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　 　 摘要：　 灰飞虱［Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘ ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ （Ｆａｌｌéｎ）］是一种分布广，对环境有很强适应性的重要水稻害虫。 热激蛋

白 ７０（Ｈｓｐ７０）家族是与生物体环境适应最为密切的一类蛋白质。 本研究通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 与 ＲＡＣＥ 技术克隆灰飞虱

Ｈｓｐ７０ 基因，利用生物信息方法分析了该热激蛋白的特征，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术研究该基因在不同生长发

育阶段和不同温度条件下表达变化规律。 结果显示：克隆了 Ｈｓｐ７０ 基因的 ２ 种 ｃＤＮＡ 全长序列，分别命名为

ＬｓＨｓｃ７０（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＦ６６０２５２）和 ＬｓＨｓｐ７０（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＫＦ６６０２５１）。 ＬｓＨｓｃ７０ 全长为２ ３９９ ｂｐ，编码

６５７ 个氨基酸，编码的蛋白质等电点为 ５􀆰 ３，分子量为７３ ０００；ＬｓＨｓｐ７０ 全长为２ ４６８ ｂｐ，编码 ６９０ 个氨基酸，编码的蛋

白质等电点为 ５􀆰 ８，分子量为７４ ９００。 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的氨基酸序列中均含有 Ｈｓｐ７０ 蛋白质家族的 ３ 个签名序

列及 １ 个 ＡＴＰ⁃ＧＴＰ 结合位点。 系统进化关系分析结果表明它们与多种昆虫的 Ｈｓｐ７０ 氨基酸序列有较高的同源性。
不同发育阶段的灰飞虱体内 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 呈现出不同的表达模式，ＬｓＨｓｃ７０ 在雄性成虫阶段表达量达到最大

值，而 ＬｓＨｓｐ７０ 的最高表达量在 １ 龄若虫阶段。 不同性别的灰飞虱成虫体内 ＬｓＨｓｃ７０ 表达量有显著差异，而 ＬｓＨｓｐ７０
没有显著差异。 高温和低温胁迫都可以诱导灰飞虱体内 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达，在－４ ℃和－９ ℃的低温胁迫

下，ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 分别达最大的表达量。 在 ４０ ℃，ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 表达水平均在处理后 ０􀆰 ５ ｈ 时最高。 而

在－４ ℃，ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达水平均在处理后 １ ｈ 时达到最大值。 结果表明灰飞虱可以通过调节体内的 ＬｓＨ⁃
ｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 表达，来应对不良的环境温度。
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　 　 灰飞虱［Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘ ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ （Ｆａｌｌéｎ）］属半翅

目飞虱科，是水稻等粮食作物的重要害虫，既能直接

刺吸危害，又能通过传播水稻条纹叶枯病毒（Ｒｉｃｅ
ｓｔｒｉｐｅ ｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ）等引起间接危害，造成严重的产量

损失［１⁃４］。 热激蛋白（Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｈｓｐ）作为

细胞的重要组成成分几乎在所有的生物体都有存

在，Ｈｓｐｓ 有的还受到多种胁迫的诱导，如高温、低
温、干燥、缺氧、杀虫剂、重金属、饥饿等［５］。 Ｈｓｐ 的

主要功能是参与蛋白质合成、折叠、装配及转运等生

命活动［６］。 根据同源性与分子量大小，昆虫热激蛋

白一般分为 Ｈｓｐ９０、Ｈｓｐ７０、Ｈｓｐ６０、Ｈｓｐ４０ 和小分子

量热激蛋白（ ｓＨｓｐ） ［７⁃８］。 其中 Ｈｓｐ７０ 家族是最保

守，也是研究最为广泛的家族［９］。 热激蛋白 Ｈｓｐ７０
包含了胁迫诱导型和细胞组成型 （ Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ
ｃｏｇｎａｔｅ，Ｈｓｃ７０）二种类型［１０］。 Ｈｓｐ７０ 主要结构包括

氨基端的大小约为 ４５ ０００ 的 ＡＴＰ 结合域和羧基端

的大约为２５ ０００的结合结构域［１１］。 尽管在蛋白质

结构上具有许多共同的特征，但是它们的表达模式

完全不同。 大量的研究结果表明：热激蛋白 Ｈｓｐ７０
在生物体的生理功能、各种抗性、环境监测中具有重

要的作用［１２⁃１４］。 温度是决定昆虫种群分布和丰度

的最重要因子之一［１５⁃１６］。 在自然条件下，昆虫经常

要面对不利的温度，但是由于其个体较小，调节自身

温度的能力较差，因而在长期的进化过程中，昆虫形

成了多种补充的方法应对不利温度，如昆虫可通过

调节热激蛋白 Ｈｓｐ７０ 的表达来维持其体内各种蛋

白质的平衡以抵抗不良温度［１１，１７⁃１８］。 灰飞虱具有较

强的耐高温、抗低温能力，它能在中国长江中下游水

稻主产区以 ３ ～ ５ 龄若虫越冬越夏［１９⁃２２］。 研究结果

表明，灰飞虱 ４～５ 龄若虫的过冷却点均在－１０ ℃以

下，表现出较强的抗寒力［２２］。 在 １８ ～ ３０ ℃ 下卵的

发育速率直线加快，且高温不能抑制灰飞虱卵的发

育［２３］。 目前灰飞虱对不良温度适应的分子机制仍

然不清楚。 本研究从热激蛋白角度出发，探索了灰

飞虱对温度胁迫响应的分子机制。 为进一步科学合

理地制定该虫的综合防治策略提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 供试昆虫

扬州大学园艺与植物保护学院昆虫实验室内饲

养的不携带条纹叶枯病毒的灰飞虱种群，用武育粳

７ 号稻苗饲养 １０ 代以上。 饲养条件为（２６±１）℃，相
对湿度 ７０％，光周期 １６ Ｌ ／ ８ Ｄ。
１．２　 灰飞虱 Ｈｓｐ７０ 基因的克隆

灰飞虱总 ＲＮＡ 提取，Ｈｓｐ７０ 基因中间片段克

隆，Ｈｓｐ７０ 基因 ＲＡＣＥ 扩增，Ｈｓｐ７０ 基因序列拼接与

分析，Ｈｓｐ７０ 结构分析等方法参照张青等对灰飞虱

ＨＳＰ９０ 基因的克隆与分析方法［２３］，并略有改动。 根

据已有半翅目昆虫 Ｈｓｐ７０ 基因序列，设计了 ２ 对简

并 引 物， 分 别 为 ＬｓＨｓｐ７０Ｆ１、 ＬｓＨｓｐ７０Ｒ１ 和

ＬｓＨｓｃ７０Ｆ１、ＬｓＨｓｃ７０Ｒ１（表 １）。
１．３ 　 不同发育阶段及不同温度胁迫下灰飞虱

Ｈｓｐ７０ 基因表达差异分析

１．３． １ 　 ｃＤＮＡ 第一链的合成 　 参照张青等研究

ＨＳＰ９０ 的相关方法［２３］。
１．３．２　 引物设计与合成　 根据灰飞虱 Ｈｓｐ７０ 基因全

长设计用于荧光实时定量 ＰＣＲ 的引物，并根据已扩

增的灰飞虱 β⁃ａｃｔｉｎ 部分序列设计内参基因引物（表
１），由上海英俊生物技术有限公司合成引物。
１．３．３　 实时定量分析 　 运用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 嵌合荧

光法进行 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析，详细方法参照 ＨＳＰ９０
的分析方法［２４］，并略有改动。 其中退火温度（Ｔｍ）
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分别为 Ｈｓｐ７０： ５８􀆰 ５ ℃， Ｈｓｃ７０： ６０􀆰 ８ ℃， β⁃ａｃｔｉｎ：
５８􀆰 ５ ℃。

２　 结果与分析

２．１　 灰飞虱 Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ７０ 基因全长扩增与序列

分析

　 　 以灰飞虱的 ｃＤＮＡ 为模板，采用简并引物 ＬｓＨ⁃
ｓｃ７０Ｆ１、ＬｓＨｓｃ７０Ｒ１ 和 ＬｓＨｓｐ７０Ｆ１、ＬｓＨｓｐ７０Ｒ１ 进行

ＰＣＲ 扩增，分别获得约１ ０００ ｂｐ和 ４００ ｂｐ 的特异性

条带。 扩增产物回收、克隆、测序后，经 Ｂｌａｓｔ 比对，
发现该核苷酸序列分别与其他昆虫的 Ｈｓｃ７０ 和

Ｈｓｐ７０ 核苷酸序列具有高度相似性，推测其为灰飞

虱 Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ７０ 的中间片段，长度分别为１ ０４７ ｂｐ
和 ４２１ ｂｐ。 根据这 ２ 个片段分别设计扩增灰飞虱

Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ７０ 基因 ｃＤＮＡ 全长的 ３′和 ５′引物，并进

行 ＲＡＣＥ 扩增。 根据 Ｈｓｃ７０ 的中间序列，分别扩增

得到 ９８０ ｂｐ ３′端序列和 １ ８２３ ｂｐ 的 ５′端序列。 经

ＤＮＡＭＡＮ 拼接获得一个２ ３９９ ｂｐ的灰飞虱 Ｈｓｃ７０ 基

因 ｃＤＮＡ 序列全长，命名为 ＬｓＨｓｃ７０（ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号：ＫＦ６６０２５２）。 其 ３′ ＵＴＲ 末端具有典型的 ｐｌｏｙ Ａ
结构，在 ｐｌｏｙ Ａ 上游 １２ ｂｐ 处具有 １ 个多聚腺苷酸

结构 ＡＡＴＡＡＡ。 它 的 开 放 阅 读 框 （ ＯＲＦ ） 长

１ ９７４ ｂｐ，编码 ６５７ 个氨基酸，编码的蛋白质分子量

７３ ０００，等电点 ５􀆰 ３。 ＬｓＨｓｃ７０ 蛋白质具有 Ｈｓｐ７０ 蛋

白质家族特征签名序列：ＩＤＬＧＴＴＹＳ（第 ３４ ～ ４１ 位残

基）、ＶＦＤＬＧＧＧＴＦＤＶＳＬＬ（第 ２２２～２３５ 位残基）、ＬＶ⁃
ＬＶＧＧＳＴＲＩＰＫＶＱＱ（第 ３５９ ～ ３７３ 位残基）。 除此之

外，在 １５７～１６４ 位残基处有 １ 个 ＡＴＰ ～ ＧＴＰ 结合位

点；Ｃ⁃末端（第 ６５４～６５７ 位残基）具有 ４ 个保守的氨

基酸 ＫＤＥＬ，表明 ＬｓＨｓｃ７０ 是内质网型热激蛋白家

族成员（图 １Ａ）。 根据 Ｈｓｐ７０ 的中间序列，分别扩增

得到１ ８０５ ｂｐ ３′端序列和１ ４８５ ｂｐ的 ５′端序列。 经

ＤＮＡＭＡＮ 拼接获得 １ 个２ ４６８ ｂｐ的灰飞虱 Ｈｓｐ７０ 基

因 ｃＤＮＡ 序列全长，命名为 ＬｓＨｓｐ７０（ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号：ＫＦ６６０２５１）。 其 ３′ ＵＴＲ 末端具有典型的 ｐｌｏｙ Ａ
结构，但在 ｐｌｏｙ Ａ 上游未发现 ＡＡＴＡＡＡ 结构。 它的

开放阅读框（ＯＲＦ）长２ ０７３ ｂｐ，编码 ６９０ 个氨基酸，
编码的蛋白质分子量７４ ９００，等电点 ５􀆰 ８。 ＬｓＨｓｐ７０
具有 Ｈｓｐ７０ 蛋白质家族特征签名序列：ＩＤＬＧＴＴＮＳ
（第 ６２ ～ ６９ 位残基）、ＶＹＤＬＧＧＧＴＦＤＩＳＩＬ（第 ２４７ ～
２６０ 位残基）、ＶＩＬＶＧＧＭＴＲＭＰＫＶＱＳ（第 ３８８ ～ ４０２ 位

残基）。 除此之外，在 １８３ ～ １９０ 位残基处有 １ 个

ＡＴＰ⁃ＧＴＰ 结合位点（图 １Ｂ）。

表 １　 本研究所使用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 引物序列（５′→３′） 引物用途

ＬｓＨｓｃ７０Ｆ１
ＧＧＴＧＡＹＧＣＢＧＣＹＡ⁃
ＡＲＡＡＹＣＡ 中间片段扩增

ＬｓＨｓｃ７０Ｒ１
ＡＴＡＣＣＣＡＴＲＧＴＮＡＲＡＧ⁃
ＧＲＴＴＫＡＣ

ＬｓＨｓｐ７０Ｆ１
ＣＡＲＧＭＨＧＡＣＡＴＧＡＡＧ⁃
ＣＡＣＴＧＧＣＣ 中间片段扩增

ＬｓＨｓｐ７０Ｒ１
ＡＴＧＧＡＲＡＣＡＴＣＲＡＡＮ⁃
ＧＴＲＣＣＤＣ

Ｌｓｈｓｃ７０ＲＡＣＥ３′ ＴＣＡＡＡＧＧＴＧＣＣＡＣＣＧＣ⁃
ＣＣＡＧＡＴ ３′ＲＡＣＥ

Ｌｓｈｓｃ７０ＲＡＣＥ５′ ＣＧＣＴＣＴＧＴＡＣＴＧＴＡＧ⁃
ＣＡＴＣＧＧＡＣＣＡＴ ５′ＲＡＣＥ

Ｌｓｈｓｐ７０ＲＡＣＥ３′ ＡＴＴＴＣＡＡＣＧＡＣＴＣＡ⁃
ＣＡＡＣＧＡＣＡＧＧ ３′ＲＡＣＥ

Ｌｓｈｓｐ７０ＲＡＣＥ５′ ＣＣＴＧＴＣＧＴＴ⁃
ＧＣＧＡＧＴＣＧＴＴＧＡＡＧＴ ５′ＲＡＣＥ

ｑＬｓｈｓｃ７０Ｆ１ ＧＣＣＡＡＡＡＡＴＣＡＧＣＴ⁃
ＣＡＣＣＡＣＡ

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检
测目的基因

ｑＬｓｈｓｃ７０Ｒ１ ＴＴＴＣＣＡＡＧＣＡＣＣＡＴＡＧ⁃
ＣＡＧＡＡＡＣ

ｑＬｓｈｓｐ７０Ｆ１ ＣＧＡＣＴＣＣＴＡＴＣＴＣＧ⁃
ＧＣＡＣＣＴＣＡ

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检
测目的基因

ｑＬｓｈｓｐ７０Ｒ１ ＡＡＴＴＴＧＴＣＣＣＧＣＡＴＣ⁃
ＣＴＴＴＧＴ

β⁃ａｃｔｉｎＦ１ ＧＴＣＴＣＡＣＡＣＡＣＡＧＴＣ⁃
ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧ

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检
测内参基因

β⁃ａｃｔｉｎＲ１ ＴＣＧＧＴＣＡＡＧＴＣＡＣＧＡＣ⁃
ＣＡＧＣ

２．２　 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 蛋白质结构分析

以人类 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ Ｈｓｐ７０ 蛋白质（ ＰＤＢ ＩＤ：
ｃ３ｄ２ｆＣ）为模型，使用 Ｐｈｙｒｅ 预测灰飞虱 Ｈｓｃ７０ 和

Ｈｓｐ７０ 蛋白质结构模型，它们与人类 Ｈｓｐ７０ 蛋白质

的相似性分别为 ２７％和 ２５％。 尽管它们之间的相

似性不高，但它们结构之间的比对都是基于 ６００ 个

以上的氨基酸残基。 结构模型显示灰飞虱 ＬｓＨｓｃ７０
和 ＬｓＨｓｐ７０ 蛋白质都具有热激蛋白质家族 ７０ 的结

构特征（图 ２）。
２．３　 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 系统分析

序列相似性分析结果显示：灰飞虱 ＬｓＨｓｃ７０ 和

ＬｓＨｓｐ７０ 都与内华达古白蚁 Ｚｏｏｔｅｒｍｏｐｓｉｓ ｎｅｖａｄｅｎｓｉｓ
Ｈｓｃ７０ （ＫＤＲ０８６４１）的氨基酸序列的一致性最高，分
别达 ９１％和 ８４％。 以不同生物体的 Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ７０
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粗斜体阴影部分表示热激蛋白 ７０ 家族特征序列；单划线部分表示 ＡＴＰ ～ＧＴＰ 结合位点；双划线部分表示多聚腺甘酸信号序列（ＡＡＴＡＡＡ）。
图 １　 灰飞虱 ＬｓＨｓｃ７０（Ａ） 和 ＬｓＨｓｐ７０（Ｂ） 基因的碱基序列和编码的氨基酸序列

Ｆｉｇ．１　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＬｓＨｓｃ７０ （Ａ） ａｎｄ ＬｓＨｓｐ７０ （Ｂ） ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｌａｏｄｅｌｐｈａｘ ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ
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Ａ：以人类 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ Ｈｓｐ７０ （蓝绿色）为模板，用 Ｐｈｙｒｅ２ 预测灰

飞虱 Ｈｓｃ７０ 的结构模型（绿色）；Ｂ：以人类 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ Ｈｓｐ７０
（蓝绿色）为模板，用 Ｐｈｙｒｅ２ 预测灰飞虱 Ｈｓｐ７０ 的结构模型（绿
色）。
图 ２　 灰飞虱 Ｈｓｃ７０ （Ａ） 和 Ｈｓｐ７０ （Ｂ） 的结构预测

Ｆｉｇ．２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｈｓｃ７０ （Ａ） ａｎｄ Ｈｓｐ７０ （Ｂ） ｆｒｏｍ Ｌ． ｓｔｒｉａｔｅｌ⁃
ｌｕｓ

为外群，对 ２１ 种昆虫的 Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ７０ 氨基酸序列

各分支上的数字为自引导值（１ ０００ 次重复）（仅显示＞５０ 的值）。
图 ３　 用邻接法构建的灰飞虱 Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ７０ 与其他昆虫 Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ７０ 的系统进化树

Ｆｉｇ．３　 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｈｓｃ７０ ａｎｄ Ｈｓｐ７０ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ Ｌ． ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ

进行完全比对，基于 Ｍｅｇ５􀆰 ０ 采用邻接法构建的系

统 发 育 树 表 明 灰 飞 虱 Ｈｓｃ７０ 与 西 花 蓟 马

Ｆｒａｎｋｌｉｎｉｅｌｌａ ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ Ｈｓｃ７０ （ＡＧＩ３６５５３）单独聚

为一支；但灰飞虱 Ｈｓｐ７０ 与赤拟谷盗 Ｔｒｉｂｏｌｉｕｍ ｃａｓｔ⁃

ａｎｅｕｍ Ｈｓｃ７０ （ＸＰ＿９７５３８６） 聚为一支。 所有的鳞翅

目昆虫 Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ７０ 都聚集在一起。 同时，热激

蛋白质 ７０ 所构建的系统发育树也反应了这些生物

体的系统关系（图 ３）。

２． ４ 　 不同发育阶段灰飞虱体内 ＬｓＨｓｃ７０ 和

ＬｓＨｓｐ７０ 的表达变化

　 　 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 在不同发育阶段的灰飞虱

体内呈现出不同的表达模式。 随着灰飞虱龄期不断

的增加，ＬｓＨｓｃ７０ 的表达量逐渐增多，在雄成虫时达

到最大值，并显著高于雌成虫 （Ｆ６，１４ ＝ ７􀆰 ５０９，Ｐ ＜
０􀆰 ００１）。 １ 龄若虫体内 ＬｓＨｓｐ７０ 基因表达量最高，
显著高于其他龄期（Ｆ６，１４ ＝ ３􀆰 ３７７，Ｐ ＝ ０􀆰 ０２８）。 但

是，ＬｓＨｓｐ７０ 基因表达量在雌雄成虫之间无显著差异

（图 ４）。

２．５　 不同温度胁迫下灰飞虱 ４ 龄若虫体内 ＬｓＨｓｃ７０
和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达

　 　 高温和低温都可以诱导灰飞虱体内 ＬｓＨｓｃ７０ 和

ＬｓＨｓｐ７０ 的表达，但是，低温对这 ２ 种热激蛋白的诱

１６２１张　 青等：灰飞虱 ２ 种热激蛋白基因 Ｈｓｐ７０ 的克隆、分析



Ｎ１：１ 龄若虫；Ｎ２：２ 龄若虫；Ｎ３：３ 龄若虫；Ｎ４：４ 龄若虫；Ｎ５：５ 龄

若虫。 ＭＡ：雄成虫；ＦＡ：雌成虫。 不同小写字母表示差异达 ０．０５
显著水平。
图 ４　 不同发育阶段的灰飞虱 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ ｍＲＮＡ 的相

对表达水平

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬｓＨｓｃ７０ ａｎｄ ＬｓＨｓｐ７０ ｍＲＮＡ
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｌ． ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ

导作用要强于高温。 例如，在低温条件下，ＬｓＨｓｃ７０
和 ＬｓＨｓｐ７０ 分别在－４ ℃和－９ ℃达到最大值，分别

是 ２６ ℃时表达量的 １０􀆰 ０６ 和 １３􀆰 ７０ 倍。 在高温条

件下，ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达量与 ２６ ℃时相比

增加，分别在 ４２ ℃和 ３８ ℃达到最大值，分别是 ２６
℃时的 ４􀆰 ９７ 和 ３􀆰 ２０ 倍（图 ５）。

图 ５　 不同温度处理 １ ｈ 后灰飞虱 ４ 龄若虫 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０
ｍＲＮＡ 的相对表达水平

Ｆｉｇ．５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬｓＨｓｃ７０ ａｎｄ ＬｓＨｓｐ７０ ｍＲＮＡ
ｉｎ ｔｈｅ ４ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈｓ ｏｆ Ｌ． ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｆｏｒ １ ｈ

２．６　 不同持续时间高、低温胁迫下灰飞虱 ４ 龄若虫

体内 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达变化

　 　 灰飞虱 ４ 龄若虫在 ４０ ℃条件下，经过不同持续

时间处理后发现 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达趋势一

致。 分别在处理后 ０􀆰 ５ ｈ 时达到最大值，分别是对

照的 １２􀆰 ２９ 和 ９􀆰 ３５ 倍，并且均显著高于其他处理

（Ｐ＜０􀆰 ００１）。 在－４ ℃下不同持续时间处理后，ＬｓＨ⁃

ｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达模式与 ４０ ℃ 条件下不同。
ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达量均在处理后 １ ｈ 时达到

最大值，分别是对照的 １０􀆰 ０６ 和 ８􀆰 ２２ 倍，且它们均

显著高于处理后 ０􀆰 ２５ ｈ 时的表达量（Ｐ＜０􀆰 ００１）（图
６）。

星号表示处理间差异达 ０􀆰 ０５ 显著水平；对照为 ２６ ℃，处理 １ ｈ。
图 ６　 ４０ ℃（Ａ）和－４ ℃（Ｂ）下处理不同时间灰飞虱 ４ 龄若虫

ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ ｍＲＮＡ 的相对表达水平

Ｆｉｇ．６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＬｓＨｓｃ７０ ａｎｄ ＬｓＨｓｐ７０ ｍＲＮＡ
ｉｎ ｔｈｅ ４ｔｈ ｉｎｓｔａｒ ｎｙｍｐｈｓ ｏｆ Ｌ． ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ４０ ℃
（Ａ） ａｎｄ －４℃ （Ｂ） ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

３　 讨 论

本研究通过 ＲＡＣＥ 法克隆得到灰飞虱体内 ２ 种

Ｈｓｐ７０ 家族基因 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０。 氨基酸序列分

析结果表明 ２ 个基因均具有 Ｈｓｐ７０ 家族 ３ 个签名序

列和 １ 个 ＡＴＰ ～ ＧＴＰ 结合位点［２５］。 ＬｓＨｓｃ７０ 在 ３′
ＵＴＲ 端的 ｐｏｌｙ（Ａ）上方有加尾信号“ＡＡＴＡＡＡ”，但
ＬｓＨｓｐ７０ 不具有加尾信号。 同源性比较显示不同生

物体 Ｈｓｐ７０ 家族基因具有较高的保守性。 但是，通
过 Ｂｌａｓｔ 比对发现半翅目同翅亚目昆虫的 Ｈｓｐ７０ 基

因序 列 之 间 的 相 似 性 较 低。 例 如， ＬｓＨｓｃ７０ 和

ＬｓＨｓｐ７０ 都与内华达古白蚁 Ｚ．ｎｅｖａｄｅｎｓｉｓ Ｈｓｃ７０ 最为
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相似；褐飞虱 Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ Ｈｓｐ７０ 与苹果蠹蛾

Ｃｙｄｉａ ｐｏｍｏｎｅｌｌａ Ｈｓｐ７０ 同源性最高。 由于 Ｈｓｐ７０ 属

于多基因家族，推测可能与这类昆虫中存在亲源关

系较近的 Ｈｓｐ７０ 未被鉴定有关。
已有研究发现热激蛋白质 ７０ 在调控昆虫生长

发育方面起到重要的作用［２６－２８］。 随着灰飞虱的生

长发育，ＬｓＨｓｃ７０ 表达量逐渐增多，在雄成虫时达到

最大值，类似的现象也在小菜蛾（Ｐｌｕｔｅｌｌａ ｘｙｌｏｓｔｅｌｌａ）
和斜纹夜蛾（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｕｒａ）中发现［２９－３０］。 同时，
雄虫体内的 ＬｓＨｓｃ７０ 显著高于雌成虫。 ＬｓＨｓｃ７０ 可

能还参与昆虫的生殖调控，其在灰飞虱中的这类作

用机制仍需进一步研究。 但是，ＬｓＨｓｐ７０ 在 １ 龄若虫

体内的表达量最高，类似的现象也在水稻二化螟

（Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ）中被发现［３１］。 在灰飞虱整个发

育过程中，ＬｓＨｓｐ７０ 表达量相对稳定。
Ｈｓｐ７０ 是与生物体温度耐受性最为相关的一类

蛋白质，一些研究结果已经证实了他们在昆虫抵抗

冷热胁迫中起到重要的作用［３１⁃３５］。 高温和低温都

可以诱导灰飞虱体内 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达，但
是，低温对这 ２ 种热激蛋白的诱导作用要强于高温。
但是， Ｋｉｍ 等 人 研 究 发 现 低 温 不 可 以 诱 导 Ｌ．
ｓｔｒｉａｔｅｌｌｕｓ 体内的另外二种热激蛋白质 ７０ 基因的表

达［３６］。 低温对大螟（Ｓｅｓａｍｉａ ｉｎｆｅｒｅｎｓ）的 Ｓｉｈｓｃ７０ 的

诱导不显著［３７］。 低温可以诱导黑腹果蝇（Ｄ．ｍｅｌａ⁃
ｎｏｇａｓｔｅｒ Ｈｓｐ７０Ａａ，但是不能诱导 Ｈｓｃ７０⁃１［３８］。 这说

明不同昆虫的不同 Ｈｓｐ７０ 作用不尽相同。 灰飞虱以

３～５ 龄若虫越冬越夏，热激蛋白 ７０ 的调控有助于其

渡过不良环境温度。 温和的温度也可以诱导灰飞虱

ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 表达。 较低温度的锻炼同样也

引起了南美斑潜蝇（Ｌｉｒｉｏｍｙｚａ ｈｕｉｄｏｂｒｅｎｓｉｓ） Ｈｓｐ７０ 的

增加［３９］。 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 在 ４２ ℃和 ３８ ℃的表

达量分别是 ２６ ℃的 ４􀆰 ９７ 和 ３􀆰 ２０ 倍。 王海鸿等研

究结果表明高温可以诱导在烟粉虱（Ｂｅｍｉｓｉａ ｔａｂａｃｉ
Ｂ ｂｉｏｔｙｐｅ）和温室白粉虱（Ｔｒｉａｌｅｕｒｏｄｅｓ ｖａｐｏｒａｒｉｏｒｕｍ）
Ｈｓｐ７０ 的表达［４０］。 高低温处理不同时间均能诱导

ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 表 达， 这 与 美 洲 棉 铃 虫

（Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ｚｅａ）体内的 Ｈｓｐ７０ 表达模式相似［４１］。
在 ４０ ℃条件下，灰飞虱 ４ 龄若虫体内的 ＬｓＨｓｃ７０ 和

ＬｓＨｓｐ７０ 的表达量都在 ０􀆰 ５ ｈ 时达到最大值。 然而，
在－４ ℃下 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达量均在处理后

１ ｈ 时达到最大值。 这表明热激蛋白 ７０ 对高温和低

温有不同的响应时间。 因此，我们初步推断调节

ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达是灰飞虱渡过不良环境

温度的重要生理手段。
为了探讨灰飞虱对不良环境的适应机制，本研

究成功克隆了其 Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ７０ 基因全长序列，分
析了不同发育阶段 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达变化

规律，检测了冷热条件下 ＬｓＨｓｃ７０ 和 ＬｓＨｓｐ７０ 的表达

水平，初步阐明了 Ｈｓｐ７０ 与灰飞虱温度适应能力有

着密切的联系。 本研究仅仅是从基因水平研究了灰

飞虱的 Ｈｓｐ７０，有必要从蛋白质水平研究其功能。
同时，我们也发现灰飞虱体内还有其他热激蛋白质

７０ 家族基因，为了进一步深入探讨它的环境适应机

制，有必要结合其他热激蛋白 ７０ 进行进一步研究。
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