
书书书

畜牧兽医学报
!

!""#

!

$"

"

%%

#$

%&'%!%&'(

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

蜜蜂抗菌肽
)*+,-./

在枯草杆菌中的分泌表达

李
!

丽"

!

#

!谯仕彦#

"

!祝发明#

!敖长金"

"

"$

内蒙古农业大学动物科学与医学学院!呼和浩特
%"%%"&

%

#$

中国农业大学 国家饲料工程技术中心!北京
"%%"'(

#

摘
!

要!为了在枯草芽孢杆菌中分泌表达具有生物活性的
)*+,-./

!采用重叠延伸
012

方法拼接合成含有编码

)*+,-./

的基因及其相关调控元件的重组表达质粒
3

4

3

5+6

&将构建的表达质粒
3

4

3

5+6

电击转化至枯草杆菌!筛选

正常生长的菌体!摇瓶发酵!取上清液冻干作为样品&通过
7,86,9/*5:6

试验检测
)*+,-./

在枯草芽孢杆菌中的分

泌表达情况&采用琼脂扩散法检测表达产物
)*+,-./

的抑菌活性&

7,86,9/*5:6

试验结果证实在
($';<

处有表达

产物的目的条带&琼脂扩散法结果证明表达产物
)*+,-./

对大肠杆菌'鸡沙门氏菌等革兰氏阴性菌有抑制活性&

试验表明在枯草杆菌中能有效分泌表达具有生物活性的抗菌肽
)*+,-./

&本研究结果为开发全新高效抗生素肽类

药物和饲料添加剂提供了理论依据&
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近年来!抗生素在养殖业中被广泛应用!但是长

期使用抗生素会导致抗生素在畜产品中残留!畜产

品风味变差及细菌耐药性的产生!严重威胁人类健

康&抗菌肽具有抗病毒和增强免疫作用!并且对机

体无毒无害无残留!于是抗菌肽便成为抗生素的代

替品&但是!天然抗菌肽很难得到!由于化学合成抗

菌肽成本太高!因此!基因工程的方法成为人类瞩目

的方法(

"

)

&

)*+,-./

是蜜蜂受到微生物或其他外源

物质的侵染时产生体内的抗菌肽&含有
(?

个氨基

酸残基!其中包括
"%

个脯氨酸残基!氨基末端序列

与
)

3

.R+,-./

相似!但比
)

3

.R+,-./

有更广谱的抗革

兰氏阴性菌的作用(

#

)

&

)*+,-./

的前体由
"'

个氨

基酸组成的信号肽和
(?

个氨基酸组成的成熟肽组

成!没有
09:!8,

E

<,/-,

序列!因此它的加工成熟过

程非常简单!只需将信号肽除去即可!意味着它在分

泌完成后就是一个成熟的分子(

(

)

&

)*+,-./

抗菌肽

对革兰氏阴性菌有高杀伤力!对革兰氏阳性菌没有

杀伤作用!所以!选用枯草芽孢杆菌
")A>"

作为表

达宿主菌&信号肽没有严格的专一性!因而可以利

用宿主细胞自身的信号序列构建分泌载体!分泌外

源蛋白&根据张美华(

?

)

'焦瑞清(

>

)等的试验结果!前

肽可以提高分泌量!有助于分泌表达!所以作者选用

编码枯草杆菌素的前肽和信号肽与编码
)*+,-./

的

基因连接&枯草芽孢杆菌是一种传统的酶制剂生产

菌株!其细胞壁结构简单!不分泌内毒素!可直接将

表达产物分泌到培养基中!对人畜安全!是美国食品

药物管理局"

OY)

#和中国农业部批准使用的安全

!!!!

的菌株!是分泌表达外源基因的良好的受体菌(

B

)

&

而且!芽孢杆菌的分子遗传背景清楚!生长迅速!培

养条件简单(

A

)

&

%

!

材料与方法

%A%

!

材料

"$"$"

!

菌种和质粒
!!

大肠杆菌
YM

>

"

感受态细胞

购自天根生物技术有限责任公司%鸡白痢沙门氏菌

由国家兽医微生物菌种保藏中心保存%枯草杆菌

")A>"

来源于
UF,W+-.55<84,/,6.-=6:-;1,/6,9

"

W4=1

#%质粒
3

M1Z1%>

'质粒
3

)[%"

'穿梭表达

载体
3

4\"%(

由作者实验室保存&

"$"$#

!

主要试剂
!!

各种限制性核酸内切酶'

U?

Y])

连接酶'

@$

G

酶'

2U!012

试剂盒等均购自

09:D,

P

+

公司&

Y]) Z+9;,9

'

Y])

回收试剂盒'

2])

回收试剂盒均购自
UJ)]4C]

公司&蛋白

Z+9;,9

购自纽英伦生物技术有限公司&抗菌肽单

抗委托南京金思特公司制备&

IW

培养基为
K[KJY

产品&所用化学试剂均为
8.

P

D+

公司产品&

%A!

!

方法

"$#$"

!

引物的设计
!!

用引物设计软件
09.D,9

09,D.,9>$%

!根据枯草杆菌
"B&

基因组序列中

""%>#B&!""%>>B&

序 列 "

4,/W+/;

登 录 号$

)I%%'"#B$(

#设计扩增枯草杆菌素信号肽及前肽序

列%根 据
)*+,-./

序 列 "

4,/W+/;

登 录 号$

IK1?%B"??

#!设计扩增
)*+,-./

编码基因的
012

引物!见表
"

&

表
%

!

用于扩增
)<

序列和重组质粒
7

B

7

;+2

的引物

C+*;,%

!

<1.:,18931+:

7

;.9

4

./

D

EF)8,

G

H,/-,39)<+/=1,-3:*./+/2

7

;+8:.=

7

B

7

;+2

引物名称

09.D,98/+D,

引物序列"

>̂!(̂

#

09.D,98,

E

<,/-,

"

>̂!(̂

#

OA 4))UU14U4)4))41))))))UU4U44)U1)41UU4UU4UUU414UU))14UU))U1U

OB 1)41UU4UU4UUU414UU))14UU))U1UUU)14)U4414UU1)41))1)U4U1U414
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期 李
!

丽等$蜜蜂抗菌肽
)*+,-./

在枯草杆菌中的分泌表达

"$#$#

!

)0

的人工合成
!!

重叠
012

法合成含有

编码抗菌肽
)*+,-./

的
Y])

序列
)0

&此序列通

过
A

组
012

合成&第
"

组的引物对是
O

"

'

2

"

!第
#

组的引物对是
O

#

'

2

#

!第
(

组的引物对是
O

(

'

2

(

!第

?

组的引物对是
O

?

'

2

?

!第
>

组的引物对是
O

>

'

2

>

!

第
B

组的引物对是
O

B

'

2

B

!第
A

组的引物对是
O

A

'

2

A

&第
"

组
012

扩增反应体系$引物对
O

"

'

2

"

各

取
#

#

I

"

"%

#

D:5

*

I

!"

#!分别加上
>

#

IR]U0Z.T!

6<9,

"

#$>DD:5

*

I

!"

#'

>

#

I"%_W<HH,9

'

%$(

#

I

H

2

8Y])

聚合酶"

>N

*

#

I

!"

#和
(>$A

#

IRRM

#

K

&

反应条件$

'>`

变性
(D./

!

'>`

预变性
(%8

!降温

到
A#`

延伸
>D./

&将扩增产物进行
#a

琼脂糖凝

胶鉴定!并记为
0

"

&第
"

组
012

扩增反应体系!以

0

"

为模板!

O

#

'

2

#

为上下游引物对!然后进行常规

012

!将扩增产物进行
#a

琼脂糖凝胶鉴定!并记为

0

#

&第
(

组
012

扩增以
0

#

为模板!

O

(

'

2

(

为上下

游引物对!然后进行常规
012

!将扩增产物进行
#a

琼脂糖凝胶鉴定!并记为
0

(

!依此类推&进行第
A

组
012

反应后!将所得扩增产物用
"$#a

琼脂糖凝

胶鉴定!并用
Y])

片段试剂盒回收正确的
)0

片

段&

"$#$(

!

穿梭表达质粒
3

4

3

5+6

的构建
!!

通过
012

将质粒
3

M1Z1%>

的启动子
08

3

+-

及阻遏蛋白基因

I+-J

构建入穿梭载体
3

4\"%(

的
!

F

$

$

与
?"+2

$

位点之间!获得载体
3

4

3

5

%在表达载体
3

4

3

5

的

?"+2

$

和
-$"

%

酶切位点间构建入
)0

!获得表达

载体
3

4

3

5+

%在
3

4

3

5+

的
-$"

%

和
-$"

$

酶切位点亚

克隆质粒
3

)[%"

的终止子
6

%

6

"

!得到最终所需的表

达质粒
3

4

3

5+6

"图
"

#&

"$#$?

!

诱导表达
!!

重组质粒
3

4

3

5+6

通过电转化

至枯草芽孢杆菌
")A>"

中!涂布于含有终浓度为
"%

#

P

*

DI

!"氯霉素的固体
IW

培养基上!

(A`

过夜培

养&筛 选 阳 性 转 化 子!在 液 体
IW

培 养 基 中!

">%9

*

D./

!"

(A`

培养
"#F

&然后按
"

#

"%%%

扩

大于发酵培养基中!摇瓶发酵!发酵
&F

时加麦芽糖

诱导表达&

"$#$>

!

U9.-./,!=Y=!0)4C

!!

发酵
(BF

时!离心

收集发酵上清液 "

"%%%%

P

!

">D./

!

?`

#!真空冷

冻干燥样品&于浓度为
"#a

的分离胶中进行

U9.-./,!=Y=!0)4C

&

"$#$B

!

7,86,9/*5:6

!!

将目的条带电转移至硝

酸纤维膜上!以
)*+,-./

单抗为一抗 "

"

#

"%%

稀

释#!羊抗兔
J

P

4!M20

"

"

#

"%%%

稀释 #为二抗!用

图
%

!

7

B

7

;+2

的构建过程

I.

D

J%

!

K3/821H-2.3/

7

13-,8839

7

B

7

;+2

C1I

化学发光系统检测
)*+,-./

的分泌表达(

&

)

&

!

!

结
!

果

!A%

!

重组质粒
7

B

7

;+2

的鉴定

通过酶切'连接'转化'提取质粒等步骤!得到重

组质粒
3

4

3

5+6

&用限制性内切酶
!

F

$

$

和
-$"

%

酶

切鉴定重组质粒
3

4

3

5+6

和
Y])

测序鉴定!结果都

与预期相吻合"图
#

#&说明重组质粒
3

4

3

5+6

构建

成功&

!A!

!

)*+,-./,

抑菌活性的鉴定

发酵
(BF

时!取发酵上清液做抑菌圈&利用大

肠杆菌"

?;",&'(",($"+0(

#和鸡白痢沙门氏菌"

-$0E

3+)&00$

F

800+'83

#检测!均有较强的抑菌效果"图

(

#&证明分泌表达的
)*+,-./

有广谱抗阴性菌的抑

菌效果&

!AL

!

C1.-./,50E05<)BM

和
N,82,1/*;32

分析

取 冻 干 的 样 品!做
U9.-./,!=Y=!0)4C

和

7,86,9/*5:6

检测&阳性转化子样品在
($';<

处

有条带!而携空载体的对照样品未出现条带"图
?

#&

证明
)*+,-./

基因克隆成功并高效分泌表达&

(&B"
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抗菌肽
)*+,-./

对革兰氏阴性菌有强杀伤力!

很多致病菌都是革兰氏阴性菌!例如!很常见的鸡白

痢沙门氏菌'鸡伤寒沙门氏菌和引发仔猪白痢的大

肠杆菌等!所以抗菌肽
)*+,-./

在畜牧养殖业中有

很大的潜在利用价值&因为天然抗菌肽相对分子质

量小!在机体内含量很少!分离提纯困难!天然产量

非常有限!所以!通过廉价的方法得到大量的抗菌肽

)*+,-./

具有很大的研究意义!利用基因工程技术

生产抗菌肽便成为人们关注的焦点(

'

)

!

&

利用基因工程技术生产抗菌肽首先面临的问题

是选择合适的宿主菌&枯草芽孢杆菌是很有潜力的

分泌型基因工程宿主菌&长期以来被用于酶'抗生

素和精细化工产品的发酵工业生产&在表达外源基

因方面有着无可比拟的独特优势$"

"

#对外源基因的

分泌能力强!能保持外源蛋白生物学活性!也较为容

易纯化%"

#

#枯草芽孢杆菌培养条件简单!发酵和产

物回收工艺成熟%"

(

#对人畜无害!不产生内毒素%

"

?

#与酵母等真菌比较!发酵周期短!碳源利用率高!
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的培养基上清液
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!

培养液上清中抗菌肽
)*+,-./

对大肠杆菌#

+

$%鸡白痢沙门氏菌#

*

$和枯草杆菌#

-

$的抑菌活性
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,1/+2+/23/*'#+,-$#+$"#.%$
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分泌大蛋白的能力更强(

?

)

&本试验的创新点就是结

合抗菌肽
)*+,-./

对革兰氏阴性菌有很强的杀伤

力!而对革兰氏阳性菌没有杀伤力这一特点!选择革

兰氏阳性菌枯草芽孢杆菌作为表达宿主菌&利用枯

草杆菌具有良好的分泌性和非致病性!具有分泌表

达外源蛋白的天然优势!通过基因工程方法!使抗菌

肽
)*+,-./

在枯草芽孢杆菌中直接表达并分泌到细

胞外&利用枯草芽孢杆菌的分泌表达优势的同时又

?&B"
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丽等$蜜蜂抗菌肽
)*+,-./

在枯草杆菌中的分泌表达

避免了表达产物对宿主菌的自身杀灭!解决了抗菌

肽
)*+,-./

原核表达的难题&

Z$

蛋白质相对分子质量标准%
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图
$
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C1.-./,50E05<)BM

#

+

$和
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#

*

$分析表达

产物

I.

D

J$

!

C1.-./,0E0<)BM
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+/=N,82,1/*;32

#

*

$

+/+;5

4

8.839,6

7

1,88.3/

7

13=H-28

!!

本试验采用分泌型表达载体是独立质粒!不需

要将外源基因整合到宿主菌基因组中!能将外源蛋

白跨膜转运到培养基中!不需要细胞破碎或裂解!降

低了纯化难度!可简化生产工序!降低生产成本&为

今后开发全新高效抗生素肽类药物和饲料添加剂提

供了理论基础&
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