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人源抗菌肽ＬＬ３７表达载体的构建及其在毕赤酵母中的表达

陆建荣１，王惠民２，吴　萍１，黄松平１，常秋月３，凌勇武１，倪晓蓉１

（１．南通市第三人民医院感染病实验室，南通２２６００６；２．南通大学附属医院检验科，南通２２６００１；３．南通市中心血站，南通２２６００６）

［摘要］　目的：构建人源抗菌肽ＬＬ３７的表达载体ｐＰＩＣ９ＬＬ３７，将其转化毕赤酵母ＧＳ１１５，诱导ＬＬ３７表达。方法：根据抗

菌肽ＬＬ３７氨基酸序列及毕赤酵母偏爱密码子，应用互补延伸ＰＣＲ技术扩增抗菌肽ＬＬ３７基因，定向克隆到毕赤酵母表达载

体ｐＰＩＣ９上，转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，构建重组分泌型酵母表达载体ｐＰＩＣ９ＬＬ３７，ＰＣＲ鉴定并测序；原生质球法转化毕赤酵母

ＧＳ１１５，ＰＣＲ扩增鉴定；甲醇诱导ＬＬ３７表达，筛选最高表达株，检测表达产物对大肠杆菌的抑菌活性，并对其进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析。结果：ｐＰＩＣ９ＬＬ３７载体构建成功；转化毕赤酵母后ＰＣＲ鉴定出ＬＬ３７基因；０．５％甲醇能

诱导ＬＬ３７高表达，筛选出最高表达株，发酵上清约含ＬＬ３７０．５μｇ／ｍｌ，对Ｅ．ｃｏｌｉ具有较强的抑菌活性，电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹

分析证实表达产物为ＬＬ３７。结论：成功构建ｐＰＩＣ９ＬＬ３７载体，转化毕赤酵母后，经甲醇诱导能高表达分泌ＬＬ３７，表达的

ＬＬ３７蛋白具有较强的抑菌活性。
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　　ＬＬ３７是目前人体内发现的唯一的ｃａｔｈｅｌｉｃｉ
ｄｉｎｓ家族抗菌肽［１］。ＬＬ３７的前体ｈＣＡＰ１８（ｈｕ
ｍａｎｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｗｉｔｈａｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒｓｉｚｅ１８ｋＤ）的Ｎ端为１００个氨基酸左右的
保守性序列，即所谓ｃａｔｈｅｌｉｎ结构，Ｃ端则为其活性
部位［２］。在外来刺激（感染、外伤等）作用下，ｈＣＡＰ
１８被释放到胞外，在蛋白酶的作用下水解第１０３与

１０４位氨基酸（Ａｌａ与Ｌｅｕ）间的肽键，脱去Ｎ端的保
守片段，成为３７个氨基酸的成熟多肽，因其Ｎ端为
两个亮氨酸（Ｌ）残基，故命名为ＬＬ３７。ＬＬ３７主要表
达于某些骨髓源性细胞（中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴

细胞等）、角质形成细胞、组织上皮细胞及某些腺体等
易于与微生物发生接触的部位［３］。作为天然免疫的
重要成分，ＬＬ３７在机体遭受外来微生物侵袭时能与
其他抗菌肽一起提供迅速有效的第一线防御。

　　随着新传染病和多药耐药性病原体不断产生，
免疫力低下人群持续增多，开发新型抗感染药物和
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新的治疗策略已引起广泛关注。ＬＬ３７具有抗菌活
性高，抗菌谱广，靶菌株不易产生抗性等特点，基因
工程生产ＬＬ３７具有诱人的前景。治疗性蛋白药物
能否进入临床试验乃至进入医药市场，其关键在于
寻求合适的蛋白表达系统，用量较大或需长期使用
的更是如此。巴斯德毕赤酵母（Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ，Ｐ．
ｐａｓｔｏｒｉｓ）具有表达率高、产物可分泌、背景蛋白少易
于纯化、可高密度发酵等优点［４６］，适合外源蛋白的
表达。本实验室将 ＬＬ３７基因构建到穿梭质粒

ｐＰＩＣ９上，将其在Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ中进行异源表达，并对
其生物活性进行检测。

１　材料和方法

１．１　菌株与试剂　克隆宿主菌Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α为本
室保存，ＯｒｉｇｉｎａｌＰｉｃｈｉａＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＫｉｔ购自Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。限制性内切酶ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ、Ｂｇｌ
Ⅱ及ＰｆｕＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＷｉｚａｒｄＧｅ
ｎｏｍｉｃＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，消解
酶Ｌｙｔｉｃａｓｅ购自Ｓｉｇｍａ公司，山羊抗人 ＬＬ３７购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＬＬ３７标准品购自 Ｈｙｃｕｌｔｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ公司，酵母培养基 ＹＮＢ和 Ｃａｓａｍｉｎｏａｃｉｄ为

Ｄｉｆｃｏ公司产品，其他试剂均为国产或进口分析纯。

１．２　单链ＤＮＡ及引物合成　根据ＬＬ３７氨基酸
序列及毕赤酵母基因翻译的偏爱密码子［７８］合成两

条单链 ＤＮＡ 及引物。ＬＬ１：５′ＣＴＣ ＴＣＧ ＡＧＡ
ＡＧＡＧＡＧＡＧＧＣＴＧＡＧＧＣＴＴＴＧＴＴＧＧＧＴＧ
ＡＣＴＴＣＴＴＣＡＧＡＡＡＧＴＣＣＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡ
ＴＣＧＧＴＡＡＧＧＡＧ３′；ＬＬ２：５′ＧＧＧＡＡＴＴＣＣ
ＴＡＧＧＡＣＴＣＡＧＴＴＣＴＴＧＧＡＡＣＣＡＡＧＴＴＴ
ＣＴＣＡＡＧＡＡＧＴＣＣＴＴＧＡＴＴＣＴＴＴＧＡＡＣＧ
ＡＴＴＣＴＣＴＧＡＡＣＴＣＣＴＴＡＣＣＧＡＴＣＴＴＣＴ
ＣＣＴ３′。ＬＬ１与ＬＬ２的３′端有２０ｂｐ的互补序列。
引物Ｐ１：５′ＣＴＣＴＣＧＡＧＡＡＧＡＧＡＧＡＧＧＣ３′，

Ｐ２：５′ＧＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＧＧＡＣＴＣＡＧＴＴＣ３′，由
上海英骏生物公司合成。根据ｐＰＩＣ９的特点，在ＰＣＲ
扩增过程中，在ＬＬ１５′端引入ＸｈｏⅠ及 ＫｅＸ２酶切位
点，并重新构建了谷氨酸丙氨酸（ＧｌｕＡｌａ）间隔区（ｄｉ
ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ识别位点），在ＬＬ２５′端加上ＴＡＧ 终
止密码子和ＥｃｏＲⅠ酶切位点。

１．３　ＬＬ３７基因的扩增和ｐＰＩＣ９ＬＬ３７重组载体
的构建

１．３．１　ＬＬ３７基因的扩增　取 ＬＬ１、ＬＬ２各５０

ｐｍｏｌ混合，反应体系：Ｐｆｕ２Ｕ，１×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，２００

μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，反应体积５０μｌ，９４℃３ｍｉｎ，５８℃
２ｍｉｎ，７２℃１０ｍｉｎ，互为模板形成双链。然后取双链

ＤＮＡ的千分之一稀释物２μｌ为模板，进行ＰＣＲ扩
增，体系为：Ｐ１、Ｐ２各５０ｐｍｏｌ，Ｐｆｕ２Ｕ，１×ＰＣＲＢｕｆｆ
ｅｒ，２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，体积５０μｌ，ＰＣＲ反应条件：

９４℃３ｍｉｎ预变性，然后９４℃１ｍｉｎ；５５℃ １ｍｉｎ；

７２℃１ｍｉｎ３５循环，最后７２℃１０ｍｉｎ。合并３管ＰＣＲ
产物乙醇沉淀，溶于２０μｌＴＥ，１％琼脂糖电泳后，华
舜胶回收试剂盒回收，获得ＬＬ３７双链基因。

１．３．２　ｐＰＩＣ９ＬＬ３７重组质粒的构建与鉴定　ＬＬ
３７双链基因与载体ｐＰＩＣ９以ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ酶切，
分别电泳胶回收后进行连接反应，连接反应体系：４
ｎｇ双酶切 ＰＣＲ产物，２００ｎｇ双酶切ｐＰＩＣ９载体，

１×ｌｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ，１μｌＴ４ＤＮＡ 连接酶，体积２０μｌ，

４℃过夜。连接产物转化感受态Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α细胞，
涂布于３７℃预热的含１００μｇ／ｍｌ氨苄西林的ＬＢ平
板，３７℃培养过夜。随机挑选转化子接种于含６０

μｇ／ｍｌ氨苄西林的ＬＢ培养基，３７℃培养过夜。少
量抽提质粒ＤＮＡ用于ＰＣＲ鉴定。经ＰＣＲ鉴定的
克隆送上海英骏生物技术有限公司测序。

１．４　重组质粒ｐＰＩＣ９ＬＬ３７的酵母转化及转化后
的筛选鉴定

１．４．１　酵母转化　测序确认后的阳性克隆，用质粒
抽提试剂盒抽提质粒，取３０μｇ用ＢｇｌⅡ酶切过夜，酚／
氯仿抽提，乙醇沉淀后以ｐＨ８．０ＴＥ溶解，调节浓度

１μｇ／μｌ。采用原生质球方法转化Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＧＳ１１５。

３０℃培养６ｄ后，将上层琼脂刮下，破碎琼脂释放酵
母，重悬后涂布于 ＭＤ平板，３０℃培养至菌落出现。

１．４．２　阳性克隆的筛选及鉴定　线性化重组载体
转化Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＧＳ１１５后整合于酵母染色体，用无
菌牙签随机挑选１００个转化子对应接种于ＭＭ、ＭＤ
平板，筛选 Ｈｉｓ＋Ｍｕｔｓ及 Ｈｉｓ＋Ｍｕｔ＋克隆，随机挑取

Ｈｉｓ＋Ｍｕｔｓ、Ｈｉｓ＋Ｍｕｔ＋克隆各１２个分别接种于１．５
ｍｌＭＤ培养基，培养２０ｈ，取１ｍｌ离心悬浮于２９３

μｌ５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，加７．５μｌ２０ｍｇ／ｍｌＬｙｔｉ
ｃａｓｅ，３７℃６０ｍｉｎ，用 ＷｉｚａｒｄＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＰｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎＫｉｔ提取酵母ＤＮＡ，以Ｐ１、Ｐ２为引物行ＰＣＲ
鉴定。

１．５　转化后ＬＬ３７蛋白的诱导表达及活性测定

１．５．１　诱导表达　挑取筛选到的 Ｈｉｓ＋Ｍｕｔｓ９个阳
性克隆接种于１０ｍｌＭＤ培养基（于１００ｍｌ三角
瓶），２８～３０℃、２８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２４ｈ，３０００ｒ／

ｍｉｎ离心收获菌体，悬于１０ｍｌＢＭＧＹ培养基振荡
培养１２ｈ，离心收获菌体，悬于１０ｍｌＢＭＧＹ培养基
（含１％ｃａｓａｍｉｎｏａｃｉｄ），振荡培养８ｈ，离心收获菌
体，悬浮于 ＭＭ 培养基（含１％ｃａｓａｍｉｎｏａｃｉｄ）调节

Ｄ６００为２０，取１０ｍｌ振荡培养，进行甲醇诱导表达，
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每隔２４ｈ取样５０μｌ，同时补加１００％甲醇至终浓度
为０．５％，培养１４４ｈ结束。所有样品离心上清液参
照 Ｈｕｌｔｍａｒｋ 等［９］的方法进行抗菌肽 ＬＬ３７ 对

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α的杀菌效价检测，得到最高表达克隆。
选用不同的甲醇浓度诱导培养，得到最佳诱导浓度。
选最高表达克隆扩大培养，培养方法与条件最优化，
体积为１００ｍｌ（于１０００ｍｌ三角瓶），培养９６ｈ结
束，离心收获上清。

１．５．２　ＬＬ３７蛋白抑菌活性的测定　上清液冷冻
干燥浓缩２０倍，参照 Ｈｕｌｔｍａｒｋ等［１０］的方法对浓缩

上清进行针对 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α抑菌活性检测。１０
ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４磷酸钠缓冲液１０ｍｌ加０．１ｇ琼脂
糖及０．３ｍｇＴｒｙｐｔｉｃｓｏｙｂｒｏｔｈ干粉灭菌，冷却到

４３℃，将对数生长期的细菌Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（Ｄ＝０．５，
浓度约为１０９ＣＦＵ／ｍｌ）以液体培养基稀释１００倍，
取２００μｌ加入到上述琼脂糖培养基浇注平板，冷却
后，打孔（３．２ｍｍ），加１０μｌ浓缩上清液，放置３ｈ，
上铺双倍营养琼脂糖培养基（１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４磷
酸钠缓冲液１０ｍｌ加０．１ｇ琼脂糖及０．６ｍｇＴｒｙｐ
ｔｉｃｓｏｙｂｒｏｔｈ干粉灭菌，冷却到４３℃），３７℃培养过
夜，精确测量抑菌圈直径。并以１ｍｇ／ｍｌ，１００μｇ／

ｍｌ，１０μｇ／ｍｌ的ＬＬ３７标准品作为对照，绘制标准
曲线，测定上清浓度。

１．５．３　表达产物的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹分析　抗菌肽ＬＬ３７相对分子质量为４５００，用
常规ＳＤＳＰＡＧＥ难以得到理想的分辨率，本研究使
用 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ（１６％Ｓｅｐａｒａｔｉｎｇｇｅｌ，１０％
Ｓｐａｃｅｒ，４％Ｓｔａｃｋｉｎｇｇｅｌ），使得ＬＬ３７能得到较好的
分离。具体方法：上清液冷冻干燥浓缩２０倍，参照

Ｓｃｈａｇｇｅｒ等［１１］的方法，取５μｌ浓缩物进行Ｔｒｉｃｉｎｅ
ＳＤＳＰＡＧＥ，以商品合成肽ＬＬ３７为对照，凝胶采用
硝酸银染色。电泳条件稳定后，参照Ｋｊｅｌｄｓｅｎ等［１２］

方法，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析。

２　结　果

２．１　ＬＬ３７基因的扩增结果　通过ＬＬ１、ＬＬ２互补
延伸形成双链、ＰＣＲ扩增，得到ＬＬ３７双链基因，基
因长度为１４８ｂｐ（图１）。

２．２　ｐＰＩＣ９ＬＬ３７重组质粒的构建与鉴定　由于
双酶切线性化胶回收的ｐＰＩＣ９不可能自身环化，因
此理论上讲Ａｍｐ抗性菌落应含有所需要的重组质
粒。随机挑选１个单菌落，培养后抽提质粒，以

ｐＰＩＣ９为阴性对照，用Ｐ１、Ｐ２进行ＰＣＲ扩增，结果
发现有目的基因，大小为１４８ｂｐ（图２）。经序列测
试证明ＬＬ３７基因序列是正确的，并且位于ｐＰＩＣ９

αｆａｃｔｏｒ信号肽的阅读框内，命名为ｐＰＩＣ９ＬＬ３７。

图１　ＬＬ３７ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ１　ＬＬ３７ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：ＬＬ３７ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

图２　重组质粒的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｐｌａｓｍｉｄｂｙＰＣＲ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＰＩＣ９ＬＬ３７；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．３　酵母转化后阳性克隆的筛选与鉴定　重组质
粒ｐＰＩＣ９ＬＬ３７经ＢｇｌⅡ线性化后用原生质球法转
化 Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ ＧＳ１１５，取 Ｈｉｓ＋ Ｍｕｔ＋、Ｈｉｓ＋

Ｍｕｔｓ克隆各１２个行ＰＣＲ扩增鉴定，结果分别有１０
和９个克隆检测到目的基因的插入。其中１例阳性
克隆的鉴定结果见图３。

２．４　酵母转化后ＬＬ３７的诱导表达及活性检测　
Ｈｉｓ＋Ｍｕｔ＋、Ｈｉｓ＋Ｍｕｔｓ两种表型分别进行甲醇诱导
表达，Ｈｉｓ＋Ｍｕｔｓ表达量较高（数据未显示），通过小
体积培养及对Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α杀菌效价检测，获得一
最高表达菌株，最佳诱导甲醇浓度为０．５％，扩大培
养。表达上清冷冻干燥浓缩２０倍后进行抑菌活性
检测，结果显示浓缩上清对Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α有抑菌活
性。用系列稀释的ＬＬ３７标准品作对照，绘制标准
曲线（图４），测出浓缩后ＬＬ３７浓度约为１０μｇ／ｍｌ，
考虑到已经浓缩２０倍，发酵上清原液表达量约０．５

μｇ／ｍｌ。
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图３　毕赤酵母转化后阳性克隆的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ３　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｏｆ

Ｐ．ｐｉｃｈｉａａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｆｒｏｍＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓｈａｒｂｏｒｉｎｇ

ｐＰＩＣ９；２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓｈａｒｂｏｒｉｎｇｐＰＩＣ９ＬＬ３７

图４　ＬＬ３７抑菌活性标准曲线的绘制

Ｆｉｇ４　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＬＬ３７ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．５　转化产物的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印
迹分析　以ＬＬ３７标准品及转化空载体ｐＰＩＣ９的Ｐ．
ｐａｓｔｏｒｉｓ培养上清作阳、阴性对照，电泳银染色结果显
示：甲醇诱导表达上清在４５００处出现１条带（图

５Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明产物为ＬＬ３７（图５Ｂ）。

３　讨　论

　　抗菌肽最早是在昆虫体内发现的一类小分子多
肽，具有相对分子质量小，热稳定性强，水溶性好，无
免疫原性，有广谱抗菌性等特点，还可以抑杀某些真
菌、病毒及原虫，并对多种癌细胞及动物实体瘤有明
显的杀伤作用而不破坏正常细胞［１３１４］，有望成为新
一代抗菌、抗病毒、抗癌药物。目前已有一些抗菌肽
开发成抗生素进入临床试验［１５１７］。但抗菌肽在生物
组织中含量很少，分离获得大量天然产物困难很大，
人工合成则成本很高。基因工程生产是一个较为理
想的选择，但其表达产物对原核宿主菌有害，因此不
能在原核系统中直接表达［１８］；融合表达虽可大量生
产带有抗菌肽片段的融合蛋白并极大地降低了其对

宿主的杀伤力，但需对融合蛋白进行切割处理，分
离、纯化原始抗菌肽，程序比较烦琐。尽管目前已开
发出多种能在靶蛋白和运载蛋白的连接处切割肽键

的化学及酶学方法，但如何从融合蛋白上彻底去除
标签或运载蛋白，仍是一个难题［１９］。

图５　转化产物ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ
银染色（Ａ）及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析（Ｂ）

Ｆｉｇ５　ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓ（Ａ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ（Ｂ）ｏｆＬＬ３７

ＩｎＦｉｇＡ，Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＰ．ｐａｓ

ｔｏｒｉｓ；２：ＬＬ３７ｃｏｎｔｒｏｌ；３：ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｒｏｍＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓｈａｒ

ｂｏｒｉｎｇｐＰＩＣ９．ＩｎＦｉｇＢ，１：ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ；２：ＬＬ

３７ｃｏｎｔｒｏｌ；３：ＳｕｐｅｒｎａｔａｎｔｆｒｏｍＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓｈａｒｂｏｒｉｎｇｐＰＩＣ９

　　巴斯德Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ作为一种外源分泌蛋白和胞
内蛋白表达的宿主菌，自１９８５年首次用于发酵生产
乙肝表面抗原（ＨＢｓＡｇ）以来，得到了越来越广泛的
应用［２０］。与其他表达系统相比，Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ具有许
多优 点［２１］：（１）利 用 受 甲 醇 诱 导 的 醇 氧 化 酶
（Ａｌｏｃｈｏｌ·ｏｘｉｄａｓｅⅠ，ＡＯＸⅠ）启动子可严格控制
外源基因的表达，无论胞内、胞外均可实现外源基因
的高表达；（２）生长快速，培养条件简单，适合高密度
培养，发酵后每升培养液中细胞湿重达４５０ｇ，有利
于提高目的蛋白产量；（３）作为一种真核细胞生物，
可进行翻译后的蛋白加工使外源蛋白得到正确的折

叠和修饰；（４）不产生内毒素污染，适合医疗应用。

Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ为真核细胞，对抗菌肽有较强的抵抗力，
目前 已 有 不 少 成 功 利 用 其 表 达 抗 菌 肽 的 报

道［１８，２１２２］。因此，本研究选择Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ作为宿主
菌分泌表达人源多肽抗生素ＬＬ３７。

　　蛋白质的生物活性与其氨基酸序列直接相关，
一般表达都力求与天然蛋白尽可能一致。本研究通
过ＤＮＡｓｓｉｓｔ２．０软件分析发现，在众多载体中分泌
型载体ｐＰＩＣ９具有唯一的ＸｈｏⅠ位点。我们在ＬＬ１
５′端引入ＸｈｏⅠ限制性酶切位点及 ＫｅＸ２酶切位点
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的核苷酸序列，并重新构建了双谷氨酸丙氨酸
（ＧｌｕＡｌａ）间隔区，形成 ＶＳＳＬＥＬｙｓＡｒｇｖＫｅＸ２

ＧｌｕＡｌａｖＤＡＰＧｌｕＡｌａｖＤＡＰｆｕｓｅｄ的蛋白结构，在ＬＬ２
的５′端加上ＴＡＧ终止密码子和ＥｃｏＲⅠ酶切位点，
利用载体ｐＰＩＣ９上αｆａｃｔｏｒ信号肽基因内的ＸｈｏⅠ
位点和该载体多克隆位点上的ＥｃｏＲⅠ位点将ＬＬ
３７基因克隆到载体ｐＰＩＣ９上。转染后的ｐＰＩＣ９利
用本身的αｆａｃｔｏｒ信号肽能够分泌表达外源基因，
在分泌过程中在高尔基体内ＫｅＸ２蛋白酶切割ＫｅＸ２
酶切位点（ＬｙｓＡｒｇ），而谷氨酸丙氨酸（ＧｌｕＡｌａ）间
隔区则被ｄｉａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ酶切割［２３］，最终分泌到
培养基的蛋白为天然ＬＬ３７蛋白。由于酵母分泌到
培养基的背景蛋白非常少，有利于进一步分离纯化。

　　由于遗传密码子具有简并性，因此一个氨基酸
通常由２～６个密码子编码。但密码子的使用并不
是均匀的，也不是随机的。即在每一物种中，对于同
义密码子的使用有偏爱性。产生密码子偏爱性的原
因很多，其中ｔＲＮＡ的丰度被认为影响力最大［２４］。
高表达的基因，要求密码子的使用要和ｔＲＮＡ的数
量匹配，尽量使用ｔＲＮＡ分子数量多的密码子，因
此，本研究在ＬＬ３７基因合成时采用Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ的
偏爱密码子，以期获得最高表达。本实验采用原生
质球法将质粒转化Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ，转化率达７９％（１９／

２４），较氯化锂法的转化率高（５７％）；Ｈｉｓ＋Ｍｕｔｓ表型
较 Ｈｉｓ＋ Ｍｕｔ＋表型表达量高，这可能是因为 Ｈｉｓ＋

Ｍｕｔｓ菌株高效的ＡＯＸⅠ启动子充分启动外源基因
的表达，但 Ｈｉｓ＋Ｍｕｔｓ菌生长较慢，如何提高发酵效
率是亟待解决的问题。

　　本研究在毕赤酵母中成功表达了重组ＬＬ３７，
为进一步研究ＬＬ３７的结构与功能及进一步的研究
奠定了基础。

　　（志谢：本实验在完成过程中得到南通大学微生
物与免疫学实验室沈爱国教授等的热情指导和帮

助，中国科学院上海生物化学研究所张倩也给予了
技术支持，在此一并表示感谢！）
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