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摘要 : 利用巴斯德毕赤酵母 ( Pichia pastors) 系统表达抗菌肽———牛乳铁多肽素 ( bovine lactoferricin, 简称 Lf2
cinB) , 获得的分泌型表达产物具有较强的抗菌活性。首先将人工合成的 LfcinB基因片段克隆到巴斯德毕赤酵母

分泌型表达载体 pP IC9K中 , 获得的重组质粒 pP IC9K2LfcinB通过限制性内切酶 SalⅠ酶切线性化 , 经电穿孔法转

化入毕赤酵母细胞 SMD1168内。G418抗性筛选 , 得到高拷贝转化子 , 经 PCR检测 LfcinB基因与毕赤酵母染色

体稳定整合。阳性克隆经甲醇诱导表达 LfcinB。结果表明 , 抗菌肽牛乳铁多肽素基因已经整合到酵母细胞基因组

中并获得表达 , 表达产物具有较强的杀菌作用。
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Abstract: In p resent study, bovine Lactoferricin was first secretly exp ressed in P ichia pastors yeast exp ression system1The synthesized Lf2
cinB gene fragmentwas cloned into exp ression vector pP IC9K, and then obtained recombinant p lasm id, designated as pP IC9K2LfcinB, was

linearized and transformed into Pichia pastors strains SMD1168 by electroporation1The transformantswere screened with Geneticin and multi2
p ly2copy colonies were harvested, in which LfcinB gene was verified to inserted into yeast chromosome stably1The positive recombinant

Pichia stra ins were induced with methanol to exp ressLfcinB in culture supernatant1 Itπs exp ressive p roducts has high activity of killing bacteri2
a1W e concluded that LfcinB gene was cloned and integrated into yeast chromosomes, and obtained exp ression pep tide was tested to have

high antibacterial activity1
Key words: Bovine lactoferricin, Gene, Exp ression vector, P ichia pastors yeast exp ression system

　　抗菌肽 ( antim icrobial pep tides) 是具有抗菌活

性阳离子型短肽的总称 , 与普通抗生素相比 , 抗
菌肽的 “抗菌谱”更广 , 热稳定性好 , 无免疫原

性 , 部分抗菌肽能够抑制真菌、原虫、有包膜病
毒的生长、繁殖 , 甚至干扰肿瘤细胞的生长。

1975年瑞典科学家 Boman等人从惜古比天蚕
(Hyatophoracecrop ia) 蛹中诱导分离得到一种杀菌
肽 , 并将其命名为 cecrop in。此后 , 许多抗菌肽相

继被分离、纯化 , 一些抗菌肽的氨基酸一级结构
和基因序列得到确定。80年代 , 有关抗菌肽的研

究主要集中在大型的经济昆虫 ; 90年代以来 , 在

继续对大型经济昆虫进行研究的同时 , 又扩展到一

些小型昆虫和其它无脊椎及脊椎动物 , 此后人们相
继从细菌、真菌、两栖类、昆虫、高等植物、哺乳
动物、直至人类体内 , 发现了抗菌肽 [ 1 ]。目前 , 抗
菌肽已成为免疫学和分子生物学研究的又一个热点。

乳铁蛋白 ( lactoferrin, LF ) 1960年首先由

Groves从牛乳中分离获得 , 广泛存在于乳汁、唾

液、泪液等外分泌液或血浆、中性粒细胞中 , 是
一种具有多种生物学功能的蛋白质 , 它不仅参与

铁的转运 , 而且具有抗微生物、抗氧化、抗肿瘤
作用 , 以及调节免疫系统的功能 [ 2 ]

, 被认为是一
种新型的抗菌、抗肿瘤药物和极具开发潜力的食

品、饲料添加剂。长期以来 , 人们一直认为 LF容
易受热失活 , 影响了其商业化的进程。但是 Horoa2
ki

[ 3 ]等的研究表明 : 牛 LF在酸性 pH下 , 其铁结
合能力、抗原活性以及抗菌活性保持不变 , 这些

稳定的性质使其具有很好的市场开发前景。目前
商业用途的 LF均来自牛乳 , 价格很高 , 尽管如

此 , 在欧洲和日本 , 牛 LF已经进行商业化生产并
用于制造母乳化婴儿奶粉或其它功能性食品。

LfcinB是牛乳铁蛋白在消化道正常生理条件下
释放出的一种抗菌肽 [ 4 ]

, 含 25个氨基酸残基 , 其

一级结构为 : F K C R R W Q W R M K K L G A P
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S I T C V R R A F
[ 5 ]。文献报道 , 将 LfcinB的特定

氨基酸突变为 W , 其杀菌活性明显增强 [ 6 ]。LfcinB

的抑菌效果是牛乳铁蛋白的 400倍 [ 7 ] , 能在胃肠

道中发挥更强的作用 , 在水溶液中呈亲水脂的两

个反向β折叠结构 , 具有耐热、在消化道中不易

降解、无抗原性的特性 , 能够调节免疫作用 , 具

有广谱抑菌作用 , 同时不干扰肠道益生菌等特性。

LfcinB抗菌范围包括许多革兰氏阳性菌 ( G + ) 和

革兰氏阴性菌 ( G - ) 病原菌 , 例如大肠杆菌、肠

炎沙门氏菌、绿脓杆菌、金黄色葡萄球菌、产气

荚膜梭菌等 [ 8, 9 ]
, 但不作用于双歧杆菌等对人体有

益的细菌 , 同时还能刺激细胞生长、参与免疫调

节。此外 , 还发现 LfcinB具有抑制及杀死多种真

菌的作用 [ 10 ]
, 由于其具有特殊的作用和功能 , 因

此受到国外研究机构、制造厂商的重视。但抗菌

肽分离纯化的制作成本高 , 阻碍了抗菌肽的实际

应用 , 随着分子生物学特别是基因工程的迅速发

展 , 借助基因工程手段生产重组的具有抗菌活性

的多肽成为一条可行的新途径。

本研究采用巴斯德毕赤酵母表达系统 , 利用

甲醇诱导 , 尝试在酵母系统中表达具有抗菌活性

的短肽。

1　材料与方法

111　材料

11111　菌种及质粒 : 毕赤酵母菌 SMD1168 ( his4,

pep4) 、大肠杆菌宿主菌 DH5α和毕赤酵母表达质

粒 pP IC9K由本实验室保存、金黄葡萄球菌标准株

S1au reus [ CMCC26003 ] 购自广东省深圳市药

检所。

11112　分子生物学试剂 : OXO ID培养基 Tryp tone、

Yeast extract、Mycological pep tone购自上海生工公

司 , 各种限制性内切酶 , T4 DNA连接酶 , 脱氧核

苷三磷酸 ( dNTP) , Ex Taq DNA聚合酶 , EcoRⅠ

及 N otⅠ购于大连宝生物公司 , DNA抽提试剂盒

及 DNA凝胶回收试剂盒购于德国 Q iagen公司 ,

DNA标志物 DL2000, 十二烷基硫酸钠 ( SDS2Na) ,

Tris碱及氨苄青霉素系上海生工生物工程公司产

品 , 蛋白质标志物购于美国 B ioRad公司 , 氨基糖

甙类抗生素 G418购于美国 Invitrogen公司 , EP I2
CENTRE公司 MasterPure

TM
Yeast DNA Purification

Kit试剂盒购于基因公司 , 其余试剂均为进口或国

产分析纯以上级产品。序列合成和 PCR引物均为

北京赛百盛基因技术有限公司合成。

培养基 : YEPD 、BMGY、BMMY、MD、MM

配方及相关操作见 Invitrogen公司的 Pichia exp res2
sion Kit操作手册。

112　方法

11211　序列合成及 PCR引物的合成 : 根据报

道 [ 6 ]
, 并选择使用毕赤酵母偏好的密码子 [ 11 ]合成

LfcinB全长序列 :

FKCW RWQWRW KKLGAPSITCVRRAF

设计上游引物为 :

P1 5′2GGC GAA TTCTTCAAATGTTGGAGAT23′
(引入 EcoR I)

设计下游引物为

P2 5′2GGCGCGGCCGCTTAAAAGGCTCTTCTA2
3′(引入 N ot I) 1
11212　LfcinB基因的 PCR扩增 : 以合成的全长基

因为模板 , P1、 P2为一对引物 , 进行 PCR扩增 ,

PCR循环经 94℃变性 4 m in后按以下条件扩增 :

94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 30 s, 共 30个循环 ; 最

后 72℃延伸 5 m in。产物经 115%的琼脂糖凝胶电

泳检测 , 并回收纯化 PCR产物 , 将获得的 PCR产

物进行序列分析。

11213　重组质粒的构建及鉴定 : 分别用 EcoRⅠ及

N otⅠ双酶切 LfcinB基因的 PCR产物 , 经琼脂糖凝

胶电泳后 , 回收并与同样经 EcoRⅠ及 N otⅠ双酶切

的 pP IC9K载体连接 , 转化大肠杆菌 DH5α, 菌落

PCR鉴定重组质粒 , 并进一步通过限制性内切酶

酶切鉴定 (图 1)。

11214　重组表达质粒转化酵母 : 在 100mL三角瓶

内放 10mL YEPD 培养基 , 接种酵母宿主菌

SMD1168单菌落 , 30℃, 250 r/m in培养过夜 ; 按

1∶1000转接后 , 继续培养过夜至 OD600 = 113～115。

4℃, 3000 r/m in离心 5m in, 分别用 100mL及 50mL

预冷的无菌水洗涤 2次 , 用 25mL预冷的 1mol/L

山梨醇溶液洗涤 1次 , 尽可能去除溶液 , 用 200μL

预冷的 1mol/L山梨醇溶液重悬菌体 , 获得酵母感

受态细胞。将获得的阳性重组质粒 pP IC9k2LfcinB

用 S a lⅠ酶切线性化 , 约 10～20μg质粒 DNA与

80ul冷的酵母感受态细胞混合 , 转入预冷的 012cm

电转移杯 , 冰浴 5m in, 于 10500V、 25μF、200Ω

条件下电击 , 迅速加入 1mL冷的 1mol/L山梨醇溶

液 , 混匀 , 涂布于 MD选择平板上 , 30℃培养 2～

3d, 至转化子 (pP IC9K2LfcinB /SMD1168) 长出。
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图 1　表达质粒 pP IC9K2LfcinB构建示意图

11215　G418高抗性的转化子的筛选及甲醇利用型

鉴定 : 用点种法鉴定酵母转子 ( pP IC9K2LfcinB /

SMD1168) 的 G418抗性。依次用含 G418浓度为

1、2、3、4 mg/mL的 YEDP平板进行筛选 , 将筛

选到的转化子单菌落对应地接种于 MD和 MM平

板 , 30℃培养 3～5d, 观察单菌落生长情况。

11216　PCR检测 LfcinB基因与毕赤酵母染色体基

因组的整合 用 EP ICENTRE公司 MasterPure
TM

Yeast

DNA Purification Kit提取酵母总 DNA作为模板 ,

按照 Invitrogen公司提供的方法 PCR检测 LfcinB基

因与毕赤酵母染色体基因组的整合 , 载体 pP IC9K

转化的毕赤酵母菌 ( pP IC9K/SMD1168 ) 同上操

作 , 作为阴性对照。同时用重组质粒 pP IC9K2Lf2
cinB DNA作为阳性对照。

11217　表达菌株的诱导表达 : 接种具有高 G418抗

性且 PCR鉴定阳性的单菌落于 25mL BMGY培养基 ,

30℃, 220～250r/m in振荡培养至 OD600 = 210～410,

4000r/m in离心 5m in, 弃去培养基 , 用 50～100mL

BMMY培养基重悬菌体 , 使菌体浓度约 OD600 = 110,

30℃, 220～250r/m in振荡诱导培养 , 分别在诱导

0、12、24、36、48、60、72、84、96 h取样 , 每次

取样 1mL; 所取样品 10000r/m in离心 2m in, 将上淸

和菌体分别置 - 80℃保存 , 每 24h补充甲醇一次 ,

使其终浓度始终维持为 1%。

11218　抑菌圈法检测生物活性 : 从金黄色葡萄球

菌的新鲜培养皿上挑取一单菌落 , 于 3mL LB培养

基中 , 37℃, 300 r/m in培养至 OD560 = 013～015。

取 5μL新鲜菌液加入 6mL固体 LB培养基中 , 混

匀后倒入培养皿中。然后用直径 2 mm的打孔器打

孔 , 每孔点样 5μL 发酵上清液 , 同时以 0101

mg/mL的氨苄青霉素作抑菌活性对照 , 以载体

pP IC9K转化酵母菌 ( pP IC9K/SMD1168 ) 的发酵

上清液作阴性对照 , 放于 37℃恒温培养箱中培养

过夜 , 观察抑菌活性 , 测量抑菌圈的大小。

11219　表达产物的浓缩处理及 SDS2PAGE测定 :

三氯乙酸 ( TCA ) 沉淀法将表达上清液浓缩 10

倍 : 1mL表达上清液中加入 100μL 100%三氯乙酸

振荡混匀 , 冰浴中沉淀 30m in, 100000 ×g离心

5m in, 去上清 , 再用 10%三氯乙酸洗涤沉淀 [ 12 ]
,

经 1615%的 SDS2PAGE检测表达产物。

2　结果

211　抗菌肽 L fc inB基因的 PCR扩增

PCR产物经 115%的琼脂糖凝胶电泳检测 , 结

果显示 : 扩增出一条特异谱带 , 大小约 100bp, 与

预期的大小 (98bp) (基因碱基数加上引入的酶切

位点和保护碱基数 ) 基本一致 (图 2) , 进一步经

序列测定证实为正确的 LfcinB基因。

图 2　LfcinB基因的 PCR扩增

1, 2 PCR产物 , M DNA marker

212　重组表达质粒的构建及鉴定

重组质粒经 EcoRⅠ及 N otⅠ双酶切获得了大小

约 80bp的插入片段 , 与预期结果一致 , 证实约

80bp的 LfcinB 基因已经克隆到 pP IC9K载体中 ,

获得了阳性重组质粒 pP IC9K2LfcinB (图 3)。

213　G418高抗性转化子筛选及甲醇利用型鉴定

将阳性重组质粒 pP IC9K2LfcinB通过电穿孔法
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转化入酵母菌 SMD1168中 , 检测转化酵母菌的

G418抗性 , 在 G418浓度为 2 mg/mL的 YDP平板

上获得 9个 G418高抗性的转化子 , 经甲醇利用型

鉴定均为甲醇利用型 (Mut
+ ) 转化子。

214　酵母重组转化子的 PCR鉴定

上述 9个甲醇利用型 (Mut
+ ) 酵母转化子经

PCR鉴定 , 表明 9株转化子中的抗菌肽 LfcinB基因

已经整合到酵母细胞 SMD1168的染色体中 (图 4)。

图 3　重组质粒 pP IC9K2LfcinB的酶切鉴定
1质粒 pP IC9K2LfcinB经 EcoRⅠ + N otⅠ消化释放一条

约 80bp的谱带 , M DNA marker

图 4　酵母重组转化子的 PCR鉴定
　　　　1阳性对照 (质粒 pP IC9K2LfcinB DNA的 PCR产物 ) , 2～10含有质粒

pP IC9K2LfcinB的酵母转化子的 PCR产物 , 11阴性对照 (未插入基因

的空载体酵母转化子的 PCR产物 , M DNA marker

215　重组酵母菌发酵上清液的抑菌活性

9株甲醇利用型 (Mut
+ ) 转化子经甲醇诱导 ,

获得的表达上清液进行抑菌活性检测验 , 均出现

抑菌活性 , 其中 2号重组酵母菌的发酵上清抑菌

圈最为清晰 , 说明其抑菌活性最强 , 而载体

pP IC9K转化酵母菌 ( pP IC9K/SMD1168 ) 的发酵

上清液则无抑菌圈出现 (图 5)。

图 5　发酵上清的抑菌测定
0阴性对照 (pP IC9K空质粒转化子发酵上清 ) , 1～6 2号转化

子在第 24, 36, 48, 60, 72, 84 h的发酵上清 , 7阳性对照

(0101mg/mL的氨苄青霉素 )

216　重组酵母菌发酵上清液 SD S2PAGE检测

将上述抑菌活性最强的 2号重组酵母菌的发

酵上清液浓缩 10倍后经 SDS2PAGE分离检测 , 发

现在约 316kD处出现 1条明显新生蛋白带 , 而载

体 pP IC9K转化的酵母菌经发酵获得的上清液在相

应位置未见蛋白带 (图 6) , 可断定此处表达蛋白

带为 2号重组酵母菌的特征性表达带。

3　讨论

在本实验的设计上 , 我们根据酵母系统中分

泌型表达载体 pP IC9K的多克隆位点 , 设计了一对

引物 ( p1, p2 ) , 其 5′端和 3′端含有酶切位点

EcoRⅠ及 N otⅠ, 将合成 LfcinB的基因克隆至载

体 , 经测序分析正确 , 用 S a lⅠ酶切线化质粒

DNA , 电穿孔法转化酵母宿主菌 SMD1168, 筛选

到 G418高抗性的转化子 , 进一步鉴定得到甲醇利

用型 (Mut
+ ) 转化子 , 提取酵母菌总 DNA用 PCR

法鉴定 , 结果证明 LfcinB基因稳定地整合到毕赤

酵母染色体基因组中 , 对诱导表达的不同时间进

行取样 , 将表达上清进行抗金黄色葡萄球菌的抑

菌活性实验 , 得到一株有抑菌活性表达产物的重

组菌 , 通过浓缩 10倍后在 SDS2PAGE胶上能清楚

看到蛋白带。由于实验室的发酵规模有限 , 表达

量较低 , 目前正在对发酵的条件进一步优化。

通过基因工程的方法克隆、表达抗菌肽基因

有不少成功的报道 , Reichhart等 [ 13 ]在酵母中成功

表达了具有正确二硫键配对的绿蝇 defensin A, 产

量最高可达每 mL培养基 215μg; Andersons等 [ 14 ]

利用昆虫病毒表达系统表达了 cecrop inA的融合蛋
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图 6　发酵上清的 SDS2PAGE电泳图
1阴性对照 (载体 pP IC9K转化的酵母发酵上清液 ) , 2～7 2号转化子在第 24, 36, 48, 60, 72, 84h的发酵上清液 , 8对照蛋白

(314kD) , M蛋白质 marker

白 ; 国内黄亚东等 [ 15 ]等人也成功表达了不同的抗

菌肽基因 , 但关于基因工程方法表达畜禽抗菌肽

的报道甚少 , 所以 , 运用基因工程技术表达畜禽

抗菌肽 , 从而提高畜禽养殖动物的抗病能力 , 将

对在畜禽饲养中减少甚至替代抗生素的使用起到

积极的促进作用。

目前不少病原菌对现有抗生素逐步产生耐药

性 , 而具有广谱抗菌且有独特抗菌机制的抗菌肽

在这方面具有明显优势 , 随着对抗菌肽结构与活

性的关系、抗菌肽作用机制及其基因表达调控机

制认识的不断深化 , 设计高效的、有利于人类健

康的抗菌肽作为抗生素替代品是完全可行的。
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稿件规范化与标准化

论文中统计学符号书写规则

统计学符号一般用斜体。本刊常用统计学符号介绍如下 , 希作者参照执行。

样本的算术平均数用英文小写 �x , 不用大写 X , 也不用 M ean。标准差用英文小写 s, 不用 SD。标准

误用英文小写 s
-

x , 不用 S E。 t检验用英文小写 t。F检验用英文大写 F。卡方检验用希文小写χ2。相关

系数用英文小写 r。样本数用英文小写 n。概率用英文大写 P。
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