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摘!要!研究不同微生物诱导家蝇幼虫表达的抗菌肽特性"用#种不同的病源菌通过针刺感染的

方法诱导家蝇幼虫表达抗菌肽!通过789:,;8<=!"分离!用 >?(@A,BC改进法和抑菌圈测定法作

抑菌试验!用毛细管电泳#D5$分析不同微生物诱导得到的抗菌肽样品差异!检测抗菌肽的热稳定

性和酸碱耐受性"发现不同微生物诱导产生的家蝇抗菌肽具有广谱抑菌性!但不同样品对不同病

源菌抑菌活性有差异!不同测定抑菌效果的方法对抑菌结果有影响!各种抗菌肽样品D5蛋白谱具

有明显不同"抗菌肽样品都具有热稳定性和酸碱耐受性"说明不同微生物诱导产生的家蝇抗菌

肽类型以及抗菌肽含量与诱导源有关!抗菌肽为家蝇幼虫体内固有成分!诱导增加了抗菌肽的表

达量同时刺激新抗菌肽的产生"用志贺氏菌%金黄色葡萄球菌%鼠伤寒沙门氏菌诱导家蝇幼虫可

产生较多含量高活性好的抗菌肽"
关键词!家蝇幼虫抗菌肽#抗菌活性#D5蛋白谱#热稳定性#酸碱耐受性
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!!抗菌肽$,O@IAIVB’SI,(989@I;8W%是 具 有 抗 菌 活

性短肽的总称&随着细菌抗药性的增强!抗菌肽被

认为是一类 具 有 巨 大 发 展 潜 力 的 新 型 抗 菌 药 物 和

天然食品 防 腐 剂&昆 虫 抗 菌 肽 具 有 相 对 分 子 质 量

低’热 稳 定 和 广 谱 高 效 抗 菌 活 性!而 且 不 同 于 现 有

的抗 生 素 的 抗 菌 机 理!已 成 为 昆 虫 学’生 理 学 及 药

理学等生命科学研究的热点(.̂ !)&家蝇表现出极强

的适应恶劣环境的能力!对其免疫防御体系的研究

具有理论意义和应用价值!因而家蝇抗菌肽开始受

到关注(#)&
家蝇不存在像高等动物那样的记忆免疫$如_

和[^细胞%!故当遭受微生物等因素侵染时!会在

血淋巴 中 产 生 抗 菌 肽 以 进 行 防 御(3)&宫 霞(")利 用

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌诱导家蝇幼虫得到了#
种具 有 不 同 相 对 分 子 质 量 和 活 性 的 抗 菌 肽&柏

鸣(%)用枯草 杆 菌 诱 导 家 蝇 幼 虫 得 到 了 一 种 相 对 分

子质量为.!)%‘.$#的 抗 菌 肽&陈 留 存(/)用 大 肠 杆

菌诱导得到了一种相对分子质量为.$‘.$# 的抗菌

肽&从这里 我 们 发 现 不 同 的 微 生 物 诱 导 源 诱 导 家

蝇幼虫会 产 生 不 同 的 抗 菌 肽&同 时 报 道 中 分 别 用

电泳和离子 交 换 层 析 等 分 离 原 理 不 同 的 方 法 对 同

一种微生物诱导的家蝇血淋巴进行分离!结果却得

到不同的 几 种 抗 菌 肽&国 内 外 对 于 家 蝇 通 过 不 同

微生物诱导 源 产 生 不 同 抗 菌 肽 尚 没 有 很 深 入 的 研

究!本 实 验 用#种 病 源 菌 诱 导 家 蝇 幼 虫 产 生 抗 菌

肽!通过789:,;8<=!"以 及 毛 细 管 电 泳 对 不 同 诱

导源诱导产生的抗菌肽进行分离分析!并对抗菌肽

的特性进行研究&

C!材料与方法

CDC!家蝇幼虫

三龄幼 虫"无 锡 昆 龙 生 态 生 物 环 保 有 限 公 司

提供&

CDE!菌种

用于诱 导 的 病 源 菌 有"志 贺 氏 菌".#$!$01+6
2)--%".#$!%’鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌"$$.#$0%-(’5)--%
*431+(".+"("$$.#%’金 黄 色 葡 萄 球 菌 %"#1
$0*%314-’$’$$"#%".)"#%"#1%

用于抑菌 实 验 的 菌 种 除 了 三 种 诱 导 菌 之 外 还

包 括"大 肠 杆 菌 6[DD!"2!!$7$’-+6[DD!"2!!%’
绿脓 杆 菌$8)."2+5’#"#9%$+--"#%’枯 草 杆 菌2#/!
$:%$+--"##"9*+-+#2#/!%’链球菌$;1%+5$’$$"#%&

CDF!实验方法

C)F)C!抗菌肽的诱导!三龄家蝇幼虫用#种病源

菌分别进 行 诱 导&将 沾 有 细 菌 菌 液 的 钢 刷 刺 伤 家

蝇三龄幼虫!刺伤后于饲养盘在!"a继 续 培 养!3
:!保证饲养环境的通气和湿润!在同样的饲养条件

下设立对照 组&然 后!收 集 虫 体!立 即 分 组 标 记 放

入液氮中速冻&

C)F)E!抗菌肽的提取!将一定量虫体放入高速匀

浆机中!按 重 量*体 积 比 为.*#加 入 提 取 液$$b$"
A’(*L乙酸铵缓冲液9>"b$!#"!P*AL苯甲基磺

酰氟H+7U!!c$M*Y%巯 基 乙 醇%!充 分 匀 浆 后!用

3$$目纱网过滤!滤液用3a.!$$$B*AIO高速冷

冻离心#$AIO!取上清!沉淀再用$b$"A’(*L乙酸

铵缓冲液9>"b$浸泡后冷冻离心!重复三次!合并

上清#将上清液于沸水浴中搅拌加热"AIO!迅速在

冰浴中冷却后!经31$$B*AIO离心#$AIO除去 变

性蛋白!沉淀 再 用 少 量 蒸 馏 水 洗 涤 两 次!以 同 样 转

速离心#$AIO!合并#次上清液&
样品 用$b$"A’(*L乙 酸 铵 为 缓 冲 液!789:,0

;8<=!"分离!分别收集有效峰!真空冷冻干燥成粉

末!̂ /$a深度冷冻冰箱保存待用&

CGF)F!抗菌活 性 和 抗 菌 谱 检 测!>?(@A,BC改 进

法(#)"培养菌至对数期!%$$$B*AIO离心.$AIO沉

淀菌体!倒去 培 养 基!再 用 灭 菌 的H_7缓 冲 液$9>
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/b3!清洗菌体一次"%$$$B#AIO离心.$AIO倒去

上清"用培养基分别配制细菌的菌悬液"%#$OA测

得终浑浊度8d$b!"$b#"以!AL菌 悬 液 中 加 入

.$!L抗 菌 肽$对 照8$为 加 入.$!L培 养 基!"#/
a振荡培养.:后立 刻 转 入 冰 浴"!$AIO后 在%#$
OA测 量 吸 光 度 8 的 变 化%抗 菌 活 力 按 Kd

8$^8
8# $

式计算"8$为对照的吸光度%

抑菌圈 测 定 法&培 养 菌 至 对 数 期"%$$$B#AIO
离心.$AIO沉 淀 菌 体"倒 去 培 养 基"再 用 灭 菌 的

H_7缓冲液$9>/b3!清 洗 菌 体 一 次"%$$$B#AIO
离心.$AIO倒去上清"用H_7缓冲液$9>/b3!分

别 配 制 细 菌 的 菌 悬 液"在 肉 汤 平 板 培 养 基 上 加 入

$b"AL菌 悬 液"铺 平"将 已 灭 菌 的 滤 纸 片$;d"
AA!贴在培养基表面"上加"!L浓度为.$AP#AL
的 样 品"设 立 灭 菌 水 对 照 以 及 未 经 诱 导 的 样 品 对

照%#/a下培养!3:"测定抑菌圈直径以表示抑菌

活力%

C)F)H!毛细管电泳分析!每次进样前用$b.A’(#

L的 >DL及缓冲液冲洗毛细管各"AIO%运 行 电

压."$&"负压进样$%%b/RH,!"进样时间.W"测定

温度!"a"检测波长!#$OA%
电 泳 液 为 .$ AA’(#L 磷 酸 盐 缓 冲 液 $9>

/b3!"电泳前新鲜配制"3"!A滤膜过滤"超声波清

洗仪中脱气#$AIO%

C)F)I!抗菌肽样品热稳定性检测!将家蝇抗菌肽

样品溶于双蒸 水 后 分 别 置.$$a沸 水 中 分 别 煮 沸

不同时间"以 及 在^!$a冰 箱 中 反 复 冻 溶"分 别 进

行抑菌活性测定%

C)F)J!抗菌肽酸碱耐受性检测!将家蝇抗菌肽样

品 溶 于 双 蒸 水 后 用 乙 酸 氨 水 缓 冲 液 分 别 调 不 同

9>"测定抑菌活性%

E!结果与分析

EGC!不同微生物诱导家蝇幼虫表达抗菌肽的抗菌

活性与抗菌谱

由表.’表!可知不同微生物诱导表达的家蝇

抗菌肽对多种菌都有抑制作用"但抗菌活性各不相

同%#种不同微生物诱导表达的样品对各自的诱导

菌种的活 性 都 较 强%对 于 多 数 革 兰 氏 阳 性 菌 和 革

兰氏阴性菌都出现较好的抗菌活性%

>?(@A,BC改进法是测定样品在液体培养基内

短时间$.:!对不同病菌的抗菌活性"抑菌圈测定法

则是样品和病菌在琼脂培养基上共同培养!3:后

测定抑菌圈大小来表示抗菌活性%>?(@A,BC改进

法和抑菌圈测定法得到的结果相比"可能因为培养

条件和培养 环 境 的 影 响 所 得 抗 菌 肽 样 品 的 抗 菌 谱

以及抑菌活性有所不同%

EGE!毛细管电泳分析

由 毛 细 管 电 泳$V,9I((,B-8(8V@B’9:’B8WIW"D5!
所得抗 菌 肽 蛋 白 谱$见 图."3!可 知 经789:,;8<
=!"初步提纯的家蝇抗菌肽提取液成分比较复杂"
家蝇幼虫抗菌肽提取液诱导前后吸收峰变化明显"

6K吸收值变化很大%在未诱导的对照样品的蛋白

谱图中保留时间分别为"’1’.3’.2AIO时出现了峰

面积较大的几个吸收峰"#种诱导产生的抗菌肽蛋白

谱中在相似的保留时间内都出现较大的吸收峰"而且

峰高峰面积较对照样品增大较多甚至增大一个数量

级"同时#种样品蛋白谱都出现比对照样品更多且峰

面积较大得吸收峰"而且出现多个具有相同保留时间

的吸收峰%不同菌种诱导的样品相互之间其蛋白谱

在峰面积以及峰的数量上也有很大差异%

表C!K#’0@&$L改进法测定抑菌活性结果!M"

4&8DC!41.$.6#’0"(&%0-8&,0.$-&’&,0-<-0383-@:$"<.@.%0@.01"*"(K#’0?&$L!M"

抗菌肽样品
病源菌

7$’-+ 志贺氏菌 沙门氏菌 枯草杆菌 金黄色葡萄球菌 链球菌 绿脓杆菌

志贺菌诱导表达样品 ^ $b"/" ^ $b3!$ ^ $b!$$ ^

鼠伤 寒 沙 门 氏 菌 诱 导
表达样品 ^ $b!#/ $b#!3 $b!!. $b!%# $b!/3 ^

金黄 色 葡 萄 球 菌 诱 导
表达样品 $b$3" $b.$" ^ $b!2# $b.!% $b!#/ $b..$

未经诱导的对照DR ^ $b!1% ^ $b!.2 ^ $b.!%

注&̂ 为没有抑菌效

#3!第#期 翟 培等!不同微生物诱导家蝇幼虫表达抗菌肽的特性
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表E!抑菌圈测定法结果!@@"

4&8DE!41.$.6#’0"(-%1-8-0-"%N"%.&66&3!@@"

抗菌肽样品
病源菌

7$’-+ 志贺氏菌 沙门氏菌 枯草杆菌 金黄色葡萄球菌 链球菌 绿脓杆菌

志贺菌诱导表达样品 1 .$ 1 .$ 2b" / %b"

鼠伤 寒 沙 门 氏 菌 诱 导
表达样品 .$ 2 .$ 2 1b" .$ %

金黄 色 葡 萄 球 菌 诱 导
表达样品 %b" 2 % .$b" .$ 1b" %

未经诱导的对照DR %b" /b" % /b" 1 ^ %
注!̂ 为没有抑菌效果

图C!金黄色葡萄球菌诱导表达样

)-2DC!5O:$"0.-%"2$&@"(6&@:’.-%*#,.*83,*%-./0

1’$’11"#%"2)"#

图E!志贺氏菌诱导表达样品5O蛋白谱

)-2DE!5O:$"0.-%"2$&@"(6&@:’.-%*#,.*83,.+3)11%

图F!鼠伤寒沙门氏菌诱导表达样品5O蛋白谱

)-2DF!5O:$"0.-%"2$&@"(6&@:’.-%*#,.*83+&’@"%.’P

’&03:1-@#$-#@

图H!对照样品的5O蛋白谱

)-2DH!5O:$"0.-%"2$&@"(5A6&@:’.

EGF!抗菌肽热稳定性

实验表明样品 在 沸 水 中 煮 沸""#$AIO"对 样

品的抗菌活性影响不大#样品在 !̂$a冰箱中反复

冻溶数次"其抗菌活性依然保持$说明样品受温度

影响不大"具有很好的热稳定性$

EGH!抗菌肽酸碱耐受性

实验表明%见图"&不同的抗菌肽样品基本上从

9>"开始"随着9>的增加"抗菌活性稍有提高"到

9>1"2左右抗菌活性最大"当9>低于"时"不同

样品的抗菌活性变化不大$据报道"多数昆虫抗菌

肽是碱性的"其等电点应该大于/b$’1("本实验结果

表明"不同微生物诱导家蝇幼虫表达的抗菌肽应都

呈弱碱性$

图I!F种抗菌肽样品酸碱耐受性实验结果

)-2DI!41..66&3#6$.6#’0"(:K0"’.$&%,."(01$..&%0-P

8&,0.$-&’:.:0-*.6
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F!结!论

由昆虫抗菌 肽 的 各 种 优 点!可 以 预 测!作 为 新

型天然防腐 剂 及 新 型 药 物!昆 虫 抗 菌 肽 将 在 农 业"
食品 业"工 业"卫 生 用 品 和 临 床 医 学 等 方 面 发 挥 重

要作用#家 蝇 抗 菌 肽 作 为 昆 虫 抗 菌 肽 中 比 较 重 要

的一部分 也 将 受 到 各 个 行 业 的 重 视#本 文 首 次 较

详细的探讨 了 不 同 微 生 物 诱 导 产 生 家 蝇 抗 菌 肽 之

间的差异!为家蝇抗菌肽的深入研究开辟了道路#
本研究利用生物因子$#种不同的病源菌针刺

感染家蝇幼虫进行诱导!得到#种不同而且抑菌效

果都较好的抗菌肽样品##种抗菌肽样品具有抗菌

谱广!抑 菌 活 性 好 的 优 点!抑 菌 效 果 优 于 未 经 诱 导

的样品!但对于各种病源菌抑菌活性相互之间存在

差异#推测原因是%经过诱导!#种样品中抗菌肽含

量都大幅度 增 加 而 且 不 同 的 诱 导 源 造 成 样 品 中 的

抗菌肽类 型 以 及 含 量 有 差 异#通 过 对 两 种 测 定 抗

菌肽抑菌效果的方法进行对比!我们发现不同的测

定方法对抗 菌 肽 的 抑 菌 活 性 和 抑 菌 谱 的 结 果 是 有

影响的!不同样品对于不同微生物的抑制作用因测

定环境&固体 培 养 和 液 体 培 养’不 同 和 测 定 时 间 长

短以及抗菌肽的用量而有所差别的#
通过对初步纯化的样品进行 毛 细 管 电 泳&D5’

分析!我 们 证 实 了 在 抑 菌 实 验 中 的 推 测%针 刺 感 染

诱导使家蝇 幼 虫 体 内 与 对 照 相 比 产 生 了 大 量 的 抗

菌肽!而不同的病源菌诱导都会产生类型含量不完

全相同的 多 种 抗 菌 肽#结 合 抑 菌 实 验 的 结 果 进 行

分析!我们 发 现 家 蝇 抗 菌 肽 应 为 其 体 内 固 有 成 分!
抗菌物质的产生受其自身结构基因调控!故当家蝇

幼虫受到微生物的侵染时!各种抗菌肽总是先后翻

译!共 同 存 在 于 血 淋 巴 之 中!菌 种 诱 导 增 加 了 抗 菌

肽的产生量同时激活新抗菌肽产生!但是不同的诱

导源刺激 和 激 活 的 对 象 是 有 区 别 的#在 血 淋 巴 中

的多种抗菌肽能协同表达!使得家蝇幼虫的体液抗

菌谱很广!以达到成功防御的目的#
同时我们 还 发 现 用 金 黄 色 葡 萄 球 菌&0*%3146

-’$’$$"#%".)"#’"鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌&0%-(’5)--%*46
31+(".+"(’诱导 表 达 的 样 品 以 及 志 贺 氏 菌 &01+6
2)--%’诱导表达 的 样 品 的 抑 菌 效 果 都 较 好!在 毛 细

管电泳的蛋白图谱中出峰的峰高和峰面积也较大!
这说明利用这#种 菌 对 家 蝇 幼 虫 进 行 诱 导 可 使 虫

体产生较多高含量高活性抗菌蛋白#
家蝇幼虫 抗 菌 肽 具 有 良 好 的 热 稳 定 性 和 酸 碱

耐受性的特 性 使 家 蝇 幼 虫 抗 菌 肽 将 在 各 行 业 受 到

广泛的重视和利用#
不同诱导 源 诱 导 得 到 的 家 蝇 幼 虫 抗 菌 肽 样 品

所含有的抗菌肽类型的具体差异!昆虫抗菌肽的结

构与活性之 间 的 关 系 以 及 抗 菌 肽 如 何 安 全 应 用 在

医药食品中!这些问题都需要我们在对抗菌肽进一

步的研究中去解决#
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