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摘  要 : 抗菌肽作为新一代抗生素的潜在应用价值使其备受关注，大量高纯度的抗菌肽是开展基础及临床实

验的关键。天然来源的抗菌肽资源有限、纯化困难，化学合成抗菌肽成本高、活性不稳定，因此通过基因重组

表达得到大量抗菌肽是低成本、高效益的方法。目前采用大肠杆菌表达系统获得抗菌肽已成为研究者的首选，

通常以形成融合蛋白的方式表达，这不仅可避免抗菌肽对宿主的杀伤作用，也保护了抗菌肽免受蛋白酶降解。

文章结合课题组的研究工作，综述了近年来抗菌肽在大肠杆菌中表达的融合载体、融合蛋白的裂解方法及表达

条件优化的研究进展。 
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Abstract:  Due to their potential application as novel antibiotics, antimicrobial peptides are attracting much attention. 

Large quantities of highly purified peptides are crucial to basic and clinical studies. Natural resources of antimicrobial 

peptides are limited and hard to purify, chemical synthesis is of high-cost and unstable, so recombinant expression of 

antimicrobial peptides is a cost-effective way. Escherichia coli has been the most widely used as host to express 

综  述 
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antimicrobial peptides with fusion protein, which can not only avoid the lethal effect towards the host, but also protect the 

peptide from degradation by proteases. Combined with our research, the present article reviews the progress of fusion 

vector, cleavage methods and optimization options for antimicrobial peptides production with fusion protein in Escherichia 

coli. 

Keywords:  antimicrobial peptides, carrier protein, fusion expression, cleavage methods, condition optimizing 

抗菌肽是由生物防御系统产生的一类小分

子肽类物质[1]，通常由 1050 个氨基酸组成，大

多带有一定量的正电荷。抗菌肽具有广谱抗菌

活性，对细菌、真菌及一些包膜病毒都表现出

显著活性，而且抗菌肽主要与微生物膜作用，

阻碍了微生物产生抗药性的能力。由于抗菌肽

本身的优势，它作为一种新型抗生素引起了人

们广泛的兴趣，低成本生产大量抗菌肽是对其

进行基础研究及广泛应用的前提。重组 DNA 技

术为蛋白生产提供了一种经济有效的方式，许

多抗菌肽已经通过基因重组技术在多种异源宿

主中成功表达[2]，如酵母、昆虫、大肠杆菌等。

酵母表达系统具有完备的基因表达调控机制和

对产物的加工修饰能力，毕赤酵母表达系统是

其中的典型代表，该系统表达的抗菌肽多为分

泌表达，产物对宿主菌没有明显的抑制作用，

但存在着表达效率低、发酵周期长和易污染等

弱点[3]。昆虫表达系统是另一类应用广泛的真核

表达系统，如以杆状病毒为载体，在昆虫细胞

Sf-9 中表达抗菌肽 Shiva-1a[4]，该表达系统具有

同大多数高等真核生物相似的翻译后修饰、加

工以及转移外源蛋白的能力，蛋白表达水平较

高、成本低，但缺点是翻译后加工修饰体系操

作繁琐[5]。大肠杆菌是表达异源重组蛋白应用最

为广泛的宿主，与酵母表达系统及昆虫表达系

统相比，大肠杆菌表达系统具有能在较短的时

间内高水平地表达多种蛋白、发酵条件易掌控

和表达成本低等优势，但其也具有翻译后加工

修饰体系不完善、表达产物的生物活性较低等

弱点[5]。鉴于抗菌肽分子量较小，且基本不需要

翻译后的加工修饰，所以综合考虑大肠杆菌表

达系统应是抗菌肽重组表达的第一选择。 

另外，抗菌肽一般是阳离子小分子多肽，

它极易被蛋白酶降解，且对宿主细胞具有一定

的杀伤作用，因此在抗菌肽异源表达时经常会

将目的肽与融合载体连接，融合载体的作用类

似于天然抗菌肽产生过程中能够保护抗菌肽及

宿主细胞的前导肽部分，在生物合成中保护肽

和宿主免受伤害[6]。融合蛋白形成以后，可以通

过酶解法或化学裂解方法进行切割，然后进一

步分离纯化获取抗菌肽。在大肠杆菌中常用的

载体蛋白主要包括两类：促进可溶性表达的载

体蛋白和促进包涵体形成的载体蛋白。此外，

自身可降解蛋白和信号肽由于可自动切割标

签，引导分泌表达，亦可分别作为载体蛋白应

用[7]。本文结合课题组的研究工作，综述了近年

来抗菌肽在大肠杆菌体系中重组表达使用的融

合载体、融合蛋白的裂解方法及表达条件优化

的研究进展。 

1  协助抗菌肽可溶性表达的载体蛋白 

硫氧还蛋白是一个常用的分泌表达抗菌肽

的载体蛋白，它不仅能够增加重组蛋白的可溶

性，降低重组蛋白被宿主蛋白酶降解的机率，
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而且能够催化胞质中重组蛋白二硫键的形成[8]。

抗菌肽重组生产数据库数据显示，硫氧还蛋白

载体蛋白的使用频率最高，大约占融合表达总

数的 25%以上，它分子质量小 (11.8 kDa)，且高

度可溶，这些性质使硫氧还蛋白成为在大肠杆

菌细胞质中表达重组抗菌肽广泛使用的融合载

体[9-10]，而且会提高融合蛋白的产量。最近的一

项研究表明，在被测的 13 种不同的载体蛋白中，

尽管硫氧还蛋白整体表达水平并不是最高的，

但其融合肽的产量却是最高的[11]。Li 在大肠杆

菌中成功表达了与硫氧还蛋白融合的人源性抗

菌肽 LL-37，融合蛋白的产量为 31.5 mg/L[12]。

Xia等将硫氧还蛋白与抗菌肽 cecropinXJ在大肠

杆菌中融合表达，镍柱纯化后，融合蛋白的产

量为 10 mg/L，对金黄色葡萄球菌具有抑菌活

性，最小抑菌浓度 (MIC) 为 0.4 μmol/L[13]。

Aleinein 等将抗菌肽 ranalexin 与硫氧还蛋白融

合表达，经过两次亲和层析纯化后，融合蛋白

的产量为 1 mg/L，该融合蛋白对金黄色葡萄球

菌、大肠杆菌及酿脓链球菌都显示了较好的抑

菌活性[14]。硫氧还蛋白需要与亲和标签融合以

便于目的蛋白的分离纯化，最常用的亲和标签

是 His 标签。 

谷胱甘肽转移酶  (GST) 是另一种常用的

融合蛋白表达载体，有助于保护重组蛋白免受

胞外蛋白酶的降解，提高其稳定性、可溶性，

并可作为标签，通过亲和层析纯化表达产物。

所以抗菌肽同 GST 标签融合表达将显著提高其

表达量、降低生产成本。但是由于 GST 分子量

比较大(27 kDa)，而抗菌肽通常是小分子量多

肽，这样会造成抗菌肽在融合蛋白中比例偏低，

降低表达效率[15]。 

SUMO 是一种新型的融合载体，SUMO 与

泛素结构类似但功能不同，已经证明它能提高

目的蛋白的折叠效率和溶解度[16-17]。SUMO 分

子质量小 (11.2 kDa)，有利于提高抗菌肽的产

量。SUMO 蛋白酶能够特异识别 SUMO 的三级

结构，这样就能够完全避免对目的抗菌肽的切

割，使酶切后的目的蛋白具有天然的 N-端结构，

这对于保持抗菌肽活性至关重要[17-19]。2008 年，

美国乔治亚州埃默里大学的一个研究小组获得

了 SUMO 表达系统生产抗菌肽的专利[20]。近日，

该研究小组进一步证明在大肠杆菌中使用该系

统生产抗菌肽具有低成本高效益特点[21]。研究

证明应用 SUMO 融合系统，一些比较难表达的

蛋白质如非典型肺炎病毒蛋白已经在大肠杆菌

中成功表达[22]。同硫氧还蛋白一样，SUMO 也

需要与亲和标签融合方便目的蛋白的分离纯

化，最常用的亲和标签是 His 标签。 

2  协助抗菌肽包涵体表达的载体蛋白 

与可溶性表达相比，包涵体表达减轻了抗

菌肽对宿主的毒性作用，而且保护目的肽免受

降解。然而，正如前文所述，很多抗菌肽都成

功地以可溶的方式融合表达，这说明促使融合

蛋白形成包涵体对保护宿主和目的肽并不是必

要的。不过包涵体表达产量高、蛋白稳定、融

合蛋白易于纯化仍是其难以替代的优势。包涵

体是不溶性组分，裂解细胞后通过离心可以初

步提取，再通过清洗、固定化金属亲和层析 

(IMAC)进一步纯化。类固醇异构酶[23]、PurF 片

段[24]、PaP3.30[25]和 TAF12 组蛋白折叠结构域[26]

属于这类载体蛋白。Lee 等将 PurF 片段与抗菌

肽 MSI-344 融合，融合蛋白以包涵体形式表达，
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表达量约占细胞总蛋白的 30%[24]。Majerle 等将

乳铁蛋白与类固醇异构酶融合，高效获得了易

纯化，稳定性较高的融合蛋白[23]。本文课题组

将东北林蛙皮抗菌肽 Dybowskin-2CDYa、抗菌

肽 AWRK6 分别与 hEGF (人表皮生长因子) 基

因融合，在大肠杆菌体系内成功以包涵体形式

表达了融合蛋白，表达量高、易纯化，实验数据

显示在未酶切的状态下融合蛋白即具有抑菌功能

又有促成纤维细胞分裂功能 (未发表数据)。 

3  可自我剪切的载体蛋白 

内含肽(Intein)是内含子对应的多肽序列，

能够自我催化蛋白质的剪接，使自身从前体蛋

白中切除，并将两侧外显肽连接形成成熟蛋白[27]。

利用内含肽的自我剪接特性，可以构建亲和标

签-内含肽-抗菌肽体系，表达目标蛋白后，利用

亲和标签进行融合蛋白的纯化，通过改变温度、

pH 或加入巯基试剂等方法诱导内含肽自我剪

切，从而实现蛋白质“一步一柱法纯化”。至今已

有多种抗菌肽通过内含肽载体实现了表达，如

Gu 等构建了内含肽介导 PHB 纯化人源抗菌肽

LL-37 体系，高效表达 LL-37 融合蛋白，并成功

纯化了目的蛋白[28]。自我剪接的内含肽消除了

外源蛋白酶及化学试剂的消耗，同时也简化了

纯化过程。不过它也存在一些缺点，如自我剪

切的诱导条件不易控制，而且有些自我剪切的

诱导剂如巯基试剂会影响目标蛋白的二硫键及

相应结构[29]。另外内含肽的分子量较大，影响

目的肽的表达量。 

4  信号肽载体蛋白 

大肠杆菌周质是一个比细胞质的氧化性更

高的环境，有利于外源蛋白的正确折叠。信号

肽介导的分泌表达简化了蛋白纯化工艺。此外，

分泌表达后会切除信号序列，外源蛋白前端的

甲硫氨酸残基不复存在，保证了外源蛋白 N−端

无多余残基。大肠杆菌中常用的信号序列包括 

OmpA、PelB、PhoA 和 HlyA 等。用大肠杆菌分

泌表达抗菌肽需要考虑抗菌肽对宿主菌的杀伤

作用。也有研究表明信号序列的存在可能无法

保证目的蛋白的分泌表达，表达的蛋白仍然可

以只形成包涵体[30]。Wu 等以分泌的形式在大肠

杆菌中成功表达了信号肽 PelB、Cherry 标签和

抗菌肽 metchnikowin 融合蛋白，该融合蛋白在

诱导 18 h 后表达量为 300 μg/mL[31]，Cherry 标

签的存在抑制了抗菌 metchnikowin 对宿主的杀

伤作用。Cherry 标签是细胞色素的血红素结合  

域[32]，具有可视化特点，利用这一特性目前已

开发了 Cherry 标签可视化蛋白表达系统，表达

出的融合蛋白会带有 Cherry 的红色标签，这样

不仅可以简单快速检测出目的蛋白的浓度，而

且由于 Cherry 标签的高溶解度也提高了目的蛋

白的溶解性。表 1 列举了大肠杆菌中融合表达

的部分抗菌肽及其融合载体。 

5  融合蛋白的裂解方法 

抗菌肽融合表达有助于目标蛋白的正确折

叠和溶解，但也可能会产生不利影响，融合标

签的存在可能会影响目的蛋白的结构，抑制目

的蛋白的活性。因此，在研究抗菌肽性质或功

能时，需要考虑融合标签移除的必要性。除了

裂解后进行自我裂解的内含肽和信号肽，其他

融合蛋白都需要外源性的化学物质或是蛋白酶

来释放目标抗菌肽。 
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表 1  在大肠杆菌中融合表达的部分抗菌肽及其融合载体 

Table 1  A part of fusion antimicrobial peptides expressed in E. coli and its carrier 

Antimicrobial peptides Size Carriers Fusion solubility Yield (mg/L) 

β-Defensin2[33] 41 Thioredoxin Soluble 346.0 

Divercin V41[34] 43 Thioredoxin Soluble 23.0 

Cecropin[35] 36 Thioredoxin Soluble 11.2 

ABP-CM4[36] 
Viscotoxin-A3[11] 

35 
46 

Thioredoxin 
Thioredoxin  

Soluble 
Soluble 

1.2 
5.2 

LL-37[12] 37 Thioredoxin Soluble 31.5 

cecropinXJ[13] 38 Thioredoxin Soluble 10.0 

Ranalexin[14] 20 Thioredoxin Soluble 1.0 

Lactoferricin B[37] 25 GST Soluble 2.0 

Puroindoline-A[38] 118 GST Soluble 1.8 

CRAMP[39] 34 GST Soluble 1.5 

hEGF[40] 53 SUMO Soluble 16.7 

PTH(1-34)[41] 34 SUMO Soluble 34 

GLP-1(7-37)[41] 31 SUMO Soluble 1.5 

Exendin-4[41] 49 SUMO Soluble 1.5 

Histonin[42] 21 PurF fragment Insoluble 167.0 

Buforin-2B[43] 22 PurF fragment Insoluble 131.0 

hBNP[44] 32 Intein Insoluble 2.4 

Bin-1b[45] 49 Intein Partially soluble 3.2 

HepcidinⅠ[46]  26 OmpA Soluble NA 

Metchnikowin[31] 26 PelB Soluble 300 

Size represents the number of amino acid residues; NA: not available. 
 

溴化氰、甲酸和羟胺是 3 个主要用于融合

标签去除的化学试剂。化学裂解的主要原理是：

在目标蛋白与融合标签之间插入一个甲硫氨酸

残基，诱导表达并纯化后，用溴化氰或羟胺处

理所纯化的融合蛋白，使融合蛋白在插入的甲

硫氨酸残基处断裂，从而使标签从目标蛋白脱

离[47]。Zhang 等制备新型降钙素时就用到了溴

化氰裂解，裂解后的蛋白经过 S-Sepharose 纯化

得到新型降钙素前体，纯度达到 97.6%[48]。虽

然溴化氰比其他两者应用得更广泛，不过抗菌

肽序列中甲硫氨酸的存在限制了它的应用。此

外，载体中或是连接区域的甲硫氨酸可以使后

续的纯化变得复杂且低效。甲酸和羟胺很少产

生非特异性裂解。化学裂解法具有效率高、成

本低等优点，不过却容易破坏目的蛋白的结构

和功能，且化学裂解试剂具有毒性，不适合药

用蛋白的处理及研究。 

肠激酶、凝血酶、Xa 因子、TEV 蛋白酶、

SUMO 蛋白酶是几种常用的融合蛋白裂解酶。

它们可以识别蛋白质的特殊序列，在融合标签
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和目的蛋白之间加入蛋白酶识别序列，可以实现

融合蛋白标签的移除。研究发现，肠激酶、Xa 因

子和凝血酶的切割效率较低，可能是因为目的蛋

白聚集使酶切位点不易接近[49]或是周围残基的影

响[50]。对于切割效率低的蛋白酶，通常需要延长

酶切时间，这样容易产生非特异性切割，且长时

间酶切可能会造成目的蛋白的失活[51-52]。TEV 蛋

白酶是一种不受低浓度尿素控制的蛋白酶，在很

多情况下可以产生原始的 N-末端[53]，其生产方

式相对容易，成本相对较低。本课题组在 His 标

签和 hEGF-AWRK6 融合蛋白之间加入了 TEV

蛋白酶识别位点，已证明 TEV 蛋白酶在 4 ℃过

夜条件下可将标签切掉。SUMO 蛋白酶只识别

SUMO 的三级结构，此酶不在目的蛋白内部裂

解，而且目的蛋白具有原有的 N-末端[54]，其在  

2 mol/L 尿素中依然保持活力。酶切后可以利用

酶的亲和标签二次过柱除去蛋白酶。几种常用的

裂解融合蛋白的物质及特点见表 2。 

6  表达条件的优化 

为实现抗菌肽基因在大肠杆菌表达系统中

成功表达并提高表达量，对目的基因的密码子

以及环境条件如菌体生长温度、IPTG 的浓度、

pH、通气量等的优化也是必要的研究内容。研

究发现，即使一个同义密码子的替换，也可能

会影响基因的表达水平、蛋白质的折叠以及蛋

白质结构及功能的改变[55]。抗菌肽的小分子量

意味着其编码基因可以廉价合成，密码子的变

化可能会导致大肠杆菌表达蛋白水平的巨大改

善。Li 等根据大肠杆菌密码子的偏爱性，改造

了人 β 防御素基因，使其在大肠杆菌中高效融

合表达，融合蛋白占细菌总蛋白的 50%以上，

是野生型基因的 9 倍[56]。 

大肠杆菌最适生长温度是 3739 ℃，在此

温度下极易形成包涵体，低温条件可增加外源

蛋 白 可 溶 性 表 达 的 比 例 。 如

Isopenicillin-N-synthase在 25 ℃以可溶性形式表

达的蛋白比 37 ℃高出 10%29%[57]，Murine 

protein Mx 在 30 ℃时，50%以可溶性方式表达，

在 37 ℃则以包涵体表达[58]。此外，构建促进二

硫键形成的宿主，也将有可能极大地提高可溶

蛋白的表达水平[59]。某些外源蛋白的活性和稳

定性与某些金属离子密切相关，因此向培养基

中添加外源蛋白所需金属离子也可能提高蛋白

的可溶性和稳定性[60]。 

 
表 2  几种常用的裂解融合蛋白的物质 

Table 2  Several commonly used substances to cleave fusion protein  

Cleavage reagent Recognition site Other features 

CNBr M* Exposure to formic acid may cause side chain modification

Formic acid D*P May cause esterification of serine and threonine residues 

Hydroxylamine N*G Asn or Gln can be modified to their hydroxamate forms 

Enterokinase DDDDK* Sensitive to pH and chaotropes 

Thrombin LVPR*GS Sensitive to pH and chaotropes 

Factor Xa IDGR* Sensitive to pH and chaotropes 

TEV protease EQLYFQ*G Maintains 50% activity in 1 mol/L urea 

SUMO protease SUMO* Maintains substantial activity in 2 mol/L urea 
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7  小结 

与天然来源和化学合成生产抗菌肽相比，

大肠杆菌融合表达的独特优势使其成为大规模

生产抗菌肽最具成本效益的方式，硫氧还蛋白

是融合表达生产抗菌肽使用最多的载体蛋白，

在适宜条件下可以获得大量的可溶性融合蛋

白，分子量小、高度的溶解性等优良性能使其

特别适用于抗菌肽的生产。SUMO 被证明是一

种能高效表达可溶性重组蛋白的载体蛋白，其

具有高度的特异性和稳定性。去除融合蛋白标

签的酶解法效率并不高，TEV 蛋白酶、SUMO

蛋白酶是两种活性和特异性相对较高的蛋白

酶。化学裂解法虽然通常是有效的，却容易受

到极端 pH 和高温的影响。为实现抗菌肽的高效

表达，需要对其表达条件进行优化，进而生产

大量满足需要的产物。 

生产成本高依然是抗菌肽应用的主要障

碍，虽然目前已经发现了很多提高生产效率和

降低生产成本的系统和方法，但离商业上可接

受的范围依然很远。因此，开发不同的系统、

提高抗菌肽表达效率、简化分离纯化过程对于

生产具有生物活性的抗菌肽依然具有重要意义。 
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