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摘　要： 采用同源克隆和锚定 ＰＣＲ技术， 从异色瓢虫 Harmonia axyridis （Ｐａｌｌａｓ） 中克隆到热休克蛋白 HSP90 基
因的 ｃＤＮＡ全序列 （Ｇｅｎｂａｎｋ ｎｕｍｂｅｒ： ＦＪ５０１９６２）。 ｃＤＮＡ全长 ２ ４８０ ｂｐ， 包含 ３′非编码区域 （ＵＴＲ） 为 ２００ ｂｐ和
５′ＵＴＲ为 １２６ ｂｐ， 开放阅读框 （ＯＲＦ） 长 ２ １５４ ｂｐ， 编码 ７１７个氨基酸。 预测的相对分子质量为 ８２ ２３０， 理论等
电点为 ４畅９６， 无糖基化位点、 跨膜结构和信号肽。 在 Ｎ端具有 HSP90 基因保守的 ＡＴＰａｓｅ结构， 含有 ＨＳＰ９０ 家
族的 Ｃ末端的保守序列 ＥＥＶＤ。 与赤拟谷盗 Tribolium castaneum相比较， 同源性高达 ９０％， 系统发育分析也表明
两者的亲缘关系最近。 HaaHSP90基因的克隆和比较分析为进一步深入研究异色瓢虫的抗逆机理及其进化具有重
要意义。
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Abstract： Ｔｈｅ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ９０ （HSP90） ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Harmonia axyridis （Ｐａｌｌａｓ） ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｕｓｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ａｎｃｈｏｒｅｄ ＰＣＲ．Ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ２ ４８０ ｂｐ
（Ｇｅｎｂａｎｋ ｎｕｍｂｅｒ： ＦＪ５０１９６２）， ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ３′ＵＴＲ （ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ） ｏｆ ２００ ｂｐ， ａ ５′ＵＴＲ ｏｆ １２６
ｂｐ， ａｎｄ ａｎ ＯＲＦ ｏｆ ２ １５４ ｂｐ ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｓ ａ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ７１７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ８２ ２３０ ａｎｄ ｐI ｏｆ ４畅９６．Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｎｏ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ， ｐｕｔａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ
ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ．Ｉｔ ｃｏｎｔａｉｎｓ ＡＴＰａｓｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ （ＨＳＰ９０） ｉｎ Ｎ-ｓｉｔｅ ａｎｄ ＥＥＶＤ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｓｅ-
ｑｕｅｎｃｅ ｏｎ Ｃ-ｓｉｔｅ．Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Tribolium castaneum， ｔｈｅｙ ａｒｅ ９０％ ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ ａｎｄ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙ-
ｓｉｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｒｅ ｍｏｓｔ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ．Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ HSP90
ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Harmonia axyridis （Ｐａｌｌａｓ） ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｆｕｌ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ａｎｔｉ-ｓｔｒｅｓｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ， ｔｏｌｅｒａｎｃｅ
ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅｓｅ ａｎｉｍａｌｓ．
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　　热休克蛋白 （Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＨＳＰ）， 又称
热应激蛋白 （ｈｅａｔ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＨＳＰ） 和应激蛋
白 （ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＳＰ）。 它是机体在应激情况下细
胞内迅速合成的一组蛋白质， Ｒｉｔａｓｓａ［１］在 １９６２ 年
首次从果蝇中发现。 到了１９７４年， Ｔｉｓｓｉｅｒｅｓ［２］发现
热休克反应中可以转录合成一组特殊蛋白， 而且伴
随着这类蛋白的合成， 细胞的其他蛋白合成却受到
抑制。 而且昆虫体内热激蛋白的表达量越高， 其
耐热性就越强［３ －４］ 。 除了高热之外， 多种应激原如
重金属、 饥饿、 缺氧、 缺血等都可以诱导 ＨＳＰ 的
表达。
异色瓢虫 Harmonia axyridis （Ｐａｌｌａｓ） 属鞘翅目

Ｃｏｌｅｏｐｔｅｒａ， 瓢甲科 Ｃｏｃｃｉｎｅｌｌｉｄａｅ， 是多种农林作物
害虫的重要捕食性天敌， 在生物防治中具有良好的
应用前景［５］ 。 国外主要分布于俄罗斯、 蒙古、 朝
鲜、 日本等地， 我国各地均有分布。 异色瓢虫可取
食各类蚜虫和松干蚧、 粉蚧、 绵蚧、 木虱、 螨类、
某些鳞翅目和鞘翅目昆虫的卵、 低龄幼虫和蛹
等

［６］ 。 我国是农业大国， 且富有异色瓢虫资源，
因此在异色瓢虫的开发利用方面具有明显的优势和

较大的空间
［７］ 。 目前国内外对瓢虫耐热性的研究

不多， 且研究主要是集中一些著名的模式生物或世

界范围发生的害虫进行， 对天敌尤其是瓢虫的耐热
性研究甚少， 其热耐热性发生机理的研究更是缺
乏。

１　材料与方法
１畅１　试验材料与仪器
１畅１畅１　异色瓢虫的饲养与材料收集　异色瓢虫由
北京农林科学院生物防治中心实验室在 （２６ ±１）
℃， １４Ｌ∶１０Ｄ （Ｌ： Ｌｉｇｈｔ； Ｄ： Ｄａｒｋ） 条件下饲养。
大肠杆菌 ＤＨ５α菌株由杭州师范大学生命与环境科
学学院昆虫生理生化与分子生物学实验室保存。 异
色瓢虫整个腹部的解剖在冰上进行， 并快速放置到
冰浴的 ＥＰ管中， －８０ ℃保存备用。
１畅１畅２　主要试剂及仪器　ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）， ＴａｑＤＮＡ 聚合酶和
ｐＭＤ１８-Ｔ载体购自大连宝生物公司， ＤＮＡ Ｇｅｌ Ｐｕｒｉ-
ｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ购自 Ｏｍｅｇａ公司， ＰＣＲ引物由上海英骏
公司合成。 ＰＣＲ扩增仪为 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司的 Ｍａｓｔｅｒ-
ｃｙｃｌｅｒ ｐｅｒｓｏｎａｌ， ＤＮＡ 电泳仪采用北京市六一仪器
厂的 ＤＹＹ-６Ｃ型电泳仪。
１畅１畅３　引物序列及作用　引物序列及作用见表 １。

表 １　HaHSP90基因的 ｃＤＮＡ扩增的策略和引物
Ｔａｂｌｅ １　Ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｔｒａｔｅｇｙ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ HaHSP90 ｃＤＮＡ

扩增区域 引物名称 方向１） 类型２） 核甘酸序列 （５′－３′）

ＰＣＲ
片段

ＨＳＰ９０-ＤＦ１ mＦ Ｄ ＡＣＣ ＧＧＹ ＡＴＹ ＧＧＮ ＡＴＧ ＡＣ
ＨＳＰ９０-ＤＦ２ mＦ Ｄ ＴＧＧ ＧＡＲ ＧＡＹ ＣＡＹ ＹＴＫ ＧＣ
ＨＳＰ９０-ＤＲ１ rＲ Ｄ ＣＣＡ ＴＲＴ ＡＤＣ ＣＣＡ ＴＮＧ ＴＧＧ Ａ
ＨＳＰ９０-ＤＲ２ rＲ Ｄ ＴＣＣ ＡＴＲ ＴＴＤ ＧＣＶ ＧＷＣ ＣＡ

５′-ＲＡＣＥ
ＨａＨＳＰ９０-５ＲＡ Ｒ Ｇ ＣＡＧ ＧＴＡ ＴＧＡ ＧＴＴ ＣＴＴ ＣＧＣ ＡＧＴ ＴＧ
ＨａＨＳＰ９０-５ＲＢ Ｒ Ｇ ＣＴＧ ＣＧＧ ＡＣＡ ＴＡＣ ＡＧＴ ＴＴＡ ＡＴＧ
ＨａＨＳＰ９０-５ＲＣ Ｒ Ｇ ＣＧＡ ＡＴＧ ＧＴＡ ＣＴＣ ＴＡＣ ＧＡＧ ＧＡＡ Ｃ

Ｆ Ａ ＡＡＧ ＣＡＧ ＴＧＧ ＴＡＴ ＣＡＡ ＣＧＣ ＡＧＡ ＧＴ

３′-ＲＡＣＥ
ＨａＨＳＰ９０-３ＦＡ Ｆ Ｇ ＧＧＡ ＡＧＧ ＴＴＴ ＧＧＡ ＡＣＴ ＧＣＣ ＴＧＡ
ＨａＨＳＰ９０-３ＦＢ Ｆ Ｇ ＧＡＡ ＧＡＡ ＧＣＧ ＴＧＡ ＧＧＡ ＡＧＡ ＣＡ
ＨａＨＳＰ９０-３ＦＣ Ｆ Ｇ ＴＧＡ ＡＧＧ ＴＣＴ ＣＴＧ ＣＡＡ ＡＧＴ ＧＡ

Ｒ Ｏ ＡＡＧ ＣＡＧ ＴＧＧ ＴＡＴ ＣＡＡ ＣＧＣ ＡＧＡ ＧＴＡ Ｃ （Ｔ）３０ＶＮ
　　１） Ｆ： 正向 （Ｆｏｒｗａｒｄ）； Ｒ： 反向 （Ｒｅｖｅｒｓｅ）；

２） Ｄ： 简并引物； Ｇ： 特异性引物； Ａ： Ｎｅｓｔｅｄ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐｒｉｍｅｒ； Ｏ： ３′-ＲＡＣＥ ＣＤＳ Ｐｒｉｍｅｒ

１畅２　实验方法
１畅２畅１　总 ＲＮＡ的抽提、 ｃＤＮＡ合成和 ＰＣＲ反应　
采用异硫氰酸胍法方法抽提异色瓢虫整个腹部部分

的总 ＲＮＡ［８］ 。 将 １００ ｍｇ的脂肪体组织放入小匀浆

器中， 加入 ５００ μＬ ＳｏｌｕｔｉｏｎＤ充分匀浆。 匀浆完成
后转移到 ＤＥＰＣ 处理过的 ＥＰ 管中， 然后加入
５０ μＬ ２ ｍｏｌ／Ｌ的乙酸钠溶液 （ｐＨ４畅０）， ５００ μＬ的
饱和平衡酚 （ ｐＨ７畅０）， １００ μＬ 的氯仿／异丙醇

３７
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（４９∶１）， 颠倒混匀。 再放置冰上 １５ ｍｉｎ 后， ４ ℃
１０ ０００ ｒ／ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ。 取上层水相到新的 ＥＰ
管中， 加入等体积异丙醇混匀， －２０ ℃放置 １ｈ以
上， ４ ℃ １２ ０００ ｒ／ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ。 沉淀重溶于
１００ μＬ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｄ中， 另外加入 １０ μＬ的乙酸钠溶
液 （ｐＨ４畅０） 和 ３００ μＬ乙醇混匀， －２０ ℃放置 １ｈ
以上。 最后是 ４ ℃ １２ ０００ ｒ／ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ， 将沉
淀重溶于 ３０ ～５０ μＬ 的 ＤＥＰＣ 处理水中， －８０ ℃
长期保存。 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｄ （４ ｍｏｌ／Ｌ 异硫氰酸钠， ２５
ｍｍｏｌ／Ｌ 柠檬酸钠， ０畅１ ｍｏｌ／Ｌ 巯基乙醇， w ＝
０畅５％十二烷基肌氨酸钠）。

先采用紫外分光光度计测定总 ＲＮＡ 的浓度，
再在总体积为 ２５ μＬ 的 ＥＰ 管中依次加入 １ μｇ 总
ＲＮＡ， ５ μＬ 的 ５ ×ｂｕｆ， ２ μＬ 的 ｄＮＴＰ （１０ ｍｍｏｌ／
Ｌ）， １ μＬ的 ＡＭＶ ＲＴａｓｅ， 补充 ＤＥＰＣ 处理水到 ２５
μＬ， 在 ４２ ℃的水浴中保温 １ ｈ后， 再放入 ７０ ℃的
水浴 １０ ｍｉｎ 灭活 ＡＭＶ ＲＮａｓｅ， 即获得一链 ｃＤ-
ＮＡ［９］ 。 两对简并引物： ＨＳＰ９０-ＤＦ１， ＨＳＰ９０-ＤＦ２，
ＨＳＰ９０-ＤＲ１ 和 ＨＳＰ９０-ＤＲ２ 根据已知的昆虫 ＨＳＰ９０
基因的保守结构域设计。 第 １ 次 ＰＣＲ 采用 ＨＳＰ９０-
ＤＦ１ 和 ＨＳＰ９０-ＤＲ１ 作为正反向引物， 在以下的程
序下运行： 先是 ３ 个循环的 ９４ ℃ ３０ ｓ， ４５ ℃ ３０ ｓ
和 ７２ ℃ ８０ ｓ； 然后是 ３０ 个循环的 ９４ ℃ ３０ ｓ， ４８
℃ ３０ ｓ和 ７２ ℃ ８０ ｓ。 第 ２ 次 ＰＣＲ 采用巢式 ＰＣＲ
扩增， 用第 １次 ＰＣＲ的产物稀释 １００ 倍作为模板，
ＨＳＰ９０-ＤＦ２和 ＨＳＰ９０-ＤＲ２ 来扩增， ＰＣＲ 程序跟一
次一样。
１畅２畅２　胶回收、 连接、 转化和验证　将 ＰＣＲ中的
目的条带采用琼脂糖凝胶电泳回收后， 连接到
ＴＡＫＡＲＡ的 ｐＭＤ１８-Ｔ载体中， 然后将其转入ＤＨ５α
细胞中， 挑斑验证后送往上海英骏公司测序。
１畅２畅３　ｃＤＮＡ 的末端快速扩增 （ＲＡＣＥ） 　根据
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ的 ＳＭＡＲＴＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ
分别构建异色瓢虫的 ５′和 ３′ＲＡＣＥ 文库。 ＨａＨ-
ＳＰ９０-５ＲＡ， ＨａＨＳＰ９０-５ＲＢ， ＨａＨＳＰ９０-５ＲＣ， ＨａＨ-
ＳＰ９０-３ＦＡ， ＨａＨＳＰ９０-３ＦＢ 和 ＨａＨＳＰ９０-３ＦＣ 三对引
物根据获的中间片段序列来设计， 分别用于扩增异
色瓢虫 HSP90基因的 ５′和 ３′端序列。 ５′ＲＡＣＥ扩增
采用试剂盒中的 ＵＰＭ引物和 ＨａＨＳＰ９０-５ＲＡ， 二次
巢式 ＰＣＲ 时采用 ＮＵＰ 和 ＨａＨＳＰ９０-５ＲＢ。 同样 ３′
ＲＡＣＥ扩增采用试剂盒中的 ＵＰＭ引物和 ＨａＨＳＰ９０-
３ＦＡ， 二次巢式 ＰＣＲ时采用 ＮＵＰ和 ＨａＨＳＰ９０-３ＦＢ。

采用一样的 ＰＣＲ 程序： ９４ ℃ １０ ｍｉｎ 后， ３０ 个循
环的 ９４ ℃ ３０ ｓ， ４８ ℃ ３０ ｓ和 ７２ ℃ １２０ ｓ。 ＨａＨ-
ＳＰ９０-５ＲＣ和 ＨａＨＳＰ９０-３ＦＣ 分别用于验证 ５′和 ３′
ＲＡＣＥ的菌落 ＰＣＲ。
１畅２畅４　序列分析及系统学分析　序列分析方法采
用 Ｄｎａｓｔａｒ、 Ｄｎａｍａｎ、 Ｖｅｃｔｏｒ 等软件进行， 序列比
对、 氨基酸同源性分析及系统树构建等采用 Ｂｌａｓｔ，
ＣｌｕｓｔａｌＷ 和 ＭＥＧＡ３畅１ 等分析。 基因的特性采用
Ｃｏｍｐｕｔｅ ｐＩ／Ｍｗ ｔｏｏｌ： ｈｔｔｐ： ／／ｗｗｗ畅ｅｘｐａｓｙ畅ｏｒｇ／
ｔｏｏｌｓ／ｐｉ ＿ ｔｏｏｌ畅ｈｔｍｌ， ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ．２畅０： ｈｔ-
ｔｐ： ／／ｗｗｗ畅ｃｂｓ畅ｄｔｕ畅ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ-２畅０／Ｓｉｇ-
ｎａｌＰ ３畅０ Ｓｅｒｖｅｒ： ｈｔｔｐ： ／／ｗｗｗ畅ｃｂｓ畅ｄｔｕ畅ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＳｉｇｎａｌＰ／和 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｙ Ｆｌｏｒｅｎｃｅ
Ｃｏｒｐｅｔ： ｈｔｔｐ： ／／ｂｉｏｉｎｆｏ畅ｇｅｎｏｔｏｕｌ畅ｆｒ／ｍｕｌｔａｌｉｎ／ｍｕｌｔａｌ-
ｉｎ畅ｈｔｍｌ等在线分析软件。

２　结果与分析
２畅１　异色瓢虫的 HSP90基因的克隆和序列分析

异色瓢虫的 HSP90 基因的克隆中， 首先经过
两次 ＰＣＲ， 利用 ＨＳＰ９０-ＤＦ２ 和 ＨＳＰ９０-ＤＲ２ 作为引
物， 获得了一段约 ９００ ｂｐ 左右的片段。 测序结果
分析显示为 HSP90 基因， 且与鞘翅目昆虫赤拟谷
盗的同源性最高， 在氨基酸上达到 ９３％的相似性。
根据这段序列， 分别在５′和３′端设计了３条特异性
引物， 具体见图 １。 利用异色瓢虫的 ５′和 ３′ＲＡＣＥ
文库作为模板经过两轮的 ＰＣＲ 扩增后， 分别显示
出 １ ２００ ｂｐ 和 ５００ ｂｐ 左右的条带。 回收、 连接、
转化、 验证和测序的结果表明为所需要的 HSP90
基因序列。
拼接 ５′和 ３′ＲＡＣＥ的序列和中间片段， 获得的

异色瓢虫的 HSP90 基因的 ｃＤＮＡ全长为 ２ ４８０ ｂｐ，
编码 ７１７ 个氨基酸。 并预测出的相对分子质量为
８２ ２３０， 等电点为 ４畅９６。 在 Ｎ 端具有 HSP90 基因
保守的 ＡＴＰａｓｅ 结构， 具体见图 ２。 采用 ＴＭＨＭＭ
Ｓｅｒｖｅｒ ｖ．２畅０和 ＳｉｇｎａｌＰ ３畅０ Ｓｅｒｖｅｒ在线分析， 没有
发现其含有跨膜结构和信号肽。 但是， 其 Ｃ 端为
保守的 ＥＥＶＤ 结构， 这与已知的所有昆虫 HSP９０
基因结构一致

［１０］ 。 并且终止密码子的后面和 ｐｏｌｙＡ
的前面发现了 ＡＡＴＡＡＡ 结构， 表明获得的为完整
的 ｃＤＮＡ序列。 通过与所有昆虫中克隆和基因组测
序推测的 HSP90 基因比对结果也证明了这点。
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图 １　异色瓢虫的 HSP90基因的核甘酸和氨基酸序列分析
Ｆｉｇ畅１　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ HSP90 ｆｒｏｍ Harmonia axyridis．

图 ２　异色瓢虫的 HSP９０基因的 ｃＤＮＡ结构
Ｆｉｇ畅２　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ HSP９０ ｃＤＮＡ ｆｒｏｍ Harmonia axyridis

２畅２　昆虫的 HSP90 基因同源性和进化分析
目前， 从 ＮＣＢＩ 中已经能够找到 ４２ 种昆虫的

HSP90基因序列， 主要包括鞘翅目 （赤拟谷盗）、
鳞翅目 （家蚕和草地贪夜蛾等）、 膜翅目 （意大利
蜜蜂等）、 半翅目 （豌豆蚜）、 直翅目 （东亚飞蝗
等）、 同翅目 （烟粉虱等） 和双翅目 （埃及伊蚊、
冈比亚按蚊和黑腹果蝇等）。 从不同目的昆虫挑选
了有代表性的物种： 赤拟谷盗、 家蚕、 意大利蜜
蜂、 黑腹果蝇、 豌豆蚜、 东亚飞蝗和烟粉虱与异色
瓢虫采用 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ进行比对分析结果发现， 昆虫的
ＨＳＰ９０ 基因高度保守， 同源性高达 ８１％ ～９０％
（图 ３）。 将异色瓢虫与所有的已知昆虫的 ＨＳＰ９０
基因蛋白序列比对结果如下： ＡｃｐＨＳＰ９０ （８１％）；
ＡｅａＨＳＰ９０ （ ８３％）； ＡｎａＨＳＰ９０ （ ８１％）； ＡｎｇＨ-
ＳＰ９０ （ ８１％） ＡｎｙＨＳＰ９０ （ ８６％）； ＡｐｍＨＳＰ９０
（８４％）； ＢｅｔＨＳＰ９０ （８４％）； ＢｏｍＨＳＰ９０ （８７％）；
ＣｅｃＨＳＰ９０ （８３％）； ＣｈｓＨＳＰ９０ （８７％）； ＣｕｑＨＳＰ９０
（８１％）； ＤｅａＨＳＰ９０ （８２％）； ＤｅｐＨＳＰ９０ （８６％）；
ＤｅｓＨＳＰ９０ （８６％）； ＤｅｔＨＳＰ９０ （８６％）； ＤｒａＨＳＰ９０
（８４％）； ＤｒｂＨＳＰ９０ （８４％）； ＤｒｅＨＳＰ９０ （８４％）；

ＤｒｇＨＳＰ９０ （ ８４％）； ＤｒｍＨＳＰ９０ （ ８４％）；
ＤｒｍｏＨＳＰ９０ （ ８４％）； ＤｒｐＨＳＰ９０ （ ８４％）； ＤｒｓＨ-
ＳＰ９０ （ ８４％）； ＤｒｖＨＳＰ９０ （ ８４％）； ＤｒｗＨＳＰ９０
（８４％）； ＤｒｙＨＳＰ９０ （ ８４％）； ＬｉｈＨＳＰ９０ （ ８４％）；
ＬｉｓＨＳＰ９０ （８４％）； ＬｏｍＨＳＰ９０ （８５％）； ＬｏｓＨＳＰ９０
（８６％）； ＬｕｃＨＳＰ９０ （７９％）； ＭａｃＨＳＰ９０ （８５％）；
ＭａｂＨＳＰ９０ （ ８７％）； ＭｉｍＨＳＰ９０ （ ８６％）； ＮａｖＨ-
ＳＰ９０ （ ８５％）； ＯｍｆＨＳＰ９０ （ ８７％）； ＰｌｘＨＳＰ９０
（８６％）； ＳｅｎＨＳＰ９０ （ ８６％）； ＳｐｆＨＳＰ９０ （ ８７％）；
ＴｒｖＨＳＰ９０ （８３％） 和 ＴｒｃＨＳＰ９０ （９０％）。 由上可
知， 异色瓢虫与鞘翅目的赤拟谷盗同源性最高
（９０％）， 与膜翅目中的红侧沟茧蜂最低 （７９％）。
将所有 ４２种已知昆虫的 ＨＳＰ９０ 基因的蛋白序

列进行系统进化分析， 这些物种和基因序列来自：
Acyrthosiphon pisum （ＸＭ＿００１９４３１３７）； Aedes aegypti
（ＸＭ ＿ ００１６４９７０２ ）； Anopheles albimanus （ ＭＳＱＨ
ＳＰ８２Ｇ）； Anopheles gambiae （ ＸＭ ＿ ３０８８００ ）； An-
theraea yamamai （ＡＢ１７６６６９）； Apis mellifera （ＸＭ＿
３９５１６８ ）； Bemisia tabaci （ ＥＵ９３４２４１ ）； Bombyx
mori （ ＮＭ ＿０ ０ １ ０ ４ ３ ４ １ １ ） ； Ceratitis capitata （ ＡＭ
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图 ３　不同目中的昆虫 ＨＳＰ９０基因蛋白序列比对结果与分析
Ｆｉｇ畅３　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＨＳＰ９０ ｇｅｎｅ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔｓ

０８４２２１）； Chilo suppressalis （ＡＢ２０６４７７）； Delia an-
tique （ ＡＪ８９００８１ ）； Dendrolimus punctatus
（ＥＦ２１３５４９ ）； Dendrolimus superans （ ＥＦ１９７９３７ ）；
Dendrolimus tabulaeformis （ ＥＦ２１３５５１ ）； Drosophila
ananassae （ ＸＭ ＿ ００１９５６７８１ ）； Drosophila buzzatii
（ＥＦ０３５４５４）； Drosophila erecta （ＸＭ＿００１９７１６７５）；
Drosophila grimshawi （ＸＭ＿００１９８３９６４）； Drosophila
melanogaster （ＮＭ ＿０７９１７５）； Drosophila mojavensis
（ＸＭ＿００２００８１４２）； Drosophila pseudoobscura （ＸＭ＿
００１３５３４３５）； Drosophila sechellia （ＸＭ＿００２０３５１２３）；
Drosophila virilis （ＸＭ＿００２０４６９４２）； Drosophila wil-
listoni （ＸＭ＿００２０６２２８９）； Drosophila yakuba （ＸＭ＿
００２０９３４８１）； Liriomyza huidobrensis （ ＡＹ８５１３６７ ）；
Liriomyza sativae （ ＡＹ８５１３６８ ）； Locusta migratoria
（ＡＹ４４５９１３）； Loxostege sticticalis （ＥＵ２３３８２１）； Lu-
cilia cuprina （ ＥＦ５８４３３２ ）； Macrocentrus cingulum

（ＥＵ５７００６５）； Mamestra brassicae （ＡＢ２５１８９４）； Mi-
croplitis mediator （ ＥＵ１３７８７２ ）； Nasonia vitripennis
（ＸＭ＿００１６０５１４１）； Omphisa fuscidentalis （ＥＦ５２３３８０）；
Plutella xylostella （ＡＢ２１４９７２）； Sesamia nonagrioides
（ＤＱ１９８８５９）； Spodoptera frugiperda （ＡＦ２５４８８０）；
Trialeurodes vaporariorum （ＥＵ９３４２４５） 和 T．casta-
neum （ＮＭ＿００１１００５９７）。 图 ４的结果表明： 在系统
进化进化上， 鞘翅目与同翅目和直翅目的最近， 其
次为半翅目、 膜翅目和鳞翅目， 同双翅目等相隔较
远。

３　讨　论
ＨＳＰ９０家族的第一个成员是在果蝇中发现的，

其相对分子质量为 ８３ ０００， 所以又称为 Ｈｓｐ８３ 家
族。 ＨＳＰ９０的分子特征是 ２５ ０００ 的 Ｎ 一端具有一
个靶蛋白的结合部位 Ｐ和一个 ＡＴＰ功能域［１１ －１３］ ，
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图 ４　异色瓢虫的 ＨＳＰ９０与相关蛋白的聚合进化分析
Ｆｉｇ畅４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨａＨＳＰ９０ ａｎｄ

ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｃ－端最未端 ４ 个氨基酸是 ＥＥＶＤ域， 是所有真核
细胞 ＨＳＰ９０的共同特性［１０］ 。 通常 ＨＳＰ９０ 蛋白在 Ｃ
一未端区域发生二聚化， 以二聚体形式存在．
ＨＳＰ９０在正常或胁迫条件下的各种类型细胞胞质中
都有存在， 作为陪伴蛋白与变性蛋白结合， 维持它
们的折叠状态

［１４］ 。 ＨＳＰ９０ 更重要的作用是与蛋白

激酶和类固醇激素受体等信号传导蛋白相互作用并

形成复合体
［１５］ ， 使其具有生物活性。 即使是在无

胁迫的条件下， ＨＳＰ９０ 也是真核生物必不可少
的［１６］ 。
自 Ｒｉｔｏｓｓａ 在果蝇中发现热休克蛋白以来， 其

研究已经有了较大的进展。 目前在昆虫中已开展过
热休克蛋白研究的类群主要涉及双翅目、 鳞翅目、
直翅目、 蜚蠊目、 膜翅目、 同翅目和鞘翅目
等［１７ －２３］ 。 昆虫在遭受到热激或其他诱导时产生热
休克蛋白， 而正常的蛋白质合成受到抑制。 由于昆
虫热休克蛋白参与耐热反应过程， 研究昆虫 ＨＳＰｓ
和耐热性的关系， 有利于了解昆虫的生长发育对温
度依赖的规律。 除温度外的其他许多因子， 如病原
物侵入、 胞外 ｐＨ 值变化、 紫外线照射、 某些重金
属离子的破坏、 高盐浓度、 氨基酸类似物、 缺氧、
水分胁迫、 钙离子载体、 营养饥饿等均能引起昆虫
的热休克反应。 因此， 研究昆虫热休克蛋白的产
生、 变化可以了解昆虫的生长发育随各影响因子变
化的规律， 尤其对于天敌昆虫的抗热机制的研究，
有利于天敌的释放和评价对害虫的控制潜能。

参考文献：

［１］　ＲＩＴＡＳＳＡ Ｆ Ｍ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｕｆｆｌｏｃｉ
ｉｎ ｐｏｌｙｔｅｎｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｏｆ Drosophila ［Ｊ］．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
Ｃｅｌｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， １９６４，３５ ：６０１ －６０７．

［２］　ＴＩＳＳＥＲＥＳ Ａ，ＭＩＴＣＨＥＬＬ Ａ Ｋ．Ｓｏｍｅ ｎｅｗ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ-
ｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｈｏｃｋ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ［Ｊ］．Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉ-
ｏｌ， １９７４， ８４：３８９ －３９８

［３］　ＬＥ Ｂ Ｅ， ＶＡＬＥＮＴＩ Ｐ， ＬＵＣＣＨＥＴＴＡ Ｐ， ｅｔ ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆｍｉｌｄ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋｓ ａｔ ｙｏｕｎｇ ａｇｅ ｏｎ ａｇｉｎｇ ａｎｄ ｌｏｎｇｅｖｉｔｙ ｉｎ
Drosophila melanogaster ［ Ｊ］．Ｂｉｏｇｅｒｏｎｔｏｌｏｇｙ， ２００１， ２：
１５５ －１６４．

［４］　ＭＵＲＰＨＹ Ｃ Ｔ， ＭＣＣＡＲＲＯＬＬ Ｓ Ａ， ＢＡＲＭＡＮＮ Ｃ Ｉ， ｅｔ
ａｌ．Ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ａｃｔ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｓｍ ｏｆ ＤＡＦ２１６ ｔｏ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ
ｔｈｅ ｌｉｆｅｓｐａｎ ｏｆ Caenorhabiditis elegans［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ， ２００３，
４２４： ２７７ －２８３．

［５］　江文娟，李桂亭，李鹏，等．异色瓢虫成虫对桃蚜捕食
作用及空间异质性研究［Ｊ］．安徽农业科学， ２００７， ３５
（１６） ： ４７５０ －４７５１．

［６］　王小艺，沈佐锐．异色瓢虫的应用研究概况［Ｊ］．昆虫
知识，２００２，３９（４）：２５５ －２６１．

［７］　王延鹏，吕飞，王振鹏．异色瓢虫开发利用研究进展
［Ｊ］．华东昆虫学报，２００７， １６ （４） ： ３１０ －３１４．

［８］　ＣＨＯＭＣＺＹＮＳＫＩ Ｐ， ＳＡＣＣＨＩ Ｎ．Ｓｉｎｇｌｅ-ｓｔｅｐ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ
ＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｂｙ ａｃｉｄ ｇｕａｎｉｄｉｎｉｕｍ ｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ-ｐｈｅｎｏｌ-
ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］．Ａｎａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， １９８７， １６２：
１５６ －１５９．

７７



中山大学学报 （自然科学版） 第 ４９卷　

［９］　ＴＡＮＧ Ｂ， ＣＨＥＮ Ｘ Ｆ， ＬＩＵ Ｙ， ｅｔ ａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ａ ｍｅｍｂｒａｎｅ-ｂｏｕｎｄ ｔｒｅｈａｌａｓｅ
ｆｒｏｍ Spodoptera exigua ［ Ｊ］．ＢＭＣ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２００８，９： ５１．

［１０］　ＰＥＴＥＲ Ｃ， ＴＡＭＡＳ Ｓ， ＣＳＡＢＡ Ｓ．Ｔｈｅ ９０-ｋＤａ ｍｏｌｅｃｕ-
ｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｆａｍｉｌｙ： Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏ-
ｇｙ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，１９９８， ７９ （２）： ｌ２９ －ｌ６８．

［１１］　ＰＲＯＤＲＯＭＯＵ Ｃ， ＲＯＥ Ｓ Ｍ， Ｏ’ ＢＲＩＥＮ Ｒ， ｅｔ ａｌ．Ｉ-
ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＴＰ／
ＡＤＰ-ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｈｓｐ９０ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ
［Ｊ］．Ｃｅｌ１， １９９７（ａ）， ９０（１）： ６５ －７５．

［１２］　ＰＲＯＤＲＯＭＯＵ Ｃ， ＲＯＥ Ｓ Ｍ， ＰＩＰＥＲ Ｐ Ｗ， ｅｔ ａｌ．Ａ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌａｍｐ ｉｎ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｎ-ｔｅｒｍｉ-
ｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ Ｈｓｐ９０ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ［ Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ
Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ Ｂｉｏ１ｏｇｙ， １９９７（ｂ）， ４ （６）： ４７７ －４８２．

［１３］　ＳＴＥＢＢＩＮＳ Ｃ Ｅ， ＲＵＳＳＯ Ａ Ａ， ＳＣＨＮＥＩＤＥＲ Ｃ， ｅｔ ａｌ．
Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａｎ Ｈｓｐ９０-ｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ：
Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｂｙ ａｎ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｇｅｎｔ
［Ｊ］．Ｃｅｌ１，１９９７， ８９ （２）： ２３９ －２５０．

［１４］　ＹＯＮＥＨＡＲＡ Ｍ， ＭＩＮＡＭＩ Ｙ， ＫＡＷＡＴＡ Ｙ， ｅｔ ａｌ．
Ｈｅａｔ-ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＳＰ９０［ Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， １９９６， ２７１ （５）： ２６４１ －２６４５．

［１５］　ＲＵＴＨＥＲＦＯＲＤ Ｓ Ｌ， ＺＵＫＥＲ Ｃ Ｓ．Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｌｄｉｎｇ ａｎｄ
ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ， １９９４， ７９
（７）： １１２９ －１１３２．

［１６］　ＢＯＲＫＯＶＩＣＨ Ｋ Ａ， ＦＡＲＲＥＬＬＹ Ｆ Ｗ， ＦＩＮＫＥＬＳＴＥＩＮ

Ｄ Ｂ， ｅｔ ａｌ．ｈｓｐ８２ ｉｓ ａｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈａｔ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ
ｉｎ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｈｉｇｈｅｒ ｔｅｍ-
ｐｅｒａｔｕｒｅｓ［ Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９８９， ９
（９）： ３９１９ －３９３０．

［１７］　ＲＩＴＯＳＳＡ Ｆ Ｍ．Ａ ｎｅｗ ｐｕｆｆｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎｉｎｄｕｃｅｄｂ ｙｈｅａｔ-
ｓｈｏｃｋ ａｎｄ ＤＮＰｉｎ Drosophilia ［ Ｊ］．Ｅｘｐｅｒｉｅｎｔｉａ， １９６２，
１８：５７１ －５７３．

［１８］　ＤＥＡＮ Ｒ Ｌ， ＡＴＫＩＮＳＯＮ Ｂ Ｇ．Ｔｈｅ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｒ-
ｍａｌｔｏｌｅｒ ａｎｃｅｉｎ ｌａｒｖａｅ ｏｆ Calpodes ethius （Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ）
ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｔｕａｎｄｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｈｅａｔ-ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ
［Ｊ］．Ｃａｎ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ，１９８２，６１：４７２ －４７９．

［１９］　ＢＡＬＤＡＩＡ Ｌ，ＭＡＩＳＯＮＨＡＵＴＥ Ｃ， ＰＯＲＣＨＥＲＯＮ Ｐ， ｅｔ
ａｌ．Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Locustami
gratoria ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ ［ Ｊ］．Ａｒｃｈ Ｉｎｓｅｃｔ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈｙｓｉｏｌ，
１９８７，４：２２５ －２３１．

［２０］　ＷＨＹＡＲＤ Ｓ，ＷＹＡＴＴ Ｇ Ｒ，ＷＡＬＫＥＲ Ｖ Ｋ．Ｔｈｅ ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ Locustami gratoria［Ｊ］．Ｊ Ｃｏｍｐ Ｐｈｙｓｉ-
ｏｌ， １９８６，１５６：８１３ －８１７．

［２１］　ＲＵＤＥＲ Ｇ Ｋ， ＯＶＳＥＮＥＫ Ｎ， ＨＥＩＫＫＩＬＡ Ｊ Ｊ， ｅｔ ａｌ．Ｅｘ-
ａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｎｅｒｖｅ ｃｏｒｄｉｓ-
ｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｈｅａｔ-ｓｔｒｅｓｓｅｄＡｍｅｒｉｃａｎ ｃｏｃｋｒｏａｃｈ， Ｐｅｒｉｐｌａｎｅ-
ｔａ Ａｍｅｒｉｃａｎａ， Ｂｉｏｃｈｅｍ［ Ｊ］．Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， １９８９， ６７：１６８
－１７８．

［２２］　王荫长．昆虫生物化学 ［Ｍ］．北京： 中国农业出版
社，２００１．

［２３］　李斌， 夏庆友， 孙卫忠，等．昆虫 ＨＳＰ基因的系统研
究［Ｊ］．蚕业科学，２００３，２９ （４） ：３４０ －３４３．

８７


