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微生物源抗菌肽表达系统研究进展及改造策略
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摘 要:针对抗菌肽的生物活性、重组表达系统以及分子改造设计进行了回顾总结,提出了抗菌肽
研究及技术开发领域目前存在的问题,包括抗菌活性较弱、生物合成效率不高、选择性差等。同时
提出分子改造是提高抗菌活性和选择性的有效策略,而优化重组表达系统是提高生物合成效率的
关键途径。认为针对抗菌肽的研究和开发,一方面会深化人类对于抗菌肽的结构与抗菌性、选择
性、毒性关系的认识,深化对重组表达系统关键步骤及调控机理的认识,具有显著的科学意义;另一
方面,由于抗菌肽独特的抗菌机制,不易产生耐药性,对抗菌肽的研发将会大大推动其在药品、食
品、化妆品、饲料等领域的应用。
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Abstract:Inthispaper,areviewonantimicrobialpeptides,includingthebioactivity,recombinantexpressionsystemand
moleculartransformationstrategy,isprovided.Themainproblemsinthefieldsofantimicrobialpeptidesareputout,including
lowantibacterialactivity,smallproductivity,andweakselectivity.Itisconsideredthatmolecularstructuremodificationisa

validstrategytoenhanceitsantibacterialactivityandselectivity.Optimizationofrecombinantexpressionsystemwouldbethe

keywaytoimproveproductivity.Ononehand,theresearchanddevelopmentonantibacterialpeptideswillstrengthenthe

knowledgeontherelationshipbetweenstructureandfunction,includingselectivity,antibacterialactivityandtoxicity,andthe

regulationstrategiesongeneexpressionsystem,bothofwhichshowsignificantscientificimportance.Ontheotherhand,
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antimicrobialpeptidesseldomshowsdrugresistancebecauseofitsantibacterialmechanism,andtheresearchanddevelopment

onantibacterialpeptideswillpromotegreatlyitsapplicationinthefieldsoffood,pharmaceuticals,cosmetics,andfeedindus-

try,etc.

Keywords:proteinengineering;antimicrobialpeptides;biologicalactivity;expressionsystem;recombinantexpression;mo-
leculartransformation

  抗生素依赖于单一酶参与的代谢调控途径,容易使细菌产生耐药性,长期服用会引起机体产生严重的抗

药性[1]。抗菌肽(antimicrobialpeptides,AMP)作为生物合成的先天免疫成分,凭借其种类多样、安全无害

而被认为是传统抗生素的替代品[2],具有热稳定性、耐受性、pH值稳定性、消化酶稳定性等生物学特性。抗

菌肽是一类携带正电荷、具有广谱抗菌能力且不易产生抗药性的小分子多肽类物质[3],大部分抗菌肽分子质

量小,由12~50个氨基酸残基组成,具有两亲性特征[4],部分抗菌肽具有靶向性。抗菌肽在自然界中分布广

泛,原核和脊椎动物体内都有发现[5],同时在线数据库(http://aps.unmc.edu/AP/main.php)共记录有2971
种抗菌肽,主要来源于动植物、细菌、真菌、古细菌和原生生物,按其结构特性进行分类,主要有α-螺旋类、β-
折叠类、片层结构类和环状结构类抗菌肽[6]。

目前,获得抗菌肽的方法主要有直接提取法、化学合成法以及基因工程法。从生物体内直接分离、纯化

得到的抗菌肽浓度低,操作程序复杂,成本高,工艺流程中的强酸、强碱和有机溶剂会产生较大的污染。而化

学合成法不仅成本高、耗时长,合成目标肽的结构和生物活性也得不到保证。基因工程法已经成为获取抗菌

肽的主要途径之一,除少数采用动植物表达系统外,其余大部分均采用细菌和酵母表达系统。研究能够高效

表达、并且对宿主无抑制作用的微生物表达系统及其改造成为近年来抗菌肽领域的重点。本文对不同微生

物来源的抗菌肽及其生物活性、靶向性、重组表达系统、分子改造设计的研究进行综述,以期为今后抗菌肽的

研究提供理论基础。

1 抗菌肽的生物活性及靶向性

抗菌肽的抗菌机制主要是其自身结构与细菌细胞膜上的离子产生静电作用,通过相互吸引与细菌细胞

膜结合,抗菌肽转化为二级结构,平行或垂直于细胞膜,再通过毯式模型(Carpetmodel)、桶板模型(Barrel-

stavemodel)或环形孔洞模型(Torodialporemodel)穿透细胞膜(见图1),形成的这种离子通道使膜内的大

量内容物外流,从而发挥抑菌作用。除此之外,抗菌肽还具有抵抗真菌和病毒的活性,对肿瘤细胞、原生生物

和寄生虫均有杀伤破坏能力,同时具有抗内毒素、促进伤口愈合等免疫调节活性。

尽管抗菌肽优点众多,但自身的一些特性仍然限制了其应用的范围。抗菌肽具有一定的溶血性,在高浓

度的环境中,阳离子抗菌肽会与带有负电荷的细菌细胞膜产生接触。在动物细胞环境中,抗菌肽能够损伤哺

乳动物细胞,造成细胞自溶。高浓度的抗菌肽对宿主细胞会产生抑制作用[7],靶性抗菌肽的能够克服对普通

菌群包含宿主细胞的抑制或杀伤作用,对目标细菌的治疗更具高效性。革兰氏阴性菌的脂多糖(LPS)是细

菌外壁层中特有的一种化学物质,是细菌内毒素的主要成分,是一类重要的信号分子。FRECER等[8]设计

并合成了针对LPS的抗菌肽,属于环状阳离子多肽,对LPS和LA均有辨识能力;多肽含有相同的两亲性序

列,能够与LPS或LA结合,在Cys1—Cys19之间形成二硫键以及β-发夹结构;LPS-targeted及其拟肽对革

兰氏阴性菌有很好的选择性作用。CHOU等[9]设计的抗菌肽GW-Q4,GW-Q6和GW-H1抑菌活性明显高

于天然抗菌肽magainin2a与pleurocdin,人工设计合成的抗菌肽所具有的螺旋结构能够特异识别Vibrio-

spp,为海洋病原菌提供了一类新的靶向药物。

2 微生物源抗菌肽的重组表达系统

2.1 原核重组表达系统

原核表达系统是最早采用的表达系统。原核生物具有诸多优点,能够高效地将克隆载体转化细菌进行
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图1 抗菌肽的抗菌机制
Fig.1 Antibacterialmechanismofantimicrobialpeptides

诱导表达,进而纯化获得目的蛋白。宿主菌主要有大肠杆菌(Escherichiacoli)和枯草芽孢杆菌(Bacillus
subtilis),常用的表达载体有pET,pTrc,pLex,pGEX,pQE等。

2.1.1 大肠杆菌表达系统
大肠杆菌表达系统是目前最成熟的抗菌肽表达系统[10]。该系统在表达过程中具有一定的难度,大肠杆

菌作为原核生物表达时容易形成包涵体,影响后期的分离和纯化,需要进行复性处理,系统也缺乏翻译后的
加工修饰系统。宿主细胞表达的抗菌肽产物会反馈抑制宿主细胞的增殖,从而影响到系统的表达量。大肠
杆菌表达多为阳离子肽,本身具有大量的正电荷,对蛋白酶较敏感易造成酶解,而降低表达量,因此抗菌肽通
常以融合蛋白的方式进行表达,且具有生物活性[11]。

分子伴侣作为纯化标签可以减少包涵体的形成,同时促进目标蛋白的可溶性表达。这些标签蛋白有谷
胱甘肽转移酶(GST)[12]、麦芽糖结合蛋白(MBP)[13]、绿色荧光蛋白(GFP)[14]、小泛素相关修饰物(SU-
MO)[15]和硫氧化还原蛋白(Trx)[16]。GST标签相对分子质量为26kD[17],可促进融合蛋白的可溶性表达,

若目标蛋白为非水溶性蛋白,需先变性溶解后才能用 GST亲和柱纯化。MBP标签相对分子质量为40
kD[16],使用时先用交联淀粉亲和层纯化,再用专一性蛋白酶切割融合蛋白。GFP标签相对分子质量为2.6
kD,当GFP表达温度高于30℃时,就能形成大量包涵体,因此可用来生产包涵体或融合蛋白表达的小分子
蛋白标签[18]。SUMO标签相对分子质量为12kD,由于其分子质量小,因而有利于保留抗菌肽的天然活性,

增加目标蛋白在融合蛋白中的比例,是一种新型的标签蛋白。除了上述标签蛋白被报道使用之外,NUSA
(55kD)、ubiquiti(UB,8kD)等标签蛋白也被用于大肠杆菌系统的表达中。研究中发现一部分分子伴侣可
以促进包涵体的形成,这些蛋白标签主要包括PurF片段(16.3kD)、PaP3.30(17.6kD)和TAF12组蛋白折
叠结构域(8.4kD)等。形成的包涵体能够保护融合表达的抗菌肽,防止被降解而且可以进行快速纯化。

分子质量小的抗菌肽增加了分离、纯化和检测的难度,串联表达不仅适用于真核表达系统,还可弥补原
核表达系统对目标蛋白回收率低的不足,获得的重组蛋白通过切割仍具有抑菌活性。如按密码子使用频率
对抗菌肽Spinosan-C进行优化,设计合成8拷贝的串联8×Spinosan-C基因,转化到大肠杆菌表达载体

pET-28a中进行克隆,再在Rosetta中进行原核表达,获得重组蛋白,切割获得的单体仍能抑制枯草芽孢杆
菌和大肠杆菌的生长[19]。

2.1.2 枯草芽孢杆菌表达系统
枯草芽孢杆菌是一种表达稳定、生产成本低、无污染、在工业酶和饲用酶工业发酵中应用广泛、具有良好

前景的基因工程受体菌。目前B.Subtilis168基因组已经完成测序,相关基因组被发表,这为枯草芽孢杆菌
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菌株改造和工程菌的构建提供了极大的帮助。与大肠杆菌表达系统相比,该系统具有较强的蛋白分泌能力,

可直接分泌到细胞体外,有利于收集、分离和纯化目标蛋白,大大降低了成本。如抗菌肽Fowlicidin-3在枯

草芽孢杆菌中高效表达,抑菌实验表明6种临床分离菌株的 MIC值为11~16μg/mL
[20]。但枯草芽孢杆菌

在培养过程中会分泌降解活性很强的蛋白酶,从而降低表达产物的稳定性,获得的重组蛋白量小于大肠杆菌

表达系统,适用的载体数量也少于大肠杆菌表达系统。目前,该系统主要用来防护和治疗植物病害,对人类

和动物疾病的应用较少。

2.1.3 蓝藻表达系统

蓝藻的遗传背景简单,对生长环境要求低,人工培育时对培养基的污染小,适合规模化生产,是一种具有

微生物和植物优点的基因工程的受体。应用的表达宿主主要有鱼腥藻、集胞藻、聚球藻和点形念球藻。其中

hSM-CSF造血刺激因子是最早在蓝藻系统中成功表达的外源蛋白。与大肠杆菌表达系统相比,蓝藻表达系

统不含内毒素,不容易产出包涵体,便于纯化。蓝藻的优势明显,可能成为比大肠杆菌与酵母等宿主更理想

的表达系统[21]。

2.2 真核重组表达系统

真核表达系统主要有毕赤酵母表达系统与酿酒酵母表达系统两大成熟系统,以及目前处于热门的莱茵

衣藻表达系统。酵母作为真核表达系统的主要宿主菌,包括毕赤酵母(Pichiapastoris)、酿酒酵母(Saccha-
romycescerevisiae)、乳酸克鲁维酵母(Kluyveromyceslactis)和多形汉逊酵母(Hansenulapolymorpha)

等,表达载体有pPIC9K,pPIC3.5,pGAPZa,pPICZa等。酵母表达系统得益于酵母单细胞真菌的特性,具有

繁殖速度快、基因组小的特点,表达产物能够糖基化、分泌表达,并且表达量高,可弥补原核系统不能进行蛋

白折叠和翻译后修饰的不足,使获得的目标蛋白更容易纯化,操作简单,生产成本低,适用于大批量发酵工

艺,是一种具有商业价值的真核表达系统。

2.2.1 毕赤酵母表达系统

外源线性DNA通过同源重组可直接整合到毕赤酵母基因组以获得稳定遗传的菌株[22],不仅拥有高效

表达的启动子,还能将表达的目标蛋白分泌到胞外,便于后续的分离纯化[23],并且具有产量高和遗传稳定的

特点,至今有500多种外源蛋白在该系统中获得高效表达。如利用毕赤酵母密码子的偏爱性,人工合成多聚

阳离子抗菌肽与多聚阴离子抗菌肽的DNA序列,并将其克隆到pPIC9表达载体上,将表达质粒pPIC9-

PCAP在GS115中,利用0.5%(体积分数)的甲醇进行诱导表达多聚阳离子抗菌肽(poly-cationicantibacte-

rialpeptide,PCAP)[24]。但甲醇易爆、有一定毒性,在用甲醇做诱导剂时存在危险性。与原核表达系统相比,

毕赤酵母自身含有过氧化物酶,不会随着表达目标蛋白的增加而对自身产生毒害作用。如 HD5α对原核宿

主菌有毒害作用,而在毕赤酵母中可高效表达[25]。与酿酒酵母表达系统相比,毕赤酵母表达的外源蛋白不

易过度糖基化,抗原性相对较弱,更适合临床应用。

2.2.2 酿酒酵母表达系统

酿酒酵母表达系统已有30多年的研究历史,不仅具有真核重组表达系统的优点,还是一种安全、无污

染、能使用强启动子获得高表达量的真核表达系统。真核表达质粒 M-pYES2-α-LfcinB在酿酒酵母宿主菌

INVScl中的高效表达,为葡萄糖抑制效应提供了实验基础。但酿酒酵母在发酵过程中产生乙醇,会影响菌

群数量,使目标蛋白产量下降[26],且表达质粒不稳定、外源蛋白易于过度糖基化、分子质量大的外源蛋白表

达效率低、信号肽加工不完全等,这些都限制了其规模化生产。

2.2.3 莱茵衣藻表达系统

莱茵衣藻作为一种单细胞、带有鞭毛的真核生物,其生长周期短、生长迅速,并且培养条件简单、光合效

率高,有着“光合酵母”之称。其生物学特性是可以短时间内获得大量遗传稳定的转基因后代,并为遗传学分

析提供便利条件。目前多采用表达基因串联得到重组质粒,进行异源表达,且表达量占据细胞蛋白总量的

0.31%。与酿酒酵母和毕赤酵母相比,莱茵衣藻表达稳定,如 MytichA在pBluescriptⅡSK+上进行三片段

串联后构建的载体在细胞内高效稳定表达,这一结果为抗菌肽的获取以及具有抗菌活性的饵料藻的生产和
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应用提供了新途径[27]。

3 抗菌肽的分子改造设计

3.1 替换氨基酸残基

替换氨基酸残基是一种高效、简单的分子改造设计方法,在保证原有天然抗菌肽结果的基础上,对某些

位置的氨基酸进行替换,从而改变其理化性质和空间结构,可获得活性较高的新型抗菌肽衍生物[28]。增加

抗菌肽母肽序列中色氨酸(Trp)的比例,可提高其抗G-的活性[29-30]。将天然抗菌肽chensinin-1序列中的

甘氨酸(Gly)替换成Trp,即为突变体 MC1-1。研究发现,MC1-1对部分菌种的 MIC值明显下降,突变体

MC1-3在MC1-1基础上将组氨酸(His)替换成精氨酸(Arg),其MIC值高于MC1-1[31]。对抗菌肽多肽链上

的氨基酸进行替换,有利于揭示结构和抑菌活性间的关系,为进一步阐明抗菌机理提供指导。

3.2 截取短序列抗菌肽

有些天然抗菌肽氨基酸分子质量较大、数量多、成分复杂,影响后期的分离、纯化和生产。对这些抗菌肽

的结构和活性进行分析后发现,截取多肽链某一部分后,其抗菌活性并没有降低,若只生产具有抗菌活性的

多肽分子,不仅降低成本,也便于生产、提高产量。截取抗菌肽PMAP-36N端16个氨基酸残基后仍具有完

美的两亲性。两亲性是衡量抗菌肽活性的重要参数之一,完美的两亲性对抗菌肽的活性有促进作用,但细胞

毒性也会相应增加。抗菌肽的分子改造要综合多个因素,才能在原有基础上研制出优良的抗菌肽[32]。

3.3 改变短肽的结构参数

抗菌肽的电荷量和亲、疏水性等理化参数对抗菌活性具有重要的调节作用。在一定范围内,增加抗菌肽

携带的正电荷量,有利于增强抗菌肽的抗菌活性,但携带的正电荷过多会导致抗菌肽与磷脂头部结合过牢,

使其穿膜效率下降,抗菌肽的抗菌活性也随之减弱。此外,疏水性和亲水性的比例也影响抗菌肽的生物活

性。疏水性过低,导致抗菌肽的脂亲和能力下降,使得短肽远离疏水性的细胞膜;疏水性过高会使细胞毒性

增强,并引起短肽自身发生聚合效应,也会使抗菌活性下降。因此,要适当增加抗菌肽的疏水性。在抗菌肽

LGR16多肽链的亲水面设计Arg,疏水面设计亮氨酸(Leu)和缬氨酸(Val),有助于降低其溶血活性[33]。对

抗菌肽V13KL序列亲、疏水性与抗菌活性关系的研究发现,用疏水值高的Leu替换或减少疏水值低的丙氨

酸(Ala)的比例,均可增加多肽链的疏水性,但疏水性越高,抗菌肽的溶血性也越高,因此要保持适当疏水值,

才能更好地利用抗菌肽的抗菌活性[34]。

3.4 合成杂合肽

对不同抗菌肽的功能区域和抗菌活性的研究发现,截取2种或2种以上抗菌肽的功能区域,然后进行拼

接,得到的新型杂合抗菌肽具有多种抗菌肽的优点,且毒性小,抗菌活性高。如:抗菌肽CecropinA的第1~

8个氨基酸和 Magainin2的第1~12个氨基酸进行拼接后,不仅增加了表达的稳定性,杂合肽的抗菌活性也

得到了提高[35]。将CecropinA和CecropinB的第1~7个氨基酸分别与Melittin的第4~11个氨基酸拼接

得到CAM和CBM,这两种不同的杂合肽不仅具有原抗菌肽的特征,同时溶血活性也变弱了[36]。将抗菌肽

bovinelactoferricin(LB)与progetrin(PG)的功能区域进行拼接,得到的杂合肽LB-PG的细胞毒性下降,抗

菌活性明显变强[37]。

4 问题和展望

抗菌肽作为天然免疫系统的重要组成部分,对机体感染和炎症有重要的预防和治疗作用。围绕抗菌肽

的研究虽然有了很大发展,但是仍然存在一些问题。

1)与传统抗生素相比,抗菌肽的抗菌活性一般较弱。

2)抗菌肽的生物合成效率不高。使用原核表达系统表达时,抗菌肽对宿主菌的蛋白酶敏感,容易被蛋

白酶分解。真核表达系统虽然弥补了原核表达系统中蛋白折叠和翻译修饰的不足,但酵母系统的制作周期

较长,多拷贝和高表达量宿主菌的筛选有相当的难度,导致抗菌肽的生物合成效率难以提高。
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3)选择性差,某些抗菌肽毒性较强。随着对抗菌肽结构、功能的不断深入了解,对抗菌肽的结构进行分

子改造成为可能,降低抗菌肽的毒性以及增加抗菌肽对宿主的选择性成为新的研究方向[38]。提高对细菌的

选择性以及对肿瘤的靶向性是目前抗菌肽研究的另一热门领域。目前,抗肿瘤肽主要有线性AMPs、杂合肿

瘤肽和人工合成的抗肿瘤肽、α-螺旋AMPs和β-折叠AMPs几类。

抗菌肽具有良好、广谱的抗菌活性,不易产生耐药性,并且几乎没有副作用,可望成为抗菌、抗病毒和抗

癌症的新型药物。此外,在食品、化妆品和饲料生产领域上的推广应用,也使抗菌肽展现出独特的商业价值。

因此,对抗菌肽的研发不仅具有突出的科学意义,而且具有广阔的应用前景。

参考文献/References:

[1] JOHNJJ,STEEDLL.Antibioticresistance:Aclinicaldangerbeyond2013[J].JournaloftheSouthCarolinaMedicalAssociation,

2013,109(2):54-58.

[2] HEE-KYOUNGK,CHEOLMINK,CHANGHOS,etal.Thetherapeuticapplicationsofantimicrobialpeptides(AMPs):Apatent

review[J].JournalofMicrobiology,2017,55(1):1-12.

[3] SUNYazhou,ZHOUYahui,LIUXiao,etal.AntimicrobialactivityandmechanismofPDC213,anendogenouspeptidefromhuman

milk[J].BiochemicalandBiophysicalResearchCommunications,2017,484(1):132-137.

[4] TANIGUCHIM,OCHIAIA,KONDOH,etal.Pyrrhocoricin,aproline-richantimicrobialpeptidederivedfrominsect,inhibitsthe

translationprocessinthecell-freeEscherichiacoliproteinsynthesissystem[J].JournalofBioscienceandBioengineering,2016,121(5):

591-598.

[5] LEEJK,PARKSC,HAHMKS,etal.Ahelix-PXXP-helixpeptidewithantibacterialactivitywithoutcytotoxicityagainstMDRPA-

infectedmice[J].Biomaterials,2014,35(3):1025-1039.

[6] BARCHINGERSE,ADESSE.Regulatedproteolysis:ControloftheEscherichiacoliσ(E)-dependentcellenvelopestressresponse[J].

SubcellularBiochemistry,2013,66:129-160.

[7] SONGJ,ZHANGW,KAIM,etal.Designofanacid-activatedantimicrobialpeptidefortumortherapy[J].MolecularPharmaceutics,

2013,10(8):2934-2941.

[8] FRECERV,HOB,DINGJL.Denovodesignofpotentantimicrobialpeptides[J].AntimicrobialAgentsChemotherapy,2004,48(9):

3349-3357.

[9] CHOU H T,KUO TY,CHIANGJC,etal.Designandsynthesisofcationicantimicrobialpeptideswithimprovedactivityand

selectivityagainstVibriospp.[J].InternationalJournalAntimicrobialAgents,2008,32(2):130-138.

[10]MUSAM,RADMANM,KRISKOA.DecreasingtranslationerrorrateinEscherichiacoliincreasesproteinfunction[J].BMCBiotech-

nology,2016,19(21):16-28.

[11]HERBELV,SCHAFERH,WINKM.Recombinantproductionofsnakin-2(anantimicrobialpeptidefromtomato)inE.coliandanaly-

sisofitsbioactivity[J].Molecules,2015,20(8):14889-14901.

[12]SUNYan,LIQian,LIZhi,etal.Molecularcloning,expression,purification,andfunctionalcharacterizationofpalustrin-2CE,ananti-

microbialpeptideofRanachensinensis[J].Bioscience,Biotechnology,andBiochemistry,2012,76(1):157-162.

[13]陈爱春,彭伟,汪生鹏.亲和标签在重组蛋白表达与纯化中的应用[J].中国生物工程杂志,2012,32(12):93-103.

CHENAichun,PENGWei,WANGShengpeng.Progressintheapplicationofaffinitytagsfortheexpressionandpurificationofrecombi-

nantproteins[J].ChinaBiotechnology,2012,32(12):93-103.

[14]SKOSYREVVS,KULESSKIYEA,YAKHNINAV,etal.ExpressionoftherecombinantantibacterialpeptidesarcotoxinIAinEsch-

erichiacolicells[J].ProteinExpressionandPurification,2003,28(2):350-356.

[15]LIJianfeng,ZHANGJie,ZHANGZhen,etal.SUMOmediatingfusionexpressionofantimicrobialpeptideCM4fromtwojoinedgenes

inEscherichiacoli[J].CurrentMicrobiology,2011,62(1):296-300.

[16]LIBaocun,ZHANGShuangquan,DANWenbing,etal.ExpressioninEscherichiacoliandpurificationofbioactiveantibacterialpeptide

ABP-CM4fromtheChinesesilkworm,Bombyxmori[J].BiotechnologyLetters,2007,29(7):1031-1036.

[17]LIYifeng.CarrierproteinsforfusionexpressionofantimicrobialpeptidesinEscherichiacoli[J].BiotechnologyandAppliedBiochemis-

try,2009,54(1):1-9.

[18]SOUNDRARAJANN,CHOHS,AHNB,etal.Greenfluorescentproteinasascaffoldforhighefficiencyproductionoffunctionalbac-

teriotoxicproteinsinEscherichiacoli[J].ScientificReports,2016,6:20661.

[19]刘悦,詹忠根,朱兵,等.棘胸蛙抗菌肽Spinosan-C的串联表达与活性检测[J].生物工程学报,2018,34(1):132-139.

954



河 北 科 技 大 学 学 报 2019年

LIUYue,ZHANZhonggen,ZHUBing,etal.TandemexpressionandactivitydeterminationofantibacterialpeptideSpinosan-Cfrom

Paaspinosa[J].ChineseJournalofBiotechnology,2018,34(1):132-139.

[20]曲小露,张福欣,王述柏,等.抗菌肽Fowlicidin-3在枯草芽孢杆菌中表达及活性研究[J].黑龙江畜牧兽医,2017(18):143-146.

[21]BERLABM,SAHAR,IMMETHUNCM,etal.Syntheticbiologyofcyanobacteria:Uniquechallengesandopportunities[J].Nucleic

AcidsResearch,2013:10.3389/fmicb.2013.00246.

[22]VOGLT,GEBBIEL,PALFREYMANRW,etal.Effectofplasmiddesignandtypeofintegrationeventonrecombinantproteinexpres-

sioninPichiapastoris[J].AppliedandEnvironmentalMicrobiology,2018,84(6):1-37.

[23]XIANGLa,WANGQinhong,ZHOUYuling,etal.High-levelexpressionofaZEN-detoxifyinggenebycodonoptimizationandbiobrick

inPichiapastoris[J].MicrobiologicalResearch,2016,193:48-56.

[24]李青,周晓宏.新型生物防腐剂———多聚阳离子抗菌肽在毕赤酵母中的表达[J].食品科学,2013,34(5):161-166.

LIQing,ZHOUXiaohong.ExpressionofpolycationicantibacterialpeptidesinPichiapastoris[J].FoodScience,2013,34(5):161-166.

[25]WANGAiping,WANGSong,SHENMingqiang,etal.Highlevelexpressionandpurificationofbioactivehumanalpha-defensin5mature

peptideinPichiapastoris[J].AppliedMicrobiologyBiotechnology,2009,84(5):877-884.

[26]MATTANOVICHD,BRANDUARDIP,DATOL,etal.Recombinantproteinproductioninyeasts[J].MethodsinMolecularBiology,

2012,824:329-358.

[27]MUFeiyun,LIHui,HUZhangli.ExpressionoftandemrepeatcecropinBinchlamydomonasreinhardtiianditsantibacterialeffect[J].

ProgressinBiochemistryandBiophysics,2012,39(4):344-351.

[28]SUNShiyu,ZHAOGuangxu,HUANGYibing,etal.Enantiomericeffectofd-aminoacidsubstitutiononthemechanismofactionof

α-helicalmembrane-activepeptides[J].InternationalJournalofMolecularSciences,2018,19(1):67.

[29]TRIPATHIAK,KUMARIT,TANDONA,etal.Selectivephenylalaninetoprolinesubstitutionforimprovedantimicrobialandanti-

canceractivitiesofpeptidesdesignedonphenylalanineheptadrepeat[J].ActaBiomaterialia,2017,57:170-186.

[30]SUNYue,DONGWeibing,SUNLi,etal.Insightsintothemembraneinteractionmechanismandantibacterialpropertiesofchensinin-1b

[J].Biomaterials,2015,37:299-311.

[31]BIXiaonan,WANGChe,DONG Weibing,etal.AntimicrobialpropertiesandinteractionoftwoTrp-substitutedcationicantimicrobial

peptideswithalipidbilayer[J].JournalofAntibiotics,2014,67(5):361-368.

[32]ZHAOXueliang,SHIZhenxia.Researchprogressinpreparationandmechanismofantibactrerialpeptids[J].FoodResearchandDevelop-

ment,2014,35(1):1-4.

[33]DONGWeibing,MAOXiaonan,GUANYue,etal.Antimicrobialandanti-inflammatoryactivitiesofthreechensinin-1peptidescontai-

ningmutationofglycineandhistidineresidues[J].ScientificReports,2017,7:40228.

[34]马清泉,董娜,曹艳萍,等.利用精氨酸和缬氨酸设计新型α-螺旋抗菌肽[J].微生物学报,2011,51(3):346-351.

MAQingquan,DONGNa,CAOYanping,etal.Rationaldesignofα-helicalantimicrobialpeptideswithValandArgresidues[J].Acta

MicrobiologicaSinica,2011,51(3):346-351.

[35]CHENY,GUARNIERIMT,VASILAI,etal.Roleofpeptidehydrophobicityinthemechanismofactionofalpha-helicalantimicrobial

peptides[J].AntimicrobialAgentsandChemotherapy,2007,51(4):1398-1406.

[36]XUXiaoxia,JINFengliang,YUXiaoqiang,etal.High-levelexpressionoftherecombinanthybridpeptidececropinA(1-8)-magainin2(1-

12)withanubiquitinfusionpartnerinEscherichiacoli[J].ProteinExpression&Purification,2007,55(1):175-182.

[37]CAOYu,YURongqing,LIUYi,etal.Design,recombinantexpression,andantibacterialactivityofthececropins-melittinhybridanti-

microbialpeptides[J].CurrentMicrobiology,2010,61(3):169-175.

[38]FOXMA,THWAITEJE,ULAETODO,etal.Designandcharacterizationofnovelhybridantimicrobialpeptidesbasedoncecropin

A,LL-37andmagaininⅡ[J].Peptides,2012,33(2):197-205.

064




