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萝卜蚜端粒逆转录酶 TERT 基因的鉴定与表达分析

张鑫泽,张慧杰,周义成,李昭,王赫远,朱智慧

华中农业大学植物科学技术学院/湖北省昆虫资源利用与害虫可持续治理重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为探究端粒酶逆转录酶基因(telomerasereversetranscriptase,TERT)在昆虫生长发育过程中的作

用机制,以萝卜蚜Lipaphiserysimi(Kaltenbach)为研究对象,克隆其TERT 基因并分析其时空表达情况.结

果发现,萝卜蚜TERT 基因的CDS区长２６５８bp,编码８８５个氨基酸,其二级结构含４１个αＧ螺旋、６０个卷曲螺

旋.系统进化分析结果显示,萝卜蚜TERT 基因与麦双尾蚜Diuraphisnoxia 的TERT 基因关系最近,与桃蚜

Myzuspersicae、豌豆蚜Acyrthosiphonpisum 的TERT 基因同源性较高.实时荧光定量 PCR显示,TERT 基

因在萝卜蚜生长发育过程中的各个龄期及组织中均有表达,且成虫TERT 基因的相对表达量依次高于１龄、

２龄、３龄、４龄若虫;TERT 基因在萝卜蚜腹部表达量最高,胸部次之,头部表达量最低.以上研究结果表明,

TERT 基因在萝卜蚜的生长发育过程中起重要作用,可以选择其同源性低的区域作为基因干扰或沉默的靶标区

域,用来防治萝卜蚜在农业上造成的重大危害.
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　　萝卜蚜Lipaphiserysimi(Kaltenbach)属半翅

目 Homoptera蚜科 Aphididae昆虫,又称菜缢管

蚜,是世界上分布最广的蚜虫之一.成虫及若虫通

过刺吸植物韧皮部汁液,为害白菜、油菜、萝卜等十

字花科蔬菜[１],造成受害植株发育不良、生长停滞;
蜜露易诱发霉污病,影响植株光合作用.此外,萝卜

蚜还是传播多种植物病毒的介体昆虫,能够传播多

种蔬菜病毒病,危害严重[２].目前,萝卜蚜防治主要

以化学防治为主,但化学农药造成的环境污染、农药

残留、害虫抗药性等问题日益严重[３].因此,探究萝

卜蚜的致害机制是对其进行防治的重要前提.
端粒(telomere)是一小段DNAＧ蛋白质复合体,

在保护染色体和控制细胞生长及寿命等方面具有重

要作用,并与细胞凋亡及永生化等密切相关[４].端

粒酶(telomerase)是一种核糖核蛋白复合体,由３
个主要的亚单位构成,其中端粒酶逆转录酶(telomＧ
erasereversetranscriptase,TERT)是具有催化活

性的亚单位[５].在哺乳动物等高等真核生物中,只
有在干细胞、生殖细胞等必须不断分裂的细胞中才

能够检测到端粒酶的活性;而在正常的体细胞中,一
旦检测出活性,则常常伴随癌症发生[６];但在无脊椎

动物的体细胞中,端粒酶的活性多有报道.目前,端
粒酶在等翅目、鳞翅目、直翅目、膜翅目、毛翅目、鞘
翅目等昆虫中均被检测到活性,有些种类的TERT
基因已被克隆[７Ｇ９].本研究选取萝卜蚜为研究对象,
克隆其 TERT 基因,通过生物信息学分析,明确

TERT 基因在萝卜蚜不同龄期、不同组织的表达情

况,旨在为研究TERT 基因在萝卜蚜中的功能提供

有效依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)供试昆虫.萝卜蚜L．erysimi 采集于湖北

武汉华中农业大学附近的蔬菜地,采集后放置于温

室培养的上海青(金美１号)上.用毛笔尖轻触待移

萝卜蚜,待其拔出口针后移至新鲜的白菜叶片上.
注意适时更换白菜,保证室内蚜虫种群稳定,能够多

代繁殖.
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２)培养条件.温度(２５±１)℃,光周期１４L∶
１０D,湿度７０％±５％.

３)主要试剂及仪器.智能人工气候箱,武汉瑞

华仪 器 设 备 有 限 责 任 公 司;RNAisoPlus试 剂,

TaKaRa公司;cDNA反转录试剂盒,TaKaRa公司;

PCR,PrimeSTAR® HSDNAPolymerase,TaKaRa
公司;胶回收试剂盒,DNAGelExtractionKit,AxＧ
yGen 公 司;qRTＧPCR 试 剂 盒,TransStart Tip
GreenqPCRSuperMix,Trans公司;２×Taq MasＧ
terMix,SimpleBio.
1.2　样品采集

收集尚未产仔的无翅萝卜蚜成虫若干头置于铺

有湿润滤纸的培养皿中,培养皿中放置新鲜白菜,每

２４h更换１次白菜,保持滤纸的干净和湿润.４８h
后可得到１龄萝卜蚜若虫.若蚜共有４个龄期,每
蜕１次皮即为１个龄期.挑取１~４龄萝卜蚜若虫

各２５~３０头,萝卜蚜成蚜２０~２５头置于干净的１．５
mL无酶离心管中,放于－８０℃冰箱中保存,待提取

RNA.另取５０头４龄萝卜蚜若虫于体式显微镜下

进行解剖,将解剖得到的头部、胸部、腹部分别置于

１．５mL无酶离心管中,放于－８０℃冰箱中保存,待
提取RNA.
1.3　萝卜蚜总 RNA 提取(Trizol 法)

将上述样品按照RNA提取的标准方法[１０]分别

提取萝卜蚜不同龄期及其不同组织的总RNA,并进

行RNA质量检测,检测合格后存于－８０℃冰箱,保
存待用.
1.4　cDNA 合成

利用cDNA反转录试剂盒对总 RNA样品进行

DNaseⅠ处理,完成从基因组 DNA 去除到cDNA
合成的全过程.
1.5　端粒酶 TERT 基因 CDS 序列克隆

利用Blast检索数据库,搜索与萝卜蚜相近物

种的同一靶标基因蛋白或cDNA 编码的氨基酸序

列.用本地获得的二代测序萝卜蚜转录组信息进行

比对查询,确定所选基因的序列,进行扩增.根据靶

标基因的片段设计３对引物(表１),分３段扩增

TERT 基因的 CDS区域.以萝卜蚜cDNA 为模

板,根据２×Taq MasterMix(SimpleBio)说明书

扩增靶标基因.反应体系为２２μLddH２O,２５μL
２×TaqMasterMix,１μLcDNA模板,１μL正向引

物(１０mmol/L),１μL反向引物(１０mmol/L).反

应条件为９５℃预变性４min,９５℃变性２０s,５５~
６０℃退火２０s,７２℃延伸２min,３５个循环,最后

７２℃延伸７min.PCR产物用溶解在０．７５×TAE
buffer的１％琼脂糖凝胶电泳进行检测,检测正确

的PCR产物用琼脂糖凝胶回收试剂盒进行回收.
回收产物与pMD１９ＧT载体连接,连接体系转化 T１
感受态细胞,挑取正确阳性克隆送至武汉擎科生物

技术有限公司进行测序并拼接.
1.6　端粒酶 TERT 基因生物信息学分析

将克隆得到的序列进行生物信息学分析,与

NCBI库中的基因序列进行Blast比对,确定端粒酶

TERT 基因的 CDS序列,根据获得的序列信息利

用蛋白预测工具PSIPRED(http://bioinf．cs．ucl．ac．
uk/psipred/)翻译成氨基酸序列,并对其二级结构

进行预测.利用 BioEdit软件将萝卜蚜 TERT 基

因编码的氨基酸序列与其他物种进行同源性比较,
利用 MEGAX软件构建萝卜蚜端粒酶与其他昆虫

比对的系统发育进化树.
1.7　实时荧光定量 PCR 分析 TERT 表达量

按照本文“１．２”样品采集方法,每个样品设３次

生物学重复和 ３ 次技术重复.以eIF(登 录 号:

MG９９３３２８)为内参基因,qRTＧPCR引物设计(表１)
根据线性回归模型进行分析.将cDNA 梯度稀释

(１/５、１/２５、１/１２５、１/６２５、１/３１２５)后进行标准曲线

绘制,使用扩增效果最好的引物作为本研究qRTＧ
PCR引物.引物设计见表１.

将cDNA产物稀释２０倍后作为qRTＧPCR 模

板,反应按照 TransStartTipGreenqPCRSuperＧ
Mix(Trans)说明书进行.qRTＧPCR 反应体系为

５μL２×TransStartTipGreenqPCRSuperMix,

０．２μL正向引物(１０mmol/L),０．２μL反向引物(１０
mmol/L),２μLcNDA模板和２．６μLddH２O.qRTＧ
PCR反应条件为９４℃３０s,９４℃５s,６０℃３０s,４０
个循环.数据采用２－ΔΔCt法[１１]进行计算,以分析

TERT 基因在不同组织、不同龄期的相对表达量.
1.8　数据统计分析

利用SnapGene软件对序列的测序峰图进行人

工核对,利用Blast(NCBI)工具对DNA序列进行同

源性 分 析.数 据 表 示 为 平 均 值±SE,采 用 MiＧ
crosoftExcel２０１０进行整理,利用SPSS２０软件进

行单因素方差分析和 Duncan’s多重比较的差异显

著性分析.

９
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表１　PCR、实时荧光定量PCR引物

Table１　PCR,qRTＧPCRprimers

引物

Primers
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequences(５′Ｇ３′)

TERTF１ CGCCGTGCGAAGGTAAATAGTTTC
TERTR１ TTCAATCGTCGCTCGGCCTT
TERTF２ CCGCTGGGCAGACACGTATA
TERTR２ TGGCCGCGTTCAACCGAAAT
TERTF３ AATCTGGGACACGGTGCGTC
TERTR３ CGGTATGGTGGTAGGGGACTGGG
qRTＧTERT F CGACCGCCGTGTCGCATTAG
qRTＧTERT R CGGTATGGTGGTAGGGGACTGGG
qRTＧeIF F ATGGCCAAGAAAAAAGATTCCGAAAAGC
qRTＧeIF R ATCAACTACAGTTACTTCTTCTTTAACCA

2　结果与分析

2.1　萝卜蚜 TERT 基因编码氨基酸序列及二级结

构分析

　　通过基因克隆、拼接测序,得知萝卜蚜TERT
基因(Accessionnumber:MN３８１８４１)序列长度为

２６５８bp,且其起始密码子与终止密码子均包含在

序列中即确定为完整的CDS序列.序列分析显示,
该基因能编码８８５个氨基酸(图１).将TERT氨基

酸序列输入 PSIPRED 进行二级结构分析,发现其

二级结构含４１个αＧ螺旋和６０个卷曲螺旋(图２).

图１　萝卜蚜TERT编码氨基酸序列

Fig．１　 AminoacidsequencesofTERTinL．erysimi

　红色(Helix)代表αＧ螺旋;灰色(Coil)代表卷曲螺旋;绿色(Green)代表氨基酸链.Red(Helix)standsforαＧhelix;Gray(Coil)standsfor

coiledＧcoil;Green(Strand)standsforaminoacidstrand．

图２　萝卜蚜TERT编码氨基酸二级结构分析

Fig．２　PredictedsecondarystructureofTERTinL．erysimi

2.2　萝卜蚜端粒酶 TERT 基因与其他昆虫的系统

进化分析

　　将萝卜蚜端粒酶TERT 基因推导出来的氨基酸

序列与NCBI上已公布的其他昆虫的端粒酶氨基酸

序列进行同源性比较.Blast结果显示,萝卜蚜端粒

酶序列与其他半翅目昆虫具有较高同源性(图３).
利用 MEGEX 软件对其进行系统进化发育分

析,结果显示:萝卜蚜端粒酶TERT 基因与麦双尾

蚜DiuraphisnoxiaTERT 基因的关系最近,与桃

蚜 Myzuspersicae、豌豆蚜 Acyrthosiphonpisum
的TERT 基因同源性较高.与茶翅蝽 HalyomorＧ
phahalys、苜蓿切叶蜂 Megachilerotundata 同源

性较低(图４).
2.3　端粒酶 TERT 基因在萝卜蚜不同龄期及不同

组织的表达分析

　　分别用内参基因和TERT 基因的引物进行扩

增效率的检测,结果显示:qRTＧTERT 引物扩增效

率E＝１０４．５％,R２＝０．９６４;qRTＧeIF 引物扩增效率

０１
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　蛋白质 来 源 及 GenBank 登 录 号 OriginspeciesofproteinsandtheirGenBankaccessionnumbers:麦 双 尾 蚜 Diuraphisnoxia (XP

０１５３６５５９８．１);桃蚜 Myzuspersicae(XP０２２１７７４７７．１);豌豆蚜Acyrthosiphonpisum (XP０１６６６３５７９．１);玉米缢管蚜RhopalosiphummaiＧ

dis(XP０２６８０６９８１．１);高粱蚜 Melanaphissacchari(XP０２５１９６５８１．１);棉蚜Aphisgossypii (XP０２７８４５４５９．１);甘蔗伪毛蚜Siphaflava
(XP０２５４１７６５８．１);茶翅蝽Halyomorphahalys(XP０１４２９１８３４．１);苜蓿切叶蜂Megachilerotundata(XP０１２１３８４７４．１).图４同Thesame

asFig．４．

图３　萝卜蚜与其他９种昆虫TERT氨基酸序列同源性比较

Fig．３　AlignmentofTERTsequencesofL．erysimiwithotherinsectspecies

１１
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图４　萝卜蚜TERT基因与其他昆虫的系统进化分析

Fig．４　PhylogenetictreeoftheTERTfromL．erysimiandotherinsectspecies

E＝９５．０％,R２＝０．９９８.荧光定量PCR结果显示:
端粒酶 TERT 基因在萝卜蚜每个龄期都有表达

(图５A).其中TERT 基因在萝卜蚜成虫期表达量

最高,４龄若虫期表达量最低;且成虫期表达量与

各龄期表达量均有显著性差异.１龄、２龄、３龄、

４龄若虫及成虫期的表达量分别为 ０．８２±０．０５、

０．５５±０．０５、０．５３±０．０５、０．４６±０．０５、１．０４±０．０３

(df＝４,１０;F＝３１．０９;P＜０．０１).端粒酶 TERT
基因在萝卜蚜头部、胸部、腹部均有表达(图５B).
其中TERT 基因在萝卜蚜头部表达量最低,胸部次

之,腹部表达量最高,且腹部表达量与头部表达量有

显著性差异.头部、胸部、腹部及整虫的表达量分别

为０．６９±０．０９、０．８７±０．１７、１．１４±０．１２、１．０５±０．０３
(df＝３,８;F＝３．１０５;P＝０．０８９).

　柱上不同字母表示不同龄期或不同组织TERT 基因的表达量具有显著性差异(P＜０．０５).DifferentlettersonthecolumnindicatesignifＧ

icantdifferencesintheexpressionlevelsofTERTatdifferentstages(P＜０．０５)．

图５　TERT基因在萝卜蚜不同发育阶段(A)及不同组织(B)的差异表达分析

Fig．５　DifferentialexpressionofTERTindifferentstages(A)andtissues(B)ofL．erysimi

3　讨　论

研究表明,在脊椎动物早期的卵母细胞中端粒

酶具有较高的活性,随着卵母细胞逐渐成熟,端粒酶

的活性不断降低.但是当卵母细胞受精后,端粒酶

的活性又明显上升,当其发育成成熟的体细胞后,端
粒酶的活性基本消失[１２Ｇ１３].蚜虫多数营孤雌生殖,
细胞通常会分裂１５~６０次导致细胞衰老,然而蚜虫

仍能维持正常生长发育,因此猜测端粒在蚜虫有丝

分裂过程中起重要作用.本研究发现,在萝卜蚜生

长发育的每个龄期都能检测端粒酶TERT 基因的

表达,成 虫 TERT 基 因 的 相 对 表 达 量 依 次 高 于

１龄、２龄、３龄、４龄若虫,且与２龄、３龄、４龄若虫

有显著性差异,验证了端粒酶 TERT 基因的重要

性,对萝卜蚜每个生长发育阶段都有重要影响.
端粒酶在大多数生物正常组织或细胞中并不表

达活性.但少数有增殖潜能的细胞,如造血干细胞、
生殖 细 胞、癌 细 胞 等 都 有 低 水 平 端 粒 酶 活 性 表

达[１４Ｇ１５].本研究取发育基本成熟且表达量最低的

４龄萝卜蚜若虫进行解剖,以整虫作对照检测到其

不同组织的端粒酶TERT 基因表达情况.研究发

现能够同时在４龄萝卜蚜的头部、胸部、腹部检测到

TERT 基因的表达,说明在萝卜蚜生长发育过程中

端粒酶TERT 基因在其各个组织内都有重要作用.

２１



　第６期 张鑫泽 等:萝卜蚜端粒逆转录酶TERT 基因的鉴定与表达分析 　

而４龄萝卜蚜若虫腹部TERT 基因表达量最高,这
可能与４龄萝卜蚜基本发育成熟,腹部含生殖细胞

有关.
我们对TERT 基因的进一步研究发现,将早期

萝卜蚜TERT 基因沉默后,萝卜蚜很快出现死亡现

象,且最终死亡率较高(未发表数据).图３的同源

性比较结果显示,萝卜蚜 TERT蛋白与其他蚜虫的

TERT序列同源性很高,同时有些区域的同源性很

低.通过与已发表的２种其他昆虫的序列做对比,
我们推测其与其他生物的 TERT 同源性更低.鉴

于绝大部分蚜虫种类都是害虫,我们可以选择与其

他生物同源性低的区域作为基因沉默的靶标区

域,培育转蚜虫TERT 或萝卜蚜特异性(或其他蚜

虫特异性)TERT 的 dsRNA 转基因作物,来防治

蚜虫的危害,从而解决蚜虫化学防治中出现的一

系列问题.
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IdentificationandexpressionofTERTinLipaphiserysimi(Kaltenbach)

ZHANGXinze,ZHANGHuijie,ZHOUYicheng,LIZhao,WANGHeyuan,ZHUZhihui

HubeiInsectResourcesUtilizationandSustainablePestManagementKeyLaboratory/

CollegeofPlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　TheLipaphiserysimi(Kaltenbach)isoneoftheagriculturalinsectsendangeringcrucifＧ
erousvegetables,andithasarapidpropagationspeedandisdistributedallovertheworld．Telomerase
reversetranscriptase(TERT)isacatalyticsubunitoftelomerase,whichnotonlycaninducetelomerase
activitytoaffectcellagingandapoptosis,butalsohasotherbiologicalfunctionsbesidestelomerasedeＧ
pendent．Inordertoclarifythemechanismofthetelomerasereversetranscriptase(TERT)ininsect
growthanddevelopment,theTERTinL．erysimi(Kaltenbach)wasclonedanditsspatialandtemporal
expressionwasanalyzed．Accordingtothelocaltranscriptomelibrary,therelatedsequencesofTERT
geneofL．erysimiwerescreened,andtheCDssequencesofTERTgenewereclonedbygeneamplificaＧ
tion．ThefullＧlengthsequenceoftheCDSregionofthegeneis２６５８bp,whichcanencode８８５aminoacid
residues．Itssecondarystructurecontains４１alphaＧhelixesand６０coiledcoils．Afteruploadingittothe
NCBI,itwasfoundthatthegenehasthehighesthomologywithDiuraphisnoxia,andhaslowhomology
withotherspecies．TherelativeexpressionofTERTindifferentagesandtissuesofL．erysimiwasanaＧ
lyzedbyrealＧtimePCR．TheresultsshowedthattherelativeexpressionofTERTgeneintheadultstage
ofL．erysimiwasthehighest,andthereweresignificantdifferenceswitheachage．Theexpressionlevel
of１stinstarnymphwassignificantlylowerthanthatofadults,butsignificantlyhigherthanthatof２nd,

３rdand４thinstarnymphs．Theexpressionlevelof４thinstarnymphwasthelowest,buttherewasnosigＧ
nificantdifferencewiththatof２ndand３rdinstarnymphs．Subsequently,the４thinstarnymphs,whichis
basicallymatureandhasthelowestexpressionlevelofTERTgene,wasselectedfordissection．Wewere
abletosimultaneouslydetecttheexpressionofTERTgeneinthehead,chestandabdomenof４thinstar
nymphswiththehighestexpressionintheabdomen．TheseresultssuggestthattheTERTgeneplaysan
importantroleinthegrowthanddevelopmentofL．erysimi,andtheregionwithlowsimilaritycanbe
selectedasthetargetregionforgeneinterferenceorsilencesoastocontrolthemajorharmcausedbyL．
erysimiinagriculture．

Keywords　telomerase;telomerasereversetranscriptase;Lipaphiserysimi;geneclone;geneexＧ
pression;biologicalcontrol
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