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抗菌肽是昆虫体液免疫的重要成分［!，$］，它们的分子量

较小，具有抗菌、抗病毒和杀伤某些肿瘤细胞的功能，而不破

坏人体正常细胞。基于它的这种选择性效应和分子小、无抗

原性的特点，可望成为新一代的抗菌、抗肿瘤药物。然而，天

然抗菌肽来源十分困难，不能满足研究和临床应用的需要，

通过基因工程技术生产抗菌肽已成为人们普遍关注的焦点。

抗菌肽9,:’是从家蚕蛹中分离并测定了其一级结构的新

型抗菌肽，它由#&个氨基酸组成，不含甲硫氨酸，90末端为

酰胺［#］。抗菌肽4是中国家蚕抗菌肽9,:’的变体，其一级

结构与天然的抗菌肽9,:’相比，在9端多了8;<，有利于

在340(,#中表达出有活性的抗菌肽［7］。

抗菌肽4能抑制某些肿瘤细胞的生长。为了研究此肽，

有必要建立一个能高效表达抗菌肽的表达体系，有学者报道

惜古比天蚕素（9=>?(@A<）8、B在昆虫细胞中表达［&，"］，及惜

古比天蚕素C在酵母细胞中的表达［1］。在340(,#表达系统

中大量以可溶形式表达未有报道。在340(,#中直接表达抗

菌肽可能有困难，即表达产物对宿主菌有杀伤作用。本文通

过对抗菌肽基因4的&D进行改造，引入凝血因子4-的酶切

位点，将之克隆到表达载体EFG40HF中，从而在340(,#中

表达出能被正确切割产生有抗菌活性的融合蛋白。

$ 材料和方法

$*$ 材料

$%$%$ 菌株与质粒：表达菌株340(,#BI$!为本实验室保

存；抗菌肽活性检测标准菌340(,#H!$C#!由瑞典斯德哥尔摩

大学B(J-<教授惠赠；质粒EFG40HF由南加州大学俞克非

博士惠赠。

$*$*& 基因和引物：抗菌肽4基因为本实验室人工合成；

引物!和$由上海植生所合成：

引 物 !：&DFFFFF88KK9K88K9F88FFK9F98F8K0
FF8888K9KK9#D

引物$：&D9999988F9KK9K8FKKF8KFFK8F98F9#D

$*$*’ 酶及化学试剂：限制酶，C+8聚合酶:大片段，54-
和K1C+8测序试剂盒购自L?(J-M-公司；［!0#$L］N8KL为

COL(<P公司产品；FQK0Q=ER-?(;=7B购自LR-?J->A-公司；

K7C+8连接酶购自+=SG<M)-<NBA()-@;公司。

$%& 方法

$*&*$ 分子克隆基本操作技术，L9T，原位杂交，均按分子

克隆所述方法进行。

$*&*& 质粒C+8的序列测定：采用Q-<M=?双脱氧终止法，

按试剂盒说明进行。

$*&*’ 表达条件及产物的分离纯化：将含重组质粒的大肠

杆菌BI$!于#JI含氨苄青霉素（&%"M／JI）的IB培养基

中培养过夜。次日，按!：&%接种于含氨苄青 霉 素（$&"M／

JI）新鲜IB培养基中，#1U培养$R，加入:LKF至终浓度

%V$JJ()／I，诱导表达&R。3%%%?／JA<离心&JA<收集菌

体，超声破碎细胞，!&%%%?／JA<离心!%JA<，上清经FQK亲

和层析柱，用LBQ（!&%JJ()／I+-9)，!"JJ()／I+-$WLX7，

7JJ()／I+-W$LX7，EW1V#）洗涤杂蛋白，然后用EW3V%，&%

JJ()／IK?A;0W9)（含&JJ()／IF)OP-PRA(<=）［3］洗脱目的蛋白，

冷冻干燥后得融合蛋白。

$*&*( QCQ0L8FG按文献［/］进行，用考马斯亮蓝T$&%染

色。

$*&*) Y=;P=?<@)(PPA<M分析：参考文献［!%］。一抗为FQK
多克隆抗体，二抗为WTL羊抗鼠:MF；G9I试剂显色。

$*&** 融合蛋白的54-裂解：将融合蛋白溶于54-切割

缓冲液中（&%JJ()／IK?A;0W9)，!%%JJ()／I+-9)，!JJ()／I
9-9)$），加入54-，$&U保温$R［!!］。

$*&*+ 抗菌肽的纯化：将切割后的蛋白上9,0>=))O)(;=柱

（$V%Z!%>J），用!&%JI的%V%&J()／I+W789（EW&V!）及

!J()／I+W789（EW&V!）梯度洗脱，将样品走小分子量蛋白

电泳［!$］，考马斯亮蓝T$&%染色。

$*&*, 测活：参照文献［!#］的方法。



! 结 果

!"# 重组型质粒$%&’()’*(’的构建与筛选

抗菌肽!基因经"#$扩增，在其%&端产生’!(的酶切

位点。用!"#$)和$%&*!酶切后，将含有’!(酶切位点的

!基因片段插入+,-!./,的!"#$)和$%&*!酶切位点之

间，位于,01的2&末端，阅读框架不变，构成在,01启动子

"3(4控制下的重组质粒+,-!.’!(.!。图5为+,-!.’!(.!
重组质粒的构建过程。连接产物转化67%"，经原位杂交法

筛选，得到阳性重组质粒+,-!.’!(.!。

图5 表达质粒+,-!.’!(.!的构建

899:;<=(3=>?："3(4，3(4+:>@>3;:；81,，3:(?AB(3=>?(BA3(:34>*;?；18,，3:(?AB(3=>?(B3;:@=?(3=>?4>*;?CD，+E#F<;43>:

!"! 抗菌肽!基因的表达

重组的表达质粒转化大肠杆菌GHI5，挑选阳性转化子。

阳性转化子经)"1,诱导，"3(4启动子启动下表达。经060.
"8,-鉴定的结果示于图I中，凝胶用考马斯亮蓝$I%J染

色，,01.!的表达量约占细胞总蛋白的IJK，重组蛋白以可

溶的形式存在。

!"+ ,-./-01234//516
免疫印迹结果表明（图2），25L6处的蛋白条带可与抗

,01抗体结合，切割后结合条带移至IML6处。

!"7 抗菌肽的纯化

切割后的蛋白经#N.纤维素柱纯化，第一个洗脱峰为重

组抗菌肽。样品经小分子量电泳检测，在OL6处有单一条

带（图O）。

!"8 抗菌肽的活性检测

,01.!融合蛋白，’!(切割后的,01.!和’!(切割缓

冲液抗菌活性见图%，其中只有’!(切割后的,01.!有抗菌

活性。

+ 讨 论

由于抗菌肽的强大而广谱的抗菌能力，而且产物易于降

解，故不可能直接在细菌体系中表达抗菌肽［2］。本文通过融

合表达的方式将化学合成的抗菌肽基因!克隆到!’"#(%

图I !’"#(%GHI5表达的蛋白

,01.!的060."8,-电泳分析

0(@+B;AP;:;;B;43:>+Q>:;A;*>?(+>BR(4:RB(@=*;S;B，PQ=4QP(A

A3(=?;*P=3Q#>>@(AA=;G:=BB=(?3GBT;$I%J，(?*3Q;;U+:;AA=>?B;<.

;BAP;:;@;(AT:;*9R*;?A=3>@;:;:RCH(?;5C+,-!.’U(.!=?GHI5
（6-2）P=3Q>T3)"1,；H(?;IC+,-!.’!(.!=?GHI5（6-2）P=3Q

)"1,（JCI@@>B／H）；H(?;2C":>3;=?@>B;4TB(:P;=SQ3@(:L;:；

H(?;OC1Q;B(:S;V:(S@;?3>VVTA=>?+:>3;=?(V3;:*=S;A3;*9R’!(；

H(?;%C"T:=V=;*VTA=>?+:>3;=?(V3;:(VV=?=3R4Q:>@(3>S:(+QRC
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图! "#$%#&’杂交分析

图( 离子交换纯析的洗脱液的)*)+,-./电泳

01234536#7860&4#9:;%<&3%#9’50&=#&；>1,8&9?9#@7#7&3<9’

中，表达获得了融合蛋白，并通过AB0裂解获得了抗菌活性

的产物。

现在有许多载体用来在细菌中快速而有效地表达重组

蛋白，我们采用<./B+C.融合表达载体。<./B+C.是近年

来发展起来的一类用于表达真核蛋白的载体，它能在,%07启

动子控制下表达谷胱甘肽转移酶（.)D），将抗菌肽基因B与

.)D基因融合，转化到!"#$%&E2FG，获得了融合表达，融合

产物主要以可溶状态存在于菌体中，不形成包涵体，易于纯

化，这是产业化的基础。而且，<./B+C.载体在.)D基因

后插入H!I个甘氨酸，这一片段能增强蛋白酶的水解能力，

便于蛋白酶切割融合产物的效率，以利于纯化蛋白。表达产

物经.)D亲和纯析柱后，收集到融合蛋白。用AB0裂解，裂

解产物显示了抑制!"#$%&CGF*!G生长的活性。

图H 抑菌分析

G1J3’%&36（?07%3&B0@9:#$%93’>8??#&）；

F1J#7&3<9’JKLM；!1.)DNB@9:#$%#@>O?07%#&B0
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新书：“鱼类的克隆———核质杂种鱼”（英文版）

-1%&$&3$&!$#5=>".1+%.;4%)16#?$.@;9*$2#
作者：严绍颐博士，中国科学院发育生物学研究所研究员

序言作者：岗田节人博士，日本生物学史研究所所长，前国际发育生物学会主席，日本京都大学发育生物学荣誉教授。

校订及前言作者：马丽·迪贝拉迪诺（R8I&,#Z)&W,I8IF&9E）博士，美国费城，阿勒格尼（#MM,:>,9V）大学，宾州(哈尼门恩医

学院（/,99HVMN89&8(<8>9,C899）医学院，生物化学荣誉教授。

1O2页纸面精装。彩色照片01帧，黑白图和照片42帧。-=W$：3[0(@1@0(12(0。定价：0@\22美元

本书简介：（全书分导论，材料和方法，实验结果，讨论等四章）

动物的克隆，是指用非有性的方法生殖。如用细胞核移植、细胞融合等方法将一个具有发育全能性的细胞核，移入另一

个已除去或灭活了本身细胞核的，同种或异种动物卵内构建成重组卵。它们在一定条件下能发育成复制动物。这些动物的

基因型与植入的细胞核的基因型相同，这便成了复制动物。有关动物克隆的研究，在两栖动物始于O2年代，鱼类始于[2年

代，昆虫始于]2年代，哺乳动物则始于@2年代。在这些动物中都能得到种内的克隆动物。在两栖动物中仅能得到极少数物

种之间（非远缘物种之间）的克隆动物。在哺乳动物中，则迄今只能得到种内的克隆动物，而不能复制能存活的种间克隆动

物。但在鱼类中，不仅能复制种内克隆动物，又能复制能存活的远缘物种之间的克隆动物。有些杂种克隆鱼的表型性状有变

化和改进，且能繁殖子代。对种间克隆鱼的研究为了解细胞核（基因组）和细胞质之间的相互关系，以及他们的相互作用对发

育过程的影响，提供了重要的资料。克隆动物这种方法可复制转基因动物，从而能为生物学基础研究提供大量有用的模型动

物，甚至可能创建重要鱼类的克隆鱼新品种。

本书介绍了[2年代以来在鱼类克隆研究中所获得的实验进展和成果，并引用了有关两栖动物和哺乳动物克隆研究方面

的最新资料以供比较和讨论。此外，本书还包括一部分详细的实验指南和文献目录，可供生物学和生物技术研究领域中的研

究工作者、大学的教师和学生们参考。
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