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综  述                                                               

抗菌肽融合表达研究进展 

马青山，余占桥，韩冰，张日俊 
中国农业大学饲料生物技术实验室 动物营养学国家重点实验室，北京 100193 

摘  要: 抗菌肽抗菌谱广、活性稳定，且具有与抗生素不同的抗菌机制，在抑杀病原微生物的同时不易产生耐药性，

因而在食品、饲料、医药等领域具有重要的应用价值。基因工程技术是降低抗菌肽生产成本的主要方式，其中融合表

达在提高抗菌肽产量方面起到了重要作用。文中综述了抗菌肽融合表达的国内外研究进展，探讨了部分融合标签用于

抗菌肽表达的策略，并对今后的发展提出了自己的看法。 
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Research progress in fusion expression of antimicrobial  
peptides 
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Laboratory of Feed Biotechnology, State Key Laboratory of Animal Nutrition, China Agricultural University, Beijing 100193, China 

Abstract:  Antimicrobial peptides (AMPs) are of great significance in the field of food, feed and medicine due to their wide 
spectrum of antimicrobial activity and new mechanism of action different from conventional antibiotics. AMPs production 
from natural sources is usually limited, and chemical synthesis is not economically practical, especially for the production of 
long peptides. Therefore, heterologous expression of AMPs has been widely studied as an alternative, and fusion expression 
plays an important role in increasing production. The present review mainly focuses on the types and bioactivities of AMPs. In 
addition, the recent strategies to the most commonly used carrier proteins for fusion expression of AMPs and prospects for 
future research were also discussed. 
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目前，细菌、真菌对抗生素产生的耐药性正

在以惊人的速度增加，如近些年出现的超级细菌，

这引起了全世界对现有抗生素药物疗效的普遍担

忧 [1]，新型抗生素替代品的开发迫在眉睫。抗菌肽

因其优良的抗菌特性和安全性有望成为抗生素的理

想替代品。 
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1  抗菌肽融合表达概述 

1.1  抗菌肽生物学特性 
抗菌肽是由生物细胞通过核糖体合成机制产生

的一类具有抗菌活性的多肽或蛋白质，按来源可分

为哺乳动物抗菌肽、昆虫抗菌肽、鱼类抗菌肽、蛙

类抗菌肽、植物抗菌肽和微生物抗菌肽 (细菌素)；

按结构特点可分为 α-螺旋型抗菌肽、β-折叠型抗菌

肽、具有片层结构的抗菌肽和具有环状结构的抗菌

肽[2]。抗菌肽抗菌谱广，且有着不同于传统抗生素

的抗菌机制，一般由 20~60 个氨基酸残基组成，分

子量约为 2~7 kDa，通常为阳离子形式存在，具有强

碱性，同时具有热稳定性和较宽的 pH 耐受范围等特

点，许多抗菌肽在 100 ℃加热 10 min 后仍能保持一

定活力[3]。 

抗菌肽在体内可以通过自身的免疫机制来抵御

环境中容易侵染宿主的病原微生物[4-5]，而且近年研

究发现，某些抗菌肽同时具有选择杀伤肿瘤细胞[6]、

抑制 HBV、HIV 等病毒的复制等功能，且抗菌肽仅

作用于原核细胞和发生病变的真核细胞，对正常的

真核细胞几乎无作用[7-8]。 

1.2  抗菌肽融合表达及意义 
迄今为止，大约有 2 000 多种抗菌肽已经被分

离出来，部分已应用于畜牧业、食品加工业、医疗

卫生业等行业[9]，但由于生产成本居高不下，制约

了抗菌肽大规模应用。同天然提取及化学合成法相

比，通过生物表达系统异源表达抗菌肽显著降低了

生产成本，具有良好的应用前景 [10]。但由于抗菌

肽一般是一些阳离子小分子多肽，极易在蛋白酶的

作用下降解，而且表达产物往往对宿主细胞有毒性

作用，易造成宿主细胞的死亡，因此，为了降低

抗菌肽对宿主细胞的毒性，同时提高其表达量、

简化分离纯化过程，抗菌肽的异源表达经常融合

一些蛋白标签，其作用类似于天然抗菌肽产生过

程中能够保护抗菌肽及宿主菌的前导肽部分 [11]。

抗菌肽融合表达经常使用的融合标签如下：谷胱甘

肽硫转移酶 (Glutathione S-transferase)[12-14]，硫氧化

还原蛋白 (Thioredoxin)[15-17]，绿色荧光蛋白 (Green 

fluorescent protein)[18-19]，Protein PaP3.30[20]，外壳蛋

白  (Site-mutated coat protein)[21-22] ，类弹性蛋白 

(Elastin-like polypeptides)[23-25]，CMP-3-脱氢-D-甘露

-辛酮糖酸合成酶 (CMP-KDO synthetase)[26]，酮类固

醇异构酶 (Ketosteroid isomerase)[27]，小分子泛素样

修饰蛋白  (Small ubiquitin-related modifier)[28-29]等 

(见表 1)。 

以上标签与抗菌肽融合表达最终是为了获取抗

菌肽，因此需要将融合蛋白进行切割，进一步分离

纯化出抗菌肽。近年，亦有部分研究者将抗菌肽与

其他功能蛋白融合表达，使融合蛋白具有双功能特

性，融合蛋白即是目的蛋白，不需进一步分离。Pan

等将具有免疫原性的 Ag85B 基因与 α2b 干扰素基因

在酵母中融合表达，在发酵上清中检测到了具有抗

病毒活性的融合蛋白，该融合蛋白可能同时实现

Ag85B 刺激产抗体功能及 α 干扰素的抗病毒和免疫

调节因子功能[30]。 

 

表 1  抗菌肽融合表达统计表 
Table 1  Antimicrobial peptides expressed as fusion proteins 

Type of taga AMPs(Size)b Cleavage and purification Host Yield Reference

GST 
(27 kDa) 

Human lysozyme  
(14.7 kDa) 

Cleave by thrombin 
Purified by affinity chromatography
(Glutathione-Sepharose) 

E. coli 46.5% of total  
proteins 

[12] 

Trx 
(17 kDa) 

hin/MSH 
(5.8 kDa) 

Cleave by enterokinase 
Purified by reversed-phase FPLC 

E. coli 210 mg/L [31] 
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    续表 1   

6×His-SUMO 
(12.2 kDa) 

Host defense peptide  
(1−4 kDa) 

Cleave by sumoase protease Ulp 
Purified by Ni2+-NTA 

E. coli 60−80 mg/L [29] 

6×His-EDDIE 
(19.9 kDa) 

CM4 
(4 kDa) 

Cleave by autoprotease 
Purified by Ni2+-NTA and  
cation-exchange chromatography column

E. coli 6 mg/L [21] 

GST 
(27 kDa) 

PR-39(4.7 kDa); 
PG-1(2.3 kDa) 

Cleave by enterokinase 
Purified by affinity chromatography 
(Glutathione-Sepharose) 

E. coli 1.9 mg/LPR-39 
1.1 mg/L PG-1 

[13] 

GST 
(27 kDa) 

LfcinB-W10 
(3.1 kDa) 

Cleave by enterokinase 
Purified by affinity chromatography  
(Glutathione-Sepharose) 

E. coli 0.3 mg/L [14] 

ELPs 
(35 kDa) 

Halocidinl8 
(1.93 kDa) 

Cleave by hydroxylamine 

Purified by inverse transition temperature

E. coli 1.7 mg/L [23] 

6×His-Trx 
(17.9 kDa) 

Plectasin 
(7 kDa) 

Cleave by Xa protease 
Purified by Ni2+-NTA 

E. coli 3.5 mg/L [16] 

Trx 
(17 kDa) 

Human antimicrobial  
peptide LL-37 (4.5 kDa) 

Cleave by enterokinase 
Purified by HPLC 

E. coli 40 mg/L [17] 

6×His-SUMO 
(12.2 kDa) 

2 CM4 

(4 kDa) 

Cleave by sumoase protease Ulp 
Purified by Ni2+-NTA 

E. coli 48 mg/L [28] 

6×His-SUMO 
(12.2 kDa) 

Human-beta dfensins-4 
(6 kDa) 

Cleave by sumoase protease Ulp 
Purified by Ni2+-NTA 

E. coli 166 mg/L [32] 

GFP 
(26 .9 kDa) 

Bovine lactoferricin 
(3.1 kDa) 

Cleave by pepsin 
No purification 

ZBL-5 line Not available [19] 

6×His-CKS 
(32.9 kDa) 

Scygonadin 
(11 kDa) 

Cleave by 3C protease 
Purified by Ni2+-NTA 

E. coli 10.6 mg/L [26] 

ELPs 
(64.4 kDa) 

Human-beta dfensins-4 
(6 kDa) 
CM4 (4 kDa) 

Cleave by self-cleavage 
Purified by inverse  
transition temperature 

E. coli human-beta defensins-4 
1.8 mg/L CM4 0.6 mg/L 

[33] 

KSI 
(16.9 kDa) 

NP-1 
(3 kDa) 

Cleave by cyanogen bromide 
Purified by Ni2+-NTA 

E. coli Not available [27] 

6×His-SUMO 
(12.2 kDa) 

ASAL 
(25 kDa) 

Cleave by sumoase protease Ulp 
Purified by Ni2+-NTA 

E. coli 0.4 mg/L [34] 

6×His-Trx 
(17.9 kDa) 

Human-beta dfensins-4  
(6 kDa) 

Cleave by enterokinase 
cation exchange Purified by Ni2+-NTA  
and chromatography 

E. coli 102 mg/L [35] 

6×His-Trx 
(17.9 kDa) 

Mouse-beta defensin-1  
(4.07 kDa) 

Cleave by enterokinase 
Purified by Ni2+-NTA 

E. coli 140 mg/L [36] 

aCKS: CMP-KDO synthetase; EDDIE: site-mutated coat protein; ELPs: elastin-like polypeptides; GFP: green fluorescent protein; GST: 
glutathione S-transferase; KSI: ketosteroid isomerase; SUMO: small ubiquitin-related modifier; Trx: thioredoxin. b ASAL: allium sativum 
leaf agglutinin; LfcinB-W10: bovine lactoferricin derivative peptide; hin/MSH: hinnavin II-melanocyte-stimulating hormone; NP-1: 
neutrophil peptide-1; PG-1: protegrin-1. 
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1.3  抗菌肽融合蛋白标签设计原则 

抗菌肽融合蛋白标签的选择常遵循以下原则：

1) 融合蛋白标签的分子量最好为抗菌肽的 3~4 倍，

这样将有利于后期抗菌肽的分离、纯化。2) 等电点

至少高于或低于抗菌肽等电点 2 个 pH 单位。Wei

等选择等电点为 5.83 的杆状病毒多角体蛋白 

(Baculoviral Polyhedrin Protein) 作为融合蛋白标签，

表达等电点为 8.24 的抗菌肽 Halocidin，获得占菌体

蛋白 30％、纯度 90％以上的目的抗菌肽[37]。3) 由

于目前发现的抗菌肽多具有阳离子性质，所以可选

择酸性的融合蛋白标签以中和其正电荷，以降低对

宿主菌的毒性[38]。Wang 等将抗菌肽 HKABF 与酸性

前导肽融合表达，而后利用肠激酶进行切割，发现

表达的重组抗菌肽显示出良好的抑菌活性[10]。4) 融

合蛋白标签同抗菌肽的融合位点应存在化学试剂或

蛋白酶特异切割位点，以便抗菌肽的活性恢复及后

续的分离纯化[39]。5) 对表达宿主无害。Rao 等以绿

脓杆菌噬菌体蛋白 PaP3.30 为融合蛋白标签，该蛋

白完全满足上述 5 个条件，将该蛋白的编码基因连

接入 pQE-32 构建成大肠杆菌表达载体 pQE-PaP30，

成功实现了 6 种抗菌肽 hPAB-β、MSI-78、蜂毒素、

天蚕素 A、一种来源于羊的阴离子多肽在大肠杆菌

中的高效表达[20]。 

2  常用抗菌肽融合蛋白标签及其表达策略 

如前所述，降低抗菌肽对表达宿主的毒性作用

及被蛋白酶降解的程度，同时简化后续的分离纯化

工作是选择融合蛋白标签的主要目的[27]，通过对最

新文献检索发现，抗菌肽融合蛋白标签的使用主要

集中在硫氧化还原蛋白 (Trx)、谷胱甘肽硫转移酶 

(GST) 等 (表 2)，而表达宿主主要是大肠杆菌表达

系统 (表 3)。 

2.1  硫氧化还原蛋白 (Trx) 融合标签 
硫氧化还原蛋白是一类存在于细菌、植物及动

物等多种生物体内的耐热蛋白[41]，作为 E. coli 核苷

酸还原酶的电子供体第一次被发现 [42]，相对分子

质量为 17 kDa，溶解度很高，大肠杆菌中最高表

达量可达到菌体蛋白总量的 40％。由于 Trx 融合

蛋白不仅能够增加重组蛋白的可溶性，降低重组

蛋白被宿主蛋白酶降解的机率，而且能够催化胞

质中重组蛋白二硫键的形成 [43]，所以目前利用 Trx

蛋白融合表达的重组抗菌肽数目远多于使用其他

融合标签 [40]。但是，由于 Trx 融合蛋白标签不能

用专门的亲和基质纯化，所以融合蛋白构建时最

好与可用于纯化的小亲和标签联用，如 6×His 标

签。Bang 等将抗菌肽 hin/MSH 与 6×His-Trx 蛋白

融合表达，发现融合蛋白占菌体总蛋白的 20％以

上，并且 50％以上以可溶形态存在，后期通过 Ni

柱亲和层析纯化及肠激酶切割复性，重组抗菌肽产

量达 210 mg/L，且具有良好的抗菌活性[31]。另外，

Wang 等利用 Trx 融合蛋白系统表达人源防御素-4，

融合蛋白占菌体蛋白量高达 60％，切割纯化后目标

蛋白产量达 102 mg/L，且具有良好的生物活性[30]。

值得注意的是在使用 Trx 融合蛋白时采用低温诱导

能够提高融合抗菌肽的可溶性[44]。至于切割方式的

选择，不同的研究有着不同的结果，大部分研究认

为酶切是比较有效的切割方式，但也有些研究表明

化学切割效率更高[45-48]。 

2.2  谷胱甘肽硫转移酶 (GST) 融合标签 
GST 融合表达是将谷胱甘肽 S 转移酶与目标蛋

白以融合蛋白的方式进行外源表达，融合蛋白可从

未经处理的裂解液中用固定化的谷胱甘肽琼脂糖亲

和层析加以纯化，结合的融合蛋白在非变性条件下

用 10 mmol/L 还原型谷胱甘肽进行洗脱[49]，融合蛋

白通过位点专一的蛋白酶如凝血酶或 Xa-因子切除

GST 部分，获得目的蛋白。由于 GST 标签有助于保

护重组蛋白免受胞外蛋白酶的降解，提高其稳定性、

可溶性，并且通过亲和层析简化后续的纯化工作，

所以抗菌肽同 GST 标签融合表达将显著提高其表达

量、降低生产成本。本研究组利用 GST 标签表达植

物乳杆菌素 PlnE 和 PlnF，经亲和层析纯化后，获得

2 种产量高达 30％的纯品融合蛋白，表明此种融合 
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表 2  抗菌肽融合表达标签使用情况统计表 
Table 2  Tags for fusion expression of antimicrobial peptides 

Fusion tag Numbera Proportion (%) Fusion tag Numbera Proportion (%)

Trx 37 25.00 CKS 1 0.68 

GST 15 10.14 KSI 1 0.68 

PurF fragment 11  7.43 Baculoviral polyhedrin 1 0.68 

His-tag and linker region 8  5.41 Beta-galactosidase 1 0.68 

non-fusion 8  5.41 Biotinylated protein 1 0.68 

Intein-chitin binding domain 6  4.05 Cellulose binding protein A 1 0.68 

TAF12 histone fold domain 6  4.05 GABA-T 1 0.68 

Ketosteroid isomerase 5  3.38 GB1 1 0.68 

PaP3.30 4  2.70 Glutathione S-transferase C-terminus 1 0.68 

Trp polypeptide fragment 4  2.70 L-ribulokinase 1 0.68 

ELPs 3  2.03 Light meromyosin fragment 1 0.68 

Maltose binding protein 3  2.03 Modified human proinsulin 1 0.68 

Tandem multimers 3  2.03 Mouse dihydrofolate reductase 1 0.68 

SUMO 3  2.03 Mouse ferritin H-chain 1 0.68 

EDDIE 2  1.35 OmpASP 1 0.68 

Cellulose-binding domain 2  1.35 Porcine adenylate kinase 1 0.68 

Elastin-likepeptide and intein 2  1.35 Prochymosin 1 0.68 

Intein 2  1.35 Protein A 1 0.68 

RepA-cellulose binding domain 2  1.35 Streptomyces subtilisin inhibitor 1 0.68 

Ubiquitin 2  1.35 Thioredoxin and cathelin 1 0.68 
aSearching Scopus with the keywords ‘recombinant antimicrobial peptides’ from 2008 to 2010, only recombinant antimicrobial peptides that 
were produced in E. coli are considered. 
 
 
表 3  重组抗菌肽不同表达宿主使用情况统计表 
Table 3  Antimicrobial peptides expressed with different host 

Host Numbera Proportion (%) 

E. coli 147 82.12 

Pichia pastoris 25  13.96 

Saccharomyces cerevisiae 3   1.67 

E. coli cell-free system 2   1.11 

Human embryonic kidney cell 1   0.55 

Tobacco plants 1   0.55 
aSearching PubMed with the keywords ‘recombinant antimicrobial 
peptides’ from 2008 to 2010[40]. 

表达对宿主不会产生毒害作用，但酶切后未检测到

抑菌活性，这可能是由于酶切后 PlnE 和 PlnF 摩尔

配比未达到最佳造成，不过值得肯定的是 GST 标签

在表达对宿主细胞有毒害作用的蛋白中发挥的重要

作用[50]。另外，Fan 等将 4.7 kDa 的抗菌肽 PR-39

与 GST 标签融合表达，通过谷胱甘肽琼脂糖亲和

层析纯化及肠激酶切割，获得具有抗菌活性目的蛋

白 1.9 mg/L[13]。但是，也有研究发现将抗菌肽

CecropinB 和 GST 标签融合表达后造成了宿主细胞
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E. coli 的死亡，这可能是由于融合蛋白具有杀伤原

核细胞的作用[51]，形成包涵体或者利用真核细胞表

达系统可能是解决这一问题的一个途径。GST 融合

蛋白标签表达抗菌肽的另一个问题是由于其分子量

比较大 (27 kDa)，而抗菌肽通常是小分子量多肽，

这样会造成抗菌肽在融合蛋白中比例偏低，降低表

达效率[40]。 

2.3  小分子泛素样修饰蛋白 (SUMO) 融合标签 
最近，一种新型的表达系统渐渐发展了起来，

即将小分子泛素样修饰蛋白基因与目的蛋白基因连

接，组成融合表达载体进行表达。SUMO 是一种同

泛素结构类似但功能不同的小分子量蛋白质 (大约

由 100 个氨基酸组成)，能够帮助目的蛋白正确折

叠，由于其具有疏水的核心及亲水的表面，可明显

提高目的蛋白的可溶性及表达量[52]。融合蛋白表达

出来后，经过特异性的 SUMO 蛋白酶进行切割，不

同于其他的蛋白酶，SUMO 蛋白酶能够特异识别

SUMO 的三级结构，这样就能够完全避免对目的抗

菌肽的切割，使酶切后的目的蛋白具有天然的 N

端，这对于保持抗菌肽活性至关重要 [53-55]。另外，

同 Trx 融合标签类似，SUMO 融合标签分子量比较

小 (12 kDa)，提高了目的肽在融合蛋白中的比例，

这对提高抗菌肽的产量比较有利。基于以上优点，

SUMO 表达系统表达抗菌肽获得比较理想的效果，

在我们目前的研究工作中，利用大肠杆菌 SUMO 表

达系统表达细菌素 Lactin Q，融合蛋白 6×His 

SUMO-Lactin Q 主要以可溶形态存在，过 Ni-NTA

柱纯化后，其产量约为 110 mg/L，融合蛋白经

SUMOase 切割后，发现重组 Lactin Q 对金黄色葡萄

球菌有明显抑制作用。Li 等利用大肠杆菌 SUMO 表

达系统表达天蚕抗菌肽 ABP-CM4、人源防御素-4，

表达量分别达到 48 mg/L、166 mg/L，并且抗菌活性

与天然抗菌肽相当[28,32]。Chen 等构建枯草芽胞杆菌

SUMO 表达系统并用其表达重组抗菌肽 Cecropin 

AD，产量达到 30.6 mg/L，对金黄色葡萄球菌的 MICs 

(Minimal inhibitory concentrations，最小抑菌浓度) 

仅为 0.2 μg/mL[56]。总的来看，SUMO 融合表达抗菌

肽的报道还不是很多，但随着商品化的 SUMO 表达

载体的开发，SUMO 融合表达系统以其高的表达量、

简单高效的纯化方式，必将在抗菌肽生产中发挥重

要作用。 

3  结语 

随着新型融合标签表达系统的不断开发，抗菌

肽融合表达越来越受到研究者的青睐，同 Trx、GST

及 SUMO 等标签融合表达能够显著提高重组抗菌肽

可溶性、产量；简化分离纯化过程；降低生产成本，

但不同抗菌肽表达结果不同。为提高其产量及活性，

需进行融合标签同表达载体及菌株等的优化组合并

进行相关的遗传设计与改造，同时需对温度、pH、

培养基组成等表达条件进行优化。 

从长远来看，在抗菌肽融合表达研究方面，如

何进一步提高产量及进一步降低分离纯化成本仍是

需要解决的主要问题，串联表达目的抗菌肽及构建

分泌型表达载体或许是解决这一问题的新途径。随

着技术的发展，越来越多的融合标签系统用于抗菌

肽的异源表达，使低成本大量生产抗菌肽成为可能。

在细菌耐药性日益严重的今天，抗菌肽的应用将在

医学、食品卫生、畜牧行业中发挥重要的作用。 
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