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荒漠甲虫小胸鳖甲低温响应几丁质酶基因
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摘要! !目的"探索荒漠昆虫小胸鳖甲 C+".'10.$ :<&"#+:0&&+2低温响应的分子机理并挖掘其耐寒基

因# !方法"根据低温转录组数据筛选并克隆小胸鳖甲几丁质酶基因'并进行生物信息学分析(通

过实时荧光定量b<U和免疫组织化学法分析该基因在成虫不同组织中和 -k低温胁迫下的表达模

式分析# !结果" 从小胸鳖甲成虫克隆获得一个几丁质酶基因 C:";#(; $ZMPG"P5 登录号)

_D(&*+2&%# 生物信息学分析表明'该基因编码的蛋白 !O<Fc(; 属于
*

型昆虫几丁质酶'理论分

子量约为 &)9(2 5e'无信号肽'具亲水性# 系统进化分析表明'!O<Fc(; 与赤拟谷盗 A.+6')+<(

"$2#$&0<(

*

型几丁质酶c$<Fc(; 同源性最高'氨基酸序列一致性为 +-9':?# 实时荧光定量b<U

结果显示'C:";#(; 在成虫脂肪体和后肠中高表达'具有组织特异性(该基因的表达还受 -k低温诱

导# 免疫组织化学分析结果显示'在 -k低温下 !O<Fc(; 蛋白在脂肪体和后肠中表达# !结论"

C:";#(; 基因的表达具有组织特异性'并受低温诱导# 研究结果有助于深入研究几丁质酶与小胸

鳖甲耐寒性的关系#
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88温度是影响昆虫生长发育的最主要环境因素!

低温胁迫对昆虫生长发育有重要影响 "eMPJ0PQM#!

&''&#( 研究昆虫对低温响应的分子机制发现!大

量基因受到低温诱导后表达量提高 "<J"#5 "P.

\/#J"P.! &''2% <J"#5 0#$)9! &'';% ^S#"$%"P 0#$)9!

&'((% e"V0MN0#$)9! &'(&% cMMSN"P. eMPJ0PQM#!

&'(-#!这些基因的产物参与可溶性渗透调节剂的

生物合成)抗氧化剂的产生及促进膜质流动性增加

等过程( 有些基因参与低温信号转导途径!对效应

分子的转录起调控作用( 荒漠拟步甲科昆虫小胸鳖

甲C+".'10.$ :<&"#+:0&&+2是新疆准噶尔盆地的特有

种"FR"PQ0#$)9! &'':#!能够很好地适应荒漠极端

温度和极端干旱环境( 我们前期研究发现!小胸鳖

甲的热激蛋白基因 C:;2:)' 和抗冻蛋白基因 C:$@:

的表达都受低温诱导"F/R 0#$)9! &'('% 马文静和

马纪! &'(&#!这两种基因在小胸鳖甲应对低温胁迫

时可能发挥重要作用( 为了发掘和分离新的低温响

应候选基因!采用二代测序技术分析 -k低温处理 +

% 的小胸鳖甲成虫转录组数据!发现大量基因参与

昆虫应答低温胁迫( 其中!几丁质酶基因是最为显

著的类群">R 0#$)9! &'(-#( 基于氨基酸序列相似

性!几丁质酶分为糖苷水解酶 (2 家族和 (; 家族(

昆虫几丁质酶属于 (2 家族几丁质糖苷水解酶!分为

'

m

+

个类型 ">MM0#$)9! &'';% i%"PQ0#$)9!

&'((#!主要参与昆虫发育阶段的蜕皮)围食膜降

解)细胞增殖和机体免疫防御等重要生理代谢活动

"!M#aMP./#TM#"P. i0I/$%! &''+% 李瑶和范晓军!

&'((% 黄海云等! &'(+#!属于氨基糖和核苷糖代谢

通路 " 5/'':&'9"I0P/NRQ"#"P. PR$JM/S0.MNRQ"#

IMS"7/J0NI#( 在生长发育的不同阶段!昆虫几丁质

酶具有组织特异性和时空特异性表达 "樊东等!

&'':#(

拟南芥!.$6+1':2+2#;$)+$&$ 几丁质酶基因的表

达与逆境胁迫相关"c"5MP"5"0#$)9! &'';#!植物几

丁质酶基因可以提高植物的耐寒性"<"7MJJ/0#$)9!

&'(&#!而昆虫几丁质酶的耐寒性功能探究鲜有报

道( 本研究基于小胸鳖甲低温转录组数据库中的几

丁质酶已知序列 )2*NML(!克隆获得该基因的蛋白质

开放阅读框编码序列 C:";#(;( 对其进行生物信息

学分析及其在不同组织和低温胁迫下的表达模式

研究(

>?材料与方法

>@>?试虫与试剂

>9>9>8试虫$小胸鳖甲C3:<&"#+:0&&+2成虫采自新

疆古尔班通古特沙漠边缘地带"--�&-rY! 2)�:(rH!

海拔高度$ --- I#!置于 +' j'9:k)相对湿度

+'? j*?)光周期 (*>l2e条件下的智能光照培养

箱中"Z[iC&*'G#!饲喂麦麸和新鲜卷心菜(

成虫组织分离$取出饲养的试虫在室温下解剖!

分离不同组织!包括前肠)中肠)后肠)脂肪体和体壳

"除去内脏的剩余部分#!立即放入液氮中冷冻以备

UYB提取%每个体的组织为一重复!每个组织均有 +

个以上个体重复(

成虫低温处理$将 +' 头成虫分为 ) 组!每组至

少 - 头!分别放置在 -k低温培养箱处理 '! (! +!

:! )! ; 和 (( %!取出后迅速置于液氮中冻存以备

UYB提取%以 ' %低温处理"即未进行低温处理#为

对照%每只试虫为一个重复!每个处理至少有 + 个

试虫(

>9>9#8试剂$O!e(2Cc)c- eYB连接酶与%"'U

'

和

O;'

'

等 限 制 性 内 切 酶) c"_"U"

c!

UMVM#NM

c#"PN$#0OS"NM!C!>h均为大连c"_"U"公司产品%总

UYB提取试剂盒 cUXa/J

K

UM"QMPS和 ^DGUZ#MMP

^ROM#I06_0S为 XPV0S#/QMP 公司产品%eYB片段回收

试剂盒为上海生工生物工程技术服务公司产品%大

肠杆菌%2";0.+";+$ "')+eF:

"

和G>&( 为北京全式金

生物技术有限公司产品( 其余化学试剂均为国产分

析纯试剂( b<U所用引物由上海生工生物工程有

限公司合成( F0NC!O<FX)2* 抗血清由本实验室制

备"陆雪莹等! &'(-#%eBG试剂盒为北京鼎国昌盛

生物技术有限责任公司产品(

>@#?几丁质酶基因的克隆与生物信息学分析

根据转录组测序获得的小胸鳖甲几丁质酶"转

录组Xe号$ )2*NML(#序列设计引物!扩增小胸鳖甲

几丁质酶基因开放阅读框 "/OMP #M".0PQT#"IM!

=UE#( 引物设计了 %"'U

'

和 O;'

'

酶切位点"表
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(#!以便后续实验( 按总 UYB提取试剂盒的指导!

提取小胸鳖甲成虫总UYB( 使用 c"_"U"

c!

UMVM#NM

c#"PN$#0OS"NM!C!>h对总 UYB进行反转录合成

$eYB( 以 $eYB为模板进行 UcCb<U反应!使用

b<U产物回收试剂盒回收b<U产物!由上海生工生

物工程有限公司测序鉴定(

表 >?基因克隆与荧光定量T!H引物序列

7-;+&>?T915&9)6)&.%*92&/&'+*/1/2 -/.9&-+E(15&S6-/(1(-(1,&T!H-/-+4)1)

基因名称

ZMPMP"IM

基因克隆引物序列":r,+r#

b#0IM#NMLRMP$MT/#QMPM$J/P0PQ

实时荧光定量b<U引物序列":r,+r#

b#0IM#NMLRMP$MT/##M"JCS0IMLR"PS0S"S0VMb<U

C:";#(;

E$ <ZZBBcc<BcZZ<cc<ZBZcZ<<<cZ

U$ <<<c<ZBZ<cB<BBZcc<ccccccB

E$ BBZ<ZZBcZZBBZZBZZc

U$ cZBZ<BBZZ<ZcccccZZ

C:

!

G$"#+&

,

,

E$ BBZBB<ZB<BBZZZ<BZB<cZ

U$ ccBZBBZ<B<ccZ<ZZcZZB<

下划线为酶切位点%"'U

'

和O;'

'

( UMNS#0$S0/P N0SMN/T%"'U

'

"P. O;'

'

"#MRP.M#J0PM.9

88利用 H6bB̂ 的̀ b#/Sb"#"I在线工具对氨基酸

序列进行分析!预测蛋白质的理化性质)半衰期与稳

定性( 利用 ^0QP"Jb-9' 在线预测信号肽!e0$S̀=ZJ̀$

(9( 和YMSb%/N+9( ^M#VM#对蛋白质翻译后进行修饰

的糖基化位点和磷酸化位点进行在线分析( 利用

H6bB̂ 的̀ b#/Ŝ$"JM进行在线蛋白质疏水性分析(

使用在线软件 ^!BUc和 ]<̂<进行蛋白质结构域

预测和分析( 利用 H6bB̂ 中̀的 c!F!!在线预测

)2*NML( 蛋白跨膜螺旋区( 使用在线软件 =UE

E0P.M#和ZHŶ<BY对开放阅读框进行预测( 利用

<JRNS"J\(92( 和!HZB: 进行多序列比对!采用邻接

法"PM0Q%7/#C4/0P0PQ! YW#进行系统进化树分析(

>@A?实时荧光定量 T!H"9&-+E(15&S6-/(1(-(1,&

T!H% H7EST!H#

将解剖分离的每一个体的不同组织分别提取总

UYB( 对低温处理不同时间的整只成虫分别提取总

UYB( 按 (9& 节中的方法将总 UYB分别合成

$eYB( 以不同样品的$eYB为模板进行 LUcCb<U!

以小胸鳖甲 C:

!

G$"#+& 为内参基因 "F/R 0#$)9!

&'('#!所需引物见表 (( 为了评估引物扩增的特异

性!用H6c"L

c!

eYB聚合酶"c"_"U"#进行 b<U扩

增检测条带的单一性!反应程序$;-k : I0P% ;-k

+' N! *'k +' N! )&k +' N! +: 个循环% )&k ('

I0P( 目的基因扩增产物回收构建到 O!e

c!

(2Cc载

体上!得到标准质粒( 测序鉴定正确后!用紫外分光

光度计"Y"P/e#/O YeC('''#检测质量并记录原始

浓度( 将标准质粒稀释为 ) 个浓度梯度"(! ('

,(

!

('

,&

! ('

,+

! ('

,-

! ('

,:

! ('

,*和 ('

,)

PQ3

!

>#作为

标准曲线扩增的模板!反应体系为 &'

!

>$ 上下游引

物的终浓度各为 '9&:

!

I/J3>! bJ"S0PRI ^DGU

Z#MMP #M"JCS0IMb<U^ROM#!06C]eZd0S% U=[和 (

!

>模板( 实时荧光定量 b<U的特异性引物扩增

('' m(:' 7O片段!扩增效率为 (':9(+?!相关指数

为?

&

o'1;;;( 使用 ^SMO =PMbJRN

c!

";* dMJJN#荧光

定量b<U系统"BOOJ0M. G0/ǸNSMINBGX! ]̂B#进行

实时荧光定量 b<U!反应条件$;:k (' I0P% ;:k

(: N! *'k +' N! )&k (: N! -' 个循环(

>@B?免疫组织化学观察

将小胸鳖甲成虫在 -k低温处理 + %后!在冰上

解剖虫体得到脂肪体和后肠!固定)包埋及切片( 脱

蜡复水!消除内源性酶及修复抗原( 用山羊血清封

闭及一抗 F0NC!O<FX)2* 抗血清孵育!滴加二抗反

应!按照浓缩型eBG试剂盒的说明方法在显微镜下

对切片组织进行eBG显色!脱水)透明!利用树胶封

片后!将切片放于尼康倒置显微镜 "H<>Xb̂Hc0!

Y05/P! W"O"P#下观察并拍照(

>@C?数据统计分析

基因 的 相 对 表 达 量 采 用 公 式 &

,

%%

<S

o

&

,"

%

<SS#M"SIMPS,

%

<S$/PS#/J#来计算 "bT"TTJ! &''(#(

!

G$"#+&

作为内参基因!在成虫组织中!基因表达量为与对照

"前肠#相比的相对表达量( 在低温胁迫后!基因表

达量也为与对照"未进行低温处理的成虫#相比的

相对表达量!均用倍数表示( 采用生物统计学软件

Z#"O%b". b#0NI:9'">"W/JJ"! <B! ]̂B#对实验数

据进行单因素方差分析!再采用eRP$"P氏多重比较

分析差异显著性!显著性水平为 '9':( 所有测定值

均有 + 个以上个体重复(

#?结果

#@>?小胸鳖甲几丁质酶的序列结构及功能域分析

克隆获得小胸鳖甲几丁质酶基因!命名为

C:";#(;"ZMPG"P5登录号$ _D(&*+2&#!开放阅读框

为 )-- 7O!编码 &-) 个氨基酸!编码蛋白命名为
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!O<Fc(;( 通过 H6bB̂`的 ^$"Pb#/N0SM和 ^!BUc

对!O<Fc(; 的结构域进行预测"图 (#( 结果显示!

!O<Fc(; 含有糖苷水解酶 (2 家族的保守催化结构

域"第 ( ,&&; 位氨基酸#( 在 Y端的第 (- ,&& 位

氨基酸是昆虫几丁质酶的催化活性保守基序
(

"EeZ[e>e\HEb! 其中[代表任意氨基酸#!作为

几丁质酶水解催化碳水化合物的活性位点"张八生

等! &'')#( !O<Fc(;还包括第2+ ,2;位和第&(' ,

&+' 位氨基酸的昆虫几丁质酶的保守基序
#

"![De[[Z#和基序
*

"Z[[[\[[e[ee#!均位于

催化结构区域!推测这 & 个序列与保守基序
(

一样

可能 作 为 (2 家 族 糖 苷 水 解 酶 的 特 征 序 列

"F/QMP5"IO! &''*#( 在第 &( ,(&( 位还有一个胁

迫响应 B3G桶状结构3NS#MNN#MNO/PN0VM"JO%"37MS"

"B3G# 7"##MJ./I"0P! e"774!提示 !O<Fc(; 可能

参与细胞对逆境胁迫的响应( $eYB序列的 b/J̀B

加尾信号为BcBBBZ(

图 (8小胸鳖甲几丁质酶基因C:";#(; 的$eYB序列及预测的氨基酸序列

E0Q9(8YR$JM/S0.M"P. .M.R$M. "I0P/"$0. NMLRMP$MN/TS%M$%0S0P"NMQMPMC:";#(; T#/IC+".'10.$ :<&"#+:0&&+2

灰色部分表示昆虫几丁质酶的保守基序EeZ[ehe\HDb! ![De[[Z和Z[[[\[[e[ee%双下划线为胁迫响应 B3G桶状结构域% 粗体下划

线为多聚腺苷酸位点% 星号表示终止密码子( c%M$/PNM#VM. I/S0TN/T0PNM$S$%0S0P"NM! EeZ[ehe\HDb! ![De[[Z"P. Z[[[\[[e[ee! "#M

N%/dP 0P Q#"̀9c%MO/SMPS0"JNS#MNN#MNO/PN0VMB3G7"##MJ./I"0P "e"77 ./I"0P# 0NI"#5M. d0S% ./R7JMRP.M#J0PM9c%MORS"S0VMO/J̀".MP J̀"S0/P N0QP"J

NMLRMP$M"BcBBBZ# 0N0P 7/J. S̀OM"P. I"#5M. d0S% S%0P RP.M#J0PM9c%McZBNS/O $/./P 0NI"#5M. d0S% "P "NSM#0N59

#@#?K8!N7>Y 的理化性质$信号肽及修饰位点

分析

利用H6bB̂ 的̀ b#/Sb"#"I工具对 !O<Fc(; 的

氨基酸序列进行分析!结果表明理论分子量为

&)1(2 5e!其蛋白分子量较小!等电点为 ;9+;!半衰

期为 +' %!不稳定系数为 &:9()!化学分子式为<

(&(*

F

(;'+

Y

+&)

=

+*-

^

2

( 从分析结果判定 !O<Fc(; 是稳定

蛋白质( ^0QP"Jb-9' 预测!O<Fc(; 无信号肽(

磷酸化和糖基化修饰使多肽成为成熟的蛋白

质!是调节和控制蛋白质活性和功能的最基本的重
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要机制"李军等! &'';% 李欣! &'(:#( 昆虫几丁质

酶属于一种糖蛋白!糖基化和磷酸化调节酶的活性

大小!几丁质酶有很多活性位点!如糖基化和磷酸化

位点( 用e0$S̀=ZJ̀$进行糖基化位点的在线预测!

结果表明!O<Fc(; 在第 *& 位氨基酸处有 ( 个糖基

化位点( 几丁质酶用 YMSb%/N+9( ^M#VM#进行磷酸

化位点在线分析!结果表明 !O<Fc(; 有 (* 个丝氨

酸"^M##磷酸化位点!- 个酪氨酸"c̀##磷酸化位点

"图 &#(

图 &8小胸鳖甲几丁质酶!O<Fc(; 的磷酸化位点预测

E0Q9&88b#M.0$S0/P /TS%MO%/NO%/#̀J"S0/P N0SMN/TS%M$%0S0P"NM!O<Fc(; T#/IC+".'10.$ :<&"#+:0&&+2

#@A?K8!N7>Y 跨膜区$疏水性及三级结构模型

分析

利用 H6bB̂ 中̀ c!F!!预测显示!!O<Fc(;

无跨膜螺旋区!利用b#/Ŝ$"JM软件预测蛋白质疏水

性结果显示!!O<Fc(; 的最小值为 ,-9:'!最大值

为 &9'!亲水性氨基酸的比例高于疏水性氨基酸!总

平均亲水性为,'9*2'!可以初步判断 !O<Fc(; 具

有一定亲水性(

利用H6bB̂ 的̀ +.40QN"d软件基于同源建模的

方法!预测!O<Fc(; 模拟三维结构为-

"

3

$

.圆桶形

结构"图 +#!中心部分是平行的
$

折叠"黄色箭头#

组成内桶!

"

螺旋"红色螺旋状#构成外桶与
$

折叠

相邻!

"

螺旋与
$

折叠间由无规卷曲区域连接!与预

测的编码区第 &( ,(&( 位e"77结构域相对应!靠近

Y端!催化活性位点保守基序
(

邻近桶状结构的

"

$

#- 链%保守基序
#

位于桶状结构内部"

$

#* 链!

属于e"77 结构域末尾区段%保守基序
*

在靠近 <

端的"

$

#2 链中!位于 (2 家族糖苷水解酶的末尾区

域!具体功能尚不清楚( 对几丁质酶高级结构的认

识!可为对其功能及定向进化研究等提供参考(

#@B?K8!N7>Y 的系统进化分析

选取赤拟谷盗 A3"$2#$&0<(! 冈比亚按蚊

!&':;0)02 *$(6+$0 和 黑 腹 果 蝇 M.'2':;+)$

(0)$&'*$2#0.的 2 种不同类型几丁质酶蛋白!通过邻

接法构建进化树 "图 - #( 包括
'

型几丁质酶

eI<Fc: " Ybv *:'+(-9( # 和 c$<Fc: " Yb v

''('+-:&-9( #%

(

型几丁质酶 c$<Fc(' " Ybv

图 +8小胸鳖甲几丁质酶!O<Fc(; 三级结构预测模型

E0Q9+8b#M.0$S0/P /TS%MSM#S0"#̀NS#R$SR#M/TS%M$%0S0P"NM

!O<Fc(; T#/IC+".'10.$ :<&"#+:0&&+2

''('+*'*)9( #! BQ<Fc(' "[bv ''(&+2(;&9& # 和

eI<Fc('"HBB-*'((9(#%

#

型几丁质酶 c$<Fc)

"Ybv''('+*'+:9( #!BQ<Fc) "[bv+'22:29- # 和

eI<Fc)"Ybv*-))*29+#%

*

型几丁质酶 c$<Fc(-

"[bv;)+'':9(#! c$<Fc(+ "Ybv''('+*'+-9( #!

c$<Fc&( " Ybv ''('+-:()9( #! c$<Fc(& " [bv

;)&2'&9&#! c$<Fc(; "[bv;)+((;9&#! c$<Fc(2

"[bv;)+(*(9&#! c$<Fc()"[bv;)&)(;9(#%

,

型

几丁质酶 c$XeZE& "Ybv''('+2';&9(#和 c$XeZE-

"Ybv''('+2';(9(#%

-

型几丁质酶 eI<Fc* "Ybv

:)&:;29+#和 c$<Fc*"[bv;*)2(+9(#%

.

型几丁质

酶eI<Fc&"Ybv-))&;29&#!BQ<Fc&"[bv+(:*:'9-#%
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图 -8小胸鳖甲与不同昆虫几丁质酶的系统进化树分析

E0Q9-8b% J̀/QMPMS0$S#MM"P"J̀N0N/T$%0S0P"NMNT#/IC+".'10.$ :<&"#+:0&&+2"P. /S%M#0PNM$SNOM$0MN

罗马数字为几丁质酶的类型( 系统进化树由!HZB: 软件提供的YW邻接法产生!抽样测试为 : ''' 次重复( c%MU/IMPRI7M#N/P S%M#0Q%S/T

S%MQ#"O% 0P.0$"SMS%MS̀OMN/TS%M$%0S0P"NM9c%MO% J̀/QMPMS0$S#MMd"NQMPM#"SM. 7 R̀N0PQS%MPM0Q%7/#C4/0P0PQIMS%/. O#/V0.M. 7 S̀%MN/TSd"#M!HZB:!

"P. 7//SNS#"OO0PQSMNSd"NOM#T/#IM. d0S% : ''' #MOJ0$"SMN9

+

型几丁质酶 c$<Fc(("[bv;)--*(9(#!BQ<Fc((

"[bv+('**&9:#和 eI<Fc(( "Ybv:)&+*(9(#( 从

进化树可以看出!小胸鳖甲几丁质酶 !O<Fc(; 与

同为拟步甲科的赤拟谷盗的 Xh型几丁质酶

c$<Fc(; 在进化上最接近!一致性为 +-9':?!可能

在昆虫中执行类似的功能(

#@C??6*5,>Y 基因的组织表达特异性及在低温胁

迫下的表达模式分析

为了研究 C:";#(; 是否具有组织表达差异!以

前肠中的表达量作为归一化标准!计算在不同组织

中的相对表达水平"图 :#( 结果显示!C:";#(; 基因

在脂肪体中的表达量最高!为对照的 & 倍!在中肠中

的表达量最低!约为对照的 &'?!极差约为 (' 倍!

除体壳外不同组织之间基因的表达量有显著差异

"-

-! &:

o(&*1-! 4@'9':#( C:";#(; 在后肠中的相

对表达量也很高!约为前肠和体壳中的 (9: 倍和

& 倍(

为了验证 C:";#(; 是否为低温响应基因!以

&:k室温下的小胸鳖甲成虫个体的C:";#(; 表达量

为对照!分析C:";#(; 基因在常规冷驯化 -k低温胁

迫不同时间的相对表达量( 结果显示!低温处理 ( %

后C:";#(; 的表达量开始上升!但未达到显著水平(

在 : %时表达量急剧下降!仅为对照组的一半( 处

理 ) %时表达量达到最高!为对照组的 2 倍!随后又

逐渐降低!至 (( % 时降到最低!几乎为零"图 *#(

由此可见!小胸鳖甲成虫在 -k处理不同时间

C:";#(;基因的相对表达量发生了显著变化"-

*!+:

o

(29'-! 4@'9':#!说明低温胁迫可诱导 C:";#(; 基

因的表达(

#@O?K8!N7>Y 的组织定位

为了从蛋白质水平上检测几丁质酶 !O<Fc(;

在 -k处理后小胸鳖甲成虫后肠和脂肪体中的表
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图 :8小胸鳖甲成虫不同组织中

C:";#(; IUYB相对表达水平

E0Q9:8UMJ"S0VMM6O#MNN0/P JMVMJ/TC:";#(; IUYB0P

.0TTM#MPSS0NNRMN/TC+".'10.$ :<&"#+:0&&+2".RJSN

相对表达水平是指相对于前肠中表达水平的倍数变化%柱上不同字

母表示 eRP$"P 氏多重比较差异显著 "4@'9':#( c%M#MJ"S0VM

M6O#MNN0/P JMVMJ0N#MO#MNMPSM. "NT/J. $%"PQM7 P̀/#I"J0a0PQS%MIUYB

JMVMJNS/S%"S0P S%MT/#MQRS9e0TTM#MPSJMSSM#N"7/VM7"#N0P.0$"SM

N0QP0T0$"PS.0TTM#MP$M7 èRP$"P0NIRJS0OJM$/IO"#0N/P "4@'9':#9

图 *8-k低温处理不同时间小胸鳖甲成虫

C:";#(; IUYB相对表达水平

E0Q9*8UMJ"S0VMM6O#MNN0/P JMVMJ/TC:";#(; IUYB0P

".RJSN/TC+".'10.$ :<&"#+:0&&+2S#M"SM. "S-k T/#.0TTM#MPSS0IM

相对表达水平是指相对于对照"处理时间 ' %#的倍数变化( 柱上

不同字母表示 eRP$"P 氏多重比较差异显著 "4@'9': #( c%M

#MJ"S0VMM6O#MNN0/P JMVMJ0N#MO#MNMPSM. "NT/J. $%"PQM7 P̀/#I"J0a0PQS%M

IUYBJMVMJNS/S%"S/TS%M$/PS#/J"S' %9e0TTM#MPSJMSSM#N"7/VM7"#N

0P.0$"SMS%"SS%M.0TTM#MP$M0NNS"S0NS0$"JJ̀ N0QP0T0$"PS7`eRP$"P 0 N

IRJS0OJM$/IO"#0N/P "4@'9':#9

达!以F0NC!O<Fc(; 抗血清为一抗进行免疫组织化

学观察实验( 结果表明!与 bĜ 代替一抗的阴性对

照组"图 )$ B! e#相比!实验组"图 )$ G! <! H! E#

有明显的阳性信号出现( 后肠表皮细胞阳性着色较

深"图 )$ G! <中箭头所示#( 此外!结缔组织也有

着色( 在脂肪体的间质细胞中有阳性着色!处在分

裂期的脂肪细胞核染色质边缘化!形成纺锤状!胞浆

内有阳性着色"图 )$ H! E中箭头所示#(

A?讨论

A@>?K8!N7>Y 的序列特征

昆虫几丁质酶是一种糖蛋白!属于 (2 家族几丁

质糖苷水解酶"ZF(2#!存在于昆虫生长发育的各

个阶段和各个组织中!参与新旧表皮的更替和围食

膜 的 降 解 " ER5"I0a/! &'''% !M#aMP./#TM#"P.

i0I/$%! &''+#( 本研究通过低温转录组筛选并克

隆获得荒漠拟步甲科昆虫小胸鳖甲的几丁质酶基因

C:";#(;!其编码的蛋白 !O<Fc(; 的预测分子量为

&)9(2 5e( 序列分析显示 !O<Fc(; 的氨基酸序列

含有昆虫几丁质酶保守的基序!以及更保守的 (2 家

族糖苷水解酶的催化活性结构域!但无几丁质结合

结构域"$%0S0P 70P.0PQ./I"0P! <Ge#( 这与
*

型几

丁质酶多数缺少 <Ge的特征一致 ">MM0#$)9!

&'';#( !O<Fc(; 与拟步甲科赤拟谷盗的c$<Fc(;

几丁质酶序列的相似性最高!氨基酸序列一致性为

+-9':?!因此!推测 C:";#(; 属于
*

型几丁质酶基

因!其蛋白不具有完整的几丁质酶典型结构!其功能

可能与 c$<Fc(; 相似!几丁质酶"H<+9&9(9(-#具

有专化性裂解几丁质的特性!降解几丁质为低分子

量)可溶或不可溶的寡糖!在植物)真菌和细菌中几

丁质酶参与细胞壁的重构!在受到生物或非生物胁

迫时可以通过将几丁质降解为小分子糖类物质来调

节体内渗透平衡"BJ$"a"#CER/J00#$)9! &'((#!糖类物

质也可能可以作为冷冻保护剂保护细胞膜和蛋白质

"YMRTMJ. "P. >M".M#! (;;2% U"IJ�V! (;;;#!这对于

今后深入研究其功能性质具有很好的指导作用(

虽然!昆虫几丁质酶主要参与昆虫蜕皮)细胞增

殖和免疫等生理过程"_"d"IR#"0#$)9! (;;;% ^%0

"P. b"N5Md0Sa! &''-% i%R 0#$)9! &''2% B#"5"PM"P.

!RS%R5#0N%P"P! &'(' #!但我们克隆的小胸鳖甲

!O<Fc(; 几丁质酶编码区还包含一个胁迫响应的

e"77 结构域( 该结构域最早在胡杨 4':<)<2

0<:;.$#+"$的热休克蛋白 FNO;' 和羟脯氨酸糖蛋白

FUZb中发现!是与盐胁迫相关的结构域"ZR 0#$)9!

&''-% >̀SJM 0# $)9! &''- #( 在 根 际 细 菌

F71.'*0&':;+)<2#;0.(')<#0')<2的果糖 (!*C二磷酸醛

缩酶 "检索号 A;iB(+#的 <端也发现有此结构

"F"̀"N%00#$)9! &'''#( 本研究首次在昆虫几丁质

酶中 发 现 含 有 e"77 结 构 域 ! 但 与 其 同 源 的

c$<Fc(; 和三维建模模板"$0.0$I"II"J0"P $%0S0P"NM
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图 )8F0NC!O<Fc(; 抗血清对 -k处理 + %小胸鳖甲成虫后肠和脂肪体的免疫组织化学分析

E0Q9)8XIIRP/%0NS/$%MI0$"J"P"J̀N0N/TS%M%0P.QRS"P. T"S7/. /̀TS%M".RJS

C+".'10.$ :<&"#+:0&&+2S#M"SM. 7 "̀PS0CF0NC!O<Fc(; "PS07/. "̀S-k T/#+ %

B,<$ 后肠F0P.QRS% e,E$脂肪体E"S7/. 9̀B和e为阴性对照!用bĜ 代替一抗%G! <! H和E由F0NC!O<Fc(; 抗血清作为一抗( 阳性着色

明显的部位用黑箭头示意!分裂期脂肪细胞用红色箭头示意%切片厚度 :

!

I( B"P. eN%/dS%MPMQ"S0VM$/PS#/Jd0S% S%MT0#NS"PS07/. #̀MOJ"$M. 7`

bĜ% G! <! H"P. EN%/dS%M#MNRJSNSMNSM. d0S% S%MT0#NS"PS07/. /̀TF0NC!O<Fc(; "PS0NM#RI9GJ"$5 "##/dN0P.0$"SMS%M."#5 O/N0S0VMN0QP"JN! "P. S%M

#M. "##/d0P.0$"SMNS%MT"S$MJJN0P I0S/N0N9̂ J0$MS%0$5PMNN0N:

!

I9

"B!<"NM#却无此结构!推测!O<Fc(;可能参与细胞

对逆境胁迫的响应!这与小胸鳖甲在荒漠极端环境的

生存适应性可能有关!相关研究有待开展(

信号肽和跨膜螺旋区具有将成熟几丁质酶分泌

到胞外的功能!预测结果显示!!O<Fc(; 蛋白不具

跨膜区和信号肽!与
*

型昆虫几丁质酶具有信号肽

特征相异!如亲缘关系较近的赤拟谷盗的 c$<Fc(;

的Y端具有信号肽和催化结构域但也没有跨膜螺

旋区!说明 !O<Fc(; 是非分泌型蛋白且可能不是

膜相关蛋白!可能在细胞内发挥作用"_MMTM0#$)9!

(;;'% c%/I"N0#$)9! (;;;#( 对昆虫几丁质酶的亚

细胞定位研究鲜有报道!植物
'

型和
,

型几丁质酶

定位于液泡内!而其他几丁质酶位于胞质体外"赵

和! &''-#( 此外!预测 !O<Fc(; 具有 ( 个糖基化

位点和 (* 个磷酸化位点!推测与其构象)稳定性以

及酶活性有关( 几丁质酶存在广泛的修饰作用( 木

霉的 2 种几丁质酶的成熟蛋白具有催化域)磷酸化

域和糖基化域 "胡仕凤等! &''2 #( 小胸鳖甲

!O<Fc(; 的化学修饰与其功能活性的关系有待深

入研究(

A@#??6*5,>Y 基因表达对低温胁迫的响应性与组

织特异性

C:";#(; 在经过 -k低温诱导 ( %后表达量就开

始上调!+ %时达到小高峰!) % 后达到高峰!为室温

对照的约 2 倍!在 : 和 (( % 时!都降低到很低水平!

形成双峰型的表达模式( C:";#(; 在低温下的这种

表达模式表明其表达受低温强烈诱导!由此推测小

胸鳖甲几丁质酶 !O<Fc(; 与其低温适应性有关(

生物体在响应逆境胁迫时!基因或酶类表达模式有

多种形式!由于应对胁迫是以降低正常代谢为代价

的!因此胁迫所刺激的基因表达的改变都是短时间

的"Z"/0#$)9! &'(*% [R 0#$)9! &'(*#!以便细胞不

断做出对胁迫刺激的适应性调整( 小胸鳖甲的

UB̂ Zcb酶激活蛋白基因 C:?!,J!4"阮梦鸽等!
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&'(:#和甘蔗几丁质酶基因"许颖等! &'(:#在低温

下的表达也具有类似的波动( 深入研究可能需要结

合信号转导途径进行(

昆虫
*

型几丁质酶主要在肠道特异性表达!参

与几丁质类物质的降解和吸收 "B#"5"PM"P.

!RS%R5#0N%P"P! &'('#!还能抵抗病原菌的入侵!具

有免疫功能"D"P 0#$)9! &''&#( 本研究发现在 &:k

室温下!C:";#(; 基因在成虫的后肠和脂肪体中高

表达!表明小胸鳖甲几丁质酶 !O<Fc(; 在室温下

可能具有上述功能( 这与冈比亚按蚊的
*

型几丁质

酶基因在后肠中高表达"i%"PQ0#$)9! &'((#一致(

昆虫脂肪体是糖)脂和蛋白质代谢的中心!C:";#(;

基因在脂肪体中高表达!与其可能参与氨基糖和核

苷糖代谢通路的功能一致(

对 -k处理 + %成虫的脂肪体和后肠的免疫组

织化学分析结果显示!!O$%S(; 蛋白在脂肪体)后肠

及间质细胞中都有表达!与 IUYB水平的研究结果

一致( 脂肪体内存在大量酶类物质!能够在低温下

正常发挥作用!将脂肪体内的存储物质降解为小分

子的低温保护物质!维持昆虫血淋巴中蛋白质)脂

肪)碳水化合物等物质供给"F"̀"5"d""P. <%0P/!

(;2+#( 蟑螂 J.'(:;$1'.;+&$ "'W<0.0)+$&$ 在受到低

温处理后脂肪体发挥重要作用"<%/d"PN500#$)9!

&'(:#( 水稻螟虫的 ^"0Q/5R 生态型幼虫"XaRI00#

$)9! &'')#和壁蜂 H2(+$ )+*&$.+$ " ^Q/J"NS#"0#$)9!

&'((#在越冬滞育过程中会消耗大量脂肪体( 糖苷

水解酶是昆虫体内正常生理代谢的关键酶系!小胸

鳖甲的 !O<Fc(; 受低温诱导且在脂肪体内有表

达!结合 &:k室温下在脂肪体和后肠高表达!推测

!O<Fc(; 在低温下能正常发挥作用!通过降解大分

子的几丁质为小分子的糖类!为昆虫提供低温保护

物质!相关研究有待深入开展(

本研究克隆并分析了小胸鳖甲几丁质酶基因

C:";#(; 的序列并分析了其编码蛋白的结构特点!

对C:";#(; 在不同组织和低温胁迫下的差异表达进

行了分析( 证明 C:";#(; 在后肠和脂肪体中高表

达!为低温响应基因!提示小胸鳖甲几丁质酶的碳水

化合物代谢功能可能还有助于在低温下为昆虫提供

保护作用!研究结果有助于更为广泛地开展荒漠昆

虫小胸鳖甲耐寒的分子机制研究(
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