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摘要：【目的】研究抗菌肽P7抑制大肠杆菌的非膜作用机制。【方法】P7与溴化乙锭竞争结合大肠杆菌

基因组DNA的荧光光谱，分析P7与DNA的结合方式；流式细胞术分析P7与大肠杆菌基因组DNA 结合对

细菌细胞周期的影响；采用磁珠富集和PCR扩增相结合的方法分析P7特异结合的DNA序列；通过实时荧

光定量PCR分析P7对大肠杆菌DNA复制和SOS损伤修复基因表达的影响；核酸染料的荧光分析研究P7对
大肠杆菌DNA和RNA合成的影响。【结果】P7以嵌插的方式作用于大肠杆菌基因组DNA碱基对并形成

肽-DNA复合物，使溴化乙锭-DNA复合体系的荧光强度减弱。P7可以显著增加大肠杆菌细胞周期中S期
细胞数目，抑制大肠杆菌DNA复制。P7特异性结合rnhA使该基因表达水平显著下调2.24倍。同时，在肽

的影响下参与大肠杆菌DNA复制相关的ssb、dnaG、ligB和rnhA基因的表达水平显著下调(P<0.05)，
DNA损伤修复的recA和recN基因显著上调(P<0.05)。P7可降低大肠杆菌DNA和RNA的合成。【结论】

P7特异性地结合rnhA序列引起大肠杆菌DNA的损伤并抑制大肠杆菌的DNA复制。在P7的影响下，参与

大肠杆菌DNA复制相关的基因的表达水平下调，DNA损伤修复基因显著上调，同时抑制大肠杆菌

DNA和RNA的合成。
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抗菌肽属于抗生素的一个新家族，它们对一

种或同时对多种细菌有抑菌活性，甚至具有抗真

菌、抗病毒、抗肿瘤、免疫调节、促进伤口愈合

等作用[1–2]。抗菌肽具有抗菌谱广、活性强、选择

性好、安全性高等特点，因此在医药、食品、化

妆品、农作物和畜禽病虫害防治等领域具有较高

的开发和应用价值。

穿膜肽为一系列传递大分子载体的两亲或阳

离子短肽的统称，能穿透生物膜，以共价或非共

价的方式将生物活性货物转运到胞内[3]。穿膜肽

有效改善 [ 1 ]生物分子向细胞内的运输，包括质

粒、核苷酸、蛋白、肽和脂质体等，其高效低毒

的转运效果对细胞膜损伤小[4]。穿膜肽和抗菌肽

在结构特征(多为短的阳离子两亲性肽)和非能量
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依赖的膜作用机制(如环孔模型、桶板模型、毯式

模型)上存在相似之处[5–6]。基于抗菌肽和穿膜肽的

共性，本实验室设计获得1个穿膜肽衍生的抗菌肽

P7 (GLRRALLRLLRSLRRLLLRA)，其抗菌活性

强于母肽(最低抑菌浓度范围为4–32 μmol/L)，细胞

毒性低(4–32 μmol/L浓度范围内无溶血活性)[7]。

目前，对抗菌肽作用机制的研究主要集中在

以细胞膜为靶目标的抑菌机制上，抗菌肽非膜作

用的胞内机制研究也取得一定进展。非膜作用的

胞内活性抗菌肽进入细胞内后主要通过絮凝胞内

物质、与核酸结合(如Buforin Ⅱ[8]、Tachyplesin[9]等)、

抑制蛋白或酶的活性(Pyrrhocoricin[10]、Histatin

5[11]等)、抑制核酸或/和蛋白的合成(如Indolicidin[12]、

Lctoferricin B[13]等)最终达到抑菌或杀菌的目的。

抗菌肽F1可破坏金黄色葡萄球菌的细胞膜，同时

结合胞内DNA[14]。细菌素LAX可破坏大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌的细胞壁和细胞膜，抑制DNA代

谢发挥抑菌作用[15]。对P7抑制大肠杆菌的研究发

现，P7增加大肠杆菌膜的通透性，破坏细胞膜的

完整性，同时穿过大肠杆菌细胞膜，在胞内聚集

并与基因组DNA结合发挥抑菌活性。但是对P7与

胞内DNA的结合模式、序列的特异识别、结合之

后对相关基因表达的影响以及对核酸物质合成的

影响等的分子机制的研究甚少。本文进一步研究

P7抑制大肠杆菌的分子机制，为抗菌肽抑菌分子

机制的研究提供理论基础。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    菌株：大肠杆菌(Escherich coli ATCC

25922)由无锡市疾病预防控制中心提供。抗菌肽

由上海波泰生物科技有限公司采用固相法合成，

纯度>98%。

1.1.2    主要试剂及仪器：溴化乙锭(EB)购自美国

Amresco公司；碘化丙锭(PI)和4’,6-二脒基-2-苯基

吲哚(4’,6-diamidino-2-phenylindole，DAPI)购自美

国Sigma公司；大肠杆菌基因组DNA提取试剂

盒、RNA提取试剂盒及随机引物购自生工生物工

程(上海)有限公司；M-MLV逆转录酶购自美国

Promega公司；SYBR Green Master Mix购自韩国

Bioneer公司；其它试剂均为国产分析纯。F-

7000荧光分光光度计，日本Hitachi公司；FACS

Calibur流式细胞仪，美国Becton Dickinson公司；

KS-900超声波细胞粉碎机，宁波科生仪器厂；

PTC-200基因扩增仪，美国MJ公司；7900高通量

快速实时荧光定量PCR仪，美国应用生物系统

公司；SpectraMax M5荧光分光光度计，美国

Molecular Devices公司。

1.2    大肠杆菌基因组DNA的提取

参照细菌基因组DNA提取试剂盒方法操作。

1.3    肽与EB竞争性结合DNA的荧光光谱分析

参照Li等[16]方法分析肽与EB竞争性结合DNA

的荧光光谱。用蒸馏水将大肠杆菌基因组DNA稀

释为50 μg/mL的溶液，每1 mL DNA溶液加入15 μL

100 μg/mL的EB溶液。反应液混匀后于37 °C避光

孵育10 min。 加入1 mL不同浓度的P7溶液(16、

32、64、128 μmol/L)，对照组用等体积的蒸馏水

替代。反应液混匀后置于生化培养箱中37 °C避光

孵育30 min。用荧光分光光度计扫描反应液在550 nm

到750 nm波长范围的荧光强度(λ excitation=535

nm，λ emission=550 nm)。

1.4    肽对大肠杆菌细胞周期的影响

用流式细胞术分析肽对细菌细胞周期的影

响，根据Steen和Boye的方法稍做修饰[17]。取对数

期菌细胞置于1.5 mL离心管内，2000 r/min离心5 min

收集细胞。用PBS清洗3遍后用新鲜LB培养基重悬

为1.0×108 CFU/mL的菌悬液。加入肽溶液使其终浓

度为1倍最低抑菌浓度值，混匀后于37 °C、150 r/min

振荡培养0.5 h。4 °C、2000 r/min离心5 min收集细

菌细胞，弃上清，用PBS清洗2遍。向沉淀的菌细
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胞加入1 mL预冷(–20 °C)的70%乙醇，置于4 °C冰

箱固定过夜。用PBS清净固定液后在细菌细胞沉

淀中加入500 μL含1 mg/mL RNase 的 PI染色液，

混匀后置于4 °C避光孵育15 min。用流式细胞仪

收集数据并用 ModFit LT 3.0软件进行分析。

1.5    肽特异结合大肠杆菌复制相关的DNA序列分析

取400 μL大肠杆菌基因组DNA溶液加入2 mL

离心管内，置于超声波细胞粉碎机，冰水浴下超

声1 min，功率20 %，将基因组DNA断裂为小于

100–1500 bp的片段，置于4 °C冰箱备用。称取 6.5 g

1,6-已二胺、2 g无水醋酸钠和1 g FeCl3，置于圆

底烧瓶中，加入30 mL的乙二醇。将烧瓶置于50 °C

中剧烈搅拌1 h至溶液呈橙色。将混合液转移到不

锈钢高压反应釜中，密封后置于198 °C反应6 h。

冷却至室温后将黑色反应产物用无水乙醇和超纯

水反复清洗数次至上层溶液无色。将黑色反应产

物烘干即得到氨基化磁珠。取1.5 mg氨基磁珠加

入1.5 mL 5%的戊二醛溶液，于37 °C、200 r/min

振荡2 h。磁分离后弃去戊二醛溶液，用PBS 重悬

后置于4 °C冰箱备用。向戊二醛活化的氨基磁珠

中加入300 μL的肽溶液，于37 °C、150 r/min振荡

1 h。磁分离，吸弃上清。用 PBS 清洗磁珠数遍，

洗去未结合的肽。向偶联肽的磁珠加入1.5 mL

1%牛血清白蛋白溶液，37 °C、100 r/min振荡

2 h，以封闭游离的醛基。 磁分离后弃上清，用

PBS清洗数遍并重悬，避光置于4 °C冰箱备用。

将偶联肽的磁珠置于磁场，磁分离弃去PBS缓冲

液后加入450 μL的大肠杆菌DNA片段溶液，混匀

后将离心管于37 °C、100 r/min振荡孵育0.5 h。磁

分离后吸去上清，用PBS缓冲液洗数遍后加入450 μL

的TE缓冲液提取磁珠偶联肽结合的DNA。

根据He等[18]的修饰方法，采用磁珠交联肽对

肽结合的DNA序列进行富集。以大肠杆菌DNA复

制信号通路关键控制元件ssb (单链DNA结合蛋白)、

dnaG (DNA引物酶)、dnaB (DNA解旋酶)、ligB

(DNA连接酶)、dpoI (DNA聚合酶Ⅰ)、rnaseH (核

糖核酸酶H)、dpoIII β (DNA聚合酶Ⅲβ亚基)和

dnaA (复制起始子)基因为特异性扩增目标，选取

编码区序列为模板，用Primer 5软件设计引物(表1)，

委托上海捷瑞生物工程有限公司合成。对假设的

特异性序列进行PCR扩增，以分析肽特异结合大

肠杆菌DNA复制相关的序列。PCR扩增结束后通

过跑 2%的琼脂糖凝胶电泳观察扩增结果，用凝

胶成像系统记录。对于有特异性扩增条带的扩增

体系用PCR纯化柱进行纯化，委托上海铂尚生物

技术有限公司进行双向测序。

1.6    肽对DNA复制相关基因表达的影响

收集取对数期大肠杆菌细胞，用PBS清洗3遍

后重悬为1.0×108 CFU/mL的菌悬液。加入肽溶液

使其终浓度为最低抑菌浓度值，混匀后于37 °C、

150 r/min振荡培养0.5 h。将菌液转入离心管内，

表1.  本研究中使用的引物

Table 1.  Primers used in this study

Primers Sequences (5′→3′)

ssb-F ATGGCCAGCAGAGGCGTAAA

ssb-R ACCACCCAGCATCTGCATGG

dnaG-F ATACCCCCAAATACCTGAACTCG

dnaG-R CTTCTTTTCGTACCAGCGTGTCA

dnaB-F ATCTATATCGATGACTCCTCCGG

dnaB-R TTATTCGTCGTCGTACTGCGG

ligB-F TACGCAGTGGCAACGCTGCT

ligB-R CTGCGTTAGAGTAAAACCTGCGG

dpoI-F AACCATTCTCTTTGAAAAACAGGGC

dpoI-R CTCATGCCATAAATCAGACCAAAGT

rnaseH-F GTATGTCCGCCAGGGTATCAC

rnaseH-R CCAGTTCATCACAGCGTTCGTT

dpoIII β-F GTGCCACCATTTCCATCTC

dpoIII β-R TCCTACGCTACCGATTCTC

dnaA-F AGCAGTCCATTGATATTATTAAGG

dnaA-R GATGAGTTACCAGCCACAG
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5000 r/min离心2 min收集大肠杆菌细胞。用灭菌

水洗3遍后向沉淀中加入50 μL的TE缓冲液和等体

积的溶菌酶溶液，置于 37 °C水浴孵育0.5 h。孵育

结束后立即加入1 mL的Trizol，参照试剂盒方法提

取RNA。提取的RNA，在随机引物和逆转录酶的

作用下分两步逆转录成cDNA。根据Greenstar

qPCR Master Mix 试剂盒方法对大肠杆菌16S

rRNA、DNA复制和SOS损伤修复基因进行实时荧

光定量PCR分析。PCR扩增程序设置为：95 °C 5 min；

95 °C 20 s，62 °C 30 s，72 °C 30 s，45个循环；

95 °C 15 s，60 °C 15 s，95 °C 15 s。用∆∆Ct法对

基因进行定量，选取的基因的相对表达水平通过

与管家基因16S rRNA的比例来计算。

1.7    肽对大肠杆菌DNA和RNA合成的影响

肽对大肠杆菌DNA和RNA合成的影响根据王

海涛等方法稍做修饰[19]。收集取对数期大肠杆菌

细胞，用PBS清洗2遍后重悬为1.0×106 CFU/mL的

菌悬液。加入肽溶液使其终浓度为最低抑菌浓

度，混匀后于37 °C、150 r/min振荡培养0.5 h。加

入DAPI染色液(终浓度15 μg/mL)，避光振荡10 min

后用荧光分光光度计记录细菌DNA荧光强度(λ

excitation=364 nm, λ emission=460 nm)和RNA荧光

强度(λ excitation=400 nm, λ emission=460 nm)。

2    结果和分析

2.1    P7与EB竞争性结合DNA的荧光光谱

溴化乙锭EB是一种可以和DNA结合的荧光

染料。它单独存在时荧光很弱，当与DNA静电结

合时荧光不变，当它以嵌插作用与DNA结合嵌插

入碱基对中时，荧光强度会提高20到30倍。若

EB-DNA复合物体系中，EB的竞争物将结合在

DNA上的EB竞争下来时，体系的荧光强度会降

低，说明竞争物与EB一样以嵌插作用模式与

DNA结合。故可根据EB-DNA复合物与竞争物作

用的荧光光谱变化来判定竞争物是否也同EB一样

通过嵌插方式与DNA结合。

结果如图1所示，DNA-EB复合体系的荧光强

度随着P7浓度的增加而降低，说明P7结合大肠杆

菌基因组DNA并将嵌插于DNA碱基对的EB竞争

下来，替代EB以嵌插的方式与DNA结合，游离的

EB脱离DNA使体系的荧光强度减弱。

2.2    P7对大肠杆菌细胞周期的影响

在原核细胞中，细菌的细胞周期分为I、R和

D 3个时期。从细胞分裂到的DNA开始复制的准

备时期为 I期，相当于真核细胞的G 1期；而

DNA复制的R期相当于真核生物的S期；R期一旦

完成便直接进入细胞分裂的D期而没有DNA合成

的后期G2期[20]。图2显示正常大肠杆菌处于S期的

细胞数为15.86%。P7作用后，进入S期的细胞数

增加至22.61%。

2.3    P7特异性结合大肠杆菌复制相关DNA序列

将磁珠交联肽对肽结合的DNA序列进行富

集 ,以假设与P7结合的DNA序列引物对富集的

DNA片段进行扩增，扩增结果如图3所示。P7特

异性结合rnhA (长度193 bp)序列。尽管还有许多

非特异性结合序列未知，但本研究结果证实，

图 1.  P7对DNA-EB复合物荧光强度的影响

Figure 1.   Influence of P7 on the fluorescence intensity
of DNA-EB complex.
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P7特异结合大肠杆菌DNA复制的关键基因序列，

抑制大肠杆菌的DNA复制。

2.4    P7对大肠杆菌DNA复制和DNA损伤修复相

关基因表达的影响

基因是DNA分子中的功能片段，肽与基因的

结合必然会影响DNA正常的生理功能，基因的表

达也会出现变化。图4-A显示在P7的作用下，选

取的8个D N A复制相关基因中的 s s b、d n a G、

ligB和rnhA基因表达水平与对照组相比，出现不

同程度的显著下调(P<0.05)，即P7影响大肠杆菌

DNA复制相关的多个基因的表达。P7使rnhA的基

因表达水平下调2.24倍。图4B显示P7可以显著上

调DNA损伤修复相关的recA和recN基因表达水平

(P<0.05)。P7对DNA复制和损伤修复基因表达影

响的分析表明，P7与大肠杆菌DNA的作用，导致

大肠杆菌DNA的损伤，DNA复制受到抑制。

2.5    P7对大肠杆菌DNA和RNA合成的影响

由图5-A可知，P7与大肠杆菌作用不同时间

后DNA含量均少于对照组，当P7与大肠杆菌作用

3.5 h，荧光强度比对照组减少9.43%，说明大肠

杆菌DNA的合成减少。图5-B显示P7与大肠杆菌

作用不同时间后RNA含量均少于对照组，P7与大

肠杆菌作用3.5 h，RNA的荧光强度减少11.87%，

说明大肠杆菌RNA 在P7的干预下合成量减少，且

P7对RNA合成的影响大于对DNA合成的影响。

3    讨论

外界因素导致的DNA结构变化会影响DNA信

息的正常传递，细胞的基本生理功能必然受到影

响。Park等[8]研究发现 Buforin II穿过大肠杆菌细

图 2.  肽对大肠杆菌细胞周期的影响

Figure 2.   Effects of peptides on the cell cycle of E. coli cells. Cells were incubated with phosphate buffered saline
(A) or P7 (B).

图 3.  P7特异性结合的DNA序列

Figure 3.   Specific DNA sequences that P7 bound. M:
DNA ladder; lane 1: rnhA.
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胞膜后与胞内的DNA和RNA结合，从而抑制细胞

功能，导致细胞快速死亡。P7与大肠杆菌基因组

DNA的荧光分析显示，P7结合并插入大肠杆菌

DNA 双螺旋结构中，使得DNA 碱基对分开并发

生构象变化。进一步的流式细胞术分析P7对大肠

杆菌细胞周期的影响。结果表明，P7的处理使更

多的大肠杆菌细胞滞留在S期，说明P7对大肠杆

菌的作用是在S期。而S期是DNA的复制期，即

P7通过结合、插入大肠杆菌基因组DNA分子阻碍

DNA遗传信息的正常表达。

大肠杆菌基因组DNA全长约为3000 kb，大量

肽分子进入细胞内，不可能仅结合基因组DNA上

的单一序列位点，所以肽分子结合的众多序列

中，存在某些特异的DNA序列。肽与特异序列的

结合，影响DNA遗传信息的传递功能，抑制大肠

杆菌DNA的复制、细胞周期紊乱，最终死亡。

Uyterhoeven等[21]运用计算机模拟和实验分析抗菌

肽BuforinⅡ与DNA的相互作用，发现BuforinⅡ

图 4.  P7引起的大肠杆菌复制相关基因表达水平的变化

Figure 4.   Change in expression level of replicated relative genes (A) and DNA damage repair relative genes (B)
induced by P7. CK: control (sample without peptide treatment). Different lower case letters superscripts indicate
significant difference (P<0.05).

图 5.  P7对大肠杆菌DNA合成的影响

Figure 5.   Influence on the synthesis of DNA (A) and RNA (B) by P7. CK: control (sample without peptide
treatment). All values are mean±standard deviation for triplicate experiments.

1742 Xuan Chen et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(11)

actamicro@im.ac.cn



的抗菌活性与其结合DNA相关，BuforinⅡ与DNA

的大沟结合不仅存在非特异性的静电吸引，同时

肽的碱性侧链还以特异性方式与 DNA强烈结合。

本研究发现，P 7通过特异性地结合大肠杆菌

rnhA序列，影响大肠杆菌DNA的复制，从而发挥

抑菌活性。

国内外对抗菌肽抑菌机制的研究主要集中在

细胞结构变化和生长繁殖抑制。抗菌肽可通过抑

制和影响病源微生物胞内信号传导及调控，改变

细胞的生化代谢，杀伤病源菌。在细胞膜上形成

孔洞破坏膜双分子层的抗菌肽Temporin L能显著

上调S. aureus细胞壁调节子VraSR的转录水平[22]。

破坏膜完整性的抗菌肽Cecropin A，使E. coli编码

蛋白的多个基因发生显著变化，但这些基因的变

化不同于E. coli在营养、热、渗透和氧化应激下

基因转录水平上的响应[23]。实时荧光定量PCR分

析P7对大肠杆菌DNA复制基因表达的影响显示，

P7使rnhA基因表达水平显著下调2.24倍，同时参

与大肠杆菌DNA复制相关的ssb、dnaG、dnaB和

ligB基因表达水平显著下调(P<0.05)。大肠杆菌在

DNA受到严重损伤或者DNA复制系统受到抑制的

情况下，为维持基因的完整性和提高存活率，会

启动SOS修复。Subbalakshmi等研究发现，具有

DNA结合活性的Indolicidin，抑制DNA、RNA和

蛋白合成，阻止细胞分裂并激活D N A损伤的

SOS修复信号通路[24]。P7穿入大肠杆菌细胞后与

DNA作用造成DNA结构的变化和DNA复制功能的

破坏，即引起D N A损伤。除了编码大肠杆菌

DNA复制信号通路的多个关键控制元件的基因表

达发生显著变化外，还引起大肠杆菌DNA损伤修

复的recA和recN基因显著上调(P<0.05)。非膜瓦解

的细胞内活性抗菌肽Indolicidin[24]和Lactoferricin

B[13]，在它们干预下细菌DNA的合成量减少，即

肽影响细菌DNA的合成。而我们的研究也证实以

胞内DNA为靶标的抗菌肽P7降低大肠杆菌DNA和

RNA的合成。

本研究通过对P7抑制大肠杆菌的分子机制的

分析发现，P7穿过大肠杆菌细胞膜进入细胞内部

与胞内DNA结合，嵌插入DNA双螺旋结构的疏水

区域，改变DNA结构。P7与DNA序列的牢固结合

使得DNA的正常生理功能受到影响，进而影响大

肠杆菌正常的细胞周期。P7特异结合rnhA序列引

起参与大肠杆菌DNA复制相关的基因的表达水平

显著下调，DNA损伤修复基因显著上调，降低大

肠杆菌DNA和RNA的合成。多重作用的结果导致

大肠杆菌细胞最终死亡。
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Non-membrane mechanisms of antimicrobial peptide P7 against
Escherichia coli

Xuan Chen, Lirong Li *

Yunnan Institute of Food Safety, Kunming University of Science and Technology, Kunming 650500, Yunnan Province, China

Abstract: [Objective] The molecular mechanism of antimicrobial peptide P7 against Escherichia coli was studied.
[Methods] The binding mode between P7 and DNA was analyzed through fluorescence spectroscopy of P7 binding
with E. coli genome DNA. The effects of P7 on E. coli cell cycle were determined through flow cytometry. Magnetic
beads coupled with peptide were ussed to enrich peptide DNA-binding fragments, and PCR methods were used to
analyze specific DNA to which P7 bound with. The influence of P7 on the gene expression levels of DNA replication
and SOS damage and repair was analyzed through quantitative real-time PCR. The effects of P7 on E. coli DNA and
RNA synthesis were analyzed according to the fluorescence spectra of nuclear stains. [Results] P7 intercalated into
the base pairs of E. coli genomic DNA and then formed peptide-DNA complexes. As a result, the fluorescence
intensity of the EB-DNA complex decreased. P7 could significantly increase the number of E. coli cells in phase S.
The effect of P7 on normal E. coli cell cycle could significantly inhibit the DNA replication of E. coli. The binding of
P7 with rnhA down-regulated the gene expression level by 2.24 times. The gene expression levels of ssb, dnaG, ligB,
and rnhA that participated in E. coli DNA replication significantly decreased, and the gene expression levels of recA
and recN in DNA damage and repair were significantly up-regulated under the effect of P7. P7 reduced E. coli DNA
and RNA synthesis. [Conclusion] P7 also bound with rnhA. This binding resulted in DNA damage and inhibition of
DNA replication of E. coli. P7 down-regulated the gene expression level of DNA replication, and the gene expression
levels of DNA damage and repair were significantly up regulated. P7 reduced DNA and RNA synthesis of E. coli.
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