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抗菌肽的研究进展
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目前#由于抗菌素的大量使用#耐药菌株和多重耐药菌株

不断增加#使抗感染治疗成为一个棘手的难题'抗菌肽$

"@?E3

1"K?&'E"/

(

&

(

?E2&#

%正是在这种形势下出现的一类具有发展潜

力的新型抗菌药物'抗菌肽广泛存在于昆虫*植物*动物及人

体内#是宿主产生的一类抵抗病原体感染的小分子多肽#生物

天然免疫系统中的一个重要组成部分#具有相对分子量较小*

热稳定*水溶性好等优点'由于抗菌肽分子的两亲性结构和正

电荷可使其在细菌细胞质膜上穿孔而形成离子孔道#造成细菌

细胞质膜结构破坏#引起胞内水溶性物质大量渗出#而最终导

致细菌死亡'这种独特的抗菌机制不会使病原微生物菌株变

异而产生抗药性#而且对机体无不良反应#这将为解决细菌对

传统抗菌药物日益增强的耐药性这一棘手难题提供新途径'

抗菌肽除具有非特异性抗细菌*真菌*病毒和寄生虫等作用

外(

;3)

)

#还具有抗肿瘤作用(

,

)

#有广阔的应用前景#是目前国际

生命科学研究中的活跃领域之一'

B

!

天然抗菌肽

天然抗菌肽指的是宿主经诱导产生的具有抗菌活性的一

类小分子多肽#来源广泛#其分子量小#大约在
,

!

HM%

之间#

耐热*耐酸性强#水溶性好#显示出高效的杀菌能力和广谱的抗

菌活性'近几年来#许多学者对不少动物*植物*微生物等进行

了抗菌肽的提取和分离'

:"

等(

*

)从鸭子的胰脏中分离到一

种新的禽类
+

防御素#其基因组长度为
;GJ

个核苷酸#包含一

个编码
H*

个氨基酸的开放阅读框'与其他的禽类
+

防御素通

过同源性分析比较#确定其为鸭子的
+

防御素'对
);2

龄鸭

子的
;-

种组织的
05CD

水平进行分析#发现表达量最高的为

气管*心脏*胰脏*骨髓等处#次之为胃*小肠*肾*脾等处#而最

少的位于皮肤'

VBS&//

等(

J

)从人结肠上皮细胞分离纯化得到
*

个抗菌

肽'方法是剥取人结肠上皮黏膜#然后超声波细胞破碎仪破碎

细胞#将粗提物进行两步离子交换层析来纯化#收集检测生物

活性'

.&/EMBS#'"

等(

H

)从蛾血淋巴中分离出
<

种抗菌肽#对其

进行纯化后做活性检测#发现其对革兰阳性*阴性菌及真菌都

有抑菌作用'

C

!

基因工程获得的抗菌肽

虽然天然抗菌肽来源广泛#但是生物体内的含量均很低#

提取*分离*纯化的技术难度大#所需的成本高#不利于产业化

生产'随着基因工程的发展#表达系统和纯化方法的进步#使

其大规模生产的优势越来越明显#应用也越来越广泛'

CFB

!

基于原核表达系统诱导表达的抗菌肽
!

大肠杆菌的原核

表达系统是迄今在基因工程领域中应用最多*最完善的系统'

在
)+

世纪
<+

年代中期#大肠杆菌表达系统被引入到抗菌肽基

因工程#但由于抗菌肽本身对宿主细胞的不良反应和容易降解

等原因使大肠杆菌作为工程菌的原核表达不易表达或者表达

量很低'但科技人员还是找到了一些有效方法来解决这些问

题'
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等(

-

)利用乳铁蛋白
A

的
;

!

;J

号氨基酸和蜂毒素的
J

!

;)

号氨基酸设计合成了一条杂合肽'根据其对大肠杆菌密

码子的偏爱性合成了其基因序列#然后将其插入到
96=,)"

中

获得重组表达载体'将克隆正确的表达载体转入大肠杆菌表

达菌
A$);

$

%6,

%中#在最适条件下用
49=8

进行诱导表达#成

功获得了以可融形式表达的重组融合蛋白#其表达量超过菌体

总蛋白的
,Ĵ

'融合蛋白经亲和层析后可得到
,J0

Q

"

$

菌

液#将融合蛋白用肠激酶进行裂解#得到杂合肽'经抑菌实验

证实此杂合肽具有抑菌活性'

)++<

年
.R&@

等(

<

)选择山羊的乳铁蛋白$

8$TKE@

%衍生的

8$TKE@3$

$从
)+

号的丙氨酸到
H+

号的丝氨酸%和
8$TKE@37

$从

,H

号的丝氨酸到
H+

号的丝氨酸%两种抗菌肽分别构建成于质

粒
96=),"

载体中#转入大肠杆菌表达菌
D%*G*

$

%6,

%

(

$

N

#7

中#经
49=8

诱导后获得包涵体形式的重组融合蛋白'亲和层

析后得到的重组蛋白经抑菌实验发现
8$TKE@3$

对标准菌株大

肠杆菌
A.5.;;J*G

*金黄色葡萄球菌
A.5.)JG),

和 短小棒

状杆菌
A.5.;+-),

有抑菌作用#而
8$TKE@37

仅抑制大肠杆菌

A.5.;;J*G

和短小棒状杆菌
A.5.;+-),

#对金黄色葡萄球菌

A.5.)JG),

无抑菌作用'但这
)

种抗菌肽均表现出热稳定

性#在
;++]

可以暴露
,+0E@

以上'

)++*

年第三军医大学的

5"B

等(

G

)用铜绿假单胞菌噬菌体
9"9,F,+

作为一种载体分子#

对防御素等
H

种抗菌肽在大肠杆菌中进行了表达#并取其中的

R9DA3

+

为例进行了后继研究#发现其表达量均大于总蛋白的

,*̂

'

)++G

年本课题组成员利用生物信息学知识对天蚕素
D

结构进行分析#选取了天蚕素
D

单独的
)

个螺旋区域和
)

个

螺旋区域组合形成的
,

条多肽进行研究'将这
,

条多肽的基

因序列分别进行串连#然后插入到
96=,;1

载体中#以
X74

为

融合蛋白进行了串连融合表达'融合蛋白经亲和层析获得纯

化蛋白#经
.CA'

切割获得了各多肽的单体#经抑菌实验证实

各多肽均对大肠埃希菌*铜绿假单胞菌*肺炎克雷伯菌*阴沟肠

杆菌和金黄色葡萄球菌均有抑菌作用'通过对天蚕素
D

的序

列分析#对
)

个
$

螺旋区分别表达和联合表达#结果是含
)

个
$

螺旋的
.D);+

抑菌活性最强#而
C

端
$

螺旋的
.D;G

比
.

端
$

螺旋的
.D,H

抑菌活性强#可见抗菌肽的抑菌活性不只是与
$

螺旋的个数有关#还和其他因素#如电荷数和疏水性等有关#这

为改造已有抗菌肽和设计新型抗菌肽分子提供了新思路(

;+

)

'

此外#本课题组成员还用乳酸杆菌作为工程菌对
A"K-

进行了

可溶性表达#并证明其具有抗菌活性'

,+<)

重庆医学
)+;+

年
;+

月第
,G

卷第
)+

期
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基于真核表达系统诱导表达的抗菌肽
!

巴斯德毕赤酵母

$

9EKRE"

(

"#?B'E#

%因其能高效表达重组蛋白#且表达产物可分

泌至胞外*背景蛋白少#易于纯化等优点#所以在蛋白表达这一

块也得到广泛的应用'

)++J

年
cE@

等(

;;

)将抗菌肽
K&K'B

(

E@

基

因克隆入表达质粒
(

94.g"3D

中#甲醇诱导表达#用离子交换

层析分离出重组蛋白#从
;++0$

培养液中可分离出
;F)0

Q

纯的有抑菌活性的抗菌肽'其表达的抗菌肽对革兰阳性*阴性

菌和真菌均有抑菌作用'

)++G

年
.R&@

等(

;)

)亦将山羊的乳铁

蛋白
8$!KE@"@28$!KE@44

分别重组含有$

VE#

%

H

3="

Q

和未含

$

VE#

%

H

3="

Q

的
*

种抗菌肽定向克隆到毕赤酵母表达载体

(

94.g

$

.

上#然后转化毕赤酵母
7:%;;H<V

#经甲醇诱导#这
*

种抗菌肽均得到分泌和表达'用
.:37&

(

R"'B#&

$不含
VE#3

?

Q

%#

VE#='"

(

$含有
VE#3?

Q

%和
7&

(

R"2&O83)JKR'B0"?B

Q

'"3

(

RE&#

分离纯化#定量检测
;++0$

培养液中可分离出
;J0

Q

纯的重组蛋白'这
*

种重组蛋白具有良好的热稳定性#并对标

准菌株大肠杆菌
A.5.;;J*G

#铜绿假单胞菌
A.5.;)*J+

#蜡样

芽胞杆菌
A.5.;+H+,

#金黄色葡萄球菌
A.5.)JG),

和疮疱丙

酸杆菌
A.5.;+-),

均有较强的抑菌效果'最小抑菌浓度从

*F+-

!

;HF++0

Q

"

0$

不等'

>"@

Q

等(

;,

)利用同源重组构建表

达人类
$

防御素
3J

的
(

94.GX30V%

$

J

%载体#转化到酵母

87;;J

中进行表达'结果
;HJ0

Q

"

$

的重组蛋白得到表达#有

J+̂

的重组蛋白经纯化后恢复了活性#其除具有抗菌活性外#

还能阻断人乳头瘤病毒的感染'

杆状病毒表达系统是目前应用最广的昆虫细胞表达系统'

$EL

等(

;*

)将人类
+

防御素
3)

插入杆状病毒表达系统中#结果获

得的重组蛋白低浓度下有很高的抑菌活性'赵昆等(

;J

)根据

8&@A"@M

中公布的牛抗菌肽
A"K-

*

A"KJ

和
+

2&T&@#&

$

$D9

基

因%成熟肽基因序列#人工合成了抗菌肽融合基因
A"K-3A"KJ3

+

2&T&@#&

'克隆到
AD.3=Y3AD.

=:重组杆状病毒表达系统的

(

!D7=V=1

载体中#构建了重组转座载体
(

!D7=A"KFA"K-3

A"KJ3

+

2&T&@#&

#转化
%V;+A"K

大肠杆菌$

6#KR&'EKRE"KBE/

%感受

态细胞#获 得 重 组 杆 状 病 毒 穿 梭 载 体
A"K0E23A"K-3A"KJ3

+

2&T&@#&

#转染昆虫草地夜蛾$

AB01

N

O0"@2"TE@"

%

7?G

细胞#收

集含有重组病毒颗粒的培养上清液#重新感染草地夜蛾
7%

单

层细胞#获得表达的融合蛋白#表达量约占细胞总蛋白的

;+FĤ

'体外抑菌实验表明重组的
A"K-3A"KJ3

+

2&T&@#&

蛋白对

大肠杆菌具有抑菌活性'

由哺乳动物细胞翻译后再加工修饰产生的外源蛋白质#在

活性方面远胜于原核表达系统及酵母*昆虫细胞等真核表达系

统#更接近于天然蛋白质'

!"@

等(

;H

)将青蛙皮肤抗菌肽
:"3

Q

"E@E@)

与一载体蛋白构建成一融合蛋白#这种融合蛋白可以

被筛选取出来后转入动物表达系统中'他们将融合蛋白转达

入中国仓鼠卵巢细胞#结果发现这种转基因鼠表达的融合蛋白

量达到
;+

Q

"

$

#这数量接近于山羊奶中
+

酪蛋白的含量'经

实验证明切割后的融合蛋白有抑菌活性'这些结果显示采用

融合蛋白的方式可以在动物表达系统中得到目的蛋白的高效

表达#也显示出采用转基因动物生物反应器可以作为规模化生

产的一种可行方法'袁红艳等(

;-

)以正常人外周血中性粒细胞

的总
5CD

为模板#用
5=39.5

技术钓取
R.D93;<

编码序列的

全长
K%CD

#并克隆至
(

K%CD*

"

:

N

KFVE#

真核表达载体上#转

染真核细胞株
V&$"

'

5=39.5

及
>&#?&'@1/B?

方法检测到目

的基因和蛋白的表达'文阳安等(

;<

)采用拼接
9.5

法合成抗

菌肽
95,G

基因#克隆到真核表达载体
(

4567)38!9

中#经鉴

定后用阳离子脂质体转染小鼠巨噬细胞
5D>)H*F-

#通过
5=3

9.5

和免疫荧光法检测目的基因的表达#并对其抗菌活性进

行初步检测'表达抗菌肽
95,G

的巨噬细胞杀灭和清除胞内

菌的能力明显增强'

D

!

化学合成的抗菌肽

经化学合成的抗菌肽所需时间短#工作量较小#而且可以

依据人们所需随意组合来提高其抗菌活性和抗菌谱'

5BZ

Q

B3

@

N

E

等(

;G

)选择合成的一种含脯氨酸丰富的抗菌肽
D,3D9Y

为

研究对象#这种抗菌肽对细菌的细胞膜和细胞核均有相互作

用'

D,3D9Y

很有希望成为一种临床前期研究药物#它的主要

优点是!一方面它可以裂解细菌的细胞膜&另一方面它可以单

独或与其他小分子抗菌药物协同作用来抑制热休克蛋白
-+

&

此外#它对真核细胞无不良反应#在人体体液中可以抵抗蛋白

酶的水解作用'

YML

N

"0"

等(

)+

)人工合成一条抗菌肽
X$X

$$$$$X$X3CV)

$

$J

%#检测其和它的对应体#发现他们均可

以激活中性粒细胞产生超氧离子#并且可以预防因耐甲氧苯青

霉素金黄色葡萄球菌感染而导致死亡的小鼠'因此#这种抗菌

肽能够通过激活中性粒细胞来介导炎症反应#发挥其抑菌作

用'

.RB

等(

);

)合成一种新的抗菌肽#用树脂固定一个
+

折叠

于抗菌肽的尾部'这种抗菌肽类似阳离子抗菌肽#但是有其独

特的优点#例如!有效的抗菌活性而无溶血性&与万古霉素的有

效协同作用&与不含
+

折叠的其他抗菌肽相对有着更强的对类

脂膜的干扰作用'由此可显示#这种类型的抗菌肽有着很大的

发展前景'

E

!

发展前景与存在问题

在抗菌药物耐药性十分严峻的今天#抗菌肽作为抗菌药物

的替代药物#其发展潜力是巨大的'但因抗菌肽的分子量小*

稳定性差等使其提取*加工工艺复杂#化学合成因其成本太高

也无法批量生产#而经基因工程获得的抗菌肽#其活性要比天

然抗菌肽差'随着近十几年的研究#得到一些解决方案#但应

用于临床还有一段距离'首先抗菌肽用药途径还需要进一步

了解和探讨#此外#抗菌肽在人体内的毒副作用也需进一步研

究'但是#随着人们对抗菌肽的结构*作用机制的深入了解#针

对性地改造其功能位点#使抗菌肽抗菌活性得到提升#不良反

应得到缓解'其中
(

&OE

Q

"@"@

和
4A3,H-

是分别治疗糖尿病*足

感染*口腔感染的药物#已进入临床研究阶段'相信不久的将

来#抗菌肽将会在临床得到广泛应用'
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心肌肥厚相关信号通路的研究进展

刘丽娜 综述!李法琦 审校

"重庆医科大学附属第一医院老年科
!
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#
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关键词"心肌肥厚%信号通路%作用机制

2BE

!

;+F,GHG
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心肌肥厚是心脏对各种刺激产生的适应性增生#表现为心

肌细胞体积增大#心脏质量增加#是独立的心血管危险因素#最

终导致心力衰竭#甚至猝死'其主要病理变化包括心肌细胞肥

大*心肌间质增殖以及心肌细胞外基质重建等#即心肌重构'

心肌肥厚时#心肌细胞蛋白合成增加*体积增大*直径增宽或长

度增加&心肌肌节数量增多*纤维组织增生*胚胎基因再表达'

心肌肥厚的分子机制尚未完全阐明#主要与细胞信号通路激活

密切相关'致心肌肥厚刺激因素可激活
c"M

信号转导子和转

录激活子$

7=D=

%信号通路
%

丝裂原活化蛋白激酶$

:D9X

%

信号通路*

."

)[及其依赖的信号通路*

>@?

信号通路*

D:9

活

化蛋白激酶$

D:9X

%和
:EK'B5CD#

$

0E5CD

%等多条信号通路

且信号通路之间相互作用#从而导致心肌肥厚'

B

!

致心肌肥厚刺激因素

多种细胞刺激因素均可导致心肌肥厚'主要包括!$

;

%机

械牵张#机械牵张是心肌肥厚最重要的始动因素#它可以从心

肌细胞*局部心肌和整体心肌水平激活其基因表达和促进蛋白

质合成'机械牵张引起一些活性肽#如血管紧张素$

D@

Q

%

&

*

内皮素
;

$

6=3;

%及其他生长因子等的合成和释放#并且在转录

水平调节一些即刻早期反应基因的表达#作用于次级应答基

因#对心肌肥厚起着积极触发作用#能直接诱导心肌蛋白质合

成#使心肌细胞体积增大'$

)

%压力负荷#压力负荷可以通过儿

茶酚胺诱导心肌肥厚#也可以通过增加局部神经体液因子$如

肾素
3D@

Q

系统和
6=

等%或通过跨膜的细胞外基质受体将刺

激信号导入细胞内激活心肌肥厚相关信号通路$如
(

,<:D9X

J+<)
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