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基于D型氨基酸跨链交互作用的 β -发卡抗

菌肽及制备方法和应用

(57)摘要

本发明公开一种基于D型氨基酸跨链交互作

用的 β ‑发卡抗菌肽及制备方法和应用，属于生

物工程领域。该抗菌肽序列如SEQ  ID  No.1所示。

本发明基于 β ‑发卡抗菌肽的排布，利用D‑色氨

酸和D‑异亮氨酸之间产生的跨链交互作用来辅

助PG转角单元形成的 β ‑发卡抗菌肽的结构的

力，设计得到抗菌肽命名为wiFRPG；并公开了该

抗菌肽在制备治疗由革兰氏阴性菌或/和革兰氏

阳性菌引起的感染性疾病的药物中应用。该抗菌

肽对多种细菌具有极强的抑菌活性和可忽略不

计的溶血，治疗指数达到269.47，此外，在多种生

理环境和高浓度蛋白酶条件下具有较高的稳定

性，该抗菌肽具有较强替代抗生素的潜力。
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1.一种基于D型氨基酸跨链交互作用的β‑发卡抗菌肽wiFRPG，其特征在于，氨基酸序列

如SEQ  ID  No.1所示，含有PG转角单元，C端采用氨基酰胺化，序列中的色氨酸和异亮氨酸均

为D型氨基酸。

2.根据权利要求1所述的一种基于D型氨基酸跨链交互作用的β‑发卡抗菌肽wiFRPG的

制备方法，其特征在于，方法如下：肽链采用PG转角单元，在肽链的两端各放置一个苯丙氨

酸增加多肽的疏水性，基于β‑发卡两亲肽的排布，通过D型色氨酸和D型异亮氨酸之间的跨

链交互作用来辅助PG转角单元形成稳定β‑发卡结构的力，同时还增加了抗酶解能力，得到

该多肽的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1所示，序列中的色氨酸和异亮氨酸均为D型氨基酸，然

后采用固相化学合成法合成该多肽，再对多肽进行抑菌活性检测、细胞毒性检测、溶血活性

检测、盐稳定性的测定以及蛋白酶对抗菌活性影响测定，最后命名为抗菌肽wiFRPG。

3.根据权利要求1所述的一种基于D型氨基酸跨链交互作用的β‑发卡抗菌肽wiFRPG在

制备治疗由革兰氏阴性菌或/和革兰氏阳性菌引起的感染性疾病的药物中应用。

4.根据权利要求3所述的应用，所述的革兰氏阴性菌包括：大肠杆菌、绿脓杆菌和鼠伤

寒沙门氏菌。

5.根据权利要求3所述的应用，所述的革兰氏阳性菌包括：金黄色葡萄球菌、表皮葡萄

球菌和粪肠球菌。
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基于D型氨基酸跨链交互作用的β‑发卡抗菌肽及制备方法和

应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，具体涉及一种基于D型氨基酸跨链交互作用的β‑发卡

抗菌肽及制备方法和应用。

背景技术

[0002] 由于人们长期大规模滥用抗生素，导致抗生素耐药性问题已经对人类健康、农业

生产以及粮食安全产生了严重威胁，在此情况下，新型抗菌剂的开发日渐紧迫。抗菌肽

(Antimicrobial  peptides ,AMPs)是天然免疫的重要组成成分，广泛分布于昆虫、哺乳动

物、两栖动物、鱼类、植物和细菌中，并且根据其不同的靶向目标，AMPs可以分为抗病毒肽、

抗细菌肽、抗真菌肽、抗寄生虫肽。与抗生素不同，AMPs主要与细菌细胞膜阴离子成分发生

静电吸附作用并破坏细胞膜，使细胞质成分泄露，进而导致细胞死亡。这种作用方式使其难

以产生耐药性，因此被视为最有潜力的抗生素替代物之一。

[0003] AMPs在临床开发中最关键的障碍之一是它们在血清和生理盐条件下的稳定性差

以及对蛋白水解酶消化的敏感性。其中最后一种是特别关键的，因为它降低了AMPs的口服

生物利用度。多年来，许多策略已经被用来增强AMPs的蛋白水解抗性，其中D‑氨基酸的取代

是一种常见的策略。由于D‑氨基酸的商业可用性高，制造成本低，其已被广泛用于解决AMPs

的抗蛋白酶降解问题。有D‑氨基酸取代的AMPs一般都能表现出与亲本肽相差无几的抗菌活

性和溶血活性，但比起亲本肽却具有更好的蛋白酶稳定性，如胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶。虽

然用D‑氨基酸取代多肽中的L‑氨基酸可以有效地增强蛋白酶稳定性，但过度的取代也会带

来潜在的风险，比如表现出过高的溶血活性。因此需要使用合适的修饰来提高体内稳定性，

保持生物活性，并且保持较低的毒性，以期收获高效安全、稳定可靠、价格低廉的AMPs产品。

发明内容

[0004] 基于以上不足之处，本发明提供一种基于D型氨基酸跨链交互作用的β‑发卡抗菌

肽wiFRPG，以解决抗菌肽蛋白酶稳定性差的问题。

[0005] 本发明所采用的技术方案如下：一种基于D型氨基酸跨链交互作用的β‑发卡抗菌

肽wiFRPG，氨基酸序列如SEQ  ID  No.1所示，含有PG转角单元，C端采用氨基酰胺化，序列中

的色氨酸和异亮氨酸均为D型氨基酸。

[0006] 本发明的目的是提供如上所述的一种基于D型氨基酸跨链交互作用的β‑发卡抗菌

肽wiFRPG的制备方法，方法如下：肽链采用PG转角单元，在肽链的两端各放置一个苯丙氨酸

增加多肽的疏水性，基于β‑发卡两亲肽的排布，通过D型色氨酸和D型异亮氨酸之间的跨链

交互作用来辅助PG转角单元形成稳定β‑发卡结构的力，同时还增加了抗酶解能力，得到该

多肽的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1所示，然后采用固相化学合成法合成该多肽，再对多肽进

行抑菌活性检测、细胞毒性检测、溶血活性检测、盐稳定性的测定以及蛋白酶对抗菌活性影

响测定，最后命名为抗菌肽wiFRPG。
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[0007] 本发明的另一目的在于提供如上所述一种基于D型氨基酸跨链交互作用β‑发卡抗

菌肽wiFRPG在制备治疗由革兰氏阴性菌或/和革兰氏阳性菌引起的感染性疾病的药物中应

用。

[0008] 进一步的，所述的革兰氏阴性菌包括：大肠杆菌、绿脓杆菌和鼠伤寒沙门氏菌。

[0009] 进一步的，所述的革兰氏阳性菌包括：金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌和粪肠球

菌。

[0010] 本发明的有益效果及优点：本发明的抗菌肽wiFRPG的序列长度短，结构稳定，不易

被蛋白酶降解。对合成的抗菌肽wiFRPG进行抗菌、溶血、酶稳定性及盐稳定性检测，发现抗

菌肽wiFRPG对于大肠杆菌、绿脓杆菌、金黄色葡萄球菌、鼠伤寒沙门氏菌、表皮葡萄球菌、粪

肠球菌等多种菌株均能表现出很好的抑制作用，包括对十种细菌的最小抑菌浓度的几何平

均数达到了3.80μM，并且具有很低的溶血活性，在高浓度蛋白酶条件下依旧能够保持优异

的稳定性。综上所述，抗菌肽wiFRPG是一种具有较高应用价值的抗菌肽。

附图说明

[0011] 图1为抗菌肽wiFRPG的高效液相色谱图；

[0012] 图2为抗菌肽wiFRPG的质谱图。

具体实施方式

[0013] 下面结合实施例及附图对本发明作进一步详细的描述，但本发明的实施方式不限

于此。

[0014] 实施例1

[0015] 抗菌肽的设计

[0016] 在序列的N端和C端各放置一个苯丙氨酸增加抗菌肽的疏水性，基于β‑发卡两亲肽

的排布，通过D‑色氨酸和D‑异亮氨酸之间的跨链交互作用来辅助PG转角单元形成的β‑发卡

抗菌肽的结构的力，同时还增加了抗酶解能力，得到该抗菌肽的氨基酸序列如SEQ  ID  No.1

所示，命名为抗菌肽wiFRPG，其氨基酸序列如表1所示。

[0017] 表1多肽wiFRPG的氨基酸序列

[0018]

[0019] 抗菌肽wiFRPG序列长度为12个氨基酸，转角单元为PG单元，通过D‑Trp和D‑Ile进

行跨链交互稳定β‑发卡结构。以这种方法设计的抗菌肽在具有高效的抑菌活性和较低的溶

血活性的同时还具有极好的蛋白酶稳定性。

[0020] 实施例2

[0021] 固相化学合成法合成抗菌肽wiFRPG

[0022] 1、AMPs的制备从C端到N端逐一进行，通过多肽合成仪来完成。首先将Fmoc‑X(X是

每个抗菌肽的C端第一个氨基酸)接入到Wang树脂，然后脱去Fmoc基团后得到X‑Wang树脂；

再将Fmoc‑Y‑Trt‑OH(9‑芴甲氧羧基‑三甲基‑Y，Y为每个抗菌肽C端第二个氨基酸)；按照这
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个程序依次从C端合成到N端，直至合成完毕，得到脱去Fmoc基团的侧链保护的树脂；

[0023] 2、在上述得到的肽树脂中，加入切割试剂，20℃避光下反应2h，过滤；沉淀TFA(三

氟乙酸)洗涤，将洗液与上述滤液混合，旋转蒸发仪浓缩，再加入10倍左右体积的预冷无水

乙醚，‑20℃沉淀3h，析出白色粉末物，以2500g离心10min，收集沉淀，再用无水乙醚洗涤沉

淀，真空干燥，得到多肽，其中切割试剂由TFA、水和TIS(三异丙基氯硅烷)按照质量比95:

2.5:2.5混合而成；

[0024] 3、使用0.2mol/L硫酸钠(磷酸调节至pH  7.4)进行柱平衡30min，用90％乙腈水溶

液溶解多肽，过滤，C18反相常压柱，采用梯度洗脱(洗脱剂为甲醇和硫酸钠水溶液按照体积

比为30:70～70:30混合)，流速为1mL/min，检测波为220nm，收集主峰，冻干；再利用反相C18

柱进一步纯化，洗脱液A为0.1％TFA/水溶液；洗脱液B为0.1％TFA/乙腈溶液，洗脱浓度为

25％B～40％B，洗脱时间为12min，流速为1mL/min，再同上收集主峰，冻干；

[0025] 4、抗菌肽的鉴定：将上述得到的AMPs经过电喷雾质谱法分析，质谱图中显示的分

子量(如图2所示)与表1中的理论分子量基本一致，抗菌肽的纯度大于95％(如图1所示)。

[0026] 实施例3

[0027] 抗菌肽wiFRPG抗菌活性测定

[0028] 1、抗菌活性的测定：测定抗菌肽最小抑菌浓度所用方法是肉汤稀释法。将细菌放

置在MHB培养基中，在37℃、220rpm摇床中恒定摇动孵育过夜，第二天转移至新的MHB后继续

放入摇床孵育4小时直至生长对数期。用0.2％BSA(含0.01％乙酸)利用倍比稀释法稀释肽

溶液，取上述溶液50μL置于96孔细胞培养板中，然后分别添加等体积的待测菌液(～

106CFU/mL)于各孔中。只含有菌液不含肽溶液的作为阳性对照，不含菌液也不含肽溶液的

作为阴性对照。在37℃培养箱中孵育18h，然后用酶标仪观察并测量492nm的光密度，在视觉

和分光光度法下均未观察到微生物生长的抗菌肽浓度为抗菌肽的最小抑菌浓度。检测结果

如表2所示。

[0029] 表2抗菌肽wiFRPG的抑菌活性(μM)

[0030]
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[0031]

[0032] 通过表2可以看出，抗菌肽wiFRPG对于革兰氏阳性菌和阴性菌均表现出较高的抑

菌活性。

[0033] 2、溶血活性的测定：抽取身体健康人血液1mL，3000～3500rpm、4℃离心10min，弃

去上清液，收集下层红细胞，使用无菌PBS溶液(pH＝7.4)清洗3遍后，用10倍体积的PBS溶液

重悬红细胞，之后取50μL红细胞悬液与50μL用PBS溶解的不同浓度的抗菌肽溶液混合均匀，

放置37℃培养箱内恒温孵育1h。0.1％Triton  X‑100处理的红细胞悬浮液为阳性对照，未经

处理的红细胞悬液为阴性对照。离心(3000～3500rpm、4℃)10min抽取上清液转移到新的无

菌96孔板中，用酶标仪观察并测量570nm的光密度。溶血率计算公式如下：溶血率(％)＝

[(测量值‑阴性对照值)/(阳性对照值‑阴性对照值)]×100％。最小溶血浓度是抗菌肽引起

10％溶血率时的抗菌肽浓度。检测结果如表3所示。

[0034] 表3抗菌肽wiFRPG溶血活性的测定

[0035]

[0036] 如表3所示，肽wiFRPG在检测范围内均未表现出溶血活性，使用最小溶血浓度和最

小抑菌浓度的几何平均数的比值计算其治疗指数，治疗指数达到269.47。

[0037] 3、盐稳定性的测定：将每种浓度(150×10‑3M  NaCl，4 .5×10‑3M  KCl，6×10‑6M 

NH4Cl，1×10‑3M  MgCl2，2×10‑3M  CaCl2，8×10‑6M  ZnCl2，4×10‑6M  FeCl3)的盐溶于BSA溶液

中，之后步骤与抗菌活性的测定方法一致。检测结果如表4所示。

[0038] 4、评估蛋白酶对抗菌活性的影响，将肽与不同蛋白酶溶液(8mg/mL)共同孵育4小

时后测定抗菌活性。检测结果如表4所示。
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[0039] 表4抗菌肽wiFRPG在生理盐浓度、蛋白酶条件下对大肠杆菌25922和金黄色葡萄球

菌29213的抑菌活性(μM)

[0040]

[0041] 根据表4结果可以看出，抗菌肽wiFRPG在生理浓度的盐离子水平下、8mg/mL胃、胰、

糜、K蛋白酶条件下依旧保持良好的抑菌活性。

[0042] 综合以上所有结果，一种基于D型氨基酸跨链交互作用的β‑发卡抗菌肽wiFRPG具

有较高的治疗指数和极强的稳定性，表明其具有较强的替代抗生素的潜力。
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