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圆园 世纪初抗生素的发现堪称医药技术发展

史上重大里程碑之一袁 但日趋严重的耐药细菌

感染已成为国际医学界面临的一个棘手难题咱员原猿暂遥
野超级病菌冶耐甲氧西林金黄色葡萄球菌渊酝砸杂粤冤
感染在美国每年致死人数超过艾滋病咱源暂袁 临床研

究表明对 酝砸杂粤 有效的仅有万古霉素袁 而作为对

付细菌感染最后一道防线的万古霉素副作用严

重袁 且临床上也已出现耐万古霉素细菌咱缘暂遥 在我

国由于滥用抗生素袁 耐药菌所致院内感染人数已

居住院感染患者总人数的 猿园 豫左右咱猿暂遥 人们长期

以来广泛而不加选择地使用抗生素咱远暂袁 结果导致

一系列耐药微生物出现袁 给细菌性疾病的控制和

治疗带来极大困难袁 因此发现和研制新一代抗菌

药物的任务日趋紧迫咱苑暂遥
阳离子宿主防御肽 渊也称为抗菌肽或肽类抗

生素冤 在大多数生物的天然防御方面具有重要的

功能咱愿原员园暂袁 用于抵御 郧垣菌尧 郧原菌尧 真菌尧 原虫及病

毒感染袁 据报道其中一些阳离子多肽能抑制

酝砸杂粤 的生长 咱猿袁员员-员圆暂遥 目前鉴定到的抗菌肽数量

已超过 员 猿园园 种咱猿暂袁 这类多肽通常分子量都相对

较小渊圆耀缘 噪怎冤袁 长度为 员园耀缘园 氨基酸残基袁 具有

圆耀怨 个净正电荷袁 相互之间同源性较低遥 根据抗

菌肽的二级结构可将其分为 源 种咱员暂院 渊葬冤 线性 琢原
螺旋肽袁 如人的 蕴蕴原猿苑曰 渊遭冤 茁原折叠型多肽袁 如

植物防御素 澡藻责糟蚤凿蚤灶曰 渊糟冤 环肽渊含一对二硫键冤曰
渊凿冤 富含某种氨基酸的线性肽袁 如牛的 蚤灶凿燥造蚤鄄
糟蚤凿蚤灶遥 其中前 圆 种类型是自然界中最常见的抗菌

肽类型遥 研究表明阳离子抗菌肽可选择性作用于

细胞外膜或信号通路中不同的靶标咱员袁员猿暂袁 与传统

抗生素相比较袁 这可能是细菌对阳离子抗菌肽更

难产生抗性的原因遥 另有一些研究表明抗菌肽不

仅具有抗菌活性袁 而且还作为信号分子参与免疫

反应调节渊尤其是感染和炎症冤咱员袁员源暂遥 阳离子抗菌

肽具有分子量小尧 广谱抗菌活性及不易产生耐药

性等特点袁 因此作为潜在的理想治疗因子已广泛

得到学者们的关注咱员袁员圆袁员缘暂遥
近年来袁 一些阳离子抗菌肽也从蝎淋巴液及

毒腺中先后得到了分离和鉴定袁 包括 澡葬凿则怎则蚤灶袁
泽糟燥则责蚤灶藻袁燥责蚤泽贼燥责燥则蚤灶泽袁 责葬则葬遭怎贼燥责燥则蚤灶咱员远暂袁 月皂运灶圆 和

月皂运遭员咱员苑暂袁 皂怎糟则燥责燥则蚤灶咱猿暂袁 蚤皂糟则燥责燥则蚤灶咱员员暂袁及 杂贼悦栽员咱圆暂
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东亚正钳蝎毒素基因 月皂运bpp 的

原核表达及其抗菌功能初步鉴定
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渊江汉大学 医学院袁 湖北 武汉 源猿园园缘远冤

摘 要院 一级结构分析和二级结构预测表明无二硫键蝎毒液多肽 渊晕阅月孕泽冤 月皂运月孕孕 具两亲性

琢原匀藻造蚤曾 结构袁 含有大量带净正电荷的碱性残基 渊粤则早 和 蕴赠泽冤袁 符合多价阳离子抗菌肽的典型特征遥 采用

孕悦砸 法和质粒载体 责郧耘载原缘载原员 构建 月皂运bpp尧 耘郧云孕 及 月皂运bpp 辕 耘郧云孕 与 郧杂栽 的原核融合表达载体袁 猿 个

表达载体与 责郧耘载原缘载原员 分别在 砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤 菌中进行表达袁 并测定 源 个 砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤 表达工程菌

诱导表达的生长曲线遥 结果表明袁 月皂运月孕孕 是一个具有很强抑菌功能的抗菌肽袁 郧杂栽尧 月皂运月孕孕 及 耘郧云孕
3 个蛋白一起融合表达可获得少量蛋白的表达袁 这将为后续的功能研究和应用研究奠定基础遥
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等遥 这是一类长度为 员猿耀缘园 个氨基酸的无二硫键

蝎毒液多肽 渊晕燥灶 原阅蚤泽怎造枣蚤凿藻 原月则蚤凿早藻凿 孕藻责贼蚤凿藻泽袁
晕阅月孕泽冤袁 具 有 抗 菌 及 免 疫 调 节 等 功 能 咱员愿暂遥
月皂运遭责责 基因是从马氏正钳蝎 糟阅晕粤 文库中分离

到的第一个 晕阅月孕 基因咱员怨暂袁 其 糟阅晕粤 序列编码一

个 源苑氨基酸的成熟肽袁 生理学功能尚未得到鉴定遥
分析表明 月皂运BPP 多肽与抗菌肽 p葬则葬遭怎贼燥责燥则蚤灶
具有较高的同源性咱员远暂遥 二级结构预测 月皂运BPP 多

肽具有典型两亲性 琢原匀藻造蚤曾 结构袁 含有大量带净

正电荷的碱性残基 渊粤则早 和 蕴赠泽冤袁 符合多价阳离

子抗菌肽的典型特征遥 本研究通过对 月皂运遭责责 基

因进行克隆表达袁 测定各克隆子诱导表达生长曲

线袁 初步证实其具有很强抑菌功能袁 为后续进一

步的功能研究奠定了基础遥
员 材料与方法

员援员 材料与试剂

表达载体 责郧耘载原缘载原员 及用于克隆和表达的

原核宿主菌渊耘援 糟燥造蚤冤阅匀缘琢尧 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤菌株均

为江汉大学医学院保存曰 限制性内切酶尧 异丙

基原茁原阅原硫代半乳糖苷渊陨孕栽郧冤尧 孕悦砸 所用试剂和

酶均为 栽葬噪葬则葬 公司产品曰 栽源 连接酶购自 孕则燥皂藻早葬
公司曰 孕悦砸 产物纯化试剂盒和质粒提取试剂盒购

自 韵皂藻早葬 公司曰 引物合成服务由上海生工提供曰
茁要酝耘渊茁要巯基乙醇冤购自 杂蚤早皂葬 公司曰 其他化

学试剂均为分析纯遥
员援圆 方法

员援圆援员 引物设计和合成 根据 月皂运遭责责 糟阅晕粤 序

列渊简写为 月孕孕冤咱员怨暂及 责耘郧云孕原晕员 载体中增强型绿

色荧光蛋白基因渊EGFP冤序列袁 设计引物渊云孕院 正

向引物袁 砸孕院 反向引物冤 如下院渊员冤月孕孕原云孕院 缘爷原
郧悦悦郧郧粤栽悦悦悦悦郧粤栽郧粤悦郧粤栽郧粤悦粤粤郧栽栽悦粤郧粤-

栽栽栽郧郧粤粤郧悦原猿爷渊对应 月皂运BPP成熟肽编码区 员耀
员缘 位核苷酸袁 含 月葬皂匀陨 酶切位点和小肠激酶酶

切 位 点 核 酸 序 列 冤曰 渊圆冤月孕孕 原砸孕员院 缘爷 原
郧悦悦悦栽悦郧粤郧栽悦粤栽栽悦郧郧悦栽郧郧粤郧悦悦郧悦粤郧悦 原猿爷
渊对应 月皂运BPP成熟肽编码区 员圆源耀员源员 位核苷酸袁
含 载澡燥陨 酶切位点和终止密码子冤曰 渊猿冤月孕孕原砸孕圆院
缘爷原粤栽悦栽栽悦栽郧粤粤栽栽悦郧郧悦栽 郧郧粤郧原猿爷渊对应包含

月皂运BPP 成熟肽编码区的 员猿员耀员缘员 位核苷酸袁
员源圆耀员源源 位 悦栽粤 突变成 栽栽悦袁 含 耘糟燥砸陨 酶切位

点冤曰 渊源冤耘郧云孕原 云孕员院 缘爷原郧悦郧郧粤栽悦悦悦悦粤栽郧郧栽鄄
郧粤郧悦粤粤郧郧郧悦郧粤 郧郧粤郧原猿爷渊对应 耘郧云孕 编码序

列 缘爷区袁 含 月葬皂匀陨 酶切位点和起始密码子冤曰
渊缘冤耘郧云孕 原云孕圆院缘爷 原郧悦郧粤粤栽栽悦粤栽郧郧栽郧粤郧悦粤粤-

郧郧郧悦郧粤郧郧原猿爷渊对应 耘郧云孕 编码序列 缘爷区袁含
耘糟燥砸陨 酶切位点尧 起始密码子冤曰 渊远冤 耘郧云孕原砸孕院
缘爷原郧悦悦栽悦郧粤郧栽悦粤悦栽栽郧栽粤悦粤郧悦栽悦郧栽悦悦粤栽郧原猿爷
渊对应 耘郧云孕 编码序列 猿爷区袁 含 载澡燥陨 酶切位点和

终止密码子冤遥
员援圆援圆 重组表达载体构建 目的片段制备院 以

月皂运遭责责 糟阅晕粤 克隆子或 EGFP 基因为模板袁 采

用引物对 月孕孕原云孕 辕 月孕孕原砸孕员尧耘郧云孕原云孕员 辕 耘郧云孕原
砸孕尧 月孕孕原云孕 辕 月孕孕原砸孕圆垣耘郧云孕原云孕圆 辕 耘郧云孕原砸孕 分

别扩增重组载体 责郧耘载原缘载原员 辕 月皂运遭责责尧 责郧耘载原
缘载原员 辕 耘郧云孕尧 责郧耘载原缘载原员 辕 月皂运遭责责 辕 耘郧云孕 所对

应目的基因渊孕悦砸 反应院 怨源 益预变性 猿园园 泽袁 怨源 益
变性 缘园 泽袁 缘源 益复性 缘园 泽袁 苑圆 益延伸 远园 泽袁 进行

猿圆 个循环曰 苑圆 益延伸 猿园园 泽冤曰 酚要氯仿抽提法

纯化 孕悦砸 产物遥
重组质粒构建及筛选鉴定院 使用对应限制酶

对 孕悦砸 回收产物和载体质粒进行双酶切曰 酶切

产物经 耘在晕粤 胶回收试剂盒回收纯化曰 将 孕悦砸
产物与表达载体进行连接渊员 哉 辕 滋蕴 栽源 阅晕粤 连接

酶 园援 缘 滋蕴袁 孕悦砸 产物与载体物质的量比猿 颐 员袁
阅晕粤 总量 缘园 灶早袁 缘伊连接反应缓冲液 圆 滋蕴袁 加无

菌水至总体积 员园 滋蕴袁 置 员源 益连接 圆源 澡冤曰 连接

产物转化 耘援糟燥造蚤 阅匀缘琢 感受态细胞曰 孕悦砸 法和限

制性酶切反应筛选阳性重组子曰 责郧耘载原猿爷通用

引物测序遥
员援圆援猿 郧杂栽原融合蛋白的原核表达 将重组质粒

转化 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤感受态细胞袁 蕴月 抗性平板筛

选转化子袁 猿苑 益培养 员圆 澡曰 接种后过夜培养曰 将

过夜培养菌液以员 颐 员园园 比例接种袁 猿苑 益培养至

韵阅远园园 约 园援远 时 袁 加入 陨孕栽郧渊终浓度 园援源 皂酝冤袁
圆愿 益条件下诱导表达 猿耀缘 澡曰 室温 缘 园园园 早 离心

员园 皂蚤灶 收集细胞袁 弃上清曰 沉淀重悬于 员园耀圆园 皂蕴
渊员 辕 圆园 耀 员 辕 缘园 体积冤 冰浴预冷的 孕月杂 渊可选择加

溶菌酶至终浓度 缘园园 滋早 辕 皂蕴袁 冰上置 源缘 皂蚤灶冤曰
超声波破碎细胞袁 至培养物变成不黏稠半透

明状渊愿园 匀z袁 猿园 泽 辕次冤曰 破碎的细胞液于 源 益
员圆 园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员园 皂蚤灶袁 除去不溶成分和未裂
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解细胞袁 取上清 袁 通过 杂阅杂原孕粤郧耘 检测表达

情况遥
员援圆援源 抑菌生长曲线的测定 将质粒 责郧耘载原缘载原员
及重组质粒 责郧耘载原缘载原员 辕 月皂运遭责责尧 责郧耘载原缘载原员 辕
耘郧云孕 和 责郧耘载原缘载原员 辕 月皂运遭责责 辕 耘郧云孕 分别转化

砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤菌袁 获表达工程菌曰 控制 源 个工作

菌株起始 韵阅远园园 值在 园援 远耀园援 愿 之间 渊尽量使之一

致冤袁 进行诱导表达曰 然后分别在 园尧 员缘尧 源缘尧 苑缘尧
员猿缘尧 员怨缘尧 猿员缘尧 源猿缘 皂蚤灶 时取样曰 测定菌液 韵阅远园园
值渊稀释保证所测样品 韵阅远园园 值均在 园援 猿耀园援 远 范围

内袁每个样测定前尽量摇匀并至少重复测定 猿 次袁
求取平均值冤袁 记录所得数据曰 使用软件 韵则蚤早蚤灶
远援 园 分析制作生长曲线图 渊生长曲线测定实验重

复 猿 次以上冤遥
员援圆援缘 序列分析尧 系统发生树构建尧 蛋白质等电

点与二级结构预测 使用软件 孕则蚤皂藻则 孕则藻皂蚤藻则 缘.0
进行引物设计与优化曰 多序列比较尧 序列分析及

系统发生树绘图使用软件 阅晕粤酝粤晕尧 郧耘晕耘鄄
阅韵悦尧 郧耘晕耘砸哉晕砸尧悦蕴哉杂栽粤蕴 载 员援愿猿 及 栽则藻藻灾蚤藻憎
员援 远曰 生长曲线作图采用软件 韵则蚤早蚤灶 远援 园曰 软件

粤匀栽匀耘孕砸韵栽 圆园园园 灾缘援 圆 用于蛋白质的等电点计

算尧 使用 晕孕杂岳 泽藻则增藻则 进行二级结构在线预测及

作图渊澡贼贼责院 辕 辕 葬灶贼澡藻责则燥贼原责遭蚤造援蚤遭糟责援枣则 辕 冤遥
圆 结果与分析

圆援员 结构特征与分析表明院月皂运BPP是一个抗菌

肽分子

月皂运遭责责 基因所编码前体肽一级序列分析院
月皂运遭责责 是在江汉大学医学院构建的高质量

糟阅晕粤 文库中鉴定到的一个 晕阅月孕泽咱员怨暂袁 其 糟阅晕粤
序列编码一个 苑圆 氨基酸残基的前体肽袁 包括

圆圆 氨基酸的信号肽 尧 源苑 氨基酸的成熟肽和

猿 个额外的 粤则早 渊可能在后续加工过程被切除冤遥
月皂运BPP 多肽与抗菌肽 p葬则葬遭怎贼燥责燥则蚤灶 咱员远暂同源性

最高袁 为 远员援苑 豫袁 其相似性更是高达 愿怨援 源 豫
渊图 员粤袁 员月冤遥 月皂运BPP 与来源于蝎的抗菌肽分子

燥责蚤泽贼燥责燥则蚤灶 员 和 圆尧 责葬灶凿蚤灶蚤灶 圆 及 澡葬凿则怎则蚤灶 也均有

一定的同源性渊图 员粤袁 员月冤袁 这一类肽长度为

源园耀缘园 氨基酸袁 并具有一个典型的保守序列院
杂渊曾冤猿运曾宰曾杂渊曾冤缘蕴渊图 员粤冤咱员远暂遥

图 员 月皂运遭责责基因编码所成熟肽与其他蝎抗菌肽的同源性比较

采用在线软件 晕孕杂岳 泽藻则增藻则 渊阅杂悦 法袁 阅蚤泽鄄
糟则蚤皂蚤灶葬贼蚤燥灶 燥枣 P则燥贼藻蚤灶 杂藻糟燥灶凿葬则赠 S贼则怎糟贼怎则藻 悦造葬泽泽冤预
测 月皂运BPP 多肽序列二级结构 袁 并 以 软件

粤匀栽匀耘孕砸韵栽 圆 园园园 显示其二级结构图像遥 结

果表明袁 月皂运BPP 含 怨员援 源怨 豫的 琢原匀藻造蚤曾 结构

渊图 圆粤冤袁 员园~圆苑 区为一核心螺旋区域袁 具典型的

两亲性 琢原匀藻造蚤曾 结构袁 含大量带净正电荷碱性残

基渊粤则早 和 蕴赠泽冤渊图 圆月冤遥 月皂运BPP 等电点渊责匀蚤冤计
算结果为 员园援 缘愿缘 渊图 圆悦冤遥 这与来源其他蝎种的

两个抗菌肽分子 p葬则葬遭怎贼燥责燥则蚤灶 和 o责蚤泽贼燥责燥则蚤灶 员 非

常相似袁 p葬则葬遭怎贼燥责燥则蚤灶 和 o责蚤泽贼燥责燥则蚤灶泽 能有效抑

制 郧原菌和真菌生长咱员远暂遥 因此袁 一级结构分析和二

级结构预测结果均表明 月皂运BPP 是一个抗菌肽

分子遥
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渊粤冤月皂运BPP 的二极结构预测曰渊月冤抗菌肽 月皂运BPP 的螺旋轮图示渊匀藻造蚤糟葬造 W澡藻藻造 D蚤葬早则葬皂冤曰
渊悦冤月皂运BPP 等电点渊责匀蚤冤计算渊粤匀栽匀耘孕砸韵栽 圆园园园 灾缘援 圆冤

图 圆 月皂运BPP多肽结构特征与分析

渊A冤 渊B冤 渊C冤

酝院 阅晕粤 酝葬则噪藻则曰员院回收的目的基因 阅晕粤 月mKbpp曰 圆袁 源袁 远袁 苑院分别为重组质粒 责郧耘载原月mKbpp尧责郧耘载原耘郧云孕尧
责郧耘载原月mKbpp原耘郧云孕 经 月葬皂匀陨 和 载澡燥陨 双酶切曰 猿袁 缘袁 愿院 分别为重组质粒 责郧耘载原月mKbpp尧 责郧耘载原耘郧云孕尧 责郧耘载原
月mKbpp原耘郧云孕 经 月葬皂匀陨 单酶切

图 猿 重组表达载体 责郧耘载原月mKbpp渊粤冤尧责郧耘载原耘郧云孕渊月冤和 责郧耘载原月mKbpp原耘郧云孕的酶切鉴定

圆援圆 重组原核表达载体的构建

以 月皂运遭责责 全长 糟阅晕粤 克隆子或 耘郧云孕 基

因为模板袁 采用引物对 渊员冤 月孕孕原云孕员 辕 月孕孕原砸孕员尧
渊圆冤 月孕孕原云孕员 辕 月孕孕原砸孕圆尧 渊猿冤 耘郧云孕原云孕圆 辕 耘郧云孕原
砸孕 和 渊源冤耘郧云孕原云孕员 辕 耘郧云孕原砸孕 进行 孕悦砸 扩增遥
分别用对应的限制性内切酶对 源 个 孕悦砸 回收产

物及 责郧耘载原缘载原员 质粒载体进行双酶切并回收纯

化袁 孕悦砸 产物渊员冤和渊源冤分别与 责郧耘载原缘载原员 连

接袁 而渊圆冤和渊猿冤则与 责郧耘载原缘载原员 3 种 阅晕粤 分子

一起连接袁 猿 种连接产物分别转化 阅匀缘琢 细胞遥
猿 种转化子渊责郧耘载原缘载原员 与 孕悦砸 产物渊员冤尧 渊源冤尧

渊圆冤垣渊猿冤袁 分别命名为 员尧 圆尧 猿 号转化子冤 经抗性

和 孕悦砸 方法筛选阳性克隆子袁 提取质粒后酶切

鉴定结果表明院 员 号转化子阳性克隆子分别含有

约 圆园园 遭责 大小目的插入片段渊月皂运bpp冤渊图 猿粤冤曰
圆 号转化子阳性克隆子具有近 苑缘园 遭责 目的插入

片段渊耘郧云孕冤渊图 猿月冤曰 猿 号转化子阳性克隆子

则有近 员 噪遭 目的插入片段 渊月皂运bpp 原耘郧云孕冤
渊图 猿悦冤遥 测序结果验证 猿 个重组表达载体

责郧耘载 原缘载 原员 辕 月皂运bpp尧 责郧耘载 原缘载 原员 辕 耘郧云孕 及

责郧耘载原缘载原员 辕 月皂运bpp 辕 耘郧云孕 构建成功遥

A 责郧耘载原5X-1/月mKbpp B 责郧耘载原5X-1/EGFP C 责郧耘载原5X-1/月mKbpp/EGFP

罗 锋袁等院东亚正钳蝎毒素基因 月皂运bpp 的原核表达及其抗菌功能初步鉴定

滓
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圆援猿 月皂运bpp 的原核表达及其在不同的融合表

达状态下宿主菌的生长曲线测定

将 责郧耘载 原缘载 原员尧 责郧耘载 原月皂运bpp尧 责郧耘载 原
月皂运bpp原耘郧云孕 和 责郧耘载原耘郧云孕 分别转化到 砸燥泽鄄
泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤表达菌株遥 以不同起始 韵阅远园园 值尧 不同

的温度及加 缘 豫耀圆园 豫不同量葡萄糖等多种表达

条件优化试验袁 结果工程菌 责郧耘载原月皂运月孕孕 辕
砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤 均未能表达目的蛋白 郧杂栽 原
月皂运月孕孕渊见图 源 中泳道 源冤袁 且在 陨孕栽郧 诱导后受

体菌生长受到显著抑制遥 当 郧杂栽原月皂运月孕孕原耘郧云孕
渊重组载体 责郧耘载原月皂运bpp原耘郧云孕冤 融合表达时袁
则可得到少量融合蛋白的表达 渊见图 源 中泳

道 远冤袁 但宿主菌的生长仍在很大程度上受到抑

制遥实验组中 郧杂栽 及融合蛋白 郧杂栽原耘郧云孕 的表达

及其宿主菌的生长状况良好遥 这些结果表明细菌

的生长抑制是由 月皂运月孕孕 引起的 渊图 源 和图 缘冤袁
极少量 月皂运月孕孕 蛋白表达 渊即使与 郧杂栽 和 辕或
耘郧云孕 融合表达冤均可抑制宿主菌生长遥

韵阅远园园 约 为 园援怨 时 袁 对 分 别 表 达 郧杂栽 原
月皂运月孕孕尧郧杂栽 原耘郧云孕尧 郧杂栽 原月皂运月孕孕 原耘郧云孕 和

郧杂栽 蛋 白 的 工 程 菌 责郧耘载 原月皂运月孕孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬
渊阅耘猿冤尧 责郧耘载 原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤尧 责郧耘载 原
月皂运月孕孕原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤及 责郧耘载 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬
渊阅耘猿冤 进行诱导表达袁 测定 源 种转化菌的生

长曲线 渊重复测定 猿 次以上冤遥 结果表明袁 插入

月皂运bpp 基因片段的表达载体所转化受体菌均会

不同程度地受到生长抑制渊表 员 和图 5冤袁 其中与

耘郧云孕 融合表达的宿主菌可能因为 耘郧云孕 影响

韵阅远园园 值测定袁 使之偏高袁 但从抑菌趋势来看

郧杂栽原月mKB孕孕原耘郧云孕 与 郧杂栽原月mKB孕孕 是一致的遥

生长曲线测定结果初步确定 月皂运月孕孕 是一

个蝎抗菌肽分子袁 且具有较强的抑菌功能袁 即便

与 郧杂栽 融合表达袁 甚至夹于 郧杂栽 和 耘郧孕云 间融

合表达都能抑制宿主菌的生长遥
猿 讨论

毒素动物的毒腺能分泌产生大量毒素及有毒

物质袁 主要成分为蛋白质或多肽袁 用于捕食和防

员院郧杂栽 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤原未诱导曰圆院郧杂栽 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤原诱导曰
猿院郧杂栽原月mKBPP 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤原未诱导曰源院郧杂栽原月mKBPP 辕 砸燥泽鄄
泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤原诱导曰缘院郧杂栽原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤原未诱导曰远院郧杂栽原
耘郧云孕 辕砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤 原 诱 导 曰苑院郧杂栽 原月mKBPP 原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬
渊阅耘猿冤原未诱导曰愿院郧杂栽原月mKBPP原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤原诱导

图 源 4个表达质粒在 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤中表达的

杂阅杂原孕粤郧耘检测结果

ku

97.4
66.2
42.7
31.0
21.514.4

M 1 2 3 4 5 6 7 8

表 员 郧杂栽 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤尧郧杂栽原月mKBPP 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬
渊阅耘猿冤尧郧杂栽原耘郧云孕原郧杂栽 辕砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤及 郧杂栽原
月mKBPP原 耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤生长曲线测定中

各时间点取样所对应的 韵阅远园园 值

时间/
min
0
15
45
75
135
195
315
435

韵阅远园园
B

0. 946
1. 056
1. 305
1. 54
2. 51
3. 168
3. 892
3. 99

C
0. 946
1. 04
1. 287
1. 512
2. 185
2. 802
3. 297
3. 871

D
0. 96
1. 06
1. 299
1. 572
2. 475
3. 294
4. 067
4. 067

E
0. 96
0. 978
1. 14
1. 272
1. 35
1. 422
1. 421
1. 456

F
0. 932
1. 068
1. 41
1. 7
2. 64
3. 366
4. 109
4. 214

G
0. 932
1. 086
1. 311
1. 548
1. 77
2. 004
2. 254
2. 667

H
0. 934
1. 018
1. 278
1. 564
2. 485
3. 306
3. 997
4. 151

I
0. 934
1. 022
1. 275
1. 592
2. 345
3. 096
3. 85
4. 487

注院月院郧杂栽 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤原未诱导曰悦院郧杂栽 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤
原诱导曰阅院郧杂栽原月mKB孕孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤原未诱导曰耘院郧杂栽原
月mKB孕孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤 原 诱 导 曰云院郧杂栽 原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬
渊阅耘猿冤原未诱导曰郧院郧杂栽原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤原诱导曰匀院
郧杂栽原月mKB孕孕原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬 渊阅耘猿冤 原未诱 导 曰陨院郧杂栽 原
月mKB孕孕原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤原诱导遥

图 缘 郧杂栽 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤尧郧杂栽原月mKB孕孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬
渊阅耘猿冤尧郧杂栽原耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤及 郧杂栽原月mKB孕孕原

耘郧云孕 辕 砸燥泽泽藻贼贼葬渊阅耘猿冤的生长曲线测定结果

细菌生长时间/min
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御遥 蝎尾腺毒液是一个丰富的生物活性小分子多

肽库袁 传统蝎毒素主要由具 猿耀源 对二硫键袁 长度

为 圆猿耀苑园 氨基酸的离子通道毒素组成袁 分别作用

于可兴奋性或非兴奋性细胞膜上的 晕葬垣尧运垣尧悦造原及
悦葬圆垣通道咱圆园暂遥 近年来袁 研究发现蝎尾腺毒液存在

大量无二硫键蝎毒液多肽渊晕阅月孕泽冤咱员愿袁圆员暂袁 长度为

员猿耀缘园 氨基酸袁 相互之间同源性较低遥 这些数量

巨大的蝎毒液活性多肽是潜在的重要药物开发

资源遥 在蝎 晕阅月孕泽 中袁 除 孕藻责贼蚤凿藻 栽 和 孕藻责贼蚤凿藻
运员圆 等电点渊责匀蚤冤值接近中性外袁 其余 责匀蚤跃怨 或约
猿援缘咱员愿暂遥 研究表明袁 责匀蚤跃怨 蝎 晕阅月孕泽 一般具抗菌肽

功能咱员远袁员愿暂遥
抗菌蛋白体外活性检测结果表明袁 抗菌肽的

抗菌浓度一般为数微摩尔到数百微摩尔之间咱猿袁员远暂遥
各种抗菌肽因其氨基酸组成尧 序列长度及结构的

不同而出现抗菌谱的差异袁 因此对不同的抗菌肽

的功能研究是十分必要的遥 抗菌蛋白在生物组织

中含量少袁 分离获得大量天然产物困难很大袁 人

工合成较大分子量的抗菌肽则成本高袁 容易被蛋

白酶降解袁 这些都限制了对抗菌肽的研究遥 抗菌

肽功能研究尧 作用机理研究及构效关系研究均需

获得大量抗菌肽蛋白遥 基因工程生产抗菌肽是一

个较好的选择咱圆圆暂袁 但抗菌肽基因表达产物对宿主

菌有害袁 因此通常采用融合表达方式来获得遥
本研究通过生物信息方法分析认为 月皂运月孕孕

是一个抗菌肽分子袁 并通过抑菌生长曲线测定初

步证实 月皂运遭责责 基因所编码多肽 月皂运月孕孕 具有

较强的抑菌功能遥 在原核表达系统中 月皂运月孕孕 与

郧杂栽 进行融合表达仍然对大肠埃希菌宿主有很强

的毒性曰 将 郧杂栽尧 月皂运月孕孕 及 耘郧云孕 猿 个蛋白一

起融合表达时袁 诱导表达后宿主细胞的生长仍受

到很大程度的抑制袁 但能得到少量蛋白的表达遥
为了研究抗菌肽 月皂运月孕孕 的功能尧 构效关系及作

用机理袁 需要获得大量 月皂运月孕孕 蛋白袁 笔者进行

了原核和真核表达探索遥在 郧杂栽原月皂运月孕孕 之后再

融合一个同样来源于东来钳蝎的强酸性多肽

运晕圆 后咱员苑暂袁 得到融合蛋白的成功表达 渊另文发

表冤遥 另外袁 也实现了融合蛋白 郧杂栽原月孕孕 在酵母

菌 郧杂员员缘 中分泌表达成功袁 抗菌肽 月皂运月孕孕 的

分离尧 纯化及详细的功能研究正在进行遥 笔者研

究表明袁 月皂运月孕孕 是一个具有很强抑菌功能的抗

菌肽袁 通过适当的融合表达方式可以获得抗菌肽

月皂运月孕孕袁 这将为后续的功能研究和应用研究奠

定基础遥
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