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抗菌肽ＥＴ１２对革兰阳性菌的抗菌活性及机制研究
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　　［摘要］　目的　研究抗菌肽 ＥＴ１２的抗菌活性及机制。方法　通过微量肉汤稀释法检测抗菌肽
ＥＴ１２对临床常见菌株的最低抑菌浓度（ＭＩＣ），激光共聚焦显微镜观察抗菌肽 ＥＴ１２对表皮葡萄球菌生
物膜形成和细胞膜通透性的影响，透射电镜观察抗菌肽 ＥＴ１２对表皮葡萄球菌细胞形态的影响，利用脱
纤维绵羊血检测抗菌肽ＥＴ１２的溶血活性，利用ＣＣＫ８试剂盒检测抗菌肽ＥＴ１２对细胞的毒性。结果　
抗菌肽ＥＴ１２对革兰阳性菌特别是表皮葡萄球菌具有良好的抗菌活性，ＭＩＣ值在 ８～６４μｇ／ｍＬ之间。
ＥＴ１２能够有效抑制表皮葡萄球菌生物膜的形成及破坏细菌细胞形态，增强细胞膜通透性。在有效抗菌
浓度范围内，ＥＴ１２对绵羊红细胞的溶血率小于２．５％，ＲＡＷ２６４．７细胞存活率大于８０％。结论　抗菌肽
ＥＴ１２对革兰阳性菌具有较强的抗菌活性，细胞膜可能是其抗菌作用靶点，且溶血活性和细胞毒性较低。
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　　在过去几十年中，多药耐药菌迅速蔓延，导致医院
感染和住院死亡率增加，对全球健康构成威胁。随着

抗生素耐药性的上升，寻找替代性抗生素已成为治疗

耐药菌的首要任务。抗菌肽（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，
ＡＭＰｓ）存在于从细菌到植物、脊椎动物和无脊椎动物
的所有生命形式中，是其固有免疫防御的普遍组成部

分，已经被广泛研究。由于抗菌谱广、热稳定性好、对

宿主毒性小等特征，抗菌肽具有作为抗菌药物使用的

潜力［１－３］；此外，大多数抗菌药物通常作用于特定蛋白

质，而抗菌肽大多作用于细菌膜或其他广义靶点，使得

细菌通过基因突变获得耐药性的可能性变得很小［４］。

　　抗菌肽是病原微生物入侵有机体后，有机体产生
的一种具有抗菌作用的小分子多肽。从来源上分类，

可分为内源性抗菌肽和人工合成抗菌肽两类。内源性

抗菌肽是从有机体中直接提取的，具有广谱抗菌能

力［５］。人工合成的抗菌肽主要是为了解决内源性抗

菌肽产量小、技术难度高、新陈代谢稳定率和生物药效

率低等问题而设计和改造的［６］。我们根据粪肠球菌

产生的肠毒素中的一段氨基酸序列［７］，在保证有较好

抗菌活性的基础上，尽可能减小分子量，设计出３条具
有９～１２个氨基酸的多肽，经前期实验比较发现含有
１２个氨基酸残基的抗菌肽 ＥＴ１２对革兰阳性菌、特别
是表皮葡萄球菌抗菌效果较好。因此，本研究拟通过

调查其抗菌活性、抗生物膜形成能力、细胞毒性、溶血

性，从而确定 ＥＴ１２是一种可应用的、效果良好的抗革
兰阳性菌活性肽；并在此基础上，通过透射电子显微镜

和激光共聚焦显微镜观察抗菌肽处理前后细菌形态和

细胞膜通透性的变化，初步探究抗菌肽 ＥＴ１２的抗菌
机制，以期为开发新抗菌药物提供实验研究依据。

１　材料与方法

１．１　菌株
　　为了检测抗菌肽 ＥＴ１２的抗菌活性，本实验共选
择６种３０株常见菌，其中包括 ２种革兰阳性菌（金
黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌）和 ４种革兰阴性菌
（鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希氏菌、肺炎

克雷伯菌）。所有的标准菌株（ＡＴＣＣ２５９２３、Ｎ３１５、
ＡＴＣＣ１２２２８、ＡＴＣＣ３５９８４、ＡＴＣＣ２７８５３、ＡＴＣＣ２５９２２）
均购自美国菌种保藏中心，其余临床菌株均为陆军

军医大学第一附属医院临床分离所得。实验所用菌

株信息见表１。

表１　抗菌肽ＥＴ１２对不同细菌的ＭＩＣ结果

菌株名 菌株号 ＥＴ１２ＭＩＣ／μｇ·ｍＬ－１

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３ ６４

Ｎ３１５ ３２

Ｓ２６ ３２

Ｓ２８ ６４

Ｓ２９ ８

表皮葡萄球菌 ＡＴＣＣ１２２２８ ８

ＡＴＣＣ３５９８４ １６

４８ １６

４９ １６

５０ ８

鲍曼不动杆菌 ａｂａ６５８ ２５６

ａｂａ６５９ ３２

ａｂａ６６０ ６４

ａｂａ６６１ １２８

ａｂａ６６２ １２８

铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３ ＞２５６

Ｐ５４４ ＞２５６

Ｐ６３０ ＞２５６

Ｐ６６９ ＞２５６

Ｐ６７０ ＞２５６

大肠埃希氏菌 ＡＴＣＣ２５９２２ ＞２５６

Ｅ２６０ ＞２５６

Ｅ２７０ ＞２５６

Ｅ２８２ ２５６

Ｅ３８８ ２５６

肺炎克雷伯菌 １２０６ ＞２５６

１２２０ ＞２５６

１２４０ ＞２５６

１２４８ ＞２５６

１３１４ ＞２５６

１．２　材料、试剂与仪器
　　小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（ＲＡＷ２６４．７）购自
中国科学院上海细胞生物研究所。试剂：ＤＭＥＭ细胞
培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ，ＳＨ３０２４３．０１）；胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ，
ＳＶ３００８７．０３）；哥伦比亚血琼脂平板（庞通医疗，
ＰＢ１１０１）；ＭＨ肉汤（北京路桥，ＣＭ９０１）；ＴＳＢ培养基
（索莱宝，ＬＡ０１１０）；异硫氰酸荧光标记的伴刀豆球蛋
白Ａ（ＦＩＴＣＣｏｎＡ；Ｓｉｇｍａ，Ｃ７６４２）；碘化丙啶（ＰＩ；Ｓｉｍｇａ，
Ｐ４１７０）；脱纤维绵羊血（索莱宝，ＴＸ００３０）；增强型
ＣＣＫ８试剂盒（碧云天，Ｃ００１７）；ＴｒｉｔｏｎＸ１００（碧云天，
ＳＴ７９５）；二甲亚砜（ＤＭＳＯ；碧云天，ＳＴ０３８）；戊二醛溶
液（阿拉丁，Ｇ１０５９０７）。仪器：玻底培养皿（ＮＥＳＴ，
８０１００２）；３１１１型 ＣＯ２培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；
ＭｕｈｉｓｋａｎＳｐｅｃｔｒｕｍ型酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；
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ＭＡＸＱ４８１Ｒ型摇床（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＪＥＭ１４００型
透射电子显微镜（日本电子株式会社）；ＬＳＭ７８０型激
光共聚焦显微镜（德国ＺＥＩＳＳ公司）。
１．３　抗菌肽ＥＴ１２的合成
　　抗菌肽 ＥＴ１２含有１２个氨基酸残基，序列为苯丙
氨酸赖氨酸赖氨酸缬氨酸异亮氨酸缬氨酸异亮氨
酸精氨酸精氨酸色氨酸苯丙氨酸异亮氨酸。通过
芴甲氧羰基（Ｆｍｏｃ）固相化学方法合成多肽 ＥＴ１２（批
号：Ｐ１５０６４２２０１７１２２０），利用高效液相色谱法进行纯
化，并进行质谱鉴定。用自动氨基酸测序仪测定氨基

酸序列结构。上述均由上海生工生物工程股份有限公

司完成。

１．４　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）测定
　　采用微量肉汤稀释法检测抗菌肽 ＥＴ１２对革兰阴
性菌和革兰阳性菌的ＭＩＣ。各菌株分别接种至哥伦比
亚血琼脂平板上，３７℃培养２０ｈ后，取单菌落，并用生
理盐水稀释至０．５个麦氏比浊单位，用 ＭＨ肉汤进一
步稀释１０００倍备用。少量 ＤＭＳＯ溶解抗菌肽 ＥＴ１２，
按倍比稀释法用ＭＨ肉汤将其稀释成５１２～１μｇ／ｍＬ
的浓度梯度。取１００μＬ各浓度的抗菌肽ＥＴ１２溶液分
别与１００μＬ稀释菌液一起加入９６孔板中；取１００μＬ
稀释菌液和１００μＬＭＨ肉汤作为生长对照孔。３７℃
培养２０ｈ后，读取ＭＩＣ结果。
１．５　抗菌肽ＥＴ１２对细菌生物膜形成的影响
　　用ＴＳＢ培养基将过夜培养的表皮葡萄球菌比浊
稀释至１．０×１０８ＣＦＵ／Ｌ；无菌 ６孔板中放入无菌盖玻
片，加入２．５ｍＬ菌液和２．５ｍＬ的抗菌肽ＥＴ１２溶液，
使得抗菌肽ＥＴ１２的最终浓度为１／４ＭＩＣ，以ＴＳＢ培养
基为阴性对照。３７℃培养２４ｈ。取出盖玻片，用 ＰＢＳ
溶液轻柔冲洗，去除未粘附细菌，并用吸水纸吸去多余

水分，加入２．５％的戊二醛溶液，固定１．５ｈ。ＰＢＳ溶液
冲洗后，加入５０ｍｇ／ｍＬ的 ＦＩＴＣＣｏｎＡ溶液，４℃避光
染色３０ｍｉｎ。ＰＢＳ溶液冲洗后，加入５ｍｇ／Ｌ的 ＰＩ溶
液，４℃避光染色１５ｍｉｎ。ＰＢＳ再次清洗后，晾半干，
５０％甘油封片。激光共聚焦显微镜定性观察标记为绿
色荧光的多糖和标记为红色荧光的细菌细胞核。

１．６　抗菌肽ＥＴ１２对细菌形态的影响
　　参照文献［８］描述的方法利用透射电子显微镜观
察细菌形态。取对数生长期的表皮葡萄球菌与ＭＩＣ浓
度的ＥＴ１２，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床培养３０ｍｉｎ。菌液与
ＰＢＳ共培养作为空白对照。１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃
上清，无菌生理盐水洗涤３次后，用２．５％戊二醛固定
２ｈ后，送至电镜室进行样品固定、脱水、包埋、切片和
染色，最后用透射电子显微镜观察。

１．７　抗菌肽ＥＴ１２对细菌细胞膜通透性的影响
　　通过ＰＩ染色观察ＥＴ１２对细菌细胞膜通透性的影
响［９］。取对数生长期的表皮葡萄球菌与 ＭＩＣ浓度的
抗菌肽ＥＴ１２（ＰＢＳ作为空白对照）共培养 ３０ｍｉｎ后，
用 ＰＢＳ清洗细菌 ３次。１００μｇ／ｍＬ的 ＰＩ溶液染色
１５ｍｉｎ后，加入玻底培养皿中。激光共聚焦显微镜定
性观察标记为红色荧光的膜破细菌。

１．８　抗菌肽ＥＴ１２体外溶血性的测定
　　取脱纤维绵羊血１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。弃上
清，用ＰＢＳ反复多次洗涤红细胞，直至上清透亮。用
１０倍体积的 ＰＢＳ重悬红细胞，制备红细胞悬液。用
ＰＢＳ按照倍比稀释法将抗菌肽 ＥＴ１２稀释为 ５１２０、
２５６０、１２８０、６４０、３２０、１６０、８０、４０μｇ／ｍＬ的浓度，分别
取１０μＬ肽液加入９６孔板中，作为实验组，另取１０μＬ
ＰＢＳ和１０％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００分别作为阴性对照组和阳
性对照组。每孔加入１×１０５个红细胞悬液，每组５个
复孔。５％ ＣＯ２、３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清至新的９６孔板中，于４５０ｎｍ处测光密
度值［Ｄ（４５０）］，并计算溶血率。溶血率＝［实验组
Ｄ（４５０）－阴性对照组Ｄ（４５０）］／［阳性对照组Ｄ（４５０）－
阴性对照组Ｄ（４５０）］×１００％。
１．９　抗菌肽ＥＴ１２细胞毒性测定
　　小鼠单核巨噬细胞白血病细胞（ＲＡＷ２６４．７）按照
１×１０５个／孔接种至９６孔板中，在含５％ＣＯ２的恒温细
胞培养箱中３７℃培养 ２４ｈ。弃上清，并用 ＰＢＳ清洗
２次。用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基按照倍比
稀释法将抗菌肽 ＥＴ１２稀释为 ５１２、２５６、１２８、６４、３２、
１６、８、４μｇ／ｍＬ，分别取１００μＬ加入清洗好的９６孔板
细胞中，作为实验组，并设置对照组（含有细胞和培养

基）和空白组（只含有培养基），每组３个复孔。３７℃、
５％ＣＯ２条件下孵育２４ｈ。每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶
液，细胞培养箱中孵育３０ｍｉｎ后，在４５０ｎｍ处测光密
度值［Ｄ（４５０）］，并计算细胞存活率。细胞存活率＝
［实验组Ｄ（４５０）－空白组Ｄ（４５０）］／［对照组Ｄ（４５０）－
空白组Ｄ（４５０）］×１００％。

２　结果

２．１　抗菌肽ＥＴ１２的合成
　　ＥＴ１２是一种小分子多肽，由 １２个氨基酸残基组
成，相对分子量为１６０５．０５，其中包括４个正电荷残基
（精氨酸＋赖氨酸）。高效液相色谱法鉴定其纯度为
９８．０％（图１Ａ），质谱结果显示 ＥＳＩＭＳ（ｍ／ｚ）：８０３．４５
［Ｍ＋２Ｈ］２＋、１６０５．１５［Ｍ＋Ｈ］＋，ＥＴ１２的分子离子峰与
合成预期结果一致（图 １Ｂ）。ＥＴ１２全序列为 ＦＫＫＶＩ
ＶＩＲＲＷＦＩ，通过ＮＣＢＩｎｒ蛋白质数据库检索，未发现有
与之序列相匹配的蛋白质。

９６５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）
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Ａ：ＥＴ１２的高效液相色谱图；Ｂ：电喷雾电离（ＥＳＩ）质谱图

图１　抗菌肽ＥＴ１２的表征

２．２　ＭＩＣ测定结果
　　抗菌肽ＥＴ１２对革兰阳性菌和革兰阴性菌的 ＭＩＣ
结果如表１所示。抗菌肽 ＥＴ１２对革兰阴性菌几乎没
有抗菌效果，ＭＩＣ值大部分均大于 ２５６μｇ／ｍＬ。相对
而言，ＥＴ１２对革兰阳性菌的抗菌活性良好，其中对表
皮葡萄球菌的抗菌活性最好，ＭＩＣ值均在 １６μｇ／ｍＬ
及以下。由于 ＥＴ１２对表皮葡萄球菌临床菌株 ５０的
抗菌活性最好，因此将其作为后续生物膜、细胞形态及

细胞膜通透性实验的菌株。

２．３　抗菌肽ＥＴ１２对细菌生物膜形成的影响
　　激光共聚焦显微镜观察亚ＭＩＣＥＴ１２对表皮葡萄
球菌生物膜形成的影响，结果如图２所示。未经抗菌
肽ＥＴ１２处理的空白对照组，其表皮葡萄球菌密集，所
形成的生物膜结构紧密。相对而言，１／４ＭＩＣＥＴ１２处
理表皮葡萄球菌２４ｈ后，细菌数量明显减少，细菌生
物膜的形成疏散。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：ＥＴ１２处理组

图２　抗菌肽ＥＴ１２对细菌生物膜形成的影响

２．４　抗菌肽ＥＴ１２对细菌形态的影响
　　通过透射电镜观察 ＥＴ１２对表皮葡萄球菌细胞形
态的影响，结果如图３所示。空白对照组表皮葡萄球
菌细胞轮廓平滑完整，胞质密度均匀；而抗菌肽 ＥＴ１２
处理组细胞溶胀破裂，细胞质向外渗漏。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：ＥＴ１２处理组

图３　透射电镜观察抗菌肽ＥＴ１２对细菌细胞形态的影响

２．５　抗菌肽ＥＴ１２对细菌细胞膜通透性影响
　　激光共聚焦显微镜观察结果（图４）显示，相比空
白对照组，ＥＴ１２在３７℃与表皮葡萄球菌孵育３０ｍｉｎ
后，ＰＩ穿透细胞膜，产生大量对照组极少存在的红色
荧光。

２．６　抗菌肽ＥＴ１２的溶血率
　　利用脱纤维绵羊血红细胞测定 ＥＴ１２的溶血活
性，结果如图 ５所示。抗菌肽 ＥＴ１２的溶血率随浓度
的升高而升高。虽然在５１２μｇ／ｍＬ时对红细胞的溶血
率为６．８５％，但在８～６４μｇ／ｍＬ时其溶血率在０．６２％～
２．２９％范围内，溶血活性较低。

０７５１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：空白对照组；Ｂ：ＥＴ１２处理组

图４　菌肽ＥＴ１２对细菌细胞膜通透性的影响
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图５　抗菌肽ＥＴ１２对脱纤维绵羊红细胞的溶血率

２．７　抗菌肽ＥＴ１２的细胞毒性
　　抗菌肽 ＥＴ１２的细胞毒性如图６所示。随着抗菌
肽ＥＴ１２浓度的增加，ＲＡＷ２６４．７细胞的存活率呈下降
趋势。在５１２μｇ／ｍＬ的浓度下，细胞存活率最低，为
４７．８２％。在抗菌肽 ＥＴ１２对革兰阳性菌的 ＭＩＣ范围
内（ＭＩＣ≤６４μｇ／ｍＬ），ＲＡＷ２６４．７细胞的存活率都大
于８０％。结果表明，抗菌肽ＥＴ１２的细胞毒性较小。
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图６　不同浓度抗菌肽ＥＴ１２处理后ＲＡＷ２６４．７细胞的存活率

３　讨论

　　由于抗菌药物的大量及不合理使用，多重耐药菌
不断增加，给临床治疗带来了巨大挑战。目前抗菌药

物的研发速度远低于耐药菌的出现，因此寻找新的抗

菌药物成为亟待解决的问题。近年来，越来越多的人

工抗菌肽被设计合成并发现具有广谱的抗菌活

性［１０－１２］。本研究设计合成了一种抗菌肽 ＥＴ１２，通过
ＭＩＣ测定发现其对革兰阳性菌，特别是表皮葡萄球菌
具有较强的抗菌效果。ＥＴ１２对表皮葡萄球菌的 ＭＩＣ
均≤１６μｇ／ｍＬ，与临床常用抗菌药物的 ＭＩＣ值相当。
抗菌肽ＥＴ１２由１２个氨基酸残基组成，含有４个正电
荷氨基酸和 ６６．６７％的疏水氨基酸，是一种分子量小
的阳离子疏水肽。抗菌肽 ＥＴ１２较好的抗革兰阳性菌
活性效果可能是由于革兰阳性菌细胞壁表面存在的大

量磷壁酸和糖醛酸磷壁酸使其对带正电的抗菌肽

ＥＴ１２更加敏感［１，１３］。然而，ＥＴ１２对革兰阴性菌几乎
没有抗菌活性。导致这种差异的原因可能是由于革兰

阴性菌细胞壁外具有额外的一层外膜，比革兰阳性菌

更能抵抗外来抗菌药物的入侵［１４］。本研究中ＥＴ１２对
表皮葡萄球菌具有最强的抗菌活性，因此以表皮葡萄

球菌为研究对象进行后续的生物膜、细菌形态及细胞

膜通透性实验。

　　临床上 ８０％的感染都与生物膜相关。表皮葡萄
球菌是生物膜相关感染的重要病原菌之一。表皮葡萄

球菌能够粘附到外科植入材料上形成生物膜，生物膜

中的细菌能够抵抗抗菌药物和宿主免疫系统的攻击，

比浮游菌的耐药性高 １０００倍［１５］。本研究通过激光

共聚焦显微镜观察生物膜，结果显示亚ＭＩＣＥＴ１２能
够有效抑制表皮葡萄球菌的生物膜形成，提示抗菌肽

ＥＴ１２可能作为一种预防生物膜相关感染的治疗药物。
　　为了探讨 ＥＴ１２的抗菌作用机制，我们首先通过
透射电镜观察表皮葡萄球菌细胞形态变化，结果显示

ＥＴ１２会导致表皮葡萄球菌的细胞破裂，细胞质向外渗
漏。由于ＰＩ只穿透受损的膜，将ＤＮＡ染成红色，因此
通过测定细菌对ＰＩ的摄取量研究ＥＴ１２对细菌细胞膜
的通透性。实验结果显示 ＥＴ１２会造成表皮葡萄球菌
细胞膜破裂，通透性增加。据此我们推测，阳离子抗菌

肽ＥＴ１２可能在穿过细胞壁后，通过作用于细胞膜，造
成细胞膜破裂而表现出抗菌活性［１６－１８］。然而具体的

作用方式，仍需更加深入的研究。

　　溶血活性和细胞毒性是衡量抗菌肽安全性的重要
评价指标。本研究中，抗菌肽 ＥＴ１２虽然在高浓度中
具有一定的溶血活性和细胞毒性，但在≤１２８μｇ／ｍＬ
浓度范围内溶血性和细胞毒性较低。研究结果表明抗

菌肽ＥＴ１２在保证对革兰阳性菌具有良好的抗菌活性
和抗生物膜形成活性的同时，还具有溶血率低，对正常

细胞无毒性的特征，有作为抗生素替代药物的潜力。

１７５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１５）
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