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摘要：研究了不同温度、蛋白酶及反复冻溶对家蝇 -./"$ 0’(1/#+"$ 幼虫活体浸泡法获得的分泌物抗菌肽抗菌活性

的影响；并检测其凝血效应；试管稀释法测定其最低抑菌浓度（L0M）、最低杀菌浓度（LNM）；1!14OAP6 分析其分子量

范围。结果表明，该抗菌肽具有较强的热稳定性、酶稳定性及较强抗菌活性的特性，无凝血作用。对大肠埃希菌的

最低抑菌浓度为 /5!:Q$R、最低杀菌浓度为 53!:Q$R；分子量约 ,( S!。
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昆虫抗菌肽（7FB8%7#B"&879 E"EB8G"）是一类广谱抗

细菌、抗病毒活性的多肽（M7>B""9> 1# $) I，,++(；V;&BC
7FG J"F8>，,++/），有抗多重耐药菌和杀伤肿瘤细胞，

而不破坏人体正常细胞的作用（O&7B"> 1# $) I，’((*），

具有极广阔的应用前景。蝇类是重要的医学昆虫，

在自然条件下，蝇类幼虫在富含微生物的有机物中

生长，表现出极强的生存能力，显示了蝇类的特殊免

疫防 御 机 制。 目 前，国 外 学 者 从 双 翅 目 麻 蝇

,$2"’34$*$ 3121*2+&（M<#87F#8#C 1# $) I，,++*）、地中海

果蝇 512$#+#+/ "$3+#$#$（L7&#C8F8 1# $) I，,++/）、厩螫蝇

,#’(’67/ "$)"+#2$&/（L8#C7"9 1# $) I，,++5）等血淋巴中

分离到了具有不同生物活性的抗菌肽。国内研究主

要集中在蝇幼虫血淋巴抗菌物质的诱导（饶军华等，

,+++；安春菊等，’((/）和免疫血淋巴的生物学特性

阶段（王远程等，,++5；柏鸣和周立，’((’）。此外，在

家蝇幼虫的体外分泌物中发现了具有抑制多种植物

病原 菌（张 文 吉 等，,++*）、植 物 线 虫（张 财 兴 等，

’((,）和寄生虫卵（国果和吴建伟，’((’）的生物活性

物质，但这些研究均未对分泌物进行纯化，故对分泌

物中起作用的成分是否相同及该活性物质的理化特

性还所知甚少。

国果和吴建伟（’(()）从家蝇 -./"$ 0’(1/#+"$ 幼

虫体外分泌物中提取了具有抑制多种细菌作用的肽

类物质，命名为家蝇幼虫分泌物抗菌肽。本实验对

该类抗菌肽的部分理化特性进行了研究，以进一步

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

阐明家蝇幼虫生存于杂菌丛生的环境中其发挥的生



理效能。

! 材料

!"! 家蝇幼虫与菌株

家蝇由本实验室饲养传代，幼虫按常规饲养至

! 龄（孵化后第 " 天）备用。大肠埃希菌 !"#$%&’#$’(
#)*’ #$%%&’"’! 购自军事医学科学院。

!"# 试剂

凝胶层析介质购自安马西亚公司；蛋白酶 (、胰

蛋白酶（)*+,-+./+）、胃蛋白酶均由北京华美公司进

口分装；营养琼脂（日本）由上海生物工程有限公司

进口分装；其他试剂均为国产分析纯；层析用水为

0/11/23 超纯水。

# 方法

#"! 抗菌肽的制备

#"!"! 体外分泌物粗提液的提取：取 ! 龄家蝇幼虫

&’’ 4 用蒸馏水清洁体表后，浸泡于适量无菌水中，

5" 6 578环境下放置 9 *，不时振荡。吸取浸液用

’:55!- 的无菌滤器过滤除菌、冷冻干燥浓缩，获得

抗菌物质粗提液，98下保存备用。

#"!"# 抗菌肽的分离纯化：（&）硫酸胺盐析：参照

;+,+<=+ 等（5’’!）的方法于 98条件下逐步制备粗提

液 ’ 6 !’>，!’> 6 "’>，"’> 6 ?’>盐析沉淀，脱盐

后分别检测各盐析段沉淀抑菌活性。（5）凝胶过滤

层析：@AB*+CAD E2&’’ 凝胶柱经 ’:’" -<1FG 乙酸铵缓

冲液（BH ":&）充分平衡，盐析活性组分上柱。用相

同缓冲液洗脱。洗脱液经 5?’ I- 比色和抑菌活性

检测，收集有活性的蛋白峰，冷冻浓缩。合并几次的

活性样品进一步上 @AB*+CAD E2"’ 柱。同上方法收

集活性蛋白峰。

#"# 抑菌活力测定

参照 JHK（&LLM）的方法，采用营养琼脂培养

基，通过测定抑菌圈直径，定性检测抑菌活力。将抗

菌肽经不同条件处理后的抑菌圈直径除以对照组抑

菌圈直径计数抑菌率。

#"$ 抗菌肽的部分性质

#"$"! 热 稳 定 性：将 抗 菌 肽 分 别 于 "’8、7’8、

M’8、?’8、L’8和 &’’8水浴中加热 &’ -/I，&’ ’’’
N 4 离心 &’ -/I，收集上清液测定对大肠埃希菌的抑

菌活性。以不经热处理的样品作为对照，将对照的

抑菌活性定为 &’’>。

#"$"# 蛋白酶稳定性：!M8水浴条件下，用反应浓

度均为 & -4F-G 的蛋白酶 (、胃蛋白酶、胰蛋白酶分

别处理抗菌肽 !’ -/I，测定各种酶处理液的抑菌活

性。以不加酶处理的抗菌肽作对照，其抑菌活力定

为 &’’>。

#"$"$ 反复冻溶的稳定性：将抗菌肽置于 O 5’8
冰箱分别反复冻溶 &、5、9、7、? 和 &’ 次，同上方法检

测其抑菌活性的变化。

#"$"% 凝血试验：取新鲜小鼠血液制备的血细胞

5’’!G 滴加到 59 孔 P 形板中，再加入抗菌肽 "’!G，

观察血细胞凝集现象。以麦胚凝集素为阳性对照。

#"$"& 最低抑菌浓度（0Q%）、最低杀菌浓度（0R%）

的测定：用试管稀释法（管远志，5’’"）检测，营养

肉汤培养基，大肠埃希菌为指示菌种。抗菌肽水溶

液 5 倍稀释，以未加细菌的培养液为阴性对照。以

试管中肉眼可见无菌生长的浓度为最低抑菌浓度

（0Q%）；继续从无菌生长的各管培养液中吸取 &’’

!G 均匀涂抹于无菌琼脂培养皿上，!M8再培养 59 *
后以仍无菌生长的浓度为最低杀菌浓度（0R%）。

#"$"’ @S@2)#ET：采 用 不 连 续 体 系（@+-U,<<= %+
(* V，&LL7），浓缩胶浓度 ">，分离胶浓度 &5>，5’
-# 恒流电泳至指示剂至胶底时结束，考马斯亮蓝

W5"’ 染色。

$ 结果与分析

$"! 分离纯化结果

家蝇幼虫分泌物粗提液经 "’> 6 ?’>硫酸胺

盐析后，沉淀显示较强的抑菌活性，故取该组分进行

层析分离。@AB*+CAD E2&’’ 层析后活性组分被分为

" 个峰（图 &：#），经检测 !9’ 6 !?’ -/I 处的峰为活

性峰（图 5：#），继续将该峰合并后经 @AB*+CAD E2"’
层析又分为 ! 个组分（图 &：R），活性检测显示 !7’
6 9&’ -/I 处峰有较强的抑菌活性（图 5：R）。

$"# 抗菌肽稳定性测定

$"#"! 热稳定性：凝胶层析纯化所得抗菌肽经 "’
6 ?’8处理 &’ -/I，抑菌圈直径变化不大（表 &），抑

菌率保持在 L">左右；L’ 6 &’’8处理 &’ -/I 抑菌圈

直径有所减小，但抑菌活性可维持在 ?’>以上。
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图 ! "#$%&’#( )*!++（,）和 )*-+（.）层析洗脱曲线

/012 ! 3456078 $97:04# ;< "#$%&’#( )*!++（,）&8’ )*-+（.）=%97>&6719&$%<

图 ? 家蝇幼虫分泌物粗提液 "#$%&’#( )*!++（,）

和 )*-+（.）洗脱峰的抗菌活性

/012 ? ,860;&=6#90&4 &=60@06< 7: #456078 $#&A 7:
=95’# #(69&=6B :97> %75B#:4< 4&9@&# ;< "#$%&’#(

)*!++（,）&8’ )*-+（.）=%97>&6719&$%<
图中数字为洗脱时间（>08）C%# 85>#9&4 08 6%# ’0&19&> >#&8B #456078

60>#（>08）2

!"#"# 蛋白酶敏感性：经胰蛋白酶及胃蛋白酶作

用后抗菌肽的抑菌率分别下降 DDE!FG和 DHE-IG，

而蛋白酶 J 对抗菌肽活力影响不大，抑菌率仅下降

KEL!G（表 ?）。

表 $ 家蝇幼虫抗菌肽经不同温度处理后的抗菌活性

%&’() $ *+,-’&.,)/-&( &.,-0-,1 23 &+,-’&.,)/-&( 4)4,-5)6
3/27 8296)3(1 (&/0&) 8)&,)5 &, 5-33)/)+, ,)74)/&,9/)6

温度（M）

C#>$#9&659#

抑菌圈直径（>>）

N0&>#6#9 7: &860;&=6#90&4 =<=4#
（!! O "#）

抑菌率（G）

P&6# 7: ;&=6#907B6&B0B

-+ ?+EH O +EIK!F HHE+-

F+ ?!E? O +ELDFI !++

I+ ?+E+ O +EF!?K HKEDD

L+ ?+E? O +ELDFI H-E?L

H+ !LE! O +ELHKK L-EIL

!++ !IEF O +ELHKK LDE+?

对照 QJ ?!E! O +EIID+ !++E++

表 # 蛋白酶对家蝇幼虫抗菌肽活性的影响

%&’() # :33)., 23 4/2,)-+&6)6 2+ &+,-’&.,)/-&( &.,-0-,1
23 &+,-’&.,)/-&( 4)4,-5)6 3/27 8296)3(1 (&/0&)

蛋白酶

R976#08&B#

抑菌圈直径（>>）

N0&>#6#9 7:
&860;&=6#90&4 =<=4#

抑菌率（G）

P&6# 7: ;&=6#907B6&B0B

胰蛋白酶 C9<$B08 !?E- O +EF-!H FFELK

胃蛋白酶 R#$B08 !!ED O +ELDFI F+EKD

蛋白酶 J R976#08&B# J !IEL O +E-I+! H-E!H

对照 QJ !LEI O +E-I+! !++E++

!"#"! 反复冻溶稳定性：抗菌肽经反复冻溶，出现

一些沉淀，离心后上清液抑菌圈直径有一定程度的

减小（表 D），经统计学检验（$ 检验），冻溶 K 次以下

差异无显著性（% S +E+-）。冻溶 F T !+ 次，抑菌活性

与对照相比差异达显著性水平（% U +E+-），但抑菌

率仍可维持在 L-G以上。

!"! 凝血活性检测

抗菌肽对小鼠的红细胞没有凝集作用，血球沉

于孔底部成一小圆点，上层液透明，未见溶血现象，

而作为凝集阳性对照的麦胚凝集素使小鼠红细胞相

互聚集形成一片网络状（图 D）。

+?H 昆虫学报 &’() *+(,-,.,/0’) "0+0’) KH 卷



表 ! 不同冻溶次数对家蝇幼虫抗菌肽抑菌活性的影响

"#$%& ! ’((&)* +( *,& *-.&/ +( (0&&1-23 #24 4-//+%5-23 +2
#2*-$#)*&0-#% #)*-5-*6 +( #2*-$#)*&0-#% 7&7*-4&/ (0+. ,+8/&(%6 %#05#&

冻溶次数

!"#$% &’ ’($$)"*+
,*- -"%%&./"*+

抑菌圈直径（##）

0",#$1$( &’ ,*1"2,31$(",.
343.$（!! 5 "#）

抑菌率（6）

7,1$ &’
2,31$("&%1,%"%

8 89:; 5 <:;=8> >9:?8
@ 8=:8 5 <:A98; >?:<=
9 89:; 5 <:;=8> >9:?8
; 89:8 5 <:98?B >8:=;
? 8B:@ 5 <:=A<8 ?=:A8
8< 8B:@ 5 <:=A<8 ?=:A8

对照 CD 8=:9 5 <:;=8> 8<<:<<

!9: 抗菌肽最低抑菌浓度（;<=）和最低杀菌浓度

（;>=）的测定

试管稀释法结果显示，抗菌肽最低抑菌浓度

（EFC）为 BA:=!+G#H，最低杀菌浓度（EIC）为 A=:<

!+G#H。

!9? @A@BCDE’
抗菌肽经两步凝胶柱层析分离后，活性峰峰尖

部分电泳结果显示为单一条带（图 9），其位置低于

标准蛋白分子量的最小条带（分子量 89:9 J0），推测

其分子量在 8< J0 左右。

图 B 家蝇幼虫抗菌肽的凝血活性检测

K"+L B M++.N1"*,1"&* ,31"/"14 &’ ,*1"2,31$(",. O$O1"-$% ’(&# P&N%$’.4 .,(/,$
M：阳性对照 Q&%"1"/$ 3&*1(&.；I，C：抗菌肽 M*1"2,31$(",. O$O1"-$%L

图 9 家蝇幼虫抗菌肽组分 R0RSQMTU 图谱

K"+L 9 R0RSQMTU $.$31(&OP&($%"% &’ ,*1"2,31$(",.
O$O1"-$% ’(&# P&N%$’.4 .,(/,$

E：蛋白质分子量标准 R1,*-,(- #&.$3N.,( V$"+P1 &’ O(&1$"*；8，@：

抗菌肽组分（箭头所示）M*1"2,31$(",. O$O1"-$%（%P&V* 24 ,((&V）L

: 讨论

用绿蝇幼虫治疗难治性外伤感染、压迫性坏死

的方法曾一度在欧美国家的医院中被普遍应用，实

验证明幼虫是通过分泌抗菌活性物质发挥作用的

（EN#3N&+.N $% &’ L，8>>>；RP$(#,* $% &’ L，@<<<）。蝇

幼虫的抗菌物质主要有 @ 个来源：一是体液（血淋

巴）中的抗菌物质如抗菌肽、凝集素、溶菌酶等，二是

体外分泌物中包含的抗菌物质，两者共同组成了家

蝇的免疫防御防线。在上述活蛆治疗外伤感染中，

后者起到了重要作用。但目前对抗菌肽的研究主要

集中在血淋巴上，而对体外分泌物抗菌肽的报道较

少，本文首次报道了分离纯化后家蝇幼虫体外分泌

物抗菌肽的一些理化特性。

=< W ?<X处理抗菌肽 8< #"* 对其活性无明显影

响，其抑菌活性能保持在 >=6左右；继续升温其活

性有所下降，但也维持在 ?<6以上，表明该物质对

热不敏感，这 与 大 多 数 抗 菌 肽 耐 热（Y("3P $% &’ L，

8@>; 期 国 果等：家蝇幼虫分泌物抗菌肽的生化特性初步研究



!""#）的特征相符，提示该抗菌活性可能与抗菌肽的

高级结构无关，而只与其一级结构有关。 $ %&’反

复冻溶 !& 次，抑菌活性仍能保留在 (&)以上，提示

其具有耐冻溶性和耐低温保存性。蛋白酶 *、胃蛋

白酶和胰蛋白酶酶解不能使其活性完全丧失，说明

在外界环境中具有较强的稳定性，这点优于我们从

幼虫血淋巴中提取的抗真菌肽（+, !" #$ -，%&&.），而

且该特点也利于抗菌肽分离纯化的操作。由此可进

一步推断，理化性质稳定的体外分泌物抗菌肽对于

暴露在病原菌丛生环境中的蝇蛆，可发挥一定的保

护作用，是家蝇特殊的免疫防御机制中不可缺少的

一部分。凝集素也是昆虫防御机制的组成部分之

一，分子量较大，其作用是凝集外来的微生物，并介

导血细胞对其包被和吞噬（/01234 !" #$ -，!""5）。该

抗菌肽没有凝血活性，且 67689:+; 结果显示分子

量较小（!& <7 左右），所以排除凝集素的可能。

血淋巴中的抗菌肽多为诱导后产生（安春菊等，

%&&=；黄文等，%&&5）。周永富等（!""#）发现未经诱

导的家蝇幼虫血淋巴也有抗菌活性，而外源诱导能

增强原有抗菌物质的表达，激活新的蛋白产生。我

们提取抗菌肽所用的幼虫为实验室常规饲养，没有

再进行其他物理或化学的诱导，但饲养幼虫所用麦

麸均先发酵 % 天，且饲养环境也不是无菌，故幼虫饲

料内不可避免有一定的细菌生长。至于该体外分泌

物抗菌肽是否为饲养环境中的细菌进入虫体后刺激

机体免疫系统所产生，两者间有无必然的联系，还需

进一步研究。同时，抗菌肽的分泌途径以及在体内

是如何合成的，其抗菌谱、抗病毒作用如何等也是亟

待解决的问题，这将会为进一步完善解释家蝇的免

疫防御机制，同时也为开发新型的仿生抗菌药物提

供一定的理论和实验基础。
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