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　　摘要：为进一步探讨利用基因工程技术生产蜂毒肽的方法，根据大肠杆菌密码子偏好性、基因ＧＣ含量、合成蛋白
加工需求等对蜂毒前溶血肽原基因序列进行改造，并利用人工化学合成方法完成改造后全基因的合成。构建蜂毒前

溶血肽原与ＧＳＴ融合表达重组质粒ｐＧＥＸ－４Ｔ－１／ＰＰＭｅｌ，转化大肠杆菌ＢＬ２１感受态细胞后分别在２０、３７℃条件下
经异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达，并利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ对产物进行检测。结果表明，
表达体系成功表达了目的融合蛋白，在２０℃条件下可获得可溶性表达产物，为进一步分离纯化目的蛋白及获得蜂毒
肽提供了基础。
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　　蜂毒肽（ｍｅｌｉｔｔｉｎ）又称蜂毒溶血肽，是蜂毒（ｂｅｅ
ｖｅｎｏｍ）的主要活性成分之一［１］，在抗菌［２－３］、消

炎［４］、抗肿瘤［５－６］乃至肌肉再生［７］等方面具有一定

应用价值。目前基因工程技术为蜂毒肽生产提供

了新的途径［８－９］，但从研究到生产仍有一定距离。

蜂 毒 前 溶 血 肽 原 （ｍｅｌｉｔｔｉｎ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ／
Ｐｒｅｐｒｏｍｅｌｉｔｔｉｎ）是 ｐｒｅｐｒｏｍｅｌｉｔｔｉｎ基因的表达产物，在
蜜蜂体内合成后首先加工成蜂毒溶血肽原（蜂毒肽

前体蛋白，ｐｒｏｍｅｌｉｔｔｉｎ），这是蜂毒肽的前体形式，可
被进一步水解而形成蜂毒肽［１０］。蜂毒前溶血肽原

由７０个氨基酸残基构成，其结构主要包括信号肽
（１～２１ａａ，ａａ为氨基酸个数的缩写）、低复杂性区域
（２２～４３ａａ）和蜂毒肽结构域（４４～６９ａａ）［１１］。与蜂
毒肽相比，蜂毒前溶血肽原具有较大的溶解度，且

对细胞的破坏能力小［１２］，可以考虑作为利用基因工

程方法在体外合成蜂毒肽的初始产物。

本研究通过全基因合成的方法合成了改造后

的蜂毒前溶血肽原基因，构建了蜂毒前溶血肽原与

谷胱甘肽Ｓ转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）
融合表达重组质粒，并在大肠杆菌 ＢＬ２１感受态细
胞中诱导表达，获得了目的融合蛋白，为利用基因

工程方法生产蜂毒肽提供了一定依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料与主要试剂
表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

ｃｏｌｉ）ＴＯＰ１０感受态细胞、大肠杆菌 ＢＬ２１感受态细
胞及ＰｆｕＤＮＡ聚合酶、缓冲液 Ａ（ＰＢＳ，ｐＨ值７．４）、
缓冲液 Ｂ［８ｍｏｌ／Ｌ尿素（ｕｒｅａ）、５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ（三羟甲基氨基甲烷与盐酸配成的常用缓冲
剂）、３００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠，ｐＨ值８．０］、异丙基 －β－
Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、ＴＭＢ显色
试剂盒、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ一抗、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ二抗等分子
生物学试剂均由生工生物工程（上海）股份有限公

司提供。

１．２　试验方法
１．２．１　基因改造、合成及扩增　蜂毒前溶血肽原基
因序列信息来自 ＮＣＢＩＧｅｎｅＢａｎｋ数据库（登录号：
ＮＭ＿００１０１１６０７），选择其 ＣＤＳ序列，根据大肠杆菌
密码子偏好并考虑其序列 ＧＣ含量、酶切位点等信
息对蜂毒前溶血肽原基因进行改造。利用

ＣｏｎｄｏｎＷ等软件对改造后的序列最优密码子使用
频率、ＧＣ含量（ＤＮＡ的４种碱基中，鸟嘌呤和胞嘧
啶所占的比率）等进行分析［１３］。

根据改造后的基因序列，利用人工化学合成方

法进行全基因合成，设计并合成引物对合成基因进

行ＰＣＲ扩增，所用引物序列如图１所示。上游引物
中引入ＥｃｏＲⅠ酶切位点，下游引物中引入 ＳａｌⅠ酶
切位点。基因及引物合成工作委托生工生物工程

—７８—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１６期



（上海）股份有限公司完成。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝
胶电泳后利用ＤＮＡ纯化试剂盒回收目的片段。
１．２．２　重组质粒的构建　利用限制性内切酶 Ｅｃｏ
ＲⅠ和ＳａｌⅠ对回收的 ＰＣＲ产物及 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１
载体进行双酶切，回收酶切后的目的片段及载体。

利用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将酶切后获得的目的片段与载
体进行连接，获得蜂毒前溶血肽原与 ＧＳＴ融合表达
重组质粒 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１／ＰＰＭｅｌ。重组质粒转化大
肠杆菌ＴＯＰ１０感受态细胞，经含有５０μｇ／ｍＬ氨苄青
霉素的平板培养过夜后，筛选阳性克隆进行酶切鉴定

并由生工生物工程（上海）股份有限公司测序验证。

１．２．３　蛋白表达　重组质粒 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１／ＰＰＭｅｌ
转化大肠杆菌ＢＬ２１感受态细胞，４２℃热激９０ｓ后
涂布到含有５０μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的平板上，３７℃
培养过夜。挑取单克隆到含有５０μｇ／ｍＬ氨苄青霉
素的液体培养基中振荡培养。当菌液 Ｄ６００ｎｍ值达到
０．６时，加入０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的诱导剂（ＩＰＴＧ），分别置
于２０℃条件下培养过夜、３７℃条件下培养６ｈ，以
未添加诱导剂的菌液为阴性对照。

菌液经离心后弃上清，收集菌体。在收集到的

菌体中加入缓冲液Ａ悬浮，使用超声破碎仪使其充
分溶解，离心，分别收集上清和沉淀。收集的沉淀

使用缓冲液 Ｂ进行溶解。分别对收集的上清和沉
淀溶解液处理后制备样本，利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ和
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ进行检测。

２　结果与分析

２．１　优化后的基因序列信息
改造后的ＤＮＡ序列长度为２１３ｂｐ，在蜂毒肽对

应的核酸序列前加入 １个密码子 ＡＡＣ，使其表达
Ａｓｎ，从而形成Ａｓｎ－Ｇｌｙ位点，用于通过羟胺裂解获
得蜂毒肽［８］。根据生物信息学分析可知，蜂毒前溶

血肽原基因的表达产物末端氨基酸残基为 Ｇｌｙ，而
蜂毒肽末端缺少 Ｇｌｙ，故在改造后的序列中删除了
其对应的密码子ＧＧＴ（图２），保证了表达产物被酶
切割后的蜂毒肽产物长度为２６个氨基酸。改造后
的序列中，大肠杆菌最优密码子使用频率多在９０％
以上（占８５％）（图３），其 ＧＣ含量为５０．２％，且无
异常ＧＣ峰。其序列中无一般顺式作用元件（Ｃｉｓ－
ａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔｓ）序列。

２．２　重组质粒的酶切检测
根据电泳结果可知，重组质粒的酶切产物主要

是约５０００ｂｐ和２００ｂｐ的２个片段（图４）。其中大
片段为载体质粒，小片段为插入的基因片段。插入

片段的测序结果与预定改造后的蜂毒前溶血肽原

ＤＮＡ序列一致（图２），且能与 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体
中的ＧＳＴ基因序列形成正确的读码框。重组质粒
图谱如图５所示。
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２．３　蛋白表达检测
含有重组质粒 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１／ＰＰＭｅｌ的工程菌

在２０℃和 ３７℃条件下进行 ＩＰＴＧ诱导培养后，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测结果显示，２个温度条件下的产物
在约３５ｋｕ处均有特异性蛋白条带出现，大小与预
期融合蛋白大小符合（图６），由 ＧＳＴ和蜂毒前溶血
肽原构成。为进一步确定目的蛋白的表达情况，按

照ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ步骤用ＴＭＢ显色试剂盒显色。结果
显示，在相应位置出现明显条带（图７），进一步表明
目的蛋白已成功表达。但在３７℃培养条件下，目的
蛋白主要出现在沉淀中，表明表达产物主要为包涵

体形式存在。而在２０℃条件下，上清液和沉淀中均

出现了表达产物，说明此温度下表达产物一部分以

可溶性蛋白的形式存在，一部分以包涵体形式存在。

３　讨论与结论

利用人工化学合成技术获得全基因序列为基

因的改造提供了方便。这种方法既可以缩短合成

周期，又为序列的正确性提供了保障。同时，在进

行原核表达时，可以有效地根据原核生物密码子偏

好性及其他需要对目的片段的基因序列进行优化

及定点突变，密码子的优化将有利于目的基因在宿
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主细胞内高效精确地表达。蜂毒前溶血肽原基因

ＣＤＳ序列全长仅２１３ｂｐ，可以按一定原则对其进行
充分改造，再利用上述方法将其合成，使之满足在

不同细胞内表达的需要。对基因序列进行改造过

程中考虑到应用羟胺裂解方法对ＧＳＴ－蜂毒前溶血
肽原融合蛋白进行处理以获得蜂毒肽，所以在原序

列上添加了相应氨基酸对应的密码子（ＡＡＣ），使表
达产物中蜂毒肽结构域前形成羟胺裂解位点

（Ａｓｎ－Ｇｌｙ）。若考虑通过其他酶或化学物质从表
达产物上将蜂毒肽切割下来，可以设计其他相应密

码子，如利用肠激酶作用位点时［９］，可在蜂毒前溶

血肽原基因中蜂毒肽对应的序列首密码子前添加

ＧＡＣＧＡＣＧＡＣＧＡＣＡＡＧ序列。已知多种酶或化
学试剂在蜂毒前溶血肽原上没有切割位点或在蜂

毒肽结构域没有切割位点，可以按照此思路在蜂毒

肽前溶血肽原基因中相应位置添加对应的密码子

序列［８］。

利用基因工程技术生产蜂毒肽被看作是获得

蜂毒肽的新途径，研究者关注蜂毒肽对细胞的毒

性，探索利用融合蛋白等方式实现蜂毒肽在原核细

胞、真核细胞中的表达。考虑到蜂毒肽在蜜蜂体内

以其前体蛋白蜂毒前溶血肽原的形式表达，笔者设

计了蜂毒前溶血蛋白原的全基因序列，期望以此降

低其对细胞的破坏作用。为了便于从表达产物中

分离目的蛋白，选择了利用 ＧＳＴ融合蛋白的形式进
行表达。构建的蜂毒前溶血肽原与 ＧＳＴ融合表达
重组质粒 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１／ＰＰＭｅｌ能够在不同温度下
进行表达，其在２０℃条件下表达的目的蛋白一部分
以可溶性蛋白的形式存在，为进一步分离纯化表达

产物并进行切割以获得有活性的目的蛋白提供的

方便。但由于ＧＳＴ标签自身相对分子质量较大，而
设计的目的蛋白又非常小，对相关下游试验可能会

有较大影响。考虑到设计的目的蛋白蜂毒前溶血

肽原具有较大的溶解度，对细胞膜的破坏能力较

低，也可以尝试使用分子量较小的 Ｈｉｓ标签。蜂毒

前溶血肽原本身具有信号肽结构，若有好的无标签

分离纯化目的蛋白的方法，也可以尝试直接表达蜂

毒前溶血肽原。而有关其表达量的提高及表达产

物的处理等仍需进一步研究。
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