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摘要：【目的】克隆马尾松毛虫腺苷酸转移酶基因。【方法】采用 RACE 方法克隆基因，利用软件分析推导

蛋白的保守结构域，并与已报道的其它 8 种昆虫腺苷酸转移酶进行比较，并构建系统树，用 southern 法分析该基

因在单倍体基因组中的拷贝数。【结果】获得马尾松毛虫腺苷酸转移酶基因全长 cDNA（GenBank 登录号：EF194157），

该基因无内含子，在烟草天蛾(M. sexta)、棉铃虫（H. armigera）、家蚕（B. mori）蜜蜂(A. mellifera)、绿

蝇( L. cuprina)、果蝇(D. melanogaster )、蚊子(A. gambiae) 等昆虫间高度保守。基因组酶切后呈单一 Southern

杂交带。【结论】马尾松毛虫松毛虫腺苷酸转移酶基因高度保守，在基因组中单拷贝存在。 
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Abstract: 【Objective】 A complementary DNA clone encoding the adenine nucleotide translocases in Dendrolimus puntatus 
has been identified. 【Method】 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) method was used to get the complete cDNA sequence. 
The sequence was analyzed with software. 【Result】The full length of adenine nucleotide translocases cDNA was cloned. (GenBank 
accession number: EF194157). The sequence contains a single open reading frame that encodes a polypeptide 300 amino acids in 
length. This polypeptide shows extensive similarities to the known ekaryotic translocase polypeptides, the similarity being greatest 
(up to 80% identity) to the Lepidoptera ADP/ATP translocases. 【Conclusion】Adenine nucleotide translocases of Dendrolimus 
punctatus has homology with that of other insects. Southern blot analysis suggests that a single copy of this gene is present per 
haploid genome. 
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0  引言 

【研究意义】线粒体是细胞内主要的 ATP 生产中

心，在细胞凋亡、信号转导的发生过程中起着非常重

要 的作 用。 腺苷 酸转 移酶 （ adenine nucleotide 
translocase，ANT）是真核细胞的线粒体内膜上的转运

蛋白家族成员[1~3]，在线粒体内膜上分布最为丰富，约

占细胞线粒体内膜总蛋白的 10%[1]，作为重要代谢物

的载体，参与线粒体的各种活动[3]。马尾松毛虫是中

国重要的经济林害虫，开展松毛虫腺苷酸转移酶研究，

有利于解析害虫生命代谢网络、了解 ANT 保守结构

在昆虫进化中的意义，同时对新农药的研制具有一定

的指导作用。【前人研究进展】ANT 蛋白由两个完全

相同，分别含一个 ATP/ADP 结合位点的亚基组成，

通过其构象的变化，实现细胞质中 ADP 和线粒体内

ATP 间的跨膜交换[2,4,5]，是生物体内能量产生与能量

消耗的重要连接[6]，生物体大约 1/2～1/3 的基础电子

传递由 ANT 催化，是保持细胞内能量代谢的关键成
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分[7,8]。ANT 虽非组成线粒体内膜上通透转换孔洞的

必要成分，但与内质网与线粒体之间的 Ca2+离子转移

有关，参与线粒体 Ca2+离子内环境平衡[9,10]。近来的

研究表明，ANT 在细胞凋亡诱导过程中有重要作   
用[11,12]，是各种细胞凋亡因子或凋亡抑制因子的作用

靶位[13~16]，细胞内具氧化活性的细胞凋亡诱导因子通

过氧化 ANT 蛋白的巯基基团，诱导线粒体肿胀和线

粒体内的 SOD、细胞色素 C 的释放[17]，而细胞色素 C
则可激活细胞凋亡代谢阶梯[4,18]。大多数真核生物至

少有 2 个不同的基因编码 ANT 蛋白[7]，在从真菌到哺

乳动物的已经研究中，ANT 蛋白无论在一级还是在高

级结构上均高度保守，都含有 3 个典型的穿膜结构域。

【本研究切入点】目前已从多种昆虫、哺乳动物、真

菌及植物中克隆了 ant 基因，但未见有关松毛虫

（Dendrolimus puntatus）ant 基因及蛋白的报道。松毛

虫属全变态昆虫，蛹期发生着幼虫组织器官的凋亡、

解离，及成虫组织器官的形成等剧烈的发育变化。【拟

解决的关键问题】本研究利用 ant 基因编码序列的保

守性，参考多种鳞翅目昆虫的 ant 基因序列，设计兼

并引物，对松毛虫脂肪体 mRNA 进行 RT-PCR，获得

松毛虫 ant 基因的全长 cDNA 序列，分析编码蛋白的

保守结构，及在 8 种昆虫中的亲缘关系，并利用

Southern 法分析 ant 基因在松毛虫基因组中的拷贝数，

研究结果丰富了腺苷酸转移酶蛋白序列信息，并为进

一步了解松毛虫蛹变态机制提供前期的研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  虫源  从浙江省永康采集马尾松毛虫蛹，实验

室传代饲养扩大种群。实验室条件下，以消毒后的新

鲜马尾松松针饲养马尾松毛虫幼虫至化蛹，饲养温度

27℃，光周期为 D﹕L=16﹕8。 
1.1.2  试剂  克隆用细菌 E. coli TG1 为浙江省农业

科学院昆虫分子物学实验室保存；T4 DNA 连接酶、

Taq DNA 聚合酶、克隆载体 pMD-T 为 TaKaRa 公司

产品；反转录试剂盒为 TOYOBO 公司产品；特异引

物由上海生工生物工程公司合成；mRNA 分离纯化系

统（PolyAT tract mRNA isolation system）为 Promega
公司产品；RACE 试剂盒为 Invitrogen 产品；N+尼龙

膜、预杂交液、杂交液购自鼎国生物技术公司；

DIG-11-dUTP、Digoxigenin检测试剂盒购自Roche公司。 
1.2  松毛虫蛹脂肪体总 RNA 的提取  

参照文献[19]，取化蛹后 4～5 d 的马尾松毛虫蛹 

脂肪体组织 0.5 g，加入 10 ml Trizol 冰浴匀浆，然后

加入终浓度为 30 g·L-1的糖元混匀，室温下放置 5 min。
加入 2 ml 氯仿，剧烈混合 3 min，4℃下 12 000 r/min
离心 15 min。将上清液移至无菌且无 RNase 的离心管

中，加入 2 倍体积乙醇，－20℃放置 10 min，4℃下

12 000 r/min 离心 5 min。弃上清液，以 75%乙醇洗涤

沉淀 2 次，稍干后，用无 RNase 的灭菌水溶解沉淀。 
1.3  松毛虫全长 cDNA 的克隆 

1.3.1  RT-PCR 引物设计  从 GenBank 数据库中获得

3 种鳞翅目昆虫 ant 基因的编码序列，家蚕（Bombyx 
mori），AY227000.1；烟草天蛾（Maduca sexta）
AY186577.1 ； 棉 铃 虫 （ Helicoverpa armigera ）

AY253868.1，根据序列保守性，设计基因保守区的

RT-PCR 引物 Dp ANT F 和 Dp ANT R。 
Dp ANT F：5′- TCGCKAARGATTTCCTGGCTG 

GTGG-3′； 
Dp ANT R：5′-SAGGARGTTGGAGAAGGCTCC 

CTTG-3′。 
1.3.2  RT-PCR 的 cDNA 第一链合成  cDNA 的合成按

反转录试剂盒说明书步骤进行。 
1.3.3  RT-PCR  RT-PCR在Eppendof PCR仪上进行。

扩增体系为 50 µl，其扩增体系组成为 10×PCR 缓冲

液 5.0 µl，0.5 µl dNTP（10 mmol·L-1），0.2 µl Taq DNA 
聚合酶（1 U），1.0 µl Dp ANT R（10 µmol·L-1），4.0 
µl Dp ANT F（10 µmol·L-1），2 µl cDNA，用超纯水

补足 50 µl。扩增程序为：94  1 min℃ ，60  1 min℃ ，72  ℃

1 min，36 个循环后 72℃延伸 10 min。获得长约 750 bp
的片段，以 T 载体法克隆 PCR 产物，阳性克隆子送上

海英骏生物技术有限公司测序。测序结果经 BLAST
检索序列数据库，确定所克隆序列为松毛虫 ant 基因

编码序列。 
1.3.4  脂肪体mRNA的分离纯化  mRNA 分离纯化按

PolyAT tract mRNA Isolation System 的说明书进行。

mRNA 溶于 100 µl 无 RNase 的纯水中。 
1.3.5  3′-RACE 和 5′-RACE  为了获得全长 cDNA 序

列，利用 RACE 法克隆 3′和 5′端的序列。具体步骤按

GeneRacer Kit（Invitrogen）的说明书进行。3′-RACE
的引物分别为序列特异的正向引物 ANT3 和试剂盒提

供的通用反向引物，PCR 扩增后得到长约 400 bp 的片

段，PCR 产物回收后经 T 载体克隆后，测序确定与已

克隆的 ant 基因编码区序列有重叠，从而获得 3′端序

列。ANT3：5′-GTACGTAGGCGYATGATGATGCAG 
TC-3′。 
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5′-RACE 的引物分别为试剂盒提供的正向引物和

序列特异的反向引物 Dp AR。PCR 结束后，以 1 µl PCR
产物为模板，进行巢式 PCR。引物分别为试剂盒提供

的正向巢式 PCR 引物和序列特异的反向巢式引物 Dp 
ANT5。巢式 PCR 得到 420 bp 产物，经克隆、测序后

证实该片段与 ant 基因编码区 5′端有重叠，从而获得

5′端序列。 
Dp AR：5′-AGAACTGCGTATTCTTTGTCGACG 

CC-3′； 
Dp ANT5：5′-CTTGCTTGTACTTGTCCTTGAA 

GGCG-3′。 
1.4  Southern 杂交 

1.4.1  基因组 DNA 的提取和纯化  解剖大龄松毛虫

幼虫的丝腺，洗净后在预冷的研钵中加液氮快速研磨

成为粉末状，加抽提缓冲液（10 mmol·L-1 Tris-HCl pH 
8.0；0.1 mol·L-1 EDTA pH 8.0；0.5%SDS），混匀后转

入离心管中，加蛋白酶 K 至终浓度 100 µg·ml-1，56℃
水浴保温 3～5 h 后离心，上清液用酚﹕氯仿﹕异戊醇

=25﹕24﹕1（v﹕v﹕v）、氯仿各抽提 1 次，上清液

用 2 倍体积冰无水乙醇沉淀 DNA，沉淀用 70%乙醇洗

涤 2 次，加 TE 溶解；加 RNA 酶 H 至终浓度 50 µg·ml-1，

37℃保温 2 h 以消化 RNA，再用酚﹕氯仿﹕异戊醇 = 
25﹕24﹕1（v﹕v﹕v）、氯仿各抽提 1 次后，用 2 倍

体积冰无水乙醇沉淀 DNA，沉淀用 70%乙醇洗涤 2
次，加 TE 溶解，电泳检查 DNA 质量，经分光光度计

（Beckman DU640）检测浓度和纯度。 
1.4.2  基因组DNA的限制性内切酶酶解  取 60 µg高
分子量基因组 DNA，分别以 EcoRⅤ、PstⅠ、ApaⅠ、

BamHⅠ、HindⅢ酶切过夜，酶切产物经无水乙醇沉

淀后，溶于 30 µl 超纯水。4℃条件下，0.7%的琼脂糖

凝胶缓慢（＜1 v/cm）电泳过夜。 
1.4.3  转膜  按《分子克隆实验指南》[20]，用毛细

管转移法将变性后的 DNA 从琼脂糖凝胶转移到 N+尼

龙膜上。 
1.4.4  DIG 标记探针的制备  以含松毛虫 ant 序列的

重组质粒为模板，Dp ANT F、Dp ANT R 为引物，反

应体系中，标记核苷酸 DIG-11-dUTP：dTTP 为 1﹕2，
PCR 扩增制备松毛虫 ant 基因的探针。 
1.4.5  杂交及检测  按《分子克隆实验指南》[20]中

核酸杂交操作步骤进行探针杂交。杂交检测按试剂盒

的说明书操作。 
1.5  数据分析 

cDNA 序列登录 GenBank。用 Dnaman 软件进行 

同源性分析和序列拼接，将 DNA 序列转换成氨基酸 
序列。在 GenBank 数据库中 BlastX 搜索同源性序列，

所需参数均采用默认值，并利用 Phylip 软件的 protdist
程序计算进化距离，republicate 参数设为 1 000，分析

8 种昆虫 ANT 蛋白的进化关系。将氨基酸序列输入

http：// www. ncbi. nlm.nih.gov/ Structure/cdd/wrpsb.cgi
上用 CDDv2.11-17402PSSMs，分析松毛虫 ANT 蛋白

保守结构域。 

2  结果与分析 

2.1  松毛虫 ant 基因的克隆和分析 

用 ant 基因保守区引物 Dp ANT F 和 Dp ANT R，
RT-PCR 的扩增后获得约 800 bp 的产物，经 T-vector
克隆测序。测序结果经 BLAST 检索序列数据库发现，

该序列与家蚕、棉铃虫、烟草天蛾 ant 基因的同源性

为 85%，确定该片段为松毛虫 ant 基因的编码序列。

分别利用该序列 3′和 5′区设计特异的 3′-RACE 正向引

物 ANT3 和 5′-RACE 反向引物 Dp AR，及反向巢式引

物 Dp ANT5。3′和 5′-RACE 分别获得 380 bp 和 420 bp
的 PCR 产物，克隆测序发现，序列与松毛虫 ant 编码

序列有重叠，为 ant 基因 mRNA 的 5′和 3′序列，3 个

序列经软件拼接后得到松毛虫 ant 基因完整的 cDNA
序列（图 1）。GenBank 登录号：EF194157。 

分析松毛虫 ant cDNA 全序列，发现仅有 1 个

ORF，起始密码子在 133 位，终止密码子在 1 033 位，

推测编码蛋白含有 300 个氨基酸，预测其相对分子量

为 32.9 kD，等电点（pI）为 10.06。输入 http：// www. 
bioinfo.tsinghua.edu.cn/SubLoc/预测该蛋白为线粒体

蛋白（Reliability index：RI=6；Expected accury = 97%）。

保守结构功能域分析，发现该推测编码蛋白序列与目

前已知的蛋白质结构功能域数据库中许多物种的腺苷

酸转移酶具有相似的结构功能域，在其第 10～103 位、

第 112～208 位及第 224～300 位分别为线粒体穿膜结

构域（图 1）。按 cDNA 序列设计引物，以基因组 DNA
为模板，进行扩增，PCR 产物序列与 cDNA 一致，表

明松毛虫 ant 基因无含内含子。 
2.2  不同物种间 ant 基因的同源性分析 

将松毛虫 ant 基因（EF194157）与同为鳞翅目昆

虫的家蚕（Bombyx mori，AY227000.1）、烟草天蛾

（Manduca sexta，AY186577.1），棉铃虫（Helicoverpa 
armigera，AY253868.1）及蜜蜂（Apis mellifera，
NM_001010975）、绿蝇（Lucilia cuprina，AF218587）、
果蝇（Drosophila melanogaster，AAB31734）、蚊子 
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1 AGATTCAAAAATCAGGGTTCGTGTTTCGTGGTTTTCCAATCAGTGTGTGCCGTAGTTCCC

61 ACCTCGTCGACAACGAGGTAATCACCCAGTGCCCACCTCGCAGATAGATCAAAATGTCGA

121 AAGGCTTAGCCGATGCGGTCGCGCTGCAGGTCGACGATTTTCGCCAAGGATTTCCTGGCT

1 M  R  S  R  C  R  S  T  I  F  A  K  D  F  L  A

181 GGTGGCATCTCTGCCGCGGTGTCCAAGACCGCCGTCGCACCCATCGAGCGCGTCAAGTTG

17  G  G  I  S  A  A  V  S  K  T  A  V  A  P  I  E  R  V  K  L

241 CCGCTTCAAGTGCAGCATGTGAGCAAACAGATCGCCGCAGACCAGCGTTACAAGGGCATC

37  P  L  Q  V  Q  H  V  S  K  Q  I  A  A  D  Q  R  Y  K  G  I  

301 GTCGACGCTTTCGTCCGCATTCCCAGGGGGCAAGGGCTTCTTTCATTCTGGCGTGGTAAC

57  V  D  A  F  V  R  I  P  R  G  Q  G  L  L  S  F  W  R  G  N  

361 CTCGCCAACGTCATCAGGTGCTTCCCCACACAGGCGCTCAACTTCGCCTTCAAGGACAAG

77  L  A  N  V  I  R  C  F  P  T  Q  A  L  N  F  A  F  K  D  K

421 TACAAGCAGGTGTTCCTCGGTGGCGTCGACAAGAATACGCAGTTCTGGCGTTATTTCGCG

97  Y  K  Q  V  F  L  G  G  V  D  K  N  T  Q  F  W  R  Y  F  A

481 GGTAATCTCGCATCTGGTGGTCCCGCTGGAGCGACCTCGCTCTGCTTTGTATACCCCCTC

117  G  N  L  A  S  G  G  P  A  G  A  T  S  L  C  F  V  Y  P  L

541 GACTTCGCCCGTACCCGTCTCGCCGCCGATGTTGGAAAAGGCGATGGTCAGCGCGAATTC

137  D  F  A  R  T  R  L  A  A  D  V  G  K  G  D  G  Q  R  E  F  

601 TCCGGCCTCGGCAACTGCCTCACCAAGATCTTCAAGTCAGATGGCCTTACAGGCTTGTAC

157  S  G  L  G  N  C  L  T  K  I  F  K  S  D  G  L  T  G  L  Y  

661 AGGGGTTTCGGAGTATCCGTACAGGGTATTATCATCTACCGTGCGGCATACTTTGGTTTC

177  R  G  F  G  V  S  V  Q  G  I  I  I  Y  R  A  A  Y  F  G  F

721 TACGACACAGCCCGCGGCATGTTGCCCGACCCCAAGAACACCCCCATCGTCATCAGCTGG

197   Y  D  T  A  R  G  M  L  P  D  P  K  N  T  P  I  V  I  S  W  

781 GCCATCGAAAAAACCGTCACCACAGTTGCCGGCATCATTTCATATCCGTTCGATACAGTA

217 A  I  E  K  T  V  T  T  V  A  G  I  I  S  Y  P  F  D  T  V  

841 CGTAGGCGTATGATGATGCAGTCTGGCAGAGCCAAGAGTGACATGCTGTACAAGAACACA

237  R  R  R  M  M  M  Q  S  G  R  A  K  S  D  M  L  Y  K  N  T  

901 CTGCATTGCTGGGCCACCATCGCCAAGACAGAGGGTGGTGGTGCTTTCTTCAAGGGAGCC

257  L  H  C  W  A  T  I  A  K  T  E  G  G  G  A  F  F  K  G  A

961 TTCTCCAATGTCCTCAGAGGCACAGGTGGTGCGTTTGTGCTTGTCTTATATGATGAGATC

277  F  S  N  V  L  R  G  T  G  G  A  F  V  L  V  L  Y  D  E  I

1021 AAGAAGCTCCTCTAAACATATTGTAAGAATTGTTACCATTACTTAACATAAATGTGATTC

297  K  K  L  L  * 

1081 AATCACCACAGCCACTCCCTCAATCTTGTATTAATAGACGCGAAAACGAATTCTAGTAAC

1141 TTATTTTTAGTTAAATAAAGTGTTATACATTGATTCAAAAAAAAAAAAACTGCACCAAAC

1201 GTGGCTTGCCAGCAATC 

 
下划线部分为探针的 PCR 引物区，点线为 Poly A，终止密码子用*标出，

方框内为蛋白序列的线粒体穿膜结构域，下划虚线为 poly A 区 
The deduced amino acid sequence is showed under the nucleotide sequence, 
the primers of probe are underlined, the asterisk indicates the stop codon, 
and the square frames represent the mitochondrial carrier protein conserved 
domains, the poly A is showed by dotted lines, sequence data has been 
submitted to GenBank under accession number EF194157 

 
图 1  松毛虫 ant 基因的结构 

Fig. 1  Structure of Dp ant gene 

（Anopheles gambiae，AY227001）等昆虫进行同源比

较发现，在核酸水平上一致性很高。其与家蚕和烟草

天蛾的一致性最高（85%），与蜜蜂的最低但也达到

72%，其余均在 80%左右。氨基酸序列的一致性在 80%
以上，同源性都在 90%左右（图 2）。从 Phylip 软件

构建的 8 种昆虫 ANT 系统发育树可以看出，4 种鳞翅

目昆虫的 ANT 蛋白亲缘关系较近，可归为一类，而

其中家蚕和烟草天蛾的亲缘关系更近；双翅目的果蝇、

绿蝇的分化较晚，而蚊子 ANT 蛋白分化最早，蜜蜂

ANT 的进化介于鳞翅目昆虫与双翅目昆虫之间（图

2），在 4 种鳞翅目昆虫中，松毛虫与其余 3 种昆虫的

遗传关系最远。 
 

 

 

图 2  昆虫 ANT 的系统发育树 

Fig. 2  Phylogenetic tree of insects ANT 

 
2.3  Southern 杂交分析 

基因组 DNA 的 Southern 杂交分析松毛虫 ant 基
因在单倍体基因组中的拷贝数。基因组 DNA（60 µg）
分别以 BamHⅠ（BI）、EcoRⅤ（EV）、HindⅢ（H
Ⅲ）、PstI（PⅠ）和 ApaI（AⅠ）完全酶切，电泳后

转 N+尼龙膜，以 Dig 标记的松毛虫 ant 基因编码序列

为探针，进行 Southern 杂交，结果 5 种限制性内切酶

均产生单一条带（图 3），表明在松毛虫单倍体基因

组中，ant 基因单拷贝存在。 

3  讨论 

细胞凋亡是生物体生命过程中不可或缺的组成部

分，正常的生命体一方面通过细胞分裂产生新的细胞，

一方面又通过程序性细胞凋亡来清除无用的组织细

胞。全变态昆虫的蛹期，是一个过渡期，衔接幼虫期

和成虫期的发育，实现幼虫发育向成虫发育的转变，

体内经历着幼虫组织器官的凋亡解离和成虫组织器官

的形成。20 世纪 90 年代后期至今，随着对线虫和哺

乳动物细胞凋亡机制研究的深入，对果蝇、家蚕等昆 
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图 3  松毛虫基因组 Southern 分析 

Fig. 3  Southern blot analysis of Dendrolimus puntatus 

genomic DNA  

 
虫细胞凋亡的遗传调控级联系统的研究也取得了重要

进展，先后鉴定了多个细胞凋亡调控网络中的级联反

应基因[21]。 
本研究以马尾松毛虫蛹为材料，根据 ant 基因的

保守性，设计引物，并利用 3′-、5′-RACE 方法获得松

毛虫 ant 基因的全长 cDNA 序列，分析推导的氨基酸

序列发现，该 cDNA 序列可编码含典型穿膜结构的

ANT 蛋白，与果蝇 ANT2 和家蚕 ANT 蛋白的同源性

分别达 93%和 96%，说明该 ANT 蛋白在 3 个物种中

高度保守。Southern 杂交表明本研究克隆松毛虫 ant
基因在单倍体基因组中单拷贝存在。 

ant 基因研究表明，在不同的染色体位点上存在编

码 ANT 蛋白的同功基因，这些同功基因具有相似的

结构，编码区序列同源性为 77%～79%，氨基酸序列

同源性达 98%，而且不同物种间，同功基因编码的

ANT 蛋白的相似性也高达 94%～98%，但这些基因在

5′非编码区序列及启动子元件的组成上有较大差异，

因而具有不同的组织特异转录方式[6,22]。大多数哺乳

动物含有 3 个不同 ANT 蛋白，对应于 3 个不同的基

因。ANT 蛋白的表达不仅仅由生长活动调节，而且具

有组织专一特性。Sp1 因子可抑制 ant2 启动子的转录

活性[23]，而 ant1 则由 TGF-β1 因子调控[24]。果蝇基因

组中有两个 ant 基因，分别称为 SesB 和 ant2，两者在

核酸水平和蛋白水平的一致性分别为 72%和 78%。果

蝇 ant 基因在基因组中呈串联重复，并从相同启动子

转录，通过不同的剪接方式获得各自的 mRNA[7]。近

来研究发现，在果蝇 ANT 基因 5′侧翼区，存在有 3
个可能的 DNA 复制相关序列（DRE），转录调节因

子通过与DRE位点结合，正向调控 ant基因的转录[25]。

在本研究中，仅克隆获得一个与果蝇 ant2 基因高度同

源的马尾松毛虫 ant 基因，这可能是因为在设计 RACE
引物时，仅以 3 种鳞翅目昆虫 ant 基因序列作为参考

序列，而这 3 个 ant 基因序列均与果蝇 ant2 高度同源。

同时，用于 cDNA 合成的 mRNA 仅来源于化蛹后 4～
5 d 的马尾松毛虫蛹脂肪体组织，而 ant 基因的表达具

有组织特异性，因而不能排除存在其它的松毛虫 ant
基因。利用克隆的 cDNA，结合松毛虫基因组序列，

可进一步分析松毛虫 ant 基因 5′上游区域内的表达调

控元件，研究其表达调控方式。松毛虫蛹变态过程中，

作为线粒体内膜上的主要穿膜蛋白，ANT 蛋白是否参

与幼虫组织的细胞凋亡过程，ant 是否属于细胞凋亡调

控网络中的级联反应基因，有待进一步研究。 

4  结论 

克隆的马尾松毛虫 ant 基因 cDNA 全长 1 217 bp，
其中起始密码子 ATG 位于 133～135 bp，终止密码子

TAA 位于 1 033～1 035 bp，阅读框全长 900 nt，编码

300 个氨基酸。马尾松毛虫与家蚕、烟草天蛾、棉铃

虫、蜜蜂、绿蝇、果蝇、蚊子等昆虫的 ANT 蛋白在

进化上高度保守。马尾松毛虫 ant 基因无内含子，在

单倍体基因组中单拷贝存在。 
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