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　　摘要：苜蓿尺蠖核型多角体病毒（ＡｃＭＮＰＶ）芋螺毒素类似多肽（ＣＴＬ）具有酚氧化酶抑制剂活性，在农业害虫的生
物防治领域具有潜在的应用价值。为了揭示杆状病毒ｃｔｌ基因的进化特点，对杆状病毒ＣＴＬｓ进行多序列比对分析和
分类研究。结果表明，杆状病毒ＣＴＬｓ可分为Ⅰ型、Ⅱ型，２种类型的ＣＴＬｓ都具有相同的二硫键骨架，但涉及昆虫酚氧
化酶抑制剂活性的酪氨酸残基在２种类型ＣＴＬｓ中的数目、位置明显不同；另外，Ⅰ型 ＣＴＬｓ、Ⅱ型 ＣＴＬｓ的理化性质也
存在明显差异，疏水性氨基酸平均含量分别为２９．７％、２１．３％，净电荷平均值分别为－３．５６、＋０．５０７，等电点平均值分
别为３．８６、７．３２。由此推测，Ⅰ型ＣＴＬｓ、Ⅱ型ＣＴＬｓ在功能上可能存在着重要分化。
　　关键词：杆状病毒；ｃｔｌ基因；分类；进化
　　中图分类号：Ｑ７５３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）０９－００２２－０５

收稿日期：２０１６－１１－０２
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１３００１３８）；江苏省自然科学基
金（编号：ＢＫ２０１１４９１）；江苏大学高级专业人才科研启动基金（编
号：１１ＪＤＧ０５８）。

作者简介：朱姗颖（１９７８—），女，江苏常州人，博士，副教授，主要从事
病毒分子生物学研究。Ｔｅｌ：（０５１１）８８７９０９３１；Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｕｓｈａｎｙｉｎｇ
＠ｕｊｓ．ｅｄｕ．ｃｎ。

通信作者：何华纲，博士，副教授，主要从事病毒分子生物学研究。

Ｔｅｌ：（０５１１）８８７８０２０１；Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｇｈｅ＠ｍａｉｌ．ｕｊｓ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　芋螺毒素（ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ）是由海洋软体动物芋螺分泌的一类
用于自卫和捕食的活性多肽，一般由１０～３０个氨基酸残基组
成，富含半胱氨酸（Ｃ）。芋螺毒素能特异性地作用于钾、钠、
钙等离子通道、细胞膜上的各种神经递质、激素的受体，从而

干扰细胞或神经中的信号传递，在治疗慢性疼痛、急性疼痛、

神经保护等方面具有广泛的应用前景。根据保守的信号肽序

列，芋螺毒素可分为Ａ、Ｍ、Ｏ、Ｉ、Ｐ、Ｓ、Ｔ等超家族；进一步依据
其半胱氨酸骨架及药理活性，又可分为 α、μ、ω、δ、Ψ、σ、λ、κ、
γ等家族［１］。

１９９２年，Ｅｌｄｒｉｄｇｅ等从苜蓿尺蠖核型多角体病毒（Ａｕｔｏｇ
ｒａｐｈａｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓ，简称 ＡｃＭＮＰＶ）中鉴定
了１个基因，该基因编码的蛋白质序列与 ω－芋螺毒素具有
一定的相似性且具有相同的二硫键骨架（Ｃ１—Ｃ２—Ｃ３Ｃ４—
Ｃ５—Ｃ６），因此将其命名为类芋螺毒素基因（ｃｏｎｏｔｏｘｉｎ－ｌｉｋｅ，
简称ｃｔｌ）［２］。但 Ｅｌｄｒｉｄｇｅ等通过体内、体外试验都未能证明
杆状病毒 ｃｔｌ基因的任何功能［２－３］。曹青等发现，ＡｃＭＮＰＶ
ＣＴＬ不仅对金黄色葡萄球菌、微球菌等具有显著的抗菌活性，
还可对酚氧化酶起到抑制作用，能阻止昆虫血液的黑化［４－５］。

本研究从ＧｅｎＢａｎｋ数据库中收集已知的杆状病毒ｃｔｌ基因，对
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其编码的ＣＴＬｓ进行较全面系统的进化分析，在此基础上对杆
状病毒ｃｔｌ基因进行分类，以期为该基因的功能研究提供理论
依据。

１　材料与方法

１．１　基因序列和蛋白质序列的获取
以ＡｃＭＮＰＶｃｔｌ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｌ２２８５８）作为种子

序列，在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行 ＢＬＡＳＴ，获取杆状病毒 ｃｔｌ基
因序列，使用ＤＮＡＳｔａｒ软件进一步推导出对应的蛋白质序列。
芋螺毒素ω－ＭⅦＡ、虎纹蜘蛛毒素ＨＷＴＸ－Ｘ、家蝇酚氧化酶
抑制剂ＭｄＰＯＩ等抑制剂半胱氨酸结（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｙｓｔｉｎｅｋｎｏｔ，简
称ＩＣＫ）家族（也称ｋｎｏｔｔｉｎ家族）成员的氨基酸序列从ＫＮＯＴ
ＴＩＮ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｋｎｏｔｔｉｎ．ｃｂｓ．ｃｎｒｓ．ｆｒ）中获得。
１．２　多序列比对分析

使用ＳｉｇｎａｌＰ３．０软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＳｉｇｎａｌＰ－３．０）预测杆状病毒ＣＴＬ蛋白质的信号肽，进而根据
信号肽的位置，推导 ＣＴＬ成熟肽。使用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 软件
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／ｔｏｏｌｓ／ｃｌｕｓｔａｌｗ）对杆状病毒ＣＴＬ成熟
肽进行多序列比对分析，并采用同样的方法对 ＩＣＫ家族进行
多序列比对分析。

１．３　系统进化树的构建
应用ＭＥＧＡ４．０软件通过邻接（Ｎ－Ｊ）法构建系统进

化树。

１．４　蛋白质理化性质分析
用ＤＮＡＳｔａｒ软件统计杆状病毒 ＣＴＬ成熟肽、ＩＣＫ家族成

员的疏水性氨基酸含量，并计算净电荷、等电点（ｐＩ）。

２　结果与分析

２．１　杆状病毒ｃｔｌ基因的分布
以ＡｃＭＮＰＶｃｔｌ基因为种子，在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行

ＢＬＡＳＴ分析。结果显示，在全基因组已测序的５０多个杆状病
毒中，有２２个杆状病毒含有ｃｔｌ基因，约占４０％。在这些杆状
病毒中，ｃｔｌ基因的数目一般为１～２个。例如，ＡｃＭＮＰＶ、豆天
蛾核型多角体病毒（ＣｌａｎｉｓｂｉｌｉｎｅａｔａＮＰＶ，简称ＣｌｂｉＮＰＶ）等１６
种ＮＰＶｓ和棉铃虫颗粒体病毒（Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍｉｇｅｒａｇｒａｎｕｌｏｓｉｓ
ｖｉｒｕｓ，简称 ＨｅａｒＧＶ）、八字地老虎颗粒体病毒（Ｘｅｓｔｉａｃ－
ｎｉｇｒｕｍＧＶ，简称ＸｅｃｎＧＶ）等２种ＧＶｓ都只有１个ｃｔｌ基因（表
１）；蓖麻蚕核型多角体病毒（ＳａｍｉａｃｙｎｔｈｉａＮＰＶ，简称
ＳａｃｙＮＰＶ）、柞蚕核型多角体病毒（ＡｎｔｈｅｒａｅａｐｅｒｎｙｉＮＰＶ，简称
ＡｎｐｅＮＰＶ）等６种ＮＰＶｓ均有２个ｃｔｌ基因（表２），而家蚕核型
多角体病毒（ＢｏｍｂｙｘｍｏｒｉＮＰＶ，简称 ＢｍＮＰＶ）等杆状病毒中
则没有该基因。在杆状病毒中，ｃｔｌ基因序列一致性在７４％ ～
１００％之间，推导的蛋白质 ＣＴＬｓ的氨基酸序列一致性为
４０％～７８％。对不同杆状病毒ＣＴＬｓ进行信号肽的预测分析，
发现所有ＣＴＬｓ的 Ｎ端都有１段信号肽序列，其氨基酸组成
的保守性较低，而成熟肽的氨基酸序列保守性较高。

表１　含１个ｃｔｌ基因的杆状病毒

基因 杆状病毒
前体肽氨基

酸数（个）

成熟肽氨基

酸数（个）
ＧｅｎＢａｎｋ登录号 分类

ＡｃＭＮＰＶｃｔｌ 苜蓿尺蠖多角体病毒（ＡｕｔｏｇｒａｐｈａｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａＮＰＶ） ５３ ３０ ＮＰ＿０５４０３２ Ⅰ型
ＢｕｓｕＮＰＶｃｔｌ 油桐尺蛾多角体病毒（ＢｕｚｕｒａｓｕｐｐｒｅｓｓａｒｉａＮＰＶ） ５３ ３０ ＡＡＣ３４３７２ Ⅰ型
ＣｆＭＮＰＶｃｔｌ 云杉卷叶蛾核型多角体病毒（ＣｈｏｒｉｓｔｏｎｅｕｒａｆｕｍｉｆｅｒａｎａＭＮＰＶ） ５３ ３０ ＮＰ＿８４８４４２ Ⅰ型
ＬｄＭＮＰＶｃｔｌ 舞毒蛾核型多角体病毒（ＬｙｍａｎｔｒｉａｄｉｓｐａｒＭＮＰＶ） ５３ ３０ ＮＰ＿０４７７８６ Ⅰ型
ＰｌｘｙＭＮＰＶｃｔｌ 小菜蛾核型多角体病毒（ＰｌｕｔｅｌｌａｘｙｌｏｓｔｅｌｌａＭＮＰＶ） ５３ ３０ ＹＰ＿７５８４６９ Ⅰ型
ＡｄｈｏＮＰＶｃｔｌ 茶小卷叶蛾核型多角体病毒（ＡｄｏｘｏｐｈｙｅｓｈｏｎｍａｉＮＰＶ） ５１ ２９ ＮＰ＿８１８７３３ Ⅱ型
ＡｄｏｒＮＰＶｃｔｌ 苹果小卷叶蛾核型多角体病毒（ＡｄｏｘｏｐｈｙｅｓｏｒａｎａＮＰＶ） ５１ ２９ ＹＰ＿００２３００６０１ Ⅱ型
ＡｇＮＰＶｃｔｌ 黎豆夜蛾核型多角体病毒（ＡｎｔｉｃａｒｓｉａｇｅｍｍａｔａｌｉｓＮＰＶ） ６４ ２９ ＹＰ＿８０３４２４ Ⅱ型
ＡｐｃｉＮＰＶｃｔｌ 杨尺蠖核型多角体病毒（ＡｐｏｃｈｅｉｍａｃｉｎｅｒａｒｉｕｍＮＰＶ） ５２ ２９ ＡＤＢ８４３９７ Ⅱ型
ＣｈｃｈＮＰＶｃｔｌ 戈尔登双生斑核型多角体病毒（ＣｈｒｙｓｏｄｅｉｘｉｓｃｈａｌｃｉｔｅｓＮＰＶ） ４９ ２９ ＹＰ＿２４９６７８ Ⅱ型
ＣｌｂｉＮＰＶｃｔｌ 豆天蛾核型多角体病毒（ＣｌａｎｉｓｂｉｌｉｎｅａｔａＮＰＶ） ５２ ２９ ＹＰ＿７１７５９１ Ⅱ型
ＥｃｏｂＮＰＶｃｔｌ 热带尺蠖核型多角体病毒（ＥｃｏｔｒｏｐｉｓｏｂｌｉｑｕａＮＰＶ） ５３ ３２ ＹＰ＿８７４２４０ Ⅱ型
ＨｅａｒＭＮＰＶｃｔｌ 棉铃虫核型多角体病毒（ＨｅｌｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍｉｇｅｒａＭＮＰＶ） ５０ ２９ ＹＰ＿００２３３２６３５ Ⅱ型
ＬｙｘｙＭＮＰＶｃｔｌ 木毒蛾核型多角体病毒（ＬｙｍａｎｔｒｉａｘｙｌｉｎａＭＮＰＶ） ５３ ２９ ＹＰ＿００３５１７８０３ Ⅱ型
ＭａｃｏＮＰＶ－Ａｃｔｌ 蓓带夜蛾核型多角体病毒Ａ（ＭａｍｅｓｔｒａｃｏｎｆｉｇｕｒａｔａＮＰＶ－Ａ） ５０ ２９ ＮＰ＿６１３１９０ Ⅱ型
ＭａｃｏＮＰＶ－Ｂｃｔｌ 蓓带夜蛾核型多角体病毒Ｂ（ＭａｍｅｓｔｒａｃｏｎｆｉｇｕｒａｔａＮＰＶ－Ｂ） ５０ ２９ ＮＰ＿６８９２８０ Ⅱ型
ＨｅａｒＧＶｃｔｌ 棉铃虫颗粒体病毒（ＨｅｌｉｃｏｖｅｒｐａａｒｍｉｇｅｒａＧＶ） ６２ ３５ ＹＰ＿００１６４９１１２ Ⅱ型
ＸｅｃｎＧＶｃｔｌ 八字地老虎颗粒体病毒（Ｘｅｓｔｉａｃ－ｎｉｇｒｕｍＧＶ） ５２ ２９ ＮＰ＿０５９２７５ Ⅱ型

２．２　杆状病毒ＣＴＬｓ的分类
对预测的杆状病毒ＣＴＬｓ成熟肽序列进行多序列比对分

析，可将杆状病毒 ＣＴＬｓ分为 ２种类型，分别命名为Ⅰ型
ＣＴＬｓ、Ⅱ型ＣＴＬｓ（图１）。Ⅰ型ＣＴＬｓ的前体肽都含有５３个氨
基酸残基（ａａ），预测的成熟肽均为３０个氨基酸，成熟肽的氨
基酸组成相当保守，为 ＡＣＡ（／Ｓ）Ｅ（／Ｄ）ＴＧＡＶＣＶ（／Ｉ）ＨＮ（／
Ｓ／Ｄ）ＤＥＣＣＳＧＡＣＳＰＶ（／Ｉ）ＦＮＹＣＬＰＱ（／Ｅ／Ｄ），包括 ＡｃＭＮＰＶ
等４种ＮＰＶｓ编码的ＣＴＬｓ，及ＳａｃｙＮＰＶ、ＡｎｐｅＮＰＶ等含有２个

ｃｔｌ基因的ＮＰＶｓ所编码的ＣＴＬ－１（表１、表２）。
　　Ⅱ型 ＣＴＬｓ的前体肽含有４８～６８个氨基酸，长度变异主
要位于信号肽部分，而成熟肽大部分为２９个氨基酸，个别为
３５、３２个氨基酸，成熟肽的氨基酸组成较为保守，为 ＣＴＥ（／
Ｄ）Ｔ（／Ｄ）ＧＲ（／Ｋ）ＮＣＫ（／Ｑ）Ｙ（／Ｔ）Ｓ（／Ｎ）Ｙ（／Ａ／Ｄ／Ｎ）
ＥＣＣＳＧ（／Ｎ）ＡＣＳＡＡ（／Ｖ／Ｌ）ＦＧ（／Ｋ）Ｆ（／Ｙ）ＣＬＨ（／Ｋ／Ｐ）Ｒ，包
括ＣｌｂｉＮＰＶ等１１种 ＮＰＶｓ、ＨｅａｒＧＶ等２种 ＧＶｓ编码的 ＣＴＬｓ
及含有２个ｃｔｌ基因的ＮＰＶｓ所编码的ＣＴＬ－２（表１、表２）。
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表２　含２个ｃｔｌ基因的杆状病毒

杆状病毒 基因
前体肽氨基

酸数（个）

成熟肽氨基

酸数（个）
ＧｅｎＢａｎｋ登录号 分类

柞蚕核型多角体病毒（ＡｎｔｈｅｒａｅａｐｅｒｎｙｉＮＰＶ） ＡｎｐｅＮＰＶｃｔｌ－１ ５３ ３０ ＹＰ＿６１１１０５ Ⅰ型
ＡｎｐｅＮＰＶｃｔｌ－２ ４８ ２９ ＹＰ＿００１４１９６７７ Ⅱ型

柞蚕核型多角体病毒Ｌ２（ＡｎｔｈｅｒａｅａｐｅｒｎｙｉＮＰＶ－Ｌ２） ＡｎｐｅＭＮＰＶ－Ｌ２ｃｔｌ－１ ５３ ３０ ＡＢＱ１２３６９ Ⅰ型
ＡｎｐｅＭＮＰＶ－Ｌ２ｃｔｌ－２ ６３ ２９ ＡＢＱ１２３４９ Ⅱ型

美国白蛾核型多角体病毒（ＨｙｐｈａｎｔｒｉａｃｕｎｅａＮＰＶ） ＨｙｃｕＮＰＶｃｔｌ－１ ５３ ３０ ＹＰ＿４７３３３１ Ⅰ型
ＨｙｃｕＮＰＶｃｔｌ－２ ５３ ２９ ＹＰ＿４７３３１１ Ⅱ型

白斑毒蛾核型多角体病毒（ＯｒｇｙｉａｌｅｕｃｏｓｔｉｇｍａＮＰＶ） ＯｒｌｅＮＰＶｃｔｌ－１ ５３ ３０ ＹＰ＿００１６５０９３７ Ⅰ型
ＯｒｌｅＮＰＶｃｔｌ－２ ５３ ２９ ＹＰ＿００１６５１０１６ Ⅱ型

黄杉毒蛾核型多角体病毒（ＯｒｇｙｉａｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａｔａＭＮＰＶ） ＯｐＭＮＰＶｃｔｌ－１ ５３ ３０ ＮＰ＿０４６２９２ Ⅰ型
ＯｐＭＮＰＶｃｔｌ－２ ５２ ３５ ＮＰ＿０４６１８６ Ⅱ型

蓖麻蚕核型多角体病毒（ＳａｍｉａｃｙｎｔｈｉａＮＰＶ） ＳａｃｙＮＰＶｃｔｌ－１ ５３ ３０ ＡＤＣ７９６６２ Ⅰ型
ＳａｃｙＮＰＶｃｔｌ－２ ６８ ２９ ＡＤＣ７９６６１ Ⅱ型

　　采用ＣＴＬｓ成熟肽的氨基酸序列对杆状病毒进行系统发
育分析，发现所有编码Ⅰ型 ＣＴＬｓ的杆状病毒聚于１支，而所
有编码Ⅱ型ＣＴＬｓ的杆状病毒聚于另１支（图２）。
２．３　Ⅰ型、Ⅱ型ＣＴＬｓ成熟肽的保守位点

多序列比对分析表明，在Ⅰ型ＣＴＬｓ、Ⅱ型ＣＴＬｓ的成熟肽
中均含有６个高度保守的半胱氨酸残基（Ｃ），二硫键骨架为
Ｃ１—Ｃ２—Ｃ３Ｃ４—Ｃ５—Ｃ６。酪氨酸（Ｙ）是涉及昆虫酚氧化酶抑
制剂活性的关键位点，因此本研究对２类ＣＴＬｓ中的酪氨酸的
分布进行统计分析。结果显示，Ⅰ型ＣＴＬｓ都有１个保守的酪
氨酸残基，位于Ｃ５～Ｃ６之间；在Ⅱ型 ＣＴＬｓ中，除了茶小卷叶
蛾 核 型 多 角 体 病 毒 （ＡｄｏｘｏｐｈｙｅｓｈｏｎｍａｉＮＰＶ，简 称
ＡｄｈｏＮＰＶ）、棉褐带卷蛾核型多角体病毒（Ａｄｏｘｏｐｈｙｅｓｏｒａｎａ
ＮＰＶ，简称ＡｄｏｒＮＰＶ）的ＣＴＬ缺乏酪氨酸残基，ＣｈｃｈＮＰＶＣＴＬ、
ＯｒｌｅＮＰＶＣＴＬ－２只有１个酪氨酸残基之外，其余ＣＴＬｓ在Ｃ２～
Ｃ３之间都有２个保守的酪氨酸残基。除了这２个保守的酪氨
酸残基，黎豆夜蛾核型多角体病毒（ＡｎｔｉｃａｒｓｉａｇｅｍｍａｔａｌｉｓＮＰＶ，

简称ＡｇＮＰＶ）、ＨｅａｒＧＶ、ＸｅｃｎＧＶ的ＣＴＬｓ还有１个酪氨酸残基，
其位置与Ⅰ型ＣＴＬｓ中的一致。此外，在ＨｅａｒＧＶＣＴＬ、黄杉毒
蛾核型 多角 体病毒 （ＯｒｇｙｉａｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａｔａＭＮＰＶ，简 称
ＯｐＭＮＰＶ）ＣＴＬ－２的 Ｃ１之前还有 １个额外的酪氨酸残基
（图１）。
２．４　Ⅰ型、Ⅱ型ＣＴＬｓ成熟肽的理化性质

本研究对Ⅰ型、Ⅱ型ＣＴＬｓ的净电荷、等电点、疏水性氨基
酸含量等理化性质进行了比较分析，表３结果显示，Ⅰ型ＣＴＬ
在ｐＨ值 ７．０时净电荷范围为 －４．１０～－３．１０（平均值为
－３．５６），等电点（ｐＩ）范围为３．６９～３．９６（平均值为 ３．８６），
疏水性氨基酸占２６．７％ ～３０．０％（平均值为 ２９．７％）；而Ⅱ
型ＣＴＬｓ在ｐＨ值７．０时净电荷为 －０．１１～＋１．８９（平均值
为＋０．５０７），ｐＩ值为６．８８～８．０１（平均值为７．３２），疏水性氨
基酸占１７．２％ ～２８．６％（平均值为 ２１．３％）。本结果表明，
杆状病毒Ⅰ型、Ⅱ型ＣＴＬｓ的理化性质存在明显差异，这暗示
２类ＣＴＬｓ在功能上可能存在分化。
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表３　Ⅰ型ＣＴＬｓ、Ⅱ型ＣＴＬｓ成熟肽理化性质的比较

名称 净电荷 ｐＩ值 疏水性氨基酸含量（％）
Ⅰ型ＣＴＬｓ －４．１０～－３．１０（－３．５６） ３．６９～３．９６（３．８６） ２６．７～３０．０（２９．７）
ＡｃＣＴＬ －３．１０ ３．９６ ３０．０
ＳａｃｙＣＴＬ－１ －４．１０ ３．８３ ３０．０
Ⅱ型ＣＴＬｓ －０．１１～＋１．８９（＋０．５０７） ６．８８～８．０１（７．３２） １７．２～２８．６（２１．３）
ＣｌｂｉＣＴＬ －０．１０ ６．８８ ２０．７
ＳａｃｙＣＴＬ－２ －０．１１ ６．８９ ２０．７
ＡｈＩＡＡＩ －２．０８ ６．０６ ９．４
ＧｓＧＵＲ －２．１０ ４．９７ ２５．７
ＭｊＴＩ１ －２．１０ ４．８１ ２４．３
ＡｓＡＳＴ－Ａ －５．２７ ３．０４ ４４．４
ＭⅦＡ ＋１．７２ ８．００ ６．７
ＡｌＡＬＯ１ ＋１．８９ ８．０１ １１．８
ＭｄＰＯＩ ＋２．０６ ８．０１ ２３．７
ＰａＡＭＰ１ ＋３．７２ ８．５３ ２１．１
ＨＷＴＸ－Ｘ ＋３．８８ ８．５３ １４．３

　　注：括号内数据为平均值。ＡｃＣＴＬ为苜蓿尺蠖核型多角体病毒ＣＴＬ；ＣｌｂｉＣＴＬ为豆天蛾核型多角体病毒ＣＴＬ；ＳａｃｙＣＴＬ－１、ＳａｃｙＣＴＬ－２为蓖
麻蚕核型多角体病毒ＣＴＬ－１、ＣＴＬ－２；ＡｈＩＡＡＩ为千穗谷（Ａｍａｒａｎｔｈｕｓｈｙｐｏｃｈｏｎｄｒｉａｃｕｓ）α－淀粉酶抑制剂；ＧｓＧＵＲ为匙羹藤（Ｇｙｍｎｅｍａｓｙｌｖｅｓｔｒｅ）
甜味抑制蛋白ｇｕｒｍａｒｉｎ；ＭｊＴＩ１为紫茉莉（Ｍｉｒａｂｉｌｉｓｊａｌａｐａ）胰蛋白酶抑制剂；ＡｓＡＳＴ－Ａ为海洋生物Ａｓｔｅｒｏｐｕｓｓｉｍｐｌｅｘ抗菌肽；ＭＶⅡＡ为芋螺毒素
ω－ＭＶⅡＡ；ＡｌＡＬＯ１为长臂天牛（Ａｃｒｏｃｉｎｕｓｌｏｎｇｉｍａｎｕｓ）抗菌肽；ＭｄＰＯＩ为家蝇（Ｍｕｓｃａｄｏｍｅｓｔｉｃａ）酚氧化酶抑制剂；ＰａＡＭＰ１为美洲商陆（Ｐｈｙｔｏ
ｌａｃｃａａｍｅｒｉｃａｎａ）抗菌肽；ＨＷＴＸ－Ｘ为虎纹蜘蛛（Ｏｒｎｉｔｈｏｃｔｏｎｕｓｈｕｗｅｎａ）毒素Ｈｕｗｅｎｔｏｘｉｎ－Ｘ。

２．５　杆状病毒ＣＴＬｓ与ＩＣＫ家族的比较分析
杆状病毒ＣＴＬｓ属于抑制剂半胱氨酸结（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｙｓｔｉｎｅ

ｋｎｏｔ，简称ＩＣＫ）家族，多序列分析表明，杆状病毒 ＣＴＬｓ与芋
螺毒素ω－ＭⅦＡ、虎纹蜘蛛毒素ＨＷＴＸ－Ｘ、紫茉莉胰蛋白酶
抑制剂ＭｊＴＩ１、匙羹藤甜味抑制蛋白ＧｓＧＵＲ、美洲商陆抗菌肽
ＰａＡＭＰ１、家蝇酚氧化酶抑制剂 ＭｄＰＯＩ等具有相同的二硫键
骨架，但氨基酸序列一致性较低，仅为 １６．７％ ～３３．３％
（图３）。　
　　在理化性质方面，ＡｈＩＡＡＩ、ＧｓＧＵＲ、ＭｊＴＩ１、ＡｓＡＳＴ－Ａ等
都带负电荷，等电点分别为６．０６、４．９７、４．８１、３．０４，疏水性氨
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基酸含量分别为９．４％、２５．７％、２４．３％、４４．４％；而 ω－ＭⅦ
Ａ、ＡｌＡＬＯ１、ＭｄＰＯＩ、ＰａＡＭＰ１、ＨＷＴＸ－Ｘ等都带正电荷，等电
点为８．００～８．５３，疏水性氨基酸含量分别为６．７％、１１．８％、
２３．７％、２１．１％、１４．３％（表３）。由此可见，不同的 ＩＣＫ家族
成员在理化性质上存在较大差异，不过杆状病毒Ⅰ型ＣＴＬｓ的
净电荷（平均值为 －３．５６）、等电点（平均值为 ３．８６）与
ＭｊＴＩ１、ＡｓＡＳＴ－Ａ、ＧｓＧＵＲ等比较接近。

３　讨论与结论

抑制剂半胱氨酸结家族，又称 ｋｎｏｔｔｉｎ家族，该家族是由
富含半胱氨酸残基的小分子蛋白质组成，广泛存在于各种动

物、植物和微生物中［６］。研究发现，海洋生物芋螺中的芋螺

毒素属于ＩＣＫ家族。在 ＩＣＫ家族中，ＨＷＴＸ－Ｘ、Ｐａ－ＡＭＰ、
ＭｄＰＯＩ等大量成员都与芋螺毒素ω－ＭⅦＡ具有相同的二硫
键骨架，即Ｃ１－Ｃ２－Ｃ３Ｃ４－Ｃ５－Ｃ６。这些类 ＭⅦＡ（ＭⅦＡ－
ｌｉｋｅ）蛋白往往具有复杂的生物学功能，例如，ＨＷＴＸ－Ｘ是虎
纹蜘蛛产生的一种神经毒素，在捕食过程中发挥作用［７］。

ＰａＡＭＰ１是从美洲商陆种子中分离的抗菌肽，对多种真菌和
革兰氏阳性菌具有明显的抑制活性［８］。ＭｄＰＯＩ是从家蝇蛹
中发现的酚氧化酶抑制剂（ｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，简称
ＰＯＩ），对家蝇幼虫的酚氧化酶具有显著的抑制作用［９－１０］。从

二硫键骨架看，杆状病毒ＣＴＬｓ也属于ＩＣＫ家族中类ＭⅦＡ蛋
白。杆状病毒ＣＴＬｓ很少带有正电荷，而带正电荷氨基酸对芋
螺毒素的镇痛功能是必需的，因此，尽管最初杆状病毒 ＣＴＬｓ
因与芋螺毒素具一定的同源性而被命名，但是杆状病毒ＣＴＬｓ
并不像芋螺毒素那样具有镇痛活性（笔者的相关研究数据未

发表）。另外，曹青等已证实，ＡｃＭＮＰＶＣＴＬ对金黄色葡萄球
菌、微球菌、短小芽孢杆菌等多种临床致病菌的生长有显著抑

制功能，目前尚不明确抑菌活性对于杆状病毒的生物学意

义［４］。还有研究发现，ＡｃＭＮＰＶＣＴＬ具有酚氧化酶抑制活性，
能阻止昆虫血液的黑化［５］。

昆虫酚氧化酶不仅在昆虫发育过程中具有重要的生理功

能，如参与表皮的鞣化、硬化、伤口愈合等，还在昆虫免疫防御

反应中起着重要作用，它可使病原微生物表面产生黑色素沉

淀，通过黑色素包囊反应来隔离和抵抗病原物，并在黑色素形

成过程中产生醌及其衍生物，导致活性氧的积累，从而对病原

物起到杀伤作用［１１］。已有研究表明，昆虫酚氧化酶与黑化幼

虫表现出的较强的杆状病毒抗性有关［１２］。Ｔｒｕｄｅａｕ等用
ＡｃＭＮＰＶ感染美洲棉铃虫时发现，气管上皮细胞的感染位点
上出现了酚氧化酶介导的黑化及包囊反应［１３］。由此可见，昆

虫酚氧化酶在宿主防御杆状病毒的过程中发挥着重要作用。

昆虫体内存在内源性酚氧化酶抑制剂，能在纳摩尔（ｎｍｏｌ）水
平上高效地竞争性抑制酚氧化酶活性［９］。Ｃａｏ等的研究表
明，ＡｃＭＮＰＶＣＴＬ是病毒来源的酚氧化酶抑制剂，它可能在一
定程度上能抑制昆虫宿主对杆状病毒的防御反应［５］。

Ｄａｑｕｉｎａｇ等对家蝇 ＭｄＰＯＩ的氨基酸序列及蛋白质结构
进行解析发现，ＭｄＰＯＩ成熟肽由３８个氨基酸残基组成，富含
半胱氨酸、赖氨酸，其中６个半胱氨酸形成３对二硫键（Ｃ１—
Ｃ２—Ｃ３Ｃ４—Ｃ５—Ｃ６），且在Ｃ５～Ｃ６之间的酪氨酸残基（Ｙ）经
羟化修饰为多巴残基，该位点与酚氧化酶抑制剂的竞争性抑

制活性有重要关系［１０］。本研究将杆状病毒 ＣＴＬｓ分为２类，

即Ⅰ型ＣＴＬｓ、Ⅱ型ＣＴＬｓ，其中Ⅰ型 ＣＴＬｓ在 Ｃ５～Ｃ６之间也都
有１个保守的酪氨酸残基，目前尚不清楚该位点是否存在羟
化修饰，而大部分Ⅱ型ＣＴＬｓ在 Ｃ２～Ｃ３之间有２个保守的酪
氨酸残基。另外，与Ⅰ型 ＣＴＬｓ类似，３个Ⅱ型 ＣＴＬｓ（ＡｇＮＰＶ
ＣＴＬ、ＨｅａｒＧＶＣＴＬ和ＸｅｃｎｒＧＶＣＴＬ）在 Ｃ５～Ｃ６之间还有１个
酪氨酸残基。目前尚不清楚Ⅱ型 ＣＴＬｓ是否也具有酚氧化酶
抑制活性。此外，在蛋白质疏水性、电荷特性等方面，Ⅱ型
ＣＴＬｓ与Ⅰ型ＣＴＬｓ存在明显差异，由此推测，Ⅱ型 ＣＴＬｓ的功
能可能不同于Ⅰ型ＣＴＬｓ，这有待进一步研究。
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