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化学合成抗菌肽抑制致病性大肠杆菌 

F41的分子作用机理 
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摘要：本文以化学合成抗菌肽为研究对象，对合成抗菌肽的抑菌活力、抑菌动力学进行研究；通过圆二色谱法评价抗菌肽二级

结构的变化；电镜观察抗菌肽对细菌微观结构影响；K+和紫外吸收物质泄漏实验分析抗菌肽对细胞膜通透性影响；DNA 凝胶阻滞实

验分析抗菌肽与细菌 DNA 相互作用关系。结果表明：不同抗菌肽的抗菌活力、抑菌动力学存在差异；抗菌活力与抗菌肽浓度、作用

时间有关；抗菌肽 Tac、TacW、TacV 明显改变细胞微观结构，使胞内 K+和紫外吸收物质泄漏，细胞膜通透性改变，造成细胞坍塌破

裂，进入细胞与 DNA 结合，产生凝胶阻滞现象。得出结论：抗菌肽作用机理与抗菌肽结构中碱性氨基酸、两亲性氨基酸的比例密切

相关，其分子作用机理包括使细胞膜通透性发生变化、改变细菌细胞微观结构、结合基因组 DNA，抑制复制、转录等，形成多个作

用靶点，是一种多效协同的作用机制。 
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Abstract: This study aimed to investigate the antibacterial activity and antibacterial kinetics of synthetic tachyplesins. The changes in the 

secondary structure of the synthetic peptides were investigated by circular dichroism (CD) spectroscopy, and the effect of synthetic peptides on 

the microstructure of cells was investigated by electron microscopy. The permeability of the cell membrane was investigated by leakages of K+ 

ion l and ultraviolet (UV)-absorbing materials, and the interaction between synthetic peptides and genomic DNA was investigated by DNA gel 

retardation experiment. The results showed that the antibacterial activity and antibacterial kinetics were different in different synthetic 

tachyplesins, and the antibacterial activity was related with the concentration of tachyplesins and the action time. The cellular microstructure of 

Escherichia coli was significantly changed by synthetic antimicrobial peptides Tac, TacW, and TacV causing leakages of K+ ions and UV 

absorbing materials, changes in cell membrane permeability, bacterial cell wall fractures, and cell collapse. At the same time, synthetic 

antibacterial peptides could bind to genomic DNA and lead to gel retardation. In conclusion, the action mechanism of synthetic tachyplesins is 

closely related to the ratio of amphiphilic amino acids and basic amino acids in tachyplesins structure. The molecular mechanisms involves 

multiple effects, including changes in membrane permeability and bacterial cell microstructure, genomic DNA binding, inhibition of replication 

and transcription, and formation of multiple targets..  
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鲎素（tachyplesin I）是由Miyata T等[1]首次报道

从中国鲎（horseshoe crab）血细胞小颗粒分离提取的

一类抗菌肽，具有抗细菌、抗真菌、抗病毒、抑制肿

瘤细胞增殖和诱导癌细胞分化的生物活性，是一类具

有巨大应用价值的抗菌肽。但由于中国鲎自然资源的

限制，极大制约鲎素抗菌肽的推广和应用。目前人工

合成短链多肽的技术已经成熟，合成成本大大降低，

这为鲎素抗菌肽的广泛应用提供了一个途径。天然鲎

素抗菌肽含有17个氨基酸，相对分子质量为2.263 kD，

等电点pI为12.3均富含碱性氨基酸，羧基末端均为α-

精氨酰胺，一级结构为：NH2-K-W-C-F-R-V-C-Y-R- 

G-I-C-Y-R-R-C-R-CONH2，分子中由第3个半胱氨酸残

基（C3）和第16个半胱氨酸残基（C16），由第7个半

胱氨酸残基（C7）和第12个半胱氨酸残基（C12）分

别键合成两个二硫键，形成其反平行的β-折叠的二级

结构，正确二硫键的形成，直接影响鲎素的二级结构

的形成和稳定[2]。本文设计合成多条鲎素抗菌肽的类

似物，分别用酸性氨基酸谷氨酸（E），碱性氨基酸赖

氨酸（K），疏水性氨基酸色氨基酸（W），极性脂肪

族氨基酸丝氨酸（S），非极性脂肪族氨基酸缬氨酸（V）

替换天然鲎素肽一级结构中的半胱氨基酸（C），用来

研究天然抗菌肽中二硫键、正电性、负电性及疏水亲

水性对抗菌机理的影响。本文通过研究合成抗菌肽抗

菌活力随时间变化关系，合成抗菌肽二级结构与抗菌

活性的关系，合成抗菌肽对细菌细胞膜通透性影响，

合成抗菌肽和基因组DNA作用关系，来提示合成抗菌

肽的分子作用机制，通过和天然鲎素抗菌机理的比较

研究，为合成鲎素能够尽快在生产实践中得到应用奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

抗菌肽 Tac、TacW、TacK、TacE、TacV、TacS

由上海黙悉生物科技有限公司合成，其一级结构及性

质根据 EXPASY 的 ProtParam 预测如表 1.实验菌株：

致病性大肠杆菌（Escherichia coli. K88、F41）、金黄

色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、伤寒沙门氏菌

（Salmonella typhimurium）、枯草芽孢杆菌（Bacillus 

subtilis）、毕赤酵母（Pichia pastoris）购于中国微生物

研究所。 

表 1 合成抗菌肽一级结构及性质 

Table 1 Primary structures and properties of synthetic tachyplesins 

peptide Sequence Purity 
disulfide 

bond 
Net charge hydropathicity 

Tac NH2-KWCFRVCYRGICYRRCR-CONH2 >95% 2 +6 ﹣0.34 

Tac W NH2-KWWFRVWYRGIWYRRWR-CON2 >95% 0 +6 ﹣0.23 

Tac E NH2-KWEFRVEYRGIEYRRER-CONH2 >95% 0 +2 ﹣0.72 

Tac K NH2-KWKFRKKYRGKKYRRKR-CONH2 >95% 0 +8 ﹣0.51 

Tac S NH2-KWSFRKSYRGKSYRRSR-CONH2 >95% 0 +6 ﹣0.62 

TacV NH2-KWVFRVVYRGIVYRRVR-CONH2 >95% 0 +6 ﹣0.46 

1.2  主要仪器设备 

XL-30环境扫描电子显微镜，荷兰PHILIPS公司； 

J-810 圆二色谱仪，日本 JASCO 公司；Z-5000 塞曼原

子吸收分光光度计，日本日立公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  圆二色谱测定 

将设计合成抗菌肽 Tac、TacW、TacK、TacE、TacV、

TacS 溶于 0.01 mol/L pH 7.4 磷酸盐缓冲溶液（PBS）

和 50%三氟乙醇（TFE），至肽浓度为 0.1 mol/L。室

温测定，石英样品池的光程为 0.1 cm，带宽 1.0 nm，

分辨率 0.5 nm，扫描测定波长范围为 190-250 nm，扫

描速度为 50 nm/min；圆二色谱用平均残基摩尔椭圆

度 θ表示。单位为：度×厘米 2
/分摩尔（deg·cm

2
/dmol）。 

1.3.2  合成抗菌肽抗菌活力与抗菌动力学研究 

具体参考 Lu Y.等[3]的方法，通过双倍稀释法确定

了合成抗菌肽的最小抑菌浓度（MIC）。抗菌肽对大肠

杆菌 F41 的抑菌动力学研究。参照 Cirioni O 等[4]的方

法，取对数生长期的大肠杆菌 F41，用 LB 培养基配

置 2.0×10
7 
CFU/mL。加入 Tac、TacW、TacK、TacE、

TacV、TacS 使其终浓度为各自最小抑菌浓度；混合物

37 ℃，200 r/min 摇床培养，分别在 10、20、40、60、

80 min 取样，稀释涂布 LB 固体，37 ℃过夜培养，计

算菌落数。 

1.3.3  合成抗菌肽对细菌超微结构影响 

http://web.expasy.org/protparam
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cirioni%20O%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=17403995
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1.3.3.1  扫描电镜观察 

取对数生长期的大肠杆菌F41菌液，5000 r/min离

心，收集菌体，用0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（PBS）冲

洗2次，配置成2.0×10
7
 CFU/mL菌悬液. 分别加入Tac、

TacW、TacK、TacE、TacV、TacS，使其达到最小抑

菌浓度，对照组添加灭菌生理盐水。37 ℃下孵育60 

min，离心收集菌体，用无菌水洗涤2次，加3%戊二醛

-多聚甲醛固定液固定，然后参照Eumkeb G等[6]的方法

处理样品，在扫描电子显微镜下观察并记录、拍照。 

1.3.3.2  透射电镜观察 

菌液处理同上，加 4%戊二醛 4 ℃固定过夜；离

心收集菌体，用 1.5%琼脂糖包埋，凝固后，切片，4%

戊二醛再固定，PBS 冲洗；梯度浓度乙醇脱水；再用

环氧丙烷、（环氧丙烷+硫酸铜）各处理 10 min；再用

3:1、1:1、1:3 比例的环氧丙烷：环氧树脂处理 30 min，

保存过夜；最后用 Epon818 树脂包埋、超薄切片、染

色。在透射电镜下观察并记录、拍照[6]。 

1.3.4  合成抗菌肽对细菌细胞膜通透性试验 

1.3.4.1  K
+离子泄漏试验 

参照 Gang Hao 等[6]，Ubels JL 等[7]的方法进行。

将对数生长期的大肠杆菌 F41 菌液离心收集菌体，用

pH 7.4 的 PBS 重悬菌体，加入 Tac、TacW、TacK、

TacE、TacV、TacS，分别形成不同浓度梯度的抗菌肽

溶液，菌液浓度为 2.0×10
7
 CFU/mL，以去离子水作对

照，室温孵育 120 min。测定不同浓度抗菌肽对 K
+离

子泄露的影响。另外，分别将菌悬液和抗菌肽混合，

使抗菌肽浓度达到最小抑菌浓度，37 ℃共同培养 60 

min，每隔 10 min 取样，测量不同时间抗菌肽对 K
+

离子泄露的影响。 

1.3.4.2  细菌胞内紫外吸收物质的泄漏实验 

参照 Al-Adham IS 等[8]的方法进行。取对数生长

期大肠杆菌 F41，依次将菌液和抗菌肽混合，使菌液

最终浓度为 2.0×10
7
 CFU/mL，抗菌肽浓度达到最小抑

菌浓度，37 ℃恒温孵育 60 min，每隔 10 min 取样，

离心，取上清液于 260 nm 测定其吸光值。以

TritonX-100 处理为阳性对照，测量胞内紫外吸收物质

的泄漏量。另外，分别将菌悬液和抗菌肽混合，形成

不同浓度梯度的抗菌肽溶液，菌液浓度为 2.0×10
7
 

CFU/mL，室温孵育 60 min，测量不同浓度抗菌肽对

胞内紫外吸收物质泄漏的影响。 

1.3.5  合成抗菌肽和细菌基因组 DNA 相互作

用 

取对数生长期的大肠杆菌 F41 菌液离心收集菌

体，采用 TIANGEN 细菌基因组 DNA 提取试剂盒

（DP302）提取大肠杆菌 F41 基因组 DNA，加入 Tac、

TacW、TacK、TacE、TacV、TacS 混合使其终浓度分

别为 2.5、5、10、20、40、80、160 mg/L，以灭菌去

离子水作对照。室温孵育 60 min，参照 Bandyopadhyay 

S 等[9]的方法进行 0.8%的琼脂糖凝胶电泳，紫外凝胶

成像系统拍照观察。 

1.3.6  数据处理 

实验均做 3 次重复，数据用 SPSS17.0 统计软件处

理，数据以均数±标准差（X±s）表示，用 Origin8.5

作图。 

2  结果与讨论 

2.1  圆二色谱 

圆二色谱结果显示：在磷酸盐缓冲液（PBS）和

模拟细胞膜的三氟乙醇（TFE）中，抗菌肽 Tac、TacW

在 198 nm 附近呈现正的特征峰，在 206~211 nm 出现

一个宽的负的特征峰，在 230 nm 附近出现一个正的

特征峰，表明 Tac、TacW 在 PBS 和 TFE 中均为 β-折

叠结构，230 nm 附近的正峰为 β-转角（图 1-a,b）；抗

菌肽 TacK、TacE 在 PBS 和 TFE 中的色谱相似，在

198 nm 附近有一负峰，在 220 nm 附近有一小而宽的

正峰，表明 TacK、TacE 在 PBS 和 TFE 中均为无规则

卷曲（图 1-c,d）；抗菌肽 TacV、TacS 在 PBS 中 192 nm

附近有一正的特征峰，在 222 nm 和 208 nm 附近呈现

两个负的特征峰，表明 TacV、TacS 在 PBS 中呈现 α-

螺旋结构，在TFE 中 198 nm 附近有一负峰，在 220 nm

附近有一小而宽的正峰，表明抗菌肽 TacV、TacS 在

TFE 中呈现无规则卷曲（图 1-d）。圆二色谱对结构改

变很敏感，广泛用于分析多肽的二级结构。从抗菌肽

在模拟疏水细胞膜环境（三氟乙醇溶液）中色谱图[10]

来分析，含二硫键 Tac 和去二硫键的 TacW 在 PBS 和

TFE 中均呈 β-折叠结构；去二硫键的 TacE 和 TacK 在

PBS 和 TFE 中均呈无规则卷曲，去二硫键的 TacV 和

TacS 在 PBS 中呈 α-螺旋构象，在 TFE 中呈无规则卷

曲；表明二硫键对 β-折叠结构并不起作用，而肽链中

不同性质氨基酸组成决定抗菌肽的二级结构，但二硫

键对维持分子结构的稳定性起作用，这与 Gururaj Rao

等[2]实验观点一致。 

2.2  合成抗菌肽最小抑菌浓度 

由表 1 可知合成抗菌肽对 6 种试验菌的抑菌作用

存在明显差异，Tac、TacW、TacK、TacV 的抑菌较强，

TacE、TacS 抑制作用相对弱些。本实验是通过合成鲎

素进行最小抑菌浓度测定，实验测得 MIC 和以往结论

相比都偏高[11]，这可能由于合成抗菌肽和天然鲎素在

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eumkeb%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23218402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ubels%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21377460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Al-Adham%20IS%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=23830945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bandyopadhyay%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23159628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bandyopadhyay%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23159628
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一、二级结构差异所致。 

2.3  合成抗菌肽对大肠杆菌 F41 抑菌动力学 

 

 

 

 

 

 
图 1 合成抗菌肽在两种溶液中的圆二色谱 

Fig.1 CD spectra of peptides in PBS and 50%TFE 

注：（a）Tac,（b）TacW,（c）TacK,（d）TacE,（e）TacV,

（f）TacS。 

表 1 合成抗菌肽的体外抗菌活性（MIC）mg/L 

Table 1 Antimicrobial activity of synthetic tachyplesins (MIC) mg/L 

peptide 

strains   MIC 
Tac TacW TacK TacE TacV TacS 

E. Coli F41 5±1 4±1 8±1 80±2 6±1 20±2 

E. Coli K88 5±1 4±1 8±1 80±2 6±1 20±2 

S.typhimurium 

S.aureus 

B.subtilis 

Pichia.pastoris 

5±1 

10±1 

10±2 

20±2 

4±1 

8±2 

8±1 

16±2 

8±2 

16±2 

16±2 

32±2 

＞80 

160±2 

160±2 

＞160 

6±2 

12±2 

12±1 

24±1 

20±2 

40±2 

40±2 

80±2 

抗菌肽和大肠杆菌 F41 孵育不同时间，细菌存活

数随时间变化关系如（图 2）。6 种合成抗菌肽均具有

抑杀作用，Tac、TacW、TacV 在 10 min 内，TacK 在

20 min 内，明显抑制细菌生长，随后变化趋缓，100 min

几乎所有细菌被抑杀。TacW 抑菌效果最强。TacE 作

用 20 min 后，菌落数有少量降低，随后一直维持稳定

的细胞数量，说明 TacE 仅能抑制细菌繁殖，并不能

够抑杀细菌。TacS 作用 60 min 后，菌落数达到最低，
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随后维持稳定数量，TacS 具有低的抑菌作用。通过抑

菌动力学研究，表明抗菌肽 Tac 和 TacW（β-折叠）、

TacV（α-螺旋）、TacK（无规则）的抑菌动力曲线基

本一致，抗菌活力相近，这表明二硫键结构甚至二级

结构对抗菌活力并不是必需的。 

 
图 2 合成抗菌肽作用 E.coli F41的抑菌动力学 

Fig.2 Antibacterial kinetics of tachyplesins for E. coli F41 

2.4  合成抗菌肽对大肠杆菌 F41 超微结构的

影响 

   

A              B              C 

   
D              E              F 

 

G 

图 3 合成抗菌肽作用 E.coli F41的扫描电镜图 

Fig.3 SEM images of E. coli F41 treated with tachyplesins 

注：（A）TacW; （B）Tac; （C）TacV; （D）TacK; （E）

TacS ; （F） TacE; （G） Untreated。 

从扫描电镜可以看出，TacW和Tac（图3-A,B）

细胞几乎完全裂解，没有完整的细胞，只有细胞碎片；

TacV和TacK（图3-C,D）细胞形态发生明显变化，大

部分细胞破碎，少数细胞具有完整性，杆状细胞中部

细胞壁膜破坏，细胞内陷，导致细胞质大量外泄，菌

群发生粘连，使破碎和坍塌的细胞膜聚集在一起；TacS

（图3-E）细胞形态发生稍微变化，大部分细胞具有较

完整的杆状结构，部分细胞壁膜破坏，细胞内陷，细

胞质浆外泄。TacE与对照组（图3-F，G）正常细胞形

态规整，细胞壁膜完整，菌群未发生粘连成堆，未发

现细胞质外泄现象。 

   

A              B              C 

   

D              E              F 

 

G 

图 4 合成抗菌肽作用 E.coli F41的透射电镜图 

Fig.4 TEM images of E. coli F41 treated with tachyplesins 

注：（A）TacW;（B）Tac;（C）TacV;（D）TacK;（E）TacS;

（F）TacE;（G）Untreated。 

从透射电镜观察可以看出，TacW和Tac（图4-A，

B）细胞大部分壁膜裂解，细胞壁膜消失，表面粗糙，

细胞质内空，细胞核区凝聚；TacV和TacK（图4-C，

D）多数细胞壁膜消失，表面粗糙，细胞质内空，部

分细胞器和细胞核区消失；TacS（图4-E）细胞形态发

生变化，细胞表面有突起皱褶，细胞的内容物脱水浓

缩，细胞发生质壁分离，部分细菌细胞壁完全破裂。

TacE和对照组（图4-F，G）F41细胞结构完整，细胞

外观平滑，细胞壁膜完整，细胞饱满，细胞内容物充

实、致密。经扫描和透射电镜（图3，4）显示，合成

鲎素肽不仅作用于细胞壁膜，还能破坏细胞膜结构，

并能通过细胞膜作用于胞内物质，但不同抗菌肽对大

肠杆菌细胞膜结构破坏程度不同，推测对细胞膜作用

异同的原因可能与抗菌肽结构类型，浓度、作用时间

长短等有关。 
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2.5  合成抗菌肽对细胞膜通透性的影响 

 

 
图 5 合成抗菌肽作用 E.coli F41的 K

+
离子泄露实验 

Fig.5 K+ ion leakage in E. coli F41 with tachyplesins 

注：a.不同时间对 K+离子泄露影响；b.不同浓度对 K+离子

泄露影响。 

抗菌肽浓度对大肠杆菌F41的K
+离子泄露的影响

如（如图5b），Tac、TacW、TacV和TacS处理组的K
+

泄漏水平明显高于TacS、TacE处理组和对照组，随着

各抗菌肽浓度增加，K
+泄漏逐步上升，达到各自最小

抑菌浓度时，泄漏量趋向达到最大；Tac、TacW、TacV

处理组的K
+泄漏量大致是TacS的2倍，TacE的4倍，

TacK的1.2倍。抗菌肽作用时间对K
+离子泄露的影响如

（如图5a），随着时间的延长，各抗菌肽对K
+泄露逐

渐升高，Tac、TacW、TacV作用20 min后K
+离子泄漏

急剧上升，40 min后趋向最大泄漏量；TacS作用30 min

后K
+泄漏逐渐上升，50 min后趋于平缓达到最大；TacE

作用50 min后K
+离子泄漏才开始缓慢上升。 

抗菌肽浓度对大肠杆菌F41胞内紫外吸收物质泄

漏影响如（图6b）所示。当作用浓度在达到各自抗菌

肽的MIC前，紫外物质泄露很少，变化缓慢；当浓度

处于1-4倍MIC之间时，泄漏量急剧上升；而当浓度达

到4倍MIC时，泄漏量趋向达到最高值。抗菌肽作用时

间对胞内紫外吸收物质泄漏影响（如图6a），紫外吸

收物资泄漏随着时间的延长逐渐升高，Tac、TacW、

TacV作用30 min以内，紫外吸收物质泄漏缓慢，当作

用30 min后，紫外吸收物质开始大量泄漏；TacK作用

40 min后才开始大量泄漏；而TacS作用50 min后开始

大量泄漏；TacE对紫外吸收物质泄露，基本不发生变

化。 

 

 
图 6 合成抗菌肽作用 E.coli F41的紫外吸收物质渗透实验 

Fig.6 Permeability test for UV-absorbing substances in E. coli 

F41 with tachyplesins 

注：a.不同时间对紫外吸收物质泄露影响；b.不同浓度对

紫外吸收物质影响。 

大肠杆菌F41胞内K
+离子和紫外吸收物质的泄露

与细胞膜通透性有关，与抗菌肽的作用浓度和作用时

间有关（图5，6），同时与抗菌肽的结构有关。低浓

度抗菌肽在胞膜表面积聚，形成孔道，少量胞内物质

泄露；而浓度增大后，除了积聚在细胞膜形成孔道，

多余的抗菌肽进入细胞内，和胞内的蛋白质、DNA等

物质发生结合、裂解作用，致使胞内物质大量泄漏[12]。

另外抗菌肽作用时间对胞内物质泄露影响的实验表

明，抗菌肽作用细胞膜是逐渐积累的过程，0~30 min

内是抗菌肽和细胞膜吸附结合阶段，胞内物质外泄不

明显；随着抗菌肽不断积累，抗菌肽插入细胞膜，形

成孔道，甚至裂解细胞膜，导致胞内物质大量泄漏。 

2.6  合成抗菌肽对细菌基因组 DNA 作用结果 

通过凝胶电泳图可以看到，如（图7-A）Tac处理

组，1~6电泳条带逐渐模糊，有明显的阻滞作用，7~10

孔道，即Tac浓度大于60 mg/L后未发现DNA条带；（图

7-B）TacW处理组，1~5电泳条带逐渐模糊，有明显的

阻滞作用，6~10孔道，即Tac浓度大于40 mg/L后未发

A

今

天

下

午

学

校

继

续

对

上

课

情

况

进

行

检

查

！

如

下

午

有

课

，

请

务

必

准

时

上

课

！

不

准

迟

到

！

如

B

今

天

下

午

学

校

继

续

对

上

课

情

况

进

行

检

查

！

如

下

午

有

课

，

请

务

必

准

时

上

课

！

不

准

迟

到

！

如

A

今

天

下

午

学

校

继

续

对

上

课

情

况

进

行

检

查

！

如

下

午

有

课

，

请

务

必

准

时

上

课

！

不

准

迟

到

！

如

B

今

天

下

午

学

校

继

续

对

上

课

情

况

进

行

检

查

！

如

下

午

有

课

，

请

务

必

准

时

上

课

！

不

准

迟

到

！



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.1 

50 

现DNA条带；（图7-C）TacV处理组，8~10孔道，即Tac

浓度大于80 mg/L后未发现DNA条带；（图7-D）TacK

处理组，1~10孔道均出现DNA条带；（图7-E）TacS处

理组，9~10孔道，即Tac浓度大于120 mg/L后未发现

DNA条带；（图7-F）TacE处理组，1~10电泳孔道均出

现DNA条带。抗菌肽Tac、TacW、TacE、TacV、TacK、

TacS对基因组DNA的凝胶电泳图有明显区别。可能原

因：TacW的疏水性比Tac增强，更容易结合到DNA双

螺旋疏水内部，TacS极性增加，降低其和DNA结合的

强度；TacK过量的正电荷降低其穿膜效率，未能与

DNA结合；抗菌肽和溴化乙锭（EB）竞争结合基因组

DNA，依靠范德华力和静电力结合到DNA双螺旋表面
[13]。抗菌肽在较低浓度时结合到DNA表面，起到阻滞

DNA迁移率的作用；高浓度的抗菌肽通过静电作用力

结合到DNA双螺旋表面，竞争并阻碍EB和DNA的结

合，从而在凝胶电泳中未发现电泳条带。 

  

  

  

图 7 不同合成抗菌肽和大肠杆菌基因组的凝胶阻滞实验 

Fig.7 Gel retardation assays for various synthetic tachyplesins 

in the E. coli genome 

注：（A）Tac, （B）TacW, （C）TacV, （D）TacK, （E）

TacS, （ F ） TacE ； .Lane1: H2O, Lane2-10:5, 10, 20, 

40,60,80,100,120,160 mg/L。 

 

3  结论 

3.1  通过设计合成鲎素的衍生肽，分别用负电性的谷

氨酸（E），正电性的赖氨酸（K），疏水性芳香族色氨

基酸（W），亲水性丝氨酸（S），疏水性脂肪族缬氨

酸（V）替换天然鲎素中半胱氨基酸（C），研究天然

抗菌肽中二硫键、带电性、水脂两亲性及二级结构对

抗菌机理的影响。从抗菌活力来看，TacW＞Tac＞TacV

＞TacK＞TacS≥TacE，同为 β-折叠 TacW＞Tac；同为

α-螺旋 TacV＞TacS；同为无规则 TacK＞TacE；这表

明抗菌活力和结构中的阳离子型的氨基酸残基和疏水

性氨基酸的比例有关，这与 Imura Y 等[14]实验观点一

致。原因可能，正电荷量多少影响抗菌活性的强弱，

正电荷有助于低浓度抗菌肽在膜表面富集达到有效杀

菌浓度；当正电荷达到一定数目后，再增加正电荷，

抗菌活性反而降低。抗菌活力 TacK＞TacE，但电泳图

（图 7-D，F）显示实验结果却是相似的，表明 TacK

仅结合细胞膜上形成孔道，并没有进入细胞和 DNA

作用。这是由于过多电荷的 TacK 能牢固结合在磷脂

头部，大大降低其穿膜效率；同时正电荷数过高会导

致抗菌肽分子间静电斥力强于其与膜的静电引力，阻

碍膜上抗菌肽的聚集和穿膜孔道的形成，最终表现为

膜裂解能力下降。抗菌肽的抗菌活性随水脂两亲性降

低而减弱，适当对两亲结构进行改造，如 TacV 通过

改变肽链中 Val 数量来改变其疏水性，从而影响其活

性。疏水基团可以使肽链在溶液中通过疏水作用形成

多聚体，增加对细胞膜的亲和力，增强裂解细胞膜的

能力[15]。从电镜实验结果（图 3，4）来看，抗菌肽

Tac、TacW、TacV 可以裂解细胞膜，也通过孔道穿膜

进入细胞内，作用核区基因组 DNA 发生凝聚（如图

4-A，B）。另外抗菌肽进一步渗透到细菌核区，与 DNA

结合，抑制了 DNA 的复制和转录过程[16]。关于抗菌

肽和基因组 DNA 的结合方式，以及如何影响 DNA 表

达、蛋白质合成的有待进一步研究。 

3.2  本文探索了合成抗菌肽结构和功能的关系，为研

究抗菌肽的分子作用机制提供依据，抗菌肽首先作用

细胞膜，随着作用时间和浓度效应变化，细胞膜通透

性增加，胞膜裂解，这表明细胞膜是其首要和重要作

用靶点；抗菌肽进入细胞内，结合胞内蛋白质、DNA

等物质，形成次级作用靶点，并抑制复制、转录等多

种作用机制，形成多个作用靶点，是一种多效的协同

的作用机制。 
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