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传多样性。因此，建议在今后的党参育种过程中，考虑开展不

同优良品种中种群间的杂交育种，以获得更广泛的遗传基础，

培育出优良的新品种。
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　　摘要：为了解鸡内源性抗菌肽ＬＥＡＰ－２的基本信息，根据鸡ＬＥＡＰ－２的氨基酸序列，通过软件对鸡 ＬＥＡＰ－２的
生物信息学进行分析。结果表明，鸡ＬＥＡＰ－２由２０种氨基酸构成，等电点为９．８６，分子量为８８３５．６５ｕ，为不稳定的
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延伸链、β折叠和无规则卷曲组成，三级结构和功能结构域类似于人ＬＥＡＰ－２，存在多个抗原表位，根据系统进化树推
测，鸡ＬＥＡＰ－２与日本鹌鹑ＬＥＡＰ－２进化关系最近。研究结果为鸡抗菌肽ＬＥＡＰ－２的深入研究提供了信息基础。
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　　抗菌肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，简称ＡＭＰｓ）是生物机体内
具有抗细菌、抗病毒、抗肿瘤等多种生物学活性的多肽，是机

体先天免疫系统的重要组成部分［１－２］。抗菌肽具有低毒、高

效、抗菌谱广、低耐药等特点，成为抗生素替代物研究中的佼

佼者［３－４］。Ｋｒａｕｓｅ等从人血液中分离到肝脏表达的抗菌肽
ＬＥＡＰ－１、２，其中Ⅱ型肝脏表达抗菌肽（ｌｉｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ２，简称ＬＥＡＰ－２）有较强的抗微生物活
性，但肽的序列、二级结构和表达等方面与其他已知肽类有差

异［５］。从鸡体内分离到的 ＬＥＡＰ－２由７６个氨基酸构成，具
有抗微生物（如沙门氏菌）的活性［６］。但鸡ＬＥＡＰ－２（ｃＬＥＡＰ－
２）的许多生物信息学内容还不是很清楚。因此，本研究基于
ｃＬＥＡＰ－２的氨基酸序列利用在线生物软件和程序进行生物
信息学分析，为深入探讨其抗菌作用机制提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
鸡内源性抗菌肽 ＬＥＡＰ－２的氨基酸来自网站 ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｒｏｔｅｉｎ／，登录号为 ＮＰ＿００１００１６０６，其
序列为 ＭＨＣＬＫＩＭＡＦＬＬＦＦＳＬＬＬＳＱＶＹＣＡＳＬＨＱＰＱＰＬＬＲＬＫＲＭＴ
ＰＦＷＲＧＶＳＬＲＰＶＧＡＳＣＲＤＮＳＥＣＩＴＭＬＣＲＫＮＲＣＦＬＲＴＡＳＥ。
１．２　方法
１．２．１　抗菌肽理化性质分析　利用 ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ网
站中的ＰｒｏｔＰａｒａｍ工具对抗菌肽 ｃＬＥＡＰ－２进行理化性质参
数的分析。

１．２．２　抗菌肽的二级结构预测　利用 ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．
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ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ
网站的二级结构预测工具进行抗菌肽 ｃＬＥＡＰ－２的二级结构
预测。

１．２．３　抗菌肽的跨膜区分析　利用 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．
ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤ＿ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ网站的 ＴＭｐｒｅｄ网站的工具
进行抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的跨膜区分析。
１．２．４　抗菌肽的信号肽预测　利用 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．
ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ网站的 Ｓｉｇｎａｌ４．１Ｓｅｒｖｅｒ工具分析抗菌肽
ｃＬＥＡＰ－２的信号肽。
１．２．５　抗菌肽细胞内定位的预测　利用 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｂｉｏｉｎｆｏ．ｔｓｉｎｇｈｕａ．ｅｄｕ．ｃｎ／ＳｕｂＬｏｃ／ｅｕ＿ｐｒｅｄｉｃｔ．ｈｔｍ网站的亚细
胞定位分析工具Ｓｕｂｌｏｃａｌｖ１．０进行抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的细胞
内定位预测。

１．２．６　抗菌肽糖基化和磷酸化位点预测　利用 ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＯＧｌｙｃ／网站的 ＮｅｔＯＧｌｙｃ４．０
Ｓｅｒｖｅｒ工具和 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／网站
的ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖｅｒ工具分析抗菌肽 ｃＬＥＡＰ－２的糖基化和
磷酸化位点。

１．２．７　抗菌肽的三维空间结构分析　利用 ｈｔｔｐ：／／
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｗｏｒｋｓｐａｃｅ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ？ｆｕｎｃ＝ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ
＿ｓｉｍｐｌｅ１网站的工具进行抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２三级结构的预测。
１．２．８　抗菌肽保守结构域的预测　利用ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／网站中的工具进行抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２保守结构
域的预测。

１．２．９　抗菌肽的抗原表位分析　利用 ＤＮＡＳｔａｒ软件中的
Ｐｒｏｔｅａｎ工具进行抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的抗原表位分析。
１．２．１０　抗菌肽的氨基酸序列进化分析　在 ＧｅｎＢａｎｋ中检
索到鸡和其他４２个物种的 ＬＥＡＰ－２的氨基酸序列。利用
ＤＮＡｓｔａｒ软件中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ工具，采用 ＪｏｔｕｎＨｅｉｎ算法进行
抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的氨基酸序列进化分析。

２　结果与分析

２．１　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的理化性质
鸡内源性抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２分子式为Ｃ３９２Ｈ６３５Ｎ１１３Ｏ９９Ｓ１０，

有７６个氨基酸残基，由２０种基本氨基酸组成，所含的氨基酸
残基数量和含量见表１。ｃＬＥＡＰ－２的分子量为 ８８３５．６５ｕ，
等电点为９．８６，带负电的残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）数为３个，带正电
荷的残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）数为１１个。在体外，ｃＬＥＡＰ－２的半衰
期在哺乳动物细胞中为３０ｈ，在酵母中＞２０ｈ，在大肠杆菌
中＞１０ｈ。经软件计算，不稳定指数为５７．２７，表明ｃＬＥＡＰ－２
为不稳定蛋白。总 ＧＲＡＶＹ值为０２０５，表明 ｃＬＥＡＰ－２为疏
水蛋白。

表１　ｃＬＥＡＰ－２的氨基酸组成

序号 氨基酸 数量（个） 含量（％）
１ 丙氨酸（Ａｌａ，简称Ａ） ４ ５．３
２ 精氨酸（Ａｒｇ，简称Ｒ） ８ １０．５
３ 天冬酰氨（Ａｓｎ，简称Ｎ） ２ ２．６
４ 天冬氨酸（Ａｓｐ，简称Ｄ） １ １．３
５ 半胱氨酸（Ｃｙｓ，简称Ｃ） ６ ７．９
６ 谷氨酰胺（Ｇｌｎ，简称Ｑ） ３ ３．９
７ 谷氨酸（Ｇｌｕ，简称Ｅ） ２ ２．６
８ 甘氨酸（Ｇｌｙ，简称Ｇ） ２ ２．６
９ 组氨酸（Ｈｉｓ，简称Ｈ） ２ ２．６
１０ 异亮氨酸（Ｉｌｅ，简称Ｉ） ２ ２．６
１１ 亮氨酸（Ｌｅｕ，简称Ｌ） １３ １７．１
１２ 赖氨酸（Ｌｙｓ，简称Ｋ） ３ ３．９
１３ 甲硫氨酸（Ｍｅｔ，简称Ｍ） ４ ５．３
１４ 苯丙氨酸（Ｐｈｅ，简称Ｆ） ５ ６．６
１５ 脯氨酸（Ｐｒｏ，简称Ｐ） ４ ５．３
１６ 丝氨酸（Ｓｅｒ，简称Ｓ） ７ ９．２
１７ 苏氨酸（Ｔｈｒ，简称Ｔ） ３ ３．９
１８ 色氨酸（Ｔｒｐ，简称Ｗ） １ １．３
１９ 酪氨酸（Ｔｙｒ，简称Ｙ） １ １．３
２０ 缬氨酸（Ｖａｌ，简称Ｖ） ３ ３．９

２．２　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的二级结构
经软件分析（参数：ｗｉｎｄｏｗｗｉｄｔｈ为１７，ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

为８，ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔａｔｅｓ为４），ｃＬＥＡＰ－２的二级结构（图１）中，
α螺旋（３６个氨基酸残基参与）占４７．３１％，延伸链（９个氨基
酸残基参与）占 １１．８４％，β转角（６个氨基酸残基参与）占
７８９％，无规则卷曲（２５个氨基酸残基参与）占３２．８９％。

２．３　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的跨膜区预测
经软件分析（参数：跨膜螺旋长度为１７～３３ａａ，得分 ＞

５００），ｃＬＥＡＰ－２存在跨膜区（图２）。从里（ｉｎｓｉｄｅ，简称 ｉ）到
外（ｏｕｔｓｉｄｅ，简称ｏ），可能存在于第６～２３位氨基酸残基之间
（得分为２０９０）；从外到里，可能存在于第３～２１位氨基酸残
基之间（得分为１７４８）。
２．４　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的信号肽预测

经软件分析（Ｃｕｔｏｆｆ为０．４５），ｃＬＥＡＰ－２存在信号肽（图
３），位于第１～２２位氨基酸残基之间，得分为０．９３７。信号肽
与成熟肽的剪切位点在第２２位和第２３位氨基酸残基之间。
２．５　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的细胞内定位

经软件分析，ｃＬＥＡＰ－２主要定位于细胞核内［可信度指
数（ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ）＝４，预期准确率（ｅｘｐｅｃｔｅｄａｃｃｕｒｃｙ＝
９１％）］。　
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２．６　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的糖基化和磷酸化位点
经软件分析，ｃＬＥＡＰ－２存在糖基化位点（得分 ＞０．５），

分别是第 ４５、５２位的丝氨酸残基（得分分别为 ０．７４６、
０７０５）。对丝氨酸（Ｓｅｒ）、苏氨酸（Ｔｈｒ）和酪氨酸（Ｔｙｒ）的磷
酸化进行分析，结果见表２，有５个丝氨酸残基和３个苏氨酸
残基存在８个磷酸化位点（得分均 ＞０．５），但没有酪氨酸的
磷酸化位点。推测不同的位点可被不同的激酶引发磷酸化。

表２　ｃＬＥＡＰ－２的磷酸化位点预测

序号
磷酸化位点

位点 氨基酸

催化激酶

（得分）

１ ２４ 丝氨酸（Ｓ） ＰＫＣ（０．７０３），ｃｄｃ２（０．５３５）
２ ３８ 苏氨酸（Ｔ） ｕｎｓｐ（０．９２７），ｃｄｋ５（０．５９３）
３ ４５ 丝氨酸（Ｓ） ＰＫＡ（０．７４８），ＰＫＣ（０．５８７）
４ ５２ 丝氨酸（Ｓ） ｕｎｓｐ（０．９９５），ＰＫＣ（０．７８７）
５ ５７ 丝氨酸（Ｓ） ｕｎｓｐ（０．９０６），ＰＫＡ（０．６５４），ＲＳＫ（０．５４４）
６ ６１ 苏氨酸（Ｔ） ＰＫＣ（０．５１３）
７ ７３ 苏氨酸（Ｔ） ＰＫＧ（０．５９８），ＣＫⅡ（０．５２９）
８ ７５ 丝氨酸（Ｓ） ＰＫＡ（０．６８６），ＲＳＫ（０．５５８）

　　注：ＰＫＣ为蛋白激酶Ｃ，ＰＫＡ为蛋白激酶 Ａ，ＰＫＧ为蛋白激酶Ｇ，
ｃｄｃ２为细胞分裂周期蛋白 ２，ｃｄｋ５为细胞周期素依赖蛋白激酶 ５，
ＲＳＫ为核糖体Ｓ６激酶，ＣＫⅡ为酪蛋白激酶２，ｕｎｓｐ为某种非特异性
蛋白激酶（即不在系统中的某种激酶）。

２．７　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的三级结构预测
经软件分析，ｃＬＥＡＰ－２的三级结构见图４。ｃＬＥＡＰ－２

的第 ３７～７６位氨基酸与 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬＴＥＭＰＬＡＴＥ
ＬＩＢＲＡＲＹ中 模 板 ［２Ｌ１ｑＡ］（９９．９?） ＨＵＭＡＮ ＬＩＶＥＲ
ＥＸＰＲＥＳＳＥＤＡＮＴＩＭＩＣＲＯＢＩＡＬ的序列相似度为８０％，Ｅ值为
９．０２×１０－１１，预测结果的 ＱＭＥＡＮＺ值为 －１．１３。ｃＬＥＡＰ－２
由α螺旋、延伸链、β转角和无规则卷曲构成，与预测的二级
结构结果一致。

２．８　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的功能结构域预测
经软件分析，ｃＬＥＡＰ－２与 Ｐｆａｍ数据库中ＬＥＡＰ－２的结

构相似（Ｅ值为７．８×１０－４４）。ｃＬＥＡＰ－２的第３７～７６位氨基
酸与ＰＤＢ：２Ｌ１ｑ│Ａ相似（Ｅ值为１．０×１０－１７），第１～２２位氨
基酸残基为信号肽功能结构域，这与前面的预测结果相一致。

Ｌｏｗｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙｒｅｇｉｏｎ位于第９～１８位氨基酸残基（图５）。

２．９　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的抗原表位分析
经软件分析，由图６可知ｃＬＥＡＰ－２的亲水性、表面可及

性、柔韧性和抗原性等指数。亲水性指数 ＞０、抗原性指数 ＞
０、可及性指数＞１时，可能存在抗原表位。据此综合分析，认
为ｃＬＥＡＰ－２可能存在多个抗原表位。
２．１０　抗菌肽ｃＬＥＡＰ－２的氨基酸系统进化

将鸡内源性抗菌肽 ｃＬＥＡＰ－２的氨基酸序列与其他４２
个物种的ＬＥＡＰ－２的氨基酸序列进行系统进化分析，获得系
统树。由图７可知，鸡（Ｇａｌｌｕｓｇａｌｌｕｓ）内源性抗菌肽ｃＬＥＡＰ－
２与日本鹌鹑（Ｃｏｔｕｒｎｉｘｊａｐｏｎｉｃａ）ＬＥＡＰ－２的进化关系最近，
而与漠林鼠（Ｎｅｏｔｏｍａｌｅｐｉｄａ）ＬＥＡＰ－２的进化关系最远。

３　讨论

鸡内源性抗菌肽 ＬＥＡＰ－２是阳离子性抗菌肽［６］。本研

究通过在线软件分析，发现ｃＬＥＡＰ－２带１１个正电荷的氨基
酸残基和２个负电荷的氨基酸残基，分析其总体带正电荷，认
为ｃＬＥＡＰ－２是阳离子型抗菌肽。
　　一般认为，抗菌肽的分子量小，没有免疫原性［７］，且免疫

学中认为分子量在１００００以上的物质有较好的抗原性［８－９］。

ｃＬＥＡＰ－２由７６个氨基酸残基构成，分子量为８８３５．６５ｕ。
然而，分子量虽小，但分子结构复杂的物质也具有抗原性［８］。

抗原表位可由５～１７个氨基酸残基构成［１０］。经 ＤＮＡＳｔａｒ软
件分析，ｃＬＥＡＰ－２可能存在几个抗原表位。因此，ｃＬＥＡＰ－２
存在抗原表位可能与其存在三维空间结构有关。但这还需要

进一步深入探讨。

分析后发现ｃＬＥＡＰ－２存在信号肽。这与高荣琨等的研
究结果［１１］相一致。信号肽可使新合成的多肽分泌到细胞外，
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从而发挥生理功能［１２］。由此推测，ｃＬＥＡＰ－２表达后，可到达
细胞外发挥抗病原微生物等正常生理活性。同时，分析后发

现，ｃＬＥＡＰ－２定位于细胞核内，对该定位的生物学作用还有
待深入研究。

螺旋结构是抗菌肽发挥抗菌活性的重要结构基础［１３］。

经分析，ｃＬＥＡＰ－２的二级结构中存在多个 α螺旋区及其他
结构。可以推测，这些α螺旋可能是 ｃＬＥＡＰ－２发挥抗菌作
用的结构基础。这一点得到功能结构域预测的佐证。

蛋白的磷酸化和糖基化可以改变蛋白的构象和增加蛋白

的稳定性，从而调节蛋白的许多生物学功能［１４－１５］。经预测发

现，ｃＬＥＡＰ－２有２个糖基化位点和８个磷酸化位点。同时预
测发现ｃＬＥＡＰ－２是不稳定的疏水蛋白。因此，糖基化和磷
酸化可能使ｃＬＥＡＰ－２变得稳定，从而使得ｃＬＥＡＰ－２能很好
地发挥其功能。

分子进化依赖于核酸和蛋白质的序列信息，是阐明物种

间相互关系的分子基础［１６］。通过系统发育树分析发现，鸡源

抗菌肽ＬＥＡＰ－２与日本鹌鹑的 ＬＥＡＰ－２之间的关系最近，
表明抗菌肽ＬＥＡＰ－２在鸡和日本鹌鹑中相对保守。

耐药性或多重耐药性细菌与真菌的出现使得现有抗菌药

物的疗效低下或无效，对人类和动物健康的威胁日趋严

重［７，１７］，寻找新的抗菌物质具有重要意义［１８－１９］，抗菌肽被认

为是理想的抗生素替代物［１７］。鸡体内的抗菌肽类型主要有

β－防御素、ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ和 ＬＥＡＰ－２［１］，这几种抗菌肽在结构
和功能上均有差异。目前，对鸡抗菌肽ＬＥＡＰ－２的研究还很
少。因此，通过生物软件分析鸡抗菌肽ＬＥＡＰ－２的生物信息
学内容为深入研究其功能与应用奠定基础。

４　结论

本研究结果揭示，鸡内源性抗菌肽 ＬＥＡＰ－２为不稳定
的、带正电荷的疏水性蛋白，有１个跨膜区和１个信号肽，有
２个糖基化位点和８个磷酸化位点，二级结构主要由α－螺旋

和无规则卷曲构成，三级结构和功能结构域与人ＬＥＡＰ－２有
很高的相似度，存在抗原表位，与日本鹌鹑有非常近的进化

关系。
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