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专论与综述 

基因工程菌生产抗菌肽的研究进展 

黄佳明  姜宁*  张爱忠 
黑龙江八一农垦大学动物科技学院  黑龙江 大庆  163319 

摘  要：目前，利用基因工程菌生产抗菌肽，提供有效和稳定的方法是抗菌肽生产的热点之一。了解

抗菌肽工程菌表达系统、生产量尤为重要，为此本文阐述了抗菌肽的生产方式，介绍了基因工程菌表

达系统的种类、组成及特点，分析了基因工程菌生产抗菌肽的主要困难因素，并对近些年利用基因工

程菌生产抗菌肽的进展进行了综述。 
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自第一个抗菌肽——天蚕素被发现以来[1]，迄

今为止，已发现 2 400 多种抗菌肽[2]。抗菌肽通常

是由短氨基酸序列构成的小肽，具有广谱的杀菌

活性 [3]，对病毒和癌症细胞 [4]都有一定的杀伤能

力，除此之外还具有一定的免疫学活力。由于抗生

素弊端的不断显现，使得抗菌肽也越来越多地作为

一种潜在的抗生素替代物而被人熟知，抗菌肽的生

产也受到广泛关注。如何获得大量具有更好抗菌活

性的抗菌肽一直都是抗菌肽开发生产的主要内容。

越来越多的研究表明，相比于传统的分离法和化学

合成法，采用基因工程技术是开发、生产抗菌肽的

有效方法。一方面，经过基因工程技术得到的抗菌

肽，可以作为产品进行鉴定和开发；另一方面，与

其他的方法相比，基因工程法存在着可以大规模生

产、成本低等潜在优势。并且近些年分子生物学和

DNA 重组技术的发展也为抗菌肽的基因工程化提

供了良好的技术支持[2]。因此，系统了解基因工程

菌生产抗菌肽技术利弊尤为重要。 
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1  抗菌肽的主要生产方式及困难因素 

目前获得抗菌肽的方式主要有以下几种：(1) 

从生物体内直接分离提纯有生物活性的抗菌肽，

再对其结构和功能进行研究。近年来研究者在不

同的动物中都取得了较好的进展，不仅从猪、牛

等[5-6]常见动物中，也从大鲵、黑水虻[7-8]等生物

中分离提纯出了有活性的抗菌肽。但这种方法比

较繁琐，且得到的抗菌肽含量普遍很低，不适合

进行规模化生产，仅适合进行技术开发。(2) 人

工合成抗菌肽，根据已知的抗菌肽基因序列，用

化学的方法合成抗菌肽[9-10]。但这种方法成本高、

价格贵，不适于广泛普及应用。(3) 酶解法，主

要是通过将有抗菌活性的蛋白用特定的蛋白酶切

割下其有抗菌活性的部分进行纯化，继而得到抗

菌 肽 。 鱼 鳞 抗 菌 肽 就 是 通 过 该 法 得 到 的 [11] 。

Esmaeilpour 等 [12]也通过该法从山羊乳清蛋白中

分离提纯出了有活性的抗菌肽。这种方法得到的

抗菌肽活性较高，但是纯化比较麻烦，产量低，

需要的成本也较高。以上 3 种方式都是获得抗菌

肽的可行手段，但都因存在其短板而制约抗菌肽

的规模化生产。而利用基因工程菌来生产抗菌肽，

可以在一定程度上解决这些困难。通过这种方法

得到的抗菌肽目的性强，技术上有提高产量的技

术空间，特别是应用可食用工程菌，成本低、应

用广，是生产抗菌肽的一条理想途径。 

2  基因工程菌生产抗菌肽 

目前用于基因工程菌的异源表达系统在生产

不同大小、折叠和复杂性的异源抗菌肽方面取得了

很大的进步。不同的抗菌肽因其不同的特征，在选

择用于生产的宿主系统时应该仔细挑选，例如大

小、细胞内的定位或分泌、正确的折叠和糖基化的

方式等。有研究表明，抗菌肽生产的主要表达系统

是细菌和酵母表达系统。作为表达系统，他们的组

成基本相同，都是由外源基因、表达载体及宿主菌

组成。但又由于真核与原核的差异，也使得它们存

在着各自的特点。具体的将在下面章节进行简单的

论述。 

2.1  大肠杆菌生产抗菌肽  

2.1.1  大肠杆菌表达系统生产抗菌肽 

大肠杆菌表达系统是应用 早的表达系统，对

其的研究也就更为深入，在所有基因工程菌生产抗

菌肽的方法中大肠杆菌表达系统是 常见的。清晰

的遗传学背景、成熟的表达技术以及菌体生长快等

特点使其得到了广泛的应用。这也使各种类型的抗

菌肽都实现了在大肠杆菌中的表达。研究表明一般

抗菌肽在大肠杆菌中的表达量因载体种类和抗菌

肽的种类不同而不同，人源抗菌肽表达产量多数是

比较高的[13]。例如，复合抗菌肽 AL32-P113 和重

组抗菌肽 UBI 18-35 实现了在大肠杆菌中的表达，

并得到了可观的表达量 12.1 mg/L[14]和 6 mg/L[15]。

但其他抗菌肽也有一定的开发空间，如 Fowlicidin-3

在大肠杆菌 BL21 Rosetta 中的融合表达，得到了

表达量为 0.84 mg/mL 和 0.71 mg/mL 的抗菌肽

Trx-Fowlicidin-3a 和 Trx-Fowlicidin-3b[16]。抗菌肽

SMAP-29 融合表达时，对表达条件进行优化后得到

了 高表达量占菌体 11.35%的抗菌肽 SMAP-29[17]。

黄粉虫抗菌肽基因在大肠杆菌中也取得了较高的

抗菌肽表达量，占细菌总蛋白的 40%以上[18]。目

前，用大肠杆菌来生产抗菌肽的方法已经十分的成

熟，并取得了广泛的应用，是抗菌肽规模化生产的

一条有效途径。 

2.1.2  大肠杆菌表达系统生产抗菌肽的困难因素 

影响大肠杆菌表达系统生产抗菌肽的因素：

(1) 大肠杆菌表达系统由于没有像真核生物一样

后期的翻译即修饰蛋白的能力，导致了中间产物

的过度累积，容易形成包涵体结构。包涵体的形

成有利有弊，首先在表达抗菌肽的技术中存在有

利的生物技术策略，因为这能形成丰富而又比较

纯的重组蛋白，易于从宿主中分离，其次还能抵

抗体内蛋白酶分解。缺点就是目标肽在包涵体构

成过程一般是不可直接控制的，而有效控制的方法

是在融合表达过程中有望进行包涵体的表达[19]。

由于后期的翻译能力弱，也使得分泌的抗菌肽的
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稳定性较弱，活性弱。(2) 容易产生内毒素，这

会导致抗菌肽在后期表达过程中容易对宿主造成

“自杀现象”，即杀灭本身的宿主菌。(3) 表达载体

的选择。不同类型的表达载体也会对抗菌肽的生

产产生不同的影响，目前常见的功能性的表达载

体有 3 种[20]：非融合型、融合型以及分泌型的表

达载体。非融合型表达载体的主要特点是得到的

抗 菌 肽 与 天 然 抗 菌 肽 有 着 很 高 的 相 似 性 ， 如

pPL-Lamda；融合型表达载体可以简化提纯步骤，

如 pGEX 系列；分泌型表达载体的主要优点是防

止分泌的抗菌肽被宿主菌体内的蛋白酶降解，如

pEZZ18。(4) 培养条件。培养条件也会对大肠杆

菌生产抗菌肽产生影响，大肠杆菌表达系统理想

的培养条件是，有适量的微量元素如：Mg2+、Ca2+、

K+和 NH4
+，以及充足的能量等。 

2.2  酵母菌生产抗菌肽 

2.2.1  酵母表达系统生产抗菌肽 

酵母是真核生物，本身具备单细胞快速生长

和易于遗传操作的优点，除此之外，对后期蛋白

质的正确加工和翻译后的修饰都要强于大肠杆

菌。表现在酵母的糖基化以及多聚糖结构糖蛋白

的产生。由于它们众多优点使其作为表达系统的

研究也不断深入。毕赤酵母是酵母表达系统中应

用 为广泛的表达系统，但由于没有稳定的附加

体质粒，在表达外源抗菌肽基因时，所用的表达

载体几乎都是可以直接整合到酵母基因组中的整

合型质粒载体，如 pPICZ 和 pIPC3k 等。表达系

统中用于生产抗菌肽的宿主菌株都是通过原野生

型菌株 NRRL-Y11430 经过改良得到的[21]。毕赤

酵母是甲醇营养型酵母，可以在只有甲醇的培养

基中生长，而在其他培养基中几乎不生长，因而

甲醇可以用于转化后重组菌株的筛选。有研究表

明，与大肠杆菌相比毕赤酵母往往能取得更好的效

果。例如，抗黄曲霉毒素 B1 在大肠杆菌和毕赤酵

母中分别表达，但后者的表达量是前者的 1.3 倍[22]。

多种抗菌肽实现了在酵母菌中的表达，而且得到

了可观的表达量。抗菌肽 Moricin 的基因经扩增

后导入毕赤酵母，实现了高表达，经发酵在上清液

中得到 248.98 mg/L 的重组蛋白[23]，经检测有明显

的抑菌活性。抗菌肽 Snakin-1 在毕赤酵母中成功表

达，得到了表达量为 40 mg/L 的抗菌肽[24]。重组表

达载体 pPICZαA-GST-Apidaecin 在毕赤酵母菌中

实现表达，成功表达出有明显抗菌活性的 Apidaecin

型抗菌肽，表达量为 1.76 g/L[25]。以上研究表明，

通过毕赤酵母菌生产抗菌肽是一种有效的生产方

法，而且相对于大肠杆菌，作为真核表达系统的

毕赤酵母具有更多的优势。 

2.2.2  毕赤酵母表达系统生产抗菌肽的困难因素 

外源抗菌肽基因在毕赤酵母中表达时，有很多

的因素都会影响抗菌肽的生产。(1) 外源抗菌肽基

因自身的内在因素。选用毕赤酵母偏爱的密码子可

以 在 一 定 程 度 上 提 高 抗 菌 肽 的 表 达 效 率 。 (2) 

mRNA 5′端非翻译区的组成长度与 AOX1/MOX 保

持一致也可以提高抗菌肽产量。(3) UTR 序列、A+T

含量和基因的拷贝数等都会在一定程度上限制抗

菌肽的生产量。研究表明，A+T 含量在 30 mol%− 

55 mol%之间为 好，A+T 的含量越高越容易产生

类似终止子之类的结构，影响抗菌肽的生产。(4) 

毕赤酵母自身分泌蛋白酶，对外源抗菌肽有一定的

溶解作用，这是其面临的主要问题。目前主要的解

决方式是通过降低培养基 pH 以及在培养基中添加

蛋白质水解产物等方式来提高抗菌肽的表达量，除

此之外采用蛋白酶缺陷的宿主菌如 SMD1168 也可

以提高其生产量。 

2.3  枯草芽胞杆菌生产抗菌肽 

2.3.1  枯草芽胞杆菌表达系统生产抗菌肽 

枯草芽孢杆菌是遗传和生理水平 好的革

兰氏阳性菌之一。其染色体的整个序列是已知

的，这极大地加快了基因工程技术的应用进程。

经过多年努力，芽孢杆菌表达系统已经克隆和表

达了多种真核和原核的外源基因。徐建[26]成功构

建表达载体 pMK-BD-2/CP1，并实现了融合抗菌

肽 pBD-2/cecropin P1 在枯草芽孢杆菌中的表达，表

达量为 45 mg/L，经验证有良好的抗菌活性。魏丹
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丹等[27]将 2 个含抗菌肽 PR-FO 基因的表达载体质

粒，分别导入枯草芽孢杆菌中进行诱导表达， 终

得到了具有抗菌活性的表达量为 3 mg/L 和 4 mg/L

的抗菌肽 PR-FO。通过人工合成抗菌肽的目的基

因序列，将其与表达载体 pHT43 进行连接，构建

重组表达质粒 pHT43/SS-BD[28]和 pHT43/CC34[29]，

转入到枯草芽孢杆菌中，成功表达出有抑菌效果的

抗菌肽 β-defensi 和 CC31。除此之外，抗菌肽阴极

诱导素-BF 和抗菌肽 Abaecin 也实现了在枯草芽孢杆

菌中的表达，表达量分别为 0.5 mg/L 和 3 mg/L[30-31]。

以上研究表明，枯草芽孢杆菌作为基因工程菌也为

抗菌肽的生产提供了一条良好的途径。 

2.3.2  枯草芽胞杆菌表达系统生产抗菌肽的困难

因素 

枯草芽胞杆菌表达系统在抗菌肽的生产中主

要有以下几点限制因素：(1) 枯草芽孢杆菌本身

分泌蛋白酶，会降解一部分分泌表达的抗菌肽而

影响表达量。(2) 不能高效的表达，抗菌肽的表

达效率低，这也是其亟待解决的问题。(3) 质粒

的不稳定性表现在两方面，即结构的不稳定性和

分离的不稳定性。前者容易引起抗菌肽基因片段

的丢失和结构的改变，后者容易导致表达载体质

粒的丢失。使用整合性质粒是解决质粒不稳定性

的一条有效途径。 

2.4  乳酸菌生产抗菌肽 

2.4.1  乳酸菌表达系统生产抗菌肽 

乳酸菌是一种益生菌，本身就可以产生抗菌和

杀菌物质，不产生内毒素，表达的抗菌肽和菌体可

以一起用来饲喂动物，经过改造的乳酸菌几乎不分

泌本源蛋白，也就间接降低了抗菌肽被内部分解的

风险。因此它与其他表达系统相比存在一些天然优

势。随着分子生物学和基因工程技术的发展也使乳

酸菌表达系统有了更进一步的发展。有研究表明

已有抗菌肽在乳酸菌中实现成功表达，例如李朴

等[32]成功实现了抗菌肽 Baetenecin7 在乳酸菌中的

表达，得到了具有生物活性的抗菌肽 Baetenecin7。

但并没有实现对其表达量的测定。谭嘉圣[33]也成

功实现了人源抗菌肽 LL-37 在乳酸菌 NZ9000 中的

表达。这表明了乳酸菌表达系统作为一种新型表达

系统，也有着生产抗菌肽的潜能。也可以作为抗菌

肽开发以及规模化生产的途径。 

2.4.2  乳酸菌表达系统生产抗菌肽的困难因素 

乳酸菌表达系统作为生产抗菌肽的新兴系统，

已慢慢被人们所熟知以及应用，但也存在一些问题

与不足。首先就是乳酸菌作为表达系统在表达抗菌

肽方面的研究报道较少，目前对乳酸菌表达系统的

研究还处于探索阶段，对其遗传背景的认识还很薄

弱，这限制了其发展。其次蛋白表达效率低以及信

号肽分泌效率的不稳定都是影响抗菌肽生产的重

要因素。 

2.5  基因工程菌生产抗菌肽模式图 

为了能更直观地看到抗菌肽在基因工程菌的

生产过程，图 1 为抗菌肽在基因工程菌中生产过程

的模式图。 
 

 
 

图 1  基因工程菌生产抗菌肽模式图 
Figure 1  Pattern of antimicrobial peptidesproduction by 
genetically engineered bacteria 
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3  小结与展望 

在抗生素滥用的大背景下，抗菌肽拥有着众多

优点无疑是代替抗生素的 佳选择，但抗菌肽的开

发一直是亟待解决的难题，虽然通过基因工程菌生

产抗菌肽在一定程度上解决了抗菌肽的生产困难，

但也面临着众多的问题。(1) 基因工程得到的抗菌

肽与天然纯化分离得到的抗菌肽存在差异。(2) 表

达产量低。(3) 抗菌肽的毒性问题，有研究表明部

分抗菌肽会导致受体细胞的自杀行为，以及分泌的

抗菌肽也会杀伤受体细胞。(4) 本身分泌蛋白酶，

会降解抗菌肽，影响抗菌肽的表达量。面对以上问

题目前采取的主要解决方式是利用生物信息学对

抗菌肽分子进行改造。(1) 利用生物信息技术对抗

菌肽的分子构造进行改造，以期得到对宿主杀伤性

小，不易被宿主分泌的蛋白酶分解的新型抗菌肽。

(2) 抗菌肽基因的串联技术，对抗菌肽基因进行串

联，通过提高抗菌肽目的蛋白的产量来间接提高抗

菌肽的表达量，这是一种提高抗菌肽表达量的方

法。除此之外，对抗菌肽进行串联也可以掩蔽单体

抗菌肽的活性，来达到降低抗菌肽毒性的目的。 

(3) 融合表达，有研究表明，将抗菌肽与防止蛋白

酶降解的基因进行融合表达，可以降低抗菌肽在宿

主菌内被其分泌的蛋白酶分解的风险。另一种防止

抗菌肽被宿主蛋白酶分解的方法就是采用包涵体

的形式表达。这样不仅可以降低抗菌肽被分解的风

险，也降低了抗菌肽本身对宿主菌的毒害作用。面

对众多的难题，虽然研究者采取了相应的措施，但

如何获得产量高、活性更好的抗菌肽还需进一步探

索，近年来越来越多抗菌肽分子改造技术以及表达

系统的新技术相继被报道，也为抗菌肽的开发带来

了更多的选择。相信在不久的将来，在研究者的不

断努力下，抗菌肽势必会有更好的未来，来造福于

人类。 
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