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摘  要：尽管抗生素在畜牧业疾病防治中的主导地位在短期内不会动摇，但病原菌耐药性形成

与快速发展让抗菌肽成为近年新药研发热点之一。作为一种在生物体内广泛存在的天然免疫物

质，抗菌肽具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤和免疫调节等功能，由于药效短、对蛋白酶敏感、细胞

毒性高等缺陷而限制其应用。本文综述了抗菌肽基因工程技术、聚乙二醇(PEG)化、靶向性改

造和固定化等工程技术在抗菌肽新药开发中的应用研究进展，以促进抗菌肽产业化。 
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Abstract: Although antibiotics hold a leading position in the medical treatment and animal 
husbandry, but its prone-resistance to the pathogen lead to the rise of research and development of 
antimicrobial peptides (AMPs). As natural active substances, AMPs have antibacterial, antiviral, 
anti-tumor and immune regulation function, while the shortcomings such as short efficacy, sensitive 
to proteinase and high cytotoxicity limit its application. In this paper, the bottlenecks and their 
solution of antimicrobial peptide engineering were reviewed in terms of gene engineering, 
PEGylation, targeting and immobilization in order to promote the industrialization of AMPs. 
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抗菌肽(Antimicrobial peptides，AMPs)是动物、

植物以及微生物产生的一类对抗外界病原体的肽

类活性物质，是一种免疫应答产物，分子量小、抗

菌谱广、抗菌活性高、不易产生耐药性、无免疫原

性。抗菌肽不像抗生素那样作用靶点较单一，除以

细胞膜作为靶标外，还有众多胞内靶标，如抗菌肽

PR39 和 Indolicidin 既能抑制核酸和蛋白合成，又

能干预细胞质膜隔膜形成[1]。由于病原菌不易产生

耐药性，抗菌肽显示作为新药开发潜力。迄今发现

并鉴定的抗菌肽达 2 千余种，但很少进入临床应

用，主要短板在于天然抗菌肽产量过低，且具有细

胞毒性作用、半衰期短、抗菌谱过宽和对蛋白酶敏
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感等产量和质量两方面的缺陷[2]。针对上述问题，

本 文 选 择 抗 菌 肽 基 因 工 程 、 聚 乙 二 醇

(Polyethyleneglycol，PEG)化、靶向性和固定化等

工程化技术研究的最新进展加以述评。 

1  抗菌肽基因工程技术 

旨在突破抗菌肽低产瓶颈的基因工程研究案

例在 21世纪快速增长，取得了不少重要进展。在

10 多项国家基金资助下本小组在抗菌肽设计和转

基因表达方面做了一些有益探索。在基于低毒性抗

菌肽分子设计和构效关系研究中，依据乳铁蛋白肽

Lfcin (W4,10)，幽门螺杆菌肽 HP (2-20)和天蚕素

Cecropin A 等母体肽特点，设计构建杂合抗菌肽

LH28，对 G+菌如枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌

和 G−菌如大肠杆菌具有广谱抗菌性 (MIC50：  

1.56–3.13 μmol/L)，尽管在高浓度(25 μmol/L)下溶

血性显著上升达 42.09%，但其在作用浓度范围内  

(3.13 μmol/L)溶血性很低(7.01%)[3]。为了最大限度

降低源于母体肽 LH28的高溶血性，适度保留其抗

菌核心结构与功能，我们尝试引入柔性接头

(GGGGS)3和高抗 G+菌的抗菌肽 Plectasin，设计构

建杂合肽 LHP7，发现其对金黄色葡萄球菌

ATCC25923 的 MIC 为 0.091 μmol/L，较母体肽

LH28 降低 34.39 倍，且该杂合肽溶血性极低，即

使在 1 000 mg/L浓度条件下溶血率也低于 5%，较

LH28 (35%)降低 6倍[4]。 

在抗菌肽表达技巧方面，通过十多年摸索，本

小组建立了一系列适合抗菌肽表达的技术体系，包

括：(1) 原核融合表达系统：利用谷胱甘肽转移酶

(Glutathione S-transferase，GST)标签，表达融合蛋

白 GST-Th-LfcinB，凝血酶切割后每升培养物获  

2 mg LfcinB[5]；利用硫氧还原蛋白(Thioredoxin，

Trx)标签，表达 Trx-乳铁蛋白两亲肽(Lfampin20)

融合体 Trx-Xa-Lfampin20，实现 Xa因子柱上切割

裂解[6]；(2) 原核多聚体表达系统：借助于 Bbs I

非对称粘性末端构建多聚体融合表达载体，表达纯

化后经甲酸切割获重组 LH28，产量 11.3 mg/L[7]；

(3) 真核诱导型分泌表达系统：在毕赤酵母中实现

Plectasin[8]、NZ2114[9]、SUMO 融合的海蚯蚓肽

NZ17074[10]、杂合抗菌肽 LHP7[4]和靶向抗菌肽

AgPlectasin[11]的高效分泌表达，产量分别达    

748、3 500、61.8、906和 1 285 mg/L，达到产业

化生产要求的表达水平，有效降低了抗菌肽生产成

本。其它抗菌肽基因工程研究案例很多，例如采用

枯草芽孢杆菌系统成功表达了天蚕素 AD[12]、构巢

曲霉系统成功表达了抗真菌蛋白 NFAP[13]和乳酸

杆菌系统成功表达了细菌素 SakacinA[14]等。上述

工作奠定了抗菌肽基因工程的主要材料和方法基

础，对各种抗菌肽转基因表达技术研发及产品制备

方案的优化和选择有重要参考意义。相信随着研究

的不断完善和深入，基因工程将成为今后抗菌肽产

业化关键制备途径之一。 

2  抗菌肽的 PEG 化 

抗菌肽聚乙二醇 PEG 化是改变杀菌活性、降

低溶血性的有效手段。FDA已批准 PEG化蛋白药

物进入临床应用[15-16]，此类药物具有无毒性、无免

疫原性及可溶于水和有机溶剂等特点。PEG 化蛋

白药物可增加流体动力学体积、减少肾排泄率从而

延长药物体内半衰期，同时也降低蛋白酶降解机

率。PEG 化蛋白药物在水及有机溶剂的良好可溶

性使得生物兼容性得以改善，有效降低药物蛋白的

聚集。已有多种 PEG 化蛋白药物用于临床，据统

计 20世纪 90年代上市的 PEG化药物 Pegfilgrastim 

(Amgen公司)和 Peginterferon α-2a (Roche公司)产

值达 55 亿美元/年，几家带头公司在 21 世纪先后

推 出 的 治 疗 丙 肝 C 的 Peginterferon-α2b 

(Schering-Ploug公司)、治疗白血病的 Pegaspargase 

(Enzon 公司)、治疗老龄化相关黄斑病变(AMD)的

Pegaptanib sodium (OSI/Pfizer公司)和治疗贫血症

的 PEG-epoetin beta (Roche公司)等 6种 PEG肽类

药物产值达 15亿美元/年以上[17]，PEG化药物显示

出良好的临床应用前景。在抗菌肽的 PEG 化研究

方面，Morris 等发现 N 端 PEG2化的杂合肽 CaLL 
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(抗菌肽 LL-37和 Cecropin A片段的杂合体)在肺衬

液中对肺病原菌(炭疽杆菌 UM23-CL2、大肠杆菌

25922 以及金黄色葡萄球菌 29213)半数抑菌浓度

升高了 210倍，同时对肺上皮原代细胞毒性也大

大降低[16]。Zhang等比较 PEG化与未 PEG化的抗

菌肽 MA (抗菌肽 Melittin中 1224位氨基酸残基

的衍生片段)发现，PEG化 MA比对照稳定性有极

大提高，在胰凝乳蛋白酶存在下，mPEG 750-MA、

mPEG 1100-MA比对照的半衰期分别延长了 3.2和

4.7倍，且在血清中 PEG化 MA比对照未 PEG化

MA的抗菌活性更高，同时对人红细胞毒性大为降

低，如 30 μmol/L 游离 MA 对红细胞溶血率达

100%，而 50 μmol/L 的 mPEG1100-MA 对红细胞

溶血率低于 40%[15]。上述关于药物 PEG化的成功

案例将鼓舞同行在平衡抗菌肽若干敏感性质(如非

特异性广谱杀菌、强细胞毒性、药效期短和蛋白酶

敏感性)的探索中加以积极借鉴。 

3  抗菌肽靶向性变异体的设计与构建 

抗菌肽的广谱杀菌特点往往会无差别性地伤

害机体正常微生物菌群乃至机体细胞，是抗菌肽难

以进入临床应用的一个重要难关。针对这一难题科

学家们一直在积极探索，并取得良好进展：比如靶

向 抗 菌 肽 (Specifically targeted antimicrobial 

peptide，STAMP)，其是由一个对病原菌具有种特

异性的靶向结构域与一个高效杀菌的抗菌肽结构

域为基础融合而成[18]，专杀目标病原菌，对正常

宿主菌和其它非目标菌无作用。再如，基于免疫识

别结合杀菌的抗体药物(Antibody drug)及其缀合物

(Antibody drug conjugate，ADC)也是新近兴起的一

类蛋白新药技术，尤其在肿瘤治疗上显示出良好前

景，个别新药已进入临床，发展势头强劲。常用药

物靶向制导的特殊分子有信息素、抗体、抗体可变

区等[19]。大量研究证明专杀假单胞菌、金黄色葡

萄球菌、变异链球菌、肿瘤细胞、肠球菌、牙龈卟

啉单胞菌的靶向抗菌肽或抗体药物均在实现专一

性杀菌或肿瘤细胞的同时能够确保不杀伤机体内

正常菌群与细胞[18,20-21]。本小组已成功构建由信息

素引导的专杀金黄色葡萄球菌尤其是耐药性

MRSA的导向抗菌肽[11]，积累了一些材料与方法，

关于特异性识别结合杀菌分子检测等也在研究之

中。这类技术已成为国际上蛋白类新药研发的主流

热门技术之一，预期会不断有重大新药推出，值得

同行关注和跟进。 

此外，由于某些特殊结构的抗菌肽 (如含

KRKR 的 β-Boomerang 结构)具有与病原菌胞壁成

分 LipidⅡ或 LPS特异性识别结合的能力，以这些

结构为基础可开发靶向抗菌肽。起初 Bhattacharjya

等发现这种能中和内毒素 LPS 的抗菌肽结合模体

‘KRKR’[22]，继而设计并筛选得到了既具有抗菌能

力又能中和内毒素的 β-Boomerang肽 YI12WY，该

肽能有效杀灭大肠杆菌、绿脓假单胞菌、金黄色葡

萄球菌 ATCC25923和枯草芽孢杆菌[23]。Bhunia等

以 LBP、BPI、MD2 和 LALF 等 LPS 结合蛋白保

守 区 域 为 模 板 构 建 并 筛 选 得 到 了 特 征 性

β-Boomerang抗菌肽 YW12D (含 KRKR模体)，能

够通过中和内毒素杀菌，且对红细胞溶解性很低，

在 60 μmol/L时对红细胞的溶解性仅为 10%[24]。扩

大筛选 KRKR 的可识别病原菌受体范围或者筛选

新的特异性识别受体的小分子是下一步新药研发

的主要方向，具有重要的新药开发方法与材料   

意义。 

另据报道，通过环化也能使部分抗菌肽抵御蛋

白酶降解、减低溶血性和提高靶向性。Frecer等采

用分子模拟技术设计了一系列环形阳离子肽，从中

筛选得到了溶血活性低、杀菌能力强和靶向革兰氏

阴性菌的靶向环化肽，其中 V1、V2 对大肠杆菌

ATTC25922、鼠伤寒沙门氏菌 ATTC14028 及志贺

氏杆菌 ATTC25931的 MIC均低于 5 nmol/L，对红

细胞的溶血性很低，其EC50值分别高达 880 μmol/L

和 589 μmol/L[25]。这种肽环化技术只能用于化学

合成途径而不能直接用于转基因表达。 

以具有不同功能的特征抗菌肽实验案例取得
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的数据为基础可以开发出新型抗菌肽设计软件，

Ilić N. 等使用自主开发的 Designer算法[26]设计了

一系列抗菌多肽，优选的目标抗菌肽具靶向革兰氏

阴性菌和低溶血性等优势，显示 Designer 算法用

于设计靶向抗菌肽的有效性。相信随着各种实验数

据的增加和数据库的完善，计算机辅助设计抗菌肽

的方法会不断优化，抗菌肽新产品也将不断增加。

国内同行在此领域有分量和影响的报道不多，需积

极跟进。总之，靶向抗菌肽、抗体肽、β-Boomerang、

环化肽等特异性的抗菌肽结构体能在不同程度上

窄化抗菌谱、提高杀菌特异性、降低细胞毒性、稳

定高级结构，有理由乐观预计：随着研究的深入，

这类新技术或新产品将有利于帮助抗菌肽成功走

向临床应用。 

4  抗菌肽的固定化 

固定化技术最初源于 20 世纪初的固定化酶

(Immobilized enzyme)技术，主要特点是用物理或

化学的方法使酶与水不溶性大分子载体结合或把

酶包埋在其中，固定化酶能持续性进行酶催化反

应、并可回收及重复利用，后衍生发展出固定化细

胞、固定化微生物技术。近年有学者采用固定化技

术成功克服抗菌肽的不稳定性，对于通过破坏生物

被膜杀菌的肽类药物具有重要的制剂工程化借鉴

意义[27-28]。生物被膜(Biofilm)是指微生物吸附于固

形物表面，由其自身分泌多糖、蛋白、核酸以及脂

类等包被而形成分化的高密度细胞群体[28]。生物

被膜对环境压力，如紫外辐射、pH变化、渗透压、

干燥等有很强抗性。生物被膜中不同微生物菌株之

间的基因容易在抗性与非抗性菌株之间进行水平

转移，导致生物被膜对抗生素的抗性比相同浮游细

胞高 101 000倍，而传统抗生素的亚治疗剂量易

导致生物被膜形成[28]。生物被膜一经形成就很难

通过传统临床手段根除，因此被膜是有效杀灭病原

菌必须攻破的重要壁垒。据估计美国每年由于生物

被膜导致各类感染达 75万次，造成约 16亿美元损

失[28]。近年应用抗菌药物包被技术减少生物被膜

的形成、阻止病原菌的起始定殖一直是热点课   

题[27,29]。例如，包被于钛金属表面的万古霉素能有

效杀灭金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌[29]，但包

被的传统抗生素则易在短期内产生耐药性[30]。而

以破坏膜为杀菌主要机制的抗菌肽，通过固定化就

能巧妙克服以上问题，能增加抗菌肽稳定性、降低

细胞毒性[31-32]。Mohorcič 等将多粘菌素 B 固定于

硅烷化玻片上，24 h 内减少 5 个数量级的大肠杆   

菌 [33]。Willcox 等研究发现结合 500 μg 杂合肽

Melimine 的隐形眼镜减少 92%铜绿假单胞菌或

76%金黄色葡萄球菌的定殖，共价结合 18±4 μg杂

合肽 Melimine 的隐形眼镜减少铜绿假单胞菌和金

黄色葡萄球菌定殖率 70%以上[31]。Bagheri等报道

固定化抗菌肽显著降低红细胞溶血性，抗菌肽

KLAL 对红细胞 EC25 约 10 μmol/L，而固定化

KLAL 在 MIC 浓度下对红细胞没有溶血性[32]，聚

苯乙烯固定的抗菌肽 6K8L在 1×105 Pa灭菌 20 min

或 200 °C处理 30 min不影响抗菌活性，且在 pH 

3.57.0间均保持抗菌活性[34]。 

由于不同抗菌肽杀菌机理以及固定化基质存

在多种多样，为充分发挥抗菌肽用于防治病原微生

物生物被膜形成的效果，需针对不同病原菌、不同

抗菌肽进行大量优化实验以筛得抗菌肽固定化最

佳技术方案。总之抗菌肽固定化既能抑制生物被膜

形成，还能提高抗菌肽稳定性如耐高温和耐酸性环

境、降低溶血性，对于抗菌肽扬长避短进入临床大

有可为，值得尝试。而传统的固定化技术在抗菌肽

新药研发中发挥如此重要的作用，这种继往开来、

推陈出新、可望可及的工作同样富有创新性，更值

得我们在提炼课题主题、设计创新方案的时候   

借鉴。 

5  结束语 

在抗生素耐药性日益严重、病毒感染和肿瘤日

益威胁机体健康的今天，抗菌肽的出现和研究为寻
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找理想的抗菌、抗病毒和抗肿瘤药物提供了新的选

择方案，但是抗菌肽种类众多，抗菌性质及杀菌机

理多种多样，不同抗菌肽对不同病原菌的杀灭方式

与机理各不相同，作者结合本小组十多年在此方向

的研究体会认为下一步抗菌肽工程化工作重点至

少应包括以下方面：(1) 继续攻克主流抗菌肽的共

性瓶颈，如药效短、对蛋白酶敏感、细胞毒性强、

结构不稳定，上述基因工程、PEG 化、靶向肽、

抗体肽、固定化等工程化手段提供了备选技术方

案，需要将技术节点精细化；(2) 没有一种工程化

措施是万能的，要针对具体抗菌肽、具体病原菌、

具体受体宿主、具体工程化技术做一对一的适配性

遴选与优化实验，以确保获得有针对性和差异性的

抗菌肽制剂；(3) 在研究和总结上述工程化技术共

同特性、优缺点、相互关系与适用范围的同时，不

断借鉴临近学科新发现和开发更有效的抗菌肽工

程化新技术、新材料和新工艺。预期随着相关研发

工作不断深入，一定会有力推进抗菌肽新药研发和

临床化进程。 
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