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抗菌肽（EB=<G,.=4-<,(@4@=<D4H）原指昆虫体内经诱导产

生的一类分子量在9IJ左右，具有抗菌活性的碱性多肽物

质［#］。这类抗菌剂最初是从昆虫、哺乳动物、两栖动物等的

防御系统中分离得到的。抗菌肽对革兰氏阳性及阴性细菌、

病毒、原虫和发生病变的真核细胞等有杀伤作用，具有很强

的广谱抑菌作用，但对正常哺乳动物细胞无杀伤作用［%］。蛙

皮素还具有抗肿瘤活性而没有溶血活性［9］，虽然蜂毒素具有

溶血活性，但其溶血功能区位于K端的亲水区域［6］，两者的

极性区域正好相反。据研究表明抗菌肽都会形成两亲螺旋

结构的一致构象，并与其抗菌活性密切相关［2，"］。抗菌肽的

基本结构模式被认为在疏水环境中形成螺旋0卷曲0螺旋的

结构。目前一般认为，抗菌肽作用于细胞膜，在细胞膜上形

成跨膜的离子通道，破坏膜的完整性，造成细胞内容物的泄

漏，从而杀死细胞［5，1］。

抗菌肽具有分子量小、热稳定、水溶性好、抗菌谱广及材

料来源丰富等特点。科学家们已注意到"0内酰胺类抗生素

的过敏反应以及长期使用导致抗药菌株的产生，而抗菌肽不

会诱导抗药菌株的产生。我们从天然蛙皮素亲水性*端取

!9个氨基酸（截去头#个氨基酸）作为杂合肽*端，从天然

蜂毒素疏水性*端取!%个氨基酸作为杂合肽K端，中间加

上一 保 守 性 绞 链 区 转 折 点［E(,0L(M0N-’］，经K/’>07,H;,B
法［!］进行结构预测后，适当对其中某些氨基酸位点加以修

改，优化设计蛙皮素与蜂毒素杂合肽基因是本工作的创新特

点，国内外尚未见报道。基因全长!96G@，包括%5个氨基酸

编码序列，分9段人工合成。连接后克隆到大肠杆菌表达载

体上进行表达。并初步研究了该杂合肽的抗菌活性。

" 材料和方法

"#" 材料

大肠杆菌JO6#、P+!$1、Q!#J%!及质粒@RK!5为本实验

室保存。@S&##$质粒为赵利淦教授惠赠。目的基因9条片

段由上海生工生物工程有限公司合成。+E0:多肽由北京

赛百 盛 公 司 合 成。T<U,-DN(>H+<B<@-4@HJ*EN>-<?<.,=<’B
VMH=4;、WN3L、X0Y,(购自N-’;4Y,公司；N’(M0O<H@-’=4<B@>0
-<?<.,=<’BQ<=)购 自 S’./-<BY4-+,BB/4<;K’)；39@’(MB>0
.(4’=<D4I<B,H4、限制酶、39J*E连接酶分别为+SW和VESK
公司 产 品。V4@/,D48L0!$购 自 上 海 生 物 化 学 试 剂 公 司。

3-<H、丙烯酰胺、*，*Z0亚甲基双丙烯酰胺购自上海生工生物

工程有限公司。

"#$ 方法

"#$#" 目的基因片段的磷酸化、复性、连接：

全基因分段合成：

30([W（!） （%）

（#） （9）4+,W

在一!\6;]离心管中加入S>??4-E5$]，$)!;;’(／]
DE3N9$]，DO#̂ %5$]，39@’(MB>.(4’=<D4I<B,H4（!$>／$]）

!$$]，平均分成两管。第一管分别加入$\#2$Y／$]合成片

段（!）溶液6$]、$\#25$Y／$]合成片段（#）溶液6$]，第二管

分别加入$\%#$Y／$]合成片段（%）溶液6$]、$\%!$Y／$]合

成片段（9）溶液6$]。两管%"_水浴%/。每管再分别加入

9\9$]!;’(／]*,K(，沸水浴%$H后，95_保温5%!#/，经乙

醇沉淀回收。两管J*E沉淀用微量DO#̂ 溶解，混合后定

容5\6$]，再加入!$]!$‘39]<Y,H4S>??4-，39J*E(<Y,H4
（9a<HH>／$]）$)6$]，!6_保温!#/。

目的基因片段磷酸化按照+SW公司及上海生工生物工

程有限公司的产品说明书进行；复性温度计算按《分子克隆

实验指南》［!$］。

"#$#$ 重组、克隆和J*E序列分析：质粒制备、限制酶酶解

反应、琼脂糖凝胶电泳、J*E片段回收、连接反应、大肠杆菌



转化等均依照《现代分子生物学实验技术》［!!］进行；"#$序

列分析由中山医科大学达安基因公司测定。

!"#"$ 克隆基因在大肠杆菌中的表达：带有克隆基因的表

达质粒%&’$()转化宿主菌"*+!，于,&培养液（含-."/／

0,氨苄青霉素）中123培养过夜，次日以!：!..接种2456
培养液（含-."/／0,氨苄青霉素），123摇床培养至!-..约

为.7-，升温至823，诱导89。

!"#"% 表达产物的鉴定分析：离心收集菌体，用凝胶上样缓

冲液直接溶破，制成全蛋白样品；或6)缓冲液洗涤、悬浮，

超声波破碎，83，!+...:／0;<离心!+0;<，收集上清，加入等

体积2=>">凝胶上样缓冲液。进行6:;?;<@(>">(A$B)［!2］。

!"#"& 表达产物的亲和层析、纯化：上述表达产物经金属离

子亲和柱层析纯化，方法按&C?9:;</@:’D<<9@;0公司的产

品说明书进行。平衡液为磷酸缓冲液，上样后以含不同浓度

的咪唑的磷酸缓冲液洗脱。

!"#"’ 抗菌活性测定［!1］：

（!）经亲和柱层析所收集样品经>@%9DE@FB(!.脱盐、真

空冷冻抽干、用E*2G重悬。

（2）大肠杆菌H!2"1!在10,,&培养液中培养至"#+I.
<0约为.78，加入2.",待测样品，合成多肽及表达的多肽

的浓度均为8"/／",。2+31.0;<后读取"#+I.<0值，按下式

计算杀菌效价。

杀菌效价$ （"#+I.<0%.&"#+I.<0%）／"#+I.<0! %

# 结 果

#"! ()*+基因合成及,-()*+表达载体的构建

目的基因分8段人工合成，经磷酸化、复性、连接后，得

到完整的目的基因 ’$()，经6:;?;<@(>">(A$B)，用银染法

染色显示连接成功的带（图!）。’$()基因插入%JK!L的

’()MN和*+,N位点，转化大肠杆菌O’!.P，抽提重组质粒作

图! ’$()基因连接的电泳分析

Q;/R! )S@?T:C%9C:@U;UD<DSVU;UCWT9@S;/DT;C<CW’$()/@<@
（!.XA$B／U;SY@:UTD;<;</）

!R’Z0D:[@:，%&M122／-./；

2R’$()/@<@

"#$测序，结果与设计要求符合。’$()基因从重组质粒

%J’()上切下，插入%&\22.的相应位点，转化"*+!。抽

提重组质粒，经’()MN和*+,N双酶切，得一片段，其大小为

!8+]%，证明’$()成功克隆到%&\22.载体上。

#"# 表达产物的电泳分析

表达菌体全蛋白及超声破碎细胞后的上清进行电泳分

析。经823诱导的含%&’$()的菌体表达分子量比27L["
大一些的’$()多肽。见图2中第8泳道。升温诱导后89
的表达量最高，经凝胶扫描测定约为可溶性蛋白的!-X。

图2 ’$()基因表达产物的电泳分析

Q;/R2 6:;?;<@(>">(A$B)CW@F%:@UU;C<%:CÊ?TUCW’$()/@<@

!RA:CT@;<0CS@?̂SD:_@;/9T0D:[@:（PI，--，81，1!["）

2R’0(),1?D::V;</%&\22.DWT@:T9@:0DS;<Ê?T;C<；

1R’0(),1?D::V;</%&’$()DWT@:T9@:0DS;<Ê?T;C<；

8RÛ%@:<DTD<TUCŴST:DUC<;?SVUDT@CW’0(),1?D::V;</%&’$()
DWT@:T9@:0DS;<Ê?T;C<；

+R>V<T9@T;?9V]:;E’$()%@%T;E@DU0D:[@:R

#"$ 表达产物的纯化

利用*;U与金属‘<2a的亲和性，杂合肽经金属螯合柱

层析被纯化（图1）。菌体破碎上清以!0,／0;<过柱，紫外吸

收记录图谱显示8个峰，峰!为上样峰（不吸附于柱的成

分）。峰2为)ŜT;C<&̂WW@:2洗下的组份，峰1为)ŜT;C<
&̂WW@:1洗下的组分，目标多肽位于峰1中，峰8为柱再生液

洗下的组份。

图1 ’$()多肽的%CSV(*;U亲和层析分离图

Q;/R1 ACSV(*;U%:CT@;<%̂:;W;?DT;C<?9:C0DTC/:D0

CW’$()%@%T;E@

#"% ()*+杂合抗菌肽的抗菌活性

以大肠杆菌H!2"1!正常生长的菌液作为对照，测定合成
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!"#$和表达!"#$两类样品的杀菌效价。表%显示，表达

!"#$多肽的杀菌效价比合成!"#$多肽低得多，可能的原

因之一是因为表达的!"#$多肽尚未切去&’()#*+,尾巴，影

响抗菌活性。

表! 用液相法检测"#$%多肽的抗菌活性

&’()*! &+*,*-*.-/0102-+*’1-/(’.-*3/’)’.-/4/-502

"#$%6*6-/,*(5)/78/,-83(/,/-59*-+0,

-’+.
/)01231+4!"#$

&3&1+.3／56（!7／!8）

$9&:3,,+07!"#$

&3&1+.3／56（!7／!8）

;<5;= ;<>?@ ;<5;;

-A(B3／!" ;<5;% ;<>=C ;<>?%

;<5;% ;<>=D ;<>?C

!3A0 ;<5;> ;<>=C ;<>C;

EA413:+4+.A(1+1:3 ;<@F5 ;<%?@

: 讨 论

本实验构建了含!"#$杂合肽基因的原核重组表达载

体，转化大肠杆菌后，经温度诱导表达，获得较理想的结果。

在我们设计!"#$氨基酸序列时，在其G端加上D个组氨

酸的短肽，多肽表达后可通过金属离子亲和柱层析纯化，简

化纯化操作以减少目的多肽的损失，最后D个组氨酸的短肽

可通过D个组氨酸与!"#$之间的肠激酶或酵母胞内蛋白

酶酶切位点切除。实验中我们发现，在传统的(A3HH(+不连

续凝胶系统中，分子量小于%;IJ的多肽和蛋白，会因与/J/
的共迁移而影响了分离度，对一些小分子多肽的电泳分析

时，电泳、固定、染色、脱色过程中极易扩散丢失，银染色后小

于?IJ的标准品也无着色带。据文献介绍，我们采用一种

修改的缓冲系统的K:+,#K:+4+03［%@］方法，可使/J/和多肽得

到分离，即使不采用梯度胶的方法，分离胶采用5CLFMK、

>;MN，对于@IJ左右的小肽，也可得到理想的效果。但要

注意脱色时间不宜过长，以防小肽的扩散和丢失。

我们采用了&E-@@;高效表达载体，此载体已成功地高

效表达了"干扰素（OPG"），人白细胞介素#@（O8#@）和人肿瘤

坏死因子（KGP）等［%5］，但!"#$基因在此载体的表达效率

仍偏低，究其原因可能有（%）抗菌杂合肽!"#$本身有抑制

细菌生长作用，表达后对自身宿主菌有杀伤作用，限制其表

达产量的提高。这些有待选择某些具有耐受性的细菌（37<
E8@%）或可通过选择酵母表达系统来提高表达量（@）!"#$
基因采用酵母偏爱密码［%D］设计，其中含有#$%&’(稀有密码

子，可能影响表达效率。但也有资料表明关于翻译延伸过程

中密码子选择对表达效率的影响尚无定论，密码子选择与基

因表达之间没有明确的因果关系，有些带有低密码倾向的外

源基因在#$%&’(中也得到高水平的表达。但在另一些情况

下，最适密码的使用可显著提高外源基因的表达水平，因此

导致!"#$在#$%&’(中表达效率较低的因素有待进一步研

究。表达!"#$杂合肽必须用肠激酶切去外加的肽段后，才

能产生和合成!"#$相同长度的肽。本文只对 !"#$杂合

肽进行了初步的纯化和生物活性检测，进一步的纯化工作及

广泛的活性测试正在进行，结果将另文发表。
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（上接BG<9<征稿简则）

@G文中的图表须清晰简明，文字叙述应避免与图表重复。照片应黑白分明，反差适中。小图的宽度应

小于PHK（占半栏）；大图的宽度应小于8ZHK（通栏）。图上、表内文字及图表注释一律用英文，图表题应中英

对照。

AG科技名词与术语的译法，请采用全国自然科学名词审定委员会公布的规范名词。

BG获得基金资助的论文必须在脚注内写上基金来源及基金号。

CG凡涉及测定S$#、Y$#或蛋白质序列的论文，请先通过计算机网络进入国际基因库N6Q)（欧洲）或

%,(Q3([（美国）或SSQ5（日本），申请得到国际基因库接受号（#HH,EE’4($4G）后再投来。计算机尚未联网的

作者，可通过我所信息中心代为申请，编辑部备有表格请函索。

DG来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿件，一般在收

到来稿;个月之内致函说明原因。打印及复印稿不退，请自留底稿及原图，特殊情况请在来稿时注明。

!!凡在本刊通过审稿，同意刊出的文章，所有形式的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所

有。作者如有异议，敬请事先声明。

EFG对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但涉及内容的删改，将请作者过目同意。

EEG文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自

负。

EGG对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。如作者

要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必

要性，经过我刊的严格审查并通过后，可予提前刊出。

EHG论文一经刊出，将根据版面收取一定的发表费，并酌付稿酬，赠送样刊及单行本。

来稿请寄：（EFFFDF）北京市中关村 中国科学院微生物研究所《生物工程学报》编辑部收

电 话：（FEF）BGAA@HFH
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