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摘  要：【目的】抗菌肽 YFGAP 由 32 个氨基酸组成，分子量为 3.4 kD，对革兰氏阳性菌(G+)和
革兰氏阴性菌(G−)表现出强效的抑制作用，不具有溶血活性。在大肠杆菌中表达抗菌肽 YFGAP，
分离纯化抗菌肽并鉴定其生物学活性。【方法】化学合成 EK-YFGAP 和 L-EK-YFGAP 基因序列，

构建表达载体 pET22b-ELP20-EK-YFGAP、pET22b-ELP40-EK-YFGAP 和 pET22b-ELP40-L-EK- 
YFGAP，分别转化至大肠杆菌 BL21(DE3)中诱导表达，可逆相变循环纯化融合蛋白。肠激酶酶

切，经 Vivaspin Turbo 纯化柱纯化，测定重组抗菌肽的抑菌活性和溶血活性。【结果】纯化出两

种融合蛋白 ELP40-EK-YFGAP 和 ELP40-L-EK-YFGAP，肠激酶酶切纯化后获得重组抗菌肽

YFGAP，对 4 种病原菌均有抑制效果，溶血活性较低。【结论】以 ELPs 作为非色谱纯化标签，

实现了抗菌肽 YFGAP 的融合表达，具有操作简单、成本低、易于扩大的优势，为重组抗菌肽的

量化制备及应用提供了理论基础和技术支持。 
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Expression and purification of an antimicrobial peptide, 
YFGAP from yellowfin tuna (Thunnus albacores) in Escherichia 

coli and characterization of its biological activity 
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Abstract: [Objective] The antimicrobial peptide, YFGAP from yellowfin tuna (Thunnus albacores), 
consisted of 32 amino acid residues, shows broad-spectrum antimicrobial activity against 
Gram-positive and Gram-negative bacteria without hemolytic activity. Clone and express the 
antimicrobial peptides, YFGAP in Escherichia coli BL21(DE3) and characterize its bioactivity. 
[Methods] Based on the amino acids of EK-YFGAP and L-EK-YFGAP, the genes were synthesized 
and ligated into pET-22b to construct these expression vectors, pET22b-ELP20-EK-YFGAP, 
pET22b-ELP40-EK-YFGAP and pET22b-ELP40-L-EK-YFGAP. The vectors were transformed into E. 
coli BL21(DE3) to express the fusion proteins. The fusion proteins were purified using the Elastin-like 
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polypeptides (ELPs) as a purification tag by the method called inverse transition cycling (ITC) and 
digested by enterokinase. Then the recombinant YFGAP was purified using Vivaspin Turbo. 
Bioactivity of the peptide was tested. [Results] The fusion proteins, ELP40-EK-YFGAP and 
ELP40-L-EK-YFGAP were expressed and purified by two rounds of ITC. After digested by 
enterokinase, the recombinant YFGAP was purified using Vivaspin Turbo. Antimicrobial activity assay 
demonstrated the recombinant YFGAP exhibited high antibacterial activity against four fish pathogens 
without significant hemolytic activity. [Conclusion] The recombinant YFGAP was successfully 
expressed in E. coli using ELPs as a purification tag. This strategy does not require the use of 
chromatography, so that it is cost effective, easy to scale up and to multiplex. This study provides 
theoretical foundation and technical means for scale-up preparation of antimicrobial peptides by 
engineering method. 

Keywords: Antimicrobial peptides, Elastin-like polypeptides, Fusion protein, Antibacterial activity 

抗菌肽(Antimicrobial peptides，AMPs)是两性带

电分子，一般由 6−50 个氨基酸构成，广泛存在于

多种生物体内，具有广谱抗菌、调节免疫、杀伤肿

瘤细胞、病毒等多种生物学功能[1-2]。由于 AMPs
抑制细菌生长的机理不同于抗生素，不易使病原菌

产生耐药性，被认为是抗生素的理想替代物[3-5]。动

物饲喂试验证明，抗菌肽不仅可以促进动物发挥免

疫调节功能，提高动物的存活率，还对其生长有促

进作用[6-9]。因此，抗菌肽作为一种新型的抗菌制剂，

在医药、食品、畜牧养殖等行业中具有广泛的应用

和市场前景[10-11]。目前，天然提取抗菌肽资源有限，

化学合成成本高，因此异源表达抗菌肽已成为抗菌

肽研究的热点[12]。基因工程表达抗菌肽常采用融合

表达的方式，可减弱抗菌肽对宿主的毒性，同时提

高一些抗菌肽的表达量和稳定性[13]。类弹性蛋白多

肽(Elastin-like polypeptides，ELPs)来源于弹性蛋白

的疏水区，由五肽重复序列单元(Val-Pro-Gly-Xaa- 
Gly，VPGXG)构成，其中第 4 位氨基酸 Xaa 为除

Pro 以外的任一氨基酸[14]。ELPs 具有温度诱导的反

复相变过程，当环境温度低于该相变温度(Inverse 
transition temperature，Tt)时，ELPs 在水溶液中为高

度可溶；当高于 Tt 时，ELPs 多肽链结构改变，开

始聚集，形成沉淀[15]。利用 ELPs 的反复相变循环

(Inverse transition cycling，ITC)纯化重组蛋白，具

有操作简单、回收率高、蛋白浓度可控等优势，明

显优于色谱等传统蛋白纯化方法，在简化实验步骤

的同时，也极大提高了目标蛋白的纯度[16-17]。 

抗菌肽 YFGAP 是 Seo 等[18]从黄鳍金枪鱼皮酸

化后的提取液中分离出的分子量为 3.4 kD 的多肽，

由 32 个氨基酸组成，含有 2 个酸性氨基酸残基(Asp、

Glu)和 7 个碱性氨基酸残基(包括 3 个 Lys、3 个 Arg
和 1 个 His)。YFGAP 的 N-端和 C-端形成伸展链和

无规则卷曲结构，而中间的氨基酸(13−20)易形成两

亲的 α-螺旋结构，对革兰氏阳性(G+)和革兰氏阴性

(G−)菌表现出强效的抑制作用，不具有溶血活性，

是药物研制、食品和饲料添加剂的理想选择。有关

抗菌肽 YFGAP 的基因表达研究还未见报道。本研

究使用课题组自行设计的 ELP[KV8F-20]作为纯化

标签，研究抗菌肽 YFGAP 在大肠杆菌中的表达，

为抗菌肽 YFGAP 的应用提供前期研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒和菌株：质粒 pET-22b、Escherichia coli 
BL21(DE3)，购自生工生物工程(上海)股份有限公

司；质粒 pUC19-ELP20 为华侨大学张光亚老师惠

赠；迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)和嗜水气单

胞菌(Aeromonas hydrophila)为本实验室保藏；副溶

血弧菌(Vibrio parahaemolyticus MCCC 1A02609)、
创伤弧菌(Vibrio vulnificus MCCC 1H00066)，购自国

家海洋局第三海洋研究所。 
1.1.2  主要试剂和仪器：限制性内切酶(Nde I、Bgl 
I、Hind III、PflM I、Xho I)，购自 Fermentas 公司；

Boine Enterokinase、T4 DNA 连接酶、质粒抽提试

剂盒、胶回收试剂盒，购自生工生物工程(上海)股
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份有限公司；标准蛋白质 Marker (14.4−116 kD)、
SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒，购自碧云天生物技术

研究所；超低分子量蛋白质 Marker I (3.3−22 kD)，
购自中科瑞泰(北京)生物科技有限公司；鲫鱼，市

售；IEC Micromax RF 和 EC Mcromax RF 冷冻离心

机、酶标仪，购自 Thermo Fisher Scientific 公司；

Vivaspin Turbo (MWCO，10 kD，Sartorius)，购自精

艺兴业科技有限公司；其他试剂均为国产或进口分

析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  表达载体的构建：根 据 EK-YFGAP 和

L-EK-YFGAP 的氨基酸序列，以 E. coli 标准密码子

优化设计基因序列，并在基因序列的 5′端引入 Hind 
III 酶切位点，3′端引入 Xho I 酶切位点，化学合成

基 因 序 列 。 用 Nde I 和 Hind III 双 酶 切

pUC19-ELP20，Hind III 和 Xho I 酶切 EK-YFGAP，

Nde I 和 Xho I 酶切 pET-22b，用 T4 DNA 连接酶连

接形成 pET22b-ELP20-EK-YFGAP 并转化至 E. coli 
BL21(DE3)感受态细胞。由于 PflM I 和 Bgl I 是同尾

酶，所以采用 Nde I 和 Bgl I 酶切 pUC19-ELP20，获

得的 ELP20 片段与 Nde I 和 PflM I 酶切后的

pET22b-ELP20-EK-YFGAP 连 接 ， 形 成 pET22b- 
ELP40-EK-YFGAP 。 Hind III 和 Xho I 酶 切

L-EK-YFGAP 和质粒 pET22b-ELP40-EK-YFGAP，

连接后形成 pET22b-ELP40-L-EK-YFGAP，构建的

融合蛋白表达载体如图 1 所示。筛选出的阳性克隆

子进行质粒酶切验证，或由生工生物工程(上海)股
份有限公司测序。 

1.2.2  融合蛋白的表达和纯化：鉴定正确的甘油菌

按照 1:100 (体积比)接种到含 Amp (100 mg/L)的 LB
培养基[17]中，37 °C、200 r/min 培养过夜，次日按

照 1:100 接种到 1 L 含 Amp (100 mg/L)的 TB 培养

基[17]中，37 °C、200 r/min 培养至 OD600 约为 1.5，

加入 IPTG 诱导(终浓度为 0.5 mmol/L) 4 h，4 °C、

6 000 r/min 离心 10 min，弃上清，菌体用 PBS 缓冲

液(pH 7.3，137 mmol/L NaCl，2.7 mmol/L KCl，
10 mmol/L Na2HPO4，2 mmol/L KH2PO4)洗涤 2 次，

然后用 30 mL 预冷的 PBS 缓冲液重悬菌体，置冰浴

中超声破碎(300 W，工作 2 s，间隔 2 s，共 20 min)。
4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，收集上清液。 

融合蛋白纯化采用 ITC 法，即细胞破碎液，冰

浴 15 min，4 °C、12 000 r/min 离心 10 min，保留上

清；向上清液中添加 Na2CO3 溶液至终浓度为

2 mol/L，50 °C 水浴 15 min，12 000 r/min 离心

10 min，弃上清；向沉淀中加入 500 μL 预冷的 PBS
缓冲液充分悬浮沉淀，冰浴 15 min，4 °C、12 000 r/min
离心 10 min；弃沉淀，上清液即为一轮纯化产物。

重复上述纯化步骤，得二轮纯化产物。采用 15%的

SDS-PAGE 检测。 
1.2.3  肠激酶酶切融合蛋白：使用重组牛肠激酶在

25 °C 过夜酶切融合蛋白，酶切体系为：25 mmol/L 
Tris-HCl (pH 7.6)，50 mmol/L NaCl，2 mmol/L CaCl2，
加酶量 10 U/mg 融合蛋白，质量比为 1:500。采用

Vivaspin Turbo 纯化柱，4 °C、12 000 r/min 离心收

集酶切后目标蛋白溶液。采用 Tricine-SDS-PAGE
检测。 

 

 
 

图 1  融合蛋白表达载体示意图 
Figure 1  Schematic representation of the expression vector 
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1.2.4  重组多肽抑菌活性检测：检测重组多肽对 4
种供试菌株的抑制作用。收集对数期细菌细胞，用

新鲜 TSB 培养基[18]稀释至 104−105 CFU/mL。向 96
孔酶标板中加入 100 μL 菌悬液，再加入 100 μL 系

列稀释的重组蛋白溶液，以无菌肠激酶缓冲液为对

照，于 25 °C 恒温培养 16 h。酶标仪测定 600 nm 处

吸收值，50%以上细菌生长被抑制的最低肽浓度定

义为最低抑菌浓度(MIC)[19]。 

1.2.5  重组多肽溶血活性检测：溶血活性根据 Seo
等[18]方法进行测定。采集鲫鱼血液，4 °C、5 700 r/min

离心 5 min，用 PBS 缓冲液洗 3 遍后重悬为 3%的红

细胞悬液。将 100 μL 的红细胞悬液与等体积的不同

浓度的肽混匀，置于 37 °C 孵育 1 h 后，4 °C、

5 700 r/min 离心 5 min。小心吸取上清 100 μL 于 96

孔板内，用酶标仪测 405 nm 处吸光值。红细胞悬液

中添加 0.5%的 Triton X-100 作为最大的溶血率。 

2  结果与分析 

2.1  表达载体的构建 
构建了 pET22b-ELP20-EK-YFGAP、pET22b- 

ELP40-EK-YFGAP 和 pET22b-ELP40-L-EK-YFGAP

表达质粒。采用 Nde I 和 Hind III 双酶切鉴定，琼

脂糖凝胶电泳结果显示，酶切条带大小分别为 740、

810 和 440 bp，与目标基因序列 ELP40-EK-YFGAP、

ELP40-L-EK-YFGAP 和 ELP20-EK-YFGAP 大小吻合

(图 2)。测序结果显示基因序列正确，重组表达载体

构建成功。 

 
 
图 2  表达载体酶切电泳图 
Figure 2  The cleavage map of the expression vector  
Note: M: DNA marker; 1: pET22b-ELP40-EK-YFGAP; 2: 
pET22b-ELP40-L-EK-YFGAP; 3: pET22b-ELP20-EK-YFGAP. 
Digested by Nde I and Hind III. 

2.2  表达蛋白的纯化 
诱导融合蛋白表达，经两次 ITC 循环纯化后，

SDS-PAGE 电泳检测，如图 3 所示。在 25.0 kD 和

27.0 kD 处有明显蛋白条带，与预期融合蛋白

ELP40-EK-YFGAP (E40EY) 和 ELP40-L-EK- 
YFGAP (E40LEY)的大小相符，表明融合蛋白成功

表达。通过两次 ITC 循环可以纯化出目标蛋白，纯

度分别为 69.7%和 50.4%，但依然会有两种杂蛋白

存在。通过第 3 次和第 4 次纯化，SDS-PAGE 检测

发现杂蛋白条带依然存在(结果未列出)，表明该杂

蛋白具有与 ELPs 相似的性质，所以通过 ITC 循环无

法去除。融合蛋白 ELP20-EK-YFGAP (E20EY)无法

正常表达或者表达量较低，通过两次 ITC 纯化后，

在 14 kD 处无明显条带，无法获得较纯的目标蛋白。 

2.3  肠激酶酶切融合蛋白 
采用 15%的 SDS-PAGE 检测酶切后蛋白，如图

4 所示，箭头处融合蛋白条带消失，表明肠激酶可

以成功酶切融合蛋白。经 Vivaspin Turbo 纯化柱纯

化，Tricine-SDS-PAGE 电泳检测，如图 5 所示，在

3.3 kD 和 5.8 kD 之间有单一的条带，为目标蛋白

YFGAP。 

 
 

图 3  SDS-PAGE 分析纯化后融合蛋白 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of the purified fusion 
protein expressed in E. coli BL21(DE3) 
注：M：蛋白分子量标准；1：E20EY 一次纯化产物；2：E20EY

二次纯化产物；3：E40EY 二次纯化产物；4：E40LEY 二次纯

化产物. 
Note: M: Protein molecular weight marker; 1: The fusion protein 
E20EY after first round of ITC; 2: The fusion protein E20EY after 
second round of ITC; 3: The fusion protein E40EY after second 
round of ITC; 4: The fusion protein E40LEY after second round of 
ITC. 
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图 4  SDS-PAGE 分析肠激酶酶切后融合蛋白 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of the purified fusion 
protein cleaved by enterokinase 
注：M：蛋白分子量标准；1：E40EY 酶切后蛋白；2：E40LEY

酶切后蛋白. 
Note: M: Protein molecular weight marker; 1: The fusion protein 
E40EY cleaved by enterokinase; 2: The fusion protein E40LEY 
cleaved by enterokinase. 

 
 

 
 

图 5  Tricine-SDS-PAGE 分析纯化后抗菌肽 YFGAP 
Figure 5  Tricine-SDS-PAGE analysis of the purified 
peptide YFGAP 
注：M：蛋白分子量标准；1：E40EY 酶切纯化后多肽；2：E40LEY

酶切纯化后多肽. 
Note: M: Protein molecular weight marker; 1: The recombinant 
peptide YFGAP after tag romving from E40EY; 2: The 
recombinant peptide YFGAP after tag romving from E40LEY. 

2.4  重组多肽抑菌活性检测 
微量稀释法检测重组抗菌肽 YFGAP 对 4 种病

原菌的抑制作用结果见表 1，抗菌肽 YFGAP 对 4
种供试菌株均有抑制作用。与 Magainin II 相比，抗

菌肽 YFGAP 抑制作用稍弱，但都具有良好的抑制

效果。 

2.5  重组多肽溶血活性检测 
重组抗菌肽 YFGAP 溶血活性如表 2 所示。在

浓度低于 25 mg/L 时，抗菌肽 YFGAP 无溶血活性，

当浓度达到 50 mg/L 时，溶血活性为 5.5%，这与

Magainin II (100 mg/L)的溶血活性相似，该重组抗

菌肽 YFGAP 溶血作用微弱。 

3  讨论 

抗菌肽的来源问题是抗菌肽应用的最大限制

瓶颈，利用基因工程技术表达抗菌肽为实现抗菌肽

的量化制备提供了有效途径。大肠杆菌表达系统具

有培养周期短、表达量高、生产成本低等特点，是 
 

表 1  抗菌肽对不同致病菌的最低抑菌浓度 
Table 1  Antibacterial assay of recombinant YFGAP and 

Magainin II against different pathogenic strains 
最低抑菌浓度 

MIC (mg/L) 
测试菌株 

Tested bacteria 
YFGAP Magainin II

A. hydrophila 50 25 

E. tarda 50 50 

V. parahaemolyticus MCCC 1A02609 50 25 

V. vulnificus MCCC 1H00066 50 25 

 
表 2  抗菌肽溶血活性 

Table 2  Hemolytic activities of the recombinant 
YFGAP and Magainin II 

溶血率 
Hemolysis (%) 

蛋白浓度 
Concentration (mg/L) 

YFGAP Magainin II 

6.25 0 0 

12.50 0 0 

25.00 0 0 

50.00 5.5 0 

100.00 − 5.4 
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生产抗菌肽的一种经济有效的方法[13]。融合表达策

略可以降低抗菌肽对宿主细胞的毒性，提高抗菌肽

表达水平，同时利用融合蛋白中的特异性标签，便

于蛋白的分离纯化[12]。ELPs 由于其纯化方法简单，

已用于抗菌肽的表达与分离，已有文献报道中使用

的 ELPs 大都是 40−150 个重复序列[20-23]。同时研究

表明，在蛋白标签和目标蛋白之间插入 Linker，相

当于标签蛋白与目标蛋白之间的屏障，减小蛋白之

间的相互作用，获得有活性结构域的融合蛋白，同

时有助于提高融合蛋白的表达量[24]。本研究用课题

组自行设计的较短的 ELP[KV8F-20][25]作为纯化标

签，以抗菌肽 YFGAP 为研究对象，将该抗菌肽与

不 同 长 度 的 ELPs (ELP20 、 ELP40) 在 E. coli 

BL21(DE3)中连接，构建 3 种表达载体。另外，在

ELP40 和 EK-YFGAP 之间添加一段刚性 Linker 

(L)[26]，L 为一段五肽重复序列(EAAAK)4，可以形

成 α-螺旋结构，增加了 ELP40 和 EK 之间的空间距

离，以期望减弱 ELPs 对肠激酶酶切位点的空间位

阻效应，提高酶切效率。实验成功地表达出两种融

合蛋白，如表 3 所示，经两轮 ITC 纯化，可以从 1 L

发酵液中获得 389 μg E40EY 和 986 μg E40LEY，纯

度分别为 69.7%和 50.4%。纯化后 E40LEY 的蛋白

量为 E40EY 的 2.5 倍，但是酶切去除 ELPs 标签得

到的抗菌肽 YFGAP 较少(表 3)。推测原因可能是在

蛋白标签 ELPs 和目标蛋白 YFGAP 之间插入刚性

的 L，提高了蛋白的表达量，但刚性的 L 对肠激酶 

表 3  蛋白表达量分析 
Table 3  Yield of the recombinant protein 

蛋白含量 a 
Total proteina 

纯化步骤 
Purification step 

E20EY E40EY E40LEY

Sonicated supernatant (mg) 225.6 295.2 255.5

ITC purification (first round, mg)  27.3 18.2 22.3

ITC purification (second round, μg) 270 389 986

Proteolytic cleavage (YFGAP, μg) − 33 18

注：a：Bradford 法分析蛋白表达量(1 L 发酵液，5.5−6.5 g 菌体

湿重). 
Note: a: Protein concentration was determined by Bradford protein 
assay (Based on 1 L of bacterial culture, 5.5−6.5 g wet weight). 

与其切割位点的结合有阻碍作用，导致酶切效率低

下。另外，经过两次 ITC 纯化后，依然有杂蛋白存

在。实验中通过增加纯化次数也无法去除杂蛋白，

说明该蛋白具有与 ELPs 融合蛋白相似的性质，增

加纯化次数依然无法去除[23]。但是，杂蛋白不会影

响后续酶切实验。而无法纯化出 E20EY，可能是由

于蛋白的表达量低[27]，且 ELPs 的相变温度受溶液

的 pH、离子强度以及自身共价修饰的影响，导致较

短的 ELPs 融合蛋白的 Tt 升高[28]，无法常温离心获

得 E20EY。肠激酶酶切融合蛋白后，经 Vivaspin 

Turbo 纯化柱纯化，可得到天然氮端的高纯度抗菌

肽 YFGAP ， 抑 菌 实 验 证 明 重 组 抗 菌 肽 对 A. 

hydrophila、E. tarda、V. parahaemolyticus MCCC 

1A02609 和 V. vulnificus MCCC 1H00066 均有抑制

效果，溶血活性极低。 

本文构建了一种以非色谱分离纯化方式得到

高纯度重组 YFGAP 的方法，既解决了抗菌肽在表

达过程中对宿主的毒害和表达产物易分解的问题，

同时也解决了纯化方法繁琐、裂解后融合标签蛋白

不易去除等问题。课题组探索了 ELP20 和 ELP40

对抗菌肽 YFGAP 分离纯化的影响，发现较短的

ELP20 不利于该抗菌肽的表达纯化，但 ELP40 可以

成功纯化出目标蛋白。连接了刚性 L 可以提高融合

蛋白的表达量，但是会阻碍肠激酶酶切作用，不利

于重组多肽 YFGAP 的释放。后续将对融合蛋白的

表达和纯化进行优化，期望进一步提高重组多肽的

表达量。本研究为大规模、低成本制备抗菌肽

YFGAP 及其他抗菌肽提供了切实可行的方法。 
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