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抗菌肽 !"#基因克隆及其在毕赤酵母中的表达鉴定

张 杰 吴 希 岳园园 陈玉清 张双全"

（南京师范大学生命科学学院 江苏省分子医学生物技术重点实验室 南京 #%$$32）

摘 要：为了在毕赤酵母中获得抗菌肽 HI!表达，将抗菌肽 HI!基因克隆入表达质粒 JKLH3，!"#!线性化的重组
表达质粒 JKLH37HI!电击转化 $ ) %"&’()*& MN%%"（=;@E），采用 II、IO板和 KHP法筛选 IA,Q 表型，甲醇诱导表达；抗
菌活性检测、4/;+;>.7NON7KRM8及酸性活性电泳均表明抗菌肽 HI!在毕赤酵母中成功地分泌表达；重组抗菌肽 HI!
对黑曲霉（+&%,)-*../& 0*-,)）、绿色木霉（1)*#2(3,)4" 5*)*3,）都有很强的抑菌活性。
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抗菌肽（R>,;9;+/’-;:( J.J,;T.@）最初是从昆虫免
疫后的血淋巴细胞中发现的一类碱性多肽类物质。

最早的抗菌肽是 %35$年瑞典科学家 U’9:>等［%，#］从
惜古比天蚕（67".(%2()" #,#)(%*"）蛹中发现的。此后
人们相继从细菌、真菌、两栖类、高等植物、哺乳动物

乃至人类中发现并分离获得具有类似性质的活性多

肽，现已发现抗菌肽、蛋白有 5$$种以上。在过去的
几十年中，人们发现许多传统的抗生素能够诱导耐

药菌株的产生，随着耐药菌株对抗生素的抗性急剧

增加，急需开发一种新的抗菌药物；抗菌肽的抗菌模

式不同于抗生素，不易诱导产生耐药菌株，容易被降

解，不易在微生物体内富集；抗菌肽抗菌谱广，包括

革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、真菌及一些病毒等，

因此被认为能够成为替代抗生素的首选药物，而且

当前已有一些抗菌肽开发成抗生素进入临床实

验［1 V "］。

抗菌肽 HI! 是由张双全等［6］从中国家蚕中发
现的，具有两亲性"7螺旋结构区域，属于 H.+/’J;>
家族，含 1"个氨基酸残基，分子量约为 1D5WO，有很
强的杀菌能力，对细菌、真菌、病原菌及病毒都有作

用［2 V 3］。抗菌肽天然产量非常低，合成肽价格相当

昂贵，这成为开发成药的一个瓶颈，通过基因工程技

术生产抗菌肽具有广阔的应用前景。

抗菌肽对细菌具有很强的杀伤作用，不宜在原

核系统中直接表达，一般采用融合表达或在酵母中

表达。本实验室曾采用 K847#5:载体以融合蛋白的
形式表达 HI!，结果不是十分理想；我们尝试采用巴

斯德毕赤酵母表达系统（$*#2*" %"&’()*&）进行分泌表
达，毕赤酵母表达系统是目前最为成功的外源蛋白

表达系统之一，国外已有小肽在毕赤酵母中成功分

泌表达的报道［%$］；因此，我们合成抗菌肽 HI!基因，
并将其在 $ ) %"&’()*& 中进行异源表达，以期获得高
表达。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 菌株和质粒：大肠杆菌（ 8&#2,)*#2*" #(.*）
OX""，抗菌肽敏感菌株 8 ) #(.* Y%#O1%，毕赤酵母 $ )
%"&’()*& MN%%"（=;@E 9A, Q），表达质粒 JKLH3 均由本
实验室保存。

$%$%& 试剂：限制性内切酶 92(!、:(’!、!"#!及
4! O0R Z;?:@. 等为 4:Y:P: U;’,.+= 公司产品；
4/GJ,’>.、[.:@, 8\,/:+, 为 *\’;T 公司产品；NON、4/;@、
R+/G(:9;T.、U;@:+/G(:9;T. 等 为 N;?9: 公 司 产 品；
]./’+;>为 L>^;,/’?.> 公司产品；其余常用试剂为国产
或进口分析纯试剂。

$%& 抗菌肽 !"#基因的拼接、克隆及重组表达质
粒的构建

$%&%$ 引物合成：根据毕赤酵母基因翻译的偏爱密
码子［%%］和抗菌肽 HI!氨基酸序列、JKLH3的多克隆
位点，设计合成 RUK7_、RUK7P、RUKK7_、RUKK7P !条
引物，RUK7_、RUK7P 各含 "3-J，两条单链之间有
%1-J互补配对，用于拼接抗菌肽 HI!基因，RUKK7_、
RUKK7P用于给抗菌肽 HI!基因加酶切位点。序列



如下：!"#$%：&’$!(!)((!!(!))))*!!(!!(!)*(!
(!!(()*(()*!!!!*!)*!(!(!*(()!)*()$+’；
!"#$,：&’$!!)!()!(*!(*))(!**(!*(!*!(*(!*
!(*)((!**!(**))(!*(!)!**()*)*$+’；!"##$%：
&’$**((*)*(!(!!!!(!(!((*)(!!(*)!(!)((!
!(!))))*$+’；!"##$,：&’$(**(*((**(*))!!!)!
()!(*!(*$+’。
!"#"# #*,扩增：!"#$%、!"#$,互为模板、引物，反
应体系（&-!.）：/- 0 "12234 &!.，56

7 8（7&99:;<.）
+!.， =>)# （ 7?&99:;<. ） @!.， !"#$%、 !"#$,
（/-A9:;<.）各 /!.，!"# 酶（ &B<!.） /!.，==C7D
+&!.。#*,反应条件：E@F +-G，&&F +-G，H7F +-G，
进行 7& 个循环；H7F H9IJ；得抗菌肽 *5@ 基因，
!"##$%、!"##$, 两引物加酶切位点，反应体系
（&-!.）：/- 0 "12234 &!.，56

7 8（7&99:;<.）+!.，=>)#
（7?&99:;<.）@!.，*5@（+-J6<!.）/!.；!"##$%、!"##$
,（/-A9:;<.）各 /!.，!"# 酶（&B<!.）/!.，==C7D
+@!.。#*, 反应条件：E@F &9IJ；E@F +-G，K-F
+-G，H7F +-G，进行 7&个循环；H7F H9IJ。
!"#"$ 重组表达质粒的构建：#*,产物和 A#L*E均
用 $%&"、’&("双酶切，)@ M>! .I6NG3连接，连接产
物转化 ) O *&+, MC&#；重组表达质粒进行 #*,、酶切
鉴定和序列测定，测序引物为 LJPIQ4:63J操作手册上
提供的 &’ -.$/引物，构建正确的重组表达质粒命
名为 A#L*E$*5@。
!"$ %&’()*(+, 转化 ! - "#$%&’($ ./!!0（1234

5678）及+678转化子的筛选和鉴定
感受态 / O 0"1(&2,1 (R//&（SIGT 91Q 8）（U-!.）与

3"*"线性化 A#L*E$*5@（&!6）相混合，转移至预冷
的 -?7 V9电转杯（"I:$,N=）中，置冰上 &9IJ，/?&WX、
7&!%、7--$ 电击 & 毫秒，立即加入 /9. 预冷的
/9:;<.山梨醇，取 7--!.涂布于 5M板上，+-F培养
至单菌落出现。从平板上挑转化子，点到55和5M
板上，+-F培养 7=，通过比较转化子在 55和 5M板
上的生长速度来筛选 51Q8 转化子。详细步骤参照
/,*%," YZA43GGI:J [IQ。
采用 #*,方法分析 / O 0"1(&2,1 转化子，用煮$冻

$煮法制备 #*, 模板［/7］，以 &’ -.$/、+’ -.$/ 为引
物，反应体系同上，#*, 反应条件：E@F &9IJ；E@F
/9IJ，&&F /9IJ，H7F 79IJ，7&个循环；H7F /-9IJ。
!", 重组 ! - "#$%&’($ 菌在摇瓶中的诱导表达
挑取重组 / O 0"1(&2,1，接种到 "5(\ 中，+-F、

7+-4<9IJ振荡培养约 7-S 至 .4K--达到 7 ] K；室温

+---4<9IJ 离心 &9IJ，用 "55\（含 /^ *NGN9IJ:

NVI=G）重悬至 .4K--约为 /?-，+-F、7&-4<9IJ 振荡培
养，进行甲醇诱导表达，每隔 7@S 取样，同时补加
/--^甲醇至终浓度为 -?&^，重组抗菌肽 *5@的表
达通过抑菌圈法抗菌活性实验检测，参照 MNJ［/+］的
方法，每孔加 /--!.表达上清。
!"0 9:2;2<=*/>/*&?.@及酸性 />/*&?.@
取 &!.表达上清进行 )4IVIJ3$RMR$#!(Y，凝胶采

用硝酸银染色，参照 C349NJJ［/@］的方法；样品浓缩进
行酸性聚丙烯酰胺活性电泳，参照文献［/+］。
!"A 重组 (+,抗真菌活性检测
马铃薯斜面培养基（#M!）培养真菌（&=、7UF），

用无菌水冲洗斜面，获得孢子悬浮液（/-@ <9.），取
/&-!.涂布于 #M!，并打一排直径 &99 孔，每孔加
7-!. @-!9:;<.重组抗菌肽 *5@，7UF培养 +=，观察
抑菌活性。

# 结果和分析

#"! 抗菌肽 (+,基因的拼接、克隆及重组表达质
粒的构建

为了高效表达抗菌肽 *5@，我们选择毕赤酵母
基因翻译的偏爱密码子设计合成 !"#$%、!"#$,两
条互补配对引物，4#*, 扩增得到抗菌肽 *5@ 双链
基因，条带大小为 /-&_A；琼脂糖凝胶电泳检测结果
显示，以重组表达质粒为模板扩增得到的条带明显

比以 A#L*E模板扩增得到的条带多出 /--_A 左右，
双酶切鉴定也可看出在 /--_A与 7--_A之间有一条
带（图略），M>! 自动测序仪测序，序列如下：
*)*(!(!!!!(!(!((*)(!!(*)!(!)((!!(!)))
)*!!(!!(!)*(!(!!(()*(()*!!!!*!)*!(!(
!*(()!)*()*!!((*)(()**!(*)()*(*)()*()
*(()*!!(*)(*)!*)!)))!!。结果表明，重组表
达质粒的构建完全正确。

#"# 筛选、鉴定+678转化子
为了获得更高的转化效率和高拷贝，采用电击

转化法将 3"*"线性化重组表达质粒 A#L*E$*5@转
化 / O 0"1(&2,1 (R//&（SIGT 91Q8），通过 55和 5M板
鉴定表型，大约 U-^的为 51Q8；#*,扩增结果显示，
阳性重组子出现 -.$/（7?7W_）和 &EH_A（A#L*E 上、
下游引物之间序列长度与插入的目的片段长度之

和）两条扩增带，与预期结果相符。

#"$ 摇瓶诱导表达
51Q8、51QG 两种表型分别进行甲醇诱导表达，

51Q8表达量略高（数据未显示）；51Q8重组菌进行大
量诱导表达，表达上清有很强的抑菌活性（图 /）；
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!"#$%［&’］曾报道酸水解酪素能有效抑制目的表达蛋
白被酵母自身所分泌的蛋白酶降解，为了提高抗菌

肽 !()的表达量，防止其被酵母自身所分泌的蛋白
酶降解，添加 &*酸水解酪素于 +((,中，与未加酸
水解酪素相比，能有效增加重组抗菌肽 !()表达量
（数据未显示）；同时对诱导时间进行优化，重组抗菌

肽 !()表达量在甲醇诱导 -./后达到最高值；诱导
时间、菌湿重及抗菌活性之间关系见图 0。

图 ! 抑菌活性实验
1234& 56728#97%$2#" #::#;

!<4 !=67$=" >27/ 6= 26:%$7；&? @=:272A% $%9=B826#67: 26CD9%C -./4

图 " 诱导时间、菌湿重及抗菌活性之间关系
12340 E/% $%"#72=6:/2F 8%7>%%6 7/% C2#B%7%$ =G 7/% 26/28272=6 H=6%

#6C >%7 9%"" >%23/7

图 # $%&’&()*+,+*-./0（.）和酸性聚丙烯酰胺活性电泳
（1）图谱
1234 - E$2926%IJKJI@5LM （ 5） #6C #92C F=";#$;"#B2C% 3%"

%"%97$=F/=$%:2:（+）

(4 (="%9D"#$ B#:: B#$N%$；&? JDF%$6#7#67 =G F=:272A% $%9=B826#67

26CD9%C；0 #6C -? !=67$=" >27/ 6= 26:%$7；)?O%9=B826#67 5+@I!()?

"23 $%&’&()*+,+*-./0及酸性聚丙烯酰胺活性电泳
抗菌肽 !() 分子量只有 -?PNK，在常规 JKJI

@5LM 系统中难以得到理想的分辨率，我们使用
E$2926%IJKJI@5LM（&.* J%F#$#7263 3%"，&Q* JF#9%$
3%"，)* J7#9N263 3%"），使得重组抗菌肽 !() 得到较
好的分离，E$2926%IJKJI@5LM结果显示：甲醇诱导表

达上清在 -?PNK 处出现一条带（图 -I5），与天然家
蚕抗菌肽 !() 分子量大小一致；酸性测活电泳结
果，进一步说明重组抗菌肽 !()在毕赤酵母中成功
地分泌表达（图 -I+）。
"24 重组 563抗真菌活性
如图 )所示，加了重组抗菌肽 !()的孔有很明

显的抑菌圈，这说明重组抗菌肽 !()对黑曲霉（! 4
"#$%&）、绿色木霉（’ 4 (#&#)%）都有很强的抑菌活性。

图 3 重组 563对黑曲霉（.）、绿色木霉（1）的作用
1234) （5）5::#; =G 7/% $%9=B826#67 5+@I!() =6 ! 4 "#$%&；（+）5::#;

=G 7/% $%9=B826#67 5+@I!() =6 ’ 4 (#&#)%

!<：!=67$=" >27/ 6= 26:%$7；& R -4 O%9=B826#67 5+@I!()4

# 讨论
抗菌肽最早是在昆虫体内发现的，抗菌肽是昆

虫免疫后血淋巴中的一类抗菌多肽，它具有相对分

子量小，热稳定，水溶性好，无免疫原性，抗菌谱广等

特点，并可以抑杀某些真菌、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而不破坏正

常细胞，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”；

抗菌肽 !() 是从中国家蚕中提取的一种小分子多
肽，只有 -’个氨基酸残基，抗菌谱广。
抗菌肽可望成为新一代的抗菌、抗病毒、抗癌药

物，但天然抗菌肽的来源少，成本高，无法满足临床

试用和基础研究的需要；而人工合成成本高；所以采

用重组表达的方法可大量获得抗菌肽，以满足其抗

菌作用机理研究及开发成一类新型抗菌药物。

近年来，以酵母菌为基因工程受体菌的研究日

益受到人们的重视。尤其是甲醇营养酵母表达系

统，该系统已成为极为成功的外源蛋白表达系统之

一，具有许多优点：（&）利用受甲醇诱导的醇氧化酶
（5"=9/=" =S2C#:%T 5UVT）启动子，可严格控制外源基
因的表达，无论胞内、胞外均可实现外源基因的高表

达；（0）毕赤酵母生长快速，培养条件简单，适合高密
度培养，发酵后每升培养液中细胞湿重可达 )’Q3，
有利于提高目的蛋白产量；（-）毕赤酵母作为一种真
核细胞生物，可进行翻译后的蛋白加工，以使外源蛋

00W 微生物学报 !*+, -#*&./#.0.$#*, 1#"#*, 0QQ’，X="4)’ Y=4’



白得到正确的折叠和修饰［!" # !$］。

从上面实验结果可以看出，选用毕赤酵母偏爱

的密码子合成抗菌肽 %&’基因，并克隆到酵母分泌
表达载体 ()*%+上，经 ,-./甲醇诱导，重组毕赤酵
母菌可大量分泌表达具有生物活性的抗菌肽 %&’，
0&&1中添加 !/酸水解酪素可有效防止目的蛋白
的降解；表达上清煮沸 2,345 后抗菌活性不变，在纯
化过程中可先煮沸表达上清以去除大部分大分子杂

蛋白，便于后面重组抗菌肽 %&’的纯化；另外，重组
抗菌肽 %&’同样具有很强的抗真菌活性，对黑曲霉
（! 6 "#$%&）、绿色木霉（’ 6 (#&#)%）等病原菌都有很强
的杀伤作用。

总之，本文采用 *#+,#- .-/01&#/ 系统成功地分泌
表达了具有生物活性的抗菌肽 %&’，为其大量生产
开发成新型抗生药物奠定了一定的基础。
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