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黄野螟硫氧还蛋白过氧化物酶 Tpx 基因
的鉴定及表达分析

程　杰　吕子豪　林　同

华南农业大学林学与风景园林学院,广州５１０６４２

摘要　为阐明硫氧还蛋白过氧化物酶 Tpx 基因的表达模式并研究温度胁迫对其表达的影响,从黄野螟

(Heortiavitessoides)成虫转录组文库中筛选获得黄野螟硫氧还蛋白过氧化物酶Tpx 基因全长cDNA,命名为

HvTpx(GenBank:MF５２１９７８).序列分析显示,该序列开放阅读框长度为５８８bp,共编码１９５个氨基酸.HvTＧ

px属于典型２ＧCys类Tpx.HvTpx 的氨基酸序列与棉铃虫(Helicoverpaarmigera)同源性最高,为８７％,与其

他昆虫的同源性在７５％以上.黄野螟与棉铃虫处在系统发育树的同一分支.RTＧqPCR分析结果显示:HvTpx
在成虫中的表达量高于其他发育阶段;HvTpx 在幼虫中肠表达量最高;HvTpx 在成虫腹部表达量最高,足部

表达量最低;HvTpx 在０℃、１０℃和３５℃的基因表达量显著高于对照(２５℃).结果说明这些温度可以诱导

HvTpx 表达上调.
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　　温度是影响昆虫生长发育、繁殖、存活等生命活

动最重要的生态因子,适宜的温度能保证昆虫正常

的生长发育,过高或过低的温度均不利于昆虫的生

长发育和繁殖[１].昆虫在长期进化过程中,形成了

多种对温度胁迫的耐受和适应机制,例如通过调节

热激蛋白的表达以及通过过氧化物酶(peroxidase,

POD)、超氧化物歧化酶 (superoxidedismutases,

SOD)和过氧化氢酶(catalases,CAT)构成的抗氧化

酶系统的应激变化等来抵抗不良温度[２Ｇ３].
在昆虫中存在３种类型的过氧化物酶:硫氧还

蛋白过氧化物酶(thioredoxinperoxidase,Tpx)、谷
胱甘肽过氧化物酶(glutathioneperoxidase,Gpx)和
谷 胱 甘 肽 硫 转 移 酶 (glutathioneＧSＧtransferases,

GST)[４].其中,硫氧还蛋白过氧化物酶(Tpx)又称

为过氧化物还原酶(peroxiredoxin,Prx),是一类进

化上高度保守且相对分子质量低的蛋白质[５].它可

以利用硫氧还蛋白系统清除过氧化氢和烷基过氧化

物,不需要与金属离子结合便可发挥其抗氧化作用,
从而阻止强氧化剂羟自由基的产生,Tpx在维持体

内氧化还原水平和保护有机体免受活性氧毒害方面

发挥至关重要的作用[６Ｇ７].
黄野螟 Heortiavitessoides Moore属鳞翅目

(Lepidoptera),螟蛾科(Pyralidae),在我国主要分

布于广东、广西、海南及云南等省.黄野螟是典型的

寡食性害虫,在我国目前仅发现为害土沉香.该害

虫以幼虫咬食叶片,单株虫数从几百头到一千多头.
由于虫口密度大,数天内便可把被害树叶片吃光.
在食料不足的情况下,树干及枝条皮层也被吃掉,严
重影响土沉香结香和产量.近年来,随着海南、广东

和云南等地人工大规模种植土沉香面积的日益扩

大,黄野螟的危害日趋严重[８Ｇ９].
硫氧还蛋白过氧化物酶作为一种重要的抗氧化

酶是否在黄野螟应对高低温胁迫下可以被诱导表

达? 目前国内外对黄野螟的研究都集中在生物学特

性、农药防治方法以及行为学方面[１０],对黄野螟硫

氧还蛋白过氧化物酶与不良温度适应的关系还未见

报道.本次研究基于黄野螟成虫转录组文库数据,
经过 Blast同源比对,获得黄野螟硫氧还蛋白过氧
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化物酶Tpx 基因cDNA 全长,命名为 HvTpx,对
其进行生物信息学分析以及不同发育时期不同组织

部位表达分析,同时检测了高温和低温胁迫下黄野

螟幼虫体内 Tpx 基因表达量的变化,初步分析

HvTpx 在不同温度胁迫下的表达特点,以期为后

续研究黄野螟Tpx 的生理功能奠定前期基础,同时

将有助于了解Tpx 在黄野螟抗逆境胁迫中的作用机

制,为研究昆虫应对温度胁迫的分子机制提供参考.

1　材料与方法

1.1　试验材料

１)供试虫源.黄野螟卵及幼虫采自广东省化州

市平定镇(２２°０１′N,１１０°２５′E),在人工气候箱中(饲
养条件:温度为２７℃,相对湿度为７５％,光照周期

为L/D＝１６h/８h)用新鲜的土沉香叶片饲养至５龄

老熟幼虫,５龄老熟幼虫单头饲养于长 ５cm、宽

４cm、高６cm 的塑料养虫盒中,盒底铺２cm 厚的

沙土(相对湿度为５０％)为老熟幼虫提供化蛹场所,
最后饲养获得蛹及成虫.除卵之外,健康的各个供

试虫态均由此获得.

２)主要试剂.OMEGA 公司:总 RNA 提取试

剂盒(E．Z．N．ATMTotalRNA KitⅡ);TaKaRa公

司:反 转 录 试 剂 盒 (PrimeScriptRTreagentKit
WithgDNAEraser)及实时荧光定量试剂盒(SYBR
premixExTapTM).
1.2　试验方法

１)样品处理.分别收集黄野螟各虫态虫体各５
头(卵、幼虫、蛹、成虫),再选取３０头４龄幼虫及３０
头２日龄成虫经DEPC水清洗、７０％乙醇消毒、冰上

麻醉后,解剖并获得幼虫头、体壁、脂肪体、中肠,成
虫头、胸、腹、足、翅,将样品置于无菌去酶的 EP管

液氮速冻后,放于－８０℃冰箱保存.
不同温度胁迫在人工气候箱中进行,４龄幼虫

作为温度胁迫对象,温度胁迫设置－１５、－５、０、５、

１０、３５、４０℃分别处理１h,２５℃恢复１h后,用上述

方法,冻存于－８０℃保存.以２５℃恒温饲养的４龄

幼虫作为对照,每个处理重复３次.

２)总RNA提取和反转录.各样本总 RNA 的

提取严格按照E．Z．N．ATMTotalRNAKitⅡ提取试

剂盒说明书进行,将最后获得的 RNA 溶于６０μL
RNAＧfreeDEPC水中,取３μL所得RNA用于琼脂

糖凝胶电泳检测质量,取１μL所得 RNA 用于微量

紫外分光光度计(Nanodrop２０００)检测浓度,符合后

续实验要求的－８０℃低温保存.按照PrimeScript
RTreagentKitWithgDNAEraser反转录试剂盒

说明书进行第一链cDNA 合成并稀释１０倍后用作

荧光定量 PCR(RTＧqPCR)的模板,存放于－２０℃
冰箱供以后使用.
1.3　基因克隆

从黄野螟成虫转录组文库(NCBISRA 数据库

登录号:SRX３０３５１０２)中克隆出Tpx 基因完整编码

序列.
1.4　生物信息学分析

１)基因及推 测 的 编 码 蛋 白 特 性 分 析.使 用

NCBIORFFinder(http://www．ncbi．nlm．nih．gov/

gorf/gorf．html)进行开放阅读框(OFR)分析;使用

ExPASyＧProtParamtool(http://web．expasy．org/

protparam/)进行蛋白理化性质分析;使用(http://

www．cbs．dtu．dk/services/SignalPＧ４．１/)进行信号

肽分析;使用 NetPhos３．１Server(http://www．cbs．
dtu．dk/services/NetPhos/)进行磷酸化修饰位点分

析;使用 SubLocv１．０软件(http://www．bioinfo．
tsinghua．edu．cn/SubLoc/)进行亚细胞定位分析;使
用 TMHMM Serverv．２．０(http://www．cbs．dtu．
dk/services/TMHMM/)进 行 跨 膜 区 分 析;使 用

COILSServer(http://www．ch．embnet．org/softＧ
ware/COILS_form．html)进行卷曲螺旋分析;使用

SOPMA 软件(https://npsaＧprabi．ibcp．fr/cgiＧbin/

npsa_automat．pl? page＝npsa_sopma．html)进行

二级结构分析.

２)同源性比对及进化树构建.不同昆虫 Tpx
的氨基酸序列(表１)检索并下载自 NCBI(http://

www．ncbi．nlm．nih．gov/)GenBank 数 据 库,使 用

DNAMAN软件对表１中 Tpx氨基酸序列进行同

源性比对,并使用 ClustalX和 MEGA４．０软件对其

构建系统发育树(NJ法).
1.5　基因表达分析

实时荧光定量PCR反应(RTＧqPCR)所用特异

性引 物 Forward:GTGCTTTTCTTCTACCCC 和

Reverse:CGATGATGAAGAGACCG 使用 Primer
Premier５．０软件设计.使用微管蛋白(αＧtubulin)
基因 (GenBank:MG１３２２００)作 为 实 时 荧 光 定 量

PCR内参基因.实时荧光定量PCR反应在 LightＧ
Cycler４８０中进行,并采用２０μL反应体系(２．０μL

７５
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的 cDNA 模 板,１０．０ μL 的 SYBR Premix Ex
TaqII,上下游引物各０．４μL,７．２μL的ddH２O).

表１　参与Tpx氨基酸序列比对

及系统发育树构建的昆虫名与登录号

Table１　InsectandGenBankaccessionnumbersusedforTpx

aminoacidsequencealignmentandphylogenetictree

昆虫

Insect
GenBank登录号

GenBankadmission

黄野螟 H．vitessoides MF５２１９７８

棉铃虫 H．armigera ABW９６３６０．２

家蚕 B．mori NP_００１０３７０８３．１

黑腹果蝇 D．melanogaster NP_４７７５１０．１

内华达古白蚁Z．nevadensis KDR０８６８３．１

黑蚁L．niger KMQ９９３８９．１

小蜜蜂 A．florea XP_００３６９６１７３．１

意蜂 A．mellifera XP_００３２４９２８９．１

　　实时荧光定量 PCR 反应条件如下:９５℃预变

性５min;９５℃变性１０s、６０℃复性２０s、共４０个循

环;４０℃冷却３０s.实时荧光定量PCR阴性对照:

DEPC水.
实时荧光定量 PCR 表 达 量 测 定:以 黄 野 螟

Tpx 在卵期的表达量为标准参量来测定其各虫态

的表达量,以黄野螟Tpx 在４龄幼虫的表达量为标

准参量来测定其在幼虫各组织的表达量,以黄野螟

２日龄成虫Tpx 的表达量为标准参量测定其成虫

各部位的表达量,以２５℃恒温饲养的４龄黄野螟幼

虫Tpx 表达量为标准参量来测定其在不同温度胁

迫下的 表 达 量,每 个 样 本 进 行 ３ 次 重 复.每 个

cDNA模板中的Tpx 相对表达量使用２－ΔΔCt相对定

量法计算.RTＧqPCR 数据使用SPSS１８．０软件进

行Duncan’s单因素方差分析(ANOVA)及显著性

差异分析(显著性检验水平α＝０．０５).

2　结果与分析

2.1　基因序列及编码氨基酸序列分析

通过对黄野螟成虫转录组文库进行筛选,再经

NCBI在线Blast同源性比对,筛选出一条具有完整

ORF的序列,鉴定为黄野螟 Tpx 基 因,命 名 为

HvTpx(GenBank:MF５２１９７８).该序列开放阅读

框长度为５８８bp,共编码１９５个氨基酸(图１),推测

的编码蛋白质分子质量２１．８１６ku,等电点pI为

　用方形、圆形及三角形分别注明丝氨酸(Ser)、苏氨酸(Thr)、酪氨酸(Tyr)磷酸化位点;用下划线及星号分别注明起始密码子(ATG)

及终止密码子(TAA).Serinephosphorylationsites,threoninephosphorylationsites,tyrosinephosphorylationsitesareunderlinedwith

square,roundandtrianglesrespectively．Theinitiationandterminationcodonsareindicatedinlinesbelowandasteriskrespectively．

图１　黄野螟Tpx核酸序列及编码的氨基酸序列

Fig．１　NucleotideanddeducedaminoacidsequencesofTpxcDNAfromH．vitessoides

８５
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５．９３,不稳定系数为３０．３７,脂肪系数８３．０３.疏水性

分析结果表明该蛋白为亲水蛋白.信号肽预测结果

表明该蛋白无信号肽.跨膜结构预测结果表明该蛋

白无跨膜区.磷酸化修饰位点预测,HvTpx 含有７
个丝氨酸磷酸化位点、１１个苏氨酸磷酸化位点、２个

酪氨酸磷酸化位点.
2.2　二级结构、亚细胞定位及保守结构域

对 HvTpx蛋白进行二级结构预测,表明该蛋

白的二 级 结 构 由 无 规 则 卷 曲 (４１．５４％)、延 伸 链

(２５．６４％)、α螺旋(２１．０３％)、β转角(１１．７９％)构成,
推测该蛋白的主要二级结构由无规则卷曲和延伸链

构成.亚细胞定位显示 Tpx蛋白定位在细胞质的

可能性最大,为 ６９．６％,推测该蛋白存在于细胞质

中.NCBI的CDD对 HvTpx蛋白保守结构域预测

显示,HvTpx 蛋 白 在 第 ５ 到 １７６ 位 为 PRX_

Typ２cys保守结构域(图２).

图２　HvTpx蛋白保守区预测

Fig．２　ConserveddomainsofHvTpxprotein

2.3　同源性比对及进化树构建

将黄野螟 Tpx氨基酸序列与 NCBI数据库中

其他７种鳞翅目、双翅目、等翅目、膜翅目昆虫的

Tpx氨基酸序列进行同源性比对,发现与棉铃虫

(Helicoverpaarmigera)同源性最高,为８７％,其
次与家蚕(Bombyxmori)同源性次之,为８６％,与
其它昆虫同源性都高于７５％.缬氨酸Ｇ脯氨酸Ｇ半胱

氨酸(VCP)区域是两个高度保守的活性位点,是

Tpx必要的催化基序,出现在 HvTpx氨基酸的Ⅰ、

Ⅲ区域,在图中以三角形标注,表明 HvTpx属于典

型２ＧCys类 Tpx.Pro４１和The４５这２个氨基酸残基

可以使活性部位稳定,在图３中以箭头标注.在Ⅱ、

Ⅳ区域的 GGLG、YF这２类残基可以增加 Tpx对

氧化过程的敏感性,在图中以方框标注(图３).基

于 MEGA４．０ 软件构建的 Tpx 氨基酸序列系统

进 化树(图４)显示:黄野螟与棉铃虫及家蚕遗传距

　缬氨酸Ｇ脯氨酸Ｇ半胱氨酸(VCP)区域以三角形标注;Pro４１和The４５以箭头标注;GGLG、YF以方框标注.ThevalineＧcysteineＧproline
(VCP)regionsareunderlinedwithtriangles;Pro４１andThe４５aremarkedwitharrows;GGLGandYFaremarkedwithboxes．

图３　HvTpx与其它昆虫Tpx氨基酸序列比对

Fig．３　AlignmentofHvTpxaminoacidsequencewithotherinsectTpxaminoacidsequences

９５
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图４　不同昆虫Tpx氨基酸序列的系统发育分析

Fig．４　PhylogeneticanalysisofTpxaminoacidsfromotherspecies

离最近,与同源性分析的结果一致.
2.4　黄野螟 Tpx 基因的表达特性

用 RTＧqPCR 分析了黄野螟不同发育阶段、幼
虫不同部位、成虫不同部位以及不同温度胁迫下

HvTpx 基因相对表达量.结果表明,HvTpx 基因

在黄野螟各虫态,幼虫及成虫各部位均有表达.该

基因在成虫中表达量最高,卵表达量最低,成虫、蛹
和幼虫表达量分别是卵的５．９、３．３６和１．１７倍,卵和

幼虫两者差异不显著(P＞０．０５),蛹和成虫的表达

量相比于卵差异显著(P＜０．０５)(图５).幼虫各部

位的表达模式为:中肠和头部基因表达量显著高于

对照(P＜０．０５),分别是对照的４．００和１．５７倍,而
表皮 和 脂 肪 体 基 因 表 达 量 都 显 著 低 于 对 照

(P＜０．０５),分别是对照的０．６５和０．６６倍,两者之

间基因表达差异不显著(P＞０．０５)(图６).HvTpx
基因在成虫的头部、胸部、腹部、足和翅中均有表达

且有显著差异(P＜０．０５),其中在腹部表达量最高,
为对照的１．３６倍,足表达量最低,为对照的０．０９倍

(图７).以２５℃作为对照温度,温度胁迫可以分为

低温胁迫和高温胁迫.在低温胁迫下,HvTpx 基

因在 ０ ℃ 和 １０ ℃ 基 因 表 达 量 显 著 高 于 对 照

(P＜０．０５),在－１５℃、－５℃低温胁迫下基因表达

量显著低于对照(P＜０．０５),两者之间基因表达差

异不显著(P＞０．０５),５℃低温胁迫下与对照之间基

因表达差异不显著(P＞０．０５).在高温胁迫下,

HvTpx 基因在３５℃高温胁迫下基因表达量显著

高于对照(P＜０．０５),在４０℃该基因表达量与对照

差异不显著(P＞０．０５)(图８).

3　讨　论

活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS),主要包

　图中数据代表３次重复的平均数±标准误,根据 Duncan’s单因

素方差分析(ANOVA)及显著性差异分析,柱上不同小写字母代

表差异显著(P＜０．０５);图６,７,８同.SmalllettersindicatesignifＧ

icantdifferencesatP ＜０．０５level,accordingto ANOVA and

TukeyHSD,respectively．Thedatarepresentthemean±SDof３

biologicalrepeats．ThesameasFig．６,７,８．

图５　HvTpx基因在黄野螟不同发育阶段中的表达

Fig．５　ExpressionprofilesofHvTpx

indifferentdevelopmentalstages

图６　HvTpx基因在黄野螟幼虫中的表达

Fig．６　TheexpressionlevelofHvTpx

inthelarvaeofH．vitessoides
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图７　HvTpx基因在黄野螟成虫中的表达

Fig．７　TheexpressionlevelofHvTpx
intheadultsofH．vitessoides

图８　不同温度处理下黄野螟Tpx基因的相对表达量

Fig．８　TherelativeexpressionlevelsofHvTpxgenes

afterexposuretodifferenttemperature

括过氧化氢(H２O２)、超氧阴离子自由基(O２
－ )和

羟自由基(OH－ ),是生物体在有氧代谢过程中产生

的一类具有较强氧化能力的含氧物质的总称,破坏

细胞内氧化还原的平衡[１１].生物体在进行呼吸作

用或者接触促氧化剂、杀虫剂、重金属、辐射、热刺激

等不良的外源性环境因子时,可以诱导 ROS 产

生[１２].为了防止 ROS对机体引起的损伤,昆虫通

过主动及被动的激活酶促抗氧化体系和非酶类小分

子来调节氧化还原平衡,从而避免氧化损伤.酶促

抗 氧 化 体 系 主 要 包 括 硫 氧 还 蛋 白 过 氧 化 物 酶

(Tpx),谷胱甘肽过氧化物酶(Gpx),谷胱甘肽硫转

移酶(GST),超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶

(CAT)等[４,１３].

Tpx广泛存在于原核生物与真核生物体内,根
据催化过程中保守的半胱氨酸(Cys)残基的数目,

Tpx可以划分为两大类:１ＧCysTpx和２ＧCysTpx,
另外,再根据半胱氨酸(Cys)残基位置,２ＧCysTpx
又可以分为典型和非典型２类[１４Ｇ１５].经过对黄野螟

Tpx氨基酸序列分析,HvTpx属于典型２ＧCys类

Tpx.有关 Tpx的功能,研究得最早且最深入的是

酿酒酵母(Saccharomycescerevisiae)对过氧化氢和

超氧化物的应激反应,这种从酵母中提取出来且具

有抗氧化功能的蛋白质当时被称为巯基特异性抗氧

化蛋白(thiolＧspecificantioxidant,TSA)或保护蛋

白(protectorprotein,PRR)[１６],后改名为硫氧还蛋

白过氧化物酶[１７].对于高等动物Tpx的研究表明,

Tpx对机体的调节作用主要体现在维持体内氧化

还原平衡、调节细胞的凋亡与增殖等,在机体中起着

重要 的 抗 氧 化 作 用[１８].对 黑 腹 果 蝇[１９]、斯 氏 按

蚊[２０]、烟粉虱[２１]等昆虫的研究同样证明了 Tpx在

保护生物体免受氧化损伤中的作用.
在分析黄野螟不同发育阶段的 HvTpx 表达模

式中发现,该基因在成虫中表达量最高,卵中最低.
黄野螟 HvTpx 基因在幼虫各组织中均有表达,尤
其在中肠组织中相对表达量最高,这可能与中肠是

昆虫体内消化吸收食料的场所,同时也是重要的解

毒场所有关[２２].HvTpx 基因在成虫腹部中的表达

量高于其他部位,可能与腹部是成虫的代谢中心有

关.温度是影响昆虫生长发育、存活、繁殖等生命活

动最重要的气候因子,同时有研究表明,低温或高温

胁迫均会诱发细胞大量产生 ROS,从而严重破坏昆

虫体内氧化还原平衡[２３Ｇ２５].在不同温度胁迫下,不
同昆虫体内的Tpx 都能被诱导表达以调节氧化还

原平衡.如在４℃ 和３７℃胁迫下,家蚕(Bombyx
mori)BmTpx 基因表达量上升[２６];中华蜜蜂(Apis
ceranacerana)AccTpx１、AccTpx３、AccTpx４ 和

AccTpx５基因在 ４ ℃ 和 ４２ ℃ 胁 迫 下 表 达 量 升

高[２７Ｇ３０];０℃和４０℃下,棉铃虫(HelicoverpaarＧ
migera)HaTpx 基因明显被诱导上调表达[３１].本

研究中,黄野螟在０℃、１０℃和３５℃温度胁迫下,

HvTpx 基因表达量明显高于对照(２５℃),推测这

些温度可以诱导 HvTpx 的表达.而在－１５℃和

４０℃胁迫下,HvTpx 基因表达量明显低于对照

(２５℃),推测原因可能是极端低温或高温超出了

Tpx 的作用范围.当然,Tpx 在黄野螟中的具体

生物学功能还有待更进一步地深入研究.
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Identificationandexpressionanalysisofthioredoxin
peroxidasegeneinHeortiavitessoides

CHENGJie　LYUZihao　LINTong

CollegeofForestryandLandscapeArchitecture,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　ToelucidatetheexpressionpatternandeffectoftemperaturestressofthioredoxinperoxiＧ
daseinHeortiavitessoides(HvTpx),thecDNAsequenceofHvTpx wasscreenedfromthetranscripＧ
tomeoftheadultH．vitessoides．Thecompleteopenreadingframe(ORF)ofHvTpxis５８８bpin
length,encoding１９５aminoacids．HvTpxisatypicalmemberofthe２ＧCysTpxsfamily,whichshowed
thehighestsimilaritywithHelicoverpaarmigera (８７％)andsharedsimilarityabove７５％ withother
insects．H．vitessoidesandH．armigera wereclusteredinthesamebranchinthephylogenetictree
basedoninsectthioredoxinperoxidaseaminoacids．TheresultsofRTＧqPCRrevealedthattheexpression
levelsofHvTpx werehigherinadultthaninotherstagesduringdevelopment．Inlarvae,HvTpxhad
thehighestexpressionlevelinmidgut．HvTpxshowedthehighestexpressionlevelintheabdomenand
lowestinthefootinadults．TheexpressionlevelsofHvTpxat０℃,１０℃and３５℃ weresignificantly
increasedthanthatinthecontrol(２５℃),indicatingthatexpressionofHvTpxcouldbeinducedbytemＧ
perature．TheresultsprovidefurtherinformationinunderstandingthemolecularmechanismofH．vitＧ
essoidesresponsetotemperaturestress．

Keywords　Heortiavitessoides;thioredoxinperoxidase;geneexpressionpattern;temperature
stress;RTＧqPCR

(责任编辑:边书京)

３６




