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海洋生物抗菌肽在枯草杆菌 BS168中的高效表达 

谢海伟, 文 冰, 王 娣, 钱时权, 杨贤松, 许 晖 

(蚌埠学院 生物与食品工程系, 安徽 蚌埠 233030) 

摘要: 为了实现基因工程高效制备 tachyplesin , Ⅰ 采用 tachyplesinⅠ基因串联表达的方法, 以穿梭表达

载体 pSBPTQ 为表达载体 , 通过 RT-PCR 扩增 tachyplesinⅠ基因(tac)和采用直接退火的方法合成

tachyplesinⅠ串联基因(2tac), 构建重组表达载体 pSBPTQ-TAC 和 pSBPTQ-2TAC, 转化到枯草杆菌

BS168 实现高效表达。实验结果表明: 基因 tac 和 2tac 在枯草杆菌中表达成功, TAC 和 2TAC 抗菌肽表

达量分别约为 8.5％、15.8％, 经高效液相色谱分析表达产物在发酵上清液中的含量约为 5.46、10.36 

mg/L; 表达产物 TAC 和 2TAC 对大肠杆菌 K88 和金黄色葡萄球菌都具有明显的抑菌作用, 2TAC 经

BrCN 水解产物抑菌活力高于 TAC, 而 2TAC 的表达产量大约是 TAC 的 1.89 倍。这表明通过

tachyplesinⅠ串联表达产物降低了自身对宿主的毒性, 可以提高 tachyplesinⅠ的表达产量。 
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马蹄蟹 (Horseshoe crab)是一类远古的海洋节
肢动物。马蹄蟹血细胞中分离提取的一类抗菌肽[1], 
具有抗细菌、抗真菌、抗病毒、抑制肿瘤细胞增殖

和 诱 导 癌 细 胞 分 化 的 生 物 活 性 [2] 。 抗 菌 肽

tachyplesinⅠ因相对分子质量小不具备抗原性, 对原
核生物细胞有很高的杀菌活性, 对真核生物的正常
细胞则无明显毒副作用。抗菌时一般没有特殊受体, 
不会诱导抗药菌株的产生, 是一类具有巨大潜在应
用价值的抗菌肽。但由于马蹄蟹是一种珍贵的海洋

生物, 物种稀少, 是濒临灭绝生物, 且 tachyplesinⅠ
的分离纯化过程繁琐且费用较高; 通过化学合成制
备, 价格昂贵, 生物活性低; 因此采用基因工程制备
tachyplesinⅠ成为一种可行的方案[3]。 

目前, 利用基因重组技术在体外大量制备活性
多肽是生物制品研究的热点之一。对于分子质量较

小的多肽, 如果用常规方法构建单拷贝基因的重组
质粒 , 则目的基因在细胞中的表达量很低 , 无法体
现基因工程产量高的优势。因此, 本文建立了一种构
建串联基因的方法, 以实现小分子多肽在体外的高
效表达, 为小肽的串联表达提供了理论和实践依据。
本研究为了克服基因工程制备 tachyplesinⅠ的缺陷, 
设计构建 tachyplesinⅠ基因串联表达载体, 并将重
组基因成功转化到分泌型表达系统枯草杆菌 BS168
中, 实现了抗菌肽 tachyplesinⅠ的高效分泌表达。 

1  材料与方法 

1.1  材 料 
1.1.1  菌株和质粒  

克隆宿主菌 Escherichia coli. DH5α、大肠杆菌
E.coli K88、金黄色葡萄球菌(Staphyloccocus aureus) 
为本室保存; 枯草杆菌 Bacillus subtilis BS168 为表
达宿主菌, 由上海生命科学院植物生理与生态研究
所惠赠; TA 克隆载体 pUCM-T 购自上海生工公司; 
大肠杆菌-枯草杆菌穿梭质粒 pSBPTQ[4]由中山大学

罗进贤教授惠赠。  

1.1.2  培养基和主要试剂   
马蹄蟹购自广东省深圳市水产品市场; 枯草杆

菌感受态制备用 GMI、GMII培养基[5]; 发酵用 MSR
培养基 [6]。cDNA 合成试剂盒及各种工具酶均购自
TaKaRa 公司; Trizol reagent 购自 Invitrogen 公司; 
蛋白分子质量标准、 mRNA 纯化试剂盒购自
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Promega 公司; CM Sepharose 购自 Amersham Bio-
sciences; 其他生化试剂(分析纯)购自上海生工; 实

验中所用引物(由上海生工合成), 各引物设计如表
1所示。 

 
表 1  所用引物表 
Tab. 1  PCR primers 

引物 碱基序列 用途 

M13 Forward(-20) 5’-gtaaaacgacggccag-3’ amplifing 2tac gene from pUCM-2TAC 
M13 Reverse(-48) 5’-caggaaacagctatgac-3’ amplifing 2tac gene from pUCM-2TAC 

Tac-1 5’-gctctagagcaatctagaccaaatggtgcttccgtg-3’ amplifing tac gene  
Tac-2 5’-ggggtaccaacacggcaacgacgg-3’ amplifing tac gene  

 
1.2  方法 

1.2.1  抗菌肽 tachyplesinsⅠ基因的 RT-PCR扩增   
从马蹄蟹围心腔采集血液 , 8 000 r/min 离心  

10 min 获得血细胞[7], 用 Trizol 处理提取总 RNA, 
以 mRNA 纯化试剂盒获得 mRNA。反转录合成
cDNA, 进一步以 cDNA 为模板, 参考 Genbank收录
的 tachyplesinⅠ基因序列, 设计了上下游引物 Tac-1
和 Tac-2, 见表 1。并设计了 XbaⅠ和 KpnⅠ酶切位点
和保护碱基。PCR扩增获得的目的基因 tac, 经 2.5%
琼脂糖凝胶电泳分析, 电泳检测后测序。 
1.2.2  串联基因(2tac)的设计   

参照 Genbank 上公布的基因序列, 设计合成两
条完全互补单链 tachyplesinsⅠ串联基因, 5’端设计
XbaⅠ黏性末端, 3’端设计 KpnⅠ黏性末端。通过上海
生工公司合成带有上述黏性末端的完全互补的碱基

序 列 , 退 火 合 成 带 有 黏 性 末 端 的 双 链 串 联
tachyplesinsⅠ基因。方法合成如下: 取等量摩尔浓度
25 μmol/L 的正反义引物各 4 μL, 添加超纯水至   
40 μL。退火条件: 80℃水浴退火 5 min, 然后自然冷
却至 30℃, 其过程大概 3 h。退火合成串联基因(2tac)
克隆连接到 pUCM-T 上进行初步鉴定及目的串联基
因的扩增。 

2TAC正义链:  
5’-aaaaaGCTCTAGAGCAAaaatggtgcttccgtgtttgctacc
gtggtatctgctaccgtcgttgccgtaacATGaaatggtgcttcagagtatg
ctacaggggaatttgttatcgcagatgtcgaaacGGTACC-3’ 

2TAC反义链:   
5’-aaaaaaGGTACCgtttcgacatctgcgataacaaattcccctgtag
catactctgaagcaccatttCATgttacggcaacgacggtagcagatacca
cggtagcaaacacggaagcaccatttttGCTCTAGAGC-3’ 
1.2.3  串联基因 2tac的克隆鉴定及体外 PCR扩增  

克隆载体 pUCM-T 经限制性内切酶 XbaⅠ和
KpnⅠ双酶切后, 和 tachyplesinⅠ基因 tac 及 2tac 经
T4 DNA 连接酶连接。转入大肠杆菌 DH5α培养, 经
过蓝白斑筛选得阳性克隆, 培养提取质粒。经双酶切

初步鉴定, 再通过测序进一步验证克隆片断的正确
性。所得克隆质粒命名为 pUCM-2TAC 和 pUCM- 
TAC。 

1.2.4  表达载体的构建及鉴定和重组质粒转化   
以 pUCM-2TAC 质粒模板, 通过引物 M13 经

PCR扩增得到串联基因 2tac, PCR反应条件: 94℃预
变性 10 min; 94℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 72℃延伸
30 s, 共进行 35个循环; 最后 72℃延伸 10 min。将
PCR 产物和表达载体 pSBPTQ 同时进行 XbaⅠ和
KpnⅠ双酶切, T4 DNA 连接酶连接, 大肠杆菌转化
按 Sambrook的方法进行[8]。转化后筛选阳性克隆, 双
酶切鉴定 , 测序验证。所得质粒命名为 pSBPTQ- 
2TAC, 重组表达质粒 pSBPTQ-TAC 和 pSBPTQ- 
2TAC 转化枯草杆菌 BS168 的方法参照 Harwood [9]

方法进行。 
1.2.5  诱导表达及 SDS-PAGE电泳分析 

挑取新鲜转化的枯草杆菌工程菌 BS168/ 
pSBPTQ-TAC 和 BS168/pSBPTQ-2TAC 单菌落接种
于含卡那霉素(10 mg/L)的 LB培养基中, 37 ℃ 250 r/min 
培养过夜, 作为种子液。然后种子液按 5 %接种量转接
于含卡那霉素(10 mg/ L)的发酵培养基(MSR)中, 37 
℃ 250 r/ min 振荡培养 2~4 h, 加蔗糖至终浓度 2 %
诱导表达[10], 每隔 12 h 依次取样, 收集的发酵液经
10 000 r/min 离心 15 min, 取发酵液上清进行
Tris-Tricine SDS-PAGE(16.5%)电泳检测, 以确定最
佳诱导时间。用含质粒 pSBPTQ 的对照菌体和标准
蛋白作对照。 
1.2.6  重组 tachyplesinⅠ的分离纯化   

收集发酵液 12 000 r/min, 离心 15 min。向发酵
上清液中依次加入硫酸铵使终浓度达到 35%、45%、
55%、65%、75%, 12 000 r/min离心 30 min, 收集沉
淀, 用 pH7.4的 Tris-HCl缓冲液溶解沉淀。将盐析浓
缩效果最好的溶液装入透析袋中进行透析。透析产

物上 CM -Sepharose层析柱, 用 10 mmol/L Tris-HCl 
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(pH6.8)平衡洗脱柱 , 然后用相同缓冲溶液配制的
0~1.0 mol/L的 NaCl线性梯度洗脱(2 mL/min), 收集
活性峰 , 对收集样品经冷冻干燥浓缩 , 用无菌水配
得 tachyplesinsⅠ表达产物溶液 10 mL。参照谢海伟 

等[11]高效液相色谱方法检测 tachyplesinⅠ表达产物
含量。 
1.2.7  TachyplesinⅠ串联表达产物 2TAC 的水解及

活性检测    
取两份各为 1.0 mL 冷冻干燥的串联表达产物

2TAC, 将其中一份溶于 1.0 mL BrCN 溶液(50 g/L, 
70 %甲酸配制)中, 另一份溶于仅含 70 %甲酸溶液中, 
同时置于 4 ℃冰箱水解处理 24 h, 水解后再加    
1.0 mL 的双蒸 H2O, 冷冻干燥以除去甲酸和 BrCN, 
干制品用无菌水重新配制成 1.0 mL溶液进行活性检
测。上述 2TAC水解液产物进行活性鉴定, 以大肠杆
菌 K88 和金黄色葡萄球菌为试验菌株 , 分别取     
5 mg/L的 2TAC和 TAC, 10 mg/L的 2TAC和 2TAC
水解产物, 以 BS168/pSBPTQ 空质粒菌株发酵液为
对照, 参照微量肉汤稀释法[12]进行抗菌活性检测。同

时以上述 TAC对供试菌株孵育, 参照代建国等[13]建立

方法进行透射电镜观察, 分析细胞微观结构的变化。 

2  结果与分析 

2.1  TachyplesinⅠ串联基因(2tac)的设计 
TachyplesinⅠ串联基因的设计如图 1 所示, 在

单 tachyplesinⅠ基因 tac 的 3’端添加“AAC”密码子, 
目的为了使 tachyplesinⅠ基因表达产物 C 末端产生
酰氨化结构, 两个 tachyplesinⅠ基因通过蛋氨酸密
码子“ATG”连接, 目的在于增添表达产物的 BrCN水
解位点。为了便于和表达载体连接, 在串联基因的 5’
端设计 XbaⅠ酶切位点黏性末端, 后加两个“AA”为
使串联基因 2tac 在表达载体的正确阅读框内, 使其
能正确表达, 其前加“AA”作为保护碱基。 

 
图 1  tachyplesinⅠ串联基因 2tac的设计 

Fig. 1  Design of tandem gene of tachyplesinⅠ 

 

2.2  串联基因 2tac 重组表达载体的构建 
将大肠杆菌质粒 pSP72 的复制起点及氨苄青霉

素抗性基因转移到枯草杆菌质粒 pUB18 上构建了大
肠杆菌-枯草杆菌穿梭型克隆载体 pSB。然后将枯草
杆菌 sacB基因的启动子-信号肽序列(sacB P.S.)及地
衣芽孢杆菌 α-淀粉酶基因的转录终止信号 T(amy T)
克隆进 pSB, 获得诱导型表达-分泌载体 pSBPT, 最
后将短小芽孢杆菌正调控基因 degQ引入 pSBPT, 获
得重组质粒 pSBPTQ, 构建过程见图 2。含 2tac基因
的重组质粒的构建如图 3所示, 将 pSBPTQ用XbaⅠ/  

 

图 2  穿梭型诱导表达载体构建 [4] 
Fig. 2  The expression plasmid pSBPTQ 

 

图 3  重组表达载体 pSBPTQ-2TAC的构建 
Fig. 3  The recombinant expression plasmid pSBPTQ- 

2TAC   
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KpnⅠ双酶切, 电泳回收 7.5 kb大片段, 与经 XbaⅠ / 
KpnⅠ酶切的 PCR 产物连接, 构建含 2tac 基因的重
组质粒。 

2.3  TachyplesinⅠ基因(tac)的 RT-PCR 扩

增以及电泳鉴定 
从马蹄蟹细胞中提取总 RNA, 根据 tachyplesinⅠ

基因序列设计的引物 Tac-1 和 Tac-2, 以马蹄蟹血细胞
cDNA为模板扩增的 PCR产物, 产物经凝胶电泳分析, 
如图4所示。在泳道2中出现一条70 bp左右的DNA 条
带。采用退火法合成的串联基因 2tac, 经凝胶电泳分析, 
在泳道 1中出现一条 120 bp左右 DNA条带。初步证
明获取了目的基因 tac和 2tac。 

 
图 4  tachyplesinⅠ基因 tac和 2tac 的 PCR产物电泳图 

Fig. 4  PCR product of tac gene and 2tac 
M.DNA分子标准; 1. 退火生成的串联基因(2tac); 2. PCR扩增的
基因(tac) 
M.DNA Marke; 1. 2tac gene by annealing; 2. PCR product by 
RT-PCR 

 

图 5  重组子 pSBPTQ-TAC和 pSBPTQ-2TAC的酶切鉴定 
Fig. 5  Restriction enzyme analysis of pSBPTQ-TAC and 

pSBPTQ-2TAC 
M. DNA 分 子 标 准 ; 1. 质 粒  pSBPTQ; 2. 经 双 酶 切 的
pSBPTQ-2TAC; 3. 经双酶切的 pSBPTQ-TAC; 
M. DNA Marker; 1. pSBPTQ; 2.pSBPTQ-2TAC/Xba I+Kpn I; 
3.pSBPTQ-TAC/Xba I+Kpn I 

2.4  重组表达载体的鉴定 
重组质粒经过双酶切后凝胶电泳图见图 5, 结果

显示在约 80 bp、150 bp和 7.4 kb处有预期的条带。
初步证明目的基因 tac 和 2tac 已经克隆到表达载体
上。重组子进行测序, 测序图谱如图 6,7 所示, 测序
结果采用软件 CLUSTAL(1.81)进行克隆序列和已知
tachyplesinⅠ基因序列进行比对分析。核苷酸序列比
对结果, 重组子基因 tac 和 2tac 核苷酸序列和已知
tachyplesinⅠ基因序列完全相同, 长度分为 56 bp、
119 bp, 这表明 tachyplesinⅠ基因 tac和 2tac成功克
隆到 pSBPTQ载体中, 通过测序图谱进一步表明, 目
的基因连接顺序和启动子方向一致, 在表达载体的
正确阅读框内 , 重组子命名为 pSBPTQ-2TAC 和
pSBPTQ-TAC。 

2.5  重组转化菌的诱导表达及 SDS-PAGE
鉴定 
与对照 BS168/pSBPTQ 发酵液相比, 在重组子

BS168/pSBPTQ-2TAC 和 BS168/pSBPTQ-TAC 的电
泳图中出现一条明显的蛋白条带, 如图 8 中箭头所
指条带分别大小约为 2.0 KD和 5.0 KD, 表达产物大
小与天然 tachyplesinⅠ多肽和其串联体的相对分子
质量大小相符 , 由此可以初步确认目的蛋白 2TAC
和 TAC 在宿主菌种得到了有效地表达, 并且分泌到
发酵液中。采用凝胶成像系统分析软件 GeneTools
对 SDS-PAGE电泳的结果进行分析, 对图 8中 2,3泳
道进行扫描, 经峰面积积分计算出目的条带的吸收
峰在所有表达蛋白的吸收峰中所占的百分含量, 即
为目的蛋白在表达的全蛋白中的百分含量。本实验

比较的是 TAC和 2TAC蛋白在全蛋白中的百分含量, 
经 GeneTools软件分析, 重组表达产物 TAC和 2TAC
蛋白表达量分别约为 8.5%、15.8%。 

工程菌株 B. subtilis BS168/pSBPTQ-2TAC 和
BS168/pSBPTQ-TAC, 经蔗糖诱导后, 每隔 12 h 取
样进行 SDS-PAGE 电泳检测。由图 9 可以看出, 目
的蛋白 2TAC 和 TAC 随着诱导时间的增加, 表达量
也在增加, 当诱导 24 h时, 表达产量达到最高值。 

2.6  表达蛋白 2TAC 和 TAC 的分离纯化及

SDS-PAGE 鉴定 
通过不同饱和浓度的硫酸铵对表达产物进行盐

析初步纯化 , 浓缩产物进行  MIC 检测 , 目的蛋白
沉淀量与硫酸铵浓度的关系见图 10 所示, 用 55%饱
和度的硫酸铵处理后 ,  浓缩液抗菌活性最强 ,  用 
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图 6  重组表达质粒 pSBPTQ-2TAC测序图谱 

Fig. 6  DNA sequence of pSBPTQ-2TAC 

 
图 7  重组表达质粒 pSBPTQ-TAC测序图谱 

Fig. 7  DNA sequence of pSBPTQ-TAC 
 

55%饱和度的硫酸铵进行盐析可得到最大量的目的
蛋白。因此, 在分离纯化过程中, 先用 55%饱和度的
硫酸铵沉淀目的蛋白, 进行浓缩处理。 

发酵液经 55%饱和度的硫酸铵盐析沉淀后, 在

蒸馏水中透析。透析液经 CM-Sepharose Fast Flow柱
层析, 结果图 12(A,B)中显示出现 4 个蛋白峰, 对各
个峰进行抗菌活性分析后 ,  第Ⅳ峰具有抗菌活性 , 
如图 12(A,B)中箭头所指。目的产物所在的第Ⅳ峰在 
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图 8  表达产物 2TAC和 TAC的 SDS-PAGE分析 
Fig. 8  SDS-PAGE analysis of recombinant protein 

M.标准 DNA 分子标记 ; 1.对照 BS168//pSBPTQ; 2.工程菌
BS168//pSBPTQ-2TAC; 3.工程菌 BS168//pSBPTQ-2TAC 
M.Standard protein marker; 1.BS168//pSBPTQ; 2. BS168// 
pSBPTQ-2TAC; 3. BS168//pSBPTQ-2TAC 

 

图 9  不同诱导时间下表达产物 2TAC 和 TAC 的 SDS- 
PAGE分析 

Fig. 9  SDS-PAGE of 2TAC and TAC at different induced 
times 

M. 标准 DNA 分子标记 ; 1~3.诱导 12, 24, 36 h 的工程菌
BS168/pSBPTQ-TAC; 4~6. 诱导 12,24, 36 h 的工程菌 BS168// 
pSBPTQ-2TAC;                                  
M.Standard protein marker; 1~3. BS168/pSBPTQ-TAC induced after 12, 
24, 36 h; 4~6. BS168//pSBPTQ-2TAC induced after 12,24, 36 h 
 
低浓度 0.1~0.2 mol/L左右的 NaCl被洗脱下来, 冷冻
干燥 , 用无菌水配得 tachyplesinⅠ表达产物溶液  
10 mL。离子交换柱收集的表达产物, 经高效液相色
谱分析浓缩的表达产物 TAC 和 2TAC 的浓度分别为
5.46 mg/L和 10.36 mg/L。纯化后经过 SDS-PAGE分
析结果见图 11, 由电泳结果可见, 重组的 2TAC 和
TAC 表达产物经分离纯化后, 获得均一的蛋白条带, 
分子质量大小和上述鉴定相符。表明重组的 2TAC
和 TAC表达产物获得成功。 

 
图 10  发酵液在不同硫酸铵饱和度盐析下的相对活性 

Fig. 10  The relative activity of fermentation in different 
concentrations of (NH4)2SO4 

 

2.7  对发酵上清液进行了活性鉴定, 抑菌

活性鉴定 
通过对表达产物 TAC 和 2TAC 以及 2TAC 的水

解产物的抑菌圈观察, 诱导表达的目的蛋白溶液对

E.coli K88和 S.aureus 的抑菌试验结果见(图 13)。 
从图 13可以看出, tachyplesinⅠ串联表达产物 2TAC
的抑菌圈明显小于单拷贝表达产物 TAC 的抑菌圈, 
而 2TAC经BrCN水解后的抑菌圈又明显大于单拷贝
表达产物 TAC 的抑菌圈, 这表明 tachyplesinⅠ串联
体 2TAC 经水解后对大肠杆菌 K88 和 S.aureus 都具
有明显的抑菌活性。 

同时表达产物 TAC 和供试菌大肠杆菌 K88, 金
黄色葡萄球菌(S.aureus)共同孵育后, 从透射电镜观
察(图 14)发现, 对照组(图 14-A,C)细胞结构完整, 细 

 
图 11  纯化后 2TAC和 TAC的 SDS-PAGE分析 

Fig. 11  SDS-PAGE analysis of purified TAC and 2TAC 
M.低分子量蛋白质标准品; 1.2TAC; 2.TAC 
M. Standard protein marker; 1.2TAC; 2.TAC 
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图 12  CM-Sepharose Fast Flow阳离子交换层析图 
Fig.12  2TAC and TAC purified by CM-Sepharose 

A.TAC 纯化色谱图; B.串联 2TAC纯化色谱图 
A.TAC purified by CM-Sepharose Fast Flow; B.2TAC purified by CM-Sepharose Fast Flow 

 
图 13  TAC和 2TAC及水解后 2TAC对 E.coli K88和 S.aureus的抑菌圈 

Fig. 13  Inhibition effects of 2TAC, TAC and 2TAC fragmented by BrCN against E.coli K88 and S.aureus 
A. 金黄色葡萄球菌; B. 大肠杆菌 K88 

A. S.aureus; B. E.coli K88 
0. 对照上清; 1. 2TAC(5mg/L); 2. TAC(5mg/L); 3. 未水解的 2TAC(10mg/L); 4. 水解后的 2TAC(10mg/L) 

0. WB800/pSBPTQ supernatant; 1. 5mg/L的 2TAC; 2. 5mg/L TAC; 3. 10mg/L的 2TAC(untreated); 4. 10mg/L的 2TAC(BrCN treated) 
 
胞外观平滑, 细胞壁膜完整, 细胞饱满, 细胞内容物
充实、致密; 处理组(图 14-B,D)可以看出几点变化, 
部分细胞膜出现裂解 , 基本细胞形态保持 , 细胞外
观粗糙 , 部分细胞壁膜裂解 , 处理后金黄色葡萄球
菌有两处明显的细胞膜出孔道现象, 细胞质结构松
弛, 出现少许绒毛; 处理后大肠杆菌 K88 细胞质内
空, 部分细胞器和细胞核区消失。上述透射电镜观察
表明表达产物 TAC具有抗菌活性。 

3  讨论 
本实验通过前期对 tachyplesinⅠ抗菌谱的研  

究 [10], 发现抗菌肽 tachyplesinⅠ对枯草杆菌的抑制
作用 , 明显低于对大肠杆菌的抑制作用 , 因此我们

尝试利用枯草杆菌进行 tachyplesinⅠ的表达。本实验
首次完成了 tachyplesinⅠ在枯草杆菌表达系统的高
效表达, 在此之前进行的抗菌肽 tachyplesinⅠ或类
似抗菌肽的基因表达研究中, 只有通过大肠杆菌和
酵母表达系统表达成功的, 但表达产量都很低。如张
春义[14]用大肠杆菌表达成功, 对黄曲霉孢子具有活
性 ; 张钫等 [15]成功表达出抗菌肽 polyphemusinⅡ , 
并具有抗菌活性。 

本 实 验 首 次 用 枯 草 杆 菌 表 达 系 统 进 行

tachyplesinⅠ串联表达, 利用大肠杆菌-枯草杆菌穿
梭表达载体 pSBPTQ 实现了串联基因 2tac 和单拷贝
基因 tac 在枯草杆菌 BS168 中高效的表达。从表达
产物的生物活性可以看出, 串联表达产物 2TAC 具 
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图 14  产物 TAC处理的透射电镜图及未处理对照 

Fig.14  Transmission electron microscopy of S.aureus and E.coli K88 after treated by TAC 
A.金黄色葡萄球菌对照; B. 金黄色葡萄球菌处理; C. 大肠杆菌 K88对照; D.大肠杆菌 K88处理 

A. S.aureus untreated; B. S.aureus treated; C. E coli K88 untreated; D. E coli K88 treated 
 

有抗菌活性 , 但其抗菌活性低于单拷贝表达产物
TAC, 当串联表达产物 2TAC 用 BrCN 水解后, 水解
液的抗菌活性明显增加, 其最小抑菌浓度和单拷贝
表达产物 TAC相近。同时串联表达蛋白在连接处通
过溴化氢水解后 , 可使表达产量增倍 , 这种方法有
利于提高 tachyplesinⅠ表达产量, 同时降低表达产
物对宿主细胞的毒性, 实现 tachyplesinⅠ的高效表
达。这一研究结果为 tachyplesinⅠ高效表达提供了重
要研究方法, 具有非常重要应用价值。 

本实验采用枯草杆菌表达系统和串联基因表达

方式 , 克服了表达产物对宿主的抑制作用 , 大大提
高了产量 , 取得一定成功 , 但仍有许多地方需要改
进: (1)本实验采用的宿主菌 BS168 是枯草杆菌表达
系统中的最为广泛应用宿主菌 , 有许多优点 , 并在
本实验中表达成功, 但宿主菌 BS168 仍然存在一定
问题, 在 BS168中已发现碱性蛋白酶、中性蛋白酶、
金属蛋白酶、中性蛋白酶 B 和三种丝氨酸蛋白酶等
多胞外蛋白酶 , 当外源蛋白分泌表达后 , 容易被这
些蛋白酶降解, 从而大大降低产率。枯草杆菌的这种
的特性, 可能部分水解抗菌肽, 造成表量低, 在枯草
杆菌 168 宿主菌基础上通过蛋白酶基敲除等手段 , 
已经发展到多种蛋白酶缺陷型的宿主菌, 如 8 种蛋

白酶的缺陷型WB800是剔除 8种蛋白水解酶的工程
菌, 因此可选择更理想的表达系统[16]。另外可以在本

文基础上选择一些真菌表达系统, 如酵母表达系统, 
霉菌表达系统或植物表达系统; (2)鉴于本实验 2 拷
贝的串联基因可以实现正确的表达, 因此可以通过
设计新的串联基因方法, 实现多拷贝的串联基因进
行表达 , 以进一步降低表达产物对宿主抑制 , 同时
水解后成倍提高抗菌肽产量 ; (3)根据抗菌肽
tachyplesinⅠ氨基酸序列特点, 寻求更合理且无毒害
的酶切位点; 设计更为合理的, 用无毒的, 成本低的
酶水解代替 BrCN水解。 
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Abstract: To produce tachyplesinⅠ, an antimicrobial peptide, by a stable and efficient gene engineering approach, 
cDNAs containing single tachyplesin gene sequence (tac) and tandem repeat of tachyplesin gene sequence (2tac) 
were, respectively, developed by annealing two synthesized complementary single-stranded DNAs and constructed 
into pSBPTQ shuttle vector. The vectors containing the target gene sequence were then transformed into Bacillus 
subtilis BS168. The secreted TAC and 2TAC were about 5.46 and 10.36 mg/L in the supernatant, respectively. Pu-
rified supernatant at different induced times was analyzed with SDS-PAGE. Then 2TAC was fragmented by BrCN. 
The antimicrobial activities of TAC, 2TAC and fragmented 2TAC were measured by the size of bacteriostatic circle 
of the fermentation supernatants against Escherichia coli K88. Ultrastructural alterations of E.coli K88 and 
S.aureus were observed under transmission electron microscopy. The results showed that in comparison with TAC, 
2TAC was expressed at a higher level and also indicating strong antimicrobial activity in vitro. The amount of ex-
pression product of 2TAC was higher than TAC. BrCN-fragmented 2TAC showed higher activity than TAC. 

(本文编辑:康亦兼) 


