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摘要：为探究青杨天牛Saperda populnea幼虫低氧适应的分子机制，分别对青杨天牛幼虫进行常氧

（21%氧浓度）、中度缺氧（14%氧浓度）和重度缺氧（7%氧浓度）处理，采用高通量测序技术对低氧

胁迫下青杨天牛进行转录组测序与组装、功能注释与分类、差异基因筛选与分析，采用实时荧光定

量 PCR（quantitative real-time PCR，qPCR）技术对转录组测序结果进行验证。结果表明，与常氧处

理相比，14%和7%氧浓度处理下青杨天牛幼虫显著差异表达基因数分别为31个和1 525个。低氧

胁迫后青杨天牛幼虫的显著差异表达基因功能主要富集到跨膜转运蛋白活性、细胞或亚细胞组分

运动、微管运动等。低氧胁迫后青杨天牛幼虫差异表达基因代谢通路主要富集到氮代谢、蛋白质消

化吸收、昼夜节律和环磷酸腺苷（cyclic adenosine monophosphate，cAMP）信号通路等。qPCR检测

结果与转录组测序结果一致，表明转录组测序结果可靠。
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Abstract: To explore the molecular mechanisms underlying the hypoxic adaptation of small poplar

borer Saperda populnea larvae, the larvae were treated with normal oxygen (21% O2 concentration),

moderate hypoxia (14% O2 concentration) and severe hypoxia (7% O2 concentration). Transcriptome se‐

quencing and assembly, functional annotation and classification, as well as screening and analysis of dif‐

ferentially expressed genes in S. populnea under hypoxic stress were conducted using high-throughput

sequencing techniques. Quantitative real-time PCR (qPCR) was used to verify the sequencing accuracy

of transcriptome data. The results indicated that the number of differentially expressed genes in S. popul‐

nea larvae treated with 14% O2 concentration and 7% O2 concentration was 31 and 1 525, respectively,

compared to larvae in a normal oxygen environment. The functions of these differentially expressed

genes in S. populnea larvae exposed to hypoxic stress were mainly enriched in transmembrane trans‐

porter activity, movement of cell or subcellular component, and microtubule-based movement. The dif‐
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ferentially expressed genes under hypoxic stress were mainly enriched in KEGG pathways such as nitro‐

gen metabolism, protein digestion and absorption, circadian entrainment, and cyclic adenosine mono‐

phosphate (cAMP) signaling pathway. Validation through qPCR revealed similar results in the RNA-seq

data, affirming the accuracy of the sequencing data.

Key words: Saperda populnea; hypoxic stress; differentially expressed gene; functional enrichment

analysis; high-throughput sequencing

青杨天牛 Saperda populnea隶属鞘翅目天牛科

沟胫天牛亚科楔天牛属 Saperda，主要为害毛白杨

Populus tomentosa、银 白 杨 Populus alba 和 加 杨

Populus canadensis 等幼树。青杨天牛作为重要的

蛀干害虫被列入青海省重点林木检疫对象，同时也

被列为全国林业危险性有害生物（王福维等，2001；

索朗拉姆，2018）。青杨天牛幼虫蛀食幼树主干髓

部，被害处会形成虫瘿，阻碍树体养分运输，以致树

梢枯折或树干畸形，严重时整株死亡（Eken et al.，

2006；王海香等，2017）。在国外青杨天牛主要分布

于韩国、保加利亚和芬兰等国家（Georgiev et al.，

2004；Wallin et al.，2017），在国内其只分布在东北和

华北等地（李永福等，2015）。2002年在西藏自治区

（简称西藏）拉萨市曲水县聂当乡首次发现青杨天

牛，随后该虫对西藏杨树林的为害程度呈上升趋势，

为害范围逐渐扩大，有由低海拔向高海拔扩散的趋

势（左力等，2004），因此明确青杨天牛幼虫响应低氧

胁迫的分子机制对于防控该害虫具有重要意义。

近年来，国内外关于环境胁迫对昆虫影响的研

究越来越多，大多集中在低温胁迫对昆虫的影响方

面（Bernardo et al.，2008；Garcia et al.，2009），而关于

低氧胁迫对昆虫影响的研究较少。昆虫在面临低氧

胁迫时也会表现出一系列的适应性特征。如Mur‐

dock et al.（2012）研究发现，当氧浓度低于 4%时四

纹豆象Callosobruchus maculatus的取食行为几乎停

止；德国小蠊Blattella germanica雌雄成虫在12%氧

浓度下饲养一段时间后，其体重较常氧环境下雌雄

成虫体重分别降低约 27%和 23%（VandenBrooks et

al.，2012）；在缺氧期间平原夜虎甲 Amblycheila cy‐

lindriformis 将散热速率降低至常氧状态时的 3%~

14%（Hoback et al.，2000）。目前已发现一些编码呼

吸蛋白、线粒体氧化酶 c、热休克蛋白（heat shock

protein，Hsp）、三羧酸（tricarboxylic acid，TCA）循环

相关酶和铁氧还原蛋白等蛋白的低氧响应基因在生

物适应低氧的过程中发挥着重要作用。如呼吸蛋白

是一类负责氧气运输的蛋白，低氧时编码该蛋白的

基因在大多数脊椎动物以及水生昆虫体内表达量增

加，而在果蝇体内其表达量则降低，当恢复到常氧状

态时编码该蛋白的基因表达量上调（Gleixner et al.，

2016）；Zhou et al.（2008）研究发现低氧品系果蝇会

诱导编码TCA循环相关酶基因的表达量显著下调；

在抵抗低氧和热胁迫过程中果蝇体内Hsp70、Hsp22

和 Hsp23 可能发挥着重要作用（Boardman et al.，

2018）；Zhang et al.（2017）对栖息于青藏高原的门源

草原毛虫 Gynaephora menyuanensis 和栖息于低海

拔的其近亲黄斑草原毛虫G. alpherakii的转录组进

行了比较，发现正选择基因显著富集到与低氧相关

的哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of

rapamycin，mTOR）信号通路，富集到该通路的基因

包括线粒体加工肽 β亚基（mitochondrial-processing

peptidase subunit beta，MPPB）和哺乳动物雷帕霉素

靶蛋白调节相关蛋白（regulatory associated protein

of mTOR，RAPTOR）等。虽然上述研究明确了一些

基因在昆虫响应低氧胁迫过程中发挥着重要作用，

但这些基因的具体功能和昆虫响应低氧胁迫的分子

机制尚不清楚。

测序技术的不断改进和完善以及取得重大成果

的人类基因组计划使得分子生物学步入后基因组时

代，基于物种整体RNA水平的基因表达备受青睐，

被广泛用于昆虫机体发育的分子机制、与植物互作

的机理以及适应各种复杂环境的遗传进化机制的研

究中（Etebari et al.，2011）。近年来一些学者利用组

学技术研究了东亚飞蝗Locusta migratoria manilen‐

sis（Zhao et al.，2013）、赤拟谷盗Tribolium castaneum

（Kharel et al.，2019）、烟草甲 Lasioderma serricorne

（Imai & Fukazawa，2012）和绿豆象 Callosobruchus

chinensis（Cui et al.，2017）等昆虫的低氧适应机制，

但主要集中在农业害虫和种实害虫，有关蛀干害虫

类的低氧适应性研究较少。

为探究青杨天牛幼虫响应低氧胁迫的分子机

制，本研究分别对青杨天牛幼虫进行常氧（21%氧浓

度）、中度缺氧（14%氧浓度）和重度缺氧（7%氧浓

度）处理，采用高通量测序技术对低氧胁迫下青杨天

牛进行转录组测序与组装、功能注释与分类、差异基
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因筛选与分析，采用实时荧光定量PCR（quantitative

real-time PCR，qPCR）技术对转录组测序结果进行

验证，以期为利用低氧胁迫机制防控青杨天牛提供

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试昆虫：2021年 9月中旬自河北省张家口市

赤城县大海陀乡（115°44'52'' E，40°40'38'' N）采集带

有青杨天牛虫瘿的杨树枝条，带回实验室，置于长

60 cm、宽40 cm、高40 cm的纸箱内，定期喷水保湿，

当地氧浓度为 21%。试验开始前，劈开枝条收集体

表未受伤、生活力正常的青杨天牛老熟幼虫供试。

试剂和仪器：MolPureÒCell/Tissue Total RNA试

剂盒，翌圣生物科技（上海）股份有限公司；HiScript

Q RT SuperMix for qPCR 试剂盒、ChamQ SYBR

Color qPCR Master Mix试剂盒，南京诺唯赞生物科

技股份有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

Smartor 118移动式三气培养箱，宁波华仪宁创智能

科技有限公司；MDF-U53V 超低温冰箱，日本三洋

电机株式会社；Nanodrop 8000超微量紫外分光光度

计，美国赛默飞世尔科技公司；JY04S-3C凝胶成像

仪，北京君意东方电泳设备有限公司；Novaseq 6000

测序仪，美国 Illumina公司；LineGene 9600 Plus型荧

光定量PCR仪，杭州博日科技股份有限公司。

1.2 方法

1.2.1 青杨天牛低氧胁迫处理及RNA提取

结合高原地区大气氧分压，拉萨市（海拔3 650 m）氧

分压为平原地区的 70%左右，因此本试验设置 7%
氧浓度（重度缺氧）、14%氧浓度（中度缺氧）以及

21%氧浓度（常氧，对照）3个处理，即用高纯的氮气

置换三气培养箱内部分氧气，使其氧浓度分别为

7%、14%和21%。各取10头青杨天牛老熟幼虫将其

分别置于不同氧浓度的三气培养箱中处理4 h，每个

处理重复3次，取出后迅速将其置于液氮中，而后转

移至-80 ℃超低温冰箱中保存。

每种氧浓度各取3个样品，每个样品3头试虫，

按照 MolPureÒCell/Tissue Total RNA 试剂盒说明书

提取青杨天牛幼虫总RNA，用超微量紫外分光光度

计测定总RNA的浓度和纯度，用 1%琼脂糖凝胶电

泳检测总RNA的完整性。

1.2.2 低氧胁迫下青杨天牛转录组测序与组装

当总 RNA 浓度≥50 ng/µL、吸光度比值 OD260 nm/

OD280 nm介于 1.8~2.2 之间时开始建库。基于 HiSeq

平台构建常氧和低氧环境下青杨天牛幼虫的转录组

数据库，并对原始测序数据进行质控；利用Trinity对

质控 reads进行组装，并根据GC比例和序列完整性

对组装结果进行优化评估。质量分析、cDNA文库

的构建及测序委托上海美吉生物医药科技有限公司

完成。

1.2.3 低氧胁迫下青杨天牛转录组功能注释与分类

将拼接所得到的所有核苷酸序列与 COG、

KEGG、GO、Nr、Swiss-Prot和Pfam六大数据库进行

比对，获得 unigenes 的功能注释信息（李亦松等，

2021）。通过 BLASTx 比对获取在 Nr 和 Swiss-Prot

数据库中的同源基因（鲁艳辉等，2021）。利用Pfam

数据库对组装的新转录本进行蛋白家族注释（张业

猛等，2022）。利用 GO 和 COG 数据库进行功能分

类，并利用 KEGG 数据库将基因按照参与的 path‐

way通路或行使的功能进行分类（袁嘉雯等，2021）。

1.2.4 低氧胁迫下青杨天牛差异基因筛选与分析

使用RSEM软件对基因组的比对结果和注释文

件进行表达定量分析，得到各个样本基因/转录本的

read counts，对其进行每千个碱基的转录每百万映

射读取的 fragments（fragments per kilobase of exon

model per million mapped fragments，FPKM）或每千

个碱基的转录每百万映射读取的 transcripts（tran‐

scripts per kilobase of exon model per million mapped

reads，TPM）转换，进一步获得标准化的基因表达水

平（Gao et al.，2021）。为筛选显著差异表达的目标

基因，使用DESeq2软件采用默认阈值（P<0.05且表

达差异倍数（fold change，FC）≥2）对各个样本基因的

counts数目进行标准化处理。采用Fisher精确检验

方法使用 Goatools 软件（https://github.com/tanghai‐

bao/goatools）对差异表达基因进行GO富集分析，从

中选出P<0.01的条目按照 term三大类型进行GO分

类，同时将差异表达基因比对至KEGG数据库，当P<

0.05 时，该代谢通路在基因集中显著富集（刘泰龙

等，2021）。

1.2.5 低氧胁迫下青杨天牛差异基因的qPCR验证

为了验证青杨天牛幼虫转录组测序结果，筛选

可能与抗低氧胁迫相关的血蓝蛋白（hemocyanin，

Hc）、抑前胸腺肽（prothoracicostatic peptide，PTSP）、

气味受体 59a（odorant receptor 59a，OR59a）、磷脂酶

A1（phospholipase A1，PLA1）和幼虫表皮蛋白 22（lar‐

val cuticle protein 22，LCP22）的编码基因进行qPCR

分析，以 β-actin 作为内参基因（张健等，2022）。利

用 Primer Premier 5.0 软件设计特异性引物（表 1），



引物均委托生工生物工程（上海）股份有限公司合

成。不同氧浓度处理下青杨天牛幼虫总RNA各取

1 μg，按照HiScript Q RT SuperMix for qPCR试剂盒

说明书反转录成 cDNA，将其作为模板，按照

ChamQ SYBR Color qPCR Master Mix 试剂盒说明

书进行 qPCR 分析。20 μL 反应体系：SYBR Mix

10 μL、上下游引物各 0.4 μL、cDNA 模板 2 μL、

ddH2O 7.2 μL。反应程序：95 ℃预变性 5 min；95 ℃

变性30 s，56 ℃退火30 s，72 ℃延伸40 s，循环40次。

每个样品重复3次。采用2-ΔΔCt法计算各基因的相对

表达量，以常氧处理为对照。

表1 青杨天牛幼虫差异表达基因的实时荧光定量PCR引物

Table 1 Primers used for quantitative real-time PCR of differentially expressed genes in Saperda populnea larvae

基因Gene

β-actin

Hc

LCP22

OR59a

PLA1

PTSP

引物序列Primer sequence

F：5′-TCGGTATGGGACAAAAGGAC-3′

F：5′-TCAGTCTCCAGCATATCCAG-3′

F：5′-AGAGGAATTGAAAGGAATGC-3′

F：5′-TATGGCGGCTATGTGTTTTC-3′

F：5′-TCAGGATGAATACGTACAGG-3′

F：5′-ATCCGGGGATGAAAATCTAC-3′

R：5′-CGACACGGAGTTCATTGTAG-3′

R：5′-AGGGCTATCGACTGATTGAG-3′

R：5′-ATTGGTTGGTAACCGTTCTC-3′

R：5′-GCAAAATTTCCAGCAGTCAG-3′

R：5′-GGTCTACTATTAGGTTGGCG-3′

R：5′-GTCATCAGACGGAGCGAATC-3′

2 结果与分析

2.1 低氧胁迫下青杨天牛转录组测序与组装结果

通过对对照组、中度缺氧组和重度缺氧组的转

录组分析共得到 65.98 Gb 质控数据，9个样品的质

控数据均达到 6.00 Gb 以上，Q30 值均大于 93.97%
（表 2），表明测序质量较高。利用Trinity对高质量

reads进行组装，得到68 673条转录本，N50为2 026 bp，

其中长度介于 200~500 bp之间的转录本数量最多，

为 32 712条，占转录本总数的 48%。在转录本基础

上组装得到 47 173条 unigenes，平均长度为 948 bp，

N50 为 1 898 bp，其中序列长度介于 200~500 bp 之

间的 unigenes数量最多，为 25 891条，占 unigenes总

数的55%。

表2 不同氧浓度处理下青杨天牛幼虫的测序结果

Table 2 Sequencing results for Saperda populnea larvae under different oxygen concentration treatments

处理
Treatment

常氧
Normoxic
environment (CK)

中度缺氧（14%氧浓度）
Moderate hypoxia
(14% O2 concentration)

重度缺氧（7%氧浓度）
Severe hypoxia
(7% O2 concentration)

样品
Sample

N21_1

N21_2

N21_3

H14_1

H14_2

H14_3

H7_1

H7_2

H7_3

原始测序
数据

Raw reads

53 407 068

58 365 608

54 881 564

51 952 362

50 103 888

53 327 250

52 484 022

54 975 040

42 870 234

测序的
总碱基数

Raw
bases/Gb

8.06

8.81

8.29

7.84

7.57

8.05

7.93

8.30

6.47

过滤后
测序数据

Clean reads

51 516 848

56 798 882

53 494 528

49 921 088

48 296 920

51 403 942

50 428 468

53 179 082

41 165 740

质控后的
总碱基数

Clean
bases/Gb

7.33

8.24

7.75

7.24

7.02

7.42

7.23

7.74

6.00

测序错误率
Error rate of
sequencing/%

0.0251

0.0249

0.0249

0.0250

0.0249

0.0249

0.0248

0.0252

0.0251

Q30/%

94.09

94.26

94.32

94.16

94.27

94.29

94.39

93.97

94.14

GC百分比
GC

content/%
45.26

45.03

45.44

45.36

45.57

45.24

45.00

44.99

45.10

Q30：测序质量在99.9%以上的碱基占总碱基的百分比。Q30: The percentage of bases with sequencing quality above 99.9%
in total bases.

2.2 低氧胁迫下青杨天牛转录组基因功能注释

在获得的青杨天牛幼虫 47 173条 unigenes中，

能够用于已知生物学功能注释的序列共有20 883条，

占所有unigenes序列的44.27％，其中分别有20 295、

16 070、13 623、12 779、10 569和9 144条unigenes序

列能与 Nr、COG、GO、Pfam、Swiss-Prot 和 KEGG 数

据库中的 unigenes 序列比对上。与 Nr 数据库的序

列比对结果显示，青杨天牛 unigenes序列与光肩星
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天牛Anoplophora glabripennis unigenes序列的相似

性达到54.62%，而25.42%的unigenes序列与数据库

中其他物种几乎无相似性。Swiss-Prot数据库比对

显示有 6 112条 unigenes序列（占比 57.83%）与已知

序列有较高的相似性。

2.3 低氧胁迫下青杨天牛转录组基因功能分类

GO 数据库基因功能分类结果显示，青杨天牛

幼虫转录组 unigenes的基因功能共分为分子功能、

细胞组分和生物学过程三大类 54个功能条目。生

物学过程涉及的功能条目有23个，参与细胞过程和

代谢过程的 unigenes 数量最多，其次是生物调控。

细胞组分涉及的功能条目有15个，参与细胞部分和

膜部分的 unigenes数量最多，其次是细胞器。分子

功能涉及的功能条目有 16个，参与结合的 unigenes

数量最多，其次是催化活性和转运活性。

KEGG数据库代谢通路分析结果显示，青杨天

牛幼虫转录组 unigenes中共有 9 144条注释到了遗

传信息处理、代谢、人类疾病、环境信息处理、生物体

系统和细胞过程6类的44条代谢通路中，主要代谢

通路为信号转导、病毒感染性疾病、运输和分解代

谢、内分泌系统、氨基酸代谢及翻译等。在 44条通

路中，信号传导途径注释的基因数量最多，达1 048条。

2.4 低氧胁迫下青杨天牛差异表达基因

与常氧环境下青杨天牛幼虫相比，14%氧浓度

处理下青杨天牛幼虫显著差异表达的基因有31个，其

中14个基因上调，17个基因下调；7%氧浓度处理下

青杨天牛幼虫显著差异表达的基因有1 525个，其中

469 个基因上调，1 056 个基因下调。与 7%氧浓度

处理下青杨天牛幼虫相比，14%氧浓度处理下青杨

天牛幼虫显著差异表达的基因有283个，其中163个

基因上调，120个基因下调。

2.5 低氧胁迫下差异表达基因的功能富集分析

GO功能富集分析结果显示，1 681条差异表达

基因富集到了 285 个功能条目下。P<0.01 的 35 个

条目的GO分类结果显示，在分子功能中，差异表达

基因仅富集到转运活性和跨膜转运蛋白活性这2个

条目中；在细胞组分中，差异表达基因富集到细胞膜

固有组分和细胞膜组成部分这2个条目中的数量最

多，均为 339个；在生物学过程中，微管进程是差异

表达基因最显著富集的条目，其次是细胞或亚细胞

组分运动、微管运动、组织细胞投影等条目（图 1），

表明低氧胁迫对青杨天牛的跨膜转运蛋白活性、细

胞或亚细胞组分运动、微管运动等影响较大。

在常氧对照组与7%氧浓度处理组的差异表达

基因中，分别有339、991和179个unigenes注释到生

物学过程、细胞组分和分子功能，且在这3大类中差

异表达基因的富集趋势与总差异表达基因的富集趋

势相似，即在生物学过程中，参与细胞或亚细胞组分

运动和微管运动的差异表达基因数较多；在细胞组

分中，参与细胞膜组成部分和细胞膜固有组分的差

异表达基因数最多，均为 312个；在分子功能中，差

异表达基因仅富集到转运活性和跨膜转运蛋白活性

这2个功能条目中，差异表达基因数分别为90个和

89个。常氧对照组和 14%氧浓度处理组的差异表

达基因及14%氧浓度处理组和7%氧浓度处理组的

差异表达基因均未见显著富集。

2.6 低氧胁迫下差异表达基因的代谢通路富集分析

在富集程度排名前 20的通路中，氮代谢、蛋白

质消化吸收及昼夜节律通路显著富集，环磷酸腺苷

（cyclic adenosine monophosphate，cAMP）信号通路、

蛋白质消化吸收、胰腺分泌和辅因子生物合成等通

路中富集到的差异表达基因数较多，这些通路可能

参与了青杨天牛在耐低氧过程中的能量代谢、低氧

信号传导和环境信息处理等过程（图2）。

14%氧浓度处理组和 7%氧浓度处理组的差异

表达基因在蛋白质消化吸收、胰腺分泌、昼夜节律、

多巴胺能突触、肾素分泌和促性腺激素释放激素信

号通路等生物系统通路显著富集。常氧对照组和

7%氧浓度处理组的差异表达基因仅在氮代谢和昼夜

节律2条KEGG通路显著富集，此外还有6个差异表

达基因在低氧诱导因子-1（hypoxia inducible factor-

1，HIF-1）信号通路富集。常氧对照组和 14%氧浓

度处理组的差异表达基因未见显著富集。表明低氧

胁迫程度不同可能激活的生物学反应和代谢途径

也不同。

2.7 低氧胁迫下青杨天牛差异表达基因的验证

qPCR检测结果显示，14%氧浓度处理后青杨天

牛体内PLA1和LCP22基因相对表达量较对照上调，

Hc、PTSP和OR59a基因相对表达量较对照下调；7%
氧浓度处理后青杨天牛体内Hc、PLA1和LCP22基因

相对表达量较对照上调，PTSP和OR59a基因相对表

达量较对照下调，这5个差异表达基因的qPCR检测

结果与转录组测序结果的表达水平变化趋势基本相

同（图3），说明转录组测序数据可靠。

3 讨论

当氧浓度较低时，需氧生物会减慢代谢速度来

满足该环境胁迫下所需的能量（Zhou & Haddad，
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2013）。如面临低氧胁迫时，赤拟谷盗会增强糖酵解

与无氧呼吸，抑制有氧呼吸，进而导致己糖激酶、醛

缩酶和甘油酸-3-磷酸脱氢酶基因表达上调（王磊，

2019）。本研究结果显示，在低氧状态下青杨天牛幼

虫体内大量与代谢相关基因的表达与常氧状态下

（对照）有差异，推测青杨天牛幼虫通过降低其合成

代谢功能和增强无氧代谢——糖酵解通路来平衡虫

体在低氧胁迫下的能量需求与消耗。低氧还会导致

生物有机体免疫下降，进而降低其抵抗病原体的能

力（田云梅等，2010）。本研究的KEGG代谢通路富

集结果显示，在低氧胁迫下青杨天牛幼虫的多个差

异表达基因与免疫相关，表明在低氧状态下青杨天

牛幼虫的免疫反应可能受到影响。此外，低氧也会

影响青杨天牛幼虫的运动状态。如韦美泽（2020）研

究发现在 10%氧浓度下光肩星天牛 Anoplophora

glabripennis爬行速率变慢，而2%氧浓度胁迫20 min

后光肩星天牛运动静止。本研究通过GO功能富集

分析筛选到细胞或亚细胞组分运动、微管运动、纤毛

运动等多个调控躯体运动的GO term，说明低氧状

态可能对青杨天牛幼虫的运动有影响。

大量研究显示，在缺氧情况下机体会使得L型

电压依赖性钙离子通道（voltage dependent calcium

channel，VDCC）过度开放，大量 Ca2 +进入细胞激活

蛋白激酶系统，进而引起神经元兴奋，从而导致细胞

凋亡（Tang et al.，2017；Shen et al.，2018）。cAMP/PKA

是一种调控细胞生物活动的环核苷酸系统，该通路

对 VDCC 有调节作用，PKA 可以促进 VDCC 磷酸

化，使 L 型 VDCC 中的 Cav1.3 基因上调（Lapied et

al.，2017）；此外当神经元中L型VDCC被PKA激活

后，VDCC能对胞外钙离子内流和神经元胞吐作用

产生一定影响（Louiset et al.，2017）。本研究的

KEGG代谢通路富集结果显示，富集到 cAMP信号

通路的 unigenes数量最多，推测面临低氧胁迫时青

杨天牛幼虫 cAMP 信号通路可能通过上调 L 型

VDCC中的Cav1.3改变VDCC的活性，进而对青杨

天牛幼虫产生神经保护作用。

图1 低氧胁迫下青杨天牛差异表达基因的GO功能富集分类

Fig. 1 GO functional enrichment classification of differentially expressed genes of Saperda populnea under hypoxic stress

6期 汪 莹等：青杨天牛幼虫响应低氧胁迫的转录组分析 1605



图2 低氧胁迫下青杨天牛差异表达基因前20名的KEGG代谢通路

Fig. 2 KEGG pathways of the top 20 differentially expressed genes of Saperda populnea under hypoxic stress

HIF是低氧条件下生物转录应答的关键调控因

子，其在调节葡萄糖代谢、细胞增殖以及气管重塑等

相关蛋白表达方面扮演着重要角色（Kim et al.，

2006）。HIF-1α仅在细胞或组织暴露于极低的氧水

平时才稳定，如在 1.0%氧浓度下，秀丽隐杆线虫

Caenorhabditis elegans 体内 HIFβ同源基因和 HIF-

1α基因产物会形成一种类似于哺乳动物缺氧诱导

因子的复合物，这使得秀丽隐杆线虫可以适应极低

的氧气水平（Jiang et al.，2001）；当氧浓度为1%~5%
时会诱导黑腹果蝇 Drosophila melanogaster 体内

HIF-1α同源基因表达，进而使其在极端低氧环境下

存活（Gorr et al.，2006）。而低氧胁迫（13 kPa 氧分

压）后东亚飞蝗胸部肌肉组织中HIF-1α及其大多数

靶基因的表达未发生显著变化，表明4 km高度缺氧

还不足以诱导蝗虫肌肉中HIF-1α和HIF靶基因的

显著表达（Zhao et al.，2012）。HIF可能在缺氧后的

再氧合过程中有重要作用，如Deng et al.（2018）研究

表明，橘小实蝇Bactrocera dorsalis体内HIF-1α在缺

氧恢复的早期阶段具有诱导性。在常氧对照组与

7%氧浓度处理组的青杨天牛差异表达基因中，仅有

6个差异表达基因富集到了HIF-1信号通路，且表达

水平均不高，而在常氧对照组与14%氧浓度处理组

的青杨天牛差异表达基因没有富集到该通路，推测

在7%氧浓度以上的低氧环境下，HIF信号通路可能

对青杨天牛幼虫不是必需的，该通路可能在特定范

围的低氧浓度下才发挥作用。
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图3 低氧胁迫下青杨天牛差异表达基因的转录组测序结果与qPCR检测结果比较

Fig. 3 Comparison of the RNA-seq and qPCR results for differentially expressed genes in Saperda populnea under hypoxic stress

本研究选取了可能与青杨天牛幼虫抗低氧胁迫

有关的 Hc、PTSP、OR59a、PLA1和 LCP22 五个显著

差异表达基因进行 qPCR验证，结果表明转录组测

序数据准确可靠。其中Hc的表达趋势有细微差异，

可能是因为 qPCR 检测与转录组试验时间间隔较

长，对保存的RNA样品造成了一些影响。Hc是一

种具有氧结合特性的呼吸蛋白，能起到运输和储存

氧气的作用，在不完全变态昆虫中广泛存在（杜前丽

等，2021），Chen et al.（2017）研究表明该蛋白与环境

可获得氧有关，在低氧环境下培养的东亚飞蝗胚胎

内Hc基因表达量显著上调。本研究结果显示，与常

氧环境相比，7%氧浓度处理下青杨天牛幼虫Hc基

因表达量显著上调，表明在低氧环境下青杨天牛幼

虫可能通过提高 Hc 表达来满足氧气供应需求。

PTSP是一种昆虫脑神经肽，对前胸腺蜕皮激素合成

有强烈的抑制作用，从而延缓昆虫变态发育历程（刘

新等，2002），如刘天生（2017）研究发现在低氧环境

下培养的小菜蛾 Plutella xylostella 第 1 代各发育历

期均明显变短，但随着繁殖代数增加各发育历期会

逐渐变长。本研究结果显示，与常氧环境相比，2个

低氧处理组中 PTSP 基因的表达量均显著下调，推

测在短时间低氧胁迫下青杨天牛幼虫体内PTSP对

蜕皮激素合成的抑制作用降低，进而可能使其变态

发育历程缩短。

本研究发现常氧对照组和 14%氧浓度处理组

的差异表达基因数量最少，且远远低于 7%氧浓度

胁迫后的差异表达基因数量，推测这可能是青杨天

牛幼虫对14%氧浓度的低氧胁迫敏感度较低所致。

常氧对照组与 14%氧浓度处理组和常氧对照组与

7%氧浓度处理组的差异表达基因有重合，如编码还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（reduced nicotinamide

adenine dinucleotide，NADH）脱氢酶亚基 1、抑前胸

腺肽和腺苷脱氨酶等的基因，表明这些基因可能在

青杨天牛幼虫适应低氧过程中起到重要作用，下一

步可以探究这些重合差异表达基因的功能。
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