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　　摘要：从巴什拜羊外周血多形核粒细胞（ＰＭＮ）中提取总ＲＮＡ，经 ＲＴ－ＰＣＲ扩增出巴什拜羊 ＢＰＩ基因片段，将其
克隆至ｐＰＩＣ９Ｋ载体中，构建真核表达质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ，经 ＰＣＲ、酶切及测序鉴定正确后，电转化至毕赤酵母 ＧＳ１１５
中并用甲醇诱导表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定重组 ＢＰＩ蛋白的表达，通过微量肉汤稀释法检测重组 ＢＰＩ蛋白的抑菌活性。
结果表明：ＲＴ－ＰＣＲ扩增获得５９７ｂｐ巴什拜羊ＢＰＩ基因；经ＰＣＲ、酶切及测序鉴定证实成功构建ＢＰＩ基因的真核表达载
体，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测结果表明，重组ＢＰＩ蛋白成功表达，通过抑菌试验表明表达的重组ＢＰＩ蛋白具有明显抑菌活性。
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　　我国是养羊大国，新疆维吾尔自治区是我国主要的绵羊
生产基地，巴什拜羊是新疆乃至国内外不可多见的绵羊地方

优良品种，具有特殊的生物学特性［１］，原产自新疆维吾尔自

治区裕民县。该羊具有生长发育速度快、生产性能高、抗病力

强等特征，其羔羊成活率达９５％以上，是发展我国重要的羊
品种资源［２］。杀菌性／通透性增加蛋白（ＢＰＩ）主要存在于人、
哺乳动物的多形核粒细胞（ＰＭＮ）嗜天青颗粒中，是 ＰＭＮ的
主要抗菌成分［３－５］，具有杀菌、中和内毒素以及促进补体活化

增强调理功能的作用。Ｖａｎｄｅｒ等发现，ＢＰＩ蛋白可以诱导血
管内皮细胞的凋亡，抑制血管生成，在体外血管生成试验中，

在１．８μｍｏｌ／Ｌ浓度下作用２４ｈ后ＢＰＩ蛋白能够抑制８１％的
血管生成，这一发现使 ＢＰＩ蛋白有望用于治疗癌症或与血管
形成有关的疾病［６］。ＢＰＩ蛋白在抗真菌感染［７］、抗弓形虫感

染［８］等领域也有非常重要的意义。２００５年，美国食品药品管
理局批准ｒＢＰＩ２１／ｒＢＰＩ２３进行Ⅱ ～Ⅲ期临床试验，该临床试
验主要研究儿童急性脑膜炎菌血症、出血、腹腔感染、肝切除

以及胆囊纤维化导致的严重感染，还有其他革兰氏阴性菌、内

毒素进入血液循环而造成的致病、致死等症状 ［９］。Ｌｅｖｙ证实
了ｒＢＰＩ２１不仅可以降低病死率，显著降低血液 ＩＬ－６的水
平，还可以减少感染性并发症和成人呼吸窘迫综合征的发生

率［１０］。周红等从猪ＰＭＮ中提取了猪源 ＢＰＩ蛋白，发现猪源
性ＢＰＩ蛋白具有中和内毒素、杀灭革兰氏阴性菌的作用［１１］。

朱瞡研究 ＢＰＩ基因对猪抗 Ｆ１８大肠杆菌感染的功能及机
理［１２］。２００４年，Ａｌｅｘａｎｄｅｒ等用腺病毒介导的 ＢＰＩ转基因小
鼠模型进行体内外试验，均显示腺病毒为载体的重组 ＢＰＩ介
导的基因转化可以进行细胞外分泌，且分泌的 ＢＰＩ蛋白可以

中和脂多糖ＬＰＳ，并且减少致炎细胞因子 ＴＮＦ－α和巨噬细
胞炎症蛋白－２（ＭＩＰ－２）的产生［１３］。但有关羊 ＢＰＩ基因的
功能还未见报道。本试验从巴什拜羊外周血中提取多形核粒

细胞ＰＭＮ总ＲＮＡ，经 ＲＴ－ＰＣＲ获得 ＢＰＩ目的基因片段，构
建巴什拜羊ＢＰＩ真核表达载体，并对其表达产物进行生物活
性检测，旨在为进一步深入研究巴什拜羊重组 ＢＰＩ蛋白的生
物学功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验动物、菌株与载体
　　本试验所用的５只巴什拜羊由石河子大学动物科技学院
试验站提供。巴斯德毕赤酵母 ＧＳ１１５菌株及表达载体
ｐＰＩＣ９Ｋ为新疆农垦科学院兽医研究所薄新文研究员馈赠，
ＤＨ５ɑ菌株由石河子大学动物科技学院生化实验室保存。抑
菌试验所用的大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＡＴＣＣ２５９２２、沙门氏
菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ．）ＡＴＣＣ１４０２８、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕ）ＡＴＣＣ２５９２３均为石河子大学动物科技学院中兽
医实验室馈赠。

１．２　主要试剂
　　反转录试剂盒，限制性内切酶 ＳｎａＢⅠ、ＮｏｔⅠ、ＳａｃⅠ和
Ｔａｑ聚合酶均购自 ＴａＫａＲａ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自天根生
化科技有限公司；蛋白ｍａｒｋｅｒ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；酵母基因
组ＤＮＡ快速提取试剂盒、质粒小量提取制备试剂盒、琼脂糖
凝胶ＤＮＡ回收试剂盒、ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２５０１、ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ
２５０３购自上海捷瑞生物工程有限公司；Ｄ－山梨醇、酵母氮碱
（ＹＮＢ）、Ｇ４１８、生物素均购自北京索莱宝科技有限公司；普通
肉汤培养基中的蛋白胨、酵母提取物购自上海坤肯生物化工

有限公司；中性粒细胞分离液购自天津市灏洋生物制品科技

有限责任公司。

１．３　目的片段的扩增及重组表达质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ的构建
　　巴什拜羊ＢＰＩ基因ｃＤＮＡ全长序列由笔者所在实验室通
过 ｃＤＮＡ末端快速扩增技术（ＲＡＣＥ）获得，登录号为
ＫＦ５２３３４４。根据该基因的ＯＲＦ设计活性段表达引物，上游引
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物为５′－ＴＡＣＧＴＡＡＴＧＡＣＣＡＡＣＣＣＡＧＧＣＡＴＣＧＴＧ－３′，下游
引物为 ５′－ＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＴＡＧＴＴＴＧＧＴＴＧＴＣＡＣＴＧＧＣＡＧ－３′。
通过颈静脉采集巴什拜羊血液，用肝素抗凝，按照中性粒细胞

分离液说明书方法分离外周血中性粒细胞。用Ｔｒｉｚｏｌ法抽提
巴什拜羊中性粒细胞总 ＲＮＡ。提取的总 ＲＮＡ用无菌 ＤＥＰＣ
水溶解，用琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的完整性。以提取的
ＰＭＮ总ＲＮＡ为模板，反转录合成 ｃＤＮＡ，再以 ｃＤＮＡ模板进
行ＰＣＲ扩增。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，５４℃ ３０ｓ，
７２℃ ６０ｓ，３２个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ，４℃ 保存。用

ＮｏｔⅠ、ＳｎａＢⅠ分别对巴什拜羊 ＢＰＩ基因及 ｐＰＩＣ９Ｋ表达载体
进行双酶切，用Ｔ４ＤＮＡ连接酶在１６℃连接过夜，将１０μＬ
连接产物转化于 １００μＬ感受态细胞 ＤＨ５α，涂布于含有
１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的ＬＢ琼脂板上，于３７℃恒温箱中静止
过夜培养。挑取单个菌落，接种于５ｍＬ含有 １００ｍｇ／Ｌ氨苄
青霉素的ＬＢ液体培养基中，３７℃ ２２０ｒ／ｍｉｎ振荡过夜培养。
取２～３ｍＬ菌液，提取质粒，进行双酶切、ＰＣＲ鉴定，同时将
１ｍＬ菌液和５μＬ质粒送往北京六合华大基因科技股份有限
公司测序，将测序结果正确的重组质粒命名为ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ。
１．４　重组表达质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ的转化与鉴定
　　按 Ｒｉｆｆａｕｌｔ等的方法［１４］制备感受态酵母菌 ＧＳ１１５，取
８０μＬ感受态 ＧＳ１１５与 ２０μＬ线性化的重组表达质粒
ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ混合，电击转化后涂布于ＭＤ平板上，２８℃孵育
３ｄ，每天观察菌落的生长情况。挑取单菌落，用酵母基因组
ＤＮＡ快速提取试剂盒提取酵母基因组 ＤＮＡ，以其为模板，分
别用表达引物和用酵母载体上的通用引物（α－Ｆａｃｔｏｒ：５′－
ＴＡＣＴＡＴＴＧＣＣＡＧＣＡＴＴＧＣＴＧＣ－３′、３′ＡＯＸ１：５′－ＧＣＡＡＡＴＧ
ＧＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＴＣＣ－３′）进行基因型、表型鉴定。ＰＣＲ产物
通过琼脂糖凝胶电泳分析，根据扩增片段的大小判断酵母染

色体中是否有目的基因片段插入。基因型鉴定中 ＰＣＲ的反
应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃４０ｓ，６３℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，３２个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。若能够扩增出１条目的条
带，再进行表型鉴定，表型鉴定的反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；
９４℃４０ｓ，５４℃ ３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，３２个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，４℃ 保存。在表型鉴定中，若能扩增出２条带，一条
是含有目的基因片段的扩增条带，另一条是野生型 ＡＯＸ１基
因的扩增带，约为 ２．２ｋｂ，则为阳性转化子即 Ｍｕｔ＋（甲醇利
用野生型）表型特征。

１．５　重组菌株 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ的表达与 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
分析

　　将ＰＣＲ鉴定正确的重组酵母菌 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ接
种于５０ｍＬＹＰＤ培养基中，于 ２８℃培养至 Ｄ值为 ４时，

６０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，收集菌体。将富集的菌体转接于
２５０ｍＬＢＭＭＹ培养基中继续培养。每隔２４ｈ加入终浓度为
０．５％的甲醇诱导表达。同时按０、２４、４８、７２、９６、１０８ｈ分别
取１ｍＬ菌液样品，离心收集上清、菌体，并将上清、菌体分别
进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定。
１．６　抑菌试验检测表达产物的活性
１．６．１　不同浓度的重组 ＢＰＩ蛋白对大肠杆菌、沙门氏菌、金
黄色葡萄球菌的抑制作用　在配好的普通肉汤培养基中加入
重组ＢＰＩ蛋白，使其终浓度分别为５、１０、２０、４０、８０μｇ／ｍＬ，将
大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌稀释至浓度为

０．０１亿ＣＦＵ／ｍＬ，取３０μＬ接种于含有各种浓度重组蛋白的
肉汤培养基中。另外在不含重组ＢＰＩ蛋白的肉汤培养基中分
别加入３０μＬ大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌作为阳性
对照，不含细菌也不含有重组蛋白的普通肉汤培养基设为阴

性对照。在９６孔板中以微量稀释法测定重组 ＢＰＩ蛋白的抑
菌活性，３７℃培养１２ｈ后使用酶标仪在６００ｎｍ波长下进行
观察并记录其Ｄ值［１５］。重复３次，取平均值（下同）。
１．６．２　３个不同浓度重组 ＢＰＩ蛋白对大肠杆菌的抑制作用
　在普通肉汤培养基中加入重组ＢＰＩ蛋白，使其终浓度为２０、
４０、８０μｇ／ｍＬ，将３０μＬ大肠杆菌加入其中。阴性对照与阳性
对照设置同上。３７℃下分别培养１、２、３、４、５ｈ，设置酶标仪在
６００ｎｍ波长下，对９６孔板进行扫描，测定Ｄ值，保存数据。
１．７　数据处理
　　数据以“平均值±标准差”表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０软件对
所测数据进行Ｔｗｏ－ｗａｙＡＮＯＶＡ方差分析，比较重组 ＢＰＩ蛋
白的抑菌效果。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ的完整性与纯度
　　从巴什拜羊ＰＭＮ中提取的总ＲＮＡ进行琼脂糖凝胶电泳
检测，可见明显的２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ条带（图１），说明提取总 ＲＮＡ
基本没有降解，具有较好的完整性。对其进行紫外分光光度

分析得出 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的值 ＞１．８，表明 ＲＮＡ具有较高的纯
度，符合反转录要求。

２．２　重组表达质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ的ＰＣＲ与双酶切鉴定
　　重组表达型质粒 ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ经 Ｎｏｔ、ＳｎａＢⅠ双酶切和
ＰＣＲ鉴定，均得到了大小为５９７ｂｐ的条带，与预期片段大小
相符合（图２、图３）。测序结果正确，表明目的片段已正确插
入到真核表达载体中。

２．３　重组菌株ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ的ＰＣＲ鉴定
　　挑取ＹＰＤ－Ｇ４１８平板上的单个菌落，以重组菌株的
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ＤＮＡ为模板，分别进行基因型、表型鉴定。在基因型鉴定中
可见阳性转化子条带大小为５９７ｂｐ，与预期条带大小相符合
（图４）。在表型鉴定中，用酵母通用引物进行 ＰＣＲ扩增鉴
定，可见阳性转化子能扩增出２条带，一条是含有目的基因片
段的扩增条带，约５９７ｂｐ，另一条是野生型ＡＯＸ１基因的扩增
带，约２．２ｋｂ，为Ｍｕｔ＋（甲醇利用野生型）表型 ＰＣＲ鉴定特
征（图５）。

２．４　重组菌株 ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ表达产物的 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分析
　　将重组菌株ＧＳ１１５／ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ经甲醇诱导表达后，分
别收集上清、菌体，上清经过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，在约４３ｋｕ处
出现条带，与预期目的蛋白分子量相符，在空载质粒对照组和

０ｈ表达载体未见有条带，表明 ＢＰＩ蛋白成功表达（图６），收
集的菌体没有表达出目的蛋白。

２．５　抑菌试验检测重组ＢＰＩ的蛋白活性
　　表１表明，各试验组细菌的阳性对照组（肉汤培养基中

表１　不同浓度重组ＢＰＩ蛋白对大肠杆菌、
沙门氏菌、金黄色葡萄球菌的抑制作用

浓度

（μｇ／ｍＬ）
Ｄ值

大肠杆菌 沙门氏菌 金黄色葡萄球菌

阳性对照 １．０５±０．１ １．０８±０．０８ １．０３±０．０８
５ ０．９４±０．０５ ０．９６±０．０２ １．０４±０．０６
１０ ０．８７±０．０８ ０．８８±０．０８ １．０６±０．１１
２０ ０．６８±０．０３ａ ０．６７±０．０４ａ １．０５±０．１１ｂ
４０ ０．４２±０．０４ａＡ ０．４７±０．０７ａＡ １．０６±０．０５ｂＢ
８０ ０．１２±０．０１ａＡ ０．１３±０．０１ａＡ １．０６±０．０５ｂＢ

阴性对照 ０．１０±０．００２ ０．１０±０．００２ ０．１０±０．００３

　　注：同行数据后不同小写字母表示差异显著，不同大写字母表示
差异极显著（Ｐ＜０．０１），不标字母表示差异不显著。

分别加入大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌）Ｄ值基本一
致，阴性对照组（肉汤培养基）的Ｄ值也基本一致。当蛋白浓
度为５、１０μｇ／ｍＬ时，大肠杆菌组、沙门氏菌组与金黄色葡萄
球菌组的 Ｄ值差异不显著。当蛋白浓度为２０μｇ／ｍＬ时，大
肠杆菌组、沙门氏菌组的 Ｄ值显著低于金黄色葡萄球菌组。
当蛋白浓度为４０、８０μｇ／ｍＬ时，大肠杆菌、沙门氏菌组的 Ｄ
值极显著低于金黄色葡萄球菌组。由此可见，重组 ＢＰＩ蛋白
的浓度在２０μｇ／ｍＬ以上可以抑制大肠杆菌、沙门氏菌的生
长，对金黄色葡萄球菌没有抑制作用。

　　表２中，０ｈ各组Ｄ值基本一致；培养３ｈ，重组ＢＰＩ蛋白
组浓度为２０、４０、８０μｇ／ｍＬ时以及阴性对照组均显著低于阳
性对照组；培养４、５ｈ，重组 ＢＰＩ蛋白组浓度为４０、８０μｇ／ｍＬ
以及阴性对照组均极显著低于阳性对照组，说明 ２０、４０、
８０μｇ／ｍＬ重组ＢＰＩ蛋白能显著抑制大肠杆菌生长。

表２　３种不同浓度的重组ＢＰＩ蛋白对大肠杆菌的抑制作用

浓度

（μｇ／ｍＬ）
Ｄ值

０ｈ １ｈ ２ｈ ３ｈ ４ｈ ５ｈ
阳性对照 ０．１０７±０．０１０ ０．１９０±０．０３０ ０．３３６±０．０５０ ０．５２３±０．０６０ａ ０．７７０±０．０４０ａＡ ０．８５５±０．０４０ａＡ
２０ ０．１１１±０．００２ ０．１４７±０．０３０ ０．２３０±０．０２０ ０．３１２±０．０３０ｂ ０．４８２±０．０３０ｂＡＢ ０．５２２±０．０２０ｂＡＢ
４０ １．１０８±０．０１０ ０．１２４±０．０１０ ０．１９０±０．０２０ ０．２３１±０．０３０ｂ ０．３１１±０．０２０ｃＢ ０．３６７±０．０２０ｃＢ
８０ ０．１１２±０．００１ ０．１１１±０．００１ ０．１１９±０．００２ ０．１２０±０．００１ｂ ０．１２３±０．００５ｃＢ ０．１２９±０．００４ｃＢ

阴性对照 ０．１０７±０．００７ ０．１０７±０．００８ ０．１１０±０．００３ ０．１１０±０．０２０ｂ ０．１１１±０．００１ｃＢ ０．１０３±０．００７ｃＢ

　　注：同类数据后不同小写字母表示差异显著，不同小写字母表示差异极显著，不标字母表示差异不显著。

３　结论与讨论

　　本试验选用 ｐＰＩＣ９Ｋ表达载体，并在巴斯德毕赤酵母表

达系统进行表达。ｐＰＩＣ９Ｋ载体可以快速筛选高拷贝整合转
化子，并且具有来自转座子Ｔｎ９０３的卡那霉素耐药基因，能够
根据基因剂量效应，对 Ｇ４１８的抗性水平快速筛选出高拷贝
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的转化子，高拷贝整合的转化子能够提高外源基因的表达

量［１６］。本试验中，笔者充分利用该载体的特性，先进行高拷

贝整合的转化子筛选，然后再进行表达，结果发现重组蛋白表

达量高达２８ｍｇ／ｍＬ。巴斯德毕赤酵母作为真核表达系统，具
有严格调控外源蛋白的表达、加工修饰表达产物、表达量高、

营养要求低等优点。此外，巴斯德毕赤酵母中表达产物可分

泌至胞外，有利于表达产物的分离纯化［１７］。本试验选用

ｐＰＩＣ９Ｋ表达载体，构建 ｐＰＩＣ９Ｋ－ＢＰＩ表达质粒，并在巴斯德
毕赤酵母表达系统进行表达，结果表明，用此技术表达重组蛋

白高效、稳定、表达产物易于纯化。天然ＢＰＩ蛋白由４５６个氨
基酸残基组成的碱性蛋白，含 Ｎ端、Ｃ端、中间连接单位３部
分组成，经蛋白酶水解后可裂解为 Ｎ端片段、Ｃ端片段，Ｎ端
功能片段具有天然 ＢＰＩ的完整杀菌、中和细菌脂多糖（ＬＰＳ）
等活性［１８］。目前有２种ＢＰＩ蛋白获取方法，但使用柱层析法
获得的 ＢＰＩ蛋白工作量大，获取量低，成本高。而Ｇａｚｚｎｏ－
Ｓａｎｔｏｒｏ等用逆转录ＰＣＲ的方法获得分子量为２３ｋｕ的重组蛋
白ｒＢＰＩ２３，由于具有较高的活性，且容易获取，广泛应用于临
床试验，将人的 ＢＰＩＮ－末端的 ｃＤＮＡ扩增转入细胞载体后
通过田仓鼠卵细胞中表达重组蛋白［１９］。由于目前国内外采

用基因工程方法在猪、鼠、兔和牛上都获得了重组 ＢＰＩ蛋白。
在此之前，笔者所在实验室通过 ＲＡＣＥ技术获得了巴什拜羊
ＢＰＩ基因全长 ｃＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＫＦ５２３３４４），本
试验根据此序列设计特异性引物进行ＰＣＲ扩增，克隆出巴什
拜羊ＢＰＩＮ－端序列，并在巴斯德毕赤酵母中成功表达出４３
ｋｕ的含有１９９个氨基酸的重组ＢＰＩ蛋白，经过抑菌试验检测
该重组蛋白具有明显的抑菌活性，为研究绵羊 ＢＰＩ蛋白的其
他生物学功能奠定基础。ＰＭＮ细胞内诸多抗菌成分中，ＢＰＩ
是唯一能够直接对革兰氏阴性菌发挥杀菌作用和中和内毒素

作用的抗菌物质，被誉为“超级抗生素”［２０］。本试验中巴什

拜羊重组ＢＰＩ蛋白对Ｇ－菌均具有杀菌活性，但对 Ｇ＋无明显
效果。研究发现，ＢＰＩ的Ｎ端、Ｃ端均含有１个非极性的脂质
结合口袋，该非极性口袋为ＢＰＩ与ＬＰＳ相互作用的位点。ＢＰＩ
分子Ｎ端的碱性氨基酸残基比酸性氨基酸残基多１６个，而Ｃ
端的碱性氨基酸残基比酸性氨基酸残基少２个。ＢＰＩ蛋白分
子Ｎ端和 Ｃ端电荷的不对称分布促使的带正电荷的 Ｎ端更
加能够促进ＢＰＩ分子与Ｇ－菌细胞壁上带负电荷的ＬＰＳ之间
的结合而起杀菌作用［２１］。

参考文献：

［１］决肯·阿尼瓦什．巴什拜羊生物学特性及其遗传多样性研究
［Ｄ］．南京：南京农业大学，２０１０．

［２］决肯·阿尼瓦尔，韩业东，李齐发，等．巴什拜羊微卫星标记多态
性及其与生长指标关联性分析［Ｊ］．中国农业科学，２０１０，４３
（１６）：３４２５－３４３２．

［３］ＤｏｍｉｎｇｕｅｓＭＭ，ＣａｓｔａｎｈｏＭＡ，ＳａｎｔｏｓＮＣ．ｒＢＰＩ（２１）ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎａｎｄｅｘｅｒｔｓｉｔｓａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｆｆｅｃｔｓｂｙ
（Ｈｅｍｉ）ｆｕｓｉｏｎｏｆＰＧ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｅｍｂｒａｎｅｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２００９，４
（１２）：ｅ８３８５．

［４］ＥｌｓｂａｃｈＰ，ＷｅｉｓｓＪ．Ｒｏｌｅｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ－ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｏｓｔｄｅｆｅｎｃｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９８，
１０（１）：４５－４９．

［５］ＭａｒｒａＭＮ，ＷｉｌｄｅＣＧ，ＣｏｌｌｉｎｓＭＳ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／

ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ－ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｓａｎａｔｕｒａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９２，１４８（２）：５３２－５３７．

［６］ＶａｎｄｅｒＳＤ，ＴｏｅｂｅｓＥＡ，ＨａｓｅｍａｎＪＲ，ｅｔａｌ．Ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／ｐｅｒｍｅａ
ｂｉｌｉｔｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｖｉａｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｐｏｐｏｔｏｓｉｓｉｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０００，９６（１）：
１７６－１８１．　

［７］ｄｅＬｕｃｃａＡＪ，ＷａｌｓｈＴＪ．Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ：ｎｏｖｅｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｓａｇａｉｎｓｔｅｍｅｒｇｉｎｇｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＡｇｅｎｔｓａｎｄ
Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，１９９９，４３（１）：１－１１．

［８］ＡｒｎｏｌｄＨ，Ｈｏｒｗｉｔｚ，ＰａｕｌＭ，ｅｔａｌ．Ｆｕｎｇｉｃｉｄａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｆｒｏｍｂａｃｔｅｒｉｃｉｄ
ａｌ／ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ－ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＢＰＩ）ａｃｔｓｙｎｅｒｇｙｓｔｉｃａｌｌｙｗｉｔｈ
ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅｏｎａｖａｒｉｅｔｙｏｆｃａｎｄｉｄａｓｔｒａｉｎｓ［Ｍ］．Ｔｏｒｏｎｔｏ：ＩＣＡＡＣ，
１９９７：９２８－１００１．

［９］程玉磊，祁克宗，潘　玲，等．杀菌性／通透性增加蛋白的生物学
功能及其应用［Ｊ］．动物医学进展，２００５，２６（３）：１６－１８．

［１０］ＬｅｖｙＯ．Ａｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ－ｄｅｒｉｖｅｄａｎｔｉ－ｉｎｆｅｃｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌｅ：ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄ
ａｌ／ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ－ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＡｇｅｎｔｓａｎｄ
Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，２０００，４４（１１）：２９２５－２９３１．

［１１］周　红，郑　江，肖光夏．猪源杀菌性／通透性增加蛋白对革兰
阴性菌的作用［Ｊ］．中华传染病杂志，１９９９，１７（１）：４７－４８．

［１２］朱　瞡．ＢＰＩ基因对断奶仔猪 Ｆ１８大肠杆菌抗性的功能分析
［Ｄ］．扬州：扬州大学，２０１２．

［１３］ＡｌｅｘａｎｄｅｒＳ，ＢｒａｍｓｏｎＪ，ＦｏｌｅｙＲ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｆｒｏｍｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ
ｂｙａｄｅｎｏｖｉｒａｌ－ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒｏｆｈｕｍａｎｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／ｐｅｒｍｅ
ａｂｉｌｉｔｙ－ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００４，１０３（１）：９３－９９．

［１４］ＲｉｆｆａｕｌｔＳ，ＣａｒｒａｔＣ，ｖａｎＲｅｅｔｈＫ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－α－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｃｅｌｌｓａｒｅｌｏｃａｌｉｚｅｄｉｎｇｕｔ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｙｍｐｈｏｉｄｔｉｓｓｕｅｓｉｎｔｒａｎｓｍｉｓｓｉ
ｂｌｅｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓｖｉｒｕｓ（ＴＧＥＶ）ｉｎｆｅｃｔｅｄｐｉｇｌｅｔｓ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００１，３２（１）：７１－７９．

［１５］徐　红，陈裕充，温　海，等．Ｎｅｏ－Ｓｅｎｓｉｔａｂ纸片法与微量稀释
法检测常见酵母菌对酮康唑敏感性的比较［Ｊ］．检验医学，
２００４，１９（５）：３８５－３８６．

［１６］ＳｃｏｒｅｒＣＡ，ＣｌａｒｅＪＪ，ＭｃｃｏｍｂｉｅＷＲ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｕｓｉｎｇ
Ｇ４１８ｏｆｈｉｇｈｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｏｆＰｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓｆｏｒｈｉｇｈ－
ｌｅｖｅｌｆｏｒｅｉｇｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９４，１２（２）：１８１．

［１７］ＹａｍａｄａＭ，ＡｚｕｍａＴ，ＭａｔｓｕｂａＴ，ｅｔａｌ．Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｉｎｔｒａｃｅｌ
ｌｕｌａｒａｓｐａｒｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｃａｔｈｅｐｓｉｎＥｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｙｅａｓｔ，Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｄｕｃｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｃａｔｈｅｐｓｉｎＥ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｉｃａｅｔＢｉｏｐｈｙｓｉｃａａｃｔａ，１９９４，１２０６（２）：
２７９－２８５．

［１８］周宇麒．杀菌性／通透性增加蛋白（ＢＰＩ）研究和进展［Ｊ］．医学
综述，２００１，７（１０）：５８８－５９０．

［１９］Ｇａｚｚａｎｏ－ＳａｎｔｏｒｏＨ，ＰａｒｅｎｔＪＢ，ＧｒｉｎｎａＬ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈ－ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｂｉｎｇｉｎｇｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ－ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｎｄａ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｍｉｎｏ－ｔｅｒｍｉｎａｌｆｒａｇｍｅｎｔｔｏｔｈｅｌｉｐｉｄＡｒｅｇｉｏｎｏｆ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄＩｍｍｕｎｉｔｙ，１９９２，６０（１１）：
４７５４－４７６１．

［２０］ＧｒａｙＰＷ，ＦｌａｇｇｓＧ，ＬｅｏｎｇＳＲ，ｅｔａｌ．ＣｌｏｎｉｎｇｏｆｔｈｅｃＤＮＡｏｆａ
ｈｕｍａｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９８９，２６４（１６）：
９５０５－９５０９．　

［２１］Ｂüｌｏｗ Ｅ，ＧｕｌｌｂｅｒｇＵ，Ｏｌｓｓｏｎ Ｉ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｆｏｒ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｎｄｓｏｒｔｉｎｇｏｆｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ－ｉｎ
ｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＢＰＩ）：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ－ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＬｅｕｋｏｃｙｔｅＢｉｏｌｏｇｙ，２０００，６８（５）：６６９－６７８．

—２４— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第９期


