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　　［摘要］　目的　构建杀菌／通透性增加蛋白和ＬＬ３７抗菌蛋白的融合蛋白（ＢＰＩＬＬ３７）表达载体，获
得针对脓毒症治疗的多效抗菌融合蛋白，为脓毒症治疗提供新的措施。方法　通过 ＰＣＲ方法从杀菌／
通透性增加蛋白（ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＰＩ）和ＬＬ３７基因的ｃＤＮＡ中扩增并修饰获
得需要的ｒＢＰＩ２１和ＬＬ３７活性片断，构建ｒＢＰＩ２１ＬＬ３７／ＬＬ３７ｒＢＰＩ２１融合蛋白的表达载体，构建的表达载体
（ｐＬＶＸＴｉｇｈｔＰｕｒｏ）上的ＢＰＩ和 ＬＬ３７基因之间通过柔性片段（ＧＧＳＧＧ）连接。之后使用 ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ体外
ＤＮＡ转染试剂转染人肺腺癌细胞 Ａ５４９。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测真核细胞 Ａ５４９表达融合蛋白的水平，
通过抑菌试验验证此融合蛋白的分泌与抗菌能力。结果　经限制内酶切酶切、ＤＮＡ电泳和 ＤＮＡ测序
证明融合蛋白表达载体（ｐＬＶＸＴｉｇｈｔＰｕｒｏＢＰＩＬＬ３７）构建成功；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明融合蛋白
ｒＢＰＩ２１ＬＬ３７／ＬＬ３７ｒＢＰＩ２１能被真核细胞Ａ５４９细胞表达，融合蛋白大小介于２５～３０×１０

３；抑菌试验进一

步验证此融合蛋白具有抑制细菌生长的生物学效应。结论　构建的两种ｒＢＰＩ２１ＬＬ３７／ＬＬ３７ｒＢＰＩ２１表达
载体能够成功转染入人的体细胞，并表达和分泌具有抗菌活性的融合蛋白，该融合蛋白有潜力成为治疗

脓毒症的新药。
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　　脓毒症是以因感染诱发的全身炎症反应综合征为
表现的一组临床综合征，其发病率高，死亡率高，发病

率占人口的３％，一旦病情进展至严重脓毒症或脓毒
性休克，其病死率高达３０％ ～７０％。针对脓毒症治疗
的复杂性和各国、各地区治疗中的不规范性，国际上多

个组织先后联合发布２００４版和２００８版脓毒症治疗指
南（ｓｕｒｖｉｖｉｎｇｓｅｐｓｉｓｃａｍｐａｉｇｎ，ＳＳＣ）。ＳＳＣ治疗指南推
荐的脓毒症临床治疗措施主要是从源头控制脓毒症病

理生理过程的相应措施和支持治疗，其中，从源头控制

脓毒症的措施主要为使用有效的抗菌药物控制感染，

这一考虑主要是基于脓毒症发展快、变化大，细胞信号

转导途径与调控机制复杂，因此，从源头阻断病原体分

子的诱导作用不失为一种有效的策略［１］。杀菌／通透
性增加蛋白（ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＢＰＩ）是脓毒症研究中难得的展现出应用前景的
药物。由 ＢＰＩ改良而来的重组蛋白（ｒＢＰＩ２１）通过中和
内毒素，竞争性抑制脂多糖结合蛋白（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ
ｒｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＢＰ），和对革兰阴性菌特异的杀
灭作用发挥作用。近年的研究指出，在严重脓毒症病

例的血培养结果中，革兰阳性菌的比例上升，病原微生

物组成复杂，且多有耐药性；细菌的结构成分，如 ＬＰＳ
仍然是诱发脓毒症的发生、发展的重要因素。另一方

面，由于ｒＢＰＩ２１多肽分子量较小，容易被血浆蛋白降
解，因此，其应用可能受限。为此，我们期望能找到一

种既可以抗耐药菌株又能中和毒素的脓毒症治疗的新

药。ＬＬ３７是另一种被广泛研究的抗菌蛋白，具有广
谱抗病原微生物活性和不易耐药的特性，对革兰阳性

菌、革兰阴性菌、真菌和病毒都有杀灭作用。为此，我

们将 ｒＢＰＩ２１与 ＬＬ３７两个基因片断进行融合，构建
ｒＢＰＩ２１ＬＬ３７／ＬＬ３７ｒＢＰＩ２１表达载体，获得较大片段的
多肽，最终以期获新的具有抗毒、广谱抗菌活性和不耐

药的ＢＰＩＬＬ３７／ＬＬ３７ＢＰＩ融合蛋白（抗菌剂），为脓毒
症治疗寻找新的药物。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　菌株大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉＴＯＰ１０，甲基化缺陷的

ＨＳＴ０４菌株均由本实验室保存备用；肺炎克雷伯杆菌
由大坪医院提供；肺腺癌细胞株 Ａ５４９细胞株由本实
验室保存备用。质粒 ｐＬＶＸＴｉｇｈｔＰｕｒｏ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ ＃
６３２１６２），ｐＭＤ１９Ｔ（ＴａＫａＲａ ＃６０１３）分别购自 Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ与ＴａＫａＲａ公司。
　　ＣＡＭＰ基因［ＯｒｉＧｅｎｅＨｏｍｏＳａｐｉｅｎｓｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ
ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｄｙＤＮＡ（ＮＭ＿
００４３４５），＃ＳＣ１１７４４６］，ＢＰＩ基因［ＹＲＧｅｎｅＨｏｍｏＳａｐｉｅｎｓ
ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ／ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（ＢＣ０４０９５５），
＃ＳＨＣ２５８９１］。限制性内切酶（ＴａＫａＲａ产品），ＤＮＡ连
接试剂盒（ＴａＫａＲａ产品，＃６２２０Ｑ），ＢＰＩ多克隆抗体
［ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ产品，ＡｎｔｉＢＰＩ（６１７５）ａｎｔｉｂｏｄｙｐｒｏ
ｄｕｃｅｄｉｎｒａｂｂｉｔ＃Ｂ２１８８］，ＣＡＭＰ多克隆抗体［Ａｂｃａｍ产
品，ＡｎｔｉＣａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎａｎｔｉｂｏｄｙＲａｂｂｉｔｐｌｏｙｃｌｏｎａｌ（ａｂ
６４８９２）］，第二抗体（联科生物，ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ
ＨＲＰｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ＃３１０４０１９），其余常用试剂均为国产分
析纯。

　　主要仪器：ＰＣＲ仪（Ｃ１０００ＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ，Ｂｉｏ
Ｒａｄ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ半干燥转移装置（ＴｒａｎｓＢｌｏｔＳＤ
ＳｅｍｉＤｒｙＴｒａｎｓｆｅｒＣｅｌｌ，ＢｉｏＲａｄ），印记显影系统
（ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＭＰＩｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ，ＢｉｏＲａｄ），紫外分光
光度计（岛津ＵＶｍｉｎｉ１２４０）
１．２　方法
１．２．１　引物设计　　为获取目的基因 ＢＰＩ（１～１９３）
和ＬＬ３７，使用ＰＣＲ反应从ｃＤＮＡ模板中扩增出加入了
酶切位点的目的片段，引物序列见表１。使用 ＤＮＡ连
接试剂盒将ＰＣＲ的反应产物连接到ｐＭＤ１９Ｔ载体上。
１．２．２　重组质粒（表达载体）的构建　　点突变与片
段删除。ｒＢＰＩ２１是 ＢＰＩ野生型蛋白的 Ｎ端２１×１０

３的

蛋白，该重组片段保留了野生型的生物学活性。与野

生型不同的是，ｒＢＰＩ２１存在第１３２位（Ｃ１３２Ａ）突变
［２］，

该变化使得ｒＢＰＩ２１比野生型具有更强的抗菌能力。据
此，通过ＰＣＲ法，使用点突变引物（表２）将 Ｔ载体上
的野生型ＢＰＩ（１～１９３ａａ）基因片段的第１３２位半胱氨
酸突变为丙氨酸，得到ｒＢＰＩ２１。同样使用ＰＣＲ法，使用
片段突变引物（表 ２）删除 ＬＬ３７基因中无功能的
Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ家族保守片段［３］。Ｔ载体结构如图１。
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表１　ＰＣＲ引物

①含有信号肽的ＢＰＩ（１～１９３ａａ）的引物（目的片段：７０５ｂｐ）

上游：５′ＡＴＧＧＡＴＣＣＴＧＧＡＧＧＡＴＧＡＧＡＧＡＧＡＡＣＡＴＧＧＣＣＡＧＧ３′（ＢａｍＨⅠ）

下游：５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＣＡＣＣＴＧＡＡＣＣＡＣＣＣＡＧＡＧＴＣＴＧＧＡＡＡＴＡ３′（ＸｂａⅠ）

②不含信号肽的ＢＰＩ（１～１９３ａａ）引物（目的片段：６０６ｂｐ）

上游：５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＧＴＧＧＴＴＣＡＧＧＴＧＧＴＧＴＣＡＡＣＣＣＴＧＧＣＧＴＣ３′（ＸｂａⅠ）

下游：５′ＣＧＡＣＧＣＧＴＣＴＡＣＡＧＡＧＴＣＴＧＧＡＡＡＴＡＡＧＧＴＴＧＣＡＧＣＴＣＧＧ３′（ＭｌｕⅠ）

③含有信号肽和Ｃａｔｈｅｌｉｎｄｉｎ家族保守片段的ＬＬ３７引物（目的片段：５４０ｂｐ）

上游：５′ＡＴＧＧＡＴＣＣＧＣＡＧＡＣＡＴＧＧＧＧＡＣＣＡＴＧＡＡＧＡＣＣ３′（ＢａｍＨⅠ）

下游：５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＣＴＣＴＧＴＣＣＴＧＧＧＴＡＣＡＡＧＡＴＴＣＣＧ３′（ＸｂａⅠ）

④不含信号肽和保守片段的ＬＬ３７引物（目的片段：１２３ｂｐ）

上游：５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＣＡＧＧＴＣＣＴＣＡＧＣＴＡＣＡＡＧＧＡＡＧＣ３′（ＸｂａⅠ）

下游：５′ＣＧＡＣＧＣＧＴＣＴＡＧＧＡＣＴＣＴＧＴＣＣＴＧＧＧＴＡＣ３′（ＭｌｕⅠ）

表２　突变引物序列

①ＢＰＩ（１１９３）Ｃ１３２Ａ点突变：

ＦＴ：ＡＣＣＡＴＣＡＣＣＧＣＣＴＣＣＡＧＣＴＧＣＡＧＣＡＧＣＣＡＣＡＴＣＡＡＣＡＧＴＧＴＣ

ＦＳ：ＣＡＧＣＡＧＣＣＡＣＡＴＣＡＡＣＡＧＴＧＴＣ

ＲＴ：ＧＣＡＧＣＴＧＧＡＧＧＣＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＧＣＴＴＧＣＣＴＧＡＣＧＴＧＧＧＧ

ＲＳ：ＴＧＧＧＣＴＴＧＣＣＴＧＡＣＧＴＧＧＧＧ

②删除ＣＡＭＰ家族保守片段：（被删除片段长度：３１２ｂｐ）

ＦＴ：ＣＣＴＣＴＧＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＣＣＴＧＣＴＧＧＧＴＧＡＴＴＴＣＴＴＣＣＧＧ

ＦＳ：ＣＴＧＣＴＧＧＧＴＧＡＴＴＴＣＴＴＣＣＧＧ

ＲＴ：ＧＧＣＡＡＴＧＡＴＧＧＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＣＡＣＣＡＧＧＣＣＣＡＧＣＡＧＣＡ

ＲＳ：ＣＡＴＣＡＣＣＡＧＧＣＣＣＡＧＣＡＧＣＡ
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图１　Ｔ载体结构

　　表达载体 ｐＬＶＸＴｉｇｈｔＰｕｒｏ含有一个受四环素调
控的 ＣＭＶ启动子，多克隆位点提供的 ＢａｍＨⅠ，
ＸｂａⅠ，ＭｌｕⅠ酶切位点，用ＨＳＴ０４菌株扩增载体去掉
ＸｂａⅠ位点的甲基化后可供使用。使用ＢａｍＨⅠ／ＸｂａⅠ
双酶切 ｐＭＤ１９ＮｒＢＰＩ和 ｐＭＤ１９ＮｓｉｇＣＡＭＰ３７，将酶
切产物各自克隆入 ｐＬＶＸＴｉｇｈｔＰｕｒｏ载体的 ＢａｍＨⅠ
和ＸｂａⅠ酶切位点之间，构成 ｐＬＶＸＮｒＢＰＩ和 ｐＬＶＸ

ＮｓｉｇＣＡＭＰ３７，再使用 ＸｂａⅠ／ＭｌｕⅠ双酶切 ｐＭＤ１９Ｃ
ＣＡＭＰ３７和 ｐＭＤ１９ＣｒＢＰＩ，酶切产物分别克隆入
ｐＬＶＸＮｒＢＰＩ和ｐＬＶＸＮｓｉｇＣＡＭＰ３７的ＸｂａⅠ和 ＭｌｕⅠ
酶切位点之间，构成 ｐＬＶＸｒＢＰＩ２１ＬＬ３７和 ｐＬＶＸｓｉｇ
ＣＡＭＰ３７ｒＢＰＩ２１重组质粒（图２）。
　　鉴定使用 ＢａｍＨⅠ／ＭｌｕⅠ双酶切重组质粒，以鉴
定目的片段是否成功连接。后由华大基因公司对载体

ＤＮＡ完成测序。
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图２　表达载体结构

１．２．３　细胞转染　　瞬时转染用含１０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基培养Ａ５４９细胞于２５ｃｍ２培养瓶内，
转染前 ２４ｈ消化细胞，按 ２×１０５／孔的密度接种于
６孔板内，细胞培养２４ｈ后更换为新鲜培养基，后分别
用 ｐＬＶＸｒＢＰＩ２１ＣＡＭＰ和 ｐＬＶＸｓｉｇＣＡＭＰ３７ｒＢＰＩ２１质
粒转染细胞，根据 ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ体外 ＤＮＡ 转染试剂
（ＰｏｌｙＪｅｔＴＭＩｎＶｉｔｒｏＤＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ）试剂说明
书进行转染。转染２４ｈ后更换为含５００ｎｇ／ｍＬ四环
素的ＲＰＭＩ１６４０完全培养基以诱导目的蛋白表达。转
染４８ｈ后更换一半培养基以保持培养基中的营养。
转染７２ｈ后收集上清抑菌试验，并提取细胞总蛋白通
过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定融合蛋白是否表达。
１．２．４　重组融合蛋白鉴定　　应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ免疫
印迹技术检测重组融合蛋白 ＢＰＩＬＬ３７与 ＬＬ３７ＢＰＩ的
表达。将６０μｇ细胞总蛋白用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳后，使用半干转仪将蛋白转印至ＰＶＤＦ膜，根据目的
蛋白的理论分子量，参照预染蛋白Ｍａｒｋｅｒ切出包含目
的蛋白的 ＰＶＤＦ膜，含５％脱脂奶粉的 ＴＴＢＳ６ｍＬ封
闭６０ｍｉｎ，之后用１％脱脂奶粉稀释第一抗体，ＢＰＩ抗体
与Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ抗体均以１∶５００比例稀释。去掉 ＰＶＤＦ
膜的封闭液，使用稀释的第一抗体工作液替代之，４℃
下持续摇动过夜。取出ＰＶＤＦ膜，１０ｍＬＴＴＢＳ摇动洗涤
４次，每次１５ｍｉｎ。使用１％脱脂奶粉稀释第二抗体，稀
释比例１∶５０００。将ＰＶＤＦ从ＴＴＢＳ中取出，放入第二抗
体工作液中室温持续摇动６０ｍｉｎ。取出膜，１０ｍＬＴＴ
ＢＳ摇动洗涤４次，每次１５ｍｉｎ。取出ＰＶＤＦ膜，滴加适
量显迹液，使用显影系统获取印记图像。

１．２．５　抑菌试验　　为了验证融合蛋白是否具有抑
制细菌生长的能力。分别将培养的对青霉素耐药的大

肠杆菌 Ｔｏｐ１０和野生型的肺炎克雷伯杆菌用 ＰＢＳ洗
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涤，再悬浮于ＰＢＳ中达到约３×１０８／ｍＬ的浓度。然后
将大约３×１０６个细菌与１００体积的转染了表达载体的
细胞的培养上清混合。３７℃，６０ｒ／ｍｉｎ培养６ｈ，两种
细菌分布用氨苄青霉素（１００μｇ／ｍＬ）和阿米卡星
（１００μｇ／ｍＬ）作为阳性对照。用 ＰＢＳ洗去培养基，再
悬浮于 ＰＢＳ中，使用紫外分光光度计测量溶液在
６００ｎｍ处的光密度值Ｄ（６００）［４］。
１．３　统计学处理
　　数据处理采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件，组间两两比
较使用单因素方差分析。

２　结果

２．１　重组质粒的鉴定
　　酶切结果我们分别用 ＢａｍＨⅠ和 ＢａｍＨⅠ／ＭｌｕⅠ
单、双酶切表达载体，结果如图３，可见克隆的基因片
段已经成功连接至载体。

　　重组质粒 ｐＬＶＸｒＢＰＩ２１ＣＡＭＰ和 ｐＬＶＸｓｉｇＣＡＭＰ３７
ｒＢＰＩ２１经过测序，其序列与目的基因序列完全一致，说
明重组表达载体构建成功。
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１：ＢａｍＨⅠ单酶切 ｐＬＶＸｒＢＰＩ２１ＣＡＭＰ；２：ＢａｍＨⅠ／ＭｌｕⅠ双酶切
ｐＬＶＸｒＢＰＩ２１ＣＡＭＰ；Ｍ：ＤＮＡ标准；３：ＢａｍＨⅠ单酶切 ｐＬＶＸｓｉｇ
ＣＡＭＰ３７ｒＢＰＩ２１；４：ＢａｍＨⅠ／ＭｌｕⅠ双酶切ｐＬＶＸｓｉｇＣＡＭＰ３７ｒＢＰＩ２１

图３　ＢａｍＨⅠ和ＢａｍＨⅠ／ＭｌｕⅠ单、双酶切表达载体鉴定结果

２．２　重组融合蛋白的表达
　　本研究构建了由柔性片段（ＧＧＳＧＧ）所连接的由
ｒＢＰＩ２１和ＬＬ３７融合蛋白，其结构如图２。使用Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测出了融合蛋白的 ＢＰＩ和 ＬＬ３７片段，证明其
融合成功（图４），融合蛋白大小介于２５～３０×１０３。
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１：ＢＰＩＬＬ３７；２：ＬＬ３７ＢＰＩ
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测融合蛋白表达

２．３　重组融合蛋白的功能鉴定
　　通过抑菌试验验证了融合蛋白的杀菌功能。对于
青霉素耐药的大肠杆菌 Ｔｏｐ１０，与对照组（０．２４１±
０００８）相比，氨苄青霉素组（０．２３６±０．００８）对细菌的
生长没有抑制作用；而ＢＰＩＬＬ３７融合蛋白组（０．１７２±

０．００８）和ＬＬ３７ＢＰＩ融合蛋白组（０．１７５±０．００８）细菌
生长明显受到抑制，与对照组和氨苄青霉素组相比差

异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。应用野生型的肺炎
克雷伯杆菌的抑菌试验也观察到了一致的结果。ＢＰＩ
ＬＬ３７融合蛋白组（０．１６３±０．０２２）和 ＬＬ３７ＢＰＩ融合蛋
白组（０．２４４±０．０７０）中细菌生长受到了明显抑制，与
对照组（０．５３０±０．０５７）相比，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　脓毒症是由致病微生物的结构成分和毒素诱发的
全身性炎症反应综合征。近年的研究指出，在严重脓

毒症病例的血培养结果中，有６２％的患者分离出革兰
阴性菌，革兰阳性菌的比例则上升到了４７％［５］。病原

微生物组成复杂，且多有耐药性，为此，我们期望能找

到一种可以解决上述问题的抗菌剂。

　　ＢＰＩ是一种存在于人类多形核白细胞颗粒内的
５５×１０３的阳离子蛋白，它是脂多糖结合蛋白（ＬＰＳ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＬＢＰ／ＣＤ１４）的竞争性抑制剂，可以中
和内毒素，并且对革兰阴性菌具有细胞毒作用，动物实

验证实其对于内毒素血症［６］、肺炎［７］等感染性疾病都

有治疗效果。进一步的研究发现，由其 Ｎ端２１×１０３

片段组成的重组蛋白（ｒＢＰＩ２１）具有完整的内毒素中和
能力以及抑制细胞因子表达、中性粒细胞活化和凝血

过程等作用［８］，且抗菌能力较 ５５×１０３的野生型更
强［２］。之后的研究观察到 ｒＢＰＩ２１在肺炎、脓毒症动物
模型中发挥了保护效应［９］，并发现其在脓毒症中发挥

的保护效应更多的是依赖其抗菌能力而非抗内毒素作

用［１０］。更重要的是其在临床试验中也显示了治疗效

果［１１－１２］。目前 ｒＢＰＩ２１的商品［奥培巴坎，Ｎｅｕｐｒｅｘ
（ｏｐｅｂａｃａｎ），ＸＯＭＡ公司］已于２００６年９月获得欧盟
理事会（ＥＣ）罕见病用药批准，用于治疗细菌感染性脑
膜炎，其第２期临床研究已完成。由德克萨斯大学西
南医学中心（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＴｅｘａｓＳｏｕｔｈｗｅｓｔｅｒｎＭｅｄｉｃａｌ
Ｃｅｎｔｅｒ）的ＪｏｓｅｐｈＭｉｎｅｉ主持的 ｒＢＰＩ２１用于治疗烧伤的
２期临床研究已完成，但数据尚未发表。
　　ＬＬ３７是 Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ抗菌蛋白（ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎａｎｔｉ
ｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＡＭＰ）家族的唯一成员，它可以被多
种组织和细胞分泌，具有广谱抗病原微生物活性和不

易耐药的特性，对革兰阳性菌、革兰阴性菌、真菌和病

毒都有作用。近年来的研究还发现了ＬＬ３７具有免疫
调节和促愈的作用［１３］。

　　本实验通过构建 ＢＰＩＬＬ３７／ＬＬ３７ＢＰＩ表达载体，
获得了新的片段较大，具有抗毒、广谱抗菌活性和不耐

药融合蛋白（抗菌剂）。实验结果显示，我们构建的
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ＢＰＩＬＬ３７和 ＬＬ３７ＢＰＩ表达载体，可以转染入人的体
细胞并顺利地表达；并通过抑菌试验进一步证实该融

合蛋白具有较强的杀菌作用。

　　同时，我们发现两种结构的融合蛋白对大肠杆菌
的生长抑制能力大致相似，对肺炎克雷伯杆菌的抑制

作用的差异无统计学意义，提示两种蛋白的结构和功

能在上述两种融合方案中未受到明显的影响，两种蛋

白很可能保留了例如炎症调节等融合前的特性。因

此，该融合蛋白的免疫调节作用，尚值得进一步的实验

探讨。另外，由于尚无高纯度的蛋白样品，而蛋白大小

的差异，载体表达效率不同等因素影响各组间的可比

性，故本研究未比较融合蛋白与单独的ｒＢＰＩ２１、ＬＬ３７以
及两种单一蛋白联用的抗菌活性，我们将在后续的工

作中完善相关研究。

　　对于抗细菌感染治疗来说，药物耐药是近年来凸
显的重要问题，该问题在脓毒症高发的 ＩＣＵ则表现得
更甚。２０１４年世界卫生组织发布的首份全球抗生素
耐药报告中指出，对于中国所在的西太平洋区域，在造

成脓毒症等严重疾病的细菌中，大肠杆菌对氟喹诺酮

类药物的耐药程度很高。肺炎克雷伯菌对第３代头孢
菌素的耐药性也很广泛。且根据报告，在该区域有些

地方，多达８０％的金黄色葡萄球菌感染对甲氧西林具
有耐药性，标准的抗生素治疗无效。因此，挖掘新药物

的需求越来越迫切，也有了一些突破，如近来的研究发

现的噬菌体ＧＰ６７蛋白等［１４］。在此方面，我们的研究

证明了该融合蛋白对青霉素耐药细菌也有抑菌活性，

提示对于传统抗生素的耐药问题，改良已知抗菌物质

也是一条可行的解决路径。且难度较小，成本也较低。

　　此外，新兴的细胞治疗研究在近年取得了长足的
发展，已有来源于动物模型的研究确证干细胞移植对

于脓毒症也有治疗作用［１５］。而本研究所构建的融合

蛋白为慢病毒过表达载体，将进一步包装成为病毒后

通过感染细胞手段修饰有应用前景但又难于转染的载

体细胞，如骨髓基质干细胞，以获得组织修复和抗炎、

抗毒功能增强型骨髓基质干细胞，干细胞分泌的重组

蛋白质 ＢＰＩＬＬ３７／ＬＬ３７ＢＰＩ不仅具有中和细菌内毒
素的作用，还具有杀菌的功能，此外，干细胞还具有炎

症调节和组织修复功能，由此以建立脓毒症治疗的新

措施，为干细胞移植在脓毒症治疗中的应用探索出新

的出路。
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ｂｙａｐｈａｇｅｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１２，１５１（５）：１００５－１０１６．

［１５］ＮｅｍｅｔｈＫ，ＬｅｅｌａｈａｖａｎｉｃｈｋｕｌＡ，ＹｕｅｎＰＳ，ｅｔａｌ．Ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓａｔｔｅｎｕａｔｅｓｅｐｓｉｓｖｉａｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ
（２）ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｏｆｈｏｓｔｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｔｏｉｎ
ｃｒｅａｓｅｔｈｅｉｒｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００９，
１５（１）：４２－４９．

（收稿：２０１４０９１８；修回：２０１４１０１６）
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