
!" 卷 # 期

$%%" 年 &% 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
’()*!"
+,-(./0

1(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%"

基金项目：国家科技攻关《新疆特殊环境生物资源的研究与开发利用》（$%%&234%&3"$）

"通讯作者。5/)：67844&86#6"$#4；9:;：67844&86#6"$#4；<8=:>)：?@,A ;BC* /DC* ,E
作者简介：刘忠渊（&4F$ G ），男，山东人，讲师，硕士，研究方向为分子生物学及基因工程。<8=:>)：)?H&&76A&7"* ,(=
收稿日期：$%%$8&$8&&，修回日期：$%%"8%#8%6

酵母菌中表达的新疆家蚕抗菌肽（!"#$%&’()*+）

的特性研究

刘忠渊 张富春" 蔡 伦 赵 干 王 宾
（新疆大学生命科学与技术学院 新疆生物资源基因工程重点实验室 乌鲁木齐 6"%%!7）

摘 要：研究酵母菌中表达的新疆家蚕抗菌肽（I/,0(J>E8KL）的抗菌特性。根据琼脂孔穴扩散

法，检测抗菌肽的热稳定性、抑菌效价、对氨苄青霉素抗性菌的抑菌作用，并检测了抗菌肽对

酸碱盐、人造胃液的耐受性及其抗菌谱。结果显示新疆家蚕抗菌肽具有很强的热稳定性、能

够杀灭氨苄青霉素抗性菌、对酸碱盐、人造胃酸有一定的耐受性，其杀菌活力为：&=M 抗菌肽

与 &$%%N 的氨苄青霉素杀菌活力相当。新疆家蚕抗菌肽能够不同程度地杀灭革兰氏阳性菌

和革兰氏阴性菌，这一发现将为抗菌肽在农业、医疗卫生、畜牧业等方面的应用奠定基础，同

时为深入研究抗菌肽作用机制提供了依据。
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高等生物都有一套防御机制来保护自身免受细菌的侵害。昆虫虽然没有抗体、补体

的参与，但却拥有一个与人类天然免疫系统相当的自我防御系统［&］。昆虫抗菌肽具有在

体外抑制细菌的活性，是昆虫防御微生物感染的第一道防线［$，"］。抗菌肽不仅对一些革兰

氏阳性菌及阴性菌有很高的抗菌活力，甚至能杀死抗多种抗生素的致病性的乙酸钙不动

杆菌［!］，并且对真菌、原虫、某些病毒和一些肿瘤细胞［#］也有明显的杀伤作用。值得一提

的是抗菌肽对真核细胞几乎没有破坏作用，仅作用于原核细胞及发生病变的真核细

胞［7］，对高等动物机体正常细胞无损伤。实验表明，抗菌肽无致畸变作用、无蓄积毒性，且

不容易产生抗药性［F］。在面临抗药性和筛选新的抗生素极端困难的情况下，昆虫抗菌肽

可能成为抗生素的新来源，可望成为新一代的抗菌、抗病毒、抗癌药物。

本实验室克隆了新疆家蚕抗菌肽（I/,0(J>E8KL）基因，并通过酵母系统表达了抗菌肽

（已申请专利，专利正在受理中）；本文是在此基础上，进一步研究抗菌肽的性质及其杀灭

细菌的情况，从而对抗菌肽抗细菌的特性进行一些探讨。

, 材料和方法

, -, 抗菌肽

抗菌肽 I/,0(J>E8KL 为本实验室通过提取新疆家蚕总 Q13 并进行 Q58RIQ 获得的抗

菌肽 ,S13 分子，通过与 T/E2:EU 中已发表抗菌肽序列进行对比分析，表明所克隆基因为



一新的抗菌肽基因。将 !"#$%&’()*+ 亚克隆至穿梭质粒 &,-./!- 上，转化酵母所表达的

产物。浓度为 00123425，其分子量理论值为 678，酵母表达系统所表达的产物为 96 : ;78，

大于理论值，且在水溶液中常以二聚体的形式存在。!"#$%&’()*+ 氨基酸序列与 ,"(<=(7
中的同源比较，下划横线部分为不同氨基酸部位：

!"#$%&’()*+ ：>?@-AB5@@C@-5C5-5D>ED--.F.GHAB@AABFA>,G?BG8,BCA-,.-BFC5,D-A-B,A
,’961;6;I ：>?@-AB5D@C@-5C5-5D>ED--.F.GHAB@AABFA>,G?BG8,BCA-,.-BFC5,D-A-B,A
,’991066JI ：>?@-AB5D@C@-5C5-5D>ED--.F.GHAB@AABFA>,H?BG8,BCA-,.-BFC5,D-A-C,A
,’961;6I9 ：>?@DGBB@5C@-!@C-5-DCD-- .F.GHAB@AABFGC,K?CG8,BBA-,.-BKC5,E-A-5,A
,’99L1M1 ：>?@DGB@@@C@-5C5-5DECD--.F.AHAC@AABFA>,G?BG?,BCA-,.-B-C5,F-A-5,
,’961;6IJ ：>?@DGB5@@C@E!@C-5-DCD,-.F.GHA@@AABFGC,K?CG8,5BA-,.-BKC5,--A-5,A

!"# 受体菌和试剂

大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）8N;!由本实验室保存；金黄色葡萄球菌（ +,(-$.*)#)##/" (/0
&%/"）、巨大芽孢杆菌（1(#’**/" 2%3(,%&’/2）、谷氨酸棒杆菌（4)&.5%6(#,%&’/2 3*/,(2’#/2）、苏云

金芽孢杆菌（1(#’**/" ,$/&’53’%5"’"）、普通变形菌（7&),%/" 8/*3(&’"）为新疆大学生命科学与技

术学院微生物室所保存；化脓放线菌（9#,’5)2.#%" -.)3%5%"）为新疆医科大学第一附属医院

保存；鸡沙门氏菌（+(*2)5%**( %5,%&’#(）、牛布氏杆菌（1&/#%**( 6)8’"）（;II- 国际标准株）为新

疆兽医研究所提供。胃蛋白酶（."&O’(）为上海生工生物工程技术服务有限公司产品；P1
万单位的氨苄青霉素为石家庄制药集团产品；其余常用试剂为国产分析纯试剂。

!"$ 培养基

5< 培养基：每升含有蛋白胨 913，氯化钠 913，酵母浸出粉 ;3，&N6QJ。

!"% 抗菌肽抑菌活性检测方法

首先从不同发酵时间的发酵抗菌肽中取出一定体积待测上清液。以金黄色葡萄球菌

为实验菌种，在 5< 液体培养基，培养至 :;L;1为 1QL，参照琼脂孔穴扩散法［P］，取 I11"5 菌

悬液与 911 25 固体培养基（含 9Q0R琼脂）在 I;S混匀，并铺在无菌培养皿中，待凝固后

于 IS保存备用；使用时，在平皿中打直径为 J22 的若干小孔，并在孔中分别滴入 91"5 待

测上清液，06S条件下培养过夜。第 J 天测量抑菌圈大小。

!"& 抗菌肽的抑菌效价检测

分别取 I1"5 金黄色葡萄球菌（:;L;1 T 1QL），加入 JL1"5 5< 培养基于 9Q;25 F. 管中。

向各管中依次加入 ;"5、91"5、9;"5、J1"5、J;"5、01"5、0;"5 和 I1"5 抗菌肽，06S震荡，过

夜培养。取过夜培养物 J11"5，加入 JQP25 液体 5< 中，测 :;L;1。

!"’ 抗菌肽活力单位的测定

将氨苄青霉素按不同的浓度稀释，做抑菌实验，测抑菌圈大小。氨苄青霉素的浓度梯

度分别是 P11 U 910V、I11 U 910V、P1 U 910V、I1 U 910V、9L U 910V、P U 910V、I U 910V。向每

孔分别加入不同浓度的氨苄青霉素 J1"5，向另一孔加入 J1"5 抗菌肽。06S培养过夜。

!"( 抗菌肽热稳定性检测

将抗菌肽煮沸不同的时间，检测其对金黄色葡萄球菌抗性的变化，同时以无菌水和未

煮沸的抗菌肽作对照。实验方法同 9QI 节所述，在孔中加入分别煮沸 9;2’(、012’(、9W、

0W、;W、6W 和 PW 的 91"5 抗菌肽，进行抑菌实验。
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!"# 检测人造胃液对抗菌肽的影响

将人造胃液（!"#$ 胃蛋白酶粉末，溶于 %!!&’ 水中，再加入 %!&’ ()的盐酸溶液）

(!’、*!’ 和 %!!’，分别加入 %!!’ 的抗菌肽。在 (+,恒温培养箱放置 #-. 后，进行琼脂孔

穴扩散实验，方法同 %"- 节所述。

!"$ 抗菌肽对抗氨苄青霉素的环境微生物的抗性检测

将筛选到的抗氨苄青霉素环境微生物，在 ’/ 液体培养基中培养至 !"*0!值为 !"*，通

过琼脂孔穴扩散实验，在平皿中打直径为 -&& 的 ( 个小孔，并在孔中分别滴入 (!!’ 的抗

菌肽、氨苄青霉素和无菌水，(+,培养过夜。

!"!% 抗菌肽对抗氨苄青霉素的金黄色葡萄球菌和鸡沙门氏菌的抗性检测

用氨苄青霉素对金黄色葡萄球菌和鸡沙门氏菌进行“选择性压力”筛选，选择能抗氨

苄青霉素的金黄色葡萄球菌和鸡沙门氏菌，做抑菌实验。实验组为抗菌肽，对照组为氨苄

青霉素。

!"!! 检测抗菌肽在不同 &’ 值缓冲液中抑菌活性的变化

按照参考文献［1］配制 23# 4 %# 缓冲液。取 %!!’ 抗菌肽，分别加入 %!!’ 不同 23 值

缓冲液，以不加抗菌肽的不同 23 值缓冲液为对照，做抑菌实验，方法同 %"- 节。

!"!( 检测抗菌肽在不同高盐（)*+,）浓度下活性的变化

分别取 %!!’ 抗菌肽，加到 %!!’ 的 !"0、%"!、%"0、#"! 和 #"0 &567’ 的 89:6 浓度梯度中。

以不加 89:6 的抗菌肽为对照，进行琼脂孔穴扩散实验，方法同 %"- 节。

!"!- 检测抗菌肽的广谱抗菌活性

同样用琼脂孔穴扩散实验检测抗菌肽对不同细菌的抑菌活性。实验指示菌有 # " $%&’
;30"、( < )*+,*-、. < /,0)1,+’*/、2 < 0&*1)/’$*/、. < 13*+’40’,4-’-、5 < 6*&0)+’-、7 < 89%0,4,-、( <
,41,+’$) 和 . < :%6’-。

( 结果

("! 抗菌肽的抑菌效价检测

在 #*!!’ ’/ 培养基中加入 -!!’ ( < )*+,*-
（!"*0! = !"*），再分别向各管中加入不同量抗

菌肽，(+, 震荡培养过夜，结果 显 示：在 加 入

1"1!$、%%"00!$、%("#!$ 抗 菌 肽 后，从 开 始 的

!"*0! = !"!0> 到 !"*0!!!"!% 保持不变，表明随

着抗菌肽量的增多，!"*0! 值越来越小，培养基

中所含 ( < )*+,*- 就越来越少，直到加入 1"1!$
抗菌肽就可以完全杀灭 #*!!’ ’/ 培养基中含

有 -!!’ 的 ( < )*+,*-（!"*0! = !"*）。结果表明

抗菌活性与抗菌肽的量有关（图 %）。

图 ! 抗菌肽的抑菌效价检测

?@$<% A.B CBDC@E$ 9EC@F9GCBH@96 BII@G@BEGJ 5I :BGH52@EKLM

("( 抗菌肽活力单位的测定

将氨苄青霉素按不同的浓度稀释，进行抑菌实验，抑菌圈大小（表 %）表明：>!! N %!(O
的氨苄青霉素抑菌圈直径为 #(&&，随着氨苄青霉素单位的降低，抑菌圈直径逐渐减小，

+(*0 期 刘忠渊等：酵母菌中表达的新疆家蚕抗菌肽（:BGH52@EKLM）的特性研究



当氨苄青霉素（!"!#）为 $ % &"’( 时的抑菌圈直径为 &’))，与 !"!# 抗菌肽的抑菌圈相等，

得出抗菌肽的杀菌活力为：&)* 抗菌肽与 &!""( 的氨苄青霉素杀菌活力相当。

表 ! 抗菌肽活力单位的测定

+,-./ & +0/ )/,123/ 45 ,678987: 2;87 45 </634=8;>?@

A,)=./ </634=8;>?@
B)=C（ % &"’(）

$"" D"" $" D" &E $ D
F;08-8743

G4;/（H）C))
&’ !’ !" &$ &E &I &’ &"

图 " 抗菌肽热稳定性检测

J8*K! +0/ 0/,7>17,-./ H/7/3)8;,784; 45

</634=8;>?@ -: -48..8;*

& K &I)8;；! K ’")8;；’K &0；DK ’0；IK I0；

EK L0；L K $0；$ K 2;0/,7/H；M K N!OK

图 # 不同 $% 缓冲液对抗菌肽

抑菌活性的影响

J8*K’ +0/ ,;78-,67/38,. ,678987: 45 </634=8;>?@

,55/67/H -: H855/3/;7 =N

"&# 抗菌肽热稳定性检测

将抗菌肽煮沸 $0 后，进行抗菌实验。结果显示煮

沸 $0 的抑菌圈与未煮沸的抗菌肽的抑菌圈大小不变，

表明抗菌肽具有很强的热稳定性（图 !）。

"&’ 检测人造胃液对抗菌肽的影响

将人造胃液与抗菌肽混合，在 ’LP 恒温培养箱放

置 !D0 后，进行琼脂孔穴扩散实验。结果显示其产生

的抑菌圈与没有加胃液的抗菌肽产生的抑菌圈大小一

致，而只加入人造胃液的琼脂孔没有抑菌圈，表明人造

胃液的加入不影响抗菌肽的活性。

"&( 抗菌肽对抗氨苄青霉素的环境微生物的抗性检测

在含有抗氨苄青霉素环境微生物的固体培养基

上，加入抗菌肽的孔周围有明显的抑菌圈，而在加有水

和氨苄青霉素的孔周围无抑菌圈。结果表明新疆家蚕

抗菌肽可以杀灭抗氨苄青霉素的环境微生物。

"&) 抗菌肽对抗氨苄青霉素的金黄色葡萄球菌和鸡

沙门氏菌的抗性检测

在含 有 抗 氨 苄 青 霉 素 的 ! K "#$%#& 和 ! K
%’(%$)*" 的固体培养基上，加有氨苄青霉素的孔

周围无抑菌圈，而加入抗菌肽的孔周围有明显

的抑菌圈。结果表明新疆家蚕抗菌肽可以杀灭

抗氨苄青霉素的 ! K "#$%#& 和 ! K %’(%$)*"。

"&* 检测抗菌肽在不同 $% 值缓冲液中的抑菌

活性变化

在等体积缓冲液与抗菌肽的混合液所产生

的抑菌圈中，从 =N! Q L，抑菌圈大小不变；从

=N$ Q &!，随着 =N 值的升高，抗菌肽的作用受到

一定的抑制。说明酸基本不影响抗菌肽的抑菌

活性，而碱对抗菌肽的抑菌活性有一定程度的

抑制作用（图 ’）。
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!"# 检测抗菌肽在不同盐（$%&’）浓度下活性

的变化

抗菌肽在 !"#、$"!、$"#、%"! 和 %"# &’()* 的

+,-( 溶液中进行抑菌试验，抑菌圈的直径不低

于 $".&&。结果表明高浓度盐不影响抗菌肽抗

菌活性。

!"( 检测抗菌肽的广谱抗菌活性

结果表明抗菌肽对大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌、巨大芽孢杆菌、谷氨酸棒杆菌、苏云金芽

孢杆菌、普通变形菌、化脓放线菌、鸡沙门氏菌、

牛布氏杆菌等有不同程度的杀灭抑制作用（表

%），其中抗菌肽对鸡沙门氏菌的抑菌作用最强，

对金黄色葡萄球菌、牛布氏杆菌、巨大芽孢杆

菌、谷氨酸棒杆菌、苏云金芽孢杆菌、普通变形

菌的抗菌作用次之，对大肠杆菌和化脓放线菌

的抑菌作用稍弱一些。

表 ! 抗菌肽 &)*+,-./012 抗菌谱

/,0(1 % /21 ,3450,64175,( 891647:& ’; -167’953<=>

?3@56,4’7 847,538 A3450,64175,( ,645B54C

!"#$%&’#$’( #)*’ D D

+,(-$.*)#)##/" (/&%/" D D D D

0(#’**/" 1%2(,%&’/1 D D D

3)&.4%5(#,%&’/1 2*/,(1’#/1 D D D

0(#’**/" ,$/&’42’%4"’" D D D

6&),%/" 7/*2(&’" D D D

8#,’4)1.#%" -.)2%4%" D D

+(*1)4%**( %4,%&’#( D D D D D

0&/#%**( 5)7’" D D D D

/21 ,3450,64175,( ,645B54C 58 1E971881@ 0C 421 @5,&1417

’; 53250545’3 F’31G D D G# H $!&&；D D D G $! H $#&&；

D D D D G$# H %!&&；D D D D D G %! H %#&&G

3 讨论

自 I’&,3 等［$!］从天蚕（9.(*)-$&( #%#&)-’(）蛹中分离获得天蚕素（-167’953）以来，目前

已发现的昆虫抗菌肽有 $#! 多种［$$，$%］，天蚕素是最早发现的抗菌肽，也是目前已知天然抗

菌肽中活性最强的一种，这类抗菌肽结构相似，都由 J$ H JK 个氨基酸残基组成，分子量在

LMN 左右，分子内有两性分子的!<螺旋结构，半胱氨酸含量少，不具二硫键。在肽的许多

特定位置有较保守的残基。+<端和 -<端都有!<螺旋结构，+<端通常呈碱性，带正电荷；

-<端酰胺化，中性或微酸性，不带电或带少量负电荷。天蚕素抗菌机制独特，由于天蚕素

分子带正电荷，在静电作用下与带负电的细菌细胞表面结合，天蚕素疏水的 - 端插入细

菌细胞膜中的疏水区域，随着天蚕素分子在细菌细胞膜上的集聚，使得膜外正电荷增多，

两侧膜电位升高，最终改变了细胞膜的构象，多个天蚕素分子聚合在细菌细胞膜上形成离

子通道，造成细菌细胞内物质泄漏导致细菌死亡［$J］。新疆家蚕抗菌肽净正电荷主要分布

在成熟蛋白 +<端，疏水基团主要分布在其 -<端，这样结构决定的抗菌肽的可能作用机制

与 O53M > 的“细胞膜电势依赖通道的形成模式”相符合。

新疆家蚕抗菌肽属于杀菌力最强的天蚕素<I 类（-167’953 I），其所编码的抗菌肽蛋白

前体有 PJ 个氨基酸，其中成熟蛋白为 JQ 个氨基酸，前导肽为 %P 个氨基酸，不含半胱氨

酸、不具二硫键；第 . 位的苯丙氨酸，又有别于其它的抗菌肽，产生有别于其它抗菌肽的特

性，甚至有更高的活性。抗菌肽是一小分子肽，具有热稳定性，可以耐受 $!!R的高温达

L2［$L］，而新疆家蚕抗菌肽在加热煮沸 .2 后，抗菌活性仍未变化，表明新疆家蚕抗菌肽具

有极强的热稳定性。

当前对于由金黄色葡萄球菌感染的细菌病的治疗，主要依赖于抗生素的使用［$#］，但

随着“传统抗生素”的长期使用导致抗药菌株的产生。近期的研究发现，抗菌肽具有“传统
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抗生素”无法比拟的优越性：不会诱导抗药菌株的产生。本实验中新疆家蚕抗菌肽可以杀

灭抗氨苄青霉素的环境微生物和氨苄抗性的金黄色葡萄球菌，并且 !"# 抗菌肽与 !$%%&
的氨苄青霉素杀菌活力相当。这一发现为研制新的抗生素提供了思路。

布氏杆菌是革兰氏阴性菌，是野生和家养哺乳动物细胞内的病原体，能够引起严重的

动物和人类感染［!’］。沙门氏菌感染也是一种人畜共患病，其特征是生殖器官和胎膜发炎

引起流产、不育和各组织的局部病灶［!(］。沙门氏细菌传染病经常侵袭畜禽，由于没有有

效的抗菌素，使发病的畜禽死亡率增大，经济损失巨大。我国各地主要使用抗生素药物防

治沙门氏等细菌病，由于人们长期反复使用抗菌药物，加剧了细菌耐药的严重程度。我们

在新疆家蚕抗菌肽的初步抑菌实验中发现，抗菌肽能够杀灭布氏杆菌和沙门氏菌，并且能

杀灭抗氨苄青霉素的鸡沙门氏菌，抗菌肽的应用，将直接有效的控制细菌性感染，减少发

病死亡率，在促进畜牧业健康发展，保证人类健康中发挥重要的作用。

在抗菌肽的广谱抗菌中，发现新疆家蚕抗菌肽对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均有

不同程度的抗性，其中对鸡沙门氏菌、牛布氏杆菌、金黄色葡萄球菌的抗菌作用较强，对大

肠杆菌和化脓杆菌的抗菌作用稍弱一些。同时抗菌肽对酸、碱和 )*+, 有一定程度的耐受

性，为抗菌肽分子的改造和设计提供了理论依据，为进一步研究抗菌肽结构与活性的关系

和作用机制奠定了基础。
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