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大口黑鲈β-防御素在杆状病毒系统中的表达及抑菌活性
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摘要: β-防御素是鱼类天然免疫的重要组成部分, 通过杆状表达系统表达大口黑鲈β-防御素, 研究其具有高

效、广谱的不同于抗生素的独特抗菌的能力。研究通过序列分析, 发现大口黑鲈β-防御素(MSBdefe)与其他物

种β-防御素具有相似的特征, 都包含6个保守的半胱氨酸。将MSBdefe基因进行昆虫密码子优化合成后, 克隆

至穿梭载体pYBDM-IM质粒中 ,  构建成为重组质粒MSBdefe-pYBDM-IM, 重组质粒转化感受态细胞

MultiBac/rSW106/asd-/inv+, 阳性重组菌株MSBdefe-pYBDM-IM-Am直接用于Sf9细胞的感染, 获得重组杆状

病毒AV-MSBdefe。通过SDS-PAGE和Western Blot检测AV-MSBdefe感染Sf9细胞后蛋白表达, 结果表明成功

获得MSBdefe重组蛋白。通过对淡水鱼类最常见的病原菌嗜水气单胞菌的抑菌活性分析, 结果显示当

MSBdefe重组蛋白的终浓度为30 μg/mL时, 抑菌效率为83.00%, 并随着蛋白稀释2倍、4倍后, 即终浓度为15和
7.5 μg/mL时, 抑菌效果逐渐减弱, 抑菌效率分别为54.33%和33.67%, 进而验证了大口黑鲈β-防御素能够抑制

嗜水气单胞菌的生长, 且随着蛋白浓度的降低抑制能力下降。这些结果为利用昆虫生物反应器规模化生产鱼

类β-防御素奠定了基础, 以期为开发能够替代或部分替代抗生素的天然抗菌剂提供良好的候选者和技术途径。
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抗菌肽(AMPs)是所有生物先天免疫系统的重

要组成部分
[1], 在免疫应答中通过直接杀伤或刺激

免疫效应细胞, 从而发挥抗细菌、抗真菌、抗寄生

虫和抗癌等多种防御特性
[2]
。目前发现了鱼类特有

的抗菌肽: piscidin家族及防御素、cathelicidin、
hepcidin家族

[3]
。防御素通常含有18—45个氨基酸

和3—4个二硫键
[4]
。在哺乳动物中, 根据防御素的

结构可以分为3个不同的亚家族(α-、β-和θ-防御

素)[5]
。鱼类的防御素只有β-防御素样蛋白

[6], 含有

6个保守的半胱氨酸, 可以形成Cys1-Cys5、Cys2-
Cys4和Cys3-Cys6三对二硫键

[7]
。鱼类防御素被证

明具有多种功能, 包括抗菌、抗病毒和免疫调节活

性等
[8]
。很多研究也表明, 重组或合成防御素能够

直接抑制革兰氏阳性和革兰氏阴性细菌及一些病

毒的生长
[9, 10]

。

大口黑鲈(Micropterus salmoides)属于鲈形

目、太阳鱼科, 黑鲈属, 原产于美国加利福尼亚州,
于1983年引入中国, 因其易养殖、生长迅速、肉质

肥美、抗病能力强等优点被广泛养殖。但近些年

来人们发现, 在养殖大口黑鲈时, 其可能患上气泡

病、水霉病、烂鳃病、脂肪肝病及肠炎病等十几

种病, 急需采取措施改善这一现状。由于防御素对

细菌有很强的抑制作用而不易在细菌中高效表达,
且其在原核系统中的表达具有不能正确折叠, 缺少

翻译后的修饰等缺点, 所以具有比较完备的基因表

达调控机制和对真核基因表达产物的加工修饰能

力的杆状病毒表达系统成为一个较为理想的防御

素基因表达系统, 并且由于p10和polh启动子是晚

期基因表达的强活性启动子, 所以可以高效表达防

御素基因。在本研究中, 我们通过分析大口黑鲈
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β-防御素基因(MSBdefe), 并通过杆状病毒表达系

统, 进行了MSBdefe重组蛋白表达及其抑菌功能的

鉴定。本研究将为开发水产养殖药物提供依据。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

菌种与表达载体　　大肠杆菌E.coli TOP10菌
株; 质粒pYBDM-IM是由本实验室改造pFBDM所

得, 缺失掉SpeⅠ酶切位点, 在SphⅠ位点和KpnⅠ
位点之间插入核糖体结合位点的IRES 基因(简写为

Ⅰ)和起报告基因作用的红色荧光蛋白基因Mecherry
(简写为M), 而其中的IRES有助于其红色荧光蛋白

的表达显示; 菌株Ac MμLtiBac/rSW106/asd–/inv+,
Sf9细胞、嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)由
本实验室保存, 大口黑鲈购买自附近养殖场。

主要试剂　　KOD-Plus-Neo高保真酶购自

TOYOBO公司, 限制性核酸内切酶购自NEB公司;
提质粒和胶回收试剂盒购自OMEGA公司; Ex Taq
酶购自宝生物; 镍亲和层析介质、增强型DAB显色

试剂盒、抗生素购自Solarbio公司; pEASY-Blunt
Zero Cloning Kit, Trans2K Plus DNA Marker, TOP10
感受态细胞购自全式金; Biospin Virus DNA/RNA
Extraction Kit 试剂盒购自BioFlux公司; T4 DNA Li-
gase、蛋白预染Marker、昆虫细胞培养基Sf-900 Ⅲ
SFM购自赛默飞; 6×His, His-Tag Mouse Mono-
clonal antibody、HRP-conjugated Affinipure Goat
Anti-Mouse IgG(H+L)购自Proteintech Group公司。 

1.2    方法

MSBdefe的序列分析　　通过本实验室构建

的大口黑鲈基因组文库, 发现一个核酸序列同之前

报道的大口黑鲈β-防御素基因(GenBank: XP0385
64716)完全一致。通过DNAMAN对大口黑鲈β-防
御素(MSBdefe)与GenBank中的部分硬骨鱼类: 欧洲

鲈(QZN83614)、条石鲷(AJA33388)、鳜(ACO88907)、
大西洋白姑鱼(ASW20415)、长棘银鲈(QNV47918)、
马拉巴若鲹(QJW82620)、点带石斑鱼(AFA41485)、
鲻(QOS14209)、卵形鲳鲹(AWY04221)、泰国鳢

(QJW82621)、小鼠(AAT67592)及人类(NP001035792)
的β-防御素进行同源性比对。

MSBdefe的克隆与载体构建　　根据昆虫密

码子偏爱性, 对MSBdefe基因进行密码子优化后, 由
苏州鸿讯生物科技有限公司合成, 序列克隆5′端引

入Sma I酶切位点(CCCGGG)和Flag标签(DYK-
DDDDK), 3′端引入XhoⅠ酶切位点, 酶切位点前添

加8个His标签和终止密码子(TAA), 以保证目的基

因的检测和纯化。添加标签后, 表达基因序列长度

达到345 bp。目的基因插入pUC57载体中, 得到

pUC-MSBdefe质粒。MSBdefe区域检测引物用

Primer Premier5.0软件分析设计, 只针对目的片段

其中305 bp进行扩增, 设计的引物送上海生物工程

技术服务有限公司合成, 上游引物MSBdefeJCF:
ATGGATTACAAGGATGACGAC, 下游引物MSB-
defeJCR: CAGCAGAATGCCCAGAGTC。

构建重组转移载体　　用SmaⅠ/XhoⅠ限制性

内切酶双酶切pUC-MSBdefe上的目的基因, 将其与

经SmaⅠ/XhoⅠ限制性内切酶双酶切的供体载体

pYBDM-IM按1﹕7(摩尔比)混合, 在T4 DNA连接酶

作用下4℃孵育过夜后, 转入大肠杆菌TOP10感受

态细胞。经菌落PCR和SmaⅠ/XhoⅠ双酶切鉴定,
将鉴定正确的阳性质粒命名为MSBdefe-pYBDM-IM。

重组Bacmid菌株的获得　　将5 μL重组转移

质粒MSBdefe-pYBDM-IM加到100 μL大肠杆菌感

受态Ac MultiBac/rSW106/asd–/inv+
中, 冰浴30min,

待冰浴时间到后迅速在42℃水浴锅中热激90s, 待
热激结束, 将感受态转移至冰上, 孵育3min后加入1 mL
含有DAP的LB培养基, 32℃, 200 r/min, 振荡培养

5—6h。离心后将适量菌液涂布于含有DAP/Kan/Tet/
Spe/IPTG/X-Gal/Gm的LB筛选平板, 32℃培养48h,
直至出现蓝白斑, 挑取白斑菌落用特异性引物MS-
BdefeJCF, MSBdefeJCR进行菌落PCR鉴定, 将鉴定

正确的阳性Bacmid菌落命名为MSBdefe-pYBDM-
IM-Am。

重组杆状病毒的构建　　将构建好的Bacmid菌
液感染Sf9细胞, 具体过程为: 取1 mL MSBdefe-
pYBDM-IM-Am菌液于1.5 mL灭菌管中, 5000 r/min离
心3min收集菌体并弃上清。用1 mL无菌水重悬菌

体, 5000 r/min离心3min收集菌体并弃上清, 重复洗

4—5次。加入1 mL Sf-900 Ⅲ SFM培养基重悬, 此
时菌液浓度记为100

。按1﹕10倍梯度稀释, 将菌液浓

度稀释成10–1
、10–2

和10–3
。将稀释后的菌液依次

加入培养有Sf9细胞的24孔板中 ,  每孔500 μL。

28℃孵育4h后弃去上清, 用培养基清洗3次后每孔

加入500 μL培养基, 28℃孵育3—5d, 在倒置荧光显

微镜下观察是否有红色荧光出现, 判断杆状病毒是

否重组成功。收集200 μL感染重组病毒的Sf9细胞

培养基上清, 使用BioFlux公司Biospin Virus DNA/RNA
Extraction Kit试剂盒提取重组杆状病毒DNA。以

重组杆状病毒DNA为模板, 用MSBdefe基因的检测

引物MSBdefeJCF, MSBdefeJCR进行PCR鉴定, 重
组病毒命名为AV-MSBdefe。

重组蛋白表达及鉴定　　收集200 mLAV-MS-
Bdefe感染的Sf9细胞, 3000 r/min离心去掉细胞培养
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基后用PBS清洗1—2次, 加适量PBS重悬, 在冰上进

行超声破碎直至溶液透亮。3000 r/min离心10min
获得上清, 将上清经0.45 μm滤膜过滤后, 用带有

His标签的Ni柱进行纯化, 纯化蛋白冻于–80℃保存,
以备检测。蛋白进行SDS-PAGE电泳后, 转移到

PVDF膜上, 脱脂奶粉封闭1h后, 分别用抗His的鼠

单克隆抗体为一抗, HRP标记的山羊抗小鼠IgG为

二抗各孵育1h, 用最新配置的DAB显色试剂进行显色。

重组蛋白体外抑菌活性检测　　采用平板涂

布法检测MSBdefe重组蛋白抑菌活性。具体过程

为 :  将嗜水气单胞菌接种于LB液体培养基中 ,
28℃、200 r/min培养12h, 至A600为1.0, 菌液梯度稀

释至1×104 CFU/mL。分别添加终浓度为30、15 和
7.5 μg/mL的MSBdefe重组蛋白, 每个浓度做3个重

复, 28℃培养2h后, 取100 μL涂于无抗固体LB平板

上, 阴性对照为PBS处理组, 同样做3个重复, 28℃
过夜培养后观察菌落生长情况并进行菌落计数, 并
使用GraphPad Prism 9软件进行分析。

( )=A 1=A 2£100

式中, A1为实验组的菌落数, A2为阴性对照组的菌

落数。 

2    结果
 

2.1    同源序列分析

MSBdefe基因编码63个氨基酸残疾, BLAST分
析表明, MSBdefe与一些硬骨鱼的β-防御素的序列

同源性可以达到92.06%—98.41%。和欧洲鲈(Di-
centrarchus labrax)、条石鲷(Oplegnathus fascia-
tus)、鳜(Siniperca chuatsi)、大西洋白姑鱼(Argy-
rosomus regius)、长棘银鲈(Gerres filamentosus)、
马拉巴若鲹(Carangoides malabaricus)、点带石斑

鱼(Epinephelus coioides)、鲻(Mugil cephalus)、卵

形鲳鲹(Trachinotus ovatus)和泰国鳢(Channa stria-
ta)的同源性分别达到98.41%、96.83%、96.83%、

95.31%、95.24%、93.65%、93.65%、92.54%、

92.06%和92.06%。同人(Homo sapiens)和小鼠(Mus
musculus)的同源性分别达到30.67%和26.03%。序

列比对同时显示MSBdefe的6个半胱氨酸同其他高

等和低等脊椎动物中都是保守的。 

2.2    克隆载体MSBdefe-bluntzero的合成

针对MSBdefe基因进行昆虫杆状病毒系统表

达, 采用同义置换进行昆虫氨基酸密码子优化, 对
MSBdefe进行基因合成 ,  并在该氨基酸的N端加

Flag标签序列DYKDDDDK, C端加8个His标签, 合
成的质粒pUC-MSBdefe包含345个核苷酸, 理论分

子量为12.2 kD。序列如下: CCCGGGATGGATT

ACAAGGATGACGACGATAAGAGGACCCTCGC
CATCCTTGCTGCCATTCTCCTGGTGGCCCT
GCAGGCCCAGGCTGAGCCACTCCAGGCAA
GAGCTGATGAGGTTGCTGCAGCCCCGGAG
CAGATTGCAGCGGACATCCCAGAAGTGGT
TGTTTCCCTTGCATGGGACGAAAGCTTGGC
TCCAAAGCATCCAGGCTCAAGGAAAAACAT
GGCCTGCTATTGCAGAATACCAGCGTGCAT
TGCAGGAGAACGTCGCTATGGAACCTGCATC
TACCAGGGAAGACTCTGGGCATTCTGCTGC
CACCACCACCACCACCACCACCACTAACTC
GAG。 

2.3    转移载体及重组菌株的构建

对合成的质粒pUC-MSBdefe进行Sma Ⅰ/XhoⅠ
酶切, 同转移质粒pYBDM-IM进行连接, 获得重组

质粒MSBdefe-pYBDM-IM, 进行Sma Ⅰ/XhoⅠ酶切

鉴定, 切出345 bp的目的条带, 和预计分子量一致,
这些结果表明转移质粒MSBdefe-pYBDM-IM构建

成功。转移质粒MSBdefe-pYBDM-IM转化Ac Mult-
iBac/rSW106/asd–/inv+

感受态细胞后, 进行菌落

PCR鉴定, 电泳结果显示扩增得到305 bp左右的片

段, 得到重组菌株MSBdefe-pYBDM-IM-Am。 

2.4    杆状病毒的重组及检测结果

将重组菌株MSBdefe-pYBDM-IM-Am直接感

染Sf9细胞, 3d后倒置荧光显微镜下观察到有明显

红色荧光的细胞, 细胞低速离心后, 收集上清, 获得

病毒, 进行多代感染, 3d后细胞出现红色荧光, 表明

获得了重组杆状病毒(图 1)。提取重组杆状病毒基

因组, 以MSBdefeJCF和MSBdefeJCR为引物, 进行

PCR鉴定, 可扩增出305 bp左右的目的条带, 与理论

值一致, 说明获得了含有MSBdefe基因的重组杆状

病毒AV-MSBdefe。 

2.5    重组蛋白纯化及Western鉴定结果

收集感染AV-MSBdefe的Sf9细胞, 在超声波破

碎后, 进行SDS-PAGE电泳, 考马斯亮蓝染色, 可观

察到约在相对分子质量12.2 kD处有明显可见的条

带, 用带有His标签的Ni柱进行亲和层析, 获得12.2 kD
的纯化蛋白, 进一步通过Western Blot验证, 表达蛋

白可以同抗His的小鼠抗体进行结合(图 2), 说明重

组蛋白得到了特异性表达。 

2.6    MSBdefe重组蛋白抑菌活性检测

如图 3所示, 与阴性对照PBS相比, 嗜水气单胞

菌与重组蛋白作用后, 平板上的菌落数明显减少

(图 3a)。通过GraphPad Prism 9软件分析显示终浓

度为30 μg/mL的MSBdefe重组蛋白对嗜水气单胞

菌具有显著的抑菌作用, 细菌存活率为17.00%, 抑
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菌效率为83.00%。并随着梯度稀释2倍和4倍后, 即
终浓度为15 和7.5 μg/mL时, 抑菌效果逐渐减弱, 抑
菌效率分别为54.33%和33.67%(图 3b)。这证明

MSBdefe重组蛋白具有较好的抑菌活性。 

3    讨论

近年来, 随着病原体耐药性的增加, 人们对后

抗生素时代的担忧迫使人们需要找到现有抗生素

的替代品。β-防御素是一类富含半胱氨酸的阳离

子抗菌肽, 具有广谱活性、反应时间快、耐药水平

低和对宿主毒性最小等优点, 通过对入侵病原体的

抗菌活性在天然免疫系统中发挥重要作用, 具有广

阔的应用前景。如何通过基因工程手段进行防御

素的大批量生产至关重要。大肠杆菌原核表达系

统的外源蛋白质表达有其局限性, 例如对新生肽链

无翻译后加工能力、以致表达产物缺乏应有的生

物学活性, 故不适合作为真核基因表达的宿主
[11]

。

真核酵母表达系统经过多年发展已经具备了成熟

的发酵工艺, 来提高产量, 但酵母表达系统依然存

在短板, 大多数重组蛋白表达量低, 而且可能会出

现切割目的蛋白的情况出现, 并且存在过度糖基化

的问题。而杆状病毒表达系统的宿主主要是以昆

虫细胞为主, 因为昆虫细胞具有类似哺乳动物的翻

译后加工修饰的能力, 能够正确折叠并表达蛋白,
具有糖基化、磷酸化和酰胺化等翻译后修饰功能,
并能够对信号肽进行识别, 使其形成正确的高级结

构, 保留其生物活性, 与哺乳动物细胞内的差别很

a b

c d

 
图 1   荧光显微镜观察重组杆状病毒感染Sf9细胞

Fig. 1   Microscopy observation of infected Sf9 cells by recombinant
virus
a. 重组病毒感染Sf9细胞自然光源; b. 重组病毒感染Sf9细胞红

色光源; c. 未感染病毒的Sf9细胞自然光源; d. 未感染病毒的

Sf9细胞红色光源

a. the bright light of recombinant virus infected Sf9 cells; b. red
fluorescence of recombinant virus infected Sf9 cells; c. the bright
light Sf9 cells; d. red fluorescence of Sf9 cells
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图 2   MSBdefe蛋白Western Blot鉴定结果

Fig. 2   Western Blot of MSBdefe protein
M. Prestained Protein Ladder; 1. 纯化后的MSBdefe蛋白

M. Prestained Protein Ladder; 1. Purified MSBdefe protein
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图 3    不同浓度重组蛋白体外抑菌分析结果

Fig. 3    In vitro antibacterial analysis results of MSBdefe protein at different concentrations
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小。这些修饰对于所表达产物在生物活性、抗原

性和免疫都接近于天然产物。并且由于多角体强

启动子polh和p10的存在, 能够获得高水平的重组

蛋白表达, 目标蛋白表达量可达到总蛋白的50%[12, 13]
。

在鱼类中, β-防御素首先在红鳍东方鲀 (Taki-
fugu rubripes)、斑点绿色河鲀(Tetraodon nigrovi-
ridis)和斑马鱼(Danio rerio)中发现

[14]
。作为AMPs

的典型成员, β-防御素具有直接的抗菌活性。在本

研究中, 我们对MSBdede进行了序列分析比对工作,
发现MSBdede和其他物种的β-防御素有着相似的结

构, 都含有6个保守的半胱氨酸残基, 这些半胱氨酸

残基参与了成熟肽区域内的三个分子二硫键, 这是

防御素的主要特征。这些二硫键在维持防御素结

果和抗菌功能方面起着重要作用
[15]

。本研究将MS-
Bdefe克隆到转移载体pYBDM-IM上, 通过Tn7位点

转座到Bacmid基因组中, 由多角体启动子p10启动,
从而在Sf9细胞中大量表达MSBdefe重组蛋白。

Tn7位点的转座为零背景转座, 大大提高了转化效

率, 该系统利用缺失asd型的rSw106inv菌株可以通

过直接感染Sf9细胞的方式进行重组病毒的构建,
省去了大质粒提取和用转染试剂转染质粒的麻烦,
具有更高效率和经济价值。最终利用获得的重组

Bacmid菌株MSBdefe-pYBDM-IM-Am, 通过多轮感

染, 在培养基中获得高滴度的重组昆虫杆状病毒

AV-MSBdefe。Western Blot结果显示感染了AV-
MSBdefe重组病毒的Sf9细胞内表达了带有His标签

的MSBdede蛋白。这说明利用昆虫杆状病毒表达

系统成功表达了MSBdede蛋白。

之前在鱼类中已经有一些β-防御素抗菌功能

研究成果, 且不同鱼类β-防御素的抑菌谱存在差

异。例如: 利用真核哺乳细胞表达的金头鲷β-防御

素重组蛋白对鳗弧菌(Vibrio anguillarum)和枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis)表现出较强的抑菌活性, 而
对美人鱼发光杆菌(Photobacterium damselae)和哈

维氏弧菌(Vibrio harvey)等其他鱼类病原体表现出

较弱的抑菌活性
[16]; 化学方法合成的香鱼β-防御素

蛋白对嗜水气单胞菌具有较强的直接抑菌活性, 而
对鳗弧菌等其他6种细菌的抑菌活性较弱

[17]
。对鳜

β-防御素进行多拷贝基因的酵母重组表达, 重组蛋

白对革兰氏阴性菌的副溶血性弧菌抑菌作用显著
[18]
。

构建斑点叉尾鮰β-防御素的重组表达酵母菌株, 其
重组菌株具有明显抑制革兰氏阳性菌金黄色葡萄

球菌、单增李斯特菌及革兰氏阴性菌铜绿假单胞

菌的活性
[19]

。在之前的研究中, 还发现不同鱼类

β-防御素抑菌浓度存在差异。例如 :  从文昌鱼

(Branchiostoma japonicum)中克隆大防御素基因

(Bjbd), 并利用原核表达对其抗菌活性进行研究, 研
究表明在62.5 μg/mL浓度下, 对金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)、大肠杆菌(Escherichia coli)
和嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)生长均有

显著抑制作用
[20]; 通过同源克隆技术从草鱼的脑、

肝及部分黏液组织中克隆β-防御素基因, 在原核表

达系统中表达蛋白并研究其抑菌活性。抑菌结果

表明重组蛋白在1 μg/μL浓度下对嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophila)的抑菌效率在90%以上
[21];

原核重组斑马贻贝(Dreissena polymorpha)的防御

素蛋白对部分革兰氏阴性菌如摩根菌(Morganella
sp.)、类志贺邻单胞菌(Plesiomonas shigelloides)、
迟钝爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)、大肠杆菌

(Escherichia coli)和金黄色葡萄球菌(Staphylococ-
cus aureus)的抑菌活性较强, 其MIC分别为0.35、
0.43、1.16、6.46和30.39 μmol/L, 但对其他一些革

兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌的抑菌作用较弱
[22]

。

原核重组石斑鱼(Epinephelus coioides)的β-defensin
蛋白对8株细菌进行了抗菌分析, 其中包括5株革兰

氏阴性菌: 大肠杆菌(Escherichia coli)、河弧菌(Vi-
brio fluvialis)、铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeru-
ginosa)、鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、温和气单胞

菌(Aeromonas sobria)和3株革兰氏阳性菌株: 蜡样

芽孢杆菌(Bacillus cereus)、金黄色葡萄球菌(Sta-
phylococcus aureus)和藤黄微球菌(Micrococcus
luteus)。结果显示, 重组石斑鱼β-defensin蛋白浓度

达512 μg/mL时, 8株菌的存活率均低于10%[9]
。 我

们选择淡水鱼类最常见的病原菌嗜水气单胞菌为

指示菌, 研究了大口黑鲈β-defensin真核重组蛋白的

抑菌活性, 结果表明, 当MSBdefe重组蛋白的终浓

度为30 μg/mL时, 抑菌效率达到83.00%, 证明大口

黑鲈β-defensin真核重组蛋白有明显的抑菌活性。

这说明不同来源的鱼类抗菌肽有着不同的抑菌功

能, 且抑菌活力也有较大差异。

总之, 在本研究中, 构建了基于杆状病毒表达

系统的MSBdede表达菌株, 并通过零背景转座, 高
效获得含有MSBdede的重组杆状病毒, 感染Sf9细
胞进而表达了MSBdede重组蛋白, 体外抑菌活性实

验检测出MSBdefe重组蛋白对嗜水气单胞菌活性

有较强的抑制作用。为利用昆虫生物反应器规模

化生产鱼类β-防御素奠定了基础。
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Abstract: Largemouth bass (Micropterus salmoides) has been widely cultured in many countries and has become an
important freshwater product in Chinese aquaculture. In recent years, germplasm degradation and disease resistance are
caused by inbreeding and intensive breeding. In order to control and cure diseases caused by microorganisms, antibio-
tics are widely used. However, the overuse of antibiotics caused the problem of antimicrobial resistance and food
safety. β-defensin is an important natural immune factor, and it has efficient and broad-spectrum antimicrobial activity
which plays an extremely important role in host defense system. In this study, we focused on expressing recombinant
protein of β-defensin of Micropterus salmoides (MSBdefe) by baculovirus expression vector system, and preliminarily
evaluated its bacteriostatic effect. First, we characterized MSBdefe and our results showed that it shared the highest
amino acid sequence identity (98.14%) with Dicentrarchus labrax. Multiple sequence alignments showed that MSB-
defe has six highly conserved cysteine residues which is similar to β-defensin in other species. We synthesized MSB-
defe gene with codons optimized for inset cells expression. With the insect codon optimization synthesis of MSBdefe
gene, it was recombined into baculovirus shuttle vector pYBDM-IM plasmid by double restriction enzyme digestion
and ligationlinking methods. The recombinant plasmid MSBdefe-pYBDM-IM was transformed into the competent cell
MultiBac/rSW106/asd-/inv+. We screened bacterial colonies using blue/white screening with X-Gal and IPTG and
Gm/Kan/Dap/TeT/Spe antibiotics occurred by identifying a white spot and confirmed positive colonies by PCR. The
positive recombinant strain MSBdefe-pYBDM-IM-AM was directly used to infect Sf9 cells. Red fluorescence was ob-
served under fluorescence microscope for 72h after infection which confirmed successful production of to obtain re-
combinant baculovirus AV-MSBdefe. The high titer of AV-MSBdefe was obtained in the supernatant by through mul-
tiple rounds of infection. SDS-PAGE and Western-Blot confirmed presence of a 12.2 kD recombinant MSBdefe protein
were used to detect the protein expression of Sf9 cells infected with AV-MSBdefe, and the protein with molecular
weight of 12.2 kD was obtained. The recombinant protein was purified through Ni-chelating affinity chromatography.
The concentration Concentration of purified protein was detected by BCA protein concentration method. Spread plate
count method was used to detect the bacteriostatic activity of recombinant protein against Aeromonas hydrophila,
which is the most common pathogen in freshwater fish. The results showed that when the final concentration of recom-
binant protein MSBdefe was 30 μg/mL, the bacteriostatic efficiency was 83.00%, and when the concentration was 15
and 7.5 μg/mL, the bacteriostatic efficiencies were 54.33% and 33.67%, respectively.
　　β-defensin has broad application prospects. However, it is challenging to produce it through genetic engineering
approach. Although the β-defensin has been successfully expressed in the prokaryotic cell system, recombinant β-de-
fensin produced this way is not biologically active because of lacking of post-translational modification in prokaryotic
cells. Eukaryotic yeast expression system offers high protein yield, lesser expression time, post translational modifica-
tions and requires simple media. But there are still limitations in the yeast expression system such as the secretion effi-
ciency of this system is low and the excessive glycosylation problems. Baculovirus expression system is mainly used to
express recombinant proteins in insect cells. As the insect cells carry out posttranslational processing of proteins simi-
lar to that of mammalian cells, the protein can be expressed and fold correctly, and are close to natural products in terms
of biological activity, antigenicity and immunity. Moreover, due to the presence of polyhedron strong promoter Polh
and P10, high level of recombinant protein expression can be obtained. The recombinant protein system in this study is
based on Zero-background Tn7-mediated transposition in Escherichia coli. One advantage of baculovirus system is that
recombinant bacmid DNA can be transfected into insect cells or injected directly into the instar larvae for virus produc-
tion and protein expression. Thus, the system provides a way of efficient generation of recombinant baculovirus and a
more convenient method of expressing recombinant protein in insect cell and larvae.
　　In conclusion, the baculovirus system vector of MSBdefe was constructed, and recombinant MSBdefe was suc-
cessfully expressed and purified. The recombinant MSBdefe protein had an obvious antibacterial effect on Aeromonas
hydrophila. The results of this study lay a foundation for the large-scale production of fish β-defensin using insect
bioreactors. Our results also show that MSBdefe is a good candidate for natural antibacterial agents that can replace or
partially replace antibiotics.
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