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家蝇幼虫抗菌肽对阴沟肠杆菌感染小鼠创面的抗菌活性 

陈 曼 ，文阳安 ，刘银河z，周义文 ，，涂植光 

(1．成都医学院医学检验系，成都 610083；2．重庆医科大学医学检验系临床检验诊断学省部共建教育部 

重点实验室，重庆 4()0016；3．深圳市孙逸仙心血管医院检验科，深圳 518035) 

【摘 要】目的：观察抗菌肽对阴沟肠杆菌感染小鼠创面的抗菌作用。方法：超声处理诱导家蝇幼虫产生抗菌肽，经分离纯化后， 

体外实验分析抗菌肽的抑菌特性。取 IcR小鼠30只，切除背部 1 cm×1 cm全层皮肤，涂抹阴沟肠杆菌菌液作为感染模型，随机 

分为 3组。伤后 2 h和每天各组分别用等渗生理盐水、1()(】g，1．的磺胺米隆或 0．1 g／L抗菌肽滤纸湿敷，伤前和伤后 3 d抽血观察 

白细胞变化；伤后3 d痂下肌肉组织细菌定量和计算存活率。结果：抗菌肽纯化蛋白对阴沟肠杆菌的抑菌活性较强；术后 3组白 

细胞记数均减少 ，对照组显著低于其他两组( ：0．05)；痂下肌肉组织细菌定量抗菌肽组(99±32)×10 cFu／g和磺胺米隆组 

(87±31)×lO cFu／g，均显著低于对照组(504±338)×10 cFu／g(P<0．O1)；对照组伤后 3 d存活率明显少于其他两组(P<0．05)。结 

论：超声处理能诱导家蝇幼虫产生抗菌肽，其对阴沟肠杆菌感染的IcR小鼠创面有较强抗感染作用。 
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antibacteria1 activity was investigated with inhihiti0n 

experiment in vitr0． Thiny ICR mice were enml1ed in the 

study， and the En把rfJ6Ⅱc把r cZ0nc船 in cti0n m0del was re— 

pmduced by excisi0n 0f the flull layer 0f d0rsal skin with an 

与其它因子或系统的相互作用奠定了基础。在随后 

的研究中我们也证实了该融合蛋白具有生物学活 

性。 
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area 0f 1 cm×1 cm．Then they were mndomly divided into gmup C (contr(1l， =10，wit}1 wet compress 0f isotonic saline)，gmup 

M(with hydmpathic c0mpress of 10HD g，L ma nide) and gmup A(with wet compI ss of 0．1 g／L antibacterial peptide)．The 

changes of white blood ceIl counts in each gmup wer℃detenTlined befnre and 3 days alfter injury． Bacterial gmwth in muscular 

tissue of t wounds and the sun『iva1 nf the mice were 0bserved at 3 days after injufy．R 括：The purified peptide was 

highIy potent against E r06∞￡er cfo in Vitr(1．The numher of leuc0cytes in each oup was decreased after 0peration， with 

signmcantly 1ess number in 0up C than in gmup M and A． Bacterial gmwth in muscle demonstrated a dif_ference between 

treated gmups and gmup C at 3 days[gmup M：(87±31)×10 CFU／g；gmup A：(99±32)×10 CFU儋；gmup C：(5()4±338) 

×l0 CFU儋】(P<0．01)．The survival after 3 days in gr0up C(60％)was eVidently smaller than that in gmup A (90％)and M 

(90％)( P<0．05)．Cl0 c s 0钾，：The antibacterial peptide 0f h0useny which is induced by ultrasonic tI℃atment possesses 0bVious 

anti—bacte al e ct on 出e 托·，口6c c如0c inf＆ted wounds 0f ICR mice． 

【Key w0rds】H0useny( cr上do，， sf c。)；Ant．bacteri a1 peptide；ultms0nic inducti0n；w叫nd in ction；En把ro6 r cz0Ⅱc 

抗菌肽是生物防御系统的一个重要组成部分， 

是生物体受到损伤或感染病菌的情况下产生的一 

类非专一性免疫应答物。研究证实了抗菌肽对细 

菌、病毒、真菌等都有较强的活性，其独特的杀菌机 

制对临床上一些常见的耐药性细菌也显示了良好 

的应用前景【l1 2J。与传统抗生素相比，还有促进伤口 

愈合和免疫调节等作用l 3l，从而引起广泛关注 ，昆 

虫抗菌肽是最早发现的一类抗菌肽，在医药、农业 、 

畜禽养殖业及食品工业中显示出广阔的应用前景。 

家蝇生长在病菌丛生的环境中，表现出超强的 

适应恶劣环境的能力，说明它具有独特的防御机制。 

研究者常把蝇幼虫作为制备抗菌肽的重要工具 ，研 

究主要集中在抗菌肽的诱导和分离纯化，体外试验 

分析抑菌特性_5~7l，而对抗菌肽抗菌作用的动物实验 

较少。本文以家蝇 3龄幼虫为原料，超声诱导其血 

淋巴产生抗菌活性物质，根据其特有的理化性质进 

行分离纯化和抗菌活性鉴定，研究其对阴沟肠杆菌 

感染的小鼠创面的抗菌作用。通过对小鼠痂下肌肉 

组织细菌定量及存活率的观察，与临床上阴沟肠杆 

菌感染传统用药相比，评价抗菌肽的功效 ，为进一 

步研究提供有益参考。 

1 材料和方法 

1．】 家蝇幼虫来源与供试菌株 

家蝇(胍踟n do st c。)由本实验室以人工配制饲料饲 

养，其幼虫养至 3龄备用。阴沟肠杆菌(En￡ero6nc cfoo— 

cne)，革兰阴性杆菌，为本实验室保存。100 磺胺米隆溶 

液购于苏州苏瑞医药有限公司。健康雄性清洁级IcR小鼠 

30只购 自北京维通利华实验动物技术有限公司，体重(21± 

2) 只 。 

1．2 抗茵物质的诱导和粗提 

将一定量的家蝇 3 d龄幼虫放在盛有昆虫生理盐水的 

小烧杯中，置超声清洗器中300 w，50 Hz处理 60 s，放入新 

的饲料盅 ，在 25℃～30℃恒温房里继续饲养 48 h后 ，沸水瞬 

时处死备用。液氮中研磨样品，将粉末转移到预冷的 2倍体 

积的无离子水中(含有 100 咖 1 PMsF，1 mmo儿 的 D1Tr)， 

置于4 c下静置 20 min，离心(15 o00咖 in，4℃，45 min)，上 

清备用。 

1_3 抗菌肽的纯化 

将上述方法所得上清液直接加到经 0．05 mol，LJ甲酸铵缓 

冲液(pH7．36)充分平衡的层析柱上(5 cm×1．6 cm)，先用 50 ml 

起始缓冲液冲洗 ，然后用 500 m1 0．05～1 mo儿 的乙酸铵缓冲 

液(pH5．1)梯度洗脱 ，流速为 1 ml，min，按每管 5 ml进行收 

集 ，在 280 nm处测其光密度。各管取 1 ml低温真空浓缩后用 

0．15 mol仃J的氯化钠按原体积 1O0：1重溶，测定抑菌活性。 

1-4 蛋白定量 

用考马斯亮兰法制作标准曲线根据 595 nm吸光度的变 

化测定抗菌肽含量。 

1．5 制备 l0 CFu／ml阴沟肠杆菌菌悬液 

用 LB液体培养基增菌阴沟肠杆菌到对数期 ，2 000 g离 

心 15 min，用 0．15 m0儿 的氯化钠清洗两次，通过 LB琼脂平 

板系列稀释法，37℃孵育 24 h后记数鉴定菌落数，配成浓度 

为 10 CFU／lnl。 

1．6 抑菌活性测定 

采用平板法 ，参照全国临床检验操作规程 ，略作改动。 

采用 LB培养基代替 MH培养基，配制浓度为 1×10 cFu／m1 

的阴沟肠杆菌悬液接种到直径为9 cm的 LB平板上。滤纸片 

的直径为 6 mm，每张纸片的加样量为 7 l，贴上纸片后 

37℃培养 1 3 d，通过测定抑菌圈直径定性检测抑菌活力。 

1．7 阴沟肠杆菌感染模型的建立 

健康雄性清洁级IcR小鼠30只，体重(21±2)g／只。造 

模前 1 d用 80 g几硫化钠将小鼠背部拟手术区皮肤脱毛 ，手 

术前用乙醚麻醉，固定，在小鼠背部脊柱两侧，用手术刀切除 

1 cm×1 cm的正方形全层皮肤及皮下组织，在创面上均匀涂 
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抹 阴 沟肠 杆 菌 菌液 0 ． 1 m l ( 1 X 1 0
“

C F U ／m 1 ) ， 用 无 菌纱 布包

扎 。

1 ． 8 实验 分 组

采用 随机 数 字表 法 将 3 0 只 小 鼠 随 机 分 为 对 照 组 、 磺 胺

米隆组 、 抗 菌肽组 ， 每组 10 只 ， 分 笼 饲 养在 清洁 、 干燥 、 室 温

为 ( 2 5 ± 2 ) ℃ 的 实验 室 内 。 伤后 2 h 各 组 创 面分 别用 含 等 渗

生 理 盐 水 、 10 0 g厂L 磺 胺 米 隆溶 液 或 0 ． 1 g ／L 抗 菌 肽 溶 液 的 消

毒无 菌滤纸 4 层 湿 敷 ， 再 用 无 菌纱 布包 扎 ， 每 日换 药 1 次 。 观

察小 鼠创 面 感 染情况 和 精神 状 态 ． 伤前 和 伤 后 3 d 小 鼠尾 尖

取 血 观 察 皿 象 变 化 ；对 快 死 广 小 鼠抽 血 做血 培 养 ， 3 d 后 计

算小 鼠的存活 率 。

1 ． 9 痂 下 肌 肉组 织 细 菌 定 量 检 测

伤后 第 3 d ． 颈 椎 脱 臼 法 处 死 各组 存 活 小 鼠 ， 在 无 菌操 作

下 取 痂 下 肌 肉组 织 ， 称 重 ， 加 入 等 渗 盐 水 1 m l ， 匀 浆 ， 通 过 系

列 稀 释 后 接 种 存 琼 脂 平 板 上 ． 置 于 3 7 ℃ 温 箱 中孵 育 2 4 h

后 ， 计 数 菌落数 并计 算 每 克组 织 的 克 隆形 成单 位 ， 选 择 典 型

菌落进行鉴 定 。

1 ． 10 数 据 分 析 统 计 学处 理

计 量 数 据 以 ；± s 表 示 ， 白细 胞 计 数 使 用 非 参 数 检 验

M a n n — W h i t n e y T e s t ；细 菌 定 量 采 ，L}j 非 参 数 检 验 W i l c o x o n

S i g n e d R a n k s T e s t ；存 活 率使用 生 存分 析 巾 的 L o g
— r a n k K a

—

p l a n
— M e i e r 方 法 。 S P S S l 5 ． 0 统 计 软 件 进 行 分 析 ， 检验 水『伟

d = 0 ． 0 5 ．

2 结 果

2 ． 1 抑 菌试 验 结 果 和 定 量 结 果

有 活性 的样 品抗 菌肽 浓 度 为 1 0 8 ¨ g ／m l
， 每 张

纸 片 含量 0 ． 7 6 ¨ g 。 对 阴 沟 肠 杆 菌 的抑 菌 圈 直 径 为

( 2 2 ± 2 ) m n 3
， 依 据 判 定 标 准 为 敏 感 ， 说 明 抗 菌 中心

为 3 0 ¨ g 的 阿 米 卡 星 阳 性 对 照 肽 对 阴 沟 肠 杆 菌 有

很 强 的抑制 作用 ， 结果 见 图 1 。

中心 为 3 0 u g 的阿 米卡 星 阳性 对 照

图 1 对 阴 沟 肠 杆菌 的抑 菌检 测

2 ． 2 对 感 染 动 物 模 型 的 影 响

对 照 组 小 鼠相 比 其 他 两 组 活 动 减 少 ， 创 面 分 泌

物 多 ；磺胺米 隆组 和 抗 菌 肽组 创 面 结 痂 ， 干 燥 ， 分 泌

物 少 。 伤前 白细胞 为 ( 9 ． 6 5 4- 1 ． 8 7 ) X 1 0
。

个 ／L ， 伤后

3 d 白细 胞计 数均 减 少 。 对 照 组 ( 3 ． 3 6 4 - 0 ． 4 5 ) X 10
。

个 ／『J 明显 少 于 磺胺 米 隆组 ( 4 ． 2 9 4- 0 ． 3 3 ) X 1 0
。

个 ／『J

和 抗 菌 肽 组 ( 4 ． 1 3 ± 0 ． 2 6 ) X 1 0
。

个 ／L ( 均 P < 0 ． 0 5 ) ， 后

两 组 问 无 显 著性 差 异 (P > O． 0 5 ) ， 见 表 l 。 3 r1 后 对 照

组 小 鼠存 活 6 只 ， 抗 菌 肽 组 小 鼠存 活 9 只 ， 磺 胺 米

隆组 存 活 9 只 ， 存 活 率分 别 为 6 0 ％ ， 9 0 ％ 和 9 0 ％ ， 对

照 组 明 最 小 于 其 他 两 组 ( 均 P < O． 0 5 ) ， 死 亡 鼠血 培 养

结 果 均 为 阴 沟肠 杆 菌 。

2 ． 3 痂 下 肌 肉组 织

细 菌 培 养 经 形 态 ， 菌 落及 生 化 鉴 定 主 要 为 阴沟

肠 肠 菌 。 对 照 组 阴 沟 肠 杆 菌 定 量 ( 5 0 4 ± 3 3 8 ) X 1 0 。

C F U ／g ， 磺胺 米 隆组 ( 8 7 4- 3 1 ) X 10 。 C F U ／g ， 抗 菌肽组

(9 9 4- 3 2 ) X 10
。

C F U ／g ；后两组 明显 低于 对照组 (P < O．0 1 ) ，

而 抗 菌肽 组 与磺胺 米 隆组 无 显 著差 别 (P > 0 ． 0 5 ) 。 见

表 l 。

3 讨 论

对 烧 伤创 面 感 染 传统 的 治 疗 方 法 是 通 过 口 服

或 静 脉 注 射抗 生 素结 合 皮 肤 表 面 杀 菌 剂 降低组 织

里 的细菌数量 。 随着细菌耐 药性 变迁 和更 为严 重 的

多重 耐药菌 的 问题 ， 抗 生 素 的使用 越来越 受 到 限制 。

此 外 ， 抗 生 素在 治疗 的过 程 中还 存 在 一 些 不 利 于 伤

口 愈合 的 副作用 。 阴 沟肠 杆 菌 为 条件致 病 菌 ， 因 高

表 达 头 孢 菌 素 酶 和 B 一 内酰胺 酶 等 而 具 有 较 强 耐

药性 。 近 年来发 现 阴沟肠 杆 菌 院 内感染率 明显 增 强

19 - 1 1 I
， 磺胺 米 隆是 临床上 常用 的有 效抗 阴 沟肠 杆菌 的

外 用 药 ， 不 受 脓 液 、 坏 死 组 织 、 对 氨 苯 甲 酸 等 的 影

响 ， 常局 部 应 用 于 烧 伤感 染 及 化 脓 创 面 。 但它 能 引

起 创 面 疼 痛 刺 激 、 抑 制碳 酸 酐 酶 、 抑 制 角 质形 成 细

胞 增 殖 等影 响创 面 愈合 的 不 良作用 。 凶此 ， 临床 上

需 要 更 理 想 的药物 。

抗 菌 肽 被 证 明 对 许 多 致 病 菌 包 括 严 重 耐 药 的

耐 甲 氧西 林 金 黄 色 葡 萄球 菌 均 有 抗 菌 作 用 2̈ - ” 】
， 还

能 通 过 促 进 上 皮 细 胞 增 殖 和 成 纤 维 细 胞 有 丝 分 裂

114 J
， 促 进 胶 原 m R N A 表 达 、 降低 基 质 金 属 蛋 白酶 的

表 达 、 增 加 细胞 外基 质 的沉 积 和控 制其 降解 等方 式

加速 伤 口 愈 合1w
。 本研 究 通 过 超 声 处 理 诱 导 家蝇 幼

虫 产 生 抗 菌 肽 ， 初 步 纯 化 后 ， 药 物敏 感 试 验 证 明其
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注： O．05与对照组比； 氏O．01与对照组比 

具有良好的体外抗菌效果 ，对阴沟肠杆菌敏感。对 

ICR小鼠阴沟肠杆菌感染模型的抗菌试验，通过对 

创面的观察以及感染后高峰期第 3 d小鼠的白细胞 

及痂下细菌计数的统计分析，发现抗菌肽对阴沟肠 

杆菌感染的小鼠具有较好的治疗作用 ，显著提高了 

存活率，而与磺胺米隆组无明显差异。考虑到其他 

方面的潜能，抗菌肽不失为一个好的研究对象。 

但抗菌肽作为蛋白质有其独特的理化性质和 

最适应用环境，当外源性应用时，伤口环境里的蛋 

白酶、电解质 、pH的变更是否减低抗菌肽的活力，影 

响抗菌肽的稳定性，值得进一步研究。 
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