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利用饵料微藻表达抗菌肽及其初步应用 
 

潘玉芳, 杨欢, 陈怡雯, 韩冬*, 胡晗华* 
(中国科学院水生生物研究所，武汉 430072) 

 

摘要：为了解抗菌肽在饵料微藻中表达后的抗菌特性，构建海洋微拟球藻(Nannochloropsis oceanica)、湖泊微拟球藻(N. 

limnetica)和三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)的抗菌肽(源自虹鳟，Cath-1a)表达质粒，分别转化相应的微藻，检测转化

子中抗菌肽的表达量和体外抑菌效果，将藻株作为鱼饲料添加剂喂食斑马鱼，初步分析了抗菌肽及藻体自身的岩藻黄素和多

不饱和脂肪酸对鱼免疫系统的影响。结果表明，外源抗菌肽在 3 种微藻中均可以成功表达，体外抑菌试验表明，仅三角褐指

藻对水产领域常见致病菌爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)有一定的抑菌效果，然而抗菌肽的表达并未使 3 种藻株的体外抑菌

性增加。添加藻粉对斑马鱼的生长无明显影响，通过检测鱼体肝脏中与抗氧化和免疫相关基因的表达水平及丙二醛的含量,

表明添加藻粉可增强斑马鱼的抗氧化和抗炎症能力，表达抗菌肽(PtC 组)能进一步提高斑马鱼的免疫力。另外，添加 Pt6 (富

含岩藻黄素)藻粉组比添加 PtC 的抗炎效果更显著，表明三角褐指藻中的岩藻黄素和二十碳五烯酸对增强鱼的抗病能力具有

潜在作用。 

关键词：饵料微藻；抗菌肽；免疫；抗氧化；鱼饲料 

doi: 10.11926/jtsb.4634 

 

Expression of Antimicrobial Pepetides in Microalgae for Aquaculture and 
Its Preliminary Application 
 

PAN Yufang, YANG Huan, CHEN Yiwen, HAN Dong*, HU Hanhua* 
(Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China) 

 

Abstract: To understand the roles of antimicrobial peptides expressed in microalgae for aquaculture, expression 

vectors containing Cath-1a (from rainbow trout) gene were constructed and introduced to Nannochloropsis 

oceanica, N. limnetica and Phaeodactylum tricornutum, respectively. Randomly selected transformants were 

confirmed by PCR and Western Blot. Positive clones were used for the in vitro bacteriostatic experiments, and 

some lines were used as additives to feed zebrafish in order to test the effect of different nutrients on the immune 

system of fish. The results showed that all the three algal strains had successfully expressed exogenous 

antimicrobial peptides. Only P. tricornutum showed a bacteriostatic effect on Edwardsiella tarda, a common 

pathogenic bacterium in aquaculture, and there was no significant difference in the bacteriostatic effect between 

the wild-type and transformants of the three species of microalgae. The growth of zebrafish fed with algae as 

additives had no significant difference compared with the control (without additives). The expression levels of 

antioxidant and immune related genes together with the content of malondialdehyde (MDA) in the liver of 

zebrafish indicated that zebrafish fed with additives showed stronger antioxidant and anti-inflammatory ability 



668 热带亚热带植物学报           第 31 卷 

 

 

than the control, and expression of antimicrobial peptides (PtC, a wild-type P. tricornutum strain Pt1 transformant 

expressing Cath-1a gene) could further enhance the immunity of zebrafish. In addition, the anti-inflammatory 

capacity of the group with Pt6 (a wild-type P. tricornutum strain with high fucoxanthin content) additives is more 

significant than that of the group with PtC additives, which indicated that fucoxanthin and eicosapentaenoic acid 

(EPA) in P. tricornutum might enhance disease resistance of zebrafish. 

Key words: Microalgae for aquaculture; Antimicrobial peptide; Immunity; Antioxidation; Fish meal 

 

三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)和微拟

球藻(Nannochloropsis)都是光合作用效率较高、生

物量积累较快的单细胞真核微藻，富含多不饱和脂

肪酸，三角褐指藻还富含岩藻黄素和金藻多糖，它

们都是重要的经济型微藻[1–2]，也是野生环境和水

产养殖业的天然饵料。有研究报道，三角褐指藻可

以作为鱼粉替代品，对大西洋鲑鱼的生长及饲料转

化起到积极作用[2]，微拟球藻属是轮虫培养中唯一

一种在高密度培养条件下仍能持续不断提供供给

的微藻饵料，并且与酵母和人工饲料相比，它们能

提供更好的营养组分[3]。三角褐指藻和海洋微拟球

藻(N. oceanica)的全基因组已公布[4–5]，成熟的遗传

转化体系已建立[6–8]。微拟球藻属中唯一的淡水种

类湖泊微拟球藻(N. limnetica)的基因组序列虽然尚

未测定，其高效的电击转化遗传体系在本实验室也

已经建立[9]。3 种微藻中都能成功地表达外源蛋白质, 

这为将它们改造为高效表达外源蛋白质的生物反

应器打下了坚实的基础。 

抗菌肽(antimicrobial peptides, AMPs)是一种机

体快速合成的具有防御功能的小分子蛋白质，广泛

存在于植物、动物和微生物体内[10]，对各种细菌、

病毒、真菌和寄生虫具有直接的抗菌活性[11]。抗菌

肽不易导致耐药菌的出现，是一种可行的抗生素替

代品[12]。抗菌肽还具有相当大的免疫功效，可调节

动物机体的免疫力[13]，在医药、妆化、生物农药、

动植物抗病基因工程、天然食品防腐剂、生物饲料

添加剂等方面有着广阔的产业化前景[14]。 

目前，抗菌肽的获得方式主要从生物体内直接

分离提纯、化学合成、酶解和基因工程生产。其中

基因工程法常用的抗菌肽表达宿主主要为大肠杆

菌和酵母，占异源表达抗菌肽的 97.4%[15]，但在水

产养殖上的应用并不多见。与原核表达系统和酵母

表达系统相比，微藻表达系统同样具备培养条件简

单，生长周期短，遗传操作简单且能稳定遗传的优

点，并且藻细胞安全无毒，既是蛋白质含量丰富、

营养配比合理的保健食品，又是许多水产生物的天

然饵料，无需再将表达的抗菌肽分离纯化，可以简

化生产流程。有研究报道以莱茵衣藻作为微藻表达

系统表达抗菌肽[16]，然而，莱茵衣藻不含多不饱和

脂肪酸，不属于常用的水产饵料，相比于硅藻、微

拟球藻和金藻等水产饵料藻，经济价值和成本效益

略有不足。 

本研究选用虹鳟来源的导管素家族抗菌肽基

因 Cathelicidins 1 (GenBank: KP347620.1)，去掉信

号肽区域和 Cathelin 结构域，仅保留成熟肽区域的

71 个氨基酸(Cathelicidins 1 蛋白 C 端的 71 个氨基

酸, 其中 66 个氨基酸是发挥抗菌效用的主体)命名

为 Cath-1a。将 Cath-1a 分别在海洋微拟球藻、湖泊

微拟球藻和三角褐指藻中表达，选择高效表达抗菌

肽且具有体外抑菌活性的藻株进行扩大培养，作为

鱼饲料添加剂喂食斑马鱼，通过测定斑马鱼肝脏组

织中抗氧化和免疫相关基因的表达水平及丙二醛

(MDA)的含量，探讨添加不同营养成分藻粉的斑马

鱼饲料对斑马鱼免疫系统的影响，为商用藻种的筛

选提供依据。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 材料 

试验藻株    试验所用三角褐指藻(Phaeodac- 

tylum tricornutum CCAP 1055/1 和 CCMP 631, 简称为

Pt1 和 Pt6)由巴黎高师 Chris Bowler 教授馈赠。海洋

微拟球藻(Nannochloropsis oceanica MBIC 10090)购

自于日本生物资源中心(NITE Biological Resource 

Center, NBRC)。三角褐指藻和海洋微拟球藻的液体

培养基为 f/2 加富(不含硅元素)的人工海水培养基, 

pH 为 7.6~7.8。固体培养基由液体培养基稀释 1 倍

后，加入 1.2%的琼脂配置而成。湖泊微拟球藻(N. 

limnetica KR 1998/3)由德国淡水生态和内陆渔业研究

所(Institute of Freshwater Ecology and Inland Fisheries, 

Neuglobsow) Lothar Krienitz 教授提供，采用 BG11

培养基，固体培养基是由液体 BG11 培养基加 1.2%
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琼脂配制。22 ℃恒温光照培养箱中连续光照培养,

光强约为 120 μmol/(m2ꞏs)。藻株的扩大培养在 5 L

玻璃瓶中进行，使用空气泵充入经无菌滤膜过滤的

空气培养 6 d。 

试验菌株    大肠杆菌 DH5α (本实验室保存)用

于载体构建，采用 LB 培养基于 37℃振荡(220 r/min)

培养。无乳链球菌与爱德华氏菌由中国科学院水生

生物研究所谢海峡研究员提供，无乳链球菌使用脑

心浸液肉汤(BHI)培养基，爱德华氏菌使用胰蛋白胨

大豆肉汤(TSB)培养基，固体培养基由液体培养基

加入 1.5%的琼脂配置而成。 

试验斑马鱼  所用斑马鱼种鱼源自中国科学

院水生生物研究所斑马鱼资源中心 AB 系野生型, 

在中国科学院水生生物研究所鱼类生理生态学学

科组繁育。幼鱼开口期的饵料为草履虫(Paramecium 

caudatum)，孵化 15 d 后以丰年虫(Artemia salina)喂

食，选取 70 日龄的同一批次雄鱼作为试验对象, 试

验开始前饥饿处理 24 h。 

1.2 蛋白原核表达和抗体制备 

将 Cath-1a 原核表达质粒 pGEX-4T-1-Cath-1a 

(Cath-1a 的 N 端融合了谷胱甘肽硫转移酶[GST]标

签)通过热激转化法转入BL21(DE3)感受态细胞中,

挑取单菌落到含有氨苄抗性和氯霉素抗性的 LB 培养

基中，经菌液 PCR 鉴定正确的单克隆摇菌至 OD600= 

0.6 时，加 1.0 mmol/L 异丙基-1-硫代 β-D吡喃型半乳

糖(IPTG)诱导表达(20℃, 6 h)。诱导后以 13 680×g 离

心 1 min，取菌沉淀，用 1×PBS 重悬后，加入等体

积的 2×SDS loading buffer 加热变性制样，用 12%

分离胶浓度的 SDS-PAGE 进行电泳分析表达情况。

取表达量高的菌株活化后扩大培养并诱导表达，送

福因德科技(武汉)有限公司进行抗原纯化, 制备并

纯化抗 Cath-1a 的多克隆抗体。 

1.3 表达抗菌肽的转基因藻株构建 

pPha-NoVCP 载体利用海洋微拟球藻 VCP2 基

因的启动子(双向启动子)和VCP1基因的终止子实

现外源基因的表达[9]。以质粒 pGEX-4T-1-Cath-1a

为模板，用引物 GST_Kpn_fw 和 Cath1a_Xba_rv 进

行 PCR 扩增得 887 bp 的 GST+Cath-1a 片段，接入

pPha-NoVCP载体的Kpn I和Xba酶切位点之间, 得

到质粒 pPha-VCP-GST+Cath-1a。不带标签的 Cath- 

1a 表达载体 pPha-VCP-Cath-1a 的构建方法相同, 

Cath-1a基因的扩增引物为Cath1a_Kpn_fw和Cath1a_  

Xba_rv，大小为 216 bp。 

根据三角褐指藻密码子的偏好性将 Cath-1a 基

因进行密码子优化，并在两端加上 His 标签的编码

序列，由天一辉远生物科技有限公司合成，连到

pPhaT1 载体的 Kpn I 和 Hind III 酶切位点之间，命

名为 pPha-His+Cath-1a。 

将 pPha-VCP-GST+Cath-1a 和 pPha-VCP-Cath- 

1a 质粒分别用 Hpa I 和 Sca I 线性化后转入海洋微

拟球藻和湖泊微拟球藻中，将 pPha-His+Cath-1a 质

粒经 Sca I 线性化后转入三角褐指藻 Pt1 中，参照前

人[6–7,9]的方法进行遗传转化。 

采用 CTAB 法提取基因组 DNA，以野生型受体

为阴性对照，相应的质粒为阳性对照，表达带 GST

标签抗菌肽转化子以GST_Kpn_fw和 pPha-VCP-600R 

(在 VCP1 终止子上设计)为引物，表达不带标签抗菌

肽的转化子以Cath1a_Kpn_fw和pPha-VCP-600R为

引物，表达带 His 标签抗菌肽的转化子以 pPhaT1-F 

(在 Cath-1a 基因上游的 pPhaT1 载体骨架上设计)和

FcpAt-Rev (在 FcpA 终止子上设计)为引物，采用 PCR

方法检测目的基因是否插入微藻基因组中。载体构

建和转化子 PCR 检测的引物见表 1。 

1.4 表达抗菌肽的转基因藻株的 Western blot 筛选 

随机选择 PCR 阳性的转化子培养至对数期, 4℃ 

2 800×g 离心 10 min 收集藻体，用预冷的 1×PBS 洗

涤藻细胞1次后，加入适量的RIPA裂解液(碧云天)，

裂解液在使用前数分钟内加入蛋白酶抑制剂 PMSF

至终浓度为 1 mmol/L。冰上超声后离心提取藻株的

总蛋白质，用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒(碧云天)

测定蛋白质浓度，用 1×PBS 调整样品浓度一致，以

确保每个蛋白质样品的上样量一致，蛋白质样品

-20℃保存。变性后的蛋白质经 12%分离胶浓度的

SDS-PAGE 电泳分离后转移至 PVDF 膜上，内参抗

体选用南京金斯瑞生物科技有限公司的抗 β-actin

单克隆抗体，抗菌肽的免疫印迹检测使用本研究制

备的抗 Cath-1a 的多克隆抗体，用 Millipore 公司的

ECL 发光液对结果进行显影。 

1.5 体外抑菌效果评估 

菌种于 28 ℃液体培养基中摇床(200 r/min)培

养过夜，使用无菌水稀释菌液，将爱德华氏菌稀释

至 1×106 CFU，无乳链球菌稀释至 1×109 CFU，将

200 µL 稀释后的菌液均匀涂布于固体培养基平板

上, 贴上 6 mm 灭菌后的滤纸片，纸片上滴加 10 µL

待检藻蛋白质提取液(1×PBS 超声提取)，以原核表

达蛋白质提取液和 1×PBS 为对照，平板晾干后 37℃ 
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表 1 载体构建、转化子 PCR 鉴定和荧光定量 PCR 所用引物 

Table 1 Primers for vector construction, PCR confirmation of transformations and qRT-PCR  

引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 引物 Primer 序列 Sequence (5′~3′) 

GST_Kpn_fw GGggtaccATGTCCCCTATACTAGGTTA TLR1_fw CAGAGCGAATGGTGCCACTAT 

Cath1a_Xba_rv GCtctagaCTATGCAAAGCGATTTCC TLR1_rv GTGGCAGAGGCTCCAGAAGA 

Cath1a_Kpn_fw GGggtaccATGAGAAGAAGCAAAGTCAGAATATG TLR2_fw CTCTCCAGCAACTTAACCTTGT 

pPha-VCP-600R ACTGAGTGCTGCGGCTGCTAC TLR2_rv CGTCCAGATGAGTGAGCACAT 

pPhaT1-F GCTGGCCTAGCAAGAGTGCTC TLR4_fw ATCACCTGGACAGCAAGAATG 

FcpAt-Rev AAAGCGGAGTGACTGCAACT TLR4_rv CGTTAGAGGCGATTGACTTCC 

β-actin_fw ATGGATGAGGAAATCGCTGCC TLR22_fw TGGGCCAAGAAGAATGAATC 

β-actin_rv CTCCCTGATGTCTGGGTCGTC TLR22_rv ATGACAACAGGAGGGTGAGG 

SOD_fw CCACAGGTCTCATCCCACT myd88_fw ATGAGGCGATTCCAGTAACAG 

SOD_rv AAACGCTCGCTGACATTC myd88_rv TGATCTCCAGGTACGTGAAGT 

CAT_fw GGACATGGTTTGGGATTT TNFα_fw GCTGGATCTTCAAAGTCGGGTGTA 

CAT_rv CTGGCCCTGAGCATTGAC TNFα_rv TGTGAGTCTCAGCACACTTCCATC 

IgD_fw CTGGAGAGCAGCAAAAGGAT IL1β_fw TTCCCCAAGTGCTGCTTATT 

IgD_rv GACACATTAGCCCATCAGCA IL1β_rv AAGTTAAAACCGCTGTGGTCA 

IgM_fw GAAGCCTCCAATTCTGTTGG IL6_fw GCAAGAACGAAAACTGCAGC 

IgM_rv CCGGGCTAAACACATGAAG IL6_rv CGATTCAGTCTGACCGGAGA 

Lys_fw GATTTGAGGGATTCTCCATTGG IL8_fw GTCGCTGCATTGAAACAGAA 

Lys_rv CCGTAGTCCTTCCCCGTATCA IL8_rv CTTAACCCATGGAGCAGAGG 

下划线表示酶切位点。  

Underline indicates the restriction site.  

 

培养箱过夜。 

1.6 藻粉成分测定 

分别称取 50 mg 干藻粉进行总蛋白质、总糖和

总脂肪的测定。蛋白质提取使用 RIPA 细胞裂解液

超声法裂解细胞，蛋白质浓度测定使用 BCA 蛋白

质浓度测定试剂盒；参照总糖含量试剂盒说明书, 

使用水解法提取总糖，硝基水杨酸法测定藻粉总糖

含量；使用氯仿-异丙醇法提取藻粉内油脂成分，以

重铬酸钾氧化法测定脂肪含量。 

采用氯仿-甲醇法提取藻粉总油脂，将提取的总

油脂甲酯化后用正己烷萃取，制备气相色谱样品, 

送至中国农业科学院油料作物研究所用气相色谱

测定脂肪酸组成[17]。 

参照 Jeffrey 等[18]的方法提取藻粉中的色素，用

分光光度计分别测定 OD630、OD480、OD664和 OD750

值，计算叶绿素 a (Chl a)、叶绿素 c (Chl c)和类胡

萝卜素(Car)的含量。Chl a=11.47×OD664–0.4×OD630；

Chl c=24.36×OD630–3.73×OD664；Car=10×(OD480–3× 

OD750)。 

参照 Yuan 等[19]的方法，称取 50 mg 冻干藻粉

提取藻粉中色素，使用高效液相色谱法测定岩藻黄

素含量。 

1.7 斑马鱼饲料制备和喂养 

将白鱼粉、维生素预混物、矿物盐预混物、微

晶纤维素、冻干藻粉分别用粉碎机打磨成粉后过

筛，充分混合后膨化并烘烤干燥，粉碎过筛，筛出

颗粒直径为 180~250 和 250~380 µm 的饲料备用。 

选择体型大小相近的 120 条斑马鱼分缸后称取

质量, 分成 4 组，对照组投喂未添加藻粉的饲料，3

个试验组投喂的饲料分别添加 1.5%的 Pt1、Pt6、PtC 

(表达抗菌肽的 Pt1 转化子)藻粉。每组喂养 15 条鱼, 

设置 2 个生物学重复，称量每组初始体重(湿重)后

养殖于 10 L 容积塑料水缸，喂养 24 d。受试斑马鱼

第一周喂食 180~250 µm 直径的饲料，每日喂食量为

鱼初始体重的 5%~6%，第二周起喂食 250~380 µm 直

径的饲料，每日喂食量为鱼初始体重的 10%~12%。 

1.8 斑马鱼组织取样和基因表达分析 

对喂养 23 d 的斑马鱼进行饥饿处理 24 h 并称

重，然后放入加冰的 1×PBS 溶液中麻醉，快速取出

肝脏组织放置在无 RNA 酶的 EP 管中，液氮速冻保

存于−80 ℃。用 Trizol 试剂法提取斑马鱼的肝脏总

RNA，反转录成 cDNA，以 β-actin 基因做内参，分

析抗氧化和免疫相关的基因相对 mRNA 水平，采用

2−△△CT法进行相对定量计算。 
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1.9 斑马鱼肝脏丙二醛(MDA )含量的测定 

斑马鱼肝脏样品加入 250 µL PBS 溶液和适量

石英砂，高通量研磨仪匀浆后取上清，使用 BCA

蛋白质浓度测定试剂盒测定样品蛋白质浓度，使用

MDA 测定试剂盒以硫代巴比妥酸法(TBA)测定样

品 MDA 含量，最终结果以 mmol/mg protein 表示。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 阳性转化藻株的筛选 

藻株进行遗传转化后，随机挑选 24 个转化子

置于含有博来霉素的 48 孔板中培养 10 d，微拟球

藻随机挑取 6 株转化子、三角褐指藻随机挑取 17

株转化子提取基因组 DNA，用相应引物进行 PCR

鉴定，扩增 Cath-1a 基因和转基因质粒骨架上的部

分序列。野生型基因组为模板均未扩增出条带，全

部微拟球藻转化子(GC1-12和C1-C12) DNA和大部

分三角褐指藻转化子(除 P15 之外) DNA 都扩增得

到与质粒对照模板(PL1-3)相当的条带(图 1: A)，初

步表明外源基因已整合进入 3 种微藻的基因组中。 

2.2 抗菌肽的表达 

将含 pGEX-4T-1-Cath-1a 和 pGEX-4T-1 质粒的 

 

 
图 1 转基因藻株筛选和 Cath-1a 蛋白质的表达。A: 转基因藻株 Cath-1a 基因的 PCR 检测, M: Marker DL 2000; B: Cath-1a 的原核表达, M: 分子量标记, 

1: 经 IPTG 诱导的 pGEX-4T-1 菌株总蛋白质; 2: 未诱导的 pGEX-4T-1-Cath-1a 菌株总蛋白质; 3: 经 IPTG 诱导的 pGEX-4T-1-Cath-1a 菌株总蛋白质; C: 免

疫印迹评估抗 Cath-1a 的多克隆抗体，1~4 为梯度稀释的表达 Cath-1a 的菌体裂解液上清；D: 免疫印迹检测藻株中 Cath-1a 蛋白质的表达, Cath-1a: 抗

Cath-1a 的多克隆抗体; β-actin: 抗 β-actin 的内参单克隆抗体。NOH: 野生型海洋微拟球藻; KR98: 野生型湖泊微拟球藻; Pt1: 野生型三角褐指藻; PL1~ 

PL3: 质粒; GC1~GC6, C1~C6: 海洋微拟球藻转化子; GC7~GC12, C7~C12: 湖泊微拟球藻转化子; P1~P17: 三角褐指藻转化子。 

Fig. 1 Screening of transgenic strains and expression of Cath-1a protein. A: PCR detection of Cath-1a gene in transgenic strains, M: Marker DL 2000; B: 

Prokaryotic expression of Cath-1a recombinant protein, M: Protein marker, 1: Total proteins of strain pGEX-4T-1 induced by IPTG; 2: Non-induced total 

proteins of strain pGEX-4T-1-Cath-1a; 3: Total proteins of strain pGEX-4T-1-Cath-1a induced by IPTG; C: Antibody verification by Western Blot, 1-4: Serial 

dilutions of bacterial lysate expressing Cath-1a; D: Analysis of Cath-1a protein expression in algal strains by Western Blot, Cath-1a: Anti-Cath-1a polyclonal 

antibody, β-actin: anti-β-actin monoclonal antibody as an internal control; NOH: Wild-type Nannochloropsis oceanica; KR98: Wild-type N. limnetica; Pt1: 

Wild-type Phaeodactylum tricornutum; PL1-PL3 are plasmid pPha-VCP-GST+Cath-1a, pPha-VCP-Cath-1a and pPha-His+Cath-1a, respectively; GC1-GC6, 

C1-C6: N. oceanica transformants, GC7-GC12, C7-C12: N. limnetica transformants; P1-P17: P. tricornutum transformants.  
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表达宿主菌经 1.0 mmol/L IPTG于 20 ℃诱导 6 h后，

同时以未诱导的 pGEX-4T-1-Cath-1a菌株作参照, 进

行 SDS-PAGE 电泳(图 1: B)。结果表明，转化 GEX- 

4T-1-Cath-1a 的宿主菌在 33 kD 附近有明显的诱导

带，而转化空载 pGEX-4T-1 质粒的菌体主蛋白条带

在 26 kD 附近(GST 标签约 26 kD)，说明带有 GST

标签的 Cath-1a 在宿主菌中得到了表达。纯化原核

表达的抗菌肽，免疫兔子并对抗血清进行亲和纯化

和去 GST 纯化，得到抗 Cath-1a 的多克隆抗体(福因

德公司制备)。取诱导表达抗菌肽的菌体裂解液上

清，制样后梯度上样，用 12% SDS-PAGE 分离总蛋

白质，以纯化的抗 Cath-1a 的多克隆抗体为一抗, 显

影可见 33 kD 位置有明显条带，且随上样量的减少，

目标条带也相应减弱，说明所制备的一抗有效(图

1: C)。 

为检测抗菌肽在微藻转化子中的表达情况，我

们首先从转入了带有 GST 标签的 Cath-1a 转化子中

随机挑选 2 个藻株进行蛋白质印记试验。野生型海

洋微拟球藻(NOH)和湖泊微拟球藻(KR98)样品中均

未检测到目标条带，在海洋微拟球藻转化子(GC1

和 GC2)和湖泊微拟球藻转化子(GC7 和 GC8)中均

检测到抗菌肽 Cath-1a 融合 GST 标签蛋白质的表达

(图 1: D)。 

GST 标签蛋白的大小为 26 kD，远大于预测的

Cath-1a 蛋白大小(7.25 kD)，用 GST 融合蛋白质表

达便于免疫印迹检测，但可能会对抗菌肽的活性有

影响，因此我们进一步分析了不带标签或带 His 标

签(2个 6×His)的转化子中Cath-1a蛋白的表达情况，

筛选表达抗菌肽的藻株用于下一步试验。3 个野生

型藻株(NOH、KR98 和 Pt1)中都没有检测到 Cath-1a

蛋白的表达，而所有转化藻株中均检测到抗菌肽

Cath-1a 的表达(图 1: D)。海洋微拟球藻转化株 C3、

C5，湖泊微拟球藻转化株 C7、C12 和三角褐指藻转

化株 P1-3 的抗菌肽表达量较高，将这些转化子用于

下一步的抑菌效果评估。 

2.3 抑菌效果检测 

采用纸片抑菌圈法对 3 种野生型微藻和表达抗

菌肽的转化子进行抑菌效果评估，受试菌为水生动

物常见致病菌——革兰氏阳性细菌无乳链球菌和

革兰氏阴性细菌爱德华氏菌。结果表明，在无乳链

球菌抑菌试验中，所有藻株的蛋白质提取液均无抑

菌圈出现(图 2: A~C)，表明它们对无乳链球菌均无

抑菌效果。在爱德华氏菌抑菌试验中，微拟球藻及

其转化子的蛋白质提取液也没有明显的抑菌圈

(图 2: D, E)，但滴加了野生型三角褐指藻(WT)和

3 株表达抗菌肽 Cath-1a 的三角褐指藻转化子(P1~ 

P3)的蛋白质提取液的纸片边缘都出现了清晰抑

菌圈(图 2: F)，而对照组未出现抑菌圈，各藻株抑 

 

 
图 2 蛋白质提取液的抑菌圈试验。A, B, C: 涂布无乳链球菌的平板; D, E, F: 涂布爱德华氏菌的平板; N: 野生型海洋微拟球藻; C3, C5: 海洋微拟球藻

转化子; K: 野生型湖泊微拟球藻; C7, C12: 湖泊微拟球藻转化子; +: 滴加原核表达 Cath-1a 蛋白质提取液的对照; −: 1×PBS 溶液对照; WT: 野生型三

角褐指藻; P1~P3: 三角褐指藻转化子。 

Fig. 2 Inhibition zone test of protein extracts. A, B, C: Plates with Streptococcus agalactiae coating; D, E, F: Plates with Edwardsiella tarda coating; N: Wild- 

type Nannochloropsis oceanica; C3, C5: N. oceanica transformants; K: Wild-type N. limnetica; C7, C12: N. Limnetica transformants; +: Control of Cath-1a 

protein by prokaryotic expression; −: Control of 1×PBS; WT: Wild-type Phaeodactylum tricornutum; P1-P3: P. tricornutum transformants.  
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菌圈大小无明显差异，表明三角褐指藻及转化子

对爱德华氏菌均有抑菌效果，但表达抗菌肽似乎

并未增强抑菌效果。 

2.4 藻粉成分测定 

我们的前期研究表明不同地域的野生型三角

褐指藻 Pt6 比 Pt1 有更高的岩藻黄素含量，本研究

选择 2 株野生型三角褐指藻(Pt1 和 Pt6)和表达抗菌

肽的 Pt1 转化子(图 1 中的 P2，为表述方便以下命

名为 PtC)进行扩大培养，首先测定 3 种藻粉的蛋白

质、碳水化合物和脂肪含量(表 2)。转化子 PtC 的蛋

白质和脂肪含量略高于 2 种野生型，碳水化合物含

量略低于 2 种野生型，Pt6 的碳水化合物略高于 Pt1，

蛋白质和脂肪含量无差异。 

 
表 2 藻粉营养成分含量(% DW)  

Table 2 Contents (% DW) of nutrient composition of algae  

营养成分 Nutrient composition Pt1 Pt6 PtC 

蛋白质 Protein 23.12±0.92b 24.91±1.68ab 30.22±4.49a

碳水化合物 Carbohydrate  5.56±0.17b 6.71±0.09a  4.22±0.19c

脂肪 Lipid 33.38±0.81b 33.12±2.07b 38.19±1.39a

同行数据后不同字母表示差异显著(P<0.05)。 

Data followed different letters at the same line indicate significant 

differences at 0.05 level by One-Way ANOVA.  

 

从图 3: A, B 可见，虽然 3 种藻粉的脂肪酸含量

占总脂的比例略有不同，但组成上均以肉豆蔻酸

(C14:0)、棕榈酸(C16:0)、棕榈油酸(C16:1)和二十碳

五烯酸(EPA, C20:5)为主，占总脂肪酸的 90%以上。

Pt6藻粉中EPA占总脂的摩尔百分比虽然低于Pt1和

PtC，但由于其脂肪酸总量远高于 Pt1 和 PtC (分别高

56.5%和 55.8%)，所以 EPA 含量也显著高于 Pt1 和

PtC，说明 Pt6 更具营养效益。 

3 种藻粉的色素组成均以 Chl a 为主，占总色素

含量的 50%以上(图 3: C)。Pt6 的总色素含量显著高

于 Pt1 和 PtC，其中 Chl a 含量比 Pt1 和 PtC 分别高

47%和 38%，类胡萝卜素含量比 Pt1 和 PtC 分别高

83%和 38%，Chl c 含量在 3 种藻粉中无显著差异。

此外，Pt6 的岩藻黄素含量也显著高于 Pt1 和 PtC 

(图 3: D)。 

2.5 饲料中添加藻粉对斑马鱼的影响 

分别称量斑马鱼养殖前后的体重，计算体重增

长率(表 3), 经单因素 ANOVA 分析，表明 4 种饲料

喂养的斑马鱼体重增长无显著差异。 

RT-qPCR 分析斑马鱼肝脏中与抗氧化和免疫

相关基因(引物见表 1)的表达情况，结果表明(图 4: 

A)，与空白饲料组相比，添加藻粉影响了斑马鱼抗

氧化和免疫相关基因的表达水平，其中，超氧化物

歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、免疫球蛋白 D 

(IgD)、M (IgM)和溶菌酶(Lyz)的编码基因表达水平

相对增加，toll 样受体 1、2、4 和 22 (TLR1、TLR2、

TLR4 和 TLR22)、髓样分化因子 88 (MyD88)、肿瘤

坏死因子 α (TNFα)、白细胞介素 1β、6 和 8 (IL1β、IL6、

IL8)的编码基因表达水平相对减少。添加藻粉组的

MDA 含量均低于空白饲料组，Pt6 和 PtC 的 MDA 含

量低于 Pt1，Pt6 和 PtC 间无显著差异(图 4: B)。

 

表 3 饲料中添加藻粉对斑马鱼生长的影响  

Table 3 Effect of adding algae to meal on growth of zebrafish  

重量 Weight 对照 Control Pt1 Pt6 PtC 

初重量 Initial weight (g) 0.233±0.000 0.237±0.005 0.237±0.005 0.227±0.009 

末重量 Final weight (g) 0.487±0.029 0.464±0.062 0.423±0.024 0.417±0.024 

增长率 Growth rate /% 1.087±0.123 0.962±0.299 0.788±0.064 0.789±0.173 

3 结论和讨论 
 

3.1 饵料微藻中表达抗菌肽 

三角褐指藻和微拟球藻具有较高的光合作用

效率和生物量，并富含多不饱和脂肪酸，特别是

EPA，可作为生物反应器工业化生产各行业所需要

的高附加值原料，也能作为鱼类幼体和轮虫的饵 

料，甚至可能成为人类的食品[20–22]。有报道在单细

胞真核藻类中表达抗菌肽多使用莱茵衣藻[16]，然而

衣藻不是水产饵料微藻，藻种本身的营养价值不如

金藻、硅藻、微拟球藻等饵料藻类。为提高外源蛋

白质的表达量，可以通过优化外源基因的密码子,

以符合宿主的密码子偏好。由于湖泊微拟球藻的基

因组序列尚未测定，对海洋微拟球藻密码子偏好性

分析表明，虹鳟来源的 Cath-1a 基因并不存在特殊

偏好，因此本研究只对三角褐指藻抗菌肽表达质粒

的抗菌肽基因序列进行了密码子优化。使用融合表

达载体表达抗菌肽 Cath-1a，有利于降低抗菌肽对宿 
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图 3 藻粉的脂肪酸组成和色素含量。A: 脂肪酸组成; B: 脂肪酸含量; C: 色素含量; D: 岩藻黄素含量。柱上不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同  

Fig. 3 Fatty acid composition and pigment contents in algae. A: Fatty acid composition; B: Fatty acid content; C: Pigment contents; D: Fucoxanthin content. 

Different letters upon column indicate significant differences at 0.05 level. The same below  

 

 
图 4 斑马鱼免疫相关基因的表达(A)和肝脏的 MDA 含量(B) 

Fig. 4 Expression of immune-related genes (A) and MDA content in liver (B) of zebrafish  
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主细胞的毒性，提高表达量，简化纯化过程[23]。本

研究分别将带有 GST 标签、His 标签和未带任何标

签的抗菌肽 Cath-1a 基因经过电转化方法导入藻细

胞，在 DNA 和蛋白质水平均检测到 Cath-1a 的成功

插入与表达。 

3.2 饵料微藻中表达抗菌肽的体外抑菌效果 

对微藻表达的抗菌肽进行抑菌效果评价，已往

研究是提取藻株总蛋白质后亲和纯化或超滤浓缩

纯化，再使用抑菌圈法或比浊法验证[16,24]。本研究

探讨使用藻株饲喂水产动物的应用价值，不考虑提

取纯化抗菌肽，直接使用转化藻株蛋白质提取液进

行抑菌效果评价。 

抗菌肽具有广谱抗菌性，不仅对细菌有效，对

真菌和寄生虫均有抑制或杀死作用。天蚕素对多种

革兰氏阳性和阴性菌具有抑制作用，且能抑制艾滋

病病毒 HIV-1 基因表达，从而减少艾滋病病毒的增

殖[25]。防御素和导管素可以在体外杀死细菌、真菌

和具膜结构的病毒[26]；部分抗菌肽可以杀死草履虫

和变形虫等原生动物[27]；某种牛的抗菌肽可以激活

细胞凋亡，清除炎症部位的有害细胞，达到抗肿瘤

的目的[28]。动物体内的抗菌肽还可在体内引发体液

和细胞免疫反应，调节动物机体的免疫力[13]。本研

究在 3 种微藻中表达的抗菌肽都没有显著的体外抑

菌效果，可能是因为 Cath-1a 体外的抗菌性能不显

著，也可能是 Cath-1a 有更广谱的抑菌和增强动物

免疫力的功效，需要在动物机体内的才会显现出作

用，还可能与微藻中抗菌肽的表达量不高有关，后

续的研究可以尝试将抗菌肽在藻细胞叶绿体中进

行表达，进一步提高其表达量。 

3.3 饲料中添加藻粉对斑马鱼抗氧化能力和免疫力

的影响 

三角褐指藻是水产动物的天然饵料，其富含的

岩藻黄素具有抗氧化、抗炎等多种效用，本研究在

鱼饲料中添加了野生型三角褐指藻 Pt1 和 Pt6 (岩藻

黄素含量较高)、表达抗菌肽的 PtC 藻粉，结果表明

饲料中添加藻粉对斑马鱼的体质量无影响。相似

的，Sørensen 等[2]报道，成年斑马鱼在喂养添加三角

褐指藻藻粉的饲料 21 d 后，体重也无变化。这可能

与实验鱼的年龄、喂养时间、藻粉的添加量有关。 

SOD 是抗氧化防御系统的第一道防线，催化超

氧阴离子发生歧化反应生成过氧化氢，随后过氧化

氢在 CAT 的催化下生成水和氧分子。所以 SOD 和

CAT 具有清除细胞内活性氧，保护鱼体免受氧化损

伤的作用[29]。此外，MDA 含量也常用于反映机体

的抗氧化能力，用以评价生物体内脂质的过氧化水

平[30]。本研究中，相比于空白饲料组，3 个添加藻

粉组的 SOD 和/或 CAT 表达水平有增加趋势，并且

添加藻粉组的 MDA 含量均低于空白饲料组，说明

添加藻粉组斑马鱼受到的氧化损伤低于空白饲料

组，具有较强的抗氧化能力，添加不同藻粉组的

MDA 含量无明显差异。由此推测，三角褐指藻藻粉

可能改变抗氧化酶的基因表达，减少氧自由基对机

体的破坏。 

通常而言，硬骨鱼类依赖非特异性免疫执行免

疫应答，对抗病原体感染[31]。免疫球蛋白和溶菌酶

是鱼类体液免疫(非特异性免疫的第二道防线)的重

要组成部分[32]。IgD 和 IgM 均由 B 淋巴细胞分泌，

IgD 可以通过与多种病原体结合，阻止病原体进入

器官从而发挥免疫作用，IgM 可通过调节炎症细胞

因子的产生来抵抗细菌感染[33–34]。溶菌酶在鱼体内

发挥的溶菌作用，可以保护鱼类，抵抗病原微生物

的入侵[35]。因此，这三者的表达水平可以反映鱼体

的免疫水平。本研究中，添加藻粉组的 IgD、IgM

和 Lyz 的表达水平比对照组均有所增加，可能说明

添加食用藻粉的饲料提高了斑马鱼的免疫力。 

免疫细胞介导的非特异免疫是通过细胞表面

或细胞质内的模式识别受体识别病原相关的分子

模式，然后激活一系列抗微生物信号通路来实现

的。toll 样受体(TLRs)主要存在于脊椎动物的免疫

细胞中，通过识别微生物产物从而诱导激活免疫反

应[36]。TLRs 均可通过髓 MyD88 依赖型信号通路转

导信号，传递活化信号至下游，诱导促炎基因的表

达[37]。有研究表明，某些活性成分可以降低大鼠肠

道中的 TLR4 和 MyD88 表达，影响 MyD88 信号通

路，减少促炎性因子的释放，进而推断这些成分具

有治疗效果[38–39]。TNFα是一种促进肿瘤细胞坏死

的蛋白质，可以调节炎症反应和免疫应答，协助机

体抵抗细菌和病毒感染[40]。IL1β是一种促炎因子,

能诱导趋化因子、粘附分子等的合成，IL6 和 IL8 既

是一种细胞趋化因子，也是促炎因子，能诱导 IL1β

和 TNFα生成，均可作为炎症监测指标预测鱼体炎

症性疾病[41]。本研究中，添加藻粉组的 TLR1、TLR2、

TLR4、TLR22、MyD88、TNFα、IL1β、IL6 和 IL8 表

达量比对照组均降低，总体上 Pt6 组的基因表达水

平比 Pt1 和 PtC 组低，PtC 组的基因表达水平比 Pt1

组略微下降。据此推测，本研究的 3 种藻粉可能具
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有提高斑马鱼机体免疫的功能和增强斑马鱼抗病

能力的效果，且 Pt6 和 PtC 藻粉的效果比 Pt1 藻粉

好，表明三角褐指藻中表达抗菌肽能进一步提高斑

马鱼的免疫力。EPA 和岩藻黄素在抗炎和免疫调节

方面有重要作用[42–43]，野生型三角褐指藻株 Pt6 中

有更高的 EPA 和岩藻黄素含量，结合基因表达情况

分析，推测 EPA 和岩藻黄素在增强斑马鱼的抗病力

方面也有重要作用。 

综上所述，本研究利用湖泊微拟球藻、海洋微

拟球藻和三角褐指藻 3 种饵料微藻为宿主，均可成

功表达外源抗菌肽，并且三角褐指藻蛋白提取液表

现出一定的体外抑菌性，初步揭示了饵料微藻三角

褐指藻能增强斑马鱼的抗氧化和抗炎症能力，三角

褐指藻中表达抗菌肽能进一步提高斑马鱼机体免

疫力。本研究为饵料微藻高效表达抗菌肽提供了有

力支撑，也为饵料微藻表达抗菌肽在水产养殖中的

应用奠定了基础。 
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