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研究报告                                                              

人 α防御素 5在大肠杆菌中的可溶性表达与纯化研究 

王艾平, 粟永萍, 程天民, 邹仲敏, 王军平 
第三军医大学军事预防医学院全军复合伤研究所, 创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室, 重庆 400038 

摘  要: 采用 PCR 扩增大肠杆菌偏好的人α防御素 5 成熟肽(mHD-5)密码子序列, 并将其克隆至 pMAL-p2x 质粒, 构建

pMAL-p2x-mHD-5 表达载体, 转化大肠杆菌 BL21(DE3), 诱导表达, SDS-PAGE 分析目的蛋白表达量并优化表达条件。经

亲和层析、酶切和离子交换层析等方法分离、纯化重组 mHD-5(rmHD-5)多肽。采用浊度法测定 rmHD-5 对细菌的抑制

活性。通过优化表达条件, 获得约 30%的可溶性目的蛋白表达量, 并成功纯化 rmHD-5。rmHD-5 对大肠杆菌标准菌株

(ATCC25922)具有较强的抑制活性, 在终浓度为 62.5μg/mL 时, 90%以上的细胞被抑制。结果表明采用可溶性融合表达

策略, 在原核表达系统中诱导表达并纯化具有生物活性的防御素是可行的途径之一。 
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Soluble Expression and Purification of Human Alpha- 
Defensin-5 in Escherichia coli 
Aiping Wang, Yongping Su, Tianmin Cheng, Zhongmin Zou, and Junping Wang 

Institute of Combined Injury of the People’s Liberation of Army; National Key Laboratory of Trauma, Burn and Combined Injury, Third Military 
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Abstract: DNA fragment containing human alpha-defensin 5 mature peptide (mHD-5) coding sequence with biased codons of E. 
coli was amplified by PCR, which was subsequently cloned into the plasmid pMAL-p2x in order to create pMAL-p2x-mHD-5 ex-
pression vector. The plasmid pMAL-p2x-mHD-5 was transferred into engineered strain BL21(DE3) to express heterogeneous fusion 
protein (MBP-mHD-5). The soluble MBP-mHD-5 targeted protein inducible expressed by IPTG was accounted for about 30% under 
optimized conditions. The recombinant mHD-5 (rmHD-5) peptide was successfully purified through a separation process including 
affinity chromatography, Factor Xa digestion and ion exchange chromatography. The bioactivity of rmHD-5 was examined by bacte-
ria-inhibition tests in liquid culture. The growth of E. coli ATCC25922 was dramatically suppressed with an inhibition rate of 90%, 
with the presence of 62.5μg/mL rmHD-5 in the media. These results indicate that the strategy of soluble expression of fusion protein 
in E. coli can be a useful and practical way to produce bioactive defensins. 

Keywords: defensin, prokaryotic expression, purify, bioactivity 

细菌、真菌、昆虫、植物、鸟类、哺乳动物包

括人等各种生物均产生具有抗菌和免疫调节等生物

活性的小肽, 统称为抗菌肽或肽抗生素。现已发现

近千种抗菌肽, 其中动物和高等植物细胞产生的抗
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菌肽又称为防御素[1]。迄今为止, 相继发现了 6种人

α防御素(HNP1-4, HD-5, HD-6)和 6 种人β防御素

(HBD1-6)。人 α防御素 5成熟肽(mHD-5)是由 32个

氨基酸残基组成, 分子量为 3.58 kD 的阳离子多肽, 

含保守的 6 个半胱氨酸残基, 构成 3 个分子内二硫

键, 形成稳定的肽链折叠, 并进而形成具有 3 条β-

折叠片组成的两歧性分子。研究发现, HD-5除在小

肠潘氏细胞中大量分泌表达外 ; 在生殖道上皮细

胞、鼻粘膜和部分正常支气管粘膜等细胞中也存在

固有表达, 还可因炎症、感染和细胞恶性转化等因

素的刺激而表达、分泌上调[2,3]。由此可见, mHD-5

在消化道、生殖道等粘膜内源性感染预防和免疫保

护调节中发挥着重要作用。研究表明, 化学合成、

从粘膜组织提取或哺乳动物细胞表达的 mHD-5 不

仅具有高效的广谱抑 /杀病原细菌和参与免疫保护

调节作用活性[4], 而且具有阻止 HIV、HSV 等病毒

粘附进入细胞和抑制病毒颗粒复制的抗病毒作   

用[5−7]。 

在细菌耐药已经成为全球性医学难题的今天 , 

mHD-5 展现了作为新型抗病原微生物药物的前

景。鉴于 mHD-5 因富含精氨酸和半胱氨酸导致化

学合成困难 , 复性效率低 , 成本高的现状 , 本研究

率先构建 mHD-5与MBP融合表达载体, 屏蔽了防

御素对宿主菌的毒性, 实现了可溶性高表达, 并探

索了多肽的纯化工艺 , 为 mHD-5 的开发奠定了  

基础。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株与主要试剂 
 pMAL-p2x 质粒、XmnⅠ、FspⅠ、HindⅢ内切

酶、Amyloses树脂和 Factor aⅩ 购自 NEB公司; CM 

Sepharose FF 购自 GE公司; 寡聚 DNA单链订购于

上海生物工程公司;  Pyrobest DNA Polymerase、T4 

DNA Ligase 购自 TaKaRa公司; DH5α、BL21(DE3)、

ATCC 25922和 ATCC 25923菌株由本所保存。 

1.2  寡聚 DNA 单链的设计 
 根据大肠杆菌密码子使用偏好优化人源 HD-5

成熟肽基因序列, 设计一对寡脱氧核苷酸序列。P1

的 5′端引入 FspⅠ酶切位点, P2的 5′端引入 Hind Ⅲ

酶切位点。序列分别为: P1: 5′-CGGATCTGCGCA 
ACCTGCTATTGCCGTACCGGCCGTTGCGCGACC

CGTGAAAGCCTGAGCGGCGTGT-3′; P2: 5′-CCCA- 
AGCTTTCATTAGCGACAGCACAGACGATACAGA
CGGCCGCTAATTTCGCACACGCCGCTCAGGC-3′。 

1.3  mHD-5 密码子优化序列的克隆 
 利用 P1和 P2即用作引物又作为模板进行 PCR

扩增, 产物长度为 120 bp(含引物两端的酶切位点和

保护碱基)。反应条件: 94℃ 30 s→50℃ 30 s→72℃ 

15 s, 共 25个循环, 然后 72℃延伸 2 min后终止反应。 

1.4  pMAL-p2x-mHD-5 表达质粒的构建(图 1) 
  将 PCR 产物经 2%琼脂糖凝胶电泳后, 切下目的
条带并纯化回收, 用 FspⅠ和 Hind Ⅲ双酶切(37℃, 
8 h)后再凝胶电泳回收目的片段。将 pMAL-p2x质粒
用 XmnⅠ和 Hind Ⅲ双酶切(37℃, 4 h)后凝胶回收大
片段。回收 mHD-5目的片段和线性化 pMAL-p2x载
体, 按 4: 1比例, 在 T4 DNA连接酶作用下反应(16℃, 
16 h), 然后电转化至 E. coli DH5α菌株, Amp抗性筛
选阳性重组子, 阳性菌落扩增后提取质粒, Bgl Ⅱ和
Hind Ⅲ双酶切初步鉴定, 并委托上海生物工程公司
测序。序列正确的重组子质粒再转化至表达宿主菌

BL21(DE3)。 

1.5  重组蛋白的诱导与表达形式鉴定 
取重组工程菌过夜培养液 40 μL 转种于 2 mL 

TB 培养基(Amp终浓度为 100 μg/mL), 37℃培养至

OD600 ≈ 0.6时, 加入终浓度 1 mmol/L IPTG诱导 5 h, 

超声破胞后取离心上清和沉淀, SDS-PAGE 鉴定表

达形式, 使用蛋白定量试剂盒测定并计算表达量。 

1.6  目的蛋白可溶性表达条件优化与纯化 
分别在 37℃、30℃、25℃、15℃和或 1、0.5 

mmol/L IPTG条件下采用 1.5方法诱导表达, 取上清

电泳确定可溶性高表达条件。在优化条件下, 采用

溶菌酶法裂解诱导表达重组菌, 收集含目的蛋白的

PB(20 mmol/L, pH 7.2)缓冲液上清。对蛋白溶液行 Q 

Sepherose FF层析后再进行 Amyloses亲和层析, 收

集洗脱峰, 电泳鉴定。 

1.7  融合蛋白裂解与目的肽纯化 
参考说明书, 用 Factor aⅩ 裂解融合蛋白。裂解

蛋白液过 SP 阳离子层析柱, 收集分离峰并电泳鉴

定。用截留分子量为 1.5 kD的透析带在 ddH2O中将

目的肽溶液透析过夜, 冻干。 

1.8  重组 mHD-5 (rmHD-5)抑菌活性测定 
选用文献[4]中的方法略做改进, 即将在 MHB

培养液中过夜生长细菌用缓冲液 (10 mmol/L PB, 
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pH7.2)稀释至 1×106～5×106  cfu/mL, 与溶于含

0.01%醋酸 PB缓冲液中的不同浓度 rmHD-5等体积

混匀后于 37℃培养 3 h, 取 10 μL涂于 MHB平板继

续培养 14 h后计算菌落数以判断抑菌活性。采用酶

标仪测定倍比稀释的 rmHD-5在 96孔细胞培养板中

的细菌浊度, 计算 rmHD-5对 ATCC 25922和 ATCC 

25923 2种标准菌株的抑菌效果。 

1.9  统计学处理 
采用统计软件 SPSS 10.0进行 t检验和分析。实

验独立重复 3次以减少实验误差。 

 

图 1 pMAL-p2x-mHD-5 构建示意图 
Fig. 1  Construction of pMAL-p2x-mHD-5 vector 

 

2  结果 

2.1  mHD-5 序列克隆 
用设计的 2条寡脱氧核苷酸单链经 PCR扩增, 

琼脂糖凝胶电泳见约 120 bp处有 1条清晰带, 与预

计大小相符(图 2)。 

2.2  pMAL-p2x-mHD-5 重组质粒酶切鉴定 
提取的可疑质粒用 Bgl /Ⅱ Hind  Ⅲ双酶切 , 在

0.7%琼脂糖凝胶电泳中见到约 6 kb和 900 bp两条带, 

阳性重组子酶切出的小片段明显比空质粒酶切 

 
图 2  PCR 扩增 mHD-5 

Fig. 2  mHD-5 was amplified by PCR 



294    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q             Chin J Biotech                February 25, 2008  Vol.24  No.2 

  

Journals.im.ac.cn 

出的小片段约大 60 bp, 与理论计算值 64 bp相符(图

3)。测序结果表明重组质粒序列与设计完全一致, 

mHD-5阅读框正确插入表达载体。 

 

图 3  重组质粒酶切鉴定 
Fig. 3  Digestion of pMAL-p2x-mHD-5 and pMAL-p2x 

M: DNA marker; 1, 2, 4, 5: digested 4 clones of  
pMAL-p2x-mHD-5 by Bgl /Ⅱ Hind Ⅲ; 3: digested pMAL-p2x by 

Bgl /Ⅱ Hind Ⅲ 
 

2.3  重组蛋白表达条件优化与目的肽纯化 
从温度、IPTG浓度和培养基成分 3个因素优化

目的蛋白的表达量。图 4 显示, 将转化含有正确重

组质粒 pMAL-p2x-mHD-5 的 BL21(DE3)单克隆工程

菌在 TB培养基中 37℃培养 17 h后, 稀释 50倍扩繁

4 h, 然后加终浓度为 1 mmol/L的 IPTG在 25℃条件

下诱导 20 h获得了约 31%的可溶性表达量(图 5泳道

4)。破胞后的表达上清先经阴离子和亲和层析纯化

获得纯度大于 95%的重组融合蛋白(图 5泳道 3)。融

合蛋白经 Factor aⅩ 裂解释放出承载分子和小肽, 裂

解效率接近 100%(图 5 泳道 2)。裂解液经强阳离子

交换层析 ,  收集洗脱峰 (图 6 ) ,  经透析脱盐和 

 

图 4  不同表达条件下可溶性融合蛋白的表达量 
Fig. 4  Expression level of soluble fusion protein under 

different conditions 

 

图 5  重组蛋白/多肽 SDS-PAGE鉴定 
Fig. 5  Identification of recombinant protein and peptide 

by SDS-PAGE 
M: protein marker; 1: purified rmHD-5; 2: digested fusion protein;  
3: fusion targeted protein; 4: expression supernatant 

 

图 6  融合蛋白裂解体系中目的肽的阳离子(SP)交换层

析纯化曲线 
Fig. 6  Cation (SP) exchange chromatograph curve of pu-

rifying rmHD-5 in digested fusion protein solution 

 

冷冻干燥, 获得最终产品 rmHD-5 肽(图 5 泳道 1)。

rmHD-5冻干产品的平均产率为 2.34 mg/L菌液。 

2.4  rmHD-5 活性鉴定 
采用平板法测定 rmHD-5 对大肠埃希氏菌

(ATCC 25922)和金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)2 种

标准菌株的抗菌活性, 结果显示纯化所得 rmHD-5

对 ATCC 25922 具有较强的抑 /杀能力 , 对 ATCC 

25923 的抑制作用相对较弱。采用液体培养法测定

了该产品对 2 种菌株的抑制能力, 考察了从 1.95 

μg/mL至 500 μg/mL的终浓度范围, 经 8 h培养后, 

测定 OD600值。结果(图 7)表明, rmHD-5在终浓度为

62.5 μg/mL至 125 μg/mL时可抑制 90%以上 ATCC 

25922 细胞的生长; 在终浓度为 500 μg/mL 时, 约

50% 的 ATCC 25923细胞受到抑制。 
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图 7  抗菌活性测定曲线 

Fig.7  Antimicrobial activity curve of rmHD-5 
 

3 讨论 
 越来越多抵抗传统抗生素的耐药致病菌株的出

现已成为当前医学的一大难题。具有不易诱导产生

耐药菌株的独特抑/杀微生物机制的抗菌肽, 不仅能

直接杀灭细菌、真菌、原虫和病毒等多种致病微生

物, 并且具有多靶向性和多作用途经的免疫保护促

进作用, 因此可能成为新一代抗微生物药物[8］。当前, 

研究开发抗菌肽的主要任务仍然是寻求低成本获得

高活性抗菌肽的工艺。为此目的, 本课题组以具有

高效抑/杀细菌和抗病毒活性的人α防御素 5为模式

分子开展了相关的研究。 

 为了屏蔽抗菌肽自身对表达宿主菌的毒性作用

和防止防御素因分子小易被蛋白酶所降解, 本研究

选用融合表达的策略 , 为成功表达奠定了基础。

malE 基因源于细菌本身, 其蛋白(MBP)具有良好的

可溶性, 故有利于提高融合靶蛋白的溶解性; 并且

MBP 是良好的分子伴侣, 有利于外源基因表达产物

的稳定与胞内转运; 另外, MBP 属于带负电荷较多

的蛋白, 可能会产生中和防御素正电荷的作用, 因

而避免了表达的大量带正电荷的防御素多肽与宿主

核酸相互作用引起的宿主细胞毒性和降低防御素表

达量的现象[10]; 同时, 含 MBP的融合蛋白可利用已

商业化的麦芽糖树脂进行亲和层析纯化; 因此 malE

基因可能是防御素融合表达的合适承载分子。研究

选用 pMAL-p2x 作为表达载体, 其不仅含有可作为

承载分子的 malE 基因, 并且具有 MBP 蛋白的信号

肽序列, 可将在胞质中翻译的融合蛋白分泌到能将

巯基氧化为二硫键的周质环境中, 这有助于防御素

空间折叠的形成, 避免了防御素因缺乏二级结构导

致活性降低的可能。设计中, 作者选用生物活性最

强的 mHD-5剪切体序列, 并应用密码子使用偏好原

则选用了有利于大肠杆菌高效表达的密码子, 同时

选用了合适的核酸限制性内切酶和切割位点刚好位

于识别序列之后的 FactorⅩa 作为融合蛋白的裂解

酶, 成功构建可获得 mHD-5天然序列的重组载体。

为获得具有生物活性的 rmHD-5创造了条件。 

 抗菌肽的高效表达已有成功的报道 [9], 但多数

情况下目的蛋白是以包涵体的形式出现。目的蛋白

形成了包涵体不仅给下游纯化带来了困难, 并且复

杂而又低效的复性过程阻碍了获得具有正确折叠和

高效生物活性重组防御素的效率。研究中, 作者优

化了表达条件, 选用合适的表达温度、IPTG浓度和

营养丰富的培养基 , 成功获得了可溶性的高效表

达。小分子肽的纯化工艺也是防御素研发急需解决

的问题, 作者分析了目的融合蛋白的生化特性并利

用承载分子malE的亲和特性, 将诱导后的破菌上清

先后经过阴离子交换层析和亲和层析获得了纯度大

于 95%的融合蛋白液。利用 mHD-5具有较高的等电

点(pI=8.58), 在 pH 6.8 的 PB 缓冲体系中带正电荷, 

应 用 强 阳 离 子 交 换 层 析 , 将 其 从 含 杂 蛋 白

MBP(pI=5.12)的裂解融合蛋白体系中的分离出来 , 

同时去掉了极微量的 FactorⅩ a(pI=5.09)。将经

UV214 在线监测洗脱峰收集液进行透析脱盐和冷冻

干燥等精制过程, 成功获得 rmHD-5冻干粉。活性测

定结果显示 rmHD-5 对 G-菌 ATCC 25922 具有较强

的抑/杀作用, 对 G+菌 ATCC 25923 的抑制作用较

弱。与文献[4]报道的人工合成并经复性的 mHD-5

活性比较, rmHD-5的活性略微偏低。可能原因是获

得的 rmHD-5 尚未经反相层析精细纯化, 纯度不如

人工合成肽; 另外, 重组基因大量而又快速地表达

时 , 部分蛋白未能形成正确的空间结构也可能是

rmHD-5生物活性降低的原因。rmHD-5具有对细菌

的抑 /杀活性可能机理是其带有的大量正电荷与带

负电荷的细菌胞膜相互作用从而破坏了生物膜的结

构与功能[11, 12]。 

 研究结果表明采用可溶性的融合表达策略, 从

原核表达系统获得具有生物活性的阳离子抗菌肽是

防御素研发的有效途径之一。 
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