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研究报告 

抗菌肽 JH-3 治疗沙门氏菌感染的效果评价 

朱春玲  赵雪芹  王磊*  李梅  夏小静  王青  徐彦召  杭柏林  孙亚伟  胡建和* 
(河南科技学院动物科技学院  河南 新乡  453003) 

 
 

摘  要：【目的】沙门氏菌(Salmonella)是重要的人畜共患传染病原菌，其感染是引起世界性胃

肠疾病的主要因素，全球每年大概有 2 100 万伤寒病例，给世界公共卫生带来严重威胁。目前

抗生素滥用问题严峻，急需寻找一种抗生素的替代品。抗菌肽 JH-3 是本实验室分离并人工改

造后具有广谱杀菌活性的小肽，以沙门氏菌标准菌株 CVCC541 为研究对象，在小鼠模型上评

价抗菌肽 JH-3 治疗沙门氏菌感染的效果。【方法】在 CVCC541 感染 BALB/c 小鼠前 3 d 连续腹

腔注射抗菌肽 JH-3 或环丙沙星(B3d，共计 40 mg/kg)和感染后 3 d 连续注射 JH-3 或环丙沙星

(P3d，共计 40 mg/kg)进行治疗。【结果】发现环丙沙星预防组效果最佳，抗菌肽 JH-3 的预防组

(B3d)效果较好，可显著保护小鼠免受致死剂量 CVCC541 的攻击，小鼠存活率高达 100%，临

床症状评分、血液和脏器荷菌数降低，小肠段病理变化减轻，效果与环丙沙星治疗组相当；而

感染 3 d 后 JH-3 治疗效果较差，临床症状评分、脏器荷菌量以及小肠病理变化均显著高于 3 d

前预防组，但 3 d 后治疗组小鼠存活率为 70%，仍明显高于单独感染组。【结论】系统评价了

抗菌肽 JH-3 不同给药时间对沙门氏菌感染的治疗效果，预防性给药方式的抗菌作用最佳，与

环丙沙星治疗效果相当，为新型抗菌药物的研究提供参考。 
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Evaluation of therapeutic efficacy of antimicrobial peptide JH-3 in 
Salmonella infection 

ZHU Chun-Ling  ZHAO Xue-Qin  WANG Lei*  LI Mei  XIA Xiao-Jing  WANG Qing  
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Abstract: [Objective] Salmonella is an important zoonotic pathogen and the main cause of 
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gastrointestinal disease worldwide, causing about 21 million cases of typhoid fever in the world each 
year, poses a serious threat to the world public health. The current serious problem of antibiotic 
abuse urges to find a substitute for antibiotics. The antimicrobial peptide JH-3 gains broad-spectrum 
bactericidal activity after being separated and artificial transformed by our group. In this study, we 
studied the therapeutic efficacy of antimicrobial peptide JH-3 to treat Chinese multi-drug resistant 
Salmonella CVCC541 infection in a mouse model. [Methods] In the prevention group, BALB/c mice 
were continuously intraperitoneally injected with antimicrobial peptide JH-3 or ciprofloxacin 
(CPFX) for 3 days before (B3d, total 40 mg/kg) Salmonella CVCC541 infection; while the drugs 
were continuously intraperitoneally injected for 3 days after (P3d, total 40 mg/kg) Salmonella infection 
in the therapy group. [Results] The ciprofloxacin in prevention group showed the best preventive 
effect, antimicrobial peptide JH-3 (B3d) also showed effective prevention against Salmonella infection, 
significantly protected mice from the lethal doses of CVCC541 infection as survival rates was 100% in 
this group. The clinical score, pathological changes of small intestine and the bacterial burdens in 
spleen and in other organs were decreased to that of the ciprofloxacin prevention group, suggesting 
JH-3 has the similar preventive function with ciprofloxacin. The therapeutic effect of JH-3 was poor, 
though the clinical score, pathological changes of small intestine and the bacterial burden were 
significantly higher in JH-3 treatment group (P3d) when compared to JH-3 prevention group (B3d), the 
survival was 70%, which was significantly higher than that of the untreated infection group. 
[Conclusion] This study systematically evaluated the therapeutic effect of antimicrobial peptide JH-3 
on Salmonella infection. Our results showed prophylactic administration of JH-3 gains the best 
antibacterial effect, which is equivalent to ciprofloxacin treatment, providing a reference for the 
research and development of novel antibiotics. 

Keywords: Antimicrobial peptide JH-3, Salmonella, Prevention, Treatment, Enteritis 
 

沙门氏菌(Salmonella)是重要的人畜共患传染

病原菌，其感染是引起世界性胃肠疾病的主要因

素 ， 临 床 上 主 要 以 伤 寒 沙 门 氏 菌 (Salmonella 

typhimurium)和副伤寒沙门氏菌为主[1]。沙门氏菌

耐药问题随着抗生素的大量使用越发严峻，从

Morocco (摩洛哥)食物中分离出的 464 株沙门氏菌

有 39.6%的比例至少对一种抗生素有耐受性，对萘

啶酮酸和磺酰胺类药物的耐受率最高，分别达

27.1%和 25.0%[2]。近年来从巴西地区分离到耐超

广谱 β-内酰胺的沙门氏菌，其可表达 CTX-M-8 和

CTX-M-2 基因，且检出率高达 40%以上[3]。Martha

等对美国 1996−2013 年间人、零售肉类和食品动物

中沙门氏菌感染情况进行调查，发现头孢曲松耐

受性沙门氏菌在未成年人中比例高达 40%，并且

这种耐受性在牛肉和家禽肉品中也广泛存在[4]。环

丙沙星是临床上治疗沙门氏菌感染的主要药物之

一，但是目前已经存在大量沙门氏菌对环丙沙星有

耐受性[5]。因此，开发不易产生耐药性、活性高、

安全可靠的新型抗沙门氏菌感染的药物十分必要。 

抗菌肽(Antimicrobial peptides，AMPs)是机体

先天性免疫系统的重要组成部分，构成机体的第

一道防线，具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤和免疫调

节等活性。与抗生素相比，抗菌肽的抗菌机制独

特、不易诱发耐药性、安全性较高，因此，抗菌

肽是抗生素的理想替代品之一。本实验室前期研

究发现牛红细胞源抗菌肽 P3 细胞毒性较小、杀菌

活性强，具有很好的临床开发前景[6]，通过对其氨

基酸序列进行改造获得 JH-3，其氨基酸序列更短

(18 个氨基酸)，杀菌和抑菌活性更强[7]，本研究发

现 JH-3 在小鼠感染前 3 d 预防性注射 JH-3 能有效抵

抗沙门氏菌对小鼠的致死性攻击，为临床治疗沙门

氏菌感染以及新型抗菌药物的开发奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

抗 菌 肽 JH-3 序 列 (RRFKLLSHSLLVTLA 
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SHL，分子量 2 091.51 D，脂溶性指数 151.67，

电荷数 12)是由本实验室分离纯化的原始抗菌肽

P3 经人工优化改造其氨基酸序列获得[8]，研究用

抗菌肽 JH-3 是由上海吉尔生化有限公司合成，经

反相高效液相色谱纯化和质谱鉴定纯度>98%。

鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 CVCC541 和 环 丙 沙 星

(Ciprofloxacin ， CPFX ， 批 号 H010105 ， 含 量

99.8%)均购自中国兽医药品监察所。BALB/c 小

鼠 购 自 郑 州 大 学 实 验 动 物 中 心 (No. 

41003100003647)；BHI (Brain Heart Infusion)培养

基购自 BD 公司；PBS 缓冲液购自 HyClone 公司。

其他试剂为国产分析纯。 

5417R 型冷冻高速离心机，德国 Eppendorf 公

司；RM2016 型病理切片机、DM3000 正置显微镜

与 DFC420 拍照系统，德国 Leica 公司；JJ-12J 型组

织脱水机、JB-P5 型石蜡包埋机，武汉俊杰电子有

限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  小鼠感染实验：将沙门氏杆菌在 BHI 液体

培养基上 37 °C、180 r/min 培养至对数生长期，   

8 000 r/min 室温离心 3 min，PBS 重悬细菌，重复

洗涤 3 次，PBS 稀释至 1×107 CFU/mL，用于小鼠

感染实验。小鼠随机分为 6 组，每组 10 只，包括

对照组 (PBS)、单独感染组 (CVCC541)、抗菌肽

JH-3 预 防 组 (B3d-JH-3) 、 抗 菌 肽 JH-3 治 疗 组

(P3d-JH-3)、环丙沙星预防组(B3d-CPFX)、环丙沙

星治疗组(P3d-CPFX)。预防组在感染前 3 d 分别连

续腹腔注射 100 μL 抗菌肽 JH-3 和环丙沙星，共计

40 mg/kg；治疗组为感染后 3 d 连续腹腔注射 100 μL

抗菌肽 JH-3 和环丙沙星，共计 40 mg/kg；后 3 组

均以腹腔注射的途径感染沙门氏菌，感染剂量为

106 CFU/只；对照组腹腔注射 200 μL 的 PBS。小鼠

感染和抗菌肽给药时间分布如图 1 所示。 

1.2.2  临床症状与存活率观察：设定临床症状评

分标准，对感染的小鼠进行临床症状评分。评分

标准如下：精神萎靡记 1 分、被毛松乱 1 分、食欲

不振 1 分、聚众扎堆 1 分、弓背 1 分、眯眼 1 分、

体重降低 1 分等。评分进行叠加，症状越多记分越

高，并记录小鼠体重和死亡时间[9]。 

1.2.3  脏器病变观察和脏器细菌载量测定：对感

染后死亡的小鼠进行剖检，观察小鼠脏器的病理

变化。小鼠脏器经 4%多聚甲醛固定、脱水透明、

浸蜡包埋、切片与贴片、脱蜡后常规 HE 染色、脱

水透明、封固后用于观察脏器病理变化[9-10]。 

小鼠脏器细菌载量的测定采用菌落计数法，即

无菌条件下取出小鼠脾脏进行称重，根据脾脏重量

加入 20 倍体积的 PBS，无菌环境中进行组织匀浆，

后对匀浆液进行倍比稀释，稀释梯度为 10−3 、

10−4、10−5，分别吸取 100 μL 进行涂板和计数。 

1.2.4  数据统计：使用 Graphpad Prism5 数据处理

软 件 对 实 验 结 果 进 行 数 据 统 计 及 差 异 性 分 析

(One-Way ANOVA 或 Two-Way ANOVA)，P≤0.05

为差异显著(文中标注*：P≤0.05；**：P≤0.01；

***：P≤0.001)。 

 

 
 

图 1  小鼠感染和抗菌肽给药时间分布 
Figure 1  Time distribution of CVCC541 infection and antimicrobial peptide treatment in mice 
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2  结果与分析 

2.1  小鼠临床症状与脾脏载菌量结果 

对 CVCC541 感染后不同处理的小鼠临床症状

观察发现：单独感染 CVCC541 组临床症状最为严

重，感染后 1 d 出现食欲减退、精神萎靡等临床症

状，感染后第 4 天症状最严重，第 7 天单独感染组

10 只小鼠全部死亡。抗菌肽治疗组(P3d-JH-3)  3 d

时小鼠出现食欲减退、精神萎靡、被毛松乱、弓

背、聚众扎堆等临床症状，给药后能够抑制小鼠

体重的降低(图 2A)，临床症状未见明显好转(图

2B)，7 d 时小鼠死亡率为 70% (图 2C)。抗菌肽预

防组(B3d-JH-3)在前 3 天临床症状较轻，临床症状

评分低于实验对照组，而且小鼠体重显著高于单

独感染组，第 5 天小鼠临床症状显示正常，小鼠保

护率达 100% (图 2C)。环丙沙星预防组(B3d-CPFX)

效果最佳，小鼠体重未见显著降低，临床症状评

分最低，小鼠保护率为 100% (图 2A−C)；环丙沙

星治疗组(P3d-CPFX)效果相对较差，但仍好于抗

菌肽治疗组和未治疗组。阴性对照组未出现不良

反应，体重也无明显的变化(图 2A、B)。 

对单独感染组和预防、治疗组小鼠脾脏细菌载

量进行测定，发现单独感染组小鼠脾脏中 CVCC541

的载菌量约为 1×108 CFU/g，抗菌肽治疗组(P3d-JH-3)

细 菌 载 量 降 低 20 倍 以 上 ， 约 为 5×106 CFU/g 

(P<0.05，图 2D)，抗菌肽预防组(B3d-JH-3)小鼠脾

脏中 CVCC541 的载菌量极显著低于单独感染组，

约为 1×105 CFU/g (P<0.001，图 2D)，与环丙沙星

治 疗 组 (P3d-CPFX) 效 果 相 当 。 环 丙沙 星 预 防 组

(B3d-CPFX) 小 鼠 脾 脏 中 细 菌 含 量 最 低 ， 约 为   

1×104 CFU/g (P<0.001，图 2D)。结果表明预防性给

药 JH-3 和环丙沙星均能够有效抵抗 CVCC541 对小

鼠的致死性攻击，降低病原菌在小鼠脾脏的定殖。 
 

 
 

图 2  不同处理组小鼠临床症状、保护率和脾脏载菌量结果 
Figure 2  Clinical symptoms, percent survival and cacteria load in spleen for mice with different treatments 

注：A：不同处理组小鼠体重变化；B：不同处理组小鼠临床症状评分结果；C：不同处理组小鼠存活率差异结果；D：不同处理

组小鼠脾脏载菌量结果. 

Note: A: The changes of weight in mice; B: Clinical symptoms for mice with different treatments; C: Percent survival for mice with 
different treatments; D: Bacteria load in spleen for mice with different treatments. 
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2.2  小鼠脏器外观病理变化结果 

对小鼠进行剖检发现：单独 CVCC541 感染组

小鼠肺脏、脾脏、肠道病变较为明显。肺脏淤血肿

大，呈暗红色，切面有较多血样泡沫液体渗出；

脾脏肿大，呈紫黑色，被膜紧张，边缘钝圆，质

地柔软，切面隆起并富有凝固不良的血液；肠管

黏连，病变主要集中在小肠段，十二指肠、空

肠、回肠有不同程度淤血，肠段松软、塌陷，肠

壁变薄，剖开肠管肠黏膜稀薄、脱落，肠腔内有

黄色粘稠状液体(图 3，CVCC541 列)。另外单独感

染组还有不同程度的腹腔积液。预防组(B3d)小鼠

脏器病理变化则较轻，在 CVCC541 感染初期肺

脏、脾脏、肠道呈局部充血状态，到第 5 天开始好

转，脏器外观病理变化与 PBS 对照组无明显差别

(图 3，JH-3 (B3d)列)。3 d 后治疗组(P3d)随时间的

延长(1 周)，出现实验组相同的病变症状，但病变

程度较实验组弱(图 3，JH-3 (P3d)列)，2 周再次进

行剖检时则无眼观病变。环丙沙星预防组和治疗

组小鼠肠道和脾脏均未见显著病理变化，未见充

血和出血的现象，而 CPFX (P3d)组小鼠出现肺脏

不同程度的损伤，表现在肺脏局部充血和出血   

(图 3，CPFX (B3d)和 CPFX (P3d)列)。 

2.3  不同处理组小鼠肺脏、脾脏和肠道 HE 染

色结果 

不同处理组小鼠脏器经 HE 染色，发现单独感

染组小鼠肺脏呈现出支气管、呼吸性细支气管等

部位不同程度出血，上皮细胞坏死、脱落，肺泡

毛细血管扩张，嗜中性粒细胞浸润使肺泡隔增宽增

厚，肺泡囊减小(图 4，CVCC541，Lung)；脾脏出

现出血性脾炎，表现为脾脏红细胞、嗜中性粒细

胞浸润，脾小结完整性受损、动脉周围淋巴鞘边

缘区分界模糊(图 4，CVCC541，Spleen)；小鼠空

肠肠腔内大量纤维素渗出，肠绒毛不同程度破

损、脱落，黏膜脱落至肠腔，与渗出的大量纤维

素凝结在一起形成不易剥离的固膜。固有层血管

明显扩张，血管内有大量红细胞，黏膜肌及黏膜

下 层 变 薄 ， 大 量 嗜 中 性 粒 细 胞 浸 润 ( 图 4 ，

CVCC541，Intestinal)。 

抗菌肽与环丙沙星治疗效果发现：抗菌肽 3 d

后治疗组肺脏和脾脏的损伤程度相对轻[图 4，

Lung，Spleen，JH-3 (P3d)]，但空肠完整性受损，

病变较严重，呈现出与单独感染组相似的病理变

化[图 4，Intestinal，JH-3 (P3d)]。抗菌肽预防组小

鼠病理变化较轻，肺脏轻微充血，伴有少量的嗜

中性粒细胞浸润，脾脏轻微充血，脾小结、动脉

周围淋巴鞘轮廓清晰，与 PBS 阴性对照组无差

别，空肠肠绒毛完整性良好，伴有轻微充血现象

[图 4，Lung，Spleen，Intestinal，JH-3 (B3d)]。环

丙沙星治疗组和预防组小鼠均表现出较为轻微的

病理变化，预防组效果最佳，治疗组小鼠肺脏出

现局部充血和炎性细胞浸润，肠腔肠粘膜局部脱

落[图 4，Lung，Spleen，Intestinal，CPFX (B3d)和

(P3d)]，结果表明预防性给药 JH-3 能够有效缓解

CVCC541 对小鼠脏器不同程度的损伤。 

 

 
 

图 3  不同处理组小鼠肺脏、脾脏和消化道的病理变化结果 
Figure 3  Pathological changes of lung, spleen and intestinal in mice with different treatments 



2986 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.12 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 4  不同处理组小鼠肺脏、脾脏和空肠的病理变化 HE 染色结果 
Figure 4  Pathological changes of lung, spleen and jejunum in mice with different treatments by HE staining 

 

3  讨论 

沙门氏菌是重要的人畜共患传染病原菌，其

感染是引起世界性胃肠疾病的主要因素[1]，近年

来，由于传统抗生素的不合理使用，造成多种细

菌耐药和药物残留问题日渐突出，对人类健康造

成了极大的威胁[11]。在寻找传统抗生素替代品的

过程中，抗菌肽以其分布广、不易产生耐药性、

药物残留少等优点而受到广泛关注[12]。本实验室

前期研究发现 JH-3 对沙门氏菌标准菌株 CVCC541

具有很好的杀菌作用，并获得其最小抑菌浓度。

本研究发现 JH-3 的预防治疗(B3d)效果较好，可显

著保护小鼠免受致死剂量 CVCC541 的攻击，小鼠

存活率高达 100%，临床症状评分、血液和脏器荷

菌数降低，小肠段病理变化减轻。本研究系统评

价了抗菌肽 JH-3 不同给药时间对沙门氏菌感染的

治疗效果，预防性给药的方式抗菌作用最佳，与

环丙沙星治疗效果相当，为新型抗菌药物的研究

提供参考。 

针对沙门氏菌抗菌肽的研究成为新热点：抗

菌 肽 Bac7 能 够 在 体 内 和 体 外 均 具 有 抗 S. 

typhimurium 的活性，Benincasa 等在 BALB/c 小鼠

上研究发现 Bac7 体内注射(30 mg/kg)对小鼠具有非

常 低 的 毒 性 ， 另 外 可 以 有 效 抵 抗 致 死 剂 量 S. 

typhimurium 感染[13]。人源抗菌肽 LL-37 能够抑制

胶原蛋白的合成，降低真皮成纤维细胞纤维化反

应。Yoo 等证实 LL-37 能够通过活化 MAPK 信号通

路抑制沙门氏菌感染结肠成纤维细胞，以及胶原

蛋白的表达和合成，从而降低沙门氏菌感染引起

的纤维素性结肠炎[14]。Dong 等对 S. typhimurium 感

染小鼠后用抗菌肽 VRW3 进行治疗，发现 VRW3

能够缓解小鼠腹膜炎的发生，降低 S. typhimurium

在小鼠体内定殖，提高小鼠存活率[15]。Wu 等发现

改造后的抗菌肽 DP7 对 S. typhimurium 的抗菌活性

提高 4−8 倍，提示氨基酸残基的改变和修饰已成为

一种有效提高抗菌肽活性的方法[16]。本研究中所

用的抗菌肽 JH-3 也是通过对原始抗菌肽 P3 进行氨

基酸修饰获得的新抗菌肽，其抗菌活性和抗菌谱

均有所提高 [7] ，丰富了沙门氏菌新型抗菌肽的   

研究。 

抗菌肽功效的发挥与给药时间密切相关：艰难

梭状芽胞杆菌(C. difficile)感染小鼠能够通过释放

Toxin A 诱导小鼠产生肠炎，感染前 1 d 和感染后连

续 3 d 结肠抗菌肽 Cathelicidin 给药，能够显著降低

C. difficile 对 C57/BL6 小鼠结肠的损伤，降低 Toxin 

A 介导的肠道炎症[17]。感染前 1 d 和感染后连续 6 d

分别进行抗菌肽 Coprisin 饮水，能够缓解 C. difficile

引起的小鼠炎性腹泻和假膜性结肠炎[18]。昆虫肽

Copa3 提前 1 周连续饮水给药，能够有效预防 C. 

difficile 感染，促进结肠上皮细胞增殖，增强肠道黏

膜屏障功能，改善肠道炎症[19]。在感染金黄色葡萄

球菌(ATCC 25923)的 CD1 小鼠 4 h 后立即进行抗菌

肽 Peptoid 1 的给药，能够显著降低病原菌在小鼠体

内的定殖[20]。马源抗菌肽 eCATH1 在用于治疗小鼠

感染马红球菌时，采用感染后 1 d 进行抗菌肽给药，
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连续给药 7 d，治疗效果较好[21]。绿脓杆菌 15159

感染小鼠 30 min 和 2 h 后进行抗菌肽 FFF21 治疗，

能够显著降低绿脓杆菌在小鼠脾脏、肾脏和肝脏的

定殖，提高小鼠存活率[22]。本研究采用感染前 3 d

连续腹腔注射抗菌肽 JH-3 (40 mg/kg)和感染后 3 d

连续注射 JH-3 (40 mg/kg)进行治疗，发现 40 mg/kg

的 JH-3 能够显著降低 S. typhimurium 对小鼠肠道病

理性损伤，预防组存活率达 100%，较好于后期治

疗组，进一步证实抗菌肽在使用过程中应尽早给药

或者预防性给药效果较好，为抗菌肽的研发提供理

论基础。 
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