
BPI功能区合成肽体外杀菌能力的研究
 

秦孝建
  
　 郑　江　 袁建成　 刘晓禄　 肖光夏　　 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 )重

庆 , 400038

　　提　要　目的:研究 BPI功能区合成肽体外杀菌能力。方法:大肠杆菌 J5、绿脓杆菌 PA103 ,稀释成 1× 105

cfu /ml,加入不同浓度的 BPI合成肽。比较 pH、菌量、血清蛋白浓度对其杀菌能力的影响 ,同时观察细菌形态

变化。结果: BP I功能区片段与细菌作用 0. 5～ 2 h杀菌力最强。酸性条件下杀菌活性增强 ,碱性条件下减弱 ;

细菌浓度愈低杀菌力愈强 ,杀菌活性随血清浓度升高而增强。 BPI功能区片段与细菌作用 5 min,外膜出现轮

廓模糊 , 30 min见细菌裂解。结论: BPI功能区片段具有杀菌能力 ,其杀菌活性可能是通过与细菌外膜结合而

发挥作用。
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　　杀菌性 /通透性增加蛋白 ( Bactericidal /Perme-

abi li ty increasing protein, BPI)是一种存在于人及哺

乳动物 PMN嗜天青颗粒中的带正电荷的阳性蛋白

质 ,分子量约 55× 103u,由 456个氨基酸组成 ,具有强

大的杀灭 G
-细菌和中和 LPS的能力 ,被国外学者誉

为“超级抗生素” [1 ]。国外重组 BPI23 ( rBPI23 )及其突变

体 ( rBPI21 )的开发研究已进入Ⅱ ～ Ⅲ期临床试验 ,初

步结果证明 , rBPI23和 rBPI21对严重 G-细菌感染有显

著疗效 [2, 3 ]。本文应用体外合成的 BPI功能片段 ,研究

其杀菌活性。

1　材料与方法

1. 1　实验菌种与培养基
　　菌种: 标准大肠杆菌 J5 ,绿脓杆菌 PA103。

　　 M-H培养基: 每 100 ml含水解酪蛋白 1. 75 g ,牛肉粉

0. 5 g ,可溶性淀粉 0. 15 g , pH7. 2。

1. 2　实验方法
　　将大肠杆菌 J5和绿脓杆菌 PA103分别接种于 M-H培养基

中 , 37℃培养 18 h ,再转移至新鲜培养基中培养 4 h,用 M-H培

养基调整细菌浓度至 1× 105 cfu /ml。

　　取试管 11支并编号 ,除第一管加入细菌悬液 2 ml外 ,其余

每管加入菌液 1 ml;在第一管内加入 BPI合成肽 200μg,混匀

后用菌液等倍稀释至第 10管。 37℃孵育 30 min后各取 10μl

( 1 000 cfu)均匀涂布于 M-H固体培养基上 37℃ ,培养 18～ 24

h后进行菌落计数。

　　选择恰当的 BPI浓度 ,测定其对 J5和 PA103的时间 -杀菌曲

线 ,菌量为 1× 105 cfu /ml,反应体积 1 ml,当 BPI合成肽与细菌

混合后 , 37℃培养 ,于不同时间取 10μl于 37℃平皿培养 18～

24 h后计数菌落 ,并绘制时间 -杀菌曲线。

　　 　全军“九五”指令性攻关项目 , No . 96-L042
　   　秦孝建 ,男 , 41岁 ,主管技师

1. 3　培养条件对 BPI合成肽杀菌活性的影响

1. 3. 1　 pH值的影响　　将培养基的 p H值调整为: 5、 7、 9,菌

量为 1× 105 cfu /m l,测定 BPI合成肽对大肠杆菌 J5和绿脓杆

菌 PA103的杀菌活性。

1. 3. 2　细菌接种量的影响　　在其它条件不变情况下 ,改变

接种菌量为: 1× 103、 1× 105、 1× 107 cfu /ml,比较不同菌量对

BPI合成肽的最低抑菌浓度 ( Minimal inhibition concentra tion

M IC)的影响。

1. 3. 3　血清蛋白结合的影响　　采用含 25% 、 50% 、 75%三种

血清浓度与不含血清的 M-H培养基观察血清浓度对 BPI合成

肽杀菌活性的影响。

1. 4　 BPI合成肽对细菌形态的影响
　　培养 J5和 PA103 ,调整细菌浓度为 1× 108 cfu /ml, BPI合成

肽浓度为 100μg /ml,细菌分别于 37℃培养 5、 10、 15、 30 min后

加入等体积 6%戊二醛 ,离心收集菌体、 1%锇酸后固定 ,脱水 ,

包埋 ,切片 ,菲利浦透射电镜观察并照相。

2　实验结果

2. 1　 BPI合成肽杀菌曲线 ( KCs)

　　 BPI合成肽在与细菌作用 0. 5～ 2 h的杀菌活性最强 ,见图1。

图 1　 BPI功能区合成肽的杀菌曲线

Fig 1　 The KCs of BPI functional fragment
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2. 2　培养条件对 BPI合成肽杀菌活性的影响

2. 2. 1　 p H值的影响　　 BPI合成肽在不同 pH值条件下的杀

菌活性表现为对 J5和 PA103在酸性条件下增强 ,在碱性条件下

则杀菌活性减弱 ,见图 2。

图 2　 pH对 BPI功能区合成肽杀灭 PA103

能力的影响

Fig 2　 The influence of pH on the bactericidal capability

of BPI functional f ragment to PA103

2. 2. 2　细菌接种量的影响　　在 p H 7. 0条件下 ,观察了 BPI

合成肽对 J5和 PA103在 1× 103、 1× 105、 1× 107 cfu /ml三种细菌

浓度下的杀菌活性 ,结果显示 BPI合成肽对 J5和 PA103在此三

种浓度下的 M IC值分别为 0. 05、 3. 125、 6. 25μg /ml和 0. 1、

3. 125、 6. 25μg /m l,见图 3。

2. 2. 3　血清蛋白浓度的影响　　 BPI合成肽对 J5和 PA103的

杀菌活性随血清浓度升高而增强 ,见图 4。

2. 3　 BPI合成肽对细菌形态的影响

　　 BPI合成肽与细菌作用 5 min,细菌胞膜即开始出现轮廓

模糊 ,胞膜尚完整 ,但随着 BPI合成肽与细菌作用时间的延长 ,

细菌形态的改变逐渐加重 ,至 10 min细菌胞膜开始出现不完

整 ,但胞质成分改变不明显 ,至 15 min细菌的胞膜不清 ,胞质

出现密度不均一 ,严重者出现空泡 , 30 min能见到细菌裂解。

图 3　 J5数量对 BPI功能区合成肽 MIC的影响

Fig 3　 The influence of the number of J5 bacteria

on the MIC of BPI functional f ragment

图 4　血清浓度对 BPI功能区合成肽对 J5 MIC的影响

Fig 4　 The influence of serum concentration on the MIC of

BPI funct ional f ragment to J5

3　讨论

　　 60年前 ,磺胺类和青霉素类抗菌药物的问世 ,为

治疗各种感染性疾病提供了有效武器 ,使感染问题一

度得到缓解。但随着大量抗菌药物的问世及使用 ,抗菌

与细菌耐药性这一矛盾变得日趋突出。近年来 ,感染性

疾病的发生率和死亡率仍然较高 ,特别是常伴有严重

内毒素血症的 G-细菌的感染。 G-菌菌血症的病死率

为 20%～ 30% ,而由菌血症发展而来的脓毒症休克其

病死率可高达 50% ～ 80%
[4 ]
。

　　 BPI是一种具有强大的杀灭 G
-细菌和中和 LPS

活性的蛋白质 ,在动物实验研究中已证实其对脓毒症

的疗效明显优于 E5和 HA-1A[ 5, 6]。已证实其 N-末端 1

～ 199个氨基酸片段 ( BPI23 ) ,具有完整 BPI的全部生

物活性
[7 ]
。国外 rBPI23及 rBPI21的开发研究已进入Ⅱ ～

Ⅲ期临床试验 ,初步结果证明 , rBPI23和 rBPI21对严重

G
-
细菌感染的治疗有效

[2, 3 ]
。但是 r BPI23和 rBPI21对

G
-
细菌感染和 LPS血症的治疗 ,存在用量较大 ,成本

高、价格昂贵 ,难以在临床推广应用的问题。各国学者

均在致力于开发 BPI功能肽。

　　本研究结果显示 , BPI合成肽对 J5和 PA103有明显

的杀菌作用。 本实验中所用 G
-菌均为光滑型 , BPI合

成肽对光滑型 G
-菌的杀菌活性与 Horwi tz等

[8 ]报道

的 r BPI23对光滑型 G-的结果一致 ;而 BPI对光滑型

G-菌的杀菌活性仅为 rBPI23的 1 /30,其原因为 r BPI23

的分子比 BPI的小 ,仅为 BPI的一半 ( BPI 56× 103 u;

rBPI23 23× 103u ) ,而 BPI合成肽分子更小 ( 1. 7×

10
3
u ) ,其分子量还不到 r BPI23的 1 /10,该实验结果支

持较小分子的 rBPI23比大分子的 BPI更容易克服长链

脂多糖的阻挠而能与 Lipid A结合而发挥杀菌活

性 [9 ]。
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　　 BPI合成肽杀菌曲线试验结果发现 , BPI合成肽

在与细菌作用后 5 min就有杀菌作用 ,在 0. 5～ 2 h区

间的杀菌活性最强 , 2 h后其杀菌活性逐渐减弱。提示

BPI合成肽与细菌的结合是瞬间性的 , 2 h后其杀菌作

用逐渐减弱 ,可能与 BPI合成肽本质是短肽 ,易被氧

化、水解有关 ,其机制有待进一步深入探讨和研究。 同

时观察了 pH、菌量和血清蛋白含量对 BPI合成肽杀

菌活性的影响 ,结果显示 BPI合成肽对 J5和 PA103的

杀菌活性随着 pH降低、细菌接种量的减少、血清蛋白

含量的增加而显著增强 ,反之则减弱但不显著。 BPI合

成肽在酸性环境条件下杀菌活性增强与 Gray等
[10 ]
报

道的结果相一致 ,可能与 BPI和 BPI合成肽本身为带

正电荷的阳离子多肽 ,在酸性条件下比较稳定有关。

Horwi tz等
[8 ]报道 , BPI对 G

-菌的杀菌活性随着血清

蛋白浓度的增加而减弱 ,而我们的实验结果恰好与此

相反 ,其机制亦不很清楚 ,可能与 BPI合成肽和血清

蛋白结合后更稳定有关。

　　 BPI合成肽与细菌作用之后 , 5 min就可引起细菌

外膜结构的破坏 , 30 min后可见细菌完全裂解 ,再一

次证明 BPI合成肽的杀菌活性可能是通过与细菌外

膜结合而发挥作用的 [11 ]。
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Study of the bactericidal capability of BPI functional fragment in v itro
 

Qin Xiao jian, Zheng Jiang , Yuan Jiancheng , Liu Xiaolu, Xiao Guangxia ( Institute o f Burn Research, Southw est Hos-

pital, Third M ilita ry Medical Univ er sity , Ch ongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o observ e the bactericidal activ ity o f BPI functional fragment in vitro. Methods:

E coli J5 and Pseudomonas aeruginosa PA103 w ere diluted to 1× 105cfu /ml and diffe rent concent rations of BPI

fragment w er e added. The effects of pH, number of bacte ria and serum concent ration o f pro tein on th e bacte-

ricidal activity of BPI fragment we re studied. Meanwhile, the mo rpho log ical changes o f the bacteria we re ob-
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