
ｐｈｉｍｕｒｉｕｍｂｙＲａｍＡｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｓｉｇ

Ｓｎａｌｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏＣｈｅｍ，２００８，２８３（３５）：２４２４５．

［１３］ＤａｖｉｄＫ，ＡｌｅｘｅｙＲ．ＭａｒＡｍｅｄｉａｔｅｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ

ＡｃｒＡＢｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏ

ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＣｈｅｍｏ

ｔｈｅｒａｐｙ，２００８，６１：４６．

［１４］ＴａｋｅｔｏＫ，ＫａｍｅｉｎｏＬ，ＦｕｊｉｓａｗａＩ．Ｈｉｇｈｈｙｄｒｏｓｔａｔｉｃｐｒｅｓ

ｓｕｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｍｐａｉｒｓＡｃｒＡＢＴｏｌＣｐｕｍｐｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｏｓｓｏｆｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅＴｏｌｅｒａｎｃｅｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

ｃｏｌｉ［Ｊ］．ＪＢｉｏＢｉｏｅｎｇ，２００５，１００：６．

［１５］ＰａｉｘｏＬ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｓＬ，ＣｏｕｔｏＩ，ｅｔａｌ．Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃｄｅｔｅｒ

ｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅｅｆｆｌｕｘｋｉｎｅｔｉｃｓｉｎＥｓｃｈｅ

ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＥｎｇ，２００９，３：１８．

［１６］ＭａｌｌｅａＭ，ＣｈｅｖａｌｉｅｒＪ，ＥｙｒａｕｄＡ，ｅｔａ１．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆａｎｔｉ

ｂｉｏｔｉｃｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｅｒｏｇｅ

ｎｅｓｓｔｒａｉｎｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００２，２９３

（５）：１３７０．

［１７］周安宇．７４６例痰标本中的病原菌分布及耐药性分析［Ｊ］．

重庆医学，２００８，３７（１１）：１３２７．

（收稿日期：２０１００４１０　修回日期：２０１００５２８）

·综　　述·

抗菌肽抗结核作用的研究进展

岳俊伊 综述，张　健 审校

（重庆医科大学附属第一医院骨科　４０００１６）
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　　抗菌肽（ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｐｅｐｔｉｄｅ）是生物体产生的一种阳离子

多肽，广泛存在于从原虫到人类的各种生物体内［１］，对革兰阳

性球菌、革兰阴性杆菌甚至某些真菌、原生动物都有杀灭作用，

其对结核杆菌亦是有效的，且没有传统抗结核药的耐药性、严

重不良反应等一系列弊端，有可能成为结核治疗的一个新

途径。

作为一种生物抗菌药物，抗菌肽具有一系列优势：存在广

泛、抗菌谱广、杀菌快速、无蓄积中毒作用、作用专一的特点，并

且由于它与传统抗菌药物有不同的作用机制，从而使其成为对

付耐药菌的一个重要候选对象。

研究证明内源性抗微生物多肽（ＰＧ１）、人α、β防御素１

和ＰＲ３９等抗菌肽对结核杆菌是有效的
［２４］，并且没有结核化

疗药物的肝功能损害、胃肠道症状、过敏反应［５］等一系列不良

反应，这激发了我们用抗菌肽对抗结核的兴趣。本文综述抗菌

肽对结核分支杆菌的作用的进展情况。

１　直接对结核菌的作用

Ｍｉｙａｋａｗａ等
［６］报道在体外人、兔防御素和猪内源性抗微

生物多肽对 Ｈ３７Ｒｖ结核分支杆菌菌株有效。同时对３个临床

分离的结核菌株进行作用，发现结核菌的减少亦达到８６．３％～

９９％。扫描电子显微镜发现防御素在结核分支杆菌表面有作

用位点，通过此位点可导致 Ｈ３７Ｒｖ菌株表面损伤，证实抗菌肽

是机体对结核防御机制的重要组成部分，提示结核治疗的一个

新的途径。

Ｒｉｖａｓ等
［７］用免疫染色显示人肺泡上皮细胞系———Ａ５４９

细胞系在感染结核杆菌后细胞内抗菌肽———人β防御素２

（ＨＢＤ２）的存在且在结核菌集落附近染色更强烈，不仅证明

Ａ５４９细胞系内可产生 ＨＢＤ２，而且提示 ＨＢＤ２与胞内结核

菌有相互作用。说明肺泡上皮细胞也可以通过产生 ＨＢＤ２来

对胞内结核发挥作用。低倍镜下 ＨＢＤ２免疫染色提示 ＨＢＤ

２产物被胞内结核菌诱导。免疫电镜显示 ＨＢＤ２标记到结核

杆菌的胞浆和胞壁。且直接接触 Ａ５４９的胞外结核菌也显示

ＨＢＤ２标记，提示不仅胞内结核菌，胞外结核菌也可以成为

ＨＢＤ２的目标。并且 ＨＢＤ２标记胞内断裂的结核菌可推测

ＨＢＤ２参与杀死胞内结核菌。另外，ＨＢＤ２也有趋化因子样

作用，表现为对未成熟树突状细胞和记忆淋巴细胞的趋化作

用，这可能激发获得性免疫，从而加强抗结核作用。

在人体内结核菌的真正宿主是巨噬细胞，但是巨噬细胞内

缺少足够量的抗菌介质。尤其是在人巨噬细胞内不表达防御

素［８］。Ｒｉｖａｓ等
［７］证实通过逆转录ＰＣＲ的方法发现结核分支

杆菌 Ｈ３７Ｒｖ感染血单核细胞均不表达 ＨＢＤ２基因。说明在

生理条件下单核、巨噬细胞基本不表达 ＨＢＤ２基因。而通过

免疫细胞化学和电子显微镜亦未在单核、巨噬细胞内探测到

ＨＢＤ２胞内产物。故让巨噬细胞表达抗菌肽成为一条抗结核

的新途径并且已有很多成果。Ｋｉｓｉｃｈ等
［９］证明 ＨＢＤ２转染血

单核细胞控制结核生长的效果比天然单核细胞好。故在治疗

结核方面抗菌肽转染单核巨噬细胞可能是一个很有希望的

途径。

２　抗菌肽对结核杆菌的作用靶点

Ｓｈａｒｍａ等
［１０］证明结核杆菌细胞壁、细胞膜是 ＨＮＰ１（ｈｕ

ｍａｎｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｐｅｐｔｉｄｅ）的主要作用靶点。因为生长在 ＨＮＰ１

环境中的结核菌显示出表面改变，电镜分析显示有明显的细胞

壁、细胞膜改变。该学者还报道证明 ＨＮＰ１浓度依赖性的对

Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓＨ３７Ｒｖ生长的抑制。用 ＨＮＰ１处理胞外生长

的和被吞噬的结核杆菌都广泛地抑制大分子生物合成，尤其是

ＤＮＡ和类脂。这提示抗菌肽的作用靶点除结核菌细胞膜外还

可能包括ＤＮＡ在内的细胞内成分
［１１］。

用放射性标记的 ＨＮＰ１作用于结核杆菌后最大的放射活

性在胞膜（４３．５％），其次在胞壁（２１．３４％），但是仍有１２％在

胞浆内。这些结果进一步证明细胞膜、细胞质是防御素主要作

用靶点，ＤＮＡ可能是第２位的胞内作用靶点
［１１］。

３　抗菌肽与抗结核药物的协同作用

多个实验证实，ＰＧ１在体外抑制结核并且显示异烟肼的

活性可以被ＰＧ１和 ＨＢＤ１激活
［１２］。表达于猪的中性粒细胞

的ｐｒｏｔｅｇｒｉｎｓ（ＰＧ）杀菌的机制不完全清楚，但其破坏细胞膜的

能力被认为是至关重要的。ＰＧ１在细胞膜上形成阳离子选择

通道，异烟肼是亲水小分子，可以通过被动扩散进入结核菌。

因此，二者联合的作用可能是ＰＧ１使细胞膜的变化促进异烟

肼（ＩＮＨ）进入细胞。该研究显示尽管抗菌肽自身在生理浓度
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可能无效，但他们的存在可以使某些药物更有效［１２］。

此种协同效应在 ＨＮＰ１亦早已有报道。ＨＮＰ１不仅有

强大的杀结核菌效应，亦可增加分支杆菌外膜渗透性，从而促

进药物进入分支杆菌细胞内［１０］。而抗结核药耐药的主要原因

被认为是结核分支杆菌特有的阻止药物进入的细胞外膜屏障。

分支杆菌富含脂质的细胞壁使细胞表面疏水，导致细胞聚集和

减少对各种分子的通透性，其中就包括了抗结核药［１３］。抗菌

肽与各种抗菌药物联合应用对各种病原菌显示出协同活性。

ＨＢＤ１对耐药的和药物敏感的结核菌两种菌株活性均低
［１２］。

然而，分别联合异烟肼可以较单用抗菌肽或单用异烟肼明显减

少结核菌的生长。实验显示，每周每只老鼠给予２ｍｇＨＮＰ１

和低浓度抗结核药，比单用药物显著减少结核菌的负载。这个

组合比得上单用高剂量抗结核药，同时避免了高剂量抗结核药

的不良反应。这些发现证实了二者的协同效应［１３］。

联合应用 ＨＮＰ１、异烟肼、利福平对抗 Ｈ３７Ｒｖ在体外和

体内，以最低抑菌浓度为指标，观察到了明显的协同作用：

ＭＩＣｓ体外最低抑菌浓度可降至１／１６，杀胞内结核菌只要最低

抑菌浓度的１／８在体内，与对照动物相比，ＨＮＰ１联合抗结核

药显著减少感染的肺、肝、脾内的结核菌负载。治疗计划里辅

以 ＨＮＰ１药物有效治疗剂量可以减少５０％。这些结果提示

ＨＮＰ１至少可以作为结核常规化疗的辅助物
［１３］。

４　对巨噬细胞胞内结核菌的作用

结核杆菌生长在不能产生成熟溶酶体的吞噬细胞内。结

核杆菌可以在巨噬细胞内快速增殖，即使巨噬细胞被细胞因子

激活也是如此。然而，世界上１／３的人感染结核却不发病，说

明可能有其他因素辅助巨噬细胞限制结核杆菌增殖，其中一个

重要因素是防御素之类的抗菌肽。

实验发现用不同浓度的ＨＮＰ１处理３ｄ后有５０％～９８％

胞内结核菌被杀死［１４］，说明抗菌肽对胞内结核菌是有效果的。

但是，人巨噬细胞本身不表达α或β防御素等抗菌肽，故需外

源性引入。防御素其化学合成却仍是个挑战，难以大规模生产

并且重组体的方法不产生足够的产量。故出现很多分子生物

学的方法使巨噬细胞自身表达抗菌肽的尝试。Ｓｉｍｅｏｓ等
［１５］报

道人类巨噬细胞转染ＤＮＡ质粒的研究很少，转染目的基因的

效率只有２％。说明人类巨噬细胞很难转染质粒。但初级巨

噬细胞允许ｍＲＮＡ转染。可以通过高效信使ＲＮＡ转染人巨

噬细胞从而合成人抗菌肽。ｍＲＮＡ阳离子脂质复合体转染巨

噬细胞的转染效率比转染质粒好得多———达到９０％的阳性

率，质粒只有２％
［９］。

Ｋｉｓｉｃｈ等
［９］发现ｍＲＮＡ阳离子脂质复合体转染后，ＨＢＤ

２影响巨噬细胞内结核菌的生长，部分依赖防御素蛋白获得结

核杆菌的通道。用免疫组化的方法证实 ＨＢＤ２可以由转染

ＨＢＤ２ｍＲＮＡ的巨噬细胞产生，并且确定 ＨＢＤ２在巨噬细胞

中的定位，显示其连到胞内结核菌上。该研究证明，培养的人

初级巨噬细胞能够有效转染编码有治疗作用蛋白质的 ｍＲ

ＮＡ，从而增加抗微生物活性。而ＤＮＡ阳离子脂质复合物有

同样的效率，但 ＨＢＤ２表达明显减少，这提示摄入核苷酸不是

表达的限制步骤。可能是因为ＤＮＡ到细胞核的转运或启动

子的活性是限速步骤。但是不能显示 ＨＢＤ２到达结核杆菌的

具体通道，而在上皮细胞 ＨＢＤ２被正常合成，直接通过高尔基

体分泌，且不储存在细胞内。阐明 ＨＢＤ２到达巨噬细胞内结

核菌的途径仍需进一步的研究。ＨＢＤ２对胞内结核菌的抑制

效应是强有力的，并且持续至少７ｄ。巨噬细胞用 ＨＢＤ２ｍＲ

ＮＡ处理后，头２４ｈ内有活力的结核杆菌下降５０％。

５　巨噬细胞与中性粒细胞的协同抗结核作用

巨噬细胞是结核杆菌的宿主，至今在人的巨噬细胞内没有

发现防御素［４］，另一方面人中性粒细胞包含多种抗菌肽，包括

防御素。巨噬细胞可以通过胞吞多形核粒细胞的材料来杀结

核杆菌。中性粒细胞有巨大抗菌活性，定居在其空泡内有４种

亚型的中性颗粒，每一型有一种或多种特有蛋白。其中两种亚

型是抗微生物物质的储存库：一种是嗜苯胺蓝的颗粒包含防御

素等，还有一种特殊颗粒。而巨噬细胞实质上缺少有大量抗菌

介质的成型颗粒。中性粒细胞在宿主对结核的防御反应中的

作用已被证实，清除中性粒细胞后再用结核杆菌激发免疫，可

以降低对结核杆菌感染的免疫反应［１６］。巨噬细胞吞噬凋亡中

性粒细胞的颗粒，中性粒细胞提供抗菌活性给感染结核菌的巨

噬细胞。阐述了感染的巨噬细胞获得中性粒细胞内容物来抗

结核菌的机制［６］。

６　分支杆菌对抗菌肽的耐药性

传统抗结核药主要通过干扰结核菌ＤＮＡ合成或酶的活

性来实现其药理作用，但前提是这些药物能够进入细胞内，而

结核菌耐药主要是因为其阻碍药物进入的细胞外膜。抗菌肽

有与其完全不同的机制：主要通过直接破坏细胞膜的完整性来

杀死结核菌，故分支杆菌对抗微生物肽（ＡＭＰｓ）的耐药性比常

规抗结核药要小得多。

７　抗菌肽的趋化作用

防御素有直接杀菌作用和对免疫细胞的趋化作用，可以动

员树突状细胞、肥大细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、Ｔ淋巴细胞、

补体等［１７］，从而加强局部的免疫反应，并且把原发免疫反应和

继发免疫反应联系起来。

８　体内抗结核杆菌的作用

Ｆｕ
［１８］报道在体内早期损伤处的中性粒细胞释放 ＨＮＰｓ从

而吸引单核细胞聚集。巨噬细胞再摄取中性粒细胞释放的颗

粒来杀死胞内的结核菌。

有报道显示Ｃｒｏｈｎ′ｓ病可能与α防御素、ＨＤ５、ＨＤ６等的

缺陷有关［１９］。推测如果抗菌肽表达缺陷的人对结核的抵抗力

是否低一些呢？这方面尚无进一步的报道。

Ｌｉ等
［２０］报道：一种人工合成的抗菌肽 ＫＬＫＬ５ＫＬＫ与结

核菌ＤＮＡ疫苗合用可以增加结核菌ＤＮＡ疫苗的效应，延长

免疫反应的时间。

在哺乳动物气道提取的β防御素其浓度在体外可以杀菌，

提示其在体内也有此功能［９］。杀结核菌的机制与结核杆菌对

中性粒细胞防御素的暴露增加相关。

由于尚无抗菌肽临床应用的报道，抗菌肽治疗结核是否需

要传统抗结核药这样至少长达６个月的疗程以及其长期使用

的不良反应尚不明确。

总之，耐药结核菌株的出现已使结核的防治形势日益严

峻，传统抗结核药都不同程度地出现了相应的耐药菌株，亟需

新的抗结核药来遏制结核的死灰复燃。抗菌肽可以协助传统

抗结核药的作用，大大减少抗结核药的用量，从而减轻其不良

反应，抗菌肽作为传统抗结核药的一个辅助药物的效果是显

著的。

抗菌肽自身的抗结核效果也是明确的，并且作用机制与以

前的抗结核药有本质的区别，故抗菌肽有潜力可以成为传统抗

结核药的一个替代药物，其开发前景是不可估量的。但是，抗

菌肽的化学合成还是个难题，难以大规模生产似乎是其大规模

应用的瓶颈，有待进一步的研究。
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缺氧诱导因子１功能调节及其在凋亡中的研究进展

刘兴振 综述，沈康平 审校

（上海交通大学医学院附属第三人民医院骨科，上海２０１９００）

　　关键词：缺氧诱导因子１；功能调节；凋亡
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　　缺氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）是一

个普遍存在于人和哺乳动物细胞内的缺氧应答因子，是细胞在

缺氧环境下重要的转录因子［１］。ＨＩＦ１是缺氧诱导基因转录

的关键环节，而且是缺氧诱导基因转录过程中缺氧信息传递的

共同通路［２］。ＨＩＦ１的发现使人们对缺血、缺氧状态下机体各

种应答反应机制的研究更加深入。目前已发现 ＨＩＦ１可调控

一系列靶基因的表达，具有许多重要的生物学效应。本文主要

就 ＨＩＦ１在结构、功能调节及其在凋亡中的生物学功能研究

进展综述如下。

１　ＨＩＦ１的结构

ＨＩＦ１属于ＤＮＡ结合蛋白，主要以异源二聚体的形式存

在，由相对分子质量为１２０ｋｄ的 ＨＩＦ１α和相对分子质量为

９１、９３、９４ｋｄ（３种相对分子量）的ＨＩＦ１β或称芳香烃受体核转

位 蛋 白 （ａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｏｒ，

ＡＲＮＴ）２个亚基组成。２个亚基均属于真核细胞转录ＢＨＬＨ

ＰＡＳ（ＢａｓｉｃＨｅｌｉｘＬｏｏｐＨｅｌｉｘＰｅｒ／ＲＮＴ／Ａｈｒ／Ｓｉｍ）家族蛋白

成员，在２个亚基的Ｎ末端均含有ＢＨＬＨ结构域与ＰＡＳ结构

域，共同参与聚化作用和介导ＤＮＡ结合功能
［３４］。

人的 ＨＩＦ１α基因定位于１４ｑ２１～２４染色体，ｃＤＮＡ全长

３．７Ｋｂ，含１５个外显子、１４个内显子。不同的外显子编码不

同的功能结构域，其开放阅读框２４７８ｂｐ，编码８２６个氨基酸。

ＨＩＦ１α为 ＨＩＦ１所特有，Ｏ２ 浓度变化对 ＨＩＦ１活性调节主要
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