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　　[摘　要 ]　人工设计并合成了抗菌肽B 基因的 4个寡聚核苷酸片段,通过重叠区扩增法,扩增出了相当于抗

菌肽基因全长的寡聚核苷酸片段。经克隆测序,证明成功地实现了抗菌肽基因的人工合成、拼接和克隆。
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　　昆虫抗菌肽是昆虫血淋巴中产生的一类小分子

肽,当昆虫受到外界微生物的刺激时,可大量迅速地

产生。抗菌肽具有热稳定性强、抗菌谱广的特点,可

抗革兰氏阳性菌,也可抗革兰氏阴性菌,有些甚至对

病毒和肿瘤具有抗性[1 ] ,抗菌肽B 是已分离的众多

抗菌肽中抗性较强的一种[2 ]。近年来,一些动物中也

发现了抗菌肽的存在。因此,抗菌肽可用于植物及人

体的抗细菌感染中,从而使抗菌肽再次成为分子生

物学的研究热点[3, 4 ]。从昆虫中克隆或人工合成抗菌

肽基因是利用的前提,本研究报道了一种合成和克

隆抗菌肽B 基因的新方法。

1　材料与方法

1. 1　基因片段合成

　　根据天蚕抗菌肽B 的氨基酸序列[5 ] ,利用植物

偏爱密码子设计抗菌肽B 基因序列。将整个基因划

分为A、B、C、D 4 个片段, 由上海生物工程公司合

成,并经 PA GE 纯化。

1. 2　PCR 扩增

基因片段合成纯化后,稀释成 10 Λmo löL 备用。

第 1次 PCR 反应时,在 20 ΛL 反应体系中,加入A、

C 或B、D 片段各 2 ΛL , 15 mmo löL M gC l2 2. 7 ΛL ,

Pfu DNA 聚合酶 0. 5 ΛL , 10×PCR Buffer 2 ΛL , 2

mmo löL dN T P s 2 ΛL , 加 H 2O 补足 20 ΛL ; 第 2 次

PCR 反应时,取第 1次 PCR 反应液 0. 5 ΛL 为模板,

加入A、D 片段各 2 ΛL , 其他同第 1 次反应。两次

PCR 条件均为 94 ℃, 1 m in; 50 ℃, 2 m in; 72 ℃, 2

m in,循环 35次,最后 72 ℃延伸 10 m in, 4 ℃保存。

1. 3　扩增产物回收

PCR 反应完成后,取 5 ΛL 于质量分数 15%的

PA GE 胶上电泳,确认扩增是否成功,剩余部分用异

丙醇沉淀回收,加入 10 ΛL H 2O 溶解备用。

1. 4　扩增片段克隆及序列分析

回收产物经浓度标定后,以回收片段与pU Cm 2
T 载体 3∶1的摩尔比加入连接体系,其中载体用量

50 m g, 10×连接酶 buffer 1 ΛL (购自华美公司) ,连

接酶 0. 5 ΛL (购自华美公司) , 12 ℃连接过夜。连接

产物经 65 ℃灭活 10 m in 后, 转化感受态细胞

DH 5Α。经蓝白菌落筛选后,挑取白色菌落,以碱裂解

法少量提取质粒DNA ,初步确定重组菌落后,由上

海生物工程公司测序。除特别说明外,本研究所用试

剂均为上海生物工程公司产品。

2　结果与分析

2. 1　基因设计

　　根据天蚕抗菌肽B 氨基酸序列[5 ] ,选用植物偏

爱密码子,借助计算机设计了天蚕抗菌肽B 基因的

碱基序列。其结构基因部分长度 108 bp , 5′端设计了

X baÉ、B am H É 2个限制性内切酶位点,加 1 个起

始密码子A T G;在结构基因的 3′端添加了 2个终止

密码 TAA [5 ] , 并设计了 S acÉ 限制性内切酶位点,

这样序列全长 135 bp ,见图 1。

2. 2　基因合成

采用重叠区扩增法合成,基本流程见图 2。
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图 1　抗菌肽基因设计及片段划分

F ig. 1　Gene fragm ents designed to be syn thesised

图 2　重叠区扩增法设计示意图

F ig. 2　Gene sp licing m ethod of overlap ex tension

　　在第 1 次 PCR 反应中, A 与 C, B 与D 分别退

火后,在 Pfu DNA 聚合酶作用下延伸, 延伸产物又作

为下一个 PCR 循环的模板, 扩增出分别包含A、C 和

B、D 及互补序列的两种双链片段。在第 2次 PCR 反应

中,第 1次 PCR 反应的两种产物退火延伸后作为 PCR

模板,在A、D 引物存在时扩增出包含A、B、C、D 及互

补序列的一种双链片段。从而实现A、B、C、D 4个片段

的拼接。经重叠 PCR 后, PCR 产物经非变性 PA GE

电泳,扩增出了大约 130 bp 的目的片段 (图 3)。

2. 3　基因克隆及序列分析

扩增产物经回收纯化后,克隆到pU Cm 2T 载体

上,经蓝白筛选,挑取白色的重组菌落并提取质粒,

对重组质粒进行测序,测序结果与设计结果完全一

致 (图 4)。

图 3　重叠扩增后扩增产物电泳结果

F ig. 3　PCR resu lts of overlap ex tension
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图 4　重组质粒测序结果 (下划线部分为目的序列)

F ig. 4　Sequence resu lts of recom binan t p lasm id

(underlined is the in teresting fragm ent)

　　以上结果表明,本研究已成功地合成抗菌肽B

基因,为构建基因的表达载体进一步用于植物抗病

基因工程奠定了基础。

3　讨　论

重叠区扩增法最初是用来在 PCR 产物中间引

入突变的一种方法[6, 7 ]。作为DNA 重组的方法,该

方法在缺少内切酶位点的片段中引入突变十分有

效,在DNA、蛋白质工程方面已有应用的报道[8～ 10 ]。

目前,随着DNA 合成技术的不断进步,基因合成已

经成为获得已知基因的重要手段。基因合成过程中,

常规的方法是利用适宜的酶切位点进行拼接,或采

用点突变的酶切位点进行连接,然后进行点突变修

正,但这种方法受到如目的基因缺少适宜酶切位点

等限制。灵活应用重叠区扩增法可以解决该问题,本

研究用该方法成功获得了抗菌肽B 基因,也为应用

这一方法进行其他目的基因的合成提供了新的思

路。
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Syn thesis and clon ing of an t ibacteria l pep t ide B (cecrop in B )
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Abstract: D esigned and syn thesised 4 fragm en ts of an t ibacteria l pep t ide B gene, then these fragm en ts

w ere com b inated in to one expected fragm en t by the m ethod of gene sp licing by overlap ex ten sion (gene

SO E ing). T he in terested fragm en t w as cloned and sequenced and show ed a good resu lt as expected.
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