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　 　 摘要:　 为了构建藏猪 β￣防御素 ２(ｐＢＤ￣２)成熟肽原核表达载体ꎬ从藏猪肝组织中提取总 ＲＮＡꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ
获取 ｐＢＤ￣２ 目的基因ꎬ并与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接构建重组质粒ꎬ命名为 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２ꎻ以 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２ 质粒为模

板ꎬ克隆 ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ｃＤＮＡ 序列并构建成熟肽 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｐＢＤ￣２ 表达质粒ꎮ 结果显示ꎬ藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因全长为 ２９８
ｂｐꎬ与野猪和家猪的 ｐＢＤ￣２ 基因同源性分别达 １００􀆰 ０％和 ９８􀆰 ９％ꎻ藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因具有 １ 个完整的开放阅读框ꎬ编
码 ６９ 个氨基酸组成的多肽ꎬ包含 ２１ 个氨基酸残基的信号肽、１１ 个氨基酸残基的前导肽和 ３７ 个氨基酸残基的成熟

肽ꎻ编码的 ｐＢＤ￣２ 成熟肽稳定性较好ꎬ分子量４ ０８５.７８ꎬ等电点 ８􀆰 ８９ꎬ具有 ６ 个半胱氨酸(Ｃｙｓ)残基ꎬ７ 个带正电荷和

２ 个带负电荷的氨基酸残基ꎬ为亲脂性和亲水性多肽ꎻ从 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２ 质粒中亚克隆得到长度为 １１４ ｂｐ 藏猪

ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ｃＤＮＡ 序列ꎬ菌落 ＰＣＲ、酶切和测序鉴定证明成功构建了成熟肽 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｐＢＤ￣２ 原核表达质粒ꎮ
关键词:　 藏猪ꎻ β￣防御素 ２ꎻ 克隆ꎻ 原核表达载体

中图分类号:　 Ｓ８５８.２８　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０１７)０４￣０８４８￣０６

Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ β￣ｄｅ￣
ｆｅｎｓｉｎ￣２ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ ｓｗｉｎｅ
ＧＵ Ｘｉａｏ￣ｘｉａｏ１ꎬ　 ＷＡＮＧ Ｚｈｅｎ￣ｈｕａ２ꎬ　 ＰＡＮ Ｋａｎｇ￣ｃｈｅｎｇ１ꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｌｉ￣ｐｉｎｇ３ꎬ　 ＺＨＯＵ Ｙａｏ３

(１. Ａｎｉｍａｌ Ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｙ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１１１３０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｃｈｅｎｇｄｕ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｃｏｌ￣
ｌｅｇｅꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１１１３０ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｍｉａｎｙａｎｇ Ｔａｉｋｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ. Ｌｔｄ.ꎬ Ｍｉａｎｙａｎｇ ６２１０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ β￣ｄｅｆｅｎｓｉｎ￣２ (ｐＢＤ￣２) ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ
ｐｉｇꎬ ｔｈｅ ｐＢＤ￣２ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ＰＣＲ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐＭＤ１９￣Ｔ ｖｅｃｔｏｒ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２ ｐｌａｓｍｉｄ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ
ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｐＢＤ￣２ ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ. Ｔｈｅ Ｔｉｂｅｔａｎ ｐｉｇ ｐＢＤ￣２ ｇｅｎｅ ｗａｓ ２９８ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ａｎｄ
ｓｈａｒｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ９８􀆰 ８％ ａｎｄ １００􀆰 ０％ ｗｉｔｈ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｐｉｇｓ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｂｏａｒｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｐＢＤ￣２ ｇｅｎｅ ｈａｓ ａ
ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ６９￣ａｍｉｎｏ￣ａｃｉｄ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ２１ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ａ ｌｅａｄｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ １１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｎｄ ａ ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ３７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉ￣
ｄｕｅｓ. Ｔｈｅ ｓｔａｂｌｅ ｐＢＤ￣２ ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｉｓ ４ ０８５.７８ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔꎬ ｗｉｔｈ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ８.８９ꎬ ａｎｄ ｉｓ ａ ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ
ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｉｘ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓꎬ ｓｅｖｅｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｈａｒｇｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｎｅｇａｔｉｖｅ￣
ｌｙ ｃｈａｒｇｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ａ １１４￣ｂｐ Ｔｉｂｅｔａｎ ｐｉｇ ｐＢＤ￣２ ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｕｂｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ｐＭＤ１９Ｔ￣
ｐＢＤ￣２ ｐｌａｓｍｉｄ. Ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲꎬ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓ￣

ｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣３２ａ￣ｐＢＤ￣２.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 Ｔｉｂｅｔａｎ ｓｗｉｎｅꎻ β￣ｄｅｆｅｎｓｉｎ￣２ꎻ ｃｌｏ￣

ｎｉｎｇꎻ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ

　 　 随着细菌和真菌耐药性的不断增强ꎬ人们对内源

性的抗微生物肽越来越重视ꎬ试图将抗菌肽作为普通

８４８



抗生素的替代品[１￣３]ꎮ 防御素属于抗菌肽家族中的一

员ꎬ广泛存在于动植物体内ꎬ抗菌谱广ꎬ具有抑制或杀

灭细菌、真菌和被膜病毒等多种病原微生物的能力ꎬ
能够参与机体免疫系统的调节ꎬ在机体抗感染过程中

扮演重要角色[４￣８]ꎻ此外ꎬ防御素还可作为生长促进剂

添加到饲料中ꎬ改善动物生产性能[９￣１１]ꎮ 根据氨基酸

序列和结构的不同ꎬ可将动物防御素分为 α、β、θ 三

类ꎬ其中ꎬβ￣防御素是一种富含半胱氨酸(Ｃｙｓ)的阳离

子多肽ꎬ一般含 ３８~４２ 个氨基酸残基ꎬ主要由动物的

上皮组织产生ꎬ是动物黏膜组织抵御病原微生物的第

一道天然屏障[１２￣１３]ꎮ ｐＢＤ￣２ 是猪源抗菌肽中较重要

的一种防御素ꎬ广泛分布于猪的皮肤、胃肠道、呼吸

道、肝脏、脾脏等器官中[１４￣１６]ꎬｐＢＤ￣２ 成熟肽由 ３７ 个

氨基酸残基组成ꎬ含 ６ 个 Ｃｙｓ 残基ꎬ分子量小ꎬ活性稳

定ꎬ但是由于其在体内表达量低ꎬ提取或化学合成成

本较高ꎬ所以利用基因工程技术生产 ｐＢＤ￣２ 是最有效

的途径[１７]ꎮ 目前大量的研究结果表明ꎬ通过人工合

成的 ｐＢＤ￣２ 成熟肽ꎬ其 ｃＤＮＡ 序列可在大肠杆菌或酵

母中表达[１１ꎬ１７￣２１]ꎮ
藏猪是高原、高寒放牧的小型猪种ꎬ具有抗病力

强、耐粗饲等特点[２２]ꎮ 目前对藏猪的研究主要集中

在生长发育、繁殖和对藏猪抗病能力有关基因的研

究ꎬ如 ＩＬ￣２ 基因的克隆表达ꎬｐＢＤ￣１、抗菌肽 ｐＲ￣３９、
肝杀菌肽等有关基因在组织中的表达[２３￣２５]ꎬ而对

ｐＢＤ￣２ 基因的克隆与表达尚未见报道ꎮ 因此ꎬ本研

究拟从藏猪肝组织逆转录获取 ｐＢＤ￣２ 基因ꎬ并对该

基因进行序列分析ꎬ从而获取成熟肽 ｃＤＮＡ 序列ꎬ构
建原核表达载体ꎬ以期为研究其表达、生物活性及其

在疾病、免疫中的作用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 试验猪肝组织 　 藏猪肝脏采自四川农业大

学雅安校区养殖场(引种于四川省甘孜州)ꎬ猪屠宰

后ꎬ立即取猪肝脏放入液氮中保存ꎮ
１.１.２　 质粒与菌株 　 克隆载体 ｐＭＤ１９￣Ｔ 和表达载

体 ｐＥＴ￣３２ａꎬ购自宝生物工程(大连)有限公司ꎬ大肠

杆菌 ＤＨ５α 和 ＢＬ２１(ＤＥ２３)由四川农业大学动物医

学院动物微生态研究中心提供ꎮ
１.１.３　 酶和试剂　 柱式小量质粒提取试剂盒、ＲＮＡ
抽提试剂盒和 ＤＮＡ 胶回收试剂盒购自生工生物工

程(上海)股份有限公司ꎬ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、Ｐｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ 和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自宝生物工

程(大连)有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＰＣＲ 引物设计及合成　 根据 ＮＣＢＩ 报道的野

猪 ｐＢＤ￣２ 基因序列 (登录号: ＡＹ５０６５７３. １、 ＮＭ ＿
２１４４４２.２ ) 和 合 成 的 ｐＢＤ￣２ 基 因 序 列 ( 登 陆 号

ＫＦ６７１２３０.１)ꎬ利用计算机软件 ＤＮＡＳＴＡＲ 进行基因

序列分析ꎬ在编码区外侧的保守序列设计 １ 对扩增

引物ꎬ上游引物(Ｐｒｉｍｅｒ １)为 ５′￣ＣＣＴＣＴＣＣＴＴＣＣＣＴ￣
ＧＧＧＣＡＴ￣３′ꎬ下游引物(Ｐｒｉｍｅｒ ２)为 ５′￣ＣＴＴＣＡＣＴＴ￣
ＧＧＣＣＴＧＴＧＴＧＴＣ￣３′ꎮ 获得扩增并测序的 ｐＢＤ￣２ 基

因序列ꎬ经软件分析预测其成熟肽ꎬ并设计 １ 对扩增

成熟肽 ｃＤＮＡ 序列的引物 Ｐｒｉｍｅｒ ３ 和 Ｐｒｉｍｅｒ ４ꎬ分别

为 ５′￣ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＣＣＡＣＴＡＣＡＴＡＴＧＴＧＣＣＡＡ￣
３′( 下 划 线 表 示 Ｂａｍ Ｈ Ｉ 酶 切 位 点 ) 和 ５′￣
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＧＣＧＧＡＴＧＣＡＧＣＡＣＴＴＧＧ￣３′ ( 下

划线表示 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切位点)ꎮ 引物由大连宝生物

工程(大连)公司合成ꎮ
１.２.２　 藏猪肝组织总 ＲＮＡ 的提取　 取约 １００ ｍｇ 液

氮保存的藏猪肝组织ꎬ加液氮研磨至粉末ꎬ转至 １􀆰 ５
ｍｌ 洁净的离心管中ꎬ加入 ４５０ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ Ｒｌｙｓｉｓ￣ＡＧꎬ
参照 ＲＮＡ 抽提试剂盒说明书进行ꎬ总 ＲＮＡ 提取液

于 １％琼脂糖电泳验证ꎮ
１.２.３　 藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因序列的 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增　 ＲＴ￣
ＰＣＲ 反应体系(２０ μｌ):总 ＲＮＡ 溶液 ５ μｌꎬ引物(２０
μｍｏｌ / Ｌ)１ μｌꎬ５×ｃＤＮＡ 合成缓冲液 ４ μｌꎬｄＮＴＰ 混合

物(各 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ) １ μｌꎬＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ 水 ７ μｌꎬＲＴａｓｅ
(１５ Ｕ / μｌ)２ μｌꎮ 在反转录管中 ７５ ℃变性 ８ ｍｉｎꎬ冰
浴 ５ ｍｉｎ 后进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 反应ꎬ４２ ℃ ４５ ｍｉｎꎬ９５ ℃ ５
ｍｉｎꎬ合成 ｃＤＮＡꎮ ｐＢＤ￣２ 基因扩增反应体系 ( ２０
μｌ):ｃＤＮＡ 溶液 ２ μｌꎬＰｒｉｍｅｒ １ (２０ μｍｏｌ / Ｌ) １ μｌꎬ
Ｐｒｉｍｅｒ ２(２０ μｍｏｌ / Ｌ)１ μｌꎬ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０
μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ６ μｌꎮ ＰＣＲ 反应:９４ ℃ ３ ｍｉｎꎻ ９４ ℃ ３０
ｓꎬ５５ ℃ ４５ ｓꎬ７２ ℃ ４０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎬ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ
１.２.４ 　 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２ 重组质粒的构建 　 ＲＴ￣ＰＣＲ
产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测正确后ꎬ使用试剂

盒回收ꎬ回收产物与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接ꎬ连接产物

转化 Ｅ.ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ涂布于 ＬＢ 琼脂平板

(含 １００ μｇ / ｍｌ Ａｍｐ)上ꎬ３７ ℃有氧培养 ２４ ｈꎮ 选取

白色单菌落接种于 ＬＢ 液体培养液(含 １００ μｇ / ｍｌ
Ａｍｐ)中ꎬ３７ ℃ １６０ ｒ / ｍｉｎ培养过夜ꎮ 取 ５ μｌ 菌液加

入到 ９５ μｌ 去离子水中ꎬ沸水浴 １０ ｍｉｎꎬ进行菌落

９４８谷笑笑等:藏猪 β￣防御素 ２ 基因克隆及原核表达载体的构建



ＰＣＲ 鉴定ꎮ 提取阳性转化子的重组质粒ꎬ并送往英

潍捷基(上海)贸易有限公司测序ꎮ 将正确的阳性

质粒命名为 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２ꎬ并对 ｐＢＤ￣２ 基因进行

生物信息学分析ꎮ
１.２.５　 藏猪 ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ｃＤＮＡ 序列扩增、纯化及

酶切鉴定 　 以 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２ 质粒为模板ꎬ采用

Ｐｒｉｍｅｒ ３ 和 Ｐｒｉｍｅｒ ４ 为引物扩增 ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ｃＤ￣
ＮＡ 序 列ꎮ ｐＢＤ￣２ 基 因 扩 增 反 应 体 系:
ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２溶液 １ μｌꎬＰｒｉｍｅｒ ３(２０ μｍｏｌ / Ｌ)１ μｌꎬ
Ｐｒｉｍｅｒ ４(２０ μｍｏｌ / Ｌ)１ μｌꎬ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０
μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ７ μｌꎬ总体积 ２０ μｌꎮ 反应程序:９４ ℃ ５
ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ６４ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ
７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物经琼脂凝胶电泳检测正确

后ꎬ用试剂盒纯 化 回 收ꎬ 回 收 产 物 用 ＢａｍＨ Ｉ、
Ｈｉｎｄ ＩＩＩ在 ３７ ℃双酶切 ２ ｈꎮ ｐＢＤ￣２ 基因双酶切反

应体系:回收产物 ４３ μｌꎬＢａｍ Ｈ Ｉ (８~ ２０ Ｕ / μｌ) １
μｌꎬＨｉｎｄ ＩＩＩ(２~１０ Ｕ / μｌ)１ μｌꎬ１０×酶切缓冲液 ５ μｌꎬ
总体积 ５０ μｌꎮ 经琼脂糖凝胶电泳检测并回收ꎮ
１.２.６　 原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｐＢＤ￣２ 的构建及鉴定

　 扩大培养含 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒的大肠杆菌 ＤＨ５ɑ 后ꎬ用
试剂盒提取 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒ꎬ琼脂糖凝胶电泳检测并回

收空载质粒ꎮ ｐＥＴ￣３２ａ 质粒 ３７ ℃水浴双酶切 ３ ｈ(酶
切体系同方法 １.２.５)ꎬ酶切反应液经 ０.８％琼脂糖凝胶

电泳检测后ꎬＤＮＡ 试剂盒回收ꎮ 将双酶切产物进行

１６ ℃连接过夜ꎮ 连接体系:双酶切回收产物 １２ μｌꎬ双
酶切 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒 ４ μｌꎬＴ４ 连接酶(３５０ Ｕ / μｌ)２ μｌꎬ
１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌꎬ总体积 ２０ μｌꎮ 连接产物转化至 Ｅ.ｃｏｌｉ
ＢＬ２１(ＤＥ２３) 感受态细胞ꎬ涂布于 ＬＢ 琼脂平板(含
５０ μｇ / ｍｌ Ａｍｐ)ꎬ３７ ℃有氧培养 ２４ ｈꎮ 挑取单菌落接

种于含 Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ于 ３７ ℃、１６０ ｒ / ｍｉｎ
振荡 １８ ｈꎮ 提取质粒进行 ＰＣＲ 鉴定及 Ｂａｍ Ｈ Ｉ、Ｈｉｎｄ
ＩＩＩ 双酶切鉴定ꎬ鉴定正确的阳性转化子菌液送英潍

捷基(上海)贸易有限公司测序鉴定ꎮ

２　 结 果

２.１　 藏猪 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ｐＢＤ￣２质粒的构建

根据已发表的猪 ｐＢＤ￣２ 基因序列设计引物进行

ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ获得的产物大小约为 ３００ ｂｐ(图 １)ꎮ
将琼脂糖凝胶中的目标条带纯化回收ꎬ回收产物与

克隆载体 ｐＭＤ１９￣Ｔ 进行连接ꎬ构建 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２
质粒ꎮ 经抗性平板筛选和 ＰＣＲ 鉴定ꎬ挑取的 ８ 个单

菌落均能扩增得到与目的基因大小一致的 ＤＮＡ 片

段ꎬ其中 ２ 个目的条带明显(图 ２)ꎬ说明 ＲＴ￣ＰＣＲ 获

得的藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接成功ꎮ

Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１: ＰＣＲ 产物ꎻ２:阴性对照ꎮ
图 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增藏猪 ｐＢＤ￣２基因全长序列

Ｆｉｇ.１ 　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ ｓｗｉｎｅ ｐＢＤ￣２ ｇｅｎｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１、２:阳性菌株ꎻ３:阴性对照ꎮ
图 ２　 ｐＭＤ１９￣Ｔ￣ｐＢＤ￣２质粒的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.２ 　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ１９￣Ｔ￣
ｐＢＤ￣２

２.２　 藏猪 ｐＢＤ￣２基因的序列分析

将 ＰＣＲ 鉴定结果阳性的菌株送到英潍捷基公

司进行测序ꎬ测序结果表明克隆得到的藏猪 ｐＢＤ￣２
基因序列长度为 ２９８ ｂｐ(图 ３)ꎮ 将基因序列在 ＮＣ￣
ＢＩ 核酸数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ结果显示ꎬ获得

的 ｐＢＤ￣２ 基 因 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 野 猪 ｐＢＤ￣２ 序 列

(ＡＹ５０６５７３.１、ＮＭ＿２１４４４２.２)的同源性为 １００％ꎮ 同

时也与赵炎葱[２６] 报道的家猪 ｐＢＤ￣２ 基因序列进行

比较ꎬ同源性也高达 ９８.９％ꎮ
２.３　 藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因编码区及编码的氨基酸序列

分析

　 　 将测序获得的藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因序列在 ｈｔｔｐｓ: / /
ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ /上在线分析ꎬ结果显

示ꎬ该基因具有一个完整的开放阅读框(ＯＲＦ)ꎬ长
度为 ２１０ ｂｐꎬ共编码由 ６９ 个氨基酸组成的多肽(图
３)ꎮ 将 ｐＢＤ￣２ 基因编码区序列在 ＭＥＧＡ５.１ 软件上

进行蛋白质编码核苷酸序列分析ꎬ采用 ＮＪ 法构建系

０５８ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１７ 年 第 ３３ 卷 第 ４ 期



图 ３　 藏猪 ｐＢＤ￣２基因序列和开放阅读框

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ ｓｗｉｎｅ ｐＢＤ￣２ ｇｅｎｅ

统发育树(图 ４)ꎮ 结果显示ꎬ藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因编码

区与野猪(ＡＹ５０６５７３.１、ＮＭ＿２１４４４２.２)和赵炎葱[２６]

报道的猪 ｐＢＤ￣２ 基因编码区序列同源性均为

１００％ꎬ与须鲸、白暨豚、抹香鲸、虎鲸、羊驼、单峰驼

和双峰驼的同源性也较高ꎬ达到 ８８％ ~９２％ꎬ与现代

智人的同源性仅为 ７１％ꎮ 说明藏猪 ｐＢＤ￣２ 编码区

序列与野猪和家猪具有高度的同源性和保守性ꎮ 将

推导的氨基酸序列提交到 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ /在线分析ꎬ结果显示ꎬＯＲＦ 区编码

６９ 个氨基酸的 ｐＢＤ￣２ 前原肽中包含 Ｎ 端 ２１ 个氨基

酸残基的信号肽、１１ 个氨基酸残基的前导肽和 Ｃ 端

３７ 个氨基酸残基的成熟肽ꎮ 在 ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ.
ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ /中分析预测的 ｐＢＤ￣２ 成熟肽氨基酸

残基序列ꎬ发现 ｐＢＤ￣２ 成熟肽具有 ６ 个 Ｃｙｓ 残基ꎬ７
个带正电荷的氨基酸残基(１ 个组氨酸 Ｈꎬ２ 个精氨

酸 Ｒꎬ４ 个赖氨酸 Ｋ)和 ２ 个带负电荷的氨基酸残基(１
个天冬氨酸 Ｄꎬ１ 个谷氨酸 Ｅ)ꎬ其分子量为４ ０８５.７８ꎬ
等电点为 ８.８９ꎬ属于碱性多肽ꎬ稳定性较好ꎬ在大肠杆

菌中半衰期大于 １０ ｈꎬ在酵母中的半衰期仅 ３ ｍｉｎꎬ该
防御素成熟肽既有亲脂性也有亲水性ꎮ

图 ４　 藏猪 ｐＢＤ￣２基因系统发育树分析

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ ｐｉｇ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ ｐＢＤ￣２ ｇｅｎｅｓ

２.４ 　 藏猪 ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ｃＤＮＡ 序列及 ｐＥＴ￣３２ａ￣
ｐＢＤ￣２表达载体

　 　 以质粒 ｐＭＤ１９Ｔ￣ｐＢＤ￣２ 为模板ꎬ采用引物 Ｐｒｉｍ￣
ｅｒ ３ 和 Ｐｒｉｍｅｒ ４ 进行扩增ꎬ对 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖

凝胶电泳鉴定分析ꎬ得到 １ 条约 １１０ ｂｐ 的目的条带

(图 ５)ꎮ 采用双酶切验证提取的 ｐＥＴ￣３２ａ 质粒ꎬ并
对转化后的阳性克隆进行筛选ꎬ最终获得 １ 条约

１１０ ｂｐ 的目的条带(图 ６)ꎮ 对重组质粒进行 Ｂａｍ Ｈ

Ｉ、Ｈｉｎｄ Ⅲ双酶切鉴定ꎬ获得约 １１０ ｂｐ 的目的条带和

约５ ９００ ｂｐ 的质粒片段ꎬ与预期结果相符(图 ７)ꎮ
将鉴定正确的阳性克隆子菌液进行测序鉴定ꎬ

获得 １１４ ｂｐ 的 ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ｃＤＮＡ 序列ꎬ该序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 中野猪 ｐＢＤ￣２ 基因序列(ＡＹ５０６５７３.１、ＮＭ＿
２１４４４２.２)的同源性为 １００％ꎮ 说明成功扩增得到藏

猪 ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ｃＤＮＡ 序列和成功构建了 ｐＥＴ￣３２ａ￣
ｐＢＤ￣２ 表达质粒ꎮ

１５８谷笑笑等:藏猪 β￣防御素 ２ 基因克隆及原核表达载体的构建



Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 ５　 藏猪 ｐＢＤ￣２成熟肽 ｃＤＮＡ 序列的扩增

Ｆｉｇ.５　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＢＤ￣２ ｍａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆ Ｔｉｂｅｔａｎ ｓｗｉｎｅ

Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 ６　 原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｐＢＤ￣２的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ.６　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣
３２ａ￣ｐＢＤ￣２

Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１:Ｂａｍ Ｈ Ｉ / Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切产物ꎮ
图 ７　 原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｐＢＤ￣２的酶切鉴定

Ｆｉｇ.７　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣３２ａ￣
ｐＢＤ￣２ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

３　 讨 论

猪 β￣防御素 ２(ｐＢＤ￣２)是一类重要的具有抗菌

活性的阳离子碱性多肽ꎬ富含半胱氨酸ꎬ在先天性免

疫作用中发挥重要作用ꎮ 由于 ｐＢＤ￣２ 具有其独特

的分子结构及其特殊的功能ꎬ目前成为研究和应用

的热点ꎮ 近年来ꎬ由于食品安全问题备受关注ꎬ养殖

业上“禁抗”呼声越来越高ꎬ因此 ｐＢＤ￣２ 在动物生产

中具有广阔的应用前景[９]ꎮ 本研究根据 ＮＣＢＩ 发表

的野猪 ｐＢＤ￣２ 基因(ＡＹ５０６５７３.１、ＮＭ＿２１４４４２.２)和
合成的 ｐＢＤ￣２ 基因(ＫＦ６７１２３０.１)序列设计并合成

了引物ꎬ成功克隆得到藏猪全长为 ２９８ ｂｐ 的 ｐＢＤ￣２
基因ꎬ与野猪 ｐＢＤ￣２ 基因的同源性达 １００􀆰 ０％ꎬ而与

赵炎葱[２６] 报道的家猪 ｐＢＤ￣２ 基因的同源性为

９８􀆰 ９％ꎮ 结果表明ꎬ藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因与野猪相比未

发生突变ꎬ而与家猪之间有一定的遗传差距ꎮ 进一

步将该基因的编码区序列在 ＭＥＧＡ５.１ 软件上进行

蛋白质编码核苷酸序列分析ꎬ发现藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因

编码区与野猪(ＡＹ５０６５７３.１、ＮＭ＿２１４４４２.２)和家猪

的 ｐＢＤ￣２ 基因编码区序列同源性均为 １００􀆰 ０％ꎮ 推

测由于藏猪是高原、高寒放牧的小型猪种ꎬ为藏区原

始品种ꎬ具有与野猪相同的耐粗饲、抗病力极强等表

型特点ꎬ其 ｐＢＤ￣２ 基因未发生突变ꎻ而家猪在高度驯

化过程中ꎬ长期的选择压力造成家猪 ｐＢＤ￣２ 基因发

生了点突变ꎬ但其表达具有执行功能的成熟肽 ｃＤ￣
ＮＡ 序列及成熟肽氨基酸序列未发生改变ꎮ 同时该

结果也表明猪 ｐＢＤ￣２ 基因编码区及成熟肽序列在物

种上具有高度的保守性ꎮ
防御素成熟肽是去掉信号肽和前导肽后才具有

抗菌活性的一种阳离子多肽ꎬ在 Ｎ￣端与 Ｃ￣端尽量不

能有多余的氨基酸残基ꎬ否则会影响它的天然活

性[２７]ꎮ 本试验将藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因推导的氨基酸序

列进行在线分析ꎬ发现 ＯＲＦ 区编码 ６９ 个氨基酸中ꎬ
Ｃ￣末端 ３７ 个氨基酸残基为成熟肽序列ꎬ该成熟肽具

有 ６ 个 Ｃｙｓ 残基ꎬ７ 个带正电荷和 ２ 个带负电荷的氨

基酸残基ꎬ分子量为４ ０８５.７８ꎬ等电点为 ８􀆰 ８９ꎬ属于

碱性多肽ꎬ在大肠杆菌中半衰期大于 １０ ｈꎬ在酵母中

的半衰期仅 ３ ｍｉｎꎬ属于稳定性多肽ꎬ既有亲脂特性ꎬ
也有亲水特性ꎮ 藏猪 ｐＢＤ￣２ 成熟肽中 ６ 个 Ｃｙｓ 的作

用是形成分子内二硫键ꎬ使成熟肽在空间上正确折

叠从而发挥其生物学作用ꎮ ｐＢＤ￣２ 成熟肽为富含阳

离子的小肽ꎬ在与微生物细胞膜中阴性磷脂分子之

间的静电吸引中起着重要作用ꎻ具有亲脂性和亲水

性的两亲性结构ꎬ有助于 ｐＢＤ￣２ 成熟肽分子进入微

生物细胞膜磷脂双分子层中ꎬ破坏微生物细胞膜的

通透性ꎬ起到抑制和杀灭微生物的作用ꎮ
本试验通过对藏猪 ｐＢＤ￣２ 基因的分析及其成熟
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肽分子特性的预测ꎬ发现该成熟肽具有稳定性ꎮ 针

对此特点ꎬ设计特异性引物对 ｐＢＤ￣２ 基因进行亚克

隆ꎬ获得藏猪 ｐＢＤ￣２ 成熟肽 ｃＤＮＡ 序列ꎬ转入 ｐＥＴ￣
３２ａ 载体中ꎬ构建原核表达载体 ｐＥＴ￣３２ａ￣ｐＢＤ￣２ꎮ
ＰＣＲ、双酶切、测序鉴定结果表明ꎬ成熟肽 ｃＤＮＡ 基

因序列长度为 １１４ ｂｐꎬ与野猪和家猪 ｐＢＤ￣２ 基因编

码区序列同源性达 １００􀆰 ０％ꎬ构建的表达载体完全

正确ꎬ原核表达载体 ｐＥＴ３２ａ￣ｐＢＤ￣２ 构建成功ꎮ 这为

进一步研究藏猪 ｐＢＤ￣２ 的原核表达、抗菌活性及其

机理等奠定了良好的基础ꎮ
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ｆｅｎｓｉｎ ｕｓｉｎｇ ２Ｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍ￣
ｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ [Ｊ] . Ｆｉｓｈ ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ ６２: ４１￣４６.
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３５８谷笑笑等:藏猪 β￣防御素 ２ 基因克隆及原核表达载体的构建




