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摘要：用大肠杆菌感染中国家蚕（1(2304 2(*#）蛹，从中提取总 )*+，用 ),-./)方法获得蚕抗菌肽基因
/01% 23*+部分片段并克隆测序，以此蚕抗菌肽基因 /01%的部分片段，设计特异性引物，用 45、#5)+/6
的方法，获得蚕抗菌肽基因 /01% 23*+的全长序列；用 ./)的方法，从中国家蚕蛹基因组 3*+获得抗菌
肽 /01%基因的 ’"" 78、% %"" 78左右的 !个片段，初步证实中国家蚕抗菌肽基因在单倍体染色体中至少
存在 !个拷贝。
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近年来，先天免疫应答（ >@@?QD >OON@D
TDS8G@SD）在生物学和医学界引起了广泛关注。
先天免疫中，抗菌肽是构成宿主防御病原体的

第一道机体屏障，从微生物界到多细胞的动植

物界都广泛存在［%］。抗菌肽能在宿主被感染后

的极短时间内控制、延缓、甚至阻止细菌生长，

如埃及伊蚊在接受革兰阴性菌短时间后可检测

到大量抗菌分子 O)*+［!］。动物的皮肤［4］、口
腔［$］、肠道［#］和生殖道［:］
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等不同部位，可维持一



定抗菌肽浓度，使共生的自然菌落处于稳定状

态［!］，填补了高度特异性的抗原抗体免疫响应

的真空地带。抗菌肽的这些特性，使其成为研

究热点。

昆虫具有高效的体液免疫系统，成为研究抗

菌肽的首选生物。他们受细菌感染后，能快速产

生特异性抗菌多肽（"#$%&"’$()%"* +(+$%,(-），比较重
要的有天蚕素（’(’).+%#）、溶菌酶（*/-.0/1(）、蜂毒
素（"&"(’%#）和杀菌素（&"’$()%’%,%#）［2 3 45］。蚕抗
菌肽一般为 66 3 6!个氨基酸，对细菌、病毒和
寄生虫都具有很强的杀伤性，并且能灭活肿瘤

细胞，而对正常细胞没有毒副作用。他们的抗

菌作用与其氨基酸序列密切相关，而与其空间

结构可能关系不大（同一抗菌分子在去除末端

不同数目的氨基酸后，仍具有抗菌活性）［2］，能

通过裂解细胞生物膜结构达到杀菌目的，故不

易诱导抗药菌株的产生［44］。自从 78*$1")9
（4:25）首次从天蚕（!"#$%&’%(# )*)(%&+#）中分离
出蚕抗菌肽并测序后，在其他昆虫和蚕类中也

相继发现了蚕抗菌肽的同源家族并测定了部分

抗菌肽的 ’;<=序列［4> 3 4!］。中国家蚕（,%-."/
-%(+）蚕抗菌肽虽然早在 4:2? 年就测定了 @A
系列氨基酸序列［42］，但尚无全长基因序列的报

道。

本研究从大肠杆菌诱导的中国家蚕蛹总

B<=反转录合成 ’;<=，通过 6C、DC’;<=末端快
速克隆法（)"+%, "1+*%E%’"$%.# ’;<= (#,-，B=@F），
获得蚕抗菌肽基因 @GA4（’(’).+%# 4 .E , H -%(+
E).1 @I%#"）’;<=的全长序列，J(#(G"#9 接受号
为 =K6562:5。
根据所测 @GA4的 ’;<=序列设计特异引

物，用巢式长 L@B（#(-$(, *.#M ,%-$"#’( L@B）的方
法，扩增中国家蚕蛹基因组 ;<=，结合测序，初
步证实中国家蚕单倍体中至少存在 >个抗菌肽
@GA4基因。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 试剂和酶 异硫氢酸胍，购自上海伯奥
生物科技公司；!N巯基乙醇，购自 K*89" 公司；

;FL@（焦 碳 酸 二 乙 酯），购 自 O()P" 公 司。
L.*/=Q$)"’$! R O()%(-:?55QA 1B<= S-.*"$%.# O/-$(1
剂盒、逆转录酶（=AT）、末端转移酶（Q,Q）、0#1
;<=聚合酶均购自 L).1(M"公司。FU+"#,QA V.#M
Q(1+*"$( L@B O/-$(1，购自德国宝灵曼公司。
!"!"# 受体菌和克隆载体 WA45:菌株，L%#L.%#$QA

X"N4 QN质粒载体购自 L).1(M"公司。
!"!"$ 家蚕 浙农一号，购自中国农业科学院
蚕业研究所。

!"# 方法
!"#"! 反转录合成单链 ’;<= 取家蚕蛹，注
射对数生长期的 2 Y )%$+ Z4>;64 D"*[只。>D\
放置 : I后，取蚕蛹尾部脂肪体组织，用异硫氢
酸胍法［4:］，提取总 B<=，用 L.*/=Q$)"’$ 1B<=试
剂盒从总 B<=中纯化 1B<=。
用 4"M 1B<=反转录合成单链 ’;<=，>5"*

的反应液含：D5 11.*[V Z@*，6 11.*[V AM@*>，45
11.*[V Q)%-N7@*（+7 2Y6），4 11.*[V ;QQ，D"1.*[V
]*%M. ,（Q）4!，D55"1.*[V ,<QL-，>? ^ B<=-%#，2 ^
=AT。_>\反应 :5 1%#，反转录合成第一链。
反应结束后，加 B<="-( 7，6!\ 65 1%# 降解
B<=。
!"#"# 用于扩增部分片段的简并引物设计
蚕抗菌肽基因表达的蛋白质全长为 ?6 3 ?D 个
氨基酸，4 3 >? 为前导肽，>! 以后的 6D 3 6! 个
氨基酸为活性肽部分。因本实验室曾参加家蚕

抗菌肽 @A_的活性肽氨基酸序列的测定工作，
所以引物的设计主要以 @A_ 氨基酸序列为基
础。通过对家蚕蚕抗菌肽 @A_ 和天蚕 6 种蚕
抗菌肽的比较分析，发现其与天蚕蚕抗菌肽 =
成熟肽的氨基酸序列同源性高达 26‘，故用天
蚕蚕抗菌肽基因的前导肽 B（N>>）NT（N4!）（DCNM
（=[Q[@[M）=QS QQS QQS QQS MQNNN6C），为 DC端引物
@G=4；4?个碱基；6C端用 @A_的活性部分，=>!N
=66 为下游引物 @G=>（DCNQQ SM@ SQM S@@ S=Q
S=@ SM@N6C），>5个碱基。S为次黄嘌呤，可和 =、
Q、@、J _种碱基通配。
!"#"$ L@B扩增家蚕蚕抗菌肽基因片段 用
所设计的引物 @G=4、@G=>，以上述的家蚕
’;<=为模板扩增特异片段。L@B总体积为 65
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!!，含 "# $$%!&’ ()!，* $$%!&’ +,)!-，.# $$%!&’
/01234)! 54 67*，#7" 8 !"# 9:; 聚合酶，-##
<$%!&’ =:/>2。>)?反应为 @"A退火，B#A延伸
-# $1<，C"A预变性 * $1<，C"A *# 2，"-A *# 2、
B-A @# 2，-#个循环，B-A延伸 -# $1<。
用 *D的低溶点琼脂糖凝胶电泳回收和纯

化靶 9:;片段，根据产物大小，收集期待的片
段作第二次 >)? 扩增，除退火温度提高至
""A，其他均与第一次 >)? 一致，获取家蚕蚕
抗菌肽基因片段。

!"#"$ 家蚕蚕抗菌肽 )E+. 基因的部分片段
的克隆和测序 蚕抗菌肽 )E+.基因的部分片
段用直接 /&;克隆法进行克隆。将该片段纯化
后，用具有 /粘末端的 >1<>%1<F/+ GH3.质粒载体
克隆，转化到大肠杆菌 I+.#C菌株，在含氨苄氰
霉素 ;+>J 的平板上生长过夜。挑选白斑，用

K>L&>1<>%1<F引物经 >)?扩增获取目的片段阳
性克隆，获取的阳性克隆经碱裂解法提取质粒

9:;。
随机取 *个阳性克隆，用 K>L&>1<>%1<F引物

制备 双 链 9:; 目 的 片 段，经 MN1OP >)?
>N01Q1OHF1%<试剂盒纯化后，手工银染测序筛选
再在 ;ER *.#基因分析仪上测序校正。根据所
测序列，设计蚕抗菌肽 )E+. 特异性正向引物
;K.、;K-和反向引物 ;K/.、;K/-。
!"#"% ?;)S法测定家蚕抗菌肽基因 )E+.
O9:;全长序列
!"#"%"! 蚕抗菌肽 O9:;的 *T?;)S 按方法
.7-7.，用自行设计的 ?;)S引物 ;>.3=（/）.B替
代 =（/）.B，反转录合成单链 O9:;，用接头引物
;>.与蚕抗菌肽基因 )E+.特异性引物 ;K.作
第一次扩增，用 ;>-与 ;K-对第一次扩增产物
作第二次扩增，获取 *T端片段。
!"#"%"# 蚕抗菌肽 O9:;的 "T?;)S 按方法
.7-7.，用自行设计的特异性引物 ;K/.，替代
=（/）.B，反转录合成单链 O9:;，用 MN1OP >)?
>N01Q1OHF1%<试剂盒纯化单链 O9:;。用 /=/末端
转移酶，对单链 O9:;加多聚 =;5，乙醇沉淀产
物。此产物按前述 >)? 扩增，引物为 ;>.3=
（/）.B和 ;K/-，反应条件为 "#A，- $1<，B#A

-# $1<，C"A @ $1<，C@A . $1<、""A . $1<、B-A
. $1<，-# 个循环；第二次扩增用 ;>. 和 ;K/-；
第三次扩增用 ;>- 与 ;K/-，获取抗菌肽 )E+.
基因 O9:; "T?;)S片段。
!"#"%"& 家蚕抗菌肽 )E+. O9:;全长序列的
测定 将上述 *T?;)S和 "T?;)S所获片段用
/&;法克隆，测序。
!"& 巢式长 ’()扩增蚕抗菌肽基因片段 据
上述获得的蚕抗菌肽 )E+.的 O9:;序列设计
引物，用长 >)?的方法扩增蚕抗菌肽基因。

"## <,基因组 9:;在 "#!!反应体系中加
入 " !! .# U >)? ENQQV0，终浓度为 .7" !! -"
$$%!&’ +,)!-，.7"!! .# $$%!&’ =:/>，-7" 8 !"#
$%&’ 9:;聚合酶，引物 ;K.与 ;K/.各 -" 5$%!。
C@A预变性 " $1<；C@A -# 2，L"A *# 2，L6A "
$1<，*#个循环；L6A延伸 B $1<，.D琼脂糖凝胶
电泳检测。

用琼脂糖凝胶电泳法回收目的 9:;片段，
用内引物 ;K-&;K/-作第二次扩增，扩增条件同
上（图 .）。

图 ! 蚕抗菌肽基因分离示意图
*+,-! ./01234+/ 5+3,632 7089+:, +78;34+8:

8< /1/68=+: (>?! ,1:1

# 结 果

#"! 抗菌肽基因 (>?! 部分 /@AB序列的测
定 以中国家蚕脂肪体 $?:;，用设计的引物
)E;.和 )E;-经 ?/3>)?得到一条很弱的 .L@
W5片段，该片段经第二次 >)?扩增后，得到了
较强的片段。
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在 !" #$% 连接酶作用下，该片段被插入
&’(&)’(*!+ ,-./ 克 隆 载 体 上，本 文 用 质 粒
&’(&)’(*!+ ,-.0多克隆位点上下游的测序引物
（&’(&)’(* 测序引物 12.3!3%43433!34%33343.52
和 6&7测序引物 12.4%!%43%!!!%33!3%4%4!
%!%3.52）作为 &48 引物，直接挑取白斑进行

&48反应。反应体系为 /9!0，: 个测序引物各
: ;<)0，其余同前。由于 : 个测序引物至 !"#8
"克隆位点的距离之和为 /"" =;，而靶 #$%片
段为 /7" =;（按天蚕抗菌肽 >#$% 序列估计），
因而重组子克隆应扩增出 59? =;片段（图 :）。

图 ! "#$% &’()片段的 !*+,琼脂糖电泳结果
-./0! 123456 78 !*+, 9/9:732 /25 252&6:7;<7:23.3

78 "#$% &’() 8:9/=2>63
/，:@ 经 6&7A&’(&)’(*引物 &48扩增 :个阳性克隆获取

的目的片段，59? =;；5，"@ 纯化后的 :次 8!.&48扩增产物，

/7" =;；1@;3B+A$%& # #$%分子量标记。

/，:@ !C) ;)D’*’EF -’< GH-I<F(*D )=*-’(FJ =K &48 *LH)MIL

6&7A&’(&)’(* ;H’<FH，59? =;；5，"@ !LF DF>)(J 8!.&48 -<;0’G’FJ

;H)JM>* -G*FH ;MH’G’>-*’)(，/7" =;；1@;3B+A $%& # #$% <)0F>M0-H

CF’IL* <-HNFH O

图 ? ?@、+@1)"A B"1产物
-./0? B:7C4&6 78 ?@、+@ 1)"A DE B"1

+O &48 #$%分子量标记（19 =;，/19 =;，599 =;，199
=;，P19 =;，/ 999 =;）；/@ %&:A%6!: 52 8%4B &48产物，599
=;；:@ %&/A%6!/ 52 8%4B &48 产物；5@ %&:A%6: 12 8%4B
&48产物，1:9 =;；"@ %&/A%6/ 12 8%4B &48产物。

+O &48 #$% <)0F>M0-H CF’IL* <-HNFH（19 =;，/19 =;，599
=;，199 =;，P19 =;，/ 999 =;）；/@ %&:A%6!: 52 8%4B &48
;H)JM>*，599 =;；:@%&/A%6!/ 528%4B &48 ;H)JM>*；5@ %&:A
%6: 12 8%4B &48 ;H)JM>*，1:9 =;；"@ %&/A%6/ 12 8%4B &48

;H)JM>* O

图 F 家蚕蚕抗菌肽 "#$% &’()序列和氨基酸序列
-./0F (4&5276.C2 32G42>&2 9>C 9=.>7 9&.C 32G42>&2 78 "#$% &’() .> 6<2 3.5HI7:=
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随机取 !个阳性克隆，测序，发现 !个克隆
的碱基序列均一致。此碱基序列对应的氨基酸

序列证实为与 "#$相似序列，暂命名为中国家
蚕抗菌肽 "%#&。根据该片段序列，我们设计
了两对特异性引物：

’(&：)*+’,"--",-"--","’--,,+!*

’(.：)*+,-,--,,"""-",,",",,-"+!*
’(-&：)*+---,’--’’-""’-",",-+!
’(-.：)*+--’’-""’-",",’’"---,"+!*

!"! 蚕抗菌肽基因 #$%& ’()*全长序列的
测定 用上述 /01’，经 !*、)*0’"2 获得抗菌
肽 "%#& !*端 ).3 45和 )*端 !33 45片段（图 !）。

图 + 中国家蚕 #$%&和日本家蚕蚕抗菌肽 *氨基酸序列比较
,-./+ #01234-506 07 31-60 3’-8 59:;96’95 07 #$%& -6 <=9 5->?@041 7401 #=-63

368 ’9’402-6 * -6 <=9 5->?@041 7401 A3236

图 B 蚕基因组 ()*槽式长 C#D扩增结果
,-./B D95;>< 07 695<98 >06. 8-5<36’9 C#D 07 .9601-’

()* -6 <=9 5->?@041
&6 ’(.7’(-. 第二次 8"0产物 9)3 45、& &33 45；

.6 ’(&7’(-& 第一次 8"0产物 9)3 45、& &33 45、& :33 45；

#; 8"0 <1’分子量标记。

&6 ’(.7’(-. =>? @?ABCD 8"0 5EBDFA=GBC 9)3 45、& &33 45；

.6 ’(&7’(-& =>? HGE@= 8"0 5EBDFA= 9)3 45、& &33 45、& :33 45；

#; 8"0 <1’ /BI?AFIJE K?GL>= /JEM?E ;

把上述 .个片段克隆至 8GC8BGC=-# NJ+& -+

克隆质粒中，分别获 )*端和 !*端片段的重组克
隆，经测序，获得全长抗菌肽 "%#&（图 $），该
A<1’转译起始密码子为 ’-,（核苷酸 .9 O
.P），终止密码子为 -’,（.&: O .&Q），编码区为
核苷酸 .9 O .&Q，编码 :! 个氨基酸（图 )）。多
聚 ’信号序列 ’’-’’’位于 $Q9 O $P.。
!"E 家蚕抗菌肽 #$%&基因结构的初步分析
根据测定的中国产家蚕蚕抗菌肽 "%#&

A<1’序列设计引物。用引物 ’-&7’(-&从家蚕
基因组 <1’中扩增得到了约 9)3 45、& &33 45
与 & :33 45 !个片段（图 :）。经琼脂糖凝胶电
泳纯化，用引物 ’-.7’(-.对纯化产物分别作第
二次扩增，仅 9)3 45和 & &33 45可获得略小的
第二次扩增产物，& :33 45 左右的片段未能扩
增成功。初步证实蚕抗菌肽 "%#&基因存在约
9)3 45和约 & &33 45的 .个拷贝。
进一步的测序分析显示这 .个片段是蚕抗

菌肽 "%#&基因，证实了实验设计的正确性。

·)·)期 李建民等：中国家蚕抗菌肽基因 "%#&全长 A<1’序列测定及其基因结构分析



! 讨 论

通过中国家蚕抗菌肽 !"#$ 基因序列测
定，为构建家蚕抗菌肽 !"#$ 蛋白质的表达提
供了物质基础。值得注意的是 %&’(!% 扩增特
异性基因，失败的主要原因一般有两个：一是在

逆转录酶作用下没有能形成 )*+, 第一链，二
是由于引物的设计错误无法扩增出特异片段。

后者在通过氨基酸序列而设计的简并引物扩增

中尤为重要。实验中曾设计了用 ,、!、-、&代
替 .的引物，由于单一引物浓度相对较小，因此
在扩增反应中引物浓度增加了 $/0 倍（简并度
为 $ 0/1）才扩增出片段，且非特异片段大量增
加，没能获得目的片段。用 .代替 ,、!、-、&，虽
然可以降低引物浓度，但长度非常重要。小于

/0 23的引物往往非特异扩增片段增多，给分离
带来困难。而大于 40 23 的引物虽然必要，但
实际工作中可以通过改变 (!%反应条件来提
高特异性。我们在工作中先后合成了 $5 对引
物，仅本文报道的这对引物获得了蚕抗菌肽

!"#$基因。
我们设计的 %,!6引物与传统 %,!6引物

有一定区别。7)89:;<（$==/）认为要降低非特异
扩增，接头引物必须具有两个不同区段。但这

将导致反转录引物碱基数增加（高达 >$ 个碱
基），影响反转录效率。我们仅在传统引物末端

多加两个 &&，便很好地解决了接头引物所引起
的非特异反应问题。因此，可以认为过长的起

始引物并非必需，为提高反转录效率，引物长度

应尽可能短。

(!%扩增过程中，!"# *+, 聚合酶能在
(!%产物 4?末端加上一个 ,，无需特殊处理即
可用于 ,@&克隆连接。但经验表明，(!%反应
结束后，延伸 /0 ABC，可以增加产物中含 ,突出
末端产物的比率，提高链接效率。另外，对于

%,!6 (!%产物等一些含 ,量高的 (!%产物，
由于在 (!%过程中消耗了过多的 ,，导致 (!%
产物中含 ,突出末端的产物减少，必须在反应
结束后纯化 (!%产物，重新加入与 (!% 一样的
新反应试剂，D/E延伸 40 ABC，使含 ,突出末端

的产物增加。结果显示，不经这样处理，%,!6
(!%产物的克隆往往归于失败。
蚕抗菌肽基因编码的蛋白质一般为5/ F 5>

个氨基酸，其 )*+, 一般有两个外显子编码。
第一外显子编码 4/ 个氨基酸（其中前 /5 个为
前导肽，后 G个为成熟肽的前 G 个氨基酸）；第
二外显子编码 40 F 4> 个氨基酸。蚕抗菌肽内
含子大小不一，已报道的为 >0 F / 000 23［G］。我
们设计的引物横跨内含子，在受大肠杆菌感染

后 = 8的家蚕中获得了蚕抗菌肽 !"#$ )*+,的
扩增片段，进一步的 %,!6扩增获得了蚕抗菌
肽 !"#$全长序列。
通过与日本家蚕蚕抗菌肽 ,、"、*的比较，

发现与日本家蚕蚕抗菌肽 ,序列较相似，两者
)*+,核苷酸 5GH同源，可编码区核苷酸同源
性为 GGH。两者氨基酸同源性为 =DH，仅成熟
肽与日本家蚕蚕抗菌肽有两个氨基酸的差别。

中国家蚕活性肽的第 $1位赖氨酸（IJ:）取代了
日本家蚕的天冬酰胺（,:C），第 $D 位的甘氨酸
（-KJ）取代了天冬氨酸（,:3），而与蚕抗菌肽
!#1差别较大。
迄今为止，研究蚕抗菌肽基因结构均是利

用 )*+,探针从基因组文库筛选，该法虽可获
得特异性的基因，但技术复杂。根据所测的中

国家蚕抗菌肽 !"#$的 )*+,序列设计特异性
引物，用巢式长 (!%的方法，对基因组 *+,进
行二次扩增，得到 D>0 23和 $ $00 23 /个 !"#$
基因片段。由于抗菌肽基因编码区长为 $/5
23，因此，我们得到的 /个抗菌肽 !"#$基因内
含子为 >GG 23（已测序，日本家蚕为 50= 23）与
=G0 23左右。抗菌肽基因一般为多拷贝基因，
如天蚕单倍体中抗菌肽 " 基因至少有 / 个拷
贝。从中国家蚕得到的抗菌肽 !"#$ 基因显
示，在中国家蚕单倍体中至少存在 / 个 !"#$
基因拷贝。

总之，中国家蚕抗菌肽 !"#$ 基因序列测
定和初步的基因定位，为进一步设计和筛选新

型的抗菌肽打下了基础，对转基因技术的药物

开发奠定了基础，也为利用中国家蚕抗菌肽

!"#$研究其在感染治疗中的应用提供了可

·5· 动物学杂志 $%&’()( *+,-’". +/ 0++.+12 10卷
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