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摘要：为研发牛#*防御素生物制剂，防治奶牛乳腺炎。根据已发表的牛#*防御素基因序列设计一对引

物。收集患乳腺炎奶牛乳静脉血液中性粒细胞，用试剂盒提取总 +,-。经 +.*/0+ 扩增牛#*防御素

12,- 片段，回收纯化 /0+ 产物，连接 342&(*. 载体，转化感受态细胞 54&"6。在含 7*89:、-;3 及 </.8 的

=> 平板上筛选阳性克隆，经菌落 /0+ 及双酶切鉴定后，对目的片段进行测序。结果表明 +.*/0+ 扩增出

的 12,- 片段碱基数为 &(6 ?3，含有一个完整的 @+A，能编码 B) 个氨基酸的多肽，多肽中含 B 个保守半胱

氨酸残基。用 >:9CD 程序进行检索比较，表明扩增序列与 8EF>9FG 中发表的 >,>2*# 编码区序列 6BH)I相

同。结果成功克隆出奶牛#*防御素家族的成员 >,>2*# 基因，为重组牛#*防御素的开发奠定了基础。
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防御素（!"#"$%&$）是由美国科学家 ’"()")
*+,- 年发现并命名的，他从人的嗜中性白细胞

中分离纯化得到 . 种阳离子小肽，发现其具有

特殊生物学活性及功能［*］。防御素是肽抗生素

中较为重要的一种，广泛存在于植物和动物体

内，参与生物体天然免疫和获得性免疫。具有

较强的广谱杀菌功能，而且迄今为止尚未发现

病原菌对它产生耐药性，应用前景非常广阔［/］。

哺乳动物的防御素可根据其大小和二硫键

结合方式的不同，而区分为!、"和#. 种。人、

猴和多种哺乳动物的!0防御素在中性粒细胞、

巨噬细胞和小肠的 12$"3( 细胞中含量最丰富。

"0防御素多由上皮细胞产生，分布在宿主与环

境的界面位置，构成机体抵御外界微生物侵袭

的第一道屏障。#0防御素主要存在于灵长类体

内［.］。牛 的 嗜 中 性 白 细 胞 中 也 存 在"0防 御

素［4］，它具有短的前原序列（5. 6 54 个氨基酸）

和短的内含子（ 7 *85 9:），具有"0防御素的特

征性分子结构，即在特定位置具有 5 个保守半

胱氨酸残基［-］。

奶牛乳腺炎是奶牛常见病、多发病，也是对

奶业生产危害最为严重的一种疾病。注射抗生

素是国内外控制奶牛乳腺炎的主要手段，但耐

药菌株的出现及牛乳中抗生素的残留等问题迫

使人们寻找更加有效、无残留的绿色兽药用于

奶牛养殖中。防御素是中性粒细胞溶酶内的主

要杀菌分子，作为来自机体自身的内源性抗菌

肽，无残留，同时还具有广谱的抗微生物活性，

对细菌、真菌、螺旋体、某些病毒、肿瘤细胞等均

具很强的杀伤活性，是一种新型抗感染药物，代

表未来抗生素发展方向［-］。

本研究针对奶牛业生产实际需要，结合奶

牛乳腺特殊免疫学原理，参考国际肽抗生素最

新研究成果［5，;］。通过分子生物学手段克隆牛

中性粒细胞"0防御素 <=>? 片段［, 6 *@］，以便对

其结构与功能进行更深入的研究。

! 材料与方法

!"! 材料 基因工程菌 AB*@+ 本实验室保存。

CB=*,0D 载体、细胞总 E>? 提取试剂盒、ED0

1FE 试剂盒及各种工具酶购自宝生物工程大连

有限公司，回收试剂盒购自 G0H"$" 公司，淋巴

细胞分离液购自 I&HJ2 公司。

!"# 方法

!"#"! 引物设计与合成 根据已有 K>K=0; 基

因序列（KF*@,//4）以及酶切位点分析，借助计

算机软件 =>? I32) 和 1)&J") C)"J&") -8@ 进行辅

助分析，设计一对引物，由上海生工生物技术有

限公司合成。上游引物（1*）：-L0FMFMM?DFFF0
?MF?DM?MMFDFF?DF?0.L，含有 !"#N$酶切

位点 及 起 始 密 码 子 ?DM；下 游 引 物（1/）：-L0
MFMDFM?FDFMFFDDFDDDD?FF?FD?FF0.L，含有

$"%$酶切位点及终止密码子 D?M。

!"#"# 中性粒细胞分离 从本研究中心奶牛

场选择患临床乳腺炎的荷斯坦奶牛，无菌采集

乳静脉血，用淋巴细胞分离液分离中性粒细胞。

淋巴细胞分离液 NOIDP1?QGR0*@;;（*@;;*）密

度是 *8@;;，NOIDP1?QGR0***+（***+*）密 度 是

*8**+。本实验联合使用 ***+* 与 *@;;* 分离牛

血液 中 的 粒 细 胞。 首 先 在 离 心 管 中 加 入

***+*，然后缓缓加入 *@;;*，再缓缓加入血液，

互相之间形成清晰的液面。;@@ )SJ&$ 离心 .@
J&$，液体分为 5 层，红细胞位于离心管的最底

部，粒细胞位于 ***+* 和 *@;;* 之间，抽取粒细

胞层。

!"#"$ 中 性 粒 细 胞 总 E>? 提 取 按 E>?
T2%3*@@@ 提取试剂盒说明书提取 E>?。取大约

*@@%U 中性粒细胞，加入 EK* 液 * JU，充分颠倒

混匀直至完全溶解，室温放置 - J&$。加入氯仿

/@@%U，充分颠倒，成均一糜状，*/ @@@ )SJ&$ 离

心 - J&$，收集上清，加入 EK/ 液 .-@%U，混匀，

*/ @@@ )SJ&$离 心 * J&$，加 入 -@@ %U 洗 液，

*/ @@@ )SJ&$离心 * J&$，再重复此过程一次。在

膜中 央 加 入 洗 脱 液 /- %U，室 温 静 置 * J&$，

*/ @@@ )SJ&$离心 * J&$，获得总 E>?。

!"#"% ED01FE 反应和 <=>? 的扩增［*-］ <=>?
第一链的合成参照 D2V2E2 E>? 1FE V&3（?BW）

W").8@ 提取试剂盒说明书进行。反应体系 *@

%U，包括 /- JJXUS’ BHFU/ /%U，*/@ $HS%U E>? *

%U，*@ Y ED :Z##") *%U，*@ JJXUS’ !>D1% *%U，

·/@*· 动物学杂志 &’()*+* ,-./)"% -0 1--%-23 4/ 卷



!"#$% 抑制剂 &’()!*，()!+,*-. 下游引物（/(）

&’)!*，) 0-!* 123 &’)!*，45/6 水补至 7&!*。
混匀后，室温放置 7& +89，:(;保温 7 <，!= 产

物直接用于 /6! 扩增。>4"1 扩增反应体系总

体积为 :&!*，包括 ) ? /6! @ABB%C 7&!*，()!+,*-
. 引物 7 &’)!*，!= 产物 7&!*，) 0-!* !"# 酶

&’()!*，双 蒸 水 补 至 :& !*。/6! 反 应 程 序：

D:;预变性 ( +89；D:; E& $，)F; E& $，G(; 7
+89，E& 个循环；G(; 7& +89。/6! 产物用 (H
琼脂糖凝胶电泳进行检测。

!"#"$ /6! 产物与 I247FJ= 载体的连接 连

接反应体系 7&!*：.8K#L8,9 28M )!*，I247FJ= 载

体 7!*，/6! 产物 :!*，混匀后，7N; E& +89，连

接产物直接用于转化。连接产物转化感受态细

胞 O27&D。

!"#"% 阳性菌落的 /6! 鉴定与酶切鉴定 挑

取单个白色菌落，接种于 E +* 含 1+I 的 .P 液

体培养基中，EG;振摇培养过夜，然后进行菌落

/6! 与抽提质粒的 $"%Q"及 &"’"双酶切鉴

定。

!"#"& 4"1 序列分析 酶切鉴定正确的质粒

送上海生物技术有限公司测序，4"1 序列用

P*#$L 程序进行同源性检索比较。

# 结 果

#"! ’()*+’ 扩增 采患乳腺炎奶牛静脉血，

分离中性粒细胞，提取总 !"1。使用总 !"1 提

取试剂盒，经 !=J/6! 扩增出牛中性粒细胞#J
防御素 >4"1 片段。用 (H的琼脂糖凝胶进行

电泳，出现了一条约 ((N @I 的 4"1 带，与预期

产物长度吻合（图 7）。表明本实验成功完成总

!"1 的抽提与#J防御素的 !=J/6!。

#"# *+’ 产物的克隆、阳性菌落的 *+’ 鉴定

与酶切鉴定 /6! 产物经凝胶纯化回收，与

I247FJ= 载体连接，然后转化 O27&D 感受态细

胞，通过蓝 R白斑筛选阳性克隆。取阳性克隆过

夜培养的菌液进行 /6! 鉴定与抽提质粒进行

$"%Q"及 &"’"双酶切鉴定（图 (），分别获得

约 ((N @I 和 7FD @I 的 4"1 条带。结果与预期

的片段大小相符，证实目的片段已插入 =J载

图 ! 牛!)防御素 ’()*+’ 结果

,-./ ! ’()*+’ 0123456 27!)38789:-9 27 3;-1< 52=
7’ 4. (&&& 4"1 分子量标准；(、E S !=J/6! 产物。

7’ 4. (&&& 4"1 +#CT%C；(、E’ !=J/6! IC,UA>L S

图 # 阳性菌落 *+’ 和重组质粒酶切鉴定

,-./ # *+’ ;93 3-.8:6-29 -3896-7-5;6-29:
27 1852>?-9;96 0@;:>-3

2S 4. (&&& 4"1 分子量标准；7、(’ /6! 鉴定；

E、:’ $"%Q"、&"’"双酶切鉴定。

2S4. (&&& 4"1 +#CT%C；7、(’ /6! 8U%9L8B8>#L8,9；

E、:’ 48K%$L8,9 8U%9L8B8>#L8,9$ V8L< $"%Q"#9U &"’" S

体。

#"A BCD 序列分析 /6! 产物的测序结果，

用 P*#$L 程序进行检索比较，结果表明克隆所获

得的长 7FD @I /6! 产物为预期的牛#J防御素

（P"P4JG）序列，正好是一个完整的开放阅读框

（W!X）。它与 Y%9P#9T 发表的 P"P4JG 编码区

序列 DN’E H相同，序列覆盖编码区全长。推导

该序列编码 NE 个氨基酸，并且含有#J防御素的

·E&7·) 期 刘双龙等：荷斯坦奶牛中性粒细胞#J防御素 >4"1 的克隆与序列分析



特征性分子结构，即在特定位置上有 ! 个保守

的半胱氨酸残基，可以确定该 "#$% 为!&防御

素家族的成员 ’$’#&(（图 )）。

图 ! "#"$%& ’$#( 的基因测序结果及推导的

氨基酸序列

)*+, ! -./ 01’2/34*5/ 605 78/5*’4/5 9! 6:*03
6’*5 ;/<1/0’/; 3= "#"$%&

!为终止密码子；与氨基酸序列对应的是!&防御素

特有的 ! 个保守的半胱氨酸残基。

!*+,- ",.,/；0,1123-,/.3 45+6 785/, 7"5. 329:2/"23

712 35; 5/<7157/+= 3-7"2. "=3+25/2 1235.:23>

>?@ 奶牛!%防御素氨基酸序列与其他动物的

比较 利用 #$% *+71（?2@%A5@/）通过与其他动

物的!防御素 "#$% 序列比较，得出牛 ’$’#&(
的 "#$% 与其他动物的!防御素 "#$% 的同源

性。 与 水 牛（ !"#$%"& #"#$%’&，%B)CDEFD）有

GFH(I 的 同 源 性，与 山 羊（ ($)*$ +’*,"&，
#JF)D)!K）有 G!HGI 的 同 源 性，与 马（ -.""&
,$#$%%"&，%BL(K)KF）有 !LHCI的同源性，与驯鹿

（/$01’23* 4$*$05"&，#JG!LDC!）有 GFHDI的同源

性，与野猪（ 6"& &,*72$，$?DL)G)G）有 !!H(I的

同源 性，与 犬（ ($0’& 2$8’%’$*’&，#JKLDKK!）有

)EHEI的 同 源 性，与 恒 河 猴（ 9$,$,$ 8"%$44$，

$?KKLK)DGF(）有 ))HCI 的同源性。比较结果

显示扩增的 ’$’#&( 的 "#$% 和水牛、山羊、驯

鹿的 "#$% 同源性在 GFHKI以上，说明反刍动

物的!&防御素 "#$% 具有种属特异性（表 L）。

! 讨 论

国内外对防御素的研究已有大量的报道，

但多集中在人防御素研究方面，对畜、禽防御素

基因工程方面的研究较少，仅有少量关于鸡

表 A 牛、水牛、山羊、马、驯鹿、野猪、犬、恒河猴!%防御素氨基酸序列同源性比较

-6B2/ A (2*+0:/04 3= 6:*03 6’*5 ;/<1/0’/; 3= B3C*0/!%5/=/0;*0 D*4. !"# $%&’&#，!&(%)*# (&(%)*#，
+%,’% -*’.&#，/0&&# .%(%))&#，1%23*45’ $%’%26&#，7&##.’"4% )*22%5&#，+%2*# 4%8*)*%’*#，9%.%.% 8&)%$$%

同源性 M21"2/+ 5.2/+5+=（I）

L D ) E F ! ( G C

离散度

#5<21@2/"2

L C!H) GFH( G!HG !LHC GFHD !!H( )EHE ))HC L 牛 !7& 4$"*"&
D )HG G!HD G!HG !)HF GFH( !!HL ))HC )DHG D 实验牛 ! > 4$"*"&
) LFHC LFHD GFHE !)HK G(HF !CH) )LH( )LHG ) 水牛 !"#$%"& #"#$%’&
E LEH! LEH! LFHC !DHL CKHG (KHG )DH) )LH) E 山羊 ($)*$ +’*,"&
F F)H( FKHE FDH( F!HL !)H! !EH! DCH! )LHG F 马 -.""& ,$#$%%"&
! L!HF LFHC L)H) LKHD F)H) !CH( ))H) DCH( ! 驯鹿 /$01’23* 4$*$05"&
( EEHC E!HL EKHF )CHK FDHL ELHL ))H) )LHG ( 野猪 6"&&,*72$ %’00$3"&
G LF!H( L!DHG LGLH! L(FHE D)DHD L!!HD L!!HD )DHG G 犬 ($0’& 2$8’%’$*’&
C L!DHG L()HF L(GHG LCDHD LC(H! DDGHF LC)HK LG!HE C 恒河猴 9$,$,$ 8"%$44$

L D ) E F ! ( G C

（ :$%%"& 5783&4’$"& ）［LD N LE］、 火 鸡 （ ($&"$*’"&
,$&"$*’"&）［L)］、骆驼（($83%"& #$,4*’$0"&）［LF］、山羊

（($)*$ +’*,"&）［L!，L(］、猪（6"&&,*72$ 5783&4’,$）［LG，LC］

的防御素在 #$% 水平上的研究，国内有关牛防

御素的研究很少，将防御素应用于畜、禽临床治

疗的报道就更少。目前，尚无运用基因工程方

法研制奶牛乳腺防御素的报道，因而开展奶牛

乳腺防御素基因的克隆表达及其功能的研究，

对于探索奶牛乳腺防御素基因工程表达的可行

性，了解奶牛防御素表达调控的基本规律，探讨

·EKL· 动物学杂志 (+’03&3 ;7"*0$% 72 <77%71= ED 卷



利用防御素防治乳腺炎的可能性均具有重大的

意义。

奶牛乳腺通过物理性屏障及细胞免疫来防

御外界病原菌的感染，而嗜中性粒细胞是乳腺

细胞免疫中发挥主要作用的一类细胞，防御素

是中性粒细胞溶酶内的主要杀菌分子。当乳腺

受到外界病原菌感染时，全身各处的嗜中性粒

细胞都随血液运送到乳腺发挥作用，且中性粒

细胞表达的防御素量也会显著增加。本研究针

对奶牛业生产实际需要，通过分子生物学手段

克隆奶牛乳腺中性粒细胞防御素基因，以便对

其结构与功能进行更深入的研究。
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