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近年来的研究发现，抗菌蛋白在生物体非专一性防御系

统有着重要的作用，已有数十种具有抗菌活性的多肽被分

离，这些多肽可大致分为 # 类，即含分子内二硫桥的抗菌肽；

具有双亲!/螺旋结构的抗菌肽；以及富含某种氨基酸残基的

抗菌肽［!］，一般来说，这些抗菌肽具有分子量小，稳定性好，

无细胞毒性，抗菌谱广等特点。多种抗菌肽的一级结构和二

级结构已经确定［$］，但作用机理仍不明了。一般认为可能存

在两种作用模式，即 !）通过肽/脂膜相关作用杀菌；$）通过受

体介导的识别过程起作用［!］。

13<B(H;E D 是一种较早从家蚕中分离得到，由 #& 个氨基

酸残基组成的抗菌肽［#，6］。研究认为，13<B(H;E D 可以在疏水

环境中形成螺旋/卷曲/螺旋的结构［&］。13<B(H;E D 是通过在

细胞膜上作用造成孔洞，使细胞内容物外溢而造成细胞死

亡，+ 端序列对于其活性具有重要作用［& I 5］。死亡素（2J-E-/
K;E）是近来发现抗菌谱最广的抗菌蛋白，它不仅对革兰氏阳

性、革兰氏阴性菌有抗性，而且对真菌也有杀灭活性，其作用

方式可能是阻断细胞膜上的呼吸链［"］。2J-E-K;E 含 $ 个 1.=
残基，可形成分子内的二硫桥，溶液中的 2J-E-K;E 的核磁共

振及分子动力学模拟研究表明：2J-E-K;E 分子内有 6 个区域

与其活性密切相关［!，" I !%］。

本文取天然蚕抗菌肽 13<B(H;E D 的 + 端双亲!/螺旋及

链接区的 $6 个氨基酸即 13<B(H;E（!/$6）作为杂合肽 + 端，取

2J-E-K;E 的后 !5 个氨基酸即 2J-E-K;E（6/$!）作为杂合肽的 1
端，中间以 GBC/L3B/2.B 连接。利用 9,DM 的“2J3 HB3N;<KHB(K3;E
=3BO3”进行预测。将杂合肽基因在大肠杆菌中进行诱导表

达，并初步研究了该杂合肽的抗菌活性。

" 材料和方法

"#" 材料

大肠杆菌 2P!，DM$! 及质粒 HP9Q/13< D、HP9Q/2-E 为本

实验室保存；2-R S+G 聚合酶 2-T-U- 公司产品；肠激酶和

VW2P 购自 L;C:-；特异引物由上海生工生物工程公司合成；

PL2 亲和纯化柱为 WJ-B:-<;- D;(K3<J 公司产品；中分子量及

低分子量蛋白 ,-BX3B 分别购自上海博亚生物技术有限公司

和上海生工生物工程公司。

"#$ 方法

"#$#" 融 合 表 达 质 粒 的 构 建：用 引 物 G：&Y PPP1/
11GGPG2122G111GP2P11GG21 #Y和引物 D：&YPGG22112G/
1G211212PP1G #Y以质粒 HP9Q/2-E 为模板进行 W1U，回收

54 ZH 的特异片段，用 34+"和 50(U"酶解。质粒 HP9Q/13<
D用 34+"和 50(U"酶切开，将酶解后的特异片段插入到

HP9Q/13< D 中，得到质粒 HP9Q/13< D/2-E。

"#$#$ 重组、克隆和 S+G 序列分析：质粒制备、限制酶酶解、

低熔点琼脂糖凝胶电泳、S+G 片段回收和纯化、片段连接、大

肠杆菌转化等参照文献［!!］进行。S+G 序列委托 2-T-U- 公

司测定。

"#$#% 融合蛋白的表达［!!］：挑选新转化含有重组质粒的

DM$! 菌，#5[ 培 养 过 夜，次 日 再 按 ! \ &% 比 例 转 入 含 有

$&#C]:M氨苄青霉素的 MD 培养液中，#5[ 振 荡 $J 后 加 入

VW2P（终浓度为 %^$ :()]M）诱导，6J 后收集菌体，超声破碎，

离心取上清液。

"#$#& 亲和层析纯化融合蛋白：按 WJ-B:-<;- D;(K3<J 公司产

品说明书进行，对 P)_K-KJ;E(E3 L3HJ-B(=3 6D 预装柱以 !% I
$%:M WDL （ !&%:()]M +-1)， !4:()]M +-$‘Wa6， 6:()]M

+-‘$Wa6，H‘ 5^#）洗柱后，用 4 :M WDL b !c 2B;K(E Q/!%% 平

衡，取适量样品上柱，以 $ d !% :M WDL 洗至基线，最后以洗

脱缓冲液（&:()]M P)_K-KJ;(E3，&%:()]M 2B;=/‘1) H‘ "^%）洗脱，

收集洗脱峰。

"#$#’ LSL/WGP9［!!］：浓 缩 胶 浓 度 为 &c，分 离 胶 浓 度 为

!$c。

"#$#( 蛋白浓度测定：以 DLG 作标准蛋白，按 1DD 法［!$］测

定样品蛋白浓度。分别取 &^%、!%、!&、$%、$&#C 标准蛋白，绘



制 !"!#$ 的标准曲线。取 %& 倍稀释的亲和层析纯化产物

%&!’，补水至 &(!$’，加入 )(&$’ 染色液，摇匀，于室温放置 )
* !$+#，测定 !"!#$ 吸收值，计算样品浓度。

!"#"$ 肠激酶裂解融合蛋白［%%］：取浓度为 %$,-$’ 的融合蛋

白 !$’，加 入 !&. 肠 激 酶，)!/ 温 育 %01，加 入 终 浓 度 为

2 $$34-’的 5678 终止反应。

!"#"% 9:+;+#<=757=>?@A［%)］：取裂解产物 %&!’ 加入等体积 2
B 757 凝胶上样缓冲液进行电泳。浓缩胶浓度为 !C，分离

胶浓度为 %0C。

!"#"& 生物活性检测：取 %$’ 新鲜培养的对数生长期细菌

D’2%，用 ’D 稀释 !"0!&至 &()，取 %&!’ 菌液，分别加入 &、2&、

E&、0&、F&、%&&、%2&、%E&!’ 肠激酶反应液，补 ’D 至 2&&!’，)G/
培养 )(!1，测定 !"0!&细菌浓度。

# 结果与分析

#"! 融合表达载体的构建与筛选

质粒 H@AI=J<; D 和 >JK 扩增的特异片段分别用 ?#$"
和 %&’K"酶切，然后连接得到质粒 H@AI=J<; D=9L#，转化

9@%，>JK 筛选阳性克隆，测序结果正确（图 %）。

图 % 杂合肽 JD=9L# 基因融合表达质粒的构建

8+,M% J3#NO:.;O+3# 3P 1QR:+S H<HO+S< JD=9L# P.N+3# <TH:<NN+3# U<;O3:

图 2 融合蛋白的表达及亲和纯化产物电泳分析

8+,M2 757=>?@A 3P P.N+3# H:3O<+#

?M ?PP+#+OQ ;1:3$LO3,:LH1Q；DM >:3O<+# V<+,1O $L:W<:（"G，00(2，E)，

)%，2&(%，%E(EW5）；JM % M &’() D’2% V+O13.O H@AI=JD=9L# LPO<: +#=

S.;O+3#；5M % M &’() D’2% V+O1 H@AI=JD=9L# LPO<: +#S.;O+3#

#"# 表达产物的电泳

将 H@AI=J<; D=9L# 转化 D’2%，X>9@ 诱导表达后，收集菌

体，超声破菌。经 %2C 757=>?@A，银染，在 2"W5 处多出一条

明显条带（图 2）。凝胶扫描显示融合蛋白约占总 蛋 白 的

2!C。

#"’ 融合蛋白的分离纯化

将诱导后的 D’2% 经 >D7 悬浮，超声破菌后加入终浓度

为 %C 的 9:+O3# I=%&&，摇 匀 后 上 亲 和 柱，用 洗 脱 缓 冲 液

（!$34-’ @4.OLO1+3#<，!&$34-’ 9:+N=YJ4 HY F(&）洗脱，洗脱物经

%2C 757=>?@A 银染，在 2"W5 处有一蛋白条带（图 2）。

#"( 融合蛋白的切割和切割后产物的活性检测

经肠 激 酶 处 理 后，融 合 蛋 白 被 部 分 酶 切，在 20W5 和

)(!W5 处出现 2 条新的蛋白带。另外还有 2 条来源于肠激

酶，分子量分别为 %EW5 和 %&W5 的蛋白（图 )）。

将细菌与不同量的肠激酶酶切产物共育 )(!1 后，对照

（&!’）及 2&!’、E&!’ 处 理 区 细 菌 浓 度 较 高（ !"0!& Z &(G!），
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!"#$#%&$ 的 ’(!) 处 理 区，细 菌 生 长 被 部 分 抑 制（ !"’*( !
(+,-），而 .(!) 及以上处理区，细菌不能生长（!"’*( / (+(0）。

而 123456&$ 7 和 123 78!#$ 的 .(!) 处理区，有少量细菌生长

（!"’*(!(+-9），0((!) 及以上处理区，细菌不能生长（!"’*( /

(+(0）（图 9）。

图 , 杂合肽 178!#$ 酶切产物电泳分析

:&;<, !4&3&$28=>=8?@AB 5C "DE4&F 626%&F2

@< :GH&5$ 645%2&$ F&;2H%2F I&%" 2$%245J&$#H2；7< ?45%2&$ K#4J24 0（LM，

’’+-，9,，,0，-(+0，09+9J>）；1< ?45%2&$ K#4J24 -（,0，-(+9N0L+M，

0’+L，09+9，’+0，,+*J>）

图 9 抑菌实验

:&;<9 @$%&E#3%24&#O #3%&P&%D #HH#D

A45I%" &$"&E&%&5$ 5C # < $%&’ 7)-0 I#H #HH#D2F ED &$3GE#%&$; H24&#O BQ F&8

;2H%&5$ 645FG3%H I&%" 0(!) (+, !"’*( E#3%24&# #% ,MR C54 ,+*"

@< !"#$#%&$；7< 123 78!#$ "DE4&F 626%&F2；1< 123456&$ 7；0 S .<(!)，

-(!)，9(!)，’(!)，.(!)，0((!)，0-(!)，09(!) 5C BQ F&;2H%&5$ 6458

FG3%H

! 讨 论

对蛋白质结构的深入了解以及结构与功能关系的研究，

为抗菌肽的分子改造与设计提供了理论依据。目前，抗菌肽

分子设计主要有：改变抗菌肽两性分子"8螺旋的氨基酸的组

成，增强其螺旋度，即可能获得活性更高，抗菌谱更广的抗菌

肽［09 S 0’］。另外，将结构、功能不同或相关的蛋白及多肽合而

为一而产生杂合蛋白的研究开发，国内外也有报道［0M S 0L］。

抗菌肽分子的改造与设计已经成为获得新抗菌肽的重要途

径。

本研究在构建 1238!#$ 杂合肽基因时，将 123 7 T 端的两

亲"8螺旋域，通过绞链区连接到 !"#$#%&$ 的 T 端，保持 !"#$#8
%&$ 的#8H"22%、分子内二硫桥以及 1 端 , 个延伸残基等功能结

构，通过提高其与生物膜的作用，以期获得高抗菌活性的抗

菌肽。所构建的原核重组表达载体，转化大肠杆菌后，经

U?!A 诱导，得到理想的表达。表达产物经 A=! 亲和纯化获得

较纯的融合蛋白，用肠激酶酶切融合蛋白即可得到具有抗菌

活性的杂合肽。由于所用的肠激酶不是工程酶，含有杂蛋白

成分，给酶切产物的纯化带来困难。本文只对 123 78!#$ 杂

合肽进行了初步的生物活性检测，杂合肽的纯化、杀菌效价

及抗菌谱分析工作正在进行，结果另文发表。

本实验在浙江省农业科学院蚕桑研究所昆虫发育生物

学实验室完成。
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《生物工程学报》是由中国科学院微生物研究所和中国微生物学会主办的综合性的学术刊物。主要报道我国生物技术领

域科学和技术的新进展和新成果，刊登的内容包括：基因工程、细胞工程、酶工程、生化工程、生物反应器等各个方面，涉及工

业、农业和医学等诸多领域。刊载的文章有 D>e以上是获“BD"”高技术、国家自然科学基金资助或属“八五”、“九五”攻关及省

部级重大项目的研究论文，为国内从事生物技术的科研人员必读的刊物。

过去的几年，本刊以严谨的态度、诚实的信誉，赢得了厂商和读者的信赖，与许多公司建立了良好的长期合作关系。
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