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摘要：拟步甲科昆虫光滑鳖甲(Anatolica polita Kaszab)和小胸鳖甲（Microdera punctipennis Kaszab）分别是新疆准噶尔盆地荒漠地区的广布种和特有种。它们的生活习性有很大差异，光滑鳖甲白天活动，且活动范围广，而小胸鳖甲喜阴避光夜晚活动，活动范围小，但在两者体内都发现有多拷贝的抗冻蛋白基因，并且抗冻蛋白基因在夏季也有表达。为了比较这两种昆虫的抗冻蛋白序列以及不同时期表达的抗冻蛋白序列的差异情况，本研究分别以光滑鳖甲和小胸鳖甲的过冬和夏季成虫为材料，根据已克隆的抗冻蛋白基因序列设计通用引物，扩增新的抗冻蛋白基因及其3’-非翻译区（3’-UTR）。序列分析结果表明，无论是冬季还是夏季表达的抗冻蛋白在两种昆虫中都具有拟步甲科昆虫抗冻蛋白的特点，即含有不同数量的 “TCTXSXXCXXAX” 12个氨基酸的重复序列；光滑鳖甲抗冻蛋白基因的变异性大于小胸鳖甲，并且在重复基序的保守位点都有突变现象。小胸鳖甲抗冻蛋白在C末端有较大变异。光滑鳖甲抗冻蛋白基因的3’-UTR 区变异较大，而小胸鳖甲抗冻蛋白基因的3’-UTR 区几乎没有变异。推测两种昆虫抗冻蛋白及抗冻蛋白基因3’-UTR的变异性可能与抗冻蛋白的表达调控以及昆虫对微环境的适应性有关。
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Sequence analysis of antifreeze proteins genes and their 3’-UTRs from desert insects Microdera punctipennies and Anatolica polita
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Abstract  Anatolica polita Kaszab and Microdera punctipennis Kaszab are wide species and endemic species respectively in Junggar Basin of Xinjiang. They have quite different life habit in that A.polita is daily active in a wide area while M. punctipennies is light avoiding and night active in a relatively narrow area. However, both of them produce multiple copies of antifreeze protein genes (afps) which are also expressed in hot summer. To study if there are any differences of AFPs between these two insects and between those expressed in winter and summer, afp cDNAs were cloned both from A. polita and M. punctipennis collected in summer and winter respectively with universal primers designed according to previously cloned afp cDNAs. 3’-UTR sequences of antifreeze protein genes from these two species were also cloned. Sequence analysis results showed that the AFPs from both insects in summer and winter all have different numbers of TCTXSXXCXXAX motifs, the feature of antifreeze proteins in tenebrionid insects, but A. polita AFPs were more varied in their N-terminal ends and in the much conserved sites in TCTXSXXCXXAX motif than those in M.punctinpennis. However, M.punctinpennis AFPs showed almost no variation in the conserved sites in TCTXSXXCXXAX motif, while its C-terminal ends showed variations both in amino acid length and composition. In addition, sequence analysis of 3’UTRs of afps in these two insects showed that the 3’-UTRs in A. polita varied much more than those in M. punctipennis. We speculate that these differences in antifreeze protein genes may be responsible to the expression regulation of the antifreeze protein genes and may relate to the adaptability of these insects to their micro environments.
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抗冻蛋白（antifreeze protein）存在于细菌、植物以及一些高等的变温动物体内，用于保护生物体免受冰冻损害（Griffith et al. , 1992; Gilbert et al. , 2004; Duman et al. , 2004; Zhang  et al. , 2009）。抗冻蛋白能够非依数性（non-colligativelly）地降低体液的冰点而不影响其熔点，从而增大了冰点与熔点之间的温度差值，这种温度差称之为热滞活性（thermal hysteresis activity）（DeVries et al. , 1969）。许多来自热带海洋以及极地等多种不同环境中的生物体都能够产生抗冻蛋白（Duman et al. , 1974）。有研究表明抗冻蛋白产生的动力来自于第四季冰川海平面的冰蚀作用（Harland , 1975），并且一直处在进化的过程中，在这种自然选择和平行进化作用下（Swanson and Charles , 2002），使得抗冻蛋白形成了在物种间以及组成和结构上的多样性（Ewart et al. , 1999）。
昆虫抗冻蛋白相对于其他生物的抗冻蛋白具有较高的热滞活性。对鞘翅目黄粉虫Tenebrio molitor 抗冻蛋白 TmAFP（Graham et al. , 1997）和赤翅甲Dendroides canadensis 抗冻蛋白 DAFP（Duman et al. , 1998)以及小胸鳖甲（Microdera punctipennis）（赵干等, 2005; 吕国栋等, 2006; 邱立明等, 2009; Qiu et al. , 2010）和光滑鳖甲（Anatolica polita）（Mao et al. , 2010）的抗冻蛋白序列分析表明，鞘翅目昆虫抗冻蛋白是由不同数目的12个氨基酸的重复单位“TCTXSXXCXXAX”（其中X为任意氨基酸）组成的长短不同的抗冻蛋白家族，大小在7~20kDa之间。这些重复基序形成叫做β-螺旋的构象，其中TCT基序在拟步甲科的昆虫抗冻蛋白中极端保守，可形成β-折叠片层，各个螺旋上的β折叠片组成了平整的冰结合面，大量的半胱氨酸形成的二硫键对蛋白质的稳定发挥作用（Jia et al. , 1996）。
在对抗冻蛋白基因的克隆过程中发现它们在序列和大小上都存在着多样性，从而形成了多种抗冻蛋白亚型(isoform)（Hew et al. , 1984；Scott et al. , 1988）。例如，植物抗冻蛋白（Hon et al. , 1995）、昆虫抗冻蛋白(Liou et al. , 1999; Leinala et al. , 2002; 刘忠渊等, 2006)等都有大量亚型。此外，有文献报道一些鱼类和昆虫的抗冻蛋白在夏季也有所表达（Pickett et al. , 1983;  Duman et al. , 1982； Andorfer et al. , 2000;  Doucet et al. , 2000；Hou, 2010）。黄粉虫抗冻蛋白的某些亚型在不同的组织、不同的季节甚至是同一个季节的不同时期都有差异性表达（Graham et al. , 2007）。这种差异性表达可能表明抗冻蛋白还具有抗冻活性以外的其他特性。研究发现抗冻蛋白可以通过其持水特性来保持体内水分的平衡，以此适应胁迫条件（Gehrken, 1989; Mao et al. , 2010），也就是说在昆虫中抗冻蛋白与其对环境的适应性之间可能存在一定的关系。
另外，研究发现许多基因的3’-UTR（3’-untranslated region）与5’-UTR（5’-untranslated region）都存在变异性，而且很多变异都对基因的表达调控起到影响，其中关于3’-UTR的报道较多一些（Paola et al. , 2002; Ranjan et al. , 2011）。基因3’-UTR的不同可能与生物体生活的环境间接相关（McNicoll et al. , 2005）。在植物（李金耀等, 2005），鱼类以及昆虫中都发现抗冻蛋白基因的3’-UTR序列存在差异（Roy et al. , 1995; Doucet et al. , 2002）。抗冻蛋白的功能是保护生物体免受外界环境的伤害，那么其基因3’-UTR在不同物种间的差异性很可能与生物体对环境的适应性有关。
光滑鳖甲(Anatolica polita)和小胸鳖甲（Microdera punctipennis）是生活在古尔班通古特沙漠的两种拟步甲科昆虫，分属于鳖甲属和小鳖甲属。古尔班通古特沙漠是位于我国西北部的第二大沙漠，在这里年温差和昼夜温差都很大，年平均气温在6~10℃，夏季沙漠周边平均湿度为45%（孙东霞等, 2010）。光滑鳖甲是准噶尔盆地的广布种，而小胸鳖甲是准噶尔盆地的特有种（黄人鑫等, 2005）。这两种昆虫生活在相同的区域，都以取食荒漠植物的茎叶为生，并且以成虫过冬，但两者的生活习性却有很大不同。小胸鳖甲是避光性昆虫，生活在沙土下面。而光滑鳖甲为喜光性昆虫，喜欢生活在地表并且行动快速。在夏季，光滑鳖甲可在炎热的沙土表面行走，而小胸鳖甲则躲在杂物或沙土中避光，在傍晚或夜间觅食。研究和比较两种昆虫在抗冻蛋白的组成和表达调控方面是否存在差异对于全面认识抗冻蛋白的功能十分必要。在本研究中，我们对这两种昆虫的过冬和夏季表达的抗冻蛋白基因以及它们的3’-UTR序列进行了分析。比较发现无论是冬季还是夏季表达的抗冻蛋白都具有拟步甲科昆虫抗冻蛋白的特点，即含有不同数量的 “TCTXSXXCXXAX” 12个氨基酸的重复序列，其中光滑鳖甲的抗冻蛋白基因(Apafp)有较大的变异性，而小胸鳖甲抗冻蛋白基因（Mpafp）变异性较小。同时，这两种昆虫抗冻蛋白基因的3’-UTR序列也存在着很大不同，Mpafp的3’-UTR序列非常保守，而在Apafp中则存在着很大的变异性。本研究所发现的这些结果将有助于加深我们对昆虫抗冻蛋白的了解，并进一步发掘其潜在的应用价值。
1.材料和方法
1.1试虫和菌种
光滑鳖甲和小胸鳖甲采集于新疆省阜康市103团（由本院黄人鑫教授鉴定）。 大肠杆菌DH5α菌种为本实验室保存。
1.2主要试剂
Taq DNA聚合酶、DNaseI、RNase inhibitor、dNTP Mixture Oligo(dT) 、Reverse Transcriptase M-MLV( RNase H) 、3' Full RACE Set、DNA Marker、pMD18-T 测序载体均为TaKaRa公司产品; DNA片段回收试剂盒购自天根生化科技有限公司； Trizol RNA 提取液为 Invitrogen 公司产品；其余所用的化学试剂 (无水乙醇、三氯甲烷、异丙醇等)均为国产分析纯。
1.2光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白基因的克隆
利用TRIzol试剂提取了夏季和越冬光滑鳖甲和小胸鳖甲的总RNA，将提取的总RNA 反转录为cDNA。同时用SDS和蛋白酶K提取两种试虫的基因组DNA。根据已克隆的光滑鳖甲抗冻蛋白基因Apafp-wj914 (GenBank注册号: GU358704.1)，小胸鳖甲抗冻蛋白基因Mpafp-xjs149（GenBank注册号: AY821793.1）设计通用引物（表1），以cDNA为模版扩增新的抗冻蛋白基因，按以下条件进行PCR：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s， 35个循环，72 ℃ 7 min。将PCR产物回收后克隆至pMD18-T载体上，送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。
1.3测序结果分析
应用DNAMAN software （DNASTAR Inc. www.dnastar.com）进行核酸序列、氨基酸序列的相似性以及同源性分析，信号肽的分析及蛋白质三级结构的预测分别利用SignalP 3.0 Server（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）和ESyPred3D Web Server 1.0 （http://www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/ ）软件。蛋白质分子量、等电点预测软件为ExPASy ProtParam（http://web.expasy.org/protparam/）。蛋白质疏水性预测软件为ExPASy Protscale（http://web.expasy.org/protscale/）。
1.4光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白基因3’-UTR的克隆与序列分析
利用TRIzol试剂提取越冬和夏季光滑鳖甲和小胸鳖甲的总RNA，根据3′-RACE操作说明，将RNA反转为cDNA，以cDNA为模板进行套式PCR，引物见表１。Outer PCR反应条件为：94° C，3 min； 94° C， 30s； 55° C，30 s； 72° C，1min，20个循环； 72° C，10 min。 Inner PCR反应条件为：94° C，3 min； 94° C， 30s； 55° C，30 s； 72° C， 1 min，30个循环； 72° C，10 min。将PCR产物回收后克隆至pMD18-T载体上，送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。
表1 用于抗冻蛋白基因克隆的引物序列

Table 1 Primer sequences used in the cloning of insect antifreeze protein genes
	引物

Primer
	引物序列

Primer sequence (5’-3’)

	Ap- P1

Ap- P2

Mp-P1

Mp-P2

Ap3’ out primer

Ap’3 inner primer1 

Ap3’ inner primer2 

Mp3’ out primer

Mp3’ inner primer

3′RACE Outer primer

3′RACE Inner primer
	5'-ATGGCTTTGACAACAAAATGGTT-3’

5'-TTATGGACATCCTGTTGAACGAG-3’

5'-GGAATTCATGGCTTTGACAACAAAATG-3’

5'-CGTCGACTTAACGTTTGGGACACC

5’-GCAGTTATAGTGATGTGTTTGTGCG-3’

5’-AATGCACACACGTGTACCGATTCT-3’

5’-TGCACCAATTGTGGCAACTGTC-3’ 5'-CAATGCACTGGAGGTTCTGATTGT-3'

5'-CTGCAATAGAGCGATGACGTGTAC-3'

5’-TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT-3’

5’-CGCGGATCCTCCACTAGTGATTTCACTATAGG-3’


2.结果与分析
2.1光滑鳖甲抗冻蛋白（ApAFP）序列分析
从夏季光滑鳖甲成虫中克隆得到的7个抗冻蛋白基因的cDNA，命名为Apg5、Apg13、Apg14、Apg22、 Apg27、Apg34、Apc21，长度为261bp~393bp。与过冬个体中克隆的序列Ap914比较，在氨基酸水平具有63.43％的同源性， 差异主要表现在氨基酸的长度上。序列分析表明这7个序列具有完整的开放阅读框以及起始密码子ATG。利用SignalP 3.0 Server在线软件预测出这些蛋白在N端都具有由22~23个氨基酸组成的信号肽。
将夏季和冬季克隆的光滑鳖甲抗冻蛋白成熟肽氨基酸按照XAXTCTXSXXCX重复序列排列，可以看出各亚型都可以形成数目不等的以重复基序为单位的规则排列（图1），其中最长的Apg27和Apg34各有8个重复基序，而最短的Apg5、Apg13、Apg14和Apg22则只有4个重复基序。各亚型在N末端的氨基酸长度和组成变异较大，在C末端的长度相对来说比较保守，除了Ap752的C端多出了KHKVVKK以外，各亚型都以TGCP结束，并且单个氨基酸变异情况较多。在b、f、g、h 这4个重复单位中都有极端保守位点的氨基酸突变现象。在b重复中，保守的第2位的A在11个蛋白中有5个都突变为缬氨酸V。在Apg27和Apg34中，f和g重复中的极端保守的TCT基序突变为ICT，而Apc21的g重复和Ap752的e重复中，TCT分别突变为TCS和TCI。另外，虽然C末端的长度变异不大，但是在保守的T/ACT中发生突变的有4个蛋白；Apg27和Apg34在保守的ACT之前都有一个T插入，而Apg22和Ap914中，T/ACT中的C分别突变Y和R，Ap752的TCT突变为TCI。
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图1 光滑鳖甲抗冻蛋白氨基酸序列分析, 方框中表示保守位点突变的氨基酸, 圆框表示插入的氨基酸.
Fig. 1 Amino acid sequence analysis for mature AFPs of A. polita, boxed letters indicate mutated amino acids in the most conserved sites.
进化树分析可以看出光滑鳖甲抗冻蛋白基因有3个不同起源，其中从越冬个体中克隆的Ap749、Ap750、Ap752、Ap914外加一个从夏季克隆的Apc21为同一起源，而夏季克隆的Ap27和Ap34由于其较多的突变位点以及众多的重复单位而显著不同于其他亚型（图2）。
利用ESyPred3D Web Server 1.0 在线软件对TCT发生突变的Apc21和保守位点A发生突变的Apg5进行三级结构预测（图3），预测结果显示这些蛋白都可折叠成右手β-螺旋结构，由重复的TCT基序组成每个螺环上的β-折叠片，TCT基序的数量从4个到8个不等，整体结构为β-螺旋。
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图2 光滑鳖甲抗冻蛋白进化树分析                    图3 光滑鳖甲抗冻蛋白三级结构的预测  
Fig. 2 Phylogenetic tree analysis of ApAFPs              Fig. 3 Predicted tertiary structure of ApAFPs

2.2小胸鳖甲抗冻蛋白（MpAFP）序列分析  

从越冬个体和夏季个体中克隆获得了大量小胸鳖甲抗冻蛋白基因亚型，分别以不同的数字命名，其中Mpg10、Mpg43、Mpcs1、Mpcl3、Mp698、Mp149、Mp906、Mp161为冬季序列，其他为夏季序列。序列分析表明所有序列都具有不同长度的开放阅读框及起始密码子ATG，长度为327bp~507bp。利用SignalP 3.0 Server在线软件预测出这些蛋白在N端都具有由22~23个氨基酸组成的信号肽。
将小胸鳖甲抗冻蛋白MpAFP所有蛋白的成熟肽氨基酸序列按照XAXTCTXSXXCX重复单位排列后可见（图4），MpAFP是由数量不等的XAXTCTXSXXCX基序重复排列而组成，各个亚型的长度变化较大，最长的Mpafpg10有10个重复单位，是目前所获得的最长小胸鳖甲抗冻蛋白，其他各亚型分别缺失4~5个重复单位，其中最短的MpAFPs40只有4个重复单位。从氨基酸组成上看，各亚型之间的变异较小，尤其是在XAXTCTXSXXCX基序中的保守位点的氨基酸几乎没有变异，仅在Mp192的e中发现有缺失现象，但在C末端出现较大变异。其中，在过冬个体中克隆的MpAFP的C末端较为保守，除了MpAFP-c13以外，大都以NKG结束，而夏季个体中克隆的序列则变异性较大，有些以NKG结束，有些则为不规则的序列（图4底部的几个序列）。
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图4 小胸鳖甲抗冻蛋白氨基酸序列分析
Fig. 4 Amino acid sequence analysis for mature AFPs of M. punctipennis
对小胸鳖甲抗冻蛋白做进化树分析（图5），结果表明MpAFP是单一起源的，亚型的分化以重复单位的复制或缺失为主要方式。例如MpAFPg10，其重复单位多达10个，以NAQTCTXSXXCX为主要复制单位，该基序在序列中出现了5次。MpAFP在演化过程中有的在C末端发生了序列的缺失，如MpAFPs52和MpAFPs77，有的发生了序列的融合，如MpAFP142、MpAFPs32、MpAFPs40和MpAFPc13。
利用ESyPred3D Web Server 1.0 在线软件对小胸鳖甲抗冻蛋白的三级结构进行预测（图6），均可以获得右手β-螺旋结构。
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图5 小胸鳖甲抗冻蛋白的进化树分析                    图6 小胸鳖甲抗冻蛋白三级结构的预测
Fig. 5 Phylogenetic tree analysis of  MpAFPs             Fig. 6 Predicted tertiary structure of MpAFPs
2.3光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白基因3’-UTR的序列分析
利用上游外侧特异性引物和3’-RACE外侧引物，以cDNA为模板进行第一轮的PCR扩增，再利用上游内侧特异性引物和3’-RACE内侧引物，以第一轮PCR产物为模板进行第二轮扩增。获得光滑鳖甲抗冻蛋白基因3’-UTR序列43个，其中从夏季个体中获得29个，从越冬个体中获得14个；获得小胸鳖甲抗冻蛋白基因3’-UTR序列16个，其中8个来自夏季个体，8个来自越冬个体。所有3’-UTR序列都含有TTTTCTT保守序列、TAATAAA多腺苷酸化信号，高含量的TTTT区以及poly(A)。对小胸鳖甲（图7B）和部分光滑鳖甲（图7A）抗冻蛋白基因的3’-UTR序列进行序列比对分析，结果表明无论在碱基位点还是序列长度上光滑鳖甲都存在很大变异，序列长度从126bp~230bp不等，而在小胸鳖甲中这些序列却是高度保守的，序列长度约134~141bp。

[image: image9]
图7 光滑鳖甲（A）和小胸鳖甲（B）抗冻蛋白基因3’UTR序列的多序列比对
Fig.7 Alignment of 3’UTR sequences of afps in A. polita (A) and M.punctipennies (B)
框内显示高度保守的TTTT区域，TAATAAA多聚腺苷酸化信号以及poly(A).
The TAATAAA polyadenylation signal, highly conserved TTTT region and poly(A) are indicated in boxes.
同源性分析表明，光滑鳖甲抗冻蛋白基因3’-UTR序列间的相似性为79%~98%，可以分为两大类（图8A），而小胸鳖甲抗冻蛋白基因3‘-UTR序列间的相似性达98%以上（图8B）。
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图8 光滑鳖甲（A）和小胸鳖甲（B）抗冻蛋白基因3’-UTR的同源性分析
Fig.8 Homology analysis of 3’-UTRs of afps in A. polita and M. punctipennis
2.4光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白基因序列比较
对克隆所获得的cDNA序列分析表明，光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白基因都具有多拷贝、多亚型的特点。本研究中，测序得到光滑鳖甲抗冻蛋白基因亚型11个，小胸鳖甲抗冻蛋白基因亚型18个。两种昆虫抗冻蛋白基因的序列长度都变化较大，光滑鳖甲为261bp ~393bp，平均为313.875( 58.413bp，小胸鳖甲为327bp~507bp，平均为343.429(40.167 bp。两种昆虫的抗冻蛋白都具有基因内部以重复基序为单位的长度不等的缺失现象。光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白基因的信号肽编码序列相似性达91.8%。
小胸鳖甲抗冻蛋白基因的5’-端序列高度保守，只有个别位点发生碱基突变；而光滑鳖甲抗冻蛋白基因的5’-端不仅有碱基突变还有缺失现象。另外，小胸鳖甲抗冻蛋白基因在终止密码子之前较光滑鳖甲多出一段编码NKG 的AATAAACGT序列（图1、图4）。同源性分析显示，光滑鳖甲抗冻蛋白基因亚型之间的最低相似性为63%，而小胸鳖甲为84%。因此，光滑鳖甲抗冻蛋白基因亚型之间的变异性大于小胸鳖甲。
表2 光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白理化性质比较
Table 2. Comparison of physicochemical properties of antifreeze proteins from A. polita and M. punctopennis.
	抗冻蛋白
Antifreeze protein
	氨基酸数
Number of amino acids
	分子量
Molecular mass
	等电点(pI)

Isoelectronic point (pI)
	消光系数/280
extinction coefficient/280
	疏水性
Hydrophobicity

	ApAFP
	104.625(19.471
	11186.960(2083.924
	7.326(0.525
	1.013(0.096
	-0.029(0.224

	MpAFP
	114.476(13.389
	12223.900(1431.959
	6.597(1.257
	1.049(0.095
	-0.171(0.151


注：表中数据为平均值(标准差 

Note：Data are presented as mean(standard deviation
根据由基因序列推导的抗冻蛋白的氨基酸序列，比较光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白的理化性质（表2），可以看出ApAFP的氨基酸数及分子量大小都小于MpAFP，但其标准差都大于MpAFP，说明光滑鳖甲抗冻蛋白ApAFP在分子大小方面的变异性大于小胸鳖甲抗冻蛋白MpAFP。MpAFP的等电点的平均值小于ApAFP，两者的消光系数相差不大，说明Trp、Tyr和Cys这3种氨基酸在总分子量中所占的比例是一致的。比较两者的疏水性可见，ApAFP为-0.029，而MpAFP为-0.171，说明两者都是水溶性蛋白，其中小胸鳖甲的亲水性更好一些。
3.讨论
光滑鳖甲与小胸鳖甲分别是新疆准噶尔盆地荒漠地区的广布种和特有种，它们的生活习性和微生境截然不同。由于抗冻蛋白与昆虫的环境适应性有关，因此本研究对两种昆虫的抗冻蛋白序列以及抗冻蛋白基因的3’-UTR序列进行了分析和比较。我们发现光滑鳖甲抗冻蛋白ApAFP各亚型之间在N末端氨基酸组成及长度上都有很大的变异，而小胸鳖甲则较为整齐保守。两种昆虫在抗冻蛋白组成上的这种差异可能与它们对环境的适应性有关，光滑鳖甲的活动范围较广，四处爬行，而小胸鳖甲则白天居于沙土中，其微环境条件比较局限。Nixon等人发现肺炎克雷伯菌（Klebsiella pneumoniae） 所产生的两种蛋白 ntrC 和 nifA在N末端缺乏保守性可能造成它们对环境刺激的敏感性不同（Nixon et al. , 1986）。抗冻蛋白是通过多种亚型来发挥作用的（Hew et al. , 1984；Scott et al. , 1988），这两种昆虫抗冻蛋白各亚型之间由于重复基序数目不同以及N端和C端长度和氨基酸组成所形成的不同变异有可能使抗冻蛋白发挥不同的作用，从而与它们生活的微环境及生活习性存在着一定的联系。
鞘翅目昆虫抗冻蛋白具有以TCTXSXXCXXAX为重复单位形成扁桶形(-螺旋的结构特点，其中的TCT、S、C、和A非常保守，很少变异（Graham et al. , 1997; Duman et al. , 1998; Liou et al. , 2000）。小胸鳖甲抗冻蛋白各个亚型基本上都遵守这一结构特点，但光滑鳖甲抗冻蛋白有多个亚型在A位点突变为V，这一现象为首次发现。由于丙氨酸A和缬氨酸V都是小分子极性氨基酸，在我们的预测模型中仍然可形成(-螺旋结构。TCT基序在(-螺旋中形成平整的与冰晶的结合面（Liou et al. , 2000），对黄粉虫抗冻蛋白的晶体结构研究表明，在与冰晶作用前，与冰格匹配的TXT基序中苏氨酸的羟基和外部的水分子紧密结合，使相关的3列氧原子形成一个平面。光滑鳖甲抗冻蛋白中一些TCT基序突变为ICT（Apg27、Apg34），或TCI（Ap752），或TCS（Apc21），（Liou et al. , 2000）其中突变为TCI这种现象在黄粉虫中也存在（Qiu et al. , 2010）。比较氨基酸的结构可见苏氨酸T突变为异亮氨酸I时，侧链上的羟基变成了甲基，氨基酸的这种突变如何使其与冰晶发生作用目前还不清楚。
比较以cDNA和基因组DNA为模板扩增的这两种昆虫的抗冻蛋白基因没有发现明显区别，说明抗冻蛋白基因中没有内含子，这与黄粉虫相似（Qin and Walker, 2006）。比较夏季和冬季两种昆虫抗冻蛋白的氨基酸序列，发现小胸鳖甲中夏季序列的C端序列不规律，这可能与其对夏季温度、湿度等因素变化的适应性有关。另外，重复片段较少的序列大多位于夏季克隆的小胸鳖甲抗冻蛋白中。对云杉卷叶蛾抗冻蛋白CfAFP-501相比较于CfAFP-337多出两个插入螺旋环，由于螺旋长度的增加使得各β-螺旋环之间的协调效应增强，从而使其具有高出CfAFP-337 3倍的抗冻活性(周艳霞等, 2007)，所以推测这些短的夏季抗冻蛋白的活性可能相对较弱一些。在本课题组先前的研究也发现小胸鳖甲在经过40℃热处理后体内抗冻蛋白mRNA明显上调，这些现象提示也许抗冻蛋白在适应外界环境胁迫如热和干燥时也可发挥作用。
对光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白基因的3’-UTR分析结果显示，光滑鳖甲抗冻蛋白基因3’-UTR序列无论在碱基位点还是序列长度上都有很大的差异，而对于生活在同样大环境中而微环境不同的另一种荒漠拟步甲科昆虫小胸鳖甲来说，这些序列却高度的保守。我们推测光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白基因3’-UTR序列的多样性的显著差异与它们对所生活的微环境的适应性可能有关。有研究表明基因3’-UTR的不同长度对其在蛋白质水平进化速率的影响是不同的(Cheng et al. , 2009)。在一些植物中，基因3’-UTR的变异程度与其所处的环境有关联（Wahle E et al. , 1992)。李金耀等人发现灰绿藜分布广，适应能力强，与其耐盐基因mRNA 3'-UTR 的差异性大致呈正相关；而碱蒿的分布区域有限，仅生存于特定的环境中，与其耐盐基因mRNA 3'-UTR 的差异性小也呈正相关(李金耀等, 2005)。
从进化角度来看基因重复和分化一直被看作是新基因起源或基因功能分化的主要途径，基因重复事件在加速碱基替换速率的同时，各自积累不同的遗传变异，进而改变基因的结构和功能，这些突变的效应常常最早体现在转录调控区域，致使不同拷贝在表达时间和器官特异性方面产生明显分化（Ohno et al. , 1970; Goodman et al. , 1975; Li et al. , 1983; Force et al. , 1999; Lynch et al. , 2000; Zhang et al. , 2002）。抗冻蛋白也是具有多基因重复、多亚型的家族，可以推断光滑鳖甲比小胸鳖甲处在更进化的地位，它通过在基因重复位点上的更多突变来产生更强的适应环境变化的能力，这与两种昆虫在生活习性方面的差异是一致的。另一方面在这两种昆虫中基因复制事件的发生有可能推动着新的蛋白功能的出现。对不同生境的昆虫抗冻蛋白的研究将加深我们对其功能及作用机理的认识。
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审稿意见及修改说明

第一，(该论文就荒漠甲虫光滑鳖甲和小胸鳖甲抗冻蛋白基因及其3 结果中第一段有关2种甲虫的描述应该放在前言中，而非结果，这个与题目不符合的；
修改情况：已将结果中第一段有关两种昆虫的描述放在了前言中，但由于图片放在前言中不太合适，所以将图1删去了，后面图片的序号都有了变动，已经用蓝色标出。
第二， 有关2种甲虫抗冻蛋白的三维结构预测，前者有，后者又没有是否应该补上，一保持系统性。
修改情况：小胸鳖甲抗冻蛋白的三维结构预测图已经补上，见图6。
第三， 目前有关系统树的构建，仅限于2种的比较，建议从整个昆虫刚去比较，甚至包括其他物种，这样或许更能看出一定的规律。
修改情况：由于本文的目的是要比较这两种微生境和生活习性完全不同的荒漠昆虫在抗冻蛋白基因方面有何种异同，所以只比较了这两种昆虫的抗冻蛋白。由于这两个昆虫都是拟步甲科的，如果从整个昆虫纲去比较，难以显示微生境和生活习性差异对结构很相似的拟步甲抗冻蛋白序列的可能影响，所以我们认为在本文中还是限制在这两种昆虫间的比较，更有针对性。

另参考文献请按照学报格式要求排列，并进行标点等核对。
修改情况：已经对参考文献按照学报格式要求进行了核对。

其他修改意见： 

1、已经核对文中的拉丁学名，并标注了试验昆虫定名人。
2、通讯作者对中英文摘要进行了把关。 
3、图、表中的中英文标注进行了核对。 
4、文中的蛋白质结构电子版是彩图，印刷时可以采用黑白版。

5、已核对了文献，并且引用了本刊已发表的文献。 

[image: image12.png]T TTICTIAT TGTCAAGAAT ARCARACCAC AACTGTTTCA ATTTAAGCCC GRG0~ ARTATAATCT GTATGTANTARTARY CCTATAGTGARATCACT AGTGGGGGATCCACE
T TTTCT AT TGTCAARART AACARACCAC AACTGTTTCA ATT TAAGCCC GGGCCCGE6C ARTATARTCT GTATG AN AR TARMI ATGTAT -~~~ AACT GRAARARAARAA |CCTATAG TGARATCACT AGTGGAGGAT CCGCG
[ TTTCTIAT TGTCAARART AACARACCAC AACTGTTICA ATTTAAGCCCGGGC— AATATAATCT GTATGTAMTAATARNIATGTATATICAACT GRARAARARRARNCCTATAR AGAARTCACT AGTGGAGGAT CCGCG
T TTTCT AT TGTCAARART AACARACCAC AACTGTTTCA ATTTAAGCCCGTGC— ARTATAATCT GTTTGTAMTAATARNTATGTAT - AACT GRARARRARRARNCCTATAGTGAARTCACT AGTGGAGGAT CCGCG
T TTTCT AT TGTCAARART AACARACCAC AACTGTTTCA ATT TAAGCCC GGGCCCGEGC ARTATAGTCT GTATGTAM A RTAAMT ATGTAT - -~ AACT GRAARAAAARAACCTATAG TGARATCACT AGTAGAGGAT CCGCG
T TTTCT AT TGTCAARART ARCARACCAC AACTGTTTCA ATTTARGCCCGGGC— BATATARTCT GTATGTAMTAATARAATGTAT -~ AACT GRARARRARRAR|CCTATAG TGARATCACT AGTGGAGGAT CCGCG
{TTTTCTTAT TGTCARARAT AACAAACCAC AACTGTTTCA ATTTARGCCC GGGC— ARTATARTCT GTATGTANTAATAANTATGTAT -~ -~AACT GARARARARRAA{CCTATAGTGARATCACT AGTGGAGGAT CCGCG
TTTTCTTAT TGTCARARAT AACARACCAC AACTGTTTCA ATTTARGCCC GGGC— AATATARTCT GTATGTANTAATAANTATGTAT -~ --AACT GARARARARRAA{CCTATAG TGARATCACT AGTGGAGGAT CCGCG
TTTTCTTAT TGTCARARAT ARCARACCAC AACTGTTTCA ATTTARGCCC GEGC— AATATARTCT GTATGTAN-AATAANTATGTAT----AACT QARARARARRAANCCTATAGTGARATCACT AGTGGAGGAT CCGCG
TTTICTIATTGICARARATARCARACCAC AACTGTTTCA ATTTAAGCCC GRGC- AATATAATCI GTATGTANTAATARNTATGTAT-—--AACT QAAARARARRAA]CCTATAG TGARATCACT AGTGGAGGAT CCGCG
TTTICTIAT TGICARARATARCARACCAC AACTGTTTCA ATTTARGTCC GGGC- ARTATARICI GTATGTANTAATARNTATGTAT-—--AACT QAAARARARRAA]CCTATAGTGARATCACT AGTGGAGGAT CCGCG
[ TTICTIATTGTCARARATARCARACCAC AACTGTTTCA ATTTAAGCCC GEGC- ARTATARICI GTTTGTANTAATARNTATGTAT-—--AACT QAAAAARARRAA]CCTATAG TGARATCACT AGTGGAGGAT CCGCG




