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九香虫犻型溶菌酶基因的克隆与细菌诱导表达分析

黄　海，　杜　娟，　李尚伟，　龚　涛，　齐小浪

（贵州大学昆虫研究所，贵州省山地农业病虫害重点实验室，贵阳　５５００２５）

摘要　溶菌酶是一组进化上保守的酶，在昆虫中主要分为ｃ型和ｉ型两类。为明确ｉ型溶菌酶在九香虫犆狅狉犻犱犻狌狊

犮犺犻狀犲狀狊犻狊体内的表达模式与功能，我们对九香虫的两个ｉ型溶菌酶基因犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２进行了克隆，这两个基

因的编码区分别为５０４ｂｐ和４３２ｂｐ，分别编码１６７和１４３个氨基酸。序列分析显示，ＣｃＬｙｓｉ１和ＣｃＬｙｓｉ２缺乏与

催化活性相关的谷氨酸（Ｅ）和丝氨酸（Ｓ）。同源性和聚类分析显示，ＣｃＬｙｓｉ１和ＣｃＬｙｓｉ２与斯氏珀蝽犘犾犪狌狋犻犪狊狋犪犾犻

的ｉ型溶菌酶相似性最高，分别为８０．３６％和４８．９５％。采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）解析犆犮犔狔狊犻１和

犆犮犔狔狊犻２基因的时空表达谱，结果表明它们在九香虫不同发育阶段都有表达，犆犮犔狔狊犻１在成虫中表达水平最高，而

犆犮犔狔狊犻２在５龄若虫中表达水平最高；它们在所检测的成虫不同组织中都有表达，都在脂肪体中表达水平最高。九

香虫被注射细菌后２４ｈ，犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２的表达显著上调；九香虫被饲喂细菌后，这两种基因的表达水平没有

显著变化。九香虫的这两种ｉ型溶菌酶基因的表达受到自身免疫机制的调控，可以被诱导而参与免疫应答，但不具

有参与消化的功能。该研究为进一步明确九香虫ｉ型溶菌酶基因的功能奠定基础。
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　　九香虫犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊隶属于半翅目 Ｈｅ

ｍｉｐｔｅｒａ兜蝽科Ｄｉｎｉｄｏｒｉｄａｅ，广泛分布于我国南方地

区，包括云南、四川、贵州、广西等地，主要以葫芦科

植物的汁液为食，春夏季节常栖息在南瓜等农作物

的茎叶上吸食浆液，造成植株生长缓慢，为害严重

时，可造成植株枯死。同时，九香虫也是一种极具开

发潜力的昆虫资源，其虫体内富含蛋白质、多肽、脂肪

酸、维生素以及微量元素等［１２］，具有很高的食用和药

用价值［３］。研究表明，九香虫提取物具有抗菌和抗癌

活性［４］，研究发现这些活性主要源于提取物中的一些

活性多肽，例如防御素和溶菌酶等［５８］。此外，九香虫

野生资源数量有限，在自然条件下，九香虫一年仅发

生一代，加之人们对其进行的破坏性采集及环境污

染，野生虫源逐年减少，人工繁殖九香虫是解决其供

不应求的重要途径［９］。相较于自然环境中的九香虫，

目前完全人工饲养的九香虫子代常出现畸形、免疫力

低下以及细菌感染等严重问题，给九香虫的饲养和繁

殖带来巨大挑战。因此，提高其子代自身的免疫防御

功能和抗病能力也是目前养殖的关键，加强对九香虫

免疫系统和免疫防御反应机理的研究势在必行。

昆虫在长期的生物进化过程中形成了独特的免

疫系统，仅靠先天免疫就能迅速有效地完成对细菌、

病毒或药物的免疫［１０１１］。昆虫先天免疫主要由体液

免疫和细胞免疫组成。体液免疫包括产生抗菌肽、

活性氧或氮的中间产物，以及调节血淋巴凝固或黑

色素化的复杂酶级联反应［１２１５］。细胞免疫是指由血

细胞介导的免疫反应，包括吞噬、结瘤和包埋［１６１７］。

作为体液免疫机制的重要组成部分，抗菌肽（ａｎｔｉｍｉ

ｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＡＭＰｓ）是宿主防御的第一个屏

障，能杀死细菌、真菌、病毒和原生动物等微生物或

减缓它们的生长［１８１９］。在各种抗菌活性物质中，溶

菌酶是最常见的，存在于许多生物中，如细菌、噬菌

体、真菌、植物和动物。

溶菌酶在结构、催化和免疫学特性上存在差异。

传统上溶菌酶分为３大类型：鸡型溶菌酶（ｃ型）、鹅

型溶菌酶（ｇ型）和无脊椎动物型溶菌酶（ｉ型）
［２０２１］。

溶菌酶通常具有水解酶活性，能水解细菌细胞壁肽

聚糖聚合物中Ｎ乙酰胞壁酸和Ｎ乙酰氨基葡萄糖

之间的β１，４糖苷键
［２２２３］。因此，溶菌酶对于不断

接触环境中微生物的无脊椎动物尤为重要，可以帮

助它们抵御细菌病原体的入侵［２４２６］。ｉ型溶菌酶最

初是在海星和海洋双壳类动物中发现的，在昆虫中

普遍存在［２７］。家蝇犕狌狊犮犪犱狅犿犲狊狋犻犮犪和海洋双壳类

动物消化器官中溶菌酶的发现还表明了溶菌酶具有

参与消化的功能，这类溶菌酶在肠道中高表达［２８３０］。

此外，据报道ｉ型溶菌酶还具有异肽酶和几丁质酶

活性［３１３２］。从医用水蛭犎犻狉狌犱狅犿犲犱犻犮犻狀犪犾犻狊唾液中

分离出的一种ｉ型溶菌酶最初被描述为一种失稳酶

（ｄｅｓｔａｂｉｌａｓｅ），因为它能够溶解交联纤维蛋白
［３３］，该

酶后来被证明既具有溶菌酶活性又具有异肽酶活

性［３４］。作为一组进化上保守的酶，许多在昆虫中编

码ｃ型和ｉ型溶菌酶的基因在基因组和转录组分析中

被鉴定出来。目前，研究者已研究了昆虫ｃ型溶菌酶

在蛋白质水平上的功能特征，而对于昆虫ｉ型溶菌酶

只在ＤＮＡ或ｍＲＮＡ水平上研究了其特征
［３５］。昆虫ｉ

型溶菌酶可能在进化过程中失去了溶菌酶原有的一

些特性，而获得了新的、尚未确定的功能。

本课题组在前期九香虫转录组测序中共发现了

１２种抗菌活性多肽，包括４种昆虫防御素，１种富含

甘氨酸的抗菌肽，１种富含脯氨酸的抗菌肽以及６种

溶菌酶。本研究在防御素和ｃ型溶菌酶的研究基础

上选择２个ｉ型溶菌酶基因犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２，研

究它们与其他物种的ｉ型溶菌酶之间的进化关系，并

进行了细菌感染诱导下靶基因表达的分析，初步探索

两种ｉ型溶菌酶在九香虫生长发育以及先天免疫中的

功能。这项研究旨在完善九香虫溶菌酶在免疫防御

机制中的作用，为昆虫中广泛存在的ｉ型溶菌酶的研

究提供了一定的理论依据与数据支撑。

１　材料与方法

１．１　昆虫与供试菌

九香虫犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊采自贵阳市花溪区，在

人工气候箱中用南瓜叶饲养。饲养温度（２８±１）℃，

相对湿度８０％，光照周期Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ。克隆载

体ｐＭＤ１８Ｔ和大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻感受态细胞

ＴＯＰ１０购自生工生物工程（上海）股份有限公司，保存

于－８０℃冰箱，大肠杆菌犈．犮狅犾犻（ＡＴＣＣ２５９２２）和藤黄

微球菌犕犻犮狉狅犮狅犮犮狌狊犾狌狋犲狌狊（ＣＭＣＣ２８００１）均保存于贵

州大学昆虫研究所分子生物学实验室。

１．２　犚犖犃提取与基因克隆

采用 ＨＰＴｏｔａｌＲＮＡ Ｋｉｔ（ＯｍｅｇａＢｉｏＴｅｋ，

ＧＡ，ＵＳＡ）提取九香虫不同发育时期（卵，１～５龄

若虫，雌虫和雄虫）以及成虫各个组织（头、脂肪体、

血淋巴、中肠、肌肉、体壁、精巢和卵巢）的ＲＮＡ，其
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中九香虫血淋巴提取使用双管离心法［３６］。用Ｎａｎｏ

Ｄｒｏｐ２０００超微量分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆ

ｉｃ，ＭＡ，ＵＳＡ）测定ＲＮＡ浓度，并用１％琼脂糖凝胶

电泳检测ＲＮＡ的质量。采用ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ

ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＭＡ，

ＵＳＡ）将提取的ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，将合成的ｃＤ

ＮＡ浓度稀释到３００～５００ｎｇ／μＬ，－２０℃保存。根据

转录组序列信息用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０设计ＰＣＲ

引物（表１），并由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成。用２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行ＰＣＲ，反应条

件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火

３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。对

ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，并用胶回收试剂

盒回收产物连接到ｐＭＤ１８Ｔ载体上，转化大肠杆菌

感受态细胞ＴＯＰ１０，送至生工生物工程（上海）股份有

限公司测序。

表１　九香虫两种犻型溶菌酶基因的克隆与表达分析的引物信息

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犮犾狅狀犻狀犵犪狀犱犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋狑狅犻狋狔狆犲犾狔狊狅狕狔犿犲犵犲狀犲狊狅犳犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

序列 （５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

用途

Ｕｓａｇｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

扩增片段长度／ｂｐ

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

犔狔狊犻１Ｆ

犔狔狊犻１Ｒ

犔狔狊犻２Ｆ

犔狔狊犻２Ｒ

ＧＴＣＴＴＣＡＧＡＧＡＴＧＣＧＴＴＴＣＣＡ

ＴＴＡＴＴＣＡＧＧＡＧＧＣＴＡＴＣＧＧＡＧＧ

ＣＡＧＡＣＡＴＧＣＡＣＴＴＣＣＡＣＴＣＡＧ

ＡＡＧＧＣＴＴＧＧＡＴＴＴＧＴＧＧＣＴＡＧ

克隆

５５

５５

５５

５５

５７０

４６０

犃犮狋犻狀Ｆ

犃犮狋犻狀Ｒ

狇犔狔狊犻１Ｆ

狇犔狔狊犻１Ｒ

狇犔狔狊犻２Ｆ

狇犔狔狊犻２Ｒ

狇犔狔狊２Ｆ

狇犔狔狊２Ｒ

ＡＣＣＧＣＴＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧ

ＣＡＡＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧ

ＣＧＡＣＣＡＣＣＣＴＣＡＡＧＣＡＧＡＡＧ

ＣＧＡＴＧＧＡＴＧＧＣＡＧＣＧＴＡＧＴＣ

ＧＧＡＣＧＡＣＣＧＣＡＧＡＧＣＡＡＡＣＧ

ＧＧＴＧＧＡＴＧＧＣＡＧＣＧＡＡＧＴＣＴＡＴＧ

ＣＴＣＴＴＧＧＡＧＧＡＣＧＡＣＧＡＣＡＴＣＴ

ＴＧＡＣＴＧＴＧＧＴＧＴＴＧＧＡＣＴＧＴＧＡ

实时荧光定量ＰＣＲ

５８

５８

６１

６１

６１

６１

６０

６０

１９５

１５０

１２１

１９３

１．３　生物信息学分析

用ＮＣＢＩ的开放阅读框（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，

ＯＲＦ）搜寻数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）预测犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号见表２）的 ＯＲＦ。在 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔ

Ｐａｒａｍｔｏｏｌ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）

平台预测两种溶菌酶的分子量和等电点，并用Ｓｉｇ

ｎａｌＰ５．０Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐｓ：∥ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．

ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＳｉｇｎａｌＰ５．０）分析信号肽及前肽。

亚细胞定位使用 ＴａｒｇｅｔＰ２．０（ｈｔｔｐｓ：∥ｓｅｒｖｉｃｅｓ．

ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＴａｒｇｅｔＰ２．０）。

用ＮＣＢＩ的 ＢＬＡＳＴ 进行同源性比较（ｈｔｔｐｓ：∥

ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ），并用ＭＥＧＡＸ

软件中的邻接法构建系统进化树，重复运行１０００

次。用于序列比对和构建进化树的溶菌酶来源物种

和ＧｅｎＢａｎｋ登录号见表２。

１．４　时空表达谱

采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）在ＣＦＸ９６

ＴｏｕｃｈＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）上

检测犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２基因在九香虫不同发育

阶段和成虫不同组织中的表达水平。利用Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ６．０设计溶菌酶基因犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２

表２　用于多序列比对和聚类分析的溶菌酶

犜犪犫犾犲２　犔狔狊狅狕狔犿犲狊狌狊犲犱犳狅狉犿狌犾狋犻狆犾犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋

犪狀犱犮犾狌狊狋犲狉犪狀犪犾狔狊犻狊

蛋白

Ｐｒｏｔｅｉｎ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

ＣｃＬｙｓｉ１ 九香虫犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊 ＭＷ２５０７９１

ＣｃＬｙｓｉ１２ 九香虫犆．犮犺犻狀犲狀狊犻狊 ＭＷ２５０７９２

ＣｃＬｙｓｉ１３ 九香虫犆．犮犺犻狀犲狀狊犻狊 ＭＷ２５０７９３

ＣｃＬｙｓｉ４ 九香虫犆．犮犺犻狀犲狀狊犻狊 ＭＷ２５０７９４

ＣｃＬｙｓ２ 九香虫犆．犮犺犻狀犲狀狊犻狊 ＱＰＢ７０５９６

ＰｍＬｙｚｉ１ 斑节对虾犘犲狀犪犲狌狊犿狅狀狅犱狅狀 ＡＣＺ６３４７１

ＰｍＬｙｚｉ２ 斑节对虾犘．犿狅狀狅犱狅狀 ＡＣＺ６３４７２

ＰｃＬｙｓｉ１ 克氏原螯虾犘狉狅犮犪犿犫犪狉狌狊犮犾犪狉犽犻犻 ＡＸＲ９８４７５

ＰｃＬｙｓｉ２ 克氏原螯虾犘．犮犾犪狉犽犻犻 ＡＣＹ６４７５０

ＰｃＬｙｓｉ３ 克氏原螯虾犘．犮犾犪狉犽犻犻 ＡＶＫ４２８２４

ＨａＬｙｓｉ２ 异色瓢虫犎犪狉犿狅狀犻犪犪狓狔狉犻犱犻狊 ＡＬＭ２５９１７

ＤｓＬｙｓｉ 果蝇犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪狊犲狉狉犪狋犪 ＸＰ＿０２０７９９７４６

ＡｇＬｙｓｉ 冈比亚按蚊犃狀狅狆犺犲犾犲狊犵犪犿犫犻犪犲 ＡＡＴ５１７９９

ＰｓＬｙｓｉ 斯氏珀蝽犘犾犪狌狋犻犪狊狋犪犾犻 ＢＢＥ０８１５２

ＨｈＬｙｓｉ 茶翅蝽犎犪犾狔狅犿狅狉狆犺犪犺犪犾狔狊 ＸＰ＿０１４２７２９５７

ＴｊＬｙｓｉ 菲律宾帘蛤犚狌犱犻狋犪狆犲狊狆犺犻犾犻狆狆犻狀犪狉狌犿 ２ＤＱＡ＿Ａ

ＲｐＬｙｓｉ２ 菲律宾帘蛤犚．狆犺犻犾犻狆狆犻狀犪狉狌犿 ＡＭＳ３７０９７

ＡｒＬｙｓｉ 红海盘车犃狊狋犲狉犻犪狊狉狌犫犲狀狊 ＡＡＲ２９２９１

ＡｊＬｙｓｉ 日本刺参犃狆狅狊狋犻犮犺狅狆狌狊犼犪狆狅狀犻犮狌狊 ＡＢＫ３４５００

ＥａＬｙｓｉ 安德爱胜蚓犈犻狊犲狀犻犪犪狀犱狉犲犻 ＡＢＣ６８６１０

ＨｍＬｙｓｉ 医用水蛭犎犻狉狌犱狅犿犲犱犻犮犻狀犪犾犻狊 ＡＡＡ９６１４４

ＭｌＬｙｓｉ 文蛤犕犲狉犲狋狉犻狓犾狌狊狅狉犻犪 ３ＡＢ６＿Ａ

ＣｖＬｙｓｉ１ 美洲牡蛎犆狉犪狊狊狅狊狋狉犲犪狏犻狉犵犻狀犻犮犪 Ｐ８３６７３

ＣｖＬｙｓｉ１ 美洲牡蛎犆．狏犻狉犵犻狀犻犮犪 ＸＰ＿０２２３４３９３８

ＢｍＬＺ 家蚕犅狅犿犫狔狓犿狅狉犻 ＮＰ＿００１０３７４４８
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的特异性引物（表１），引物由生工生物工程（上海）

股份有限公司合成。ＲＴｑＰＣＲ反应按照２×ＳＹＢＲ

ＳｅｌｅｃｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＭＡ，

ＵＳＡ）说明书进行，反应体系为２０μＬ：１μＬｃＤＮＡ，

１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各１μＬ，１０μＬ２×ＳＹＢＲ

ＳｅｌｅｃｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ，７μＬ无ＲＮＡ酶的无菌去离子水。

反应程序：５０℃２ｍｉｎ；９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性

１５ｓ，６１℃退火１５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，４０个循环，每

个样本重复３次，以九香虫β犪犮狋犻狀基因（ＧｅｎＢａｎｋ

登录号：ＭＫ３７０１０１）作内参对照。

１．５　细菌注射

大肠杆菌和藤黄微球菌在自然环境中广泛分

布，是动物经常接触到的细菌，通常在动物出现损伤

时会引起伤口感染。溶菌酶等抗菌物质是昆虫应对

细菌感染的第一道屏障，抑制细菌感染是它们最主

要的功能。因此，注射细菌通常可诱导这类抗菌物

质的产生。将藤黄微球菌和大肠杆菌分别接种于

２０ｍＬＬＢ培养基中，于３７℃恒温培养箱，２００ｒ／ｍｉｎ

振荡培养至ＯＤ６００＝０．５，１００００ｇ离心５ｍｉｎ，收集

菌体用ＰＢＳ洗涤，并将两种细菌混合后悬浮于ＰＢＳ

中调节ＯＤ６００＝０．０１（５×１０６ｃｆｕ／ｍＬ）。随机选取

１００头健康的九香虫成虫，每头腹腔注射１μＬ菌液，

为排除ＰＢＳ缓冲液和机械损伤的影响，用同样的方

法注射无菌的１μＬＰＢＳ作为阴性对照。注射后的

九香虫饲养在人工气候箱中，温度（２８±１）℃，相

对湿度８０％，光照周期Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ，分别在

无菌条件下收集１０头注射细菌后６、８、１２、２４、３６、

４８、６０ｈ和７２ｈ时的九香虫，用液氮速冻。ＲＮＡ

提取和ｃＤＮＡ合成方法同上。采用ＲＴｑＰＣＲ分析

注射细菌后犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２的表达量，并与

九香虫ｃ型溶菌酶犆犮犔狔狊２进行比较分析（ＧｅｎＢａｎｋ

登录号：ＭＮ８１６３７６）。

１．６　细菌饲喂

在２５０ｍＬＬＢ培养液中接种藤黄微球菌，于

３７℃摇床，２００ｒ／ｍｉｎ振荡过夜培养至ＯＤ６００＝４，然

后１００００ｇ离心５ｍｉｎ，收集菌体用ＰＢＳ洗涤，再悬

浮于ＰＢＳ中调节至ＯＤ６００＝２。将采摘的新鲜南瓜

茎叶剪碎与藤黄微球菌悬液（ＯＤ６００＝２）混合，放入

１５ｍｍ×２５ｍｍ的透明塑料盒子中。将随机选取的

４０头饥饿１２ｈ的健康九香虫成虫转入该塑料盒子，

用尼龙网封口以保证空气流通并将其放入人工气候

箱中继续培养，以未混菌的南瓜茎叶饲养的九香虫

为对照。分别收集喂养６、１２ｈ和２４ｈ的九香虫成

虫中肠，用液氮速冻。总ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ合成和

ＲＴｑＰＣＲ步骤同上。

１．７　数据统计与分析

用２－ΔΔ犆狋法计算不同发育阶段、不同组织及细

菌诱导后犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２的表达水平。ＲＴ

ｑＰＣＲ表达量相关数据用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行

分析，采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）和邓肯氏新

复极差法进行多重检验，犘＜０．０５为差异显著。

２　结果与分析

图１　九香虫两种犻型溶菌酶基因的犘犆犚扩增

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋狑狅犻狋狔狆犲犾狔狊狅狕狔犿犲

犵犲狀犲狊犳狉狅犿犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊

２．１　序列验证与特征分析

犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２基因经ＰＣＲ扩增后，电

泳显示在约５７０ｂｐ和４６０ｂｐ位置各出现明亮的扩

增带，与预期扩增片段大小一致（图１），测序结果与

来自转录组的序列相同。两种溶菌酶基因在ＮＣＢＩ

数据库中的ＢＬＡＳＴ结果表明，它们属于无脊椎动

物型（ｉ型）溶菌酶基因。犆犮犔狔狊犻１基因的开放阅读

框为５０４ｂｐ，编码１６７个氨基酸，预测分子量为

１８．０４ｋＤａ，理论等电点为５．２８（图２ａ）。犆犮犔狔狊犻２

基因的开放阅读框长度为４３２ｂｐ，编码１４３个氨基

酸，预测分子量为１５．７４ｋＤａ，理论等电点为５．１２

（图２ｂ）。亚细胞定位预测显示，这两种九香虫ｉ型
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溶菌酶均为分泌蛋白，都有一个Ｎ端信号肽，信号

肽长度分别为２１个氨基酸（Ｇ２１↓Ｑ２２，ＣｃＬｙｓｉ１）和

２４个氨基酸（Ｇ２４↓Ｌ２５，ＣｃＬｙｓｉ２）。结构域分析显示

两种溶菌酶均具有典型的ｉ型溶菌酶结构域ＬＹＺ＿ｉ，

且ＣｃＬｙｓｉ１和ＣｃＬｙｓｉ２在糖结合位点上的氨基酸

高度一致（图２）。

图２　九香虫两种犻型溶菌酶的核苷酸与推导的氨基酸序列

犉犻犵．２　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲犪狀犱犱犲犱狌犮犲犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋狑狅犻狋狔狆犲犾狔狊狅狕狔犿犲狊犳狉狅犿犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊
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２．２　序列比对与系统发育分析

将来自九香虫的４种溶菌酶的成熟蛋白氨基

酸序列与其他１２个物种的ｉ型溶菌酶氨基酸序列

进行比对，这１２个物种包括４种软体动物（美洲牡

蛎犆狉犪狊狊狅狊狋狉犲犪狏犻狉犵犻狀犻犮犪，菲律宾帘蛤 犚狌犱犻狋犪狆犲狊

狆犺犻犾犻狆狆犻狀犪狉狌犿和文蛤犕犲狉犲狋狉犻狓犾狌狊狅狉犻犪），２种环节

动物（安德爱胜蚓犈犻狊犲狀犻犪犪狀犱狉犲犻和医用水蛭犎．

犿犲犱犻犮犻狀犪犾犻狊），６种节肢动物（果蝇犇狉狅狊狅狆犺犻犾犪狊犲狉狉犪

狋犪，异色瓢虫 犎犪狉犿狅狀犻犪犪狓狔狉犻犱犻狊，冈比亚按蚊

犃狀狅狆犺犲犾犲狊犵犪犿犫犻犪犲，斑节对虾犘犲狀犪犲狌狊犿狅狀狅犱狅狀和

克氏原鳌虾犘狉狅犮犪犿犫犪狉狌狊犮犾犪狉犽犻犻）。多序列比对显

示了ｉ型溶菌酶催化必需的谷氨酸残基Ｅ和天冬

氨酸残基Ｄ，以及完全保守的８个半胱氨酸残基Ｃ

基序。与ｃ型溶菌酶一样，谷氨酸残基Ｅ和天冬氨

酸残基Ｄ也被认为对ｉ型溶菌酶的催化活性至关

重要［３７３８］。有趣的是，来自九香虫的４种溶菌酶

以及其他节肢动物的ｉ型溶菌酶至少缺乏这两种

氨基酸残基中的一个，而环节动物和软体动物的ｉ

型溶菌酶都具有这两种保守的催化残基（图３）。

此外，一般认为ｉ型溶菌酶还具有异肽酶活性，并

且这种异肽酶活性被认为涉及丝氨酸蛋白酶机制，

需要丝氨酸残基Ｓ６２和组氨酸残基Ｈ９２
［３９４０］。然

而，在节肢动物中丝氨酸残基Ｓ并不保守，除异色

瓢虫外，九香虫的４种溶菌酶以及其他节肢动物的

ｉ型溶菌酶对应位点均没有发现有丝氨酸残基Ｓ的

存在（图３）。

图３　九香虫与其他物种犻型溶菌酶的多重序列比对

犉犻犵．３　犕狌犾狋犻狆犾犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋狅犳犻狋狔狆犲犾狔狊狅狕狔犿犲狊犳狉狅犿犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊犪狀犱狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊
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　　以九香虫ｃ型溶菌酶犆犮犔狔狊２和家蚕犅．犿狅狉犻

的ｃ型溶菌酶ＢｍＬＺ为外群，用邻接法构建基于成

熟蛋白的系统发育树，结果显示来自节肢动物的溶

菌酶聚为一支，在另一支中，除了斑节对虾溶菌酶

ＰｍＬｙｚｉ１外，还包括环节动物、软体动物以及棘皮

动物的ｉ型溶菌酶（图４）。与其他无脊椎动物ｉ型

溶菌酶相比，用于系统发育分析的所有节肢动物ｉ

型溶菌酶几乎都缺失了与胞壁质酶活性相关的特

征催化残基；在ＮＣＢＩ蛋白数据中对ｉ型溶菌酶的

检索表明，ｉ型溶菌酶中这种推测的催化残基的

缺失在昆虫中普遍存在。来自九香虫的４种溶菌

酶与斯氏珀蝽犘犾犪狌狋犻犪狊狋犪犾犻和茶翅蝽犎犪犾狔狅犿狅狉

狆犺犪犺犪犾狔狊的溶菌酶聚为一个亚群，这表明它们具

有较近的亲缘关系；而九香虫的这４种ｉ型溶菌

酶在系统发育树上的差异，则表明九香虫ｉ型溶

菌酶至少有３种不同的亚型。

图４　无脊椎动物型溶菌酶的系统发育树

犉犻犵．４　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犻狋狔狆犲犾狔狊狅狕狔犿犲狊

　
２．３　时空表达谱

九香虫溶菌酶基因犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２的时

空表达模式见图５和图６，犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２在

九香虫不同发育时期的表达水平有显著差异。

犆犮犔狔狊犻１在成虫期的表达量最高且雌、雄虫之间无

显著差异，在５龄若虫中的表达量次之。犆犮犔狔狊犻１

在成虫中的表达量约为在卵中的５倍，５龄若虫中

的３倍（图５ａ）。犆犮犔狔狊犻２在５龄若虫中的表达量最

高，在４龄若虫中的表达量次之，在成虫中的表达量

较低。犆犮犔狔狊犻２在５龄若虫中的表达量约为卵中的

３倍以及成虫中的４倍（图５ｂ）。在检测的成虫不同

组织中，犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２具有相似的组织分布

模式，两种ｉ型溶菌酶均在脂肪体有最高的表达量；

在其余组织中，犆犮犔狔狊犻１主要在血淋巴、精巢和卵巢
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中表达（图６ａ），而犆犮犔狔狊犻２在血淋巴和中肠中有较 高的表达量（图６ｂ）。

图５　两种犻型溶菌酶基因在九香虫不同发育时期的相对表达量

犉犻犵．５　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳狋狑狅犻狋狔狆犲犾狔狊狅狕狔犿犲犵犲狀犲狊犪狋狏犪狉犻狅狌狊犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪犾狊狋犪犵犲狊狅犳犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊

　

图６　两种犻型溶菌酶基因在九香虫成虫不同组织中的相对表达量

犉犻犵．６　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳狋狑狅犻狋狔狆犲犾狔狊狅狕狔犿犲犵犲狀犲狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊狅犳犪犱狌犾狋犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊

　
２．４　细菌注射后溶菌酶基因的表达模式

九香虫被注射细菌后３种溶菌酶基因的表达模

式见图７，与未注射细菌的对照组（ＣＫ）相比，虽然

犆犮犔狔狊犻２在３６ｈ出现波动，但总体上犆犮犔狔狊犻１和

犆犮犔狔狊犻２以及ｃ型溶菌酶犆犮犔狔狊２的表达水平均显

著上调，表达模式基本一致。犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２

的表达量在２４ｈ内升高并达到最大值，犆犮犔狔狊２则

是在６０ｈ内持续保持高丰度并达到最大值；而在

注射ＰＢＳ的样本中犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２的表达水

平基本保持不变或变化很小（图７ｄ），说明注射

ＰＢＳ不能诱导这两种溶菌酶的表达。这些结果表

明犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２与九香虫的免疫密切

相关。

２．５　细菌饲喂后溶菌酶基因的表达模式

与注射细菌后的表达模式不同，被饲喂细菌的

九香虫与用南瓜茎叶正常饲喂的九香虫（ＣＫ）相比，

仅发现ｃ型溶菌酶犆犮犔狔狊２表达水平在饲喂６ｈ后

有显著上调，而两种ｉ型溶菌酶基因的表达丰度在

２４ｈ内与对照组相比变化幅度较小，并未上调（图

８），这说明犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２在中肠中不能被饲

喂细菌的方式所诱导，并不参与九香虫肠道的消化

作用。
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图７　３种溶菌酶基因在九香虫注射细菌后不同时间的相对表达量

犉犻犵．７　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳狋犺狉犲犲犾狔狊狅狕狔犿犲犵犲狀犲狊犻狀犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲

狆狅犻狀狋狊犪犳狋犲狉犻狀犼犲犮狋犻狅狀狑犻狋犺犫犪犮狋犲狉犻犪

　

图８　３种溶菌酶基因在饲喂细菌九香虫中的相对表达量

犉犻犵．８　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳狋犺狉犲犲犾狔狊狅狕狔犿犲犵犲狀犲狊犻狀犆狅狉犻犱犻狌狊犮犺犻狀犲狀狊犻狊犳犲犱狑犻狋犺犫犪犮狋犲狉犻犪

　

３　结论与讨论

溶菌酶作为一种重要的天然免疫因子，广泛分

布于脊椎动物和无脊椎动物［４１］。本文报道了来自

九香虫的两种无脊椎动物型（ｉ型）溶菌酶ＣｃＬｙｓｉ１

和ＣｃＬｙｓｉ２，该研究可为其他昆虫ｉ型溶菌酶同源

物的功能注释提供参考。

先前的研究通过定点诱变方法证实Ｅ１８和Ｄ３０

·５２·



２０２２

在ｉ型溶菌酶ＴＪＬ催化活性中的重要性，它们被认

为是ｃ型溶菌酶ＨＥＷＬ中催化残基Ｅ３５和Ｄ５２的

等价物［３７３８，４２］。然而，在节肢动物中ｉ型溶菌酶缺

乏这两种催化残基的情况并不罕见，尤其是在昆虫

的ｉ型溶菌酶中。有研究提出昆虫中ｃ型溶菌酶的

功能冗余导致ｉ型溶菌酶失去活性，从而获得新的

功能［４３］，在苹掌舟蛾犘犺犪犾犲狉犪犳犾犪狏犲狊犮犲狀狊中发现的

Ｎ乙酰氨基乳糖特异性凝集素被认为是从昆虫ｉ型

溶菌酶进化而来［４４］。后续的研究也证明ｉ型溶菌酶

具有多种功能，如异肽酶活性、几丁质酶活性和非酶

抗菌活性等［４５４６］。在本研究中，序列分析显示来自

九香虫的２种ｉ型溶菌酶均没有与胞壁质酶活性相

关的谷氨酸残基Ｅ以及异肽酶活性所需的丝氨酸残

基Ｓ，仅ＣｃＬｙｓｉ２在对应活性位点上有天冬氨酸残

基Ｄ，因此我们推测ＣｃＬｙｓｉ１和ＣｃＬｙｓｉ２可能既没

有胞壁质酶活性也没有异肽酶活性。在异色瓢虫中

发现的５种ｉ型溶菌酶也存在类似的情况，它们均

缺乏与胞壁质酶或异肽酶活性相关的催化残基，而

在后续的研究中被证实没有相关的酶活性［３５］。

无脊椎动物型（ｉ型）溶菌酶在生物体内具有多

种功能。在克氏原螯虾和斑节对虾中，ｉ型溶菌酶没

有胞壁质酶活性，但仍具有非酶抗菌活性和异肽酶

活性［４６４７］，其抗菌活性似乎与胞壁质酶之间并没有

必然联系。在蚊子中，ｉ型溶菌酶被认为在吸血或免

疫中起作用［４３］。在软体动物中，ｉ型溶菌酶还被认

为具有帮助消化的作用，类似于反刍动物胃中的ｃ

型溶菌酶［２０，４８４９］。在医用水蛭中，ｉ型溶菌酶具有

异肽酶活性，有分解血凝块中纤维蛋白的功能［４０］。

但在目前的研究中，一般认为昆虫ｉ型溶菌酶缺乏

胞壁质酶活性相关的结构域，而其是否具有异肽酶

活性尚不清楚［５０］，仅研究了它们在ＤＮＡ或ｍＲＮＡ

水平上的特征。为了更好地了解ｉ型溶菌酶在九香

虫中的作用，我们对犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２的表达水

平进行了检测。犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２具有相似的

组织分布模式，可以在脂肪体、血淋巴以及精巢和卵

巢中检测到。脂肪体和血淋巴在昆虫的天然免疫系

统中非常重要，通常昆虫抗菌肽在脂肪体中表达后

分泌到血淋巴［５１５２］。因此，犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２可

能作为抗菌蛋白参与免疫过程，至于检测到犆犮犔狔狊

犻１在精巢和卵巢有一定表达水平，则暗示了其可能

与九香虫生长发育有某种联系。在人类精子顶体中

发现的溶菌酶样蛋白ＳＬＬＰ１就被认为在精卵结合

中发挥作用［５３］。

有研究表明，异色瓢虫的一种ｉ型溶菌酶以及

冈比亚按蚊的两种ｉ型溶菌酶并不能被免疫激发所

诱导［３５］。然而，在我们的研究中，九香虫的两种ｉ型

溶菌酶不仅可以被诱导，而且与来自九香虫的ｃ型

溶菌酶犆犮犔狔狊２有着相似的表达模式。九香虫被注

射细菌后，犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２在数小时内持续上

调，一般昆虫在感染细菌后约６～１２ｈ抗菌肽就会

出现在被感染昆虫的血淋巴中［５４］，而在注射ＰＢＳ的

样本中并未检测到犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２的表达水

平的显著变化，这表明它们与九香虫的免疫密切相

关。九香虫喂食混有细菌的南瓜茎叶后两种基因的

表达并未出现上调，则说明ＣｃＬｙｓｉ１和ＣｃＬｙｓｉ２并

不在肠腔分泌，虽然有研究表明ｉ型溶菌酶可能有助

消化的作用，但在本研究中没有证据表明两种九香虫

ｉ型溶菌酶有这样的功能，仅ｃ型溶菌酶ＣｃＬｙｓ２可能

存在这种功能。现有的研究表明，ｉ型溶菌酶在不同

物种之间具有不同的活性和功能，即使在同一个物种

中，不同的ｉ型溶菌酶功能也可能有所不同。在九香

虫的不同发育阶段，犆犮犔狔狊犻１与犆犮犔狔狊犻２表达模式不

同，受到九香虫自身发育的调控。犆犮犔狔狊犻１在雌雄成

虫中高表达，且在精巢和卵巢中表达水平较高，这表

明该基因可能与九香虫的生长发育相关，而犆犮犔狔狊犻２

在若虫期的表达水平高于成虫，推测ｉ型溶菌酶可能

具有与昆虫蜕皮相关的几丁质酶活性。

本研究从九香虫的转录组中筛选并克隆了两个

无脊椎动物型溶菌酶基因犆犮犔狔狊犻１和犆犮犔狔狊犻２，对

这两种基因的ｍＲＮＡ表达模式进行了解析。研究

结果表明，两种溶菌酶在进化上属于典型的昆虫ｉ

型溶菌酶，受到九香虫自身发育的调控，与九香虫被

细菌感染后的免疫应答密切相关。该研究有助于进

一步研究ｉ型溶菌酶在九香虫生长发育和免疫防御

中的作用，从而为九香虫资源的开发提供理论支撑。

鉴于ｉ型溶菌酶功能的多样性及昆虫ｉ型溶菌酶在

蛋白水平功能上的不确定性，下一步我们考虑用

ＲＮＡ干扰或基因编辑（ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９）技术对其功

能做进一步研究。
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