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Abstract
AIM: To construct the recombinant of J chain and human 
neutrophil peptide-1 (HNP-1) gene, and to express it in 
the mammalian cell system.

METHODS: The J chain and HNP-1 cDNA were ampli-
fied from the different plasmids by polymerase chain 
reaction (PCR), respectively, then the two kinds of 
cDNA fragments were recombined to obtain J-HNP-1 
gene by recombinant PCR. After the J-HNP-1 cDNA 
fragment was inserted into the mammalian express 
vector pcDNA3.1(-)/Myc-HisC, the recombinant vector 
was transfected to the COS-7 cells by lipid transfection. 
The expression of J-HNP-1 mRNA and protein were 
detected by reverse transcription PCR (RT-PCR) and 
Western blot, respectively. The antibacterial activities 
of cellular soluble protein and culture supernatant were 
examined in vitro .

RESULTS: The lengths of amplified J chain and HNP-1 

were 489 bp and 297 bp, respectively. A band of 786 
bp was amplified from COS-7 cells transfected by the 
recombinant plasmid. Western blot analysis revealed that 
the lysate of COS-7 cells transfected by rpcDNA3.1(-)/
Myc-His /J-HNP-1 had a strong band with molecular 
weight of about 24 ku. After transfection, the soluble 
protein and supernatant of the COS-7 cells had significant 
antibacterial activity, and the diameters of their bacterial 
inhibition ring were 34 and 43 mm, respectively.

CONCLUSION: The J-HNP-1 recombinant is successf-
ully constructed and expressed in vitro , and it has a fa-
vorable antibacterial effect.

Key Words: Recombinant PCR; Antimicrobial petide; J 
chain; Human neutrophil peptide-1 
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摘要
目的: 将α-防御素-1(HNP-1)基因与J链基因进行重组
使其成为一种新的杀菌肽分子J-HNP-1, 并将其构建于
能有效表达和分泌活性J-HNP-1杀菌肽的哺乳动物细
胞表达系统. 

方法: 应用PCR技术从不同的质粒中获得J链基因和
HNP-1基因, 然后应用重组PCR技术将这两个不同的
基因连接在一起而成为J-HNP-1基因. 将此基因克隆
入哺乳动物细胞表达载体pcDNA3.1(-)/Myc-HisC中. 
用脂质体转染法将此重组子导入COS-7细胞, 分别从
mRNA和蛋白质水平采用RT-PCR和Western blot分析
J-HNP-1的表达情况, 并体外检测细胞可溶性蛋白及培
养上清的抗菌活性. 

结果: 获得的J链基因和HNP-1基因大小分别为489和
297 bp. 采用RT-PCR法从被转染的细胞中扩增出一条
约786 bp的片段, 其大小与预测相符; 采用Western blot
印迹法, 用抗His抗体检测到细胞可溶性蛋白及培养
上清在约M r 24 000处有强反应条带显示; 抗菌活性
检测显示, 经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的
COS-7细胞的可溶性蛋白和培养上清均有明显的抗菌
活性, 抑菌圈的直径分别为34和43 mm. 

结论: 重组J-HNP-1基因构建到哺乳动物细胞表达系

World Chin J Digestol  2005 November 28;13(22):2640-2644
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2005年版权归世界胃肠病学杂志社



统, 并体外表达, 具有抑菌作用. 

关键词:  重组PCR; 抗菌肽; J链; α-防御素-1
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0  引言

肠源性感染的致病菌主要是条件致病菌, 其中多为耐

药菌. 其感染常见于严重创伤、烧伤[1-3]、移植术后[4]、

腹部外科感染性疾病[5]、成人免疫缺陷综合征[6]、恶

性肿瘤[7]等重症患者. 目前尚无良好的预防手段. 黏膜

上皮细胞膜上具备多聚IgA受体(pIgR). 连有J链的IgA
分子通过J链与pIgR结合后, 将IgA分子转运入黏膜细

胞内. 我们将HNP-1(属α-防御素)与J链cDNA连接, 然
后在哺乳动物细胞系统中表达, 并初步检测其产物体

外抗菌活性, 为进一步研究其细胞内杀菌功能提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 哺乳动物细胞表达载体pcDNA3.1(-)/Myc-
Hi sC购自Inv i t rogen公司; pCH-J质粒由挪威奥斯

陆大学Johansen教授赠送; 人防御素真核表达质粒

pBabeNeo-HNP-1由华西医科大学赠送; 金黄色葡萄球

菌标准菌株6538、COS-7细胞由北京军事医学科学院

提供. RT-PCR Kit, PCR产物克隆试剂盒购自北京天象

邦定生物科技有限公司; 兔抗多聚组氨酸抗体(即His
抗体)购自北京华美生物公司; 脂质体转染试剂购自北

京天为时代; 根据J链序列设计引物并在所设计的引物

的上游插入Bam HⅠ酶切位点, 下游引入4个与甘氨酸

相对应的氨基酸序列. J 链上游引物(P1): 5'-gga tcc atg 
aag aac cat ttg ctt-3'; J链下游引物(P2): 5'-acc acc acc acc 
gtc agg ata gca ggc atc-3'. 根据HNP-1序列设计引物并

在所设计的引物的上游引入4个与甘氨酸相对应的氨

基酸序列, 下游插入Bam HⅠ酶切位点. HNP-1的上游

引物(P3): 5'-ggt ggt ggt ggt atg agg acc ctc gcc atc-3'; 下
游引物(P4): 5'-gga tcc gca gca gaa tgc cca gag-3'. 根据

预测rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1 DNA序列设计

PCR引物: P5: 5'-atg aag aac cat ttg ctt ttc tgg g-3'; P6: 5'- 
gca gca gaa tgc cca gag tc-3'. 以上引物均由北京军事医

学科学院合成.   
1.2 方法

1.2.1 重组哺乳动物细胞表达载体rpcDNA3.1(-)/Myc-
HisC/J-HNP-1的构建 利用PCR方法以P1、P2为引

物从原质粒pCH-J中扩增出J链片段. 利用PCR方法

以P3、P4为引物从原质粒pBabeNeo-HNP-1中扩增

出HNP-1片段. 利用重组PCR技术, 以J链扩增产物和

HNP-1扩增产物的混合物为模板, 以P1、P4位引物

扩增获取J-HNP-1基因. 将此杂合基因J-HNP-1 DNA 
片段先与pGM-T Easy载体相连接, 再用限制性内切

酶Bam HⅠ进行酶切以获取J-HNP-1 DNA片段. 将
J-HNP-1 DNA片段插入真核表达质粒pcDNA3.1(-)/
M y c-H i s C的多克隆位点并紧邻报告基因M y c表位

和6×H i s的上游 ,  从而构建成重组真核表达载体

rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1. 用该重组质粒转化

大肠杆菌TOP10, 并接种于含100 mg/L氨苄青霉素的

LB培养基, 过夜培养后挑取阳性克隆, 提取质粒DNA, 
随机挑取8个阳性克隆提取质粒DNA, 用限制性内切酶

Bam HⅠ进行酶切鉴定. 并对阳性克隆质粒进行DNA
测序. 由北京军事医学科学院应用Beckman CEQ2000
自动测序仪进行DNA序列测定. 正向引物为T7, 反向

引物为BGH-rev.
1.2.2 转染后COS-7培养细胞总RNA的提取及RT-PCR[8] 

基因脂质法[9]转染入COS-7细胞, 以正常的COS-7细胞

为空白对照和转染空质粒pcDNA3.1(-)/Myc-HisC的

COS-7细胞为阴性对照. 转染后24 h换液后将细胞依

次于浓度为100 mL/L, 0.2 mL/L, 0 mL/L胎牛血清的

培养基中继续培养12 h, 培养过程均无抗生素. 转染

细胞培养增殖36 h后, 分别收集实验组及对照组(转染

pcDNA3.1(-)/Myc-HisC和正常的COS-7)培养细胞, 提
取总RNA. 先进行逆转录, 再以P5, P6为引物进行PCR.
1.2.3 Western blot检测 于转染后36 h收集各组细胞

及培养上清提取蛋白[10], 用抗His抗体, 按常规Western 
blot方法检测.
1.2.4 细胞可溶性蛋白及培养上清的抗菌活性试验 将

金黄色葡萄球菌标准菌株ATCC6538接种于固体LB培
养基上. 纸片扩散法检测. 设置LVF阳性对照组(左氧氟

沙星纸片), COS-7细胞阴性对照组(包括细胞可溶性蛋

白和培养上清)以及rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1
转染COS-7细胞实验组(包括细胞可溶性蛋白和培养上

清).

2  结果

2.1 重组哺乳动物细胞表达载体rpcDNA3.1(-)/Myc-
HisC/J-HNP-1的构建 从pCH-J质粒中扩增出J链, 产物

大小为489 bp(图1); 从pBabeNeo-HNP-1质粒中扩增出

HNP-1, 产物大小为297 bp(图2). 重组PCR产生了包含

J链和HNP-1这两个不同基因的融合基因. 将此融合基

因与pGM-T Easy载体通过连接与转化, 产生阳性克隆

菌落. 挑菌, 培养, 提取质粒, Bam HⅠ酶切质粒pGM-T 
Easy/J-HNP-1, 获取J-HNP-1片段, 再次克隆入哺乳动

物细胞表达载体pcDNA3.1(-)/Myc-HisC.
2.2 重组哺乳动物细胞表达载体rpcDNA3.1(-)/Myc-
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图  2  HNP-1 PCR产物电泳图, 大小为297  bp. 1: DNA  marker  DL2000; 

2, 3: HNP-1 PCR产物.

图  3  重组质粒rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1阳性克隆的酶切鉴

定. 1: DNA marker DL2000; 2, 8: rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1/ 

BamHⅠ阴性克隆; 3-7, 9: rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1/BamH

Ⅰ阳性克隆.     1        2      3

 1     2      3      4       5      6     7      8     9

图  1   J 链PCR产物电泳图, 大小为489  bp. 1: DNA  marker  DL2000; 2, 

3: J 链PCR产物.

     1        2        3
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HisC/J-HNP-1的筛选与鉴定  随机挑取8个阳性克隆提

取质粒DNA, 用限制性内切酶Bam HⅠ进行酶切鉴定

(图3). 并对阳性克隆质粒进行DNA测序. 测序结果显

示: 使用正向T7引物和反向BGH-rev引物对重组质粒

rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1进行DNA序列测定, 
插入片断为786 bp, 且有4个为正向插入. 并且在两个

不同基因之间顺利插入了4个甘氨酸分子. 该结果表

明: 所提质粒为rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转化

的阳性重组子(图4). 
2.3  RT-PCR法检测J-HNP-1 mRNA的表达  用rpcD-
NA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1中J-HNP-1插入子的特异

性引物(P5, P6), 对经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1
转染并分别培养于含不同的胎牛血清(100 m L/L, 
0.2 mL/L, 0 mL/L)的3种COS-7细胞的总RNA进行RT-
PCR扩增, 结果均扩增出一条约786 bp大小的片段, 其
长度与预测相符. 在相同RT-PCR扩增条件及加样量下, 
同步转染空质粒pcDNA3.1(-)/Myc-HisC的COS-7细胞

的总RNA无相应条带扩出(图5). 
2.4 Western blot印迹检测J-HNP-1的表达  Western 
blot印迹检测结果表明: 经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/
J-HNP-1转染的COS-7细胞可溶性蛋白及细胞的培养

上清在约24 kd处均有强反应条带显示. 对照组转染空

质粒pcDNA3.1(-)/Myc-HisC的COS-7细胞和培养上清

均未见相应条带显示(图6).
2.5 细胞可溶性蛋白及培养上清的抗菌活性检测 抗
菌活性结果显示 (图7) ,  在金黄色葡萄球菌标准菌

株AT C C6538标准菌株的L B平板上 ,  阳性抗菌药

LVF(5 µg/片)显示直径约为55 mm的抑菌圈; 转染

pcDNA3.1(-)/Myc-HisC(即空质粒)的COS-7细胞的

可溶性蛋白和培养上清未见抑菌圈显示; 而经rpcD-
NA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的COS-7细胞的可溶

性蛋白和培养上清均呈现出明显的抑菌圈, 其直径分

别为34 mm和43 mm. 该结果提示: 转染rpcDNA3.1(-)/
Myc-HisC/J-HNP-1的COS-7细胞表达和分泌的产物具

有抗菌活性.  

3  讨论

肠源性感染问题一直困扰着医学界, 人们尝试着各种

途径去解决[11-14]. 有研究分析腹部外科感染性疾病病

原菌的构成比和药物敏感率的变化, 发现几乎所有菌

种都是人体正常菌种, 条件致病菌和内源性细菌感染

是腹部外科感染的特征[15]. 74％的开腹外科患者感染

并发症是肠道移位细菌引发[16]. 肠道黏膜来源的条件

病原微生物种类多, 包括需氧菌(如大肠杆菌、铜绿假

单孢杆菌)、厌氧菌(如脆弱类杆菌)、真菌(如白色念

珠菌). 在体内菌群失调的情况下, 条件致病菌首先在

黏膜表面侵袭、局部定植, 然后尚有可能向体内其他

部位播散, 通过直接或间接的方式, 引发全身炎症反应

综合征. 研究表明各种病理情况导致免疫低下、黏膜

组织缺血、缺氧, 进入肠上皮细胞的细菌数量明显增

加[17,18]. 其次, 由于耐药性以及免疫识别等问题, 上皮

细胞内病原体能有效逃避体内免疫系统对其识别和杀

灭. 再次, 由于各种原因例如细菌的变异, 抗生素的滥
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图  4  重组质粒rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1中J-HNP-1插入子的DNA序列分析. 

GGA TCC  ATG AAC CAT TTG CTT TTC TGG GGA GTC CTG GCG GTT TTT ATT AAG 
BamHⅠ

GCT GTT CAT GTG AAA ...... GGT GGT GGT GGT ...... GAACGT CGC TAT GGA ACC	
          甘氨酸分子

TGC ATC TAC CAG GGA TGC TGA GGA TCC(786  bp)

BamHⅠ

图  5  经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的COS-7细胞的PCR扩

增产物. 1: DNA marker DL2000; 2: 正常COS-7; 3: pcDNA3.1(-)/Myc-

HisC 转染; 4, 5, 6:  100  mL/L, 0.2  mL/L, 0  mL/L  胎牛血清培养.

图  6  Western blot法分析转染rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1的

COS-7细胞J-HNP-1的表达. 1, 2, 3, 4: rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/

J-HNP-1转染的COS-7细胞可溶性蛋白和培养上清; 5: 蛋白Marker; 6, 

7, 8, 9: pcDNA3.1(-)/Myc-HisC(即空质粒)转染的COS-7细胞可溶性

蛋白和培养上清.

图  7  经rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的细胞可溶性蛋白及上

清的抗菌活性试验. 1: 阳性抗菌药LVF; 2, 4: 转染pcDNA3.1(-)/Myc-

HisC(即空质粒)的COS-7细胞的可溶性蛋白和培养上清; 3, 5: 经rpcD-

NA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1转染的COS-7细胞的可溶性蛋白和培

养上清.

       1      2      3       4       5      6

24  ku

 1       2       3         4          5      6     7      8       9

用等等造成细菌对传统抗生素产生了耐药[19-22]. 因此, 
如何杀灭黏膜表面侵袭和黏膜细胞内的致病菌, 从源

头上预防条件致病菌感染, 促使许多研究者尝试着各

种途径去解决. 目前研究表明[23,24], 内源性抗菌肽防御

素(defensin)通过攻击靶细胞膜而杀菌, 具备同时杀灭

真菌和细菌甚至HIV病毒的能力, 完全不同于传统抗

生素, 不会产生耐药性.      
防御素体内分布以中性粒细胞为主, 属胞内抗菌

物质; HNP-1 (human netrophil peptide-1)是人中性粒细

胞的主要防御素分子, M r 3 000-5 000, 主要存在于人中

性粒细胞的溶酶体颗粒内, 是迄今发现的含量最多、

活性最强的杀菌分子[25]. HNP-1不但是哺乳动物中性

粒细胞溶酶体颗粒内主要杀菌分子, 对革兰阳性和阴

性菌、霉菌、厌氧菌、螺旋体、分枝杆菌以及包膜病

毒如流感病毒、艾滋病毒等均有很强杀伤活性, 也是

黏膜抗感染的重要防御成分[26-28]. 因此将防御素用于

临床感染性疾病的防治是国内外医学界感兴趣的课

题. J链是一小分子多肽, 由黏膜和腺体细胞表达, 可调

节IgA多聚体的形成. J链结合多聚IgA(pIgA)后抗原结

合点的高效价, 适合于凝集细菌和病毒; 具有刺激补

体旁路途径的潜力; 只有含J链的多聚体才显示出与多

聚IgA受体(pIgAR)的高亲和性[29]. 我们正是设想利用

HNP-1具有的特点与J链的生物学特点, 将这两者进行

优势互补. 中性粒细胞中的HNP-1仅能在该细胞内发

挥杀菌作用, 对粒细胞以外的病原菌难以发挥作用; 而
小肠黏膜分泌的其他天然防御素又由于其活性作用局

限于细胞膜而对上皮细胞内的细菌难以发挥作用. 防
御素主要存在于肠道、女性生殖道黏膜系统中, 而黏

膜上皮细胞又有一个共同的特点, 即在细胞膜上具备

pIgAR. 连有J 链的IgA分子通过J链与pIgAR结合后, 将
IgA分子转运入黏膜细胞内. 我们利用J链的生物学特

点及HNP-1的抗菌优势以及黏膜上皮细胞的共同特点, 
将J链与HNP-1融合, 使HNP-1分子的一端为J链, 另一

端为防御素, 称之为pIgAR配体样杀菌肽. 希望这种外

源性防御素借助于J链的作用被送入黏膜上皮细胞内, 
使黏膜上皮获得象中性粒细胞一样的杀菌功能而杀灭

细胞内移位菌. 从而有效地将HNP-1的杀菌功能拓展到

上皮细胞内, 从而杀灭细胞内移位菌.  
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为了检测经翻译后表达出的蛋白质是否具有抗菌

活性, 本试验应用纸片扩散法对同一样品的细胞可溶

性蛋白和细胞培养上清进行抑菌试验, 其结果表明: 转
染rpcDNA3.1(-)/Myc-HisC/J-HNP-1重组质粒36 h的
COS-7细胞的细胞可溶性蛋白和细胞培养上清对金黄

色葡萄球菌标准菌株ATCC6538菌有明显的抑制作用, 
而且细胞培养上清的抗菌活性明显强于细胞可溶性蛋

白. 可能原因分析: 在COS-7细胞中表达的是J-HNP-1
的前体, 前体J-HNP-1需经翻译修饰后而分泌到细胞外

才能成为成熟的J-HNP-1, 只有成熟的抗菌肽才表现其

阳离子肽的特性而显示强抗菌活性; 由于在COS-7细
胞中表达并分泌到胞外的是成熟的J-HNP-1, 成熟的

J-HNP-1是一个含6个组氨酸的嵌合肽, 组氨酸为碱性

氨基酸, 这就极大地增强了J-HNP-1/Myc-HisC嵌合肽

的阳离子性, 从而显示其强抗菌活性. 推测根据是有研

究报道[30], 抗菌肽的抗菌机制是抗菌肽分子依靠其带

正电荷的特点而吸附于微生物表面并插入微生物细胞

膜而形成孔道. 本研究为防御素有效送入黏膜上皮细

胞内发挥杀菌作用这一工作奠定了基础. 
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