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[摘要] 　 蜂毒肽 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 是一种具有高效抗细菌、真菌、肿瘤细胞等多种生物学活性的抗菌肽ꎬ然而其溶血活性

限制了其发展为高效抗菌抗癌药物的应用. 本文深入分析了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对小鼠红细胞的作用机制ꎬ探讨影响

Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血活性的细胞机制. 结果表明ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 可以引起红细胞膜上形成空洞ꎬ抑制细胞内 ＡＴＰａｓｅ 的活性. 红

细胞膜中糖蛋白或糖脂糖链中的唾液酸参与 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的相互作用ꎬ介导 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性. 质膜胆固醇也影响

Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 与红细胞膜相互作用ꎬ降低溶血活性. 研究还发现ꎬ外源添加 Ｄ－葡萄糖和 Ｄ－蔗糖能显著抑制 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的

溶血活性. 研究结果为降低抗菌肽溶血性以及推动抗菌肽的药物应用提供了重要理论基础.
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抗菌肽(Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ)是一类广泛存在于生物界的参与抗菌免疫的重要防御分子ꎬ作为先天性

免疫抵御入侵病原体的第一道防线[１] . 越来越多的研究表明ꎬ除具有抗细菌作用外ꎬ抗菌肽还有抗真菌、
病毒、原虫以及恶性肿瘤细胞的作用ꎬ其多种生物学功能已引起广泛的关注[２] . 根据对作用细胞的选择

性ꎬ可以将抗菌肽分为 ２ 种类型:一、对微生物、肿瘤细胞有杀伤活性但对正常细胞低毒或无毒的抗菌肽ꎻ
二、对微生物、肿瘤细胞以及正常细胞都有杀伤活性的抗菌肽[３ꎬ４] . 具有选择性杀伤活性的抗菌肽成为抗

菌抗癌新药的重要资源. 然而目前研究发现ꎬ具有选择性杀伤活性的抗菌肽通常抗癌活性不够理想ꎬ限制

了直接作用抗癌药物的应用ꎻ而对微生物、肿瘤细胞以及正常细胞均无选择性的抗菌肽通常表现为高效的

抗菌抗癌活性ꎬ为提高这类抗菌肽的选择性ꎬ一些研究通过氨基酸替换、偶联侧链等方式进行改造[５－７] .
抗菌肽 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 是分离于欧洲蜂蜜(Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ)毒液中的由 ２６ 个氨基酸残基(ＧＩＧＡＶＬＫＶＬＴＴＧＬ￣
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ＰＡＬＩＳＷＩＫＲＫＲＱＱ)组成的阳离子抗菌肽ꎬ其抗菌活性、特别是高效的抗癌活性引起多年来广泛的研究. 作

为一种阳离子抗菌肽ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 具有典型的双亲 α－螺旋结构ꎬＮ 端约 ２０ 个氨基酸残基组成双亲螺旋ꎬＣ 端

６ 个氨基酸残基组成疏水螺旋. 双亲性使 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 能溶于亲水环境ꎬ结合于生物膜ꎬ与生物膜相互作用而发

挥生物学活性[８ꎬ９] . 已有研究表明ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 对白血病、肺癌、前列腺癌、乳腺癌、肾癌、肝癌等多种癌细胞具

有明显的杀伤活性ꎬ可以通过诱导坏死、凋亡或抑制迁移等多种途径发挥抗癌活性[１０－１２]ꎬ成为一种非常有

潜力的抗癌资源. 然而ꎬ体内实验表明ꎬ高剂量的 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 将引起严重的毒副作用ꎬ包括肝损伤以及高溶血

活性ꎬ限制了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 直接作为抗菌抗癌药物的应用[１３] . 溶血性是评价药物毒副作用的重要指标ꎬ降低溶

血性是发展 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 为抗菌抗癌药物急切需要解决的问题. 但是ꎬ目前 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血机制仍然不清楚. 本

研究首先检测 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对红细胞结构与功能的影响ꎬ然后分析红细胞中胆固醇以及糖蛋白、糖脂糖链中的

唾液酸、岩藻糖与 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的相互作用ꎬ最后评价外源碳水化合物对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血的抑制作用. 通过深入研

究 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血机制ꎬ推动 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 在抗菌抗癌领域的应用.

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验动物

昆明小鼠ꎬ购自南京青龙山动物养殖场.
１.１.２　 试剂

Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 由上海吉尔多肽有限公司合成ꎬＨＰＬＣ>９５％ꎻ唾液酸酶( ｓｉａｌｉｄａｓｅ)ꎬ岩藻糖苷酶( ｆｕｃｏｓｉｄａｓｅ)ꎬ
胆固醇(ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ)ꎬ以及碳水化合物:Ｄ－乳糖(Ｄ￣ｌａｃｔｏｓｅ)ꎬＤ－蔗糖(Ｄ￣ｓｕｃｒｏｓｅ)ꎬＤ－葡萄糖(Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ)购
自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ腺苷(ａｄｅｎｏｓｉｎｅ)购自 Ａｌａｄｄｉｎ 试剂公司ꎻＡＴＰ 检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所ꎻ其
余试剂均为国产分析纯.
１.２　 方法

１.２.１　 溶血性实验

小鼠眼球取血 １ ｍＬꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清. 加入 ０.９％的 ＮａＣｌ 溶液ꎬ缓慢混匀ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ. 生理盐水洗细胞 ３ 次ꎬ至上清液澄清. 然后用生理盐水按照 ４％的浓度稀释红细胞ꎬ每孔 ２００
μＬꎬ加入到 ９６ 孔板中. 以生理盐水作为阴性对照ꎬＴｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 作为阳性对照ꎬ其余加入不同浓度的

Ｍｅｌｉｔｔｉｎ(０.５ μｍｏｌ / Ｌ、１.０ μｍｏｌ / Ｌ、２.０ μｍｏｌ / Ｌ 和 ４.０ μｍｏｌ / Ｌ) . ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ水平离心机 １ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎꎬ吸取上清 １００ μＬ 至 ９６ 孔酶标板中ꎬ测量 ４１４ ｎｍ 下的吸光值. 根据公式:(Ａｐｅｐｔｉｄｅ－ＡＮＳ) / (ＡＴｒｉｔｏｎＸ－１００－
ＡＮＳ)×１００％计算溶血百分率.
１.２.２　 扫描电镜观察

取等量的红细胞每管 ２００ μＬꎬ分别加入 ２ＨＵ(１ＨＵ 代表 ５０％的红细胞发生溶血时所需要的抗菌肽浓

度)的 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 处理 １ ｍｉｎ、８ ｍｉｎ 和 １５ ｍｉｎꎬ９ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ用 ４％的戊二醛 ４ ℃固定

３ ｈꎬ９ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳ 洗固定细胞 ３ 次ꎬ每次 １５ ｍｉｎꎬ对固定洗涤后的细胞依次用 ５０％、
７０％、８０％、９０％和 ９５％的乙醇脱水ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ最后用 １００％的乙醇脱水 ２ 次ꎬ每次 ２０ ｍｉｎꎬ脱水的细胞

在 ＣＯ２ 培养箱中吹干过夜ꎬ离子溅射镀金后用 ＪＥＯＬ 公司的 ＪＳＭ－７６００Ｆ 扫描电子显微镜观察细胞溶血时

的超微结构变化.
１.２.３　 红细胞内 ＡＴＰ 生成的测定

２ 个实验检测Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对红细胞内 ＡＴＰ 生成的影响:(１)红细胞内总 ＡＴＰ 酶活性的检测. 取抗凝全血ꎬ
１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上层血清ꎬ留下层压积红细胞ꎬ取一定量的压积红细胞ꎬ２ ＨＵ 的 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 处理ꎬ
ＮａＣｌ 处理组作为阴性对照ꎬＨ２Ｏ２(５ μｍｏｌ / Ｌ)处理组作为阳性对照. 然后分别加重蒸水处理ꎬ对光观察溶

液直至透亮ꎬ使用超微量总 ＡＴＰ 酶测试盒检测ꎬ单位为 μｍｏｌＰｉ / １０７ ＲＢＣ / ｈꎻ(２)葡萄糖和腺苷对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ
溶血性的影响. １.５ ＨＵ 的Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 首先在含溶解于 ＮａＣｌ 溶液中的 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖与５ ｎｍｏｌ / Ｌ 腺苷中处

理 ３０ ｍｉｎꎬ然后分别加入悬浮于 ＮａＣｌ 溶液中 ４％(体积分数)的红细胞１００ μＬꎬ处理后的红细胞测定其溶

血活性.
—７８—
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１.２.４　 唾液酸酶和岩藻糖苷酶对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性的影响

取 ３ 份等量稀释的红细胞分别进行如下处理:(１)ｓｉａｌｉｄａｓｅ(０.１ Ｕ / ｍＬ)于 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎻ(２) ｆｕｃｏｓｉ￣
ｄａｓｅ(０.１ Ｕ / ｍＬ)于 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎻ(３)ＰＢＳ 对照. 处理后的红细胞分别测定其不同浓度的 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ(０.５
μｍｏｌ / Ｌ、１.０ μｍｏｌ / Ｌ、２.０ μｍｏｌ / Ｌ 和 ４.０ μｍｏｌ / Ｌ)的溶血活性.
１.２.５　 碳水化合物与胆固醇对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性的影响

Ｄ－乳糖、Ｄ－蔗糖、Ｄ－葡萄糖(终浓度为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ)以及不同浓度的胆固醇(４ μｇ、１０ μｇ 和 ４０ μｇ)ꎬ分
别加入 １.５ ＨＵ 的 Ｍｅｌｉｔｔｉｎꎬ终体积为 １００ μＬꎬ室温孵育 ３０ ｍｉｎ. 加入 １００ μＬ ４％(体积分数)的小鼠红细胞

悬液混匀ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎬ测定溶血活性.
１.２.６　 统计学处理

所有实验均重复 ３~５ 次ꎬ采用 ＳＰＳＳ １８.０ 统计软件分析处理ꎬ采用 ｔ 检验ꎬ数据以(平均值±标准差)表
示ꎬＰ<０.０５ 为具有显著性差异(∗)ꎬＰ<０.０１ 为具有极显著差异(∗∗) .

图 １　 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血曲线

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｍｅｌｉｔｔｉｎ
ｏｎ ｒａｔ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ

２　 结果

２.１　 蜂毒肽 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对小鼠红细胞的溶血活性

蜂毒肽 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性测定结果如图 １ 所示.
在 １ μｍｏｌ / Ｌ 的浓度下ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 对小鼠红细胞溶血率约

６０％ꎬ５０％ 的红细胞发生溶血的 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 浓度约 ０. ８
μｍｏｌ / Ｌ(即 ＨＵ＝ ０.８ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ４ μｍｏｌ / Ｌ 的浓度处理使

得红细胞溶血率为 １００％. 可见 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对小鼠红细胞表

现出较高的溶血活性ꎬ并且呈现浓度依赖性.
２.２　 蜂毒肽 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对红细胞膜的影响

为探讨 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 是否影响红细胞膜结构ꎬ进行了扫

描电镜分析. 对照组红细胞呈双凹形扁平状结构ꎬ膜表

面光滑ꎬ经 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 处理 １ ｍｉｎ 后ꎬ红细胞膜表面出现突

起ꎻ处理 ８ ｍｉｎ 后红细胞膜出现了皱缩和变形ꎻ处理 １５
ｍｉｎ 后红细胞膜表面有裂纹并且有孔洞的出现ꎬ表明红细胞膜的结构和完整性受到破坏(图 ２) .

图 ２　 扫描电镜观察 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 处理的红细胞膜表面形态学变化

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍｅｌｉｔｔｉｎ ｏｎ ｒａｔ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ

—８８—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



石　 伟ꎬ等:蜂毒肽 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对小鼠红细胞溶血效应及影响机制分析

２.３　 蜂毒肽 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对红细胞膜 ＡＴＰ 酶活性的影响

为了测定 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对细胞膜结构的损伤是否影响 ＡＴＰ 酶活性ꎬ检测了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 处理前后红细胞内总

ＡＴＰ 酶活性的变化情况. 对照组处理 Ｈ２Ｏ２ 能显著抑制 ＡＴＰａｓｅ 的活性ꎬ降低细胞内 ＡＴＰ 水平. 与对照组

相比ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 也可以显著降低红细胞内 ＡＴＰ 水平(图 ３Ａ) . 葡萄糖和腺苷对 ＡＴＰ 的生物合成很重要ꎬ将它

们加入到红细胞悬液中ꎬ如果 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 引起的溶血有代谢的消耗ꎬ那么葡萄糖和腺苷的添加将会抑制溶血.
结果发现ꎬ葡萄糖和腺苷的添加显著降低了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性ꎬ降低了约 １２％(图 ３Ｂ) . 可见 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 可

以引起红细胞内 ＡＴＰａｓｅ 活性降低ꎬ降低细胞内 ＡＴＰ 的产生.

图 ３　 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对胞内 ＡＴＰ 消耗的测定

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｍｅｌｉｔｔｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＡＴＰ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ
　 　 ＡꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 对胞内总 ＡＴＰ 酶活性的影响ꎻＢꎬ腺苷(Ａｄｅ)和葡萄糖(Ｇｌｕ)对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ(Ｍ)溶血活性的影响

ＡꎬＴ￣ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭｅｌｉｔｔｉｎꎻＢꎬＥｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｌｉｔｔｉｎ

２.４　 唾液酸和岩藻糖对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性的影响

唾液酸和岩藻糖是细胞膜糖蛋白和糖脂寡糖链中的重要糖分子ꎬ将小鼠红细胞经过唾液酸酶和岩藻

糖苷酶分别处理后ꎬ测定唾液酸和岩藻糖是否介导 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性. 唾液酸酶水解去除红细胞膜糖蛋

图 ４　 唾液酸和岩藻糖对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血活性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉａｌｉｄａｓｅ ａｎｄ ｆｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｌｉｔｔｉｎ

白或糖脂中的带负电荷的唾液酸分子后ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 的

溶血活性显著降低. Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 在 １ μｍｏｌ / Ｌ 时溶血性

约 ６０％ꎬ水解除去唾液酸后ꎬ溶血性下降了 ４０％ꎻ
Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 在 ４ μｍｏｌ / Ｌ 时溶血性为 １００％ꎬ水解除去唾

液酸后溶血性下降了 ４０％ꎬ可见红细胞膜表面唾液

酸分子显著影响了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性. 岩藻糖苷

酶水解去除红细胞膜表面糖链中的岩藻糖后ꎬ
Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性也有不同程度的降低. 在 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 作

用浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ 和 ４ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ溶血活性均降

低了约 １８％ꎬ达到显著水平 (Ｐ < ０. ０５)ꎻ然而ꎬ在

Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 作用浓度为 ０.５ μｍｏｌ / Ｌ 和 ２.０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ
岩藻糖虽然影响了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血性ꎬ但是影响不显著(图 ４) .
２.５　 糖类化合物对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性的影响

进一步探讨外源糖分子以及环境中糖分子是否影响 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性ꎬ分别测定 Ｄ－乳糖、Ｄ－葡萄

糖和 Ｄ－蔗糖 ３ 种糖分子对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性的影响. 除 Ｄ－乳糖对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性无显著影响外ꎬＤ－蔗
糖显著抑制 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性(Ｐ<０.０５) . Ｄ－葡萄糖使 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性降低了约 ４０％ꎬ达到极显著水

平(Ｐ<０.０１)(图 ５) .
２.６　 胆固醇对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性的影响

胆固醇是真核生物细胞膜的重要膜脂ꎬ探讨了胆固醇对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性的影响. 加入 ４ μｇ 胆固醇后ꎬ
抑制了Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性ꎬ降低了 ５２％ꎻ加入 ４０ μｇ 胆固醇ꎬ几乎完全抑制了Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性. 可见外

源胆固醇对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血性具有明显抑制作用ꎬ并呈现出剂量依赖性(图 ６) .

—９８—
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图 ５　 不同种类的碳水化合物对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ)ｏｎ
ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｌｉｔｔｉｎ

图 ６　 不同浓度的胆固醇对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ(０ ｍｏｌ / Ｌ~ １０－４ ｍｏｌ / Ｌ)
ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｌｉｔｔｉｎ

３　 讨论

Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 是一种具有高效抗菌抗癌活性的抗菌肽ꎬ但是其溶血性限制了作为抗菌抗癌药物的直接应

用. 本研究发现ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 对小鼠红细胞具有很高的溶血活性ꎬ扫描电镜结果显示 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 能导致膜表面形

成裂纹和孔洞ꎬ直接裂解红细胞膜ꎬ导致溶血性. 作为一种膜活性肽ꎬ典型的双亲螺旋结构、疏水结构以及

阳离子性是抗菌肽与生物膜发挥作用的基础[１４] . 已有研究表明ꎬ两亲 α－螺旋结构和较高疏水作用在

Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 作用于细菌以及真核细胞生物膜中发挥着至关重要的作用ꎬ其中亮氨酸拉链区对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血活

性起着至关重要的作用ꎬ如果缺失疏水残基 Ｌｅｕ 将改变 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的两亲性ꎬ减少疏水作用力ꎬ影响 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ
插入细胞膜的能力而降低其细胞毒性[１５－１７] .

本研究证实ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 通过直接作用红细胞膜而使红细胞膜破裂ꎬ产生溶血. 红细胞作为一种特殊类型

的细胞ꎬ没有线粒体、内质网等细胞器ꎬ因此细胞膜对于红细胞是非常重要的亚细胞结构. 红细胞膜参与

着能量代谢、物质运输以及信号传递等多种生物学功能. ＡＴＰ 酶活性主要反应了红细胞膜上的 Ｃａ２＋ ￣Ｍｇ２＋ ￣
ＡＴＰ 酶ꎬＮａ＋ ￣Ｋ＋ ￣ＡＴＰ 酶活性状况ꎬ它们主要维持红细胞内离子浓度的稳定ꎬＡＴＰ 酶活性与细胞正常的新

陈代谢以及保持正常形态紧密相关. 本研究发现ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 作用于小鼠红细胞时可以显著降低 ＡＴＰａｓｅ 活

性ꎬ导致细胞内 ＡＴＰ 水平显著降低. 研究也发现ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 处理红细胞后将会导致膜上相关蛋白释放ꎬ与血

红蛋白形成聚合物. 由此可见ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 通过损伤红细胞膜结构而影响红细胞膜上的相关蛋白(酶)ꎬ进一

步影响相应的代谢途径而发挥溶血作用.
抗菌肽作为一种膜活性肽ꎬ与细胞膜结合是其发挥生物学活性的首要条件[１８] . Ｈａｎ 等研究了抗菌肽

对乳腺癌细胞的选择性作用ꎬ发现细胞膜表面的糖脂和糖蛋白是抗菌肽结合的重要靶点. 进一步分析发

现ꎬ糖脂和糖蛋白中寡糖链上的带负电荷的唾液酸是抗菌肽结合于恶性肿瘤细胞的靶糖分子[４] . Ｍｅｌｉｔｔｉｎ
发挥小鼠红细胞破坏作用的首要条件是需要与红细胞膜表面结合. 因此ꎬ本研究探讨了红细胞膜糖蛋白

和糖脂中寡糖链中的唾液酸和岩藻糖是否也介导了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对红细胞膜的结合. 结果显示ꎬ当水解去除唾

液酸后ꎬ溶血活性平均降低 ４０％ꎬ表明红细胞膜表面唾液酸分子极显著影响了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性ꎬ介导

了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 与红细胞膜的相互作用. Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 是一个带有 ６ 个正电荷的阳离子肽ꎬ唾液酸带有负电荷ꎬ电荷

之间的相互作用可能促进了 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 与红细胞的结合. 岩藻糖是细胞膜表面重要的中性单糖ꎬ本研究表明

岩藻糖对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血性也有影响ꎬ但是影响作用小于唾液酸的影响. 因此ꎬ红细胞膜表面糖链中的唾液

酸和岩藻糖都可能与 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 结合并作用于小鼠红细胞的靶糖分子. 带正电荷的 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 与膜表面负电荷

分子ꎬ如唾液酸间正负电荷的驱动ꎬ是 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血活性的关键. 因此ꎬ抑制 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 与红细胞膜表面唾液

酸的结合可能是降低 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 与红细胞结合、降低溶血性的有效方法.
有研究指出ꎬ血液中的一些常见糖分子可以保护红细胞免受一些溶血分子的裂解作用[１９] . 本研究探

讨了外源 Ｄ－乳糖、Ｄ－葡萄糖和 Ｄ－蔗糖 ３ 种糖分子对 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血活性的影响. 结果发现ꎬ除 Ｄ－乳糖对

Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性无显著影响外ꎬＤ－葡萄糖和 Ｄ－蔗糖都能显著抑制 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性. 这些糖分子对

Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 溶血活性的抑制对于发展 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的药剂学提供了重要的理论基础ꎬ其影响机理有待进一步深入

研究.
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石　 伟ꎬ等:蜂毒肽 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对小鼠红细胞溶血效应及影响机制分析

胆固醇是真核细胞膜的重要脂类ꎬ红细胞膜上胆固醇含量约占 ４５％[２０]ꎬ在细胞膜组分、细胞膜动力

学、功能以及分类排序研究中具有重要作用ꎬ在调节抗菌肽与真核细胞作用中发挥着重要作用[２１ꎬ２２] . 有研

究报道ꎬ降低质膜胆固醇含量后ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 对肠道细胞的细胞毒性显著增强[２３] . 在没有其他磷脂缺失的情

况下ꎬ胆固醇减少 ５５％ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性就增加 ３ 倍[２４]ꎬ推测这是由于胆固醇的减少引起了红细胞膜

上酰基链的混乱从而导致红细胞膜的不稳定ꎬ这将有利于 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 在红细胞膜上的插入以及孔洞的形

成[２５] . 可见ꎬ红细胞膜中的胆固醇影响 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 对真核细胞以及红细胞的作用. 本研究发现ꎬ外源添加胆

固醇可以降低 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性ꎬ并且表现出剂量依赖性. 一方面证实 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 具有与胆固醇结合的能

力ꎬ因此可能参与与红细胞膜的结合与作用ꎻ另一方面也表明ꎬ外源胆固醇对于降低Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血活性作

用显著.
综上所述ꎬＭｅｌｉｔｔｉｎ 可以通过与红细胞上糖蛋白或糖脂寡糖链中的唾液酸、岩藻糖以及胆固醇相互结

合作用ꎬ结合于红细胞膜表面ꎬ损伤红细胞膜结构ꎬ影响红细胞膜上的参与能量代谢相关的 ＡＴＰ 酶活性ꎬ
导致细胞内 ＡＴＰ 水平显著降低ꎬ最终引起红细胞溶血. Ｄ－葡萄糖和 Ｄ－蔗糖都能显著抑制 Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 的溶血

活性ꎬ本研究结果为降低Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 使用过程中的溶血活性提供了重要的理论参考ꎬ将推动Ｍｅｌｉｔｔｉｎ 作为抗菌

抗癌药物的发展.
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