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　　摘要：为实现鲎素Ⅰ基因的高效表达，以对鲎素Ⅰ敏感度较低的里氏木霉为宿主，构建鲎素Ⅰ里氏木霉表达系统。
根据里氏木霉偏爱密码子优化合成鲎素Ⅰ基因，构建鲎素Ⅰ－里氏木霉组成型表达载体ｐＡＮ－ＰＳＧＴ－Ｔａｃ，经ＰＥＧ介
导转化至里氏木霉原生质体，ＰＣＲ法鉴定重组子基因型。基因型鉴定和基因测序检测显示，鲎素Ⅰ基因成功重组到
里氏木霉基因组ＤＮＡ上，因此本研究成功构建了鲎素Ⅰ里氏木霉表达系统。
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　　阳离子抗菌肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＡＭＰ）鲎素Ⅰ
（ｔａｃｈｙｐｌｅｓｉｎⅠ）由 Ｎａｋａｍｕｒｏ等首次从中国鲎（Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ
ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ）血细胞分离纯化制得［１］，分子量为２２６３ｕ，一级结
构由１７个氨基酸残基构成，含有２个二硫键；二级结构呈典
型的反平行β－折叠结构，疏水的氨基酸残基定位于平面一
侧，分子中６个阳离子氨基酸残基主要分布在分子的尾部。
鲎素Ⅰ具有抗细菌［２］、抗真菌［３］、抗病毒［４］、抑制肿瘤细胞增

殖和诱导癌细胞分化［５］以及显著调控动物肠道微生物菌

群［６］的功能，极具潜在广泛的应用价值。然而，天然鲎素Ⅰ
来源非常受限，人工合成价格非常昂贵，因此基因重组制备成

为规模化获取鲎素Ⅰ的重要途径。
鲎素Ⅰ对常见基因工程宿主的广泛和强烈的抑杀活

性［７－８］使其高效表达异常艰难，融合表达虽可降低鲎素Ⅰ对
工程宿主的抑杀活性，但因特异性蛋白酶价格昂贵和后续切

割精度难以保证而无法得到有效应用。因此，从天然微生物

筛选得到耐受鲎素Ⅰ抑杀的宿主以提高鲎素Ⅰ的表达效率值
得期待。本课题组比较了鲎素Ⅰ对大肠杆菌（ＢＬ２１）、枯草芽

孢杆菌（ＷＢ８００、ＢＳ１６８）、酵母菌（ＧＳ１１５）、小球藻和丝状真
菌里氏木霉（ＱＭ９４１４）等常见工程宿主的抑杀活性，发现丝
状真菌里氏木霉对鲎素Ⅰ的耐受能力最强［７－８］。迄今为止，

抗菌肽能否在里氏木霉中获得有效表达尚未见相关报道。本

研究拟构建鲎素Ⅰ－里氏木霉表达系统，探索鲎素Ⅰ在此表
达系统中的表达效率。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　里氏木霉表达载体ｐＡＮ－ＰＳＧＴ和里氏木
霉（ＱＭ９４１４），均由深圳大学刘刚教授惠赠；大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＣｏｍｐｅｔｅｎｇｔＣｅｌｌＪＭ１０９，购自大连ＴａＫａＲａ公司。
１．１．２　试剂　质粒快速提取试剂盒、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ纯化
回收试剂盒、ＤＮＡ连接试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒和两步法 ＲＴ－
ＰＣＲ试剂盒以及蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ，均购自 ＴａＫａＲａ公司；溶壁
酶、氨苄青霉素和潮霉素，均购自Ｓｉｇｍａ公司；ＮｏｔⅠ、ＳｆｉⅠ酶
和Ｘ－ｇａｌ，均购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　天然鲎素基因（Ｔａｃ）序列的人工合成　从ＧｅｎＢａｎｋ中
获得鲎素Ⅰ的碱基序列，根据丝状真菌里氏木霉偏爱密码子优
化其序列：在其５′端和３′端分别加上ＮｏｔⅠ和ＳｆｉⅠ酶酶切位点，
并补齐宿主中信号肽的部分序列，设计目的基因序列如下：

５′－ＧＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＣＣＡＣＡＧＣＴＣＧＴＧＣＴＡＡＧＴＧＧＴＧＣＴＴ
ＣＣＧＣＧＴＣＴＧＣＴＡＣＣＧＣＧＧＣＡＴＣＴＧＣＴＡＣＡＧＧＣＧＡＴＧＴＣＧＣＴＡ
ＡＧＣＧＧＣＣＧＣ－３′，该序列全长８７ｂｐ，委托大连宝生物公司人
工合成。

１．２．２　鲎素－里氏木霉表达载体构建　ｐＡＮ－ＰＳＧＴ全序列
９７１０ｂｐ，包括Ｐｇｐｄ启动子序列（２１２９ｂｐ）、潮霉素抗性基因
ｐｈｐ序列（１０２３ｂｐ）、终止子序列ＴｔｒｐＣ（７７０ｂｐ）、ＰＵＣ１８中从
ＳＡＬＩ到ＥＣＯＲＩ之间的序列ＡＰ（２６４８ｂｐ）、ｇｐｄ启动子序列（１
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３４７ｂｐ）、信号肽序列 ＣＢＨⅠ ｓｉｇ（５０ｂｐ）、ＬａｃＺ序列
（１１３２ｂｐ）、Ｔｃｂｈ终止子（３４０ｂｐ）。采用常规分子重组技术
将鲎素Ⅰ基因Ｔａｃ连接到ｇｐｄ－ｓｉｇ和Ｔｃｂｈ中间，构建成一个
新的表达载体 ｐＡＮ－ＰＳＧＴ－Ｔａｃ，转化大肠杆菌 ＪＭ１０９，采用
α互补法（蓝／白斑筛选法）进行阳性克隆筛选。菌落ＰＣＲ法
鉴定转化子，用通用引物 Ｍ１３－４７／ＲＶ－Ｍ进行 ＰＣＲ扩增。
反应体系总体积５０μＬ，ＰＣＲ反应条件为：９４℃ １ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ ７ｍｉｎ。用２％
琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物。ＰＣＲ产物进一步经大连宝
生物有限公司测定序列。

１．２．３　重组载体ｐＡＮ－ＰＳＧＴ－Ｔａｃ转化里氏木霉原生质体
　里氏木霉原生质体的制备和转化在参考 Ｐｅｎｔｔｉｌａ等的方
法［９］基础上改造如下：里氏木霉孢子接种于 ＰＤＡ固体培养
基，２８℃ 培养 ７ｄ；无菌水制备孢子悬液，取 ０．８×１０８～
１．０×１０８个孢子，接种到 ４０ｍＬ液体培养基中，于 ２８℃、
２５０ｒ／ｍｉｎ培养１１～１５ｈ；待孢子萌发，取 ２５ｍＬ菌液置于
２５ｍＬ离心管，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；去上清，菌丝用１ｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＳＯ４洗 ２遍，８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ；用 １０ｍＬ酶解液
（１００ｍｇ溶壁酶溶于 １０ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４后过滤除菌）重
悬菌丝并置于１００ｍＬ三角瓶中，２８℃、７０ｒ／ｍｉｎ培养２．０～
２．５ｈ，镜检原生质体的情况。在酶解液中加入１～２倍体积
的ＳＴＣ［１．２ｍｏｌ／Ｌ山梨醇，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·Ｃｌ（ｐＨ值为
７５），５０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２］８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，沉淀原生质
体。去上清，用ＳＴＣ溶液洗涤原生质体２次，８０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０～１５ｍｉｎ，最后将原生质体悬浮于１ｍＬＳＴＣ溶液中。调
整原生质体的浓度为 １０８个／ｍＬ，取 ２００μＬ，加入 ２０μｇ
ｐＡＮ－ＰＳＧＴ－Ｔａｃ（总体积不超过２０μＬ），轻轻混匀；４８℃热
激２ｍｉｎ；加入５０μＬ６０％的 ＰＥＧ－４０００（用 ｐＨ值为７．５含
５０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２和 １０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·Ｃｌ的缓冲液配制），于
室温静置２０ｍｉｎ。溶液先转移到 ２５ｍＬ离心管中，再加入
２ｍＬ６０％的 ＰＥＧ－４０００，混匀后于室温静置 ５ｍｉｎ；加入
２０ｍＬＳＴＣ，１１０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ；用１ｍＬＳＴＣ溶液重悬
原生质体沉淀后加入到１０ｍＬ原生质体液体再生培养基中，
于２８℃、７０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２０～２４ｈ（原生质体长成微小
菌丝即可，若菌丝较大，则涂板后不易区分单菌落）；

８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后用０．５～１．０ｍＬＳＴＣ溶液悬浮沉
淀，将悬浮液涂布于５个含１００μｇ／ｍＬ潮霉素Ｂ的ＰＤＡ固体
平板（不含 ＳＴＣ）上，２８℃培养２ｄ左右；待平板上长出菌丝
（平板底部变黄），将菌丝连同其下方的一层薄薄的琼脂块一

同挖下，菌丝朝下接到新的ＰＤＡ固体小平板上（含８０μｇ／ｍＬ
潮霉素Ｂ），２８℃培养７ｄ左右。
１．２．４　里氏木霉转化子鉴定
１．２．４．１　转化子潮霉素基因鉴定　将筛选平板上长出的潮
霉素抗性转化子分别转接到 ＰＤＡ平板上进行扩大培养，１周
后首先将各转化子分别接种于液体基本培养基中，提取各转

化子的基因组 ＤＮＡ作为模板，用引物 ＨＰＨ１和 ＨＰＨ２进行
ＰＣＲ扩增，扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测［１０］。

１．２．４．２　转化子的基因型鉴定　提取转化子基因组ＤＮＡ作
为模板，由于Ｔａｃ基因太小，ＰＣＲ扩增存在极大难度，本试验
设计的鉴定方式为扩增Ｔａｃ基因上下游的片段，分别为ｇｐｄ－
ｓｉｇ－ｔａｃ－Ｔｃｂｈ、ｇｐｄ－ｓｉｇ、ｇｐｄ－ｓｉｇ－ｔａｃ、ｔａｃ－Ｔｃｂｈ和Ｔｃｂｈ，如

果能扩增出这５种片段，则可确定鲎素Ⅰ基因 Ｔａｃ已成功同
源替换到里氏木霉基因组ＤＮＡ上了，并且插入方向正确。扩
增片段、所需引物和预计扩增片段大小见表１。并将用引物
ＧＰＤ１和ＴＲＤ３扩增所得的ＰＣＲ产物进行核苷酸序列测定。
１．２．５　引物设计与合成　本研究过程所采用的引物序列见
表２，各引物均由大连宝生物公司合成。

表１　扩增片段、所需引物和预计扩增片段大小

扩增片段 引物名称 扩增片段长度（ｂｐ）
ｇｐｄ－ｓｉｇ－ｔａｃ－Ｔｃｂｈ ＧＰＤ１、ＴＲＤ３ １８２４
ｇｐｄ－ｓｉｇ ＧＰＤ１、ＴＲＵ２ １３８７
ｇｐｄ－ｓｉｇ－ｔａｃ ＧＰＤ１、ＴＡＣ２ １４７４
ｔａｃ－Ｔｃｂｈ ＴＡＣ１、ＴＲＤ３ ４２７
Ｔｃｂｈ ＴＲＤ１、ＴＲＤ３ ３４０

表２　引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）
Ｍ１３－４７ ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ
ＲＶ－Ｍ ＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ
ＧＰＤ１ ＧＡＣＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＧＡＡＡＴＣＧＣＣ
ＴＲＤ３ ＴＧＧＴＡＣＴＧＧＧＡＴＡＣＡＣＧＡＡＧＡＧ
ＴＲＵ２ ＡＧＣＡＣＧＡＧＣＴＧＴＧＧＣＣＡＡＧＡＡＧ
Ｔａｃ２ ＴＴＡＧＣＧＡＣＡＴＧＣＣＣＴＧＴＡＧＣＡＧ
Ｔａｃ１ ＡＡＧＴＧＧＴＧＣＴＴＣＣＧＣＧＴＣＴＧＣＴ
ＴＲＤ１ ＡＧＣＴＣＣＧＴＧＣＧＡＡＡＧＣＣＴＧＡ
ＨＰＨ１ ＡＴＧＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＣＣＧＣＧＡＣ
ＨＰＨ２ ＡＣＴＣＴＡＴＴＣＣＴＴＴＧＣＣＣＴＣＧＧ
Ｔａｃ（Ｆ） ＣＣＴＴＣＴＴＧＧＣＣＡＣＡＧＣＴＣ
Ｔａｃ（Ｒ） ＧＧＴＧＣＧＴＣＡＧＧＣＴＴＴＣＧＣ

２　结果与分析

２．１　ｐＡＮ－ＰＳＧＴ－Ｔａｃ重组载体构建
以重组载体为模板，采用 ＰＡＮ－ＰＳＧＴ通用引物 Ｍ１３－

４７／ＲＶ－Ｍ进行 ＰＣＲ扩增。通用引物扩增产物大小约
１５０ｂｐ，加上鲎素Ⅰ基因 ８７ｂｐ，预计目的条带大小约为
２４０ｂｐ，电泳结果见图１，在 ２５０ｂｐ附近发现 １条清晰的条
带，初步确认其为目的条带。ＰＣＲ产物测序结果与已知序列
同源性达到１００％，确认鲎素Ⅰ基因 Ｔａｃ已经正确连接至表
达载体ＰＡＮ－ＰＳＧＴ之中。

２．２　载体ｐＡＮ－ＰＳＧＴ－Ｔａｃ对里氏木霉原生质体转化后的
鉴定

２．２．１　潮霉素基因的ＰＣＲ扩增结果　提取筛选平板上长出
的潮霉素抗性转化子的基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增潮霉素
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抗性基因，引物为ＨＰＨ１和ＨＰＨ２。由图２可知，潮霉素抗性
基因ｈｐｈ基因大小为１０２３ｂｐ，在１０００ｂｐ处发现条带，可以证
明潮霉素基因成功扩增，初步确定潮霉素基因已经成功转化。

２．２．２　转化子基因型鉴定　取潮霉素基因鉴定为阳性的菌
株，提取其基因组ＤＮＡ按“１．５．２”节进行基因型鉴定，由图３
可知，以基因组 ＤＮＡ为模板，１泳道为扩增出的 ｇｐｄ－ｓｉｇ－
ｔａｃ－Ｔｃｂｈ片段，扩增条带在１５００～２０００ｂｐ之间，符合预期
大小１８２４ｂｐ；２泳道为扩增出的ｇｐｄ－ｓｉｇ片段，大小在１０００～
１５００ｂｐ之间，符合预期大小 １３８７ｂｐ；３泳道为扩增出的
ｇｐｄ－ｓｉｇ－ｔａｃ片段，大小在 １５００ｂｐ附近，符合预期大小
１４７４ｂｐ；４泳道为扩增出的 ｔａｃ－Ｔｃｂｈ片段，大小靠近
５００ｂｐ，符合预计大小４２７ｂｐ；５泳道为扩增出的 Ｔｃｂｈ片段，
大小在２５０～５００ｂｐ之间，符合预计大小３４０ｂｐ。５种扩增都
验证为正确，即可初步确定鲎素 Ｔａｃ基因已正确同源整合到
基因组ＤＮＡ上。针对ｇｐｄ－ｓｉｇ－ｔａｃ－Ｔｃｂｈ的扩增产物测序
结果与已知序列的同源性达１００％，可以证明鲎素基因已经
重组到基因组ＤＮＡ上。

３　讨论

基因重组表达鲎素Ⅰ的研究开始于２０世纪９０年代，但重
组鲎素Ⅰ商品至今尚未问世。总体而言，国内外对鲎素Ⅰ基因工

程表达主要集中在以细菌、真菌和藻类为宿主的表达体系上。

张春义等首次在大肠杆菌中以包涵体形式表达了鲎素

Ⅰ，但因需变性和复性，产品下游处理难度较大［１１－１２］；Ｄａｉ等
在枯草杆菌ＷＢ８００中分泌表达了鲎素Ⅰ，但表达量最高仅达
到１０μｇ／ｍＬ，与酵母菌是否可分泌性表达鲎素Ⅰ报道结果［６］

相差较大。张春义等报道鲎素基因可克隆至毕赤酵母表达载

体，其诱导分泌产物有抑菌效果，但具体蛋白表达量均未提

及［１３－１４］；Ｘｕ等将鲎素Ⅱ克隆至毕赤酵母ＳＭＤ１１６８，鲎素Ⅱ表
达量经过甲醇诱导６ｄ可达１５０ｍｇ／Ｌ［１５］；Ｄｏｒｒｉｎｇｔｏｎ未能在
毕赤酵母发酵液中检测到鲎素Ⅰ［１６］；Ｇａｏ等实现了鲎素Ⅰ基
因和人溶菌酶基因在毕赤酵母的融合表达，虽然避免了鲎素

Ⅰ对基因工程宿主的抑杀作用，但用特异性蛋白酶切割鲎素
Ⅰ与融合蛋白时，容易造成氨基端出现多余的氨基酸，或切割
效率低下，甚至不能切割等［１７］；吴顺章等［１８］、邓祥元等［１９］分

别成功地将鲎素Ⅰ基因整合到坛紫菜（红藻门，多细胞真核
藻）和海带配子体（褐藻门，单细胞真核藻）内，但前一研究仅

在ＤＮＡ和ｍＲＮＡ层面检测到鲎素Ⅰ基因整合到坛紫菜基因
组中，未报告是否表达了鲎素Ⅰ，后一研究虽表达了具有活性
的鲎素Ⅰ，但其表达量要低于大肠杆菌表达体系［１１］和枯草杆

菌表达体系［６，１０，１８－１９］。

综上所述，本课题组观察了鲎素Ⅰ对大肠杆菌、枯草杆
菌、酵母菌、小球藻和丝状真菌里氏木霉的抑杀活性，发现除

丝状真菌里氏木霉外，鲎素Ⅰ对其余工程宿主的最小抑杀浓
度均不超过２０μｇ／ｍＬ［７－８］。因此，本课题组猜想，鲎素Ⅰ可
强烈抑杀工程宿主极有可能是其一直难以获得高效表达的主

要原因。因此，找到比较耐受鲎素Ⅰ抑杀的工程宿主，如丝状
真菌里氏木霉，可能是解决鲎素Ⅰ如何获得高效表达的关键。

丝状真菌里氏木霉生产纤维素酶、半纤维素酶和淀粉酶等

已有多年的历史，该菌株在产酶条件下不产生毒素。实践还表

明，经基因工程手段改造的里氏木霉表达系统能够实现异源蛋

白过量表达。Ｅｍｉｌｉｏ等将 ＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｈａｒｚｉａｎｕｍＰ１的几丁质
酶编码基因置于里氏木霉 ＣＢＨⅠ启动子之后，摇瓶产量可达
１３０ｍｇ／Ｌ（达到原产菌株的２０倍）［２０］。几丁质酶能抑制多种
真菌的生长，但里氏木酶却能高效生产几丁质酶。可在里氏木

霉中获得高效表达的异源蛋白还有肌醇六磷酸酶（２ｇ／Ｌ）、哺
乳动物的牛凝乳蛋白酶（４０ｍｇ／Ｌ）、抗体片段（１５０ｍｇ／Ｌ）和人
Ｎ－乙酰葡萄糖苷转移酶等［２１］。但迄今为止，抗菌肽能否在丝

状真菌里氏木霉系统中得到高效表达尚不清楚。

本研究根据里氏木霉偏爱密码子优化了鲎素Ⅰ的基因序
列，人工合成了该序列，采用酶切、连接等方法将鲎素Ⅰ基因
成功连接至里氏木霉表达载体 ｐＡＮ－ＰＳＧＴ之上，构建了
ｐＡＮ－ＰＳＧＴ－Ｔａｃ重组表达载体。ｐＡＮ－ＰＳＧＴ表达载体无需
“共转法”，可“单转法”即直接用质粒转化里氏木霉原生质

体；ｐＡＮ－ＰＳＧＴ采用里氏木霉ＱＭ９４１４ＣＢＨⅠ的信号肽来引
导目的蛋白的分泌。Ｋｕｏ等发现许多真菌的 ｇｐｄ启动子可用
于重组蛋白的调控和转录过程中，提高目的产物的表达水

平［２２］。同时，信号肽可引导目的蛋白分泌到胞外，产物分离

时不必破碎宿主细胞，同时分泌到胞外的蛋白往往都具有正

确的空间折叠构象，利于下游的分离纯化；ｐＡＮ－ＰＳＧＴ中带
有ＬａｃＺ基因，可通过蓝白斑筛选阳性克隆。

采用ＰＥＧ介导法将重组表达载体 ｐＡＮ－ＰＳＧＴ－Ｔａｃ转
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化至里氏木霉ＱＭ９４１４原生质体，潮霉素筛选得到了重组子，
基因型鉴定结果表明，鲎素Ⅰ基因已经重组到基因组 ＤＮＡ
上，说明本研究成功构建了鲎素Ⅰ里氏木霉表达系统。利用
本系统表达鲎素Ⅰ蛋白的研究需要进一步研究。

４　结论

本试验成功构建了鲎素Ⅰ －里氏木霉表达载体，并成功
转化至里氏木霉ＱＭ９４１４细胞中。这一结果为进一步改进鲎
素Ⅰ在里氏木霉表达系统中表达研究奠定了基础，对于其他
小分子肽类蛋白在丝状真菌表达系统中的表达也具有一定的

指导意义。
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物激素和其他营养物质，因此，合理利用活性炭对于提高杂交

兰根的生长有重要作用［１２］。试验表明，在添加活性炭的培养

基中杂交兰幼苗不仅生长良好，生根效果也最好。
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