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设计天蚕素抗菌肽在E．coli中的表达及活性鉴定
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摘要：为了研究天蚕素抗茵肽的构效关系，进一步提高其抗茵活性，收集并整理了62条天蚕素，

通过生物信息学比对(blast)，发现其中舍有大量保守序列。在此保守序列的基础上，根据天蚕素

结构特征，设计了4条抗茵肽。将设计抗菌肽的基因克隆到载体PUCl9上，在大肠杆菌JMl09中

融合表达目的多肽，并促其形成包涵体。包涵体洗涤纯化后，用溴化氰裂解除去融合蛋白质，抑茵

圈法测定其抗茵活性，结果表明其中抗茵肽AMP—CecC具有较强的抑茵活性。
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Abstract：This manuscript was to investigate the relationship of structure and function of

cecropins，for this，accumulated sixty-two cecropins，utilized bioinformatics blast eecropins were

accumulated，and a large sum of consensus sequence was found．Base on these consensus

sequences，the cecropins structural feature we design four new antimicrobial peptides to utilize

technology of genetic engineering，gene of design antibacterial peptide cloned into vector PUCl 9，

and expressed objective polypeptide in E．Coli JMl09．We promote expression production to be

inclusion．After cleaning inclusion，utilized cyanogen bromide(CNBr)we split fusion peptide

and remove fusion polypeptide．Then detect its antimicrobial activity．The design antibacterial

peptide AMP—CecC has strong antibacterial activity．
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天蚕素是最早发现的昆虫抗菌肽，它广泛存在

于生物体内，目前发现的大约有89种。天蚕素不

仅可以作用于革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌，而且

对真菌及肿瘤细胞都有一定的杀灭和抑制作用。

许多研究表明，天蚕素抗菌肽在医药、食品、农业方

面都有广阔的开发应用前景。
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为研究天蚕素结构与其抗菌活性的关系，作者

总结了目前天蚕索研究成果，发现天蚕素抗菌肽具

有以下结构特征：1)不含半胱氨酸，不形成分子内

二硫键；这使天蚕素结构较为简单，易于化学合成

或者基因工程表达；2)N末端区域富含亲水碱性氨

基酸残基，如赖氨酸和精氨酸；这将有利于天蚕素

吸附到带负电的细菌膜上。3)C末端含较多的疏水

性氨基酸残基；疏水性的尾部有利于抗菌肽插入细

菌膜的双层脂质膜中。4)分子的两端各形成一个

两亲性口螺旋；这种口螺旋是破坏、裂解细菌的主要

结构[1]。根据天蚕素以上结构特征，作者所在研究

室收集整理了62种天蚕素抗菌肽序列，利用生物

信息学对其进行了比对(blast)，从中发现大量保守

序列。在此保守序列的基础上，作者所在研究室设

计了4条天蚕素抗菌肽[2]，并希望利用基因工程技

术将其表达后检测其活性。

将设计的抗菌肽基因转化大肠杆菌JMl09进

行原核表达。由于天蚕素对原核生物有较强的杀

伤作用，作者采用融合表达的方式，提高了诱导温

度，促进融和蛋白质形成没有活性的包涵体，以减

小表达产物对宿主菌的损伤和减少蛋白酶对表达

产物的降解。表达融合蛋白质后，用溴化氰定向切

割，除去N端融合蛋白质。经抑菌圈法活性检测发

现，其中抗菌肽AMP—CecC对革兰氏阳性菌和阴

性菌均有较强抗菌活性，最小抑菌质量浓度约为

4．8 mg／L，而青霉素对测试菌种的有效抑菌质量浓

度为128 mg／LE33。

1材料与方法

1．1 材料

大肠杆菌(Escherichia coli)JMl09、枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis)、大肠杆菌(Escherichia CO-

li)、PUCl9载体，由作者所在研究室保存。

限制性内切酶EcoR I、Hind HI、pfu Taq酶、

T4连接酶、DNA clean kit试剂盒等，购自上海华美

生物公司；基因片段由上海生物工程公司合成；其

他试剂均为国产分析纯。

1．2方法

1．2．1设计抗茵肽基因合成及重组质粒的构建

利用“片断拼凑”的方法，3步PCR扩增合成设计抗

菌肽基因全长[4]，将合成基因分别克隆到载体

PUCl9，构建重组质粒PUCl9一CecA／B／C／D，重组

质粒转化大肠杆菌JMl09后，得到基因工程菌

JMl09-puc-CecA、CecB、CecC、CecD。工程菌

JMl09-puc—CecC质粒构建见图1。

图1质粒构建图

Fig．1 Vector construction chart

1．2．2 基因工程茵的诱导表达 分别挑取单菌

落，接种子3 mL含100 ttg／mL氨苄青霉素的LB

培养基中，37℃振荡培养过夜。以体积分数1％接

种于新鲜的含100 btg／mL氨苄青霉素的LB中b]。

分别在37℃和40℃振荡培养，当OD。。。达到0．4

左右时，添加IPTG至终浓度为1 mrnol／L，继续振

荡培养6 h。

1．2．3融合蛋白质的表达鉴定及可溶性分析分

别取未诱导菌液、诱导4、6、8 h的培养液各1．5

mL，12 000 r／min离心10 min，将上清夜和沉淀分

Ⅲ

别进行SDS—PAGE(15 g／dL分离胶)分析。包涵体

的鉴定用结晶紫染色法通过油镜(10×100)直接观

察‘引。

1．2．4茵体细胞的破碎将诱导培养8 h的培养

液取出，收集菌体。用裂解液A(50 mmol／L Tris—

HCl，5 mmol／L EDTA，100 mmol／L NaCl)洗涤菌

体2次后，将菌体悬浮于裂解液A中，冰浴中超声

波处理，功率400 W，超声波处理至悬浮液变澄清。

1．2．5 包涵体的洗涤、溶解溴化氰裂解融合蛋白

质及产物纯化 破碎后工程菌悬液经4℃、1 500
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r／min离心3 min，收集上清液。将上清液继续以

12 000 r／min离心10 min，弃去上清液。沉淀用2

mol／L的尿素和溶液B(溶液A加0．5 g／dL

TritonX-100)各洗涤一次。将包涵体用溶液C(6

mol／L盐酸胍／O．2 mol／L盐酸)溶解，加入50 rag／

mL溴化氰裂解融合多肽[川。室温避光作用24 h

后，边搅拌边缓慢加入去离子水稀释，稀释20倍后

终止反应。用截流相对分子质量3 000透析袋透

析，除盐后冷冻干燥。

1．2．6设计多肽的抗菌活性检测 采用琼脂糖扩

散法。分别取20弘L活化的枯草芽孢杆菌(Bacil—

lus subtilis)、大肠杆菌(Escherichia coli)与15 mL、

50℃左右的0．8 g／dL琼脂糖LB充分混和，铺在培

养皿底层。待冷却后放置在37℃培养箱2～3 h。

取出后，在培养基表面贴直径为0．5 cm左右的灭

菌滤纸片，将5肚L待测样品滴加于滤纸片上，继续

37℃培养过夜。

’ 2 结 果

2．1 重组质粒的构建和鉴定

PUCl9载体由pBR322的氨苄青霉素抗性基

因、复制子及大肠杆菌伊半乳糖苷酶a(1acZ a)基因

融合而成。lacZ a基因含有lacZ启动子、起始

ATG、核糖体结合位点。外源基因可在lacZ启动

子的控制和IPTG的诱导下以伊半乳糖苷酶融合蛋

白的形式在大肠杆菌中表达。转化后的重组子由

上海基康生物有限公司测序。测序结果表明：设计

抗菌肽基因已经按照正确的阅读框插入载体中。

2．2 融合蛋白质的诱导表达及包涵体的鉴定

IPTG诱导后的工程菌JMl09-PUC—Cec经

SDS—PAGE电泳分析发现：在7 000附近出现明显新

生条带，与融合蛋白质相对分子质量一致，见图2。

M．标准蛋白质。1—4为：未诱导诱导4、6、8 h

图2融合蛋白质诱导表达SDS-PAGE电泳图

Fig．2 SDS-PAGE of expression
of fusion protein

工程菌经超声波破碎后离心，发现融合蛋白质在沉

淀中，由此判断融合蛋白质以包涵体形式表达。诱

导后工程菌经饱和结晶紫染色后，用显微镜也可直

接观察到包涵体，见图3。用低相对分子质量标准

蛋白质做标准曲线，方程为Y=一2．490 4x+

11．402(R2；0．988 1)，经计算表达肽相对分子质

量约7 200，与设计抗菌肽一致。

图3显微镜下观累包涵体

Fig．3 Inclusion microscope

2．3包涵体的洗涤及溴化氰切割

超声波破碎菌体细胞以后，12 000 r／rain离心

弃去上清液，除去菌体杂蛋白质，沉淀即为包涵体。

用2 mol／L的尿素和溶液B(溶液A加0．5 g／dL

TritonX一100)各洗涤包涵体1次，除去包涵体中膜蛋

白。洗涤后包涵体蛋白质基本已经较为单一，见图

4。融合多肽经溴化氰裂解为5 000左右设计抗菌肽。

1．包涵体洗涤后；2、3．未诱导；4．诱导后工程菌

图4包涵体洗涤后SDS-PAGE电泳图

Fig．4 SDS-PAGE of inclusion washed

2．4设计多肽的抗菌活性检测

多肽裂解液透析后冷冻干燥，将目的多肽溶解

于去离子水，质量浓度约为5 mg／L。用琼脂糖扩

散法分别检测设计多肽对大肠杆菌(Escherichia

coli)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的抑菌效

果，结果发现CecB与CecC对大肠杆菌有较好的抑

菌效果，对枯草芽孢杆菌的抑制活性相对较弱，见

图5，6。
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(A B C D为样品对照为JMl09一PUCl9)

图5表达多肽经裂解后对大肠杆菌抑菌圈

Fig．5 Inhibitory Zone of split peptide against E．Coil

(A B C D为样品对照为JMl09一PUCl9)

图6表达多肽经裂解后对枯草芽孢杆菌抑菌圈

Fig．6 Inhibitory zone of split peptide against Bacillus

subtilis
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