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摘要：为揭示沙葱萤叶甲Galeruca daurica己糖激酶基因的功能，根据本课题组组装的沙葱萤叶甲

转录组测序数据，应用 cDNA 末端快速扩增技术（rapid amplification of cDNA ends，RACE）克隆获

得沙葱萤叶甲己糖激酶基因的 cDNA全长序列，分析其编码蛋白的氨基酸序列与其它昆虫同源蛋

白氨基酸序列之间的系统进化关系，采用实时荧光定量技术（real-time quantitative polymerase

chain reaction，qPCR）测定不同发育阶段和不同温度下沙葱萤叶甲己糖激酶基因的相对表达量以

及对RNA干扰的响应。结果表明，沙葱萤叶甲己糖激酶基因的cDNA全长为1 699 bp，开放阅读框

长为1 479 bp，编码492个氨基酸；沙葱萤叶甲己糖激酶氨基酸序列与玉米根萤叶甲Diabrotica vir‐

gifera virgifera己糖激酶氨基酸序列一致性最高，为65.42%。己糖激酶基因在沙葱萤叶甲不同发育

阶段均有表达，成虫滞育期间相对表达量维持在低水平，而滞育结束后相对表达量急剧上升达最高

值。在0~40℃范围内，随着温度增加，己糖激酶基因在沙葱萤叶甲成虫体内相对表达量呈先升高

后下降的趋势。采用RNA干扰技术沉默沙葱萤叶甲成虫己糖激酶基因 2 d后，与对照相比，己糖激

酶基因相对表达量下调90%以上，4 d后仍下调40%以上；该基因干扰后12 d内，沙葱萤叶甲成虫

存活率下降了25%以上。表明己糖激酶基因可能在沙葱萤叶甲生长发育和滞育过程中起着重要

作用。
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Abstract: In order to investigate the functions of the hexokinase gene in leaf beetle Galeruca daurica

(GdHK), the full-length cDNA of GdHK gene was cloned by RACE based on the transcriptome data of

G. daurica assembled in laboratory, and the phylogenetic relationships among its amino acid sequence

and those of other insects’homologous proteins were analyzed using the current software. Real-time

quantitative polymerase chain reaction (qPCR) was used to determine the relative expression levels of

GdHK gene at different developmental stages and in adults under different temperatures, and RNA inter‐

ference (RNAi) effects. The results showed that the full-length cDNA of the GdHK gene was 1 699 bp,

which contained a 1 479 bp open reading frame (ORF) encoding 492 amino acids. Homology and phylo‐

genetic analyses showed that the amino acid sequence of GdHK had the highest identity (65.42%) with
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that of Diabrotica virgifera virgifera HK. The GdHK gene was expressed at all developmental stages of

G. daleruca, and the expression kept at the lowest level during the adult diapause but rose abruptly to

the highest level after diapause terminated. The relative expression level of GdHK gene began to in‐

crease initially, but then decreased with the temperature increasing from 0℃ to 40℃ . Compared with

the control, the relative expression level of GdHK gene reduced by over 90% two days after RNAi was

performed in the adults and decreased by more than 40% four days after RNAi, and the adult survivor‐

ship declined by over 25% in 12 days after RNAi. These results suggested that GdHK gene may play an

important role in the growth, development and diapause of G. daleruca.

Key words: Galeruca daurica; hexokinase; gene cloning; expression profiling; RNA interference; dia‐

pause

己糖激酶（hexokinase，HK）是糖酵解途径中的

限速酶之一，其催化己糖磷酸化生成葡萄糖-6-磷

酸，葡萄糖-6-磷酸是糖代谢过程的重要中间产物，

生成丙酮酸，进入三羧酸循环，对能量代谢有着重要

的调控作用（Wilson，1997）。滞育是昆虫为了躲避

不良环境而暂时停止生长发育的一种现象，是一种

延续种群生存的重要生态策略，主要通过改变昆虫

体内生理生化代谢以及激素调控来完成滞育过程

（Teets & Denlinger，2014）。最近转录组学和蛋白组

学研究表明，大量不同滞育阶段的差异基因显著富

集于糖酵解途径中，这意味着糖酵解途径可能在昆

虫滞育中起着重要作用（Tu et al.，2015；Kang et al.，

2016；Zhang et al.，2018）。目前关于己糖激酶在冬

滞育或兼性滞育昆虫中调控滞育的报道较多，如成

卫宁等（2009）研究发现麦红吸浆虫 Sitodiplosis mo‐

sellana在解除滞育过程中己糖激酶活力开始升高，

有利于其体内糖酵解的顺利进行；桃小食心虫Car‐

posina sasakii在滞育初期己糖激酶活力较低，在滞

育后期先迅速升高再迅速下降（张顺益等，2015）；在

葱蝇Delia antiqua夏滞育蛹中 2个己糖激酶基因都

下调表达，而在冬滞育蛹中 2个己糖激酶基因表达

模式则正好相反（郭强等，2015）；在棉铃虫Helicov‐

erpa armigera滞育蛹中Har-HK2基因的表达水平低

于非滞育蛹，沉默该基因会导致棉铃虫培养细胞存

活率下降，棉铃虫蛹期发育延迟，表明己糖激酶在棉

铃虫生长发育及滞育调节中起着重要作用（Lin &

Xu，2016）；在柞蚕Antheraea pernyi滞育蛹解除滞育

及发育过程中己糖激酶基因上调表达（汝玉涛等，

2017）。而已有研究中关于专性夏滞育昆虫体内己

糖激酶的报道较少。沙葱萤叶甲 Galeruca daurica

是一种近年来在内蒙古草原上暴发成灾的新害虫，

主要为害沙葱、多根葱和野韭等百合科葱属植物。

该虫 1 年发生 1 代，以卵滞育越冬（Zhou et al.，

2016），夏季成虫羽化后开始大量取食沙葱等寄主植

物，7~10 d后取食活动停止，聚集于牛粪、石块或草

丛下进入滞育状态，羽化80~90 d后滞育解除，开始

进行取食、交尾、产卵等生命活动（昊翔等，2015；陈

龙等，2018a）。目前对沙葱萤叶甲成虫夏滞育的机

理了解很少。本课题组前期研究了夏滞育不同时期

沙葱萤叶甲成虫糖类、蛋白及脂肪含量变化（陈龙

等，2018a）、海藻糖酶基因表达量及酶活性变化（陈

龙等，2018b）和小热激蛋白表达量的变化（陈龙等，

2019），路标等（2017；2019）克隆了沙葱萤叶甲海藻

糖合成酶和海藻糖磷酸酶基因全长序列，并进行了

原核表达及对温度胁迫的表达分析。Ma et al.

（2019）应用蛋白组学技术分析了夏滞育不同阶段沙

葱萤叶甲成虫蛋白的变化，发现大量差异蛋白富集

于代谢过程、胁迫响应、骨架重构及吞噬体途径中，

其中己糖激酶表达量在滞育不同阶段差异极显著。

为揭示沙葱萤叶甲己糖激酶基因的功能，根据

本课题组组装的沙葱萤叶甲转录组数据，应用 cD‐

NA末端快速扩增技术（rapid amplification of cDNA

ends，RACE）克隆沙葱萤叶甲己糖激酶基因的 cD‐

NA全长序列，利用软件分析其编码蛋白的氨基酸

序列与其它昆虫同源蛋白氨基酸序列之间的系统进

化关系，并采用实时荧光定量（real-time quantitative

polymerase chain reaction，qPCR）技术分析己糖激酶

基因在沙葱萤叶甲不同发育阶段及温度下的表达规

律，并利用RNA干扰（RNA interference，RNAi）技术

沉默该基因后，测定其沉默效率及对沙葱萤叶甲成

虫存活的影响，以期为深入研究沙葱萤叶甲成虫夏

滞育过程中糖代谢的调节机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试虫源：于 2019年 4月自内蒙古锡林郭勒盟
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镶黄旗天然草原采集沙葱萤叶甲越冬卵，带回实验

室置于温度（25±1）℃、相对湿度（70±5）%、光周期为

14 L∶10 D的人工气候箱中孵育，幼虫及成虫均以新

鲜的沙葱饲养。

试剂及仪器：MiniBEST Universal RNA Extrac‐

tion Kit 总 RNA 提取试剂盒、PrimeScriptTM RT Re‐

agent Kit with gDNA Eraser反转录试剂盒、SMART‐

er® RACE 5'/3' Kit 试剂盒、MiniBEST Agarose Gel

DNA Extraction Kit胶回收试剂盒、pMD19-T Vector

Cloing Kit载体克隆试剂盒，宝生物工程（大连）有限

公司；pGEM-T Easy 连接载体、2×GoTaq ® qPCR

Master Mix 荧光定量 PCR 试剂、T7 RiboMAXTM

Express RNAi System试剂盒、T4 DNA连接酶，美国

Promega公司；大肠杆菌Escherichia coli DH5α感受

态细胞，天根生化科技（北京）有限公司；其它试剂均

为国产分析纯。PRX-350C 智能型人工气候箱，宁

波海曙赛福实验仪器厂；NanoPhotometerTM P-Class

紫外分光光度计，德国 Implen公司；FTC-3000实时

荧光定量PCR仪，加拿大Funglyn Biotech公司；My‐

cycle Thermal Cycle PCR 仪、PowerPac HC 电泳仪，

美国 Bio-Rad 公司；BG-gdsAUTO 凝胶成像分析系

统，北京百晶生物技术有限公司；221-34618型显微

注射器，日本SHIMADZU公司。

1.2 方法

1.2.1 沙葱萤叶甲己糖激酶基因cDNA全长的克隆

总 RNA 提取及 cDNA 合成：按照 MiniBEST

Universal RNA Extraction Kit总RNA提取试剂盒说

明书提取沙葱萤叶甲羽化 3 d成虫的总RNA，用紫

外分光光度计和1%琼脂糖凝胶电泳检测总RNA的

浓度及质量。根据 PrimeScriptTM RT Reagent Kit

with gDNA Eraser反转录试剂盒说明书合成第一链

cDNA，于-20℃保存备用。

中间片段克隆：以羽化3 d沙葱萤叶甲成虫 cD‐

NA为模板，基于本实验室组装的沙葱萤叶甲成虫

转录组测序数据（GeneBank 登录号：PRJNA471603），

利用 Primer Premier 5.0 软件设计中间片段的特异

性引物 GdHK-F（5' -GTAATCCACCACATCTCCG‐

TACTGC-3'）/GdHK-R（5' -CACTGCAGCTATTAA-

GGCTGCTCCT-3'），扩增候选GdHK基因的编码序

列。所有引物均委托生工生物工程（上海）股份有限

公司合成。25 µL反转录-聚合酶链式扩增反应（re‐

verse transcription-polymerase chain reaction，RT-

PCR）体系：100 ng/µL cDNA模板 1 µL、PCR Master

Mix 12.5 µL、0.2 µmol/L正反向引物各 1 µL、ddH2O

9.5 µL。RT-PCR反应条件：94℃预变性 5 min；94℃

变性 30 s，65℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，35 个循

环；72℃延伸 10 min。反应完成后使用 1%琼脂糖

凝胶电泳检测 PCR 产物，将目标 DNA 条带切胶回

收纯化，然后连接至pMD19-T载体并转化到大肠杆

菌感受态细胞 DH5α中，选择白色单一菌落，加入

10 µL ddH2O，以 1 µL 菌液为模板进行 PCR 鉴定，

PCR鉴定体系及条件同RT-PCR，选取阳性克隆菌液

送至北京六合华大基因科技有限公司测序验证。

RACE克隆：根据获得的沙葱萤叶甲己糖激酶

基因的中间片段信息，设计 5'/3' 特异性引物

GdHK5'-GSP（ACGTTCTCACCTATTACCCCATCG‐

CAGT）/GdHK3'-GSP（GAATCTGGTGCGTTTGGT‐

GATGATGGTG）和 GdHK5'-NGSP（CCTAAGGGA-

AGATTATCGTTGCTGACCC）/GdHK3'-NGSP（GC-

GTTTGGTGATGATGGTGCTTTGGACT）。 按 照

SMARTer® RACE 5'/3' Kit说明书合成 cDNA。以合

成的 cDNA为模板，以试剂盒自带的UMP引物和设

计的GSP特异性引物为引物，根据试剂盒说明书进

行降落聚合酶链式扩增反应。PCR扩增程序：94℃

变性 30 s，72℃ 延伸 3 min，共循环 5 次；94℃变性

30 s，70℃退火 30 s，72℃延伸 3 min，共循环 5 次；

94℃变性 30 s，68℃退火 30 s，72℃延伸 3 min，循环

25次。扩增产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳检测后，取

5 µL反应产物加入到Tricine-EDTA中稀释至 20倍

后，进行巢式PCR反应。巢式PCR反应程序：94℃

预变性 5 min；94℃变性 30 s，68℃退火 30 s，72℃延

伸2 min，共30个循环。PCR扩增产物回收纯化后，

连接至 pMD19-T载体并转化到大肠杆菌感受态细

胞 DH5α中，取 1 µL 菌液为模板进行 PCR 鉴定，反

应体系、程序及测序同中间片段克隆。使用Vector

NTI 11.5 软件进行拼接得到沙葱萤叶甲己糖激酶基

因的cDNA全长序列。

1.2.2 沙葱萤叶甲己糖激酶基因的生物信息学分析

利用 NCBI 在线程序 ORF finder（https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）搜索沙葱萤叶甲己糖激

酶基因开放阅读框，利用在线软件SignalIP 4.1Serv‐

er（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）预测基因

的信号肽序列，应用DNAMAN 6.0软件对沙葱萤叶

甲氨基酸序列与其它鞘翅目昆虫己糖激酶的氨基酸

序列进行同源性比对，并对分子量和等电点进行预

测，应用TMHMM 2.0软件分析沙葱萤叶甲己糖激

酶基因的蛋白质跨膜结构域（http://www.cbs.dtu.dk/

services/TMHMM/），采用邻接法应用 MEGA 6.5 软



件构建系统发育树，1 000次bootstrap检测。

1.2.3 不同发育阶段沙葱萤叶甲己糖激酶基因的表达

为比较不同发育阶段沙葱萤叶甲己糖激酶基因

的表达量，分别收集卵 50粒、1龄幼虫 10头、2龄幼

虫 7头、3龄幼虫 5头、预蛹 4头、蛹 4头及羽化 3、7、

10、15、25、40、60、80和 100 d的雌雄成虫各 2头，每

个处理设 3个生物学重复。所取样品用液氮速冻，

于-80℃冰箱中保存备用。RNA提取及 cDNA合成

按照1.2.1方法进行。采用qPCR技术分析不同发育

阶段沙葱萤叶甲己糖激酶基因的表达水平。以沙葱

萤叶甲 SDHA（GenBank登录号：KU240575）为内参

基因（Tan et al.，2017），引物分别为 SDHA-F（5'-

GGGAGACCACAATCTCCTCA-3'）/SDHA-R（5'-A-

GCTGGTGCTCCTAAGTCCA-3'）。利用Primer 3 In‐

put 在线软件设计己糖激酶基因引物 qGdHK-F（5'-

TCCGGATTGCAAAATAGGCC-3'）/qGdHK-R（5'-T-

GCGACAAAAGTCCAAAGCA-3'）。20 µL qPCR反

应体系：cDNA模板2 µL、上下游引物各0.4 µL、Go‐

Taq® qPCR Master Mix 10 µL，ddH2O补齐至 20 µL。

qPCR 反应程序：95℃变性 2 min，95℃退火 15 s，

60℃延伸1 min，共40个循环。溶解曲线：95℃变性

15 s，65℃退火15 s，95℃延伸15 s。每个处理4次技

术重复。采用2-ΔΔCt方法（Livak & Schmittgen，2001）

进行相对表达量分析。

1.2.4 不同温度下沙葱萤叶甲己糖激酶基因的表达

选择羽化 3 d 的沙葱萤叶甲成虫分别在 0、5、

10、15、20、25、30、35和40℃温度下处理1 h，每个处

理雌、雄成虫各2头，每个处理3个生物学重复。所

取样品用液氮速冻，于-80℃冰箱保存备用。RNA

提取及 cDNA合成按照1.2.1方法进行。引物设计、

qPCR反应体系、程序及相对表达量分析方法同1.2.3。

1.2.5 沙葱萤叶甲己糖激酶基因的RNAi试验

根据 1.2.1鉴定获得的沙葱萤叶甲己糖激酶基

因的 cDNA 全长序列，利用 Primer Premier 5.0 软件

在 5'端加T7启动子，设计并合成双链RNA（double-

stranded，dsRNA）片段的引物 dsGdHK-F（5'-TAAT-

ACGACTCACTATAGGGGATGCTATAACCAGAC-

GGGGAGATA-3'）/dsGdHK-R（5' -TAATACGACTC-

ACTATAGGGGGTGGGTCTGACTCTATTTCCGA-

AA-3'）。按照 T7 RiboMAXTM Express RNAi Sys‐

tem试剂盒说明书合成 dsRNA并测定其浓度，将合

成的 dsRNA用RNA-free H2O稀释至 1 000 ng/µL。

选取发育条件一致羽化4 d的沙葱萤叶甲雌、雄成虫

各80头，用显微注射器将沙葱萤叶甲己糖激酶基因

的 dsRNA分别注射到雌、雄成虫体内，每头注射体

积为 2 µL，注射位置为沙葱萤叶甲成虫腹部第 2腹

节和第 3腹节之间的节间膜，以不注射和注射超纯

水为空白对照和阴性对照。分别于注射后第 2天、

第4天、第6天、第8天和第10天每个处理收集雌、雄

成虫各 4 头，使用 qPCR 检测 RNA 干扰（RNA inter‐

ference，RNAi）效率，qPCR 反应体系及程序同

1.2.4，每个处理3个生物学重复。同时，观察并记录

每个处理其余试虫干扰后12 d内的生长发育及存活

情况，以明确己糖激酶基因在沙葱萤叶甲成虫生长

发育及存活中的作用。

1.3 数据分析

采用 SPSS 20.0 软件对试验数据进行统计分

析，应用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 沙葱萤叶甲己糖激酶基因的克隆及序列分析

根据组装的沙葱萤叶甲转录组数据获得己糖激

酶基因片段，通过RACE技术扩增克隆了沙葱萤叶

甲己糖激酶基因的 cDNA全长序列，GenBank登录

号为MN638805，全长为 1 699 bp，其中 5' 非编码区

（untranslated region，UTR）长度为 107 bp，3' UTR长

度为113 bp（图1）。开放阅读框长为1 479 bp，编码

492个氨基酸，GdHK编码的蛋白质分子量为53.24 kD，

等电点为4.17，无信号肽和跨膜结构。

2.2 沙葱萤叶甲己糖激酶的序列比对

沙葱萤叶甲己糖激酶的氨基酸序列（GenBank

登录号为 MN638805）与玉米根萤叶甲 Diabrotica

virgifera virgifera己糖激酶氨基酸序列（GenBank登

录号为XP_028135991.1）的一致性最高，为65.42%，

与马铃薯甲虫Leptinotarsa decemlineata氨基酸序列

（GenBank 登录号为 XP_023018710.1）、赤拟谷盗

Tribolium castaneum氨基酸序列（GenBank登录号为

XP_008201716.1）、光肩星天牛 Anoplophora gla‐

bripennis 氨 基 酸 序 列（GenBank 登 录 号 为 XP_

018569738.1）、山松大小蠹Dendroctonus ponderosae

氨基酸序列（GenBank登录号为XP_019760185.1）、

蜂箱奇露尾甲Aethina tumida氨基酸序列（GenBank

登录号为 XP_019866322.1）、米象 Sitophilus oryzae

氨基酸序列（GenBank 登录号为 XP_030755563.1）

及蓝舰拟步甲Asbolus verrucosus氨基酸序列（Gen‐

Bank 登 录 号 为 RZC34887.1）的 一 致 性 分 别 为

58.94%、56.50%、56.19%、53.75%、52.91%、52.88%

和48.17%（图2）。
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ATG：起始密码子；*：终止密码子。ATG：The start codon；*：the termination codon.

图1 沙葱萤叶甲己糖激酶的核苷酸序列及推导的氨基酸序列

Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of the hexokinase from Galeruca daurica

GdHK、DvvHK、LdHK、TcHK、AgHK、DpHK、AtHK、SoHK和 AvHK：沙葱萤叶甲、玉米根萤叶甲、马铃薯甲虫、赤拟谷

盗、光肩星天牛、山松大小蠹、蜂箱奇露尾甲、米象和蓝舰拟步甲己糖激酶。Consensus：共有序列。黑色阴影：100%一

致性。GdHK，DvvHK，LdHK，TcHK，AgHK，DpHK，AtHK，SoHK，AvHK：Hexokinase from Galeruca daurica，Diabrot‐

ica virgifera virgifera，Leptinotarsa decemlineata，Tribolium castaneum，Anoplophora glabripennis，Dendroctonus pondero‐

sae，Aethina tumida，Sitophilus oryzae，Asbolus verrucosus. Consensus：consensus sequence. Black shadow：100% identity。

图2 沙葱萤叶甲与其它鞘翅目昆虫己糖激酶氨基酸序列的比对

Fig. 2 Amino acid sequence alignment of hexokinases from Galeruca daurica and other Coleopteran species
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2.3 沙葱萤叶甲己糖激酶的系统进化分析

沙葱萤叶甲己糖激酶首先与玉米根萤叶甲的己

糖激酶聚在一起，置信度为100；然后与光肩星天牛

聚为一支；最后与马铃薯甲虫聚为一大分支（图3）。

图3 基于己糖激酶氨基酸序列采用邻接法构建的沙葱萤叶甲及其它昆虫的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree of hexokinases from Galeruca daurica and other insects based on amino acid sequences

by neighbor-joining method

2.4 不同发育阶段中己糖激酶基因的表达

不同发育阶段沙葱萤叶甲己糖激酶基因均有表

达且差异显著（P<0.05）。在卵期、幼虫期、预蛹和蛹

期相对表达量均较低，但之间差异不显著；成虫羽化

后3 d己糖激酶基因相对表达量显著上升（P<0.05），

约为卵期的 10倍；羽化 7 d后，成虫进入夏滞育，相

对表达量显著下降（P<0.05），然后在整个滞育期均

维持在较低水平；羽化80 d后，滞育解除，相对表达

量急剧上升至最高值，约为卵期的40~50倍（图4）。

E：卵期；L1~L3：1~3 龄幼虫期；Pp：预蛹期；P：蛹期；3~100：成虫羽化天数。E：Egg stage；L1-L3：

1st-，2nd-，3rd-instar larva stage；Pp：pre-pupa stage；P：pupa stage；3-100：days after adult eclosion.

图4 不同发育阶段沙葱萤叶甲己糖激酶基因的相对表达量

Fig. 4 Relative expression levels of the hexokinase gene of Galeruca daurica at different development stages

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data in the figure are

mean±SE. Different letters indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.

2.5 不同温度下沙葱萤叶甲己糖激酶基因的表达

在0~40℃范围内，随处理温度的升高沙葱萤叶

甲成虫己糖激酶基因相对表达量呈先上升后下降的

趋势变化，其中 10~25℃时己糖激酶基因相对表达

量显著高于其它温度的己糖激酶基因相对表达量

（P<0.05）；低于 5℃或高于 25℃时己糖激酶基因相

对表达量显著下降（P<0.05），但它们之间差异不显

著（图5）。
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图5 不同温度下沙葱萤叶甲己糖激酶基因的相对表达量

Fig. 5 Relative expression levels of the hexokinase gene of

Galeruca daurica at different temperatures

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示经Duncan

氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data in the fig‐

ure are mean±SE. Different letters indicate significant differ‐

ence at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.

2.6 RNAi对沙葱萤叶甲己糖激酶基因的影响

己糖激酶基因对沙葱萤叶甲成虫的存活率有显

著影响。注射沙葱萤叶甲己糖激酶基因的 dsRNA

12 d 后，沙葱萤叶甲雌、雄成虫的存活率分别为

54.8%和 53.0%，比空白对照分别显著降低了 25.3%

和26.6%（P<0.05，图6-A）。

RNAi 能显著降低沙葱萤叶甲雌、雄成虫己糖

激酶基因的相对表达量，且干扰效率至少持续 4 d。

与空白对照和阴性对照相比，RNAi 处理 2 d后，沙

葱萤叶甲雌成虫体内己糖激酶基因相对表达量分别

显著下降了96.2%和96.6%（P<0.05），沙葱萤叶甲雄

成虫体内己糖激酶基因分别显著下降了 91.6%和

92.5%（P<0.05）；RNAi处理 4 d后，沙葱萤叶甲雌成

虫体内己糖激酶基因相对表达量分别显著下降了

42.8%和43.1%（P<0.05），雄成虫体内己糖激酶基因

分别显著下降了 59.2% 和 60.1%（P<0.05，图 6-

B~C）。

图6 RNA干扰对沙葱萤叶甲成虫存活率（A）及雌成虫（B）和雄成虫（C）中己糖激酶基因相对表达量的影响

Fig. 6 Effects of RNAi on adult survival rate（A）and relative expression levels of the hexokinase gene in the female（B）

and male（C）adults of Galeruca daurica

图中数据为平均数±标准误。不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data in the figure are

mean±SE. Different letters on the bars indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s new multiple range test.

3 讨论

根据沙葱萤叶甲转录组数据，本研究应用

RACE技术克隆获得了沙葱萤叶甲己糖激酶的 cD‐

NA全长序列。氨基酸序列分析显示，沙葱萤叶甲

己糖激酶与同属萤叶甲亚科的玉米根萤叶甲己糖激

酶同源性最高，氨基酸序列一致性达 65.42%，表明

该蛋白在进化上比较保守。在其它昆虫中也获得了

类似的结果（郭强等，2015；汝玉涛等，2017），这意味

着不同昆虫的己糖激酶可能具有相似的功能。昆虫

滞育主要特征之一是代谢水平降低，仅能维持滞育

期间机体的存活，同时体内储存大量营养物质以供

滞育解除后生长发育（Hahn & Denlinger，2011）。己

糖激酶是葡萄糖代谢及能量产生的重要调节因子。

Lin & Xu（2016）研究结果表明，与非滞育蛹相比，棉

铃虫滞育蛹中蜕皮激素的水平显著降低，导致与

Har-HK2启动子特异结合的转录因子上调表达，最

终抑制 Har-HK2 基因表达并诱导进入滞育。本研

究结果表明，己糖激酶基因在沙葱萤叶甲成虫夏滞

育期间低水平表达，滞育解除后表达量急剧上升。

在其它昆虫滞育研究中也获得了类似的结果，如葱

蝇2个己糖激酶基因在夏滞育蛹中的表达水平明显

低于非滞育蛹（郭强等，2015）；柞蚕蛹解除滞育后，

己糖激酶基因的表达水平明显上调，己糖激酶的活

性也显著增加（汝玉涛等，2017）。因此，己糖激酶可
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能在昆虫滞育中起着重要作用。

目前未见有关温度对己糖激酶基因表达影响的

报道。本研究表明，温度对沙葱萤叶甲己糖激酶基

因的表达有显著影响，温度高于 25℃和低于 5℃能

显著抑制其表达，究其原因可能是高温和低温导致

昆虫膜结构受损，己糖激酶基因表达量下调，己糖激

酶含量或活性下降，但还需进一步验证。RNAi 技

术己成为昆虫学领域中基因功能研究的重要手段

（Boerjan et al.，2011）。为进一步研究己糖激酶基因

在沙葱萤叶甲生长发育及滞育的调控作用，本研究

初步对该基因进行RNAi试验，结果表明注射沙葱

萤叶甲己糖激酶基因的 dsRNA后其靶基因己糖激

酶基因表达量显著下调，雌、雄成虫的存活率显著降

低。Ge et al.（2019）应用RNAi技术沉默己糖激酶基

因在褐飞虱Nilaparvata lugens成虫中的表达，导致

其成虫蛋白质合成和卵巢发育均受阻，产卵数量减

少，可溶性糖含量降低，进一步证实己糖激酶通过调

控葡萄糖代谢而参与褐飞虱的生长发育过程。敲低

棉铃虫体内己糖激酶基因的表达，能够明显抑制其

细胞增殖、代谢水平及蛹的发育，并引起活性氧积累

从而导致进入滞育（Lin & Xu，2016）。Pan et al.

（2019）利用 RNAi 技术敲低了褐飞虱己糖激酶基

因，导致海藻糖-6-磷酸合成酶、海藻糖酶、葡萄糖磷

酸变位酶等与海藻糖代谢途径相关基因的显著下

调，而沙葱萤叶甲夏滞育期间海藻糖酶基因上调表

达且酶活性上升（陈龙等，2018b）。因此，己糖激酶

基因可能在沙葱萤叶甲生长发育及滞育过程中起着

重要的调控作用。

沙葱萤叶甲成虫夏滞育为专性滞育，成虫羽化

7 d左右即进入滞育，3个月左右才解除滞育，给研究

工作带来很大困难。下一步将采用RNAi技术降低

己糖激酶基因的表达，观察沙葱萤叶甲成虫是否提

前进入滞育，或者通过调控以己糖激酶基因为靶基

因的微小RNA，从而验证该基因在沙葱萤叶甲成虫

夏滞育中的作用。
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