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要!旨在克隆鸡
)

!

防御素
K$0!/

基因!对其预测的成熟肽基因进行原核表达!并对产物进行抑菌活性的检测(

根据
O8-5<-U

发表的鸡
)

!

防御素基因
K$0!/

"

JH

+

&&%&&%.%%'0

#设计引物!采用
\7!KM\

方法从鸡食道中扩增得

到鸡
)

!

防御素
K$0!/

基因!将该成熟肽基因克隆到原核表达载体
V

:7!*0<

"

i

#的
?"+\

'

%

S,+

'

双酶切位点上!构

建重组原核表达质粒
V

:7!*0<!O<9!/

(将重组质粒转化大肠杆菌
5D0%

"

6:*

#!于
*3c

进行诱导表达(结果扩增出

K$0!/

!其
?6J4

为
0&)Z

V

!成熟肽编码
)0

个氨基酸(

161!K4O:

电泳表明!重组鸡
O<9!/

蛋白大小约为
02U=

!与

预期大小一致!重组蛋白主要以包涵体形式存在(重组鸡
O<9!/

蛋白对金黄色葡萄球菌"

47MM02/0*

#'粪肠球菌

"

47MM0/0%0

#'大肠杆菌"

47MM02/00

#'酵母菌 "

O1%%2

#都能产生抑菌作用!最小抑菌浓度分别为
.0a2&

'

*%a32

'

%02'&&

'

*%'32;
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(成功获得了鸡
)

!

防御素
O<9!/

成熟肽基因的表达产物!证实了重组鸡
O<9!/

蛋白

具有广谱的抗菌活性!体外抑菌试验为其在家禽生产中应用提供了理论基础(

关键词!鸡&

)

!

防御素&

O<9!/

&重组蛋白表达&抑菌活性
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V
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)

!"8A8-,$-K$0!/

B
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!

<-"

"8R8?RRC8<-R$Z<?R8S$<9<?R$X$R

W

#ARC88>

V

S8,,8"

V

S#"=?R'7C8K$0!/

B
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V

9$A$8"AS#;

?C$?U8-

0

,8,#

V

C<
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W

\7!KM\

!

T$RC

V

S$;8S,Z<,8"#-RC8?C$?U8-K$0!/

"
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#
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=8-?8$-O8-85<-U

!

RC8-$RT<,?9#-8"$-R#

V
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#
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'7C8S8?#;Z$-<-R

V

9<,;$"T<,RS<-,A#S;8"$-R#?."+0(5D0%

"
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'7C8S8,=9R,

V

S8,8-R8"C8S8"8;#-,RS<R8RC<RRC8K$0!/;<R=S8

V

8

V

R$"8

B

8-8

!

?C$?U8-

)

!"8A8-,$-

!

T<,,=??8,,A=99

W

8>

V

S8,,8"'7C88>

V

S8,,8"

V

S#R8$-,C#T8"ZS#<"!,

V

8?!

RS=;<-R$;$?S#Z$<9<?R$X$R

W

!

TC$?C$-"$?<R8"RC8S8?#;Z$-<-R?C$?U8-O<9!/

V

S#R8$-?#=9"Z8

V

#R8-!

R$<99

W

=,8"A#S

V

S8X8-R$#-<-"RS8<R;8-R'

D+

;

./469

$

?C$?U8-

&

)

!"8A8-,$-,

&

O<9!/

&

S8?#;Z$-<-R

V

S#R8$-8>

V

S8,,$#-

&

<-R$Z<?R8S$<9<?R$X$R

W

!!

防御素是一类极为重要的内源性抗菌肽!其不

仅是宿主免疫系统的重要组成部分!而且具有广谱

的抗菌活性(防御素能有效灭杀细菌'真菌以及病

毒"如
LEY

病毒#等病原微生物,

%!0

-

(根据空间结构

差异!防御素可分为
&

!

防御素'

)

!

防御素和
1

!

防御素

*

类,

*!)

-

(其中在鸡体内!相应基因共编码
%)

种防

御素!都属于
)

!

防御素家族!依次被命名为
O<9!%

#

O<9!%)

(大量研究证实!鸡
)

!

防御素对革兰阳性菌'

革兰阴性菌和真菌都有抑制和杀伤作用,

2!(

-

(禽
)

!

防御素广泛分布于机体各个组织器官!包括消化系

统'呼吸系统'免疫系统和泌尿生殖系统,

/

-

!其中

O<9!/

主要在食道和嗉囊中表达量较高,

%&

-

(当前由

于在养殖业中长期应用抗生素导致的耐药性问题剧

增!而鸡
)

!

防御素不易使病原微生物产生耐药性!是

一类具有非常良好应用 前景的 )抗生素替代

品*

,

%%!%0

-

(目前除了鸡
)

!

防御素
O<9!%)

外!其余的鸡

)

!

防御素基因已经通过基因工程方法获得了表达(

在前人研究的基础上!作者拟从鸡食道克隆鸡
)

!

防御

素基因
K$0!/

!并进行遗传进化分析!然后原核表达重

组
O<9!/

蛋白并测定其体外抑菌活性及理化特性!为

重组鸡
)

!

防御素在家禽生产中的应用提供理论依据(

#

!

材料与方法

#E#

!

实验动物

0%

日龄
1KP

白羽肉鸡!由青岛澳兰百特生物

工程有限公司提供(

#E!

!

菌株与载体

大肠杆菌
6L2

&

菌株'

5D0%

"

6:*

#菌株'酵母

菌"

O1%%2

#由本实验室保存(粪肠球菌"

47MM

0/0%0

#'金黄色葡萄球菌"

47MM02/0*

#'大肠杆菌

"

47MM02/00

#均购自青岛绿谷商贸有限公司(

V

:7!*0<

"

i

#由本实验室保存(

V

H6%/!7

载体购

自大连宝生物有限公司(

#EF

!

主要试剂和仪器

各种限制性内切酶和
7)6J4

连接酶'

:>=$

N

6J4

聚合酶'凝胶纯化试剂盒'质粒提取试剂盒'

6D2&&&6J4 H<SU8S

'

6D0&&&6J4 H<SU8S

等均

购于大连宝生物有限公司(

7\Eb#9\8<

B

8-R\J4

提取试剂盒'鼠源反转录酶
1=

V

8S1?S$

V

R7HEE\7

购自
E-X$RS#

B

8-

公司(

KS#R8$-\8A#9"$-

B

$̀R

蛋白

纯化试剂盒购自
J#X<

B

8-

公司(

主要仪器包括杭州朗基
KM\

基因扩增仪

"

HO02i

#'北京君意垂直电泳仪"

QI*&&M

#等(

#E$

!

@8*

引物设计与合成

根据
O8-5<-U

发表的鸡
)

!

防御素基因
K$0!/

;\J4

"

JH

+

&&%&&%.%%'0

#的基因序列!利用
KS$;!

8S2'&

设计引物(编码区扩增引物为
K%

和
K0

!成

熟肽扩增引物为
K*

和
K)

!分别带有
?"+\

'

和
S,+

'

的酶切位点"表
%

下划线部分#(

表
#

!

引物序列

35C7+#

!

32+@4-A+499+

Q

N+0=+

引物名称
KS$;8S-<;8

引物序列"

2k

$

*k

#

KS$;8S,8

@

=8-?8

"

2k

$

*k

# 片段长度%
Z

V

PS<

B

;8-R98-

B

RC

K% 7MM4M4OM4O4OO4M447M

K0 44M7OMO7OO7M4O7O4OO 02&

K* MOO4477MOM7O4M4MM774OM47OM

K) MMM7MO4OOO4OM7OOO7OMMM4777O %0.

#E%

!

基因克隆与序列分析

取
0%

日龄鸡放血致死!取食道组织!按
7\Eb#!

9

7H试剂盒说明书方法提取总
\J4

!之后按
6J4

反

转录试剂鼠源反转录酶
H!HDY

说明书反转录成

?6J4

!然后以
?6J4

为模板!用引物
K%

%

K0

按以

下程序进行
KM\

扩增$

/)c

预变性
2;$-

&

/)c

变

性
*&,

!

22c

退火
*&,

!

30c

延伸
.&,

!

*&

个循环&

30c

终延伸
(;$-

(结束后!

KM\

产物用
0f

琼脂

(//
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!

防御素
O<9!/?6J4

的克隆'表达及其抑菌活性的研究

糖凝胶电泳检查结果!并用胶回收试剂盒回收纯化

KM\

产物(纯化的目的片段与
V

H6%/!7

载体相

连!经
KM\

鉴定后!将阳性重组质粒送往北京华大

科技公司测序并命名为
V

H6%/!7!O<9!/

(将测序

得到的正确序列应用
H:O4)

软件对已知的禽
)

!

防

御素及部分哺乳动物
)

!

防御素核苷酸序列进行同

源性比较分析!并绘制进化树(

#E&

!

原核表达载体的构建

采用特异性引物
K*

%

K)

!用
KM\

方法从重组质

粒
V

H6%/!7!O<9!/

中扩增
O<9!/

成熟肽基因片段!

纯化后将产物和
V

:7!*0<

"

i

#质粒分别用
?"+\

'

%

S,+

'

双酶切后进行胶回收!将纯化后的
O<9!/

成

熟肽基因片段和
V

:7!*0<

"

i

#载体经
7)

连接酶
%.

c

连接后转化
6L2

&

感受态细胞!涂布
4;

V

%

D5

平

板!挑取阳性菌落测序!将测序准确的菌液抽提质

粒!进行酶切和
KM\

鉴定!将其命名为
V

:7!*0<!

O<9!/

(将该重组质粒转化大肠杆菌
5D0%

"

6:*

#感

受态细胞(

#EG

!

重组蛋白的诱导表达及纯化

将 阳 性 克 隆 菌 接 种 于
D5

"

4;

V

i 2&

"

B

/

;D

[%

#液体培养基中!

*3c%2&S

/

;$-

[%振荡

过夜(次日取培养物按
%g%&&

再次接种于上述

2&&;DD5

液体培养基中!

*3c02&S

/

;$-

[%振荡

培养至
N6

.&&-;

值为
&'.

#

&'(

时!加入终浓度为

&a.;;#9

/

D

[%的
EK7O*3c%2&S

/

;$-

[%过夜诱

导培养!分别于诱导前和诱导后取样
%;D

细菌培

养物!离心回收菌体!加入适量
K51

重悬菌体后加

等量
0e

蛋白上样缓冲液!煮沸
%&;$-

!离心取上清

进行
161!K4O:

电泳(按照
J#X<

B

8-

公司的蛋白

纯化试剂盒说明书进行包涵体的纯化'复性和透析!

并测定重组蛋白的浓度(同时诱导'表达并纯化空

载体
V

:7!*0<

"

i

#!方法同上(

#E'

!

表达产物体外抑菌活性及理化特性测定

%'('%

!

对不同细菌抗菌活性的测定
!!

以)

%'0

*中

的菌种为检测菌!利用琼脂糖孔穴扩散法测定重组

鸡
O<9!/

蛋白和
V

:7!*0<

"

i

#蛋白的抗菌活性(将

各株细菌培养至对数生长期!然后用相应的培养基

稀释细菌至
%&

2

MPF

/

;D

[%

!取
0&&

"

D

涂布无抗

性
D5

及
IK6

平板(放置片刻!待菌液稍干后!用

直径
.;;

的灭菌打孔器打孔若干!分别在孔中加

入
O<9!/

蛋白'

V

:7!*0<

"

i

#蛋白'阴性对照"

K51

#

及阳性对照
4;

V

i

各
2&

"

D

"酵母菌用
]8#?$-i

!于

*&c

培养#!将平板正面向上
*3c

培养
0)C

后!观

察有无抑菌效果(

%'('0

!

O<9!/

蛋白对温度和
V

L

稳定性的测定
!!

分别取
%&&

"

D

蛋白若干份!分别置于
[3&

'

[0&

'

)

'

)&

'

.&

'

(&

'

%&&c

处理
*&;$-

后取出!以金黄色葡

萄球菌为检测菌进行温度的抗菌活性测定!方法同

)

%'('%

*(另取重组蛋白若干!以
&'%;#9

/

D

[%的

LM9

将蛋白的
V

L

调至
%&

!取出
%&&

"

D

作为抗菌

试验!同时!设相同
V

L

的
K51

作为对照&然后将剩

下蛋白的
V

L

调至
(

!以此类推!直至将蛋白的
V

L

调至
)

!将调至不同
V

L

"

)

'

2

'

.

'

3

'

(

'

/

'

%&

#的蛋白

%&&

"

D

!以金黄色葡萄球菌为检测菌进行抗菌活性

测定!方法同前(

#E(

!

表达产物最小抑菌浓度的测定

用
5M4

蛋白检测试剂盒按说明书测纯化得到

的
O<9!/

成熟肽的蛋白浓度(按
H'\'D8X8-

B

##"

等,

%*

-的方法测定
O<9!/

对各种细菌的最小抑菌浓

度(

!

!

结
!

果

!E#

!

鸡
!

R

防御素
.1:R(

基因克隆与进化树分析

利用
\7!KM\

扩增得到与预期大小相符片段

"

02&Z

V

#!由测序结果可知编码区"

0&)Z

V

#及预测

成熟肽序列"

%0.Z

V

#与
K$0!/;\J4

序列相似性为

%&&f

(电泳结果见图
%

(利用分子生物学软件将

H'6D0&&&6J4

相对分子质量标准&

%'K$0!/

基因
KM\

产物"

02&Z

V

#&

0'K$0!/

成熟肽基因
KM\

产物"

%0.Z

V

#&

*'

阴性对照

H'6D0&&&6J4 ;<SU8S

&

%'KM\

V

S#"=?R#AK$0!/

"

02&

Z

V

#&

0'KM\

V

S#"=?R#A;<R=S8

V

8

V

R$"8#AK$0!/

"

%0.Z

V

#&

*'J8

B

<R$X8?#-RS#9

图
#

!

K57R(

产物琼脂糖凝胶电泳

S-

B

E#

!

I7+=14/

M

2/4+9-95057

;

9-9/JK57R(

M

4/6N=1

///
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防御素
K$0!/

基因与禽类及其它部分哺乳动物

)

!

防御素基因构建了系统进化发育树!见图
0

(由进

化树可知!鸡
)

!

防御素
K$0!/

基因与禽类
)

!

防御素

在进化分支上较近!与其它哺乳动物
)

!

防御素进化

上相对较远(

!E!

!

重组表达质粒的酶切鉴定

重组质粒测序结果准确证实成功构建原核表达

质粒
V

:7!*0<!O<9!/

(经双酶切鉴定!电泳得到约

2/&&

'

%0.Z

V

的
0

条条带!与预期大小一致!表明获

得阳性重组体"图
*

#(

图
!

!

鸡
K57R(

与禽
!

R

防御素及部分哺乳动物
!

R

防御素基因的系统进化树分析

S-

B

E!

!

@2

;

7/

B

+0+1-=4+751-/092-

M

9C59+6/012+9+

Q

N+0=+/J12+K57R(

#

5,5-0R),YT9506

M

541-57A5AA57-50

!

R6+J+09-09

!EF

!

重组鸡
K57R(

蛋白的原核表达与纯化

161!K4O:

结果显示!经
EK7O

诱导后的菌体

与未诱导菌体相比!有
%

条明显的蛋白表达条带(

诱导后
)

#

(C

内蛋白的表达量没有明显的差异(

参照蛋白相对分子质量标准!该重组蛋白的相对分

子质量约为
02U=

"图
)

#(诱导的菌体经离心和裂

解后!分别取上清和沉淀进行
161!K4O:

电泳!结

果显示!鸡
O<9!/

蛋白主要以包涵体形式存在于
?.

"+(05D0%

中(重组蛋白的包涵体经溶解'纯化后!

测定重组蛋白的浓度为
(.&

"

B

/

;D

[%

(同样方法

纯化
V

:7!*0<

"

i

#!测得其浓度为
)3&

"

B

/

;D

[%

(

161!K4O:

电泳检测可见约
02

'

0&U=

的蛋白条

带!与预期蛋白大小相符"图
)

#(

!E$

!

重组
K57R(

蛋白抗菌活性及理化特性测定

采用琼脂糖孔穴扩散法来测定重组蛋白
O<9!/

对
)

种菌的抗菌活性(结果表明!重组蛋白
O<9!/

&&&%
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O<9!/?6J4

的克隆'表达及其抑菌活性的研究

H'6D2&&&6J4

相对分子质量标准&

%'

重组质粒

V

:7!*0<!O<9!/

酶切产物

H'6D2&&&6J4 ;<SU8S

&

%'7C8

V

S#"=?R,#AS8!

?#;Z$-<-R

V

9<,;$"

V

:7!*0<!O<9!/

图
F

!

重组表达质粒
M

I3RF!5RK57R(

的
C4,*

#

"

D;,

#

酶切鉴定

S-

B

EF

!

L6+01-J-=51-/0/J

M

I3RF!5RK57R(6-

B

+91+6C

;

C4,*

#

506D;,

#

对金黄色葡萄球菌'粪肠球菌'大肠杆菌'酵母菌

"

O1%%2

#都能产生明显的抑菌效果!抑菌圈大小分

别为
%2

'

0&

'

%*

'

02;;

(阴性对照和空载体
V

:7!

*0<

均没有抑菌活性!无抑菌圈(

在温度和
V

L

试验中!经不同温度处理后!结果

显示!重组
O<9!/

蛋白对金黄色葡萄球菌仍有较强

的抑菌效果(重组
O<9!/

蛋白经酸碱度调节后!在

V

L

为
)'&

'

2'&

时没有产生抑菌圈!随着
V

L

的升

高!重组
O<9!/

产生明显的抑菌圈!且在
V

L

为
('&

时!抑菌圈最大!约为
0&;;

(

!E%

!

重组鸡
K57R(

蛋白对几种菌的最小抑菌浓度

%

<L8

&测定结果

按
H'\'D8X8-

B

##"

等,

%*

-的方法测定
O<9!/

对

以下细菌的最小抑菌浓度"

HEM

#!最后结果见表
0

(

%'

未诱导重组菌表达产物&

0

#

)'EK7O

诱导
)

'

.

'

(C

后

蛋白表达产物&

2'

诱导空载体
V

:7!*0<

&

H'

蛋白分子质量

标准&

.'

包涵体&

3'

上清&

('

纯化后蛋白

%':>

V

S8,,$#-

V

S#"=?R,AS#;RC8$-"=?8"S8?#;Z$-<-RZ<?!

R8S$<T$RC#=R$-"=?R$#-

&

0!)'7#R<9

V

S#R8$-#A5D0%?#-R<$!

-$-

B

O<9!/

&

2'E-"=?8"8;

V

R

W

X8?R#S

V

:7!*0<

&

H'KS#R8$-

;#98?=9<ST8$

B

CR,R<-"<S",

&

.'E-?9=,$#-Z#"

W

&

3'1=

V

8S-<!

R<-R

&

('K=S$A$8"

V

S#R8$-

图
$

!

重组鸡
K57R(

蛋白的
HTHR@)KI

分析

S-

B

E$

!

HTHR@)KI5057

;

9-9/J12++U

M

4+99+64+=/AC-0501K57R(

F

!

讨
!

论

作者根据
I'G$<#

等,

%)

-已发表的鸡
K$0!/

"

JH

+

&&%&&%.%%'0

#的基因设计特异性引物!扩增出的鸡

表
!

!

鸡
K57R(

成熟肽蛋白最小抑菌浓度的测定

35C7+!

!

T+1+4A-051-/0/J<L8/J=2-=?+0K57R(A51N4+

M

+

M

1-6+ ;

B

/

D

[%

革兰阳性菌

OS<;!

V

#,$R$X8;$?S##S

B

<-$,;

最小抑菌

浓度
HEM

革兰阴性菌

OS<;!

V

#,$R$X8;$?S##S

B

<-$,;

最小抑菌浓度

HEM

真菌

P=-

B

$

最小抑菌

浓度
HEM

金黄色葡萄球菌"

47MM02/0*

#

-.$6'&69

"

47MM02/0*

#

.0'2&

大肠杆菌"

47MM02/00

#

%02'&&

毕赤酵母

"

O1%%2

#

*%'32

粪肠球菌"

47MM0/0%0

#

?.

2

$&"$0(9

"

47MM0/0%0

#

*%'32 ?."+0(

"

47MM02/00

#

A$9#+'(9

"

O1%%2

#

HEM'H$-$;=;$-C$Z$R#S

W

?#-?8-RS<R$#-

%&&%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)2

卷
!

K$0!/

基因及其成熟肽基因与其相似性为
%&&f

(

从进化树分析发现!鸡
)

!

防御素
K$0!/

与鸭
)

!

防御

素
K$0!/

和鸡
)

!

防御素
K$0!.

之间的相似性最高(

不同禽
)

!

防御素之间存在较高的相似性!但是不同

禽
)

!

防御素与哺乳动物
)

!

防御素之间的相似性较

低(表明鸡
)

!

防御素
K$0!/

存在种属差异性!而同

一种属不同物种之间差异性较小(鉴于禽类和哺乳

动物间都存在
)

!

防御素相似性较低的现象!很多学

者用达尔文进化的理论来解释!物种之间能感染的

病原体不同!就导致一些基因发生有利于自身的显

著突变!来抵御外界病原体!进而导致物种间相似性

较低,

%2

-

(

禽类的防御素是一种内源性的阳离子多肽!在

禽的先天性免疫中发挥着重要的作用(现在大量研

究表明!无论是重组表达'天然存在或是人工合成的

防御素!对革兰阳性菌'革兰阴性菌'霉菌'螺旋体'

病毒"如流感病毒'疱疹病毒'艾滋病病毒#等均具有

很强的杀伤活性,

3

!

%.!%/

-

(与其它防御素一样!本试

验重组表达的鸡
O<9!/

蛋白也有着广谱的抗菌活

性(其对革兰阳性菌"如金黄色葡萄球菌'粪肠球

菌#'革兰阴性菌"如大肠杆菌#及真菌"如毕赤酵母

O1%%2

#都有较强的抑菌作用(在对鸡
O<9!/

蛋白

的温度和酸碱度测定中!结果显示对温度和酸碱度

有一定的稳定性(在
V

L.'&

就呈现抑菌效果!在

V

L('&

的条件下!鸡
O<9!/

蛋白抗菌活性最好(说

明该蛋白对碱性的耐受力更强一些(这与周财源

等,

%2

-报道的鹅重组
4X56!2

蛋白的特性相符合(

另据一些研究表明!不同种类的防御素抑菌种类及

最小抑菌浓度有所不同!如重组鸡
O<9!3

对金黄色

葡萄球菌和大肠杆菌等有抑制作用!而对白色念珠

球菌则无抑制作用,

0&

-

(报道的重组鸡
O<9!%&

对革

兰阳性菌和阴性菌都能产生抑菌活性!但对猪霍乱

沙门菌无抗菌活性,

0%

-

(重组鸭
4X56!%&

对多杀性

巴氏杆菌'金黄色葡萄球菌等都有抑制作用,

00

-

!国

外
I'1<-

B

等,

0*

-首次从健康犬睾丸组织内扩增出

":L%

!并通过化学合成的方法证实了其对革兰阳

性'阴性菌有杀菌作用!对支原体也有抑制作用(推

测这可能与防御素的种类'自身结构与分布组织部

位有一定的关系(据报道!防御素可以通过对核苷

酸密码子优化!使其抗菌活性提高,

0)

-

(本试验克隆

的鸡
)

!

防御素
K$0!/

基因!是其天然序列!未加以改

造和设计!若想通过基因工程方法获取更高抗菌活

性的鸡
)

!

防御素!需选择大肠杆菌偏好的密码子对

O<9!/

成熟肽基因进行密码子优化!相关结论待于

试验进一步验证(

$

!

结
!

论

从鸡食道中克隆到鸡
K$0!/

基因!该基因编码

区大小为
0&)Z

V

!成熟肽编码区为
%0.Z

V

!编码
)0

个氨基酸(重组融合蛋白相对分子质量约为
02

U=

!通过体外抑菌试验证实了该蛋白对金黄色葡萄

球菌'粪肠球菌'大肠杆菌'酵母菌"

O1%%2

#都能产

生明显的抑菌效果!该蛋白对温度有一定的稳定性!

在碱性条件下!抑菌效果较为显著(重组鸡
O<9!/

对金黄色葡萄球 菌 "

47MM02/0*

#'粪肠球菌

"

47MM0/0%0

#'大肠杆菌"

47MM02/00

#'酵母菌

"

O1%%2

#的最小抑菌浓度分别是
.0'2&

'

*%'32

'

%02'&&

'

*%'32;

B

/

D

[%

(
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