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摘要：该文系统归纳了蜂毒溶血肽的生物学功能，分子结构与性质，溶解血细胞的机理，以及溶血和抑菌活性与结

构的关系，并结合本实验室研究着重综述了近年来国内外对蜂毒溶血肽作用机理的研究。提出今后研究应该向定

量化方向发展，应用计算技术深入阐明蜂毒肽作用的动力学过程及结构与功能的关系，为今后指导分子设计打下

一定的理论基础。
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自从 21’% 年 G5V>U45L4 等发现并从西方蜜蜂

!-+. (/))+0/1$ 毒液中分离得到蜂毒肽以来，许多学者

对其 进 行 了 广 泛 而 深 入 的 研 究（ZU54W>## /# $) ;，
%&&)；李朝和黄培堂，%&&+；王关林和邢卓，%&&(）。

由于蜂毒溶血肽的药用功能强大，是不可多得的天

然生物活性物质，且结构特殊，引起了国内外许多学

者的关注。目前，已经成为一种研究抗微生物多肽

结构与功能的模式肽。作者结合本研究室已有的研

究结果（赵亚华等，%&&(），对蜂毒肽性质和生物学功

能以及与生物膜作用的结构互变关系、溶解红细胞

和抑菌作用机理、结构与功能关系等方面的研究进

展进行较系统的综述。

6 蜂毒溶血肽的生物活性及其应用

蜂毒肽是目前人类已知最强的抗菌消炎活性物

质之一，它能结合到天然的或人工合成的细胞膜上，

裂解各种类型的细胞和脂质体。蜂毒肽强烈抑制

%& 余种革兰氏阳性及阴性病原微生物的生长，抗炎

活性是近氢化可的松的 2&& 倍之多，同时具有类激

素样的作用，但无激素的不良反应；镇痛强度是吗

啡的 +&[，且镇痛持续时间较长，但无水杨酸类药

物对消化道的刺激和甾体类药物的免疫抑制作用；

对前列腺素合成酶的抑制作用是吲哚镁辛的 ’& 倍；

同时还具有治疗关节炎、抗肿瘤和心血管疾病、抗电

离辐射以及免疫调节的功能；通过抑制 G,\/! J]=
的调 节 作 用 而 抑 制 细 胞 内 N5M 抗 原 结 构 蛋 白 和

4=.B 合成，抑制病毒复制，,^ 值在 &_1 ‘ 2_("49#aJ
之间；能改变受 G,\ 感染的 ] 淋巴细胞功能，抑制

G,\ 复制，抵抗病毒的感染力，并能以计量依赖方式

减少持续感染人类!型免疫缺陷病毒的 ] 淋巴瘤细

胞 G,\/!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

的量；对肿瘤细胞如淋巴瘤和肉瘤等具有



强烈的细胞毒素作用（!"#$%&’() !" #$ *，+,,-；李朝

和黄培堂，.//0）。由于蜂毒肽分子小，比起其他一

些毒素蛋白如蓖麻毒蛋白、白喉毒蛋白等较大分子

毒蛋白来说，免疫原性低，不易产生过敏反应。而在

同样情况下对正常细胞的毒性较低，可较大剂量的

使用，在胞外就显示对肿瘤细胞毒性，这一性质使其

适合于制备抗毒素，治疗癌症。

蜂毒肽能作用于多种细胞内蛋白及酶类而影响

细胞代谢功能。例如，与细胞内钙调蛋白有很高的

亲合力，影响 1". 2 转导（34"5()%&" !" #$ *，.//0）；通过

提高肌浆 1". 2 水平而诱导骨骼肌收缩，可能的作用

机制：（+）使膜去极化，通过兴奋6收缩偶联过程间

接提高 1". 2 ，并允许细胞外 1". 2 沿化学梯度进入胞

内；（.）直接作用于二氢吡啶受体激活兴奋6收缩偶

联；（7）直接刺激 1". 2 释放或阻塞 1". 2 吸收；（0）激

活信号传导（如 891）过程（:";&<) !" #$ *，+,,+；=)<4>
!" #$ *，.//+）。蜂毒肽能激活细胞脂酶，使细胞大量

释放其产物而代谢异常（?<@A"&<B !" #$ *，.//7），本

实验室有关研究结果也证明了这一点。蜂毒肽能抑

制蛋白激酶 1 和腺苷酸环化酶，诱导神经酰胺合成

及使细胞凋亡，影响酪氨酸蛋白激酶，激活 CD!= 信

号转导途径（?&<EF(G "&H D")&H"F(，+,--）；对离体心

脏有不可逆的麻痹作用，而对麻醉动物可增加灌流

阻力，增加低血压水平，增加脉压差，治疗心脏病。

农业上蜂毒肽主要应用于家畜疾病治疗和植保，抵

御多种病原微生物侵染，抗细菌和真菌，毒杀害虫。

如对果蝇属幼虫的 9IJ/ 为 +.,!’K’、烟草天蛾为 +J

!’K’，对美洲棉铃虫和亚洲玉米螟等也有强毒杀作

用，及强烈抑制烟草花叶病毒（LMN）的复制。

! 蜂毒溶血肽的分子结构及其与性质

的关系

蜂 毒 肽 是 一 种 典 型 的 阳 离 子 多 肽（ #"5%<&%#
"&5%A%#)<O%"F P(P5%H(，1Q8），由 .R 个氨基酸残基组成，

分 子 量 为 . -0/ I，一 级 结 构 序 列： STSQN
9?N9LLS98Q9TU!T?:?:VV。由序列可见，从 C 端

起，前 ./ 个氨基酸残基主要为疏水性，有 . 个正电

荷氨基酸，1 端有 0 个正电荷氨基酸，为亲水性。整

个分子带 R 个正电荷，分子中 7 个 ? 和 . 个 : 残基

使蜂毒肽成为带净正电荷的碱性肽。二级结构主要

为两亲性（"AP$%P$%F%#）"6螺旋。在 + W ./ 位氨基酸组

成的"6螺旋中，一侧分布 +/ 个强非极性氨基酸，另

一侧分布 0 个极性氨基酸、0 个弱非极性氨基酸和

其他一些中性氨基酸。这种两亲性结构是与膜结合

和膜 蛋 白 跨 膜 螺 旋 的 典 型 特 征（ L()E%FF%’() "&H
3%G(&O()’，+,-.）。在水溶液中蜂毒肽一般以单体和

四聚体形式存在，无稳定的二聚体。每个单体结构

分 0 个区域，即，（+ W +/）C 端"6螺旋结构，（++ W +.）

是以 +./X角连接 . 个螺旋的绞链结构，（+7 W ./）是

"6螺旋结构，（.+ W .R）1 端是正电荷区域。其分子中

的两个正电中心在蜂毒肽与膜相互作用中起重要作

用。而 ?6.+ 和 :6.0 之间存在电荷间相互作用力，

!6+, 与 :6.. 之间存在极性6非极性相互作用，这些

作用力都有助于稳定 1 端螺旋结构（9%@ "&H Y@，

.//7）。

在蜂毒肽四聚体分子中，四条单体的疏水面向

里，包围成一个中心疏水区域，亲水面则向外。单体

之间相互接触的部位几乎全部为疏水区域，当 0 个

单体聚集后，各条多肽链的疏水作用力和各个氨基

酸侧基相互的电荷排斥力形成新的平衡（隋森芳，

.//7；9%@ "&H Y@，.//7）。

蜂毒肽在溶液中的存在形式随盐离子浓度，多

肽浓 度 改 变 而 发 生 结 构 互 变（韩 学 海 和 隋 森 芳，

+,,R）。在纯水中多肽聚集形式随其浓度而变化。

光散射发现，在肽浓度为 +/!A<FK9 时开始聚集，浓

度达 J/!A<FK9 时聚集成四聚体程度达到最大值

（U@OO"F"4G$A% !" #$ *，+,,,）。四聚体多肽在纯水中

是一个自组装6瓦解的动态过程。组装成四聚体时

形成直径 /ZJJ &A 的内孔道，孔道内疏水环境驱赶

水分子而使内部去湿化（H(E(55%&’）。整个过程只需

7// W 0// PG，去湿过程又迫使四聚体瓦解，单体上 T6
.、T6+[ 和 T6./ 三个残基对去湿过程起关键作用，被

置换成疏水性更低的残基时，影响去湿作用（9%@ !"
#$ *，.//J）。

本实验室曾采用 1I 谱研究证实，蜂毒肽在低

离子强度溶液中的"6螺旋度很低，几乎无规则的二

级结构，而在高 PY 和高盐离子浓度下，其螺旋度上

升并强烈倾向于形成"6螺旋的四聚体。这与 \$"<
和 9%@（.//R）的结果一致。李顺子等（.//J）用 1I
光谱测定蜂毒肽及其类似物在 L)%G 缓冲液、含 .
A<FK9 C"1F 的 L)%G 缓冲液和质量分数为 +/]的六氟

异丙醇水溶液中的二级结构结果表明，蜂毒肽在

L)%G 缓 冲 液 中 无 确 定 的 二 级 结 构。在 含 . A<FK9
C"1F 的 L)%G 缓冲液中的螺旋结构含量增加，表明其

形成聚集体。在 +/]YDT8 溶液（模拟生物膜环境）

中的螺旋量大增加表明多肽有内在形成螺旋结构的

倾向。比较结构与抗菌和溶血活性的关系发现，细
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菌细胞膜促进螺旋形成的环境比红细胞膜和 !"#$
水溶液强，而红细胞膜和 !"#$ 水溶液的环境类似。

在甲醇溶液中，蜂毒肽倾向于以单体!%螺旋形

式存在，随着浓度增大，螺旋度上升。根据醇的碳原

子个数、羟基个数和卤代基团的个数及种类的不同，

其诱导蜂毒肽形成!%螺旋的倾向也不同，但蜂毒肽

最终形成!%螺旋的状态不受以上因素影响。根据

&’ 光谱研究，醇诱导蜂毒肽形成螺旋的能力与其烃

基长度成正比，与羟基个数成反比，与卤素原子个数

成正比，卤素原子影响力大小依次为 " ( &) ( *+
（!,+-./ !" #$ 0，1223）。这一结果与分子动力学模型

计算的结果一致，同时还计算出当温度升高时，肽的

螺旋度下降，而使螺旋度下降到 456时的温度与醇

烃基长度呈线性关系（78/- /9: ;,<，=55>）。醇诱导

!%螺旋形成的原因是由于醇的存在降低了溶剂极

性，在低极性环境中醇的疏水基团和蜂毒肽上的疏

水基团相互作用，减少了肽与水分子的接触，降低了

形成分子间氢键的几率，增加了肽自身形成分子内

氢键的可能（?9-@)AB /9: "/+9:/)A，1233；;,< !" #$ 0，
=554）。醇分子在水溶液中倾向于形成微团结构，以

减少与水分子的接触面，这种微团结构有可能增大

醇分子疏水部位与肽的接触面，对于一些特殊的卤

代醇如六氟异丙醇，这个作用尤其明显（!,+-./ !"
#$ 0，1223）。蜂毒肽在醇溶液中随醇分子中碳原子

个数增加其螺旋度增加。运用动力学方法能够计算

出蜂毒肽分子的能量最小化模型，将此模型的数据

作为初始值，模拟肽处于水或不同溶液中时随时间

变化而发生着一定的构象变化（78/- /9: ;,<，=55>）。

蜂毒肽 C 端螺旋的稳定性比 & 端的稳定性低，

这与氨基酸侧链间电荷相互作用相关，有报道说当

D 与 ? 相隔 E 个位置并处于螺旋同侧时，电荷间相

互作用最强。蜂毒肽 & 端螺旋中有 E 个带正电氨基

酸，而 C 端螺旋只有一个。这种电荷间相互作用在

疏水环境或低电介系数介质中会加强。因此，在蜂

毒肽结构中加入带电荷氨基酸并将其置于低电介介

质中能加强螺旋稳定性（!,+-./ !" #$ 0，1223）。有两

种描述蜂毒肽在醇溶液中单体与四聚体间结构互变

的模型。一种是“两相互变模型”（.@-%B./.A F-:A)），

认为醇诱导!%螺旋形成过程为 G（<9H-):A: B./.A）!!
（8A),I/) B./.A），根据该过程能推导出一系列动力学方

程，其理论值与实验数据符合，但当醇浓度升到高浓

度（ J 14 F-)K;）时则出现明显偏差。第二种为螺旋%
卷曲互变模型（8A),L%I-,) .+/9B,.,-9 F-:A)），认为在无

规则卷曲状态和螺旋状态的互变中，存在螺旋中间

态。蜂毒肽无规则卷曲单体（G）可自发折叠成!%螺
旋态（!），也可通过疏水侧链与醇的相互作用（G/)I）
再折叠成与醇结合的!%螺旋态（!/)I），而 ! 态的疏

水面也可与醇分子因疏水作用而结合转化成 !/)I
态，也可由 E 个 ! 态单体自聚集成四聚体（!E）（;,<
!" #$ 0，=554）。对在不同 C/&) 浓度下改变离子强

度，研究多肽的内源荧光谱发现，随 C/&) 浓度增加，

荧光谱峰位和半峰宽变化显示由单体向四聚体的转

化曲线呈典型的 M 型。说明多肽由单体向四聚体转

变时虽然结构发生了很大变化，但过程不存在均匀

的中间态，如稳定的单体螺旋或二体螺旋，自聚集过

程只对应无规卷曲的单体和螺旋构象之间的平衡移

动，且这一点是浓度依赖的（NA+,O，=55E）。

! 蜂毒溶血肽与生物膜的相互作用

关系

蜂毒溶血肽具有裂解细胞膜的活性，能直接作

用于细胞磷脂膜使之裂解，从而抑制细胞生长发育。

在低 P! 和低离子强度（"5Q51"F-)K;）水溶液中，蜂

毒肽以无规则卷曲的单体存在，不利于膜上离子通

道的形成，虽能插膜，但对肿瘤细胞的毒害作用较

弱。但在高浓度（#15"F-)K;）时能以四聚体形式存

在，比单体更有效地与细胞膜结合形成离子通道，且

单体数量越多，通过碰撞而聚集形成四聚体的机会

越大，当浓度达到 45"F-)K; 时，形成的四聚体最多

（韩 学 海 和 隋 森 芳，122>；武 轶 和 隋 森 芳，122>；

DA9/./ !" #$ 0，=55R）。离子通道的形成改变了膜的

通透性，使细胞膜破裂。体外实验证明，这种四聚体

形式能显著的杀伤肿瘤细胞。

膜脂的种类对蜂毒肽的作用有重要影响（S-OA)
/9: T/89,O，=555；$-.. /9: U/,))A.，=551）。 鞘 磷 脂

（MU）在电中性脂双层膜上能促进蜂毒肽的插膜穿

孔，但它并不增强蜂毒肽在单层膜上的穿孔。有研

究表明，蜂毒肽在 $V$&（磷脂酰胆固醇）KMU（1 W 1）膜

上穿孔比在纯 $V$& 膜或 $V$&K$V$N（磷脂酰甘油）

（1 W1）膜上穿孔所需的肽浓度低 15 X Y5 倍。当 MU
存在于膜上时，膜脂侧链的横向震动加剧，加速了膜

从有序固相向无序液相的转变，这种转变促进了蜂

毒肽在膜上聚集成孔。天然细胞膜上鞘磷脂的存在

能调节蜂毒肽形成的孔洞大小。而在含有胆固醇的

$V$&KMU（1 W1）膜上，胆固醇也可诱导膜脂侧链的横

向震动，加速膜从有序液相向无序液相转变，该现象

不影响裂解单个脂囊所需的蜂毒肽数目，但却增大
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了肽与膜结合的可逆性（!"#$%$ !" #$ &，’(()）。有研

究认为，蜂毒肽与膜结合的速率远大于与膜分离的

速率，因此认为，一定程度上蜂毒肽与膜的结合是不

可逆的。胆固醇的存在加大了这种可逆性，因而使

蜂毒肽的作用下降（*+, !" #$ &，’((’）。胆固醇具有

电负性，而蜂毒肽中具有正电荷中心，两者之间可能

由于电场力的作用使肽锚定在膜表面而阻止分子进

一步插膜（-"./0$.01.+/23 $.4 5$67+3%，’((8）。

利用溴原子萃灭技术和 -9 光谱技术，研究蜂

毒肽在不同膜脂成分的脂质体中插入和折叠时发

现，蜂毒肽折叠成!:螺旋与其插入膜的过程紧密偶

联。在胆固醇;<=<-，<=<!;<=<- 和纯 <=<- 膜中，

蜂毒肽 >%?:@A 进入膜的时间明显早于肽折叠成螺

旋的时间。而蜂毒肽折叠的速度受膜脂种类的影

响，在 <=<!;<=<- 膜上的插入速度快于纯 <=<- 膜，

而在胆固醇;<=<- 膜中这一插入速率最慢。这可能

是由于膜脂的化学成分不同，肽插入时的动力学过

程差 异 所 致（5$4"BC1. $.4 DC10+，@AAA；E"F+7 $.4
G$C.1F，’(((）。当蜂毒肽逐渐插入到膜中时，其之前

在水相中与水分子形成的氢键断裂，并随之在其分

子内部的各个氨基酸之间形成分子内氢键，从而形

成螺旋结构，而且，分子中两段螺旋形成的时间也有

先后，先形成 @ H @( 位的 I 端螺旋，继而形成 @) H ’(
位的中间螺旋。形成螺旋后，极性残基和疏水残基

分布在螺旋两侧，由于大的疏水面暴露在极性溶剂

中不稳定，故多肽一旦形成螺旋便相互聚集形成稳

定的四聚体（<"00 $.4 J$177+0，’((@）。

与电中性的膜相比，蜂毒肽能更快更深入地与

电负性膜结合，表明膜表面电荷密度是调节蜂毒肽

插膜 的 一 个 重 要 因 素（-"./0$.01.+/23 $.4 5$67+3%，
’((8）。-9 光谱研究结果表明，蜂毒肽在 <=<- 膜上

能形成定向的跨膜结构，但在带阴离子的 <=<! 膜

上却不能，这是因为膜表面的电负性抑制了蜂毒肽

在膜上的分子运动（D172", !" #$ &，@AA’）。作者认

为，膜脂表面一定量的负电荷能与蜂毒肽正电荷相

互产生静电作用，但如果负电荷数过高，则在膜上锚

定了蜂毒肽，限制了后者在膜脂上的进一步折叠，降

低其形成定向的跨膜结构，而并非是限制了蜂毒肽

的移动。同时，利用表面等离子共振（/3%6$2+ ?7$/#".
%+/".$.2+，K<*）技术制作的细胞膜表面模型芯片探

测在 9J<-（电中性）和 9J<!（电负性）膜上多肽结

合情 况 时 也 发 现，多 肽 与 9J<! 膜 结 合 程 度 比

9J<- 大。

蜂毒肽在生物膜;模型膜上形成穿孔的机制，主

要是通过 5KLJK 质谱技术（隋森芳，’(()）、发射电子

显微镜（<$%B !" #$ &，’((M）、导向 -9 光谱（N$.F !"
#$ &，’((@；O3$.F，’((M）、P:射 线 衍 射（J2L.0"/C，

’((8）、中子散射（Q77+.4+ !" #$ &，’((R）等研究手段测

试获得的。得到较多支持的是“环形穿孔模型”。该

模型认为，蜂毒肽与膜之间存在一个肽;脂浓度比的

临界值（<;5）!，当 <;5 S（<;5）!时，蜂毒肽首先通过

静电作用与膜脂极性头部结合，在膜表面形成裂缝，

使膜表面扩张，迫使膜脂发生形变而填补裂缝，此时

的肽分子在膜上未形成穿孔，多肽的螺旋与膜表面

平行。肽与膜的结合致使膜变薄，其程度与 <;5 成

正比。当肽进一步与膜结合，<;5 T（<;5）!时，膜形

态发生突变，所有与膜表面结合的肽插入到膜中，螺

旋与膜表面垂直，在膜上形成穿孔；此时肽的极性

面与膜脂的极性头相结合，疏水面倾斜向外形成疏

水孔洞，相邻的肽不相接触，上下两层膜脂向内卷曲

组成孔洞壁。模型认为，多肽的极性段与膜脂头部

的结合缓解了膜脂弯曲的压力，在此时多肽作用更

大 程 度 上 是 稳 定 孔 洞 结 构（-"./0$.01.+/23 $.4
5$67+3%，’((8）。根据对“环形穿孔模型”的动力学分

析认为，脂的碳链所占面积（Q72）和膜区域可压缩系

数（U$）是这个模型中的关键系数。Q72 下降，膜与

多肽结合时有更少的碳链暴露在多肽表面，而使疏

水作用力下降，而 U$ 关系到改变脂分子形态所需的

能量，由于膜表面在多肽结合时必须延展开，所以

U$ 增大，所需能量也增大。因此由具有较大 Q72 和

U$值的脂（如胆固醇，脂多糖）组成的膜不易被裂

解。膜脂的单层膜自发曲率（*(）对裂解率也有影

响。单层膜更易自发弯曲成一定的曲率，显然，具有

正曲率的脂更容易弯曲成环形孔洞，而负曲率的脂

不易（O3$.F，’((M）。

普遍认为，蜂毒肽的溶血作用主要基于穿孔机

制（V7".4+77+ $.4 O"3FC0+.，@AA@；<W%+X:<$YZ !" #$ &，
@AA8；5$4"BC1. $.4 DC10+，’((@；[+7+X+0/BY $.4 >"//1，
’((M）。本实验室通过对蜂毒肽作用于血细胞的电

镜观察发现，蜂毒肽能诱导膜渗透，天然纯化的蜂毒

肽浓度在 @"F;#5 时即对鸡红细胞发生溶血，浓度

达到 \"F;#5 时完全溶血；扫描电镜观察到蜂毒肽

作用后的红细胞膜干瘪、表面褶皱、变形，细胞变形

性降低，菌体表面粗糙甚至破损；透射电镜观察到

胞质分布不均匀且有收缩破损迹象，而核质部分变

化则不明显；利用荧光化学法结合激光共聚焦显微

镜动态观察 ]L>- 标记的蜂毒肽能迅速包围红细胞，

使细胞呈现一个个暗黑的圆盘状，且肽在圆盘边缘
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结合的密度较大。随作用时间延长，细胞边缘结合

!"#$ 肽的膜碎片脱落，细胞亮度逐渐与周围环境一

致，细胞表面从圆盘边缘部位开始出现破损、裂解，

并逐渐向细胞中间部分发展，直至细胞形成一堆残

骸。根据作用时间发现，荧光标记的多肽加入红细

胞的前 %& ’()，在激光共聚焦显微镜下观察到多肽

尚未作用于红细胞，而在 %& ’() 后两者发生强烈作

用，整个过程 %& ’() 内完成。这一结果与前人结论

和“环形穿孔模型”现象吻合，有力地支持了这一模

型。

有研究认为，蜂毒肽除直接在生物膜上形成孔

洞使膜裂解造成溶血外，还可通过激活红细胞膜上

的磷脂酶而降解膜脂。多肽可根据其与膜脂浓度的

比例，抑制或激活 *+,- 活性。低浓度的蜂毒肽抑

制 *+,-，但当浓度! %!’./0+ 时，则激活 *+,-。通

过在人血清中蜂毒肽降解大肠杆菌释放脂肪酸的实

验发现，血清中存在一种对热和胰岛素敏感的因子，

这种因子对蜂毒肽激活磷脂酶的过程有促进作用，

同时 也 可 激 活 磷 脂 酶 1（2/.)34//4 5)3 6.789:4)，

%;;%）。本实验室关于蜂毒肽对红细胞膜研究也表

明，蜂毒肽不能降解制备的膜脂。结合蜂毒肽诱导

膜渗透现象认为，对完整的红细胞这两种过程同时

并存，但蜂毒肽引发膜结构混乱是主要作用，而激活

磷脂酶降解膜脂是次要作用。

本实验室先前还验证了蜂毒肽与红细胞作用

后，细胞膜蛋白中 25)3<- 蛋白的一个亚型被裂解，

25)3<= 蛋白被降解为两个碎片，在 25)3<> 蛋白附近

产生两条新带，对照标准蛋白分子量可知，这两条区

带分子量在 >? @1 左右，推测是 25)3<= 蛋白降解的

两个片段。25)3<= 蛋白是红细胞膜上含量最多的跨

膜糖蛋白，其 $ 端为伸向膜外侧的带负电糖肽链，

跨膜区是折叠 %> 次的富含"<螺旋结构，在膜上构成

亲水离子通道，且通过变构作用转运离子（+(7 5)3
67，-&&=）。25)3<= 蛋白 $ 端糖肽链的高粘度特性

可作为膜保护剂，防护蛋白水解酶对膜上蛋白的水

解及防治病毒和细菌等的侵害，同时兼具细胞识别

功能（A5)@( !" #$ B，-&&-）。25)3<= 被降解后，红细胞

阴离子通道破坏，同时蜂毒肽阻止了 25)3<= 所对应

的刀豆球蛋白 , 结合部位，阻止葡萄糖及阴离子转

运，使红细胞膜微环境破坏，膜正常功能受阻。由于

膜保护剂被破坏，肽分子间接激活了膜上或环境中

的蛋白酶，并与 25)3<- 结合，使磷酸化作用和 $5- C <
,#* 酶活性受到抑制，且影响 25)3<- 蛋白的膜收缩

作用和膜骨架功能（2/5D@E 5)3 FG958()5，%;;H），从而

影响整个膜的正常功能。本实验室研究还发现，蜂

毒肽处理后的血液孵育渗透脆性下降，并能抑制或

破坏红细胞膜上的 I5C <AC <,#* 酶，使细胞内 AC 渗

漏到胞外，细胞渗透压改变，离子转运失衡。经蜂毒

肽处理的红细胞，其 J<H<*1 活性也丧失，使细胞的

糖代谢异常，造成最终的细胞破裂。单细胞凝胶电

泳表明蜂毒肽并不作用于 1I,，进一步说明蜂毒肽

与红细胞作用的部位主要是细胞膜（KL4) 5)3 F95(，
%;;M）。

细菌细胞膜上的脂质 , 带有多个磷酸基负电

荷，蜂毒肽中富含碱性带正电荷，两者间正负电荷的

吸引，对革兰氏阴性菌产生抑杀作用。蜂毒肽对部

分革兰氏阳性菌也具有抑杀活性。地毯机制是占主

导地位的模型（F95( 5)3 KL4)，-&&%）。多肽在溶液中

呈自由卷曲态（!<N.L’），在一定盐离子浓度下，卷曲

成螺旋态（,<N.L’），同时具有某些特殊结构的多肽

趋向于与其周围的分子相互作用，结合成 F<N.L’。

处于 ,<N.L’ 和 !<N.L’ 的多肽都可与带负电的膜表

面相互作用，与膜平行地结合到膜上（O<N.L’），疏水

侧面朝向磷脂膜而亲水侧面朝向溶液分子，此时，由

于通气管效应（D).L@4/ 4NN4G:）的作用，多肽进入膜中，

插入的深度由多肽疏水部分和极性部分的特性决

定。插膜后，产生与去垢剂相似的作用，使膜胶囊

化，最终使膜结构瓦解。在这种模式下，蜂毒肽无需

形成结构性的穿孔通道。以这种机制抑杀细菌，其

肽链上分布有一定量的正电荷，而与哺乳动物等两

亲性的细胞膜只呈现微弱的结合力或根本不结合，

故不裂解血细胞造成溶血。通过对膜结合蜂毒肽的

特异性蛋白酶降解产物的 +F"OF 分析蜂毒肽在膜上

“抛锚”状态，也有力证明了该模型的正确性（韩学海

和隋森芳，%;;?；隋森芳，-&&=）。结果显示，膜结合

的多肽同样受到蛋白酶攻击，只是水解速度与游离

肽有差异，表明肽并未垂直插入膜内，而是以平躺的

螺旋方式锚定于膜上，螺旋中含 A<M，A<-%，P<-- 一

侧朝向膜外。认为毒素蛋白的插膜过程分为吸附和

插入两步，肽分子先通过静电作用被吸附到膜上，在

膜诱导下结构转变为有利于插膜的构象最终裂解

膜。

本实验室通过透射电镜观察蜂毒肽对大肠埃希

氏菌和金黄葡萄球菌发现，多肽首先通过静电与细

胞外膜结合，使菌体表面形成突起，进而与内膜作用

扰乱膜脂排列，改变膜透性使胞内物质扩散并向胞

外渗漏，紫外吸收值升高，影响了细菌的代谢系统，

最终膜局部破损，引起细菌解体。这一结果与之前
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关于地毯机制的描述一致。综合以上说明，蜂毒肽

的抗菌机理与通过阻断细菌的大分子生物合成发挥

作用的传统抗生素机理不同，这是细菌对抗菌蛋白

不易产生耐药性的重要原因之一。然而，蜂毒肽是

否通过通道进入细胞内，进一步影响细胞的信号传

导系统和基因的表达？对此还需进行深入研究。

! 蜂毒溶血肽结构与功能的关系

通过对蜂毒肽氨基酸进行逐个删除，观察残余

多肽的抗菌性及溶血性变化发现：除 !"#$ 外，删除

组成!"螺旋的任一氨基酸（# % &，#’ % ()）都明显降

低溶血性，删除组成”铰链”及 * 端结构域的氨基酸

对溶血活影响不大，而删去任一疏水性氨基酸对溶

血活都有重大影响。删去 + % &，#, % () 及 #’ 位氨

基酸可使溶血性下降 -,. % &).。/"(#，(’ 删除后

还有 &$.和 &&.的溶血性，但 /"- 删除后溶血性下

降了 -$.。* 端氨基酸单独删除后溶血性有所升高

（#)"0123），说明 * 端氨基酸并非单独地对溶血性

产生影响。另外，4 端的!"螺旋长度较短时，蜂毒肽

溶血性也会降低。铰链区的作用是连接两个!"螺
旋，对溶血作用基本无影响。(# % (+ 位正电荷区域

是多肽与膜结合的重要部位。两亲性螺旋对溶血性

是必 要 的，而 对 抗 菌 作 用 则 非 如 此，5678 和 9:;<
（#&&-）在研究蜂毒肽的非对映异构体及反式对映体

中证实，非对映异构体蜂毒肽螺旋度很低，不具有溶

血性，但有抗菌作用。对删除单个氨基酸的蜂毒肽

类似物的研究发现，无论是化学修饰或是以 3 取代，

都使其活性大大下降，* 端氨基酸对溶血性没有影

响，="#& 在蜂毒肽活性中有重要作用（李顺子等，

()),）。综上所述，归纳有溶血性蜂毒肽的结构特征

可能是：（#）具有两亲性!"螺旋结构；（(）!"螺旋必

须有一定长度使其能够插膜；（’）3"+、&、#’、#+、/"-、

>"?、@"#-、()、="#& 对溶血性影响很大，它们即保证

了螺旋长度，同时也保持了足够的亲疏水性，以及为

多肽提供正电荷。

对于抗菌活性，单独删除蜂毒肽中的任一氨基

酸对其影响不大，但删除 A"#( 使抗金黄色葡萄球菌

的活性升高 ( 倍，而删除任一 3 都会使抗菌性明显

下降，说明抗菌活性与氨基酸序列的关系没有溶血

性那样紧密（9B8 !" #$ C，()),）。对蜂毒肽 * 端 #, 个

氨基酸组成的多肽及类似物的研究发现其溶血性比

蜂毒肽小 ’)) 倍，抗菌活性小 , % - 倍。对多肽进行

适当改造，增大其疏水力矩后，溶血性比原多肽升高

’ 倍，抗菌活性则与蜂毒肽相当（A76<0，())$）。通过

对一系列!"螺旋抗菌肽的结构与抗菌活性关系比较

后发现：（#）增加螺旋中的正电荷有利于提高抗菌

性，且这种提高与多肽正电荷的整体数量相关，而与

具体正电荷在多肽中的分布位置无关；（(）抗菌活

性与多肽是否形成!"螺旋没有大的相关性，形成螺

旋趋势下降对溶血活性的影响比抗菌活性大；（’）

在螺旋度和电荷数不变前提下，降低多肽的平均疏

水度会使抗菌性大大下降，疏水度在诱导多肽进入

膜的过程中有重要影响，同时氨基酸侧面碳链的长

度对肽插入膜中的深度也有影响（刘利梅等，())’）。

本实验室对蜂毒肽突变表达的结果也验证了以上观

点。通过将 >", 替换成 D，E"#, 替换成 D，同时删除

3"#+，降低多肽螺旋度的同时增加了正电荷数，发现

溶血活性下降了 #$ 倍而抗菌性基本不变（赵亚华

等，()),）。

" 结语

对蜂毒素的研究，国外对其结构和机理研究较

多，国内的研究主要着重在蜂毒肽基因表达和药学

价值等方面，对其结构和作用机理研究较少。近年

来有学者以其作为模式肽研究与膜相互作用的机

理。由于研究手段发展很快，从传统荧光染料渗漏

实验、*F 光谱、荧光萃灭实验发展到 9!D 芯片技

术、9GA 振动光谱、导向 *F 光谱、H 射线衍射、光学

二次谐波光谱、固态核磁共振和中子散射等，这些新

技术的应用极大地促进了对蛋白质及肽分子研究的

进展。而分子动力学计算方法的应用更成为其向定

量化方向迈进的有力工具。展望未来，对蜂毒素的

研究应该向定量化方向发展，应用计算机技术深入

阐明蜂毒肽作用的动力学过程，以及阐明各种理化

因素对其与膜作用的影响，为今后更进一步深入研

究这类抗菌肽结构与功能的关系，指导分子设计打

下坚实的理论基础。
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#,1’&8/31517;，E=（E）：B= F BC4［赵亚华，董竟南，崔红，白云，

金科华，蒋智勇，EHH= 4 蜂毒素分子的改造及其基因在毕赤酵

母中的表达 4 中国生物工程杂志，E=（E）：B= F BC］
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