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6×His-tag在抗菌肽表达纯化中的应用
及其对抗菌肽活性的影响
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摘要:为方便抗菌肽的体外表达和纯化 ,以蝎子防御素为对象 ,在其编码基因末端加入 6×His-
tag ,在酵母表达系统中表达 ,获得有活性的防御素 Sd和融合蛋白 Sd-His。进一步纯化 、体外抑菌
活性及热酸稳定性等试验发现 ,6×His-tag 不但没有降低防御素的抑菌活性 ,反而有稍微的增强趋
势。结果表明 , 6×His-tag 可用于抗菌肽的融合表达且不影响其活性 ,为抗菌肽的表达纯化提供了
一个更简便有效的方法。
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Abstract:For the convenience of expression and purification of antimicrobial peptides in vi tro , the
scorpion defensin gene(sd)and the gene fused wi th 6×His-tag (sd-His)were reconstructed and

expressed in P.pastoris.The tw o peptides w ere purif ied and then the antibacterial activity , ther-
mal and acid stabili ty w ere detected in v itro.Surprisingly , the ant ibacterial activi ty of Sd-His had

no t been reduced but slightly enhanced.The results indica te that 6 × His-tag can be used for the

fusion expression of ant imicrobial peptide w ithout affect ing i t s activi ty .T his study provides a sim-
ple and ef ficient method fo r the expression and purification of antimicrobial peptide.
Key words:6×His-tag ;Antimicrobial peptides;Expression and purification;A ntibacterial act ivi-
ty;Stability

　　抗菌肽(antimicrobial peptides)是指多种生物
体内诱导产生的一类具有广谱抗菌活性的小分子多

肽 ,是从昆虫免疫后的血淋巴细胞中发现的一类碱

性多肽类物质 ,是生物先天性免疫的重要组成成
分[ 1] 。由于微生物耐药性的增加 ,目前临床上使用

抗生素显得力不从心[ 2] ,而抗菌肽具有杀菌强 ,不易

引起耐药性等优点 , 成为抗菌药物新的研究热
点[ 3 , 4] 。目前抗菌肽产量低 ,天然抗菌肽的分离难

度大 ,因而倾向于利用基因工程方法获得抗菌肽 。

但利用基因工程方法表达抗菌肽也遇到一些难题:
一是抗菌肽分子量太小 ,表达产物易降解 ,作为活性

肽类 ,在纯化过程中极易丧失活性 ,即使获得了较高

的表达量 ,纯化结果也不理想;二是为了纯化方便 ,
目前的表达系统在载体上加入了一些标签(如

GST ,S ,MBP ,Myc ,Strep · tag Ⅱ等),方便了抗菌

肽的纯化 ,但又因标签分子量太大而影响抗菌肽的
活性 ,所以必须在纯化后去除标签 ,而标签的去除又

是一个难题 ,所以纯化工作越来越成为抗菌肽生产
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的瓶颈。

考虑到抗菌肽需要保留天然的 N 端才能发挥

活性 ,本研究在防御素基因(sd)的 C 末端加入了较

短的 6×His-tag ,以研究在短标签不去除的情况下

对抗菌肽活性的影响 ,以期获得抗菌肽简单有效的
表达 、纯化方法 。

1　材料和方法

1.1　质粒 、受体菌 、指示菌株

巴斯德毕赤酵母(P .pastoris)受体菌 X-33 ,表

达载体 pPICZαA 购于 Invit rog en公司 ,试验菌株金
黄色葡萄球菌和猪大肠杆菌为南京农业大学传染病

实验室保存。

1.2　主要试剂
Ex-Taq酶 、限制性内切酶 、连接酶等购自

Takara公司;SDS-PAGE 低分子量 Marker 购自创

瑞生物公司;T ricine 、T ris购自 Sigma 公司 ,Zeocin

购自 Invi trog en公司 ,其他试剂均为进口或国产分
析纯。

1.3　引物设计及合成

根据GenBank中 4kD Scorpion Defensin(Gen-
bank 序列号 AAB27538)的成熟肽段的氨基酸序

列[ 5] ,选用酵母偏爱密码子 ,在其 N 端加上α信号

肽 Kex2酶裂解位点 ,以保证防御素具有天然N 端。
设计 4 条引物 ,通过 SOE(splicing by ove rlap ex-

tension)法获得防御素成熟肽段基因 , 引物序列见

表 1。其中 P1 ,P2 ,P3用于 sd 基因的扩增 , P1 , P2 ,
P4用于 Sd-His基因的扩增 ,引物两端都分别引入

了 XhoⅠ和 XbaⅠ酶切位点。

1.4　重组酵母表达载体的构建和抗菌肽的诱导
表达

参照文献[ 6 , 7]构建Sd和Sd-His的重组酵母

表 1　基因引物序列

引物名称 引物序列(5′—3′) 引物长度(bp)

P1 cgactcg agaaaagaggtt tcg g ttgtccattgaa tcaagg tgcttg tcatagacattg taga 63

P2 gaaaccagcacaataaccacctcttcttctaa taga tctacaatg tctatgacaagcacc 60

P3 gg ttattg tgctg gt ttc ttcaagcaaac ttg tacttg ttatag aaa tcaa tg aaga tctg tc 60

P4 ggttattg tg ctgg tttcttcaagcaaacttgtacttgttatag aaatcaacatcatcatcatcatcattgaagatctgtc 81

表达载体 ,并筛选阳性重组子进行诱导表达 ,表达上

清进行抑菌活性测定 ,以初步检测抗菌肽是否表达 。

1.5　表达产物的初步抑菌活性测定

抑菌活性测定采用标准琼脂孔穴扩散法 ,将金

黄色葡萄球菌和大肠杆菌悬液(OD 600 =1.0 ～ 1.2)

15μL 与 LB固体培养基 25mL混匀后铺平板 ,待其

凝固后用无菌打孔器打孔 ,孔中加入 20μL 的 Sd和

S d-His表达上清液 ,37℃培养过夜 ,第 2天观察有

无抑菌圈出现。

1.6　Sd表达产物的纯化

经 48 h 诱导 表达后 , 50mL 表达 产物 经

12 000 r/min 离心 10min ,收集上清 ,用 0.22μm 滤

膜过滤;滤液在 0.1mol/ L 的醋酸钠(pH5.0)缓冲

液中透析过夜 , 然后过 CM-Sepharo se CL-6B 柱 ,

CM-Sepharo se CL-6B 柱提前用 0.1mol/ L 的醋酸

钠缓冲液平衡 。最后用 0.1 ～ 1.0mo l/L 的醋酸钠

缓冲液梯度洗脱蛋白;纯化的蛋白用磷酸盐缓冲液

(pH6.0)透析 , 并用 PEG8000 浓缩 , Tricine-SDS-

PAGE 检测纯化产物 。

1.7　Sd-His表达产物的纯化

Sd-His 表达产物按 QIAGEN 公司的 N TA-Ni

亲和层析柱说明书进行纯化 ,纯化的蛋白用磷酸盐

缓冲液(pH6.0)透析 ,并用 PEG8000浓缩 ,与 Sd一

起进行 T ricine-SDS-PAGE分析。

1.8　纯化产物的 Tricine-SDS-PAGE

由于 Sd 只有 4 kD , 试验采用了分离小肽的
Tricine-SDS-PAGE 电泳系统。取纯化后的 Sd 和

Sd-His各 50μL 与等量的上样缓冲液混合 ,沸水煮
10min后 ,取 20μL 上样 , 同时取 10μL 0.1μg/μL

的分子量为 97.2 ～ 14.4 kD的蛋白质标准样品作为
对照。

1.9　纯化的 Sd 和 Sd-His对金黄色葡萄球菌的抑

菌活性测定

纯化后的Sd和 Sd-His分别取20μL ,按 1.5的

方法测定活性。
1.10　纯化的 Sd和 S d-His的最低抑菌浓度(M IC)

测定

取纯化的 Sd和 Sd-His 原液 ,分别倍比稀释到
96孔板各试验孔中 ,然后再加入 100μL(106 CFU/

mL)金黄色葡萄球菌 ,设 2个对照组:一组为 100μL
LB培养液;另一组为 100μL 菌液 , 37℃150 r/min
培养12 h ,用自动酶标仪测定 OD600 。每个稀释度设
3个不同浓度的重复 ,与空白对照组比较 ,以含抗菌

肽最高稀释培养孔中不生长细菌者(最小抑菌浓度
M IC)为判定标准 。
1.11　Sd及 Sd-His的热稳定性比较

将抗菌肽Sd及 Sd-His在沸水浴中加热不同的

时间 ,检测其对金黄色葡萄球菌的抑菌活性变化 ,同
时以无菌水和未煮沸的抗菌肽作对照 ,方法同 1.5。
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在孔中分别加入 20μL 煮沸 5min , 10min , 15min ,
20min , 30min , 1h 的 Sd和 Sd-His ,进行抑菌试验 。

1.12　Sd及 Sd-His在不同 pH 值缓冲液中的稳定

性比较

按照参考文献[ 7]配制 pH 2 ～ 12的 PBS 缓冲

液。取10μL 的 Sd和 Sd-His ,分别加入 10μL 不同
pH 值缓冲液 ,以不加抗菌肽的各不同 pH 值缓冲液

为对照;金黄色葡萄球菌为受试菌 ,做抑菌试验 ,方
法同 1.5。第 2天测量抑菌圈大小 ,并绘制抑菌圈
大小变化曲线。

2　结果与分析

2.1　Sd和 Sd-His的初步抑菌活性测定结果
抑菌活性测定结果见图 1。在铺有 S.aureus

和E .coli的琼脂平板上有明显的抑菌圈出现 ,说明

S d和 Sd-His获得了表达并有活性 。

A.Sd-His;B.Sd;C.氨苄青霉素对照;

D.空载体对照(左:金黄色葡萄球菌;右:大肠杆菌)

图 1　Sd和 Sd-His对金黄色葡萄球菌的初步抑菌活性测定

2.2　表达产物的纯化结果

纯化产物的 T ricine-SDS-PAGE 结果如图 2。

从图 2可以看出 ,Sd和 Sd-His均有效纯化。

1.Sd-His;2.Sd;3.空白对照;M.蛋白质 Marker

图 2　Sd及 Sd-His纯化后的 Tricine-SDS-PAGE电泳图谱

2.3　纯化后的 Sd和 Sd-His的活性测定

纯化后的 Sd 和 Sd-His 对 S.aureus的抑菌圈

见图 3。结果证明 ,纯化后的 Sd和 Sd-His 仍保持

活性且比未表达时的抑菌圈大 。
2.4　纯化的 Sd和 Sd-His的最低抑菌浓度(M IC)

以金黄色葡萄球菌为受试菌 ,测定 2种抗菌肽

的最小抑菌浓度 。测试结果分别为:Sd-His为

图 3　纯化的 Sd和 Sd-His对金黄色葡萄球菌的抑菌活性

4.75μg/mL , Sd为 5.0μg/mL。发现 Sd的改造并

未减小其抗菌活性 ,反而稍有所增强 。

2.5　Sd和 Sd-His的热稳定性检测结果

热稳定性试验显示 ,在煮沸 20min时 Sd 和 Sd-

His抑菌圈大小与 S d 未煮时没有差别;但煮沸

20min后 Sd 的抑菌圈突然增大 , 1 h 后开始变小。

而 Sd-His 则在煮沸 30min 以后抑菌圈逐渐变小

(图 4)。说明两者在热稳定性上有差别 ,但都能耐

受至少 20min 的高温 。至于 Sd加热后活性增强的

原因 ,有待进一步研究 。

图 4　Sd和 Sd-His抗菌肽的热稳定性测定结果

2.6　Sd 和 Sd-His 在不同 pH 值缓冲液中抑菌活

性的变化

Sd和 Sd-His在不同 pH 值时的抑菌活性见图

5。从图 5 可以看出 , Sd-His 较 Sd 对碱的耐受力

差 ,在 pH 值上升至 8以后抑菌活性急剧下降 ,说明

6×His-tag 的加入可能影响了其对碱的耐受能力。

图 5　Sd和 Sd-His在不同 pH值缓冲液中抑菌活性变化曲线
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3　讨论

早期的抗菌肽多数是从生物体组织中提取纯化

得到的。由于生物体内存在的抗菌肽含量低且纯化

较困难 ,用基因工程技术构建高效表达系统生产抗
菌肽已成为目前较多的选择。大肠杆菌表达系统是

一种表达量高且简单易纯化的系统 ,但运用该系统

表达抗菌肽却遇到很多困难:一是抗菌肽的宿主细
胞毒性。宿主细胞表达的抗菌肽会反馈性地抑制大

肠杆菌等宿主细胞的增殖 ,从而影响抗菌肽的进一

步表达;二是容易被降解。抗菌肽本身带有大量正
电荷 ,对蛋白酶非常敏感 ,在表达细胞中容易被降

解 ,难以实现大量表达。以上原因使抗菌肽在大肠

杆菌表达系统的表达中受到了限制
[ 8]
。

酵母表达系统含有 K ex2 酶裂解位点 ,该酶是

酵母自身编码的一种前体加工酶 ,是一个 Ca
2+
依赖

性的丝氨酸蛋白酶 ,负责大多数酵母蛋白的分泌与
成熟[ 9] 。选用酵母表达系统进行抗菌肽的分泌表

达 ,可以保留抗菌肽发挥活性的天然 N 端。但酵母
表达载体上所带的6×His标签在C-myc肽段后 ,C-

myc肽段由 10个氨基酸残基构成 ,加上中间的 5个

氨基酸和 6×His标签 ,使得抗菌肽在表达后就带有
21个氨基酸的尾巴 ,而抗菌肽本身分子量就比较

小 ,只有 30个氨基酸左右 ,尾巴过长可能会影响抗

菌肽的结构 ,进而影响其活性 。本研究在目的基因
的 C 末端加入了 6×His 标签和表达终止信号

TGA ,使得表达的抗菌肽仅带有 6×His 标签 ,大大

减小了抗菌肽的尾巴长度 ,而且还可以利用商品化
的镍柱进行纯化 ,这对增强抗菌肽表达产物的活性

起到了很好的作用。

抗菌活性测定结果显示 , 6×His 标签并未降低

防御素的活性 ,反而有稍微的增强作用 ,这可能与抗

菌肽的抗菌机理有关 。大部分抗菌肽富含碱性氨基

酸 ,而碱性氨基酸是抗菌肽与细菌脂膜相互作用的
关键因素;组氨酸属于碱性氨基酸 , 6×His 标签的

加入是否增强了抗菌肽与细菌脂膜的相互作用 ,有

待进一步研究。

热酸稳定性是抗菌肽临床应用的一个重要指

标 ,试验在防御素纯化后进行了热酸稳定性测定。
发现 6×His-tag 的加入对防御素的热酸稳定性有

影响 ,Sd在加热过程中活性突然增强 ,进而又减弱 ,

这是否与 6×His-tag 的加入影响到了其结构的变
化有关 ,有待进一步研究。
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