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摘　要：鳜鱼β防御素（Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉβｄｅｆｅｎｓｉｎ，ＳｃＢＤ）多肽链由Ｎ端的信号肽和Ｃ端的成熟肽组成，通过
构建产鳜鱼β防御素的毕赤酵母重组菌株，以解决天然免疫小分子抗菌肽的来源问题。通过ＲＴＰＣＲ从鳜鱼
脾脏中分离编码β防御素成熟肽的基因ＳｃＢＤ，将其与表达载体ｐＰＩＣＺαＡ连接后构建重组表达载体ｐＰＩＣＺαＡ
ＳｃＢＤ并转入毕赤酵母Ｘ３３；通过含高浓度博来霉素的ＹＰＤ平板筛选阳性转化子后，于２８℃、２５０ｒ／ｍｉｎ和ｐＨ
６．０的条件下，使用１％甲醇诱导表达９６ｈ；经镍离子亲和层析对重组毕赤酵母菌株的产物进行纯化，并对纯
化产物进行ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱鉴定；通过平板涂布法和浊度法检测该重组菌株产物的抑菌活性。结果表
明：基于质谱分析的一级结构鉴定证明纯化产物为分子量６．３５ｋｕ的预期重组ＳｃＢＤ；抑菌实验显示重组菌株
产物对金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）和副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）的抑制率分别为９４．３４％、８６．９７％和８５．９２％。本文构建的重组毕赤酵母菌株能有效合成具
有生物学活性的重组ＳｃＢＤ，为鱼类来源天然小分子抗菌肽的进一步开发提供了技术途径。
关键词：毕赤酵母；重组表达；鳜鱼；β防御素；抑菌活性
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　　β防御素是一类富含半胱氨酸的阳离子小
分子抗菌肽，是大多数生物免疫系统中的重要蛋

白质免疫因子，也是脊椎动物来源的３种防御素
（α、β和θ防御素）中数量最多的一种［１］。β防
御素由３股β折叠结构组成，其多肽链的Ｎ端为
信号肽区域，位于Ｃ端的成熟肽区域含有６个高
度保守的半胱氨酸残基，它们通常以 Ｃｙｓ１Ｃｙｓ５、
Ｃｙｓ２Ｃｙｓ４和 Ｃｙｓ３Ｃｙｓ６的配对方式在空间上形
成３对二硫键以稳定其结构和赋予其生物学活
性［２］。对于哺乳动物β防御素的研究起始较早，
由ＤＩＡＭＯＮＤ等［３］最早从牛气管黏膜上皮细胞中

分离，随后又从牛粒性白细胞中纯化出１３种同
源肽［４］，它们显示了抑制金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）和大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）的活性。之后，有报道称人体内的 β防御素
可通过多种方式参与其免疫机制，包括增强巨噬

细胞吞噬作用和促进 Ｔ细胞成熟等［５］。近几年

的研究发现，人乳中分泌的β防御素能够抵御引

起婴儿腹泻的常见病原体［６］，且乳羊的乳腺炎抗

性性状也与β防御素有关［７］；最近又有学者报道

人源β防御素除了能够杀灭细菌还是一种肿瘤
抑制因子［８］。较之哺乳动物，鱼类栖息于更易遭

受病原微生物污染的水域环境，而β防御素则是
其抵御环境污染的关键性免疫因子之一。迄今

已 经 从 斑 马 鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ）［９］、虹 鳟

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）［１０］、褐牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ
ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［１１］、 点 带 石 斑 鱼 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ
ｃｏｉｏｉｄｅｓ）［１２］和鲤（ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＬ．）［１３］等硬骨鱼
类中分离到β防御素基因；近来有报道称对斑点
叉尾

)

（Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）进行体外细菌刺激实
验后其皮肤中β防御素的表达量增加最明显，由
此推断β防御素是其抵抗细菌感染的第一道防
线［１４］。

虽然β防御素在机体的免疫系统中发挥重
要作用，但它在生物细胞中的表达量甚微，牛中

性粒细胞中以２．２ｍｇ／１０１０细胞存在［４］，人体血浆
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中仅以纳摩尔的水平存在［１５］。如果通过化学合

成途径则不宜大量制备且成本高，而利用重组

ＤＮＡ技术构建β防御素的生物合成体系，则可实
现对其规模化的制备。鉴于此，有学者通过重组

毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ）实现了人源和猪源 β
防御素的生物合成［１６１７］；近期又有对蓝狐

（Ｖｕｌｏｐｅｘｌａｇｏｐｕｓ）β防御素进行重组 ＤＮＡ表达
的报道［１８］。此外，有学者相继以点带石斑鱼和斑

马鱼的β防御素基因为目标，初步实现了基于重
组毕赤酵母的 β防御素的生物合成［１９２０］。在过

去的几年中，ＷＡＮＧ等［２１］从 鳜鱼 （Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ
ｃｈｕａｔｓｉ）脾脏中克隆到 β防御素基因，试图通过
构建原核表达载体在大肠杆菌 Ｍ１５中进行表达，
但获得的重组蛋白并没有活性。大肠杆菌表达

系统对多肽链的后期加工存在诸多限制，例如不

利于翻译后折叠修饰、蛋白质易形成不溶性包涵

体而丧失活性。相比之下，毕赤酵母作为真核表

达宿主，除了有助于多肽链空间构象的形成以获

得具有生物学活性的重组蛋白之外，其营养要求

低、易于高密度培养、可实现目的蛋白的分泌表

达以方便后续处理，因此，被认为是外源蛋白质

生物合成的良好宿主［２２］。本研究根据上述鳜鱼

脾脏来源的 β防御素基因信息［２１］，构建了产鳜

鱼β防御素的重组毕赤酵母菌株。

１　材料与方法

１．１　材料
毕赤酵母Ｘ３３、表达载体ｐＰＩＣＺαＡ和博来霉

素购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美国）；ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ试
剂、克隆载体 ｐＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、
限制性内切酶（ＸｈｏⅠ、ＸｂａⅠ、ＳａｃⅠ）和 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶购自 ＴａＫａＲａ公司（日本）；大肠杆菌
ＤＨ５α、ＤＮＡ分子量标准、ＤＮＡ割胶回收试剂盒、

质粒提取试剂盒、酵母 ＤＮＡ提取试剂盒和 ＢＣＡ
蛋白质浓度测定试剂盒购自天根生物科技有限

公司（北京）；胰蛋白胨和酵母粉购自 ＯＸＯＩＤ公
司（英国）；ＹＮＢ（无 氨 基 酵 母 氮 源）购 自
ＢＩＯＳＨＡＲＰ公司（美国）；蛋白质分子量标准购自
中科瑞泰生物科技有限公司（北京）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
试剂盒购自康为世纪生物科技有限公司（北京）。

其他试剂均为国产分析纯。用于抑菌活性测定

的金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）和副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）
均为本实验室保藏。ＰＣＲ引物由上海生工生物
工程有限公司合成。大肠杆菌培养基ＬＢ、毕赤酵
母培养基ＹＰＤ、选择培养基ＭＭ和ＭＤ、诱导表达
培养基ＢＭＧ和ＢＭＭ见 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司毕赤酵母
操作手册。

１．２　方法
１．２．１　目的基因的获取

使用 ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ试剂提取鳜鱼脾脏总
ＲＮＡ。第一链ｃＤＮＡ的合成参照 ＦａｓｔＫｉｎｇｃＤＮＡ
ＤｉｓｐｅｌｌｉｎｇＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂盒（天根生化科技有
限公司，北京）说明书进行。根据鳜鱼 β防御素
的 全 长 ｃＤＮＡ 序 列 （ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：

ＦＪ８７６１５２．１）设计引物如表１所示。先以第一链
ｃＤＮＡ为模板，使用引物 ＳｃＢＤＦ１和 ＳｃＢＤＲ１扩
增编码鳜鱼β防御素成熟肽的基因；以该基因为
模板，使用引物ＳｃＢＤＦ２和ＳｃＢＤＲ２扩增５′端含
ＸｈｏⅠ酶切位点和Ｋｅｘ２信号肽酶识别位点、３′端
含６×Ｈｉｓ标签的基因；再以此基因为模板，使用
引物ＳｃＢＤＦ２和 ＳｃＢＤＲ３扩增３′端含 ＸｂａⅠ酶
切位点和２个终止密码子的目的基因ＳｃＢＤ；将其
与质粒ｐＭＤ１９Ｔ连接后转入大肠杆菌ＤＨ５α中，
３７℃培养过夜，挑选阳性菌落送上海生工生物工
程有限公司测序。

表１　ＰＣＲ引物序列
Ｔａｂ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ 引物序列Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） 引物长度Ｐｒｉｍｅｒｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

ＳｃＢＤＦ１ ＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧＴＧＣＴＴＣ ２１
ＳｃＢＤＲ１ ＴＣＡＧＡＴＧＡＣＡＧＧＴＧＣＴＡＡＧＡ ２１
ＳｃＢＤＦ２ ＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＧＡＡＡＴＧＡＴＣＣＡＧＡＡＡＴＧＣＡＧＴＡＣ ３３
ＳｃＢＤＲ２ ＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＧＡＣＣＧＣＡＴＡＧＣＡＣＡＧ ３４
ＳｃＢＤＲ３ ＴＣＴＡＧＡＴＴＡＣＴＡＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＧＡＣＣＧ ３６
５′ＡＯＸ１ ＧＡＣＴＧＧＴＴＣＣＡＡＴＴＧＡＣＡＡＧＣ ２１
３′ＡＯＸ１ ＧＣＡＡＡＴＧＧＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＴＣＣ ２１
注：下划线表示ＸｈｏⅠ和ＸｂａⅠ限制性酶切位点；斜体表示Ｋｅｘ２信号肽酶识别位点；粗体表示６×Ｈｉｓ标签
Ｎｏｔｅｓ：ＵｎｄｅｒｌｉｎｅｓｉｎｄｉｃａｔｅＸｈｏⅠ ａｎｄＸｂａⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓ；ＩｔａｌｉｃｓｉｎｄｉｃａｔｅＫｅｘ２ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ；Ｂｏｌｄｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ６×Ｈｉｓ

９６５
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１．２．２　Ｘ３３／ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ毕赤酵母重组菌株
的构建

使用ＸｈｏⅠ和ＸｂａⅠ对重组克隆质粒 ｐＭＤ
１９ＴＳｃＢＤ和表达载体 ｐＰＩＣＺαＡ进行双酶切，随
后连接并转入大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞；通过
菌落ＰＣＲ和双酶切验证重组表达载体 ｐＰＩＣＺαＡ
ＳｃＢＤ是否构建成功。

确证的ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ经 ＳａｃⅠ线性化处理
后，以体积比１∶８与毕赤酵母Ｘ３３感受态细胞混
匀后转入 ０．２ｃｍ电转杯中，冰浴 ５ｍｉｎ后电击
（１．５ｋＶ、２５μＦ、２００Ω）５ｍｓ；立即加入６００μＬ１
ｍｏｌ／Ｌ山梨醇，２８℃孵育２ｈ后离心，菌体涂布于
含１００μｇ／ｍＬ博来霉素的 ＹＰＤ平板上，２８℃培
养３～４ｄ；挑取部分菌落分别接种于含１０００μｇ／
ｍＬ博来霉素的ＹＰＤ平板和ＭＤ、ＭＭ平板上以筛
选甲醇利用快速型高拷贝酵母转化子。对筛选

到的转化子提取基因组ＤＮＡ，使用载体上的通用
引物５′ＡＯＸ１和３′ＡＯＸ１（表１）进行 ＰＣＲ鉴定。
另外，将 ｐＰＩＣＺαＡ转化至毕赤酵母 Ｘ３３中作为
阴性对照。

１．２．３　重组菌株的诱导表达
选取一株酵母转化子接种至５ｍＬＹＰＤ培养

基中，２８℃、２５０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，取５００μＬ转接
至５０ｍＬＢＭＧ培养基中培养至 ＯＤ６００为 ２．０～
４．０，离心收集菌体重悬于５０ｍＬＢＭＭ培养基中，
在２８℃、２５０ｒ／ｍｉｎ的条件下，用１％的甲醇诱导
表达９６ｈ，每隔２４ｈ取样用于 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ
分析。另一方面，设置甲醇体积浓度为 ０％、
０．５％、０．７５％、１％、１．２５％、１．５％和２％，诱导表
达９６ｈ后分别取样同上进行分析。使用 ＢＣＡ试
剂盒测定蛋白质浓度。

１．２．４　重组菌株产物的分析及活性验证
在最合适表达条件下扩大培养至７５０ｍＬ，培

养液 上 清 经 切 向 回 流 超 滤 器 （赛 多 利 斯

ＶＩＶＡＦＬＯＷ２００）浓缩后，使用 Ｐｒｏｆｉｎａ蛋白质纯化
仪（ＢＩＯＲＡＤ，美国）进行镍离子亲和层析。按照
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ试剂盒说明书对纯化产物进行
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析，由上海中科新生命生物科技有
限公司对纯化产物进行ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱鉴
定。

　　通过平板涂布法［２３］和浊度法［２４］验证表达产

物是否具有抑菌活性。将枯草芽孢杆菌、副溶血

性弧菌和金黄色葡萄球菌分别接种于 ５ｍＬＬＢ
培养基中，于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养至ＯＤ６００＝０．２
（５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ），再将其稀释至 ５×１０６ＣＦＵ／
ｍＬ作为实验菌液。平板涂布法操作步骤：取 １
μＬ实验菌液与１００μＬ浓缩３０倍的培养液上清
混合，在３７℃下孵育２ｈ后取３０μＬ涂布于 ＬＢ
平板上，３７℃培养２４ｈ后观察菌落生长情况；以
浓缩３０倍的 Ｘ３３／ｐＰＩＣＺαＡ的培养液上清作为
阴性对照。浊度法操作如下：１００μＬ实验菌液与
１５０μＬ浓缩的培养液上清于９６孔板中混合，３７
℃孵育２４ｈ和４８ｈ后使用酶标仪（ＢｉｏＴｅＫ，美
国）测ＯＤ６００；以１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素作为阳性
对照，阴性对照同上；每组实验重复 ３次。抑制
率（％）＝（实验组吸光值 －阴性对照吸光值）／
（阳性对照吸光值 －阴性对照吸光值）×１００％。
使用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析。

２　结果与分析

２．１　重组表达载体的构建
使用表１中所列引物，通过３次ＰＣＲ，依次扩

增到１９３、１５９和１７１ｂｐ的片段。最后一次 ＰＣＲ
获得的１７１ｂｐ片段即添加了相关位点的编码鳜
鱼β防御素成熟肽的基因ＳｃＢＤ。ＤＮＡ测序显示
（图１ａ）：除去相关位点，目的基因编码了由４３个
氨基酸残基组成的鳜鱼 β防御素成熟肽，内含６
个高度保守的半胱氨酸残基，它们可以在空间上

形成３对二硫键以稳定多肽的空间结构并赋予
其生物学活性。经 ＥｘＰＡＳｙ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．
ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ．ｐｉ／）预测，ＳｃＢＤ的理论分子
量为６．３５ｋｕ，ｐＩ为９．３。

如图１ｂ所示，利用ＸｈｏⅠ和 ＸｂａⅠ将 ＳｃＢＤ
与表达载体ｐＰＩＣＺαＡ连接后转入大肠杆菌，随后
使用载体上的通用引物５′ＡＯＸ１和３′ＡＯＸ１进行
菌落ＰＣＲ验证，结果显示在近７００ｂｐ处的条带
与预期分子量６７３ｂｐ相符。进一步使用 ＸｈｏⅠ
和ＸｂａⅠ对 ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ进行双酶切，结果显
示在１００～２００ｂｐ的分子量位置处的１个条带与
１７１ｂｐ的预期分子量相符。
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下划线表示ＸｈｏⅠ和ＸｂａⅠ限制性酶切位点；斜体表示Ｋｅｘ２信号肽酶识别位点；粗体表示６×Ｈｉｓ标签；阴影表示半胱氨酸残基；

表示终止密码子

ＵｎｄｅｒｌｉｎｅｓｉｎｄｉｃａｔｅＸｈｏⅠ ａｎｄＸｂａⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓ；ＩｔａｌｉｃｉｎｄｉｃａｔｅｓＫｅｘ２ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ；Ｂｏｌｄｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅ６×Ｈｉｓ；

Ｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓａｒｅｓｈａｄｅｄ；Ｓｔａｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｔｏｐｃｏｄｅ

图１　目的基因的核苷酸和推断的氨基酸序列（ａ）以及重组表达载体ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ的构建图（ｂ）
Ｆｉｇ．１　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ（ａ）ａｓｗｅｌｌａｓｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ（ｂ）

２．２　重组菌株的筛选及目的蛋白的诱导表达
线性化的“ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ”电转入毕赤酵母

Ｘ３３后，利用含高浓度博来霉素的抗性培养基筛
选到８株长势良好的酵母转化子；提取其基因组
ＤＮＡ为模板，以５′ＡＯＸ１和３′ＡＯＸ１为引物进行
ＰＣＲ，８株转化子均扩增到近７００ｂｐ的１个条带，
与 ６７３ｂｐ的预期分子量相符，证明 ｐＰＩＣＺαＡ
ＳｃＢＤ已成功嵌入酵母转化子的染色体中。

选择１株转化子用于甲醇诱导表达。图２ａ
是发酵培养 ０～９６ｈ的培养液上清的 Ｔｒｉｃｉｎｅ
ＳＤＳＰＡＧＥ结果，可以发现在９６ｈ时目的蛋白的
表达量明显增加，对比图３ａ，９６ｈ时的总蛋白质
浓度也是呈现最高状态（Ｐ＜０．０５），故选择其作
为发酵培养时间。另一方面，图 ２ｂ显示了不同
甲醇浓度诱导表达的培养液上清的 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳ
ＰＡＧＥ结果：甲醇浓度为１％时，目的蛋白最明显，

此甲醇浓度下总蛋白质浓度也最高（图３ｂ）。在
上述实验的基础上，扩大发酵培养液至７５０ｍＬ，
于２８℃、２５０ｒ／ｍｉｎ的条件下，用１％甲醇诱导表
达９６ｈ；培养液上清经镍离子亲和层析获得分子
量近７．８ｋｕ的纯化产物（图４ａ），经 ＢＣＡ法测定
该纯化产物的蛋白质浓度为０．４７ｍｇ／ｍＬ，推算至
表达量为２．５３ｍｇ／Ｌ。由于该纯化产物的分子量
较重组ＳｃＢＤ的理论分子量（６．４ｋｕ）偏高，故通
过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析对其进行初步验证，结果显
示在近１０ｋｕ处有单一杂交条带（图４ｂ），证明目
的蛋白羧基端携带的６×Ｈｉｓ标签与抗 Ｈｉｓ标签
的鼠单克隆抗体发生了免疫反应；但该杂交条带

的分子量明显高于重组 ＳｃＢＤ的理论分子量，其
原因可能与使用的彩虹预染超低分子量蛋白质

标准有关，进一步的 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱鉴定
证明了该推测。
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Ｍ．蛋白质分子量标准

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

图２　不同的表达时间（ａ）和甲醇浓度（ｂ）下培养液上清的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析
Ｆｉｇ．２　ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｉｍｅ（ａ）ａｎｄｍｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｂ）

相同字母表示总蛋白质浓度之间无显著差异，不同字母表示总蛋白质浓度之间具有显著差异（Ｐ＜０．０５）；数据表示平均值 ±标准

差，ｎ＝３

Ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｒｅｉｓｎｏｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｒｅ

ａｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ｐ＜０．０５）；Ｄａｔａｗｅｒｅｓｈｏｗｎａｓｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝３

图３　不同的表达时间（ａ）和甲醇浓度（ｂ）下培养液上清的总蛋白质浓度和ＯＤ６００的变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄＯＤ６００ｏｆｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅ

ｍｅｄｉｕｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｉｍｅ（ａ）ａｎｄｍｅｔｈａｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｂ）

２．３　基于 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱的重组菌株
产物的鉴定

纯化产物的 ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱分析（图
５）显示，在ｍ／ｚ为７９９～１７９０范围内捕捉到２个
肽段，ｍ／ｚ９２８．３９８５和 ｍ／ｚ１７３５．７２００分别代

表自 Ｎ端起 ４５～５１位的氨基酸残基序列
（ＳＨＨＨＨＨＨ）和 ３～１５位的氨基酸残基序列
（ＮＤＰＥＭＱＹＷＴＣＧＹＲ）；该 ２个肽段的氨基酸序
列分别与相应位置的理论序列相符，证明纯化产

物即为预期的重组ＳｃＢＤ。
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Ｍ．蛋白质分子量标准；ＣＫ．Ｘ３３／ｐＰＩＣＺαＡ转化子的培养液上清；１．纯化产物；２．Ｘ３３／ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ转化子的培养液上清

Ｍ．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；ＣＫ．ＣｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＸ３３／ｐＰＩＣＺαＡ；１．Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ；２．ＣｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＸ３３／

ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ

图４　纯化产物的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ（ａ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ｂ）分析
Ｆｉｇ．４　ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ（ａ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ｂ）ａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ

大写英文字母指示氨基酸序列

Ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
图５　纯化产物的ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦ质谱分析

Ｆｉｇ．５　ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔ
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２．４　重组菌株产物的抑菌活性
平板涂布法检测结果显示（图６ａ）：与阴性对

照（Ｘ３３／ｐＰＩＣＺαＡ重组菌株的培养液上清）和空
白（ＰＢＳ）相比，Ｘ３３／ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ重组菌株的
培养液上清与革兰氏阳性的金黄色葡萄球菌和

枯草芽孢杆菌及革兰氏阴性的副溶血性弧菌作

用２ｈ后涂的平板上，３种细菌的菌落数均明显

减少。另一方面，基于浊度法的抑菌实验结果显

示（图６ｂ）：Ｘ３３／ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ重组菌株的培养
液上清与上述３种细菌作用２４ｈ后的抑制率分
别为９４．３４％、７５．１％和８０．８６％；作用４８ｈ后对
枯草芽孢杆菌和副溶血性弧菌的抑制率上升为

８６．９７％和８５．９２％。

１．用Ｘ３３／ｐＰＩＣＺαＡ的培养液上清处理的细菌；２．用Ｘ３３／ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ的培养液上清处理的细菌；３．用ＰＢＳ处理的细菌。数据

表示平均值±标准差，ｎ＝３

１．ＴｒｅａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｕｓｉｎｇｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＸ３３／ｐＰＩＣＺαＡ；２．ＴｒｅａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｕｓｉｎｇｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆＸ

３３／ｐＰＩＣＺαＡＳｃＢＤ；３．ＴｒｅａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｕｓｉｎｇＰＢＳ．Ｄａｔａｗｅｒｅｓｈｏｗｎａｓｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝３

图６　基于平板涂布法（ａ）和浊度法（ｂ）的毕赤酵母重组菌株产物的抑菌活性
Ｆｉｇ．６　ＡｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｒｏｄｕｃｔｆｒｏｍＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｂａｓｅｄ

ｏｎｔｈｅｐｌａｔｅｃｏａｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄ（ａ）ａｎｄｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｉｃｍｅｔｈｏｄ（ｂ）

３　讨论

近年来，因沿海港湾和河流等水域遭受病原

微生物和有机农药的污染，水产养殖环境污染的

问题日渐突出，为增强鱼贝类等水产生物的抵抗

力而采取的主要措施是服用过量抗生素，其直接

后果就是频发水产品质量安全问题。因此，开发

能替代或部分替代抗生素的无残留、无微生物耐

药性的天然抗菌剂不失为良好的解决途径。β
防御素作为大多数硬骨鱼类内源性的重要蛋白

质防御因子，是开发天然抗菌剂的候选。本研究

首次实现了基于毕赤酵母重组菌株的鳜鱼 β防
御素的生物合成。鱼类 β防御素成熟肽的相对
分子质量为４．５～５．４ｋｕ，通常，这种外源小分子
蛋白质对宿主菌株会有潜在的危害，可能导致宿

主细胞经历“自杀”现象［２５］；另一方面，它们易被

宿主自身产生的酶降解，因此，通过生物表达系

统较难获得高产的重组小分子蛋白质。本研究

在２８℃、２５０ｒ／ｍｉｎ条件下，使用１％甲醇诱导表
达９６ｈ，获得表达量为２．５３ｍｇ／Ｌ的重组 ＳｃＢＤ；
此前关于重组毕赤酵母产经密码子优化过的斑

马鱼β防御素的表达研究显示表达量为２．３ｍｇ／
Ｌ［２０］。这两项研究结果表明该方法能有效合成
β防御素，但产量较低。近年来，关于提高小分
子蛋白质表达量的研究有多个报道，有学者［２６］构

建 了 含 ４ 拷 贝 的 马 蹄 蟹 ｈｏｒｓｅｓｈｏｅ ｃｒａｂ
Ｔａｃｈｙｐｌｅｓｉｎ１（ＴＰ１）抗菌肽基因的表达载体，将
其在毕赤酵母 ＧＳ１１５中表达后发酵液中的重组
ＴＰ１质量浓度达到２７．２４～２９．５３ｍｇ／Ｌ；另有学
者将抗乙肝病毒表面抗原单链抗体（ＨＢｓｃＦｖ）的
基因与γ干扰素（ＩＦＮγ）的基因串联，在毕赤酵母
Ｘ３３中进行融合表达，获得表达量为１５ｍｇ／Ｌ的
重组融合蛋白 ＨＢｓｃＦｖＩＦＮγ［２７］。因此，进一步的
研究将构建含多拷贝鳜鱼β防御素基因ＳｃＢＤ的
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表达载体或与其他相对分子质量较大的抗菌肽

基因进行融合表达，以期提高表达量。

使用毕赤酵母作为异源表达宿主合成外源

蛋白质，在实验室研究和工业生产中已有广泛应

用。通常，培养基的组成与细胞的生长和外源基

因的表达密切相关，因 ＢＭＧＹ／ＢＭＭＹ培养基含
酵母浸出物和蛋白胨而有利于表达产物的稳定

和产量的提高，故被作为发酵培养时的首选［２８］；

然而，在以往的研究发现其导致杂蛋白的数量也

越多。与之相比，ＢＭＧ／ＢＭＭ培养基以含硫酸铵、
无氨基酸的 ＹＮＢ作为氮源、甲醇作为唯一碳源，
使发酵培养液的成分大大简化，也方便了培养液

的后续处理。本研究在实验室摇瓶发酵阶段使

用ＢＭＧ／ＢＭＭ培养基，通过重组毕赤酵母实现了
小分子ＳｃＢＤ的胞外表达，为今后使用此培养基
进行高密度发酵提供了极其重要的参考依据。

另一方面，抑菌实验证明了含重组 ＳｃＢＤ的培养
液上清对革兰氏阳性的金黄色葡萄球菌、枯草芽

孢杆菌以及革兰氏阴性的副溶血性弧菌具有明

显的抑菌活性，该结果预示了含重组 ＳｃＢＤ的培
养液上清可直接作为生产天然抗菌剂的原液而

无需对发酵上清进行繁琐的纯化处理，这将大大

简化产品的生产工艺以符合大规模制备的要求。

本研究结果为鱼类来源天然小分子抗菌肽的进

一步开发提供了可资参考的技术途径，后续将在

本研究的基础上进一步增加目的基因拷贝数以

提高重组毕赤酵母产鳜鱼β防御素的产量。
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