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目前，抗生素的耐药性问题已引起人们的广泛

关注，因此，研制新型抗生素或其替代品已迫在眉

睫［1-2］。迄今为止，已有 500 多种抗菌肽被分离鉴

定，可大致分为 4 类：天蚕素（Ceropins）、蛙皮素（Ma－
gainin）、蜂毒素（Melittin）、防御素（Denfensin）。这些

抗菌肽除了具有广谱的抗菌活性外，还具有高效的

抗真菌、抗病毒、抗肿瘤活性。随着对抗菌肽作用机

制、分子结构与功能关系等研究的逐步深入，人们

在发掘新抗菌肽的同时，更注重寻找高效、广谱、低
毒、肽链较短的抗菌肽，杂合肽即为一类这样的

新型抗菌肽［3-5］。人工设计杂合肽是目前研究的热

点之一，即选择一种抗菌肽为蓝本，对某些氨基酸进行

替换、删减其本身的一些氨基酸残基、在此基础上与

另外一种抗菌肽的片段拼接。研究表明，一些经过改

造的抗菌肽具有与蓝本相似或更高的活性，毒副作

用降低，而且变短的肽链也为降低合成成本奠定了

基础［6-7］。
毕赤酵母具有对外源蛋白翻译后正确加工、安

全性好且易于发酵等特点，已广泛应用于基因工程

产品的生产［8-12］。本实验人工合成杂合抗菌肽 CA
（1-11）CD（12-37）ME（1-18）（ADM），在毕赤酵母中

进行表达，并对其生物活性进行鉴定，为相关新药的

研发奠定了基础。

1. 材料与方法

1. 1 菌株及质粒

大 肠 杆 菌 DH5α 购 自 TaKaRa 公 司 ；E. coli
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一种新型杂合抗菌肽在毕赤酵母中的表达及其抗菌活性
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【摘要】 目的 在毕赤酵母中表达杂合抗菌肽 CA（1-11）CD（12-37）ME（1-18）（ADM），并检测其抗菌活性。方法 根据毕

赤酵母（Pichia pastoris）偏爱密码子，合成杂合抗菌肽 CA（1-11）CD（12-37）ME（1-18）基因，插入 pPIC9K 载体，构建重组表达质粒

pPIC9K-ADM，电转化至毕赤酵母 GS115，筛选阳性菌株，甲醇诱导表达，Tricine-SDS-PAGE 检测 ADM 蛋白的表达，并对其抗菌

活性进行初步检测。结果 重组表达质粒 pPIC9K-ADM 经双酶切和测序鉴定证明构建正确；阳性酵母转化子的 PCR 产物可见

目的基因条带；杂合抗菌肽在毕赤酵母 GS115 中获得分泌表达，可溶性蛋白约占菌体总蛋白的 13％；且对 E. coli DH5α、E. coli
JM109 和金黄葡萄球菌具有一定的抗菌活性。结论 已在毕赤酵母 GS115 中表达了具有一定抗菌活性的杂合抗菌肽 ADM，为

相关新药的研究奠定了基础。
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Expression of a Novel Hybrid Antibacterial Peptide in Pichia pastoris and Its
Antibacterial Activity
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China）

【Abstract】 Objective To express hybrid antibacterial peptide CA（1-11）CD（12-37）ME（1-18）（ADM）in Pichia pastoris
and determine its antibacterial activity． Methods Hybrid antibacterial peptide ADM gene was synthesized by using P. pastoris-refer－
ent codon，and inserted into vector pPIC9K． The constructed recombinant plasmid pPIC9K-ADM was transformed to P. pastoris
GS115 by electron transformation，and positive recombinants were screened for expression under induction of methanol． The ex－
pressed ADM protein was identified by Tricine-SDS-PAGE and determined for antibacterial activity． Results Both restriction analy－
sis and sequencing proved that recombinant plasmid pPIC9K-ADM was constructed correctly． Target gene fragment was amplified
from the positive recombinants． Hybrid antibacterial peptide ADM was expressed in P. pastoris GS115． The expressed product in sol－
uble form contained about 13％ of total somatic protein，and showed certain antibacterial activities to E. coli DH5α，E. coli JM109
and S. aureus． Conclusion The hybrid antibacterial peptide with a certain antibacterial activity was expressed in P. pastoris GS115，

which laid a foundation of development of relevant new drugs．
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JM109 和金黄葡萄球菌（S. aureus）为辽宁医学院畜

牧兽医学院微生物实验室保存；毕赤酵母菌 GS115
和毕赤酵母穿梭表达载体 pPIC9K 购自 Promega 公

司。
1. 2 主要试剂

质粒小量提取纯化试剂盒、PCR 产物纯化试剂

盒和基因组提取试剂盒为北京威格拉斯技术有限公

司产品；DNA marker DL2000 和 DNA marker λ-E－
coT14Ⅰ为宝生物工程（大连）有限公司产品；限制性

内切酶 SnaBⅠ、NotⅠ、Taq 聚合酶和 DNA Ligation
Kit Ver. 2. 1 为 TaKaRa 公司产品；LipofectamineTM 2000
为 Invitrogen 公司产品。
1. 3 基因的设计及合成

根据 GenBank 中登录的几种抗菌肽的成熟肽

段氨基酸序列（0708214A、CAA29872、P68408），选

用酵母偏爱密码子，利用 DNASTAR 软件设计杂合抗

菌肽 CA（1-11）CD（12-37）ME（1-18），为了保证抗菌

肽 CA（1-11）CD（12-37）（AD）与 ME 具 有 天 然 N-
端，在其 N-端加上 Kex2 蛋白酶裂解位点，在 C-端
添加上终止密码子 TAA，并在两端分别引入 SnaBⅠ

和 NotⅠ酶切位点，基因全长 198 bp，由宝生物工程

（大连）有限公司协助合成。
1. 4 重组表达质粒的构建

将合成的抗菌肽基因片段及 pPIC9K 质粒分别

经 SnaBⅠ和 NotⅠ双酶切，回收目的基因片段及载

体片段，按摩尔体系比 4∶1经DNA Ligation Kit Ver. 2. 1
16℃连接过夜，连接产物转化感受态大肠杆菌 DH5α，

涂布于含 50 mg ／ L 氨苄西林的 LB 琼脂板，倒置于

37℃恒温箱中过夜培养；次日挑取单菌落，接种于

10 ml 含 50 mg ／ L 氨苄西林的 LB 培养基中，37℃振

荡培养过夜；提取质粒，进行双酶切 SnaBⅠ ／ NotⅠ
鉴定，阳性菌液送上海生工生物工程技术服务有

限公司测序，测序正确的重组质粒命名为 pPIC9K-
ADM。
1. 5 酵母转化

将重组表达质粒 pPIC9K-ADM 和空载体 pPIC9K
分别电击转化感受态毕赤酵母 GS115，涂布于 MD
平板，30℃ 孵育 2 ～ 3 d，将阳性菌株分别接种于

MM 和 MD 选择培养基平板上，挑选在 MM 平板上

生长缓慢，而在 MD 平板生长良好的菌株（His＋Muts

表型），用基因组提取试剂盒提取酵母基因组 DNA，

以其为模板，用酵母载体上通用引物（α-Factor：5′-
TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3′和 3′AOX1：5′-GC-
AAATGGCATTCTGACATCC-3′，购自上海生工生物

工程技术服务有限公司）进行 PCR 扩增。反应条件

为：94℃预变性 5 min；94℃ 1 min，55. 5℃ 1 min，72℃
1 min，共 30 个循环；最后 72℃延伸 10 min。扩增产

物经 1. 2％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。
1. 6 目的基因的诱导表达

将阳性转化子接种于 100 ml BMGY 培养基中，

30℃培养至菌体 A600 ＝ 5. 8 时，5 000 r ／ min 离心

15 min，收集菌体，经 20 ml BMMY 培养基重悬，继

续培养，每隔 24 h 加入终浓度为 1％的甲醇诱导表

达，5 d 后离心收集菌体和上清，进行 Tricine-SDS-
PAGE 分析［13］。
1. 7 杂合抗菌肽抗菌活性的测定

采用琼脂孔穴扩散法，以 E. coli DH5α 为实验菌

株，将 10 μl A600 ＝ 0. 5 的 E. coli DH5α 菌悬液与

25 ml 50℃ LB 固体培养基混匀后倒平板，待其凝固

后用无菌打孔器（直径 5 mm）打孔，在孔中加入 30 μl
GS115 ／ pPIC9K-ADM 诱导表达上清 （ADM 含量为

2. 3 μg），37℃培养 8 ～ 10 h，观察并测量抑菌圈直

径。以加入 15 μl Amp（20 mg ／ ml）作为阳性对照，

GS115 ／ pPIC9K 的诱导表达上清作为阴性对照。
1. 8 杂合抗菌肽抗菌谱的测定

按照 1. 7 项方法检测抗菌肽对 E. coli DH5α、
E. coli JM109 和金黄葡萄球菌的抑菌效果。

2. 结果

2. 1 重组表达质粒的鉴定

重组表达质粒 pPIC9K-ADM 的双酶切产物经琼

脂糖凝胶电泳分析，可见 198 bp 和 9 276 bp 两条

带，大小均与预期一致，见图 1。测序结果表明重组

表达质粒构建正确。

1：DNA marker λ-EcoT14Ⅰ；2：DNA marker DL2000；

3：质粒 pPIC9K-ADM 经 SnaBⅠ和 NotⅠ双酶切

图 1 重组表达质粒 pPIC9K-ADM 的双酶切鉴定

Fig 1. Restriction map of recombinant plasmid pPIC9K-
ADM
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2. 2 酵母转化子的鉴定

GS115 ／ pPIC9K-ADM 的 PCR 扩增产物经琼脂

糖凝胶电泳分析，可见 393 bp 的条带（抗菌肽与侧

翼 α 因子信号肽 195 bp 之和），而空载体转化子可见

195 bp 的条带，阴性转化子未见特异条带，见图 2。

1：DNA marker DL2000；2：阴性转化子的 PCR 产物；

3：空载体转化子的 PCR 产物；4，5：GS115 ／ pPIC9K-ADM
的 PCR 产物

图 2 酵母转化子的 PCR 鉴定

Fig 2. Identification of transformed P. pastoris by PCR

2. 3 表达产物的鉴定

GS115 ／ pPIC9K-ADM 的诱导表达上清经 Tricine-
SDS-PAGE 分析，在相对分子质量约 6 100 处可见特

异的蛋白表达条带，大小与预期相符，见图 3。薄层

扫描分析显示，上清中的可溶性蛋白约占菌体总蛋

白的 13％。

1：蛋白质 marker；2 ～ 5：GS115 ／ pPIC9K-ADM 的诱导

表达上清；6：GS115 ／ pPIC9K 对照

图 3 表达产物的 Tricine-SDS-PAGE 分析

Fig 3. Tricine-SDS-PAGE profile of expressed product

2. 4 杂合抗菌肽的抗菌活性

试验结果表明，杂合抗菌肽 ADM 对 E. coli DH5α
有较好的杀菌活性，抑菌直径可达 14. 8 mm，Amp
的抑菌圈直径为 15. 5 mm，空载体转化酵母的表达

上清无抑菌活性。
2. 5 杂合抗菌肽的抗菌谱

试验结果显示，杂合抗菌肽 ADM 对 E. coli DH5α、
E. coli JM109 和金黄葡萄球菌均有不同程度的抑制

作用，见表 1。

表 1 杂合抗菌肽的抗菌谱

Tab 1. Antibiogram of ADM
实验菌株 抑菌圈直径（mm）

E. coli DH5α 14 ～ 17
E. coli JM109 10 ～ 13
S. aureus 6 ～ 9

3. 讨论

采用基因工程技术生产抗菌肽具有活性高、产
量大、成本低廉、生产速度快、易于规模化生产等优

点［14］。毕赤酵母是近几年发展起来的一种新型真核

表达系统，可对外源蛋白进行加工、折叠、翻译后修

饰（信号肽切割、蛋白折叠、二硫键的形成、某些脂类

的添加以及 O-联和 N-联糖基化等），并将其分泌至

培养基中，分离纯化简便，是一种较为理想的真核表

达系统［15］。
本文选用酵母偏爱密码子，通过人工设计合成

了杂合抗菌肽 CA（1-11）CD（12-37）ME（1-18）。CA
（1-11）CD（12-37）ME（1-18）是由天蚕素 A1-11 氨基

酸残基、天蚕素 D12-37 氨基酸残基和蜂毒素的 1-18
氨基酸残基组成的 1 个杂合分子，其 N-端为天蚕素

部分，C-端为蜂毒素部分。本实验将 CA（1-11）CD
（12-37）ME（1-18） 插入酵母表达载体 pPIC9K 的 α
因子信号肽下游，构建了重组分泌表达质粒 pPIC9K-
ADM，转化毕赤酵母 GS115 后，成功筛选到阳性重

组酵母 GS115 ／ pPIC9K-ADM，诱导表达产物杂合抗

菌肽具有较好的抑菌活性，为相关新药的研发奠定

了基础。
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间无相关性。本文以凝血酶和钙剂代替深低温保存，

对血小板释放的 TGF-β1 浓度与年龄、性别之间的

相关性进行了分析，结果表明，年龄、性别不是 TGF-
β1 浓度的决定因素（P ＞ 0. 05），与 Weibrich 等的研

究结果一致。
本研究表明，静脉血中血小板计数与 PRP 中的

血小板计数呈正相关（rp ＝ 0. 65，P ＜ 0. 05），表明血

袋法制备 PRP 不易受操作因素的影响，结果客观、
稳定，可重复性强；同时提示，血袋法制备 PRP 的血

小板计数可根据静脉血中的血小板计数来预测。关

于血小板计数与 TGF-β1 浓度的相关性报道不一。
从理论上讲，APG 释放的 TGF-β1 浓度与血小板计

数密切相关，血小板计数越高，TGF-β1 的浓度就越

高［3-5］。但亦有研究表明，APG 释放的生长因子浓度

与血小板计数无关［6-7］。本研究采用多元线性回归

分析法，对相关因素与 TGF-β1 浓度的相关性进行了

分析，发现无论是静脉血中的血小板计数，还是 PRP
中的血小板计数，均与 TGF-β1 浓度无关，原因可能

为：① 血小板中生长因子的含量个体差异极大，TGF-
β1 含量从（35 ± 8）ng ／ ml 到（120 ± 42）ng ／ ml 不

等［7］；② APG 中的血小板可能未被完全激活［8］。因

此，我们认为不能根据静脉血及 PRP 中的血小板计

数来推测 TGF-β1 的浓度。
血小板在 4℃保存时，活性很快下降，6 h 后仅

有约 40％的活性，12 h 后活性仅剩 20％；低于 20℃
时，血小板会发生显著的改变，包括从静止盘形到多

伪足球形的改变、丝状肌动蛋白的增加、血小板微管

螺管的解聚、细胞内 Ca2＋的剧增、溶酶体和 α颗粒的

分泌和融合等［9］。APG 中生长因子释放是一个复杂

的过程，影响因素较多。本研究结果表明，温度是决

定 TGF-β1 浓度的关键因素（P ＜ 0. 05），室温下保存

的血小板，其活力高于 4℃保存的血小板，提示采集

的静脉血来不及制备 APG 时，需在室温下保存，最

大程度地保持血小板活性，以获得较高的 TGF-β1
浓度。
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