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[摘要 ] � 采用 PCR法从含有人可溶性 BAFF基因的 pET30a( + )扩增得到人 sBAFF基因,通过 rPCR将抗菌肽

Cecrop in CM 4基因的 2条单核苷酸链进行扩增得到 CM 4基因, 再采用 over�lap PCR法通过 linke r将 hsBAFF与

Cecrop in CM 4融合基因相连接. 经纯化和鉴定后, 定向插入到原核表达载体 pET30a ( + )中, 然后转化 E. co li

BL21( DE3),通过实验确定了表达该融合基因的最佳诱导条件: IPTG终浓度为 1�0 mm o l/L, 诱导时间为 5 h, 温

度为 30� , 其表达量占全菌蛋白的 40% .表达产物经 SDS- PAGE分析,得到相对分子质量约为 22 000的重组蛋

白并且存在超声裂解后的上清中.重组蛋白经W estern b lo t检测,结果显示重组蛋白可被鼠抗人可溶性 BAFF的

抗体识别. 采用分子筛 Sephadex G - 75对重组融合蛋白进行纯化, 并经 SDS - PAGE对其鉴定 .通过对其生物学

功能的检测得知, 纯化后的重组融合蛋白对大肠杆菌 K 12 D31和真菌有明显的抑菌能力.
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Abstrac t: The cDNA o f hum an so lub le B lymphocyte stim ulato r ( hsBAFF ) w as am plified by PCR from pET30a ( + )

and the gene o f an tibac terial peptide CM 4 by rPCR. The fusion gene o f hsBAFF and CM 4 w as am plified by us ing over�

lap PCR. The prokaryotic expression plasm id pET30a ( + ) /hsBAFF - CM 4 w as constructed w ith recomb inant DNA

techniques after pur ify ing and iden tify ing the DNA fragm ent. Then the plasm id pET30a( + ) /hsBAFF- CM 4 w as trans�

form ed in to BL21( DE3) cells and the expression w as optim ized w ith proper induc ing cond itions of 1� 0mm o l/L IPTG, 5

h and 30� induc tion. The expression leve l o f the target fusion pro te in reached 40 % of the to tal bac terial pro tein. The

resu lts o f SDS- PAGE indicated tha tm o lecularw e ight of the expressed prote in was abou t 22 000 and the expressed pro�

te in m a inly ex isted in the supe rnatan t after sonication. W estern b lo t ana lysis proved tha t the recom b inant pro tein has

good reactive ability aga instm ouse anti�hum an so lub le BAFF IgG. The expression product w as purified by Sephadex G-

75. The pur ified recom bina tion prote in displayed antim icrob ial activ ity obviously.
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� � 昆虫虽然没有完整的防御系统来保护自己,但却能抵抗细菌和真菌的感染. 大量研究发现, 在昆虫、动

物的组织中存在各种抗菌肽,它可作为防御系统抵抗细菌和真菌的感染,对机体起到重要的保护作用
[ 1 ]

.

抗菌肽可作用于细菌和真菌的膜系统,而不对自身的膜系统造成破坏作用. 几十年前, 科研工作者已经从

动物体内得到多种抗菌肽,有 15~ 45个氨基酸且带正电荷.主要通过其疏水表面来发挥作用
[ 2]

.

中国家蚕抗菌肽 Cecropin CM 4是张双全
[ 3]
等首先从家蚕中提取出来的,是一种阳离子的小肽,有 35
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个氨基酸, 具有一定的抗菌活性. Cecrop in CM 4是两亲性的, N末端带有正电荷, C末端带有疏水结构,

Cecrop in CM 4通过作用于细胞膜来杀伤细菌、真菌和肿瘤细胞的,而对其自身的细胞没有杀伤作用
[ 4]

,几

类抗菌肽已成功应用于临床
[ 5]

.

人 B淋巴细胞刺激因子 ( hBAFF)是一种细胞因子,它属于 TNF超家族,与人体免疫密切相关; 它是 II

型跨膜蛋白,能刺激 B淋巴细胞的分化与增殖,并诱导其分泌免疫球蛋白,来提高免疫低下或缺乏病人的

自身免疫能力. B淋巴细胞刺激因子 ( B lym phocy te stim ulator, B lys) ,又称 TALL- 1 ( TNF�and ApoL�related

leukocyte expressed ligand 1)、BAFF ( B cell act ivating factor be long ing to the TNF fam ily)、THAN K ( TNF

hom o logue that activates apoptosis、NF2�B and JN K ),属于肿瘤坏死因子 ( TNF)家族,是 Shu等
[ 6]
于 1999年

首先发现并克隆的一种新细胞因子.

随着抗菌素的广泛应用, 细菌的耐药性越来越强. 抗菌素药物在临床上的应用受到了限制. 但

Cecrop in CM 4不仅能够耐酸、耐碱、耐热,并且具有不产生耐药性的特点,因此成为临床的候选药物.但是,

从家蚕中提取天然 C ecrop in CM 4的量少,成本昂贵,因而不能满足需求. 若能在原核生物中表达出具有生

物学活性的 hsBAFF和 C ecrop in CM 4的融合蛋白,以 B细胞淋巴瘤过表达的 BAFF受体作为靶点用来治

疗 B细胞淋巴瘤,将会有重大的实际意义.本研究采用 PCR及 over�lap PCR等方法,运用酶切和连接等重

组手段,将 hsBAFF和 C ecrop in CM 4的融合基因定向插入原核表达载体 pET30a ( + ), 构建成 pET30a

( + ) /hsBAFF- CM 4融合表达载体,并采用已广泛用来生产重组蛋白的大肠杆菌来获得融合蛋白,不仅可

用于杀伤细菌、真菌, 还可能成为治疗 B细胞淋巴瘤的候选药物.本文描述了重组抗菌肽的克隆、表达及

其生物活性的初步鉴定.

1� 材料和方法

1�1� 材料
1�1. 1� 菌株和质粒

� � 大肠杆菌 BL21 ( DE3)用作表达菌株;大肠杆菌 DH 5�用作亚克隆和质粒复制菌株;大肠杆菌 K12D31

和 2种真菌 (A. niger, P. chrysogenum )用作抑菌活性的检测菌株. pET30a( + )菌株由本实验室保存. 含有

人的可溶性 BAFF的 pET30a( + )质粒由本实验室构建,中国家蚕抗菌肽 CM 4的 2条单核苷酸链由 B IO�
TECH公司合成. PCR引物按照已报道的人的可溶性 BAFF、抗菌肽 CM 4基因及 hsBAFF和 CM 4之间的

linker进行设计.

1�1�2� 主要试剂
所有的 DNA限制性内切酶、T4 DNA连接酶、Ex Taq聚合酶、质粒提取试剂盒、PCR产物纯化试剂盒、

核酸相对分子质量标准都购于 T aK aRa公司.琼脂糖为 Spanish公司产品;卡那霉素和 IPTG为 S igm a公司

产品;酵母浸出粉、胰蛋白胨为 Oxo id公司产品; PVDF转移膜为 G lem an公司产品;鼠抗人 hsBAFF的抗体

由本实验室制备;辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG的抗体购于博士德生物工程有限公司.

1�2� 方法
1�2�1� 构建人可溶性 BAFF和抗菌肽 CM 4的融合基因

� � 利用两个引物从含有人可溶性 BAFF基因 (基因序列号: AF116456)的 pET30a( + )对其进行 PCR扩

增,并添加相应的酶切位点和 linker, 引物为: BAFF- F1: 5�- AGGCATATGATGGCCGTTCAGGGTC - 3�和
BAFF- B1: 5�- CATCTACGACC TTCAATCAGCAGTT- 3�.抗菌肽 CM 4基因由 B IOTECH公司合成的 2条

单核苷酸链进行扩增, 然后再通过 PCR来添加相应的酶切位点和 linker, 引物分别为: CM 4 - F1: 5��

AACTGCTGATTGAAGGT AGATGGAAGA - 3�和 CM 4- B1: 5�- GCCGGAATTCCTAAATAGTAGCA GCTTC -

3� (带下划线的核苷酸分别为 Nd eI和 EcoR I的识别位点,斜体字代表人可溶性 BAFF和抗菌肽 CM 4之间

的 linker) .利用 Ex Taq聚合酶在 95� 变性 1m in, 52� 复性 45 s, 72� 延伸 1m in,进行 25个循环,得到的

PCR产物即为人可溶性 BAFF. 抗菌肽 CM 4基因的 PCR反应条件与人可溶性 BAFF的 PCR反应条件

相同.

为了获得人可溶性 BAFF和抗菌肽 CM 4的融合基因,将 PCR得到的人可溶性 BAFF和抗菌肽 CM 4基

因作为摸板,利用 over�lap PCR法将 1�L的 BAFF- F1和 CM 4- B1引物,在 Ex Taq聚合酶的作用下进行
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扩增, 95� 变性 1 m in, 54� 复性 45 s, 72� 延伸 1 m in, 进行 25个循环而得到.

1�2�2� 原核表达重组质粒的构建和目的蛋白的表达纯化
融合基因经过N deI和 E coR I消化后, 切胶纯化片断,以 T4 DNA连接酶连接到经同样酶切的 pET30a

( + )质粒上, 连接产物转化至感受态的 DH 5�中, 利用酶切鉴定构建质粒, 构建的质粒命名为: pET30a

( + ) /hsBAFF- CM 4. 构建的质粒转化到大肠杆菌 BL21( DE3)中,然后在 100 mL含 50�g /mL的卡那霉素

LB培养基 ( 1%的蛋白胨, 0�5%的酵母抽提粉, 85 mm o l/L的氯化钠 )中 30� 培养过夜, 直到 A 值达到

0�6,然后在培养基中加 IPTG至终浓度为 1�0mm o l/L,诱导 5 h.诱导后的大肠杆菌在 4� , 12 000 r /m in离

心 15m in,重悬于 10mL 50mm ol /L的 Tris�HC l ( pH 8�0)缓冲液中.超声破碎后, 在 4� , 12 000 r/m in离心

15 m in, 溶解在 8mL 50mm o l/L Tris�H C l ( pH 8�0)缓冲液中.然后经分子筛 Sephadex G- 75分离融合蛋白,

纯化后的蛋白溶液用 Centricon30进行浓缩,最后经 0�22 �m的滤膜过滤, 得到的蛋白溶液经 SDS- PAGE

电泳进行鉴定.

1�2�3� SDS- PAGE和W estern b lo tting分析

按照 Laemm li的方法在 13%的 SDS- PAGE上进行电泳. 纯化的融合蛋白和 2倍浓度的上样缓冲液

( 125mm ol /L T ris�H C,l pH 6�8, 20%甘油, 4% SDS, 0�005%溴芬蓝和 10%的 �-巯基乙醇 )等量混合,上样

电泳, 电泳后用考马斯亮蓝 R - 250染色. 进行W estern b lo tting时,融合蛋白在还原的条件下,在 13%的

SDS- PAGE上进行电泳,然后转到 PVDF膜上, 用 TBS( 50 mm o l/L Tris�H C ,l 150mm o l/L NaC ,l pH 8�0)冲

洗膜 20 m in,非专一性结合的蛋白用 5% MTBS ( sk im m ilk in TBS, pH 7�4)来屏蔽.再用 TBST(含 0�05%

Tw een 20的 TBS)洗 3次,每次 15m in;然后加入按照 1�10 000用 TBST稀释过的鼠抗人 hsBAFF抚育 3 h,

再用 TBST洗 3次,每次 10m in;再加入按照 1�30 000用 TBST稀释过的带有辣根过氧化物酶的羊抗鼠的

IgG,然后用 TBST洗 3次, 每次 5 m in;最后加入 3, 3�, 5, 5�, - tetram ethy l benzid ine ( TMB ) 避光显色.

1�2�4� 抗菌活性检测
hsBAFF- CM 4的融合蛋白按照如下方法进行活性检测.在含有大肠杆菌 K12D31的培养基上打孔,大

约 4 mm,一系列梯度的融合蛋白 (蛋白浓度为: 15 �g /mL)加到孔中, 培养基在烘箱中过夜培养 ( 12~ 14

h) ,然后测定抑菌圈直径的大小.

在 96孔板中加入 20�L的重组蛋白和 100�L或者 80 �L对数生长期的细菌或真菌混合液体,蛋白的

终浓度为 5、10、20、30、40 �m o l/L,分别在 37� 或 28� 的烘箱中培养 14 h或 48 h后, 在 600 nm处测吸光

值,然后取低吸光值处对应蛋白浓度的蛋白在固体培养基 (含有对数期的细菌 )和马铃薯培养基 (含有真

菌 )上涂板, 14 h和 28 h后,无细菌或真菌生长对应的蛋白浓度定义为最小抑制浓度.

2� 结果和分析

2�1� 融合基因的克隆
� � 分别以 pET30a( + )和 2条单核苷酸链为模版,

BAFF- F1、BAFF - B1和 CM 4- F1、CM 4- B1为引

物,扩增的 hsBAFF和抗菌肽 CM 4的基因片段大约

是 490 bp和 110 bp; 再以扩增的 hsBAFF和抗菌肽

CM 4基因为模板, BAFF- F1和 CM 4 - B1为引物,

扩增的融合 hsBAFF - CM 4的基因片段大约是 600

bp(如图 1) .

2�2� 原核表达重组质粒的构建和重组子的鉴定
融合基因片段与 pET30a( + )连接,构建重组质

粒 pET30a( + ) /hsBAFF - CM 4(如图 2) ,通过质粒

大小及酶切分析对其进行鉴定.用 NdeI和 E coR I双

酶切 pET30a( + ) /hsBAFF - CM 4,经琼脂糖电泳分

析得到约为 5 400 bp的线性片段和 600 bp的插入片
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2�4� 融合蛋白活性检测
融合蛋白对大肠杆菌 K 12D 31的抑菌能力, 用培养基上出

现的抑菌圈的直径来进行初步检测, 以去离子水作阴性对

照.一系列纯化的融合蛋白先用 PBS( pH 7�2)缓冲液透析 3

次,每次 2 h,经透析过夜后加到含有 K 12D31培养基的孔中,

在 37� 的培养箱中过夜 ( 12~ 14 h)培养, 最后测定抑菌圈

直径的大小.抑菌结果显示: 2 �L融合蛋白 (浓度为: 15 �g /

mL)形成的抑菌圈大约为 9~ 10 mm; 5 �L融合蛋白 (浓度

为: 15 �g /mL)形成抑菌圈大约为 14~ 15mm. (如图 7) .

重组蛋白对细菌和真菌的最小抑制浓度如表 1.该重组

蛋白对微生物有较强的抑制作用.

表 1� 重组蛋白对微生物的最小抑制浓度

Table 1� Antim icrobia l activ ity o f recom binant protein

M icroorgan ism M IC /�m ol /L

E. coli. K
12

D
31 6

A spergil lus n iger 10

Pen icillium chrysogenum 30

3� 讨论

抗菌肽是昆虫免疫系统血淋巴中的一类抗菌多肽, 可以抑杀某些真菌、病毒及病原虫, 并对多种癌细

胞及动物实体瘤有明显的杀伤作用, 但对正常细胞不起作用, 抗菌肽有望成为新一代抗菌、抗病毒和抗癌

的药物.但天然抗菌肽的来源少、成本高, 无法满足临床应用. 通过重组 DNA技术来表达有活性的抗菌肽,

与人工合成的抗菌肽相比,有相当诱人的前景.抗菌肽是一种小肽,因而不宜单独克隆表达抗菌肽,通常以

融合的形式进行克隆表达,大多数的抗菌肽通常与载体上携带的蛋白相融合表达,针对载体本身携带的蛋

白难以切割,以及融合蛋白可以与 B细胞淋巴瘤发病中过表达 BAFF受体结合的特点,我们首次报道了把

人可溶性 B淋巴细胞刺激因子和抗菌肽 CM 4进行融合表达. 研究结果显示, 融合蛋白具有一定的抑菌能

力,对 hsBAFF抗体也有特异性结合能力.对 B细胞淋巴瘤的作用还有待于进一步的研究.

通过构建了 pET30a( + ) /hsBAFF- CM 4融合表达质粒, 重组的 hsBAFF- CM 4融合基因在 T7启动子

的作用下表达水平较高,可达总菌体蛋白的 40%. 通过分子筛 Sephadex G- 75将目的蛋白初步进行分离

后,将易于进一步纯化,为研制治疗 B细胞淋巴瘤的特效药物奠定了良好基础.
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