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拟环纹豹蛛谷胱甘肽 Ｓ￣转移酶基因的克隆及表达
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(１.湖北工程学院特色果蔬质量安全控制湖北省重点实验室ꎬ湖北 孝感 ４３２０００ꎻ ２.湖北大学生命科学学院省部共建生物催

化与酶工程国家重点实验室ꎬ湖北 武汉 ４３００６２)

　 　 摘要:　 为研究拟环纹豹蛛谷胱甘肽 Ｓ￣转移酶(ＧＳＴ)基因碱基序列及其对镉胁迫的响应ꎬ本研究在转录组测序

的基础上ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 克隆了拟环纹豹蛛的 ＧＳＴ 基因(ＰｐＧＳＴ)ꎬ用生物信息学方法对其序列特征进行分析ꎬ并采用

荧光定量 ＰＣＲ 检测了镉胁迫下 ＰｐＧＳＴ 基因的相对表达量ꎮ 结果表明ꎬ克隆获得的 ＰｐＧＳＴ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＫＹ４５４８５７)基因编码区长 ６５４ ｂｐꎬ可编码 １ 个 ２１７ 个氨基酸的蛋白质ꎬ该蛋白质理论分子量为２４ ９００ꎬ等电点为 ５􀆰 ９８ꎬ
具有 ＧＳＴ 蛋白家族保守的 Ｎ 端结构域和 Ｃ 端结构域ꎬ与温室拟肥腹蛛(Ｐａｒａｓｔｅａｔｏｄａ ｔｅｐｉｄａｒｉｏｒｕｍ)ＧＳＴ 蛋白 Ｄｅｌｔａ 型

有较高的相似性(６５％)ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 分析结果显示ꎬ镉胁迫下 ＰｐＧＳＴ 基因的表达量显著增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ暗示其

在抵御镉胁迫中可能发挥了重要作用ꎮ
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ＰｐＧＳＴ ｇｅｎｅ (ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ. ＫＹ４５４８５７) ｗａｓ ６５４ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｏｕｌｄ ｅｎｃｏｄｅ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ２１７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
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ｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＰｐＧＳＴ ｓｈａｒｅｄ ｈｉｇｈ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ＧＳＴ Ｄｅｌｔａ ｏｆ Ｐａｒａｓｔｅａｔｏｄａｔｅｐｉｄａｒｉｏｒｕｍ(６５％). Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎａｌｙ￣

ｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰｐＧＳＴ
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ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｃｄ ｓｔｒｅｓｓ.
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　 　 谷胱甘肽 Ｓ￣转移酶(ＧＳＴ)是广泛存在于脊椎动物

和无脊椎动物的多功能超家族酶ꎬ在细胞抵御不同的

环境污染物过程中发挥解毒和抗氧化功能[１￣２]ꎮ ＧＳＴ

８６０１



作为Ⅱ相代谢酶ꎬ主要催化内源或外源性物质的亲电子

基团与还原型谷胱甘肽的巯基结合ꎬ形成易溶解或无

毒性的衍生物ꎬ从而降低其毒害ꎮ 某些 ＧＳＴ 还具有谷

胱甘肽过氧化物酶(ＧＰｘ)活性ꎬ可以清除脂氧化的次级

产物ꎬ在抵抗环境污染物的防御机制中发挥核心作

用[３]ꎮ 昆虫体内 ＧＳＴ 清除自由基的能力大小可影响昆

虫在高浓度有毒化学物质处理时的适应性[４]ꎮ 用杀虫

畏、林丹和乐果等杀虫剂筛选的家蝇(Ｍｕｓｃａ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ)
体内 ＧＳＴ 活性显著提高[５]ꎮ 暗豹蛛(Ｐａｒｄｏｓａ ｌｕｇｕｂｒｉｓ)
雄蛛体内 ＧＳＴ 活性与栖息地土壤 Ｐｂ、Ｚｎ 含量显著相

关[６]ꎮ 褐飞虱(Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ)ＧＳＴ 通过发挥 ＧＰｘ
活性消除脂质过氧化中间体ꎬ降低细胞氧化损伤[７]ꎮ
近年来ꎬ关于动物 ＧＳＴ 基因克隆和功能分析的研究越

来越多ꎬ主要集中在水生动物和昆虫[８]ꎬ如日本扇贝

(Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎ ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ)[９]、二化螟(Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌ￣
ｉｓ)[１０]、飞蝗(Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉ)[１１]等ꎬ关于蜘蛛 ＧＳＴ 基

因的研究鲜有报道ꎮ
蜘蛛在中国农田广泛分布ꎬ种类多、数量大、繁殖

快ꎬ是重要的农业害虫捕食性天敌[１２￣１５]ꎮ 大量研究结

果表明ꎬ环境中的重金属能够通过摄食、呼吸和表皮

接触等途径在蜘蛛体内大量富集ꎮ 由于蜘蛛独特的

生理适应机制ꎬ使其成为一种具有潜在应用价值的环

境重金属指示生物[１６￣１９]ꎮ 本研究在通过高通量测序

获得拟环纹豹蛛(Ｐａｒｄｏｓａ ｐｓｅｕｄｏａｎｎｕｌａｔａ)转录组数

据的基础上[２０]ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术对拟环纹豹蛛 ＧＳＴ
基因进行了克隆和序列分析ꎬ并分析了其在不同浓度

镉胁迫下的表达ꎬ为深入研究拟环纹豹蛛 ＧＳＴ 基因响

应重金属胁迫的分子机理以及利用蜘蛛作为农田害

虫天敌和重金属污染指示生物提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

拟环纹豹蛛亚成蛛采自武汉马鞍山森林公园

(３０°５２′Ｎꎬ １１４°３１′Ｅ)ꎬ单头置于试管后放人工气候箱

饲养ꎬ温度为(２６±１) ℃ꎬ相对湿度为 ７０％ꎬ光照周期

为 １４ ｈ ∶ １０ ｈ (昼 ∶ 夜)ꎮ 雌蛛成熟 ２ ｄ 后ꎬ用 ０􀆰 ２
ｍｍｏｌ / Ｌ和 ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣｄＣｌ２溶液为饮用水染毒处理ꎬ
对照以 ｄｄＨ２Ｏ 为饮用水ꎮ 每处理 ３ 个生物学重复ꎬ
每个重复不少于 ６ 头蜘蛛ꎮ 处理 ７ ｄ 后液氮速冻保

存备用ꎮ
ＲＮＡ 提取试剂盒、ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔ 􀅺 ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ

Ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 基因组ＤＮＡ 去除及反转录试剂盒、

ｄＮＴＰ、ＥｘＴａｑ 酶、ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购自大连宝生

物(ＴａＫａＲａ)工程有限公司ꎬＥａｓｙＰｕｒｅ 􀅺 Ｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 胶回收试剂盒、ｐＥＡＳＹ 􀅺￣Ｔ１ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ
克隆载体、Ｔｒａｎｓ ５α 感受态细胞购自北京全式金生物

技术有限公司ꎬＳａｎＰｒｅｐ 柱式质粒小量提取试剂盒购

自上海生工生物工程股份有限公司ꎬＧｒａｙ￣９６Ｇ 基因扩

增仪购自上海山富科学仪器有限公司ꎬＢｉｏ￣Ｂｅｓｔ ２００Ｍ
凝胶成像系统购自美国西蒙公司ꎬＶｉｉａＴＭ ７ 实时荧光

定量 ＰＣＲ 仪购自美国应用生物系统公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 ＲＮＡ 提取与 ｃＤＮＡ 的制备 　 参照大连宝生

物试剂盒说明书ꎬ提取拟环纹豹蛛雌成蛛的总

ＲＮＡꎮ 以提取的 ＲＮＡ 为模板ꎬ用 Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ 和

ＯｌｉｇｏｄＴ ｐｒｉｍｅｒ 引物反转录合成 ｃＤＮＡꎮ
１.２.２　 ＧＳＴ 基因的扩增　 根据转录组测序和注释获

得的 ＧＳＴ 基因序列用 Ｐｒｉｍｅｒ５.０ 软件设计引物ꎬＧＳＴ￣
Ｆ:５′￣ＧＴＴＡＴＣＧＧＴＣＧＣＴＧＡＡＡＧＡＧＧＣ￣３′ꎬＧＳＴ￣Ｒ:５′￣
ＡＡＧＴＴＡＴＧＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡＴＣＡＡ￣３ꎬ以拟环纹豹蛛

ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ２０􀆰 ０ μｌ 反应体系为:
ｃＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μｌ、１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μｌ、ＭｇＣｌ２(２５
ｍｍｏｌ / Ｌ) １􀆰 ６ μｌ、ｄＮＴＰｓ ｍｉｘｔｕｒｅ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)１􀆰 ０ μｌ、
上下游引物各 １􀆰 ０ μｌ、ＤＮＡ 聚合酶 ０􀆰 ２ μｌ、ｄｄＨ２Ｏ
１２􀆰 ２ μｌꎮ 反应条件为:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变

性 ３０ ｓꎬ５８ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环

后 ７２ ℃反应 ７ ｍｉｎꎮ
１.２.３　 基因克隆与测序　 扩增产物用 ２％琼脂糖凝胶

电泳纯化ꎬＥａｓｙＰｕｒｅ 􀅺 Ｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 回收

后连接克隆载体 ｐＥＡＳＹ￣Ｔ１ꎬ转化大肠杆菌Ｔｒａｎｓ ５α
感受态细胞ꎬ氨苄青霉素筛选阳性克隆ꎮ 重组子鉴定

后送武汉天一辉远生物科技有限公司测序ꎮ
１.２.４　 生物信息学分析　 用 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 工具(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)进行 ＢＬａｓｔＰ
分析ꎬ采用在线软件 ＮＣＢＩ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分析克隆基

因的 ＯＲＦꎬ用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｃｇｉ￣
ｂｉｎ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ)分析编码蛋白质的的分子式、分子量

和等电点等ꎬ用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ /
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ)分析该蛋白质的疏水性ꎬ用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤ￣
ＥＬ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｉｖｅ)预测蛋白质的三级结构ꎬ用 ＭＥＧＡ５.２ 软件采用

Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建系统发育树ꎬ其中 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
值设置为１ ０００ꎮ
１.２.５　 Ｃｄ 胁迫下 ＰｐＧＳＴ 基因的表达分析　 根据测序
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结果ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ５.０ 软件设计定量分析引物ꎬｐｐＧＳＴ￣Ｆ:
５′￣ＧＣＧＡＡＡＡＧＡＧＴＧＣＣＧＡＴＧＴＣ￣３′ꎬ ｐｐＧＳＴ￣Ｒ: ５′￣
ＧＡＡＡＧＣＣＧＴＧＣＴＧＴＣＣＡＡＡ￣３′ꎬ分别用镉处理组和

对照蜘蛛的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ参照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ ＩＩ(ＴｌｉＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓꎬ ＲＯＸ ｐｌｕｓ)手册进行定量

扩增ꎮ ２０􀆰 ０ μｌ 反应体系为:ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｍｉｘ
１０􀆰 ０ μｌ、上下游引物各 ０􀆰 ８ μｌ、ｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌ、
ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ４ μｌꎮ 反应条件为:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５
℃变性 ５ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ４０ 个循

环ꎻ在 ６０ ℃到 ９５ ℃温度范围采集熔解曲线分析数

据ꎮ 所有样品 ３ 次技术重复和 ３ 次生物学重复ꎮ 用

β￣ａｃｔｉｎ 基 因 做 内 参ꎬ 内 参 引 物 为: β￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ: ５′￣
ＴＧＴＣＧＣＣＴＴＧＧＡＣＴＴＴＧＡＧＣ￣３′ꎬβ￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ:５′￣ＣＡＴＴ￣
ＧＣＣＧＡＴＧＧＴＧＡＴＡＡＣＴ￣３′ꎮ 反应结束后ꎬ用 ２－ΔΔ Ｃｔ法

计算处理组和对照组各基因的表达水平ꎮ 不同浓度

镉胁迫下 ＰｐＧＳＴ 基因表达量差异用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ￣ｔ 检
验ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行数据显著性分析ꎮ

２　 结果及分析

２.１　 拟环纹豹蛛 ＧＳＴ 基因克隆与测序

本研究前期通过对拟环纹豹蛛的转录组测序、
组装和注释ꎬ获得了 １ 条长度为 ９０９ ｂｐ 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ
(ｃ９１５２０.ｇｒａｐｈ＿ｃ０)ꎬ被注释为 ＧＳＴ 基因ꎮ 根据该组

装序列设计 ＧＳＴ 基因特异性引物ꎬ以拟环纹豹蛛雌

成蛛总 ＲＮＡ 逆转录合成的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ
扩增ꎮ 电泳检测图谱(图 １Ａ)显示ꎬ在 ８５０ ｂｐ 处扩

增出清晰、明亮的条带ꎬ大小符合预期ꎮ
凝胶回收 ＰＣＲ 扩增得到的基因碱基序列ꎬ克隆

到 ｐＥＡＳＹ 􀅺－Ｔ１ 克隆载体ꎬ菌落 ＰＣＲ 筛选阳性克

隆ꎬ质粒 ＰＣＲ 电泳检测结果(图 １Ｂ)表明ꎬＰＣＲ 扩增

条带大小在 ８５０ ｂｐ 左右ꎬ条带清晰ꎬ无杂带ꎬ符合进

一步测序检测要求ꎮ
２.２　 拟环纹豹蛛 ＧＳＴ 基因及其推导的氨基酸序列

　 　 将 ＰＣＲ 筛选得到的阳性菌落接种到 ＬＢ 液体培

养基中培养ꎬ取 １ ｍｌ 菌液测序ꎮ 测序结果与转录组

测得序列经 Ｇｅｎｅｔｏｏｌ 软件比对显示碱基序列一致ꎮ
将获得的序列在 ＧｅｎＢａｎｋ(ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ)在
线分析ꎬ结果表明ꎬ所克隆的拟环纹豹蛛 ＧＳＴ 基因包

含 １ 个 ６５４ ｂｐ 的 ＯＲＦꎬ共编码 ２１７ 个氨基酸(图 ２)ꎬ
命名为 ＰｐＧＳＴꎮ 将所得的序列提交 ＧｅｎＢａｎｋꎬ注册号

为 ＫＹ４５４８５７ꎮ 利用 ＮＣＢＩ ＢｌａｓｔＰ 检索拟环纹豹蛛

ＧＳＴ 蛋白的氨基酸序列ꎬ分析结果表明ꎬ拟环纹豹蛛

Ａ:ＧＳＴ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＢ:ＧＳＴ 重组质粒载体电泳检测ꎮ
Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒꎻＡ 图ꎬ１:以 ｃＤＮＡ 为模板的 ＰＣＲ 扩增产

物ꎻ２:阴性对照ꎻＢ 图ꎬ１、２:以重组质粒为模板的 ＰＣＲ 扩增产物ꎻ
３、４:ＧＳＴ 重组载体质粒

图 １　 ＧＳＴ 基因扩增结果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＳＴ ｇｅｎｅ

ＧＳＴ 蛋白与温室拟肥腹蛛(Ｐａｒａｓｔｅａｔｏｄａ ｔｅｐｉｄａｒｉｏｒｕｍꎬ
ＧｅｎＢａｎｋ: ＸＰ＿０１５９０８３７７.１)氨基酸序列相似度最高ꎬ
相似性为 ６５％ꎬ其次是隆头蛛(Ｓｔｅｇｏｄｙｐｈｕｓ ｍｉｍｏｓａ￣
ｒｕｍꎬＧｅｎＢａｎｋ: ＫＦＭ７３９９９.１)ꎬ相似性为 ６４％ꎮ

下划粗黑线的为 Ｎ 末端保守序列ꎬ下划双线的为 Ｃ 末端保守序列ꎮ
图 ２　 ＰｐＧＳＴ 基因核苷酸序列及推导的氨基酸序列

Ｆｉｇ.２ 　 Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｎｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ
ＰｐＧＳＴ
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２.３　 拟环纹豹蛛 ＧＳＴ 蛋白的生物信息学

用 ＮＣＢＩ 的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 数据库对拟环纹

豹蛛 ＧＳＴ 蛋白保守结构域预测ꎬ结果显示ꎬ拟环纹

豹蛛 ＧＳＴ 蛋白属于 ＧＳＴ 家族蛋白ꎬ在第 ３ ~ ７６ 位为

保守的 Ｎ 端结构域 ＧＳＴ＿Ｎ＿Ｄｅｌｔａ＿Ｅｐｓｉｌｏｎꎬ是 ＧＳＨ
的结合位点(Ｇ 位点)ꎬ第 ９０ ~ ２０８ 位为 Ｃ 端结构域

ＧＳＴ＿Ｃ＿Ｄｅｌｔａ＿Ｅｐｓｉｌｏｎꎬ是亲电子物质结合位点(Ｈ 位

点)(图 ３)ꎮ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件在线预测所得拟环纹豹

蛛 ＧＳＴ 分子式为: Ｃ１ １４１ Ｈ１ ７５３ Ｎ２８５ Ｏ３２４ Ｓ８ꎬ 分子量

２４ ０９０ꎬ等电点为 ５􀆰 ９８ꎮ ＧＳＴ 蛋白含量最高的氨基

酸为 Ｌｅｕꎬ占 １１􀆰 ５％ꎬ不稳定指数为 ３８􀆰 ５８ꎬ表明该蛋

白质比较稳定ꎮ

图 ３　 ＰｐＧＳＴ 蛋白保守区预测

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＰｐＧＳＴ ｐｒｏｔｅｉｎ

　 　 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 预测 ＧＳＴ 蛋白 １２６ 位氨基酸处亲水

性最强ꎬ得分－２􀆰 ０７８ꎬ１５８ 位氨基酸处疏水性最强ꎬ
得分 １􀆰 ７００ꎬ平均亲水系数－０􀆰 ３０９ꎬ整体表现为亲水

性(图 ４)ꎮ

图 ４　 ＰｐＧＳＴ 基因推导氨基酸疏水性分析

Ｆｉｇ.４　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰｐＧＳＴ ｇｅｎｅ

　 　 ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 预测蛋白质二级结构以 α 螺旋

(４３􀆰 ３２％)和无规则卷曲(４５􀆰 ６２％) 为主ꎮ ＳＷＩＳＳ￣
ＭＯＤＥＬ 预测蛋白质三级结构ꎬ结果表明拟环纹豹蛛

ＧＳＴ 与 数 据 库 目 标 蛋 白 质 ３ｖｋ９􀆰 １Ａ 相 似 度 为

５０􀆰 ４６％ꎬ匹配氨基酸范围为 １ ~ ２１５ 位氨基酸ꎬ
ＧＭＱＥ 值为 ０􀆰 ７７ꎬＱＭＥＡＮ４ 值为－１􀆰 ９４ꎬ三级结构如

图 ５ꎮ
　 　 从 Ｇｅｎｂａｎｋ 中下载了与 ＰｐＧＳＴ 基因质编码蛋

白质相似度较高的 ４ 种类型(Ｄｅｌｔａ、Ｅｐｓｉｌｏｎ、Ｔｈｅｔａ
和 Ｏｍｅｇａ 型)的无脊椎动物 ＧＳＴ 蛋白氨基酸序列

１２ 条ꎬ利用 ＮＪ 法构建系统发育树ꎬ结果显示ꎬ拟环

图 ５　 ＰｐＧＳＴ 蛋白三级结构预测

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＰｐＧＳＴ ｐｒｏｔｅｉｎ

纹豹蛛与温室拟肥腹蛛(Ｐａｒａｓｔｅａｔｏｄａ ｔｅｐｉｄａｒｉｏｒｕｍꎬ
ＸＰ＿０１５９０８３８９. １)、东亚飞蝗 ( Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉａꎬ
ＡＤＲ３０１１７.１)、家蚕(Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉꎬＮＰ ＿００１０３７５４６.
１)和黄粉虫(Ｔｅｎｅｂｒｉｏ ｍｏｌｉｔｏｒꎬＡＩＬ２３５３２.１) ５ 个 ＧＳＴ
为 Ｄｅｌｔａ 型ꎬ聚为一类ꎮ 家蚕(ＮＰ＿００１０３７１９７.１)和

黄粉虫(ＡＩＬ２３５３７.１) ２ 个 ＧＳＴ 为 Ｅｐｓｉｌｉｏｎ 型ꎬ聚为

一类ꎮ 黄粉虫(ＡＩＬ２３５５２.１)、东亚飞蝗(ＡＨＣ０８０６４.
１)和家蚕(ＢＡＯ５１９４４.１) ３ 个 ＧＳＴ 为 Ｔｈｅｔａ 型ꎬ聚为

一 类ꎮ 家 蚕 ( ＮＰ ＿ ００１０３７４０６. １ )、 东 亚 飞 蝗

(ＡＨＣ０８０６１.１)和黄粉虫(ＡＩＬ２３５４６.１) ３ 个 ＧＳＴ 为

Ｏｍｅｇａ 型ꎬ聚为一类ꎮ 且拟环纹豹蛛和温室拟肥腹

蛛可以明显与东亚飞蝗、家蚕和黄粉虫等分开ꎬ由此

推断所克隆的 ＰｐＧＳＴ 基因为 Ｄｅｌｔａ 型(图 ６)ꎮ
２.４　 Ｃｄ 胁迫下 ＰｐＧＳＴ 基因的表达分析

以 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣｄＣｌ２溶液作饮用
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图 ６　 基于 ＧＳＴ 氨基酸序列构建的系统进化树

Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＧＳＴ

水处理 ７ ｄ 的拟环纹豹蛛雌成蛛和对照蜘蛛的

ｃＤＮＡ为模板ꎬＰｐＧＳＴ￣Ｆ 和 ｐｐＧＳＴ￣Ｒ 为引物ꎬβ￣ａｃｔｉｎ
为内参基因进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎬ检测不同

浓度 Ｃｄ 胁迫下 ＰｐＧＳＴ 基因转录水平的相对表达

量ꎮ 结果显示ꎬ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣｄＣｌ２胁
迫下 ＰｐＧＳＴ 基因在转录水平的表达量分别是对照

组的 １０􀆰 ４４ 倍和 ２１􀆰 ３３ 倍ꎬ均显著高于对照ꎮ ２􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＣｄＣｌ２处理下 ＰｐＧＳＴ 基因相对表达量显著高

于 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣｄＣｌ２处理组(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ７)ꎬ表明

Ｃｄ 胁迫诱导了拟环纹豹蛛体内 ＧＳＴ 基因的表达ꎮ

所有数据均为平均值±标准差( ｎ ＝ ３)ꎮ 柱上不同小写字母表示

不同浓度 ＣｄＣｌ２胁迫下的相对表达量存在显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ７　 镉对 ＰｐＧＳＴ 基因表达的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｄｍｉｕｍ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰｐＧＳＴ ｇｅｎｅ

３　 讨 论

本研究克隆得到的拟环纹豹蛛 ＰｐＧＳＴ 基因ꎬ包
含 １ 个 ６５４ ｂｐ 的完整开放阅读框ꎬ编码 ２１７ 氨基

酸ꎮ 生物信息学分析结果显示ꎬＰｐＧＳＴ 编码的蛋白

质分子量约２４ ９００ꎬ理论等电点为 ５.９８ꎬ氨基酸序列

中含有 ＧＳＴ 蛋白家族特有的 Ｎ 端结构域和 Ｃ 端结

构域ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 分析结果表明ꎬＰｐＧＳＴ 基因在

镉胁迫下表达量显著上升ꎬ可作为拟环纹豹蛛响应

环境重金属胁迫的指示标记ꎮ
目前ꎬ研究发现昆虫体内可溶性 ＧＳＴ 至少包括

Ｄｅｌｔａ、 Ｅｐｓｉｌｏｎ、 Ｏｍｅｇａ、 Ｓｉｇｍａ、 Ｔｈｅｔａ、 Ｚｅｔａ 几 种 亚

型[２１]ꎬ其中与杀虫剂等抗性相关的为昆虫特异的

Ｄｅｌｔａ 和 Ｅｐｓｉｌｏｎ 家族[２２]ꎬ但蛛形纲中对 ＧＳＴ 的报道

很少ꎮ 利用 ＮＣＢＩ ＢｌａｓｔＰ 分析ꎬ结果显示ꎬ拟环纹豹

蛛 ＧＳＴ 蛋白与温室拟肥腹蛛和隆头蛛蛋白质氨基

酸序列相似度最高ꎬ分别为 ６５％和 ６４％ꎮ 系统进化

分析结果显示ꎬ本研究中所克隆的拟环纹豹蛛 ＧＳＴ
与温室拟肥腹蛛、东亚飞蝗、家蚕和黄粉虫 Ｄｅｌｔａ 型

ＧＳＴ 聚为一类ꎬ推定其为 Ｄｅｌｔａ 亚型ꎮ 不同亚型的

ＧＳＴ 聚成一簇ꎬ区分明显ꎬ说明不同亚型 ＧＳＴ 蛋白

家族成员间相似性较低[２３]ꎬ这与林群等[２４] 对近江

牡蛎和刘慧慧等[２５] 对厚壳贻贝 ＧＳＴ 基因的分析结

果相似ꎮ 本研究克隆的 ＰｐＧＳＴ 基因编码的蛋白质

具备典型的 ＧＳＴ 结构域特征ꎬ分别为在第 ３ ~ ７６ 位

Ｎ 端结构域和 ９０~２０８ 位的 Ｃ 端结构域ꎮ Ｎ 端结构

域保守ꎬ是由 α 螺旋和 β 折叠构成的 β￣α￣β￣α￣β￣β￣α
结构ꎬ是 ＧＳＴ 与 ＧＳＨ 结合的位点(Ｇ 位点)ꎬＣ 端结

构域含有约 １０ 个氨基酸组成的纯 α 螺旋ꎬ为结合疏

水底物的位点(Ｈ 位点)ꎬ它们在 ＧＳＴ 解毒过程中发

挥关键作用[２６￣２７]ꎮ
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环境中的有毒物质(重金属、农药等)能够诱导

生物 体 细 胞 内 活 性 氧 ( Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ
ＲＯＳ)的大量产生ꎬ过量的 ＲＯＳ 会对细胞造成氧化

压力ꎬ引起 ＤＮＡ 损伤、蛋白质氧化和脂质过氧

化[２８￣２９]ꎮ ＧＳＴ 基因编码的解毒酶在减少 ＲＯＳ 产生

的氧化压力和保护细胞方面发挥重要作用[２８ꎬ３０]ꎮ
由于 ＧＳＴ 对污染物反应敏感ꎬ常作为生物标记物ꎮ
如ꎬ厚壳贻贝(Ｍｙｔｉｌｕｓ ｃｏｒｕｓｃｕｓ)在 Ｃｕ 和 Ｃｄ 胁迫下

ＧＳＴ 基因表达水平均显著升高ꎬ但 ＧＳＴ 对不同重金

属的反应能力稍有不同[２５]ꎮ 一些研究结果表明ꎬ
Ｄｅｌｔａ 和 Ｅｐｓｉｌｏｎ 家族 ＧＳＴ 对提高昆虫抗逆性有重要

作用[３１]ꎮ 二斑叶螨(Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｕｓ ｕｒｔｉｃａ) ２ 个 Ｄｅｌｔａ
家族 ＧＳＴ 基因在二斑叶螨抗螺螨酯品系中的相对

表达量分别为敏感品系的 ５.６０ 倍和 ３.７５ 倍[３２]ꎮ 另

有研究发现ꎬ飞蝗(Ｌｏｃｕｓｔａ ｍｉｇｒａｔｏｒｉ)的解毒器官马

氏管和脂肪体中 Ｏｍｅｇａ 型 ＧＳＴ 基因的表达量远高

于其他器官ꎬ推测其在解毒过程中发挥重要作

用[１１]ꎮ 本研究中ꎬ在 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ和 ２.０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｃｄ
胁迫下ꎬ拟环纹豹蛛 Ｄｅｌｔａ 型 ＧＳＴ 活性均表现为显

著上调ꎬ表明该基因在缓解 Ｃｄ 胁迫时发挥了作用ꎮ
由于 ＧＳＴ 家族成员众多ꎬ有关其他亚型的 ＧＳＴ 对

Ｃｄ 胁迫的响应机制有待进一步研究ꎮ
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