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西伯利亚蝗抗菌肽基因的克隆及表达特性研究* 
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新疆特殊环境物种多样性应用与调控实验室，乌鲁木齐 830054） 

摘  要  【目的】 扩增西伯利亚蝗 Gomphocerus sibiricus 抗菌肽（attacin）基因，并对其进行生物信息

学分析，同时分析西伯利亚蝗不同组织中抗菌肽基因的差异表达。【方法】 基于 RACE 技术从西伯利亚

蝗中克隆得到抗菌肽，利用生物信息学软件对西伯利亚蝗抗菌肽的一级结构、二级结构、三级结构、系统

进化和亚细胞定位进行分析。采用实时荧光定量 PCR 技术检测了西伯利亚蝗抗菌肽基因在马氏管、中肠、

后肠、脂肪体和唾液腺中的相对表达量。【结果】 克隆获得的抗菌肽基因的开放阅读框为 282 bp，编码

93 个氨基酸，其编码蛋白预测理论分子量为 9.98 ku，等电点为 9.26。抗菌肽氨基酸序列中存在信号肽序

列。基因定量分析显示，抗菌肽基因在西伯利亚蝗的中肠中表达量最高。【结论】 attacin 在西伯利亚蝗成

虫不同组织中差异表达，提示其消化道在防御病原微生物的入侵中起着重要的作用。 

关键词  西伯利亚蝗；抗菌肽基因；生物信息学分析；表达特征 

Cloning and expression of the attacin gene in Gomphocerus sibiricus 

WEI Xiao-Jia**  YE Xiao-Fang  SUN Wen-Qing  WANG Jia-Lin   
WANG Zhen-Hong  HALIYA · Geming  JI Rong  HU Hong-Xia*** 

(International Center for the Collaborative Management of Cross-border Pest in Central Asia, Key Laboratory of Special Environment 

Biodiversity Application and Regulation in Xinjiang, College of Life Sciences, Xinjiang Normal University, Urumqi 830054, China) 

Abstract  [Objectives]  The attacin gene of Gomphocerus sibiricus was amplified and sequenced and its differential 

expression in different tissues was quantified. [Methods]  The attacin gene was cloned using RACE technology and its 

primary structure, secondary structure, tertiary structure, phylogeny and subcellular localization, analyzed with bioinformatics 

software. Real-time quantitative PCR(RT-qPCR) was used to detect the relative expression of the gene in the Malpighian 

tubules, midgut, hindgut, fat body and salivary glands. [Results]  The cloned attacin gene contained an open reading frame of 

282 bp and encoded 93 amino acid residues. Its predicted molecular weights is 9.98 ku, and its isoelectric point is 9.26. 

Sequencing revealed signal peptide sequences. The gene was most highly expressed in the midgut. [Conclusion]  Differences 

in expression levels of the attacin gene in different adult tissues of G. sibiricus suggests that the digestive tract plays an 

important role in preventing the invasion of pathogenic microorganisms. 

Key words  Gomphocerus sibiricus; attacin gene; bioinformatics analysis; expression pattern 

西伯利亚蝗 Gomphocerus sibiricus 属直翅目

Orthoptera、槌角蝗科 Gomphoceridae，大足蝗属，

在国外分布于俄罗斯西伯利亚和蒙古国，在国内

分布于新疆、内蒙古、黑龙江及甘肃等地（李娟

等，2014；闫蒙云等，2018）。新疆草资源丰富，

幅员辽阔，为不同蝗虫的繁衍创造了优越条件

（杨会枫等，2016），西伯利亚蝗作为新疆的优

势种蝗虫，对当地的草地及农作物危害极大，严
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重影响了新疆畜牧业的发展（赵玲等，2012）。 

抗菌肽是由哺乳动物、植物、昆虫、蜱和微

生物产生的具有多种结构特性的生物活性分子，

是原核和真核生物天然免疫防御系统的多功能

组成部分（Tonk et al.，2016）。昆虫不断暴露于

微生物感染，并产生了非常多样的抗菌肽，以应

对多重耐药病原体的威胁（Tonk and Vilcinskas，

2017；Hirsch et al.，2020）。昆虫抗菌肽大多数

是 20-50 个残基的小肽，带正电荷，水溶性好，

热稳定性强，具有广谱的抗细菌、抗真菌、抗病

毒甚至抗寄生虫活性（Yi et al.，2014；Mylonakis 

et al.，2016；Wu et al.，2018），对细菌、真菌、

病毒、原虫及癌细胞均具有杀伤作用（Jia et al.，

2018）。昆虫抗菌肽根据结构和序列分为 4 组，

分别是一种螺旋状的、富含半胱氨酸的、富含脯

氨酸的和富含甘氨酸的肽。具有疏水性质的肽的

正电荷允许它们与细菌细胞膜强烈结合，导致其

破坏和细胞死亡（Chowdhury et al.，2020）。昆

虫抗菌肽因其种类多样和具有较理想的抑菌效

果已成为一种很有前途的新药物来源，在医药、

养殖和食品等行业都有广阔的应用前景（孟德梅

等，2019）。目前，科研人员对昆虫抗菌肽的研

究已有较为系统的认知（王龙等，2017；Hirsch 

et al.，2020）。 

随着分子生物学技术的产生与近年来的迅

猛发展，使得直翅目的分子生物研究快速朝纵深

方向发展。本研究以西伯利亚蝗为试验材料，克

隆获得了西伯利亚蝗抗菌肽基因（命名为

attacin），并对其序列和表达特征进行分析，研

究结果为今后揭示西伯利亚蝗抗菌肽的生物学

功能提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验昆虫 

西伯利亚蝗成虫采自哈密地区巴里坤北山

（9349E，4368N），3 头雌虫 3 头雄虫研磨混

合后，提取总 RNA。 

1.2  基因克隆 

利 用 RNeasy mini 试 剂 盒 （ Qiagen ，

Germany），参照试剂盒说明书提取西伯利亚蝗

总 RNA。使用 NanoDrop 2000 超微量分光光度

计（ThermoFisher，USA）测定总 RNA 含量和

纯度，后通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测其完整性。

以提取的 RNA 为模板，用 SMARTTMRACE 

cDNA amplification kit（Clontech）合成 cDNA

第 1 链。 

采用 SMARTTM RACE cDNA amplification 

kit（Clontech）试剂盒合成 5RACE 和 3RACE 

cDNA。根据 NCBI 上已公布的东亚飞蝗 Locusta 

migratoria manilensis 的抗菌肽基因序列，利用

PrimerSelect 软件（DNASTAR，USA）分别设计

5RACE 和 3RACE 特异性引物（GSP）和嵌套

基因特异性引物（NGSP）（表 1），分别进行 5

和 3 R A C E 扩增。 R A C E 扩增反应根据 

 

表 1  RACE PCR 扩增引物 

Table 1  The primer pairs and probe used for RACE PCR 

基因 

Gene 

引物 

Primer 

序列（5-3） 

Sequence (5-3) 
末端

End 

5-RACE 第一轮 GSP1-Prolix 
GATTACGCCAAGCTTCCGGAGTAGTTGGGC-
TTGCCGGCTG 

5 

5-RACE 第二轮 NGSP1- Prolix
GATTACGCCAAGCTTCGGTAGACCCTCTGCC
AGGATCCGTC 

5 

3-RACE 第一轮 GSP2-Prolix 
GATTACGCCAAGCTTGTGGTGGGAGTCCAA-
GGCCAAGGC 

3 

3-RACE 第二轮 NGSP2- Prolix
GATTACGCCAAGCTTCACAGAGAGAAGGGC
GTGGGCACG 

3 

上游引物 Upstream primer Prolix -full-F GCGCTCAGCTGCGCTTTCCCTTC 

attacin 

基因 

下游引物 Downstream primer Prolix -Full-R GAACCAGTATGAAGGCAGCAGTCATCCTCG 
282 bp
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SMARTTM RACE cDNA amplification kit
（Clontech）步骤进行，兼用巢式 PCR 扩增。PCR

反应过程如下；预变性：95 ℃ 5 min；变性：

95 ℃ 30 s，退火：60 ℃ 30 s，延伸：72 ℃ 30 s，

循环：30 次。用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR

产物，并将纯化后的目的条带送至上海生工生物

工程有限公司测序。 

1.3  序列生物信息学分析 

利用 EditSeq 软件（DNASTAR，USA）对

该基因的 ORF（开放阅读框）、分子量大小以

及等电点进行预测，并利用 ExPASy 网站中的

ProtParam 工具预测该基因氨基酸的理化性质，

利用 ExPASy 网站中的 ProtScale 工具搜索得出

氨基酸的亲水性。利用 SignalP 4.0（http://www. 

cbs.dtu.dk/services/SignalP/）进行信号肽预测。

利用 SOPMA 软件预测二级结构。 

采用 Blast（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 

cgi）进行序列同源比对搜索，选取不同目，且

同源性在 40%以上的相关序列构建系统进化树，

进化树构建用 MEGA7.0，运用 Neighbor- Joining

方法建立系统进化树，通过 bootstrap 检验进化

树的置信度，1 000 次重复检验。利用在线分析

工具 WOLF PSORT 分析抗菌肽蛋白的亚细胞 

定位。 

1.4  不同组织 attacin 基因的表达量分析 

1.4.1  总 RNA 的提取和 cDNA 的制备  选择西

伯利亚蝗成虫，置于解剖盘上取其马氏管、中肠、

后肠、脂肪体和唾液腺 5 种组织，每组样品收取

3 个生物学重复，收取的材料放置于研钵中，研

磨后利用 RNeasy mini 试剂盒提取西伯利亚蝗不

同组织样品的总 RNA。 

用随机引物 oligodT15 和反转录酶 M-MLV

（Takara，Japan）对 1 μg RNA，进行反转录，将

反转录产物 cDNA 保存在﹣20 ℃冰箱储存待用。 

1.4.2  荧光定量 PCR  根据克隆获得的序列，

利用 PrimerSelect 软件（DNASTAR，USA）设

计荧光定量引物（表 2），以 β-actin 作为内参。

引物序列由上海生工生物工程有限公司合成。 

仪器使用 Roche（瑞士）公司的LightCycler96

荧光定量 PCR 仪，使用采用 SYBR Green I 法进

行相对定量，荧光染料使用 Takara（Japan）公

司的 TB Green Premix Ex Taq II（TliRNase H 

Plus）。每个处理重复 3 次。PCR 过程如下，预

变性：95 ℃ 10 s；变性：95 ℃ 5 s，退火：62 ℃ 

30 s，延伸：72 ℃ 15 s，循环 40 次。定量 PCR 

数据采用 2 −ΔΔCT 方法进行计算。 
 

表 2  荧光定量 PCR 扩增引物 

Table 2  The primer pairs and probe used for fluorescence quantitative PCR 

基因 
Gene 

引物 
Primer 

序列（5-3） 

Sequence（5-3） 
长度（bp）
Length (bp)

上游引物 Upstream primer Q-PRO-F1 GCGGTGCTCCTCGTCGTTCTGA 175 抗菌肽基因 
attacin 

下游引物 Downstream primer Q-PRO-R1 TGGTCCTGCCGTCGTCGCTCTT  

上游引物 Upstream primer Q-β-actin-F CGAAGCACAGTCAAAGAGAGGTA 102 β-actin 

下游引物 Downstream primer Q-β-actin-R GCTTCAGTCAAGAGAACAGGATG  

 

2  结果与分析 

2.1  基因克隆及序列分析 

2.1.1  attacin 基 因 的 克 隆   克隆获得全长

cDNA 序列，提交 NCBI 之后，基因登录号为

GenBank: MF039651.1。 

2.1.2  一级结构分析  克隆获得的 attacin 基因

开放阅读框（ORF）的长度为 282 bp，可编码氨

基酸为 93 个。其推导的氨基酸序列预测理论分

子量为 9.98 ku，理论等电点为 9.26，表明抗菌

肽蛋白偏碱性。在 ProtParam 在线预测软件中得

出氨基酸组成中缬氨酸（Val）含量最高，占总

氨基酸的 14.0%，甘氨酸（Gly）次之，占 12.9%。

此外，抗菌肽蛋白不稳定指标为 11.10，归类为

稳定的蛋白质。抗菌肽蛋白的脂肪指标为 71.18，
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平均亲水性值为﹣0.432。ExPASy 网站中的

ProtScale 工具搜索，选择氨基酸标度默认值设置

Hphob./Kyte& Doolittle，得出抗菌肽疏水性最强

的分值为 3.4，亲水性最强的分值为﹣3.2。从整

个氨基酸序列亲疏水性分布图可以看出，抗菌

肽氨基酸序列中疏水氨基酸区域少于亲水氨

基酸区域（图 1），因此表明抗菌肽属于亲水

性蛋白。 

 

 
 

图 1  attacin 蛋白亲水性和疏水性分析 

Fig. 1  Hydrophilic-hydrophobic analysis of  
attacin protein 

横坐标表示每个蛋白质氨基酸残基序号；纵坐标为 

氨基酸疏水性标度，正值表示氨基酸具有疏水性， 

负值表示氨基酸具有亲水性。 

The abscissa indicates the sequence number of the amino 
acid residue; the ordinate indicates the amino acid 

hydrophobic scale, the positive indicates hydrophobic,  
and the negative indicates hydrophilic. 

 
2.1.3  信号肽分析  通过 SignalP 4.0 分析发现，

attacin 氨基酸序列中存在信号肽序列，信号肽的

位置是 1-18 位氨基酸（图 2），其预测的剪切位

点位于 18-19 位氨基酸。 

2.1.4  蛋白二级结构分析  通过 SOPMA 软件

预测表明，该 attacin 蛋白二级结构的 4 种类型

及所占总体百分比分别为 α 螺旋占 13.98%，β

折叠占 34.41%，β 转角占 13.98%，无规则卷曲

占 37.63%。 

2.1.5  系统进化分析  从 NCBI 数据库下载已

经报道的部分物种 attacin 蛋白序列，同源性分

析表明，与东亚飞蝗抗菌肽（登录号为：

BAM63553.1）一致性最高，为 88.17%（表 3）。 

 
 

图 2  attacin 蛋白信号肽分析 

Fig. 2  Analysis of attacin signal peptides 

横坐标表示蛋白质氨基酸残基序号；纵坐标为得分。

S-score：每个氨基酸对应 1 个 S 值，信号肽区域的 

S 值较高；C-score：剪切位点值，在剪切位点处 

C 值是最高的；Y-score：综合考虑 S 值和 

C 值的一个参数。 

The abscissa indicates the sequence number of  
the amino acid residue; the ordinate indicates the amino  

acid score. S-score: Each amino acid corresponds  
to 1 S value, the S value of the signal peptide region  
is higher; the C-score: Splice site value, the highest  

C value is at the splice site; Y-score: Considers  
a parameter of S value and C value. 

 

用 Mega 7.0 软件 Test Neighbor Joining Tree 

方法进行同源性分析并构建系统进化树，结果显

示，与直翅目的东亚飞蝗在进化关系上最为接近

（图 3）。 

2.1.6  抗菌肽蛋白亚细胞定位分析  利用在线

分析工具 WOLF PSORT 分析抗菌肽蛋白的亚细

胞定位结果显示，attacin 蛋白定位于细胞外。 

2.2  表达特征 

以 10 倍稀释的 cDNA 作为模板，进行实时

荧光定量 PCR 检测，得到标准曲线的 Ct 值与浓

度之间呈现良好的线性关系，获得的线性方程：

y =﹣3.167x + 25.952，相关系数 R2 = 1，扩增效

率为 107%。 

在不同组织中，抗菌肽基因在中肠中的表达

量最高且差异显著（P˂0.05），后肠和唾液腺中

的表达量没有差异排第 2，马氏管和脂肪体的表

达量最低（图 4），表明 attacin 基因在西伯利亚

蝗体内主要表达器官为中肠。 
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表 3  与西伯利亚蝗 attacin 比对的其他同源 attacin 蛋白的序列信息 

Table 3  Sequence information of other homologs attacin proteins compared to Gomphocerus sibiricus attacin 

序列号 
Accession 

种类 
Description 

种 
Species 

目 
Order 

同源性（%）
Percent identity 

(%) 

BAM63553.1 双翅肽 Lm-diptericin  东亚飞蝗 
Locusta migratoria
manilensis 

直翅目 Orthoptera 88.17 

AFZ78839.1 猎蝽素抗菌蛋白 
Prolixicin antimicrobial protein 

台湾乳白蚁 
Coptotermes formosanus 

蜚蠊目 Blattodea 55.26 

ACB06753.1 双翅肽 Diptericin  长红猎蝽 Rhodnius prolixus 半翅目 Hemiptera 43.75 

ACZ28727.1 抗菌肽 Antibacterial peptide 异色瓢虫 Harmonia axyridis 鞘翅目 Coleoptera 43.75 

ACC68686.1 猎蝽素抗菌肽 
Prolixicin antimicrobial peptide 

长红猎蝽 Rhodnius prolixus 半翅目 Hemiptera 43.75 

XP_026275073.1 双翅肽 A Diptericin A 西花蓟马 
Frankliniella occidentalis 

缨翅目 Thysanoptera 42.42 

XP_021942498.1 类 B 攻击素 Attacin-B-like  内华达古白蚁 
Zootermopsis nevadensis 

蜚蠊目 Blattodea 41.67 

AXG21617.1 攻击素 2 Attacin 2 黄粉虫 Tenebrio molitor 鞘翅目 Coleoptera 40.62 

 

 
 

图 3  西伯利亚蝗 attacin 与其他同源 attacin 蛋白的系统发生分析 

Fig. 3  Phylogenetic analysis of Gomphocerus sibiricus attacin and other homologous attacins 

◆标记的为西伯利亚蝗 attacin。◆labeled Gomphocerus sibiricus attacin. 

东亚飞蝗 Locusta migratoria manilensis；台湾乳白蚁 Coptotermes formosanus；长红猎蝽 Rhodnius prolixus；异色瓢虫

Harmonia axyridis；西花蓟马 Frankliniella occidentalis；内华达古白蚁 Zootermopsis nevadensis；黄粉虫 Tenebrio molitor. 

 

3  讨论 

本研究利用 RACE 技术，从西伯利亚蝗成虫

体内成功克隆到 attacin 基因，并借助相关生物

信息学在线软件，预测 attacin 基因编码的蛋白

质的结构与功能。对该基因进行同源性分析发

现，该基因与东亚飞蝗 Lm-diptericin 相似性最

高，达 88%，且与台湾乳白蚁 Coptotermes 

formosanus、长红猎蝽 Rhodnius prolixus 等的抗

菌肽关系较近，表明该基因是西伯利亚蝗抗菌肽。 

影响抗菌肽生物学特性的因素有很多，其中

肽链长度、氨基酸空间结构及组成、电荷数与分

布、疏水性及亲水性特点等是主要的自身决定因

素（Panicker and George，2013）。抗菌肽通常理

化性质稳定，具有较好的耐热性和耐酸碱性

（Tornesello et al.，2020）。通过 ProtParam 对

attacin 进行生物信息学分析，西伯利亚蝗抗菌肽

attacin 也具有上述特性，这也意味着这些特性是 
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图 4  attacin 基因在不同组织中的相对表达量 

Fig. 4  Relative expression levels of attacin gene  
in different tissues 

中肠：Midgut；唾液腺：Salivary gland；后肠：Hindgut；

马氏管：Malpighiantube；脂肪体：Fat body； 

柱上标有不同小写字母表示差异显著（P˂0.05）。

Histograms with different lowercase letters indicate 
significant differences at the 0.05 level. 

 
attacin 具有活性的基础。 

合成的蛋白质要发挥其生物学功能，必须进

入特定部位才能执行，有的蛋白质合成后要经过

内质网膜进入腔内进行加工，成为分泌型蛋白

（Kilic et al.，2010）。氨基端具有疏水性肽段是

大多数分泌蛋白的特征，疏水性肽段一般有

15-35 个氨基酸，其能引导蛋白质的多肽链通过

内质网膜，然后进入腔内（Zhang and Henzel，

2004）。信号肽分析结果显示，attacin 具有信号

肽，N 端有一个 18 个氨基酸残基的信号肽，成

熟肽由 75 个氨基酸残基组成，说明 attacin 是分

泌蛋白，新合成的多肽通过信号肽分泌到细胞外

发挥生理功能。 

蛋白质中的氨基酸有疏水性的和亲水性的，

它能让蛋白质发生折叠，所以氨基酸的疏水性和

亲水性的分布情况，可以直接反映出该蛋白质如

何折叠。在蛋白质折叠的过程中，该蛋白质能形

成亲水的表面以及疏水的内核，而且高疏水值区

域出现在潜在的跨膜区。ExPASy 网站中的

ProtScale 工具预测结果显示，attacin 亲水性氨基

酸的区域总体多于疏水性氨基酸的区域，所以表

明 attacin 是亲水性蛋白，与 ProtParam 给出的平

均亲水性相符合。像大多数抗菌肽一样，本研究

ProtScale 结果中，1-19 位氨基酸有一个明显的

疏水区，其有可能为信号肽区域，这与 SignalP 

4.0 分析结果一致（Vanhoye et al.，2003），表

明其是一种分泌型蛋白。有报道表明，抗菌肽在

插入到细胞膜的过程中，其疏水特性起了关键的

作用，想要提高抗菌肽的抗菌活性，可以通过适

当的增加其疏水性来完成（徐欣瑶等，2019）。

尽管 attacin 在总体上是亲水性的，但在其序列

中也包含一些疏水性的残基位点，这也可以提高

attacin 的抗菌活性。 

蛋白质主要的生化特征及功能，由蛋白质的

空间结构来决定，蛋白质多肽链进一步螺旋、折

叠和卷曲而形成的高级空间结构是决定蛋白质

能否执行功能的前提（Huang et al.，2010）。在

attacin 蛋白中占比例较高的是 β 折叠，β 折叠是

位于蛋白质内部的，而且它能够牢固地维持该蛋

白的高级结构。存在于蛋白质表面的一般是有利

于抗原抗体相互作用的 β 转角和无规则卷曲（腾

桥等，2018）。通过 WOLF PSORT 亚细胞定位

结果显示，attacin 蛋白定位于细胞外，有文献报

道，膜内区域和跨膜区域一般不会是抗原表位，

有可能作为抗原表位的是膜外区域的氨基酸序

列（腾桥等，2018）。抗菌肽是一种天然免疫效

应分子，它能够通过多种方式调节机体免疫应答

（Haney et al.，2017），有研究表明，抗菌肽的 α-

螺旋结构有助于透过和破坏细菌的细胞膜

（Huang et al.，2010；Tan et al.，2020）。本研

究 中 抗 菌 肽 的 二 级 结 构 中 α- 螺 旋 结 构 占

13.98%，有助于其发挥抗菌作用。 

本研究采用荧光定量 PCR 方法研究了

attacin 在马氏管、中肠、后肠、脂肪体和唾液腺

中的表达情况。在正常情况下，attacin 在马氏管、

中肠、后肠、脂肪体和唾液腺中均有表达，但在

马氏管和脂肪体中的表达水平很低，中肠的表达

水平最高，其次是唾液腺和后肠（图 5），说明

attacin 在正常情况下呈低水平的组成型表达，以

维持适当水平的抗性。中肠的表达水平最高，表

明西伯利亚蝗消化道在防御病原微生物的入侵

中起着重要的作用（时红等，2013）。本研究中

attacin 在中肠的表达水平最高，与东亚飞蝗有差
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异，可能是由于不同种在抗菌肽基因的表达调控

机制差异造成的。 

在昆虫体内，目前有报道的抗菌肽是具有抗

菌活性的一大类蛋白质（Feng et al.，2020）。

本研究中，抗菌肽在蝗虫消化组织中肠中的表达

量最高，而不是像绿蝇或其它昆虫一样在免疫相

关组织脂肪体中表达量最高（Baumann et al.，

2015；Feng et al.，2020）。对于取食量很大的

蝗虫来说，消化道结构及功能的完整性是其生存

的首要前提，而在细菌感染烟草天蛾中的研究中

也发现，细菌及其毒素复合物通过摧毁中肠上皮

细胞达到感染宿主的目的（Silva et al.，2002）。

那么，蝗虫在中肠表达大量的抗菌肽来避免病原

生物通过破坏中肠细胞达成感染，也是蝗虫进化

出的一种积极的生存策略。 

本研究对 attacin 基因生物信息学分析有助

于我们在今后克隆表达及分子免疫方面提供理

论参考。根据预测的功能与结构，再结合相关的

分子实验验证，以进一步了解 attacin 基因结构

与功能。对不同组织中 attacin 表达特性进行研

究，可为其免疫防御机制的研究提供基础数据。 
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