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动物及兽医生物技术                                                              

牛乳铁蛋白素(1-15)-蜂毒素(5-12)杂合肽基因的合成及
在大肠杆菌中的表达 

毕重朋, 冯兴军, 单安山, 郭佳音 
东北农业大学动物营养研究所, 哈尔滨 150030 

摘   要 : 为了构建新型的杂合肽 , 设计了一种新型杂合抗菌肽牛乳铁蛋白素(1-15)-蜂毒素 (5-12), 由牛乳铁蛋白素

(LfcinB)N 端第 1~15 个氨基酸残基和蜂毒素(Melittin)N 端第 5~12 个氨基酸残基组成。根据大肠杆菌密码子的偏爱性, 设

计合成了杂合肽 LfcinB(1-15)-Melittin(5-12)的基因片段, 插入到表达载体 pET-32a 的 Nco I 和 Sal I 的酶切位点之间, 构

建重组表达质粒。重组表达质粒转化到 Escherichia coli BL21(DE3)中, 经异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达, 

融合蛋白以可溶形式在 Escherichia coli BL21(DE3)中获得成功表达, 表达量占菌体总蛋白的 35%以上, 每升培养物可获

得 35 mg 融合蛋白。带 His 标签的融合蛋白经 His⋅Bind 纯化试剂盒纯化、肠激酶切割和抑菌实验表明, 杂合肽具有明显

的抑菌效果。这为利用基因工程方法生产抗菌肽奠定了理论基础。 
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Cloning and expression of a gene encoding shortened 
LfcinB(1-15)-Melittin(5-12) hybrid peptide 
in Escherichia coli BL21(DE3) 
Chongpeng Bi, Xingjun Feng, Anshan Shan, and Jiayin Guo 

Institute of Animal Nutrition, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China 

Abstract: In order to get new antibacterial peptide, we designed a hybrid peptide LfcinB(1-15)-Melittin(5-12), composed of 1−15 
amino acid residues of bovine Lactoferricin and 5−12 amino acid residues of Melittin. According to the bias of codon utilization of 
Escherichia coli, We synthesized the gene encoding the hybrid peptide. We inserted the gene between the sites of Nco І and Sal І of 
pET-32a and obtained the recombinant expression vector for heterologous expression of LfcinB(1-15)-Melittin(5-12) in Escherichia 
coli. We used Escherichia coli BL21(DE3) as expression host for the recombinant plasmid. After induced by 
isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG) under the optimized conditions, we realized the fusion protein was successfully expressed. The 
fusion protein was expressed in soluble form and the level was more than 35% of the total proteins. With (His)6⋅Tag, the fusion 
protein was easily purified by His⋅Bind Purification Kit. After purification, we obtained 35 mg of fusion protein from 1 L of culture 
medium. At last, we accomplished that the peptide LfcinB(1-15)-Melittin(5-12) was released from the fusion protein cleaved by 
enterokinase. The recombinant LfcinB(1-15)-Melittin(5-12) showed antimicrobial activity assayed by agar diffusion test. This is the 
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first report on the heterologous expression of the hybrid antibacterial peptide LfcinB(1-15)-Melittin(5-12) in Escherichia coli and 
also provides basis for next cost-effective expression of other antimicrobial peptides in genetic engineering. 

Keywords: LfcinB, melittin, hybrid peptide 

抗菌肽(Antibacterial peptides, ABP)是指分子量
小于 10 kD、带有静电荷、具有杀菌或者抑制细菌生
长的一类小肽, 是生物体防御系统产生的一类对抗
外界病原体感染的肽类活性物质, 是宿主免疫防御
系统的重要组成部分[1,2]。目前大量的抗菌肽被分离

出来并且人们已经对其进行了广泛的研究。从天然

产物中提纯抗菌肽耗时长, 提纯效率低, 化学方法
合成抗菌肽价格昂贵 [3], 因此基因工程生产抗菌肽
成为研究的热点。抗菌肽具有稳定、广谱、高效且

不易产生耐药性的特点, 相信不久的将来会成为新
型的绿色的抗生素替代品。 

牛乳铁蛋白素(Bovine lactoferricin, LfcinB)是牛

乳铁蛋白在酸性环境下经胃蛋白酶作用 N端释放的

一段多肽, 来源于牛乳铁蛋白的第 17~41 位氨基酸, 

由 25 个氨基酸组成, 其氨基酸序列为 Phe-Lys-Cys- 
Arg-Arg-Trp-Gln-Trp-Arg-Met-Lys-Lys-Leu-Gly-Ala- 
Pro-Ser-Ile-Thr-Cys-Val-Arg-Arg-Ala-Phe, 分子量是
3124 kD, 是一种新型的阳离子抗菌肽[4,5]。LfcinB具
有抗细菌[6,7]、抗真菌[8]、抗病毒[9,10]、抗寄生虫[11]、

抑制癌细胞转移[12]及参与免疫调节[13]等多种生物学

功能。线性 LfcinB(1-15)具有 LfcinB的大部分活性。
蜂毒素(Melittin)最早是由Habermanm等[14]从意大利

蜜蜂蜂毒中分离出来的, 由 26 个氨基酸组成, 其序
列为 Gly-Ile-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr- 
Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-Ile-Ser-Trp-Ile-Lys-Arg-Lys-Arg-
Gln-Gln, 具有广谱抗菌[15,16]、抗肿瘤[17]、抗病毒[18]、

免疫调节[19]等多种生理功能。在极低的浓度下就能

达到很好的抑菌效果, 但其有溶血性, 需对其进行
改造, 才能使其应用价值更加广阔。蜂毒素活性部
位为第 5~12个氨基酸。 

目前没有关于 LfcinB(1-15)-Melittin(5-12)杂合

表达的报道, 将两者活性部分的基因相连接, 克隆

到 pET-32a 中, 是否能够表达出具有抑菌活性的杂

合肽。本实验将 LfcinB的 1~15个氨基酸与 Melittin

的 5~12个氨基酸串联表达, 将 2个活性部分相链接, 

目的是表达出具有明显抑菌活性的杂合肽, 探讨这

种方法的可行性。本试验设计了 LfcinB(1-15)- 

Melittin(5-12)的杂合基因片段 , 并对其进行改造 , 

将 LfcinB第 10个氨基酸由 Met替换为 Trp; Melittin 

N端第 5个氨基酸由 Val替换成 Arg, 将 LfcinB的前

15 个氨基酸与 Melittin 的 5~12 个氨基酸的基因片

段串联起来, 成功克隆到载体中, 成功表达了具有

抑菌活性的杂合抗菌肽, 为表达其他抗菌肽奠定了

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

克隆宿主 Escherichia coli DH5α、表达宿主

Escherichia coli BL21(DE3)、表达载体 pET-32a, 均

由东北农业大学动物营养研究所保存; 金黄色葡萄

球菌 Staphylococcus aureas ATCC25923购于中国兽

医药品监察所。 

1.1.2  主要试剂 

T4 DNA连接酶、T4多核苷酸激酶、限制性内

切酶 Sal І、Nco І、dNTP、碱性磷酸酶、Taq DNA

聚合酶等均购自于宝生物工程(大连)有限公司(大连

TaKaRa 公司); DNA 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自于

Qiagen公司; 低熔点琼脂糖、ATP、SDS、Tris、Tricine

等均购自于 Sigma 公司; 蛋白纯化试剂盒、重组肠

激酶购自于 Novagen 公司; IPTG 购于 Merck 公司; 

胰蛋白胨购于 Oxoid公司; DNA marker、低蛋白分子

量标准购自于天根生化科技(北京)有限公司; 酵母

提取物购于 Difco公司; 尿素、丙烯酰胺、甲叉双丙

烯酰胺等均购自于 Genview 公司; 其他试剂均为国

产分析纯。多核苷酸片段由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。 

1.2  方法 
1.2.1  杂合肽基因的设计与合成 

根据 GenBank中的 LfcinB N端第 1~15个氨基

酸残基, 将第 10个氨基酸由Met替换为Trp; Melittin 

N端第 5~12个氨基酸残基, 对蜂毒素第 5个氨基酸

进行了改造由 Val替换成 Arg。根据大肠杆菌密码子

偏爱性 [20], 设计杂合肽 LfcinB(1-15)-Melittin(5-12)

的基因序列, 基因分为 4段合成 F1、F2、F3、F4。
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为了便于将基因片段克隆到 pET-32a的Nco І和 Sal І

酶切位点之间 , 在两端正反链的 5′端分别加上

CATG 和 TCGA 的粘性末端。为了使重组融合蛋白

羧基端不产生额外氨基酸残基, 在杂合肽编码序列

后面加入终止密码子 TAG、TAA。整个基因片段由

4段多核苷酸片段拼接而成, F1、F2、F3、F4四段多

核苷酸片段为:  
F1: 5′-CATGTTCAAATGCCGTCGTTGGCAG 

TGGCGTTGGAAAAAACTGGGT-3′; 
F2: 5′-GCGCGTCTGAAAGTTCTGACCACCG 

GTTAGTAA-3′; 
F3: 5′-TCGATTACTAACCGGTGGTCAGAAC 

TTTCAGACGCGCACCCAGTTTTT-3′; 
F4: 5′-TCCAACGCCACTGCCAACGACGGCA 

TTTGAA-3′。 

以上多核苷酸片段由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。 

1.2.2  杂合肽基因的构建 

依据构建方法[21]将 F2、F4 磷酸化后加入等摩

尔量的 F1、F3连接, 如图 1所示。 

 

图 1  LfcinB(1-15)-Melittin(5-12)编码基因的构建策略 
Fig. 1  Strategy of the construction of LfcinB(1-15)-Melittin 
(5-12) encoding gene. 
 
1.2.3  连接产物的回收 

将连接液在 2%的低熔点琼脂糖凝胶中电泳 , 

切下大小约为 80 bp 的目的连接片段, 按 QIAquick 

Gel Extraction Kit柱式 DNA胶回收试剂盒说明书进

行回收。 

1.2.4  重组表达质粒的构建 

质粒 pET-32a的 Nco I和 Sal І双酶切处理、线

性质粒 pET-32a 的纯化回收、杂合肽 LfcinB(1-15)- 

Melittin (5-12)编码基因与线性质粒 pET-32a 的连接

与转化 E. coli DH5α, 以上过程均参照《分子克隆实

验指南》[22]进行。PCR方法进一步筛选阳性菌落, 引

物 P1: 5′-CCCAAGGGGTTATGCTAGTT-3′, P2: 5′- 

TGCACCATCATCATCATCAT-3′, PCR 扩增条件 : 

94oC预变性 5 min; 95oC 30 s, 58oC 30 s, 72oC 1 min, 

共 30个循环; 72oC延伸 5 min。PCR产物用 2%的琼

脂糖凝胶电泳检测 , 阳性克隆进一步测序验证 , 

DNA 序列由上海生工生物工程技术服务有限公司

测定。 

1.2.5  融合蛋白的诱导表达 

重组表达质粒转化 E. coli BL21(DE3), 接种于 

5 mL含 100 μg/mL氨苄青霉素的 LB液体培养基中, 

37oC摇床中振荡培养过夜; 次日吸取 500 μL菌液转

接于 50 mL含 100 μg/mL氨苄青霉素的 LB液体培

养基中 , 37oC 摇床培养至 OD600=0.8 左右 , 加入  

100 mmol/L IPTG至终浓度 0.1 mmol/L, 30oC诱导  

3 h。菌液 8000 r/min 离心 15 s, 收集菌体; 按每  

100 mL培养物的菌体沉淀加入 4 mL的比例加入冰

预冷的  Binding buffer (500 mmol/L 的 NaCl,      

20 mmol/L的 Tris, 5 mmol/L咪唑, pH 7.9), 吹打均

匀 , 超声波裂解 , 加入 TritonX-100 至 1%, 冰浴   

30 min; 4oC、12 000 r/min离心 30 min, 取上清; 取

样 5 μL于另一只离心管中, 用于 SDS-PAGE[23]分析, 

浓缩胶浓度为 5%, 分离胶浓度为 15%。以母本

pET-32a载体转化的 E. coli BL21(DE3)作对照。 

1.2.6  亲和层析纯化融合蛋白 

用 pET系统表达的重组融合蛋白具有 His标签, 

可利用 Ni2+亲和层析的方法纯化融合蛋白 , 采用

His⋅bind 纯化试剂盒纯化融合蛋白。按照 Novagen 

His⋅bind 纯化试剂盒说明书的纯化步骤纯化融合蛋

白。吸取 5 μL 洗脱的融合蛋白于另一只离心管中, 

用于 SDS-PAGE[23]分析, 浓缩胶浓度为 5%, 分离胶

浓度为 15%。 

纯化的融合蛋白用葡聚糖凝胶层析脱盐柱进行

脱盐 , 用肠激酶的酶切缓冲液 Cleavage buffer    

(50 mmol/L的 NaCl, 20 mmol/L的 Tris, 2 mmol/L的

CaCl2, pH 7.4)做流动相, 收集洗脱峰。Bradford法[24]

测定蛋白浓度, 调整蛋白浓度为 1 mg/mL。 

1.2.7  融合蛋白的酶切与杂和肽的纯化 

100 μL 1 mg/mL 融合蛋白中加入 2 单位 

Enterokinase, 23oC温浴反应 16 h, 取样 5 μL, 用于

尿素-Tricine-SDS-PAGE分析。将酶切液装入截留分
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子量为 5 kD 的超滤管中, 12 000 r/min、4oC 离心   

30 min, 滤过液体真空冷冻干燥获得杂和肽, 取样

进行尿素-Tricine-SDS-PAGE[23]分析。浓缩胶浓度为

16.5%, 间隔胶浓度为 10%, 分离胶浓度为 4%。 

1.2.8  杂合肽的活性测定 

琼脂扩散法[25]: 配置 10 mL 含 0.8%琼脂糖的
LB培养基, 加热溶解, 待温度降至 42oC左右, 加入
10 μL 处于对数生长期的金黄色葡萄球菌 S. aureas 
ATCC25923, 充分混匀, 制备平板。用灭过菌的打孔
器打孔 2个, 直径约为 0.5 cm, 孔间距相等。然后一
孔中加入 5 μL待测杂合肽, 另一孔中加入 5 μL肠激
酶酶切缓冲液作为对照。将平板正面向上 37oC 培养
1 h后, 倒置继续培养 18 h, 观察抑菌效果。 

2  结果 

2.1  编码基因的构建及连接产物的回收 
编码基因 LfcinB(1-15)-Melittin(5-12)在 2%琼脂

糖凝胶中电泳结果见图 2, 可见连接产物大小约为

80 bp, 与预期相符。 

 

图 2  纯化的 LfcinB(1-15)-Melittin(5-12)编码基因 
Fig. 2  Synthetic gene encoding LfcinB(1-15)-Melittin (5-12) 
after purification. 1: DNA molecular weight maker; 2: the 
synthetic gene encoding LfcinB(1-15)-Melittin(5-12). 
 

2.2  重组质粒的 PCR 鉴定 
重组质粒 pET-32a-LfcinB(1-15)-Melittin(5-12)

的 PCR产物约为 350 bp(图 3, 第 4泳道), DNA序列
分析进一步证明杂合肽基因正确地插入了质粒

pET-32a中。 

2.3  融合蛋白的表达 
裂解上清经 15% SDS-PAGE, 考马斯亮蓝 R-250

染 色 鉴 定 , 结 果 显 示 pET-32a-LfcinB(1-15)- 

Melittin(5-12)重组质粒在 E. coli BL21(DE3)产生一

条大约 20 kD特异的蛋白带(图 4, 第 4泳道), 与理

论值 20.1 kD大小一致, 利用 BIO-RAD Quantity-one

软件分析, 融合蛋白约占 35%; pET-32a 的 E. coli 

BL21(DE3)在诱导 3 h后产生大于 20 kD的条带(图

4, 第 3泳道), 与理论值 20.4 kD也相吻合; 而未经

IPTG 诱导的重组质粒的培养物样品无特异诱导条

带出现(图 4, 第 2泳道)。 

 

图 3  PCR 筛选重组质粒 
Fig. 3  PCR screening of the recombinant plasmid. 1: DNA 
molecular weight maker; 2−4: PCR products of negative control, 
pET-32a, recombinant plasmid pET-32a-LfcinB(1-15)-Melittin 
(5-12), respectively. 

 

图4  融合蛋白在E. coli BL21(DE3)中表达的SDS-PAGE分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of fusion proteins expressed in E. 
coli BL21 (DE3). 1: protein marker; 2: total protein of E. coli 
BL21(DE3) containing pET-32a-LfcinB (1-15)-Melittin(5-12) 
without IPTG induction; 3: total protein of E. coli BL21(DE3) 
containing pET-32a after induction with IPTG; 4: total protein 
of E. coli BL21(DE3) containing pET-32a-LfcinB(1-15)- 
Melittin(5-12) after induction with IPTG. 
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2.4  融合蛋白的纯化 
菌体裂解上清液中融合蛋白经亲和层析纯化后, 

经 15% SDS-PAGE, 考马斯亮蓝R-250染色检测, 结

果产生约 20 kD 的一条清晰的蛋白条带, 与预期蛋

白大小一致, 位置与诱导后重组菌表达特异性蛋白

带相同。经凝胶薄层扫描分析, 其纯度大于 95%, 结

果如图 5所示。用 Bradford法测得 1 L培养物大约

可获得 35 mg融合蛋白。 

 

图 5  纯化的融合蛋白 SDS-PAGE 分析 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of purified fusion protein. 1: 
protein molecular weight marker; 2: purified fusion protein. 
 
 

2.5  肠激酶裂解融合蛋白 
按照质量比为 1:100 的酶:蛋白质的比例, 利用

肠激酶裂解融合蛋白。经 16.5%尿素-Tricine-SDS- 

PAGE, 考马斯亮蓝 R-250染色分析, 作用 16 h的融

合蛋白被肠激酶有效裂解, 释放出约 3.3 kD的目的

产物(图 6)。 

2.6  抑菌实验检测 
将纯化后的产物, 采用琼脂扩散法进行抑菌实

验, 结果表明, 纯化的杂合肽有明显的抑菌活性(图

7)。 

3  讨论 

利用基因工程方法在大肠杆菌中直接表达抗菌

肽, 一方面表达的抗菌肽对宿主有毒害作用; 另一

方面由于编码基因小, 表达产物容易被宿主降解。

所以在抗菌肽基因工程中, 一般采用融合蛋白形式

表达抗菌肽[26,27]。 

 

图 6  融合蛋白裂解的尿素-Tricine-SDS-PAGE 分析 
Fig. 6  Urea-Tricine-SDS-PAGE analysis of cleavage of the 
fusion protein. 1: hybrid antibacterial peptide purified by 
ultrafiltration; 2: protein molecular weight marker; 3: digestion 
product of fusion protein with enterokinase for 16 h. 

 
图 7  杂合肽对金黄色葡萄球菌的抑菌活性 
Fig. 7  Antimicrobial activity of hybrid peptide to 
Staphylococcus aureas ATCC25923. 1: control assay; 2: treated 
assay. 

 
Rekdal 等[28]研究发现线性 LfcinB(1-15)具有 LfcinB

的大部分活性, 具有明显的抑菌活性。Strøm 等[29]

研究色氨酸替代寻求抗菌活性更高的衍生肽, 合成

了一系列 LfcinB15 衍生肽 , 结果发现 LfcinB15- 

W4,10 的抗菌活性最高, 表明色氨酸在抑菌活性中

起着重要作用, 因此, 提高色氨酸残基数量可能会

增强 LfcinB15的抑菌活性。但色氨酸数量不是越多

越好。赵亚华等[30]对蜂毒素进行改造后把第 5 位的

Val替换为 Arg, 第 15位的 Ala替换为 Arg, 同时删

除了 16 位的 Leu, 表达的蜂毒素溶血性降低, 抑菌

性较高。将 LfcinB 的活性部位 LfcinB(1-15)与

Melittin 的活性部位 5~12 个氨基酸串联, 根据大肠
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杆 菌 密 码 子 的 偏 好 性 [20], 设 计 合 成 杂 合 肽

LfcinB(1-15)-Melittin(5-12)的编码基因片段。因此合

成基因时, 将 LfcinB 的 N 端第 10 个氨基酸由 Met

替换为 Trp; Melittin的第 5个氨基酸进行了改造, 由

Val替换成Arg, 而且在编码序列后加入终止密码子, 

避免了利用载体上的终止密码子而产生在目的蛋白

中加入额外氨基酸残基的问题。以 pET-32a 为载体

构建重组表达载体时, 在合成基因两端分别加入限

制性酶切位点。本实验采用酶促合成法, 将正反链

分 4条链退火连接后, 两个末端分别有 Nco I和 Sal I

的酶切位点的粘性末端 , 直接与双酶切后的

pET-32a 连接 , 成功地构建 pET-32a-LfcinB(1-15)- 

Melittin(5-12)表达载体。 

pET表达系统是有史以来在 E. coli中克隆表达

重组蛋白的功能最强大的系统, 本研究所采用的原

核表达载体 pET-32a即使用 T7聚合酶启动子的原核

表达载体, 将外源基因克隆到有 T7 启动子的原核表

达载体中, 置于 T7 启动子控制下, 转化可表达 T7 

RNA聚合酶的大肠杆菌, 在 IPTG的诱导下, T7 RNA

聚合酶得到表达, 启动 T7 启动子控制的外源基因合

成 mRNA, 表达外源蛋白[31]。BL21(DE3)缺失细菌外

源蛋白酶 Omp T和 Lon蛋白酶, 这 2种蛋白酶的缺

失增加了所表达外源蛋白的稳定性[32]。pET-32a 载

体中有 His标签, 便于用亲和层析的方法将融合蛋白

纯化出来。本试验选用 pET-32a表达载体使其表达融

合蛋白, 通过优化实验, 37oC 摇床培养至 OD600约为

0.8, 加入 100 mmol/L IPTG至终浓度 0.1 mmol/L, 在

诱导时将温度降至了 30oC, 诱导 3 h, 成功实现了融

合蛋白的可溶性表达 , 表达量占菌体蛋白总量的

35%以上。由 pET-32a 质粒图谱分析对照蛋白由 189

个氨基酸组成, 经蛋白质分析得出其分子量大约为

20.4 kD, 而由于编码杂合肽链末端加入终止密码子, 

由重组质粒图谱分析得知重组蛋白由 183 个氨基酸

组成, 分析其分子量约为 20.1 kD, 所以图上分析得

出的重组融合蛋白比对照蛋白略小的结论可靠。 

肠激酶识别的酶切位点为 Asp-Asp-Asp-Asp- 

Lys, 克隆位点前的前导蛋白具有肠激酶的酶切位点, 

而设计的杂合肽肽链上没有肠激酶的酶切位点, 表

达的融合蛋白被肠激酶成功切割 , 得到了杂合肽

LfcinB(1-15)-Melittin(5-12), 且纯化后的杂合肽有

较强的抑制金黄色葡萄球菌的作用, 达到了预想的

结果。此方法成功表达了具有抑菌活性的杂合肽

LfcinB(1-15)-Melittin(5-12)。 
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