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摘!要!天蚕素抗菌肽是食品领域中研究最多的昆虫抗菌多肽"通过对%!种天蚕素低级结构的
研究!设计出#条全新抗菌肽序列"应用多重678方法合成设计多肽的全基因序列!酶切678扩
增产物和克隆载体9-:.2!构建重组质粒并将其转化到大肠杆菌中"测序结果表明目的片段已经
成功克隆到宿主菌,;.$2中"
关键词!多重678"天蚕素"抗菌肽"克隆
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!!天蚕素#7G:O(9>?T$也称杀菌肽%它对细菌’真
菌和肿瘤细胞均有较强的杀伤’杀灭作用(由于其
具有安全无毒害等优良特性%在食品领域中有着广
阔的应用前景(
天蚕素与目前广泛使用的抗生素相比%抗菌谱

和抗菌效果都有待进一步提高(随着对天蚕素结

构’功能和杀菌机理的不断了解%人们开始通过构
效关系对其结构进行改造(期望得到更加高效’低
毒的抗菌肽(.21&年,ML?GT等人以天然抗菌肽

7G:O(9>?U为蓝本%在保持原位置极性的前提下%
通过氨基酸置换对抗菌肽分子重新设计%所得抗菌
肽不仅活性增强%而且作用范围也拓宽了).*(U(0

万方数据



ZM?研究小组通过将天蚕素!7G:O(9>?T5"+端.
!&氨基酸与蜂毒素!;G)>PP>?"+ 端"!.!氨基酸
杂合#所得杂合肽75;不仅抗菌活性大幅提高#而
且溶血性也消失$!%&通过重新设计抗菌肽分子来
提高抗菌活性已经成为抗菌肽研究的一个重要

方法&
作者所在研究室以%!种天蚕素类抗菌肽为研

究对象#通过生物信息学’分子力学等方法全新设
计了#条抗菌肽$/%&本研究将设计好的抗菌肽序
列按照大肠杆菌偏好密码子反翻译为核酸序列#并
将其分成"条两两互补的短片段(应用多重678技
术合成全基因#并将其克隆到大肠杆菌中&

<!材料和方法

<=<!材料!
菌种)大肠杆菌,;.$2’克隆载体6W7.2由作

者所在教研室保存(合成基因片段由上海生物工程
公司合成(限制性内切酶!’$("’)&*+#’\M_
3+5聚合酶’3+5:)GM?[>P试剂盒等购自上海华
美生物公司&

<=>!实验方法

<*>*<!基因设计!以大肠杆菌表达外源基因密码
子的偏好为原则设计基因片段$#%&#条设计抗菌肽
的+端和7端序列一致#而中间两段螺旋区域组成
不同#因此将基因分为"个片段&#条多肽3+5序
列中TG_.’TG_/"’TG_""都相同#而AG_!与AG_>?0
TGOP0!’AG_#与AG_>?TGOP0#有所差别&它们的组成
见表.!注)"为反向互补序列"设计多肽基因全长

!$!N9#包括)]8R!开放阅读框"’限制性内切酶
位点&

表<!?条设计多肽的序列差异

@&9=<!A-((.$.%,.49.0;..%("#$6"’36.60-*.4

抗菌肽 序 列

7G:5 TG_.‘TG_!‘TG_/"‘TG_#‘TG_""

7G:U TG_.‘TG_!‘TG_/"‘TG_>?TGOP0#‘TG_""

7G:7 TG_.‘TG_>?TGOP0!‘TG_/"‘TG_>?TGOP0#‘TG_""

7G:3 TG_.‘TG_>?TGOP0!‘TG_/"‘TG_#‘TG_""

<*>*>!多重678扩增基因全长!基因全长扩增示
意图见图.&

."首先AG_/与AG_!互为模板进行延伸发应#
得到延伸液.&反应体系)TG_!’TG_/’S+\6各.

$E#.$a\MDU-QQGO"$E#\MD酶$b"$E#双蒸水

#.b"$E&条件为)2"c保温"Z>?#在""c 保温

.$Z>?#&!c保温"Z>?#.个循环&

!"延伸液.再与AG_.互为模板通过678扩增
得到更长的一段序列ROMD.#反应体系)延伸液.’

TG_.’TG_/’S+\6各.$E#.$a\MDU-QQGO"$E#

\MD酶$b"$E#双蒸水#$b"$E&条件为)2#c/$
T#""c/$T#&!c/$T#/$个循环&

/"另一方面#AG_#与AG_"互为模板产生一个
延伸序列ROMD!&反应体系)TG_#’TG_"’S+\6各

.$E#.$a\MDU-QQGO"$E#\MD酶$b"$E#双蒸水

#.b"$E&678条件为)2"c保温"Z>?#""c保温

.$Z>?#&!c保温"Z>?#.个循环&

#"ROMD.和ROMD!互为模板通过678扩增反
应产生目的基因序列#反应体系)ROMD.’ROMD!’

TG_"’S+\6各.$E#.$a\MDU-QQGO"$E#\MD酶

$b"$E#双蒸水#$b"$E&678条件为)2#c/$T#

""c/$T#&!c/$T#/$个循环$"%&

<B>BC!678接入限制性酶切位点!用9O>ZGO引
物设计软件分别设计含有 )&*+#和!’$("的上
下游引物#为目的片段接入限制性内切酶位点&
上游 引 物)"*HH777,,-#

=>?S#
\\55\HH\\50

5\\\\\7\7H/*
下游引物)"*7H-,,..#

!’$("
\\55775\\5H70

7555H75H7/*
反应条件为)2#c/$T#""c/$T#&!c/$T#/$
个循环&

图<!D个片断的扩增示意图

)-2=<!)-E.($&2F.%04&F6’-(-,&0-"%6’"0

<B>B?!质粒构建!转化克隆!目的片段和9-:.2
质粒经限制性内切酶!’$("’)&*+#双酶切&反
应体系为).$aN-QQGO!$E(UA5!$E(!’$("!

$E()&*+#!$E(678产物或质粒.!$E&反应
条件)/&c过夜酶切&酶切产物用3+5:)GM?[>P
试剂盒清洗#除去引物及小于.$$N9的小片段&用

\#连接酶将酶切产物连接#构建重组质粒9-:.20
7G:&反应体系)OGM:P>(?N-QQGO.$E(\#)>DMTG.

$E(酶切质粒/$E(酶切678产物"$E&反应条
件)#c反应!$@以上&
重组质粒转化感受态大肠杆菌,;.$2后得到

基因工程菌,;.$209-:07G:&

<B>BD!重组质粒鉴定!用含有氨苄青霉素的EU
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平板和678分析!筛选出含重组子的菌落"9-:.2
质粒上含有氨苄青霉素抗性选择标记和)M:J%结构
基因"用含有氨苄青霉素的EU平板或&互补都可
以筛选重组质粒"利用678技术对重组质粒鉴定"
方法如下#挑取EU平板阳性克隆到!ZE液体培养
基!/&c过夜培养!然后以培养液为模板做678检
测分析"
利用678技术对重组子鉴定的反应体系为#

.$a\M_酶N-QQGO"$E!S+\6.$E!工程菌菌液.

$E!引物..$E!引物!.$E!\M_酶$b"$E!双蒸
水#$b"$E"反应条件#2#c"Z>?!.个循环$2#
c/$T!""c/$T!&!c/$T!/$个循环$&!c.$
Z>?!.个循环"

<B>BG!克隆基因测序分析!工程菌,;.$209-:.20
7G:由上海基康生物公司测序"

>!结果与讨论

>B<!基因合成
前/个片段扩增后琼脂糖凝胶电泳分析见图

.!#条设计抗菌肽全基因扩增后琼脂糖凝胶电泳分
析见图/"678扩增产物经678清洗试剂盒清洗!
除去小片段后即可直接用于酶切和连接反应"

.*;MO[GOT$!*ROMD.%AG_.dAG_!dAG_/&$/bROMD.’%AG_.

dAG_>?TGOP!dAG_/&

图>!片段)$&2<琼脂糖凝胶电泳图

)-2=>!@1..’.,0$"61"$.4-4,1&$0"()$&2<

5b7G:5$Ub7G:U$7b7G:7$3b7G:3

图C!全基因扩增后琼脂糖凝胶电泳

)-2=C!@1..’.,0$"61"$.4-4,1&$0"((#’’4.H#.%,.

>B>!基因克隆与重组子鉴定
在含氨苄青霉素(e0DM)(B6\H的EU平板上

挑取白色菌落!抽提质粒"用!’$("和)&*+#双
酶切重组质粒!琼脂糖凝胶电泳分析见图#"用

678对重组子鉴定电泳图见图""

.b酶切重组质粒!b重组质粒/b;MO[GO

图?!双酶切重组质粒电泳图

)-2=?!@1..’.,0$"61"$.4-4,1&$0"($.,"F9-%&%06’&4F-*

5b7G:5$Ub7G:U$7b7G:7$3b7G:3

图D!I5J对重组子鉴定电泳图

)-2=D!@1..’.,0$"61"$.4-4,1&$0"($.,"%

!!从琼脂糖凝胶电泳分析可以看出目的片断已
经成功克隆到质粒载体中"经测序以后序列比对!
测序结果与原设计也完全一致"
实验结果表明!我们已经成功地利用多重

678合成设计抗菌肽的全基因!并克隆了该基因"

C!结!论

蛋白分子经过理论设计以后!还需要通过合成
工作将其付诸于实现"目前最多采用化学合成方
法!但是化学合成方法受到现有多方面技术条件的
限制"基因工程的迅速发展为人工合成多肽开辟
了广阔的前景"678 技术是基因工程的一项重要
技术!它的发展为基因合成提供了快速经济的途
径"采用互为模板的678扩增方法可以大大节约
全基因合成时的费用!为更好地研究抗菌肽氨基酸
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序列的功能特征提供新的研究方法!事实上"这种
方法也适用于其它蛋白功能特征的研究!
本工作在原序列基因设计时没有加入限制性

酶切位点"主要是基于两个方面的考虑#$.%用多重

678扩增全基因"由于AG_#和AG_"进行延伸反应
只有一个循环反应"无法提纯产物"导致最终反应
体系复杂化"杂带较多!用重新设计的引物可以大
大增加扩增条带的特异性!$!%在原序列中没有设
计限制性内切酶位点可以使实验更加灵活!通过
简单的678扩增就可以为目的片断接入不同的限
制性酶切位点"这将为全基因尝试不同表达载体提

供方便!重组子的鉴定有多种方法"利用678技术
鉴定重组子不仅快捷方便"而且准确性也很高"是
一种非常值得推广的方法!但678容易被污染"所
以在重组子鉴定时最好以双蒸水为模板设置空白

对照!
基因的成功克隆为多肽表达奠定了基础"本实

验计划将抗菌肽基因以融合蛋白的方式在大肠杆

菌中表达"融合蛋白分离纯化后经溴化氰定点切
割"除去担体蛋白后得到目的片断"最终通过对#
条设计多肽抗菌活性的比较"研究其构效关系!有
关#条抗菌肽基因的表达及活性研究将另文报道!

参考文献!
&.’,ML?GT,;"eM?P@(9(-)(TKH"3GTPfQM?(0UG)POg?E"GPM)bB?:OGMT>?DNM:PGO>M)S>TGMTGOGT>TPM?:G>?9)M?PT-P>)>V>?DM?P>0

NM:PGO>M)DG?GTQO(Z>?TG:PT&,’b/-"&44&34".21&"%#!%/‘!&$*
&!’U(ZM?=H"FMSG3"U(ZM?B5"GPM)b5?P>NM:PGO>M)M?P>ZM)MO>M)9O(9GOP>GT(Q9G9P>SGP@MPMOG:G:O(9>?0ZG))>P>?@LNO>ST
&,’b)K/+L.00".212"!"2#.$/‘.$%*

&/’李启辉*以天蚕素为基础的抗菌肽设计及其基因表达&3’*无锡#江南大学"!$$#*
&#’+M[MZ-OMC"H(̂(N(O>\"B[GZ-OM\b7(S(?-TMDGPMN-)MPGSQO(ZP@G>?PGO?MP>(?M)3+5TG_-G?:GSMPMNMTGT&,’*M#,’

8,-*4J.4"!$$$"!1"!2!b
&"’邬小兵*毕赤酵母高效表达重组阿片生物活性肽&3’*无锡#江南大学"!$$/*
&%’,b萨姆布鲁克"3bFb拉塞尔*分子克隆试验手册指南$上册%&;’/版*黄培堂译*北京#科学技术出版社"!$$!#""‘

./1*

!责任编辑"杨 萌#

!上接第"1页#
而茚三酮显色洗脱后效果较好"适合比色!比色
时"最佳吸收波长为".$?Z"最佳洗脱时间为/$
Z>?"当所点组氨酸含量在!!.!$D范围内时呈现
较好的线性!

#%以6M-)L试剂和茚三酮试剂纸层析显色"茚
三酮显色0分光光度法来测定E0组氨酸易于实现(
精密度较好"适合在菌种选育过程中定性(定量测
定发酵液中的E0组氨酸!
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