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嗜铬粒蛋白 ! 端片段基因在枯草杆菌中的表达

及表达产物的活性分析

李瑞芳 罗进贤" 张添元
（中山大学生命科学学院，基因工程教育部重点实验室，广州 A1"!0A）

摘 要 嗜铬粒蛋白（BCD）是存在于分泌细胞的由 #$6 个氨基酸组成的可溶性蛋白。近年的研究发现 BCD 的 )
端具有抗血管收缩、抗细菌和抗真菌的功能。为了寻找高效低毒的抗真菌片段，利用 EBF 技术扩增了编码人嗜铬

粒蛋白 ) 端 1/02 位氨基酸（BCD1/02）的 G)D 片段，并将之克隆进本实验构建的枯草杆菌诱导型表达载体 HIJE3K，

获得含 BCD1/02 基因的重组质粒 HI%3K，转化蛋白酶三缺陷的枯草杆菌 GJ#"$。经蔗糖诱导后，BCD1/02 片段在枯

草杆菌 GJ#"$（HI%3K）中获得表达，产物分泌到细胞外，分泌量约为 A8LMN，占总分泌蛋白的 1$O$P 。测试了表达产

物对几种丝状真菌和酵母的抑制作用，发现在 #!8&’MN 的浓度下，枯草杆菌表达的重组 BCD1/02 对镰刀菌、链格孢

霉及白假丝酵母有明显的抑制作用。
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嗜铬粒蛋白（B.,&8&L,+@9@ D，BCD）是存在于大多数分泌

细胞和神经元的一种可溶性蛋白，由 #$6 个氨基酸残基组

成［1/!］。近年的研究表明：BCD 是许多具有生物活性的可溶

性小肽的前体。BCD 上有一些保守的氨基酸是潜在的蛋白

酶水解位点，经过自然水解产生各种衍生多肽如 BCD!#5/!6$
具有抑制胰岛素分泌的功能、BCD$#0/#16 能抑制甲状旁腺

细胞的分泌［$ Q 2］。N>L+,?&@ 等的研究表明天然牛 BCD ) 区

1/02 具有抗血管收缩、抗细菌和抗真菌等功能，对真菌的抑

制作用尤其明显，在微摩尔每升的浓度范围内，天然的牛

BCD1/02 片段就能抑制多种丝状真菌和酵母的生长［0］，是一

类很有研究价值的多肽，而国内外有关这方面的应用研究很

少。由于 BCD1/02 在动物体内含量甚微，不能满足研究的需

要。枯草杆菌是一种非致病性的微生物，对人畜无害，又具

有完善的分泌系统，能将外源基因产物分泌至胞外，有利于

外源产物的纯化和回收［5 Q 6］。考虑到临床上真菌感染如白

假丝酵母等条件病原真菌引起的深部感染病例的不断增加

和寻找高效低毒的抗真菌化合物的需要［1"］，本研究应用

EBF 技术，以 BCD 为模板，扩增了编码其 ) 端 1/02 位氨基酸

（BCD1/02）的基因片段，克隆至枯草杆菌诱导型表达载体，实

现了 BCD1/02 在 枯 草 杆 菌 的 分 泌 表 达，并 研 究 了 重 组 的

BCD1/02 的抗真菌活性。

" 材料和方法

"#" 实验材料

"#"#" 菌株和质粒：本实验所用菌株与质粒见表 1。

"#"#$ 培养基：枯草杆菌、大肠杆菌培养用 NJ 培养基；真菌

培养用 IJG 培养基；枯草杆菌感受态制备用 C*R、C*RR 培养

基［11］；发酵用 ! S *IF 培养基［1!］。

"#"#% 主要的酶和试剂：各种限制酶、3# G)D 连接酶、3+T
酶及其他修饰酶购自 )4U 7@L’+@? J9&’+;:、CRJBV/JFN 和华美

生物公司；引物由上海生工公司合成；蛋白分子量标准购自

E,&84L+公司；小鼠单克隆抗体 AD5（抗 BCD#0/25）由意大利

D@L’& BVF3R 博士惠赠；山羊抗鼠 WFE/RLC 购自华美生物工

程公司；其余为国产分析纯试剂。

"#$ 实验方法

"#$#" EBF 扩增：以 B.,&8&L,+@9@ D -G)D 为模板进行 EBF
反应，扩增条件为：6#X 预变性 A 89@；6#X 变性 189@，A5X
退火 $":，0!X延伸 189@，共进行 $" 个循环；最后 0!X延伸

1"89@。

"#$#$ G)D 酶切、连接、质粒转化：G)D 酶切、连接、大肠杆

菌转化按 I+8;,&&Y 的方法进行［1A］。枯草杆菌转化采用感受

态转化法，按文献［11］方法进行。

"#$#% 序列分析：用 EBF 的两端引物对含 BCD1/02 基因的



重组质粒进行测序，由上海博亚公司完成。

!"#"$ !"#$%&’ 基因在枯草杆菌中的表达：接种单菌落于含

卡那霉素的 () 培养基中，*&+快摇过夜。按 ,-接种量接

入含相应抗生素的 ./012 培养基中，*&+快摇 .3 后加蔗糖

至终浓度为 .-，继续摇 *43，5+ $4 4446789: 离心 $489:，去

除菌体，上清进行超滤浓缩。

表 ! 菌株和质粒

%&’() ! *+,&-./ &.0 1(&/2-0/

1;6<9:= <:> ?@<=89>= "A:A ;B?A C69D9:=

! E "#$% FG,! =H?I55"@<J K$’L ;39%$ 1;M6A 9: ;39= @<NM6<;M6B

6A@#$（#O4@<JP"0$,）3=>2$&

6AJ#$ A:>#$ DB6#L’

& E ’()*%$%’ F)54* +%’ ,-./. ,-.!$O 0-.12 3-. F6E FM9，K! F<Q9=，K1#

4(’0.%(5 =?E 1AJ;9M: MR 09J6MN9M@MDB，P3M:D=3<: K:9QE

60,7%70 0$)%"0, 1AJ;9M: MR 09J6MN9M@MDB，P3M:D=3<: K:9QE

1$*3.,0.%0 =? S<;3MDA:9J TH:D9 !A:;A6，1MH;3 !39:< #D69JH@;H6<@ K:9QE

?S)U& !86，& E -(5%$(’ >ADU V39= (<NM6<;M6B［$.］

?"3!"# #8?6，!36M8MD6<:9: # JFW# F6E GA@8<: (II，K1#［$*］

!"#"3 1F1%S#"I 及免疫印迹分析：1F1%S#"I 方法参见文献

［$’］，XA=;A6:%N@M;;9:D 按 1<8N6MMY 的方法进行［$,］，以小鼠单克

隆抗体为第一抗体，山羊抗鼠 G2S%ZD" 为第二抗体。

!"#"4 蛋白质含量的测定：总蛋白的测定用 )6<>RM6> 方法。

1F1%S#"I 凝 胶 光 密 度 积 分 扫 描 分 析 在 [M><Y 公 司 的

IF#1$.4 型凝胶成像系统上进行，扫描分析采用 S3<68<J9<
)9M;AJ3 公司的 Z8<DA0<=;A6 软件。

!"#"5 !"#$%&’ 活性分析：将丝状真菌孢子悬液和白假丝酵

母悬液稀释到适当浓度（$45 个78( 和 $4, 个78(）加诱导培养

上清，*4+静止培养 .5 3，观察试管底部菌体沉淀和菌丝球

情况。振荡重悬菌体和菌丝球，取培养物涂片镜检。

# 结果与讨论

#"! 枯草杆菌高效诱导表达分泌载体 1*67%8 的构建

将大肠杆菌质粒 ?1S&. 的复制起点及氨苄青霉素抗性

基因转移到枯草杆菌质粒 ?K)$O 上构建了大肠杆菌%枯草杆

菌穿梭型克隆载体 ?1)。然后将枯草杆菌 ’0"& 基因的启动

子%信号肽序列（=<J) SE 1E）及地衣芽孢杆菌!%淀粉酶基因的

转录终止信号 V（<8B V）克隆进 ?1)，获得诱导型表达%分泌载

体 ?1)SV，最后将短小芽孢杆菌正调控基因 >ADU 引入 ?1)SV，

获得重组质粒 ?1)SVU。整个构建过程见图 $（酶切电泳分析

图略）。

#"# 9:;!<54 基因的扩增

根据已发表的 !"# JFW# 的序列合成如下两段引物：

引物 $：,\—## !V"!#" ## !V! !!V "V" ##! #"!
!!V—*\

引物 .：,\—"" ""V#!! VV# !V" !V" #V" V"! !!V
!V!—*\

为方便操作，在引物 $ 的 ,\端添加 8’*$酶切位点、引物

. 的 ,\端添加 9-,$酶切位点。

图 $ 穿梭型诱导表达载体构建

T9DE$ !M:=;6HJ;9M: MR ;3A 9:>HJ9N@A A]?6A==9M:

=3H;;@A QAJ;M6 ?1)SVU

M69 )：M69 MR &0"%$$(’；

M69 I：M69 MR ! E "#$%

在 8’*$位点后添加 . 个核苷酸 #、#，使目的基因和信

号序列之间的读码框架正确。故加工成熟后的表达产物与

天然 !"#$%&’ 相比，在 W 端多出 V36、#@<、"@H * 个氨基酸。

按 $^.^$ 的方法以 !"# JFW# 为模板和引物 $ 与引物 .
进行 S!2 反应，结果如图 .。S!2 扩增出一条约 .54N? 的带。

FW# 序列分析，结果如图 *。测定的序列与已报道的人

!"# 的 FW# ,\端编码 $%&’ 氨基酸的核苷酸序列一致［$5］。
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图 ! 扩增产物的电泳分析

"#$%! &’( ’(’)*+,-.,+’/#/ 010(2/#/ ,3 456 -+,78)*

9：:;< (077’+；!：456 -+,78)*

9 <5= &5< &<< 5=5 55= &=& <<5 <&5 55= <=& <<= <<<
=.+ <(0 &(8 >’8 4+, ?0( </1 @’+ 4+, A’* </1 >2/

BC &&& &<= <55 &<& &=& <=& <<< =&5 <=5 &== &<& &=5
&(2 </- =.+ &(8 ?0( A’* >2/ 52/ D(’ ?0( &(8 ?0(

CB <=5 =<5 &<5 <5< 5=5 =55 <<& 555 <&5 555 <=& 55=
D(’ =2+ </- =.+ >’8 @’+ >2/ 4+, @’+ 4+, A’* 4+,

9EF &=5 <&5 <<& &<& =&= === &<& <5< 5=5 5&< &&< &<=
?0( @’+ >2/ &(8 52/ 4.’ &(8 =.+ >’8 <+$ &(2 </-

9GH &<< 5&& <=5 5=5 =55 <== 5=& <&< 5<= 5<& <<= ==<
&(8 <+$ D(’ >’8 @’+ D(’ >’8 <+$ I#/ &(1 </1 >’8

9J9 5=& <<& &<& 5=5 5<< &<5 5=5 &5= 5=5 5<< &&5 &55
>’8 >2/ &(8 >’8 &(1 </- >’8 <(0 >’8 &(1 &(2 <(0

!9C <<& &<& <&& &5< 5<= 5<& 5<& =<<
>2/ &(8 <+$ <(0 I#/ &(1 &(1

图 B 456 产物的 :;< 序列及其编码的氨基酸序列

"#$%B :;< /’K8’1)’ ,3 456 0L-(#3#’7 -+,78)*

017 ’1),7#1$ 0L#1, 0)#7 /’K8’1)’

图 G 重组质粒 -@?=M 构建与酶切分析

"#$%G 5,1/*+8)*#,1 017 +’/*+#)*#,1 010(2/#/ ,3 *.’ +’),LN#101* -(0/L#7 -@?=M
（<）@).’L0*#) 7#0$+0L ,3 -@?=M；（O）&’( ’(’)*+,-.,+’/#/ 010(2/#/

9：!)DJHC@CP!"#7"；!：-@O4=MP$%&# Q ’(##；B：-@?=MP$%&# Q ’(##；G：456 -+,78)*；H：:;< (077’+

!"# 含 $%&’()* 基因重组质粒的构建及酶切分析

含 5&<9RCS 基 因 的 重 组 质 粒 的 构 建 如 图 G（<）。将

-@O4=M 用 $%&#进行部分酶切，电泳回收 CTHUN 大片段，再用

’(##酶切，电泳回收 CTHUN 大片段，与经 $%&#、’(##酶切的

456 产物连接，构建含 5&<9RCS 基因的重组质粒。连接产物

转化 ) % *+," :IH$，原位 456 挑选阳性克隆。将阳性克隆经

培养后，提取质粒，用 $%&#、’(##进行酶切。-@O4=M 用 $%&

#、’(##酶切后，电泳上可看到大小为 STFUN 和 ETSUN 的两条

带。根据该质粒的物理图谱还应切出一条带，即包括 $%&#
和 ’(##之间的多克隆位点，因其只有几十个碱基长，电泳

时很快走出凝胶，故看不见。对含 5&<9RCS 的重组质粒，如

果 5&<9RCS 通过 $%&#和 ’(##位点与载体 -@O4=M 的 7’$M
启动子处的 $%&#和 A5@ 处的 ’(##连接，用 $%&#和 ’(##
酶切重组质粒时，仅能切出大小为 STFUN 和 ET!GUN 的片段。

如果 5&<9RCS 通过 $%&#和 ’(##位点与载体 -@O4=M 的 A5@
处的 $%&#和 ’(##位 点 相 连，ET!GUN 的 5&<9RCS 取 代 了

A5@，用 $%&#和 ’(##酶切重组质粒时，除切出 STFUN、ETSUN
两条带外，还可切出与 5&<9RCS 456 产物大小相同的 ET!GUN
片段。酶切结果显示，重组质粒用 $%&#和 ’(##酶切时，切

出 STFUN、ETSUN 和 ET!GUN 三条带，说明外源基因已正向连接

在 /0)O -% /%后（图 GO），将重组质粒命名为 -@?=M。

!"+ $%&’()* 基因在枯草杆菌 ,-+.#（/0123）的表达

将 -@?=M 转化三种蛋白酶缺陷枯草杆菌株 :OGEB，挑一

高表达菌株按 9T!TG 的方法，用 !V的蔗糖诱导 BE.，收集培

养液上清进行 @:@R4<&W 和免疫印迹分析（见图 H）。从图 H
可见，在 JTCU: 附近多一条带。用小鼠单克隆抗体 H<J（抗

5&<GCRSJ）进行免疫分析，在 JTCU: 处出现阳性杂交带，说明

重组的 5&<9RCS 已在 :OGEB（-@?=M）中表达，并具有免疫原

性。蛋白 凝 胶 扫 描 分 析 显 示，表 达 产 物 占 分 泌 蛋 白 的

9BTBV，相当于 HL$P>。
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图 ! 枯草杆菌 "#$%&（’()*+）表达的 ,-./012

("(03.-4 和免疫印迹分析

5678! .9:;<=6= >? @A’B@==@C ,-./012 ?B>D

! 8 "#$%&’&" "#$%&（’()*+）

（.）("(03.-4；（#）E@=F@B9 G;>FF6978

/：;>H B:97@ ’B>F@69 D:BI@B；

J："#$%&（’(#3*+）69CKL@C；

&："#$%&（’()*+）9>9069CKL@C；

$："#$%&（’()*+）69CKL@C

!"# 表达产物抗真菌活性分析

丝状真菌：挑取一满环新鲜孢子于无菌 (#" 培养基中，

剧烈振荡使孢子分散，用无菌棉花过滤除菌丝，于显微镜下

计算孢子悬液中孢子浓度；再用新鲜的 (#" 培养液作适当稀

释，使孢子悬液浓度为 /%$ 个孢子MDN。

酵母：挑取一环新鲜斜面菌体于 !%DN (#" 培养液中，

&%O /P%BMD69 振摇过夜，显微镜下记数，待培养液菌悬液浓

度达 ! Q /%2 个MDN 左右时，再用新鲜 (#" 培养液作适当稀

释，使菌液浓度为 /%! 个MDN。

将制备好的菌悬液分两管，每管 JDN，在一号管加 /DN
浓缩的 "#$%&（’(#3*+）诱导培养上清，作阴性对照，以排除

浓缩后的培养上清对真菌生长的干扰。二号管加 /DN 同程

度浓缩的 "#$%&（’()*+）诱导表达上清，作为实验组。此时，

目的蛋白 ,-./012 的浓度为 $!D>;MN。&%O静止培养 J$ R。

阴性 对 照 管 底 有 明 显 的 菌 体 或 菌 丝 球 沉 淀，而 加 "#$%&
（’()*+）诱导上清的试验组管底几乎无沉淀。摇匀培养物，

取适量涂载玻片，盖上盖玻片后，在相差显微镜下观察、拍

照。结果见图 2。

图 2 重组的 ,-./012 对 ()*+&+) )’$&,)*（/）-’%./*)/&) =’8（J）0#")/&#1 =’8（&）的抑制作用

56782 S9R6G6F6>9 >? ,-./012 >9 7B>HFR >? ()*+&+) )’$&,)*（/），-’%./*)/&) =’8（J），0#")/&#1 =’8（&）

.：9@7F6T@ L>9FB>;；#：69R6G6F6>9 >? ,-./012 >9 7B>HFR >? ?K976

从图片上可见 ,-./012 对测试的三种真菌具有明显的

抑 制。以 ,-./012 对 ()*+&+) )’$&,)* 抑 制 作 用 最 强，对

-’%./*)/&) =’8稍差。

重组 ,-./012 U 端多出 & 个氨基酸，是在构建表达载体

时，在信号序列和基因之间引入 3=FS 位点，为了维持正确读

码框又添加了 J 个核苷酸引起的。多出的 & 个氨基酸在

,-./012 的 U 端，远离 ,-./012 抗真菌活性中心 ,-.$1022，

应不会影响 ,-./012 的抗真菌活性。根据 NK7:BC>9 V 等的报

道，天然 ,-./012 在浓度为 /%!D>;MN 时才对白假丝酵母有抑

制作用，而在本实验中重组 ,-./012 在浓度为 $!D>;MN 时就

表现出抑制白假丝酵母的作用，说明多出的 & 个氨基酸对

,-./012 的活性没有影响，还可能有增强作用。

$%&%$%’(%)（参考文献）
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