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　　抗菌肽是生物长期进化过程中保留的先天免

疫系统或原生宿主防卫机制中重要的活性分子。

其在生物界广泛分布 ,目前已从细菌 、昆虫 、植物

以及动物中分离到多种抗菌肽 。抗菌肽的抗菌谱

广泛 ,可以抗细菌 、真菌 、被膜病毒等多种微生物 ,

还对支原体 、衣原体 、螺旋体及一些恶性肿瘤和艾

滋病毒具有杀伤作用;但不破坏动物及人体正常

的体细胞 ,是吞噬细胞 、嗜中性白细胞和巨噬细胞

中防御系统的重要活性物质。由于抗菌肽的选择

性效应和分子量小 、无抗原性等特点 ,在面临抗药

性和筛选新的抗生素较为困难的今天 ,有望成为

新一代的抗菌 、抗癌药物 。

1　哺乳动物抗菌肽的种类与分布

嗜中性白细胞的吞噬体中存在大量的杀菌物

质 ,自 20世纪 60年代开始 ,人们便致力于寻找这

些杀菌物质 ,最后发现是一些带正电荷的肽类 ,即

抗菌肽。到目前为止 ,人们已从不同物种 ,包括软

体动物 、甲壳动物 、两栖动物 、鸟类 、鱼 、哺乳动物

以及人类共分离到 500多种抗菌肽。目前 ,在哺

乳动物中发现的抗菌肽主要有防御素(defensins

)和 Cathelicidins两类[ 1] 。防御素是研究最多也

最清楚的抗菌肽 ,已从不同的物种分离得到 80

多种α-,β-和θ-防御素 ,在人类嗜中性白细胞

中已发现至少有 6 种α-防御素(HNP -1 ～ 4 、

HD-5 、HD-6),2 种 β -防御素(HBD-1 、HBD

-2),还有其他多种抗菌肽[ 2] 。α-防御素 HNP

-1 ～ 3是人嗜中性白细胞主要的抗菌肽 ,其含量

约占嗜苯胺蓝体颗粒蛋白质总量的 30%～ 50%,

而HNP -4的含量较低 ,约为其他 3 种防御素的

1/100。新近研究发现 ,在发炎的口腔唾液 、结膜 、

泪腺及眼泪中均含有大量的 HNP -1 ～ 3。在兔

的嗜中性白细胞中有 NP -1 、NP -2 、NP -3a、

NP -3b 、NP-4 、NP-5 六种α-防御素 ,其总量

占细胞蛋白质总量的 15%～ 20%;在兔的巨噬细

胞中含有α-防御素 MCP -1 、MCP -2 ,但其表

达因组织起源及动物年龄不同而有差异 。

牛的 β -防御素是 Diamond 等首次在气管黏

膜上皮细胞中发现的短肽 ,命名为 TAP 。后来又

在牛的粒性白细胞中发现了 13种与 TAP 序列高

度同源的 β -防御素 。在牛的舌 、气管 、牙槽巨噬

细胞及小肠细胞中还发现了另外 2 种防御素

LAP和 EBD。猪的防御素 pBD-1 mRNA 广泛

分布于胸腺 、脾 、肝脏 、肾 、淋巴结 、膀胱 、脑 、睾丸 、

肌肉 、皮肤 、骨髓及心脏等多种器官的组织细胞

中;DNA 印迹结果表明 ,在猪舌中防御素的含量

最多可达 20 ～ 100 mg/L。另外 ,猪嗜中性白细胞

中含有较多的 Cathelicidins。此外 ,在鼠 、羊 、鸡和

火鸡中也有大量的 β -防御素分布 。

哺乳动物抗菌肽基因的表达发生在正在分化

的嗜中性白细胞 、巨噬细胞和上皮细胞中 。健康

组织上皮细胞中抗菌肽的基因表达水平较低 ,然

而在蛋白炎症因子 、脂多糖(LPS )或细菌等刺激

因子的作用下 ,抗菌肽的含量升高。对昆虫抗菌

肽的选择性诱导产生和基因表达调控途径已有所

了解 ,但对哺乳动物抗菌肽基因表达的调控途径

和机制还不清楚 。研究发现 ,在昆虫抗菌肽基因

表达调控中起重要作用的一些蛋白质 ,在哺乳动

物也发现其对应物 ,但还不清楚这些蛋白质是否

对哺乳动物有同样或相似的调控作用。
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2　抗菌肽的抗菌作用机理

目前 ,对抗菌肽的抗细菌作用机理有一定的

认识 。一些学者提出了许多抗菌肽作用机理的假

说 ,但普遍为人们接受的假说是带正电荷的抗菌

肽与带负电荷的细菌细胞膜作用 ,破坏细胞膜的

完整性 ,继而导致细胞死亡。

抗菌肽杀菌作用的具体过程可分为 3步[ 3] ,

即:⑴抗菌肽分子通过静电作用结合于细胞膜带

负电荷的磷脂双层 ,使磷脂双层局部变薄;⑵在细

胞膜电势的作用下 ,抗菌肽分子的疏水部分插入

细胞膜 ,而其两性分子α-螺旋插入膜内 ,多个抗

菌肽分子共同形成离子通道 ,使膜通透化;⑶改

变细胞膜的通透性及细胞能量状态 ,导致细胞膜

去极化 ,呼吸作用受到抑制以及细胞 ATP 含量严

重下降 ,最终导致靶细胞死亡 。

带正电荷的抗菌肽分子与带负电荷的细菌外

膜 LPS结合 ,使正常膜结构被破坏 ,从而促进抗

菌肽穿透外膜 。外膜结构的破坏 ,允许多种分子

进入菌体内 ,包括疏水化合物 、小分子蛋白和抗菌

化合物;更重要的是 ,可以自我促进抗菌肽的大量

吸收。抗菌肽也可促进传统抗生素穿透细菌外

膜 ,这可能是抗菌肽增强抗生素作用效果的主要

原因 。

近来的试验表明 ,某些抗菌肽可能作用于细

菌DNA而调控基因的表达 ,如乳铁蛋白的 N -

末端可与 DNA 的特定区域结合 ,抗菌肽 PR-3

对大肠杆菌的作用可能是通过影响基因的表达及

蛋白质合成而实现的。也有学者认为 ,某些抗菌

肽是通过与微生物细胞膜表面的“受体”蛋白结合

而发挥作用的 。从目前的研究结果来看 ,不同的

抗菌肽可能其作用机制不同 ,而同一种抗菌肽作

用于不同种微生物时 ,其作用模式可能也有差异。

抗菌肽与许多蛋白质 ,如乳铁蛋白 、溶菌酶 、杀菌/

渗透作用促进蛋白(BPI)、磷脂酶A2 、白细胞蛋白

酶分泌抑制因子(SLPI)以及补体系统等协同作

用 ,完成抗菌作用以及其他功能[ 4] 。

3　抗菌肽的分离提纯方法

3.1　批量分离

批量分离可以高效地从样品中浓缩分离目标

抗菌肽 ,所涉及的样品前处理步骤较少 ,可作为动

物生理液 、细胞和组织样品的初步分离提取手段。

用浓度为 5%～ 10%的乙酸溶液处理生理液 ,可

以选择性变性和沉淀许多大分子蛋白质 ,而将抗

菌肽保留在溶液中。用阳离子交换树脂在中性或

微酸性条件下吸附溶液中的抗菌肽 ,然后用 5%

～ 10%的乙酸溶液洗脱。收集的抗菌肽可用凝胶

色谱法进一步纯化。

3.2　凝胶过滤

抗菌肽分子量小 ,常用凝胶过滤色谱法进行

第 1步纯化 ,可用于多种物种来源的抗菌肽 ,如青

蛙 、鱼 、马等。

3.3　乙酰脲聚丙烯酰胺凝胶电泳

乙酰脲聚丙烯酰胺凝胶电泳(AU-PAGE)

根据不同肽类或蛋白质所带正电荷的密度不同而

将其分离 ,适合于抗菌肽的分析。待分离样品先

用考马氏亮蓝或银染法进行染色后与肽标样同时

电泳 ,碱性氨基酸残基较多且分子量较小的抗菌

肽 ,比那些分子量较大或带正电荷较少的肽或蛋

白质向阴极的迁移速度更快。

3.4　高效液相色谱法(HPLC)和质谱法

HPLC法是一种高效的纯化抗菌肽的方法 ,

常用的 HPLC 方法有阳离子交换色谱和反相色

谱法 。阳离子交换色谱法的主要缺点是其纯化效

率较低 ,并且其纯化后的样品在分析抗菌活性前

需脱盐。反相色谱法常用于对阳离子交换色谱法

分离后的样品进行脱盐以及进一步纯化 ,以备抗

菌活性分析。对于纯化后的抗菌肽 ,除了可用传

统的质谱法分析外 , 还可应用电喷雾质谱或

MALDI-TOF 质谱。这些技术目前正普遍用于

研究真核生物细胞 、组织和生理液中的抗菌肽。

3.5　存储条件和操作溶液

在极端条件下 ,如高热和低 pH 值 ,许多抗菌

肽性质稳定。因此 , 一般只要将样品保存在

-4 ℃即可保持其活性 。已知的所有抗菌肽均可

用微酸性溶液如 0.01%乙酸(pH 3.5 ～ 4.0)稀释

和保存 。抗菌肽在 0.01%乙酸溶液中溶解度较

高(1 ～ 10 mg/ml),而且酸性环境可减少抗菌肽

被蛋白质水解酶破坏的机会。

4　抗菌肽的抗菌活性检测方法

4.1　径向扩散法

径向扩散法(RDA)直接检测样品对固定在
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载体上微生物的生长抑制效果 ,是目前测定抗菌

肽活性最灵敏 、重现性最好的方法。样品中的抗

菌肽经过一定时间的径向扩散与固定在琼脂糖中

的微生物接触 ,从而抑制微生物的生长 ,在琼脂糖

板上形成明显的抑菌透明带。RDA 法主要缺点

是仅适合于测定单一物质或成分较少的混合物 ,

而复杂样品和生理液由于其组分扩散速率不同而

不能准确测定其活性 。

4.2　凝胶覆盖法

凝胶覆盖法(GOA)可以直接测定复杂样品

中各组分的抗菌活性 。但比 RDA 法所需的样品

量大 ,而且如果样品组分在 AU -PAGE 电泳中

分离不好时 ,很难准确测定其活性 。

4.3　菌落形成单位法

菌落形成单位法(CFU Assay)被认为是测定

物质抗菌活性的“黄金标准”方法 ,可以测定单一

组分 、多种肽混合物以及生理体液的抗菌活性。

处于对数生长期的微生物与待测样品共培养一定

时间后 ,计算菌落数而评定样品的抗菌活性。

CFU法的优点是可以不需要分离或稀释而直接

测定复杂样品的总抗菌活性。

4.4　微量营养汤稀释法

微量营养汤稀释法是国家临床实验标准委员

会认可的方法。待测样品与微生物在 37 ℃条件

下培养过夜 ,然后测定培养液在 600 nm 处的 OD

值 ,确定最低抑制浓度(M IC)和最低杀菌浓度

(MBC)。微量营养汤稀释法是所需样品量为

RDA法的 10 倍以上 ,并且不能测定完整生理液

体的抗菌活性。因此 ,常用于测定样品量较大 、纯

化程度较高的某一种抗菌肽单独作用时或与其他

肽类以及抗生素协同作用时的活性 。

5　抗菌肽的应用前景

哺乳动物抗菌肽对许多致病菌 ,如伤寒杆菌 、

致病性大肠杆菌 、硝酸盐杆菌等均有抗菌作

用[ 5] 。在临床上 ,一些对某些常用的抗生素具有

耐药性的致病菌 ,许多抗菌肽对其也具有很好的

杀灭作用。真菌病害也是目前难以解决的问题 ,

而抗菌肽无疑为其治疗提供了新的手段 。抗菌肽

还能攻击某些病毒和原虫。更为引人关注的是 ,

抗菌肽对癌细胞 、艾滋病病毒具有杀伤作用 ,同时

其良好的选择性使其对机体正常的 B 淋巴细胞

无任何不良作用 ,而该特征正是目前广泛使用的

肿瘤化疗药所不具备的。此外 ,大量的研究表明 ,

抗菌肽无致畸变作用 ,无蓄积毒性 ,且不易产生抗

药性。由此看来 ,在目前许多病原菌对已有抗生

素逐渐产生耐药性 ,而新的抗生素发现又极其困

难的情况下 ,抗菌肽极有可能成为抗菌素 、抗病毒

药以及抗肿瘤药的新来源。动物试验表明 ,抗菌

肽无论是单独作用或与传统抗生素协同作用均可

抵抗局部和整体的微生物感染 。利用抗菌肽的抑

菌特性 ,调节动物的消化系统 、神经内分泌系统和

免疫机能 ,减少抗菌素的使用 ,改善动物生产的安

全性 ,提高畜禽生产效益 。从天然免疫系统中发

现和探索天然抗菌肽 ,已从近几年发展起来 。人

们根据抗菌肽的结构和功能分析 ,已合成出上千

种抗菌肽 。新近的一些研究和产品开发使抗菌肽

有望成为抗耐药性菌株的有效治疗药物 ,具有广

阔的应用前景 。

但是 ,抗菌肽要成为临床上使用的药物 ,还有

一些问题需要解决 。首先是抗菌肽的生产问题。

由于抗菌肽的天然资源有限 ,很难满足人医和兽

医临床 ,甚至动物生产中应用的需要 。化学合成

和基因工程便成为获得抗菌肽的主要途径。化学

合成肽类容易进行结构改造或修饰 ,但其成本较

高。通过基因工程在微生物中直接表达抗菌肽基

因 ,目前还存在技术上的困难 ,即可能造成宿主微

生物自杀而不能获得产物 。以融合蛋白的形式表

达抗菌肽虽然可以克服这一障碍 ,但也存在产物

少的问题[ 6] 。因此 , 如何提高抗菌肽的生产效

率 ,降低成本 ,是应用抗菌肽必须解决的首要问

题。其次 ,与目前临床广泛使用的传统抗生素相

比 ,抗菌肽的抗菌活性还不够强。对已发现的抗

菌肽进行结构改造以及设计新的抗菌肽分子是提

高抗菌活性的有效途径 ,因此需要进一步研究其

结构和功能的关系。
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　　随着新城疫病毒(NDV)分子结构 、分子结构

与致病性关系 、强弱毒株分子结构差异等研究的

深入 ,为新城疫(ND)分子水平上的特异性诊断技

术 ,特别是为从病原体检测角度建立特异性诊断

技术奠定了基础 。其中 ,发展比较快的有单克隆

抗体技术 、RNA 指纹图谱技术 、核酸探针技术和

基因片段的体外扩增技术等。这些技术不仅用于

新城疫病毒的检测 、鉴定 、特性研究及致病型的确

定等 ,还可以据此追踪病毒的来源及流行情况。

笔者仅就新城疫分子生物学诊断常见技术目前的

研究情况简要综述如下。

1　单克隆抗体技术

传统的血清学技术检测认为 ,NDV 只有一个

血清型 ,而单抗可直接检测抗原性的微小变化 ,甚

至单个氨基酸的变化也能检出 ,从而使特异单抗

成为区别 NDV 各毒株抗原性差异的有效手段 ,

可有效解决常规单因子血清在副黏病毒血清型间

的交叉反应。1989年 ,Dellaporta等用 V4株建立

了一组特异性单抗制剂 ,不仅能区别 NDV 的自

然感染和人工免疫 ,而且与其他副黏病毒属病毒

不发生交叉反应 。因大多数单抗不能直接检测所

有NDV 的保守抗原位点 ,Meulemans等[ 1]曾用不

同特异性单抗混合应用取得了较好的效果。

A lexander等根据病毒与不同 F 和 HN 蛋白单抗

的反应能力将 NDV 各毒株分类 ,能与同一组单

抗反应的病毒具有共同的生物学和流行病学特

性。由于在疫病流行期间病毒相对比较稳定 ,使

得能对病毒的来源及传播进行有价值的推测 。此

外 ,用单抗分型确定了引起鸽新城疫大流行的

NDV 变异株 ,根据病毒与单抗结合的独特类型 ,

证实了 15 个国家的鸽子中存在着同一变异株。

Gorman等
[ 2]
在对毒力不同的 4株澳大利亚 NDV

毒株 HN 和 F 蛋白氨基酸序列分析的基础上 ,采

用生物化学方法人工合成了HN 和F 蛋白的特异

结构多肽 ,并制备出了相应的抗多肽抗体 ,用免疫

印迹方法对上述 4 个 NDV 毒株进行了鉴别 ,证

明能明显区别 4个 NDV毒株。Hodder等[ 3]利用

强毒株 Australia-rictto rta(AV)、弱毒株 Queen-

stand(V4)、Eaves-G rimes(EG)和 WaZU6 株 F

蛋白裂解位点区的氨基酸组成不同 ,设计并人工

合成了 2个多肽;针对强弱毒株序列的不同 ,将 2

个多肽分别与载体蛋白连接制备出抗强毒株多肽

和抗弱毒株多肽抗体 ,这两种抗体能有效地区别

NDV 强弱毒株。王树双等[ 4] 参考 Gorman 的方

法 ,制备了 6种抗不同毒力 NDV F 蛋白裂解位
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