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抗菌肽 LL鄄37 重组载体的构建
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摘摇 要:摇 目的摇 从健康人的外周静脉血中获得人类基因组 DNA,扩增出抗菌肽 LL鄄37 的全长基因,插入原核

表达载体 pQE鄄30 以获得重组表达载体 pQE鄄30 / LL鄄37。 摇 方法摇 用 NaI 法从健康人外周静脉血中提取人类基因组

DNA,然后以它为模板 PCR 扩增得到 LL鄄37 全长基因,酶切回收后连接。 摇 结果摇 得到了较高品质的人类基因组

DNA,扩增得到了 LL鄄37 全长基因,成功构建了重组表达载体 pQE鄄30 / / LL鄄37。 摇 结论摇 用生物方法生产抗菌肽是

一种很有希望的产业,而抗菌肽 LL鄄37 的重组载体的构建成功为以后进一步的实验打下了基础。
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Construction of LL鄄37 Recombinant Vector
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Abstract:摇 Objective摇 To derive human whole鄄genome DNA from peripheral venous blood of healthy people,to am鄄
plify the full鄄length genes of LL鄄37,to insert the prokaryotic expressing vector pQE鄄30 and to obtain the recombinant expres鄄
sion vector pQE鄄30 / LL鄄37. 摇 Methods摇 To derive human whole鄄genome DNA from the peripheral venous blood of healthy
person by the means of NaI,and then the full鄄length genes of LL鄄37 will be amplified from the template of the acquired hu鄄
man whole鄄genome DNA. After the reabstraction of the restriction endonuclease from the agarose,LL鄄37 will be bonded with
pQE鄄30. 摇 Results 摇 High quality human whole鄄genome DNA is obtained,and the recombinant vector pQE鄄30 / LL鄄37 is
constructed successfully. 摇 Conclusion摇 Producing antimicrobial peptide LL鄄37 by the biologic method may be a promising
industry,as the construction of antimicrobial peptide recombinant vector pQE鄄30 / LL鄄37 can serve as a foundation to the fur鄄
ther research.
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摇 摇 天然免疫是有效的宿主防御系统,是抵抗病原

体侵袭的第一道屏障,抗菌肽是其中的重要组成部

分。 抗菌肽具有广谱抗病原体的作用,它对细菌、真
菌、病毒等都有很强的杀伤作用,因此越来越受到研

究人员的重视。
抗菌肽 LL鄄37 是新发现的一种抗菌肽,它是由

其前体肽 hCAP鄄18 (Human cathelicidin antimicrobial
peptide 18)经丝氨酸蛋白酶 3 和其他蛋白水解酶酶

解后释放出的有活性的 C 端片段,在生殖系统、呼
吸系统、消化系统等处均可检测到它的表达[1]。 在

炎症发生部位,它的表达量迅速升高。 它不仅能直

接杀灭入侵的病原体,而且通过各种信号传导通路

调动机体的主动免疫体系,从而增强免疫功能[1 ~ 3]。
抗菌肽 LL鄄37 活性状态下呈现线性,因此,在大

肠杆菌等微生物中表达后不会因为蛋白构象变化而

影响活性,并且 LL鄄37 基因中没有内含子,所以可以

直接扩增,不需要提取 RNA 反转录为 cDNA,为此,
抽取人类基因组 DNA,用相应引物从中扩增出LL鄄37
的全长基因,以 pQE鄄30 为载体构建了 LL鄄37 基因大

肠杆菌表达载体。
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1摇 材料与方法

1. 1摇 健康人外周静脉血、菌株和材料

摇 摇 外周静脉血来自于健康成人,NaI 购自上海南翔试

剂有限公司,DNA 分子量标准物、质粒提取试剂盒构自

上海生工,DNA 凝胶回收试剂盒、限制性内切酶、T4 连

接酶构自大连宝生物有限公司。 Taq 2X Master Mix(快
速 PCR 通用试剂)购自北京天为时代。 工程菌 E. coli
M15 由本研究所保存。 其余为国产分析纯。
1. 2摇 引物

根据 Genebank 人抗菌肽 FALL鄄39cDNA 序列

(登录号:X96735),去除前六个碱基后设计特异引

物:P1:5忆鄄3忆 TAGGATCCATGCTGCTGGGTGATTTCT鄄
TC;P2:5忆鄄3忆 TTGTCGACTTAGGACTCGGTCCTGGG鄄
TAC,选用的酶切位点分别为 BamHI 和 SalI,引物由

上海生工合成。
1. 3 NaI 法提取人类基因组 DNA

抽取 5 mL 健康人外周静脉血,用 2% EDTA 抗

凝待用。 从中取 100 滋L 于 EP 管中,12 000 rpm 离

心 12 min,弃去上清,加双蒸水 200 滋L 溶解。 混匀

20 s。 再加 6 mol / L NaI 200 滋L,混匀 20 s。 然后加

氯仿 /异戊醇 ( 24 颐 1 ) 400 滋L, 12 000 rpm 离心

12 min。 取上层液 350 滋L,加入另一个新 EP 管中,
再加入 0郾 6 体积的异丙醇,混匀,置室温 15 min,
15 000 rpm离心 12 min,70% 乙醇洗涤一次,去乙

醇,在室温下干燥后加入 TE 30 滋L 溶解 12 h 以上,
- 20益冻存备用。
1. 4摇 PCR 扩增

测基因组 DNA 核酸浓度, 取 1 滋g 加入到

12郾 5 滋L Taq 2X Master Mix 中,另加入引物 P1,P2 各

1 滋L,加双蒸水至 25 滋L。 反应条件:94益 预变性

5 min,然后进行 30 个 PCR 循环:94益 变性 1 min,
64益退火 40 s,72益 延伸 40 s;最后在 72益 延伸

10 min。
1. 5摇 重组载体的构建及转化大肠杆菌 M15

PCR 产物用 2% 琼脂糖凝胶电泳,在长波紫外

灯下将含目的片段的凝胶切下来。 使用 DNA 凝胶

回收试剂盒回收目的基因(具体方法遵循该试剂盒

操作说明书)。 用 BamHI 和 SalI 两种限制性内切酶

对回收后的 PCR 产物及 pQE鄄30 质粒进行酶切,分
别用琼脂糖凝胶电泳,回收。 再按照 1颐 4 的比例在

10 滋L 连接体系中 16益连接过夜。
制作大肠杆菌 M15 感受态细胞,将连接产物转

入 M15 感受态细胞中,再取 50 滋L 转化后的 M15 涂

布于含 60 滋g / mL 氨卞青霉素的 LB 培养皿上,37益
培养过夜。 第二天挑取培养皿上的单克隆增菌培养,
提取质粒鉴定(方法参考《分子克隆实验指南》)。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 人类基因组 DNA 的提取

摇 摇 利用 NaI 法从健康人外周血中提取了人类基因组

DNA,其核酸浓度为 354 滋g / mL,A260 / A280值为 2. 0。
2. 2摇 抗菌肽 LL鄄37 基因的扩增

经 PCR 扩增后用 2. 0% 琼脂糖电泳,获得了一

条大小在 100 ~ 150 bp 之间的条带(图 1),与预计

大小相符。

图 1摇 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳

1:PCR 扩增产物;2:50 ~ 500 DNA Ladder

2. 3摇 质粒以及 PCR 产物的酶切,连接,测序

pQE鄄30 质粒和 PCR 扩增产物分别用 BamHI 和
SalI 两种限制性内切酶酶切后(图 2)电泳回收,并在

16益连接过夜,获得重组质粒 pQE鄄30 / LL鄄37(图 3),
并送上海生工用 pQE 载体通用测序引物进行测序,
测序结果显示插入序列与 GeneBank 登录的 LL鄄37 基

因的 cDNA 序列完全相同,且插入方向正确。

图 2摇 重组质粒酶切产物琼脂糖凝胶电泳

1:50 ~ 500 DNA Ladder;2:pQE - 30 / LL鄄37 重组质粒双酶切产物;
3:EcoRI + HindIII Marker
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图 3摇 重组质粒 pQE - 30 / LL鄄37

3摇 讨摇 论

NaI 法是一种较理想的提取 DNA 的方法。 该

方法的主要原理就是 NaI 直接裂解血细胞,不需要

收集细胞以及和裂解液共同孵育的步骤。 氯仿、异
戊醇能清除血红蛋白以及其他的变性蛋白。 异丙醇

的作用则是沉淀浓缩核酸。 该方法的优点是简便、
快速、经济、安全无毒,而且提取的 DNA 的量较多,
不容易被打断,蛋白质以及 RNA 等杂质含量较少,
完全可以用做 PCR 的模板以及用来做限制性

酶切[4]。
利用 NaI 法提取人类基因组 DNA,以它为模板

PCR 扩增得到了抗菌肽 LL鄄37 基因的全长序列。 该

基因是迄今为止发现的唯一一种存在于人体的

Cathelicidin 类抗菌肽, 它 是 由 其 前 体 肽 Human
cathelicidin antimicrobial peptide 18 ( hCAP鄄18)经丝

氨酸蛋白酶 3 和其他蛋白水解酶酶解后释放出的有

活性的 C 端片段。 因其 N 端前两个氨基酸残基为

亮氨酸(L)和氨基酸残基总数为 37 而得名。 LL鄄37
在人体组织中广泛分布,具有广谱抗微生物作用、影
响细胞因子表达、促进树突状细胞分裂、促进血管再

生、趋化作用以及抗肿瘤效应[4 ~ 7]。 它是人体天然

免疫的重要作用因子。 最关键的是它是人体产生的

内源性抗菌肽,没有耐受性产生,所以自发现以来倍

受瞩目。 然而,天然获得人源性抗菌肽的量极其有

限,采用固相化学合成法成本很高,所以采取新的方

法势在必行。 由于 LL鄄37 不具有其他抗菌肽分子的

复杂的二级结构,为线性分子,在微生物表达后不存

在构象问题而影响活性,因此可以扩增 LL鄄37 基因,
并与原核表达载体连接,构建原核表达载体,这样就

能源源不断地获得廉价的 LL鄄37 用于科学研究甚至

产品生产。 本研究所采用的 pQE鄄30 载体是目前使

用较多的原核表达载体,拥有 T5 强启动子,具有较

强的启动表达能力,且该载体表达的融合蛋白可以

用 His 亲和层析柱纯化得到高度纯化的融合表达蛋

白,所以可以方便地获得所需要的高纯度 LL鄄37 多

肽。 本结果为深入研究 LL鄄37 的结构与功能以及开

发打下了良好的基础,并有可能成为抗菌肽研究开

发的很有前途的一个选择。
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