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杂合抗菌肽牛乳铁蛋白素-天蚕素在大肠 
杆菌中的高效表达及其活性鉴定 
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摘  要: 【目的】菌株耐药性问题日益突出, 研制新型安全高效的抗菌药物成为目前的研

究热点之一。抗菌肽具有多种优良特性, 高活性抗菌肽的开发及其重组表达对解决菌株耐

药性问题具有重要意义。【方法】根据牛乳铁蛋白素与天蚕素的结构, 设计一种新型的杂

合抗菌肽牛乳铁蛋白素-天蚕素(LfcinB-Cecropin), 根据 Escherichia coli 密码子偏爱性合

成其编码基因, 利用同尾酶法构建含有不同 LfcinB-Cecropin 基因片段拷贝数的重组表达

载体, 转化到 E. coli BL21(DE3)进行重组表达。【结果】经 IPTG 诱导, LfcinB-Cecropin 融

合蛋白成功获得表达。经超声破碎、包涵体纯化、甲酸裂解后, 获得具有明显抑菌活性的

杂合肽 LfcinB-Cecropin。【结论】获得一种高活性的新型抗菌肽 LfcinB-Cecropin, 并实现

了在 E. coli 中的高效重组表达。 
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High-level expression of a hybrid antimicrobial peptide 
LfcinB-Cecropin in Escherichia coli and its activity 
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Abstract: [Objective] Resistant strains have become increasingly prominent issues, and the 
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development of safe and efficient antimicrobial agents becomes the focus one of researches so 
far. Antimicrobial peptides possess many attractive features. Exploration and recombinant ex-
pression of antimicrobial peptides with high activity have important significance for solving 
resistant strains problem. [Methods] A novel hybrid antimicrobial peptide LfcinB-Cecropin 
was designed based on the structures of LfcinB and Cecropin. The gene encoding 
LfcinB-Cecropin was synthesized according to codon preference of E. coli. Tandem expression 
plasmids contained multicopy tandem LfcinB-Cecropin genes were constructed by the method 
of isocaudarner, and expressed them in E. coli. [Results] LfcinB-Cecropin was successfully 
expressed as fusion protein by IPTG induction. After sonication, inclusion body purification, 
formic acid cleavage, the recombinant LfcinB-Cecropin was obtained and showed obvious an-
tibacterial activity. [Conclusion] A novel antimicrobial peptide LfcinB-Cecropin was obtained 
and recombinantly expressed in E. coli in high level. 

Keywords: Antimicrobial peptides, LfcinB, Cecropin, Recombinant expression  

抗菌肽是一类具有抗菌、抗病毒、抗寄生虫、

抑制肿瘤细胞及免疫调节活性的小分子多肽[1−2], 

热稳定性好, 无免疫原性, 不易产生耐药性[3]。同

时作用机制独特、理化性质稳定、只作用于病原

微生物而对人正常细胞无副作用[4]。迄今为止, 

已在许多生物包括昆虫、鸟类、动物、植物及原

核生物中发现 800 多种抗菌肽, 它们多由 30−50

个氨基酸残基组成 [5] 。牛乳铁蛋白 素 LfcinB 

(FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRAF)是来源于

牛乳铁蛋白 N 端第 17−41 位氨基酸残基的活性

多肽, 分子结构由 α-螺旋和 β-折叠构成。研究发

现 LfcinB 与牛乳铁蛋白相比, 除不能结合铁离子

外, 具备乳铁蛋白其他大部分生物活性, 如抗细

菌、抗真菌、抗病毒、抑制癌细胞生长、消除炎

症及参与免疫反应等功能[6]。Cecropin 是发现最

早、研究最多的一类抗菌肽, 可作用于革兰氏阳

性菌和革兰氏阴性菌[7]。Cecropin 对革兰氏阴性

菌的作用强于革兰氏阳性菌, 在抑菌的浓度范

围内, 没有溶血性[8]。Cecropin 具有分子量小、

水溶性好、热稳定性强等特点, 具有很强的阳离

子特征, 且对较低或较高的 pH 值和较强的离子

强度有一定抗性[9]。分子量约为 4 000 D, 分子内

不形成二硫键, 主要为螺旋构象, 形成 2 个两亲

α-螺旋[10], 这种 α-螺旋是破坏裂解细菌的主要

结构。 

Andesren 与 Vorland 等[11]研究表明 LfcinB 的

前 15 氨基酸与 LfcinB 具有同样的抗菌活性。增

加 Trp 含量能够明显提高 LfcinB 的抗菌活性[12]。

天蚕素的前 8 个氨基酸序列 KWKLFKKI 为 α 螺

旋结构, 是其功能活性部位, 与蜂毒素、马盖宁

杂合设计得到全新抗菌肽活性较母本抗菌肽显

著提高[13−14]。本研究根据 LfcinB 与 Cecropin 的

结构与功能间的关系, 选取 LfcinB 前 15 个氨基

酸序列, 并将第 10 位的 Met 替换为 Trp, 与

CecropinA 的前 8 个氨基酸序列杂合, 二者间通

过 3 个氨基酸(GSG)连接, 设计一种新的杂合肽

LfcinB-Cecropin; 并利用大肠杆菌重组表达系统

成功实现了其高效重组表达, 表达的融合蛋白经

甲酸裂解, 获得了具有活性的 LfcinB-Cecropin 单

体。本研究通过构建抗菌肽高效重组系统, 获得

大量的杂合抗菌肽 LfcinB-Cecropin, 为抗生素替

代物的研发奠定了理论基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒与菌株: 质粒 pGEX-4T-2 和 pUC18、

克隆感受态 E. coli DH5α、表达感受态 E. coli 

BL21(DE3)均由本实验室保存。 

1.1.2  DNA 修饰酶类与其他生化试剂: 限制性

内切酶 EcoRⅠ、BamHⅠ、BglⅡ、Hind Ⅲ和连

接试盒均购于大连宝生物公司; Taq DNA 聚合酶, 

琼脂糖凝胶回收试剂盒, 质粒提取试剂盒, DNA 

Marker 均购于北京康为生物公司; 胰蛋白胨、

酵母提取物为 OXID 产品; 其它试剂均为国产

分析纯。 

1.1.3  引物合成及 DNA 测序: 由上海生工生物

工程技术服务有限公司完成。 

1.2  方法 
1.2.1  LfcinB-Cecropin 编码基因的设计与合成: 
根 据 E. coli 密 码 子 偏 爱 性 设 计 编 码 LfcinB- 

Cecropin 的基因片段, 在编码 LfcinB-Cecropin 基

因片段前后加入了编码甲酸的密码子。为了便于

载体构建, 在 5′端加入 EcoRⅠ和 BamHⅠ位点, 

3′端加入 BglⅡ和 Hind Ⅲ。 

编码基因片段正链为: 5′-GAATTCGGATCCG 
ACCCGTTCAAATGCCGTCGTTGGCAGTGGCG
ATTGAAAAAGCTGGGTGCTGGCTCTGGCAA
ATGGAAGCTGTTCAAGAAAATCGACCCGAG 
ATCTAAGCTT-3′; 反链为: 5′-AAGCTTAGATCTC 
GGGTCGATTTTCTTGAACAGCTTCCATTTGC
CAGAGCCAGCACCCAGCTTTTTCATACGCCA
CTGCCAACGACGGCATTTGAACGGGTCGGA 
TCCGAATTC-3′。将等摩尔的正反链混合、退火

后, 2%的熔点琼脂糖凝胶电泳, 回收目的片段。 

1.2.2  重组表达载体的构建: 将纯化的 LfcinB- 

Cecropin 基因连接入 pUC18 的 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ

位点间, 获得含有单拷贝 LfcinB-Cecropin 基因的

克隆载体。利用 BamHⅠ、BglⅡ同尾酶法构建含

有不同 LfcinB-Cecropin 基因拷贝数的克隆, 方法

参照文献[15]。 

将构建好的含有不同拷贝数的克隆载体用

EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后纯化回收目的片段, 

与利用 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后的 pGEX-4T-2

连接。转化到 E. coli DH5α 中, PCR 方法筛选含

有 目 的 基 因 的 重 组 表 达 载 体 , 所 用 引 物 为

P1: 5′-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3′; P2: 
5′-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3′。 

1.2.3  融合蛋白的诱导表达: 将获得的含有 2−6

倍基因的重组表达质粒转化 E. coli BL21(DE3), 

分别接种于 10 mL 含 100 mg/L 氨苄青霉素的 LB

液体培养基中, 37 °C 摇床中振荡培养过夜; 次日

吸取 300 µL 菌液转接于 30 mL 含 100 mg/L 氨苄

青霉素的 LB 液体培养基中, 37 °C 摇床培养至

OD600 为 0.8 左右, 加入 0.3 mmol/L IPTG, 28 °C

诱导 4 h。取样 SDS-PAGE 分析, 筛选出表达量较

高的重组表达载体转化子并离心收集该菌体, 超

声波裂解菌体, 12 000 r/min 离心, 分别取沉淀和

上清, 进行 SDS-PAGE, 分析融合蛋白表达形式。 

1.2.4  包涵体的分离纯化: 细菌裂解液沉淀用

PBS (20 mmol/L Tris-HCl, 50 mmol/L NaCl, 
1 mmol/L EDTA, 0.5% Triton X-100, pH 8.0)洗涤, 

4 000 r/min 离心 10 min, 弃上清。沉淀用 2 mol/L

尿素重悬, 4 000 r/min 离心 10 min, 留沉淀, 取样

进行 SDS-PAGE 分析。 

1.2.5  LfcinB-Cecropin 蛋白的裂解与纯化: 将

洗涤后的包涵体加入 70%甲酸, 30 °C 摇床裂解

2 h 后冻干, 加入去离子水重悬; 13 000 r/min 离心

10 min, 取上清作为纯化的样品 , 利用 AKTA 

explorer 蛋白纯化仪凝胶过滤层析纯化蛋白, 流动

相为磷酸盐缓冲液(0.5 mol/L Na2HPO4, 0.15 mol/L 

NaCl, pH 7.0), 收集目的峰产物。然后进行脱盐, 

以去离子水为流动相, 分离除去盐。将纯化获得

的 LfcinB-Cecropin 蛋白冻干后取样进行尿素- 
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Tricine-SDS-PAGE 分析。利用反相高效液相色谱

方法鉴定纯度, 色谱参数: C18 column (250 cm, 

4.6 mm, 5 μm), A 液为含 0.1%三氟乙酸的乙腈

溶液, B 液为含 0.1%三氟乙酸的水溶液, 流动

相在 30 min 内乙腈浓度由 20%增到 50%, 流速

1 mL/min, 检测波长 214 nm。 

1.2.6  最小抑菌浓度 MIC 的测定: 称取纯化冻

干后的 LfcinB-Cecropin, 用 PBS 溶解后, 稀释得

到以下不同浓度的蛋白: 2 048、1 024、512、256、

128、64、32、16、8 和 4 mg/L。利用微量肉汤稀

释法测定 MIC。将倍比稀释后不同浓度的抗菌溶

液分别加到灭菌的 96 孔聚丙烯培养板中, 第 1 至

第 10 孔加稀释的肽, 每孔 10 µL, 第 12 孔加入

100 µL MH 肉汤培养基, 作为阴性生长对照。将

过夜培养的测试菌用 MH 肉汤培养基稀释至

(2−5)×107, 向 1−11 孔中分别加入 100 µL, 第 11

孔作为阳性对照, 37 °C 空气培养 18−20 h, 测定

OD600, 以无 OD 值变化的孔中抗菌肽的浓度定义

为 MIC。 

1.2.7  溶血性的测定 : 静 脉 采 集 鸡 血 1 mL, 

3 000 r/min 离心 5 min 收集红细胞, PBS 洗涤 3 遍, 

再用 10 mL PBS 重悬制成 8% (V/V)血细胞悬浮

液, 取 100 µL 红细胞悬浮液与 100 µL 用 PBS 溶

解的不同浓度的 LfcinB-Cecropin 的溶液混合, 

37 °C 孵育 1 h。3 000 r/min 离心 5 min, 取上清液, 

加入到 96 孔板中, 酶标仪测定 540 nm 吸光值, 

重复 3 次, 取平均值, PBS 作为阴性对照, 0.1%的

Triton-100 做阳性对照。计算溶血率:  

溶血率(%)= 

样品吸光值-PBS吸光值

0.1% Triton-100吸光值-PBS吸光值
 ×100。 

2  结果 

2.1  编码基因的设计与合成 
完整的编码 LfcinB-Cecropin 为 115 bp, 经

2%凝胶电泳盒回收后, 得到纯化的基因片段, 如

图 1 所示。 

2.2  多拷贝表达载体构建 
pGEX-4T-2 的 5 ′与 3 ′通用引物分别与

pGEX-4T-2 的 869−891 bp、1 042−1 020 bp 间的

碱基互补, 以该对测序引物筛选重组质粒, 2%凝

胶电泳后, 如图 2 所示, 阳性对照, 即以含有质粒 

 
图 1  纯化的 LfcinB-Cecropin 编码基因 
Fig. 1  Purified gene of LfcinB-Cecropin 
注：1: DNA 分子量标准; 2: 纯化的编码基因. 
Note: 1: DNA marker; 2: Purified gene. 
 

 
图2  PCR筛选的2−6倍重组pGEX-LfcinB-Cecropin
表达载体 
Fig. 2  PCR screening of 2−6 copies of the recombinant 
expression plasmid of pGEX-LfcinB-Cecropin 
注: 1: DNA 分子量标准; 2: pGEX-4T-2 质粒; 3−7: 2−6 拷贝重

组 pGEX-LfcinB-Cecropin 质粒. 
Note: 1: DNA marker; 2: Plasmid of pGEX-4T-2; 3−7: 2−6 
copies of recombinant plasmid of pGEX-LfcinB-Cecropin. 
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pGEX-4T-2 的菌落为模板的 PCR 产物为 174 bp

的 DNA 条带, 而含有 2−6 倍目的基因阳性重组

质粒扩增产物大小分别为 360、450、550、650、

750 bp 左右的 DNA 条带, 说明在重组质粒中已

连接入目的片段。 

2.3  目的蛋白串联体的融合表达 
SDS-PAGE 分析表明(图 3), 2 倍体基因重组

质粒转化子产生一条大约 33 kD 特异的蛋白带, 

与预期蛋白(26+2×3.6) kD 大小一致, 诱导 3 h 的

非重组 pGEX-4T-2 转化子产生 26 kD 条带, 而未

经 IPTG 诱导的培养物样品无特异诱导条带出现, 

而 3−6 倍重组表达载体转化子表达产物中无明显

的特异性条带。 

2.4  包涵体的洗涤与纯化 
将 2 倍体基因重组质粒转化子的细菌破碎

后上清和沉淀分别取样分析, 发现目的蛋白多

数存在于沉淀中(图 4, 泳道 2), 说明表达的蛋

白是以包涵体形式存在。菌体裂解液沉淀经洗 

 
图 3  不同拷贝重组子诱导表达产物 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of expression of E. coli 
BL21(DE3) transformed with different recombinant 
plasmids  
注: 1: 蛋白质分子量标准; 2: 诱导的 pGEX-4T-2 转化子表达

产物; 3: 未诱导的 pGEX-4T-2 转化子表达产物; 4−8: 诱

导的 (pGEX-LfcinB-Cecropin)2−6 重组表达载体转化子表

达产物. 
Note: 1: Protein marker; 2: Induced expression of E. coli 
BL21(DE3) transformed with pGEX-4T-2; 3: Non-induced 
expression of the E. coli BL21(DE3) transformed with 
pGEX-4T-2; 4−8: Induced expression of E. coli BL21(DE3) 
transformed with different recombinant plasmids. 

 

涤剂、尿素洗涤后, 获得纯度较高的目的融合蛋

白, 经凝胶薄层扫描, 其纯度在 85%以上(图 4, 
泳道 3)。 

2.5  融合蛋白的裂解与纯化  
将融合蛋白的包涵体用甲酸裂解后(图 5), 

利 用凝胶过滤层析纯化杂合抗菌肽 LfcinB- 

Cecropin, 如图 6 所示, 产生了与预计大小 3.6 kD

一 致 的 条 带 , 获 得 纯 度 较 高 的 杂 合 抗 菌 肽

LfcinB-Cecropin, RP-HPLC 分析表明, 其纯度大

于 95%。 

 
图 4  洗涤的包涵体 
Fig. 4  Washed inclusion bodies 
注: 1: 蛋白质分子量标准; 2: 2 倍重组子转化子表达产物破

碎沉淀; 3: 2 mol/L 尿素洗涤后的沉淀. 
Note: 1: Protein marker; 2: Broken precipitation of E. coli 
BL21(DE3) transformed with 2-copy plasmid; 3: Inclusion 
bodies washed by 2 mol/L of urea. 
 

 
图 5  甲酸裂解的融合蛋白 
Fig. 5  Fusion protein cleaved by formic acid 
注: 1: 蛋白质分子量标准; 2: 裂解的融合蛋白. 
Note: 1: Protein marker; 2: Cleaved fusion protein. 
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图 6  甲酸裂解后纯化的杂合肽 LfcinB-Cecropin 
Fig. 6  The hybrid antimicrobial peptide LfcinB-Ce-
cropin purified from fusion protein cleaved by formic 
acid 
注: 1: 蛋白质分子量标准; 2: 纯化的 LfcinB-Cecropin. 
Note: 1: Protein marker; 2: Purified LfcinB-Cecropin. 

2.6  重组抗菌肽 LfcinB-Cecropin 抑菌活性 
利用肉汤稀释法测定重组抗菌肽对革兰氏阳

性菌金黄色葡萄球菌 ATCC25923 与革兰氏阴性

菌大肠杆菌 ATCC25922、绿脓杆菌 ATCC27853、

鼠伤寒沙门氏菌 C77-31 的最小抑菌浓度, 并与

LfcinB、Cecropin 单体的最小抑菌浓度进行对比, 

结果如表 1 所示, 表明设计的杂合肽 LfcinB- 

Cecropin 具有明显的抗菌活性。 

2.7  重组抗菌肽的溶血活性 
在抑菌浓度范围内, 重组杂合抗菌肽 LfcinB- 

Cecropin 对鸡血红细胞的溶血率很低(表 2), 数值

均＜5%, 因此可以认为 LfcinB-Cecropin 抑菌浓

度范围内无溶血作用[16]。 
 

表 1  重组抗菌肽 LfcinB-Cecropin 对不同测试菌的 MIC 
Table 1  MIC of LfcinB-Cecropin for different tested bacteria 

测试菌    
Tested bacteria 

金黄色葡萄球菌 
ATCC25923 

Staphylococcus 
aureus ATCC25923

大肠杆菌 
ATCC25922 

Escherichia coli 
ATCC25922 

绿脓杆菌 
ATCC27853 

Pseudomonas aerugi-
nosa ATCC27853 

鼠伤寒沙门氏菌 
C77-31 

Salmonella typhi-
murium C77-31 

重组抗菌肽 LfcinB-Cecropin 最

小抑菌浓度 
MIC of LfcinB-Cecropin (mg/L)

16 32 64 64 

LfcinB 最小抑菌浓度 
MIC of LfcinB (mg/L) 

16 32 32 32 

Cecropin 最小抑菌浓度 
MIC of Cecropin (mg/L) 

64 16 32 32 

 
 

表 2  不同浓度的重组抗菌肽 LfcinB-Cecropin 对鸡血红细胞的溶血率 
Table 2  Hemolysis rate of chicken blood erythrocyte at different concentrations of LfcinB-Cecropin 

杂合肽浓度 
Concentration of LfcinB-Cecropin (µg/mL) 

8 16 32 64 128 256 512 

溶血率 
Hemolysis rate (%) 

0.16 0.30 0.54 0.97 1.13 1.32 1.67 

 

3  讨论 

大肠杆菌表达系统具有生长速度快、结构简

单、易于培养等优点, 成为重组制备抗菌肽的主

要表达系统之一。但在利用大肠杆菌表达抗菌肽

时存在两个问题: (1) 目标产物对工程菌的毒性;  

(2) 抗菌肽分子量小, 表达产物不稳定[17]。本研

究采用构建串联体的方法, 以融合方式表达, 在

提高表达产物稳定性的同时, 又能够借助串联体

的空间折叠来屏蔽抗菌肽单体对工程菌的毒性

作用; 之后利用串联单体间化学裂解位点将融合

蛋白裂解成单体, 从而提高表达抗菌肽的产率。 
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重组蛋白在 E. coli 中表达, 其表达形式一般

可分为: (1) 细胞外的分泌表达; (2) 细胞内可溶

性表达; (3) 细胞内不溶性表达, 即产物以包涵体

的形式存在[18]。经鉴定, 本研究表达的融合蛋白

为包涵体形式。以包涵体形式进行表达不仅有利

于重组蛋白质的复性, 还能简化后续的纯化步

骤 [19]。洗涤后, 获得了较高纯度的包涵体蛋白, 

直接与裂解试剂甲酸作用, 成功释放出目的抗菌

肽片段, 省略了包涵体溶解复性的繁冗程序, 节

省大量成本。 

对于抗菌肽的活力单位到目前为止还没有明

确的规定, 许多研究根据对比抗菌肽与抗生素抑

菌圈的大小关系, 将其换算成相当于抗生素的单

位。但是有些菌株对抗生素有耐药性也显示了这

一方法的局限性, 而且简单的抑菌圈测量难以精

准地定义其单位[20]。由于不同抗菌肽的相对分子

质量的差异, 表达量的高低也不能作为衡量活性

强弱的标准。本研究利用浓度单位来衡量抑菌能

力具有一定的现实意义。 

Liu 等通过研究 LfcinB 的前 9、13、15 个氨

基酸衍生物的抑菌活性, 发现 LfcinB 的前 15 个

氨基酸衍生物的抑菌活性最强[21]。Cao 等构建了

CA(1-7)-M(4-11)和 CB(1-7)-M(4-11)两种杂合抗

菌肽并在毕赤酵母中成功表达, 研究表明这两种

杂合抗菌肽对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌都具有

较强的抑菌活性[22]。Zhao 等设计合成了杂合抗菌

肽 LFM23, 由 LfcinB 的前 15 个氨基酸和蜂毒素

的 8 氨基酸杂合而成, 研究发现, 杂合抗菌肽

LFM23 具有较强的抑菌活性, 且无溶血性质[23]。

本实验获得的重组杂合抗菌肽 LfcinB-Cecropin

对金黄色葡萄球菌ATCC25923 的MIC 为16 mg/L, 

对大肠杆菌 ATCC25922 的 MIC 为 32 mg/L。明

显提高了对革兰氏阳性菌的抑菌能力。 

多数抗菌肽抑菌的主要方式是通过与病原体

细胞结合, 破坏病原体的细胞膜, 或作用于细胞

内靶位点, 引起靶细胞新陈代谢的变化, 从而杀

灭靶细胞[24], 而抗生素的抑菌作用是通过与细胞

上的特异性受体结合。所以抗菌肽抑菌不易产生

耐药性。但活性高的抗菌肽通常具有较强的溶血

性, 通过溶血试验证明, LfcinB-Cecropin 无明显

的溶血活性。本研究获得了抑菌活性高且无溶血

性的一种新型杂合抗菌肽 LfcinB-Cecropin, 利用

大肠杆菌表达系统实现了其高效重组表达, 对抗

菌肽的开发与实现量化制备具有重要的理论与

实践意义。 
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