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韭菜迟眼蕈蚊热休克蛋白 BoHsp70 的 

克隆及热胁迫下的表达分析* 
程佳旭 1, 2**  付步礼 1, 2  李传仁 1  张友军 2*** 

（1. 长江大学农学院，荆州 434025；2. 中国农业科学院蔬菜花卉研究所，北京 100081） 

摘  要  【目的】 本研究旨在克隆韭菜眼蕈蚊 Bradysia odoriphaga 热休克蛋白 Hsp70 基因，并对其进行

序列和表达模式分析，以及探讨该基因在韭菜迟眼蕈蚊生长发育及响应温度胁迫方面的作用。【方法】 选

择韭菜迟眼蕈蚊温度转录组中高温下表达上调的 Hsp70 序列，设计其基因引物扩增序列，构建 qRT-PCR

检测体系分析该虫在短时高温热激（30、32、34 和 36 ℃；1、2、4、6、8、10 和 12 h）和高温热激后不

同恢复时间（25 ℃；1 h、2 h）下的 Hsp70 表达谱。【结果】 获得韭菜迟眼蕈蚊 Hsp70 基因 cDNA 全长

序列并命名为 BoHsp70（GeneBank 登录号：MW250640），包含 1 971 bp 的开放阅读框，编码 656 个氨基

酸，具有真核生物 Hsp70 基因家族的 3 个保守序列，同时在 C-末端具有 KDEL 序列，推测其属于内质网

型热休克蛋白。BLAST 分析和氨基酸序列系统发育分析结果显示，韭菜迟眼蕈蚊与双翅目蝇类昆虫 Hsp70

聚类为一个分支。BoHsp70 在韭菜迟眼蕈蚊体内不同发育阶段中都有表达，雄成虫体内的表达量高于雌成

虫，且在雌雄成虫头部表达量的差异显著。高温胁迫可诱导 BoHsp70 表达，并在诱导 1-2 h 内达到最高水

平。在 30、32 和 34 ℃热激条件下随热激时间的增加，BoHsp70 表达量呈下降趋势，而在 36 ℃热激下，

BoHsp70 表达水平不变。韭菜迟眼蕈蚊在解除高温热激后，BoHsp70 表达水平随着恢复时间的增长而下降。

【结论】 韭菜迟眼蕈蚊可以通过调节体内 Hsp70 的表达来应对不良的环境温度。 

关键词  韭菜迟眼蕈蚊；高温胁迫；热休克蛋白 Hsp70；昆虫耐热性 

Cloning the Bradysia odoriphaga heat shock protein 70 gene and 
analysis of its expression under heat stress 

CHENG Jia-Xu1, 2**  FU Bu-Li1, 2  LI Chuan-Ren1  ZHANG You-Jun2*** 

(1. College of Agriculture, Yangtze University, Jingzhou 434025, China; 2. Institute of Vegetables and Flowers,  

Chinese Academy of Agriculture Sciences, Beijing 100081, China) 

Abstract  [Objectives]  To clone the Bradysia odoriphaga heat shock protein Hsp70 gene, analyze its gene sequence and 

mRNA expression profiles, and investigate its function in development and the thermal stress response. [Methods]  PCR 

primers were designed to amplify a full-length fragment of the Hsp70 gene based on the nucleotide sequence of B. odoriphaga 

obtained from transcriptome data. A real-time, fluorescence, quantitative detection system was established to detect Hsp70 

expression in B. odoriphaga during exposure to high temperatures for different periods (30, 32, 34 and 36 ℃; 1, 2, 4, 6, 8, 10, 

12 h) and after different recovery periods at 25 ℃ (1 h, 2 h). [Results]  The full-length B. odoriphaga Hsp70 gene was 

obtained and named BoHsp70 (GenBank accession number: MW250640). This gene contained a 1 971 bp open reading frame 

(ORF) and encoded 656 amino acids. Its amino acid sequence contains three Hsp70 family conserved sequences and a KDEL 

motif in the C-terminal region, indicating that Hsp70 is a member of the endoplasmic reticulum family of heat shock proteins. 
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BLAST analysis of amino acid sequences indicates that BoHsp70 is very similar to the Hsp70 genes of Dipteran insects, and it 

clustered on the same branch as Dipteran Hsp70 genes on a phylogenetic tree. BoHsp70 was expressed in different 

developmental stages of B. odoriphaga. Expression was higher in male adults than in females and was significantly different in 

the heads of male and female adults. Exposure to a high temperature induced expression of BoHsp70 which peaked after 1-2 h. 

BoHsp70 expression decreased with the duration of exposure at 30, 32 and 34 ℃, but remained constant over time at 36 ℃. 

After heat shock treatment, BoHsp70 expression decreased with the duration of recovery time at 25 ℃. [Conclusion]  

Collectively, these findings indicate that B. odoriphaga can regulate BoHsp70 expression in response to high temperature 

stress. 

Key words  Bradysia odoriphaga; heat stress; heat shock protein 70 (Hsp70); insect heat tolerance 

温度是影响昆虫生命活动的重要非生物因

子（Umina et al.，2005；Broufas et al.，2009；

Forster et al.，2011）。昆虫在自然条件中的长期

进化下发展出了一系列的策略来避免环境的变

化（如气候变化、温室效应、极端天气等）所造

成的伤害（Sonna et al.，2002；Sørensen et al.，

2003）。其中，热休克蛋白（Heat shock proteins，

Hsps）是生物体内广泛存在的一类能够抵抗高温

和干旱等不良环境的应激蛋白（Gething，1999；

Agashe and Harlt，2000），包括 Hsp100、Hsp90、

Hsp70、Hsp60、Hsp40 和 small Hsp（sHsp）6

个家族（Ritossa，1962）。众多研究表明，Hsp70

作为昆虫热休克蛋白家族中重要且保守的成员，

具强烈的温度敏感性（郝春凤等，2016），其在

多种昆虫应对高温不利条件下避免伤害而发挥

重要作用（郑丹等，2010；Lü and Wan，2011）。 

韭菜迟眼蕈蚊 Bradysia odoriphaga 是我国

重要的地下害虫，其幼虫俗称韭蛆（杨集昆和张

学敏，1985）。韭蛆取食 7 科 30 多种植物根茎，

对韭菜尤为喜爱（冯惠琴和郑方强，1987）。研

究发现，我国北京、山东、湖北等多地的韭蛆种

群在春秋两季高发，夏冬两季少有发生（史彩华

等，2016；谢超等，2016；孔海龙等，2017；李

朝霞等，2019），暗示着季节温度变化影响韭蛆

种群动态，特别是夏季高温不利于其种群发生。

此外，中国农业科学院蔬菜花卉研究所张友军团

队发现高温对韭菜迟眼蕈蚊的发育、存活与繁殖

等重要生物学指标有显著的负面影响（Cheng 

et al.，2017），基于此研发了“日晒高温覆膜法”

防治韭蛆绿色防控新技术（Shi et al.，2018）。因

此，上述研究说明高温对韭蛆的生命活动具有重

要影响，但是至今对于该虫应对高温热激的内在

响应特征与耐热适应性机制却知之甚少。 

综上，鉴于 Hsp70 在昆虫应对高温胁迫下发

挥着重要作用，前期韭菜迟眼蕈蚊温度胁迫转录

组研究中得到的结果表明韭蛆热休克蛋白在不

同温度胁迫下差异表达，其中 Hsp70 在 40 ℃下

表达上调，在 4 ℃下表达下调（Cheng et al.，

2020）。基于转录组数据，本研究克隆获得韭蛆

Hsp70 cDNA 的全长序列，采用 qRT-PCR 方法分

析不同高温胁迫和常温恢复下韭蛆 Hsp70 在

mRNA 水平上表达量的变化，以期了解韭菜迟眼

蕈蚊在其抵抗高温胁迫中的分子机制，为深入研

究该虫的温度耐受性机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试虫源：采用 Cheng 等（2020）方法用韭

菜进行韭菜迟眼蕈蚊的室内继代饲养至 20 代并

用于后续试验。 

主要试剂：采用李世香等（2019）所用 RNA

提取试剂、反转录试剂、载体和感受态和荧光定

量试剂为 FastFire qPCR PreMix (SYBR Green)

（TIANGEN，中国）。 

1.2  不同龄期、不同体段、不同温度及时间热

激处理后韭菜迟眼蕈蚊样本的收集 

不同龄期韭菜迟眼蕈蚊样品的收集：收集 1

日龄卵、2 日龄卵、3 日龄卵各 300 粒；1 龄幼

虫 100 头；2 龄幼虫 50 头；3 龄幼虫 30 头；4

龄幼虫 10 头；1-5 日龄蛹各 10 头；雌成虫和雄
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成虫各 10 头。 

韭菜迟眼蕈蚊成虫的不同体段样品收集：在

显微镜下解剖虫体，分别收集雌虫、雄虫的头部、

胸部和腹部 3 个体段。 

不同温度与时间热激后的样品收集：挑取长

势一致的韭菜迟眼蕈蚊 4 龄幼虫 30 头置于底部

有琼脂（浓度为 2.5%）的培养皿中，并将培养

皿置于不同温度的人工气候箱中进行热激。分别

在 30、32、34 和 36 ℃下热激 1、2、4、6、8、

10 和 12 h。热激后，收集上述共 28 组实验组中

存活的幼虫各 5头，并将热激后的幼虫转入 25 ℃

人工气候箱中进行室温（25 ℃）恢复 1 h 和 2 h。

待恢复后，收集共 56 组实验组中的幼虫各 5 头，

并以 25 ℃饲养的幼虫作为对照组。 

按照上述不同的取样方式，每个处理样品收集

3 管作为 3 次生物学重复，收集后存放于﹣80 ℃，

用于 RNA 提取、反转录操作以及 qRT-PCR 检测。 

1.3  韭菜迟眼蕈蚊 Hsp70 基因的克隆及序列分析 

参照 Cheng 等（2020）方法，采用 Trizol

（Trizol Reagent，北京生化科技有限公司）方法

对韭菜迟眼蕈蚊进行 RNA 抽提。经 Nanodrop 

2100（Thermo Fisher，美国）检测后，取 1 µg

总 RNA 作为模板，按照反转录试剂盒说明书合

成 cDNA 第一链，并保存于﹣20 ℃备用。 

依据转录组数据，经 NCBI 网站序列比对鉴

定后获得韭菜迟眼蕈蚊 Hsp70 核苷酸序列。利用

Primer 5.0 软件设计引物（表 1），引物由北京擎

科生物技术有限公司合成，以上述合成的 cDNA

为模板进行常规 PCR，对该基因的序列进行验证。

20 µL 常规 PCR 反应体系：2 × Taq PCR MasterMix 

 10 µLⅡ 、引物 BoHsp70 F/R（表 1）各 1 µL、

模板 cDNA 1 µL、ddH2O 7 µL。反应条件：94 ℃

预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，60 ℃退火 1 min，

72 ℃延伸 3 min，共 35 个循环；72 ℃延伸 10 

min；4 ℃保存。PCR 产物经回收、连接转化、

摇菌后送到北京擎科生物技术有限公司测序。测

序结果用 DNAMAN 软件和原序列比对验证。 

将测序所得序列在 NCBI 中用 BLAST

（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）工具进

行核酸序列的同源性分析，利用在线软件 ORF 

Finder（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.Html）

查找序列的开放阅读框并预测其编码的氨基酸

序列。运用在线工具 ExPASy（http://web.expasy. 

org/compute_pi/）预测蛋白的分子量、等电点等

理化性质。 

 
表 1  本试验所用引物 

Table1  Primers used in this study 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5-3） 

Primer sequence（5-3） 
引物长度（bp）

Primer length 
扩增片段长度（bp） 

Product size 
目的 

Purpose 

BoHsp70 F GACGACGGTTTGTTCATCAGT 21 

BoHsp70 R CTGCCGAGTGTGTCTTCTTG 20 

2 398 扩增全长 
Amplification of full-length

BoHsp70 qF AGAACTCGAAGCCACACGTT 20 

BoHsp70 qR GTAAGCCTCTGCGGTTTCCT 20 

113 qPCR 

RPS15 qF ATCGTGGCGTCGATTTGGAT 20 

RPS15 qR CTCATTTGGTGGGGCTTCCT 20 

164 qPCR 

RPL28 qF CGTGCCCGACATTTTCATCA 20 

RPL28 qR GACCAAGCCACTGTAACGGA 20 

180 qPCR 

 
1.4  韭菜迟眼蕈蚊 Hsp70 基因的系统进化分析 

利用NCBI将韭菜迟眼蕈蚊Hsp70 基因推导出

来的氨基酸序列进行同源检索比对，选取意蜂 Apis 

mellifera（登录号：NP_001153524.1）、美洲东部熊

蜂 Bombus impatiens（登录号：XP_003490896.1）、

赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum （ 登 录 号 ：

XP_015838368.1 ）、马铃薯甲虫 Leptinotarsa 

decemlineata（登录号：XP_023015278.1）、家蚕

Bombyx mori（登录号：NP_001036837.1）、黑脉

金斑蝶 Danaus plexippus plexippus（登录号：
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OWR50998.1）、埃及伊蚊 Aedes aegypti（登录号：

XP_021707218.1）、达氏按蚊 Anopheles darlingi

（登录号： ETN60336.1 ）、致倦库蚊 Culex 

quinquefascia（登录号：XP_001845218.1）、黑腹果

蝇Drosophila melanogaster（登录号：NP_727563.1）、

地 中 海 实 蝇 Ceratitis capitata （ 登 录 号 ：

XP_004535077.1）、家蝇 Musca domestica（登录

号：XP_005184291.1）12 种昆虫的 Hsp70 氨基

酸序列，使用 DNAMAN 8.0 软件对以上 13 种昆

虫 Hsp70 的氨基酸序列进行多重序列比对。利用

Mega 6.0 软件以邻接（Neighbor-Joining，NJ）

法构建系统进化树，序列中的缺失采用 partial 

deletion（95%）删除，选用 Poisson 模型计算两

两序列间的遗传距离，并对生成树的各分支进行

1 000 次重复抽样检测其置信度。 

1.5  韭菜迟眼蕈蚊 Hsp70 基因的荧光定量 PCR 

以 BoHsp70 qF/BoHsp70 qR（表 1）为特异

性引物，韭菜迟眼蕈蚊 RPS15 和 RPL28 为内参

基因（Shi et al.，2016），利用荧光定量试剂进行

qRT-PCR 来检测韭菜迟眼蕈蚊 Hsp70 基因在各

发育龄期、雌雄成虫各体段样品以及不同温度与

时间热应激下的相对表达量。20 µL 的 qPCR 反

应体系为 2 × FastFire qPCR PreMix 10 µL、上下

游引物各 0.6 µL、cDNA 模板 1 µL、50 × ROX 

Reference Dye 0.4 µL、RNase-Free ddH2O 7.4 µL。

反应条件为 95 ℃预变性 1 min；95 ℃变性 5 s，

60 ℃退火/延伸 15 s，共 40 个循环。每个生物

学重复设置 3 次技术重复。荧光定量结果根据目

的基因和内参基因的 CT 值，采用 2－ΔΔCT 法进行

数据分析。样品结果组间差异采用 SPSS 19.0 软

件中的 ANOVA 法进行单因素方差分析，用

Turkey 法进行差异性显著性检验，并采用

GraphPad Prism 8 软件对结果进行作图。 

2  结果与分析 

2.1  韭菜迟眼蕈蚊 BoHsp70 基因的克隆 

分别以 BoHsp70 F/R 为引物、韭菜迟眼蕈蚊

4 龄幼虫 cDNA 为模板，扩增 Hsp70 基因，目的

片段经回收、连接转化后菌液测序，得到 Hsp70

基因核苷酸序列并命名为 BoHsp70（GenBank 登

录号：MW250640）。序列分析结果显示，BoHsp70

基因开放阅读框为 1 971 bp，编码 656 个氨基酸

（图 1）。预测分子量为 72.6 ku，理论等电点为

5.09。BoHsp70 基因氨基酸序列包含 3 个 Hsp70

家族氨基酸多肽链高度保守序列以及内质网

Hsp70 的特征序列，因此可被认定为热休克蛋白

70 家族基因。 

2.2  韭菜迟眼蕈蚊 BoHsp70 的系统进化分析 

氨基酸多序列比对结果表明韭菜迟眼蕈蚊

BoHsp70 的氨基酸序列和其他 12 种昆虫 Hsp70

氨基酸序列的一致性很高，约为 87.25%-91.01%，

其中与双翅目果蝇的序列一致性最高，为

91.01%（图 2）。系统进化树分析结果表明，韭

菜迟眼蕈 BoHsp70 与双翅目蝇类昆虫进化关系

最近，分属同支（图 3）。 

2.3  BoHsp70 在韭菜迟眼蕈蚊中的表达模式 

荧光定量 PCR 结果分析表明，BoHsp70 在

韭菜迟眼蕈蚊生长发育的各个时期均有表达，且

在不同发育阶段呈现出不同的表达模式。

BoHsp70 在卵期和蛹期的表达量随着发育日龄

的增加而增加，在幼虫期中以 1 龄幼虫的表达量

为最高，在成虫期中雄成虫的表达量高于雌成虫

（图 4：A）。BoHsp70 在韭菜迟眼蕈蚊成虫的不

同体段中都有表达，在雌成虫头部、胸部、腹部

体段中表达差异不显著（P>0.05），而在雄成虫

头部、胸部、腹部体段中表达差异显著（P<0.05），

在头部中表达量最高，是腹部的 5.75 倍（图 4：B）。 

2.4  高温热激后韭菜迟眼蕈蚊 BoHsp70 基因的

表达分析 

韭菜迟眼蕈蚊 BoHsp70 的相对表达量在 30、

32、34 和 36 ℃下热激 1 h 或 2 h 即可达到峰值，

并且峰值随着热激温度的升高而增加并趋于稳

定，分别是对照组（25 ℃）的 5、24、21 和 24

倍。在不同热激温度处理下，BoHsp70 的相对表

达量变化很大，在 30 ℃热激下，BoHsp70 的相

对表达量随着热激时间的增加而缓慢减少并最

终为对照组的 3 倍；在 32 ℃和 34 ℃热激下， 
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图 1  韭菜迟眼蕈蚊 BoHsp70 基因核苷酸序列及推导的氨基酸序列 

Fig. 1  Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of BoHsp70 in Bradysia odoriphaga 

ATG 为起始密码子；*表示终止密码子 TAA；起始密码子和终止密码子均用黑色粗体标出；用灰色标出 Hsp70 保守序

列；下划线标出内质网 Hsp70 特征序列。 

ATG is the start codon; An asterisk indicates the stop codon TAA; The start and stop codons are marked in bold black; Hsp70 
conversed sequence is outlined in gray; Endoplasmic reticulum HSP70 characteristic sequence is underlined. 

 

BoHsp70 的相对表达量随着热激时间的增加而

迅速减少并最终为对照组的 8倍和 9倍；在 36 ℃

热激下，BoHsp70 的相对表达量随着热激时间的

增加而稳定在对照组的 20 倍（图 5）。 

韭菜迟眼蕈蚊在不同热激温度及时间处理

下并经室温恢复后的 qRT-PCR 结果表明，

BoHsp70 的相对表达量在室温恢复后有所降低。

在 30 ℃热激 1-12 h 并经室温恢复 2 h 后，

BoHsp70 的相对表达量基本与对照组无显著性

差异（P>0.05）；在 32 ℃和 34 ℃热激 1-12 h 后，

随着室温恢复时间的增加，BoHsp70 的相对表达

量显著降低（P<0.05）；在 36 ℃热激 1-12 h 后，

随着室温恢复时间的增加，BoHsp70 的相对表达

量降低并显著高于对照（P<0.05）（图 6）。 

3  讨论 

本研究克隆获得了韭菜迟眼蕈蚊 Hsp70 基 

因的 cDNA 全长，命名为 BoHsp70（GenBank 登

录号：MW250640）。该基因的开放阅读框为 1 971 

bp，编码 656 个氨基酸，且具有真核生物 Hsp70

基因的 3 个氨基酸多肽链高度保守序列，同时在

C-末端具有 KDEL 序列，推断韭菜迟眼蕈蚊

BoHsp70 属于内质网型热休克蛋白基因。氨基酸

多序列比对结果表明韭菜迟眼蕈蚊 BoHsp70 与

其它 12 种昆虫的相似性在 87%以上，且与双翅

目果蝇科果蝇相似性高达 91.01%，证实 Hsp70

基因的高度保守。在形态学上，韭菜迟眼蕈蚊幼

虫看起来类似于蝇类幼虫，成虫看起来类似于蚊

类成虫。然而，对于其与双翅目昆虫的进化关系

研究比较少见。在本研究中的氨基酸序列系统进

化聚类分析结果表明，韭菜迟眼蕈蚊与蝇类昆虫

中的地中海实蝇 Ceratitis capitata、家蝇 Musca 

domestica、黑腹果蝇 Drosophila melanogaster 聚

集在一支，然而蚊类昆虫达氏按蚊 Anopheles 

darlingi、埃及伊蚊 Aedes aegypti、致倦库蚊 Culex  
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图 2  韭菜迟眼蕈蚊与其他 12 种昆虫的 Hsp70 氨基酸序列比对 

Fig. 2  Sequence alignment of Hsp70 amino acids of Bradysia odoriphaga and other 12 insects 

黑色代表 100%的序列一致性，红色代表 75%的序列一致性，蓝色代表小于或等于 50%的序列一致性，虚线表示此位

氨基酸在对齐比较中不存在。Aae：埃及伊蚊；Ad：达氏按蚊；Am：意蜂；Bi：美洲东部熊蜂；Bm：家蚕； 

Bo：韭菜迟眼蕈蚊；Cc：地中海实蝇；Cq：致倦库蚊；Dm：黑腹果蝇；Dpp：黑脉金斑蝶； 

Ld：马铃薯甲虫； Md：家蝇；Tc：赤拟谷盗。 

Black represents 100% identity; Red represents 75% identity and blue represents ≤50% identity; The dotted line represents 
that the amino acid does not exist in alignment comparison. Aae: Aedes aegypi; Ad: Anopheles darlingi; Am: Apis mellifera; 

Bi: Bombus impatiens; Bm: Bombyx mori; Bo: Bradysia odoriphaga; Cc: Ceratitis capitata; Cq: Culex quinquefascia;  
Dm: Drosophila melanogaster; Dpp: Danaus plexippus plexippus; Ld: Leptinotarsa decemlineata;  

Md: Musca domestica; Tc: Tribolium castaneum. 
 

 
 

图 3  基于邻接法构建的韭菜迟眼蕈蚊与其他 12 种昆虫 Hsp70 氨基酸的系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of Hsp70 amino acids between Bradysia odoriphaga and  
other 12 insects based on Neighbor-Joining method 
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图 4  BoHsp70 在韭菜迟眼蕈蚊中的表达模式 

Fig. 4  Expression pattern of BoHsp70 in Bradysia odoriphaga 

数据为平均数±标准误差。柱上标有不同大、小写字母表示经 Turkey 新复极差法检验在 P<0.05 水平差异显著。*表示

经 Turkey 新复极差法检验在 P<0.05 水平差异极显著。1 d：1 日龄；2 d：2 日龄；3 d：3 日龄；4 d：4 日龄；5 d： 

5 日龄；1st：1 龄；2nd：2 龄；3rd：3 龄；4th：4 龄；F：雌；M：雄；Egg：卵；Larvae：幼虫；Pupae：蛹； 

Adult：成虫。Head：成虫头部；Chest：成虫胸部；Abdomen：成虫腹部。 

Data are mean ± SE. Histograms with different letters indicate significant difference at the 0.05 level by Turkey’s new 
multiple range test. * indicates extremely significant difference at the 0.05 level by Turkey’s new multiple range test.  
1 d: 1st day old; 2 d: 2nd day old; 3 d: 3rd day old; 4 d: 4th day old; 5 d: 5th day old; 1st: 1st instar; 2nd: 2nd instar;  
3rd: 3rd instar; 4th: 4th instar; F: Female; M: Male. Head: Adult head; Chest: Adult chest; Abdomen: Adult abdomen. 

 

 
 

图 5  不同温度和时间处理下韭菜迟眼蕈蚊 BoHsp70 的表达分析 

Fig. 5  Expression analysis of BoHsp70 in Bradysia odoriophaga under different heat shock temperature and time 

数据为平均数±标准误差，柱上标有不同字母表示经 Turkey 新复极差法检验在 P<0.05 水平差异显著。 

CK 表示在 25 ℃条件下 BoHsp70 的表达情况。下图同。 

Data are mean ± SE. Histograms with different small letters indicate significant difference at the 0.05 level by  

Turkey’s new multiple range test. CK indicates the expression of BoHsp70 at 25 ℃. The same below. 
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图 6  不同温度和时间处理后不同恢复时间韭菜迟眼蕈蚊 BoHsp70 的表达分析 

Fig. 6  Expression analysis of BoHsp70 in Bradysia odoriophaga at different recovery times after  
different heat shock temperature and time 
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quinquefasciatus 则另聚类为一支。Hsp70 基因在

蝇类昆虫与蚊类昆虫聚类在不同分支的情况在

瓜实蝇 Bactrocera cucurbitae Hsp70 的研究中也

同样存在（姜建军等，2015）。这种结果表明韭

菜迟眼蕈 BoHsp70 与蝇类昆虫亲缘关系更近，推

测其 Hsp70 功能的分化早于其形态学上的进化。 

已有研究表明 Hsp70 基因参与调控昆虫的

生长发育（Pettersen et al.，2004；Ravaux et al.，

2007；Sharma et al.，2007）。不同昆虫种内的

Hsp70 基因表达量在各发育阶段的变化并不一

致且具有物种特异性，例如 Hsp70 基因在灰飞虱

Laodelphax striatellus 的 1 龄若虫阶段表达量最

高（张青等，2015），而沙葱萤叶甲 Galeruca 

daurica 的 Hsp70 基因在卵期的表达量最高（谭

瑶等，2017）。全变态昆虫发育阶段转换的波动

体现在相关基因表达量的变化（Gala et al.，

2013）。在本研究中，BoHsp70 的表达量在韭菜

迟眼蕈蚊的不同生长发育阶段中有变化且在 1

龄幼虫中最高，Lu 等（2014）在二化螟 Chilo 

suppressalis 幼虫中也发现了类似的现象并推测

CsHsp70 在 1 龄幼虫期的高表达是由于其面临外

界环境压力而引发的应激状态。而 BoHsp70 的

表达量在韭菜迟眼蕈蚊卵期与蛹期中随着发育

的成熟而逐渐增加，表明了韭菜迟眼蕈蚊

BoHsp70 基因参与到卵期与蛹期的发育过程。

Hsp70 基因的表达在昆虫不同性别中存在差异，

Hsp70 在梨小食心虫 Grapholitha molesta 雌成虫

中的表达量高于其在雄成虫中的表达量，表明了

GmHsp70 的诱导表达在雌性中比在雄性中更加

敏感（Chen et al.，2013），而 Hsp70 在灰飞虱

L. striatellus 雄成虫中的表达量高于其在雌成虫

中的表达量，表明了 LsHsp70 参与了灰飞虱的生

殖调控（张青等，2015）。在本研究中，BoHsp70

在雄成虫中的表达量高于雌成虫，对此，我们认

为 BoHsp70 可能参与了韭菜迟眼蕈蚊的生殖调

控，然而有关韭蛆性别研究的报道目前较少，

BoHsp70 在韭菜迟眼蕈蚊不同性别中的作用机

制仍需进一步研究。BoHsp70 在韭菜迟眼蕈蚊

雌、雄成虫不同体段中的表达结果表明在胸部以

及腹部的表达无差异，而在头部表达差异显著。

同样的结果在苹果蠹蛾 Cydia pomonella 中有过

报道（Yang et al.，2016）。因此，BoHsp70 在韭

菜迟眼蕈蚊成虫头部的转录水平暗示着这个基

因与神经系统处理功能可能相关，但其作用机制

仍需进一步研究。 

Hsp70 基因参与昆虫的热应激反应从而帮

助变形蛋白质恢复正确构象（Deane and Woo，

2005）。当昆虫受到高温胁迫时，其体内的 Hsp70

蛋白含量会增加几十倍甚至几百倍（马文静和马

纪，2012）。黄粉虫 Tenebrio molitor 在 42 ℃热

激 1 h 后，其体内 Hsp70 的表达量上升了 26.9

倍（黄琼等，2013）。温室白粉虱 Trialeurodes 

vaporariorum 的 Hsp70 基因在 36 ℃诱导下表达

上升了近 400 倍（王海鸥和雷仲仁，2010）。本

研究发现，韭菜迟眼蕈蚊 BoHsp70 的表达量在

30、32、34、36 ℃热激处理 1-2 h 时达到最大值，

分别是对照（25 ℃）的 5、24、21 和 24 倍。然

而，随着热激时间的增长，BoHsp70 的响应强度

和方式对不同热激温度有较大的差异。MpHsp70

在不同的高温胁迫中表现出不同的响应强度在

小胸鳖甲 Microdera punctipennis 中有也过报道

（马文静和马纪，2012）。BoHsp70 的表达在 30、

32、34 ℃热激下随热激时间的增加显著降低，

而在 36 ℃热激下持续在高水平。这说明

BoHsp70 表达量在不同热激强度与时长下的动

态变化与韭菜迟眼蕈蚊抵抗高温和热适应性密

切相关。有研究指出，当昆虫在高温环境下，

Hsp70的初始表达导致Hsp70蛋白的大量累积来

保护昆虫免受热胁迫，但当昆虫适应高温环境

后，Hsp70 的长期转录似乎是不必要的（Lu et al.，

2017）。李俊杰等研究（2004）也说明当昆虫处

于过高的应激强度，或持续过长的应激时间，昆

虫体内的热休克蛋白对细胞的保护作用“失效”

而导致机体死亡。 

有研究表明，当昆虫解除热激后，热休克蛋

白表达将降低以确保昆虫适应常温环境变化（季

璐等，2015）。本研究也发现，韭菜迟眼蕈蚊

BoHsp70 的表达水平在 30、32、34 ℃热激下经

室温恢复 2 h 后可降低至室温水平，说明对韭菜

迟眼蕈蚊解除热激后，BoHsp70 表达量降低也是
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该虫重新适应常温环境的应激反应。另外，本研

究发现在 36 ℃热激下，韭菜迟眼蕈蚊需更长时

间才能将体内 BoHsp70 表达量降低至室温水平，

这可能与该虫为适应高温而产生了适合度代价

相关（Hoffmann，1995；Silbermann and Tatar，

2000），从而使得 BoHsp70 恢复正常需要更多时间。 

综上所述，本研究成功克隆了韭菜迟眼蕈蚊

BoHsp70 基因 cDNA 序列，明确了该虫响应热激

下 Hsp70 表达规律，研究结果初步阐明了 Hsp70

与韭菜迟眼蕈蚊温度适应性密切相关，为进一

步深入探讨该虫的温度耐受性机制提供了理

论依据。 
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