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烟蚜热激蛋白Hsp90基因的克隆及在UV-B
胁迫下的表达分析
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摘要：为探讨UV-B胁迫对烟蚜Myzus persicae热激蛋白Hsp90基因表达量的影响，采用RT-PCR与

RACE技术克隆了烟蚜热激蛋白Hsp90基因的全长，并对其进行生物信息学分析，利用实时荧光定

量PCR技术研究了烟蚜Hsp90基因在不同时长UV-B胁迫下的表达量变化。结果表明，烟蚜Hsp90

基因的 cDNA 全长为 2 670 bp，编码 728 个氨基酸，编码蛋白质的相对分子量为 82.6 kD，等电点为

4.95，获得的氨基酸序列具有 Hsp90 蛋白家族的 1 个签名序列及 C 末端 MEEVD 基序，推测其属于

胞质型热激蛋白。系统进化树结果显示，烟蚜Hsp90与其它昆虫Hsp90具有很高的相似性。实时

荧光定量PCR结果表明，不同时长UV-B胁迫下烟蚜Hsp90均有表达，随着照射时间延长，Hsp90表

达量表现为先上升后下降的趋势；与对照相比，照射时间为15、30、60、90和120 min时，Hsp90表达

量均显著升高，且在60 min时Hsp90表达量达最大，是对照组的2.05倍。表明Hsp90基因在不同时

长UV-B胁迫下差异表达，在烟蚜适应紫外胁迫的分子机制中具有重要作用。
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Abstract: To investigate the influences of UV-B stress on the expression of Hsp90 gene from green

peach aphid Myzus persicae, the full-length cDNA of Hsp90 gene was amplified by the reverse tran-

scription PCR (RT-PCR) and rapid amplification of cDNA ends (RACE) methods. The characteristics of

Hsp90 gene were analyzed by bioinformatic method, and the expression levels of the M. persicae

Hsp90 gene under different UV-B treatments were detected by the real-time quantitative PCR. The re-

sults showed that the full-length cDNA of M. persicae Hsp90 gene was 2 670 bp, which encoded 728

amino acids, with a molecular weight of 82.6 kD and a theoretical isoelectric point of 4.95. The deduced

amino acid sequence of Hsp90 contained one signature sequence of Hsp90 family and a cytoplasmic

character sequence (MEEVD) at C-terminal. Therefore, the Hsp90 protein of M. persicae should belong

to cytoplasmic heat shock protein. The phylogenetic tree indicated that the protein sequence shared a

high homology with Hsp90 proteins from other insect species. The results of real-time quantitative PCR

analyses showed that Hsp90 could be induced by UV-B irradiation. The expression of Hsp90 gene in-

creased firstly and then decreased with increasing treatment time. When the treatment time lasted for
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15, 30, 60, 90 and 120 min, the expression of Hsp90 gene were significantly higher than that of the con-

trol, reaching a peak at 60 min, which was 2.05 times that of the control. The expression level of M. per-

sicae Hsp90 gene varied at different time points of UV-B stress, and it might play an important role in

the response of the pests to UV-B stress.
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近年来，随着臭氧层中臭氧的逐渐减少，辐射

到地球表面的紫外线越来越强（Xu & Sullivan，

2010）。紫外线可分为 UV-A（320~400 nm）、UV-B

（280~320 nm）和UV-C（200~280 nm）3个波段，其中

对生物圈影响最大的是UV-B（张丽，2013）。UV-B

辐射的增强会对生物产生选择压力，给人类健康和

生态环境带来多方面的危害（McKenzie et al.，

2007）。作为一类重要的光生态因子，UV-B辐射增

强还会对昆虫造成环境胁迫，严重影响昆虫的生长

发育及种群结构。在UV-B胁迫下，蚜虫生长发育

受到抑制，并且辐射时间越长，强度越大，抑制作用

越强（周冬等，2014；袁伟宁等，2015）。金花虫科的

幼虫在UV辐射增强的条件下会出现死亡率升高、

蛹重减少的生物学效应（Bacher & Luder，2005）；张

荣刚等（2003）研究发现增强UV-B辐射会降低麦蚜

的发生总量和虫害发生概率。

热激蛋白（heat shock protein，Hsp）是细胞或生

物体遭受一些不利因子胁迫时所产生的一种具有高

度保守性的抗逆蛋白，广泛分布于各种生物体内，对

生物的生命活动具有重要意义（Rassow et al.，1995；

Zhao & Jones，2012）。当遇到外界的刺激因子，如

高温、低温、紫外线、重金属、细菌或病毒感染、寄生

等，生物体内Hsp的表达量会显著增加以增强其抗

逆能力（王建义和慈忠玲，2008）。昆虫在长期的进

化过程中产生了各种各样的策略来应对环境胁迫，

通过调节体内Hsp的表达来渡过不良环境条件是昆

虫响应逆境胁迫的重要机制（张青等，2014）。Hsps

分为5个类别，分别为Hsp60、Hsp70、Hsp90、Hsp100

及小分子量的热激蛋白 sHsp（Sørensen et al.，2003）。

Hsp90作为分子伴侣，在遇到内外源性应激原的刺

激时，能快速反应、保护细胞、抗衡逆境，在昆虫抵抗

不良环境方面具有重要作用（Picard，2002）。Hsp90

在昆虫抗逆境中的作用受到广泛关注，在膜翅目、双

翅目、鞘翅目、鳞翅目和半翅目等多种昆虫的抗逆机

制研究中均有报道（张珂等，2014）。如高温胁迫下

甜菜夜蛾 Spodoptera exigua幼虫体内Hsp90基因表

达量随温度升高而增加（翟会芳等，2010）；在冷刺激

条件下，南极贝摇蚊 Belgica antarctica 能够通过

Hsp90 基因的持续表达来保护低温对幼虫的伤害

（Rinehart et al.，2006) 。

烟蚜Myzus persicae别名桃蚜，属半翅目蚜科，

是世界性害虫（郭线茹等，1995）。烟蚜能直接刺吸

烟草的汁液，导致植株变矮、叶片变褐变脆、易破碎；

会分泌蜜露导致煤污病；此外，还可以传播很多烟草

病毒病，严重威胁烟草的安全生产（任广伟和张连

涛，2002；李军，2005；王亚锋，2014）。烟蚜常年暴露

于太阳光下，太阳光中的UV-B一直是其无法摆脱

的胁迫因子。而关于烟蚜如何适应UV-B的环境胁

迫，其响应UV-B胁迫的分子机制尚不清楚。本研

究通过克隆烟蚜Hsp90基因，分析其序列特征以及

在不同时长UV-B辐射下的表达情况，揭示Hsp90基

因在烟蚜响应UV-B胁迫中的作用，探索烟蚜响应

UV-B胁迫的分子机制，以期为科学合理、高效地防

治烟蚜提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：烟蚜采自贵阳市花溪区周边烟田，以

烟苗作为寄主植物进行人工饲养，饲养条件为温度

25±1℃、相对湿度（70±5）%、光周期L 14 h∶D 10 h。

试剂及仪器：Trizol试剂，美国 Invitrogen公司；

3' RACE、5' RACE、pMDTM18-T Vector试剂盒、感受

态细胞、RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit、

荧光 iQTM SYBR® Green Supermix、Premix TaqTM酶、

PCR Taq等，日本TaKaRa公司；胶回收试剂盒，生工

生物工程技术（上海）股份有限公司。紫外辐照计，

北京师范大学光电仪器厂；UV-B灯管，南京华强公

司；T100 PCR 扩增仪、Universal Hood II 凝胶成像

系、C1000 实时荧光定量 PCR 仪，美国 Bio-Rad 公

司；DYCP-31DN 型电泳仪，北京市六一仪器厂；高

速冷冻离心机，上海实维实验仪器技术有限公司；核

酸浓度检测仪，德国Eppendorf公司。

1.2 方法

1.2.1 总RNA的提取与第一链cDNA的合成

取15头烟蚜成蚜，用Trizol法提取总RNA，具体

操作按照Trizol试剂盒说明书进行，检测总RNA的
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质量和浓度，取2 μg总RNA为模板，以Oligo（DT）18

Primer 为反转录引物，按照 RevertAid First Strand

cDNA Synthesis Kit说明书合成第一链cDNA。

1.2.2 Hsp90基因中间片段的克隆

根据已知的昆虫 Hsp90 基因序列保守区域，设

计引物 Fa（5'-ATCTGATGATGTTGAGACCT-3'）和

Ra（5'-CTGAAGTTGAAGCCTCCG-3'）。以第一链

cDNA 为模板扩增 Hsp90 基因片段，25 μL 扩增体

系：Premix Taq 酶（1×）12.5 μL、10 μmol/L 引物Fa和

Ra各 1 μL、模板 cDNA 1 μL、无菌水 9.5 μL；反应条

件：94℃预变性3 min；94℃变性30 s，50℃退火30 s，

72℃延伸 1 min，共 35 个循环；72℃延伸 5 min。扩

增产物以 1.0%琼脂糖凝胶检测和分离。将目的片

段纯化回收，连接到pMD-18T载体上，转化至DH5α

感受态细胞，进行蓝白斑筛选，挑取阳性克隆测序。

1.2.3 Hsp90基因全长cDNA的获取

采用 SMARTer®RACE 5'/3' Kit Components 试

剂盒合成 5'-RACE和 3'-RACE cDNA，根据所获得

Hsp90 基因序列片段设计 5' - RACE 特异性引物

GSP1（5'-GTCAGCTACCAGATAGGC -3'）/GSP3（5'-

ACCAGTGTCAATAATGGTCAG-3'）和 3'-RACE 的

特异性引物 GSP2（5' - ACGACAAGGCTGTCAG-

AGAC-3'）/GSP4（5' - GTTCACGCTTCTAGAATCC-

AC-3'），用试剂盒内通用引物 Universal Primer A

Mix（UPM）分别与下游引物 GSP1 和 GSP2 进行

OUT PCR反应，50 μL反应体系：5'/3'-RACE-Ready

cDNA 2.5 μL、10 μmol / L GSP1 / GSP2 1 μL、UPM

（10 ×）1 μL、ddH2O 19.5 μL、SeqAmpTM PCR Buffer

（2×）25 μL、SeqAmpTM DNA Polymerase 1 μL；反应

条件：94℃变性30 s，50℃退火30 s，72℃延伸2 min，

共25个循环。以稀释50倍后的OUT PCR产物为模

板，分别用上游引物GSP3和GSP4与下游引物Uni-

versal Primer short作巢式PCR反应，50 μL反应体系：

稀释50倍后的OUT PCR产物2.5μL、10 μmol/L GSP3/

GSP4 1 μL、10 μmol /L Primer short 1 μL、ddH2O

19.5 μL、SeqAmpTM PCR Buffer（2×） 25 μL、SeqA-

mpTM DNA Polymerase 1 μL；反应条件：94℃变性

30 s，50℃退火 30 s，72℃延伸 2 min，共 25 个循环。

1.0%琼脂糖凝胶检测PCR产物，纯化回收，再克隆

测序。将获得的序列用软件DNAMAN进行拼接，

获得烟蚜Hsp90基因的cDNA序列全长。

1.2.4 Hsp90基因序列分析

利用 NCBI 中的 ORF Finder（http://www. ncbi.

nlm.nih.gov/projects/gorf/）分析烟蚜Hsp90基因的开

放阅读框；用BLAST对氨基酸序列进行同源性比较

和保守区域分析；使用 ProtParam（http://www. ex-

pasy.org/ -tools/protparam.html）对蛋白质的理化性

质进行预测；应用软件 MEGA 6.0 以邻接法（neigh-

bour-joining，NJ）构建烟蚜与来自膜翅目、鳞翅目、

半翅目、双翅目、鞘翅目等 21种昆虫Hsp90的系统

发育树，通过Bootstrap值检验系统树的置信度，各

重复1 000次。

1.2.5 UV-B胁迫下烟蚜Hsp90基因的表达量分析

UV-B 处理：以 UV-B 紫外灯（280~320 nm）为

光源，在光期对烟蚜成虫进行辐射处理，强度为

300 μW/cm2。UV-B 辐射时间分别为 0（对照组）、

15、30、60、90、120、150 min，共 7 个处理，辐射完成

后每个处理随机挑取15头试虫，立即置于液氮中冷

冻后，转到-80℃冰箱保存备用。

烟蚜经过各种 UV-B 辐射处理后，分别提取总

RNA，取 2 μL RNA反转录获得 cDNA，每个试验处

理设置 3次生物学重复和 3次技术重复，分析烟蚜

Hsp90基因在UV-B胁迫下的表达量变化。根据烟

蚜 Hsp90 基 因 序 列 设 计 定 量 引 物 Hsp90F（5' -

GGGAATTGCTGAAGACAAGG-3'）和 Hsp90R（5' -

CCTTAAGGGAGCATGATTCG-3'），选用 actin基因

作为内参基因，引物为 actin-F（5' - TGGTATCGT-

CTTGGATTCTG-3'）和actin-R（5'-TTAGGTAGTCG-

GTGAGATCA-3'），采用SYBR Green Supermix染料

法进行实时荧光定量 PCR，20 μL反应体系：cDNA

模板 2 μL、iQTM SYBR® Green Supermix（2×）10 μL、

10 μmol/L Hsp90F/actin-F 1 μL、10 μmol/L Hsp90R/

actin-R 1 μL、ddH2O 6 μL。反应条件：95℃预变性

3 min；95℃变性30 s，55℃退火30 s，39个循环；65℃

延伸 5 s。利用 2-△△Ct法（Livak & Schmittgen，2001）

对烟蚜Hsp90基因表达水平进行相对定量分析。

1.3 数据分析

采用软件 Excel 2007 和 Graghpad Prism 5 进行

统计分析，用Turkey法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 烟蚜Hsp90基因的序列分析

以烟蚜 cDNA为模板，用引物Fa/Ra扩增Hsp90

基因片段，扩增产物经回收、克隆、测序，获得1 984 bp

核苷酸序列。经BLAST比对，发现该基因序列与豌

豆蚜 Acyrthosiphon pisum 的 Hsp83 基因序列（XM_

001943137）相似性为 95%，与禾谷缢管蚜 Rhopalo-

siphum padi 的 Hsp90 基因序列（KR078260）相似性

为 92%，与其它昆虫的 Hsp90 基因序列相似性为
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78%~80%，表明所获得的基因序列为烟蚜Hsp90基

因片段。利用RACE技术进一步扩增，得到 584 bp

的 5'端序列和 526 bp的 3'端序列。经DNAMAN拼

接获得 1 个 2 670 bp 的烟蚜 Hsp90 基因 cDNA 序列

全长（GenBank登录号：MF509826）。经ORF Finder

分析表明开放阅读框为 2 187 bp，编码 728 个氨基

酸；5' UTR 和 3' UTR 长度分别为 176 bp 和 307 bp，

3' UTR端具有典型的poly A结构。

通过ProtParam分析，烟蚜Hsp90蛋白的相对分

子量是 82.6 kD，等电点为 4.95；N 端氨基酸是蛋氨

酸，带正电荷的氨基酸残基（Arg+Lys）为 107个，含

有带负电荷的氨基酸残基（Asp+Glu）为145个；具有

8个糖基化位点；稳定性系数为39.79，表明该蛋白质

性质稳定；总平均疏水指数为-0.643，为疏水性蛋白

质。推导的Hsp90氨基酸序列有 1个Hsp90家族标

签的序列：YSNKEIFLRE（第34~43位残基），末端有

MEEVD基序（图1），表明此蛋白具有细胞质型的热

激蛋白氨基酸特点，属于胞质热激蛋白。

图1 烟蚜热激蛋白Hsp90的核苷酸序列以及氨基酸序列

Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of Hsp90 from Myzus persicae

单下划线表示起始密码子ATG用标记；*表示终止密码子TAA；双下划线标记表示细胞质型Hsp90的C-端基序；单下划波浪

线表示糖基化位点；框内为Hsp90家族签名序列。The single underline indicates the start codon ATG；* indicates the stop codon

TAA；double-underlined indicates C-terminal motif of cytoplasmic Hsp90；signature sequences of Hsp90 family are shown in box.
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2.2 烟蚜Hsp90系统发育分析

氨基酸序列相似性分析结果表明，烟蚜Hsp90

与豌豆蚜Hsp83氨基酸序列相似性为 93%，与其它

昆虫的Hsp90氨基酸序列相似性达 81%以上，说明

Hsp90蛋白具有高度的保守性。以脊椎动物褐家鼠

Rattus norvegicus 的 Hsp90 为外群，将来自膜翅目、

鳞翅目、半翅目、双翅目、鞘翅目等 21 种昆虫的

Hsp90 氨基酸序列进行完全比对，构建昆虫 Hsp90

系统发育树，结果表明，半翅目烟蚜、豌豆蚜、麦双尾

蚜Diuraphis noxia和禾谷缢管蚜聚为一支，说明烟蚜

的Hsp90与半翅目中的豌豆蚜、麦双尾蚜和禾谷缢管

蚜的基因遗传距离最近，与膜翅目、鳞翅目、双翅目、

鞘翅目和双翅目物种的Hsp90的遗传距离相对较远。

系统发育分析显示，21种昆虫的Hsp90蛋白分别聚为

5支，且同一个目的昆虫聚在同一分支，说明Hsp90聚

类结果可以较好地反映昆虫间的亲缘关系（图2）。

图2 基于Hsp90序列采用邻接法构建烟蚜及其它21种昆虫的系统进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree of insect Hsp90 sequences by using neighbor-joining method

2.3 烟蚜Hsp90基因的表达分析

不同时长UV-B胁迫下烟蚜Hsp90基因均有表

达，随着照射时间的延长，Hsp90基因的表达量表现

为先上升后下降的趋势；与对照相比，照射时间为

15、30、60、90和 120 min时，Hsp90基因表达量均显

著升高，且在60 min时Hsp90基因表达量达到最大，

是对照组表达量的2.05倍（图3）。

3 讨论

本研究根据昆虫Hsp90基因的保守区域设计通

用引物，成功克隆了烟蚜Hsp90基因的 cDNA片段，

利用RACE技术获得了Hsp90基因全长序列。分析

其蛋白氨基酸序列发现，烟蚜Hsp90含有Hsp90家

族的 1 个典型特征序列，即 Hsp90 的 C 端基序为

MEEVD，说明克隆所得序列属于细胞质Hsp90家族

成员（杨丽红等，2016）。

图3 烟蚜Hsp90基因在不同时长UV-B胁迫下的相对表达水平

Fig. 3 Relative expression levels of Hsp90 gene of Myzus

persicae under different UV-B treatments

图中数据表示平均数±标准误。*和**分别表示处理组

与对照组间经Turkey法检验在P<0.05和P<0.01水平差异显

著。Data are mean±SE. * or ** indicates significant differenc-

es between the control and the treatments at P<0.05 or P<0.01

level by Tukey test.
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Hsp90进化方面高度保守，近年来已成功运用

于分子进化和分子系统学研究（Theodoraki & Mint-

zas，2006；Chen et al.，2014）。本研究中烟蚜 Hsp90

与其它昆虫Hsp90具有较高的同源性，与豌豆蚜的

相似性达93%；本研究中系统发育分析结果也显示，

亲缘关系近的昆虫在系统发育树上位置较近。这和

苹果蠹蛾Cydia pomonella（申建茹等，2011）、禾谷缢

管蚜（李玉婷等，2017）等昆虫Hsp90基因的研究结

果一致。

Hsp在逆境条件下具有稳定细胞膜结构、协助

正确折叠或降解变性蛋白的作用，Hsp90 是 Hsp 家

族中重要的一类，能够作为分子伴侣，在环境胁迫条

件下维持生物正常的生理功能。大量研究表明胁迫

环境能诱导昆虫Hsp90基因的表达，如禾谷缢管蚜

Hsp90基因在热激时大量表达（李玉婷等，2017）；申

建茹等（2011）研究表明苹果蠹蛾Hsp90基因的响应

表达在其耐热性及可塑性过程中具有重要意义；棉

铃虫 Helicoverpa armigera 的 Hsp90 基因在热激和

UV胁迫下均有大量表达（张长禹，2010）；本研究也

发现烟蚜Hsp90基因在UV-B胁迫条件下表达量上

调，说明 Hsp90 基因参与了烟蚜对 UV-B 胁迫的响

应，在昆虫适应环境胁迫的分子机制中发挥着重要

作用。

本研究结果显示，UV-B辐射时间为15、30、60、

90 和 120 min 时 Hsp90 基因表达量显著升高，这表

明UV-B能够诱导Hsp90基因的显著表达，从而帮助

烟蚜维持细胞内稳态，提高对UV-B胁迫的耐受性。

该研究结果与昆虫面对其它环境胁迫时的结论一

致，如Verne et al.（2011）研究结果证明，热激处理能

诱导生物体内的HSPs合成，使生物在高温环境中的

存活率上升。随着UV-B辐射时间延长，Hsp90基因

表达量先上升后下降，在 60 min时达最高，分析认

为Hsp90基因表达量的上调在烟蚜抗紫外胁迫中起

着重要作用，但 Hsp90 基因对机体的保护有限，当

UV-B胁迫超过一定范围后，Hsp90基因表达量将会

下降。烟蚜 Hsp90 基因表达量在 60 min 后逐渐下

降，可能是由于 90、120、150 min 长时间的 UV-B 胁

迫对机体造成的损伤超出了 Hsp90 基因的保护作

用。张长禹（2010）研究发现在 UV 胁迫下棉铃虫

Hsp90基因的表达也出现先上升后下降的现象，在

120 min时达到最高，与本试验结果相似。Hsp的表

达是昆虫提高对不良环境耐受性的重要生理机制

（Colinet et al.，2010），昆虫对不良环境条件的耐受

能力对种群的消长有着直接影响，而Hsp的表达量

与昆虫对UV胁迫的耐受性和对不良环境的适应性

紧密相关（Sang et al.，2012；Wang et al.，2014）。

UV-B 辐射是一种重要的环境胁迫因子，UV-B

的增强必然会不可避免的对生物产生选择压力。烟

蚜长期暴露于UV-B辐射环境中，它的外骨骼不如

鞘翅目昆虫特化，刺吸式口器的取食特性又使它不

能像咀嚼式口器的昆虫那样频繁选择取食位点，加

之自身活动能力较弱，因此，UV-B辐射对其是一种

较强的环境胁迫。本研究初步阐明了Hsp90在烟蚜

适应UV-B胁迫中的作用，为进一步揭示烟蚜响应

UV-B胁迫的分子机制奠定了理论基础，对烟蚜的可

持续治理具有重要意义。
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