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大螟水通道蛋白 SiAQP 基因的 
克隆与表达分析* 
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摘  要  【目的】 水通道蛋白（AQP）是一种重要的膜结合蛋白，它可以在植物、细菌和动物的细胞膜
上形成通道以促进水分和甘油等小分子的运输。本文研究了大螟水通道蛋白基因（SiAQP）的序列特征以
及该基因的表达模式和功能。【方法】 运用 RT-PCR和 RACE技术克隆获取大螟水通道蛋白基因（SiAQP）；
运用生物信息学软件分析该基因特征；用实时荧光定量 PCR技术(qRTPCR)分析该基因在大螟的不同器官
组织、不同发育阶段以及在不同温度和湿度条件下的表达模式。【结果】 SiAQP的开放阅读框（ORF）为
831 bp，编码 276个氨基酸，分子量为 29.27 ku，等电点 8.16。保守结构域分析发现其含有两个高度保守
的水通道蛋白特征序列 NPA（Asn-Pro-Ala）基序和 6个跨膜结构域。qPCR结果显示，不同器官组织中，
后肠的 SiAQP 表达量显著高于其它组织；不同发育阶段中成虫期的 SiAQP 表达量最高，卵和蛹期表达量
相对较低；不同温度处理下 SiAQP的表达量相对稳定，与 27 ℃对比高温与低温处理都没有显著变化；随
着湿度的上升大螟幼虫和雌雄蛹的 SiAQP 表达量都呈现出显著的先上升后下降趋势，表明高湿度和低湿
度环境都会抑制 SiAQP的表达。【结论】 SiAQP在大螟不同的器官组织表达具有明显的差异，温度对 SiAQP
的表达影响较小，而湿度的影响较大，成虫能较好的适应不同湿度环境。 
关键词  大螟；组织；发育阶段；温度；湿度 
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Abstract  [Objectives]  To determine the sequence characteristics, expression patterns, and function, of the pink borer, 

Sesamia inferens (Walker) aquaporin gene (SiAQP), a membrane-bound protein gene that facilitates the movement of water, 

glycerol and other substances across cell membranes in plants, bacteria and animals via channels. [Methods]  The aquaporin 

gene SiAQP was cloned from S. inferens by RT-PCR and RACE technology. The expression patterns of SiAQP in different 

tissues, developmental stages, temperatures and relative humidity was analyzed with Real time quantitative PCR. [Results] 

SiAQP contains a 831 bp open reading frame (ORF) and encodes 276 amino acids. It has a theoretical molecular weight of 

29.27 ku and an isoelectric point of 8.16. SiAQP has six transmembrane domains and two highly conserved asparagine- 

proline-alanine motifs (NPA motifs). Real time quantitative PCR showed that expression in the hindgut was significantly 

higher than in other tissues. The expression of SiAQP was highest in adults and relatively low in eggs and pupae. The 
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expression of SiAQP was relatively stable in different temperature treatments, and there was no significant difference between 

high and low temperature treatments relative to the 27 ℃ control. Expression in larvae and pupae first decreased, then 

increased, with increasing humidity, indicating that both high and low humidity can inhibit the expression of SiAQP. 

[Conclusion]  The expression of SiAQP was significantly different in different tissues. Although the expression of SiAQP was 

not greatly affected by temperature, it was significantly affected by humidity. Adult S. inferens may be more tolerant to low or 

high humidity than larvae and pupae.  

Key words  AQP; Sesamia inferens; tissues; development; temperature; humidity 

水通道蛋白（Aquaporins，AQP）是一种重
要的膜内嵌蛋白（Major intrinsic protein，MIP），
能够促进细胞间水和尿素、甘油等小分子的运

输，维持生物体内不同液体环境的稳定状态 
(Hara-Chikuma and Verkman，2006；Ishibashi and 
Kondo，2009；Mukhopadhyay et al.，2014)。除
此之外，一些 AQP 还可以运输营养物质、代谢
前体、废物、毒素和气体等物质 (Junpei et al.，
2006；Liu et al.，2007；Gomes et al.，2009；Bienert 
et al.，2013)。研究发现，除了部分原核生物，
AQP 广泛存在于包括病毒在内的几乎所有生物
中 (Ishibashi et al.，2017)，其中哺乳动物已发现
13种不同类型的 AQP（AQP0-AQP12）(陆明星
等，2017)。目前，针对不同研究对象的 AQP具
有不同的分类标准和方法，由于昆虫水通道蛋白

研究相对较少，具体的分类仍有争议，如

Campbell 等（2008）将昆虫水通道蛋白分为
DRIP、BIB和 PRIP三大类，而 Kambara等（2009）
则通过对比 17 个物种的 71 种昆虫 MIP 序列将
其分为了四大类。尽管如此，典型的昆虫水通道

蛋白都拥有 6个疏水性横跨膜区域，其中大部分
昆虫水通道蛋白都包含两个 NPA(Asn-Pro-Ala) 
结构单元。当然，相对于数量庞大、种类繁多的

昆虫而言，目前有关昆虫水通道蛋白的相关研究

远远不够。 
大螟 Sesamia inferens（Walker），属于鳞翅

目（Lepidoptera）、夜蛾科（Noctuoidae）、蛀茎
夜蛾属（Sesamia），主要为害水稻、玉米、茭白、
小麦、甘蔗等作物，是典型的广食性昆虫。近些

年随着全球气候变暖和耕作制度的变化，国内大

螟分布逐渐突破传统的北纬 34°分界线，比如在
河北馆陶（北纬 36°27ʹ-36°47ʹ）已有大螟为害玉

米的报道（陈立涛等，2018）。由于越冬能力是
制约大螟分布的主要因素之一，长江流域冬季低

温高湿度与北方冬季低温低湿度的气候差异对

大螟越冬的影响颇具研究价值，因此对低温环境

中越冬大螟幼虫水分调节能力的研究就显得尤

为重要。为了解 AQP 在大螟生长、发育、越冬
等过程中发挥的重要作用，我们克隆了大螟的

AQP基因（SiAQP）并对其结构和功能进行了分
析，同时研究了 SiAQP 在大螟不同组织、不同
发育阶段、不同温湿度条件下的表达，初步分析

SiAQP 在大螟生长发育中的功能和在温湿度耐
受性中的作用，为大螟的种群变动机制研究提供

一定的分子基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试昆虫 

大螟种群采自扬州地区水稻田，在实验室用

茭白稳定饲养 3代以上。 
试验室饲养条件：温度（26±1）℃，湿度

65% ± 5%，光周期 L∶D=16∶8。 

1.2  实验样品的准备和处理 

1.2.1  大螟幼虫不同组织样品的处理  随机选
取 10 头体重相似的 5 龄大螟幼虫，在显微镜下
解剖分离并收集大螟幼虫的头部（HE）、表皮
（EP）、脂肪体（FB）、前肠（FG）、中肠（MG）、
后肠（HG）、马氏管（MT）和血淋巴（HC）。

﹣将分离后的组织用液氮速冻，于 80 ℃冰箱保
存。每个组织样品设置 4个重复。 
1.2.2  大螟不同发育阶段样品的处理  从室内
饲养的第 4代大螟种群中随机选择试验样品，其
中大螟卵（Egg）60粒、1龄幼虫 50头、2龄幼



4期 肖天晶等:大螟水通道蛋白 SiAQP基因的克隆与表达分析 ·795· 

 

 

虫 30 头、3 龄幼虫 10 头、4-6 龄幼虫各 1 头、
雌蛹（fp）1头、雄蛹（mp）1头、雌蛾（fa）1
头、雄蛾（ma）1 ﹣头。将样品液氮速冻，于 80 ℃
冰箱保存。每个样品处理设置 4个重复。 
1.2.3  大螟不同温度样品的处理  取大小、体重
相似的 5 龄大螟幼虫，分别置于恒温水浴槽中

﹣（购自博日科技有限公司）进行温度梯度（ 8、
﹣6 ﹣、 4 ﹣、 2、0、27、35、37、41、43和 45 ℃）
处理 2 h。处理后将样品置于 27 ℃人工气候培
养箱恢复 2 h ﹣。所有样品液氮速冻，于 80 ℃冰
箱保存。每个温度处理设置 4个重复。 
1.2.4  大螟不同湿度样品的处理  取大小、体重
相似的 5龄大螟幼虫、雌蛹、雄蛹、雌蛾和雄蛾
各 5头，分别置于自动培养箱中，设置温度条件
27 ℃，光周期 L∶D=16∶8，湿度条件分别为
25%、50%、75%和 95%。湿度处理 24 h后，所

﹣有样品液氮速冻，于 80 ℃冰箱保存。 

1.3  RNA 的提取以及第一链 cDNA 的合成 

使用 SV Total RNA分离纯化试剂盒（购自
美国 Promega 公司）提取大螟 5 龄幼虫的总
RNA。利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 的
提取是否成功，若 RNA提取成功则用 Eppendorf 
BioPhotometer plus 蛋白核酸分析仪（购自德国
Eppendorf公司）检测总 RNA的浓度。以获取的
大螟总 RNA为底物，以 Oligo（dT）18（购自伯

乐生命医学产品（上海）有限公司）为引物催化

合成 cDNA第一链。 

1.4  大螟 AQP 基因中间片段的克隆 

根据昆虫水通道蛋白的特征序列设计一对

兼并引物（表 1），以所得的 cDNA 第一链为模
板对中间片段进行扩增。扩增体系为：2×Taq 
Master Mix（Dye Plus）12.5 μL（购自南京诺唯
赞公司）、cDNA 1 μL、上下游引物各 1 μL、ddH20 
9.5 μL，共 25 μL。PCR程序为：94 ℃预变性 3 min，
94 ℃变性 30 s，65 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，
退火温度降 1 ℃循环，19 个循环，然后 94 ℃ 
变性 30 s，45 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，

最后 72 ℃延伸 10 min。反应结束后用 1%琼脂
糖凝胶进行电泳，使用 Axyprep DNA凝胶回收
试剂盒（购自美国 AxyGen生物技术有限公司）
分离纯化 PCR产物。胶回收产物与 pGEM-T Easy 
Vector载体（购自美国 Promega公司）进行连接，
然后将连接产物转化入 DH5α感受态细胞中。挑
取白色单菌落进行 PCR 鉴定，将阳性菌液送往
上海生工生物工程公司测序。 

1.5  大螟 AQP 基因 5ʹ和 3ʹ末端片段的克隆 

利用已获得的大螟 AQP 基因片段，根据
RACE 引物设计的规则，使用 Primer 5 设计 5ʹ
和 3ʹ末端特异性引物（表 1）进行大螟 AQP 基
因 5ʹ和 3ʹ末端序列的扩增。使用 SMARTerTM 
RACE cDNA Amplification Kit试剂盒（购自日本
TaKaRa公司）合成 RACE cDNA第一链。以合
成的 RACE cDNA 为模板对 5ʹ和 3ʹ末端进行扩
增。扩增体系为：2×Taq Master Mix（Dye Plus） 
12.5 μL（购自南京诺唯赞公司）、cDNA 1 μL、
5ʹ或 3ʹ引物 1 μL、UPM3 μL、ddH2O 7.5 μL，共
25 μL。反应程序为：94 ℃预变性 5 min、94 ℃
变性 30 s、68 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 2 min，
35个循环，最后 72 ℃延伸 10 min。对 PCR产
物进行回收纯化、克隆和测序。 

1.6  大螟 AQP 基因序列的拼接和分析 

使用 ContigExperss软件将中间片段和 5ʹ、3ʹ
末端序列进行拼接，得到大螟 AQP基因的全长序
列。使用在线工具 ORF Finder（http://www. ncbi. 
nlm.nih.gov/projectts/gorf/）分析大螟 AQP基因的
开放阅读框（ORF），并以此为基础设计跨开放阅
读框的特异性引物，进行全长验证。使用 Blast
（http://blast.ncbi. nlm.nih.gov/ Blast.cgi）进行同
源性搜索。使用MEGA X，采用邻接法构建大螟
AQP与其它昆虫 AQP的系统进化树。利用 ORF 
Finder翻译得到的氨基酸序列，通过InterPro（http:// 
www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search）对
大螟 AQP 氨基酸序列进行蛋白家族预测分析，
通过 ExPASy（https://web. expasy.org/protparam/） 
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表 1  试验中所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequences (5ʹ→3ʹ) 引物用途 Usage of primers 

AQPDP-F ACAAGCTGATCTGGAGGCA 中间片段扩增 

AQPDP-R TGGCAGGCGGTGATGCTGAG Intermediate fragment amplification 

AQPRACE-5ʹ GCTACATCGTCGTCCAAACACTCG 5ʹRACE 

AQPRACE-3ʹ GCAGCAACACCAATGGAAGTTAGCACGA 3ʹRACE 

SiAQPDNA-F TGTATGTAGCCACAACGAAAGG 基因组验证 

SiAQPDNA-R CGTCGAGCATATTGACAGACTA Verification of genome 

SiAQPqPCR-F GCACGCCTTACAAAACACA 实时定量 

SiAQPqPCR-R CTGAGAGACCGATGATAGAGGA Real-time quantitative PCR 

18SrRNA-F CAACACGGGAAATCTCACCA 

18SrRNA-R GACAAATCGCTCCACCAACTAA 

RPS13-F TGGTAAGGGTATCTCCCAATCA 

RPS13-R TCGTCAGCAGTCAGTTTCAGC 

实时定量内参基因 Reference gene in qPCR

 
分析其分子量、等电点等信息，通过 ExPASy 的
ProtScale程序（https://web.expasy.org/protscale/）
分析蛋白疏水性，通过 TMHMM（http://www.cbs. 
dtu.dk/services/TMHMM/）分析大螟 AQP的跨膜
结构。 

1.7  大螟 AQP 基因组验证 

使用 AxyPrep基因组 DNA小量试剂盒（购
自美国 AxyGen生物技术有限公司）提取大螟 5
龄幼虫的基因组 DNA。根据已获得的大螟 AQP
基因全长 cDNA序列，在 ORF两端设计一对引
物（表 1），按照中间片段的方法扩增大螟 AQP
的基因组序列，回收纯化、克隆和测序。在

GenBank 中对测序结果进行 Blast 同源序列检
索。使用大螟 AQP基因组序列和 cDNA全长序
列进行比较，分析是否存在内含子。 

1.8  大螟 AQP 基因的表达分析和数据分析 

使用 SV Total RNA分离纯化试剂盒（购自
美国 Promega 公司）提取不同处理大螟样品的
RNA。使用 PrimeScript RT reagent Kit Perfect Real 
Time试剂盒（购自美国 Bio-Rad公司）合成 cDNA
第一链。使用 RPS13作为大螟不同组织处理的内
参基因，使用 18SrRNA作为大螟不同发育阶段、 

不同温度处理和不同湿度处理的内参基因（Sun 
et al.， 2015）。使用 SYBR Green I嵌合荧光法进
行 qPCR扩增反应。反应体系为：STBR®Premix 
Ex TaqTM（2×）（购自美国 Bio- Rad公司）10 μL，
上、下游引物各 1 μL，cDNA 2 μL，ddH2O 6 μL。
反应程序为：95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 15 s，
58.9 ℃退火 30 s，40个循环。反应结束后读取
Ct 值，每个发育阶段和组织进行 4 个反应，每
个反应 3次重复。 
所得数据由 SPSS软件分析处理。显著性差

异使用单因素方差分析 (One-way ANOVA)，选
用 Tukey 进行多重比较。表达水平使用 2ΔΔCt进

行相对定量分析。 

2  结果与分析  

2.1  大螟 AQP 基因的序列特征分析 

以大螟 cDNA模板，通过扩增，纯化，克隆，
测序，得到大螟 AQP 基因（SiAQP）的 cDNA
全长序列。对 SiAQP 进行序列分析发现无内含
子，中间开放阅读框（ORF）长度为 831 bp，起
始密码子 ATG，终止密码子 TAA，编码 276个氨
基酸，分子量为 29.27 ku，等电点 8.16，不稳定
系数 28.08（<40为稳定序列），脂肪系数 120.47， 
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总平均亲水性 0.693，具有强疏水性（图 2），符
合水通道蛋白的一般疏水特性。保守结构域和跨

膜结构预测分析发现 SiAQP 含有两个高度保守
的水通道蛋白特征序列 NPA（Asn-Pro-Ala）基

序，6个跨膜结构域（TM1-TM6）（图 1，图 3）。
蛋白家族预测分析结果表明 SiAQP 氨基酸序列
属于膜内嵌蛋白家族（MIP，IPR000425）中的
水通道蛋白家族（AQP，IPR 034294）。 

 

 
 

图 1  大螟 SiAQP 的 cDNA 序列及编码的氨基酸序列 
Fig. 1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of SiAQP from Sesamia inferens 

方框标记为 AQP基序；下划线标记为跨膜结构域。 
NPA motif is boxed; Underscores indicate the transmembrane alpha helices domains. 

 

2.2  大螟 AQP 的系统发育分析 

利用大螟 AQP（SiAQP）的氨基酸序列，结
合前人研究结果，从 DRIP、PRIP和 BIB 3个昆 

虫水通道蛋白亚家族中挑选了 27 种不同昆虫的
水通道蛋白，根据它们的 GenBank 登记号下载
其氨基酸序列（其中 mRNA序列通过 ORF finder 
翻译成蛋白氨基酸序列），利用 MEGA X软件， 
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图 2  大螟 SiAQP 的疏/亲水性预测 
Fig. 2  the amino acid scale of SiAQP from  

Sesamia inferens 

得分在“0”以上为疏水，得分在“0”以下为亲水。 
Scores above “0” are hydrophobic, scores below “0”  

are hydrophilic. 

采用邻近法重复 1 000次构建这些昆虫水通道蛋
白的系统进化发育树（图 4）。如图 4所示，SiAQP
属于昆虫水通道蛋白的 DRIP亚族，该亚族属于
水渗透型 AQP，因此推测 SiAQP 在大螟体内主
要功能为水分渗透调节。 
 

 
 

图 3  大螟 SiAQP 的跨膜结构 
Fig. 3  Prediction of transmembrane helices in  

proteins of SiAQP from Sesamia inferens 
 

 
 

图 4  昆虫不同 AQP 的系统进化树 
Fig. 4  Phylogenetic tree of AQP in insects 

大字号加粗标记“AQPa”为本研究中的 SiAQP，分支上的数字代表 1 000个抽样重复的 bootstrap验证中可信度的 
百分比，右侧标出的是水通道蛋白的类型: DRIP、PRIP和 BIB。 

SiAQP in the study is marked with a large size as “AQPa” and bold. The numbers on the branches represent  
confidential percentage of the bootstrap in 1 000 sampling replicates. The types of aquaporins are shown on the  

right of the figure: DRIPs, PRIPs and BIBs. 
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2.3  大螟 AQP 基因的表达 

2.3.1  SiAQP 在大螟幼虫不同器官组织内的表

达  根据大螟幼虫不同组织中 SiAQP 的 qPCR
分析结果（F= 8.583，P<0.05）（图 5）可以发现，
在大螟幼虫的不同器官组织中，后肠的 SiAQP 
表达量最高，与其它组织内的 SiAQP 表达量存
在显著差异（P<0.05），可以达到头部组织的 11
倍。同时，虽然马氏管、前肠和中肠等消化吸收

器官的 SiAQP 表达量高于表皮、脂肪体和血淋
巴等组织，但是它们之间的 SiAQP 表达量并没
有显著差异（P>0.05）。 

 

 
 

图 5  SiAQP 在不同组织内的相对表达量 
Fig. 5  Relative experssion of SiAQP in different  

tissues of Sesamia inferens 

FB：脂肪体；MG：中肠；FG：前肠；PG：唾液腺；
HG：后肠；MT：马氏管；HC：血淋巴；HE：头部；

EP：表皮；柱上标有不同字母代表了各处理间的 
差异显著（P≤0.05）。下图同。 

FB: Fat body; MG: Midgut; FG: Foregut; PG: Salivary 
gland; HG: Hindgut; MT: Markovian canal; HC: 

Hemolymph; HE: Heat; EP: Epidermis; The different 
letters marked in the figurerepresent the significance of  
the differences between the treatments. The same below. 

 

2.3.2  SiAQP 在大螟不同生长发育阶段的表达 
在卵、1龄幼虫、2龄幼虫、3龄幼虫、4龄

幼虫、5龄幼虫、6龄幼虫、雌/雄蛹和雌/雄成虫
等整个大螟发育历程中，SiAQP表达量在雄性成
虫体内达到最高，显著高于其它虫态（F=9.350，
P<0.05）（图 6）。虽然卵期、幼虫和蛹期之间
SiAQP 表达量没有显著差异（P>0.05），但是从
整个发育过程中我们仍可以看到从卵期孵化为

低龄幼虫时 SiAQP 表达量相对上升，随着低龄
幼虫逐渐发育为高龄幼虫之后其表达量又逐渐下

降，从高龄幼虫（5 龄、6 龄）到化蛹，其整体
SiAQP 表达量相对稳定，并在羽化之后表达量再
度上升。 

 

 
 

图 6  SiAQP 在大螟不同发育阶段的相对表达量 
Fig. 6  Relative mRNA expression of SiAQP in 

developmental stages of Sesamia inferens 

卵：Egg；1龄幼虫：1st instar larva；2龄幼虫：2nd  
instar larva；3龄幼虫：3rd instar larva；4龄幼虫：4th  
instar larva；5龄幼虫：5th instar larva；6龄幼虫：6th  
instar larva；雄蛹：Male pupa；雌蛹：Female pupa； 

雄成虫：Male adult；雌成虫：Female adult. 
 

2.3.3  大螟幼虫在不同温度处理下 SiAQP 的表

达  以 27 ℃为参照对大螟 5龄幼虫进行高、低
温处理，根据 qPCR分析结果可以发现（图 7），

﹣虽然 4 ℃和 0 ℃处理的幼虫其 SiAQP的表达 
 

 
 

图 7  不同温度下 SiAQP 的相对表达量 
Fig. 7    Relative mRNA expression of SiAQP  

at different temperature 
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﹣量相对较低，但整个低温处理（ 8-0 ℃）之间
并无显著差异（P>0.05）；同样，在高温处理
（35-45 ℃）中的 SiAQP的表达量也相对稳定，
各温度处理之间没有显著差异（P>0.05）；与对
照组相比，低温处理和高温处理中 SiAQP 的表
达都没有显著差异（P>0.05），仅在 37 ℃高温

﹣处理与 4 ℃和 0 ℃的低温处理间的表达量出
现显著差异（F= 2.153，P<0.05）。这表明 SiAQP 
的表达受温度影响较小。 
2.3.4  不同发育阶段大螟在不同湿度条件下的

SiAQP 表达  将 5 龄大螟幼虫置于不同的相对
湿度（RH）条件下处理发现，随着湿度的上升
（25%-75% RH），SiAQP的表达量也逐渐上升，
并在 75% RH 时达到最高，但湿度过高（95% 
RH）时 SiAQP的表达量反而显著下降（F=5.648，
P<0.05）（图 8）。这表明对大螟幼虫而言，75% RH
是适宜的湿度环境，过低或者过高的湿度都会抑

制 SiAQP的表达。 
 

 
 

图 8  不同湿度下 5 龄幼虫的 SiAQP 相对表达量 
Fig. 8  Relative mRNA expression of SiAQP at 
different relative humidity for 5th instar larva 

 
用不同的相对湿度处理大螟雌（F=8.334，

P<0.05）、雄蛹（F=4.222，P<0.05）发现，随着
湿度上升大螟蛹的 SiAQP 的表达量也出现了先
上升后下降的趋势，并在 50% RH 时达到最高
（图 9：A，图 9：B）。这表明对大螟蛹而言，
50% RH是相对适宜的湿度环境，过低或者过高
的湿度环境都会抑制大螟蛹的 SiAQP表达。 

 
 

图 9  不同湿度下蛹的 SiAQP 相对表达量 
Fig. 9  Relative mRNA expression of SiAQP at 

different relative humidity for pupa 

A. 柱上标有不同字母代表了各处理间的差异显著性；
B. 柱上标有不同字母代表了各处理。下图同。 

A. The different letters marked in the figure represent the 
significance of the differences between the treatments;  

B. The different letters marked in the figure represent the 
sign. The same below. 

 
用不同的相对湿度处理大螟雌（F=2.448，

P>0.05）、雄成虫（F=1.734，P>0.05）时发现，随
着湿度上升，大螟成虫的 SiAQP的表达量也出现
先上升后下降的趋势，并在 50% RH时达到最高，
但各处理间并无显著差异（图 10：A，B）。这可
能是由于大螟成虫具有更高的湿度适应能力。 

3  讨论 

本研究通过基因克隆技术首次获得了大螟

的一条水通道蛋白基因并命名为 SiAQP。基于氨
基酸序列分析和预测结果表明，大螟水通道蛋白 
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图 10  不同湿度下成虫的 SiAQP 相对表达量 
Fig. 10  Relative mRNA expression of SiAQP at 

different relative humidity for adult 
 

（SiAQP）属于膜内嵌蛋白家族（MIP）中的水
通道蛋白家族（AQP）。通过 Blast 比对发现
SiAQP的氨基酸序列与棉铃虫、斜纹夜蛾、家蚕、
赤眼蜂等昆虫的水通道蛋白的氨基酸序列相似

度都在 90%以上，保守域也存在水通道蛋白的特
征序列 NPA 基序和 6 个跨膜结构域，亲疏水性
预测结果为强疏水性，这些都符合水通道蛋白的

结构和功能特征（陆明星等，2017），因此确定
此序列为大螟的水通道蛋白序列。自 1996 年第
一条昆虫水通道蛋白基因被发现以来（Caherec 
et al.，1996），截至 2017年已有 40多条不同昆
虫、不同类型的水通道蛋白基因被记录（陆明星

等，2017），近两年也有越来越多的昆虫水通道
蛋白基因被发现和研究（李耀华等，2017；
Tsujimoto et al.，2017），本研究首次获得大螟水
通道蛋白基因，为进一步开展昆虫水通道蛋白的

研究提供基础材料。 

水通道蛋白是一种跨膜蛋白，可以在细胞膜

内外形成通道，除了水分运输功能外，人们还陆

续发现部分水通道蛋白可以运输尿素、甘油等小

分子以及营养物质、代谢前体、废物、毒素和气

体等物质 （Junpei et al.，2006；Liu et al.，2007；
Gomes et al.，2009；Bienert et al.，2013）。根据
蛋白间结构和功能的差异，人们对已确定的昆虫

水通道蛋白进行了分类，其中 Campbell（2008）
将昆虫水通道蛋白主要分为 DRIP、BIB和 PRIP
三大类，而有的学者则将其分为了 DRIP、BIB、
PRIP和 PPIP四大类（Kambara et al.，2009；Xia 
et al.，2017）。本研究结合前人研究结果，从
DRIP、PRIP和 BIB 3个昆虫水通道蛋白亚家族
中选取了 27 种不同昆虫的水通道蛋白质序列
（刘海远等，2013；李耀华等，2017），结合我
们自己克隆得到的 SiAQP 的氨基酸序列构建系
统进化发育树，结果表明 SiAQP属于DRIP亚族。
而该亚族属于水渗透型 AQP，因此推测 SiAQP
在大螟体内主要功能为水分渗透调节。 
生物有机体不同组织的功能分工差异通常

是由蛋白质基因表达的蛋白种类不同所致。我们

对大螟不同组织的 SiAQP 表达量差异分析结果
表明，SiAQP在后肠中的表达量最高，这与后肠
的水分吸收功能相一致，也与埃及伊蚊 Aedes 
aegypti 水通道蛋白的表达研究结果类似
（Marusalin et al.，2012）。此外，本研究中马氏
管、前肠和中肠等消化吸收器官的 SiAQP 表达
量都相对高于表皮、脂肪体和血淋巴等组织，而

二化螟 Chilo suppressalis 和烟粉虱 Bemisia 
tabaci的水通道蛋白基因在成虫和若虫肠道中的
表达量也高于其它组织器官（Ekert et al.，2016；
Lu et al.，2018），这进一步印证了消化吸收器官
需要更多的 AQP表达来保证其水分回收的功能。 

昆虫不同的生长发育阶段对外界环境的需 
求和适应能力存在差异。我们对大螟卵期、1龄、
2龄、3龄、4龄、5龄、6龄、雌/雄蛹和雌/雄成
虫等不同生长发育阶段的 SiAQP 表达水平差异
进行了研究，结果发现从卵孵化为低龄幼虫时

SiAQP表达量相对上升，而随着低龄幼虫逐渐发
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育为高龄幼虫之后其表达量又逐渐下降，从高龄

幼虫（5龄、6龄）到化蛹其 SiAQP表达量相对
稳定，并在羽化之后表达量再度上升。此外，雄

性成虫的 SiAQP表达量显著高于其它发育阶段，
在豆荚草盲蝽 Lygus hesperus的水通道蛋白基因
表达研究中也发现雄虫的 AQP 基因表达量最高
（Fabrick et al.，2014），这可能是因为成虫仅靠
取食花粉存活，进水量较低，必须通过较高的

AQP 基因表达来保证高效率的吸收利用水分。
也与豆荚草盲蝽水通道蛋白的研究结果一样

（Fabrick et al.，2014），本研究中卵期的 SiAQP
表达量也最低，可能正是由于卵期 AQP 表达量
较低，保水能力比较差，进而导致大螟卵块孵化

时对环境湿度要求较高的现象。当然，不同昆虫

间的这种表达差异并非完全一致，如斜纹夜蛾水

通道蛋白 SlAQP1的最高表达量就发生在预蛹和
蛹期（刘海远等，2013）。 

昆虫的生长发育、繁殖和分布都会受到温度

的影响（Bale et al. 2002）。在温度对大螟水通道
蛋白表达影响的研究中，大螟的 SiAQP 表现出
了有限的差异性，仅仅在低温处理的﹣4 ℃和 0 
℃处理与高温处理中 37 ℃处理间存在显著差
异，其它低温处理（﹣8、﹣6、﹣4、﹣2、0 ℃）
间与高温处理（35、37、39、41、43、45 ℃）
间并无显著差异，这表明温度对大螟的 SiAQP
表达影响不大。但是，长时间的﹣4 ℃低温处理
小胸鳖甲会促进其体内水通道蛋白基因

（MpAQP1）的表达（李耀华等，2017），这表
明温度对昆虫体内水通道蛋白表达的影响在不

同昆虫间存在差异。 
在本研究中我们发现，随着湿度的上升，大

螟幼虫和雌、雄蛹体内的 SiAQP 表达量都出现
了先上升后下降的趋势，其中大螟幼虫、雌、雄

蛹的 SiAQP最高表达水平分别出现在 75% RH、 
50% RH、50% RH，雌、雄成虫在不同湿度环境
下 SiAQP 的表达没有显著差异，而二化螟雄性
成虫的水通道蛋白基因CsDrip1在75%湿度条件
下表达受到明显的抑制（Lu et al.，2018）。此外，
我们的研究表明，低湿度和高湿度环境都会抑制

大螟体内 SiAQP 的表达，而大螟成虫对不同湿
度环境的适应能力则相对较强。 
昆虫 AQPs的功能和种类比较复杂，此前对

AQPs的研究主要聚集在哺乳动物和人类领域，
而作为生命之源的水与昆虫的生长和繁殖息息

相关，因此近些年人们对昆虫 AQPs的研究也越
来越多。对昆虫 AQPs的研究可以帮助我们更好
地了解昆虫在生长发育、繁殖和分布等领域的分

子机理，对我们深入研究昆虫的生理和行为变化

以及相关害虫防治具有重要意义。 
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