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摘 要：参照毕赤氏巴斯德酵母（!"#$"% &%’()*"’）偏好密码子，改造并化学合成杂合抗菌肽 G/?)29,’ 基因，改造后的

G/?)29,’ 基因克隆到 *HIGJ!2) 载体中，构建分泌型重组酵母表达载体 *HIGJ!2)2GK，转化 !"#$"% &%’()*"’ 受体菌 L2
33。在醇氧化酶（)ML）启动子调控下，分子量约 @N4 OP 的 G/?)29,’ 杂合抗菌肽获得表达，经表达条件优化，重组酵

母菌的摇瓶发酵产率可达到 #!""QR9S。抗菌特性研究表明，该表达产物具有广谱抗菌活性，对多数 TB 菌及 TU 菌

均有较好的抑菌活性，特别是对氨苄青霉素抗性菌和卡那霉素抗性菌抑杀效果更好；具有热稳定性和酸稳定性。

这些特点使得重组抗菌肽 G/?)29,’ 在食品防腐、疾病防治和动物饲料添加剂等方面显露出很好的应用前景。
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抗菌肽（)<F,W6?F/+,6’ */*F,:/D，)XH）是生物体产

生的一种阳离子小肽，具有广谱抗菌活性，是生物先

天性免疫的重要组成成分。迄今为止，已在许多生

物包括昆虫、鸟类、动物、植物及原核生物中发现

@$$$ 多种抗菌活性肽。其作为广谱抗菌药物所具

有的应用开发前景十分可观。随着对抗菌肽结构、

功能与杀菌机理研究的深入，人们开始尝试设计杀

菌活 力 更 强、抗 菌 谱 更 广 的 新 型 抗 菌 肽。 Y6Z</D
等［@］以抗菌肽 X 为蓝本设计并化学合成的 [\,]62@
和 5,<O 等［#］固 机 法 化 学 合 成 的 杂 合 抗 菌 肽 )P

（)@B @@P@# B 3A），其杀菌活性远远高于原天然抗菌肽，

抗菌谱也有所增加。我们根据 G/?+&*,< ) 和 K,’,FF,<
的氨基酸序列，选用毕赤酵母偏好密码子［3］，设计并

合成 了 新 型 杂 合 抗 菌 肽 G/?)29,’ 基 因。这 是 由

G/?+&*,< ) 成熟肽 - 端 @ ^ A 位氨基酸和 K,’,FF,< 成

熟肽 - 端 " ^ @# 位氨基酸杂合而成的 @" 肽，它不仅

可以保持 G/?+&*,< ) 的广谱抗菌活性，也获得了蜂

毒素的抗菌活性并且无蜂毒素的细胞毒性［!］。由于

抗菌肽本身对原核宿主菌的杀伤作用，其不适合在原

核系统中直接表达，一般选用融合表达或进行真核表

达，而原核融合表达将使下游工作繁琐化。本文用

!"#$"% &%’()*"’ 成功表达了杂合抗菌肽 G/?)29,’。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 质粒、受体菌、指示菌株：毕赤氏巴斯德酵母

!"#$"% &%’()*"’ 受 体 菌 L233（ +"’2 ,-( U ）、表 达 载 体

*HIGJ!2) 购于 I<],F+&Q/< 公司。指示菌鸡致病性大

肠杆菌（M@）、金黄色葡萄球菌（G&_6<#）、鸡伤寒沙

门 氏 菌（ .%/0)12//% 3%//"1%*-0）、鸡 白 痢 沙 门 氏 菌

（.%/0)12//% &-//)*-0）、致 化 脓 性 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（ .(%&$4/)#)##-’ %-*2-’ ）、牛 无 乳R停 乳 链 球 菌

（ .(*2&()#)##-’ %3%/%#("%2 R.(*2&()#)##-’ 54’3%/%#("%2）由

河 南 农 业 大 学 王 川 庆 教 授 惠 赠，大 肠 杆 菌

6’#$2*"#$"% #)/" P‘"!、大肠杆菌 6’#$2*"#$"% #)/" XS#@
为本实验室保存。其中，鸡致病性大肠杆菌（M@）、鸡

白痢沙门氏菌（.%/0)12//% &-//)*-0）对氨苄青霉素和

卡那霉素呈强耐药性。

)*)*+ 主要试剂：高保真的 *Z+&W/DF P-) 聚合酶等

工具 酶 购 于 .6a6b6 公 司；[P[2H)T8 低 分 子 量

K6+O/+ 购于生星生物公司；聚乙二醇 1$$$、截流分子

量 @$$$ 的透析袋 [H@3#1!$ 购于上海 [6<Q&< 公司；

[P[2H)T8 超低分子量 K6+O/+（G1#@$）、.+,?,</ 和 .+,D
购于 [,Q96 公司；J/&?,< 购于 I<],F+&Q/< 公司；其它试

剂均为进口或国产之分析纯。

)*+ 杂合抗菌肽 !"#$%&’( 基因的克隆

根据 T/<X6<O 中 G/?+&*,< ) 成熟肽段（@ ^ A）、

K,’,FF,< 成熟肽段（" ^ @#）的氨基酸序列（T/<X6<O 序

列号分别为 L$11A# 和 )Y3@!4#$），选用酵母偏爱密

码子设计 G/?)29,’ 杂合肽基因，在其 - 端加上!信

号肽 a/7# 裂解位点，以保证所分泌表达的 G/?)29,’
杂合抗菌肽具有天然 - 端。设计两个引物片段 5@



和 !"，扩增改造后的 #$%&’()* 杂合抗菌肽基因。

!+：,-’#.#.&&//##/#.&.&&&&.&&&./..&’
&./ /.//#&&.&&../#//.&&../#’0-； !"： ,-’
.##&&.#///#/&.&//&.//&##../../#&&.&##//#’
&&.&##//#//.&&#&&’0-。

两个引物的 0- 端有 "+ 个 12 的互补序列，符合

345)67 的要求，基因合成采用了重叠区扩增基因拼

接 法（ .$6$ 82*)%)67 19 :;$<*=2 $>?$68):6， 7$6$
345)67），为便于基因工程操作，#$%&’()* 杂合肽基

因 ,- 和 0- 端分别引入 !"#!、!$%!位点。另设计

合成一对引物，用于重组载体及重组酵母菌的鉴定，

其中，上游引物位于毕赤酵母 ,-&4@ 基因区，下游

引物位于插入片段 #$%&’()* 基因区。引物扩增长

度 为 0AB12。 C+：,-’/&#///#&/&&//.#.&#/.’0-；
C"：,-’##//#//.&&#&&#//##’0-。引 物 !+、!"、C+
和 C" 均由上海博亚公司合成。

应用 345 法，以 !+、!" 片段互为模板互为引物

进行 C#D 扩增，合成 #$%&’()* 杂合肽基因。为了保

证 345 合成的特异性，我们采用了降落（/:E%FG:H6，

/I）C#D 技术进行优化。/I’C#D 反应体系（,J"K）：

+J L C#D MENN$<（O7" P N<$$）,QJ"K，O7#*"（",((:*RK）

0QJ"K，GS/C（+J((:*RK）+QJ"K，!+、!"（+JJ 2(:*RK）各

+QJ"K，/=T=D= 5> &%’/O JQ,"K，灭菌超纯水 0AQ,"K。

混匀，瞬间离心，进行 /I’C#D。C#D 反应条件：UBV
预变性 "()6，进入 /I’C#D 循环：UB V 0J8，退火温

度从 W,V降至 ,JV，每循环 +()6，每一个循环降低

JQ,V，X"V +()6，共 0J 个循环后温度降至 ,JV，再

在最适退火温度 ,,V的条件下进行 +, 个循环；最

后 X"V延伸 X()6。取 /I’C#D 产物 +J"K，"Y琼脂糖

凝胶电泳，凝胶成像系统下观察并记录拍照。

!"# 重组酵母表达载体的构建和 $%&’()*+ 的诱导

表达

经 345 合成好的基因经 !"#!、!$%!双酶切，

定向插入酵母表达载体 2CZ#[#’& 中，构建 #$%&’()*
重组质粒，缺失酶切位点鉴定阳性的质粒命名为

2CZ#[#’&’#O，送上海博亚公司测序。345 及缺失酶

切位点鉴定的具体操作见参考文献［,］。将测序正

确的重组质粒转化酵母菌 @’00，重组酵母的电击转

化、筛选按 Z6;)?<:7$6 公司酵母表达操作手册进行，

略有改进。

将筛选到的阳性酵母菌接种于 +JJ(K MO.\ 培

养基，0JV ",J<R()6 培养至 (WJJ达到 0 ] W，离心收集

菌体重悬于 ,JJ(K MOO\ 培养基，进行诱导表达。

"AV，",J<R()6 培养 X" F，期间每 "B F 补加终浓度为

JQ,Y（^R^）的甲醇。X"F 后，+JJJJ<R()6 离心 "J()6
收集培养液上清，进行抑菌活性测定。

!", 重组杂合肽 $%&’()*+ 的初步抗菌活性测定

采用标准琼脂孔穴扩散法，以 ) _ *#+, I‘,#为

实验菌株，将 ) _ *#+, I‘,#悬浮液（(WJJ a JQ, ] JQW）

+,"K 与 ,,V的 KM 固体培养基 ",(K 混匀后铺平板，

待其凝固后 BV保存，用灭过菌的打孔器（直径,((）

打孔，孔中滴加 "J"K 浓缩 +J 倍的待测表达上清（如

无特殊说明，文章中所用样品均是浓缩 +J 倍的上

清，下 略），0XV 培 养 过 夜（A ] +"F），以 同 体 积 的

2CZ#[#’& 空载体转化酵母的 +J 倍浓缩上清做为阴

性对照，&(2 为阳性对照，第 " 天测量抑菌直径。

!"- 重组 $%&’()*+ 的表达优化

为提高重组酵母的表达效率，对 #$%&’()* 重组

酵母菌株的摇瓶发酵条件进行了优化，包括其诱导

起始时种菌的 -. 值、诱导时间、诱导温度、培养基

的 2‘ 值控制、甲醇浓度及营养成分的追加等多种

参数。

!". 表达产物的 /0/(1’23 分析

重组杂合肽 #$%&’()* 的分子量约为 +QUbI，理

论上，分子量低于 +,bI 的多肽在常规 /<)8’甘氨酸电

泳系统中难以得到理想的电泳分辨率。因此，我们

使用 /<)%)6$（三羟甲基氨基甘氨酸）代替甘氨酸作为

终止离子，并增加电泳缓冲液的摩尔浓度，使重组

#$%&’()* 多肽得到了较好的分辨率及带型。电泳结

果进行薄层扫描分析。

!"4 重组杂合肽 $%&’()*+ 的抑菌效价测定

分别取 BJ"K ) _ *#+, I‘,#（ (WJJ a JQ, ] JQW ），

加入 "WJ"K KM 培养基于 +Q,(K 5C 管中。向各管中

依次加入 +J"K、"J"K、0J"K、BJ"K、,J"K、WJ"K 和 XJ"K
杂合抗菌肽 #$%&’()*，0XV震荡培养过夜。取过夜

培养物 +JJ"K 测 -.W,J。

!"5 重组杂合肽 $%&’()*+ 的热稳定性和酸碱稳定

性检测

将杂合抗菌肽 #$%&’()* 分别煮沸 +J()6、+F、"F、

0F、BF，再按实验方法 +QB 所述进行抑菌试验，检测

其对 ) _ *#+, I‘,#抗性的变化，同时以 2CZ#[#’& 空

载体转化酵母的表达上清和未煮沸的抗菌肽 #$%&’
()* 作对照。

按照文献［W］配制 2‘" ] +" 的缓冲液。取 "J"K
表达上清，分别加入 "J"K 不同 2‘ 值缓冲液，以不

加抗菌肽的不同 2‘ 值缓冲液为对照，做抑菌实验，

方法同 +QB。
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!"# 重组杂合肽 $%&’()*+ 的广谱抗菌活性检测

按实验方法 !"# 所述检测抗菌肽对不同细菌的

抑菌活性。实验指示菌有 ! $ "#$% %&’!、! $ "#$% ()*!、

鸡致病性大肠杆菌（+!）、金黄色葡萄球菌（,-./0"）、

鸡伤寒沙门氏菌（&’$(#)*$$’ +’$$%)’,-(）、鸡白痢沙门

氏菌（&’$(#)*$$’ .-$$#,-(）、致化脓性金黄色葡萄球菌

（ &/’.01$#"#""-2 ’-,*-2 ）、牛 无 乳1停 乳 链 球 菌

（&/,*./#"#""-2 ’+’$’"/%’* 1&/,*./#"#""-2 312+’$’"/%’*）。

, 结果

,"! 序列验证

根据测序核苷酸序列推导出的氨基酸序列，与

,234-560 7 8 端 !9: 氨基酸残基和 ;6<6==60 8 端 ’9!*
氨基酸 残 基 完 全 一 致，测 序 结 果 显 示，改 造 后 的

,2379>6< 杂合肽基因全长 #’?5，已正确插入表达载

体的 @2A* 蛋白酶裂解位点之后，使用了酵母偏好密

码子（B2C ?6/C 3-D-0）。

,", 重组杂合肽 $%&’()*+ 初步抗菌活性测定结果

试验结果显示，,2379>6< 杂合肽对 ! $ "#$% %&’!
具有良好的杀菌活性。*E#) 浓缩 !E 倍的表达上清

对 ! $ "#$% %&’!的抑菌直径可达到 !#"’>>，与 !E#)
7>5（*’#F1>)）抑 菌 圈 相 当，而 小 于 !E#) 7>5

（’E#F1>)）相应的抑菌直径（!:"’>>）（图 !）。

图 ! 重组抗菌肽的抑菌活性测定

G6F$! %2=23=6-0 -H =I2 /0=6?/3=246/< /3=6J6=K -H 423->?60/0= /0=6?/3=246/<

525=6D2C

!" L23->?60/0= IK?46D 525=6D2 ,2379>6<；*" 7;M 3-0=4-<（*’#F1>)）；

N" 7;M 3-0=4-<（’E#F1>)）；#" 82F/=6J2 3-0=4/C= -H M(O（E"!>-<1)）；’"

PI2 02F/=6J2 3-0=-< -H CQ5240/=/0= -H 4%"0%’ .’2/#,%2 R9NN15MS,T!97$

,"- 重组杂合肽 $%&’()*+ 的表达优化参数和表达

产物的 ./*&*0%(121(3’45
通过对重组酵母菌发酵条件的优化，得到一组

发酵 参 数：(;;U 发 酵 培 养 基 5& V"E，表 达 后 期

(;;U 培养基 5& 控制在 N"E，*VW培养 :* I，其间每

*#I添加 E"’X（Y1Y）的甲醇和 NX（Y1Y）营养液。

这样，,2379>6< 摇瓶发酵的表达量提高到*#’#F1>)，

是条件优化前的 !"ZV 倍。

在改良的 P46C9P463602 电泳系统中，重组表达的

,2379>6< 杂合肽大小为 !"Z[%，得到较理想的电泳

分辨率和带型（图 *），重组菌株优化表达后其表达

量较高，经薄层扫描分析，表达量可达到 *#’#F1>)，

而优化前为 !*’#F1>)（图略）。

图 , 重组 $%&’()*+ 的 ./*&*0%(121(3’45
G6F$* P4636029O%O9M7\] /0/<KC6C -H =I2 3Q<=Q42 CQ5240/=/0= -H R9NN1

5MS,T!979,;

;!" B<=4/9<-. >-<23Q</4 .26FI= >/4[24C H-4 54-=260C；!" PI2 3Q<=Q42

CQ5240/=/0= -H R9NN15MS,T!979,;；;*" )-. >-<23Q</4 .26FI= >/4[24C

H-4 54-=260C

,"6 重组杂合肽 $%&’()*+ 的抑菌效价

在表达上清加入量大于 #E#)（!Z" #̂F）后，56
值从开始的 56V’E _ E"E:’ 下降到 56V’E"E"E*’，也

即加入 Z" #̂F 重组 ,2379>6< 就可以抑制 *VE#) )(
培养基中含有 #E#) 的 ! $ "#$% %&’!（56V’E _ E":’）

的生长。随着抗菌肽量的增多，56V’E 值越来越小，

表明抗菌活性与抗菌肽的量有一定关系（图 N）。

图 - 重组杂合肽的抑菌效价测定

G6F$N PI2 =2C=60F /0=6?/3=246/< 2HH636203K -H ,2379>6<

,"7 重组杂合肽 $%&’()*+ 的热稳定性和酸稳定性

结果显示，重组杂合肽 ,2379>6< 煮沸 !E>60 后

抑菌圈反而有所增大，可能是煮沸时去掉了上清中

的某些抑制成分所致。煮沸 !I 的 ,2379>6< 抑菌圈

与未煮沸的抗菌肽的抑菌圈大小无明显区别，煮沸

*I 和 NI 之后，其抑菌直径略有减小，煮沸 #I 后抑

菌圈减半。表明抗菌肽具有很强的热稳定性。

结果显示，5&* ‘ : 时，抑菌直径较原来无明显

变化，5&^ ‘ !* 时，随着 5& 值增高，抑菌直径逐渐减

E** 微 生 物 学 报 #’ 卷



小。说明此抗菌肽对酸具有稳定性，而高 !" 对其

抗菌活性有抑制作用（图 #）。

图 ! 重组杂合肽 "#$%&’() 的酸碱稳定性

$%&’# ()* +,-%.+/-*0%+1 +/-%2%-3 45 6*/789%1 +55*/-*: .3 :%55*0*,- !"

*+, 重组杂合肽 "#$%&’() 的广谱抗菌活性

结果显示，杂合抗菌肽对 ! ’ "#$% ;"<!、! ’ "#$%
=>?@、鸡 致 病 性 大 肠 杆 菌（A@ ）、金 黄 色 葡 萄 球 菌

（ 64B+, "）、鸡 伤 寒 沙 门 氏 菌（ &’$(#)*$$’
+’$$%)’,-(）、鸡白痢沙门氏菌（ &’$(#)*$$’ .-$$#,-(）、

致化脓性金黄色葡萄球菌和牛无乳C停乳链球菌有

不同程度的抑杀作用（表 @）。其中，对肠道菌（大肠

杆菌、沙门氏菌）的抑杀作用最强。

令我们感兴趣的是，对于氨苄青霉素抗性和卡

那霉素抗性的鸡致病性大肠杆菌（A@）、鸡白痢沙门

氏菌（&’$(#)*$$’ .-$$#,-(），杂合抗菌肽具有明显的

抑杀作用。

表 - 杂合抗菌肽 "#$%&’() 的抗菌谱

(+.1* @ ()* +,-%.+/-*0%+1 D!*/-0E9 45 )3.0%: +,-%9%/04.%+1 !*!-%:* 6*/789%1

F,:%/+-40 D-0+%,D 7,-%.+/-*0%+1 +/-%2%-3

! ’ "#$% ;"<! G G G G

! ’ "#$% =>?@ G G G

H+-)4&*,%/ ! ’ "#$%（A@）5049 /)%/I*, G G G G

&’$(#)*$$’ +’$$%)’,-( G G G G

&’$(#)*$$’ .-$$#,-( G G G

&/’.01$#"#""-2 ’-,*-2（64B+,"） G G G

&/’.01$#"#""-2 ’-,*-2 G G

&/,*./#"#""-2 312+’$’"/%’* G G

()* +,-%.+/-*0%+1 +/-%2%-3 %D *J!0*DD*: .3 -)* :%+9*-*0 45 %,)%.%-%4, K4,*’
G G ’ < L @M99；G G G ’ @M L @< 99；G G G G ’ @< L ?M99’

. 讨论

抗生素的滥用不仅导致了严重的病原菌耐药性

问题，而且也造成了药物残留等公共卫生隐疾。针

对于此，研制和应用无毒无公害的新型抗菌剂，代替

抗生素在饲料添加剂及畜禽疾病防治中的应用，已

成为当前兽医工作者的一项重要内容。近期的研究

发现，抗菌肽不但广谱抗菌，能抑杀耐药性菌株，而

且它的杀菌机制使病原菌不易产生耐药性突变，从

而成为最具开发前景的抗生素替代品。

抗菌肽的来源有 N 种：天然资源提取、人工固相

合成及基因工程表达。从天然资源中提取的抗菌肽

成本高、得率低、工序繁琐，人工固相合成肽又价格

相当昂贵，都难以应用于实际临床。由于抗菌肽基

因一般都较小，故采用人工合成的方法来获得目的

基因，再通过基因工程方法进行微生物发酵生产抗

菌肽则更具有实际意义。

关于抗菌肽的表达研究，目前存在一个问题：不

论是在微生物中表达，还是在植物、昆虫中表达，表

达量都偏低，这成了抗菌肽走向产业化的限制瓶颈

因素。抗菌肽若要走向产业化，必须建立其高效表

达体系和快速纯化系统。

=49+, 等［O］ @PQP 年 利 用 固 相 合 成 技 术 研 究

6*/789%1 杂合肽在抗菌及抗疟疾方面的应用，并证

实一个由 6*/04!%, 7 R 端 @ L @N 个氨基酸残基和

S*1%--%, R 端 @ L @N 个氨基酸残基杂合而成的 ?T 肽

67（@ L @N）S（@ L @N），具有百倍于 6*/04!%, 7 的杀葡

萄球菌活性，@M 倍于 6*/04!%, = 或 S+&+%,%, ? 的抗疟

活性，但无 S*1%--%, 的溶红细胞活性。@PP? 年又发

现，67（@ L O）S（? L P）、67（@ L O）S（# L @@）和 67
（@ L O）S（< L @?）等 N 种缩短的 6*/789%1 杂合肽具

有和 ?T 肽相似的抗菌活性［#］。本文对 67（@ L O）S
（< L @?）杂合肽进行了表达及抗菌活性研究。

为了提高 6*/789%1 杂合抗菌肽在毕赤酵母中

的表达效率，简化其生产工艺。我们选择了毕赤酵

母分泌表达体系。通过密码子偏好性改造，天然 R
端设计等改造措施，构建并获得了抗菌肽 6*/789%1
在酵母中的高效分泌表达菌株。所表达的 6*/789%1
杂合抗菌肽是个 @< 肽，理论分子量大小为 @UP I;，

含有 < 个强碱性氨基，不含半胱氨酸、不具二硫键，

等电点为 @MUT，!"OUM 时荷正电 #UP。抗菌肽是一小

分子肽，具有热稳定性，可以耐受 @MMV 的高温达

#)［Q］，本实验中，重组 6*/789%1 杂合肽至少可耐受N)
的煮沸而不影响其活性，具有较强的热稳定性。

耐药菌株所致疾病的治疗，一直是兽医工作者

头疼的问题。本实验中，重组 6*/789%1 杂合肽对携

带氨苄青霉素抗性和卡那霉素抗性的鸡致病性大肠

杆菌（A@）、鸡白痢沙门氏菌（ &’$(#)*$$’ .-$$#,-(）具

有很好的抑杀效果，这为耐药菌株所致畜禽疾病的

治疗提供了一个新思路。

@??? 期 张素芳等：杂合抗菌肽 6*/789%1 的改造及在毕赤酵母中的分泌表达



重组 !"#$%&’( 杂合肽具有广谱抗菌活性，对多

数革兰氏阳性菌及革兰氏阴性菌均有不同程度的抑

菌活性，特别是同时又具有热稳定性和酸稳定性、无

残留、不会诱导耐药性产生的特点，使其在食品防

腐、疾病防治和动物饲料添加剂等方面显示很好的

应用前景。
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