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鸡 β-防御素 7 在大肠杆菌中的表达及活性分析 
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摘  要: 【目的】根据鸡 β-防御素 7 (Gal-7)的成熟肽基因序列合成基因, 构建表达 Gal-7

的大肠杆菌工程菌, 研究重组鸡防御素 Gal-7 成熟肽的体外生物活性。【方法】将合成的

gal-7 基因克隆到大肠杆菌表达载体 pGEX-6p-1 中, 得到重组质粒 pGEX-6p-gal7, 转化大

肠杆菌 BL21(DE3), 经 IPTG 诱导表达得到含 GST 标签的融合蛋白 GST-Gal7; 之后用

Prescission 蛋白酶将 GST 标签切除, 并对成熟肽进行质谱分析; 再利用琼脂打孔扩散法

检测 Gal-7 成熟肽的体外抑菌活性, 用 2 倍稀释法测定对指示菌的最低抑菌浓度。【结果】

成功构建 Gal-7 大肠杆菌异源表达工程菌, 表达纯化的重组 Gal-7 成熟肽质谱鉴定分子量

为 5 516 Da, 其对黄色微球菌(NCIB 8166)、金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)、粪肠球菌

(ATCC 29212)、大肠杆菌(CMCC 44102)均有抑菌活性, 最低抑菌浓度分别为 16.875、67.5、

67.5、135 mg/L。【结论】获得表达鸡 Gal-7 成熟肽的大肠杆菌工程菌, 并且切除 GST 标

签的 Gal-7 成熟肽具有生物活性。 
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Heterologous expression of chicken beta-defensin-7 in  
Escherichia coli and antimicrobial activity analysis 

LI Min-Huan1  QI Ke-Zong1*  TU Jian1  ZHONG Jin2* 

(1. College of Animal Science and Technology, Anhui Agricultural University, Hefei, Anhui 230036, China) 
(2. Institute of Microbiology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China) 

Abstract: [Objective] In order to study the antimicrobial activity of Gal-7 mature peptide in 
vitro, we constructed an engineered E. coli strain contains chicken beta-defensin-7 (gal-7) 
gene encoding Gal-7 mature peptide published previously. [Methods] Based on the gene se-
quence, we synthesized the gal-7 gene, cloned into pGEX-6p-1 prokaryotic expression vector 
and subsequently transformed into the E. coli BL21(DE3). The E. coli strain contains the ex-
pression vector was induced with IPTG and the fusion protein GST-Gal7 was purified by af-
finity chromatograph, then Prescission protease was used to remove GST-label to form Gal-7 
mature peptide. The molecular weight of purified Gal-7 mature peptide was monitored by 
MALDI-TOF-MS and antimicrobial activity was tested by the agar well diffusion assay. Be-
sides 2-fold dilution method was used to determine the minimum inhibitory concentration of 
Gal-7 mature peptide. [Results] We successfully constructed the engineered E. coli strain ex-
pressing pGEX-6p-Gal7 and GST-label was cleaved by Prescission protease. The molecule 
weight of purified Gal-7 mature peptide was 5 516 Da, it exhibited antimicrobial activity 
against Micrococcus flavus (NCIB 8166), S. aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC 29212), 
E. coli (CMCC 44102) with MICs 16.875, 67.5, 67.5, 135 mg/L respectively. [Conclusion] 
The GST-Gal7 protein was successfully expressed in E. coli, besides the Gal-7 mature peptide 
without GST-label showed antimicrobial activity against several indicator strains. 

Keywords: Beta-defensin, Gal-7 mature peptide, Heterologous expression, Antimicrobial activity 

阳 离 子 抗 菌 肽 (Cationic antimicrobial pep-

tides, CAMPs)或天然抗生素(Natural antibiotics), 

是机体中存在的一种广谱的具有抑菌作用的多

肽, 也是宿主免疫系统的重要组成部分, 它在防

御病原微生物入侵方面起到关键作用[1−2]。到目前

为止, 已经有超过 800 种的阳离子抗菌肽被鉴定, 
主要包括细菌素、防御素等。防御素(Defensin)是

一类富含半胱氨酸的阳离子抗菌肽, 它一般由

18−54 个氨基酸组成, 相对分子质量为 4 000− 

6 000 Da 左右, 分子中含有 6 个半胱氨酸残基, 形

成 3 对分子内二硫键, 从而使多肽环形成反向平

行的 β-片状结构, 其主要是由脊椎动物和无脊椎

动物分泌产生[3−4]。根据防御素的空间结构, 可

分为 α-防御素、β-防御素和 θ-防御素 3 类[3−6]。

防御素有很强的抑菌活性, 能有效灭杀细菌、真

菌以及病毒(如: HIV 病毒)等病原微生物[7−8]。对

于防御素的作用机理[9−10], 通常认为它是通过破

坏病原微生物的细胞膜来发挥杀伤作用。鸡体内

的基因共编码产生 14 种防御素, 都属于 β-防御

素家族, 依次被命名为 gal-1−gal-14, 它们密集地



1780 微生物学通报 2012, Vol.39, No.12 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

分布在染色体的 3q3.5−3q3.7, 长度约为 86 kb[11]。

鸡 β-防御素在体内组织分布也不同, 其中 gal-7
主要存在于鸡的骨髓中[11], 在抵御微生物侵袭方

面起到重要作用。 

目前, 家禽养殖业十分发达, 而以集中养殖

为主要模式的养殖方式使禽类更易受到病原菌

侵袭。为了降低禽类的犯病率, 抗生素被广泛应

用于禽类中。但是, 长期使用抗生素会导致抗生

素残留和细菌耐药性问题, 进而通过食物链危害

人类的健康。因此, 在现实的养殖过程中迫切需

要一种高效、无毒害、无残留的生物防御素来替

代抗生素, 以保障养殖业的健康发展, 降低养殖

业对生态环境的破坏, 由此可知, 开发不易产生

耐药性的新型抗菌药物具有深远的意义。鸡 β-防

御素由于其来源和作用机制, 不易使病原微生物

产生抗药性, 是一类具有非常良好应用前景的

“抗生素替代品”[12−13]。由于鸡体内防御素含量低, 

分离纯化困难, 因此很难通过常规手段大量纯化

得到这种天然的防御素蛋白; 而近年来, 随着基

因工程技术的快速发展, 其被广泛应用于防御素

的表达。先前的报道中发现禽防御素的表达方式

主要有两种途径: 大肠杆菌表达系统和毕赤酵母

表达系统[14]。相对于鸡防御素的真核表达, 以大

肠杆菌为代表的原核表达系统容易放大进行规

模化生产, 且成本较低、效率较高, 适用于防御

素生产研究。本实验通过大肠杆菌系统成功表达

了融合蛋白 GST-Gal7, 利用 Prescission 蛋白酶切

割 GST 标签, 得到鸡 Gal-7 成熟肽, 并对其体外

抑菌活性进行了初步研究。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
1.1.1  菌株和质粒: 菌株大肠杆菌 BL21(DE3)、

黄色微球菌 (NCIB 8166)、白色念珠菌 (ATCC 

10231)和白色念珠菌(ATCC 90029)为中国科学院

微生物研究所提供; 质粒 pGEX-6P-1 和菌株金黄

色 葡 萄 球 菌 (ATCC 25923) 、 粪 肠 球 菌 (ATCC 

29212)、大肠杆菌(CMCC 44102)为安徽农业大学

动物病理学实验室保存。鸡 gal-7 成熟肽的基因序

列由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 

1.1.2  酶与试剂: 限制性内切酶购于 NEB 公司, 

T4 DNA 连接酶购于 Fermantas 公司, EX Taq 酶购

于 TaKaRa 公司, 质粒提取、PCR 产物回收试剂

盒均购于 Axygen 公司, DNA marker 购于中科瑞

泰(北京)生物科技有限公司, 蛋白电泳 Marker 购

于 北 京 鼎 国 昌 盛 生 物 技 术 有 限 责 任 公 司 , 

GST-SefinioseTM Resin、 Prescission 蛋白酶购于

上海生工生物工程技术服务有限公司, BCA 试剂

盒购于 Thermo Scientific 公司。 

1.2  试验方法 
1.2.1  引物的设计与合成: 根据 GenBank 中登记

的 gal-7 基因序列 (登录号 DQ858344), 应用

Premier 5.0 软件设计 1 对引物(表 1) P1 的 5′端含

有 EcoRⅠ酶切位点, P2 的 5′端含有 SalⅠ酶切位

点。设计好的引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。 

 

表 1  PCR 扩增所用引物 
Table 1  PCR primers used for amplification   

引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′→3′) 

酶切位点 
Enzyme site 

P1 Sense primer CGGAATTCAGGCCTATTGATACTTGTAGGCTT EcoRⅠ 

P2 Anti-sense primer ACGCGTCGACTCAGCTCCTCCATCCCCTT SalⅠ 
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1.2.2  PCR 扩增鸡 gal-7 成熟肽基因序列: 以鸡

gal-7 成熟肽基因为模板, 用 1.2.1 中合成的引物

扩增出鸡 gal-7 成熟肽基因片段。PCR 反应条件: 

94 °C 5 min; 94 °C 30 s, 59 °C 30 s, 72 °C 30 s, 共

30 个循环; 72 °C 10 min。扩增获得鸡 gal-7 成熟

肽基因。 

1.2.3  重组表达载体的构建及鉴定: PCR 扩增产

物经纯化后用 EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切并回收纯

化, 然后与经相同酶切并纯化的 pGEX-6P-1 质粒

连接, 转化 E. coli BL21(DE3)感受态细胞并用具

有氨苄青霉素抗性的平板筛选转化子, 后经 PCR

扩增和质粒提取 , 限制性酶切鉴定重组菌株 , 

DNA 序列测定(北京博尚生物技术有限公司)获得

正确的重组表达载体 pGEX-6P-gal7。以上所有步

骤均参照《分子克隆实验指南》[15]实验方法进行。 

1.2.4  重组蛋白的诱导表达和条件优化: 将测序

正确的菌株接种于 3 mL LB 液体培养基中, 经过

条件优化摸索出最佳诱导的 IPTG 浓度、温度及

时间, 从而提高上清的表达量。重组蛋白诱导表达

条件如下: 将振荡培养过夜的 E. coli BL21(DE3)/ 

pGEX-6P-gal7 菌液 3 mL 转接至 500 mL 含有

100 mg/L 的青霉素 LB 培养基中, 37 °C、200 r/min

振荡培养, 待 OD600 达到 0.6−0.8 时, 加入终浓度

为 0.1 mmol/L 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG), 

在 16 °C 条件下诱导表达 24 h。收集破碎细胞, 

SDS- 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) 检 测

GST-Gal7 的诱导表达情况。 
1.2.5  蛋白纯化及质谱鉴定: 将诱导表达好的菌

液进行离心, 收集菌体。菌体重悬于磷酸盐缓冲

液(PBS)中, 超声裂解细胞, 离心收集上清经微孔

滤 膜 (0.22 μm) 过 滤 后 , 采 用 GST-SefinioseTM 

Resin 亲和柱层析分离纯化蛋白。融合蛋白用

Prescission 蛋白酶进行柱上切, 分离纯化, 收集

Prescission 蛋白酶酶切洗脱液, SDS-PAGE 电泳

检测。为了进一步提纯蛋白, 将洗脱液进行超滤

(超滤膜截留分子量是 9 kD), 4 500 r/min、2 h, 
SDS-PAGE 电泳检测。收集超滤管底部溶液用 C18 

ZipTip 柱处理后, 样品进行 MALDI-TOF-MS 质

谱分析。 

1.2.6  表达产物的抑菌活性检测: 采用打孔扩散

法检测[16]。(1) 指示菌平板的制备: 将指示菌黄

色微球菌(NCIB 8166)于 S1 培养基平板划线, 

30 °C 过夜培养后于 4 °C 冰箱放置备用; 将指示

菌 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (ATCC 25923)、 粪 肠 球 菌

(ATCC 29212)、大肠杆菌(CMCC 44102)于 LB 培

养基平板划线, 37 °C 过夜培养后放置 4 °C 冰箱

备用; 白色念珠菌(ATCC 10231)和白色念珠菌

(ATCC 90029)于 BS 培养基平板上划线, 25 °C 过

夜培养后放置 4 °C 冰箱备用。用接种环从平板上

刮取一环菌体, 加入适量无菌水(约 3 mL), 振荡

混匀, 倒入 300 mL 融化并冷却至适当温度的 S1、

LB 或 BS 固体培养基中, 混匀并倒入玻璃培养皿

内, 待其自然冷却凝固。(2) 抑菌活性检测: 反应

产物抑菌活性测定。用内径约 7 mm 的打孔器分

别在黄色微球菌(NCIB 8166)、金黄色葡萄球菌

(ATCC 25923)、粪肠球菌(ATCC 29212)、大肠杆

菌(CMCC 44102)、白色念珠菌(ATCC 10231)和

白色念珠菌(ATCC 90029)等指示菌平板上均匀

打孔, 依次加入 100 µL 负对照无菌水、100 µL 正

对照氨苄青霉素或正对照 Nisin [注: 仅黄色微球

菌(NCIB 8166)指示平板是以 Nisin 为正对照]、

100 µL 待测样品, 超净工作台中放置 20 min, 使

得样品充分扩散。黄色微球菌 (NCIB 8166)在

30 °C 培养箱内孵育 , 金黄色葡萄球菌 (ATCC 

25923) 、 粪 肠 球 菌 (ATCC 29212) 、 大 肠 杆 菌

(CMCC 44102)在 37 °C 培养箱内孵育, 白色念珠

菌(ATCC 10231)和白色念珠菌(ATCC 90029)移至

25 °C 培养箱内孵育, 24 h 后观察结果, 照相保存。 

1.2.7  表达产物的最小抑菌浓度测定: 用 BCA 

(Bicinchoninic acid)蛋白检测试剂盒按照说明书
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测纯化得到的 Gal-7 成熟肽(质谱分析鉴定正确)

的 蛋 白 浓 度 。 最 小 抑 菌 浓 度 (MIC) 测 量 参 照

Levengood 等[17]的方法, 具体步骤如下:  

(1) 将待测指示菌培养至 OD600 为 0.9−1.0 

(对数中期), 用新鲜的指示菌培养基将菌液稀释

10 倍;  

(2) 接下来的操作都在 96 孔板中进行, 首先

将 Gal-7 成熟肽 2 倍稀释成一系列梯度, 各取

50 μL 加入不同的孔中;  

(3) 将 150 μL 稀释后的菌液加入上述孔中, 

组成 200 μL 的体系, 同时做对照组为 150 μL 新

鲜的指示菌培养基和 50 μL 的无菌水, 空白组为

150 μL 的菌液和 50 μL 的无菌水, 平行两次实验;  

(4) 将 96 孔板放入适合指示菌培养温度的培

养箱内静置培养, 测量孔道内液体的 OD600 值, 

刚开始 5 h, 每隔 1 h 测一次, 随后至 24 h 测一次;  

(5) 最小抑菌浓度取使菌液 OD600 值不变的

最小浓度。 

2  结果 

2.1  PCR 扩增鸡 gal-7 成熟肽基因序列 
将 gal-7 基因进行体外合成, 并以其为模板, 

P1、P2 为引物, 经 PCR 扩增得到约 120 bp 的鸡

gal-7 成熟肽基因, 结果见图 1。 

2.2  重组表达载体的构建及鉴定 
PCR 扩增产物鸡 gal-7 成熟肽基因经纯化后

用 EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切并回收纯化, 然后与经

相同酶切并纯化的 pGEX-6p-1 质粒连接, 转化

E. coli BL21(DE3)感受态细胞并用具有氨苄青霉

素抗性的平板筛选转化子。提取的重组质粒用

EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切鉴定, 在约 5 000 bp 和

120 bp 处分别出现一条目的条带 pGEX-6p-1 和

gal-7 (图 2)。酶切显示正确的质粒送公司测序, 结

果表明重组载体构建成功。 

 
图 1  鸡 Gal-7 成熟肽基因 PCR 扩增 
Fig. 1  PCR amplification of gene fragments encoding 
Gal-7 mature peptide 
注: 1: DNA marker; 2: PCR 正对照; 3: PCR 负对照; 4、5: PCR

扩增产物. 
Note: 1: DNA marker; 2: Positive control; 3: Negative control; 
4, 5: PCR products. 
 

 
图 2  重组质粒 pGEX-6P-gal7 的酶切鉴定 
Fig. 2  Double-digestion of recombinant plasmid 
pGEX-6P-gal7 
注: 1: DNA marker; 2: EcoRⅠ/SalⅠ双酶切后片段. 
Note: 1: DNA marker; 2: Gene fragments after double-digested 
by EcoRⅠ/SalⅠ enzymes. 
 

2.3  重组蛋白的优化诱导表达 
通过对不同诱导温度、时间、IPTG 浓度下融

合 蛋 白 的可 溶 性 表达 分 析 表明 , 融 合 蛋 白 在

16 °C、0.1 mmol/L 的 IPTG 浓度下诱导 24 h, 可

溶性蛋白的表达量明显提高。收集细胞裂解后的

上清液, 进行 SDS-PAGE 电泳检测, 该重组蛋白

GST-Gal7 的分子质量约为 31 kD (图 3)。 
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图 3  SDS-PAGE 电泳检测不同条件下融合蛋白的表

达情况 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of fusion protein in differ-
ent conditions 
注: 1: Protein marker; 2: 诱导前; 3、5、7、9: 30 °C、25 °C、

20 °C、16 °C 诱导后上清; 4、6、8、10: 30 °C、25 °C、20 °C、

16 °C 诱导后沉淀. 
Note: 1: Protein marker; 2: The pGEX-6p-Gal7 in supernatant 
before induction; 3, 5, 7, 9: Supernatant after induction at 
30 °C, 25 °C, 20 °C, 16 °C; 4, 6, 8, 10: Precipitation after in-
duction at 30 °C, 25 °C, 20 °C, 16 °C. 
 

2.4  蛋白纯化、SDS-PAGE 电泳检测和质谱

鉴定 
将优化表达后的菌液进行离心, 超声破碎细

胞 后 离 心收 集 裂 解上 清 , 上 清 经 过 微 孔滤 膜

(0.22 µm)过滤后加样到 GST-SefinioseTM
 Resin 层

析柱进行亲和层析纯化, 收集 Prescission 蛋白酶

酶切洗脱液, SDS-PAGE 电泳检测。超滤进一步

纯 化 后 , SDS-PAGE 电 泳 检 测 。 结 果 表 明

Prescission 蛋白酶可以将融合蛋白切开, 得到的

Gal-7 成熟肽的分子质量约为 6 kD (图 4A、4B)。
收集超滤管底部溶液用 C18 ZipTip 柱处理后, 样

品进行 MALDI-TOF-MS 质谱分析, 质谱鉴定分

子量为 5 516 Da (图 5), 此分子量与形成 2 个二硫

键成熟肽的理论分子量相符, 纯化得到的 Gal-7
成熟肽序列和预测分子量见表 2。 

 
图 4  Gal-7 成熟肽纯化 
Fig. 4  Purification of Gal-7 mature peptide 
注: A: Gal-7 成熟肽的亲和层析纯化; B: Gal-7 成熟肽的超滤

纯化. 1: Protein marker; 2: Gal-7 成熟肽. 
Note: A: Purification of Gal-7 mature peptide by affinity chro-
matography; B: Purification of Gal-7 mature peptide by ul-
trafiltration. 1: Protein marker; 2: Gal-7 mature peptide. 

 

 
图 5  MALDI-TOF-MS 结果 

Fig. 5  MALDI-TOF-MS of purified Gal-7 mature peptide 
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表 2  纯化得到的 Gal-7 成熟肽序列和预测分子量 

Table 2  Purified Gal-7 mature peptide sequence and molecular weight  

Peptide Amino acid sequence Predicted mass (Da) 

Gal-7 GPLGSPEFRPIDTCRLRNGICFPGICPRPYYWIGTCNNGIGSCCARGWRS 5 520.35 

 
2.5  表达产物的抑菌活性检测 

采用打孔扩散法检测纯化得到的鸡成熟肽

Gal-7 对各个指示菌的抑菌情况, 结果如图 6 所

示: 纯化得到的鸡成熟肽 Gal-7 对黄色微球菌

(NCIB 8166)、金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)、粪

肠球菌(ATCC 29212)、大肠杆菌(CMCC 44102)

都有抑菌活性。但是, 鸡 β-防御素 Gal-7 成熟肽

对白色念珠菌(ATCC 10231)和白色念珠菌(ATCC 

90029)无抑菌作用。由此可知, 体外条件下纯化

得到的鸡 β-防御素 Gal-7 成熟肽对一些特定的指

示菌具有抑菌活性。 

2.6  表达产物的最小抑菌浓度测定 
先用 BCA 蛋白检测试剂盒测纯化得到的

Gal-7 成熟肽(质谱分析鉴定正确)的蛋白浓度, 再

根据 Levengood 等[17]的方法测量纯化得到的鸡

Gal-7 成 熟 肽 对 不 同 指 示 菌 的 最 小 抑 菌 浓 度

(MIC), 最后的结果见表 3。 

 
图 6  Gal-7 成熟肽的抑菌活性检测 
Fig. 6  Antimicrobial activity assay of Gal-7 mature peptide 
注: A: 黄色微球菌(NCIB 8166); B: 金黄色葡萄球菌(ATCC 

25923); C: 粪肠球菌(ATCC 29212); D: 大肠杆菌(CMCC 

44102); 1: 负对照(H2O); 2: 正对照(氨苄青霉素或者 Nisin); 

3: Gal-7 成熟肽. 
Note: A: Micrococcus flavus (NCIB 8166); B: S. aureus (ATCC 
25923); C: E. faecalis (ATCC 29212); D: E. coli (CMCC 
44102); 1: Negative control (H2O); 2: Positive control (Am-
picillin or Nisin); 3: Gal-7 mature peptide. 

 
表 3  鸡 Gal-7 成熟肽最小抑菌浓度的测定 

Table 3  Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) of chicken Gal-7 mature peptide 

革兰氏阳性菌 
Gram-positive 
microorganism 

最小抑 
菌浓度 

MIC (mg/L) 

真菌 
Fungi 

最小抑 
菌浓度 

MIC (mg/L)

革兰氏阴性菌 
Gram-negative  
microorganism 

最小抑 
菌浓度 

MIC (mg/L)

黄色微球菌(NCIB 8166) 
Micrococcus flavus (NCIB 
8166) 

16.875 
白色念珠菌(ATCC 10231)
Candida albican (ATCC 
10231) 

>540 大肠杆菌(CMCC 44102) 
E. coli (CMCC 44102) 

135 

金 黄 色 葡 萄 球 菌 (ATCC 
25923) 
S. aureus (ATCC 25923) 

67.500 
白色念珠菌(ATCC 90029)
Candida albican (ATCC 
90029) 

>540   

粪肠球菌(ATCC 29212) 
E. faecalis (ATCC 29212) 

67.500     
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3  讨论 

之前的研究表明, 禽异嗜性细胞中缺乏氧化

机制[18], 因而禽 β-防御素在禽类的先天性免疫中

发挥重要作用。近几年, 家禽养殖发展迅猛, 集

中养殖使禽类更易受到病原微生物侵袭, 为了降

低禽类的犯病率, 急需引入新的抗菌肽药物如禽

防御素等应用于养禽业中。但是, 从鸡体内提取

防御素和通过化学方法合成防御素代价太高, 从

而制约了其大规模应用, 采用基因工程方法生产

防御素是解决这个难题的一种有效手段。目前, 

常用的原核和真核表达系统分别是: 大肠杆菌表

达系统和毕赤酵母表达系统[14]。相对而言, 大肠

杆菌表达系统容易放大、便于规模化生产, 而且

成本低、效率高。但由于防御素对大肠杆菌有很

强的杀伤活性, 所以常采用融合蛋白的方式进行

表达, 表达后再对融合产物进行酶切处理, 得到

具有抗菌活性的蛋白。Milona 等[19]采用 His 基因

表达系统表达了重组鸡 Gal-7, 抑菌活性检测表

明, 重组蛋白对肠炎沙门氏菌和鼠伤寒沙门氏菌

都具有抑制作用。在原核表达系统中, GST 融合

表达系统比 His 表达系统的蛋白表达量更高且可

溶性更好, 此外, GST 标签有助于保护重组蛋白

免受胞外蛋白酶的降解并提高其稳定性, 可在温

和、非变性条件下洗脱, 保留了蛋白的抗原性和

生物活性。根据上述情况, 本实验通过 GST 融合

表达系统, 表达了 pGEX-6P-Gal7 融合蛋白, 再

用 Prescission 蛋白酶切除 GST 标签, 最终纯化获

得有活性的鸡成熟肽 Gal-7。综上所述, 采用 GST

融合表达系统高效地表达目的蛋白, 体外抑菌活

性取得了较理想的结果。 

根据防御素分子的空间结构和抗菌机理可

知, 成熟肽分子中的 3 对二硫键对活性至关重

要。杨涛等[20]对 Gal-8 的研究表明, 二硫键对其

活性有影响; Ling Y.等[21]对二硫键的研究也证明

了二硫键在抗菌方面起到关键作用。本实验中, 
利用大肠杆菌原核表达系统表达纯化得到的

Gal-7 成熟肽经过质谱鉴定推断出蛋白分子间形

成了 2 个二硫键, 且 Gal-7 成熟肽对黄色微球菌

(NCIB 8166)、金黄色葡萄球菌(ATCC 25923)、粪

肠球菌(ATCC 29212)、大肠杆菌(CMCC 44102)

均有抑菌作用, 表明鸡成熟肽 Gal-7 形成了活性

结构从而可以发挥抑菌活性。 

禽防御素具有广谱的抗菌活性, 能有效地杀

死各种病原微生物, 而且作用机理特殊, 不容易

使病原微生物产生抗药性, 因此对其开展活性表

达及特性研究具有重要的应用价值。本研究通过

大肠杆菌表达系统表达鸡成熟肽 Gal-7, 并对其

表达条件进行了优化探索: 通过改变诱导浓度、

诱导时间、诱导温度等条件, 采用低温、低转速、

低 IPTG 浓度诱导表达, 得到了大量的可溶性蛋

白。随后通过一系列的纯化过程后得到切除 GST

标签的鸡 Gal-7 成熟肽并进行 MALDI-TOF-MS

质谱分析, 质谱鉴定分子量为 5 516 Da, 得到的

质谱鉴定结果与预测蛋白分子量相比较, 推断出

蛋白分子间形成了 2 个二硫键。而鸡成熟肽 Gal-7

的体外抑菌试验表明, 它对革兰氏阴性菌和革兰

氏阳性菌都有抑菌作用, 表现出较好的生物学活

性。这些研究结果为新型防御素饲料添加剂的开

发提供了实验数据, 为防御素的工业化生产奠定

了一定的科学基础。 
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