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摘要：采用 F>1JKF方法从斜纹夜蛾 ,-’.’-#/0$ )+#10$脂肪体组织中扩增得到了 K"#&8;C< !成熟肽基因序列，分析发
现 K"#&8;C< !成熟肽与斜纹夜蛾 K"#&8;C< L之间存在 ’个氨基酸残基的差异。将获得的基因序列连接入原核表达
载体 ;MAN10>1+，并在原核细胞中实现了该蛋白的融合表达。.!.1J4MA结果表明，诱导后的宿主菌比未诱导菌中
多出了一条融合蛋白表达带，诱导后 + 7就可以检测到该蛋白，从诱导后 + 7到 * 7该蛋白在表达量上没有明显的
差异。生长曲线显示在 -J>M诱导后宿主菌的生长受到明显的抑制，纯化后的蛋白对细菌具有一定的抑制作用。
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昆虫拥有高效、可诱导的免疫体系。昆虫体表

创伤或受到细菌感染后能够产生一系列的抗菌肽如

天蚕素（#"#&8;C<）、防御素（="9"<:C<）、攻击素（B66B#C<）
和溶菌酶（?V:8^V$"）等（L8$B< B<= R5?6$B&[，+3H)）。
K"#&8;C<有较广的杀菌谱，对多种革兰氏阳性和阴
性菌均有效，尤其对耐药菌株抗菌效果更佳，在一些

昆虫中被认为主要针对细菌起作用。K"#&8;C<分子
包含 I* _ I)个氨基酸残基，含有 ’ 段!1螺旋，中间
由一段结节部位相连，氨基末端经常是一些强碱性

氨基酸残基，羧基末端则经常由非极性氨基酸残基

构成疏水性区域。天蚕素在鳞翅目和双翅目昆虫中

均有发现（K8#CB<#C#7 /# $) @，+330），但在其他类群昆
虫中还未发现。

抗菌肽的杀菌机理不同于一般的抗生素，普遍

认为抗菌肽是通过静电作用被吸引到膜表面，然后

疏水尾插入细胞膜中的疏水区域，改变细菌膜的构

象，多个抗菌肽分子在细菌细胞膜上穿孔而形成离
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子通道，造成细菌细胞膜破坏，引起胞内物质的泄



露，导致细菌死亡（!"#$%&’(%’( !" #$ )，*+,,）。这种
特殊的杀菌机理使得细菌不易产生耐药性，有希望

开发成为一类新型的多肽抗生素。国内外学者用各

种方法表达了许多的抗菌肽，使得抗菌肽基因工程

研究成为一个比较活跃的领域。

斜纹夜蛾 %&’(’&"!)# $*"+)# !’-#./$( 0是我们新
近发现的抗菌肽，!’-#./$( 0 成熟肽与斜纹夜蛾
!’-#./$( 1（!".$ !" #$ )，2333）之间存在 2个氨基酸
残基的差异。本实验通过 4567!4 扩增出 !’-#./$(
0成熟肽基因序列，并在原核细胞中实现了该蛋白
的融合表达，融合蛋白具有一定的抑菌活性。

! 材料和方法

!"! 昆虫、细菌和免疫
斜纹夜蛾由中山大学昆虫所养虫室人工饲料饲

养；大肠杆菌 58*、192*（0:;）、0<=!和 >*20;*以及

金黄色葡萄球菌 %"#&,-$’.’..+/ #+)!+/ 均由本室保
存。?龄斜纹夜蛾注射 ="9大肠杆菌 0<=!和金黄
色葡萄球菌混合液诱导 2? "后用于总 4@A提取。
!"# 试剂
限制性内切酶 0#1<#和 2,’#，5? 0@A连接

酶，质粒 /B0*,65 载体，4@A 7!4 >$& 购自 5C>C4C
公司；5CD 酶购自上海博亚生物科技公司；54EF.G试
剂购自 E(H$&#.I’( 公司；0:7!和饱和酚购自上海生
工生物工程公司；质粒提取和胶回收试剂盒购自

JK’IC公司；表达载体 /8:L6?56* 为 7"C#KC-$C 公司
产品。其他为国产分析纯试剂。

!"$ %&’引物的设计
参照 !".$等（2333）报道的斜纹夜蛾 !’-#./$(基

因设计 * 对特异引物，BC&67*：=M688A5!!A88588
AA885!55!AA86;M；BC&672：=M6!5!8A855A!55!!!
!A8!8!!5586;M，引物由上海博亚生物科技公司
合成。

!"( 总 ’)*的提取
按照 54EF.G试剂的操作说明进行。

!"+ ’,-%&’
按 5C>C4C 4@A 7!4 >$&（ABN）N’#) 2O* 操作手

册进行。

!". 原核表达载体的构建及鉴定
扩增得到的斜纹夜蛾 !’-#./$( 0成熟肽基因片

段先与 /B0*,65 载体相连，经酶切测序鉴定正确
后，再将目的片段用 0#1<#、2,’#双酶切，产物进
行胶回收，与同样双酶切和胶回收纯化的载体

/8:L6?56*相连，转化大肠杆菌 58*感受态细胞，挑
取重组转化子进行酶切鉴定，得到重组质粒 /8:L6
-’-0。
!"/ 融合蛋白的诱导表达
将鉴定正确的重组质粒 /8:L6-’-0转化大肠杆

菌 192*感受态细胞，挑取单菌落接种到含 AK/ 的
91培养基中 ;PQ培养过夜。次日按 * R *33 转接到
新鲜培养基中，至 J0S33为 3O? T 3OS，加入 E758至终
浓度为 * KK.GU9进行诱导，分别于诱导 * "，; "，= "
后离心收集菌液进行 V0V67A8:检测。
!"0 121-%*34
参照 VCKW#..X和 4Y%%’GG（233*）的方法进行。

!"5 抑菌实验
取含有质粒 /8:L6-’-0和 /8:L6?56*的大肠杆

菌 192*，;PQ振荡培养至 J0S33为 3O=时，加入 E758
进行诱导，同时设不诱导的作为对照。每隔 * " 取
样测 J0值，各设 ; 个重复，每重复测 ; 次，取平均
值绘制菌的生长曲线。

!"!6 表达产物的抗菌活性检测
培养 2 9 含有质粒 /8:L6-’-0 的大肠杆菌

192*，E758诱导表达 ; "，收集菌体，超声破碎，?Q
;3 333 #UK$(离心 *= K$(，按谷胱甘肽 V’/"C#.%’?1操
作说明书进行 8V5融合蛋白的柱纯化，产物用凝血
酶酶切，酶切后的蛋白直接采用琼脂孔穴扩散法（陈

海旭等，2332）测定抗菌活性，以大肠杆菌 >*2 0;*为

指示菌，以纯化的 8V5 蛋白凝血酶酶切体系为对
照。

# 结果与分析

#"! 斜纹夜蛾 &789:;<= 2成熟肽基因的克隆及原
核表达载体 ;34>-8782的构建
取免疫后的斜纹夜蛾脂肪体组织提取总 4@A，

用特异性引物 BC&67* 和 BC&672 进行 4567!4，扩增
出 !’-#./$( 0基因成熟肽编码区 -0@A序列，*O=Z
琼脂糖凝胶电泳观察到一条特异扩增带（结果未显

示）。将该片段克隆到 /B0*,65载体构建重组质粒
/B0*,6-’-0，经 7!4 筛选和酶切鉴定后测序，结果
表明获得的 !’-#./$( 0成熟肽与预期相符，与斜纹
夜蛾 !’-#./$( 1、A成熟肽（!".$ !" #$ )，2333）分别存
在 2个和 S个氨基酸残基的差异（图 *）。
将 !’-#./$( 0 成熟肽基因从 /B0*,6-’-0 载体

上酶切出来，克隆到表达载体 /8:L6?56*，得到重组
表达质粒 /8:L6-’-0。用 0#1<#和 2,’#双酶切

,32* 昆虫学报 3."# 45"’1’$’6*.# %*5*.# =3卷



图 ! 斜纹夜蛾 "#$%&’()成熟肽序列比较
*(+, ! "&-’.%(/&) &0 -.12%# ’#’1(3#/ &0

!"#$#"%&’( )*%+’( $#$%&’()/
虚线代表与 "#$%&’() 4成熟肽相同的氨基酸残基。

56# 3./6#3 7()#/ ()3($.1#3 (3#)1($.7 .-()& .$(3/
1& "#$%&’() 4 -.12%# ’#’1(3#,

鉴定，切出大小约为 !89 :’的目的条带和 ;<= >:的
载体条带（图 8），表明 "#$%&’() 4成熟肽基因正确连
接到 ’?@AB;5B!载体上。

图 8 重组质粒 ’?@AB$#$4的酶切鉴定
*(+, 8 C#/1%($1(&) .).7D/(/ &0 16# %#$&-:().)1

’7./-(3 ’?@AB$#$4
E!：! >:分子量标准 ! >: -.%>#%；E8：4F8999分子量标准

4F8999 -.%>#%；!，8：,(-G!和 ./#!双酶切后的
’?@AB$#$4质粒 ’?@AB$#$4H,(-G! I ./#! ,

!"! 融合蛋白的诱导表达及检测
将重组质粒 ’?@AB$#$4转入表达菌株 JF8!，用

KL5?诱导 ! 6，M 6，N 6后收集菌体，O4OBLP?@检测
结果表明含有重组质粒的菌株诱导后 ! 6就能检测
到一条大小接近 MM >4的蛋白带，与预期大小相符，
而未诱导样品中没有该蛋白产生（图 M）。诱导 ! 6，
M 6，N 6后的融合蛋白在表达量上没有明显的差异。
!"# 融合蛋白表达对细菌生长的影响
含有质粒 ’?@AB$#$4和 ’?@AB;5B!的大肠杆菌

JF8! 经 KL5? 诱导后的生长曲线如图 ;。质粒
’?@AB$#$4诱导表达后细菌的生长受到明显的抑
制，诱导 ! 6后细菌的浓度稍稍有点下降，随后逐渐
上升，诱导 N 6后细菌浓度与未诱导组接近；而质粒
’?@AB$#$4未经诱导组，以及质粒 ’?@AB;5B! 诱导
组和未诱导组，细菌生长基本不受 KL5?影响，开始
保持对数生长期随后进入平台期。

!"$ %&’()*+, -成熟肽的抗菌活性检测
"#$%&’() 4成熟肽在大肠杆菌 JF8!中与 ?O5蛋

白进行了融合表达，柱纯化的重组蛋白经凝血酶酶

图 M 重组质粒 ’?@AB$#$4在 JF8!菌株中的诱导表达
*(+, M @Q’%#//(&) &0 16# %#$&-:().)1 ’7./-(3

’?@AB$#$4 () JF8! ()32$#3 :D KL5?
E：蛋白分子量标准 L%&1#() -&7#$27.% R#(+61 -.%>#%；

! S ;：含质粒 ’?@AB$#$4的大肠杆菌 JF8!经 KL5?分别诱导
9 6，! 6，M 6，N 6；箭头指示重组蛋白 JF8! R(16
’?@AB$#$4 ()32$#3 9 6，! 6，M 6，N 6 :D KL5?,

P%%&R6#.3 ()3($.1#3 16# %#$&-:().)1 ’%&1#(),

图 ; KL5?诱导后含有 ’?@AB$#$4和 ’?@AB;5B!
质粒的 JF8!生长曲线

*(+, ; ?%&R16 $2%T# &0 JF8! R(16 ’?@AB$#$4 .)3
’?@AB;5B! ()32$#3 :D KL5?

’?@AB$#$4，’?@AB;5B!：未诱导样品 U&1B()32$#3 /.-’7#/；
’?@AB$#$4’，’?@AB;5B!’：诱导后样品 K)32$#3 /.-’7#/,

切，取 89"F酶切后的蛋白加入琼脂孔穴测定抗菌
活性，结果表明 "#$%&’() 4成熟肽对大肠杆菌 V!84M!

有明显的抑制作用，在孔的边缘产生了清亮的抑菌

圈，而对照没有抑菌作用（图 N）。

# 讨论

细菌对常规抗生素的耐受性已经越来越强，出

现了许多耐药菌株（4.T(#/，!==W），开发新型抗生素
显得特别重要（G.)$&$> .)3 F#6%#%，!==X；G.)$&$>，
!===）。抗菌肽具有特殊杀菌机理及良好的抗菌选
择性，能够杀灭对抗生素有耐受力的耐药菌株，且不

会诱导产生新的耐药菌株，这使得其在开发成肽类

=98!!8期 宋 杰等：斜纹夜蛾 "#$%&’() 4成熟肽的原核表达及活性检测



图 ! "#$%&’() *成熟肽抑菌作用
+(,- ! .)/(01$/#%(12 #33#$/ &3 "#$%&’() * 41/5%# ’#’/(6#

7："#$%&’() *成熟肽 "#$%&’() * 41/5%# ’#’/(6#；
8：9:;蛋白 9:; ’%&/#()-

抗生素方面具有良好的应用前景。

目前抗菌肽的研究除了在各类物种中不断发现

和纯化出新肽外，抗菌肽转基因研究和在多种表达

系统进行高效表达也蓬勃开展。如将抗菌肽基因转

到植物中增强对致病细菌和真菌的抗性（<1%6 1)6
=)%(,>/，8??@）；A4145%1 等（8??@）则构建了带有
"#$%&’() BC9+D 报告基因的转基因家蚕。在表达方
面则有了更多的报道。黄亚东等（8??8）采用 D"E
技术改造了抗菌肽 .*基因，将 "末端改造为 .F)，
在毕赤酵母中实现了蛋白的高效表达；赵亚华等

（8??G）进行了进一步的改造使得改造后的抗菌肽
.*杀菌效价提高了 G77倍。H()等（8??@）在毕赤酵
母中表达并纯化了家蝇抗菌肽，发现接有 @ I J(F的
家蝇抗菌肽阳离子特性和稳定性都得到增强，并具

有更强的杀菌活性。抗菌肽对细菌有杀伤作用，因

而不适合在原核细胞中进行表达。但通过与其他接

头或蛋白进行融合表达也有许多报道。朱嘉明等

（8??8）在大肠杆菌中表达了天蚕抗菌肽 .的 K端
第 7 L M个氨基酸残基和蜂毒素 K端第 ! L 78个氨
基酸残基组成的杂合。邱定红等（8??8）构建人干扰
素!7和抗菌肽 B的融合蛋白表达质粒，表达的蛋白
抗病毒比活性为 8N@8 I 7?@ AOP4,。Q(1), 等（8??@）
也在大肠杆菌中表达了家蝇抗菌肽。

本研究克隆了斜纹夜蛾 "#$%&’() *成熟肽基因
序列，氨基酸残基序列比较发现 "#$%&’() *成熟肽
与 "#$%&’() B、.成熟肽（">&( !" #$ -，8???）分别存在
8个和 @个氨基酸残基的差异，与家蚕等其他鳞翅
目昆虫 "#$%&’()也有一定的同源性（结果未显示）。
将该基因克隆入原核表达载体 ’9=RCS;C7在大肠杆
菌中进行融合表达，:*:CD.9=结果表明诱导后的宿
主菌比未诱导菌中多出了一条融合蛋白表达带，诱

导后 7 >就可以检测到该蛋白，诱导后 7 L ! >该蛋

白在表达量上没有明显的差异。生长曲线显示在

AD;9诱导后宿主菌的生长受到明显的抑制，而未诱
导的菌和仅仅表达谷胱甘肽转移酶的细菌生长基本

不受影响，表明该融合蛋白对细菌具有一定的毒性，

该结果与李金耀等（8??S）表达家蚕天蚕素的结果相
类似。纯化表达的融合蛋白并用凝血酶酶切，得到

"#$%&’() *成熟肽，抗菌活性检测初步结果表明该蛋
白对大肠杆菌 T78 *G7有明显的抑制作用，能够产生

抑菌圈，对照 9:;蛋白则没有抑菌效果。有关蛋白
的抑菌谱、效价分析等在进一步研究中。
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