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阳离子多肽 MP一1拮抗内毒素／脂多糖 

活性的实验研究 

郭毅斌 郑江 吕根法 卫国 王良喜 肖光夏 

【摘要】 目的 探讨阳离子多肽 MP—l对内毒素／脂多糖(LPS)攻击小鼠的作用及机制。方法 

将 30只昆明小 鼠随机分为 MP—l组 (尾静脉注射 3 mg／kg MP—1)、致伤组 (尾静脉注射 20 mg／kg 

LPS)、保护组(先注射20 mg／kg LPS，20 s内再注射3 mg／kg MP—1)，每组 l0只。观察3组小鼠注射后 

3 d内的存活情况。应用生物传感器及 FASTfit作图，比较 MP—l、多黏菌素(PMB)与 LPS的亲和力，以 

Kd值表示。通过动态比浊法和鲎试验定量 ，比较 5、l0、20、40 Ixmol／L MP—l、PMB对 2 g／L LPS的中 

和作用，以LPS中和0 Ixmol／L MP—l、PMB为对照。采用逆转录聚合酶链反应法，观察MP—l对LPS刺 

激的l0只昆明小鼠腹腔巨噬细胞(PM+)Toll样受体4(TLR4)mRNA、肿瘤坏死因子(TNF)ot mRNA、 

白细胞介素(IL)6 mRNA表达的影响。 结果 致伤组小鼠注射LPS后48 h全部死亡。保护组小鼠 

精神状态一度萎靡但恢复较快，食欲、活动度在短时间内改善，存活率为90％。MP—l组小鼠存活率 

为100％。MP一1对 LPS具有高亲和力(Kd值为484、0 nmol／L)但弱于对 LPS有极高亲和力的 PMB 

(Kd值为 18．9 nmol／L)。MP—l具有中和LPS的能力但弱于PMB；20、40 Ixmol／L MP—l中和 LPS的能 

力明显高于0 Ixmol／L MP—l(P <0．O1)。MP—l对 LPS刺激的小 鼠 PM TLR4 mRNA、TNF—ot mRNA 

和IL一6 mRNA的表达均有显著的抑制作用。 结论 MP一1对LPS攻击的小鼠有显著的保护作用，其 

机制可能与MP—l对LPS具有亲和力及中和作用，阻断了LPS与其受体的结合，从而抑制了LPS介导 

的 PM 活化有关。 
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【Abstract] Objective To explore the mechanism of cationic multi—peptide mastoparan—l(MP—1)on 
the protectiun of mice from lipopolysaccharide(LPS)challenge． Methods Thirty Kunming mice were di— 

vided randomly into MP—1．injury．protection groups with 10 mice in each group．The mice in MP—l group 

were injected with 3 mg／kg MP—l by tail vein．while those in injury group were injected with 20 mg／kg LPS 

by tail vein．and those in protection group 3 mg／kg MP—1 within 20 seconds afler 20 mg／kg LPS injection 

were injected．The effects of MP—l on the protection of mice from LPS challenge were observed．In vitro．the 

affinity of MP—l and PMB to LPS was compared by biosensor and FAST fit construct and expressed as Kd． 

And the neutralizing activity of MP—l and PMB in dose of 5，l0，20，40 ixmol／L on LPS(2 Ixg／L)was detec— 

ted by dynamic turbidimetric limulus test with LPS neutralizing 0 ~mol／L MP—l and PMB as contro1．The 

mRNA expression levels of TLR4，TNF—ot and IL一6 in murine peritoneal macrophages(PM )after exposure to 

LPS(100 ng／m1)were assayed by RT—PCR． Results MP—l could significantly protect mice from LPS chal— 

lenging with protection rate of90％．In vitro，MP—l had a high affinity(Kd value：484．0 nmol／L)and neu— 

tralizing ability with LPS．but it was lower than that of PMB(Kd value：l8．9 nmol／L)．The neutralizing 

effect of 20 and 40 Ixmol／L MP—1 was obviously stronger than that in 0 i~mol／L(P <0．01)．MP could ob— 

viously inhibit the expression of TLR4．TNF—ot and IL一6 mRNA in LPS—stimulated murine PM小． Conclu- 

sion MP—l can evidently protect mice from IethaI LPS challenge．and the mechanism might be related to 

the activity of MP—1 which binding and neutralizing LPS．blocking the combination LPS with its receptors．So 

the murine macrophage activation induced by LPS was inhibited． 
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脓毒症是现代医学面临的棘手问题，易发展为 

脓毒性休克和多器官功能障碍综合征(MODS)。内 

毒素／脂多糖(LPS)是革兰阴性(G一)菌外膜的主要 

成分，已证实它是介导脓毒症最主要的病原分子之 

一  

。 MP多肽来源于昆虫，由十余个氨基酸组成的 
一 类阳离子多肽，具有广泛的生物学活性。国外研 

究证实，MP多肽可激活 Go／G，蛋白、抑制 Na ／K - 

腺苷三磷酸(ATP)酶和 Ca“-ATP酶活性，对细菌的 

外膜具有穿膜作用 。有关 MP多肽在全身炎症反 

应综合征(SIRS)和脓毒症中的作用，国内外鲜见报 

道。笔者单位通过固相化学合成法合成了7种天然 

的 MP多肽，通过初步的拈抗脓毒症动物实验，筛选 

出阳离子多肽 MP-1。本实验测定 MP-1与LPS结合 

的亲和力及中和作用，以及它对 LPS刺激的小鼠腹 

腔巨噬细胞(PM )Toll样受体 4(TLR4)mRNA、肿 

瘤坏死因子(TNF)Ot mRNA和 白细胞介素 (IL)6 

mRNA表达的影响，探讨 MP．1对 LPS攻击小鼠的作 

用及机制。 

材 料 与 方 法 

一

、主要试剂和仪器 

MP一1(纯度98．5％)由深圳翰宇生物工程有限 

公司合成；LPS 055：B5(酸抽提法，批号 31K4120)、 

多黏菌素 B(PMB，批号 41 kl5415)购自美国 Sigma 

公司；鲎试剂购自湛江安度斯生物工程公司；PCR引 

物购自上海博亚生物技术有限公司。生物传感器及 

其疏水样品池购自美国Thermo公司；凝胶成像仪购 

自美国 Bio—Rad公司；EDS-99细菌 LPS测定系统购 

自湛江正杰科学仪器有限公司。 

二、检测方法 

1．MP一1对 LPS攻击小鼠的保护实验：30只昆 

明小鼠，体重 18～25 g，雌雄不拘，由重庆医科大学 

实验动物中心提供。将小鼠随机分为 MP一1组、致伤 

组和保护组，每组 10只。MP一1组和致伤组小鼠分 

别经尾静脉注射 3 mg／kg MP一1、20 mg／kg LPS；保护 

组小鼠在注射20 mg／kg LPS后20 S内注射 3 mg／kg 

MP一1。以上注射总量为200 Ixl／20 g。观察 3组小 

鼠注射后3 d内的存活情况。 

2．MP一1与 LPS的亲和力测定：采用疏水样品池 

的包被流程，参照郑江等 的方法将 LPS包被于疏 

水样品池中。利用生物传感器以 750．00、375．00、 

187．50、93．75、46．90 nmol／L的 MP．1及 65．00、 

32．50、16．25、8．13、4．06 nmol／L的 PMB为流动相， 

与疏水样品池中的 LPS结合，并通过 FASTfit作图， 

测定 MP．1、PMB与LPS的亲和力，以Kd值表示结果。 

3．MP．1体外中和 LPS能力测定：将相同终浓度 

的 MP．1和 PMB(5、10、20、40~mol／L)分别与2 g／L 

LPS置 37℃ 孵育 30 min后，采用动态浊度法鲎试 

验检测孵育后的 LPS值；以等量无热原水孵育 

(MP．1、PMB为 0~mol／L)为对照。将各浓度MP-1、 

PMB条件下所测得 的 LPS值与 0 p~mol／L MP-1、 

PMB条件下的测定值相比，得出该浓度的 LPS检出 

率，每个浓度重复检测 4次。具体操作按 EDS-99细 

菌 LPS测定系统说明书进行。 

4．，J、鼠 PM TLR4 mRNA、TNF—Ot mRNA和 IL．6 

mRNA表达的检测：另取 10只昆明小鼠(体重、来源 

等情况同前)，参照 Parsonnet等 的方法分离纯化 

其 PM ，置于6孔细胞培养板中，每孔 3×10 个细 

胞。将 PM 与0、10、20、40~mol／L MP-1预先孵育 

2 h后，加入终浓度 100 g／L LPS继续孵育 4 h，提 

取 PM 总 RNA。每个样本各取 2 Ixg总 RNA进行 

逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)。内参照 B肌动蛋 

白：上游引物 5 一CCCTGTATGCCTCTGGTC．3 ，下游 

引物 5 一GTCTTTACGGATGTCAACG一3 ，长度为 455 

bp；TLR4：上游引物 5 一TTTATTCAGAGCCGTTGG一3 ， 

下 游 引 物 5 一AGTTGCCGTTTCTTGTTC-3 ，长度 为 

285 bp；TNF—Ot：上游弓I物 5 一 I’rrcTGTcccTTTcAcT— 

CACTGG．3 ，下游弓I物5 ．TTGGTGGTTTGCTACGAC． 

GTGG一3 ，长度为 349 bp；IL-6：上游引物 5 一GAG— 

GAGACTTCACAGAGGATAC一3 ，下游引物5 一GACTC— 

TGGCTTTGTCTTTCTTG一3 ，长度为 329 bp。扩增反 

应总体系25 l，条件：94℃变性 30 s，51℃(检测 

TNF—Ot mRNA、IL-6 mRNA时为 55℃)复性 30 S， 

72℃延伸40 S。取 7 l PCR反应产物经15 g／L琼 

脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，用凝胶成像仪于紫外 

线下观察结果并照相。 

三、统计学处理 

采用SPSS 10．0统计软件进行 t检验和x 检验。 

结 果 

1．致伤组小鼠在注射后 48 h内全部死亡，保护 

组小鼠存活率达90％，MP一1组存活率为 100％。保 

护组小鼠精神状态一度萎靡但恢复较快，食欲、活动 

度及对外界刺激的反应性在较短时间内改善明显。 

2．MP-1与 LPS结合的 Kd值为 484．0 nmol／L， 

而 PMB与 LPS结合的 Kd值为 18．9 nmol／L。随着 

PMB、MP一1的浓度升高，其与 LPS的结合能力逐渐 

增强。 

3．MP一1具有中和 LPS的能力，但中和作用弱于 
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