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摘要:果蝇防御素基因位于它的第二条染色体右臂上,其编码产物具有抗菌肽活性, 主要对革兰氏阳性菌有抗性。由于其有

牢固的分子骨架、广泛的分布以及生物活性, 对它的研究已成为当前国际研究热点。本文主要使用 NCBI的资源分析黑腹果蝇防

御素及其同源序列,并讨论了昆虫防御素的起源和分子进化。
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ABSTRACT: Defensin, abbreviated as def. , is a kind of special nuclear gene of insects. Defensin, existing in the right arm of the sec�

ond chromosome of drosophila melanogaster, encodes a product which possesses an anti- bacterial peptide activity and resists Gram- positive bac�

teria. Because of firm molecular skeleton, extensive distribution and biological activity, at present, defensin is being studied widely. In this pa�

per, 20 species of insects have been analyzed based on def. using ClustalX 1. 8 andMega2. 1 software.
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1 � 昆虫防御素基因

1. 1� 基因简介

防御素基因定位于果蝇的第二条染色体右臂上, 并且它

在基因组序列上长 275390bp。按基因功能分类为昆虫防御

素,这个基因转录为 CG1385- RA。此基因能够全表达, 它缺

乏3,端和 5,端不翻译区以及内含子。其基因产物昆虫防御素

由 92个氨基酸残基组成。

1. 2� 基因结构特点

防御素( defensin)是一种典型的真核基因, 具有一个 CAAT

框,一个TATA框 ,一个昆虫特异的帽子位点和多聚腺苷酸加

尾信号序列AATAAA,以及内元和假基因[ 1]。各种抗菌多肽与

蛋白以前体形式转录,在成熟蛋白前有一段信号肽和一段 2~

35 个氨基酸残基的蛋白质序列。迄今为止, 人们已成功的构

建了昆虫防御素的 cDNA, 典型的模式都是信号肽,双肽前区,

成熟抗菌肽 ,�- 酰胺前体[2]。用克隆的 cDNA 研究了昆虫的

双翅肽和昆虫防御素基因的表达, 两种基因是在同类细胞-

类血小板和脂肪细胞中相伴表达, 不因诱导刺激的不同而受

影响。这些免疫基因的转录寿命较短, 第二次诱导反应与第

一次相似,说明昆虫对第一次诱导不保持� 记忆� [ 3]。

1. 3� 昆虫防御素结构

昆虫虽然没有完善的免疫防御体系, 但却具有高效的无

细胞免疫系统。抗菌肽是昆虫免疫后血淋巴中一类抗菌多
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肽,它具有分子量小、热稳定、水溶性好、无免疫原性、抗菌谱

广等特点。现在, 它被认为是从细菌到高等哺乳动物普遍存

在的一类防御性多肽, 称之为� 第二防御体系�。它不仅抗菌

谱广,可抑杀某些真菌、病毒及原虫, 并对多种癌细胞及动物

实体瘤有明显的杀伤作用, 且不破坏正常细胞[ 2]。

昆虫防御素最早由Matuyama和Nator i及Lambert等分别从

麻蝇和丽蝇 Phormia terranorae中分离获得。昆虫防御素在功

能与结构上均与已知的昆虫抗菌蛋白无关,但与哺乳动物中

由粒性白细胞产生的碱性杀菌肽防御素很相似, 因此而得

名[ 4]。它广泛存在于昆虫纲中, 现在双翅目、鞘翅目、膜翅目、

毛翅目、半翅目和蜻蜓目中均有报道, 也存在于其它节肢动物

如蝎子 Buthus eqeus 中。但目前在鳞翅目中尚未有报道。现

有 20 种昆虫防御素的氨基酸序列业已明确[5]。昆虫防御素

是昆虫免疫的几个主要的膜活性多肽类群之一[ 6]。昆虫防御

素是阳离子肽, 除蜂王浆[7]和血淋巴[8]中的蜂王肽( roylism)含

51个氨基酸残基外, 一般由 34~ 43 个氨基酸残基组成, 它含

有6 个半胱氨酸, 以构成3 个分子内二硫键[ 9]。丽蝇的防御素

的三级结构也已得到详细研究, 其分子量为 4kDa, 主链含 N-

端环 ( 4~ 14 位氨基酸残基)和一个�- 螺旋( 15~ 23位氨基酸

残基)按着是一个扭曲的双链的反平行�- 折叠 (�1: 27~ 31 位

氨基酸残基; 35~ 39 位氨基酸残基,�折叠双链由 3 个氨基酸

残基回折相连)。丽蝇防御素 A 因其�- 螺旋和�- 折叠由两

个二硫键相连,而形成了一个半胱氨酸稳定的�、�- 基序( Cs�

�motif)。这种 Cs��基序存在于大多数防御素中。昆虫防御

素结构与蝎子防御素和植物抗病硫堇(�- thionin)相似, 而与

哺乳动物防御素则有明显区别, 即哺乳动物仅由�- 折叠而无

�- 螺旋[ 9]。

1. 4 � 昆虫防御素的主要功能

昆虫防御素主要抗革兰氏阳性( G+ )细菌, 偶尔也有抗革
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兰氏阴性( G- )细菌或真菌的报道。但革兰氏阴性细菌一般

对其有抗性,而且可以通过其外膜抵抗这些物质[ 6]。丽蝇防

御素能打破藤黄微球菌Micrococcus luteus 质膜渗透性屏障, 引

起胞质内 k+ 和 ATP下降, 以及质膜部分剥离和细胞呼吸受

阻,这些现象与防御素引起质膜脂质体内形成通道有关[10]。

此外考虑到昆虫防御素结构与蝎毒素( charyb dotoxin)相近, 而

认为它不仅具有抗菌作用, 而且还有 k+ 通道封阻剂之作用,

如麻蝇肽 B能部分阻止鼠小脑蒲肯野氏细胞( Cerebellon Purk�

inje cell) k+ 诱导产生的电压脉冲电流。与能在一分钟内将细

菌溶解的天蚕素相比,昆虫防御素杀死细菌的速度相对较慢,

这两者的作用机制似乎很不同[ 6]。昆虫防御素的表达只能在

微生物入侵或引起发炎、感染的诱导剂存在下, 才能诱导表

达。昆虫防御素的构效关系还不清楚, 一般认为六个半胱氨

酸残基组成的三个分子内二硫键和富含精氨酸是其生物活性

所必需的[11]。

1. 5� 昆虫防御素的其它功能

Ganz报道, 与防御素共同培养的肥大细胞, 与脱颗粒现

象,表明防御素在体内可能参与过敏反应
[ 10]
。HNP1(加入少

量HNP2)对单核白细胞有很强的趋化作用。防御素还起调理

的作用,发现防御素附着在细菌表面后, 除了本身对细菌的损

伤以外,还可以使细菌被吞噬消化[ 13]。防御素在内分泌系统

中,可以抑制甾醇类激素的分泌[ 14]。在体外,防御素还具有抑

制蛋白激酶 C的作用。此外, Higazi等研究发现[ 15] , 防御素可

增强LP( a)脂蛋白与内皮细胞的结合能力达五倍, 与内层平滑

肌细胞的结合能力达六倍。

1. 6� 昆虫防御素的作用机制

大量的研究资料已表明, 防御素与其它类型抗菌肽作用

机制相似,它们主要是通过在细胞膜上形成通道, 引起细胞离

子通透性的失衡和胞内物质的泄漏, 进而导致细胞活动的异

常。防御素在细胞膜上的通道形成过程与膜的磷脂组成成分

和所处的温度环境等因素有关。然而, 一旦防御素在膜上形

成了通道, 上述因素便不会对其通道的活动构成本质影响。

防御素形成膜通道的方式有多种推测, 先形成寡聚体随即插

入膜,或单位先插入膜, 随后在膜上通过单位的侧向运动聚集

成寡聚体。另Hill针对HNP- 3的研究结果提出, 防御素以 4

~ 8 个二聚体在膜内侧排列成圆筒状, 二聚体疏水侧朝外镶嵌

在膜的脂质体中, 亲水侧朝向圆筒内形成具有通透性的孔

洞[16, 17]。

1. 7� 果蝇防御素基因简介(见表 1)

2 � 数据来源和分析方法

2. 1� 数据来源

发现一种昆虫特有的基因 defensin( def)。在 NCBI 数据库

里搜索到 def 的 DNA 序列和翻译的蛋白质序列, 将其下载。

用 def的蛋白质序列在 NCBI的 BLAST搜索到蛋白质的同源序

列,选择几种具有代表性的蛋白质序列以及它们的种属名下

载。(见表 2)

2. 2� 分析方法

将选择好的同源蛋白质序列用 ClustalX软件进行比对,其

间转换参数, 寻找并选定一个最好的比对结果。用 Mega2 软

件将. aln 文件转换为. meg文件, 计算出基因之间的遗传距离,

并用4 种不同的方法( UPGMA、NJ、ME、MP) 建树, 进而得出不

同基因之间的进化关系。

3 � 结果

3. 1 � 蛋白质序列比较(不同的氨基酸数目) (见表 3)

3. 2 � 分子进化树

图 1 � 以Mp法构建的果蝇分子进化树

Figure 1 � Molecular Cladogram of Drosophila Constructed by Mp Method.

1- 12. 14. 20 均为双翅目。01、02 为果蝇属的黑腹果蝇和

simulans 果蝇; 03 为蚊科伊蚊属的埃及伊蚊; 08和 10为伊蚊属

的白纹伊蚊; 04 为按蚊属的冈比亚按蚊; 12 为库蚊属的尖音库

蚊; 05、06、11、14均为蝇科螫蝇属厩螫蝇; 07 为蝇科原伏蝇属

的新陆原伏蝇; 09 为家蝇属的舍蝇; 20 为舌蝇属的刺舌蝇; 15、

17为半翅目红猎蝽属的长红猎蝽; 13 为鞘翅目锦天牛属的灰

黄锦天牛; 18 为膜翅目蜜蜂科的意大利蜜蜂。

4 � 讨论
昆虫的昆虫防御素基因都源于同一祖先, 从分子进化树

可看到在螫蝇属的厩螫蝇中 def2a、def1a、def 三个蛋白出现不

同是由于基因重复或扩增引起同一物种内的并系同源。而半

翅目红猎蝽属的长红猎蝽中的 defA 和 defB 也是由于基因重

复或扩增引起的并系同源。其余的都是由于物种形成事件引

起的直系同源, 只是时间顺序不同。例如双翅目蝇科、舌蝇属

的刺舌蝇首先与其他的同源蛋白质分离, 说明了刺舌蝇的昆

虫防御素在较早时期就与其它防御素的分化; 膜翅目的意大

利蜜蜂、鞘翅目的独角仙也先后分化出去。由分子进化树可

看出它与物种树有一定差别。例如双翅目的刺舌蝇并未与和

它同目的其它昆虫一起进化而是首先分化出去。这是由于分

子进化树是用基因组中一个小区域组建并非全基因组, 因而

与物种树有差别。昆虫防御素基因存在于双翅目、鞘翅目、半

翅目中。不同科、属、种甚至同种昆虫中的昆虫防御素都有不

同程度的差异, 它们之间存在着直系同源或并系同源的关系。

随着基因分化时间的长短, 同源蛋白质序列的氨基酸差异或

大或小,但它们的功能大体相同, 均为昆虫防御素, 所以昆虫

防御素的表达产物有一定的保守性。
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表 1 � 果蝇防御素基因简介

Table 1 � A Brief Introduct ion of Defensin

基因名称 昆虫防御素( defensin)

基因符号 Def
基因同义字 CG1385; defensin; Def
细胞学图谱位置 46D9
分子功能 抗菌肽;抗革兰氏阳性菌肽
基因分析 基因全表达
表达位置 胚胎/幼体/成体的脂肪体中

基因序列

� � ATGAAGTTCTTCGTTCTCGTGGCTATCGCTTTTGCTCTGCTTGCTTGCGTGGCGCAGG

CTCAGCCAGTTTCCGATGTGGATCCAATTCCAGAGGATCATGTCCTGGTGCATGAGGATG

CCCACCAGGAGGTGCTGCAGCATAGCCGCCAGAAGCGAGCCACATGCGACCTACTCTCC

AAGTGGAACTGGAACCACACCGCCTGCGCCGGCCACTGCATTGCCAAGGGGTTCAAAGG

CGGCTACTGCAACGACAAGGCCGTCTGCGTTTGCCGCAATTGA

蛋白质序列
MKFFVLVAIAFALLACVAQAQPVSDVDPIPEDHVLVHEDAHQEVLQHSRQKRATCDLLSKW

NWNHTACAGHCIAKGFKGGYCNDKAVCVCRN

表 2 � 同源蛋白质序列

Table 2 � Homologous Protein Sequence

No Gi号 物种名 蛋白名 同源蛋白质序列

01 29367256
Drosophila

melanogaster
defensin

MKFFVLVAIAFALLTCMAQAQPVSDVDPIPEDHVLVHEDAHQEVLQHSR

QKRATCDLLSKWNWNHTACAGHCIAKGFKGGYCNDKAVCVCRN

02 29367200
Drosophila

simulans
defensin

MKFFVLVAIAFALLACMAQAQPVSDVDPIPEDHALVHEDAHQEVVQHSR

QKRATCDLLSKWNWNHTACAGHCIAKGFKGGYCNDKAVCVCRN

03 5107401
Aedes

aegypt i

Defensin

isoformA2

MQSLTVICFLALCTGAITSAYPQEPVLADEARPFANSLFDELPEETYQAAV

ENFRLKRATCDLLSGFGVGDSACAAHCIARGNRGGYCNSKKVCVCRN

04 1174329
Anopheles

gambiae
defensin

NSRVNGATPAKLKLVLLCLPRASSSPQLIMKCATIVCTIAVVLAATLLNGSV

QAAPQEEAALSGGANLNTLLDELPEETHHAALENYRAKRATCDLASGFGV

GSSLCAAHCIARRYRGGYCNSKAVCVCRN

05 5924287
Stomoxys

calcitrans

defensin

2a

MKFFSLFPVILVVVACLTMRANAAPSAGDEVDHHPDYVDGVEALRQLEPEL

HGRYKRATCDLLSMWNVNHSACAAHCLLLGKSGGRCNDDAVCVCRK

06 3913442
Stomoxys

calcitrans
defensin

MKFFSLFPVIVVVVACLTMRANAAPSAGNEVDHHPDYVDGVEALRQLEPEL

HGRYKRATCDLLSMWNVNHSACAAHCLLLGKSGGRCNDDAVCVCRK

07 118432
Protophormia

terraenovae
defensin A

MKFFMVFVVTFCLAVCFVSQSLAIPADAANDAHFVDGVQALKEIEPELHGRY

KRATCDLLSGTGINHSACAAHCLLRGNRGGYCNGKGVCVCRN

08 3641324
Aedes

albopictus

defensin

D

VPTVICFLAMCLVAITGAYPQEPVLADEAQSVANSLFDELPEESYQAAVENLRL

KRATCDLLSGFGVGDSACAAHCIARGNRGGYCNSKKVCVCPI

09 30691693
Musca

domestica
defensin

MKYFTMFAFFFVAVCYISQSSASPAPKEEANFVHGADALKQLEPELHGRYKRA

TCDLLSGTGVGHSACAAHCLLRGNRGGYCNGKGVCVCRN

10 9800542
Aedes

albopictus
defensin

DELPEETYQAAVENYRRKRATCDLLSGFGVGDSACAAHCIARRNRGGYCNAK

TVCVC

11 5924289
Stomoxys

calcitrans
defensin 1 ATCDLLSGMGVNHSACAAHCVLRGNRGGYCNSKAVCVCR

12 28394748
Culex pipiens

pipiens

defensin

precursor
ATCDLLSGFGVNDSACAAHCILRGNRGGYCNGKKVCVCRN

13 13625795
Acalolepta

luxuriosa

Defensin

1precursor

MKFFITFTFVLSLVVLTVYSAPREFAEPEEQDEGHFRVKRFTCDVLSV

EAKGVKLNHAACGIHCLFRRRTGGYCNKKRVCICR

14 5924283
Stomoxys

calcitrans

defensin

1a

MKFLNVVAIALLVVACLSVYSNAAPHEGVKEVAAAKPMGITCDLLSLWKVG

HAACAAHCLVLGNVGGYCTKEGLCVCKE

15 29335962
Rhodnius

prolixus
defensin C

MKCILSLFTLFLVATLVYSYPAEWNSQHQLDDAQWEPAGELTEEHLSR

MKRATCDLLSLTSKWFTPNHAGCAAHCIFLGNRGGRCVGTVCHCRK

16 118427
Zophobas

atratus
peptide B FTCDVLGFEIAGTKLNSAACGAHCLALGRRGGYCNSKSVCVCR

17 29335958
Rhodnius

prolixus
defensin A

MKCILSLVTLFLVAVLVHSHPAEWNTHQQLDDALWEPAGEVTEEHVARLKR

ATCDLFSFRSKWVTPNHAACAAHCLLRGNRGGRCKGTICHCRK

18 13184963
Apis

mellifera
defensin

FEPLEHFENEERADRHRRVTCDLLSFKGQVNDSACAANCHSLGK

AGGHCEKGVCICR

19 1481023
Allomyrina

dichotoma
defensin VTCDLLSFEAKGFAANHSLCAAHCLAIGRRGGSCERGVCICRE

20 17027171
Glossina

morsitans
defensin A

MKFYLVLAFLTLCAVAVTALPAGDETRIDLETLEEDLRLVDGAQVTGELKRDK

RVTCNIGEWVCVAHCNSKSKKSGYCSRGVCYCTN
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表 3 � 蛋白质序列比较

Table 3� Comparison of Protein Sequence

序号 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

01

02 3

03 48 48

04 17 17 14

05 60 58 48 22

06 62 62 49 22 22

07 18 18 18 18 19 20

08 34 34 32 20 32 33 14

09 51 51 56 17 56 56 16 30

10 52 52 56 17 57 57 16 30 2

11 49 49 47 19 47 46 18 22 38 39

12 54 53 51 15 59 58 17 27 61 61 53

13 55 54 52 16 59 58 18 28 62 62 53 13

14 28 27 23 17 31 32 17 18 30 30 25 5 6

15 60 60 56 17 65 66 18 33 68 68 57 41 42 10

16 13 13 18 16 14 14 17 14 13 13 18 3 5 5 9

17 50 49 52 16 51 50 15 27 52 52 47 46 47 15 51 5

18 12 12 17 15 14 13 15 15 10 10 16 6 7 8 9 5 5

19 50 49 49 15 50 50 14 28 55 55 49 48 50 17 55 5 27 5

20 62 62 55 20 65 67 19 33 68 68 56 63 64 32 66 20 59 20 61
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