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猪蛔虫抗菌肽 Cecropin p基因的克隆及其 
原核表达载体的构建 
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摘要: 从猪蛔虫提取总 RNA, 反转录成 cDNA后分别设计引物对 Cecropin 2、Cecropin 3和 Cecropin 4基因
进行 PCR 扩增, 分别得到带有双酶切位点的目的基因片段. 将目的基因片段与 PMD18 T 载体连接, 转化
Top10 克隆菌, 测序正确后克隆入 pET28a 表达载体, 进行双酶切和测序鉴定. 研究结果表明, 克隆得到的
Cecropin p2、 Cecropin p3和 Cecropin p4基因均由 225个碱基组成, 一个编码由 74个氨基酸残基组成的开
放阅读框, 其蛋白相对分子质量约为 8 kD, 等电点分别为 9.86、10.16和 9.16. 同源性分析结果显示: 克隆所
得猪蛔虫 Cecropin p2、 Cecropin p3和 Cecropin p4与数据库 NCBI中的猪蛔虫 Cecropin p2、Cecropin p3和
Cecropin p4基因同源性均为 100%, 与其它 Cecropin p基因同源性也较高(>42%). 分子进化树显示, Cecropin 
p4的分化出现最早, 其次为Cecropin p2, Cecropin p1和Cecropin p3分化得最晚. 成功克隆了猪蛔虫Cecropin 2、
Cecropin 3和Cecropin 4基因, 构建了它们的原核表达载体并进行了生物信息学分析, 为其重组表达和抑菌活
性鉴定等研究奠定了理论基础.  
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0  引言 

抗菌肽是一种广泛分布于生物界的小分子抗菌

活性多肽, 在依赖非获得性免疫的低等生物体机体

防御中发挥着极为重要的作用 [1]. 通过其特殊的作

用方式, 抗菌肽具有高效和广谱的抑菌活性以及低

耐药性 [2], 因此具有代替传统抗生素 , 成为新一代

抗菌产品及药物的发展潜力.  

Cecropin 是在天蚕中被发现的抗菌肽, 故被称

为天蚕素[1]. 至今已发现 30多种 Cecropin家族抗菌

肽,其中以在昆虫中发现居多. Cecropin 具有较强的

抗菌活性和较广的抑菌谱[3-4], 并对真核细胞毒性很

低 [5]. 本实验从猪肠道蛔虫中成功克隆了 Cecropin 

p2、Cecropin p3、Cecropin p4基因, 并对它们的基

因序列进行了分析, 构建了 Cecropin-pET28a 原核表

达载体, 为后续抗菌肽的表达奠定了基础, 并有助于

进一步的理论研究以及在畜牧养殖业中的应用.  

1  材料与方法 

1.1  材料 
猪蛔虫(取于深圳市南山区肉联屠宰场); RNA

提取试剂盒购于 Qiagen 公司 ; AMV First Strand 

cDNA Synthesis Kit购于 BBI公司; T载体、Taq酶、

限制性内切酶 EcoRI、Xho I、BamHI和 HindIII、T4 

DNA 连接酶均购于 Takara 公司; 质粒 DNA 提取试

剂盒和DNA胶纯化试剂盒购于OMEGA公司; 原核

表达载体 pET-28a为 Invitrogen公司产品.  

1.2  方法 
1.2.1  Cecropin p2、Cecropin p3 编码基因的获得  由

NCBI搜索Cecropin基因序列, 根据其保守序列设计

带有双酶切位点的引物, 送上海生工合成:   
Cecropin p2:  
Forward Primer5'  cggatccatgattttcatatatctgttg3', 
Reverse Primer5'  gaagcttttagatttgttcttgcactga3'; 
Cecropin p3:  
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Forward Primer 5' cgaattcatgtttctcatgtatctgtt 3', 
Reverse Primer 5' gctcgagttataattgttcccgtac 3'; 
Cecropin p4:  
Forward Primer 5' cgaattcatgtttctcatgtatctgtt 3', 
Reverse Primer 5' gctcgagttataattgttcccgtac 3'. 
取猪蛔虫 1 g于液氮中充分研磨, 称取大约 100 mg, 

转入 RNase Free离心管中, 按照 Qiagen公司试剂盒

说明书进行提取. 采用 BBI 公司 AMV First Strand 

cDNA Synthesis Kit, 以总 RNA 为模板进行逆转录

合成第 1链. 分别加入上述引物 PCR后回收纯化的

产物,并分别与 T 载体进行连接,再将 T 载体转入到

E.coli Top 10菌中克隆并测序.  

1.2.2  Cecropin p2、Cecropin p3 和 Cecropin p4 基因

序列分析  (1) 氨基酸序列的推导和分子量、等电

点预测: 推导测序所得序列的相应氨基酸序列, 并

对该氨基酸序列的等电点和相对分子质量利用在线

程序 Compute pI/Mw tool(http://www.expasy.org/tools/ 

pi-t001.html)进行评估 . (2) 同源性分析: 将克隆得

到的氨基酸序列与 NCBI 数据库中的 Cecropin 抗菌

肽氨基酸序列进行同源分析比对. (3) 分子进化树分

析: 利用 NCBI 在线程序 Cobalt 构建上述 Cecropin

抗菌肽的分子进化树.  

1.2.3  Cecropin p2、Cecropin p3 基因原核表达载体

的构建  提取阳性菌落质粒, 所得质粒与原核表达

载体分别进行双酶切 (Cecropin p2 酶切位点为

BamHI和 HindIII, Cecropin p3为 EcoRI和 XhoI), 并

分别将获得的基因片段与 pET28(a)的酶切产物连接, 

构建重组表达质粒 . 以重组质粒转化大肠杆菌

Top10, 菌落 PCR 鉴定,提取阳性质粒, 分别进行双

酶切分析, 阳性克隆进行测序鉴定.  

2  结果 

2.1  猪蛔虫 Cecropin 4基因的克隆 
提取的猪蛔虫总 RNA经反转录合成 cDNA第 1

链, 然后以此为模板, 用引物进行 PCR 扩增, 扩增

的产物经琼脂糖凝胶电泳检测, 结果见图 1. 

2.2  序列分析与同源性分析 
克隆得到的Cecropin p2、 Cecropin p3、Cecropin 

p4基因均由 225个碱基组成, 一个编码由 74个氨基

酸残基组成的开放阅读框, 其蛋白相对分子质量约

为 8 kD, 等电点分别为 9.86、10.16和 9.16(见图 2). 

 
 

A-Lane M: DNA Standard Markers(DL2 000 ladder); Lane 1: 
RT-PCR amplification with Cecropin p2; 

B-Lane M: DNA Standard Markers(DL2 000 ladder); Lane 1: 
RT-PCR amplification with Cecropin p3; Lane 2: RT-PCR amplifi-
cation with Cecropin p4. 

图 1  PCR 扩增产物琼脂糖电泳检测 
 
同源性分析显示(见图 3): 本次实验得到的猪蛔

虫 Cecropin p2 与 NCBI 中猪蛔虫 Cecropin p2 
(ADY47515.1、Q5H7N6.1)同源性为 100%, 与Cecropin 
p1(ADY49365.1、P14661.2)同源性为 74%, 与 Cecropin 
p3(Q5H7N5.1)同源性为69%, 与Cecropin p4(Q5H7N4.1、
ADY49690.1)同源性分别为 65%、42%. 克隆得到的
猪蛔虫 Cecropin p3 与 NCBI 中的猪蛔虫 Cecropin 
p3(Q5H7N5.1)同源性为 100%, 与 Cecropin p2 (ADY-
47515.1、Q5H7N6.1)同源性为 69%, 与 Cecropin p1 
(ADY49365.1、P14661.2)同源性为 85%, 与 Cecropin 
p4(Q5H7N4.1)同源性为 67%. 克隆所得的猪蛔虫
Cecropin p4与 NCBI中猪蛔虫 Cecropin p4(Q5H7N-
4.1、ADY49690.1)同源性分别为 100%、88% , 与
Cecropin p1(ADY49365.1、 P14661.2)同源性均为
67%, 与 Cecropin p2(Q5H7N6.1、ADY47515.1)同源
性均为 65%, 与 Cecropin p3(Q5H7N5.1)同源性均为
67%. 

分子进化树显示, Cecropin p1、Cecropin p2、
Cecropin p3汇聚成一大枝, 而 Cecropin p4则自成一
枝. 其中, Cecropin p1、Cecropin p3又汇聚成一小枝. 
提示 Cecropin p4的分化出现最早, 其次为 Cecropin 
p2, Cecropin p1和 Cecropin p3的分化最晚(见图 4). 

2.3  原核表达载体的构建及鉴定 
经测序无误后, 将 2种 PMD18载体分别进行双

酶切, 琼脂糖电泳分离回收后与分别同样经过双酶
切的 pET-28a载体进行 16 ℃、15 h连接, 从而构建
出 Cecropin- pET-28a重组表达载体. 转化大肠杆菌
Top10 克隆菌, 氨苄青霉素筛选后提质粒, 双酶切
鉴定(见图 5), 阳性克隆进行测序鉴定. 



544 江西师范大学学报(自然科学版) 2012年 
 

 
  

 
 

图 2  Cecropin p2、Cecropin p3、Cecropin p4 基因序列及成熟肽氨基酸推导序列 
 

 
 

图 3  Cecropin p2、Cecropin p3、Cecropin p4 基因与 NCBI 中猪蛔虫 Cecropin 基因同源性分析 
 

 
 

图 4  猪蛔虫 Cecropin 基因的分子进化树分析 
 

3  讨论 

目前, 抗生素已在畜牧养殖业中发挥了极为重要
的作用, 通过减少牲畜受到病菌感染, 抗生素能够促 

 

 
 

M: DL2000 DNA Marker; Lane 1: the gene of cecropin p2; Lane 
2: the gene of cecropin p3; Lane 3: the gene of cecropin p4. 

图 5  cecropin-pET28a 双酶切鉴定 
进牲畜生长 , 降低死亡率 , 提高经济效益 . 但随着

抗生素的滥用及随之而来的大量耐药性菌种的产生, 

使养殖业的抗感染治疗陷入了危机 ,  且大量抗生 
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素在牲畜体内聚集可通过食物链对人体健康造成潜

在的危害. 抗菌肽作为生物体固有免疫防御体系中

的一个重要环节, 能够高效杀伤病菌, 对抗感染. 更

令人惊喜的是真菌、细菌对抗菌肽的耐药性很低[9], 

因此抗菌肽符合新一代抗菌制剂的要求[10-11]. 作为

生物活性多肽类物质, 抗菌肽难以被化学合成, 现

在主要依靠基因工程的方法将外源抗菌肽基因转入

宿主菌进行表达[12].  

猪蛔虫(Ascaris suum)是寄生于猪体内的线虫类

寄生虫, 长度可达 40 cm, 不能够在人体内生存. 它

寄生在猪的肠道内, 不仅可以抵抗水解酶环境以及

宿主的免疫攻击, 还能抵抗宿主肠道微生物的侵袭. 

后来证明抗菌肽在其中扮演重要角色. Cecropin 家

族抗菌肽热稳定性好、抗菌活性高, 微摩尔级别的

浓度就可以发挥作用 [13],已被证明对大多数革兰氏

阴性细菌、真菌具有抑制作用[14]. 国内已经有学者

对猪蛔虫 Cecropin p1抗菌肽进行了克隆表达[15], 而

对于猪蛔虫抗菌肽 Cecropin p2、Cecropin p3 和

Cecropin p4 方面的研究暂无报道. 因此, 本实验以

猪肠道蛔虫作为研究材料, 从猪蛔虫提取总 RNA, 

利用分子生物学的方法分别克隆了猪蛔虫抗菌肽

Cecropin p2、Cecropin p3和 Cecropin p4, 经测序鉴

定, 证明成功克隆了猪蛔虫抗菌肽 Cecropin p基因. 

通过生物信息学分析, 本研究克隆得到的 Cecropin 

p2、Cecropin p3和 Cecropin p4基因均由 225个碱基

组成, 编码 74 个氨基酸, 其蛋白相对分子质量均约

为 8 kD, 等电点分别为 9.86、10.16和 9.16. 同源性

分析结果显示: 克隆所得猪蛔虫 Cecropin p2与数据

库NCBI中的猪蛔虫 Cecropin p2同源性为 100%, 与

Cecropin p1同源性为 74%, 与 Cecropin p3同源性为

69%, 与 Cecropin p4同源性分别为 65%、42%. 克隆

得到的猪蛔虫 Cecropin p3 与 NCBI 中的猪蛔虫

Cecropin p3同源性为 100%, 与 Cecropin p2同源性

为 69%, 与 Cecropin p1同源性为 85%, 与 Cecropin 

p4同源性为 67%. 克隆所得的猪蛔虫 Cecropin p4与

NCBI 中猪蛔虫 Cecropin p4 同源性分别为 100%、

88% , 与 Cecropin p1同源性为 67%, 与 Cecropin p2

同源性为 65%, 与 Cecropin p3同源性为 67%. 以上

信息进一步证明此研究所得所有克隆均为 Cecropin 

p 抗菌肽基因 . 分子进化树显示 , Cecropin p1、

Cecropin p2、Cecropin p3汇聚成一大枝, 而 Cecropin 

p4则自成一枝. 其中, Cecropin p1、Cecropin p3又汇

聚成一小枝. 提示 Cecropin p4的分化出现最早, 其

次为 Cecropin p2, Cecropin p1和 Cecropin p3的分化

最晚. 此外, 本研究将猪蛔虫抗菌肽 Cecropin p3个

基因分别连入原核表达载体 pET-28a, 经酶切和测

序双重鉴定 , 证实成功构建了猪蛔虫抗菌肽

Cecropin p 基因的原核表达载体. 为后续的猪蛔虫

抗菌肽 Cecropin p 基因的表达、纯化和功能研究奠

定了基础, 也为畜牧养殖业的实际生产问题提供了

有利的理论依据.  
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The Cloning and the Construction of Expression Vector of 
Cecropin p from Ascaris Suum 

GAO An-jian, ZHAO Ruo-cong, LUO Wei-zhi, WEI Peng-fei, LIU Zhi-gang* 

(Institute of Allergy and Immunology, Shenzhen University, Shenzhen Guangdong 518060, China) 

Abstract: Extracted the RNA from Ascaris suum and reverse-transcribed into cDNA. Ran PCR amplification and 
linked to PMD18 T vector, then transformed into E.coli Top10 and went on sequencing. cloned the gene into 
pET28a expression vector and made Restriction enzymes digestion analysis.The sequencing showed the cloned 
Cecropin 2, Cecropin 3, Cecropin 4 genes from Ascaris suum all contain 225 bp encoding an open reading frame of 
74 amino acids with the deduced molecular weight around 8 kD and the isoelectric point 9.86、10.16、9.16 re-
spectively. homology analysis indicated All 3 genes are of high homology with the sequences of corresponding 
Cecropin p genes registered on NCBI, and the differentiation of Cecropin p4 preceded that of the others showed by 
phylogenic tree. The genes of Cecropin2, Cecropin3 and Cecropin4 were cloned successfully, expression vectors 
were constructed and the sequence analysis including Homological analysis, phylogenic tree were done, all of these 
has paved the way for the protein expression and the test of antimicrobial activities. 
Key words: ascaris suum; Cecropin p2; Cecropin p3; Cecropin p4; cloning 
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