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细胞穿透肽犆犆犔融合蛋白的构建与表达
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［摘　要］　目的　评估细胞穿透肽ＣＣＬ融合蛋白构建的可能性。方法　将ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ构建至ｐＡＢＰ质

粒，然后提取ｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰ质粒进行人胚肾 ＨＥＫ２９３细胞转染表达，以及ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ蛋白层析纯化和

检测。结果　成功构建并纯化细胞穿透肽ＣＣＬ融合蛋白。将ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓＴａｇ基因经ＰＣＲ扩增、接入Ｔ载

体、克隆、培养，并提取质粒进行测序鉴定，所得序列与目的基因一致。成功将ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ基因构建至哺乳

动物细胞表达载体ｐＡＢＰ中，经质粒提取和酶切鉴定，电泳结果显示，ＨｉｎｄⅢ ＋ ＸｂａⅠ切出约４３０ｂｐ的条带，符合

预期，酶切鉴定正确。蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测结果阳性，表明纯化得到的目标蛋白带有ｈｉｓｘ６标签。

结论　细胞穿透肽ＣＣＬ融合蛋白能够人工构建，并通过真核细胞进行表达。

［关　键　词］　细胞穿透肽；ＣＣＬ；基因表达；重组融合蛋白质
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　　由于多重耐药菌传播快，开发新的抗菌药物迫

在眉捷，是重要的医学问题［１］。抗菌肽（ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉ

ａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ）是广泛存在于动植物体内，具有一定抗

菌谱的小分子肽，是哺乳动物抗感染防御中的重要

成分，可参与先天免疫和炎性应答诸多方面，具有保

守的 信 号 转 导 通 路［２６］。ＣＣＬ６ 是 抗 微 生 物 肽
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（ＡＭＰ）的重要一员，在肠道等器官大量分布，易于

提取，是具有临床潜力的药物之一［７８］。但ＣＣＬ６由

于分子小，易被蛋白酶降解，限制了其临床应用。利

用新型技术提高抗菌肽的穿透力，是抗菌肽研究的

热点和关键问题［７，９］。假设细胞穿透肽也可以促进

抗菌肽的定位及提高局部浓度，从而可大幅度提高

抗菌肽的体内外抗菌活性。本研究评估构建细胞穿

透肽ＣＣＬ６融合蛋白的可能性。

１　材料与方法

１．１　实验材料　人胚肾 ＨＥＫ２９３细胞（ＡＴＣＣ，

Ｃａｔａｌｏｇ＃ＣＲＬ２１５７３）为本研究室保存。大肠埃希

菌ＤＨ５α、质粒ｐＳｅｃｔａｇＡ、ｐＥＧＦＰ２Ｃ１、哺乳动物细

胞表达载体ｐＡＢＰ、ＣＤ２９３ＴＧＥｍｅｄｉｕｍ、（ｃａｔ＃

ＣＭ１１５６）ＢＰｆｅｃｔｉｎ转染试剂购自北京百普赛斯生

物科技有限公司，其他试剂均为国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ基因密码子优化及合成

　在Ｐｕｂｍｅｄ上查询ＣＣＬ６及ＰＥＰ蛋白基因序列，

利用ＰｒｅｍｉｅｒＰｒｉｍｅｒ软件进行密码子优化后，设计

合成的ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓＴａｇ基因，再根据目的基

因设计引物进行聚合酶链反应（ＰＣＲ）。切胶回收目

的片段，将ＰＣＲ产物连入Ｔ载体，挑取克隆进行培

养，提取质粒进行测序鉴定。通过比对，获得正确的

ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ基因序列。

１．２．２　质粒ｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰ重组和酶切、测序鉴

定　ＣＣＬ６ＰＥＰ基因片段以 ＨｉｎｄⅢ和入ＸｂａⅠ双

酶切，并与同样酶切的ｐＡＢＰ载体于１４℃连接过

夜，连接产物转入５０μＬＴｏｐ１０感受态细胞，挑取

４个单菌落过夜振荡培养后，提取质粒并进行酶切

鉴定。反应均按常规方法操作，利用Ｐｒｉｍｅｒ软件设

计添加含 ＨｉｎｄⅢ和入 ＸｂａⅠ酶切位点的ＣＣＬ６

ＰＥＰ６Ｘｈｉｓ的产物引物，并利用所设计引物进行

ＰＣＲ。将ＰＣＲ产物导入ｐＡＢＰＨｉｎｄⅢ ＋ＸｂａⅠ酶

切线性化载体，再将连接产物转入５０μＬＴｏｐ１０感

受态细胞，接种平板过夜培养，挑取若干单菌落过夜

振荡培养后，提取质粒；对所提质粒进行ＨｉｎｄⅢ ＋

ＸｂａⅠ酶切鉴定，并进行测序鉴定。

１．２．３　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ质粒制备与瞬时转染　

将鉴定正确的质粒转化到ＤＨ５ａ菌中，接种平皿挑

取单菌落放大培养，并用ＤＮＡ提取试剂盒制备转

染用质粒 ＤＮＡ。将 ＨＥＫ２９３细胞以０．５×１０６

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ接种密度接种至３Ｌ细胞培养反应器中，

初始工作体积为１．２Ｌ，培养温度３７℃搅拌转速

１５０ｒ／ｍｉｎ。当活细胞密度达（１．５～２．０）×１０
６

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时，用０．８Ｌ的新鲜无血清／化学成分界

定培养基（ＣＤ２９３ＴＧＥｍｅｄｉｕｍ）稀释至终体积为

２．４Ｌ。活细胞密度稀释后１５ｈ再度达到（１．５～

２．０）×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ 时，用ＢＰｆｅｃｔｉｎ作为转染试

剂，以３μＬ转染试剂／１０
６细胞，和１μＬＤＮＡ／１０

６

细胞的剂量转染细胞。转染复合物根据ＡＣＲＯＢｉ

ｏｓｙｓｔｅｍｓ说明书进行，并在转染２４ｈ后，以５％／

５％ （Ｖ／Ｖ）比例加入ＦｅｅｄＸＳｕｐｐｌｅｍｅｎｔ补料，并

在转染２４ｈ和９６ｈ后分别加入ＡＣＲＯＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ

２０ｍｍｏｌ／Ｌ及４ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖和谷氨酰胺浓缩

液。整个细胞培养过程中，每天观察计数细胞，并在

转染后收获ＨＥＫ２９３细胞培养液。

１．２．４　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ蛋白的层析纯化和检测

　收集无血清细胞培养液，经低速离心去除细胞和

细胞碎片，所得培养液上清采用０．４５μｍ 滤膜过

滤、澄清，去除细胞碎片颗粒，使用５ｍＬ金属螯合

亲和层析进行分离，依次采用 ４０、１００、２５０ 和

５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑阶段梯度进行洗脱，对洗脱物进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测。然后使用 Ａｎｔｉｈｉｓｘ６抗体

对Ｐｅａｋ４（峰４）进行蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）

检测。

２　结果

２．１　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ基因密码子优化及合成　

经过Ｐｒｉｍｅｒ软件进行密码子优化后，需要合成的

ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓＴａｇ基因见图１～２。针对该序

列共设计１８条引物（ＣＣＬ６０１、０２……１８ ）进行

ＰＣＲ扩增，切胶回收目的片段，连接ＰＣＲ产物入Ｔ

载体，挑取若干克隆进行培养，并提取质粒进行测序

鉴定，所得序列符合目的基因。
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图１　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓＴａｇ基因序列图
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图２　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ基因ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＣＣＬ６

ＰＥＰ６ＸＨｉｓｇｅｎｅ

２．２　质粒ｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰ重组　成功将ＣＣＬ６

ＰＥＰ６ＸＨｉｓ基因构建至哺乳动物细胞表达载体

ｐＡＢＰ 中。设计载体构建引物，设计的引物进行

ＰＣＲ扩增。见表１、图３。

２．３　细胞转导　ＰＣＲ产物导入ｐＡＢＰＨｉｎｄⅢ ＋

ＸｂａⅠ酶切线性化载体，再将连接产物转入５０μＬ

Ｔｏｐ１０感受态细胞，接种平板过夜培养。隔夜培养

平板培养出＞１００个单菌落。见图４。

表１　设计载体构建引物

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｖｅｃｔｏｒｓａｎｄｄｅｓｉｇｎｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

蛋白 基因序列 备注

ＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰｈＳ１ ｇｇ犃犃犌犆犜犜ａｔｇａｇｇａａｃａｇｃａａｇａｃａｇｃｃａｔｃｔ犮犮狋狋犮狋狋犮犪狋犮犮狋 加入 ＨｉｎｄⅢ内切酶位点

ＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰｈＳ２ ｃｃｔｃｃｔｔｃｔｔｃａｔｃｃｔｇｇｔｇｇｃｔｇｔｇｃｔｇｇｇｃａｇｃｃａｇｇｃｔｇ 　　　　　－

ＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰｈＡＳ ｇｇ犜犆犜犃犌犃ｔｔａｇｔｔａｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇｇｔｇａｔｇｇａｃｔｔｔｃｃ 加入ＸｂａⅠ内切酶位点
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　　Ａ：ＰＣＲ粗产物；Ｂ：回收产物；Ｃ：酶切后产物

图３　ｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰ基因ＰＣＲ、回收及酶切后产物电泳图

犉犻犵狌狉犲３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ，ｅｘｔｒａｃｔｅｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ，ａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｅｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐＡＢＰ

ＣＣＬ６ＰＥＰｇｅｎｅ
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图４　质粒ｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰ重组克隆隔夜培养平板

犉犻犵狌狉犲４　Ｏｖｅｒｎｉｇｈｔｉｎｃｕｂａｔｅｄｐｌａｔｅｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｌｏｎｅｓ

ｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰ

２．３．１　酶切鉴定　挑取４个单菌落过夜振荡培养

后，提取质粒，对所提的４管质粒进行酶切鉴定，电

泳结果显示，ＨｉｎｄⅢ ＋ ＸｂａⅠ切出约４３０ｂｐ的条

带，符合预期，表明酶切鉴定正确。见图５。
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图５　质粒ｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰ及其酶切鉴定电泳图

犉犻犵狌狉犲５　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰ

ａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．３．２　表达载体测序结果　对表达载体ｐＡＢＰ

ＣＣＬ６ＰＥＰ进行测序鉴定，比对结果表明，测序完全

正确，符合设计。见图６。

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

图６　ｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰ基因测序图

犉犻犵狌狉犲６　ＳｅｑｕｅｎｃｅｄｉａｇｒａｍｏｆｐＡＢＰＣＣＬ６ＰＥＰｇｅｎｅ

２．４　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ质粒制备与瞬时转染

２．４．１　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ质粒制备　将鉴定正确

的质粒转化到ＤＨ５ａ菌中，接种平皿培养后挑取单

菌落放大培养，并用ＤＮＡ提取试剂盒制备转染用

质粒 ＤＮＡ。提 取 质 粒 名 称 ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ，

ＤＮＡ比光度为１．８２，数量为１３．２，转染 ＤＮＡ 为

３．８ｍｇ。

２．４．２　细胞培养与瞬时转染　细胞培养进行转染

后的生长曲线见图７。细胞峰活细胞密度（Ｐｅａｋ

ＶＣＤ）达４．８ｍｉｌｌｉｏｎ／ｍＬ，总细胞密度（ＴＣＤ）达

７．６６ｍｉｌｌｉｏｎ／ｍＬ，活细胞比ＶＣＤ／ＴＣＤ为６３％。

２．５　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ蛋白的层析纯化和检测

２．５．１　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ蛋白层析纯化　约２．８Ｌ

无血 清 细 胞 培 养 液 经 过 １５ ｍｉｎ 低 速 离 心

（４０００ｒ／ｍｉｎ）去除细胞和细胞碎片，依次采用不同浓

度咪唑阶段梯度进行洗脱，层析分离图谱见图８。以

上金属螯合亲和层析收集各洗脱峰，ＳＤＳＰＡＧＥ还

原电泳检测。峰４（Ｐ４）为５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱后
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图７　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ质粒在 ＨＥＫ２９３细胞中瞬时表达

生长曲线

犉犻犵狌狉犲７　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｔｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄ

ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌ

所得目标蛋白。总细胞上清液为２６５０ｍＬ，目标蛋

白约４３ｍＬ，根据紫外分光仪波长２８０ｎｍ检测，目

标蛋白低于最低检测阈值。

２．５．２　目标蛋白 ＳＤＳＰＡＧＥ 电泳分析　根据

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析（见图９），目标蛋白（约１５ｋＤ）
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与金 属 螯 合 填 料 （ＩＭＡＣ）结 合 较 强，需 使 用

５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱（Ｐ４）。根据电泳条带估计，

纯化得到０．０５～０．１ｍｇ痕量目标蛋白，当前方案

的表达量较低。
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图８　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ蛋白金属螯合亲和层析分离纯化层析图谱

犉犻犵狌狉犲８　ＤｉａｇｒａｍｏｆｍｅｔａｌｃｈｅｌａｔｅａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓｐｒｏｔｅｉｎ

! !"#$%&!' (

　　柱 Ｍ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；柱１：细胞培养上清液；柱２：未洗脱前离心

液；柱３—５：分别为４０、１００、２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱后；柱６：第三峰

（Ｐ３）尾峰的２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱后；柱７—８：５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗

脱后 （ＣＣＬＰＥＰ６ＸＨｉｓ），其中柱８采用２０倍浓缩

图９　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ蛋白层析分离纯化还原电泳分析图

犉犻犵狌狉犲９　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓｐｒｏｔｅｉｎ

２．６　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ蛋白 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测　

使用 Ａｎｔｉｈｉｓｘ６抗体对Ｐ４进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检

测，结果确定为阳性，表明纯化得到的目标蛋白带有

ｈｉｓｘ６标签，但由于浓度较低，显色条带肉眼观察较

浅。见图１０。
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　　１泳道：阳性对照；２泳道：空白对照；３泳道：Ｍａｒｋｅｒ；４泳道：

洗脱后的Ｐ４

图１０　ＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓ蛋白 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测结果

犉犻犵狌狉犲１０　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｎＣＣＬ６ＰＥＰ６ＸＨｉｓｐｒｏｔｅｉｎ

３　讨论

多重耐药菌是临床期待解决的问题。肠道分泌

的ＣＣＬ６具有广泛抗病原体作用，且对人体无害，是

一种理想的候选抗菌药物［７，１０１２］。但ＣＣＬ６由于分

子小，易被蛋白酶降解，限制了其临床应用。利用新

型技术提高抗菌肽的穿透力，是抗菌肽研究的热点

和关键问题。本研究成功构建了细胞穿透肽ＣＣＬ６

融合蛋白，为进一步高表达目的蛋白及体内外实验

奠定了基础。

研究［１３］表明，ＨＥＫ２９３细胞是比较理想的宿主

细胞。本课题中的ＣＣＬ６由于具有杀菌作用，不宜

于采用传统的大肠埃希菌培养。初试中载体细菌起

初浓度呈指数增加，但随时间进展，尤其３ｄ后数量

又呈指数下降，大肠埃希菌表达的ＣＣＬ６由于自身

的杀伤作用导致产量低下。表明ＣＣＬ６具有强大的

杀菌作用，且与浓度呈正相关，大肠埃希菌并非其理

想表达系统。由于ＣＣＬ６机制主要为破坏细菌细胞

壁，因而对细胞无损伤［１０］。本组研究采用 ＨＥＫ

２９３细胞作为宿主细胞，避免了对宿主的破坏，提高

了蛋白的产出率。

ＣＣＬ６的最低抑菌浓度值较高，达到理想杀菌

效果的浓度需１００ｎｍｏＬ左右，表明ＣＣＬ６的细胞

壁穿透能力有待进一步提高。该浓度的ＣＣＬ６价格

昂贵，限制了其在临床广泛使用。因而增强ＣＣＬ６

的透壁能力十分必要。ＰＥＰ１是一种穿透蛋白，能
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够增强靶分子的细胞壁穿透能力。既往研究［１４１５］表

明，ＰＥＰ１能够增强靶蛋白的穿透能力，提高生物活

性，如ＳＯＤ，ＥＧＦＰ和过氧化氢酶等。理论上ＰＥＰ１

可以提高ＣＣＬ６的穿壁能力，但能够提高ＣＣＬ６的

穿壁能力是否一定提高杀菌能力尚需要进一步

研究。本研究为进一步评估 ＣＣＬ６的杀菌机制，

开发新一代抗菌素奠定了技术基础。本研究的限制

之处为靶蛋白的浓度和产量还不够高，未来实验中

需要予以进一步改良和优化。
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