
书书书

基金项目!吉林省教育厅十三五科研项目!编号"吉教科合字#

!"#$

$

第
#%&

号%

作者简介!任大勇#

#%'%

&$'男'吉林农业大学副教授'博士(

()*+,-

"

./

0

'%

!

#&1234*

收稿日期!

!"#')#")!1

第
15

卷第
%

期

!"#6

年
%

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

74-215

'

842%

9:

;

2!"#6

!"#

"

$%&$'()*

)

+

&,--.&$%%'/)011&*%$1&%2&%%$

抑制金黄色葡萄球菌的乳酸菌抗菌肽基因
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摘要!以具有抑菌效果的
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!
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'

株乳酸菌为模

板"通过
=>?

扩增验证部分菌株中含有
F8):

!

F8)"

!

F8)#

!

F8)@

!

F8)G

等抗菌肽基因"以
;

(A!6+

为载体并在抗菌肽基

因两端引入
834B

和
CD4B

酶切位点"经双酶切和
A5

连接酶

反应构建
;

(A!6+)

抗 菌 肽 重 组 质 粒"转 化
"6=(8/ E<!#

#

F(1

$"培养至
H$

&""

G"2&

时"加入
"2$**4-

%

<

的
B=AH

诱

导
&D

"菌体在
5"" I

!超声
5J

!间歇
$J

条件下破碎后以

6*4-

%

<

尿素进行变性处理和
8,

柱纯化透析复性后的蛋白

与相对应未纯化的蛋白相比"仅
=-KL

纯化蛋白对金黄色葡

萄球菌具有抑菌效果&抑菌圈直径为#

#1251M"2!#

$

**

'"而

其他蛋白几乎无抑菌活性(进一步通过
A.,3,K:)9F9)=NH(

电泳和
K+K4<>)(9B)O9

%

O9

验证"目的蛋白与
F8):

抗菌肽

具有
%'2&P

的同源性(

关键词!乳酸菌)抗菌肽)

;
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)金黄色葡萄球菌
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A.,3,K:)9F9)=NH(:-:3Q.4
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近年来'由金黄色葡萄球菌污染鱼+肉+乳制品等食品而

造成的食源性危害日益严重(这与部分金黄色葡萄球菌对

抗生素产生了耐药基因'以及菌株分泌的耐热肠毒素在一般

化学杀菌剂和高温杀菌处理时并不能有效地去除有一定关

系!

#Z1

%

(化学杀菌剂和高温杀菌方式在去除大部分有害成

分的同时'可能会导致食品品质下降'所以开发天然抗菌物

质便成为了研究的热点(

而乳酸菌作为一种益生菌'代谢分泌的酸+过氧化氢和

抗菌肽 等 分 泌 物 通 常 被 认 为 是 安 全 无 害 的 #

V

:K:.+--
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.:

V

+./:/+JJ+U:
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H?N9

$而被广泛地研究!
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(本课题组在前

期试验!

$Z'

%中'从中国东北家庭自制的辣酱+臭豆腐+黏面子

等发酵食品中筛选出了
'

株可以分泌抗菌肽'并对金黄色葡

萄球菌+沙门氏菌+大肠杆菌等具有抑菌效果的乳酸菌'且大

部分菌株分泌的抗菌肽具有耐高温+耐酸可以溶于部分有机

试剂等特点!
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(

目前'通常使用过硫酸铵等化学试剂从天然微生物中提

取抗菌肽!

%Z#"

%

'但是需要考虑抗菌肽的含量和结构差异'需

要选择合适的分离纯化方法'所需成本较高(而
O:K

V

等!
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%

通过毕赤酵母载体成功表达了具有抑菌效果的抗菌肽'与天

然微生物中提取抗菌肽相比则更具有成本低和表达量大等

优势!
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(但由于毕赤酵母具有发酵时间长的缺点'马淑

#



霞等!

#5

%通过
;

(A1!

表达载体成功表达对革兰氏阴性菌具有

良好抑制效果的片球菌素
=:/,43,K=N)#

'通过大肠杆菌表达

载体对抗菌肽进行克隆与表达'更具有培养周期短+成本低

的特点(
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与
;

(A1!

同属大肠杆菌表达载体'且

;

(A!6+

两端含有
!

个组氨酸标记'更易于表达产物的纯

化!

#$

%

(所以本研究拟以乳酸菌为原料'通过
=>?

扩增获得

抗菌肽基因'将其与
;

(A!6+

质粒进行重组转化入
E<!#

#

F(1

$菌株中'以获得产抗菌肽的基因工程菌株'为抗菌肽

的克隆表达途径的拓宽和具体抗菌肽对致病菌抑菌效果的

鉴定提供一定理论依据(

#

!

材料与方法
#2#

!

材料与仪器

#2#2#

!

材料与试剂

辣酱+臭豆腐+黏面子+汤子面"东北地区农家腌制*

人体病变组织"

NA>>

菌种库*

=UW

酶"北京天根生化科技有限公司*

/8A=

+

F<$""F8N *+.[:.

+

F<#$"""F8N *+.[:.

"宝

生物工程有限公司*

834B

+

CD4B

+

E+*\B

限制性内切酶'

A5F8N

连接酶"

美国
8(E

公司*

胶回收试剂盒"美国
]*:

V

+

公司*

质粒提取试剂盒"爱思进生物技术#杭州$有限公司*

琼脂糖"西班牙
E,4R:JQ

公司*

E<!#

#

F(1

$感受态"北京全式金生物有限公司*

8,

柱"上海七海复泰生物科技有限公司*

A.,J)A.,3,K:)9F9)=NH(

凝胶制备试剂盒+异丙基硫代

半乳糖苷#

B=AH

$"北京索莱宝科技有限公司*

硫酸卡那霉素"北京鼎国昌盛生物技术有限公司*

;
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"

菌株"武汉淼灵生物科技有限公司*

金黄色葡萄球菌#

NA>>&$16

;

$"中国工业微生物菌种

保藏管理中心*

植物乳杆菌#
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'
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$+戊糖乳杆菌#
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'

9&

$+副干酪乳杆菌#
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$"由吉林农业大学食品科学与工程

学院食品毒理与安全实验室分离保存(

#2#2!
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主要仪器设备
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型'美国
NEB

公司*

!!

电泳仪"

F̂ )̂##

型'北京六一仪器厂*

超声波细胞粉碎机"

@̂ %!)BB

型'宁波新芝生物科技股份

有限公司(

#2!
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方法

#2!2#

!

菌株信息与活化
!

通过传统牛津杯扩散抑菌试验筛

选出具有抑菌效果的植物乳杆菌#

<!

'

A5

'

A6

'

<#&

$+戊糖

乳杆菌#

<#%

'

9&

$和副干酪乳杆菌#

\%

$并在
O?9

中纯化
!

次后备用(

;
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"

菌株+金黄色葡萄球菌分别接种

于
<E

培养基内
1'_

'

!"".

)

*,K

振荡培养过夜复苏后备用(

菌株信息及培养条件见表
#

(

表
#

!

菌株信息

A+S-:#

!

9Q.+,KJ,KU4.*+Q,4K

菌株 种属 来源 培养条件

<!

植物乳杆菌 辣酱

<#&

植物乳杆菌 辣酱

<#%

戊糖乳杆菌 辣酱

A5

植物乳杆菌 汤子面

A6

植物乳杆菌 汤子面

9&

戊糖乳杆菌 臭豆腐

\%

副干酪乳杆菌 黏面子

O?9

培 养 基 中

1' _

厌 氧 静 置

培养

NA>>&$16

;

金 黄 色 葡 萄

球菌
人体病变组织

<E

培 养 基 中

1'_

'

!"".

)

*,K

振荡培养过夜

#2!2!

!

抗菌肽基因的扩增与回收
!

以
'

株菌株为模板'根据

8+Q,4K>:KQ:.U4.E,4Q:3DK4-4

V0

BKU4.*+Q,4K

#

8>EB

$中抗菌肽基

因序列设计引物#表
!

$(

=>?

反应条件"

#""

#

<

反应体系中

分别添加浓度为
#"

#

*4-

)

<

的上下游引物和样品各
!

#

<

'

=UW

酶
"2$

#

<

'

#"

#

<

的
#"̀ (=UWEWUU:.

'

6

#

</8A=O,XQW.:

'超

纯水补足'并按照如下程序"

%$_

预变性
!*,K

*

1$

个循环

#

%$_

变性
1"J

*退火
5$J

*

&6_

延伸
%"J

$进行
=>?

扩增后'

在
!P

琼脂糖中进行电泳验证并进行
F8N

纯化后于
Z!"_

保存(进一步在引物两端添加有保护性碱基'

834B

+

CD4B

酶

切位点和去除终止密码子的引物按照上述条件以保存的

F8N

片段为样品进行
=>?

扩增和回收(同时用质粒提取试

剂盒对过夜培养的
;

(A!6+)F\$

"

菌株进行提取(

表
!

!

乳酸菌抗菌肽基因的
=>?

引物信息a

A+S-:!

!

=>?

;

.,*:.,KU4.*+Q,4K4U+KQ,*,3.4S,+-

;

:

;

Q,/:

V

:K:U4.*-+3Q,3+3,/S+3Q:.,+

引物 引物序列#

$

,

)1

,$ 目的基因及长度 退火温度)
_

#L

#?

NAH>AN>NHAAAHNHNNHAAN>NNANAA>>NHHAAH>

AANN>HNNAN>AAAA>NNNNAN>>N>HNNAH>>AH>

F8)"

#'#S

;

$$2"

!L

!?

NAHNNNNAANNNAANN>AHAAAANNNAHNNAAAHNNHNNAANN>AH>

A>N>AANAANANNA>>>AAHNN>>N>>NNH>N>H

F8)G

#'5S

;

$52"

1L

1?

NAHN>AHAHNN>NNNNAHNAANNHHNAAAHH

AANN>HN>HHNAAH>A>AH>>NH>

F8).

#&6S

;

$62"

5L

5?

NAHNNNNHAAANHNANNNNAAH>>HHHAANHHANA>H

AANN>>ANNN>>NAH>>NAH>N>A>HNNHAA>>

F8)#

#&6S

;

$&2$

$L

$?

NAHNNNNNNAAA>ANHAAAAH>HAHN>>HAH

>ANA>>HAHHNAHNNA>>A>HHN>NH>

F8):

#$%S

;

$62"

!!

a

!

当引物添加酶切位点和保护性碱基后'退火温度可适当增加
$

$

#"_

(

!

基础研究
!
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#2!21

!

重组质粒的构建与验证
!

质粒构建过程如图
#

所示'

提取的
;

(A!6+

质粒与
=>?

产物使用
834B

和
CD4B

进行酶

切和胶回收处理'按照
#"

#

<

反应体系在
#&_

下过夜连接

后转入
E<!#

#

F(1

$感受态中振荡复苏
#D

'涂布于含

$"

#

V

)

*<

硫酸卡那霉素的
<E

平板上'

1'_

培养
#6

$

!5D

(

挑取正常生长的阳性转化子进行菌落
=>?

验证'并将其送

吉林省库美生物科技有限公司进行测序'测序结果在
8>EB

中进行比对(

图
#

!;

(A!6+)

抗菌肽的重组表达载体的构建流程图

L,

V

W.:#

!

>4KJQ.W3Q,4KU-4R3D+.Q4U.:34*S,K+KQ:X

;

.:JJ,4K

T:3Q4.4U

;

(A!6+)+KQ,S+3Q:.,+-

;

:

;

Q,/:

#2!25

!

抗菌肽蛋白的表达与鉴定
!

将经验证的阳性转化子'

按照
#P

接入
#""*<

含有硫酸卡那霉素#

$"

#

V

)

*<

$的
<E

培养基中'待
H$

&""

达到
"2&

左右时'加入
B=AH

诱导表达
&D

后
5""".

)

*,K

离心
#"*,K

'收集菌体进行破壁处理#

;

\'2!

的
=E9

缓冲液重悬菌体'

5""I

超声
5J

'间歇
$J

至菌体破

碎$(收集胞内蛋白并用
6*4-

)

<

尿素进行变性处理'透析

复性和
8,

柱纯化等处理(纯化蛋白采用牛津杯扩散法对金

黄色 葡 萄 球 菌 进 行 抑 菌 测 试'同 时 以 氨 苄 青 霉 素

#

$"

#

V

)

*<

$和水为对照(选取具有抑菌效果的纯化蛋白经

A.,3,K:)9F9)=NH(

!

#&

%分析'并将目的条带送苏州普泰生物

技术有限公司进行
K+K4<>)(9B)O9

)

O9

测定(

!

!

结果与分析
!2#

!

=>?

扩增抗菌肽基因

由图
!

可知'

'

株菌株经
=>?

扩增后在
#$"

$

!""S

;

出

现明显的目的条带'再进一步添加相应酶切位点引物对菌株

进行
=>?

扩增并测序后'结果在
8>EB

中
E<N9A

对比后发

现'目的序列与相应的
F8):

+

F8)"

等都具有
#""P

的同源

性'表明
=>?

扩增中碱基未发生突变等现象(这与先前报

道!

#'Z#%

%乳杆菌中含有
F8):

+

F8)"

+

F8)"

+

F8):

等抗菌肽基

因相一致(此外'还有研究者!

!"

%在乳酸菌中发现
1)A1>(=/)

?

+

I

1;/(=/)F?&#

等具有抑制金黄色葡萄球菌+单核增生李

斯特菌的小分子+热稳定的多肽基因'为乳酸菌中抗菌肽基

因的扩增提供了理论依据(

!2!

!

阳性转化子的验证

在
<E

平板上随机挑选阳性转化子以含酶切位点的引物

进行
=>?

扩增的电泳结果显示'在
!""S

;

附近大部分阳性

转化子有清晰的条带#图
1

$'进一步通过测序比对结果表明

相应的重组质粒已正确转入感受态
E<!#

#

F(1

$中(

!21

!

重组质粒的表达与抗菌活性

B=AH

诱导表达后破碎收集的各胞内蛋白经
8,

柱纯化

后对金黄色葡萄球菌均无任何抑菌效果(进一步将胞内蛋

白通过尿素变性'透析复性和纯化等处理后'经牛津杯扩散

法'以氨苄青霉素#

$"

#

V

)

*<

$和
A6

为对照发现'经处理

后的
=-KL

蛋白对金黄色葡萄球菌的抑菌圈增至#

#1251M

>2

空白对照组
!

O2F<O+.[:.

图
!

!

'

株菌株中不同抗菌肽基因的
=>?

扩增

L,

V

W.:!

!

=>?+*

;

-,U,3+Q,4K.:JW-QJ4U/,UU:.:KQ+KQ,*,3.4S,)

+-

;

:

;

Q,/:

V

:K:J4U'JQ.+,KJ

1
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#

$

#!

泳道
2

随机挑选的阳性转化子编号
!

>2

空白对照组

O2F<O+.[:.

图
1

!

$

种
;

(A!6+)

抗菌肽的阳性转化子的验证

L,

V

W.:1

!

7+-,/+Q,4K4U$

;

4J,Q,T:Q.+KJU4.*+KQJ4U

;

(A!6+)+KQ,*,3.4S,+-

;

:

;

Q,/:J

"2!#

$

**

'与未经
8,

柱纯化的蛋白相比抑菌效果显著增强

!图
5

#

:

$%'而
=-Kb

的纯化蛋白在牛津杯内有较为微弱的抑

制金黄色葡萄球菌能力!图
5

#

S

$%'此外
=-K@

+

=-K8

+

=-K(

蛋

白对金黄色葡萄球菌均无任何抑菌活性(

L+K

Vc

,+K

V

等!

!#

%

曾将
F8)#

基因克隆入
;

(A1!+

中'并转化
E<!#

#

F(1

$感受

态诱导表达发现'表达的蛋白具有耐酸等特性'并且对革兰

氏阳性菌具有较好的抑菌效果(在
;

(A!6+

克隆表达的

F8)"

+

F8).

等抗菌肽基因'但可能由于抗菌肽分子量在
1

$

'[F+

'仅具有蛋白质的二级结构'所以可能在外源表达过程

中折叠或者螺旋出现错误或者降解!

!!Z!1

%

*以及单纯抗菌肽

在
;

(A!6+

中是以包涵体形式表达'此外在使用变性剂在变

复性的过程中!

!5

%

'也可能造成抗菌肽失去了活力*并且各个

阳性转化子之间出现一定表现差异'蛋白表达的含量也不完

全一样(所以将进一步探索密码子优化'融合表达等途径使

抗菌肽在胞外或者是以可融性的形式进行克隆表达(综合

表达蛋白对金黄色葡萄球菌的抑菌能力'进一步使用

A.,3,K:)9F9)=NH(

和
K+K4<>)(9B)O9

)

O9

分析对目的蛋白

进行鉴定(

#2

氨苄青霉素
!

!2

未纯化的复性蛋白
!

12A6

上清液
!

52

水
!

$2

纯

化蛋白

图
5

!

各表达蛋白对金黄色葡萄球菌的抑菌效果

L,

V

W.:5

!

BKD,S,Q4.

0

:UU:3Q4UT+.,4WJ:X

;

.:JJ:/

;

.4Q:,KJ4K

<A%

I

C

'

8(=(==@5%@>1@5

!25

!

=-KL

的
A.,3,K:)9F9)=NH(

和质谱分析

纯化的目的蛋白经
A.,3,K:)9F9)=NH(

电泳后'如图
$

所示'蛋白在
'26[F+

附近出现明显的单一条带(与已知的

=-KL

的蛋白#约为
$2%[F+

$相比'在电泳图上显示的蛋白分

子量略大一点'可能是组氨酸等极性氨基酸的存在'造成可

见条带与预测大小有一定的偏差(通过
K+K4<>)(9B)O9

)

O9

分析'并与
dK,

;

.4Q

数据库比对'结果表明'目的片段与

=-KL

抗菌肽具有
%'2&P

的同源性(

#

$

'

道 分 别 为 水 对 照+

$" **4-

)

<

咪 唑 洗 脱 的
=-KL

蛋 白+

#""**4-

)

<

咪唑洗脱的
=-KL

蛋白+

!""**4-

)

<

咪唑洗脱的
=-KL

蛋白+空白对照+

;

(A!6+)=-KL

胞内蛋白+

;

(A!6+

胞内蛋白

图
$

!

纯化蛋白的
A.,3,K:)9F9)=NH(

电泳图

L,

V

W.:$

!

=W.,U,3+Q,4K4UA.,3,K:)9F9)=NH(

;

.4Q:,K

:-:3Q.4

;

D4.:J,J

1

!

结论
从辣酱+臭豆腐+黏面子+汤子面中通过传统抑菌试验筛

选出的具有抑菌效果的
'

株菌株'经
=>?

扩增证明以
A5

+

A6

为主的几株菌株中含有
F8):

+

F8)"

等抗菌肽基因(进

一步在抗菌肽基因两端添加
834B

和
CD4B

后与
;

(A!6+

质

5

基础研究
!
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粒一起在
1'_

进行酶切和
F8N

回收'在
A5

连接酶作用下

连接过夜后转入
E<!#

#

F(1

$中'经
"2$**4-

)

<

的
B=AH

诱

导
&D

'细胞破碎'变复性和
8,

柱纯化后'

;

(A!6+)=-KL

的蛋

白对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径为#

#1251M"2!#

$

**

(

但是抗菌肽的原始基因在
;

(A!6+

中以包涵体形式存在'所

以在下一步的研究中将进一步通过密码子优化或融合表达

等方式促使抗菌肽基因以胞外分泌的方式在原核大肠杆菌

表达载体中进行表达(
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