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抗菌肽在中药生物工程中的应用前景

董燕，周 联，王培训

(广州中医药大学免疫与分子生物学研究室，广东广州 510405)

摘要：中药栽培中的病害问题以及农药的施用都对中药品质造成不良影响。抗菌肽是具有广谱抗微生物活性的

小分子肽，已成为植物基因工程抗病育种研究的热点，并在多种植物中实现了表达，获得了抗菌性增强的植株。将

外源抗菌肽基因转入中药植株中，增强其抗微生物活性，在中药的种植和中药新品种的开发上展现出诱人的前景。
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我国是中药的发源地和最大的生产使用国，犹如其他经

济作物，中药的大面积栽培同样存在病害问题，且某些中药

植株的病害较为严重，导致罹病株成片枯死。在病害防治中，

常常需先清除病叶残体，再施用化学农药，不仅耗费人力、物

力，还造成土壤环境的污染以及残毒对中药品质的影响。而

且，化学农药的经常使用也会导致病菌、害虫耐药性的逐渐

产生和增强。

按照《中药材生产质量管理规范》(GAP)的生产绿色中

药材的目标，在病害防治中应优先选用抗病品种，但以常规

育种手段难以获得，利用基因工程技术有可能在传统中药材

中引入有用的新遗传特性，提高植株抗病能力。而目前大多

数可利用的抗病基因的抗性谱不广，如抗细菌的溶菌酶、番

茄pto基因等，抗真菌的几丁质酶、p1，3-葡聚糖酶基因等，

抗病毒的病毒外壳蛋白(cp)、动物来源的干扰素基因等。由

于抗菌肽具有广谱抗菌活性和快速杀菌能力，不易产生耐药

突变株，对耐药性菌同样具有杀灭活性[1]，与其他抗病基因

相比具有独特的优势，因而已成为植物基因工程抗病育种研

究的热点之一，并且已获得抗真菌、抗细菌、抗病毒的转基因

植株。本文就抗菌肽的结构、活性及其在中药生物工程中的

应用前景作一综述。

1一抗菌肽的分类与结构

抗菌肽是一类具有广谱抗微生物活性的小分子多肽，是

机体先天非特异性免疫中起重要作用的一类免疫效应因子，

广泛存在于哺乳动物、鸟类、两栖类、昆虫、植物等生物体内。

这些抗菌肽绝大部分都是带正电荷的阳离子型。

阳离子型抗菌肽种类繁多，不同生物来源和结构特点的

抗菌肽，其抗微生物活性有所不同[2]，名称也有不同。目前研

究较多的主要有4类：来源于昆虫的天蚕素类抗菌肽(ce—

cropin)，富含甘氨酸的蜂毒素(melittin)，富含半胱氨酸、存

在于昆虫和动植物的防御素(defensin)，富含脯氨酸、来源于

青蛙的蛙皮素(magainin)。

抗菌肽通常由不到50个氨基酸残基组成，含有多个碱

性氨基酸残基使其带有净正电荷，还有占50％或更多的疏

水残基口]。总体来看，各种抗菌肽的一级结构有一定的保守

性，其N端富含赖氨酸或精氨酸，C端富含丙氨酸、甘氨酸

等非极性氨基酸，中间部分则富含脯氨酸。

基于抗菌肽的二级结构可分为4种类型：①a一螺旋型，如

天蚕素类抗茵肽、蛙皮素等；②以二硫键固定的p折叠型，如动

物a一防御素、p防御素；③伸展结构型(线性)；④环状结构型。

前两类结构普遍存在于天然抗菌肽中，而不论是a一螺旋型还是

p折叠型，抗菌肽的共同特点是能够形成两亲结构，且通常是在

与细胞膜或膜的类似物发生相互作用时形成[3]。

2抗菌肽的活性与作用机制

抗菌肽具有广谱抗微生物活性，它不仅能杀死细菌、真

菌、原虫等病原微生物，抑制病毒的繁殖与扩散，而且也能杀

死癌细胞。某些抗菌肽又只对原核生物和突变细胞起作用，

而对真核生物无作用。其最小抑制浓度(MIC)为0．25～4

pg／mL[“，特别对一些耐药菌，如伤寒杆菌、金黄色葡萄球菌
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等同样敏感。

抗菌肽的作用机制独特，微生物不易对其产生耐药性，

而且能与抗生素发生协同作用，逆转细菌耐药。目前主要认

为是带正电的抗菌肽与带负电的微生物细胞膜作用，使细胞

膜产生穿孔现象，造成内容物溢出胞外而死亡。大部分抗菌

肽都在5 min内迅速引起细胞膜损伤，导致细胞死亡[5]。某

些抗菌肽并不破坏膜结构，而是穿过细胞膜或核膜，作用于

胞内大分子[6]，如DNA、RNA和蛋白质分子，导致其合成受

抑制，某些酶也是抗菌肽的作用靶标。

抗菌肽能抑制被膜病毒的繁殖与扩散，在抗菌肽对疱疹

病毒(HsV一1)[7]、烟草花叶病毒(TMV)[8]、I型人免疫缺陷

病毒(HIV一1)[03的研究中，发现抗菌肽可以从核酸复制到病

毒颗粒包装的全过程进行干扰，抑制病毒基因表达，起到抑

制细胞内病毒复制、快速抵御病毒扩散的作用。

真菌属于真核细胞，与细胞不同，具有甲壳质或纤维素

构成的细胞壁，研究发现，正在萌发的真菌孢子比非萌发的

真菌孢子对抗菌肽要敏感得多，因而推测真菌孢子在萌发时

为抗菌肽与膜作用提供了机会。

3抗菌肽的转基因植物研究

由于抗菌肽的广谱抗微生物活性，将抗菌肽基因转入植

物，提高其抗细菌、抗真菌及抗病毒的能力已成为植物基因

工程的研究热点。在植物基因工程抗病育种中研究较多的是

天蚕素和防御素，且人工设计的抗菌肽在转基因植物中表现

出了更好的活性。

3．1天蚕素：天蚕素是来源于昆虫的抗菌肽，在体外实验中

表现出较强的广谱抑菌活性，在几种肽对引起梨树火烧病的

欧文氏菌Erwinia．amylovora Winslow的抗性实验中发现，

与来自谷物的嘌呤硫素、动物的溶菌酶和微生物的T4溶菌

酶相比，天蚕素具有更强的抗菌活性，尤其能有效抵御一些

植物病原菌，而且在杀菌浓度下未表现出对植物细胞的毒

性[1⋯，可作为转基因研究中的备选基因。

天蚕素由31～39个氨基酸组成，相对分子质量约为

4 000，具有两性a一螺旋结构，其N端带正电荷，C端为疏水

区。天蚕素已在烟草、马铃薯、水稻、大白菜和苹果等植株中

进行了转化研究，并首先在转基因烟草和马铃薯研究中获得

了抗病性增强的植株，但也有报道在天蚕素B以及天蚕素

B／天蚕素A杂合肽的转基因植物中抗病性没有变化，其原

因在于宿主蛋白酶的降解作用[1“。

不同作物对抗菌肽的降解率不同[1“，天蚕素B在马铃

薯中的半衰期为3 rain，在烟草中为2．5 h，在水稻中为25．5

h。在转基因水稻中，将天蚕素B与水稻的几丁质酶信号肽

序列融合表达，有利于提高天蚕素B的转录水平，且天蚕素

B分泌至细胞间隙，有助于防止细胞内的降解[1“。用梨的叶

片提取液处理几种昆虫抗菌肽，也观察到抗菌肽的降解和抗

菌活性降低[1“。由于抗菌肽在不同植物中的稳定性不同，为

保持抗菌肽在细胞外空间的抑菌浓度，要设计合理的表达策

略才能获得抗病植株。

3．2防御素：防御素是一类富含半胱氨酸、具有分子内二硫

键、相对分子质量约在4 000左右的阳离子抗菌肽，分布于

哺乳动物、昆虫和植物体内。

在来源于植物的防御素DmAMPl(来自光滑大丽花

Dahlia mercki Lehm．种子)和RsAFP2(来自萝卜Raphanus

sativus L．种子)的转拟南芥研究中，可观察到DmAMPl、连

接肽和RsAFP2作为一个编码区的表达水平明显高于

DmAMPl单体的表达水平，提示多聚蛋白表达策略可能是

一个有效的表达小分子多肽的方法[1⋯。在来源于苜蓿种子

的防御素alfAFP基因转化马铃薯研究中获得了对轮枝孢菌

Verticillium dahliae Klebahn的抗性株，并且在田间种植情

况下仍能保持很好的抗菌活性口“。

哺乳动物防御素具有更为广谱的抗微生物活性，同时也

具有细胞毒活性。兔防御素NP一1(neutrophil peptide一1)是迄

今表现出抗微生物最广谱、活性最强的防御素之一，还可抑

杀肿瘤细胞，尤其与其他抗菌肽相比，NP一1表现出对多种真

菌有明显的抑制作用，对番茄青枯病、小麦赤霉病和棉花枯

萎病等的病原菌具有很好的抑菌效果[1”。对兔防御素NP一1

基因的转化烟草[183和番茄[17“9]研究中，培育出了抗烟草花

叶病毒的转基因植株，转基因番茄植株的蛋白粗提液表现出

明显的抑菌效果。由于NP一1对靶细胞的杀伤作用与靶细胞

膜的脂质成分有关口⋯，而原核细胞与真核细胞的结构，尤其

是膜结构的不同，所以，在植物中表达防御素对植物细胞本

身具有杀伤作用的担心可能是不必要的，且在防御素转基因

植物的研究中也未观察到对植物细胞的毒性。

3．3 人工设计抗菌肽：在揭示抗菌肽结构与功能关系的基

础上，可对天然抗菌肽进行人工改造和设计，这类抗菌肽往

往具有更好的靶细胞特异性和抗菌活性，与其天然来源的抗

菌肽相比，对植物蛋白酶降解作用的敏感性降低。

人工设计的抗菌肽D4E1在对植物病原菌的杀菌浓度

下对哺乳动物红细胞的溶血活性极低，在体外实验中可抑制

约20种植物病原菌，包括细菌和真菌，且不易被蛋白酶降

解。Cary等将D4EI抗菌肽的基因转入烟草，转基因株表现

出明显的对炭疽病的抗性，表达D4E1的植物蛋白粗提液能

显著抑制产黄曲霉素真菌和V．dahliae Klebahn的生长。在

对蛋白酶敏感性实验中发现，在烟草粗提液中添加蛋白酶抑

制剂后，再加入D4E1，其抗真菌活性无变化，说明D4E1的

稳定性较好，不易被蛋白酶降解[2“。

有些抗菌肽的抗菌活性强但又具有溶血作用，可对其分

子进行人工设计和改造，如杂合肽CEMA的C端是来自天

蚕素A的8个氨基酸残基，N端则是来自蜂毒素的16个氨

基酸，其后又添加2个带正电荷的赖氨酸，既保留了强抗菌

活性，又降低了蜂毒素的溶血活性。然而前期研究工作显示

CEMA对植物仍然具有毒性[2“。Osusky等利用软件设计了

MsrAl肽，即在CEMA的N端添加了6个氨基酸，并预测

可形成两性a一螺旋结构。体外抑菌实验表明MsrAl具有广

谱抗菌活性，但活性低于CEMA。将其编码基因msrAl转入

马铃薯Desiree和Russte Burbank品系，获得的转基因植株

在抗病性实验中表现出对植物病原菌Phytophthora cacto-
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r“m Schroter、镰刀菌Fusarium solani Saccardo和欧文氏菌

具有明显的抗性。马铃薯块茎长期贮存于4℃达1年时仍保

持了对病原菌的抗性，也说明块茎中MsrAl可以保持一定

的浓度并具有生物活性，而且以这种块茎喂养小鼠未观察到

毒性反应。但研究中发现Russet Burbank品种的转基因马

铃薯植株在形态上有所改变，出现所谓模拟性损害(1esion—

mimic)，包括叶片拳曲和块茎缩小；而Desiree品种的转基因

植株未出现形态学和产量上的变化，表达MsrAl的转基因

烟草也同样表现出广谱抗菌活性和正常的形态，并具有遗传

稳定性。由此说明，模拟性损害的出现与植物种类有关[2“。

4抗菌肽在中药生物工程中的应用前景

自20世纪90年代初首次报道在烟草和马铃薯中进行

转抗菌肽基因研究以来，迄今已在多种植物中实现了外源抗

菌肽的表达，其蛋白提取液具有抗微生物活性，而且已有转

抗菌肽基因植物在田间种植时仍具有抗菌活性的报道。因

此，利用生物技术将外源抗菌肽基因转入中药植株中，赋予

其有利的遗传特性，在中药的种植和中药新品种的开发上具

有诱人的前景。

一方面，利用外源抗菌肽培养出中药抗病新品种，可减

少农药的施用，将有利于实现中药的规范化种植和“绿色药

材”的生产。目前，抗菌肽基因转化中药植株培养抗病新品种

的研究已有报道。为提高广藿香植株抗病能力，防治青枯病，

张家明等将昆虫抗菌肽天蚕素B和D基因克隆到双元表达

载体pBinl9上，构建成双价抗菌肽基因表达载体，通过农杆

菌介导转化广藿香，获得的转基因植株在与病原菌假单胞菌

Pseudomonas solanacearum Yabuuchi的盆栽接菌试验中表

现出较强的抗病性[2“。

另一方面，在转基因中药植株中表达外源抗菌肽，有可

能获得新增的活性成分。抗菌肽被称为天然抗生素瞳“，特别

对一些难治性疾病的病原微生物，如爱滋病毒、疱疹病毒、肝

炎病毒等具有抑制作用，某些抗菌肽还能特异性地抑制肿瘤

细胞的生长，而对正常细胞无害。此外，抗菌肽还具有免疫调

节、免疫增强活性，能促进伤口愈合，其药用价值不言而喻，

某些抗菌肽已进入临床试验阶段。但天然抗菌肽来源极为有

限，化学合成的成本很高，不适于大规模生产，且由于抗菌肽

的抗菌活性，应用基因工程技术在微生物中成功表达抗菌肽

的例子很少。植物反应器具有上游生产成本(包括发酵生产)

较低，转基因植物自交后得到的同质后代的新遗传性状稳定

遗传的特点，因此将具有I临床应用价值的抗菌肽在中药植株

中表达，有可能作为中药材的一种有效成分，增强中药的抗

炎活性而提高药效，可用于中药新产品的开发，同时省去了

下游加工成本。此外，可在中药有效成分离提取工艺中获得

抗菌肽，开发抗菌肽的药用价值。

5存在问题

综上所述，抗菌肽的转基因植物研究已取得一定进展，

外源抗菌肽已在多种植物(包括药用植物)体内实现了表达，

并获得了抗病性增强的转基因植株。根据现有研究，某种抗

菌肽在不同植物中表达时，其表达量、稳定性和对植物生长

的影响具有差异性。

提高外源抗菌肽在植物体内的表达量和活性是获得抗

病植株的关键。已有研究表明，多聚蛋白表达策略可能有利

于小分子多肽的表达，融合表达的融合肽往往具有各融合部

分的优点。而构建多价表达载体使不同的抗菌肽在同一植物

体内同时表达，有可能使抗菌肽之间发挥协同作用而表现出

更强的抗菌活性。由于不同抗菌肽在不同植物中的稳定性不

同，在细胞内与细胞外的稳定性也不同，还要针对植物和抗

菌肽的特性选择胞内表达或胞外表达等合适的表达方式，以

保持抗菌肽的抑菌浓度。

虽然某些抗菌肽尚未表现出对植物细胞的毒性，某些抗

菌肽对哺乳动物细胞无毒或毒性极低，但目前在中药植株中

表达抗菌肽的研究还极为有限，外源抗菌肽对中药品质和原

有药效是否有影响尚需深入研究。
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槐属植物生物碱化学成分及药理作用研究进展

洪 阁，刘培勋

(中国医学科学院中国协和医科大学放射医学研究所，天津300192)

摘 要：从槐属植物中分离出的生物碱主要为喹诺里西啶类，少数为双哌啶类和其他类。槐属植物所含生物碱具有

广泛的生理活性，如抗癌、抗微生物、抗心律失常、抗溃疡、抗辐射、抑制中枢神经系统和免疫功能等。现对近年来槐

属植物生物碱的化学成分及药理作用的研究概况进行综述。

关键词：槐属；生物碱；化学成分；药理作用
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Advances in studies on alkaloid constituents and their pharmacological effect

in plants of Sophora Linn。

HoNG Ge，LIU Pei—xun

(Institute of Radiation Medicine，Chinese Academy of Medical Sciences

and Peking Union Medical College，Tianjin 300192，China)

Key words：Sophora Linn．；alkaloids；chemical constituent；pharmacological effect

槐属(Sophora Linn．)最早出现于1737年Linnaeus的

《植物志属》一书，属于豆科蝶形花亚科，多为乔木、灌木和稀

草本，目前已由当初记载的6种发展为90多种。槐属植物主

要分布于温带和亚热带地区，我国南北各地约30多种。从多

种槐属植物的花、叶、籽、根中可以提取到具有药用价值的生

物碱、黄酮、酚、苷、萜以及少量的有机酸、甾体、糖、氨基酸

等，而其中的生物碱具有抗癌、抗微生物、抗心律失常、抗溃

疡、抗辐射、抑制中枢神经系统和免疫功能等多方面生理活

性，因此对其生物碱化学成分及药理作用的研究引起了药学

界的高度重视。本文依据近几年发表在国内外学术期刊上的

文献资料，对槐属植物生物碱化学成分及药理活性进行

综述。

1槐属植物中生物碱成分

槐属植物普遍含有生物碱，总生物碱的质量分数一般在

1％～2．5％，苦豆子中总生物碱的质量分数高达6．11％～

8．03％，种子中约为8．11％[1]。槐属植物所含生物碱主要为

喹诺里西啶类，极少数为双哌啶类和其他类。

1．1 喹诺里西啶类(quinuolizindine)：槐属植物生物碱大都

具有2个稠环哌啶共用一个氮原子的基本结构，属于喹诺里

西啶类生物碱。槐属是喹诺里西啶类生物碱研究最多的属，

不完全统计生物碱种类多达70种。

喹诺里啶类生物碱按结构可分为6类：苦参碱型、金雀

花碱型、鹰爪豆碱型、羽扇豆碱型、苏苦西碱型、苦豆碱型(表

1—6，图1～6)。

1．2双哌啶类(dipiperidines)：见表7及图7。

1．3其他类型：见表8及图8。
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