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摘要：天蚕素是昆虫抵御病菌入侵的一类抗菌肽家族。根据斜纹夜蛾 ,-’.’-#/0$ )+#10$ 天蚕素 L基因设计特异引
物，通过 MNI扩增得到 %个新的天蚕素基因部分序列，分别命名为 "/"23 和 "/"24（O9:L5:P登录号分别为 3Q((((0’
和 3Q((((0G）。%个基因编码同一个天蚕素 R蛋白，该蛋白的成熟肽与天蚕素 L存在 %个氨基酸残基差异。序列分
析发现 "/"23 和 "/"24 中分别包含 (0G SD和 1’’ SD的内含子序列，它们有相同的 (T和 1T拼接位点，@U F含量分别为
(+K’V和 0+KGV，符合大多数真核生物内含子高 @U F含量的特征。
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昆虫没有高等动物那样包含抗原/抗体反应的
免疫系统，但有着针对细菌及其他微生物入侵的有

效防御机制，抗菌肽就是昆虫这种防御机制中的关

键成分。昆虫抗菌肽是由于体表的创伤和细菌感染

而主要在脂肪体和血球细胞被诱导合成的低分子量

蛋白质，具有耐热性、强碱性、抗菌谱广的特点。抗

菌肽对革兰氏阳性、阴性菌均有抗性，甚至可以杀伤

真菌、病毒、原虫和癌细胞等（L5P9A /# $) ?，2++1）。
到目前为止，从各种昆虫和其他无脊椎动物中已分

离鉴定了约 2’&种抗菌肽（]=;9:S9AH9A /# $) ?，2+++）；
根据其氨基酸的组成和结构特点可以分为四大类

别：天蚕素类（797A=D6:C）、昆虫防御素、富含甘氨酸
肽、富含脯氨酸肽等（陈留存和王金星，2+++）。
天蚕素是最早被发现的抗菌肽，由 L=45:研究

小组首先从惜古比天蚕 56$)’-7’0$ "/"0’-+$ 蛹中分
离出来，并鉴定了其氨基酸和 4I.@序列（->96:9A /#
$) ?，2+G2）。天蚕素有 @、L、R三类之分，分子中包含
1( c 1’
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个氨基酸残基，强碱性氨基末端和疏水性的



羧基末端。天蚕素分子中含有两段!!螺旋，中间由
一段结节部位相连，这种结节部在其他一些细胞膜

毒素中普遍存在，如 "#$%&&%’、($("#&)%*%’ 和 +(,-(.%’
等，这种结构与其抗菌活性密切相关。/0$(1 等
（2344）用二维核磁共振技术证实了该结构的存在。
随后，天蚕素类抗菌肽从其他鳞翅目昆虫如中国柞

蚕 !"#$%&’%’ (%&")*（56 %# ’+ 7，2348）、家蚕 ,-./)0
.-&*（ 9(’%(% %# ’+ 7，2338）和双翅目 昆 虫 麻 蝇
（:(;&;6<("( (’- =(&0,%，2344）、果蝇（><$;&#’ %# ’+ 7，
233?）等中被分离出来，并测定了其氨基酸序列的长
度介于 @2 A @3个氨基酸残基之间。天蚕素类抗菌
肽还从被囊动物（B)(0 %# ’+ 7，233C）、猪蛔虫 !12’&*1
133.（D%$$(% %# ’+ 7，8??E）和哺乳动物猪（F## %# ’+ 7，
2343）中被分离鉴定出来，表明这类抗菌肽在整个动
物界都可能存在，但目前昆虫纲中主要在鳞翅目和

双翅目昆虫中有发现。

G)0%等（8???）从斜纹夜蛾 4(-5-(#%&’ +*#3&’ 幼虫
血淋巴中分离出 *#*,0+%’ H和 *#*,0+%’ I两个天蚕素
类抗菌肽，成熟肽序列分别为 @J 和 @C 个氨基酸残
基。*#*,0+%’ H和 I抗菌谱广，对革兰氏阳性、阴性
菌都有杀伤作用；活性稳定，在 +/ E7J A 4K?条件下
均有较强活性。目前斜纹夜蛾 *#*,0+%’ H和 I基因
的全序列、内含子以及在染色体中的定位等尚不清

楚，深入研究这些基因的信息有助于了解在昆虫体

内不同抗菌肽的差异表达和 "L=H加工成熟过程。
本实验从斜纹夜蛾 "L=H中得到了一个新的天蚕素
类抗菌肽，该抗菌肽由 8个基因编码，各有 2个长度
分别为 EJ4 M+和 @CC M+的内含子。

! 材料和方法

!"! 昆虫、细菌和免疫
斜纹夜蛾由中山大学昆虫所养虫室人工饲料饲

养；大肠杆菌 9N2 和 O/E!以及金黄色葡萄球菌
4#’($)+-2-2231 ’3&%31 均由本室保存。给斜纹夜蛾 P
龄幼虫注射 E"F高温灭活的大肠杆菌 O/E!和金黄
色葡萄球菌混合液，诱导 8P )后用于总 L=H提取。
!"# 试剂
限制性内切酶 ,’./#和 6*"-$，9P O=H连接

酶，质粒 +:O24!9载体，L=H DGL >%& 均购自 9(>(L(
公司；9(Q酶购自上海博亚生物科技公司；9LRS0$试
剂购自 R’T%&,0U#’公司；OVDG和饱和酚购自上海生
工生物工程公司；质粒提取和胶回收试剂盒为

W"#U(公司产品。其他为国产分析纯试剂。

!"$ %&’引物的设计和反应
参照 G)0%等（8???）报道的斜纹夜蛾 *#*,0+%’ I

基因 设 计 2 对 特 异 引 物，X$*#*!D2： EY!G99G
N9N99GNGN9N9G9NG9G!@Y； X$*#*!D8： EY!9HG9NG
9HH99HG99GGGGHN!@Y。引物由上海博亚生物科技
公司合成。L9!DGL和 DGL反应按操作说明进行。
!"( 基因组 )*+的提取
斜纹夜蛾基因组 O=H的抽提参照 X("M,001和

L6;;#$$（8??2）方法进行。
!", 产物的克隆和测序

DGL产物经割胶纯化回收后，与 +:O24!9载体
连接，转化 9N2 感受态细胞，铺于含 Z!U($、RD9N 和
H"+的 FI 平板中，挑取单个白色菌落，接种于含
H"+的 FI液体培养基中，@C[培养过夜，经酶切鉴
定正确的质粒送上海博亚生物科技公司测序。

# 结果与分析

#"! 斜纹夜蛾 -.-/0123 )部分氨基酸序列分析

图 2 斜纹夜蛾 *#*,0+%’ O基因部分序列的 L9!DGL结果
\%U7 2 L9!DGL ,#;6$& 0] 4(-5-(#%&’ +*#3&’

*#*,0+%’ O +(,&%($ ;#Q6#’*#
:：O=H标准 O=H "(,1#,（OF8???）；

2：G#*,0+%’ O部分序列 G#*,0+%’ O +(,&%($ ;#Q6#’*#7
/̂!

取免疫后的斜纹夜蛾幼虫脂肪体组织提取总

L=H，用特异性引物 X$*#*!D2 和 X$*#*!D8 进行 L9!
DGL，扩增出了 *#*,0+%’ O基因编码区部分 *O=H序
列，2KE_琼脂糖凝胶电泳观察到一特异的约 2C? M+
电泳条带（图 2）。将该片段克隆到 +:O24!9 载体
后，经 DGL筛选和酶切鉴定后测序，结果表明所获
得的 *#*,0+%’ O *O=H 大小为 2C4 M+。推导出的
*#*,0+%’ O部分氨基酸序列包含 EE 个氨基酸残基，
经比较发现与斜纹夜蛾 *#*,0+%’ I存在 8个氨基酸
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残基的差异，相似性为 !"#，且差异位点均位于成
熟肽区域（图 $）。进一步的比较发现，%&%’()*+ ,成
熟肽与 %&%’()*+ -存在 "个位点差异，前导肽没有显

示出不同，相似性为 .!#；同家蚕 %&%’()*+ -和 /的
相似性分别为 0.#和 .1#，在前导肽和成熟肽区域
均有不同（图 $）。

图 $ 2&%’()*+ ,氨基酸序列与斜纹夜蛾及家蚕 %&%’()*+ -和 /的比较
3*45 $ 2(6)7’*8(+ (9 %&%’()*+ , :*;< %&%’()*+ -，/ 9’(6 !"#$#"%&’( )*%+’( 7+= ,#-./0 -#’*

箭头指示成熟肽 >末端 >?;&’6*+7@ (9 ;<& 67;A’& )&);*=& 7’& 8<(:+ BC 7+ 7’’(: <&7=；虚线代表 %&%’()*+ ,相同的氨基酸残基 D<& =78<&= @*+&8

*+=*%7;&= *=&+;*%7@ 76*+( 7%*=8 ;( %&%’()*+ ,5

!"! 斜纹夜蛾 #$#%&’() *基因组两个内含子的克
隆和序列分析

以斜纹夜蛾幼虫脂肪体基因组 ,>-为模板，用
引物 E@%&%?FG 和 E@%&%?F$ 进行 F2H 扩增，得到大小
分别约为 01I B)和 11I B)的 $条清晰条带（图 J）。
F2H 产物克隆至 )K,G.?D载体后测序，结果表明获
得的 %&%’()*+ ,部分基因组 ,>-大小分别为 0L" B)
和 111 B)。分析发现 %&%’()*+ ,在基因组中有 $个
基因，分别命名为 1&123 和 1&124（M&+/7+N登录号分
别为 O31111"0 和 O31111".），两者编码同一个
%&%’()*+ ,蛋白（图 L）。

图 J 斜纹夜蛾 %&%’()*+ ,部分序列的基因组 F2H扩增结果
3*45 J F2H 76)@*9*%7;*(+ ’&8A@;8 (9 !"#$#"%&’( )*%+’(

%&%’()*+ , 4&+(6*% ,>-
K：,>-标准 ,>- 67’N&’（,P$III）；G：2&%’()*+ ,基因部分序列

2&%’()*+ , )7’;*7@ 8&QA&+%&5

1&123 和 1&124 中各有一个内含子序列，长度分
别为 1". B)和 J00 B)；- R D含量分别为 1!S0#和
"!S.#，明显高于它们相应的外显子的 - R D含量。
两个内含子的 1T和 JT拼接位点相同，分别是 1T?
4;474;7%?JT和 1T?;;;;%%74?JT（表 G）。 1&123 内含子有 "
个 D串（5 U J）和 $个 -串（5 U J），而 1&124 内含子

有 0个 D串（5 U J）和 J个 -串（5 U J），二者的 JT端
均有 J个连续的 D串，表明它们可能具有相同的剪
接机制。

+ 讨论

斜纹夜蛾 %&%’()*+ /和 %&%’()*+ -之间的相似性
为 .!#（2<(* &% () 5，$III），与天蚕 6 5 1&1’#"*( 以及
家蚕 %&%’()*+ / 和 - 之间的同源性也在 0I#以上
（图 $），表明天蚕素在鳞翅目昆虫中具有较高的保
守性并在昆虫防御中起重要作用。本研究从中国斜

纹夜蛾基因组中得到了一个新的天蚕素类抗菌肽

%&%’()*+ ,，与斜纹夜蛾 %&%’()*+ /和 %&%’()*+ -的相
似性分别为 !"#和 .!#。目前，%&%’()*+ 基因家族
在染色体上的定位研究已经有一定的进展。天蚕家

族在染色体上的长度超过 $I NB，编码紧密相邻的
%&%’()*+ /、-和 ,的前体基因；J个基因均有各自的
内含子，大小分别为 1GL B)、$ G0. B) 和 $ L1G B)；
%&%’()*+ -和 ,的内含子明显大于 %&%’()*+ /的内含
子，主要是由于其中含有转座因子（MA=6A+=88(+ &%
() 5，G!!G）。在黑腹果蝇 2 5 -&)(5#7(8%&’ 基因组中
存在 J个活跃的 %&%’()*+基因和 $个假基因，均有各
自相应的内含子，内含子大小介于 1. V "G B)之间，
在 ,>- 上的总长度小于 L NB（H76(8?W+8*+8 7+=
-4A7=&，G!!.）。
家蚕是另一种 %&%’()*+基因族研究得比较清楚

的昆虫。据估计家蚕单倍体基因组中可能至少有 L
拷贝的 1&1, 基因，其中 1&1,3 和 1&1,4 已经被克隆
和测序。 1&1,3 和 1&1,4 基因的外显子有 G1个核苷
酸不同但编码相同的氨基酸序列，两者的内含子大

小分别为 !JG B)和 $ LG. B)。 1&1,3 和 1&1,4 在 ,>-
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图 ! 斜纹夜蛾 "#"$%&’( ) *个基因部分核苷酸序列
+’,- ! ./$0’/1 (2"1#%0’3# 4#52#("# %6 07# 08% ,#(#4 6%$ &$#&$%"#"$%&’( )

所有的外显子用下划线标明；两个外显子下方的单字母表示氨基酸序列；外显子中的不同碱基用方框标明；!指示的是内含子剪
接位点。911 #:%(4 /$# 2(3#$1’(#3；07# /;’(% /"’3 4#52#("# ’4 8$’00#( ’( 07# %(#<1#00#$ "%3# 2(3#$ 07# 08% #:%(4；07# =/4#4 ’( 452/$# 6$/;# /$#
07%4# 3’66#$#(0 =/4#4 %6 #:%(4；/(3 ’(0$%( 4&1’"# 4’0#4 /$# ’(3’"/0#3 => ! -

表 ! 几个天蚕素内含子的比较
"#$%& ! ’()*#+,-(. (/ 01& ,.0+(.- /+() -&2&+#% 3&3+(*,.-

天蚕素

?#"$%&’(4
9 @ A含量

9 @ A "%(0#(0（B）
CD拼接位点
CD4&1’"’(, 4’0#

内含子长度

E#(,07 %6 ’(0$%(
（=&）

FD拼接位点
FD4&1’"’(, 4’0#

G#(H/(I登录号
G#(H/(I

/""#44’%( (%-

! - "#$%&’ ()(*+ ’(0$%( J CKLM ,0,/,0/" CNO 0000""/, P+CCCCNM
! - "#$%&’ ()(*+ ’(0$%( * NKLO ,0,/,0/" FMM 0000""/, P+CCCCNO

, - ()(&-.#’ ()(/ MNLJ ,0//,000 CJ! 0000""/, QRM!R!
, - ()(&-.#’ ()(0 NNL! ,0,/,00, * JMO "000,"/, SNFO!C
, - ()(&-.#’ ()(* NNLF ,0//,0,0 * !CJ 0,0000/, SNFO!N
/ - 1-&# ()(0+ N*LM ,0,/,0/" NRK //00/"/, )O!FKC
/ - 1-&# ()(02 NRLC ,0,/,0/" K*K //00/"/, )O!FKN
/ - 1-&# ()(/+ N!LR ,0//,0/, KFJ ,,0""0", )*CF*R
/ - 1-&# ()(/2 CNLJ ,0//,0,, * !JO 00000"/, )*CF*J

* - 1)"’3-4’5$)& ()(0+ NCLN ,0//,00" NJ 000",//, QJNKM*
* - 1)"’3-4’5$)& ()(02 NKLR ,0//,0"" CO 000"/0/, QJNKM*
* - 1)"’3-4’5$)& ()(/ M!LJ "0////,, CO /0""/0/" QJNKM*

O!M 昆虫学报 0($’ 63$-1-"-4#(’ !#3#(’ CR卷



上 !" #$内串联排列，基因的方向也相同（%&’(&( !"
#$ )，!**+）。家蚕 %!%& 基因情况也类似，由 "个基因
编码同一 ,-,./0(’ 1蛋白前体，内含子大小分别为
23* $0和 *"* $0（4&5&’/ !" #$ )，!**6）。
本研究证明了斜纹夜蛾 ,-,./0(’ 7蛋白存在至

少 "个编码基因，%!%’( 和 %!%’) 外显子 781序列有
9个碱基差异（图 :），但编码相同的氨基酸序列。两
个基因的内含子大小分别为 +26 $0和 9;; $0，符合
真核生物绝大多数内含子的 <%=1< 规则（章国卫
等，"33:），也具有相同的高 1%含量的特征。两者的
长度虽然差异较大，但具有相同的 +>和 9>拼接位点，
推测它们可能有相同的剪切机制。?--等（!*6*）发
现 ,-,./0(’内含子尽管大小各异，但位置相对保守，
其下游的第 "外显子 +>端总是 <@A残基。斜纹夜蛾
%%!%’( 和 %!%’) 基因也符合这一特征。
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