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摘　要:活性物质 C03 是从海洋分离出一种相对分子质量小于 5 000 的抑菌肽, 该物质对金黄色葡萄球菌

( 26001) 等多种传染细菌及流感病毒鼠肺适应株FM1, 表现出具有较好的抑菌及抗病毒作用, 可望开发一种抗菌

及抗病毒海洋新药。
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　　从海洋生物中寻找新型抗菌及抗病毒海洋活性

物质是当今新药研究及开发的重点 。抗菌肽在海洋

脊椎动物的粘液及骨髓细胞中广泛存在, 这些肽类

物质具有广谱活性, 能对抗病原细菌 、 真菌 、寄生

虫及有包膜病毒 。如从冬 比目鱼 Pleuronectes

americanus皮肤粘性分泌物中, 发现一种新型的 25_

氨基酸线性抗菌肽。此抗菌肽通过多步层析法纯化

后, 高 效液 相 层析 得到 一个 单 峰, 定 名 为

Pleurocidin。经细菌细胞溶解平板检测法, 检测具

有对抗大肠杆菌 Escherichia coli 的抗菌活性 。

Pleurocidin与以下两种抗菌肽具高度同源性:来自

地中海蝇的 ceratoxin和来自树蛙皮肤的 dermaseptin。

测定其对抗革兰氏阳性和革兰氏阴性细菌的最小抑

菌浓度 ( MIC) 和最小杀菌浓度 ( MDC) 。应用免

疫组织化学, 对 Pleurocidin 在比目鱼皮肤的表皮粘

性细胞进行测试, 确定 Pleurocidin代表了鱼类中发

现的一种新型抗菌肽, 可能在先天宿主防御中起作

用
[ 1]
。本研究从海洋生物鲍鱼中分离出一种抗菌肽

C03, 研究其抑菌及抗流感病毒的作用 。

1　材料和方法

1.1　材　料

抗菌肽 C03, 由广东中大亿达洲海洋生物科技

研究中心提供;使用时用生理盐水配成所需的浓

度。

金黄色葡萄球菌( 26001) ,甲型链球菌( 32213) ,

乙型链球菌 ( 32204) , 卡他双球菌( C5) , 白喉杆菌

(38009) ,肺炎双球菌( 31108) , 绿脓杆菌( 100211) ,

大肠杆菌( 44102) ,由中山大学基础医学部微生物教

研室提供;病毒唑, 万古霉素, 由白云山制药股份

有限公司生产。NIH 系小鼠, 由广东省医药实验动

物中心提供, 合格证号:26_2002A001。流感病毒

鼠肺适应株 FM1 , 由北京医学科学院医药生物技术

研究所提供 。

1.2　方　法

1.2.1　最低抑菌浓度(MIC)测定　按文献 [ 2] , 采

用琼脂双倍稀释法测定 MIC, 分别做空白对照组 、

细菌对照组 、抗菌肽C03实验组, 将抗菌肽C03按

表 1剂量均匀涂布在琼脂平板上, 然后将将受试菌

菌液接种到琼脂平皿上, 接种菌量为 10
5
CFU mL,

培养在 37 ℃, φ=5%CO2 培养箱中, 24 h后取出,

观察含不同浓度受试样品的平皿上细菌的生长情

况, 以完全无菌生长的最低浓度为受试样品的

MIC 。甲型 、 乙型链球菌 、 肺炎双球菌 、 白喉杆菌

另接种在含 w=10%兔血琼脂平皿上。

1.2.2　体内抗菌试验
[ 2]
　分别取 NIH 系小鼠 100

只, 体质量为 18 ～ 22 g, 雌雄各半, 随机分 5组 ,

每天腹腔给药一次, C03 剂量如表 2所示, 每 20 g

体质量小鼠注射 0.4 mL, 连续给药 3 d末次给药后

1 h, 将 5.5×10
7
CFU mL 金黄色葡萄球菌液以每鼠

0.5 mL 剂量给予, 且另设模型组对照。感染后 24

h, 各组再连续给药5 d, 继续观察 2周, 记录动物

的死亡数。

1.2.3　对小鼠流感病毒性肺炎的影响　将体重为

18 ～ 22 g的 NIH小鼠随机分组, 受试组于感染前 1

d开始滴鼻给药, 50μL 每次, 每天2次, 连续 5 d,

空白对照组给予同容积蒸馏水滴鼻。各组在乙醚轻

度麻醉下感染流感病毒鼠肺适应株FM1 15 LD50 , 感
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染后 96 h 处死, 称体质量后取肺称量, 计算出肺

指数值 (每100 g 体质量的肺质量)

肺指数值 =
肺质量
体质量 ×100%

和肺指数抑制率

空白对照组平均肺指数-给药组平均肺指数
空白对照组平均肺指数

×100%

并进行组间 t 检验 。

表 1　抑菌肽C03的体外抑菌作用

Tab.1　Bacteriostatis of C03 in vitro

分组 稀释度
药物浓度

( mg·L-1 )
甲链球菌 肺炎球菌 乙链球菌 疾痢杆菌 金葡球菌 绿脓球菌 大肠杆菌 卡他球菌

C03 组 1:5 100 - - - - - - - -

1∶10

1∶20

1∶40

1∶80

50

25

12.

6.3

-

-

+

+

-

-

-

+

-

-

-

+

-

-

-

+

-

+

+

+

-

+

+

+

-

-

+

+

+

+

+

+
空白对照

细菌对照

-

-

-

-

-

+

-

+

-

+

-

+

-

+

-

+

-

+

-

+

　　1) +表示有细菌生长, -表示无细菌生长

表 2　抑菌肽C03对感染细菌小鼠的保护作用

Tab.2　The protective effects of C03 on mouse which infectived bacteria

组别
剂量

( mg·kg-1)
动物数
只

大肠杆菌

存活数 只 存活率 %

痢疾杆菌

存活数 只 存活率 %

肺炎球菌

存活数 只 存活率 %

乙型链球菌

存活数 只 存活率 %
空白对照

C03 组

阳性组

-

6.25

12.5

25.0

36　

20

20

20

20

20

2

61)

91)

121)

121)

10

30

45

60

60

2

71)

101)

131)

121)

10

35

50

65

60

1

81)

112)

142)

122)

5

30

55

70

60

1

81)

122)

132)

122)

5

40

60

65

60

　与空白对照组相比, 1) P <0.05, 2) P<0.01, χ2 试验

1.2.4　对因小鼠体内感染流感病毒所致死亡的保

护作用　将小鼠随机分为病毒对照组及给药组, 分

别以FM1 2 LD50滴鼻感染, 给药组自感染病毒前1 d

开始到感染后 4 d, 共滴鼻给药, 每次0.05mL, 每

天2次, 病毒对照组滴鼻给予等量蒸馏水, 逐日观

察动物发病和死亡数, 并观察 14 d, 计算死亡保护

率及生命延长率 。

2　结果与讨论

抗菌肽是节肢动物 、 两栖动物和哺乳动物等许

多动物抵抗微生物侵染的主要机制之一, 抗菌肽能

杀死大多数细菌 (包括G
+
和 G

-
细菌) 。已知海洋

抗菌肽具有许多的药效作用:①促进伤口愈合;抗

菌肽是先天免疫力最早形成的分子效应器之一, 并

且在众多物种的宿主防御应答的第一线起重要作

用;②皮肤 、气管 、 胃肠道的防卫素;在许多物种

的发炎细胞中, 发现大量的抗菌肽, 但近来目标转

移到黏性表皮上来。许多物种的粘性表皮层作用,

是对付严酷的外部环境的生理屏障;③抗细菌 、 真

菌 、 浮游生物的作用;现已由许多水生品种中分离

得到与上述 dermaseptin和 ceratoxin结构不同的天然

抗生素 。例如 squalamine 是从角鲨目鲨鱼 ( dogfish

shark) 中分离的阳离子甾体抗生素, 实验证明其具

广谱抗微生物作用, 可对抗革兰氏阴性细菌 、 革兰

氏阳性细菌 、真菌以及浮游生物 。因此, 许多海洋

生物具有一个粘性屏障, 抵挡外界的许多微生物环

境, 因此存在一个先天宿主防御机制抵抗感染 (表

3, 4) 。

冬比目鱼 Pleuronectes americanus 的表皮分泌液,

已确定存在抗菌肽 。从冬比目鱼的表皮粘性细胞,

可产生一种新型的 25_氨基抗菌肽Pleurocidin, 并进

行分析和鉴别。冬比目鱼皮肤分泌物进行 SDS_

PAGE分析, 在<5000肽区段 。这些组分富集并经

离子交换 HPLC, 25.7 min时洗脱的单峰具抗微生

物活性。经反相 HPLC 进一步纯化后, 得到 29.1

min洗脱的单峰具抗微生物活性 。此种肽保留时间

类似magainin和 defensin。该组分在煮沸 5 min 后仍

保留有活性。然而, 经 20 μg mL 蛋白酶 K 37 ℃处

理 30 min, 显示蛋白溶解性消化后, 所有抗微生物

活性皆消失 。

本研究从海洋生物鲍鱼中分离出一种相对分子

质量 5 000抑菌肽, 它对金黄色葡萄球菌( 26001) 、
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甲型链球菌( 32213) 、乙型链球菌( 32204) 、卡他双球

菌( C5 ) 、白喉杆菌( 38009) 、肺炎双球菌( 31108) 、绿

脓杆菌( 100211) 、大肠杆菌( 44102)及流感病毒鼠肺

适应株FM1 ,表现出具有较好的抑菌及抗病毒作用 。

C03抗菌肽发挥作用是通过结合细菌细胞膜或病毒

表面, 并引起细胞 、 病毒内容物的溶解, 不易引起

耐药性。 《自然—医学》 杂志上发表的一份报告表

明, 美国的肺炎链球菌 Streptococcus pneumoniae 耐药

菌株正在增加。S.pneumoniae 每年能够导致数千例

脑膜炎 、 窦炎 、耳部感染和肺炎
[ 4]
。在全球各医院

都相继出现耐药性超级病株, 所以, 从海洋生物中

寻找新型的抗菌及抗病毒药物是抵抗耐药性细菌及

病毒的有效途径。本研究将进一步研究该蛋白的氨

基酸序列, 进行基因克隆。

表 3　抑菌肽 C03对小鼠感染病毒性肺炎的作用 ( x±SD, n=10)
Tab.3　Effects of C03 on mouse which infectived influenza virus FM1

组别　　 N 只 给药质量浓度 ( mg·L-1 ) K (肺指数) 抑制率 %

病毒对照

正常对照

病毒唑　

抑菌肽 C03

10

10

10

10

10

10

-

-

1000

25

50

100

1.58±0.21　

1.02±0.212)

1.29±0.261)

1.35±0.232)

1.21±0.192)

1.16±0.192)

-

-

18.4

14.6

23.4

26.6

　　与病毒对照组相比, 1) P <0.05, 2) P<0.001

表 4　抑菌肽 C03对小鼠感染病毒性肺炎所致死亡的保护作用( x ±SD, n=10)
Tab.4　Effects of C03 on the death rate of mouse which infectived influenza virus FM1

组别 N 只 给药质量浓度 ( mg·L-1 ) 死亡 只 死亡率 % 平均存活时间 d

病毒对照

正常对照

病毒唑

抑菌肽 C03

10

10

10

10

10

10

-

-

1000

25

50

100

8

0

5

6

3

2

80

0

50

60

30

9.9±2.5　

14.0±0.03)

11.6±2.61)

12.2±1.92)

13.5±0.93)

13.6±0.83)

　　与病毒对照组相比, 1) P >0.05, 2) P<0.05, 3) P<0.001
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The Bacteriostatic and Anti_influenza Virus Effects of Marine Active Material C03

MEI Xue_ting , XU Dong_hui , XU Shi_bo

( Laboratory of Chinese Herb and Marine Drugs∥School of Pharmaceutical Sciences,

SUN Yat_sen University , Guangzhou 510275, China)

Abstract:An new marine active material C03 was separated.It was one kind of bacterstatic pepitde with a relative

molecular mass less than 5 000.It had inhibiting effects for infectious bateria such as Staphylococcus aureus ( 26001) ,

and influenza virus FM1, could be developed into new marine drug.

Key words:bacteriostat peptide;bacteriostat;anti_influenza virus

69　第 5 期 梅雪婷等:海洋活性物质 C03抑菌及抗流感病毒的作用


