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重组抗菌肽 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１在毕赤酵母 Ｘ３３中的
表达以及纯化后的生物活性分析
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摘要：为了在毕赤酵母Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ表达系统中表达猪源ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１并分析其生物活性，根据ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的氨基
酸序列和毕赤酵母的密码子偏嗜性设计引物，通过ＳＯＥｉｎｇ法合成全基因片段载入到ＰｐｉｃＺαＡ质粒中，酶切线性化
重组质粒ＰｐｉｃＺαＡｃｅｃｒｏｐｉｎＰ１后电穿孔导入毕赤酵母Ｘ３３中进行整合，经Ｚｅｃｔｉｏｎ筛选和ＰＣＲ检测获得高拷贝的
转化子．发酵表达后将表达产物经加热预处理和ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５层析及冻干浓缩后，ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ显示明亮单
一条带．采用琼脂扩散法对纯化后的抗菌肽的热稳定性、酸碱稳定性、耐胰酶和胃蛋白酶稳定性进行了生物活性分
析，结果表明ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１具有较强的热稳定性、酸稳定性及胃蛋白酶稳定性，但是在碱性环境下和胰酶作用下抑菌
活性明显下降．
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　　根据抗菌肽前体的基因结构和氨基酸序列特
征，猪源抗菌肽被分为４类：防御素（Ｄｅｆｅｎｓｉｎｓ）超家
族、Ｃａｔｈｅｌｉｅｉｄｉｎｓ家族、Ｃｅｃｒｏｐｉｎｓ家族和ＮＫｌｙｓｉｎ．这些
抗菌肽在猪体内构成了一道重要的防御体系．
ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１是１９８９年 Ｌｅｅ等［１］首次从猪小肠中分

离出的Ｃｅｃｒｏｐｉｎ类抗菌肽，后经研究证实它实际是来
源于猪肠道内的蛔虫［２３］，其含有３１个氨基酸残基、相
对分子质量为３３３７８７、不含半胱氨酸、不形成分子内
二硫键、有强碱性的Ｎ－端和强疏水性的Ｃ－端，二维
核磁共振分析表明ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１空间结构主要为一条
纵贯全长的连续的α－螺旋，不存在铰链结构．

ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的抗菌活性与昆虫天蚕素相当，
Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ等［４］发现它对 Ｇ＋菌（如巨大芽胞杆菌和
化脓链球菌）和Ｇ－菌（如大肠埃希菌、沙门菌）都很
敏感，尤其是对 Ｇ－菌［５６］．正是由于 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１重
要的抗菌活性，构建高表达量的基因工程菌，从而为

探索新的抗菌药提供理论基础具有重要意义．近年
来，人们利用毕赤酵母表达体系统已经成功地表达

了抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１［７８］，然而对其生物活性的分析
基本是在未纯化的基础上进行，很难排除其他因素

对抗菌肽活性的影响．因此本试验在已有研究基础
上构建了 ＰｐｉｃＺαＡｃｅｃｒｏｐｉｎＰ１重组质粒，并在毕赤
酵母Ｘ３３中进行了高效表达，利用综合纯化方法对
抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１进行纯化，再对其生物活性进行
分析．

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　菌株和质粒　Ｐｉｃｈｉａｐａｓｔｏｒｉｓ受体菌 Ｘ３３、表
达载体ＰｐｉｃＺαＡ为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品、大肠埃希菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ（ＤＨ５α）ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球
菌ＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｓｕｉｓＡＴＣＣ２９２１３由华南农业大学传染
病实验室保存．
１．１．２　主要试剂与材料　ＥＸＴａｑＤＮＡ聚合酶 Ｔ４
ＤＮＡＬｉｇａｓｅ限制性内切酶ＸｈｏⅠ、ＸｂａⅠ、ＡｖｒⅡ以及预染蛋
白质低分子Ｍａｒｋｅｒ为 ＴａＫａＲａ公司产品；胶回收试剂
盒为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；Ｚｅｏｃｉｎ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产
品；Ｔｒｉｃｉｎｅ为北京鼎国生物技术公司产品．
１．２　方法
１．２．１　ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１全基因的扩增及重组表达载体
的构建　根据已发表的 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１氨基酸序列，在
其两端添加表达载体的同源序列，利用重叠区基因

扩增拼接法（ＳＯＥｉｎｇ法）［９］和 Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ（ＴＤ）ＰＣＲ
技术合成抗菌肽基因．ＰＣＲ产物经回收试剂盒回收
后进行 ＸｈｏⅠ和 ＸｂａⅠ双酶切，与相同双酶切处理的

酵母表达载体 ＰｐｉｃＺαＡ连接，转化大肠埃希菌，构建
重组表达质粒 ＰｐｉｃＺαＡＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１，其具体操作见
文献［１０］，重组质粒经缺失酶切位点鉴定和 ＰＣＲ鉴
定，阳性质粒送广州英韦创津生物科技有限公司测

序．
１．２．２　重组载体转化　Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３转化子的筛选
鉴定：将感受态 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓＸ３３（７０μＬ）与ＡｖｒⅡ线性化
的ＰｐｉｃＺαＡｃｅｃｒｏｐｉｎＰ１（２０μｇ）混合，３０５Ｖ、２００Ω
电击１５ｍｓ．将转化后的酵母细胞铺于新鲜制备的
Ｙｅａｓｔｐｅｐｔｏｎｅｄｅｘｔｒｏｓｅｓｅｐｈａｒｏｓｅ（简称 ＹＰＤＳ）平板
（含 １００μｇ／ｍＬＺｅｏｃｉｎ）上，将平板倒置于 ３０℃培养
箱中培养至单菌落出现（需要２～４ｄ）．采用煮 －冻
－煮法制备 ＰＣＲ模板［１１］，分析 Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ转化子．
用位于载体 ＰｐｉｃＺαＡ多克隆位点之前和位于

ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１基因区的２条引物进行 ＰＣＲ鉴定，所扩
增的片段长度为 ３９１ｂｐ．引物基因序列为：Ｐ１：５′
ＧＴＣＣＣＴＡＴＴＴＣＡＡＴＣＡＡＴ３′；Ｐ２：５′ＧＡＣＣＡＣＣＴＴ
ＧＡＡＴＡＧＣＡＡＴ３′．

阳性转化子再经不同质量浓度 Ｚｅｏｃｉｎ的 ＹＰＤ
平板挑选高拷贝克隆，用于表达目的蛋白．
１．２．３　重组Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ诱导表达　用灭菌牙签挑取
具有Ｚｅｏｃｉｎ抗性的单菌落，于５ｍＬ的 ＹＰＤ液体培
养基中进行一级培养，３０℃、１７０ｒ／ｍｉｎ振荡过夜，至
Ｄ６００ｎｍ为２～６时取１ｍＬ培养液，重悬于 ３０ｍＬ的
ＹＰＤ中，继续振荡培养，每隔 １２ｈ取出 １ｍＬ培养
液，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集培养液上清液用体
积分数为１００％的三氯乙酸沉淀上清液，冰浴 ０５ｈ
以上，１００００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，收集沉淀，溶解于
１００μＬＰＢＳ溶液中，以 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析表达
产物，另取 ５０μＬ表达上清液做抑菌试验初步鉴定
活性．
１．２．４　表达产物的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ鉴定　参照
文献［１２］的方法进行．
１．２．５　重组抗菌肽的蛋白质量浓度测定及抑菌活
性测定　ＤＮＡ／ＲＮＡ微量定量仪测定蛋白质量浓度．
抑菌活性测定采用标准琼脂孔穴扩散法：将处于对

数生长期的大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球
菌ＡＴＣＣ２９２１３悬浮液（Ｄ６００ｎｍ≈０５）各１０μＬ，与５５
℃的ＬＢ固体培养基３０ｍＬ混匀后铺平板，待其凝固
后，用灭菌的打孔器（直径３ｍｍ）打孔，分别滴加１５０
μＬ煮过０５ｈ和未处理的ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１样品，３７℃培
养过夜，以同体积的 ＰｐｉｃＺαＡ空载体转化酵母表达
蛋白为阴性对照，氨苄青霉素（Ａｍｐ＋）为阳性对照，
第２天测量抑菌圈直径．
１．２．６　ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的纯化、冻干浓缩、活性检测及
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ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ鉴定　根据ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１生物活性
分析结果，将抗菌肽表达上清液在沸水中煮０５ｈ后
离心，取离心后上清液进行 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５层析纯
化，纯化产物冻干浓缩后，再溶解进行琼脂扩散法和

ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ鉴定．
１．２．７　温度、酸碱、胰酶和胃蛋白酶处理　将纯化
后的抗菌肽 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１分别沸水浴０５、１０、１５、
２０、２５ｈ，琼脂扩散法进行抑菌试验，以ＰｐｉｃＺαＡ空
载体转化酵母的表达上清液和未煮沸的抗菌肽

ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１作为对照，第２天测量抑菌圈直径；用盐
酸和氢氧化钠将抗菌肽 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１表达上清液的
ｐＨ分别调为３和９，于室温分别放置０５、１０、１５、
２０、２５ｈ，琼脂扩散法进行抑菌试验，以ＰｐｉｃＺαＡ空
载体转化酵母的表达上清液和未煮沸的抗菌肽

ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１作为对照，第２天测量抑菌圈直径；用盐
酸和氢氧化钠将纯化并用 ｄｄＨ２Ｏ溶解的抗菌肽
ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的ｐＨ调为７５，加胰酶于３７℃水浴锅
中分别放置０５、１０、１５、２０、２５ｈ后调回溶解时
的ｐＨ（５０），琼脂扩散法进行抑菌试验，以ＰｐｉｃＺαＡ
空载体转化酵母的表达上清液和未煮沸的抗菌肽

ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１作为对照，第２天测量抑菌圈直径；用盐
酸和氢氧化钠将抗菌肽 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１表达上清液的
ｐＨ调为２，加胃蛋白酶于３７℃水浴锅中分别放置
０５、１０、１５、２０、２５ｈ后调回溶解时的 ｐＨ（５０），
琼脂扩散法进行抑菌试验，以 ＰｐｉｃＺαＡ空载体转化
酵母的表达上清液和未煮沸的抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１作
为对照，第２天测量抑菌圈直径．
１．２．８　单纯酸和碱对大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、金黄
色葡萄球菌ＡＴＣＣ２９２１３生长的抑制　使用乳酸和氢
氧化钠配成ｐＨ＝２～１０的溶液，琼脂扩散法进行抑
菌试验，观察对大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄
球菌ＡＴＣＣ２９２１３抑菌圈的直径大小．

２　结果
２．１　ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１基因的合成及表达载体的构建及

鉴定

　　以合成的２条引物互为模板进行ＴＤＰＣＲ扩增，
扩增产物经００１ｋｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，可观察到大
小约１００ｂｐ的单一条带（图１），与设计相符．回收
ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１基因片段并定向插入酵母表达载体
ＰｐｉｃＺαＡ中，以Ｐ１和Ｐ２为引物进行ＰＣＲ鉴定，扩增
产物经００１ｋｇ／Ｌ琼脂糖凝电泳，可观察到大小约为
２９１ｂｐ的单一条带（图１），送检测序结果，Ｃｅｃｒｏｐｉｎ
Ｐ１基因为１０２ｂｐ（与所设计基因片段大小相符），并
已成功插入表达载体．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＰＣＲ对照组；２ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１全基因扩增产
物；３：重组质粒的ＰＣＲ扩增产物．

图１　ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１全基因扩增产物和表达载体的ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．１　Ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ

ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｂｙＰＣＲ

２．２　表达产物的 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ、蛋白质量浓
度测定及抑菌活性的初步鉴定

　　ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ显示有１条相对分子质量约
３３００的条带；根据ＢＳＡ蛋白定量法测得表达上清液
的蛋白总质量浓度为１７９ｍｇ／Ｌ；运用琼脂扩散法鉴
定，原表达上清液和经过煮沸０５ｈ的 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１
对大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２都有抑菌活性，抑菌圈直
径分别为１３和１２ｍｍ（图２）．

Ｍ：超小相对分子质量蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１表达上清液；２：
ｐＰＩＣＺαＣ空载体质粒的表达产物；３：空白对照；４：ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１原表达
上清液；５：煮沸０５ｈ后的抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１．
Ａ：抗菌肽 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析；Ｂ：抗菌肽 Ｃｅｃｒｏｐｉｎ
Ｐ１的抑菌活性．

图２　抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的表达与鉴定
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅｃｅｃｒｏｐｉｎＰ１

２．３　抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的纯化及纯度鉴定
表达产物经 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５层析纯化后收集不

同的波峰进行冻干浓缩，琼脂扩散法检测发现只有

波峰２有抑菌活性，并且在经过常温放置１个月后
再进行琼脂糖扩散试验，发现波峰２依然保持同样
的活性；将３个波峰进行 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析发
现也只有波峰２处于相对分子质量３３００左右的位
置，并与未纯化的抗菌肽 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１表达上清液更
加明亮（图３）．
２．４　高温、酸碱度、胃蛋白酶以及胰酶对 Ｃｅｃｒｏｐｉｎ

Ｐ１的抑菌活性的影响
　　抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１沸水浴１ｈ后抑菌圈有微弱
变化（变小），２５ｈ后仍具有活性（表１）．由此可见，
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１：未纯化前的抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１；２：波峰２；３：空白对照；Ｍ：超小相对分子质量蛋白Ｍａｒｋｅｒ；４：波峰１．
Ａ：抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的层析图谱；Ｂ：层析后抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ分析．

图３　抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的纯化
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｅｐｔｉｄｅＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１

表１　高温、酸碱度、胃蛋白酶及胰酶对 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１抑菌活
性的影响

Ｔａｂ．１　 ＴｈｅａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１ｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｉｎａｃｉｄｉｔｙ，ａｌｋａｌｉｎｉｔｙ，
ｐｅｐｓｉｎａｎｄｔｒｙｐｓｉｎ

处理 ｔ／ｈ
抑菌圈直径／ｍｍ

大肠埃希菌 金黄色葡萄球菌

高温 ０ １９ １７
０．５ １９ １７
１．０ １７ １５
１．５ １６ １３
２．０ １５ １２
２．５ １２ １０

ｐＨ＝３ ０ １９ １７
０．５ １９ １７
１．０ １８ １６
１．５ １７ １５
２．０ １６ １５
２．５ １４ １４

ｐＨ＝９ ０ １９ １６
０．５ １５ １４
１．０ １４ １３
１．５ １４ １２
２．０ １２ １１
２．５ １２ １１

胃蛋白酶 ０ １９ １７
０．５ １９ １７
１．０ １８ １６
０．５ １８ １６
２．０ １７ １５
２．５ １５ １４

胰蛋白酶 ０ １９ １６
０．５ １６ １５
１．０ １５ １４
１．５ １５ １４
２．０ １３ １３
２．５ １２ １１

ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的热稳定性很好，高温２ｈ仍不能完全
破坏抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１的结构和抑菌活性．
　　抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１经酸处理２５ｈ后抑菌圈仅
有微弱变化（变小），但在碱性环境中处理后活性明

显下降（表 １）．由此可见，ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１具有强耐酸
性，但耐碱性差．

抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１胃蛋白酶处理后抑菌圈变化
微弱，２５ｈ后依然具有活性（表１）．但是经胰酶处理
后０５ｈ活性变化明显，不过２５ｈ后仍有活性（表
１）．由此可见，ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１能抗胰酶和胃蛋白酶．
２．５　单纯酸碱度的抑菌圈试验结果

由表２可见，在ｐＨ＝５～８的纯酸碱下，对大肠
埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２９２１３的
生长是没有影响的，前面所述试验中使用的ｐＨ都是
在该范围内进行，因此抑菌圈大小不受酸碱度的影

响；从ｐＨ＝４及ｐＨ＝９开始出现抑菌圈，且随着酸碱
度增高，抑菌圈越大．

表２　不同ｐＨ下２种细菌的抑菌圈直径
Ｔａｂ．２　ＴｈｅａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｉｎｔｗｏ

ｂａｃｔｅｒｉａ

ｐＨ
抑菌圈直径／ｍｍ

大肠埃希菌 金黄色葡萄球菌

２ ２５ １６
３ １２ １３
４ ８ ７
５ ０ ０
６ ０ ０
７ ０ ０
８ ０ ０
９ ９ ８
１０ １６ １５

３　讨论
抗菌肽在成为抗生素替代物及成为抗病毒的特

效药等方面都具有广阔的前景，虽然基因工程的方
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法生产抗菌肽较天然提取和人工合成具有明显的优

势，但是现有的表达系统存在表达量低的问题，而且

我国蛋白纯化技术起步较晚，纯化技术还相对落后，

如何获得高表达量抗菌肽及如何纯化是摆在我们面

前的问题．
本研究选用巴斯德毕赤酵母表达系统表达

ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１，主要是因为巴斯德毕赤酵母自身不受
抗菌肽的毒害，并且具有翻译修饰过程，且自身分泌

的蛋白少，有利于纯化．这诸多优势使得巴斯德毕赤
酵母被广泛用于重组蛋白表达，但是不同的外源蛋

白在该系统中的表达量高低不等，高的如明胶，可达

１４１８ｍｇ／Ｌ［１３］，低的只有１～５ｍｇ／Ｌ［１４］．造成表达量
高低差异的根本原因是影响外源基因在毕赤酵母中

表达的因素很多，主要受外源基因本身特性及发酵

环境的影响．经过多次摸索后发现，电穿孔参数设为
电压３０５Ｖ、电容 ２５μＦ、电阻 ２００Ω、电击时间 １５
ｍｓ，电转的效率最高，因为低电压可以降低电转所导
致的感受态酵母死亡率，从而提高转化效率；再通过

ＺｅｏｃｉｎＴＭ抗性梯度筛选和 ＰＣＲ复筛获得高拷贝的
转化子；在培养发酵过程中，探索发现培养９６ｈ，抗
菌肽表达量最高，于此时段收集；另外选择了发酵表

达法，获得了比诱导表达法（另文发表）更高的表达

量１７９ｍｇ／Ｌ．
分离纯化抗菌肽一般分３步：预处理、粗分级分

离和细分级分离．根据所分离的抗菌肽特性分离方法
又有所差别，根据本试验结果抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１具有
如下特性：（１）耐热性，即沸水浴处理３０ｍｉｎ仍保持抗
菌活性；（２）相对分子质量低（≥３３００，＜５００００）；
（３）具有较强的抗菌活性（对大肠埃希菌具有较强的
抗菌活性）；（４）水溶性好．综合抗菌肽 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１
的特性以及由于表达上清液含有未知蛋白质、盐类

和其他小分子，预热处理可以除去部分大蛋白，而选

用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５可以将盐类和分子大小不同的蛋白
质分开，因此本试验选择通过预处理———ＳｅｐｈａｄｅｘＧ
２５凝胶层析两步法对其纯化，ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ鉴
定，最终获得了组分较纯的抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１．

国内已有很多研究对抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１进行了
表达和生物活性分析［７８］，但重点倾向于提高其表达

量，并且对其生物活性分析基本是在未纯化的基础

上进行，很难排除其他因素对抗菌肽活性造成的影

响；另外，酵母表达系统表达的抗菌肽溶于培养上清

液，该上清液呈强酸性（ｐＨ可达３），直接采用上清
液来进行抗菌肽的生物活性分析，很难排除是否为

强酸性导致，本研究对抗菌肽 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１表达产物
纯化后，溶解所得的溶液 ｐＨ≈５，该 ｐＨ对大肠埃希
菌和金黄色葡萄球菌的生长无影响．对纯化后的抗
菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１进行耐热、耐酸碱和耐酶的活性分
析，结果表明ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１具有较强的热稳定性，酸稳

定性及胃蛋白酶稳定性，但是在碱性环境下和胰酶

作用下抑菌活性明显下降．得到的数据更加可靠，丰
富了抗菌肽ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１开发成为抗生素替代物的理
论基础，同时为重组表达的抗菌肽 ＣｅｃｒｏｐｉｎＰ１后续
的抗病毒活性分析以及其他探索提供了基础．
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