
 生 物 工 程 学 报                                               Chin J Biotech 2011, June 25; 27(6): 846−859           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn  ©2011 CJB, All rights reserved. 

   

                           

Received: August 26, 2010; Accepted: December 13, 2010 
Supported by: Scientific Research Program of Shaanxi Provincial Department of Education (No. 09JK373), Science and Technology Program of 
Wenzhou City (No. S20100016). 
Corresponding author: Chen Chen. Tel: +86-916-2124910; E-mail: cchen2008@yahoo.com 
陕西省教育厅科学研究计划 (No. 09JK373)，温州市科技计划项目 (No. S20100016) 资助。 

 

综  述                                                               

抗菌肽 SMAP-29 结构功能及分子设计策略 
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摘  要: 抗菌肽是生物体内产生的一种具有生物活性的小分子多肽，具有广谱抗细菌、抗病毒、抗真菌甚至抗癌作用。

SMAP-29 是来源于绵羊骨髓细胞，包含 29 个氨基酸的 Cathelicidin 类 α-螺旋结构抗菌肽。SMAP-29 具有多种生物活性，

包括抗革兰氏阳/阴性菌、抗真菌、抗病毒、抗寄生虫、抗螺旋体、抗衣原体和中和内毒素活性，并且具有作用机制独

特、快速杀灭细菌的特点。以下综述了 SMAP-29 抗菌肽家族的基因和蛋白结构、结构与活性关系、作用机制、生物功

能、基因重组表达，重点阐述了 SMAP-29 结构、分子设计的必要性和基于 SMAP-29 一级、二级结构进行分子设计策

略，为 SMAP-29 药物设计和研究开发奠定了基础。 
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Abstract:  Antibacterial peptides are a family of host-defense peptides most of which are gene-encoded and produced by 
living organisms of all types. Antibacterial peptides are small molecular proteins with broad antimicrobial spectrum against 
bacteria, viruses, fungi and sometimes even as anticancer peptide. SMAP-29, a cathelicidin-like peptide derived from sheep 
myeloid, line α-helical Structure, exerts a powerful broad antimicrobial activity against different pathogens including 
Gram-positive and Gram-negative bacteria, fungi, viruses, parasites, spirochaetes, chlamydia and antiendotoxin activity, and 
particular antibacterial mechanism, rapidly to permeabilize membranes of susceptible organisms. This paper summarizes the 
lately research progress of SMAP-29 and Variants including the characteristics of structure, structure-activity relationships, 
mode of action, diverse biological functions, gene recombinant and expression. We put emphasis on the necessity of molecular 
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design, and primary and secondary structure-based modification, to provides a strong foundation for further drug development 
and design of SMAP-29. 

Keywords:  antibacterial peptides, SMAP-29, activity, structure and function, molecular design 

植物、动物等生物体生长在充满各种微生物的环

境中，随时面临环境中病原微生物的挑战，抗菌肽 

(Antibacterial peptide，ABP) 是生物机体在抵御病原

性微生物时产生的一类防御性小肽，是生物免疫防御

系统的重要组成部分[1-3]。自从 Boman 首次从昆虫中

发现第一个抗菌肽天蚕素 (Cecropin) 以来，目前已

经从昆虫、哺乳动物、两栖动物、植物、细菌、海

洋生物等中发现的抗菌肽大约有 1 598 种[4-6]。绵羊骨

髓细胞抗菌肽 SMAP-29 (Sheep myeloid antibacterial 

peptides with 29 amino acids)，是由意大利 Bagella

和美国 Mahoney 两个不同的研究小组于 1995 年同

时发现[7-8]，是从绵羊 Cathelicidins 前体蛋白的 C 端

截取的含 29 个氨基酸残基的 Cathelicidin 类抗菌肽，

分子量为 3.2 kDa。Mahoney 等[8]首先化学合成并且

检测了它的生物活性。SMAP-29 具有很强的抗细菌，

抗真菌，抗衣原体、螺旋体，抗病毒，抗内毒素活

性，是一种非常有开发应用潜力的抗感染肽[9-10]。 

研究者基于 SMAP-29 的氨基酸序列和结构设

计了许多新的类 SMAP-29 抗菌肽，如 Ovispirin-1、

Novispirin G-10、Novispirin T-7 和 Novicidin 等，

目前 SMAP-29 抗菌肽家族共有 30 个成员。近年来

出现了大量 SMAP-29 及 SMAP-29 家族抗菌肽的研

究报道，且呈上升趋势。本文综述了 SMAP-29 抗

菌肽家族的基因和蛋白结构、作用机制、生物功

能，重点阐述了 SMAP-29 结构功能及分子设计的

必要性和基于 SMAP-29 一级、二级结构进行分子

设计策略，为 SMAP-29 药物设计和研究开发奠定

了基础。 

1  SMAP-29 家族抗菌肽的结构及功能关系 

1.1  SMAP-29 家族抗菌肽结构 
抗菌肽 SMAP-29 基因结构：其前体是由

567 bp 组成的一条编码 160 个氨基酸残基的

Cathelicidins 基因片段，具有 4 个外显子和 3 个内含

子(图 2A)[11]。第 1 个外显子编码信号肽的 29 个氨

基酸残基和前导肽 (Pro) 的部分序列，外显子 2、3

编码 Cathelin 蛋白信息，外显子 4 编码 Cathelin 的

剩余序列和 SMAP-29 的成熟肽。在信号肽和 Pro 之

间有一个信号肽酶识别位点，可以被信号肽酶识别

从而切除信号肽。Pro 和 SMAP-29 成熟肽之间还有

一个胰蛋白酶识别位点，在蛋白酶的作用下，

Cathelicidins 前体变为成熟肽，再释放到细胞外发挥

生物学功能。另外，整个基因结构中有 EcoRⅠ、

PstⅠB 等多个酶切位点，显示了多种限制性片段多

态性。 

SMAP-29 蛋白结构：SMAP-29 一级结构包括

29 个氨基酸，分子量为 3 256 Da，序列中富含精氨

酸 (Arg)、甘氨酸 (Gly) 两种氨基酸残基，29 个氨

基酸中共有 6 个 Arg 和 5 个 Gly。其余氨基酸残基

分别为：亮氨酸、异亮氨酸、赖氨酸、缬氨酸、丙

氨酸、脯氨酸和丝氨酸。经圆二光谱分析和 X 线晶

体衍射实验证明，抗菌肽 SMAP-29 在水相中呈无规

则卷曲状态，但在含有 SDS 的水溶液中以 α-螺旋形

式存在，α-螺旋的 N 端起抗菌作用。在类脂质环境

中 8~17 位氨基酸形成一个两亲性 α-螺旋结构，

18~19 位的脯氨酸呈中心铰链区、20~28 位的氨基酸

形成 SMAP-29 抗菌肽的疏水片段，起溶血作用[12]。

SMAP-29 净电荷为+10。 

目前已知的 SMAP-29 家族成员的氨基酸序列

见表 1。Ovispirin-1 是从 SMAP-29 的 N 端截取的含

有 18 个氨基酸的 α- 螺旋结构的抗菌肽。将

Ovispirin-1中的第 10 位的异亮氨酸 (Ile) 用甘氨酸

替代后筛选了具有抗菌活性的 Novispirin G-10；
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Novispirin G-10 的第 7 位 Ile 被苏氨酸 (Thr) 替代

后的抗菌肽命名为 Novispirin T-7；Novicidin 是在

Novispirin G-10 的 C 端的 Gly18→Phe。Sawai 等[13]

通过圆二光谱分析  (CD) 和核磁共振  (NMR) 研

究表明 Ovispirin-1、Novispirin G-10 和 Novispirin 

T-7 在三氟乙醇  (TFE) 溶液中呈两亲性螺旋结构 

(见图 2C)。Novicidin 也是一个线性阳离子 α-螺旋抗

菌肽。

 

表1  SMAP-29家族抗菌肽的氨基酸序列 
Table 1  Amino acid sequences of SMAP-29 and variants 

Peptide #AA MW (Da) a Amino acid sequence 

SMAP-29 

SMAP-28 

SMAP-34 

SMAP-28 (1–17) 

SMAP-29 (1–18) 

SMAP-29 (6–25) 

SMAP-29 (9–29) 

SMAP-28 (K22,25,27) 

SMAP-28 (A19) 

SMAP-28 (1–17,K2,7,13) 

Ovispirin (OV) 

OV-1 (ovispirin 1) 

OV-2 

OV-3 

OV-3 

OV-4 

OV-5 

OV-6 

OV-7 

OV-8 

OV-9 

OV-10 

OV-11 

OV-12 

OV-13 

OV-14 

OV-15 

OV-16 

Novispirin G-10 

Novispirin T-7 

Novicidin 

29 

28 

34 

17 

18 

20 

21 

28 

28 

17 

29 

18 

14 

14 

18 

18 

18 

16 

16 

14 

14 

14 

13 

13 

12 

11 

11 

10 

18 

18 

18 

3 256 

3 199 

− 

2 008 

− 

− 

− 

3 244 

3 172 

2 221 

2 263 

2 263 

1 800 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

− 

RGLRRLGRKIAHGVKKYGPTVLRIIRIAG 

RGLRRLGRKIAHGVKKYGPTVLRIIRIA-NH2    

GLFGRLRDSLQRGGQKILEKAREIWCKIKDIFRG 

RGLRRLGRKIAHGVKKY-NH2 

RGLRRLGRKIAHGVKKYG 

LGRKIAHGVKKYGPTVLRII 

KIAHGVKKYGPTVLRIIRIAG 

RGLRRLGRKIAHGVKKYGPTVKRIKRKA-NH2 

RGLRRLGRKIAHGVKKYGATVLRIIRIA-NH2 

RKLRRLKRKIAHKVKKY-NH2 

KNLRRIIRKIIHIIKKYGPTILRIIRIIG-NH2 

KNLRRIIRKIIHIIKKYG 

LRRIIRKIIHIIKK-NH2 

IRRIIRKIIHIIKK-NH2 

KNLRRIIRKIIHIIKKYG-NH2 

KNIRRIIRKIIHIIKKYG-NH2 

KNIRRIIRKIIHIIKKYG 

NLRRIIRKIIHIIKKY 

NIRRIIRKIIHIIKKY 

LRRIIRKIIHIIKK 

IRRIIRKIIHIIKK-NH2 

IRRIIRKIIHIIKK 

LRRIIRKIIHIIK-NH2 

RRIIRKIIHIIKK-NH2 

RRIIRKIIHIIK-NH2 

RRIIRKIIHII-NH2 

RIIRKIIHIIK-NH2 

RIIRKIIHII-NH2 

KNLRRIIRKGIHIIKKYG 

KNLRRITRKIIHIIKKYG 

KNLRRIIRKGIHIIKKYF 

Note: a is the molecular weight determination of peptides by mass spectroscopy. −: not reported. 
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图 1  SMAP-29 和同系物的结构 
Fig. 1  Structure of SMAP-29 and variants. (A) Gene structrus of SMAP-29. (B) Structure of SMAP-29 in solution[12]. (C) Structures 
of the three peptides[13]. 
 

1.2  SMAP-29 的结构功能关系  
SMAP-29 分子结构与功能之间的关系已经开展

过很多研究，基于 SMAP-29 的基本结构，通过从末

端去除氨基酸合成不同长度的类似物，以研究

SMAP-29 序列中起主要抗菌活性的氨基酸。Shin

等 [14]人工合成了几种 SMAP-29 类似物，并检测了它

们的抗菌活性。与天然的 SMAP-29 相比，SMAP-29 

(1-17) 和 22 位、25 位、27 位赖氨酸 (K22,25,27) 替

换了的 SMAP-29 具有相对有效的抗菌活性 (MIC: 

1.0~8.0 µmol/L)，并且这 2 种类似物完全失去了溶血

活性，而发生在 19 位 Ala 替代 Pro 的变化使

SMAP-29 的抗菌活性大大降低。说明 SMAP-29 的

N-端两亲性 α-螺旋区与抗菌活性密切相关，C-端疏

水区与溶血性有关，而位于中心的 19 位的 Pro 对增

强 抗 菌 活 性 有 很 重 要 的 作 用 。 特 别 是 [K2,7,13]- 

SMAP-29(1-17) 在高盐环境下表现很高的抗菌活

性，同时也失去了溶血活性。因此，这种短肽被认

为是诱人的抗菌药物的候选者之一。SMAP-29 是一

个 α-螺旋弯曲或折叠延伸构型，在水相缓冲液中以

无序的结构存在，而在类膜环境中高度螺旋。用全

长的和截短了的 SMAP-29 分子实验揭示：全肽包含

2 个 LPS 结合区，N-端的 LPS 结合域 (RGLRRLGR) 

比 C-端的 LPS 结合域的结合 LPS 效力更高。LPS

与截短了的混合肽的结合试验表明这种协同主要是

发生于分子内 (如：含有 N-和 C-端 LPS 结合位点的

同一种小肽分子)。推断有协同功能的多识别位点的

出现使得 SMAP-29 可以和 LPS 高亲和性结合。 

根据结构研究证明 α-螺旋结构对 SMAP-29 的

抗菌活性起到至关重要的作用。但是，这不是唯一

的决定因素，可能与以下因素也有关：1) 抗菌活

性与肽本身的净电荷有关；2) 抗菌活性与沿螺旋

轴的疏水性程度有关；3) 抗菌活性与序列中阳离
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子氨基酸残基的百分比有关。 

2  SMAP-29 家族抗菌肽的作用机制 

抗菌肽都是阳离子型的或两亲性的，这一特征

决定了它们的抗菌作用模式，肽的阳离子部分与微

生物膜的阴离子相互作用，并最终导致微生物膜的

透化。抗菌肽与膜的作用方式主要有以下几种[15]：

桶板模型 (Barrel-stave model)、环孔模型 (Toroidal- 

pore model) 和地毯模型 (Carpet model) 等 (图 2)。 

SMAP-29 是以穿孔方式作用于细胞的，但是以

何种穿孔方式通过细胞膜尚无定论。在扫描电镜下

SMAP-29 可以迅速引起大肠杆菌和铜绿假单胞菌外

膜表面发生结构变化，形成大量的水泡样物质。免

疫电镜下 SMAP-29 能在瞬间穿透大肠杆菌细胞膜

进入细胞质。Lee 等[16]对其类似物的作用机制的研

究也证明了这一点。Orlov 等认为 SMAP-29 可以穿

透各种细胞膜，使细菌细胞内膜和外膜极化或去极

化，迅速诱导革兰氏阳性和阴性菌中的大量钾离子

外流[17]。Alessandra 等用扫描电镜研究 SMAP-29 的

杀菌机理，认为其主要机理是破坏细胞膜的结构，

直接通过磷脂双分子层，形成能量和盐离子依赖性

通道，致使离子和其他物质外流，最终达到杀菌的

目的[18]。 

Nielsen 利用 CD、石英晶体微天平 (QCM-D)、

双偏振干涉测量  (DPI) 和荧光分析法研究 了

Novicidin 的作用机制，结果表明 Novicidin 是地毯

模式整合到细胞膜上而起到杀死细菌的作用[19]。作

用步骤是 α-螺旋的 Novicidin 首先以“地毯”模式聚

集在细胞膜上，聚集到一定数量后瞬间产生大的孔

洞，然后更多抗菌肽分子的加入，环绕着菌体切断

胞膜，使细菌从中部断开，使细胞胞内物质泄露而

杀死细菌[20]。 

 

图2  抗菌肽的作用机制 (棒状代表抗菌肽，灰色疏水区，白色亲水区)[21] 
Fig. 2  Mechanism of action of antibacterial peptides[21]. The cylinders represent antimicrobial peptides, hydrophobic areas are gray, 
and hydrophilicareas are white. (A) Barrel-stave pore model. (B) Thoroidal pore model. (C) Carpet model. 
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3  SMAP-29 家族抗菌肽生物功能 

3.1  抗细菌活性 
SMAP-29 是一个广谱、具有潜在开发应用价值

的抗菌肽，对多种 G+、G−细菌，如金黄色葡萄球菌

Staphyloccocus aureus、大肠杆菌 Escherichia coli、

绿脓杆菌 Pseudomonas aeruginosa、肺炎克雷伯氏菌

Klebsiella pneumoniae 、 脆 弱 类 杆 菌 群 细 菌

Bacteroides fragilis group、梭菌纲 (Clostridia) 中的

产气荚膜梭菌 Clostridium perfringens、难辨梭菌

Clostridium difficile 等标准株和 100 种临床分离的

G+何 G−均有很好的抑菌效果，SMAP-29 最小抑菌

浓度 (Minimum inhibitory concentration，MIC) 可达

到 0.09 µmol/L。对一些口腔疾病性细菌、肺炎疾病

临床性分离菌都有较好的抗菌活性，各种细菌的抗

菌谱具体见表 2。 

SMAP-29 能快速杀死病原体，在 1~2 h 内

SMAP-29 能完全的杀死病原体，而不是仅仅抑制细

菌的生长。0.3~3 µmol/L 浓度的 SMAP-29 在几分钟

就能快速杀灭甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌。为了

证明其杀菌活性及机制，用透射电子显微镜和原子

力显微镜研究表明抗菌肽可诱导 S. aureus 细胞裂

解，胞浆内容物外泄，菌体破裂导致死亡，能快速

导致大量的细菌细胞超微结构发生损伤。SMAP-28

也能快速有效杀灭细菌，测定细菌生长和存活率实

验表明在 4 mg/mL (1.2 mmol/L) 浓度下，在 5 min

内就能杀灭 60％细菌数量，其家族的 Ovispirin-1、

Novispirin G-10、Novispirin T-7 和 Novicidin 都具有

较好的抗菌活性[22]。 

3.2  抗真菌活性 
真菌是具有真核和细胞壁的异养生物，它可引

起动植物的多种病害，不仅影响农作物产量、动物

生长，而且影响人体健康，威胁人类生命安全，抗

真菌药物开发是真菌研究方面的一个重要课题。

Benincasa 等[23]系统研究了 SMAP-29、BMAP-27、

BMAP-28、Protegrin-1 (PG-1) 和 Indolicidin 5 种抗

菌肽对 70 多种临床分离株的抗真菌活性，均有一定

的抗菌活性，MIC 值在 0.5~32 µmol/L 之间。

 
表2  SMAP-29的抗菌活性 
Table 2  Antimicrobial activity of SMAP-29 

Organism 
MIC 

(µmol/L) 
References Organism 

MIC 
(µmol/L) 

References

G+ 

S. aureus KCTC1916 

S. aureus ATCC25923 

S. aureus NCTC4163 

S. aureus Cowan 1 

S. aureus MRSA R147 

S. aureus 1056 MRSA 

S. aureus (MRSA, clinical isolate) 

S. aureus 930918-3 

S. epidermidis ATCC 12228 

S. epidermidis KCTC 1917 

S. mutans ATCC 25175 

S. mutans Ingbritt 162 

S. mutans OMZ175 

S. mutans 330-5 

 

0.5 

0.5 

0.31 

0.5 

0.15 

1.25 

0.5 

1.06 

0.25 

0.5 

0.53 

0.30 

0.43 

0.27 

 

[14] 

[24] 

[18] 

[24] 

[18] 

[18] 

[24] 

[25] 

[24] 

[14] 

[26] 

[26] 

[26] 

[26] 

G− (Continued) 

P. aeruginosa KCTC 1637 

Serratia marcescens ATCC 8100  

Proteus vulgaris ATCC 13315   

K. pneumoni ATCC 13883 

Pasteurella trehalosi serovar 4 

Salmonella enterica subsp. arizonae 

P. multocida  

Actinomyces actinomycetemcomitansATCC 29523 

A. actinomycetemcomitans Y4 

A. actinomycetemcomitans 246 

A. actinomycetemcomitans FDC Y4 

Fusobacterium nucleatum ATCC 49256 

F. nucleatum 1594 

F. nucleatum1908 

 

4.0 

0.25 

>80 

2.5−5 

2.5 

0.6−1.0 

0.6 

0.5 

1.2 

0.09 

3.1 

3.1 

0.31 

0.12 

 

[14] 

[24] 

[24] 

[18] 

[28] 

[28] 

[28] 

[26] 

[26] 

[26] 

[27] 

[27] 

[25] 

[25] 
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续表 2      

S. sanguisAC59 

S. sanguis P695 

S. sanguis NP506 

S. sanguis ATCC 10556 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 

E. faecalis (VREF, clinical isolate) 

Bacillus megaterium Bm11 

B. subtilis KCTC 3068 

Mannheimia haemolytica 

Micrococcus luteus KCTC 1071 

Corynebacterium pseudotuberculosis 

C. perfringens ATCC 13124 

C. difficile ATCC 10463 

Actinomyces israelii 9P04 

A. israelii 1P04 

A. israelii 5A40 

A. naeslundii14B01 

A. naeslundii 11A01 

A. naeslundii 14B4C 

Peptostreptococcu micros ATCC 33270

P. micros 8050  

P. micros 2903-02 

P. micros 97-1502 

G− 

E. coli ATCC 25922 

E. coli ATCC 9637 

E. coli ATCC 12795 

E. coli KCTC 1682 

E. coli 0111 

E. coli UB1005 

E. coli DC2 

E. coli O157:H7 

E. coli ML-35  

E. coli D21  

E. coli DH5a 

Salmonella typhimurium ATCC 14028 

S. typhimurium KCTC 1926 

P. aeruginosa ATCC 27853  

P. aeruginosa (isolate from FC patient) 

P. aeruginosa (isolate from FC patient)

P. aeruginosa MR3007 

P. aeruginosa PAO1 

0.92 

1.08 

1.32 

>30 

1.0 

1.0 

0.25 

2 

0.6 

1.0 

>6 

2 

0.75 

0.52 

0.65 

0.6 

0.44 

0.92 

0.28 

0.83 

0.86 

0.55 

0.34 

 

0.25 

3.1 

0.1 

2.0 

0.63 

0.04 

0.04 

0.63 

0.25 

0.12 

0.1 

0.25 

1.0 

0.5 

0.25 

2.0 

0.34 

0.6 

[26] 

[26] 

[26] 

[27] 

[24] 

[24] 

[24] 

[14] 

[28] 

[14] 

[29] 

[30] 

[30] 

[26] 

[26] 

[26] 

[26] 

[26] 

[26] 

[26] 

[26] 

[26] 

[26] 

 

[24] 

[27] 

[31] 

[14] 

[18] 

[18] 

[18] 

[18] 

[24] 

[24] 

[25] 

[24] 

[14] 

[24] 

[24] 

[24] 

[25] 

[29] 

Porphyromonas gingivalis ATCC W-50 

P. gingivalis ATCC 33277 

P. gingivalis w50 

P. trehalosi serovar 4 

P. multocida 

Stenotrophomonas maltophilia 

Achromobacter xylosoxidans 

B. fragilis NCTC 9343 

B. distasonis NCTC 11152 

B. ovatus NCTC 11153 

B. thetaiotaomicron NCTC 10582 

B. eggerthii NCTC 11155 

B. vulgatus NCTC 11154 

K. pneumoniae 

fungi 

C. albicans ATCC 14053 

C. albicans ATCC820 

C. albicans KCTC 7965 

C. albicans 105 

C. albicans 3153A 

C. albicans C2 

C. albicans (clinical isolate) 

C. neoformansATCC 52816 

C. neoformans ATCC 52817 

C. neoformans L1 

C. neoformans (clinical isolate) 

Russula rubra  

Aspergillus fumigatus  

C. krusei ATCC 6258 

C. tropicalis I11clT 

C. famata M100 

C. parapsilosis 

C. glabrata 

C. guillermondii 

C. humicola 

C. lusitaniae 

C. dubliniensis 

Pichia etchellsi 

P. carsonii 

Saccharomyces cerevisiae 

Aspergillus spp. 

Penicillium spp. 

>30 

1.7 

4.9 

2.5 

0.6 

0.31−2.5 

0.3−9.8 

1.0 

1.0 

2.0 

2.0 

1.0 

1.0 

0.18 

 

10.0−25.0 

31.0 

2.0 

0.63 

1.25 

2.0 

4.0 

0.5 

1.0 

0.5 

1.0 

0.5 

3.8 

4.0 

15.0 

2.0 

1.0−4.0 

16−32 

0.5 

16.0 

4.0 

8.0 

1.0−2.0 

0.5 

8.0−16.0 

>32.0 

4.0−32.0 

[27] 

[26] 

[26] 

[29] 

[29] 

[32] 

[32] 

[30] 

[30] 

[30] 

[30] 

[30] 

[30] 

[30] 

 

[18] 

[33] 

[14] 

[18] 

[18] 

[23] 

[24] 

[23] 

[23] 

[23] 

[24] 

[24] 

[28] 

[33] 

[33] 

[23] 

[23] 

[23] 

[23] 

[23] 

[23] 

[23] 

[23] 

[23] 

[23] 

[23] 

[23] 
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3.3  抗螺旋体、衣原体活性 
Vittorio等发现SMAP-29对钩端螺旋体Leptospira 

interrogan 和密螺旋体 Treponemainterrogan 抗菌效

果较强 (MIC 分别为 3.84 µmol/L 和 9.72 µmol/L)，

而对包柔螺旋体 Borrelia interrogan 的 MIC 为

61.2 µmol/L[34]。Donati 等比较了 Bac7、SMAP-29、

BMAP-27 、 BMAP-28 、 PG-1 和 LL-37 等 6 种

Cathelicidin 家族抗菌肽的抗衣原体活性，结果显示

SMAP-29 抗沙眼衣原体 Chlamydia trachomatis 和

肺炎衣原体 Chlamydia pneumoniae 活性最强 (MIC

仅为 3 µmol/L)[35]，其余 5 种抗菌肽 MIC 浓度达

25 µmol/L 时也不表现抗衣原体活性。 

3.4  抗内毒素活性 
内毒素是 G−细菌死亡时裂解出来的细胞壁脂多

糖 (LPS) 成分。LPS 的基本结构由 O 抗原、核心多

糖和类脂 A (lipid A) 三部分组成，其中类脂 A 是内

毒素的生物学活性主要毒性成分。抗菌肽的多聚阳

离子能与 LPS 上的阴性磷酸盐离子结合，从而竞争

性地抑制脂多糖结合蛋白 (LBP) 与 LPS 结合，导

致游离 LPS 不能得以转运，使其刺激信号不能得以

传递。抗菌肽还能抑制内毒素诱导的前炎症基因表

达，阻止分泌型蛋白炎症介质，如抑制肿瘤坏死因

子-α (TNF-α) 和内毒素诱导的核转位的核因子-κB 

(NF-κB) 亚单位的分泌，却产生和释放出多种趋化

因子来维持其他前炎症应答，以达到选择性抑制前

炎症应答作用，预防内毒素血症。 

SAMP-29 在多微生物引起的盲肠结扎败血症

中，可减少炎性介质的产生和降低体内 LPS 的循环

水平。Tack 等研究表明 SMAP-29 具有 2 个 LPS 结

合 位 点 和 1 个 铰 链 区 [12] 。 Bartlett 等 [36] 报 道

SMAP-29、Ovispirins 和 Novispirins 具有 LPS 结合

能力，体外测定了 SAMP-29 中和内毒素的能力，半

数有效浓度 (Median effective concentration values，

EC50) 为 3.3 µmol/L。Giacometti 等[37]以 2 种小鼠内

毒素休克模型和 CD14+的小鼠巨噬细胞系 RAW 

264.7 研究了 SMAP-29 抗内毒机制，大鼠腹腔注射

E. coli 0111:B4 LPS，然后分成实验组和对照组，给

1 mg/kg 多粘菌素 B (Polymyxin B)、0.9％氯化钠、

1 mg/kg SMAP-29 和 20 mg/kg 亚胺培南，测定血浆

中的内毒素、TNF-α-浓度，结果显示 SMAP-29 能显

著降低血浆中的内毒素和 TNF-α 浓度，SMAP-29 与

Polymyxin B 无显著差异。由于 SMAP-29 具有双倍

的抗内毒素的能力，所以有望开发为预防内毒素血

症的药物。 

SMAP-28 可与 P. aeruginosa 、 Burkholderia 

cepacia 和 K. pneumoniae 细菌分泌荚膜多糖相互作

用。尽管 SMAP-28 具有一定的 LPS 结合能力，但

是在 SMAP-28≤20 µmol/L 时不能抑制 LPS 诱导表

达的 3 个前炎因子基因  (白细胞介素-1B 基因、

CCL-2/MCP-1 和 CCL-3/MIP-1a)。 

3.5  抗寄生虫活性 
Giacometti 等[38]研究了浓度为 100、10 µg/mL

的 4 种抗菌肽 (SMAP-29、BMAP-28、PG-1 和 Bac7) 

与隐孢子虫 Cryptosporidium parvum 孢子体和卵囊

在 37 ℃分别作用 0、5、10、15、20、30、40、50、

60、120 和 180 min，结果 SMAP-29 显示了最高的

抗隐孢子虫孢子体活性，10 min 后完全抑制了隐孢

子虫孢子体活力。3 h 后观察对卵囊的抑制，发现

SMAP-29 抑制率为 40％，较其他 3 种抗菌肽的抑制

率高。 

3.6  抗囊性纤维化病病原体 
囊性纤维化病 (Cystic fibrosis，CF) 是欧美高

加索人种中最普遍的致死性遗传病。CF 是由于氯离

子通道蛋白基因的突变造成的，造成分泌黏液厚度

增加，容易引起呼吸道的二次感染，这种感染是由

几种细菌引起的，其中一种是铜绿假单胞菌，能够

感染全部的 CF 患者。Saiman 等 [32]研究了 5 种

cathelicidin 抗菌肽  (LL37、CAP18、mCRAMP、

rCRAMP 和 SMAP29) 和 3 种 α-螺旋抗菌肽 OV-1、

OV-2 和 OV-3 对从 CF 患者临床分离的 39 株多耐药

病原体抗菌活性，SMAP-29 对 CF 患者多耐药病原

体的抗菌活性最好，MIC 为 0.06~8 µg/mL，而人源
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抗菌肽 LL-37 的 MIC 则是 1.0~32 µg/mL。 

4  SMAP-29 的结构功能及分子设计 

许多抗菌肽具有一定的细胞毒性、溶血性、生

理条件下稳定性差和化学合成成本极高等缺点，制

约了其开发和临床应用，到目前仅有极个别抗菌肽

药物进入 III 期临床试验。为此就要开展 SMAP-29

结构功能及分子设计，这是 SMAP-29 走向临床研究

开发的必经之路，也是未来 SMAP-29 类抗菌肽研究

的发展方向。 

4.1  开展 SMAP-29 分子设计的必要性 
4.1.1  SMAP-29 的高毒性和溶血性 

许多抗菌肽具有较高的细胞毒性和溶血性，

Cathelicidins 类抗菌肽也毫不例外。SMAP-29 的 N

端疏水性氨基酸与双亲性的真核细胞外膜可通过疏

水相互作用而结合。推测 SMAP-29 对真核细胞的溶

解作用与其抗菌机制相似，都是通过 SMAP-29 在细

胞表面发生去垢剂样作用而破坏细胞膜的完整性。 

SMAP-29 对绵羊红细胞的溶血性较高，50 µmol/L

时为 7.9％。Xiao 等研究表明 SMAP-29 对狗肾细胞

(MDCK)具有细胞毒性[39]。 

SMAP-28 对人红细胞具有很高的溶血性，当肽

浓度为 4、20、100 µmol/L 时溶解率分别达到 4％、

20％和 61％~100％，但是对绵羊红细胞的溶解率相

对较低，80 µmol/L 时为 3％。抗菌肽溶血活性可能

出现在以下几种情况中：高疏水性的环境、极性角

度相对狭窄和存在高度输水区。 

4.1.2  协同效应 

协同效应对临床药物开发非常重要。有极个别

的研究证明几个抗菌肽和其他的抗菌肽具有一定的

协同效应，但是关于 SMAP-29 的协调效应方面的研

究较少，Saiman 等[32]研究了 SMAP-29 与传统抗生

素联合使用没有明显的协同效应。牛明福等[40]报道

有 4 个融合蛋白 (包括 SMAP-29) 当在毕赤酵母中

表达的时候表现出与链霉素和多粘菌素 B 有一定的

协同效应。也有报道 SMAP-28 和溶菌酶和牛

Lactoferrin 联合在抗大肠杆菌时具有协同效应，其

他更多的关于 SMAP-29 的协同效应的知识目前知

之甚少。 

4.1.3  稳定性 

许多研究者 [14,25,33,38]均发现抗菌肽在没有盐离

子的情况下能快速杀灭病原微生物，但是在生理

条件下或盐离子浓度存在的溶液中抗菌活性大大

下降，甚至有一些抗菌肽，如α、β-defensins 和

OaBac5，盐离子浓度达到 100 mmol/L 时就会迅速失

去作用效果。Shin 等[14]研究表明 SMAP-29 在未加盐

的环境中抗 B. subtilis 的 MIC 为 2.0，若在 0.1 mol/L 

NaCl 存在的溶液中抗 B. subtilis 的 MIC 变为未加盐

的 2 倍。抗菌肽一级结构中由于含有多个碱性氨基

酸残基 (如 Lys、Arg) 而容易被胰蛋白酶水解。 

4.1.4  SMAP-29 化学合成成本 

与传统抗生素相比多肽的化学成本昂贵，合成

0.1 g SMAP-29 纯品需要 12 000~17 000 元，高成本

限制了多肽药物开发研究。氨基酸残基的多少决定

着合成的难度和成本，氨基酸残基较少的短肽合成

成本较低，经过分子设计截短的抗菌肽势必会降低

生产成本。 

4.2  SMAP-29 结构功能及分子设计 
抗菌肽分子设计是基于结构与功能关系，通过

一系列生物信息学方法，实现对天然抗菌肽的定向

改造或全新设计，获得更加符合人类需要的非天然

序列，并阐明抗菌肽的活性机制，供进一步开发利

用[41]。SMAP-29 是 α-螺旋结构的阳离子抗菌肽，在

分子设计上要遵循以下几个基本原则： 

1) 阳离子性。阳离子性决定其能否选择性地

与带负电性的细菌细胞膜外表面相互吸引，而不与

呈中性的真核生物细胞膜外表面产生相互作用，这

也就是它们对哺乳动物细胞没有毒副作用的主要

原因。 

2) 两亲性。两亲性决定其能否有效插入细菌细

胞膜内，形成疏水通道。 

3) 结构简化原则。在保证抗菌活性前提下，应
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尽量简化抗菌肽的序列和结构，这样易于进行化学

合成，也有助于阐明单一因素改变对活性的影响。

4.2.1  基于 SMAP-29 一级结构功能及分子设计 

残基替换：就是替换天然序列中的一个或多个

氨基酸残基，是结构功能研究最有效和常用的方法，

在克服天然肽链的毒性问题上，往往起到理想的效

果。对 SMAP-29 抗菌肽进行残基替换设计了一系列

新的抗菌肽，如 SMAP-29[A19]、SMAP-29[K22,25,27]、

SMAP-29 [1−17，K2,7,13]和 Novispirin G-10 等。Shin

等[14]将 SMAP-29 中的 Pro19→Ala 后发现活性降低，

SMAP-29 序列中 Leu22，Ile25，Ile27→Lys(K) 替换，

SMAP-29[1-17]中的 3 个氨基酸也被 Lys 替换，替换

后产生的 SMAP-29[K22,25,27]和 SMAP-29[1−17，

K2,7,13]对细胞的毒性降低，在 100 µmol/L 肽浓度条

件 下 对 人 红 细 胞 溶 血 性 为 0 ％ 。 替 换 后 新 肽

SMAP-29[K22,25,27]的抗 C. albicans 菌活性没有发生

变化，但是抗 M. luteus、S. aureus、S. epidermidis

等的活性降低 2~4 倍。Sawai 等[13]在保留两亲螺旋

结构的前提下进行单残基突变，用 Gly 取代

Ovispirin-1 序列中第 10 位的 Ile，得到一个新的抗

菌肽 Novispirin G-10，结果克服了对红细胞的溶血

性，替换前 35 µmol/L 的 Ovispirin-1 对人和绵羊红

细胞高达 70％，而同样肽浓度的 Novispirin G-10 的

溶血性为 2.5％，降低了 96.4％，并提高了抗菌活性。 

截取天然抗菌肽的部分序列：将含 29 个氨基酸

的 SMAP-29 截短，尝试筛选到抗菌活性更高，溶血

性较低的短肽方面的做了大量的研究。得到的截短

的 SMAP-29 抗菌肽 22 个 (表 1)，并对其性质进行

了研究，这些截短肽中最有代表的是从 SMAP-29 的

N 端截取的含有 18 个氨基酸的 Ovispirin，但是

Ovispirin 的高溶血性决定其不能成为优秀的药物开

发肽前体，所以产生了 Ovispirin-1。 

在基于 SMAP-29 一级结构设计中往往将截取

天然抗菌肽的部分序列法、残基替换和序列模板法

等结合使用设计筛选新的抗菌肽，SMAP-29 一级结

构设计路线总结见图 3。 

 

图 3  SMAP-29 一级结构设计路线[13,27,41-42] 
Fig. 3  General design route for SMAP-29[13,27,41-42]. 
 
4.2.2  基于 SMAP-29 二级结构功能及分子设计 

SMAP-29 二级结构是两亲线性 α-螺旋结构，结

构中任何改变都可能导致活性减弱或消失，但也可

通过二级结构分子设计实现降低毒性的目的，二级

结构设计考虑以下物理化学因素：大小、氨基酸

序列、电荷、螺旋程度、疏水性、两亲性、亲疏水

面的夹角。 

大小：即肽链长度，肽链长度的改变影响了抗

菌肽的疏水性、二级结构以及在水溶液和细胞膜上

的状态，从而改变了抗菌肽对膜的结合能力。最早

研究者认为要形成横跨膜的通道，最少应含 20 个

氨基酸残基，其后发现有些抗菌肽仅由 12 个氨基

酸残基组成。“毡毯”模型认为抗菌肽通过和膜结

合后改变其稳定性从而引起细胞死亡，不必形成跨

膜通道，这可以很好地解释短肽的抗菌机制。短肽

有广谱抗菌性倾向，为了平衡电荷，长度可以适

当加长，在 10~30 个氨基酸内效果也较为理想。经

过分子设计后的 SMAP-29 肽家族一般含十多个氨

基酸。 

氨基酸序列：天然抗菌肽具有不同的氨基酸序

列，大约有 50％的疏水性残基，由 Pro 或 Gly 残基

形成“铰链”或“扭”。设计上序列安排主要参考

天然两亲 α-螺旋抗菌肽来进行，并考虑 N 端和 C 端
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残基的选择和修饰。Tossi 研究团队[44]分析了许多天

然两亲 α-螺旋抗菌肽并得出一些共同的规律，前 18

个氨基酸序列模板见表 3，Gly 出现在序列第 1 位的

肽序列大约占 70％以上；Lys 出现在第 8 位的肽序

列大约占 50％以上；SMAP-29 通过肽模板序列分析

了 1~18 位的氨基酸，得出其氨基酸模序位：第 1 位

是 Arg，2、13 位 Gly 代替了疏水性残基，11 位疏

水性 Ala 代替了亲水性氨基酸。 

电荷：阳离子抗菌肽的电荷影响其活性与选择

性毒性，Weistroffer 等[26]认为电荷对抗菌活性方面

的影响比肽链长度和氨基酸序列更重要，增加阳离

子电荷，能增强对 G−菌的抗菌活性 (少数报道可增

强抗 G+菌的活性)。一般认为当阳离子抗菌肽的电荷

小于+5 时，抗菌活性随正电荷数增加而增加；当电

荷大于+7 时，增加正电荷对活性影响不大。考虑具

有一定抗菌潜力和广度的要求，电荷控制在+3~+9

内较为合适。 

螺旋程度：稳定的 α-螺旋形式有助于 SMAP-29

保持较好的抗菌活性。研究表明减少 α-螺旋抗菌肽

关键位置上 (7、8、12 和 14) 的 Pro，有降低 α-螺

旋的倾向，而且降低了抗菌活性。许多研究证明 α-

螺旋程度对肽的细胞毒性 (中性膜) 比对抗菌活性 

(带负电荷的细胞膜 ) 的影响更大 [45]。Zelezetsky

等[44]通过测定在三氟乙醇水溶液中 α-螺旋度，证明

溶血性也与 α-螺旋的构象相关。尽管许多研究推测

α-螺旋度与抗菌活性、溶血性、细胞毒性有关，但

是目前尚未建立几者之间的相关参数。 

疏水性：抗菌肽的总体疏水性是肽链序列中所

有亲水基团和疏水基团共同作用的结果。疏水作用

对其活性的影响可通过改变肽链中 Leu、Ile、Val

数量进行。研究发现：增加分子的疏水性，抗菌

肽的抗菌活性和细胞毒性  (包括溶血性 ) 同时增

加 [46]。这是由于疏水基团在抗菌肽插入细胞膜的过

程中起关键作用。另外，由于疏水基团的存在，肽

链在溶液中可以通过疏水作用形成多聚体，增加了

对真核细胞膜的亲和力；同时也增加了抗菌肽形成

两亲 α-螺旋的能力，而 α-螺旋的增加也提高了抗菌

肽的稳定性。Boman[47]提出多肽侧链氨基酸的自由

能量可以从环己烷转移到水中能预测多肽的副作用 

(细胞毒性)，并建立了相关指数 (Boman 指数)，但

是检测 SMAP-29 和同系物后发现并不能建立较好

的参数，相关度较差。 

两亲性：两亲性决定其能否有效插入细菌细胞

膜内，形成疏水通道，SMAP-29 二级结构为两亲 α-

螺旋，即沿螺旋轴平行的两个侧面，残基排列呈“螺

旋轮”(Helix wheel) 分布，一侧亲水残基集中，显

亲水性；另外一侧疏水残基，显疏水性。这样，两

亲性在螺旋的两个异极性侧面上形成了疏水力矩

(Hydorphobic moment)，并与 α-螺旋在 N 端和 C 端

形成的电荷偶极一起，对抗菌肽活性起关键作用，

多肽疏水力距可通过 Eisenberg 方程式获得。通过大

量研究发现抗菌肽的两亲性为 50％~60％时抗菌活

性最好，但是 Travis 等[25]研究认为抗菌活性与疏水

力矩成正比例。 

亲疏水面的夹角：Tossi 等[48]认为一般 α-螺旋结

构中亲疏水面角度为 140°~180°时抗菌活性最好。夹

角是 140°时疏水部分对应 SMAP-29 序列中的 8~17

位氨基酸，包含大量疏水氨基酸。溶血性也与亲疏 
 
表3  天然来源的两亲性α-螺旋结构抗菌肽1~18个氨基酸的序列模板 
Table 3  Sequence template for amino acids 1−18 of natural amphipathic α-Helical antimicrobial peptides 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

G H H + + H N + N H + + H H + + H N 

   −   G −   − ±  G ±    

   ±    ±   ±        

G: gly; H: hydrophobic; +: cationic; −: anionic; ±: neutral polar; N: no residue type predominates. 
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水面角度相关，理论上减小 SMAP-29 α-螺旋上的亲

疏水面夹角可以促进 SMAP-29 的治疗指数，实际中

测定发现 EC50 与 MIC 值不同，EC50 的降低往往是

通过增加夹角角度实现。 

5  SMAP-29 基因重组表达及转基因 

SMAP-29 分子量小，直接从绵羊骨髓组织中提

取纯化天然抗菌肽存在一定的困难，而且产量有

限，所以化学合成和基因工程表达法是获得抗菌肽

SMAP-29 的主要手段。但化学合成抗菌肽成本高，

而通过基因工程表达抗菌肽基因则由于抗菌肽分

子小、易被蛋白酶降解、表达产物可能对宿主有

害，从而影响了基因的高水平表达。Morassuttia 等

以内含子介导的方式在大肠杆菌中融合表达了

SMAP-29，产物用亲和层析、高压液相色谱纯化，

抗菌活性较化学合成的 SMAP-29 弱[49]。韩福郎选用

大肠杆菌偏好密码子，设计合成了 SMAP-29 基因，

并在大肠杆菌中成功表达了抗菌肽 SMAP-29[50]。 

牛明福等[40]为了得到高活性的抗菌肽，将 4 种

抗 菌 肽 PG-1 、 蟹 防 御 素  (SD) 、 碧 蝽 抗 菌 肽 

Metalnikowin-2A) 和 SMAP-29 串联在毕赤酵母真

核表达系统中成功分泌表达，抑菌试验表明串联的

抗菌肽抑菌效果优于 SD。任耀军等[51]也将 SMAP-29

在真核表达系统中进行了表达。Morassutti 等将

SMAP-29 基因转到在烟草植物中[52]。 

6  展望 

SMAP-29 家族抗菌肽具有广谱抗菌活性包括抗

革兰氏阳/阴性菌、抗真菌、抗病毒、抗寄生虫、抗

螺旋体、抗衣原体和中和抗内毒素活性，并且有作

用机制独特、快速杀灭细菌的特点。抗菌肽以前的

研究热点主要集中在从各种各样的生物或同一种生

物不同器官中提取、鉴定新的天然抗菌肽，经过 30

多年的研究，天然中存在的抗菌肽已经基本发掘，

笔者认为以后抗菌肽的研究热点将主要在抗菌肽开

发应用方面，包括：从目前已经发现的天然抗菌肽

库中进行结构设计和改造，尽量提高抗菌活性而降

低细胞毒性；抗菌机制的深入研究；基因工程重组、

高效表达及多肽药物的临床前试验研究。所以降低

细胞毒性提高活性、稳定性仍然是 SMAP-29 家族抗

菌肽研究中需要解决的重大问题。 
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