
!" 卷 # 期
$%%#年 &月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-. $%%#

收稿日期：$%%$/%"/#%，修回日期：$%%#/%!/!0。

基金项目：国家自然科学基金（+(* 1#%%2%3&4 5 $%$20%00）和浙江省重点科技项目基金（+(*4!#4"!%#%6#%%%2%%!!%#$4!）资助。

" 通讯作者。 78)：30/&2!/32"&!$$%；9-:：30/&2!/32"&!#&3；;/<-=)：>?:@A >B@* 8C@* D?
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摘 要 人防御素是近年发现的人体内重要的内源性抗生素，已引起国内外生物和医学研究者的日益重视。这里

综述了人防御素的组织分布、分子生物学特点、作用机理、医学及药用价值等方面的研究进展，对采用基因重组方

法生产人防御素的方法进行了评述，并展望了防御素的应用前景和发展趋势。
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生长在充满各种微生物的环境中的植物、非脊椎动物及

脊椎动物等各物种分别具有各自的防御机制来抵御有害微

生物的侵害。在它们的体内有一类参与机体最初防御活动

的小分子肽，近年来此类具有防御能力的肽引起了国际学术

界的广泛关注，这些具有一定的抗菌谱的肽被称为抗菌肽

（1?H=<=DI(J=-) K8KH=C8L）。防御素（M8N8?L=?）是一类分子量约在
4OM左右的阳离子抗菌肽，普遍分布于哺乳动物、昆虫及植
物体内，通常含有 0个或 3个半胱氨酸残基，形成 #个或 4
个分子内二硫键，是极为重要的一类内源性抗生素（;?C(P8/
?(@L -?H=J=(H=DL）。根据半胱氨酸残基位置及二硫键连接方式
的不同，可将其分为!和"防御素两类

［! Q 4］。在分子进化上，

"防御素比!防御素更为古老
［$］。

人防御素（R@<-? C8N8?L=?）属于抗菌肽家族［!］，是分子量
4 S &OM的阳离子短肽，含保守的 0个半胱氨酸残基，形成 #
个典型的分子内二硫键。迄今为止，相继发现了 0种人!防
御素（R+T/! S 4，RM/&，RM/0）［& Q !%］和 4种人"防御素（ RUM/!
S 4）［!! Q !&］。

! 人防御素的组织分布

上世纪 3%年代，在中性粒细胞（+8@HI(KV=) D8))）中相继发
现了 R+T/! S 4等人!防御素，称之为髓源性防御素（,.8)(=C
C8N8?L=?L）。R+T/! S #约占中性粒细胞中总蛋白含量的 &W
S 2W，为嗜苯胺蓝粒（1>@I(KV=) PI-?@)8）蛋白含量的 #%W S
&%W，占细胞防御素总量的 ""W［!0］。!""$和 !""#年，在小肠
潘氏细胞（T-?8HV D8))）中分别发现了 RM/&和 RM/0，称为肠源
性防御素（;?H8I=D C8N8?L=?L），但在随后的研究中发现阴道上

皮细胞亦可合成 RM/&［!2］。
!""&年在血浆中分离得到人"防御素 RUM/!［!!］，并被证

明在肾、阴道［!3］、唾液腺导管、胰腺腺泡［!"］等上皮细胞及齿

龈、腮腺、口腔黏膜和舌［$%，$!］中也有表达；!""2 年从银屑病
皮损组织中发现了 RUM/$，它在包皮、肺及气管中有较强的
表达［!$］，在齿龈黏膜中亦有表达［$!］，在肾、子宫及唾液腺中

表达较弱，而在小肠及肝脏中则未检测到表达［!$］；$%%% 年，
从银屑病皮损组织中又发现了 RUM/#［!#］，几乎同时，另一个
研究组采用基因组的搜索比对方法（UX1Y7）也发现并克隆
到了 RUM/#基因［!4］，RUM/# 在皮肤、扁桃腺有较强的表达，
此外，呼吸道及生殖道上皮细胞［!#］、成年人心脏、骨骼肌、女

性胸腺、食道、口腔黏膜、气管和胎盘膜［!4］中均有表达；$%%!
年，通过高通量基因组序列比对（UX1Y7 L8-IDV =? R7Z）的方
法，第四种人"防御素———RUM/4 的基因被发现，进而被克
隆，检测到的 RUM/4的最强表达位置是在睾丸中，在胃窦中
亦有很高的表达，而在子宫、中性粒细胞、甲状腺、肺及肾中

仅有微弱的表达，与其它人"防御素不同，RUM/4的表达仅
发现于少数的几个组织［!&］。

" 人防御素的分子生物学特征

"#! 分子结构
成熟的人!防御素由 $" S &% 个氨基酸残基组成，均为

单链，富含精氨酸，有 0个位置保守的半胱氨酸残基，其中 !/
0，$/4，#/&分别相连，形成 #对二硫键（见图 !）。在 4个髓源
性防御素中，R+T/!和 R+T/#均为 #%个氨基酸，两者仅在 +
端的第一个氨基酸有所区别，其余氨基酸组成与排列完全相



同。!"#$%只比前两者少了 "端的一个氨基酸，其余部分完
全相同。因此，被认为可能是由 !"#$&和’或 !"#$(翻译后
加工而来的［%%］。!"#$)由 (*个氨基酸残其组成，与前三者
相差较大，只有 (%+的氨基酸序列一致性（,-./0102）［%(］。两
个肠源性防御素则相对较长，分别由 )*（!3$*）和 *4（!3$5）
个氨基酸组成，两者的氨基酸序列一致性为 &567+。
成熟的人!防御素由 )& 8 *4个氨基酸残基组成，在 5个

保守的半胱氨酸残基中，&$*，%$)，($5分别相连，形成 (对二
硫键（见图 %）。!93$) 与 !93$& 8 ( 相比，在第二和第三个
半胱氨酸之间少了一个氨基酸残基（在小鼠!防御素，:93$)
和 :93$(中亦发现了同样的特点）。同样，在第四和第五个
半胱氨酸之间亦少了一个氨基酸残基。以上改变预示着在

将来有可能发现的新的人!防御素中，半胱氨酸残基之间的
距离将出现新的变化，而且，这些分子在一级结构上的差别

可能导致三级结构的某些不同，从而暗示了它们在对抗各种

致病微生物时的抗菌活性将出现区别［&*］。

尽管人"与人!防御素的氨基酸序列有所差别，但在三
维结构上，它们都是由三条!折叠片和一个"螺旋组成的双
歧性分子。

图 & 人"防御素的分子结构

;1<=& >?@.AB@CD E0DBA0BD. ?F GB:C/"$-.F./E1/

图 % 人!防御素的分子结构
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!"! 基因结构及其定位
人防御素的基因名称、大小及在染色体上的定位情

况［%)］见表 &。

表 # 人防御素的基因

$%&’( # )(*(+ ,- ./0%* 1(-(*+2*+

3.F./E1/ !"#$& !"#$% !"#$( !"#$) !3$* !3$5 !93$& !93$% !93$( !93$)
H./. 3I;J& ——— 3I;J( 3I;J) 3I;J* 3I;J5 3I;9& 3I;9% 3I;9( 3I;9)

K?AC01?/ LM%( =%$M%( =& ——— LM0.D$M%( =( LM%( LM0.D$M%& LM0.D$M%& LM%(=%$M%( =& LM%( =&$M%%［%*］ LM%( LM%(=&$M%%

!"#$%的基因至今还没有被找到，由于它仅比 !"#$&和
!"#$(少一个 "端的氨基酸，故被认为可能是由 !"#$& 和’
或 !"#$(翻译后加工而来的［%%，%5］。这样，所有现已发现的人
防御素基因都被定位在了 L号染色体短臂上的一个相对集
中的区域（LM0.D$M%&）。
在人"防御素中，(个髓源性防御素的基因（3I;J&、3I$

;J (、3I;J )）约在 ( NO左右，均由两个内含子和三个外显子
组成。三个外显子分别相应于 *P非翻译区（Q/0DC/E@C0.- D.$
<1?/）、信号肽’原片段（R1</C@ M.M01-.’#D?M1.A.）和成熟肽（>C0BD.
M.M01-.）［%7］；另外两个肠源性防御素的基因（3I;J*、3I;J5）
大小分别为 (=7 NO和 (= 4 NO，与前三者不同，它们由一个内
含子和共同编码了信号肽、原片段和成熟肽的两个外显子组

成［%L，%S］。

在人!防御素中，!93$&的基因（3I;9&）约为 7= 4 NO，有
一个内含子和两个相对较小的外显子，第一个外显子编码信

号肽和原片段，第二个则编码成熟肽［(4］；!93$% 的基因
（3I;9%）的内含子则比前者小得多，仅为 &=5 NO，两个外显子
分别为 L& OM和 %(L OM。与 3I;9&不同，它的一个外显子编
码信号肽，另一个编码原片段和成熟肽［(&］；!93$( 的基因
（3I;9(）位于与其同向转录的 3I;9%上游约 &( NO处，亦有
两个外显子［&(，&)］；!39$)基因（3I;9)）的两个外显子被一个
约 )=* NO的内含子所分隔，一个外显子编码大部分信号肽序

列，信号肽的剩余部分加原片段和成熟肽则由另一个外显子

所编码［&*］。

!"3 基因的表达调控
防御素基因的表达方式有组成性表达（T?/E010B01U. .V$

MD.EE1?/）和诱导表达（,/-BA1O@. .VMD.EE1?/）两种。
人"防御素的表达为组成性表达。!"#$& 8 )在中性粒

细胞分化成熟前即已合成，并储存于胞浆颗粒中，其基因在

生理情况下成熟的粒细胞中不能被诱导表达［&］。!3$* 和
!3$5在是在小肠潘氏细胞内组成性表达的［&7］，与细胞的发
育同步［%S］。

已发现的 )种人!防御素中，!93$&在上皮细胞中为组
成性表达［&L］，其它三种除组成性的基础表达外还可被诱导表

达［(%，&)，&*］，例如：!93$%的表达可以被 W";$"、,K$&!、K#R及细
菌等多种原炎剂（#D?1/F@C::C0?D2 C<./0E）所诱导［(%］；!93$( 的
表达可被 W";$"、,K$&!、,;"#及细菌所诱导

［&(，&)］；!93$)的表
达可被豆蔻酰佛波醇乙酯（#>J）所诱导［&*］。进一步的研究
表明，它们被诱导的机理各不相同：在 !93$%基因的上游及
内部各发现了两个 ";$$9（核因子$9，一个重要的炎症介导
因子，可接受 K#R及原炎细胞因子的刺激而介导转录）的结
合位点，它们被认为在 !93$% 的诱导表达中起了主要作
用［(&，(%］；在 !93$(基因上游相当长的距离（约 %S44OM）内和其
内含子中，虽没有发现 ";$$9的结合位点，但却发现了与诱
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导表达关系密切的激活蛋白（!"#$%&#’( )(’#*$+,-，!.,-）及
/01!、23,450、10,/6,7等细胞因子的应答原件（8*9)’+9* *:*,
;*+#9），<=>,? ;81!可被 /6,-"大量诱导表达，说明 /6,- 可
以激活其它转录调节通路，或者在更远处有 10,#=的应答原
件（也许就是 <=>,@ 基因 AB端的 10,#=的结合位点［-C］）；对

<=>,C基因的分析表明，在它的启动子区域内既没有 10,#=
的结合位点也没有 5D!D结合位点（/01!的应答原件），这和

<=>,C不能被 /6,-$、/6,7、/01!和 D10,$等细胞因子诱导表达
的实验结果是吻合的。但在 .3!的诱导下，<=>,C的表达量
可提高 7E倍，其表达也可被肺炎链球菌（ ! F "#$%&’#()$）和
热失活的铜绿假单胞菌（" F )$*%+(#’,)）所诱导，由于 .3!是
蛋白激酶 4（.G4）的激活剂，而且 .G4的某些同工酶在某些
种类的细胞中也可被 6.5及感染所激活，因此可以推测是
.G4介导了 <=>,C的诱导表达［-A］；对 <=>,- 基因的分析则
没有发现上述的结合位点及应答原件［?E］。

!"# 翻译后修饰
人防御素中，髓源性防御素的翻译后加工过程研究得较

为透彻。细胞首先合成较大的前体肽（.(*)(’)*)#$H*），经过逐
步翻译后修饰及酶解后形成成熟肽，最终转运到特定的细胞

器内。防御素前体肽由氨基末端的信号序列、带负电荷的原

片段和羧基末端带正电荷的成熟肽组成［@7］。以 <.1,-为例
进行说明：首先是 IC个氨基酸残基的前体肽被合成，在 1端
的 -I个氨基酸残基的信号肽引导下，进人内质网中。随后，
信号肽很快被切除，形成 JA 个氨基酸残基的 <1.,- 原
（)(’<1.,-），（它呈电中性，不具备抗菌活性，被认为是在翻译
后加工过程中的一个很重要的过渡分子［@7］）再经过多步加

工，将其逐步裂解，最终生成具备抗菌活性的阳离子的成熟

<1.,-［??］。此外，从人回肠代膀胱术后尿液及回肠黏膜中分
离纯化的 <>,A肽包含氨基末端长度不等的多种形式［?C］，从
人的尿液及血液中分离得到的 <=>,-也有长度从 ?7,CJ个氨
基酸不等的多种形式，这些证明肠源性防御素和人"防御素
也曾以前体分子的形式被合成［-K］。

$ 人防御素的抗菌活性及其机理

$"% 抗菌活性
人防御素具有广泛的抗菌谱及极强的抗菌活性，但其活

性大多受高盐浓度的抑制（<=>,?除外），现将其小结于表 @。
在对 <=>,C的研究中发现，<=>,C 与溶菌酶（6L9’ML;*）

共同作用于 ! F -)*#’,%, D3?EE 的实验中表现为协同作用
（0/4 N EF A）；而 <=>,C 与 <=>,? 共同作用于 ! F -)*#’,%,
D3?EE及 . F -’/( =6@- 的实验中表现为强相加作用（0/4 O
EP7）；但 <=>,C 与氨苄青霉素共同使用时表现为无关作用
（0/4 O -）［-A］。<=>,@ 也被证明与乳铁蛋白（6&"#’Q*(($+）和溶
菌酶有协同作用［?K］。

$"! 作用机理
迄今为止，关于人防御素等阳离子抗菌肽的抑菌作用机

理尚不完全清楚，但有间接证据表明，在微生物的细胞膜上

形成孔道是一个十分重要的环节，双歧性的结构特点为它们

与膜的界面相结合提供了可能［CE］。为了形成细胞膜上孔道，

抗菌肽的结构必须满足三个条件：-，能够与膜相结合；@，能
够在膜内聚集；?，能够组成孔道结构［C-］。阳离子抗菌肽与细
胞膜的结合方式一般认为有如下两种可能：一是与膜上的双

脂层相作用，因为有实验表明它们可能加快脂质体的水性内

含物的外流速率；二是与膜上带负电荷的磷脂相通过静电作

用相结合，因为抗菌肽带有正电荷，电荷间的静电引力在远

距离即可发生作用，这也可解释抗菌肽对外单层膜中有两性

离子存在的哺乳动物细胞几乎无结合作用［CE］。人们普遍认

为防御素以多聚体的方式发生作用，使它们在膜内聚集以致

形成孔道结构［?，?I］，如已发现了人$防御素［C-］、<=>,@［C@］和
<=>,?［C?］以二聚体或多聚体的存在形式。
不同的抗菌肽可能有不同的作用方式，同一种抗菌肽与

不同微生物作用时机理也可能有所差异［CE］。关于作用机理

的研究还有很多悬而未决的问题，如为什么有些微生物特别

敏感，而其它种类的微生物则不太敏感或仅在抗菌肽浓度很

高的环境下才受到抑制［C-］？抗菌肽到底是如何破坏膜结构

的，是否膜的破坏就足以达到了对微生物的抑制作用，或者

它们在细胞内还要作用于其它的目标（如 >1!或R和蛋白质
的合成）［CE，C-］？

# 医学价值及其基因工程生产

#"% 医学及药用价值
人防御素参与机体防御活动并与许多疾病的发生、发展

及治疗相关。在临床上，正常人体内 <1.,?缺失很常见（约
占所测试者的 -ES），但也有少数人 <1.,- O ?全部缺失，他
们体内的中性粒细胞数量比正常人约低 -ES，这种现象被称
为“特异性颗粒缺乏”（5)*"$Q$" 2(&+T:* >*Q$"$*+"L），此类病人会
频繁地受到一些普通细菌的感染［?］。<=>,@被发现与皮肤
疾病及肺部感染关系密切：银屑病（亦称牛皮藓，.9’($&9$9）患
者的皮肤中，<=>,@ 的含量被证明大大高于常人（<=>,? 亦
是从此类病人的皮屑中发现的［-?］），这类病人的皮肤极少受

到感染；肺囊性纤维性病变（4L9$#" Q$U(’9$9）的病人很容易发生
肺部感染，可能与其肺黏膜的防御机能下降有关，由于此类

病人的上皮细胞中盐浓度很高，因而 <=>,@的杀菌作用受到
抑制［CC，?@］。在胎盘膜中有 <=>,?表达，说明它在孕期的胎儿
与母体的共同防御中起一定作用［-C］。<=>,C的表达仅限于
少数组织，加之其抗菌谱的特性，暗示着它在所表达的组织

中会发挥特定的作用：它被检测到的最高表达是在睾丸中，

这也许正是睾丸很少因细菌感染而发炎的原因［-A］。人防御

素还是非成熟树突状细胞及记忆 D细胞的趋化因子，被认为
在人体先天及后天防御机制联系中起重要作用［C］。最近，

V<!12 6$+,W$等的研究指出，<1.,-、<1.,@和 <1.,?有抗艾
滋病病毒（</X,-）的作用［CA］，这项研究给艾滋病这个严重威
胁人类健康的世界性难题的解决带来了新的曙光。

由于防御素强大的抑菌功能，其药用价值自然不容忽

视［-@，-?，-A］。虽然各种人防御素的抑菌谱及效果各不相同，但

几种防御素之间或防御素与其它抗菌剂的联合使用则可能
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取得更好的效果［!"，#$］。也有人提出在深入了解防御素的表

达调节机制的前提下，设计药物来特异地调节受感染器官的

防御素表达，从而达到治疗的目的［#%］。

在后抗生素时代的今天，各种传统抗生素的大量应用在

治病救人的同时也给我们带来了多种多样的抗药性微生物，

耐药性微生物给人类健康带来了新的威胁。由于人防御素

独特的作用机理，可能避免致病微生物对其产生耐药

性［!%，#%］，因此具有良好的药用前景，将成为对付耐药性微生

物感染的新型武器，开辟抗生素发展的新天地。

表 ! 人防御素的抗菌谱

"#$%& ! ’()*+*,-.$*#% /0&,)-1+ .2 31+#( 4&2&(/*(/

&’(’)*+) ,)-+.+/012+34 *5’/-06. 7’5-+8’
/1)/’)-03-+1)

9+:; <34-
/1)/’)-03-+1) *’)*+-+=’ >’(’0’)/’*

9?7@!、9?7@%、
9?7@#

! A "#$% BC !DAD!:E.F（F&"D）

& A ’()"($%* BG H !D!:E.F（F&"D）

+ A ($,%"(-* I’3*- % A%!:E.F（F&"D）

J6):+ ———

’)=’415’8 =+06*’* ———

I’* ［$］，［#"］，［#K］

9?7@L
! A "#$% BC DAD$"!:E.F（F&"D）

& A ’()"($%* BG %A#"!:E.F（F&"D）

+ A ($,%"(-* I’3*- D A"D!:E.F（F&"D）

I’* ［$］，［#"］

9&@"

. A /#-#"01#2)-)* BG ———

! A "#$% BC ———

& A 1034% BC ———

+ A ($,%"(-* I’3*- ———

I’* ［#"］，［#M］

9&@K ——— ——— I’* ［#"］
9N&@! ! A "#$% BC #!!:E.F（OPQ） I’* ［!$］，［#$］，［#R］

9N&@%

! A "#$% BC !D!:E.F（F&RD）

5 A ()672%-#*( BC !D!:E.F（F&RD）

+ A ($,%"(-* I’3*- %"!:E.F（F&RD）

& A (76)7* BG !DD!:E.F（ S !D%QJTE.F）

I’* ［!%］

9N&@#

& A (76)7* BG

& A 30#2)-)* BG

5 A ()672%-#*( BC

! A "#$% BC

+ A ($,%"(-* I’3*-
=3)/1.U/+)@0’*+*-3)- ! A ’()"%7/ BG

.64-+0’*+*-3)- & A (76)7* BG

!%A"!:E.F（ S !D%QJTE.F）

K!:E.F（ S !D%QJTE.F）

!%!:E.F（ S !D%QJTE.F）
%"!:E.F（ S !D%QJTE.F）

?1 ［!#］

9N&@L

! A "#$% NF%!， BC

87694#$:)6%( ")3("%( BC

& A ")6);%*%()， I’3*-
& A (76)7* BG

& A 3-)7/#-%() BG

& A "(6-#*7* VO#DD BG

5 A ()672%-#*( 7,W! BC

H !DD!:E.F（OPQ）

LA"!:E.F（OPQ）
LA!!:E.F（OPQ）

I’* ［!"］

注：BG：革兰氏阳性菌；BC：革兰氏阴性菌；F&"D：使菌落形成单位（QJT）数减少 "DX的剂量；

F&RD：使菌落形成单位数减少 RDX的剂量；OPQ：最小抑制浓度；

QJTE.F：菌落形成单位E毫升；———：未检测

56! 基因工程生产人防御素
基于来源及成本等方面考虑，基因工程无疑是大批量生

产人防御素的首选方法。7+’0*等曾在大肠杆菌中对 9?7@!
进行过融合表达的尝试［LK］；Y3410’ 等在昆虫细胞中表达了
9N&@!用以实验研究［!$］；9N&@%也曾被 N34*等在昆虫细胞中
重组表达［#$］；9308’0等也先后将 9N&@%（私人通信）及 9N&@
#［!#］在大肠杆菌中进行了融合表达；在国内，张满朝等研究了
9?7@!在大肠杆菌［LM］及烟草中的表达［L$，LR］；唐彬等进行了
9?7@!基因在气管上皮细胞传染及表达研究［"D］。

本实验室曾在大肠杆菌中成功地融合表达了 9N&@%［"!］，
通过对大肠杆菌表达系统的深入研究，目前我们已经将融合

蛋白的表达水平提高到菌体总蛋白的 LDX以上（未发表）；本
室还对 9N&@%在其它表达系统（如酵母菌、枯草杆菌）中的表
达进行了研究，并初步证明 9N&@% 在其中亦有表达（未发
表）；此外，鉴于在基因工程菌的体内表达中 9N&@%的抗菌特
性对宿主有潜在的威胁，本室目前正在进行无细胞体系

（Q’44@(0’’ *U*-’.）合成 9N&@%的研究（未发表）。我们希望通
过对 9N&@%的基因工程生产的研究，获得人防御素乃至阳离
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子抗菌肽家族的表达经验，进而为此类内源性抗菌肽的基因

工程生产奠定基础。我们相信，在国内外研究者的共同努力

下，基因工程的方法生产人防御素必将在基础研究、临床医

学及医药工业中发挥重要作用。

! 人防御素的前景展望

基因组学与生物信息学的发展，给人防御素的研究注入

了新的活力。人!防御素、!"#$%、!"#$& 及 !’()*( 小组的
!"#$+的发现都是采用传统的方法，先从人体分离出蛋白
质，继而进行分子及基因水平的研究［, - %+］，但 ./’的小组发现
!"#$+却是采用比对的方法首先在人类基因组数据库中直
接找到了 !"#$+基因，然后再在人体组织中克隆得到的［%0］。
可以说，这项工作实现了人防御素研究上的范式转换（1’(’$
)/23 45/67），这是在人类基因组计划已经初步完成、新的交叉
学科（基因组学与生物信息学）不断发展条件下的必然结果。

其后，&88%年底（发表于 &88& 年），9:/;*(</7= >6 ?>@’ 的 A*B<5
研究组利用 !CCDE（一种计算搜索工具）结合 "FG4H比对，
找到了 &I个新的人"防御素基因，初步分析表明，其中的 %&
个已被转录；同时他们也发现了 0+个小鼠"防御素基因，初
步分析认定了其中的 %0个被转录［,&］。这项工作显示了基因
组搜索对发现有保守结构域的新基因的强大威力，也代表了

人防御素研究工作的一个新起点。
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