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抗菌肽人β防御素３融合糖类结合域对葡萄球菌的抑制作用
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　　摘　要：目的　探讨抗菌肽人β防御素３融合糖类结合域（ｈＢＤ３ＣＢＤ）对金黄色葡萄球菌Ｎ３１５、表皮葡萄球菌３５９８４的抑制

作用。方法　以直接杀伤和分子生物学方法检测ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色葡萄球菌Ｎ３１５和表皮葡萄球菌３５９８４菌株的抑制作用以

及对细菌关键基因表达的影响。结果　直接杀菌作用显示，抗菌肽ｈＢＤ３以及ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色葡萄球菌 Ｎ３１５、表皮葡萄球

菌３５９８４均有显著的抑制作用；ｈＢＤ３ＣＢＤ的抑制作用强于ｈＢＤ３；ｈＢＤ３ＣＢＤ抑制作用的稳定性亦强于ｈＢＤ３。在金黄色葡萄球

菌Ｎ３１５、表皮葡萄球菌３５９８４的关键基因表达检测中，ｈＢＤ３ＣＢＤ对葡萄球菌的ａｇｒ和 ｍｅｃＡ基因表达有显著抑制作用，还抑制

表皮葡萄球菌ｉｃａＡ基因的表达和促进ｉｃａＲ基因表达，这说明ｈＢＤ３ＣＢＤ能够抑制表皮葡萄球菌的生物膜形成。结论　抗菌肽

的融合策略对于改善抗菌肽的抑菌效能意义重大，并为其未来的应用带来更多希望。
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　　葡萄球菌是最常见的细菌性病原体之一。其中，金黄色葡

萄球菌是造成许多严重医院和社区感染的主要病原体，可在皮

肤、前鼻腔等多个人体部位定植和感染，最常见的是皮肤和软

组织感染［１］。目前，全球范围内临床分离的菌株超过６０％为

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ），ＭＲＳＡ已成为与耐药结

核分枝杆菌等齐名的“超级细菌”。表皮葡萄球菌则是当前临

床上最重要的导管相关感染病原体，其多重耐药性以及生物膜

的形成能力是该菌在近年来感染不断增加的重要因素。而生

物膜的形成对耐药性的产生和保持又有重要的推动作用［２］。

在现今导管使用越来越多、抗菌药物使用越来越频繁的背景

下，表皮葡萄球菌具有特有的定植优势，在未来医院感染中将

居于更加重要的地位。

目前，抗菌药物外的抗感染手段的研究主要包括对噬菌

体、细胞壁水解酶以及以抗微生物肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ，

ＡＭＰ）等的研究。ＡＭＰ是一类小分子量蛋白，对细菌、病毒、

真菌具有广谱抗菌活性。其中，防御素（ＨＢＤ）是重要的人体

ＡＭＰ，人β防御素３（ｈｕｍａｎβｄｅｆｅｎｓｉｎ３，ｈＢＤ３）不仅对细菌、

病毒、真菌等病原体有广谱的抑制作用，而且能够在人体血清

（生理性盐）浓度下发挥抑菌活性［３］。

抗菌肽作为抑菌制剂具有其特定的优越性，比如以极低的

浓度即能发挥其抗菌作用，抗菌作用强，不受细菌对抗菌药物

耐药性的影响等［４］。许多抗菌肽来自人体本身，即便是外源性

抗菌肽，也因为其分子量小，一般不会引起人体的免疫反应。

小分子多肽在体内环境下不稳定，这一方面降低了其导致临床

不良反应的可能性，另一方面也可能影响到其抗菌效力。

本研究以金黄色葡萄球菌 Ｎ３１５和表皮葡萄球菌３５９８４

作为临床常见的重要病原菌为例，通过直接杀菌实验、稳定性

实验以及对两种葡萄球菌重要功能基因表达的影响，探讨人β
防御素３融合糖类结合域这一抗菌肽的融合策略对葡萄球菌

等导管相关感染病原菌的抑制作用。

１　材料与方法

１．１　材料　金黄色葡萄球菌Ｎ３１５菌株由瑞金医院韩立中博

士惠赠，表皮葡萄球菌３５９８４菌株由上海市第九人民医院谭红

略博士惠赠。细菌ＲＮＡ抽提、反转录及定量ＰＣＲ试剂盒均购

自天根生化科技（北京）有限公司；６孔、９６孔细胞培养板购自

美国ＢＤ公司；荧光定量 ＰＣＲ反应在 ＡＢＩ７５００ＦＡＳＴ仪器

·８７６１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１３
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（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）上进行。

１．２　抗菌肽ｈＢＤ３、ｈＢＤ３ＣＢＤ的合成　抗菌肽ｈＢＤ３、ｈＢＤ３

ＣＢＤ均由上海赛百盛公司合成，其氨基酸序列分别为 ＭＧＩ

ＩＮＴＬＱＫ ＹＹＣＲＶＲＧＧＲＣＡＶＬＳＣＬＰＫＥＥＱＩＧＫＣＳＴ

ＲＧＲＫＣＣＲＲＫＫ和 ＭＧＩＩＮＴＬＱＫＹＹＣＲＶＲＧＧＲＣＡＶ

ＬＳＣＬＰＫＥＥＱＩＧＫＣＳＴＲＧＲＫＣＣＲＲＫＫＧＧＧＱＨ ＤＧＮ

ＦＶＶＹ。

１．３　抗菌肽ｈＢＤ３、ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色葡萄球菌Ｎ３１５菌、表

皮葡萄球菌３５９８４菌的直接杀菌作用与杀菌稳定性　含１×

１０５ 的 ＭＲＳＡＮ３１５菌株、表皮葡萄球菌３５９８４菌株的１ｍＬ

酪蛋白肉汤培养基用于杀菌实验，分别做３个平行管，加入１０

μｇ／ｍＬ终浓度的抗菌肽ｈＢＤ３、ｈＢＤ３ＣＢＤ进行试验。３７℃下

作用１ｈ。通过平板稀释法，在次日检测各管中的活菌数

（ＣＦＵ）来判断杀菌能力。分别在抗菌肽ｈＢＤ３、ｈＢＤ３ＣＢＤ溶

解后，使用４℃下保存１、２、４、８周后的抗菌肽以上述方法做抑

菌试验。３７℃下作用１ｈ。通过平板稀释法，在次日检测各管

中的活菌数（ＣＦＵ），并以其与对照组的比值来判断杀菌能力。

１．４　抗菌肽ｈＢＤ３、ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色葡萄球菌Ｎ３１５、表皮

葡萄球菌３５９８４重要功能基因表达的影响　３７℃下作用１ｈ。

然后以溶葡萄球菌酶溶解细菌，抽提细菌ＲＮＡ，进行逆转录和

实时ＰＣＲ检测。以１６ｓｒＤＮＡ 表达为参照，计算重要功能基

因ｉｃａＡ、ｉｃａＤ、ｉｃａＲ、ａｇｒ、ｍｅｃＡ的相对表达量，并将实验组的相

对表达量和对照组进行比较，确定抗菌肽对这些基因表达的影

响。所用的引物序列如下：ｉｃａＡ 引物为 ＡＡＣ ＡＡＧ ＴＴＧ

ＡＡＧＧＣＡＴＣＴＣＣ和ＧＡＴＧＣＴＴＧＴＴＴＧＡＴＴＣＣＣＴ
［５］，

ｉｃａＲ引物为 ＣＣＡ ＴＴＧ ＡＣＧ ＧＡＣＴＴＴ ＡＣＣ ＡＧ 和 ＣＡＡ

ＡＧＣＧＡＴＧＴＧＣＧＴＡＧＧＡ，ａｇｒ引物为 ＣＴＡＣＡＡ ＡＧＴ

ＴＧＣＡＧＣＧＡＴ ＧＧＡ ＴＴ 和 ＴＡＡ ＡＴＧ ＧＧＣ ＡＡＴ ＧＡＧ

ＴＣＴＧＴＧＡＧ，１６ｓｒＤＮＡ引物为ＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧＡＧＡＴＧ

ＴＴＧＧＧＴＴＡ和ＧＧＴＴＴＣＧＣＴＧＣＣＣＴＴＴＧＴＡＴＴＧＴ，

ｍｅｃＡ引物为 ＧＴＴ ＧＴＡ ＧＴＴ ＧＴＣＧＧＧ ＴＴＴ Ｇ 和 ＴＣＣ

ＡＣＡＴＴＧＴＴＴＣＧＧＴＣＴ。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验。犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　抗菌肽ｈＢＤ３、ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色葡萄球菌Ｎ３１５、表皮

葡萄球菌３５９８４的直接杀菌作用与杀菌稳定性　直接杀菌作

用结果显示抗菌肽 ｈＢＤ３、ｈＢＤ３ＣＢＤ 对金黄色葡萄球菌

Ｎ３１５、表皮葡萄球菌３５９８４均有显著的杀菌作用，其中，ｈＢＤ３

ＣＢＤ的杀灭作用优于ｈＢＤ３。杀菌稳定性结果显示在４℃条件

下保存时，抗菌肽ｈＢＤ３对金黄色葡萄球菌Ｎ３１５、表皮葡萄球

菌３５９８４的杀菌作用可保持２～４周（第４周起与对照组比较

差异无统计学意义，犘＞０．０５）；而抗菌肽ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色

葡萄球菌Ｎ３１５、表皮葡萄球菌３５９８４的杀菌作用可稳定４～８

周（第８周起与对照组比较差异无统计学意义，犘＞０．０５）。

２．２　抗菌肽ｈＢＤ３、ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色葡萄球菌Ｎ３１５、表皮

葡萄球菌３５９８４重要功能基因表达的影响　结果发现，抗菌肽

ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色葡萄球菌 Ｎ３１５、表皮葡萄球菌３５９８４重

要功能基因ａｇｒ、ｍｅｃＡ有抑制作用；对表皮葡萄球菌３５９８４重

要功能基因ｉｃａＡ有抑制作用，同时可上调ｉｃａＲ的表达（与相

应对照组比较差异有统计学意义，犘＜０．０５）。

３　讨　　论

耐甲氧西林葡萄球菌（ＭＲＳ）是造成医院感染的主要病原

体之一；ＭＲＳ的感染导致比对甲氧西林敏感葡萄球菌（ＭＳＳ）

感染更高的致病和病死率。ＭＲＳ耐药性的日益增加使得新的

抗感染制剂的需求愈加迫切［６］。同时，ＭＲＳ也是临床上导管

相关感染的主要病原菌，尤其产生物膜的表皮葡萄球菌，更是

高居导管相关感染病原菌的首位。

ＡＭＰ是一类小分子量蛋白，对细菌、病毒、真菌具有广谱

抗菌活性。这类蛋白往往具有亲水和疏水端，使得其既能在环

境中显示水溶性，又能进入脂膜［７］。有些ＡＭＰ的作用靶点在

胞内，但多数ＡＭＰ都是作用于细菌的细胞壁
［８］。ＡＭＰ对抗

菌药物耐药的感染性菌株也有杀灭作用，同时人体ＡＭＰ是内

生蛋白，不会导致超敏反应，这使得应用这种“天然抗菌素”进

行抗菌治疗以应对感染成为可能。ＡＭＰ的另一优点是杀菌作

用速度快，特别适用于临床治疗［９］。目前，ＡＭＰ被认为是可能

替代或者联合抗菌药物用于治疗耐药病原体感染的理想方法

之一。

本研究探讨抗菌肽人β防御素３融合糖类结合域对导管

相关感染病原体金黄色葡萄球菌 Ｎ３１５、表皮葡萄球菌３５９８４

的抑制作用。由于抗菌肽的杀菌作用快速而直接，故经常以短

时间的直接杀菌效应来评估其杀菌能力［１０１１］。本研究中的直

接杀菌作用显示，抗菌肽ｈＢＤ３以及ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色葡萄

球菌Ｎ３１５、表皮葡萄球菌３５９８４均有显著的抑制作用；ｈＢＤ３

ＣＢＤ的抑制作用强于ｈＢＤ３。这表明融合了糖类结合域的抗

菌肽的杀菌作用更强。这可能是由于糖类结合域与细菌细胞

壁的肽聚糖存在相互作用，使得细菌周围的抗菌肽实际浓度更

高所致。本研究中的糖类结合域也是肽聚糖识别蛋白（ｐｅｐｔｉ

ｄｏｇｌｙｃａｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＰＧＲＰ），后者正在受到越来越多

的研究和关注。在实际应用中，治疗性药物面临的挑战之一便

是如何在实现治疗作用的同时，减少不良反应。由于人体细胞

膜主要成分为蛋白质和脂类，因此可以预见，融合了糖类结合

域的抗菌肽在增强其杀菌作用的同时，有望对人体细胞膜有更

多作用。

稳定性实验结果显示，ｈＢＤ３ＣＢＤ抑制作用的稳定性强于

ｈＢＤ３。对于抗菌肽这样的小肽而言，提高稳定性是最终应用

的一大瓶颈。一般来说，稳定性与相对分子质量大小、高级结

构以及所带电荷都有关系。融合策略可望成为提高抗菌肽稳

定性的策略之一。当然，如何融合，融合什么样的结构域才能

够最具性价比地增强抗菌肽的稳定性，这一点尚待更多研究。

在金黄色葡萄球菌 Ｎ３１５、表皮葡萄球菌３５９８４的关键基

因表达检测中，ｈＢＤ３ＣＢＤ对金黄色葡萄球菌Ｎ３１５、表皮葡萄

球菌３５９８４的ａｇｒ和ｍｅｃＡ基因表达有显著抑制作用。由于这

两种重要基因和葡萄球菌的耐药性密切相关，这表明，抗菌肽

有可能和抗菌药物合用，而增强抗菌药物的作用效能［１２］。

本研究还显示，ｈＢＤ３ＣＢＤ抑制表皮葡萄球菌ｉｃａＡ基因

的表达和促进ｉｃａＲ基因表达。Ｉｃａ基因家族是表皮葡萄球菌

生物膜形成的主要控制因子，其中，ｉｃａＡ是促进生物膜形成的

因子之一，ｉｃａＲ则是抑制生物膜形成的主要因子。抗菌肽

ｈＢＤ３ＣＢＤ的这一作用说明ｈＢＤ３ＣＢＤ对表皮葡萄球菌的生

物膜形成有抑制作用。

多组分的融合 ＡＭＰ可以提高各组分的杀菌能力
［１３］；同

时，融合ＡＭＰ还是增加ＡＭＰ稳定性的理想方法
［１４］。也就是

说，小分子量肽的优势之一就是不容易引起机体免疫反应，但

短于１２个氨基酸的小肽在应用过程中将面临本身稳定性的问

题［１５］。ＡＭＰ已经被证实是天然免疫应对微生物感染的必要

组分，但其作为抗菌制剂尚未投入应用。临床试验的结果也并

不理想，这可能受制于其稳定性有限以及作用时间较短的原

因。因此，ＡＭＰ的生物学活性和功能检测，包括其作为内源性
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抗生素以及炎症调节因子的评价是未来研究的重要工作。

本文结果显示，融合了糖类结合域的抗菌肽ｈＢＤ３ＣＢＤ的

抑菌活性优于ｈＢＤ３，且对表皮葡萄球菌生物膜的形成有一定

的抑制作用。在未来新抗菌材料的研发中，抗菌肽有理由占居

一席之地。同时，也应该注意抗菌肽可能的不良反应，以及避

免重蹈抗菌药物滥用的覆辙。
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剂量依赖性，对肿瘤细胞ＮＢ４的凋亡作用与下调Ｂｃｌ２的表达

有关系。ＣＯＸ２有希望成为治疗白血病新的基因靶点，而

ＣＯＸ２选择性抑制剂将会成为一种有前景的白血病治疗

药物。
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