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吖啶 – 核定位序列偶联构建的高活性抗菌肽
Wei Zhang1,2#, Xiaoli Yang1,2#, Jingjing Song1,2, Xin Zheng1,2, Jianbo Chen1,2, Panpan Ma1,2, Bangzhi Zhang1,2*,  

Rui Wang1,2*

摘要：多重耐药菌的出现迫切需要发现具有新作用机制的抗生
素。在本研究中，笔者将疏水的吖啶分子连接到核定位序列
(NLS) 的 N末端合成了一种新型的抗菌药物 Acr3-NLS。为了进
一步提高该试剂的抗菌活性，笔者将两个单体 Acr3-NLS 分子
通过二硫键连接合成了二聚体 (Acr3-NLS)2。结果显示，与NLS
相比，Acr3-NLS，特别是 (Acr3-NLS)2，对革兰阴性菌和革兰阳
性菌表现出显著的抗菌活性。随后，其作用机制的研究表明，
Acr3-NLS 和 (Acr3-NLS)2 可通过细胞膜破坏方式和 DNA 结合方
式杀死细菌。作用于细胞膜和细胞内DNA的双靶点抑杀机制可
以降低细菌对Acr3-NLS和(Acr3-NLS)2产生耐药性的风险。总之，
本研究提供了一种新的策略，可用于设计具有双重作用机制的
高效抗菌药物。
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1 引言

全世界每年有数以百万计的人因细菌感染而患病。

抗生素的发现对改善人类健康具有深远的影响。然而不

幸的是，随着耐药细菌菌株的不断出现，传统抗生素的

作用越来越小[1]。这迫切需要发现具有新型作用机制的
抗生素。

猿猴空泡病毒40（SV40）大T抗原的核定位序列
(NLS，PKKKRKV)是一种被广泛研究的多肽，它可以
促进异源分子的核运输[2–4]。据报道，NLS对革兰阴性
菌和革兰阳性菌都表现出一定的抑杀活性，但是其作用

机制仍然模糊，并且其抗菌作用较差[5]。
吖啶(Acr)是一种杂环芳香族分子，具有一定的DNA

嵌入能力和药物活性[6]。大量的吖啶衍生物被合成并用
作抗菌药物、抗疟药物和抗癌药物[7–10]。吖啶作为抗
菌药物应用于临床最早出现于1917年[10]。具有强力治
疗作用的青霉素类药物的出现，使得吖啶在抗菌治疗中

黯然失色。然而，随着抗生素耐药性问题的日益严重，

人们重新将目光聚焦在了吖啶类药物上[10]。
将小分子药物连接到多肽上已经被证明是一种有

效的策略。该方法具有诸多益处，如增加了药物的水溶

性，提高了药代动力学，并且可以克服耐药性问题[11, 
12]。在本研究中，笔者通过将吖啶分子连接到NLS中合
成了一类新型高效的抗菌药物。笔者通过将三个Lys(acri-
dine)分子连接到NLS序列的N末端合成了Acr3-NLS。二
聚化被认为是一种提高抗菌肽的抗菌活性和酶解稳定性

的有效策略[13, 14]。因此，为了提高药物的抗菌活性，
笔者还将两个Acr3-NLS单体分子的C末端通过二硫键连
接合成了二聚体(Acr3-NLS)2。这种方法已经被广泛应用

于药物共轭连接[15]。图1所示为这些偶联物的结构式。
随后，笔者对Acr3-NLS和(Acr3-NLS)2的抗菌活性和作

用机制进行了研究。

2 材料和方法

2.1 肽的合成和纯化
N L S和A c r 3 - N L S是在p -甲苯氢胺 ( M B H A )树脂
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基础上采用标准的Fmoc化学合成策略进行合成得到
的。同时按照已发表的文献中报道的合成方法 [16]，将
Fmoc-Lys(acridine)作为一种氨基酸合成并连接到多肽
上。(Acr3-NLS)2的合成是根据笔者之前报道的步骤进

行的[17]。所有的粗肽都使用C18柱并通过反相高效液
相色谱(RP-HPLC)进行纯化，然后通过电喷雾电离质谱
(ESI-MS)进行鉴定。通过对RP-HPLC检测结果进行纯
度分析，多肽洗脱体系的洗脱剂是线性梯度为含有0.1 %
三氟乙酸的5 %~95 %的乙腈，洗脱时间为30 min，流速
为1 mL·min–1。每种多肽的保留时间(RT)由其最大峰值 
决定。

2.2 抗菌活性测定
革兰阴性菌 (大肠杆菌，ATCC 25922；绿脓杆菌，

ATCC 27853)和革兰阳性菌(枯草芽孢杆菌，ATCC 23857；
金黄色葡萄球菌，ATCC 25923)都是在37 °C下利用
Mueller-Hinton(MH)液体培养基进行培养的。药物对
革兰阴性菌和革兰阳性菌的抗菌活性均使用标准连续稀

释法进行测定。简而言之，将菌液用MH 培养基稀释到
106 CFU·mL–1，以每孔100 μL加入到96孔培养板中。然
后将100 μL经两倍稀释之后的药物(浓度为1 μmol·L–1至

128 μmol·L–1)加入到96孔培养板中。培养18~20 h后，对
最小抑制浓度(MIC)进行测定。以不含有药物的培养基作
为对照组。实验测定重复3次。

2.3 杀菌动力学实验
通过杀菌动力学实验检测多肽偶联物对大肠杆菌的

杀伤效力。将生长至对数期的大肠杆菌用MH液体培养
基稀释至106 CFU·mL–1。之后分别将含有0.5倍、1倍、 
2倍MIC偶联物的溶液添加到细菌悬浮液中。分别在
0、15 min、30 min、60 min、90 min和120 min时 收 集
100 μL细菌悬浮液并用培养基进行稀释，然后涂布到MH

琼脂平板上。在培养24 h之后进行菌落计数。该实验重
复测定3次。

2.4 碘化丙啶摄取测定
笔者利用碘化丙啶(PI)的摄取实验来测定方法偶

联物的膜裂解活性。将生长至对数期的大肠杆菌用MH
液体培养基稀释至106 CFU·mL–1。将1 mL含有浓度为
1 × 106 CFU·mL –1大肠杆菌的磷酸盐缓冲液(PBS)添加
到培养皿中，同时加入1倍MIC的偶联物溶液，在37 °C
条件下进行共同孵育。孵育不同时间后，加入PI，并进
一步培养10 min，之后使用激光共聚焦扫描显微镜进行
PI摄取测定。

2.5 扫描电子显微镜
扫描电子显微镜(SEM)样品准备过程中需对大肠杆

菌细胞进行洗涤，并以5 × 108 CFU·mL–1的浓度重悬于

PBS中，与偶联物溶液(1倍MIC)在37 °C下共孵育1 h。
随后，将细胞置于10 000 r·min–1的转速下离心5 min，并
加入3 %的戊二醛在4 °C的条件下将其固定。将所有固定
好的细胞在2.5 %的单宁酸(Sigma)溶液中浸泡2 d，再使
用2 %的四氧化锇 (Sigma)固定2 h，随后在乙醇中进行脱
水，并在临界点干燥器中进行干燥(Ion Tech，Tedding-
ton)。用金镀层后，使用电子显微镜(JSM-6380Lv)对大
肠杆菌进行观察。

2.6 溶血实验
采集小鼠的新鲜血液，离心去除白细胞层，并使用

PBS将得到的红细胞洗涤3次，分别以1000g(g为重力加
速度，g = 9.8 m·s–2)的速度离心10 min，并重悬于PBS中
至4 % (V/V)。将100 μL含有各种浓度偶联物的溶液加入
到盛有100 μL红细胞悬浮液的96孔板中。分别用PBS和
0.1 %的Triton X-100处理细胞作为0和100 %的溶血。在
孵育1 h之后，将96孔板以1000g的速度离心10 min，并
吸取100 μL上清液转移到另一个96孔板中。用酶标仪
检测450 nm波长下的吸光值，从而计算血红蛋白的释
放率。

2.7 DNA 结合分析
凝胶阻滞实验能够用来评估偶联物对DNA的结合能

力。使用TIANamp细菌DNA提取试剂盒可获得大肠杆
菌ATCC 25922的基因组DNA。将10 μL基因组DNA(约
400 ng)溶解在TE缓冲液中，之后与含有不同浓度偶联物
的溶液进行等体积混合。将反应混合物置于室温条件下

孵育30 min。然后将混合物和TE缓冲液置于1 %琼脂糖

图 1. Acr3-NLS 和 (Acr3-NLS)2 的结构。
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凝胶中进行凝胶电泳。通过溴化乙锭的荧光检测DNA的迁移情况。

2.8 偶联物的细胞摄取
将大肠杆菌细胞与0.5倍MIC的偶联物溶液共孵育培养1 h。然后用PBS

将细胞洗涤3次。使用倒置的Zeiss LSM 710共聚焦显微镜进行成像。激发波
长为405 nm，最大发射波长为487 nm。在采集荧光通道图像的同时采集微分
干涉对比(DIC)图像。

3 结果与讨论

3.1 偶联物抗菌活性
多重耐药菌的出现引发了对具有新作用机制的新型抗生素替代物的迫切

需求。在本研究中，笔者将吖啶分子连接到NLS的N末端合成了一种新型的
抗菌制剂，通过用两种革兰阴性菌(大肠杆菌和绿脓杆菌)和两种革兰阳性菌
(枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌)检测了所合成药物的抗菌活性。表1总结了
所有药物的MIC。尽管有报道称NLS具有抗菌活性[5]，但是笔者的研究结
果表明它并不能在测试的浓度范围内杀死细菌。正如所期望的那样，与NLS
相比，Acr3-NLS和二聚体(Acr3-NLS)2对革兰阴性菌和革兰阳性菌都表现出

了显著的抗菌活性。更重要的是，二聚体(Acr3-NLS)2 的抗菌活性显著高于
Acr3-NLS。随后，笔者研究了Acr3-NLS和二聚体(Acr3-NLS)2的杀菌动力

学。如图2所示，研究结果表明，Acr3-NLS和二聚体(Acr3-NLS)2都可以在短

时间内杀死细菌，尤其是在高浓度条件下。此外，在相同的MIC条件下，二
聚体(Acr3-NLS)2的杀菌能力显著高于Acr3-NLS。基于快速杀菌特性和理化
性质，笔者推断Acr3-NLS和二聚体(Acr3-NLS)2可以像大多数抗菌肽那样，

通过破坏细胞膜杀死细菌[18, 19]

3.2 偶联物的膜裂解活性
抗菌肽是一类具有广谱抗菌活性

的阳离子短肽，一般含有50 %的疏
水性残基 [19]。与具有特定靶点的传
统抗生素不同的是，抗菌肽通过一系

列物理过程选择性结合并破坏带负电

荷的细菌细胞膜，而不会作用于中性

的哺乳动物细胞膜[18]。
首先，笔者采用PI摄取实验(这

是一种研究抗菌肽膜破坏能力的经

典方法)测量了 Acr3-NLS和二聚体
(Acr3-NLS)2对细胞膜的损伤。PI是
一种荧光分子，它不能进入膜完整的

细胞内，但是却可以通过被破坏的细

胞膜。如图3所示，结果表明细菌经
过Acr3-NLS和(Acr3-NLS)2处 理 后，

PI可以迅速进入大肠杆菌细胞内，这
表明大肠杆菌的细胞膜被破坏了。笔

者通过SEM观察了经Acr3-NLS和
(Acr3-NLS)2处理后的大肠杆菌细胞

膜的细微变化。如图4所示，用偶联
物处理后的大肠杆菌细胞膜表面有

若干的泡形成，这可能代表细胞膜表

面形成了孔洞，相比而言，未经处

理的大肠杆菌细胞膜表面正常光滑。

经SEM观察得出的结果与PI摄取实
验得出的结果相同，进一步确认了

Acr3-NLS和(Acr3-NLS)2能够像诸多

天然存在的抗菌肽一样通过破坏细胞

膜来杀死细菌。膜裂解活性使Acr3-
NLS和(Acr3-NLS)2具有以下优势：

①与传统抗生素不同，它们可以通过

细胞膜破坏机制杀灭耐药细菌；②细

菌很难对具有细胞膜破坏机制的药物

产生抗性，因为细菌几乎无法重建细

胞膜体系。

阳离子性和疏水性在抗菌肽的膜

裂解活性中发挥了重要作用[20–22]。
正电荷使抗菌肽能够通过静电作用吸

附到细菌细胞膜上，而疏水性能够促

进抗菌肽插入到疏水细胞膜中[23]。
正电荷和疏水性的适度增加有利于

提高抗菌肽的膜裂解活性和抗菌活性

[19, 21, 24]。本研究中的NLS是一

表 1. 核定位序列 (NLS) 及其含吖啶衍生物的氨基酸序列、理化性质和抗菌活性

Peptide
Mcalc*

(g.mol–1)
Mobs**

(g.mol–1)
tR

$

(min)
MIC (μmol· L–1) 

E. coli P. aeruginosa S. aureus B. subtilis
NLS 984.6 985.6 11.4 > 128 > 128 > 128 > 128

Acr3-NLS 1901.7 1901.1 14.3 16 64 16 16

(Acr3-NLS)2 3801.4 3801.2 15.0 8 16 8 8

9-chloroacridine — — — > 128 > 128 > 128 > 128

注文 : * 单一同位素摩尔质量计算值。 ** 单一同位素质量观察值。 $ tR 表示疏水性，其值通过PR-HPLC测量获得。

图 2. (a) Acr3-NLS 和 (b) (Acr3-NLS)2 的杀菌动力学。实验重复进行 3 次。
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种含有5个碱性氨基酸(4个赖氨酸和1个精氨酸)和一个疏
水性氨基酸的阳离子多肽。因此，由于NLS疏水性较差，

它很难插入到细胞膜中，也不会形成稳定的微孔[25]。
在之前的研究中，笔者发现加入疏水性的喜树碱可以将

亲水性的细胞穿膜肽变成细胞膜裂解性多肽[26]。在本
研究中，吖啶可以作为一种理想的疏水性基团，用于增

加偶联物的细胞膜插入能力和膜裂解能力，从而增强其

抗菌活性。为了测量吖啶对抗菌肽疏水性的增强作用，

笔者采用RP-HPLC测定了多肽的保留时间(tR)，这是一
种检测多肽疏水性的有效方法[24]。如表1所示，与NLS
相比，Acr3-NLS的保留时间显著延长，这表明Acr3-NLS
的疏水性高于NLS。因此，通过末端连接Lys(acridine)
可以显著提高Acr3-NLS的疏水性，从而提高细胞膜裂解
活性。同样地，二聚体(Acr3-NLS)2比单体Acr3-NLS表
现出更高的疏水性和抗菌活性。

3.3 偶联物的溶血活性
对宿主细胞的低毒性是抗菌肽药物临床开发的一个

非常重要的指标。溶血实验是衡量抗菌肽毒性最常用的

方法[27]。疏水性的增强通常会增加抗菌肽和红细胞膜
的相互作用，导致溶血活性的增强[24]。尽管Acr3-NLS
与NLS相比具有更强的疏水性，但是Acr3-NLS即使在
200 μmol·L–1的浓度下也未表现出明显的溶血活性，这个

浓度远高于其MIC值(图5)。尽管有研究表明二聚体可以
增强抗菌肽的溶血性，但是二聚体(Acr3-NLS)2的溶血活

性与单体Acr3-NLS相比并没有明显提高。总之，笔者的
研究结果表明Acr3-NLS和(Acr3-NLS)2表现出低细胞毒

性，这就意味着该药物在感染的治疗过程中可以使用更

高的浓度。

3.4 偶联物的 DNA 结合活性
最近，越来越多的研究表明细胞膜破坏并非是抗菌

肽的唯一作用机制。据报道，一些抗菌肽可以作用于细

图 3. 利用 Acr3-NLS 和 (Acr3-NLS)2 在 1 倍 MIC 下处理大肠杆菌后在不
同时间点上的 PI 摄取量。

图 4. 大肠杆菌的扫描电子显微镜图像。(a) 对照；(b) 经 Acr3-NLS 处理；
(c) 经 (Acr3-NLS)2 处理。抗菌肽在 1 倍 MIC 下对细菌处理 1 h。对照菌
不做抗菌肽处理。比例尺为 1 μm。

图 5. NLS、Acr3-NLS 和 (Acr3-NLS)2 的溶血活性。阳性对照为经浓度
为 10 μmol·L–1 的蜂毒肽处理的细胞。实验重复测定 3 次。
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胞内的一个或多个靶点从而杀死细

菌，如作用于核酸和酶[29, 30]。与
其他细胞内靶点相比，阳离子抗菌

肽更容易攻击阴离子核酸从而导致

细菌死亡[30]。在笔者之前的研究
中，NK-18作为一种来源于NK-溶解
素的短链肽，不仅可以通过破坏细菌

细胞膜杀死细菌，还可以通过结合细

菌DNA杀死细菌[31]。因为细菌内
的核酸是吖啶类抗菌药物的作用靶点

[10]，笔者推测含有吖啶分子的Acr3-
NLS和 (Acr3-NLS)2也可以通过将其

结合到细菌DNA上并干扰细菌DNA
的合成来杀死细菌。

首先，笔者通过凝胶阻滞分析检

测了多肽的核酸结合能力。如图6所
示，与NLS相比， Acr3-NLS尤其是
(Acr3- NLS)2能够引起细菌DNA迁移
率的显著改变，这就意味着吖啶的存

在显著地增强了Acr3-NLS和(Acr3- 
NLS)2的DNA结合能力。然而，为了
能够和DNA相互作用，Acr3-NLS和
(Acr3- NLS)2必须首先穿过细胞膜。

有趣的是，由于抗菌肽和穿膜肽在电

荷、结构和膜作用方式上存在很多相

似之处，越来越多的研究表明许多抗

菌肽也能够穿过细胞膜进入到细胞内 
[32]。尽管据报道，NLS可以穿透核
膜屏障并促进核转位，但是很少有报

道显示它能够穿透细胞膜。在本研究

中，笔者使用共聚焦显微镜观察发现

Acr3-NLS和(Acr3- NLS)2能够进入到

大肠杆菌细胞内。如图7所示，Acr3-
NLS和(Acr3- NLS)2都能穿透细胞膜

并在大肠杆菌细胞内蓄积。根据上

述结果，笔者可以推断，Acr3-NLS
和(Acr3- NLS)2可以通过破坏细胞膜

并干扰细菌DNA的合成来杀死细菌。
双靶点作用机制——作用于细胞膜
和细胞内DNA——降低了细菌对
Acr3-NLS和(Acr3- NLS)2产生耐药的

可能性，因为产生耐药性需要改变细

胞膜或是绕过许多生化路径，而这些

对细菌而言是一件非常困难的事情。

4 结论

在本研究中，笔者通过将吖啶分子连接到NLS中合成了一种新型抗菌
肽。这类抗菌肽可以通过双重作用机制杀死细菌：吖啶可以作为一种膜锚定

分子而提高Acr3-NLS和(Acr3-NLS)2的细胞膜裂解活性，并且还可以增强它

们的DNA结合能力，从而提高它们的抗菌活性。因此，Acr3-NLS和(Acr3-
NLS)2可以有效杀死细菌，并且不容易受到已知细菌耐药性的影响。尽管系统

评估这些药物的应用潜力还需要进一步的工作，但是本研究为设计具有多重

作用机制的新型抗菌药物提供了一种新的改造策略。
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图 6. NLS、Acr3-NLS 和 (Acr3-NLS)2 的 DNA 结合能力。通过对 DNA 迁移阻滞的检测来分析多
肽的 DNA 结合能力。

图 7. 大肠杆菌在 0.5 倍 MIC 下处理 1 h 后，NLS、Acr3-NLS 和 (Acr3-NLS)2 的细胞摄入。 
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