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能是解决中国兰杂交种萌发困难、萌发时间长问题的关键。

春兰的组培快繁是实现规模化生产的重要前提，植物组

培用培养基有固体培养基和液体培养基，液体培养基相对固

体培养基组织培养量大，可培养时间长，工序简单，节省成本，

本研究结果证明液体培养基增殖培养和诱芽培养效果优于固

体培养基，与已有研究报道［１１－１３］一致，但还未受到广泛关注，

液体培养方式对于春兰大规模组培快繁有很高的应用价值，

可尝试推广。
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　　摘要：抗菌肽是构成昆虫体液免疫的主要方式，ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ是家蚕免疫系统中１种重要的抗菌肽，具有极强的抑菌
活性。以家蚕中肠组织总ＲＮＡ为模板，设计１对特异性引物，通过 ＲＴ－ＰＣＲ技术扩增 ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ，构建 ｐＥＴ３２ａ－
ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ原核表达载体，采用自诱导表达系统表达 ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ重组蛋白。结果表明，ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ基因片段的大小为
２０１ｂｐ，编码６６个氨基酸，自诱导表达的ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ重组蛋白大小约为１９ｋｕ，表达产率比异丙基－β－Ｄ－疏基半乳糖
苷（ＩＰＴＧ）诱导的重组蛋白表达产率高，为ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ抗菌肽的生物学活性鉴定及应用奠定了基础。
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　　在昆虫细胞中，天然免疫是主要的免疫屏障，抗菌肽在阻
止微生物入侵和预防感染方面具有重要的作用，抗菌肽具有

分子量低、热稳定性强、抗菌性广谱、抑菌活性强等优点［１］，

绝大部分的抗菌肽由复杂的基因家族编码，因此大量的抗菌

肽是宿主抵抗微生物感染的主要方式［２－３］。在细胞内抗菌肽

的诱导表达受 Ｔｏｌｌ和 ＩＭＤ信号途径的调控［４］，然而，抗菌肽

的生物学功能也各有差异，抗菌肽 Ｃｅｃｒｏｐｉｎｓ和 Ｍｏｒｉｃｉｎ具有
极强的抗革兰氏阳性和革兰氏阴性菌活性，但抗真菌活性较

弱，而Ｄｒｏｓｏｍｙｃｉｎ具有极强的抗真菌活性，不同的抗菌肽家
族成员之间抗菌机理也不同［５－６］。在家蚕细胞中，家蚕抗菌

肽ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ最先是从家蚕血淋巴中分离得到，主要对革兰
氏阳性菌和革兰氏阴性菌有抑菌活性，ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ包含６１个
氨基酸残基，前２２个形成预测的分泌肽，成熟的 ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ
含３９个氨基酸，通过其氨基端 α－螺旋插入到细菌质膜，增
加细菌的渗透压来抗革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌，在

ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ家 族的１２个基因成员中，含８个Ｂ亚家族
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（ＢｍＭｏｒｉｃｉｎＢ１～Ｂ８）、３个 Ａ亚家族（ＢｍＭｏｒｉｃｉｎＬＡ１～
ＬＡ３）、１个ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ基因，它们在家蚕抵抗革兰氏阳性菌和
革兰氏阴性菌方面具有极其重要的作用［７］。自诱导表达系

统是Ｓｔｕｄｉｅｒ于２００５年发现的，该系统中含有一定比例的葡
萄糖和乳糖，葡萄糖耗尽后乳糖才被利用，目的蛋白开始表

达［８］。自诱导表达的最终菌体密度大，蛋白产量高，而且没

有毒性，适于重组蛋白的高效表达［９］。本研究以５龄７ｄ家
蚕中肠组织为材料，设计特异性引物，通过反转录－聚合酶链
式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）技术扩增ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ基因，构建 ｐＥＴ３２ａ－
ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ原核表达载体，采用自诱导表达系统表达
ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ重组蛋白，以期为ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ抗菌肽的抑菌活性研
究和应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
家蚕（青松×皓月），由云南省蒙自市家蚕养殖户提供。

质粒小量提取试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒，均购自爱思进生
物技术（杭州）有限公司；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ，购自宝生物工程（大
连）有限公司；Ｔ４ＤＮＡ链接酶、限制性核酸内切酶，均购自赛
默飞世尔科技（中国）有限公司；ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、ＲＴ－
ＰＣＲ试剂盒、高分子量预染蛋白ｍａｒｋｅｒ，均购自生工生物工程
（上海）股份有限公司。ＬＢ培养基：称取１０．０ｇ胰蛋白胨、
５．０ｇ酵母抽提物、１０．０ｇ氯化钠，加入９５０ｍＬ蒸馏水中，搅
拌直至完全溶解，用１０ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ调节 ｐＨ值为７．４，以
蒸馏水定容至 １０００ｍＬ，１０５ｋＰａ高压灭菌 ２０ｍｉｎ；ＺＹＭ－
５０５２培养基：精确称取７．０９８ｇＮａ２ＨＰＯ４、６．８０４５ｇＫＨ２ＰＯ４、
１１．０９０５ｇＮＨ４Ｃｌ、０．７１０２ｇＮａ２ＳＯ４、０．２４０７２ｇＭｇＳＯ４、
０．２２２ｇＣａＣｌ２、０．１９８ｇＭｎＣｌ２、０．２８８ｇＺｎＳＯ４、０．０４７ｇＮｉＣｌ２、
０．０４８４ｇＮａＭｏＯ４、０．０１２ｇＨ３ＢＯ３、５ｍＬ甘油、０．６ｇ葡萄糖、
２ｇ乳糖，加入９５０ｍＬ蒸馏水中，搅拌直至完全溶解，以蒸馏
水定容至１０００ｍＬ，１０５ｋＰａ高压灭菌２０ｍｉｎ。
１．２　试验方法
１．２．１　引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ上公布的 ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ
（ＡＢ００６９１５．１）ｍＲＮＡ序列，应用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｅｒ５．０引物设计
软件设计１对特异性引物为 Ｆ：５′－ＣＡＴＧＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＡＡＴ
ＡＣＣＴＡＴＣＡＡＧＧＣＣＡＴＴＡＡＧＡＣＴＧＴＡＧＧＡＡＡＧＧＣＡＧＴＣＧＧＴＡ－
３′，Ｒ：５′－ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＡＴＧＣＴＴＴＣＴＴＴＴＣＴＴＣＧＧＴＴＴＣＡ
ＡＧＡＡＡＴＴＧＡＡＡＡＣＡＴＣ－３′，下划线部分为限制性内切酶识
别位点，引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．２．２　总ＲＮＡ提取及ＲＴ－ＰＣＲ扩增　取５龄７ｄ家蚕的中
肠组织，应用ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ提取其总 ＲＮＡ，提取方法参考《分
子克隆实验指南》［１０］。应用宝生物工程（大连）有限公司的

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＯｎｅＳｔｅｐＲＴ－ＰＣＲ试剂盒，ＲＴ－ＰＣＲ扩增出
ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ抗菌肽基因，２％琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。
１．２．３　表达载体的连接、转化及鉴定　ＤＮＡ凝胶回收试剂
盒回收ＰＣＲ扩增产物，用 ＮｃｏⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切 ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ基
因和ｐＥＴ３２ａ载体，构建 ｐＥＴ３２ａ－ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ原核表达载体，
质粒的连接、转化、酶切鉴定、ＰＣＲ鉴定等操作方法均参考
《分子克隆实验指南》［１０］。

１．２．４　重组蛋白的异丙基－β－Ｄ－巯基半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱
导表达　构建的重组质粒转化 ＢＬ２１感受态细胞，加入终浓

度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ诱导表达重组蛋白，分别收集诱导
０～６ｈ的菌液，聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）检测重组
蛋白的表达情况。

１．２．５　重组蛋白的自诱导表达　按照 Ｓｔｕｄｉｅｒ的方法进行自
诱导表达研究［８］。挑取含有重组质粒的单菌落，接种到４ｍＬ
含有１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素（Ａｍｐ）的 ＬＢ培养基中，３７℃ 、
２２０ｒ／ｍｉｎ培养过夜，再按 １％的接种量接种到 １０ｍＬ含有
１００μｇ／ｍＬＡｍｐ的ＺＹＭ－５０５２培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培
养１２、１４、１６、１８、２０、２２ｈ后收集菌液，与ＩＰＴＧ诱导的菌液进
行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测分析，比较两者重组蛋白表达产率的
差异。

２　结果与分析

２．１　家蚕抗菌肽基因的ＲＴ－ＰＣＲ扩增
以５龄７ｄ时期家蚕的中肠组织总 ＲＮＡ为模板，通过

ＲＴ－ＰＣＲ技术扩增家蚕抗菌肽基因 ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ。由图 １可
知，目的基因片段的大小约为２０１ｂｐ，可以编码６６个氨基酸，
与预期结果一致。

２．２　表达载体的构建
构建ｐＥＴ３２ａ－ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ原核表达载体，转化ＢＬ２１感受

态细胞，提取重组质粒，ＰＣＲ和ＮｃｏⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切鉴定结果
如图２、图３所示。从图２可以看出，经ＰＣＲ鉴定重组质粒的
大小与图１中ＲＴ－ＰＣＲ的结果一致；从图３的重组质粒的双
酶切鉴定结果可以看出，大片段为 ｐＥＴ３２ａ载体片段，小片段
为酶切后的ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ小片段。
２．３　抗菌肽重组蛋白的自诱导表达

抗菌肽分别经１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导０、１、２、３、４、５、６ｈ和
自诱导表达１２、１４、１６、１８、２０、２２ｈ后，由图４可知，ＩＰＴＧ和自
诱导表达系统皆能成功表达 ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ重组蛋白（箭头所
指），表达的重组蛋白大小为１９ｋｕ，自诱导系统组表达的重
组蛋白产率明显高于ＩＰＴＧ诱导组。

３　讨论

昆虫是一类进化上较为低等的动物，同时也是世界上种

类和数量最多的动物。面对大量的外源微生物的侵害，虽然

没有类似于哺乳动物的特异性免疫系统，但是仍然能够较好
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地生存，说明昆虫必定有对非特异因子产生免疫应答的高效

先天免疫系统，昆虫的免疫系统由体液免疫和细胞免疫组

成［１１］。昆虫的体液免疫与高等动物有明显的差异，主要依赖

血液中的抗菌肽和蛋白质。当昆虫机体受到病原微生物侵染

时，体内的识别蛋白能够识别微生物表面的肽聚糖或脂多糖

及其他物质，引发丝氨酸蛋白酶和解除丝氨酸蛋白酶抑制剂

的细胞外级联反应，激活细胞内信号转导途径，最终在其脂肪

体、血液、中肠和表皮等器官或组织中诱导产生抗菌肽，进而

杀灭外源微生物［１２］。２００６年 Ｃｈｅｎｇ等通过对家蚕基因组框
架图序列的搜寻，找到了３５条抗菌肽基因序列［２］。Ｍｏｒｉｃｉｎ

是由Ｈａｒａ等首先从家蚕血淋巴中分离得到的，对革兰阴性菌
和革兰阳性菌均有强烈的抗菌活性，家蚕抗菌肽 ｍｏｒｉｃｉｎ
（ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ）由６１个氨基酸残基组成，在其 Ｎ－末端部分每
隔３～４个氨基酸残基就有带电荷氨基酸，只形成１个长的具
有亲水脂性质的 α－螺旋结构，在 Ｃ－末端则存在碱性氨基
酸残基串，没有发现ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ有氨基酸的修饰，其抗菌机制
可能是利用碱性Ｃ端与细胞膜表面作用，然后利用Ｎ端改变
膜的通透性，形成离子通道［１３］。ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ的等电点高达
１２．０，对细菌的抗性明显高于ＢｍＣｅｃｒｏｐｉｎ家族各成员［１３］。

本研究通过ＲＴ－ＰＣＲ技术从５龄７ｄ家蚕中肠组织中
克隆ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ抗菌肽基因，构建 ｐＥＴ３２ａ－ＢｍＭｏｒｉｃｉｎ重组
表达载体，采用自诱导表达系统在大肠杆菌中对重组蛋白进

行自诱导表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测结果表明，自诱导系统组的
重组蛋白表达产率明显高于 ＩＰＴＧ诱导组。试验结果为家蚕
抗菌肽的纯化、活性鉴定奠定了基础。
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