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摘   要：天然抗菌肽具有较强的杀菌能力，但高生物相容性抗菌肽的构建一直阻碍着该领域的发

展。为了提高抗菌肽的选择特异性，通过分子动力学分析探讨了抗菌肽的结构特性，并检测其生

物学活性。首先以 (RXKY)2(YRY)2 (X 代表 Ile，Y 代表 Leu) 为模板设计新型抗菌肽分子 RIKL。

通过圆二色谱 (circular dichroism, CD) 检测 RIKL 的二级结构，并通过分子动力学分析模拟了

RIKL 在水溶液和 POPC/POPG 膜环境下的结构，同时通过检测抑菌活性、溶血活性、细胞毒性及

盐离子稳定性等指标进一步研究其生物学活性。CD 结果表明，RIKL 在细菌膜模拟环境下呈现   

α-螺旋结构，分子动力学模拟预测了 RIKL 可以在水溶液和 POPG 环境下保留部分二级结构，而在

POPC 环境下分子的二级结构含量有所降低。抑菌试验表明 RIKL 具有较高的抑菌活性，其最小抑

菌浓度 (minimum inhibitory concentration, MIC) 的几何平均值为 3.1 μmol/L；溶血和细胞毒性试验

表明，RIKL 在检测范围内无溶血活性、细胞毒性较低；稳定性试验发现，RIKL 在不同 pH 值、

不同浓度血清和盐离子存在的环境下仍保持抑菌活性。综合以上结果，RIKL 具有较高的细胞选择

性，有成为高效抗菌药物的发展潜力。 

关键词：抗菌肽；分子动力学；抑菌活性；毒性；稳定性  
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Molecular design and biological activity analysis of 
antimicrobial peptide RIKL 

FANG Yuxin, LI Ling, FU Wenhua, DONG Na, SHAN Anshan 
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Abstract: Natural antimicrobial peptides have strong bactericidal activities. An obstacle of the 

development of antimicrobial peptides resides in the difficulty of developing peptides with high 

biocompatibility. In this study, molecular dynamics analysis was employed to assess the structural 

characteristics and biological activities of peptides. A (RXKY)2(YRY)2 structure was used as a template 

to design an antimicrobial peptide RIKL of high-efficiency and low-toxicity, where X represents Ile and 

Y represents Leu. The secondary structure of the antimicrobial peptide was detected by circular 

dichroism (CD), and the structures of RIKL in water and in POPC/POPG membrane environment were 

measured using molecular dynamics. The biological activity of RIKL was further studied by assessing 

its antimicrobial activity, hemolytic activity, eukaryotic cytotoxicity, and salt ion stability. CD results 

showed that RIKL presented an α-helical structure in a simulated bacterial membrane environment. 

Molecular dynamics simulation predicted that the secondary structure of RIKL could be partly retained 

in water and POPG environment, while this secondary structure was weakened in the POPC 

environment. Antimicrobial test suggested that RIKL had high antimicrobial activities, and the 

geometric mean of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was 3.1 μmol/L. The hemolysis 

indicated that RIKL had no hemolytic activity within the detection range, and cytotoxicity test suggested 

the cytotoxicity of RIKL was low. Stability test showed that RIKL maintained antimicrobial activities 

under different pH, serum concentrations and salt environments. Based on the above results, RIKL has 

high cell selectivity and has the potential as a highly effective antibacterial drug. 

Keywords: antimicrobial peptides; molecular dynamics; antimicrobial activity; toxicity; stability 

 
 

近半个世纪以来，抗生素在促进畜禽生长

方面发挥着重要的作用[1]。然而，自从发现第

一例超级耐药细菌以来，抗生素在畜禽体内残

留和耐药性问题引起全世界的广泛关注。人们

迫切需要一种新的物质来代替传统的抗生素。

抗菌肽 (antimicrobial peptides)，又称宿主防御

肽 (host defense peptides)[2]，具有抗菌性、低

毒性和无残留等优点，也可以抵抗并消灭来自

外界入侵的病原体 [3]，同时清除自身的病变细

胞和有害物质 [4]。抗菌肽不仅对革兰氏阴性和

阳性细菌、真菌有杀灭作用，而且对病毒、寄

生虫和肿瘤细胞也具有抑制活性。研究发现，

抗菌肽与传统抗生素的杀菌机制有显著差异[5]。

抗菌肽以物理方式作用于细菌细胞膜，破坏细

胞膜并使细胞质溢出，或与细菌核糖体结合以

阻止 DNA 合成，从而快速杀死细菌，这使得

细菌几乎不会对抗菌肽产生耐药性[6]。然而，

在抗菌肽的研发过程中，仍存在诸多亟待解决

的技术问题，例如难以预测天然抗菌肽的生物

学活性和细胞相容性以及构效关系。 
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研究发现，通过改变肽链的氨基酸序列和

理化参数，使用肽序列模板重新设计抗菌肽可

提高肽的抗菌活性，并降低毒副作用[7]。简化

模板法可以根据抗菌肽的理化性质以及规则的

二级结构来预测并设计抗菌肽的序列。由于抗菌

肽的疏水性在一定范围内影响其抑菌活性[8]，所

以通过调整疏水性氨基酸在抗菌肽序列中的位

置或增加氨基酸数量能够在一定范围内提高其

抑菌活性[9]；Itoh 等筛选出了 18 个溶菌素 E 类

似物 A1–A18，其中除了 A15 外，其他的抗菌

肽均具有共同残基亮氨酸  (Leu) 和异亮氨酸 

(Ile)，表现出了较高的抗革兰氏阳性菌的膜破

坏能力，揭示了疏水性氨基酸 Leu 和 Ile 对于抗

革兰氏阳性菌甚至是耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌的潜在优势[10]。富含 Ile 的阳离子多肽能够有

效地提高多肽的抑菌活性[11]。研究表明，在饲

料中添加 Ile 可以有效地刺激仔猪产生 β-防御

素，并通过降低大肠杆菌产生的内毒素使仔猪

免受菌体感染[12]。阳离子性可以促进抗菌肽与

菌体细胞膜的静电吸引[13]，精氨酸侧链的胍基

可以促进抗菌肽与微生物细胞膜接触[14]。尽管

赖氨酸也携带一个正电荷，但是由于侧链缺乏

胍基，降低了对哺乳动物细胞的毒性，所以细

胞选择性比较高[15]。因此，本研究采用带正电

荷氨基酸 (精氨酸和赖氨酸) 与疏水性氨基酸 

(亮氨酸和异亮氨酸) 交替连接的方法来构建抗

菌肽的基础骨架。 

目前，分子动力学模拟 (molecular dynamics 

simulation, MD simulation) 已经成为研究生物

大分子结构的常用方法。抗菌肽可以有效抑制

细菌肽聚糖的合成，但是活性一直受限，通过

GROMACS 程序包筛选靶向 MurD 酶的药物来

抑制鼠伤寒沙门氏菌肽聚糖的合成，证明了

3-(氨甲基)-n-(4-甲氧基苯基) 苯胺是有效的肽

聚糖抑制剂[16]。另外，对含有组氨酸的抗菌肽与

POPC 进行分子动力学模拟，发现无论组氨酸是否

被质子化，肽段更倾向于与双层毛孔紧密结合，

这也解释了含组氨酸抗菌肽的膜破坏机制[17]。 

本研究以(RXKY)2(YRY)2 (X 代表 Ile，Y

代表 Leu) 为模板全新设计抗菌肽 RIKL。检测

该抗菌肽  (RIKL) 和对照肽蜂毒素  (melittin, 

ME) 的二级结构并进行分子动力学计算，分析

其 小抑菌浓度、溶血活性、真核细胞毒性和

稳定性。本研究为高生物相容性和高抑菌活性

抗菌肽的设计提供了新的方法，对研发新型抗

生素替代产品意义重大。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  抗菌肽合成 

抗菌肽由吉尔生化公司  (中国上海 ) 合

成，采用反相高效液相色谱和基质辅助激光解

吸 /电离飞行时间质谱鉴定。多肽纯度均高于

95%。抗菌肽以 2 560 μmol/L 的浓度溶解于去

离子水中，并储存在−80 ℃。 

本研究使用 CCS 量表 (http://www.bbcm. 

univ.trieste.it/~tossi/HydroCalc/HydroMCalc.html) 
在线计算平均疏水性和相对疏水力矩；使用

Pymol 获取抗菌肽的 PDB 结构文件。 

1.1.2  菌株和试剂 

大肠杆菌 Escherichia coli ATCC 25922、

Escherichia coli UB1005、Escherichia coli K88，

鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium ATCC 

14028，鸡白痢沙门氏菌 Salmonella pullorum 

C79–13，金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus 

ATCC 29213、Staphylococcus aureus ATCC 25923，

表皮葡萄球菌 Staphylococcus epidermidis ATCC 

12228，枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis CMCC 

63501 均由东北农业大学兽医学院馈赠 (哈尔滨)。 



 
 

方禹鑫 等/抗菌肽 RIKL 的分子设计及生物学活性分析 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

177

1.2  方法 
1.2.1  二级结构分析 

抗菌肽的二级结构使用 CD 色谱来检测[18]。

将浓度为 150 μmol/L 的肽溶解在 10 mmol/L 的

磷酸盐缓冲溶液 (PBS) 和 50%三氟乙醇 (TFE)。

采用圆二色性光谱仪 (Jasco，Tokyo，Japan) 在

25 ℃下测定。 

1.2.2  分子动力学计算 

利用 Pymol 生成 RIKL 的多肽坐标文件，使

用 GROMACS 程序包对 RIKL 的初始结构在水

溶液中进行 MD 模拟[19]。首先将抗菌肽 RIKL

置于大小为 1 nm×1 nm×1 nm 的立方体盒子中并

选择全原子力场。随后将 RIKL 溶剂化，置于

SPC216 水溶液中，整个体系中加入氯离子，使

系统呈电中性。使用 陡梯度法进行能量 小化

计算，之后进行正则系综 (canonical ensemble, 

NVT) 与 等 温 等 压 系 综  (constant-pressure, 

constant-temperature, NPT) 结构限制性运动，所

有计算均经历 100 ps。体系 MD 模拟经历 10 ns

后进行分子动力学计算分析。POPC 和 POPG 是

高纯度脂质模拟物，其中 POPC 通常被用来模拟

哺乳动物细胞膜，POPG 被用来模拟细菌细胞膜。

采用已平衡 40 ns 的 POPC 和 POPG 膜体系[20]，

经历 1 ns 的模拟后进行分子动力学计算分析。 

1.2.3  抗菌活性的测定 

试验采用 MIC 测定法[21]。将不同浓度多肽

稀释液与细菌悬浊液混合后，在 37 ℃培养

18–24 h 后用酶标仪测定 OD492 条件下的吸光

值。不含细菌的溶液为阴性对照组，含有细菌

的溶液为阳性对照组。 

1.2.4  溶血活性的测定 

试验采集健康捐献者 (方禹鑫) 的血液， 

1 000 r/min 离心 5 min 后收集人血红细胞 

(hRBCs)。随后用 PBS 洗涤 3 次并重悬。将不

同浓度的多肽稀释液与 hRBCs 混匀，在 37 ℃

下孵育 1 h。再将孵育后的 hRBCs 在 4 ℃离心

(1 000 r/min) 10 min 后测定 OD570条件下的吸光

值。不含多肽的 hRBCs 为阴性对照组，经 0.1% 

Triton X-100 处理的 hRBCs 为阳性对照组。 

1.2.5  细胞毒性的测定 

将冻存于液氮中的鼠巨噬细胞 RAW264.7 

(中国科学院上海生物化学与细胞生物学研究

所 ) 复苏后参照 Wang 等的方法测定细胞毒  

性[21]。简单来讲，将细胞混悬液与不同浓度的多

肽溶液混合，在 37 ℃、5% CO2 下孵育 4 h，加

入 5 mg/mL 的 MTT 后继续孵育 4 h，结束后弃

掉上清液。用 100 µL DMSO 溶解孔底结晶后使

用酶标仪测定 OD570 下的吸光值。不加多肽的

试验孔为阴性对照。 

1.2.6  盐离子稳定性的测定 

根据文献参考方法[22]，将不同浓度多肽溶

液与细菌悬浊液混合，在不同的生理盐浓度 

(NaCl (150 mmol/L)、KCl (4.5 mmol/L)、NH4Cl 

(6 μmol/L)、ZnCl2 (8 μmol/L)、CaCl2 (2 mmol/L)、

MgCl2 (1 mmol/L) 和 FeCl3 (4 μmol/L)) 下按照 

1.2.3 的方法测定抗菌肽在盐离子溶液中的 MIC 值。 

1.2.7  血清、pH 稳定性的测定 

为了检测血清是否会对抗菌肽的稳定性产

生影响，将待测药物分别与 50%、25%和 12.5%

的胎牛血清在 37 ℃下孵育 4 h。评估抗菌肽在

不同 pH 环境下的稳定性，将多肽与 PBS (pH

为 2 或 12) 于 37 ℃孵育 4 h。然后按照 1.2.4

的方法测定这些肽的 MIC。 

2  结果与分析 

2.1  抗菌肽的设计  

抗菌肽的结构和关键的物理化学参数如 

图 1 和表 1 所示。通过 CCS[23]计算出 RIKL 的

疏水值为 1.12。肽的理论分子量值与测量的分

子量值一致且所有化合物纯度达到 95%以上，

表明多肽被成功合成。 
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图 1  RIKL 的 (A) 螺旋轮示意图 (B) 三维结

构投影图 (精氨酸分布在螺旋外侧) 
Figure 1  RIKL’s (A) schematic diagram of the 
spiral wheel and (B) 3D structure projection 
(arginine is distributed outside the spiral). 

 

2.2  二级结构的测定 

CD 光谱可以检测抗菌肽在不同溶液中的二

级结构。RIKL 在 10 mmol/L PBS 和 50% TFE 溶

液中的 CD 光谱如图 2 所示。RIKL 在 10 mmol/L 

PBS 中约在 200 nm 处呈现一个 小负峰，证明

了 RIKL 在 PBS 中呈现无规则卷曲结构。在 50% 

TFE 溶液中，RIKL 的光谱特征显示在约 207 nm

和 226 nm 附近均出现两个负峰，这证明了

RIKL 在模拟疏水环境中形成 α-螺旋结构。 

2.3  分子动力学分析 

为了评价 RIKL 在水溶液中的稳定性，对

RIKL 在水溶液中进行了 10 ns 的分子动力学模

拟。三维构象结果如图 3 所示，RIKL 在经历

10 ns 后，大部分残基能保持螺旋结构。根均方

偏差 RMSD 显示在 10 ns 的模拟过程中，整个

骨架处于持续的偏移状态。RIKL 的二级结构变

化表明 α-螺旋的残基数量由 初 0–2 ns 的 10 个

降低至 7 个。RIKL 在与膜体系 POPC 和 POPG

模拟 1 ns 后，如图 3D 所示，通过 RIKL 与 POPC

和 POPG 形成氢键的情况可以看出 RIKL 在  

两种膜环境下接触程度基本一致，但 RIKL 与

POPG 形成氢键的数量明显多于 POPC。通过

RIKL 与两种膜模拟后二级结构的变化可以看

出，在 POPC 中 α-螺旋含量急剧下降，而在

POPG 中能维持其二级结构。 

2.4  抑菌活性 
如表 2 所示，RIKL 对革兰氏阴性菌的 MIC

值为 2，对革兰氏阳性菌的 MIC 值在 2–8 之间。

根据治疗指数 (TI) 发现 RIKL 的 TI 值 (82.6) 

较高，是蜂毒素的 TI 值 (0.1) 的 826 倍，且与

抗生素环丙沙星的效价一致。因此，RIKL 具有

较高的细胞选择性和广谱抗菌活性。 

2.5  溶血活性 
如图 4 所示，在浓度为 128 μmol/L 时，没

有检测到 RIKL 的溶血活性。蜂毒素在浓度为    

16 μmol/L 时溶血率超过 80%，RIKL 即便在

高浓度下也没有造成红细胞溶血。这表明 RIKL

相比蜂毒素具有较高的生物相容性。 

2.6  细胞毒性 
采用 MTT 法检测抗菌肽 RIKL 对鼠巨噬

细胞 RAW264.7 的毒性。结果如图 5 所示，

RIKL 处理后，细胞存活率高于 80%，在高浓度     

128 μmol/L 处，RIKL 并未引起真核细胞毒性， 

 
表 1  RIKL 设计和关键物理化学参数 
Table 1  Design of RIKL and key physicochemical parameters 
Peptides  Sequences  Chemical 

formula  
Theoretical 
molecular 
weight  

Measured 
molecular 
weight  

Charge Hydrophobicity Hydrophobic 
moment 

RIKL RIKLRIKLLRLLRL-NH2 C86H164N28O16 1 804.36 1 804.36 +7 1.12 1.62 

ME GIGAVLKVLTTGLPALISWI
KRKRQQ 

C131H228N38O32 2 845.73 2 847.44 +5 –0.01 3.04 
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图 2  抗菌肽 RIKL 的 CD 光谱 
Figure 2  CD spectrum of RIKL. 

而蜂毒素在 2 μmol/L 处的细胞存活率不足 80%。 

2.7  盐离子稳定性 
血液中盐离子的浓度会对抗菌肽的稳定性

造成不同程度的影响，因此我们测试了在生理

盐浓度下不同盐离子对 RIKL 和对照肽蜂毒素

的 小抑菌浓度，结果如表 3 所示。在 Na+、

Ca2+和 Mg2+中，RIKL 对 E. coli ATCC 25922 的

抑菌活性有所降低。对于 S. aureus ATCC 

29213，在 Ca2+、Na+和 K+中，RIKL 的活性有

所降低，特别是在 Na+中，活性降低较为明显，

而其他盐离子对 RIKL 的稳定性没有影响。 

 

 
 
图 3  经历 10 ns 模拟后 RIKL 的结果   A：3D 图；B：根均方偏差 RMSD 函数图；C：二级结构变

化；1 ns 后膜蛋白体系中抗菌肽 RIKL；D：与 POPG (实线)、POPC (虚线) 的氢键变化；E：与 POPC

模拟后的二级结构变化；F：与 POPG 模拟后的二级结构变化 

Figure 3  After 10 ns simulation, RIKL’s 3D diagram (A), RMSD function diagram of root mean square 
deviation (B), content change of secondary structure (C), hydrogen bond changes between RIKL (D), POPG 
(solid line) and POPC (dashed line) (E), secondary structure changes after POPC simulation (F), and 
secondary structure changes after POPG simulation.  
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图 4  RIKL 对 hRBCs 的溶血活性 
Figure 4  Hemolytic activity of RIKL against 
hRBCs. 

 

 
 
图 5  RIKL 对 RAW 264.7 的细胞毒性 
Figure 5  Cytotoxicity of RIKL against RAW 264.7. 

2.8  血清和 pH 值稳定性 

为了评价抗菌肽在血清和在不同 pH 值下

的稳定性，将 RIKL 与不同浓度的血清和在不

同 pH 值条件下孵育 4 h 并测定其 小抑菌浓度

的变化。结果如图 6 所示，RIKL 在与 50%血清

孵育后相较于与 25%和 12.5%血清孵育后 小

抑菌浓度有所下降。RIKL 在 pH 为 2.0 和 12.0

的条件下， 小抑菌浓度略微下降。RIKL 在两

种环境下仍然保持着较高的抗菌活性。 

3  讨论 

尽管抗菌肽被认为是宿主抵抗微生物攻击

的第一道防线，但其作为一类新型抗菌药物的

有效性及安全性仍有待证明。到目前为止，仅

有少数几种抗菌肽被用于医疗领域。为了提高

抗菌肽的抑菌活性，降低其对动物血红细胞和

正常组织细胞的毒副作用，我们根据简化模板

法成功设计出抗菌肽 RIKL。CD 光谱分析表明，

在模拟细菌细胞膜附近的疏水环境中，RIKL 显

示出 α-螺旋结构。RIKL 对细菌膜的破坏能力可

能是由于在细菌膜环境被诱导形成的 α-螺旋结

构所提供的[24]。 

 
表 3  RIKL 的盐离子稳定性 
Table 3  Salt ion stability of RIKL 
Peptides Minimum inhibitory concentration (MIC) 

Control NaCl KCl NH4Cl MgCl2 CaCl2 ZnCl2 FeCl3 

E. coli ATCC 25922 

RIKL 2 4 2 1 4 8 2 2 

Melittin 2 4 2 1 4 4 1 2 

Ciprofloxacin 2 2 2 1 2 2 1 2 

S. aureus ATCC 29213 

RIKL 4 32 8 4 4 8 2 4 

Melittin 8 2 1 1 2 2 1 1 

Ciprofloxacin 4 4 4 2 4 4 2 4 

The MIC values (μmol/L) of the control group were determined in the absence of these physiological salts. 
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图 6  RIKL 在不同 pH 和血清处理后的最小抑菌

浓度变化值 
Figure 6  Change of the minimum inhibitory 
concentration of RIKL upon treatment with 
different pH and serum. 

 
抗菌肽在溶剂中的稳定性是抗菌肽能够长

期保存并发挥活性作用的前提。通过分子动力

学分析可知，RIKL 的二级结构在水溶液中发生

了部分变化，头尾部的螺旋部分解体，但整体

仍以 α-螺旋为主，RIKL 的二级结构并没有因此

而受到大量的破坏。根均方偏差 RMSD 结果显

示在 10 ns 的模拟过程中，RIKL 分子骨架处于

持续的偏移状态，表明 RIKL 的构象在水溶液

中会缓慢改变。以上结果表明，RIKL 在水溶液

中的构象会发生偏移，但仍然能保持其螺旋结

构的稳定。为了从分子水平验证 RIKL 的抑菌

活性和毒性，模拟了 RIKL 与 POPC/POPG 的相

互作用[25]。通过 RIKL 在 POPC 和 POPG 中的

构象差异可以看出，RIKL 可以与 POPG 形成更

多的氢键，而氢键数量的增加往往诱导细菌膜

成孔并出现磷脂双分子层水通道[26]。 

在一定范围内，抗菌肽疏水性的增加往往

伴随着毒性的增高[27]。在本研究中，RIKL 具有

与蜂毒素相似的高抗菌活性，但 RIKL 的溶血

活性远低于蜂毒素。从结果中发现，RIKL 和蜂

毒素之间的重要区别在于正电荷数、疏水性和

疏水力矩 (表 1)。因此可以推断 RIKL 的高抑

菌活性来自它的高正电荷数  (+7) 和高疏水

性，这也表明了肽的正电荷数和疏水性对其抑

菌活性的高低有着重要影响[28]；亮氨酸与异亮

氨酸的侧链伸展性和疏水性可以促进螺旋结构

的形成[29]，而高螺旋度往往伴随着抑菌活性的

提高[30]。由于抗菌肽与细菌的作用机制通常是

利用正电性与细胞膜表面带负电的 LPS (革兰

氏阴性菌的脂多糖) 或 LTA (革兰氏阳性菌的

脂磷壁酸) 相吸引，并通过疏水作用瓦解细胞

膜组分，造成细菌膜出现环状孔洞，细胞质外

流而死亡[21,31]。因此，RIKL 对革兰氏阴性和阳

性菌均有不同程度的抑菌活性。肽的两亲性—

即疏水力矩，是影响抗菌肽毒性的一个非常重

要的因素，RIKL 相较于蜂毒素的低疏水力矩可

能是影响 RIKL 产生低溶血活性和低真核细胞

毒性的重要原因[32]。同时，分子动力学也通过

RIKL与 POPC的氢键数量变化辅助预测了其对

哺乳动物细胞膜活性较差。综上，RIKL 具有与

环丙沙星等效的抑菌活性和生物相容性。 

体内多变的环境对抗菌肽的活性有很大的

影响，主要的体内屏障包括盐离子、血清和 pH

值。因此，探究抗菌肽在不同浓度的盐离子、

血清和不同 pH 值条件下的稳定性在生产和应

用中有着重要意义。抗菌肽对细菌细胞膜的静

电吸附作用会受到高浓度盐离子的影响，进而

造成抗菌肽对细菌细胞膜的吸附作用减弱，从

而降低了抗菌肽的杀菌能力。通过表 3 可以看

出，RIKL 在 Na+和 Ca2+存在时，抑菌活性会显

著降低，而在 K+存在下对金黄色葡萄球菌的活

性有所影响，其他盐离子对于 RIKL 并无抑制

作用。研究表明，Na+和 Ca2+不仅会阻碍抗菌肽



 
 

方禹鑫 等/抗菌肽 RIKL 的分子设计及生物学活性分析 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

183

与细菌膜之间的静电相互作用[33]，而且还会与

肽竞争 LPS 的结合位点[34]，这也是 RIKL 在 Na+

和 Ca2+的存在下抑菌活性下降的原因。RIKL 在

50%血清中的抑菌活性降低，表明 RIKL 的抑菌

活性受血清影响，但仍然具有较高的抗菌活性。

而蜂毒素在血清环境下显著降低了抑菌活性，

表明 RIKL 比蜂毒素具有更高的血清稳定性。

抗菌肽在血清中可能会与白蛋白结合，从而限

制抗菌肽与细菌细胞膜的接触，进而降低了抗

菌肽的抑菌活性[35]。不同 pH 值对于抗菌肽的

稳定性也有较大的影响[36]，在饲料添加剂中抗

菌肽经常会面临强酸或强碱的环境。结果发现，

极端 pH 并没有使 RIKL 失活，而蜂毒素 小抑

菌浓度降低，这可能是由于在强酸或者强碱的

环境下，蜂毒素正电荷氨基酸侧链被质子化或

去质子化，进而影响了蜂毒素正电荷的含量并

降低了蜂毒素的抑菌活性，而抗生素环丙沙星

在以上屏障下未检测到抗菌活性的丧失。因此，

RIKL 在不同盐离子、血清和 pH 条件下仍然能

保持其较高的抗菌活性和较高的稳定性。综上

所述，我们通过 CD 光谱、分子动力学模拟以

及在不同环境下生物学活性的检测，设计并构

建了一条具有较高细胞选择性和稳定性的抗菌

肽 RIKL，该抗菌肽有潜力成为一种新型的饲用

抗生素替代物。 
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