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研究报告 

重组鹅 β-防御素 12 蛋白的原核表达及生物学特性 

王秋玲  徐倩倩  张婷婷  赵文钧  陈玉秋  齐甜铭  马得莹* 
(东北农业大学动物科技学院  黑龙江 哈尔滨  150030) 

 
 

摘  要：【目的】研究重组鹅 β-防御素 12 蛋白的原核表达并探究其生物学特性。【方法】采用

His 标签蛋白原核表达系统，将鹅防御素 12 (AvBD12)基因亚克隆到表达载体 pProEX-HTa 上，

构建重组表达质粒。将重组表达质粒转化到大肠杆菌 Rosseta 感受态中，用 IPTG 进行诱导表

达，并对该重组蛋白进行纯化。进一步采用菌落计数法测定其体外抗菌活性和盐离子稳定性。

【结果】经 Tricine-SDS-PAGE 电泳分析，诱导表达的鹅 AvBD12 重组蛋白分子量约为 12 kD，

大部分以包涵体形式存在。该重组蛋白对大肠杆菌、鸡白痢沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、四联

球菌、枯草芽孢杆菌均具有抗菌活性，高浓度盐离子显著抑制重组蛋白的抗菌活性。此外，该

重组蛋白对鸡红细胞没有溶血活性。【结论】该重组蛋白具有广谱抗菌活性，高浓度盐离子显

著降低其抗菌活性，且该重组蛋白不具有溶解鸡红细胞的活性。 

关键词：鹅 β-防御素 12，重组蛋白，抗菌活性 

Recombinant expression and biological characteristics of goose 
β-defensin 12 

WANG Qiu-Ling  XU Qian-Qian  ZHANG Ting-Ting  ZHAO Wen-Jun   
CHEN Yu-Qiu  QI Tian-Ming  MA De-Ying* 

(College of Animal Science and Technology, Northeast Agricultural University, Harbin, Heilongjiang 150030, China) 

Abstract: [Objective] The study was to express and characterize the fusion protein of goose 
β-defensin (AvBD) 12 in Escherichia coli. [Methods] The cDNA of goose AvBD12 was cloned into 
EcoR I and Xho I sites of pProEX-HTa vector. The recombinant expression plasmid was translated 
into E. coli Rosseta and the bacteria were induced by isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). 
The recombinant protein was purified. Furthermore, antibacterial activity and salt ionic stability of 
the recombinant protein were determined by colony-counting assays. [Results] It was demonstrated 
by Tricine-SDS-PAGE that the recombinant protein (molecular weight, 12 kD) was produced as 
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insoluble bodies in the cells. The recombinant protein showed extensive antibacterial activity against 
bacteria, including E. coli, Micrococcus tetragenus, Salmonella pullorum, Bacillus subtilis, and 
Staphylococcus aureus. At high NaCl concentrations, the antibacterial activity of goose AvBD12 
decreased significantly. In addition, goose AvBD12 showed little hemolytic activity. [Conclusion] 
Recombinant goose AvBD12 exhibited extensive antibacterial activity. High salt concentration 
significantly decreased its antibacterial activity. In addition, AvBD12 showed little hemolytic 
activity. 

Keywords: Goose β-defensin 12, Recombinant protein, Antibacterial activity 

目前，由于抗生素在养殖业中的不当使用导

致细菌耐药性的产生，严重威胁人畜的健康，并

制约养殖业的发展。因此，寻求无污染、无残

留、无毒副作用的新型抗菌制剂代替饲用抗生

素，已成为畜牧业迫切要解决的首要问题。抗菌肽

作为一种新型的生物活性肽，由于其广泛的杀菌作

用而成为最具希望代替抗生素的新型抗菌制剂。 

禽 β-防御素(Avian β-defensin，AvBD)是一类

广泛存在于家禽体中的内源性抗菌肽[1]，主要分子

特征为含有位置保守的 6 个半胱氨酸残基构成的  

3对二硫键，多由 4个外显子和 3个内含子构成。

大量研究表明，禽 β-防御素具有广谱的抗菌活

性，能有效地杀灭细菌、真菌、螺旋体和囊膜病

毒等[2-3]，在禽先天性免疫及获得性免疫中均发挥

重要作用。然而，天然禽 β-防御素分子量小，在

机体内含量很少，分离提纯困难，天然产量有

限。因此，基因工程方法是获得禽 β-防御素的有

效途径之一[4-6]。 

在已发现的 11 种鹅 β-防御素(AvBD1−7，

AvBD9−10，AvBD12，AvBD16)中，AvBD12 编码

区大小为 198 bp，编码 65 个氨基酸残基。在前期

研究中，本课题组已采用 GST 基因融合表达系

统，表达了鹅 AvBD1、AvBD3、AvBD5、AvBD6

和 AvBD10 的重组蛋白，均获得了理想的表达效

果。但是，由于 GST 标签分子质量与禽 β-防御素

相比较大，对其活性有一定影响，所以本试验采

用 His融合表达系统表达鹅 AvBD12重组蛋白。并

在体外测定鹅 AvBD12重组蛋白的生物学特性，期

望能为进一步探讨禽 β-防御素在鹅防御系统中发挥

的作用及其在水禽饲养中的推广应用提供参考。  

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及质粒：重组质粒 pMD18-T-goose 

AvBD12 由本实验室保存 [7]； pMD18-T-Simple 

Vector购自 TaKaRa公司；表达载体 pProEX-HTa、

表达菌株 Escherichia coli Rosetta、枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis (ATCC 9193)、金黄色葡萄球菌

Staphyloccocus aureus (ATCC 29213)、四联球菌

Micrococcus tetragenus (ATCC 2835)、鸡白痢沙门

氏菌 Salmonella pullorum (C79-11-S11)、大肠杆菌

Escherichia coli (BL21)均由实验室保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器：ExTaq DNA聚合酶、限制

性内切酶 EcoR I、Xho I、T4 DNA连接酶、Marker

和异丙基硫代-β-D-半乳糖苷(IPTG)购自宝生物工

程 (大连 )有限公司；凝胶回收试剂盒购自美国

OMEGA 公司；蛋白纯化复性试剂盒购自 Novagen

公司；所使用的试剂均为分析纯。 

生物安全柜，美国 Forma Scientific 公司；超

低温 冰箱(ULTB86-3型)，美国REVCD公司；水浴

锅(DK-8D 型)，上海-恒科技有限公司；直流电泳

仪(DYY-6C 型)，北京市六一仪器厂；紫外凝胶成

像仪(Bio imaging system)，Gene Genius；超声波 破

碎仪(CV18)，南京新辰  生物科技有限公司；低温

台式高速离心机(J2-21M型)，Beckman公司；紫外

分光光度计，瑞典 Pharmacia公司。 

1.2  方法 

1.2.1  原核表达重组质粒的构建、重组蛋白的表达

及纯化：在本实验室前期研究基础上，根据表达载

体 pProEX-HTa与 pMD18-T-AvBD12酶切位点设计
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一对鹅 AvBD12特异性表达引物 P1/P2，将 EcoR I、

Xho I两个酶切位点分别加入到基因的上游引物 P1

和下游引物 P2 的 5′端。P1：5′-GAATTCATGGAC 

AGCTGTAACCACG-3′；P2：5′-CTCGAGTCAGGTC 

TTGGTGGGAGTTG-3′。以重组质粒 pMD18-T- 

AvBD12为模板，用表达引物进行 PCR扩增。PCR

反应体系：ExTaqTM DNA聚合酶(2) 12.5 μL，模板

(约 200 mg/L) 0.5 μL，上下游引物(10 μmol/L)各    

1 μL，用灭菌双蒸水补足 25 μL。扩增条件：94 °C    

5 min；94 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 30 s，25个循

环；72 °C 10 min。 

将扩增产物用 EcoR I和 Xho I双酶切后克隆到

原核表达载体 pProEX-HTa 上，构建重组表达质粒

pProEX-AvBD12，经上述 PCR 扩增体系及反应条

件进行质粒 PCR 和双酶切鉴定，酶切体系如下：

重组表达质粒 3 μL，EcoR I和 Xho I各 0.5 μL，

10×H Buffer 1 μL，补加去离子水至总体积 10 μL，

37 °C水浴 2 h进行双酶切鉴定。阳性质粒由北京

六合华大基因科技股份有限公司测序。 

将鉴定为阳性的菌液活化后，取 50 µL 按

1:100 接种于 5 mL 含有 Amp+的 LB 液体培养基   

中[6]，37 °C、250 r/min振荡培养 2−2.5 h至 OD600

值达到 0.6−0.8时，无菌条件下取 1 mL细菌培养物

作为诱导前对照，并在剩余菌液中加入浓度为  

100 mmol/L IPTG使其终浓度达到 0.6 mmol/L，继

续振摇培养，分别在诱导 2、4 和 6 h 后各留取    

1 mL 菌样。将不同时间段收集的菌样于 4 °C、    

5 000 r/min离心 5 min，收获细菌沉淀。在沉淀中

加入 1/10 菌液体积的 1×SDS 凝胶上样缓冲液，煮

沸 5 min，冰浴 2 min。将加入缓冲液处理过的样品

进行 Tricine-SDS-PAGE 电泳。电泳结束后，经考

马斯亮蓝染色，甲醇-冰乙酸脱色液脱色观察结

果。用薄层扫描仪确定蛋白质的表达量。按照

Novagen 公司的蛋白纯化复性试剂盒说明书进行包

涵体的纯化、复性和透析，并用分光光度计测定

重组蛋白的浓度。留取 1 mL超声波破碎离心的上

清液和少量沉淀，将沉淀用 100 μL PBS (pH 7.4)重

新悬起。将诱导前对照菌样、诱导后菌样、上清

液、沉淀样和纯化后的蛋白进行 Tricine-SDS- 

PAGE电泳分析。 

1.2.2  鹅 AvBD12 重组蛋白抗菌活性测定：采用菌

落计数法测定鹅AvBD12重组蛋白的抗菌活性。将

纯化后的鹅 AvBD12 重组蛋白装在 1.5 mL EP 管

中，用 pH 7.4 的无菌 PBS稀释，使其终浓度分别

为 50、100、250和 500 mg/L总体积为 250 μL的蛋

白。将 1.1.1 所述各株细菌培养至对数生长期，然

后用相应的培养基稀释细菌至 2×106 CFU/mL，分

别取每株细菌培养物 10 μL 至 EP 管中，同时用

PBS代替重组蛋白作为阴性对照，每组设置 3个重

复。37 °C 振荡孵育 4 h 后，每个稀释度各取    

100 μL接种于相应的 LB固体培养基上，37 °C培

养过夜后，观察并记录每个培养基上的单菌落

量。取相同稀释度的 3个培养基菌落平均值作为该

稀释度样品的菌落数量。根据接种量和稀释倍数

计算每管原液中的细菌数量，并用 Excel 2003处理

数据，应用 GraphPad Prism 5绘制细菌存活率和重

组蛋白浓度关系。 

细菌的存活率(%)=存活细菌数/阴性对照存活

细菌数×100。 

1.2.3  不同盐离子浓度对鹅 AvBD12 重组蛋白抗菌

活性的影响：选取大肠杆菌(G−)和四联球菌(G+)为

检测菌，调整 PBS 中氯化钠浓度，使其浓度分别

为 0、50、100、150 mmol/L。然后将鹅重组蛋白

在无菌的 1.5 mL EP管中用上述含不同氯化钠浓度

的缓冲液稀释至终浓度为 250 mg/L 总体积为    

250 μL的蛋白，同时设相应浓度的 NaCl缓冲液为

阴性对照，分别向每管加入细菌培养物 10 μL，

37 °C振荡孵育 4 h，方法同 1.2.2。 

1.2.4  鹅 AvBD12 重组蛋白对鸡红细胞的溶血活性

测定：用无菌 PBS (pH 7.4)将新鲜鸡血红细胞稀释至

2%−3%，用 PBS稀释重组蛋白，使其终浓度分别为

100、250、500 mg/L。取20 μL蛋白分别加入无菌离

心管中，同时设PBS作为阴性对照，0.2% Triton 100

作为阳性对照，分别向每管加入 180 μL稀释的红细

胞。每组设3个重复，37 °C孵育1 h，1 000 r/min离



1976 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.9 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

心 10 min 后取上清，用微量紫外分光光度计测

OD560值。每个样品做 3个平行测定，取平均值。 

溶血指数(%)=(OD 蛋白−ODPBS)/(ODTriton−ODPBS)× 

100。 

1.2.5  统计分析：试验所得数据均采用 SAS 6.0软

件进行方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  重组表达质粒pProEX-goose AvBD12的鉴定 
电泳结果表明，酶切产物大小与质粒 PCR 扩

增得到条带大小一致(147 bp)，如图 1 所示。测序

表 明 重 组 质 粒 成 功 插 入 到 原 核 表 达 载 体

pProEX-HTa的目的位点。 

2.2  鹅 AvBD12 重组蛋白的原核表达与纯化 
通过 Tricine-SDS-PAGE 电泳结果显示，诱导

后与诱导前相比，有一条明显的表达蛋白条带约

12 kD，表达的融合蛋白约占总菌体蛋白的 35%。

诱导 2、4、6 h 后可见，6 h 的表达量最大。采用

Novagen试剂盒对鹅 AvBD12重组蛋白进行纯化复

性，发现表达的蛋白大部分在包涵体中。对纯化

后的蛋白进行 Tricine-SDS-PAGE 电泳，可见约   

12 kD蛋白带，与预期蛋白大小相符(图2)。纯化后

的蛋白浓度为 1 500 mg/L。 
 

 
图1  重组质粒pProEX-goose-AvBD12的双酶切及PCR

产物的鉴定 
Figure 1  Identification of pProEX-goose-AvBD12 
recombinant plasmid digested and PCR product 
注：F：质粒 pProEX HTa-AvBD12双酶切产物；E：质粒 pProEX 

HTa-AvBD12的 PCR产物；M：100 bp Ladder DNA marker. 
Note: F: Product of plasmid pProEX HTa-AvBD12 restriction 
enzyme digestion; E: Plasmid pProEX HTa-AvBD12 PCR product; 
M: 100 bp Ladder DNA marker. 

 
 

图 2  鹅 AvBD12 重组蛋白的表达与纯化 
Figure 2  Expression and purification of recombinant 
goose AvBD12 protein 
注：1：上清；2：包涵体；3：无诱导；4−6：IPTG诱导 2、4、

6 h后融合蛋白表达；7：纯化蛋白；M：蛋白质Marker. 
Note: 1: Supertant; 2: Inclusion body; 3: Total protein of Rosseta 
containing goose AvBD12 without IPTG induction; 4−6: Total 
protein of Rosseta containing goose AvBD12 on 2, 4, 6 h, after 
induction with IPTG; 7: Purified protein; M: Protein marker. 

 
2.3  鹅 AvBD12 重组蛋白的抗菌活性 
试验采用菌落计数法在体外测定鹅AvBD12重

组蛋白的抗菌活性。结果表明，鹅AvBD12重组蛋

白在浓度 50−500 mg/L范围内对大肠杆菌、鸡白痢

沙门氏菌、四联球菌、枯草芽孢杆菌及金黄色葡

萄球菌均具有抑制作用，且随着蛋白浓度的增加

抗菌活性增强。其中，鹅AvBD12重组蛋白对大肠

杆菌和四联球菌抗菌活性较强，对枯草芽孢杆

菌、金黄色葡萄球菌和鸡白痢沙门氏菌抗菌活性

相对较弱(图 3)。 

2.4  不同 NaCl 浓度对抗菌活性的影响 
如图 4 所示，无论是以革兰氏阳性菌(四链球

菌)还是革兰氏阴性菌(大肠杆菌)为检测菌，当鹅

AvBD12重组蛋白在浓度为 250 mg/L时，随着盐离

子浓度的升高细菌存活率上升，即抗菌活性下

降，并且，当NaCl浓度达到 150 mmol/L时，抗菌

活性显著下降(P<0.01)。 

2.5  对鸡红细胞的溶血活性 
如图 5 所示，不同浓度(100、250、500 mg/L)

的鹅 AvBD12 重组蛋白对鸡红细胞的溶血活性极

低，与 PBS 阴性对照相比，差异不显著

(P>0.05)。试验表明鹅 AvBD12重组蛋白对鸡红细

胞无溶血活性。 
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图 3  鹅 AvBD12 重组蛋白的抗菌活性 
Figure 3  Antimicrobial activity of recombinant goose AvBD12 protein 

注：A：大肠杆菌；B：鸡白痢沙门氏菌；C：四联球菌；D：枯草芽孢杆菌；E：金黄色葡萄球菌. 
Note: A: E. coli; B: S. pullorum; C: M. tetragenus; D: B. subtilis; E: S. aureus. 

 

 
 

图 4  NaCl 浓度对鹅 AvBD12 重组蛋白抗菌活性的影响 
Figure 4  Effect of different NaCl concentration on the 
antimicrobial activity of recombinant goose AvBD12 
protein 

 
图 5  鹅 AvBD12 重组蛋白的溶血活性 
Figure 5  Hemolysis activity of recombinant goose AvBD12 
protein 
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3  讨论 

由于禽类缺少超氧化物离子和髓过氧化物

酶，禽类更多依赖于防御因子，包括溶菌酶、阳

离子蛋白质和抗菌肽。在对抗病原体时，β-防御素

一直被认为在先天免疫过程中起着重要作用[8]。 

为了研究防御素的生物活性，纯化或者激活

一定数量的蛋白质是必要的。到目前为止，蛋白

表达主要有真核表达系统和原核表达系统，原核

表达系统中GST融合表达与His融合表达是目前常

用的表达系统，现在已经有很多防御素通过 GST

融合表达系统大量表达，并且获得了良好效    

果[4-6,9-12]。但是由于GST的分子量相对于防御素过

大，对其活性有一定影响。所以本试验采用 His融

合表达系统表达鹅 AvBD12 重组蛋白。通过

Tricine-SDS-PAGE 电泳分析表明，表达的蛋白大

部分以不溶的、无活性的包涵体形式存在。包涵

体是大量表达的重组蛋白形成的致密颗粒，能保

护目的蛋白不受蛋白酶降解，且不影响宿主菌生

长，便于产物的分离[13]，所以包涵体对于提高重

组蛋白的产量和稳定性非常重要。由于目的蛋白

形成包涵体后不具有生物活性，所以，我们用

Novagen公司的 Protein Refolding Kit试剂盒对包

涵体进行溶解和复性，最后得到具有活性的重组

蛋白。 

经抗菌活性测定，该重组蛋白在 50−500 mg/L

范围内对所测定的 5种细菌均具有抑菌作用，且随

着蛋白浓度的增加抗菌活性增强，本研究结果与

前人有关其他禽类 AvBDs 的报道一致[14-16]，表明

禽 β-防御素具有广谱抗菌活性。另外，我们前期

研究表明 [4]，用 GST 标签融合表达的重组鸭

AvBD12 蛋白对金黄色葡萄球菌和鸡白痢沙门氏菌

的抑制作用与本研究结果相似，但对大肠杆菌的

抗菌活性明显低于本研究中 His标签融合表达的鹅

AvBD12重组蛋白。这说明用His融合表达系统表达

AvBDs重组蛋白更有利于其抗菌作用的发挥。 

在高浓度的盐离子(150 mmol/L)条件下，鹅

AvBD12 重组蛋白无论对革兰氏阳性菌(四链球菌)

还是革兰氏阴性菌(大肠杆菌)的抗菌活性都显著降

低，表明高浓度盐离子能够显著抑制鹅AvBD12重

组蛋白的抗菌活性。本结果与前人相关报道一   

致[4-6]。这可能是因为高浓度离子破坏细菌外膜的

阴离子和抗菌肽正电荷的相互作用而影响防御素

的抗菌活性[17]。为了进一步了解鹅AvBD12重组蛋

白对细胞的毒性，我们选用鸡红细胞作为研究对

象，探讨该重组蛋白的溶血活性。结果发现，鹅

AvBD12 重组蛋白对鸡红细胞的溶血活性极低。这

与前人有关其他禽源 AvBDs 的结果一致[9,11,18-21]。

上述结果初步表明，AvBDs 对机体细胞不具有危

害。此外，我们前期研究发现，AvBDs 对环境温

度及酸碱度有较强的耐受性，即使在−20−100 °C

或 pH 3.0−12.0 条件下处理 30 min 仍具有抗菌活   

性[9,22]。上述结果显示，AvBDs 重组蛋白具有耐受

饲料加工过程的高温处理和适应畜禽消化道内环

境 pH的特性。这些研究结果揭示，AvBDs重组蛋

白具有作为抗生素替代品应用于养殖业的潜质。 

4  结论 

本研究应用原核表达载体 pProEX-HTa 表达了

鹅 AvBD12蛋白，该重组蛋白分子质量约为 12 kD。

该重组蛋白对所测定的 5种细菌均有抑制作用；高

盐离子浓度显著降低其抑菌活性。此外，鹅 AvBD12

重组蛋白对鸡血红细胞的溶血活性极低。 
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