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蛇毒抗菌肽 Cathelicidin对大肠杆菌抗菌性的研究
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［摘要］目的 探讨蛇毒抗菌肽（Cathelicidin）和头孢哌酮舒巴坦对大肠杆菌的抗菌作用．方法 选用临床

上感染最常见的两种致病菌普通大肠杆菌（E. coli ATCC 25922）和耐头孢菌素大肠杆菌，分为 A组（普通大肠杆

菌组）、B组（蛇毒抗菌肽 Cathelicidin抗耐头孢菌素大肠杆菌组）及 C组（头孢哌酮舒巴坦抗耐头孢菌素大肠杆

菌组）进行体外抑菌实验并得出 U值（抗菌活性单位）．结果 A组中，低浓度和高浓度头孢哌酮舒巴坦溶液的

U 分别为（150±10） U 和 （230±20） U，抗菌肽水溶液的 U 为 （60±0） U；B 组中，抗菌肽水溶液的 U 为

63.3±11.5 U；C组中，低浓度和高浓度头孢哌酮舒巴坦溶液的 U均为（0±0） U．结论 头孢哌酮舒巴坦对耐头

孢菌素大肠杆菌的抗菌作用不明显，但对普通大肠杆菌（E. coli ATCC 25922）的抗菌作用很明显；蛇毒抗菌肽

（Cathelicidin）对耐头孢菌素大肠杆菌、普通大肠杆菌的作用提示蛇毒抗菌肽（Cathelicidin）具有稳定的抗菌活性.
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The Antimicrobial Activity of Snake Venom Antimicrobial
Peptide Cathelicidin on E. coli
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［Abstract］ Objective To explore the antimicrobial activity of snake venom antimicrobial peptide

（Cathelicidin） against E. coli．Method The two most common pathogens of the cephalosporin-resistant E. coli

and E. coli ATCC 25922 in clinical infection were selected to evaluate the antimicrobial activity of snake venom

antimicrobial peptide（Cathelicidin） against E. coli．Result The inhibitory activity of Cefoperazone and

sulbactam on cephalosporin-resistant E. coli was not obvious，but was obvious on ordinary E. coli（E. coli ATCC

25922） .The inhibitory activity of snake venom antimicrobial peptide（Cathelicidin） on cephalosporin-resistant E.

coli and ordinary E. coli was obvious．Conclusion Snake venom antimicrobial peptide （Cathelicidin） has stable

antibacterial activity.
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细菌感染是致病菌或条件致病菌侵入血循环中

生长繁殖，产生毒素和其他代谢产物所引起的急性

全身性感染，也是临床上最为常见的感染，感染后

选择合适的抗生素成为治疗的关键．抗生素的大剂

量使用和滥用，导致细菌的耐药性增强，耐药细菌

的种类增多，甚至出现了超级耐药的新型菌种或病

毒，这些菌种或病毒的感染严重威胁着人类的健康

和生命，也是对人类提出的巨大挑战．在中山附二
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院对院内死亡病例的回顾中院内患者的感染死亡

率达 32.3%，是院内患者死亡最常见的原因[1]．大

肠杆菌是临床泌尿系感染中最常见的病原菌，头

孢哌酮舒巴坦对大肠杆菌的治疗耐药率极低[2]．

近年来，对抗菌肽的研究成为了科学研究的热

点．因其强大的抗菌、免疫调节等作用使得人们

对其研究日益深入．中国科学院重点实验室首先

发现了蛇毒来源的 Cathelicidin，作为抗临床耐药

病原菌感染的候选药物分子，它具有自主的知识

产权和极高的临床应用前景．在临床上，蛇毒抗

菌肽（Cathelicidin）对很多的耐药菌种和病毒显示

出其强大的体外抗菌活性，在抗菌过程中基本无

溶血和细胞毒性，并且在血浆和高盐浓度的环境

里依然保持了它的抗菌活性，具有极高的临床应
用前景[3]．

本研究选用临床上感染最常见的 2种致病菌普

通大肠杆菌（E. coli ATCC 25922）和耐头孢菌素大

肠杆菌，通过体外抑菌实验来探讨蛇毒抗菌肽

Cathelicidin和头孢哌酮舒巴坦对大肠杆菌的抑菌

作用，从而研究蛇毒来源的 Cathelicidin作为一种

新型的抗菌肽对临床常见菌种大肠杆菌的感染是

否有稳定的抗菌作用，希望为将来临床上新型抗

菌肽药物的应用打下基础．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 制备细菌 用接种环将普通大肠埃希菌（E.

coli ATCC 25922）和耐头孢菌素大肠埃希菌临床株

分别加入 LB培养液，摇床 37℃，180 r/min 12 h．

次日早取 20 滋L隔夜接种的菌液加入 LB培养液，

37℃摇床 150 r/min速摇 3 h．

1.1.2 制备蛇毒抗菌肽（Cathelicidin） 成熟的

蛇毒抗菌肽 （Cathelicidin） 结构简单，且无二硫

键，仅由 30个氨基酸组成．笔者合成的蛇毒抗菌

肽（Cathelicidin） 纯度高于 95%其氨基酸序列为

KFFKKLKNSVKKRAKKFFKKPRVIGVSIPF．

1.2 方法

采用琼脂糖双层打孔法来进行 A、B和 C 3个

组抗菌活性的检测[4]，实验具体分组为： A组（普

通大肠杆菌组）、B组（蛇毒抗菌肽 Cathelicidin抗
耐头孢菌素大肠杆菌组）及 C 组（头孢哌酮舒巴

坦抗耐头孢菌素大肠杆菌组）．将 5 滋L菌液（处于

对数生长期）加入到 42℃的底层培养基（1 mL 10

mM 柠 檬 酸 碳 酸 氢 盐 缓 冲 液 ， Type I

（A6013-100G），9 mL dH2O，1 g琼脂糖，100顶层

胶液）摇匀后倒入培养皿中，待底层胶凝固后打 4

个 3 mm的圆孔．A组：2孔中每孔加入 5 滋L相同

浓度的抗菌肽水溶液（4 mg/mL），另 2孔为阳性对

照，分别加入 5 滋L不同浓度的头孢哌酮舒巴坦溶

液（30 mg/mL、60 mg/mL）．B组：4孔分别加入

5 滋L相同浓度的抗菌肽水溶液（4 mg/mL）．C组：

4孔分别加入 5 滋L相同浓度的头孢哌酮舒巴坦溶

液（30 mg/mL）．在 37℃无菌恒温培养箱中孵育 3

h后覆盖上顶层胶（6 g胰蛋白胨大豆肉汤，Type I

（A6013-100G），1 g琼脂糖，10 mL dH2O），继续

37 ℃无菌孵育 15 h．测量培养皿中小孔四周无菌

斑区域透明环的直径后计算 U 值 （抗菌活性单

位），U＝［抗菌环直径（mm） -3］）× 10．为保

障实验的准确性，需重复实验 3次，并取 3次实验
所得 U值的平均数．

1.3 统计学处理

数据采用 SPSS统计软件进行统计学处理，资

料采用均数标准差（x±s）表示.

2 结果

普通大肠杆菌组中，可见普通大肠杆菌的生长

在头孢哌酮舒巴坦和蛇毒抗菌肽（Cathelicidin）的

环境中受到抑制，提示笔者头孢哌酮舒巴坦和蛇毒
抗菌肽（Cathelicidin）对普通大肠杆菌均有抗菌作

用，且不同浓度的头孢哌酮舒巴坦中，其浓度越

高，抑菌环就越大，抗菌作用也就越强（见图 1A、

表 1）．蛇毒抗菌肽 Cathelicidin抗耐头孢菌素大肠

杆菌组中，可见耐头孢菌素大肠杆菌的生长在蛇毒

抗菌肽 Cathelicidin的环境中受到抑制，提示笔者

蛇毒抗菌肽 Cathelicidin对耐头孢菌素大肠杆菌有

抗菌作用（见图 1B、表 1）．头孢哌酮舒巴坦抗耐

头孢菌素大肠杆菌组中，可见耐头孢菌素大肠杆

菌的生长在不同浓度的头孢哌酮舒巴坦环境中未受

到抑制，提示笔者头孢哌酮舒巴坦对耐头孢菌素大

肠杆菌无明显抗菌作用（见图 1C、表 1）．结合 3

个体外实验组的结果分析，提示笔者蛇毒抗菌肽

Cathelicidin对普通大肠杆菌及耐头孢菌素大肠杆

菌均有稳定的抑菌作用．

3 讨论

本实验通过琼脂糖双层打孔法进行了 3个组的

体外实验，实验效果良好．在普通大肠杆菌组中，

浓度为 0.15 mg的头孢哌酮舒巴坦溶液（低浓度）

抗菌活性 U平均值为（150±10） U，浓度为 0.18



图 1 3个实验组的体外抑菌环图

Fig. 1 The bacteriostatic ring diagram in three groups

a液为头孢哌酮舒巴坦溶液；b液为抗菌肽水溶液．图 A为 A组（普通大肠杆菌组）：a孔为 a液 0.18mg/孔，b孔为 a液

0.15 mg/孔，c孔为 b液 0.02 mg/孔，d孔为 b液 0.02 mg/孔．图 B为 B组（蛇毒抗菌肽 Cathelicidin抗耐头孢菌素大肠杆

菌组），a、b、c、d 4孔均为 b液 0.2 mg/孔．图 C为 C组（头孢哌酮舒巴坦抗耐头孢菌素大肠杆菌组），a、b孔均为 a液

0.18 mg/孔；c、d孔均为 a液 0.15 mg/孔．

CA B

mg的头孢哌酮舒巴坦溶液（高浓度）抗菌活性 U

平均值为（230±20） U，2孔浓度均为 0.02 mg的

抗菌肽水溶液抗菌活性 U平均值分别为（60±0）

U 和 （63.3±5.78） U．在蛇毒抗菌肽 Cathelicidin

抗耐头孢菌素大肠杆菌组中，4 孔浓度均为 0.18

mg 的抗菌肽水溶液抗菌活性 U 平均值分别为

（63.3±11.5） U、 （53.3±5.8） U、 （63.3±11.5）

U、（56.7±5.78） U．在头孢哌酮舒巴坦抗耐头孢

菌素大肠杆菌组中，2孔浓度均为 0.15 mg的头孢
哌酮舒巴坦溶液抗菌活性 U 平均值均为 （0±0）

U；2孔浓度均为 0.18 mg的头孢哌酮舒巴坦溶液

抗菌活性 U平均值均是（0±0） U．提示笔者蛇毒

抗菌肽 Cathelicidin对普通大肠杆菌（E. coli ATCC

25922）和耐头孢菌素大肠杆菌都有明显且稳定的

抗菌作用．头孢哌酮舒巴坦对普通大肠杆菌（E.

coli ATCC 25922）有明显的抗菌作用，且头孢哌酮

浓度越高抗菌作用就越强，但其对耐头孢菌素大肠

杆菌无明显抗菌作用．

3 组体外抑菌实验提示笔者，蛇毒来源的

Cathelicidin在体外具有稳定而良好的抗菌活性，对

表 1 A组、B组及 C组的抗菌活性（x±s）
Tab. 1 The antibacterial activity of A, B and C group（x±s）

耐药孢菌素大肠杆菌和普通大肠杆菌均有明显的抑

制作用．蛇毒来源的 Cathelicidin抗菌研究为抵抗

耐药菌种和病毒提供了有效的依据，为临床细菌感
染的治疗提供了新的方向，为临床耐药性抗生素的

进一步研究打下了基础．
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组 别
抗菌活性 U/孔

a孔 b孔 c孔 d孔

A 组 230±20 150±10 63.3±5.78 60±0

B 组 56.7±5.78 63.3±11.5 53.3±5.8 63.3±11.5

C 组 0±0 0±0 0±0 0±0

注：A组为普通大肠杆菌组、B组为蛇毒抗菌肽 Cathelicidin抗耐头孢菌素大肠杆菌组、C组为头孢哌酮舒巴坦抗耐头孢

菌素大肠杆菌组．a、b、c、d孔所加溶液见图 1说明.


