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沙葱萤叶甲热激蛋白基因GdHsp10a的克隆、
分子特征与表达分析

陈 龙 1 谭 瑶 1 周晓榕 1 庞保平 1* 单艳敏 2 张卓然 2

（1. 内蒙古农业大学，草原昆虫研究中心，呼和浩特 010019；2. 内蒙古自治区草原工作站，呼和浩特 010020）

摘要：为明确热激蛋白 HSP10 在沙葱萤叶甲 Galeruca daurica 生长发育过程中的作用，采用 RT-

PCR及RACE技术克隆沙葱萤叶甲Hsp10基因 cDNA的全长序列，采用生物信息学方法分析其序

列特征，并利用qPCR技术对该基因在沙葱萤叶甲不同发育阶段、成虫羽化后不同时期以及不同温

度下的表达谱进行分析。结果表明，克隆获得1条新的沙葱萤叶甲Hsp10基因，命名为GdHsp10a，

GenBank登录号为MG460308，cDNA序列全长为526 bp，开放阅读框为333 bp，编码蛋白含110个

氨基酸，预测分子量为11.97 kD，等电点为9.74；无信号肽及跨膜结构。同源比对及系统进化分析

表明，GdHSP10a与光肩星天牛Anoplophora glabripennis HSP10亲缘关系最近，氨基酸序列一致性

为53.15%。qPCR结果表明，GdHsp10a在沙葱萤叶甲各发育阶段均有表达，其中在卵期和成虫期

的表达量显著高于幼虫期、预蛹期及蛹期；成虫羽化后不同时期表达量差异显著，25 d时表达量最

高，其次为 100、10 和 7 d 时的表达量；温度对 GdHsp10a 表达量有显著影响，30℃下表达量最高，

35℃下表达量次之，15、20、25及40℃下表达量最低且无显著差异。表明GdHsp10a可能在沙葱萤

叶甲生长发育及成虫越夏中起着多重作用。
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Abstract: In order to investigate the functions of HSP10 in the development of Galeruca daurica, a full-

length cDNA encoding HSP10 was cloned from G. daurica by RT-PCR and RACE technologies. Bioin-

formatics programs were applied to analyze its sequence characteristics. qPCR was used to detect its

mRNA expression levels at various developmental stages of G. daurica, different periods after the adult

eclosion, and different temperature stresses. The results showed that the complete cDNA of the gene en-

coding heat shock protein HSP10 was obtained from G. daurica, and named GdHsp10a (GenBank acces-

sion: MG460308). Its full-length cDNA was 526 bp containing a 333 bp open reading frame that encodes

110 amino acids with the predicted molecular weight of 11.97 kD and pI of 9.74. The deduced protein

contained no signal peptide and transmembrane domain. Homology and phylogenetic analyses showed

that the amino acid sequence of GdHSP10a had the highest similarity (53.15%) with that of Asian long-
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热激蛋白（heat shock protein，HSP）是一类受到

外界刺激后在体内迅速合成或表达量升高，且保守

程度很高的蛋白，是生物体应对极端温度环境的关

键因素之一，其在逆境环境下可与解析蛋白结合，进

而防止蛋白自发折叠成不溶状态（王海鸿和雷仲仁，

2005）。热激蛋白根据同源性和分子量不同，可划分

为HSP100、HSP90、HSP70、HSP60和小分子热激蛋

白等家族（Sǿrensen et al.，2003）。小分子热激蛋白

是一个分子伴侣超级家族，分子量大小为14~45 kD，

具有保守的α-晶体结构域，在序列、结构、大小和功

能上与其它热激蛋白相比具有更高的多样性

（Franck et al.，2004）。小分子热激蛋白通过保护各

种参与信号传导、新陈代谢、翻译、转录及其它活动

的蛋白质而维持了细胞蛋白组的稳定（Sun & Mac-

Rae，2005）。昆虫小分子热激蛋白除了可以调节热

胁迫外，在昆虫变态、发育、滞育和免疫反应中也起

着重要作用（Pan et al.，2018）。一个热激蛋白家族

成员的功能常随着发育阶段、亚细胞定位及环境条

件而变化（King & MacRae，2015）。虽然目前在双

翅目、鳞翅目和膜翅目昆虫中已有多种小分子热激

蛋白被鉴定和描述，但在大部分昆虫中只有很少的

小分子热激蛋白基因被鉴定（Martín-Folgar et al.，

2015），对其生物学功能的了解更少（Bakthisaran et

al.，2015）。HSP10 是 HSP60 的协同伴侣，HSP60-

HSP10复合体促进多肽的折叠、失活蛋白的再折叠

以 及 错 误 折 叠 蛋 白 的 修 正（Hayer-Hartl et al.，

2016）。然而，目前对昆虫小分子热激蛋白的研究多

集中于分子量约为 20 kD 的 HSP20（陆明星等，

2015），对分子量更小的 HSP10 的研究几乎未见报

道。因此，开展对昆虫HSP10的研究有助于更全面

地了解昆虫小分子热激蛋白的功能。

沙葱萤叶甲Galeruca daurica（Joannis）是近年

来在内蒙古草原暴发成灾的新害虫。自 2009年首

次暴发以来，发生范围不断扩大，为害程度日趋严

重，不仅严重影响草原畜牧业的发展，而且对草原生

态安全构成严重威胁（昊翔等，2015）。沙葱萤叶甲

在内蒙古草原地区1年发生1代，幼虫最早于4月上

中旬开始孵化，6月初成虫羽化，取食约 1周后开始

潜入牛粪、石块及草丛下越夏，整个越夏期间基本不

食不动，秋季产卵后，以卵滞育越冬（昊翔等，2015；

Zhou et al.，2016）。本实验室前期根据沙葱萤叶甲

转录组数据，已成功克隆了 Hsp10、Hsp60 和 Hsp70

等热激蛋白基因，并对其分子特征以及在不同发育

阶段及低温胁迫下的表达谱进行了测定分析（谭瑶

等，2017；Tan et al.，2017a）。为深入了解热激蛋白在

沙葱萤叶甲生长发育、应对环境胁迫以及越夏过程

中的作用，本研究拟进一步克隆获得新的小分子热

激蛋白基因Hsp10a的 cDNA全长序列，分析其序列

特征以及在不同发育阶段、成虫不同组织和不同温

度下的表达谱，以期为揭示热激蛋白在沙葱萤叶甲

生长发育及应对温度胁迫中的作用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫及培养基：于2017年春季将上年秋季

从锡林郭勒草原采集的沙葱萤叶甲越冬卵在温度为

25±1℃、相对湿度为（70±5）%、光周期为 14 L∶10 D

的人工气候箱中孵育，幼虫孵化后，以内蒙古自治区

野生特有蔬菜种质资源与种质创新重点实验室温室

种植的、处于营养生长期的沙葱为食，连续饲养作为

供试虫源。LB（luria-bertani，LB）培养基：蛋白胨

1 g、酵母粉0.5 g、NaCl 1 g、蒸馏水100 mL。

试剂：RNA 提取试剂 TaKaRa MiniBEST Uni-

versal RNA Extraction Kit、反转录 PrimeScriptTM 1st

Strand cDNA Synthesis Kit、SMARTer RACE 5 ′ /3 ′

Kit、胶回收 TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA

Extraction Kit Ver. 4.0 及连接载体 pMD19-T Vector

Cloning Kit，宝生物工程（大连）有限公司；Taq PCR

Master Mix（2×，Blue Dye），生工生物工程（上海）股

份有限公司；GoTaq® qPCR Master Mix（2×），美国

horn beetle Anoplophora glabripennis HSP10. GdHsp10a was expressed at all developmental stages of

G. daurica, and the expression levels in eggs and adults were significantly higher than those in the larva,

pre-pupa and pupa. The expression levels were significantly different among the different periods after

the adult eclosion, and reached the highest on the 25th day. Temperature had a significant effect on the ex-

pression of GdHsp10a, with the maximum at 30℃, followed by at 35℃, and with the minimum at 15, 20,

25 and 40℃, among which no significant differences existed. The results suggested that GdHsp10a might

play multiple roles in the development of G. daurica and its adult oversummering.

Key words: Galeruca daurica; HSP10; gene cloning; molecular characterization; gene expression;

temperature stress
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Promega公司；大肠杆菌Escherichia coli感受态细胞

DH5α，北京天根生化科技有限公司；氨苄西林（am-

picillin，Amp），北京酷莱搏公司。

仪器：PRX-350C智能型人工气候箱，宁波海曙

塞福实验仪器厂；FTC-3000实时荧光定量仪，加拿

大 Funglyn Biotech公司；T1000TM PCR仪，美国Bio-

Rad 公司；NanoPhotometerTM P-Class 微量核酸蛋白

分析仪，德国 Implen公司。

1.2 方法

1.2.1 沙葱萤叶甲Hsp10基因cDNA全长序列的克隆

按照 TaKaRa MiniBEST Universal RNA Extrac-

tion Kit 说明书提取沙葱萤叶甲总 RNA，利用 1.2%

的琼脂糖凝胶电泳和微量核酸蛋白分析仪来检测

RNA 的完整性、质量和浓度。取 1 μg 总 RNA 用于

cDNA 第一链的合成，具体操作参照 PrimeScriptTM

1st Strand cDNA Synthesis Kit说明书进行。

以本实验室组装的沙葱萤叶甲转录组数据库中

基因序列信息为基础，与NCBI中已上传的其它昆

虫Hsp10基因序列的保守区域进行比对，筛选出沙

葱萤叶甲 Hsp10 基因。利用引物设计软件 Primer

Premier 5.0 设计特异性引物（表 1），扩增出中间片

段。以cDNA第一链为模板进行RT-PCR扩增，采用

25 μL PCR反应体系：cDNA模板 1 μL、上下游引物

GdHsp10a-F/R各1 μL、PCR Master Mix（2×）12.5 μL、

超纯水 9.5 μL。反应条件：94℃预变性 4 min；94℃

变性30 s，56℃退火30 s，72℃延伸 1 min，进行 30个

循环；72℃延伸 10 min，4℃保存。将目的片段回收

后，利用pMD-19T载体连接，转入大肠杆菌感受态细

胞DH5α中，吸取连接转化后的感受态细胞200 μL，

涂布于含Amp的LB平板上过夜培养12~16 h，而后

筛选阳性克隆。在挑取的阳性克隆中加入 10 μL

ddH2O，取 2 μL 作为 cDNA 模板进行菌液 RT-PCR，

反应体系及条件同上。验证所测序列的正确性后，

送北京六合华大基因科技股份有限公司测序。

以测序验证获得的 Hsp10 中间片段序列为模

板，根据SMARTer RACE 5 ′ /3 ′ Kit使用手册设计5 ′

和 3 ′基因特异性引物（gene specific primers，GSP）

及巢氏引物（nested gene specific primers，NGSP）分

别进行降落PCR及巢式PCR（表1）。5 ′RACE第1轮

反应程序：94℃变性 30 s，72℃延伸 3 min，共 5个循

环；94℃变性30 s，70℃退火30 s，72℃延伸3 min，共

5 个循环；94℃变性 30 s，68℃退火 30 s，72℃延伸

3 min，共 25 个循环。将第 1 轮反应产物稀释 20 倍

后作为模板，进行第 2 轮 PCR 反应，第 2 轮反应程

序：94℃变性30 s，68℃退火30 s，72℃延伸3 min，共

25个循环。3 ′RACE反应程序与5 ′RACE相同。扩

增产物回收纯化经亚克隆后，送北京六合华大基因

科技股份有限公司测序。所得 5 ′序列和 3 ′序列经

验证后，利用Vector NTI 11.5与中间片段进行拼接

得到沙葱萤叶甲Hsp10a基因的cDNA全长序列。

表1 沙葱萤叶甲Hsp10基因克隆与qPCR检测引物信息

Table 1 Primers for cloning and qPCR detection of GdHsp10a in Galeruca daurica

引物名称
Primer name

GdHsp10a-F
GdHsp10a-R
GdHsp10a 5 ′ -GSP
GdHsp10a 5 ′ -NGSP
GdHsp10a 3 ′ -GSP
GdHsp10a 3 ′ -NGSP
GdHsp10a q-F
GdHsp10a q-R
SDHA-F
SDHA-R

引物序列（5 ′-3 ′）
Primer sequence（5 ′-3 ′）

TTCATTCAATCTTTCAGTTTGGCTA
GTAATGTCTGCTGTGCCGAAAATAG
CGGTTTTATTACCAGGTCCTACGGCGAG
CCTACGGCGAGAACTGTGCCTTTTTGTA
TACAAAAAGGCACAGTTCTCGCCGTAGG
CGCCGTAGGACCTGGTAATAAAACCGAT
CTCCGGGGCAAACATTAACC
CGGAGACTCAAACCAAGGGA
GGGAGACCACAATCTCCTCA
AGCTGGTGCTCCTAAGTCCA

引物用途
Primer usage

RT-PCR

5 ′RACE

3 ′RACE

qPCR

qPCR

1.2.2 沙葱萤叶甲HSP10的生物信息学分析

利用NCBI在线预测网站ORF Finder（www.nc-

bi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html）预测基因的蛋白编码

序列，应用在线预测网站 SignalIP4.1（http://www.

cbs.dtu.dk/services/SignalP/）预测蛋白质信号肽，利

用DNAMAN 6.0软件预测蛋白质的分子量和等电

点，采用 TMHMM 软件（http://www.cbs.dtu.dk/ser-

vices/TMHMM/）分析蛋白质跨膜区域，应用 DNA-

MAN 6.0软件对沙葱萤叶甲HSP10与其它昆虫HSP10

的氨基酸序列进行比对。使用MEGA 6.0软件以邻

接法构建系统进化树，采用模型 p距离（p-distance）

分析不同昆虫间HSP10的进化关系，通过Bootstrap

值检验系统树的置信度，进行1 000次重复运算。

1.2.3 沙葱萤叶甲Hsp10基因的qPCR分析

利用 qPCR 检测 Hsp10 基因在沙葱萤叶甲卵、

1~3龄幼虫、预蛹、蛹（均为蜕皮后2 d）和成虫（羽化
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后 3 d）不同发育阶段、成虫羽化后不同时期和组织

（羽化后3、7、10、15、25、40、60、80、100 d及其相应的

头、胸及腹3部分组织）及不同温度下（羽化后3 d的

成虫，分别在 15、20、25、30、35、40℃下处理 1 h）的

mRNA 表达水平。以特异性引物 GdHsp10a q-F/R

（表 1）进行 qPCR扩增，内参基因选用 SDHA（Tan et

al.，2017b）。每个处理设3个生物学重复，每个生物

学重复分别设定为卵30粒、1龄幼虫15头、2龄幼虫

7 头、3 龄幼虫 3 头、预蛹 3 头、蛹 3 头和成虫 3 头。

采用两步法进行qPCR扩增，20 µL反应体系：cDNA

2 µL、上下游引物各 0.4 µL、Go Taq® qPCR Master

Mix 10 µL、ddH2O 7.2 µL。反应程序：95℃预变性

10 min；95℃变性 15 s，60℃退火 1 min，40个循环；

95℃变性15 s，60℃退火15 s，95℃延伸15 s。

1.3 数据分析

采用2－ΔΔCt法对数据进行分析（Livak & Schmitt-

gen，2001），利用SPSS 20.0软件对数据进行单因素

方差分析，应用Duncan氏新复极差法对沙葱萤叶甲

不同发育时期、不同组织部位及不同温度条件下

Hsp10a的表达量进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 沙葱萤叶甲GdHsp10基因的克隆及序列分析

RT-PCR扩增中间片段大小为 340 bp（图 1-A），

经测序验证，序列信息与沙葱萤叶甲成虫转录组完

全一致。经5 ′RACE和3 ′RACE扩增反应分别得到

300 bp（图1-B）和320 bp（图1-C）的片段。

图1 沙葱萤叶甲GdHsp10a的PCR扩增电泳图

Fig. 1 Electrophoretic analysis of PCR products of GdHsp10a

from Galeruca daurica

M：蛋白分子量；1（A）：中间片段；2（B）：5 ′ RACE片

段；3（C）：3 ′RACE片段。M：DL2000 marker；1（A）：inter-

mediate segment；2（B）：5 ′ RACE segment；3（C）：3 ′ RACE

segment.

目的基因及 5 ′序列和 3 ′序列经测序比对验证

后表明均为预期目的片段，将 3部分进行拼接得到

Hsp10 基因的 cDNA 全长序列，命名为 GdHsp10a，

GenBank登录号为MG460308。该基因 cDNA全长

为 526 bp，开放阅读框长为 333 bp，编码 110个氨基

酸，编码蛋白区左翼5 ′非编码区长度为98 bp，编码

蛋白区右翼3 ′非编码区长度为95 bp，包含ploy（A）

尾（图 2）。沙葱萤叶甲GdHsp10a编码蛋白的分子

量为 11.97 kD，理论预测等电点为 9.74，无信号肽，

不含跨膜结构。

图2 沙葱萤叶甲GdHSP10a的核苷酸及推导的编码氨基酸序列

Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of GdHSP10a in Galeruca daurica

*：终止密码子。*：Termination codon.

2.2 沙葱萤叶甲GdHSP10同源比对和系统进化分析

利用GdHsp10a编码的氨基酸序列在GenBank

中搜索其它昆虫的 HSP10 序列并进行比对分析。

结果表明，GdHSP10a 与同属鞘翅目的光肩星天牛

Anoplophora glabripennis（XP_018567272.1）及山松

大小蠹 Dendroctonus ponderosae（XP_019767997.1）

的HSP10氨基酸序列一致性最高，分别为53.15%和

52.68%，而与膜翅目的佛罗里达弓背蚁 Campono-

tus floridanus（XP_011261971.1）的 HSP10 氨基酸序

列一致性则为48.18%（图3）。

在 GenBank 中搜索部分鞘翅目和其它目昆虫

HSP10的氨基酸序列构建系统进化树，发现除赤拟

谷盗 Tribolium castaneum 的 TcHSP10 外，同一目昆

虫的HSP10聚在一起；沙葱萤叶甲GdHSP10首先与

同为鞘翅目的光肩星天牛AgHSP10聚为一支，然后

与山松大小蠹DpHSP10聚为一大类（图4）。
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图3 沙葱萤叶甲与其它昆虫HSP10氨基酸序列比对

Fig. 3 Multiple amino acid sequence alignment of HSP10 from Galeruca daurica and other insects

黑色阴影：一致的氨基酸序列；AgHSP10：光肩星天牛HSP10；DpHSP10：山松大小蠹HSP10；CfHSP10：佛罗里达弓背蚁

HSP10；GdHSP10a：沙葱萤叶甲 HSP10a；Consensus：共有序列。The common amino acids are indicated in black；AgHSP10：

Anoplophora glabripennis HSP10；DpHSP10：Dendroctonus ponderosae HSP10；CfHSP10：Camponotus floridanus HSP10；

GdHSP10a：Galeruca daurica HSP10a.

图4 基于HSP10氨基酸序列构建沙葱萤叶甲与其它昆虫的系统进化树

Fig. 4 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of HSP10 from Galeruca daurica and other insects

2.3 沙葱萤叶甲Gdhsp10a的表达谱分析

2.3.1 在沙葱萤叶甲不同发育阶段的表达谱

在沙葱萤叶甲整个发育阶段GdHsp10a均有表

达，且在卵期和成虫期的表达量显著高于幼虫期、预

蛹期和蛹期（P<0.05），在幼虫期、预蛹期和蛹期的表

达量最低且差异不显著。成虫羽化后GdHsp10a表

达量开始逐渐上升，第15天略有下降，第25天时突

然升至最高峰，第40天急剧下降后又逐渐回升（图5）。

图5 沙葱萤叶甲不同发育阶段GdHsp10a的表达量

Fig. 5 Expression levels of GdHsp10a in different developmental stages of Galeruca daurica

E：卵；L1~L3：1~3龄幼虫；Pp：预蛹；P：蛹；A3~A100：成虫羽化后天数。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。E：Egg；L1-L3：1st-3rd instar larva；Pp：pre-pupa；P：pupa；A3-
A100：days after adult eclosion. Data are mean±SE. Different letters indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s

new multiple range test.

2.3.2 在沙葱萤叶甲成虫不同组织部位的表达谱

在沙葱萤叶甲成虫整个发育过程中，GdHsp10a

在头、胸和腹部均有表达，但除了羽化后第25天外，

不同时期及组织间GdHsp10a的表达量差异均不显
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著；在成虫羽化后第 25天，GdHsp10a在头、胸和腹

中的表达量差异显著（P<0.05），且在腹部的表达量

最高，在胸部的表达量次之，在头部的表达量最低

（图6）。

图6 GdHsp10a在沙葱萤叶甲成虫不同发育时期的组织表达谱

Fig. 6 Tissue-specific expression profile of GdHsp10a in different developmental stages of Galeruca daurica adults

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 are mean±SE.

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

2.3.3 在不同温度下的表达谱

沙葱萤叶甲GdHsp10a在30℃下的表达量最高

（P<0.05），是 15℃下的 34.2倍；35℃下次之，为对照

的15.1倍；15、20、25及40℃处理间无显著差异（图7）。

图7 沙葱萤叶甲GdHsp10a在不同温度下的表达量

Fig. 7 Expression levels of GdHsp10a in 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 are mean±

SE. Different letters indicate significant difference at P<0.05

level by Duncan’s new multiple range test.

3 讨论

昆虫生长发育过程非常复杂，特别是完全变态

的昆虫，一生要经历卵、幼虫、蛹和成虫 4个不同的

发育阶段，在不同的发育阶段其形态和发育调控机

制存在较大差异。在对黑腹果蝇 Drosophila mela-

nogaster 生长发育机制的研究中发现，小分子热激

蛋白起着重要作用（Michaud et al.，2002；Takahashi

et al.，2010）。不同种昆虫及不同种类小分子热激蛋

白在不同发育阶段表现出的表达模式不同。水稻二

化螟 Chilo suppressalis 的小分子热激蛋白基因

Hsp19.8、Hsp21.4、Hsp21.5 和 Hsp21.7b 在成虫期的

表达量最高，而Hsp21.7a在 1龄幼虫期的表达量最

高（Lu et al.，2014）；斜纹夜蛾 Spodoptera litura的小

分子热激蛋白基因Hsp19.7、Hsp20和Hsp20.7（Shen

et al.，2011）、苹果蠹蛾 Cydia pomonella 的 Hsp19.8

的表达量也在成虫阶段达到最大（Garczynski et al.，

2011）。相反，斜纹夜蛾的Hsp20.4（Shen et al.，2011）

和美洲斑潜蝇 Liriomyza sativa 的 Hsp19.5、Hsp20.8

和Hsp21.7（Huang et al.，2007）的表达量在成虫期最

低。在本研究中，沙葱萤叶甲 GdHsp10a 的表达量

在不同发育阶段存在显著差异，其中卵期和成虫期

的表达量显著高于其它发育阶段的表达量。沙葱萤

叶甲越冬卵具有很强的抗寒能力（高靖淳等，2015），

GdHsp10a在卵期的高水平表达可能与之有关。

许多昆虫通过滞育的方式度过不良环境条件，

如冬季的严寒（冬滞育）和夏季的炎热（夏滞育），而小

分子热激蛋白与滞育密切相关（Rinehart et al.，2007）。

粗须麻蝇 Sarcophaga crassipalpis 滞育起始阶段体

内Hsp23表达量明显增加，在整个滞育过程中一直

维持高水平，滞育终止期下降（Yocum et al.，1998；

Hayward et al.，2005）；红头丽蝇Calliphora vicina的

Hsp23和Hsp26在其滞育幼虫体内上调表达（Frem-

dt et al.，2014）。本课题组多年室内外的观察结果表

明，沙葱萤叶甲成虫羽化后会大量取食，但通常1周

以后开始潜入牛粪、石块及草丛下，整个夏季几乎不

食不动，秋季以后才恢复活动和取食（昊翔等，

2015）。在本试验中，成虫羽化后 7 d，GdHsp10a表
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达量开始上升，并且多数时间处于较高水平，这说明

沙葱萤叶甲成虫很可能以滞育的形式越夏；但成虫

羽化25 d时，虫体未发现异常情况，仍处于不食不动

的状态中，GdHsp10a的表达量为何突然急剧上升还

有待于进一步研究。

小分子热激蛋白不仅在不同发育阶段呈现特异

性表达，在不同组织中也呈现特异性表达（Michaud

et al.，2002）。水稻二化螟（Lu et al.，2014）和家蚕

Bombyx mori（Li et al.，2009）的小分子热激蛋白基因

在头部表达量都较高，而中华蜜蜂Apis cerana cera-

na的Hsp22.6却在中肠表达量最高，同时，其它 2个

小分子热激蛋白基因也表现出组织差异性表达

（Zhang et al.，2014）。在本研究中，除羽化后25 d外，

GdHsp10a在成虫其它时期的头、胸和腹部表达量均

无显著差异。目前对于小分子热激蛋白在不同组织

中的作用尚不清楚，可能原因是为了维持正常的组

织功能，并在昆虫的不同生物学过程起作用（Gu et

al.，2012；Lu et al.，2014）。

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（Hoffmann et al.，2003；Sǿrensen et al.，

2003）。不同种类昆虫的小分子热激蛋白基因对于

高温和低温的响应存在着差异。如中华稻蝗Oxya

chinensis小分子热激蛋白基因在不同温度胁迫下，

各基因的表达模式存在差异（史学凯等，2016）；而斜

纹夜蛾的Hsp19.7及Hsp20.7（Shen et al.，2011）和摇

蚊Chironomus riparius的Hsp27（Martínez-Paz et al.，

2014）的表达水平仅在高温诱导条件下发生变化，而

对于低温诱导则无响应。本研究中，GdHsp10a 在

30℃和 35℃下的表达量显著高于 15、20、25及 40℃

下的表达量，超过30℃后，表达水平呈现下降趋势，

特别是 40℃高温下表达量急剧下降。可能是由于

高温对机体造成损伤，使得机体表达 GdHsp10a 能

力下降。这在研究马铃薯甲虫 Leptinotarsa decem-

lineata 的 Ld-HSP60（魏长平等，2017）和 Ld-HSP90

（蒋健等，2013）以及禾谷缢管蚜 RpHsp90（李玉婷

等，2017）时，获得了类似结果。但马铃薯甲虫和禾

谷缢管蚜的热激蛋白的耐受温度略高于沙葱萤叶

甲，可能是与沙葱萤叶甲发生地夏季最高温度较低、

很少超过35℃有关（内部资料），致使其对高温的耐

受性低于以上2种昆虫。

本研究成功克隆了沙葱萤叶甲GdHsp10a基因

的全长 cDNA，该基因在沙葱萤叶甲各个发育阶段

均有表达，其中在成虫期和卵期表达量显著高于其

它发育阶段；30~35℃高温胁迫可诱导GdHsp10a上

调表达，表明 GdHsp10a 可能在沙葱萤叶甲卵越冬

及成虫越夏中发挥作用，今后还需对热激蛋白在沙

葱萤叶甲生长发育及抵抗极端环境条件中的作用机

制进行进一步的深入研究。
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