
第35卷  第5期 水 生 生 物 学 报 Vol.  35,  No.5 

2 0 1 1 年 9 月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA Sep. ,   2 0 1 1 

                            

收稿日期: 2010-07-22; 修订日期: 2011-05-12 

基金项目: 国家自然科学基金项目(U0631007); 973 项目(2010CB126301); 淡水生态与生物技术国家重点实验室创新项目(085B 

181F01)资助 

作者简介: 金俊琰(1983—), 女, 安徽铜陵人; 博士; 主要从事鱼类发育遗传学研究。E-mail: jinjunyan@ihb.ac.cn 

通讯作者: 桂建芳, E-mail: jfgui@ihb.ac.cn 

 

DOI: 10.3724/SP.J.1035.2011.00739 
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摘要: 防御素是一类阳离子抗菌肽。研究从石斑鱼垂体 SMART cDNA文库中扩增出 129 bp石斑鱼 β-防御素

成熟肽序列, 将其克隆到毕赤酵母表达载体 pPCIZαA 中, 构建了石斑鱼 β-防御素的真核表达载体, 电击转

化毕赤酵母 GS115。Western Blot 分析表明石斑鱼 β-防御素在酵母菌中获得了表达。体外抗菌实验表明纯   

化的重组蛋白具有抑制大肠杆菌以及嗜水气单胞菌的作用, 但是对革兰氏阳性菌, 如金黄色葡萄球菌和藤

黄微球菌的生长没有抑制作用。实验结果表明酵母表达的石斑鱼 β-防御素能够特异地抑制革兰氏阴性菌的

生长。 
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近年来, 随着高密度、高产量养殖技术的应用, 

改变了苗种原来生活的生态环境、营养条件、生活

习性, 使网箱养殖的石斑鱼疾病日益严重[1—4]。当前

防治鱼病的主要方法是使用抗生素及化学合成药

物。但药物的大量使用, 会导致耐药菌株的产生以

及水产品中的药物残留, 直接或间接给人类健康造

成危害。因此, 研究和开发安全、绿色的新型药物

具有重要意义。 

防御素是机体防御外界病原菌入侵的第一道防

线 [5], 具有广谱的抗菌活性 [6], 能抵抗革兰氏阳性/

阴性菌、酵母菌、真菌、原生生物和病毒 [7]。根据

分子内二硫键的连接方式可以将防御素分为三类 : 

α-防御素、β-防御素以及 θ-防御素[8]。由于具有广谱

抗菌活性和不容易产生耐药性的特点, 这些天然抗

生物质具有代替化学合成抗生素药物的巨大潜力和

应用前景。目前关于鱼类防御素的研究还不是很多, 

鳉仅在斑马鱼、虹鳟、青 以及牙鲆中有报道[9—12]。

在前期的研究中 , 我们从 4 龄雌性石斑鱼的垂体

SMART cDNA文库中筛选到了石斑鱼的 β-防御素。 

目前防御素蛋白的表达和纯化存在一定的难 

度[13]。一般说来, 利用原核系统表达无法进行翻译

后折叠, 而体外的化学合成通常成本较高[14]。毕赤

酵母是一个优良的表达系统[15], 具有以下三个优点: 

1、简单的技术, 良好的实验系统; 2、表达丰度高;  

3、翻译后修饰[16]。迄今为止, 研究人员利用酵母表

达了很多抗菌蛋白, 如人的 SLPI[17], 人的 hepcidin[18]

等, 但是利用酵母系统表达鱼类防御素目前还没有

报道。 

在本研究中, 我们构建了石斑鱼 β-防御素的酵

母真核表达载体, 并将表达产物进行抗菌实验。结

果表明, 纯化后的重组蛋白具有抗革兰氏阴性菌的

活性。 

1  材料与方法 

1.1  质粒与菌株 

大肠杆菌(E. coli)DH5α 为本实验室保存; 表达

菌株毕赤酵母 GS115 和表达载体 pPCIZαA 购自

Invitrogen公司。 

1.2  目的基因 cDNA序列扩增 

根据石斑鱼 β-防御素基因的成熟肽 cDNA序列,  
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设计一对引物 P1/P2(P1: CTCGAGAAGAGAGAGG 

CTGAAGCAGATCCAGAAATGCAG; P2: TCTAGA 

CTCGAGCTAAGACCGCACAGCACA), 以石斑鱼

垂体 SMART cDNA 文库为模板扩增。PCR 反应条

件为: 94℃预变性 4min, 94℃变性 30s, 60℃退火 30s, 

72℃延伸 30s, 35个循环, 72℃延伸 10min。1%琼脂

糖凝胶进行电泳 , 胶回收试剂盒(Omega)回收目的

条带。 

1.3  表达载体的构建 

回收的片段按以前的报道[19, 20]连接至 pMD18- 

T载体中, 筛选阳性克隆, 并测序验证。提取质粒后

用 Xho I /Xba I双酶切, 电泳后回收的片段连接到同

样进行双酶切的空 pPCIZαA中。将连接后的质粒转

化至 DH5α中, 筛选阳性克隆, 提取质粒。 

1.4  目的基因在毕赤酵母中的表达 

将重组质粒经 SacI 线性化后电转化毕赤酵母

GS115, 将电转后的菌液涂布于 YPDS(1% 酵母粉、

2% 胰蛋白胨、2% 葡萄糖、1 mol/L 山梨醇、100 

μg/mL Zeocin)的平板上, 30℃培养。挑取克隆接种于

YPDS 培养基中, 30℃培养后用酵母基因组提取试

剂盒 (Omega)提取酵母基因组 DNA。用 5′AOX1/ 

3′AOX1进行扩增鉴定目的片段的整合情况。将得到

的成功整合到酵母基因组上的克隆接种于 BMGY 

(1% 酵母粉、2% 胰蛋白胨、1.34% YNB、1% 甘

油、4 mg/L生物素、0.1 mol/L磷酸钾 pH 6.0)培养

基中, 30℃ 250 r/min培养至 A600为 2—6, 1500 r/min 

5min 收集菌体, 用 1/5 体积的 BMMY(1%酵母粉、

2% 胰蛋白胨、1.34% YNP、0.5% 甲醇、4 mg/L生

物素、0.1 mol/L磷酸钾 pH 6.0)培养基重悬。30℃ 

250 r/min摇床继续培养。每 24h向培养基中添加甲

醇至终浓度为 0.5%。每 12h取样, 离心收集上清液, 

置于80℃, 用于 Western Blot分析。 

1.5  Western Blot分析蛋白表达及纯化 

将不同时期收集的上清液进行 Western Blot 分

析[16—18]。配置 16%的 Tricine-SDS-PAGE, 按时间顺

序上样。电泳结束后, 用半干转膜仪(Bio-rad)进行转

膜。用石斑鱼 β-防御素的多克隆抗体作为一抗孵育

1h 后(一抗为大肠杆菌表达的石斑鱼 β-防御素重组

蛋白免疫大白兔所得), 用 TBS洗 3次, 加入适量二

抗孵育液(1∶2500 稀释 AP-标记羊抗兔、1% 奶粉

溶于 TBS 中)室温孵育 1h 后, TBS 洗 3 次后, 采用

NBT/BCIP显色系统进行显色。 

选取表达量最大的时间点进行大量表达后, 收

集上清。4℃用 1.5 kD的超滤膜(Millipore)进行超滤, 

截留下来的浓缩液为含有石斑鱼 β-防御素蛋白的溶

液, 再将蛋白换液至 Tris-HCl(pH 8.0)中。收集蛋白

后用 BCA kit (Perice) 测定蛋白浓度, 用于后续抗

菌实验。 

1.6  抗菌活性分析 

利用纯化后的石斑鱼 β-防御素进行体外抗菌活

性分析。挑取革兰氏阴性菌大肠杆菌(E. coli)和嗜水

气单胞杆菌(A. hydrophila)以及革兰氏阳性菌金黄

色葡萄球菌(S. aureus)和藤黄微球菌(M. luteus)。 单

克隆 37℃(E. coli和 S. aureus)或 28℃(A. hydrophila

和 M. luteus)培养至 A600为 0.4时, 首先 100倍稀释

培养液, 然后吸取 50 μL培养液加入至 96孔培养板, 

用透析液稀释蛋白浓度分别为 25 μg/mL到 5 μg/mL, 

每种浓度按 3 个重复加入 50 μL 溶液至培养孔中, 

同时用透析液作为阴性对照。将培养板置室温 25℃

孵育 4h 后, 将培养板置 37℃培养 12h, 测定每个培

养孔的 A600值。 

2  结果 

2.1  石斑鱼 β-防御素基因克隆及酵母表达载体的

构建 

我们设计了一对扩增石斑鱼 β-防御素的引物, 

从石斑鱼 SMART cDNA 垂体文库中扩增石斑鱼 β-

防御素成熟肽全长。如图 1 所示, 我们得到了单一

的条带, 大小为 129 bp。然后连到 PMD18-T载体中,  

 

 
 

图 1  石斑鱼 β-防御素表达片段扩增 

Fig. 1  Amplification of grouper β-defensin 
M. DL2000 marker; 1. 石斑鱼垂体 SMART cDNA 

M. DL2000 marker, 1. Grouper pituitary SMART cDNA 
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测序结果表明我们扩增到的序列是正确的。用 Xho I

和 Xba I双酶切后, 连进酵母表达载体 pPICZαA。 

2.2  石斑鱼 β-防御素基因阳性克隆 PCR鉴定 

将构建好的表达质粒转化到 GS115 酵母菌中, 

挑取 11个克隆。提取酵母基因组后, PCR检测发现

目的片段都成功插入到了酵母基因组中(图 2)。同时, 

转化空质粒的酵母的基因组中没有阳性片段的存在。 

2.3  石斑鱼 β-防御素的诱导表达分析 

选取 1 个阳性克隆进行诱导表达, 分别于 0h、

24h、48h和 72h取样。我们利用石斑鱼 β-防御素的

多克隆抗体检测酵母表达情况。Western Blot分析表

明, 诱导 24h时没有蛋白的合成, 48h有微弱的表达, 

72h 表达量最高。而在未转质粒和转空质粒的酵母

菌中没有蛋白表达(图 3)。 

 

 
 

图 2  PCR验证阳性克隆 

Fig. 2  PCR amplification of recombinant clones 
M. DL2000 marker; 1—11. 阳性克隆; C. 阴性对照 

M. DL2000 marker, 1—11. Positive clones, C. Negative control 

 

 
 

图 3  Western blot分析石斑鱼 β-防御素在酵母菌株中的表达情况 

Fig. 3  The expression of grouper β-defensin in yeast analyzed by 
Western Blot 
1. 未转质粒的酵母菌; 2. 转化空质粒的酵母菌; 3—6. 阳性菌

株分别诱导 0h、24h、48h和 72h 

1. Negative control without plasmid, 2. Negative control with 
empty plasmid; 3—6. Positive yeast induced by methanol with 0h, 

24h, 48h and 72h 
 

2.4  石斑鱼 β-防御素的体外抑菌活性 

将纯化后的石斑鱼 β-防御素重组蛋白进行体外

抗菌实验(图 4), 石斑鱼 β-防御素具有明显的抗大肠

杆菌的作用。与对照相比, 加入的蛋白浓度越大, 抑

菌效果越明显。蛋白浓度为 25 μg/mL 时,  E. coli

的 A600仅为 0.17, A. hydrophila 的 A600为 0.19, 最大

程度上抑制了大肠杆菌以及嗜水气单胞菌的生长。

相同浓度的蛋白对金黄色葡萄球菌和藤黄微球菌的 

抑制效果不明显, A600分别为 0.53和 0.54。以上结果

表明我们成功构建了石斑鱼 β-防御素的真核表达系

统, 并且纯化获得的蛋白具有生物活性, 能特异抑

制革兰氏阴性菌的生长。 

3  讨论 

蛋白功能的发挥需要高级结构, 但是大肠杆菌

表达出来的蛋白缺乏翻译后折叠, 不利于后续的功

能分析。作为一个真核生物, 酵母能够进行翻译后

修饰 , 形成正确的分子内二硫键 [14]。在本研究中 , 

我们利用毕赤酵母成功表达了石斑鱼 β-防御素蛋白, 

并且纯化获得的蛋白具有生物活性, 能特异抑制革

兰氏阴性菌的生长。但是表达的蛋白浓度很低。可

能是由以下原因造成的: 1、石斑鱼 β-防御素本身具

有抗菌作用, 可能抑制了酵母菌的生长; 2、酵母菌

具有其特有的偏好密码子, 可能石斑鱼 β-防御素的

序列中含有其表达的稀有密码子, 使得蛋白的表达

受到了一定的限制。在后续的研究中将继续摸索能

大量表达石斑鱼 β-防御素蛋白的真核表达体系。 

防御素具有广谱的抗菌活性 ,  通常对革兰氏 

阴性菌和革兰氏阳性菌都具有抑制作用 [21], 比如

mBD-1[22]、HBD-3[23]、Apl AvBD2[24]、HNP-1[25]和

GNCPs[26]等。体外抗菌实验结果表明石斑鱼 β-防御

素具有明显的抑制革兰氏阴性菌生长的作用, 而对 



742 水 生 生 物 学 报 35卷 

 

 
 

图 4  酵母表达蛋白的体外抗菌实验 

Fig. 4  Antimicrobial activity of recombinant grouper β-defensin 

 
革兰氏阳性菌作用不明显, 与石斑鱼-防御素原核

表达产物体外抗菌实验结果一致[27]。这种特异性的

鳉抗菌活性同青 的防御素[8]、人的防御素-1[28]和人

防御素-2[29]是一致的。不同的生物所处的生态位是

不同的, 所以它们特异表达的防御素与周围的病原

微生物相关[30], 不同物种所含的防御素为更好的保

护宿主在不断地进化, 因此其抗菌特性有所不同。

其中 A. hydrophila是鱼类重要的致病菌[31] , β-防御

素对于嗜水气单胞菌的抑制作用将能够应用于鱼类

养殖中。 

总之, 本研究利用酵母系统表达石斑鱼 β-防御

素为更深层次地了解其其他功能以及蛋白性质打下

基础, 同时也使得酵母菌株表达防御素作为鱼类的

饵料添加剂成为可能。 
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THE YEAST EXPRESSION OF GROUPER β-DEFENSIN AND ANTIBACTERIAL 
ACTIVITY OF THE RECOMBINANT PROTEIN 

JIN Jun-Yan, ZHOU Li and GUI Jian-Fang 

(State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences,  
Wuhan 430072, China) 

Abstract: Defensin, a small cationic peptide, is an antimicrobial peptide, exhibit broad-spectrum antibacterial activity. 

They spread widely in plants, invertebrate and vertebrate animals, which can rapidly kill bacteria, fungi and viruses etc. 

Bacteria and viruses limited the production of grouper (Epinephelus coioides). In this study, we cloned grouper 

β-defensin open reading frame, to express in the Pichia pastoris, and detect the bioactive of recombinant protein against 

bacteria. First, grouper β-defensin cDNA was amplified by polymerase chain reaction (PCR) from pituitary cDNA li-

brary of a protogynous hermaphroditic orange-spotted grouper. The 129 bp DNA fragment encoding mature grouper 

β-defensin peptide was subcloned into vector PMD18-T, then inserted into the yeast expression vector pPCIZαA and 

transfected into Pichia pastoris GS115 expression host by electroporation. The genome of Pichia pastoris clone was 

extracted as template for screened the positive clone by using PCR. After grouper β-defensin was secreted by GS 115 by 

small-scale culture, the recombinant grouper β-defensin was induced by methanol for large scale. The supernatant was 

collected in 24h, 48h and 72h post induction for the recombinant protein detection. Subsequently, the grouper β-defensin 

peptide was detected in the supernatant of transfected yeast by Western Blot analysis. The purified recombinant grouper 

β-defensin crude extract from transfected P. pastoris showed antimicrobial activities against Escherichia coli and 

Aeromonas hydrophila. However, recombinant protein did not inhibit the growth of Gram-positive bacteria, such as 

Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus. Bioactivity analysis indicated that the antibacterial activity of the re-

combinant grouper β-defensin expressed in P. pastoris specific to Gram-negative bacteria. Grouper β-defensin have 

antibacterial activity-specific to Gram-negative bacteria, this specificity is in correspondence with the environment of 

grouper. 
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