
书书书

朱　桃，张双玉，张路阳，等．枯草芽孢杆菌４种环脂肽抗猪δ冠状病毒的研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０２４，５２（４）：１８２－１８６，１９２．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２４．０４．０２７

枯草芽孢杆菌４种环脂肽抗猪 δ冠状病毒的研究
朱　桃１，２，张双玉１，２，张路阳１，钟纯燕３，陈悦雯１，李基棕２，李　彬２，罗楚平１

（１．淮阴工学院，江苏淮安２２３００２；２．江苏省农业科学院兽医研究所，江苏南京２１００１４；

３．黔西南民族职业技术学院生物工程系，贵州兴义５６２４００）

　　摘要：为探究从枯草芽孢杆菌Ｂｓ９１６中提取的表面活性素、罗克霉素、泛革素及杆菌霉素Ｌ４种抗菌肽对猪δ冠
状病毒（ＰＤＣｏＶ）的抗病毒作用。首先采用ＣＣＫ－８法确定抗菌肽对细胞无毒性的最佳浓度范围，随后分别采用ＲＴ－
ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＩＦＡ３种方法检测 Ｂｓ９１６中４种环脂肽对 ＰＤＣｏＶ的抗病毒效果。结果显示，４种环脂肽在浓
度≤５０μｇ／ｍＬ时对细胞无毒性，同时具有良好的抗病毒效果。相同条件下，罗克霉素抗病毒效果最佳，其次为表面活性
素。本研究从枯草芽孢杆菌Ｂｓ９１６中提取的表面活性素、罗克霉素、泛革素及杆菌霉素Ｌ可抑制ＰＤＣｏＶ在细胞中的增
殖，具有良好的抗病毒作用，其中以罗克霉素和表面活性素的抗病毒效果最佳，可为抗ＰＤＣｏＶ药物研发提供理论支持。
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　 　 猪 δ冠 状 病 毒 （ｐｏｒｃｉｎｅｄｅｌｔａｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ，
ＰＤＣｏＶ）属于冠状病毒科，冠状病毒属，是一种新型
猪肠道致病冠状病毒，主要导致新生仔猪急性腹

泻、呕吐和脱水［１－４］。ＰＤＣｏＶ是一种包膜病毒，基
因组全长约２５．４ｋｂ，编码１５个成熟的非结构蛋白
（ｎｓｐ２－１６）、４个结构蛋白（棘突蛋白 Ｓ、包膜蛋白
Ｅ、膜蛋白Ｍ、核衣壳蛋白Ｎ）和３种辅助蛋白（ＮＳ６、
ＮＳ７、ＮＳ７ａ）［５－６］。在这些蛋白中，Ｎ蛋白是表达量
最为丰富的多功能结构蛋白，其基因全长１０２９ｂｐ，
共编码３４３个氨基酸。Ｎ蛋白发生在病毒感染早
期，是最早产生免疫反应的抗原蛋白，最先刺激机

体产生抗体，此外，它在结构和功能上具有保守性

强和种属特异性［７－８］，因此，ＰＤＣｏＶ－Ｎ蛋白常被用
于分子生物学诊断技术。ＰＤＣｏＶ是一种新发现的
猪腹泻病毒，其传播速度快，从最初２０１２年发现于
香港［１］后，于２０１４年即于美国暴发［９］，随后蔓延至

全球［１０］。ＰＤＣｏＶ不仅对养猪业造成极大影响，还会
跨物种感染牛、鸡甚至是人［１１－１４］，危害公共健康。

因此，建立快速有效的预防措施，找到抑制病毒的

特效药物至关重要。

脂肽（ｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅ）是一类由脂肪酸和多肽分子
组成的生物分子，具有一系列独特的物理和生物学

性质。其广泛存在于自然界中，包括细菌、真菌、植

物和动物等生物体内。目前，已发现枯草芽孢杆菌

能够产生多种类型的环脂肽，根据环肽的结构可分

为三大家族：表面活性素、泛革素和伊枯草素。大

量研究表明，芽孢杆菌产生的脂肽，具有多种生物

活性，其中包括抗真菌、抗细菌、抗炎症、抗病毒及

抗肿瘤等生物活性［１４－１８］，但关于它们抗病毒、抗肿

瘤生物活性鲜有报道。芽孢杆菌的脂肽，已经广泛

应用于农业、生物医药、环保、食品工业等领

域［１５－１９］。然而，关于芽孢杆菌产生的抗菌肽在抗病

毒方面的研究，大部分倾向于表面活性素抗病毒方

向，而对泛革素和伊枯草素的抗病毒作用效果未见

有报道。有研究表明，表面活性素是抗包膜病毒的

万能武器［１７］。早在１９９７年，有研究证明，枯草芽孢
杆菌产生的表面活性素可抑制广谱病毒，如猴泡沫

病毒（ＳＦＶ）、单纯疱疹病毒（ＨＳＶ－１、ＨＳＶ－２）、猫
杯状病毒（ＦＣＶ）、猴免疫缺陷病毒（ＳＩＶ）、鼠脑心肌
炎病毒（ＥＭＣＶ）、水泡型口炎病毒（ＶＳＶ）［２０］。２００６
年，Ｈｕａｎｇ等从枯草芽孢杆菌 ｆｍｂｊ上提取主要含有
表面活性素、泛革素的抗菌脂肽，进行体外抗病毒

试验，研究发现抗菌脂肽对伪狂犬病毒（ＰＲＶ）、猪
细小病毒（ＰＰＶ）、新城疫病毒（ＮＤＶ）、法氏囊病毒
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（ＩＢＤＶ）有直接灭活作用，可有效抑制ＮＤＶ和ＩＢＤＶ
的感染和复制［２１］。Ｗａｎｇ等证明枯草芽孢杆菌ＯＫＢ
１０５及其表面活性素可抑制传染性胃肠炎病毒
（ＴＧＥＶ）进入细胞，并且表面活性素以剂量依赖的方
式减少ＴＧＥＶ的斑块产生［２２］。这些研究结果表明，

枯草芽孢杆菌衍生的肽是一种高效的抗病毒化合物，

是研发抗病毒药物及抗病毒疫苗较好的候选者。

本研究基于笔者所在实验室提取的高纯度芽

孢杆菌抗菌肽（罗克霉素［２３］、表面活性素、泛革素及

杆菌霉素Ｌ），旨在探索这４种抗菌肽是否对ＰＤＣｏＶ
具有抑制作用，为抗病毒药物的研发提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞、病毒及抗菌肽　ＬＬＣ－ＰＫ１细胞购自中
国兽药检验所，ＬＬＣ－ＰＫ１细胞培养条件为３７℃５％
ＣＯ２，所用培养基为 ＤＭＥＭ＋１０％ 胎牛血清（ＦＢＳ）；
ＰＤＣｏＶ毒株ＣＺ２０２０，其滴度为１０６．２５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ，来自
江苏省农业科学院兽医研究所；表面活性素、罗克霉

素、泛革素及杆菌霉素 Ｌ由笔者所在实验室提纯所
得，所有抗菌肽先用ＤＭＥＭ培养基稀释为 １ｍｇ／ｍＬ，
作为母液置于－２０℃冰箱保存备用，后续试验所涉
及的抗菌肽稀释溶剂，均用含有 ７．５μｇ／ｍＬ胰酶的
ＤＭＥＭ培养基。此外，本试验于２０２１年１２月２５日
于江苏省农业科学院兽医研究所完成。

１．１．２　主要试剂　胎牛血清、ＤＭＥＭ培养基，购自
Ｇｉｂｃｏ公司；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８（ＣＣＫ－８）试剂盒，购
自北京索莱宝科技有限公司；ＲＮＡ提取试剂盒、反转
录试剂盒，购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；

ＲＩＰＡ（强）蛋白裂解液、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记
的山羊抗小鼠ＩｇＧ和β－ａｃｔｉｎ，均购自上海碧云天生
物技术有限公司；ＦＩＴＣ标记的羊抗猪荧光二抗，购自
Ａｂｃａｍ公司；ＰＤＣｏＶ－Ｎ蛋白单克隆抗体及 ＰＤＣｏＶ
抗猪阳性血清，来自江苏省农业科学院兽医研究所。

１．１．３　主要仪器　蛋白电泳仪及蛋白转印仪，购自
伯乐生命医学产品（上海）有限公司；倒置荧光显微

镜，购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；实时荧光定量 ＰＣＲ仪
及ＣＯ２培养箱，购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＥＬｘ
８００酶标仪，购自美国ＢｉｏＴｅｋ公司。
１．２　方法
１．２．１　抗菌肽对细胞的毒性测定　首先采用含有
７．５μｇ／ｍＬ胰酶的ＤＭＥＭ培养基，将４种抗菌肽分
别稀释至１００、５０、１０、５μｇ／ｍＬ。将 ＬＬＣ－ＰＫ１细胞

均匀地铺在９６孔细胞板上，３７℃ ５％ ＣＯ２条件下
培养，细胞长满单层后用无菌的磷酸盐缓冲溶液

（ＰＢＳ）清洗３次，加入上述稀释好的不同浓度的抗
菌肽，每孔１００μＬ。同时设空白对照，每个试验组
设置３个重复。过夜培养２４ｈ后，每孔加入 １０μＬ
ＣＣＫ－８溶液，在细胞培养箱避光培养３ｈ，采用ＥＬｘ
８００酶标仪读取４５０ｎｍ处的吸光度。细胞活力 ＝
（Ｄ抗菌肽 －Ｄ培养基）／（Ｄ空白 －Ｄ培养基）×１００％。　
１．２．２　抗菌肽对病毒增殖的影响　将 ＬＬＣ－ＰＫ１
细胞铺在２４孔细胞板中，３７℃ ５％ ＣＯ２条件下培
养，待细胞长满单层后，采用 ＰＢＳ清洗细胞３次，加
入ＭＯＩ＝０．０１的 ＰＤＣｏＶ病毒液，每孔５００μＬ。在
细胞培养箱继续培养１．０～１．５ｈ，期间每隔０．５ｈ
轻轻摇晃１次细胞板，使病毒更好地融合细胞。将
融合好的细胞板用ＰＢＳ清洗３次，加入不同浓度的
抗菌肽，每孔５００μＬ，即５０、１０、５μｇ／ｍＬ，每组试验
设３个重复，将只感染了病毒不加抗菌肽的细胞孔
设为空白对照，继续培养２４ｈ。重复本试验，细胞板
用于后续检测。收集上清和细胞，用于后续

ＲＴ－ｑＰＣＲ、蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）及间接免
疫荧光（ＩＦＡ）试验。
１．２．３　ＲＮＡ提取与ＲＴ－ｑＰＣＲ　使用ＲＮＡ提取试
剂盒提取“１．２．２”节上清中的 ＲＮＡ，通过反转录试
剂盒将ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。用超敏高耐受探针
法检测试剂对ｃＤＮＡ进行扩增，所用引物：正向序列
５′－ＡＴＣＧＡＣＣＡＣＡＴＧＧＣＴＣＣＡＡ－３′；反向序列５′－
ＣＡＧＣＴＣＴＴＧＣＣＣＡＴＧＴＡＧＣＴ－３′；探针序列５′－ＣＡ
ＣＡＣＣＡＧＴＣＧＴＴＡＡＧＣＡＴＧＧＣＡＡｖＧＣＴ－３′。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　取“１．２．２”节中制作好
的２４孔细胞板，ＰＢＳ清洗３次后加入１００μＬＲＩＰＡ
细胞裂解液，室温下裂解１０ｍｉｎ后刮取细胞碎片，
收集蛋白液。取４０μＬ蛋白液样品与５×蛋白上样
缓冲液混合，置于金属浴中１００℃煮样１０ｍｉｎ。取
１０μＬ煮好的样品加入１２．５％蛋白胶样品孔，９０Ｖ
电压下使样品迁移至分离胶后将电压升至１２０Ｖ。
提前将滤纸与硝酸纤维素（ＮＣ）膜浸泡于转膜液中，
采用三明治法，将胶体放于滤纸与ＮＣ膜中间，用滚
轮轻轻去除气泡。打开蛋白快速转印仪运行

１５ｍｉｎ。转印后的 ＮＣ膜用５％脱脂奶粉室温封闭
２ｈ，ＰＢＳＴ清洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ。加入稀释比为
１∶５０００一抗（ＰＤＣｏＶ－Ｎ蛋白单克隆抗体）或
β－ａｃｔｉｎ（１∶１０００）室温下孵育２ｈ，ＰＢＳＴ清洗后
加入稀释比为１∶１００００二抗（山羊抗小鼠）室温孵
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育 ２ｈ，最后加入ＥＣＬ显色液进行曝光显色。
１．２．５　ＩＦＡ检测　取“１．２．２”节中制作好的２４孔
细胞板，ＰＢＳ清洗 ３次后加入预冷的无水乙醇
－２０℃ 固定３０ｍｉｎ，弃去无水乙醇，ＰＢＳ洗涤３次。
每孔加入５００μＬ５％脱脂奶粉，３７℃封闭１ｈ，ＰＢＳ
清洗 ３次，每次 ３～４ｍｉｎ。每孔加入稀释比为
１∶５００的 ＰＤＣｏＶ猪血清 ５００μＬ，３７℃孵育 ２ｈ，
ＰＢＳ清洗后每孔避光加入 ＦＩＴＣ标记山羊抗猪荧光
二抗５００μＬ，稀释比为１∶５００，继续孵育１ｈ后用
ＰＢＳ清洗３次至无非特异性结合，置于倒置荧光显
微镜下观察。

１．２．６　数据处理　用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９对数据进
行统计分析及作图，各组试验数据采用 Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ进行统计分析，用ｔ检验法对数据进行差异
性分析。

２　结果与分析

２．１　抗菌肽对ＬＬＣ－ＰＫ１细胞活性的影响
为确定抗菌肽药物的最佳浓度，设置浓度梯度

由高到低依次为１００、５０、１０、５μｇ／ｍＬ检测抗菌肽对
细胞的毒性。试验采用ＣＣＫ－８试剂盒检测细胞活
性，在酶标仪上读取样品吸光度（Ｄ），计算细胞存活
率。由图 １可知，抗菌肽对细胞安全浓度范围为
５０μｇ／ｍＬ以下，此时细胞生长状态与对照孔形态无
差异，细胞活力达 １００％；当抗菌肽药物浓度达到
１００μｇ／ｍＬ时，细胞出现不同程度的皱缩、破裂
现象。

２．２　ＲＴ－ｑＰＣＲ检测结果
为了研究抗菌肽对ＰＤＣｏＶ增殖的影响，笔者所

在课题组分别向感染了该病毒的细胞中加入浓度

为５０、１０、５μｇ／ｍＬ的４种抗菌肽，并采用ＲＴ－ｑＰＣＲ

检测细胞内病毒ＲＮＡ的变化。由图２可知，随着抗
菌肽浓度的增加，细胞内病毒载量逐渐降低，说明

抗菌肽能够在安全浓度范围内通过剂量依赖的方

式发挥更好的抗病毒效果。当抗菌肽浓度为

５μｇ／ｍＬ时，仅有罗克霉素（Ｐ＜０．０１）和表面活性
素（Ｐ＜０．０５）能显著抑制病毒增殖，而泛革素和杆
菌霉素Ｌ则不具有显著的抗病毒效果。当抗菌肽
浓度达到１０μｇ／ｍＬ时，４种抗菌肽均能显著抑制病
毒增殖，其中罗克霉素（Ｐ＜０．０００１）ＣＴ值高达
２５９３，其次是表面活性素（Ｐ＜０．００１），ＣＴ值高达
２３．９６。当抗菌肽浓度升至５０μｇ／ｍＬ时，４种抗菌
肽均能显著抑制病毒增殖。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＣｏＶ－Ｎ蛋白的表达
为进一步探索抗菌肽对ＰＤＣｏＶ增殖的影响，向

“１．２．２”节中制作好的细胞板中加入蛋白裂解液获
取蛋白，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ＰＤＣｏＶ－Ｎ蛋白
的表达水平。由图３可知，感染了 ＰＤＣｏＶ的细胞，
在浓度为５０μｇ／ｍＬ的４种抗菌肽作用下，可完全抑
制病毒增殖，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法完全检测不到ＰＤＣｏＶ－Ｎ
蛋白特异性条带。而罗克霉素和表面活性素在低

至１０μｇ／ｍＬ浓度下，即可完全抑制病毒增殖。

—４８１— 江苏农业科学　２０２４年第５２卷第４期



２．４　间接免疫荧光（ＩＦＡ）检测结果
采用ＩＦＡ方法检测“１．２．２”节细胞板中细胞存

在的病毒，在倒置显微镜下观察荧光量，进一步确

定抗菌肽抗病毒效果。由图 ４可知，当浓度为
５μｇ／ｍＬ的抗菌肽作用于感染了ＰＤＣｏＶ的细胞时，
并未对病毒增殖产生显著的影响；当抗菌肽浓度升

至１０μｇ／ｍＬ时，罗克霉素和表面活性素表现出最佳
的抗病毒效果；而当抗菌肽浓度达到５０μｇ／ｍＬ时，所
有抗菌肽均表现出较好的抗病毒效果。这一结果

与笔者所在课题组之前使用 ＲＴ－ｑＰＣＲ检测病毒
ＲＮＡ变化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＣｏＶ－Ｎ蛋白的表达
水平得到的结论一致。

３　讨论与结论

ＰＤＣｏＶ是一种新发现的具有包膜的 ＲＮＡ病
毒，它以膜融合的方式侵入宿主细胞，引起仔猪严

重腹泻。目前，尚未研制出有效的疫苗和特效治疗

药物。在抗ＰＤＣｏＶ药物研究中，具有红藻凝集素性
质的格瑞弗森（ｇｒｉｆｆｉｔｈｓｉｎ）及褪黑激素类性质的褪黑
激素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ）、吲哚（ｉｎｄｏｌｅ）、色胺（ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ）、
Ｌ－色氨酸（Ｌ－ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ）已被证实具有抗病毒能
力［２４－２５］。枯草芽孢杆菌分泌的脂肽类物质也有抗

病毒作用，但未有报道作为抗 ＰＤＣｏＶ药物的研究。
表面活性素是枯草芽孢杆菌的衍生物，有研究表明

它是一种膜融合抑制剂［２６］，具有抗多种包膜病毒的

生物活性［２０－２１］，如单纯疱疹病毒、水疱性口炎病毒、

猴免疫缺陷病毒和新城疫病毒。罗克霉素是笔者

所在团队新发现的脂肽类抗生素，被证实具有抗病

毒活性［２３］。泛革素和杆菌霉素 Ｌ在抗病毒活性方
面未有报道。

本研究首先将表面活性素、罗克霉素、泛革素和

杆菌霉素Ｌ，以１００、５０、１０、５μｇ／ｍＬ浓度梯度作用于
ＬＬＣ－ＰＫ１细胞，发现４种抗菌肽在１００μｇ／ｍＬ浓度
下，细胞形态会发生不同程度的皱缩、破裂现象，说

明抗菌肽浓度达到１００μｇ／ｍＬ时具有细胞毒性，其
中表面活性素和杆菌霉素Ｌ对ＬＬＣ－ＰＫ１细胞毒性
最强，这可能与它们具有较强的溶血活性有关［２７］。

表面活性素、泛革素和杆菌霉素 Ｌ都有表面活性剂
的特性［２８－２９］，表面活性剂具有一定毒性，会使红细

胞溶血［３０］。然而，由于表面活性剂种类繁多，其毒

性也因此存在差异。其中阳离子表面活性素具有

较高的溶血活性和细胞毒性［３１］；相比之下，泛革素
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虽然同样具有表面活性剂特性，但并不会引起强烈

的溶血活性和细胞毒性。目前，泛革素的作用机制

仍需进一步深入研究。本研究采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＩＦＡ等方法检测了不同浓度的抗菌
肽对ＰＤＣｏＶ增殖的影响。研究发现，当罗克霉素和
表面活性素的浓度为１０μｇ／ｍＬ时，它们表现出较
强的抗病毒效果；而泛革素和杆菌霉素 Ｌ的完全抑
制作用需要５０μｇ／ｍＬ的浓度。随着抗菌肽浓度的
递增，其抗病毒效果也越好，这一结果与 Ｈａｎ等的
研究结果［３２］一致。在４种抗菌肽中，罗克霉素表现
出最好的抗病毒效果，表面活性素次之，而泛革素

和杆菌霉素Ｌ的效果相对较弱。
综上所述，笔者所在实验室从枯草芽孢杆菌

Ｂｓ９１６中提取的４种抗菌肽（表面活性素、罗克霉
素、泛革素和杆菌霉素Ｌ），浓度范围在５～５０μｇ／ｍＬ
内，能够有效抑制猪δ冠状病毒在细胞中的增殖，同
时不会引发细胞毒性。其中，罗克霉素表现出最好

的抗病毒效果，其次是表面活性素，泛革素和杆菌

霉素Ｌ也具有一定的抗病毒活性。这一结论为寻
找有效的ＰＤＣｏＶ治疗方法提供了新思路和理论支
持。此外，根据文献报道，抗菌肽除了具有抗菌作

用外，还可能在免疫调节、组织修复和细胞凋亡等

方面发挥重要作用。因此，这些抗菌肽具有广阔的

应用前景，可被开发成为治疗ＰＤＣｏＶ感染或其他病
原微生物感染的新型药物。未来的研究可进一步

挖掘这些抗菌肽的分子机制，深入了解其在宿主免

疫调节中的作用以及其对其他病原体的杀灭作用，

为新药物的开发提供更多的理论基础和实践指导。
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