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抗菌肽buforin II衍生物抑制细菌核酸合成的机制研究
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摘要：目的    探究抗菌肽buforin II的衍生物buforin II-A(BF2-A)和buforin II-B(BF2-B)对细菌的胞内抑菌作用机制。方法    
体外用原子力显微镜观察抗菌肽与基因组DNA的结合情况，荧光光谱分析肽与基因组DNA的结合方式。体内用透射电镜观察抗
菌肽作用后金黄色葡萄球菌细胞膜超微结构的变化，流式细胞仪分析肽对金黄色葡萄球菌细胞周期的影响。最后通过凝胶阻滞

实验推测肽与金黄色葡萄球菌DNA合成相关基因的结合引起了细胞周期的改变。结果    肽与基因组DNA发生了结合，与溴化乙
锭(EB)竞争性嵌入基因组DNA；BF2-A/BF2-B与金黄色葡萄球菌作用后几乎在不破坏细胞膜的情况下渗透进入胞内，与DNA合
成相关基因发生了结合，特异性阻滞细胞周期中的DNA合成阶段；肽与DNA合成相关基因发生了结合。另外，所有的实验结果
显示了BF2-B穿透细胞、与DNA结合的能力及对细胞周期的影响强于BF2-A。结论    BF2-A/BF2-B与DNA穿过金黄色葡萄球菌
细胞膜后在细胞内通过与DNA结合，特异性的将细胞阻滞在了细胞周期的DNA合成期而发挥了抑菌作用，而且BF2-B的上述作
用强于BF2-A。 
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Antibacterial peptides buforin II analogues on bacteria by 
inhibition of DNA synthesis 

Su Guan-fang1, Hao Gang2, Li Li-rong1, Shi Yong-hui1 and Le Guo-wei1

(1 Research Center of Food Nutrition and Function Factor, School of Food Science and Technology, 
JiangNan University, Wuxi 214122; 2 School of Life Science and Technology, 

Southwest University for Nationalities, Chengdu 610041)

Abstract    Objective    To study the intracellular action of analogues buforin II-A (BF2-A) and buforin II-B 
(BF2-B) of the antimicrobial peptide buforin II on bacteria. Methods    In vitro, the bond of genomic DNA with 
BF2-A/BF2-B and the change of DNA structure after the binding was investigated with atomic force microscope (AFM) 
and fl uorescence spectra respectively, and the competitive intercalation of BF2-A/BF2-B and ethidium bromide (EB) 
into genomic DNA were analyzed by fl uorescence spectra. In vivo, transmission electron microscope (TEM) observed 
the cell membrane ultrastructure of Staphylococcus aureus treated by BF2-A/BF2-B. Then fl ow cytometry analyzed 
the change of bacterial cell cycle after treated by BF2-A/BF2-B. Finally, binding action between peptide and genes 
related to DNA synthesis that was harvested by PCR were researched by gel retardation assay. Results    BF2-A/
BF2-B bond to DNA. Both the peptides could weaken the fl uorescence intensity of EB-DNA complex. BF2-A/BF2-B 
penetrated into cell without destroying the cell membrane. Bacterial cell cycle after interactions of BF2-A/BF2-B 
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抗菌肽已被发现对细菌和真菌有广泛的抑菌效

果，而且无耐药性，显示了强大的抗菌活力。至于

抗菌肽杀死目标微生物的机制，有两种假说，一种

是，微生物的死亡可能是通过破坏膜的离子梯度功

能导引起能量流失的累积效应。另一种可能是，抗

菌肽可能通过扰乱细胞膜进入靶细胞，结合到未知

的细胞内分子上，干扰它们的代谢功能。目前，有

一些报道称，抗菌肽可以穿过膜直接作用于DNA/
RNA来抑制细菌的生长。如，tachyplesin I被证明作
用于DNA双链的小沟槽[1]；人类中性粒细胞肽-1的次
要胞内靶点已在结核分枝杆菌H37Ra中找到[2]。分离

自蟾蜍胃提取物的buforin II，被证明可以与大肠埃
希菌的DNA和RNA结合[3]。但目前还不清楚的是，

抗菌肽进入细菌胞内是否被吸引到某些DNA区域，
特异性的引起相应细菌生理机能的变化。为此，我

们研究了两个buforin II(BF2)的类似物，buforin II-
A(BF2-A)(RAGLQFPVGRVHRLLRK)和buforin II-
B(BF2-B)(RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR)。研究证
明，这两个肽无论是对革兰阳性还是阴性菌都表现

出比它们的母肽BF2更好的抑菌活性[4]，并初步探索

了其与大肠埃希菌DNA结合所需浓度[5](本实验采用
的BF2-A/BF2-B浓度参考前人研究结果)。至于它们
进入细菌体内后，在胞内与DNA结合的位置及结合
后对细胞周期的影尚未见研究报道。

本文首先观察BF2-A/BF2-B在体外与金黄色葡萄
球菌基因组DNA的结合及结合方式。然后透射电镜
确定抗菌肽BF2-A/BF2-B是否穿膜进入金黄色葡萄球
菌胞内，流式细胞仪观察BF2-A/BF2-B阻滞了金黄
色葡萄球菌细胞周期的哪个时期，最后验证BF2-A/
BF2-B是通过与相关基因的结合而特异性的阻滞了细
胞周期某一时期。现报告如下：

1    材料与方法
1.1    材料
透射电子显微镜H-7000型(日本日立公司)；原

子力显微镜(本原纳米仪器有限公司)；荧光分光光
度计650-60型(日本日立公司)；流式细胞仪FACS 
Calibur(美国BD公司)。   
衍生肽BF2-A/BF2-B(目的肽由上海波泰生物科技

有限公司采用固相化学合成法合成，纯度≥95%)；
金黄色葡萄球菌，编号为ATCC 25923，为实验室保
存；金黄色葡萄球菌基因组DNA为CTAB法[6]提取，紫

外分光光度计检测其A260/A280=1.89>1.8，符合实验要
求；溴化乙锭(EB)购自Amersco公司；PCR所用引物
由捷瑞公司合成；细胞周期试剂盒购自南京凯基生

物公司)。其他试剂均为分析纯。
1.2    方法
1.2.1    原子力显微镜观察抗菌肽与DNA 的结合

50μg/mL的金黄色葡萄球菌基因组DNA溶液中
加入不同浓度的抗菌肽[5]，室温孵育10min。将抗菌
肽-DNA复合物10μL滴加到新鲜剥离的裸云母表面，
倾斜45度，让液滴流过整个云母片，37℃下静置
10min。干燥后将制备的样品置于原子力显微镜扫描
台上用点触模式成像[7]。实验采用100μm扫描器，氮
化硅探针，针尖曲率半径约10nm，力常数约0158N/m
或218N/m，扫描速率012-115Hz。图像用自带软件(IP 
211版)平滑处理，消除低频背景噪音。
1.2.2    抗菌肽与EB竞争性结合DNA的荧光光谱分析
在试管中加入0.1mg/mL的DNA溶液1mL，

100μg/mL EB溶液15μL，再加入不同梯度浓度的抗
菌肽溶液[5]，用Tris缓冲液调整总反应体积至2mL。
阴性对照为PBS缓冲液。在37℃恒温水浴中避光孵
育10min，在550~750nm范围内进行荧光扫描[8]。狭

缝设置为Ex=Em=5nm，激发波长λ=535nm，样品池为
1cm石英池。
1.2.3    透射电镜观察抗菌肽对细菌胞膜的影响
培养至对数期的金黄色葡萄球菌用PBS稀释至

106CFU/mL，加入抗菌肽BF2-A/BF2-B，终浓度为
5×MIC[4]，37℃孵育20min和2h。处理后的细菌细胞
用2.5%的戊二醛/缓冲液固定1h。细胞再用1%的锇酸/
缓冲液固定1h。用1%的乙酸双氧铀染色后用乙醇梯
度脱水，然后包埋在树脂中。缓冲液为0.1mol/L的二
甲胂酸钠缓冲液(pH7.4)。薄切片用弗姆瓦铜载网制
备，用2%的乙酸双氧铀和柠檬酸铅染色[9]。通过透

射电镜观察抗菌肽对细菌胞膜的结果。

1.2.4    流式细胞仪分析抗菌肽对细菌细胞周期的影响
收集对数生长期细菌稀释成108CFU/mL的菌悬

with bacteria specifi cally changed and BF2-A/BF2-B binded with key genes. Besides, all the experiments showed that 
BF2-B was stronger than BF2-A in the DNA-binding, membrane penetration and blocking the cell cycle. Conclusion    
BF2-A/BF2-B penetrated into bacteria, and block DNA synthesis phase of cell cycle of bacteria by binding to genes 
related to DNA synthesis specifi cally. Above effects of BF2-B are better than BF2-A.

Key words     Antibacterial peptide; Intracellular action; Cell cycle; Staphylococcus aureus
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液，加入BF2-A/BF2-B，终浓度为5×MIC[4]，混匀，

以无菌液体培养基为对照组。37℃、150r/min培养
0.5h。取上述待测样品1mL，2000r/min离心3min，
弃上清液，用磷酸缓冲液(pH值为7.0)洗涤3次，加入
预冷的70%乙醇1mL，4℃固定30min。用磷酸缓冲液
洗涤3次，加入细胞周期所用PI溶液1mL，4℃避光孵
育30min后，上机检测[10]。 
1.2.5    凝胶阻滞分析抗菌肽与DNA合成相关基因结合
(1)引物设计及PCR法获得金黄色葡萄球菌DNA合成
相关基因

为了验证上述推测，我们筛选了几种DNA合成
相关基因，并通过DNA凝胶阻滞实验来验证了BF2-A/
BF2-B与这几种相关基因结合。从GenBank中查找与
金黄色葡萄球菌DNA合成相关基因： DNA促旋酶A
亚基(gyrA)、复制起始子(DnaA)、DNA聚合酶III β亚
基(DNA polymerase III subunit beta)、DNA促旋酶B亚
基(gyrB)，设计并合成相应引物。取30ng DNA作为
模板，95℃变性120s后，按95℃变性30s，相应引物

退火温度退火30s，72℃延伸30s进行30轮PCR扩增。
最后72℃延伸10min。
(2)DNA-肽结合凝胶阻滞实验
结合缓冲液(5%甘油，10mmol/L Tris-HCl pH8.0，

1mmol/L EDTA，1mmol/L DTT，20mmol/L KCl，
50μg/mL BSA)溶解抗菌肽BF2-A/BF2-B。100ng
的DNA合成相关基因分别与400μg/mL的BF2-A和
200μg/mL的BF2-B等体积混合[5]，37℃恒温水浴孵育
10min后进行2%的DNA琼脂糖凝胶电泳[11]。用UVP
凝胶成像系统记录结果。

2    结果
2.1    原子力显微镜观察抗菌肽与DNA结合的结果
图1(a)是未加抗菌肽的DNA分子，白色的长链

状物即为DNA 分子，它松散舒展，链段较长，并且
很多条DNA链相互聚集缠绕，形成一种较大的糊状
的凝聚团。图1(b)是加入400μg/mL BF2-A后的DNA
分子图像，图中明亮的白色小点为肽分子。可以看

到DNA链上有很多这样的白色小亮点，形成串珠状

图1    BF2-A/BF2-B与基因组DNA的结合
Fig. 1    AFM image of Staphylococcus aureus (S. aureus) genomic DNA with BF2-A/BF2-B.
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复合物[12]。图1(c)是加入不同浓度的BF2-B后的DNA
分子图像，在10μg/mL时(left)，可以看到肽分子吸
附在DNA链上；当400μg/mL(right)时，由于BF2-B
与DNA的强烈结合作用，DNA链上吸附更多的肽分
子，形成一个个突起的很高的山脊(白色小亮点)。
2.2    抗菌肽与EB竞争性结合DNA的荧光光谱分析结果
溴化乙啶(ethidium bromide，EB)是一种高度灵

敏的荧光染色剂，含有一个可以嵌入DNA堆积碱基
之间的三环平面基团。它与双链DNA的结合方式有
两种：一是通过静电作用与双链DNA 的磷酸骨架结
合，此时其荧光性质不变；二是通过嵌入的方式插

入双链DNA碱基对间，当染料分子插入后，其平面

基团与上下碱基相互作用，导致与DNA结合的EB呈
现荧光，其荧光产率比游离溶液中染料有所增加，

EB-DNA复合物的荧光产率比没有结合DNA的染料
高出20~30倍。当它和能与DNA发生类似嵌入作用的
分子共存时，便相互竞争与DNA的结合，使荧光强
度减弱[6]。由图2可以看出，EB 染料的荧光特征峰在
610nm处，随着加入的抗菌肽BF2-A和BF2-B浓度不
断增大，荧光强度明显降低。其中还能在BF2-B的
图中看到其最大发射波长发生飘移，由610nm移向
600nm附近。
2.3    透射电镜观察抗菌肽对细菌胞膜的影响结果
从图3的A、B可以看出，金黄色葡萄球菌与BF2-A

图2    抗菌肽对EB-DNA复合体系滴定的荧光光谱
Fig. 2　   Fluorescence spectra of the titration of different concentration peptides of BF2-A/BF2-B on EB-DNA solution

注：箭头所指为从细胞中泄漏的内容物

图3    透射电镜观察金黄色葡萄球菌经BF2-A(A)和BF2-
B(B)处理后的细胞膜超微结构变化
Fig. 3    Transmission electron micrographs of S.aureus treated by 

BF2-A for 20min (A) BF2-B for 20min (B)

作用20min后，细胞膜超微结构是完整的，而BF2-B
只造成了轻微的细胞质泄漏。

2.4    流式细胞仪分析抗菌肽对细菌细胞周期的影响结果
在原核细胞生长周期中，DNA 复制前的准备时

期(I)相当于真核细胞的G1期；DNA 复制期(R)相当于
真核细胞的S期；原核细胞一旦DNA 复制结束，便
立即进入细胞分裂(D)期，没有为细胞分裂做准备的
G2期

[13]。如图4所示，分别用BF2-A/BF2-B(5×MIC)
处理20min后，位于G1期(I期)细菌数减少，而进入S

期(R期)的细菌数增加，对照组进入S期(R期)的细菌
数只占总细胞数的42.33%，而BF2-A处理组S期(R期)
的细菌数占49.23%，BF2-B处理组S期(R期)的细菌数
占51.05%。(图中阴影面积大小显示了处于S期(R期)
细菌所占的百分含量)
2.5    凝胶阻滞分析抗菌肽与DNA合成相关基因结合
情况

引物序列、PCR扩增长度和退火温度如表1。
如图5所示， BF2-A/BF2-B与这几种关键基因

均有很强的结合能力。值得注意的是，400μg/mL的
BF2-A和200μg/mL的BF2-B等体积作用于相同浓度的
DNA片段后DNA均被阻滞在点样孔里，甚至BF2-B
使得点样孔中的DNA荧光强度略暗于BF2-A。
3    讨论
现在很多研究都试图表征穿膜肽细胞内(尤其是核

酸)的抑菌机制。如，pyrrhocoricin[14]和indolicidin[15]，

通过进入细菌细胞，并干扰细胞内的一些重要生理

过程来发挥抑菌作用。为了进一步确定穿膜肽进入

细胞后的结合位置及结合后对相应生理功能的影

响，在本试验中我们用在buforin II结构基础上设计
的BF2-A/BF2-B进行了探索。体外试验中，原子力
显微镜证明了BF2-A/BF2-B与DNA结合，而且BF2-B

抗菌肽buforin II衍生物抑制细菌核酸合成的机制研究    苏冠芳等
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由于抗菌肽的作用，将DNA双链断裂成单链？抗菌
肽是如何断裂DNA双螺旋的氢键？这是偶然的单个
行为还是相互作用规律？这些问题还需要进一步的

探讨研究。然后测定DNA-EB体系的荧光光谱通过荧
光强度的变化来研究抗菌肽与金黄色葡萄球菌DNA
的结合方式。结果表明，抗菌肽BF2-A/BF2-B能与EB 
竞争性的插入到DNA的碱基对中，使EB-DNA复合体
系荧光减弱。而发生紫移是由于EB从DNA疏水环境
进入到水溶液中，即抗菌肽取代了EB，这些都充分
说明抗菌肽与DNA发生嵌入式结合。并且相同浓度
下，BF2-B中EB-DNA复合体系荧光强度下降幅度比
BF2-A大，说明BF2-B嵌入DNA碱基对的能力更强。
据Kobayashi等[16]的研究结果，buforin II采用类似

于抗菌肽magainin 2的“孔”型机制穿过脂质双层。本
课题组首先用透射电镜观察了BF2-A/BF2-B对金黄色
葡萄球菌细胞膜的影响，发现BF2-A和BF2-B都穿过
了细胞膜，细胞膜几乎保持完整，只有BF2-B造成了
很轻微的细胞膜损伤，说明这两种抗菌肽都渗透进入

细胞内，与细胞内的物质相互作用后产生抑菌作用，

这与前人的研究结果相一致[4,16]。通过用流式细胞仪

分别检测BF2-A/BF2-B进入细菌胞内后对细胞周期各

与DNA结合的更多，以至于从图中看上去形成了山
脊，点触式扫描的纳米探针无法扫描到深谷中(DNA
链)，因此无法看到DNA链，但顺着这些突起的小
亮点，就是一条DNA链。有意思的是，在图1(b)上
可以清楚的看到一条DNA双螺旋链被破坏成两条
单链，并且这两单链上都附着白色小亮点——肽分

子。这究竟是DNA断裂后，抗菌肽结合上去的还是

A：阴性对照(金黄色葡萄球菌)；B：金黄色葡萄球菌+BF2-A(5MIC)；C：金黄色葡萄球菌+ BF2-B(5MIC)
图4    抗菌肽对金黄色葡萄球菌细胞周期的影响

Fig. 4    The cell cycle of normal S.aureus and those treated by BF2-A/BF2-B (5MIC) for 20min by fl ow cytometry

表1    DNA合成相关基因引物
Tab. 1    Primers of genes related to DNA synthesis

Primer Sequence (5' to 3') Length Annealing Temperature

DnaA sense AATAGCTATGTACTTGTCTAGAGAG
74bp 60℃

antisense ATGAGCATGAATGACGGT

DNA polymerase III subunit beta sense ACGATGTTGAAGGTGGTAGCC
119bp 60℃

antisense TTGCGTTACCGAGTCGTCAC

gyrB sense ATTCTGAAGTGCGTCAAGTTG
86bp 58℃

antisense ACGTGCCGCCATAATACC

gyrA sense CAACGGGTGTGAAAGGTATTAC
127bp 60℃

antisense ACCACGATTTGATAAACGATAGTC

1：BF2-A+DNA促旋酶A亚基；2：BF2-B+DNA促旋酶A亚基；
3：DNA促旋酶A亚基；4：BF2-A+复制起始子；5：BF2-B+复制
起始子；6：复制起始子；7：BF2-A+DNA聚合酶III β亚基；8：
BF2-B+DNA聚合酶III β亚基；9：DNA聚合酶III β亚基；10：BF2-
A+DNA促旋酶B亚基；11：BF2-B+DNA促旋酶B亚基；12：DNA促
旋酶B亚基
图5    抗菌肽与DNA合成相关基因的凝胶阻滞电泳图

Fig. 5    Gel retardation electrophoresis of genes related to DNA 
synthesis binding with BF2-A/BF2-B
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个时期的影响，发现与对照组相比，BF2-A/BF2-B处
理组的细胞周期中S期(R期)细胞数目明显增加，G1期

(I期)细胞数目减少，这说明BF2-A/BF2-B对金黄色葡
萄球菌的作用发生在S期(R期)，致使更多的细菌滞
留S期(R期)。又因为S期(R期)是DNA合成期，这说
明，BF2-A/ BF2-B对DNA的合成起到抑制作用，推
测可能是BF2-A/BF2-B与DNA合成相关基因结合后
特异性抑制了DNA合成期。为了验证这个推测，我
们筛选了几种DNA合成相关基因，并通过DNA凝胶
阻滞实验来验证了BF2-A/BF2-B与这几种相关基因结
合，而且由于BF2-A/BF2-B与这几种DNA合成相关
基因的强烈结合，导致复合分子增大，使得电泳时

DNA向正极的运动速度减慢，迁移率下降，以致使
DNA片段无法跑出点样孔，尤其是BF2-B使得DNA
荧光强度略暗于BF2-A。说明BF2-B与EB竞争性的插
入到DNA碱基对中的能力比BF2-A强。值得注意的
是，本实验中用到的BF2-A和BF2-B阻滞浓度比之前
报道中[5]的阻滞浓度小，原因是本研究中的DNA片
段长度在100~300bp间，比之前报道中用的总DNA分
子量小很多。

本研究结果表明BF2-A/BF2-B有很好抑菌效果
的重要原因之一是这两种肽穿过细胞膜进入胞内，

与DNA合成相关基因以嵌入方式结合，然后将细胞
特异性的阻滞在细胞周期的R期(S期)，导致细菌无
法分裂，从而达到抑菌目的。同时值得一提的是，

在这项研究中的每一个实验都证明，BF2-B的抑菌效
果优于BF2-A。虽然迄今发现的DNA结合肽非常有
限，但这种抑菌机制确实存在。抗菌肽的细菌胞内

抑菌机制值得深入研究。 
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