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复合抗菌肽 !" 在毕赤酵母中的分泌表达及其活性研究
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摘 要 为了获得抗菌活性较强的抗菌肽，将几种抗菌肽串联起来在毕赤酵母中表达，并比较其与单独抗菌肽的抑菌活性。

以 ^/EL,EB 中的 H7’5/D71ER=（H R̂=）、J0’7:1’E ;/F/E@1E（J;）、+/5,(E1B’A1ER!9 和 J?//: +-/(’13 9E516,05/71,( H/:513/（J+9HR!S）（序列号

分别为 99L!$%SS，999L!$%"Q、HQ#N#S 和 HNSS!Q）成熟肽段作为模板序列，根据巴斯德毕赤氏酵母（C ) @+&/(*#&）偏好密码子，设

计并人工合成复合抗菌肽 @, 基因，同时用 J4M 法获得 J0’7:1’E ;/F/E@1E 的基因，分别克隆到 :HWO[!9 载体中，转化 C ) @+&/(*#& 受

体菌 ZR""，在醇氧化酶（94Z）启动子调控下，复合抗菌肽 HY 及 J; 均获得表达。体外抑菌试验检测复合抗菌肽 HY 与单独的蝎

子防御素 J; 的热稳定性、酸稳定性、最低抑菌浓度等，结果显示复合抗菌肽 HY 及 J; 具有很强的热酸稳定性，而针对不同的

细菌，复合抗菌肽则表现出了强于单独的 J; 的活性，特别是对大肠杆菌。上述结果说明了该复合抗菌肽具有很好的开发前景。

关键词 复合抗菌肽 HY，蝎子防御素 J;，分泌表达，热酸稳定性，抑菌活性
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抗菌肽（!"#$%$&’()$*+ ,-,#$.-/）最初是从昆虫免

疫后的血淋巴细胞中发现的一类碱性多肽类物质，

具有广谱抗菌活性，是生物先天性免疫的重要组成

成分。0123 年，瑞典科学家 4(%*" 5 等［0］首次从天

蚕蛹中发现抗菌肽 6-&’(,$"/。
近年来由于抗生素的滥用，耐药菌株愈来愈多，

据报道，美国每年要花 37 亿 8 97 亿美元对付耐药

细菌。据美国新闻周刊报道，早在 0113 年全美就有

0::77 名患者死于抗生素耐药性细菌感染。现在，

已经出现了能对抗所有抗生素的耐药菌［3］。

抗菌肽由于其独特的抗菌机制被认为是能够成

为替代抗生素的首选药物。而且抗菌肽发挥防御作

用的基础在于微生物的细胞膜结构的特点，这些特

点是动植物所不具备的，所以抗菌肽仅对微生物有

抑杀作用，而对动植物细胞不起作用。这方面的研

究使人们对抗菌肽的认识更深入，也促使人们创造

新的抗感染疗法，抗菌肽作为广谱抗菌药物所具有

的应用开发前景十分可观，已有一些科研机构试图

研制合成肽作为治疗药物用于人类疾病治疗［:］。

;*’- 6<.$& 等［9］ 设 计 并 合 成 了 ,=’’>(&(’$&$" 及

,=’’>(&(’$&$" 的二聚体类似物，结果显示它们可以杀

死抗四环素或氨基糖苷的大肠杆菌、沙门氏菌等。

!".’-* 5$*&(%-##$ 等［?］用 &-&’(,$" ! 和 %-+$##$" 人工合

成的 6!（0@2）;（3@1）杂合肽对甲氧苯青霉素抗性金

黄色葡萄球菌有较好的抗菌活性。已有一些科研机

构、生物科技公司联合大的制药厂，在动物或人体上

对不同的抗菌肽进行了前期临床研究和临床应用评

价［A］。随着对抗菌肽结构、功能与杀菌机理研究的

深入，人们开始尝试设计杀菌活力更强、抗菌谱更广

的新型抗菌肽。

本研究利用巴斯德毕赤酵母的表达特点，将几

种富含不同阳离子氨基酸的抗菌肽通过酵母本身的

蛋白酶 B-C3 识别位点序列串联起来，希望它们不同

的杀菌机制能联合起来，发挥更强的杀菌活性。

! 材料和方法

!"! 质粒、受体菌、指示菌株

巴斯德毕赤酵母（! D "#$%&’($）受体菌 E@::，表

达载体 ,FG6H!! 购于 G"I$#’(J-" 公司，试验菌株猪大

肠杆 菌 BKK（6K:17:）、金 黄 色 葡 萄 球 菌 )&*#+"
（,%#"-./&0&001$ #1’21$）、鸡伤寒沙门氏菌（ ,#/3&+2//#
%."-(0）、鸡 致 病 性 大 肠 杆 菌 L0（ 4+%2’&"#%-&52+(0
4 D 0&/(）、鸡白痢沙门氏菌（,#/3&+2//# "1//&’13）、致化

脓性金黄色葡萄球菌（,%#"-./&0&001$ #1’21$）、牛无乳M
停 乳 链 球 菌（ ,%’2"%&0&001$ #5#/#0%(#2 M,%’2"%&0&001$

6.$5#/#0%(#2）及枯草芽孢杆菌（7#0(//1$ $18%(/($）等试

验菌株为本实验室保存。

!"# 主要试剂

NCO*P 酶、限制性内切酶、连接酶等购自 O*Q*R*
公司，STS@F!5N 低分子量 ;*’B-’ 购自创瑞生物公

司，O’$&$"-、O’$/ 购 自 S$J%* 公 司，H-(&$" 购 自

G"I$#’(J-" 公司，其它试剂均为进口或国产分析纯。

!"$ 基因的设计及合成

根据 5-"4*"B 中几种抗菌肽的成熟肽段氨基酸

序列，选用酵母偏爱密码子［2］设计 "/ 复合抗菌肽基

因，在其 U 端及各肽段之间均加上 ! 信号肽 Q-C3
裂解位点，以保证各种抗菌肽具有天然 U 端，设计

好的 "/ 基因核苷酸序列由上海赛百盛公司合成，两

端分别引入 9-&"和 98#"酶切位点。同时设计三

条引物通过 SLN（S,+$&$"J )= LI-’+*, NC#-"/$("）法获

得 S&(’,$(" T-V-"/$" 成熟肽段基因（ $6），引物序列如

下：,0：?W&#&J*J****J*JJ###&JJ##J#&&*##J**#&**JJ#J&##J#&*#*J
*&*##J#*J*:W；,3：?W J***&&*J&*&**#**&&*&&#&##&##&#**#*J*#&#
*&**#J#&#*#J*&**J&*&&:W；,:：?W JJ##*##J#J&#JJ###&##&**J&**
*&##J#*&##J##*#*J***#&**#***J*#&#:W，两 端 也 分 别 引 入 了

9-&"和 98#"酶切位点。

!"% 酵母表达载体的构建

获得的 "/ 和 $6 基因经 9-&"和 98#"双酶切

后与同样双酶切的酵母表达载体 ,FG6H!! 连接，转

化大肠杆菌 OLF07 感受态细胞，构建 ,FG6H!!@"/、
,FG6H!!@$6 表 达 质 粒，构 建 好 的 重 组 质 粒 送

G"I$#’(J-" 公司测序以验证序列及阅读框的正确性。

!"& 重组酵母表达载体的构建及筛选

将测序正确的重组质粒用 ,#0"线性化后电击

转化 酵 母 菌 E@::，重 组 酵 母 的 电 击 转 化 筛 选 按

G"I$#’(J-" 公司酵母表达操作手册进行，电击后的酵

母菌铺 XFTS 平板（含 077#JM%Y 的 H-(&$"），用 F6R
法筛选阳性转化子。

!"’ 复合抗菌肽 () 和 *+ 的诱导表达

将筛选到的阳性酵母菌接种于 077%Y 4;5X 培

养基，:7Z 3?7’M%$" 培养至 :;A77 达到 3 8 A，离心收

集菌体重悬于 ?77%Y 4;;X 培养基，进行诱导表达

3KZ 3?7’M%$" 培养 1A>，期间每 39> 补加终浓度为

7D?[（ < M<）的甲醇。1A> 后，03777’M%$" 离心 ?%$"
收集培养液上清，进行 O’$&$"-@STS@F!5N 电泳、蛋白

浓度测定及抑菌活性测定。

!", 表达产物的 -./0/123*+*3(456
由于抗菌肽分子量一般都只有几个 BT，理论上

分子量低于 0?BT 的多肽在常规 O’$/@甘氨酸电泳系

统中难以得到理想的电泳分辨率，因此，我们使用了
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分离小肽的 !"#$%!"#&#’( 电泳系统，使重组多肽得到

了较好的分辨率及带型，取诱导表达的上清液 )*!+
与等量的上样缓冲液混合，沸水浴煮 ,*-#’ 后取

.*!+ 上样，同时取 ,*!+ */,!01!+ 的分子量为 23/.
4 ,5/567（南京创瑞有限公司）及 8!+ ,!01!+ 的分子

量为 99 4 5/,67（:#; :<$#& =’&）的蛋白质标准样品作

为对照。

!"# 复合抗菌肽 $% 和 &’ 的蛋白浓度测定及初步

抗菌活性测定

用 7>?1@>? 微 量 定 量 仪 和 考 马 斯 亮 蓝 法

（:"<AB;"A 法）相对照确定蛋白浓度。抑菌活性测定

采用 标 准 琼 脂 孔 穴 扩 散 法，以 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（!"#$%"）、猪大肠杆菌 6CC（DC82*8）、枯草芽孢杆

菌和鸡白痢沙门氏菌为实验菌株，将四种细菌悬浮

液（&’9** E ,/* 4 ,/.）,)!+ 与 +: 固体培养基 .)-+
混匀后铺平板，待其凝固后用灭菌的打孔器打孔，孔

中分别各滴加 .!0 的 F+（约 5*!+）和 G7（约 5*!+）表

达上清，83H培养过夜，第 . 天测量抑菌圈直径。

!"( 合抗菌肽 $% 和 &’ 的最低抑制浓度（)*+）测定

用液体生长抑制法测定两种抗菌肽对金黄色葡

萄球菌（!"#$%"）、猪大肠杆菌 6CC（DC82*8）、枯草

芽孢 杆 菌 和 沙 门 氏 菌 等 细 菌 的 最 低 抑 菌 浓 度

（I#’#-<J =’K#L#M;"N D;’&(’M"<M#;’，I=D）。将能完全抑

制菌体生长的最低蛋白浓度确定为 I=D。将活化培

养的菌液用 +: 培养基稀释至 ,*9DOP1-+，分别取

)*!+ 加到 29 孔培养板上，然后分别加入稀释的 F+
（ 分 别 为 ./839!0，,/,CC!0，*/)25!0，*/.23!0，
*/,52!0，*/*3)!0）和 G7（分 别 为 ./.C!0，,/,5!0，
*/)3!0，*/.C)!0，*/,2!0，*/*2)!0）的溶液 )*!+，83H
孵育 ,9K。

!"!, 复合抗菌肽 $% 和 &’ 对几种菌生长的抑制

测定

仍以金黄色葡萄球菌（!"#$%"）、猪大肠杆菌

6CC（DC82*8）、枯草芽孢杆菌和鸡白痢沙门氏菌为实

验菌株，将活化培养的细菌菌液按 ,*9DOP1-+ 接种

于 +: 培养基，分别将 ,1,* I=D 的 F+ 和 G7 抗菌肽

加入试管，同时用空载体 QF=DR#? 转化的 S%88 诱导

的表达上清作为对照，83H摇床振荡培养，期间每

,K 取出 .**!+ 测定 &’9**值，绘制细菌生长曲线。

!"!! 复合抗菌肽 $% 和 &’ 的热稳定性比较

将抗菌肽在沸水浴中放置不同的时间，检测其

对金黄色葡萄球菌（!"#$%"）的抑菌活性变化，同

时以无菌水和未煮沸的抗菌肽作对照。实验方法同

,/3 节 所 述，在 孔 中 加 入 分 别 煮 沸 ) -#’、,*-#’、

,)-#’、.*-#’、8*-#’、,K 的 .!0 F+ 复合抗菌肽和 G7，

进行抑菌实验。

!"!- 复合抗菌肽 $% 和 &’ 在不同 ./ 值缓冲液中

的稳定性

配制 QT. 4 ,. 的 F:G 缓冲液，取 .!0 F+ 复合抗

菌肽和 G7，分别加入等量的不同 QT 值缓冲液，以不

加抗菌肽的不同 QT 值缓冲液为对照，以金黄色葡

萄球菌（ !"#$%"）为受试菌，做抑菌实验，方法同

,/3 节，第二天测量抑菌圈大小，绘制变化曲线。

- 结果

-"! 阳性转化子的筛选与鉴定

提取酵母基因组，用 )U?VS 和 8U?VS 通用引物

FD@ 鉴 定 阳 性 转 化 子，鉴 定 结 果 如 图 ,，S%881
QF=DR#?%() 可 以 扩 增 出 约 99*LQ 条 带，S%881
QF=DR#?%*+ 可以扩增出约 ,***LQ 条带，而空载体对

照 S%881QF=DR#? 仅扩增出 )2CLQ 的条带。

图 , S%881QF=DR#?% () 和 S%881QF=DR#?% *+
的转化子 FD@ 鉴定

O#0W, !K( FD@ #A(’M#B#&<M#;’ ;B S%881QF=DR#?% ()
<’A S%881QF=DR#?% *+

,，.，,,：S%881QF=DR#?；8 4 )：S%881QF=DR#?% ()；9 4 ,*：S%881
QF=DR#?%*+；I：7>? -;J(&XJ<" -<"6("（7+.***）W

图 . F+ 复合抗菌肽 F+ 及防御素 G7 的

!"#&#’(%G7G%F?YZ 结果

O#0W. !"#&#’(%G7G%F?YZ ;B F+ <’A G7
I,：Q";M(#’ -;J(&XJ<" -<"6("（5/, 4 99/.67）；I.：Q";M(#’ -;J(&XJ<"
-<"6("（23/5 4 ,5/567）；,/G7；.，8：F+；5/ &;’M";J ;B LJ<’6 [(&M;" W

-"- 表达产物的 01232456&’&6$789 结果

将筛选到的阳性重组菌株及空的 QF=DR#? 菌株

诱导表达，表达上清进行 !"#&#’(%G7G%F?YZ 电泳（图

.），由于 F+ 复合抗菌肽表达后被酵母本身的 \(]. 酶
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切为单个肽段，所以电泳结果为一个梯带，而不是单一

的一条带，而蝎子防御素 !" 则为一条单一的条带。

!"# 复合抗菌肽 $% 和 &’ 的蛋白浓度及初步抑菌

活性测定结果

用 "#$%&#$ 微量定量仪测定 ’( 和 !" 的蛋白

浓度分别为 )*+,-!.%/( 和 )0!.%/(。如图 1 所示，等

量（2!.）的 ’( 和 !" 对四种菌的抑菌圈分别为 0*//、

0,//、01//、0-// 和 02//、3//、3//、02//。

图 - 复合抗菌肽 ’( 及 !" 对四种菌的抑制生长曲线4

56.7- !" #$%&’ 849:;<696=4> 49:6?6:@ AB ’( 4C= !" 4.46CD: ( + )’*$ EFF；+ 7 ,-&.-/，0 7 /-1%$*$/ 4C= +,*2’".**, 3,**$",&-2
GAC:<A>：8>4CH ?;9:A< ;IJ<;DD6AC DKJ;<C4C;C:；4：/;4C ?4>K; AB :L<;; :<6J>4:;D7

!"( 复合抗菌肽 $% 和 &’ 对几种菌的最低抑制浓

度（)*+）测定

图 1 ’( 复合抗菌肽和 !" 的抑菌活性测定

56.71 ";:;9:6AC AB :L; 4C:6849:;<64> 49:6?6:@ AB ’( 4C= !"
0：+ + ,-&.-/（ 4’5,"0）；2：0 7 /-1%$*$/；1：JA<96C; ( + )’*$ HFF；-：

+,*2’".**, 3,**$",&-2；$：’(；M：!"7

用菌体液体生长抑制法测得两种抗菌肽对几

种菌的 NOG 见表 0，对革兰氏阳性菌，’( 与 !" 的

NOG 值相差不大，但对于革兰氏阴性菌，’( 的 NOG
值均明显低于 !" 的。

表 , $% 和 &’ 对八种细菌菌株的最低抑菌浓度

-./01 , )*+2 34 $% .56 &’ 437 891 1:;98 /.<817:.0 287.:52

M49:;<64>
NOG4

’(%（!.%/(） !"%（!.%/(）

+ + ,-&.-/（4’5,""） 2+)P 1+F
+ + /,-&.-/ 2+)P 1+F
0 + /-1%$*$/ *+)- P+3
+%&.6%’)’))-/ ,3,*,)%$,.%+%&.6%’)’))-/
78/3,*,)%$,. 6,%9’3."$)

*+)- P+3

GL69H;C ( 7 )’*$ Q0 -+- 00+-
’A<96C; ( 7 )’*$ EFF -+- 00+-
+,*2’".**, 6-**’&-2 1+3) *+P
+,*2’".**, 3,**$",&-2 1+3) *+P
4：N;4C ?4>K; AB :L<;; :<6J>4:;D7

!"= 复合抗菌肽 $% 和 &’ 对四种菌生长的抑制测

定结果

从细菌生长曲线（图 -）可以看出，两种抗菌肽

在浓度低于 NOG 时仍能部分抑制细菌的生长。

!"> 复合抗菌肽 $% 和 &’ 的热稳定性检测

热稳定性试验显示，两种抗菌肽在 煮 沸 * R
0,/6C 时抑菌圈大小与未煮时均没有差别，但 2,/6C
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以后它们的抑菌圈都逐渐变小，!" 时基本上看不到

抑菌圈，说明两者在热稳定性上差别不大，都至少能

耐受 !#$%& 的高温。

!"# 复合抗菌肽 $% 和 &’ 在不同 () 值缓冲液中

抑菌活性的变化结果

两种抗菌肽在不同 ’( 值时的抑菌活性如图 )
所示，在 *( 值低至 ! 时两者仍具有抑菌活性，而在

*( 值上升至 + 以后抑菌活性急剧下降，直至丧失活

性，说明该抗菌肽具有较强的酸稳定性，但不能耐

受碱。

图 ) 复合抗菌肽 ’, 和 -. 在不同 *( 值缓冲液

中抑菌活性变化曲线

/%01) ’234 35 4"6 78946:%3;48;%; 35 ’,
8&< -. %& <%556:6&4 *( 7=556:

* 讨论

早期的抗菌肽多数是从组织材料中纯化得到

的，现在采用基因工程技术构建高表达系统来生产

抗菌肽是目前较多的选择。>83 等［+］曾用大肠杆菌

表达铜绿假单胞菌抗菌素；?8&0 等［@］则表达了人抗

菌肽 "AB’C!+D,,CEF，但这些在原核系统中成功表

达出的抗菌肽都是以融合蛋白形式得到的，它们都

需要去除融合伴侣后，才能表现应有的抗菌活性。

,6*806 等［#］报导昆虫防御素 B 在啤酒酵母内的表达

产物与天然产物在一级结构以及分子间的二硫键形

成无差别。本试验室以前的研究也证明了在酵母系

统抗菌肽可以单独表达，而且可以保持原有活性，本

研究也利用酵母表达系统成功表达了复合抗菌肽及

单独的防御素 -.，获得了较好的结果。

G6HC 是酵母自身编码的一种前体加工酶，该蛋

白是一个 A8C I 依赖性的丝氨酸蛋白酶，属于枯草杆

菌蛋白酶家族，负责大多数酵母蛋白的分泌与成

熟［!!，!C］。本研究根据酵母自身能表达 J6HC 这一特

点，将几种抗菌肽成熟肽段串联起来，并且每两两之

间插入 J6HC 酶识别位点（K2LM,L;MB:0!K2=MB28），这

样表达的蛋白就自动被酵母本身表达的 J6HC 酶所

识别并加工，分泌到酵母上清中。结果表明，该复合

抗菌肽获得了表达，与单独的抗菌肽相比，其抗菌活

性显著增强，特别是对大肠杆菌，证明了本试验的思

路是可行有效的，有望进一步研究开发利用。

根据天然纯化产物在体外抗菌作用的最好试验

结果，防御素对最敏感菌种的有效抑菌浓度应在

C!0D$, 以上［!E］。其他情况下，天然防御素的杀菌浓

度在 !#!0D$, 以上。本研究得到的复合抗菌肽对金

黄色葡萄球菌及大肠杆菌的体外最低抑菌浓度为

CN@F!0D$, 和 ONO!0D$,，均低于 !#!0D$,，下一步将

进一步研究其在动物体内的抑菌活性。
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