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中国林蛙皮肤抗菌肽基因的 cDNA 克隆及抗菌、抗癌和

溶血活性的测定 

虞凤慧, 张丽芳, 李俊峰, 李晓帆, 付欣, 尚德静 

辽宁省生物技术与分子药物研发重点实验室, 辽宁师范大学生命科学学院, 大连 116029 

摘  要: 采用 RT-PCR 和 3′RACE 方法, 从中国林蛙皮肤总 RNA 中克隆出了 6 条编码不同抗菌肽前体的 cDNA 序列, 分

别命名为: preprotemporin-1CEa、preprotemporin-1CEb、preprotemporin-1CEc、preprobrevinin-1CEa、preprobrevinin-1CEb

和 preprochensinin-1。cDNA 碱基序列全长为 289~315 bp, 编码 59~65 个氨基酸。6 个抗菌肽前体由 3 部分结构域组成: 22

个氨基酸残基组成的信号肽、多个酸性氨基酸残基组成的中间序列、高度变异的成熟肽。preprotemporin-1CEa、

preprotemporin-1CEb 和 preprotemporin-1CEc 属于 temporin-1 家族抗菌肽前体 , 具有肽链短 , C-端酰胺化的特点 ; 

preprobrevinin-1CEb 和 preprobrevinin-1CEa 属于 brevinin-1 家族抗菌肽前体, 在肽链的 C-端含有 RANA 盒结构, 可在 2

个半胱氨酸残基间形成二硫键, 组成 7肽环; preprochensinin-1在已知多种数据库中没有发现序列同源的多肽, 被鉴定为

新抗菌肽。人工合成 temporin-1CEa、temporin-1CEb、brevinin-1CEa 和 chensinin-1 四种中国林蛙皮肤抗菌肽, 活性检测

结果表明: 它们对金黄葡萄球菌等 3 种革兰氏阳性细菌的生长具有明显抑制作用, 同时抑制乳腺癌 MCF-7 细胞和宫颈

癌 HeLa 细胞生长。 

关键词 : 中国林蛙 , cDNA 克隆 , 序列分析 , 抗菌活性 , 抗癌活性  

Cloning of cDNAs encoding skin antimicrobial peptide 
precursors from Chinese brown frogs, Rana chensinensis and 
determination of antimicrobial, anticancer and haemolysis 
activity 
Fenghui Yu, Lifang Zhang, Junfeng Li, Xiaofan Li, Xin Fu, and Dejing Shang 

Liaoning Provincial Key Laboratory of Biotechnology and Drug Discovery, College of Life Science, Liaoning Normal University, Dalian 116029, China 

Abstract: Amphibian skin antimicrobial peptides exhibit a broad spectrum of antimicrobial activity against Gram-positive and 
Gram-negative bacterium and cytotoxic activity responsible for inhibiting the growth of cancer cells. In this present study, six cDNAs 
encoding antimicrobial peptide precursors were cloned from the skin of Chinese brown frog, Rana chensinensis by RT-PCR and 

3′-RACE procedure and identified as preprotemporin-1CEa, preprotemporin-1CEb, preprotemporin-1CEc, preprobrevinin-1CEa, 

preprobrevinin-1CEb, and preprochensinin-1, respectively. The nucleotide sequences of cDNA encoding 59−65 amino acid composed of 
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289−315 bp. Preprotemporin-1CEa, preprotemporin-1CEb and preprotemporin-1CEc are members of temporin family, which usually 
are short, hydrophobic, and C-terminally α-amidated antimicrobial peptides. Preprobrevinin-1CEa and preprobrevinin-1CEb were 
identified as the members of the brevinin-1 family of antimicrobial peptides since both peptides contain “RANA box” that it’s 
responsible for forming Cys-bridged cyclic heptapeptides at the C-terminal region of peptide. The nucleotide acid sequence and the 
deduced amino acid Sequence of preprochensinin-1 were not found to be identity with any known amphibian skin defensive peptides, 
so, preprochensinin-1 was identified as a novel peptide precursor. Four of bioactive peptides: temporin-1CEa, temporin-1CEb, 
brevinin-1CEa and chensinin-1 were synthesized to investigate their antimicrobial, anticancer and haemolysis activities. The results 
showed that all of the synthesized antimicrobial peptides in this study inhibited the growth of the Gram-positive bacterium, and 
exhibited the anticancer activity against the growth of MCF-7 cells and HeLa cells. Analysis of the R. chensinensis bioactive peptides 
and their gene expression will be beneficial for preservation of this species. 

Keywords: Rana chensinensis, cDNA cloning, sequence analysis, antimicrobial activity, anticancer activity 

近十年来, 抗生素药物的广泛使用导致很多细

菌和病毒对现有的抗生素都产生了耐药性 [1−3], 耐

药性病原株的扩散使得抗生素的疗效迅速下降甚至

消失。因此, 寻找以全新的机制杀伤病原微生物, 且

不易形成耐药性的新型抗生素已经成为目前研究的

热点之一。 

抗菌肽是生物体经诱导产生的一种具有广谱抗

菌活性的小分子多肽, 一般由 20~60 个氨基酸组成, 

分子量在 1~7 kD 左右, 具有热稳定、水溶性好、广

谱抗菌等优点[4−7], 对部分细菌、真菌、原虫、病毒

及癌细胞等均具有强大的杀伤作用。这些基因编码

的抗菌肽的作用机理不同于传统的抗生素, 它不是

通过抑制细菌的代谢过程来杀死细菌, 而是直接在

细菌细胞膜上穿孔, 使细胞内的活性物质泄漏导致

细菌死亡[8,9]。因此, 抗菌肽不存在使用后产生耐药

性的问题, 有望成为新一代的抗菌、抗病毒、抗癌

药物。 

两栖动物皮肤抗菌肽是其先天防御系统中的重

要组成成分, 由基因编码, 核糖体合成, 10~50 个氨

基酸残基组成 , 分子表面带有正电荷 , 大都可形成

两亲的α-螺旋结构。不同种属两栖动物的抗菌肽在

分子量、氨基酸组成、带电性、疏水性、空间结构

和抗菌谱等方面均各自不同。两栖动物皮肤抗菌肽

大多都是碱性多肽, 容易与酸性的生物膜的层状排

列的脂类双分子层相结合, 依靠两亲的α-螺旋结构

的特点形成跨膜的离子通道, 介导一系列的生物效

应, 可以在不损伤正常细胞的前提下对细菌、真菌、

病毒和癌细胞有抑杀作用[10−12], 近年来成为国际上

动物学、生理学、药理学研究的热点[13−15], 作为新

一代抗生素, 倍受人们关注。抗菌肽从发现到局部

使用已经经历了相当长的一段时间[16], 但对它们的

分子结构及遗传效应研究较少, 使得多数的抗菌肽

无法应用于临床。 

本研究根据 GenBank 中报道的蛙类皮肤抗菌肽

前体的信号肽序列, 设计合成了 3′RACE 基因特异

性引物, 利用 RT-PCR 和 RACE 技术, 首次对中国林

蛙皮肤抗菌肽基因进行了克隆、序列分析及活性检测, 

为两栖动物抗菌肽的开发和利用奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
中国林蛙(Rana chensinensis), 采集于辽宁省抚

顺市新宾县。 

1.2  方法 
1.2.1  引物的设计 

根据 GenBank 中蛙类皮肤抗菌肽基因前体信号

肽 N-端的氨基酸序列, 设计并合成了 3′RACE 基因

特异性引物 GSP1: 5′-ATGTTCACCTTGAAGAAAT 
CCCTG-3′, 3′RACE Outer Primer: 5′-TACCGTCGTT 
CCACTAGTGATTT-3′, 3′RACE Inner Primer: 5′-CG 
CGGATCCTCCACTAGTGATTTCACTATAGG-3′, 
引物由日本 TaKaRa 大连公司合成。 

1.2.2  中国林蛙皮肤抗菌肽基因的 cDNA 克隆 

从中国林蛙皮肤中提取总 RNA, 采用 TaKaRa
公司 3′-Full RACE Core Set Ver.2.0 试剂盒合成

cDNA。以 cDNA 为模板, GSP1/3′RACE Outer Primer

为正反向引物, 进行第 1 次 PCR。以此产物为模板, 
GSP1/3′RACE Inner Primer 为正反向引物, 进行第 2

次 PCR。PCR 程序如下: 94oC 3 min, 94oC 30 s, 55oC 
30 s, 72oC 1 min, 共 30 个循环, 72oC 延长 10 min。PCR

产物经 3%琼脂糖凝胶电泳分离并回收目的片段, 回
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收产物与 pMD19-T 载体连接, 热转化至感受态细胞

JM109 中, 37oC 过夜培养。挑选阳性菌落，植菌, 取

其中 14 个 cDNA 克隆分别使用 BcaBEST Primer 

RV-M 测序, 得到 6 个中国林蛙皮肤抗菌肽完整核苷

酸序列。 
1.2.3  中国林蛙皮肤抗菌肽基因的序列分析 

将 获 得 的 cDNA 序 列 经 http://us.expasy.org/ 

tools/翻译成相应的氨基酸序列, 并进行分子量、等

电点、两亲性、跨膜位点等理化性质预测分析, 采

用 NCBI 数据库中的 Blast 软件进行核苷酸和氨基酸

序列同源性比较; 同时利用 http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/SignalP 预 测 抗 菌 肽 的 信 号 肽 , 以及利 用

http://us.expasy.org/tools/提供的软件工具和 anthewin 

4.3 生物学软件进行氨基酸序列及功能分析。 

1.2.4  中国林蛙皮肤抗菌肽的人工合成 

按照标准 Fmoc 固相肽合成程序人工合成以下 4

个中国林蛙皮肤抗菌肽粗品:  temporin-1CEa (FVD 

LKKIANIINSIFGK-NH2)、temporin-1CEb (ILPILSLIG 

GLLGK-NH2)、brevinin-1CEa(FLIGMTQGLICLITRK 

C)和 chensinin-1 (SAVGRHGRRFGLRKHRKH)。合

成肽经反相 HPLC(Vydac218TP1022 柱 2.2 cm×25 cm)

纯 化 , 采 用乙 腈 /水 /三氟 乙酸 系统洗 脱 , MALDI- 

TOF 和 EPI 质谱分析。抗菌肽合成由北京赛百盛公

司(SBS Genetech Co., Ltd. Bejing, China)完成。 

1.2.5  抗菌活性的测定 

按照 Conlon 等[17]的方法, 在 96 孔板中分别加

入 6 种不同浓度 (1.0~100 mmol/L)的抗菌肽溶液   

50 μL, 再在各孔中分别加入处于生长对数期的 4 种

细菌 Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus 

cereus, Streptococcus agalactiae 菌液各 50 μL, 最终

菌 量 为 每 孔 5×105 CFU/mL。 最 后 在 每 孔 中 加 入   

10 μL 0.5% TTC 溶液, 振荡 1 min 使其混匀, 加盖后

放入 37oC 温箱中孵育 24 h, 观察颜色变化, 读取各

最低抑菌浓度值(MICs)。有菌生长则孔内呈红色, 无

菌生长则孔内无颜色变化。MICs 定义为无菌生长的

抗菌肽的最低浓度。液体培养基作为阴性对照, 庆

大霉素作为阳性对照。 

1.2.6  抗癌活性的测定 

采用 MTT 比色法[18], 在 96 孔板中分别加入处

于对数生长期的 MCF-7 和 HeLa 细胞悬液 200 μL, 

37oC 培养 24 h 后加入 4 μL 5 种不同浓度(1.0~    

200 μmol/L)的抗菌肽溶液, 继续培养 20、44、68 h

后加入 20 μL 5 mg/mL 的 MTT 溶液, 孵育 4 h 终止

培养, 弃去上清, 加 150 μL DMSO 振荡 10 min。用

免疫酶标仪(波长 570 nm)测定各孔的吸光值, 计算

半数抑制浓度(IC50)值。IC50 定义为: 肿瘤细胞半致

死率的抗菌肽浓度。培养液组作为阴性对照, 丝裂

霉素组作为阳性对照。 

1.2.7  抗菌肽溶血性的测定 

将小鼠红细胞用 0.9%氯化钠溶液配成 2%的混

悬液[19], 取 1 mL 红细胞混悬液分别加入 7 种不同浓

度的抗菌肽溶液(终浓度为 1.0~500 μmol/L), 轻混后

置 37oC 的恒温箱中温育。3 h 后离心, 取上清, 测

545 nm 吸光值, 计算溶血率和 LD50 值。溶血率(%) = 

(试验管吸光度−阴性对照管吸光度)/(阳性对照管吸

光度−阴性对照管吸光度) ×100%。0.9%生理盐水作

为阴性对照, 蒸馏水作为阳性对照。LD50 值为溶血

率达 50%时的抗菌肽溶液的浓度。 

2  结果 

2.1  中国林蛙皮肤抗菌肽基因 PCR 扩增结果 
中国林蛙皮肤抗菌肽基因的 RT-PCR 和 3′RACE

结果得到大小约 300 bp 的 cDNA (图 1)。 

 

图 1  中国林蛙皮肤抗菌肽基因的琼脂糖凝胶电泳图 
Fig. 1  Agarose gel (3.0%) electrophoresis showing the 
products of the RT-PCR and 3′RACE. M: DL 2000 DNA marker; 
1: product of outer PCR; 2: product of 3′RACE. 
 
2.2  中国林蛙皮肤抗菌肽基因的 cDNA 全长及序

列分析 
经 RT-PCR 及 RACE 后, 得到 6 条编码中国林

蛙皮肤抗菌肽前体的 cDNA 序列, 其核苷酸序列及

推导出的氨基酸序列见图 2 和图 3。 
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采用 NCBI 数据库中的 Blast 软件, 将得到的 6

个中国林蛙皮肤抗菌肽前体基因与其他蛙类抗菌肽

基因的氨基酸序列进行同源性比较。结果表明: 克

隆 1 与 Rana sakuraii 的 preprotemporin-1SKc、Rana 

ornativentris 的 preprotemporin-1Oc1 和 Rana tagoi

的 temporin-1TGb 前体基因的氨基酸序列同源性分

别为 86%、78%和 83%; 克隆 2 与 Rana amurensis

的 amurin-3 前体基因的氨基酸序列完全相同; 克隆

3 与 Rana chensinensis 的 chensirin-2 前体同源性为

98%, 都属于 temporin-1 家族抗菌肽前体; 克隆 4 和

克隆 5 与 Odorrana grahami 的 brevinin-1E-OG2 同源

性 分 别 为 75% 和 74%, 与 Rana esculenta 的

brevinin-1E 同 源 性 分 别 为 74% 和 70%, 属 于

brevinin-1 家族抗菌肽前体。因此, 将以上 5 个中国

林 蛙 皮 肤 抗 菌 肽 前 体 基 因 依 次 命 名 为 : 

preprotemporin-1CEa 、 preprotemporin-1CEb 、

preprotemporin-1CEc 、 preprobrevinin-1CEa 和

preprobrevinin-1CEb; 克隆 6 在已知多种数据库中没

有发现序列高度同源的多肽 , 为新抗菌肽 , 命名为

preprochensinin-1, 其 成 熟 肽 (SAVGRHGRRFGL 

RKHRKH)18 个氨基酸残基中含有 10 个碱性氨基酸

残基, 净电荷为+10, 是强阳离子抗菌肽, 同时含有

3 个组氨酸, 与人类和灵长类动物唾液腺分泌的富

含组氨酸的 P113D 抗菌肽有 30%的相似性。 

 

图 2  六条中国林蛙皮肤抗菌肽前体的核苷酸序列及推导出的氨基酸序列 
Fig. 2  Nucleotide and deduced amino acid sequences of six antimicrobial peptide precursors from the skin of Chinese brown frog, 
Rana chensinensin. In the nucleotide sequences, the polyadenylation signal is double underlined and “*” indicates the stop 
codon(TAA/TGA). The nucleotide is numbered on the both sides. The deduced amino acid sequence is shown in capital letters under 
the nucleotide sequence and the mature peptide is underlined. 
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图 3  六条中国林蛙皮肤抗菌肽前体的氨基酸序列比对 
Fig. 3  The alignment of amino acid sequences of six antimicrobial peptide precursors from the skin of Chinese brown frog, Rana 
chensinensin. Conserved residues are indicated with asterisks. "KR": indicates dibasic residues processing site for the releasing of the 
mature peptide in the C-terminus. A: putative signal peptide; B: acidic intervening regions; C: hypervariable mature peptide. 
 

上 述 6 条 编 码 中 国 林 蛙 皮 肤 抗 菌 肽 前 体 的

cDNA 序列全长(包括开放阅读框 ORF 和 3′UTR 区)

依次为: 315 bp、300 bp、289 bp、296 bp、296 bp、

303 bp, 编码 59~64 个氨基酸。这些抗菌肽前体均含

有 3 个结构域: 22 个氨基酸残基组成的信号肽、多

个酸性氨基酸残基组成的中间序列、高度变异的成

熟肽。其中 6 条多肽的信号肽部分除 preprochensinin- 

1 中 Leu14 和 Gly16 分别替换为 Ile14 和 Val16 之外, 其

余氨基酸序列相同, 且与其他两栖动物皮肤抗菌肽

中的信号肽区域是高度保守的。信号肽的断裂位点

是 Cys22。6 条多肽的中间序列也表现出了高度的序

列相似性。在酸性的中间序列与成熟肽之间是一个

典型 Lys-Arg(KR)二元残基酶切割位点, 释放 C 端

的成熟肽。6 个克隆的中国林蛙皮肤抗菌肽前体已

被收录在 GenBank 核苷酸序列数据库中, 其登录号

分 别 为 : preprotemporin-1CEa: EU624139; 
preprotemporin-1CEb: EU746505; preprotemporin-1CEc: 
EU746504; preprobrevinin-1CEa: EU746501; 
preprobrevinin-1CEb: EU746502; preprochensinin-1: 
EU746503。 

2.3  中国林蛙皮肤抗菌肽的理化性质及功能预测 
根据 http://us.expasy.org/tools/和 anthewin4.3 生

物学软件分析, 6 个抗菌肽(成熟肽)分子量(MW)在

1406~2155 之间, 理论等电点(pI)在 8.75~12.60 之间, 

6 个抗菌肽都呈阳离子性。从预测的成熟肽二级结

构 可 以 看 出 :  temporin-1CEa、 temporin-1CEb 和

temporin-1CEc 肽 链 短 , C- 端 形 成 酰 胺 化 , 其 中

temporin-1CEa 和 temporin-1CEb 从第 4 个氨基酸开

始到第 15 或第 10 个氨基酸之间形成 α-螺旋结构, 

而 temporin-1CEc 从 1 到 13 个氨基酸之间形成无规

卷曲;  Brevinin-1CEa 和 brevinin-1CEb 成熟肽部分

都含有 17 氨基酸, 在肽链的 C-端含有 RANA 盒结

构, 可在 2 个半胱氨酸残基间形成二硫键, 形成 7 肽

环形肽, brevinin-1CEa 的 2~5 个和 10~14 个氨基酸

形成延伸链, brevinin-1CEb 的 9~14 个氨基酸形成α-

螺旋结构。新抗菌肽 chensinin-1 从 4~9 和 12~14 个

氨基酸形成α-螺旋结构。3 个 temporin-1 家族抗菌肽

和 chensinin-1 都可以形成两亲性的α-螺旋结构, 即

肽链中的亲水氨基酸和疏水氨基酸, 分别沿α-螺旋

轴平行的 2 个侧面, 一侧亲水残基集中, 显亲水性, 

另一侧疏水残基较多, 显疏水性。两亲性使得螺旋

的侧面上形成了疏水矩, 并与α-螺旋在 N 端和 C 端

形成的电荷偶极一起, 对抗菌肽活性起关键作用。

根据以往对抗菌肽抗菌机制的研究, 可推测这 4 个

抗菌肽可以通过两亲性的α-螺旋结构中的正电荷与

细菌细胞膜表面的负电荷相互吸引并结合, 然后通

过疏水氨基酸形成跨膜离子通道, 引起细菌细胞内

容物流失, 造成细菌死亡[20]。 

2.4  中国林蛙皮肤抗菌肽的抗菌、抗癌和溶血活

性测定 
由表 1 可知: brevinin-1CEa 对革兰氏阳性和阴

性细菌均有抑制作用 , 具有广谱抗菌活性 , 其中对

金黄葡萄球菌的抑制作用较强, MIC 值为 12.8 μmol/L; 
temporin -1CEa、temporin-1CEb 和 chensinin-1 均只

对革兰氏阳性菌有抑制作用, temporin-1CEa 对金黄

葡萄球菌、蜡状芽孢杆菌和乳链球菌抑制作用较强, 

MIC 值均为 13.1 μmol/L; chensinin-1 对蜡状芽孢杆

菌和乳链球菌的 MIC 值均为 11.6 μmol/L, 要明显强

于对金黄葡萄球菌的抑制作用, 三者对大肠杆菌的

MIC 值均大于 100 μmol/L, 即在测试浓度范围内无

明显的抑菌效果。 

由表 2 可知: brevinin-1CEa、temporin-1CEa 和

temporin-1CEb 对 MCF-7 和 HeLa 细胞均有不同程度

的抑制作用。在 LD50 值范围内, temporin-1CEa 对 2

种癌细胞均有明显的抑制作用, 作用 MCF-7 细胞的

IC50 值仅为 8 μmol/L, 抑制作用远强于 HeLa 细胞; 
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表 1  人工合成的中国林蛙皮肤抗菌肽的最小抑菌浓度 
Table 1  Minimum inhibitory concentrations (MICs) of synthetic peptides from the skin of Rana chensinensis against 
reference microorganisms 

MIC (μmol/L) 
Microorganisms 

Brevinin-1CEa Temporin-1CEa Temporin-1CEb Chensinin-1 

Staphylococcus aureus 12.8 13.1 31.2 58.0 

Bacillus cereus 25.6 13.1 46.8 11.6 

Streptococcus lactis 25.6 13.1 46.8 11.6 

Escherichia coli 25.6 >100 >100 >100 

表 2  人工合成的中国林蛙皮肤抗菌肽的抗癌活性及溶血活性 
Table 2  Inhibition concentrations (IC50) of synthetic peptides from the skin of Rana chensinensis against two cancer cells and 
haemolysis LD50(μmol/L) 

IC50 (μmol/L) 
Cell lines 

Brevinin-1CEa Temporin-1CEa Temporin-1CEb Chensinin-1 

MCF-7 54 8 64 >200 

HeLa cells 42 40 128 >200 

LD50 48 160 98 >500 

 
brevinin-1CEa 仅对 HeLa 细胞有抑制作用, IC50 值接

近 LD50 值; temporin-1CEb 仅对 MCF-7 细胞有抑制

作用; chensinin-1 则对 MCF-7 和 HeLa 细胞均无抑制

作用, 但其 LD50 值大于 500 μmol/L, 即不会对哺乳

动物的红细胞产生溶血作用。 

3  讨论 

本研究通过 RT-PCR 和 3′RACE 技术克隆了 6

条中国林蛙皮肤抗菌肽前体的全长 cDNA, 并推导

出编码的氨基酸序列, 与其他两栖动物皮肤抗菌肽

基因进行了核苷酸和氨基酸序列同源性比较分析。

结果显示: preprotemporin-1CEa、preprotemporin-1CEb

和 preprotemporin-1CEc 的氨基酸序列与 temporin-1 家

族抗菌肽前体基因高度同源; preprobrevinin-1CEa 和

preprobrevinin-1CEb 与 brevinin-1 家族高度同源; 而

preprochensinin-1 在已知多种数据库中没有发现序

列同源的多肽, 被鉴定为新抗菌肽。 

目前为止, 大量抗菌肽的结构-活性分析研究表

明, 抗菌肽具有抗菌活性所必备的 2 个条件是: 1) 

阳离子电荷; 2) 可诱导的两性分子结构[21−24]。抗菌

肽的抗菌作用是通过本身所带的正电荷与细菌表面

的负电荷的吸引相互接触, 然后通过疏水氨基酸形

成跨膜离子通道 , 引起细胞内容物流失 , 从而造成

细胞死亡。根据 ExPASy 网站和 anthewin4.3 生物学

软件的二级结构预测可知, 从中国林蛙皮肤中克隆

的 6 种抗菌肽前体的成熟肽都属于阳离子抗菌肽, 

含有碱性氨基酸及部分疏水性氨基酸。两亲性使得

螺旋的侧面上形成了疏水矩, 并与α-螺旋在 N 端和

C 端形成的电荷偶极一起, 对抗菌肽活性起关键作

用, 具有广谱抗菌活性。 

基于以上的分析结果, 我们选择 temporin-1CEa、

temporin-1CEb、brevinin-1CEa 和 chensinin-1 四种抗

菌肽进行了人工合成, 采用 96 孔板法和 MTT 比色

法进行了抗菌、抗癌实验以及溶血试验研究。实验

结果表明 4 种抗菌肽中, temporin-1CEa 对 3 种革兰

氏阳性细菌的抗菌活性好, 抗癌活性最高, IC50 值远

远低于哺乳动物红细胞发生溶血作用时的药物浓度, 

这说明在不破坏哺乳动物细胞完整性的情况下, 它

可以抑制部分革兰氏阳性菌的生长, 并能有效的抑

制乳腺癌和宫颈癌细胞生长, 显示出作为新型抗生

素和抗肿瘤药物的应用前景。brevinin-1CEa 对革兰

氏阳性细菌和革兰氏阴性细菌均有抑制作用, 并有

抗肿瘤活性, 但溶血浓度较低, IC50 值接近于 LD50

值 , 只有进行相应的结构改变 , 使其溶血活性下降

或消失后才有进一步应用的可能。chensinin-1 是一

种新的蛙类皮肤抗菌肽, 可以明显抑制革兰氏阳性

菌的生长, 但无抗癌和溶血作用。temporin-1CEb 与

temporin-1CEa 虽然同属 temporin-1 家族抗菌肽, 但

前者的抗菌、抗癌及溶血活性要明显差于后者。本

研究显示: 在活性上, 4 种抗菌肽相互之间存在较大
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差 异 , 尤 其 是 同 一 家 族 的 temporin-1CEa 与

temporin-1CEb 之间 , 推测是与抗菌肽的二级结构

有关。抗菌肽的抑菌活性与其形成α-螺旋的数量有

关 [25−27], 而溶血作用与疏水残基含量有关, 肽分子

中疏水残基含量越高则往往溶血作用也变强[28−30]。

二级结构预测分析表明: temporin-1CEa 肽链中含有

9 个疏水氨基酸残基聚集在一起, 形成疏水性基团, 

分布在螺旋轴平行的 1 个侧面, 而另 7 个碱性氨基

酸残基聚集在螺旋轴的另外一侧 , 显亲水性 , 从而

形成明显的两亲性二级结构 , α-螺旋结构含量为

70.59%, 明显高于 temporin-1CEb, 因此 temporin-1CEa

的抗菌和抗癌活性明显强于 temporin-1CEb。另外, 

temporin-1CEb 疏 水 性 氨 基 酸 残 基 要 多 于

temporin-1CEa, 溶血作用强 , 也限制了其作为抗生

素在医药中的应用, 希望本研究为两栖类抗菌肽的

开发和利用提供了参考。 

致谢    本研究得到日本宝生物大连公司郑俊杰和

袁晓东的大力支持, 特此感谢！ 
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