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摘要:抗菌肽是水产动物体内非特异性免疫系统的第一道防线, 在抵御外来病原微生物的过程中发挥着重要作

用。来源于鱼、虾、蟹等水产动物的抗菌肽杀菌作用更强, 溶血效应小,种类多样化, 显示出比其它种类更具优势

的应用前景。介绍了一些水产动物抗菌肽的研究近况、基因工程研究进展以及转抗菌肽基因在水产动物中的研

究进展,并展望了其在水产领域的应用前景。
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  近年来,水产品的健康养殖越来越受到重视,但
是高密度、集约化的养殖方式却容易引起水产病害

的频发,其中水产动物细菌性疾病较为普遍,我国曾

经使用抗生素来防治水产动物细菌性疾病, 但抗生

素会引起致病菌的耐药性, 影响水产养殖动物体内

的正常菌群,造成药物残留,影响水产品的品质和风

味,并且会不同程度地破坏水体微环境,故其应用越

来越受到限制。随着国内外禁止抗生素使用法规的

出台, 开发一种全新的环保型抗菌药物成为水产病

害防治研究者的目标。

抗菌肽 ( antim icrob ial peptide, AMP)是具有抗菌

活性的肽类的总称, 是由生物机体免疫防御系统产

生的一类对抗外源性病原体致病作用的防御性活性

肽类物质。 1975年, 瑞典科学家 G Boman等 ( 1991)

从惜古比天蚕蛹中分离出了世界上第一种真正意义

上的具有抗菌活性的多肽, 即天蚕素 ( Cecropins) ,

在以后的 30多年, 人们从细菌、真菌、昆虫、高等植

物、鱼类、两栖类、鸟类、哺乳动物乃至人类等生物体

中均分离得到了抗菌肽。

水产动物抗菌肽是一类小分子多肽, 相对分子

质量为 2 000 ~ 7 000, 一般由 20~ 60个氨基酸组

成。从已报道的水产动物抗菌肽序列来分析, 这些

多肽的氨基酸序列的同源性比较低, 而且种间差异

极大, 但也存在一些共同特征, 结构上具有一定共

性,比如分子带正电,含有较多精氨酸、赖氨酸和疏

水氨基酸,分子可折叠成 A螺旋等。科研工作者已

经从一些水产动物中分离得到了一些抗菌肽, 并且

通过基因克隆的方法得到了一些抗菌肽基因, 构建

了基因工程菌株以表达抗菌肽,制备新型抗菌制剂,

在水产病害防治过程中展现出巨大的潜力。

1 水产动物抗菌肽的研究近况

水产动物长期生活在复杂的水体环境中, 但是

却可以抵御水体中各种微生物的感染,抗菌肽在水

产动物抵御外来病原微生物的过程中发挥着重要作

用。当水产动物受到外源微生物的刺激后, 血细胞

中抗菌肽基因会大量表达, 合成的抗菌肽能以颗粒

物的形式贮存,也可以迅速、灵活的扩散到身体的其

它部位发挥作用。研究显示, 来源于水产动物自身

的抗菌肽杀菌作用更强, 溶血效应小, 种类多样化,

显示出了广阔的应用前景。

1. 1 甲壳动物抗菌肽

甲壳动物的抗菌肽主要存在于血液中,目前研

究较多的是鲎源抗菌肽和虾、蟹的抗菌肽。鲎源抗

菌肽主要包括 Tachyplesins、Po lyphemusins、Tachys-t

at ins、Tachycit in和 B ig defensin。关于虾类抗菌肽研

究较多的是 Penae id ins, 它是进行了全面鉴定的第一

种甲壳动物抗菌肽, 具有抗真菌、细菌的活性, 并且

具有与几丁质相粘连的特性。当受到外界刺激,

Penae id ins被释放入血液,通过血液循环与全身的几

丁质结合, 覆盖身体甲壳, 起到保护全身的作用

( D estoum ieux D et a,l 1997)。关于蟹抗菌肽, 目前

已经从三叶真蟹的颗粒细胞, 蓝蟹 ( Callinectes sap i-

dus)血细胞、锯缘青蟹 ( Sclla serrata )精液中分离出

了抗菌肽 ( Relf J M et a,l 1999; Khoo L, 1999; Ja-

yasankarV & Subramoniam T, 1999)。



1. 2 贝类抗菌肽
贝类抗菌肽中研究较多的是贻贝和鲍抗菌肽。

贻贝中存在多种抗菌肽,其显著特点是富含 Cys残

基,能够形成多个二硫键。N端具有一个阳离子的

信号肽,紧接成熟肽序列, C端含有阴离子残基。抗

菌肽以前蛋白原 ( preproprote in)的形式在血淋巴中

合成, 在缺乏刺激物时,成熟肽前体以活性方式储存

在血液中,当受到感染后便参与组织反应。根据抗

菌肽的一级结构和半胱氨酸的不同分为 4种: 防御

素 ( defensins)、贻贝素 (myt ilins)、贻贝肽 ( myt ic ins)

和贻贝霉素。

对鲍血淋巴抗菌肽进行研究发现,杂色鲍的血

淋巴经大肠杆菌诱导可产生具有免疫功能的蛋白和

多肽, 随着菌诱导时间的增加, 血淋巴的抑菌活性也

增强 (李晔等, 2005)。

1. 3 鱼类抗菌肽
鱼类抗菌肽是一大类,数目和种类繁多,在鱼的

体表粘液、皮肤、鳃、血液、血清、小肠和肝脏等组织

均分离得到了抗菌肽。同一种鱼的不同组织可能产

生不同类型的抗菌肽, 不同鱼类的抗菌肽分子结构

和作用机制差异比较大。另外, Huang等 ( 2007)研

究发现,一些鱼类抗菌肽的表达量受到炎症及右旋

糖苷铁的影响。

2 水产动物基因工程抗菌肽的研究

抗菌肽抗菌效果明显, 但获得途径有限。天然

抗菌肽产量很低,而化学合成抗菌肽成本较高;采用

基因工程手段生产抗菌肽,具有成本低、易于工业化

大规模生产等特点,成为国内外研究者的首选。目

前的研究思路主要集中在 2个方面: 第一,在分子水

平上研究抗菌肽在动物免疫防御系统中的发生机制

以及调控机制,为抗菌肽相关产品的开发利用提供

理论基础。第二,克隆抗菌肽基因,利用微生物系统

表达抗菌肽,然后利用蛋白质操作的技术平台进行

收集和提纯,为临床研究及应用奠定基础。

2. 1 水产动物抗菌肽基因克隆

科学家已经从一些水产动物中克隆得到了一些

抗菌肽基因。Co le等 ( 2000)对美洲拟鲽皮肤 cDNA

文库及精巢基因组文库进行筛选得到 pleurocidin

cDNA片段及上游启动子序列。该基因由 4个外显

子和 3个内含子组成, 此种结构与哺乳动物抗菌肽

PR239的结构十分相似, 成熟肽序列有 25个氨基

酸,含有 4个赖氨酸残基, 表现出显著的阳离子特

性; Doug las等 ( 2001)从美洲拟鲽中克隆得到 4个

p leuroc id in样基因 WF1、WF2、WF3、WF4,其在不同

组织中表达量不同,在成体的皮肤或小肠中表达量

很少或者只在特殊环境诱导下, 在特定生活期进行

表达。王克坚等 ( 2004)从海水养殖鲈鱼的肝脏中,

扩增得到了 H epcidin抗菌肽前体基因。康翠洁等

( 2002)已获得了中国对虾的抗菌肽基因 cDNA克

隆, 片段长度 543bp, 可译框 ( ORF )长 156bp。 Pan

等 ( 2000)从白滨对虾和克氏原螯虾 (P rocambarus

clarkii)的组织提取液中分离出具有抗 DNA病毒和

RNA病毒活性的抗菌肽。相建海 ( 2001)从中国对

虾 (P enaeus ch inensis)中克隆到抗菌肽基因, 推测其

氨基酸序列, 发现其氨基端富含甘氨酸和脯氨酸。

P Amparyupa等 ( 2008)从斑节对虾中克隆得到 crus-

tin- like抗菌肽,成熟肽包括 124个氨基酸, 其 N端

有一段富含 G ly的区域, C端有 12个保守的 Cys残

基。

除了基因克隆, 近年来的研究重点正在向建立

水产动物免疫特异性 cDNA文库和表达序列标签

( ESTs)方面转移, 这将有助于发现更多的抗菌肽基

因。Nam等 ( 2002)构建了日本鲽类鱼的 cDNA和

ESTs文库,从中鉴定了许多免疫相关基因; G ross等

( 2001)构建了凡纳对虾和白滨对虾血细胞和肝胰

脏的 cDNA文库,随机选择 2 045个克隆进行测序,

发现与免疫功能基因相对应的表达序列标签 ( EST )

268个。随着水产动物相关文库和蛋白表达谱的建

立及基因工程技术的发展, 表达和利用抗菌肽基因

将会更加方便。

不仅如此, 天然抗菌肽基因经过有目的地人工

设计和改造,可以产生具有更强活性的抗菌肽,从而

获得自然界原本不存在的抗菌药物。对抗菌肽基因

筛选、改造设计以及表达载体筛选方面的深入研究,

以提高基因表达的稳定性, 基因工程抗菌肽替代天

然抗菌肽在理论和实践上完全可行。

2. 2 利用原核系统表达抗菌肽

基于大肠杆菌的原核表达系统是迄今在基因工

程领域中应用最多、最完善的系统,其主要优点是成

本低、产量高、易于操作, 但由于抗菌肽对原核细胞

具有很强的杀菌作用, 故一般采用融合表达方式。

Pierce等 ( 1997)在大肠杆菌中以融合蛋白的形式表

达了鲎血细胞抗菌肽 Polyphemusin的类似物 rL im1,

它具有与天然抗菌肽相似的活性, 可以对牡蛎的一

种寄生原虫产生明显的抑制作用; 张春义和范云六

( 1998)人工设计并合成了抗真菌多肽鲎素基因, 克

隆到原核表达载体上, 诱导表达融合蛋白 GST -鲎
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素融合蛋白,纯化后的融合蛋白具有抑制黄曲霉孢

子萌发的生物活性。李伟等 ( 2007)从大菱鲆肝脏

中分离得到的 hepcidin基因, 构建了谷胱甘肽 - S

转移酶抗菌肽 ( GST2 - hep)融合表达载体, 实现了

在大肠杆菌中的融合表达。

采用原核表达系统能够实现抗菌肽的高效表

达,但也存在诸多问题,主要表现在 3个方面, 一是

抗菌肽的宿主细胞毒性。宿主细胞表达的抗菌肽会

反馈性地抑制宿主细胞的增殖,从而影响抗菌肽的

进一步表达,因此多采用融合表达的形式;二是容易

被降解。由于抗菌肽在增殖过程中对蛋白酶非常敏

感,在宿主细胞中抗菌肽本身带有大量正电荷容易

被降解,难以实现大量表达。三是大肠杆菌缺乏翻

译后修饰加工机制。表达的蛋白质往往不能进行正

确的折叠,多以包涵体状态存在, 影响产物的活性,

需要进行变性、复性等操作才能得到活性蛋白,不适

合用于表达结构复杂的蛋白质。

2. 3 利用真核系统表达抗菌肽

近年来, 以酵母作为工程菌表达外源蛋白技术

日益发展, 酵母作为低等真核生物, 具有细胞生长

快、营养要求低、易于规模化生产、遗传操作简单等

特点, 能够对表达的蛋白质进行正确加工、修饰及合

理的空间折叠,不会产生内毒素,并且一些类型的酵

母其表达产物可分泌至胞外,既可以减轻宿主细胞

代谢负荷,又可减少宿主细胞蛋白酶对外源蛋白的

降解, 提高表达蛋白的活性, 且可获得较高的表达

量,利于表达产物的分离纯化, 非常有利于真核生物

基因的表达。酿酒酵母 ( Saccharomyces cerevisiae)最

先作为外源基因表达的酵母宿主。 1981年用酿酒

酵母表达了第一个外源基因 -干扰素基因, 随后又

有一系列外源基因在该系统得到表达; 后来又发展

了以甲基营养型酵母 (M ethy lo trophic y east)为代表

的第二代酵母表达系统, 如巴斯德毕赤酵母表达系

统,能够更好的满足商业化生产的需要。

利用酵母表达系统进行水产动物抗菌肽的基因

工程研究,主要方法是对水产动物抗菌肽基因进行

修饰, 构建水产动物抗菌肽基因的胞内型酵母基因

工程载体,使其在酵母工程菌体内高效表达;或者直

接将酵母工程菌作为新型抗菌制剂, 用于水产养殖

品的防病抗病。Destoum ieux等 ( 1999)将南美白对

虾抗菌肽 Panae id ins的编码基因克隆到酿酒酵母中

进行表达,表达产物尽管与天然抗菌肽在结构上有

一些差异,但具有相似的杀菌活性。仲燕等 ( 2005)

应用毕赤酵母表达系统能较好地表达贻贝抗菌肽

Myticin A, 抗革兰氏阳性菌, 且能抑制肿瘤细胞生

长。 Burrow es等 ( 2005)尝试在毕赤酵母表达系统中

表达 pleurocidin,结果在转录水平检测到了 pleuroc-i

d in的表达, 但未能在培养上清液中检测到蛋白。

Chen等 ( 2003)从真鲷脾脏 cDNA文库筛选得到一

种 H epcidin基因, 确定了其结构及其在不同组织中

表达水平,同时构建了真鲷 H epc id in表达载体并首

次在酵母中表达, 生产了鱼类重组抗菌肽。在以上

研究中,大都实现了抗菌肽的表达,并且产物没有对

工程菌产生明显的抑制作用, 这为以后应用基因工

程技术表达水产动物抗菌肽提供了思路。当然, 抗

菌肽是否适合在酵母中表达要据其活性特点具体分

析, 并且针对不同的类型要采取不同策略来构建表

达载体,从而实现抗菌肽高质高效的表达。

3 抗菌肽在水产养殖上的应用前景

随着对各种水产动物抗菌肽结构与功能的深入

研究,通过基因工程技术实现抗菌肽的体外批量生

产,将有希望生产出防治水产病害的新型药物。抗

菌肽在水产养殖中的应用主要有以下几个方面。

3. 1 抗菌肽的药用价值

在临床应用研究方面,国外起步较早,迄今已构

建一系列高产抗菌肽的基因工程菌株或生物反应

器, 并有多种抗菌肽已进入临床前的可行性研究阶

段, 已经取得了一些效果。 1990年, 美国马盖宁制

药公司对抗菌肽蛙皮素 magainin进行结构与分子设

计, 筛选出对病毒和肿瘤细胞均有较强杀伤作用的

小肽;加拿大的 IntraB io tics公司利用从蚕或牛分离

到的 pro tegrin1开发出一种抗细菌和真菌的制剂, 通

过喷雾用于呼吸道感染及口腔黏膜炎的治疗, 取得

了较为满意的疗效。我国起步稍晚, 迄今也成功构

建了一些抗菌肽工程菌,但表达量均较低,离生产要

求远,与国外相比差距大,基础研究和开发应用领域

都迫切期待原创性突破。

目前, 有关水产领域病害防治的抗菌肽制品报

道较少,但是研究开发水产抗菌肽制剂有很好的理

论基础和实践基础。随着对水产动物抗菌肽的分

离, 结构与功能的研究, 改造并合成具有稳定、高效、

特异抗菌活性且对宿主无害的抗菌肽基因, 并通过

基因工程在原核生物、真核生物或某些藻类中进行

表达,以实现批量生产, 将有希望成为对付水产养殖

品种病原体的新型药物。

3. 2 抗菌肽作为水产饲料添加剂

抗菌肽产品具广谱抗菌作用,对水产品具有促

102 第 2卷第 3期            水 生 态 学 杂 志                  2009年 5月



生长、保健和治疗疾病的功能, 属无毒副作用、无残

留、无致细菌耐药性的一类环保型制剂。对抗菌肽

基因表达调控及抗菌肽添加剂应用的研究表明,用

基因工程方法生产环保型抗菌肽饲料添加剂, 或通

过日粮因素调控抗菌肽基因的表达而使水产品不再

使用抗生素是可行的。

目前,国内外养殖业和饲料加工业发展很快,抗

菌肽作为新型饲料添加剂具有极大的开发潜力和应

用前景。抗菌肽能耐受生产饲料时的高温, 利用基

因工程技术,尤其是酵母表达系统,规模化发酵生产

抗菌肽时经高温浓缩工序, 可充分杀灭酵母菌体而

不导致抗菌肽失活, 产品在推广应用后不会出现工

程菌的扩散而导致环境生态问题。将无公害的抗菌

肽添加到鱼饲料中, 不仅可以提高鱼体的免疫抗病

力,而且可以提高水产品质量, 缓解海水养殖生产中

的细菌耐药性及水产品中抗生素污染等问题。

3. 3 培育转抗菌肽基因新品种

从已报道的抗菌肽基因序列来看,其基因编码

序列很短, 只有 100~ 200bp, 内含子少或不含内含

子,这对转基因操作非常有利。依据现有的转基因

理论和操作水平,移植功能强大的抗菌肽基因获得

转基因鱼、虾类抗病品种, 通过提高自身的免疫能力

增强抗病力,应是可行的。目前已经有关于转移抗

菌肽基因获得新的鱼类和虾类抗病新品种的报道。

Rex AD& DregoryWW ( 2002)将惜古比天蚕的抗菌

肽 Cecrop in B基因导入到如斑点叉尾鮰,获得的子

代鱼抗病原菌能力明显增强。

4 结语

水产动物抗菌肽的研究加深了人们对低等脊椎

动物免疫防御机制的认识, 为日益严重的鱼类病害

防治开辟了新的途径; 同时, 随着转基因技术的发

展,有可能通过转抗菌肽基因获得抗病新品种,使得

水产品的自身免疫能力增强。水产养殖业提倡的健

康养殖理念已深入人心, 生产无公害水产品是一种

趋势。因此,加快对主要水产养殖品种免疫防御的

基础研究,调动、开发其自身的防御潜力, 是开展健

康养殖、实现养殖业可持续发展的重要战略之一。

有理由相信,随着研究的不断深入,水产动物抗菌肽

将对世界水产业的可持续发展起到重要的作用。
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Genetic EngineeringR esearch Developm ent of Antim icrobial

Peptides in Aquatic Animals and its Application Prospects

WANG H a-i jing, WANG Fu-sheng, B IAN Yan-q ing, ZHAO Bao-hua

( Co llege of L ife Sc ience, H ebe iNorm alUn iversity, ShijiazhuangH ebei 050016, Ch ina)

Abstract: Antim icrob ial pept ide is the first line o f defense o f non - specific immune system in aquatic an imals. It

plays an impo rtant ro le in the process o f resist ing fo reign pathogen icm icroorganism s. An tim icrob ia l peptide from a-

quat ic anim als, such as f ish, shrimps, crabs e tc. , has stronger bacteric idal action activ ity, sma ller hemo lytic

effect, and diversiform species, wh ich show more advantages than antim icrob ia l pept ides of other types. Th is rev iew

focuses on recent research on the antim icrobial pept ide from som e aquatic an imals, progress in genetic eng ineering

and transgen ic aquatic an ima ls, as w ell as prospects of its applicat ion in the field of aquaculture prospects.

Key words: Antim icrob ial pept ide; A quat ic anim a;l Genetic eng ineering; Application prospects
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