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摘要
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日本鳗鲡血红蛋白源抗菌肽的分离和 cathelicidin

的克隆与原核表达

博士研究生：张东玲

指导教师：关瑞章 教授

摘要

鳗鲡是世界主要水产养殖种类之一，中国是最大的生产国，总产量约占世界

的 70%。随着养殖集约化程度的提高，病害及药物残留问题日益突出，并严重制

约着鳗鲡产业的可持续性发展。抗菌肽具有高效广谱的抗菌活性和不易产生耐药

性等特点，可在鱼病防治中起重要作用，因此倍受关注。本研究采用高效液相色

谱和分子生物学技术，从日本鳗鲡（Anguilla japonica）肝脏分离鉴定了一个血

红蛋白源性的抗菌肽；并克隆和原核表达了两个 cathelicidin 基因变体。主要研

究成果如下：

1 抗菌肽的分离与纯化

本研究分离纯化得到一个血红蛋白源抗菌肽。实验采用醋酸浸提，阳离子交

换和反相高效液相层析分离技术，从养殖的健康日本鳗鲡肝脏内获得一个单一组

分。该组分为 11.30 µM时，对迟钝爱德华氏菌抗菌活性较强，杀菌指数（Ki%）

为 88.64% ± 3.91%。经质谱分析，分子量为 2388.05，Edaman 降解法测定 N-末

端 18 个氨基酸残基序列为 H-FAHWPDLGPGSPSVKKHG-OH。与欧鳗（A.

Anguilla）的血红蛋白α链部分序列相似度达 94%，可能为血红蛋白的降解片段，

因此，命名为 AjHbα。

2 AjHbα氨基酸的全长序列分析

本研究获得 AjHbα完整的氨基酸序列。实验根据已知的 18个氨基酸序列，

设计简并引物，利用 RACE技术，克隆获得 AjHbα完整的 cDNA 序列，结合质

谱所测 AjHbα的分子量，推测 AjHbα完整的氨基酸序列为 H-FAHWPDLGPGS
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PSVKKHGKVIM-OH。应用生物学软件分析该抗菌肽为一两亲性的弱阳离子抗

菌肽，电荷为+2，pI为 9.27。

3 AjHbα的抗菌活性分析

本研究发现 AjHbα具有较强的抗菌活性。实验采用微孔液体培养法检测人工

合成的 AjHbα的抗菌活性，结果表明 AjHbα具有广谱的抗革兰氏阳性和阴性细菌

的活性。浓度为 83.72 µM时，可杀灭革兰氏阳性菌（金黄色葡萄球菌和溶壁微

球菌）和阴性菌（迟钝爱德华氏菌、哈维氏弧菌、豚鼠气单胞菌、嗜水气单胞菌、

简达气单胞菌、威隆气单胞菌、溶藻弧菌和副溶血弧菌），Ki%达到 95%以上。

浓度为 41.86 µM时，对上述革兰氏阴性菌的后六株抗菌活性较强，Ki%达到 70%

以上。

4 Cathelicidin 基因的克隆

本研究克隆得到两个 cathelicidin 基因变体。实验根据已知的日本鳗鲡

cathelicidin EST 标签，设计引物，克隆得到两条 cathelicidin cDNA 序列，分别

命名为 Ajcath1、 Ajcath2（GenBank 登录号为 AFP72291 和 AFP72292）。两条

cDNA序列都包含完整的 cathelicidin编码区及非编码区，序列末端都具有明显的

多腺苷酸化加尾信号。根据推导的氨基酸序列，两条均由信号肽、结构域和成熟

肽三部分组成，靠近 C 端有四个保守的半胱氨酸序列。根据已知鱼类的

cathelicidin成熟肽序列及嗜中性粒细胞弹性蛋白酶酶切位点，推测 Ajcath1成熟

肽序列为H-RMRRSKAGKGSGGNKGNKGSGGNKGNKGSRPGGGSSIAGRDKG

DSGTRTA-OH，分子量为 4818.2 Da，pI值为 12.02，电荷+11，是一个富含甘氨

酸的强阳离子抗菌肽。Ajcath2成熟肽序列为 H-TDPEERKKLSEPPSWTKYFSN

W-OH，分子量为 2726.0 Da，pI值为 5.93，电荷为 0。Ajcath2 与其他已知鱼类

cathelicidin无相似性，具有其它鱼类罕见的 cathelin高度保守区，可能为新发现

的鱼类抗菌肽。

5 Ajcath1和 Ajcath2重组蛋白的表达

本研究获得日本鳗鲡 cathelicidin重组表达产物。实验根据 Ajcath1和 Ajcath2

cDNA 序列，经过引物末端加接头除去信号肽序列，分别构建了 pET-28a
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/cathelicidin表达载体，并在大肠杆菌内成功表达出 cathelicidin重组蛋白。Ajcath1

在菌体密度为 OD600=0.3，诱导剂浓度为 0.1 mM，42 °C诱导表达 7 h条件下，

重组蛋白表达量最高；Ajcath2表达条件为：菌体密度为 OD600=0.3，诱导剂浓

度为 0.1 mM，37 °C诱导表达 4 h。对以包涵体形式存在的重组蛋白，应用亲和

层析柱、AKTA-purifier 100 纯化系统及透析法，得到较高纯度的 cathelicidin 重

组蛋白，为进一步研究 cathelicidin成熟肽序列及抗菌活性奠定基础。

本研究从日本鳗鲡肝脏分离得到一个具有广谱抗菌活性的血红蛋白源抗菌

肽，并克隆得到两个 cathelicidin基因变体，在大肠杆菌内表达出两个重组蛋白。

该成果为抗菌肽作为鱼类疾病防治新途径奠定了基础。

关键词：日本鳗鲡，肝脏，抗菌肽，血红蛋白，cathelicidin，重组蛋白
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Isolation of an Antibacterial Peptide

Derived from Hemoglobin Alpha, and Cloning,

Prokaryotic Expression of Cathelicidin in Anguilla japonica

Zhang Dongling

Directed by Guan Ruizhang

Abstract

Eel is one of the main aquaculture species over the world. China is the largest eel

producer with 70% of the world total output. However, with the increase of intensive

aquaculture, diseases and drug residue problems became more seriously, which has

restricted the sustainable development of the eel farming industry. Antibacterial

peptides are regarded as the most potential antibiotics alternatives and would play an

important role in aquaculture diseases control. In this study, using the method of

HPLC and molecular techniques, an antibacterial peptide was purified and identified,

which was derived from hemoglobin alpha chain. Furthermore, two variants of

cathelicidin were cloned and recombinant proteins of both genes were acquired. The

main achievement of the study is shown as follows:

1 Isolation and purification of antibacterial peptide

An antibacterial peptide derived from hemoglobin alpha chain was isolated and

purified. Using the method of cation exchange liquid chromatography and

reverse-phase high- performance liquid chromatography (RP-HPLC), an antibacterial

peptide was purified from acetic acid extraction of A. japonica liver. It exhibited

strong antibacterial activity against Edwardsiella tarda, with a killing index (Ki%) of

88.64%±3.91% at concentration of 11.30 µM. Its molecular weight is 2388.05 Da

detected by MALDI-TOF MS. The N-terminal 18-residue sequence of the peptide was

H-FAHWPDLGPGSPSVKKHGKVIM-OH determined by Edman degradation. The

sequence was highly identity (94%) to hemoglobin alpha chain of A. Anguilla. Thus it

app:ds:prokaryotic
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was deduced to be fragment of hemoglobin, and was named as AjHbα.

2 Analysis of AjHbα full-length amino acid sequence

A complete N-terminal amino acid sequence of the AjHbα was obtained. Based on

the N-terminal 18-residue sequence of the peptide determined by Edman degradation,

the full-length sequence of hemoglobin alpha was cloned. According to molecule

weight of MALDI-TOF MS, the deduced amino acid sequence of the AjHbα was

H-FAHWPDLGPGSPSVKKHGKVIM-OH. The peptide was an amphiphilic and

weak cationic antibacterial peptide, with net charge of +2，and pI of 9.27.

3 Analysis of AjHbα antibacterial activities

Antibacterial activities of artificially synthetic AjHbα were studied. The synthetic

AjHbα exhibited a strong antibacterial activity against Gram-positive bacteria

(Staphylococcus aureus and Micrococcus lysodeikticus）and Gram-negative bacteria

(Edwardsiella tarda, Aeromonas hydrophila, Vibrio alginolyticus, V.

parahaemolyticus, A. caviae, A. jandaei and A. veronii), with killing index (Ki%) of

over 95% at the concentration of 83.72 µM; It exhibited strong antibacterial activity

against later 6 strains Gram-negtive bacterial above mentioned, with Ki% of over 70%

at the concentration of 41.86 µM.

4 Cloning of cathelicidin gene

Basing on the known Expressed Sequence Tag (EST), two variants of cathelicidin

were cloned from the liver of A. Anguilla. They were named Ajcath1 and Ajcath2

(GenBank AFP72291 and AFP72292) respectively. Both cDNAs contained a 3′

untranslated region with a polyadenylation signal. The deduced amino acid sequence

of both cathelicidin contained the same three domains: a signal peptide, a prodomain

and a mature peptide with a conservative four-cysteine-residue closing to the

C-terminal. The deduced mature peptide sequence of Ajcath1 was H-RMRRSKAGK

GSGGNKGNKGSGGNKGNKGSRPGGGSSIAGRDKGDSGTRTA-OH. It was a

strong cationic glycine-rich peptide, with MW of 4818.2 Da, pI of 12.02 and net

charge of +11. The deduced mature peptide sequence of Ajcath2 was H-TDPEERKK
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LSEPPSWTKYFSNW-OH，with MW of 2726.0 Da, pI of 5.93 and net charge of 0.

Interestingly, the sequences of Ajcath2 is total different from that of other fish

cathelicidin, and has a rare cathelin highly conservative region in other fish. It perhaps

is a new antibacterl peptide of cathelicidin in fish.

5 Recombinant expression of Ajcath1 and Ajcath2 in E.coli.

The recombinant expression vector of Ajcath1 and Ajcath2 were constructed and

the recombinant proteins were expressed in E.coli. The recombinant protein Ajcath1

was over-expressed in E. coli after 7 h of 0.1mM IPTG induction at 42 °C with

OD600=0.3; The recombinant protein Ajcath2 was expressed in E.coli after 4 h of 0.1

mM IPTG induction on 37 °C with OD600=0.3. The inclusion body proteins were

purified with Ni column with AKTA-purifier 100. This study laid the foundation for

further study cathelicidin mature peptide sequence and its antibacterial activity.

In this study, we successfully isolated and identified an antibacterial peptide

derived from hemoglobin in A.Anguilla liver, which has broad-spectrum antimicrobial

activity. Meanwhile two variants of cathelicidin were cloned and prokaryotic

expression. This study laid the foundation for the prevention and control of fish

disease.

Key words: Anguilla japonica, liver, antibacterial peptide, hemoglobin, cathelicidin，

recombinant protein.
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缩略语中英文对照表

IX

缩略语中英文对照表

AMPs Antimicrobial peptides 抗菌肽

ACN Acetonitrile 乙腈

TFA CF3CO2H 三氟乙酸

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白

MHB Mueller-Hinton Broth MHB培养基

LB Luria-Bertani medium LB培养基

RP-HPLC Reverse phase high performance

liquid chromatography

反相高效液相色谱

MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption/

ionization time-of-flight

基质辅助激光解吸/离

子化飞行时间

MS Mass spectrometry 质谱

RT-PCR Real time PCR 实时荧光定量 PCR

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 基本局域联配搜寻工

具

NCBI National Center for Biotechnology

Information

美国国家生物技术信

息中心

bp Base pair 碱基对

Da Dalton 道尔顿

MW Molecular weight 分子量

pI Isoelectric point 等电点

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠

PAGE Polyacrylanide gel electrophoresis 聚丙烯凝胶电泳

MIC Minimum inhibitory concentration 最小抑菌浓度

LPS lipopolysaccharide 脂多糖

IFN Interferon 干扰素

TAE Tris-acetic acid-EDTA buffer Tris-乙酸 EDTA 缓冲

液



缩略语中英文对照表

X

ORF Open reading frame 开放阅读框

EST Expressed Sequence Tag 表达序列标签

Kan Kanamycin sulfate 硫酸卡那霉素

DDT Dithiothreitol 二硫苏糖醇

APS Ammonium Persulfate 过硫酸铵

TEMED Tetramethylethylenediamine 四甲基乙二胺

PVDF Polyvinylidene Fluoride 聚偏二氟乙烯

PBS Phosphate Buffer Solution 磷酸盐缓冲液

dNTP Deoxy-ribonucleoside triphosphate 脱氧核糖核苷三磷酸

IPTG Isopropyl-β-d-thiogalactoside 异丙基-β-D-硫代半乳

糖苷

His Histidine 组氨酸

UTR Untranslated region 非翻译区

Ser (S) Serine 丝氨酸

GST Glutathione S-transferase 谷光氨肽 S-转移酶
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第一章 绪论

抗菌肽也称宿主防御肽，作为生物体非特异性免疫中一个重要的组成部分，

广泛分布于动植物、昆虫和细菌等多种生物体内。 抗菌肽抗菌谱广，其不仅能

够杀灭革兰氏阳性细菌和阴性细菌（包括对大多抗生素具有耐药性的菌株），而

且对真菌、寄生虫、病毒甚至对肿瘤细胞都具有杀伤作用，此外还有免疫调节、

或直接作为免疫佐剂、制备灭活疫苗等多重功能( Bell 2011；Hancock 2001；

Rajanbabu & Chen 2011)。近年来，抗生素的大量使用导致细菌耐药性的产生，

且耐药性越来越严重，此现象更加引起了人们的重视。人们正在努力寻找一种可

以替代抗生素且不易产生耐药性的药物，而抗菌肽成为解决问题的最有效的武器

之一。大量研究发现，抗菌肽不易对细菌产生耐药性，且作用效果好，因此，不

同物种的抗菌肽成为研究的热点，迄今，已鉴定或推导并登陆的抗菌肽序列有

1700多条( APD: http: //aps.unmc.edu/AP/about.php.)。

1 抗菌肽的分类

抗菌肽一般被定义为小于 10 kDa，或由 12–50个氨基酸组成的阳性、两亲性

的抗菌肽。它的一些特征，诸如抗菌肽大小、电荷、疏水性和二级结构决定了其

抗菌活性和杀菌模式。现今对于抗菌肽的分类比较混杂，但较为大多数学者接受

的分类是根据其二级结构分为以下 5大类。

1.1线性α螺旋抗菌肽

这类抗菌肽通常含有不到 40个氨基酸的线性结构，有亲水性和疏水性氨基

酸残基分离现象，尽管在水溶液中呈无序状态，但当与细菌细胞膜相互作用时可

形成α螺旋构象，α螺旋含量的多少与抗菌活性大小有着直接的联系（Brogden

2005）。另外这类抗菌肽一般不含半胱氨酸，有些分子有铰链或“Kink” 结构，可

形成螺旋 -卷曲 -螺旋结构。这类抗菌肽分布极为广泛，首先在两栖动物

（magainins）和昆虫（cecropins）中报道，后发现还包括猪骨髓抗菌肽（PMAP）、

蜜蜂毒液中的 melittin、LL-37、及海鞘的 Clavanins、Dicynthaurin、Halocyntin、

Papillosin、Styelins 和鱼类的 Piscidins等。
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1.2富含半胱氨酸的抗菌肽

最能代表这类抗菌肽特征的是 defensin，包括α-defensin, β-defensin和θ-

defensin，其含有 6个半胱氨酸，可形成 3个二硫键，及β折叠结构（Zou et al,

2007）。但随着抗菌肽的不断被发现，并不是所有富含半胱氨酸的抗菌肽都有这

些典型的特征，如 Hepcidin，其在磷酸缓冲液中可形成两个稳定的β折叠结构，

但 Hepcidin含有 4、6、7、8个半胱氨酸，可形成 2-4个二硫键（Xu et al, 2008; Yang

M et al, 2007）。再如 crustins, 其也是一个富含半胱氨酸的抗菌肽（含有 8个半胱

氨酸），形成 4 个二硫键，而不是由 6 个半胱氨酸构成的β折叠结构（Cui et al,

2012）。

1.3 富含特定氨基酸的抗菌肽

目前，已鉴定的这类抗菌肽大约有 44种，这类抗菌肽大多是线性的，富含某

种特定的氨基酸，缺乏半胱氨酸，在水溶液呈松散状态，少数可形成延伸结构

（Hancock et al, 2006）。其主要包括四类：（1）富含脯氨酸和精氨酸的抗菌肽, 这

类抗菌肽含有（33%-49%）的脯氨酸和（13-33%）的精氨酸。Bactenecins 和 PR-39

就是富含脯氨酸/精氨酸肽的重复片段，Bactenecins含有高比例脯氨酸（约 45%）

和精氨酸（约 23%）；PR-39含脯氨酸（约 50%），精氨酸（约 23%）。（2）富含

精氨酸（57%）和苯丙氨酸（19%）的 prophenin。（3）富含脯氨酸的抗菌肽，如

蜜蜂的 abaecin具有抗革兰氏阴性菌和阳性菌的活性，蓝蟹的 callinectin，太平洋

牡蛎的 Cg-prp也同样是富含脯氨酸的抗菌肽。（4）富含色氨酸的 indolicidin。

1.4 阴离子抗菌肽

尽管大部分抗菌肽呈现阳离子特征，仍有一部分陆续发现的抗菌肽带有负电

荷，其典型的特征是 pI小于 7.0（通常为 3.0～6.5）。它们的抗菌活性需要锌作为

辅助因子，对革兰氏阳性菌和阴性菌均有抗菌活性，有人猜测锌的作用有可能是

形成阳离子盐桥，使得阴离子抗菌肽克服细菌表面的负电荷，穿入外膜而不引起

任何形态学的变化。这类抗菌肽大多出现在表面活性物质的提取物，支气管肺泡

灌洗液和呼吸道表皮细胞内。Brogden（1996）从人分离得到三个羊肺表面活性

因子相关的阴离子肽，在锌存在下对部分革兰氏阳性菌和阴性菌有抗菌活性。

Lai 等（2002）从蟾蜍（Bombina maxima）中分离得到一种阴离子抗菌肽──

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cui%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22971359
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Maximin H5，含 20个氨基酸残基，pI 为 3.10，带有-3电荷。该多肽只能抑制革

兰氏阳性细菌──金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus），但抗菌活性不需要

金属离子如 Zn2+和Mg2+等，因此对于阴离子抗菌肽抗菌机制有待进一步探讨。

1.5 大分子蛋白的肽段/片段

还有一类小肽，尽管它们具有抗菌活性，但不被认为是免疫相关因子，统称

为“源于其他作用的大分子蛋白的肽段/片段（peptides or fragments derived from

proteins of other function ）”（Smith et al, 2010）。如血红蛋白（Belmonte et al,

2012）、组蛋白（Kathryn et al, 2012）、血蓝蛋白（Lee et al, 2003）、乳铁蛋白（Tasumi

et al, 2002）和神经肽（Ikhlas et al, 2008）等，它们均具有广谱的抗菌活性。

事实上，还存在许多抗菌肽不能划分在以上几大类抗菌肽中，Ovchinnikova

等（2004）从海蚯蚓（Arenicola marina）免疫细胞分离纯化得到一种抗菌肽—

arenicin，含 21 个氨基酸残基，两个单独的β折叠和一个二硫键形成一个由 18

个氨基酸残基组成的环状结构，同时通过带有正电荷的精氨酸侧链构成一个很强

的疏水区域，因此它们不属于以上任何一类，认为是一种新的抗菌肽结构。

Arenicins 在浓度为 5 µM/mL 时 5 min 内即可杀死大肠杆菌。沙蚕（Perinereis

aibuhitensis）的 perinerin，含有 4个半胱氨酸残基构成 2个二硫键，同时富含精

氨酸。其不能归类为富含某种氨基酸的抗菌肽，因为也是富含半胱氨酸的抗菌肽，

Perinerin 抗革兰氏阳性菌（MIC为 1.5 μg/mL），抗革兰氏阴性菌（MIC 为 3.1 μg/

mL），抗真菌 (MIC为 12.5 μg/mL) ( Pan et al, 2004)。

2 血红蛋白源抗菌肽的研究进展

血红蛋白最初被定位是一种重要的呼吸蛋白，广泛存在于脊椎动物和部分无

脊椎动物，及细菌、真菌和植物中。后来发现血红蛋白除载氧作用以外还有众多

生物学特性，如促生长激素释放、促肾上腺皮质激素释放、阿片肽样、止痛等作

用（Schally et al, 1978；Brantl et al, 1986；Karelin et al, 1995）。此外血红蛋白具

有可形成多个抗菌肽的特点，已成为国内外学者研究的热点。

2.1血红蛋白源抗菌肽的研究
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2.1.1人类血红蛋白源抗菌肽

人体主要有 4种血红蛋白链，即 Hbα、Hbβ、Hbγ和 Hbδ，但已报道有抗菌

活性的血红蛋白链只有前 3种。如表 1-1所示，其中 Hbα源抗菌肽较多，几乎任

意裂解片段都有抗菌活性，Hbβ相对会少一些，Hbγ只有一条，但可能存在更多

的 Hbβ和 Hbγ源抗菌肽。早在 1958年， Hobson 等就发现人血红蛋白的抗菌特

性，并从 pH、温度、孵育时间等多个方面探讨了血红蛋白抑菌或杀菌作用，血

红蛋白对某些革兰氏阴性菌最小抑菌浓度（MIC）在 0.1 μg/mL或更小，在酸性

条件下抗菌效果更佳，后续的研究结果也证明了这些特性，这也与人体阴道酸性

环境是不谋而合的。此研究成果一经公布就引起学术界的质疑，因为当时一些学

者认为血红蛋白通过提供铁离子或干扰白细胞的氧气代谢机制可以抑制白细胞

杀菌作用，进而可能促进细菌的生长。事实上有些血红蛋白片段的确是促进某些

细菌生长，但是绝大多数血红蛋白片段是抑制细菌生长或杀灭细菌的（Welch et al,

1982；Hand et al, 1984；Olczak et al, 2005）。此后越来越多研究证明了血红蛋白

源片段具有抗菌活性，并命名为 hemocidins，其对革兰氏阳性细菌、阴性细菌和

真菌均起作用（Mak et al, 2000；Parish et al, 2001）。Liepke等（2003）应用离子

交换和反相高效液相色谱，从人类胎盘纯化得到血红蛋白源抗菌肽 Hbβ111-146

和 Hbγ130-246，第一次证明了人体内存在着天然的血红蛋白源抗菌肽。此后Mak

等（2004）在女性月经血中分离纯化得到约 27个血红蛋白源抗菌肽，它们均对

大肠杆菌有抑菌或杀菌作用。Deng 等（2009）从子宫内膜粘液分离纯化得到

Hbα 32-93，并建立了感染大肠杆菌的大鼠阴道模型，表明血红蛋白源抗菌肽可

以减轻由大肠杆菌导致的大鼠阴道炎。

表 1-1人类血红蛋白源抗菌肽结构特征

Tab.1-1 The structural characteristics of antibacterial peptides derived

from human hemoglobin

抗菌肽 分子量 电荷 疏水性 二级结构预测

Hbα 1-32 3321.76 0 43% 71.88% α螺旋；18.75%任意卷曲

Hbα 33-76 4755.38 0 38% 47.73%α螺旋； 34.09%任意卷曲

Hbα 1-76 8079.13 0 40% 56.58% α螺旋；30.26%任意卷曲
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续表 1-1

Hbα 77-141 7023.24 +2 49% 67.69%α螺旋； 21.54任意卷曲

Hbα 1–20 2043.35 +2 45% 60% α螺旋； 30%任意卷曲

Hbα 1–25 2520.83 +1 40% 64% α螺旋； 20%任意卷曲

Hbα 1–26 2591.91 +1 42% 53.85% α螺旋；23.08%任意卷曲

Hbα 1–27 2721.02 0 40% 51.85%α螺旋；25.93%任意卷曲

Hbα 1–28 2792.1 0 42% 57.14% α螺旋；21.43%任意卷曲

Hbα 1–29 2905.26 0 44% 65.52%α螺旋；20.69%任意卷曲

Hbα 1–31 3190.56 0 41% 74.19%α螺旋；16.13%任意卷曲

Hbα 1–32 3321.76 0 43% 71.88%α螺旋； 18.75%任意卷曲

Hbα 1–33 3468.94 0 45% 81.82%α螺旋；15.15%任意卷曲

Hbα 1–40 4237.85 +1 42% 65%α螺旋；27.50%任意卷曲

Hbα 17–31 1430.5 -2 35% 100%任意卷曲

Hbα 18-44 2923.31 -1 38% 57.69%α螺旋；34.62%任意卷曲

Hbα 35–56 2483.77 +1 27% 22.73%延伸链；59.09%任意卷曲

Hbα 35–58 2677.96 +1 25% 20.83%延伸链；58.33%任意卷曲

Hbα 35–60 2863.19 +2 23% 23.08%β转角；57.69%任意卷曲

Hbα 35–72 4054.54 +2 34% 42.11%α螺旋；42.11%任意卷曲

Hbα 35–77 4606.16 0 34% 46.51%α螺旋；39.53%任意卷曲

Hbα 35–78

Hbα 35–79

4720.27

4791.35

0

0

34%

35%

43.18%α螺旋；34.09%任意卷曲

42.22%α螺旋；42.22%任意卷曲

Hbα 35–80 4904.51 0 36% 45.65%α螺旋；36.96%任意卷曲

Hbα 35–90

Hbα 35–97

5964.68

6752.61

0

0

37%

38%

58.93%α螺旋；28.57%任意卷曲

52.38%α螺旋；34.92%任意卷曲

Hbα 106–141 3843.49 +1 50% 77.78%α螺旋；19.44%任意卷曲

Hbα 107–140 3574.14 0 50% 79.41%α螺旋；17.65%任意卷曲

Hbα 107–141 3687.30 0 51% 80%α螺旋；17.14%任意卷曲

Hbα 110–131 2281.61 -1 54% 68.18%α螺旋；31.82%任意卷曲

Hbα 110–141 3416.93 +1 46% 68.75%α螺旋；28.12%任意卷曲
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续表 1-1

Hbα 32-93 6724.70 +1 41% 54.84%α螺旋；22.58%任意卷曲

Hbα 33-95 6799.71 0 39% 52.38%α螺旋；31.75%任意卷曲

Hbα 77-141 7023.24 +2 49% 67.69%α螺旋；21.54%任意卷曲

Hbβ 1-55 6045.89 -4 43% 43.64%α螺旋；32.73%任意卷曲

Hbβ 56-146 9791.41 +3 45% 76.92%α螺旋；10.99%β转角；

Hbβ 56-72 1732.05 +4 35% 41.18%延伸链；41.18%任意卷曲

Hbβ 116-146 3404.886 +2 41% 64.52%α螺旋； 29.03%任意卷曲

Hbβ 1–30 3156.55 -2 40% 40.00%α螺旋； 36.67%任意卷曲

Hbβ 16–30 1499.64 -1 33% 100%任意卷曲

Hbβ 43–83 4210.68 0 36% 31.71%α螺旋； 36.59%任意卷曲

Hbβ 46–64 1882.13 0 31% 21.05%β转角；63.16%任意卷曲

Hbβ 113–146 4803.67 +3 52% 68.18%α螺旋； 15.91%任意卷曲

Hbβ 115–146 4500.31 +3 52% 66.67%α螺旋； 16.67%任意卷曲

Hbβ 111–146 3890.54 +2 50% 61.11%α螺旋；19.44%任意卷曲

Hbγ 130–146 1869.15 +2 47% 94.12%α螺旋

注：血红蛋白源抗菌肽的分子量、电荷和疏水性用 http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction

_main.php软件分析；二级结构用 http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=npsa_

sopma.html软件分析。

Note: Molecular weight, net charge, and hydrophobic ratio of antibacterial peptide were analysed

with software http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction _main.php. Secondary structure

was analysed with software http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=npsa_ sopma.

html.

2.1.2 其他哺乳动物血红蛋白源抗菌肽

对于其他哺乳动物血红蛋白源抗菌肽，如表 1-2所示，研究最多的是牛血红

蛋白，其次是兔子和马。Fogaca 等（1999）从寄生于牛体的蜱肠内容物里分离

纯化得到具有抗菌活性的牛血红蛋白源片段，认为这是蜱利用宿主血红蛋白片段

的抗菌活性来防御病原微生物的侵害。Froidevaux等 2001年首次应用胃蛋白酶

水解牛血红蛋白到 90%，得到一个能杀灭藤黄微球菌 A270 的 Hbα片段；2005

http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html
app:ds:molecular
app:ds:weight
http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html
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年其实验室用胃蛋白酶水解牛血红蛋白到 3%，再次分离纯化得到第二个 Hbα抗

菌肽（Daoud et al, 2005）；2006年又一次分离纯化得到 3个 Hbα，1个 Hbβ抗菌

肽（Nedjar-Arroume et al, 2006）；2008年再次报道分离纯化到 24个新的牛血红

蛋白源抗菌肽（Nedjar-Arroume et al, 2008）；2011年在标准胃蛋白酶水解液中加

入 40%甲醇、30%乙醇、20%丙醇、10%丁醇以改变牛血红蛋白二级结构，水解

血红蛋白得到 26 段血红蛋白源抗菌片段，其中 13 段是新发现的（Adje et al,

2011）；随后又发现牛 Hbα最小抗菌肽为 KYR，Hbβ最小抗菌肽为 RYH（Catiau et

al，2011）。由此我们不难发现牛血红蛋白如同人类血红蛋白一样是一个“血红

蛋白源抗菌肽库”。兔子阴道组织结构与人类极其相似，因此兔子是临床评估阴

道杀菌药物首选动物模型。Patgaonkar等（2011）从兔阴道腺液内纯化得到一个

Hbα抗菌肽 RVFHbαP，并合成了包含 25个氨基酸的该肽，其对金黄色葡萄球菌、

铜绿假单胞杆菌、化脓性链球菌、白色念球菌均具有抗菌活性，RT-PCR和免疫

组化分析 RVFHbPα在兔阴道内大量表达；体外实验表明 RVFHbPα能够阻碍由脂

多糖（LPS）引起的阴道细胞炎症。此外马的完整血红蛋白也具有抗菌活性（Parish

et al, 2001）。猪血中也存在抗菌物质，但并没有提纯到单一的抗菌肽（张艳梅等，

2008；王延卓，2010）。

表 1-2 牛血红蛋白源抗菌肽结构特征

Tab.1-2 The structural characteristics of antibacterial fragments derived from

bovine hemoglobin

抗菌肽 分子量 电荷 疏水性 二级结构预测

Hbα 33–61

Hbα 1-23

3206.6

2236.51

+2

+1

31%

47%

24.29%延伸链, 62.07%任意卷曲

52.17%α螺旋, 21.74%任意卷曲

Hbα 1-27 2656.93 0 44% 59.26%α螺旋, 29.81%任意卷曲

Hbα 1-28

Hbα 1-29

2728.01

2841.17

0

0

46%

48%

67.86%α螺旋, 29.29%β转角

68.97%α螺旋, 13.79%β转角；

Hbα 1-32 3257.67 0 46% 71.88%α螺旋, 12.50%β转角；

Hbα 1-33

Hbα 1-46

3404.85

4960.65

0

+1

48%

43%

72.73%α螺旋, 12.12%β转角；

58.70%α螺旋, 26.09%任意卷曲

Hbα 3-36 2597.94 -1 50% 67.65%α螺旋, 20.59%任意卷曲

http://search.cnki.com.cn/Search.aspx?q=author:%E7%8E%8B%E5%BB%B6%E5%8D%93
http://search.cnki.com.cn/Search.aspx?q=author:%E7%8E%8B%E5%BB%B6%E5%8D%93
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续表 1-2

Hbα 33-45

Hbα 33-46

1573.82

1721.00

+1

+1

30%

35%

100%任意卷曲

100%任意卷曲

Hbα 33-66 3620.13 +2 41% 32.35%α螺旋, 44.12%任意卷曲

Hbα 33-83 5404.29 -1 41% 49.02%α螺旋, 33.33%任意卷曲

Hbα 33–97 6980.92 -1 40% 50.77%α螺旋, 36.92%任意卷曲

Hbα 33–98 7128.10 -1 40% 50%α螺旋, 36.36%任意卷曲

Hbα 34–46 1573.82 +1 30% 100%任意卷曲

Hbα 34–65 3359.80 +2 37% 18.75%α螺旋, 18.75%延伸链；

18.75%β转角, 43.75%任意卷曲

Hbα 34–66 3472.96 +2 39% 33.33%α螺旋, 48.48%任意卷曲

Hbα 34–83 5256.96 -1 40% 50%α螺旋, 34%任意卷曲

Hbα 34–98 6980.92 -1 40% 50.77%α螺旋, 38.46%任意卷曲

Hbα 36–45

Hbα 36–97

1226.41

6633.50

+1

-1

20%

38%

100%任意卷曲

53.23%α螺旋, 33.87%任意卷曲

Hbα 37–46 1226.41 +1 20% 100%任意卷曲

Hbα 37–98 6633.50 -1 38% 53.23%α螺旋, 27.42%任意卷曲

Hbα 67-106 4316.98 -2 43% 58.97%α螺旋, 23.08%任意卷曲

Hbα 73-105 3639.18 -2 42% 42.42%α螺旋, 36.36%任意卷曲

Hbα 86-109 2745.31 +2 50% 45.83%延伸链, 33.33%任意卷曲

Hbα 96-106 1270.54 +1 54% 100%任意卷曲

Hbα 99-105 796.96 +1 42% 100%任意卷曲

Hbα 99-106 910.12 +1 50% 100%任意卷曲

Hbα 100-105

Hbα 106–291

668.79

3888.49

0

+1

50%

44%

100%任意卷曲

72.22%α螺旋, 16.67%任意卷曲

Hbα 107–128 2341.66 -1 45% 63.64%α螺旋, 22.73%任意卷曲

Hbα 107–133

Hbα 107–136

2826.21

3139.61

-1

-1

48%

50%

70.37%α螺旋, 18.52%任意卷曲

73.33%α螺旋, 16.67%任意卷曲

Hbα 107–291 3775.33 +1 42% 68.57%α螺旋, 17.29%任意卷曲
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续表 1-2

Hbα 133–291 1054.21 +2 22% 100%任意卷曲

Hbα 137–291 653.72 +1.91 0 100%任意卷曲

Hbα 110–291 4539.27 +1 45% 76.19%α螺旋, 29.29%任意卷曲

Hbα138-291 552.61 +1.91 0 100%任意卷曲

Hbα139-291 465.53 +1.91 0 100%任意卷曲

Hbβ 77-125 5425.35 -2 48% 51.02%α螺旋, 20.41%延伸链

18.37%β转角

Hbβ 62–91 3296.74 0 36% 93.33%α螺旋, 6.67%β转角

Hbβ 1-13 1381.61 -1 61% 100%任意卷曲

Hbβ 1-30 3176.68 -1 50% 60%α螺旋, 20%任意卷曲

Hbβ 79-104 2935.35 -2 42% 50%α螺旋, 19.23%β转角, 19.23%任意

卷曲

Hbβ 129-124

Hbβ 129-295

1259.43

3550.05

+1

+2

36%

46%

100%任意卷曲

75%α螺旋, 18.75%任意卷曲

Hbβ 121-295 2747.16 +1 52% 76%α螺旋, 24%任意卷曲

Hbβ 126-295 2195.47 +1 50% 95%α螺旋, 5%任意卷曲

Hbβ 290-295 795.9 +1 33% 100%任意卷曲

Hbβ 293-295* 474.5 +1.07 0 100%任意卷曲

注：血红蛋白源抗菌肽的分子量、电荷和疏水性用 http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction

_main.php软件分析；二级结构用 http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=npsa_

sopma.html软件分析。

Note: Molecular weight, net charge, and hydrophobic ratio of antibacterial peptide were analysed

with software http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction _main.php. Secondary structure

was analysed with software http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=npsa_ sopma.

html.

2.1.3 爬行类血红蛋白源抗菌肽

现今一个非常有趣的问题引起各国学者的注意，鳄鱼即使生活在沼泽地里，

这种病原高度滋生的地方也不会感染疾病；另外鳄鱼之间或与其他动物争斗后伤

http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html
app:ds:molecular
app:ds:weight
http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html
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口可以在短时间内自愈，甚至不会受病原的侵染，这说明鳄鱼体内应该含有一定

的抗菌物质。Hoffman 等（2002）发现美洲鳄（Alligator missisippiensis）完整

的 Hbα和 Hbβ链可以抑制大肠杆菌、铜绿假单胞菌及白色念球菌的生长。Parish

（2001）等也有研究表明美洲鳄完整的血红蛋白具有抗菌活性。另外有研究发现

美洲鳄血浆能够抑制细菌和病毒的生长（Merchant et al, 2003; 2004; 2005）。

Srihongthong等（2012）研究发现暹罗鳄（Crocodylus siamensis）完整的血红蛋

白及 Hbα、Hbβ链片段对枯草芽孢杆菌 TISTR008、枯草芽孢杆菌 ATCC6633、解

淀粉芽孢杆菌 TISTR1045、短小芽孢杆菌 TISTR905均有明显的抗菌活性, 其结

构特征如表 1-3。

表 1-3暹罗鳄血红蛋白源抗菌肽结构特征

Tab.1-3 The structural characteristics of antibacterial fragments derived from

C.siamensis hemoglobin

抗菌肽 分子量 电荷 疏水性 二级结构预测

Hbα 1-19 2022.37 +1 52% 57.89%α螺旋, 26.32%任意卷曲

Hbα 1-13 1377.58 0 46% 100%任意卷曲

Hbα 16-26 1173.29 -1 36% 100%任意卷曲

Hbβ 15-22

Hbα 67-72

Hbβ 69-80

991.11

705.73

1260.37

0

-1

-1

50%

33%

41%

100%任意卷曲

100%任意卷曲

100%任意卷曲

Hbβ 69-82

Hbα 107-121

Hbα 107-124

Hbα 107-128

Hbα 110-123

1259.72

1542.81

1838.11

2341.71

1453.63

0

-1

-1

-1

-1

42%

46%

44%

45%

35%

100%任意卷曲

100%任意卷曲

100%任意卷曲

100%任意卷曲

100%任意卷曲

Hbα 110-129 2157.47 -1 40% 100%任意卷曲

Hbβ 115-124 1112.26 0 40% 100%任意卷曲

注：血红蛋白源抗菌肽的分子量、电荷和疏水性用 http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction

_main.php软件分析；二级结构用 http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=npsa_

sopma.html软件分析。

http://so.med.wanfangdata.com.cn/ViewHTML/DegreePaper_Y1262827.aspx
http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html
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Note: Molecular weight, net charge, and hydrophobic ratio of antibacterial peptide were analysed

with software http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction _main.php. Secondary structure

wasanalysed with software http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=npsa_ sopma.

html.

2.1.4鱼类血红蛋白源抗菌肽

上述血红蛋白源抗菌肽研究均仅涉及它们的抗细菌和真菌特性，尚不清楚其

是否抗寄生虫。Ullal等（2008）从叉尾鮰（ctalurus punctatus, Rafinesque）鳃中

分离纯化得到三个抗菌肽：HbβP-1、HbβP-2、HbβP-3，其中 HbβP-1抗菌活性最

强，其次是 HbβP-2和 HbβP-3，HbβP-1不仅能够抑制或杀灭革兰氏阴性菌，而

且对小瓜子虫的滋养体有致死作用。Fernandes等（2004）发现虹鳟红细胞内包

含抗菌活性物质，但没有提纯到单一的物质。我们实验室从日本鳗肝脏内分离纯

化得到一个由 22 个氨基酸组成的 Hbα抗菌肽，其对爱德华氏菌（Edwardsiella

tarda）具有明显的抗菌活性，在浓度为 11.30 µM时对爱德华氏菌有 88.64%（杀

菌指数）抑菌作用，人工合成的 Hbα抗菌片段在浓度为 41.86 µM时对 6株革兰

氏阴性菌有明显抑菌或杀菌作用。天然的和合成的抗菌活性之所以差别这么大，

可能是由于其结构上有一定的差异性。

2.1.5 贝类血红蛋白源抗菌肽

大多数贝类含有与铜离子结合的血蓝蛋白，只有部分贝类含有血红蛋白，主

要包括毛蚶、泥蚶、魁蚶、厚满月蛤等（汪青等，2011）。对于完整的血蓝蛋白

及血蓝蛋白片段有抗菌活性的研究较为普遍，但对于贝类血红蛋白抗菌活性的研

究鲜为少见。荆昭（2011）曾研究发现毛蚶 HbI、HbII 对金黄色葡萄球菌、枯草

芽孢杆菌、四联微球菌有抑菌活性。Bao等（2011）研究发现泥蚶在副溶血弧菌、

脂多糖（LPS）、肽聚糖（PGN）刺激下 12 h后血细胞内 HbI表达量显著提高，

表明 HbI可能涉及到泥蚶免疫学反应。江青等（2012）的研究也表明泥蚶血红蛋

白可能在抗菌免疫方面起重要作用，弧菌组、LPS 组和 PGN组三个实验组泥蚶

血液 Tg-HbIIA mRNA表达量均在 1.5 h后显著上升, 说明泥蚶HbIIA对刺激因子

有快速的应答, 可能是一种急性期反应蛋白，泥蚶血红蛋白是否具有直接抗菌功

能还需进一步验证。

app:ds:molecular
app:ds:weight
http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html
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2.2 血红蛋白源抗菌肽的抗菌活性

血红蛋白源抗菌肽的抗菌谱非常广，涉及菌株繁多，较常见菌有：革兰氏阳

性性菌，如藤黄微球菌（Micrococcus luteus）、粪肠球菌（Streptococcus faecalis）、

金黄色葡萄球菌（Streptococcus aureus）、溶壁微球菌（Micrococcus lysodeikticus）、

巨大芽孢杆菌（Bacillus megaterium）、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、解淀粉

芽孢杆菌（B. amyloliquefaciens）、短小芽孢杆菌 (B. pumilus)、肉葡萄球菌

（Staphylococcus carnosus）、表皮葡萄球菌（Staphylococcus Epidermidis）、无害

李斯特菌（Lsteria innocua）和海豚链球菌（Streptococcus iniae）；革兰氏阴性菌，

如大肠杆菌（Escherichia coli）、肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae)、沙门氏菌

属（Salmonella sp）、铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）、肠炎沙门氏菌

(Salmonella enteritidis)、弗氏志贺菌（Shigella flexneri）、爱德华氏菌（Edwardsiella

tarda）、溶藻弧菌（Vibrio alginolyticus）、副溶血弧菌（V. parahaemolyticus）、哈

维氏弧菌（V. harveyi）、豚鼠气单胞菌（Aeromonas caviae）、嗜水气单胞菌

（A.hydrophila）, 简氏气单胞菌（A. jandaei）和维氏气单胞菌（A. veronii）；真

菌，如白色念珠菌（Canidia Albicans）、构巢曲霉（Aspergillus nidulans）和啤酒

酵母（ Saccharomyces cerevisiae）。此外，抗寄生虫的有：多子小瓜虫

（Ichthyophthirius multifiis）和四膜虫（Tetrahymena pyriformis）。MIC 多在 1-90

μM/mL, 不同血红蛋白源的抗菌肽抗菌活性差距很大（见表 1-4、1-5）。

http://www.chem17.com/st175454/product_4031212.html
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表 1-4人血红蛋白源抗菌肽对 6株细菌的MIC[μM]值

Tab.1-4 MIC of antibacterial peptides derived from human hemoglobin

against six strains bacterial

抗菌肽

革兰氏阳性菌（G+） 革兰氏阴性菌(G-)

粪肠球菌

S.faecalis

金 黄 色 葡

萄 球 菌

S.aureus

藤黄微

球 菌

M.lute-

us

大肠 杆

菌

E. coli

肺炎克雷

伯 菌

K.pneum-

oniae

白色念珠菌

C.albicans

Hbα 1-32

Hbα 33-76

＞30

21

＞30

＞73.6

ND

ND

＞30

21

ND

ND

＞30

14.7

Hbα 1-76 37.1 ＞58.2 ND ＞58.2 ND ＞58.2

Hbα 77-141 ＞14.2 ＞14.2 ND ＞14.2 ND 4.3

Hbα 35–56 293 222 281 105 146 ＞300

Hbβ 1-55 1.3 26.5 ND 0.8 ND 4.1

Hbβ 56-146 1.5 9.9 ND 100.1 ND 2.6

Hbβ 56-72

Hbβ 116-146

Hbβ115-146

1443.4

2937

l40

28.9

ND

61

ND

ND

48

1.2

5.9

27

ND

ND

37

5.8

4405.4

＞300

Hbβ111-146 25.6 38.5 8 16 51.3 ND

Hbγ 130–146 ＞300 77.5 l100 52 ＞130 ND

注：ND表示没有检测抗菌活性。

Note: ND indicates that antibacterial activity of the bacterium has not been detected.
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表 1-5牛血红蛋白源抗菌肽对 4株细菌的MIC[μM]值

Tab.1-5 MIC of antibacterial peptides derived from bovine hemoglobin

against four strains bacterial

抗菌肽

革兰氏阳性菌（G+） 革兰氏阴性菌(G-)

藤 黄 微 球 菌

M.luteus

无 害 李 斯 特 菌

L．innocua

大肠杆菌

E. coli

肠 炎 沙 门 氏 菌

S．enteritidis

Hbα 33–61

Hbα 1-23

5

100

ND

54

ND

54

ND

27

Hbα 1-27 38 27 54 38

Hbα 1-28 54 27 54 27

Hbα 1-29 54 27 54 27

Hbα 1-32 90 38 154 38

Hbα 1-33 73 73 146 ND

Hbα 1-46

Hbα 3-36

100

70

25

35

100

70

ND

ND

Hbα 33-45 5 1 9 5

Hbα 33-46 5 1 9 5

Hbα 33-66 9 1 1 5

Hbα 33-83 45 80 80 45

Hbα 33–97 90 49 90 90

Hbα 33–98 90 49 90 90

Hbα 34–46

Hbα 34–65

5

9

1

9

9

5

5

ND

Hbα 34–66 5 1 9 5

Hbα 34–83 45 80 80 45

Hbα 34–98 90 49 90 90

Hbα 36–45 1 1 9 9

Hbα 36–97 49 49 87 87

Hbα 37–46 1 1 9 9



第一章绪论

15

续表 1-5

Hbα 37–98 49 49 87 87

Hbα 67-106 141 35 35 ND

Hbα 73-105 43 43 171 ND

Hbα 86-109 45 11 11 ND

Hbα 96-106 24 24 46 ND

Hbα 99-105

Hbα 99-106

39.2

34

39.2

34

78.4

68

ND

ND

Hbα 100-105 46.78 187.1 46.78 ND

Hbα 106–141 64 32 64 ND

Hbα 107–128 53 53 26 ND

Hbα 107–133 9 37 73 37

Hbα 107–136 76 38 76 76

Hbα 107–141

Hbα 133–141

87

15

43

2

87

8

87

8

Hbα 137–141 9 1 9 5

Hbα 110–141 72 36 72 ND

Hbα138-141 4 1 4 4

Hbα139-141 2 1 1 1

Hbβ 77-125 - - 183 ND

Hbβ 62–91 18 5 5 ND

Hbβ 1-13

Hbβ 1-30

Hbβ 79-104

4

45

170

6

45

42

4

45

170

6

45

ND

Hbβ 114-124 6 6 12 ND

Hbβ 114-145 85 85 73 ND

Hbβ 121-145 85 73 73 73

Hbβ 126-145

Hbβ 140-145

71

9

35

10

35

2

35

9
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续表 1-5

Hbβ 143-145 4 1 4 1

注：-表示没有活性; ND表示没有检测抗菌活性。

Note:- no antibacterial activity; ND , not to determine antibacterial activity to the bacterium.

2.3 血红蛋白源抗菌肽的抗菌机制

目前对于血红蛋白源抗菌肽的抗菌机制尚不明确，国内外研究主要集中在这

些抗菌肽的结构、长度及蛋白酶对血红蛋白的水解作用。内源性抗菌肽是由胚系

基因编码的内源性活性肽分子，抗菌机制涉及到三个显著特征：α螺旋结构、阳

离子电荷和高含量的疏水性氨基酸，这三个特征对于抗菌肽抗菌活性是至关重要

的，如 mellitin、cecropinspardaxin和 LL-37。如表 1、2、3所示，一些血红蛋白

源抗菌肽带有正电荷和大量（＞35%）的疏水性氨基酸，同时二级结构含有大比

例的α螺旋结构，该类抗菌肽通过静电作用，带有正电荷的抗菌肽与带有负电荷

的细胞膜结合，肽分子中的疏水基团插到磷脂双分子层的疏水核心部分，并以与

膜表面垂直的方式排列，肽的亲水区域则形成具有极性的孔或通道，外界的水分

即可渗入细胞内部，细胞质也可渗透到外部，致使细菌死亡；但有一些血红蛋白

源抗菌肽带有正电荷和少量（＜35%）的疏水氨基酸，却是任意卷曲结构，这类

抗菌肽可能在与细胞膜相结合的时候可以形成α螺旋结构( Nicolas et al, 1995;

Corbier et al, 2001)；还有一些血红蛋白源抗菌肽不带电荷或带有负电荷，其片段

很短，其组成和结构与典型的α螺旋抗菌肽抗菌具有显著差异，探索这类片段的

抗菌机制可能带来具有原始创新意义的发现。

Mak等提出血红蛋白源抗菌肽抗菌活性可能与片段的长度有关，一般要长于

16个氨基酸，因为太短的片段可能会丧失抗菌活性，甚至会促进细菌的生长，

如来源于牛血红蛋白的包含 5 个氨基酸的片段能够促进恶臭假单胞菌的生长

（Zhao et al, 1996）。这也许是因为较长的片段有利于形成α螺旋结构，但是如图

表 1、2、3所示，一些短的片段抗菌性很强，抗菌机制尚不明确。

血红蛋白片段发挥抗菌作用有可能与机体的一些蛋白酶水解作用相关，

Ivanov等（1997，1998，2000）提出一个 “组织特异性肽库” 概念，推测血红

蛋白可能在红细胞内降解，然后被不同的组织蛋白酶水解成多个片段。随后Mak

等（2004）进一步研究表明基质金属蛋白酶和白细胞蛋白酶直接负责组织消化和

http://define.cnki.net/WebForms/WebDefines.aspx?searchword=%e6%b4%bb%e6%80%a7%e8%82%bd
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形成月经排放物。Liepke等（2003）也证实酶解作用发生在红细胞内部。我们实

验室分离到的 Hbα片段经 http://au.expasy.org/tools/peptide cutter/软件分析，推测

糜蛋白酶可能参与蛋白水解作用。

3 鱼类 cathelicidin抗菌肽的研究进展

脊椎动物有两大类抗菌肽家族，一类是 defensin家族，另一类就是 cathelicidin

家族（Panyutich et al, 1997; Gennaro et al, 2000; Zaiou et al, 2002; Anderson and Yu,

2003; Dürr et al, 2006; Hao, 2012）。cathelicidin家族抗菌肽具有广谱抗病原微生物

的作用，对革兰氏阳性细菌和阴性细菌、真菌、原生动物以及病毒都有很好的杀

灭效果。除此以外，cathelicidin 还有其他一些生物学活性，如促使血管的生成、

趋化功能（使导致炎症的细胞聚集到病灶部位）、伤口修复和抑制机体过氧化物

的生成等作用（王中强等，2003）。由于其具有如此多重作用，致使国内外学者

对其研究与日俱增。Cathelicidin类抗菌肽已在多种哺乳动物，如人（Cowland et

al, 1995；Sigurdardottir et al, 2012）、猴（Zhao et al, 2001）、牛（Mookherjee et al,

2006）、猪（Scocchi et al, 2005）、马（Kerlavaj et al, 2001）、羊（Giacometti et al,

2004）、兔（Zarember et al, 2002）、鼠（Döring et al, 2012）、鹿（Treffers et al, 2005）、

袋鼠（Carman et al, 2009）和熊猫（Yan et al, 2012）等，及几种鱼类中确认。迄

今，关于哺乳类 cathelicidin抗菌肽的研究已较为深入，鱼类却相对贫乏。

3.1 鱼类 cathelicidin基因结构特征

迄今鱼类 cathelididins已在盲鳗（Myxine glutinosa）（Uzzell et al, 2003）、虹

鳟（Oncorhynchus mykiss）（Chang et al, 2005；2006）、大西洋鲑鱼（Salmo salar）

（Chang et al, 2006）、北极红点鲑（Salvelinus alpinus）（Maier et al, 2008）、大西

洋鳕鱼（Gadus morhua）（Maier et al, 2008；Broekman et al, 2011）、美洲红点鲑

（Salvelinus fontinalis）（Maier et al, 2008）、大鳞大马哈鱼（Oncorhynchus

tshawytscha）（Maier et al, 2008）、亚东鲑（Salmo trutta fario）（Scocchi et al, 2009）、

茴鱼（Thymallus thymallus）（Scocchi et al, 2009）和香鱼（Plecoglossus altivelis）

（Lu et al, 2011）中确认（如表 1-6）。哺乳动物除人类仅有一个 LL37 外, 其他

哺乳动物 cathelicidin 基因存在多个变体现象，鱼类也同样含有多个 cathelicidin

http://au.expasy.org/tools/peptide cutter/
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基因变体。鱼类 cathelicidin包括 Pre, Pro和 C端成熟肽三个区域，Pre区域(也称

信号肽)含有 19～26个 AA残基的信号肽；Pro区域含有 60～128个 AA残基，

blast 分析目前已发表的鱼类 cathelididins 基因，发现鱼类除盲鳗，所有的鱼类

cathelicidin并不像哺乳动物一样含有一段高度保守的 cathelin结构域。 Pro区域

C端的成熟肽是一个高度变异的抗菌区域，含有 29～77个 AA残基，靠近 C端

有 4个半胱氨酸形成两个分子内二硫键，直接影响到整个分子的结构，但在北极

红点鲑和美洲红点鲑却只有 2 个半胱氨酸，鱼类 cathelicidin 基因是否如同

hepcidin一样具有多种半胱氨酸结构，有待进一步考证。另外鱼类 cathelicidin基

因包含 4个外显子 3个内含子，1-3个外显子编码 Pro区域，第 4个外显子编码

成熟肽区域，但北极红点鲑鱼和美洲红点鲑第 3 个外显子缺失。采用

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/ npsa_automat.pl? page=npsa_ sopma.html 软件预测

鱼类 cathelicidin 成熟肽二级结构，结果如表 1-6 所示，除盲鳗外，其他鱼类

cathelicidin尽管可以形成α-螺旋、β折叠和延伸结构，但形成任意卷曲结构的可

能性更大，没有哺乳动物 cathelicidin 样抗菌肽的延伸螺旋，环状和β折叠结构

特征。

表 1-6. 鱼类 cathelicidin物种来源、名称，信号肽、pro区域和成熟肽氨基酸数目，

及预测的成熟肽二级结构

Table 1-6. List of cathelicidin from fish, origin, name, and signal, pro , maure peptide amino

acid amounts，and prediction for second structure of mature peptide

来源，名称 信号肽氨

基酸数目

Pro 区域氨

基酸数目

成熟肽氨

基酸数目

预测的成熟肽二级结

构

盲 鳗（ Myxine glutinosa）

MgCath37

26 115 38 68.42%α螺旋,

15.79%任意卷曲

盲 鳗（ Myxine glutinosa）

MgCath29

虹鳟(Oncorhynchus mykiss）

RTcath1

虹鳟(Oncorhynchus mykiss）

RTcath2

26

22

22

115

123

120

30

71

66

50%α螺旋 , 20%延伸

链, 20%β转角

40.85%任意卷曲,

33.99%延伸链

74.24% 任 意 卷 曲 ，

21.21% β转角

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/ npsa_automat.pl? page=npsa_ sopma.html软件，
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续表 1-6

大西洋鲑鱼（Salmo salar）

AScath1

22 122 63 38.1% 任 意 卷 曲 ，

28.27%α螺旋

大西洋鲑鱼（Salmo salar）

AScath2

22 127 53 69.81% 任 意 卷 曲 ,

24.53% β转角

大西洋鳕鱼（Gadus morhua）

ACcath1

19 105 69 88.41%任意卷曲,

11.59%延伸链

大西洋鳕鱼（Gadus morhua）

ACcath2

19 105 70 100%任意卷曲

大西洋鳕鱼（Gadus morhua）

ACcath3

北 极 红 点 鲑 （ Salvelinus

alpinus）ACHcath1

19

19

105

60

76

53

92.11%任意卷曲

69.81%任意卷曲,

22.64%β转角,

51.67%任意卷曲

亚东鲑（Salmo trutta fario）

BTcath1

美 洲 红 点 鲑 （ Salvelinus

fontinalis）BRcath1

22

22

122

85

60

53

26.67% 延 伸 链 ，

21.67%β转角

69.81% 任 意 卷 曲 ,

22.64%β转角

美 洲 红 点 鲑 （ Salvelinus

fontinalis）BRcath2

22 123 77 67.53%任意卷曲,

23.38%延伸链

大鳞大马哈鱼(Oncorhyn-

chus tshawytscha）CScath2

— 117 47 53.19%任意卷曲,

29.79%延伸链

茴鱼（Thymallus thymallus）

GRcath2

22 123 42 69.05%任意卷曲，

19.0%β转角

香鱼（Plecoglossus altivelis）

AYcath2

20 110 61 85.25%任意卷曲，

注：—表示数据缺失

Note:— indicates absent data
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3.2蛋白酶对 cathelicidin的酶解作用

Cathelicidin必须在蛋白酶酶解作用下释放抗菌成熟肽部分，如图 1-1所示，

首先 cahelicidins 在信号肽引导下进入到细胞内部，然后被信号肽酶切除信号肽，

剩余的部分称 propeptide，这一部分仍然没有抗菌活性，必须把剩余部份的 pro

区域切除，这主要依靠某种蛋白酶的水解作用。牛和猪的这一过程是通过嗜中性

粒细胞的弹性蛋白酶来完成的（Gennaro et al, 2000），弹性蛋白酶是丝氨酸蛋白

酶家族中的一员，对丙氨酸（A）、甘氨酸（G）、异亮氨酸（I）、亮氨酸（L）或

缬氨酸（V）等含羧基的多肽键起催化水解的作用。哺乳动物中缬氨酸（V）经

常出现在这一酶切位点，丙氨酸（A）和异亮氨酸（I）也经常会出现。此外，人

类 LL-37是通过蛋白酶 3水解作用释放出来（Sørensen et al, 2001）。有研究证明

鱼类 cathelicidin 可以通过人嗜中性粒细胞内的弹性蛋白酶酶切释放抗菌成熟肽

（Chang et al, 2005；Chang et al, 2006；Lu et al, 2011）。如表 1-7 所示，苏氨酸

（T）、缬氨酸（V）经常出现在这一酶切位点，甘氨酸（G）、和异亮氨酸（I）

也有出现。但盲鳗 pro区域和成熟肽之间为 4个精氨酸，一些激原转化酶如 Kex2

和 furin蛋白酶可以特异性酶切这一位点，推断 Kex2和 furin蛋白酶可能为潜在

的酶原（Rockwell et al, 2002）。 因此，蛋白酶水解 cathelicidin释放抗菌成熟肽

这一关键步骤，不同的物种蛋白酶是不同的。 除此之外，也有不需要蛋白酶作

用的，如兔的两种 cathelicidin 的 p15a和 p15b 是在细胞外活化的，它们没有弹

性蛋白酶的酶切位点，不需要经过酶切就可以形成成熟肽（Ooi et al, 2006）。

图 1-1 鱼类 cathelicidin结构

Fig. 1-1 The structure of fish cathelicidin
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表 1-7 鱼类 cathelicidin 成熟肽切割位点

Table 1-7 The cleavage sites of fish cathelicidin mature peptide

物种来源、名称 成熟肽氨基酸序列

盲鳗（Myxine

glutinosa）MgCath37

RRRR GWFKKAWRKVKHAGRRVLDTAKGVGRHYLNN

WLNRYRG

盲鳗（Myxine

glutinosa）MgCath29

RRRR GWFKKAWRKVKNAGRVLKGVGIHYGVGLIG

虹鳟（Oncorhynchus

mykiss）RTcath1

KIRT RRSKVRICSRGKNCVSRPGVGSIIGRPGGGSLIGRP

GGGSVIGRPGGGSPPGGGSFNDEFIRDHSDGNRFA

虹鳟（Oncorhynchus

mykiss）RTcath2

大西洋鲑鱼（Salmo

salar）AScath1

KIRT RRGKDSGGPKMGRKDSKGGWRGRPGSGSRPGF

GSGIAGASGVNHVGTLPASNSTTHPLDNCKISPQ

KIRT RRSQARKCSRGNGGKIGSIRCRGGGTRLGGGSLI

GRLRVALLLGVAPFLLDLSQINVMEIAFA

大西洋鲑鱼（ Salmo

salar）AScath2

KIRT RRGKPSGGSRGSKMGSKDSKGGWRGRPGSGS

RPGFGSSIAGASGRDQGGTRNA

大西洋鳕鱼（Gadus

morhua）ACcath1

LTRV RRSRSGRGSGKGGRGGSRGSSGSRGSKGPSGSRGS

SGSRGSKGSRGGRSGRGSTIAGNGNRNNGGTRTA

大西洋鳕鱼（Gadus

morhua）ACcath2

LTRV RRSRSGRGSGKGGRGGSRESRGSRGSKGPSGSRGS

KGSRGSKGSRGGRSLRGSTIGRNLKKRRTVPVRPL

大西洋鳕鱼（Gadus

morhua）ACcath3

LTRV RRSRSGRGSGKGGRGGSRGSSGSRGSKGPSGSRG

SSGSRGSKGSSGSRGSKGSRGGRSGRGSTIAGNGN

RNNGGTR

北极红点鲑（Salvelinus

alpinus）ACHcath1

KIRT RRGKASGGSSDSNMGRRDSKGGRRGRPGSGSRP

GFGSSIAGASGVNHGGTRTA

亚东鲑（Salmo trutta

fario）BTcath1

KIRT RRSQARKCSRGNGGGIRCPGGGIRLGGGSLIGR

PKGGSPPGGGSFTAGFIRDQRDGNRFA

美洲红点鲑（Salvelinus

fontinalis）BRcath1

KIRT RRGKASGGSSGSNMGRKDSKGGGRGRPGSGSRPG

FGSSIAGASGVNHGGTRTA
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续表 1-7

美洲红点鲑（Salvelinus

fontinalis）BRcath2

KIRT RRSKARICSRGKDCKFRSNGRHGSGSRLGGGSLIG

RPGGGSRPGSSSVIGRPGGGSRLGSGSLIGRPGGGS

RTGVAP

大鳞大马哈鱼

(Oncorhynchus

tshawtscha)CScath2

KIRT RRGKDSGGSRGSKMWGWRGRPGSRSRPGVGSGI

AGASGGNHVGTLTA

茴鱼（Thymallus

thymallus）GRcath2

KFRT RRSKSSSNGGRKGSKGGSKGRPGSGSSIAGASGV

NHGGTRTA

香鱼（Plecoglossus

altivelis）AYcath2

KQKI RMRRSKSGKGSGGSKGSGSKGSKGSKGSGSKGS

GSKGGSRPGGGSSIAGGGSKGKGGTQTA

注： 表示成熟肽与结构域的酶切位点

Note: indicates cleavage sites

3.3 鱼类 cathelicidin基因的组织表达特性和诱导表达机制

大部分 cathelicidin 的表达是在骨髓细胞分化的过程中进行的，因此

cathelicidin主要存在于哺乳动物未成熟的嗜中性粒细胞中。如 LL-37首先在人的

白细胞内发现，但在机体其他组织和器官也有少量表达，在睾丸、肺脏、母乳、

指甲和新生儿的皮肤等多处都有表达( Agerberth et al, 1995；Gudmundsson et al,

1996；Bals et al, 1998；Ramanathan et al, 2002；Dorschner et al, 2003 ；Armogida

et al, 2004；Dorschner et al, 2004 ) ；再如鸡的 cathelicidin 样抗菌肽，CMAP27

在骨髓和淋巴组织中大量表达，但在睾丸、脾、肾、肝和胸腺也有一定量的表达

（Dijk et al, 2005）。盲鳗既没有脾脏也没有骨髓，MgCath37 仅表达在肠粘膜静

脉管周围的造血细胞内，与哺乳动物 cathelicidin 的表达是一致的（Uzzell et al,

2003）。头肾和脾脏是鱼类免疫细胞的主要分布场所，因此绝大多数鱼类

cathelicidin 在头肾和脾脏大量表达，但虹鳟 rtcath1 却在健康鱼类组织和器官中

没有表达，只有在注射细菌的情况下才表达，这也许是因为 Northern-blot分析方

法不够灵敏，也或者是因为不同种鱼类的 Cathelicidin表达图谱不一致（Chang et

al, 2005）。

细菌可以诱导 cathelicidin 表达量的增加，Maier 等（2008）报道给大西洋鳕
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鱼注射杀鲑气单胞菌无色亚种（A.salmonicida ssp. achromogenes）可以诱导

cathelicidin在肝、幽门垂和肠的表达量，鳃部的表达量也有少量增加；Lu等（2011）

报道给大黄鱼注射鳗利斯顿弧菌（Listonella aguillarum），头肾 cathelicidin 表达

量为对照组的 251.7倍。

3.4 鱼类 cathelicidin成熟肽的生物活性

迄今，鱼类 cathelicidin 生物活性的研究仅涉及抗菌特性，其具有广谱抗菌

活性，对革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌和真菌均有抗菌活性。对于不同的菌

株 cathelicidin 抗菌能力不同，不同鱼类的 cathelicidin的抗菌活性也不尽相同，

见表 1-8。

表 1-8 已报道的鱼类 Cathelicidin抗菌肽MIC [μM]值

Table 1-8 MIC [μM] of fish cathelicidin reported antimicrobial

抗菌肽 菌株 MIC

虹鳟

（Oncorhynchus

mykiss）RTcath1

虹鳟

(oncorhynchus

mykiss）RTcath2

大肠杆菌（E. coli） NCIMB 12210 1

杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida）MT004

杀鲑气单胞菌（A. salmonicida）MT423

美人鱼发光杆菌（Photobacterium damsela）MT1415

美人鱼发光杆菌(P. damsela) EPOY 8803II

5

10

1

2.5

溶血弧菌（Vibrio anguillarum） MT1741 0.5

副溶血弧菌（V. Anguillarum） MT1742 2

鲁氏耶尔森菌（Yersinia ruckeri ）MT252 8

格氏乳球菌(Lactococcus garvieae) MT2055 4

格氏乳球菌（L.garvieae） MT2059 2

格氏乳球菌（L.garvieae） MT2290 0.2

格氏乳球菌（L.garvieae） MT2291 0.1

大肠杆菌（E. coli） NCIMB 12210 2.5

杀鲑气单胞菌(A. salmonicida）MT004 1

杀鲑气单胞菌（A. salmonicida）MT423

美人鱼发光杆菌（P. damsela）MT1415

5

0.5
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续表 1-8

虹鳟

(oncorhynchus

mykiss）RTcath2

香鱼

（Plecoglossus

altivelis）

AYcath2

美人鱼发光杆菌(P. damsela) EPOY 8803II 1

溶血弧菌（V. anguillarum） MT1741 2.5

副溶血弧菌（V. Anguillarum） MT1742 4

鲁氏耶尔森菌（Y. ruckeri ）MT252 8

格氏乳球菌(L. garvieae) MT2055 8

格氏乳球菌（L.garvieae） MT2059

格氏乳球菌（L.garvieae） MT2290

格氏乳球菌（L.garvieae） MT2291

4

0.2

0.1

鳗利斯顿氏菌（Listonella anguillarum）Ayu-H080701

杀鲑气单胞菌（A. salmonicida）

嗜水气单胞菌（A. hydrophila）

2.3

9.20

0.3

铜绿假单孢菌(Pseudomomonas aeruginosa ) 2.3

鲶鱼爱德华氏菌（E. ictaluri） 4.6

创伤弧菌（V. vulnificus） 18.4

河流弧菌(V. fluvialis) 0.6

溶藻弧菌（V. alginolyticus） 1.1

拟杆菌（Bacteroides spp.）ATCC29771, 43935和 12290 0.5-4

盲 鳗 （ Myxine

glutinosa）

MgCath37

宋内氏志贺菌（Shigella sonnei） 2-4

嗜麦芽黄单胞菌（Xanthomonas maltophilia） 2-8

沙门氏菌（Salmonella Group）B 4-8

铜绿假单孢菌(Pseudomonas aeruginosa )ATCC27853 8

鲍氏不动杆菌(Acinetobacter baumannii) 8-16

大肠杆菌（E. coli）ATCC25922 8

产气肠杆菌（Enterobacter aerogenes） 8

阴沟肠杆菌（Enterobacter cloacae） 8

肺炎克雷伯菌（Klebsiella pneumoniae） 8-16

奇异变形杆菌（Proteus mirabilis）

粘质沙雷菌（Serratia marcescens）

＞256

＞256
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续表 1-8

盲 鳗 （ Myxine

glutinosa）

MgCath37

疮疱丙酸杆菌（Propionibacterium acnes）ATCC11827 和

33179

表皮葡萄球菌（Staphylococcus epidermidi）

化脓链球菌（Streptococcus pyogenes）

屎肠球菌（Enterococcus faecium）

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus） ATCC29213

产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens ）ATCC9081 和

13124

粪肠球菌（Enterococcus faecalis）

白色念珠菌（Candida albicans）ATCC 90028

2

2-4

4

4-8

8

4-32

32

＞256

4 本论文研究背景、主要内容与目的

4.1 研究背景

我国是世界上主要鳗鲡生产国之一，在多年的养殖过程中，病害发生较为频

繁，病原复杂，其中以细菌性和寄生虫疾病最为严重（Neto et al, 2010；Cao et al,

2011；Guan et al, 2011；Joh et al, 2011；Arafa et al, 2012）。鳗鲡人工养殖过程中

多采用化学类药物，如抗生素等，导致细菌和寄生虫耐药性增强、水产品药残超

标及对水环境污染，这些均严重制约着我国鳗业的健康发展（Bergwerff et al,

2003）。中草药和疫苗无疑给当前养鳗业带来全新的希望，但中草药作用慢、用

药量大，疫苗作用不安全、给苗困难。因此，如何控制病害发生，同时确保鳗鱼

品质，促进我国养鳗业的可持续发展已成为当前养鳗业关注的焦点。

鱼类免疫系统分为先天性免疫和获得性免疫，其中先天性免疫是生物体抵御

外源病原体的第一道防线。相对于高等脊椎动物，鱼类代谢速率非常缓慢，缺少

淋巴结或生发中心，免疫球蛋白种类又非常有限（主要是 IgM）；鱼类是变温动

物，其特异性免疫应答受到多重外界因素的影响，如环境温度、季节、光照周期

以及溶解于水中的有机物、重金属离子等，这些因素使得鱼类特异性免疫很难发

挥作用（张艳秋等，2005）。同时鱼类非特异性免疫系统成分较哺乳类相对复杂，
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如鱼类的补体系统成分特别是 C3更具有多样性、鱼类抗菌肽等免疫物质能够快

速应对病原体等。这些特点提示，鱼类非特异性免疫在抵抗病原体感染中作用极

为重要（Magnadottir，2010）。抗菌肽作为生物体自身合成的一类非特异性免疫

物质在近年来备受关注，其攻击细菌细胞膜的作用方式使人们相信细菌不易对其

产生抗性，被认为可能是传统抗生素最佳替代品。它对耐药菌株的抑杀效果被证

实后，更鼓舞了围绕它的理论研究与实践应用，已有多个抗菌肽进入临床试验或

应用。养殖业上抗菌肽的应用主要是以注射或饲喂动物，或通过转基因技术将抗

菌肽基因导入动物体内，增加动物对病原菌的抵抗力。本研究通过色谱纯化和分

子克隆 2种方法分离确认了日本鳗鲡 2种抗菌肽，为今后鳗鲡细菌性疾病防治提

供新策略和新思路。

4.2 主要研究内容

采用醋酸浸提，阳离子交换层析和反相高效液相层析技术从日本鳗鲡肝脏内

分离纯化得到一个新的抗菌肽；采用 Race技术扩增出日本鳗鲡这一新的抗菌肽

全长 cDNA，获得完整的氨基酸序列，同时验证了其拥有广谱的抗菌活性；克隆

得到 2 个 cathelicidin 基因变体，并在大肠杆菌内大量表达出重组蛋白，利用亲

和层析，透析复性得到较高纯度的重组蛋白。

4.3 研究目的与意义

抗菌肽是一类广泛存在于生物体内且具有广谱抗菌活性的小分子多肽，是先

天性免疫中宿主抵御外源病原菌入侵的关键因子。抗菌肽不易产生耐药性，且进

入机体后不产生有害残留，符合人类食品安全的要求，这也与我国养鳗业可持续

健康发展的目标是一致的。本论文以日本鳗鲡肝脏为研究对象，采用色谱纯化和

分子生物学两种技术手段从日本鳗鲡肝脏内分离确认了两种抗菌肽，为今后有效

控制鳗鲡细菌性疾病提供新途径，同时也为鱼类抗菌肽的研究提供重要的参考价

值。
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第二章 日本鳗鲡肝脏抗菌肽的分离与纯化

1 前言

鳗鲡一直是我国水产养殖的重要品种之一，而疾病是制约我国养鳗业发展的

一个重要因素。对于鳗鲡疾病防治的研究各国学者主要集中在病原的分离鉴定、

疫苗和药物的防治，而对于免疫因子的报道却极少，只有少数抗菌肽或抗菌物质

被确认。迄今，两种类型的 Lectins，AJL-1和 AJL-2在日本鳗鲡表皮粘液中确认，

前者对链球菌有凝集活性，后者对大肠杆菌有凝集活性（Tasumi et al, 2002;

2004）。一个 45 kDa糖蛋白在欧洲鳗鲡的表皮粘液中确认，其对嗜水气单胞菌最

小抑菌浓度（MIC）为 1 μg/mL（Ebran et al, 2000）；抗菌肽 Parasin I也在日本鳗

鲡表皮粘液中确认（Cho et al, 2002）。我们实验室前期在日本鳗鲡表皮粘液中分

离得到一个抗菌肽 AJN-10，其对嗜水气单胞菌有抗菌活性，但其氨基酸序列是

不确定的（Liang et al, 2011）。以上所述抗菌肽或抗菌物质均是在鳗鲡表皮粘液

中确认，鳗鲡其它部位是否也同样存在抗菌肽或抗菌物质至今未见报道。

肝脏一直被视为机体最大的消化与代谢器官，后随着对肝脏的深入研究发

现：肝脏不仅具有内分泌功能，而且可能参与机体局部或整体水平的免疫调节，

肝脏是胸腺以外的 T 细胞分化的重要场所。一些免疫相关因子（包括急性期反

应蛋白）和抗菌肽已在其它鱼类的肝脏内确认（Bayne et al, 2001；Bo et al, 2012；

Guo et al, 2012），至今未见有关鳗鲡肝脏抗菌肽的报道。我们前期实验发现，日

本鳗鲡各脏器酸性提取物，包括肝、鳃、脾、肾、胆汁、血浆，其中肝脏酸性提

取物对迟钝爱德华氏菌（B09）、气单胞菌属（B18）和嗜水气单胞菌（B27）抗

菌活性最强（徐同玲等，2010），因此我们选择肝脏作为原始材料提取抗菌肽。

本实验，我们在日本鳗鲡肝脏内分离纯化得到一个新的抗菌肽，来源于血红蛋白

α链，对迟钝爱德华氏菌（B09）有较强的抗菌活性。

2 材料与方法

2.1 试验材料

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tasumi%20S%22%5BAuthor%5D
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2.1.1 日本鳗鲡肝脏的采集与保存

冰冻的日本鳗鲡肝脏来源于福建莆田东源烤鳗有限公司，采集日本鳗鲡肝脏

低温状态下转移至实验室，-80°C超低温冰箱保存待用。

2.1.2 实验菌株

迟钝爱德华氏菌（Edwardsiella tarda 编号 B09）；

气单胞菌属（Aeromonas sp. 编号 B18）；

嗜水气单胞菌（A. hydrophila 编号 B27）；

以上菌株均为本实验室菌种库提供，编号均为本库编号。

2.1.3 主要仪器设备

匀浆机（T10basic，IKA，德国）；

蛋白质核酸纯化系统（AKTA-purifier 100，GE，美国）；

高速冷冻离心机（3k18，Sigma，德国）；

切向流超滤系统（90152 M，GE，美国）；

真空冷冻干燥机（FREEZONE6，6 L，LABCONCO，美国）；

酶标仪（CliniBio 128C ELISA plate reader，Bio-Rad，美国）；

-80 °C超低温冰箱（美国 Thermo Forma）；

阳离子交换柱（HiTrapTMCM FF，GE Healthcare，瑞典）；

反相预装柱（Source 5R RPC-ST-4.6/150，Amersham Bioscience，瑞典）；

反相 C18 高效液相色谱柱（StableBond 300SB，0.46×25 cm，5 m，Agilent，

美国）；

摇床（THZ-420）、恒温培养箱（SHP-250）、烘箱（9203A）为上海精宏实

验有限公司产品。

2.1.4 主要试剂

三氟乙酸（TFA，SIGMA-ALDRICH，美国），>98%；

乙腈（ACN，Merck Darmstadt，德国），色谱级；

牛血清白蛋白（BSA，Amresco，美国），分子生物学纯；

考马斯亮蓝 G250（BIO BASIC INC，加拿大），分析纯；
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冰醋酸、乙酸钠、乙酸铵（NH4AC）、37%盐酸、氯化钠、95%乙醇、85%

磷酸、细菌学蛋白胨、牛肉浸膏、Mueller-Hinton Broth（MHB）培养基等其它常

用试剂均为国产分析纯。

2.1.5 试剂配制

（1）10%冰醋酸：

冰醋酸 100 mL

加水至 1000 mL。

（2）0.1 mol/L 乙酸钠缓冲液：

乙酸钠×3H2O 136.1 g

加水至 1000 mL。

（3）50%乙腈缓冲液：

乙腈 500 mL

加水至 1000 mL。

（4）Bradford 试剂：

95%的乙醇 25 mL

考马斯亮蓝 G-250 50 mg

85%的磷酸 50 mL

加水至 500 mL。

2.2 试验方法

2.2.1 肝脏抗菌活性物质的粗提

（1）肝脏抗菌活性物质的初提

称取肝脏 150 g，用剪刀剪碎，生理盐水清洗，加入 900 mL 10%冰醋酸，匀

浆 10 min（6000 r/min）。匀浆液用磁力搅拌器 4 °C搅拌过夜，次日 4 °C，10000

g离心 35 min，收集上清液；沉淀物加入 500 mL 10%冰醋酸，4 °C搅拌 3 h，于

4 °C，10000 g离心 35 min，收集上清液，沉淀弃掉，合并收集的上清液冻干，

备用。

（2）肝脏抗菌活性物质的次提
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初提冻干品加入 500 mL 10%冰醋酸，磁力搅拌器 4 °C搅拌 3 h，再于 4 °C，

10000 g离心 35 min，收集上清液。沉淀加入 300 mL 10%冰醋酸，于 4 °C，10000

g离心 35 min，收集上清液。合并收集的上清液，沸水浴 10 min，迅速置于冰水

中冷却，于 4 °C，10000 g离心 35 min , 收集上清液冻干，备用。

（3）超滤次提的醋酸提取物

将次提冻干品溶于 500 mLMilli-Q水中，10000 g离心 10 min，取上清液，

置于冰上，并用 10 kDa超滤纤维柱切向流超滤，整个系统压力保持 8-10 Psig，

收集分子量小于 10 kDa样品，冻干，-80 °C保存备用。

以上醋酸初提上清液、次提上清液和小于 10 kDa样品各保留 2 mL，冻干，

以备抗菌活性检测。

2.2.2离子交换层析分离

Milli-Q水溶解分子量小于 10 kDa的冻干样品，4 °C，10000 g 离心 10 min。

取上清，用孔径为 0.22 μm的滤膜过滤，滤液用 HiTrapTM CM FF 5 mL阳离子交

换层析柱纯化。纯化系统为ÄKTAPurifier 100，流速 2 mL/min，检测波长为 280

nm。流动相：缓冲液 A 为 0.1 mol/L 乙酸钠（pH 7.4）；缓冲液 B为 4 mol/L乙

酸铵。色谱条件：未结合的样品用 A液洗脱 20 mL；结合的样品用 B液 0-100%

线性洗脱 50 mL，按体积每管 2 mL收集洗脱液，实验重复 30次。将收集的样品

冷冻干燥后，用Milli-Q水重新溶解，取一小份检测抗菌活性。

2.2.3反相液相色谱分离

将收集得到的 28-32管样品合并，Milli-Q水溶解后，4 °C，10000 g 离心 10

min。取上清，用孔径为 0.22 μm的滤膜过滤，滤液用 Source 5R RPC-ST-4.6/150

反相预装柱纯化。纯化系统为ÄKTA Purifier 100，流速 1 mL/min，检测波长为

A280 nm。预装柱预先用 A液（2％ACN，0.1%TFA）平衡 17.5 mL，再用 B液

（50%ACN）0-100%梯度洗脱 50 mL。按体积收集，每管 1 mL，实验重复 20次。

各组分冻干后，用Milli-Q水溶解，检测抗菌活性。

2.2.4反相高效液相色谱(RP-HPLC)纯化

（1）第一次 RP-HPLC纯化
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取反相液相层析后抗菌活性较高的第 39管洗脱液，冻干、Milli-Q水溶解、

离心、过滤（0.22 μm 滤膜）后，进行反相高效液相色谱纯化。高效液相色谱仪：

Agilent 1100。色谱柱：Zorbax 300SB-C18 Column（4.6x250 mm，Agilent）。流动

相：A 为 0.1%TFA，B为 100%ACN。色谱条件：色谱柱用 0.1%TFA平衡，取

上述处理过的样品上样，每次 0.1 mL，5 min内 B从 0到 17%；5-36 min，31 min

内 B从 17%到 27%；36-41 min，5 min内 B从 17%到 100%；总的运行时间 41 min，

流速：1 mL/min，检测波长：280 nm。按峰手动收集洗脱液，实验重复 21次，

真空冷冻干燥，让其中的 TFA和 ACN充分挥发。样品冷冻干燥后，Milli-Q水

溶解，检测抗菌活性。

（2）第二次 RP-HPLC纯化

为进一步纯化得到日本鳗鲡肝脏抗菌物质的纯品，取第一次 RP-HPLC得到

具有抗菌活性的洗脱样品，Milli-Q水溶解、离心、过滤（0.22 μm滤膜）后进行

第二次 RP-HPLC 纯化。除所用洗脱梯度改变外，所有条件和方法都与第一次

RP-HPLC相同。洗脱样品所用的洗脱梯度：0-5 min内 B从 0到 19.5%；5-55 min，

50 min内 B 从 19.5%到 24.5%；55-60 min，5 min内 B从 24.5%到 100%。样品

冷冻干燥后，Milli-Q水溶解，检测抗菌活性。

2.2.5 蛋白浓度测定

Bradford法测定蛋白含量（Bradford，1976），0.5 mg/mL牛血清白蛋白（BSA）

作为标准品，实验采用酶标板在酶标仪上测定。分别取 0.5 mg/mL BSA 标准品 0、

1、2、4、8、12、16、20 μL按梯度加如入到酶标板中，生理盐水补足至 20 μL，

每孔再依次加入 200 μL Bradford试剂，实验设有 3个平行组。室温放置 3-5 min，

用酶标仪测定 A595 nm，根据牛血清白蛋白 A595 nm值，做标准曲线和线性回

归方程，计算出待测样品的蛋白浓度。

2.2.6 抗菌活性检测

（1）琼脂板扩散法检测抗菌活性

醋酸初提、次提和超滤冻干样品采用琼脂板扩散法检测抗菌活性，取对数

生长期的细菌用生理盐水调至浓度为 1×108 cfu/mL，再制作成 20 mL含细菌浓度



日本鳗鲡血红蛋白源抗菌肽的分离和 cathelicidin的克隆与原核表达

32

为 1×105 cfu/mL的混菌平板。待平板冷却后，每个平板打 4个孔径为 3 mm的孔，

前 3个孔内分别加入 8 μg的蛋白样品，第 4个孔内加入 16 LMilli-Q水，28 °C

培养 24 h，观察并测定抑菌圈大小，抑菌半径指示抗菌活性大小。

（2）微孔液体培养法检测抗菌活性

色谱纯化的肽样品用微孔液体培养法检测抗菌活性，参考 Anderson &

Beaven（2001）的方法略加改动。将对数生长期的细菌悬液用生理盐水调至浓度

为 1×106 cfu/mL。抗菌活性的检测采用 96孔板检测，实验分作实验组、空白组

和细菌组。实验组中加入 20 μL待检测样品和等体积的细菌悬液，样品空白组中

加入 20 μL待检测样品和等体积的 0.85%生理盐水；细菌组中加入 20 μL细菌悬

液和等体积的 0.85%生理盐水，细菌空白组加入 40 μL 0.85%生理盐水。而后将

96孔培养板置于 28 ºC培养，3 h后每孔中加入 50 μL 无菌的MHB 培养基，28

ºC培养 21 h, 在酶标仪上检测 OD620的值。实验重复 2次，按下列公式计算杀

菌指数（Ki%）。

杀菌指数 Ki%=〔1-（实验组 OD620-样品空白 OD620）/

（细菌 OD620﹣细菌空白 OD620）〕×100%

2.2.7 抗菌肽的纯度及分子量分析

采用质谱分析检测。将 1 μL（浓度为 10 pmol/L）的样品溶液加入到 1 μL的

MALDI 基质饱和溶液中，基质饱和溶液包括适量芥子酸（Bruker，Daltonics，

Germany）溶于 0.1% TFA（Fluka，Buchs，Schweiz）：乙腈（Merck Darmstadt）

水溶液（V/V 1：2）小管中。取 0.5 μL的样品加入到MALDI靶上，室温蒸发后

用于MALDI-TOF-MS分析。质谱分析过程由厦门大学分析测试中心生物专项实

验室完成，质谱仪为 REFLEX III 质谱仪（BRUKER,Germany），检测方式为线性

正离子，TOF：1.6 m；加速高压：20 kV；检测器电压：1.8 kV；聚集电压：9.8 kV。

2.2.8抗菌肽氨基酸的序列测定

将纯化的抗菌肽电转到 PVDF 膜，采用氨基酸自动分析仪检测 N-末端部分

序列[Applied Biosystems ABI 492cLC protein sequencer（ABI, USA）]由上海基康

公司测定，测定方法为 Edman降解法。
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3 结果

3.1肝脏粗提物的提取和抗菌活性检测

150 g冷冻的肝脏经醋酸初次提取，冻干后得到 18.75 g干物质。次提去除了

一些大的杂蛋白，上清液冻干得到 7.25 g干物质。超滤后，分子量小于 10 kDa

样品冻干后得到 4.76 g干物质。粗提物均对三种菌株 B09、B18、B27 具有一定

的抗菌活性（表 2-1，图 2-1），每次处理后抗菌活性有所提高。

表 2-1 琼脂板扩散法检测 8 μg粗提物样品对 1×105 cfu/mL B09、B18和 B27

菌株的抗菌活性（抑菌半径，mm）

Tab. 2-1 Antibacterial activities of 8 μg extracted samples against 1×105 cfu/mL B09, B18

and B27 with agar plate diffusion method (radius of inhibition zone, mm)

菌株 抑菌圈半径(mm)

初提后样品 次提后样品 小于 10 kDa样品

B09 3.00±0.57 4.00±0.42 11.00±0.85

B18 6.50±1.98 8.30±1.56 13.20±1.27

B27 9.00±1.70 10.00±1.41 15.50±3.11
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图 2-1日本鳗鲡肝脏酸性粗提液的抗菌活性。1. 初提后样品；2. 次提后样品；3. 小于 10 kDa

样品；4. Milli-Q水。圆圈表示抑菌圈。

Fig.2-1 Antibacterial activities of the acidic extraction from Japanese eel liver. 1. the first

acidic extraction; 2. the second acidic extraction; 3. protein of MW＜10 kDa; 4. Milli-Q water.

circle indicates inhibition zone.

3.2离子交换层析分离

离子交换层析分离分子量小于 10 kDa的蛋白样品，结合到层析柱上的样品

较少，出现明显的两个洗脱峰，我们收集 28-32管洗脱组份，对应乙酸铵浓度为

（1.27～2.08 ）mol/L（图 2-2B）。28-32管洗脱组分均对 B09、B18、B27 菌株
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具有较强的抗菌活性（图 2-2A）。除 30号管对 B18杀菌指数 Ki%为 82.49±9.42%，

其余各管对 B09、B18、B27的 Ki%值均在 99%以上。

图 2-2 分子量小于 10 kDa样品经离子交换层析分离的洗脱色谱图。A：洗脱 28-32管

组份对 B09、B18和 B27的杀伤指数 Ki%；B：分子量小于 10 kDa 蛋白样品的阳离子交换

层析洗脱曲线。

Fig. 2-2 Elution profile for the cation-exchange chromatography on peptides of MW＜10kDa

from the liver of Japanese eel. A: Antibacterial activity of the 28th to 32nd tubes on cation-

exchange chromatography; B: Cation-exchange chromatography on peptides of MW＜10 kDa.

3.3反相液相色谱分离

收集离子交换层析洗脱的 28-32管，冻干，MilliQ水重新溶解。经 Source 5R

RPC-ST-4.6/150预装柱进行反相液相层析，洗脱曲线（图 2-3B）。在这一层析过
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程，各组份并没有完全分开，很多抗菌活性物质混在一起。洗脱各组份对 B09、

B18、B27 菌株均有不同程度的抗菌活性(图 2-3A)，其中 39 号管样品对 B09、

B18、B27杀菌指数 Ki% 分别为 77.65±13.6%、99.54±0.66%和 91.25±5.73%，抗

菌活性较强，我们用做后续实验，分离单一的抗菌肽。

fractions

图 2-3 离子交换层析收集到的 28-32管样品经 Source 5R RPC-ST-4.6/150 柱反相液相层析

分离色谱图。A：洗脱 28-41管组份对 B09、B18和 B27的杀伤指数；B：离子交换层析收

集的 28-32管样品经 Source 5R RPC-ST-4.6/150 柱反相液相层析洗脱曲线。

Fig.2-3 Elution profile for reversed phase chromatography of the 28th to 32nd fractions

obtained from cation-exchange chromatography. A: Antibacterial activity of the 28th-41st tubes

reversed on phase chromatography; B: the 28th to 32nd tubes of cation-exchange chromatography

was subjected to a Source 5R RPC-ST-4.6/150 column.
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3.4反相高效液相色谱(RP-HPLC)纯化

重复收集 39号管样品，合并冻干，MilliQ水重新溶解，经 C18柱第一次反

相液相层析，洗脱图谱（图 2-4）。洗脱部分有三个活性峰，我们集中研究 peak3，

peak3 样品对 B09、B18、B27 杀菌指数 Ki%分别为 85.87±3.27%, 10.9±1.53%，

2.9±1.55%。

图 2-4 Source 5R RPC-ST-4.6/150 柱反相纯化收集的 39号管组份，经 C18柱第一次

RP-HPLC纯化色谱图。箭头指示活性峰。

Fig.2-4 Purification profile of the pooled 39th fractions by the first RP-HPLC. The fractions

from peak3 denoted by the arrow were pooled, and subjected to further purification.

重复收集 peak3组份，冻干，MilliQ水重溶，第二次 C18柱 RP-HPLC纯化，

洗脱图谱（图 2-5）。在 26-28 min 时出现单一活性峰，对应乙腈浓度为

21.6%-21.8%，该样品浓度为 27 μg/mL，对 B09、B18、B27 杀菌指数 Ki%分别

为 88.64%±3.91%，17.57%±5.75%，8.06%±7.30%。该峰左右对称，基本判定为

单一物质，可以进一步进行质谱分析来确认其纯度和测定精确分子量，进而测定

氨基酸序列。



日本鳗鲡血红蛋白源抗菌肽的分离和 cathelicidin的克隆与原核表达

38

图 2-5第一次 RP-HPLC纯化收集的 peak3 组份，经第二次 RP-HPLC纯化

的色谱图。箭头指示活性峰。

Fig.2-5 Purification profile of the pooled peak3 fractions by the second round of

RP-HPLC. The fractions denoted by the arrow were pooled and submitted for further

chemical characterization and antibacterial spectrum assay.

3.5抗菌肽质谱分析

在飞行时间质谱分析仪上的分析结果显示，在 1000-10000m/z范围内检测到

约 2388.05 Da的生物大分子物质（图 2-6）。

图 2-6第二次 RP-HPLC纯化 26-28min样品的质谱分析图

Fig. 2-6 Mass spectrogram of the second RP-HPLC 26-28min fraction
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3.6 抗菌肽氨基酸序列测定

将抗菌肽样品转印到 PVDF 膜上，用 Edman 降解方法测定该多肽的 N-末

端 18个氨基酸残基序列为 H-FAHWPDLGPGSPSVKKHG-OH（氨基酸图谱见附

录二）。该序列与美国国家生物技术信息中心（NCBI）数据库中欧鳗的血红蛋白

α链部分序列相似度达 94%，因此命名为 AjHbα。

4 讨论

4.1日本鳗鲡肝脏抗菌物质的粗提

抗菌肽常存在于胞浆颗粒中，其分子量较小，且在组织中的含量比较低，因

而分离和纯化比较困难。提取小分子多肽的方法主要有：盐溶液提取、酸溶液提

取、碱溶液提取和有机溶剂提取法等。抗菌肽多呈弱碱性，为增加其溶解度，故

常用稀酸溶液提取。Noga等（2009）应用 1%醋酸溶液从杂交条纹鲈的鳃分离纯

化得到 Piscidin 4，其抗菌谱非常广，对鱼类和人类病原均有较强的抗菌活性；

Bonetto 等（1999）应用 3%醋酸从猪的脾脏分离纯化得到 PR-39和 NK-lysin的

两个亚型，三个抗菌肽对大肠杆菌和鼠伤害沙门氏菌都有一定的抗菌活性；Lauth

等（2002）应用 10%醋酸从杂交条纹鲈的皮肤和鳃分离纯化得到 moronecidin，

其对部分革兰氏阳性细菌和阴性细菌MIC 小于 20 μM，并对耐药菌株金黄色葡

萄球菌（S. aureus）MIC为 1.25 –2.5 μM；Abbassi等（2008）用 10%醋酸从北非

蛙（Pelophylax saharica）皮肤分离纯化得到三个 temporins亚型，temporins-1Sa

对革兰氏阴性菌、真菌MIC 为 2–30 μM，且对寄生虫有一定的杀灭作用，对利

斯曼原虫（Leishmania infantum）的前鞭毛体半数致死浓度约为 20 μM。本实验

采用 10%醋酸粗提肝脏，可以获得较高含量的抗菌活性物质（图 2-1）。在多次

的实验中发现，肝脏组织的酸性提取液在冻干后重新溶解时，有一部分物质不能

再溶解到同样的醋酸溶液中，这说明肝脏组织的醋酸粗提液中有部分生物大分子

物质很容易变性沉淀，这样有利于抗菌肽的浓缩和进一步纯化，于是实验中采用

了两次冻干重溶进行日本鳗鲡肝脏抗菌物质的粗提。目前已知多种抗菌肽具有很

高的热稳定性（Oren et al, 1996），沸水浴处理可以消除热稳定性较差的抗菌活性

物质的干扰，同时可以去除一些大分子杂蛋白物质（王晓露等，2009）。本实验
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中，沸水浴可以使粗提液中一部分物质沉淀，能够去除一部分杂质，没有降低抗

菌活性，相反抗菌活性反而有所提高（表 2-1），这也说明我们提取的抗菌肽 AjHbα

为一热稳定性抗菌肽。另外，抗菌肽分子量多小于 10kDa，故用纤维柱切向流超

滤，收集小于 10 kDa的部分。

4.2 日本鳗鲡肝脏抗菌物质的多样性分析

尽管利用免疫组化、原位杂交、RT-PCR、Dot-blot等方法证实了抗菌肽存在

于多种组织和器官内，但鱼类大多数抗菌肽是从粘液、皮肤和鳃中分离纯化得到，

这也许因为鱼类生活的水环境复杂，粘液、皮肤和鳃构成了鱼类抵抗病原的第一

道防线，故粘液、皮肤和鳃形成一个巨大的抗病原肽库。本实验选用肝脏作为天

然纯化材料，也发现肝脏内存在多种抗菌物质（图 2-2，2-3，2-4）。我们仅分离

纯化得到 AjHbα，一些没有确定的肽物质可能对 B09、B18、B27 抗菌活性更强

或者对其它病原有抗菌活性。抗菌肽彼此之间有协同作用，包括血红蛋白。经

Source 5R RPC-ST-4.6/150预装柱反相液相层析分离得到的 39号管对 3种菌株均

有较强的抗菌活性，可是我们最终得到的 AjHbα只对 B09 抗菌活性较强，一些

对 B18、B27抗菌活性较强的抗菌肽我们并没有分离纯化得到。另外我们只分析

了 AjHbα的抗菌活性，其它的一些血红蛋白源抗菌肽除能够抑制或杀灭细菌外，

还能抗真菌、寄生虫，对于 AjHbα的其它特性我们以后再分析。

4.3 AjHbα的表达分布及作用的探讨

血红蛋白源抗菌肽不仅具有广谱的抗菌活性，而且数目之多也是其他抗菌肽

不能堪比的。自 1958年首次发现血红蛋白具有抗菌活性到至今，每年都会发现

一定量新的血红蛋白源抗菌肽。那么如此多的血红蛋白源抗菌肽都分布在哪里？

传统上我们认为脊椎动物血红蛋白是红细胞内负责运载氧的一种蛋白，可是最近

的研究颠覆了这一理论。Liu等（1999）发现小鼠巨噬细胞在 LPS和γ-IFN 诱导

下表达β球蛋白基因，并推测血红蛋白可能是氧气与 NO感应器；Nishi等（2008）

报道血红蛋白存在于鼠肾脏的球内系膜细胞内，其作用可能涉及抗氧化作用；

Bhaskaran（2005），Newton（2006）等报道血红蛋白存在于鼠的Ⅱ型肺泡细胞内，

并推测其可能有三种作用：1）有助于跨过血气屏障运输氧气，2）作为氧气感应

器，3）保护肺泡上皮细胞，防止其被氧化或硝酸化。另外在大脑的神经元和神

http://www.jbc.org/search?author1=Danforth+A.+Newton&sortspec=date&submit=Submit
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经元细胞内也发现了血红蛋白的存在（Schelshorn et al, 2009；He et al, 2010）。

Ullal 等（2008）应用免疫组化和原位杂交，发现血红蛋白表达在鳃和皮肤的上

皮细胞内。这些部位的血红蛋白作用至今尚未清楚，但有一点是明确的，它们的

作用并不是单纯的运输氧气。我们在本实验中分离得到一抗菌肽 AjHbα，其分布

我们并不清楚，除抗菌作用外，是否还存在其它作用有待进一步研究。

5 小结

本研究分离纯化得到一个新颖的血红蛋白源抗菌肽 AjHbα。该抗菌肽在浓度

为 11.30 µM时，对迟钝爱德华氏菌（B09）抗菌活性较强。质谱分析可见分子量

为 2388.05，Edaman降解法测定 N-末端 18个氨基酸残基序列为 H-FAHWPDLGP

GSPSVKKHG-OH。因与欧鳗血红蛋白α链相似，因此命名为 AjHbα。迄今，这

是首次发现鱼类血红蛋白源α链的抗菌肽。
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第三章 日本鳗鲡 AjHbα抗菌肽的鉴定和抗菌活性分析

1 前言

AjHbα是在日本鳗鲡肝脏新发现的一种抗菌肽，目前仅获得其部分氨基酸序

列，因此，进一步鉴定该抗菌肽，揭示其编码核苷酸序列和氨基酸序列以及阐明

该基因结构十分重要。本研究分子克隆得到 AjHbα完整的氨基酸序列，同时合成

该抗菌肽，分析其抗菌谱。

2 材料与方法

2.1 试验材料

2.1.1 实验动物

日本鳗鲡来源于集美大学海水养殖试验场，体重约 300 g，外观健康，无明

显病变和损伤。

2.1.2 实验菌株

金黄色葡萄球菌（S. aureus 编号 1.879 G+）；

溶壁微球菌（Micrococcus lysodeikticus 编号 1.634 G+）；

溶藻弧菌（V. alginolyticus 编号 1.18333 G-）；

副溶血弧菌（V. parahaemolyticus 编号 1.164 G-）；

哈维氏弧菌（V. harveyi 编号 1.1600 G-）；

以上菌株为鄢庆枇老师馈赠，编号为中国科学院微生物研究所编号。

迟钝爱德华氏菌（E. tarda 编号 B09 G-）；

豚鼠气单胞菌（A. caviae 编号 B14 G-）；

嗜水气单胞菌（A. hydrophila 编号 B27 G-）；

简达气单胞菌（A. jandaei 编号 B29 G-）；

威隆气单胞菌（A. veronii 编号 B69 G-）；

以上菌株均为本实验室菌种库提供，编号均为本库编号。
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2.1.3引物

（1）用于扩增 AjHbα的简并引物

S1：5´-CTCCCTCYGTCAAGAAGCAYGG -3´；

相对应的 AjHbα氨基酸序列为：H-Pro-Ser-Val-Lys-Lys-His-Gly-OH；

简并性：Y = T + C；

A1：5´-CAGCGTCTTGAAGTTGCCAGGGTCG -3´；

A2：5´-GCACCCAGAGCTGCAAGGAATTTAT-3´。

以上引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成

（2）筛选重组质粒的引物

M13（+）primer：5′-GGACACACTTTATAACAATAGGCGAG-3′；

M13（-）primer：5′-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3′。

（3）3′-Full RACE Core Set 试剂盒中提供的 3′ RACE引物

Out primer：5′-TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT-3′ ；

Adaptor primer：Containing the dT region designed by TaKaRa and Adaptor primer

part 。

（4）SMARTerTM RACE cDNAAmplification Kit 提供的 5′ RACE 引物

SMARTer IIA oligo primer：

5´-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAAGTAC×××× -3´）；

5′- RACE CDS Primer A：（5´(T)25VN 3´）；

10× Universal Primer AMix (UPM)：

Long：（5´-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACG-

CAGAGT -3´）；

Short：（5´-CTAATACGACTCACTATAGGGC -3´）；

Nest primer：（5´-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3´）。

2.1.4 主要试剂盒、载体、工具酶和克隆菌株

TRIZOLR Reagent Total RNA Isolation Reagent，Invitrogen 公司；



日本鳗鲡血红蛋白源抗菌肽的分离和 cathelicidin的克隆与原核表达

44

DNA胶回收试剂盒购自 OMEGA公司；

3´ Full RACE Core Set Kit、pMD18-T 载体试剂盒、DNAMarker、dNTPs、

Taq DNA聚合酶购自 TAKARA公司；

SMARTerTM RACE cDNAAmplification Kit 购自 Clontech 公司；

克隆菌株 DH5α为本实验保存。

2.1.5 主要仪器

紫外分光光度计（NaNoDROP 2000）为基因公司产品；

PCR 扩增仪（ABI Veriti）为基因公司产品；

凝胶成像系统（Tannon 1600）为天能公司产品；

冷冻离心机（5424R）为 Eppendorf公司产品；

高速冷冻离心机（22331R）为 Eppendorf公司产品；

–80℃超低温冰箱为美国热电 Thermo Forma产品；

电泳仪、电泳槽购自北京六一试验仪器厂；

摇床（THZ-420）、电热恒温水浴锅（DK-600 ）、恒温培养箱（SHP-250）、

烘箱（9203A）为上海精宏实验有限公司产品。

2.1.6 主要溶液配制

（1）50×TAE电泳缓冲液：pH8.0

Tris-HCl 40 mM

NaAc 20 mM

EDTA 2 mM

加水至 1000 mL。

（2）0.1 mol/L CaCl2：

CaCl2 11.102 g

加水至 100 mL，用 0.45 μm 滤膜滤过除菌。

（3）LB 液体培养基（pH 7.5）：

蛋白胨 10 g

酵母浸出粉 5 g

NaCl 5 g
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121 °C灭菌 20 min。

（4）LB 固体培养基：

LB液体培养基 1000 mL中加入琼脂粉 15 g，121 °C，灭菌 20 min。

2.2 试验方法

2.2.1总 RNA的提取

利用 Trizol试剂盒提取日本鳗鲡肝脏总 RNA，具体方法如下：

（1）称取约 50 mg肝脏，加入 1ml trizol，匀浆机匀浆；

（2）充分混匀后，于室温静置 5 min，4 °C，12000 g离心 10 min；

（3）吸出粉红色上清液于另一离心管，然后加入 200 µL 氯仿，剧烈震荡（使

用振荡器），混匀后，室温静置 3 min，4 °C，12000 g 离心 15 min；

（4）取上清（无色水相层）于一新的离心管中，加 500 µL 的异丙醇轻轻混匀，

冰上静置 10 min，4 °C，12000 g离心 15 min；

（5）弃上清，离心管底部及管壁上成凝胶状的沉淀用 1 ml 75％乙醇洗涤，4 °C，

7500 g 离心 5 min；

（6）弃上清，沉淀于室温下晾干，加入 75 µL DEPC处理水溶解沉淀，即得总

RNA提取液；

（7）用 1％琼脂糖凝胶电泳检测 RNA的完整性，用紫外分光光度法检测 RNA

的浓度和纯度。

2.2.2 3′ RACE 扩增日本鳗鲡血红蛋白基因

参照 TaKaRa 公司 3′-Full RACE Core Set 试剂盒说明书进行。

（1）cDNA 第一链合成

取 1 μL（约 1 µg）日本鳗鲡肝脏总 RNA于 0.2 mL薄壁 PCR反应管中，于

70 °C加热 10 min，立即置于冰上。

按序依次加入下列试剂：

5×M-MLV buffer 1.0 μL

MgCl2（25 mM/L） 2.0 μL
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RNase inhibitor（40 U/μL） 0.25 μL

dNTPMixture（10 mM/L each） 1.0 μL

Adaptor primer（5 μM/L） 1.0 μL

DEPC处理水 3.5 μL

AMV Reverse Transcriptase XL(5 U/μL) 0.25 μL

总反应体积 10.0 μL

混合均匀后，稍许离心，置于 PCR 仪上，运行下列程序：

42 °C，60 min退火，70 °C，15 min延伸，4 °C停止。-20 °C保存备用。

（2）PCR反应

取 2 μL第一链反应液作为模板加入到 0.2 mL薄壁 PCR反应管中，再依次

加入以下 PCR反应组分：

1×cDNADilution Buffer II 3.0 μL

Gene specific primer S1 0.25 μL

Outer primer 0.25 μL

10×LA PCR Buffer II (Mg2＋free) 2.5 μL

MgCL2 (25 mM/L) 2.0 μL

Taq DNA 聚合酶（5 U/μL） 0.25 μL

灭菌水 14.75 μL

总反应体积 25.0 μL

混合均匀后，在热循环仪上按照下列程序进行 PCR 反应：

① 94 °C 2 min

② 35个循环：

94 °C 40 s

56 °C 40 s

72 °C 60 s

③ 72 °C 5 min

④ 4 °C 停止

（3）电泳
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取扩增产物（3～5）μL 进行 1.0％琼脂糖凝胶 TAE电泳鉴定，用 100 bp ladder

DNAMarker 作标准分子量对照，在紫外灯下观察电泳结果并进行拍照。

2.2.3 5′ RACE 扩增日本鳗鲡血红蛋白基因

（1）cDNA第一链合成

参照 Clontech 公司 SMARTerTM RACE cDNAAmplification Kit说明书进行。

取日本鳗鲡肝脏总 RNA 约 2.75 μL，加入 1.0 μL 5´-CDS引物混匀，72 °C孵育 3

min，42 °C孵育 2 min。按照顺序依次再加入下列试剂配置反应液：

SMARTer IIA oligo 1.0 μL

5× First-Strand Buffer 2.0 μL

DTT(20 mM) 1.0 μL

dNTP(10 mM) 1.0 μL

RNase inhibitor(40 μM) 0.25 μL

PowerScript Reverse Transcriptase 1.0 μL

总反应体积 10 μL

混合均匀，42 °C孵育 90 min，72 °C孵育 10 min。

反应结束后，加入 100 μL Tricine-EDTABuffer 稀释第一链反应产物，-20 °C

保存。

( 2 ) 第一轮 PCR反应

取 1.25 μL第一链反应液作为模板加入到 0.2 mL薄壁 PCR反应管，再依次

加入以下 PCR反应组分：

10× Advantage PCR Buffer ( 无Mg2+) 1.5 μL

MgCl2 (25 mM) 1.0 μL

dNTPs (10 mM each) 0.5 μL

50× Advantage Polymerase Mix 0.5 μL

10× UPM（0.4 μM）long 2.5 μL

下游引物 A2 (10 μM/μL) 0.5 μL

灭菌水 17.25 μL

总反应体积 25 μL
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混合均匀，在热循环仪上按照以下程序进行 PCR 反应：

① 94 °C 2 min

② 25个循环：

94 °C 30 s

65°C 30 s

72 °C 3 min

③ 72 °C 5 min

④ 4 °C Pause

（3）第二轮 PCR反应

取第一轮 PCR反应液稀释 50 倍的产物 2 μL 作为模板加入到 0.2 mL薄壁

PCR 反应管中，依次按序加入下列组分：

10× Advantage PCR Buffer ( 无Mg2+) 1.5 μL

MgCl2 (25 mM) 1.0 μL

dNTPs (10 mM each) 0.5 μL

50× Advantage Polymerase Mix 0.5 μL

NUPM （10 μM/L） 0.5 μL

下游引物 A1 (10 μM/μL) 0.5 μL

灭菌水 18.5 μL

总反应体积 25 μL

混合均匀，在热循环仪上按照以下程序进行 PCR 反应：

① 94 °C 2 min

② 5个循环：

94 °C 30 s

72 °C 2 min

③ 5个循环：

94 °C 30 s

70 °C 30 s

72 °C 2 min

④ 25个循环：
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94 °C 30 s

69 °C 30 s

72 °C 3 min

⑤ 72 °C 5 min

⑥ 4 °C Pause

（4）电泳

反应终止后，取扩增产物经 1.0%琼脂糖凝胶TAE电泳鉴定，用 2000 bp ladder

DNAMarker作标准分子量对照，在紫外灯下观察电泳结果并进行拍照。

2.2.4 PCR 产物回收和纯化

将 PCR 扩增产物在琼脂糖凝胶-TAE 电泳中分离后，于紫外灯下用干净的

手术刀切下目的 DNA的琼脂块，放入 1.5 mL 离心管中。用 DNA胶回收试剂

盒回收目的片段，按 OMEGA公司 Gel Extraction Kit说明书要求操作。具体步骤

如下：

（1）使用新鲜 TAE 电泳缓冲液，不要重复使用电泳缓冲液，旧的电泳缓冲液

pH会增加而降低 DNA的回收量。

（2）电泳足够时间后，在紫外灯下小心地把所需 DNA 片段切下来，并尽量去

除多余的凝胶，注意 DNA在紫外灯下的曝光时间不要超过 30 s。

（3）将含有目的片段的琼脂糖凝胶置于 1.5 mL离心管中，按 100 mg胶相当于

100 µL的体积，加入等体积的 Binding Buffer；

（4）55～65 °C加热 7 min 至胶完全融化，期间隔 2-3 min混匀一次，检查溶液

是否为黄色，若为橙色或红色，则需要用 3 mol/L 乙酸钠（pH 5.2）调节使溶液

呈黄色；

（5）转移 700 µL的 DNA琼脂糖溶液到一个 HiBind DNA 柱子，并把柱子装在

一个干净的 2 mL收集管内，室温下，10000 g离心 1 min，弃去液体；

（6）将柱子重新套回收集管中，加 300 µL Binding Buffer至 HiBind DNA柱子中，

室温下，10000 g离心 1 min，弃去液体；

（7）将柱子重新套回收集管中，加 700 µL Spw wash buffer至 HiBind DNA柱子

中，室温下，10000 g离心 1 min，弃去液体；
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（8）将柱子重新套回收集管中，重复加 700 µL Spw wash buffer至 HiBind DNA

柱子中，室温下，10000 g离心 1 min，弃去液体，将空柱子重新套回收集管中，

13000 g离心 1 min，以甩干柱基质残余的液体。

（9）把柱子装在一个干净的收集溶液 1.5 mL 离心管中，加入 30-50 µL 洗脱液

或灭菌水到柱子膜上，13000 g离心 1 min，离心管中的溶液即是纯化的 DNA产

物，保存于-20 °C，用分光光度计及电泳检测样品的纯度及含量。

2.2.5目的片段与 pMD18-T 载体的连接

按照 pMD18-T 载体试剂盒说明书将纯化后的 PCR 产物与载体连接，反应

体系如下：

Ligation Solution I 5.0 μL

pMD18-T载体 1.0 μL

回收目的片段 3.0 μL

总反应体积 10.0 μL

于 16 °C反应过夜（约 16 h）。

2.2.6感受态细胞的制备与重组质粒的转化

（1）感受态细胞的制备

采用传统的 CaCl2 方法制备大肠杆菌 DH5α感受态细胞，具体方法如下：

① 挑取 DH5α单克隆于 5 mL LB液体培养基中，37 °C，160 r/min摇床振荡过夜；

② 取 0.5 mL菌液加入 50 mL LB 液体培养基中，37 °C，剧烈振荡 1-2 h，OD600

为 0.3-0.4左右；

③ 菌液分装于 50 mL灭菌离心管中，冰浴 10 min； 4 °C， 4000 g离心 10 min，

弃上清，回收细胞，应尽量流尽残余培养液；

⑤ 加入 10 mL预冷的 0.1 mol/L CaCl2溶液，重悬菌液，4 °C，4000 g离心 10 min，

弃上清；

⑥ 加入 10 mL预冷的 CaCl2 溶液，小心悬浮细胞，冰浴 30 min；

⑦ 4 °C，4000 g 离心 10 min，弃上清；

⑧ 加入 2 mL预冷的 CaCl2溶液，小心悬浮细胞，分装于 Eppendorf 管中，留一

份进行下一步转化，其余加入 20%甘油，-80 °C保存。
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（2）热击法转化大肠杆菌 DH5α重组质粒的转化

① 取连接好的重组DNA 10 µL至100-200 µL 的DH5α感受态细胞中，轻吹混匀，

冰浴 30 min；

② 42 °C热冲击 90 s，转移速度要快，且温度要准确；

③ 冰浴 1～2 min；

④ 加入 1 mL LB液体培养基，37 °C，150 r/min 振荡 1 h；

⑤ 取 100-250 µL转化液涂在含有氨苄青霉素（100 μg/mL）的 LB琼脂平板上，

菌液涂皿操作时，应避免反复来回涂布以免过多的机械压力使细胞破裂，影响转

化率；

⑥ 待液体被吸收后倒置平板，37 °C培养 12～16 h，观察菌落生长情况。

2.2.7 pMD18-T/目的片段重组质粒的鉴定及序列测定

（1）采用 PCR 快速鉴定阳性克隆

从转化培养的平板中挑取生长良好的单克隆菌落 6～8个，无菌条件下接种

于含有氨苄青霉素（100 μg/mL）的 5 mL LB液体培养基中，37 °C，200 rpm/min

振荡培养过夜，用于鉴定。取上述菌液 1.0 μL作为模板加入到 0.2 mL薄壁 PCR

反应管中，依次按序加入下列组分

10× Mg2＋free buffer 2.5 μL

MgCl2（25 mM/L） 2.0 μL

dNTPs（10 mM/L） 0.25 μL

M13（+）primer（10 μM /L） 0.5 μL

M13（-）primer（10 μM /L） 0.5 μL

无菌MilliQ水 19.05 μL

Taq DNA聚合酶（5 U/μL） 0.2 μL

总反应体积 25.0 μL

混匀后，在热循环仪上按照以下程序进行 PCR反应

① 94 °C 5 min

② 30个循环：

94 °C 30 s
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60 °C 60 s

72 °C 60 s

③ 72 °C 5 min

PCR产物在 1.0％琼脂糖凝胶电泳检测扩增效果。

（2）核酸序列测定

将上述检测阳性菌液进行放大培养，按比例加入 20%（V/V）甘油，-80 °C

保存，同时送一份样品到 Invitrogen公司测定序列。

2.2.8 生物信息学分析

序列同源性比对和相似性搜索用 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）BLAST

在线软件搜索；多肽分子量及理论等电点的计算用 ExPASy（http://cn.expasy. org

/tools/protparam.html ）ProtParam tool 在线计算，多序列比较用 ClustalX1.83 软

件；构建系统进化树用 Mega 3.1 软件；信号肽预测用 SIGNALP 在线查找

（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP）。

2.2.9 人工合成 AjHbα抗菌肽的抗菌活性测定

AjHbα抗菌肽由西安联美生物科技有限公司合成，抗菌活性的检测同第二章

微孔液体培养法检测抗菌活性，不同的是所有菌液浓度均调至 OD620 0.1，合成

肽的浓度稀释成 83.72 µM、41.86 µM、20.93 µM、10.47 µM 4组。

3 结果

3.1 总 RNA的提取

取 1 μL 总 RNA提取液进行 1.0%琼脂糖凝胶电泳（图 3-1），从阴极到阳极

依次呈现三条带，分别为 28S、18S和 5S rRNA，这证明提取的总 RNA完整。

同时利用紫外分光光度计测定总 RNA在 260 nm和 280 nm的 OD值，证明 RNA

纯度也符合要求。

http://cn.expasy
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
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图 3-1 日本鳗鲡中提取的总 RNA电泳图谱。

Fig. 3-1 Electrophoresis pattern of a total RNA isolated from the liver of Japanese eel.

3.2 3′ RACE和 5′ RACE扩增

根据 AjHbα N-末端 18个氨基酸残基序列：H-FAHWPDLGPGSPSVKKHG-

OH设计了一条上游简并性引物 S1，利用 3′-Full RACE Core Set 试剂盒所提供的

通用引物 PCR扩增。电泳分析产物，结果在分子量约为 400 bp处有一条清晰的

产物条带（图 3-2）；经纯化、连接、转化、鉴定和测序，获得日本鳗鲡血红蛋白

370 bp 的片段（图 3-4）。推导的氨基酸序列含有与预期 H-PSVKKHG-OH 结果

一致。

采用 SMARTer RACE试剂盒扩增日本鳗鲡血红蛋白上游 cDNA 序列。根据

SMARTer RACE cDNAAmplication Kit 提供的通用引物 UPM和 Nest，按照说明

书的要求，结合上述获得的血红蛋白序列，设计了两个下游特异性引物 A2 和

A1，巢式 PCR 扩增血红蛋白 cDNA，产物电泳结果显示在约 400 bp处有一条清

晰的产物条带（图 3-3），经纯化、连接、转化、鉴定和测序，获得 410 bp血红

蛋白 5′ 端 cDNA 片段（图 3-4）。最后经 3′ 端和 5′ 端序列拼接获得血红蛋白全

长 cDNA（图 3-4）。提交国际 GenBank，GenBank 登录号为 JN558592。

用 ORF Finder 软件（http://www.ncbi.nih.gov/gorf/gorf.html ）分析血红蛋白

核苷酸序列，发现蛋白编码区全长 429 bp，可编码 143个氨基酸残基。采用 SignalP

4.0 软件分析该蛋白不是分泌型蛋白，没有信号肽。BLAST（http://www.ncbi. nlm.

nih.gov/BLAST）搜索分析，日本鳗鲡血红蛋白与其它鱼类血红蛋白相似度较高，

为 60-90%。

http://www.ncbi
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3.3 AjHbα氨基酸序列分析

根据日本鳗鲡血红蛋白α链 cDNA 序列及质谱所测 AjHbα分子量，获得

AjHbα完整的氨基酸序列为 H-FAHWPDLGPGSPSVKKHGKVIM-OH（图 3-4）。

ProtParam 工具 ( http://www.expasy.org/tools/protparam.html ) 分析结果显示，

AjHbα理论分子量为 2388.8，这与质谱分析 AjHbα可见分子量 2388.05是相吻合

的。AjHbα理论等电点 pI 为 9.27，电荷+2，为一种弱阳离子抗菌肽。预测其在

体外的不稳定指数（Instability index ）为 15.94，该抗菌肽为一种稳定型蛋白。

AjHbα没有糖基化修饰位点，很可能有 2 个丝氨酸（Ser）磷酸化位点，即第 11

位丝氨酸（Ser 11），得分 0.899；第 13位丝氨酸（Ser 13），得分 0.981。

图 3-2 日本鳗鲡血红蛋白 3′ RACE 产

物的电泳图谱

Fig.1 Electrophoresis pattern of 3′

RACE product from hemoglobin of

Japanese eel.

1：日本鳗鲡血红蛋白 3′ RACE 产物

2：100 bp ladder Marker

图 3-3 日本鳗鲡血红蛋白 5′ RACE

产物的电泳图谱

Fig.1 Electrophoresis pattern of 5′

RACE product from hemoglobin of

Japanese eel.

1：日本鳗鲡血红蛋白 5′ RACE产物；

2：2000 bp ladder Marker
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图 3-4 日本鳗鲡血红蛋白α链全长 cDNA序列及推导的氨基酸序列。图中引物结合位点用箭

头表示（5' →3'）；起始密码子 ATG用方框表示，终止密码子 TAA用*号表示；聚腺苷酸化

AATAAA用斜体字表记；推导的 AjHbα氨基酸序列用下划线表示。

GenBank 登录号为 JN558592.

Fig.3-4 Nucleotide and deduced amino acid sequence of a-chain of hemoglobin from

Japanese eel, A. japonica. Primer binding sites are indicated with arrows (5' →3' ); The start

codon (ATG) is boxed.The stop codon (TAA) is asterisk.The polyadenylation signal motif

(AATAAA) is bold italic. The underlined indicates the protein sequence of AjHbα as described in

report, and the other residues are deduced from the nucleotide sequence.

3.4 人工合成 AjHbα抗菌肽的抗菌活性

根据 AjHbα完整的氨基酸序列人工合成该抗菌肽，合成的抗菌肽对革兰氏阳

性细菌和阴性细菌均有抗菌活性（图 3-5），AjHbα抗菌肽在浓度为 83.72 µM时

对所有试验的细菌均有杀灭活性，Ki%达到 95%以上，在浓度为 41.86 µM时对
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6株革兰氏阴性菌，即对豚鼠气单胞菌（Aeromonas caviae B14）、嗜水气单胞菌

（A. hydrophila B27）、简达气单胞菌（A. jandaei B29）、威隆气单胞菌（A. veronii

B69）、溶藻弧菌（Vibrio alginolyticus 1.18333）和副溶血弧菌（V. parahaemolyticus

1.164）抗菌活性较强，Ki%达到 70%以上；浓度为 20.93 µM 和 10.47 µM时，

抗菌活性较弱，仅对溶藻弧菌和副溶血弧菌有抗菌活性，Ki%未达到 50%。

图 3-5人工合成 AjHbα抗菌肽的对 10株革兰氏阳性菌或革兰氏阴性菌抗菌活性结果。图中

Sample1、Sample2、 Sample3、 Sample4分别代表浓度为 83.72 µM、41.86 µM、20.93 µM

和 10.47 µM的合成抗菌肽；

Fig.3-5 Antimicrobial assays of synthetic peptide against ten bacterial strains. Sample1:

synthetic peptide (83.72 µM); Sample2: synthetic peptide (41.86 µM); Sample3: synthetic peptide

(20.93 µM); Sample4: synthetic peptide (10.47 µM).

4 讨论

4.1 AjHbα为一两亲性弱阳离子抗菌肽

反相液相层析纯化 AjHbα的结果显示（图 2-5），乙腈浓度为 21.6%-21.8%时，

AjHbα被洗脱下来，说明 AjHbα具有一定疏水性，或含有疏水性区域。抗菌肽预
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测工具http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php分析其含有疏水性氨

基酸残基异亮氨酸、亮氨酸、苯丙氨酸、蛋氨酸、 丙氨酸和色氨酸各 1个，缬

氨酸 2个，疏水性比例 36%，抗菌肽电荷为＋2。同时，它又能够溶解于MilliQ

水，说明它也具有较强的极性。因此，该分子可能具有较强的亲水域和疏水域，

是一种两亲的弱阳离子抗菌肽。DNAstar 软件分析（图 3-6），结果显示 AjHbα

的第 5-10，11-17个氨基酸残基形成了两个亲水性较强的区域，没有α螺旋结构，

形成 2个明显的β折叠区域，及 2个α两亲性区域和 3个β两亲性区域。Geourjon and

Deléage（1995）方法分析，其形成延伸结构的比例为 18.18%，β折叠比例为

36.36%，任意卷曲比例为 45.45%，没有α螺旋结构。抗菌蛋白两亲的结构域有利

于抗菌蛋白与细菌的磷脂膜相互作用（Khoo et al , 1999），因此 AjHbα两亲性的

结构域可能对其抗菌功能十分重要的。大多两亲性抗菌肽都形成一个明显的α螺

旋结构，但 AjHbα却没有α螺旋结构，这类抗菌肽可能在与细菌细胞膜相结合的

时候才可以形成α螺旋结构，这与 DNAstar 软件分析 AjHbα没有α螺旋结构，却

可以形成 2个α两亲性区域是相符合的。

图 3-6 用DNASTAR 的Lasergene序列分析软件中的 ProteanTM 模块分析AjHbα 抗菌肽

的二级结构、疏水区和两亲的区域。

Fig.3-6 The secondary structure of the amino acid sequence of AjHbα from Japanese eel was

predicted using ProteanTM module in DNASTAR Lasergene software.

http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php分析其含有疏水性氨基酸残基异亮氨酸
http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php分析其含有疏水性氨基酸残基异亮氨酸
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4.2 AjHbα可能为日本鳗鲡血红蛋白酶解产物

有些抗菌肽来源于一些多功能的大蛋白，如血蓝蛋白（hemocyanin）、乳铁

蛋白（lactoferricin）、组蛋白（histone）、 溶菌酶（lysozyme）、 泛素（ubiquitin）

和补体（complement）。抗菌肽 parasin I来源于 H2A，当鲶鱼皮肤受伤时，组织

蛋白酶原 D在因表皮损伤而诱导产生的基质金属蛋白酶 2（MMP2）的作用下被

激活成有活性的组织蛋白酶 D（cathepsin D），它可裂解组蛋白 H2A第 19号 Ser

残基和 20号 Arg残基之间的肽键，从而生成 Parasin I（Cho et al, 2002）；Birkemo

等（2003）在大西洋庸鲽皮肤粘液中提纯同样来源于组蛋白 H2AN端的 hipposin

时，并没有在刮伤鱼体皮肤后等待一段时间再取其粘液，而是将鱼处死后迅速刮

下粘液并直接冷冻待用。表明组蛋白 H2A在衍生出抗菌肽的过程中，除可能被

组织蛋白酶 D降解外，还可能存在其它的酶在其相应的条件下参与降解活动。

Kim等（2000）在蟾蜍胃粘膜中发现的抗菌肽 buffin I，则是组蛋白 H2A经胃蛋

白酶（pepsin）的同工酶 pepsin Ca和 Cb的降解作用而产生的。Lee 等（2003）

在小龙虾（Crayfish Pacifastacus leniusculus）血浆中加入几种蛋白酶抑制剂，结

果抑制了血蓝蛋白源抗菌肽 astacidin 1的产生，说明 astacidin 1由蛋白酶水解血

蓝蛋白产生的。当病原感染小球藻时，脂肪酶水解小球藻天然底物油酯产生游离

脂肪酸抗菌肽，尽管此抗菌肽不能修复受损的小球藻，但是却能杀灭病原生物，

保护了邻近的种群（Pohnert, 2002; Desbois et al, 2009）。

源于血红蛋白的抗菌肽也可能是由于蛋白酶的水解作用产生的。胃蛋白酶酶

解牛血红蛋白得到 30个抗菌肽，其中 24个源于血红蛋白α链，6个源于血红蛋

白β链，它们对滕黄微球菌（Micrococcus luteusA270），无害利斯特菌（Listeria

innocu），大肠杆菌（E. coli）和 肠炎沙门氏菌（Salmonella enteritidis）有抑菌

作用（Nedjar-Arroume et al, 2008）。Ivanov 等（1997）也阐明血红蛋白在红细胞

内可自然形成大约由 30个氨基酸残基组成的片段，进而这些相对长的血红蛋白

片段被蛋白酶酶解成更短的片段，形成具有生物活性的“血红蛋白肽库”。 Fogaca

（1999）和 Belmonte（2012）等从蜱肠内容物里分离纯化得到具有抗菌活性的

牛血红蛋白源片段 Hbα33-61 和 Hbα98-114，认为这是蜱利用宿主血红蛋白片段

的抗菌活性来防御病原微生物的侵害，Hbα33-61和 Hbα98-114可能由蜱体内某

种蛋白酶水解牛血红蛋白α链形成。Peptide Cutter 软件( http://au.expasy.org/tools

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ivanov%20VT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9216253
http://au.expasy.org/tools/peptide
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/peptide cutter/)分析日本鳗鲡血红蛋白α链，糜蛋白酶可识别 Y^X 和 M^X（图

3-4），糜蛋白酶酶解血红蛋白α链恰好形成 AjHbα。

4.3 AjHbα抗菌活性分析

纯化的 AjHbα在浓度为 11.30 µM时，对迟钝爱德华氏菌显示出很强的抗菌

活性，本实验合成的抗菌肽 AjHbα对革兰氏阳性菌和阴性菌均有很强的抗菌活

性，这表明抗菌肽 AjHbα抗菌谱范围较广。AjHbα在浓度为 41.86 µM 对耐药菌

株金黄色葡萄球菌，及溶壁微球菌仍有抗菌活性，在浓度为 10.47 M对溶藻弧

菌和副溶血弧菌也有抗菌活性。其它抗菌肽的抗菌活性，如 hipposin 对浓度为

1×105 cfu/mL金黄色葡萄球菌的MIC为 40-80 M，Pleurocidin 对同等浓度金黄

色葡萄球菌的MIC为 5 M（Birkemo et al, 2003）；虹鳟的 2个 cathelicidin对浓

度为 1×105 cfu/mL 副溶血弧菌的 MIC 为 0.5-4 M（Chang et al, 2006）；真鲷

（Chrysophrys major）的 3个 chrysophsin对 2×105 cfu/mL哈维氏弧菌的MIC为

2.5-10 M，当 chrysophsin浓度达到 40 M，对同等浓度的嗜水气单胞菌和迟钝

爱德华氏菌仍没有抗菌活性（Noriaki et al, 2003）；大黄鱼hepcidin在浓度为38 M

对 1×106 cfu/mL金黄色葡萄球菌、溶壁微球菌、溶藻弧菌和副溶血弧菌有明显的

抑菌活性（Zhang et al, 2009）。这表明 AjHbα抗菌肽相对于其它抗菌肽，抗菌活

力相当，日本鳗鲡如同其它鱼类一样拥有一个抗病原的肽防御系统。

5 小结

本研究获得 AjHbα完整的氨基酸序列 H-FAHWPDLGPGSPSVKKHGKVIM-

OH， pI为 9.27，电荷为+2，为一两亲性的弱阳离子抗菌肽。该抗菌肽可能为糜

蛋白酶酶解日本鳗鲡血红蛋白α链形成。人工合成的抗菌肽 AjHbα表现出广谱的

抗菌活性，对革兰氏阳性细菌和阴性细菌均有抗菌活性。

http://au.expasy.org/tools/peptide
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第四章 日本鳗鲡 cathelicidin基因的克隆和序列分析

1 前言

目前抗菌肽的确认主要有天然材料的提取和分子克隆两种方法。天然材料的

提取有利于发现新的抗菌生物活性物质，不失为一种好的创新方法，但其分离程

序繁琐，而且涉及抗菌活性检测、质谱和氨基酸测序等技术。分子克隆技术比较

成熟，相对获得抗菌肽比较简单、快捷。 同时 cathelicidin是目前发现的一个最

大抗菌肽家族，其拥有强大的多重生物学功能。在鱼类，已陆续在盲鳗、大西洋

鲑、大西洋鳕鱼、茴鱼、香鱼等多种鱼类中发现并确认。

本研究根据日本鳗鲡 cathelicidin 基因的 EST，克隆得到两个完整的

cathelicidin cDNA序列，命名为 Ajcath1、Ajcath2。

2 材料与方法

2.1 试验材料

2.1.1 实验动物

日本鳗鲡来源于集美大学海水养殖试验场，体重约 300 g，外观健康，无明

显病变和损伤。

2.1.2引物

（1）由上海捷瑞生物工程有限公司合成的引物

CA1：5´-GTTTGCCTGTCTGTTCGTCTGTGCGTT -3´；

CA2：5´-GGGTGCCACTGTCTCCCTTGTCTC -3´；

CA3：5´-AGTGGCTGCGGCAAGGACATCTGTAAAG-3´；

CA4：5´-TTGCTGAAATATTTTGTCCAACTTG -3´。

（2）SMARTerTMRACE cDNAAmplification Kit 提供的 5´RACE 引物

同第三章 2.1.3（4）。
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2.1.3主要试剂盒、载体、工具酶和克隆菌株

同第三章 2.1.4。

2.1.4 主要仪器

同第三章 2.1.5。

2.1.5主要溶液配制

同第三章 2.1.6。

2.2 试验方法

2.2.1总 RNA的提取

同第三章 2.2.1。

2.2.2 5´RACE扩增日本鳗鲡肝脏 Ajcath1基因

利用日本鳗鲡的 cathelicidin EST（GeneBank:HS106475, ttp://www.ncbi.nlm.

nih.gov/），设计引物，扩增 Ajcath1 基因 5´端。

（1）cDNA第一链的合成

同第三章 2.2.3（1）。

( 2 ) 第一轮 PCR反应

取 1.25 uL第一链反应液作为模板加入到 0.2 mL薄壁 PCR反应管，再依次

加入以下 PCR反应组分：

10× Advantage PCR Buffer (无Mg2+) 1.5 μL

MgCl2 (25 mM) 1.0 μL

dNTPs (10 mM each) 0.5 μL

50× Advantage Polymerase Mix 0.5 μL

10× UPM（0.4 μM）long 2.5 μL

下游引物 CA2 (20 pM/μL) 0.5 μL

灭菌水 17.25 μL

总反应体积 25 μL
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混合均匀，在热循环仪上按照以下程序进行 PCR 反应：

① 94 °C 2 min

② 25个循环：

94 °C 30 s

65 °C 30 s

72 °C 3 min

③ 72 °C 5 min

④ 4 °C Pause

（3）第二轮 PCR反应

取第一轮 PCR 反应液稀释 50 倍的产物 2 μL 作为模板加入到 0.2 mL 薄壁

PCR 反应管中，依次按序加入下列组分：

10× Advantage PCR Buffer (无Mg2+) 1.5 μL

MgCl2 (25 mM) 1.0 μL

dNTPs (10 mM each) 0.5 μL

50× Advantage Polymerase Mix 0.5 μL

NUPM(10 μM/L) 0.5 μL

下游引物 CA1 (20 pM/μL) 0.5 μL

灭菌水 18.5 μL

总反应体积 25 μL

混合均匀，在热循环仪上按照以下程序进行 PCR 反应：

① 94 °C 2 min

② 5个循环：

94 °C 30 s

70 °C 2 min

③ 5个循环：

94 °C 30 s

68 °C 30 s

72 °C 2 min

④ 25个循环：
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94 °C 30 s

67 °C 30 s

72 °C 3 min

⑤ 72 °C 5 min

⑥ 4 °C Pause

（4）电泳

反应终止后，取扩增产物经 1.0%琼脂糖凝胶TAE电泳鉴定，用 2000 bp ladder

DNAMarker作标准分子量对照，在紫外灯下观察电泳结果并进行拍照。

2.2.3 5´RACE 扩增日本鳗鲡肝脏 Ajcath2基因

利用日本鳗鲡的 cathelicidin EST（GeneBank:HS106389，http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/），设计引物扩增 Ajcath2基因 5´端。

( 1 ) cDNA第一链的合成

同第三章 2.2.3（1）。

( 2 ) 第一轮 PCR反应

同本章 2.2.2（2），特异性引物改为 A4

Tm为 58 °C。

( 3 ) 第二轮 PCR反应

同 2.2.2（3），特异性引物改为 A3

Tm为 73 °C、71 °C、69 °C。

( 4 ) 电泳

同 2.2.2（4）。

2.2.4 PCR产物回收和纯化

同第三章 2.2.4。

2.2.5目的片段与 pMD18-T载体的连接
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同第三章 2.2.5。

2.2.6 感受态细胞的制备与重组质粒的转化

同第三章 2.2.6。

2.2.7 pMD18-T/目的片段重组质粒的鉴定及序列测定

同第三章 2.2.7。

2.2.8 生物信息学分析

同第三章 2.2.8。

3 结果

3.1 总 RNA的提取

结果同第三章 3.1。

3.2 Ajcath1的 5′ RACE扩增结果

利用特异性引物 CA1、CA2和 SMARTerTM RACE cDNAAmplification Kit 提

供的通用引物，从日本鳗鲡肝脏扩增出一条约 300 bp大小的片段（如图 4-1），

经纯化、连接、转化、质粒提取和阳性克隆鉴定，得到阳性重组子测序。结果得

到一条包含 5´UTR和一部分编码在内的 349 bp的片段，与日本鳗鲡肝脏 Ajcath1

3´Race产物比对，两者有一个 223bp的重叠区，经过序列拼接和碱基校对最终得

到 842 bp全长的 Ajcath1 cDNA。Ajcath1序列由 69 bp 5´UTR、567 bp ORF和 206

bp 3´UTR 三部分组成，编码 189个氨基酸（图 4-3）。经提交国际 GenBank检索

表明，从日本鳗鲡肝脏分离得到的 Ajcath1 属于新的 cathelicidin 家族基因，

GenBank登录号为 AFP72291。
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3.3 Ajcath2的 5′ RACE扩增结果

利用特异性引物 CA3、CA4和 SMARTerTMRACE cDNAAmplification Kit 提

供的通用引物，从日本鳗鲡肝脏扩增出一条约 200 bp大小的片段（如图 4-2），

经纯化、连接、转化、质粒提取和阳性克隆鉴定，得到阳性重组子测序。结果得

到一条包含 5´UTR和一部分编码在内的 204 bp的片段，与日本鳗鲡肝脏 Ajcath2

3´ Race产物比对，两者有一个 127 bp的重叠区，经过序列拼接和碱基校对最终

得到全长为 633 bp的 Ajcath2 cDNA。Ajcath2 序列由 49 bp 5´UTR、477 bp ORF

和 107 bp 3´UTR 三部分组成，编码 152个氨基酸（图 4-4）。经提交国际 GenBank

检索表明，从日本鳗鲡肝脏分离得到的 Ajcath2基因属于新的 cathelicidin家族基

因，GenBank登录号为 AFP72292。

图 4-1 AJcath1的 5′ RACE产物

Fig. 4-1 5′ RACE product of Ajcath1

1：DL2000 Marker

2：AJcath1的 5´RACE产物

图 4-2 AJcath2的 5′ RACE产物

Fig. 4-2 5′ RACE product of Ajcath2

1：DL2000 Marker

2：AJcath2的 5´RACE产物
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图 4-3 日本鳗鲡肝脏 Ajcath1全长 cDNA及由此推导出的氨基酸序列

Fig.4-3 The complete Ajcath1 cDNA and deduced amino acid sequence from

Japanese eel liver

图中大写字母代表 5´和 3´UTR；小写字母代表编码区；阴影部分代表编码的氨基酸序列；

阴影黑体字代表抗菌的成熟肽部分；红色字体代表 4个半胱氨酸；起始密码子 ATG用方框

标明，*显示终止密码子 TAG；3´非编码区的多腺苷酸化信号 AATAA用斜体字标明；信号

肽用下划线标明。
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图 4-4 日本鳗鲡肝脏 Ajcath2全长 cDNA及由此推导出的氨基酸序列

Fig.4-4 The complete Ajcath2 cDNA and deduced amino acid sequence from

Japanese eel liver

图中大写字母代表 5´和 3´UTR；小写字母代表编码区；阴影部分代表编码的氨基酸序列；

红色字体代表 4个半胱氨酸；起始密码子 ATG用方框标明，*显示终止密码子 TGA；3´非

编码区的多腺苷酸化信号 AATAA用斜体字标明；信号肽用下划线标明。

3.4 Ajcath1 cDNA推导的氨基酸序列分析

日本鳗鲡肝脏 Ajcath1 cDNA 编码 189个氨基酸，BLAST（http://www. ncb

i.nlm.nih.gov/BLAST）搜索分析，Ajcath1不含有 cathelin保守区域，靠近 C端有

四个半胱氨酸，可在分子内部形成两个分子内二硫键结构。氨基酸结构由信号肽、

结构域和成熟肽三部分组成。经 Signal 4.0 软件预测信号肽切割位点在第 19-20

氨基酸之间（ATA-QR）（图 4-5）。根据已知其它鱼类成熟肽序列及嗜中性粒细

胞弹性蛋白酶酶切位点，推测 Ajcath1成熟肽为 H-RMRRSKAGKGSGGNKGNK

GSGGNKGNKGSRPGGGSSIAGRDKGDSGTRTA-OH （ 图 4-3 ）， 与 香 鱼

(Plecoglossus altivelis)成熟肽序列相似性最高，相似度为 65.57%（图 4-6）。Ajcath1

http://www


日本鳗鲡血红蛋白源抗菌肽的分离和 cathelicidin的克隆与原核表达

68

分子量为 4818.2 Da，pI值为 12.02，电荷+11，为强阳离子抗菌肽。结构域 pI值

为 6.15，带有负电荷，可能参与中和成熟肽阳离子，抑制其在细胞内的毒性作用。

预测成熟肽在体外的不稳定指数（Instability index ）为 50.69，为一种不稳定型

蛋白。同时没有糖基化修饰位点，很可能有两个丝氨酸（Ser）磷酸化位点，即

第 35位丝氨酸（Ser 11），得分 0.757；第 45位丝氨酸（Ser 13），得分 0.996。

另外，富含甘氨酸（Gly），含量为 32%，属于富含某种特殊氨基酸的抗菌肽。

图 4-5 日本鳗鲡肝脏 Ajcath1氨基酸信号肽切割位点预测

Fig.4-5 The prediction of signal peptide cleavage site for Ajcath1 from liver of Japanese eel

图 4-6 日本鳗鲡肝脏 Ajcath1与香鱼(Plecoglossus altivelis) cathelicidin

成熟肽 AYcath2 氨基酸比对。

Fig.4-6 Alignment of amino acid sequence of Japanese eel Ajcath1 the mature peptide with

ayu (Plecoglossus altivelis) AYcath2.

3.5 Ajcath2 cDNA推导的氨基酸序列分析

日本鳗鲡肝脏 Ajcath2 cDNA 编码 152个氨基酸，BLAST（http://www.ncbi.

http://www
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nlm.nih.gov/BLAST）搜索分析，Ajcath2 同哺乳动物一样含有一个高度保守的

cathelin区域，靠近 C端有四个半胱氨酸，可在分子内部形成两个分子内二硫键

结构。经 Signal 4.0软件预测信号肽切割位点在氨基酸第 22-23 之间（TLA-RS）

（图 4-7）。Blast 搜索分析 Ajcath2与已知其它鱼类成熟肽氨基酸序列无相似性，

故无法准确推测出成熟肽序列。根据弹性蛋白酶识别位点，即对丙氨酸（A）、

甘氨酸（G）、异亮氨酸（I）、亮氨酸（L）或缬氨酸（V）等含羧基的多肽键起

催化水解的作用，所以推测 Ajcath2成熟肽可能为 H-TDPEERKKLSEPPSWTKY

FSNW-OH，分子量为 2726.0 Da，pI值为 5.93，电荷为 0。

图 4-7 日本鳗鲡肝脏 Ajcath2氨基酸信号肽切割位点预测

Fig.4-7 The prediction of signal peptide cleavage site for Ajcath2 from liver of Japanese eel

3.6 推导的 Ajcath1和 Ajcath2氨基酸序列与其它已知 cathelicidin的比对

分离得到的 cathelicidin cDNA 推导的氨基酸序列与部分已分离到的或由核

苷酸推导出的 cathelicidin序列比对（图 4-8），显示出四个半胱氨酸保守位点上

高度一致性。并且同一属的鱼类，cathelicidin在信号肽氨基酸的组成上基本一致。

将所有 cathelicidin做系统进化树分析（图 4-9），结果显示日本鳗鲡 Ajcath1与鱼

类亲缘关系较近，且与香鱼 AYcath2相似性最高，处在同一个分支上。Ajcath2

与哺乳类 cathelicidin亲缘关系较近，尤其与袋獾相似性最高，处在同一个分支。
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图 4-8日本鳗鲡肝脏 Ajcath1和 Ajcath2与其它已知 cathelicidin氨基酸序列的比对

Fig.4-8 Alignment of the whole protein of Japanese eel Ajcath1-2 amino acid sequence with

other those known and predicted cathelicidin

“*”标出具有完全一致的氨基酸位置；“：”和“．”标出具有相似性质的氨基酸的位置；各序

列 SwissProt或者 GenBank登陆号为：北极红点鲑 ACHcath1 (Salvelinus alpinus，ACE96052)，

大西洋鲑 AScath1（ Salmo salar， AAR13366），大西洋鲑 AScath2（ Salmo salar，

NP_001117045），美洲红点鲑BRcath1 (Salvelinus fontinalis，CAQ60111) ，美洲红点鲑BRcath2

（Salvelinus fontinalis，CAQ60110），虹鳟 RTcath1（Oncorhynchus mykiss，AAT67998），虹

鳟 RTcath2（Oncorhynchus mykiss，AAR13365），大鳞大马哈鱼 CScath2（Oncorhynchus

tshawytscha，ABW96220），茴鱼 GRcath1（Thymallus thymallus，CAQ60112），河鳟 BTcath1

（Salmo trutta fario，ABW16872），香鱼 AYcath2 (Plecoglossus altivelis，CBV36822)，大西

洋鳕鱼 ACcath1（Gadus morhua，1ACE96051），大西洋鳕鱼 ACcath2（Gadus morhua，

2ACE96051）大西洋鳕鱼 ACcath2（Gadus morhua，3ACE96051），袋獾（Sarcophilus harrisii，

XP_003762993），小鼠（Mus musculus，EDL09033），绵羊 Bac5（sheep P79362）, 牛（Bubalus

bubalis，CAH23217），马（Equus caballus，CAA12227），卷尾猴（Cebus capucinus，ABE96621），

人类（Homo sapiens，EAW64854），盲鳗MgCath37（Myxine glutinosa， AAQ04688），盲鳗
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MgCath29（Myxine glutinosa，AAQ04687）。
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图 4-9 日本鳗鲡 Ajcath1和 Ajcath2氨基酸序列与其它已知 cathelicidin 氨基酸序列

系统进化树分析

Fig.4-9 Molecular phylogenetic tree showing the relationship among cathelicidin family

4 讨论

4.1 推导的 Ajcath1成熟肽抗菌机制的探讨
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Cathelicidin根据成熟肽二级结构的不同分为以下四大类：第一类是α-螺旋

结构（如鼠的 CRAMP）；第二类是延伸螺旋结构（如牛的 indolicidin），一般含

有大量的脯氨酸（13%-49%）和精氨酸（13-33%）；第三类是环状结构（如牛的

bactenecin），这一类分子中由于含有一个二硫键而形成环状；第四类是β折叠结

构（如猪的 protegrin1），这一类分子中通常含有 2～3个二硫键，这些分类结构

有利于抗菌肽与细菌细胞膜结合（Ramanathan et al，2002）。抗菌肽预测工具

http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction_main.php 分析 Ajcath1 成熟肽含有疏

水性氨基酸残基蛋氨酸 1 个，丙氨酸 2 个，疏水性比例为 10%，电荷为＋11。

DNAstar 软件分析（图 4-10），结果显示整个成熟肽形成亲水性很强的区域，

Ajcath1为亲水性强阳离子抗菌肽，没有α螺旋结构，形成延伸和任意卷曲的可能

性比较大。Garnier （1996）方法分析，Ajcath1形成延伸结构的比例为 18%，任

意卷曲的比例为 82%。Geourjon and Deléage（1995）方法分析，Ajcath1形成延

伸结构的比例为 16%，任意卷曲的比例为 84%。Frishman and Argos（1996）方

法分析，Ajcath1形成任意卷曲的可能性为 100%。该抗菌肽与以往的抗菌肽结构

有一定的差异，其是否在水溶液中形成任意卷曲结构，而在与生物膜接触时形成

α螺旋结构有待进一步考证，因此抗菌作用机制还有待通过圆二色谱及定位圆二

色谱法、固相核磁共振技术、中子衍射和 X-光散射等技术进一步研究。

图 4-10 用 DNASTAR 的 Lasergene序列分析软件中的 ProteanTM 模块分析 Ajcath1 抗菌

http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction_main.php分析Ajcath1成熟肽含有疏水性氨基酸残基
http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction_main.php分析Ajcath1成熟肽含有疏水性氨基酸残基
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肽的二级结构、疏水区和两亲的区域。

Fig.4-9 The secondary structure of the amino acid sequence of Aj cath1 from Japanese eel

was predicted using ProteanTM module in DNASTAR Lasergene software.

4.2 Ajcath2可能为新发现的鱼类亲水性抗菌肽

抗菌肽预测工具 http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction_main.php 分析

Ajcath2成熟肽含有疏水性氨基酸残基亮氨酸（L）1个，苯丙氨酸（F）1个，色

氨酸（W）2个，疏水性比例为 18%，电荷为 0。DNAstar软件分析（图 4-11），

结果显示成熟肽形成亲水性很强的区域，为亲水性抗菌肽，且可以形成一个明显

的α螺旋结构。Geourjon and Deléage（1995）方法分析，形成α螺旋结构的比例为

22.73%。 Blast 搜索分析 Ajcath2与其他已知鱼类 cathelicidin无相似性，pI值为

5.93，电荷为 0，具有其它鱼类罕见的 cathelin 高度保守区，可能为新发现的鱼

类亲水性抗菌肽。

图 4-11 用 DNASTAR 的 Lasergene序列分析软件中的 ProteanTM 模块分析 Ajcath2 抗菌

肽的二级结构、疏水区和两亲的区域。

Fig.4-11 The secondary structure of the amino acid sequence of Ajcath2 from Japanese eel

was predicted using ProteanTM module in DNASTAR Lasergene software.

4.3 Cathelicidin 的功能

http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction_main.php分析Ajcath2成熟肽含有疏水性氨基酸残基
http://aps.unmc.edu/AP/prediction/ prediction_main.php分析Ajcath2成熟肽含有疏水性氨基酸残基
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Cathelicidin家族的抗菌肽都具有高效广谱的抗菌活性。对革兰氏阳性菌和阴

性菌 (如大肠杆菌、肠炎沙门氏菌、铜绿假单胞菌、粪肠球菌、金黄色葡萄球菌、

链球菌等)、真菌 (如白色念珠菌、隐球菌等)、原生动物以及病毒都有很强的杀

灭效果。猪的 cathelicidin，一个富含脯氨酸（proline）和精氨酸（arginine）的抗

菌肽 PR-39，对部分革兰氏阴性菌（结核分歧杆菌、大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、

醋酸不动杆菌）和部分革兰氏阳性菌（巨大芽孢杆菌和化脓链球菌）有抗菌效果

（Heller et al, 1998; Linde et al, 2001; Zhang et al, 2000）。大熊猫的 Cathelicidin-

AM具有α螺旋结构，其对部分革兰氏阳性菌（包括耐药菌株金黄色葡萄球菌）、

革兰氏阴性菌、真菌MIC为 1.2-6.5 μg/mL (Yan et al, 2012）。Sang等（2007）化

学合成犬科 cathelicidn 抗菌肽 K9CATH，同样具有α螺旋结构，不仅抗革兰氏阳

性菌、革兰氏阴性菌和真菌，且对脲原体（Ureaplasma canigenitalium）MIC 为

0.06 μmol/L。具有环状结构的 Dodecapeptide是从牛的嗜中性粒细胞分离得到的

cathelicidin类抗菌肽，天然的 dodecapeptide和合成的环状肽 dodecapeptide抗菌

活性不同。天然 Dodecapeptide 在 10-7-10-5 mol/L浓度下对大肠埃希氏菌和金黄

色葡萄球菌表现出强大的杀菌活性，而当合成肽 dodecapeptide 为环状时，只抗

革兰氏阴性菌，不抗革兰氏阳性菌（Wu et al ,1999）。环状 dodecapeptide与脂多

糖的结合比线性 dodecapeptide更有效，更能提高外膜的渗透性（Wu et al ,1999）。

Cathelicidin成熟肽除具有抗菌活性外，还有促进组织修复作用，早期研究

工作过程中，在伤口的渗透液中发现有类似 PR-39蛋白分子的存在，PR-39透过

诱导 syndecalls-1和 syndeeans-4生成，进而发挥组织修复作用（Gallo et al , 1994）。

另外，cathelicidin 还有抑制组织损伤，趋化、细胞溶解等作用，有报道某些

cathelicidin还能选择性杀死癌细胞（Schweizer, 2009）。

5 小结

PCR扩增获得日本鳗鲡肝脏 Ajcath1和 Ajcath2。Ajcath1成熟肽序列可能为

H-RMRRSKAGKGSGGNKGNKGSGGNKGNKGSRPGGGSSIAGRDKGDSGTRT

A-OH，分子量为 4818.2 Da，pI值为 12.02，电荷+11，为亲水性强阳离子抗菌肽，

同时也是一个富含 32%甘氨酸的抗菌肽；Ajcath2 成熟肽序列可能为

H-TDPEERKKLSEPPSWTKYFSNW-OH，分子量为 2726.0 Da，pI值为 5.93，电
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荷为 0，可能为新发现的鱼类亲水性抗菌肽。
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第五章 Ajcath1和 Ajcath2的原核表达

1 前言

目前抗菌肽的制备主要有天然材料提取、化学合成和基因工程表达三种方

法。但抗菌肽提取原料有限，产量低，提取过程又非常复杂；化学合成成本高，

价格昂贵，不利于投入实际应用。因此借助目前比较成熟的基因工程技术获得抗

菌肽，使其药用价值得到开发，是比较可行且有效的方法。

Cathelicidin 氨基酸结构除信号肽外，N 端还有一段结构域，必须把

cathelicidin结构域切除掉，才能获得抗菌成熟肽部分。为了确认蛋白裂解位点，

本实验构建了原核表达载体，在大肠杆菌中诱导表达重组蛋白，通过纯化后得到

目的蛋白。该研究为确定日本鳗鲡 cathelicidin 成熟肽，体外大量表达成熟肽，

研究其抗菌活性，及研究 cathelicidin 基因的表达分布情况奠定了基础。同时也

为研究 cathelicidin的其它生物学功能提供了材料。

2 材料与方法

2.1 试验材料

2.1.1 实验动物

日本鳗鲡：集美大学海水养殖试验场，体重约 300 g，外观无明显病变和损

伤。

2.1.2由上海捷瑞生物工程有限公司合成的引物

CS1：5´- GCGCCATGGGC CAGCGTGGAGTGGAGTTTAG-3´；

CA5：5´- GGGCTCGAG TGCAGTTCGGGTGCCACT-3´；

CS2：5´- GCGCCATGGGCAGGAGCGTCTTCACCTTTAC-3´；

CA6：5´- GGGCTCGAG CCAGTTGCTGAAATATTTTGTCC-3´。

2.1.3原核表达载体、宿主菌、工具酶和克隆菌株

DNA胶回收试剂盒、少量质粒提取试剂盒购自 OMEGA公司；
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pfu聚合酶、Nco I、Xho I限制性内切酶、T4 DNA连接酶购自 TaKaRa公司；

PVDF膜为 Roche公司产品；

DAB染色试剂盒购自上海捷瑞生物工程有限公司；

表达菌株 BL21为本实验保存；

pET-28a载体为厦门大学海洋环境科学国家重点实验室彭会馈赠。

2.1.4主要试剂

dNTPs、DNAMarker DL2000，DNAMarker DL10000 购自 TaKaRa公司；

溴化乙啶（EB）、琼脂糖购自上海生工；

硫酸卡那霉素（Kan）、IPTG、考马斯亮兰 R250均购自 Solarbio 公司；

丙烯酰胺、N,N′—亚甲基双丙烯酰胺为 BBI 公司产品；

二硫苏糖醇（DDT）、过硫酸铵（APS）、TEMED为 Amresco公司产品；

SDS-PAGE低分子量标准蛋白质Marker、预染Marker购自 Fermentas公司；

咪唑为 Sigma公司产品；

Western-blot 一抗（His·Tag单抗）为 Roche公司产品；

二抗（山羊抗鼠 IgG-AP）购自上海捷瑞生物工程有限公司；

牛血清白蛋白为北京元亨马生物技术研究所产品；

胰蛋白胨(Tryptone)、酵母粉(Yeast Extract) 、氯化钙、氯化钠、无水乙醇、

Trisbase、尿素、磷酸氢二钠等其它常用试剂均为国产分析纯。

2.1.5 主要仪器

蛋白质核酸纯化系统（AKTA-purifier 100，GE，美国）；

紫外分光光度计（NaNoDROP 2000）为基因公司产品；

PCR 扩增仪（ABI Veriti）为基因公司产品；

凝胶成像系统（Tannon 1600）为天能公司产品；

冷冻离心机（5424R）为 Eppendorf公司产品；

高速冷冻离心机（22331R）为 Eppendorf公司产品；

–80℃超低温冰箱为美国热电 Thermo Forma产品；

电泳仪、电泳槽购自北京六一试验仪器厂；

摇床（THZ-420）、电热恒温水浴锅（DK-600 ）、恒温培养箱（SHP-250）、
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烘箱（9203A）为上海精宏实验有限公司产品。

2.1.6 主要试剂配制

（1）SDS-PAGE 电泳试剂

30%丙烯酰胺：

丙烯酰胺 14.5 g

双丙烯酰胺 0.5 g

加热至 37 °C溶解，补加水至终体积为 50 mL，用 0.45 μm 滤器除菌，查

实 pH质应小于 7.0，置于棕色瓶中保存。

10％SDS：

SDS 5 g

加热至 68 °C助溶，定容至 50 mL。

1.5 M Tris-HCL pH 8.8（分离胶缓冲液储存液）：

Trisbase 18.165 g

加入浓盐酸调 pH值，定容至 100 mL 。

1.0 M Tris-HCL pH6.8（浓缩胶缓冲液储存液）：

Trisbase 12.11 g

加入浓盐酸调 pH值，定容至 100 mL。

5×Tris -Gly电泳缓冲液储存液：

Trisbase 3.775 g

甘氨酸 23.5 g

10％SDS 12.5 mL

加水定容至 250 mL 。

考马斯亮蓝 R-250 染色液：

即溶于甲醇：冰醋酸：水（50: 10: 40, V/V）的 0.25％溶液；

90mL 甲醇：水( 即 50 mL 甲醇和 40 mL 水) 与 10 mL 冰醋酸混合，加入

0.25 g考马斯亮蓝 R-250，用Whatman1号滤纸过滤除去颗粒物。

甲醇－乙酸脱色液：

取 180 mL 甲醇：水 (90 mL甲醇和 90 mL 水) 和 20 mL 冰醋酸混合，总
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体积为 200 mL 。

2×SDS（蛋白）凝胶加样缓冲液：

Tris-HC1 (pH6.8) 100 mM

SDS 4%

溴酚蓝 0.2%

甘油 20%

β-巯基乙醇 10%

15% 分离胶：

30%丙烯酰胺 7.5 mL

1.5 M Tris·HCl（pH8.8）3.8 mL

10%SDS 150 μL

10%APS 150 μL

TEMED 6 μL

水 3.4 mL

5% 压缩胶：

30%丙烯酰胺 0.83 mL

1.0 M Tris HCl（pH6.8） 0.63 mL

10%SDS 50 μL

10%APS 50 μL

TEMED 5 μL

水 3.4 mL

（2）层析试剂

200 mM 硫酸镍：

硫酸镍 26.29 g

溶于 400 mL 蒸馏水中，0.45 μm滤膜过滤。

A液（结合缓冲液）：pH 8.0

Na2HPO4 20 mM

NaCl 500 mM

咪唑 20 mM
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尿素 8 M

加水定容 1000mL。

B液（洗脱缓冲液）：pH 8.0

Na2HPO4 20 mM

NaCl 500 mM

咪唑 500 mM

尿素 8 M

加水定容 1000 mL。

裂解缓冲液（pH 8.0）：

NaCl 100 mM

EDTA 2 mM

Trisbase 50 mM

加水定容 1000 mL。

0.5 M尿素洗涤液：

Trisbase 20 mM

尿素 0.5 M

加水定容 1000 mL。

（3）Western-blot 试剂

TBST（pH 7.5）：

Trisbase 6.05 g

NaCl 8.76 g

Tween-20 1 mL

加水定容 1000 mL

Western 封闭液：

TBST加入 1%BSA

电转液：

Trisbase 3.05 g

Glycine 14.25 g

甲醇 20 %
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加水定容至 1000 mL

显色液 DAB：

将 100 mg DAB 干粉从棕色离心管中转移到装有 5 mL DAB稀释液的塑料瓶

中，充分振荡混匀，所得溶液即是 20×DAB浓缩液，此溶液分装成小管，在-20 °C

避光保存

（4）其它缓冲液

50×TAE (Tris-乙酸) ：

242 g Tris-HCl

57.1 mL 冰乙酸

200 mL 0.5mol/L EDTA (pH 8.0 )

加水补至 1000 mL

（5）培养基

LB 液体培养基：

蛋白胨 10 g

酵母浸出粉 5 g

NaCl 5 g

加水补至 1000 mL，以 10 mol/L NaOH 调 pH值至 7.0-7.5，121 °C灭菌 20

min。

LB 固体培养基：

LB液体培养基 1000 mL 中加入琼脂粉 15 g，121 °C，灭菌 20 min。

2.2 试验方法

2.2.1载体的处理

克隆目的基因前，将 pET-28a原核表达载体转化至 DH5α感受态细胞中，大

量提取质粒，具体操作方法如下。

（1）菌体收集

如前所述制备 DH5α感受态细胞，取 1 μL pET-28a空载体转化至 BL21，涂

布在含有硫酸卡那霉素（Kan，50 μg/mL）的 LB琼脂板平板上培养过夜。次日

挑取单菌落，并扩大培养至 20 mL培养。
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（2）提取质粒 DNA

用少量质粒提取试剂盒提取质粒，按 OMEGA 公司 Plasmid Extraction Kit

说明书要求操作。具体步骤如下：

①室温下用 1.5 mL离心管装菌液，10000 g离心 1 min，收集沉淀；

②用 250 μL SolutionI/RNA重悬细菌，在旋涡混合仪上混合均匀，越充分越好；

③加入 250 μL SolutionII，上下反复颠倒 7-10次，轻轻混匀，直到裂解液变澄清，

室温静置 2 min；

④加入 350 μL SolutionIII，立刻上下反复颠倒数次，直到形成白色沉淀；

⑤室温下，13000 g离心 10 min；

⑥取一个干净的 HinBind miniprep column,置于 2 mL收集管上，小心地移吸上清

液到 column中，10000 g离心 1 min；

⑦弃掉收集管中的液体，收集管可重复使用，加入 500 μL Buffer HB 到 column

中，10000 g离心 1 min；

⑧弃液体，加入 100 μL DNAwash buffer 于 column中，10000 g离心 1 min；

⑨重复步骤⑧

⑩室温下，13000 g 离心空柱 2 min，干燥柱子基质，将柱子置于一个干净的 1.5

mL离心管上，直接加入 30-50 μL elution buffer 或水静置 2 min，13000 g离心 1

min，收集洗脱的 DNA。

（3）载体的酶切

将质粒提取的 pET-28a，用 NcoI 和 XhoI进行双酶切，反应液至于 37 °C水

浴中反应 6 h。酶切体系为：

10×酶切缓冲液 K+ 12 μL

NcoI 4 μL

XhoI 4 μL

pET28a 30 μL

0.1%BSA 12 μL

灭菌水 58 μL

总反应体积 120 μL
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反应结束后，用 1.0%琼脂糖凝胶 TAE电泳检测酶切效率。

2.2.2 目的基因的获得

（1）PCR扩增日本鳗鲡 Ajcath1表达序列

以日本鳗鲡 Ajcath1（cDNA）重组 pMD18-T阳性质粒为扩增模板，以 CS1，

CA5为上下游引物，用 pfu高保真 Taq酶扩增目的片段，反应体系为：

10× Mg2＋free buffer 10 μL

MgCl2（25 mM/L） 8 μL

dNTPs（10 mM/L each） 1 μL

CS1 2 μL

CA5 2 μL

pMD18-T/ Ajcath1质粒 4 μL

PCR-Grade Water 72 μL

pfu高保真 Taq酶（5U/ μL） 1 μL

总反应体积 100 μL

混合均匀，在热循环仪上按照以下程序进行 PCR反应：

①94 °C 2 min

②35个循环：

94 °C 30 s

58 °C 30 s

72 °C 1 min

③72 °C 5 min

反应结束后，将所有反应液进行 1.0%琼脂糖凝胶 TAE电泳，再用 OMEGA

试剂盒回收特异性片段。

（2）PCR扩增日本鳗鲡 Ajcath2表达序列

以日本鳗鲡 Ajcath2（cDNA）重组 pMD18-T阳性质粒为扩增模板，以 CS2，

CA6为上下游引物，用 pfu高保真 Taq酶扩增目的片段，反应体系为：

10× Mg2＋free buffer 10 μL

MgCl2（25 mM/L） 8 μL
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dNTPs（10 mM/L each） 1 μL

CS2 2 μL

CA6 2 μL

pMD18-T/ Ajcath2质粒 4 μL

PCR-Grade Water 72 μL

pfu高保真 Taq酶（5U/ μL） 1 μL

总反应体积 100 μL

混合均匀，在热循环仪上按照以下程序进行 PCR反应：

①94 °C 2 min

②35个循环：

94 °C 30 s

59 °C 30 s

72 °C 1 min

③72 °C 5 min

反应结束后，将所有反应液进行 1.0%琼脂糖凝胶 TAE电泳，再用 OMEGA

试剂盒回收特异性片段。

（3）预连接 DNA片段的制备

将回收的 PCR产物，用 NcoI 和 XhoI 进行双酶切，反应液至于 37 °C水浴

中反应 6 h。酶切体系为：

10×酶切缓冲液 K+ 2 μL

NcoI 1 μL

XhoI 1 μL

PCR回收产物 10 μL

0.1% BSA 2 μL

灭菌水 4 μL

总反应体积 20 μL

反应结束后，用 1.0%琼脂糖凝胶 TAE电泳检查酶切效率，再用 OMEGA试

剂盒回收特异性片段。

（4）表达载体的构建、转化和鉴定
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将酶切过的载体与目的基因连接，反应体系如下：

pET-28a 2 μL

DNA片段 4 μL

T4 buffer(缓冲液) 1 μL

T4 连接酶（50 U/uL） 0.5 μL

灭菌水 2.5 μL

总反应体积 10 μL

16 °C孵育 16 h。PCR双酶切产物与载体双酶切产物摩尔比保持在 3-10倍，

可由紫外分光光度计测定浓度，也可由琼脂糖电泳条带估计浓度。次日，取反应

液转化至 200 μL BL21感受态细胞中，涂布在含有硫酸卡那霉素（50 μg/mL）的

LB琼脂糖平板上培养过夜。次日挑取单菌落，以 CS1，CA5和 CS2，CA6为引

物用 PCR法鉴定阳性克隆，阳性菌液进行放大培养，按比例加入 20%（V/V）

甘油，-80°C保存，同时送一份样品到上海英俊（Invitrogen）公司测定序列。

2.2.3 pET-28a/ Ajcath1和 pET-28a/ Ajcath2重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达

（1）诱导温度对重组质粒表达的影响

取过夜培养的含有重组质粒 pET-28a/ Ajcath1 和 pET-28a/ Ajcath2 的宿主菌

BL21，按 1:100的比例加入到新鲜的 LB/Kan培养液中，37 °C，250 rpm剧烈震

荡培养至 OD600为 0.5-0.6时，加入终浓度为 1.0 mM的 IPTG，分别于 28 °C，

37 °C和 42 °C，150 rpm继续培养 6 h后进行蛋白表达检测。同时设空载体，未

加 IPTG的重组质粒作对照。

（2）诱导剂浓度对重组质粒表达的影响

取过夜培养的含有重组质粒 pET-28a/Ajcath 和 pET-28a/Ajcath 的宿主菌

BL21，按 1:100的比例加入到新鲜的 LB/Kan培养液中，37 °C，250 rpm剧烈震

荡培养至 OD600为 0.5-0.6时，分别加入 IPTG溶液使其浓度分别为 0.1 mM，0.5

mM，1.0 mM，于 42 °C（pET-28a/ Ajcath1）或 37 °C （pET-28a/ Ajcath2），150

rpm继续培养 6 h后进行蛋白表达检测。同时设空载体，未加 IPTG的重组质粒

作对照。
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（3）诱导时间对重组质粒表达的影响

取过夜培养的含有重组质粒 pET-28a/ Ajcath1 和 pET-28a/ Ajcath2 的宿主菌

BL21，按 1:100的比例加入到新鲜的 LB/Kan培养液中，37 °C，250 rpm剧烈震

荡培养至OD600为 0.5-0.6时，加入终浓度为 0.1 mM的 IPTG，于 42 °C（pET-28a/

Ajcath1）或 37 °C（pET-28a/ Ajcath2），150 rpm继续培养 3 h、4 h、5 h、6h、7 h

和 8 h进行蛋白表达检测。同时设未加 IPTG的重组质粒作对照。

（4）诱导起始生长量对重组质粒表达的影响

取过夜培养的含有重组质粒 pET-28a/ Ajcath1 和 pET-28a/ Ajcath2 的宿主菌

BL21，按 1:100的比例加入到新鲜的 LB/Kan培养液中，37 °C，250 rpm剧烈震

荡培养至 OD600 为 0.3、0.6、1.0、1.3 时，加入终浓度为 0.1 mM 的 IPTG，于

42 °C（pET-28a/ Ajcath1）或 37 °C（pET-28a/ Ajcath2），pET-28a/ Ajcath1继续培

养 7 h、pET-28a/ Ajcath2继续培养 4 h后进行蛋白表达检测。同时设空载体，未

加 IPTG的重组质粒作对照。

2.2.4 聚丙酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）检测蛋白表达量

取若干份对照组及实验组 IPTG诱导前后的 1 mL菌液，分别离心收集菌体，

用 30 μL 无菌水溶解，加入 30 μL 上样缓冲液，沸水浴 5 min，12000 rpm 离心

1-3 min，取上清进行 SDS-PAGE蛋白电泳检测。

SDS-PAGE电泳操作参照分子克隆（第三版）中方法。采用 5%积层胶和 15%

分离胶，60 V电压电泳，当溴酚蓝前沿进入分离胶（15%分离胶）后，以 120 V

电压电泳，当溴酚蓝电泳至分离胶底部后，取出凝胶，考马斯亮蓝染色，脱色后

扫描分析。

2.2.5 重组蛋白表达形式的鉴定

含有重组质粒 pET-28a/Ajcath1 的宿主菌 BL21，在诱导剂 IPTG 浓度为 0.1

mM，诱导温度为 42 °C，诱导起始量为 OD600=0.3 时，诱导表达 7 h。含有重组

质粒 pET-28a/Ajcath2的宿主菌 BL21，在诱导剂 IPTG浓度为 0.1 mM，诱导温度

为 37 °C，诱导起始量为 OD600=0.3时，诱导表达 4 h。取上述表达菌体经超声

波破碎后，于 4 °C，4000 g 离心 20 min，分别收集上清和沉淀，取样品进行
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SDS-PAGE电泳检测。

2.2.6 表达产物亲和层析

（1）上柱样品的制备

将表达 Ajcath1或 Ajcath2的菌株，大量诱导表达 2-3 L，4000 g 离心 20 min

收集菌体。用预冷的裂解缓冲液（10 mL/250 mL培养的菌液）悬浮菌体，加入

适当的蛋白酶抑制剂 PMSF。冰浴下超声破碎菌体至菌液较清无粘性（功率

400-480 W，5秒间隔 10秒，25 min）。4000 g 离心 20 min，收集沉淀，再用 10

mL 0.5 M尿素，PBS洗涤液各清洗一次，4000 g 离心 20 min取沉淀。沉淀用结

合缓冲液 A充分溶解后，10000 g 离心 10 min，取上清用 0.45 μm滤膜过滤，至

此准备好了上柱样品。

（2）准备金属镍螯合层析柱

彻底清洗层析柱：

2倍体积 6 mol/L盐酸胍；

5倍体积的水；

2倍体积 2%（M/V）SDS；

1倍体积 25%、50%和 70%乙醇；

5倍体积 100%乙醇；

1倍体积 75%、50%和 20%乙醇；

1倍体积的水；

5倍体积 100 mM/L EDTA；

1倍体积水。

再生层析柱：

用小于 2 倍体积的 0.1mol/L硫酸镍溶液再生，用水清洗，用适当的层析缓

冲液 A平衡。EDTA冲洗后的树脂呈白色，再生后变回淡蓝色。

（3）上柱纯化

用 5-10个柱体积的结合缓冲液 A平衡柱子，同时将过滤后的样品上柱，用

3个体积结合缓冲液 A 洗去未结合的蛋白，再用 5个柱体积的洗脱缓冲液 B 洗
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脱目标蛋白，流速 1mL/min，检测波长 A280。收集洗脱峰，取少量进行 SDS-PAGE

电泳。

2.2.6 重组表达蛋白的复性

采用透析法，将洗脱缓冲液中的 8 mol/L尿素逐步降低至 6 mol/L、4mol/L、

2 mol/L、1 mol/L透析重组表达蛋白，最后用 PBS溶液透析 1次，将目的蛋白溶

液中的尿素完全去除。由于蛋白在变性状态时疏水残基暴露，一般水溶性很差，

大多会形成可见的沉淀析出。复性后的蛋白溶解度增加，但仍然会有一些没有复

性成功的蛋白沉淀，10000 g 离心 10 min，收集上清。同时取少量上清进行

SDS-PAGE电泳检测复性后的重组蛋白是否发生断裂。

2.2.7 蛋白免疫印迹（Western-blot）鉴定表达产物

（1）PVDF膜处理

① 用甲醇浸泡 PVDF膜 5 min；

② 用电转液浸泡 PVDF膜 10 min；

（2）SDS-PAGE胶处理

① 取纯化后的重组蛋白经 SDS-PAGE 电泳后，在凝胶上样起始端右下角

切一个小角用作标记。

② 用水漂洗干净胶上面的电泳液，再浸泡在电转液中 15 min；

③ 按一下顺序：阴极 1张厚滤纸－SDS-PAGE胶－PVDF膜－1张厚滤纸

阳极放置。用一玻璃棒作滚筒以挤出所有气泡，确保各层之间精确对齐没有气泡，

添加适量电转缓冲液使均匀湿润。100 mA 下，转移 1 h，将蛋白印迹至 PVDF

膜上，然后进行蛋白印迹杂交。

（3）蛋白印迹杂交

① 取出 PVDF膜放置在Western-blot洗涤液中，漂洗 1-2 min，以洗去膜上

的电转液，将转好的膜浸于封闭液中室温封闭 1 h；

② 一抗孵育。将 PVDF膜浸于含有一抗的封闭液（1:6000）室温轻摇 1h，

或 4 °C在摇床上孵育过夜；

③ 用 TBST洗涤 3次，每次 5 min；

④ 二抗孵育。将 PVDF膜浸于含有二抗的封闭液（1:10000）室温轻摇 1h；
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⑤ 用 TBST洗涤 3次，每次 5 min；

⑥ 显色反应。将 PVDF 膜浸转移到 DAB 显色液中，室温平缓摇晃，细心

观察蛋白条带的颜色变化，显色到满意程度（一般需要 2-3 min，具体和蛋白浓

度密切相关），迅速将 PVDF膜用清水洗净，观察。

3 结果

3.1 pET-28a表达载体和目的 cDNA片段的酶切

大量纯化的 pET-28a质粒（图 5-1-A）经过双酶切处理后线性化，电泳迁移

速度加快并成为单一的清晰条带（图 5-1-B）；以重组 pMD18-T/Ajcath1 或

pMD18-T/Ajcath2（cDNA）阳性质粒为模板，PCR 扩增 Ajcath1-prodomain 或

Ajcath2-prodomain表达片段，得到 PCR产物 Ajcath1长度为 518 bp，Ajcath2长

度为 398 bp；用 NcoI和 XhoI酶切 PCR产物后切胶回收目的条带，得到具有和

双酶切好的 pET-28a互相配对的预连接 cDNA 片段（图 5-2，5-3）。

图 5-1-A pET-28a表达载体电泳

Fig.5-1-A Gel electrophresis of pET-28a

vector

1,2,3：载体酶切前

M：10000 DNAMarker

图 5-1-B pET-28a表达载体电泳

Fig.5-1-B Gel electrophresis of pET-28a

vector

1：载体酶切后

M：10000 DNAMarker
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3.2 pET-28a/Ajcath1和 pET-28a/Ajcath2表达载体的鉴定及测序

在转化的 LB平板上挑取若干单克隆，PCR鉴定阳性克隆重组子，可见阳性

克隆重组率很高（图 5-4，图 5-5）。取单克隆测序，结果证明连接正确，核苷酸

的开放阅读框（ORF）编码连续，最终获得正确构建的 pET-28a/Ajcath1和 pET-28a

/Ajcath2表达载体（图 5-6，图 5-7）。

图 5-4 PCR鉴定阳性重组克隆 pET-28a /Ajcath1

Fig.5-4 PCR products of recombinant pET-28a /Ajcath1

M：DL2000 Marker；1-7：阳性克隆 pET-28a /Ajcath1 PCR产物

图 5-2 预连接的 AJcath1片段

Fig.5-2 AJcath1 fragment for ligation

1：预连接的 AJcath1片段

M：2000 DNAMarker

图 5-3 预连接的 AJcath2片段

Fig.5-3 AJcath2 fragment for ligation

1：预连接的 AJcath2片段

M：2000 DNAMarker



日本鳗鲡血红蛋白源抗菌肽的分离和 cathelicidin基因的克隆与原核表达

94

图 5-5 PCR鉴定阳性重组克隆 pET-28a /Ajcath2

Fig.5-5 PCR products of recombinant pET-28a /Ajcath2

M：DL2000 Marker；1-5：阳性克隆 pET-28a /Ajcath2 PCR产物

图 5-6 pET-28a /Ajcath1重组质粒测序鉴定

Fig.5-6 The sequence of recombinant pET-28a /Ajcath1 vector

图中小写字母代表测序获得的核苷酸序列；大写字母阴影部分代表

编码的氨基酸序列；下划线标出目的基因与载体连接处；6 个串联的组氨酸标签

用阴影黑体字标出；*代表终止密码子。
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图 5-7 pET-28a /Ajcath2重组质粒测序鉴定

Fig.5-7 The sequence of recombinant pET-28a /Ajcath2 vector

图中小写字母代表测序获得的核苷酸序列；大写字母阴影部分代表

编码的氨基酸序列；下划线标出目的基因与载体连接处；6个串联的组氨酸标签

用阴影黑体字标出；*代表终止密码子

3.3 pET-28a /Ajcath1 重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达

3.3.1不同诱导温度对重组质粒表达的影响

将 pET-28a /Ajcath1 重组质粒在 1.0 mM IPTG，起始浓度 OD600为 0.5-0.6，

诱导温度分别为 28 °C，37 °C，42 °C 条件下进行诱导表达，取总菌体进行

SDS-PAGE 电泳（图 5-8），可见三者在诱导后较诱导前都具有明显的表达蛋白

带，并以 42 °C的表达量最高；并且重组质粒和空质粒相比，具有明显的表达蛋

白带，重组质粒表达蛋白分子量在 19.0 kDa 左右，与计算的理论分子量 19.575

kDa相似。
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图 5-8 pET-28a /Ajcath1 重组质粒在不同温度下的表达结果

Fig.5-8 SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath1 recombinant plasmids expression

in E.coli with different temperature

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath1 重组质粒未诱导；

2-4：依次为 pET-28a /Ajcath1重组质粒在 28 ℃，37 ℃，42 ℃诱导 6 h；

5：pET28a空载体 42 ℃诱导 6 h。

3.3.2不同诱导剂浓度对重组质粒表达的影响

在其它条件一致的情况下，将 pET-28a /Ajcath1 重组质粒在 IPTG 浓度分别

为 0.1 mM，0.5 mM，1.0 mM条件下进行诱导表达，取总菌体进行 SDS-PAGE 电

泳（图 5-9），可见三者在诱导后较诱导前都具有明显的表达蛋白带，三条蛋白带

表达量无明显差异；重组质粒和空质粒相比，具有明显的表达蛋白带。

目的蛋白
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图 5-9 pET-28a /Ajcath1 重组质粒在不同诱导剂浓度下的表达结果

Fig.5-9 SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath1 recombinant plasmids expression

in E.coli with different concentration of IPTG

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath1 重组质粒未诱导；

2-4：依次为 pET-28a /Ajcath1 重组质粒在 IPTG 0.1 mM，0.5 mM，1.0 mM诱导 6 h；

5：pET28a空载体 42 ℃诱导 6 h。

3.3.3不同诱导时间对重组质粒表达的影响

在其它条件一致的情况下，将 pET-28a /Ajcath1重组质粒在诱导时间分别为

3 h、4 h、5 h、6 h、7 h和 8 h条件下进行诱导表达，取总菌体进行 SDS-PAGE 电

泳（图 5-10），可见 pET-28a /Ajcath1重组质粒在诱导 3 h时开始表达，7 h时表

达蛋白量达到最高值，8 h时蛋白表达量开始衰减。

目的蛋白
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图 5-10 pET-28a /Ajcath1 重组质粒在不同诱导时间下的表达结果

Fig.5-10 SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath1 recombinant plasmids expression

in E.coli with different time

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath1 重组质粒未诱导；

2-7：依次为 pET-28a /Ajcath1重组质粒在诱导时间为 3 h、4 h、

5 h、6 h、7 h 和 8 h的诱导表达蛋白；

3.3.4诱导起始生长量对重组质粒表达的影响

在其它条件一致的情况下，分别在菌体密度 OD600=0.3、0.6、1.0、1.3时加

入 IPTG 开始诱导，取总菌体进行 SDS-PAGE 电泳（图 5-11），可见 pET-28a

/Ajcath1重组质粒在四个不同的菌体起始生长量时，重组蛋白诱导后较诱导前有

明显的表达蛋白带， OD600 为 0.3、0.6、1.0 蛋白表达量没有差异，在 OD600

为 1.3时表达量衰减；重组质粒和空质粒相比，具有明显的表达蛋白带。

目的蛋白
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图 5-11 pET-28a /Ajcath1 重组质粒在不同菌体起始生长量的表达结果

Fig.5-11 SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath1 recombinant plasmids expression

in E.coli with Different initial bacteria growth

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath1 重组质粒未诱导；

2-5：依次为 pET-28a /Ajcath1重组质粒在菌体起始密度为 OD600=0.3、

0.6、1.0和 1.3时的诱导表达蛋白；

6：pET28a空载体 42 ℃诱导 7 h。

3.4 pET-28a /Ajcath2 重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达

3.4.1不同诱导温度对重组质粒表达的影响

将 pET-28a /Ajcath2 重组质粒在 1.0 mM IPTG，起始浓度 OD600为 0.5-0.6，

诱导温度分别为 28 °C，37 °C，42 °C条件下进行诱导表达，取总菌体蛋白进行

SDS-PAGE 电泳（图 5-12），可见诱导温度为 37 °C和 42 °C在诱导后较诱导前

具有明显的表达蛋白带，42 °C的表达量较 37 °C稍高些，但考虑到表达蛋白的

可溶性，我们后续实验选择 37 °C作为诱导温度；重组质粒和空质粒相比，具有

明显的表达蛋白带，重组质粒表达蛋白分子量在 15.0 kDa 左右，与计算的理论

分子量 15.582 kDa相似。

目的蛋白
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图 5-12 pET-28a /Ajcath2 重组质粒在不同温度下的表达结果

Fig.5-12 SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath1 recombinant plasmids expression

in E.coli with different temperature

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath2 重组质粒未诱导；

2：pET28a空载体 42℃诱导 6 h；

3-5：依次为 pET-28a /Ajcath2重组质粒在 28℃，37℃，42℃诱导 6 h。

3.4.2不同诱导剂浓度对重组质粒表达的影响

在其它条件一致的情况下，将 pET-28a /Ajcath2 重组质粒在 IPTG 浓度分别

为 0.1 mM，0.5 mM，1.0 mM 的表达条件下进行诱导表达，取总菌体进行

SDS-PAGE 电泳（图 5-13），可见三者在诱导后较诱导前都具有明显的表达蛋白

带，三条蛋白带表达量无明显差异；重组质粒和空质粒相比，具有明显的表达蛋

白带。

目的蛋白
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图 5-13 pET-28a /Ajcath2 重组质粒在不同诱导剂浓度下的表达结果

Fig.5-13 SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath1 recombinant plasmids expression

in E.coli with different concentration of IPTG

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath2 重组质粒未诱导；

2：pET28a空载体 37℃诱导 6 h；

3-5：依次为 pET-28a /Ajcath2 重组质粒在 IPTG 0.1 mM，

0.5 mM，1.0 mM诱导 6 h。

3.4.3不同诱导时间对重组质粒表达的影响

在其它条件一致的情况下，将 pET-28a /Ajcath2重组质粒在诱导时间分别为

3 h、4 h、5 h、6h、7 h和 8 h的表达条件下进行诱导表达，取总菌体进行 SDS-PAGE

电泳（图 5-14），可见 pET-28a /Ajcath2重组质粒在诱导 3 h时开始表达，4 h时

表达蛋白量达到最高值，8 h时蛋白表达量开始衰减。

目的蛋白
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图 5-14 pET-28a /Ajcath1 重组质粒在不同诱导时间下的表达结果

Fig.5-14 SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath1 recombinant plasmids expression

in E.coli with different time

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath2重组质粒未诱导；

2-7：依次为 pET-28a /Ajcath2重组质粒在诱导时间为 3 h、4 h、5 h、6 h、

7 h和 8 h的诱导表达蛋白；

3.4.4诱导起始生长量对重组质粒表达的影响

在其它条件一致的情况下，分别在菌体密度 OD600=0.3、0.6、1.0、1.3时加

入 IPTG 开始诱导，取总菌体进行 SDS-PAGE 电泳（图 5-15），可见 pET-28a

/Ajcath2重组质粒在四个不同的菌体起始生长量时，重组蛋白诱导后较诱导前有

明显的表达蛋白带，但四条带表达量没有明显差异。

目的蛋白
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图 5-15 pET-28a /Ajcath2 重组质粒在不同菌体起始生长量的表达结果

Fig.5-15. SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath2recombinant plasmids expression

in E.coli with Different initial bacteria growth

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath2 重组质粒未诱导；

2-5：依次为 pET-28a /Ajcath2重组质粒在菌体起始密度为 OD620=0.3、0.6、

1.0和 1.3时的诱导表达蛋白。

3.5重组蛋白表达形式的鉴定

取表达菌体超声波破碎并离心后的上清和沉淀，进行 SDS-PAGE电泳（图

5-16，5-17），可见表达产物绝大部分以包涵体形式存在于菌体沉淀中，菌体上

清中几乎没有可溶状态的表达产物存在。

目的蛋白
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图 5-16重组表达 pET-28a /Ajcath1蛋白主要以包涵体形式存在

Fig.5-16 SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath1 insoluble fusion bodies

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath1未诱导菌体总蛋白；

2：pET28a空载体 42 ℃诱导 7 h；

3,6：pET-28a /Ajcath1诱导菌体超声波破碎后沉淀；

4,5：pET-28a /Ajcath1诱导菌体超声波破碎后上清。

图 5-17重组表达 pET-28a /Ajcath2蛋白主要以包涵体形式存在

Fig.5-17 SDS-PAGE analysis of pET-28a /Ajcath2 insoluble fusion bodies

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1：pET-28a /Ajcath2未诱导菌体总蛋白；

目的蛋白

目的蛋白
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2：pET28a空载体 37℃诱导 4 h；

3,4：pET-28a /Ajcath2诱导菌体超声波破碎后沉淀；

5,6：pET-28a /Ajcath2诱导菌体超声波破碎后上清。

3.6重组蛋白表达的纯化及Western-blot鉴定

为了得到 Ajcath1和 Ajcath2表达产物，将准备好的样品过镍离子螯合亲和

层析柱，用咪唑洗脱螯合的融合蛋白，280 nm检测紫外吸收曲线，可见到明显

的洗脱蛋白峰（图 5-18，5-19）。收集洗脱部分进行 SDS-PAGE电泳（图 5-20），

两个蛋白洗脱峰中均含有目的蛋白 Ajcath1 和 Ajcath2。以 6-His-tag 单克隆抗体

做Western blot 鉴定纯化产物，结果显示为阳性条带（图 5-21，5-22）。

图 5-18亲和层析柱（IMAC）纯化目的蛋白 Ajcath1

Fig.5-18 Purification of Ajcath1 by IMAC chromatography

实线代表 A280 nm紫外吸收曲线，虚线代表咪唑浓度
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图 5-19亲和层析柱（IMAC）纯化目的蛋白 Ajcath2

Fig.5-19 Purification of Ajcath2 by IMAC chromatography

实线代表 A280 nm紫外吸收曲线，虚线代表咪唑浓度

图 5-20 IMAC洗脱蛋白电泳

Fig.5-20 SDS-PAGE analysis of purified Ajcath1 and Ajcath2

M：SDS-PAGE 低分子量标准蛋白质 Marker；

1,2：IMAC洗脱 Ajcath2蛋白；

3,4：IMAC洗脱 Ajcath1蛋白。
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3.7重组蛋白的复性

通过粘度和浊度判断蛋白复性效果，重组蛋白最终溶解于 PBS 溶液中，呈

现透明状态，说明复性成功。SDS-PAGE电泳检验（图 5-23），均有目的条带，

说明蛋白复性过程中基本没有发生降解和断裂情况。

图 5-23 重组蛋白复性分析

Fig.5-23 Renaturation analysis of recombinant protein

M：低分子量标准蛋白质Marker；1,2: 复性后的重组蛋白

目的蛋白

图 5-21 Western-blot鉴定 AJcath1

Fig.5-20 The result of Western-blot

M：低分子量标准蛋白质 Marker；

1,2：硝酸纤维素杂交膜印迹

目的蛋白

图 5-22 Western-blot鉴定 AJcath2

Fig.5-22 The result of Western-blot

M：低分子量标准蛋白质 Marker；

1,2：硝酸纤维素杂交膜印迹

app:ds:recombinant%20protein
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4 讨论

4.1 Cathelicidin的诱导表达

原核表达系统中，大肠杆菌是当前最常用的外源蛋白表达系统。大肠杆菌表

达系统具有培养简便、繁殖速度快、遗传背景清楚、操作简单、成本低、表达量

大、表达的重组蛋白易于纯化，并且能够具有与天然产物相似的生物学活性等优

点。但真核外源基因在大肠杆菌中的表达受到诸多因素的影响，其中表达载体的

选择是一个十分重要的环节，不但要考虑到多克隆位点、启动子，抗性标记、诱

导方式等，还要顾及目的蛋白的表达量、产物的可溶性、纯化难易程度等因素。

因此，一个好的表达载体对重组蛋白的获得将起到事半功倍的作用。目前，用于

大肠杆菌表达系统的基因工程载体主要分为非融合表达载体和融合表达载体，后

者又以携带 6×His Tag和日本血吸虫谷胱甘肽转移酶标签(GST Tag)的载体应用

最为广泛。本试验选用了高效融合表达载体 pET-28a，pET-28a为含有 T7强启动

子的原核高效表达载体，可将目的序列插入多克隆位点，表达出目的蛋白，同时

载体携带有 6个His标签，便于后续的纯化。在实验中我们曾经尝试用 pGEX-4T-1

表达载体，通过控制培养条件，诸如 IPTG浓度、培养温度和诱导时间等来增加

蛋白的表达量，但多次试验证明了 pGEX-4T-1质粒无法表达重组蛋白。

诱导条件对重组蛋白的表达也有不同程度的影响，如 IPTG浓度、诱导时间、

诱导温度、大肠杆菌起始浓度、培养基的组成、pH和溶解氧等。王沛珍（2010）

报道低温 16 °C可以增加 thanatin抗菌肽表达量和可溶性，同时诱导 9 h为最佳

诱导时间。Ramos等（2010）报道将诱导温度从 37 °C降到 30 °C可以增加满月

蛤（Lucina pectinata）rHbII 的表达量。Ma等（2005）报道在 YT培养基中加入

0.5%（w/v）的葡萄糖可以显著增加 adenoregulin抗菌肽的表达量。本实验发现

诱导温度和诱导时间对 cathelicidin 蛋白的表达量有比较显著影响。Ajcath1在温

度为 42 °C，诱导时间为 7 h蛋白表达量最高，Ajcath2在温度为 37 °C，诱导时

间为 3 h蛋白表达量最高。

在原核表达过程中导致包涵体形成的原因有很多（Villaverda 2003，Ventura

2005，王增 2009）。（1）重组蛋白的表达量过高，此时由于蛋白质合成速度太快，

没有足够的时间进行折叠，二硫键不能正确配对；（2）宿主细胞内的还原性环境
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使工程蛋白的二硫键无法形成；（3）与外源蛋白的氨基酸组成也有关，一般来说

外源蛋白中含硫氨基酸和脯氨酸越多越易形成包涵体；（4）与重组蛋白所处的细

胞内外环境有关，培养温度较高或胞内接近蛋白质等电点时易形成包涵体。另一

方面 pET-28a载体具有 T7启动子，载体本身没有溶解性高的融合蛋白，也不含

有信号肽序列，用这种载体表达蛋白形成包涵体的可能性会更大。本实验最终得

到目的蛋白是以包涵体的形式存在，包涵体存在也有优点，如蛋白质表达量高，

可避免宿主细胞蛋白酶对目的蛋白降解，包涵体易从宿主细胞中纯化，可避免毒

性蛋白( 如毒素蛋白) 对宿主细胞的毒性等优势。

4.2 Cathelicidin的纯化和包涵体复性

pET-28a载体表达产物 C端融合 6个 His-tag蛋白，由于空间位阻关系可以

与 Ni特异性结合，因此应用金属螯合层析可纯化表达的融合蛋白。洗脱目的蛋

白的方法有两种，一种是降低 pH洗脱，降低 pH值可以减弱组氨酸和镍离子之

间的作用力，从而对蛋白进行洗脱，降低 pH值洗脱不会在洗脱的蛋白中带入高

浓度的咪哇，但很可能引起目标蛋白在等电点附近的沉淀。另一种方法是升高咪

唑的浓度，竞争目的蛋白与 Ni2+结合，从而洗脱蛋白。此方法简单易行，但同

时洗脱的目的蛋白含有高浓度的咪唑。此外也有用咪唑和降低 pH值相结合的方

法进行洗脱，Zhang等（2005）先用 60 mM pH 8.0的咪唑洗脱杂蛋白，再用 pH

4.0的缓冲液洗脱目的蛋白 hepcidin。本实验采用了一步咪唑洗脱方法，最终得

到大量的 Ajcath2蛋白，但所得 Ajcath1蛋白较少（图 5-18，5-19）。

包涵体复性的方法有很多，如稀释复性、透析复性、超滤复性、层析柱复性、

温度跳跃式复性等。本实验采用了透析复性、最终灭菌水溶解冻干的目的蛋白澄

清，说明复性成功，SDS-PAGE电泳检测蛋白完整性很好。

4.3 Cathelicidin重组蛋白表达的相关研究

LL-37是人类唯一的 cathelicidin类抗菌肽，具有广谱的抗菌活性、化学趋化

性、及促进血管生成和伤口修复性等特点，致使许多学者采用不同的方法体外表

达重组蛋白，包括采用 GST和 pET系列载体及不同的纯化方法。冯云等（2003）

表达了 GST-FALL-39（最开始推测的人类 cathelicidin 成熟肽，其比 LL-37 多 2

个氨基酸）抗菌肽，GST-FALL-39存在于菌体裂解液的上清中，通过凝胶 4B柱
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及 AU–PAGE得到高纯度的蛋白。Moon等（2006）应用与冯云等相似的方法表

达出 GST-LL-37融合蛋白，并发现低温 30 °C，及低 IPTG浓度（0.1 mM）可以

显著增加可溶性重组蛋白的产量。Li等（2006）应用 pET32a载体也表达出可溶

性的 LL-37 重组蛋白，应用亲和色谱和反相色谱去除硫氧还原蛋白及其它杂蛋

白，得到含有 6个 His-tag的 LL-37蛋白。

鱼类 cathelicidin 至今只发现具有抗菌功能，且如同哺乳动物一样只有成熟

肽部分具有抗菌活性。一些学者原核表达出 cathelicidin prodomain，再用弹性蛋

白酶酶解重组蛋白，确认出成熟肽序列。至今大西洋鳕鱼、虹鳟、香鱼 cathelicidin

成熟肽已得到确认，成熟肽均具有较强的抗菌活性（Lu et al, 2011；Chang et al,

2006；Broekman et al, 2011）。

5 小结

本研究成功表达出 Ajcath1和 Ajcath2，表达产物以包涵体形式存在。Ajcath1

最佳表达条件为：菌体密度为 OD600=0.3，诱导剂浓度为 0.1 mM，42 °C诱导表

达 7 h。Ajcath2诱导表达条件为：菌体密度为 OD600=0.3，诱导剂浓度为 0.1 mM，

37°C诱导表达 4 h。纯化、Western-blot 鉴定和复性后，获得高纯度的复性后重

组蛋白。
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第六章 总结与展望

1 论文主要成果

1.1日本鳗鲡肝脏血红蛋白源抗菌肽的分离与纯化

采用醋酸浸提，并联合阳离子交换和反相高效液相层析技术从日本鳗鲡肝脏

内获得一个对迟钝爱德华氏菌具有明显抑菌作用的单一组分，经质谱分析该抗菌

肽可见分子量为 2388.05，Edaman降解法测定 N-末端 18个氨基酸残基序列，因

与欧鳗血红蛋白α链部分序列高度相似，可能为血红蛋白降解片段，因此，命名

为 AjHbα。

1.2获得 AjHbα全长的氨基酸序列

经 3′ RACE和 5′ RACE 扩增，获得 AjHbα完整的氨基酸序列，该抗菌肽为

一两亲性的弱阳离子抗菌肽，电荷为+2，pI 为 9.27。生物软件分析该抗菌肽可

能为糜蛋白酶酶解日本鳗鲡血红蛋白α链形成。

1.3 AjHbα抗菌肽具有较强的抗菌活性

人工合成的抗菌肽 AjHbα表现出广谱的抗菌活性，对革兰氏阳性菌和阴性菌

均具有较强的抗菌活性。AjHbα抗菌肽在浓度为 83.72 µM时对革兰氏阳性菌（金

黄色葡萄球菌和溶壁微球菌）及革兰氏阴性菌（迟钝爱德华氏菌、哈维氏弧菌、

豚鼠气单胞菌、嗜水气单胞菌、简达气单胞菌、威隆气单胞菌、溶藻弧菌和副溶

血弧菌）均有杀灭活性，Ki%达到 95%以上；在浓度为 41.86 µM时对后 6株革

兰氏阴性菌抗菌活性较强，Ki%达到 70%以上；20.93 µM 和 10.47 µM抗菌活性

较弱，仅对溶藻弧菌和副溶血弧菌有抗菌活性，Ki%未达到 50%。

1.4克隆得到两个 cathelicidin基因变体

日本鳗鲡 cathelicidin 的两个变体 Ajcath1、Ajcath2氨基酸序列均由信号肽、

结构域和成熟肽三部分组成，靠近 C端有四个保守的半胱氨酸序列。Ajcath1成

熟肽序列可能为 H-RMRRSKAGKGSGGNKGNKGSGGNKGNKGSRPGGGSSIA

GRDKGDSGTRTA-OH，分子量为 4818.2 Da，pI 值为 12.02，电荷+11，为强阳
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离子抗菌肽，同时也是一个富含 32%甘氨酸的亲水性抗菌肽。Ajcath2成熟肽序

列可能为 TDPEERKKLSEPPSWTKYFSNW，分子量为 2726.0 Da，pI值为 5.93，

电荷为 0。与其它鱼类 cathelicidin无相似性，具有其它鱼类罕见的 cathelin高度

保守区，可能为新发现的鱼类亲水性抗菌肽。

1.5获得日本鳗鲡 cathelicidin重组表达产物

构建了 pET-28a-his/cathelicidin 表达载体，在大肠杆菌内表达出 cathelicidin

重组蛋白，重组蛋白以包涵体的形式存在。利用亲和层析柱、AKTA-purifier 100

纯化系统及透析法，得到较高纯度的 cathelicidin 重组蛋白，为进一步确认

cathelicidin成熟肽部分奠定了基础。

2 论文主要创新点

（1）首次从日本鳗鲡肝脏内分离纯化得到一个血红蛋白源性的抗菌肽；

（2）从日本鳗鲡肝脏内分离得到 2个 cathelicidin基因变体，命名为 Ajcath1 和

Ajcath2，Ajcath2为新发现的鱼类抗菌肽。

3 论文不足之处和展望

3.1 继续寻找鱼类血红蛋白源抗菌肽

本研究只获得一段血红蛋白源抗菌肽，但前人研究哺乳动物血红蛋白源抗菌

肽过程中发现，其是一个很大的抗菌肽库，且抗菌谱广。鱼类是最大的一个脊椎

动物群体，其血红蛋白源抗菌片段的研究非常有限，是否鱼类也如同哺乳动物一

样存在多个血红蛋白源抗菌片段？值得进一步探索。今后有必要开展如直接从鱼

类血液中提取抗菌肽，以期获得多个血红蛋白源抗菌肽。

3.2 探讨日本鳗鲡血红蛋白源抗菌肽的产生机制

各国学者多有发现血红蛋白源抗菌肽，但对其产生机制尚不清楚，通过揭示

血红蛋白源抗菌肽产生机制，将有助于更好理解血红蛋白在动物机体内如何发挥

抗菌作用。今后有必要探索哪种酶可以酶解鱼类血红蛋白得到抗菌肽/片段；或

者应用免疫组化和原位杂交等方法探索 AjHbα表达部位，以期阐明血红蛋白源
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抗菌肽的产生机制。

3.3 确认日本鳗鲡 cathelicidin成熟肽

本研究克隆得到日本鳗鲡两个 cathelicidin基因变体，并推测出成熟肽序列。

今后要在前期原核表达的基础上，应用嗜中性粒细胞弹性蛋白酶酶切复性后的重

组蛋白，质谱检测分子量来确认 cathelicidin 成熟肽，人工合成成熟肽检测其抗

菌活性。

3.4 原核或真核表达 cathelicidin成熟肽

抗菌肽在抗菌药物开发中具有潜在的应用价值，随着日本鳗鲡 cathelicidin

成熟肽的确认，构建基因工程载体表达重组蛋白，以产业化生产抗菌肽，开发替

代抗生素的抗菌肽产品，将有望研发出抗水产养殖主要病原体特别是耐药菌的新

型药物。从而探索一条解决目前困扰我国鱼类养殖生产中的细菌耐药性及水环境

和水产品抗生素污染等问题的新途径。

3.5 探讨 Cathelicidin基因在日本鳗鲡各组织器官的表达情况

在对健康日本鳗鲡肝脏的研究中发现，cathelicidin基因存在多变体现象，而

肝脏并不是 cathelicidin 唯一高效表达的器官。在今后的实验中有必要开展细菌

感染或寄生虫感染及多因子协同作用，以探明鳗鲡多个器官组织中 cathelicidin

的诱导表达情况。
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二 AjHbα的 N-末端测序结果

图 1 AjHbα的 N-末端测序结果。空白样品图谱。结果显示基线稳定。

Fig.1 N-terminal sequencing of AjHbα. Blank. The result showed that base line was stable.

图 2 AjHbα 的 N-末端测序结果。氨基酸标准样品图谱。

Fig. 2 N-terminal sequencing of AjHbα. Standard amino acid.
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图 3 抗菌肽 AjHbα N-末端第 1个氨基酸残基的测序结果图。第 1个氨基酸为苯丙氨酸。

Fig. 3 The 1st amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 1st amino acid was Phe.

图 4 抗菌肽 AjHbα N-末端第 2个氨基酸残基的测序结果图。第 2个氨基酸为丙氨酸。

Fig. 4 The 2nd amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 2nd amino acid was Ala.
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图 5 抗菌肽 AjHbα N-末端第 3个氨基酸残基的测序结果图。第 3个氨基酸为组氨酸。

Fig. 5 The 3rd amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 3rd amino acid was His.

图 6 抗菌肽 AjHbα N-末端第 4个氨基酸残基的测序结果图。第 4个氨基酸为色氨酸。

Fig. 6 The 4th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 4th amino acid was Trp.
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图 7 抗菌肽 AjHbα N-末端第 5个氨基酸残基的测序结果图。第 5个氨基酸为脯氨酸。

Fig. 7 The 5th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 5th amino acid was Pro.

图 8 抗菌肽 AjHbα N-末端第 6个氨基酸残基的测序结果图。第 6个氨基酸为天冬氨酸。

Fig. 8 The 6th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 6th amino acid was Asp.
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图 9 抗菌肽 AjHbα N-末端第 7个氨基酸残基的测序结果图。第 7个氨基酸为亮氨酸。

Fig. 9 The 7th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 7th amino acid was Leu.

图 10 抗菌肽 AjHbα N-末端第 8个氨基酸残基的测序结果图。第 8个氨基酸为甘氨酸。

Fig. 10 The 8th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 8th amino acid was Gly.
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图 11 抗菌肽 AjHbα N-末端第 9个氨基酸残基的测序结果图。第 9个氨基酸为脯氨酸。

Fig. 11 The 9th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 9th amino acid was Pro.

图 12 抗菌肽 AjHbα N-末端第 10个氨基酸残基的测序结果图。第 10个氨基酸为甘氨酸。

Fig. 12 The 10th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 10th amino acid was Gly.



附录

135

图 13 抗菌肽 AjHbα N-末端第 11个氨基酸残基的测序结果图。第 11个氨基酸为丝氨酸。

Fig. 13 The 11th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 11th amino acid was Ser.

图 14 抗菌肽 AjHbα N-末端第 12个氨基酸残基的测序结果图。第 12个氨基酸为脯氨酸。

Fig. 14 The 12th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 12th amino acid was Pro.
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图 15 抗菌肽 AjHbα N-末端第 13个氨基酸残基的测序结果图。第 13个氨基酸为丝氨酸。

Fig. 15 The 13th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 13th amino acid was Ser.

图 16 抗菌肽 AjHbα N-末端第 14个氨基酸残基的测序结果图。第 14个氨基酸为缬氨酸。

Fig. 16 The 14th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 14th amino acid was Val.
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图 17 抗菌肽 AjHbα N-末端第 15个氨基酸残基的测序结果图。第 15个氨基酸为赖氨酸。

Fig. 17 The 15th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 15th amino acid was Lys.

图 18 抗菌肽 AjHbα N-末端第 16个氨基酸残基的测序结果图。第 16个氨基酸为赖氨酸。

Fig. 18 The 16th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 16th amino acid was Lys.
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图 19 抗菌肽 AjHbα N-末端第 17个氨基酸残基的测序结果图。第 17个氨基酸为组氨酸。

Fig. 19 The 17th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 17th amino acid was His.

图 20 抗菌肽 AjHbα N-末端第 18个氨基酸残基的测序结果图。第 18个氨基酸为甘氨酸。

Fig. 20 The 18th amino acid residue of AjHbα N-terminal was analyzed using Edman

degradation. The 18th amino acid was Gly.
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