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牛乳铁蛋白肽衍生物的设计及其在毕赤酵母中表达

与活性分析 
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摘要：本文利用抗菌肽数据库以及蛋白质分析软件等工具，根据抗菌肽结构与功能的关系，对牛乳铁蛋白肽衍生肽（LfcinBD）

的结构进行优化设计。将设计得到的 LfcinBD 基因片段与 pPIC9K 质粒构建重组表达载体，线性化后电转化毕赤酵母细胞 GS115，利

用甲醇诱导表达。实验对发酵上清液进行了分离纯化和活性测试，SDS-PAGE 电泳检测到了目标蛋白的有效表达。实验还对优化设计

得到的牛乳铁蛋白肽衍生肽与同等发酵条件下产生的天然牛乳铁蛋白肽的抑菌活性进行了对比分析，结果证明该衍生肽对金黄色葡萄

球菌有更强的抑菌活性。研究表明经色氨酸 Trp 替换的牛乳铁蛋白肽中第 10，14 位氨基酸获得的牛乳铁蛋白肽衍生肽具有很好的抑

菌活性，实验为进一步探究牛乳铁蛋白肽衍生肽生物活性的改进奠定了基础。 
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Abstract: Antimicrobial peptide databases and protein analysis software were used to optimize the design of bovine lactoferricin-derived 

peptide (LfcinBD), based on knowledge of the relationship between the structure and function of antimicrobial peptides. The designed 

lactoferricin-derived peptide gene fragment was inserted into a pPIC9K plasmid to construct a recombinant expression vector. After linearization, 

Pichia pastoris GS115 cells were transfected by electroporation, and expression was induced with methanol. Isolation, purification, and activity 

measurements of fermentation supernatants were performed. SDS-PAGE analysis confirmed efficient expression of the target protein. 

Comparing the optimally designed LfcinBD derivative with natural LfcinB, it was confirmed that the derived peptide had stronger bacteriostatic 

activity against Staphylococcus aureus. This study indicated that the LfcinB in which amino acid 10 and 14 were replaced with Trp has better 

antibacterial activity. This work lays the foundation for further exploration to improve the biological activities of LfcinBD. 
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牛乳铁蛋白肽(LfcinB)是牛乳铁蛋白(LfB)在正常

的消化环境下从 N 端释放的 25 个氨基酸残基短肽

（N17-41：FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF），
分子量 3126.4 u，疏水残基比例 48%，电荷数+8，可

作为食品添加剂、抗氧化剂、营养强化剂和免疫强化 
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剂等[1]。Bellamy 等研究发现 LfcinB 比 LfB 表现为更

加广谱的抑菌和杀菌作用，且发现 LfcinB 的抗菌性是

LfB 的 400 多倍[2]；多个研究表明 LfcinB 比 LfB 具有

更全面更高效的生物活性[3~5]，可广泛应用于食品添加

剂和以及婴幼儿配方奶粉。目前抗生素耐药性的威胁

已经亟需控制，新的抗菌性药物寻找已迫在眉睫[6]，

LfcinB 无耐药性特点表明 LfcinB 是极具潜力的抗菌

药物。由于天然来源有限，合成价格高昂，因此利用

基因工程技术开发 LfcinB 已经成为趋势。 
目前，关于 LfcinB 的规模化生产存在两方面的难
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点：（1）LfcinB 自身携带大量正电荷易受宿主菌蛋白

酶降解，表达产量低[7]；（2）如何提高 LfcinB 本身的

抑菌活性。针对第一个难点，实验研究中采用 LfcinB
融合蛋白表达方式来提高表达稳定性，已有成功先例
[8,9]。对于第二个难点，研究人员不断探索，通过结构

优化来提高 LfcinB 抗菌活性。LfcinB 是一种两亲性的

阳离子抗菌肽，正电荷数与疏水性强度决定其抗菌能

力[10]。LfcinB 自身的正电荷与细菌细胞膜上带负电的

磷脂相互作用，通过增加膜的通透性使细菌细胞内容

物流失起到抑菌效果，但这种特性具有限制性，净电

荷增加只在一定范围内提高其抗菌活性，呈正相关性
[11,12]。抗菌肽疏水性同样如此，疏水性要适中，既可

溶解于水中快速运送到靶微生物（要求低的疏水性），

又要与细胞质膜双分子层的疏水区域作用（要求高的

疏水性）[13]，因此在 LfcinB 衍生肽结构优化设计中，

存在一个最优的疏水强度范围，在这个范围内，疏水

性与抗菌活性呈正相关。 
本研究利用生物信息学工具及软件对LfcinBD 进

行结构优化设计。通过对比分析，发现将 LfcinB 第

10 位 Met，第 14 位 Gly 替换为 Trp，可以保持 LfcinBD
与 LfcinB 相似的二级结构，且正电荷数不变，疏水性

比例从 48%提高到 52%，抗菌肽数据库分析预测其抗

菌活性优于 LfcinB。将优化的基因构建 pPIC9K 表达

载体，导入毕赤酵母 GS115 诱导表达，结果证明与天

然 LfcinB 相比，LfcinBD 对金黄色葡萄球菌具有更强

的抑菌活性，SDS-PAGE 电泳检测到目标蛋白的有效

表达。实验研究为进一步分析和优化 LfcinBD 表达奠

定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 

毕赤酵母表达质粒 pPIC9K、大肠杆菌 DH5α、毕

赤酵母菌株 GS115、天然 LfcinB 重组菌株和金黄色葡

萄球菌 ATCC25923 均由本实验室保存。T4DNA 连接

酶，NdeⅠ，EcoRⅠ，AvrⅡ，NotⅠ限制性内切酶、

质粒DNA小剂量抽提试剂盒额Ezup柱式酵母基因组

DNA 抽提试剂盒均购自上海生工生物有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  LfcinBD 基因设计 
利用抗菌肽数据库的 prediction 工具分析 LfcinB

衍生肽的净电荷、疏水性氨基酸残基比例；使用

ExPASy 的 ProtParam 预测软件分析 LfcinB 衍生肽的

理化参数；利用 HyperChem 8.0 软件模拟肽的空间结

构；使用 APD 抗菌肽数据库和 CAMP 抗菌肽数据库

的 prediction 工具预测设计肽的抗菌活性，获得最优

LfcinBD。根据毕赤酵母表达对密码子的偏好性，按

照优化得到的 LfcinBD 氨基酸序列，设计获得相应的

基因序列。实验在 LfcinBD 基因 N-末端添加 His-Tag
分离纯化标签序列，在 5’和 3’端加上 EcoRⅠ和 NotⅠ
酶切位点，如图 1 所示，该序列交由生物公司合成。 

 
图1 基因序列合成 

Fig.1 Gene sequence synthesis 

1.2.2  重组质粒的构建及鉴定 

 
图2 重组质粒的构建 

Fig.2 Construction of recombinant plasmid 

EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切含目的基因的 pUC57 质

粒，经琼脂糖凝胶电泳检测并回收，将回收基因片段

与同样经 EcoRⅠ和 NotⅠ双酶切的 pPIC9K 质粒连接

构建表达载体质粒 pPIC9K-LfcinBD（图 2），pPIC9K- 
LfcinBD 转化感受态大肠杆 DH5α进行扩增。用质粒

抽提试剂盒提取重组质粒，1%琼脂糖凝胶电泳检测。

并进一步对其进行双酶切及测序鉴定。 
1.2.3  重组质粒电转化毕赤酵母 GS115 

挑取毕赤酵母 GS115 单菌落先后接种到 5 mL 及

1000 mL 新鲜 YPD 培养基中，过夜培养至

OD600=1.3~1.5。使用预冷的无菌去离子水与山梨醇反

复清洗离心，最后将菌体重悬于 200 μL、1 mol/L 的

山梨醇溶液中。 
已鉴定的阳性重组质粒 pPIC9k-LfcinBD 用 SalⅠ

单酶切，加入醋酸钠，无水乙醇以及 70%乙醇静置，

离心弃上清，于 10 μL 灭菌水溶解沉淀。 
取 10 μL 线性化的重组质粒与 80 μL 感受态

GS115 细胞混合，转入预冷的电转杯中，1500 V 电击，

之后立刻加入 1 mL 预冷的 1 mol/L 山梨醇，混匀静置

片刻后涂布 MD 培养基，30 ℃培养。 
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1.2.4  多重转化筛选法筛选高拷贝转化子及转

化子 Mut 型鉴定 
制备 4 个 G418 浓度依次为 1.0、2.0、3.0 和 4.0 

mg/mL 的 YPD 培养基筛选 MD 上长出的转化子。对

G418 抗性的转化子对应接种于 MM 和 MD 上，观察

菌落大小确定其甲醇利用类型。 
1.2.5  PCR 鉴定转化子 

PCR检测LfcinBD基因与毕赤酵母GS115染色体

基因组的整合情况。实验中设置转化 pPIC9K 空质粒

的重组酵母基因组为阳性对照，GS115 原菌株酵母基

因组为阴性对照。PCR 反应体系中所用引物为分别是

5'AOXⅠ： 5'-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3'与
3'AOXⅠ：5'-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3'。 
1.2.6  LfcinBD 的诱导表达 

挑取 G418 抗性高、PCR 鉴定为阳性的转化子菌

落于 20 mL BMGY 培养液中，于 30 ℃、200 r/min 振

荡培养至 OD600＝2.5 左右，3000 g、5 min 离心，弃上

清、将菌体转移至 25 mL BMMY 液体培养基中，

30 ℃、200 r/min 继续震荡培养，1%甲醇诱导，每隔

24 h 取样并同时补充甲醇，使甲醇浓度维持 1%。使

用 TCA 沉淀法，将表达上清液浓缩，用于抑菌活性

检测和置于超低温冰箱保存备用。 
1.2.7  目标蛋白的纯化与 SDS-PAGE 检测 

带有 His-Tag 标签的 LfcinBD 的纯化：收集的发

酵上清超滤膜浓缩，浓缩液与 50 mmol/L Tris-HCL 缓

冲液按 1:1 体积比混合上样，将 10 mL 的样品液加到

Ni-NTA 亲和层析柱中进行梯度洗脱，收集液经浓缩

后 20% SDS-PAGE 检测。 
1.2.8  抑菌活性检测 

10 µL 金黄色葡萄球菌的新鲜培养液加入到 6 
mL LB 中混合均匀，倒入已灭菌的培养皿中。待凝固

后用打孔器打孔，每孔点样 10 µL 发酵上清液，以 10 
µL、100 mg/mL 的氨苄青霉素作阳性对照，以未转化

的酵母 GS115 发酵上清液做阴性对照，于 37 ℃恒温

培养箱中培养观察其抑菌活性。 
1.2.9  LfcinB 与 LfcinBD 抑菌性对比检测 

将实验室现有的 LfcinB 重组酵母菌株与上述实

验挑选出的抑菌性较好的LfcinBD 转化子在相同条件

下诱导培养，取等量的发酵上清液同上述方法做抑菌

圈试验，37 ℃培养观察二者的抑菌效果。  

2  结果与分析 

2.1  LfcinBD 的理化特性、结构与抗菌活性预

测 

研究表明，LfcinB 抗菌肽是通过位于 4、5 和 9
位的带正电荷精氨酸残基侧链与细胞膜上带正负电荷

磷脂吸引而靠近，同时通过色氨酸（Trp）的芳香环结

构与磷脂头部的甘油相互作用来发挥功能的[14]。Trp
残基的改变可以在很大程度上影响肽的抗菌性[15,16]。

本研究通过对 LfcinB 及其衍生肽的各项理化参数，空

间结构和抗菌性预测等对比分析之后，将 LfcinB 第

10 位 Met，第 14 位 Gly 替换为 Trp 获得优化的

LfcinBD。 
用 APD（The Antimicrobial Peptide Database http:// 

aps.unmc.edu/AP/main.php）抗菌肽数据库的 prediction
工具和 ExPASy 的 ProtParam （ http://web.expasy. 
org/protparam/）预测软件分析 LfcinBD 理化参数如下

表 2 所示，LfcinBD 与 LfcinB 相比，净电荷数不变，

疏水性比例由 48%提高至 52%，其他参数基本一致。 
表1 LfcinB及 LfcinBD理化特性分析 

Table 1 Physical and chemical characteristics of LfcinB and 

LfcinBD 

理化特性 LfcinB LfcinBD 

净电荷 +8 +8 

疏水残基比例 48% 52% 

相对分子量 3125.8 3310.0 

理论等电点 11.84 11.84 

半衰期（哺） 1 h 1 h 

半衰期（酵） 3 min 3 min 

半衰期（大） 2 min 2 min 

脂肪指数 50.80 50.80 
GRAVY -0.576 -0.708 

注：GRAVY：Grand average of hydropathicity，亲水性指

数。 

 
图3 LfcinB及 LfcinBD空间结构 

Fig.3 Spatial structure of LfcinB and LfcinBD 

注：a 为 LfcinB，b 为 LfcinBD 

HyperChem 8.0 模拟得到的 LfcinBD 空间结构如

图 3 所示。一般情况下，生物活性物质的功能是由其
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高级结构决定的。该 LfcinBD 模拟得到的空间结构与

LfcinB 在宏观上是一致的，因此在调整氨基酸分布之

后得到的 LfcinBD 仍保留有与 LfcinB 相同的折叠结

构，使优化后的 LfcinBD 具备 LfcinB 原有的生物功能

活性。 
使用 APD（The Antimicrobial Peptide Database，

http://aps.unmc.edu/AP/main.php）抗菌肽数据库和

CAMP （ Collection of Anti-Microbial Peptides ，

http://www.camp.bicnirrh.res.in/ ）抗菌肽数据库的

prediction 工具预测 LfcinBD 的抗菌活性如下表 3 所

示。结果显示，LfcinBD 的各项预测数据均高于

LfcinB，表明抗菌肽 LfcinBD 设计有较好的理论基础。 
表2 LfcinB及 LfcinBD 抗菌活性预测 

Table 2 Predictions of LfcinB and LfcinBD antibacterial activity 

肽 SVM probability RF probability DA ANN 预测 CAMP 预测 

LfcinB 0.842 0.9945 0.963 AMP AMP 
LfcinBD 0.968 0.9955 0.969 AMP AMP 

注：SVM，Support Vector Machine；RF，Random Forest；DA，Discriminant Analysis；ANN，Artificial Neural Network。

 
图4 目的基因酶切 

Fig.4 Restriction digestion of target gene 

注：M 代表 DNA Maker；1 代表 pUC57。 

 
图5 双酶切鉴定 

Fig.5 Identification by double digestion 

注：M 表示 DNA Maker；1 表示重组质粒；2 表示 pPIC9K。

 

 
图6 DNA测序鉴定 

Fig.6 DNA sequencing 

2.2  目的基因的获得及重组质粒鉴定 

将生物公司合成的重组 pUC57 质粒用 EcoRⅠ和

NotⅠ双酶切，2%琼脂糖凝胶电泳检测（如图 4），扩

增得到的 pPIC9K 同样用 EcoRⅠ及 NotⅠ双酶切，双

酶切后 pPIC9K 与回收的目的基因经 T4 DNA 连接酶
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连接，转化感受态大肠杆菌 DH5α，扩增、提取重组

质粒。用 AvrⅡ（1228 处）和 NdeⅠ（7109 处）分别

对重组质粒与空质粒进行双酶切对重组质粒进行酶切

验证，重组质粒由于缺失 AvrⅡ酶切位点，酶切结果

为线性 DNA 片段（图 5 中 1），而 pPIC9K 空质粒存

在 AvrⅡ（1228 处）和 NdeⅠ（7109 处）两处酶切位

点，酶切结果呈现两条电泳条带（如图 5 中 2），充分

证明目的基因与质粒载体连接成功，另将重组质粒进

行基因测序，结果如图 6 所示，通过对比原 pPIC9K
序列可知，目的基因序列正确插入到质粒载体中，获

得阳性重组子。 

2.3  G418 高抗性转化子筛选及 Mut 型鉴定 

按 G418 筛选浓度与重组质粒携带目的基因拷贝

数的关系，G418 筛选浓度为 2 mg/mL 时重组质粒携

带目的基因拷贝数约为 8。挑选 G418 浓度为 2 mg/mL
的 YPD 平板上长出的 G418 高抗性转化子，利用 MM
与 MD 培养基培养观察鉴定发现均为 His+Mut+转化

子。 

2.4  重组转化子的 PCR 鉴定 

 
图7 转化子PCR鉴定 

Fig.7 Detection of transformants by PCR 

注：M 表示 DNA Maker；1 表示阴性对照；2 表示阳性对

照；3~12 表示转化子 PCR 结果。 

将G418筛选浓度为2 mg/mL的YPD培养基上长

出的转化子进行 PCR 检测（如图 7），1 号泳道为空

GS115 菌株，2 号泳道为 GS115-pPIC9K 菌株，3~12
号泳道为 GS115-Ppic9K-LfcinBD 菌株，PCR 结果表

明，筛选的 10 个转化子中，有 9 个为阳性克隆。 

2.5  LfcinBD 的 SDS-PAGE 检测 

对纯化浓缩后的的发酵液进行 SDS-PAGE 检测，

考马斯亮蓝染色，乙醇与冰醋酸混合脱色，成像观察。

结果如下图 8 所示，泳道 1 是 LfcinBD 转化子发酵上

清液，泳道 2 为 LfcinB 重组菌株发酵液，结果显示在

3.2 ku 附近明显有条带显现，结果检测到目标蛋白的

表达。 

 
图8 转化子表达产物SDS-PAGE 

Fig.8 SDS-PAGE of transformant expression products 

2.6  发酵上清液抑菌性检测 

 
图9 发酵液对金黄色葡萄球菌的抑菌性 

Fig.9 Antimicrobial activity of LfcinBD against Staphylococcus 

aureus 

对甲醇利用型为 Mut+型的阳性转化子进行甲醇

诱导表达，对发酵上清液做抑菌性测定。如图 9 所示，

图中心为 10 µL、100 mg/mL 氨苄青霉素 Amp 产生的

抑菌圈，其余抑菌圈为转化子发酵上清液所产生，实

验结果表明 LfcinBD 具有很好的抑菌活性，而未转化

重组质粒毕赤酵母GS115在同样诱导条件下的发酵上

清液（孔 29 和 30）并无抑菌圈出现。 

 
图10 发酵液抑菌性对比 

Fig.10 Comparison of LfcinBD and LfcinB antimicrobial 

activity 
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2.7  LfcinB 与 LfcinBD 抑菌性对比分析 

在同等发酵条件下，将实验室保存的 LfcinB 重组

酵母菌株的发酵上清液与优化设计的LfcinBD 转化子

发酵上清液抑菌活性进行了对比，结果如图 10 所示。

1 和 2 号为 LfcinB 发酵液所产生的抑菌圈，3 和 4 号

分别为 LfcinBD 发酵液所产生的抑菌圈。实验结果显

示，LfcinBD 的发酵液抑菌圈明显大于 LfcinB 的抑菌

圈，表明经过优化设计的 LfcinBD 具有比 LfcinB 更强

的抑菌活性。 

3  结论 

3.1  实验利用真核表达系统能使目的蛋白 LfcinBD
得到很好的糖基化修饰，更类似天然状态，从而使其

具有更好的生物活性和应用价值。本实验在研究

LfcinB 抗菌机制的基础上，进行优化设计，调整了关

键氨基酸 Trp 数目，以期获得 LfcinB 高抗菌活性；实

验根据毕赤酵母表达的密码子偏好性，对氨基酸编码

的密码子进行了调整，设计合成目的基因序列，并加

入 His-Tag 标签，便于实验后期的分离纯化操作。将

已合成的基因片段与 pPIC9K 构建重组质粒，经 SacⅠ
酶线性化后电转化感受态毕赤酵母 GS115 诱导表达
[17~19]，实验结果表明，经色氨酸 Trp 替换牛乳铁蛋白

肽中第 10 和 14 位氨基酸获得的 LfcinBD 抗菌活性优

于 LfcinB，证明了 LfcinBD 设计的合理性，也为进一

步探究 LfcinBD 的生物活性和优化设计奠定基础。 
3.2  实验下一步将对培养温度，甲醇浓度，培养时间

等发酵条件进行优化，以使得LfcinBD 稳定高效表达。

在已知的许多抗菌肽中，Trp 都占有较大比例，但还

不很清楚它除了增加肽链的正电荷和疏水性之外还可

能给抗菌肽带来哪些属性[20]，因此将进一步深入探究

Trp 与 LfcinBD 的结构与功能的关系并进行验证，期

待获得更强抑菌生物活性的牛乳铁蛋白肽衍生肽。 
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