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摘　要：旨在研究抗菌肽ＢｕｆｏｒｉｎⅡ的衍生物ＢＦ２－Ａ／Ｂ作用于金黄色葡萄球菌基因组ＤＮＡ的抑菌机制。原子力

显微镜观察了ＢＦ２－Ａ／Ｂ对金黄色葡萄球菌基因组ＤＮＡ的结合作用，用凝胶阻滞试验分析了ＢＦ２－Ａ／Ｂ结 合ＤＮＡ
的能力，ＤＮａｓｅⅠ足迹试验研究衍生肽与基因组ＤＮＡ结 合 的 特 异 性，并 考 察 了 对 细 胞 呼 吸 作 用 和 ＡＴＰ合 成 的 影

响。结果显示，ＢＦ２－Ａ／Ｂ都能 结 合 基 因 组ＤＮＡ，ＢＦ２－Ｂ的 结 合 能 力 比ＢＦ２－Ａ强，并 且 都 趋 向 特 异 性 结 合 基 因 组

ＤＮＡ上的２个区段，其中１个是２３ＳｒＲＮＡ基因上的１段保守序列，衍生肽还影响细胞的氧化磷酸化过程，显著抑

制细胞呼吸作用和ＡＴＰ合成，ＢＦ２－Ｂ的抑制比ＢＦ２－Ａ更强烈。研究结果说明ＢＦ２－Ａ／Ｂ是通过渗透细胞膜进入细

胞质，特异性结合基因组ＤＮＡ上的２个区段，并抑制细胞呼吸作用和ＡＴＰ合成而杀菌。ＢＦ２－Ｂ结合ＤＮＡ的能力

更强，抑制细胞呼吸作用和ＡＴＰ合成的能力更强，因此具有更强的抑菌活性。
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　　自２０世纪７０年 代 瑞 典 科 学 家 Ｈ．Ｇ．Ｂｏｍａｎ
等［１］在天蚕血淋巴中首次发现抗菌肽后，人们相继

在两栖动物、昆虫、鱼类、哺乳动物等［２－３］多种生物中

发现了大量的抗菌肽。抗菌肽一直是生命科学研究

的热点之一，特别是在目前抗生素耐药性日益严峻

的情况下，抗菌肽的应用价值倍受重视。抗菌肽种

类繁多，不同抗菌肽抑菌的作用机制不同，尚没有一

个涵盖所有抗菌肽作用机理的理论。由于天然抗菌

肽大多以细胞膜为主要作用靶点，因此各国学者研

究抑菌机理主要集中在膜作用机制上［４－５］。近年来，
随着对抗菌肽作用机理的深入研究，人们发现有些

抗菌肽并不破坏膜结构，而是直接穿过胞膜，作用于

胞内靶点达到抑菌目的。这种独特的抑菌机制使得

它的抗菌活性不受细胞膜成分的影响，无论对Ｇ＋、

Ｇ－菌还是真菌都有较强的抑菌活性，抗菌谱较广，不
易产生耐药性。目前研究者已经找到了多种胞内作

用的靶分子，如核酸、蛋白和信号转导通 路 等［６］，这

些肽通过影响基因的复制、表达或调控，抑制呼吸作

用，摧毁细胞骨架，抑制和影响胞内的信号传导及其

网络调控，改变细胞的生化代谢来杀伤微生物。
抗菌肽ＢｕｆｏｒｉｎⅡ是韩国学者Ｃ．Ｂ．Ｐａｒｋ等［７］

从亚洲蟾蜍的胃组织中分离纯化的有２１个残基的

抗菌肽。ＢｕｆｏｒｉｎⅡ抗 菌 活 性 很 强，它 不 溶 解 细 胞，
杀菌迅速，没有滞后期［８］，具有高效的穿膜 效 率，在

低于最小抑菌浓度下，也能穿透细胞膜并在细胞内

积 累［９－１０］。ＢｕｆｏｒｉｎⅡ 进 入 细 胞 后，通 过 与 胞 内

ＤＮＡ／ＲＮＡ 紧 密 结 合，抑 制 基 因 的 复 制 和 表 达，最

终起到杀菌作 用［１１］。Ｃ．Ｂ．Ｐａｒｋ等 在 研 究 它 的 构

效关系时，在其Ｎ－端截去了４个冗余残基后产生了

１个衍生肽，它的 抑 菌 活 性 比ＢｕｆｏｒｉｎⅡ还 要 强［１２］。
在 前 期 研 究 中，笔 者 将 此 衍 生 肽 命 名 为 ＢＦ２－Ａ
（ＲＡＧＬＱＦＰＶＧＲＶＨＲＬＬＲＫ），并在其结构特征基

础上设计 并 化 学 合 成 了１个 新 的 衍 生 肽，命 名 为

ＢＦ２－Ｂ（ＲＡＧＬＱＦＰＬＧＲＬＬＲＲＬＬＲＲＬ　ＬＲ）［１３］，研

究发现ＢＦ２－Ｂ的 抗 菌 活 性 比ＢＦ２－Ａ强，杀 菌 也 比

ＢＦ２－Ａ迅速。笔者 前 期 研 究 了 这２个 衍 生 肽 对 金

黄色葡萄球菌细胞膜的作用机制［１４］，现拟通过原子

力显微镜和凝胶阻滞试验 考 察ＢＦ２－Ａ／Ｂ对 金 黄 色

葡萄球菌基因 组ＤＮＡ的 结 合 作 用，并 研 究 分 析 了

肽与ＤＮＡ结合 的 特 异 性，以 及 抗 菌 肽 作 用 基 因 组

ＤＮＡ后对金黄 色 葡 萄 球 菌 的 呼 吸 作 用 和 ＡＴＰ合

成的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　衍生肽ＢＦ２－Ａ／Ｂ　　目的肽由上海波泰生

物科技有限 公 司 采 用Ｆｍｏｃ固 相 化 学 合 成 法 合 成，

ＲＰ－ＨＰＬＣ分离纯化，纯度≥９５％。

１．１．２　菌种　　金黄色葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ　ＡＴＣＣ　６５３８），由笔者实验室提供。

１．１．３　金黄色葡萄球菌基因组ＤＮＡ　　将培养至

对数生长期的金黄色葡萄球菌收集，柱式抽提试剂

盒提取基因组ＤＮＡ，紫外分光光度计检测ＯＤ２６０ｎｍ／

ＯＤ２８０ｎｍ＝１．９６＞１．８０，符合实验要求。

１．１．４　主 要 试 剂 和 仪 器　　虫 荧 光 素 酶，虫 荧 光

素，Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮａｓｅⅠ，华美生物工程有限公

司；柱式细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒，生工生物工

程（上海）有限公司；ＤＹ－Ａ电泳仪，上海生化所西巴

斯生物技术有限公司；凝胶成 像 分 析 仪，美 国 ＵＶＰ
有限公司；原子力显微镜；本原纳米仪器有限公司；

Ｃ１０－３型溶 氧 电 极，美 国 ＮＢＳ公 司；ＭＰＩ－Ｂ型 多 参

数化学发光分析测试系统，西安瑞迈分析仪器有限

公司。

１．２　抗菌肽对金黄色葡萄球菌的抗菌活性检测

按 最 低 抑 菌 浓 度（ｍｉｎｉｍａｌ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｃｏｎｃｅｎ－
ｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）测 定 法 检 测ＢＦ２－Ａ／Ｂ对 金 黄 色 葡 萄

球菌的抗菌活性。将培养至对数生长期的待测菌液

加入９６孔细胞培养板，每孔５０μＬ，再向 各 孔 中 加

入５０μＬ经倍比稀释的抗菌肽ＢＦ２－Ａ／Ｂ，使各孔中

抗菌肽浓度分别为０．５、１、２、４、８、１６μｇ·ｍＬ
－１。阴

性对照为加入无菌水，３７℃培养６ｈ，酶标仪在λ＝
６３０ｎｍ检测ＯＤ值。与初始值相比，ＯＤ值未有显

著变化的最小浓度定义为抗菌肽对该菌的最低抑菌

浓度。

１．３　原子力显微镜扫描抗菌肽与ＤＮＡ的结合

配制０．０５ｍｇ·ｍＬ－１的 金 黄 色 葡 萄 球 菌 基 因

组ＤＮＡ，加 入 不 同 浓 度 的 抗 菌 肽。室 温 放 置１０
ｍｉｎ，将抗菌肽－ＤＮＡ复合物１０μＬ滴加到裸云母表

面，倾斜４５°让液滴在云母片上流动，滤纸条沿液滴

边缘将残液 吸 去。氮 气 吹 干３ｍｉｎ，将 制 备 的 样 品
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置于原子力显微镜（ａｔｏｍｉｃ　ｆｏｒｃｅ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＡＦＭ）
扫描台上。在空气中室温下利用接触模式成像。试

验采用１００μｍ扫描器，氮化硅探针，针尖曲率半径

约１０ｎｍ，力常数约１５８Ｎ·ｍ－１或２１８Ｎ·ｍ－１，扫
描速率１２～１１５Ｈｚ。ＡＦＭ 图 像 经 过 自 带 软 件（ＩＰ
２１１版）的平滑处理，以消除低频背景噪声［１５］。

１．４　ＤＮＡ－肽结合凝胶阻滞试验

用 ＤＮＡ 结 合 缓 冲 液［１６］ （５％ 甘 油，１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．０，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＥＤ－
ＴＡ，１ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＤＴＴ，２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＫＣｌ，５０

μｇ·ｍＬ
－１　ＢＳＡ）溶 解 抗 菌 肽ＢＦ２－Ａ／Ｂ，作 梯 度 稀

释。在离心管中加入５μＬ　０．５ｍｇ·ｍＬ
－１金黄色葡

萄球菌基因组ＤＮＡ溶液，再分别加入５μＬ经梯度

稀释的抗菌肽溶液，阴性对照为ＰＢＳ缓冲液。室温

下孵育１０ｍｉｎ后，加入上样缓冲液，０．７％琼脂糖凝

胶电泳３０ｍｉｎ，凝胶成像分析仪观察记录结果。

１．５　ＤＮＡ与抗菌肽的特异性结合研究

１．５．１　ＤＮａｓｅⅠ足迹试验法（ｆｏｏｔｐｒｉｎｔｉｎｇ　ａｓｓａｙ）　
　在ＰＣＲ管中加入１μＬ　０．５ｍｇ·ｍＬ

－１的金黄色

葡萄球菌基因组ＤＮＡ，加入１μＬ　０．２ｍｇ·ｍＬ
－１的

抗菌肽，阴性对照为超纯水，３７℃孵育１ｍｉｎ。分别

加 入 冰 浴 的 ５ μＬ　ＭｇＣｌ２／ＣａＣｌ２ 溶 液 （１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＭｇＣｌ２，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＣａＣｌ２，过滤除菌）

和２μＬ反应缓冲液（２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ
（ｐＨ７．９），５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＫＣｌ，４ｍｍｏｌ·Ｌ－１精 胺，

０．０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋 酸 锌，０．１μｇ·ｍＬ
－１牛 血 清 白

蛋白，１０％（Ｖ／Ｖ）甘 油，０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＤＴＴ）后，
每管加入１μＬ　０．１ｍｇ·ｍＬ

－１的ＤＮａｓｅⅠ（ＤＮａｓｅ
Ⅰ溶于１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－Ｃｌ（ｐＨ８．０），－２０℃冻

存，使用前稀释于冰浴的１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－Ｃｌ），
混匀，３７℃水浴１ｍｉｎ后立即加入５μＬ反应 终 止

液（２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＥＤＴＡ （ｐＨ８．０），１％（ｍ／Ｖ）

ＳＤＳ，０．２ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＣｌ，１２５μｇ·Ｌ
－１　Ｌ酵 母ｔＲ－

ＮＡ）终止反应。加入３μＬ上样缓冲液，２％的琼脂

糖凝胶电泳，电泳３０ｍｉｎ后用凝胶成像分析仪观察

记录结果。

１．５．２　ＤＮＡ切 割 条 带 凝 胶 回 收　　选 取 基 因 组

ＤＮＡ经肽保护后，免受ＤＮａｓｅⅠ酶切的条带切胶回

收，称重后切碎。加入等体积的融胶液，混匀，５５℃
水浴加热１０ｍｉｎ至 胶 全 融。加 入 到ＤＮＡ纯 化 柱

内，室温放置１ｍｉｎ后，１４　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，
倒弃收集管内的液体。在ＤＮＡ纯化 柱 内 加 入７００

μＬ洗涤液，室温放置１ｍｉｎ，１４　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１

ｍｉｎ，洗去杂质，并 重 复１次。将ＤＮＡ纯 化 柱 置 于

１．５ｍＬ离 心 管 上，加 入３０μＬ洗 脱 液 至 管 内 柱 面

上，放置１ｍｉｎ后１４　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，收集

滤液，即为切割条带的ＤＮＡ溶液。

１．５．３　ＤＮＡ特异性结合序列的测序　　与抗菌肽

特异性结合的ＤＮＡ区段的序列测定由上海杰李生

物技术有限公司完成。

１．５．４　ＤＮＡ 序 列 相 似 性 搜 索　　ＢＬＡＳＴ程 序

组：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／。

１．６　抗菌肽作用细菌后对细胞呼吸作用的影响

将培养至对数生长期后期的金黄色葡萄球菌离

心，生理盐水洗涤，用细菌基本培养基（葡萄糖２ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．１５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．１ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．０５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．００２ｇ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ
０．００２ｇ，柠檬酸钠０．０５ｇ，Ｌ－精氨酸０．０１ｇ，水１００
ｍＬ）重悬至１×１０８　ＣＦＵ·ｍＬ－１，移取２９ｍＬ菌悬

液至三角锥瓶中，分别加入１ｍＬ抗菌肽，使其终浓

度为５ＭＩＣ，３７℃水 浴 振 荡 培 养，加 入 纯 水 作 为 阴

性对照。以初 时 刻 菌 悬 液 的 溶 氧 率 为１００％，空 气

中的溶氧率为０％，用Ｃ１０－３型溶氧电极（美国ＮＢＳ
公司）测不同时刻下菌悬液的溶氧率［１７］。试验重复

３次，数据取其平均值。

１．７　抗菌肽作用细菌后对细胞ＡＴＰ生产的影响

将培养至对数生长期后期的金黄色葡萄球菌离

心，生理盐水洗涤，分别加入１００μＬ　ＬＢ培养基，８００

μＬ　１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１葡 萄 糖／ＰＢＳ溶 液，以 及１００μＬ

抗菌肽，混匀，使其终浓度为５ＭＩＣ，加入纯水作为

阴性对 照。３７℃孵 育 不 同 时 间，离 心３ｍｉｎ，去 上

清。沉淀物加入１００μＬ生理盐水重悬，混匀，取９０

μＬ菌悬液于新离心管中，加入１００μＬ　０．０５％的苯

扎溴铵和１０μＬ　１ｍｍｏｌ·Ｌ
－１　ＭｇＣｌ２，混匀，放置３

ｍｉｎ作为Ｂ液。在容量瓶中加入６９μＬ虫荧光素酶

和４９μＬ虫 荧 光 素，定 容 至１３ｍＬ，混 匀 放 置２０
ｍｉｎ，作为 Ａ液。在石英管中吸取１００μＬ　Ｂ液，加

入４００μＬ　Ａ液，混合１５ｓ，放入 ＭＰＩ－Ｂ型多参数化

学发光分析测试系统检测溶液的发光强度信号［１８］。

２　结　果

２．１　抗菌肽对金黄色葡萄球菌的抗菌活性

衍生肽对金黄色葡萄球菌的抗菌活性以最低抑

菌浓度（ＭＩＣ）来表示，结果见表１。经过重新设计的

ＢＦ２－Ｂ对金葡菌的抑菌活性要比ＢＦ２－Ａ强１倍。这

个结果与前期在大肠杆菌的抗菌活性研究结果一致。
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表１　抗菌肽ＢＦ２－Ａ／Ｂ对金葡菌的抗菌活性

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＢＦ２－Ａ／Ｂ　ｆｏｒ　Ｓ．ａｕｒｅｕｓ

Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ
ＭＩＣ／（μｇ·ｍＬ

－１）

ＢＦ２－Ａ　 ＢＦ２－Ｂ

Ｓ．ａｕｒｅｕｓ　 ２　 １

２．２　原子力显微镜扫描抗菌肽与ＤＮＡ的结合

采用原子力显微镜技术，观察分析ＢＦ２－Ａ／Ｂ与

ＤＮＡ的相互作用（图１）。图１ａ显示未加抗菌肽的

ＤＮＡ分子为松散舒展的长链状，链段较长，且多条

ＤＮＡ链相互聚集缠绕，形成大的凝聚团。图１ｂ是

加入４００μｇ·ｍＬ
－１　ＢＦ２－Ａ后的ＤＮＡ分子图像，图

中明亮白色小点为肽分子，ＢＦ２－Ａ能与ＤＮＡ结合，

ＤＮＡ链可与肽分子形成串珠状复合物。图１ｃ、ｄ是

加入不 同 浓 度ＢＦ２－Ｂ后 的 ＤＮＡ 分 子 图 像，在１０

μｇ·ｍＬ
－１时，能很清 楚 地 看 到 肽 分 子 吸 附 在ＤＮＡ

链上，但当ＢＦ２－Ｂ浓度高达４００μｇ·ｍＬ
－１时，由于

ＢＦ２－Ｂ与ＤＮＡ的强烈结合作用，ＤＮＡ链上吸附太

多的肽分子，形成一个个突起的山脊（白色小亮点），
而接触 式 扫 描 的 纳 米 探 针 无 法 扫 描 到 深 谷（ＤＮＡ
链），因此无法 看 到ＤＮＡ链，但 顺 着 这 些 突 起 的 小

亮点，就是１条ＤＮＡ链。结果显示ＢＦ２－Ｂ与ＤＮＡ
的结合能力要强于ＢＦ２－Ａ。

图１　抗菌肽与细菌ＤＮＡ结合的原子力显微镜观察

Ｆｉｇ．１　ＡＦＭ　ｉｍａｇｅ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　ｗｉｔｈ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ

２．３　ＤＮＡ－肽结合凝胶阻滞试验

ＢＦ２－Ａ／Ｂ与ＤＮＡ结 合 后 可 使 复 合 分 子 增 大，
导致电泳时ＤＮＡ的 运 动 速 度 减 慢，泳 动 滞 后。进

一步采用凝胶阻滞试验验 证 了 抗 菌 肽ＢＦ２－Ａ／Ｂ与

ＤＮＡ的 结 合 能 力，结 果 见 图２。当ＢＦ２－Ａ 为０．２
ｍｇ·ｍＬ－１ 时，即 开 始 有 阻 滞 现 象，当 达 到４．５
ｍｇ·ｍＬ－１时，ＢＦ２－Ａ 与 ＤＮＡ 的 强 烈 结 合 已 经 使

ＤＮＡ无法跑出点样孔。当ＢＦ２－Ｂ为０．０５ｍｇ·ｍＬ－１

时阻滞已开始，当达到０．４ｍｇ·ｍＬ－１时，与ＢＦ２－Ｂ
的结合使得ＤＮＡ一 直 保 留 在 点 样 孔 里，甚 至 当 大

于０．６ｍｇ·ｍＬ－１时，ＢＦ２－Ｂ与ＤＮＡ结合程度使得

ＥＢ无法竞争插入到ＤＮＡ的碱基对中，使点样孔中

的ＤＮＡ 没 有 发 出 荧 光。结 果 不 仅 说 明ＢＦ２－Ａ／Ｂ
能与ＤＮＡ强烈结合，而且ＢＦ２－Ｂ结合ＤＮＡ的能力

比ＢＦ２－Ａ强。
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Ａ．ＢＦ２－Ａ，１～８．０、０．１、０．２、０．４、０．６、１．１、２．２、４．５ｍｇ·ｍＬ－１；Ｂ．ＢＦ２－Ｂ，１～８．０、０．０１、０．０５、０．１、０．２、０．４、０．６、
１．１ｍｇ·ｍＬ－１

图２　ＤＮＡ－抗菌肽结合凝胶阻滞电泳图

Ｆｉｇ．２　Ｇｅｌ　ｒｅｔａｒｄａｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ　ｏｆ　ＤＮＡ－ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｂｉｎｄｉｎｇ

２．４　抗菌肽与ＤＮＡ的特异性结合研究

２．４．１　肽与ＤＮＡ特 异 性 结 合 的ＤＮａｓｅⅠ足 迹 试

验　　用ＤＮａｓｅⅠ足迹试验来考察抗菌肽与ＤＮＡ
的特异性结合，如图３所示。ＤＮＡ经ＤＮａｓｅⅠ消化

后，产生了连续的ＤＮＡ片段梯度群体，尤以小分子

的片段 居 多，而 将ＢＦ２－Ａ／Ｂ与ＤＮＡ孵 育 后，再 经

ＤＮａｓｅⅠ切割，产生了２条受保护的条带，相对分子

质量分别接近２００和３００ｂｐ，并且重复切割其条带

位置不变。这说明ＢＦ２－Ａ／Ｂ能 够 特 异 性 的 结 合 金

黄色葡萄球菌基因组ＤＮＡ。经ＢＦ２－Ａ保护后的切

割条带没有ＢＦ２－Ｂ结合后的明显，这可能是ＢＦ２－Ｂ

１，２．ＢＦ２－Ａ＋ＤＮＡ＋ＤＮａｓｅⅠ；３，４．ＢＦ２－Ｂ＋ＤＮＡ＋
ＤＮａｓｅⅠ；５．ＤＮＡ＋ＤＮａｓｅⅠ；６．Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ；７．ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ
图３　抗菌肽与ＤＮＡ特异性结合的ＤＮａｓｅⅠ足迹试验

Ｆｉｇ．３　ＤＮａｓｅⅠｆｏｏｔｐｒｉｎｔｉｎｇ　ａｓｓａｙ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｏｆ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｔｏ　ＤＮＡ

结合ＤＮＡ能力更强的原因。

２．４．２　ＤＮＡ特异性结合区段的序列测定及相似性

比对　　经杰李生物公司测序，相对分子质量接近

３００ｂｐ的ＤＮＡ片段实际为２５４个碱基对，序 列 如

下：

１　ＣＴＡＣＴＡＡＧＡＧ，ＴＣＧＡＴＧＡＴＧＧ，ＡＣＧ－
ＣＧＡＡＣＴＡ，ＡＣＡＣＣＧＡＴＡＴ，ＧＣＴＴＣＧＧＧＧＡ

５　 ＧＣＧＧＴＧＡＧＴＡ，ＣＧＣＴＴＴＧＡＴＣ，ＣＧ－
ＧＡＧＡＴＴＴＣ，ＣＧＡＡＴＧＧＧＧＣ，ＡＡＣＣＣＡＡＴＣＡ

１０１　ＧＣＴＴＡＧＴＣＧＣ，ＴＧＡＴＴＡＣＴＴＧ，ＡＣ－
ＴＡＧＴＧＡＡＴ，ＡＣＡＴＡＧＣＴＡＧ，ＣＡＡＧＡＧＧＴＡＧ

１５１　ＡＣＧＣＡＧＴＧＡＡ，ＣＴＧＡＡＡＣＡＴＣ，ＴＴ－
ＡＧＴＡＧＣＴＧ，ＣＡＧＧＡＡＧＡＧＡ，ＡＡＧＡＡＡＣＡＴＣ
２０１　ＧＡＴＴＣＣＣＴＧＡ，ＧＴＡＧＣＧＧＣＧＡ，ＧＣ－

ＧＡＡＡＡＧＧＧ，ＡＡＧＡＧＣＣＣＡＡ，ＡＣＣＡＡＣＡＡＧＣ
２５１　ＡＡＡＣ
经在ＮＣＢＩ网站上用ＢＬＡＳＴ程序组进行序列

比对，发 现 这 段 ＤＮＡ 与 肉 葡 萄 球 菌、枯 草 芽 孢 杆

菌、发酵乳杆菌、粪肠球菌等细菌的２３ＳｒＲＮＡ的基

因序列具有相对不同的序列同源性。如图４所示，
以枯草芽孢杆菌为例，ＤＮＡ片段的３～２４５位的碱

基与枯草芽孢杆菌２３ＳｒＲＮＡ基因上２　２４０～２　４８０
位上 的 序 列 有７９％的 相 似 性。在 这 些 细 菌 的２３Ｓ
ｒＲＮＡ基因中存在一 段 很 保 守 的 序 列 区，因 此 推 测

这段ＤＮＡ也是金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ　６５３８的２３Ｓ
ｒＲＮＡ基因序 列 中 的 保 守 区 段。同 时 也 提 示ＢＦ２－
Ａ／Ｂ也可能 与 其 它 细 菌２３ＳｒＲＮＡ基 因 上 的 这 段

保守序列特异结合。
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图４　ＤＮＡ片段序列相似性搜索

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｈｏｍｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｆｒａｇｍｅｎｔ

２．５　抗菌肽作用细菌后对细胞呼吸作用的影响

抗菌肽作用金黄色葡萄球菌后对细胞呼吸作用

的影响可以间接显示电子传递链的完整性，如图５
所示。与阴性对照相比，加入了ＢＦ２－Ａ／Ｂ的菌悬液

中溶氧率高很多，说明２个抗菌肽都显著的抑制了

细菌的呼吸作用，使菌悬液中溶解的氧消耗减慢。

图５　抗菌肽对细菌氧消耗的影响

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｏｎ　ｏｘｙｇｅｎ　ｃｏｎ－
ｓｕｍｐｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ

２．６　抗菌肽作用细菌后对细胞产ＡＴＰ的影响

加入抗菌肽后，细菌的呼吸作用受到抑制，那么

其ＡＴＰ的合成必然会受到影响。抗菌肽对细菌细

胞产ＡＴＰ能力 的 影 响 如 图６所 示，ＢＦ２－Ａ／Ｂ处 理

后，伴随着呼吸 受 到 抑 制 的 同 时，ＡＴＰ的 含 量 急 剧

降低，其中ＢＦ２－Ｂ对ＡＴＰ合成的抑制更强烈。

图６　抗菌肽对细菌ＡＴＰ生产的影响

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ＡＴＰ
ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｅ．ｃｏｌｉ
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３　讨　论

抗菌肽的研究已有几十年的历史，而各国学者

研究抑菌机理主要集中在膜作用机制上。分离自蟾

蜍胃组织中的抗菌肽ＢｕｆｏｒｉｎⅡ能透过细胞膜，直接

作用于胞内ＤＮＡ，达到杀菌目的。笔者以Ｂｕｆｏｒｉｎ
Ⅱ的衍生肽ＢＦ２－Ａ为母肽，在其结构特征基础上设

计合成了一个新肽ＢＦ２－Ｂ，研究发现ＢＦ２－Ｂ的抗菌

活性比ＢＦ２－Ａ强，杀菌也比ＢＦ２－Ａ迅速［１３］。
笔者选取金黄色葡萄球菌为研究对象，研究比

较了衍生 肽ＢＦ２－Ａ／Ｂ对 基 因 组ＤＮＡ的 结 合 作 用

导致的抑菌机理。原子力显微镜观察和凝胶阻滞试

验都证实ＢＦ２－Ａ／Ｂ能够强烈结合基因组ＤＮＡ，并

且ＢＦ２－Ｂ结合ＤＮＡ的能力比ＢＦ２－Ａ强。ＤＮａｓｅⅠ
足迹试验说明衍生肽趋向与金黄色葡萄球菌基因组

ＤＮＡ上的２个区段进行特异性结合，其中１个区段

是２３ＳｒＲＮＡ基因上的１段保守序列。抗菌肽还能

影响细胞的氧化磷酸化过程，显著抑制细菌的呼吸

作用和ＡＴＰ的 合 成，其 中ＢＦ２－Ｂ的 抑 制 比ＢＦ２－Ａ
更强烈，细菌的呼吸链是分布在细胞质膜上，在前期

研究中我们知道抗菌肽ＢＦ２－Ａ／Ｂ几 乎 不 破 裂 细 胞

膜，推测它们对呼吸链的直接影响有限，因此呼吸作

用的抑制可能是ＢＦ２－Ａ／Ｂ进入细胞后，作用于电子

传递链中 某 一 种 或 几 种 成 分，影 响 其 功 能。ＢＦ２－Ｂ
抑制呼吸作用更强，可能是它穿越质膜时对细胞膜

渗透性增加，在一定程度上扰动了质膜上呼吸链的

缘故。溶质的摄取，例如氨基酸、核苷酸、嘌呤等这

些大分子合成的前体物的运输，需要提供包括ＡＴＰ
和质子动势 这 样 的 能 量［１８］。而 呼 吸 作 用 及 其 相 偶

联的ＡＴＰ的 产 生 受 到 抑 制，会 使 得 与 能 量 需 求 相

关的大分子合成前体物的吸收过程变得异常困难，
那就进一步影响了蛋白和核酸的生物合成［１９］。

结合前期的试验结果分析，衍生肽ＢＦ２－Ａ／Ｂ都

不是破坏金黄色葡萄球菌的细胞膜而杀菌的［１４］，它

们透过细胞膜进入细胞质，通过特异性结合基因组

ＤＮＡ，并且抑制生物大分子的合成［１９］以及细胞呼吸

作用和ＡＴＰ合成，而实现抑菌作用。ＢＦ２－Ｂ的结构

使其对金黄色葡萄球菌细胞膜的穿膜效率更高，在

胞内的累积更多，同时结合ＤＮＡ的能力更强，抑制

细菌的呼吸作用和ＡＴＰ的合成更强烈。

４　 结　论

抗菌肽ＢＦ２－Ａ／Ｂ通 过 渗 透 金 黄 色 葡 萄 球 菌 细

胞膜进入细胞 质 后，特 异 性 地 结 合 基 因 组ＤＮＡ上

的２个区段，并抑制细胞呼吸作用和ＡＴＰ合成而实

现抑菌。ＢＦ２－Ｂ结 合 ＤＮＡ的 能 力 更 强，抑 制 细 胞

呼吸作用和 ＡＴＰ合 成 的 能 力 更 强，因 此 具 有 更 强

的抑菌活性。
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