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机制的研究
釜
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摘要 研 究了家蚕抗菌肤对寄生曲霉的杀菌作用
.

将用荧光素标记 的抗菌肤作用

于寄生曲霉
,

在激光共聚焦显微镜及扫描电子显微镜下观察
,

发现抗菌肤能迅速地将

菌体包围
,

作用于细胞膜
,

产生许多小孔并进入胞内
,

细胞壁局部结构破裂
,

细胞膜破

损
,

胞浆内容物大量外泄
,

细胞解体
,

最后菌体变成空囊而死亡
.

由于真菌特殊的细

胞壁结构
,

能阻止抗菌肤与膜结合
.

进一步研究了抗菌肤对寄生曲霉原 生质体的作

用
,

发现抗菌肤有效地抑制了原生质的恢复生长
,

降低 了再生率
.
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自肠m a n
等川发现并首先测定 了惜古比天蚕 (狡照如彻 ar cec orP 必 )抗菌肤一级结构以来

,

抗

菌肤的广谱抗菌作用和抗癌作用研究在国际上引起了许多学者的重视
.

研究表明
,

昆虫抗菌

肤不但能杀灭细菌
、

病毒
、

原虫和癌细胞
,

而且还能杀伤真菌
.

抗菌肤抗真菌的有关研究报道始见于 20 世纪 90 年代初期
,

ijI ima 等图从麻蝇幼虫血淋巴

分离出抗真菌小肤
,

能抑制真菌白色假丝酵母 ( aC dn 比阮 alb ica sn )生长
,

命名为 A即 ( an it
一

fu n g a l

p eP idt
e
)

.

此后
,

人们又从蝎子 ( A
n d溉 to n 。 蝴atr ils )的血淋巴中分离出由 25 个氨基酸残基组

成的抗真菌组分 A n docr otn in
.

其对链格饱 ( A
.

b、 疵
。 la )和大刀镰抱 ( F

.

c
以

n 犯二 )有明显抗菌

活性
,

但对另外许多菌株的杀菌性较低阁
,

因而认为抗菌肤的抗菌活性还存在作用对象的差异

性
.

为了寻找高效的抗真菌物质
,

玩
。
等闭用人工改造分子 的手段

,

分别截取天蚕素 A 和蜂毒

素分子的片段
,

合成杂合肤分子 Cec 哪 i n
一

M iel itt n( C A
一

M E )
.

杂合肤 CA
一

M E 不但无细胞毒性
,

而

且大大提高了抗真菌活性
.

迄今为止
,

已发现 Cec 哪 in A
,

M iyt m y c i n
, r

hy an at in 和 DID s o m y c i n 等

生物活性小肤都有抗真菌的作用
,

而对人体细胞无明显毒性
,

抗菌肤有可能发展成为潜在的抗

真菌试剂
.

中国家蚕抗菌肚 已显示对多种细菌和癌细胞有杀伤作用〔5从但其抗真菌的研究还未见报

道
.

我们采用激光共聚焦扫描断层分析及扫描 电子显微镜亚显微结构观察
,

研究了家蚕抗菌

肤对寄生曲霉的抗性作用
,

这有益于更深人地阐明抗菌肤的作用方式和作用机理
,

挖掘抗菌肤

的潜在功能
.
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1材料及方法

1
.

1抗菌肤 CM如的分离纯化
、

鉴定和标记

蚕蛹的诱导参照戴祝英等困的方法进行
.

抗菌肤 的分离纯化参照文献 〔 7」
.

抗菌肤 c呱

组分的生物活性检测方法见文献仁 8]
,

F ITC 荧光标记抗菌肤见文献仁9 3
.

1
.

2 抗菌肚对寄生曲霉生长发育的影响

寄生曲霉抱子制成平板后打孔
.

抗 菌肤浓度为 10 仁彭m L
,

取 巧 “ L 加人孔 中
,

28 ℃ 下培

养
.

24 h 后
,

再加 10 拼L 抗菌肤溶液于相 同的孔中
,

相同条件下继续培养
.

3 d 后观察结果
.

1
.

3 抗菌肤对真菌作用的激光共聚焦显微镜观察

将寄生曲霉饱子置于抱子萌发液 ( 0
.

1% 葡萄糖和 0
.

05 % ( N氏 )
2 5仇 ) 中振荡培养 24 h

,

用

or ~ 心L 的 BP S 洗 2 次
,

加适量荧光标记抗菌肤混匀
,

用激光共聚焦显微镜观察 (激发光 4 88

nnI
,

发射光 49 5 lnn )
.

同时观察非萌发抱子
.

1
.

4 抗菌肚对真菌作用的超微结构观察

将寄生曲霉抱子制成抱子悬液 (浓度约为 1
.

o x l护 fnL )
.

离心 9 0( 刃 r/ m in
,

4 m in
,

去上清
,

加等量抱子萌发液振荡培养 24 h 后
,

再加抗菌肤液于萌发抱子中
,

对照组不加抗菌肤
.

24 h

后
,

按常规扫描电子显微镜样品制备过程进行样品制备
,

用 日本明石 XS
一

40 型扫描电子显微镜

观察
.

1
.

5 抗菌肤对寄生曲霉原生质体再生的抑制

寄生曲霉原生质体的制备参照文献「10 j
.

抗菌肤抑制寄生曲霉原生质体再生实验
:
取适当稀释原生质体溶液 0

.

3 m L
,

加人到 PR CM

(原生质 再生 完全 培养基
,

含 0
.

6 mo F L KC I
,

0
.

05 % N ac l
,

0
.

00 5% M妨仇
·

7玩 o
,

0
.

03 %

KH乞I
〕
仇

,

0
.

6% ep tP ~
,

w八 )平板上
,

均匀涤布
,

30 ℃静止培养
.

为避免菌丝碎片再生 的干扰
,

用无菌水对原生质体作相同倍数的稀释
,

按以上方法培养
.

经无菌水处理
,

原生质体因低渗而

崩解
.

因此
,

两者的差与原生质体总数的比即为再生率
.

抗菌肤对原生质 体再生的影响
:
取上述稀释后 的原生质体溶液 0

.

3 m L 分别与浓度为

1 n lg/ m L的 20
,

O4
,

O6
,

80
,

100
,

2 00 拼L 抗 菌肤溶液混合
,

再涂 PR c M 平板
,

30 ℃培养
.

以上实验

同时进行
,

3 d 后观察结果
.

2 结果

2
.

1 抗菌肤 C h l如对寄生曲霉生长的影响

抗菌肤 C呱 能杀死真菌
.

从图 1 可以看出
,

随抗菌肤的扩散
,

寄生曲霉在生长过程 中出现

了明显的抑菌圈
,

含萌发抱子培养板 中 ( b) 的抑菌圈比非萌发抱子培养板 ( a) 中略大
,

抑菌圈的

边界亦清晰可见
.

说明抗菌肤抑制了寄生曲霉的生长
,

且对萌发抱子的破坏性更大
.

2
.

2 抗菌肚作用于真菌萌发抱子的激光共聚焦显微镜观察

荧光标记抗菌肤分别与非萌发和萌发真菌抱子进行反应后的激光共聚焦显微镜观察结果

见图 2
.

2
.

3 抗菌肚对寄生 曲霉作用的扫描电子显微镜观察

图 3 显示在相同条件下
,

抗菌肤处理和未处理 的真菌抱子不 同
.

抗菌肤处理的真菌抱子
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扩大
,

大量细胞内容物外流
,

形成许多空泡
.

玩
e
等 〔’ 2 〕也观察到这一现象

,

他用人工合成的杂

合肤 CM
一

M E 处理真菌抱子原生质体
,

发现真菌细胞膜和细胞被破坏
,

无法保持正常的细胞形

态
,

表明抗菌肤对细胞质膜起作用
,

形成膜上孔洞而达到杀菌 目的
.

在真菌的萌发时期
,

抗菌肚表现最强的杀伤活性
.

抗菌肤对真菌的作用不但表现出生长

状态的差异
,

而且也表现种属的差异
.

ce
c

哪 in A 在较低的浓度下能杀死串珠镰抱 F
.

mo iln i
-

fo 二 的萌发抱子 和非萌发抱子
,

但即使在很 高的浓度 下
,

C ec哪 i-nA 也只能杀 死黄曲霉 A
.

刀创出 的萌发抱子
,

对非萌发抱子没有作用
.

C呱 处理寄生曲霉 A
.

尸以找砧“ ic 。 的萌发抱子及非萌

发抱子的扫描电子显微镜观察及孔穴抑真菌试验表明
,

萌发抱子对抗菌肤更 敏感
.

eD 功
c
ca

等【̀3〕发现
,

黄曲霉的抱子能产生一种抱外酶
,

对抗菌肤有水解作用
,

而抱子萌发时胞外酶消

失 ; 串珠镰抱根本不产生胞外酶
,

所以对抗菌肚没有水解作用
.

抗菌肚与寄生曲霉原生质体作用的实验表明
,

原生质体的再生率随抗菌肤量的增大而下

降
,

扫描电子显微镜观察抗菌肤作用萌发抱子
,

抱子破损严重
,

一端因萎缩变尖
,

另一端断裂破

碎
,

显然抗菌肤主要作用于膜
.

另一方面
,

这也说明细胞壁 的存在 阻碍了抗菌肤与真菌的作

用
.

当抱子萌发时
,

细胞变化给抗菌肤与膜结合提供了更多的机会和位点 〔`4〕
.

除了作用于膜

以外
,

抗菌肤分子还可以跨过膜进人细胞 内
,

与内部的细胞器或大分子发生作用
.

激光共聚焦

断层截面扫描显示
,

真菌细胞 内部聚集了大量抗菌肤分子
.

特别是图 2 f( )和 ( g )说明
,

抗菌肤

不但能作用于细胞内部结构
,

而且更容易作用于正在生长的真菌
.

显然
,

抗菌肤具有多种方式

来抑制杀死真菌细胞
,

如我们发现抗菌肤 C呱 分子能与真菌酵母的 DNA 和 RN A 结合
,

导致核

酸断裂 (结果未发表 )
.

抗菌肤的作用机制研究正 日益受到重视
,

自然界存在抗真菌肤也是可

以理解的
,

因为生物体必须时时抵御真菌的侵袭
.

正是基于这样一种防御机制的考虑
,

抗菌肤

有可能成为一种潜在的抗真菌药物
.
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