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意大利蜜蜂AmCht11基因的克隆鉴定和发育时期表达分析
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摘要:【目的】克隆鉴定和定量PCR分析不同发育时期意大利蜜蜂(Apismellifera)几丁质酶AmCht11 基因。【方法】克隆

测序鉴定AmCht11 基因序列,通过多重序列比对分析该基因编码的氨基酸序列特征和结构域组成;在线预测 AmCht11
蛋白的二级结构、三级结构以及相互作用靶蛋白,构建系统进化树分析该蛋白在几丁质酶家族中的分类和进化关系;实时

定量PCR分析AmCht11 基因的组织表达特征。【结果】AmCht11 基因cDNA序列全长1404bp,编码468个氨基酸;预
测AmCht11蛋白质相对分子质量为53.5kDa,等电点为7.21。多重序列比对和系统进化分析表明,AmCht11蛋白为几

丁质酶GH18家族Group-Ⅷ亚家族成员,该蛋白的氨基酸序列N-端含有跨膜域,具典型的几丁质酶催化结构域,无结合

结构域,也不具信号肽。进一步实时定量PCR分析表明,AmCht11 基因表达量在意大利蜜蜂幼虫发育第2至第5日龄无

明显波动,至幼虫后期第6日龄表达量明显上调。【结论】推测AmCht11 基因与意大利蜜蜂幼虫发育后期的蜕皮有关。
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几丁质(Chitin)是由N-乙酰氨基葡萄糖胺以β-1-4-糖苷键链接而成的线性多聚糖[1],在自然界中仅次于纤

维素成为第二大可再生自然资源[2]。几丁质是昆虫外骨骼和围食膜的重要成分[3],它的合成与降解在幼虫蜕皮

发育、成虫外骨骼维持与更新等生理过程中发挥着重要的作用[4-6]。几丁质酶是降解几丁质的关键酶之一,根据

结构域及功能特征可将几丁质酶分为糖基水解酶18家族(GH18)和19家族(GH19)[7-8]。昆虫几丁质酶属于

GH18家族的内切酶,成员主要存在于体壁、中肠、脂肪体等组织,能将几丁质水解成低分子量的N-乙酰-D-氨基

葡萄糖或寡聚物,参与着昆虫的蜕皮、围食膜的降解、防御体表和肠道病原的入侵等重要生命活动[1]。
最早被成功克隆鉴定的昆虫几丁质酶基因来自于烟草天蛾(Manducasexta)[9],随后不少典型的几丁质酶

基因陆续在致倦库蚊(Culexquinquefasciatus)[10]、家蚕(Bombyxmori)[11]、斜纹夜蛾(Prodenialitura)[12]等昆

虫中被广泛鉴定和分析,但有关意大利蜜蜂(Apismellifera)几丁质酶基因的研究资料非常少。意大利蜜蜂简

称意蜂,属膜翅目(Hymenoptera)、蜜蜂总科(Apoidea)、蜜蜂科(Apidae)、蜜蜂属(Apis)[13],是一种典型的社会

性、资源型昆虫,因该物种在授粉和提供蜂产品方面给自然界和农牧业生产领域带来巨大的生态和经济价值,故
而受到国内外学者的广泛关注[14-18]。对意蜂几丁质酶基因进行鉴定和分析,将有助于了解几丁质酶在蜜蜂蜕皮

和免疫防御中的功能。
本研究对意大利蜜蜂几丁质酶AmCht11 基因进行克隆鉴定,通过生物信息学方法预测该基因编码的氨基

酸序列和3D结构特征,分析AmCht11蛋白在几丁质酶家族成员中的分类和系统进化关系。同时,还采用实时

荧光定量PCR方法,分析该基因在蜜蜂幼虫发育进程中的表达特征,以便为深入探讨几丁质酶在意大利蜜蜂发

育过程中的作用提供基础资料。

1材料与方法

1.1材料及主要试剂

供试意蜂由重庆师范大学病原微生物与资源昆虫实验室饲养。RNA提取试剂盒、反转录试剂盒、TaqDNA
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聚合酶、限制性内切酶等试剂购自TaKaRa公司,胶回收试剂盒、PCR试剂盒、连接酶、抗生素等试剂均购自上海

生工生物有限公司。

1.2AmCht11基因的序列特征和系统进化分析

在BeeBase(http://hymenopteragenome.org/beebase/? q=consortium_datasets)中下载意蜂几丁质酶基

因序列,利用NCBI蛋白保守区数据库(Conserveddomaindatabase,CDD)预测AmCht11 基因编码的AmCht11
蛋白的保守区域,在ProtParam (http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam)在线分析它的组分和

理化性质,通过ProtScale(http://web.expasy.org/cgi-bin/protscale/protscale.pl? 1)在线分析它的疏水性质;
采用TMHMMv.2.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)在线预测AmCht11蛋白质跨膜结构域,
在SMART中在线分析它的功能结构域,利用SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_sopma.
pl)在线分析它的二级结构,在SWISS-MODEL(https://swissmodel.expasy.org/)在线同源建模该蛋白的三级

结构;采用STRING(https://string-db.org/cgi/network.pl? taskId=1ZN1mZPdzVwg)在线预测与AmCht11
蛋白相互作用的蛋白,在ClustalOmega(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolresult.ebi?jobId=
clustalo-I20170905-092604-0132-64212098-pg)在线进行多重序列对比找出该蛋白保守的氨基酸序列。在NCBI
中下载冈比亚按蚊(Anophelesgambiae)、家蚕、黑腹果蝇(Drosophilamelanogaster)以及赤拟谷盗(Tribolium
castaneum)的不同类型的GH18家族几丁质酶的相关资料,结合AmCht11蛋白在 MUSCLE软件进行氨基酸序

列多重对比分析,对比的结果在 MEGA6.06采用NJ法构建系统进化树。

1.3AmCht11基因的克隆

取意蜂提取总RNA,去除DNA,反转录获得cDNA。RNA的提取、DNA的去除以及反转录操作参照试剂

说明书进行。根据AmCht11 基因序列(BeeBase登陆号为GB47539)以及原核表达载体pET30a,用Premier5设

计包含酶切位点的特异引物PCR-AmCht11F(序列为:5′-GCGCGGATCCATGGTTAAGCAAATTCCTGT-3′,
下划线处为BamHI酶切位点)和PCR-AmCht11R(序列为:5′-GCGCGTCGACATTTTCTTGATACCTGAG-
GA-3′,下划线处为SalⅠ酶切切位点)。以cDNA为模板进行PCR扩增,反应程序:94℃预变性5min;94℃变

性40s,63℃退火40s,72℃延伸1min,共40个循环。PCR产物通过胶回收并双酶切后连接到pET30a载体,
转化到大肠埃希氏菌(Escherichiacoli)DH5α感受态细胞,挑选阳性菌株测序。

1.4AmCht11基因在意蜂幼虫发育时期的实时荧光定量PCR分析

取第2到第6日龄的意蜂幼虫经液氮充分研磨,用 Trizol试剂溶解后提取 RNA,通过 DNaseI酶去除

DNA,经反转录合成第1链cDNA。采用primer5.0设计qPCR-AmCht11 荧光定量PCR特异性引物即qPCR-
AmCht11F(序 列 为:5′-TATCAGTTCGCCACAGCATTTC-3′)和 qPCR-AmCht11R(序 列 为:5′-TCCCA-
GAGCGTGTTCAGGTC-3′)。以意蜂Actin基因为内参,引物序列参照文献[19],即ActinF(序列为:5′-TGC-
CAACACTGTCCTTTCTG-3′)和ActinR(序列为:5′-AGAATTGACCCACCAATCCA-3′)。PCR程序分为两

步,第一步为扩增程序:95℃预变性30s,95℃变性15s,60℃退火30s,68℃延伸30s,共40个循环。第二步

为溶解曲线分析:95℃变性15s,60℃退火30s,68℃延伸30s,共20min。荧光定量PCR在ABIstepone-plus
荧光定量PCR仪上进行,采用SYBRPremixExTaqYM(TliRNaseHPlus),ROXplus试剂盒(TaKaRa公司),
按照说明书进行操作,反应体系为20μL。以2-ΔΔCt法计算各发育时期AmCht11 基因的相对表达水平。

1.5数据统计分析

所有定量分析均设置3个生物学重复,每个生物学重复设置3个技术重复。用SPSS12.0软件进行实验数

据的统计学分析,使用单因素方差分析(One-wayANOVA)研究AmCht11 基因在幼虫发育时期的表达特征,

p<0.05表示统计结果具有统计学意义。

2结果与分析

2.1AmCht11基因的克隆

以意蜂cDNA为模板PCR扩增AmCht11 基因,经质量分数为1%的琼脂糖凝胶电泳检测,结果如图1所

示:PCR检测到单一条带,DNA 片段全长1400bp,测序结果显示该条带与 BeeBase蜜蜂基因组数据库

AmCht11基因序列一致。
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2.2AmCht11蛋白的生物信息学特征

图1 意蜂AmCht11基因PCR分析

Fig.1 PCRanalysisof
theAmCht11genein
honeybeesA.mellifera

2.2.1理化性质 AmCht11 基因编码的蛋白质含468个氨基酸

残基,预测相对分子质量约为53.5kDa,等电点为7.21。总带负

电荷的氨基酸(Asp+Glu)个数为46,总带正电荷的氨基酸(Arg+
Lys)个数为46。体外环境半衰期为30h,不稳定指数为42.7大

于40,属于不稳定蛋白。蛋白疏水性分析结果表明:AmCht11蛋

白第31和32位氨基酸残基分值最高为3.311,疏水性最强;第

88位氨基酸残基分值最低为-3.067,亲水性最强。最终预测该

蛋白为亲水性蛋白。

2.2.2多重 序 列 比 对 分 析 将 AmCht11蛋白与代表性昆虫

GH18家族几丁质酶的氨基酸序列进行多重序列对比,结果如图

2所示:AmCht11蛋白的催化区含有几丁质酶的4个典型催化功

能基序,分别为“RxxxxxGG”“FDGxDLDWEFP”“MxYDxxF”和
“GAMxLxxNxD”,与已报道的保守基序“KxxxxxGG”“FDGx-
DLDWEYP”“MxYDxxG”和“GAMxWxxDxD”仅存在个别氨基

酸位点上的差异[20]。这表明AmCht11蛋白与已报道的GH18家族Group-Ⅷ型几丁质酶的序列特征相似,含有

GH18家族所特有的4个催化结构基序。

  注:方框部分为4个保守的催化结构域;Dm-黑腹果蝇,Am-意蜂,Tc-赤拟谷盗,Ag-冈比亚按蚊。

图2 AmCht11蛋白的氨基酸序列特征和多序列对比分析

Fig.2 AminoacidsequencecharacteristicsandmultiplealignmentofAmCht11protein

2.2.3功能结构域特征 蛋白质结构预测分析发现,AmCht11蛋白的一级结构水平上仅含有1个糖苷键水解酶

催化区即氨基酸序列中的第108~441位,不具有典型几丁质酶的N-端信号肽和C-端结合区,属于昆虫几丁质

酶GH18家族中Group-Ⅷ成员。该蛋白N端没有预测到信号肽,但在前端有1个跨膜结构域即氨基酸序列中

的第27~49位(封二彩图3)。在蛋白质二级结构水平上(封二彩图4),AmCht11蛋白包含α-螺旋、β-折叠、延伸

链和无规卷曲。其中:α-螺旋比例最高,占整个氨基酸序列的41.03%;无规卷曲占整个氨基酸序列的27.99%;
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  注:下划线部分为AmCht11蛋白;Am-意蜂,Ag-冈比亚按蚊,Bm-家蚕,Dm-
黑腹果蝇,Tc-赤拟谷盗。I到Ⅷ分别为GH18家族中的8个Group子家族编号。

 图7 意蜂和其他4种昆虫GH18家族几丁质酶的进化树

 Fig.7 PhylogenetictreeofGH18familychitinasefrom
 A.melliferaand4otherinsectspecies

延伸链占整个氨基酸序列的19.23%;β-折叠

比例最少,占整个氨基酸序列的11.75%。在

蛋白质三级结构水平上(封二彩图5),Am-
Cht11蛋白的3D结构模型与典型几丁质酶结

构模型的相似性达37.25%。AmCht11的催

化结构区含有16个α-螺旋和15个β-折叠。
第223位的Glu残基被认为是几丁质酶工作

机制中的质子供体,在催化结构域“FDGxD219

LD221WEFP”(数字表示氨基酸序列中的位

数)中的Asp残基被预测为主要的催化活性

残基[21]。

2.2.4相互作用靶蛋白的预测 使用STRING
数据库通过生物信息学的方法构建蛋白之间的

相互作用关系网络,在STRING[22]中预测可能

与AmCht11蛋白相互作用的靶蛋白,结果如封

二彩图6所示。预测发现AmCht11蛋白可能

与5个蛋白存在相互作用关系,它们包括β-N-
乙酰葡糖胺糖苷酶、β-N-乙酰氨基葡糖苷酶、正
乙酰基-D-葡糖胺类激酶、β-氨基己糖苷酶以及

1个GH18家族几丁质酶。

2.2.5系统进化分析 昆虫 GH18家族几丁

质酶通常由信号肽、催化结构域、连接区和结

合区构成,根据结构相似性被分为8个Group
子家族。基于代表物种昆虫几丁质酶序列,对

AmCht11蛋白进行了系统发生分析,结果如

图7所示。AmCht11蛋白明显的与已报道的

昆虫几丁质酶GH18家族的Group-Ⅷ型单独

聚为一枝,表明该蛋白为 Group-Ⅷ成员几丁

质酶。

2.3AmCht11 基因在幼虫发育进程中的表达

特征

结果显示,AmCht11 基因在蜜蜂幼虫第2
到第6日龄都有表达,幼虫发育前期转录水平

变化不大,只是到后期第6日龄时,AmCht11
基因的相对表达量与前5个日龄相比有统计

学意义上的升高(p<0.05)(图8)。

3讨论

几丁质酶是一类水解蛋白酶家族,能将几

丁质水解成低分子量的N-乙酰-D-氨基葡萄糖或寡聚物。大量研究结果表明,典型的几丁质酶结构通常由“N-端
信号肽—催化结构域—连接区—C-端几丁质结合域”构成[23]。由于物种进化的差异,昆虫GH18家族几丁质酶

在上述结构域的组成和数量上存在一定的差异,进一步被划分成Ⅰ到Ⅷ共8个 Group。其中:Group-Ⅰ和

Group-Ⅶ具有1个信号肽、1个催化域和1个结合域;Group-Ⅱ由1个信号肽、4~5个催化域和4~5个结合域构

成;Group-Ⅲ缺乏信号肽;Group-Ⅳ和Group-Ⅴ无结合域;Group-Ⅵ插入了其他功能结构域;Group-Ⅷ不含结合

域且N-端信号肽区被跨膜区取代[23]。本研究中,意蜂AmCht11蛋白的N-端有1个跨膜域,但不含信号肽,也
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  注:不同小写字母表示数据差异具有统计学意义

(p<0.05)。

图8 实时定量PCR分析意蜂AmCht11
基因在幼虫发育进程中的表达特征

Fig.8 RealtimequantitativePCRanalysisof
theexpressionpatternsofAmCht11genein
thedevelopmentaloftheA.melliferalarvae

不具有结合域,该结构组成与GH18家族的Group-Ⅷ型成

员特征一致。除了结构域组成外,催化结构域中氨基酸基

团的高度保守性也是几丁质酶的重要特征之一。几丁质酶

的催化结构域主要包括“KxxxxxGGW”“FDGxDLDWE-
YP”“MxYDxxG”和“GxxxWxxDxDD”共4个关键的保守

氨基酸基序[23]。本研究中,氨基酸多重序列比对结果表明,
笔者克隆鉴定的意蜂蛋白AmCht11蛋白与代表性昆虫几

丁质酶的催化结构域具有高度的氨基酸序列相似性,催化

结构域仅在“RxxxxxGG”“FDGxDLDWEFP”“MxYGxxF”
和“GAMxLxxNxD”共4个别位点上存在细微差异。进一

步系统进化分析发现,AmCht11蛋白与 代 表 性 昆 虫 的

Group-Ⅷ成员单独聚为一枝。综上结果,由于AmCht11几

丁质酶特有的催化活性基序高度保守,加之它的功能结构

域组成与Group-Ⅷ成员一致,且系统进化上聚类为Group-
Ⅷ家族,因此意蜂蛋白 AmCht11可被鉴定为几丁质酶

GH18家族Group-Ⅷ成员。
降解几丁质是几丁质酶最重要的功能,不同亚家族几丁质酶在昆虫的生命活动中往往参与了不同的生理过

程。有研究表明,赤拟谷盗的Group-Ⅰ亚家族成员TcCHT5蛋白在幼虫、蛹、成虫等阶段均有表达,但非幼虫→
幼虫、幼虫→蛹发育过程中蜕皮所必需,而真正参与蜕皮的是Group-Ⅱ亚家族成员TcCHT10蛋白[24]。在黑腹

果蝇的研究中发现,几丁质酶DmCHT2在表皮的形成中起着重要的作用,几丁质酶DmIDGF6在表皮的维护中

起作用。另外,赤拟谷盗几丁质酶Group-Ⅲ成员并未参与到赤拟谷盗的蜕皮,而是在化蛹时腹部收缩和翼/鞘翅

伸展中发挥着重要的作用[24]。此外还有研究发现,TcCHT11蛋白有催化结构域,N-端由跨膜域代替信号肽,该
蛋白在各个发育时期均有表达,研究者推测它主要作用于中肠围食膜的几丁质[23]。值得注意的是,Group-Ⅷ成

员几丁质酶N-端信号肽通常被跨膜域所替换,虽具有保守的催化结构域,但缺乏结合区,为几丁质酶GH18家族

中结构最为简单的蛋白水解酶。截至目前,昆虫Group-Ⅷ成员的功能尚不清楚。本研究中,意蜂几丁质酶Am-
Cht11蛋白为Group-Ⅷ成员,它的N-端信号肽被跨膜区取代,缺乏结合域。实时荧光定量PCR分析发现,该基

因在蜜蜂幼虫发育第2到第5日龄的蜕皮生长中表达相对稳定,而在进入幼虫后期(第6日龄)有明显的上调表

达,推测AmCht11蛋白可能在幼虫→蛹的发育进程发挥作用。此外,笔者还通过STRING数据库构建蛋白质

与蛋白质的互作网络关系的方法[25-26],预测到可能与AmCht11蛋白相互作用的蛋白β-N-乙酰葡萄糖胺糖苷酶。

β-N-乙酰葡萄糖胺糖苷酶是昆虫几丁质代谢中的关键酶,在昆虫的多种生理活动中发挥着重要作用[27]。考虑到

AmCht11蛋白为Group-Ⅷ型几丁质酶,功能结构域不完整,缺乏结合区,因此可以推测AmCht11蛋白可能需要

与其他蛋白的相互作用来共同作用于蜜蜂的生长发育。
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Cloning,Identification,andExpressionAnalysisof
AmCht11GeneinDevelopingApismellifera

WANGLi,WANGLinling,MARongqin,HENGHui,LIZhi
(CollegeofLifeScience,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Toclone,identify,andqPCRanalysisofchitinasegeneAmCht11inhoneybeesApismellifera.[Methods]Clo-
ning,sequencing,andidentificationoftheAmCht11genesequence.MultiplealignmentanalysisoftheAmCht11aminoacidse-
quencefeaturesanddomaincomposition.PredictiononlineandanalysisoftheAmCht11secondarystructure,3Dstructuremodel,

andtheinteractiontargetprotein.ConstructphylogenetictreetoanalyzetheclassificationandevolutionrelationshipofAmCht11in
chitinasefamily.Real-timequantitativePCRanalysisofAmCht11geneexpressionpatternindifferenttissuesofA.mellifera.
[Findings]ThefulllengthofAmCht11cDNAsequencewas1404bp,andencodes468aminoacidsresidues.AmCht11hasacalcu-
latedmolecularmassof53.5kDaandatheoreticalpIof7.21.Multiplesequencealignmentandphylogeneticanalysisshowedthat
AmCht11canbeclassifiedintotheGroup-ⅧoftheGH18familyofglycosidehydrolase.AmCht11hasthetypicalGlyco_18catalytic
domainbutwithouttheN-terminalsignalpeptideandthechitinbindingdomainsasinmostchitinasefamilymembers.Furtherreal-
timequantitativePCRanalysisshowedthattheexpressionlevelofAmCht11genedidnotsignificantlychangefromthe2ndto5thday
old,butup-regulatedstartatthe6thdayoldoflarvaldevelopment.[Conclusions]AmCht11mayhaveanimportantroleinthemolt-
edofA.melliferaattheendoflarvalstage.
Keywords:chitinase;GH18family;cloning;expressionprofile;Apismellifera
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