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摘 要：通过在 E-C-:=:=#7#$（FGFH(IJKLHH(）的 M 端添加碱性氨基酸片段 J)4-D)DN:O)（PPQRQP）以增强其对细胞

膜的吸附能力来提高 E-C-:=:=#7#$ 的抗菌活性。利用 J)4-D)DN:O) 和 E-C-:=:=#7#$ 的基因序列，结合酵母偏爱密码子

设计出新的融合基因 J)47E-C，通过重叠区扩增基因拼接法（F)=) SD2:;:=C *. ?T)+2-D )4N)=S:?=，C)=) KU8:=C）利用 V0P
扩增出基因片段，再将融合基因进行酶切并纯化后导入穿梭质粒 DVG0A 中，构建受乙醇氧化酶 # 基因（LUW#）的启

动子与转录终止区控制的酵母表达质粒，转化 FK##& 毕赤酵母宿主菌，经表型筛选，阳性克隆用甲醇诱导表达。表

达出的融合肽 J)47E-C 分子量约 $X/YZ-，其耐热性强，在 #%%[条件下，其活性可维持 /< 以上。琼脂糖孔穴扩散法

检测显示 J)47E-C 对多种革兰氏阴性菌和阳性菌具有抑制活性，与 E-C-:=:=#7#$ 相比，其活性有明显增强，M 端正电

荷增加的预期效应得到初步体现。

关键词：J)4-D)DN:O)（PPQRQP）；E-C-:=:=#7#$；重叠区扩增基因拼接法；融合肽 J)47E-C
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抗菌肽是生物体内经人工或自然诱导而产生的

一种防御性多肽，自 \?9-= 从西哥罗佩蛾［#］中分离

出具广谱抗菌活性的抗菌肽 0);+?D:= 后，在抗生素

大量使用所引起的抗药性日益严重的形势下，全球

掀起了一场研究抗菌肽的热潮，迄今已有近千种天

然抗菌肽被分离出来（]]]@ **;9@ ,=:T @ N+:)SN @ :N），但

是天然抗菌肽的分离纯化过程烦琐且费用较高，另

外多数抗菌肽的活性较弱难以达到应用的水平，有

些抗菌肽还具有副作用。分子生物学的飞速发展为

上述问题提供了有效的解决方法，利用重组 ZML 技

术不仅可以改造天然抗菌肽得到新的抗菌肽种类，

减弱或消除副作用，同时还可以通过转化、发酵得到

大量的表达产物以实现工业化生产。基因工程在抗

菌肽改造与应用研究方面的应用，国内外已积累了

很多成功的经验：早在 #A55 年，徐飞等［$］就设计、合

成了抗菌肽 Z 基因。随后李丹青等［/］将抗菌肽 Z
基因导入根癌农杆菌并转化于番茄取得成功。#AAA
年 Z?SN?,9:),4 等［!］将 V)=7$ 与 V)=7/（D)=-):O:=S 的

两种形式）的 ;ZML 克隆于酵母穿梭载体 D10L5#$
中进行了酿酒酵母表达，并利用 8O9-= 降解法等对

重组的 V)=7$ 与 V)=7/- 进行了鉴定，结果显示酵母

表达适于功能性 D)=-):O:=S 的大规模生产，而且它们

的抗菌活性与其天然分子没有什么差别。赖玉平

等［&］将从人汗腺中发现的抗菌肽 Z0Z7#I 基因克隆

到毕赤酵母载体 DVG0A 中，并在毕赤酵母 FK##& 中

进行了表达。结果表明 FK##& 系统所表达的 Z0Z7
#I 在 DJ &X& ’ "X! 范围内具有抗大肠杆菌和金黄色

葡萄 球 菌 的 活 性。H.,=C7K?? J-<9 实 验 室［6 ’ 5］将

0);+?D:=L#75 与 E-C-:=:=#7#$ 融合在一起，得到了活

性较好的融合肽，且发现了对其活性起关键作用的

区域———F2.7G2)7F2.，位于 E-C-:=:= 氨基端的这一特

殊区域在新的融合肽中起到了铰链的作用，便于整

个肽链在 M 端的吸附和 0 端疏水作用过程中的构

象变化。这一发现促进了抗菌肽结构功能学的研

究，有利于抗菌肽的定向改造。目前抗菌肽作用的

主要原理是通过带正电荷的 M 端与细胞质膜磷脂

分子上的负电荷发生静电吸引，便于抗菌肽吸附在

细胞膜表面，再通过疏水的 0 端破坏细胞膜，细胞

内物质外漏导致细胞死亡［A，#%］。在这一过程中 M 端

所带的正电荷和位于两端连接处的铰链结构对细胞

的破坏起着关键的作用，正电荷决定抗菌肽与细胞

膜结合强度，铰链结构决定 0 端作用的自由度和有

效度。本 文 通 过 在 具 有 铰 链 结 构“F2.7G2)7F2.”的

E-C-:=:=#7#$ 的 M 端连接上强碱性的六肽 PPQRQP



以增强其活性。利用 !"#$%& 法合成出了融合抗菌

肽基因 ’()*+,&（-(%.,%/ 011(22$3% 43567889:;<）并

在毕 赤 酵 母（ !"#$"% &%’()*"’ -!<<=）中 实 现 了 稳 定

表达。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：质粒 >?@A:、毕赤酵母（ !"#$"%
&%’()*"’ +,<<=）由中山大学陆勇军教授惠赠；大肠杆

菌（-’#$.*"#$"% #)/"）、大肠杆菌 6’=!（-’#$.*"#$"% #)/"
6’=!）、金黄色葡萄球菌（,(%&$0/)#)##1’ %1*.1’）、表皮

葡萄 球 菌（ ,(%&$0/)#)##1’ .&"2.*3"2"’）、肺 炎 链 球 菌

（,(*.&()#)##1’ &4.13)4"%.）、沙 门 伤 寒 菌（ ,%/3)4.//%
(0&$"）、绿脓杆菌（!’.12)3)4%’ %.*15"4)’%），均为广东

省菌种保藏与应用重点实验室保存。

!"!"# 主 要 试 剂：6%7 酶、B4C?2、限 制 性 内 切 酶

（-#)D"、8$)"、95/#）均购自北京赛百盛公司；C8
640 连接酶购自华美公司；?AD 产物纯化试剂盒、

凝胶回收试剂盒均购自深圳依诺金公司；甲叉双丙

稀酰胺（EFG/,），尿素、CH$2、?+!E、丙稀酰胺、考马斯

亮蓝 -*I=9（+.AJ(K）、蛋白质低分子量标准（上海

!,%&3%）均购自广州威佳公司。

!"!"$ 仪器：恒温振荡培养箱（E+A*<999，L,>,%），隔

水式 恒 温 培 养 箱（-’?*:<M9，AJ$%,），梯 度 ?AD 仪

（?CA*I99，N!0），台式高速冷冻离心机（!$&K,;O;9，

-(HK,%P），高 效 冷 冻 离 心 机（.(1/K,% 0Q,%R$ L;9<，

N!0），电泳仪（#?!;9<，!S(B(%），凝胶成像分析系统

（NT "，.H$R,$%），核酸U蛋白分析仪（6NM89，N!0），冷

冻真 空 干 燥 机（VW?’*V"O <IV，N!0），超 纯 水 器

（+$FF$>3H(，N!0）。

!"# 融合抗菌肽基因的构建与克隆

根据毕赤酵母基因翻译的偏爱密码子、抗菌肽

’(),>(>R$B(（DDX7XD）及 +,&,$%$%< 至 <I 的氨基酸

序列，设 计 得 到 待 克 隆 的 融 合 基 因 序 列 如 下：

0-00-0C--A00C--0-0--C0CC--C000CCCCC-A
0CCAC-AC000000CCC，在融合基因的两端分别加

上!信号肽裂解位点 O()I（000 0-0）以及终止子

（C00）的序列，结合质粒 >?@A: 的多克隆位点，在上

述 序 列 的 两 端 分 别 添 加 酶 切 位 点 8$) "
（AA0ACA-0-）、-#)D"（-00CCA--C），根据以上所

得的最终序列设计下列两条引物：?H$K(H<（’+<）：=Y*
AA0ACA-0-0000-00-00-0C--A00C--0-0--C0
CC--C000CCCCC-A0*;Y；?H$K(HI（’+I）：=Y*0AA-0
0CCACC0000CCCCCC0-A0-00C-A00000CCC0AA0

0C0AACACAA*;Y，引 物 由 北 京 赛 百 盛 公 司 合 成，

+,&,$%$%<*<I（-@-OEV’!0OOE）的 引 物 设 计 方 法 同

上，文中省略的对照组 +,&,$%$%<*<I 的实验步骤参

照 ’()*+,&。
梯度 ?AD：每管 I9$V 反应体系，共计 M 管，将

M9 Z [=\分 M 个梯度，<9 ] ?AD ^G__(H I$V（I9KK3FUV
+&I ‘ ），B4C?（<9KK3FUV）9a8$V，6%7 酶（ =NU$V）

9aI$V，引 物 ’+<、引 物 ’+I（<9$K3FUV）各 <$V，

BB’I" <=a8$V。反应程序：:8\ =K$%；:8\ ;92，M9 Z
[=\ ;92，[=\ <K$%，8= 个循环；[=\ <9K$%。

?AD 合成基因：采用重叠区扩增基因拼接法

（-(%( 2>F$1$%& ^P 3Q(HF,> ()R(%2$3%，&(%(!"#$%&）［<<］合

成，<99$V 反应体系（各成分浓度同上）：<9 ] ?AD
^G__(H <9$V，B4C? I$V，6%7 酶 <$V，?H$K(H’+< =$V，

?H$K(H’+I =$V，BB’I" [[$V。反应程序：:8\ =K$%；

:8\ ;92，[9\ ;92，[I\ <K$%，8= 个 循 环；[I\
<9K$%。Ib琼脂糖凝胶电泳检测 ?AD 产物。

!"$ 重组酵母表达载体的构建

分别利用 -#)D"、8$)"酶切融合基因 ’()*
+,& 和质粒 >?@A:，酶切产物经琼脂糖电泳后切胶回

收（参照深圳依诺金公司胶回收试剂盒操作说明），

<[\连接过夜，连接产物转入感受态细胞 6’=!中

培养 备 用。重 组 质 粒 命 名 为 >?@A:*’+（简 称 ?*
’+），?AD 检测并送至上海博亚公司测序鉴定。将

鉴定正确的重组表达质粒 >?@A:*’+ 按照 (>>(%B3H_
仪器使用手册电击转入毕赤酵母，电转液 Ic\摇床

培养约 IJ 后涂于 +6 选择性培养基（<a;8b W4.，

8 ] <9d = b生物素，Ib葡萄糖，琼脂粉 Ib）上，;9\
继续培养，观察 +GR‘ 和 +GR2。

参照剧海等［<I］的方法利用煮*冻*煮方法制作重

组酵母 ?AD 模板，以!*E,1R3H 和 0"e< 为引物利用

?AD 方法检测重组酵母。

!"% 融合肽 &’()*+, 在毕赤酵母中的诱导表达及

活性测定

将筛选到的重组酵母菌（简称 -*?’）株转接入

89KV .+-W 培 养 液（<99KK3FUV 磷 酸 钾 缓 冲 液，

<a;8bW4.，8 ] <9d = b生物素，<b甘油，酵母提取物

<b，蛋白胨 Ib）中，Ic\、Ic9HUK$% 培养 <[J，:;M99

达 I Z M，收 集 .+-W 培 养 菌 液（8999HUK$%，8\，

=K$%），用 <9KV .++W（<99KK3FUV 磷酸钾缓 冲 液，

<a;8bW4.，8 ] <9d = b生物素，9a=b甲醇，酵母提取

物 <b，蛋白胨 Ib）培养液重悬，每 I8J 取 <KV 表达

上清备用，补加 <KV =b甲醇并补加培养液至 <9KV
继续培养。用琼脂糖孔穴扩散法［<;］测定，在含有适

M<< V@ -G$*>$%& .( %/ 5 U<#(% ="#*)>")/)5"#% ,"4"#%（I99[）8[（<）



量细菌（ ! ! "#$%#&）的琼脂培养基上打孔（孔径为

"##），每孔加 $%!& 样品（样品为浓缩 ’% 倍的表达

上清，下同），()*培养过夜 ’% + ’,-，观察并测量抑

菌圈。

!"# 融合肽 $%&’()* 抗菌谱的测定

如 ’." 所示方法检测融合肽 /012345 对各种指

示菌的抑菌活性，指示菌有：大肠杆菌（’ ! ()*+）、大

肠杆菌 6/,"（’ ! ()*+ 6/,"）、金黄色葡萄球菌（ ! !
"#$%#&）、表皮葡萄球菌（! ! %,+-%$.+-+&）、肺炎链球菌

（! ! ,/%#.)/+"%）、沙门伤寒菌（ ! ! 01,2+）、绿脓杆菌

（3 ! "%$#4+/)&"）。

!"+ ,-’.,/0 凝胶琼脂糖弥散法分析表达上清液

参照文献［’"］所提供的方法将制作好的电泳胶

沿中线切开，左右两侧分别上样，左侧为重组酵母

728/ 浓缩发酵液、阴性对照（空质粒酵母）浓缩发酵

液及分子量蛋白质标准，电泳后染色；右侧依次为重

组酵母 728/ 浓缩发酵液、阴性对照浓缩发酵液，电

泳后先用 ’%##9:;& 8<=（>/)."）缓冲液漂洗两次，每

次 $%#?@，然后覆盖在含菌培养基上，()*孵育，(-
后取出电泳凝胶，在底层琼脂上倾倒一层 &< 培养

基，()*培养 ’% + ’,-，观察结果。

!"1 融合肽 $%&’()* 耐热性测定

!"1"! 活性与温度关系：取出 ’%%!& 样品 A 管，分

别于 ,%*，A%*，)%*，B%*，C%*，’%%* 热 处 理

’,#?@ 后离心（’$%%%D;#?@，"*，’#?@），取上清液作抗

菌实验。

!"1"2 活性与煮沸时间关系：取出 ’%%!& 样品 A
管，分别于 ’%%*热处理 ,#?@、’%#?@、(%#?@、A%#?@、

’%%#?@、’,%#?@、$%%#?@ 后 离 心（’$%%%D;#?@，"*，

’#?@），取上清作抗菌实验。

!"3 表达条件优化

!"3"! 表达量与时间：分别取 ’$-、$"-、(A-、"B-、

A%-、)$- 时的 <33E 发酵液离心，取上清冻干浓缩

’% 倍后，利用琼脂糖孔穴扩散法作抗菌实验，()*
培养 ’% + ’,-，测定抑菌圈直径。

!"3"2 表达量与 >/：分别利用磷酸和氢氧化钾调

节 ’%#& <33E 培养液的 >/ 至 "、".,、,、,.,、A、A.,、

)、).,、B，接入经 <37E 培养至 56A%% F ,., 的酵母转

化子 728/A，$B*培养 "B- 后测定抗菌活性。

!"3"4 表达量与甲醇浓度：分别在 ’%#& <33E 培

养液中加入终浓度为 %.’G、%.,G、’G、’.,G、$G、

(G、"G、,G的甲醇，接入经 <37E 培养至 56A%% F
,., 的酵母转化子 728/A，$B*培养 "B- 后测定抗菌

活性。

2 结果

2"! .56 扩增结果

为了得到高效表达的融合基因，选择毕赤酵母

偏爱密码子设计出融合基因 /012345 的两条引物。

由于两条引物的 7# 值都较高（)%*左右），因此选

择较高的退火温度来扩增，为了得到合适的退火温

度，先做一个 A% + ),*的梯度 8HI，结果显示退火温

度在 A% + )%*之间时，产物量基本没有变化，选择

)%*作为最佳退火温度，既得到较高浓度的产物又

没有单引物二聚体。扩增产物（大小为 B’J>）经 $G
琼脂糖凝胶电泳后切胶回收。

2"2 重组质粒构建及鉴定

将纯 化 的 8HI 产 物 及 质 粒 >8KHC 分 别 经

’()I#和 82)#双酶切，回收并连接后转入感受肽

细胞 6/,"中，以所得的转化质粒为模板，分别以

"2L4MN9D和 /3$，/3’ 和 OPQ’ 为引物作 8HI 验证重

组质粒的正确性，空质粒为模板作阴性对照，以转化

质粒为模板的 8HI 产物分别在约 ’$%J> 和 $%%J> 处

有清晰的条带，推算结果（"2L4MN9D 位点与 OPQ’ 位

点相距 ’C,J>）显示载体中加入了约 )%J> 的外源片

段，大小约相当于目的片段，而空质粒则没有相应条

带，进一步测序结果显示目的片段成功克隆到载

体中。

2"4 重组酵母鉴定和表达

为了获得较高的转化效率和拷贝数，采用电击

转化法将经过 94*$线性化的重组表达质粒 >8KHC2
/3 转化感受态细胞 3+(2+" ,"&0)$+& 7=’’,，通过 36
板鉴定表型，约 )%G的菌株为 3RN S 。转化酵母 72
8/ 通过 8HI 方法检测，文献［’$］显示煮沸冷冻法

在快速提取酵母 6TO 中效果较好，本文利用该方法

所得到的转化酵母总 6TO 作为模板扩增得到了清

晰的目的条带，以"2L4MN9D 和 OPQ’ 为引物的 8HI 结

果显示含融合基因 /012345 的重组质粒片段成功的

转入 了 毕 赤 酵 母 中。融 合 肽 /012345 与 对 照 组

3454?@?@’2’$ 的表达水平相当，约 $A%#5;&（/012345
为 $,(#5;&，3454?@?@’2’$ 为 $AB#5;&）。

2"7 抑菌活性及抗菌谱

融合肽 /012345 对多种细菌表现出较好的抑菌

活性，且活性明显比 3454?@?@’2’$ 强（图 ’ 和表 ’）。

/012345 对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌都具有明

显的抑菌活性，其中对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

的活性最为明显，其 ’% 倍浓缩表达上清的抑菌圈直

径可达 ’%## 以上。
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图 ! "#$%&’( 及 &’(’)*)*!%!+ 对金黄色葡萄球菌（ ! ,
"#$%#&）的抑菌效果

!"#$% &’( )(*+,-* ./ 01-"203-()"0, (45()"6(1- ./ 7(4890# 01: 90#%8%;
-. ! $ "#$%#& $ % 01: ;<&’( *+5()10-01- ./ 7(4890#；=<>(#-"?( 3.1-).,；@
01: A< &’( *+5()10-01- ./ 90#0"1"1%8%;；B<C9D 3.1-).,（%E!#F6G）$

表 ! "#$%&’( 及 &’(’)*)*!%!+ 对几种细菌的抑制效果

&02,( % C1-"203-()"0, 03-"?"-"(* ./ 7(4890# 01:
90#0"1"1%8%; -. *(?()0, H"1:* ./ 203-()"0

I1:"30-.) *-)0"1*
J":-’ ./ "1’"2"-".1 K.1(F66

7(4890# 90#0"1"1%8%;
’ $ ()*+ %% L
’ $ ()*+ M7A %; N
! $ "#$%#& %= %E
! $ %,+-%$.+-+& %% B
! $ ,/%#.)/+"% B L
! $ 01,2+ %E L
3 $ "%$#4+/)&" N E

+-. /0%1/23 凝胶琼脂糖弥散法分析

图 + 融合肽 "#$%&’( 电泳分析及其电泳凝胶琼脂糖弥

散法抗菌活性检测

!"#$; CO8DCPQ ./ 7(4890#$ C：&’( )(*+,-* ./ CO8DCPQ；R：&’(
)(*+,-* ./ 01-"203-()"0, (45()"6(1-* 2S .?() ,0S -(3’1"T+(<9<90)H()；
%<&’( *+5()10-01- ./ 7(4890#；;<&’( *+5()10-01- ./ 1(#-"?( 3.1-).,；
=<&’( 01-"203-()"0, )(*+,-* ./ *+5()10-01- ./ 7(4890#；@<&’( 01-"203-()"0,
)(*+,-* ./ *+5()10-01- ./ 1(#-"?( 3.1-)., $

由于 7(4890# 的分子量较小（;=EEM0），所以分

辨率不太理想，在 ;=EEM0 附近出现了一个比较明显

但有些弥散的带（图 ;），电泳凝胶琼脂糖弥散法检

测结果显示与该条带对应的培养基上出现抑菌斑，

而对照没有，可初步确定该条带为目的条带，即融合

肽 7(4890# 获得表达。

+-4 融合抗菌肽 "#$%&’( 的耐热性

实验结果见图 =，不同温度热处理后抗菌实验

显示其活性无明显差异，表明融合肽 7(4890# 的抗

菌活 性 在 %EEU 的 温 度 内 其 活 性 比 较 稳 定。用

%EEU煮沸处理不同时间，%EE6"1 后活性开始降低但

降幅不大，进一步证明融合抗菌肽 7(4890# 具有较

强的耐热性。

图 5 耐热性测定

!"#$= M(-(3-".1 ./ -’( ’(0- -.,()013($

+-6 表达量与时间、7" 值、甲醇浓度的关系

图 8 反应条件优化结果

!"#$@ &’( )(*+,-* ./ .5-"6"K(: 3+,-+)( 3.1:"-".1$

+-6-! 表达量与时间的关系：在保持各培养条件相

同的情况下，融合肽的表达量（通过抑菌圈直径间接

反映）与时间的关系曲线走势与重组酵母的生长曲

V%% GI P+"85"1# %0 "* $ F5(0" 6+($)7+)*)4+(" !+/+("（;EEL）@L（%）



线相似，约 !"# 后表达量达到最大，随后开始降低

（图 $）。

!"#"! 表达量与 %& 值的关系：约在 %& 值为 ’ 时活

性最强，其原因可能是在酸性和碱性条件下其表达

均受到抑制（图 $）。

!"#"$ 表达量与甲醇浓度的关系：在甲醇浓度达到

"(!)时其表达量基本达到最大，数据显示甲醇浓度

在 "(!)与 !)时产物活性变化不大，因此 "(!)的

甲醇浓度可以视作最适的诱导浓度（图 $）。

$ 讨论

&*+,%*%-./* 是一类六肽，文中用来特指序列为

001210 的 一 种，此 段 序 列 是 牛 乳 铁 传 递 蛋 白

3,4-56*77.8 中的一段，具有广谱抗菌活性［9!］，不仅对

细菌、真菌有活性，对病毒和癌细胞也有较好的活

性。抗菌肽杀菌的第一步即是通过其 : 端氨基酸

所带的正电荷与细胞膜上磷脂所带负电荷作用从而

吸 附 到 细 胞 膜 上 进 一 步 作 用，&*+,%*%-./*
（001210）是一个强碱性的肽段，肽链中有 ; 个精

氨 酸，< 个 色 氨 酸，都 带 正 电 荷，将 其 连 接 在

=,>,.8.89?9< 的 : 端在于增强后者对细胞膜的吸附

作用，从而提高其抗菌活性。=,>,.8.8 是从非洲爪

蟾的皮肤中分离得到的［9’］，它不仅作用于革兰氏阳

性菌和阴性菌，还能作用于原生动物，目前它已被美

国马盖宁制药公司设计改造成对病毒和肿瘤细胞均

有较好杀伤作用的新肽 =@A<BC 并已运用于临床。

=,>,.8.8 由于其良好的活性、独特的结构以及较为

成熟的研究背景而成为抗菌肽分子改造领域的常用

对象，文中以 =,>,.8.8 为例从增加 : 端正电荷入手

来改造抗菌肽，以期得到活性增强的新肽。目前抗

菌肽的毒副作用，如免疫原性尚不清楚，考虑到未来

的应用，文中只选择了 =,>,.8.8 的 : 端 9< 个氨基酸

作为研究对象，以减弱其可能的免疫原性。

由于巴斯德毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’）兼具原核

表达系统的高表达量和真核表达系统可进行蛋白翻

译后修饰、加工及折叠的优点，文中的表达宿主选择

了毕赤酵母（!"#$"% &%’()*"’ DE99!）。基因工程在改

造抗菌肽及推广应用方面取得了巨大的成就，但目

前抗菌肽尚不能替代抗生素普及应用，这其中主要

问题之一是：不论在微生物中表达，还是在植物、昆

虫中表达，表达量都偏低，这严重制约了抗菌肽的产

业化发展。抗菌肽的产业化发展，必须降低其使用

成本，今后抗菌肽药物的来源将主要通过微生物发

酵来获得，因此需要建立高效的表达体系和廉价、快

速的纯化系统。影响外源基因表达水平的因素很

多，密码子的选择是影响表达量的重要因素之一，为

了提高抗菌肽在毕赤酵母中的表达效率，文中对

=,>,.8.89?9< 和 &*+,?%*%-./* 基因进行了密码子优

化，采用酵母偏爱密码子进行了基因合成。另外天

然 : 端对抗菌肽的生物活性起着决定性作用，为了

保证所表达的抗菌肽具有天然 : 端，在抗菌肽基因

的 : 端加上!信号肽 F*+ 裂解酶识别序列。文中采

用 EGH 技术，即重叠区扩增基因拼接法［9B，9C］对抗菌

肽基因进行密码子优化及合成。重叠区的最适长度

目前尚无定论，一般以所合成引物长度的三分之一

为宜。引物总长度，以其 +I 值来计算，应控制在

!"J% 左右为宜。重叠区一般至少有 9! K <"J%，引物

总长度为 !"J% 左右。实验中，除了常规优化方法

外，还引入了降落 LM0 技术，在最佳条件下获得了

&*+?=,> 抗菌肽基因。

通过上述改造步骤，最终构建并获得了融合抗

菌肽 &*+?=,> 的酵母高效分泌表达菌株。抗菌活性

测定结果显示，改造后的 =,>,.8.89?9< 即 &*+?=,> 的

抗菌活性明显强于对照组 =,>,.8.89?9<。另外文中

还对重组酵母的发酵条件进行了初步优化，结果显

示在 %& 为 ’ 的 N==O 培养液中 "(!)甲醇诱导约

!"# 后获得的表达产物活性最强，即表达量最大。
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