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葱蝇防御素基因的鉴定及针刺对基因表达的影响
*
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摘要:【目的】分析葱蝇(Deliaantiqua)防御素基因家族的序列特征、分子进化和基因表达模式,了解防御素基因在滞育期

的免疫应答特征。【方法】利用生物信息学方法,从转录组数据库中搜索防御素基因家族的序列,并进行基因鉴定、系统发

育、选择压力及针刺刺激对基因表达的影响分析。【结果】共鉴定出3个防御素前体序列及由此形成的40个氨基酸残基

组成的成熟肽DaDef1,DaDef2和DaDef3,理论分子量分别为4.09,4.124.09kDa;等电点分别为8.71,8.69和8.35;它

们具有昆虫防御素的典型的保守结构域,有3对分子内二硫键,均为外分泌型、稳定多肽。系统发育分析显示葱蝇防御素

成熟肽Dadef1与新陆原伏蝇(Protophormiaterraenovae)、丝光绿蝇(Luciliasericata)和家蝇(Muscadomestica)防御素

亲缘关系最近并聚为一枝,再与Dadef2和Dadef3聚为一枝。基因表达分析表明针刺能明显影响葱蝇防御素基因的表

达。【结论】葱蝇防御素基因家族序列保守性高,具有典型的家族特征;它们的表达模式在冬滞育和非滞育蛹的不同发育

时期存在明显差异,说明葱蝇冬滞育蛹和非滞育蛹的免疫应答存在差异。研究结果为进一步研究昆虫防御素类抗菌肽的

结构特征、进化以及滞育条件下免疫活动提供理论基础。
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昆虫受到病原微生物感染或机械损伤后,血淋巴细胞会瞬时分泌抗菌肽及时抵御感染或参与修复损伤[1];
其中昆虫防御素(Insectdefensin)是抗菌肽家族中最为普通的一类。到目前为止,已在双翅目(Diptera)、鞘翅目

(Coleoptera)、膜翅目(Hymenoptera)、鳞翅目(Lepidoptera)、蜻蜓目(Odonata)等昆虫中共发现超过60种防御

素[2]。研究发现:昆虫防御素成熟肽的分子量较小,一般含有34~43个氨基酸残基;其中富含精氨酸和半胱氨

酸残基,带正电荷,含有3~4对分子内二硫键,形成Cαββ型的稳定结构[3]。也有一些昆虫来源的防御素出现C
端或N端延伸,从而引起氨基酸序列长度的增加,例如厩螫蝇(Stomoxyscalcitrans)的防御素含有N端延伸结

构,但它的功能尚不清楚[4];而熊蜂(Bombuspascuorum)和蜜蜂(Apismellifera)的防御素则具有C端延伸并形

成酰胺化结构[5]。昆虫防御素结构稳定且能高效地杀灭革兰氏阳性菌,同时对革兰氏阴性菌、酵母和丝状真菌

及某些分支杆菌、螺旋菌、寄生虫等病原微生物都有一定的抑杀作用[6]。
葱蝇(Deliaantiqua)作为一种重要的地下害虫,广泛分布于亚洲、欧洲和北美洲,对许多百合科(Liliaceae)

类蔬菜造成重大的经济损失[7]。研究发现葱蝇可通过蛹滞育度过酷暑和严寒。滞育是昆虫在特定发育阶段代

谢活动降低、发育停滞的一种生理现象。近些年来,滞育已成为昆虫生态学研究领域的热点之一,但有关滞育期

的免疫研究却很少。处于滞育期的黑腹果蝇(Drosophilamelanogaster)体液免疫系统可被革兰氏阴性菌如大

肠杆菌(Escherichiacoli)以及革兰氏阳性细菌如藤黄微球菌(Micrococcusluteus)激活[8];注射凝胶珠可激活滞

育期天蚕蛾(Samiacynthiapryeri)的细胞免疫反应[9];在舞毒蛾(Lymantriadispar)滞育的起始期和维持期,
具有抗微生物感染作用的hemolin 基因能明显上调表达[10]。然而,有关葱蝇滞育期的免疫研究却很少,迄今仅

克隆了1个含有clip结构域的胰蛋白酶(DaTrypsin,AY728056)。该蛋白的基因在冬滞育蛹中的表达明显高于

夏滞育蛹,据此作者推测可能与滞育期的免疫或发育有关,但它的功能没有进一步报道[11]。另外,郝友进等

人[12]通过基因数字表达谱分析发现,在自然饲养条件下,免疫基因如防御素基因defensin、麻蝇素基因
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sarcotoxin、攻击素基因attacin 等在夏滞育蛹中的表达明显高于非滞育蛹,进一步说明葱蝇夏滞育蛹的免疫系

统仍处于激活状态。本研究基于转录组数据,进行了葱蝇防御素基因家族成员的鉴定、生物信息学及针刺处理

后非滞育和冬滞育蛹中基因的表达模式分析,为进一步明确葱蝇防御素家族基因在滞育期的免疫应答功能奠定

基础。

1材料与方法

1.1供试昆虫及实验处理

非滞育葱蝇(Non-diapause,ND)饲养在(20±0.5)℃、16h光照 8h黑暗的光周期和50%~70%的相对湿

度条件下。冬滞育蛹(Winter-diapause,WD)的诱导条件为(15±0.5)℃、12h光照 12h黑暗的光周期50%~
70%的相对湿度。本研究根据发育形态特征,取同

一发育时期的非滞育和冬滞育蛹进行基因的相对

表达量分析,刚化蛹时记为第0天(D0),具体取样

时间点及相应的发育特征见表1。每个取样点取

4~5只蛹,用预灭菌的三号昆虫针进行针刺处理以

模拟自然条件下的机械损伤,处理后置于原饲养条

件下8h,液氮中冻存20min后,置于-80℃;对
照组除无针刺处理外,其他条件均与针刺处理组相

同。本研究设置3个生物学重复和2个技术重复。

表1 取样点及蛹的发育特征

Tab.1 Samplingpointsandpupaedevelopmentalcharacteristics

ND WD 发育特征

ND0 WD0(滞育前期) 蛹体表面呈乳白色,蛹壳未分离

ND2 WD3(滞育起始) 头外翻,形成头部形态

ND4 WD20(滞育保持期) 游离脂肪体在眼区中央出现

ND9.5 WD99(滞育解除期) 黄色体在眼部出现并开始移动

1.2防御素基因序列的搜索与鉴定

从NCBI数据库中下载近缘物种黑腹果蝇和家蝇(Muscadomestica)的已知防御素基因序列作为种子序列,
通过本地BLAST搜索葱蝇转录组数据库(GAWI01000000)[13],设定阈值为p≤1×10-10,序列一致性大于

50%,同时利用关键词“Defensin”进行直接检索。去除重复序列后,利用ORFFinder(http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/gorf/gorf.html)查找候选基因序列的开放阅读框并推测所编码的氨基酸序列。利用SMART(http://

smart.embl-heidelberg.de/)和NCBICDD数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd)分析是否具有典型的昆

虫防御素的结构域。

1.3序列特征分析

使用ComputepI/Mw(http://web.expasy.org/compute_pi/)在线工具估算蛋白质的理论分子量及等电点;
利用SignalP(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)预测分析信号肽;亚细胞定位则通过 WOLFPSORT
(http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html)和 TargetP1.1(http://www.cbs.dtu.dk/services/

TargetP/)进行分析;利用ExPaSy提供的在线Protparam软件(http://web.expasy.org/protparam/)进行不稳

定系数和亲/疏水性分析。氨基酸序列的多重比对则由BioEdit中的 ClustalW 程序完成;采用在线软件

DiANNA1.1(http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/)与DISULFIND(http://disulfind.dsi.unifi.it/)对
序列中二硫键的位置进行分析。运用SOPMA工具基于PBILLYON-GERLAND信息库对防御素成熟肽的二

级结构进行预测。三级结构同源建模通过Swiss-Model(https://swissmodel.expasy.org/interactive)进行并用

Swiss-PDBViewer(http://spdbv.vital-it.ch/disclaim.html#)进行3D结构的可视化处理。

1.4系统发育及进化分析

为了解昆虫防御素间的亲缘关系,利用ClustalW对10种昆虫的12个防御素成熟肽的氨基酸序列进行多

重比对;然后在最佳氨基酸进化模型 WAG+G的基础上,利 MEGA6.0[14]中的最大似然法(ML)构建系统发

育树。

1.5基因选择压力估算

以密码子为单位,利用 MEGA6.0[14]对防御素成熟肽的核酸序列进行多重比对;然后用PAML软件中的

yn00[15]程序计算基因序列两两间的非同义替换(Nonsynonymoussubstitution,Ka)和同义替换(Synonymous
substitution,Ks)的比值(Ka/Ks)。

1.6针刺对葱蝇防御素基因表达的影响

采用Trizol法从单个滞育蛹或非滞育蛹中提取总RNA,利用琼脂糖凝胶电泳和NanoDrop核酸定量仪检测
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RNA的完整性及浓度。以3μgRNA为模板,按照HiScript1stStrandcDNASynthesisKit(Fermentas公司)
反转录试剂盒的操作说明进行第一链cDNA的合成,存于-80℃待用。设计葱蝇防御素基因的特异性引物(表

2)并进行qPCR分析。qPCR总体系为20μL,包括30ngcDNA,10μLSYBR􀅹PremixExTaqTMII,0.8μL基

因特异性引物 (10μmol·L-1),用ddH2O补足至20μL。反应条件为:94℃预变性5min;94℃变性15s,

60℃退火15s,68℃延伸20s,共40个循环。每个样品均进行3次生物学重复和2次技术重复。以葱蝇

Gapdh 和α-Tublin 作为内参基因对实验结果进行几何平均数处理,采用2-ΔΔCt法计算基因的相对表达量[16]。

表2 实时定量PCR引物

Tab.2 Primersusedforquantitativereal-timePCR

基因 正向引物 反向引物 产物长度/bp

DaDef1 5'-CCACTTGCGACCTCTTGAGT-3' 5'-ACGCCTCTTCCATTGCAGTA-3' 103

DaDef2 5'-CGTACAGGAGTTGTGGGTCC-3' 5'-TACAGCTCAATCGGCAACCG-3' 139

DaDef3 5'-TGGTCGCCATAAAAGAGCC-3' 5'-CCATTGCAATAGCCACCACG-3' 111

GAPDH(内参)5'-ACGTGGTGCTGCCCAAAACATCATT-3'5'-GGCGGACAGTCAAATCAACAAGG-3' 158

α-Tubulin(内参) 5'-TGGCGTGCTGCATGTTGTATCGT-3' 5'-GCCTGGCACAACAGTTGGTGGT-3' 149

1.7统计分析

本研究中的qPCR数据均采用“平均值±标准差”表示,基因表达的差异比较分析由SPSS17.0软件完成。
采用单因素方差分析(One-wayANOVA)和t-检验的统计方法对基因的相对表达量差异进行检验,当p<0.05
时,统计结果具有统计学意义。

2结果

2.1葱蝇防御素基因的鉴定

  通过BLASTP(https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi)比对以及Pfam(http://pfam.xfam.
org/)和SMART(http://smart.embl-heidelberg.
de/)的结构域分析,本研究共获得了3个防御素同

源基因DaDef1,DaDef2 和DaDef3 且均含有完

整的开放阅读框,它们所编码的防御素前体的氨基

酸残基数目分别为91,94和91个;3个成熟肽

DaDef1,DaDef2和DaDef3均由40个氨基酸残基

组成,理论分子量分别为4.09,4.12和4.09kDa,理
论等电点分别为8.71,8.69和8.35(表3)。通过序

列比对发现,葱蝇与其他昆虫防御素的氨基酸序列

有很高的一致性,如成熟肽Dadef1与新陆原伏蝇

表3 葱蝇防御素基因家族成员基本理化特征

Tab.3 Basicphysicochemicalcharacteristicsof
membersofdefensingenefamilyofD.antique

蛋白质

名称

前前体/前体/
成熟蛋白

氨基酸残

基数目/个

等电点
分子量

/kDa

疏水性

平均值

不稳定

系数

Dadef1 91/68/40 4.09 8.71 0.033 16.61

Dadef2 94/71/40 4.12 8.69 0.015 29.42

Dadef3 91/68/40 4.09 8.35 0.38 33.25

(Protophormiaterraenovae)防御素的一致性达98%。亚细胞定位预测分析显示3个防御素成熟肽均为外分泌

型。SignalP分析显示葱蝇防御素前体均含有23个氨基酸残基组成的信号肽序列,也说明葱蝇防御素是一种外

分泌型抗菌肽,在合成后通过信号肽的引导分泌到细胞外行使功能。多肽的亲/疏水性分析发现3个成熟肽均

为亲水性多肽,只是亲水系数略有差异,分别为73.25,73.25和83;但均属于稳定多肽。

2.2防御素的保守结构域分析

蛋白质往往由多个结构域组成,组成这些结构域的氨基酸残基不但能行使特异性功能,同时还可能蕴含着

各自的遗传进化信息。分析发现3个葱蝇防御素均具有该家族的保守Knot1结构域,属于Defensin-2超家族;
另外,DaDef1和DaDef2都含有低复杂区域(图1)。
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图1 葱绳防御素序列的结构域特征

Fig.1 Domaincharacteristicsof
D.antiquadefensinsequences

2.3跨膜结构域分析

跨膜结构域是膜蛋白和膜脂相结合的主要部位,一般由

20个左右的疏水性氨基酸残基组成。通过TMHMM2.0预

测分析,发现葱蝇及其他昆虫的防御素成熟肽均不含有跨膜

螺旋区。

2.4多重序列比对与二硫键预测

多重序列比对结果显示昆虫防御素成熟肽C端的序列相

似性较高,变异主要发生在信号肽、前导肽和成熟肽 N端。
所比对的昆虫防御素成熟肽均有6个保守的半胱氨酸残基,且能形成3对分子内二硫键,即C1-C4,C2-C5和C3-
C6(封三彩图2)。

2.5葱蝇防御素成熟肽的三维结构

三维结构模型显示,葱蝇防御素成熟肽具有昆虫防御素的典型αββ结构,即由1个α-螺旋结构域和2个反向

平行的β-片层结构域组成,3对分子内二硫键在两者间起到稳定作用(封三彩图3)。

2.6系统进化分析

  注:D.antiqueDef1,D.antiqueDef2,和 D.antiqueDef3:葱绳防御素

(DaDef1,DaDef2和 DaDef3);P.terraenovaeDefA:新陆原伏绳防御素 A
(Genbank 号:CAA39152);M.domestica Def:家 绳 防 御 素(Genbank 号:

AIL24687);L.sericataDef:丝光绿绳防御素(Genbank号:AD187383);D.

suzukillDef:斑翅果绳防御素(Genbank号:XP_016929506);D.melanogaster

Def:黑腹果绳防御素1(Genbank号:AAO72492);D.biarmipesDef:双刺果

绳防御素(XP_016947240);D.ficusphilaDef:嗜榕果绳防御素(Genbank号:

XP_017049746):N.neivaiDef2:沙绳防御素2(Genbank号:JAV13021);H.

illucensDef3:光亮扁角水虻防御素3(Genbank号:AHH35099)。

图4 10种昆虫防御素成熟肽的系统发育树

Fig.4 Phylogenetictreeofmaturedefensinsof10insectspecies

利用 MEGA6.0软件,基于10种昆虫12
个防御素成熟肽的氨基酸序列,以ML和 WAG
+G为氨基酸最佳进化模型构建系统发育树

(图4)。结果表明葱蝇防御素成熟肽Dadef1与

新陆原伏蝇、丝光绿蝇(Luciliasericata)和家蝇防

御素亲缘关系最近聚为一枝,再与 Dadef2和

DAdef3聚为一枝;果蝇类(Drosophila)防御素单

独聚为一枝;而沙蝇(Nyssomyianeivai)防御素2
和角蝇(Haematobiairritans)防御素3则聚为

一枝。

2.7选择压力分析

Ka 和Ks 是在生物物种进化过程中核苷

酸替换的两种形式,Ka/Ks 值的大小能反映出

基因进化过程中受到的选择压力大小。研究结

果显示,10种双翅目昆虫中12个防御素基因

间的Ka/Ks 值在0.016~0.694之间,均明显

小于1(图5)。其中,Ka/Ks 值最大的为光亮扁

角水虻御素3与DaDef3,Ka/Ks 值最小的为新

陆原伏蝇防御素A与DaDef1,表明昆虫防御素

基因在进化过程中整体上接受净进化选择。

2.8针刺对葱蝇防御素基因表达的影响

为比较葱蝇冬滞育和非滞育蛹应答外界机械损伤的免疫反应能力,用针刺模拟机械损伤,利用qPCR方法

图5 10种昆虫防御素成熟肽基因的选择压力分析

Fig.5 Selectivepressureanalysisof
maturedefensingenesof10insectspecies

分析了DaDef1,DaDef2 和DaDef3 基因经针刺后的表达变

化。图6a-c显示,在非滞育条件下,与未针刺处理相比,针刺

能够诱导DaDef1 基因相对表达量上调表达0.22~6.72倍,

DaDef2 基因相对表达量上调表达0.31~5.31倍,DaDef3
基因 相 对 表 达 量 上 调 表 达0.50~11.72倍;其 中 针 刺 对

DaDef3 基因表达的诱导作用最为明显。图6d-f显示,在冬

滞育条件下,与未针刺处理相比,针刺能诱导DaDef1 基因相

对表达量上调0.19~4.27倍,DaDef2 基因相对表达量上调

0.33~6.24倍,DaDef3基因相对表达量上调0.04~11.00倍;
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其中DaDef3 基因表达对针刺的反应更为明显。因此可以推测:葱蝇滞育蛹受到机械损伤后会通过防御素基因

表达量的上调来抵御随后而来的病原生物感染,或参与机械损伤修复。

  注:不同字母表示不同发育时期各处理组基因相对表达量存在统计学意义上的差异(p<0.05)。

图6 针刺对葱蝇非滞育和冬滞育蛹中DaDef1,DaDef2和DaDef3基因表达的影响

Fig.6 EffectsofprickongeneexpressionofDaDef1,DaDef2andDaDef3innon-orwinter-diapausingpupaeofD.antiqua

3讨论

防御素作为昆虫天然免疫反应中一类常见的抗菌肽,在昆虫受到病原感染时发挥重要的防御作用[17-18]。目

前,已在家蝇、果蝇、家蚕(Bombyxmori)、埃及伊蚊(Aedesaegypti)、褐尾麻蝇(Boettcheriscaperegrina)等昆

虫中均发现防御素的存在[19-22],但尚无葱蝇防御素的研究。对大量动物防御素及其基因结构研究发现,防御素

首先被翻译成92~95个氨基酸残基组成的含有信号肽的前体蛋白,经N末端水解后,最后形成有活性的防御素

成熟肽。本研究所鉴定的3个葱蝇防御素基因分别编码由91,94和91个氨基酸残基组成的多肽前体,各含有

1个由23个氨基酸残基组成的信号肽,切除信号肽和前导肽后,变成由40个氨基酸残基组成的成熟肽。从氨基

酸残基数目看,葱蝇防御素成熟肽符合昆虫防御素的大小范围(昆虫防御素一般由34~43氨基酸残基组成)[23]。

3个葱蝇防御素成熟肽都含有6个保守的半胱氨酸残基,且能形成3对分子内二硫键,符合β-防御素典型的

C1-C4,C2-C5和C3-C6二硫键连接形式。因此,这3个葱蝇防御素属于昆虫类β-防御素。目前,昆虫防御素成

熟肽的三级结构已确定,它们的N端含有一个α-螺旋和两个反向平行的β-折叠,其中α-螺旋和β-折叠由2个二

硫键连接,形成了稳定的Csαβ结构[24]。该结构在昆虫防御素中普遍存在。通过序列比对和二级结构分析,发现

葱蝇防御素成熟肽与其他昆虫防御素存在高度的相似性,说明昆虫防御素在结构和功能方面具有一定的相

似性。
在分子进化过程中,Ka 和Ks 作为估算不同进化距离物种间直系同源基因或同一物种内旁系同源基因之间

受到自然选择作用的重要参数,对于理解基因在核酸水平上的进化分歧和蛋白质(多肽)的功能多样化具有重要

意义。本研究通过配对比较10种昆虫12个防御素成熟肽,发现在进化过程中葱蝇防御素并没有受到明显的正

选择作用,从而证明在昆虫种类多样化过程中,防御素功能具有保守性。
在自然条件下,处于新陈代谢极低的葱蝇滞育蛹仍可能被病原物感染或受到机械损伤。基因表达分析显示

针刺在一定程度上能刺激葱蝇冬滞育蛹中防御素基因的上调表达,表达变化规律基本相似;但对DaDef3 基因

表达的刺激作用则更为明显。本研究所鉴定的葱蝇防御素对其他革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌的抗(杀)菌谱及

作用机制有待进一步研究。滞育期作为发育停滞期,代谢减弱及细胞活动的降低都有可能影响滞育蛹对外界刺

激的免疫应答。同时,本研究结果也说明蝇类防御素可能对修复创伤具有重要作用,但作用机理需要进一步研

究。本研究为下一步研究葱蝇滞育期的免疫活性特点提供了重要理论基础。
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AnimalSciences

IdentificationoftheDefensinGenesofDeliaantiquaand
theEffectofPrickonGeneExpression

XUYanling,FUDanying,SIFengling,CHENBin,HAOYoujin
(ChongqingKeyLaboratoryofVectorInsects,InstituteofEntomologyandMolecularBiology,

CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Analysesofsequencecharacteristics,molecularevolutionandgeneexpressionpatternsofdefensinggenefamily
ofDeliaantiquawereperformedforunderstandingoftheimmuneresponsesofantibacterialpeptidedefensinduringthediapausing
process.[Methods]Thesequencesofdefensingenefamilyweresearchedintranscriptomedatasetbyusingbioinformaticapproaches.
Geneidentification,phylogeny,selectivepressureanalysisandeffectsofprickongeneexpressionwerealsoconducted.[Findings]

Threedefensingenesofonionflywereidentifiedandallmaturepeptides(designatedasDaDef1,DaDef2,andDaDef3)contained40
aminoacidresidueswithatheoreticalmolecularweightof4.09,4.12,and4.09kD,andapIof8.71,8.69,and8.35.Conserved
domainofthetypicalinsectdefensins,threepairsofdisulfidebondswerefoundandtheywerepredictedtoexcretedandstable

polypeptides.PhylogeneticanalysisshowedthatmatureDaDef1wasphylogeneticallyclosetodefensinofProtophormiaterraenovae,

Luciliasericata,andMuscadomesticaandclusteredtogether,thengroupedwithDaDef2andDaDef3.Geneexpressionanalysis
revealedthatprickcouldsignificantlytheexpressionofonionflydefensins.[Conclusions]DefensingenefamilyofD.antiquawas
highlyconservedandcharacterizedbytypicalfamilycharacteristics.Differentexpressionpatternsbetweenthedevelopmentalstages
ofwinter-diapausingandnon-diapusingpupaewereobserved,suggestingthatdifferentimmuneresponsesoccurredinwinter-
diapausingandnon-diapusingpupae.Theresultswouldprovideatheoreticalbasisforfurtherstudiesofstructuralfeaturesofinsect
defensins,evolutionandimmuneactivitiesunderthediapausingstates.
Keywords:Deliaantiqua;winter-diapause;insectimmunity;defensin;geneexpression;phylogeny
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