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人!防御素 ! 融合蛋白在大肠杆菌中的
表达、纯化与活性分析

陈 姗 何凤田" 董燕麟 李蓉芬 高会广 陈 敏 彭家和
（第三军医大学生物化学与分子生物学教研室，重庆 #"""-4）

摘 要 近年来由于抗生素的不规范使用等多种原因，细菌耐药问题日益严重，人们正努力从各个方面来解决，其

中机体天然产生的肽抗生素（?3?@9A3 8<@9B9&@9:;）由于其对耐药菌的强大抗菌作用而受到人们的关注。肽抗生素是一
种阳离子小分子多肽，在天然免疫和获得性免疫中都发挥着重要作用。防御素（A3C3<;9<）是肽抗生素中较为重要的
一种，主要来源于皮肤、呼吸道等的上皮组织，是正常机体抵抗外界病原微生物入侵的重要防线。人!.防御素 -
（>+78< B3@8.A3C3<;9< -，>!D.-）参与人体免疫屏障，并因具有广谱抗菌和抗菌活性不被盐离子浓度抑制等特点而具特
别的研究开发价值。提取中国人扁桃体组织总 E)F，以 E2.GHE技术扩增编码 >!D.-成熟肽的 :D)F并构建于原核
表达载体 ?I6.4"J，KG2L诱导表达后利用 MDM.GFL6、免疫印记等方法对重组蛋白进行分析。重组蛋白表达量达到
细菌表达总量的 #"N。重组蛋白自表达菌包涵体中提取后，经亲和层析法纯化目的蛋白达到电泳纯，经多步透析
法复性，在体外抗菌实验中表现出了对金黄色葡萄球菌、多重耐药金黄色葡萄球菌等的抗菌活性，为进一步的研究

和开发奠定了基础。
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肽抗生素（?3?@9A3 8<@9B9&@9:;）是一种广泛存在于
植物和动物体内的阳离子小分子多肽，参与生物天

然免疫和获得性免疫，目前人们已广泛开展对于其

免疫调节活性和抗菌功能的研究和利用［/ O 5］。

防御素（A3C3<;9<）是肽抗生素中较为重要的一
种［$ O 4］，主要来源于皮肤、呼吸道等上皮组织，遇到

病原微生物刺激时表达增强，是正常机体抵抗外界

病原微生物入侵的重要防线。防御素因为具有强大

的尤其是针对耐药菌的抗菌功能而吸引了人们的关

注，其中最为引人注目的是!.防御素
［0 O /-］。人!.防

御素 -（>+78< B3@8.A3C3<;9< -，>!D.-）是新近被克隆出
来的第三种人源性!.防御素，它在抗菌谱、盐离子敏
感性等方面表现出了与其它几种人!.防御素不同的
特性和优越性，被认为具有独特的研究和开发价

值［/#］。本试验以人扁桃体中提取的总 E)F 为模
板，利用 E2.GHE技术，扩增了编码 >!D.- 成熟肽的
:D)F序列，并连同运载蛋白 DPQE构建于新型原核

表达载体 GI6.4"J，经 KG2L诱导后表达了重组>!D.-
融合蛋白，提取并纯化后的融合蛋白经体外抗菌试

验证实具有抗菌活性，为进一步研究和开发>!D.-打
下了基础。

" 材料与方法

" #" 材料
" #" #" 扁桃腺组织：由第三军医大学附属大坪医院
提供。

" #" # $ 质粒和菌种：克隆质粒 ?RH/4 购自华美公
司；表达质粒 ?I64".J 和 ?I6#" 购自 I98S3< 公司。
大肠杆菌 *T/"0 和 DP1"由本室保存。大肠杆菌
T/1由北京军科院五所王希良副教授惠赠。金黄色
葡萄球菌、白色念珠菌由本校微生物教研室惠赠。

" #" #! 引物：GHE引物由上海 M8S&<公司合成。
" # " # % 主要试剂：2U9?+U3 K;&’8@9&< E38S3<@ 和 P9S>
G+U3 GHE GU&A+:@ G+U9C9:8@9&< V9@（E&:>3公司），F::3;;



!"#$%! &’()*+（$,-+*./公司），"0123 连接酶、限制
性内切酶 !"#4!、$%&!和 ’(&5"和 123 6/,7*,
18#9:::（大连 "/;/!/公司），小鼠抗人 4<(抗体（德
国 =</.*>公司），4!$标记的山羊抗小鼠 ?.@（华美
公司），蛋白纯化用缓冲液（ABCC*, 3：D::++-EF8
2/49$G0，D:++-EF8 ",<(，H+-EF8 I,*/，J4HK :；ABCC*,
A：取 9::+8 ABCC*, 3，用 4%E 调 J4值至 L K M；ABCC*,
%：取 9::+8 ABCC*, 3，加入 9 K N9. 咪唑，调 J4 值至
OPQ；ABCC*, 1：取 9::+8 ABCC*, 3，用 4%E 调 J4值至
0PO），复性液（:PH+-EF8尿素，:PD++-EF8氧化型谷胱
甘肽，:PQ ++-EF8 还原型谷胱甘肽，D:++-EF8 ",<(，
J4HK:）等。
! "! " # 主要仪器：$%! 仪（美 6R !*(*/,STK ?>S K，
$"%#D:: 型），台式低温高速离心机（德国 4*/,*B(，
A<-C#.* DO!型），琼脂糖凝胶电泳装置和电转印仪
（北京六一仪器厂），A<-#!/5垂直蛋白电泳槽及凝胶
扫描仪，&<.+/ 高速低温离心机，冷冻干燥仪（丹麦
4*)-K ?>S，%"L:U 型），A*ST+/> 1I#L0: 型分光光度
计等。

! "$ 方法
! "$ "! T$1#M 的 S123克隆：收集手术切除的人扁
桃体组织，采用 ",<JB,*一步法提取细胞总 !23。根
据 @*>A/>7 中编码 T$1#M 成熟肽 0O 个氨基酸的
S123序列，设计特异引物 ：上游引物 OV#%%@@"3%#
%@@33"%3"333%3%3""3#%3@#MV（下划线处为 $%&
! 酶 切 位 点 ）； 下 游 引 物 OV#%%33@%"#
"""3"""%"""%""%@@%3@%3#MV（下划线处为 ’(&5
"酶切位点）。!"#$%! 按试剂盒说明进行。0HW
0O+<>，Q0W预变性 9+<>，然后 Q0WM:(，L:W D+<>，
LHW 9+<>，0:个循环，最后 LHW延伸 N+<>。!"#$%!
产物于 9X琼脂糖凝胶中电泳，凝胶扫描仪下观察
并记录结果。$%!产物连接于克隆载体 JI%DH，经
蓝白筛选和双酶切鉴定获得重组质粒 JI%DHF T$1#
M，送往测序。123序列测定由上海生工公司完成。
! "$ " $ 原核表达载体的构建：将目的片段自
JI%DHFT$1#M 酶切回收，连同自 J=U0: 质粒上切下
的运载蛋白 14Y!表达基因片段一起连接于原核高
效表达载体 J=U#H:8。经酶切鉴定，得到重组原核
表达载体 J=U#H:8F 14Y!FT$1#M。同时将表达 14Y!
的基因片段直接与 J=U#H:8质粒连接，经酶切筛选
得到重组对照质粒 J=U#H:8F 14Y!。
! "$ "% 融合蛋白的诱导表达：分别将重组原核表达
质粒 J=U#H:8F 14Y!FT$1#M 和重组对照质粒 J=U#
H:8F 14Y!转入表达宿主菌大肠杆菌 6DO。根据不

同的 ?$"@ 浓度、诱导时间和诱导温度进行诱导表
达，以筛选和优化诱导表达条件。参照《分子克隆手

册》灌制 &1&#$3@U 胶。OX的积层胶，DOX的分离
胶，变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（&1&#$3@U）检测蛋白
的表达。参照《分子克隆手册》及 =</.*> 试剂手册
进行蛋白质免疫印迹（Z*()*,> [E-))<>.）确定蛋白的
表达［DO］。

! "$ " & 表达蛋白的分离、纯化：依照优化确定的条
件大量诱导表达目的蛋白。收集细菌，超声碎菌，鉴

定融合蛋白是以分泌形式表达还是形成包涵体。然

后按 =</.*> 公司说明书洗涤及溶解包涵体。将
O:X 2<#2"3 (EB,,’和包涵体溶解物上清按一定比例
混匀，上柱，依次用不同的蛋白纯化用缓冲液洗柱，

收集相应液体。将其中的目的蛋白洗脱液稀释后装

入透析袋，0W多步透析复性（复性液 D9T，复性液
D:T，"U缓冲液 D:T）。复性后的液体冷冻抽干并置
\ N:W保存。
! "$ "# 复性后的融合蛋白活性鉴定：少量蛋白粉末
溶解后，以牛血清白蛋白标准品为参照，紫外分光光

度计测蛋白浓度。以 14Y!融合蛋白为对照，用琼
脂扩散法检测重组 T$1#M融合蛋白对金黄色葡萄球
菌、多重耐药金黄色葡萄球菌、大肠杆菌及白色念珠

菌的抗菌活性。

$ 结果

$ "! 编码 ’!()%成熟肽的 *(+,克隆
!"#$%!扩增产物进行 9X琼脂糖凝胶电泳后，

可在约 D0:[J位置见到清晰的目的条带（图 D）。

图 D !"#$%!琼脂糖凝胶电泳结果
Y<.KD "T* ,*(BE) -C !"#$%"

D：123 6/,7*, 18#9:::；

9：/+JE<C*5 123 C,/.+*>) *>S-5<>. T$1#M

与克隆质粒 JI%DH 相连后经蓝白斑筛选和双酶切
鉴定得到阳性重组子 JI%DHF T$1#M，送往测序。经
123序列测定，所获得 S123序列长度为 DMO[J，与
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!"#$%#&上登录的相应 ’()*序列完全一致。本序
列作为自中国人克隆的 +!(,- 被 !"#$%#& 登录，登
录号为 *./0112-。
! "! 蛋白原核表达载体的构建

345,6789(:.;9+!(,-重组子经 !"#" < $%#=#
双酶切后，可见大小约为 0-/>3的片段。经&’(:"
< !"#"和 &’(:" < $%#=#双酶切后，可分别见
到大小约为 //7>3和大小约为 277>3的片段。345,
6789 (:.;重组子经 &’(:" < !"#"双酶切后，可
见大小约为 //7>3的片段。参见图 ?。

图 ? 重组原核表达载体 345,6789(:.;9+!(,-
和对照质粒 345,6789(:.;的构建

.@AB? C+" D"EFD@’F@G# "#=G#H’I"%E" J%3 GK
345,6789(:.;9+!(,- %#= 345,6789(:.;

0：()* L%D&"D (8,?777；

?：345,6789(:.;9+!(,-；

-：345,6789(:.;9+!(,-9!"#" < $%#=#；

M：345,6789(:.;9+!(,-9&’(:" < !"#"；

/：345,6789(:.;9+!(,-9&’(" < $%#=#；

1：345,6789(:.;；

2：345,6789(:.;9&’(:" < !"#"

! "# 融合蛋白的诱导表达
经优化实验，确定最佳诱导表达条件为终浓度

0JJGI98的 NOC!在 -2P诱导表达 M+。Q(Q,O*!5分
析，可清楚地看见重组原核表达载体 345,6789 (:,
.;9+!(,- 表达的目的蛋白带和对照质粒 345,6789
(:.;表达的蛋白带，大小分别约为 -0&(和 ?1&(。
其中目的蛋白的表达量经软件分析，达到了细菌表

达蛋白总量的约 M7R。S"EF"D# >IGFF@#A 检测可见，
在大小分别约为 -0&(和 ?1&(的位置可见两条清楚
的蛋白带。参见图 -，M。
! "$ 表达蛋白的分离、纯化
经 Q(Q,O*!5检测，表达蛋白主要是以包涵体

的形式存在。包涵体溶解物过 )@,)C*柱纯化，经不
同缓冲液洗脱并收集目的蛋白，然后经多步透析法

复性后冰冻抽干，自 077J8菌液得到约 6JA的表达
蛋白（(:.;9+!(,-融合蛋白与 (:.;融合蛋白分别

用相同方法提取）。以 Q(Q,O*!5检测，纯化蛋白为
单一条带（见图 /）。

图 - 重组原核表达载体 345,6789(:.;9+!(,-和
对照质粒 345,6789(:.;在 NOC!诱导下的不同表达

.@AB- Q(Q,O*!5 %#%ITE@E GK "U3D"EE@G# GK
345,6789(:.;9+!(,- %#= 345,6789(:.;

0：Q(Q,O*!5 3DGF"@# J%D&"D；

?：345,6789(:.;9+!(,-；

-：345,6789(:.;9+!(,- @#=H’"= >T 0JJGI98 NOC! -2P M+；

M：345,6789(:.;；

/：345,6789(:.; @#=H’"= >T 0JJGI98 NOC! -2P M+

! "% 复性后蛋白活性鉴定（体外抗菌实验）
体外抗菌实验显示了 +!(,-融合蛋白对金黄色

葡萄球和多重耐药金黄色葡萄球菌的抗菌活性，而

用于对照的 (:.;融合蛋白未表现出任何的抗菌活
性（参见图 1）。+!(,- 对多重耐药金黄色葡萄球菌
的抗菌活性尤其显示了防御素抗耐药菌的生物学优

越性。此外，在较大剂量时，目的融合蛋白还表现出

了对白色念珠菌的抗菌活性。但是在我们的试验

中，提取的目的融合蛋白没有表现出对大肠杆菌的

抗菌活性。

图 M 蛋白免疫印迹
.@ABM S"EF"D# >IGFF@#A %#%ITE@E GK "U3D"EE@G# GK
345,6789(:.;9+!(,- %#= 345,6789(:.;

0：Q(Q,O*!5 3DGF"@# J%D&"D；

?：345,6789(:.;9+!(,-@#=H’"= >T 0JJGI98 NOC! -2P M+
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图 ! 重组原核表达载体 "#$%&’()*+,-).!*%/
经 01123)( 4567 /89诱导 : .后表达蛋白的分离、纯化
,;<=! 5>?;@;ABC;2D 2@ ?EA21F;DBDC .!*%/ @>G;2D "?2CE;DG
EH"?EGGEI ;D ! = "#$% ;DI>AEI FJ 01123)( 4567 @2? : .2>?G

0：K*K%5L7$ "?2CE;D MB?NE?；

O：G>"E?DBCBDC B@CE? 3JG;G 2@ FBACE?;B3；

/：IE"2G;C;2D B@CE? 3JG;G 2@ FBACE?;B3；

:：PBG.;D< 2@ IE"2G;C;2D；

!：IE"2G;C;2D B@CE? 3JG;G 2@ ;DA3>G;2D F2IJ；

Q：G>"E?DBCBDC B@CE? 3JG;G 2@ ;DA3>G;2D F2IJ；

8 R 0’：A233EAC;2D B@CE? E3>CEI FJ S>@@E?

L，S，T BDI * ;D C>?D

! 讨论
几个世纪以来，人们一直与病原微生物进行着

艰苦卓绝的斗争，抗生素的发现和广泛应用无疑为

人类增添了抗感染的利刃。然而，近年来由于抗生

素的不合理使用等多种原因，细菌耐药现象日益严

重，大量耐药菌的出现使人们的生命健康又一次面

临巨大挑战。在调整用药策略的同时，人们正积极

寻找新的方法来对抗和解决这一问题。目前主要集

中在两方面：一是从病菌基因组序列寻找新的药物

作用靶位 ，取最不容易突变的靶位 ，设计抗菌药。

二就是研究和开发肽类抗生素［0 U /，0Q］。肽类抗生素

（"E"C;IE BDC;F;2C;AG）又名抗菌肽（ BDC;1;A?2F;B3 "E"%
C;IE），广泛存在于动植物体内，是由生物体特定基因
编码的一类阳离子小分子多肽，具有广谱抗菌活性，

是机体天然免疫的重要组成部分［: U Q，08］。最初人们

是因为其对细菌的杀灭活性而发现它的，因此命名

为抗菌肽，后来人们发现它不仅对细菌有作用，而且

对真菌等其它病原微生物也有杀灭作用，于是改名

为肽抗生素，但是很多时候仍延用抗菌肽的称呼。

防御素是肽抗生素中较为重要的一种［8 U &］。

防御素是 0V&’ 年洛杉矶 (.E?E?实验室首先从
兔肺巨噬细胞中发现的，现已发现 O’余种，包括"%
防御素和!%防御素两种

［/，0:，0Q，0&］。目前人们已发现

了 :种人体的!%防御素（.>1BD FECB%IE@EDG;D，.!*）。

图 Q 重组 .!*%/融合蛋白对金黄色葡萄球菌（左）
多重耐药金黄色葡萄球菌（右）的体外抗菌试验

,;<=Q -EA21F;DBDC .!*%/ @>G;2D "?2CE;DG G.2P C.E BDC;1;A?2F;B3
BAC;W;CJ C2 GCB".J32A2AA>G B>?E>（3E@C）BDI 1>3C;?EG;GCBDC
GCB".J32A2AA>G B>?E>G（2D3J WBDA21JA;D%GEDG;C;WE）（?;<.C）

.!*%0由 SEDGA. XY等于 0VV!年从肾衰患者透析液
中获得，.!*%O 是 +B?IE? Z 等于 0VV8 年从银屑病患
者上皮中分离得到［0V U O:］，这两种人!防御素都具有
很强的抗菌能力，但主要是针对革兰氏阴性菌。

+!*%:仅在感染期间组织特异性诱导和有限表达于
睾丸，子宫，甲状腺，肺和肾脏［O!］。人!%防御素 /
（.>1BD FECB%IE@EDG;D，.!*%/）是 O’’0 年首次分离获
得，全长 Q8个氨基酸，经剪切后形成 :!个氨基酸的
活性肽。相比较前两种人!防御素而言，.!*%/在很
小剂量范围内就表现出对革兰氏阳性菌的抗菌活

性，同时其抗菌活性是非盐离子浓度敏感性的，也不

引起溶血，具有独特的研究和开发价值。.!*%/ 在
人体正常组织中的含量很少难以提取，体外化学合

成成本很高，因此本研究通过基因工程技术来获得

活性重组 .!*%/ 融合蛋白，为下一步的研究和开发
打下基础。

真核表达系统虽然可以实现有效的转录、表达

以及翻译后的后期加工过程，但表达水平一般较低。

同时有文献报道，通过原核表达系统获得的重组

.!*%/在抗菌活性、生化特征上与提取的天然 .!*%/
毫无差异［0:，OQ］。因此我们仍选用原核表达系统来表

达 .!*%/。在本试验中，我们选用了特别适合表达
毒性蛋白的新型高效表达载体 "#$%&’(。"#$%&’(
载体带有 3BA抑制子，在未加入诱导剂 4567以前，转
录不启动，具有“毒性”的目的蛋白不表达，故并不影

响宿主菌的生长。在宿主菌生长到一定数目以后，

再加入 4567诱导生长，就可获得大量表达的目的蛋
白。此外，使用 "#$%&’(载体表达的目的蛋白 [端
带有 +;G%CB<，使表达的蛋白在后期分离中易于通过
镍柱分离纯化。

利用原核系统表达肽抗生素的另一个难点在于

肽抗生素分子量都很小，比如我们所要表达的.!*%/
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成熟肽只有 !"#，即使是在 $端加上一个 %&’()*+，仍
然不能获得有效表达。于是我们以 #%,-作为运载
蛋白，而获得了 .!#(/融合蛋白稳定的表达，同时以
#%,-为对照研究了表达蛋白的生物学活性。我们
选择将 %&’()*+和 #%,-都连接于 .!#(/的 $ 端，是
因为有文章报道主要是 .!#(/的 0 端参与和完成了
在细菌壁上打孔从而杀灭细菌的作用，在 $ 端添加
融合蛋白将尽可能地减小对 .!#(/活性的影响。我
们最终获得的重组 .!#(/融合蛋白具有抗菌活性也
是对这一理论的支持。

人们还不清楚肽抗生素能够杀灭细菌的机制，

目前认为主要是肽抗生素的 0端参与其中。从我
们的试验结果来看，在 $端带上了 %&’()*+和运载蛋
白 #%,- 的重组 .!#(/ 融合蛋白仍然具有抗菌活
性，从另一个角度支持了 .!#(/ 的主要功能区在 0
端的看法。但是 $ 端所附属的其它蛋白可能在某
种程度上仍影响了重组 .!#(/ 蛋白的生物学活性。
我们的体外抗菌实验中，重组 .!#(/ 融合蛋白没有
对大肠杆菌表现出抗菌活性，对白色念珠菌在很高

浓度时才表现抗菌活性，这是否是因为在 $端带上
了 %&’()*+ 和运载蛋白 #%,- 所至呢？目前还不能
确定。从另外一个角度说，如果确实是因为在 $端
添加了 %&’()*+和 #%,-所至，或者是在以后的试验
中找到的其它什么原因所至，也许可以作为肽抗生

素在通往临床运用的道路上克服或消减抗菌谱过广

这一弱点的思路。
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招聘启事

中国农科院重大创新工程中心

招聘博士后和博士生启事

本实验室属中国农业科学院重大创新工程中心，主要开展包括拟南芥、大豆在内的植物信号转导机制

及其功能基因组学研究（&BBK：]]NNNL F.I*DA. L 8AF’ L *H8]GAHJ.6])’A8FBC]3.(）。实验室位于中国农业科学院新建的
研究大楼内，拥有先进的分子生物学、遗传学和蛋白质组学研究设备。现拟招聘两名博士后，要求具有博士

学位及丰富的植物分子遗传学和生物化学的研究经验，实验室将提供住房、高薪及其他奖励等待遇，表现突

出者将有机会前往美国接受进一步培训。有意者请速将个人简历发给王宗华教授（T6(+&8’N\ C’&66L A6G）。
本实验室还招收若干名博士研究生，欢迎有志者报考。

中国农业科学院重大创新工程中心
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