
乳铁蛋白多肽嵌合体对泛耐药铜绿假单胞菌毒力因

子表达的影响

徐国鹏，张　俐，叶辛幸
（南京医科大学附属苏州医院 呼吸内科，江苏 苏州　２１５００２）

［摘　要］目的：研究乳铁蛋白多肽嵌合体对泛耐药铜绿假单胞菌绿脓菌素、弹性蛋白酶表达的影响。方法：
在泛耐药铜绿假单胞菌培养基（Ｄ６００＝００５）中分别加入乳铁蛋白多肽（ＬＦａｍｐｉｎ、ＬＦｃｉｎ）以及乳铁蛋白多肽嵌合
体（ＬＦｃｈｉｍｅｒａ）溶液干预，通过氯仿萃取法定量检测绿脓菌素水平，用刚果红弹性蛋白检测法检测弹性蛋白酶活
性。结果：ＬＦａｍｐｉｎ、ＬＦｃｉｎ以及 ＬＦｃｈｉｍｅｒ均对泛耐药铜绿假单胞菌有杀菌活性，且能显著抑制绿脓菌素、弹性
蛋白酶的表达，其作用与浓度呈正相关，其中，ＬＦｃｈｉｍｅｒａ的作用强于ＬＦａｍｐｉｎ及 ＬＦｃｉｎ，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。结论：乳铁蛋白多肽，尤其是乳铁蛋白多肽嵌合体对泛耐药铜绿假单胞菌具有良好的抗菌活性，能显著
抑制其绿脓菌素、弹性蛋白酶的表达。
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　　铜绿假单胞菌，是临床最常见的机会致病菌之
一，是医院感染，例如医院获得性肺炎、呼吸机相关

肺炎的主要病原体［１］。铜绿假单胞菌的致病性与

其毒力因子有关［２］。弹性蛋白酶可以导致机体蛋

白质的降解，破坏机体组织完整性，而绿脓菌素则

可以抑制纤毛运动、细胞呼吸、促进表皮细胞生长

和前列环素释放，破坏钙稳态［３－４］。随着抗生素在

临床的广泛使用，铜绿假单胞菌泛耐药致病菌株的

大量出现使得临床迫切需要寻找新的有效的抗菌

药。乳铁蛋白（ＬＦ）是一种具有广谱抗细菌、真菌、
原生动物和病毒的多功能铁螯合蛋白，乳铁蛋白多

肽ＬＦａｍｐｉｎ和 ＬＦｃｉｎ则是ＬＦ经胃蛋白酶水解产生
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的小分子片段，具有比其母分子 ＬＦ更强的杀菌活
性，而由ＬＦａｍｐｉｎ和 ＬＦｃｉ连接合成的小分子乳铁
蛋白多肽嵌合体（ＬＦｃｈｉｍｅｒａ）具有比 ＬＦａｍｐｉｎ和
ＬＦｃｉｎ本身更强的杀菌活性［５－８］。目前乳铁蛋白多

肽嵌合体对泛耐药铜绿假单胞菌杀菌活性及毒力

因子表达的作用尚不明确，本研究比较了乳铁蛋白

多肽和乳铁蛋白多肽嵌合体对泛耐药铜绿假单胞

菌杀菌活性以及对绿脓菌素、弹性蛋白酶表达的影

响，探讨乳铁蛋白多肽嵌合体用于治疗泛耐药铜绿

假单胞菌感染的可能性。

１　材料与方法
１１　材料和试剂
１１１　菌株和培养基　泛耐药铜绿假单胞菌
（ＰＤＲＰＡ）为南京医科大学附属苏州医院检验科
微生物室临床菌株。ＰＤＲＰＡ在 ＬＢ培养基中培
养。绿脓菌素、弹性蛋白酶检测所用培养基分别为

ＰＢ培养基和ＰＴＳＢ培养基。
１１２　多肽　乳铁蛋白多肽以及乳铁蛋白多肽嵌
合体由上海科肽生物科技有限公司合成，纯度 ＞
９０％。本实验所用多肽一级结构如表１所示。

表１　乳铁蛋白多肽的一级结构
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ
多肽 氨基酸序列

ＬＦａｍｐｉｎ（２６８－２８４） ＷＫＬＬＳＫＡＱＥＫＦＧＫＮＫＳＲ
ＬＦｃｉｎ（１７－３０） ＦＫＣＲＲＷＱＷＲＭＫＫＬＧ

ＬＦｃｈｉｍｅｒａ
ＷＫＬＬＳＫＡＱＥＫＦＧＫＮＫＳＲＫ
ＧＬＫＫＭＲＷＱＷＲＲＣＫＦ

１１３　主要试剂　ＬＢ固体培养基（氯化钠１０ｇ／Ｌ、
酵母提取物５ｇ／Ｌ、胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ、琼脂１２ｇ／Ｌ）；
ＬＢ液体培养基（氯化钠５ｇ／Ｌ、酵母提取物 ５ｇ／Ｌ、胰
蛋白胨 １０ｇ／Ｌ）；ＰＴＳＢ培养基（蛋白胨５０ｇ／Ｌ、胰酶
大豆肉汤１ｇ／Ｌ）；ＰＢ培养基（细菌蛋白胨２０ｇ／Ｌ、硫
酸钾１０ｇ／Ｌ、氯化镁 １４ｇ／Ｌ）；ＰＢＳ缓冲液（氯化
钠 ８ｇ／Ｌ、磷酸氢二钠１４４ｇ／Ｌ、氯化钾 ０２ｇ／Ｌ、
磷酸二氢钾 ０２４ｇ／Ｌ、超纯水 ８００ｍＬ、ＨＣｌ调节
ｐＨ７４，加超纯水定容至１Ｌ）；１ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钾缓冲
液（磷酸氢二钾０１４０ｇ／Ｌ、磷酸二氢钾００５２ｇ／Ｌ）；
ＥＤＴＡ终止液［乙二胺四乙酸钠盐 （Ｃ１０Ｈ１４Ｎ２Ｏ８Ｎａ２
·２Ｈ２Ｏ）４４６６ｇ／Ｌ］；弹性蛋白酶反应缓冲液
［１ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钙、１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７２）］。
１１４　主要仪器和器材　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ３２Ｒ离心机、
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０Ｒ离心机、Ｅｌｘ８００酶标仪、Ｓｕｎｒｉｓｅ酶
标仪、ＤＵ６４０型紫外分光光度计。

１２　活菌检测
活菌检测采用平板计数法［７］。取冻存 ＰＤＲ

ＰＡ菌株复苏、培养、孵育，然后挑单克隆接种于新
鲜ＬＢ培养基，３７℃震荡培养过夜，洗涤、悬浮，继
续培养至对数生长期，用新鲜 ＬＢ培养基稀释至
Ｄ６００为００５；在９６孔Ｕ型底ＰＶＣ培养板中加入以
倍比稀释的乳铁蛋白多肽和多肽嵌合体溶液

５０μＬ，使其终浓度从 ２００μｍｏｌ／Ｌ开始直至
６２５μｍｏｌ／Ｌ，加入到每一孔，每浓度３孔，用 ＰＰＢ
溶液干预组为对照组；在 ＰＶＣ培养板每孔中加入
Ｄ６００为００５ＰＤＲＰＡ细菌悬液５０μＬ，３７℃下孵育
１ｈ；细菌悬液用 ＰＢＳ溶液倍比稀释后接种于血液
琼脂平板，３７℃孵育２４ｈ，计数平板菌落数。乳铁
蛋白多肽的杀菌活性为各组菌落计数与对照组菌

落计数的比值（％）。
１３　绿脓菌素定量检测

通过氯仿萃取法定量检测绿脓菌素［９］。挑取

单克隆铜绿假单胞菌培养同上，培养至对数生长

期，悬浮至Ｄ６００为００５；分别将乳铁蛋白多肽以及
乳铁蛋白多肽嵌合体溶液加入到５ｍＬ细菌悬液，
使其终浓度为１及２５μｍｏｌ／Ｌ。置于３７℃恒温培
养箱以２００ｒ／ｍｉｎ振荡孵育２４ｈ。在洁净无菌９６
孔板分别加入等量细菌悬液２００μＬ，使用酶标仪
检测Ｄ６００。剩余细菌悬液经高速离心２０ｍｉｎ，吸取
上清２５ｍＬ转入另一洁净试管，加入１５ｍＬ氯仿
萃取后取氯仿层（下层），再加入 ０２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
０５ｍＬ萃取，取上层红色水相１００μＬ，使用 Ｂｅｃｋ
ｍａｎＤＵ６４０检测 Ｄ５２０。绿脓菌素浓度计算公式
为：（ｍｇ／Ｌ·Ｄ６００）＝Ｄ５２０×１７０７／Ｄ６００

［９］。

１４　弹性蛋白酶活性检测
用刚果红弹性蛋白检测法检测弹性蛋白酶活

性［１０］。挑取单克隆铜绿假单胞菌培养同上，培养

至对数生长期，悬浮至 Ｄ６００为００５；分别将乳铁蛋
白多肽以及乳铁蛋白多肽嵌合体溶液加入到５ｍＬ
细菌悬液，使其终浓度为 １及 ２５μｍｏｌ／Ｌ。置于
３７℃恒温培养箱以２００ｒ／ｍｉｎ振荡孵育１６ｈ；在洁
净无菌９６孔板分别加入等量细菌悬液２００μＬ，酶
标仪检测 Ｄ６００；１２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心 ２０ｍｉｎ，取
１００μＬ等量上清，加入玻璃管，然后加入刚果红弹
性蛋白（Ｓｉｇｍａ）１０ｍｇ，和弹性蛋白酶缓冲溶液混
合，２００ｒ／ｍｉｎ振荡、３７℃孵育１６ｈ，以无菌 ＰＴＳＢ
培养基加刚果红弹性蛋白为对照；然后在玻璃管中

加入 １００μＬ乙二胺四乙酸以终止反应，然后以
１２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心２０ｍｉｎ，取上清，去除底物，
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测量上清Ｄ４９５；弹性蛋白酶活性表示为Ｄ４９５／Ｄ６００。
１５　统计学方法

所有试验均重复３次，计量数据以均数±标准
差（ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜００５被认为差异有统计学意
义。使用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７０软件处理实验数据。

２　结果
２１　杀菌活性

不同浓度ＬＦａｍｐｉｎ、ＬＦｃｉｎ、两者的混合溶液及
ＬＦｃｈｉｍｅｒａ与对ＰＤＲＰＡ的杀菌活性见表２。数据
显示，随着ＬＦａｍｐｉｎ、ＬＦｃｉｎ、两者的混合溶液及ＬＦ
ｃｈｉｍｅｒａ浓度增高对 ＰＤＲＰＡ的杀菌活性亦增强，
各浓度之间比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

其中，尤以 ＬＦｃｈｉｍｅｒａ的杀菌作用最强，其杀菌活
性甚至强于ＬＦａｍｐｉｎ及ＬＦｃｉｎ混合物。
２２　ＰＤＲＰＡ绿脓菌素合成

ＬＦａｍｐｉｎ、ＬＦｃｉｎ和 ＬＦｃｈｉｍｅｒａ可以有效减少
ＰＤＲＰＡ的色素聚集，结果如表３所示。ＬＦａｍｐｉｎ、
ＬＦｃｉｎ和ＬＦｃｈｉｍｅｒａ极大抑制了泛耐药铜绿假单胞
菌合成绿脓菌素，其中加入 ＬＦｃｈｉｍｅｒａ的 ＰＤＲＰＡ
上清中绿脓菌素的浓度低于另外３组。
２３　ＰＤＲＰＡ弹性蛋白酶活性

将不同浓度的 ＬＦａｍｐｉｎ、ＬＦｃｉｎ及 ＬＦｃｈｉｍｅｒａ
加入到ＰＤＲＰＡ生长培养基中，可导致弹性蛋白酶
活性减少 （见表４），ＬＦｃｈｉｍｅｒａ对ＰＤＲＰＡ弹性蛋
白酶的活性抑制最大。

表２　乳铁蛋白多肽对ＰＤＲＰＡ的杀菌活性（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＢａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｔｏＰＤＲＰＡ

乳铁蛋白多肽浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
杀菌活性

ＬＦａｍｐｉｎ ＬＦｃｉｎ ＬＦｃｉｎ＋ＬＦａｍｐｉｎ ＬＦｃｈｉｍｅｒａ
３１３ ６３３４±１４２ ４３７１±２１０ ３１１０±１０３ １２５７±０９６（１）

６２５ ４５５６±１６８ ３１４１±１５０ ２３９８±１２５ ４２１±１３１（１）

１２５０ ３２９７±１５４ ２５０３±１３４ １３１１±１４０ ０４２±０１６（１）

２５００ ２５６９±１４１ １５７１±１１２ ３７５±１１７ ００９±００５３（１）

５０００ １５１７±１３１ ３５９±１３７ ０３５±０２１ ００２±００４（１）

１００００ ４５７±１８６ ０４７±０２１ ００１±００１ ０±０（１）

（１）与相同浓度其他各组比较，Ｐ＜００５

表３　乳铁蛋白多肽对绿脓菌素表达的作用（ｍｇ／Ｌ·Ｄ６００）
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｏｎｐｙｏｃｙａｎｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

乳铁蛋白多肽浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
绿脓菌素表达

ＬＦａｍｐｉｎ ＬＦｃｉｎ ＬＦｃｉｎ＋ＬＦａｍｐｉｎ ＬＦｃｈｉｍｅｒａ Ｃｏｎｔｒｏｌ
１ １６７３±０８８（１） １２９３±０４２（１）　 ７８６±０３９（１） ３７５±０４７（１）（２） ２２３０±１４１
２５ １４０６±０５４（１） １０９２±０３２（１） ３３１±０１８（１） ０９７±０１２（１）（２） ２２３０±１４１

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与相同浓度其他各组比较，Ｐ＜００５

表４　乳铁蛋白多肽对弹性蛋白酶活性的作用（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌａｃｔｏｆｅｒｒｉｎｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｏｎｅｌａｓｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

乳铁蛋白多肽浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）
弹性蛋白酶活性

ＬＦａｍｐｉｎ ＬＦｃｉｎ ＬＦｃｉｎ＋ＬＦａｍｐｉｎ ＬＦｃｈｉｍｅｒａ Ｃｏｎｔｒｏｌ
１ ０１４１±０００５（１） ０１２２±０００９（１） ０１０８±０００４（１） ００４７±０００２（１）（２） ０１５２±００１２
２５ ００９３±０００７（１） ００７１±０００４（１） ００５１±０００４（１） ００１９±０００２（１）（２） ０１５２±００１２

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与相同浓度其他各组比较，Ｐ＜００５

３　讨论

乳铁蛋白是一种生理活性与其 Ｎ端阳离子区
域有关的多功能铁糖蛋白，具有广谱的抗细菌、真

菌、原生动物和病毒活性 ［５，１１］。ＬＦｃｉｎ和 ＬＦａｍｐｉｎ
是水解牛乳铁蛋白 Ｎ端区域获得的，是具有抗多

种细菌活性的抗菌肽，这两种多肽的抗菌活性与其

Ｎ端的两性螺旋有关［６－７，１２］。近年的研究发现，利

用赖氨酸将这２个抗菌肽连接到一起形成新的多
肽分子对铜绿假单胞菌、大肠埃希菌和霍乱弧菌竟

然具有比构成它的 ＬＦｃｉｎ和 ＬＦａｍｐｉｎ混合物更强
的杀菌活性［８，１３］。前期研究显示，乳铁蛋白多肽

嵌合体对铜绿假单胞菌标准株具有杀菌活性并可
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抑制毒力因子表达，但是对泛耐药铜绿假单胞菌的

杀菌活性及对毒力因子表达的作用尚不明确［１４］。

乳铁蛋白多肽能够与带负电荷的细胞膜相互

作用，可以分散细胞膜的组成分子脂多糖（ＬＰＳ）进
而改变膜通透性，从而导致病原体的死亡［１２，１５］；同

时，ＬＦｃｈｉｍｅｒａ的杀菌活性似乎不受高离子强度的
干扰［８］。本研究显示，ＬＦｃｉｎ、ＬＦａｍｐｉｎ和 ＬＦｃｈｉｍｅ
ｒａ均对泛耐药铜绿假单胞菌有明显杀菌活性，而且
ＬＦｃｈｉｍｅｒａ比乳铁蛋白多肽及其混合物具有更强的
杀菌活性。绿脓菌素是耐药铜绿假单胞菌的一种

毒力因子，它是最重要的有色次级代谢产物之

一［２，１６］。弹性蛋白酶是耐药铜绿假单胞菌有效的

毒力因子［１７］。本研究显示 ＬＦｃｉｎ、ＬＦａｍｐｉｎ和 ＬＦ
ｃｈｉｍｅｒａ可以显著抑制泛耐药铜绿假单胞菌合成绿
脓菌素和弹性蛋白酶，ＬＦｃｈｉｍｅｒａ的抑制作用明显
强于ＬＦｃｉｎ、ＬＦａｍｐｉｎ及其混合物。

密度感知系统是一种调节细菌毒力因子表达

的小分子信号系统，依赖于细胞密度。绿脓菌素的

合成则由密度感知系统调控［４］。研究表明 ｌａｓＲ基
因是泛耐药铜绿假单胞菌弹性蛋白酶结构基因表

达的正向转录调节子 ［１８］。因此，推测乳铁蛋白多

肽和多肽嵌合体抑制绿脓菌素和弹性蛋白酶合成

的机制可能与密度感知系统基因调节有关。

本研究证实，乳铁蛋白多肽和多肽嵌合体不仅

对泛耐药铜绿假单胞菌具有较强的杀菌作用；而且

可以显著抑制其毒力因子绿脓菌素和弹性蛋白酶

的表达，其中乳铁蛋白嵌合体的抑制作用更显著，

有望用于治疗临床日益常见的泛耐药菌铜绿假单

胞感染。
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