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抗菌肽 Sublancin增强小鼠获得性免疫的研究1

张晓雅 杨 青 王 帅 杨天任 曾祥芳 谯仕彦

（中国农业大学动物科技学院，北京 100193）

摘 要：本试验旨在研究抗菌肽 Sublancin灌胃对卵清白蛋白（OVA）免疫小鼠获得性免疫

反应的影响。试验选用 6周龄雌性 BALA/c小鼠 60只，随机分为 5个组，每组 12只小鼠。

空白对照组小鼠灌胃生理盐水，阳性对照组小鼠灌胃 2.5 mg/kg 体重的左旋咪唑溶液，抗菌

肽 Sublancin组小鼠灌胃 0.5、1.0和 2.0 mg/kg 体重的抗菌肽 Sublancin溶液。各组小鼠连续

灌胃 14 d。在灌胃结束 24 h后用模式抗原 OVA皮下注射对各组小鼠进行免疫，14 d后加强

免疫 1次，第 2次免疫 7 d后采血和取脾脏，用间接酶联免疫吸附测定（ELISA）法对血清

OVA特异性免疫球蛋白 G（IgG）及其亚类 IgG1、IgG2a 和细胞因子含量进行检测。结果表

明：1）与空白对照组相比，0.5、1.0和 2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组和阳性对照组小鼠血

清 OVA特异性 IgG含量均显著或极显著提高（P<0.05或 P<0.01）。2）与空白对照组相比，

1.0和 2.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin组和阳性对照组小鼠血清 OVA特异性 IgG1含量显著或极

显著提高（P<0.05或 P<0.01），1.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin和阳性对照组小鼠血清 OVA特

异性 IgG2a含量显著提高（P<0.05），1.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin组和阳性对照组的小鼠脾

脏淋巴细胞的刺激指数显著提高（P<0.05）。3）与空白对照组相比，1.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin

组和阳性对照组的小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 1型辅助性 T细胞（Th1）细胞因子干扰素-γ

（IFN-γ）和白细胞介素-2（IL-2）的含量均显著或极显著提高（P<0.05或 P<0.01）。4）与

空白对照组相比，0.5和 1.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin 组和阳性对照组的小鼠脾脏淋巴细胞上

清液中 2型辅助性 T细胞（Th2）细胞因子白细胞介素-4（IL-4）和白细胞介素-10（IL-10）

的含量均显著或极显提高（P<0.05或 P<0.01）。5）0.5、1.0和 2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin

组与阳性对照组之间的以上检测指标均没有显著差异（P>0.05）。本试验结果表明，抗菌肽

Sublancin可以诱导 OVA免疫小鼠产生 Th1和 Th2混合型免疫反应，增强其体液免疫和细胞

免疫功能。
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中图分类号：S852.4

抗菌肽（antimicrobial peptide,AMPs）是生物体产生的一类具有生物活性的小分子多肽，

广泛地存在于生物界，是机体先天性免疫防御系统的重要组成部分，构成宿主防御病原微生

物入侵的第 1道屏障[1-2]。抗菌肽具有广谱抗菌活性，通常广泛地作用于革兰氏阳性菌、革

兰氏阴性菌、分歧杆菌和真菌，还对寄生虫和病毒具有杀伤效果，甚至可以杀死肿瘤细胞

[1,3-4]。大多数抗菌肽通过破坏细菌细胞质膜的完整性发挥抗菌活性，一些抗菌肽能够穿透细

胞膜并与胞内不同的靶标结合抑制细菌生长，不易产生耐药性，因此成为抗生素替代品研究

的热点[3,5]。随着对抗菌肽结构和功能研究的不断深入，其免疫调节功能逐渐被研究者们所

发现。抗菌肽除了具有直接抑菌活性外，还具有多种免疫调节作用，例如调节炎症反应、趋

化免疫细胞、促进细胞分化、激活先天性和获得性免疫系统等[2,6]。研究表明，鱼源α-螺旋

抗菌肽、鸡源β-防御素(AvBD)1~14可以提高动物的抗原特异性体液免疫和细胞免疫应答水

平，提高疫苗免疫效果[7-9]。

抗菌肽 Sublancin是美国马里兰大学 Hansen研究团队从枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）

168菌株的发酵液中分离得到一种具有抑菌活性的物质，它是由 37 个氨基酸组成并含有 2

个 二 硫 键 的 阳 离 子 肽 ， 其 氨 基 酸 序 列 为

GLGKAQCAALWLQCASGGTIGCGGGAVACQNYRQFCR ， 相 对 分 子 质 量 约 为 3

875.74[10-11]。抗菌肽 Sublancin 的性质极其稳定，可以耐受 1.5~9.5的 pH，还可以在高温环

境中稳定存在[12]。抗菌肽 Sublancin具有抗革兰氏阳性菌活性，其抗菌谱包括巨大芽孢杆菌、

金黄色葡萄球菌、化脓性链球菌、产气夹膜梭菌等，对革兰氏阴性菌无明显抑菌效果[13-15]。

Paik等[13]认为抗菌肽 Sublancin通过作用于细菌细胞膜合成的特定分子，使细胞膜形成孔洞，

从而发挥其抗菌活性。Kouwen 等[16]的研究发现，抗菌肽 Sublancin 的抑菌活性与其对细菌

膜机械敏感性离子通道有关，抗菌肽 Sublancin可能通过抑制这种离子通道的关闭，使细菌

细胞内物质快速溢出，从而使细菌裂解或死亡。Wang等[14]研究发现，抗菌肽 Sublancin 可

能通过抑制细菌的能量代谢而抑制了细菌的分裂。目前关于抗菌肽 Sublancin的研究主要集

中在其结构、表达调控、杀菌活性以及杀菌机制等方面，关于抗菌肽 Sublancin 作为一种免

疫调节分子的研究还未见报道。本试验以 BALB/c 小鼠为模型动物，以卵清白蛋白

（ovalbumin,OVA）为模式抗原，研究抗菌肽 Sublancin经灌胃途径对小鼠获得性免疫反应的

影响，为抗菌肽 Sublancin作为免疫增强剂在动物生产中的应用提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

OVA：Sigma 公司，美国；左旋咪唑：Sigma 公司，美国；抗菌肽 Sublancin：由国家饲

料工程技术研究中心构建了一个新型重组质粒并将其转入枯草芽孢杆菌W800中，获得高效

表达的抗菌肽 Sublancin，再通过 AKTA纯化系统得到纯度高达 99.6%的抗菌肽 Sublancin样

品，将抗菌肽 Sublancin溶于生理盐水，浓度分别为 0.04、0.08和 0.16 mg/mL，用于小鼠灌

胃；RPMI-1640液体培养基：Gibco公司，美国；红细胞裂解液：Gibco公司，美国；活细

胞检测试剂盒 Cell Counting Kit-8（CCK-8）：同仁化学研究所，日本；刀豆蛋白 A（concanavalin

A，ConA）：Sigma 公司，美国；磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer saline,PBS）：Gibco公司，

美国；胎牛血清（fetal calf serum,FBS）：Hyclone公司，美国；100 U/mL 青霉素以及 100 μg/mL

链霉素：Gibco 公司，美国；牛血清白蛋白（bovine serum albumin,BSA）：Sigma 公司，美

国；辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase,HRP）标记的山羊抗小鼠的免疫球蛋白 G（IgG）：

Arigo 公司，中国台湾；HRP标记的山羊抗小鼠的 IgG1、IgG2a：Abcam公司，英国；碳酸

盐包被缓冲液（0.05 mol/L，pH 9.6）：Na2CO3 1.59 g，NaHCO3 2.93 g，加蒸馏水至 1 000 mL，

磁力搅拌溶解，调 pH至 9.6；增强型 PBS洗涤液（PBST）（0.01 mol/L，pH 7.4）：NaCl 8.00

g，Na2HPO4·12H2O 2.90 g，NaH2PO4 0.20 g，KCl 0.20 g，Tween-20 0.5 mL，加蒸馏水至 1 000

mL，磁力搅拌溶解，调 pH至 7.2；抗体稀释液，1% BSA：1 g BSA溶于 100 mL 洗涤液；

封闭液，3% BSA：3 g BSA溶于 100 mL洗涤液；底物缓冲液（pH 5.0）：Na2HPO412H2O 3.68

g，柠檬酸 0.933 g，加蒸馏水至 100 mL；四甲基联苯胺(TMB)底物缓冲液：TMB储存液（10

mg溶于 100 μL二甲基亚砜和 900 μL蒸馏水)0.1 mL，底物缓冲液 10 mL，30% H2O2 10 μL，

临用前新鲜配制；终止液（2 mol/L硫酸）：浓硫酸（98%）22.2 mL，蒸馏水 177.8 mL；白

细胞介素-2（IL-2）、干扰素-γ（IFN-γ）、白细胞介素-4（IL-4）、白细胞介素-10（IL-10）检

测酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒：R&D公司，美国。

1.2 试验设计与饲养管理

试验选取6周龄无特定病原体(specific pathogen free,SPF)雌性BALB/c小鼠（购自北京华

阜康生物科技股份有限公司）60只，随机分为5组，每组12只小鼠。空白对照组小鼠灌胃生

理盐水，阳性对照组小鼠灌胃2.5 mg/kg体重的左旋咪唑，抗菌肽Sublancin组小鼠分别灌胃

0.5、1.0和2.0 mg/kg体重的抗菌肽Sublancin。各组小鼠每天灌胃0.2 mL溶液，连续灌胃14 d。

灌胃结束24 h后用模式抗原OVA对各组小鼠进行首次免疫。免疫方式为背部皮下多点注射，
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注射剂量为100 μg/只，注射体积为0.2 mL/只。首次免疫14 d后各组小鼠分别以相同剂量和方

式加强免疫1次（二次免疫）。

本试验在农业部饲料效价和安全评价监督检验测试中心（北京）鼠营养代谢室进行。小

鼠饲喂在控温和控湿的房间内，温度为(22±2)℃，相对湿度为45%±10%。昼夜光照交替时

间为12 h:12 h的光照制度，自由采食和饮水，定期换垫料，清理鼠粪，保持鼠房清洁卫生。

1.3 样品采集

于 OVA二次免疫 7 d 后，用眼眶采血法采集血样。用直径为 1 mm 左右灭菌的毛细管

插入小鼠眼底，捻动玻璃针挤破眼底动脉丛，收集 200~300 μL血样至 1.5 mL无菌离心管中。

室温静置 2 h后，将血样在 4℃条件下 3 000 r/min 离心 10 min。之后在无菌条件下，用移液

枪吸出上层淡黄色血清并分装，贮存于-80℃冰箱中待测。采血完成后，将小鼠颈部脱臼处

死，无菌取脾脏，制备脾脏淋巴细胞悬浮液。

1.4 检测指标

1.4.1 体重

分别于灌胃前、首次免疫前、二次免疫前以及剖杀前称量小鼠的体重。

1.4.2 血清 OVA特异性 IgG及其亚类 IgG1、IgG2a含量的检测

间接 ELISA法检测小鼠血清中 OVA特异性抗体 IgG及其亚类 IgG1、IgG2a含量。将含

5 μg/mL OVA的包被液加入 96孔 ELISA板，100 μL/孔，4℃冰箱中孵育过夜。每孔加入 PBST

300 μL，每次 3 min，洗涤 5次，拍干。加入 3%的 BSA封闭液，150 μL/孔，37℃温箱中孵

育 60 min。PBST洗板 5次，每次 3 min，加入待检血清（1：1 000倍稀释），100 μL/孔，设

2个重复，37℃温箱中孵育 60 min。PBST洗板 5次，每次 3 min，加入经 1：5 000倍稀释

HRP标记的山羊抗小鼠 IgG，1：10 000倍稀释的 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG1或者 1：5 000

倍稀释的 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG2a 100 μL/孔，37℃温箱中孵育 60 min。PBST 洗板 5

次，每次 3 min，加入 TMB底物溶液显色，100 μL/孔，37℃避光孵育 5 min。每孔加 50 μL

2 mol/L硫酸终止反应，轻轻振荡混匀。立即用酶标仪测定其在 450 nm波长下的吸光度（OD）

值。

1.4.3 脾脏淋巴细胞增殖能力检测
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小鼠脾脏淋巴细胞活性通过 CCK-8活细胞检测试剂盒检测，于 OVA二次免疫 7 d后将

小鼠颈椎脱臼处死，并用 75%的乙醇浸泡 3~5 min。在超净台中无菌取脾脏，置于盛有 10 mL

冷 Hanks液的平皿中，于 200目不锈钢丝网上轻辗。吸取冷 3 mL Hanks液冲洗筛网，收集

网下细胞注入离心管。1 000 r/min 离心 5 min后弃上清液。加入 2 mL红细胞裂解液，重悬

细胞后，裂解 5 min，加 3 mL Hanks液洗涤 2次，1 000 r/min 离心 5 min后弃去上清，用 1 mL

10% FBS 的 RPMI-1640完全培养基重悬细胞。用台盼蓝染色（1：9体积比稀释）进行活细

胞计数，保证活细胞数不低于 95%，然后调整细胞浓度到 2.5×l06/mL。细胞悬液加入 96孔

板，每孔 100 μL。然后在阳性对照孔加入 ConA，终浓度为 5 μg/mL。检测孔加入 OVA，终

浓度为 5 μg/mL。同时设阴性对照孔（细胞和 RPMI-1640 培养基）和空白孔（RPMI-1640

培养基）。每孔总体积为 200 μL。每个样品重复 3孔，于 37℃、5% CO2培养箱中培养 68 h。

再将 CCK-8 试剂加入培养孔，每孔 10 μL。于 37℃、5% CO2的培养箱中继续培养 4 h。用

酶标仪测定在 450 nm的 OD值。计算刺激指数：

刺激指数=（各刺激孔 OD值-培养基 OD值）/（未刺激孔的 OD值-培养基 OD值）。

1.4.4 脾脏淋巴细胞上清液细胞因子含量的检测

按照 1.4.3 所述方法取脾脏并制备脾脏淋巴细胞悬浮液，染色计数调整细胞浓度至

5×106/mL。将细胞悬液加入 96 孔板，每孔 100 μL。然后再在每个孔中加入 100 μL OVA，

终浓度为 5 μg/mL。将细胞与 37℃、5% CO2培养箱孵育 48 h。孵育结束后，1 000 r/min 离

心 10 min，轻轻吸取上层细胞培养上清液。脾脏淋巴细胞上清液中 1型辅助性T细胞（T helper

type 1 cell,Th1）细胞因子 IFN-γ、IL-2 和 2型辅助性 T 细胞（T helper type 2 cell,Th2）细胞

因子 IL-4、IL-10 的含量用 ELISA检测试剂盒进行检测，具体步骤按照说明书进行。

1.5 统计方法

采用GraphPad Prism 6.0软件中两独立样本t检验方法对试验数据进行分析。试验结果用

平均值表示，P<0.05为差异显著，P<0.01为差异极显著。

2 结果与分析

2.1 抗菌肽Sublancin对小鼠体重的影响

由表 1可知，在生理盐水、左旋咪唑以及抗菌肽 Sublancin灌胃小鼠 2周后，各组小鼠

的体重无显著差异（P>0.05）。在 OVA首次免疫小鼠 14 d和二次免疫 7 d后，各组小鼠的体
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重无显著差异（P>0.05）。结果表明，抗菌肽 Sublancin灌胃对小鼠体重没有影响。

表 1 抗菌肽 Sublancin对小鼠体重的影响

Table 1 Effects of antimicrobial peptide Sublancin on body weight of mice g

项目 Items
空白对

照组

阳性对照组

抗 菌 肽 Sublancin 水 平

Antimicrobial peptide

Sublancin level/（mg/kg）

P值

Blank

control

group

Positive

control group
0.5 1.0 1.5 SEM

P-valu

e

灌 胃 前 Before intragastric

administration
16.88 16.94 16.70 16.77 16.60 0.17 0.68

灌 胃 后 After intragastric

administration
18.54 18.38 18.27 18.75 18.13 0.26 0.68

首次免疫后 14 d

14 days after first immunization
19.17 19.26 19.72 19.32 18.66 0.26 0.28

二次免疫后 7 d

7 days after second immunization
19.74 19.57 19.97 19.70 19.64 0.26 0.89

同行数据肩标无字母表示差异不显著（P>0.05）。

In the same row, values with no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05).

2.2 抗菌肽 Sublancin对小鼠血清 OVA特异性 IgG含量的影响

抗菌肽 Sublancin对小鼠血清 OVA特异性 IgG含量的影响见图 1。由图 1可知，与空白

对照组相比，0.5、1.0、2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组小鼠血清的 OVA特异性 IgG含量显著
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或极显著增高（P<0.05 或 P<0.01），阳性对照组小鼠血清 OVA特异性 IgG 含量显著提高

（P<0.05）。0.5、1.0、2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin 组与阳性对照组之间小鼠血清 OVA特异

性 IgG含量无显著差异（P＞0.05）。

NC：空白对照组；PC：阳性对照组。数据柱标*表示与空白对照组差异显著（P<0.05），**表示与空白

对照组差异极显著（P<0.01），抗菌肽 Sublancin组数据柱未标字母表示与阳性对照组之间无显著差异（P

＞0.05）。下图同。

NC: blank control group; PC: positive control group. Value columns with * mean significance difference compared

with blank control group (P<0.05), and with ** mean extremely significance difference compared with blank

control group (P<0.01), while value columns of antimicrobial peptide Sublancin groups with no letter mean no

significant difference compared with positive control group （P＞0.05）. The same as below.

图 1 抗菌肽 Sublancin对小鼠血清 OVA特异性 IgG含量的影响

Fig.1 Effects of antimicrobial peptide Sublancin on serum OVA-specific IgG content of mice （n=12）

2.3 抗菌肽 Sublancin对小鼠血清 OVA特异性 IgG 的亚类 IgG1、IgG2a含量的影响

抗菌肽 Sublancin对小鼠血清 OVA特异性 IgG 的亚类 IgG1、IgG2a含量的影响见图 2。

由图 2-a可知，与空白对照组相比，2.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin组和阳性对照组小鼠血清OVA

特异性 IgG1 含量显著提高（P<0.05），1.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin 组小鼠血清 OVA特异性

IgG1含量极显著提高（P<0.01）。0.5、1.0、2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组与阳性对照组之间

的小鼠血清 OVA特异性 IgG1含量无显著差异（P>0.05）。

由图 2-b可知，与空白对照组相比，1.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin 组和阳性对照组的小鼠

血清 OVA特异性 IgG2a含量显著提高（P<0.05）。0.5和 2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组的小

鼠血清 OVA特异性 IgG2a含量与空白对照组相比没有显著差异（P>0.05）。0.5、1.0、2.0 mg/kg

抗菌肽 Sublancin 组与阳性对照组之间的小鼠血清 OVA 特异性 IgG2a 含量无显著差异

（P>0.05）。
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以上结果表明，1.0 和 2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin 灌胃 2 周能不同程度地提高 OVA免

疫小鼠血清中 OVA特异性 IgG 亚类 IgG1 和 IgG2a 含量，且与左旋咪唑灌胃的阳性对照组

无显著差异。

图 2 抗菌肽 Sublancin对小鼠血清 OVA特异性 IgG亚类 IgG1(a)、IgG2a(b)含量的影响

Fig.2 Effects of antimicrobial peptide Sublancin on the contents of OVA-specific IgG1 (a) and IgG2a (b) in

serum of mice （n=12）

2.4 抗菌肽 Sublancin对小鼠脾脏淋巴细胞增殖能力的影响

抗菌肽 Sublancin对小鼠脾脏淋巴细胞增殖能力的影响见图 3。由图 3可知，与空白对

照组相比，1.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组和阳性对照组的小鼠脾脏淋巴细胞的刺激指数均显

著提高（P<0.05）。0.5和 2.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin组的小鼠脾脏淋巴细胞的刺激指数与空

白对照组相比没有显著差异（P>0.05）。0.5、1.0、2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组与阳性对照

组之间的小鼠脾脏淋巴细胞的刺激指数无显著差异（P>0.05）。
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图 3 抗菌肽 Sublancin对小鼠脾脏淋巴细胞增殖能力的影响

Fig.3 Effects of antimicrobial peptide Sublancin on spleen lymphocyte proliferation capacity of mice （n=12）

2.5 抗菌肽 Sublancin对小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 Th1型细胞因子含量的影响

抗菌肽 Sublancin对小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 Th1 型细胞因子含量的影响见图 4。由

图 4-a可知，与空白对照组相比，1.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin组和阳性对照组的小鼠脾脏淋

巴细胞上清液中 IFN-γ含量显著提高（P<0.05）。0.5和 2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组的小鼠

脾脏淋巴细胞上清液中 IFN-γ含量与空白对照组相比没有显著差异（P>0.05）。0.5、1.0、2.0

mg/kg抗菌肽Sublancin组与阳性对照组之间的小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 IFN-γ含量无显著

差异（P>0.05）。

由图 4-b可知，与空白对照组相比，1.0和 2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin 组的小鼠脾脏淋

巴细胞上清液中 IL-2 含量极显著提高（P<0.01），阳性对照组的小鼠脾脏淋巴细胞上清液中

IL-2 含量显著提高（P<0.05）。0.5、1.0、2.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组与阳性对照组之间的

小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 IL-2 含量无显著差异（P>0.05）。
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上述结果表明，1.0和 2.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin灌胃 2周可以促进小鼠脾脏淋巴细胞

分泌 Th1型细胞因子 IFN-γ和 IL-2。

图 4 抗菌肽 Sublancin对小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 IFN-γ(a)和 IL-2(b)含量的影响

Fig.4 Effects of antimicrobial peptide Sublancin on the contents of IFN-γ (a) and IL-2 (b) in spleen lymphocyte

supernatant liquid of mice （n=12）

2.6 抗菌肽 Sublancin对小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 Th2型细胞因子含量的影响

抗菌肽 Sublancin对小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 Th2 型细胞因子含量的影响见图 5。由

图 5-a可知，与空白对照组相比，0.5 mg/kg抗菌肽 Sublancin组和阳性对照组的小鼠脾脏淋

巴细胞上清液中 IL-4 含量显著提高（P<0.05），1.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组的小鼠脾脏淋

巴细胞上清液中 IL-4 含量极显著提高（P<0.01）。0.5、1.0、2.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin组与

阳性对照组之间的小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 IL-4含量无显著差异（P>0.05）。

由图 5-b可知，与空白对照组相比，1.0 mg/kg 抗菌肽 Sublancin 组和阳性对照组的小鼠

脾脏淋巴细胞上清液中 IL-10含量极显著提高（P<0.01），0.5 mg/kg 抗菌肽 Sublancin组的小

鼠脾脏淋巴细胞上清液中 IL-10含量显著提高（P<0.05）。0.5、1.0、2.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin

组与阳性对照组之间的小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 IL-10含量无显著差异（P>0.05）。
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上述结果表明，0.5和 1.0 mg/kg抗菌肽 Sublancin灌胃 2周可以促进小鼠脾脏淋巴细胞

分泌 Th2型细胞因子 IL-4 和 IL-10。

图 5 抗菌肽 Sublancin对小鼠脾脏淋巴细胞上清液中 IL-4(a)和 IL-10(b)含量的影响

Fig.5 Effects of antimicrobial peptide Sublancin on the contents of IL-4 (a) and IL-10 (b) in spleen lymphocyte

supernatant liquid of mice （n=12）

3 讨 论

除了抗菌活性外，抗菌肽如α-防御素和β-防御素可以通过诱导巨噬细胞和树突状细胞的

分化，趋化树突状细胞、单核-巨噬细胞和T细胞等免疫细胞，从而将先天性免疫和获得性免

疫联系起来[2,6]。此外，抗菌肽如θ-防御素可以通过促进CD4+T淋巴细胞增殖与细胞因子的分

泌直接调节获得性免疫[17]。因此，抗菌肽可以增强模式抗原或病原微生物特异性的获得性免

疫反应[18]。研究表明，抗菌肽Sublancin具有一定的体外和体内抑菌活性[13-15]，但是目前关于

抗菌肽Sublancin对机体获得性免疫的作用还不清楚。本试验以小鼠为动物模型，选用OVA

为模式抗原[7,19]，初步探讨了抗菌肽Sublancin对获得性免疫反应的影响。

获得性免疫包括由B淋巴细胞介导的体液免疫和由T淋巴细胞介导的细胞免疫。体液免

疫是抗原进入机体后诱导相应的B细胞活化、增殖、分化以及产生特异性抗体进入体液发挥

效应的过程[20]。常用动物血清抗原特异性抗体含量来反映动物的体液免疫功能。细胞免疫应

答由T细胞介导，过程包括3个阶段：1）初始T细胞特异性识别抗原；2）初始T细胞活化、

增殖和分化为效应T细胞；3）效应T细胞发挥免疫效应，清除抗原[20]。辅佐性T细胞（T helper

cell,Th）是调节免疫应答的主要细胞，其产生的众多细胞因子通过复杂的调节网络实现对免
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疫应答的调控。CD4+Th细胞根据所产生的细胞因子可分为Th1型细胞和Th2型细胞[21]。Th1

型细胞可以通过活化巨噬细胞和释放多种细胞因子，诱导细胞免疫反应，清除细胞内抗原；

Th2型细胞可以通过产生IL-4、白细胞介素-5（IL-5）、白细胞介素-6（IL-6）和IL-10等细胞

因子，促进B细胞增殖、分化以及产生抗体，辅助体液免疫[20-21]。

本试验结果发现，抗菌肽Sublancin灌胃2周可以提高小鼠血清OVA特异性IgG含量，表

明抗菌肽Sublancin可以增强OVA特异性体液免疫反应。除了提高血清中OVA特异性IgG含量

外，抗菌肽Sublancin还促进了血清OVA特异性IgG亚类IgG1和IgG2a的产生。IgG1和IgG2a含

量的测定可以分别用来衡量Th2和Th1型体液免疫反应[22]。因此本试验结果表明，抗菌肽

Sublancin可以增强机体的Th1型和Th2型体液免疫反应。

抗菌肽Sublancin可以提高OVA免疫小鼠脾脏淋巴细胞在OVA刺激下分泌Th1型细胞因

子IL-2和IFN-γ以及Th2型细胞因子IL-4和IL-10的含量，由此可知，抗菌肽Sublancin可以增强

Th1型和Th2型免疫反应。这一结果与抗菌肽Sublancin对IgG亚型产生的影响结果相吻合。

OVA特异性抗体亚类以及细胞因子含量的检测结果共同表明，抗菌肽Sublancin可以提高Th1

和Th2混合型免疫反应。

另外，抗菌肽Sublancin可以提高小鼠脾脏淋巴细胞的刺激指数。脾脏淋巴细胞增殖能力

是反映细胞免疫水平的一个重要指标[23]。本试验结果表明，抗菌肽Sublancin可以辅助OVA

诱导机体产生较好的细胞免疫应答，这与抗菌肽Sublancin促进Th1型细胞因子产生的结果吻

合。

左旋咪唑是人工合成的噻咪唑的左旋异构体。大量研究表明，左旋咪唑具有免疫调节作

用，可以作为免疫增强剂提高动物的体液免疫和细胞免疫应答，是许多免疫增强剂试验的对

照品[24-27]。因此，本试验选用左旋咪唑作为阳性对照。本试验结果发现，0.5、1.0和 2.0 mg/kg

抗菌肽 Sublancin灌胃与 2.5 mg/kg左旋咪唑灌胃对 OVA免疫小鼠的体液免疫和细胞免疫的

增强作用相当。本试验的结果显示抗菌肽 Sublancin灌胃对小鼠的体重没有显著影响，表明

抗菌肽 Sublancin以 0.5~2.0 mg/kg的剂量连续灌胃 2周对小鼠具有很好的安全性。

抗菌肽影响机体先天免疫和获得性免疫的免疫应答[28]。已有研究显示抗菌肽可以增强小

鼠的免疫反应，来源于人类嗜中性粒细胞的α-防御素提高其血清抗原特异性IgG含量，并促

进CD4+释放IFN-γ、IL-5、IL-6和IL-10[29-30]。人工合成的抗菌肽KLKL5KLK是产生Th2型适

应性免疫的有效诱导剂[7]。由抗菌肽KLKL5KLK和脱氧肌苷/脱氧胞嘧啶混合的合成佐剂诱
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导Th1型细胞和体液免疫应答反应[31-32]。近些年来，抗菌肽可以影响机体先天和获得性免疫

应答的研究结果层出不穷，但是抗菌肽究竟是通过何种机制使机体产生免疫应答，与其相关

的研究并不多。已有的研究显示，抗菌肽可以通过激活先天性免疫系统，启动获得性免疫应

答，如诱导树突状细胞、巨噬细胞的分化[33-35]。抗菌肽还可以通过直接作用于T细胞和B细

胞，直接调节获得性免疫[6]。根据体内试验的研究结果，抗菌肽可能通过提高抗原与抗原递

呈细胞（antigen-presenting cells,APCs）之间的联系或者延长抗原在注射部位的存留时间增

强获得性免疫反应[7]。Fritz等[7]的研究发现，人工合成抗菌肽KLKL5KLK可以提高OVA抗原

递呈到单核-巨噬细胞系P388D1，他们的研究还发现，KLKL5KLK可以延长OVA在注射部位

的停留时间。抗菌肽Sublancin灌胃小鼠可以提高抗原特异性细胞免疫和体液免疫应答，并产

生Th1和Th2混合型免疫反应，其调节获得性免疫的机理还需进一步研究。

4 结 论

抗菌肽Sublancin可以诱导OVA免疫小鼠产生Th1和Th2混合型免疫反应，增强体液免疫

和细胞免疫应答。
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Study of Antimicrobial Peptide Sublancin Enhance Acquired immunity of Mice90

ZHANG Xiaoya YANG Qing WANG Shuai YANG Tianren ZENG Xiangfang QIAO91

Shiyan*92

(College of Animal Science and Technology, China Agricultural University, Beijing 100193, China)93

Abstract: This experiment was designed to investigate the effects of intragastric administration of94

antimicrobial peptide Sublancin on acquired immunity of mice immunized with ovalbumin (OVA).95

Sixty BALB/c mice were randomly assigned into 5 groups with 12 mice per group. Mice in the96

blank control group received normal saline by intragastric administration, mice in the positive97

control group received 2.5 mg/kg body weight (BW) levamisole by intragastric administration,98

and mice in the antimicrobial peptide Sublancin groups received 0.5, 1.0 and 2.0 mg/kg BW99

antimicrobial peptide Sublancin by intragastric administration, respectively. All the mice were100

administrated intragastric daily for 14 days. Mice were immunized with model antigen OVA by101

subcutaneous infection after the intragastric administration 24 h, and enhanced immunization 1102

time after 14 days, took blood and spleen after the second immunization 7 days, the contents of103

OVA-specific immunoglobulin (IgG) and its ubtype IgG1, IgG2a and cytokine in serum were104

detected by indirect enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) method. The results showed as105

follows: 1) compared with the blank control group, the serum OVA-specific IgG content of mice106

in 0.5, 1.0 and 2.0 mg/kg antimicrobial peptide Sublancin groups and positive control group was107

significantly increased (P<0.05 or P<0.01). 2) Compared with the blank control group, the serum108

OVA-specific IgG1 content of mice in 1.0 and 2.0 mg/kg antimicrobial peptide Sublancin groups109

and positive control group was significantly increased (P<0.05 or P<0.01), the serum110

OVA-specific IgG2a content of mice in 1.0 mg/kg antimicrobial peptide Sublancin group and111

positive control group was significantly increased (P<0.05), the spleen lymphocytes stimulation112

index of mice in 1.0 mg/kg antimicrobial peptide Sublancin group and positive control group was113
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significantly increased (P<0.05). 3) Compared with the blank control group, the contents of T114

helper type 1 cell (Th1) interferon-γ（IFN-γ） and interleukin-2 （IL-2） in spleen lymphocyte115

supernatant liquid of mice in 1.0 mg/kg antimicrobial peptide Sublancin group and positive116

control group were significantly increased (P<0.05 or P<0.01). 4) Compared with the blank117

control group, the contents of T helper type 2 cell (Th2) interleukin-4 （IL-4） and interleukin-10118

（IL-10） in spleen lymphocyte supernatant liquid of mice in 0.5 and 1.0 mg/kg antimicrobial119

peptide Sublancin groups and positive control group were significantly increased (P<0.05 or120

P<0.01). 5) There were no significant difference on the above testing indices among 0.5, 1.0 and121

2.0 mg/kg antimicrobial peptide Sublancin groups and positive control group (P>0.05). This study122

indicated that antimicrobial peptide Sublancin can induce the mixed immune responses of Th1 and123

Th2 of OVA immunized mice, and enhance the humoral immunity and cellular immunity124

function.125

Key words: antimicrobial peptide; Sublancin; mice; humoral immunity; cellular immunity126
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