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摘要  抗菌肽作为一种新型的抗菌物质在各个领域都有广泛的应用前景 , 在果树抗病育种工作中也是一个热门课题。综述了抗菌肽在
我国果树抗病育种中的意义、应用现状和问题。
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  抗菌肽( anti microbial peptide) 是指具有抗菌作用的一些

小分子肽的总称 , 又称为肽抗生素( peptide antibiotics) 。它是

一种新型的抗菌物质 , 抗菌谱广, 活性强, 水溶性好。同时 ,

天然的和人工合成的抗菌肽基因在植物中可以被表达并具

有杀菌活性。因此 , 将抗菌肽基因分离, 通过基因工程的手

段, 利用遗传转化导入植物体, 从而获得抗病育种的新材料 ,

为育种工作开辟了新的途径。

1  抗菌肽发现的意义

1972 年 , 瑞典科学家Boman 等首先研究了果蝇的抗菌机

制, 观察到其体内具有抗菌活性的可溶性物质[ 1] , 其后又有

人以惜古比天蚕( Hyalophora cecropia) 为实验材料, 注射蜡状

芽孢杆菌诱导分离得到一种具有杀菌活性的物质, 并将其命

名为抗菌肽( cecropins) 。该肽在昆虫天然免疫中发挥着重要

的作用, 被认为是第一个真正意义上的抗菌肽 , 之后又陆续

从家蚕、柞蚕、蓖麻蚕及多种昆虫中均分离到抗菌肽( Faye

等,1975) [ 2 - 3] 。此后, 更多的抗菌肽类物质相继被分离、纯

化, 而且许多抗菌肽的氨基酸一级结构和基因序列得到确

定。20 世纪80 年代后, 有关抗菌肽的研究主要集中在蚕等

大型经济昆虫,90 年代以来, 扩展到一些小型昆虫和其他无

脊椎和脊椎动物以及海洋生物, 抗菌肽已成为免疫学和分子

生物学研究的热点。近年研究发现, 从低等的细菌到植物、

从昆虫到高等的哺乳动物, 普遍存在利用抗菌肽作为机体抵

抗病原入侵的防御武器[ 4 - 5] 。到目前, 已发现了几百种抗菌

肽, 其中在昆虫中就发现了170 多种。

根据抗菌肽的结构, 可将其分为5 类: ①单链无半胱氨

酸( Cys) 的抗菌肽, 或由无规则卷曲连接的两段α- 螺旋组成

的肽。该类包括天蚕素Cecropins 、Magainins 等[ 6] 。②富含某

些氨基酸残基但不含 Cys 的抗菌肽 , 如富含脯氨酸( Pro) 或甘

氨酸( Gly) 残基的 抗菌 肽; 鞘翅肽 Coleoptericin 和半翅 肽

Hemiptericin 的全序中富含 Gly[ 7 - 8] 。③含1 个二硫键的抗菌

肽, 该二硫键的位置通常在肽链C 端。如从爪蟾皮肤细胞中

获得的Brevinins[ 9] 。④有2 个或2 个以上二硫键 , 具有β- 折

叠结构的抗菌肽。如绿蝇防御素( Phormindefensin) [ 10] 。⑤由

其他已知功能较大的多肽衍生而来的具有抗菌活力的肽, 如

人和牛的乳铁蛋白经过酶等水解处理获得具有比原来更高

抗菌活性的小肽被命名为人乳铁多肽素 H( Lactoferricin Hu-

man ,LfcinH) 和牛乳素( Lactoferricin Bovine ,LfcinB) [ 11] 。此外 ,

还有植物抗菌肽[ 12] 。其他一些结构上与昆虫、哺乳动物防
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御素结构相似的植物抗菌肽, 称为植物防御素。这些抗菌肽

具有广谱抗菌活性, 大多数对革兰氏阳性菌有较强的杀灭作

用, 有些则对革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌均起作用, 尤其

对耐药性细菌有杀灭作用, 既抗真菌, 又抑杀病毒, 对肿瘤细

胞和癌细胞有明显的杀伤作用。更重要的是, 抗菌肽对正常

的真核细胞几乎没有作用。因此, 抗菌肽作为一种新型的抗

菌物质在各个领域都有广泛的研究应用前景, 特别是动物方

面的研究较多, 而在植物方面的研究报道较少。目前, 大部

分植物抗菌肽是从植物种子中分离获得的, 但是植物抗菌肽

对大部分细菌无抑制活性。因此, 依靠基因工程的方法用其

他真核生物的抗菌肽基因来转化农作物, 培育抗病新品种是

当前国内外研究的一个热点。

2  抗菌肽在果树抗病育种中的意义

果树周年都受病虫害的侵害, 每年因病虫害而烂掉的水

果占年产量的1/ 3 左右[ 13] 。虽然微生物农药具有广谱、高

效、安全等优点, 但药效相对缓慢, 需要适宜的光照、温度和

湿度等, 对抗生素类容易产生抗药性, 且生物农药的工业化

生产成本较高, 广泛应用有一些困难。最根本的解决途径就

是培育抗病品种, 但果树常规育种有很大局限性, 周期长, 更

新慢。随着植物基因工程和分子生物学的快速发展, 对植物

与微生物相互作用的分子生物学的研究表明, 作为小分子的

抗菌肽基因转入植物将大大提高农作物的抗病性[ 14 - 16] 。导

入抗菌肽基因, 对于果树抗病育种来说 , 有可能使果树对细

菌病害( 如苹果和梨的火疫病) 产生抗性。利用基因工程原

理把天然的或者人工合成的抗菌肽基因通过遗传转化的手

段导入果树外植体获得再生抗病植株将大大缩短育种年限。

果树一般都是多染色体的杂合体 , 有性繁殖很容易产生染色

体的重组和变异, 通过组织培养、扦插、嫁接等无性繁殖方式

进行快速繁殖, 能保持该性状的稳定, 减少染色体重组的可

能, 保持母本的优良性状 , 既减少了培育成本 , 又增加了推广

的可能性, 在果树抗病育种上具有广阔的应用前景。

3  抗菌肽的结构和作用原理

绝大多数抗菌肽由20～60 个氨基酸组成 , 有A 、B、C、D、

E 等多种结构, 属于小分子肽 。其分子构型有α- 螺旋或β- 折

叠或α- 螺旋和β- 折叠共存, 无论是哪一种构型都有一个共同

的特性, 就是都具有疏水和亲水的两亲性。虽然不同抗菌肽

之间的氨基酸组成具有不同程度的差异, 但是分子肽链中

50 % 以上的氨基酸是疏水的 , 这有利于抗菌肽与细菌细胞膜

相互作用。由于抗菌肽属于蛋白质类 , 因此对蛋白酶很敏

感, 并在广泛的pH 范围和温度范围内具有活性。无论哪一

种结构 , 抗菌肽 N- 末端区域都富含亲水性碱性氨基酸残基如
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赖氨酸( Lys) , 这些带正电荷的氨基酸有利于和细菌细胞膜上

的酸性磷脂头负电荷作用而吸附到细菌膜上 ; 而C- 末端含有

较多的疏水性氨基酸残基如甘氨酸( Gly) , 疏水性的尾部有

利于抗菌肽插入细菌膜的双层脂质膜中形成一个两亲性α-

螺旋, 这种α- 螺旋具有破坏性, 当抗菌肽结合到细菌细胞膜

上时,α- 螺旋相互聚集使细胞膜形成孔洞和离子通道 , 裂解

细菌的主要结构, 使细菌的细胞质外溢, 细胞内离子大量丢

失, 使细菌失去代谢平衡, 不能维持生命活动所需的胞内渗

透压而死亡[ 17] , 这就是抗菌肽作用的机理。

4  抗菌肽在果树抗病基因工程育种中的应用现状和问题

植物基因工程是以植物为受体材料, 把不同生物有机体

的DNA( 或基因) 分离提取出来, 在体外进行酶切和连接, 构

成重组 DNA( Recombinant DNA) 分子 , 然后转化到受体细胞

( 大肠杆菌) , 使外源基因在受体细胞中复制增殖 , 然后借助

生物或理化的方法将外源基因导入植物细胞, 进行转译或表

达。果树基因工程起步较晚,1988 年果树的基因转化研究首

先在核桃( Juglants rigia) 上取得突破,MeGranahan 等获得了转

gus 基因核桃再生植株[ 18] 。此后, 果树转基因工程研究日益

发展, 有许多果树品种获得了转基因植株[ 19] 。

在果树的遗传转化中最常用的方法有3 种: 农杆菌介导

( Agrobacterium- mediated) 、生物导入( Biolistic ) 和 DNA 直接摄

取( Direct DNA uptake) 。而农杆菌介导是以农杆菌中的 Ti 质

粒或 Ri 质粒为基因载体 ( vector) , 将外源基因整合到植物细

胞的染色体 DNA 上, 从而实现转化。绝大多数果树对农杆

菌比较敏感, 因此, 农杆菌介导是果树转化的主要方法。通

过农杆菌介导把外源抗菌肽基因导入有关果树品种进行抗

病育种, 在这方面已经取得了阶段性的进展。1995 年张清杰

等[ 20] 将人工合成的抗菌肽 D 基因导入根癌农杆菌感染锦橙

的中盘及上胚轴, 初步获得了转基因植株; 方宏筠等[ 21] 已经

将 Cecropi nB 和 Shiva A 基因成功转入樱桃外植体并获得转化

植株, 现在, 樱桃的抗菌肽植株已由农业部批准进入田间实

验。人工合成的抗菌肽 D 基因已经成功导入了沙田柚并获

得转基因植株[ 22] ; 何永睿等[ 23] 把抗菌肽基因 Cecropi n B 和

Shiva A 转入新会橙、锦橙、北碚447 锦橙和纽荷尔脐橙4 个

柑橘优良主栽品种。这些成果表明, 随着果树基因工程的发

展, 找到相关的抗细菌和抗真菌的抗菌肽基因通过遗传转化

导入不同的果树品种, 从而获得再生植株成为可能。

抗菌肽的基因工程研究中仍存在一些问题, 因为抗菌肽

分子小, 易被蛋白酶降解 , 其表达产物对宿主有害等 , 影响了

基因的高水平表达; 而且小分子物质分离纯化比较困难, 抗

菌肽在转基因植物中存在基因沉默和位置效应等现象使外

源抗菌肽基因表达活性降低[ 24 - 25] 。相信随着分子生物学的

发展, 对分子作用机制的深入研究, 问题会迎刃而解。
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到预防和控制反硝化作用的目的。

3 .5  平衡施肥  均衡供应各种营养元素 , 促进作物生长和

对施入养分的吸收 , 以有效防止氮肥的流失。

3 .6  有机肥  增施有机肥 , 酸性土壤增施石灰, 改良土壤

理化性质 , 是提高磷肥肥效的有效途径之一。
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