
文章编号：１６７４５５６６（２０１７）０１００２３０８ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０１６０４０１７５９

斑点叉尾
!

ＬＥＡＰ２成熟肽在毕赤酵母中的表达及其抑菌活性

收稿日期：２０１６０４２８　　　修回日期：２０１６０５１２

基金项目：上海市教育委员会产学研项目（１５ＣＸＹ３０）；农业部都市农业（南方）重点实验室开放基金项目（ＵＡ２０１３０７）

作者简介：孙立人（１９９０—），男，硕士研究生，研究方向为水产生物化学与分子生物学。Ｅｍａｉｌ：４４２３３３７７７＠ｑｑ．ｃｏｍ

通信作者：陶　妍，Ｅｍａｉｌ：ｙｔａｏ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

孙立人
１，２
，陶　妍１，２

，高　北１，２

（１．上海海洋大学 食品学院，上海　２０１３０６；２．上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心，上海　２０１３０６）

摘　要：ＬＥＡＰ２（Ｌｉｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ２）抗菌肽是一类主要在动物肝脏中表达的小分子肽，它
们在动物的免疫系统中发挥了重要作用。斑点叉尾

!

（Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）ＬＥＡＰ２的一级结构由信号肽和原
前体肽组成；原前体肽由６６个氨基酸残基组成，近羧基端的４１个残基组成了其成熟肽区域（ｍＬＥＡＰ２），该区
域决定了ＬＥＡＰ２的生物学活性。本文以斑点叉尾

!

ｍＬＥＡＰ２为研究对象，通过建立毕赤酵母表达系统，实现
了ｍＬＥＡＰ２在毕赤酵母中的重组 ＤＮＡ表达，优化的表达条件为：２９℃、ｐＨ６、２５０ｒ／ｍｉｎ、０．５％甲醇、１２０ｈ。
ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析表明：表达产物经固化金属离子亲和层析（ＩＭＡＣ）纯化后，获得了高纯度的目的蛋白。
经Ｆｏｌｉｎ酚法测定，纯化产物的浓度为０．２２ｍｇ／ｍＬ，推算至表达量为２．２ｍｇ／Ｌ。进一步通过ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ
质谱分析对纯化产物的结构进行鉴定，结果证明：获得的纯化产物为预期的重组体 ｍＬＥＡＰ２（ｒｍＬＥＡＰ２）。此
外，抑菌实验结果显示ｒｍＬＥＡＰ２具有明显的抑制枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）的活性。
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；ＬＥＡＰ２成熟肽；毕赤酵母；重组ＤＮＡ表达
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　抗菌肽是动物先天免疫系统的重要组成成
分，其分子量一般为１．５～１０ｋｕ，它们对细菌、真
菌、有包膜的病毒乃至癌细胞等均有抑制作用，

故又被称为动物的“第二防御体系”［１２］，也因此

被认为是替代抗生素的良好候选者。ＬＥＡＰ２
（Ｌｉｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ２）抗菌肽是
一类主要在动物肝脏中表达的小分子肽，最初是

从人血液超滤产物中得到［３］，被发现能抵抗革兰

氏阳性的巨大芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ）、枯
草芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、藤黄微球菌
（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｌｕｔｅｕｓ）、金 黄 色 葡 萄 球 菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｒｎｏｓｕｓ）和革兰氏阴性的灰色奈
瑟菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａｃｉｎｅｒｅａ）等细菌。鱼类中的 ＬＥＡＰ２
基因首次发现于虹鳟（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）［４］，
目前，多种鱼类的ＬＥＡＰ２基因已经被相继分离和
克隆，包括斑点叉尾

!

（Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）［５］、牙
鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［６］、大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ
ｃｒｏｃｅａ）［７］、草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）［８］和

"

鱼（Ｍｉｉｃｈｔｈｙｓｍｉｉｕｙ）［９］等。但迄今为止，关于

ＬＥＡＰ２基因外源表达方面的研究报道较少，已有
的报道大多数也是基于大肠杆菌原核表达系统

的重组 ＤＮＡ表达，例如斑点叉尾
!

［１０１１］、大黄

鱼［７］和人类［２］ＬＥＡＰ２基因在大肠杆菌中的表达；
至于ＬＥＡＰ２基因真核表达方面的研究报道则更
少，仅王红亮［１２］报道了小鼠 ＬＥＡＰ２基因在毕赤
酵母中的表达，而鱼类来源ＬＥＡＰ２基因的真核重
组ＤＮＡ表达还未见报道。

本研究室在过去的几年中以斑点叉尾
!

ＬＥＡＰ２抗菌肽为研究对象，开展了重组 ＤＮＡ表
达方面的研究，旨在开发用于替代抗生素的绿色

饲料添加剂。就ＬＥＡＰ２的结构而言，除去信号肽
之后的原前体肽由６６个氨基酸残基组成，近羧
基端的４１个残基为成熟肽区域，该区域决定了
ＬＥＡＰ２的生物学活性［５］；４个高度保守的半胱氨
酸残基位于成熟肽区域，它们在空间上可形成２
对二硫键，对 ＬＥＡＰ２的稳定和活性起了重要作
用。鉴于此，在先前的研究中，本实验室以

ＬＥＡＰ２成熟肽“ｍＬＥＡＰ２”为研究对象，开展了基
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于大肠杆菌表达系统的重组 ＤＮＡ表达，但由于
原核表达系统存在表达量低、无翻译后折叠修饰

功能、易在细胞内形成包涵体等众所周知的缺

点，并未获得具有良好生物学活性的重组蛋

白［１０－１１］。据此，本文在前期原核表达研究的基

础上，以既有的原核重组表达载体“ｐＥＴ３２ａ
ｍＬＥＡＰ２”为模板，通过ＰＣＲ扩增含相关酶切位点
的ＬＥＡＰ２成熟肽基因；以ｐＰＩＣ９Ｋ为表达载体、毕
赤酵母 ＧＳ１１５为工程菌，构建真核表达系统，以
期实现斑点叉尾

!

ＬＥＡＰ２成熟肽在毕赤酵母中
的重组ＤＮＡ表达，并对其结构和生物学活性进
行鉴定。本研究结果将为进一步探明 ＬＥＡＰ２的
生物学功能和作为绿色饲料添加剂应用于水产

养殖奠定重要的基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　质粒和菌种

用作模板的“ｐＥＴ３２ａｍＬＥＡＰ２”为本实验室
保存。用于质粒复制和 ＤＮＡ克隆的大肠杆菌
ＤＨ５α购自北京天根生物科技有限公司；克隆质
粒ｐＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅ购自日本 ＴａＫａＲａ公司；表达
载体 ｐＰＩＣ９Ｋ及毕赤酵母 ＧＳ１１５购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．１．２　主要试剂和设备

ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＥｃｏＲⅠ和 Ｎｏｔ
Ⅰ限制性内切酶购自日本 ＴａＫａＲａ公司；质粒提
取试剂盒、ＤＮＡ回收试剂盒、ＤＮＡ分子量标准和

蛋白质分子量标准购自北京天根生物科技有限

公司；超滤设备 Ｖｉｖａｆｌｏｗ２００购自德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司；蛋白质纯化仪Ｐｒｏｆｉｎｉａ、ＩＭＡＣ柱为美国Ｂｉｏ
ｒａｄ公司产品。超滤离心管购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司。无氨基酵母氮源（ＹＮＢ）培养基购自英国
Ｏｘｏｉｄ公司；其他试剂均为国产分析纯。引物的
合成及ＤＮＡ测序由上海生工生物工程有限公司
完成。ＭＡＬＤＩＴＯＦＴＯＦ分析委托上海中科新生
命生物科技有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　斑点叉尾

!

ＬＥＡＰ２成熟肽基因酶切位
点的添加

设计３个分别含 ＥｃｏＲⅠ、ＮｏｔⅠ酶切位点和
６×ｈｉｓ标签的引物（表１）。第一次 ＰＣＲ以既有
的斑点叉尾

!

ＬＥＡＰ２成熟肽基因“ｍＬＥＡＰ２”的
原核表达载体“ｐＥＴ３２ａｍＬＥＡＰ２”为模板，以 ＬＦ
和ＬＲ１为引物，反应体系和条件如下：“ｐＥＴ３２ａ
ｍＬＥＡＰ２”２．５μＬ、正反引物各４．０μＬ（１０μｍｏｌ／
Ｌ）、ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）８．０μＬ、ＰＣＲ缓冲液 １０
μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶 （ＴａＫａＲａ，Ｏｔｓｕ，Ｊａｐａｎ）１μＬ，
用无菌水调至１００μＬ；９４℃预变性３ｍｉｎ、９４℃
变性３０ｓ、５４．６℃退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，３０
个循环，最终７２℃延伸５ｍｉｎ。以该ＰＣＲ产物为
模板，以ＬＦ和 ＬＲ２为引物，进行第二次 ＰＣＲ，反
应体系和条件同上，除了退火温度改为 ６０℃。
将第二次ＰＣＲ扩增的目的片段“ｍＬＥＡＰ２”连接至
ｐＭＤ１９Ｔ质粒后用于ＤＮＡ测序。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′
#

３′）
长度／ｂｐ
Ｓｉｚｅ

ＬＦ ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＣＡＣＣＣＣＴＴＴＧＧＡＧ ２５
ＬＲ１ ＴＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＧＡＡＡＴＴＡＴＡＧＧＴＴＧＧＣＴ ３９
ＬＲ２ ＧＣＧＧＣＣＧＣＴＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧ ３０
３′ＡＯＸ１ ＧＣＡＡＡＴＧＧＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＴＣＣ ２１
５′ＡＯＸ１ ＧＡＣＴＧＧＴＴＣＣＡＡＴＴＧＡＣＡＡＧＣ ２１

注：下划线为限制性酶切位点

Ｎｏｔｅ：Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓａｒｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓ

１．２．２　“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”重组表达载体的构建
及转化毕赤酵母ＧＳ１１５细胞

采用ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ对重组质粒“ｐＭＤ１９Ｔ
ｍＬＥＡＰ２”进行双酶切，将获得的目的片段
“ｍＬＥＡＰ２”与经同样酶处理过的表达载体
ｐＰＩＣ９Ｋ连接，转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞

后，通过菌落ＰＣＲ、双酶切和 ＤＮＡ测序对重组表
达载体“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”进行鉴定。“ｐＰＩＣ９Ｋ
ｍＬＥＡＰ２”经 ＳａｃⅠ酶切割后电转入毕赤酵母
ＧＳ１１５细胞，取适量涂于 Ｈｉｓ－的 ＭＤ平板上，３０
℃培养至单克隆产生。

４２
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１．２．３　高拷贝酵母转化子的筛选及鉴定
将ＭＤ平板上的单菌落依次接种于 Ｇ４１８浓

度为１．０、２．０、３．０、４．０ｇ／Ｌ的ＹＰＤ平板，３０℃培
养２～５ｄ后筛选高拷贝酵母转化子；将筛选到的
转化子在ＭＭ平板上培养以筛选Ｍｕｔ＋或Ｍｕｔ－表
型；对筛选到的甲醇利用快速型高拷贝酵母转化

子提取基因组ＤＮＡ，以此为模板，采用ｐＰＩＣ９Ｋ上
的通用引物５′ＡＯＸ１和３′ＡＯＸ１（表１），进行ＰＣＲ
鉴定。

１．２．４　斑点叉尾
!

ＬＥＡＰ２成熟肽在毕赤酵母
ＧＳ１１５中的表达及其纯化

挑取筛选到的酵母转化子，接种于 ＢＭＧ液
体培养基中，２９℃、２５０ｒ／ｍｉｎ培养至 ＯＤ６００为４，
１００００×ｇ离心后用１８００ｍＬＢＭＭ液体培养基
重悬细胞至ＯＤ６００约为１．０，加入０．５％甲醇诱导
表达１２０ｈ，每隔２４ｈ取培养液以备分析；收集培
养液离心（１００００×ｇ，３０ｍｉｎ），上清经超滤浓缩
后，采用Ｐｒｏｆｉｎｉａ蛋白质纯化仪对其进行纯化，纯
化产物用于 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析（Ｔｒｉｃｉｎｅ浓度
０．１ｍｏｌ／Ｌ，浓缩胶、夹层胶和分离胶的浓度分别
为４％、１０％和１６．５％）。
１．２．５　表达产物的Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／
ＴＯＦ分析

经 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析后的凝胶用于
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，阴性对照为含 ｐＰＩＣ９Ｋ空载体
的酵母表达上清。１００Ｖ恒压 １ｈ，将蛋白转至
ＰＶＤＦ膜上，依次用抗 ｈｉｓ标签鼠单克隆抗体和
ＨＲＰ标记山羊抗鼠 ＩｇＧ孵育，最后采用 ＨＲＰ
ＤＡＢ显色试剂盒显色。目的条带经割胶后由上
海中科新生命生物科技有限公司作 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／
ＴＯＦ质谱分析。
１．２．６　重组体ｍＬＥＡＰ２的抑菌活性测定

将枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）３７℃、１５０
ｒ／ｍｉｎ培养至 ＯＤ６００为１．０，取１μＬ与１００μＬ含
ｍＬＥＡＰ２的培养液上清混匀，３７℃培养２ｈ；取３０
μＬ培养液涂布于营养琼脂平板，观察细菌生长
情况。空白对照为１００μＬ含 ｐＰＩＣ９Ｋ空载体的
酵母培养液。

２　结果与分析

２．１　“ｍＬＥＡＰ２”基因序列验证及其构建的重组
表达载体“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”

图１ａ为通过两次ＰＣＲ扩增得到的目的片段

“ｍＬＥＡＰ２”经ＤＮＡ测序验证后的ｃＤＮＡ序列及推
断的氨基酸序列，证明目的片段的 ５′端已添加
ＥｃｏＲⅠ酶切位点，３′端已添加ＮｏｔⅠ酶切位点和６
×ｈｉｓ标签；除去２个酶切位点和６×ｈｉｓ标签，其
余１２３ｂｐ编码了由４１个氨基酸残基组成的斑点
叉尾

!

ＬＥＡＰ２成熟肽。图１ｂ为经过菌落 ＰＣＲ、
双酶切鉴定和ＤＮＡ测序确证后成功构建的重组
表达载体“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”。
２．２　在毕赤酵母ＧＳ１１５中表达重组体ｍＬＥＡＰ２
及其Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

图 ２ａ是表达不同时间段培养液上清的
ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析结果，可以发现表达１２０ｈ
时在近７．８ｋｕ处有最深条带，证明此时表达量达
到最高，但空白对照（含ｐＰＩＣ９Ｋ空载体的酵母转
化子）未见此条带。随后，利用目的蛋白羧基端

携带的６×ｈｉｓ标签可与ｈｉｓ单克隆抗体结合的原
理，对表达１２０ｈ的培养液上清进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析，结果发现在近１０ｋｕ处有明显的杂交条带
（图２ｂ），由此初步证明获得了预期的重组体
ｍＬＥＡＰ２（ｒｍＬＥＡＰ２）。
２．３　ｒｍＬＥＡＰ２的纯化及其 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ
质谱鉴定

收集表达 １２０ｈ的培养液上清，通过 ＩＭＡＣ
亲和层析对目的蛋白进行分离纯化，纯化产物经

ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析后在近 ７．８ｋｕ处有单一
条带 （图３），与图２ａ中的条带分子量位置相同，
经Ｆｏｌｉｎ酚法测定，其浓度为 ０．２２ｍｇ／ｍＬ，推算
至表达量约为２．２ｍｇ／Ｌ。目的条带经割胶后用
于ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱鉴定（图４），结果显示，
一级质谱的ｍ／ｚ７９９．０至ｍ／ｚ４０１３．０范围内，共
检测到 ２１个峰，其中 ｍ／ｚ为２０５４．９５０２和
２１８３．０４２的 两 个 峰 的 氨 基 酸 序 列 分 别 为
ＧＨＣＳＦＳＱＰＩＩＳＨＨＨＨＨＨ和ＫＧＨＣＳＦＳＱＰＩＩＳＨＨＨ
ＨＨＨ，分别与 ｒｍＬＥＡＰ２自羧基端起的１７个氨基
酸残基和１８个氨基酸残基的理论序列相符，由
此证明纯化到的目的蛋白为预期的ｒｍＬＥＡＰ２。
２．４　ｒｍＬＥＡＰ２的抑菌活性

将枯草芽孢杆菌与含 ｒｍＬＥＡＰ２的培养液上
清按１∶１００（Ｖ／Ｖ）混合后３７℃培养２ｈ涂平板，
经３７℃、８～１０ｈ培养后，发现平板上生长的菌
落数明显减少（图５ａ）；而将空白对照（含ｐＰＩＣ９Ｋ
空载体的酵母转化子）的培养液上清经同样处理

后涂平板培养，可以发现菌落长成一片（图５ｂ），
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据此可初步证明 ｒｍＬＥＡＰ２具有良好的生物学活 性。

图１　“ｍＬＥＡＰ２”的序列（ａ）及其重组表达载体“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”的构建（ｂ）
Ｆｉｇ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ“ｍＬＥＡＰ２”（ａ）ａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”（ｂ）
下划线为限制性酶切位点；阴影为保守的半胱氨酸残基

Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓａｒｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓ；ｓｈａｄｅｄｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓ

图２　培养液上清的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ（ａ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析（ｂ）
Ｆｉｇ．２　ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ（ａ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ（ｂ）ｆｏｒｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ

Ｍ．蛋白质分子量标准；１．含 ｐＰＩＣ９Ｋ的酵母转化子；２６．含“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”的酵母转化子；７．含 ｐＰＩＣ９Ｋ的酵母转化子；８．含

“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”的酵母转化子

Ｍ．ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ｙｅａｓｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＰＩＣＺαＡ；２６．ｙｅａｓｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ“ｐＰＩＣＺαＡｍＬＥＡＰ２”；７．ｙｅａｓｔ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐＰＩＣＺαＡ；８．ｙｅａｓｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ“ｐＰＩＣＺαＡｍＬＥＡＰ２”
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图３　纯化后的ｒｍＬＥＡＰ２的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．３　ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓ

ｆｏｒｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｒｍＬＥＡＰ２
Ｍ．蛋白质分子量标准；１．培养液上清；２．纯化产物
Ｍ．ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ；２．
ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ

３　讨论

毕赤酵母除了具有可高密度培养、生长速度

快、易于分泌表达外源蛋白、重组子稳定等优点，

还可以对重组蛋白进行翻译后折叠修饰，因此被

认为是良好的表达外源蛋白的宿主［１４］。本研究

通过建立毕赤酵母表达系统，首次实现了斑点叉

尾
!

ＬＥＡＰ２成熟肽在毕赤酵母中的重组ＤＮＡ表
达，一系列的鉴定实验证明了表达的产物为预期

的ｒｍＬＥＡＰ２。但由于是在摇瓶中表达，ｐＨ不够
稳定及溶氧量等各方面的表达条件有限，以致表

达量不太高；此外，由于本次用于表达的目的基

因是来自斑点叉尾
!

肝脏的天然 ｃＤＮＡ，未根据
毕赤酵母的偏爱性对密码子进行过优化，这可能

也是影响表达量的一个重要原因。张宇婷等［１５］

通过对Ｎ酰基高丝氨酸内酯酶基因（ａｉｉａＢ５４６基
因）进行密码子优化，使其酶活从原来的３３．１Ｕ／
ｍＬ上升至３６．２Ｕ／ｍＬ；陈惠等［１６］通过对植酸酶

基因进行密码子优化，使其酶活从原来的２３６６７
Ｕ／ｍＬ上升至４７６００Ｕ／ｍＬ。进一步的研究将聚
焦于对ｍＬＥＡＰ２基因的密码子优化以及发酵培养
条件的筛选和优化。

图４　ｒｍＬＥＡＰ２的ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱鉴定
Ｆｉｇ．４　ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｒｍＬＥＡＰ２
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图５　含ｒｍＬＥＡＰ２的培养液上清的抑菌活性
Ｆｉｇ．５　ＢａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒｍＬＥＡＰ２

　　由于扩大制备或实际生产应用中不可能将
纯化产物作为最终产品使用，而是对发酵液上清

进行浓缩或干燥处理后将其作为实际应用的产

品，因此发酵液上清是否具有生物学活性是至关

重要的。本研究中我们将含 ｒｍＬＥＡＰ２的培养液
上清超滤浓缩１０倍之后用于抑菌活性的测定，
初步证明其具有抑制枯草芽孢杆菌的活性，但由

于培养液的量以及表达量有限，未对其他细菌作

进一步的抑菌效果测定。另一方面，本研究构建

的重组表达载体“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”的信号肽基
因区域按 ５′３′方向依次含有 １个 Ｋｅｘ２和 ２个
Ｓｔｅ１３信号肽酶切位点基因，使得重组子在分泌
表达时，理论上可能发生 ３种切割结果，而在
Ｋｅｘ２位点处被切开的概率最高，以致２个 Ｓｔｅ１３
位点所对应的氨基酸残基（ＥＡＥＡ）被留在目的蛋
白的Ｎ端；此外，由于ＥｃｏＲⅠ酶切位点（对应 ＹＶ
残基）位于 ２个 Ｓｔｅ１３位点的 ３′端，最终导致
ｒｍＬＥＡＰ２的 Ｎ末端会携带６个额外的氨基酸残
基。上述情况是否会影响 ｒｍＬＥＡＰ２的抑菌活性
尚未知，因此，进一步的研究将聚焦于更换表达

载体以期获得具天然Ｎ末端的ｒｍＬＥＡＰ２。

４　结论

本研究成功构建了斑点叉尾
!

ＬＥＡＰ２成熟
肽的真核重组表达载体“ｐＰＩＣ９ＫｍＬＥＡＰ２”，并在
毕赤酵母ＧＳ１１５中实现分泌表达；表达产物通过
ＩＭＡＣ亲和层析法获得较高纯度的 ｒｍＬＥＡＰ２，经
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析和 ＭＡＬＤＩＴＯＦＴＯＦ鉴定，证明
该ｒｍＬＥＡＰ２为预期的目的蛋白。抑菌实验证明

含ｒｍＬＥＡＰ２的培养液上清具有抑制枯草芽孢杆
菌的活性。本研究结果为鱼类 ＬＥＡＰ２抗菌肽的
基因工程制备奠定了基础。
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