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摘要：通过黑腹果蝇 -.’/’01+)$ (2)$&’*$/#2. 抗真菌肽 !&>?>$<#:H（!&?）及其同系物 !&?3;5 和 !&?3;8 的抗体制备及

N"?D"&H %;>DD:HJ 结果，分析了 !&? 同系物的免疫原性与其抗真菌活性的关系。研究采用了 ’ 种技术路线，分别将

-./、-./3 )3 和 -./3 )% 基因构建成与细胞生长因子基因 $4*4 融合的重组表达质粒 G8O39FJF3!&?、G8O39FJF35 和 G8O39FJF3
8，以及通过基因同向串连获得重组表达质粒 GL08O3’!&?、3*!&?、3)!&? 和 GL08O3’8、3*8、3)8，并将这些重组表达质

粒转化到 6P’7（!84）G;<?0 受体菌进行诱导表达。分离纯化后的融合蛋白 9FJF3!&?、9FJF35 和 9FJF38 以及串连蛋白 *
!&?、* !&?3;8 分别免疫小白鼠获得相应的抗血清。N"?D"&H %;>DD:HJ 免疫原性检测结果表明，!&? 及其同系物与各自的

抗血清具有强的免疫反应，同时相互间也有交叉免疫反应，提示它们具有相似的主要抗原决定簇，这些抗原决定簇

可能与抗真菌活性无关。同系物之间抗真菌活性的差异可能来源于某些细微结构上的差异。
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!"#$# %#$&’($ $&))#$(#* ("+( ("#, -.)"( "+/# ("# $.-.’+% -+.0 +0(.)#0 $.(#$ 1 2# $3 .04#%%#* ("+( ("#%# .$ 03
%#’+(.30$".5 6#(7##0 ("# -+.0 +0(.)#0 $.(#$ +0* +8(./.(, $.(#$ 1 !"# $-+’’ *.44#%#08# 34 ("#.% $(%&8(&%#$ -+, 6#
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!"# $%&’(：!"#$#%&’() *+(),#-)$.+"；+0(.4&0)+’ 5#5(.*#；9%3$3-,8.0；.$343%-$；.--&03)#0.8.(,；+0(.4&0)+’
+8(./.(,

:#"’6+&- 等（;<<=）从 黑 腹 果 蝇 !"#$#%&’()
*+(),#-)$.+" 分离的 9%3$3-,8.0（9%$）是第 ; 个被鉴

定的昆虫抗真菌肽（.0$#8( +0(.4&0)+’ 5#5(.*#）因子，它

对细菌、酵母菌无明显的抗性，但对多种丝状真菌

（4.’+-#0(3&$ 4&0).）显示强的抗性（:#"’6+&- +. )( 1，
;<<=；>.8"+&( +. )( 1，;<<?）。@*+-$ 等（ABBB）完成了

对黑 腹 果 蝇 基 因 组 的 测 序 和 框 图 绘 制，C"&$" 和

D#-+.(%#（ABBB）由此发现在黑腹果蝇基因组中除了

9%$ 基因（!"$）外，还有另外 ? 条变异的 9%$ 同系物

（.$343%-$）基因序列。这些 9%$ 同系物基因家族成员

位于黑腹果蝇基因组 ED 染色体上的 E 个相邻的基

因簇中。为了研究方便，F+3 等（ABBE）按它们的位置

次序 分 别 将 其 命 名 为 !"$G (/（@HAAIB<;）、!"$G (!
（@HEI;E<J）、!"$G (0（@HEI;E<K）、!"$G (1（@HEI;E<<）、

!"$G (2（@HEI;=BB）和 !"$G (3（@HEI;=BA）。由这些 9%$
同系物基因家族成员推导出的 == L =? 个氨基酸成

熟肽序列，与 9%$ 的相似性变幅较大（?IM L <JM），

但具有完全相同的氨基酸保守位点和由 K 个半胱氨

酸（F,$）残 基 形 成 的 FN!"基 序（8,$(#.0# $(+6.’.O#*
+’5"+6#(+ -3(.4）结构。

同一种抗微生物肽在昆虫基因组中一般存在数

目不等的同系物基因家族，但是关于这些同系物基

因是否存在抗菌活性差异的研究报道则较少。我们

曾对 !"$ 和它的 ? 个同系物基因的克隆表达产物进

行了功能鉴定，显示它们存在明显的抗真菌活性的

差异，结合对它们变异位点的分析，发现在 9%$ 同系

物的结构与功能的关系中，"折叠结构内的氨基酸

和!螺旋以外的其他氨基酸可能对抗真菌活性至关

重要（H+0) +. )( 1，ABB?）。在前文研究的基础上，我

们进一步检测 9%$ 同系物之间的免疫原反应，希望

由此揭示它们是否具有相似的空间构象和共同的主

要抗原决定簇，以及这些主要抗原决定簇与其抗真

菌活性差异的关系。

黑腹果蝇 9%$ 及其同系物的分子量较小，仅由

=B L == 个氨基酸残基组成，本身不具有免疫原性，

只能作为半抗原（P+-#$ +0* Q’3/#%，;<<?），需要加大

9%$ 及其同系物的分子量以增加它们的免疫原性。

另外，在 9%$ 及其 ? 个同系物之间，9%$、9%$G’F 与 9%$G

’R彼此间成熟肽序列的相似性差异较大（9%$S9%$G
’F：JAM；9%$S9%$G’R：?IM；9%$G’FS9%$G’R：I?M）。

因此本研究选择同系物基因 !"$、!"$G (/ 和 !"$G (0 分

别与细胞生长因子基因 )4-4 融合表达制作抗体的方

法（庞实锋等，ABBE）和构建基因同向串连表达制作

抗体的方法（黎庶等，ABBE）进行免疫原性检测。

) 材料与方法

)*) 供试菌种和质粒

表达质粒载体 5TNR! @ 由华南农业大学动物科

学学院曹永长教授赠送。5R!GEFG+4)4 质粒和宿主菌

0 1 5#(’ UDA;（9RE）5’,$N 由暨南大学医药生物技术

研究开发中心保存。0 1 5#(’ 9PI!菌株和 5R!G9%$、
5R!GF、5R!GR 质粒由华南农业大学动物科学学院蚕

丝科学系生物技术实验室保存。5QR>! G! 载体质

粒为 V%3-#)+ 公司产品，5R!GEF 质粒为 W3/+)#0 公司

产品。J 周龄普通级的昆明小白鼠购自广州中山大

学实验动物中心。

)*+ 酶类及其他试剂

限制性内切酶 6’,*#、7)5$、05#T$、8)*P
$、9:+$和 != 9W@ 连接酶分别购自 !+C+T+ 公司。

R1X1W1@ 质粒抽提试剂盒和 R1 X1 W1 @ VFT 产物回

收试剂盒为 Y-#)+ 公司产品，Z[@\&.8] Q#’ R^(%+8(.30
C.( V%3(383’ 为 Z.+)#0 公司产品。F> N#5"+%3$#!> :+$(
:’37、肝素亲和层析凝胶为 @-#%$"+- 公司产品。预

染的蛋白质分子量标准 U.3’+6$ 购自基因公司。弗

氏佐剂、底物 !>U 和酶标记的羊抗小鼠二抗购自华

美生物工程公司。硝酸纤维膜、9@U 显色液等分别

购自 V%3-#)+ 公司和鼎国生物科技有限公司。

)*, !"#"-$%&、!"#"-’ 和 !"#"-( 融合基因的获得

由于 !"$ 与 !"$G (/ 两端核苷酸序列相同，用 ;
对特 异 引 物 9%$;S9%$A（Q@F!QFQF@!@!QQ@F!QFF
!Q!FFQQ@@Q@!@SQFFQQ@!FF!!@QF@!FF!!FQF@
FF@QF@F，下划线分别为 9:+$和 8)*P$位点）从

本室构建的 5R!G9%$ 和 5R!GF 重组表达质粒进行

VFT 扩增获得 !"$ 和 !"$G (/ 基因，由 !"$G R;S!"$GRE
（QFQFF@!F@!@!QQ@!!QFF!@!F!QQ@@F!!!FQQ@Q
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!"##""!#"!!!##"!!$!"!!$!$$$$!"!%!##!!$
"##""$!#$"##""#!#$##$!#$#""#$""!#!##$#"
!#$!"!"##$#"!$#$"!"，下划线分别为 !"#!和

$%&&!位点）从本室构建的 ’(")( 重组表达质粒

进行 *#+ 扩增获得 ’()) *+ 基因。

用引物 ,-.-/%,-.-0（!$#"#$!#$"$"!!#"$$#"$
#$$!$$!##$$$!%$"#$!$$!$$$#"!!#$$"!!# ）

（下划线为 !"#!位点）从 ’(")1#),-.- 重组表达质粒

获得 %,-, 基因。

*#+ 扩增融合基因片段 %,-,)’() 和 %,-,). 的共

用中间嵌合引物为 ,-.-)2,)345%#（!#$!#!##$""!##
$!"""#""#"!$" !"#$!!$$"#$# !$#"!##"!"##
!!$$!$"$），融合基因片段 %,-,)+ 的中间嵌合引物

,-.-)2,)(（!#$!#!##$""!##$!"""#""#"!$"!"#$
!!$$"#$#!$""!##"$"#"!!$$#"""#!）作为融合

基因片段 %,-,)+ 的上游引物。由于 ’()、’()) *. 和

’())*+ 的 下 游 序 列 完 全 相 同，可 以 共 用 345),-.-
（!$#!!$"##""$!#$"##""#!#$##$!#）作为 *#+

扩增 %,-,)’()、%,-,). 和 %,-,)+ 融合基因的下游引物

（引物序列中的斜体加粗部分为 6, 切割因子位点，

下划线部分为 $%&&!位点）。

!"# 用于同向串连的 %&’ 和 %&’$ () 基因的获得

用特异引物 345! /%345! 0（#$"!!$"##!$#"!#
#"!"##!!$$!%#$"!$!#"###!#$"##""#!#$##$
!）和特异引物 345)7(!/%345)7(!0（#$"!!$"##!$""
!##"$"#"!!$$#% #$"!$!#"###!#$"##""#!#$#
#$!）（下划线分别为 $%&&!和 /%0!位点），分别

从本室已构建的 ’(")345 和 ’(")( 重组表达质粒进

行 *#+ 扩增获得 ’() 和 ’()) *+。

!"% 与 *+,+ 基因融合的重组表达质粒的获得

按 8,9:4;;< 等（/==0）的方法，将 *#+ 扩增获得

的融合基因片段 %,-,)’()、%,-,). 和 %,-,)+ 用 (> ?>
@>$> #AB7C)*D4C EFG 纯化后克隆至 ’!(H" )" 载体，测

序正确后分别酶切并与线性化的 ’(")1# 表达载体

进行连接，转化 3&I"感受态细胞，经 *#+ 鉴定、酶

切鉴定和测序鉴定后，获得重组表达质粒 ’("),-.-)
345、’("),-.-)# 和 ’("),-.-)(，分别转化表达宿主菌

JK0/（3(1）’7A58。

!"& 同向串连的 %&’ 和 %&’$ () 基因重组表达质粒

的构建

首先将 *#+ 扩增获得的 ’() 或 ’()) *+ 分别用

$%&&!和 /%0!双酶切，与同样双酶切线性化的载

体 ’+8(" $ 连接，转化 3& I"感受态细胞，进行重组

转化子的 *#+ 筛选和酶切鉴定，获得含单拷贝基因

的重组表达质粒 ’+8(")/345 和 ’+8(")/(。

采用同尾酶的原理构建基因同向串连体（林澄

涛等，/===）。即利用同尾酶 $%&&!（识别序列为：

!!!$"##）和 $-*#（$!!$"#"）切割靶序列后可

形成相同粘性末端的特性，双酶切含单拷贝基因的

重组质粒和 ’+8(" $，酶切产物用 "L 连接酶连接

后，连接处的碱基序列变为 $!$"##，不再为二者所

识别。将含有单拷贝 ’() 或’()) *+ 的 ’+8(")/345 或

’+8(")7( 重组质粒进行两组酶切反应。第 / 组用

$%&&!和 123M$进行双酶切后回收小片段（分别

含单拷贝 ’() 或 ’()) *+ 基因），第 0 组用 $-*#和

123M$进行双酶切后回收大片段（分别含线性化的

’+8(")/345 或 ’+8(")/( 质粒）。再将酶切后所得的

大、小片段用 "L 连接酶连接，即可得到同向串连的

双拷贝 ’() 或 ’()) *+ 基因的重组表达质粒。按照此

原理分别获得 0、L、N 拷贝的 ’() 和 ’()) *+ 基因的重

组表达质粒：’+8(")0345、)L345、)N345 和 ’+8(")0(、

)L(、)N(。将上述含有多拷贝同向串连基因的重组

表达 质 粒 ’+8(")L345 和 ’+8(")L(、’+8(")N345 和

’+8(")N( 及空质粒 ’+8(" $ 分别转化 JK0/（3(1）

’7A58 表达宿主菌。

!"’ 融合基因在宿主菌中的诱导表达与纯化

挑取含有重组质粒 ’("),-.-)345、’("),-.-)# 和

’("),-.-)( 的 JK0/（3(1）’7A58 单菌落进行培养，以

终浓度为 / 99;7%K O*"! 诱导，检测目的基因在不同

菌液起始浓度（P3NQQ 为 QRL S /RQ）的表达。在 P3NQQ

T QR=、O*"! 终浓度为 / 99;7%K 诱导 L U 的培养条件

下，对表达产物进行可溶性分析。将上清液分别进

行 #H 8C’U,4;5C"H V,5G V7;W 层析纯化、肝素亲和层析

纯化，最后用超滤离心管 HFB4;B;X YH)1（HC9:4,XC
@HZK，/Q <3）进行脱盐及浓缩。对浓缩后的 1 种融

合蛋白分别用分光光度计测定蛋白含量。

!"( 同向串连基因在宿主菌中的诱导表达与纯化

对分 别 含 L、N 拷 贝 ’()、’()) *+ 基 因 的 JK0/
（3(1）’7A58 重组菌进行 P3NQQ为 QRI S QR[、终浓度为

/ 99;7%K O*"! 的诱导表达检测，选定 P3NQQ T QRN、

O*"! 终浓度为 / 99;7%K 诱导 LRI U 的培养条件，对

其表达产物进行可溶性分析。按 #C47CGGF 等（/==/）

的专利方法对沉淀中的包涵体分别用包涵体洗涤液

!（IQ 99;7%K "4F5)&#7，’& \RQ，I 99;7%K (3"$，7 9;7%
K @,#7，QRI]"4FG;X 6)/QQ，I]甘油）、包涵体洗涤液

#（I 99;7%K (3"$，QR/ 9;7%K @,#7，QR/ 9;7%K &$B，1
9;7%K 尿素）、包涵体洗涤液$（I 99;7%K (3"$，QR/
9;7%K @,#7，QR/ 9;7%K &$B，L 9;7%K 尿素）进行洗涤离

=\\N 期 杨婉莹等：黑腹果蝇抗真菌肽 34;5;9ABFX 同系物的免疫原性和抗真菌活性



心，然后用包涵体溶解液（!"" ##$%&’ ()*+,-，!"

##$%&’ ./012)3%，4 #$%&’ 尿素，5" ##$%&’ 6..）溶解

沉淀后，进行超滤离心，脱盐及浓缩等纯化处理，并

用分光光度计测定蛋白含量。

!"# 免疫血清的制备和 $%&’%() *+,’’-). 检测

!"#"! 抗血清的制备：首先分别以 ! 份免疫佐剂 7 !
份抗原，在研钵中制备乳化的弗氏完全佐剂和弗氏

不完全佐剂。用此疫苗对饲养 * 8 9 天的已适应环

境后的 : 周龄普通级昆明小白鼠（;+< 级，!4 8 ** =）
进行后大腿肌肉和皮下免疫注射。免疫时随机分组

小白鼠，每组 > 只小白鼠，其中一组为生理盐水对照

组，另外 - 组分别为 ?@=@26/1 融合蛋白、?@=@23 融合蛋

白、-26/1 蛋白和 -26/12%A 蛋白处理组。分 9 次免疫：

第 ! 次注射弗氏完全佐剂的蛋白疫苗，?@=@26/1 和

?@=@23 融合蛋白剂量为 !"!=&只，-26/1 和 -26/12%A 蛋

白为 5!=&只；第 * 次和第 9 次注射弗氏不完全佐剂

的蛋白疫苗，?@=@26/1 和 ?@=@23 融合蛋白剂量均为 !"

!=&只，-26/1 和 -26/12%A 蛋白第 * 次注射量为 :B5!=&
只，第 9 次注射量为 !"!=&只。第 ! 次的免疫时间为

! 天，第 * 次为 !- 天，第 9 次为 95 天。根据小白鼠

免疫后的健康情况，可以在第 9 次免疫 !- 天后，再

进行不加佐剂的第 - 次免疫。对照组与免疫处理组

处理相同。在第 9 次免疫后的 5> 天或第 - 次免疫

后的 !- 天，将免疫后的小白鼠眼眶放血，于 -C，

9 """ /&#0D离心 5 #0D，收集血清加 "B"!E叠氮钠，

F :"C下备用。

!"#"/ GH1IH/D J%$II0D= 检测：取适量的供试 ?@=@26/1
和 ?@=@23 融合蛋白、-26/1 和 -26/12%A 蛋白（浓度为

!!B9 8 !!9!=&#’）样品，分别与等体积的 * 倍上样缓

冲液混合，沸水中加热变性 5 #0D，取 *"!’ 分别在

胶的两边对等点样进行 ;6;2+KLA，电泳结束后将胶

切开，一 半 进 行 电 泳 染 色，另 一 半 进 行 GH1IH/D
J%$II0D= 检测。

按 ;?#J/$$M 等（!NN*）的方法，将电泳凝胶转移

至硝酸纤维膜、进行封闭、漂洗后，再转移至 5 #’ 以

! 7!"" 稀释于 !E脱脂奶粉&.O; 中的一抗样品（抗血

清样品）进行第 ! 次温育反应（*5C、! P）。然后将

硝酸纤维膜换至 5 #’ 以 ! 75" 稀释于 !E脱脂奶粉&
.O; 中的二抗（辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠）中

进行第 * 次温育反应（*5C、! P）。反应完成后，用

.O; 漂洗液漂洗纤维膜 9 次，每次漂洗时间 !" #0D。

然后加入底物显色液显色，并与染色的胶片一起拍

照。

/ 结果与分析

/"! 融合蛋白基因重组表达载体的构建

按照 * 步 +3Q 法，将 !"#" 基因分别与 $%&、$%&2
’( 和 $%&2 ’) 基因进行 +3Q 互补扩增，合成 9 个融合

基因片段 !"#"2$%&，!"#"2( 和 !"#"2)。

细胞生长因子基因 !"#" 序列长约 -"" JR，$%&、
$%&2 ’( 和 $%&2 ’) 基因加酶切位点约 !5" JR 左右，所

得的 9 个融合基因的长度应为 55" JR 左右（图 !）。

将克隆至 RLAS! 2. 载体上并测序正确的 !"#"2$%&，
!"#"2( 和 !"#"2) 融合基因片段分别酶切，并克隆至

表达载体 RA.293 中，经酶切鉴定和测序鉴定后，构

建成重组表达质粒 RA.2?@=@26/1、RA.2?@=@23、RA.2?@=@2
A，9 个重组表达质粒的双酶切鉴定结果如图 * 所

示。

图 ! 双价融合基因的 +3Q 鉴定结果

<0=T ! +3Q ?D?%U101 $@ J0D?/U @V10$D =HDH1
S：*"" JR #?/MH/；!：!"#"2$%&；*：!"#"2(；9：!"#"2) T

图 * 融合基因重组表达载体的酶切鉴定

<0=T * KD?%U101 $@ IPH W0=H1I0$D $@ IPH /HX$#J0D?DI
YHXI$/1 $@ IPH @V10$D =HDH1

S：6ZK 6’*""" #?/MH/；!：RA.2?@=@26/1；*：RA.2?@=@23；

9：RA.2?@=@2A；-：RA.293T

/"/ 同向串连基因重组表达载体的构建

采用 +3Q 扩增方法，以特异引物 6/1" !&6/1" *

"N4 昆虫学报 *+,! )-,./.’.#0+! 10-0+! -N 卷



和 !"#$%&!’(!"#$%&!) 分别从 *&+$!"# 和 *&+$%& 质粒

中扩增获得两端含有 !"#,!和 $"%!位点 &’( 和

&’($ )* 基因，按照图 - 所示的含有 ) 个 &’( 同向拷贝

的重组质粒构建方法，构建成重组表达质粒 *./&+$
’!"#、$)!"#、$0!"# 和$1!"# 以及 *./&+$’&、)&、$0& 和

$1&。对 *./&+$’!"#、$)!"#、$0!"#、$1!"# 分别用内切

酶 !"#,!与 $"%!或 +,-2" 进行双酶切鉴定（图

0）。

图 - 含有 ) 个 &’( 拷贝的重组质粒的构建示意图

3456 - 789#:";<:489 8= :>? "?<8@A49B9: *%B#@42
C4:> ) "?*?B:# 8= &’(

!"# 融合蛋白的诱导表达与纯化

按选定的 D!1EE F EGH、IJ+K 终浓度为 ’ @@8%(L
诱导 0 > 的培养条件，对分别含有重组表达质粒

*&+$B=5=$!"#、*&+$B=5=$7、*&+$B=5=$& 的 ML)’（!&-）

*%N#/ 宿主菌进行诱导表达。对其表达产物的可溶

性分析表明，- 种融合蛋白主要以可溶形式表达于

上清液中，也有部分以包涵体形式表达于沉淀中。

图 O 为 *&+$B=5=$!"# 的可溶性分析结果。分别用 7P
/?*>B"8#?+P 3B#: 3%8C 和肝素亲和层析纯化，最后用

超滤离心管进行脱盐及浓缩，如此 - 种融合蛋白得

到 了 较 好 的 纯 化。融 合 蛋 白 B=5=$!"# 纯 化 后 的

+"4<49?$/!/$JQK& 检测结果如图 1 所示。

图 0 &’( 基因及其多拷贝串连体重组质粒的酶切鉴定

3456 0 !45?#:489 B9B%N#4# 8= :>? "?<8@A49B9: *%B#@42# 8=
&’( B92 4:# @;%:4$"?*?B:#

P：!RQ !L)EEE @B"S?"；’：*./&+$’!"#；)：*./&+$)!"#；

-：*./&+$0!"#；0：*./&+$1!"#；O：*./&+ Q6

图 O B=5=$!"# 表达产物的可溶性分析

3456 O Q9B%N#4# 8= :>? #8%;A4%4:N 8=
:>? ?T*"?##?2 *"82;<:# 8= B=5=$!"#

P：蛋白质分子量标准 J"8:?49 @8%?<;%B" C?45>: @B"S?"；’：含 *&+$-7
质粒细菌裂解物 J4?<?# 8= :>? <"B#>?2 <?%% C4:> *&+$-7；)：含 *&+$

B=5=$!"# 质粒细菌裂解物沉淀 !?*8#4:# 8= :>? <"B#>?2 <?%% C4:> *&+$

B=5=$!"#；-：含 *&+$B=5=$!"# 细 菌 裂 解 物 上 清 液 /;*?"9B:? 8= :>?

<"B#>?2 <?%% C4:> *&+$B=5=$!"#6 箭头指示处为 B=5=$!"# 融合蛋白泳带

Q""8C>?B2 "?*"?#?9:# :>? AB92 8= :>? =;#489 *"8:?49，B=5=$!"#6

!"$ 同向串连蛋白的诱导表达与纯化

将重组表达质粒 *./&+$0!"# 和$1!"# 以及重组

质粒 *./&+$)&、$0& 和$1& 转化到 ML)’（!&-）*%N#/
受体 菌 中，用 选 定 的 D!1EE F EG1、IJ+K 终 浓 度 ’
@@8%(L 诱导表达 0GO >。/!/$JQK& 检测结果（图 U）

表明这些同向串连的多拷贝 !"# 和 !"#$%& 分别表达

出 ’ 条大小各约为 )1GO S! 和 -1GO S! 的目的蛋白

带，其中 0 拷贝串连基因的表达量最高。图 V 显示

这些串连表达的蛋白主要以包涵体形式存在，分别

用包涵体洗涤液!、#和"对包涵体蛋白进行洗涤

后，用包涵体溶解液溶解包涵体，最后用超滤离心管

进行脱盐及浓缩等纯化，可获得较纯的 0 拷贝串连

’HV1 期 杨婉莹等：黑腹果蝇抗真菌肽 !"8#8@N<49 同系物的免疫原性和抗真菌活性



表达的 !"# 和 !"#$%& 蛋白。

图 ’ 融合蛋白 ()*)$!"# 的纯化

+,*- ’ ./",),0(1,23 2) 145 )/#,23 6"215,3，()*)$!"#
7：蛋白质分子量标准 ."215,3 82%50/%(" 95,*41 8(":5"；;：含 6&<$=>
质粒细菌裂解物 .,505# 2) 145 0"(#45? 05%% 9,14 6&<$=>；@：含 6&<$

()*)$!"# 细菌裂解物上清液 A/65"3(15 2) 145 0"(#45? 05%% 9,14 6&<$()*)$

!"#；=，B：经 阳 离 子 交 换 层 析 洗 脱 的 泳 带 C(#45? D(3?# 9,14

0(1,23,0 5E04(3*5；F：经肝素亲和层析洗脱的泳带 C(#45? D(3?#

9,14 456(",3 ()),3,1G 04"28(12*"(64G- 箭头指示处为纯化的 ()*)$!"# 融

合蛋 白 泳 带 H""2945(? "56"5#531# 145 D(3? 2) 145 6/",),5? )/#,23

6"215,3，()*)$!"#-

图 I 多拷贝 !"# 蛋白的诱导表达

+,*- I J3?/05? 5E6"5##,23 2) 145 )/#,23 6"215,3
2) !"# 8/%1,$"565(1#

7：蛋白质分子量标准 ."215,3 82%50/%(" 95,*41 8(":5"；; K =：B 拷贝

的 !"# 蛋 白 ."215,3# 2) B !"# "565(1#；B K ’：’ 拷 贝 的 !"# 蛋 白

."215,3# 2) ’ !"# "565(1#；I：6LA&< H 的表达产物 &E6"5##5? 6"2?/01#

2) 6LA&< H- 箭头指示处为目的蛋白 H""2945(? "56"5#531# 145 1("*51

6"215,3-

!"# $%&’%() *+,’’-). 免疫原性检测

分别选取融合蛋白 6&<$()*)$!"# 和 6&<$()*)$> 为

抗原，以空载体 6&<$=> 转化的细菌表达产物为对

照，进行 <",0,35$A!A$.HM&，转移至硝酸纤维膜上，对

从免疫小白鼠获得的 = 种 ()*)$!"#、()*)$> 和 ()*)$& 抗

血清进行 C5#15"3 D%211,3* 免疫原性检测。结果显示

= 种融合蛋白的抗血清均与各自的抗原有强的免疫

反应，表明抗体制备成功，但它们各自与另外两种同

系物的抗原也有交叉免疫反应（图 N）。以 C5#15"3
D%211,3* 检测 !"# 和 !"#$%& 同向串连蛋白抗血清的免

疫原性结果同样表明，它们对各自的 !"# 和 !"#$%&
抗原有强的免疫反应，但也有交叉免疫反应（图 ;O，

;;）。

图 P B 拷贝 !"# 和 B 拷贝 !"#$%& 包涵体蛋白的纯化

+,*- P ./",),0(1,23 2) 145 ,30%/#,23 D2?,5# 2) B !"#
"565(1# (3? B !"#$%& "565(1#，"5#6501,Q5%G

;，;;：6LA&< 对照 6LA&< 0231"2%；@，;O：分别为纯化前的 6LA&<$

B!"#和 6LA&<$B& 的表达产物 &E6"5##5? 6"2?/01# 2) 6LA&<$B!"# (3?

6LA&<$B& D5)2"5 D5,3* 6/",),5?，"5#6501,Q5%G；= K F：分别为经洗涤液

!、"和# 洗涤后的 B 拷贝 !"# 包涵体蛋白 J30%/#,23 D2?,5# 2) B

!"# "565(1# 9(#45? 9,14 9(#4 D/))5" !，"(3? #，"5#6501,Q5%G；’，N：

经洗涤液#洗涤后的 B 拷贝 !"#$%& 包涵体蛋白 J30%/#,23 D2?,5# 2) B

!"#$%& "565(1# 9(#45? 9,14 9(#4 D/))5" #；I，P：分别为经洗涤液!
和"洗涤后的 B 拷贝 !"#$%& 包涵体蛋白 J30%/#,23 D2?,5# 2) B !"#$%&

"565(1# 9(#45? 9,14 9(#4 D/))5"!，"，"5#6501,Q5%G- 箭头指示处为目

的蛋白 H""2945(? "56"5#531# 145 1("*51 6"215,3-

图 N ()*)$>抗血清分别对抗原蛋白 ()*)$!"#和 ()*)$&的免疫原性

+,*- N C5#15"3 D%211,3* 2) ()*)$> (31,#5"/8 12
()*)$!"# (3? ()*)$& (31,*53 6"215,3，"5#6501,Q5%G

H：C5#15"3 D%211,3*- ;：()*)$!"# 抗原R()*)$> 抗血清 ()*)$!"# (31,*53R

()*)$> (31,#5"/8；@：()*)$& 抗原R()*)$> 抗 血 清 ()*)$& (31,*53R()*)$>

(31,#5"/8；=：6&<$=> 表达产物R()*)$> 抗血清 &E6"5##,23 6"2?/01# 2)

145 6&<$=>R()*)$> (31,#5"/8- S：<",0,35$A!A$.HM&- 7：低分子量蛋

白标准 T29 82%50/%(" 95,*41 #1(3?("? 2) 145 6"215,3；;：()*)$!"# 融合

蛋白 ()*)$!"# )/#,23 6"215,3；@：()*)$> 融合蛋白 ()*)$> )/#,23 6"215,3-
箭头指示为免疫原 蛋 白 位 置 H""2945(? ,3?,0(15# 145 %20/# 2) 145

,88/35 62#,1,23-
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图 !" # 拷贝 $%& 抗血清分别与 # 拷贝 $%&、
# 拷贝 $%&’() 抗原蛋白的免疫原性

*+,- !" ./&0/%1 2(300+1, 34 05/ 610+&/%78 34 # $%& %/9/60& 03 05/
610+,/1 9%30/+1 34 # $%& %/9/60& 61: # $%&’() %/9/60&，%/&9/;0+</(=
>：./&0/%1 2(300+1,- !：# 拷贝 $%& 抗血清?# 拷贝 $%& 抗原 # $%&

%/9/60& 610+&/%78?# $%& %/9/60& 610+,/1；@：# 拷贝 $%& 抗血清?# 拷贝

$%&’()抗 原 # $%& %/9/60& 610+&/%78?# $%&’() %/9/60& 610+,/1- A：

B%+;+1/’C$C’D>E)- F：低 分 子 量 蛋 白 标 准 G3H 83(/;7(6% H/+,50

&061:6%: 34 05/ 9%30/+1；I：# 拷贝 $%& 抗原 # $%& %/9/60& 610+,/1；#：#
拷贝 $%&’() 抗原 # $%&’() %/9/60& 610+,/1；J，K：9LC)B 表达产物

)M9%/&&+31 9%3:7;0& 34 9LC)B- 箭 头 指 示 为 免 疫 原 蛋 白 位 置

>%%3H5/6: +1:+;60/& 05/ (3;7& 34 05/ +8871/ 93&+0+31-

图 !! # 拷贝 $%&’() 抗血清分别与 # 拷贝 $%&、
# 拷贝 $%&’() 抗原蛋白的免疫原性

*+,- !! ./&0/%1 2(300+1, 34 05/ 610+&/%78 34 # $%&’() %/9/60&
03 05/ 610+,/1 9%30/+1 34 # $%& %/9/60& 61: # $%&’()

%/9/60&，%/&9/;0+</(=
>：B%+;+1/’C$C’D>E)- F：低分子量蛋白标准 G3H 83(/;7(6% H/+,50

&061:6%: 34 05/ 9%30/+1；!：9LC)B 表 达 产 物 )M9%/&&+31 9%3:7;0& 34

9LC)B；@：# 拷贝 $%&’() 抗原 # $%&’() %/9/60& 610+,/1；I：# 拷贝 $%&
抗原 # $%& %/9/60& 610+,/1- A：./&0/%1 2(300+1,- J：# 拷贝 $%&’() 抗

血清?# 拷贝 $%&’() 抗原 # $%&’() %/9/60& 610+&/%78?# $%&’() %/9/60&

610+,/1；K：# 拷贝 $%&’() 抗血清?# 拷贝 $%& 抗原 # $%&’() %/9/60&

610+&/%78 ?# $%& %/9/60& 610+,/1- 箭 头 指 示 为 免 疫 原 蛋 白 位 置

>%%3H5/6: +1:+;60/& 05/ (3;7& 34 05/ +8871/ 93&+0+31-

./&0/%1 2(300+1, 免疫原性检测结果表明，对黑腹

果蝇抗真菌肽基因 !"# 及其同系物基因 !"#’ $% 和

!"#’ $&，无论采取与细胞生长因子 ’()( 基因融合表

达，还是采用基因同向串连表达，由它们的表达产物

制备的抗血清均具有强的抗原免疫反应，同时相互

间也有交叉免疫反应。

! 讨论

*/5(2678 等（!NN#）最早发现了黑腹果蝇的抗真

菌肽因子 $%& 及其抗丝状真菌的特性；F+;5670 等

（!NNK）以及 G61:31 等（!NNO）分别分析了 $%& P 个 Q=&
位点的二硫键排列特征及 $%& 水溶性蛋白分子的三

维空间构象。但是有关 $%& 的抗真菌活性与其分子

结构的关系，特别是与抗性特征有关的关键氨基酸

位点，未见有明确的结论。

在黑腹果蝇基因组中，$%& 的另外 K 个同系物的

成熟肽序列也为 ## R #K 个氨基酸，尽管这些序列的

相似性差异较大，但它们与 $%& 共有 @I 个保守的氨

基酸位点，其中有 P 个 Q=& 位点参与 QC!"基序结构

的形成（图 !@）。那么黑腹果蝇的这些 $%& 同系物之

间是否存在抗真菌活性的功能差异？这些功能差异

又与哪些氨基酸位点或与其分子结构上的差异有

关？有必要对它们进行抗真菌活性差异的功能鉴

定，分析它们抗原决定簇的相似性或差异性，以揭示

这些 $%& 同系物的分子结构和功能的关系。

S61, 等（@""K）克隆表达了 !"# 及其 K 个同系物

基因，检测了它们的表达产物对供试的长柄链格孢

菌 *$+,"-’".’ $/-).0, 等 O 种植物病原真菌的抗真菌

活性差异，结果发现 $%& 对所有供试的植物病原真

菌有强的抑杀作用，$%&’(Q 和 $%&’($ 的抗菌谱较宽，

$%&’(E、$%&’() 和 $%&’(* 的抗菌谱依次变窄，$%&’(T 则

完全丧失抗性。对照 $%& 的氨基酸序列（*/5(2678 ,+
’$ -，!NN#）和 它 具 有 QC!"基 序 的 三 维 分 子 结 构

（F+;5670 ,+ ’$ -，!NNK；G61:31 ,+ ’$ -，!NNO），进一步

分析发现，在丧失部分抗菌活性的 $%&’()、$%&’(* 和

$%&’(E 以及完全丧失抗菌活性的 $%&’(T 中的"折叠

结构中都有变异位点的发生，而在抗菌谱较宽的

$%&’(Q 和 $%&’($ 的"折叠结构中则没有发生变异位

点；另外，完全丧失抗性的 $%&’(T 与其他 K 个同系物

相比在其成熟肽!螺旋和"折叠之外的第 @N 位和

I" 位之间插入了 L（>%,，精氨酸）和 U（U6(，缬氨酸）@
个变异位点（图 !@）。这些变异位点与其抗性差异

的内在关系，可能暗示了"折叠结构内的氨基酸和

!螺旋以外的其他氨基酸对它们的抗菌活性差异至

关重要（S61, ,+ ’$ -，@""K）。

在 $%& 和它的 K 个同系物中，$%&’(Q 和 $%&’() 与

$%& 的成熟肽之间的序列差异最大，尽管如此，本实
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图 !" 黑腹果蝇抗真菌肽 #$% 及其同系物氨基酸序列的比较

&’() !" *+,-.$’%+/ +0 123 .,’/+ .4’5 %3673/43 +0 #$% ./5 ’1% ’%+0+$,% ’/ !"#$#%&’() *+(),#-)$.+"
下划线表示信号肽序列 8/53$9’/3 ’/5’4.135 123 %’(/.9 -3-1’53；星号代表保守位点 :%13$’%; ’/5’4.135 123 4+/%3$<.1’<3 %’13%；阴影表示在

#$+%+,=4’/ 成熟肽序列中已被鉴定的与 *>!"基序相关的 *=% 位点以及可能与抗真菌活性有关的其他功能位点（?’42.71 +. )( )，!@@A）

>2.5+B ’/5’4.135 *=% %’13% $39.135 1+ 123 *>!",+1’0 ./5 123 07/41’+/.9 $3%’573 -+%%’C9= $39.135 1+ 123 ./1’07/(.9 .41’<’1= ’53/1’0’35 ’/ #$+%+,=4’/

,.17$3 -3-1’53（?’42.71 +. )( )，!@@A）)

验对 #$%D9* 和 #$%D9E 的抗体F抗原免疫反应的测试

结果表明，三者之间存在交叉免疫反应，说明它们具

有相似的主要抗原决定簇，揭示了 #$% 的 A 个同系

物的抗真菌活性差异与这些抗原决定簇无关，同时

也暗示 #$% 和它的 A 个同系物抗真菌活性的功能差

异可能与其分子结构上的某些细微差异有关。至于

这些细微结构上的差异是否来源于它们的"折叠结

构内或!螺旋以外的其他氨基酸位点（G./( +. )( )，
"HHA），这还有待进一步研究。
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