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摘要:【目的】为了发现新的农作物病原菌抗菌肽，人工设计并构建了大容量短肽文库，从中筛选并合成 96
条短肽用 于 鉴 定 其 对 农 作 物 病 原 菌 的 抑 菌 活 性。【方 法】采 用 琼 脂 扩 散 法，对 靶 标 菌—棉 花 枯 萎 病 菌

(Fusarium f． sp． vasinfecum)、棉花红腐病菌(Fusarium moniliforme)、小麦根腐病菌(Bipolaris sorokiniana) 和

马铃薯早疫病菌(Alternaria solani) 进行抑菌初筛，并测定了有抗菌作用短肽的最小抑菌浓度和抑菌持久性。
【结果】得到了 A6、D4 和 F10 对上述四种病原真菌抑菌效果较强，抑菌时间较长的抗菌肽，通过与抗菌肽数

据库氨基酸序列对比，未见这 3 条抗菌肽的同源序列。【结论】研制的 3 条短肽属于新颖抗菌肽，为防治农

作物真菌病害提供了新的基因资源。
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植物病原菌的多样性和变异性给植物病害的防

治带来很大困难，尤其是农作物病原菌的危害给作

物产量带来了巨大损失。植物病原菌防治的传统方

法是化学防治，此方法虽然收效快但污染环境，影响

人、畜健康，并引起抗药性使病虫害更加猖獗;抗病

育种改良作物抗病性是病害防治的另一重要途径，

但它是根据分离群体的表型进行选择的，经常受到

环境条件、显隐性关系和抗病遗传规律不明确等因

素的影响，并 且 面 临 着 致 病 菌 适 应 性 的 挑 战
［1］，因

此严重制约了传统育种方法的应用和成效。随着基

因工程技术的迅猛发展，利用转基因的方法创造并

选育出抗病性良好且遗传稳定的转基因植株，为植

物抗病育种提供了新的途径。例如，将 RC7 基因和

Xa21 基因转入水稻品系后，转基因植株显著提高了

对纹枯病菌和白叶枯病 的 抗 性
［2 － 3］;将 家 蚕 的 抗 菌

肽基因 cecropin A，cecropin B 转入水稻中，均表现病

斑减少，抗病能力增强
［4 － 5］。目前，转 Cecropin B 和

Shiva A 基因樱桃已由农业部批准进入田间实验
［6］。

提高作物抗病性是农作物增产稳产的关键，其

有效途径之一是向作物导入各种抗病基因，其中包

括编码抗菌肽的基因。抗菌肽是由多种生物细胞特

定基因编码经外界条件诱导产生的一类具有广谱抗

细菌、真菌、病毒、原虫、抑杀肿瘤细胞等活性作用的

多肽。研究表 明，以 Cecropin B 基 因 序 列 为 蓝 本 设

计并合成新的抗菌肽基因转入到作物中，提高了作

物对枯萎病、青枯病等病害的抗性
［7 － 8］。

枯萎病是棉花的主要病害，红腐病也严重影响

我国棉花的产量，目前已发现一些抗菌基因，例如天

麻抗菌蛋白能够提高棉花对枯萎病菌的抗病性
［9］;

小麦根腐病是多种病原菌复合侵染导致的病，研究
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显 示 几 丁 质 酶 等 可 改 良 小 麦 对 根 腐 病 菌 的 抗

性
［10 － 11］;而对棉花红腐病菌和马铃薯早疫病菌的抗

菌基因研究不多，只有报道一些植物提取物或木霉

菌对其有拮抗作 用
［12］。但 还 未 见 有 关 抗 菌 肽 对 这

些病原菌抑菌作用的报道。
本研究旨在筛选出针对这四种农作物病原菌的

新型抗菌肽，分析这些抗菌肽抑菌作用的浓度依赖

性和时效性，以便用基因工程方法提高作物对这四

种农作物病原菌的抗性。

1 材料和方法

1. 1 材料与试剂

1. 1. 1 靶标菌株:检测合成短肽抑菌活性所用的病

原菌由河北农业大学植物病理实验室提供，分别为:

棉花枯萎病菌(Fusarium f． sp． vasinfecum) ，棉花红

腐 病 菌 ( Fusarium moniliforme )、小 麦 根 腐 病 菌

(Bipolaris sorokiniana) 和马铃薯早疫病菌(Alternaria
solani)。
1. 1. 2 真菌培养基:改良1 /2 PDA 固体培养基，即

为 PDA 培养基所用试剂的一半。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:农药:50% 多菌灵，绿哼 6
号，苯醚甲环唑购和马铃薯均购自河北保定农资市

场;乙 酸，碳 酸 氢 氨 购 自 天 津 市 天 大 化 工 实 验 厂;

DMSO 和琼脂糖购自 Sigma 公司;硫酸卡那霉素、葡

萄糖和三氟 乙 酸 购 自 上 海 索 莱 宝 生 物 科 技 有 限 公

司;IPTG 和台盼蓝染料购自 Fermentas UAB 公司;超

声破碎仪购自宁波新芝生物科技股份有限公司;微

型离心机购自德国威尔斯公司;蛋白质电泳系统购

自美国伯乐(Bio-Rad) 公司;电热恒温培养箱购自天

津市泰斯特仪器有限公司。
1. 2 菌种活化及菌悬液制备

接真菌菌饼接种到 PDA 固体培养基，28℃ 培养

至菌丝长满。加入少量无菌水将菌丝刮下、研碎，收

集悬液。用血球计数板计数调整至孢子浓度为 1 ×
106

个 /mL，4℃ 保存菌液。
1. 3 短肽文库的筛选

利用本实验室构建的寡核苷酸表达文库
［13 － 14］，

诱导基因表达后，通过台盼蓝染色方法筛选抑菌克

隆。提取阳性克隆质粒 DNA，经测序得到编码抗菌

肽的 DNA 序列，推导出相应的多肽序列，用于多肽

合成。

1. 4 短肽的合成与溶解

短肽由北京中科亚光生物科技有限公司合成，

初筛用短肽未做纯化，后续试验使用的短肽经过脱

盐纯化，纯度大于 90%。合成的短肽根据其酸碱性

分别用 1% 碳酸氢铵或用 0. 1% 乙酸溶解，配制成

浓 度 为 10 mmol /L 的 短 肽 母 液。抑 菌 筛 选 前，取

1 μL短肽母液经 15% SDS-PAGE 电泳，考马斯亮蓝

染色检测合成结果。
1. 5 抑菌试验

采用琼脂扩散法
［15］

进行体外抑菌实验，取5 μL
浓度为1 mmol /L短 肽 试 样 点 到 直 径 为7 mm的 滤 纸

片上。正对照 使 用 农 药，50% 多 菌 灵 ( 粉 末 )、50%
绿哼 6 号( 液体) 和 50% 苯醚甲环唑( 液体) ，同时加

0. 1% 乙酸，1% 碳 酸 氢 铵，0. 1% 三 氟 乙 酸 和 1% 二

甲基亚砜作为溶剂对照，水为负对照。加短肽后，静

置10 min，28℃ 培养，共培养30 d，每隔24 h左右观察

测量一次并拍照。
1. 6 抑菌作用持久性的测定

纯化的 短 肽 稀 释 5 个 浓 度，分 别 是0 mmol /L、
0. 5 mmol /L、1 mmol /L、2 mmol /L 和 4 mmol /L 进 行

抑菌试验，培养2 d、3 d、7 d、30 d时，观 察 每 个 浓 度

抑菌圈的变化。
1. 7 最小抑制浓度的测定

利用 Hughes 等 人 的 培 养 基 稀 释 法
［16］

在 96 孔

板中加入不同浓度的短肽试样，然后加入 105 CFU /
mL 的指示菌，使含短肽试样与供试菌的培养基总体

积为200 μL，28℃ 恒温振荡2 d后观察各浓度孔中的

混浊度，以肉眼不可见菌丝生长的最低短肽浓度为

最小抑制浓度(MIC)。
1. 8 短肽新颖性和结构分析

短肽的氨基 酸 序 列 在 抗 菌 肽 数 据 库
［17］

中 进 行

序列同源性对比，以便确定其新颖性;利用肽结构预

测软件(PEP-FOLD) 进 行 短 肽 二 级 结 构 预 测
［18］;采

用“DAS”方法对短肽进行跨膜结构的预测
［19］。

2 结果和讨论

2. 1 短肽文库中筛选短肽

用台盼蓝染 色 方 法 筛 选 了 1 × 107
个 表 达 随 机

寡核苷酸的大肠杆菌菌落，其中约有 1000 个鉴定为

阳性克隆，占 筛 选 菌 落 的 0. 01%。研 究 表 明，具 有

抗细菌活性的多 肽 也 可 能 有 抗 真 菌 的 活 性
［20］。因
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此，本研究用这些对大肠杆菌有抑菌活性的短肽来

筛选抗真菌的短肽。
2. 2 抗真菌短肽的筛选

从上面实验中选取 96 个阳性克隆，根据核苷酸

序列所对应的序列用来合成相应的短肽，并测定其

抑菌 活 性。短 肽 粉 末 溶 解 后 经 15% 的 SDS-PAGE
电泳，考马斯亮蓝染色检测表明短肽比较纯，且大小

与理论值相符。
本研究首先以琼脂扩散法初选对农作物病原真

菌有抑菌活性短肽。靶标菌为小麦根腐病菌、马铃

薯早疫病菌和棉花枯萎病菌等。试验时，取5 μL浓

度为1 mmol /L的短肽试样点到置于涂布有真菌菌丝

培养基表面 的 滤 纸 片 上。经24 － 48 h培 养 后，观 察

各试样的抑菌活性。虽然大多数供试短肽肽样品没

有产生明显的抑菌圈，但有些短肽会在培养基表面

真菌菌苔上产生不同大小的抑菌圈。本研究共测试

了 96 条短肽对小麦根腐病菌、马铃薯早疫病菌和棉

花枯萎病菌等的体外抑菌活性，共发现 10 条有显著

抗菌活性的短肽( 表 1)。这些短肽至少对一种病原

菌有抑菌活性。有些能抑制所有供试靶标菌生长，

如 A6、D4 和 F10。而其它多对 1 － 2 种靶标菌有活

性( 表 1)。如 F3 对 棉 花 枯 萎 病 菌 有 抑 制 作 用，H8
只对小麦根腐病菌有抑菌活性。短肽对真菌的抑菌

机制可能与细菌不同，因为真菌细胞壁含有由葡聚

糖和几丁质，抗菌肽可通过抑制其组分的合成而达

到杀菌作用，或 是 与 真 菌 内 细 胞 器 作 用 来 抑 制
［21］。

本研究的结果显示，通过细菌活性筛选得到的抗细

菌肽有 10% 以上有抗真菌活性，这为发现新的抗真

菌肽开辟了新的途径。

表 1 短肽对不同病原真菌的抑菌效果( 抑菌圈宽度)

Table 1 Inhibition of peptides on growth of fungal pathogens

(Width of inhibition zone /mm)

Peptide F． vasinfecum F． moniliforme B． sorokiniana A． Solani

A6 1 1. 5 1. 5 0. 5

C1 1 1

D2 1 2

D4 1 . 1 2 1

E2 1

F3 1. 5

F8 1. 5

F10 1. 5 1 1 2

H2 1

H8 1

2. 3 抗真菌短肽对病原菌抑制的浓度依赖性

根据以上结果，我们对 3 条广谱抗菌肽 A6、D4
与 F10 作了 进 一 步 研 究，试 验 了 不 同 浓 度 (0、0. 5、
1、2、4 mmol /L) 下 短 肽 对 4 种 靶 标 菌 的 抑 菌 作 用，

观察浓度与 抑 菌 圈 的 大 小 关 系，结 果 见 图 1。结 果

表明，一般来说随着短肽浓度的增加，短肽产生的抑

菌圈的大小也随之增大。短肽 A6 和 F10 对棉花红

腐病菌的活性 显 著 高 于 D4 短 肽，这 一 点 在 高 浓 度

(3 － 4 mmol /L) 下 尤 其 显 著 ( 图 1)。经 检 测，F10
短 肽 对 棉 花 红 腐 病 菌 的 最 小 抑 菌 浓 度 为

300 μg /mL － 400 μg /mL。另 外，短 肽 F10 在 浓 度

2 mmol /L以下对马铃薯早疫病菌的活性显著高于短

肽 A6 与 D4。对棉花枯萎病菌与小麦根腐病菌，这

3 条广谱抗菌肽显示类似的活性抑菌趋势( 图 1) 。
2. 4 短肽对病原菌抑菌作用的持久性

与大多数化学农药相比，肽类化合物通常不太

稳定，容易被肽酶和蛋白酶降解，因而影响其抑菌功

效。对此，我们观察了这些短肽对棉花红腐病菌、棉
花枯萎病菌 和 马 铃 薯 早 疫 病 菌 的 抑 菌 作 用 的 持 久

性。在开始培养的24 h内菌丝生长缓慢，抑菌圈不

易看清，但随着 培 养 时 间 的 延 长 至2 d，可 见 明 显 的

抑菌圈，如图 4 中多肽 F10 在1 mmol /L浓度下抑菌

圈在以后的30 d内基本保持不变 ( 代表图如图 2)。
这些结果说明，这些短肽具有较强的化学稳定性，因

此抑菌作用时间较长，显然这一性质在实用中非常

重要。
2. 5 短肽序列新颖性和二级结构的预测

基于以上试验，筛选到了 3 条对真菌有较强抑

菌活性的短肽 A6、D4 和 F10 ( 表 2)。为确定其序

列的新颖性，在抗菌肽数据库
［17］

中进行序列同源性

对比。结果表明，这些短肽与已知的抗菌肽氨基酸

序列的同源性低于 40% ，而且这些短肽均为阳离子

型，所带净电荷分别为 6、5 和 9 ( 表 2)。研究表明，

许多抗菌肽为阳离子型多肽，所带正电荷与细菌细

胞膜上的负电荷相互作用，从而导致细菌细胞膜结

构的紊乱
［22］。利用“DAS”方法，预测 A6 和 F10 短

肽具有跨膜结构，这种结构可能插入真菌的细胞膜

中。通过 PEP-FOLD 进行二级结构的预测，结果 显

示这 3 条 短 肽 的 二 级 结 构 中 所 占 α-螺 旋，β-折 叠，

无规则卷曲和转角区域的比例各不同 ( 表 2，图 3)。
然而，有关这些肽的结构与功能关系，将需要进一步

研究来分析。
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图 1 不同浓度抗菌肽的浓度抑菌活性曲线

Fig． 1 Effect of peptide concentrations on their antimicrobial activity against fungal pathogens． A: F．

moniliforme; B: F． vasinfecum; C: B． sorokiniana; D: A． Solani．

图 2 抗菌肽 F10 对病原真菌抑制作用的持续性测定

Fig． 2 Inhibition durability of peptide F10 against fungal pathogens．

A: F． vasinfecum; B: A． Solani．

图 3 抗菌肽二级结构预测

Fig． 3 Prediction of secondary structure of antimicrobial peptides．

表 2 抗菌肽的性质及结构分析

Table 2 Property and structural analysis of antimicrobial peptides

Peptide Amino acid sequence
Net

charge
Transmembrane

segment
Hydrophobic Amino

acid /%
α-helix
/%

β-sheet
/%

Coil
/%

T
/%

A6 FCKRSPLLRTCYRIKLSRPY 6 1 35 35 0 45 20
D4 HPGFRLRRCLRS 5 0 25 55 10 25 10
F10 RMTHKSNSRRPLKHIVHK 9 1 26 31 25 28 16

到目前为止，已有数百条抗菌肽从各种生物有

机体中分离出来。然而，从生物有机体中分离和鉴

定抗菌肽是一项复杂的过程，因此本研究中，我们通

过寡核苷酸序列的表达而获得多肽文库，从中筛选
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并鉴定出新的抗菌肽。这种方法不同于传统的抗菌

肽筛选方法:首先，与天然抗菌肽相比这种方法会产

生更多的多肽序列;其次，可以通过体内表达来鉴定

抗菌肽，并且其编码的序列通过载体 DNA 测序便可

得到。这些抗菌肽最初是通过对大肠杆菌的抑制活

性而初步鉴定的，本研究显示它们也具有抑制真菌

的活性。农作物病害大部分是由真菌感染引起的，

因而抗真菌剂能抑制病害的发生。然而，一些短肽

的抗菌活性还不够理想，这就需要根据抗菌肽自身

特征进行有目的地改造和设计。为了更好地利用和

改造抗菌肽，还需要对抗菌肽的作用机制进行进一

步研究与探索。
本研究中合成的新颖抗菌肽，其编码的 DNA 序

列可以通过转基因方法使植物产生抗病性，因此，这

些新颖抗真菌肽，将对农作物病原菌的防治提供新

的基因资源。化学农药和各种抗生素的滥用、耐药

性、残留等问题已经成是世界性的重大难题，随着抗

菌肽应用领域的不断拓展及其作用机理研究的不断

深入发展，抗菌肽以其独特的性质和抗菌机理必将

在农业、医药业、食品工业等领域充分发挥其优势，

为人类的生产生活提供巨大帮助。
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Screening of three novel antimicrobial peptides with anti-
fungal pathogens

Jinping Lan1，Liyun Li1* ，Yang Wang1，Xianyun Wang1，Lijuan Liu1，Gouzhen Liu1，

Xiongying Cheng2
1 College of Life Sciences，Agricultural University of Hebei，Baoding 071001，China
2 Vitegen Limited Liability Company，Cary，NC27518，USA

Abstract:［Objective］ In order to discover novel antimicrobial peptides against important crop pathogens，we designed
and screened a high capacity random peptide library and isolated a number of clones expressing peptides with antifungal
activity． We selected 96 peptides from the library and synthesized their sequence，which were used to assay their activity
against crop fungal pathogens． ［Methods］ Using agar diffusion assay，these peptides were assayed for their activity
against pathogens that cause cotton Fusarium wilt (Fusarium f． sp． vasinfecum) ，cotton red rot (Fusarium moniliforme) ，

wheat spot blotch ( Bipolaris sorokiniana) and potato early blight ( Alternaria solani) ． ［Results］ The three random
peptides，A6，D4 and F10，showed the strongest activity against the above four crop fungal pathogens． Through Blastp
analysis，we did not find they have homologous sequences with known antimicrobial peptides． ［Conclusion］ The novel
antimicrobial peptides will provide gene resources for preventing important crop pathogens．
Keywords: novel antimicrobial peptides，screening，fungal pathogens，anti-fungal activity
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