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抗菌肽人茁防御素 3融合糖类结合域的真核表达和对耐甲氧西林
金黄色葡萄球菌 N315的抑菌作用 *
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摘要 目的：研究重组真核抗菌肽人 茁防御素 3-糖类结合域(human 茁 defensin 3 - carbohydrate-binding domain，hBD3-CBD)对耐甲

氧西林金黄色葡萄球菌(Methicillin resistant ，MRSA) N315的抑菌作用。方法：用重叠延伸剪接技术将抗菌肽

和融合抗菌肽 hBD3、hBD3-CBD1、hBD3-CBD2的基因序列克隆入真核表达载体 pVAX1并转染 HEK293T细胞，通过逆转录聚

合酶链反应(reverse transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR)、Western blot方法检测其表达情况；并通过感染后细菌计数和

上清液白细胞介素 6(interleukin-6，IL-6)浓度来检测抗菌肽转染 HEK293T细胞对 MRSA N315的抑制作用。结果：抗菌肽 hBD3、

hBD3-CBD1、hBD3-CBD2转染 HEK293T细胞后均有表达；感染后 6和 12小时，hBD3、hBD3-CBD1和 hBD3-CBD2均显示出对

MRSA N315的抑菌作用；感染后 12小时，hBD3-CBD1和 hBD3-CBD2的抑菌作用优于 hBD3，hBD3-CBD1和 hBD3-CBD2之间

的抑菌作用没有差异；感染后 6 和 12 小时，hBD3、hBD3-CBD1、hBD3-CBD2 的细胞上清液 IL-6 浓度显著低于对照组，而

hBD3-CBD1 和 hBD3-CBD2 两组之间的 IL-6 浓度未见差异。结论：真核表达抗菌肽 hBD3、hBD3-CBD 对 MRSA N315 对

HEK293T细胞的感染有显著抑制作用，且重组抗菌肽 hBD3-CBD的直接抑菌作用优于 hBD3。
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The Eukaryotic Expression of Antimirobial Peptide Human 茁 Defensin 3 -
Carbohydrate-binding Domain and the Inhibition on Methicillin Resistant

N315 *

To analyze the inhibition effects of recombinant eukaryotic antimicrobial peptide human 茁 defensin 3 -

carbohydrate-binding domain (hBD3-CBD) against Methicillin resistant (MRSA) N315. Gene splicing

by overlap extension was used to combine antimicrobial peptide and fusion antimicrobial peptide gene hBD3, hBD3-CBD1 and

hBD3-CBD2 with eukaryotic vector pVAX1; the recombinant plasmids were transfected in HEK293T cells and reverse transcription

PCR and western blot were used to detect the plasmid expressions; bacterial counting and supernatant IL-6 concentration were analyzed

to show the inhibition on MRSA N315 from antimicrobial peptide transfected HEK293T cells. Antimicrobial peptide hBD3,

hBD3-CBD1 and hBD3-CBD2 could be expressed in transfected HEK293T cells; hBD3, hBD3-CBD1 and hBD3-CBD2 showed the

bactericidal activities against MRSA N315 at 6 and 12 hours after the infection; the bactericidal activities in hBD3-CBD1 and

hBD3-CBD2 were stronger than that in hBD3; there was no difference in the bactericidal activities between hBD3-CBD1 and

hBD3-CBD2; the supernatant IL-6 concentration in hBD3, hBD3-CBD1 and hBD3-CBD2 were lower than that in the control group, and

there was no difference in the IL-6 concentration between hBD3-CBD1 and hBD3-CBD2. Eukaryotic expressed

antimicrobial peptides hBD3 and hBD3-CBD can significantly inhibit the infection on HEK293T cells by MRSA N315; the direct

inhibition effects of recombinant antimicrobial peptide hBD3-CBD were stronger than that of hBD3.
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前言

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methicillin resistant

，MRSA）是导致人类难治性感染的主要病原体之

一。目前，全球范围内不同地区MRSA在金黄色葡萄球菌感染
所占的比重各有不同，但多数地区都在 60 %以上[1, 2]。面对以

MRSA等为代表的耐药性病原菌感染的蔓延趋势，在开发新的

抗生素或抗生素联合治疗方案之外，研发新类型的抗菌制剂也

是一种有很大潜力的努力方向。

抗菌肽（antimicrobial peptide，AMP）是对多种病原体具有

广谱的抑菌活性的小分子量蛋白质[3]。抗菌肽的作用速度很快，

因此有望成为很好的用于抑菌治疗的候选制剂。抗菌肽快速抑

制微生物病原体的精确机制尚不明朗[4]。人 茁防御素 3（human

茁 defensin 3，hBD3）是重要的人体抗菌肽，在防御素家族中，
hBD3在人生理性血清盐浓度下仍有稳定的抑菌能力，因而被

认为最有可能成为未来的抗菌制剂候选[5]。在已有报道的抗菌

肽 hBD3的可能抑菌机制中，重要机制之一是通过与细菌表面

的糖类物质结合，进而发挥其抑菌作用。抗菌肽与细菌的作用

力强弱取决于抗菌肽的糖类结合能力，这是建立在糖类结合域

（Carbohydrate-binding domain，CBD）基础上的[6]。因此，我们在

本研究中尝试将编码 CBD的寡核苷酸[7, 8]和 hBD3基因片段进
行重组进而得到 hBD3-CBD，然后将重组序列克隆入真核表达

载体 pVAX1，并通过 HEK293T细胞保护试验对其抑菌作用进

行评估。

我们引入真核表达载体 pVAX1的原因在于：目前抗菌肽

的基础和临床研究的重要瓶颈之一是其作为小分子多肽，稳定

性差且化学合成的成本昂贵。由于抗菌肽的分子量小，因而通

过多条引物相互连接的方案，可以人工得到所需的抗菌肽基因

序列，并可以对序列进行任意修饰[9]。而真核质粒 pVAX1是包

括 HIV等病原体的基因疫苗研究中较常用的表达载体，它可

以在原核细胞中大量扩增并在真核细胞中高效表达，是研究真

核表达抗菌肽的理想材料[10]。HEK293T细胞则是 HEK293细
胞的衍生株，HEK293细胞经常用于腺病毒以及真核表达载体

的转染，用脂质体的方法可以将候选基因转染入该细胞进行稳

定表达和瞬时表达。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 细菌菌株、载体和细胞 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

N315、大肠埃希菌 DH5α 由本实验室保存；真核表达质粒
pVAX 1来自纽约洛克菲勒大学 Diamond 艾滋病研究中心的
David D. Ho博士；HEK293T细胞购自中国科学院细胞生物学

研究所。

1.1.2 试剂和仪器 脂质体转染试剂盒 LipTM2000和细菌、细胞

培养基、6孔细胞培养板购自上海 Invitrogen公司；PCR扩增试
剂购自北京天根生化科技有限公司；Western blot等试剂购自

上海生工生物工程股份有限公司；其他分子生物学试剂购自上

海舒济生物科技有限公司；PCR 扩增仪器来自 Eppendorf 公

司；Western blot结果检测仪器为 GE公司的 Image Quant LAS

4000 mini成像仪。
1.2 方法
1.2.1 设计并构建重组表达质粒 通过重叠延伸剪接技术

（Gene splicing by overlap extension，SOE）来构建重组基因片

段。重叠延伸剪接技术是一种通过 DNA链的交错延伸而实现

基因拼接的分子生物学实验方法，可将不同来源的 DNA片段
连在一起，广泛应用于产生突变基因、杂合基因、构建突变体

库、融合基因、基因敲除等。根据待合成的重组基因序列，设计

14条 DNA引物，并由上海 Invitrogen公司合成（如表 1所示）。

引物之间设计为反向重复序列，其中引物 1-6用于 hBD3，引物
1-4 和 7-10 用 于 hBD3-CBD1，引 物 1-4 和 11-14 用于

表 1 构建重组片段所用的引物序列
Table 1 Primer sequences used in recombinant fragments construction

编号
No.

目的基因
Target gene

引物序列
Primer sequences

1 hBD3, hBD3-CBD1, hBD3-CBD2 CCCAAGCTTAGTATGGGCATCATTAACACCCTGCAGAAGTAC

2 hBD3, hBD3-CBD1, hBD3-CBD2 CGCAGCGTCCGCCGCGCACGCGGCAATAGTACTTCTGCAG

3 hBD3, hBD3-CBD1, hBD3-CBD2 GGACGCTGCGCCGTGCTAGGTCCTGCCTGCCCAAGGAGGAAC

4 hBD3, hBD3-CBD1, hBD3-CBD2 GGTGGAGCACTTGCCGATCTGTTCCTCCTTG

5 hBD3 AGTGCTCCACCCGCGGCCGCAAGTGCTGTCGCAGGAAGAA

6 hBD3 CGGGATCCTCAATGGTGATGGTGATGGTGTTTCTTCCTGCG

7 hBD3-CBD1 GTGCTCCACCCGCGGCCGCAAGTGCTGTCGCAG

8 hBD3-CBD1 GCCTCCGCCTTTCTTCCTGCGACAGC

9 hBD3-CBD1 AGGCGGAGGCCAGCACGACGGCAACTTCGTGGTCTAC

10 hBD3-CBD1 CGGGATCCTCAATGGTGATGGTGATGGTGGTAGACCACGA

11 hBD3-CBD2 GTGCTCCACCCGCGGCCGCAAGTGCTGTCGCAGGAAGAAAGGCGGAG

12 hBD3-CBD2 AGTCCTCGTCGGAGCCGGCGTTGTTGGGCTCGCCTCCGCCTTT

13 hBD3-CBD2 GACGAGGACTGCGTGCTGCTCCTGAAGAACGGCCAGTGGAACG

14 hBD3-CBD2 CGGGATCCTCAATGGTGATGGTGATGGTGGTCGTTCCACTG
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图 1 重组质粒的构建和真核表达
Fig. 1 Construction and eukaryotic expression of recombinant plasmids

注：（A-C）重组质粒 pVAX1/hBD3、pVAX1/hBD3-CBD1和 pVAX1/hBD3-CBD2；（D）转染细胞HEK293T的重组质粒逆转录 PCR电泳结果；（E-G）转
染细胞HEK293T的重组质粒表达Western blot结果。

Note: (A-C) Recombinant plasmid pVAX1/hBD3, pVAX1/hBD3-CBD1 and pVAX1/hBD3-CBD2; (D) Reverse transcription PCR electrophoresis of
recombinant plasmids in transfected HEK293T cells; (E-G) Western blot results of recombinant plasmids in transfected HEK293T cells.

hBD3-CBD2。在引物 6、10和 14中添加了 6× his的基因序列

作为后续检测的标签。

使用北京天根生化科技有限公司的 2× Taq PCR Master

Mix试剂，通过一系列的 PCR扩增将各引物借助于共同重叠
区连接在一起，得到 3 个基因片段 hBD3、hBD3-CBD1 和
hBD3-CBD2。所有 PCR反应进行 30个循环，每个循环分别为
94 ℃ 30秒，58 ℃ 30秒，72℃ 40秒。通过 3个片段两端（即引

物 1、6、10和 14）带有的 III和 HI酶切位点，将 3个重

组基因片段分别克隆入真核表达载体 pVAX1，转化入大肠埃
希菌 DH5琢株，通过卡那霉素进行阳性克隆筛选。
1.2.2 重组抗菌肽在 HEK 293 T 细胞中的表达 用逆转录

PCR（reverse transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）

法[11]和 Western blot的方法[12]检查 HEK 293T细胞中抗菌肽的

表达。使用含有 15%胎牛血清的 1640培养基，将 HEK 293T细
胞在 6孔细胞培养板中进行转染。通过脂质体转染法转染试剂
LipTM2000 将重组质粒 pVAX1/hBD3、pVAX1/hBD3-CBD1、
pVAX1/hBD3-CBD2 以及 pVAX 1 （阴性对照） 转染入
HEK293T细胞。24小时后，将 4组细胞离心收集后用于各自特

定引物的 RT-PCR扩增。2天孵育后，离心收集另 4组细胞。细

胞裂解物在 10%的甘氨酸 SDS-PAGE中进行电泳分离，然后

将蛋白转印到硝酸纤维素膜上进行Western blot检测。用于检

测的鼠抗 His6 单克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠
IgG抗体（Abcam公司）的稀释度均为 1 : 1500。
1.2.3 真核表达抗菌肽的抑菌能力 在 Invitrogen的 6孔细胞

培养板中检测抗菌肽的抑菌作用。以上述脂质体方法将纯化后

的 pVAX 1、pVAX 1 / hBD 3、pVAX 1 / hBD3-CBD1 和 pVAX

1 / hBD3-CBD2转染入 2× 106的 HEK 293 T细胞。24小时后，

在每个转染的 HEK 293 T 细胞孔中加入 1× 105 的 MRSA

N315（1× 106 CFU浓度，100 滋L体积）。经过 3、6和 12小时后，

将感染后的体系分为两个部分。一部分通过连续稀释平板计数

法计算菌落数以测量抗菌肽的抑菌作用；另一部分上清液用

ELISA的方法进行细胞因子 IL-6的分析，具体操作严格按照

试剂盒说明书进行。分别进行三次独立实验，结果以平均数±

标准差表示。

1.2.4 统计学分析 所有的分析数据由 3次独立的重复实验中
得出，使用 SPSS17.0进行统计学分析。细菌计数和细胞因子浓

度的数值用 Student-Newman-Keuls t检验进行分析，P<0.05 时

具有统计学意义。

2 结果

2.1 重组质粒的构建和真核表达
将通过重叠延伸剪接技术构建出的抗菌肽和融合抗菌肽

基因片段 hBD3、hBD3-CBD1和 hBD3-CBD2克隆入真核表达

载体 pVAX1中（图 1A-C）。质粒上带有巨细胞病毒启动子，来

控制相关基因的转录，并有 poly（A）序列以在真核细胞中高效

表达和修饰。通过 RT-PCR，转染 pVAX 1 / hBD 3和 pVAX 1 /

hBD3-CBD1、pVAX1/hBD3-CBD2 的 HEK293T细胞中有相应

大小的扩增产物（图 1D）。在 Western blot 检测中，hBD3 和
hBD3-CBD1、hBD3-CBD2 分别检测出分子量为 6.2kDa 和
8.0kDa、9.3kDa的抗 his6条带，而 pVAX1转染的细胞中没有

检出任何条带（图 1E-G）。
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图 2 感染后各组MRSA N315计数

Fig. 2 MRSA N315 counting after infection

2.2 抗菌肽抑菌能力评价

如图 2所示，根据菌落计数实验，在感染 6和 12小时，
pVAX 1 / hBD 3、pVAX 1 /hBD3-CBD1和 pVAX1/hBD3-CBD2

组的抑菌作用明显高于 pVAX 1组。在感染 12小时，pVAX 1
/ hBD 3和 pVAX 1 /hBD3-CBD1、pVAX1/hBD3-CBD2 的抑菌

能力有显著差异。重组质粒 pVAX 1 /hBD3-CBD1 和
pVAX1/hBD3-CBD2之间的抑菌能力则没有差异。

通过 ELISA方法对每一组转染的 HEK 293 T细胞的培养

上清液进行细胞因子 IL-6浓度的检测。如图 3所示，在感染 6、
12 小时后，pVAX1组的转染 HEK293T细胞的培养上清液中
IL-6 的浓度较感染前明显增加。感染 6 和 12 小时后，转染
pVAX 1/hBD 3 和 pVAX 1/hBD3-CBD1、pVAX1/hBD3- CBD2

的细胞上清液中 IL- 6的浓度明显低于pVAX 1组。转染融合肽
hBD3-CBD1和 hBD3-CBD2的两组之间的 IL-6浓度未见差异。

3 讨论

抗菌肽是机体在进化上保守的先天免疫反应的重要组分

之一。随着越来越多的细菌耐药性的产生，抗菌肽已成为许多

实验室的研究热点[13]。此外，抗菌肽也有可能作为免疫调节剂

用于提高免疫能力[14]。MRSA是细菌性病原体中耐药性扩散最

严重、造成危害性最大的“超级细菌”之一，对其感染和耐药性

的控制备受关注。抗菌肽是一种可能治疗由 MRSA引起的各

种感染的抑菌制剂[15]。在生理状态下，人的皮肤能够产生包括

hBD3在内的多种抗菌肽并对入侵细菌做出防御反应。已有研

究证明，抗菌肽对革兰阳性的 MRSA的显著抑菌作用与其在

生理盐浓度下的净电荷及其糖类结合域[16]与 MRSA 表面的肽

聚糖成分[17]的作用有关。

由于抗菌肽的分子量小，不容易引起机体的免疫反应，这

有利于将其作为抗菌制剂投入临床。小分子量抗菌肽应用的一

个不利因素是其稳定性不佳，限制了其抑菌作用的有效性和持

久性[18]；然而，小分子量的特征却给利用重叠延伸剪接技术方

法重组真核表达抗菌肽提供了更好的可行性。本研究重组完成

了 3 个真核表达的抗菌肽质粒 pVAX1/hBD3、pVAX1/hBD3-
CBD1和 pVAX1/hBD3-CBD2，并对其作用进行了评估。上皮

细胞是人体组织对细菌的第一道防御屏障[19]，本研究中选择了

HEK293T细胞作为MRSA感染模型的真核细胞。这类细胞来

自人类胚胎肾细胞，具有稳定的繁殖能力和较高的转染率，被

广泛应用于细胞生物学研究。本研究中重组完成的所有真核

pVAX1 质粒可在 HEK293T 细胞中表达。在这项研究中，
pVAX1/hBD3、pVAX1/hBD3-CBD1和 pVAX1/hBD3-CBD2质
粒能抑制 HEK293T细胞中的 MRSA感染，显示了这些真核表

达的抗菌肽质粒作为一种抗感染药物具有一定的应用前景。

本研究中，pVAX1/hBD3、pVAX1/hBD3-CBD1和 pVAX1/
hBD3-CBD2质粒转染的细胞和阴性对照（pVAX1转染细胞）

相比，对 MRSA N315生长具有显著的抑制作用。在感染 12小
时，质粒 pVAX1/hBD3-CBD1、pVAX1/hBD3-CBD2组的抑菌

能力高于 pVAX1/hBD3组。抗菌肽和敏感细菌病原体间的亲

和力在其相互作用中至关重要。CBD结构域类似于肽聚糖结

合蛋白（peptidoglycan recognition proteins，PGRP），可以与细菌

细胞壁的糖链相互作用，有利于在细菌局部形成较高有效浓度

的抗菌肽[20]。因此，用 CBD结合抗菌肽可能增强后者的潜在生

物学活性。有研究发现，阻断肽结合域的 hBD3的抑菌能力被

抑制，这从另一个角度表明 CBD在 hBD3识别蛋白质中起着

非常重要的作用 [21]。肽聚糖是细菌细胞壁的最丰富的组成成

分，这种成分在人类细胞中不存在[22]。因此，在今天“后抗生素

时代”开发新的抗菌试剂时，有必要给予肽聚糖识别蛋白（如在

本研究中的 CBD）更多的关注。

本研究以 IL-6 浓度测定来表示各组细胞发生的炎症反

应。IL-6在炎症部位产生，并在急性炎症反应期中起关键作用
[23]。通常认为 IL-6是一种重要的炎症因子，本研究中，IL-6是由
MRSA N315感染的 HEK293T细胞所分泌的，是哺乳动物上皮

细胞产生免疫反应的关键因子。结合其他研究[24, 25]可以认为，本

研究中所用的抗菌肽可以减少实验细胞感染后的应激反应，起

到抑制细菌感染的作用。

本文结果显示，将 hBD3基因导入体细胞可能提供一种新

的可用于其他疾病如顽固性传染疾病的基因治疗策略 [26]。目

前，包括 hBD3 在内的抗菌肽在感染性疾病、自身免疫性疾病
[27]乃至肿瘤[28]治疗中的作用均有新的发现。我们认为，抗菌肽最

有潜力的治疗候选之一是皮肤和软组织感染。本文结果表明真

核表达的 hBD3等抗菌肽对皮肤细胞的 MRSA感染具有一定

的抑制作用。同时，真核表达的抗菌肽的低分子量和高抑菌效

果对未来应用研究提供了良好的可行性和广泛的实用性。

重组和融合技术是疫苗和其他生物制剂研发的基本技术

方法。这些方法可以增加和融合不同来源、具有不同功能的不

同成分。目前，虽有一些抗菌肽已经进入临床试验，但美国食品

和药物管理局还没有批准任何融合抗菌肽用于局部或全身的

图 3 感染后各组细胞培养上清 IL-6浓度

Fig. 3 Cell culture supernatants IL-6 concentrations after infection
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医学治疗[29]，从抗菌肽的实验室研究和临床研究结果到将其推

送临床，还有相当多的工作要做。
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