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摘要:将黑水虻抗菌肽基因sarcotoxin３转入到莱茵衣藻细胞中,以期实现抗菌肽活性片段的大规模表达生产,为
将来完成抗菌肽的临床测试及水产应用奠定实验基础.以质粒pHK８５为骨架,插入荧光素酶基因和黑水虻抗

菌肽sarcotoxin３基因,用 DNA连接酶将质粒连接,构成抗菌肽质粒.抗菌肽质粒经克隆、提取、酶切线性化、衣
藻玻璃珠转化、荧光素酶活性筛选和抑菌实验,结果表明:经过测序进一步确认质粒成功构建,碱基序列与所设计

质粒序列一致,质粒浓度４７２．８ng/μL、纯度(A２６０/A２８０)１．９３,７d后每个巴龙霉素平板长有单克隆约２００个,大多

数单克隆荧光素酶活力值可高达１０６,少数单克隆荧光值甚至可达１０８;藻株在２６kDa附近出现了特异信号,含
有抗菌肽的蛋白对大肠杆菌 DH５α有一定的抑制作用.莱茵衣藻可以作为抗菌肽外源表达的一种载体,为抗菌

肽的大量生产提供了一种可能.
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　　抗菌肽是一类广泛存在于自然界生物中的小分

子多肽,一般由１０~５０个氨基酸组成.抗菌肽通过

破坏细菌细胞膜的结构完整性,使细胞内外屏障丧

失,从而杀死细菌(林文静,２０１４);作为生物体先天

性免疫系统的一部分,还可以诱导生物体的免疫系

统而发挥功能(刘书东等,２０１１);另外,抗菌肽还参

与免疫调节,帮助伤口愈合,诱导细胞凋亡,抑制某

些物质如促肾上腺皮质激素、蛋白激酶 C等的生物

活性(卫银丹,２０１３).目前已发现来源于不同生物

体的抗菌肽有２７００多种(Oren & Shai,１９９６;丁
雪,２０１８).与传统抗生素相比,抗菌肽具有抗菌谱

更广、活性更强、稳定性好、杀菌机制比较特殊及病

原菌很难对其产生抗药性等优点,大大增加了其替

代传统抗生素的可能性(王改玲等,２０１７;宫霞等,

２００５).
抗菌肽在动植物细胞内表达含量很低,且动植

物细胞生长周期长,分化慢,很难通过动植物来进行

大量表达抗菌肽.如黑水虻(HermetiaillucensL)
体内含有大量强抗菌作用的抗菌肽,以防止自身受

病原体的侵袭,其中sarcotoxin３就是从黑水虻中分

离的一种活性很强的抗菌肽(Elhagetal,２０１７),具
有广阔的应用前景,但目前尚无很好的方法进行大

规模生产.因此,寻找高效表达且能大规模生产的

抗菌肽载体就成为抗菌肽广泛应用的关键.衣藻

(Chlamydomonas)具备完整的遗传转化系统,利用

衣藻表达外源蛋白已经成为研究热点.黄亚萍

(２０１９)在利用衣藻表达人表皮生长因子和 C反应

蛋白时成功构建了一个双元表达载体,使得衣藻表

达系统有了显著进步;刘芮均等(２０１８)研究了衣藻

外源表达蛋白含量与衣藻基因组之间的关系,为提

高衣藻表达蛋白含量提供了理论基础.莱茵衣藻

(Chlamydomonasreinhartii)是一种真核绿藻,目
前,其基因组已全部测序完成,并建立了分子遗传学

研究技术与遗传分析系统和细胞核、线粒体、叶绿体

３套遗传转化系统(Grossman,２０００).莱茵衣藻外

源基因表达系统结合了细菌和高等植物的双重优

势,具有生长快、生活周期短、成本低等特点;另外,
与其他藻类不同,衣藻既能在光照下生长也能在黑

暗条件下生长,并且能够将外界提供的碳源与光合

成的碳源分开,是一种作为转基因生物反应器的良

好材料.
本研究通过将黑水虻抗菌肽基因sarcotoxin３

转入到衣藻细胞中,通过基因和蛋白层面检测及体

外抑菌试验等过程,进行逐步筛选,得到高效表达抗

菌肽的藻株,并对其扩大培养,以期实现抗菌肽活性



片段的大规模表达生产,建立抗菌肽体外表达的关

键技术平台,为将来完成抗菌肽的临床测试及水产

应用奠定实验基础.

１　材料与方法

１．１　实验材料

莱茵衣藻CW１５株由本实验室保存,培养基为

TAP培养基,培养条件为 ２５℃,光强 ２００μmol/
(m２􀅰s).黑水虻抗菌肽sarcotoxin３基因序列由

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室张吉斌

教授提供.

１．２　实验方法

１．２．１　构建抗菌肽质粒　以实验室原有的质粒

pHK８５为骨架,用限制性内切酶 NdeⅠ、EcoRⅤ、

EcoRⅠ在对应的位点将pHK８５质粒切开,加入强

启动子 HSP７０ RBCS２,切除 GFP片段,插入荧光

素酶(Gaussialuciferase)基因和黑水虻抗菌肽sarＧ
cotoxin３基因,最后用 DNA 连接酶将质粒连接,构
成抗菌肽质粒,如图１.

图１　质粒构建

Fig．１　Plasmidconstruction

１．２．２　质粒的克隆、提取、酶切线性化　将构建好

的质粒转入大肠杆菌中,用 LB培养基无菌接种后

置于摇床中３７℃、１２０r/min扩大培养约１６h.
将上述培养物离心收集细胞,根据天根质粒小

提试剂盒DP１０３ ０３的说明书提取质粒并测浓度.
依据 Thermo公司的 KpnⅠ限制酶说明书将提取

的质粒进行线性化并测定线性化后质粒的浓度.
配置１％的琼脂糖凝胶,对线性质粒进行电泳,

依据诺唯赞产物纯化试剂盒 DC３０１ ０１的说明书

对８０００bp处的条带进行切胶回收,并对回收的线

性质粒测定浓度.

１．２．３　高活性衣藻细胞的培养　无菌接种衣藻,于

２５℃、１５０μmol/(m２􀅰s)光照、转速８０r/min下培

养５~６d时进入对数生长期,取此时期的藻液离

心,去上清后用无菌 TAP培养基重悬细胞至密度

为１０８ 个/mL.

１．２．４　衣藻玻璃珠转化　取灭菌的直径为０．３mm
的玻璃珠及１．５mL离心管于无菌操作台.依次向

离心管中加入适量玻璃珠、３００μL藻液、７００ng~
１μg线性质粒,将涡旋仪速度调至最大,离心管在涡

旋仪上涡旋１５s,停５s,再涡旋１５s(高翔,２０１６).
吸取涡旋后的藻液到装有１０mL培养基的５０mL
三角瓶中,置于摇床弱光修复１８h后离心收集藻细

胞,涂布在含有１０μg/mL巴龙霉素的 TAP平板

上,将 平 板 放 置 在 培 养 架 上 弱 光 培 养 (王 亚 丽,

２０１５).约１周后平板上长出单克隆,用无菌吸头挑

取单克隆到另一个 TAP平板上,并进行编号.

１．２．５　荧光素酶活性筛选　使用 Promega公司的

RenillaLuciferaseAssaySystem 试剂盒(TM０５５)
对衣藻进行荧光素酶活力测定.具体方法按试剂盒

说明书.

１．２．６　Westernblot筛选　选取荧光素酶活力最强

的５０株单克隆进行 Westernblot筛选.培养待选

单克隆藻株至对数期,离心收集藻细胞,提取衣藻蛋

白.使用碧云天公司的BCA 蛋白浓度测定试剂盒

P０００９对蛋白浓度进行测定.所有样品用１×PBS
将浓度定量到５０μg/μL,然后加入５×上样缓冲液

沸水浴５min对蛋白进行变性,存放在 ８０℃冰箱

待用,上述所有过程均需在４℃条件下操作.配置

１２％的 SDSＧPAGE 凝胶进行 SDSＧPAGE 凝胶电

泳,先８０V 电泳３０min,后１２０V 电泳２h.然后

进行蛋白的转印,条件为２５０V恒压转印６０min,取
出PVDF膜用丽春红染液染色观察是否成功转印

并用记号笔标清孔道,最后用１×TBST 溶液润洗

膜３次,每次５min.将膜放入杂交袋,加入适量

５％脱脂牛奶封闭液封闭１h,１×TBST洗膜３次,
每次１０min.一抗选用 Thermo公司的PA１ １８１
荧光素酶的商业化抗体,内参抗体选用Sigma公司

的货号为 T６１９９的αＧtublin 抗体,根据说明书将抗

体稀释,将膜放入杂交袋,加入５mL一抗抗体稀释

液反应１h,１×TBST洗膜３次,每次１０min.二抗

选用Sigma公司的鼠二抗及兔二抗,操作同一抗.
用 Millipore公司的 ECL 发光液对结果进行显影

(焦思恺,２０１７;李镇芳,２０１７;刘立闯,２００８).

１．２．７　抑菌实验　无菌接种野生型藻种及成功转

入抗菌肽的藻种于１０L血清瓶内,通气培养至对数

期,收集藻细胞提取蛋白.将蛋白依次用 Millipore
公司的５０kDa和３kDa超滤管对蛋白进行浓缩纯

化,并测定蛋白的最终浓度(马卫明,２００４).
无菌接种大肠杆菌 DH５α,置于摇床过夜培养
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后用LB培养基稀释至 OD６００为０．２用于后续实验.
采用测吸光度的方法测定抗菌肽对细菌生长的

影响.取无菌１．５mL离心管及９６孔板若干,在无

菌操作台内按每孔５０μL蛋白、１０μL菌液、１４０μL
培养基的体系,其中阴性对照只加菌液和培养基,阳
性对照添加野生型衣藻蛋白、菌液和培养基,实验组

添加转抗菌肽衣藻蛋白、菌液及培养基,每组５个平

行.先将所有成分在１．５mL离心管内混匀,然后

依次加到９６孔板中,测定初始 OD６００,然后将９６孔

板盖紧放置在３７℃培养箱中,２４h后测定 OD６００.

１．２．８　统计分析　采用SPSS８．０１对数据进行统计

分析.

２　结果与分析

２．１　载体构建

经过酶切和连接,在原始质粒的基础上成功加

入了 HSP７０强启动子、Gaussialuciferase基因以及

目的抗菌肽sarcotoxin３基因,经过测序进一步确认

质粒成功构建,碱基序列与所设计质粒序列一致,序
列如下:
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２．２　质粒的克隆、提取、酶切线性化结果

质粒克隆提取纯化后经超微量分光光度计测量

浓度和纯度结果如表１,其中线性质粒的电泳图如

图２.
表１　各质粒浓度及纯度

Tab．１　Concentrationandpurityofeachplasmid

质粒名称
质粒浓度/

ng􀅰μL１

质粒纯度

(A２６０/A２８０)

sarcotoxin３＋luciferase １４２８．５ ２．１２

sarcotoxin３＋luciferase线性质粒 ４７２．８ １．９３

图２　线性质粒电泳

Fig．２　Linearplasmidelectrophoresis

２．３　转化结果

由于载体中含有抗巴龙霉素的基因,只有转入

载体的衣藻细胞能在巴龙霉素平板上存活,而未转

入的衣藻细胞则不能在巴龙霉素平板上生长.大概

７d后,平板上长出了单克隆,每个平板有单克隆约

２００个,如图３.

图３　巴龙霉素抗性筛选结果

Fig．３　Screeningresultsofresistancetobalanomycin

２．４　荧光素酶活性筛选结果

挑取巴龙霉素平板上长出的７００个单克隆进行

荧光素酶活力的测定,结果如图４.大多数单克隆

荧光素酶活力值可高达１０６,少数单克隆荧光值甚

至可达１０８.

图４　７００个转化子荧光素酶活力

Fig．４　Luciferaseactivityof７００transformants
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２．５　Westernblot筛选结果

选取荧光素酶活力值达到１０７ 以上的６个单克

隆进行 Westernblot筛选验证,在载体中,荧光素酶

基因和抗菌肽基因结合在一起,共同受一个启动子

的调控.只要表达了荧光素酶的转化子理论上也会

表达抗菌肽,因此可通过判断单克隆藻株是否表达

荧光素酶从而将表达抗菌肽的单克隆藻株筛选出

来.

Westernblot结果如图５.荧光素酶蛋白大小

为２０．３３kDa,抗菌肽大小为５．４７kDa,２个蛋白一

起约是２５．８kDa;内参基因tublin 蛋白大小约为

５０kDa.经过和荧光素酶一抗和相应的二抗反应

后,在内参tublin 均有信号且信号强度近乎一致的

情况下,编号为３ ２３１的藻株在２６kDa附近出现

了特异信号,而野生型CW１５株及其他株均未有信

号,表明３ ２３１株成功表达了抗菌肽蛋白.

图５　荧光素酶信号及tublin信号

Fig．５　Luciferasesignalandtublinsignal

２．６　抑菌试验结果

蛋白经过５０kDa和３kDa的超滤管处理,能将

２６kDa左右的蛋白浓缩,从而将目的蛋白抗菌肽的

浓度提高.蛋白加入到对应的菌液中后,通过测定

菌细胞的生长曲线,判断蛋白对菌细胞生长产生的

影响.实验结果表明,加入含有抗菌肽的蛋白(浓度

为０．０２mg/mL)对大肠杆菌 DH５α有一定的抑制

作用,如图６.用SPSS８．０１对数据进行单因素方差

分析,３个不同处理组对大肠杆菌的生长影响具有

显著性差异(P＜０．０５).

图６　蛋白对大肠杆菌DH５ɑ生长的影响

Fig．６　Effectofdifferentproteinsonthegrowth
ofE．coliDH５ɑ

３　讨论

目前常用于表达外源蛋白的反应器有酵母、大
肠杆菌等(李荣荣等,２０１１;刘忠渊等,２００３;孟兆丽

等,２０１８;孙妍,２００９;王改玲等,２０１７),这些微生物

因转化效率低、无法表达结构复杂的蛋白等原因而

在应用中受到限制(汪以真,２０１４).莱茵衣藻作为

一种真核单细胞生物,具有叶绿体和线粒体２种细

胞器,广泛存在于各种水体中,目前已经建立了分子

遗传学研究技术与遗传分析系统和细胞核、线粒体、
叶绿体３套遗传转化系统,其外源基因表达系统将

细菌和高等植物的双重优势集于一体,素有“绿色酵

母”之称,是一种用作转基因生物反应器的良好材

料.
在构建质粒的过程中,通常会选用一些抗性筛

选基因以达到筛选的目的,如以BLE基因为基础构

建的含有对争光霉素家族有抗性的基因,它是一种

以细菌耐药性基因为基础的标记基因(Stevenset
al,１９９６),巴龙霉素(Sizovaetal,２００１)和潮霉素B
(Bertholdetal,２００２)抗性基因现在也普遍用于各

种筛选中.随后,一些合成报告基因如绿色荧光蛋

白基因和荧光素酶基因也用于转化子的筛选(FuhrＧ
mannetal,１９９９),荧光素酶基因可以灵敏地反应启

动子活性.RBCS２启动子是源于莱茵衣藻的一种

强启动子,其带有转录增强元件,可大大提高基因的

表达效率.HSP７０是一个编码热休克蛋白的基因,
可被热激和光照所诱导,热激后可明显提高外源蛋

白的表达水平,与 RBCS２串联后仍能保持此特性

(胡章立等,２００５).
本实验构建的载体在使用pSAD启动子和终止

子的情况下,加入 HSP７０和 RBCS２串联的强启动

子,确保目标蛋白能在衣藻中稳定表达;另外,报告

基因使用荧光素酶和巴龙霉素基因,荧光素酶基因

是一种常见的报告基因,最先由Shao(２００８)等将其

应用到莱茵衣藻的转化系统中,因其遇到相应的底

物后可发出荧光而测定方法简单,且目前已经开发

了测定荧光素酶活力的试剂盒,测定过程更加方便

快捷,因此受到了许多科研人员的青睐.另外现在

也研发了针对荧光素酶的商业化抗体,为荧光素酶

的体外表达提供了强有力的验证工具.为此,本研

究选择在抗菌肽基因前加入１个荧光素酶基因,与
已在衣藻转化筛选中广泛应用的巴龙霉素基因结合

起来,大大方便了转化株的筛选且节约了成本,为衣
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藻表达系统的建立奠定了基础(Sizovaetal,２００１).
将外源基因导入莱茵衣藻的方法有很多,如微

粒轰击法、玻璃珠研磨法、电穿孔法、基因枪法和农

杆菌感染法等.本研究选用细胞壁缺陷型的莱茵衣

藻CW１５,没有细胞壁的阻碍,外源基因能更容易地

进入细胞,大大提高了转化效率(Kindle,１９９０).
虽然有关衣藻外源表达蛋白的方法有很多,但

是使用较多的只有基因枪法和电穿孔法,这２种方

法都需要特定的仪器,且效率不高.刘佳等(２０１９)
通过电穿孔法在莱茵衣藻中表达绿色荧光蛋白,不
论是野生型衣藻还是细胞壁缺陷型衣藻,获得的单

克隆数均较少,仅有几十个,基因枪法更多应用于衣

藻叶绿体转化,效率也欠佳,而玻璃珠研磨法能获得

数百个单克隆.
本研究,通过玻璃珠转化,在１周的时间内经过

巴龙霉素筛选便得到了较多数量的单克隆,表明玻

璃珠转化可以很好地应用于衣藻外源表达中,同时

使用荧光素酶基因作为报告基因,经试剂盒测定其

活力,能够快速高效地将目标单克隆筛选出来.

Westernblot技术是蛋白筛选的最常用技术,
蛋白与对应的抗体结合后发生反应,遇到显影剂后

能将反应结果呈现出来,而单纯的抗体遇到显影剂

则不会有任何信号,因而 Westernblot技术可以很

好地将蛋白筛选出来,且准确性较高.
抗菌肽最主要的生物活性便是抑制细菌的生

长,其主要作用机制是通过在细菌细胞膜上形成跨

膜的离子通道,破坏细胞膜的完整性,细胞内的内容

物流出,从而将细胞杀死,因此,抗菌肽的抗菌谱很

广(林文静,２０１４).通过抑菌试验可以很直观地呈

现出抗菌肽的生物活性.本研究通过抑菌实验发

现,在加入０．０２mg/mL表达了黑水虻抗菌肽sarＧ
cotoxin３的蛋白后,对大肠杆菌 DH５α便有较好的

抑制作用,而对照组中细菌生长没有受到影响,可能

是由于大肠杆菌 DH５α是一种感受态细胞,对外界

环境的刺激作用比较敏感,因而在如此低浓度蛋白

情况下,依然能够对其生长产生明显的影响.
总之,本研究利用衣藻为表达宿主,高效表达了

外源抗菌肽蛋白,并且获得很好的抗菌活性,而且遗

传转化方法简单方便、筛选方法高效便捷,这些都为

莱茵衣藻表达抗菌肽提供了有力支撑,从而有望替

代传统抗生素,也为抗菌肽在水产渔业养殖中疾病

控制方面的应用奠定了基础.
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ExpressionofExogenousAntimicrobialPeptidesinChlamydomonasreinhardtii

ZHAOYanＧping１,２,LIXiaoＧyan１,PENGTingＧting１,HUANGKaiＧyao１,WANGGaoＧhong１,２

(１．KeyLaboratoryofAlgalBiology,InstituteofHydrobiology,ChineseAcademy
ofSciences,Wuhan　４３００７２,P．R．China;

２．UniversityofChineseAcademyofSciences,Beijing　１０００４９,P．R．China)

Abstract:Antimicrobialpeptidesaresmallpeptidesfoundwidelydistributedinnature．AspartoftheinＧ
nateimmunesystem,theyprovidethefirstlineofdefenseagainstpathogens．Whileantimicrobialpeptides
haveexcellentpotentialasanantibiotic,scalingupproductionhaslimitedapplication．ChlamydomonasreＧ
inhardtii,knownasthe“greenyeast”,isasingleＧcelledeukaryoticgreenalgaeandagoodbioreactorthat
integratesmultipleadvantages．Inthisstudy,wetransferredtheantibacterialpeptidegenesarcotoxin３
fromHermetiaillucensintoC．reinhardtiicellstorealizelargeＧscaleexpressionandproductionofactive
antibacterialpeptidefragments．TheobjectivewastolayanexperimentalfoundationforcompletionofclinＧ
icaltestingandfutureaquaticproductionofantibacterialpeptides．UsingplasmidpHK８５asthelattice,the
genesforluciferasegeneandHermetiaillucenspeptidesarcotoxin３wereinsertedintotheplasmid,and
DNAligasewasusedtoligatetheplasmidtoformtheantimicrobialpeptide．TheC．reinhardtiiplasmid
wasclonedonglassbeadsandtheantimicrobialpeptideproducedwasthenextractedandlinearizedusinga
restrictionenzyme．Finally,luciferaseactivitywasscreenedandtheantibacterialactivitywastested．SeＧ
quencingwasusedtofurtherconfirmthattheplasmidwassuccessfullyconstructedandthebasesequence
wasconsistentwiththatofthedesignedplasmidsequence．Theplasmidconcentrationwas４７２．８ng/μLand
thepurity(A２６０/A２８０)was１．９３．After７days,eachparomomycinplatehadabout２００singleclones．The
fluorescenceofthemonoclonalluciferasewasashighas１０６and,inafewcases,reached１０８．Thealgae
strainshowedaspecificsignalnear２６kDa,andtheproteincontainingantibacterialpeptideshadaninhibiＧ
toryeffectonE．coliDH５α．OurresultsshowthatC．reinhardtiicanbeusedasacarrierfortheexogeＧ
nousexpressionofantimicrobialpeptides,providingapossiblemeansformassproducingantimicrobial
peptides．
Keywords:antimicrobialpeptide;Chlamydomonasreinhardtii;geneexpression;carrier

３１１２０２１年第３期　　　　　　　　　　赵艳苹等,以莱茵衣藻为载体表达外源抗菌肽的研究


