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葱蝇己糖激酶基因的鉴定、特征分析及在滞育期的表达分析
*
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摘要:基于转录组数据,首次鉴定了葱蝇(Deliaantiqua)2条己糖激酶(Hexokinase,HXK)基因分别命名为DaHXK-1和

DaHXK-2。DaHXK-1基因含有1544bp的开放阅读框,编码513个氨基酸,相对分子量和理论等电点分别为58.3kD
和5.97;DaHXK-2基因的开放阅读框为2512bp,编码819个氨基酸,相对分子量和理论等电点分别为91.1kD和

9.19,二者编码的蛋白同为胞质型蛋白,具有该酶蛋白质典型的保守结构域,且与家蝇(Muscadomestica)MdHXK-1和

MdHXK-2蛋白的同源性分别为74%和78%;系统发育分析显示它们与其他双翅目(Diptera)昆虫的己糖激酶的进化关

系最近,表明己糖激酶在进化过程中比较保守。基因表达分析显示DaHXK-1和DaHXK-2基因在夏滞育蛹中都下调表

达;DaHXK-1基因在冬滞育蛹中的表达呈先上升后下降趋势,DaHXK-2基因的表达模式则相反。研究认为DaHXK-1
和DaHXK-2基因的不同表达模式可能与组织特异性有关。
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葱蝇(Deliaantiqua)是重要的世界性地下害虫,广泛分布于北半球温带地区,对百合类蔬菜造成严重的危

害[1]。葱蝇蛹通过夏滞育(Summer-diapause,SD)度过高温和酷暑;通过冬滞育(Winter-diapause,WD)抵抗低温

和严寒。葱蝇是少数具有这两种滞育类型且出现在同一发育时期(头外翻时期)的昆虫之一[2]。因此,葱蝇是比

较分析昆虫夏滞育和冬滞育分子机制差异的理想物种之一。
滞育是昆虫度过不良环境、维持个体生存、延续种群的重要生态策略。滞育特征表现为发育停滞、抗逆性增

强、代谢活动极低。滞育作为一种代谢活动非常不一致的发育阶段,有些代谢途径被终止或抑制,另一些维持昆

虫生存所必须的代谢活动则得到保持或增强[3]。目前,关于滞育昆虫的生态机制和滞育期生理生化已有较多的

研究报道[4],但对葱蝇滞育期的生理机制尤其是对能量储藏物质合成的中间代谢途径有关基因的研究甚少。
己糖激酶(Hexokinase,HXK,编号EC2.7.1.1)是许多糖代谢途径中的关键酶,广泛存在于细菌、酵母、植

物、昆虫和脊椎动物中。研究表明黑腹果蝇(Drosphilamelanogaster)具有3个 HXK同工酶[5],而家蚕(Bom-
byxmori)有4个HXK同工酶[6]。作为糖代谢的重要限速酶之一,HXK参与了糖酵解、糖异生、磷酸戊糖代谢、
糖醛酸代谢、海藻糖代谢及糖原合成等过程,直接影响昆虫体内的生理变化,从而影响昆虫生理活动。本研究基

于葱蝇转录组数据,鉴定了2条 HXK 基因;通过数字基因表达谱比较了葱蝇夏滞育和冬滞育蛹中 HXK 基因

的表达特点。较为全面地分析了2个HXK的蛋白特征并探究了它们基因的表达模式,为进一步研究葱蝇滞育

蛹的糖代谢机制提供理论基础。

1材料与方法

1.1供试昆虫

葱蝇为本实验室长期饲养的实验种群[7]。成虫饲养温度为(23±0.5)℃,相对温度50%~70%,光周期为
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16h光照∶8h黑暗;非滞育幼虫及蛹饲养条件为(20±0.5)℃,光周期为16h光照∶8h黑暗;夏滞育的诱导温

度为(25±0.5)℃,光周期为16h光照∶8h黑暗;冬滞育的诱导温度为(18±0.5)℃,光周期为12h光

照∶12h黑暗。

1.2基因序列检索

以“Hexokinase”作为关键词,在葱蝇转录组(SRRaccessnumber:916227)[8]中进行搜索,然后对检索序列

进行BlastP分析。

1.3生物信息学分析

利用ORFFinder(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)查找序列的开放阅读框、推测编码氨基

酸序 列;分 别 利 用 ComputepI/Mw(http://www.expasy.org/compute_pi/)和 ProtScale (http://www.
expasy.org/cgi-bin/protscale.pl)进行蛋白质的理论分子量、等电点及亲、疏水性分析;蛋白的跨膜区及信号肽

预测由 TMHMM(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)和SignalP4.1(http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP/)完成;利用 WoLFPSORT(http://wolfpsort.org/)进行蛋白的亚细胞定位预测;通过

SMART软件(http://smart.embl-heidelberg.de/)进行蛋白质的功能结构域分析;蛋白质的二级结构分析由

SNP(http://npsa-pbil.ibcp.fr)完成。用 OrthoMCL(http://www.orthomcl.org/orthomcl/)在线软件进行

了蛋白质同源性分析。蛋白质的三维结构由SWISS-MODEL(http://swissmodel.expasy.org/)构建后,用

PDBview程序显示分析和编辑,并用ComputeElectrostaticPotential对蛋白表面的电荷分布进行预测分析。

1.4系统发育关系分析

分别以HXK-1和HXK-2作为询问序列,在GenBank中对昆虫 HXK进行同源性搜索。利用 MEGA5.1
软件预测蛋白质最佳进化模型。采用贝叶斯(BayesianV3.01)方法构建系统进化树,运行4个马尔科夫链,3条

热链和1条冷链,以随机树为起始树,运行10万代,每100代取1棵树,舍去老化的前250棵树后,根据剩余样本

构建一致树并计算相关参数。以家鼠(Musmusculus)同源HXK序列(登录号:AAB57759)作为外群。

1.5RNA的提取及基因表达谱测序

用TRIZOL法提取非滞育(ND)、滞育起始期(SI,WI)、滞育维持期(SM,WM)和滞育静止期(SQ,WQ)蛹的

总RNA并用Agilent2100检测RNA的完整性。mRNA经Oligo(dT)磁珠富集后,随机打断成约200nt的片

段,以片段化的mRNA为模板,用六碱基随机引物合成cDNA第一链后,加入dNTPs、缓冲液、DNA聚合酶I和

RnaseH进行cDNA第二链的合成;纯化后进行末端修复、加ploy(A)和测序接头,再经琼脂糖凝胶电泳回收目

的片段,最后进行PCR扩增并构建测序文库。采用 Hiseq2000进行测序,测序工作由深圳华大基因研究院完

成。测序所得的原始数据经去接头、去低质量序列后进行拼接。参考本实验室前期获得的转录组数据。基因表

达量的计算使用RPKM 法(Readsperkbmillionreads)[9]。样本间的差异表达基因的筛选标准为假阳性率

(Falsediscoveryrate,FDR)不高于0.001,且以2为底相对表达量比率值对数(log2-ratio)的绝对值不低于1(差
异倍数不低于2倍)。将差异基因映射到KEGG数据库中的代谢通路中。从中找出糖代谢相关基因,并比较分

析它们在不同时期的表达情况。

2结果与分析

2.1HXK 基因鉴定

经数据库检索找到2条编码HXK的基因序列(Unigene2150和Unigene2949)。BlastP分析显示它们分别

与家蝇(Muscadomestica)HXK-1和HXK-2的氨基酸序列相似率最高,分别为74%和78%。结构域分析显示

它们都含有两个高度保守的HXK结构域(HXK1和HXK2),表明葱蝇的2个基因为HXK 家族成员;因此将它

们命名为DaHXK-1(Unigene2150,GenBank登录号:AHN49716)和DaHXK-2(Unigene2949,GenBank登录

号:AHN49715)。

2.2蛋白序列分析

氨基酸序列分析显示DaHXK-1基因编码的蛋白质含有513个氨基酸,相对分子量为58.3kD,理论等电点
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为5.97,无信号肽,不存在跨膜螺旋区,为细胞质型蛋白。DaHXK-1蛋白具有 HXK家族保守的功能结构域

HXK1(氨基酸序列位置:48~248,E=1.5e-58)和 HXK2(氨基酸序列位置:250~493,E=5.6e-60)(图1)。

DaHXK-2基因编码的蛋白质含有819个氨基酸,相对分子量为91.1kD,理论等电点为9.19,无信号肽,同样为

细胞质型蛋白;DaHXK-2蛋白也具有两个保守的功能结构域:HXK1(氨基酸序列位置:264~468,E=2.5e-
75)和HXK2(氨基酸序列位置:470~709,E=9.8e-78)(图1)。蛋白质翻译后修饰分析发现DaHXK-1和

DaHXK-2蛋白都有N-糖基化位点、蛋白激酶C磷酸化位点、N-肉豆蔻酰化位点及酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点(表

1)。同时,它们含有保守序列DLGGTNXR、DTTG、VLGT,葡萄糖结合序列GFTFSFP和NDTTG,葡萄糖-6-
磷酸结合序列DGSVY,以及ATP结合区DLGGTNF/LR(图1)。

  注:倒三角形代表保守位点,星号表示葡萄糖结合位点,实心圆点表示葡萄糖-6-磷酸结合位点,空心圆圈表示ATP结合位点。

图1 葱蝇DaHXK-1、DaHXK-2与家蝇 MdHXK-1、MdHXK-2的氨基酸序列比对

Fig.1 MultiplealignmentofthededucedaminoacidsequenceofD.antiquaDaHXK-1and

DaHXK-2,andM.domesticaMdHXK-1andMdHXK-2

2.3二级结构分析

利用USD方法,对DaHXK-1和DaHXK-2蛋白的二级结构进行预测。结果表明,DaHXK-1蛋白由34.18%
的α-螺旋、16.21%的β-折叠和49.61%的无规则卷曲组成;而DaHXK-2蛋白则由26.68%的α-螺旋、22.03%的

β-折叠和51.26%的无规则卷曲组成(图2)。该分析表明无规卷曲是DaHXK-1和DaHXK-2蛋白二级结构中的

最大结构元件,α-螺旋和β-折叠则分散于整个蛋白质中。

2.4三级结构分析

利用SWISS-MODEL进行同源建模,结果显示DaHXK-1蛋白的空间结构有14条α-螺旋和10股反向平行

的β-折叠组成(封二彩图3a);DaHXK-2则有22条α-螺旋和14股反向平行的β-折叠组成(封二彩图3b)。它们

分别与人的HXKI(PDB:1qha.A)和HXKII(PDB:2nzt.A)相似率最高,分别为47.85%和38.04%。拉试图

统计比较显示DaHXK-1和DaHXK-2模型有很好的立体化学结构,表明HXK家族成员有较高的空间结构保守
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性。如封二彩图3c和3d所示,DaHXK-1和DaHXK-2表面以负电荷为主,而在活性位点区域正电荷聚集,这种

电荷分布模式更有利于HXK的催化反应。

表1 DaHXK-1和DaHXK-2的功能位点比较

Tab.1 ComparisonoffunctionalsitesofDaHXK-1andDaHXK-2

位点名称 模式类型
氨基酸序列

HXK-1 HXK-2
随机概率

N-糖基化位点 N{P}[ST]-{P}[12]

105~108:NGTF;235~238:NDTT;

368~371:NVSV;378~381:NDSW;

423~425:NTSV;438~441:NITV;

509~512:NNTE

188~191:NGTL;197~200:NCTK;

205~208:NGCC;455~458:NDTT;

614~617:NATD;810~813:NCTK
5.1e-03

蛋白激酶C
磷酸化位点

[ST]-x-[RK]
124~125:TMK;394~396:TAR;

413~415:SKR;480~482:SGK;

13~15:SIR;48~50:SGR;69~71:TKR;

76~78:SGK;222~224:TDK;246~248:

SHK;631~633:SKR;696~698:SGR;756
~758:TER

1.4e-02

N-肉豆蔻

酰化位点

G-{EDRKHPFYW}-
x(2)-[STAGCN]

102~107:GTENGT;106~111:GTFLAM;

189~194:GLDSGV;193~198:GVLVTW;

254~259:GIVLGT;258~263:GTGSNG;

260~265:GSNGCY;

479~484:GSGKGA

151~156:GCCSSA;189~194:GTLNNN;

206~211:GSSQTS;323~328:GNERGK;

409~414:GLTKGL;413~418:GLLVTW;

459~464:GTLMSC;474~479:GLIVGT;

478~483:GTGSNA;480~485:GSNACY;

549~554:GMYMGE;582~587:GQFFTK;

598~603:GVFTNC;611~616:GLNNAT;

657~662:GVDGSV;695~700:GSGRGA;

775~780:GLLVNL

1.4e-02

酪蛋白激酶Ⅱ
磷酸化位点

[ST]-x(2)-[DE]

35~38:SMYE;76~79:SEME;188~
191:SGLD;226~229:TNIE;305~308:

TEFD;310~313:TVDE;370~373:

SVIE;376~379:TLND;383~386:

SLEE;398~401:SNDD

8~11:TTSE;217~220:SSTD218~
221:STDE;263~266:SVAE525~528:

TEFD;590~593:SEIE616~619:TD-
ED;728~731:TRYD787~790:TIVE

1.5e-02

HXK标签
[LIVM]-G-F-[TN]-
F-S-W-T-K-x-[LF]

117~202:LGFTFSFPMRQSGLDSGV-
LVTWTKSF

397~422:LGFTFSFPLTQLGLT-KGL-
LVTWTKGF 5.1e-17

酪氨酸激酶

磷酸化位点

[RK]-x(2,3)-[DE]-
x(2,3)-Y

167~175:KQLKDDCKY - 4.1e-04

cAMP和cGMP
依赖性蛋白激

酶磷酸化位点

[RK](2)-x-[ST] -
17~20:KKKT;715~718:KKIT;749~
752:RRES;758~761:RKIT

1.6e-03

细胞附着序列 R-G-D - 443~445:RGD 2.0e-04
酰胺化位点 x-G-[RK]-[RK] - 76~79:SGKK 8.6e-04

  注:图中线条由高到低依次表示α-螺旋、β-折叠、无规则卷曲。

图2 DaHXK-1和DaHXK-2的二级结构

Fig.2 ThesecondarystructureofDaHXK-1andDaHXK-2

  根据氨基酸序列同源性分析结果,

选取了17种昆虫的20条HXK蛋白质

序列(表2),并以 WAG+G为最佳进

化模型进行系统发育树的构建。结果

显示DaHXK-1和DaHXK-2蛋白分别

与家蝇的 HXK-1和 HXK-2蛋白聚为

一支,表明它们是直系同源蛋白(图4)。
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这与OrthoMCL的分析结果相一致,同属于 OG5-126743同源系列。另外,葱蝇DaHXK-2蛋白与其他双翅目

(Diptera)昆虫的HXK蛋白形成姊妹系。DaHXK-1蛋白则与其他膜翅目(Hymenoptera)昆虫的 HXK蛋白形

成姊妹分支。

表2 17种昆虫的20条 HXK蛋白质序列

Tab.2 20HXKproteinsequencesin17insectspecies

蛋白名称 物种 登录号 蛋白名称 物种 登录号

DaHXK-1 葱蝇(D.antiqua) AHN49716 DmHXK-1 黑腹果蝇(Drosophilamelanogaster) NP_727350

DaHXK-2 葱蝇(D.antiqua) AHN49715 MoHXK-2 西花蓟马(Metaseiulusoccidentalis) XP_003747899

MdHXK-1 家蝇(M.domestica) XP_005179307 MrHXK-1 苜蓿切叶蜂(Megachilerotundata) XP_003708388

MdHXK-2 家蝇(M.domestica) XP_005182332 HsHXK-2 印度跳蚁(Harpegnathossaltator) EFN77452

BtHXK-1 熊蜂(Bombusterrestris) XP_003394957 CfHXK-2 弓背蚁(Camponotusfloridanus) EFN64975

BtHXK-2 熊蜂(Bombusterrestris) XP_003401409 LmHXK 飞蝗(Locustamigratoria) ACM78948

AmHXK-1 意大利蜜蜂(Apismellifera) XP_006560610 CqHXK 致倦库蚊(Culexquinquefasciatus) XP_00185012

DpHXK 大红斑蝶(Danausplexippus) EHJ75730 DwHXK 果蝇(Drosophilawillistoni) XP_002067500

AaHXK 埃及伊蚊(Aedesaegypti) XP_001660030 CbHXK 军蚁(Cerapachysbiroi) EZA53295

CcHXK-2 地中海实蝇(Ceratitiscapitata)XP_004521010 MmHXK-1 家鼠(M.musculus) AAB57759

2.5HXK 基因的表达谱分析

为进一步了解非滞育和滞育蛹中糖代谢的变化规律,本研究对DaHXK-1和DaHXK-2基因进行了鉴定和

数字表达谱分析。结果显示DaHXK-1和DaHXK-2基因在夏滞育葱蝇蛹中呈现一直下调的表达趋势,而在冬

滞育蛹中二者却呈相反的表达趋势,DaHXK-1基因先上升后下降,而DaHXK-2基因先下降后上升(图5)。

  注:分支上的数字为贝叶斯验后概率;分支长度表示每个氨基酸

的替代率。各 HXK的来源和登录号见表2。

图4 DaHXK-1和DaHXK-2与其他昆虫 HXK的系统树

Fig.4 PhylogenetictreeofDaHXK-1,

DaHXK-2,andotherinsecthexokinases

a 夏滞育

b 冬滞育

  注:同一发育时期的蛹作为实验材料 (刚化蛹时为D0):SD1.5=WD4
(滞育起始期);SD6=WD20(滞育维持期);SD14=WD85(滞育静止期)。

图5 DaHXK-1和DaHXK-2基因在夏滞育和冬滞育中的表达模式

Fig.5 TheexpressionanalysisofDaHXK-1and
DaHXK-2insummer-andwinter-diapause
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3讨论

本研究通过葱蝇转录数据分析,得到2个 HXK 基因。氨基酸序列分析显示DaHXK-1和DaHXK-2蛋白

与其他双翅目昆虫的HXK蛋白同源性高,表明该蛋白在进化上比较保守;推测与之在双翅目昆虫中执行相似功

能有关。葱蝇HXK具有高度保守的葡萄糖、ATP和G-6-P结合位点,有相同的N-糖基化位点、蛋白激酶C磷

酸化位点、酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点和HXK标签。蛋白质的磷酸化和去磷酸化过程在细胞的信号转导中起重

要作用,它是生物体中普遍存在的一种调节机制,几乎涉及所有的生理和病理过程,如糖代谢、细胞的生长发育、

基因表达等[10],这为HXK在葱蝇滞育糖代谢中的功能提供了理论依据。但DaHXK-1蛋白有1个特殊的酪氨

酸激酶磷酸化位点,DaHXK-2蛋白有3个特有的蛋白修饰位点:cAMP和cGMP依赖性蛋白激酶磷酸化位点、

N-肉豆蔻酰化位点、酰胺化位点和细胞附着序列。这些特有位点可能影响两个基因的不同功能。研究发现家蚕

有4种HXK同工酶,它们在发育过程中有明显的时空表达模式[6]。研究表明果蝇 HXK-A虽然在不同组织中

都有表达,但在飞行肌中表达量最高[11-12]。还发现HXK在线粒体和细胞质中的活性也存在差异[13]。对黑腹果

蝇幼虫、成虫及不同组织的研究显示 HXK-1,HXK-2和 HXK-3蛋白具有不同的酶活性变化趋势[14]。因此,推
测本研究中DaHXK-1和DaHXK-2蛋白的不同表达模式可能与组织特异性有关。

HXK表达受激素的调控,从而影响葡萄糖含量的变化,而糖含量的变化与葱蝇滞育的发生、维持和终止有

密切的关系。代谢过程中积累的葡萄糖等中间代谢产物可以通过血淋巴进入大脑,影响神经肽PTTH的合成,

进而对昆虫滞育和其他变态发育过程起到调节作用[10];同时糖含量的变化有可能反过来影响昆虫的滞育进程。

本研究报道的2个葱蝇 HXK 基因及其序列特征进一步丰富了昆虫HXK酶系基因数据。系统发育分析显

示DaHXK-1和DaHXK-2蛋白分别与双翅目昆虫的HXK蛋白聚为一支,表明该酶在进化中比较保守。通过表

达谱数据探究了2个HXK 基因在夏滞育和冬滞育的表达模式,发现2个基因在夏滞育中有相同的表达模式,而
在冬滞育中表达模式却相反。研究推测不同表达模式可能与组织特异性有关,且对进一步揭示冬、夏滞育糖代

谢特点奠定了基础。
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AnimalSciences

Identification,CharacterizationofHexokinaseGenesinDeliaantiquaand
ExpressionAnalysisduringtheDiapausePeriods

GUOQiang,CHENBin,FUDanying,RENShuang,SIFengling,HAOYoujin
(InstituteofEntomologyandMolecularBiology,CollegeofLifeSciences,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:Inthisstudy,twohexokinasegeneswerefirstlyidentifiedbasedontranscriptomedata,anddesignatedasDaHXK-1and

DaHXK-2.DaHXK-1containsanopeningreadingframeof1544bp,encodesa513-aaproteinwithatheoreticalmolecularweight

of58.3kDandpIof5.97.DaHXK-2containsanopeningreadingframeof2512bp,encodesan819-aaproteinwithatheoretical

molecularweightof91.1kDandpIof9.19.Bothencodedproteinsarecytoplasmicprotein.Homologyanalysisshowedthatthey

havetwoconservedfunctionaldomainsandotherfunctionalsites.Theyshare74%,78%identitytoMdHXK-1andMdHXK-2of

Muscadomestica,respectively.PhylogeneticanalysisshowedthattheywereclusteredwithHXKsofotherDipterainsects,sugges-
tingthathexokinasewasmoreconservativeduringinsect’sevolution.GeneexpressionanalysisrevealedthatDaHXK-1and

DaHXK-2weredown-regulatedinsummerdiapause.DaHXK-1showedaup-downexpressionpatterninwinterdiapause.Howev-
er,DaHXK-2hadacontraryexpressionpattern.TheresearchshowedthatthedifferentexpressionofDaHXK-1andDaHXK-2

maybetissue-specificexpression.

Keywords:Deliaantiqua;diapause;hexokinse;bioinformaticanalysis
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