

@

''9/E,50-9'069/

"体内克隆得到%
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)

研究发现(

[CSU#5

受体主要分布在昆虫的中枢神

经系统,咽下腺,唾液腺,中肠(对于调控昆虫的进攻

行为,表皮形成,昼夜节律及提高胞内
R,

#i浓度具

有重要作用%

!

&

)

拟黑多刺蚁!
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"属于节

肢动物门昆虫纲膜翅目蚁科多刺蚁属(是一类营群

居的杂食性社会昆虫(广泛分布于我国东南部)拟

黑多刺蚁属于完全变态性昆虫(生命周期为卵,幼

虫,蛹,成虫(其中成虫分为雌蚁,雄蚁和工蚁
G

个品

级(各品级有明确分工(雌蚁在群体中个体最大(负

责生育后代(雄蚁主要作用是与雌蚁交配(工蚁主要

负责觅食,饲养幼虫,建造和清理蚁穴(在雌蚁短缺

时可恢复生殖能力(替代雌蚁行使繁育后代的功

能%

%H

&

)拟黑多刺蚁是一种优良的食药两用蚂蚁(是

卫生部目前唯一允许使用的无毒无害蚂蚁(也是研

究社会性昆虫生长发育,生理生化的优良材料)但

目前关于拟黑多刺蚁
[CSU#5

基因的研究尚未见

报道)鉴于此(本研究以拟黑多刺蚁为材料(克隆了

拟黑多刺蚁
[CSU#5

受体基因(并以其推测出的氨

基酸序列构建系统进化树'采用荧光实时定量
QRT

技术(对拟黑多刺蚁不同龄期幼虫和不同品级成虫

的
[CSU#5

受体
KT/5

表达进行检测(探索
[C

SU#5

受体基因对拟黑多刺蚁发育调控的影响作

用(为深入了解
[CSU#5

受体基因在转录水平对拟

黑多刺蚁生长发育调控的机制提供依据)
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供试动物
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拟黑多刺蚁购于浙江瑞丰蚂蚁
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第
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期 杨
!

森(等#拟黑多刺蚁
[CSU#5

受体基因
>D/5

的克隆及表达
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(雄蚁体长
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&KK

(工蚁体长
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KK

(饲养于实验室恒温培养箱中(饲养温度为

!
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"

e

(相对湿度为
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)每天饲喂蚂

蚁冰糖和蜂蜜(水放于纸盘中供蚂蚁自由取食)

%<%<#

!

主要试剂
!

T/5

提取试剂
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拟黑多刺蚁总
T/5

的提取及第一链
>D/5

的合成
!

取
#[

只工蚁头部于含有液氮的研钵中研

磨(加入适量
U*9a(-

试剂提取总
T/5

)取
#

$

V

T/5

样品,

%

$

V"gD/5-(,@9+

P
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电泳检测

总
T/5

的完整性)取
#

$

VT/5

样品稀释
#[

倍(

在核酸蛋白分析仪上以
#"$+K

处的吸光值确定

T/5

浓度(以
SR

#"$

$

SR

#&$

进行纯度检测(纯度较好

的
T/5SR

#"$

$

SR

#&$

应在
%<H

%

#<$

)经完整性和

纯度检测合格的
T/5

进行
>D/5

第一链的合成)

>D/5

第一链的合成使用
ZMF

的
T/5

反转录试剂

盒进行(产物可直接进行
QRT

反应或置于
N&$e

保存(用于后续试验)
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[CSU#5

基因

的保守序列设计简并引物(引物序列见表
%

(均由金

斯瑞公司合成)利用巢式
QRT

克隆拟黑多刺蚁
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SU#5

基因)第一轮
QRT

反应使用引物
D7%

和
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(反应体系#
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模板
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变
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)第二轮
QRT

反应使用

稀释
%$

倍的第一轮
QRT

产物为模板(引物
D7#

和

DT#

(在与第一轮相同的
QRT

反应条件下扩增)

QRT

产物经
%<&c

琼脂糖凝胶电泳检测(再用

M9(03J3

胶回收试剂盒纯化回收目的基因片段(连接

到
B

ZDC%&U

质粒载体上(转化到大肠杆菌感受态

细胞中(

GHe

条件下培养过夜(并进行蓝白斑筛选(

阳性克隆菌落再进行
QRT

鉴定后送上海生工公司

测序)

根据扩增获得的中间片断序列设计特异性引物

!表
%

"(采用
[fT5R?

和
GfT5R?

试剂盒扩增
[fT

5R?

和
GfT5R?

端)

[fT5R?QRT

进行两轮(第一

轮加
#

$

V

反转录混合物(

&

$

V%g>D/5

稀释缓冲

液
"

(

!

$

V%$gV5QRT

缓冲液
"

!无
Z

P

#i

"(

G

$

V

Z

P

R-

#

!

#[KK(-

$

V

"(

$<#[

$

VV5G0

T

!

[8

$

$

V

"(

外围特异性引物!

%$

$

K(-

$

V

"!

[T%

"和
[fT5R?

外

围引物!

%$

$

K(-

$

V

"!

[T()03*

"到总体积
[$

$

V

)外

围
QRT

反应条件#

L!e

预变性
GK9+

'

L!e

变性
G$

4

(

[[e

退火
G$4

(

H#e

延伸
GK9+

(

#$

个循环'最后

H#e

延伸
%$K9+

)内围
QRT

以
%

$

V

外围
QRT

混

合物为模板(

[

$

V%$gV5 QRT

缓冲液
"

!无

Z

P

#i

"(

[

$

VZ

P

R-

#

!

#[KK(-

$

V

"(

&

$

V@/UQ

混合

物!

#<[ KK(-

$

V

"(

$<[

$

V U,J,*, V5 G0

T

!

[

8

$

$

V

"(内围特异性引物!

%$

$

K(-

$

V

"!

[T#

"和
[f

T5R?

内围引物!

%$

$

K(-

$

V

"!

[T9++3*

"以及
#"<[

$

V

无菌水)内围
QRT

反应条件#

L!e

变性
GK9+

'

L!e

变性
G$4

(

[[e

退火
G$4

(

H#e

延伸
GK9+

(

#[

个循环'最后
H#e

延伸
%$K9+

)

GfT5R?

反应的试

剂和条件与
[fT5R?

相似)

QRT

产物用
%<&c

琼脂

糖凝胶电泳检测并纯化回收)扩增出的片段与质粒

载体连接并转化到大肠杆菌(再进行测序)

%<#<G

!

序列分析
!

用
Q*(0Q,*,K

!

100

B

#$$

23Y<3bC

B

,4

;

<(*

P

$

B

*(0

B

,*,K

$"预测蛋白质序列的分子量和

等电点(

M-,40

比较蛋白质序列的同源性(

QTE=FU?

!

100

B

#$$

B

*(4903<3b

B

,4

;

<(*

P

$"分析氨基酸序列的功

能位点(

/30/W-

;

3

分析糖基化位点(

UZSZZ

分

析跨膜域(

=9

P

+,-Q!<%

分析信号肽)

%<#<!

!

系统进化树
!

用
R-)40,-^

进行核酸和氨基

酸序列的多重比对(

Z?W5"<$

比邻法生成系统进

化树)进行
%$$$

次多重比对(计算聚集重复比率)

%<#<[

!

Q:[CSU#5

实时定量表达
!

取卵,

%

%

!

龄

幼虫!

V%

%

V!

",蛹,雌蚁,雄蚁,工蚁作为测试样本

用于实时定量表达)用
T/594(

试剂盒提取
&

%

%$

只蚂蚁总
T/5

(取
%

$

P

T/5

样品合成第一条
>DC

/5

)基因特异性引物扩增的
%%#Y

B

片段用于基因

表达的研究(内参基因合成
#[$Y

B

片段)

=_MT

W*33+

实时定量
QRT

反应在
M9(*,@

上进行(反应体

系!

#[

$

V

"#

%#<[

$

V=_MTQ*3K9b?bG0

T

"

(

%

$

V

QRT

上游引物!

%$

$

K(-

$

V

"(

%

$

VQRT

下游引物

!

%$

$

K(-

$

V

"(

%

$

VD/5

模板和
L<[

$

V

无菌水'反

应程序#

L[e

预变性
G$4

'

L[e

变性
[4

(

"$e

退火

G$4

(

!$

个循环)每个样品重复
G

次(以
"

%0-6,.

为
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内参基因)反应结束后(观察荧光值变化曲线和熔

解曲线(熔解曲线!

"[

%

L$e

(每
%[4

升高
$<[e

"

保证只有一种
QRT

产物被扩增和检测)

表
%

!

试验所用引物序列

U,Y-3%

!

Q*9K3*4)43@9+019440)@

;

引物名称
!!!

Q*9K3*+,K3

!!!

引物序列!

[f

"

Gf

"

!!!!!

Q*9K3*43

O

)3+>3

!

[f

"

Gf

"

!!!!!

片段大小$
Y

B

?b

B

3>03@49a3

D7% UUURUAUURWUSW_MWUTUUU5U

DT% R5UW5_=5_R5UWWWd5UWU

D7# WW5WWARUWWWA55R5UZRU !!G

DT# T55=WR_RdTUUWUUW5U

[T()03* R5UWWRU5R5UWRUW5R5WRRU5

[T9++3* RWRWW5URR5R5WRRU5RUW5UW5UR5WURW5UW

[T% RRR5RR5RRRWUUURWU5W5 %G!!

[T# WUWURRUW5WRWW5UU5RWW

GT()03* U5RRWURWUURR5RU5WUW5UUU

GT9++3* RWRWW5URRURR5RU5WUW5UUUR5RU5U5WW

GT% WRWUWUURWWRW5WR5U55U %[%H

!

GT# RURR55R5UR5UWRRURWURR

[CSU#5C7 UWUURWUWWRWWURUUR5U5W %%#

[CSU#5CT RR5WRW5R55R5WW55WU5WU

*

C,>09+C7 RURURUURR55RRRURWUUR #[$

*

C,>09+CT RR5RRW5URR5U5RWW5WU5

#

!

结果与分析

#<%

!

Q:[CSU#5

受体
>D/5

克隆及序列分析

利用简并引物扩增出长
!!GY

B

的片段(再根据

该片段设计
[fT5R?

和
GfT5R?

的特异性外围和

内围引物(分别扩增出
%G!!Y

B

的
[fT5R?

端和

%[%HY

B

的
GfT5R?

端(对扩增产物进行测序(将测

序结果于
/RMF

数据库中进行
MV5=U

分析(结果

表 明 成 功 获 得
Q:[CSU#5

受 体 的 中 间 片 段,

[fT5R?

片段及
GfT5R?

片段序列!图
%

")

Z<DV#$$$D/5 Z,*J3*

'

%<

中间序列'

#<[fT5R?

产物'

G<GfT5R?

产物

Z<DV#$$$D/5 Z,*J3*

'

%<F+03*K3@9,0343

O

)3+>3

'

#<[fT5R?

B

*(@)>0

'

G<GfT5R?

B

*(@)>0

图
%

!

拟黑多刺蚁
[CSU#5

基因全长
>D/5

序列的
QRT

扩增结果

79

P

<%

!

QRT,K

B

-9.9>,09(+(..)--C-3+

P

01>D/543

O

)3+>3(.LQ3,-,.0

!!

Q:[CSU#5

受体
>D/5

!

/RMFW3+M,+J

登录

号#

d'"""[GH<#

"全长
#L"[Y

B

(开放阅读框!

ET7

"

长
%L#"Y

B

(编码
"!%

个氨基酸(

[f

和
Gf

非编码区

!

8UT

"分别包含
[LG

和
!!"

个核苷酸)

Q:[CSU#5

氨基酸序列的分子量为
"L<"&J)

(等电点为
L<"$

)

Q:[CSU#5

氨基酸序列有
&

个
/C

糖基化位点,

[

个

蛋白激酶
5

磷酸化位点,

!

个蛋白激酶
R

磷酸化位

点和
G

个酰基化位点!图
#

")
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预测的
Q:[CSU#5

受体氨基酸序列在图中以单个密码子表示)起始密码子!

5UW

"和终止密码子!

U55

"用黑色背景显示)

星号!

%

"代表终止密码子(

/C

糖基化位点用下划线表示(蛋白激酶
5

磷酸化位点用下弧线表示(蛋白激酶
R

磷酸化位点用上弧

线表示(酰基化位点用双下划线表示)跨膜结构域
&

N

(

用灰色背景和黑色边框显示

U13@3@)>3@,K9+(,>9@43

O

)3+>3(.013Q:[CSU#5*3>3

B

0(*9441(2+9+,49+

P

-3-3003*)+@3*013*34

B

3>09:3>(@(+<U139+909,09(+>(+@(+

!

5UW

"

,+@03*K9+,09(+>(@(+

!

U55

"

,*319

P

1-9

P

103@9+Y-,>J<U13,403*94J*3

B

*343+0401303*K9+,0(*>(@(+

(

B

(03+09,-/C

P

-

;

>(4

;

-,09(+

49034,*319

P

1-9

P

103@9+49+

P

-3)+@3*-9+3

(

B

)0,09:3

B

*(039+J9+,435

B

1(4

B

1(*

;

-,09(+49034,*319

P

1-9

P

103@9+@(2+2,*@,*>)+@3*-9+3

(

B

)0,09:3

B

*(039+J9,+43R

B

1(4

B

1(*

;

-,09(+49034,*319

P

1-9

P

103@9+@()Y-3)

B

2,*@,*>)+@3*-9+3

(

B

)0,09:3

B

,-K90(

;

-,09(+49034,*319

P

1-9

P

103@9+

@()Y-3)+@3*-9+3<U130*,+4K3KY*,+3@(K,9+4

&

N

(

@303*K9+3@,*341,@3@,+@Y(b3@9+Y-,>J

图
#

!

拟黑多刺蚁
[CSU#5

受体的核苷酸序列和预测的氨基酸序列

79

P

<#

!

/)>-3(09@3,+@@3@)>3@,K9+(,>9@43

O

)3+>3(..)--C-3+

P

01[CSU#5*3>3

B

0(*(.LQ3,-,.0
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#<#

!

Q:[CSU#5

受体的系统进化树

由
/RMF

网站获取
[CSU#5

氨基酸序列(用

R-)40,-^

进行多重比对(

Q:[CSU#5

与其他物种
[C

SU#5

受体蛋白的进化关系如图
G

所示)由图
G

可

以看出(

[CSU#5

氨基酸序列分为脊椎动物和无脊

椎动物两个组(拟黑多刺蚁
Q:[CSU#5

受体蛋白与

红收获蚁的亲缘关系最近(相似度为
"Lc

(与阿根

廷蚁的亲缘关系次之(相似度为
[&c

(与意大利蜜

蜂的亲缘关系较远(相似度为
!&c

)

图
G

!

拟黑多刺蚁受体与其他物种
[CSU#5

受体蛋白的系统进化树

79

P

<G

!

Q1

;

-(

P

3+309>,+,-

;

494(.[CSU#5*3>3

B

0(*4(.LQ3,-,.0,+@(013*,+9K,-4

#<G

!

Q:[CSU#5

受体
KT/5

的表达

采用实时定量
QRT

检测
Q:[CSU#5KT/5

在

拟黑多刺蚁不同发育阶段和不同品级成虫中的表达

情况(结果如图
!

所示)由图
!

可知(

Q:[CSU#5

KT/5

在拟黑多刺蚁不同发育阶段和不同品级成

虫中均有表达(其中卵,

G

龄幼虫及蛹期的表达量较

高(

%

(

#

(

!

龄幼虫的表达量相对较低'成虫中(雄蚁

表达量最高(工蚁次之(雌蚁的表达量最低(且工蚁

的表达量显著高于雌蚁)

%

表示
L

$

$<%

时差异显著(

%%

表示
L

$

$<$[

时差异显著(

%%%

表示
L

$

$<$%

时差异显著

%

K3,+449

P

+9.9>,+0,0L

$

$<%

(

%%

K3,+449

P

+9.9>,+0,0L

$

$<$[

(

%%%

K3,+449

P

+9.9>,+0,0L

$

$<$%

图
!

!

拟黑多刺蚁
[CSU#5

受体基因
KT/5

在拟黑多刺蚁不同发育阶段的相对表达量

79

P

<!

!

T3-,09:33b

B

*3449(+4(.[CSU#5*3>3

B

0(*KT/59+@9..3*3+0@3:3-(

B

K3+0,-40,

P

349+21(-3Y(@

;

(.LQ3,-,.0
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G

!

讨
!

论

本研究成功克隆了拟黑多刺蚁
Q:[CSU#5

受

体的
>D/5

序列(其全长为
#L"[Y

B

(开放阅读框

!

ET7

"大小为
%L#"Y

B

(编码
"!%

个氨基酸(

[f

和
Gf

非编码区!

8UT

"分别包含
[LG

和
!!"

个核苷酸)

通过对
Q:[CSU#5

氨基酸序列分析发现(它具有
H

个跨膜结构域(属于典型的
W

蛋白偶联受体类

型%

%G

&

)

Q:[CSU#5

受体的典型特征是具有糖基化

位点,磷酸化位点及酰基化位点%

"

&

(这些特征实际是

氨基酸序列翻译后的修饰(以提高受体的稳定性(便

于与细胞膜结合%

%&

&

)本研究发现(

Q:[CSU#5

氨基

酸序列有
&

个
/C

糖基化位点,

[

个蛋白激酶
5

磷酸

化位点,

!

个蛋白激酶
R

磷酸化位点和
G

个酰基化

位点)

将不同动物的
[CSU#5

氨基酸序列与拟黑多

刺蚁
Q:[CSU#5

受体进行比对(发现拟黑多刺蚁

Q:[CSU#5

与其他物种
[CSU#5

受体具有高度的

同源性(从而进一步证实所克隆基因属于拟黑多刺

蚁
Q:[CSU#5

受体基因(同时也证实了
[CSU#5

受

体基因保守性的特点%

%G

&

)拟黑多刺蚁
[CSU#5

受

体蛋白与红收获蚁的亲缘关系最近(相似度为

"Lc

)

荧光实时定量
QRT

检测结果表明(

Q:[CSU#5

受体
KT/5

在拟黑多刺蚁不同发育阶段和不同品

级成虫中均有表达(且表达量有显著差异性)说明

[CSU#5

对拟黑多刺蚁的发育存在调控的阶段特异

性(与
Z,*J)4

等%

%L

&的研究结果相吻合)

Z,*J)4

等%

%L

&发现(

[CSU#5

受体在意大利蜜蜂不同发育阶

段的脑部均有表达(且不同阶段的表达量不均匀(这

与脑部
[CSU#5

含量对其不同发育阶段产生的影

响有关)本研究发现(

Q:[CSU#5

受体
KT/5

在拟

黑多刺蚁的卵,

G

龄幼虫,蛹期的表达量较高'成虫

中(雄蚁的表达量最高(工蚁次之)有研究表明(

[C

SU#5

受体在黑腹果蝇的胚胎发育期有表达%

#$

&

(其

表达对于维持胚胎正常发育和存活率很有必要%

#%

&

(

黑腹果蝇
DK[CSU#5

受体可调节胚胎发育中胚带

延长和角质层形成%

##C#G

&

(由此推测拟黑多刺蚁在胚

胎期及蛹期的高表达可能与调节胚胎发育及蛹期的

角质层增厚有关)

[CSU

可以促进蜜蜂寻找食物及

提高运动能力%

#!

&

(

[CSU#

还与雄性果蝇的攻击行

为有关%

#[C#"

&

(由此推测拟黑多刺蚁雄蚁中
[CSU#5

受体
KT/5

的高表达可能与其运动能力和攻击行

为有关(具体有待进一步研究)
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