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甜菜夜蛾 PAP基因克隆
及在高温胁迫下其表达量的变化

胡 振，龚 亮，张彦博，胡美英*

( 华南农业大学 农药与化学生物学教育部重点实验室，广东 广州 510642)

摘要:紫色酸性磷酸酯酶( purple acid phosphatase，PAP) 在生物逆境胁迫中具有至关重要的作用，而在昆虫中此
类基因极少见于报道。首次克隆和分析了甜菜夜蛾 PAP 基因 cDNA 3’末端序列，在 GenBank 登录后，获得序
列号为 HM566114，其长为 759 个碱基对，推测编码 252 个氨基酸。此多肽序列具有高度保守性，其相似性分别
为:埃及伊蚊( Aedes aegypti) 84% ;黑腹果蝇( Drosophila melanogaster) 52%，赤拟谷盗( Tribolium castaneum) 50%。
为了研究高温对甜菜夜蛾 PAP基因表达量的影响，利用 RT － PCR技术，检测 30 ℃，35 ℃，40 ℃胁迫下甜菜夜
蛾 2 龄幼虫体内 PAP基因表达量的变化，其中设对照组为 25 ℃。结果表明:高温对甜菜夜蛾 2 龄幼虫 PAP基
因表达具有明显的诱导作用，30 ℃，35 ℃，40 ℃分别处理 10，20 h的表达量均显著高于对照组 25 ℃分别处理
的 10，20 h( P ＜ 0． 05) 。相比于对照组，在 30 ℃处理 20 h的表达量最高，表明 PAP 基因的表达与其抗高温能
力之间存在一定的关系。
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Cloning and Expression of PAP cDNA in the Larvae of
Beet armyworm，Spodoptera exigua ( Lepidoptera: Noctuidae)

under High Temperature Stress

HU Zhen，GONG Liang，ZHANG Yan-bo，HU Mei-ying*

( Key Laboratory of Pesticide and Chemical Biology，Ministry of Education of P． R． China． South China
Agricultural University，Guangzhou，510642，China)

Abstract: Purple acid phosphatase ( PAP) plays a critical role of organism under adversity stress． How-
ever，little work has been reported on PAP associated with adversity stress in insect． In this study，Sexi-PAP，
a partial cDNA of the 3' end ( GeneBank accession NO: HM566114 ) encoding purple acid phosphatase of
beet armyworm，Spodoptera exigua( Hübner) was cloned，sequenced and analyzed． The cDNA is 759 bp that
encodes 252 putative amino acids，which exhibited a significant similarity to purple acid phosphatase of Aedes
aegypti( 84% ) ，Drosophila melanogaster ( 52% ) and Tribolium castaneum ( 50% ) ． Semi － quantitative RT-
PCR was used to understand the effect of high temperature on the expression of PAP． The results indicated that
high temperature could significantly induce the expression of PAP． The detailed results were that the PAP ex-
pression levels in the second instar larvae under 30 ℃，35 ℃，and 40 ℃ for 10 h and 20 h，respectively，were
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significantly higher than those of the control groups( P ＜ 0． 05) ． Furthermore，the expression of the treatment
at 30 ℃ for 20 h had the highest relative gray value，and that at 25 ℃ for 20 h was the lowest． This study has
suggested the possibility physiological role of the PAP at high temperature stress．

Key words: Spodoptera exigua; cDNA clone; sequence analysis; semi-quantitative RT-PCR; PAP ex-
pression

甜菜夜蛾［Spodoptera exigua( Hübner) ］俗称白菜褐夜蛾，隶属于鳞翅目、夜蛾科，是一种世界性分
布、间歇性大发生的以危害蔬菜为主的杂食性害虫。该虫源于南亚地区，常年发生于亚热带地区，并经
常在温带地区大发生，对高温有较强的适应能力［1］。危害最严重的时期均出现在当地的高温期和食物
充足的作物生长期。另一方面，甜菜夜蛾幼虫易产生抗药性，近年来南方地区该虫对菊酯类和有机磷等
杀虫剂产生了很高的抗药性，造成频繁暴发，成为常发性重要害虫。从 20 世纪 90 年代初，我国学者便
从生态学、生理学角度阐明了甜菜夜蛾抗寒、耐热的机制［1 － 4］，但从分子水平上深入研究其对抗逆境的

报道仍然甚少。
紫色酸性磷酸脂酶( PAP) 是生物体内存在的一种金属磷脂酶蛋白，其生化功能是分解有机磷底物，

释放磷酸根基团( Pi) ［5 － 7］。在哺乳动物及植物中对紫色酸性磷酸酶的研究表明不同的 PAP 可能具有
不同的生物学功能。如: 它们可能参与铁的转运、骨的吸收和矿化、自由基呈现以及一些氧化还原作
用
［8］，自拟南芥中的 29 个 AtPAP被分离得到以后，植物 PAP的研究也已经受到越来越多的关注［9］。
过高的环境温度常常使昆虫生长发育、生殖及存活等受到严重的影响，如果对这些影响缺乏了解就

会降低害虫测报的准确性，因此探索高温对昆虫生理生化的作用机理、阐明昆虫对高温适应性的分子基
础是了解高温对昆虫生命活动影响的根本途径。然而，在高温逆境胁迫下，紫色酸性磷酸酯酶在昆虫体
内的表达研究，至今尚未见报道。本文采用 RT － PCR技术，从分子水平上揭示高温对甜菜夜蛾 PAP的
影响，以期进一步了解甜菜夜蛾 PAP基因的生理功能及其与高温胁迫的关系。

1 材料和方法
1． 1 供试昆虫及主要试剂
甜菜夜蛾( S． exigua) 为本实验室长期用人工饲料饲养供试。收集 2、3龄幼虫放在液氮中冷冻，－70 ℃

保存备用。总 RNA抽提 Trizol试剂盒购自 OMEGA公司;琼脂糖凝胶 DNA纯化回收试剂盒购自 TIAN-
GEN公司; Taq DNA聚合酶、AMV反转录酶、DL2000 DNA Marker、大肠杆菌感受态细胞( DH5α ) 、PMD20
－ T载体均购自 TaKaRa公司。
1． 2 总 RNA的提取及 cDNA第一链的合成
将在液氮中保存的甜菜夜蛾取出加入液氮捣碎后，参照 OMEGA公司总 RNA抽提 Trizol试剂盒的说

明书进行提取，然后参照 TaKaRa公司的 AMV反转录酶使用说明书合成 cDNA第一链，并于 －20 ℃保存。
1． 3 引物设计及合成
根据 GenBank中已登录的昆虫 PAP氨基酸保守序列区设计简并引物 PAP － F1 和 PAP － R1。得到

甜菜夜蛾 PAP基因 3’末端序列后，根据已知部分序列设计半定量 RT － PCR 引物( PCR 反应引物见表
1) ，所用引物由上海英骏生物技术有限公司合成。

表 1 用于扩增甜菜夜蛾 PAP基因的简并引物和半定量 RT － PCR引物
Tab． 1 The degenerate primers and semi － quantitative RT － PCR for cloning PAP gene of Spodoptera exigua

引物 Primers 序列 Sequence( 5’－ 3’)

简并引物 PAP － F1: 5 － GAGGCTCAWCGTAASAAGTAC － 3
Degenerate primers PAP － R1: 5 － CTAGMGGTGWGACTKGTTGT － 3

半定量 RT-PCR引物 XP － 1: 5’－ GAGGCTCAACGTAACAAGTAC － 3’
Semi-quantitative RT-PCR primers XP － 2: 5’－ CTAGAGGTGAGACTTGTTGT － 3’

内参基因引物 β － actin － F: 5’－ GGTTGGTATGGGTCAGAAGGA －3’
Actin gene primers β － actin － R: 5’－ GCGGTGGTGGTGAAAGAGTA － 3’
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图 1 甜菜夜蛾 PAP基因部分 cDNA序列的凝胶电泳检测
Fig． 1 Gel electrophoresis was used to test the partial cDNA

sequence of PAP gene of Spodoptera exigua

1． 4 PCR产物克隆与测序
反应体系 50 μL: cDNA 1 μL，dNTP 4 μL( 2． 5 mmol /L) ，10 × E × Taq Buffer 5 μL，E × Taq 1 μL，正

向引物和反向引物各 1 μL( 20 μmol /L) ，加水至 50 μL。反应程序为: 94 ℃预变性 4 min; 94 ℃ 30 s，55
℃ 45 s，72 ℃ 1 min，35 个循环，最后 72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。PCR 产物经过 TIANGEN 凝胶回收
试剂盒回收纯化后，连入 pMD20 － T载体( TaKaRa) ，连接产物转入大肠杆菌( DH5α ) 感受态细胞，挑取

白色菌落，培养后参照 Sambrook等的方法［10］提取质粒，用 PCR的方法进行重组质粒的鉴定。选择经过
PCR鉴定为阳性的菌液进行序列测定( 上海英骏生物技术有限公司) 。
1． 5 序列分析
应用 DNAStar软件推测甜菜夜蛾 PAP 基因的氨基酸序列，并通过在线生物学软件 http: / /www． nc-

bi． nlm． nih． gov /blast对推测的氨基酸序列与 GenBank 已知序列进行比较分析，应用在线软件 http: / /
bioinfo． genotoul． fr /multalin /multalin． html进行多序列比对分析。
1． 6 胁迫处理
在恒温条件下，温度设置分别为 30 ℃、35 ℃、40 ℃，分别处理甜菜夜蛾 2 龄幼虫 10 h 和 20 h，每

个处理设 3 个重复。室温 25 ℃设为对照组。
1． 7 循环数确定
选择适当的循环数，因为目的基因的模板量大大低于持家基因，所以很少会同时到达平台期，所以

需要选择合适的循环数来保证目的基因和内参基因在分析时都处于线性扩增期。本试验将设置循环数
梯度，并对各梯度的电泳结果进行分析，选择最佳循环数。
1． 8 甜菜夜蛾 PAP基因表达的半定量 RT － PCR分析
分别提取甜菜夜蛾处理组和对照组总 RNA，反转录成第一链 cDNA后 － 20 ℃保存。选择甜菜夜蛾

β － actin作为半定量分析的内参基因。反应程序如下: 94 ℃，变性 3 min;接着 24、25、26、27、28、29、30、
31 个循环，循环条件为 94 ℃ 30 s，55 ℃，45 s; 72 ℃，1 min; 72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。PCR产物用
150 g /L琼脂糖凝胶电泳进行检测。使用软件 SinsiAnsys1． 0． 3 对电泳条带进行灰度值扫描，每个样品
重复 3 次，以确定相对表达量，应用 SAS软件对数据进行统计学分析。

2 结果与分析
2． 1 甜菜夜蛾基因 cDNA部分序列的克隆及推测的氨基酸序列分析
以甜菜夜蛾蛹的 cDNA为模版，以 PAP － F1 和 PAP － R1 为上下游引物对甜菜夜蛾 PAP 基因进行

PCR扩增，鉴定得到 1 条约 750 bp 的片段
( 图 1) 。测序后发现该序列长 759 bp，编码
252 氨基酸，其中，末端为终止密码子 TAG，
因此该序列为甜菜夜蛾 PAP 基因的 3’末端
( 图 2 ) 。多序列比对分析表明昆虫间 PAP
基因非常保守，此克隆的甜菜夜蛾 PAP 与埃
及伊蚊( Aedes aegypti) 、果蝇( Drosophila mel-
anogaster) 和赤拟谷盗( Tribolium castaneum)
的 PAP具有很高的相似性，分别达到 84%、
52%和 50% ( 图 3) 。在 GenBank 登录后，获
得 cNDA序列号为 HM566114，氨基酸序列号
为 ADK11427。
2． 2 PCR循环数的确定
图 4 显示 Sexi － PAP基因 29 个循环时进入平台期，β － actin基因 28 个循环时进入平台期。为确保

分析时两种基因都处于线性期，选择 27 个循环进行半定量 PCR。
2． 3 在逆境胁迫下甜菜夜蛾 PAP基因表达的半定量 RT － PCR分析
用甜菜夜蛾 β － actin为内参基因，根据内参基因模板量确定甜菜夜蛾各个处理的模板量，分别对目
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的基因进行 PCR特异扩增，27个循环数，每个 PCR产物取 8 μL进行电泳检测(图 5)。用 SinsiAnsys1． 0． 3软
件进行灰度值扫描后，确定了甜菜夜蛾 PAP 基因各个处理的相对表达量。结果表明:高温胁迫对甜菜
夜蛾 2 龄幼虫体内的 PAP表达具有明显的诱导作用，30 ℃、35 ℃、40 ℃分别处理 10 h、20 h 的表达量
均显著高于对照组 25 ℃分别处理的 10 h、20 h( P ＜ 0． 05) 。其中 30 ℃处理 20 h 的表达量最高，其相
对灰度值为 0． 71;对照组 25 ℃处理 20 h的最低，其相对灰度值为 0． 28。

3 讨 论
紫色酸性磷酸酯酶( PAP) 是含铁的糖蛋白，在酸性条件下能催化水解磷酸酯，该类酶具双核铁中

心活性部位，每个蛋白有 2 个铁原子，2 个铁原子以 FeⅡ、FeⅢ形式存在时，具有催化活性［11］。该蛋白
GAG GCT CAA CGT AAC AAG TAC GAT GTG ATC CTA CAT GTA GGA GAC

E A Q R N K Y D V I L H V G D

TTC GCC TAC GAC ATG GAC TCT CAT AAT GCT CTA GTT GGT GAT GAG

F A Y D M D S H N A L V G D E

TTT ATG CGA CAG ATC CAG CCG GTT GCT GCT GTC GTA CCA TAC ATG

F M R Q I Q P V A A V V P Y M

ACA TGC CCC GGG AAC CAC GAG GAG AAA TAC AAC TTC AGT AAC TAC

T C P G N H E E K Y N F S N Y

GCC GCT CGC TTC ACG ATG CCC GGC CGG GAC TCG AGT CTA TTC TAC

Y A A R F T M P G R D S S L F

AGC TTT GAC CTG GGC CCC GTG CAC TTT GTG TCT ATC TCC ACT GAA

Y S F D L G P V H F V S I S T

GTT TAC TAC TAC CTA CAC TAC GGC ATC AAG TTG ATC TGT GCC CAG

E V Y Y Y L H Y G I K L I C A

TAT AAC TGG CTG AAG AAA GAT CTG GAG AAG GCG AAT CTT CCA GAG

Q Y N W L K K D L E K A N L P

AAT AGA TCG AAG AGA CCG TGG ATC GTG GTG TTT GGA CAC AGA CCG

E N R S K R P W I V V F G H R

ATG TAC TGC GAT GAC TGT ATC GAT AGA AAC TGC GAC ATA GAA CGA

P M Y C D D C I D R N C D I E

ACG AGG ATC GGA CTG AAC GGG CTT TGG CCT TTG GAG CCT TTT TTG

R T R I G L N G L W P L E P F

AAG GAT TAT GGT GTA GAT GTG GTG ATC TGG GCC CAA AAT CAT TTG

L K D Y G V D V V I W A Q N H

TAC GAG AGG TCG TTC CCA CTG TAC GAC AAT AAG GTG TAC AAC GGT

L Y E R S F P L Y D N K V Y N

TCA ACT GAG TAT CCT TAC GTC AAC CCT GGA GCT CCA GTC CAC ATC

G S T E Y P Y V N P G A P V H

ATA ACA GGA TCG GCT GGT TGT TGG GAG GAA CAT TCA CAT TTC AGA

I I T G S A G C W E E H S H F

AAC GAG ACA GCT CCA TGG TCT GCC TTC AGG AGC ATA CAC TAC GGG

R N E T A P W S A F R S I H Y

TAC ACA AGG TTC GAA GCT CAC AAC AAG TCT CAC CTC TAG

G Y T R F E A H N K S H *

简并引物所在位置由下划线标示; * 表示终止密码子。
The locations of the initial degenerate primers are also shown by underline; the asterisk marks the termination codon．

图 2 甜菜夜蛾 PAP基因部分 cDNA和推测的氨基酸序列
Fig． 2 cDNA and pupative amino acid sequence of Sexi － PAP gene
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果蝇 Drosophila melanogaster; 埃及伊蚊 Aedes aegypti;赤拟谷盗 Tribolium castaneum．
图 3 昆虫 PAP多序列比对分析

Fig． 3 Multiple alignments of Sexi － PAP with other insect PAP

A． PAP PCR 结果: 1 ～ 8，24、25、26、27、28、29、30、31 个循环; B． β － actin
PCR结果: 1 ～ 8，24、25、26、27、28、29、30、31 个循环。

A． PCR product of PAP: 1 ～ 8，24、25、26、27、28、29、30、31 cycles; B． PCR
product of β － actin: 1 ～ 8，24、25、26、27、28、29、30、31 cycles．

图 4 Sexi － PAP和 β － actin平台期循环数电泳分析
Fig． 4 Electrophoresis result of Sexi － PAP and β － actin plateau cycles

能够从植物和动物体内分离出

来，然而在昆虫中此类蛋白极少

见于报道。本研究在华南地区危
害最非常严重的蔬菜害虫甜菜夜

蛾中首次克隆了紫色酸性磷酸酯

酶基因的 3’末端 cDNA，发现该
序列与埃及伊蚊 PAP 具有很高
的同源性( 84% ) ，表明该基因在
昆虫中具有很高的保守性，这为

利用同源克隆方法分离此类基因

提供了基础，也为研究甜菜夜蛾

PAP基因的具体生理功能提供基
因序列信息。
紫色酸性磷酸酯酶在生物体

内确切的生理功能，人们至今仍

知之甚少。在哺乳动物中，它与
骨的重吸收等功能有关

［12 － 13］。在拟南芥中 PAP家族有 28 个成员，PAP 参与磷营养的活动，并且它们
的表达受磷饥饿诱导

［14］，且在大豆中 PAP的分解代谢为幼苗的生长发育提供磷源等［15］。另据报道，甜
菜夜蛾热激蛋白 HSP90 在极端高温 43 ℃、45 ℃的条件下，表达量与常温相比显著提高，并且推测
45 ℃是甜菜夜蛾幼虫能忍受的极限高温［16］。本研究首次报道了在甜菜夜蛾中 PAP的表达受高温的影
响。在 25 ℃正常温度下，PAP的表达水平处于较低的水平，而在 30 ℃热胁迫 20 h后，其表达量显著升
高，且与 35 ℃和 40 ℃处理 20 h相比，其表达量都显著升高。这不仅表明 PAP 在甜菜夜蛾抗高温中有
明显的作用，同时也说明甜菜夜蛾幼虫在 30 ℃时 PAP 在昆虫体内的表达已经达到一定的临界值，据
此也明确了高温能诱导甜菜夜蛾幼虫体内 PAP表达量增加的温度范围。
一般认为，高温使昆虫细胞骨架瓦解，细胞遭到破坏; 细胞膜内磷脂组分比例改变，细胞膜流动性

下降，甚至导致重要遗传物质 DNA和 RNA复杂的二级结构和三级结构在高温下发生改变［17］。本文初
步证实了高温能显著诱导紫色酸性磷酸脂酶基因的表达，我们进一步推测认为 PAP 参与了甜菜夜蛾高
温伤害的生理生化路径或是其产生耐热性的生化基础，但是其具体的生理功能还有待深入研究。
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第 3 期 胡 振等:甜菜夜蛾 PAP基因克隆及在高温胁迫下其表达量的变化

A:甜菜夜蛾 PAP基因与内参基因 β － actin的相对表达量; B:甜菜夜蛾 PAP基因相对表达量灰度值的统计学分析。
横坐标 1 － 8: 25 ℃处理 10 h，25 ℃处理 20 h，30 ℃处理 10 h，30 ℃处理 20 h，35 ℃处理 10 h，35 ℃处理 20 h，40

℃处理 10 h，40 ℃处理 20 h。纵坐标:甜菜夜蛾 PAP基因相对灰度值，其中，a、b、c、d、e、f表示不同处理间的显著差异
性( P ＜ 0． 05) 。

A: The relative expression of Sexi － PAP gene and β － actin; B: Vertical scales show the relative grey value of Sexi － PAP
relative to β － actin．

Horizontal data 1 ～ 8 represented the eight treated stages of Spodoptera exigua，treating at 25 ℃ for 10 h，20 h; treating
at 30 ℃ for 10 h，20 h; treating at 35 ℃ for 10，20 h; treating at 40 ℃ for 10 h，20 h，respectively． Longitudinal data: The
relative gray value of Sexi － PAP gene，a，b，c，d，e，f represented significant differences of different treatments( P ＜ 0． 05) ．

图 5 甜菜夜蛾 PAP基因表达的半定量分析
Fig． 5 RT － PCR analysis showed the expression of Sexi － PAP

本试验在成功克隆甜菜夜蛾 PAP 基因的基础上，利用半定量 RT － PCR 技术，检测了不同温度、不
同时间下 PAP基因的表达水平。明确了随着高温的变化甜菜夜蛾幼虫 PAP表达量的变化。同时，阐明
了 PAP基因的表达与其抗高温能力之间存在一定的关系，为今后进一步研究甜菜夜蛾抗逆境的分子机
制提供基础，同时也为从分子水平揭示甜菜夜蛾生态适应性开拓思路。
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