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家蝇幼虫抗菌肽的抗菌谱及其与抗生素的协同作用研究
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摘 要：研究 C种家蝇幼虫抗菌肽的抗菌谱以及每种抗菌肽的最小抑菌浓度（DEF），初步探讨 C种抗菌肽分别与青
霉素、链霉素相结合后对抗菌活性的影响，并采用分级抑制浓度指数（:G;B.?’@;( ?@H?I?.’GJ B’@B8@.G;.?’@ ?@K8<，:EF）来定
量检测抗菌肽与抗生素之间的抗菌作用关系。结果表明：C种抗菌肽的抗菌谱不同，不同的抗菌肽对不同病原菌的
抗菌活性不同。C种抗菌肽与链霉素、青霉素之间的抗菌协同关系因细菌种类不同。抗菌肽与抗生素之间并不是
都存在协同关系，有些不相关，甚至表现为对抗关系，表明抗菌肽、抗生素与细菌三者的相互作用关系非常复杂。
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自 #$世纪 =$年代中期，瑞典斯德哥尔摩大学
M’>;@等［0］从美国天蚕蛾中首先获得抗菌肽以后，
抗菌肽一直是生命科学研究的热点之一。特别是在

目前抗生素的耐药性日益严峻的情况下，抗菌肽的

应用价值倍受重视。

抗菌肽的抗菌机理不同于常用的抗生素，抗菌

肽对细菌的作用主要是直接作用于细菌的细胞膜而

达到抗菌作用，且不易导致细菌产生耐药性，而抗生

素主要通过阻碍细菌代谢的生化过程起到抗菌作

用［#］，细菌可以通过钝化酶或产生分解酶、改变外膜

的通透性、主动外排、改变靶位点等方式产生耐药机

制，并且可以通过质粒传播这种耐药性［C］。但是随

着对抗菌肽的抗菌机理和抗生素的耐药机理的深入

研究发现，抗菌肽和某些抗生素之间在抗菌过程中

存在协同性，N?;B’>8..?等［!］研究发现抗菌肽 I+O’G?@
!、B8BG’P?@Q0、>;,;?@?@!分别与抗生素青霉素、
B8O.;R?K?>8、>8G’P8@8>、B(;G?.HG’>JB?@相结合使用存在
协同 作 用，可 以 增 强 对 嗜 麦 芽 寡 食 单 胞 菌

（!"#$%"&%’(%)%$*+ )*,"%’(-,-*）抗菌活性；SH;@, 等［"］

合成的富含 QG’的抗菌肽与多粘菌素 2等抗生素联
合使用可增强大肠杆菌（.+/(#&-/(-* /%,-）TM0$$" 抗
菌活性；T(U;.@8等［5］设计 "种不同的短肽，分别与红
霉素或利福平联合对 . ) /%,- *7FF#"4## 具有协同
作用。通过对抗菌肽与抗生素的协同性研究，可以

减少临床上抗生素的使用剂量，或者用抗菌肽完全

替代某些抗生素，因此对抗菌药物的开发和应用具

有深远意义，但目前国内在这方面的研究工作还没

有开展。

国内外已从动物、植物、微生物中分离到 #$$$
余种抗菌肽［=］。每类抗菌肽在结构、功能上有一定

的共性，但是对某一具体的抗菌肽来讲其结构又具

有特殊性，表现出功能的多样性，所以每一种抗菌肽

的抗菌谱也不可能完全一致，抗菌谱的研究可为医

药开发和临床应用提供实验依据。

本实验室已从家蝇幼虫体内分离纯化得到了 C
种抗菌肽［%］，本文研究该 C种抗菌肽的抗菌谱以及
每种抗菌肽的最小抑菌浓度（DEF），初步探讨 C 种
抗菌肽分别与青霉素、链霉素相结合后对抗菌活性

的影响，并采用分级抑制浓度指数（ :G;B.?’@;(
?@H?I?.’GJ B’@B8@.G;.?’@，:EF）来定量检测抗菌肽与抗
生素之间的抗菌作用关系。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 家蝇幼虫抗菌肽：本实验室通过电泳制备抗
菌肽，并分别命名为 D1V30、D1V3#、D1V3C，均为阳
离子抗菌肽，其中 D1V30 分子量为 5#$$1、PE 为
%W"0；D1V3#分子量为 00$$$1、PE为 %W5C；D1V3C 分
子量为 0!$$$1、PE为 %W=#［%］。
!"!"# 菌 株：大 肠 杆 菌 （ .+/(#&-/(-* /%,- ）
*7FF#"4##、绿 脓 杆 菌（ 0*/"#&-1)’ 2%/2*$#1)）
*7FF#=""C、鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌（ !*,)%$#,,*



!"#$%&’(%’& ）)**+,、大 肠 志 贺 氏 菌 （ !"#$%&&’
()*%+,%-#’%）)+,*- 、金黄色葡萄球菌（ !,’.")&/0/001*
’1-%1*）.),/、枯草杆菌（2’0#&&1* *13,#&#*）0,1- 为无锡
市预防控制中心提供；4 2 0/&# 34+*0、乳酸乳杆菌
（ 5’0,/3’0#&&1* &’0,#* ）、乳 酸 乳 球 菌 乳 酸 亚 种
（5’0,/0/001* &’0,#0* 5’65#2 &’0,#*）为本实验室保存；青
霉（6%+#0#&&#17 5#2）、黑曲霉（ 8*.%-$#&&1* +#$%-）、啤酒
酵母菌（ !’00"’-/7)0%* 0%-%9#*#’%）为江南大学食品学
院微生物教研室提供。

!"!"# 培养基［0］：牛肉膏蛋白胨培养基、78 培养
基、49:培养基、查氏培养基、;<=>培养基。
!"!"$ 试剂和仪器：注射用青霉素（/* 万单位）
（=?@%A%BB%@）和 注 射 用 链 霉 素（ +** 万 单 位）
（:!(?#!C&"A%@）为华北制药有限公司产品；噻唑蓝
（4DD）为 :%E&F 公司产品。1-+ 型分光光度计为上
海第三分析仪器厂产品；G;HIJ型恒温调速摇床柜
为江苏太仓市实验设备厂产品；4’B!%5KF@ 4L,酶联
免疫检测仪为美国 D$?(&C公司产品。
!"% 菌的培养
!"%"! 细菌的培养：将活化后的细菌转接到液体培
养基中，,1M条件下培养 +-$ 后，,***(N&%@ 离心
)&%@，弃上清，沉淀物用灭过菌的液体培养基稀释为
+*.OPQN&7作为测试菌液［+*］（4 2 0/&# 34+*0用 78培
养基；乳酸乳杆菌、乳酸乳球菌用 49:培养基；其余
细菌用牛肉膏蛋白胨培养基）。

!"%"% 真菌的培养：将活化后的真菌转接到液体培
养基，入 -/M恒温培养箱中培养 -R$ 后，,***(N&%@
离心 )&%@，弃上清，沉淀物用灭过菌的液体培养基
稀释为 - S +*ROPQN&7作为测试菌液（青霉、曲霉用
查氏培养基；啤酒酵母用 ;<=>培养基）。
!"# 抗菌肽抗真菌活性检测
将培养后的真菌细胞用其液体培养基稀释为

- S +*ROPQN&7，取 +**!7放入 0. 孔板各实验孔中，
然后在实验孔中分别再加入 +**!7一定浓度的抗菌
肽，对照组设两组：一组为 +**!7培养液；另一组为
+**!7菌液，同时放入 -/M培养箱中培养 -R$。培养
完毕，各实验孔中加入 +*!7的 4DD的 =8:溶液，放
入 ,1M培养 R$。加入 R*!7 -*T:>:溶液，,1M培养
+*$。用自动酶标仪测定 :;.,*

［++］。（:>: 为阴离子
型表面活性剂，加入 :>:能促进真菌细胞的细胞壁
破裂，4DD进入胞内发挥作用。）
!"$ 抗菌肽或抗生素最小抑菌浓度（&’(）的测定
将一定浓度的 )*!7抗菌肽（或抗生素）分别倍

比稀释到 0. 孔板各实验孔中，然后再加入 +**!7
+*.OPQN&7测试菌液，对照组设两组：一组为 +**!7
培养液；另一组为 +**!7 菌液 ,1M +)*(N&%@ 培养
+-$，用自动酶标仪测定 :;.,*。（与空白对照组比

较，以含抗菌肽最高稀释培养孔中不生长细菌者为

最小抑菌浓度（4UO）的判定标准。）
!") 抗菌肽与抗生素协同性检测
抗菌肽与抗生素的协同作用可用分级抑制浓度

指数（P(FA!%C@FB %@$%6%!C(" AC@A?@!(F!%C@，PUO）［+-］来定
量检测：

PUO V药剂 J在结合实验中的 4UO
药剂 J在独立实验中的 4UO W

药剂 8在结合实验中的 4UO
药剂 8在独立实验中的 4UO

当 PUO!*X)时，表示药剂 J与药剂 8之间存在
抑菌作用的协同关系。

当 *X) Y PUO Y +X*，表示药剂 J 与药剂 8 之间
存在增强作用。

当 + Y PUO Y R时，表示药剂 J与药剂 8之间在
抑菌作用中不相关。

当 PUO"R时，表示药剂 J与药剂 8之间存在抑
菌作用的对抗关系［+,］。

在测得抗菌肽最小抑菌浓度（4UO）和抗生素最
小抑菌浓度（4UO）的基础上，取 R S 4UO的抗菌肽与
R S 4UO的抗生素各 1)!7加入 0. 孔微量培养板的
实验孔中，连续倍比稀释，每个原浓度孔稀释 -*个
试验孔，然后每个实验孔再加入 +**!7的待测菌液
（+*.OPQN&7），同时设两组对照：一组为 -)*!7培养
液；另一组为 -)*!7 菌液，然后放入 ,1M恒温培养
箱中培养 +-$。用自动酶标仪测定 :;.,*，计算出共

同培养时抗菌肽与抗生素的最小抑菌浓度（4UO）。

% 结果

%"! 抗菌肽对真菌、乳酸乳杆菌、乳酸乳球菌乳酸
亚种的抗菌结果

将测得的数据用 :=::统计软件进行统计处理，
采用 !检验方法。数据分析得出（表 +），每一实验组
与其对照组统计后 6 Z *X*)。同时采用抑菌圈测量
法检测 ,种抗菌肽对以上菌株的抗菌活性，观察到
滤纸片周围长满菌体，没有抑菌圈，进一步表明，抗

菌肽对青霉、黑曲霉、酵母、乳酸乳球菌、乳酸乳杆菌

没有显著的抑制作用。
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表 ! 抗菌肽对真菌、乳酸乳杆菌、乳酸乳球菌乳酸亚种抗菌活性
!"#$% & ’()*+*,-.#*"$ ",)*/*)0 .1 )2% 3*11%-%() "()*#",)%-*"$ 4%4)*3%5 "6"*(5) 17(675%5 "(3 !"#$%&"#’(()*

8)-"*(5 9:;<& 9:;<= 9:;<> ?.()-.$

+,-’#’((’). 54@ ABC=D E ABAAF ABC>C E ABAAG ABC=H E ABA&C ABCD& E ABAAF

/*0,12’(()* -’2,1 ABDDG E ABA&C ABDGH E ABA&D ABDI= E ABA&> ABDIF E ABA&>

3"##4"1%.5#,* #,1,6’*’", ABID= E ABA&F ABIDA E ABA&& ABIDH E ABA&D ABICG E ABA&=

!"#$%&"#’(()* ("#$’* ABGIF E ABAAG ABGG& E ABAAG ABGIC E ABAAC ABGIG E ABAAG

!"#$%#%##)* ("#$’#* 57#54@ ("#$’* ABIG> E ABAFF ABIG& E ABA&= ABIIC E ABAF> ABIG& E ABAGH

表 " 抗菌肽与抗生素相结合抗菌的分级抑制浓度指数
!"#$% D !2% JK? *(3%L 1.- "()*#",)%-*"$ 4%4)*3%5 *( ,.+#*(")*.( M*)2 "()*#*.)*,5 )%5)%3 "6"*(5) )2% #",)%-*"$ 5)-"*(5

8)-"*(5 JK?（?.+#*(*(6 5)-%4).+0,*(） JK?（?.+#*(*(6 4%(*,*$$*(）
JK?9:;<& JK?9:;<= JK?9:;<> JK?9:;<& JK?9:;<= JK?9:;<>

7"#$,1’).0 5%#5"-,). ’!??=GCC> AB>F AB&C &B=& =B&G =B=D DBI&
8*#4,1’#4’" #%(’ ’!??=CH== ABD> ABH& &B&A >B&A =B>D =B>

8*#4,1’#4’" #%(’ N9&AH AB=& AB>G ABCA &B&C >B=& >B&I
3"(.%-,((" $504’.)1’). CAA&> ABGF =BDA DB&> &BFH =BA> DBA=
34’2,((" 95*,-$,1’", C&>A= ABDC &BH& &B&G ABDI =BAC &BD>
3$"045(%#%##)* ")1,)*IC>F &BGG =B>& >BIC =BD> ABD> AB=I

7"#’(()* *)&$’(’* H>G= O &BCI >BF= O ABCA ABGH

#$# 抗菌肽对病原菌最小抑菌浓度（%&’）
表 =数据显示，若抗菌肽不同，则抗菌谱和抗菌

活性明显不同，抗菌肽 9:;<& 对 8 @ #%(’ N9&AH 的
9K?最小，而对枯草杆菌 H>G= 没有抑菌作用，抗菌
肽 9:;<=对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌都有较
强的抑制作用，特别对 8 @ #%(’N9&AH 和枯草杆菌
H>G=的 9K?相对较小。抗菌肽 9:;<> 对革兰氏阳
性菌抑制活性较强，对金黄色葡萄球菌 IC>F的 9K?
最小。

表 # 抗菌肽最小抑菌浓度（%&’：!()*+）
!"#$% = 9K? .1 )2% 3*11%-%() "()*#",)%-*"$ 4%4)*3%5 "6"*(5) )2% #",)%-*"$

5)-"*(5（9K?：!6P+;）

8)-"*(5 9K? .1
9:;<&

9K? .1
9:;<=

9K? .1
9:;<>

7"#$,1’).0 5%#5"-,). ’!??=GCC> &B>I Q &AO > &BIH Q &AO > =B>C Q &AO =

8*#4,1’#4’" #%(’ ’!??=CH== =BG> Q &AO D &BHF Q &AO D CBC> Q &AO &

8*#4,1’#4’" #%(’ N9&AH &BAI Q &AO D IBCH Q &AO C HB&I Q &AO &

3"(.%-,((" $504’.)1’). CAA&> =BCG Q &AO > >B>F Q &AO = DBIH Q &AO &

34’2,((" 95*,-$,1’", C&>A= &BG> Q &AO = &BIH Q &AO = &B>F Q &AO =

3$"045(%#%##)* ")1,)*IC>F =BCA Q &AO & >BC> Q &AO D &BIC Q &AO C

7"#’(()* *)&$’(’* H>G= O &BCF Q &AO D >B>D Q &AO D

“ O”+%"(5 )2") 9:;<& 3. (.) "11%,) .( )2% 6-.M)2 .1 7"#’(()* *)&$’(’*H>G=B

#$, 抗生素对病原菌的最小抑菌浓度（%&’）
表 >显示，链霉素对革兰氏阴性细菌抗菌活性

较强，青霉素对革兰氏阳性细菌抗性较强。

表 , 抗生素最小抑菌浓度（%&’：!()*+）
!"#$% > 9K? .1 )2% 3*11%-%() "()*#*.)*,5 "6"*(5) )2% #",)%-*"$ 5)-"*(5

8)-"*(5 9K? .1 8)-%4).+0,*( 9K? .1 R%(*,*$$*(

7"#$,1’).0 5%#5"-,). ’!??=GCC> &B= Q &A O > HB>= Q &A O &

8*#4,1’#4’" #%(’ ’!??=CH== >BA Q &A O > >BHF Q &A O &

8*#4,1’#4’" #%(’ N9&AH >BA Q &A O > >BCH Q &A O &

3"(.%-,((" $504’.)1’). CAA&> IBA= Q &A O > DB&F Q &A O =

34’2,((" 95*,-$,1’", C&>A= &B=C Q &A O > &BIH Q &A O =

3$"045(%#%##)* ")1,)*IC>F =BCA Q &A O & >B&H Q &A O >

7"#’(()* *)&$’(’* H>G= IB=C Q &A O & CBC= Q &A O >

#$" 抗菌肽与抗生素协同性检测
数据分析得出（表 D）：（&）抗菌肽 9:;<&与链霉

素相结合时对绿脓杆菌 ’!??=GCC>、大肠杆菌
’!??=CH==、大肠杆菌 N9&AH、大肠志贺氏菌 C&>A=
的抗性表现出协同效应，与青霉素相结合时对大肠

志贺氏菌 C&>A= 抗性表现出协同性。（=）抗菌肽
9:;<=与链霉素相结合时对绿脓杆菌 ’!??=GC>>、
大肠杆菌 N9&AH的抗性表现出协同性，与青霉素相
结合时对金黄色葡萄球菌 IC>F、枯草杆菌 H>G=的抗
性表现出协同性。（>）抗菌肽 9:;<>与链霉素相结
合时对大肠杆菌 N9&AH的抗性表现出协同性，而对
鼠伤寒沙门氏菌 CAA&>表现出对抗关系；与青霉素
结合作用金黄色葡萄球菌 IC>F表现出协同效应，而
对绿脓杆菌 ’!??=GC>>、鼠伤寒沙门氏菌 CAA&> 作

F&C 微生物学报 /#$" :’#1%&’%(%2’#" 3’-’#" =AAC，S.$@DC T.@D



用为对抗关系。（!）其余数据表示抗菌肽与抗生素
之间在抗菌作用中表现为增强作用（"#$%&’ ( )）和
抑菌作用的不相关（"#$) ( !）。

! 讨论
抗菌肽是一类免疫效应因子，它在机体的先天

非特异性免疫中起重要作用，构成了低等动物机体

快速有效的免疫机制。绝大多数抗菌肽分子富含净

正电荷，且带有两亲性的螺旋或折叠结构区域，结构

的共性表现出功能上相似性，抗菌肽具有广谱的抗

菌性，但不同的抗菌肽由于一级结构和高级结构的

差异，抗菌活力不同，抗菌谱也有各自的特点。

!"# 家蝇幼虫抗菌肽的抗菌谱分析
家蝇幼虫抗菌肽 *+,-)、*+,-. 和 *+,-/ 在抗

菌谱中表现出只对病原细菌的生长有抑制作用而对

真菌和革兰氏阳性菌乳酸乳杆菌、乳酸乳球菌没有

明显作用，可能原因为细菌为原核生物，而真菌为真

核生物。细菌的细胞壁主要成分为肽聚糖、磷壁酸、

脂多糖和表面蛋白，其中磷壁酸和脂多糖带有负电

荷，使得整个细菌表面带负电荷，而抗菌肽是富含正

电荷的两亲性分子，通过静电引力使抗菌肽更有利

于与细菌的细胞结合，才能进一步有效发生抑菌作

用。霉菌细胞壁主要由几丁质组成，酵母菌细胞壁

主要成分为葡聚糖与甘露聚糖，少量蛋白、脂类、几

丁质，因此真菌细胞表面不带电荷，抗菌肽不易通过

静电引力于细胞结合，因此不能透过细胞壁影响细

胞膜而起抗菌作用。由此表明，这 /种家蝇幼虫抗
菌肽与细菌细胞壁的结合作用是其发挥抗菌活性的

首要条件。

!"$ 家蝇幼虫抗菌肽对革兰氏阳性细菌的作用特
点

金黄葡萄球菌、枯草杆菌、乳酸乳杆菌、乳酸乳

球菌虽均为革兰氏阳性菌，但抗菌肽对其抗菌结果

不同，可能原因如下：第一，细胞壁的主要结构成分

为肽聚糖，但不同的菌的细胞壁中肽聚糖的含量与

类型有显著差异，乳酸乳杆菌和乳酸乳球菌细胞壁

中肽聚糖含量较高（约 0%1），为 ,23-+-425类型，且
组成多层网状紧密结构，对抗菌肽起屏障作用，抗菌

肽和其细胞壁结合后但较难破坏细胞壁。第二，细

胞壁脂磷壁酸的组成不同。第三不同细菌细胞膜中

膜蛋白的种类和含量有显著区别［)!］。在乳酸乳杆

菌和乳酸乳球菌的细胞膜蛋白中有许多具有受体和

酶功能的蛋白，当抗菌肽与其作用时可能导致抗菌

肽分解而失去活性，从而对其没有抗菌作用。同时

说明，抗菌肽作用的最初靶位点存在于细菌细胞膜

上，抗菌肽和细胞膜结合破坏其结构是抑菌发生的

关键。

在乳酸菌培养过程中，由于产生酸性物质培养

液的 56下降，但抗菌肽在偏酸的环境中仍保持较
高的活性［7］，而该 /种抗菌肽对乳酸乳杆菌、乳酸乳
球菌没有表现出抗菌活性，说明细菌培养过程 56
降低不是造成对革兰氏阳性菌之间的抗菌效果差别

主要因素，而是可能由于细菌细胞结构的不同所致。

!"! 抗菌肽对 ! % "#$% &’#()的抑制作用
! 8 "#$% 9*)%0对抗菌肽表现为极强的敏感性，

*+,-)、*+,-.对其作用的 *#$最小，这可能与抗菌
肽的膜作用机制以及耐药细胞所产生的一系列生物

学改变有关，在耐药菌的细胞膜上，有许多与多药耐

药（*:;<=>?:@ ?A2=2<BCDA，*+E）相关的蛋白质的过度
表达，影响细胞膜的结构，使细胞对膜活性物质的敏

感性增加［)F］。同时 *+E相关蛋白在发挥作用时要
消耗过多 4GH，使细胞损伤的修复受到限制。另外，
耐药细胞膜发生脂质的改变，使细胞膜流动性增加，

对毒素的敏感性增高［)’］。

!"* 抗菌肽、抗生素和细菌之间关系探讨
抗生素为人类的健康生存和发展做出了巨大贡

献，然而由于这些抗生素往往是人畜公用，耐药菌在

人畜间的传递产生交叉耐药性，毫不夸张地说，细菌

耐药性是 .)世纪全球关注的热点，它对人类生命健
康构成的威胁绝不亚于艾滋病、癌症和心血管疾病。

研究发现抗菌肽具有与抗生素完全不同的抗菌

机制，对目前临床出现的很多耐药菌具有很强的生

物活性，是一种新的抗菌药物的来源。为提高抗菌

治疗的效果，将抗菌肽和抗生素联合使用，发现不仅

提高疗效而且减少了抗生素的使用剂量，对协同现

象推测可能存在四种机制［’］：（!）抗菌肽和抗生素
抑制一些共同的生化代谢途径；（"）抗菌肽抑制对
细菌有保护作用的酶的活性（#）抗菌肽与细菌细胞
壁活性成分结合（$）抗菌肽可增加细菌对抗菌药剂
吸收，研究认为是由于抗菌肽可以增强细菌细胞膜

的渗透性而引起抗菌药物的吸收量增多是产生协同

现象的主要原因［’，)I，)7］。

青霉素抗菌作用机制主要是通过使细菌细胞壁

合成酶的失活，阻碍细胞壁的合成，链霉素通过作用

于核糖体 /%J亚基，引起 KEL4翻译起始的抑制和
异常校读，使细菌细胞膜蛋白的合成抑制，当青霉

素、链霉素与家蝇幼虫抗菌肽结合使用时，实验结果

表明对一些细菌表现出较强的协同抗菌作用，推测
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可能由于抗菌肽与细菌细胞壁、膜交互作用，由于抗

菌肽与外膜上的 !"# $和 %&# $的亲合力高 ’个数量
级，因而可以大量地进行竞争取代，从而导致正常细

胞膜屏障破坏，形成孔洞，细胞膜的电化学梯度消

失，使细菌细胞的通透性进一步增加，细菌对药物的

主动外排系统破坏，增加了抗菌肽与抗生素的摄入

量，导致青霉素的结合位点增加与链霉素有效的作

用细菌的染色体、核糖体，造成菌体快速死亡，从而

表现协同抗菌作用［()］。但抗菌肽与抗生素之间并

不是都存在协同关系，有些显示不相关，甚至表现为

对抗关系。造成对抗关系的主要有 ’种原因：药物
之间竞争共同的结合位点；一种药物可改变另一种

药物的结合位点；一种药物可造成另一种药物失去

活性［#*］。因此抗菌肽、抗生素与细菌三者的相互关

系的机制是非常复杂的，本实验只是抗菌肽在此方

面研究的初步探索。
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