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不同药用辅料对人 α防御素５抗菌活性影响的单因素实验研究

周小林１，２，王　成１，申明强１，陈　默１，贺赐安１，王军平１　（第三军医大学：１．军事预防医学院防原医学教研室，全军复合
伤研究所，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室；２．基础部外科应用解剖与手术学教研室，重庆 ４０００３８）

　　［摘　要］　目的　探索单种药用辅料不同浓度条件下对人α防御素５（ＨＤ５）抗菌活性的影响，为后期新药制剂配方的研制提
供实验依据。方法　采用抗菌实验平板计数法，分析不同浓度ＨＤ５的抗菌活性，然后选择不同浓度甘油、蔗糖、ＮａＣｌ、吐温８０、羟丙
基β环糊精（ＨＰβＣＤ）、尼泊金甲酯钠作为候选辅料，以含有各浓度不同辅料添加ＨＤ５多肽作为实验组，以各浓度辅料的未添加
ＨＤ５作为对照组，其中将未添加ＨＤ５和辅料的对照组称为空白对照组。计数平板菌落数，以抑菌率作为响应值，从而选择适宜的
辅料种类和浓度范围。结果　与单纯ＨＤ５多肽相比，分别单独加入浓度大于０．２９％的ＮａＣｌ和１０％以上的（ＨＰβＣＤ），ＨＤ５的抑
菌率明显下降（Ｐ＜０．０５），而单独加入设定浓度的甘油、蔗糖、吐温８０、ＨＰβＣＤ和尼泊金甲酯钠均不会显著影响ＨＤ５的抑菌率，但
是由于较高浓度的甘油、吐温８０和尼泊金甲酯钠本身具有显著抑菌活性，所以在较高浓度时无法判断它们是否影响了ＨＤ５的抗菌
活性，因此在选取浓度时要注意区分抑菌活性的主次关系。分别单独加入浓度低于１０％的甘油、１２％的蔗糖、０．５％的吐温８０、５％
的ＨＰβＣＤ和０．５％的尼泊金甲酯钠均不会显著影响ＨＤ５的抗菌活性。结论　在一定浓度范围内，甘油、蔗糖、吐温８０、ＨＰβＣＤ
和尼泊金甲酯钠不会影响ＨＤ５的抗菌活性，可作为ＨＤ５的备选辅料。
　　［关键词］人α防御素５；辅料；抗菌活性；单因素实验
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　　半个多世纪以来抗生素的广泛使用给临床感染性 疾病的治疗产生了革命性的深远影响。然而细菌多药

耐药性的产生，给疾病的治疗带来了极大的困难，逐渐

成为了世界性普遍关注和难以解决的问题，新型抗菌

药物的研制迫在眉睫。近年来发现的防御素，作为机

体天然防御系统重要组成部分，广泛分布于生物体内，

以其广谱抗微生物活性和在有效剂量内不产生耐药性

的特点备受关注。人α防御素５（ｈｕｍａｎαｄｅｆｅｎｓｉｎ５，

·５４３·
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ＨＤ５）是由３５～５５个氨基酸组成，分子量只有３～５ｋＤ
的富含半胱氨酸残基的阳离子短肽，主要在人小肠潘

氏细胞、生殖道上皮细胞及鼻黏膜细胞分泌表达，对革

兰氏阴性菌、阳性菌、病毒均有较强的杀灭作用［１］。

ＨＤ５具有特定的空间结构，广泛的抗菌活性、细胞毒性
和免疫趋化作用［２］。为了进一步的新药应用的研究，

我们选择了不同药用辅料进行单因素实验，为下一步

制剂配方的研制提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与设备
　　配制ＬＢ培养基所需的胰蛋白胨、酵母提取物、琼脂粉等购
自英国Ｏｘｏｉｄ公司，配制缓冲液所使用的磷酸二氢钾和磷酸氢
二钾，辅料甘油、蔗糖、ＮａＣＬ等试剂均为国产分析纯试剂。药
用辅料羟丙基β环糊精（ＨＰβＣＤ）、吐温８０、尼泊金甲酯钠购
自生工生物工程（上海）股份有限公司。原始大肠埃希菌

（ＡＴＣＣ２５９２２）菌株为本室冻存。多肽由杭州中肽生化有限公
司合成（干粉状），用灭菌超纯水配制，－７０℃保存，取用时临
时用超纯水配制成需要的浓度。其他设备如超净台、－７０℃及
４℃冰箱、ｐＨ计、培养箱、摇床、烘干机等设备均为本室所有。

１．２　方法
１．２．１　ＨＤ５抗菌活性检测　　原始大肠埃希菌 Ｅ．ｃｏｌｉ菌株活
化后，挑单克隆接种于５ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ
震荡培养过夜约１２ｈ形成种子液。将种子液１∶１０００接种于
ＬＢ液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ扩增３ｈ至菌液ＯＤ（６００）值
为０．５～０．６时取出，低温（４℃）１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。将菌
体用缓冲液洗涤 ２次，再次测定菌液 ＯＤ（６００）值，并将 ＯＤ
（６００）值调定为０．５，稀释１００倍，制成２．５×１０６／ｍＬ的悬液，加
入９６孔培养板中，每孔２０μｌ（总体积５０μｌ），加入反应终浓度
分别为２５．００、１２．５０、６．２５、３．１２μｇ／ｍＬ的ＨＤ５多肽，每个终浓
度设置２个复孔，同时设置各浓度辅料未加入 ＨＤ５作为对照
组。３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ震荡培养２ｈ后取出２０μｌ加入含１％ＬＢ
液体的缓冲液中稀释１０００倍，取出１００μｌ制作ＬＢ平板。将平
板置于３７℃培养箱中连续培养超过１２ｈ，计数平板菌落数，分
别计算细菌抑菌率［抑菌率 ＝（１－实验组平均菌落数／空白对
照组平均菌落数）×１００％］。根据结果数据为后续加入药用辅
料的实验选择合适的ＨＤ５浓度。
１．２．２　单因素实验选择辅料种类及其浓度　　根据辅料对
ＨＤ５的保护机理以及辅料筛选的一般原则，结合有关该方面文
献报道和本实验室对药用辅料的前期研究，分别选取蔗糖、甘

油、ＮａＣｌ、吐温８０、ＨＰβＣＤ、尼泊金甲酯钠作为单因素考察对
象，并以抑菌率为响应值，筛选出 ＨＤ５的适宜的辅料及其浓度
范围。实验以各浓度辅料未加 ＨＤ５为对照组，其中将未添加
ＨＤ５和辅料的对照组称为空白对照组，而各浓度辅料加入ＨＤ５
为实验组。具体做法是：将菌液稀释至２．５×１０６／ｍＬ后加入９６
孔板与１２．５μｇ／ｍＬＨＤ５和不同浓度的辅料反应后计数菌落
数，从而计算出抑菌率，方法同前，统计并比较抑菌率。

１．２．３　抑菌率计算公式　　实验组抑菌率＝（１－实验组平均
菌落数／空白对照组平均菌落数）×１００％；对照组抑菌率 ＝（１
－对照组平均菌落数／空白对照组平均菌落数）×１００％。

１．３　统计学方法
　　数据均以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计
软件分析，采用 ｔ检验和方差分析，计数资料采用 χ２检验，以
Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＤ５抗菌活性检测
　　不同终浓度ＨＤ５的抑菌率见图１，随着ＨＤ５质量浓度的增
加，抑菌率明显升高。数据提示 ＨＤ５终浓度为 １２．５０μｇ／ｍＬ
时，其抑菌率在９０％ ～１００％之间，既能达到较好的抑菌效果，
又小于最低杀菌浓度，可以很好地反映ＨＤ５抗菌活性的量效关
系，可将此浓度作为后续实验的ＨＤ５终浓度。
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图１　不同浓度的ＨＤ５的抑菌率

２．２　保湿剂甘油对ＨＤ５抗菌活性的影响
　　本组数据显示，与甘油浓度０组比较，实验组各浓度辅料
的抑菌率均没有统计学差异，但是对照组抑菌率随甘油体积浓

度变化比较大（图２）。１０％甘油的抑菌率显著低于其他组，且
与甘油浓度０组比较，差异有统计学意义。而加入２０％甘油处
理时，对照组抑菌率略有下降，差异没有统计学意义；而４０％～
５０％甘油处理对照组抑菌率接近于实验组抑菌率，但由于４０％
～５０％的甘油本身具有显著的抑菌活性，无法判断此浓度甘油
是否会影响甘油的抑菌活性。因此，可选择低于１０％体积浓度
的甘油作为ＨＤ５的保湿剂和润滑剂，这个剂量不会影响到ＨＤ５
的抗菌效果，又可以避免甘油表现出抑菌活性干扰实验结果，

４０％以上甘油可作为防腐剂使用。
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：与甘油浓度０组比较，Ｐ＜０．０５
图２　不同浓度甘油对ＨＤ５抑菌率的影响

２．３　稳定剂ＮａＣｌ和蔗糖对ＨＤ５抗菌活性的影响
　　实验结果数据显示（图３），随着 ＮａＣｌ质量浓度的增加，实
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验组和对照组抑菌率均呈现明显的下降趋势，说明 ＮａＣｌ可明
显抑制 ＨＤ５的抗菌活性。与只加 ＨＤ５组比较，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），因此 ＮａＣｌ不适合作为 ＨＤ５的稳定剂。而终
浓度为３％～１２％蔗糖的实验组和对照组比较抑菌率均没有统
计学差异，Ｐ＞０．０５。
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：与ＮａＣｌ浓度０组比较，Ｐ＜０．０５
图３　加入不同浓度ＮａＣｌ对ＨＤ５抑菌率的影响

２．４　防腐剂尼泊金甲酯钠对ＨＤ５抗菌活性的影响
　　各浓度尼泊金甲酯钠加入后，ＨＤ５抗菌活性检测数据结果
提示：与只加ＨＤ５组比较，质量浓度０～１％的尼泊金甲酯钠的
抑菌率无明显变化，差异没有统计学意义（图５）。随着尼泊金
甲酯钠质量浓度的增加，单独加入尼泊金甲酯钠的抑菌率呈现

上升的趋势，到１％时抑菌率与单独加入 ＨＤ５组抑菌率相同，
差异没有统计学意义。数据提示加入１％尼泊金甲酯钠的抑菌
活性在加和不加ＨＤ５是相同的，很难判断这个浓度的尼泊金甲
酯钠是否影响ＨＤ５的抗菌活性，因此此浓度不作备选。根据防
腐剂的使用规则，尽量选取小剂量的防腐剂，即０．０５％尼泊金
甲酯钠可作为ＨＤ５防腐剂浓度备选。
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：与尼泊金甲酯钠浓度０组比较，Ｐ＜０．０５
图４　加入不同浓度尼泊金甲酯钠对ＨＤ５抑菌率的影响

２．５　ＨＰβＣＤ和吐温８０对ＨＤ５抗菌活性的影响
　　从表面活性剂ＨＰβＣＤ的实验数据可以看出：与ＨＰβＣＤ
浓度０组比较，实验组１０％～２０％ＨＰβＣＤ的抑菌率呈现明显
的下降趋势，差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５（图５）。而单纯加入
各浓度ＨＰβＣＤ的对照组抑菌率均非常低，但呈现一定的上升
趋势，抑菌率均低于相应浓度的实验组。因此在选取 ＨＰβＣＤ
作为抗氧化剂时质量浓度应控制在５％及以下，以不影响 ＨＤ５
抗菌活性和发挥ＨＰβＣＤ对ＨＤ５的抗氧化作用及表面活性剂
作用最佳状态的基础上选择较低浓度。各质量浓度吐温８０的
实验组ＨＤ５抗菌活性检测数据结果提示：与吐温８０浓度０组
比较，实验组的抑菌率没有明显变化，差异没有统计学意义。

但对照组中０．５％吐温８０的抑菌率明显低于其他各组，２．５％

～１０％吐温８０的抑菌率与实验组比较无显著差异，无法判断是
否影响了ＨＤ５的抗菌活性，因此可将０．５％吐温８０作为 ＨＤ５
的备选辅料浓度，见图６。
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：与ＨＰβＣＤ浓度０组比较，Ｐ＜０．０５
图５　加入不同浓度ＨＰβＣＤ对ＨＤ５抑菌率的影响
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：与吐温８０浓度０组比较，Ｐ＜０．０５
图６　加入不同浓度吐温８０对ＨＤ５抑菌率的影响

３　讨论

　　随着分子生物学技术和基因重组技术的发展，蛋
白质与多肽类药物凭借其独特的优势已逐渐成为一种

重要的临床药物类型。目前已经批准上市的抗菌肽药

物并不多，如多黏菌素和短杆肽菌是最早应用于临床

的抗菌肽制剂，而２００３年９月上市，用于治疗由金黄
色葡萄球菌（包括耐甲氧西林金黄色葡萄球菌）、链球

菌以及肠球菌引起的皮肤感染的达托霉素则是一种

Ｃａ２＋依赖的阴离子多肽药物［３４］。ＨＤ５作为一种阳离
子小分子肽，抗致病微生物种类广泛、抗菌活性高，但

其抗菌机制目前仍然不是很明确，根据同源抗菌肽推

测其机制可能为：ＨＤ５吸附到细胞膜上致使膜结构通
透性破坏，胞内重要矿物质、代谢物及小分子泄漏，致

细菌死亡［５］。因此ＨＤ５可避免微生物产生耐药，有望
开发成为新型的抗菌药物。但由于这类药物稳定性

差，半衰期短，人体内广泛存在的各种酶类可以很快使

其降解，失去活性［６］。因此ＨＤ５在生产、保存、运输和
给药过程中都容易丧失活性，极大地限制了其在临床

上的广泛应用。药用辅料是指在制剂处方设计过程

中，为了解决制剂的有效性、稳定性、安全性和成型性，

加入到主药中的一切药物用料的统称，是药物制剂生

产和发展的物质基础，在制剂和药物生产中起着非常

关键的作用。因此，在ＨＤ５制剂中添加各种辅料可起
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到稳定药物及延长使用期限等作用，这些辅料在有效

浓度范围内不影响ＨＤ５抗菌活性，使药物抗菌效果稳
定，在使用期间内避免失活，最好还能与 ＨＤ５起到协
同抗菌作用。

　　本实验结合相关文献及对于 ＨＤ５的前期研究选
取了甘油、ＮａＣｌ、吐温８０、ＨＰβＣＤ等辅料进行了 ＨＤ５
抗菌活性检测的单因素实验，为后期制剂配方的选取

提供实验依据。文献报道 ＨＤ５的体外抗菌浓度在１０
～１００μｇ／ｍＬ［７］，这个浓度范围对正常功能的细胞无
毒害作用［８９］。根据本实验结果可知，随着 ＨＤ５浓度
的降低，ＨＤ５的抗菌活性逐渐降低，在不影响实验结果
的前提下，选择１２．５μｇ／ｍＬ作为后期辅料筛选的ＨＤ５
的终浓度。根据ＨＤ５的生物特性，选择ＨＰβＣＤ和吐
温８０作为助溶剂和抗氧剂及表面活性剂。由于在制
备液体药剂过程中，防腐措施并不能完全保证无细菌

污染，必要时应添加适当的防腐剂抑制微生物的生长

繁殖，甚至杀灭微生物，但原则上应不用或少用防腐

剂。因此本组选用尼泊金甲酯钠作为防腐剂被纳入实

验。ＨＰβＣＤ易溶于水，对许多化合物具有优良的包
络作用，可提高包络物质的稳定性，在生物体内可提高

被包络药物的释放速度和生物利用度，对人体无毒，是

一种很好的药物载体［１０１１］。根据中国药典记述的吐温

８０不能与含酚羟基的消毒防腐剂配伍，如吐温８０与
尼泊金类、三氯叔丁醇、苯甲醇等联用时会导致其抑菌

力减低。因此选用尼泊金甲酯钠作为防腐剂时不宜选

用吐温８０作为表面活性剂。甘油是较好的溶剂、保湿
剂和润滑剂，而 ＮａＣｌ和蔗糖分别作为稳定剂纳入实
验［１２］。单因素实验结果表明０．２９％ＮａＣｌ和１０％以上
的ＨＰβＣＤ可使ＨＤ５的抑菌率明显下降（Ｐ＜０．０５），
说明这些辅料对 ＨＤ５的抗菌活性有影响。且随着
ＮａＣｌ浓度的增高，ＨＤ５的抑菌率呈现明显的下降趋
势，这与文献报道的一致［１３］。尼泊金甲酯钠、甘油、吐

温８０在设定的浓度范围内实验组抑菌率无明显变化，
但１％尼泊金甲酯钠的对照组抑菌率和实验组相同，
此浓度下无法判断是否影响了 ＨＤ５的抗菌活性，故此
浓度的尼泊金甲酯钠不适合作为 ＨＤ５的辅料。另外
２．５％及以上的吐温８０、４０％及以上的甘油的对照组抑
菌率也和实验组相同，因此这些浓度最好不作为备选

辅料。由于较高浓度的吐温８０、甘油和尼泊金甲酯钠
本身具有显著抑菌活性，因此在这些浓度范围内即使

不加ＨＤ５，抑菌率也很高［１４］，很难判断这种情况下

ＨＤ５的活性有没有受到影响，因此后期在选取这些辅
料浓度时要注意区分二者的抑菌作用的主次关系。另

有文献报道，ＮａＣｌ在５％以下即可对大肠杆菌起到抑
制作用，因此如果继续加大ＮａＣｌ用量也可能起到抑菌
作用，但这个作用可能不是 ＨＤ５所赋予的，要注意区
分［１５］。

　　由于 ＨＤ５是小分子物质，有不稳定、易被酶类分
解等特性，用药方式还是以局部应用为主，主要通过皮

肤、黏膜等给药，而系统用药比较少见。因此剂型主要

是以外用和局部系统给药为主，如膏剂、喷雾剂、洗液

等。在ＨＤ５中加入适当的药用辅料是药物制剂的必
要步骤，也是药物研究非常重要的一个环节。
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