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[摘要 ]  利用生物信息学方法分析了东亚飞蝗 ( Locus ta m igra tor ia man ilensis ) OBP1的核苷酸与氨基酸序列

( GenBank登录号 FJ21532211 /AC I3069611), 并对其组成成分、疏水 /亲水区域、信号肽、跨膜结构域、蛋白质二级

结构, 以及分子进化关系等进行了预测与推断. 结果显示, 该蛋白由 148个氨基酸组成, 预测相对分子质量为

16 12216, 理论等电点 ( pI)为 4199,分子式为 C
696
H

1128
N
184
O
223
S
15
; 含有蛋白激酶 C磷酸化位点和酪氨酸激酶Ò磷

酸化位点等; 具有标准的昆虫信息素 /气味结合蛋白结构域.
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Abstrac t: The nuc leo tide and am ino acid sequences of odorant-b inding prote in I ( GenBank accession num ber:

F J2153221 1 /AC I3069611) from Locusta m ig ratoria m anilensis we re ana lyzed and pred icted by the too ls of bio inform atics

in the fo llow ing aspects: the composition, equ ipo tentia,l hydrophob ic ity or hydrophilicity, the signa l peptide, transm em-

brane topo log ica l structure, prote in seconda ry structure, the com position of homo logous prote in and phy logene tic re lation-

sh ip. The results show ed that the Lm igOBP1 gene encoded a 148 am ino ac id po lypeptides w ith a standard insect phero-

m one /odorant b ind ing prote in dom a in, the estima ted re la tive mo lecu lar w eigh t of 16 12216, the theoretica l pI o f 4199,

and the struc tura l fo rmu la o f C
696
H

1128
N
184
O
223
S
15
, w hich inc luded Prote in kinase C phospho ry lation sites and Case in k-i

nase II phosphory lation sites.

K ey words: Locusta m igrator ia manilensis, odo rant b ind ing prote in ( OBP ), b io informa tics, pro tein structure and func-

tion
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  昆虫可以准确而灵敏地感受周围环境中的信号物质以及种群内部的交换信息,其触角系统不仅具有

嗅觉功能,还具有触觉、味觉功能,在昆虫觅食,寻找配偶,交配,产卵等行为中发挥重要作用.这主要依赖

于其触角内的各种蛋白质介导,主要包括气味结合蛋白、化学感受蛋白、气味受体、气味降解酶以及感觉神

经元膜蛋白等.

国内外学者对昆虫气味结合蛋白 ( odorant b inding prote ins, OBPs)已进行了较长时间的研究,目前认为

它是一类低相对分子质量 ( 15 000左右 )、等电点偏酸性 ( pH410~ 510)、球状的水溶性蛋白,多肽链全长约
120~ 160个氨基酸, N末端有一段 20个氨基酸左右的信号肽,序列中有 6个保守的半胱氨酸

[ 1],
. OBPs主

要集中存在于昆虫嗅觉感受器内部的淋巴液中,作用是结合并运送脂溶性的气味分子通过水性的淋巴液

到达嗅觉神经元树突末梢上的膜结合受体, 引起昆虫的嗅觉
[ 2, 3]

.根据识别的气味分子不同, 气味结合蛋

白又可以分为性信息素结合蛋白 ( pheromone b inding pro tein, PBP)和普通气味结合蛋白 ( genera l odorant

binding prote in, GOBP)
[ 4-6]

.

东亚飞蝗 (Locustam igratoriamanilensis) 是我国飞蝗的 3个亚种之一,在我国大致分布在北纬 42b以南的
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冲积平原地带,北起河北、山东、陕西以南,西至四川、甘肃南部以南,均有蝗害报导.迄今,对东亚飞蝗的气味

结合蛋白及其基因的研究在国内外少有报道
[ 7, 8 ]

.本文用生物信息学方法研究东亚飞蝗气味结合蛋白基因编

码蛋白的理化性质、空间结构及系统进化等, 为进一步从实验水平研究其生理功能奠定基础,为研制对东亚

飞蝗两性均有吸引力的高效引诱剂提供理论依据, 为东亚飞蝗的防治提供新的思路与途径.

1 材料与方法

111 获取核苷酸与蛋白质序列
  在 GenBank数据库中检索得到东亚飞蝗的 1种气味结合蛋白 I型 ( Lm igOBP1)的 mRNA序列

( FJ21532211)与氨基酸序列 ( AC I3069611) .
112 重要数据库和生物学软件
主要数据库为美国国立生物技术信息中心 (N ational C enter for B iotechnology Inform ation, NCB I) Gen-

Bank数据库 ( http: / /www. ncb.i n lm. nih. gov /G enB ank) . 蛋白质基本性质分析工具 ExPASy数据库中的

ProtParam Tool ( http: / /www. expasy. org / tools /protparam. htm l), 疏水性分析软件 ProtSca l程序 ( http: / /

www. expasy. o rg /cg-i b in /pro tscale. pl), 蛋白质跨膜结构预测软件 TMHMM Server, v. 210 ( http: / /www.
cbs. dtu. dk /serv ices/TMHMM ),蛋白质信号肽预测工具 S igna lP 310 Server ( http: / /www. cbs. dtu. dk /serv-
ices/SignalP ) ,蛋白质卷曲螺旋预测工具 CO ILS Server ( h ttp: / /www. ch. embne.t org / so ftw are /CO ILS- fo rm.

htm l) ,蛋白质亚细胞定位预测工具 PSORT II Predict ion ( http: / /pso r.t im s. u- tokyo. ac. jp / form2. htm l) ,蛋

白质 Domain分析工具 SMART ( http: / / smar.t emb-l heidelberg. de),蛋白质二级结构预测工具 PredictProtein

( http: / /www. pred ictpro tein. org); 序列匹配分析软件 C lustalX-1181, 系统进化分析软件 M ega 411.
113 用于本文分析的各种昆虫气味结合蛋白的序列相关信息
用于本文分析的各种昆虫气味结合蛋白 OBP1的核苷酸与氨基酸序列 GenBank登录号: 东亚飞蝗

( GenBank登录号 FJ21532211 /AC I3069611), 美洲大蠊 (P erip laneta americana) ( FJ21531111 /AC I30685) ,
褐飞虱 (N ilaparvata lugens) ( FJ21530611 /ACI30680), 暗黑鳃金龟 (H olotrichia parallela ) ( AB02655511 /
BAC07272) , 疟 蚊 ( Anopheles gambiae ) ( AF39348711 /AAL60412 ) , 棉铃 虫 (H elicoverpa arm igera )

(A J27899111 /CAC08211), 意蜂 (Ap is m ellifera ) ( NM- 00104022611 /NP- 001035316) , 双斑蟋 ( G ry llus b i-

maculatus) ( FJ21532111 /AC I30695) ,豆黄鳃金龟 (H ep tophy lla p icea) (AB02557111 /BAC07270) ,异发丽金
龟 ( Phy llop ertha d iversa ) ( AB02655211 /BAA88061 ) , 蓖麻蚕 ( Sam ia cynth ia ricini ) ( AB04097711 /
BAF91328), 斜纹夜蛾 ( Spodop tera litura ) ( EF15997811 /ABM 54823 ) , 烟夜蛾 (H elicoverpa assulta )

(AY86477411 /AAW 65076) ,小菜蛾 (P lutella xy lostella ) ( EU 16398011 /ABW05104) ,亚洲玉米螟 (Ostrinia

furnacalis) ( DQ67310111 /ABG66419) ,草地螟 (Loxo steg e sticticali) ( EU41398911 /ACB47481) .

2 结果与分析

211 东亚飞蝗 OBP1的基本性质分析

21111 氨基酸组成、相对分子质量、等电点分析
  东亚飞蝗 OBP1基因编码 148个氨基酸,相对分子质量为 16 12216, 理论等电点为 4199;分子中的原
子组成为 Carbon( C ) 696, Hydrogen(H ) 1128, N itrogen( N ) 184, Oxygen ( O) 223, Sulfur( S) 15, 分子式为

C696H 1128N 184O223 S15, 其中碱性氨基酸 ( A rg+ Lys) 18个,酸性氨基酸 ( Asp+ G lu) 26个, 疏水性氨基酸 37

个,极性氨基酸 64个; 在体外哺乳动物网状细胞中的估计半衰期为 30 h, 在体外有机体内的半衰期大于

20 h,在大肠杆菌内的半衰期大于 10 h,蛋白的不稳定指数为 46141, 属于不稳定蛋白 (不稳定系数大于 40

的为不稳定蛋白质 ); 疏水性指数为 66169.如图 1所示的 7种昆虫 (东亚飞蝗、美洲大蠊、褐飞虱、暗黑鳃

金龟、疟蚊、棉铃虫、意蜂 ) 同类蛋白的氨基酸组成,其中 A la、G iu、Leu、Lys在这几种昆虫中含量均较为丰

富,而 A rg、A sn的含量较少,几乎均不含有 Trp;东亚飞蝗的 A la、G lu含量比其它昆虫丰富,而 A sp、Cys、Tyr

含量比其它昆虫少.表 1是这 7种昆虫气味结合蛋白特殊氨基酸组成和理化性质分析, 这 7种昆虫分别

属于直翅目、蜚蠊目、同翅目、鞘翅目、双翅目、鳞翅目、膜翅目.表中的数据显示, 在整体层面上昆虫气味结

合蛋白的特殊氨基酸组成具有趋同性,但也存在明显差异.其中东亚飞蝗气味结合蛋白的极性氨基酸含量
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最低, 而疏水氨基酸含量最高.

表 1 7种昆虫 (东亚飞蝗、美洲大蠊、褐飞虱、暗黑鳃金龟、疟蚊、棉铃虫、意蜂 )气味结合蛋白的特殊氨基酸组成和理化性质分析

Table 1 A comparison o f com po sition and physica l characters of odoran t binding proteins among seven insects ( Locusta m igrator ia,

Perip laneta amer icana, N ilaparvata lugens, Ho lo trichia parallela, Anopheles gamb iae, Helicoverpa arm igera, Ap ismellifera)

动物
氨基酸

残基数

相对

分子质量
pI

氨基酸比例 /%

碱性氨基酸 酸性氨基酸 极性氨基酸 疏水氨基酸

东亚飞蝗 148 16 12216 4199 12116 17157 2510 4312

美洲大蠊 108 11 93014 4149 7141 15174 3115 4216

褐飞虱 143 15 66014 5174 13129 16108 2519 4113

暗黑鳃金龟 114 12 64913 4145 10153 21105 2811 3717

疟蚊 304 34 45915 5115 9121 13116 3519 3911

棉铃虫 162 18 15519 513 9188 16105 2513 4312

意蜂 143 16 62014 613 13129 13199 2914 4113

21112 疏水性和跨膜区分析
利用 ExPASy数据库中的 Pro tScal程序分析东亚飞蝗的 OBP1,可得如图 2所示的疏水性图谱.由图中

可见其属于水溶性蛋白质,疏水性最大值为 21889,最小值为 - 21678;大约有 3个疏水区,分别为第 5~ 24

位、第 50~ 56位和第 64~ 74位. 蛋白质跨膜结构预测软件 TMHMM Server v. 210分析该蛋白可得图 3的

结果, 表明其 N端附近的疏水区与蛋白跨膜区明显相关, 而后 2个疏水区并非跨膜区.
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21113 蛋白质信号肽分析
蛋白质信号肽预测工具 S ignalP 310 Server分析东亚飞蝗的 Lm igOBP1,可得如图 4和图 5所示的信号

肽分析图谱.由分析结果可知,该蛋白的信号肽位于第 1~ 23位氨基酸, 最有可能的酶切位点在 23和 24

位氨基酸残基之间.可见上述跨膜区分析结果所述的 N端跨膜区应是该蛋白的信号肽区,这与前人对尺

蠖和烟夜蛾等气味结合蛋白的研究结果相一致
[ 9-11]

.
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21114 蛋白质卷曲螺旋分析
运用蛋白质卷曲螺旋预测工具 CO ILS Server分析 Lm igOBP1,从图 6结果可见, Lm igOBP1在 3种模式

扫描下有一个共有的短的卷曲螺旋区 ( 95-105个氨基酸 ),且概率在 78% 以上.

21115 蛋白质亚细胞定位分析
利用网上在线的蛋白质亚细胞定位分析软件 PSORT II Predict ion对东亚飞蝗气味结合蛋白进行预

测,结果显示其在各细胞器分布比例为:线粒体 3911% ,细胞质 2117% ,高尔基体 1714% ,内质网 1714% ,

液泡 413% .

21116 蛋白质 Doma in分析

运用蛋白质 Doma in分析工具 SMART分析 Lm igOBP1,结果显示该蛋白包括第 1~ 23位的信号肽序

列,第 33~ 135位的 PhBP区域, 以及第 137~ 148位的固有无序化区域, 其中的 PhBP区域被证实是昆虫

信息素 /气味结合蛋白结构域.

21117 蛋白质二级结构预测
蛋白质二级结构预测工具 PredictPro te in分析 Lm igOBP1,结果如下:预测 A螺旋 (H )、B折叠 ( E )和无

规则卷曲 (空白部分 )的比例分别是 62116B1135B36149,可见 A螺旋是其中最大量的结构元件 (如图 6所

示 ) ;预测其在第 95位氨基酸存在蛋白激酶 C磷酸化位点, 在第 22、39、44、95位氨基酸存在酪氨酸激酶Ò

磷酸化位点.
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212 东亚飞蝗 OBP1的功能预测

东亚飞蝗 OBP1基因编码蛋白属于昆虫气味结合蛋白,从目前的研究结果来看,气味结合蛋白的主要

区域是昆虫信息素 /气味结合蛋白结构域,起着运输普通气味分子或性信息素和使之失活的双重功能
[ 1-6]

.

将 Lm igOBP1氨基酸序列与其它 5种昆虫的对应序列进行序列匹配性分析,结果 (图 8)表明: ¹ 几种昆虫

的气味结合蛋白氨基酸中部序列较为一致,均为昆虫信息素 /气味结合蛋白结构域; º 几种昆虫的气味结

合蛋白全部含有 6个保守的半胱氨酸残基 ( Cys) ,此为昆虫气味结合蛋白的标志性组分, 分别形成 3对二

硫键以维持蛋白的稳定分子构象
[ 3-6]

.

213 东亚飞蝗 OBP1的分子进化分析

从 GenBank中检索出已注册的各目昆虫气味结合蛋白的氨基酸序列, 经比对后发现 Lm igOBP1与双

斑蟋 G. bimacula tus、美洲大蠊 P. americana、褐飞虱 N. lugens、暗黑鳃金龟 H. parallela、豆黄鳃金龟 H e.

p icea、异发丽金龟 Ph. diversa、疟蚊 A. gambiae、蓖麻蚕 S. cynthia、棉铃虫H el. arm igera、斜纹夜蛾 Sp. litu-

ra、烟夜蛾 H eli. assulta、小菜蛾 P lu. xy lostella、亚洲玉米螟 O. furnacalis、草地螟 Lo. sticticalis、意蜂 Ap ismel-

lif era等 15种昆虫具有高度同源的 OBP序列. 为使该蛋白系统发生分析更为全面和客观, 作者将比对好的

所有 16种昆虫的气味结合蛋白同源序列, 用 MEGA411软件建立如图 9所示的系统发育树.由图 9可见,

来源于同一个目的物种在进化树上聚集成簇, 且具有很高的置信度 ( 100% ), 如直翅目的飞蝗与蟋蟀聚为

一支; 同源的昆虫气味结合蛋白构树结果将这 16种昆虫分成了 2大类, 第一类包括了直翅目、蜚蠊目、同

翅目、膜翅目和鞘翅目,第二类包括了双翅目和鳞翅目. 从该蛋白的亲缘关系上来看, 直翅目与蜚蠊目、半

翅目、膜翅目、鞘翅目的关系较近,但这与我们对昆虫的传统认识差异甚大, 有待今后进一步的研究.

3 讨论

近年来,昆虫气味结合蛋白的研究颇受关注,在生态进化意义、分布表达部位、生化特性、分子结构、生

理功能等方面的研究均取得了一系列重要进展,鳞翅目
[ 4, 9, 10, 14-19 ]

、双翅目
[ 20, 21]

、膜翅目
[ 22, 23]

、鞘翅目
[ 24]
等

多种完全变态昆虫的气味结合蛋白已在 GenBank中有较多报道,而直翅目
[ 1, 3]
等不完全变态昆虫的类似
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报道相对较少,对其与寄主植物之间的化学通讯研究比较缺乏.

东亚飞蝗是中国著名的农业害虫.飞蝗蝗蝻与成虫都具有趋向阳光和群聚拥挤的行为习性.飞蝗蝗蝻

的聚集合群行为、群行跳跃活动、零星迁飞和成群迁飞等行为以及聚集信息素的产生和作用均在变型的决

定、发生、形成、发展、转变和稳定的过程中起着重要作用
[ 25]
. 在东亚飞蝗的整个生活史中,气味结合蛋白

在其觅食、觅偶、交配、产卵等行为中均发挥重要作用. 本文利用日益完善的生物信息学技术对已测得的

Lm igOBP1的核苷酸与蛋白质序列进行分析,以期有助于研究蝗虫蛋白质结构与功能的关系、发现类似功

能基因、揭示基因起源与分子进化规律等.从对于该蛋白的多项分析结果可见, 东亚飞蝗与其它昆虫同类

蛋白的相对分子质量、理论等电点、酸性与碱性氨基酸比例、极性与疏水氨基酸比例基本一致,但其中东亚

飞蝗气味结合蛋白的极性氨基酸含量最低,而疏水氨基酸含量最高;其蛋白质结构也与诸多昆虫气味结合

蛋白相关报道
[ 9-11]
比较吻合,其中的 PhBP区域被证实是昆虫信息素 /气味结合蛋白结构域.

进一步研究该蛋白需要大量的纯化蛋白, 而昆虫触角较小,直接分离纯化大量气味结合蛋白用于研究

比较困难. 随着生物化学和分子生物学技术的快速发展, 我们可以利用基因克隆和表达的方法获得大量

的昆虫气味结合蛋白.后续展开的对昆虫气味结合蛋白的更多方面研究,可以揭示昆虫与环境中化学信息

联系的本质、昆虫对环境化学因子刺激的感受机制等,有助于探究有害昆虫治理和资源昆虫利用的途径.
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