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摘  要 : 从鸽的骨髓和肝组织中扩增到 2 个禽 β-防御素 (AvBD) 基因，在大肠杆菌中高效表达，检测其重组

蛋白的抗菌活性。应用 RT-PCR 方法从鸽的骨髓和肝脏组织中扩增 AvBD5 基因，根据已发现的禽 β-防御素和

部分哺乳类动物 β-防御素-5 的氨基酸序列构建系统进化树，将该基因克隆到大肠杆菌原核表达载体 pGEX-6p-1

上进行原核表达，对该重组蛋白进行纯化，测定体外抗菌活性与理化特性。测序得到这 2 个基因的 cDNA 大

小均为 201 bp，编码 66 个氨基酸残基，内含 6 个位置保守的半胱氨酸残基。经遗传进化分析发现，该基因推

导的两组氨基酸序列与鸭 AvBD5 的同源性最高，分别为 87.9％和 78.8％，这两组氨基酸序列的同源性为 83.3％。

因此，将其分别命名为鸽 AvBD5α (骨髓) 和鸽 AvBD5β (肝脏)。进一步将这两个基因分别亚克隆到大肠杆菌

pGEX-6p-1 载体中进行原核表达。两个重组融合蛋白经纯化后，通过菌落计数法测定其体外抗菌活性，盐离子

浓度对其抗菌活性的影响，及其融合蛋白的溶血活性。结果表明，重组鸽 AvBD 5α、AvBD 5β 融合蛋白的分

子量约为 32 kDa。具有明显的抗菌活性，对 12 种细菌均有不同程度的抑制作用，高盐浓度对其抗菌活性显著

影响。此外，这两个重组蛋白对红细胞无显著溶血活性。 

关键词 : 鸽 β-防御素 5，重组蛋白，抗菌活性  
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Abstract:  The objective of the study was to clone avian β-defensin (AvBD) 5 gene from pigeon bone marrow tissues and 
liver tissues, to express the recombinant AvBD5 protein in E. coli, and to determine its antimicrobial activity. The mRNA 
of duck AvBD5 was cloned from pigeon bone marrow tissues and liver tissues by RT-PCR. In addition, phylogenetic 
relationships between amino acid sequence of the pigeon AvBD5, AvBDs from other avian species, and some mammalian 
beta-defensin-5 were analyzed. The cDNA of pigeon AvBD5 was sub-cloned into pGEX-6p-1 vector to construct 
recombinant plasmid pGEX-pigeon AvBD5. The recombinant protein was expressed into E. coli and purified. 
Antimicrobial activity and physical-chemical stability of the recombinant fusion protein were measured in vitro. The 
complete nucleotide sequence of both cDNAs contained 201 bp nucleotides, encoding a polypeptide of 66 amino acids. 
Both β-defensins have six conserved cysteines. Phylogenetic relationships were analyzed. Both pigeon AvBDs shared the 
highest amino acid homology (87.9% and 78.8%) with duck AvBD5. So it was named as pigeon AvBD5α (bone marrow) and 
AvBD5β (liver). Both recombinant plasmids were transformed into E. coli BL21 and the bacteria were induced with 
Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside (IPTG). After purification, antibacterial activity of the purified was investigated. In 
addition, effect of ionic strength on the antibacterial activity, and hemolytic recombinant protein activity of the purified 
recombinant protein were investigated. A 32 kDa protein was highly expressed. Both purified recombinant pigeon AvBD5α 
and AvBD5β exhibited extensive antimicrobial activities against 12 bacteria, including Gram-positive and Gram-negative. 
In high salt ions concentrations, antibacterial activity of both recombinant proteins was decreased. In addition, the 
hemolysis activity of recombinant protein was extremely low. 

Keywords:  pigeon β-defensin 5, recombinant protein, antimicrobial activity 

近年来，抗生素滥用所引发的问题日益受到

人们的关注，因此，研究无污染、无残留、无

毒副作用的新型抗菌制剂代替抗生素作为饲料

添加剂已成为畜牧业要解决的首要问题。抗菌

肽是生物体内产生的一类具有广谱抗菌活性的

小分子肽，是机体先天性免疫系统的重要组成

部分，在抵抗外源病原体的入侵方面发挥重要

作用[1-3]。因此，开展禽 β-防御素研究对于进一

步探讨禽 β-防御素在体内、外的作用及其机理具

有重要意义。禽 β-防御素 (β-defensin，AvBD) 是

一类广泛存在于禽体内的抗菌肽，是禽类先天免

疫防御系统的重要组成部分，在机体局部抗感染

与免疫方面发挥着重要作用，是机体抵御外界微

生物侵袭的第一道化学屏障，并且具有广谱抗

菌、抗病毒和免疫增强作用，对机体无毒害、无

残留，因此进一步研究禽 β-防御素在体内、外的

作用及其机理具有重要意义。目前已从鸡、鸭、

鹅、鹌鹑、鸵鸟和企鹅等禽类体内分离到 40 余
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种禽 β-防御素，其主要分子特征为含有位置保守

的 6 个半胱氨酸残基组成的 3 对二硫键[4]。大量

的研究表明，无论是人工合成还是天然的禽 β-

防御素都具有广谱的抗菌活性，能够抑制包括革

兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、细菌、真菌等在内

的大量病原微生物的生长[5-8]。另外，其他种的

一些防御素还具有抗病毒并提高机体免疫的特

性[1,9-12]。禽 β-防御素广泛分布于机体各个组织

器官，包括消化系统、呼吸系统、免疫系统和泌

尿生殖系统[3,13-15]。目前，有关鸽子 β-防御素还

尚未见到报道，由于禽 β-防御素在禽先天性免疫

和获得性免疫方面均发挥着重要作用，而骨髓是

重要的免疫器官，肝脏又是新陈代谢的重要器

官，因此本实验采用 RT-PCR 方法从鸽的骨髓和

肝脏组织中分别扩增到 2 个新的禽 β-防御素基

因，并制备了这两个基因的重组蛋白，同时对

这两个重组蛋白的生物学特性进行了初步分

析，为重组禽 β-防御素在家禽生产中的应用提

供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试验动物  

鸽子 3 只，由中国农业科学院哈尔滨兽医研

究所实验动物中心提供。 

1.1.2  菌株与载体 

大肠杆菌  (BL21) 株由中国农业科学院哈

尔滨兽医研究所兽医生物技术国家重点实验室

禽传染病研究室保存；四联球菌 (ATCC 2835)、

金黄色葡萄球菌  (ATCC 29213)、沙门氏菌 

(ATCC 14028)、枯草芽胞杆菌 (ATCC 9193)、奇

异变形杆菌 (ATCC 29245)、嗜酸乳杆菌 (ATCC 

4356)、绿脓杆菌 (ATCC 9027)、多杀性巴氏杆

菌 (ATCC 6529)、鸡白痢菌 (C79-11-S11)、猪霍

乱沙门氏菌 (CVCC 2140)、兔波氏杆菌 (ATCC 

33222) 均购自中国兽医药品监察所。pMD18-T

载体购自 TaKaRa 公司。pGEX-6p-1 载体购自

Invitrogen 公司。 

1.1.3  试剂 

ExTaq DNA 聚合酶、rTaq DNA 聚合酶、T4 

DNA 连接酶、限制性内切酶 EcoRⅠ、SalⅠ、IPTG

购自宝生物工程 (大连) 有限公司；M-MLV 鼠

源反转录酶、RNA 提取 TRizol 试剂盒均购自

Invitrogen 公司；凝胶回收试剂盒购自美国

OMEGA 公司；GST Resin 蛋白纯化试剂盒购自

Novagen 公司；其他试剂均为分析纯。 

1.1.4  引物 

根据鸡的 AvBD5 (GenBank Accession No. 

AY534897) 的基因序列，设计了 2 对 PCR 引物

分别用于基因克隆与重组蛋白的表达 (表 1)。  

表 1  PCR 引物序列与预期产物长度 
Table 1  PCR primers and predicted length of product 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Product size (bp) 

Pigeon AvBD5 cloning primers ATGCAGATCCTGCCTCTCCTCTTTGCT 201 

Pigeon AvBD5 cloning primers TTCTGCTGCCGGAGCCGATGGTATTCCTGA 201 

Pigeon AvBD5 expression primers GAATTCATGCAGATCCTGCCTCTCTTTGC 213 

Pigeon AvBD5 expression primers GTCGACTCAGGAATACCATCGGCTCCGGCA 213 
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1.2  方法 
1.2.1  总 RNA 提取 

取鸽骨髓、肝脏组织各 0.1 g 左右，按照

TRizol 试剂盒方法提取总 RNA，体系为 10 µL。 

1.2.2  RT-PCR 
用 DEPC 处理过的蒸馏水 10.5 µL 将上述提

取的 RNA 溶解，混匀后移入另一 0.5 mL DEPC 处

理过的 Eppendorf (EP) 管中，依次加入 Oligo dT 

1.5 µL，2.5 mmol/L dNTPs 2 µL，70 ℃水浴

5 min，冰浴 2 min；再于反应管中加入 4 µL 5×

第一链合成缓冲液、2 µL DTT，37 ℃水浴 2 min；

再加入 0.5 µL M-MLV 鼠源反转录酶混匀，37 ℃

水浴 2 h，70 ℃水浴 10 min，即为 cDNA 模板。

根据 GenBank 上提交的鸡 AvBD 5 基因序列 

(GenBank Accession No. AY534897) 设计一对引

物，即 P1/P2。 

PCR 总反应体系为 25 µL，按 ExTaq DNA 聚

合酶使用说明进行。反应循环参数为：95 ℃预变

性 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，25

个循环；72 ℃延伸 10 min。PCR 产物进行 2％琼

脂糖凝胶电泳鉴定，观察结果。 

1.2.3  基因克隆及序列分析 

对大小吻合的目的条带的 PCR 产物按

OMEGA 凝胶回收试剂盒的步骤进行合并回收，

连接 pMD 18-T Simple Vector，提取质粒并将

PCR 鉴定为阳性的质粒送北京六合华大基因股

份有限公司进行测序。 

1.2.4  禽 β-防御素的遗传进化分析 

将得到的鸽 AvBD 5 序列应用 DNAStar 软件

与已知的禽 β-防御素基因及部分哺乳动物的 β-

防御素基因序列做同源性比较，并采用 DNAStar

中的 Clustal V 软件绘制分子遗传进化树，分析

其遗传进化关系。 

1.2.5  重组表达质粒的构建、原核表达及蛋白

纯化 

对原核表达载体 pGEX-6p-1 和重组质粒进

行酶切位点分析，设计一对表达引物，即 P3/P4。 

用 EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切将 pMD18-T-AvBD 5

亚克隆到表达载体 pGEX-6p-1 上，命名为

pGEX-P-AvBD 5，将阳性质粒进行测序。 

将阳性重组质粒 pGEX-AvBD 5 转化到大肠

杆菌 BL21，挑取单个菌落在含有氨苄抗性 

(Amp) 的 Luria-Bertani (LB) 液体培养基中，

37 ℃振荡培养。当 OD600 值达到 0.5 时加入 IPTG 

(终浓度为 0.6 mmol/L) 进行诱导。分别在 2 h、

4 h、6 h 取菌样，6 000×g 离心 5 min，弃上清，

向沉淀中加入 80 µL PBS (pH 7.4) 和 80 µL 

1×SDS 凝胶上样缓冲液，煮沸 10 min 后冰浴冷

却，然后进行 SDS-PAGE 电泳 (积层胶浓度为

5％，分离胶浓度为 12％)，经考马斯亮蓝染色，

甲醇-冰乙酸脱色液脱色，用薄层扫描仪进行分

析以确定重组蛋白表达量。按照 Novagen 蛋白

纯化试剂盒的说明书进行蛋白纯化，并测定蛋

白浓度。 

1.2.6  重组鸽 AvBD5 蛋白抗菌活性及理化性质

的测定  

采用菌落计数法测定重组融合蛋白的抗菌

活性。将 1.1.2 中各株细菌培养至对数生长期，然

后用相应的培养基稀释细菌至 2×106 CFU/mL，

先用无菌 PBS (pH 7.3) 稀释重组融合蛋白，终浓

度分别为 10 μg/mL、25 μg/mL、100 μg/mL 和

200 μg/mL，各取 250 µL 分别加入无菌 EP 管中，
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同时设 PBS 为对照，分别吸取每株细菌培养物

10 μL 至管中，每组设 3 个重复，37 ℃振荡孵育

3 h 后，各管分别加 100 µL 的低浓度培养基 

(LB∶PBS 为 1∶1 000)，继续 37 ℃振荡孵育 3 h，

将各管样品分别作不同倍数的稀释，每个稀释度

分别取 200 µL 接种在营养琼脂平板上，每管分

别作 3 个平行，37 ℃培养箱孵育 18 h 后，观察

并记录每个营养琼脂平板上的菌落数量，取相

同稀释度的 3 个营养琼脂平板菌落的平均值作

为该稀释度样品的菌落数量。根据蛋白浓度和

稀释倍数计算每管原液中的细菌数量，选取最

适合的蛋白浓度计算细菌存活率并绘制重组蛋

白抗菌图。 

1.2.7  不同盐离子浓度对重组鸽 AvBD5-GST融

合蛋白抗菌活性的影响  

用灭菌的去离子水调整氯化钠  (NaCl) 的

浓度，使终浓度分别为 50、100、150 mmol/L。

然后用上述含不同 NaCl 浓度的缓冲液稀释重组

鸽 AvBD5-GST 蛋白浓度至 100 mg/L，各取

250 μL 分别加入无菌离心管中，相应 NaCl 浓度

的稀释液作为阴性对照，分别向每管加入细菌培

养物 10 μL，每组设 3 个重复，37 ℃振荡孵育 3 h

后，各管分别加 100 mL 相应的低浓度培养基，

继续 37 ℃振荡孵育 3 h。方法同 1.2.6。 

1.2.8  重组鸽 AvBD5-GST融合蛋白对溶血活性

的影响 

用无菌 PBS (pH 7.4) 将新鲜鸡红细胞稀释

为 2％~3％，用 PBS 稀释重组鸽 AvBD5-GST 融

合蛋白，终浓度分别为 100、250、500 mg/L，取

20 μL 分别加入无菌离心管中，同时设 PBS 为阴

性对照，0.2％ Triton X-100 为阳性对照，分别

向每管加入 180 μL 稀释好的红细胞。每组设 3

个重复，37 ℃孵育 1 h，1 000×g 离心 10 min 后

取上清，用微量分光光度计测 OD560 值并计算溶

血指数。每个样品作 3 个平行测定，取平均值。 

1.2.9  统计分析 

抗菌活性以下式计算：细菌的存活率 (％) =

存活细菌数/阴性对照细菌数×100％。细菌的存

活率以平均数±标准误 ( x ±s) 表示。所得数据采

用 SAS8.0 软件的 ANOVA 法进行方差分析。 

2  结果与分析  

2.1  鸽 AvBD5 基因的克隆与序列分析 
本研究根据鸡 AvBD 5 的基因序列，设计 1

对特异性引物，从鸽骨髓和肝脏组织中分别扩增

到 2 个约 200 bp 的特异性的目的基因片段，与目

的基因大小相符 (图 1)。对目的片段分别进行回

收后连接到 pMD 18-T Simple 载体，对阳性质粒

测序，测序结果有两种，经序列分析，基因大小

均为 201 bp，编码 66 个氨基酸，分子内含有禽 β-

防御素的特征性氨基酸结构，即由 6 个位置保守

的半胱氨酸残基组成，分别在分子内形成 1~5、 

  

图 1  鸽 AvBD 5 RT-PCR 产物分析 
Fig. 1  Analysis of pigeon AvBD5 RT-PCR products. 
M: DNA marker; 1: bone marrow issues AvBD5 
RT-PCR products; 2: liver issues AvBD5 RT-PCR 
products. 
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2~4、3~6 共 3 对二硫键 (图 2)。氨基酸序列同

源性分析表明，这两个多肽与鸭 AvBD5 的同源

性最高，分别为 87.9％ (骨髓) 和 78.8％ (肝

脏)；与鸡 AvBD5 的同源性分别为 84.8％ (骨髓) 

和 75.8％ (肝脏)。因此，根据 Lynn 等命名法，

我们将该基因命名为鸽 AvBD 5α (骨髓) 和鸽

AvBD 5β (肝脏)。采用 DNAStar 软件中 Clustal V

方法将鸽 β-防御素 5 氨基酸序列与其他的

AvBDs 的序列进行比较，绘制分子遗传进化树 

(图 3)。 
 
Pigeon AvBD5α:   

MQILPLLFAVLLLMLQAAAGLSLPRGSPQDCERRGGFCSQRSCPPGIGRIGICSKEVFCCRSRWYS 
Pigeon AvBD5β:   

MQILPLLFALLLVMLQGAAGLSLARGSPQDCQRRGGFCSRGSCPPGIGRVGICSEREFCCRSRWYS 
Duck AvBD5:      

MQILPLLFAVLLLMLQAEPGLSLARGLPQDCERRGGFCSHKSCPPGIGRIGLCSKEDFCCRSRWYS 
Chicken AvBD5:    

MQILTLLFAVLLLMLRAEPGLSLARGLPQDCERRGGFCSHKSCPPGIGRIGLCSKEDFCCRSRWYS 

图 2  鸽 AvBD 5 基因的编码区核苷酸序列与推导的氨基酸序列 
Fig. 2  Alignment of nucleotide and amino acid sequences of pigeon AvBD 5 and the corresponding peptides. 

 
2.2  鸽 AvBD 5α、AvBD 5β蛋白表达和纯化 

经 SDS-PAGE 电泳结果显示，诱导后的菌体

与诱导前的菌体相比，诱导后的菌体有一条明显

的特异条带，与预期大小 (32 kDa) 相符。诱导 2、

4、6 h 后，表达量无明显变化，但相比之下诱导

4 h 左右表达量相对较多 (图 4、5)。 

2.3  重组鸽 AvBD 5α 和鸽 AvBD 5β 的抗菌

活性 
本研究采用菌落计数法，选用 4 种革兰氏阳

性菌和 8 种革兰氏阴性菌作为检测菌。结果表明

GST 标签蛋白几乎没有抗菌活性，而不同浓度重

组鸽 AvBD 5α 和鸽 AvBD 5β 蛋白对多杀性巴氏

杆菌、绿脓杆菌、四联球菌和金黄色葡萄球菌均

有较强的抗菌活性，对鸡白痢沙门氏菌和兔波氏

杆菌的抗菌活性较弱，另外重组鸽 AvBD 5α 的抗

菌活性与重组鸽 AvBD 5β 无显著差异。当蛋白

浓度为 100 mg/L 时抗菌活性最理想，因此我们

选择重组蛋白浓度为 100 mg/L 时的抗菌活性数

据绘制抗菌图 (图 6)。另外，为了比较不同禽源

AvBD 5 的抗菌活性高低，我们将鸡、鸭、鹅

AvBD 5 的抗菌活性与鸽 AvBD 5α 和鸽 AvBD 5β

的进行比较 (图 6) (鸡、鸭、鹅 AvBD 5 的抗菌活

性数据引自文献[16-18])。结果发现，与其他禽源

AvBD 5 相比，鸽的 AvBD 5α 和 AvBD 5β 对金

黄色葡萄球菌、四联球菌、绿脓杆菌与兔波士

杆菌的抗菌活性较高。对鸡白痢沙门氏菌的抗

菌活性较低。 

2.4  NaCl 浓度对重组鸽 AvBD 5α 和鸽

AvBD 5β的抗菌活性的影响 
在高浓度 NaCl 条件下，重组鸽 AvBD 5α 和

鸽 AvBD 5β 蛋白对多杀性巴氏杆菌的抑制作用

有降低趋势，当 NaCl 浓度为 150 mmol/L 时，

重组蛋白对多杀性巴氏杆菌抗菌活性显著下降 

(P＜0.05 或 P＜0.01)。与其他禽源 β-防御素相比

差异也不显著(P＞0.05) (图 7) (鸡、鸭、鹅 AvBD 5

的抗菌活性数据引自文献[16-18])。 
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图 3  鸽 AvBD 5α、AvBD 5β 与禽 β-防御素及部分哺乳动物 β-防御素基因系统进化树分析 
Fig. 3  Phylogenetic relationships based on the sequence of pigeon-AvBD 5α, AvBD 5β, AvBDs and partial 
mammalian beta-defensins. 
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图 4  重组 pigeon-AvBD 5α 融合蛋白表达分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of recombinant pigeon-AvBD 5α fusion protein expressed in the E. coli BL21. 1: 
supertant; 2: inclusion body; 3: purified protein of pigeon AvBD 5α; 4: purified GST; 5: protein marker; 6: total protein 
of BL21 containing pigeon-AvBD 5α without IPTG induction; 7: total protein of BL21 containing pigeon-AvBD 5α on 
4 h after induction with IPTG; 8: GST protein; 9: total protein of BL21 containing pigeon-AvBD 5α on 2 h after 
induction with IPTG; 10: total protein of BL21 containing pigeon-AvBD 5α on 6 h after induction with IPTG. 

 

图 5  重组 pigeon-AvBD 5β 融合蛋白表达分析 
Fig. 5  SDS-PAGE analysis of recombinant pigeon-AvBD 5β fusion protein expressed in the E. coli BL21. 1: 
supertant; 2: inclusion body; 3: purified protein of pigeon AvBD 5β; 4: purified GST; 5: protein marker; 6: total protein 
of BL21 containing pigeon-AvBD 5β without IPTG induction; 7: total protein of BL21 containing pigeon-AvBD 5β on 
2 h after induction with IPTG; 8: total protein of BL21 containing pigeon-AvBD 5β on 4 h after induction with IPTG; 9: 
total protein of BL21 containing pigeon-AvBD 5β on 6 h after induction with IPTG; 10: GST protein.  

 

图 6  重组鸡 AvBD5、鸭 AvBD5、鹅 AvBD5、鸽 AvBD 5α、鸽 AvBD 5β 和 GST 蛋白的抗菌活性 
Fig. 6  The antimicrobial activity of recombinant chicken AvBD5, duck AvBD5, goose AvBD5, pigeon AvBD 5α, 
pigeon AvBD 5β, and GST against bacterial strains. 1: Staphylococcus acreus; 2: Micrococcus tetragenus; 3: 
Lactobacillus; 4: Bacillus cereus; 5: Salmonella choleraesuis; 6: E. coli; 7: Pseudomonas aeruginosa; 8: Salmonella; 9: 
Salmonella pullorum; 10: Proteus mirabilis; 11: Pasteurella multocida; 12: Bordetella bronchiseptica. 
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2.5  重组鸽 AvBD 5α与鸽 AvBD 5β融合蛋白

对溶血活性的影响 
重组鸽 AvBD 5α、鸽 AvBD 5β 融合蛋白对

鸭血红细胞的溶血活性极低，与阴性对照相比差

异不显著 (P＞0.05)。与阳性对照相比差异极显

著 (P＜0.01)，与其他禽源 β-防御素相比差异也

不显著 (P＞0.05) (图 8) (鸡、鸭、鹅 AvBD 5 的

抗菌活性数据引自文献[16-18])。 
 

 

图 7  盐离子浓度对重组鸡、鸭、鹅 AvBD5 及鸽 AvBD5α、鸽 AvBD5β 抗多杀性巴氏杆菌的影响 
Fig. 7  Effects of salinity on the antibacterial activity of chicken AvBD5, duck AvBD5, goose AvBD5, pigeon 
AvBD5α, pigeon AvBD5β against P. multocida. 

 

图 8  重组鸡、鸭、鹅 AvBD5 及鸽 AvBD5α、鸽 AvBD5β 蛋白的溶血活性 
Fig. 8  The hemolysis activity of recombinant chicken AvBD5, goose AvBD5, pigeon AvBD5α, AvBD5β protein. 

3  讨论 

本研究是据 Lynn 等[12]已发表的鸡 AvBD 5 

(AY534897) 的基因，设计特异性引物，采用

RT-PCR 的方法从鸽的骨髓组织和肝脏组织中分

别克隆出 2 个禽 β-防御素基因。cDNA 大小均为

201 bp，编码 66 个氨基酸残基，这两个多肽氨基

酸同源性为 83.3％。分子内含有禽 β-防御素的特

征性氨基酸结构，即由 6 个位置保守的半胱氨酸

残基组成，分别在分子内形成 1~5、2~4、3~6 共

3 对二硫键。将该基因推导的氨基酸序列与其他

物种的 AvBDs 氨基酸序列进行同源性比较发

现，该基因与鸭 AvBD 5 氨基酸同源性最高，分

别为 87.9％和 78.8％。因此，将该基因命名为
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鸽 AvBD 5α (骨髓) 和鸽 AvBD 5β (肝脏)。这种基

因序列多态性的存在可能是由于基因组中单核

苷酸发生了变异[14]，但多态性并未影响基因的结

构，发生碱基突变的基因大小仍为 201 bp，编码

66 个氨基酸。 

目前蛋白表达主要有真核表达系统和原核

表达系统，原核表达系统 (大肠杆菌表达系统) 

是目前常用的表达系统之一，但由于抗菌肽分子

小，易被蛋白酶降解，对宿主菌 E. coli 有很强的

杀伤力，因而不能在 E. coli 中直接表达。此外，

小分子表达产物分离、纯化较困难，而以融合蛋

白形式表达则可克服这些问题，融合表达后再对

产物进行裂解纯化，会得到有抗菌活性的表达产

物。融合蛋白在 E. coli BL21 中是以包涵体的形

式存在，这样不仅能保护目的蛋白免受蛋白酶降

解，也不会影响宿主菌的生长[1-2,9]，从而避免了

由于抗菌肽对宿主菌 E. coli 较强的杀伤力而不

能在 E. coli 中直接表达的问题。本实验选择了

GST 基因融合表达系统中的 pGEX-6p-1 载体对

鸽 AvBD 5α和鸽 AvBD 5β基因进行原核表达。经

SDS-PAGE 电泳分析表明，大部分蛋白以不溶

的、无活性的包涵体形式存在。包涵体是大量

表达的重组蛋白形成的致密颗粒，能保护目的蛋

白不受蛋白酶降解，而且不影响宿主菌的生长，

有利于产物的分离，所以包涵体对于提高重组蛋

白的产量和稳定性非常重要。由于目的蛋白形成

包涵体后不具有生物活性，因此，本试验采用的

Novagen 公司的 Protein Refolding Kit 蛋白纯化试

剂盒是针对包涵体进行溶解、复性和透析，并可

以使二硫键正确折叠，从而纯化出有活性的目的

蛋白。 

禽类的防御素是一种新型抗菌活性肽，它是

一类富含精氨酸的阳离子低分子多肽。在禽的先

天性免疫中发挥着重要的作用[15-16]。防御素的正

电荷和双亲结构是抗菌的关键，防御素的杀菌活

性与精氨酸的含量有关，精氨酸含量高的杀菌活

性强。大量研究表明，无论是重组表达、天然存

在或是人工合成的防御素，对革兰氏阳性菌、革

兰氏阴性、细菌、真菌、分歧杆菌、霉菌、螺旋

体、病毒 (如流感病毒、疱疹病毒、艾滋病病毒) 

等均具有很强的杀伤活性[1-2,17,19]，具有高效广谱

抗菌作用，无毒副作用，不会使病源微生物菌株

变异产生抗药性[5,13,17-19]。目前，对于禽 β-防御

素的抗菌机制还没有统一的说法，比较公认的说

法就是形成离子通道,即防御素通过静电作用被

吸附到细菌表面，然后将疏水端插入细菌膜中，

从而改变其膜的结构，在菌膜上造成穿孔从而使

细菌裂解死亡[21]。本研究测定了重组鸽 AvBD 5α、

重组鸽 AvBD 5β和 GST 蛋白对 12 种细菌的抗菌

活性。结果表明重组鸽 AvBD 5α、重组鸽 AvBD 5β

蛋白对这 4 种革兰氏阳性菌和 8 种革兰氏阴性菌

均有较强的抑制作用，且对不同菌种的抑制作用

强弱也有所不同，推测可能与防御素本身的结构

有关，鸽 AvBD 5α和鸽 AvBD 5β的序列都富含大

量带正电荷的氨基酸，鸽 AvBD 5α含有 8 个带正

电荷的氨基酸 (7 个精氨酸，1 个赖氨酸)，鸽

AvBD 5β 含有 8 个精氨酸。将鸽 AvBD 5α 和鸽

AvBD 5β与其他禽源 β-防御素 5 比较发现，其所

带正电荷数无显著差异，但鸽 AvBD 5α 和鸽

AvBD 5β 所带负电荷氨基酸数目最少 (1 个天冬

氨酸，2 个谷氨酸)，增加了多肽表面的正电荷数，

从而增加了其抗菌活性。但鸡 AvBD5、鸭 AvBD5、

鹅 AvBD5 对鸡白痢沙门氏菌的抗菌活性要高于

鸽 AvBD 5α和鸽 AvBD 5β，这可能是由于防御素
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自身结构上的差异导致对细菌的选择和抗性程

度的不同。对于大部分细菌来讲，鸽 AvBD 5α

的抗菌活性明显高于鸽 AvBD 5β，这可能是由于

鸽 AvBD 5α和鸽 AvBD 5β的 DNA 序列中一些单

核苷酸发生碱基转换和颠换，这是最常见的一种

变异形式，这种变异形式被称为单核苷酸多态

性，它们可能会影响蛋白质的结构或基因表达水

平。同时本研究将该重组蛋白的标签 GST 也进

行了抗菌活性的测定，结果表明 GST 标签不具

有抗菌活性，这也更肯定了重组蛋白的抗菌活

性[1-2,9,22]。高浓度 NaCl 对重组鸽 AvBD 5α 和重

组鸽 AvBD 5β 的抗菌活性均有一定影响，Tomita

等也报道了其他离子对防御素抗菌活性的影响，

发现某些二价阳离子能够强烈的抑制防御素的

抗菌活性，这表明对抗菌性的影响是由于离子强

度而不是特定离子[23-24]。这可能是由于与防御素

竞争性地结合到带负电荷的细菌表面，从而影响

了防御素和细菌质膜的结合，影响防御素杀菌效

力的发挥，还可能是由于高盐浓度加速某些白细

胞的凋亡，影响其趋化作用、吞噬作用，影响防

御素的产生。此外，重组鸽 AvBD 5α 和重组鸽

AvBD 5β 对红细胞溶血活性极低，一般来说，溶

血作用与肽分子结构中的疏水残基含量有关，疏

水残基含量越高则往往溶血作用也越强[25]。这些

研究结果为今后 AvBDs 重组蛋白作为一种高效

的肽类抗生素和禽类饲料添加剂等应用的可能

性提供了理论依据。 

目前，对于鸽防御素的研究还有存在很多问

题有待进一步探讨，本研究克隆出的鸽 AvBD 5α、

鸽 AvBD 5β及其生物学特性的研究结果为禽 β-防

御素代替抗生素成为新一代抗菌制剂提供了理

论依据。 
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