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多肽抗生素!"#$!%&#’基因在乳酸乳球菌中的融合表达

孙 超 陈秀珠 还连栋 彭学贤"

（中国科学院微生物研究所，北京 !$$$6$）

摘 要 利用乳链菌肽（,;>;,）诱导表达系统，以泛素（-@;A-;B;,）融合蛋白的形式在乳酸乳球菌（3+0/(0(00)&,+0/#&）

中表达了多肽抗生素+<;C+5?;,。利用4.;?;,50DED0FGH9和I5>B5.,@’&BB;,=均可在诱导后的宿主菌中检测到特异

蛋白带。表达产物的最高产量可达宿主菌可溶性蛋白的"J#K左右。在体外用泛素特异性蛋白酶LMFN从融合蛋

白中切除泛素后，产物具有明显的抗菌活性。
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多肽抗生素一般是指分子量在!$RE以下，具

有抗菌活性的小肽。多肽抗生素除了具有抗细菌或

真菌作用外，有些还具有抗原虫、病毒、癌细胞的功

能，因 此 可 以 用 于 多 种 临 床 疾 病 的 治 疗［!］。+<;0
C+5?;,>是一类来源于膜翅目昆虫的富含脯氨酸的

多肽抗生素，一般含有!1"!6个氨基酸残基［#］。

+<;C+5?;,>对多种革兰氏阴性菌具有很强的杀伤力，

而通常对包括乳酸乳球菌（3+0/(0(00)&,+0/#&）在内

的革兰氏阳性菌不起作用。由于+<;C+5?;,>对多种

植物病原菌，人类致病菌具有很强的杀伤作用，因此

在植物抗细菌病基因工程、食品添加剂和医药工业

上有着广阔的应用前景。

乳链菌肽诱导表达系统是最近发展起来的一种

乳酸乳球菌的高效表达系统［P］。,;>;,G可以诱导其

自身启动子进行转录，诱导效率在!$$$倍以上。调

节因子,;>;,S和,;>;,T是诱导过程中信号传导所

必需的。利用,;>;,G启动子和,;>S、,;>T基因构建

的一系列表达载体和相应的宿主菌，!221年起开始

用于目的基因的表达研究。由于乳链菌肽诱导表达

系统的诱导物和宿主菌都是食品级的，因此利用该

系统表达具有临床应用价值的多肽或蛋白，可以有

效地提高基因工程产品的安全性，并在一定程度上

简化表达产物的后处理工艺。

我们利用乳链菌肽诱导表达系统在乳酸乳球菌

中成功表达了!6肽+<;C+5?;,和泛素的融合蛋白，

经泛素特异性蛋白酶LMF!水解后，得到了具有抗

菌活性的产物。在乳酸乳球菌中表达具有生物活性

的小肽物质，在国内外尚属首次，为基因工程方法生

产多肽抗生素和其它生物活性小肽开辟了新路。

( 材料与方法

((( 菌种与质粒

植 物 病 原 细 菌 41*(5+0/%*#)6 /)6%-+0#%$&
$$$1，7$8#$#+"%*5#0(,+$$6#由北京市动植物检疫

所张乐教授惠赠，质粒<SDL@;LQ由法国U&-;>F+>0
B5-.大学的7’5?R教授惠赠，其中含有<&’/-@;A-;B;,
基因。质粒<*4!Q6中含有泛素特异蛋白酶LMF!
基因，由美国麻省理工学院的%+.>V+W>R/教授惠

赠。表 达 载 体<)X6$Q$及 其 宿 主 菌—39,+0/#&
)X2$$$购自荷兰)NXY研究所。<)X6$Q$是一个

具有广泛宿主范围的载体，可在乳酸乳球菌和大肠

杆菌中复制。<)X6$Q$带有氯霉素（Z:）抗性筛选

标 记。39,+0/#& )X2$$$ 由 泛 素 缺 陷 型 菌 株

[H!P1P衍生而来，其染色体上整合有,;>S和,;>T
基因。790(,#[Z!$1!用于载体的克隆和构建，在

UM培养基上P"\培养。39,+0/#&)X2$$$用于融

合蛋白的诱导表达，在含$J3K葡萄糖的 [!"培养

基［Q］（H[!"）上P$\培养。39,+0/#&的质粒提取参

见文献［3］，电击转化按照 I5’’>等人［1］的方法进

行。当用抗生素筛选克隆时，Z:的终浓度对于79
0(,#为#3#=／:U，对39,+0/#&为3#=／:U。

(() 多肽的合成及抗体的制备

多肽抗生素+<;C+5?;,]@N由美国Z/C5.D/,公

司利用固相多肽合成法合成。其氨基酸序列如下：



!""#$%&’$($#$$)$#*。抗体的制备参照+,-.
/001-等人的方法［2］进行。所得兔血清的34/5*’67
滴度在8999以上。

!:" 融合表达载体的构建

根据;10<=教授提供的>41?@ABC@B/BD基因的序

列，合成了泛素基因的上游引物：8E<,F,/<//<F//,,,
,<GE和下游引物：8E,/F,,//<F<</<<F<FF,F,<F,,F<,<<.
,,FGE。利用$+#的方法从质粒>H6IABIJ中扩增

出泛 素 的 单 体 基 因，并 在 其GE末 端 依 次 引 入 了

!"#’’和$#%#’位点，$+#条件如下：KJL变性G9-，

J8L退火MNBD，O2L延伸G9-。利用限制酶&#%’酶

切’()"#*+,的表达载体>"PQ9J9，然后用RJ聚合

酶补平，再用$#%#’酶切，回收GS8=A片段。扩增

出的泛素单 基 因 片 段 经RJ聚 合 酶 处 理 后，再 用

$#%#’酶切，然后与上述GS8=A的载体片段连接，得

到中间载体>"PIABJ9。

根据,>BT,0<BD)A’的氨基酸序列，按照原核生物

偏嗜密码子人工合成了,>BT,0<BD)A’基因的两条链：

编 码 链：8EFF/FF/FF/,,<,,<<F/<<FF///,<,/<<<F<,.F<.
<F<F/<<F<<F<,<<<F<F/</F/,F/,,FGE

模 板 链：8E,,//<//,</,<,F,<F<FFF/F<FF<FF,<F<F.F</.
F<FFF,/F/,,,<<FF,<FF//F//,<<,<<,<<F<GE

退火后获得,>BT,0<BD)A’基因在其8E末端和GE
末端分别带有!"#!和$#%#’的粘性末端，将,>B.
T,0<BD)A’基因与经!"#’’和$#%#’酶切的>"PI.
ABJ9相连，得到含有泛素和,>BT,0<BD)A’A融合基因

的表 达 载 体>"PI)AJ9。以 上 构 建 是 在$(#%)+
U+M9M中完成的。融合基因的序列通过测序证明

完全正确后，从大肠杆菌中提取质粒>"PI)AJ9，

用电击转化的方法转化’()"#*+,"PK999，$+#法挑

选阳性克隆。

!:# 融合蛋白在乳酸乳球菌中的诱导表达及产物

的酶解

融合蛋白在乳酸乳球菌中的诱导表达按照T0
#@?/0V等人［G］的方法进行，诱导物DB-BD7在培养基

中的终浓度为8DF／N*。诱导后离心回收菌体，用

去离子水洗涤2次，超声波破碎菌体，离心除去细胞

碎片，收集上清液备用。上清液可用电泳的上样缓

冲液处理，直接用于电泳。产物的酶解参照文献［O］

进行。将含有质粒>WRMQJ的$(#%)+X*2M培养至

-.Y99约为MS9，离心收集菌体，去离子水洗涤2次，

超声波破碎，离心收集上清液，与乳酸乳球菌破碎后

的上清液等体积混合，GYL温育2Z，沸水浴8NBD灭

活蛋白酶。

!$% &’()(*+,-.-,/012电泳及3+45+’*6785检测

RVB<BD0.636.$7!5 小 分 子 量 变 性 电 泳 参 照

6<Z[FF0V等人［Q］的方法进行，利用半干转膜仪进行

转膜，\0-/0VDA14/按照R44等人［K］的方法进行。

!:9 抑制菌活性检测

参照)@1/N,V=等［M9］的固体平板抑菌圈法，略

作改动。以$(#%)+X*2M，/01%2"#*31+45*4536"7
#+38,999Y，$19+8+":312+#%)"99Q2作为供试菌株。

将大肠杆菌培养至-.Y99约为9S8左右，取M99"*
菌液与M99N*含M]琼 脂 的 "7培 养 基 在J8#
88L间混合后铺平板。待培养基凝固后，将牛津小

杯轻轻放在培养基表面，每个小杯内加入G99"*待

测样品，GOL培养过夜，观察抑菌圈大小。

: 结果与分析

::! 乳酸乳球菌融合表达载体的构建

由于设计了合适的泛素基因的8E引物，使$+#
产物从表达载体>"PQ9J9补平的&#%’位点插入

后，不会产生移码突变，同时保证起始密码子7R!
到核糖体结合位点（#X6）的距离不变，使其具有最

大的转录起始效率。利用密码子的简并性，通过同

义突变，在不改变氨基酸顺序的情况下，在泛素基因

的GE端引入!"#’’位点，以利于其它基因与泛素基

因的融合。

合理设计,>BT,0<BD基因，在不发生移码突变和

在泛素和,>BT,0<BD间不增加多余的氨基酸的情况

下，通过!"#’’位点将,>BT,0<BD基因与经!"#’’和

$#%#’酶切的中间载体连接，得到含有泛素和,>B.
T,0<BD融 合 基 因 的 表 达 载 体>"PI)AJ9。在,>B.
T,0<BD基因GE端设计了2个终止密码子R7!和

R77，以增加翻译的终止效率。在翻译终止密码子

后还保留了载体上>0>"基因的GE端的一部分及其

转录终止子。一方面可以通过增加N#"7的长度

提高其稳定性，另一方面>0>"转录终止子是一个

很强的转录终止信号，可以防止转录进入复制子区

而降低载体和外源片段的稳定性［MM］。

:$: 电泳及3+45+’*6785检测结果

阳性克隆进行诱导表达后，对表达产物进行变

性凝胶电泳分析。结果见图M。诱导后的菌株破碎

液在M9=3左右有一条特异的蛋白带，分子量与@.
ABC@B/BD.,>BT,0<BD融合蛋白的理论计算值相符。蛋

白胶扫描显示该特异带约占宿主菌可溶性蛋白的

OS2]（扫描图谱略）。将诱导后的菌体破碎液与含

泛素特异蛋白酶IX$M的大肠杆菌菌体破碎液等体
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积混合，酶解融合蛋白。对酶解前后的破碎液进行

!"#$"%&’()$检测，结果见图*。在+,-.处的蛋白

带可以和/012/"31&的抗血清反应，进一步证明了该

产物是4’1541$1&6/012/"31&融合蛋白。因为乳链菌

肽诱导表达系统的严谨性很高，本底表达水平很低，

所以在诱导前的破碎液中没有检测到融合蛋白。用

789+酶解后，在*-.左右出现一条特异带，与/016
2/"31&的阳性对照位置一致，说明789+在正确的

位置将融合蛋白切开产生了多肽抗生素/012/"31&。

图+ 表达产物的:%131&"6;.;69<=>分析

?1@A+ :%131&"6;.;69<=>/&/(B#1#)C$D""E0%"##1)&0%)243$
+AF)GH)("34(/%G"1@D$H/%-"%#；*A:D"(B#/$")C

&)&61&243"23"((#；IA:D"(B#/$")C1&243"23"((#A

图* 表达产物及其789+酶解产物的!"#$"%&’()$分析

?1@A* !"#$"%&’()$/&/(B#1#)C$D""E0%"##1)&0%)243$/&2
1$#DB2%)(B#/$"’B789+

+A<012/"31&#$/&2/%2；*A:D"(B#/$")C&)&61&243"23"((#；IA:D"

(B#/$")C1&243"23"((#；JA:D"(B#/$")C1&243"23"((#K789+

!A" 抑菌活性检测结果

以!"#$%&8F*+作测试菌株的抑菌实验结果见

图I，诱导表达的乳酸乳球菌裂解液与灭活的798+
保温没有抑菌现象，说明融合蛋白几乎没有抑菌活

性，而融合蛋白酶解后的产物和/01)(/"31&纯品一样

显示出明显的抑菌效果。用植物病原细菌作测试菌

株进行抑菌活性检测，得到了相同的结果（照片略）。

从上述载体构建，!"#$"%&’()$及抑菌实验结果

可以证明，诱导表达的融合蛋白，经泛素特异性蛋白

酶水解后，可以产生具有正确氨基酸序列的/016
2/"31&，并可形成正确的高级结构，因而具有明显的

抑菌活性。

图I 表达产物及其789+酶解产物的抑菌活性

?1@AI <&$1’/3$"%1/(/3$1L1$B)C$D""E0%"##1)&0%)243$/&2
1$#DB2%)(B#/$"’B789+

+A:D"(B#/$")C&)&61&243"23"((#K7;9+；*A:D"(B#/$")C1&243"2

3"((#K’)1("2798+；IA:D"(B#/$")C1&243"23"((#K798+；

JA<012/"31&#$/&2/%2

" 讨 论

由于/012/"31&在医药工业和转基因植物抗病

等方面的应用潜力，我们在乳酸乳球菌的乳链菌肽

诱导表达系统中对其进行了融合表达。该诱导表达

系统具有以下优点：食品级的诱导物和宿主菌，严谨

性高，本底表达水平低，诱导效率高，表达产量高。

此外，由于/012/"31&对乳酸乳球菌没有杀伤作用，

宿主菌’"%(#)&*MNO,,,中检测不到蛋白酶活性，

所以该系统更适合于小肽/012/"31&的表达。

为了进一步增加表达过程中在HPM<和蛋白

水平上的稳定性，我们在/012/"31&基因前面融合上

了泛素基因。泛素可以以分子内伴侣的形式起到增

加翻译水平和稳定蛋白的作用［+*］。泛素特异性蛋

白酶+（789+）来源于酵母，可以有效地酶解泛素融

合蛋白［Q］。与其他用于酶解融合蛋白的特异性蛋

白酶如?/3$)%R和:D%)H’1&相比，789+具有酶活

性高，特异性强的优点。所以泛素融合表达系统越

来越受到了人们的青睐。

病原菌对常规抗生素的抗药性已经越来越严重

地威胁到人类的健康，而缺乏新型的抗生素是病原

菌抗药性发展的一个重要原因。多肽抗生素因为种

类多，可选择范围广，抗菌活性高，抗菌谱广及不易

** 生 物 工 程 学 报 +Q卷



产生抗性突变等原因，而成为开发新型抗生素的首

选目标［!"］。但是多肽抗生素的合成问题一直是制

约多肽抗生素研究和工业化生产的瓶颈。目前多肽

抗生素的合成多采用固相合成的方法，但是成本过

于昂贵。因此人们希望用基因重组技术来生产多肽

抗生素，一方面可以降低成本，另一方面可以利用基

因突变的方法对多肽抗生素的结构和功能进行研

究。#$%&#’(%)*的杀菌过程需要经过一个手性识别

的阶段，这与目前大多数抗菌肽通过双亲结构裂解

细胞膜的杀菌机理完全不同［!+］。因此对#$%&#’(%)
的作用机理的研究有可能揭示出一种全新的杀菌机

制，具有很高的理论意义。多肽抗生素#$%&#’(%),
-./基因在乳酸乳球菌中的成功表达，为#$%&#’(%),
-./的工业应用和进一步了解其性质及作用机理奠

定了基础，也为利用基因工程方法，在乳酸乳球菌这

种食品级微生物中生产生物活性小肽探索出了一条

新路。
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