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　 　 摘要:　 本研究旨在克隆春尺蠖(Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ)中 ２个小热激蛋白编码基因(ｓＨＳＰ)ꎬ分析其在不同发育阶段、
不同组织、不同温度胁迫下的表达模式ꎬ以期明确小热激蛋白在春尺蠖应答温度胁迫过程中的作用ꎮ 基于春尺蠖蛹的转

录组数据ꎬ筛选并克隆春尺蠖的 ２个 ｓＨＳＰ 基因ꎬ对其进行系统发育分析、结构域分析等生物信息学分析ꎮ 用实时荧光定

量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)技术检测 ｓＨＳＰ 基因在春尺蠖不同发育阶段(卵、幼虫、蛹及成虫)及不同组织(头部、胸部、腹部、足部及翅

膀)中的时空表达特征ꎬ并进一步分析其 ４龄幼虫在不同温度(－５ ℃、０ ℃、５ ℃、２５ ℃和 ３０ ℃)胁迫下的表达模式ꎮ 克隆

获取２个 ｓＨＳＰ 基因后ꎬ分别将其命名为ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４、ＡｃｉｎｓＨＳＰ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为ＰＶ０５３１２２和ＰＶ０５３１２３)ꎬ编码序列

(ＣＤＳ)全长分别为 ５４３ ｂｐ、７５８ ｂｐꎬ分别编码 １８０ 个、２５２ 个氨基酸ꎬ相对分子量分别为２０ ４７０、２７ ７５８ꎬ理论等电点分别为

６􀆰 ９８、４􀆰 ６０ꎮ 基因表达结果显示ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４基因在春尺蠖卵至 ５龄幼虫阶段的相对表达量较低ꎬ在滞育解除蛹期的相对

表达量最高ꎻＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因的相对表达量在春尺蠖卵至 ５龄幼虫阶段处于较低水平ꎬ在雌虫中的相对表达量达到最大值ꎮ
ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４基因的相对表达量在雌虫胸部最高ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因的相对表达量则在雄虫头部最高ꎮ 随着温度的升高ꎬ
ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４基因的相对表达量整体表现为先升高后降低的趋势ꎬ在 ２５ ℃达到最大值ꎬ在 ３０ ℃时下降并且与 ２５ ℃的相对

表达量间表现出显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因的相对表达量总体呈上升趋势ꎬ在０~３０ ℃范围内无显著差异ꎬ在－５ ℃
与 ３０ ℃之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 由研究结果可以看出ꎬｓＨＳＰ 基因在春尺蠖生长发育、滞育及响应温度胁迫的过程中具

有重要作用ꎬ研究结果为进一步探究春尺蠖生长发育机制、滞育机制及对温度胁迫的适应性机制奠定了一定的理论基础ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｃｌｏｎｅ ｔｗｏ ｓｍａｌｌ ｈｅａｔ￣ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ (ｓＨＳＰｓ) ｆｒｏｍ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ａｎｄ ｔｏ ａｎａ￣
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ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｎｄ ｃｌｏｎｅｄꎬ ａｎｄ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｄｏｍａｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｅｓ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
(ｑＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｓｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓＨＳＰ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａ￣
ｇｅｓ (ｅｇｇꎬ ｌａｒｖａꎬ ｐｕｐａ ａｎｄ ａｄｕｌｔ) ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ (ｈｅａｄꎬ ｔｈｏｒａｘꎬ ａｂｄｏｍｅｎꎬ ｌｅｇｓ ａｎｄ ｗｉｎｇｓ) ｏｆ Ａ. ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ａｎａｌｙｓｅ ｔｈｅｉｒ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｉｎ ４ｔｈ￣ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｆ －５ ℃ꎬ ０ ℃ꎬ ５ ℃ꎬ ２５ ℃ ａｎｄ ３０ ℃. Ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｌｏｎｅｄ ｓＨＳＰ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ ａｎｄ ＡｃｉｎｓＨＳＰ (ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ＰＶ０５３１２２ ａｎｄ ＰＶ０５３１２３ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ)ꎻ ｔｈｅｉｒ ｃｏｄｉｎｇ
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２０ ４７０ ａｎｄ ２７ ７５８ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ６.９８ ａｎｄ ４.６０ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｇｇ ｔｏ ｔｈｅ ５ｔｈ￣ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｌ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｐｅａｋｅｄ ｉｎ ｄｉａｐａｕｓｅ￣ｔｅｒｍｉｎａｔｅｄ ｐｕｐａｅꎬ ｗｈｅｒｅａｓ ＡｃｉｎｓＨＳＰ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｌｅｖｅｌｓ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｌｏｗ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｇｇ ｔｏ ｔｈｅ ５ｔｈ￣ｉｎｓｔａｒ ｌａｒｖａｌ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅｉｒ ｍａｘｉｍｕｍ ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｏｒａｘ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ａｄｕｌｔｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ ＡｃｉｎｓＨＳＰ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅａｄ
ｏｆ ｍａｌｅ ａｄｕｌｔｓ. Ａｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ ｆｉｒｓｔ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｐｅａｋｉｎｇ ａｔ
２５ ℃ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔ ３０ ℃ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｃｉｎｓＨＳＰ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｏｖｅｒａｌｌ ｕｐｗａｒｄ ｔｒｅｎｄꎬ ｗｉｔｈ
ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０－３０ ℃ꎬ ｂｕｔ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ －５ ℃ ａｎｄ
３０ ℃ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｓＨＳＰ ｇｅｎｅｓ ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｄｉａｐａｕｓｅ ａｎｄ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ￣ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ａ. ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｉｔｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｄｉａｐａｕｓｅ ａｎｄ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓꎻ ｓｍａｌｌ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｄｉａｐａｕｓｅꎻ ａｄｖｅｒｓｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ

　 　 春尺蠖(Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ)是鳞翅目尺蛾科的

重要食叶害虫ꎬ广泛分布于中亚及中国北方等地区ꎬ
对柠条、杨柳科、榆科等经济树种造成了严重危

害[１￣２]ꎮ 春尺蠖幼虫的食量在 ３ 龄后剧增ꎬ并具有扩

散习性ꎬ可吃光叶片ꎬ仅留叶柄[３]ꎮ 春尺蠖 ４ 龄幼虫

在生长发育中常面临温度与饥饿的双重胁迫ꎬ但是目

前关于其在恶劣环境中的生存机制尚不明确[４]ꎮ 热

休克蛋白(Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＨＳＰ)是细胞应对环境

胁迫的关键分子伴侣ꎬ其中的小分子热激蛋白(Ｓｍａｌｌ
ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｓＨＳＰ)在蛋白质折叠、稳定及降解

中发挥着重要作用ꎬ并通过防止蛋白质聚集、促进蛋

白质复性来维持细胞功能[５￣６]ꎮ 在昆虫中ꎬｓＨＳＰ 参与

胁迫信号的传递ꎬ并在高温、低温、干旱、滞育及饥饿

等逆境中起到关键作用[７￣９]ꎮ 因此ꎬ研究 ｓＨＳＰ 基因在

春尺蠖 ４ 龄幼虫应对温度胁迫中的作用ꎬ不仅有助于

揭示春尺蠖 ４ 龄幼虫适应机制ꎬ还可为制定相应的防

治策略提供理论依据ꎮ
ｓＨＳＰ 作为热激蛋白家族中相对分子量最小且多

样性最丰富的成员ꎬ在昆虫响应非生物胁迫的过程中

具有双重调控功能ꎬ它们不仅可以通过维持蛋白质稳

态发挥分子伴侣作用ꎬ还能在不同胁迫条件下特异性

激活细胞保护机制ꎮ ｓＨＳＰ 的温度响应功能呈现出显

著的双向性ꎮ 在高温胁迫方面ꎬ当棉铃虫(Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ
ａｒｍｉｇｅｒａ)暴露于 ４０ ℃环境后ꎬｓＨＳＰｓ ２２.０ 基因的相

对表达量于 １ ｈ 内达到峰值[１０]ꎮ 在 ４０ ℃处理１~２ ｈ
后ꎬ野桑蚕(Ｂｏｍｂｙｘ ｍａｎｄａｒｉｎａ)ＢｍｍＨＳＰ１９.９ 基因的

相对表达量在 ５ 龄幼虫所有组织中均呈持续上调的

趋势[８]ꎮ 通过低温适应研究ꎬ揭示了物种的特异性响

应模式ꎬ例如ꎬ经低温储藏后ꎬ异色瓢虫(Ｈａｒｍｏｎｉａ
ａｘｙｒｉｄｉｓ)中 ｓＨＳＰ 的相对表达量显著提高[１１]ꎬ而野桑

蚕 ５ 龄幼虫在 ８ ℃胁迫下ꎬＢｍｍＨＳＰ１９.９ 基因仍保持

高表达水平[８]ꎮ 由同源基因的双温域响应特性可以

看出ꎬｓＨＳＰ 可能具有温度调控的广谱性ꎮ 除了对温

度的应激反应外ꎬｓＨＳＰ 在发育调控领域也表现出新

的功能ꎮ 对滞育黑纹粉蝶(Ｐｉｅｒｉｓ ｍｅｌｅｔｅ)的研究发现ꎬ
与非滞育蛹相比ꎬ夏季滞育(ＳＤ)、冬季滞育(ＷＤ)黑
纹粉蝶蛹中 ＰｍＨＳＰ１９.５、ＰｍＨＳＰ２０.０ 的相对表达量保

持在较高水平[１２]ꎮ
虽然春尺蠖是一种重要的害虫ꎬ但是目前关于

其对环境胁迫的适应机制尚不完全清楚ꎮ ｓＨＳＰ 在
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昆虫应对逆境胁迫的过程中发挥了重要作用ꎬ但是

目前关于春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因的研究较少ꎮ 本研究拟

基于春尺蠖蛹转录组数据ꎬ筛选并克隆 ２ 个 ｓＨＳＰ 基

因ꎬ旨在明确小热激蛋白在春尺蠖应答温度胁迫过

程中的作用ꎬ从而为深入探究春尺蠖的蛹滞育及温

度胁迫适应机制奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试昆虫

春尺蠖雌 /雄成虫于 ２０２３ 年春季采自内蒙古巴

彦淖尔市乌拉特前旗天然柠条草场(１０８°４５′２３.６３″
Ｅꎬ４０°４６′４.１９″Ｎ)ꎬ带回实验室后将其置于上海智城

人工气候箱(型号:ＺＸＱＰ￣Ｒ１９００)中培养ꎬ设定恒温

(２２±１) ℃、光 /暗周期 １８ ｈ / ６ ｈ、相对湿度５５％~
５９％ꎮ 成对饲喂柠条锦鸡儿叶片ꎬ待其产卵后ꎬ置于

相同条件下培养ꎮ 待幼虫孵化后ꎬ继续饲喂柠条锦

鸡儿叶片ꎬ直至化蛹ꎮ
１.２　 样品处理与采集

为了测定春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因的表达特性ꎬ分别

收集不同发育阶段、不同组织及 ４ 龄幼虫在不同温

度胁迫下的样本ꎮ 收集、处理方法如下:(１)在不同

发育阶段ꎬ收集卵、幼虫(１~５ 龄)(采集时间为蜕皮

后 ２ ｄ)、蛹(滞育蛹、非滞育蛹)及成虫ꎻ(２)在雌 /雄
成虫的不同组织样本收集方面ꎬ收集雌 /雄成虫头部

(包括触角)、胸部、腹部、足ꎬ收集雄虫翅膀ꎻ(３)在
滞育解除蛹处理方面ꎬ在化蛹后 ４５ ｄꎬ于４~ ６ ℃低

温处理 ６０ ｄꎻ(４)在 ４ 龄幼虫的不同温度胁迫处理

方面ꎬ在－５ ℃、０ ℃、５ ℃、２５ ℃、３０ ℃共 ５ 个温度下

各处理 １ ｈꎮ
每个处理设置 ３ 个生物学重复ꎬ每个生物学重

复包括如下组分:３０ 个卵ꎬ３０ 头一龄幼虫ꎬ２０ 头二

龄幼虫ꎬ５ 头三龄幼虫ꎬ各 ３ 头四龄幼虫、五龄幼虫、
蛹及雌雄成虫ꎬ３０ 个成虫头部(含触角)ꎬ５ 个胸部ꎬ

５ 个腹部ꎮ 此外ꎬ各种类型的足(如前足、中足和后

足)共取 ５０ 个ꎬ并取 ２０ 个雄虫翅膀样本ꎮ 处理后用

液氮速冻ꎬ置于超低温冰箱(－８０ ℃)中保存待用ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

取方法 １.２ 所述春尺蠖处理样本ꎬ置于高温灭

菌陶瓷研钵中ꎬ迅速加入液氮并充分研磨至粉末状ꎮ
用 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ 试剂

盒进行总 ＲＮＡ 的提取ꎮ 选取符合质量标准的 ＲＮＡ
样本ꎬ按照 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒

说明书进行逆转录操作ꎬ 将所得 ｃＤＮＡ 保存于

－８０ ℃超低温冰箱中备用ꎮ
１.４　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因的克隆

基于实验室前期所测春尺蠖蛹的转录组数据ꎬ
从差异基因数据库中筛选出 ＨＳＰ２０.４、ｓＨＳＰ 基因ꎬ
经 ＢＬＡＳＴＰ 验证后ꎬ选取具有完整编码序列(ＣＤＳ)
区的基因ꎬ分别命名为 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４、ＡｃｉｎｓＨＳＰ(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号分别为 ＰＶ０５３１２２、ＰＶ０５３１２３)ꎮ 依据

序列基因信息ꎬ在基因编码蛋白质区外侧设计特异

性扩增引物ꎬ并用该引物通过 ＰＣＲ 扩增目标基因ꎮ
ＰＣＲ 反应体系如下:１􀆰 ０ μＬ 模板 ＤＮＡꎬ各 １􀆰 ０ μＬ 正

向引物、反向引物ꎬ１２􀆰 ５ μＬ ＰＣＲ Ｍｉｘꎬ用无酶水补足

总体积至 ２５􀆰 ０ μＬꎮ 在反应过程中ꎬ设定退火温度

为 ５６ ℃、６６ ℃ꎬ其余反应温度及程序参照文献[１３]
的方法ꎮ 扩增完成后ꎬ用 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳分

离目标 ＤＮＡ 片段ꎬ并用 ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒进行

回收ꎮ 经遗传转化筛选出阳性克隆后ꎬ进行质粒

ＤＮＡ 的抽提ꎬ随后送至生工生物工程(上海)股份有

限公司进行测序分析ꎬ以确认目标基因的准确性ꎮ
１.５　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因的生物信息学分析

借助特定在线工具(具体网址见表 １)ꎬ对春尺

蠖 ｓＨＳＰ 基因进行生物信息学分析ꎬ具体包括蛋白

质编码区、理化性质、Ｎ 端信号肽、跨膜区、磷酸化位

点及糖基化位点分析ꎮ

表 １　 ｓＨＳＰ 基因的生物信息学的预测内容、工具名称及网址链接

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓＨＳＰ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ｔｈｅ ｎａｍｅ ａｎｄ ｗｅｂｓｉｔｅ ｌｉｎｋ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｏｌ

预测内容　 　 　 　 　 　 预测工具名称及网址链接　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

蛋白质编码区预测 ＮＣＢＩ ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒꎬｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ /
蛋白质理化性质分析 ＥｘＰＡＳｙ￣ＰｒｏｔＰａｒａｍꎬｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ /
Ｎ 端信号肽预测 ＳｉｇｎａｌＩＰ ５.０ꎬｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣５.０ /
蛋白质跨膜区预测 ＴＭＨＭＭꎬｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２.０ /
磷酸化位点预测 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ Ｓｅｒｖｅｒꎬｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＮｅｔＰｈｏｓ￣３.１ /
糖基化位点预测 ＤｉｃｔｙＯＧｌｙｃ １.１ꎬｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ.ｐｈｐ? ＤｉｃｔｙＯＧｌｙｃ￣１.１

ＮＣＢＩ:美国国家生物技术信息中心ꎮ

３９６陈　 龙等:春尺蠖 ２ 个小热激蛋白编码基因的克隆及其在不同时空和温度胁迫下的表达情况



１.６　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因的序列比对及系统进化分析

　 　 从美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)网站下

载春尺蠖及其他目昆虫物种的 ｓＨＳＰ 编码的蛋白质

氨基酸序列ꎬ用 ＤＮＡＭＡＮ ６.０ 对氨基酸序列进行多

序列比对ꎮ 用 ＭＥＧＡ ６.０ 构建系统发育树ꎬ用邻接

法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ)进行拓扑结构推测ꎬ选
择 ｐ￣距离( ｐ￣ｄｉｓｔａｎｃｅ)模型进行遗传差异计算ꎮ 为

了验证系统发育关系的可靠性ꎬ通过自举检验

(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ)进行１ ０００次重复抽样以评估分

支支持率ꎮ
１.７　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因的表达

为了探究春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因在不同发育阶段、
不同组织及 ４ 龄幼虫在温度胁迫下的表达模式ꎬ本
研究采用 ｑＰＣＲ 技术进行检测ꎬ所用引物信息见表

２ꎮ 以 Ａｃｔｉｎ 基因为内参ꎬ反应体系总体积为 ２０􀆰 ０
μＬꎬ包含 ２􀆰 ０ μＬ ｃＤＮＡ 模板、０􀆰 ４ μＬ 正向引物、０􀆰 ４
μＬ 反向引物、１０􀆰 ０ μＬ ＧｏＴａｑ 􀅺 ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ
用无核酸酶水补足体积至 ２０􀆰 ０ μＬꎮ ｑＰＣＲ 反应程

序严格参照 ＧｏＴａｑ 􀅺 ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂说明

书ꎮ

表 ２　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因试验所用引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓＨＳＰ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉ￣
ｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物名称　 引物序列(５′→３′) 引物用途

ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４￣Ｆ ＡＡＧＴＴＡＡＴＣＣＡＣＣＴＴＣＴＧＡＡＧＡＡＣ 克隆

ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４￣Ｒ ＴＡＴＡＣＣＴＣＡＴＴＡＣＴＣＴＧＡＡＣＴＧＡＡＣＡ 克隆

ＡｃｉｎｓＨＳＰ￣Ｆ ＴＧＡＡＡＣＧＴＧＣＡＡＴＣＡＴＧＴＴＣＡＣＡＡＣ 克隆

ＡｃｉｎｓＨＳＰ￣Ｒ ＴＡＴＴＣＡＣＣＡＣＡＣＧＣＣＴＣＣＡＣＣＡＴＴＡ 克隆

ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４￣Ｆ ＴＧＧＡＣＣＴＡＴＧＣＴＡＡＧＣＣＧＡＧ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４￣Ｒ ＴＧＴＧＡＡＣＴＧＣＣＧＡＧＡＧＡＴＧＴ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ＡｃｉｎｓＨＳＰ￣Ｆ ＧＡＴＧＡＧＡＴＣＧＴＣＣＣＡＣＣＣＡＴ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

ＡｃｉｎｓＨＳＰ￣Ｒ ＧＴＣＴＣＣＣＴＴＣＡＣＣＴＴＧＡＣＣＴ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＣＧＡＣＡＴＣＣＧＴＡＡＧＧＡＣＣＴＧＴ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＴＴＣＧＡＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧ ｑＲＴ￣ＰＣＲ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ:实时荧光定量逆转录 ＰＣＲꎮ

１.８　 数据统计与分析

本研究用 ＳＰＳＳ ２７.０ 软件进行单因素方差分析

(Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ 并用图基显著性差异检验

(Ｔｕｋｅｙ’ ｓ ＨＳＤ) 多重比较检验方法评估春尺蠖

ｓＨＳＰ 基因在不同发育阶段、不同组织及不同温度胁

迫条件下的表达差异ꎬ用最小显著差数 ｔ 检验(ＬＳＤ￣

ｔ)检验评估同一组织内 ｓＨＳＰ 基因在雌 /雄成虫中的

差异表达情况ꎮ 数据可视化用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５
软件进行分析ꎬ结果以均值±标准差形式呈现ꎬ统计

显著性水平设定为 ０􀆰 ０５ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因的克隆

基于春尺蠖转录组数据ꎬ针对 ｓＨＳＰ 基因的蛋

白质编码序列(ＣＤＳ)设计引物ꎬ开展扩增试验ꎮ 通

过特异性引物 ＡｃｉｎＨＳＰ２０. ４￣Ｆ / Ｒ、ＡｃｉｎｓＨＳＰ￣Ｆ / Ｒ 分

别进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ获得预期长度为 ７３９ ｂｐ、９０７ ｂｐ
的产物ꎮ １. ０％琼脂糖凝胶电泳检测结果显示ꎬ在
７５０ ｂｐ、１ ０００ ｂｐ 标记位置观察到特异性条带(图
１)ꎮ 对特异性条带进行测序分析发现ꎬ测序结果与

转录组序列一致ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物ꎻ
２:ＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因的 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 １ 　 春尺蠖 ＡｃｉｎＨＳＰ２０. ４、 ＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因全长编码序列

(ＣＤＳ)的克隆结果

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (ＣＤＳ) ｏｆ
ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ ａｎｄ ＡｃｉｎｓＨＳＰ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒ￣
ａｒｉｕｓ

２.２　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因的生物信息学分析

春尺蠖 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４、ＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因的 ＣＤＳ 全

长分别为 ５４３ ｂｐ、７５８ ｂｐꎬ分别编码 １８０ 个、２５２ 个氨

基酸ꎬ 预测分子 式 分 别 为 Ｃ９０９ Ｈ１ ４４５ Ｎ２５７ Ｏ２７３ Ｓ４、
Ｃ１ ２２３Ｈ１ ９１３Ｎ３０３Ｏ３７５Ｓ４ꎬ 相 对 分 子 量 分 别 为 ２０ ４７０、
２７ ７５８ꎬ理论等电点分别为 ６􀆰 ９８、４􀆰 ６０ꎬ半衰期均为

３０ ｈꎬ脂肪指数分别为 ７８􀆰 ５６、８５􀆰 ４４ꎮ 正电荷氨基酸

残基[精氨酸(Ａｒｇ) ＋赖氨酸(Ｌｙｓ)]总电荷分别为

２９、２４ꎬ负电荷氨基酸残基[天冬氨酸(Ａｓｐ)＋谷氨酸

(Ｇｌｕ)]总电荷分别为 ２９、４１ꎮ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 的亲水

性系数为－０.６２９ꎬ不稳定系数为 ４１􀆰 ９３ꎬ说明该基因

编码的蛋白质属于亲水性不稳定蛋白质ꎻＡｃｉｎｓＨＳＰ
的亲水性系数为－０.２４２ꎬ不稳定系数为 ４１􀆰 ０８ꎬ说明
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该基因编码的蛋白质属于两性不稳定蛋白质ꎮ
信号肽检测结果显示ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 中未发现

信号肽ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ 则在第１~ ２０ 个氨基酸之间有 １
条信号肽ꎬ未发现跨膜结构ꎮ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４、ＡｃｉｎｓＨＳＰ
基因分别在第６２~ １５７ 位、第７６~ １５７ 位之间包含

ｓＨＳＰ 基因家族的 α￣结晶蛋白体保守结构域(图 ２)ꎮ

磷酸位点检测结果显示ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 蛋白中有 ９
个丝氨酸、４ 个苏氨酸和 ２ 个酪氨酸磷酸化候选位

点ꎻＡｃｉｎｓＨＳＰ 蛋白中有 １３ 个丝氨酸、１６ 个苏氨酸磷

酸化候选位点ꎬ未检测到酪氨酸磷酸化候选位点ꎮ
糖基化位点检测结果显示ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 中无糖基

化位点ꎬ而 ＡｃｉｎｓＨＳＰ 中有 １ 个糖基化位点ꎮ

下划线对应部分为起始密码子(ＡＴＧ)、终止密码子(ＴＡＡ)ꎻ阴影部分为 ｓＨＳＰ 基因家族的 α￣结晶蛋白体保守结构域ꎮ ∗表示终止密码子ꎮ
左边数据表示这一行第一个氨基酸字母的顺序ꎮ
图 ２　 春尺蠖 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４(Ａ)、ＡｃｉｎｓＨＳＰ (Ｂ) 基因的核苷酸序列及其编码的蛋白质氨基酸序列

Ｆｉｇ.２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ (Ａ) ａｎｄ ＡｃｉｎｓＨＳＰ (Ｂ) ｉｎ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓꎬ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｎｃｏｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.３　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因编码蛋白质的氨基酸序列

一致性比对及系统进化关系分析

　 　 对春尺蠖 ＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因编码的蛋白质氨基酸

序列与其他鳞翅目昆虫对应的序列进行一致性比对

分析ꎬ结果(图 ３)显示ꎬ春尺蠖 ＡｃｉｎｓＨＳＰ２０.４ 基因在

编码的蛋白质氨基酸序列上与家蚕(Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ)
ＨＳＰ２０.４ 的序列一致性最高ꎬ为 ８５.１６％ꎬ其次为与

黏虫(Ｍｙｔｈｉｍｎａ ｓｅｐａｒａｔａ)ＨＳＰ２０.８ 的序列一致性ꎬ为
８０. ５４％ꎬ 与 草 地 贪 夜 蛾 ( Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ )
ＨＳＰ２０.４ 的一致性为 ８０.３３％ꎬ而与冬尺蠖(Ｏｐｅｒｏｐｈ￣

５９６陈　 龙等:春尺蠖 ２ 个小热激蛋白编码基因的克隆及其在不同时空和温度胁迫下的表达情况



ｔｅｒａ ｂｒｕｍａｔａ ) ｓＨＳＰ、 二 化 螟 ( Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ )
ＨＳＰ２３.９ 和斜纹夜蛾(Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｕｒａ) ｓＨＳＰ 的一

致性较低ꎬ分别为 １５􀆰 １９％、２１􀆰 ８２％和 ２３􀆰 ０８％ꎻ春尺

蠖 ＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因编码的蛋白质氨基酸序列与冬尺

蠖 ｓＨＳＰ 序列的一致性最高ꎬ达到 ５１􀆰 ２４％ꎬ与二化

螟的 ＨＳＰ２３􀆰 ９、斜纹夜蛾的 ｓＨＳＰ 的序列一致性较

高ꎬ分别为 ４７􀆰 ５６％、４８􀆰 ８１％ꎬ但与家蚕、黏虫和草地

贪夜蛾相关序列的一致性较低ꎬ分别为 １７􀆰 ００％、

１８􀆰 １８％、 ２０􀆰 １６％ꎮ 综合分析结果表明ꎬ 春尺蠖

ＡｃｉｎＨＳＰ２０􀆰 ４ 基因在氨基酸序列上表现出较高的保

守性ꎬ暗示其在进化过程中可能受到较强的纯化选

择压力ꎬ以维持其功能ꎻ春尺蠖较低的 ＡｃｉｎｓＨＳＰ 一

致性ꎬ则反映了物种间在基因结构上的进化分化ꎮ
上述结果提示ꎬ不同鳞翅目昆虫的 ｓＨＳＰ 基因在进

化和功能上存在复杂关系ꎬ可能与它们的生态适应

性和进化历史密切相关ꎮ

ＡｃｉｎｓＨＳＰ:春尺蠖(Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ)ｓＨＳＰ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＰＶ０５３１２２)ꎻＡｃｉｎＨＳＰ２０.４:春尺蠖(Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ)ＨＳＰ２０.４(ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号:ＰＶ０５３１２２)ꎻＢｍｏｒＨＳＰ２０.４:家蚕(Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ)ＨＳＰ２０.４(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＮＰ＿００１０３７０３８.１)ꎻＭｓｅｐＨＳＰ２０.８:黏虫(Ｍｙｔｈｉｍｎａ ｓｅｐａｒａｔａ)
ＨＳＰ２０.８(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＸＬＺ３７３８８.１)ꎻＳｆｒｕＨＳＰ２０.４:草地贪夜蛾(Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ)ＨＳＰ２０.４(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＱＧＡ７３３６７.１)ꎻＯｂｒｕｓＨ￣
ＳＰ:冬尺蠖(Ｏｐｅｒｏｐｈｔｅｒａ ｂｒｕｍａｔａ)ｓＨＳＰ(ＫＯＢ６９７３７.１)ꎻＣｓｕｐＨＳＰ２３.９:二化螟(Ｃｈｉｌｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓａｌｉｓ)ＨＳＰ２３.９(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＱＤＪ０４５６３.１)ꎻＳｌｉｔ￣
ｓＨＳＰ:斜纹夜蛾(Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｌｉｔｕｒａ)ｓＨＳＰ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＡＤＫ５５５２３.１)ꎮ

图 ３　 春尺蠖及其他昆虫小热休克蛋白(ｓＨＳＰ)的多重氨基酸序列比对结果

Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｈｅａｔ￣ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (ｓＨＳＰｓ) ｆｒｏｍ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ

　 　 在 ＮＣＢＩ 网站搜索已经上传的其他目昆虫的

ｓＨＳＰ 基因编码的蛋白质氨基酸序列与春尺蠖

ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４、ＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因编码的蛋白质氨基酸

序列信息ꎬ构建系统进化树ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ春
尺蠖小热激蛋白 ＡｃｉｎｓＨＳＰ 与同属尺蛾科冬尺蠖

的 ｓＨＳＰ 聚为一支ꎬ表明两者在进化上具有较近的

亲缘关系ꎬ这可能与其相似的生物学特性及环境

适应策略有关ꎮ 此外ꎬ春尺蠖的 ＡｃｉｎＨＳＰ２０. ４ 与

家蚕的 ＨＳＰ２０.４、草地贪夜蛾的 ＨＳＰ２０. ４ 及黏虫

的 ＨＳＰ２０.８ 聚为一类ꎬ进一步揭示了 ｓＨＳＰ 在不同

昆虫物种间的功能保守性ꎮ 这种聚类关系不仅反

映了 ｓＨＳＰ 在进化过程中的高度保守性ꎬ也暗示了

其在昆虫应对环境胁迫(如温度变化和饥饿)中的

重要作用ꎮ 此外ꎬ上述结果为进一步研究 ｓＨＳＰ 的

功能分化及其在昆虫的温度适应性方面的分子机

制提供了重要线索ꎮ
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春尺蠖 ｓＨＳＰ 蛋白用三角标记ꎮ
图 ４　 基于春尺蠖及其他昆虫小热激蛋白基因(ｓＨＳＰ)编码的蛋白质氨基酸序列的系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｓｍａｌｌ ｈｅａｔ￣ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅｓ ( ｓＨＳＰｓ) ｆｒｏｍ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ
ｃｉｎｅｒａｒｉｕｍ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｉｎｓｅｃｔｓ

２.４　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 在不同发育阶段的表达情况

从图 ５ 可以看出ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 的相对表达量在

春尺蠖卵至 ５ 龄幼虫阶段均处于较低水平ꎻ进入蛹

期后ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 的相对表达量上升ꎻ在非滞育蛹

至雌虫阶段ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 的相对表达量均处于较高

水平ꎻ在滞育解除蛹期ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 的相对表达量

最高ꎮ ＡｃｉｎｓＨＳＰ 的相对表达量在春尺蠖卵至 ５ 龄幼

虫阶段均处于较低水平ꎻ在蛹期和雌虫中ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ
的相对表达量显著高于卵至 ５ 龄幼虫ꎻ在雌虫、滞育

蛹中ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ 的相对表达量较大ꎬ并且与其余发育

阶段的相对表达量间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ在非滞育

蛹、滞育蛹与滞育解除蛹阶段ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ 的相对表达

量处于较高水平ꎬ且与除雌虫外的其他阶段的相对

表达量差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

Ｅ:卵ꎻＬ１~ Ｌ５:１~５ 龄幼虫ꎻＮＤ:非滞育蛹ꎻＤ:滞育蛹ꎻＴＤ:滞育解除蛹ꎻＭ:雄虫ꎻＦ:雌虫ꎮ
图 ５　 春尺蠖 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４(Ａ)、ＡｃｉｎｓＨＳＰ(Ｂ)基因在不同发育阶段的表达情况

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ (Ａ) ａｎｄ ＡｃｉｎｓＨＳＰ (Ｂ) ｇｅｎｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ

２.５　 春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因在不同组织中的表达情况

由图 ６ 可以看出ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 在春尺蠖雌虫胸

部的相对表达量最高ꎬ并且与其他组织中的相对表

达量有显著差异(Ｐ<０.０５)ꎻＡｃｉｎｓＨＳＰ 在春尺蠖雄虫

头部的相对表达量最高ꎬ并且与除雄虫翅膀外的其

他组织中的相对表达量有显著差异 (Ｐ< ０􀆰 ０５)ꎻ
ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４、ＡｃｉｎｓＨＳＰ 在雌虫、雄虫足中的相对表

达量无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ

２.６　 不同温度胁迫下春尺蠖 ｓＨＳＰ 基因在 ４ 龄幼虫

中的表达情况

　 　 由图 ７ 可以看出ꎬ随着温度升高ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４
基因的相对表达量整体表现为先升高后降低的趋

势ꎮ 在－５ ℃、５ ℃处理下ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 基因的相对

表达量较低ꎬ且二者间无显著差异ꎻ在 ２５ ℃处理下ꎬ
ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 基因相对表达量达到最大值ꎻ在 ３０ ℃
处理下ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 基因的相对表达量下降ꎬ并且
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与 ２５ ℃ 处理下的相对表达量有显著差异 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 随着温度的升高ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因的相对表

达量整体呈逐渐上升的趋势ꎬ在０~ ２５ ℃温度处理

下ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因的相对表达量无显著差异ꎬ而在

－５ ℃与 ３０ ℃处理下ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ 基因的相对表达量

差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

Ｈｅ:头部ꎻＴｈ:胸部ꎻＡｂ:腹部ꎻＬｅ:足部ꎻＷｉ:翅膀ꎮ 不同小写字母表示不同组织间基因相对表达量差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗、∗∗分别表示经 ｔ
检验后 ２ 个不同性别基因的转录水平在 ０.０５、０.０１ 水平具有显著差异ꎮ

图 ６　 春尺蠖 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４(Ａ)、ＡｃｉｎｓＨＳＰ(Ｂ)基因在不同组织中的表达情况

Ｆｉｇ.６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ (Ａ) ａｎｄ ＡｃｉｎｓＨＳＰ (Ｂ) ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ

图 ７　 春尺蠖 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４(Ａ)、ＡｃｉｎｓＨＳＰ (Ｂ)基因在不同温度胁迫下的表达情况

Ｆｉｇ.７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ (Ａ) ａｎｄ ＡｃｉｎｓＨＳＰ (Ｂ) ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ａｐｏｃｈｅｉｍａ ｃｉｎｅｒａｒｉｕｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｒｅｓｓｅｓ

３　 讨 论

小分子热激蛋白( ｓＨＳＰ)是一类相对分子量为

１５ ０００~５０ ０００ 的应激调控蛋白[１４]ꎬ其核心特征在

于其 α￣结晶蛋白结构域(蛋白质家族数据库中该结

构域的官方编号为 ＰＦ０００１１)的保守性ꎬ该结构域通

过 β￣折叠三明治构象维持着分子伴侣功能[１５]ꎮ 本

研究基于春尺蠖蛹转录组数据ꎬ通过逆转录聚合酶

链式反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)克隆获得 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４(开放阅

读框长度为 ５４３ ｂｐ)、ＡｃｉｎｓＨＳＰ(开放阅读框长度为

７５８ ｂｐ)的完整编码序列ꎬ分别编码 １８０ 个、２５２ 个氨

基酸ꎮ 借助 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具ꎬ预测春尺蠖

ＡｃｉｎＨＳＰ２０. ４ 和 ＡｃｉｎｓＨＳＰ 的相对分子量分别为

２０ ４７０(等电点为 ６􀆰 ９８)和２７ ７５８(等电点为 ４􀆰 ６０)ꎬ
该差异符合 ｓＨＳＰ 基因家族的多态性特征[１６]ꎮ 保守

结构域分析结果显示ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 和 ＡｃｉｎｓＨＳＰ ２

个蛋白质均包含完整的 α￣结晶蛋白结构域ꎮ 结合

蛋白质相对分子量及进化关系初步分析得出ꎬ本研

究获得的 ｓＨＳＰ 基因基本上符合 ｓＨＳＰ 基因家族的

结构特征ꎮ
研究发现ꎬｓＨＳＰ 的种类繁多ꎬ功能上也表现出

一定差异ꎮ 本研究对 ２ 个 ｓＨＳＰ 基因在春尺蠖卵至

成虫发育阶段的表达模式进行分析发现ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ、
ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 在春尺蠖不同发育阶段的表达模式表

现出一定差异ꎮ ＡｃｉｎｓＨＳＰ 在春尺蠖卵至 ５ 龄幼虫阶

段的相对表达量较低ꎬ而在春尺蠖蛹期、成虫期的相

对表达量显著升高ꎬ在春尺蠖雌虫中的相对表达量

达到峰值ꎬ并且与除滞育蛹外其他发育阶段相对表

达量之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ类似的ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４
在春尺蠖卵至 ５ 龄幼虫阶段的相对表达量也较低ꎬ
但在进入蛹期后逐渐上升ꎬ并在滞育解除蛹期达到

最大值ꎮ ２ 个小热激蛋白的表达水平在春尺蠖卵至
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５ 龄幼虫阶段均较低ꎬ这与美国白蛾(Ｈｙｐｈａｎｔｒｉａ ｃｕ￣
ｎｅａ)中 ＨｃＨＳＰ１８.９、ＨｃＨＳＰ２１.４ 的表达特点[１７]一致ꎬ
说明春尺蠖在卵与整个幼虫阶段对 ｓＨＳＰ 基因的依

赖性较低ꎮ 在沙葱萤叶甲中ꎬＧｄＨＳＰ１０ａ 的相对表

达量在幼虫阶段较低ꎬ但在卵期却显著高于幼虫期ꎬ
沙葱萤叶甲的越冬卵具有很强的抗寒能力[１８￣１９]ꎬ可
能与 ＧｄＨＳＰ１０ａ 在卵期的高水平表达相关ꎮ

在已有的与滞育相关的基因研究中ꎬ热激蛋白

的编码基因被认为与滞育的关系最密切[２０]ꎮ 本研

究发现ꎬ春尺蠖 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 基因在滞育蛹期的相

对表达量显著低于非滞育蛹期、滞育解除蛹期(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ该结果与蛀茎夜蛾(Ｓｅｓａｍｉａ ｎｏｎａｇｒｉｏｉｄｅｓ)相
关研究中 ＨＳＰ２０.８ 在滞育期的相对表达量较低、滞
育终止后相对表达量显著升高的研究结果[２１] 一致ꎮ
在小麦吸浆虫(Ｓｉｔｏｄｉｐｌｏｓｉｓ ｍｏｓｅｌｌａｎａ) ＳｍＨＳＰ２１.９ 的

研究中也发现了类似结果[２２]ꎮ 可能由于春尺蠖滞

育蛹期能量代谢较低ꎬ产生的腺嘌呤核苷三磷酸

(ＡＴＰ)显著减少ꎬ此时不依赖于 ＡＴＰ 的 ｓＨＳＰ 蛋白

在滞育过程中大量积累ꎮ 但是ꎬ春尺蠖 ＡｃｉｎｓＨＳＰ 基

因在滞育蛹期的相对表达量却高于非滞育蛹期、滞
育蛹解除期ꎬ这一结果与松墨天牛(Ｍｏｎｏｃｈａｍｕｓ ａｌ￣
ｔｅｒｎａｔｕｓ)小热激蛋白 ｓＨＳＰ２１.２ 基因的研究结果[２３]

一致ꎬ可能与该基因参与春尺蠖滞育蛹期间抵御外

界高温的活动有关ꎮ 此外ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０. ４、ＡｃｉｎｓＨＳＰ
基因分别在雄虫和雌虫中特异性表达ꎬ这种性别差

异性表达可能与 ＡｃｉｎｓＨＳＰ、ＡｃｉｎＨＳＰ２０. ４ 分别参与

雌 /雄成虫的生殖过程有关[２４]ꎮ
小热激蛋白的组织特异性表达通常与其功能密

切相关ꎬ在不同组织中可能发挥着不同作用[８]ꎮ 从

组织特异性表达的分析结果可以看出ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ、
ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 在春尺蠖的不同组织中表现出明显的

表达差异ꎮ ＡｃｉｎｓＨＳＰ 在雄虫头部的相对表达量最

高ꎬ且与除雄虫翅膀外的其他组织中的相对表达量

差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ推测 ｓＨＳＰ 基因可能参与雄虫

头部调控脑神经分泌细胞的生理活动ꎬ从而影响精

子的发生和成熟过程ꎬ对春尺蠖的生殖能力产生影

响[２５]ꎮ 而 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 在雌虫胸部的相对表达量最

高ꎬ可能是由于雌虫胸部存在与生殖相关的组织ꎬ
ｓＨＳＰ 可能参与调控相关细胞的生理活动ꎬ影响卵子

的发生和成熟过程ꎬ从而对春尺蠖的生殖能力产生

影响[２６]ꎮ 例如ꎬ在对家蚕 ｓＨＳＰ 基因的研究中发现ꎬ
该基因通过调控卵黄蛋白等生殖细胞蛋白的折叠与

转运过程ꎬ确保这些蛋白质准确输送至卵母细胞ꎬ这
种精确的蛋白质递送机制不仅为胚胎发育提供了必

需的营养基质ꎬ还直接关系到成虫的产卵效能与卵

粒品质[２７]ꎮ
表达热激蛋白是昆虫应对极端温度胁迫而采取

的一种重要手段[２８￣２９]ꎮ 从温度胁迫表达结果可以

看出ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４、ＡｃｉｎｓＨＳＰ 在温度胁迫下的表达

模式存在显著差异ꎮ 随着温度升高ꎬＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 的

相对表达量整体呈现先升高后降低的趋势ꎬ在 ２５ ℃
时达到峰值ꎬ在 ３０ ℃时显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ沙葱萤

叶甲 ＧｄＨＳＰ１０ａ 的表达模式与春尺蠖相同ꎬ但其在

３０ ℃时的相对表达量达到最大值[１９]ꎬ可能由于春

尺蠖 ４ 龄幼虫的生长所处时间为 ４ 月中下旬的春

季ꎬ而沙葱萤叶甲的生长所处时间为夏季ꎬ因此春尺

蠖 ４ 龄幼虫的耐受温度低于沙葱萤叶甲成虫ꎮ 相比

之下ꎬ随温度升高ꎬＡｃｉｎｓＨＳＰ 的相对表达量逐渐上

升ꎬ在０~ ３０ ℃范围内无显著差异ꎬ但在－５ ℃和 ３０
℃之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ表明该基因受到的温度

诱导表达没有 ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 敏感ꎮ 上述结果表明ꎬ
ＡｃｉｎＨＳＰ２０.４ 和 ＡｃｉｎｓＨＳＰ 在春尺蠖应对温度胁迫中

可能具有不同的功能分工ꎮ

４　 结 论

本研究成功克隆了春尺蠖的 ２ 个 ｓＨＳＰꎬ并对其

在不同发育阶段、不同组织及 ４ 龄幼虫在温度胁迫

下的表达进行了深入分析ꎮ 研究结果表明ꎬＡｃｉｎｓＨ￣
ＳＰ 在春尺蠖生长发育、蛹滞育、对温度胁迫的响应

中扮演着重要角色ꎮ 这些发现揭示了 ｓＨＳＰ 在春尺

蠖生长发育、蛹滞育及温度胁迫中的潜在作用ꎬ为其

分子机制研究奠定了基础ꎮ 本研究的不足之处在

于:(１)未通过 ＲＮＡ 干扰验证 ｓＨＳＰ 基因的功能ꎻ
(２)未检测其他应激因子(如低温、病原感染)的调

控效应ꎻ(３)蛋白质翻译水平的变化尚未与 ｍＲＮＡ
表达进行关联分析ꎮ 后续将进一步对上述不足进行

研究ꎬ从而全面深入地揭示 ｓＨＳＰ 基因响应春尺蠖

生长发育、蛹滞育及温度胁迫中的分子机制ꎮ
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