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�������	 
�������
��(&(Omphisa fuscidentalis) �8;�������$���������
��*�
 5 ���(����<�	�
���� ��=
�#&

�����������%��=��(&��<���&�����	���
��>?�������6B,
�!���8C>���8 %����$&
���������

����D$&
!��$
!��=!�=���������!���������%����!��!���
�
���"����
!�#��?<��!�
���<��F���������

���   	
�%�=�����!�"#$�����������
��� (juvenile hormone analogue : JHA, methoprene)  �	&����

���
��(&����������� *�
%�=8��!
+�����!������������
!�#��?<� ��=�!	�D�	��	
��8��
���8����=
�#&

��	��=    (���<����%�=��K�$&
	
�%�= JHA �
""��8	���F=��&�!�8�*�������%�=��&!	
����
���������

%����!��!�� 	
�	���F=����	
���<��F���������
"�	�
�$�=��	�D	
�������	������"�
��
�%���&��

���<����
� ���������������������(EcR) �	�
�$�=��	�D	
���	��
D����!���?
�(&
�	��	������

��$��������������������  EcRc ��� ultraspiracle protein (USP) ���
��"
	 JHA ���
!8��!
+�����!�

��������%����!��!������������
��(&%�=�#��?<� 	
��$D�F!	
�������	������������������������

�
""��	�
�$�=��	�D	
�*�
�
���� JHA %�	
�)?	B
���<���< "?�*�
	
���	 ecdysone receptor (OfEcR) 

*�<���� isoform ��� OfEcR-A ��� OfEcR-B1 ���)?	B
	
�������	����������"
	%�=�����!� JHA 

(�"
		
����� OfEcR-A ��� OfEcR-B1 *�
��=8��	�D�=$� A/B, C, D ��� E regions �D$&
 

OfEcR-A !��$
!�
$ 2,400 bp 8��	�D�=$� 514 	����!��� ��� OfEcR-B1 !��$
!�
$ 2,407 bp 

8��	�D�=$� 541  	����!��� *�<���� isoforms !��$
!��	�&
�	��%��&$� N-terminal A/B "
	�=�!#� 

database ����%�=��K�$&
 OfEcR-A ��� OfEcR-B1 !��$
!��!����#��!�
��*��D	�D Chilo suppressalis 

EcR (CsEcR-A and B1), Choristoneura fumiferana EcR (CfRcR-A and B1) ���Bombyx mori EcR 

(BmEcR-A and B1) �
!��
��D ���!��$
!��!����=���!�
��*��D	�D Drosophila melanogaster EcR 
(DmEcR-A and B1) 	
��8��
���8��	
�������	��� OfEcR-A and OfEcR-B1 %��&�!�8�*����

���%��&$� 0-22 $������"
	%�= JHA 0.1 �!���	��! �D$&
	
�������	���*�<� OfEcR-A ��� OfEcR-
B1 mRNA ���
!�?<� ����"
	%�=�����!� JHA 14 $��������
!�#��F�$��*�
 20 	
����
!�?<��#��F����*�<����

����W���!��<��!���/�	�D�&$��$�
*�
����D�����!������������
!�?<�%����!��!�� "
	(�	
�*����

���	�&
$��<%�=��K�$&
 JHA 	���F=�	
����
!�?<���������!���������%����!��!�����	
����
!�?<����

�����!���<��	��
%�=	
�������	��� EcR mRNAs %��&�!�8�*����������
!�?<��=$� 
��
���	 : bamboo borer, Omphisa, ecdysone receptor, JHA  
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      Project title      Cloning and expression of ecdysone receptor gene induced by juvenile hormone during   

                           the development of bamboo borer   

Investigator     Tippawan Singtripop  
                     Department of Biology, Faculty of Science, Chiang Mai University 

E-mail Address: scboi020@chiangmai.ac.th 

Project period: 1 December 2006- 30 November 2009 

Abstract 
The bamboo borer, Omphisa fuscidentalis, the fifth instars larvae enter diapause in the 

bamboo stem in September and are in diapause until the following May. During larval diapause, 

the ecdysteroid titer remains at low levels and increases towards the diapause termination. An 

application of juvenile hormone analogue (JHA), methoprene, to diapause larvae induces an 

increase in ecdysteroid titer and eventually pupation. These results indicate that JHA may 

stimulate the prothoracic glands (PG) to increase ecdysteroid titer in hemolymph. Diapause 

initiation and termination may involve in changes in expression of specific genes in individual 

tissues. Ecdysone receptor (EcR) gene is a regulatory specific of insect molting which is 

mediated via two nuclear receptor superfamily members, ecdysone receptor and its 

heterodimeric partner, ultraspiracle protein (USP). Since JHA increases ecdysteroid titer in 

hemolymph of the diapause larvae of the bamboo borer, control of the expression of the 

ecdysone receptor gene (EcR) in the PGs may be involved in the action of JHA. In the present 

study, we first identified, two isoforms of ecdysone receptor from the bamboo borer, Omphisa 
fuscidentalis (OfEcR) and examined for their expression levels during the diapause period as 

well as those after JHA application. We have cloned both OfEcR-A and OfEcR-B1 encoding the 

A/B, C, D, and E regions. The OfEcR-A mRNA was 2,400 bp in length which encoding 514 

amino acids and OfEcR B1 was 2,407 bp in length which encoding 541 amino acids. Two 

isoforms differed only in the N-terminal A/B region. A database search revealed that the OfEcR-
A and OfEcR-B1 have high sequence identity with Chilo suppressalis EcR (CsEcR-A and B1), 

Choristoneura fumiferana EcR (CfRcR-A and B1) and Bombyx mori EcR (BmEcR-A and B1), 

respectively and lower identity to the Drosophila melanogaster EcR (DmEcR-A and B1). The 

expression profile of OfEcR-A and OfEcR-B1 in the PG during 0-22 day of 0.1 ug JHA 

application showed that both OfEcR-A and OfEcR-B1 mRNA expression in the PG increased 14 

days after JHA application and peaked at Day 20.  These peaks of both isoforms correlated with 

the time of the increase in the ecdysteroid titer in hemolymph. These results suggest that JHA 

stimulates the increase in hemolymph ecdysteroids, and then the increased ecdysteroids induce 

the increase in EcR mRNAs in PG. 

Keywords: bamboo borer, Omphisa, ecdysone receptor, JHA 
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%
�
��$���&� ��)
�4�4(��%
�
 (larva) ���&
��$'�*���-$
  �
"$��	����	��6��(����� Omphisa 

fuscidentalis Hampson �������!
 ��
��� Lepidoptera ��6� Pyralidae �4.�	
�O�-�%
$�(�
�
�����4�	6

�	� ��#��*�
!
"$������J���
 HC����)
	
�
��������4	�
!
*�,��-
.$'
��$��	����� %
�
��$���&��������!


*�,�� holometabolous 	
��
*��������(���(9��������� (complete metamorphosis) *����-$� �
�4�4(���(����� 

��� (��%
�
 9�4��*9�# ��**��6C*D��4�4*����������%
�
.�����4�4*����������%
�
�
 2 �4�4 

-$��4�4*���������'
(#
 9�4�4�4����������4.��  (larval diapause) �4�4*���������'
(#
�
 5 ��
�(���

(instar)  (Singtripop et al., 1999) .�!
��$�
���%�-�%�����*9��&
��$'������� 4-6 ��
  %
�
�
�
�����(��

9�4-���*�#�����*4�%�*%�� (head capsule) ���*��*   ���
�4�4���4.�� .�(�'�9(���$�
*�
���
JC�

.GDO�-� !
�4�4

'����
-���9(*(�������
�����(��9�4-���*�#����� head capsule����
*��*�
��%��

9�4*�4��
*����(�����HC�(��� ��**��6C*D�*�������"
��(9�4��*D�4��"
��(.����9��&
��$'��4������	
�

�-
*��%
���&�!
"�����4�����$�
���%�-�  ��$��WX*��*����)
(��%
�
9�#��4�-�$��
�#��9�4���4����#�

����6������!
���(#
���%
���&�  9�4*��*�
��$���&����
HC���,����O��!
��)
��%��9�#����4	4�,&��
�#���#��

��#�&��C'
����$���N �
�*$��JC����  !
"���

'(��%
�
�4�
*��������(���(��*�C'
��$���N 9�4��$��������(��	
�

9�#��4*��������������*�
	
���#��	
� 1 %�$� 2  J����*��#������	
��-����4�������#!
(�
9�*  �4�4	
���6��

����!
���(#
�&���)
(��%
�
����!
"�����$�
*�
���
JC�.GDO�-� ��4��� 280-304 ��
 ��*
�'
��#���*9�#

O��!
*�4��*��#�&�!
"�����$�
��J,
��
JC�*�*Y�-���4��� 30-40 ��
 9�4��*��)
(���(������������)


&
��$'�*���-$
��4�����$�
���%�-� �
���,��4��� 15-20 ��
  (���(��������&
��$'�*���-$
�
��*D�4-$� (��

��
��
�

'��(���#� �+*-��%
#��
���%��*.�������
�����#� %
����)
9����#
�#�� (filiform) (����
��
�
��

!%��*���(��&�# �4�%�
��#���%
�
��$���&��
��"
��(���
�
JC� 1 �+ HC��9(*(�����*9���!
*�,����
��*�
��)


�������* 9�4�4�4	
�!"#����
�
	
��,� -$� �4�4(��%
�
!
"�����$�
*�
���
JC�.GDO�-�����+J���� 

��
�*�4�4

'��� �4�4���4.�� (diapause stage) 

��**��6C*D�%
�
��$���&��4�4���4.��.�����
-�����#��#
���3�����
��-���H
!
3
�����.�

(��� (Singtripop et al., 1999) HC�������)
����#���!
"����4�4���4.��

'  (������	�9�-H�-J�*�����'����!%#

�
*��%����3�����
��-���H
 %
�
�C�����*��*�����
��
9�����#������*9�#  
�*��*

' Singtripop et al. 

(2000) ��#.����*��!%#3�����
���
�
������-��4%� (juvenile hormone analogue : JHA, methoprene)   9*�

%
�
��$���&��4�4���4.�� �
&�	��!%#%
�
�*��*�����
��
9�����#�����4�4��*9�#��#  9���!%#�%�
��� 

JHA 	
�!%#���
&�(��*��	��!%#�4�4����������4.����'
�,���   9�4��*&�*��6C*D�	���#�
�
$'���$����	��

.��������9�4(������	�9�-H�-���%
�
	
���#��� JHA �
*�����
��
9���9�4.�@
���#!*�#�-
��*��!


�4�4��*9�#     �C���)
����#��������4��K�%������ JHA �����)
����9�4(������	�9�-H�-   9(���*

*��6C*D���� Singtripop et al. (2000) .����%
�
!
�4�4���4.��	
�	��*��&��(�����������*9�#�!%# 
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JHA �����J���
��
9�����#������*9�#��#�"�
��
��*�
  9������ JHA ����4�
&����(��(��(������	�9�-

H�-	��!%#(������	�9�-H�-�
*��*���!
*��%����3�����
 (secretory activity) �.����C'
   (����C�&��(

3�����
��-���H
��*�C'
 9�4"�*
��!%#%
�
��#�����4�4��*9�#��#  

Riddiford (1993) *�������*��-��-,�*����*-���9�4*���*����(�����W�H���
-����*
����#��*�


!
�4�������*,� ��
�
$�������* EcR (ecdysone receptor) 9�4 JHR (juvenile hormone receptor)      ���

�E������**��6C*D�	
�!
 M. sexta 9�4 B. mori ��)
%��*         ���-�����#��#
���3�����
��-���H


!
3
�����.�
�������*����*-�����#�
$�����**�����*�
���3�����
��-���H
*�� EcR 9�4 partner 

protein -$� Ultraspiracle (USP) 9�4 immunophilin (Song et al., 1997) �*����)
 ecdysone receptor complex 

	��!%#�*��*��*�4(,#
*��	����
��� regulatory gene 
�������*�����
��
9���!
�4�4(����  !
"���	
�-���

��#��#
���3�����
��-���H
!
3
�����.�����
�'
 .�����*��*�����
��
9���������HW������� EcR 

(����
 ecdysteroid-induced regulatory factors (���N  	��!%#�*��*�����
��
9�����#�����4�4��*9�#��#!


	
��,�   

EcR ��)
�
�H��(���	
��������!
*�,�� nuclear hormone receptor superfamily ��4*���#�����
(���N 5 

���
 -$� A/B, C, D, E 9�4 F region .���)
-��'�9�*!
 9���%�
� (Drosophila melanogaster) �
 3 isoforms 

-$� EcR-A, EcR-B1 9�4 EcR-B2 ���9(��4 isoform �
-���9(*(���*�
������ A/B region (Kamimura et 

al., 1997) 9(�!
9���"
���$�
.�����
 2 isoforms -$� EcR-A 9�4 EcR-B1 �"�
 !
 M. sexta (Jindra et al., 

1996; Fujiwara et al., 1995), G. mellonella (Jindra and Riddiford, 1996), B. mori (Kamimura et al., 1996) 

9�4 C. suppressalis (Minakuchi et al., 2002)     

�X��,��
�
*��6C*D�JC�*��9�����*��� EcR mRNA (EcR mRNA expression) !
�
$'���$��(���N 

���9��� �.$��
����!"#�E����JC�*��*-��-,�*��	����
!
�4�������*,�      ���*��6C*D� !
 M. sexta 

9���!%#�%�
��� EcR ��� M. sexta 	
� homolog *�� EcR ��� D. melanogaster �
 *��9�����*!
�,7��+* 

9�4(������	�9�-H�-���(��%
�
 ���JC��
$'���$���+*�����*9�#   
�*��*

'���.�����
*��9�����*��� 

EcR mRNA ��*	
��,�!
�,7��
*!
"���(��%
�
��
�(����,�	#�� 1 ��
 %�����**����#�����4�4	
��
*��

�-�$��
�%�     !
��4	
�*��9�����*��� EcR mRNA  !
(������	�9�-H�-�.����C'
������������!
��
	
� 

2 ����4�4*���-�$��
�%� 9�4.�����
���������%�����*"����������*����    
�*��*

'!
"���*��
��#����

�4�4(���(������
*��9�����*����,� (peak) ��� EcR mRNA ���*�!
�
$'���$���+*%�����*	
�(��%
�
�*��

*����#�����4�4��*9�#  HC���4�������,����	�'�����
$'���$�����*�����*���C'
��������.�
E�*��*���.����C'
���

������3�����
��-���H
 9�4 20-hydroxyecdysone        9���!%#�%�
������������3�����
��-���H


!
3
�����.��
&�(��*��9�����*��� EcR mRNA (Fujiwara et al., 1995)    


�*��*

' Gilbert et al. (1997) ���*������� 20-hydroxyecdysone �
&�*�4(,#
*��	����
���(�����

�	�9�-H�-����.���*��9�����*��� USP mRNA �����JC��.���*�4��
*�� phosphorylation ��� USP 

HC����)
��-���4*����� EcR  ���
�'
*�����
��
9���-�����#��#
���3�����
��-���H
9�4

���
��4*����� ecdysone receptor complex ���(������	�9�-H�-�
&�(��6�*�O�. (potential) ���(���
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!
*����#��3�����
��-���H
9�4*��-��-,�9�� feedback inhibition �
*�#��   �C��%�
��#���*��

���
��
9�������4���3�����
��-���H
�
&�(��*��9�����*��� EcR mRNA �"�
��
��*��	
��
*��6C*D�

JC�*��9�����*��� EcR mRNA  !
 spruce budworm (Choristoneura fumiferana) 	
�.����*��9�����*

��� EcR mRNA �4�.����C'
�������*��$�����*�����
����������,����3�����
��-���H
!
"���	
��*��*��

��*-��� 9�4�
*��9�����*��� EcR mRNA ����!
"����4%����*����*-��� (intermolt)      


�*��*
�'
���.����!
(��%
�
��
�(���	
� 6 �
*��9�����*��� EcR mRNA �*���C'
	
���.��������� *#�


����
9�4���
	�����
��%�� 9�4���.�*��9�����*��� EcR mRNA ���	
��,�	
��
$'���$��(���N ���*����   

��$����#�����4�4*��
��#���*9�#HC����)
�4�4	
��
���������3�����
��-���H
!
3
�����.�����,�  (Kothapalli 

et al., 1995) 

���%�����
�����!
%
�
��$���&�.����*���.����C'
���3�����
��-���H
�
$����� ��**��*�4(,#


���3�����
���
�
�����	
���#*������9�#� ����4�
&�(��*�����
��
 9��������-���H
�
�H��(����

 

(Ecdysone receptor gene : EcR) !
*��6C*D�-��'�

'�C���#	��*��6C*D�JC�&����3�����
���
�
��	
��
(��*��

���
��
9������ EcR !
(������	�9�-H�-���%
�
	
���#���9�4�����#��� JHA      �������*�(���������-�

�
�����
JC����������9�4������*���4���
!
 EcR ���%
�
��$���&���*��
 ���
�'
��
�����-��'�

'�C�(#��	��

*�� clone  EcR ���%
�
��$���&� �.$��%����������9�4������*���4���
9�4���	�'�%�-������.�
E���� 

EcR 9�4 USP ��*
�'
�4!"# partial sequence ������������	
���#��!"#!
*����*9���.������ (primer) �.$��

!"#!
*��(������-��4%�-���9(*(���9�4-������.�
E���� EcR 9�4 USP expression (���� 

��*	
�*�������4�%�
��#��� !
�X��,��
��
�����	���#�
%
�
��$���&���#�
-���*#��%
#�����*�
JC�

�4�������*,� HC���#����	����#

'�4�����J�E����JC��	��	���3�����
���
�
��(��*����'
�,�����4�4���4

.��!
%
�
��$���&��4�������*,� 9�4�4������#����	����
���	�������
�����	
���#	�����������9�#�  HC��

-�����#��*��
�����-��'�

'J$������)
��-�-�����#!%��!
�4�������*,��.$��!"#!
*���E����*��**��	����
���

�4��3�����
��#"����
�����C'
 �
*	�'�����4
�������*�������9�4*��-#
-�#�!
�4�������.$��*��.�@
�-�����#

!
��
���������(�����#	����	�����9���(���� 



�A>.�$���� 

 

        1.  �.$��6C*D�-,���*D�49�4���9�� (isoform) ��� ecdysone receptors ���%
�
��$���&�  ���*��	�� 

RNA extraction, Cloning  9�4 sequence analysis ��#6C*D����
���	
��-����%�$�
*��ecdysone receptors 

sequence *��9���"
���$�
N 

        2. �.$��6C*D�&����3�����
���
�
��(��*��9�����*��� ecdysone recptors gene ���(��� 

���	�9�-H�-!
%
�
��$���&��4�4���4.��  ���*��	��  RNA extraction, RT –PCR 9�4 !"#�	-
�-  

Real time qualtitative PCR 


���	���%#&� 
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	����#��#$8�#/�%
�*��'&�*&�+%�,���*,�*�&����� (Ecdysone receptor gene: EcR) *�:�&"?	@�;#'&� 

JHA ��&	����%�&&	'&� EcR mRNA ��8�&�*�:�&+;��$�$+%&$�&� 

 	��*��%�� JHA -�����#��#
 0.1 ���-�*���/5���-���(�����4H��(
/(�� 9*�%
�
�4�4���4

.�� ��*
�'
��$��%
�
��#�����4�4 G0 	��*��&��(�����&��%
��9�4����
���%
�
!����!
����4��� 

TRIzol 9�#�	��*���*�� RNA ��*&��%
����*�� ��$����# RNA 9�#� 	�� DNase treatment 9�#�����-��4%� 

cDNA �����E
 reverse transcription �.$��!"#��)
 template !
*��	�� PCR (���� 9J� band 	
��*����* PCR 


����	�� gene clean 9�#��C�
���� insert !
 plasmid DNA (pZErOTM-2) ���*��	�� ligation ��*
�'

�� 

plasmid DNA ���*������	��*�� transformation !
 E. coli  	��*��(���%� plasmid DNA 	
��
"�'
���
���

�

	
�(#��*�� ��$��(���.�9�#�	��*���*�� plasmid DNA �.$��
����	��*��%������������� EcR ��*
�'
�C�

��*9���.������	
��
-�������.�4*���

 (gene specific primers) �.$��	��*�� amplify 9�4%������������� 

full length EcRs 2 isoforms -$� OfEcR-A 9�4 OfEcR-B1 ���  cDNA 	
�!"#��)
 template ����-��4%���* 

mRNA ���!"#��E
 5�/3�RACE (5�/3� Rapid Amplification cDNA ends)  ��*
�'
�4	��*��6C*D�*��

9�����*��� OfEcR-A 9�4 OfEcR-B1 !
 midgut ���%
�
	
���#���9�4�����#��� JHA �#���	-
�-       

RT-PCR ���!
*��6C*D�-��'�

'�4(#��	��*���-�
9�4%������������� ribosomal protein L3 gene  HC��

��)
 house keeping gene �.$��!"#��)
 internal standard ���%���*��	�� RT-PCR 

 

	�� ��#� �#$8�#/�%
�*�� 

1.   *���(�
�� RNA ��*&��%
��9�4����
���%
�
��$���&����!"#����4��� TRIzol  

1.1  homogenize &��%
��9�4����
���%
�
��$���&� ������ 25 �����*��� !
����4��� TRIzol  

500 ���-���(� !%#�4��
��	
��,� 

1.2  	�'���#	
��,�%O���%#�� (15~30 ��6��H��H
��) ��)
���� 5 
�	
 

1.3  �(�� 0.2 volume ��� CIA 9�#�����������9����)
���� 15 ��
�	
 

1.4  	�'���# 	
��,�%O���%#�� ��)
���� 2-3 
�	
 

1.5  
�������*�#� 1.4 ���X�
	
�-���������� 12,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
 

        ���� 15 
�	
 

1.6  ��� supernatant 9�#�J�����!
%���!%��  

1.7  �(�� isopropanol !
������	
��	��*�� supernatant &��!%#��#�*�
���*��*���%����C'
��"#�N 

(inverting shake) 

1.8  	�'���#	
��,�%O���%#�� ��)
���� 10 
�	
 

1.9  
�������*�#� 1.8 ���X�
	
�-���������� 12,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
 

         ���� 15 
�	
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1.10  �������4��� isopropanol ��* �4��#(4*�
 RNA 	
�*#
%��� 

1.11  �(�� TRIzol ������ 100 ���-���(� 

              1.12  ����������9��9�#� vortex ��)
���� 1 
�	
 

1.13 	�'���#	
��,�%O���%#�� ��)
���� 3 
�	
 ��*
�'
	��(����E
*���#� 1.3  �
JC��#� 1.6 �
*-��'� 

1.14 �*��(�������  RNA 	
��,�%O��� -20 ��6��H��H
�� ��)
���� 1 "������   

 

2.  *��	�� DNase treatment 

2.1 
�������*�#� 1.14 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  ��)
���� 

15 
�	
  9�#���� isopropanol ��* 9�#��(�� 75% ��E�
�� 500 ���-���(� 

2.2   
�������*�#� 2.1 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

         ��)
���� 10 
�	
 9�#���� 75% ��E�
����* 

2.3  �����#!%#9%#� 	
��,�%O���%#�� ��)
���� 15 
�	
 

2.4  �4���!
 DEPC-treated water ������ 35 ���-���(� 

2.5  �(�� DNase buffer  ������ 4 ���-���(� 

2.6  �(�� DNase I ������ 1 ���-���(� 

2.7  ���	
��,�%O��� 37 ��6��H��H
�� ��)
���� 45 
�	
  

2.8  �(�� DMPC-treated water ������ 160 ���-���(�  

2.9  �(�� PCI ������ 200 ���-���(� ����������9���
�%�
����4����
��*D�4�,�
 

2.10  9"��

'��9��� ��)
���� 15 
�	
 

2.11  
�������*�#� 2.10 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

         ��)
���� 12 
�	
 9�#���� supernatant ��* 9�#�J��������%���!%�� 

2.12  ����������	
���#!%#��)
 200 ���-���(� ��� DMPC-treated water 

2.13  �(�� CIA ������ 200 ���-���(� 9�#������!%#��#�*�
 

2.14  9"��

'��9�����)
���� 15 
�	
 

2.15 
�������*�#� 2.14 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

��)
���� 10 
�	
 9�#���� supernatant ��* J�����%���!%�� 

2.16  �(�� 0.1 volume ��� 3M NaOAc (pH 5.2) ��!
 supernatant  

2.17  �(�� 2.0 volume ��� 99.5% ��E�
�� �����!%#����*�
 

2.18 �*����#	
�(�#9"�9����,�%O��� –80 ��6��H��H
�� �.$��
����	��*������-��4%� cDNA ��� 

*��	�� reverse transcription  (���� 

 

3.  *������-��4%� first strand-cDNA  

3.1  
�������*�#� 2.18  ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
� �,�%O��� 4 ��6��H��H
��      
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        ��)
���� 15 
�	
  

3.2  ��������E�
����*9�#��#���#�� 75% ��E�
�� ������ 500 ���-���(� 

3.3  
�������*�#� 3.2 ���X�
	
�-���������� 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 10 
�	
 

3.4   ��������E�
����*9�#����&C����#!%#9%#� ��)
���� 15 
�	
 

3.4  �4���!
 DMPC-treated water ������ 11���-���(� 9�#�
����(������%�-��*��  

        ���*�$
9���.$��-��
��%������� RNA 	
���#  

3.6 !"# RNA ������ 1 ���-�*��� 

3.7 �(�� TMN (oligo dT) ������ 2 ���-���(� 9�#����	
��,�%O��� 70 ��6��H��H
��  

��)
���� 10 
�	
 

              3.8   �(�� 5 x RT buffer ������ 4 ���-���(� 

3.9   �(�� 10 mM dNTPs ������ 2 ���-���(� 

3.10 �(�� Rever Tra Ace ������ 1 ���-���(� 9�#����	
��,�%O���9�4����(���N���

'  

- �,�%O��� 42 ��6��H��H
�� ��)
���� 60 
�	
  

- �,�%O��� 99 ��6��H��H
�� ��)
���� 5 
�	
  

- �,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

3.11 �(�� TE ������ 80 ���-���(� 9�#��*����#	
�(�#9"�9��� �,�%O��� –20 ��6��H��H
��  

        �.$��
����!"#��)
 template ���%��� PCR  (���� 

 

4.  *��	�� Polymerase Chain  Reaction (PCR) 

4.1 *��	�� PCR ���!"# cDNA ��)
 template 9�4",� primers (���N !
*�� amplify EcRs !


���*����� 20 ���-���(� 

   10x buffer    2  ���-���(� 

   2mM dNTPs    2     ���-���(� 

   25mM MgSO4    0.8  ���-���(� 

   10 �M forward primer    1  ���-���(� 

   10 �M reverse primer   1  ���-���(� 

   template    2  ���-���(� 

   KOD plus polymerase   0.4  ���-���(� 

   Milli Q water    11.8 ���-���(� 

 

 

��'
(�
!
*��	�� PCR��4*���#�� 3 ��'
(�
%��*-$� denaturation step 
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anealing step 9�4 extension step HC���,�%O��� 9�4����	
�!"#!
9(��4��'
(�
�4*�������

�4��
��!
��'
(���� 

4.2 
��&�&��(	
���#��**��	�� PCR 20 ���-���(� &��*�� loading buffer 2 ���-���(�9�#� load 

��!
 1.5% agarose S gel !"#*�49��WWK� 100 ���(� 200 �����9��9��� ���!"#�-�$���*���
��

�WWK� EC 250-90 (electrophoresis power supply) 

4.3 �#������#�� Ethidium bromide -�����#��#
 1 ���-�*���/�����(� ��)
���� 30 
�	
 9�#�
����

(������#���-�$��� UV transiluminator 

 

5.  *��	������,	E�� DNA 	
���#��**��	�� PCR �����E
 gene clean  

5.1   (��9J� band 	
���#�
 agarose gel ��**��	�� PCR !����!
%���9�#�"���
'��%
�*   

         ���	
���# 

5.2   
�����X�
	
�-���������� 10,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

5.3   �(�� NaI  ������ 3 �	�����
'��%
�*���	
������# 

5.4   	��!%#����4���!
 NaI ���!"# vortex 

5.5   ���	
��,�%O��� 55 ��6��H��H
�� ���!"#����
'��-��-,��,�%O��� ��)
���� 5 
�	
 &��     

         !%#��#�*�
���!"# vortex  	,*N  1   
�	
�
����4����
%�� 

5.6   �(�� Glass milk ������ 5 ���-���(� 9�#�&��!%#��#�*�
���.��*���� 

5.7   9"��

'��9��� ��)
���� 5 
�	
 &��!%#��#�*�
��� vortex 	,*N 1 
�	
 

5.8   
�����X�
	
�-���������� 10,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 10 ��
�	
 

5.9    ������ supernatant ��* 

5.10   �(������4��� New wash ������ 500 ���-���(� &��!%#��#�*�
 ��� vortex 

5.11   
�����X�
	
�-���������� 10,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 10 ��
�	
 

        5.12   ������ supernatant ��* 

5.13   	���"�
��
��*�� �#� 5.10-5.12 �
* 2 -��'� 

5.14   9"�	
��,�%O��� 55 ��6��H��H
�� ��)
���� 2 
�	
 

5.15 �(�� TE ������ 20 ���-���(� &��!%#��#�*�
���!"#���-��:��( 

5.16 9"�	
��,�%O��� 55 ��6��H��H
�� ��)
���� 5 
�	
  

5.17 
�����X�
	
�-���������� 10,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 10 ��
�	
 

5.18 ��� supernatant ��*9�#�J�����%���!%�� 

5.19 �*����#	
��,�%O��� –20 ��6��H��H
�� �.$��
����!"#!
*��	�� ligation (���� 
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6. *���"$���(��"�'
�
���
��*����-�(��� (Ligation) 

6.1 !�� plasmid DNA 	
�!"#��)
��*�(���-$� pZErO�-2 ������ 1 ���-���(�  

(100 
��
*���) ��!
����4���	
���#��**��	�� gene clean ��� PCR -��'�	
� 3  

������ 6 ���-���(� 

6.2  �(�� ligation enzyme ������ 5  ���-���(� 

6.3  ���	
��,�%O��� 16 ��6��H��H
�� ��)
���� 16 "������ 

 

7.  *��
����-�(�����*&����#�����H��� (Transformation) 

7.1  	��!%# competent cells (E. coli TOP10) ������ 200 ���-���(� �4����

'��9��� 

7.2  �(������4���	
���#��**��	�� ligation ��!
 competent cells 

7.3  9"�!

'��9������� 45 
�	
 

7.4  ���	
��,�%O��� 45 ��6��H��H
�� (heat shock) ��)
���� 1 
�	
 

7.5  9"�!

'��9��������������� 2  
�	
 

7.6  �(�� SOC medium ������ 800 ���-���(�  

7.7  ���	
��,�%O��� 37 ��6��H��H
�� ��)
���� 45 
�	
 

7.8 9�������4���	
���#��*�#� 7.7 ��)
���%��� %����4 200 9�4 800 ���-���(� 

7.9  
�������*�#� 7.8 ���X�
	
�-���������� 3,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
   

        ���� 10 
�	
 

7.10 ��� supernatant ��* !%#�%�$�%����4 100 ���-���(� ��*
�'
!"#���-��:��(    

�4���(4*�
���	
�*#
%���	�'���� 

7.11 �������4���	
���# 9�#�%�����
��
�.�4��
'�� LB plate 	
��
 kanamycin 9�#� spread !%#�H���

*�4��������	���JC� 

7.11  ���	
��,�%O��� 37 ��6��H��H
�� ��)
���� 16 "������ 

 

8.  *��(�������-��

	
�(#��*�� 

8.1 ��$�*�-��

��
���!����!
��%����
'���"$'� LB medium/kanamycin ������ 300 ���-���(�  

8.2  ���	
��,�%O��� 37 ��6��H��H
����)
���� 12 "������ 

8.3  �(�� PCI ������ 300 ���-���(� ����������9���
����4������
��
��)
�
�,�
  

8.4  
�������*�#� 8.3 ���X�
	
�-���������� 12,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
 

        ���� 3 
�	
 9�#���� supernatant ��* J��������%���!%�� 

8.5  �(�� 2M NaOH ������ 15% ��� supernatant 

8.6  ���	
��,�%O��� 60 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 
�	
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8.7  �(�� 3M NaOAc ������ 10% �������4���!
�#� 8.6 

8.8  �(�� 99.5% ��E�
�� ������ 2 �	����� �����(�����4���	
���#��*�#� 8.7 

8.9  ���	
��,�%O��� –20 ��6��H��H
�� ��)
���� 20 
�	
  

8.10 
�������*�#� 8.9 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
 

         ���� 5 
�	
 9�#���� supernatant ��*  

8.11  �#��(4*�
	
���#�#�� 70% ��E�
�� ������ 700 ���-���(�  

8.12  
�������*�#� 8.11 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

         ��)
���� 5 
�	
 9�#���� supernatant ��* 

8.13  	��!%#9%#�	
��,�%O���%#�� ��)
���� 15 
�	
 

8.14  �4����#�� TE buffer 10 ���-���(� 9�#�&��!%#��#�*�
�#�� vortex 

8.15 �������4�����*�#� 8.14 �� 5 ���-���(� �(��
'��*���
 4 ���-���(� 9�4 loading  

buffer 1 ���-���(�  &��!%#��#�*�
����:��(9�#� load �
 1.2% agarose S gel !"# 

*�49��WWK�100 ���(� 200 �����9��9��� ��)
���� 35 
�	
 

8.16 
�����9"�!
��E���
���������-�����#��#
 1 ���-�*���/�����(� ��)
���� 35 
�	
 

8.17 
����(������#���-�$��� UV transiluminator �.$��(������%� positive cloned 

 

9. *��	�� plasmid DNA purification ���!"# FlexiPrep Kit 

9.1  ��$�*�-��

	
�!%# positive band ��**��(��������	��*���.�4��
'��!
%��� 

        	�����
��*������!"# LB medium 	
��,�%O��� 37 ��6��H��H
�� ��)
����  

        16 "������ 

9.2  J�����!
 microcentrifuge tube �
�� 1.5 �������(� 

9.3  
�������*�#� 9.2 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

 ��)
���� 30 ��
�	
 

9.4  �(�� Solution I ������ 200 ���-���(� &��!%#��#�*�
���!"# vortex  

9.5  �(�� Solution II ������ 200 ���-���(� &��!%#��#�*�
 �
����4�����)
�
!� 

9.6  �(�� Solution III ������ 200 ���-���(� &��!%#��#�*�
�4��#����4����
��*D�4   

 �%�$�
�,#
 

9.7  
�������*�#� 9.6 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

 ��)
���� 5 
�	
 

9.8  ��� supernatant ��*9�#�J�����%���!%�� 

9.9  �(�� isopropanol ������ 7 �	�� ��� supernatant &��!%#��#�*�
���!"# vortex  

              9.10 	�'���#	
��,�%O���%#�� ��)
���� 10 
�	
 

              9.11 
�������*�#� 9.10 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  



 

 15 

                       ��)
���� 10 
�	
 

9.12    ������ supernatant ��* 

9.13    �(�� 70% ��E�
�� ������ 200 ���-���(� 

9.14   
�������*�#� 9.13 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

  ��)
���� 5 
�	
 

9.15   ������ supernatant ��* 

9.16   ���&C����#!%#9%#�	
��,�%O���%#�� ��)
���� 5 
�	
 

9.17   �(�� SephaglasTM FP. &��!%#��#�*�
 ���!"# vortex ��)
���� 1 
�	
 

9.18   
�������*�#� 9.17 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

           ��)
���� 15 ��
�	
 

9.19   ������ supernatant ��* 

9.20   �#���#�� wash buffer ������ 200 ���-���(� &��!%#��#�*�
���!"# vortex  

9.21  
�������*�#� 9.20 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��    

           ��)
���� 15 ��
�	
 

9.22   ������ supernatant ��* 

9.23   �#���#�� 70% ��E�
�� ������ 300 ���-���(� &��!%#��#�*�
 ���!"# vortex  

9.24   
�����	
���*�#� 9.23 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��   

           ��)
���� 15 ��
�	
 

9.25   ������ supernatant ��*  

9.26   ���&C����#!%#9%#� 	
��,�%O���%#�� ��)
���� 10 
�	
 

9.27   �(�� TE buffer ������ 50 ���-���(� &��!%#��#�*�
 ���!"# vortex  

9.28   	�'���#	
��,�%O���%#�� ��)
���� 10 
�	
 &��!%#��#�*�
 ���!"# vortex 	,*N 2 
�	
 

9.29   
�������*�#� 9.28 ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
��   

           ��)
���� 1 
�	
 

9.30   ��� supernatant ��*9�#�J�����%���!%��  

9.31   �*��(������� plasmid DNA 	
��,�%O��� –20 ��6��H��H
��  

 

10. *��%���������� 

10.1 *���(�
�� PCR ���%���*��%����������  

10.1.1 
������4���	
���#��*�#� 9 ��	�� PCR  ���9�����*��)
 8 %��� -$� 

 

%���	
� 1   template   5 ���-���(� 

   universal forward primer               1            ���-���(� 
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               A reagent    2   ���-���(� 

%���	
� 2  template    5  ���-���(� 

   universal forward primer                1   ���-���(� 

   G reagent    2   ���-���(� 

%���	
� 3  template    5  ���-���(� 

   universal forward primer                1   ���-���(� 

  C reagent    2    ���-���(� 

%���	
� 4  template    5   ���-���(� 

   universal forward primer   1    ���-���(� 

   T reagent    2    ���-���(� 

 

���%���%���	
� 5-8 	���"�
��
��*��%���	
� 1-4 9(����
��
��* universal forward primer ��)
 

universal reverse primer   

 PCR condition 	
�!"# -$��,�%O��� 94 ��6��H��H
�� 30��
�	
, 60 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
 ���
�
 25 

��� 

10.1.2 
�� DNA 	
���#��**��	�� PCR 	�'� 8 %��� %����4 7 ���-���(� &��*�� 

loading dye ������ 3 ���-���(� 9�#�
����!����#!
 aspirator ��)
�4�4���� 

��4��� 1 "������ �.$��	��!%#-�����#��#
��*�C'
 ���%���*��%����������!


��'
(�
(���� 

 

10.2 *���(�
�� sequencing gel  

10.2.1 *���(�
������4������%��� sequencing gel �(�
����#���&�����(���N ��#�

�#��*�
 -$� 

50% long ranger gel solution  3.6   �������(� 

����
�     11 *��� 

Milli Q water    14 �������(� 

10.2.2 ��������!%#��#�*�
���N  

10.2.3 ��$������
��4���%��9�#��(�� 10X TBE ���%����-�$��� sequencer ��� Hitachi 

������ 3.6 �������(� 9�#�
����*���&��
 filter �
�� 0.2 ��-��
 

10.2.4 
�������*�#� 10.2.3 ��#��-�$��� vacuum �.$��������W����*�6��*��*����4��� 

��)
���� 30 
�	
 

10.2.5 
��9&�
*�4�*9*#���4*���#��#��*�
���!"#9J�.���(�* (spacer) ��)
(��*��%
�

-���%
�������	
��4!"# 
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10.2.6 
���������4�����*�#� 10.2.5 ���(�� 10% APS ������ 150 ���-���(� 9�4 

TEMED ������ 15 ���-���(� �����!%#��#�*�
���N  

10.2.7 �	�����*�#� 10.2.6 ����!
9&�
*�4�*9*#�	
��(�
����# �����4�	����4���!%#

��
��9&�
*�4�*9*#�
�'
���*
#��  

10.2.8 
�� comb .���(�*�������!
(��9%
��"�'
������	
��(�
����#	�'�!%#9���(��	
�

�,�%O���%#�� !"#�4�4������4��� 3 "������ ��$�����9���(��9�#��C� comb 

.���(�*��* 9�#�(����#�*��"������",� sequencer �#�
�
   

10.2.9 (��",� sequencer 9�4 sequencing gel 	
��(�
��9�#���#��#��*�
 9�#��(�� 0.6X TBE 

!
"������",� sequencer 	�'��
9�4����  

10.2.10 	��*�� Prerun ��)
�4�4���� 1 "������ 

10.3 ��$��-�� 1 "������ 9�#�!�� comb *�4��D�.$��	����)
 lane ���%���*�� load (������� ����

�������������4%����"����#�
�
 *�� sequencing gel 9�#�!"#���-��:��(������W����*�6	
�

�*���C'
!
 lane !%#%�� 

10.4 !"#���-��:��(��������*�#� 10.1.2 !����!
"������9&�
��� ���!��%
C��"���(��%
C��

(�������  ��$�� load (�������-��9�#�!%#�
��C� comb *�4��D��* �����!%#�-�$���	����
!"#

������4��� 10 "������  

10.5 %�������������!
9(��4(��������#���-�$��� DNA sequencer 
�����������	
���#��  

          ���-��4%��#�����9*�� DNASIS (Hitachi software engineering, Tokyo) 

 

2. 	����#��#$8�#/�%
�*��'&� Omphisa ecdysone receptors �&� isoforms �:& EcR-A �#$ 

EcR-B1 

 2 1   *��%������������� OfEcRs -��'�	
� 1 (partial sequencing) 

	��*�� amplify EcR gene HC����)
 partial sequence ( �
.�, 2546) �
*-��'��.$��!%#��#���������	
�J�*(#��	
��,�

���*����*9���.������ 2 ",� 	
��
���
	
�H#�
	��*�
 -$� EcR Upper sequence primers  9�4 EcR Lower 

sequence primers �
�����&�&��( (PCR product)  	
�-������4��#-$� 567 bp  9�4 572 bp (�������� ���

!"# PCR condition ���

' 

 EcR Upper sequence 

 �,�%O��� 94 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 56 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 68 ��6��H��H
��  

1 
�	
 ���
�
 45 ��� 

EcR Lower sequence 

�,�%O��� 94 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 52 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 68 ��6��H��H
��  

1 
�	
 ���
�
 45 ��� 
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��$����# PCR product (��(#��*��9�#��C�	��*���-�
9�4%����������(����E
*��	
�*������#�#��(#
 

2.2 	��*����*9��  gene specific primer 2 (��-$� GSP1 9�4 GSP2 �����6�����������	
���#��* 

�#� 4.1.1 9�#� amplify full length EcRs �����E
 5�RACE-PCR HC��!"# cDNA 	
�����-��4%���* mRNA �#����E
 

5�RACE (Rapid Amplification cDNA end) (Clontech Laboratory,Inc.) !
��'
(�


'(#��	�� PCR 2 -��'� 

���-��'�	
� 1 !"# GSP1 ��*
�'

�� PCR product 	
���#����)
 template ���*��	�� PCR -��'�	
� 2 ���!"# GSP2 

HC��!"# PCR condition ��
��*�
-$� �,�%O��� 94 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 68 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 72 ��6�

�H��H
�� 3 
�	
 ���
�
 25 ��� �
����� PCR product �����4�������	
�  900- 1,000 bp ��*
�'
	��*��

�-�
9�4%����������  

 2.3       ��$��	��*�����-��4%�&�������������	
���#��*�#� 4.1.2 .������)
 EcR-B1 �C���*9���.�

������.$�� amplify  EcR-B1 �
*-��'����!"#�.������ 3 (��-$� EcR-B1 primer, GSP1 9�4 GSP2 !"# 5�RACE 

cDNA ��)
 template 	�� PCR 2 -��'� -��'�	
� 1 amplify ���!"# EcR-B1 primer  9�4 GSP1 ����
 PCR 

condition -$� �,�%O��� 94 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 55 ��6��H��H
�� 1 
�	
, 74 ��6��H��H
�� 1 
�	
 

���
�
 40 ��� 
�� PCR product �� amplify  �
*-��'���� EcR-B1 proto primer 9�4 GSP2 HC�� PCR 

condition -$� �,�%O��� 94 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 60 ��6��H��H
�� 1 
�	
, 68 ��6��H��H
�� 1 
�	
 

���
�
 25 ���  PCR product �
�
����4���  600 bp 

2.4 ��*9���.���������%��� amplify EcR-A �����6���#������* EcR-A ��� M. sexta, B. mori   

9�4 C. fumiferana �.������	
���#-$� EcR-A proto !"# 5�RACE cDNA ��)
 template 	�� PCR 2 -��'� -��'�	
� 1 

amplify ���!"# EcR-A proto  9�4 GSP1 ����
 PCR condition -$� �,�%O��� 94 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 55 

��6��H��H
�� 1 
�	
, 74 ��6��H��H
�� 3 
�	
 ���
�
 40 ��� 
�� PCR product �� amplify  �
*-��'���� 

EcR-A proto 9�4 GSP2 HC�� PCR condition -$� �,�%O��� 94 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 55 ��6��H��H
�� 1 


�	
, 74 ��6��H��H
�� 3 
�	
 ���
�
 45 ��� �
����� PCR product ��4��� 600 bp 

3. 	����#��#$8�#/�%
�*��'&� Omphisa Ribosomal protein L3; RpL3 (partial sequencing) 

 	��*�� amplify RpL3 ���!"#�.��������� B. mori   -$� BmRpL3 forward primer 9�4 reverse 

primer �
����� PCR product -$� 420 bp ���%��� PCR condition 	
�!"#-$� �,�%O��� 94 ��6��H��H
�� 30 

��
�	
, 55 ��6��H��H
�� 30 ��
�	
, 68 ��6��H��H
��30 ��
�	
 ���
�
 35 ��� ��*
�'
�C�	��*���-�
9�4

%���������� 

4. 	��
�*���$8�	����%�&&	'&� OfEcR-A mRNA �#$ OfEcR-B1 mRNA ��  midgut '&�8�&�*�:�&+;�

���+%G�
� JHA  

1. !%# JHA -�����#��#
 0.1 ���-�*���/ 5 ���-���(�����4H��(
/(�� 9*�%
�
��$���&��4�4���4

.�� ���
�
 50 (�� 	��*���*�� midgut O��%���*��!%#3�����
	,* 2 ��
�
*�4	�����#�����4�4��*9�# 

2. �*�� RNA ��* midgut ���!"#����4��� TRI zol 9�#� 
�� RNA 	
���#��	�� DNase treatment,  

       !"# RNA ������ 200 
��
*���������-��4%� cDNA �����E
 reverse transcription   
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3.     *�����-��4%�*��9�����*��� mRNA ����	-
�- RT-PCR 

 %��**��	
����-��-$�%�
*��
��� plateau effect 	
��*���C'
��*���*����� ���*��%����
�
������*��	�� 

PCR ���9(��4�

!%#����!
"��� exponential phase 9�4%�
*��
���-���9�����
������*�����	
��*���C'
!
9(�

�4%��� ( tube to tube-variation) �C�(#��	�� PCR H'�� 3 %����.$��%�-���L�
��  

 

PCR reaction 10 ���-���(� 

10X buffer   1   ���-���(� 

  2mM dNTPs   1 ���-���(� 

  Taq polymerase   0.05 ���-���(�  

  10 �M forward primer  0.2 ���-���(� 

  10 �M reverse primer  0.2 ���-���(� 

  Template   1 ���-���(� 

  
'��*���
    6.55 ���-���(� 

  

PCR condition 	
�!"#!
*��	�� PCR 

List of specific primer                                    Anealing         No. of cycle in            No. of cycle 

                                                    temperature      exponential phase            for PCR 

OfEcR-A                             56 °C  36-41                     38 

       5�-CTGAAGCACGAGGTGGCATAC-3� 
       5�-CGTAGCTGCTCGATGACAGG-3� 
OfEcR-B1             57 °C  33-42                     39 

       5�-GTCCAATAACGGTGGCTTTCA-3� 
       5�-CGTGGGTGGCATCGGTAA-3� 
OfRpL3              58 °C              25-28                    26 

      5�-TCTACCCCAAGAAGAGGTCTCG-3� 
       5�-ACGACAGTCCTCAGACATGTGC-3� 

 

4.   
��&�&��(	
���#��**��	�� PCR ������ 10 ���-���(� &��*�� loading buffer ������  

      ���-���(� 9�#� load �
 1.2% Agarose S gel !"#*�49��WWK� 100 ���(� 200 �����9��9���     

      ��)
�4�4���� 25 
�	
 

5.   �#���
����#����E���
��������� ��)
�4�4���� 35 
�	
 J���������	
���#9�#�
�������-��4%�-�����#����

9J� band 	
��*�� ��� ���9*�� NIH Image 

6.   
��-���L�
��-�����#����9J� band 	
���#��%���#��-���L�
����� OfRpL3 ��$��!"# cDNA (������� ��
��*� 
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;#	���%#&� 

 

	����#��#$	��8�#/�%
�*��'&���� Ecdysone receptors isoform A �#$ B1 '&�8�&�*�:�&+;� (Omphisa 

EcR; OfEcR-A , OfEcR-B1)  

!
*��6C*D������������� EcR isoform A 9�4 isoform B1 ���%
�
��$���&� .���� OfEcR-A �


�
�� 2,400 bp %�$� 514 amino acid 9�4 OfEcR-B1 �
�
�� 2,407 bp %�$� 541 amino acid HC��	�'���� 

isoform �
-���9(*(���*�
�L.�4!
���
��� A/B specific-region �	��
�'
 9�4 EcR-B1 �
-����%�$�
���

��$���	
��*��9���!
��
��� Lepidoptera ����
������H
(�-����%�$�
��� (identity, similarity) ��$���	
��*�� 

EcR-B1 ��� B. mori (BmEcR-B1), M. sexta (MsEcR-B1), C. fumiferana (CfEcR-B1), C. supressalis 

(CsEcR-B1) 9�4 D. melanogaster (DmEcR-B1) 9(��
-��������H
(�-����%�$�
(�����$���	
��*�� EcR isoform 

A (EcR-A)  O�.	
� 1 

 

 

 
                

O�.	
�  1. ������*���4���
��� OfEcR-A and OfEcR-B1 ���%
�
��$���&� 

GenBank accession nos: EF667890 for OfEcR-A and EF667891 for OfEcR-B1. 
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��$��
��������*���4���
��� OfEcR-A���	
��*�� EcR-A ���9���"
���$�
N .�����
-��������H
(�

-����%�$�
 (identity, similarity) �����$���	
��*�� B. mori (BmEcR-A), M. sexta (MsEcR-A), C. fumiferana 

(CfEcR-A), C. supressalis (CsEcR-A), 9�4 D. melanogaster (DmEcR-A 9k, ��������	 ((����	
� 1) 

 

   A/B C D E/F Total GenBank 

    

C. suppressalis  EcR-A 90.3 98.5 89.6 92.6 92.3 AB067811 

  EcR-B1 90.8    92.3 AB067812 

C. fumiferana  EcR-A 86.8 98.5 86.8 86.9 88.5  AF092030 

  EcR-B1 89.3    94.5 U29531 

B. mori   EcR-A 85.2 98.5 76.6 82.0 83.8  D87118 

  EcR-B1 80.0    82.5  D43943 

M. sexta  EcR-A 64.6 98.5 87.9 85.0 81.3  U49246 

  EcR-B1 76.4    84.8  U19812 

D. melanogaster  EcR-A 22.5 93.9 37.4 36.7 37.3  S63761 

  EcR-B1 29.8    39.0  M74078 

 

(����	
�  1. *�����
���	
��������*���4���
	
�(��9%
�� A , B, C 9�4 E ��� OfEcR ���%
�
��$���&� *��

9���"
��(���N -����%�$�
9�����)
������H
(� 

  

��$���-�
9�4%������������� EcR ���%
�
��$���&���#	�'���� isoform 9�#��C�	��*�����
���	
��

%�������H�
(�-����%�$�
���������*���4���
!
���
 A/B-region �4%���� OfEcR-A, OfEcR-B1 9�4 

EcRs ���9���"
���$�
��������J
��������H
(�-����%�$�
�����-��4%�%�-������.�
E�	�����

����@
�*���4%����%
�
��$���&�9�49���"
��(���N ��#���!"#���9*�� NJ-Tree analysis (O�.	
� 2) 
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O�.	
� 2.  *�����-��4%� ���
���	
�����������*���4���
 ���(��9%
�� A/B ��� EcR-A 9�4 B1 !
%
�


��$���&����
���	
��*�� B. mori, M. sexta, C. fumiferana, C.supressalis 9�4 D. melanogaster �����E
  NJ-

Tree (neighbor-joining tree) analysis  

 

*�����-��4%�*��9�����*��� EcR-A mRNA 9�4 EcR-B1 mRNA !
 prothoracic gland ���!"#

��E
 Real Time Q-PCR .���� &�*�����-��4%�*��9�����*��� Of EcR-A 9�4 OfEcR-B1 mRNA �
*��

9�����*�.����C'
!
��
	
� 14 %�����*!%# JHA JC��4�4 G0 9(�*��9�����*��� OfEcR-A �4������.����C'


(�'�9(���
	
� 18 9�4����,�	
��4�4 G1 HC�����9��*��9�����*��� OfEcR 	�'���� isoforms 4���.�
E�*��*��

�.����C'
����4��� ecdysteroid !
3
�����.� 9���!%#�%�
��� JHA *�4(,#
!%# ecdysteroid !
3
�����.��.����C'
 

HC���4��� ecdysteroid 	
��.����C'


'�
&�*�4(,#
*��9�����*��� EcR (O�.	
� 3) (����4��
�����9���!


O�-&
�*) 
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O�.	
�  3. *�����
��
9���*��9�����*����

  OfEcR-A and OfEcR-B1 isoform !
(������	�9�-H�-���

%
�
��$���&��4�4���4.�� %�����*!%# JHA 1 ���-�*��� (��*���:�) %�$�!%#�4H��(
���*�,��-��-,�

(��*����:�) (�������4���*��9�����*����

���!"#�	-
�- real-time Q-PCR 9�4  RpL3 mRNA ��)
 

internal standard  9(��4�,�-$� mean ± SD  

 

��
������ 

 

;#'&� JHA ��&	����%�&&	'&� EcR-A �#$ EcR-B1 mRNA �� midgut '&�8�&�*�:�&+;� 

�$�$+%&$�&�  
 *��%������������� EcR-A 9�4 EcR-B1 9�4*�����-��4%�-������.�
E�	������@
�*�����

%
�
��$���&�.���� OfEcR-A �
�
�� 1,922 bp %�$� 494 amino acid 9�4 OfEcR-B1 �
�
�� 1,929 bp %�$� 

521 amino acid 9�4��$�����
���	
��-����%�$�
���������*���4���
���	�'���� isoform .�����


������H�
(�-����%�$�
 (identity 9�4 similarity) �	��*�� 83.4% 9�4 85.3% (�������� HC�����
	
��
-���

9(*(���*�
-$������� A/B specific region �	��
�'
 9(�!
���
 A/B common, C, D 9�4 E region �
-���

�%�$�
���������*���4���
 100% �"�
��
��*��9���"
���$�
N -$� EcR 9(��4 isoform �4�
������*���4��

�
9(*(���*�
�L.�4!
���
	
���)
 A/B specific region �	��
�'
 ���
�'
�C�	��*�����
���	
��-����%�$�
���
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������*���4���
 ��� OfEcR-A 9�4 OfEcR-B1 !
���
 A/B region *��9���"
���$�
N ��#9*� B. mori 

(BmEcR-A, BmEcR-B1), M. sexta (MsEcR-A, MsEcR-B1), C. fumiferana (CfEcR-A, CfEcR-B1), C. 

supressalis (CsEcR-A, CsEcR-B1) 9�4 D. melanogaster (DmEcR-A, DmEcR-B1) �.$�����-��4%�%�

-������.�
E�	������@
�*���4%����%
�
��$���&�*��9������*���� .���� OfEcR-A �
-����%�$�
*�� 

CsEcR-A ��*	
��,� (90.3% identity) �������-$� CfEcR-A, BmEcR-A, MsEcR-A 9�4 DmEcR-A �
-���

�%�$�
*�� OfEcR-A 
#��	
��,� (18.4% identity) ���
 OfEcR-B1 �
-����%�$�
*�� CsEcR-B1 ��*	
��,� 

90.8% identity �������-$� CfEcR-B1, BmEcR-B1, MsEcR-B1 9�4 DmEcR-B1 �
-����%�$�
*�� 

OfEcR-B1 
#��	
��,� (29.8% identity) 9���!%#�%�
��� EcR 	�'���� isoform ���%
�
��$���&��
-����%�$�


���*�� C. supressalis, C. fumiferana, B. mori 9�4 M. sexta �
$�����*��)
9���!
��
��� Lepidoptera 

�"�
��
��*�
 ���
 EcR ��� D. melanogaster �
-���9(*(���*�� EcR ���%
�
��$���&���*	
��,��
$�����*

��)
9���!
��
��� Diptera 
�*��*
�'
&�*�����-��4%�-������.�
E�	������@
�*�����9���!
���9��

��� NJ-Tree .����9�����)
 2 *�,��!%��-$� *�,�� EcR ���9���!
��
��� Diptera 9�4*�,�� EcR ���9���

!
��
��� Lepidoptera HC��9�����)
 2 *�,������-$� *�,����� EcR-A 9�4 EcR-B1 HC�� EcR 	�'���� isoform 

���%
�
��$���&��
-���!*�#"��*��%
�
���4���(#
�#�� (C. suppressalis) ��*	
��,� 

 !
*��6C*D�-��'�

'��#��$�*!"#�	-
�- RT-PCR ���%���	��*�����-��4%�*��9�����*��� OfEcR-A 

9�4 OfEcR-B1 mRNA !
 midgut ���%
�
��$���&�%�����*��#��� JHA ����.������	
�!"#!
*��	�� PCR 


�'
��*9����*���������!
���
��� A/B specific region HC�������J�����#����.�4*��9(��4 isoform 

�	��
�'
 9�4!"# ribosomal protein L3 	
��
*��9�����*���9(*(���*�
!
�4�4(���N ��)
 internal standard 

&�*��	����.����*��9�����*��� EcR-B1 mRNA �
�
�����,����*��9�����* (peak) �*���C'
���

-��'� -��'�9�*��)
 peak �
�����*	
��*���C'
!
��
	
� 12 %�����**��!%#3�����
 9�#��*�� peak �
��!%��!


��
	
� 20 9�4�4�4 G0 !
	��(��*�
�#��*��9�����*��� EcR-A mRNA �4������.����C'
(�'�9(���
	
� 18 9�4

����,�	
��4�4 G1 ��$��	��*�����
���	
�����9��*��9�����*��� EcR mRNAs *�����9��*��

���
��
9�������4��� ecdysteroid !
3
�����.����%
�
��$���&�	
���#���*��*�4(,#
�#�� JHA (Singtripop et 

al., 2000) .����*���.����C'
��� EcR mRNAs 
�'
�
���9��	
����-�#��*��*���.����C'
����4��� ecdysteroid 

!
3
�����.� ���*��9�����*��� EcR mRNAs �4�.����C'
*��
	
��4��� ecdysteroid !
3
�����.��4�.����C'
 

9���!%#�%�
���*��9�����*��� OfEcR mRNAs J�*"�*
���#��*���.����C'
���3�����
��-���H
 HC��

���	�����!
9���"
���$�
N *�.����*��9�����*��� EcR mRNAs isoforms (���N J�*"�*
���#��3�����


��-���H
����C'
����*��-�����#��#
���3�����
 HC��*���.����C'
��� EcR mRNAs 9(��4 isoform 
�'
�4

�*���C'
9��"���-���9�4�
���9��	
�9(*(���*�
����4���.�
E�*��*���.�������4���3�����
��-���H
 

(Hiruma et al., 1997) 

 

��*&�*��	�������*���.�4��
'�� midgut !
 Grace’s medium 	
��
 20E -�����#��#
 

���-�*���/�������(� 9���!%#�%�
��� 20E �
&����(��!
*��*�4(,#
 ���
�'
�C�-����� JHA �
&�*�4(,#
!%#
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�4������3�����
��-���H
!
3
�����.��.����C'
9�#��4������3�����
��-���H
	
��.����C'


'���
&�

*�4(,#
*��9�����*��� EcR mRNA !
 midgut HC��*��9�����*��� EcR mRNA ����.����C'
!
��
	
� 18 

%�����*��#��� JHA ��*&�*��	����.����	�'���� isoform  �����J�**�4(,#
!
��
	
� 18 (��	
�-����# HC��

&�*�������*��
%
#�

'.����*��!%# JHA 9*�%
�
��$���&��
&�	��!%#�4��� ecdysteroid !
3
�����.��.�������C'


����*��*���.����C'
���-��'�*���.����C'
-��'�9�*�*���C'
��
	
� 16 ��*
�'
�
*���.����C'
�
*-��'�!
��
	
� 20 9�4

����,���$��%
�
���
��
9�����#�����4�4��*9�#  9���!%#�%�
��� JHA *�4(,#
!%#�
*��%����3�����
��-��

�H
�.����C'
9�#�*���.����C'
���3�����
��-���H
!
3
�����.�

'������
&�*�4(,#
*��9�����*��� 

EcR mRNA ���%
�
��$���&� HC���
-������-�#��*��*��6C*D�!
 anterior silk glands ��� B. mori  .���� 

20E �
&�"�*
��!%#�*��*����#���*9�# 9�4!
��4��
��*�.�����
*��9�����*���	�'� EcR-A 9�4 EcR-B1 

mRNA �*���C'
 (Kamimura et al., 1999)  

��*&�*�����-��4%�*��9�����*��� EcR-B1 mRNA .�����4�
*��9�����*�.����C'
���*
#��!


��
	
� 12 �4������.����C'
��$��%
�
���
��
9�����#�����4�4 G0 HC��!"#������4��� 20 ��
 ���
�'
�����)
����#

��� ���
 EcR-B1 ����4�*
����#��*��*�����
��
9�����* larval midgut ����)
 pupal midgut HC��!
"���	
�

9����*��*�4��
*����(�����W�H�� �H������(�����
 (larval cell) �"�
 midgut ��.��������� 9�4 fat body 

�4J�*9	
	
��#�� imaginal cells %�$��
*��.�@
���)
�H������(���(����� �"�
!
9���%�
�.���� �
$'���$�����

(�����
 (laval tissue) �4J�*9	
	
��#�� imaginal disc !
��4	
����
��
���������)
(���(����� ���.���� EcR-

B1 �4��)
 isoform 	
��
��	E�.�(��*���*�� proliferation ��� larval tissue ���
 EcR-A �4�
-������-��

!
"���	
� imaginal disc �*��*�4��
*�� differentiation (Talbot et al., 1993) ���
!
 B. mori .����!
 

midgut, fat body 9�4��.��������� �
*��9�����*��� EcR-B1 mRNA ��� (Kamimura et al., 1996, 1997)

9(����%������(�/�
�#��(#
���(#���
*��	�����.����(���C��4�����J�$
��
���(�/�
���*������#  

!
*��6C*D������������� EcR isoform A 9�4 isoform B1 ���%
�
��$���&� -��'�

'�.$���$
��
&���� 

JHA !
�4�������*,� .���� OfEcR-A �
�
�� 1,922 bp %�$� 494 amino acid 9�4 OfEcR-B1 �
�
�� 

1,929 bp %�$� 521 amino acid HC��	�'���� isoform �
-���9(*(���*�
�L.�4!
���
��� A/B specific-region 

�	��
�'
 9�4�
-����%�$�
�����$���	
��*��9���!
��
��� Lepidoptera *�����-��4%�*��9�����*��� EcR-

A mRNA 9�4 EcR-B1 mRNA !
 midgut ���!"#��E
 RT-PCR .���� JHA �
&�*�4(,#
*��9�����*��� 

EcR-A mRNA 9�4 EcR-B1 mRNA !
 midgut HC��*��9�����*���	�'���� isoform 
�'
�.����C'
*��
	
�

�4��� ecdysteroid !
3
�����.��4�.����C'
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%����$&
�������������D$&
!��$
!��=!�=���������!���������%����!��!���
�
���"����
!

�#��?<��!�
���<��F������������ 	
�%�=�����!�"#$�����������
��� (juvenile hormone analogue : JHA, 

methoprene)  �	&�������
��(&����������� *�
%�=8��!
+�����!������������
!�#��?<� ��=�!	�D�	��

	
��8��
���8����=
�#&��	��=         ���
��"
	������������������(EcR) �8;����*�
�	�
�$�=��	�D	
���	

��
D����!���?
�(&
�	��	��������$����������������� ���  EcRc ��� ultraspiracle protein (USP) 

	
���<��F���������
��$����������	�
�$�=��	�D	
��8��
���8��	
�������	������"�
��
�%���&��

���<����
� %�	
�)?	B
���<���< "?�*�
	
���	���)?	B
	
�������	��� ecdysone receptor (OfEcR) *�<�

��� isoform ��� OfEcR-A ��� OfEcR-B1 ��� USP mRNA %��&�!�8�*�������(PG) ����"
	_���

�����!��������� !��$
!�
$ 2005 bp 8��	�D�=$�  409  	����!���  %�	�F&! lepidopteran 

OfUSP2 !��$
!��!����#��!�
��*��D	�D Chilo suppressalis (82.07%)  ����$
!��!����=���!�
��*��D

	�D Drosophila melanogaster (71.97%) ������	
�  RT-PCR analysis ���
�$��	
�������	��� 

OfUSP-2 mRNA ����&�!�8�*�����������"
	_�������!� 20E ����%�=��K�$&
 	
�������	��� 

OfUSP-2 ��*�
%��&$� D0-G0 ������
!�?<���K	�=��*�
 G1 �������"
	��<�����*�
 G2-G3  	
�������	

��� OfEcR-B1 mRNA ���
!�#��F�*�
 Day 2 %�*
����	���=
!	
�������	��� OfEcR–A mRNA  

���
!�?<�%��&$� Day 1-Day2 �������*�
 G0 ���	��D!
���
!�?<���&
��$���K$*�
 G1 ��� G2 (�

	
�)?	B
���<���<��<%�=��K�$&
 20E ��	��
	
�������	������*�<� OfEcRs  ��� OfUSP-2 mRNA %��&�!

�8�*������� 

 

��
���	 : EcR, USP, Omphisa, Juvenile hormone  
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Abstract 

During larval diapause, the ecdysteroid titer remains at low levels and increases towards 

the diapause termination. An application of juvenile hormone analogue (JHA), to diapause 

larvae induces an increase in ecdysteroid titer and eventually pupation. (Singtripop et al., 2000). 

Since ecdysone receptor (EcR) gene is a regulatory specific of insect molting which is mediated 

via two nuclear receptor superfamily members, EcR and its heterodimeric partner, ultraspiracle 

(USP), diapause termination may involve in expression of specific genes in individual tissues. In 

the present study, we first identified the USP isoforms and examined the changes in EcR and 

USP mRNA expression in the prothoracic gland (PG) after 20E injection. The O. fuscidentalis 
USP-2 (OfUSP-2) was 2,005 bp in length and contained an open reading frame (ORF) encoding 

a 409 amino acid protein. Among the lepidopteran USP, OfUS-P2 showed high identity with 

Chilo suppressalis (82.07%) and low identity with Drosophila melanogaster (71.97%).  RT-PCR 

analysis of OfUSP-2 mRNA expression in PG after 20E injection showed that OfUSP-2 were 

consistent in D0-G0 and slightly increased at G1 and then declined in G2-G3. OfEcR-B1 mRNA 

expression peaked at day 2. In contrast OfEcR–A mRNA expression increased at day 1-day 2 

and declined at G0 and then increased sharply again at G1 and G2. The present results 

indicate that 20E induce both OfEcRs and OfUSP-2 mRNA expression in the PG. 

 

Keywords: EcR, USP, Omphisa, Juvenile hormone  
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%
�
��$���&���)
�4�4(��%
�
���&
��$'�*���-$
 �
"$��	����	��6��(��-$� Omphisa fuscidentalis 

Hampson %
�
��$���&������)
9���!
*�,�� holometabolous ���.����!
*�4��
*����(�����W�H�� 

(metamorphosis) ���9���*�,�� holometabolous �4�
*����������
��
9�������4�4����.$��!%#��#(���(����� 

���(#��&��
��'
����4�4(��%
�
������4�4��*9�# HC��!
9(��4��'
���*���������#J�**��%
��C'
����


�X����(���N ��#����*
����#�� 	�'��X����	��.�
E,*���9�4����9���#�� ���	����
&��
�4��*��*(���N ���

����*��	
�-��
�#��H��H#�
 !
*����������
��
9����4�4%����������� (post-embryonic development) ���

9���
�'
 ��#9����4�4(��%
�
��*��)
��'
 HC��9(��4��'
	
��*����**����*-�����
�*��� ��
�(��� (instar) 

������
�
��
�(����4�C'
����*��"
�����9��� ��**��6C*D��4�4*����������%
�
��$���&�.���� �4�4

*����������%
�
��$���&��
 2 �4�4 -$� �4�4*���������'
(#
9�4�4�4����������4.�� (larval diapause) 

�4�4*���������'
(#
�
 5 ��
�(��� (Singtripop et al., 1999) !
(��%
�
�4�4�,�	#�����%
�
��$���&��4����

!
�4�4����������4.�� ��)
����
�
 9 ��$�
 (�'�9(���$�
*�
���
�
JC���$�
��J,
��
�+J����  

 ���	�������$��9�����#�����4�4���4.�� �4�
&�	��!%#��(��9�	�����HC� (metabolism) !
����*��

��(����� ��*���-�$��
�%� %�,�*��*�
��%��9�4"4��*��������(���(�������*�� ���	�'�����
*�������

��������4(���N (Tauber et al., 1986) ����X����	
��
&�	��!%#�*�����4.��
�'
 �
$�������*�X����	��

����9���#��9�4*��-��-,�*��**��	����
(���N ����4����4��	9�43�����
O��!
����*�� 9(�

���%���%
�
��$���&�
�'
�����J�*�����4.����#	,*�,�
 ����*��!
�4�4������
��*�
9�4����!*�#�-
��*�


	,*�+ ���
�'
�X����	
����-��	
�
�������*���*�����4.��!
%
�
��$���&�����4��)
*��-��-,�����4��

��4��	9�43�����
 *�����
��
9����������!
�4%����*��������(���(%�$���(�����W�H�� �
3�����
	
�

�*
����#����#9*� 3�����
���
�
�� (juvenile hormone) 	
�&��(��*(���-����X������(�� (corpus allatum) 9�4

3�����
��-���H
 (ecdysone) 	
�&��(��*(������	�9�-H�- (prothoracic gland) ���*��*	
�-��-,�*��

���
��
9�������4�4(��%
�
��#�����4�4��*9�#!
9��� �4�������**��J�**�4(,#
������� 	��!%#����

%����3�����
���	�9�-H�- 	��!%#�*��*��%�������3�����
��-���H
 HC��3�����
��-���H
 �4�
&�(��

*�����
��
9�������
���(��9�4*����#��&
�����(��%�$�-��(��-��!%�� (new cuticle) ���(��%
�
 	��!%#

%
�
�*��*�����
��
9�����#�����4�4��*9�# ���
3�����
���
�
��
�'
�4�
%
#�	
�!
*����*D����������*D�4

����4�4(��%
�
���!%#�������)
(���(����� (����O�, 2525 9�4 Slaman, 1995)  

 ��**��6C*D�%
�
��$���&��4�4���4.��.���� �
�4������3�����
��-���H
!
3
�����.�(��� 

(Singtripop et al., 1999) HC�������)
����#���!
"����4�4���4.��

' (������	�9�-H�-J�*�����'����!%#�


*��%����3�����
��-���H
 %
�
��$���&��C�����*��*����#�����4�4��*9�# 
�*��*

'.����*��!%#3�����
���


�
������-��4%� (juvenile hormone analogue : JHA) 9*�%
�
��$���&��4�4���4.�� �����J"�*
��!%#

%
�
��$���&���
�(����,�	#���*��*����'
�,��4�4����������4.����# 9������ JHA �����*�4(,#
*��
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	����
���(������	�9�-H�- !%#%����3�����
��-���H
�.�������C'
 	��!%#%
�
�*��*�����
��
9�����#����

�4�4��*9�#��# (Singtripop et al., 2000) ���*��**��-��-,�*�4��
*����(�����W�H��9�4*����*

-���
�'
��)
&�����**��**��	����
���3�����
��-���H
!
�4�������*,� HC���*����**�����*�
���

3�����
 20-hydroxy ecdysone (20E) *����-���H
�
�H.�(��� (Ecdysone receptor; EcR) 9�4  ���(�����

���-�����(

 (ultraspiracle protein; USP) HC����)
 partner protein ��� EcR ��*
�'
�4�*����)
��-���H
�


�H.�(���-���.��*H� (ecdysone receptor complex) 	��!%#�*��*�4��
*��J���%��	��.�
E,*��� ���	�'�

*����#�����(

	
��*
����#��*��*�4��
*����*-���!
9��� (Riddiford, 1993) 

 !
�X��,��
��#�
*��6C*D�JC�*�4��
*��	����
!
�4�������*,��������* 
�������-�����#�!�JC�

*��**��-��-,�*����������9�����#�����"����
��*�����C'
 ����

���
!%��	
�J�**�4(,#
�4%����

*�4��
*����(�����W�H��
�'
 -�����J�*-��-,����3�����
��-���H
!
3
�����.�	
��.����C'
 ���
�'
*��

9�����*����

�4J�**�4(,#
*��
	
��4�*�� peak ���3�����
��-���H
 ��**��6C*D�.���� *�������

���
��
9���	
��*���C'

�'
 ��)
&�����*������3�����
��-���H
	
��.����C'
!
(��%
�
��
�(����,�	#��

���9���*�,�� Lepidoptera HC�������#����,� 2 peaks -$� peak 9�*�
�
�����* .����%
�
�4%�,�*��*�


��%�� !
��4	
� peak 	
� 2 �4�.����C'
*��
	
��4*�����)
��*9�#�.$��"�*
��!%#�*��*����#���*9�# !
������
��*�


*�� peak 	
� 2 ���3�����
��-���H
	
��.����C'

�'
 ������3�����
���
�
��!
3
�����.�*��.�������C'
�.$��!%#

�.
��.�*��*����*D��O�.���*����*-���!
9��� (Dean et al., 1980; Smith, 1985; Sakurai et al., 

1998)  

 ��*�#����	
�*������

'9���!%#�%�
��� 3�����
��-���H
�
&����(��(��*����������
��
9���

����������9��� �
*	�'� JHA �����J"�*
��!%#%
�
��$���&���#�����4�4��*9�#��# �C���)
����#��� JHA ����4�


&�(��*��9�����*����

!
�4�������*,� ���
�'
�C��
-����
!�	
��46C*D�*��"�*
��*��9�����*���

�

 EcR 9�4 USP ���3�����
 JHA 9�4 20E !
*����'
�,��4�4���4.�����%
�
��$���&� 	�'�!
�O��4 

in vivo 9�4 in vitro ���	�'�*��%����������9�4*���4���
��� USP ���%
�
��$���&�	�'� 2 ���HW���� 

(isoforms) �.$��
����!"#!
*��6C*D��*
���*��*��9�����*����

(���� 
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��E
*��	���� 

 
	���%#&���� 1: 	��"?	@�;#'&� JHA �#$ 20E ����
��*'G�'G�����I ��&	��	�$�>G�	����%�&&	'&���� 

OfEcR-A, OfEcR-B1 �#$ OfUSP '&�8�&�*�:�&+;����=�
$ in vivo 

 	��*���*�� total RNA ��*(������	�9�-H�-���%
�
��$���&�	
���#���3�����
!
"�����$�


���%�-� 2551 JC���$�
�*��-� 2552 ��*
�'

�������-��4%�*��9�����*����

���!"#�	-
�- semi-

quantitative RT-PCR 

 1.1 *��6C*D�*��9�����*����

 OfEcR-A, OfEcR-B1 9�4 OfUSP ���%
�
��$���&�	
���#���

3�����
 JHA -�����#��#
(���N ���*��9���%
�
��$���&���*��)
 3 *�,�� ���

' 

       *�,��	
� 1   %��3�����
 JHA -�����#��#
 0.1 ���-�*���(�� 5 ���-���(�(��(�� 

       *�,��	
� 2   %��3�����
 JHA -�����#��#
 0.5 ���-�*���(�� 5 ���-���(�(��(�� 

       *�,��	
� 3   %��3�����
 JHA -�����#��#
 1.0 ���-�*���(�� 5 ���-���(�(��(�� 

 ���!"# micro syringe %�� JHA -�����#��#
(���N 	
��4���!
�4H��(
 ���%���������#�
�


�����#��*������(���
JC���#���,�	#�����%
�
��$���&� ��*
�'
	��*���*��(�������(������	�9�-H�-���

%
�
��$���&�9(��4*�,��N �4 10 (�� 	,*N 2 ��
 �
*�4	���%
�
��$���&��*��*�����
��
9���	�����/�
��	�� 

(���4���*�����
��
�
 5 �4��� (O�. 1) ���

'  

  GO %���JC�  �
����*(� 9(�(��%
�
�4%�,��-�$��
�%� 

  G1 %���JC�  ������%�
�,��
�#�*�4���(��&�����(�� 

  G2  %���JC�  &�����(�����
��
��)
�
�#�	�'�(�� 

  G3 %���JC�  &�����(�����
��
��)
-��(��-���

'��(������4�4��*9�# 

  G4 %���JC�  &�����(�����
��
��)
-��(��-���

'��(����#� 

  G5 %���JC�  &�����(�����
��
��)
-��(��-���

'��(����� 

 

 
 

O�. 1. 9���*�����
��
9���	�����/�
��	�� (���4���*�����
��
�
������(�� 5 �4��� 

                   G0       G1          G2          G3          G4      G5 
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 ��*
�'

��(�������(������	�9�-H�-���*�� RNA ���!"# D-solution 9�#�
�� RNA 	
���#��	�� 

DNase treatment 9�4 reverse transcription �.$��!%#��# cDNA (�������� 

 

1.2 *��6C*D�*��9�����*����

 OfEcR-A, OfEcR-B1 9�4 OfUSP ���%
�
��$���&�	
���#���

3�����
 20E -�����#��#
(���N ���*��9���%
�
��$���&���*��)
 3 *�,�� ���

' 

      *�,��	
� 1   L
�3�����
 20E -�����#��#
 0.1 ���-�*���(�� 5 ���-���(�(��(�� 

       *�,��	
� 2   L
�3�����
 20E -�����#��#
 0.5 ���-�*���(�� 5 ���-���(�(��(�� 

       *�,��	
� 3   L
�3�����
 20E -�����#��#
 1.0 ���-�*���(�� 5 ���-���(�(��(�� 

 !"# microsyringe L
� 20E -�����#��#
(���N 	
��4���!

'��*���
 ���L
���#�	
����	
��-��	
� 1 %�$� 2 

���%
�
��$���&� ��*
�'
	��*���*��(�������(������	�9�-H�-���%
�
��$���&�9(��4*�,��N �4 10 (�� 

	,*N 2 ��
 �
*�4	���%
�
�*��*�����
��
9���	�����/�
��	��(���4���*�����
��
�
!
�#� 1.1 ��*
�'



��(�������(������	�9�-H�-���*�� RNA ���!"# D-solution 9�#�
�� RNA 	
���#��	�� DNase treatment 

9�4 reverse transcription �.$��!%#��# cDNA (�������� 

 


���	���	
% RNA ��%
���� 

1. �(�
�� D-solution ������ 1 �������(� 9�4�(�� -mercaptoethanol ������ 7.2 ���-���(� 9�#�

�����!%#��#�*�
���*��*���%������� (inverting mix) 

2. �(�
�� HMW buffer 50 ���-���(� 9�4�(�� proteinase K ���� 5 ���-���(� 

3. &��(��(������	�9�-H�-���%
�
��$���&� 10 (�� !
9(��4*�,��*��	���� �#���#������4������

�*��� 

4. 
��(������	�9�-H�-	�'�%��!��!
 HMW buffer (	
��(�
����#!
�#� 2) 

5. incubate 	
��,�%O��� 55 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 
�	
 

6. !"# homogenizer ��(������	�9�-H�-!
 HMW buffer ��*
�'
�(�� D-solution (	
��(�
����#!


�#� 1) ���� 500 ���-���(� ��(���
�4��
�� ���(�'�9(���'
(�


'(#��	���

'��9��� 

7. �(�� 2M NaOAc ������ 50 ���-���(� 

8. �(�� phenol ������ 500 ���-���(� 

9. �(�� chloroform ������ 100 ���-���(�  

10. vortex ��)
���� 10 ��
�	
 

11. incubate �

'��9��� 15 
�	
 

12. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 15 
�	
 

13. ��� supernatant !��%���!%��!%#��#��*	
��,� 9�#�(*(4*�
�#�� 1 volume ��� isopropanol 	
�

�,�%O��� -20 ��6��H��H
�� ��)
���������
#�� 1 "������ 

14. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 15 
�	
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15. ��� supernatant 	�'� ��*
�'
�4���(4*�
 (pellet RNA) �#�� D-solution 500 ���-���(� 

16. 	��(���#� 7-15 �
*-��'� 

17. ��� supernatant 	�'� ��*
�'
�#��(4*�
�#����E�
�� 75% ������ 500 ���-���(� 

18. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 10 
�	
  

19. �����E�
����*!%#%�� 9�#����	�'���#!%#9%#�	
��,�%O���%#�� ��)
���� 15 
�	
 

20. �4���(4*�
	
���#�#�� DEPC-H2O ������ 11 ���-���(� 

21. �������4��� RNA 	
���#������ 1 ���-���(� ��$�����#�� Milli Q ������ 99 ���-���(� 
����

���-�� OD 	
� 260/280 �.$��%���������� RNA 

 

'
���&�	���/� DNase treatment  

1. �(�� 10X Dnase buffer ������ 1 ���-���(� ��!
 RNA ������ 10 ���-���(� 

2. �(�� DEPC-H2O ������ 7 ���-���(� 

3. �(�� DNase I ������ 1 ���-���(� 

4. incubate 	
��,�%O��� 37 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 
�	
 

5. �(�� 25 mM EDTA ������ 1 ���-���(�  

6. incubate 	
��,�%O��� 65 ��6��H��H
�� ��)
���� 10 
�	
 ��*
�'

��������

'��9��� 

7. �(�� 2 volume �����E�
�� 99.5% 9�4 0.1 volume ��� 3M NaOAc pH 5.2 

8. incubate 	
��,�%O��� -20 ��6��H��H
�� ��)
���������
#�� 1 "������ ��*
�'

����	��*��

����-��4%� cDNA ���*��	�� reverse transcription (���� 

 

'
���&�	���/� Reverse Transcription 

1. 
������4�����*�#� 8. ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 

15 
�	
 

2. �����E�
����*!%#%�� 9�#��(����E�
�� 75% ������ 200 ���-���(� 

3. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 15 
�	
 

4. �����E�
����*!%#%�� 9�#����	�'���#	
��,�%O���%#�� ��)
���� 15 
�	
 

5. �4���(4*�
	
���#�#�� DEPC-H2O ������ 11 ���-���(� 

6. �������4��� RNA 	
���#������ 1 ���-���(� ��$�����#�� Milli Q ������ 99 ���-���(� 9�#�


�������-�� OD 	
� 260/280 �.$��-��
��%������� RNA 	
���# 

7. -��
�� 0.2 ���-�*������ RNA 	
���# 9�#����������(�!%#��)
 11 ���-���(��#�� DEPC-H2O  

8. �(�� TMN ������ 2 ���-���(�  

9. incubate 	
��,�%O��� 70 ��6��H��H
�� ��)
���� 10 
�	
���!"#�-�$��� PCR ��*
�'

��������



'��9���	�
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10. �(�� 10x RT buffer ������ 2 ���-���(� 

11. �(�� 10mM dNTPs ������ 2 ���-���(� 

12. �(�� DEPC-H2O ������ 2.8 ���-���(� 

13. �(�� MMLV Reverse Transcriptase ������ 0.2 ���-���(� 

14. incubate 	
��,�%O���9�4����(���N ���

' 

- �,�%O��� 37 ��6��H��H
�� ��)
���� 60 
�	
 

- �,�%O��� 99 ��6��H��H
�� ��)
���� 5 
�	
 

- �,�%O��� 4 ��6��H��H
��  

15. �(�� TE ������ 80 ���-���(� 9�#��*����#	
��,�%O��� -20 ��6��H��H
�� �.$��
����!"#��)
 

template ���%���	�� PCR (���� 

 

'
���&�	���/� Polymerase Chain Reaction (PCR) 

1. Reaction volume 	
�!"# �
���(����

' 

10X Taq buffer  1  ���-���(� 

2mM dNTPs  1  ���-���(� 

25 mM MgCl2  1 ���-���(� 

Forward primer         0.2 ���-���(� 

Reverse primer          0.2 ���-���(� 

Taq polymerase       0.05 ���-���(� 

Milli Q water  1 ���-���(� 

Template  1  ���-���(� 

Total                10  ���-���(� 

2. PCR condition 

- PCR condition ��� OfRpL3 

�,�%O��� 94 ��6��H��H
�� ��)
����   5 
�	
 

�,�%O��� 94 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 58 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 72 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 72 ��6��H��H
�� ��)
����   2 
�	
 

�,�%O���  4 ��6��H��H
��  

���
�
    ��� 

- PCR condition ��� OfEcR-A 

�,�%O��� 94 ��6��H��H
�� ��)
����   5 
�	
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�,�%O��� 94 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 58 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 72 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 72 ��6��H��H
�� ��)
����   2 
�	
 

�,�%O���  4 ��6��H��H
��  

���
�
    ��� 

- PCR condition ��� OfEcR-B1 

�,�%O��� 94 ��6��H��H
�� ��)
����   5 
�	
 

�,�%O��� 94 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 58 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 72 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 72 ��6��H��H
�� ��)
����   2 
�	
 

�,�%O���  4 ��6��H��H
��  

���
�
    ��� 

- PCR condition ��� OfUSP-2 

�,�%O��� 94 ��6��H��H
�� ��)
����   5 
�	
 

�,�%O��� 94 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 58 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 72 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
 

�,�%O��� 72 ��6��H��H
�� ��)
����   2 
�	
 

�,�%O���  4 ��6��H��H
��  

���
�
       ��� 

3.
��&�&��(	
���#��**��	�� PCR 10 ���-���(�&��*�� loading buffer 1 ���-���(� �� load �
 

1.2% agarose gel ���!"# gel electrophoresis *�49��WWK� 200 ���(� 180 �����9��9��� ��)
���� 

25 
�	
 

4.�#������#�� ethidium bromide 0.1 ���-�*���(���������(� ��)
�4�4���� 30 
�	
 

5.J���������	
���#�#�� Biodoc-it®imaging system 9�#�
�������-��4%�-�����#��#
��� 9J�9�
	
�

�*���C'
���!"#���9*�� NIH image 

 

 

 

 

 



 

 42 

	���%#&���� 2: 	��"?	@�;#'&� JHA �#$ 20E ����
��*'G�'G�����I ��&	����%�&&	'&���� OfEcR-A, 
EcR-B1 �#$ OfUSP ���=�
$ in vitro 

 	��*���.�4��
'��(������	�9�-H�-���%
�
��$���&� ���!"#%
�
��$���&���*E���"�(�!
"���

��$�
���%�-� 2551 JC���$�
�*��-� 2552 ��*
�'
	��*���*�� RNA ��*(������	�9�-H�-	
����� 0, 4, 8, 

12, 16, 20 9�4 24 "������ ���!"# D-solution 9�#�
�� RNA 	
���#��	�� DNase treatment 9�4 reverse 

transcription �.$��!%#��# cDNA (�������� ��*
�'

�������-��4%�*��9�����*����

���!"#�	-
�- semi-

quantitative RT-PCR 

 2.1 *��6C*D�&���� 20E (��*��9�����*����

 OfEcR-A, EcR-B1 9�4 OfUSP !
�O��4 in 

vitro ���*��	����9�����*��)
 2 *�,�� ���

' 

         *�,��	
� 1   �.�4��
'��(������	�9�-H�-!
 Grace’s insect medium 

        *�,��	
� 2   �.�4��
'��(������	�9�-H�-!
 Grace’s insect medium 	
��(�� 20E -�����#��#
 

1.0 ���-�*���(���������(� 

��� Grace’s insect medium 	
�!"#!
	,**��	�����4�(�������"
�
4 ��#9*� penicillin, 

streptomycin 9�4 kanamycin ������4 100 ���-�*���(���������(� 9�4	��*���*��(�������(������ 	�9�-

H�-!
(�#�����"$'� HC���,�*���	
�!"#(#��&��
*�4��
*������"$'�(��-����%��4�� �����E
*���*��(�������

(������	�9�-H�-�
���

'  

            1. 
���,�*���	
�!"#!
*���.�4��
'��(������	�9�-H�- ���	�'�
'��*���
 ��E�
�� 9�4       ����4���

����*��� (�*��#
 Grace’s insect medium, FBS 9�4�����"
�
4) .�
��E�
�� 70% 9�#�
����#�(�#�����"$'��.$��

��:� UV �����
#�� 15 
�	
 

1. �(�
�� Grace’s insect medium 	
����� pH 6.37 ���(�� FBS 10% 9�4�����"
�
4������4 100 

���-�*���(���������(� 

2. 9��� Grace’s insect medium 	
��(�
����#��*�#� 2 ���(�� 20E -�����#��#
 1.0 ���-�*���(��

�������(� 

3.  *��� Grace’s insect medium 	
��(��3�����
9�#� ���!"# filter �
�� 0.22 ��-��
 (��*��%���

L
����
�� 50 �������(� 

4. 9��� Grace’s insect medium 	
�*���9�#� !��!
 petridish ������ 100 ���-���(� �.$��!"#!
*��

�.�4��
'��(������	�9�-H�- 10 -�� 

5. .�
��E�
�� 70% *��

��%
�
��$���&���#�(�#�����"$'�  

6. 
��%
�
��$���&��,��!
��E�
�� 70% 
�
��4��� 5 
�	
 %�����*
�'
�#���#��
'��*���
�
* 2 -��'� 

7. 	��*��&��(���*��(�������(������	�9�-H�-���%
�
��$���&� 

8. �#��(������	�9�-H�-�#������4�������*��� 3 -��'� 9�4 Grace’s insect medium 	
����� pH 9�#� 

1 -��'� *��
�4
��(������	�9�-H�-!����!
 petridish 	
��(�
����#!
�#� 5 

9. �:��� petridish 
�����.�4��
'��!
(�#-��-,��,�%O���	
� 25 ��6��H��H
�� 
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10. 
��(�������(������	�9�-H�-%�����*	��*���.�4��
'����)
���� 0, 4, 8, 12, 16, 20 9�4 24 

"������ ���*�� RNA �.$��!"#!
*��(������*��9�����*����

(���� 

 

2.2 *��6C*D�&���� JHA (��*��9�����*����

 OfEcR-A, EcR-B1 9�4 OfUSP !
�O��4 in 

vitro ���*��	����9�����*��)
 2 *�,�� ���

' 

         *�,��	
� 1  �.�4��
'��(������	�9�-H�-!
 Grace’s insect medium 

        *�,��	
� 2  �.�4��
'��(������	�9�-H�-!
 Grace’s insect medium 	
��(�� JHA -�����#��#
 

1.0 ���-�*���(���������(� 

 	��*���*��(�������(������	�9�-H�-!
(�#�����"$'�9�4�.�4��
'��!
 Grace’s insect medium 	
���#

9���*�,����# ����.�4��
'��(��"�������	
���#��$�*��#!
&�*��	�����#� 2.1 ��*
�'

��(����������(�����

�	�9�-H�-���*�� RNA �.$��!"#!
*��(������*��9�����*����

 ��*
�'
	��*��	�������*��

���
��
-�����#��#
���3�����
 JHA 9�4 20E ��* 1.0 ���-�*���(���������(� ��)
 0.1 9�4 0.5 

���-�*���(���������(�(�������� ���	��*���*��(�������(������	�9�-H�-!
(�#�����"$'�9�4�.�4��
'��!
 

Grace’s insect medium ����.�4��
'����)
���� 4 "������ ��*
�'

��(�������(������	�9�-H�-���*�� RNA 

�.$��!"#!
*��(������ Dose independent (��*��9�����*����

 OfEcR-A, EcR-B1 9�4 OfUSP !


�O��4 in vitro ���%
�
��$���&� 

 

	���%#&���� 3: 	����#����&
#����+.��*��# (Ultraspiracle protein: USP) �#$"?	@�;#'&� JHA �#$ 

20E ��&	����%�&&	'&� USP mRNA ��8�&�*�:�&+;��$�$+%&$�&� 

 	��*��%��3�����
 JHA -�����#��#
 0.5 ���-�*���(�� 5 ���-���(��4H��(
 9*�%
�
��$���&�

�4�4���4.�� ��*
�'
	��*���*��(�������(������	�9�-H�-���%
�
��$���&�	,*N 2 ��
 9�#�	��*���*�� 

RNA ��*(������	�9�-H�-��*�� ��$����# RNA 9�#��C�
�� RNA 	
���#��	�� DNase treatment 9�4 reverse 

transcription �.$��!"#��)
 template !
*��	�� PCR (���� ���%����.������	
�!"#!
*��	�� PCR ��)
 

degenerated primer 	
���*9�������6�� conserved region ��� USP !
%
�
!������ ���9J�9�
	
��*��

��* PCR 
����	�� gene clean 9�#��C�
���� insert !
 plasmid DNA ���*��	�� ligation ��*
�'

�� plasmid 

DNA ���*������	��*�� transformation !
 E.coli 	��*��(���%� plasmid DNA 	
��
"�'
���
�

	
�(#��*�� 

��$��(���.�9�#�	��*���*�� plasmid DNA �.$��
����%������������� USP ��*
�'
	��*��6C*D�*��

9�����*��� USP mRNA !
(������	�9�-H�-���%
�
��$���&�(���� 

	���%#&���� 3.1 	��8�#/�%
�*��'&� Ultraspiracle protein  

 �(�
�� RNA ��*(������	�9�-H�-���%
�
��$���&� ��*
�'
	�� DNase treatment 9�#�	��*��

����-��4%� cDNA �.$��
����	�� PCR (����E
*�����	
�*�������#��(#
 ��$����#9J�9�
	
�(#��*��9�#�
����	�� 

gene clean 9�4 ligation ��*
�'
	�� transformation 9�#�(������ plasmid DNA 	
��
"�'
���
����

	
�

(#��*�� �.$��	��*���*�� plasmid DNA 9�#�
����%����������(���� 
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	���/� DNA purification �%�	���/� gene clean 

1.(��9J�9�
	
���#�
 agarose gel ��**��	�� PCR !����!
%���9�#�"���
'��%
�*���	
���# 

2. �(�� FADF buffer ������ 500 ���-���(� &��!%#��#�*�
���!"# vortex ��4��� 1 
�	
  

3.
���� incubate 	
��,�%O��� 55 ��6��H��H
�� ��)
���� 10-15 
�	
 &��!%#��#�*�
��� vortex 	,*N 2-

3 
�	
 �
����4����
%��  

4.
����*�����	
��,�%O���%#����)
������4��� 15-20 
�	
  

5.��� FADF column !
%��� collection tube �
�� 2 ���-���(� 

6. �(������4���	
���#��*�#� 3 ������ 800 ���-���(� ��!
 FADF column 

7.
�����X�
	
�-���������� 13,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
  

8.
�� FADF column !������!
 collection tube 

9. �(�� wash buffer ������ 700 ���-���(�����!
 FADF column  

10. 
�����X�
	
�-���������� 13,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 30 ��
�	
  

11. 
�� FADF column !������!
 collection tube �
*-��'� 

12. 
�����X�
	
�-���������� 13,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 3 
�	
  

13. 
�����
��� FADF column !����!
%��� microcentrifuge tube  

14. �(�� elution buffer ������ 20-40 ���-���(� ������(��*������ FADF column 

15. �����#	
��,�%O���%#����)
������4��� 3 
�	
 �
����4��� elution buffer J�*���HC��
%�� 

16. 
�����X�
	
�-���������� 13,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 2 
�	
  

17. �*������4�����*�#� 16 ��#	
�(�#9"��,�%O��� -20 ��6��H��H
�� �.$��
����!"#!
*��	�� ligation 

(���� 

 

	���/� Ligation  

1. !�� plasmid DNA 	
�!"#��)
��*�(���-$� pTZ57 R/T ������ 1.80 ���-���(� (100 
��
*���) ��

!
����4���	
���#��**��	�� gene clean ������ 1.41 ���-���(� 

2. �(�� ligation buffer ������ 6.0 ���-���(� 

3. ���	
��,�%O��� 22 ��6��H��H
�� ��)
���� 12-16 "������ 

 

	���/� Transformation  

1. 	��!%# competent cell (E. coli DH10B) ������ 300 ���-���(� �4����

'��9��� 

2. �(�
������4��� solution A + solution B ������������4 200 ���-���(� &��!%#��#�*�
���!"# 

vortex 

3. 
�� competent cell ���X�
	
�-���������� 14,000 rpm ��)
���� 2 
�	
 

4. ��� supernatant ��*�
%�� 
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5. �(������4��� AB solution ������ 300 ���-���(� &��!%#��#�*�
 

6. ����

'��9�����)
���� 30 
�	
 ���&��!%#��#�*�
	,*N 10 
�	
 

7. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm ��)
���� 2 
�	
 

8. ��� supernatant ��*�
%�� 

9. �(������4��� AB solution ������ 200 ���-���(� &��!%#��#�*�
���!"#���-��:��(�4���

(4*�
��� plasmid DNA 	
�*#
%��� 

10. ����

'��9�����)
���� 30 
�	
  

11. 9�������4������ plasmid DNA ��*��)
 2 %���N �4 100 ���-���(� 

12. �(������4��� ligation mixture ������ 100 ���-���(� &��!%#��#�*�
 

13. ����

'��9�����)
���� 30 
�	
  

14. �������4������ plasmid DNA ��*	�'����%��� %������!
��
�.�4��
'�� (LB agar plate) 	
�

�
 IPTG, X-gal ������4 40 ���-���(� 9�4 amplicillin 20 ���-���(� 

15. ���	
��,�%O��� 37 ��6��H��H
�� ��)
���� 12-16 "������ 

 

	���	
% plasmid DNA �%���G GeneJETTM Plasmid MiniPerp Kit 

1. ��$�*�-��

�
��� 
�����.�4��
'��!
%���	�����
��*��� ���!"# LB medium ������ 1-5 

���-���(� 	
��,�%O��� 37 ��6��H��H
�� ��)
���� 16-18 "������ 

2. ��$��-������	
��.�4��
'�� !%#�#����!
%���.���(�*�
�� 1.5 �������(� 

3. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 1 
�	
 

4. �(�� resuspention solution ������ 250 ���-���(� &��!%#��#�*�
���!"# vortex 

5. �(�� lysis solution ������ 250 ���-���(� &��!%#��#�*�
�4��#����4����%

���#
 

6. �(�� neutralization solution ������ 350 ���-���(� &��!%#��#�*�
�4��#��� �4����%

���#
 

�
(4*�
�,�
�
��� 

7. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 5 
�	
  

8. ��� supernatant ��*9�#�J�����%���!%��  

9. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 1 
�	
  

10. ��� supernatant ��*9�#�!����!
 spin column ������ 450 ���-���(�  

11. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 1 
�	
  

12. 
�� spin column ��*9�#�!��!
%���!%�� ��� supetnatant !�������
*-��'� ������ 450 

���-���(�  

13. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 1 
�	
  

14. 
�� spin column ��*9�#�!��!
%���!%�� 

15. �(�� wash solution ������ 500 ���-���(�  
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16. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 1 
�	
  

17. 
�� spin column ��* ��*
�'
�	����%��	
�����O��!
%���	�'� 

18. �(�� wash solution ������ 500 ���-���(� 

19. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 1 
�	
  

20. 
�� spin column !����!
%���!%��  

21. �(�� elution buffer ������ 50 ���-���(�  

22. ���	�'���#	
��,�%O���%#�� ��)
���� 2 
�	
  

23. 
�����X�
	
�-���������� 14,000 rpm 	
��,�%O��� 4 ��6��H��H
�� ��)
���� 2 
�	
  

24. �*������4���	
���#��#!
(�#9"�9��� �,�%O��� -20 ��6��H��H
�� 

 

&�*��	���� 

 

1. 	��8�#/�%
�*��'&� Ultraspiracle protein (USP) ��8�&�*�:�&+;� 

 ��**��6C*D�.���� USP !
%
�
��$���&� �
 2 ���HW���� -$� USP-1 9�4 USP-2 HC��*��&�*��

	������#	��*��%������������� USP-2 (Omphisa USP-2) .�����
�
�� 2005 -����� %�$�-����)
*���4��

�
 409 (�� (O�. 2) ��$��
�����������	
���#�����
���	
��*�� USP !
9���"
���$�
N 	
��
�#����!
 GeneBank 

database 9�#����-��4%��#�����9*�� DNASIS .�����
 identity ��� nucleotide ���	
��,�!
 rice stem borer 

(Chilo suppressalis: CsUSP) -����)
 82.07% 9�4�
 identity (���	
��,���$���	
��*�� common fruit fly 

(Drosophila melanogaster: DmUSP) -����)
 71.79% ���%��� identity ��� OfUSP *��9���"
���$�
N -��

��)
������H�
(���#(����������*��*��
#�����

'-$� USP ��� cluster caterpillar (Spodoptera litura: SlUSP) 

-����)
 81.60%, USP ���%
�
!������ (M. sexta: MsUSP) -����)
 80.23%, USP ���%
�
�%� 

(Bombyx mori: BmUSP) -����)
 79.33% 9�4 USP ��� spruce budworm (Choristoneura fumifera: CfUSP) 

-����)
 77.73%(������ 3  �	
 ����
��� 1) 
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    1   acgcggggatgtcatttgtgtagatcttttaccaacgtttgaaattcggctattgtaaagttaatttgtaattatatcgtgcttcattta 
    91  cgaaaaaggacgtttatcattatatatgttttagaattcacacaaaaacatgtatgtcagaggtggttaagctcatctataggtatattt 
    181 agttcaacgaccttgttactgacaggttcatctttacgactttattattttatgaaagtggtattactacaataaataaattgtagagg 
    270 atggagccctcaagagaaccagggttaaacctggagagcagtttcatgtcgccgatgtccccacctgagatgaagccagacacagcgatg 
        M  E  P  S  R  E  P  G  L  N  L  E  S  S  F  M  S  P  M  S  P  P  E  M  K  P  D  T  A  M
    360 ctagatgggctccgggacgacgagacatcacccccatcgttcaagaattacccccccaaccatccacttagtggatccaagcacctctgc 
        L  D  G  L  R  D  D  E  T  S  P  P  S  F  K  N  Y  P  P  N  H  P  L  S  G  S  K  H  L C
    450 tctatatgtggcgacagggcttcggggaagcattatggagtctacagttgcgaaggctgcaaaggcttcttcaaaaggacagtacggaaa 

S  I  C  G  D  R  A  S  G  K  H  Y  G  V  Y  S  C  E  G  C  K  G  F  F  K  R  T  V  R  K
    540 gacctcacgtacgcgtgtcgtgaagaacggaattgcattatagataagcgacagagaaaccgatgtcagtactgtcggtatcagaagtgt 

D  L  T  Y  A  C  R  E  E  R  N  C  I  I  D  K  R  Q  R  N  R  C  Q  Y  C  R  Y  Q  K  C
    630 cttgcatgcggcatgaaacgcgaggcggtgcaagaagagagacagcgggcggctaggggggctgaagatgctcaccccagcagttctgta 

L  A  C  G  M  K  R  E  A  V  Q  E  E  R  Q  R  A  A  R  G  A  E  D  A  H  P  S  S  S  V
    720 caggagttgtctatcgaaaggctactggagatggagtccctggttgcggacacgactgaagagtgtcagttcctgcgcgtcggggcggat 
        Q  E  L  S  I  E  R  L  L  E  M  E  S  L  V  A  D  T  T  E  E  C  Q  F  L  R  V  G  A  D
    810 agcaacgttccacccaagttccgcgcaccggtctccagtctttgtcaaataggtaacaaacaaatcgccgcgttggtggtgtgggcgcgg 
        S  N  V  P  P  K  F  R  A  P  V  S  S  L  C  Q  I  G  N  K  Q  I  A  A  L  V  V  W  A  R
    900 gacatcccgcatttcggccagctggagatggacgaccaggtgttgctcattaagagctcgtggaacgagctgctgctcttcgcgatagcg 
        D  I  P  H  F  G  Q  L  E  M  D  D  Q  V  L  L  I  K  S  S  W  N  E  L  L  L  F  A  I  A
    990 tggcgctctatggagttcctaacagacgagcgcgataatatggacggttcgcggagttcttctccgccgcagctcatgtgtttgatgcca 
        W  R  S  M  E  F  L  T  D  E  R  D  N  M  D  G  S  R  S  S  S  P  P  Q  L  M  C  L  M  P
   1080 ggcatgacgctgcaccgcaactcggcactgcaggcgggcgtggggcaaatcttcgaccgcgtgctgtccgagctgtcgctcaagatgcgc 
        G  M  T  L  H  R  N  S  A  L  Q  A  G  V  G  Q  I  F  D  R  V  L  S  E  L  S  L  K  M  R
   1170 gccttgcgattggaccaggccgagtatgtcgcgctcaaggccatcatactactcaaccctgatgtaaaaggattaaaaaaccgccaagaa 
        A  L  R  L  D  Q  A  E  Y  V  A  L  K  A  I  I  L  L  N  P  D  V  K  G  L  K  N  R  Q  E
   1260 gtcgaagcacttcgggaaaagatgttcttgtgcctggacgagtactgccgacggtcgcgcggaacggacgagggccgcttcgcgtcactg 
        V  E  A  L  R  E  K  M  F  L  C  L  D  E  Y  C  R  R  S  R  G  T  D  E  G  R  F  A  S  L 
   1350 ctgttgcggctgccggcgctgcgctccatctccctgaagagcttcgagcacctgttcttcttccacctcgttgctgacgcctccatcgcc 
        L  L  R  L  P  A  L  R  S  I  S  L  K  S  F  E  H  L  F  F  F  H  L  V  A  D  A  S  I  A
   1440 acgtacatccgcgacgcgcttcgtagccacgcgacactcgatgccacgccgatgctctaggccacccagtattaacatataacagtttcc
        T  Y  I  R  D  A  L  R  S  H  A  T  L  D  A  T  P  M  L  * 

PiUSP2    ---------- ---------- ---------- ---------- ---MEPSRES G--------- ----LNLENS TFMSPMSPPE MKPDTAMLDG LRDDATSPPS
CsUSP2    ---------- ---------- ---------- ---------- ---MEPSREP G--------- ----LNLEGS -FMSPMSPPE MKPDTAMLDV LRDDATSPPS
OfUSP2    ---------- ---------- ---------- ---------- ---MEPSREP G--------- ----LNLESS -FMSPMSPPE MKPDTAMLDG LRDDETSPPS
SlUSP2    -MSVAKKDKP TMSVTALINW ARPLPPGQQQ QQPMTPT-SP GSMLQPMATP SNIPTVDCSL DIQWLNLESG -FMSPMSPPE MKPDTAMLDG LRDDSTPPPA
BmUSP2    MSSVAKKDKR TMSVTALINR AWPMTPSPQQ QQQMVPSTQH SNFLHAMATP STTPN--VEL DIQWLNIESG -FMSPMSPPE MKPDTAMLDG FRDDSTPPPP
MsUSP2    MSSVAKKDKR TMSVTALINR AWPLTPAPHQ QQ-SMPSSQP SNFLQPLATP STTPS--VEL DIQWLNIEPG -FMSPMSPPE MKPDTAMLDG LRDDSTPPPA
                                                         :..   . .              **:* . ********* *********   :*** *.**.

PiUSP2    FKNYPPNHPL SGSKHLCSIC GDRASGKHYG VYSCEGCKGF FKRTVRKDLS YACREERNCI IDKRQRNRCQ YCRYQKCLAC GMKREAVQEE RQRAARGTED
CsUSP2    FKNYPPNHPL SGSKHLCSIC GDRASGKHYG VYSCEGCKGF FKRTVRKDLT YACREERNCI IDKRQRNRCQ YCRYQKCLAC GMKREAVQEE RQRAARGTED
OfUSP2    FKNYPPNHPL SGSKHLCSIC GDRASGKHYG VYSCEGCKGF FKRTVRKDLT YACREERNCI IDKRQRNRCQ YCRYQKCLAC GMKREAVQEE RQRAARGAED
SlUSP2    FKNYPPNHPL SGSKHLCSIC GDRASGKHYG VYSCEGCKGF FKRTVRKDLT YACREERNCI IDKRQRNRCQ YCRYQKCLAC GMKREAVQEE RQRAARGAED
BmUSP2    FKNYPPNHPL SGSKHLCSIC GDRASGKHYG VYSCEGCKGF FKRTVRKDLT YACREDKNCI IDKRQRNRCQ YCRYQKCLAC GMKREAVQEE RQRAARRTED
MsUSP2    FKNYPPNHPL SGSKHLCSIC GDRASGKHYG VYSCEGCKGF FKRTVRKDLT YACREDRNCI IDKRQRNRCQ YCRYQKCLAC GMKREAVQEE RQRAARGTED
          ********** ********** ********** ********** *********: *****::*** ********** ********** ********** ****** :**

PiUSP2    AHPSSSVQVS AEELSIERLL EMEALVADTS EEFQFLRVGP DSNVPPKFRA PVSSLCQIGN KQIAALVVWA RDIPHFSQLE LEDQVTLIKA SWNELLLFAI
CsUSP2    PLPSSSVQ-- --ELSIERLL EMESLVADTS EECQFLRVGP ESNVPPKFRA PVSSLCQIGN KQIAALVVWA RDIPHFSQLE MDDQVLLIKG AWNELLLFAI
OfUSP2    AHPSSSVQ-- --ELSIERLL EMESLVADTT EECQFLRVGA DSNVPPKFRA PVSSLCQIGN KQIAALVVWA RDIPHFGQLE MDDQVLLIKS SWNELLLFAI
SlUSP2    AHPSSVQVQ  --ELSIERLL EMESMVADPT EEYQFLRVGP DSNVPPKFRA PVSSLCQIGN KQIAALVVWA RDIPHFNSLH LEDQMLLIKA SWNELLLFAI
BmUSP2    AHPSSSVQ-- --ELSIERLL ELEALVADSA EELQILRVGP ESGVPAKYRA PVSSLCQIGN KQIAALIVWA RDIPHFGQLE IDDQILLIKG SWNELLLFAI
MsUSP2    AHPSSSVQ-- --ELSIERLL EIESLVADPP EEFQFLRVGP ESGVPAKYRA PVSSLCQIGN KQIAALVVWA RDIPHFGQLE LEDQILLIKN SWNELLLFAI
        . ******      ******** *:*::***.. ** *:****. :*.**.*:** ********** ******:*** ******..*. ::**: ***   :*********

PiUSP2    AWRSMEYLTD ERDNVD--GS RTTSPPQLMC LMPGMTLHRN SALQAGVGQI FDRVLSELAL KMRSLPVDQA EYVALKAVIL LNPDVKGLNS RQEVEVLREK
CsUSP2    AWRSMEFLND ERENMD--GS RTTSPPQLMC LMPGMTLHRN SALQAGVGQI FDRVLSELSL KMRHLRMDQA EYVALKAIIL LNPDIKGLGN RQEVEVLREK
OfUSP2    AWRSMEFLTD ERDNMD--GS RSSSPPQLMC LMPGMTLHRN SALQAGVGQI FDRVLSELSL KMRALRLDQA EYVALKAIIL LNPDVKGLKN RQEVEALREK
SlUSP2    AWRSMEYLTE EREVVDSSGN RSTSPPQLMC LMPGMTLHRN SALQAGVGQI FDRVLSELSL KMRALRFDQA EYVALKAIIL LNPDVKGLKN RLDVELLREK
BmUSP2    AWRSMEFLND ERENVD---S RNTAPPQLIC LMPGMTLHRN SALQAGVGQI FDRVLSELSL KMRSLRMDQA ECVALKAIIL LNPDVKGLKN KQEVDVLREK
MsUSP2    AWRSMEYLTD ERENVD---S RSTAPPQLMC LMPGMTLHRN SALQAGVGQI FDRVLSELSL KMRTLRMDQA EYVALKAIIL LNPDVKGLKN KPEVVVLREK
          ******:*.: **: :*   .  *.::****:* ********** ********** ********:* *** * .*** * *****:** ****:*** . : :* ****

PiUSP2    MYSCLDEYCR RSRGSEEGRF ASLLLRLPAL RSISLKSFEH LFFFHLVADG SIPGYIRDAL RSHKPPLDAS SIM 
CsUSP2    MYSCLDEYCR RVRVSEEGRF ASLLLRLPAL RSISLKSFEH LFFFHLVADS SIAGYIRDLL RHHAPPIDAS ALM 
OfUSP2    MFLCLDEYCR RSRGTDEGRF ASLLLRLPAL RSISLKSFEH LFFFHLVADA SIATYIRDAL RSHAT-LDAT PML
SlUSP2    MFSCLDEYVR RSRGGEEGRF AALLLRLPAL RSISLKSFEH LFFFHLVADT SIASYIRDAL RSHAPPIDAN VM- 
BmUSP2    MFLCLDEYCR RSRGGEEGRF AALLLRLPAL RSISLKSFEH LYLFHLVAEG SVSSYIRDAL CNHAPPIDTN IM- 
MsUSP2    MFSCLDEYVR RSRCAEEGRF AALLLRLPAL RSISLKCFEH LYFFHLVADT SIASYIHDAL RNHAPSIDTS IL- 
          *: ***** * * *  :**** *:******** ******.*** *::*****:  *:. **:* *   * . :*:.  :

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O�.	
� 2 9������������ (DNA sequence) 9�4������*���4���
����

 OfUSP-2  

���%
�
��$���&� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O�.	
� 3 9��� alignment ��� amino acid sequence ��� USP !
%
�
��$���&� (OfUSP) ���
���	
��*��!
 

rice stem borer (CsUSP), cluster caterpillar (SlUSP), %
�
�%� (BmUSP) 9�4 %
�
!������ (MsUSP) 



 

 48 

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(����	
� 1 9���������H
(�*�����
���	
�� identity �4%���� USP !
9���*�,���$�
N 

 

2. ;#'&� JHA �#$ 20E ��&	����%�&&	'&� OfEcR-A, OfEcR-B �#$ OfUSP-2 ����&��.��&���,��

'&�8�&�*�:�&+;��$�$+%&$�&� ���=�
$ in vivo 

 *��	����

'��#!%#3�����
 JHA 	
�-�����#��#
(���N *�
���

'-$� 0.1, 0.5 9�4 1.0 ���-�*���(�� 5 

���-���(��4H��(
9*�%
�
��$���&� !
"�����$�
*�
���
 2550 ��*
�'
	��*���*��(�������(������	�9�-

H�-	,*N 2 ��
 �
%
�
��$���&���#�����4�4 G3 ��*
�'

��(�������(������	�9�-H�-���*�� RNA 9�#�
����

���-��4%�*��9�����*��� OfEcR-A, OfEcR-B 9�4 OfUSP-2 mRNA ���!"#�	-
�- semi-quantitative RT-

PCR ���!"#�.������	
���*9��(��(��9%
�� A/B specific region ���	�'� OfEcR-A, OfEcR-B 9�4 OfUSP-

2 HC���
-�������.�49(��4���HW���� (isoform-specific primers) 	��!%#��# PCR product 	
��
�
�� 123, 251 

9�4 177 -�����(�������� ���!
*��	����

'!"# OfRpL3 ��)
 internal standard %�$� reference gene  

  
2.1 ;#'&�6&����� JHA ��&	����%�&&	'&� OfEcR-A, OfEcR-B1 �#$ OfUSP-2 mRNA����&��.��&

���,��'&�8�&�*�:�&+;� ���=�
$ in vivo 

 ��$��	��*�� amplify OfEcR-A, OfEcR-B1 9�4 OfUSP-2 mRNA ���9(��4�

9�#�
�������
���	
��

-���9(*(������������ mRNA �#���	-
�- semi-quantitative RT-PCR analysis ���
��9J�9�
	
���#��*

*��	�� PCR(O�.  4*) !
9(��4-��'���	��*��%� intensity ��*
�'
%�-���L�
��9�#��	
��*�� OfRpL3 9�#�


��-��	,*-���	
��*�� D0 �.$��!%#��# relative intensity &�*��	����.���� OfEcR-A mRNA �4-���N ����

!
��
	
� 2 %�����*��#���3�����
 9�4����(����,�!
��
	
� 8 ��*
�'
�4-���N �.����C'
!
"����4�4 G0 �
JC�

�4�4 G2 ����
���������	
��,�!
�4�4 G2 ��*
�'
�4-���N �����
*-��'�!
�4�4 G3 (O�.  4�) 

Species Identity (%) 

Chilo suppressalis (CsUSP) 82.07 

Spodoptera litura (SlUSP) 81.60 

Manduca sexta (MsUSP) 80.23 

Bombyx mori (BmUSP) 79.33 

Drosophila melanogaster (DmUSP) 71.79 
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 ���
*��9�����*��� OfEcR-B1 mRNA 
�'
.�����4-���N ����!
��
	
� 2 �"�
��
��*�
 9�4

����(����,�!
��
	
� 6 ��*
�'
�4-���N �.����C'
(�'�9(���
	
� 8 �
JC��4�4 G2 ���!
�4�4 G1 9�4 G2 �4����

!
�4�����
��*�
%�$�!*�#�-
��*�
 9(��4�����
*-��'�!
�4�4 G3 (O�. 4-) ���%���*��9�����*��� 

OfUSP-2 mRNA �4-���N �.����C'
(�'�9(���
	
� 6 ���*����#���3�����
 9�4-���N �.����C'
��$���N �
JC���
	
� 

8 9�4�4����!
"����4�4 G0 9(��4-���N �.����C'
�
*-��'�!
�4�4 G1 ��*
�'
�4-���N �����
*-��'�!
"���

�4�4 G2 9�4 G3 (O�. 4�) 

 

2.2 ;#'&�6&����� 20E ��&	����%�&&	'&� OfEcR-A, OfEcR-B1 �#$ OfUSP-2 mRNA ����&� 

�.��&���,��'&�8�&�*�:�&+;� ���=�
$ in vivo 

&�*�����-��4%�*��9�����*��� OfEcR-A mRNA %�����*	
�%
�
��#���3�����
 20E .����*��

9�����*��� OfEcR-A mRNA (O�.	
� 5�)�4�.����C'
!
��
	
� 1 �
JC���
	
� 2 ��*
�'
�4������$����#���#�4�4 

G0 9(��4-���N �.����C'
!
�4�4 G1 �
JC��4�4 G2 ����.�������,�!
�4�4 G2 9(��4�����
*-��'���$����#����

�4�4 G3 9�4��**�����-��4%�*��9�����*��� OfEcR-B1 mRNA(O�.	
� 5-) .����-���N �.����C'
(�'�9(�

��
	
� 1 %�����*��#���3�����
 9�4�.����C'
����,�!
��
	
� 2 ��*
�'
�4-���N ����(�'�9(��4�4 G0 �
JC�

�4�4 G3 HC��!
�4�4 G3 �4����(����,� ���%���*��9�����*��� OfUSP-2 mRNA �4-���N ����!
��
	
� 

1 �
JC��4�4 G0 9(��4�.����C'
!
�4�4 G1 9�4-���N �����
*-��'���$����#�����4�4 G2 9�4 G3 (O�.	
� 5�) 
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�. 
 
 
 
�. 
 
 
 
 
 
 
 
�. 
 
 
 
 
 
 
 

. 
 
 
 
 
 

 
 

O�.	
� 4 9���9J�9�
 (*) 9�4-�� relative intensity 	
����-��4%���#��*9J�9�
��� OfEcR-A (�), OfEcR-B1 

(-) 9�4 OfUSP-2 (�) !
(������	�9�-H�-���%
�
��$���&�	
���#���3�����
 JHA -�����#��#
 1. 

���-�*���(�� 5 ���-���(��4H��(
 ���9(��4�,�-$�-���L�
�� ±  S.E. (n=3) 9�4(����*D�9���-���9(*(���

	���J�(�	
��4���-����"$�����
 95% 
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O�. 	
� 5 9���9J�9�
 (*) 9�4-�� relative intensity 	
����-��4%���#��*9J�9�
��� OfEcR-A (�), OfEcR-B1 

(-) 9�4 OfUSP-2 (�) !
(������	�9�-H�-���%
�
��$���&�	
���#���3�����
 20E -�����#��#
 1.0 

���-�*���(�� 5 ���-���(��4H��(
 ���9(��4�,�-$�-���L�
�� ±  S.E. (n=3) 9�4(����*D�9���-���9(*(���

	���J�(�	
��4���-����"$�����
 95% 
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3. ;#'&� JHA �#$ 20E ��&	����%�&&	'&� OfEcR-A, OfEcR-B1 �#$ OfUSP-2 mRNA ����&��.��&

���,��'&�8�&�*�:�&+;� ���=�
$ in vitro  

 *��	����

'��#	��*���.�4��
'��(������	�9�-H�-���%
�
��$���&�!
 Grace’s insect medium 	
�

�(��3�����
 JHA 9�4 20E -�����#��#
 1.0 ���-�*���(���������(� ��*
�'
�*�� total RNA ��*(������ 

	�9�-H�-	
����� 0, 4, 8, 12, 16, 20 9�4 24 "������ 9�#�
�������-��4%�*��9�����*��� OfEcR-A, OfEcR-

B1 9�4 OfUSP-2 mRNA ���&�*��	����.���� *�,��	
�	��*���.�4��
'��(������	�9�-H�-	
��(�� 20E ��

�� ��������� OfEcR-A mRNA(O�.	
� 6�) �4�.����C'
!
"������	
� 4 ��*
�'
�4����!
"������	
� 8 �
JC�

"������	
� 20 9�4�4�.����C'
���*
#��!
"������	
� 24 �"�
��
��*��*��9�����*��� OfEcR-B1 mRNA (O�.	
� 

6-) �4�.����C'
!
"������	
� 4 �%�$�
*�� OfEcR-A mRNA 9�4�4-���N ����(�'�9(�"������	
� 8 �
JC�"������

	
� 20 9�4�4�.����C'
���*
#��!
"������	
� 24 �"�
*�
 ���
������*��9�����*��� OfUSP-2 mRNA �4

-���N �.����C'
!
"������	
� 4 JC�"������	
� 8 9�4-���N ����!
"������	
� 12 JC�"������	
� 16 ��*
�'
�4�.������

�
*-��'�!
"������	
� 20 9�4����!
"������	
� 24 (O�.	
� 6�) 

 ���%���*�,��	
�	��*���.�4��
'��(������	�9�-H�-	
��(�� JHA ���� .������������� OfEcR-A 

mRNA(O�.	
� 7�) �4-���N �.����C'
!
"������	
� 8 ��*
�'
�4����!
"������	
� 12 �
JC�"������	
� 24 HC��

-�#��*��*��9�����*��� OfEcR-B1 mRNA (O�.	
� 7-)	
��4-���N �.����C'
!
"������	
� 8 �"�
��
��*�
 9(�

�4-���N ����!
"������	
� 12 9(��4-���N �.����C'
!
"������	
� 16 JC�"������	
� 20 ��*
�'
�4�����
*-��'�!


"������	
� 24 ���
*��9�����*��� OfUSP-2 mRNA (O�.	
� 7�)�4-���N �.����C'
!
"������	
� 8 9�4 12 

��*
�'
�4����!
"������	
� 16 9�4-���N �.����C'
�
JC�"������	
� 20 9�4�����
*-��'�!
"������	
� 24    
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O�.	
� 6 9���9J�9�
 (*) 9�4-�� relative intensity 	
����-��4%���#��*9J�9�
��� OfEcR-A (�), OfEcR-

B1 (-) 9�4 OfUSP-2 (�) !
(������	�9�-H�-���%
�
��$���&�!
��%��	
��(��3�����
 20E -�����#��#
 

1.0 ���-�*���(���������(� ���9(��4�,�-$�-���L�
�� ±  S.E. (n=3) 9�4(����*D�9���-���9(*(���	���J�(�

	
��4���-����"$�����
 95% 
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O�.	
� 7 9���9J�9�
 (*) 9�4-�� relative intensity 	
����-��4%���#��*9J�9�
��� OfEcR-A (�), OfEcR-B1 

(-) 9�4 OfUSP-2 (�) !
(������	�9�-H�-���%
�
��$���&�!
��%��	
��(��3�����
 JHA -�����#��#
 1.0 

���-�*���(���������(� ���9(��4�,�-$�-���L�
�� ±  S.E. (n=3) 9�4(����*D�9���-���9(*(���	���J�(�	
�

�4���-����"$�����
 95% 
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*����*-���9�4���
��
9�������������9���J�*-��-,���� molting hormone %�$� ecdysone HC��

�
*��6C*D�*��*���3�����


'!
9���%�
� (Drosophila melanogaster) ( Riddiford and Pelham 1987; 

Koelle et al., 1991, Yoa et al., 1992; Thomas et al., 1993) 20E �4���*�� heterodimer ���  ecdysone 

receptor(EcR) 9�4 ultraspiracle protein(USP) ���-��-,�*�� transcription ����

��K�%������*�����*�� 

ecdysone response elements (EcREs) 	�'� EcR 9�4 USP �������!
 nuclear receptor superfamily HC��

��4*���#�� 5 domains -$� A/B, C, D(DNA binding), D, E (ligand binding) 9�4 F region  !
 Omphisa 

fuscidentalis USP-2 (OfUSP-2) �

��4*���#�� 2005bp %�$� 409 aa (*���4���
) HC��!
*�,�� Lepidoptera 

USP ��� OfUSP-2  �4�
-����%�$�
����,���$���	
��*�� Chilo suppressalis (81%) 9�4 �
-����%�$�


(����,���$���	
��*�� D. melanogaster (71%)  

!
*�����*��9�����*����

��������*��������� OfUSP-2, OfEcR-A 9�4 OfEcR-B1 mRNA 

���(������	�9�-H�- ����	-
�- semi-quatitative PCR %�����**��!%#3�����
 20E .�����4������ 

OfUSP-2 mRNA ����!
"��� D1-G0 9(��4�.����C'
���*
#��!
�4�4 G1 9�4����!
�4�4 G2-G3  ���


�4������ OfEcR-A mRNA %�����*!%# 20-hydroxyecdysone  �.����C'
���*
#��!
"�����
	
� 1(D1) 9�4 

2(D2) 9�4����	
��4�4 G0 9�4�����������������
*-��'�	
��4�4 G1 9�4 G2 !
	��(��*�
�#���4������ 

OfEcR-B1 mRNA  �4�.�������,�(peak) !
��
	
� 2(D2) %�����*!%#������
  

&���
�����-��'�

'9���!%#�%�
��� *���.����C'
��� OfEcRs mRNA !
 (������	�9�-H�- �4

���.�
E�*��*���.����C'
��� ecdysteroid !
3
�����.�����4�4 prepupal stage 9�4*�� molting  !
*��!%#

3�����
 20E �4*�4(,#
*��*������(������	�9�-H�- !
*������-��4%�9�4%���� ecdysteroid !
�
��

���.� 9�4�.���*��9�����*��� OfEcRs 9�4 OfUSP-2 mRNA ���
�'
!
*�����
��
9���	�'������� 

ecdysteroid 9�4 ecdysone  receptor complex  �
&�(��*��*���*��%�������&��
	��*��**��-��-,�

�#�
*��� 
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