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链抗菌肤 Hepcidin 的基因克隆和表达及抑菌活性分析
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摘要:利用同源克隆的方法从链(Hypophthalmichthys molitrix) 的肝脏中克隆出抗菌肤 Hepcidin cDNA( GenBank 登

人号 KF3 12213 )后，通过 pET32a( + )构建含抗菌肤 Hepcidin 的重组质粒的 pET-Hep/Rosetta 菌株，在 37 "c、 28

℃和 16 "c下分别用 0.5 mmol.L- 1 和 1. 0 mmol' L -1 IPTG 诱导表达，产物用 Ni Sepharose™亲和层析柱纯化并进行

体外抑菌试验。链 Hepcidin cDNA 总长度 755 bp , ORF 为 282 bp , 5'UTR 为 108 bp , 3'UTR 为 365 峙，编码 93 氨

基酸，信号肤 24 个氨基酸，前域 42 个氨基酸和成熟肤 27 个氨基酸。 pET-Hep/Rosetta 在 28 "c和 16 "c主要是可

溶性表达， 37 "c主要是包涵体表达。纯化的产物经 15% SDS-PAGE 电泳验证为目的产物。目的产物、 pET32/

Rosetta 产物以及氟苯尼考的体外抑菌试验表明，目的表达产物对元乳链球菌(Streptococcus agalactiae) 、金黄色葡

萄球菌(Stαphylococcus aureus) 、嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)等具有很好的抑菌效果O
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Abstract: 咀le full-length Hepcidin cDNA seψence GenBank No. KF3 12213 was amplified from the liver of chub (HJPophthalmichthys 

molitrix) by semi-Nested PCR [rapid amplification of cDNA ends (RACE) J. According to prodomain and mature peptide of the Hepci

din cDNA sequence , we designed an upstream primer with EcoR 1 restriction site and downstream primers with Sal 1 restriction site , and 

cloned the target gene into the expression vector pET -32a ( + ). The recombined plasmid was transformed into the expression stain-E. coli 

Rosetta and expressed induciblely at different temperatures (37 "C, 28 "c and 16 "C) and of different IPTG concentrations (0.5 mmol' 

L -1 and 1. 0 mmol. L -1). 币le protein was purified by Ni Sepharose™ affinity chromatography column. 咀le full-length of the Hepcidin cD

NA gene was 755 bp , which included a 282-bp ORF encoding a 93-amino acid prepropeptide. The prepropeptide contained a signal pep

tide (24 amino acids) , a pr叫omain (42 amino acids) and a mature peptide (27 amino acids). The purified product displayed a single 

protein band through 15% SDS-PAGE electrophoresis. 咀le purified production of pET -Hep/Rosetta had obvious antibacterial effect on 

Streptococcus agalactiae , Staphylococcus aureus and Aeromonas hydrophi旬， but the control group showed no inhibitory effect. 
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目前由于抗生素的滥用，导致许多病原菌产生

了耐药性[12]O 抗菌肤是自然界广泛存在的一类具

有广谱抗菌活性的肤类，具有广谱性、高效性、不

易使细菌产生耐药性等特点，已成为近年来生物和

医学领域研究的大热点[3 -6J 。抗菌肤作为机体非特

异性免疫系统的一道防线，广泛存在于植物、昆

虫、两栖类、鱼类、哺乳类等中[7 川 o Hepcidin 

是一类具有调节铁代谢抗菌肤，随着对鱼类抗菌肤

研究的不断增多[12 叫，目前已在许多鱼类中扩增

出了 Hepcidin 基因[町，如尼罗罗非鱼( Oreochromis 

niloticus) [16J 、黄颖鱼( Pelteobαgrus 卢lvidraco) 口7J 和

斜带石斑鱼(Epinephelus coioides) [四]等。

前人已报道了 Hepcidin 抗菌肤对金黄色葡萄

球菌( Stα'{Jhyloccocus αureus )、嗜水气单胞菌 (Aero

monas hydrophila)具有很好的打D菌效果[19 却 o 对真

铜[21J (Pαgrus m伊r) 、黑费用[且 J (Spαgrus mαcrocephα

lω) 、青石斑鱼 ( E. αwoαrα) 、中华解 ( Ac飞penser

sinensis )等鱼类的 Hepcidin 表达产物的体外抑菌效

果也有报道。但迄今为止，未见有链 ( Hypophthal

michthys molit时)的 Hepcidin 基因克隆和抑菌活性

的报道。文章首次克隆表达链的 Hepcidin 基因，

开展了表达产物对无乳链球菌( Streptococc旧 αgalae

tiae) 、霍乱杆菌(Vibrio choler，αe) 、大肠杆菌( Esch

erichia coli) 、金黄色葡萄球菌、蜡样芽抱杆菌(Bα

cillus cereus) 、嗜水气单胞菌等 6 株菌的体外打D菌

效果试验，为研究链 Hepcidin 的作用和应用提供

参考资料。

1 材料与方法

1. 1 试验材料与菌株

链[体长(15 :t 1) cm，体质量( O. 6 :t O. 05 ) kgJ 

购自清远某养殖场;大肠杆菌 DH5α、 pET32a

( + )、大肠杆菌 Rosetta、大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌、无乳链球菌、嗜水气单胞菌、霍乱弧菌、蜡

样芽子包杆菌(笔者实验室保存); E. Z. N. A Gel Ex

traction Kit、E. Z. N. A cycle-Pure kit ( Omega); Sal 

I 和 EcoR 1 内切酶、 T4DNA 连接酶(Takara) ;蛋

白质 marker、质粒小量提取试剂盒(天根); Ni

NTA His " Bind 树脂(默克， 69755-3); 透析袋

(spectrum , 132625 ，截留分子量 2000)0 其他试

剂均为国产分析纯。

1. 2 试验方法

1. 2. 1 链总 RNA 提取和引物设计 用浓度为

105 cfu"mL- 1 的无乳链球菌浸泡链诱导 Hepcidin 基

因的表达。 2 h 后取链的肝脏、头肾、后肠、鲍 4

个组织，参照 Trizol 说明书提取总 RNA o 采用

Prime Script 11 RTase 试剂盒反转录 cDNA 第一链。

对 NCBI 中的 Hepcidin cDNA 序列，用 clustalX 在

线比对，找出其在各物种间的保守序列，设计简并

引物 Hepcidin-F1 和 Hepcidin-R 1 (表1) 0

1. 2. 2 Hepcidin cDNA 全长基因半巢式 PCR

利用简并引物扩增 Hepcidin cDNA 的中间片段，反

应条件为 94 "C, 10 min 预变性，按以下条件进行

35 个循环， 94 "C, 35 s; 56 "C, 30 s; 72 "C, 35 

表 1 号|物序列表

引物名称 pnmer name 

上游简并引物 Hepcidin-F1

下游简并引物 Hepcidin-R1

3'race 上游引物 Hepcidin-F2

3'race 上游引物 Hepcidin-F3

3'race 下游引物 RAP

3'race 下游引物 AP

5'race 下游引物 Hepcidin-R2

5'race 下游引物 Hepcidin-R3

5'race 上游引物 FAP

5'race 上游引物 AP

表达上游引物 Hepcidin-F4

表达下游引物 Hepcidin-R4

Tab. 1 Primers used in cloning and PCR 

序列 (5'→3' ) primer sequence 

CAGACCGCAGCYGTTCCVTT 

AGTTGCAGCAGTAYCTGCAC 

ACAGCAGGAGCAGGATGAG 

GCATCAAATGGAGATCGAAA 

GGCCACGCGTCGACTAGTAC (T) 17 

GGCCACGCGTCGACTAGTAC 

GTTCGTACAGCAGGAGCAGG 

GGAGATCGAAACACCACAGC 

ACGCGTCGACTAGTA( C) 17 

GGCCACGCGTCGACTAGTAC 

ggGAATTCgAAACGTCAAAGCCATCTT 

ggGTCGACgTTAGAATTTACAGCAATATC 
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s，最后 72 "C，延伸 9 自由。 PCR 结束后产物经

1%琼脂糖凝胶电泳和切胶回收， pMD1 8-T 载体连

接，转入到大肠杆菌 DH5α 中， PCR 鉴定为阳'性

的克隆送上海生工测序。根据扩增的中间片段设计

3'RACE 的引物 Hepcidin-F2 、 Hepcidin-F3 、 RAP

和 AP( 表 1 ) 0 先用 F2/RAP 进行第一轮扩增，再

将扩增产物作为模板，采用飞IAP 进行第二轮扩

增，电泳切胶回收扩增产物，参照上述中间片段进

行连接、转化并测序。根据 3'RACE 扩增的序列和

中间片段序列，设计 5'RACE 的引物 Hepcidin-R2

和 Hepcidin-R3 以及 FAP。扩增方法参照 3'RACE ，

先用 FAP/R2 进行一扩，以一扩产物做二扩模板用

AP/R3 引物进行扩增。

1. 2. 3 Hepcidin 基因的原核表达 根据 signal P 

分析推测抗菌肤的前域和成熟肤序列设计引物，分

别设计含有 EcoR 1 的酶切位点和加门的酶切位的

上下游引物 Hepcidin-F4 和 Hepcidin-R4 (表 1) , 

进行 PCR 扩增，扩增产物采用 EcoR 1 , Sa门双酶

切后插入质粒 pET32a ( + ) ，构建的载体命名为

pET-Hepo 将 pET-Hep 转人到 Rosetta 的感受态细

胞中，送上海生工测序。以转入 pET32a 质粒的

Rosetta 菌株为对!照。将试验组和对照组的构建菌

分别接种到含有 AMP 和氯霉素( Chl) 的 LB 培养基

中， 37 "c、 200 r.min- 1培养，过夜培养物按照 1 : 

100 的比例扩大培养。当培养的光密度 (OD6QOnm)

达到 0.7 -0.8 时分成 6 管，分别编号 1 、 2 、 3 、 4 、

5 和 6。第 1 与第 2 管，第 3 与第 4 管，第 5 与第 6

管分别在 37 "c、 28 "c和 16 "c下培养。在 1 、 3 和

5 管中加入 0.5 mmol.L- 1 的 IPTG; 在 2 ， 4 和 6 管

中加入1. 0 mmol. L - 1 的 IPTG 诱导表达。在第 0-

第 5 小时内每隔 0.5 h 从培养管中收集 1 mL 的菌

液于 4 "C、 10 000 xι 离心 1 min 收集菌体后用 1

mL PBS 重悬，再离心收集菌体。裂解后进行 SDS

PAGE 电泳分析，确认最佳的表达条件。

1. 2. 4 表达产物的拥]菌试验 将扩大培养的菌

体用超声波破碎细胞，在 4 "C、 10 000 xg、离心

10 min 后收集上清液，纯化表达蛋白，纯化过程

参照默克 His. Bind 树脂纯化说明书。收集纯化后

的样品，采用透析袋进行透析，透析袋扁平宽度为

27 mm，每隔 1 h 换超纯水 1 次，直到在透析液中

用 1% 硝酸银(AgN03 )检测不到有氧化铀 (NaCl)

和氯化饵( KCl) 为止。将透析的表达产物浓缩后检

测蛋白浓度，采用牛津杯法分析上述表达产物对无

乳链球菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌等 6 株菌的

抑菌效果。

2 结果与分析

2.1 髓 Hepcidin 基因序列分析

将扩增的 3'端、 5'端和中间片段拼接起来，得

到完整的链 Hepcidin cDNA (图 1) 0 将该序列经

clustalX 1. 83 和 NCBI blast 比对，发现其与草鱼

( Ctenophαrynodon idell旧)、鲤(Cyprinus cαrpio) 和斑

图 l 链 Hepcidin cDNA 全长序列及推导的氨基酸序列

小写字母分别代表 5'-UTR 和 3'-UTR; "*"之间表示的是前域

Fig. 1 Complete cDNA sequence and deduced amino acid sequence of H. rrwlitrix Hepcidin 

The lowercase letters represent complete 5' -UTR and complete 3' -UTR; the space between " * " is prodomain 
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马鱼 (Danio rerio) 的 Hepcidin cDNA 相似度最高，

与草鱼的相似度达到 999毛，与鲤的相似度达到

959毛 O 将该序列登录到 GenBank 中(登录号

KF312213) 0 通过 DNAstar 分析发现， Cys 主要集

中在其两端且分布在表面，其中含有很多的酶切位

点。利用 signal P 在线分析预测( http: // 

nhjy. hzau. edu. cnlkech/ swxxx/jakj/ dianzi/Bioinf7 / 

Expasy/Expasy21. htm)发现，切除信号肤和前域之

后的成熟肤带 4.2 个正电荷，属于阳离子型抗菌

肤。链的成熟肤含有 8 个 Cys ， K R Q S H L S LC R 
YCCNCCRNKGCGYCCKF o 8 个 Cys 通

过 4 个链内工硫键形成短的发卡结构。该 cDNA 序

列 ORF 总共编码 93 aa，信号肤有 24 aa，前域有

42 aa，成熟肤有 27 aa o 根据多肤信号肤位点分析

可知，在之间有一个信号切割位点，同时在序列

63 -66 位有 RXKR 的信号切割位点。

2.2 髓 Hepcidin 系统进化分析

利用 MEGA 4.1 软件采用 construct phylogeny 

的 N-J 法构建硬骨鱼类、软骨鱼类、两栖类、爬行

类、鸟纲、哺乳纲物种 Hepcidin cDNA 序列系统进

化树，结果见图 2。链与鲤、草鱼等非常相近，而

两栖纲、爬行纲、哺乳动物的 Hepcidin 则在不同

的分支上。即使是同一个纲，硬骨鱼和软骨鱼也不

同一个分支，根据进化树可以看出，鲤形日下不同

亚科的链 Hepcidin 同鲤、草鱼、斑马鱼的比较近，

整体上与生物进化趋势相符合O

2.3 原核表达和纯化

通过构建原核表达载体 pET-Hep 后提取质粒

图 2 用 NJ 法构建 Hepcidin 进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree based on Hepcidin nucleotide sequences using NJ method 
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进行酶切，得到一条和目的片段大小一致的条带，

说明构建成功了。重组质粒转入到 Rosetta 感受态

细胞中，通过摸索诱导的条件，发现在 28 "c、

IITG 1. 0 mmol. L -1 条件下诱导表达量最高。并且

28 "c和 16 "c主要是可榕性表达，而在 37 "c主要

是包涵体表达。因此将条件设置为 28 "c、 IPTG 浓

度1. 0 mmol. L - 1 进行扩大培养。扩大培养菌液经

过超声波破碎和 NI 柱纯化后， 159毛 SDS-PAGE 电

泳得到了一条 23 kD 的单一的目的条带(图 3)0

2.4 表达产物的抑菌效果

重组菌 pET-Hep/Rosetta 诱导表达后收集菌体

纯化，过 NI 柱纯化后的 Hepcidin 产物，其蛋白质

质量浓度为 O. 12 附 ·μL -10 对纯化透析浓缩的目

的蛋白、洗脱缓冲液和 pET/Rosetta 表达产物采用

牛津杯法进行打D菌试验，以氟苯尼考(含量为 30

μg' 片 1 )为阳性对照，结果表明，经过纯化透析

浓缩的 pET-Hep/Rosetta 产物对无乳链球菌、金黄

色葡萄球菌、蜡样芽砸杆菌、嗜水气单胞菌都产生

抑菌圈，有一定的抑菌效果，其中对链球菌的抑菌

效果最强，对大肠杆菌没有抑菌效果。洗脱缓冲液

和 pET/Rosetta 表达产物没有抑菌效果，氟苯尼考

抑菌效果最好(表 2)0

图 3 SDS-PAGE 电泳

M. 蛋白分子质量标准1.对照质粒( pET/Rosetta); 2. pET 

hep/Rosetta 表达产物 3 、 4. Ni 柱子洗脱纯化的表达产物

Fig.3 SDS-PAGE electrophoresis 

M. standard weight of molecular protein; 1. control plasmid 

(pET/Rosetta); 2. expression protein of pET-Hep/Rosetta; 

3 , 4. purified product of protein 

表 2 抗菌肤对 6 种菌抑菌圄大小(直径)

Tab. 2 Antibacterial ab血ty of six antimicrobial peptides (diameter) mm 

菌种 纯化产物 缓冲液 对照组 氟苯尼考
stram purified product buffer solution control Flonenicol 

元乳链球菌 ( Streptococcωαga加tiae) 19 。 O 29 

蜡样芽于包杆菌 ( Bacillω cereω) 6 。 O 20 

霍乱弧菌 ( Vibrio cholerae) 。 。 O 18 

嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila) 10 O O 20 

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus) 7 。 O 17 

大肠杆菌 (Escherichia coli) 0 0 0 20 

注:涂布在平板上的菌浓度为 107cfu'mL -1 ，取 1 mL 涂布在培养基上，链球菌放在 30 "C培养，其余放在 37 "C培养。 Purified product 加入
250μ 蛋白质质量浓度为 O. 12 闻·μ1; bu坠r solution 加入250μ; 对照组加入 150μ，蛋白质质量浓度为 0.2 附·忡L -1 氟苯尼

考加入一片，每片 30μg
Note: 咀le bacteria amount was about 107 cfu'mL -1. We took 1 mL coating on the medium and cultured the St玩吧ptococcus at 30 "C; the other five b配

teria were cultured at 37 "C. Purified product , 0.12 J.Lg'μL -1 , 250μL; buffer solution , 250μL; control , 0.2 J.Lg'μL- 1 ， 150μL; flO1 

fenicol , each tablet 30μ吕·

3 讨论

鱼类抗菌肤在鱼类非特异性防御[22-23] 中起非

常重要的作用。通过 clustalXl. 83 比较链、斑马

鱼、草鱼以及鲤的 Hepcidin 基因编码的蛋白(图

4) ，发现链和鲤、草鱼的 Hepcidin 差异性主要在

前域。编码蛋白在成熟肤部分与链和草鱼完全相

似，但斑马鱼与前三者在成熟肤部分有明显差异

性。通过比较大部分鱼类的 Hepcidin 发现，除了

Soleα senegαlensis 和 PO晤。 αbelii 等少数几种鱼类

外，大部分的鱼类都含有 8 个 Cys，可以形成 4 个

二硫键。在链、鲤和草鱼中，第 4 个二硫键是一个

特殊的二硫键，这个二硫键可能具有更高的化学能

和反应的活化能，可能与多肤的抗菌活性有直接的
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图 4 链、草鱼、鲤和斑马鱼 Hepcidin 编码蛋白质序列差异性比较

Fig. 4 Comparison of protein sequences of H. molitrix , C. idellus , C. carpio and D. rerio Hepcidin 

关系[U]O

常用的表达系统主要是毕赤酵母(P灿iαpωω

巾)的真核表达和大肠杆菌的原核表达系统。有人

只表达成熟肤[24-26J 也有人表达前域和成熟肤 2

个部分[町，该试验采用后者。有文献采用 20 "c和

37 "c这 2 组温度进行诱导表达[27]O 该试验在 16

℃、 28 "c和 37 "c下，分别用浓度 0.5 mmol.L- 1 、

1. 0 mmol.L- 1 的 IPTG 进行诱导表达，发现在 37 "c 

条件主要是包涵体表达， 28 "c和 16 "c主要是可溶

性表达。 16 "c虽然也是可榕性表达，但在 16 "c条

件下构建菌株生长缓慢。在 28 "c、1. 0 mmol. L -1 

条件下可溶性表达/包涵体表达蛋白比例达到 87%

-939毛，单位体积菌液得到的表达蛋白更多。因此

选择了 28 "c、1. 0 mmol. L - 1诱导表达O

进行 Ni Sepharose™亲和层析柱纯化，纯化产

物进行抑菌试验。由于试验过程中要确保 pET

Hep/Rosetta 表达纯化浓缩产物(purified product) 和

氟苯尼考(每片 30 罔)浓度的一致性，因此采用牛

津杯或者琼脂孔扩散法。杨明 [21J 通过养殖真嗣、

黑嗣抗菌肤 Hepcidin 的表达产物对大肠杆菌

(G -)、金黄色葡萄球菌(G +)、副榕血弧菌

(以 pαrahαemeolyticus) ( G - )、榕壁微球菌 ( Micro

coccus lysodeikti与时) (G + )、表皮葡萄球菌

(s. epidermidis) ( G + )、枯草芽抱杆菌 ( B. subtilis ) 

(G +)6 株菌进行了打D菌试验，发现表达产物对链

球菌的抑菌效果最好，其次是大肠杆菌。邓尚

龙[到]用石斑鱼 Hepcidin 的原核表达产物进行了打D

菌试验，发现石斑鱼 Hepcidin 表达产物对革兰氏

阳性菌(如金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌)具有

抑制作用，同时对革兰氏阴性菌(如大肠杆菌)也

具有抑制作用，但对溶壁微球菌元抑菌活性。但是

石斑鱼的表达产物经过酶切之后，对榕壁微球菌有

抑菌效果。蔡晶晶等[29J 研究黑铜抗菌肤 Hepcidin

在毕赤酵母中的表达及其抗菌活性时发现，表达的

产物对革兰氏阳性菌[金黄色葡萄球菌、表皮葡萄

球菌、榕壁微球菌、谷氨酸棒杆菌( Corynebαcterium 

glutamicU1叫]和革兰氏阴性菌[大肠杆菌、哈氏弧

菌(以 hαrvηi) ]都具有抑菌效果。高宇等[到]研究中

图 5 链、黑嗣和青石斑鱼编码蛋白质之间的差异

Fig. 5 Comparison of protein of H. molitrix , S. macrocephalus and E. awoara Hepcidin 
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华饵抗菌肤 Hepcidin 的表达及抑菌试验发现，表

达产物对金黄色葡萄球菌和无乳链球菌有抑菌效

果，但是表达产物对枯草芽抱杆菌没有抑菌效果。

通过比较链、黑费用和石斑鱼编码蛋白质之间的差异

(图 5) ，发现这 3 种鱼编码蛋白在信号肤区域同源

性较高，但在前域和成熟肤区域蛋白质序列有很大

的差异，这些差异可能是导致它们拥菌差异性的主

要原因之一。

笔者试验成功地将链 Hepcidin 基因导人到

Rosetta 中表达，尽管表达产物对大肠杆菌没有抑

菌效果，但是对其他的革兰氏阳性菌和阴性菌具有

很好的抑菌效果，尤其对无乳链球菌抑菌效果尤

佳，具有潜在的应用开发前景。
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