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摘 要：C,>DAE5+ F- 是一种从惜古比天蚕（!"#$%&’%(# )*)(%&+#）中提取的由 #? 个氨基酸组成的一种!1螺旋抗菌肽，其

杀菌活性较弱。本文采用了 >,>DAE5+ F- 的 G 端 -10 序列 HIHJKHHL，另加一段标准的!1螺旋结构序列，然后用一个

铰链结构 MLM 相连，合成了 -( 条抗菌肽。经过试验证明部分含有核心标准螺旋结构的序列，对革兰氏阳性菌和阴

性菌的最小抑菌浓度仅是原有 >,>DAE5+ F- 抗菌肽的 - N -%% 左右。该类抗菌肽有希望进一步开发为新的抗感染药

物。该类抗菌肽已经申请专利，专利号为 OC.P CG %#P%%($$。
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多细胞有机体在生存中不可避免的要接触大量的病原

微生物，在进化中它们发展了各自的保护机制：防止微生物

进入肌体表皮，防止已经进入表皮的微生物的攻击。因此多

细胞有机体能够产生不同的抗菌物质快速杀灭各种入侵微

生物。其中 抗 菌 肽 是 参 与 肌 体 防 御 的 重 要 抗 菌 物 质 之

一［- ’ #］。

昆虫抗菌肽是昆虫体液免疫的重要组成部分，目前已经

在昆虫体内发现了上百种抗菌肽，其中 C,>DAE5+ F（CF）是昆

虫抗菌 肽 中 研 究 最 早 同 时 也 是 研 究 最 多 的 一 种 抗 菌 肽。

C,>DAE5+ F 是由 RA34+ 等从受刺激的惜古比天蚕（!"#$%&’%(#
)*)(%&+#）的滞育蛹中分离出第一个昆虫抗菌肽，含有 #? 个氨

基酸，属于一种!1螺旋抗菌肽。研究表明 CF 对多种革兰氏

阳性菌和阴性菌有抑菌活性但对正常的真核细胞如红细胞

没有毒性［! ’ "］。但是天然存在的 CF 对细菌的杀灭作用较

差，很难达到药用的要求。

尽管到目前为止还没有对抗菌肽的作用机制有一个详

细的了解，但是许多试验表明，抗菌肽是通过直接作用于微

生物细胞膜上起作用［?，0］。首先带正电荷的多肽通过静电作

用结合到带负电的磷脂膜上，然后多肽与膜结合形成螺旋或

折叠结构，在细胞膜上形成离子通道或者裂解细胞膜，进而

杀死目标微生物。研究发现，抗菌肽与脂质体作用，若脂质

体带电荷为负值，抗菌肽就结合到膜上，膜被破坏。如减少

G 端的螺旋，则其膜的破坏力降低。用园二色谱法研究了抗

菌肽的高级结构，发现抗菌肽在磷酸钠缓冲液中呈自由卷曲

的构象，而加入六氟丙醇降低溶液的极性以模拟细胞膜的疏

水环境时，抗菌肽的螺旋数量明显增加，提示了分子中的!1
螺旋度与其杀菌活性密切相关［&，-%］。本研究试图通过增加

分子中!1螺旋结构对 CF 抗菌肽进行改造以提高多肽的抗菌

活性。首先参照文献［--］采用了 >,>DAE5+ F- 的 G 端 -10 序列

（HIHJKHHL），另外加了一段标准的!1螺旋结构序列（碱性氨

基酸1疏水性氨基酸1疏水性氨基酸1碱性氨基 酸 的 重 复 序

列），然后用一个铰链结构 MLM 相连，合成了 -( 条抗菌肽。

经过试验证明部分含有核心标准螺旋结构的序列其抗菌活

性远远好于 CF，部分经过改造后的序列可以进一步开发为

治疗耐药菌感染的药物，相关临床前的有效性和安全性实验

工作正在进行。同时该实验进一步验证了抗菌肽序列中螺

旋结构对杀菌活性有重要的作用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：检测抗菌肽活性所用的菌种购于中国药监局

菌种中心和中国科学院微生物研究所菌种中心，分别为：革

兰 氏 阳 性 菌：金 黄 色 葡 萄 球 菌（ ST4E8B/A>A>>*7 4*D,*7）

CUCC$"%%#，枯草杆菌（,#)+$$-. .-/0+$+.）VR!#%，短小芽孢杆菌

（ ,#)+$$-. &-1+$-. ） CUCC"#$%$，溶 壁 微 球 菌（ 2+)(%)%))-.
$".%3*+40+)-. ） S-W"#!，藤 黄 微 球 菌（ 2+)(%)%))-. $-0*-. ）

CUCC$0%%-；革 兰 氏 阴 性 菌：大 肠 杆 菌（ 5.)’*(+)’+# )%$+）

F.CC0%&&，肺炎克雷伯氏菌（ 4$*/.+*$$# &6*-1%6+#*）CUCC!"--?，

乙型副伤寒沙门氏菌（ 7#$1%6*$$# &#(#0"&’+1,）CUCC(%%&!，绿

脓杆菌（8.*-3%1%6#. #*(-9+6%.#）CUCC-%-%!。

!"!"# 培养基：菌种生长和 药 敏 检 测 用 营 养 肉 汤 培 养 基

（G*TD5,+T XDAT8 3,<5*3），购于上海市生化试剂商店。

!"!"$ 主要试剂和仪器：E5A+,,D 多肽合成仪购于美国 FRL 公

司，9A/< 7B7T,3 YOJC 购于美国 R,>Z34+ >A*/T,D 公司，冷冻干燥

为德国 C8D57T 产品，R5A1D4< ((% 酶标仪购于 R5A1D4< 公司。合

成抗菌肽所用保护氨基酸、树脂、VUK、哌啶等均购于 FRL 公



司，剪切所用试剂购于 !"#$% 公司，纯化所用试剂购于德国

&’()$公司，*’)(+,-. /0 和 &%1%-.-.!购于 2-13% 公司。其它

试剂购于上海生化试剂商店。

!"# 抗菌肽的设计

研究表明 *’)(+,-. / 对细菌的杀灭作用较差，很难达到

药用的要求。本文在 )’)(+,-. /0（4546!447849:;<7=>:!
4/:?/9/99:;/@;7/4A<BC

［0C］）序列的基础上，采用其 < 端

0AD 序列 4546!447，在此基础上，另加一段标准的"A螺旋结

构序列，中间用一个铰链结构 :7: 相连。设计合成了 0E 条

抗菌肽（表 0）。

表 ! 修饰改造后的抗菌肽序列

@%F"’ 0 G’H#’.)’2 +I 3+J-I-’J %.K-3-)(+F-%" ,’,K-J’
<%3’ G’H#’.)’
:$A0 4546!447:7:496449644964
:$AC 4546!447:7:46!446!446!4
:$AL 4546!447:7:476447644764
:$AM 4546!447:7:46644664
:$AE 4546!447:7:4//44//44//4
:$AN 4546!447:7:4:644:64
:$AO 4546!447:7:=6!==6!==6!=
:$AD 4546!447:7:=77==77==77=
:$AP 4546!447:7:=//==//==//=
:$A0Q 4546!447:7:=76==76==76=
:$A00 4546!447:7:=96==96=
:$A0C 4546!447:7:=:6=4:6=4:64
:$A0L 4546!447:7:=99==99=
:$A0M 4546!447:7:=/!==/!==/!=
:$A0E 4546!447:7:=!!==!!=

!"$ 抗菌肽的合成和纯化（以制备 %"!&&’( 的 )*+! 为例）

!"$"! 抗菌肽的合成：新设计的抗菌肽序列经过固相合成

多肽的方法合成。合成反应从 * 端到 < 端逐个进行，由合成

仪自动控制。首先称量 QR033+" 的结合了第一个氨基酸即

6S2 的树脂（购于美国应用生物系统公司），装柱，再用 CQT哌

啶二甲基甲酰胺溶液脱保护，二甲基甲酰胺清洗，PA笏甲氧

羰基（!3+)）保护的游离氨基酸溶解于并啶并三氮唑四甲基

六氟磷酸盐（B/@U）V二异丙基乙基胺（>7?8/），溶解后的溶

液在柱上循环偶合反应 LQ3-.，二甲基甲酰胺清洗重复以上

脱保护到偶合反应步骤直到制备结束。

!"$"# 合成后的多肽的制备和分析：取下反应后的树脂，加

入剪切液 E36（DDT三氟乙酸，ET苯酚，ET水，CT三异丙基

硅烷），室温反应 CW，过滤，滤出液中加入 0Q 倍体积的预冷无

水乙醚（ X CQY）EQ36，MQQQ(V3-. 离心 0Q3-.，收集沉淀。用

预冷无水乙醚洗涤沉淀 L 次后室温干燥。

称量一定量干燥后的多肽，溶于 QR0T 三氟乙酸，样品

经过 孔 径 为 QRCC#3 的 滤 膜 过 滤 后，经 *0D 反 向 柱（CE Z
CEQ33，0Q#3，0QQ/）分离（洗脱液为：/：含 QR0T 三氟乙酸的

水溶液；[：含 QR0T 三氟乙酸的乙氰溶液；洗脱条件为 Q \
NQT [LQ3-.），收集洗脱峰，冷冻干燥［0L］。干燥后多肽再经

过半制备柱分离（0Q33 Z CEQ33，E#3，0QQ/，）后冷冻干燥。

二次纯化后的多肽经过分析柱（MRN33 Z CEQ33，E#3，0QQ/，

[’)$3%. )+#"K’(）鉴定其纯度，经过 6*V&G 检测其分子量。

!", -. 孔板法检测抗菌肽的最小抑菌浓度

菌种复苏，接种斜面于 LOY培养过夜，细菌在 6[ 培养基

中生长至对数中期，经过 6[ 培养基逐级稀释后，稀释到细菌

浓度为 0QM \ 0QE *!UV36，按每孔 0QQ#6 菌液接种于 PN 孔板

中，将多肽以一定比例稀释后，每孔中加入 0Q#6。将 PN 孔板

置于 LOY培养过夜，酶标仪检测 !"NCQ 值［0L］。以天然抗菌肽

)’)(+,-. /"，3%1%-.-. 为对照。计算细菌的存活率和抑菌率。

存活率T ] !"NCQ（加入抗菌肽的吸收值）̂!"NCQ（不加抗

菌肽的吸收值）

抑菌率T ] 0 X 存活率T
最小抑菌浓度定义为抑菌率T!DQT的抗菌肽的浓度。

!"/ 抗菌肽的杀菌动力学曲线检测

抗菌肽的杀菌动力学曲线用金黄色葡萄球菌、大肠杆菌

检测。细菌在 &B 培养基中生长至对数中期，经过 &B 培养

基逐级稀释后，浓度为 0 Z 0QE \ E Z 0QE *!UV36。取无菌试

管，先加入 QRE36 LT牛血清白蛋白溶液，再加入 QRE36 实验

用菌悬液，混匀后再加入样品 MRQ36，迅速混匀并立即计时。

待细菌与抗菌肽相互作用至各预定时间，分别吸取 QRE36 混

合液加于 MRE36 经灭菌的中和剂中混匀，作用 0Q3-. 后，分别

吸取 QRE36 样液，按活菌培养计数方法测定存活菌数，每管

接种两皿。同时用稀释液代替测试样品，进行平行实验，做

为阳性对照。所有实验样本均在 LNY温箱中培养，对细菌繁

殖体培养 MDW 观察结果；对细菌芽孢或真菌繁殖体培养 OCW
观察最终结果。杀菌动力学曲线为存活率 X 培养时间。

# 结果

#"! 抗菌肽的合成、纯化和分子量确证

本文设计的抗菌肽经过合成和纯化后，冻干的抗菌肽经

过 B?6* 检测其纯度达到 PNT以上，检测结果见图 0。经过

质谱检测后证明合成的抗菌肽的分子量与理论分子量完全

一致为 CPLMRQ，证明制备的多肽即为设计的 :4AD 抗菌肽，检

测结果见图 C。

图 ! 抗菌肽 )*+0 的纯度检测结果

!-1_0 B?6* %.%"S2-2 +I %.K-3-)(+F-%" ,’,K-J’ :4AD _

LPM李国栋等：一组人工合成抗菌肽的研究 _ V微生物学报（CQQN）MN（L）



图 ! 抗菌肽 "#$% 的分子量检测结果

!"#$% &’(( ()*+,-./*,-0（123&4）’5’60("( .7 ’5,"/"+-.8"’6 )*),"9* :;3<$

!&! 抗菌肽的抑菌活性检测

实验结果（表 %）表明，经过修饰改造的抗菌肽对 = 种革

兰氏阳 性 菌 和 > 种 革 兰 氏 阴 性 菌 的 抗 菌 活 性 明 显 优 于

?*+-.)"5 @A 和 /’#’"5"5。

!&’ 抗菌肽的杀菌动力学曲线检测

实验结果表明 :;3A 和 :;3% 分别以 BC%=!#D/E 终浓度作

用于金黄色葡萄球菌 ?&??%FBBG，以 %!#D/E，BC=!#D/E 终浓

度作用于大肠杆菌 @H??<BII 后，其在不到 %/"5 即可杀死近

IIJ的细菌，与 ?*+-.)"5 @A 以 %=!#D/E、/’#’"5"5% 以 =B!#D/E
和 %=!#D/E 终浓度的杀菌时间基本相同，杀菌非常迅速。但

是后两种抗菌肽的杀菌浓度约为 :;3A 和 :;3% 抗菌肽的 ABB
倍。结果显示这四种抗菌肽可能有相同的杀菌机理，都可能

是通过裂解细菌细胞膜起作用，:;A，:;% 抗菌肽有更强的杀

菌活性。杀菌动力学曲线见图 G。

表 ! () 条抗菌肽对几种细菌的最小抑菌浓度（*+,）的比较

H’86* % HK* /"5"/’6 "5K"8",.-0 +.5+*5,-’,".5（&2?，!#D/E）.7 A= ’5,"/"+-.8"’6 )*),"9*( .5 5"5* (,-’"5( .7 8’+,*-"’
@5,"/"
+-.8"’6
)*),"9*

4,-’"5(

A % G > = F L < I
:M3A BC%= BC=B %CBB BC=B ACBB %CBB %CBB %CBB <CBB
:M3% BC%= ACBB ACBB BC=B %CBB BC=B %CBB %CBB >CBB
:M3G BC=B ACBB >CBB ACBB >CBB BC%= >CBB <CBB <CBB
:M3> %CBB BC=B <CBB >CBB >CBB <CBB AFCBB AFCBB AFCBB
:M3= AFCBB AFCBB <CBB AFCBB <CBB G%CBB =BCBB =BCBB N =BCBB
:M3F >CBB <CBB %CBB %CBB ACBB AFCBB G%CBB AFCBB N =BCBB
:M3L ACBB BC=B BC%= BC=B BC=B %CBB %CBB ACBB <CBB
:M3< BC%= BC=B BC=B ACBB %CBB ACBB %CBB %CBB <CBB
:M3I <CBB <CBB AFCBB G%CBB AFCBB AFCBB G%CBB =BCBB N =BCBB
:M3AB BC%= BC=B ACBB ACBB %CBB BC=B ACBB %CBB >CBB
:M3AA BC=B BC=B ACBB %CBB ACBB >CBB >CBB %CBB <CBB
:M3A% %CBB <CBB ACBB %CBB >CBB AFCBB <CBB >CBB G%CBB
:M3AG %CBB %CBB %CBB >CBB ACBB <CBB >CBB >CBB <CBB
:M3A> BC=B BC= ACBB BC%= ACBB >CBB ACBB >CBB AFCBB
:M3A= ACBB BC%= BC=B BC%= ACBB BC=B >CBB >CBB G%CBB

+*+-.)"5 @A %=CBB N =BCBB =BCBB N =BCBB =BCBB %=CBB %=CBB =BCBB N =BCBB
/’#’"5"5 =BCBB N =BCBB N =BCBB =BCBB =BCBB %=CBB =BCBB N =BCBB N =BCBB
A$ !"#$%&’()())*+ #*,-*+ ?&??%FBBG；%$ .#)/’’*+ +*0"/’/+ OP>GB；G$ .#)/’’*+ $*1/’*+ ?&??FG%B%；>$ 2/),()())*+ ’&+(3-/4"/)*+ 4ACFG>；=$ 2/),()())*+ ’*"-*+
?&??%<BBA；F$ 5+)%-,/)%/# )(’/ @H??<BII；L$ 6’-0+/-’’# $7-*1(7/#- ?&??>FAAL；<$ !#’1(7-’’# $#,#"&$%/3P ?&??=BBI>；I$ 8+-*3(1(7#+ #-,!9/7(+# ?&??ABAB>$

图 ’ - 种抗菌肽对金黄色葡萄球菌（.）和大肠杆菌（/）的杀菌动力学曲线

!"#$G ;"5*,"+( .7 M"66"5# .7 !"#$%&’()())*+ #*,-*+（@）’59 5 $ )(’/（P）80 7.Q- )*),"9*($

’ 讨论

研究表明线性抗菌肽的正电荷含量、疏水性和螺旋结构

对抗菌肽的活性是至关重要的［A>，A=］。在模拟膜的疏水环境

下，分子中的"3螺旋度与其杀菌活性密切相关［< R AA，AF R A<］。本

文尝试了正电荷增加的几条多肽，结果表明单纯增加正电荷

并不能提高多肽的抗菌活性（数据未公布）。在随后的研究

中，试图通过增加 ?*+-.)"5 @A 分子中"3螺旋结构对抗菌肽进

>I> E2 :Q.39.5# -" #’ $ D:)"# 2/),(0/(’(9/)# !/7/)#（%BBF）>F（G）



行改造，在 !" 的基础上，增加了一段标准的!#螺旋结构后，

结果表明经过改造后的部分抗菌肽的杀菌活性是 !$%&’()*
"+ 的 ,- . +-- 倍。证明螺旋结构对抗菌肽的活性很重要，与

文献报道基本一致。但同时发现，并不是所有的含有核心序

列的多肽的杀菌活性都相似，如 /""/ 其抗菌活性显著低于

另外几种抗菌肽，是否暗示了单纯添加螺旋结构的序列也并

不一定能增加抗菌活性，可能与氨基酸的疏水能力，形成螺

旋结构的构象有一定的关系。

抗生素的耐药性、副作用、滥用、残留等问题已经是世界

性的重大难题，寻找高效、广谱、无残留、无耐药性、低副作用

的抗生素代用品，是近些年来人们一直努力的目标。抗菌肽

因为其独特的性质和抗菌机理，很有可能成为新一代的抗生

素。抗菌肽有独特的结构序列、作用机理和高效的杀菌效

果，使得其不同于传统的抗生素，不易产生耐药性，同时和传

统的抗生素基本没有交叉耐药现象。有着广阔的应用前景。
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