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多肽突变体 Ｃｂｆ１４２抗青霉素耐药细菌的活性研究

汪梦筱，马菱蔓，刘含含，蒋美玲，窦　洁，周长林
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摘　要　本研究主要探讨了新型多肽突变体Ｃｂｆ１４２对携带 ＮＤＭ１基因重组菌（ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１）的抗菌活性
及机制。实验采用肉汤倍比稀释活菌计数法测定多肽对ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组菌的 ＭＩＣ／ＭＢＣ和杀菌曲线，评价
多肽的体外抗菌活性；采用重组菌腹腔感染法建立小鼠败血症模型，评价多肽的体内抗菌活性；通过Ｚｅｔａ电位分析和流式
细胞术探讨Ｃｂｆ１４２抗耐药细菌感染的作用机制。结果表明，多肽 Ｃｂｆ１４２对携带 ＮＤＭ１基因的耐药细菌具有良好的抗
菌活性（ＭＩＣ＝１６μｇ／ｍＬ），能在２ｈ内快速杀灭细菌；同时，多肽能显著降低感染小鼠肝、脾、肺和肾脏等组织的细菌负载
量，对细菌显示出强效清除能力，将小鼠存活率由１０％提高至７０％。这主要由于Ｃｂｆ１４２能与细菌细胞膜表面负电荷发生
静电结合，增加对膜的穿透能力。因此，Ｃｂｆ１４２有望成为治疗ＮＤＭ１耐药细菌诱发感染的潜在抗菌剂。
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　　２００８年，研究人员发现第一例产新德里金属
β内酰胺酶（ＮｅｗＤｅｌｈｉｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ，ＮＤＭ
１）的肺炎克雷伯耐药菌，与之前的金属 β内酰胺
酶相比，新德里金属 β内酰胺酶的基因序列同源
性低于 ３３％，且能与碳青霉烯类药物更好地结
合［１－２］从而产生对碳青霉烯类药物的耐药，引起了

世界范围内的恐慌［３］。目前临床上主要使用多黏

菌素和替加环素对ＮＤＭ１超级细菌引发的感染进
行治疗，但多黏菌素较大的肾脏、神经系统毒性及

细菌对替加环素逐渐下降的敏感性［４－５］，导致产

ＮＤＭ１的耐药菌呈全球播散的趋势，严重威胁人
类健康。因此，为挽救这一严峻形式，寻求新的抗

菌药物已迫在眉睫。

抗菌肽因其良好的抗菌活性和广泛的抗菌谱，

目前已成为继抗生素之后最具潜力的抗耐药细菌

感染新药［６］。ＢＦ３０是由金环蛇 Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ基因
编码的一种含有３０个氨基酸残基、Ｎ端有两亲性
α螺旋的直链天然多肽［７］，其具有抗菌活性强、广

谱性好且溶血性低等优点［８］。针对限制多肽类药

物发展的成本问题及对细菌细胞膜的穿透能力，前

期研究在ＢＦ３０的基础上，截取了其中１０个氨基
酸片段并在其 Ｎ末端拼接高度 α螺旋化的 ＲＬＬＲ
序列，得到具有良好抗耐药细菌活性的多肽

Ｃｂｆ１４［９］。但Ｃｂｆ１４血清稳定性差，因此进一步将
Ｃｂｆ１４序列中的第５、９位赖氨酸突变为非天然鸟
氨酸获取新型多肽突变体———Ｃｂｆ１４２，并评价
Ｃｂｆ１４２对 携 带 ＮＤＭ１基 因 的 ＥｃｏｌｉＢＬ２１
（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组菌的体内／外药效及可能的作
用机制，以期得到稳定性好、活性高、毒性低的新型

抗耐药细菌感染小分子多肽类药物。

!

　材　料

１１　菌种和菌种的活化及培养
参照文献方法［１０］构建 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）

ＮＤＭ１重组菌，即登陆 ＰｕｂＭｅｄ，在 Ｇｅｎｂａｎｋ数据
库中搜索Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ的 ｎｄｍ１全基因序
列（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏＨＱ３２８０８５），基因两端添加酶切位
点ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ，交由生工生物工程有限公
司合成，连接于 ｐＥＴ２８ａ载体后，转入宿主菌———
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）而得到。

将冻存于－２０℃的ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１
重组菌从甘油管转接至ＬＢ琼脂斜面上，３７℃恒温

培养２４ｈ后，挑取少许菌体转接至含有卡那霉素
（终浓度为５０μｇ／ｍＬ）的 ＬＢ液体培养基中，３７℃
培养箱或摇床中培养８～１２ｈ，实验前４ｈ加入终
浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ诱导重组菌ＮＤＭ１酶
的表达。

１２　药品及试剂
多肽 Ｃｂｆ１４２（氨基酸序列：ＲＬＬＲＯｒｎＦＦＲ

ＯｒｎＬＫＫＳＶＮＨ２）由吉尔生化（上海）有限公司合
成，纯度≥９８％；替加环素、青霉素钠、卡那霉素
（上海生工股份有限公司）。

１３　动　物
ＩＣＲ小鼠，雄性，共９０只，购自扬州大学比较

医学中心。所涉及的动物实验均依照江苏省实验

动物管理办法（ＳＹＸＫ２０１２００３５）进行操作。
１４　仪　器

ＢｉｏＲａｄｉＭａｒｋ酶标仪、ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细
胞仪、ＢＩＤＮＤＣ纳米粒径仪（美国Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ公司）。

%

　方　法

２１　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）和最低杀菌浓度
（ＭＢＣ）的测定［１１－１２］

采用微量液体培养基稀释法测定多肽 Ｃｂｆ１４
２对实验用菌的 ＭＩＣ。受试药物用 ＭＨ液体培养
基倍比稀释成不同的浓度梯度后，分别取１００μＬ
于９６孔板中，之后等体积接种经培养基稀释至
１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，使药物终浓度分别为
５１２，２５６，１２８，６４，３２，１６，８，４，２，１，０５μｇ／ｍＬ，同时
设置不加药物的空白对照组。将 ９６孔板置于
３７℃恒温培养约１８ｈ，观察并记录实验结果。以
不长菌的最低药物浓度为ＭＩＣ。

取上述 ＭＩＣ测定中未见菌落生长的培养物
１００μＬ，加入无菌培养基９００μＬ稀释后，转移至
无菌平皿中，加入含卡那霉素的琼脂培养基（温

度５５～５６℃，卡那霉素终浓度为 ５０μｇ／ｍＬ）约
１００ｍＬ，３７℃培养２４ｈ，观察并记录平皿中的菌
落数，菌落数小于５个的最低药物浓度即为ＭＢＣ。
２２　杀菌曲线的测定［１３］

取４支灭菌试管，每支试管中加入新鲜菌悬
液（细菌浓度约 １０５ＣＦＵ／ｍＬ）５０ｍＬ。然后取
６２５μＬ多肽 Ｃｂｆ１４、多肽 Ｃｂｆ１４２、替加环素及
ＰＢＳ溶液分别加入４支试管中，使各受试药物的终
浓度均为４×ＭＩＣ，混匀后置于３７℃培养箱中培
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养，分别于培养后 ０，１０，３０，６０，１２０，２４０，３６０，
４８０ｍｉｎ定时取出混合培养物 ２００μＬ，梯度稀释
后，取１０ｍＬ于无菌平皿中，加入含卡那霉素的琼
脂培养基（温度 ５５～５６℃，卡那霉素终浓度为
５０μｇ／ｍＬ）约１００ｍＬ，３７℃恒温培养１６～１８ｈ，
观察并记录平皿中的菌落数，以药物作用时间为横

坐标，菌落对数值为纵坐标，绘制杀菌曲线。

２３　ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组菌感染小鼠
模型的确证［１４］

取健康ＩＣＲ小鼠，２０～２２ｇ，随机分为６组，每
组１５只。其中５组小鼠腹腔接种 ＭＬＤ浓度的细
菌悬液（１×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ；０５ｍＬ／只）进行感染，
建立菌血症模型；另设等体积生理盐水腹腔注射小

鼠为正常对照组。所有小鼠分别于感染前及感染

后２，４，６，８，１０ｈ静脉注射ＩＰＴＧ（１８ｇ／ｋｇ）诱导重
组菌ＮＤＭ１酶的表达［９］。其中，感染组小鼠分别

给予 １０ｍｇ／ｋｇＣｂｆ１４２（高剂量组）、５０ｍｇ／ｋｇ
Ｃｂｆ１４２（中剂量组）、２５ｍｇ／ｋｇＣｂｆ１４２（低剂量
组）、８０ｍｇ／ｋｇ替加环素（阳性对照组）、等体积生
理盐水（模型对照）。多肽给药组和生理盐水组分

别于感染后０５、２ｈ腹腔给药两次，替加环素组在
感染后２ｈ尾静脉给药１次。每天观察各组小鼠
的存活情况和体重变化，并记录，连续观察７ｄ。

细菌感染后２４ｈ，每组取５只小鼠，处死。无
菌条件下收集小鼠的肝、肺、脾、肾组织，用无菌

纱布吸干表面血渍后称重，置于无菌 ＥＰ管中，加
入９倍体积的生理盐水，电动匀浆仪制备匀浆液备
用。取部分肺组织匀浆液，分别以 ×２，×５，×１０
倍进行稀释，然后分别取４００μＬ均匀涂布于含有
卡那霉素的琼脂固体培养基上（每个稀释度的匀

浆液均涂布３个平板），将平板微敞开，使多余液
体风干；贴入含药纸片，其中左侧纸片含美罗培南

（０１μｇ），右侧纸片含美罗培南（０１μｇ）＋ＥＤＴＡ
（０５ｍｏｌ／Ｌ，１０μＬ）。将平板置于３７℃恒温培养
箱中倒置培养，次日观察平板上抑菌圈的大小。

２４　多肽 Ｃｂｆ１４２对 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１
重组菌感染小鼠的保护作用

分别取上述步骤中制备的小鼠肝、肺、脾、肾组

织匀浆液，以×２，×５，×１０，×１５倍进行稀释，得
到不同浓度梯度的组织匀浆稀释液。分别取各稀

释液１０ｍＬ加入无菌平板中，加入含卡那霉素的
琼脂培养基约１００ｍＬ，充分混匀，３７℃恒温培养。

１８～２４ｈ后，观察平板上的菌落数。每个稀释梯
度均有３个平行对照，最后以平均值表示各组小鼠
组织匀浆液中细菌的存活数量。同时，取各组小鼠

的肺、脾、肾匀浆液进行革兰染色，油镜下观察各组

小鼠脏器中细菌数量。

２５　多肽 Ｃｂｆ１４２对细菌细胞膜的 Ｚｅｔａ电位变
化及膜穿透能力的影响［１５］

实验将不同浓度的多肽Ｃｂｆ１４２（终浓度分别
为１／４×ＭＩＣ，１×ＭＩＣ，４×ＭＩＣ）分别与ＥｃｏｌｉＢＬ２１
（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组菌（浓度为３×１０７ＣＦＵ／ｍＬ）在
３７℃环境下共孵育３０ｍｉｎ，另设等体积 ＰＢＳ处理
组作为空白对照组。离心，收集菌体，ｄｄＨ２Ｏ重
悬，２５℃条件下采用 Ｚｅｔａ电位分析仪测定细菌细
胞膜表面的电位变化情况，分析多肽与细菌表面的

静电结合作用。同时，收集的部分菌体采用 ＰＢＳ
重悬，加入ＰＩ荧光染料，流式细胞术检测多肽Ｃｂｆ
１４２对细菌细胞膜完整性的破膜情况。
２６　统计学分析

所有实验数据均采用 ＩＢＭＳＰＳＳ２０软件进行
分析，结果以 珋ｘ±ｓ的形式表示。两组均值比较采
用ｔ检验，多组之间比较采用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ中
的Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓ分析。Ｐ＜００５为显著差异；Ｐ＜００１
为极显著差异。

&

　结　果

３１　多肽Ｃｂｆ１４２对 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１
重组菌的ＭＩＣ和ＭＢＣ

微量稀释法测定抗菌肽 Ｃｂｆ１４２对实验用菌
的ＭＩＣ值，结果显示，在ＩＰＴＧ诱导条件下，重组菌
具有高表达ＮＤＭ１酶活的能力［１０］，所以对青霉素

产生耐药性（ＭＩＣ＞５１２μｇ／ｍＬ），而多肽 Ｃｂｆ１４２
对ＮＤＭ１酶表达或不表达的重组菌的 ＭＩＣ和
ＭＢＣ值均分别为１６μｇ／ｍＬ和３２μｇ／ｍＬ。提示：
多肽 Ｃｂｆ１４２对 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组
菌具有良好的抗菌活性，如表１所示。
３２　多肽 Ｃｂｆ１４２对 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１
重组菌的杀菌曲线

测定多肽Ｃｂｆ１４２或替加环素对ＩＰＴＧ诱导或
不诱导处理的ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组菌的
杀灭能力。从图１可以看出，Ｃｂｆ１４２在４×ＭＩＣ浓
度下，对重组菌具有良好的杀灭能力，能够在２ｈ内
快速杀灭所有实验菌株；表明该多肽对携带ＮＤＭ１
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耐药基因的大肠埃希菌具有高效的杀菌效果。

Ｔａｂｌｅ１　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣｂｆ１４２ｉｎｖｉｔｒｏ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎ
ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ）

Ｃｂｆ１４２ Ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ
ＭＢＣ／（μｇ／ｍＬ）

Ｃｂｆ１４２ Ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅ
ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１＋ １６ １ ＞５１２ ３２ ２
ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１－ １６ １ ８ ３２ ２

（＋）ＮＤＭ１ｃａｒｒｙｉｎｇＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈＩＰＴＧ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆｏｒ４ｈ
（－）ＮＤＭ１ｃａｒｒｙｉｎｇＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｗｉｔｈｏｕｔＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

—◆—Ｃｏｎｔｒｏｌ；—▲—Ｃｂｆ１４２（４×ＭＩＣ）；——Ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅ（４×ＭＩＣ）
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｉｍｅｋｉｌｌｃｕｒｖｅｓｏｆＣｂｆ１４２ａｇａｉｎｓｔＮＤＭ１ｃａｒｒｙｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅ（Ａ）ｏｒａｂｓｅｎｃｅ（Ｂ）ｏｆＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ４×ＭＩＣｏｆ
ｐｅｐｔｉｄｅｏｒＴｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｃｏｎｔａｉｎｅｄｎｏｐｅｐｔｉｄｅｏｒｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅ

３３　ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组菌感染小鼠
模型的确证

本研究根据文献报道方法［９］，采用外源 ＩＰＴＧ
诱导感染小鼠体内重组菌 ＮＤＭ１的表达，建立
ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组菌感染的小鼠模
型，并采用纸片扩散法对ＮＤＭ１的表达进行验证。
结果显示，ＩＰＴＧ诱导的感染小鼠肺组织匀浆液中
检测到ＮＤＭ１的高表达，主要表现为：模型组小鼠
的肺组织匀浆液涂布平板后，在含有ＥＤＴＡ的美罗
培南纸片周围观察到了明显的抑菌圈（图２）。这
是由于ＮＤＭ１为金属酶，其锌离子可与金属离子螯
合剂 ＥＤＴＡ络合，使酶丧失活性，导致携带 ＮＤＭ１
耐药基因的细菌又重新获得对美罗培南的药敏性，

从而显示出抑菌圈。通过验证，表明本研究成功建

立了ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组菌感染的小
鼠模型，可用于后续研究。采用 Ｃｂｆ１４２治疗后，
随着多肽浓度的增加，在含有ＥＤＴＡ的美罗培南纸
片周围抑菌圈直径逐渐减小，表明该多肽对小鼠体

内重组菌ＮＤＭ１的表达具有良好的抑制效果。
３４　多肽 Ｃｂｆ１４２对 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１
重组菌感染小鼠的保护作用

多肽的体内抗菌活性主要采用重组菌感染小

鼠的生存率、组织菌落计数和革兰染色进行评价。

如图３所示，多肽Ｃｂｆ１４２（２５，５，１０ｍｇ／ｋｇ）治疗
后，细菌感染小鼠的生存率由 １０％分别提高至
４０％、５０％和７０％。组织活菌计数的结果（图３Ｂ
Ｅ）也显示，高存活率组小鼠的组织（肝、肺、脾、肾）
活菌负载量明显降低，并且给药后各组小鼠脏器中

的菌落数与模型组比较都有明显的下降趋势。

同时，取小鼠肺、脾、肾的组织匀浆液进行革兰

染色，油镜下观察发现（图４），与模型组相比，Ｃｂｆ
１４２治疗组细菌量明显减少，且呈剂量依赖性变
化。以上结果表明，多肽Ｃｂｆ１４２表现出强烈的细
菌清除力。

３５　多肽Ｃｂｆ１４２对 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１
重组菌细胞膜的影响

Ｚｅｔａ电位检测结果显示 Ｃｂｆ１４２与大肠杆菌
细胞膜之间存在静电结合。如图５（Ａ）所示，重组
菌自身膜电位为－５１０５ｍＶ，当分别与１／４×ＭＩＣ，
１×ＭＩＣ，４×ＭＩＣ浓度的多肽共孵育３０ｍｉｎ后，重
组菌表面膜电位依次提高到 －３７１９，－３１８，
－２８８５ｍＶ，该数据表明多肽 Ｃｂｆ１４２能有效地
中和革兰阴性细菌表面的负电荷。

此外，膜穿透能力是评价多肽抗菌活性的一个

重要指标。如图５Ｂ所示，流式细胞术检测发现该
多肽对 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１重组菌具有良
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好的膜穿透效果，从剂量为１／４×ＭＩＣ开始，图中
峰形发生明显右移，当多肽剂量增大到 １×ＭＩＣ
时，图中峰形右移最明显。说明细菌细胞的 ＰＩ阳
性率随着Ｃｂｆ１４２剂量的增大而升高，当多肽剂量

达到１×ＭＩＣ时，ＰＩ阳性率最高，死亡的细菌细胞
最多。以上数据不仅表明多肽 Ｃｂｆ１４２能够有效
破坏细菌细胞膜的完整性，造成细菌死亡，并且这

种膜破坏能力具有剂量依赖性的特点。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＮＤＭ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１ｉｎｆｅｃｔｅｄｍｉｃｅｍｏｄｅｌ（Ａ）Ｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔａｐｐｒｏａｃｈｏｆａｎｔｉｍｉ
ｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｓｔｕｄｙｏｆＣｂｆ１４２ｉｎｖｉｖｏ，ｎ＝１５（Ｂ）Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅ（ＮＤＭ１）ｗａｓｔｅｓｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｄｉｓｃｄｉｆｆｕｓｉｏｎａｓｓａｙ
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＡｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣｂｆ１４２ｉｎＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１ｉｎｆｅｃｔｅｄｍｉｃｅ（Ａ）Ｓｕｒｖｉｖａｌｐｌｏｔｏｆｍｉｃｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｖｉａａｎｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
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ｌｉｖｅｒ（Ｂ），ｌｕｎｇ（Ｃ），ｓｐｌｅｅｎ（Ｄ）ａｎｄｋｉｄｎｅｙ（Ｅ）ｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＩＰＴＧ

００５



第４８卷第４期 汪梦筱，等：多肽突变体Ｃｂｆ１４２抗青霉素耐药细菌的活性研究

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｇｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｈｏｍｏｇｅｎｉｚｅｄｌｕｎｇ，ｓｐｌｅｅｎａｎｄｋｉｄｎｅｙＡｒｒｏｗｓｐｏｉｎｔｔｏｄｙｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ（×１００）

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｃｂｆ１４２ｉｎｄｕｃｅｄｍｅｍｂｒａｎｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｂａｃｔｅｒｉａ
（Ａ）ＴｈｅＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ＮＤＭ１ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ０２５，１ａｎｄ４×ＭＩＣｐｅｐｔｉｄｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＢａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ
ｆｒｏｍｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ｅａｃｈｏｎｅｗｉｔｈ１５ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ（Ｂ）ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｓｓａｙｏｆＣｂｆ１４２ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｏｆＮＤＭ１
ｃａｒｒｙｉｎｇＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｕｓｉｎｇＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ

)

　讨　论

自抗生素问世以来，细菌的耐药性就变成了一

个越来越严重的问题。携带新型金属 β内酰胺酶
ＮＤＭ１的超级耐药细菌不仅能够水解碳青霉烯类
的抗生素，且活性不受克拉维酸等 β内酰胺酶抑
制剂的影响［１６］。产 ＮＤＭ１的肺炎克雷伯菌中编
码ＮＤＭ１酶的基因ｂｌａＮＤＭ１位于一个１８０ｋｂ的
质粒上，在ｂｌａＮＤＭ１基因片段上游的２个区域中
还存在能够抵抗红霉素、链霉素、氯霉素等抗生素

和磺胺药物以及消毒剂的多种耐药基因。

通过本文研究发现多肽Ｃｂｆ１４２在体内／外对
携带ＮＤＭ１基因的耐药细菌具有良好的抗菌活
性，ＭＩＣ为１６μｇ／ｍＬ，能在２ｈ内快速杀灭耐药细
菌。经重组菌腹腔感染的小鼠，采用Ｃｂｆ１４２治疗

后，存活率由１０％提高至７０％；同时，治疗组小鼠
的肝、肺、脾、肾组织中细菌负载量明显下降，与模

型组比较具有显著性差异（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。
组织匀浆液的革兰染色结果也进一步证明，多肽

Ｃｂｆ１４２对耐药细菌具有高效的清除能力。由于
Ｃｂｆ１４２在结构上保留了母肽———Ｃｂｆ１４氨基酸
序列中具有高度α螺旋性的ＲＬＬＲ序列，因此具有
较好的两亲性。本课题组前期研究证实，与Ｃｂｆ１４
相比，将赖氨酸突变为鸟氨酸后，Ｃｂｆ１４２的抗菌
活性有了较好的提升，这主要是由于Ｃｂｆ１４２在细
菌细胞膜模拟环境中 α螺 旋 度 明 显 提 高
（５０ｍｍｏｌ／ＬＬＰＳ溶液，１３９％ ｖｓ８３９％）。据报
道，多肽的结构与活性之间存在密切关系，氨基酸

组成、净电荷、疏水性和两亲性均能影响多肽的抗

菌活性［１７］。α螺旋抗菌肽，其亲水基团沿极性一
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侧对齐，疏水基团向相反一侧对齐，形成亲水面和

疏水面，从而有力于多肽疏水面与细菌表面结合，

引起细菌细胞膜破裂［１８］。虽然多肽的抗菌活性随

α螺旋度的增加而升高，但多肽毒性也随之升高。
而在本研究中，Ｃｂｆ１４２对绵羊红细胞的溶血活性
相较Ｃｂｆ１４降低，且在８００μｇ／ｍＬ剂量时对小鼠
脾细胞的毒性也降低，说明该多肽对生物膜作用具

有选择性，其对哺乳动物细胞毒性低。多肽 Ｃｂｆ
１４２作为一种阳离子抗菌肽，其作用机制主要是
通过静电结合力，中和细菌细胞膜表面的负电荷，

提高膜渗透性，破坏膜完整性，从而杀死细菌。哺

乳动物细胞表面由于不带电荷，所以不易受到抗菌

肽的影响。因此，Ｃｂｆ１４２可作为一种潜在的抗菌
制剂进行进一步的研发。
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