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摘 要：【目的】高效表达并纯化 9 kDa 和 15 kDa 鸡 NK-lysin 重组蛋白(cNKL9 和 cNKL15)，评

估其体外抗菌活性及免疫调节活性。【方法】将 cNKL9 和 cNKL15 目的基因分别克隆至 pPIC9K 载

体中，构建重组表达质粒进行异源表达。经 SDS-PAGE 分析及 Western blotting 特异性验证，确认

重组蛋白正确表达后，通过镍亲和层析法获得高纯度的 cNKL9 和 cNKL15 重组蛋白。以鼠伤寒

沙门氏菌和大肠埃希氏菌 O157:H7 为靶标菌株，采用平板活菌计数法(CFU 法)评估重组蛋白的体

外抗菌活性；通过 RT-qPCR 技术检测 mRNA 表达水平，分析重组蛋白处理 HD11 鸡巨噬细胞系

后相关细胞因子的转录水平变化。在 15 L 发酵罐放大培养体系中，通过优化高密度发酵工艺实

现重组蛋白的高效表达。【结果】成功构建毕赤酵母重组表达质粒 pPIC9K-cNKL9 和 pPIC9K-

cNKL15。SDS-PAGE 及 Western blotting 验证结果显示，培养上清中可检测到重组 cNKL9 和

cNKL15 蛋白的特异性条带，证实目标蛋白已实现正确分泌表达。抑菌活性检测结果表明，重组

cNKL9 蛋白对鼠伤寒沙门氏菌及大肠埃希氏菌 O157:H7 均具有显著抗菌活性，而重组 cNKL15 蛋

白对上述 2 株病原菌无明显抑制作用。RT-qPCR 结果显示，重组 cNKL15 蛋白显著上调 HD11 细

胞中 CCL4、CCL20 等细胞因子的基因转录水平，重组 cNKL9 蛋白则无此免疫调节作用。此外，

在 15 L 发酵罐放大培养体系中，cNKL9 和 cNKL15 的异源表达量分别可达 0.64 g/L 和 0.53 g/L。

【结论】本研究在毕赤酵母系统中实现了 cNKL9 和 cNKL15 蛋白的高效重组表达。其中，cNKL9

蛋白对鼠伤寒沙门氏菌和大肠埃希氏菌 O157:H7 具有抗菌活性，cNKL15 蛋白能够通过上调鸡巨

噬细胞 HD11 中细胞因子的 mRNA 表达水平发挥免疫调节功能。上述结果为 cNKL9 和 cNKL15

蛋白作为抗菌或免疫调节产品的开发提供了实验依据，具有良好的应用前景。
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Abstract: [Objective] To achieve high-level expression and purification of the recombinant 9 kDa 
and 15 kDa chicken NK-lysin proteins (designated as cNKL9 and cNKL15) and evaluate their in 
vitro antibacterial and immunomodulatory activities. [Methods] The target genes—cNKL9 and 
cNKL15—were individually cloned into the pPIC9K vector to construct recombinant expression 
plasmids for heterologous expression in Pichia pastoris. After confirming the correct expression of 
the recombinant proteins via SDS-PAGE and Western blotting, we used nickel affinity 
chromatography to obtain highly purified recombinant cNKL9 and cNKL15 proteins. The in vitro 
antibacterial activities of recombinant proteins against Salmonella typhimurium and Escherichia 
coli O157:H7 were assessed by colony forming unit (CFU) assays. We measured the mRNA levels 
by RT-qPCR and analyzed the transcriptional changes of relevant cytokines after applying the 
recombinant proteins to the chicken macrophage cell line HD11. High-level expression of the 
recombinant proteins was achieved in a 15 L fermenter for scale-up culture via optimization of the 
high-density fermentation process. [Results] The P. pastoris expression plasmids pPIC9K-cNKL9 
and pPIC9K-cNKL15 were successfully constructed. SDS-PAGE and Western blotting results 
revealed specific bands of recombinant cNKL9 and cNKL15 proteins in the culture supernatant, 
confirming the successful secretory expression of the target proteins. Antibacterial activity assay 
demonstrated that the recombinant cNKL9 protein exhibited significant inhibitory activities against 
both S. typhimurium and E. coli O157:H7, whereas the recombinant cNKL15 protein showed no 
obvious inhibitory effects on either pathogenic strain. RT-qPCR analysis showed that the 
recombinant cNKL15 protein significantly upregulated the transcription levels of cytokines such as 
CCL4 and CCL20 in HD11 cells, while the recombinant cNKL9 protein did not exhibit 
immunomodulatory activity. Furthermore, in the 15 L fermenter, the heterologous expression yields 
of cNKL9 and cNKL15 reached 0.64 g/L and 0.53 g/L, respectively. [Conclusion] For the first 
time, we achieved high-level expression of recombinant cNKL9 and cNKL15 proteins in the 
P. pastoris system. Specifically, cNKL9 exhibited inhibitory activities against S. typhimurium and 
E. coli O157: H7, while cNKL15 exerted immunomodulatory effects by upregulating the mRNA 
levels of cytokines in the chicken macrophage cell line HD11. These findings provide experimental 
evidence for the development of cNKL9 and cNKL15 as antibacterial or immunomodulatory 
agents, indicating their considerable application potential.
Keywords: chicken NK-lysin gene; recombinant proteins; Pichia pastoris; antibacterial activity; 
immunomodulatory activity
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随着畜禽养殖规模的持续扩大，动物源性

病原微生物的传播风险与抗生素耐药性问题日

趋严峻。在全球范围内，细菌性禽类疾病每年

造成巨大的经济损失，其中由沙门氏菌、大肠

埃希氏菌等革兰氏阴性菌引发的感染尤为常

见[1]。传统抗生素治疗不仅面临严格的监管限

制，且随着耐药菌株的不断进化，其抗菌效果

已显著下降[2]。这促使研究者更加关注天然免疫

系统，尤其是具有广谱抗菌活性且不易诱导

耐药性的天然免疫蛋白[3-4]。NK-lysin 属于鞘

脂激活蛋白 saposin 样蛋白(saposin-like protein, 

SAPLIP)家族成员，是由自然杀伤细胞(natural 

killer cells，NK 细胞)和细胞毒性 T 淋巴细胞

(cytotoxic T lymphocytes, CTL)分泌的关键天然

免疫蛋白，成熟蛋白与穿孔素、颗粒酶一同存

在于细胞毒性颗粒中[5-7]。NK-lysin 最先从猪小

肠组织中分离获得[8]，随后，研究人员在鸡脾细

胞、胸腺细胞和肠上皮淋巴细胞中鉴定出 NK-

lysin 的鸡同源物[9]。

鸡 NK-lysin 基因定位于 22 号染色体远端，

其表达产物主要以 2 种形式存在，即 15 kDa 前

体蛋白(cNKL15)和 9 kDa 成熟蛋白(cNKL9)[10]。

二者结构与颗粒溶素(granulysin, GNLY)及其他

物种的 NK-lysin 同源物高度相似，包含 6 个半

胱氨酸形成的 3 对二硫键及 5 个 α -螺旋结

构[5,9,11-13]。目前，针对 cNKL9 蛋白和 cNKL15

蛋白的外源重组表达及功能鉴定的研究鲜有报

道。在 cNKL15 蛋白的外源表达方面，现有研

究主要通过 COS7 细胞转染实现，所得重组

cNKL15 蛋白未表现出明显的抗菌活性，但具有

抗艾美尔球虫活性，且可通过诱导细胞因子表

达对巨噬细胞发挥免疫调节作用[14-15]。关于

cNKL9 蛋白的重组表达尚未见相关报道，但有

研究通过化学合成获得全长 cNKL9 蛋白，证实

其具备较强的抗菌活性[16]。此外，为探究不同

α-螺旋区域的生物活性，部分研究基于蛋白结构

合成了一系列短肽，发现其中某些短肽具有显

著 的 抗 菌 活 性 、 抗 球 虫 活 性 或 免 疫 调 节

活性[12,16-17]。

巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)是一种操作

简便、生产成本低的高效真核表达系统[18]。其

核心优势在于具有可严格调控外源蛋白表达的

乙醇氧化酶(alcohol oxidase 1, AOX1)基因启动

子[19]；同时，作为真核生物，毕赤酵母具备完

善的翻译后修饰能力，能在内质网中高效完成

糖基化、二硫键形成等关键修饰，确保重组蛋

白的天然构象与生物学活性[20]。此外，通过

α-factor 等信号肽引导，目标蛋白可分泌至培养

基，并经内源 KEX2 蛋白酶切割信号肽，实现

完整蛋白的分泌表达，从而大幅简化纯化步

骤[21]。该表达系统还采用甘油/甲醇两阶段培养

策略，以廉价碳源支持工程菌株的高密度发酵，

便于实现工业化放大生产[22]。为高效表达

cNKL9 和 cNKL15 蛋白并系统比较二者的功能

活性，本研究利用毕赤酵母表达系统完成了

2 种蛋白的重组表达与纯化，并对其抑菌活性及

免疫调节活性进行了鉴定，同时通过发酵罐高

密度培养实现了 2 种 cNKL 蛋白的高效制备，

为其后续生产开发与应用奠定了实验基础。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　质粒、菌株和细胞

毕 赤 酵 母 GS115 菌 株 、 载 体 pPIC9K，

Invitrogen 公司；大肠埃希氏菌 TOP10 感受态细

胞，Biomed 公司；鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella 

typhimurium) CVCC541、 大 肠 埃 希 氏 菌

(Escherichia coli) O157:H7 CVCC1491，本实验

室保存菌株；HD11 鸡巨噬细胞，浙江大学占秀

安教授惠赠。

1.2　培养基

LB 培养基(g/L)：酵母提取物(yeast extract) 

5.0，蛋白胨(tryptone) 10.0，氯化钠(NaCl) 10.0；

固体培养基含琼脂粉 (agar) 20.0 g/L， 121 ℃

灭菌 21 min。

YPD 培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，蛋白
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胨 20.0，葡萄糖(D-glucose) 20.0。固体培养基含

琼脂粉 20.0，121 ℃灭菌 21 min。

MD 培养基 (g/L)：葡萄糖 20.0，琼 脂 糖

20.0，121 ℃灭菌 21 min，使用时加入无氨基

酵母氮源(yeast nitrogen base without amino acids) 

13.4，生物素(D-biotin) 4.0×10−4。

BMGY 培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，蛋

白胨 20.0，丙三醇 (glycerol) 10.0，121 ℃灭菌

21 min，使用时加入无氨基酵母氮源 13.4，生物

素 4.0×10−4。

BMMY 培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，蛋

白胨 20.0，121 ℃灭菌 21 min，使用时加入无

氨基酵母氮源 13.4，生物素 4.0×10−4，甲醇

(methanol)的体积分数为 1%，每 24 h 补加体积

分数为 1% 的甲醇。

HD11 鸡巨噬细胞完全培养基：DMEM 培

养基含体积分数为 10% 的胎牛血清(fetal bovine 

serum) 和 体 积 分 数 为 1% 的 青 霉 素/链 霉 素

(penicillin-streptomycin)。

1.3　重组质粒的构建和转化

在 GenBank 中获得 cNKL15 基因的氨基酸

序列 (序列号：NM_001044680.2)，根据毕赤

酵母的密码子偏好性 (http://www.kazusa.or.jp/

codon/)对 cNKL15 基因序列进行密码子优化，优

化后的基因序列见表 1，通过基因合成获得

cNKL15 基因。对 cNKL15 蛋白序列及结构进行

分 析 ， 得 到 成 熟 蛋 白 cNKL9 对 应 的 序 列

(cNKL15 N 端去除 43 个氨基酸，C 端去除 2 个

氨基酸)。为便于后续目的蛋白的检测和纯化，

在 cNKL9 和 cNKL15 羧基端添加 6×His 标签。

利用表 2 中 2 对特异性引物，以 cNKL15 基因为

模板使用 DNA 聚合酶(南京诺唯赞生物科技股

份有限公司)进行 PCR 扩增，获得 cNKL9 和

cNKL15 基因片段。利用同源重组酶(北京全式金

生物技术有限公司)将目的基因与 pPIC9K 载体

进行同源重组，并转化至大肠埃希氏菌 TOP10

感受态细胞，转化产物涂布于含氨苄青霉素

(100 µg/mL)的 LB 固体培养基进行抗性筛选。挑

取单菌落进行扩大培养，使用质粒小提中量试

剂盒(北京庄盟国际生物基因科技有限公司)提取

重组质粒，并送北京睿博兴科生物技术有限公

司测序鉴定，对测序正确的质粒，进一步以载

体上的 5′AOX 和 3′AOX 引物进行 PCR 扩增，验

证目的基因是否准确插入 pPIC9K 载体的 AOX1

位点。通过化学预处理法制备毕赤酵母 GS115

感受态细胞，使用 Bgl Ⅱ酶[宝日医生物技术(北

京)有限公司]将鉴定正确的重组质粒进行线性化

处理，再通过电转化法转化毕赤酵母 GS115 感

表1　优化后的cNKL9和cNKL15基因序列

Table 1　The sequences of the optimized cNKL9 and cNKL15 genes

Gene names

cNKL9

cNKL15

Sequences (5′→3′)

ATCAAGTGCAGATTTTGTGTTTCTTTGGTTAAGAAAGTCCAGAAAA
TTGTTGGTGACGATCCAGACGAAGACGCTATCAACAACGCATTGAA
CAAGGTTTGTTCCACTGGTAGAAGACAAAGATCTATTTGTAAGCAA
CTTCTGAAGAAGTTGAGACAACAGTTGTCCGATGCCTTGCAGAACA
ATGACGATCCTAGAGATGTTTGTACTACATTGGGTCTGTGC

TTCTCTGGCTTGACCCCTGAGCATTCTGCTCTGGCTAGAGCTCATCCT
TGTGACGGCGAGCAATTTTGTCAGAACTTGGCACCAGAAGACCCAC
AAGGAGATCAATTACTTCAGAGAGAAGAACTTGGTTTGATCTGTGAG
TCTTGTAGAAAAATTATCCAAAAGTTGGAAGATATGGTTGGCCCTCAA
CCTAATGAGGATACCGTTACTCAGGCCGCTTCTAGAGTTTGTGATAAG
ATGAAGATTCTGAGAGGTGTTTGTAAAAAGATAATGAGAACCTTCTTG
AGAAGAATCTCCAAGGACATCTTGACTGGTAAAAAGCCACAAGCTAT
CTGTGTTGACATCAAGATCTGCAAGGAAAAGACCGGTTTGATT
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受态细胞。转化产物涂布于组氨酸缺陷型 MD

固体培养基上进行筛选。

1.4　重组蛋白在毕赤酵母系统中的外源

表达及纯化

1.4.1　重组蛋白在毕赤酵母系统中的外源

表达

在 MD 平板上随机选取约 10 个转化子单菌

落，将其接种于含 3 mL BMGY 培养基的塑料无

菌试管中，30 ℃、200 r/min 条件下富集培养

48 h。将菌液 4 500 r/min 离心 5 min，弃上清，

用 1 mL BMMY 培养基重悬菌体，在同一培养

条件下诱导蛋白表达。48 h 后，通过 SDS-PAGE

和使用抗 6×His 标签鼠单克隆抗体(北京全式金

生物技术有限公司)进行 Western blotting，检测

培养上清液中目标蛋白 cNKL9 和 cNKL15 的表

达水平。选取表达量较高的 2 个菌株进行保种，

菌液与 40% 甘油以 1:1 的比例混合保存于 EP 管

中，置于−80 ℃冰箱保存。

1.4.2　重组蛋白的纯化

选择表达量最高的 cNKL9 菌株和 cNKL15

菌株进行摇瓶发酵，在 30 ℃、200 r/min 条件下

分别使用 800 mL BMGY 培养基进行富集培养

48 h，以及 400 mL BMMY 培养基进行甲醇诱导

表达 48 h。将发酵液于 4 ℃、12 000 r/min 离心

10 min，收集上清液，经 0.45 μm 和 0.22 μm 滤

膜过滤后，通过镍亲和层析柱对蛋白进行纯化。

层析柱预先使用含 20 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 

8.0)、0.5 mol/L 氯化钠和 10 mmol/L 咪唑的平衡

液进行平衡，在上清液全部过柱后，使用与平

衡液相同浓度的缓冲液洗涤层析柱。目标蛋白

分别使用含 0.2 mol/L 咪唑和 0.3 mol/L 咪唑的缓

冲液洗脱。洗脱后的蛋白装入透析袋中，依次

使用含 0.50、0.35、0.15 mol/L NaCl 的磷酸盐缓

冲液(100 mmol/L Na2HPO4、10% 甘油)进行梯度

透析以降低蛋白液的盐浓度，最后经 0.22 µm 滤

器过滤灭菌后分装，置于−80 ℃冰箱保存，用于

后续实验。

1.5　重组蛋白的活性鉴定

1.5.1　抑菌活性检测

使用鼠伤寒沙门氏菌和大肠埃希氏菌

O157:H7 检测重组蛋白 cNKL9 和 cNKL15 的抑

菌活性。将鼠伤寒沙门氏菌或大肠埃希氏菌

O157:H7 保存菌株接种于 LB 无抗液体培养基

中，置于 37 ℃恒温培养箱中 200 r/min 培养

12 h；第 2 天以 1% 接种量转接于 50 mL LB 无

抗液体培养基中，37 ℃、200 r/min 培养约 2 h

至 OD600 值达 0.5。将培养好的菌液用磷酸盐缓

冲液(20 mmol/L Na2HPO4, pH 7.4)稀释 3 000 倍，

使菌液浓度约为 3×105 CFU/mL； cNKL9 和

cNKL15 蛋白用磷酸盐缓冲液分别稀释至 0.2、

1、5 μmol/L。随后将 25 μL 菌液分别与 25 μL

不同浓度的蛋白混合，同时设置 25 μL 菌液与

25 μL 磷酸盐缓冲液为阴性对照组，25 μL 菌液

与 25 μL 50 mg/mL 卡那霉素为阳性对照组(每次

试验均设 3 个平行组)。将所有组别置于 37 ℃恒

温培养箱中静置作用 3 h 后，用预冷的磷酸盐缓

冲液将反应物稀释 100 倍，取 100 μL 涂布于 LB

表2　载体构建所用引物

Table 2　Primers used for vector construction

Primer names

cNKL9-F

cNKL9-R

cNKL15-F

cNKL15-R

5′AOX

3′AOX

Primer sequences (5′→3′)

GAAAAAAGAGAGGCTGAAGCTATCAAGTGCAGATTTTGTGTTTC

CTTAATGGTGATGATGATGATGGCACAGACCCAATGTAGTAC

GAAAAAAGAGAGGCTGAAGCTGAACCACCTAGAGATGATCAC

CTTAATGGTGATGATGATGATGACCTTTGCACAGACCCAATGTAGTAC

GACTGGTTCCAATTGACAAGC

GCAAATGGCATTCTGACATCC
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无抗固体培养基上，置于恒温培养箱中培养。

菌落于固体培养基上生长约 14 h 可见明显清晰

单菌落后，对每个培养板上的单菌落进行计数

统计。统计分析结果以均值±标准差表示，所有

实验均重复 3 次以上。

1.5.2　免疫调节活性检测

使 用 HD11 鸡 巨 噬 细 胞 检 测 重 组 蛋 白

cNKL9 和 cNKL15 的免疫调节活性。将 10 cm

培养皿中状态良好的细胞以 1:3 的比例接种于

12 孔细胞培养板中，置于 37 ℃恒温培养箱

(5% CO2)中培养 16 h 后，用 PBS 缓冲液洗涤

细胞，加入用完全培养基稀释的 100、1 000、

4 000 nmol/L 浓度的 cNKL9 和 cNKL15 蛋白，

同时设置仅含完全培养基的对照组为阴性对照。

在 37 ℃恒温培养箱(5% CO2)中作用细胞 6 h 后

收集细胞样品，分别使用 RNA 提取试剂盒(南京

诺唯赞生物科技股份有限公司)、cDNA 合成试

剂盒(北京全式金生物技术有限公司)、荧光定量

PCR 试剂(北京全式金生物技术有限公司)进行

RNA 提取、反转录及 RT-qPCR，检测 HD11 细

胞中细胞因子 CCL4、CCL20、IL-1β、IL-8 的

mRNA 表达水平(RT-qPCR 所用引物见表 3)。统

计分析结果以均值±标准差表示，所有实验均重

复 3 次以上。

1.6　重组蛋白的 15 L 发酵罐放大培养

工艺

选取表达良好的菌株接种于 50 mL YPD 培

养基中，30 ℃、200 r/min 培养 24 h 后，将菌液

转接至 600 mL YPD 培养基中继续培养 12 h。当

OD600 值达到 5.0−6.0 时将细胞培养物接种至含

7.5 L 基础盐培养基并添加 PTM1 溶液的 15 L 发

酵罐中。初始条件设定为：振荡速度 600 r/min，

温度 30 ℃，通过添加 28% 氨水维持 pH 5.0，

溶解氧控制在 20%−40%。当甘油耗尽导致溶

解氧 (dissolved oxygen, DO)快速上升时开始添

加含 50% 甘油和 PTM1 溶液的补料培养基。以

18 mL/(L·h)的甘油补料速率持续 6 h，直至培养

物湿重达到约 200 g/L。随后停止甘油补料，改

用甲醇诱导蛋白质表达。同时通过循环冷却水

将温度调节至 25 ℃或 30 ℃，将 pH 值调整至

5.0 或 6.0，并通过调节转速将溶解氧控制在

20%−40%[24]。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　cNKL9 和 cNKL15 重组质粒的构建

及鉴定

为在毕赤酵母表达系统重组表达 cNKL9 和

cNKL15 蛋白，本研究构建了重组表达质粒

pPIC9K-cNKL9 和 pPIC9K-cNKL15，其质粒图谱

见图 1A。首先以 cNKL15 基因(包含 cNKL9 基

因序列)为模板，通过相应的 PCR 引物分别扩增

得到目的基因片段，其大小分别为 268 bp 和

403 bp，与预期一致(图 1B)。随后将目的基因片

段与 pPIC9K 载体进行同源重组转化，对重组质

粒进行测序验证及 PCR 扩增鉴定。结果显示，

重组质粒测序结果正确，PCR 扩增片段大小与

预期相符，表明重组质粒构建成功(图 1C)。

2.2　cNKL9 和 cNKL15 重组蛋白的表达

及纯化

将构建的 cNKL9 和 cNKL15 重组质粒分别

表3　RT-qPCR所用引物

Table 3　Primers used for RT-qPCR

Primer names

CCL4-F

CCL4-R

CCL20-F

CCL20-R

IL-1β-F[23]

IL-1β-R[23]

IL-8-F[23]

IL-8-R[23]

TNF-α-F

TNF-α-R

GAPDH-F[23]

GAPDH-R[23]

Primer sequences (5′→3′)

GCTGCCCTTCAGCTTTG

TCAGTTCAGTTCCATCTTGTTCATGTA

GGCTTGAGCACCAAGAGTTTG

CCCTTAATGACCTTCCGAGGC

TGGGCATCAAGGGCTACA

TCGGGTTGGTTGGTGATG

GGCTTGCTAGGGGAAATGA

AGCTGACTCTGACTAGGAAACTGT

TCAGGACAGCCTATGCCAAC

CTTGGTTGCTTTGTGCCTGG

GGTGGTGCTAAGCGTGTTAT

ACCTCTGTCATCTCTCCACA
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转化至毕赤酵母宿主菌株 GS115，经甲醇诱导

表达后，收集培养上清液并进行 SDS-PAGE 检

测。结果显示，转化 cNKL9 重组质粒的菌株培

养上清液中可检测到约 9 kDa 的蛋白条带，转

化 cNKL15 重组质粒的菌株培养上清液中可检

测到约 15 kDa 的蛋白条带(图 2A)。cNKL9 和

cNKL15 蛋白条带的分子量均略高于理论值，推

测为目标蛋白发生了糖基化修饰所致[22]。此外，

在 cNKL15 蛋白对应 15 kDa 条带下方还检测到

一条条带，推测为 cNKL15 蛋白部分降解所致

(图 2A)。采用抗 His 标签抗体对培养上清进行

Western blotting 验证，结果显示，在与 cNKL9

和 cNKL15 目的蛋白分子量对应的位置均检测

到特异性 His 标签条带 (图 2B)，进一步证实

图1　pPIC9K-cNKL9/cNKL15表达质粒的构建

Figure 1　Construction of the pPIC9K-cNKL9 and pPIC9K-cNKL15 expression plasmids. A: Schematic diagram 

of pPIC9K-cNKL9 and pPIC9K-cNKL15 expression plasmids construction; B: Agarose gel electrophoresis 

analysis of PCR-amplified fragments of cNKL9 and cNKL15 genes; C: Agarose gel electrophoresis analysis for 

validation of recombinant plasmids pPIC9K-cNKL9/cNKL15 construction. The recombinant plasmids were 

verified by PCR amplification with the 5′AOX and 3′AOX primers derived from the pPIC9K vector. Lane M: 

DNA marker.
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cNKL9 和 cNKL15 蛋白在毕赤酵母中实现了重

组表达。

随后分别对表达 cNKL9 和 cNKL15 重组

蛋白的培养上清进行镍离子亲和层析纯化。

SDS-PAGE 检测结果显示，纯化后的 cNKL9 重

组蛋白在约 9 kDa 处呈现单一条带，纯化后的

cNKL15 重组蛋白在约 15 kDa 处呈现一条主带，

主带下方虽仍可见一条降解条带，但强度较弱，

蛋白纯度满足后续功能实验要求(图 2C)。

2.3　cNKL9 和 cNKL15 重组蛋白的生物

活性鉴定

采用平板活菌计数法检测 2 种重组蛋白的

抑菌活性，选取鼠伤寒沙门氏菌和大肠埃希氏

菌 O157:H7 这 2 种常见的高耐药性革兰氏阴性

图2　重组蛋白cNKL9和cNKL15在毕赤酵母中的表达及纯化

Figure 2　Expression and purification of recombinant cNKL9 and cNKL15 proteins in Pichia pastoris. A: SDS-

PAGE analysis of the expression of recombinant cNKL9 and cNKL15 proteins in the culture supernatants from 

two positive clones; B: Western blotting verification of recombinant proteins in the culture supernatant of two 

positive clones using an anti-His antibody; C: SDS-PAGE detection of purified recombinant cNKL9 and cNKL15 

proteins. Lanes 1−2: The culture supernatant of two transformants; Lane 1×: One volume of protein sample; Lane 

2×: Two volumes of protein sample.
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病原菌作为检测对象。结果显示，重组 cNKL9

蛋白在浓度低于 1 μmol/L 时即呈剂量依赖性抑

制菌落生长，在 1 μmol/L 和 5 μmol/L 下均能完

全抑制 2 种病原菌的生长(图 3A)。重组 cNKL15

蛋白即使在 5 μmol/L 的高浓度下，也未表现出

明显的抑菌活性(图 3A)。

为检测重组蛋白的免疫调节活性，采用

RT-qPCR 技术检测不同浓度 cNKL9 和 cNKL15 重

组蛋白刺激鸡源巨噬细胞 HD11 后多种细胞因子

mRNA 表达水平的变化。结果显示，cNKL15 重

组蛋白呈剂量依赖性显著上调细胞因子 CCL4、

CCL20、IL-8 及 IL-1β 的 mRNA 表达水平。在

5 μmol/L 浓度处理下，上述细胞因子的 mRNA

表达量较未处理对照组分别上升约 80、330、

540、570 倍，表明 cNKL15 具有较强的免疫调

节能力(图 3B)。cNKL9 重组蛋白未能上调上述

细胞因子的转录水平，未表现出对 HD11 细胞的

免疫调节活性(图 3B)。上述结果表明，重组蛋

白 cNKL9 和 cNKL15 表现出明显不同的生物

活性。

2.4　cNKL9 和 cNKL15 重组蛋白的高密

度发酵工艺优化与表达分析

为获得更高表达水平的 cNKL9 和 cNKL15

重组蛋白，本研究采用 15 L 发酵罐对毕赤酵

母重组表达菌株进行高密度发酵培养。经对

发酵条件的系统优化，最终确定甲醇诱导阶

段的最佳参数为：温度 25 ℃、pH 5.0。在最佳

发酵条件下，毕赤酵母重组菌株可持续增殖，

表达 cNKL9 重组蛋白的菌株湿重在 72 h 后达到

287 g/L，表达 cNKL15 重组蛋白的菌株湿重在

72 h 后达到 256 g/L (图 4A)。与此同时，2 株重

组菌株发酵上清液中的粗蛋白含量自甲醇诱导

后开始逐步积累，其中 cNKL9 重组菌株上清液

中的粗蛋白含量从 24 h 的 0.43 g/L 增至 48 h 的

0.64 g/L，72 h 后降至 0.25 g/L；cNKL15 重组菌

株的粗蛋白含量从 24 h 的 0.40 g/L 增至 48 h 的

0.53 g/L，72 h 后降至 0.26 g/L (图 4B)。SDS-

PAGE 检测显示，发酵上清液中的 cNKL9 和

cNKL15 重组蛋白在甲醇诱导后 0−48 h 内持续

积累，而在 48−72 h 期间，目的蛋白出现明显降

解，与粗蛋白含量变化趋势一致(图 4C)。上述

结果表明，在高密度发酵条件下，cNKL9 和

cNKL15 重组蛋白在甲醇诱导约 48 h 时表达量

达到最高水平。

3　　讨论与结论讨论与结论

鸡源 NK-lysin 与颗粒溶素均属于 SAPLIP

蛋白家族成员，二者氨基酸序列相似性较高

(64%)，三维结构非常类似，均具有由 3 个 loop

环连接成 5 个 α-螺旋束的特征结构[5,9,25]。目前

关于颗粒溶素的功能研究较为深入，其 9 kDa 蛋

白和 15 kDa 蛋白的功能差异也已明确。颗粒溶

素 15 kDa 蛋白在抗原刺激 2−5 d 内可快速诱导

表达，且随着 9 kDa 蛋白的逐步生成，15 kDa

蛋白的表达水平逐渐下降并趋于稳定[26]。稳定

表达的 15 kDa 蛋白主要定位于胞浆或分泌至胞

外，而成熟型 9 kDa 蛋白是 15 kDa 蛋白经酶切

加工形成的产物，与穿孔素及颗粒酶共同存在

于细胞毒性颗粒中，在接受信号刺激后通过胞

吐作用释放至靶细胞内，不仅具有广谱抗细菌、

真菌及寄生虫活性，还可诱导多种肿瘤细胞凋

亡[27-29]。长期以来，关于颗粒溶素的研究均集

中于 9 kDa 蛋白，而对 15 kDa 蛋白的关注较少，

此前普遍认为该蛋白仅作为 9 kDa 蛋白的前体发

挥作用。直至 2008 年，多项研究相继证实，

15 kDa 蛋白同样具有重要的免疫调节功能[30-33]。

尽管鸡源 NK-lysin 与颗粒溶素的三维结构高度

相似，但针对鸡源 NK-lysin 的相关研究却十

分有限。因此，对鸡源 NK-lysin 的 9 kDa 和

15 kDa 蛋白进行外源重组表达，并深入探究二

者的功能差异，具有重要的研究价值。

目前对于鸡 NK-lysin 蛋白的异源重组表达

主要集中于利用 COS7 细胞系统表达 cNKL15 蛋

白，尚未见 cNKL9 重组表达的相关报道[14-15]。

然而，在 COS7 细胞中重组表达 cNKL15 蛋白存
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图3　cNKL9和cNKL15重组蛋白的抗菌活性及免疫调节活性

Figure 3　 Antibacterial and immunomodulatory activities of recombinant cNKL9 and cNKL15 proteins. A: 

Relative survival rates of Salmonella typhimurium and Escherichia coli O157:H7 treated with recombinant 

cNKL9 and cNKL15 proteins at different concentrations, compared with untreated control; B: mRNA expression 

levels of cytokines in HD11 cells treated with different concentrations of cNKL9 and cNKL15 proteins, detected 

by RT-qPCR. All data present the mean±SD from three independent experiments.
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在表达量低的问题，仅能通过 Western blotting

检测到微量表达条带[15]。本研究首次实现了

cNKL9 的异源重组表达，同时利用毕赤酵母系

统成功分泌表达了 cNKL9 和 cNKL15 蛋白，并

通过优化发酵条件实现了 2 种蛋白的高效表达，

表达量分别达到约 0.64 g/L 和 0.53 g/L。此外，

由于重组蛋白成功分泌至发酵上清，后续纯化

步骤十分便捷，该表达体系的建立为 cNKL9 和

cNKL15 重组蛋白的后续应用研究奠定了良好基

础。同时，在 15 L 发酵罐中进行放大发酵时发

现，cNKL9 和 cNKL15 重组蛋白在发酵 72 h 时

表达量均出现下降，尤其是 cNKL15 蛋白在发

酵 48 h 时即出现降解现象。其原因可能是发酵

上清中积累的蛋白酶对目的蛋白产生了降解作

用，后续仍需进一步优化发酵工艺条件，或采

用蛋白酶缺陷型宿主菌株进行发酵。

本研究通过对 cNKL9 和 cNKL15 的基因序

列进行毕赤酵母偏好性密码子优化，成功实现

了 cNKL9 和 cNKL15 蛋白在毕赤酵母中的重组

分泌表达。获得的重组 cNKL9 蛋白对鼠伤寒沙

图4　毕赤酵母重组cNKL9和cNKL15蛋白菌株的高密度发酵工艺优化与表达分析

Figure 4　 Optimization of high-density fermentation process and expression analysis of recombinant Pichia 

pastoris strains for cNKL9 and cNKL15 proteins. A: Changes in wet cell weight of recombinant strains during 

methanol induction; B: Changes in crude protein content in the high-density fermentation supernatants of 

recombinant strains at different induction times; C: SDS-PAGE analysis of target protein expression levels in the 

fermentation supernatants of recombinant strains at different induction times.
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门氏菌等革兰氏阴性菌具有显著抗菌活性，但

未能上调 HD11 细胞中 CCL20 等细胞因子的转

录表达水平；重组 cNKL15 蛋白则恰好相反，

对革兰氏阴性菌未表现出明显抗菌活性，但可

显著上调 HD11 细胞中 CCL20 等细胞因子的转

录表达水平，展现出与哺乳动物细胞表达体系

产物一致的功能活性[14-15]。上述结果表明，

cNKL9 和 cNKL15 蛋白在机体免疫系统中可能

承担不同的功能。此外，cNKL9 和 cNKL15 蛋

白均可通过高密度发酵实现高水平表达，在优化

条件下表达量分别达到约 0.64 g/L 和 0.53 g/L。

因此，在未来研究中可进一步挖掘 cNKL9 和

cNKL15 蛋白的潜在功能，二者有望开发为新型

抗生素替代产品或免疫调节产品，应用于畜禽

养殖领域，对提高动物抗病能力、改善畜禽生

长性能、推动绿色健康养殖发展具有重要的应

用前景。
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