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摘要：利用微生物对十六烷吸附的方法（$%&’方法）、微电泳方法与测定细菌质膜上!(半乳糖苷酶活性的方法，探
讨了家蝇抗菌肽对大肠杆菌等 )种细菌细胞表面特性及其细胞膜的作用机制。研究结果表明，抗菌肽使细菌表面
电负性增强，对 *+细菌细胞表面电荷的改变大于对 *, 的改变，使细菌细胞表面疏水性不同程度的下降。抗菌肽

引起细菌细胞膜通透性迅速增加，不同细菌!(半乳糖苷酶释放的最大速度 -. 在 /01)23456378 9 )0:" 23456378，相应

的时间 &. 为 ;，由此推测抗菌肽对细胞膜的作用机制是“形成孔洞”。
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昆虫抗菌肽是昆虫组成性表达或经诱导表达

的一类相对分子质量较低的、广谱抗菌活性物

质［!］。家蝇（!"#$% &’()#*+$%）从幼虫到成虫都生活
在杂菌横生的污浊环境中，有着极强的适应恶劣环

境的生存能力。一些研究者分别从家蝇中分离纯

化得到抗菌肽。宫霞等［"］、周义文等［/］经电镜扫描

观察到，细菌经家蝇抗菌肽作用其细胞膜出现破损

和穿孔现象；关于昆虫抗菌肽对细菌的作用机制存

在孔洞、离子通道、抑制细胞呼吸、抑制细胞壁形成

及可变毯模型学说［#］等观点。研究家蝇抗菌肽对细

菌细胞表面特性的影响及其细胞膜作用，有助于揭

示抗菌肽的作用机制。

= 材料与方法

=>= 材料
=>=>= 菌株：供试菌株，大肠杆菌 %&]]"=:""
（5#$:)0+$: $’;+ %&]]"=:""），鼠伤寒沙门氏菌 =;;!/
（3%;(’4);;% *-A:+("0+"( =;;!/），大肠志贺氏菌 =!/;"
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（ !"#$%&&’ ()*%+,%-#’% !"#$%），金黄色葡萄球菌 &!#’
（ !,’.")&/0/001* ’1-%1* &!#’），枯草杆菌 (#)%（2’0#&&1*
*13,#&#* (#)%），链球菌由由无锡市疾病预防控制中心
提供，大肠杆菌 *+"$(（4*0"%-#0" 0/&# *+"$(，抗氨苄
青霉素的基因工程菌）由本实验室保存，均利用牛

肉膏蛋白胨培养基培养。

!"!"# 材料与试剂：家蝇抗菌肽为本实验室利用
,"!凝胶色谱和反相高压液相分离、纯化制备，在
-.-/01,2显示为一条带，分子量约为 ’$$$.，详见
参考文献［!］。邻硝基苯!/./半乳吡喃糖苷（340,）
购于中国科学院上海生化所；56789:;/"$$ 为华美生
物工程公司产品。

!"!"$ 仪器：+<=87>?@: +A#酶联免疫检测仪（美国
5BC6D9公司）；EF,/1型恒温调速摇床柜（江苏太仓
市实验设备厂）；0F;/.E- 隔水式电热恒温培养箱
（上海跃进医疗器械厂）。

!"# 实验方法
!"#"! 家蝇幼虫抗菌肽对细菌细胞表面特性的影
响：（"）抗菌肽对细菌细胞表面电荷的影响参照
0C==C87C6［&］进行，静止生长期的细菌与亚致死浓度的
抗菌肽于 #)G共孵育 "B，在室温下用 HC8@DC8C6
D9IC=电泳仪测量细菌电泳运动率（2+，单位 "$J ’

D% KLJ " K > J "），作为细菌细胞表面电荷指标，电场电
压 "$$L。（%）抗菌肽对细菌细胞表面疏水性的影
响，参照 0C==C87C6［&］+15-方法进行，实验重复两次。
!"#"# 抗菌肽对细菌细胞内膜渗透性检测，参照文
献［)］的方法进行。

# 结果

#"! 家蝇幼虫抗菌肽对细菌细胞表面特性的影响
#"!"! 家蝇抗菌肽对细菌细胞表面电荷的影响：抗
菌肽与细菌细胞表面作用是抗菌肽与细菌接触、作

用的第一步。从图 "可以看出，抗菌肽处理后细菌
表面电负性增强，其中大肠杆菌 15MM%!(%%由对照
的 J $K’)#电负性增加到 J "K!%，链球菌由对照的 J
%KN!"电负性增加到 J %K’&#，金黄葡萄球菌由对照
的 J "K’&% 电负性增加到 J %K)’)；只有大肠杆菌
*+"$(的电负性轻微减少，由对照的 J #KN’&电负性
减少到 J #KN"%。并且结果表明家蝇抗菌肽对 ,O细

菌细胞表面电荷的改变大于对 ,J的改变。

#"!"# 家蝇抗菌肽对细菌细胞疏水性的影响：抗菌
肽作用于细菌后，细菌细胞表面疏水性均有不同程

图 " 家蝇幼虫抗菌肽对细菌细胞表面电荷的影响
" 大肠杆菌 15MM%!(%%，% 大肠杆菌 *+"$(，# 志贺氏菌 !"#$%，N 链

球菌，! 鼠伤寒沙门氏菌 !$$"#，& 金黄色葡萄球菌 &!#’

! MA， 抗菌肽处理

度的下降。在抗菌肽处理后大肠杆菌 15MM %!(%%
与志贺氏菌 !"#$%疏水性分别为 #NK!)和 !NK#%，分
别比对照下降 %$K("P和 "#K$!P；链球菌的疏水性
变化最小，下降 $K(’P（图 %）。

图 % 家蝇抗菌肽对细菌细胞疏水性的影响
" 大肠杆菌 15MM%!(%%，% 大肠杆菌 *+"$(，# 志贺氏菌 !"#$%，

N 链球菌，! 鼠伤寒沙门氏菌 !$$"#

! MA， 抗菌肽处理

#"# 抗菌肽对细菌细胞膜作用分析
细菌在受到乳糖诱导后均可产生!/半乳糖苷

酶，!/半乳糖苷酶是位于细菌细胞质膜上的水解酶，
能使乳糖水解成半乳糖和葡萄糖。邻硝基苯!/./
半乳吡喃糖苷（340,）是乳糖的替代物，!/半乳糖苷
酶可以将 340,水解成半乳糖和黄色的邻/硝基苯
酚，因此可以通过培养液颜色的变化测知!/半乳糖
苷酶的活性。若细胞膜的结构遭到破坏，细胞膜的

通透性改变，!/半乳糖苷酶释放到细胞外或邻硝基
苯!/./半乳吡喃糖苷（340,）进入到细胞内部，使反
应体系 56 值快速升高，因此，利用!/半乳糖苷酶对
340,的水解来检测抗菌肽对细菌细胞膜通透性的
影响。

从图 # Q ’可以看出，家蝇幼虫抗菌肽可以引起

·!#N·%$$)年 #N（#） 微 生 物 学 通 报



细菌细胞膜通透性迅速增加，!"# $%& 时大肠杆菌
’())"*+""，大肠杆菌 ,-!#+，鼠伤寒沙门氏菌
*##!.，大肠志贺氏菌 *!.#"，金黄色葡萄球菌 /*.0，
链球菌的 !"1#* &$由 #2"*左右分别增加到 !2#0*，

!2"#0，#231*，!201/，#233* 和 !2#0*；当 -4)5" 存在
时，抗菌肽对细菌细胞膜的作用减弱，特别是对 67

细菌，但仍然使邻硝基苯!89半乳吡喃糖苷（:;<6）
增加。

利用统计软件 =<==对抗菌肽作用后体系的吸
光度与时间进行相关性分析，细胞膜通透性的影响

结果如下：

图 . 抗菌肽对大肠杆菌膜通透性的影响
———!———;’<>（)?）；———"———(@%AB&C8!##（)?），———#———抗菌肽

处理，———$———抗菌肽与 -4)5" 处理

图 1 抗菌肽对大肠杆菌 ,-!#+膜通透性的影响，
———!———;’<>（)?）；———"———(@%AB&C8!##（)?），———#———抗菌肽

处理，———$———抗菌肽与 -4)5" 处理

表 ! 抗菌肽对微生物细胞膜通透性影响

微生物 回归方程 相关系数

链球菌 D E #2!. F #2##/0"C （G E #2+#.%）
金黄色葡萄球菌 D E #2!/* F #2##1*!C （G E #2+.+%）
志贺氏菌 D E #2!3+ F #2##1!.C （G E #2+"*%）

大肠杆菌 ’())"*+"" D E #2!+0 F #2##3""C （G E #2++1%）
沙门氏菌 D E #2"!* F #2##31#C （G E #2++3%）
大肠杆菌 ,-!#+ D E #2.+" F #2##3!1C （G E #2++#%）

图 * 抗菌肽对志贺氏菌膜通透性的影响
———!———;’<>（)?）；———"———(@%AB&C8!##（)?），———#———抗菌肽

处理，———$———抗菌肽与 -4)5" 处理

图 / 抗菌肽对沙门氏菌膜通透性的影响
———!———;’<>（)?）；———"———(@%AB&C8!##（)?），———#———抗菌肽

处理，———$———抗菌肽与 -4)5" 处理

图 3 抗菌肽对链球菌膜通透性的影响
———!———;’<>（)?）；———"———(@%AB&C8!##（)?），———#———抗菌肽

处理，———$———抗菌肽与 -4)5" 处理

利用（ #1!* H !###I样品体积）I（反应时间 H
120/）计算!8半乳糖苷酶的释放

［!#］，式中 #1!*为反应

后体系在 1!*&$的吸光度，在本实验中以 #1#*近似

代替 #1!*，120/为硝基酚（:;<）的消光系数［（$$B5I
J）·K$］7 !，样品体积与反应时间的单位分别为"J，
$%&，并代入 $ E % F &’，分别对 $求一阶导数与二
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图 ! 抗菌肽对金葡萄球菌膜通透性的影响
———!———"#$%（&’）；———"———()*+,-./011（&’），———#———抗菌肽

处理，———$———抗菌肽与 23&45 处理

阶导数，可以得到!/半乳糖苷酶释放的最大速度 !$

与相应的时间 "$，结果见表 0。

表 ! 家蝇抗菌肽对不同细菌细胞膜渗透性的影响

细菌 !$（67,487*-） "$（7*-）

志贺氏菌 9:;! 1

金黄色葡萄球菌 <:55 1

链球菌 ;:9= 1

大肠杆菌 >201? ;:;! 1

大肠杆菌 #(&&5@?55 ;:=@ 1

鼠伤寒沙门氏菌 ;:?5 1

抗菌肽作用于细菌细胞膜，使细胞膜的渗透性

瞬间达到最大，此后保持渗透速度不变，由此可以

推测家蝇幼虫抗菌肽对细胞膜的作用机制是“形成

孔洞”。

" 讨论

抗菌肽与细菌表面相接触是抗菌肽作用于细

菌的第一步，从而影响细菌的表面特性，细菌的表

面特性主要包括表面电荷与表面疏水性。细菌细

胞表面结构复杂，同时存在有亲水性位点和疏水性

位点。亲水性位点主要是带电荷的基团，例如羧基

或磷酸基团、氨基或胍基基团与不带电荷的羟基基

团；疏水性位点主要是脂类、脂多糖与蛋白质。

本研究中家蝇幼虫抗菌肽处理后细菌表面电负性

增强，细菌细胞表面疏水性均有不同程度的下降。

推测是由于阳离子的家蝇抗菌肽与细菌表面相互

作用，吸引带负电荷的基团趋向表面分布重排，从

而导致细菌表面电负性增强及表面疏水性下降。

念珠菌在抗真菌药剂制霉素，氟康唑作用后细菌表

面疏水性下降［!］。这是首次关于抗菌肽对细菌细胞

表面特性作用的研究报道。

本研究结果表明，家蝇幼虫抗菌肽可以增加细

菌细胞膜上!/半乳糖苷酶的释放，即细胞膜的通透
性，当 23&45 存在时，减弱了抗菌肽对细胞膜的作
用。这可能是由于 235 A 增强了细菌细胞壁中组分
肽聚糖、磷壁酸及脂多糖的交联与折叠，这同时说

明细菌细胞壁的结构会在一定程度影响抗菌肽对

细胞膜的作用，但细胞膜是家蝇幼虫抗菌肽的主要

作用位点。本研究对抗菌肽作用后细胞膜上!/半
乳糖苷酶的释放进行回归模型分析并进行求导，得

到了!/半乳糖苷酶释放的最大速率与相应的时间，
由此可以推测家蝇幼虫抗菌肽对细胞膜的作用机

制是“形成孔洞”。目前测定抗菌肽对膜作用机制

的途径主要包括高倍电镜观察、核磁共振分析与荧

光光谱分析，与这些技术相比，本研究提供了一种

更便捷、直接的手段，我们将在以后的研究中对此

方法进行进一步的完善。

参考文献

［0］王远程，孙东旭 B微生物学通报，0??<，!#（@）：5?1 C 5?5B

［5］宫 霞，乐国伟，施用晖，等 B昆虫学报，511<，$%（0）：! C 09B

［9］周义文，尹一兵，涂植光，等 B中国抗生素杂志，511<，!&（@）：5=5

C 5=<B

［<］徐进署，张双全 B昆虫学报，5115，$’（@）：;=9 C ;=!B

［@］D,E F，GH* I，JHK* $，#$ %& B L,,M N,-+),4，511;，*- 6)OPP；

［;］$O44O+*O) &，%,E4OQ &，&KQEO4K &，#$ %& B #664*OM K-M O-R*),-7O-+K4

7*N),S*,4,3Q，0??=，("（@）：0=5@ C 0=90B

［=］TS)KH*7 D U，GE3*7,+, I，#,V* (B %*,NH*7*NK O+ %*,6HQP*NK #N+K，

5111，#’!"：0?; C 51@B

［!］W44O6,4K # " %，GK7K)K-KQKVOF $B #)NH*ROP ,X Y)K4 %*,4,3Q，0??!，$"：

!=? C !!= B

·=9<·511=年 9<（9） 微 生 物 学 通 报




