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摘　要：本文旨在对牛气管抗菌肽（ｔｒａｃｈｅａｌａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＴＡＰ）基因进行原核表达，以及研究重组蛋白的

抗菌活性，并分析ＴＡＰ在各组织的表达分布情况，为开展转犜犃犘基因抗乳腺炎奶牛研究提供技术资料。作者采

用ＲＴＰＣＲ从荷斯坦奶牛气管扩增犜犃犘基因，分析其序列后根据大肠杆菌表达系统对密码子的偏好性，人工合成

牛犜犃犘基因，构建ｐＥＴ３２ａ（＋）ＴＡＰ重组质粒；然后转化大肠杆菌ＢＬ２１，ＩＰＴＧ诱导表达并纯化。对表达蛋白进

行ＳＤＳＰＡＧＥ、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定；在线软件分析目的蛋白表达量。采用滤纸片法测定重组牛ＴＡＰ的体外抗菌活

性，并用ＲＴＰＣＲ法分析牛各组织中ＴＡＰ表达情况。测序结果表明，扩增到１１４ｂｐ目的基因片段，可编码含３８个

氨基酸残基的成熟蛋白。ＳＤＳＰＡＧＥ分析表达的融合蛋白相对分子质量为２４ｋｕ，重组蛋白以可溶性方式存在，表

达量占菌体总蛋白的５２．１％。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测只出现单一条带。抗菌效价分析表明０．１１５μｇ·μＬ
－１重组蛋白

对牛源金黄色葡萄球菌有一定的抗菌活性。犜犃犘基因在奶牛咽喉、肺、气管、小肠、肝、心脏及口腔黏膜中均有表

达，在鼻黏膜和舌黏膜中微量表达，在皮肤中几乎不表达。作者成功表达了牛犜犃犘基因，重组牛ＴＡＰ蛋白在大肠

杆菌中实现高效表达，并具有一定的抗奶牛乳腺炎致病菌的活性，为未来培育抗乳腺炎转基因奶牛及相关基因工

程产品的开发奠定了基础。
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　　奶牛乳腺炎通常是由病原微生物侵染引发，而

其中约５０％的乳腺炎是由金黄色葡萄球菌（以下简

称金葡菌）引起［１］，其患病率之高、造成的损失之大

一直困扰着世界各国奶牛业的发展。广泛使用抗生

素，虽有一定临床效果，但也带来了“抗性乳”及耐药

菌株等危及人类健康的公共卫生问题。因而，奶牛

生产中迫切需要一种抗菌谱广且无残留的生物制剂

（如抗菌肽），来防治乳腺炎。但从机体内提取或化

学合成成本太高，而且活性也会受到一定的影响，因

而运用基因工程技术导入抗菌肽基因使其在体外或

动物体特定部位表达，研究其对乳腺炎致病菌的抗

性，延长奶产品的存储时间，为开发防治乳腺炎的新

生物制剂提供技术资料。抗菌肽是一类广泛存在于

动植物体内并具广谱抗菌活性的阳离子多肽，与生

物体的先天免疫和获得性免疫有关［２］。目前已进入

临床试验阶段的抗菌肽主要有细菌素、源于蛙马盖

宁的 ＭＳＩ７８及源于猪 ｐｒｏｔｅｇｒｉｎ的ＩＢ３６７。Ｄｉａ

ｍｏｎｄ等
［３］首次在牛的气管黏膜上皮细胞中发现一

类β防御素，命名为 ＴＡＰ
［４］。随后人们发现牛

ＴＡＰ具有多种抗菌功能
［５］，进一步研究发现气管防

御素的表达受入侵细菌、细菌产物，如ＬＰＳ及肿瘤

坏死因子α等调节
［６７］。Ｇｏｌｄｍａｎ等

［８］发现牛ＴＡＰ

在高盐状态下抗菌功能失活。牛犜犃犘基因含２个

外显子和１个内含子。成年牛的鼻到支气管整个呼

吸道纤毛上皮中均有表达，在胎儿中无表达。Ｙａ

ｒｕｓ等
［９］最先研究出在乳腺中表达牛ＴＡＰ的小鼠，

在转基因阳性鼠的乳汁中成功表达和分离到具有抗

菌活性的重组ｂＴＡＰ，为ＴＡＰ作用机制研究和基因

工程产品的开发奠定了基础［４］。本研究拟在已有试

验基础上，克隆中国荷斯坦牛犜犃犘基因，进行原核

表达，验证重组牛ＴＡＰ的抗菌活性，并用ＲＴＰＣＲ

的方法首次研究了犜犃犘 基因在牛组织的分布，为

研制转牛犜犃犘基因抗乳腺炎奶牛提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

大肠杆菌ＤＨ５α、ＢＬ２１、犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊

临床分离株、标准株Ｓ．３０５由作者实验室保存。

ｐＥＴ３２ａ（＋）由作者实验室保存，Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ、链

霉素（ＳＭ）购自朋远生物；ＩＰＴＧ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公

司；ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＡＭＶ购

自大连宝生物公司；ＮｉＮＴＡ纯化试剂盒购自Ｑｉａ

ｇｅｎ；ＡｎｔｉＨｉｓｔａｇｍｏｕｓｅ、二抗ＧｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧ

购自ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。

１．２　犘犆犚扩增引物

根据ＧｅｎＢａｎｋ上已经发表的牛犜犃犘基因序列

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿１７４７７６）应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍ

ｉｅｒ５．０软件设计牛犜犃犘 基因引物，Ｐ１：５′ＣＧＧ

ＧＡＴＣＣＡＡＴＣＣＴＧＴＡＡＧＣＴＧＴＧＴＴ３′ （含 有

犅犪犿ＨⅠ酶切位点），Ｐ２：５′ＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＡＣＴ

ＴＣＴＴＡＣＧＡＣＡＧＣＡＴＴＴＴ３′（含有 犎犻狀ｄⅢ酶切

位点），扩增片段为１１４ｂｐ。β犪犮狋犻狀 引物，Ｐ３：５′

ＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣ３′，Ｐ４：５′

ＣＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡ３′，扩增片段为

１７３ｂｐ。
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１．３　牛气管总 犚犖犃 的提取与 犚犜犘犆犚 扩增牛

犜犃犘基因

　　采集中国荷斯坦牛气管组织１．２ｇ左右，加入

适量液氮快速研磨至粉末，加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ混匀，

按ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ试剂盒说明提取总ＲＮＡ，琼脂

糖电泳检测总ＲＮＡ。

将提取的总ＲＮＡ，按试剂盒说明反转录成ｃＤ

ＮＡ。采取１０μＬＲＴ 反应体系：２μＬ ＭｇＣｌ２（２５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１），１μＬ１０×ＲＴＢｕｆｆｅｒ，１μＬｄＮＴＰｓ（１０

ｍｍｏｌ· Ｌ－１），０．２５ μＬ ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０

Ｕ·μＬ
－１），０．５μＬＡＭＶ（５Ｕ·μＬ

－１），０．５μＬＰ２

（２５μｍｏｌ·Ｌ
－１），ＲＮＡ１μＬ，加ＲＮａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ

至１０μＬ。ＲＴ反应程序：３０℃１０ｍｉｎ，４２℃１５

ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ。ＲＴ产物直接用于

ＰＣＲ扩增。采取５０μＬＰＣＲ反应体系：１０μＬ５×

ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ，１０ μＬ ｃＤＮＡ，０．２５ μＬ 犜犪狇（５

Ｕ·μＬ
－１），Ｐ１（２５μｍｏｌ·Ｌ

－１）和Ｐ２（２５μｍｏｌ·Ｌ
－１）

各０．５μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４

℃预变性２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５９℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，

３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１．５％琼脂

糖凝胶电泳检测。

将ＰＣＲ 产物连接到 ｐＥＡＳＹＴ３载体，转化

ＤＨ５α，提取质粒经犅犪犿ＨⅠ和 犎犻狀ｄⅢ双酶切后，

琼脂糖凝胶电泳鉴定。鉴定为阳性的克隆菌由上海

生物工程技术有限公司测序。

１．４　人工合成目的基因

由于大肠杆菌表达系统有密码子偏好性，因而

人工合成目的基因时将牛犜犃犘基因中甘氨酸密码

子 ＧＧＡ 改为大肠杆菌表达系统使用频率高的

ＧＧＣ，将精氨酸密码子 ＡＧＧ和ＡＧＡ改为ＣＧＣ和

ＣＧＴ。拟编码的氨基酸为ＮＰＶＳＣＶＲＮＫＧＩＣＶＰＩＲ

ＣＰＧＮＭＫＱＩＧＴＣＶＧＲＡＶＫＣＣＲＫＫ。含有６个半

胱氨酸，相对分子质量４．１２ｋｕ。成熟肽基因片段

由上海生物工程技术有限公司合成。

１．５　狆犈犜３２犪犜犃犘在犈．犮狅犾犻犅犔２１中的表达

　　将合成的目的基因片段与ｐＥＴ３２ａ（＋）载体同

时双酶切后连接，构建ｐＥＴ３２ａ（＋）ＴＡＰ重组载

体。将构建好的质粒转化犈．犮狅犾犻ＢＬ２１细胞，涂于

含５０μｇ·ｍＬ
－１氨苄青霉素的ＬＢ平板上，３７℃培

养１６ｈ，挑取直径２～３ｍｍ的白色单菌落，接种到

５ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃过夜振荡培养。将重

组质粒进行双酶切鉴定及ＰＣＲ鉴定。

１．６　重组犜犃犘融合蛋白的诱导表达及犛犇犛犘犃犌犈

鉴定

　　将重组表达质粒和空载体ｐＥＴ３２ａ（＋）分别转

化宿主菌ＢＬ２１，挑取单个菌落，３７℃振荡过夜培

养。取培养物以１∶１００扩大培养３ｈ至ＯＤ６００ｎｍ值

达０．６时，加入ＩＰＴＧ至终浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，继

续培养。每隔１ｈ取２ｍＬ菌液，离心收集菌体。分

离胶浓度为１２％，浓缩胶浓度为５％，ＳＤＳＰＡＧＥ鉴

定表达情况。根据表达结果来确定最佳表达条件。

１．７　重组犜犃犘融合蛋白的分离纯化与 犠犲狊狋犲狉狀

犅犾狅狋鉴定

　　３０℃经ＩＰＴＧ诱导表达５ｈ后，离心收获菌体，

沉淀用磷酸盐缓冲液悬浮，超声波破碎菌体，离心收

集上清，按ＱＩＡＧＥＮ公司试剂盒说明书进行纯化，

分步洗脱并用１．５ｍＬ离心管分管收集目的蛋白洗

脱液，对纯化的蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定。

以表达菌裂解物做ＳＤＳＰＡＧＥ，湿转至ＰＶＤＦ

膜上，将一抗ＡｎｔｉＨｉｓｔａｇｍｏｕｓｅ稀释１０００倍，与

膜反应２ｈ，将二抗ＧｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧ稀释２０００

倍，与膜反应２ｈ。通过ＥＣＬ化学发光，显影，定影。

１．８　重组蛋白浓度的测定

按Ｂｒａｄｆｏｒｄ（１９７６）的考马斯亮蓝方法测定融合

蛋白浓度，以牛血清白蛋白作为标准。

１．９　重组犜犃犘融合蛋白抑菌活性的鉴定

在无菌条件下，将不同剂量的重组蛋白 ＴＡＰ

滴加到圆形滤纸片上。采用琼脂扩散法测定重组蛋

白对金葡菌Ｓ．３０５的抑菌活性。阳性对照为０．１

μｇ·μＬ
－１的氨卞青霉素及０．１μｇ·μＬ

－１的链霉

素，阴性对照为Ｔｒｘｔａｇ蛋白。取冻存的金葡菌标

准株Ｓ．３０５接种于５ｍＬ营养肉汤中，３７℃，１８０

ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养１２ｈ。取０．１ｍＬ培养液涂布于

营养琼脂平板上，待菌液稍干后，把准备好的药敏片

放置于培养基上，平板向上３７℃培养１ｈ，然后倒置

培养过夜，观察抑菌效果。

１．１０　牛犜犃犘基因在牛组织器官中的分布表达

分别从牛体内１０个组织器官中提取ＲＮＡ，然

后以β犪犮狋犻狀为内参反转录扩增犜犃犘 基因。

２　结　果

２．１　牛犜犃犘基因序列

通过 ＤＮＡＳｔａｒ 软件分析测序结果，发现牛

犜犃犘基因为１１４ｂｐ。与牛犜犃犘（ＮＭ＿１７４７７６）相

比，同源性达１００％。说明该基因为牛犜犃犘基因。
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２．２　犛犇犛犘犃犌犈电泳检测分析

经ＩＰＴＧ诱导在２４ｋｕ左右处表达出了一条特

异蛋白带（图１），与预测相对分子质量一致。经优

化确定目的蛋白最佳诱导条件：终浓度１ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的ＩＰＴＧ，３０℃，８ｈ。经ＢａｎｄＳｃａｎ５．０软件分析，

重组蛋白表达量占菌体总蛋白的５２．１％，说明重组

蛋白可以在大肠杆菌表达系统中高效表达。

图１　３０℃不同诱导时间的表达情况

犉犻犵．１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻狀犱狌犮狋犻狅狀狋犻犿犲犪狋３０℃

２．３　犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋反应

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测（图２）后泳道中仅出现一条

特异条带，大小与目的蛋白一致，说明诱导出的蛋白

为重组目的蛋白。质粒可以表达２０ｋｕ左右 ＴＡＰ

蛋白及６个组氨酸标签，重组质粒可特异表达２４ｋｕ

的融合蛋白，目的蛋白相对分子质量约为４ｋｕ。

Ｍ．蛋白质相对分子质量标准；１．空质粒诱导；２．重组质粒未

诱导；３．重组质粒诱导；４．纯化蛋白；５．ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测；

６．阳性对照；７．阴性对照

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．Ｉｎｄｕｃｅｄｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ；２．Ｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；３．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐＥＴ３２ａ

ＴＡＰｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ；４．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ；５．ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ

ｔｅｓｔ；６．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；７．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图２　重组牛犜犃犘蛋白的表达、纯化与 犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋检测

犉犻犵．２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犫狅狏犻狀犲

犜犃犘狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋狋犲狊狋

２．４　重组犜犃犘融合蛋白抗菌活性的鉴定

利用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测得纯化的重组蛋白浓度为

１．６５μｇ·μＬ
－１。抑菌试验结果如图３所示：０．１

μｇ·μＬ
－１氨苄青霉素、０．１μｇ·μＬ

－１链霉素（ＳＭ）、

０．１１５μｇ·μＬ
－１和０．１６５μｇ·μＬ

－１纯化的重组蛋

白均对牛源乳腺炎致病菌金葡菌具有一定的抑制作

用，而纯化的含有 Ｈｉｓｔａｇ标签的载体蛋白没有抑

制作用。说明表达的重组蛋白具有抑菌功能。

Ａｍｐ＝０．１μｇ·μＬ
－１的氨苄青霉素；ＳＭ＝０．１μｇ·μＬ

－１的

链霉素；阴性对照＝含有 Ｈｉｓｔａｇ标签的空载体蛋白

Ａｍｐ＝０．１μｇ·μＬ
－１；ＳＭ＝０．１μｇ·μＬ

－１；Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

＝ＥｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔＨｉｓｔａｇｆｌａｇ
图３　不同浓度的犜犃犘重组融合蛋白的活性测定

犉犻犵．３　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犜犃犘狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犳狌狊犻狅狀

狆狉狅狋犲犻狀

２．５　牛犜犃犘在组织中的表达

如图４所示，犜犃犘基因在牛咽喉、肺脏、气管、

小肠、肝脏、心脏和口腔黏膜中均有表达，在鼻黏膜

及舌黏膜组织有微量表达，在皮肤几乎不表达。这

说明牛犜犃犘基因的表达有一定的组织特异性。

１．咽喉；２．肺脏；３．气管；４．小肠；５．鼻黏膜；６．肝脏；７．舌黏

膜；８．皮肤；９．心脏；１０．口腔黏膜

１．Ｔｈｒｏａｔ；２．Ｌｕｎｇ；３．Ｔｒａｃｈｅａｌ；４．Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅ；５．Ｎａｓａｌ

ｍｕｃｏｓａ；６．Ｌｉｖｅｒ；７．Ｌｉｎｇｕａｌｍｕｃｏｓａ；８．Ｓｋｉｎ；９．Ｈｅａｒｔ；１０．

Ｏｒａｌｍｕｃｏｓａ

图４　应用犚犜犘犆犚检测犜犃犘基因在奶牛不同组织中的表达

犉犻犵．４　犜犻狊狊狌犲狊狆犲犮犻犳犻犮犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犜犃犘犵犲狀犲犪狊狊犪狔犲犱

犫狔犚犜犘犆犚

３　讨　论

３．１　防御素是近年来发现的广泛存在于动植物体内

的一类阳离子抗菌多肽，具有抗细菌、真菌、病毒和肿

瘤细胞的功效［１０］。国内外对防御素的研究多集中在

人防御素研究方面，有关牛防御素的研究报道较少。

在牛舌复层鳞状上皮细胞中发现了舌抗菌肽

（ＬＡＰ）。在肠上皮细胞中发现了肠β防御素并且其

表达与小球隐孢子虫感染有关［１０］。同时，通过原位

杂交技术证实牛乳腺上皮细胞中可表达β防御

素［１１１２］。另据报道防御素ＤＥＦＢ１、ＢＮＢＤ３、ＢＮＢＤ９

和ＢＮＢＤ１２均在牛乳腺中表达
［１３１４］。

３．２　牛气管抗菌肽属于β防御素的一种，是一类具

有特殊生物学活性的小分子多肽，存在于牛大部分

组织中，是宿主细胞抵抗外界病原微生物入侵的免

疫防御体系的重要组成部分。已有研究证实牛气管
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上皮细胞中可表达牛ＴＡＰ，且细胞因子、脂多糖、热

灭活细菌和感染细菌等均可诱导牛气管上皮细胞，

通过激活核因子κＢ（ＮＦκＢ）显著增加ＴＡＰ的ｍＲ

ＮＡ表达量
［１５１８］。Ｄｉａｍｏｎｄ等

［１９］通过质谱分析发

现从牛气管中提取的抗菌肽的相对分子质量为

４０８５ｕ，与本试验中重组蛋白相对分子质量相近。

ＲＴＰＣＲ研究结果表明，牛犜犃犘 基因在牛体内

组织器官中广泛表达。此结果与Ｏｕｅｌｌｅｔｔｅ等的结果

相似，Ｏｕｅｌｌｅｔｔｅ等发现防御素在非髓性细胞（ｎｏｎｍｙ

ｅｌｏｉｄｃｅｌｌ）、潘氏细胞（Ｐａｎｅｔｈｃｅｌｌ）及小肠上皮细胞中

均有表达［２０］。作者发现牛犜犃犘 基因分布也存在组

织特异性，在牛呼吸系统和消化系统中表达量较高，

而在皮肤中几乎不表达，此结论和Ｄｉａｍｏｎｄ等
［１９］最

早报道结果类似，他们发现气管中ＴＡＰ表达量高于

肺部，并推测牛ＴＡＰ主要由气管细胞产生。此外，人

们推测牛犜犃犘 基因在不同组织表达的差异可能与其

功能有一定的关系［９］，表达量与病原微生物的诱导有

一定的关系［２１２２］。消化系统和呼吸系统极易接触大

量病原微生物，牛犜犃犘 基因在消化系统和呼吸系统

上述器官组织中大量表达，作者推测牛ＴＡＰ在牛的

先天性免疫方面发挥着重要的作用。

３．３　奶牛乳腺炎是影响世界奶牛业发展，给乳品生

产造成巨大损失的一种常见多发病。引起奶牛乳腺

炎的致病菌有１５０多种。其中，金葡菌是引发乳腺

炎的主要致病菌之一，其流行率在５％～５０％，其导

致的经济损失最大［１，２３］。究其原因，一方面是金葡

菌具有传染性；另一方面是金葡菌对治疗用的抗生

素极易产生抗药性，很难彻底治愈金葡菌性乳腺

炎［２３］。本试验采用可溶性蛋白纯化法对牛ＴＡＰ重

组表达蛋白进行纯化，以金葡菌作为参考来研究重

组蛋白的抗菌活性，研究表明牛 ＴＡＰ重组蛋白对

革兰氏阳性菌牛源乳腺炎致病菌金葡菌具有一定的

抑菌效果。这与王铁东等［２４］关于牛气管抗菌肽在

山羊乳腺组织内表达，并对金葡菌和大肠杆菌具有

明显的抑制作用相一致。Ｄｉａｍｏｎｄ等
［１９］还发现从

牛气管中提取的抗菌肽具有明显的抗大肠杆菌作

用。因而，牛犜犃犘 基因可以作为抗乳腺炎的候选

目标基因进行深入研究。Ｊｏｅｌ等
［５］研究发现在用金

葡菌诱导的牛乳腺上皮细胞中ＴＡＰ的表达水平明

显高于非诱导的，即牛犜犃犘 基因在牛的黏膜系统

多个器官和组织中均可表达，因而在未来转基因研

究过程中需加上特有标记以便检测目的基因。

３．４　运用生化及免疫学技术，可从肠黏膜和血细胞

等动物组织中提取到抗菌肽［２５］。但天然抗菌肽在

动物体内含量很少，提取费用较高，限制了抗菌肽的

工业化生产和在畜、禽疾病防治方面的应用。应用

分子生物学技术体外表达抗菌肽，或者开发转抗菌

肽基因动物或植物是目前获取抗菌肽的主要途径。

但由于防御素的相对分子质量只有３～５ｋｕ，目前

多采用融合基因表达载体来降低本底表达以减少对

宿主细胞的不利影响，提高抗菌肽的表达量。此外，

试验表明抗菌肽具有十分广泛的抗菌谱，哺乳动物

抗菌肽除了对细菌、真菌和被膜病毒有毒杀作用外，

还对支原体、衣原体、螺旋体及一些恶性肿瘤细胞有

杀伤作用［２６］。因而，通过基因工程手段如何改造目

的基因，使其在原核表达体系中既保持一定的抗菌

活性，又获得较高水平的表达产物，是值得进一步深

入研究的问题。本试验中选择缺失ｌｏｎ和ｏｍｐＴ蛋

白酶的大肠杆菌犈．犮狅犾犻ＢＬ２１菌株，选择具有高度

抑制性和诱导性的Ｔ７启动子的ｐＥＴ３２ａ（＋）表达体

系，通过人为改造牛犜犃犘 基因，使其适应于原核表达

系统，极大地提高了可溶性蛋白的表达水平和生物活

性，重组蛋白的表达量超过菌体总蛋白的５０％。

重组蛋白实际相对分子质量约４ｋｕ，再加上表

达载体ｐＥＴ３２ａ（＋）自身表达的１０９个氨基酸的硫

氧还蛋白（约２０ｋｕ）及６个组氨酸标签
［２７］，这样在

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图上表达的融合蛋白大小约２４

ｋｕ。目的蛋白与硫氧还蛋白融合表达不仅提高了

表达产物的稳定性，而且由于相对分子质量增大，经

ＳＤＳＰＡＧＥ分析时更容易鉴定。

４　结　论

成功表达了牛犜犃犘 基因，在大肠杆菌中高效

表达了重组牛ＴＡＰ蛋白，该蛋白具有一定的抗金

黄色葡萄球菌的活性。此外，还发现牛犜犃犘 基因

分布存在组织特异性，在牛呼吸系统和消化系统中

表达量较高，而在皮肤中几乎不表达。
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