
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.32 NOV.2014

抗菌肽人茁防御素 3对铜绿假单胞菌 PAO-1株的抑制作用 *
宋 珍 李 镛 阴振晨 李擎天△

（上海交通大学医学院附属瑞金医院检验系 上海 200025）

摘要 目的：分析抗菌肽人 茁防御素 3 (human 茁 defensin 3，hBD3) 对铜绿假单胞菌 PAO-1株的抑制作用。方法：合成抗菌肽
hBD3，分别通过最低抑菌浓度（minimal inhibitory concentration，MIC）检测、直接杀菌试验、重要功能基因检测分析其对 PAO-1的

直接抑制作用；并将其与阿奇霉素、四环素、利福平、氯霉素、链霉素、环丙沙星联合施用，观察对抗生素MIC的影响。结果：HBD3

对 PAO-1的MIC为 32 滋g/mL；在浓度达到 8 滋g/mL时即有明显杀菌作用。HBD3上调 PAO-1株的 ahpF基因表达，下调 aprA和
rhlR基因表达。在联用 5 滋g/mL的 hBD3后，四环素、利福平、氯霉素、链霉素、环丙沙星的 MIC值均有降低。结论：抗菌肽 hBD3

对铜绿假单胞菌 PAO-1株有显著的抑制作用。
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The Inhibition on Pseudomonas Aeruginosa PAO-1 by Antimirobial
Peptide Human 茁 Defensin 3*

To analyze the inhibition effects of antimicrobial peptide human 茁 defensin 3 (hBD3) against Pseu-
domonas aeruginosa PAO-1. Antimicrobial peptide hBD3 was synthesized. The direct inhibition on PAO-1 was detected with

the MIC (minimal inhibitory concentration) test, antibacterial activity test and the analysis on some important functional genes. The pep-

tide was combined with azithromycin, tetracycline, rifampin, chloramphenicol, streptomycin, and ciprofloxacin for the effect on antibiotic

MIC values. The MIC of hBD3 against PAO-1 is 32 滋g/mL, the bactericidal activity was observed while the hBD3 concentration

as high as 8 滋g/mL. The peptide hBD3 can improve the expression of ahpF and reduce the expression of aprA and rhlR. When 5 滋g/mL

peptide was added, the MIC values against PAO1 of tetracycline, rifampicin, chloramphenicol, streptomycin were dropped down.

There is considerable bactericidal activity of antimicrobial peptide hBD3 against P. aeruginosa PAO1.
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前言

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa, PA）在自然界广泛

存在，是临床最常见的病原菌之一，在临床分离的革兰阴性病

原菌中一直居于前列。铜绿假单胞菌是医院感染、导管相关感

染、烧伤皮肤感染、重症监护病房（intensive care unit，ICU）感染

的主要病原菌，可导致机体多个器官的感染，进而引起患者的

败血症而致命[1]。近年来，多重耐药的铜绿假单胞菌的危害日趋

严重，也越来越引起研究者的重视。在联合应用抗生素应对耐

药铜绿假单胞菌感染的同时，研究者们也在探寻其他的有效应

对方案。

目前，对抗生素外的感染应对手段的研究主要包括噬菌体[2]、

细胞壁水解酶以及抗菌肽（抗微生物肽，Antimicrobial peptide,

AMP）等[3]。AMP是一类小分子量蛋白，对细菌、病毒、真菌具有

广谱抗菌活性。其中，人 茁防御素（human 茁 defensin，hBD）是重

要的人体 AMP，人体上皮细胞、单核 /吞噬细胞等多种细胞均

可分泌 hBD。人茁防御素 3（hBD3）能够在人体血清（生理性盐

浓度）中发挥抑菌活性，因而最具应用潜力[4]。抗菌肽目前还没

有投入临床应用，有研究认为抗菌肽的临床应用最有可能从治

疗创伤性皮肤感染开始[5]。铜绿假单胞菌是烧伤等皮肤感染的

最常见病原菌之一，因此，抗菌肽对铜绿假单胞菌的作用研究

显得十分必要。

铜绿假单胞菌 PAO1株最初分离自澳大利亚的一名烧伤

后感染患者，是临床和实验室研究常用的铜绿假单胞菌标准菌

株，已经过全基因组测序[6,7]。本研究通过体外抑菌试验、重要功

能基因表达改变以及对主要抗生素的最低抑菌浓度（minimal
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inhibitory concentration，MIC）的影响，来探讨将抗菌肽 hBD3

用于应对铜绿假单胞菌感染的可行性。

1 材料与方法

1.1 材料
铜绿假单胞菌菌株 PAO1由本实验室保存。抗菌肽 hBD3

由上海科肽生物科技有限公司合成，全长为 45个氨基酸，序列

为 GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRK-

CCRRKK。药敏试验 MH肉汤及琼脂购自上海博微生物科技

有限公司；细菌 RNA抽提、反转录及定量 PCR试剂盒等均购
自天根公司；96孔细胞培养板购自 BD公司；荧光定量 PCR反

应在 ABI 7500 FAST仪器（美国 ABI公司）上进行。
1.2 方法
1.2.1 抗菌肽 hBD3 对铜绿假单胞菌 PAO1 的体外抑菌试验
MIC测定时，按照梯度稀释的方法，在 96孔细胞培养板上，用

水解酪蛋白胨（MH）肉汤稀释冻存的 hBD3为 256、128、64、
32、16、8、4、2、1、0.5 滋g/mL的浓度，每孔 100 L，再将浓度为 1

麦氏浊度的铜绿假单胞菌 PAO1用MH肉汤稀释 100倍，每孔

加入 100 L。这样，各孔的 hBD3的终浓度分别为 128、64、32、
16、8、4、2、1、0.5、0.25 滋g/mL。将 96孔细胞培养板置于 37℃孵
育 18小时，直接观察各孔是否有细菌生长。以没有细菌生长的

最低 hBD3浓度作为 hBD3对 PAO1的 MIC值。

在定时杀菌计数的方法中，将新鲜培养的 PAO1菌调至
106 CFU/mL浓度后，分置 6个实验管，每实验管 3 mL，分别加

入 hBD3直至终浓度为 0、4、8、16、32、64 滋g/mL，置于 37 ℃孵

育 3小时，分别以梯度稀释平板涂布法检测各实验管的活菌浓

度。

1.2.2 抗菌肽 hBD3对铜绿假单胞菌 PAO1重要功能基因表达

的影响 将新鲜培养的 PAO1菌调至 106 CFU/mL浓度后，加

入 hBD3直至终浓度为 10 滋g/mL，置于 37℃孵育 3小时，抽提

其 mRNA，以 16srDNA基因为内参，用实时定量 PCR（Q-PCR）

的 Δ Δ CT 方法检测分析铜绿假单胞菌 PAO1 的 ahpF、
pa3187、aprA、rhlR和 rpoS基因的表达情况，计算公式为实验

组表达量 /对照组表达量 =2-ΔΔ CT。RNA抽提、反转录及 Q-PCR

反应均按照天根公司试剂说明书及 ABI 7500 FAST仪器说明

书进行。

表 1 铜绿假单胞菌所用的引物序列

Table 1 Primer sequences used in P. aeruginosa

编号

No.

来源

Sources

P1 [8]

P2

P3 [9]

P4

P5 [10]

P6

P7 [8]

P8

P9 [8]

P10

P11 [8]

P12

基因

Gene

引物序列

Primer sequences

16s rDNA TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA

GGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGT

ahpF ACCCAGTTGAAGGCCTACCT

AGGGTGATCTTGTCGGTCAG

pa3187 AGTCGACCCTGATGAACTGC

GTACAGGGCGTAGGACTGGA

aprA CGGGGCGGGGACGAATTGGT

GGGCCTGCTGCTGCGCGGAA

rpoS CGATCATCCGCTTCCGACCAG

CTCCCCGGGCAACTCCAAAAG

rhlR CTCAGGATGATGGCGATTTC

AATTTGCTCAGCGTGCTTTC

1.2.3 抗菌肽 hBD3作用于铜绿假单胞菌 PAO1对抗生素 MIC

的影响 选用上述相同的微量肉汤稀释法，检测 PAO1对抗

生素阿奇霉素、四环素、利福平、氯霉素、链霉素、环丙沙星的

MIC的影响。同时，在将 1麦氏浊度的 PAO1稀释 100倍时，另

作一组加入抗菌肽 hBD3使得菌液的 hBD3浓度为 10 滋g/mL，

即抗菌肽 hBD3的最终作用浓度为 5 滋g/mL。将 96孔细胞培养
板置于 37 ℃孵育 18小时，直接观察各孔是否有细菌生长，以

确定抗菌肽 hBD3作用于铜绿假单胞菌 PAO1之后，其对抗生

素MIC的影响。
1.3 统计学方法

抑菌试验、基因表达检测及对抗生素MIC的影响均进行 3

次独立实验，取各自结果的平均值和标准差，采用 SPSS17.0进

行统计学分析，不同实验组间的存活菌菌量比较采用 t检验，
P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 抗菌肽 hBD3对铜绿假单胞菌的抑菌作用

微量 MH 肉汤稀释法测得抗菌肽 hBD3对铜绿假单胞菌
PAO1 株的 MIC 为 32 滋g/mL。在体外定时杀菌试验中，当
hBD3终浓度达到 8 滋g/mL时，3小时后的菌量即与对照组有

显著性差异（P＜ 0.05），见图 1。
2.2 抗菌肽 hBD3对铜绿假单胞菌 PAO1毒力等重要基因表达

的影响

根据 Q-PCR测得的循环数（CT）计算所测基因的相对表达

量，以 16srDNA基因为内参，公式为实验组表达量 /对照组表
达量=2-ΔΔ CT。并以实验组表达量 /对照组表达量的比值大于 2

判为表达显著上调，小于 0.5判为表达显著下调。结果显示抗

菌肽 hBD3使 ahpF的表达上调，而 aprA和 rhlR的表达下调；

对 pa3187和 rpoS表达的影响不显著，见表 2。各检测基因的常

规 PCR检测结果见图 2。
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图 2铜绿假单胞菌检测基因 PCR电泳结果

Fig.2 PCR electrophoresis for detected genes of P. aeruginosa

注：M, 100bp marker; 1, 16srDNA; 2, ahpF; 3, pa3187; 4, aprA; 5, rpoS; 6,

rhlR。

Note: M, 100bp marker; 1, 16srDNA; 2, ahpF; 3, pa3187; 4, aprA; 5, rpoS;

6, rhlR.

对于抗菌肽的杀抑菌能力测试方法，目前有两种主要观

点。多数研究者认为，由于抗菌肽的稳定性相对有限，更适合用

短时杀菌试验来评价其活性；但也有研究采用常用于抗生素药

敏试验的经典的肉汤稀释法MIC测定[11,12]。本文分别使用这两

种方法对抗菌肽 hBD3对铜绿假单胞菌 PAO1 的作用进行了

检测。结果发现抗菌肽 hBD3对 PAO1的MIC为 32 滋g/mL，而

在 3小时杀菌试验中，8 滋g/mL的 hBD3对 PAO1已经有显著

的杀菌作用。这一结果提示短时杀菌试验和经典 MIC测定均

可用于抗菌肽性能评价，有必要为此建立不同的评价标准。

本研究检测了铜绿假单胞菌 ahpF、pa3187、aprA、rpoS 和
rhlR基因的表达情况。其中 ahpF是铜绿假单胞菌氧化应激防

御的重要基因，属于 oxyR-recG 操纵子成员，参与编码烷基过

氧化物还原酶，是铜绿假单胞菌进行氧化应激防御和 DNA修

复的关键酶之一[13]。抗菌肽 hBD3使得 ahpF表达增加，表明它

影响了病原菌生存的氧化还原环境状态，且可能影响到 DNA

的损伤与修复。AprA编码碱性蛋白酶，是铜绿假单胞菌的毒力

因子之一，该酶可降解宿主补体蛋白和细胞因子 [14]。抗菌肽

hBD3对 aprA的抑制，将有助于对宿主免疫系统蛋白成分的保

护，从而提高机体应对铜绿假单胞菌感染的能力。RhlR是铜绿

假单胞菌的转录调节因子，其表达抑制与铜绿假单胞菌重要毒

力性状的精细调节、群体感应以及细菌生物膜的形成有关[15,16]。

由于生物膜的形成在铜绿假单胞菌感染中起重要作用[17]，下调

rhlR基因的表达可通过干扰铜绿假单胞菌生物膜的形成来抑

制其感染和致病，有望改善抗生素等其他治疗方案的疗效。此

外，pa3187编码的 ABC转运结合蛋白可协助大分子进行穿膜

转运；rpoS编码 RNA聚合酶，在细菌 RNA合成和生物膜形成

过程中有重要作用[18]；抗菌肽 hBD3对于这两个病原体关键基
因的表达也有一定影响。

本研究还检测了抗菌肽 hBD3对抗生素阿奇霉素、四环

素、利福平、氯霉素、链霉素、环丙沙星作用于 PAO1的 MIC的

图 1抗菌肽 hBD3对铜绿假单胞菌 PAO1的体外杀菌试验

Fig.1 In vitro bactericidal test of antimicrobial hBD3 against P. aeruginosa

PAO1

注：CFU/ml；每毫升菌落形成单位；*，与对照组相比 P＜0.05。

Note: CFU/ml, colony formation unit per ml; *, P value＜0.05 compared

with control.

注：比值大于 2判为表达显著上调，比值小于 0.5判为表达显著下调。

Note: Gene expression was significant improved when the ratio > 2 and reduced when the ratio < 0.5.

表 2 铜绿假单胞菌的 ahpF、pa3187、aprA、rpoS和 rhlR基因表达情况

Table 2 Expression of ahpF, pa3187, aprA, rpoS, rhlR genes in P. aeruginosa

检测基因

Detected gene
ahpF pa3187 aprA rpoS rhlR

与对照组表达量比值

Ratio compared to

control

5.633± 1.656↑ 0.613± 0.249 0.200± 0.278↓ 1.470± 0.453 0.186± 0.217↓

2.3 抗菌肽 hBD3作用于铜绿假单胞菌 PAO1 对抗生素 MIC

的影响

MH微量肉汤稀释法 MIC检测结果显示，铜绿假单胞菌
PAO1对阿奇霉素、四环素、利福平、氯霉素、链霉素、环丙沙星

的 MIC 分别为 8、32、64、32、8 和 4 滋g/mL。当加入抗菌肽
hBD3至终浓度 5 滋g/mL时，阿奇霉素的 MIC值没有改变，四

环素、利福平、氯霉素、链霉素、环丙沙星的 MIC分别为 1、4、8、
1和 1 滋g/mL。

3 讨论

铜绿假单胞菌广泛分布于自然界及人的皮肤、肠道和呼吸

道，具有极强的环境适应能力。该菌也分布在医院环境中，经各

类器械而引起医院感染，尤以导管相关感染、ICU感染、烧创伤

后皮肤感染为重。铜绿假单胞菌主要通过诸如产酶(如超广谱

茁-内酰胺酶和金属酶等)、膜屏障与外排泵作用、改变药物靶点

以及形成生物膜等不同机制对多种抗菌药物产生耐药。
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影响。结果发现除了阿奇霉素以外，抗菌肽 hBD3能有效降低

多种抗生素对 PAO1的MIC。这一结果为抗菌肽的远景应用提
供了佐证。由于抗菌肽目前还没有得到 FDA的认证用于临床

治疗，加之尚存在稳定性有限、潜在副作用以及对免疫系统的

可能作用等限制因素，抗菌肽独立用于未来感染性疾病治疗的

前景尚不明朗。本文结果显示，抗菌肽能有效降低多种抗生素

对 PAO1的MIC，这可能对于临床上抑制耐药菌的不断蔓延提

供一个新的可行方案。

包括 hBD3在内的数以千计的抗菌肽的杀抑菌作用已经
得到证实。假以时日，抗菌肽可能成为应对铜绿假单胞菌等病

原菌引发的医院和社区感染的有效手段[19,20]。本文提出的建立

抗菌肽杀抑菌作用的评判标准以及将抗菌肽联合抗生素用于

铜绿假单胞菌的临床治疗，将在预防耐药性细菌产生和播散方

面起到应有作用。
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