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　　摘要：为了开发新型昆虫抗菌肽资源，以黑水虻幼虫为研究对象，采用ＲＴ－ＰＣＲ技术从黑水虻幼虫总 ＲＮＡ中扩
增到一个新型抗菌肽基因ＤＬＰ－５，并利用在线生物软件和工具分析了抗菌肽 ＤＬＰ－５的生物信息学特征。结果表
明，ＤＬＰ－５由４０个氨基酸残基组成，分子量为４２２６．８３ｕ，等电点为７．８７，具有两亲性特征，其中Ｎ端为疏水性，Ｃ端
为亲水性，具有３个磷酸化位点，无糖基化位点、信号肽序列和跨膜区。ＤＬＰ－５的三级结构包含１个Ｎ端的ｌｏｏｐ区、１
个α螺旋和１对反向平行β折叠，构成了防御素类抗菌肽典型的“环－螺旋－折叠”结构，说明ＤＬＰ－５是一个新型的
防御素类抗菌肽，可通过与微生物膜相互作用发挥其抗菌活性。
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　　昆虫抗菌肽是昆虫受到刺激或感染后由体内
血淋巴产生的一类小分子碱性多肽，经体内和体外

的抗菌活性研究发现，它具有广谱抗菌活性、分子

量小、容易合成、不易形成耐药性等特性，可作为传

统抗生素的潜在替代抗菌制剂［１－２］。黑水虻

（ＨｅｒｍｉｔｉａｉｌｌｕｃｅｎｓＬ．）是双翅目水虻科扁角水虻属
的一种资源昆虫，其幼虫以动物粪便、腐烂的有机

物及植物性垃圾为食，在禽畜粪便及餐厨垃圾的无

害化处理中应用前景广阔［３］。夏嫱等利用大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌诱导黑水虻幼虫产生抗菌肽，

该抗菌肽可以有效抑制大肠杆菌的生长，稳定性研

究发现，黑水虻抗菌肽具有很好的热稳定性、反复

冻融性［４－５］。Ｐａｒｋ等利用ｃＤＮＡ末端快速扩增技术
从黑水虻幼虫的ｃＤＮＡ中成功克隆了抗菌肽编码基
因ＤＬＰ１－ＤＬＰ４［６］；Ｌｉ等在毕赤酵母中重组表达了
黑水虻抗菌肽 ＤＬＰ２和 ＤＬＰ４，活性研究表明 ＤＬＰ２
和ＤＬＰ４具有较强的抗菌性能，特别是对耐甲氧西
林金黄色葡萄球菌具有快速的杀灭活性，其最小杀

菌浓度（ＭＩＣ）为０．０１μｍｏｌ／Ｌ［７］。Ｅｌｈａｇ等从黑水虻
幼虫 的 ｃＤＮＡ中 筛 选 到 了 ７种 抗 菌 肽 基 因
［ｃｅｃｒｏｐｉｎＺ１、ｓａｒｃｏｔｏｘｉｎ１、ｓａｒｃｏｔｏｘｉｎ（２ａ）、ｓａｒｃｏｔｏｘｉｎ
（２ｂ）、ｓａｒｃｏｔｏｘｉｎ３、ｓｔｏｍｏｘｙｎＺＨ１ 和 ｓｔｏｍｏｘｙｎＺＨ１
（ａ）］，并利用大肠杆菌表达系统成功表达了
ｓｔｏｍｏｘｙｎＺＨ１，活性研究表明，重组 ｓｔｏｍｏｘｙｎＺＨ１对
金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、立枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）、
核盘菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）均具有较高的抗菌
活性［８］。由此可见，黑水虻及其幼虫体内含有丰富

的内源性抗菌肽，本试验旨在克隆新型黑水虻抗菌
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肽，并对其进行生物信息学分析，为进一步开发黑

水虻抗菌肽资源提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
ＴａｑＰｌｕｓＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、柱式动物总 ＲＮＡ抽

提纯化试剂盒、一步法 ＲＴ－ＰＣＲ扩增试剂盒、质粒
ＤＮＡ抽提试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒、Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞和克隆载体 ｐＵＣｍ－Ｔ购买于生
工生物工程（上海）股份有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　黑水虻抗菌肽基因的克隆　根据已报道的
黑水虻抗菌肽编码序列［６］，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５设
计简并引物ＨＩＰ－１：５′－ＧＣＭＡＣＣＴＧＴＧＡＹＣＴＳＴＴＧ
ＡＧＹＣＣ－３′，ＨＩＰ－２：５′－ＤＹＫＹＣＫＧＣＡＲＴＴＲＣＡＡＡ
ＣＲＧＣＴＣ－３′，引物由生工生物工程（上海）有限公司
合成。利用大肠杆菌与金黄色葡萄球菌混合菌液

诱导黑水虻幼虫产生抗菌肽［５］，采用柱式动物总

ＲＮＡ抽提纯化试剂盒提取其幼虫的总 ＲＮＡ。以总
ＲＮＡ为模板，采用一步 ＲＴ－ＰＣＲ扩增试剂盒将
ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ，并直接扩增出目的片段，反应
体系参照试剂盒说明。反应条件：４５℃ ３０ｍｉｎ；
９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个
循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保持。ＰＣＲ产物经２％的琼
脂凝胶电泳检测，采用ＤＮＡ胶回收试剂盒回收目的
基因。将胶回收得到的目的片段与 ｐＵＣｍ－Ｔ进行
连接，连接体系：连接缓冲液 １μＬ；胶回收产物
７μＬ；Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μＬ；ｐＵＣｍ－Ｔ１μＬ。混合均
匀后１６℃恒温连接１６ｈ，连接产物转化至 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α感受态细胞中，利用菌落 ＰＣＲ鉴定阳性克
隆，利用质粒ＤＮＡ抽提试剂盒提取阳性克隆的重组
质粒送生工生物工程（上海）有限公司测序。

１．２．２　黑水虻抗菌肽基因的生物信息学分析　利
用软件ＤＮＡｍａｎ对测序结果进行分析，查找开放阅
读框；利用 ＮＣＢＩ－Ｂｌａｓｔ在线工具对氨基酸序列的
相似性进行比对；利用ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线工具（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）对抗菌肽的氨基酸理化
性质进行分析；利用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）分析抗菌肽的
跨膜结构；利用 ＳｉｇｎａｌＰ５．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．
ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）分析抗菌肽的信号肽；利用
ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）对抗
菌肽的疏水性进行分析；利用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１Ｓｅｒｖｅｒ

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）分析抗
菌肽的磷酸化位点；利用 ＮｅｔＯＧｌｙｃ４．０Ｓｅｒｖｅｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＯＧｌｙｃ／）分析
抗菌肽的糖基化位点；利用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ在线服
务（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）进行同源
建模，构建抗菌肽的三级结构模型。

２　结果与分析

２．１　黑水虻抗菌肽基因的克隆
以菌液浸泡后的黑水虻幼虫为原料，提取总

ＲＮＡ，利用 ＨＩＰ－１和 ＨＩＰ－２为引物进行一步
ＲＴ－ＰＣＲ扩增。扩增产物经２％的琼脂糖凝胶电泳
分析，结果发现在１２０ｂｐ左右有特异性条带（图１）。
将ＰＣＲ产物胶回收纯化后与 Ｔ载体连接，转化于
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ－５α感受态细胞中，挑选９个重组子进
行培养后提取质粒，并送生工生物工程（上海）有限

公司测序。根据测序结果获得的多肽序列与已知

的黑水虻抗菌肽序列比对结果如图２所示，其中３
条序列与文献报道的黑水虻抗菌肽（ＤＬＰ－３）序列
相同［６］，另有１条的序列与报道序列存在多个氨基
酸的差异，将其命名为 ＤＬＰ－５，经 ＮＣＢＩ－Ｂｌａｓｔ在
线工具比对，未发现与ＤＬＰ－５完全相同的序列，因
此，ＤＬＰ－５为新抗菌肽序列。

２．２　抗菌肽ＤＬＰ－５的理化性质
利用ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线工具对抗菌肽 ＤＬＰ－５的

理化性质进行了分析，结果见表１。ＤＬＰ－５由 ４０
个氨基酸残基组成，其分子式为Ｃ１７３Ｈ２７８Ｎ５８Ｏ５４Ｓ６，分
子量４２２６．８３ｕ，等电点７．８７。经预测，ＤＬＰ－５在
哺乳动物细胞中的半衰期为４．４ｈ，在酵母菌和大肠
杆菌中的半衰期均大于１０ｈ。ＤＬＰ－５的亲水性平
均系数为－０．０６８，说明其为亲水性蛋白。
２．３　抗菌肽ＤＬＰ－５的跨膜区和信号肽分析

利用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０和ＳｉｇｎａｌＰ５．０对抗
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表１　抗菌肽ＤＬＰ－５的理化性质

项目 结果

氨基酸数量（个） ４０

分子量（ｕ） ４２２６．８３

等电点 ７．８７

正电荷氨基酸总数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）（个） ５

负电荷氨基酸总数（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）（个） ４

在哺乳动物细胞中半衰期（ｈ） ４．４

在酵母菌中半衰期（ｈ） ＞２０

在大肠杆菌中半衰期（ｈ） ＞１０

不稳定指数 ５５．１２

脂溶性指数 ６３．５０

亲水性平均系数 －０．０６８

菌肽ＤＬＰ－５的跨膜结构和信号肽进行分析。结果
表明，ＤＬＰ－５没有跨膜区和信号肽，因此，抗菌肽
ＤＬＰ－５很可能是位于细胞质中的胞浆蛋白。
２．４　抗菌肽ＤＬＰ－５的疏水性分析

利用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ工具对抗菌肽ＤＬＰ－５的疏水性
进行了分析，结果如图３所示，正值为疏水，负值为
亲水，因此，抗菌肽 ＤＬＰ－５明显具有两亲性特征，
其Ｎ端具有疏水性，Ｃ端具有亲水性。结合亲水性
平均系数，ＤＬＰ－５的总体亲水性大于疏水性。

２．５　抗菌肽 ＤＬＰ－５的糖基化位点和磷酸化位点
分析

蛋白质的糖基化和磷酸化是蛋白质翻译后常

见的加工方式，对蛋白质功能的发挥具有重要影

响。利用ＮｅｔＰｈｏｓ３．１和 ＮｅｔＯＧｌｙｃ４．０分别对抗菌
肽ＤＬＰ－５的糖基化位点和磷酸化位点进行了分
析，结果表明，在 ＤＬＰ－５分子内没有糖基化位点，
但存在３个磷酸化位点，分别为第２位的苏氨酸、第
７位的丝氨酸和第２１位的丝氨酸（图４）。

２．６　抗菌肽ＤＬＰ－５的高级结构预测
利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ在线服务对抗菌肽

ＤＬＰ－５的三级结构进行了同源建模，构建其结构
模型，如图５所示。模型显示 ＤＬＰ－５包含１个 Ｎ
端的ｌｏｏｐ区、１个α螺旋和１对反向平行β折叠，三
者构成了一个典型的“环－螺旋－折叠”结构。

３　讨论

昆虫抗菌肽因具有抗菌活性高、抗菌谱广、不

易产生抗药性等特点，越来越受到人们的关注［９］。

为了开发新型的昆虫抗菌肽，本试验以黑水虻幼虫
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为原料，通过反转录 ＰＣＲ技术从幼虫总 ＲＮＡ中扩
增得到一条抗菌肽编码基因，该基因所编码的多肽

ＤＬＰ－５包含 ４０个氨基酸残基，与文献报道的
ＤＬＰ－１、ＤＬＰ－２、ＤＬＰ－３、ＤＬＰ－４具有较高的同
源性［６］。

在获得ＤＬＰ－５的氨基酸序列基础上，本研究
进行了系统的生物信息学分析。通过理化性质分

析表明，ＤＬＰ－５属于带正电荷的阳离子型抗菌肽，
该类抗菌肽通常可作用于带负电荷的微生物膜，通

过桶板模型、毯式模型、超环面模型等方式发挥抗

菌作用［１０］。此外，在氨基酸组成上，ＤＬＰ－５含有５
个甘氨酸残基，而富含甘氨酸的抗菌肽大多对革兰

氏阴性菌有着较高的抑菌活性［９］。因此，ＤＬＰ－５
可能更容易抑制革兰氏阴性菌的生长。

抗菌肽的疏水性对其抑菌活性有较大影响，适

当提高其疏水性，可增强抗菌活性［１１］。对 ＤＬＰ－５
的疏水性分析表明，ＤＬＰ－５具有明显的两亲性特
征，其Ｎ端的疏水性强，有利于ＤＬＰ－５与微生物膜
的结合，Ｃ端的亲水性强，有利于 ＤＬＰ－５在水溶液
中的溶解性。虽然两亲性结构有利用抗菌肽的抗

菌活性，但需要注意的是完全的两亲性结构在提高

抗菌活性的同时，也增加了抗菌肽的细胞毒性。

蛋白质的磷酸化是蛋白质翻译后修饰的重要

方式，本试验发现 ＤＬＰ－５存在３个潜在的磷酸化
位点（第 ２位的苏氨酸、第 ７位的丝氨酸和第 ２１
位的丝氨酸），这些位点可为其表面修饰的发生提

供可能，而实际的磷酸化情况还需进行更深入的

研究。

抗菌肽的三级结构对其抑菌活性也有重要影

响。本试验通过同源建模的方式构建了 ＤＬＰ－５的
三级结构，结果显示 ＤＬＰ－５显现出一种“环 －螺
旋－折叠”的结构。该结构特征与大多数昆虫防御
素的结构相似，都具有Ｎ端 ｌｏｏｐ、单个 α－螺旋和２
个反平行的 －β折叠结构域［１２］。因此，ＤＬＰ－５可
能属于昆虫防御素类抗菌肽家族。

综上所述，本试验通过分子生物学技术从黑水

虻幼虫中克隆了一种新型抗菌肽ＤＬＰ－５，利用相关
生物软件及在线工具分析了ＤＬＰ－５的生物信息学
特征，为后续 ＤＬＰ－５的基因工程制备奠定了理论
基础，也为深入理解 ＤＬＰ－５的作用机制提供了理
论参考。
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