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摘要　根据毕赤酵母对遗传密码的偏爱性，在不改动氨基酸序列的前提下，用化学法合成抗菌肽
麻蝇素Ａ的基因片段，合成片段拼接后，与α因子重组，重组基因再构建到表达载体 ｐＰＩＣ９Ｋ上，
得到受乙醇氧化酶ｌ基因（ＡＯＸ１）的启动子与转录终止区控制的酵母表达质粒，经限制性酶切鉴
定及核苷酸序列分析，阳性重组子转化 ｐａｓｔｏｒｉｓＧＳ１１５宿主菌，经表型筛选，阳性克隆用甲醇诱导
表达．表达产物经ＰＡＧＥ凝胶电泳分析、纯化及抗菌活性检测，结果表明，重组抗菌肽基因在酵母
中获得高效表达，表达产物经α因子信号肽分泌到胞外，具有较强的抗菌活性。
关键词　基因克隆　抗苗肽　Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ　表达
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　　抗菌肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ）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。最早

的抗菌肽是 １９８０年瑞典科学家 Ｂｏｍａｎ等［１，２］从惜古

（ｈｙａｌｏｐｈｏｒａｃｅｃｒｏｐｉａ）蛹中发现的。到目前为止，在昆虫
中已发现了大量的抗菌肽。这些抗菌肽抗菌谱广且效

率高，其作用机制独特，不易产生抗性．在抗生素的抗
药性日趋严重的情况下，抗菌肽极有可能成为新的抗

生药物的来源［３］。

　　当前的研究多集中于其它昆虫的抗菌肽，而来源
于麻蝇的抗菌肽则很少，特别国内几乎没有研究麻蝇

素Ａ的相关报道。与其它昆虫抗菌肽进行比较，来自
麻蝇的一些抗菌肽具有更强的抗菌作用和多重生物作

用，如抗真菌、抗肿瘤等等。人类真菌病害在目前仍是

一个难以解决的问题，真正对真菌有强大杀伤力的药

物很少。麻蝇素除了具有广谱高效的抗细菌活性外，

同时还对从麻蝇中分离出的一种抗真菌肽 ＡＦＰ
（ａｎｔｉｆｕｎｇａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）有很强的增效作用。日本东
京大学的名取俊二教授（１９８６）首先发现从麻蝇幼虫
分离到的两种抗菌蛋白，能促进小鼠巨嗜细胞及异型

核细胞对癌细胞的攻击作用，又能使细胞产生干扰素

并使肿瘤坏死因子活化，因而有较强的抗肿瘤作用。

　　建立有效的基因工程方法来获取抗菌肽是目前主

要的研究方向。由于抗菌肽对细菌具有很强的杀伤作

用，不宜在原核系统中直接表达，一般采用融合表达或

在酵母中表达．毕赤酵母表达系统是目前最为成功的

外源蛋白表达系统之一，国外已有小肽在毕赤酵母中

成功分泌表达的报道［４］，本课题成功地克隆了重组抗

菌肽麻蝇素Ａ基因，并构建了高效分泌表达麻蝇素 Ａ

的重组毕赤酵母工程菌，初步建立从发酵液上清中分

离纯化麻蝇素 Ａ抗菌肽的工艺流程，并通过体外实验

对重组抗菌肽抑制细菌活性进行研究。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒

　　ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α，抗菌肽敏感菌株 Ｅ．ｃｏｌｉ

Ｃ３０００，毕赤酵母 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＧＳ１１５（ｈｉｓ－，Ｍｕｔ＋），表达

质粒ｐＰＩＣ９Ｋ均由本实验室保存。抗菌肽敏感菌株 Ｅ．

ｃｏｌｉＥＳＤ由昆明医学院第一附属医院细菌室惠赠。

１．２　工具酶和试剂

　　限制性内切酶 ＸｈｏＩ、ＢａｍＨＩ、ＥｃｏＲＩ及 Ｔ４ＤＮＡ

Ｌｉｇａｓｅ等为ＴａＫａＲａ公司产品；Ｔｒｙｐｔｏｎｅ、ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ为
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Ｏｘｏｉｄ公司产品；ＳＤＳ、Ｔｒｉｓ、Ａｅｒｙｌａｍｉｄｅ、Ｂｉｓａｅｒｙｌａｍｉｄｅ等

为Ｓｉｇｍａ公司产品；其余常用试剂为国产或进口分析纯
试剂。

１．３　方　法
１．３．１　引物合成　根据毕赤酵母翻译的偏爱密码
子［５］和麻蝇素Ａ抗菌肽氨基酸序列、ｐＰＩＣ９Ｋ的多克隆
位点，设计合成６条引物，两条单链之间都有互补配对
碱基，用于拼接麻蝇素Ａ抗菌基因，ｂ１、ｂ８用于给抗菌

肽麻蝇素Ａ基因加酶切位点。序列如下：
　　ｂ１：５′ＧＴＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＧＡＧＧＴＴＧＧＴＴＧＡＡＧＡＡＧＡ
ＴＴＧＧ
　　ｂ８：５′ＧＴＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＣＴＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＧＣＡＡＣＧ
ＴＴＡＧ
　　用于扩增α引导肽基因的引物序列如下：
　　９Ｋ１：５′ＡＴＴＣＧＡＡＧＧＡＴＣＣＡＡＡＣＧＡＴＧ３′
　　９Ｋ２：５′ＣＴＣＴＣＴＴＴＴＣＴＣＧＡＧＡＧＡＴＡＣ３′
１．３．２　抗菌肽基因的拼接、克隆　合成的基因片段在
３７℃磷酸化、退火后回收，回收片段２μｌ用 Ｔ４ＤＮＡ连

接酶于１６℃连接过夜。连接产物作为模板，用 ｂ１、ｂ８
片段作为引物，反应体系（５０μｌ）：１０×Ｂｕｆｅｒ５μｌ，Ｍｇ
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μｌ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μｌ，引物
（１０ｐｍｏｌ／μｌ）各１μｌ，Ｔａｑ酶（５Ｕ／μｌ）１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ３５μｌ。
ＰＣＲ反应条件：９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，进行２５个
循环；７２℃ ７ｍｉｎ；得到麻蝇素 Ａ抗菌肽基因，并引入
ＸｈｏＩ和ＥｃｏＲＩ两个酶切位点。
　　以质粒ｐＰＩＣ９Ｋ作为模板扩增α引导肽的基因，反
应体系（５０μｌ）：１０×Ｂｕｆｅｒ５μｌ，Ｍｇ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μｌ，
ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μｌ，９Ｋ１、９Ｋ２引物（１０ｐｍｏｌ／μｌ）各
１μｌ，Ｔａｑ酶（５Ｕ／μｌ）１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ３５μｌ。抗菌肽基因
ＰＣＲ产物和 α引导肽的基因 ＰＣＲ扩增产物均用 ＸｈｏＩ
酶切，酶切产物用凝胶回收、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ连接，完成
目的基因与α因子的重组构建。
１．３．３　重组表达质粒的构建及鉴定　麻蝇素 Ａ抗菌
肽基因与α引导肽的基因的连接产物作为模板，再用

９Ｋ１和ｂ８引物进行ＰＣＲ扩增。反应体系（５０μｌ）：１０×
Ｂｕｆｅｒ５μｌ，Ｍｇ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μｌ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
４μｌ，引物（１０ｐｍｏｌ／μｌ）各 １μｌ，Ｔａｑ酶（５Ｕ／μｌ）１μｌ，
ｄｄＨ２Ｏ３５μｌ。重组基因的扩增产物和 ｐＰＩＣ９Ｋ质粒分
别用ＢａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩ双酶切，酶切产物用凝胶回收、Ｔ４
ＤＮＡＬｉｇａｓｅ连接；连接产物转化 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α；重组表

达质粒进行ＰＣＲ、酶切鉴定和序列测定，测序引物为随
机引物（生工合成），构建正确的重组表达质粒命名为

ｐＰＩＣ９Ａ。

１．３．４　ｐＰＩＣ９Ａ转化Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＧＳｌ１５及Ｍｕｔ转化子的

筛选和鉴定　感受态 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＧＳ１１５（ｈｉｓ－，Ｍｕｔ＋）

（８０μｌ）与ＳａｃＩ线性化 ｐＰＩＣ９Ａ（５μｇ）相混合，转移至

预冷的 ０．２ｃｍ电转杯（ＢｉｏＲａｄ）中，置冰上 ５ｍｉｎ，

１．５ｋＶ、２５μＦ、２００Ω电击５毫秒，立即加入１ｍｌ预冷的

１ｍｏｌ／Ｌ山梨醇，取２００μｌ涂布于ＭＤ板上，３０℃ 培养至

单菌落出现。然后用 Ｇ４１８筛选多拷贝转化子：从平板

上挑１００个转化子，点到含 Ｇ４１８（０．２５ｍｇ／ｍｌ）的 ＹＰＤ

板上，３０℃ 培养４８～７２小时，再将生长良好的单菌落

依次接种含Ｇ４１８２ｍｇ／ｍｌ和４ｍｇ／ｍｌ的ＹＰＤ板上，３０℃

培养４８～７２小时。详细步骤参照 ＰｉｃｈｉａＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｋｉｔ［６］。

１．３．５　重组 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ茵在摇瓶中的诱导表达　挑取

在含 Ｇ４１８４ｍｇ／ｍｌ的 ＹＰＤ板上生长良好的重组

Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ单菌落，接种到含 １００ｍｌＹＰ甘油培养基的

５００ｍｌ三角瓶中，３０℃ 、２３０ｒ／ｍｉｎ振荡培养约２４～４８ｈ

至菌液ＯＤ达到１０～１２，２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，弃

上清，将沉淀重悬于 ２００ｍｌＹＴ培养液中，３０℃、２５０ｒ／

ｍｉｎ振荡培养，每隔２４小时取样并加入１００％甲醇至终

浓度为 ０．５％进行甲醇诱导表达，诱导 ９６小时后，

５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ，表达上清、浓缩样品、及对

照进行１５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测，方法参照文献［７，８］。

表达产物命名为ＹＴＡ。

１．３．６　重组蛋白的纯化、浓缩及鉴定　诱导９６小时

后，表达产物 ５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心 １０ｍｉｎ，收集上清约

１５０ｍｌ；用三个柱体积的 Ａ液平衡 ＣＭｓｅｐｈａｒｏｓｅ层析柱

（规格为２６ｍｍＸ１６０ｍｍ），将收集的上清以２ｍｌ／ｍｉｎ的流

速直接上样，收集穿透峰；用Ｂ液ＢＢ线性梯度洗脱，流

速２ｍｌ／ｍｉｎ，梯度９０ｍｉｎ，收集洗脱峰。纯化产物经１５％

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测分析后，用透析液２Ｌ在４℃透析２

次，每次透析８ｈ。将透析后的目的蛋白用ＰＥＧ２００００在

４℃浓缩。再经１５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定。

１．３．７　活性测定　将大肠杆菌菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＣ３０００和

ＥＳＤ在３７℃培养至 ＯＤ０．６０．８，３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心

１０ｍｉｎ。弃上清，用ＰＢＳ（ＰＨ７．４）洗涤两次，ＰＢＳ重悬菌

体至 ＯＤ６５０为０．３，将５００μｌ菌体与１０ｍｌＬＢＥ（ＬＢ中含

５０ｘＥ溶液 ２％，２０％葡萄糖 １％，琼脂 １％）培养基在

５０℃左右混合均匀，倒平板，待其冷凝后在培养皿内等

距离打直径３ｍｍ的小孔，每孔滴加不同稀释梯度的样

品２０μｌ，３７℃培养过夜，测量抑菌圈的大小。

８２
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２　结　果

２．１　抗茵肽基因的拼接、克隆及重组表达质粒的构建

　　设计合成了麻蝇素 Ａ抗菌肽基因的互补配对引

物，合成的基因片段经 ＰＣＲ扩增后得到麻蝇素 Ａ抗菌

肽双链基因，条带大小为１２０ｂｐ；其 Ｎ端加上起始密码

子ＡＴＧ、并在基因的两端分别设有酶切位点以便与 α
因子和载体相连；用质粒ｐＰＩＣ９Ｋ作为模板扩增得到的

α引导肽的基因，条带大小为２７５ｂｐ，并在基因的两端

分别设有酶切位点以便与抗菌肽基因和载体相连；抗

菌肽基因和α引导肽基因的 ＰＣＲ扩增产物通过 ＸｈｏＩ

酶切位点连接后得到３９５ｂｐ大小的片段，重组基因的

扩增产物通过ＢａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩ两个酶切位点构建到酵母

表达质粒 ｐＰＩＣ９Ｋ上，重组表达质粒进行 ＰＣＲ、酶切鉴

定，琼脂糖凝胶电泳检测结果显示，以重组表达质粒为

模板扩增得到的条带明显比以 ｐＰＩＣ９模板扩增得到的

条带多出１２０ｂｐ左右，ＢａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩ双酶切鉴定也可

得到相同的结果（图１）；ＤＮＡ自动测序仪进行序列测

定表明，ｐＰＩＣ９Ａ重组表达质粒的构建完全正确。

图１　重组质粒ｐＰＩＣ９Ａ的酶切鉴定

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｓｐＰＩＣ９Ａ
１：ＤＮＡＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒｓＤＬ２０００；２：ｐＰＩＣ９Ｋｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈ

ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ；３：ｐＰＩＣ９ＡｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ

２．２　转化 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＧＳ１１５、筛选稳定的多拷贝转化

子

　　为了获得更高的转化效率和高拷贝，采用电击转
化法将 ＳａｃＩ线性化重组表达质粒 ｐＰＩＣ９一 Ａ转化
Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＧＳ１１５（ｈｉｓ，Ｍｕｔ＋）感受态细胞，通过 Ｇ４１８
０．２５ｍｇ／ｍｌ、２ｍｇ／ｍｌ和４ｍｇ／ｍｌ的浓度加压筛选，最终
从含Ｇ４１８，４ｍｇ／ｍｌ的ＹＰＤ板上筛选出稳定的多拷贝
转化子用于诱导表达实验。

２．３　重组子的摇瓶诱导表达

　　挑取在含Ｇ４１８４ｍｇ／ｍｌ的ＹＰＤ板上生长良好的重
组Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ单菌落，接种到含１００ｍｌＹＰ甘油培养基

的５００ｍｌ三角瓶中，经甲醇诱导表达，１５％ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳检测结果表明，诱导９６ｈ后，ｐＰＩＣ９Ｂ重组子转化

的酵母菌在分子量４ｋＤａ附近出现一条明显的表达条

带，其分子量大小与预期的目的蛋白一致。表达产物

命名为ＹＴＡ。

２．４　重组蛋白的纯化、浓缩及鉴定

　　诱导９６ｈ后，表达产物经 ＣＭｓｅｐｈａｒｏｓｅ离子交换

柱纯化后，纯化蛋白经透析液透析、ＰＥＧ２００００浓缩，再

通过１５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定，电泳分析结果表明，大

部分表达的重组外源蛋白存在于唯一的洗脱峰中，结

果见图２。

图２　ＣＭｓｅｐｈａｒｏｓｅ离子交换柱纯化洗脱峰

的ＳＤＳＰＡＧＥ检测

Ｆｉｇ．２　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｅｌｕａｔｅｏｆＣＭｓｅｐｈａｒｏｓｅ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ；２：Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｌｕａｔｅｆｒｏｍＣＭｓｅｐｈａｒｏｓｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

２．５　发酵产物活性测定

　　将大肠杆菌菌株Ｅ．ｃｏｌｉＣ３０００和 ＥＳＤ在３７℃培养

后收集菌体，ＰＢＳ重悬菌体至ＯＤ６５０为０．３，菌体与 ＬＢＥ

混合均匀，倒平板，打孔，每孔滴加不同稀释梯度的样

品，３７℃培养４８ｈ后出现明显的抑菌圈，结果见图４，测

量抑菌圈的大小。抑菌圈的大小与抗菌肽的浓度相

关。

３　 讨　论

　　抗菌肽最早是在昆虫体内发现的，是昆虫免疫后

血淋巴中的一类抗菌多肽．它具有相对分子量小、水溶

性好、无免疫原性、抗菌谱广等特点．现在，它被认为

是从细菌到高等哺乳动物普遍存在的一类防御性多

肽．称之为“第二防御体系”；抗菌肽的杀菌机理，国内

外众多学者都进行细致的研究，提出了各种各样的观

点。国内李文楚等研究表明，抗菌肽作用于细菌的细

胞膜，特别是杆状细菌的两端，抗菌肽造成细菌的细胞

９２
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图３　重组ＹＴＢ对大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＣ３０００

和Ｅ．ｃｏｌｉＳＤ的抑菌作用

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＹＴＢｏｎＥ．ｃｏｌｉＣ３０００

ａｎｄＥ．ｃｏｌｉＳＤ０６：ＹＴＡＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ０μｇ，

１６μｇ，８μｇ，４μｇ，２μｇ，１μｇ，０．５μｇｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

膜形成空洞，从而引起细胞内容物的外泄，导致细菌死

亡［９］。

　　麻蝇有其独特的免疫防御机制，比一般昆虫能更

有效地抵御病原菌的感染。因此，对麻蝇体液抗菌肽

进行研究具有广泛的理论和应用价值。国外已有学者

对麻蝇的抗菌物质进行了初步研究，证明其体内存在

着高活性的抗菌物质。麻蝇素还可以抑杀某些真菌，

并对多种癌细胞及动物实体瘤有明显的杀伤作用而不

破坏正常细胞。抗菌肽麻蝇素Ａ是从麻蝇中提取的一

种小分子多肽，为４０个氨基酸残基，抗菌谱广。抗菌

肽在生物组织中含量少，分离获得大量天然产物困难

很大，人工合成则成本高。随着基因工程技术的迅速

发展，利用微生物发酵体系生产重组蛋白质，已成为目

前研究的热点之一。其突出的优点是工艺简单、高效、

生产成本低廉．但是由于抗菌肽分子小，容易被蛋白酶

降解，同时由于其表达产物对宿主菌有害，不能在原核

系统中直接表达具有天然生物活性的抗菌肽，因此，利

用酵母表达系统表达抗菌肽是一条有效途径．酵母系

统已成为极为成功的外源蛋白表达系统之一，具有许

多优点：（１）利用受甲醇诱导的醇氧化酶（ａｌｏｃｈｏｌ

ｏｘｉｄａｓｅＩＡＯＸＩ）启动子．可严格控制外源基因的表达，无

论胞内、胞外均可实现外源基因的高表达；（２）毕赤酵

母生长快速，培养条件简单，适合高密度培养，发酵后

每升培养液中细胞湿重达４５０ｇ，有利于提高目的蛋白

产量；（３）毕赤酵母作为一种真核细胞生物．可进行翻

译后的蛋白加工，以使外源蛋白得到正确的折叠和修

饰［１０～１２］。

　　从上面实验结果可以看出，选用毕赤酵母偏爱的

密码子合成抗菌肽麻蝇素 Ａ基因，使之与酵母 αｆａｃｔｏｒ

启动子前导肽系统进行重组，将重组基因克隆到酵母

分泌表达载体ｐＰＩＣ９Ｋ上，经０．５％甲醇诱导，重组毕赤

酵母菌可大量分泌表达具有生物活性的抗菌肽麻蝇素

Ａ；初步建立从发酵液上清中分离纯化麻蝇素Ａ抗菌肽

的工艺流程，由于该抗菌肽分子量小，碱性强，极易降

解，而且未见有分离纯化方面的报道。所以我们克服

了重重困难，经过多方摸索，才成功地获得了检测分子

量仅４ｋＤａ的麻蝇素Ａ抗菌肽的方法，以及利用其具有

极强的抗酸性的特点，选用酸性的纯化条件进行纯化，

可降低内源性蛋白酶对麻蝇素 Ａ的降解；通过体外实

验对重组抗菌肽抑制细菌活性进行研究，用琼脂糖扩

散法测定抑菌活性，证明所表达的多肽产物具有抗菌

活性，而且其致死浓度在μｍｏｌ／Ｌ级。

　　总之，本文采用 Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ系统成功地分泌表

达了具有生物活性的抗菌肽麻蝇素Ａ，为其大量生产重

组抗菌肽开发成新型抗生药物奠定了一定的基础。随

着重组抗菌肽在微生物中表达研究的开展，其在医学

中的应用将展示更广阔的前景。
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