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苹果蠹蛾瞬时感受器离子通道基因的

克隆及温度胁迫表达分析
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摘要　瞬时感受器离子通道（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＴＲＰ）是影响昆虫温度感知系统的关键组成。为探讨苹果

蠹蛾温度感知和温度适应的机理，本研究以苹果蠹蛾犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪为研究对象，通过分子克隆获得ＴＲＰＡ家族

中的犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊和犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基因，进行生物信息学分析，并利用实时荧光定量ＰＣＲ技术分析靶基因在高低

温胁迫后的表达。结果表明，犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊基因编码９３８个氨基酸，Ｎ端有８个锚蛋白重复序列。犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基

因编码９８０个氨基酸，Ｎ端有１０个锚蛋白重复序列，二者编码产物均有６个跨膜结构，具瞬时感受器离子通道家族

成员结构典型特征。表达分析结果显示，和对照２６℃相比，高低温胁迫１ｈ后，犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊在５龄幼虫雌虫体内的

表达量显著下调，而５龄幼虫雄虫经低温胁迫１ｈ后犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊表达量显著上调，但高温胁迫１ｈ后表达差异不显

著；犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺在雌雄虫体内均没有显著变化。研究结果为研究瞬时感受器离子通道在苹果蠹蛾温度感知中

的作用奠定基础。

关键词　苹果蠹蛾；　瞬时感受器离子通道；　温度感知；　温度胁迫；　表达量
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４７卷第１期 梁林等：苹果蠹蛾瞬时感受器离子通道基因的克隆及温度胁迫表达分析

　　苹果蠹蛾犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪 （Ｌ．）属鳞翅目

Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ小卷蛾科Ｏｌｅｔｈｒｅｕｔｉｄａｅ，是最重要的世

界性检疫性害虫之一，其以幼虫蛀食果实为害，严重

降低果实品质［１］，并导致果实成熟前腐烂和脱落［２］，

给世界各地苹果、沙果、梨、桃、杏、石榴等水果的生

产带来了毁灭性危害［３］。苹果蠹蛾原产于欧亚大陆

南部，现已广泛分布于除南极洲外其他各大洲的各

大苹果产区［４］。在我国，苹果蠹蛾也具有广泛的适

生区域，其中中高度适生区主要包括黑龙江、内蒙古、

北京、新疆等省（市、自治区）的大部分地区，以及辽宁

西部、青海北部、云南北部、及山东沿海等地区［６］，而

最佳适生区几乎包括了我国苹果、梨等水果的全部主

产区［７］，提示其具有广泛的温度适应性。为更好地理

解苹果蠹蛾温度适应能力，研究苹果蠹蛾怎样感知外

界温度并将其传递至体内具有重要意义。

瞬时感受器离子通道（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎ

ｔｉａｌ，ＴＲＰ）是一种阳离子通道，可允许包括钙离子

在内的阳离子进行跨膜运输，最早发现于黑腹果蝇

犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪犿犲犾犪狀狅犵犪狊狋犲狉视觉信号通路
［８］。之后发

现ＴＲＰ通道是多种感觉机制中的关键因子，如视觉、

听觉、化学感受、机械感受和温度感受［９］。１９８９年

Ｍｏｎｔｅｌｌ等
［１０］成功克隆了ＴＲＰ基因。迄今为止，在生

物中已鉴定出３０多个ＴＲＰ通道
［１１］，经研究，ＴＲＰ蛋

白包含６个跨膜域结构（Ｓ１～Ｓ６）
［１２］。根据基因的功

能及同源性，可将ＴＲＰ基因家族分为７个主要亚家

族［１３］：ＴＲＰＣ（ｃａｎｏｎｉｃａｌ）、ＴＲＰＶ（ｖａｎｉｌｌｏｉｄ）、ＴＲＰＭ

（ｍｅｌａｓｔａｔｉｎ）、ＴＲＰＭＬ（ｍｕｃｏｌｉｐｉｎ）、ＴＲＰＰ（ｐｏｌｙｃｙｓ

ｔｉｎ）、ＴＲＰＡ（ａｎｋｙｒｉｎｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ）和

ＴＲＰＮ（ＮｏｍＰＣｌｉｋｅ）。对温度敏感且参与生物体环

境温度感知的ＴＲＰ，称为ｔｈｅｒｍｏＴＲＰ
［１４］。

ＴｈｅｒｍｏＴＲＰ的活性与温度密切相关
［１５］。果

蝇体内已鉴定出１３个ＴＲＰ通道
［９］，有６个ｔｈｅｒｍｏ

ＴＲＰ
［１６］，其中犜犚犘犃１、犘犪犻狀犾犲狊狊、犘狔狉犲狓犻犪均属于

ＴＲＰＡ亚家族。研究表明，果蝇体内的狆犪犻狀犾犲狊狊基

因是伤害性高温激活其感觉神经过程中所必需

的［１７］。此外，膜翅目昆虫中同样属于ＴＲＰＡ亚家族

的犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺，在复制过程中形成的犎狊犜犚犘犃也

参与了温度感知［１８］。因此，本文选取ＴＲＰＡ亚家族

中的狆犪犻狀犾犲狊狊和犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺两个基因，对其在苹

果蠹蛾体内是否参与温度感知过程进行探讨。

本研究克隆了苹果蠹蛾中的２个ＴＲＰ通道基

因，并进行了生物信息学和温度胁迫下靶基因表达

的分析，以期为其在苹果蠹蛾温度调节机制中的作

用研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　供试昆虫

苹果蠹蛾以人工饲料饲养于中国农业科学院植

物保护研究所Ｐ２实验室。饲养条件为：温度（２５±

１）℃，相对湿度（７５±５）％，光周期Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥

１０ｈ。

１．２　总犚犖犃提取及第一链犮犇犖犃的合成

取一头５龄幼虫，采用 ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

ＵＳＡ），参照其说明书进行ＲＮＡ提取，采用Ｉｍｐｌｅｎ

超微量紫外可见分光光度计（ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒＴＭＰ

Ｃｌａｓｓ）和１％琼脂糖凝胶电泳鉴定ＲＮＡ的纯度和

完整度。采用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓ

Ｓｙｓｔｅｍ试剂盒反转录合成第一链ｃＤＮＡ，并于－２０℃

保存备用。

１．３　犜犚犘基因犮犇犖犃序列片段的克隆

通过生物信息学的方法，分别以黑腹果蝇ＴＲ

ＰＡ亚家族中犘犪犻狀犾犲狊狊和犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺两个基因序

列作为参考序列，用ｔＢｌａｓｔｎ从苹果蠹蛾转录组数据

库中检索犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊和犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺的基因序

列，之后根据检索结果，使用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０设

计引物，使用ＲＴＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）方法从苹果蠹蛾ｃＤＮＡ中克

隆犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊和犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺的序列。

表１　扩增犜犚犘的犘犆犚引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狅狉犪犿狆犾犻犳狔犻狀犵狋犺犲犜犚犘犮犇犖犃

狊犲狇狌犲狀犮犲狌狊犻狀犵犘犆犚

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度／ｂｐ

Ｅｘｐｅｃｔｅｄ

ｓｉｚｅ

ＣｐＰａｉｎｌｅｓｓＦ

ＣｐＰａｉｎｌｅｓｓＲ

ＧＡＣＧＴＣＴＣＡＧＴＣＧＣＡＣＡＣＧＡ

ＣＴＧＡＣＴＣＡＴＧＡＡＡＣＴＣＴＧＣＧＧＡ
３１００

ＣｐＷａｔｅｒ＿ｗｉｔｃｈＦ

ＣｐＷａｔｅｒ＿ｗｉｔｃｈＲ

ＧＣＣＡＴＧＣＧＡＧＣＡＡＧＴＧＡＡＣＡ

ＧＣＣＡＴＧＧＣＴＴＡＣＡＡＣＡＡＣＴＴＴＧＣ
３０００

ＰＣＲ扩增反应体系（２５μＬ）：２．５μＬ１０×ＰＣＲ

ｂｕｆｆｅｒ，０．５μＬｄＮＴＰｓ，上下游引物各１μＬ，０．５μＬ

ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶，１９μＬｄｄＨ２Ｏ，０．５μＬ

ｃＤＮＡ模板。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃

３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ１０ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增产物用１％琼脂糖凝胶电泳进行鉴

定，经琼脂糖凝胶回收试剂盒纯化后，与ＴｒａｎｓＧｅｎ
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ｐＥＡＳＹＴ１ＣｌｏｎｉｎｇＶｅｃｔｏｒ连接，转化至Ｔｒａｎｓ１Ｔ１

感受态细胞中，接种至含Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ、Ｘｇａｌ和ＩＰＴＧ

的ＬＢ固体培养基３７℃培养１２ｈ。挑取白色单菌落

于含Ａｍｐ的ＬＢ液体培养基中摇床培养１０ｈ，选出

重组克隆，送上海生工生物工程技术服务有限公司

测序。

１．４　苹果蠹蛾犜犚犘基因生物信息学分析

１．４．１　ＴＲＰ基因ｃＤＮＡ序列分析

应用ＭＥＧＡ５软件对预测序列与克隆序列进

行比对，确定克隆序列与预测序列一致后，采用

ＤＮＡＭＡＮ软件对所得基因ｃＤＮＡ序列进行分析；

利用 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）工具鉴定ｃＤＮＡ的开放阅读

框；使用在线工具ＳＭＡＲＴ（ｓｉｍｐｌｅｍｏｄｕｌａｒａｒｃｈｉ

ｔｅｃｔｕｒｅｒｅｓｅａｒｃｈｔｏｏｌ）对克隆得到的犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊和

犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺进行蛋白结构预测，分析其序列Ｎ

端的锚蛋白重复序列及跨膜结构域。

１．４．２　ＴＲＰ基因系统发育分析

检索ＧｅｎＢａｎｋ等数据库中已报道同源ＴＲＰ基

因序列，并采用 ＭＥＧＡ５软件，选用邻接法重复

１０００次，构建系统进化树。进化树构建所用序列的

序列号见表２。

表２　进化分析中所用到的犜犚犘通道的蛋白序列号

犜犪犫犾犲２　犃犮犮犲狊狊犻狅狀狀狌犿犫犲狉狊犳狅狉狋犺犲狆狉狅狋犲犻狀狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犜犚犘犮犺犪狀狀犲犾狊狌狊犲犱犻狀狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊

蛋白Ｐｒｏｔｅｉｎ 序列号Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ． 蛋白Ｐｒｏｔｅｉｎ 序列号Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

ＤｍｅｌＴＲＰＡ１

ＤｍｅｌＰｙｒｅｘｉａ

ＮＰ＿６４８２６３．５

ＮＰ＿６１２０１５．１

ＡｐｉｓＴＲＰＰ

ＡｇａｍＷａｔｅｒ＿ｗｉｔｃｈ

ＸＰ＿００３２４２７６７．１

ＸＰ＿３１０７５０．５

ＤｍｅｌＷａｔｅｒ＿ｗｉｔｃｈ

ＤｍｅｌＰａｉｎｌｅｓｓ

ＢｍｏｒＴＲＰＡ１

ＢｍｏｒＰａｉｎｌｅｓｓ

ＴｃａｓＴＲＰＡ１

ＴｃａｓＰａｉｎｌｅｓｓ

ＴｃａｓＷａｔｅｒ＿ｗｉｔｃｈ

ＴｃａｓＰｙｒｅｘｉａ

ＡｐｉｓＴＲＰＡ１

ＡｐｉｓＰａｉｎｌｅｓｓ

ＡｇａｍＴＲＰＡ１

ＡｇａｍＮａｎｃｈｕｎｇ

ＡｇａｍＰｙｒｅｘｉａ

ＡｇａｍＰａｉｎｌｅｓｓ

ＡｐｉｓＴＲＰＭ

ＡｐｉｓＩｎａｃｔｉｖｅ

ＡｐｉｓＴＲＰ

ＮＰ＿７３１１９３．１

ＮＰ＿６１１９７９．１

ＸＰ＿００４９３２８８０．１

ＸＰ＿００４９２７８２８．１

ＥＦＡ０１２５３．１

ＮＰ＿００１１６４３０８．１

ＸＰ＿９６６６２９．１

ＥＦＡ０７５１２．１

ＸＰ＿００１９４４５０１．２

ＸＰ＿００１９５０１７７．２

ＡＣＣ８６１３８．１

ＸＰ＿３２０３００．４

ＸＰ＿３１１０４３．５

ＸＰ＿００３４３６０５７．１

ＸＰ＿００３２４５１９３．１

ＸＰ＿００１９５００９６．１

ＸＰ＿００３２４０３０３．１

ＤｍｅｌＴＲＰ

ＤｍｅｌＴＲＰｇａｍｍａ

ＤｍｅｌＴＲＰＬ

ＤｍｅｌＮｏｍｐＣ

ＤｍｅｌＴＲＰＭ

ＤｍｅｌＮａｎｃｈｕｎｇ

ＤｍｅｌＩｎａｃｔｉｖｅ

ＤｍｅｌＴＲＰＭＬ

ＤｍｅｌＴＲＰＰ

ＴｃａｓＮｏｍｐＣ

ＴｃａｓＴＲＰＭＬ

ＴｃａｓＰＫＤ２

ＴｃａｓＩｎａｃｔｉｖｅ

ＴｃａｓＴＲＰＭ

ＡｍｅｌＮｏｍｐＣ

ＡｐｉｓＮａｎｃｈｕｎｇ

ＢｍｏｒＴＲＰＭ

ＡＡＡ２８９７６．１

ＣＡＢ９６２０４．１

ＮＰ＿４７６８９５．１

ＮＰ＿５２３４８３．１

ＮＰ＿００１０３６５４８．１

ＮＰ＿６４８６９６．２

ＮＰ＿５７２３５３．１

ＮＰ＿６４９１４５．１

ＡＡＲ２４０７７．１

ＥＦＡ１０７３０．１

ＸＰ＿９６６６６０．１

ＸＰ＿９６９８９１．２

ＥＦＡ１０７３６．１

ＸＰ＿９７４８５７．２

ＸＰ＿３９２３０９．１

ＸＰ＿００１９４７９０７．２

ＸＰ＿０２１２０８４９３．１

１．５　苹果蠹蛾犜犚犘基因表达分析

研究表明，５龄为最耐热的幼虫阶段
［５］，因此本

研究选取５龄幼虫作为试验材料，分别对５龄幼虫

的雌、雄虫进行０、１０、３５、４０℃胁迫１ｈ，以常温

（２６℃）饲养品系作为对照。将试虫迅速置于液氮致

死，提取其总ＲＮＡ，反转录１μｇ总ＲＮＡ获得ｃＤ

ＮＡ，稀释１０倍备用。根据测序正确的犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊

和犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺序列，分别设计特异性扩增引

物，选用狋狌犫
［１］作为内参基因，引物序列见表３。

ｑＲＴＰＣＲ反应采用ＡＢＩ７５００ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓ

ｔｅｍ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）进行。反应体系

２０μＬ，包括１．０μＬ的ｃＤＮＡ模板，１０．０μＬ的Ｈｉｅｆｆ

ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＬｏｗＲｏｘ），１．０μＬ上

游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），１．０μＬ下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），

表３　狇犘犆犚引物序列

犜犪犫犾犲３　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狅狉狇犘犆犚

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长

度／ｂｐ

Ｅｘｐｅｃｔｅｄ

ｓｉｚｅ

ＣｐＰａｉｎｌｅｓｓｑＦ

ＣｐＰａｉｎｌｅｓｓｑＲ

ＡＣＧＴＧＴＴＣＧＧＧＴＧＡＧＡＣＣＡＴＧＡＧＡ

ＣＧＣＣＧＴＴＧＡＣＡＧＧＴＴＣＧＡＡＴＡＡＧＧ
１１４

ＣｐＷａｔｅｒ＿ｗｉｔｃｈｑＦ

ＣｐＷａｔｅｒ＿ｗｉｔｃｈｑＲ

ＡＣＴＧＣＴＡＧＣＡＧＡＡＧＧＴＧＣＧＡＡＧＧＣ

ＴＣＣＡＡＡＣＴＴＣＣＧＣＡＣＡＴＧＧＣＡＧ
８６

ＣｐｔｕｂｑＦ

ＣｐｔｕｂｑＲ

ＧＣＧＧＧＡＡＣＣＡＧＡＴＴＧＧＡＧＣＴＡＡ

ＡＣＴＧＧＣＣＧＡＡＣＡＣＧＡＡＧＴＴＧＴＣ
２６７

ＤＥＰＣ水补足至２０μＬ。反应程序为：９５℃５ｍｉｎ；

９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环。所有样品均为３个

重复。ＰＣＲ反应结束后，根据犆狋值采用２－ΔΔＣｔ法进行

统计分析［１９］。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果通过相对定量犆狋

阈值方法进行相对定量分析［２０］，不同温度处理下
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犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊和犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺相对表达量的差异

显著性应用ＳＡＳ９．４统计软件的单因素方差分析

（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）法进行分析。显著性测定采用

Ｔｕｋｅｙ’ｓＨＳＤ法，显著性检验水平为犘＜０．０５。

２　结果与分析

２．１　苹果蠹蛾犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊基因序列及结构分析

利用从苹果蠹蛾转录组预测的犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊序

列设计一对引物（ＣｐＰａｉｎｌｅｓｓＦ和ＣｐＰａｎｉｎｌｅｓｓＲ），

通过ＰＣＲ扩增得到约为３１００ｂｐ的特异性条带，对

扩增条带回收测序后，将测序结果与预测序列进行

比对，确认所得片段为苹果蠹蛾犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊基因的

ｃＤＮＡ序列。使用ＤＮＡＭＡＮ软件对序列进行分

析，结果显示，序列的开放阅读框长２８１７ｂｐ，编码

９３８个氨基酸（图１），预测分子量大小为１０６．５ｋＤａ，

且存在８处ＡＡＴＡＡ（Ａ）加尾信号。

图１　苹果蠹蛾犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊基因犮犇犖犃序列及氨基酸序列

犉犻犵．１　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊犮犇犖犃狅犳犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪

　
　　将苹果蠹蛾犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊基因蛋白质序列提交

至ＮＣＢＩ的ＳＭＡＲＴ数据库，结构预测结果显示，推

导的氨基酸序列具有８个锚蛋白重复序列（图２），

在线工具ＴＭｐｒｅｄ预测苹果蠹蛾犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊基因

具有６个跨膜的结构域，具备ＴＲＰ家族基因的典型

特征。

图２　苹果蠹蛾犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊基因推导的结构域特征

犉犻犵．２　犜犺犲犮狅狀狊犲狉狏犲犱犱狅犿犪犻狀狊狅犳犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊狅犳犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪犪狀犪犾狔狕犲犱犫狔犛犕犃犚犜
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２．２　苹果蠹蛾犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基因序列及结构分析

　　利用从苹果蠹蛾转录组预测的犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺

序列设计一对引物（ＣｐＷａｔｅｒ＿ｗｉｔｃｈＦ和ＣｐＷａｔｅｒ＿

ｗｉｔｃｈＲ），通过ＰＣＲ扩增得到约为３０００ｂｐ的特异

性条带，对扩增条带回收测序后，将测序结果与预测

序列进行比对，确认所得片段为苹果蠹蛾犆狆犠犪狋犲狉＿

狑犻狋犮犺基因的ｃＤＮＡ序列。使用ＤＮＡＭＡＮ软件对

序列进行分析，结果显示，序列的开放阅读框长

２９４３ｂｐ，编码９８０个氨基酸（图３），预测分子量大小

为１０９．８ｋＤａ，且存在３处ＡＡＴＡＡ（Ａ）加尾信号。

图３　苹果蠹蛾犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基因犮犇犖犃序列及氨基酸序列

犉犻犵．３　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺犮犇犖犃狅犳犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪

　
　　将苹果蠹蛾犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基因蛋白质序列

提交至ＮＣＢＩ的ＳＭＡＲＴ数据库，结构预测结果显

示，推导的氨基酸序列具有１０个锚蛋白重复序列

（图４），在线工具ＴＭｐｒｅｄ预测苹果蠹蛾犆狆犠犪狋犲狉＿

狑犻狋犮犺基因具有６个跨膜的结构域，具备ＴＲＰ家族

基因的典型特征。

图４　苹果蠹蛾犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基因推导的结构域特征

犉犻犵．４　犜犺犲犮狅狀狊犲狉狏犲犱犱狅犿犪犻狀狊狅犳犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺狅犳犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪犪狀犪犾狔狕犲犱犫狔犛犕犃犚犜

　
　　为研究苹果蠹蛾犘犪犻狀犾犲狊狊和犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺与其

他昆虫ＴＲＰ家族成员的进化关系，选取果蝇、冈比

亚按蚊、意大利蜜蜂、家蚕、赤拟谷盗这５种已经完

成基因组测序的昆虫的ＴＲＰ序列构建进化树。通

过昆虫ＴＲＰ进化树分析，ＴＲＰ超家族在昆虫中各

家族成员之间分支清晰，进化关系保守。由进化树
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可见，苹果蠹蛾犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊基因与已知昆虫的

狆犪犻狀犾犲狊狊聚为一支，犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基因与已知昆

虫的犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺聚为一支，且二者均归结到ＴＲ

ＰＡ亚家族所在的簇。（图５）

图５　苹果蠹蛾与其他昆虫犜犚犘基因的系统发育分析

犉犻犵．５　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪犪狀犱狅狋犺犲狉犻狀狊犲犮狋狊犫犪狊犲犱狅狀犜犚犘狊犲狇狌犲狀犮犲狊

　
２．３　苹果蠹蛾犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊和犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基因

表达分析

　　对犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊的定量结果分析后发现，经高低

温胁迫１ｈ后，５龄雌虫体内的犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊表达量

均显著下调，而５龄雄虫经高温胁迫１ｈ后体内的

犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊表达量无显著变化，低温胁迫１ｈ后

犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊表达量均显著上调（图６）。

对犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺的定量结果分析后发现，高

低温胁迫１ｈ后，５龄幼虫体内犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺的

表达量均无显著性变化（图７）。

图６　苹果蠹蛾犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊基因的相对表达量

犉犻犵．６　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊犵犲狀犲犻狀犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪
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图７　苹果蠹蛾犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基因的相对表达量

犉犻犵．７　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺犵犲狀犲犻狀犆狔犱犻犪狆狅犿狅狀犲犾犾犪

　

３　结论与讨论

从苹果蠹蛾中克隆得到瞬时感受器离子通道

犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊和犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺基因，并对其在昆虫

ＴＲＰ中的进化地位进行分析，结果表明犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊

和犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺属于昆虫ＴＲＰＡ亚家族成员；通

过表达分析发现，高低温胁迫１ｈ后，犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊在

５龄幼虫雌虫体内的表达量显著下调，雄虫经低温

胁迫１ｈ后，犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊表达显著上调，但高温胁迫

１ｈ后表达差异不显著；而犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺在雌雄

虫体内表达均没有显著变化。

ＴＲＰ基因家族因参与调控生物体对外界多种

刺激的感知而受到广泛关注［２１］，研究表明，其在昆

虫感知温度刺激的过程中起到重要作用［２２］。在对

ＴＲＰＡ亚家族成员的基序比较中发现，Ｎ端大量串

联的锚蛋白重复序列是ＴＲＰＡ亚家族的一项重要特

征。有研究提出，Ｎ端锚蛋白重复序列有可能是感知

并传递热刺激的重要组成部分［２３２４］。本研究得到的

犆狆犘犪犻狀犾犲狊狊聚类到ＴＲＰＡ亚家族犘犪犻狀犾犲狊狊一簇，且Ｎ

端具有８个锚蛋白重复序列，与果蝇的经典犘犪犻狀犾犲狊狊

结构较为相似；此外，作为果蝇中鉴定出来的第１个

ｔｈｅｒｍｏＴＲＰ，犇犿犲犾犘犪犻狀犾犲狊狊被认为是热伤害受体，能够

感知高温伤害性热刺激，且该离子通道在果蝇体内能

被３９～４２℃的高温激活，这在昆虫感知疼痛从而逃避

热伤害的行为过程中起重要作用。综上，推测狆犪犻狀

犾犲狊狊很有可能在苹果蠹蛾体内参与热伤害感受。此

外，从本研究犆狆犠犪狋犲狉＿狑犻狋犮犺的表达分析结果，推测

该基因未直接参与苹果蠹蛾温度感知过程。

本研究对苹果蠹蛾ＴＲＰ在温度响应方面的探

讨，有助于我们进一步研究其温度适应机制，从而为

生态防控苹果蠹蛾提供新思路。后续也将利用

ＲＮＡｉ、电生理等技术对其进行基因功能研究，以揭示

瞬时感受器离子通道在苹果蠹蛾温度适应中的作用。
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