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摘要 报道 了家蚕抗菌肤对大肠杆菌
、

金黄色葡萄球菌和绿脓杆菌 的杀菌作用
.

用抗菌肤处理大肠杆菌和金黄色葡萄球菌
,

与对照组相比
,

它们的 O D 值随时间明显

下降
,

平板培养克隆数减少
.

以荧光素 F IT C 标记抗菌肤作用于大肠杆菌
、

金黄色葡

萄球菌和绿脓杆菌等细菌
,

用激光共聚焦扫描显微镜观察
,

发现抗菌肤迅速包 围菌

体
,

密集于细胞膜
,

损伤膜的完整性
,

出现大小不等的孔洞
,

菌体断裂
,

最后死亡
.

说

明细菌膜结构是抗菌肤 C呱 攻击的首要靶位点
.

关键词 抗菌肚 C呱 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 绿脓杆菌 激光共聚焦扫描

抗菌肤是昆虫先天免疫系统的重要成分
.

昆虫在受到刺激或非刺激状态下能迅速产生一

系列抗菌物质参与机体的免疫应答反应
,

其中最重要的是抗菌肤
.

抗菌肤是一类分子量小
、

具

广谱抗菌活性的蛋白质
,

来源非常广泛
,

昆虫
、

两栖类
、

哺乳类及植物体内都有分布
,

可在细菌

的质膜上形成通道而导致菌体的破坏 【̀
一

{
,

但对真核细胞无毒害作用
.

c ec 哪 in ,
是昆虫免疫诱

导的抗菌肤 z[, 3]
,

对许多革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌有杀灭作用
.

黄自然等叫通过诱导免疫柞蚕分离纯化 出柞蚕抗菌肤
,

对 1 13 种细菌有杀灭作用
.

家蚕

抗菌肤结构与天蚕素 ( ce
c

哪 i n) 相似
,

具有两亲性 的
。 一

螺旋结构
,

对多种细菌有杀伤作用
.

张

双全等阎报道家蚕抗菌肤 c呱 能破坏癌细胞
,

使癌细胞 的微绒毛减少
,

造成癌细胞 出现大量

孔洞
,

最终成为碎片
.

实验已经证明抗菌肤对威胁着人体健康的金黄色葡萄球菌
、

绿脓杆菌等致病细菌有抑制

杀伤作用
.

我们借助激光共聚焦扫描显微镜观察了家蚕抗菌肤对上述致病 细菌的作用过程
.

以期探讨抗菌肚的杀菌作用机理
.

1 材料与方法

1
.

1 菌种
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国家自然科学基金资助项 目(批准号
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生命科学学院生物化学与分子生物学实验室保存
.

金 黄色葡萄球菌 ( &叩勺阮
。“ u sa

r u eu s)和

绿脓杆菌 ( P se

汕I o n n a se ar 埃卯 o n s) a均 由南京师范大学生命科学学院微生物研究室保存
.

1
.

2家蚕抗菌肤C M劫的分离纯化
、

荧光标记

大肠杆菌对家蚕蛹的诱导及免疫血淋巴的收集按照文献「6 」的方法进行
.

抗菌肤C 呱 组

分的分离纯化及活性鉴定按文献 [7 」的方法进行
.

抗菌肚 c呱 的荧光标记采用 几
r k等 [ 8〕的方

法
.

1
.

3 孔穴法检测抗菌肤抑菌活性

融化r o1 l l L比 固体培养基
,

冷却至 45 ℃左右
,

按 100
: 1 的比例加人对数生长期的绿脓杆

菌
,

混匀
,

倒人直径 9 C m 的平皿 中
,

迅速铺平
,

待凝固后
,

于超净台内用灭过菌 的不锈钢打孔器

(直径 3 ~ )打孔
.

孔 内加满抗菌肤溶液
,

置 36 ℃下培养
,

第 2 天观察结果
.

1
.

4 激光共聚焦显微镜观察

大肠杆菌
、

绿脓杆菌和金黄色葡萄球菌于培养皿中涂布培养过夜
,

挑取细菌克隆于 Z mL
BL 液中

,

振荡培养
,

分别收集对数期的上述 3 种细菌培养液
,

于 8(x刃 r/ m in
,

28 ℃
,

离心 4 而
n

.

去掉上清
,

用 0
.

01 mo l/ L P Bs ( p H 7
.

4
,

含 巧。

~
F L N ac l) 洗 2 次

.

重悬浮于相同的磷酸缓冲

液中
,

菌液浓度约为 1 x 10 10/ mL
.

取少许菌液涂 于用 多聚赖氨 酸处理 的载玻 片上
,

加适 量

F IT C标记的抗菌肤后
,

用 iB o -

R a d M R C
一

10 24 激光共 聚焦扫描显微镜观察抗菌肤与细胞的结

合
、

分布及杀伤细胞的过程
.

该显微镜由南京师范大学生命科学学院实验中心提供
,

其 K七rA

激光发生器的激光波长为 4 88 lnn
,

观察其 49 5 lnn 发射光
,

图像经 骊er , h呷软件处理
.

1
.

5 抗菌肤对细菌生长的影响

( l) 抗菌肤对细菌作用后 O D 值的变化
.

接种 的大肠杆菌于 37 ℃ 下
,

振荡培养至对数

期
,

加人抗菌肤
,

使其终浓度为 0
.

55 i n g / mL
,

对照组加等量的无菌水
.

每隔 20 而
n 测其 O D 值

.

金黄色葡萄球菌也作同样处理
.

( 2 ) 抗菌肤对细菌作用的克隆数
.

大肠杆菌培养至对数期
,

用 or
~

F L BP S ( p H 7
.

4 )

洗涤
,

保持菌液浓度为 1 x l丁 个 / mL
,

取菌液 150 拌L 与抗菌 肤混合培养
,

抗菌肤终浓度 为 2

m g/ mL
,

不 同时期取其稀释 l以x〕倍
,

涂布固体平板培养
,

37 ℃下培养过夜后计算菌落数
.

金黄

色葡萄球菌亦作同样处理
.

图 1 家蚕抗菌肤 c呱 对绿脓杆菌的抑菌效应

2 结果和讨论

2
.

1 孔穴法检测抗菌肤 C吸对绿脓杆菌的抑制作用

抗菌肤 C呱 能抑制病原 菌绿脓杆菌的生 长繁

殖
,

如图 1
,

由于抗菌肤在培养基中的渗透
,

导致平板

上出现抑菌圈 ; 随着抗菌肤量的增加
,

抑菌 圈不断扩

大
,

最后连成一片
,

呈明亮的空 白斑状
.

结果表明了

抗菌肤 C呱 具有抗绿脓杆菌的活性
.

2
.

2 激光共聚焦显微镜观察

为了检验抗菌肤 与大肠杆菌
、

绿脓杆菌 和金黄

色葡萄球菌作用 的靶位 点
,

用 F l l ℃ 荧光标记物偶联

抗菌肚
,

在 4 88 lnn 激光的激发下
,

该偶联物发射出绿
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色荧光
.

标记 的荧光素染料 曰T C 对抗菌肤

的活性不产生任何影 响
,

其分子本身也不具

有抗菌活性
.

我们发 现
,

F仃 C 标记 的抗菌肚

能迅速包围菌体
,

聚集在细胞质膜表面
.

对大肠杆菌来说
,

观察表明 F仃C 标记抗

菌肤首先大量地 聚集于细胞膜上
,

使 整个细

菌呈一个明亮的短杆
.

抗菌肤结合的密度并

不是均匀 的
,

杆状的细菌两端结合的抗 菌肤

分子要多一些
.

随着作用时 间的延长
,

结合

F IT C抗菌肤的膜碎片脱落
,

菌体亮度逐 渐减

弱
.

细菌表面出现了破损
、

凹陷
,

菌体 内容物

外流
,

散布在 四周
,

细菌 中间 出现断痕
,

膜结

构被破坏
,

最后细菌崩解
,

形成一堆支离破碎

的碎片残骸(图 2 (
a

)
一

h( ))
.

较之于大肠杆

菌
,

绿脓杆菌和金黄色葡萄球菌膜与抗菌肤

C吸 的结合能力有所降低
.

在其细胞膜明显

可以看出深浅不 同的亮度区
.

抗菌肤分子聚

集在金黄色葡萄球菌膜上
,

造成膜大面积 的

破损
,

最后形成 了无细胞形态的碎片 (图 2 ( i)
一

( k ) )
.

图 2 ( l)
一

( o) 表示 了抗菌肤对绿脓

杆菌的作用
.

可 以看 出
,

抗 菌肤把长长的绿

脓杆菌截断
,

促使残裂 的菌体慢慢瓦解
.

而

这些结果表明抗菌肤首先作用于细菌的膜
.

可见
,

中国家蚕抗菌肤 杀菌 的方式 也和

ce c

orP in 类似
,

抗 菌 肤首 攻 的靶位点是 细胞

膜
,

通过形成孔洞 或渗透膜通透性来杀 死细

菌
,

但 激光 共 聚焦 断层 扫 描显 示
,

抗 菌肤

C呱 分 子也 能穿过膜 与 细胞 内部的结 构偶

口口口肠
. . - -

- - .

. -

. 困图 2 抗菌肚 C呱 对细菌作用的激光共聚焦扫描观察

( a)
一

( h) 抗菌肚对大肠杆菌的作用过程
,

( a) 菌体被抗菌肚包

围
,

( b) 抗菌肤密集
,

( C

)
、

( d) 细胞膜 开始破裂到出现孔洞
,

(
e

)
、

( f) 膜开始松散
,

中间出现断痕
,

( g ) 内容物泄露
,

胞膜塌

陷
,

( h) 零散的膜碎片
.

( i)
一

( k) 为金黄色葡萄球菌在抗菌肤

作用下逐步破坏的过程
.

( l)
一 ( o) 被抗菌肤破坏后的绿脓杆

菌
,

( l) 包括 了各种状态 的菌体
,

( m ) 抗菌肤刚结合菌体
,

形

态完整
,

( n) 菌体断裂
,

( o) 正在崩解为碎片

合
,

形成了如图 2 所示的细胞内腔的光亮 区域 (图 2( i )
,

( l ) )
.

推测细胞 内部也有抗菌肤 C呱

的作用位点
.

抗菌肤进人细胞内
,

与生物大分子或细胞器相互作用
,

干扰了它们正常功能的发

挥
,

引起物质和能量代谢紊乱
,

细胞衰亡
.

在抗菌肤与绿脓杆菌作用 的过程中
,

往往可 以发现

杆菌从一头断裂成两截
.

显然由于抗菌肤分子的作用
,

细菌很难保持其完整性
.

从另一方面

看
,

抗菌肤分子是以聚集体的形式发挥功能的
,

当抗菌肤集合体结合 于细菌膜上时
,

导致其他

分子迅速集结环绕菌体切断胞膜
,

使其断成两节
.

2
.

3 抗菌肤对细菌生长的影响

抗菌肤对细菌的抑制和杀灭作用可用菌液光密度值 的变化来检测
.

当细菌悬液加人抗菌

肤后
,

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌悬液在 6 30 unr 的光密度值始终比对照组低 (图 3
,

4)
.

两者

的下降幅度不同
,

较之于金黄色葡萄球菌
,

大肠杆菌下降的幅度更大
.

在前 25 m in 里
,

大肠杆
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菌的O D值随时间而下降
,

之后
,

略有 回升
,

但还是与对照组相差颇大
.

这些结果表 明抗菌肤

C呱 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌有杀伤作用
,

但两者对抗菌肤的敏感性存在差异
,

大肠杆菌

对抗菌肤 C呱 的敏感性较高
.

曰̀戈
`

络勺J,一1门门U八Un八曰曰八é

攀
ē),̀

00

口 对照
.
抗菌肤

口 又J照
.
抗菌月太

nù0

划只
。。O

42

:
on
ù

2 0 3 0 4 0

时 l司 /m in

5 0 6 0

。 (卜一亩一瑞 3 0 4 0 50 6 0

时 (。 J /m一n

图 3 抗菌肤对大肠杆菌生长的影响 图 4 抗菌肚对金黄色葡萄球菌生长的影响

图 5 和图 6 显示
,

在对数生长期的大肠杆菌和金黄色葡萄球菌悬液 中加人抗菌肤后
,

其

对细菌的杀伤作用迅速表现出来
.

约 20 m in 左右对照组的克隆数骤然上升
,

加人抗菌肤后细

菌的克隆数越来越少
.

口 对照
.
抗菌肤

口 对照

.
抗菌月太

nU八曰n4
,̀

曰日ù口乙妙90一火

10 2 0 3 0

日寸间 /m in

4 0 5 0
2 0 3 0 4 0

时问 /m l n

八曰n曰nUnC2l
1泛日é闷Q乞一X

图 5 抗菌肤对大肠杆菌菌落生长影响 图 6 抗菌肤对金黄色葡萄球菌菌落生长影响

这些结果表明抗菌肤 c呱 对大肠杆菌和金 黄色葡萄球菌都具有杀伤作用
.

但在表现方

式上存在差异
,

从 O D 值变化曲线看
,

抗菌肤处理大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的生长变化 曲线

总是落后于对照组
,

这是它们的共同之处
.

它们的不同在于加人抗菌肤后
,

大肠杆菌 的 ( ) D 值

先是下降
,

然后稍有回升 ;抗菌肤处理金黄色葡萄球菌的 O D 值尽管也落后 于对照组
,

但没有

下降的趋势
,

总体上仍然上升
.

这些现象说明
,

抗菌肤对金黄色葡萄球菌的杀伤活性可能与它

的剂量有关
,

或者抗菌肤对金黄色葡萄球菌的杀伤性较弱
.

但图 6 却显示
,

抗菌肤处理与否
,

金黄色葡萄球菌的成活菌落数 目相差 巨大
,

在前 30 m in 内抗菌肤对细菌的破坏性达到相当近

似的水平
.

因此
,

可以认为抗菌肤 c呱 抗金黄 色葡萄球菌不完全是通过溶解细胞这一途径
,

可能还存在其他的杀菌方式
.

大多数研究表明
,

昆虫抗菌肤能杀死许多有害细菌
、

真菌
、

原虫及病毒等刚
.

抗菌肤种类



第 01期 徐进署等
:

家蚕抗菌肤 c呱 组分杀菌机理的激光共聚焦显微镜观察 1 1 09

繁多
,

不可能用统一的模式来解释它们的杀菌机制
,

不同的分子结构有不同的作用方式
.

家蚕

抗菌肤属于带两亲性
Q 一

螺旋结构类别
,

这类家族还有
。

ec orP i sn 〔’ “了
,

m昭 a l n isn 〔川等
.

它们都表

现为 N
一

末端亲水
、

C
一

末端疏水的高级结构
.

近来对这一家族的几种抗菌肤组分的研究显示
,

抗菌肤可以通过形成孔洞和增加膜的渗透性亦或破坏膜结构的方式杀死细菌
.

我们研究发

现
,

抗菌肤可以进人细胞
,

与其内部结构结合
.

激光共聚焦断层扫描显示
,

抗菌肤跨膜进人细

胞内部
,

导致细胞内抗菌肤大量分布
.

从抗菌肤对细菌的 O D 值及菌落生长的影响来分析
,

认

为中国家蚕抗菌肤杀灭金黄色葡萄球菌时
,

可能是通过进人细胞 内部 干扰阻止了正常的细胞

代谢从而导致细胞死亡
.

这一问题还在进一步研究中
,
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