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重组人β防御素 3在大肠杆菌中的表达和活性分析
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Abstract　Humanβ2defensin 3 (hBD3 ) is a short polypeptide with a wide range of antimicrobial activity ,which

was purified from human lesional psoriatic scales in 2001. To obtain high level expression in E. coli ofβ2
defensin 3 ,four pairs of oligonucleotide with cosmic site were synthesised using E. coli biased codons according
to the amino acid sequence ofβ2defensin 3 , connected and amplified by PCR. The PCR product encoding
humanβ2defensin 3 was cloned into pET30a vector. The recombinant vector was transformed into E. coli BL21
(DE3) PlysS and the expression was induced by IPTG. The recombinant fusion protein was analyzed by SDS2
PAGE and purified by affinity column. The mass of the fusion protein consisted of 3019 % in total bacteria
proteins. The recombinant fusion protein was digested by enterokinase , resulting in the recombinant hBD3 .

Antimicrobial activity analysis showed that both recombinant hBD3 fusion protein and recombinant hBD3 had

similar potency as the native protein in suppressing growth of both gram positive bacteria S . aureus and gram
negative one E. coli in a dose dependent manner.
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　　防御素是生物界广泛分布的一类低分子短肽 ,

具有广谱高效的杀菌、抗肿瘤作用 ,并且不易使微生

物产生抗药性 ,具有很高的应用价值 ,其中最引人注

目的是β防御素[1 ,2 ]
.人β防御素 3 (humanβ2defensin

3 ,hBD3 )是最近发现的第 3种人源性β防御素 ,与其

它人防御素相比 ,在抗菌活性等方面具有明显优势 ,

是所有防御素中抗菌能力最强的之一[3～7 ] ,具有独

特的研究和开发价值.为了得到高效表达 hBD3 的工

程菌株 ,本实验按照细菌对密码子的偏爱 ,人工合成

了 hBD3 的寡核苷酸片段 ,构建了其表达载体. 经

IPTG诱导、分离纯化和肠激酶切割 ,得到了与天然

hBD3 活性基本相同的重组 hBD3 融合蛋白和重组

hBD3 .为进一步的研究和开发打下基础.

1　材料与方法

111　材料

4对编码 hBD3 的寡聚核苷酸片段和 1 对引物

均由上海生物工程公司合成. pUCm2T载体购自上海

生物工程公司. pET30a载体和 TG1、BL21 (DE3) PlysS

菌株均为本试验室保存.

T4 DNA连接酶、T4多核苷酸激酶、限制性内切

酶 EcoRⅠ、Not Ⅰ、EX Taq酶购自大连宝生物工程

有限公司. Recombinant Enterokinase kits购自 Novagen
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公司. PCR纯化试剂盒购自赛百胜公司. Ni
2 +亲和层

析柱和 AKTA
TM

Prime 蛋白纯化系统购自 Amersham

公司.多功能荧光分析系统购自美国冷泉港仪器公

司.冷冻干燥系统购自Labconco 公司.其他试剂均为

国产分析纯.

112　方法

11211　hBD3 基因的获得 　根据 hBD3 的氨基酸序

列[6 ]和细菌对密码子的偏爱性[8 ]
,设计合成了 4对

末端具粘合位点的寡聚核苷酸片段 ,寡聚核苷酸长

度为 30～59 nt 不等 ,正负链之间互补区至少 25 nt

以上.结构基因的两端分别设置了酶切位点 EcoRⅠ

和 Not Ⅰ,在 3′端设计了两个终止密码子.合成的片

段经 T4多核苷酸激酶磷酸化、T4 DNA连接酶连接、

PCR扩增得到编码 hBD3 成熟后的目的片段.

11212　基因的克隆　纯化的目的片段与 pUCm2T载

体连接 ,经蓝白斑筛选 ,PCR和酶切检测获得重组质

粒 pUCmT2hBD3 .重组质粒测序由上海生物工程公

司完成.将目的片段自 pUCmT2hBD3 酶切回收 ,与载

体 pET30a连接 ,进行 PCR和酶切鉴定获得表达载

体 pET2hBD3 .

11213　诱导表达及电泳检测　载体 pET30a和 pET2
hBD3 分别转化 BL21 (DE3) PlysS ,按照文献 [ 9 ]报道

的方法进行诱导表达 ,SDS2PAGE分析表达结果.

11214　目的蛋白的纯化　按照 Amersham的产品说

明操作 ,提取包涵体后直接进行亲和层析 ,并在层析

柱上复性.纯化后的融合蛋白按照肠激酶试剂盒的

说明进行酶切 ,释放的目的蛋白再次进行亲和层析

后冷冻干燥.

11215　目的蛋白的活性检测　参照文献[6 ]报道的

方法 ,调整菌的浓度至 103～105 ,悬于 100μl 含 1 %

LB培养基的 10 mmolΠL 的磷酸钠缓冲液中 (pH

714) ,内含不同量融合蛋白的防御素溶液和酶切纯

化后的防御素溶液 ,37℃培养 3 h后 ,涂布平板计活

菌数.

2　结果

211　hBD3 基因的构建

合成的寡核苷酸片段经 PCR扩增后 ,得到了约

160 bp的 DNA片段 ,与预期的目的片段大小相符 ,

电泳结果见 Fig11.

212　pET2 hBD3 的构建

载体 pUCmT2 hBD3 和 pET2hBD3 进行 PCR扩增

均得到一条约 160 bp的目的片段.如 Fig. 2和 Fig. 3

　　

Fig. 1　PCR amplification from synthesized oligecleotide

1 :DNA Marker ;2 :Control ;

3 ,4 :PCR product from synthesized oligonucleotide

Fig. 2　Electrophoretogram of PCR product from pUCmT2hBD3

1 :DNA marker ; 2 :Control ; 3 ,4 :PCR product from pUCmT2hBD3

Fig. 3　Electrophoretogram of PCR product from pET2hBD3

1 :DNA marker ; 2 :Control ; 3 :PCR product from pET2hBD3

所示 ,载体经 EcoRⅠ和 Not Ⅰ双酶切后也均得到一

条约160 bp 的片段 ,证明有约 160 bp 的外源片段插

入到了质粒中.测序结果进一步证实载体中的插入

序列与设计的 hBD3 编码序列完全一致.

213　表达与检测

工程菌株在 30℃以 1 mmolΠL IPTG诱导 3～4 h

后 ,SDS2PAGE结果如 Fig. 4 所示 ,在工程菌中明显

比对照菌株和没有诱导的表达菌株多表达了一条大
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小约为 16 kD的蛋白 ,此为带有 His·Tag的融合蛋

白.表达量约占菌体总蛋白的 3019 %.

Fig. 4　SDS2PAGE analysis of BL212pET2hBD3

1 ,9 :BL212pET30a culture after various time (3 hours ,4 hours) ;

2 ,8 :BL212pET30a induction after various time (3 hours ,4 hours) ;

3 ,7 :BL212pET2hBD3 culture after various time (3 hours ,4 hours) ;

4 ,6 :BL212pET2hBD3 induction after various time (3 hours ,4 hours) ;

5 :Protein marker

214　目的蛋白的纯化

采用亲和层析的方法纯化目的蛋白 ,SDS2PAGE

显示得到了较为纯净的融合蛋白 ,如 Fig15所示.以

肠激酶酶切带 His·Tag的融合蛋白 ,再次亲和层析

以除去切下来的 His·Tag 和没有被酶切的融合蛋

白 ,得到了约为 6 kD的目的蛋白 ,如 Fig. 6所示.

Fig. 5 　SDS2PAGE analysis of

pure recombinant hBD3 fusion

protein

Fig. 6 　SDS2PAGE analysis of

pure recombinant hBD3

215　目的蛋白的活性检测

带 His·Tag的重组 hBD3 融合蛋白和酶切纯化

的重组 hBD3 的体外抑菌实验结果如 Fig. 7和 Fig. 8

所示.从图上可以看到 ,蛋白对革兰氏阳性菌 ( S .

aureus)和革兰氏阴性菌 ( E. coli)均有很强的抑菌活

性 ,随着防御素浓度增加 ,细胞数量减少 ,与天然提

取的 hBD3 活性基本一致
[6 ] .

Fig. 7　Antimicrobial activity of recombinant hBD3 fusion protein

- ■- E. coli ; - ▲- S . aureus

Fig. 8　Antimicrobial activity of recombinant hBD3

- ■- E. coli ; - ▲- S . aureus

3　讨论

抗菌肽重组表达普遍存在表达量和活性偏低的

现象.原因很可能是真核基因在原核细胞中表达时 ,

密码子使用频率不同[8 ]
. hBD3 基因序列中有一些大

肠杆菌稀有密码 ,如编码 Arg的密码子ÛAGA.如果直

接使用 hBD3 天然序列在大肠杆菌中表达 ,则表达量

很可能非常低.防御素对宿主细胞的毒性也会降低

表达量.基于以上原因 ,我们采用大肠杆菌偏爱的密

码子合成 hBD3 基因序列 ,如以 CGT替代 AGA ,并采

取融合表达方式减少防御素对宿主细胞的伤害.结

果显示 ,重组 hBD3 融合蛋白的表达量占菌体总蛋白

的 3019 % ,实现了 hBD3 在大肠杆菌中的高效表达.

并且重组表达的 hBD3 和天然提取的 hBD3 抗菌活性

基本一致[6 ] ,说明本实验中采用的纯化、复性手段能
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够切实可行地得到活性目的产物.在表达菌株的选

择上 ,我们选用严格控制型菌株 BL21 (DE3) pLysS ,

避免未诱导时的渗漏表达 ,从而有效防止了 hBD3 对

宿主细胞的伤害.事实证明 ,通过优化密码子、选用

合适的纯化、复性手段与表达菌株可以得到高效表

达的具有天然生物活性的 hBD3 .

本次实验所得到的 hBD3 融合蛋白与切去 His·

Tag的 hBD3 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均具有

很高的生物活性 ,这和陈姗等报导的 hBD3 融合蛋白

对大肠杆菌没有抑菌活性不一致[10 ]
,也和 Harder等

报导的融合蛋白只有很弱抑菌活性的结果不一

致[6 ] ,其具体原因还需要进一步分析. Hoover 曾报

道 ,去除 N端 5个氨基酸残基后 hBD3 仍有活性
[11 ] .

本实验中带有 His·Tag的 hBD3 融合蛋白活性和去

除 His·Tag的 hBD3 活性没有很大差别 ,这些结果是

否说明 hBD3 的 N端对于其活性确实并非必需 ,或

是影响有限 ,尚需作进一步研究.
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