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摘   要：抗菌肽(antimicrobial peptides, AMPs)是机体先天免疫中的一类小分子多肽，作为机体防

御的第一道防线，在自然界中广泛存在。AMPs 具有多种生物学活性且不易产生耐药性，但天然

AMPs 容易被体内的各种消化酶降解。在 AMPs 中引入非天然氨基酸、化学修饰、合理规避酶切

位点进行氨基酸重排、肽的环化、纳米肽设计等提高 AMPs 蛋白酶稳定的方法不断出现。本文重

点综述了提高 AMPs 蛋白酶稳定性的各种方法，以期为此领域的研究提供参考。 
关键词：抗菌肽；蛋白酶稳定性；非天然氨基酸；化学修饰；残基排布；环化；纳米技术 
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Abstract: Antimicrobial peptides (AMPs) are small molecular peptides widely existing in the 
innate immunity of organisms, serving as the first line of defense. Natural AMPs possess various 
biological activities and are difficult to develop drug resistance. However, they are easily broken 
down by digestive enzymes in the body. In recent years, increasing methods have been reported to 
enhance the stability of AMPs, including incorporation of unnatural amino acids, chemical 
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modifications, strategic avoidance of enzyme cleavage sites, cyclization, and nano peptide design. 
This review summarizes the methods for improving the stability of AMPs against protease 
degradation, aiming to provide references for further research in this field. 
Keywords: antimicrobial peptide; protease stability; unnatural amino acids; chemical modification; 
arrangement of residues; cyclization; nanotechnology 

 
 

从 1928 年世界上第一种抗生素被发现至

今，抗生素被广泛应用于医疗、食品、畜牧等领

域。但抗生素耐药性的出现进一步加剧了对新型

抗菌剂的需求，而抗菌肽(antimicrobial peptides, 
AMPs)因其不易产生耐药性、具有广谱抗菌活

性及调节宿主免疫等功能成为最具前景的替抗

手段之一[1]。 
AMPs 作为机体免疫的重要组成部分，具

有抗细菌、真菌、病毒、寄生虫、抗癌以及抗

肿瘤等多种功能[2-5]。大多数 AMPs 的主要抑菌

机理为破坏细菌细胞膜的完整性，这种不同于

抗生素作用于特定靶点的作用机制使病原微生

物不易对其产生耐药性。然而，AMPs 在研发

过程中存在生产成本高、安全性低和稳定性差

等问题。虽然研究人员通过重组表达 AMPs[6]、

截短序列明确构效关系 [7]以及杂合降低毒性 [8]

等方法在一定程度上促进了 AMPs 的发展，但

蛋白酶稳定性差仍是限制 AMPs 生产应用的关

键问题。AMPs 序列中的碱性氨基酸和疏水性

氨基酸是机体中各种消化酶如胰蛋白酶、糜蛋

白酶、胃蛋白酶以及各种病原体分泌酶如蛋白

酶 K 等[9-10]作用的底物，这些蛋白酶能够识别

特定的酶切位点，破坏 AMPs 的结构从而影响

其功能活性[11]。因此，开发提高 AMPs 蛋白酶

稳定性的方法对于其体内应用尤为重要。 

1  引入非天然氨基酸 
1.1  D-型氨基酸 

由于天然氨基酸通常呈现 L-型构象，使其

易被蛋白酶识别。在肽序列中引入 D-型氨基酸

替换 L-型氨基酸可以有效解决 AMPs 易被蛋白

酶降解的难题。由于 D-型氨基酸具有较好的商

业可用性和低合成成本，D-型氨基酸取代是目

前应用较为广泛的提高 AMPs 蛋白酶稳定性的

策略。 
Carmona 等[12]采用 L-型氨基酸合成 AMPs 

Pin2 (FWGALAKGALKLIPSLFSSFSKKD)，发

现其与牛胰蛋白酶作用 4 h 后不会被降解，而

采用 L-型氨基酸合成的 AMPs 则会被胰蛋白酶

分解为 2 个肽段。此外，序列中引入 D-氨基酸

还可以在一定程度上降低毒性。Papo 等[13]将赖

氨酸(Lys)和亮氨酸(Leu)组成的肽段进行特定

位点氨基酸替换，使序列中不出现 3 个连续排

列的 L-氨基酸，结果显示 L-型氨基酸的肽具有

较高的溶血活性且易被酶解，而使用 D-型氨基

酸替换后不仅具有较低的溶血活性，而且抗酶

解能力和血清稳定性均有所增强。因此，引入

D-型氨基酸是一种提高 AMPs 抗酶解能力同时

降低毒性的十分有前景的方法。 

1.2  β-氨基酸 
另一种提高 AMPs 蛋白酶稳定性的有效方

法是在肽链中引入 β-氨基酸。β-氨基酸的特征

是在 α-肽的主链上引入 1 个额外的碳原子。α-
氨基酸是指氨基连在羧酸的 α-位，β-氨基酸则

是指氨基连在羧酸的 β-位。根据氨基酸侧链(R
基团)连接位置的不同，可细化为 β2-氨基酸和

β3-氨基酸。与 α-氨基酸相比，由于缺失蛋白酶

识别支架，β-氨基酸对蛋白酶降解不敏感。 
Dewangan 等[14]首次采用将 β-氨基酸与 D-

型氨基酸相结合的策略，设计得到的衍生肽
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UNA-12 在 2 μg/mL 的胰蛋白酶和蛋白酶 K 孵育

24 h 后保持完整，而由 L-型氨基酸组成的 A-12
则在 1 h 内被水解。β-氨基酸与 D-型氨基酸相结

合不仅提高了蛋白酶稳定性而且对耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌(methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus)表现出了较高的抑菌活性。此外，De Lucio
等[15]发现天然线性 13 肽 TRL35 能够迅速被蛋

白酶 K 分解，通过将其中部分氨基酸替换为 β3-
氨基酸后，其半衰期相对提高了 6–14 倍。 

1.3  其他非天然氨基酸 
除了 D-型氨基酸和 β-氨基酸外，在肽段中

引入其他非天然氨基酸，如 L-2,4-二氨基丁酸

(L-2,4-diaminobutanoic acid, Dab)、L-2-氨基-3-
胍基丙酸(L-2-amino-3-guanidino-propionic acid, 
Agp)、β-萘基丙氨酸(β-naphthylalanine, Nal)、α-
氨基异丁酸(α-aminoisobutyric acid, Aib)等，使

得蛋白酶不易识别作用位点从而赋予 AMPs 更

高的蛋白酶稳定性。 
本课题组将蛙源衍生肽 W8 (AARIILRWRFR)

中的精氨酸(arginine, Arg)替换为 Dab，Dab 修饰

的衍生肽 U1 能够有效抵抗 10 mg/mL 的胰蛋白

酶降解；在 Dab 的基础上引入色氨酸(tryptophan, 

Trp)设计得到抗酶解优化单元(DabW)n，当 n=3
时，衍生肽 U1-2WD 能够有效抵抗模拟肠液、

模拟胃液以及高浓度的糜蛋白酶溶液的水解，

具有良好的蛋白酶稳定性[16]。此外，Knappe 等[17]

将 AMPs Sub3 (RRWRIVVIRVRR-CONH2)中的

Arg 替换为 Agp，替换后的衍生肽 Sub3-Agp 稳

定性显著提高，Sub3-Agp 在血清蛋白酶中孵育

8 h 降解率低于 20%，未经过 Agp 替换的 Sub3
则完全被水解，而在 Sub3 的 N 端和 C 端分

别引入 D-Ala 和 D-His 延长序列对血清蛋白

酶稳定性没有任何影响。本课题组在 AMPs D1 
(AArIIlrWrFR，其中 r 为 D-Arg)的尾端锚定 1 个

Nal 后，在不增加毒性的前提下有效提高了 D1

的抗菌活性和抗菌稳定性，得到的衍生肽 N1
在盐离子、血清和蛋白酶环境中均保持高稳定

性[18]。De Zotti 等[19]设计得到含有 7 个 Aib 的衍

生肽 heptaibin，高效液相色谱(high performance 
liquid chromatography, HPLC)分析发现 heptaibin
分别与糜蛋白酶和链霉蛋白酶 E 孵育 12 h 后，

肽段保持完整，未表现出明显的蛋白水解迹象。

之前的研究[20-23]也证实了 Aib 在提高 AMPs 蛋

白酶稳定性方面的有效性，这可能是由于序列

中 Aib 的含量较高(50%)，具有庞大的空间结

构，也有研究认为是 Aib 诱导的螺旋结构避免

了蛋白酶的识别[24-26]。 
非天然氨基酸虽然能够显著提高 AMPs 蛋

白酶稳定性，但非天然氨基酸仅限于化学合成，

无法通过微生物表达实现。因此，非天然氨基

酸取代的实际应用还需要进一步探索。 

2  化学修饰 
2.1  聚乙二醇修饰 

解决 AMPs 蛋白酶稳定性差的另一个常见

策略是在肽链末端进行修饰。通过聚乙二醇化

能够使得偶联物具有更好的热稳定性、蛋白酶

稳定性和水溶性 [27]。Moreira 等 [28]将 AMPs 
LyeTx I-b (50 μmol/L)及聚乙二醇化后的衍生肽

LyeTx I-bPGE (50 μmol/L)与胰蛋白酶(1:50，质

量比)或蛋白酶 K (1:25，质量比)在 37 ℃条件下

孵育，结果显示聚乙二醇修饰后的 AMPs LyeTx 
I-b 在 24 h 后保持完整，而未经聚乙二醇修饰的

LyeTx I-b 在 6 h 后几乎被完全降解。Falciani 等[29]

将聚乙二醇偶联到分支肽M33的赖氨酸分支的C
端，得到四分支结构的 M33-Peg，将 M33 及

M33-Peg 同时与铜绿假单胞菌弹性蛋白酶孵育

6 h 后，采用 HPLC 和质谱(mass spectrometry, 
MS)分析其降解情况；HPLC 结果显示，M33
被完全水解，而 M33-Peg 仅有小部分被水解；
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MS 结果显示 M33 (4 683 Da)未出现相应的特征

峰，而 M33-Peg 在质谱图上显示出一个与完整

肽分子量相对应的峰(4 858 Da)，经聚乙二醇修饰

后的肽 M33-Peg 具有更好的蛋白酶稳定性。但

是 Zhou 等[30]设计了一种聚乙二醇脂肽 EK1C4
及其去聚乙二醇化的对应衍生物 EKL1C，发

现与聚乙二醇化脂肽 EK1C4 相比，去聚乙二

醇化肽 EKL1C 具有更好的蛋白酶稳定性。综

上，聚乙二醇修饰可能会在不同肽中产生不同

效果，而具体的聚乙二醇修饰策略需要进一步

探究。 

2.2  N 端乙酰化和 C 端酰胺化 
AMPs 常见的化学修饰如 N 端乙酰化和 C 端

酰胺化能够在一定程度上提高 AMPs 的蛋白酶

稳定性，特别是羧基酰胺，还能够额外增加

AMPs 的正电荷而帮助提高杀菌作用[31]，但是

这 2 种修饰在提高 AMPs 蛋白酶稳定性方面存

在一定的差异。Nguyen 等[32]设计了 2 组富含精

氨酸和赖氨酸的短肽，研究其在血清中的稳定

性以及抗菌活性；研究发现，C 端酰胺化并不

能提高肽对血清羧基肽酶的稳定性，但 N 端乙

酰化能够提高肽对血清氨基肽酶的稳定性。不

同位置修饰增强血清稳定性的程度为 N 端乙酰

化和 C 端酰胺化>N 端乙酰化>C 端酰胺化。Li
等[33]将肽L163及其衍生物在 37 ℃胰蛋白酶中孵

育 1 h 后，通过最小抑菌浓度(minimum inhibitory 
concentration, MIC)来评价多肽的抗酶解能力，

结果表明，在 12 μg/mL 胰蛋白酶条件下 N 端乙

酰化的肽 L163-AC 保持稳定，但原肽失去抑菌

活性。Strömstedt 等[34]研究证明，当 N 端乙酰

化和 C 端酰胺化与色氨酸取代相结合时，蛋白

酶稳定性才会增强。Hausch 等 [35]研究表明，

AMPs 的蛋白酶稳定性可能还取决于 AMPs 的

疏水性程度，疏水性越强则越难被蛋白酶水解。

因此，N 端乙酰化和 C 端酰胺化在提高 AMPs

蛋白酶稳定性方面的效果不同，且不同的肽修

饰后的效果不同，在使用时还需考虑 AMPs 的

疏水性。 

2.3  糖基化 
糖基化作为常见的翻译后修饰策略，在提高

AMPs 抑菌活性的同时能够增加肽的稳定性[36-37]。

Tortorella 等[38]用 N-乙酰氨基葡萄糖取代来自

蜜蜂毒液的 AMPs LL-Ⅲ中的 Asn 残基，得到其

糖基化形式 g-LL-Ⅲ，选择糜蛋白酶和胃蛋白酶

进行体外酶解试验，将荧光标记物 Ala-Ala-Phe- 
7-氨基-4-甲基香豆素作为肽 LL-Ⅲ和肽 g-LL-Ⅲ
的竞争底物，测定荧光强度随时间变化的曲线并

通过分析曲线斜率判断多肽是否被水解，结果表

明，同浓度下 LL-Ⅲ的起始曲线斜率明显降低而

肽 g-LL-Ⅲ斜率显著增大，说明 g-LL-Ⅲ有较好

的抗酶解能力；进一步测定多肽与糜蛋白酶和胃

蛋白酶(100 nmol/L)孵育 15 min 及与 50%胎牛血

清孵育 24 h 后的 MIC 值来比较多肽修饰前后抗

酶解能力的变化，发现糖基化修饰能够增加肽对

糜蛋白酶和胃蛋白酶的稳定性。此外 Dwivedi
等[39]将 indolicidin (ILPWKWPWWPWRR-NH2)
中 9 号位的 Trp 替换为 β-糖基化后的 Thr，并

为了提高其疏水性将 Lys 替换为 Pro 得到衍生

物[βGlc-T9,K7]indolicidin，通过 MIC 值判断多

肽抗酶解能力发现，糖基化之后其抗胰蛋白酶

解能力不变，但是溶血及毒性降低。因此，糖

基化修饰用以提高抗酶解能力的具体策略还要

依据具体情况而定。 

2.4  脂化 
脂肽通常由线性或环状肽的氨基酸侧链或

末端连接脂肪酸构成，通常具有广谱抗菌活性，

而且具有较好的蛋白酶稳定性。Zhong 等[40]在蜘

蛛毒液分离出的肽 anoplin (GLLKRIKTLL-NH2)
的 4 号或 7 号氨基酸引入不同长度的脂肪酸链

后将其在 0.1–1.0 mg/mL 的胰蛋白酶中分别孵
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育 1 h 和 6 h，以 MIC 值来评价脂肽的抗酶解能

力，研究发现在 7 号氨基酸位置引入脂肪酸能

赋予其更好的稳定性，在引入长度为 8–10 个碳

原子的脂肪酸时，脂肽 MIC 逐渐降低，但在引

入长度为 12 个碳原子的脂肪酸链时脂肽的

MIC 值显著升高。同样地，Huang 等[41]将不同

长度的脂肪酸链引入蜂毒肽(melittin)的 N 端，

并与 0.2 mg/mL 的胃蛋白酶和胰蛋白酶分别孵

育 6 h，发现当脂肪酸链长度超过 10 个碳原子

时，与胰蛋白酶孵育脂肽降解率<40%，脂肪酸

链长度超过 8 个碳原子时，与胃蛋白酶孵育降

解率<20%，并发现脂肪酸链长度在 2–10 个碳

原子时抗菌活性显著增加，超过 10 个碳原子后

抗菌活性显著降低。因此，随着脂肪酸链长度

增加，脂肽的抗酶解能力逐渐增强，但随着脂

肪酸链长度的增加脂肽的抗菌活性可能存在

阈值。 

3  合理规避酶切位点进行氨基

酸重排 
根据蛋白酶的作用位点对原始肽段内的氨

基酸进行替换，或者设计简短的肽段并进行重

复从而获得高抗菌活性与稳定性的 AMPs 是抗

酶解设计中的另一种有效方法。Kim 等[42]设计了

含有 15 个未经修饰的天然氨基酸的 AMPs，并对

这 15 个氨基酸的顺序进行了系统排列，以规避

蛋白酶的切割位点。为了限制胰蛋白酶对阳离

子氨基酸在 C 端侧酰胺键的水解，脯氨酸(P5)
被放置在精氨酸(R4)的羧基侧，酸性氨基酸谷氨

酸(E12)或极性中性氨基酸谷氨酰胺(Q12)被放置

在 2 个赖氨酸残基(K11和 K13)之间。这是由于脯氨

酸残基位于胰蛋白酶切割位点的羧基侧，则不发生

切割，而如果切割位点两侧都有酸性残基，则水解

速率较慢[43]。同时，为了避免糜蛋白酶切割脂肪族

氨基酸 C 端的酰胺键，所以在 AMPs 的疏水面上

没有选择色氨酸和苯丙氨酸，基于上述酶切位

点设计出的 AMPs GNU6 (RIIRPIIQIIKQKIR)和
GNU7 (RLLRPLLQLLKQKLR)对枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)、金黄色葡萄球菌(Staphyloccocus 
aureus)等具有较好的抑菌活性，其 MIC 值在

2–4 mg/L[44]。本课题组采用简约模板法建立了一

个抗胰蛋白酶和糜蛋白酶的序列单元(XYPX)n，

其中 X 为异亮氨酸(Ile)、亮氨酸(Leu)或缬氨酸

(Val)；Y 为精氨酸(Arg)或赖氨酸(Lys)，n 为重

复单元数量 [45]。该序列模式在阳离子氨基酸

(Arg或 Lys)的 C端侧放置脯氨酸(Pro)以阻断胰

蛋白酶的水解；在序列单元的两端放置不易被

糜蛋白酶水解的疏水性氨基酸 (Ile、Leu 和

Val)，经研究发现具有 7 个重复单元的(IRPI)7

对革兰氏阴性菌，如大肠杆菌(Escherichia coli)、
鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)等有

较好的抑菌效果，MIC 值为 1–4 μmol/L[45]。此

外，本课题组还将酶切位点规避手段与末端疏

水氨基酸修饰相结合，进一步设计出序列模板

XX(XCRKPX)nXX 其中 X 为 Ile 或 Val，n 为括

号内序列重复次数；该模板中 Arg N 端的半胱

氨酸(Cys)和 C 端的赖氨酸(Lys)阻断了胰蛋白

酶对 Arg C 端的作用，而 Lys C 端的 Pro 阻断

了胰蛋白酶对 Lys C 端的作用，选择具有长脂

肪侧链的 Ile 或 Val 提供必要的疏水力并规避

糜蛋白酶以及胃蛋白酶的降解，多肽 II-I4-II 
(IICRKPIICRKPIICRKPIICRKPII-NH2)对 E. coli、
S. aureus 等具有较好的抑菌活性，其 MIC 值为

2–8 μmol/L[46]。 
合理地排列天然氨基酸以避免或保护降解

位点可能是提高 AMPs 蛋白酶稳定性同时降低

AMPs 生产成本的较佳选择。然而，关于规避

酶切位点进行氨基酸重排的研究较少，且研究

人员使用的酶浓度、酶活力单位不同会导致不

同的研究结论，因此天然氨基酸序列抗酶解效

力的评定标准亟待统一[47]。 



 
 

邵长轩 等 | 抗酶解抗菌肽的研究进展 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

4401

4  环化 
4.1  酰胺键与二硫键环化 

酰胺键与二硫键环化能够减少游离氨基酸

从而减少与蛋白酶的结合，稳定肽的活性构象。

此外，二硫键成环还能减少环化的能量消耗[48]。

相较于线性肽，环化后的肽能形成稳定的二级

结构使 AMPs 具有较高的蛋白酶稳定性。酰胺

键环化是提高线性 AMPs 稳定性的有效方法。

Gunasekera 等[49]在对 LL-37 的超短肽段 KR-12
的研究中发现，与单体 KR-12 相比，由 2–4 个

氨基酸连接环化的 KR-12 二聚体具有更好的抗

菌活性和更高的血清稳定性。Zhao 等[50]用肽环

化酶 Butelase 1 催化线性 AMPs GKE 进行主链

头尾环化得到 cGKE，通过与胃蛋白酶与胰蛋

白酶孵育发现，GKE 在胃蛋白酶处理 3 min 后

降解 90%而 cGKE 仅降解 50%，GKE 在胰蛋白

酶中 15 min 几乎完全降解，而 cGKE 降解率仅

有 20%。具有二硫键的天然 AMPs 有更好的稳

定性，Nehls 等[51]在二硫键对防御素的抗酶解

能力研究中发现，具有 3 个分子内二硫键的人

天然防御素 β-3 在胰蛋白酶孵育 5 min 后仅降

解 18.7%，相比之下含 1 个二硫键的防御素变

体降解 77%，不含二硫键的线性防御素变体降

解了 87%。Dolle 等[52]将蛙皮肤分泌的 AMPs 
temporin‐SHf 以及 4 号位、7 号位突变为 Cys
的环化肽与人血清或胰蛋白酶孵育后，发现突

变体具有更好的抗酶解能力。以上研究表明

AMPs 的抗酶解能力与肽内是否存在二硫键以

及二硫键的数量有关。 

4.2  环型蛋白酶抑制剂杂合 
环型蛋白酶抑制剂不仅能够赋予 AMPs 更

大的空间位阻以减少酶的识别，还能够抑制相

关蛋白酶活性以进一步降低降解率。向日葵胰

蛋白酶抑制剂 1 (SFTI-1)中包含环型骨架和 1对

二硫键[53]，研究表明，二硫键和环形骨架的氢

键网对于提高 AMPs 二级结构稳定性具有重要

的意义[54]。本课题组将 SFTI-1 的胰蛋白酶结合

环 N 端的半胱氨酸与全新设计 AMPs 的 C 端氨

基酸通过酰胺键连接，设计出一系列肽，发现

该策略提高了 AMPs 在胰蛋白酶、胃蛋白酶及

木瓜蛋白酶中的稳定性[55]。Koehbach 等[56]将线

性肽 optP7 嫁接到南瓜家族具有胰蛋白酶抑制

活性的环蛋白 MCoTI-II 的环 6 中，结果表明，

嫁接的环肽在人血清中孵育 24 h 后仍保留

30%，而线性肽 optP7 在 1 h 后被完全降解，其

半衰期也明显低于嫁接环肽。 

4.3  钉合 
肽钉合技术是在肽的端链或侧链通过共价

连接 2 个氨基酸的侧链，从而形成装订肽并约

束其 α-螺旋构象，进而赋予肽对酶的抗性并增

强其生物活性[57]。本课题组[58]设计了一种 α-螺
旋全烃类 AMPs stRRL，其中 2 号位和 6 号位的

(S)-2-(4-戊烯基 )丙氨酸进行侧链交联成环；

stRRL 在 2 mg/mL 的胰蛋白酶或糜蛋白酶作用

2 h 后仍保持较好的对 E. coli 和 S. aureus 的抗

菌活性，其原因可能是主链环化增加了空间位

阻，阻碍了蛋白酶与肽骨架的结合。Zeng 等[59]

将肽 RStAMPs 的 Pro 和 Lys 进行钉合，钉合后

的肽对糜蛋白酶及胃蛋白酶有较好的稳定性。

Luong 等[60]将天然 AMPs polybia-MP1 中 i/i+4
位上连接的烯烃短链通过异裂作用钉合，合成钉

合肽 MPIS，之后在 8 号位将天冬氨酸(Asp)替换

天冬酰胺(Asn)设计出 MPIS-D8N，在 12 号位将

谷 氨 酰 胺 (Gln) 替 换 为 赖 氨 酸 (Lys) 设 计 出

MPIS-Q12K，结果表明 3 种钉合肽均增加了溶血

活性，但在胰蛋白酶消化实验中，MPIS-Q12K 的

半衰期为 1 446 min，而天然肽 polybia-MP1 半衰

期仅有 21 min。 
钉合技术的引入能增强 AMPs 的结构稳定
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性、蛋白水解稳定性和抗菌活性，但大多数钉

合的 AMPs 具有较高的溶血活性[61-62]。 

5  纳米肽 
5.1  自组装纳米肽 

在过去几十年中，分子自组装领域取得了

许多进展，这一领域通常用于指导特定功能生

物材料的设计和合成[63-65]。AMPs 的自组装被

认为是提高其蛋白酶稳定性的一种有效方法，

常用的方法有引入脂肪酸、聚乙二醇等一些聚

合物基质材料。 
部分阳离子脂肽可通过疏水力驱动自组

装，从而拥有较好的抗酶解能力。Han 等[66]将

青蛙皮肤分泌的由 18 个氨基酸组成的抗菌肽

figainin 1 (F1)在 N 端连接葵酸合成脂肽 A-10，
脂肪酸链能促进疏水脂肽自组装成纳米结构，

A-10 经过蛋白酶 K 处理 24 h 后仍有 43%未被

降解，而未经脂肪酸修饰的 F1 则只有 6%未被

降解。本课题组将十六烷酸作为抗菌肽自组装

的驱动脂肪酸，以甘氨酸-甘氨酸-甘氨酸(GGG)
柔性氨基酸作为连接体，精氨酸-脯氨酸(RP)重复

作为分支设计了树突状自组装纳米粒子(SPDNs)，
C16-2RP、C16-3RP 纳米颗粒，在 8 mg/mL 胰蛋

白酶或糜蛋白酶作用下 MIC 值基本不受影响[67]。

引入脂肪酸能够在一定程度上提高抗菌活性，

但是脂化会导致水溶性下降、毒性升高。因此，

在采用这种修饰方法时，可以通过适当调节脂

肪酸链组成与长度使 AMPs 达到抗菌活性、生

物相容性和蛋白水解稳定性的平衡 [68-69]。 
聚乙二醇不仅可以用于末端修饰，还能够

作为纳米结构自组装的驱动力。本实验室将猪

源抗菌肽 PG-1 的 N 端末端进行聚乙二醇修饰，

合成了 NPGn，使其能自主装成纳米束状结构，

将 512 μg/mL 的肽与不同浓度的胰蛋白酶连续

孵育 1–8 h，结果显示 PG-1 在与 1 mg/mL 的胰

蛋白酶孵育后完全失活而 NPGn 在不同浓度胰蛋

白酶作用 8 h 后抑菌活性无明显变化[70]。 
此外，Zhou 等 [71]将带负电荷的谷氨酸

(Glu) 和 天 冬 酰 胺 (Asn) 添 加 到 肽 PTP-7 
(FLGALFKALSKLL)的 C 端或 N 端，构建了 2 种

自组 装 肽 EN(ENFLGALFKALSKLL) 和 NE 
(FLGALFKALSKLLNE)，这 2 种衍生肽能组装

成不同的纳米结构。PTP-7 在 10%血清中的半

衰期约为 10 h；EN 在 10%血清中的半衰期约为

24 h，而 NE 在与 10%血清孵育 24 h 后仍有大

量完整的肽段(>90%)[72]。这表明 NE 比 EN 更

稳定，这可能是因为 EN 分子容易从形成的纳

米纤维中释放出来。 
自组装 AMPs 蛋白酶稳定性高的原因可能

是通过自组装的方式造成空间位阻效应从而有

效保护切割位点，降低蛋白酶对自组装肽的亲

和力[73]。 

5.2  肽和金属纳米粒子的结合 
阳离子 AMPs 和金属纳米粒子的结合使得

AMPs 中酶切位点与蛋白酶之间具有更大的空

间位阻，也被认为是一种有效提高 AMPs 蛋白

酶稳定性和抗菌活性的策略。Wadhwani 等[74]

研究了 AMPs 与金纳米粒子的结合，研究选择

了 5 种具有代表性的两亲性 α-螺旋 AMPs 与金

纳米粒子结合；AMPs 与金纳米粒子结合后，

经过 24 h 的胰蛋白酶(50 μg/mL)处理后，纳米

肽几乎没有被水解，而游离肽在胰蛋白酶处理

30 min 时，有约 95%的肽段被水解。Maraming
等 [75]将聚乙二醇化后的金纳米颗粒与 KT2 
(NGVQPKYKWWKWWKKWW-NH2)相偶联，

通过比较游离肽与结合肽酶稳定性发现，与金

纳米颗粒结合的肽抵抗的胰蛋白酶浓度比游离

肽抵抗的胰蛋白酶浓度高至少 32 倍。这些研究

表明，与金纳米粒子相连的纳米肽是解决 AMPs
蛋白酶稳定性低的一种有效方法。 
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6  小结与展望 
引入非天然氨基酸、末端修饰、合理规避

酶切位点进行氨基酸重排、环化、纳米肽的设

计均能在一定程度上提高 AMPs 的酶稳定性，

这些化学手段或药物载体(聚合物以及自组装

系统 )的使用都屏蔽了酶切位点从而减少了

AMPs 的降解，在实际应用中各有利弊，可以

根据 AMPs 具体应用目的进行调整。需要注 

意的是，目前抗酶解 AMPs 的研究中，没有统

一的抗酶解评定标准，酶浓度、酶单位、酶活

力、酶处理时间的不统一均会对评估结果产生

一定的影响(表 1)。同时大多数实验忽略了体内

的复杂情况，血清中多种酶以及盐离子的共同

作用对于 AMPs 稳定性有着更高的要求。因此，

在后续研究中需要模拟体内复杂环境，应用仿

生消化液及体内药代动力学综合评价 AMPs 的

抗酶解效果和体内外半衰期，以促进 AMPs  

 

表 1  抗菌肽的抗酶解策略 
Table 1  Anti-enzymatic strategies of antimicrobial peptides 
Anti-enzyme 
methods 

Peptides Type and concentration of enzyme Other stability tests References 

Incorporation of 
unnatural amino 
acids 

Pin2 Peptides: trypsin ratio of 1:20 (W/W) 
Peptides: elastase ratio of 1:20 (W/W) 

Serum stability [12] 

UNA-12 2 μg/mL trypsin, proteinase K Serum and salt ion stability [14] 

U1-2WD 10 mg/mL trypsin ND [16] 

Chemical 
modifications 

LyeTx I-bPGE Peptides: trypsin ratio of 1:50 (W/W) 
Peptides: proteinase K ratio 
of 1:25 (W/W) 

ND [28] 

L163-AC 12, 24 μg/mL trypsin Plasma, pH, and thermal 
stability 

[33] 

g-LL-Ⅲ 100 nmol/L pepsin, chymotrypsin Serum stability [38] 

Anoplin 0.1–1.0 mg/mL trypsin Salts, serum, and pH 
stability 

[40] 

Rational avoidance 
of protease 
cleavage sites 

GNU6/GNU7 Peptide: chymotrypsin molar ratio 
of 2 500:1 
Peptide: trypsin molar ratio of 5 000:1 

ND [42] 

R7I 0.125–4 mg/mL trypsin, chymotrypsin Salts and serum stability [45] 

II-I4-II 0.062 5–2 mg/mL pepsin, 
chymotrypsin, proteinase K, trypsin 

Salts, serum, acid, alkali, 
and heat stability 

[46] 

Cyclization HBD-3 variants Peptides: trypsin ratio of 1:100, 
1:1 000, 1:10 000 (W/W) 

ND [51] 

RV3 0.25–2 mg/mL trypsin, pepsin 
and papain 

Serum, thermal, 
pH stability 

[55] 

Helix-distorted 
RStAMPs 

0.25 μg/mL chymotrypsin, 
10 μg/mL pepsin 

ND [59] 

MPIS 0.6 μmol/L trypsin ND [60] 

Nano peptide 
design 

SPDNs 2, 4, 8 mg/mL trypsin, chymotrypsin Salts and serum stability [67] 

PFNP 50 μg/mL trypsin ND [74] 
ND means undetected. 
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的临床应用或动物饲用。相信随着抗酶解 AMPs
的构效解析和研究方法的不断创新，AMPs 可

以更好地应用于制药、畜牧、食品防腐等领域。 
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