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要!采用
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方法!从鸡舌组织中扩增到
,-../0-1/0!2

"

.$/!2

#基因!测序表明
.$/!2

为
"'#3

4

!其成熟肽由

56

个氨基酸残基组成&进一步将克隆的
.$/!2

基因亚克隆到大肠杆菌原核表达载体
4

,78!5

4

!#

的
0"+(

!

和
-$/

!

双酶切位点上!构建重组表达质粒
4

,78!,-.!2

!经序列分析鉴定确证目的基因克隆入载体的预期位点&将重组

质粒转化大肠杆菌
9:"#

!于
$6;

诱导培养不同时间!

<=<!*>,7

电泳表明该基因在大肠杆菌中高水平表达!表达

的重组鸡
,-.!2

融合蛋白相对分子质量约为
$"?@

&重组蛋白占菌体总蛋白的
A'B

&表达的重组鸡
,-.!2

融合蛋

白以包涵体的形式存在&重组蛋白经纯化后!分别以对数生长中期的大肠杆菌
9:"#

"

=7$!

#株与致病性链球菌

+>9

株为检测菌!利用薄层平皿琼脂糖孔穴扩散法测定了重组
,-.!2

蛋白的抗菌活性!结果表明!重组
,-.!2

对这

"

种细菌都具有抗菌活性&
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期 韩宗玺等$重组鸡抗菌肽
,-../0-1/0!2

的原核表达及其抗菌活性的鉴定

!!

多年来!饲用抗生素被广泛用于降低畜禽发病

率和维持健康'

#

(

&然而!长期使用抗生素!尤其是人

用抗生素会导致抗生素在畜产品中残留及细菌耐药

性的产生!威胁人类健康'

"!$

(

&另外!抗生素的长期

使用还会导致畜产品风味变差!而养殖业的发展在

很大程度上依赖畜产品品质&因此!生产者们迫切

需要一种既有效又有利于环保的新方法来控制畜禽

疾病)改善畜产品品质&抗菌肽"

>0\/3-1\L[/-.

4

L

4

!

\/NLC

#也称为肽类抗生素"

*L

4

\/NL-0\/3/Q\/1C

#或天

然抗生素"

G-\@[-.-0\/3/Q\/1C

#!是生物体产生的一

类具有广谱抗菌活性的小分子多肽&抗菌肽在自然

界分布极为广泛!存在于细菌)植物)脊椎和无脊椎

动物中!是天然免疫的重要效应分子'

A!&

(

&由于抗菌

肽为机体内产生的天然成分!具有广谱抗菌)抗病毒

和免疫增强作用!并且对机体无毒害)无残留'

A

(

!因

此!有望成为新的饲用添加剂服务于畜牧养殖业&

然而!由于天然抗菌肽分子量小!在机体内含量很

少!分离提纯困难!故天然产量非常有限&化学合成

与基因工程为获得抗菌肽的主要手段&由于化学合

成抗菌肽成本太高!因此!通过基因工程的方法在特

定宿主内大量表达抗菌肽不失为一条有效的途径&

!!

禽抗菌肽属
#

!

防御素类!为防御素三大亚类"

$

)

#

与
%

#之一!为禽先天性免疫的重要组成部分!在禽

的防御系统中发挥重要作用'

5

(

&至今!已从鸡)火

鸡)驼鸟和企鹅等体内分离到
"'

余种禽
#

!

防御

素'

6!#A

(

&根据
:

O

00

等'

2

(的报道!在已发现的
#"

种

鸡
#

!

防御素"

,-../0-1/0!#

&

,-../0-1/0!#"

#"

,-.!#

&

,-.!#"

#中!

,-.!2

成熟肽由
56

个氨基酸残基组成&

其
1=G>

片段为
"'#3

4

&本研究根据
:

O

00

等'

2

(的

报道!采用
()!*+(

法!从鸡舌组织中克隆到
.$/!2

基因!并在此基础上进行了原核表达和表达产物的

活性鉴定&

&

!

材料与方法

&G&

!

实验动物

!!

"#

日龄
<*̀

鸡!由中国农业科学院哈尔滨兽医

研究所实验动物中心提供&

&G!

!

载体与受体菌

!!

质粒载体
4

U=#D!)

为宝生物"大连#有限公司

产品%受体菌为
aUD$

!由中国农业科学院哈尔滨兽

医研究所生物技术国家重点实验室保存&原核表达

载体
4

,78!5

4

!#

为
,/31Q

公司产品&

&G$

!

工具酶与主要试剂

!!

限制性核酸内切酶)

U!U:I

鼠源反转录酶)

F$

G

=G>

聚合酶)

)

A

=G>

连接酶)

(G>

提取
)[!

/_Q.

试剂盒均为
,/31Q

公司产品%限制性内切酶

0"+(

!

)

-$/

!

!

U-[?L[

"

=:!"'''

#和
V*),

为宝生

物工程"大连#有限公司产品%凝胶回收试剂盒为上

海生物工程责任有限公司产品%

,<)(LC/0

蛋白纯

化试剂盒为
GQ̂-

S

L0

公司产品&其他相关试剂均

为国产分析纯&

&G'

!

引物

!!

根据
:

O

00

等'

2

(已发表的鸡
.$/!21=G>

基因

序列设计引物$上游引物
&b!>),+>,>)++),+!

+)+)++)+))),+)!$b

%下 游 引 物
&b!)+>,!

,>>)>++>)+,,+)++,,+>,+>,>>!$b

! 引

物由上海生物工程有限公司合成&

&GH

!

8I/J<8

#E&E#

!

鸡舌组织总
(G>

提取
!

取鸡舌组织约
'E#

S

!按
)[/_Q.

试剂盒说明方法提取总
(G>

&

#E&E"

!

1=G>

的合成
!

取上述总
(G>"'

'

:

!加
$

'

:H./

S

QN)

和
$

'

:NG)*C

!进行常规反转录反

应&

#E&E$

!

*+(

扩增
!

*+(

扩增体系按
)-c-(-7T

)-

]

)U酶使用说明进行!总反应体系为
"&

'

:

&反应

热循环参数$

2&;&M/0

%

2A;$'C

!

&';$'C

!

6"

;#M/0

!共
"&

个循环%于
6";

延伸
#'M/0

&扩增

结束后取
A

'

:*+(

产物在
"B

琼脂糖凝胶中进行

初步电泳鉴定!观察结果&然后按照
=G>

片段纯

化*回收试剂盒说明书分别进行电泳)纯化)回收&

&G(

!

克隆与测序

!!

将回收产物与
4

U=#D!)

载体进行连接!再将

连接产物转化
aUD$

株
0E"+/(

感受态细胞!以
&!

溴
!

A!

氯
!$!

吲哚
!

#

!=!

半乳糖苷"

8!

S

-.

#和异丙基硫代
!

#

!

=!

半乳糖苷"

V*),

#作底物!挑取阳性白色菌落于

>M

4

d的
:9

培养基中!

$6;

摇菌培养过夜!用碱裂

解法'

#&

(小量提取质粒&

!!

将
(G>

酶消化后的质粒进行
*+(

扩增反应!

电泳观察结果!将鉴定为阳性的质粒委托上海生物

工程有限公司测序&

&GK

!

原核表达载体的构建与表达

#E6E#

!

原核表达重组质粒
4

U=#D!)!,-.!2

的制备

!

根据对表达载体
4

,78!5

4

!#

与重组子
4

U=#D!)!

,-.!2

酶切位点分析!设计
#

对
,-.!2

表达引物!上

游 引 物$

&b!,,>)++++,,>>))+>),+>,>!

6"A#



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
$2

卷
!

)++),++)+)+!$b

%下游引物$

&b!)+>,,>>)!

>++>)+,,+)++,,+>,+>,>>!$b

!其 中 将

0"+(

!

酶切位点引入到上游引物&以重组克隆

4

U=#D!)!,-.!2

质粒为模板!进行
*+(

扩增!扩增

结束后取
A

'

:

产物在
"B

琼脂糖凝胶中进行初步

电泳鉴定!观察结果&然后分别进行电泳)纯化)回

收&将回收产物亚克隆于
4

U=#D!)

载体!质粒的

鉴定与测序同前&

#E6E"

!

原核表达载体的构建与测序
!

用
0"+(

!

和

-$/

!

双酶切上述重组质粒!将鸡
.$/!2

基因亚克隆

到原核表达载体
4

,78!5

4

!#

中!构建重组表达载

体&酶切后的连接产物转化大肠杆菌
9:"#

感受态

细胞!在
>M

4

d琼脂平板上筛选阳性克隆&小量法

提取质粒进行酶切和
*+(

鉴定后委托上海生物工

程有限公司进行序列测定!阳性质粒命名为
4

,78!

,-.!2

&

#E6E$

!

重组鸡
,-.!2

融合蛋白的诱导表达
!

将阳

性重组质粒
4

,78!,-.!2

转化大肠杆菌
9:"#

!挑取

单个菌落在
:9

"

>M

4

d

#培养基中
$6;

振荡培养&

待
H=

&2'0M

值达到
'E$

&

'E&

时加入
V*),

"终浓度

为
'E5MMQ.

*

:

#进行诱导&分别在诱导后
"

)

$

)

A

)

5

P

取菌样&将不同时间段收集的菌样于
A;

)

&'''

[

*

M/0

离心
&M/0

!收获细菌沉淀&在沉淀中加入

#

*

#'

菌液体积的
#e<=<

凝胶上样缓冲液!煮沸
&

M/0

!冰浴
"M/0

&

#E6EA

!

<=<!*>,7

电泳
!

将加入缓冲液处理过的

样品进行
<=<!*>,7

电泳"积层胶浓度为
&B

!分

离胶为
#"B

#&电泳后!经考马斯亮蓝染色!甲醇
!

冰乙酸脱色液脱色观察结果&通过薄层扫描!确定

蛋白质的表达量&

#E6E&

!

融合蛋白的纯化
!

采用
GQ̂-

S

L0

蛋白质纯

化试剂盒!按照试剂盒说明书进行操作&

#E6E5

!

重组鸡
,-.!2

融合蛋白的活性鉴定
!

分别

取保存的大肠杆菌
9:"#

"

=7$!

#株与致病性链球菌

+>9

株接种于
&M::9

培养基中!

$6;

摇床过夜

培养&分别取
'E&M:

培养液接种于新鲜的
&M:

:9

中!

$6;

摇床培养至对数生长中期&分别取
"''

'

:

细菌培养液!涂于
"

个
:9

琼脂平板!放置片刻&

待菌液稍干后!用直径
$MM

的灭菌打孔器打孔若

干个!分别在孔中加入
&'

'

:*9<

"作对照#和
&'

'

:

纯化蛋白&将平板置
$6;

培养
#P

后!倒置继续培

养
#DP

!观察抑菌效果&

!

!

结
!

果

!G&

!

鸡
'(%/%

基因的
8I/J<8

扩增%克隆与测序

!!

取鸡舌组织!提取组织细胞总
(G>

!用鸡
.$/!

2

基因特异引物!采用
()!*+(

技术扩增得到约

"''3

4

的核酸片段!将该片段克隆到
4

U=#D!)

载

体后经
*+(

扩增鉴定!得到了与预期大小"约
"'#

3

4

#一致的片段"图
#

#&用末端双脱氧链终止法对

鉴定为阳性的
,-.!2

质粒进行核苷酸测序!得到鸡

的
.$/!21=G>

及其推导的氨基酸序列!该
1=G>

由
"'#

个碱基组成!其成熟肽由
56

个氨基酸残基组

成!与 已 发 表 的 序 列 一 致 "

,L09-0? GQE

>X&$AD26

#

'

2

(

&

#%*+(QZ[L1QM3/0-0\

4

.-CM/N

%

"%()!*+(QZ

.$/!2

%

U%=:"'''M-[?L[

图
&

!

鸡
'(%/%

基因
8I/J<8

产物电泳分析与重

组质粒的
J<8

鉴定

L,

M

N&

!

0+4.;36

2

=634;,.*-*+

D

5,567'(%/%8I/J<8

*-?

2

36?O.;5,?4-;,7,.*;,6-6734.69:,-*-;

2

+*59,?

!G!

!

重组表达质粒的构建与鉴定

!!

取已克隆到
4

U=#D!)

载体的
.$/!2

基因重组

质粒!用重新设计的表达用引物进行
*+(

扩增!得

到的产物经
"B

琼脂糖凝胶进行电泳!可见一条约

"''3

4

的特异性
=G>

片段!与理论设计相符"图

"

#&将
.$/!2

亚克隆获得的疑似阳性重组质粒经

0"+(

!

*

-$/

!

双酶切及
*+(

扩增!以
"B

琼脂糖

凝胶电泳显示!扩增产物及酶切插入片段长约
"''

3

4

!均符合目的基因相对分子质量&重组质粒测序

结果表明编码
,-.!2

成熟蛋白基因正确地插入到原

核表达载体的目的位点&

!G$

!

重组鸡
)*+/%

蛋白的表达与纯化

!!

<=<!*>,7

结果显示!诱导培养后的菌体蛋白

与未诱导的对照菌相比较!有一条非常明显的表达

蛋白条带&诱导后
"

&

5P

表达量无明显差异&参

D"A#
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#%*+(

4

[QN@1\QZ[L1QM3/0-0\

4

.-CM/N

4

,78!,-.!

2

%

"%*[QN@1\QZ[LC\[/1\/Q0L0_

O

MLN/

S

LC\/Q03

O

0"+(

!

-0N-$/

!

%

U%=:"'''M-[?L[

图
!

!

鸡
'(%/%

质粒
J<8

与质粒酶切的鉴定产物电

泳分析

L,

M

N!

!

0+4.;36

2

=634;,.*-*+

D

5,567'(%/%

2

+*59,?

J<8*-?4-P

D

94?,

M

45;,6-

2

36?O.;5

照相对分子质量标准!该融合蛋白约
$"?@

"图
$

#&

凝胶薄层灰度扫描分析显示!表达的融合蛋白约占

总菌体蛋白的
A'B

"图
A

#&将诱导的菌体细胞离

心)裂解后!分别取上清和沉淀进行
<=<!*>,7

电

泳!如图
&

所示!大部分
,-.!2

蛋白在沉淀中!表明

表达的重组
,-.!2

在
0E"+/(9:"#

中以包涵体的形

式存在&沉淀经溶解)亲和层析纯化融合蛋白后!

<=<!*>,7

检测!结果可见约
$"?@

的蛋白带!与预

期蛋白相符&

U%*[Q\L/0M-[?L[

%

#fA%)Q\-.

4

[Q\L/0QZ9:"#1Q0\-/!

0/0

S

,-.!2Q0"

!

$

!

A

!

5P-Z\L[/0N@1\/Q0W/\PV*),

!

[LC

4

L1\/̂L.

O

%

&%

4

,78

%

5%+Q0\[Q.

图
$

!

重组
)*+/%

融合蛋白的表达

L,

M

N$

!

01

2

3455,6-6734.69:,-*-;)*+/%

!G'

!

重组鸡
)*+/%

蛋白抗菌活性的测定

!!

分别以对数生长中期的大肠杆菌
9:"#

"

=7$!

#

株与致病性链球菌
+>9

株为检测菌!利用薄层平皿

琼脂糖孔穴扩散法测定了重组
,-.!2

蛋白的抗菌活

性!加入重组蛋白的孔均出现明显的抑菌环"图
5

#!

图
'

!

)*+/%

表达产物
Q@Q/JB)0

薄层灰度扫

描

L,

M

N'

!

I=,-+*

D

435.*--,-

M2

367,+4567;=4)*+/%

41

2

34554?

2

36?O.;54

2

*3*;4? 6- Q@Q/

JB)0

U%*[Q\L/0 M-?L[

%

#%+Q0\[Q.

%

"%V01.@C/Q0

3QN/LC

%

$%<@

4

L[0-\-0\

4

[QN@1\

%

A%*@[/Z/LN

4

[Q\L/0QZ,-.!2

图
H

!

表达产物的纯化

L,

M

NH

!

JO3,7,.*;,6-6741

2

3455,6-

2

36?O.;5

对照孔周围的细菌生长未受抑制!表明重组
,-.!2

对这两种细菌都具有抗菌活性&

$

!

讨
!

论

!!

研究表明!抗菌肽除了具有广谱的抗菌活性外!

同时还有高效的抗真菌)病毒)原虫和抗肿瘤活

性'

5

(

&因此!这类抗菌物质显示了在医学和农业上

潜在的研究和应用价值&由于禽异嗜性细胞中缺乏

氧化机制'

#5

(

!因此!禽
#

!

防御素在禽类的先天性免

疫中发挥重要作用&开展禽抗菌肽的研究具有重要

意义&

$G&

!

'(%/%

基因的扩增

!!

本试验根据
:

O

00

等'

2

(的报道!设计特异性引

2"A#
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"%+Q0\[Q.

"

*9<

#

图
(

!

重组
)*+/%

蛋白对大肠杆菌#

B

$和致病

性链球菌#

R

$的抗菌活性

L,

M

G(

!

I=4*-;,9,.36:,*+*.;,C,;

D

6734.69:,/

-*-; )*+/% *

M

*,-5; !)#*+,&#*&( #$%&

5;3*,-

#

B

$

*-?-(.*$

/

+0&#&).,+

1

.$#$#2

#3)

#

R

$

物!从鸡舌组织中扩增出
.$/!2

基因!

.$/!2

基因由

"'#

个碱基组成!与
:

O

00

等的报道一致&已知!禽

抗菌肽属
#

!

防御素类&其主要分子特征为含有由
5

个半胱氨酸残基组成的
$

个二硫键&分子中氨基酸

残基数量为
5'

&

#''

个&

7̂-0C

等于
#22A

年从鸡

和火鸡的异嗜性白细胞中分别分离到
"

个鸡异嗜性

多肽"

+R*!#

和
+R*!"

#和
$

个火鸡异嗜性多肽

"

)R*!#

)

)R*!"

和
)R*!$

#

'

6

(

&同 年!

R-[W/

S

等'

#"

(在鸡白细胞发现另外
A

种抗菌肽!并命名为

S

-../0-1/0C

!分别为
,-.!#

)

,-.!"

)

,-.!$

和
,-.!#

$

&

根据其分子特征!将其归为
#

!

防御素类&在其后的

"'

多年中!人们陆续从鸡)火鸡)驼鸟和企鹅等体内

分离到约
#A

种新的
#

!

防御素&它们分别是
#'

个鸡

#

!

防御素$

,-.!A

)

,-.!&

)

,-.!5

)

,-.!6

)

,-.!D

)

,-.!2

)

,-.!#'

)

,-.!##

)

,-.!#"

和
:7>*!"

%

#

个火鸡
#

!

防御

素$

,-..Q

4

-̂/0

"

,*I!#

#%

#

个驼鸟
#

!

防御素$

HC\[/!

1-1/0!#

"

H<*!#

#%

"

个企鹅
#

!

防御素$

<

4

PL0/1/0C

"

<

4

PL

#

!#

和
<

4

PL!"

'

D!#A

(

&

$G!

!

抗菌肽的原核表达

!!

本研究采用
.-F

基因融合表达系统表达
.$/!

2

!获得了理想的表达效果!诱导蛋白表达量占细胞

总蛋白的
A'B

!并且大部分以包涵体的形式存在&

以包涵体的形式存在不仅能保护目的蛋白免受蛋白

酶降解!同时!由于以无活性的包涵体形式存在!不

会影响宿主菌的生长&由于抗菌肽天然产量低!对

于较短的基因!化学合成是较为常用的手段!它对设

计序列的忠实性避免了常用的
*+(

方法由于错误

配对带来的不便&但化学合成由于成本和技术的原

因!合成的长度有一定的限制!并且多为线性的!不

具备复杂的二级结构&因此!利用基因工程技术生

产抗菌肽具有广阔的前景&多年来!已进行了大量

关于基因工程表达重组抗菌肽的探索!但由于抗菌

肽对宿主菌
0E"+/(

有很强的杀伤力!因而不能在

0E"+/(

中直接表达&抗菌肽在原核表达多采用融合

蛋白方式!表达后再对产物进行裂解纯化!得到有抗

菌活性的表达产物&本研究采用的表达方法有效地

克服了抗菌肽原核表达中存在的困难!提高了重组

抗菌肽的活性与纯化效果&

$G$

!

禽
!

/

防御素的抗菌活性

!!

本研究选用大肠杆菌与致病性链球菌为检测

菌!利用薄层平皿琼脂糖孔穴扩散法测定了重组

,-.!2

的抗菌活性!结果表明!重组
,-.!2

对这
"

种

细菌都具有抗菌活性&由此可见!鸡内源性抗菌

肽+++

#

!

防御素对革兰氏阳性和阴性菌均有不同程

度的抗菌活性&许多研究表明!禽
#

!

防御素具有广

谱抗菌活性!能有效杀灭包括细菌和真菌在内的许

多病原微生物&

9[@0L

等'

#6

(发现!鸡异嗜性细胞能

抑制大肠杆菌)白色葡萄球菌)白色念球菌和粘质沙

雷菌的生长&随后研究发现!至少有
$

种抗菌肽参

与上述抗菌作用&近几年研究发现!许多禽
#

!

防御

素对革兰氏阳性菌"如枯草芽孢杆菌#以及革兰氏阴

性菌"如白色念球菌#有抗菌作用'

6!D

!

#'!#$

(

&

7̂-0C

等'

6

(研究发现!

,-.!#

)

,-.!"

)

)R*!#

和
)R*!$

在

体外都能杀灭白色假死酵母)肠炎沙门氏菌和空肠

弯曲杆菌!但是对多杀性巴斯德氏菌无杀灭作用%除

了
)R*!$

!其它
$

种
#

!

防御素都能杀灭禽博德特氏

菌)大肠埃希氏菌和鼠伤寒沙门氏菌&因此!推测

)R*!$

跟其他防御素的抗菌差异是因为
)R*!$

与

其它
$

个防御素同源性低&这
A

种防御素都不能杀

灭鸡传染性支气管炎病毒!这可能由于这
A

种防御

素无法中和这种包膜病毒!也可能是作用环境中存

在有高浓度的离子!抑制了防御素作用的发挥&综

合本研究与上述研究结果!鸡内源性抗菌肽!对革兰

氏阳性和阴性菌均有不同程度的抗菌活性&

!!

关于重组鸡
,-.!2

蛋白的原核表达及其体外抗

菌活性的研究尚未见报道!本研究结果为今后开发

全新高效抗生素肽类药物和禽类饲料添加剂提供了

理论基础&本研究结果表明!禽防御素在预防和治

疗细菌感染中具有潜在的应用价值!值得进一步探

讨&

'$A#
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