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杂合抗菌肽 !"#$%&’( 的人工合成及其在 .&"/&$ 0$1#(’&1 中的分泌表达

王秀青，苏春霞，周 斌，曹瑞兵，陈溥言"

（南京农业大学 农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室 南京 $#%%5&）

摘 要：根据抗菌肽天蚕素 F（?*?,EG9<F，HF）I 端第 # ’ " 个氨基酸残基，马盖宁（8.B.9<9<，J）I 端第 $ ’ #$ 个氨基

酸残基，以毕赤酵母偏爱的密码子设计合成了杂合肽 HF（# ’ "）3J（$ ’ #$）基因，同载体 GKLHM!3F 连接后转化 !"#$"%
&%’()*"’ 受体菌 NJO##2(，在醇氧化酶（FPQ）启动子调控下，分子量约 #R5SO. 的 H*?F3J.B 杂合抗菌肽获得表达，抗菌

特性研究表明，该表达产物具有广谱抗菌活性，对多数 T3 菌及 TU 菌均有较好的抑菌活性。初步抑菌活性测定，显

示该杂合肽对金黄色葡萄球菌、耐氨苄青霉素的大肠杆菌及枯草芽孢杆菌有良好的抑杀活性。酸稳定实验显示

GV 为 4R$ 时仍具有相当高的活性。热稳定性实验显示该杂合肽 #%%W加热 &89< 后仍具有抑菌活性。这些特点使

得重组抗菌肽 H*?F38.B 在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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抗菌肽是昆虫体内一类起重要免疫作用的多

肽［#，$］。天蚕素 F 是较早从惜古比天蚕中分离的抗

菌肽，具有广谱的杀菌能力，耐高温且对真核细胞无

毒副作用［4 ’ &］。其 I 端碱性很强，形成双亲!螺旋

结构，I 端序列对于其活性具有重要作用。由于抗

菌肽 F 由 4" 个氨基酸残基组成，在体内应用时能引

起免疫反应等问题，所以它不是发展为药物的理想

候选者。一些其他种类的抗生肽如蛙皮素、防卫素

和蜂毒素等，它们不是结构过于复杂，就是抗菌能力

不足，或者是对真核细胞有毒性。J.B.9<9< 是从非洲

瓜蟾中发现的含有 $# ’ $" 个氨基酸的一大类碱性

无半胱胺酸的抗菌肽。具有广谱抗性、亲水脂特性，

有 较 低 的 溶 血 活 性，不 同 于 裂 解 肽 J*19YY9< 和

ZE8+9<9<，后者具有高效的细胞溶血作用。微摩尔

浓度的 J.B.9<9< 能杀死革兰氏阳性细菌、阴性细菌、

真菌和原生动物，甚至真核的肿瘤细胞。但其不伤

害体细胞或红细胞［2 ’ (］，J.B.9<9< 家族肽由于氨基酸

数目少，具抗菌活性，当人类感染细菌、真菌或原虫

后，可能具备治疗疾病的潜力，目前运用基因工程的

方法合成 J.B.9<9< 已进入临床 4 期试验阶段。因

此，探寻一些长度显著缩短但仍具广谱抗菌活性且

对人体无害的多肽就成了人们努力的目标。在抗生

素广泛使用且导致越来越多抗性病菌泛滥的今天，

构建一种活性高的抗菌肽不失为一种新的抗菌药物

的研究发展对象。

为了能够避免在体内应用时引起免疫反应和增

强其杀菌活性，选用了 H*?,EG9<F 的 I 端作为杂合肽

的 I 端 J.B.9<9< 杂合，杂合后可减小 J.B.9<9< 的溶

血活 性。 鉴 于 以 上 考 虑 本 工 作 构 建 H*?,EG9<F、

J.B.9<9<［HF（# ’ "）3JF（$ ’ #$）］的杂合肽基因，并

克隆到 !"#$"% &%’()*"’ 的表达载体 GKLHM!3F 中，在

!"#$"% &%’()*"’ 中进行了表达，同时对表达产物进行

了初步的活性测定。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 菌株和质粒：转化用 +’#$,*"#$"% #)-" OV&!、

毕赤氏巴斯德酵母 !"#$"% &%’()*"’、受体菌 NJO##2(
（V9[\J-YU ），由南京农业大学传染病组保存；表达载

体 GKLHM!3F 购于 L<]9Y,EB*< 公司。

)*)*+ 主要试剂：高保真的 G/,E+*[Y OIF 聚合酶、

0! OIF 连 接 酶、:I0K、限 制 性 内 切 工 具 酶 购 于

0.^._. 公司；0,9?9<* 购于上海生工生物工程公司；

NON3KFT7 超低分子量 J.,S*,（H2$#%）购于 N9B8. 公

司；M*E?9< 购于 L<]9Y,EB*< 公司；其它试剂均为进口或

国产分析纯。

)*+ 杂合抗菌肽 !"#$%&’( 基因的合成

根据 T*<Z.<S 中 H*?,EG9<F 成熟肽段（# ’ "）以

及 J.B.9<9<（$ ’ #$）的氨基酸序列（T*<Z.<S 上的序

列号分别为 Q%22"$ 和 ‘%4#54），选用酵母偏爱密码

子设计 H*?F3J.B 杂合肽基因，在其 I 端加上!信号

肽 ^*6$ 裂解位点，以保证所分泌表达的 H*?F3J.B
杂合抗菌肽具有天然 I 端。设计两个引物片段 )#
和 )$，扩增改造后的 H*?F3J.B 杂合抗菌肽基因。



!"：#$%&&’&’&()())))()&))((&())(&’’(’&)
(’))(&’)((’&&)((’))(%*$；!+：#$%&’)’&’)()
())&’’((’(&)&’(’(’)&())&’’’)&’()’&&()’
&’’&’’%*$。两个引物的 *$端有 +" 个碱基的互补

序列，符合 ,-./01 的要求，基因合成采用了重叠区

扩增基因拼接法（(202 345/6/01 78 9:2;5<4 2=>203/90，

,-.）［?］。&26)%@<1 杂合肽基因 #$和 *$端分别引入

!"#!、!$%!内切酶位点，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 #$)-A 基因区，下游引物位于插入片段

&26)%@<1 基因区，引物扩增长度为 BCD74。E"：#$%
(’&’&&)&)’’(’)’(&’’&%*$；E+： #$%&’(’(&)((
))&’’()’%*$，!"、!+，E" 和 E+ 均由 F0:/>;9120 上海

分公司合成。

应用 ,-. 法，以 !" 和 !+ 片段互为模板互为引

物进行 E&G 扩增，合成 &26)%@<1 杂合肽基因，为了

保 证 ,-. 合 成 的 特 异 性，我 们 采 用 了 降 落

（’9H6IJ9K0，’L）［"C］E&G 技术对 E&G 进行优化。’L%
E&G 反 应 体 系（#C"M）："C N E&G OHPP2;（@1+ Q P;22）

#"M，@1&5+（+#RR95SM）*"M，JT’E（"CRR95SM）""M；

!"、!+（BC4R95SM）各 +"M；’<U<G< &’ (%)’@ CV#"M，灭

菌超纯水 *WV#"M。混匀并瞬间离心，进行 ’L%E&G。

E&G反应条件：?BX +R/0；进入 ’L%E&G 循环：?BX
*C3，退火温度从 D#X降至 #CX，每循环 "R/0，每个

循环降低 CV#X，Y+X "R/0，共 *C 个循环后温度降

至 #CX，再在最适退火温度 #+X的条件下进行 "#
个循 环；Y+X 延 伸 DR/0。 取 ’L%E&G 产 物 "C"M，

"V#Z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

E&G 产物和 4EF&[#%) 均用 !"#!、!$%!双酶

切，’B LT) 连 接 酶 连 接，连 接 产 物 转 化 & \ *#+,
L]##，重组表达质粒进行 E&G、缺失酶切位点鉴定，

其具体操作见参考文献［""］。E&G 以及酶切鉴定为

阳性的质粒送 F0:/>;9120 上海分公司测序。构建正

确的重组表达质粒命名为 4EF&[#%&)。

!"$ %&’!!()（*+,-&./ 0 ）及 &./ 0 转化子的筛选

和鉴定

感 受 态 -,*",% .%/0#1,/ ,@L""DW（ ]/3S@H>Q ）

（WC"M）与 2%*!线性化 4EF&[#%&)（#"1）相混合，转

移至 预 冷 的 CV+6R 电 转 杯（O/9%G<J）中，置 冰 上

#R/0，"V#^_、+#"!、+CC$电击，立即加入 "RM 预冷的

"R95SM 山梨醇，取 +CC"M 涂布于 ‘EL, 平板上，*CX
培 养 至 单 菌 落 出 现。 详 细 步 骤 参 照 -,*",%
.=4;233/90 U/>。采用 E&G 方法分析 - \ .%/0#1,/ 转化

子，用煮%冻%煮法制备 E&G 模板［"+］，以 E"、E+ 为引

物，反应体系同上，E&G 反应条件：?BX #R/0；?BX
B#3，BWX B#3，Y+X B#3，+# 个循环；Y+X DR/0。以能

扩增出 BCD74 的克隆定为阳性转化子。

!"1 重组 ! 2 "#$%&’($ 菌在摇瓶中的诱导表达

将筛选到的阳性酵母菌接种到 #RM O@(‘ 中，

*CX、+*C;SR/0 振荡培养约 ++I 至 34DCC 达到 * a D；

室温 *CCC;SR/0 离 心 +R/0，收 集 菌 体 重 悬 于 +#RM
O@@‘ 培养基，进行诱导表达。+WX、+#C;SR/0 培养

DCI，期间每 +BI 补加终浓度为 "Z（_S_）的甲醇。

Y+I 后，#CCC;SR/0 离心 "CR/0。收集培养液上清，进

行抑菌活性测定。

!"( 34+5+678%’%89:;<
具体操作步骤参照文献［"*］进行。

!"= 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，以金黄色葡萄球菌

（&9K<0F）、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌为实验菌株，将

供试菌悬浮液（34DCC b CV+ a CV*）+CC"M 与 ##X的

MO 固体培养基 +#RM 混匀后铺平板，待其凝固后，用

灭过菌的打孔器（直径 #RR）打孔，孔中滴加 +C"M 待

测的表达上清，*YX培养过夜（W a "+I），以同体积的

4EF&[#%) 空载体转化酵母的上清做为阴性对照，

)R4 为阳性对照，第 + 天测量抑菌直径。

!") 酸性处理

参照文献［"*］的方法，配制 4]+V# a WV# 的缓冲

液，取 +C"M 表达上清，分别加入 +C"M 不同 4] 值的

缓冲液，以不加抗菌肽的不同 4] 值缓冲液为对照，

进行抑菌试验，方法同 "VY。

!"> 温度处理

对表达的上清液在 DC、WC、"CCX各处理 #R/0，

"+CCC;SR/0 离心 "CR/0 去除沉淀，取上清进行抑菌试

验，方法同 "VY。

!"!? 重组杂合肽抗菌谱的完善

供试验的主要菌株均由天津瑞普生物制药公司

提供，分别为标准株：大肠杆菌（& \ *#+,）、金黄色葡

萄球 菌（ 20%."5+#*#**6/ %6176/）、枯 草 杆 菌（ 8%*,++6/
/6$0,+,/）、短 小 杆 菌（ 9610#$%*071,6: ）、八 叠 球 菌

（ 2.#1#/%1*,;% ）、鸡 白 痢 沙 门 氏 菌（ 2%+:#;7++%
.6++#16:）等，临床上分别从山东、吉林、天津、南京分

离到的耐氨苄青霉素的大肠杆菌共 "# 株，实验方法

同 "VY。

@ 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

DY c)T( A/H%d/01 70 %+ \ S<*0% =,*1#$,#+#>,*% 2,;,*%（+CCY）BY（"）



所设计的杂合肽氨基酸残基完全一致，测序结果显

示，改造后的杂合肽 !"#$%&’( 基因，已正确插入表

达载体的 )"*+ 蛋白酶裂解位点之后，测序工作由

,-./012("- 上海分公司完成。最终合成的杂合肽的氨

基酸序列为 )3)45)),)5467$))58（不包括在构

建载体时加入的酶切位点的序列）。

!"! 杂合肽 #$#%&’() 的 *+,#,-$&./.&0%12
杂合肽 !"#$%9’( 在 :1/#/-"%7;7%<$=> 体系中得

到了较好的分离效果，在大约 ?@AB;’ 处出现了特异

条带，而对照空载体 7&;??CDEF<,!G!%$，没有出现任

何条带，说明杂合肽在 7&;??CD 中得以表达（图 ?）。

图 3 抗菌肽 4$#%&’() 的 *+,#,-$&./.&0%12
5/(H? :I" 01/#/-"%7;7%<$=> 2J 0I" ’-0/K’#0"1/’L F"F0/M" !"#$%9’(H
&H NL01’%L2O 92L"#PL’1 O"/(I0 9’1B"1Q J21 F120"/-Q；?，+@:I" #PL0P1"
QPF"1-’0’-0 2J 7&;??CDEF<,!G!%!$；R@:I" QPF"1-’0’-0 2J 7&;??CDE
F<,!G!%$H

!"5 重组杂合肽 4$#%&6() 初步抗菌活性测定

试验 结 果 显 示，杂 合 肽 !"#$%&’( 对 ! H "#$%
;6S!、金黄色葡萄球菌以及枯草芽孢杆菌等菌株均

有良好的抑杀作用，对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直

径达 +R@T99，对耐氨苄青霉素的大肠杆菌有良好的

抑菌活性（图 +%$、U）。

图 ! 重组抗菌肽对耐药的大肠杆菌（%）和金黄色葡萄球

菌（7）的抑菌活性

5/(H+ ;"0"#0/2- 2J 0I" ’-0/K’#0"1/’L ’#0/./0V 2J #"#$%9’( ’(’/-Q0 ! H "#$%
（$）’-M &’()*+$#"#"",- (,./,-（U）H $：$9F #2-012L（+S"(E94）；$：?，

R，T@7PF"1-’0" 2J ’-0/K’#0"1/’L F"F0/M"Q #"#$%9’(；+，S，C@:I" #2-012L 2J
QPF"1-’0" 2J 0%"*%( )(-’#.%- 7&;??CDE F<,!G!%$H U：?，+，T@:I" #2-012L
2J QPF"1-’0" 2J 0%"*%( )(-’#.%- 7&;??CDE F<,!G!%$；R，S，C@7PF"1-’0" 2J
’-0/K’#0"1/’L F"F0/M"Q #"#$%9’(H

!"8 酸性环境对抗菌活性的影响

该杂合肽在 F6 为 T 时活性最高，F6 为 R@S W
X@S 时抑菌直径较原来无明显的变化，F6D@S 时随着

F6 值增高抑菌直径逐渐减小，说明此杂合肽在酸性

环境较稳定，高 F6 对其抗菌性有抑制作用（图 R%
$）。

!"9 温度对杂合肽抑菌活性的影响

对表 达 的 上 清 液 CY、DY、?YYZ 各 处 理 S9/-，

?+YYY1E9/- 离心 ?Y9/- 去除沉淀，取上清，再按实验

方法 ?@X 所述进行抑菌试验，同时以 F<,!G!%$ 空载

体转化酵母的表达上清和未处理过的杂合肽 !"#$%
&’( 做对照。进行抑菌试验，结果如图所示，CYZ以

下温度处理 S9/- 对抗菌活性没有影响，而随着温度

的升高，活性有明显的降低（图 R%U）。酸碱稳定性

和热稳定性实验均是 R 次实验结果的平均值。

图 5 重组杂合肽 4$#%&’() 的酸碱稳定性（%）和热稳定

性（7）

5/(HR :I" ’-0/K’#0"1/’L ’#0/./0V 2J !"#$%9’( ’JJ"#0"M KV M/JJ"1"-0 F6
（$）’-M M/JJ"1"-0 0"9F"1’0P1"（U）H

!": 重组杂合肽的抗菌谱

重组杂合肽采用标准琼脂孔穴扩散法测定其活

性，结果显示杂合肽对多种 =[ 、=\ 均具有良好的抑

菌作用，尤其对临床上分离到的多株对氨苄青霉素

有抗性的大肠杆菌有很好的活性。

表 3 杂合抗菌肽 4$#&6() 的抗菌谱

:’KL" ? :I" ’-0/K’#0"1/’L QF"#01P9 2J IVK1/M ’-0/9/#12K/’L F"F0/M" !"#%&’(

,-M/#’021 Q01’/-Q $-0/K’#0"1/’L ’#0/./0V
! H "#$% [ [ [ [
&’()*+$#"#"",- (,./,- [ [ [ [
1("%$$,- -,2’%$%- [ [ [ [
&($3#4/$$( ),$$#.,3 [ [ [
! H "#$% ;6S! [ [ [ [
! H "#$% U4+? [ [ [ [
&)#.#-(."%4( [ [ [ [
5,.’#2("’/.%,3 [ [ [ [
! H "#$%（’9F/#/LL/- 1"Q/Q0’-0 #29" J129 7I’-M2-(） [ [ [ [
! H "#$%（’9F/#/LL/- 1"Q/Q0’-0 #29" J129 ]/L/-） [ [ [ [
! H "#$%（’9F/#/LL/- 1"Q/Q0’-0 #29" J129 :/’-^/-） [ [ [ [
! H "#$%（’9F/#/LL/- 1"Q/Q0’-0 #29" J129 6"K"/） [ [ [ [

5 讨论

抗菌肽对细菌具有很强的杀伤作用，所以不宜
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在原核系统中直接表达，又由于分子量较小，一般采

用融合表达或在酵母中表达。作为真核表达系统，

毕赤酵母表达外源基因具有许多其他蛋白表达系统

所不具备的优点，概括如下：（!）酵母是真核生物，毒

性比细菌小。（"）酵母繁殖速度快，营养要求低，培

养基廉价，便于工业化生产。（#）高稳定性，该系统

的载体能和核基因组进行整合，所以构建的菌株稳

定，一般不会出现外源基因随生长繁殖而丢失的现

象。（$）作为真核表达系统，可对表达的蛋白进行翻

译后的加工和修饰，使表达的蛋白质获得正确的折

叠和 %&末端加工，从而使表达出的蛋白具有生物活

性。（’）在毕赤酵母中表达的蛋白既可存在于胞内，

又可分泌至胞外。毕赤酵母自身分泌的蛋白（背景

蛋白）非常少，十分有利于纯化，介于我们所表达的

杂合抗菌肽的特殊性，所以选择了毕赤酵母表达系

统，此外本研究所选择的毕赤酵母受体菌 ()*!!+,
是蛋白酶缺陷型，可降低蛋白酶对外源蛋白的降解

作用，可以延长所分泌的蛋白质的保存时间。

从以上的试验结果看出，本研究所合成的杂合

肽对一些常规耐药的致病菌株均有明显的抑制和杀

灭作用，抗生素耐受问题已经严重威胁到人类的健

康。解除耐药菌对人类日益严重的威胁已经是一个

相当迫切的问题，然而在解决广谱耐药细菌这一问

题上，常规抗生素的局限性越来越明显，而抗菌肽则

是一类很有前途的有望替代传统抗生素或作为其候

选药物的生物分子。其次在酸碱稳定性方面，该杂

合肽在酸性环境中具有最佳的活性，能够耐受胃肠

道的酸性环境，使其在消化道内不至于降解或者降

低活性，为成为饲料添加剂以及生物制药奠定一定

的基础。此外本研究中研制的杂合肽在 !--.加热

’/01 后依然保持一定的活性，可以耐受温度的变

化，有利于进行药物的研制和开发。由于现用的众

多抗生素中，几乎没有一个不产生耐药性的，此外在

畜牧业饲料添加剂的选择中，该杂合肽显示了无与

伦比的优越性。
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