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!摘!要"!利用基因工程技术获取家蝇抗菌肽能克服传统方法产量低'耗时长'无法实现大规模生

产等缺点!是目前获取家蝇抗菌肽最为有效的方法$ 对家蝇基因工程抗菌肽的分类'编码基因的获

得和表达以及生物活性方面进行了综述!以期为兽医临床早日研制出高效'低毒且不易产生耐药性

的新兽药提供参考$
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!! 抗菌肽是生物体内部分无环状结构的小分子

多肽!是防御病原微生物入侵的天然屏障($)

!具有

非特异性抗细菌'真菌'病毒'寄生虫和肿瘤细胞等

作用% 与传统的抗生素相比!它具有分子量小'抗

菌谱广'热稳定性好等优点% 自 $6'" 年瑞典科学

家/FA9< _等首次从惜古比天蚕蛹中分离出天蚕

素"EQETFSB<#后(")

!人们相继从细菌'真菌'昆虫'植

物'动物乃至人体内均分离得到抗菌肽%

家蝇常生活在病原菌孳生的环境中!能在人'

畜之间通过机械传播多种疾病(%)

!而自身并不染

病!经研究发现这种极强的抗病能力缘于其体内含

有一类特殊的小分子多肽即抗菌肽% 而从家蝇体

内直接提取纯化抗菌肽具有产量低'技术要求高'

难以规模化生产的缺点&而化学方法虽然快速!但
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存在生产成本高等问题% 随着现代基因工程技术

的发展!通过基因工程技术来大规模制备家蝇抗菌

肽已成为研究热点%

@A家蝇基因工程抗菌肽的分类

目前利用基因工程技术从家蝇体内获得的抗

菌肽有五种$

)

家蝇天蚕素"EQETFSB<#!对革兰氏阴

性菌和革兰氏阳性菌均有作用!少数还具有抗真菌

作用(&)

&

*

家蝇防御素"WQVQ<YB<#!主要对革兰氏阳

性菌起作用!但有的也具有广谱的抗菌活性())

&

+

家蝇溶菌酶";̂ >#!其中 ;̂ >1$ 一般只对革兰

阴性菌具有活性(5)

!;̂ >1" 和 ;̂ >1% 仅对少数

革兰氏阴性菌有抑制作用(')

&

,

家蝇双翅肽

" B̂SUQTBEB<Y#!仅对少数革兰氏阴性菌有抑制作

用(')

&

-

家蝇攻击素"2UU9EB<#!只对少数革兰氏阴

性菌有抑制作用(')

%

BA家蝇抗菌肽编码基因的获得与表达

"4$!利用差异显示技术筛选家蝇抗菌肽编码基因

差异显示技术是由 >B9<K和 +9TWQQ$66" 年创立!

$66& 年 @TTBEG99X等将其正式命名为差异显示反

转录聚合酶链式反应"^̂ -81+,-#% 它是一种快

速'灵敏且易于操作的分离差异表达基因的方法%

金小宝等(3)首次采用差异显示技术对诱导后家蝇

幼虫差异表达基因进行筛选!经 LFTU?QT< 杂交鉴定

出阳性片段!并克隆得到两个在 _Q<Q/9<b 中未找

到与其具有高度同源性的家蝇基因序列%

"4"!利用基因芯片技术筛选家蝇抗菌肽编码基因

基因芯片技术是指将大量探针分子固定于支持物

上!然后与标记的样品进行杂交!通过检测杂交信

号的强度及分布进而对靶分子的序列和数量进行

分析% 它是一种操作简便'自动化程度高'一次可

检测大量序列的方法% 刘雷山等(6)将 _Q</9<b 中

部分昆虫抗菌肽基因保守域设计高特异性探针!构

建FCBKF探针微阵列!与 ,X% 标记的诱导后 "& ? 的

家蝇三龄幼虫脂肪体 ÊL2杂交!对家蝇抗菌肽相

关基因进行有效筛选!得出 $& 个有效杂交信号所

对应的基因并对其进行克隆%

"4%!通过构建抑制性消减杂交文库筛选家蝇抗菌

肽编码基因!抑制性消减杂交技术"00G#是能够

比较两种不同A-L2组和获得仅在一 A-L2组中

表达而在另一 A-L2组中没有表达的强有力的技

术% 与其它技术相比!00G技术具有假阳性率低'

特异性高'操作简便'周期短等优点!也是目前最常

用的方法% 李殿香等($#)应用抑制性消减杂交技

术!构建大肠杆菌和金黄色葡萄球菌诱导家蝇幼虫

后差异表达 ÊL2消减文库!获得了差异表达基因

的 ÊL2片段!经鉴定有包括抗菌肽基因在内的 %5

种蛋白的基因片段% 笔者所在实验室采用该技术

以三日龄家蝇幼虫为材料经多种病原微生物"沙门

氏菌'猪肺炎支原体'巴氏杆菌等#诱导!对家蝇抗

菌肽基因进行了高通量筛选!取得了预期效果!目

前已经对筛选到的基因进行克隆与表达!并正在对

表达产物的活性进行分析%

研究家蝇抗菌肽基因的表达!目前普遍使用以

大肠杆菌为主要代表的原核表达系统以及真核表

达系统%

"4&!家蝇抗菌肽基因在大肠杆菌表达系统中的表

达!由于大肠杆菌具有易培养'生长繁殖快速'外

源基因表达产物水平高等优点!因此该系统多被用

于表达家蝇抗菌肽基因% 在大肠杆菌中表达家蝇

抗菌肽基因最常用的表达载体包括 S@8系统和

S_@I系统%

"4&4$!用 S@8表达载体表达家蝇抗菌肽基因!

S@8系统是在大肠杆菌中克隆表达重组蛋白功能

比较强大的系统% 克隆到 S@8载体的基因是被关

闭的!不会因为产生的蛋白对细胞有毒性而引起质

粒不稳定% 根据目的蛋白特定信息和应用'克隆策

略'蛋白溶解性及细胞定位'需要的融合标签的种

类来选择合适的 S@8载体%

大肠杆菌系统表达家蝇抗菌肽基因常形成包

涵体而影响表达蛋白的生物活性及构像!通过选择

载体可以改善目的蛋白溶解性或正确折叠使其以

具有生物活性的可溶性状态进行融合表达$

)

选择具有本身溶解性高的多肽序列(如谷胱甘

肽10 1转移酶"_08#'硫氧还蛋白"8TR#及 LHY2

"LHUBCBh9UBF< YHNYU9<EQ2#)的 S@8载体&

*

选择具

有能催化二硫键形成的酶"如 8TR' ŶN2' ŶN,#的

S@8载体&

+

选择能将蛋白转运到细胞周质的带有

信号序列"如 ŶN2' ŶN,#的 S@8载体% 因 S@8载

体具有 5 =组氨酸标签"GBY1U9K#!在纯化蛋白时!

可以利用镍离子"LB

o

#亲和层析柱进行纯化!镍柱

中所含层析胶的基质上连接了一个氮基三乙酸

"L82#可以与LB

o结合!而 LB

o可以与融合蛋白的

5 =GBY1U9K之间产生吸引力!从而将带有 GBY1U9K

的融合蛋白与其他杂蛋白区分开来%

国果等($$)运用 S@81"39表达载体成功构建

了 ;̂ ,

"

基因的表达质粒!重组蛋白在大肠杆菌
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中获得了高效表达% IHQCBO?Q<K'刘变芳等($" 1$%)

运用 S@81%"9表达载体成功构建了家蝇抗菌肽

,QETFSB< 2基因和果蝇抗菌肽 2<WTFSB< 基因的表

达质粒!经诱导后均获得了高效表达的融合蛋白%

郑立等($&)将克隆得到的家蝇的 CXYFhXAQ" 基因

";W>"# 与表达载体 S@81̂ YN2连接!在大肠杆菌

表达系统中得到高效表达%

"4&4"!利用 S_@I表达载体表达家蝇抗菌肽基因

表达融合蛋白的载体 S_@I是 0ABU? 和 fF?<YF< 于

$6)' 年构建的!它具有一个大小为 "5 b^的谷胧甘

肽 0 1转移酶基因!具有蛋白纯化条件温和'对宿主

无选择性'无变性剂加入等特点!利用亲和层析的

方法纯化后获得的蛋白能最大限度保持其空间构

象和免疫原性的特点!具有较好的应用价值%

王来城($))

'许琴英($5)等将克隆得到的家蝇防

御素"WQVQ<YB<#基因重组到 S_@I1&81$ 表达载

体中在大肠杆菌中获得高效表达% 赵平森等($')将

克隆成功的家蝇 EQETFSB< 基因片段定向重组于原

核表达载体 S_@I15+1$ 中!在大肠杆菌中获得

高效表达% 徐建华($3)

'杨晓蓉($6)等将克隆得到家

蝇抗菌肽 2UU9EB< 和 WBSUQTBEB<" 的基因片段定向插

入到表达载体 S_@I1&81$ 上!在大肠杆菌中获

得表达%

由于原核表达系统操作简单'成本较低!很多

科研工作者选择其来表达家蝇抗菌肽基因!但家蝇

抗菌肽基因本身是真核基因!其在原核表达系统中

表达的蛋白往往不能正确的折叠!而且对大肠杆菌

宿主细胞也有杀伤作用!使得真核表达系统成为目

前研究家蝇抗菌肽基因工程的热点%

"4)!家蝇抗菌肽基因在真核表达系统中的表达!

常用于表达家蝇抗菌肽基因的系统包括酵母表达

系统和哺乳动物细胞表达系统%

"4)4$!家蝇抗菌肽基因在毕赤酵母表达系统中表

达!酵母表达系统具有强效启动子'外源基因产物

表达量高'培养简单经济等优点% 金丰良等("#)将

家蝇防御素与酵母分泌型表达载体 S+.,O

$

12构

建重组表达质粒并在毕赤酵母 _0$$) 得到表达%

仇妍虹等("$)将家蝇防御素抗菌肽成熟肽基因重组

于酵母表达载体 S+.,O

$

12中!在毕赤酵母

0;̂ $$53 中成功获得表达% 李小波' 金小宝

等("" 1"%)将家蝇抗菌肽9UU9EB< 和 Q̂VQ<YB< 基因克隆

至酵母分泌型表达载体 S+.,6]中!在毕赤酵母

_0$$) 中获得高效表达%

"4)4"!家蝇抗菌肽基因在哺乳动物细胞表达系统

中的表达!哺乳动物细胞表达系统能够指导蛋白

质的正确折叠!提供多种翻译后加工功能!表达产

物接近于天然的蛋白质分子!常用于外源基因的表

达% 常用于表达家蝇抗菌肽基因的细胞包括 ,G̀

细胞和 ,̀ 0 细胞% ,G̀ 细胞属于成纤维细胞!很

少分泌自身的内源蛋白!利于外源蛋白的表达% 徐

建华等("&)将扩增得到家蝇,QETFSB<和2UU9EB< 基因

构建于真核表达载体 SÊL2%4$"o#中!转染至,G̀

细胞中并成功获得表达% ,̀ 0 细胞是进行外源基

因瞬时表达时用途最广的宿主!其重组载件易于组

建!对插入 L̂2的量没有限制% 金小宝等(") 1"5)将

家蝇抗菌肽 Q̂VQ<YB< 和 ,QETFSB< 基因与表达载体

SÊL2%4$"o#连接!构建重组表达质粒!在非洲绿

猴肾细胞株 ,̀ 0 1' 中进行了表达!表达产物在细

胞上清液中%

抗菌肽基因在真核表达系统中!多数都实现目

的基因的表达!且产物未对工程菌产生明显的抑制

作用!这表明多数抗菌肽对真核细胞的毒性较小!

更有利于抗菌肽的表达!因此利用真核表达系统来

表达抗菌肽基因具有广泛的应用前景%

EA家蝇基因工程抗菌肽的生物活性

家蝇抗菌肽不仅具有广谱抗细菌作用!还具有

抗真菌'抗病毒'抗肿瘤细胞以及抗寄生虫等生物

活性% 但通过基因工程获得的家蝇抗菌肽多数是

抗细菌作用的报道%

徐建华($3)

'金小宝("")

'李小波("%)

'IHQCBO?Q<K

等($") 获得的家蝇抗菌肽 2UU9EB<' ,QETFSB< 和

Q̂VQ<YB<基因的表达产物对大肠杆菌均具有抗菌活

性% 金丰良("#)

'仇妍虹("$)等将获得表达的家蝇抗

菌肽 Q̂VQ<YB<基因进行抑菌试验!其对金黄色葡萄

球菌有较好的抑菌活性% MB9< -Q< 等("')表达的鸡

型家蝇溶菌酶基因";WCXY#的重组蛋白对革兰氏阳

性和革兰氏阴性菌都具有体外抑菌活性% 赵平森

等($')采用抑菌圈法检测家蝇 EQETFSB< 表达的蛋白

对大肠杆菌'沙门氏菌和停乳链球菌的生长均有抑

制作用% 刘变芳等($%)研究得到的果蝇抗菌肽 2<e

WTFSB<的全基因序列的表达产物对大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌均有抑制作用%

FA展 望

在当前许多细菌产生耐药性'开发新型抗生素

困难的形势下!对家蝇抗菌活性物质的研究在农

业'医药'食品等领域具有重要的意义% 如何提高
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家蝇抗菌肽的生产效率及降低成本是目前丞待解

决的问题% 利用基因工程技术获得家蝇抗菌肽成

本低'操作简便'生产周期短!有望成为解决这些难

题的有效办法% 但通过基因工程技术制备家蝇抗

菌肽仍存在许多问题!如对表达宿主存在毒性!易

被蛋白酶水解!常形成包涵体而影响表达蛋白的生

物活性及构像!分子大且具有抗原性!难于分离'纯

化等% 然而!随着分子生物学的发展和对抗菌肽研

究的不断深入!这些难题都将解决% 总之!家蝇作

为抗菌肽的直接来源有着广阔的开发利用价值!也

将会被广泛的应用于兽医临床%
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