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摘  要: 【目的】研究抗菌肽 BuforinⅡ的衍生物 BF2-A/B 作用大肠杆菌后对胞内生物大

分子合成的影响。【方法】紫外分光光度法检测抗菌肽对细胞 DNA、RNA 合成能力的影

响, 考马斯亮蓝法检测抗菌肽对细胞总蛋白合成能力的影响, 分别用邻硝基苯-β-D-吡喃

半乳糖苷法和对硝基苯磷酸二钠法检测抗菌肽对 β-半乳糖苷酶及碱性磷酸酶表达活性的

影响。【结果】BF2-A/B 不优先抑制 DNA 合成, 而是优先抑制 RNA 和蛋白的合成。在相

同浓度下, BF2-B 抑制 RNA 合成的能力比 BF2-A 强, BF2-A 抑制蛋白合成的能力比 BF2-B

强。胞内酶 β-半乳糖苷酶和碱性磷酸酶的表达活性都在下降。【结论】BF2-A/B 结合胞内

核酸后, 没有首先影响 DNA 的复制功能, 而是优先抑制基因转录功能, 主要在转译水平

上抑制蛋白的合成。 

关键词: 抗菌肽, Buforin ,Ⅱ  大肠杆菌, 抑制, 大分子 

 

 

 



2058 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.11 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 
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Abstract: [Objective] In this paper, the influence to bacteria intracellular macromolecular 

biosynthesis after antimicrobial peptides BF2-A and BF2-B, two analogues of buforin ,Ⅱ  in-

teracted with E. coli had been researched. [Methods] The influence of peptides on the synthe-

sis of bacterial DNA and RNA had been determined by ultraviolet spectrophotometry. The in-

fluence of peptides on the synthesis of bacterial total protein had been determined by 

Coomassie brilliant blue method. Inhibition of β-galactosidase and alkaline phosphatase ac-

tivities of E. coli cells by antibacterial peptides had been measured by ONPG and PNPP, re-

spectively. [Results] Peptides didn’t primarily influence the synthesis of DNA and there was a 

lag phase. Thus the preferential inhibition of biosynthesis of RNA and protein appeared to be 

the primary target of BF2-A/B and the effect of the peptides on DNA-synthesis appeared to be 

secondary. On the same concentration, BF2-B caused a more marked inhibition of 

RNA-synthesis than BF2-A. Interestingly, BF2-A induced a more remarkable inhibition of 

protein synthesis than BF2-B. The results of activity measuring of two endocellular enzymes, 

β-galactosidase and alkaline phosphatase, further proved that the biosynthesis of protein was 

inhibited. [Conclusion] Both peptides binding to nucleic acid didn’t primarily inhibit the rep-

lication function of DNA, but primarily inhibit the transcription function of gene. Moreover, 

the preferential inhibition of protein-synthesis mostly embodied at the translation level. 

Keywords: Antimicrobial peptide, Buforin ,Ⅱ  Escherichia coli, Inhibition, Macromolecular 

抗菌肽(Antimicrobial peptides, AMPs)是一

类具有抗细菌或真菌等作用的生物活性肽, 广

泛存在于生物体内, 具有分子量小、热稳定性

好、不易产生抗体、对真核细胞无损害等优点。

自 20 世纪 70 年代瑞典科学家 Boman 等[1]在天

蚕血淋巴中首次发现抗菌肽后, 人们相继在两

栖动物、昆虫、鱼类、哺乳动物等[2−4]各种生物

中发现了大量的抗菌肽。抗菌肽一直是生命科

学研究的热点之一, 特别是在目前抗生素的耐

药性日益严峻的情况下, 抗菌肽的应用价值倍

受重视。抗菌肽种类繁多, 不同抗菌肽抑菌的

作用机制不同, 尚没有一个涵盖所有抗菌肽作

用机理的理论。目前假设的作用机理有破坏细

胞膜、抑制生物大分子的合成、破坏细胞器引

起 DNA 断裂、抑制酶活性等。除此之外还有抑

制细胞的呼吸作用 , 抑制细胞壁形成 , 以及通
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过非膜性的外部靶点发挥作用。由于天然抗菌

肽大多以细胞膜为主要作用靶点, 因此各国学

者研究抑菌机理主要集中在膜作用机制上[5−6]。 

BuforinⅡ是韩国学者 Park 等[7]从亚洲蟾蜍

的胃组织中分离纯化的有 21 个氨基酸残基的

抗菌肽。BuforinⅡ抗菌活性很强, 抗菌谱广[8], 

Park 等在研究它的构效关系时, 在其 N-端截去

了 4 个冗余残基后产生了一个衍生肽, 它的抑

菌活性比 BuforinⅡ还要强 [9]。在前期研究中 ,          

我 们 将 此 衍 生 肽 命 名 为                  

BF2-A (RAGLQFPVGRVHRLLRK), 并在其结构

特征基础上, 设计并化学合成了一个新的衍生肽, 

命名为 BF2-B (RAGLQFPLGRLLRRLLRRLLR), 

研究发现 BF2-B 的抗菌活性比 BF2-A 强, 杀菌

也比 BF2-A 迅速[10]。我们已经研究了抗菌肽

BF2-A/B 对细菌细胞膜和细胞内的作用机制 , 

发现它们几乎不破坏细胞膜, 而是进入到细胞

内, 作用胞内的核酸, 特别是 DNA, 来达到抑

杀细菌的目的[11]。本文的主要研究内容是以大

肠杆菌为研究对象, 研究抗菌肽 BF2-A/B 作用

细菌后对 DNA、RNA 以及蛋白等生物大分子

合成的影响, 分析其作用核酸后影响基因的功

能部分, 并检测了对 β-半乳糖苷酶和碱性磷酸

酶表达活性的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

1.1.1  抗菌肽 BF2-A/B: 目的肽由上海波泰生

物科技有限公司采用 Fmoc 固相化学合成法合

成, RP-HPLC 分离纯化, 纯度≥95%。 

1.1.2  菌种: 大肠杆菌(Escherich coli ATCC 25 

922), 由本实验室提供。 

1.1.3  M9 乳 糖 诱 导 培 养 基 (g/100 mL): 
Na2HPO4·7H2O 1.28, KH2PO4 0.3, NaCl 0.05, 

NH4Cl 0.1, MgSO4 0.05, CaCl2 0.001, 乳糖 0.5。

β-半乳糖苷酶反应缓冲液(g/100 mL): NaCl 0.8, 

KCl 0.02, Na2HPO4·12H2O 0.29, KH2PO4 0.024, 
MgSO4·7H2O 0.025, β-硫基乙醇 0.39, pH 7.8。 

1.1.4  主要试剂和仪器: 十六烷基三甲基溴化

铵(CTAB), 厦门先瑞科技有限公司; 十二烷基

硫酸钠(SDS), 乙二醇胺, 中国医药(集团)上海

化学试剂公司; 对硝基苯磷酸二钠(PNPP), 考

马斯亮蓝 R-250, Amersco 公司; 焦碳酸二乙酯

(DEPC), 北京拜尔迪生物技术有限公司; 邻硝

基苯-β-D-吡喃半乳糖苷(ONPG), 上海生物工

程有限公司; Zenyth 3100 荧光/化学发光分析仪, 

美国 Anthos 公司。 

1.2  抗菌肽作用大肠杆菌后对细胞 DNA 合成

能力的影响 

将培养至对数生长期后期的大肠杆菌离心, 

生理盐水洗涤 , 用新鲜的 LB 培养基重悬至

1×108 CFU/mL, 移取 900 μL 菌悬液至 1.5 mL

离心管中, 分别加入 100 μL 抗菌肽 BF2-A/B, 

使其终浓度分别为 1×MIC (BF2-A 为 2 mg/L, 

BF2-B 为 1 mg/L)和 5×MIC, 37 °C 孵育不同时

间, 离心 3 min, 去上清[12]。以加入 100 μL 纯水

作为阴性对照。采用 CTAB 法提取细菌基因组

DNA, 室温干燥, 重溶于 100 μL 的 TE 缓冲  

液 [13]。用紫外分光光度仪测 OD260 及 OD280, 

OD260 值为 1 相当于大约 50 mg/L 双链 DNA, 

OD260/OD280 比值应为 1.7−1.9, 表示 DNA 纯度

较高。实验重复 3 次, 数据取其平均值。 

1.3  抗菌肽作用大肠杆菌后对细胞 RNA 合成

能力的影响 

将培养至对数生长期后期的大肠杆菌离心, 

生理盐水洗涤 , 用新鲜的 LB 培养基重悬至

1×108 CFU/mL, 移取 900 μL 菌悬液至 1.5 mL

离心管中, 分别加入 100 μL 抗菌肽 BF2-A/B, 

使其终浓度分别为 1×MIC 和 5×MIC, 37 °C 孵育

不 同 时 间 , 离 心 3 min, 去 上 清 [12] 。 以 加 入   
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100 μL 纯水作为阴性对照。采用 Trizol 法提取

细菌总 RNA, 室温干燥 5 min, 沉淀用 50 μL 

DEPC-H2O 溶解。提取出的 RNA 溶液用紫外分

光光度仪测 OD260 及 OD280, OD260/OD280 比值在

1.8−2.0, 视为抽提的 RNA 纯度很高。实验重复

3 次, 数据取其平均值[14]。 

1.4  抗菌肽作用大肠杆菌后对细胞总蛋白合

成能力的影响 

将培养至对数生长期后期的大肠杆菌离心, 

生理盐水洗涤 , 用新鲜的 LB 培养基重悬至

1×108 CFU/mL, 移取 900 μL 菌悬液至 1.5 mL

离心管中, 分别加入 100 μL 抗菌肽 BF2-A/B, 

使其终浓度分别为 1×MIC 和 5×MIC, 37 °C 孵育

不同时间 , 离心 3 min, 去上清 [6–7]。以加入  

100 μL 纯水作为阴性对照。将经抗菌肽处理的

细菌用生理盐水洗涤 1 次, 离心去上清, 分别

加入 50 μL TE 缓冲液和 50 μL 10 g/L 溶菌酶, 

使之重悬, 37 °C 温育 10 min。取出置冰浴中, 分

别加入 400 μL 冰纯水和 500 μL 冰冷的 20%三

氯乙酸(TCA), 混匀冰浴 5 min。离心, 去上清, 

加入 1 mL 冰冷的 10% TCA 悬浮, 离心弃上清, 

将 沉 淀 转 移 至 干 净 的 10 mL 试 管 中 , 加 入  

100 μL 0.15 mol/L 的 NaCl, 加 5 mL 考马斯亮

蓝染色液(考马斯亮蓝 G-250 100 mg, 95%乙醇

50 mL, 85% 磷 酸 100 mL, 纯 水 稀 释 至       

1 000 mL), 漩涡振荡混匀, 室温放置 1 h 后, 

于 595 nm 处测吸光度值[15]。实验重复 3 次, 数

据取其平均值。 

1.5  抗菌肽作用细菌后对 β-半乳糖苷酶表达

活性的影响 

将培养至对数生长后期的待测大肠杆菌菌

液取 10 mL 离心, 无菌生理盐水洗涤 2 次, 转移

至 50 mL 的 M9 乳糖诱导培养基, 37 °C 振荡诱

导培养 4−6 h 后离心。用新鲜的 M9 乳糖培养基

重悬至 OD=0.2 (λ=630 nm), 取 900 μL 至离心

管中, 分别加入 100 μL 抗菌肽 BF2-A/B, 使其

终浓度为 5×MIC, 以加入 100 μL 纯水作为阴性

对照。37 °C 孵育不同时间, 离心 3 min, 去上

清。沉淀物加入 50 μL 10 g/L 溶菌酶和 50 μL TE

缓冲液, 使之重悬, 37 °C 温育 10 min。将多个

平行样收集并转移至烧杯中, 可适当加 β-半乳

糖苷酶反应缓冲液稀释, 置 200 W 超声波细胞

粉碎机中, 冰浴, 间歇式超声 4 min。离心, 取

上清液 50 μL 于 96 孔板中, 加入 100 μL β-半乳

糖苷酶反应缓冲液, 再加入 50 μL 10 g/L 邻硝

基苯-β-D-吡喃半乳糖苷(ONPG), 混匀 , 37 °C

孵育 1−2 h 至黄色产生, 加入 50 μL 1 mol/L 

Na2CO3 终止反应, 用酶标仪检测 405 nm 处吸

光度值[16]。 

1.6  抗菌肽作用细菌后对碱性磷酸酶表达活

性的影响 

将培养至对数生长期后期的大肠杆菌离心, 

生理盐水洗涤 , 用新鲜的 LB 培养基重悬至

1×108 CFU/mL, 移取 900 μL 菌悬液至 1.5 mL

离心管中, 分别加入 100 μL 抗菌肽 BF2-A/B, 

使其终浓度为 5×MIC, 以加入 100 μL 纯水作为

阴性对照。37 °C 孵育不同时间, 离心 3 min, 去

上清。沉淀物加入 50 μL 10 g/L 溶菌酶和 50 μL 

TE 缓冲液, 使之重悬, 37 °C 温育 10 min, 再加

1 mL 生理盐水重悬。将多个平行样收集并转移

至烧杯中, 置 200 W 超声波细胞粉碎机中, 冰

浴, 间歇式超声 4 min。离心, 取上清液 70 μL

于 96 孔板中, 加入 100 μL 2 mol/L 乙二醇胺缓

冲液(10 mL 乙二醇胺、MgCl2·6H2O 102 mg,  

50 mL 纯水溶解, 浓盐酸调 pH 至 10.0), 再加入 

70 μL 10 g/L 对硝基苯磷酸二钠(PNPP), 混匀,  

37 °C 孵育 15−60 min 至黄色产生, 加入 50 μL  

1 mol/L NaOH 终止反应, 用酶标仪检测 405 nm

处吸光度值[16]。 
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2  结果与分析 

2.1  抗菌肽作用细菌后对 DNA 合成的影响 

在前期研究抗菌肽的胞内作用机制时 , 发

现 BF2-A/B 都能结合 DNA 和 RNA[11], 因此我

们考察了抗菌肽结合核酸后对细菌胞内生物大

分子合成的影响, 以此来研究抗菌肽影响的基

因功能。首先研究抗菌肽作用大肠杆菌后对

DNA 合成的影响, 如图 1 所示。在没有加入抗

菌肽的阴性对照中, DNA 的合成量总体上呈一

个上升趋势, 细菌正常的合成 DNA, 进行分裂

繁殖, 加入了抗菌肽 BF2-A/B 后, 基因组 DNA

的合成量总体呈下降趋势, DNA 的合成能被明

显的抑制。但在前 20 min 内, 无论是 1×MIC 还

是 5×MIC 的抗菌肽处理的细菌 DNA 的合成量

依然在上升, 这说明抗菌肽并不优先抑制 DNA

合成, 而是存在一个滞后期, 40 min 后 DNA 的

合成才会明显下降。BF2-A/B 抑制 DNA 合成的

相差不大。大肠杆菌的分裂代时为 20 min, 大

肠杆菌至少分裂了一代后, DNA 的合成才开始

降低, 这说明抗菌肽结合 DNA 后并没有首先影

响 DNA 的复制功能。 

2.2  抗菌肽作用细菌后对 RNA 合成的影响 

随后考察抗菌肽作用大肠杆菌后对 RNA 合

成的影响, 如图 2 所示。在没有加入抗菌肽的

阴性对照中, RNA 的合成呈上升趋势, 细菌基

因组 DNA 在正常的转录 RNA。在加入抗菌肽

BF2-A/B 后, RNA 的合成都受到明显的抑制。

在前 20 min 内, 1×MIC 的 BF2-A 处理的细菌

RNA 合 成 依 然 在 轻 微 上 升 , 说 明 此 浓 度 下

BF2-A 对 RNA 的合成抑制稍有滞后, 但 5×MIC

的 BF2-A 对 RNA 的合成却没有滞后期。无论

是 1×MIC 还是 5×MIC, BF2-B 对 RNA 的合成都

没有滞后期, 说明 BF2-B 能优先抑制 RNA 合

成。相同浓度下 BF2-B 抑制 RNA 合成的能力

要比 BF2-A 强, 高浓度的肽抑制 RNA 合成的能

力比低浓度的肽强。结果说明 BF2-A/B 结合细

菌基因组 DNA 后, 首先影响的是基因的转录功

能。由于 BF2-B 结合 DNA 的能力比 BF2-A 强, 

导致其抑制 DNA 转录的能力提高。 

2.3  抗菌肽作用细菌后对总蛋白合成能力的

影响 

我们还考察了抗菌肽作用大肠杆菌后对细

菌总蛋白合成的影响, 如图 3 所示。在没有加 

 

 
 

图 1  抗菌肽对细菌 DNA 合成能力的影响 
Fig. 1  The influence of peptides on the synthesis of bacterial DNA 
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图 2  抗菌肽对细菌 RNA 合成能力的影响 
Fig. 2  The influence of peptides on the synthesis of bacterial RNA 

 

 
 

图 3  抗菌肽对细菌总蛋白合成能力的影响 
Fig. 3  The influence of peptides on the synthesis of bacterial total protein 

 

入抗菌肽的阴性对照中 , 蛋白的含量呈稳定

且略有上升的趋势 , 基因转录翻译的过程是

正常的。加入 BF2-A 后, 无论是 1×MIC 还是

5×MIC, 蛋白合成量都在持续的下降 , 没有

出现滞后期, 说明 BF2-A 优先抑制蛋白的合

成。加入 BF2-B 后的情况与 BF2-A 类似, 也

没有明显的滞后期 , 但是对蛋白合成的抑制

没有 BF2-A 那么迅速和强烈。高浓度的肽抑

制蛋白合成的能力比低浓度的肽强。实验证明

抗菌肽结合 DNA 和 RNA 后, 抑制了总蛋白的

合成 , 这种抑制可能是转录水平的, 也有可能

是翻译水平的。  

2.4  抗菌肽作用细菌后对 β-半乳糖苷酶表达

活性的影响 

我们检测了抗菌肽作用大肠杆菌后, 两个

常见的胞内酶——β-半乳糖苷酶和碱性磷酸酶

的活性 , 以 此来说明 对酶表达 活性的抑 制。

BF2-A/B 作用细菌后对 β-半乳糖苷酶的表达抑

制如图 4 所示。没有加抗菌肽的细菌 β-半乳糖

苷酶的表达稳步上升, 而两个肽都能抑制 β-半

乳糖苷酶的表达, BF2-B 的抑制趋于平缓, 相比

而言 BF2-A 的抑制效果要稍强。 
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图 4  抗菌肽对 β-半乳糖苷酶表达活性的抑制 
Fig. 4  Inhibition of β-galactosidase activities of E. coli 
cells by antibacterial peptides 

 
2.5  抗菌肽作用细菌后对碱性磷酸酶表达活

性的影响 

抗菌肽作用细菌后对碱性磷酸酶的表达抑

制如图 5 所示, 没有加抗菌肽的阴性对照其碱

性磷酸酶的表达持续增加。与 β-半乳糖苷酶类

似, BF2-A/B 也能抑制碱性磷酸酶的表达, 但抑

制的程度似乎更强烈, 可能是作用时间更久的

缘故。总的来说 BF2-A 抑制碱性磷酸酶的表达

要比 BF2-B 稍强。结合前面对 β-半乳糖苷酶表

达的抑制来看, BF2-A 对酶的表达活性的抑制

比 BF2-B 强, 这与 BF2-A/B 抑制蛋白合成的能

力的比较结果是一致的。 

 
 

 
 
 

图 5  抗菌肽对碱性磷酸酶表达活性的抑制 
Fig. 5  Inhibition of alkaline phosphatase activities of E. 
coli cells by antibacterial peptides 

3  讨论 

在前期的研究中, 我们发现 BF2-A/B 都能

结合胞内的核酸, 并且 BF2-B 结合 DNA 的能力

强于 BF2-A, 而 BF2-A 结合 RNA 的能力强于

BF2-B[10−11]。在本文中我们考察了抗菌肽进入

大肠杆菌结合核酸后对 DNA、RNA 以及蛋白

等生物大分子合成的影响。 

BF2-A 结合 DNA 后并没有优先抑制 DNA

的合成, 即没有首先影响 DNA 的复制功能, 而

是存在一个滞后期, 它优先抑制 RNA 的合成, 

即首先影响基因的转录功能。BF2-A 结合核酸

后, 能优先抑制蛋白的合成, 没有滞后期。随后

检测到 BF2-A 作用细菌后, 两个常见的胞内酶, 

β-半乳糖苷酶和碱性磷酸酶的活性都在下降 , 

这说明酶的表达量在下降, 进一步证明蛋白合

成受到抑制。BF2-B 结合 DNA 后也是优先抑制

RNA 的合成, 经过一个滞后期后才抑制 DNA

的合成。同时, BF2-B 结合 DNA 和 RNA 后, 也

能优先抑制蛋白的合成, 不存在滞后期。 

实验结果显示 BF2-A/B 抑制 DNA 合成的能

力相当, 但在相同浓度下 BF2-B 抑制 RNA 合成

的能力比 BF2-A 强, 这应该是由于 BF2-B 结合

DNA 的能力强于 BF2-A。BF2-A/B 结合 DNA, 

主要在转录水平上抑制了 RNA 的合成。有可能

是 BF2-A/B 结合到 DNA 转录相关功能的区域, 

也有可能是蛋白合成受抑制, 导致转录因子、

RNA 合成酶等转录元件的缺失。从细菌中提取

的 RNA 大部分是核糖体 RNA, 因此 BF2-A/B

结合核糖体 RNA 后会首先影响到总蛋白的合

成, 这能够解释抗菌肽处理细菌后蛋白合成的

下降。BF2-A/B 结合 DNA 后抑制了基因转录成
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RNA 的功能, 并且 BF2-B 的抑制能力比 BF2-A

更强, 如果抗菌肽仅在转录水平抑制蛋白的表

达活性, 那么 BF2-B 抑制蛋白合成的能力就应

该比 BF2-A 强。然而蛋白合成抑制实验表明, 

BF2-A 抑制蛋白的合成比 BF2-B 迅速强烈。因

此我们认为, BF2-A/B 主要在翻译水平上抑制

了蛋白的合成, 在前期研究中已发现 BF2-A 结

合 RNA 的能力比 BF2-B 至少要强 4 倍, 所以

BF2-A 抑制蛋白合成的能力比 BF2-B 强。 
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