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刚地弓形虫（Toxoplasma gondii）是一种世界性分

布的细胞内寄生原虫，人群感染率极高，对免疫力低

下的人群危害极大，可引起人兽共患的弓形虫病。目

前，临床上抗弓形虫以化学药物为主，但疗程长，毒副

作用大，停药易复发，迫切需要寻找新的抗弓形虫药

物[1]。研究发现，家蝇（Musca domestica）幼虫血淋巴粗

提物有杀灭弓形虫的作用[2]，而家蝇血淋巴中起主要

作用的活性物质就是抗菌肽（antimicrobial peptide,

AMP）[3]。目前抗菌肽的纯化多采用层析方法进行，许

多种抗菌肽就是在纯化的基础上进行质谱分析后被鉴

定的。 本实验将采用这种方法，筛选并纯化出抗弓形

虫抗菌肽，结合流式细胞术（FCM）探讨其对弓形虫速殖

子DNA含量的影响，为弓形虫病的治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 家蝇幼虫 多代培养的纯种品系，由山西省疾

病预防控制中心提供。

1.1.2 菌株与虫株 大肠埃希菌（军事医学科学院微

生物流行病学研究所），用无菌生理盐水调整浓度相当

于 0.5麦氏标准单位（McFarland standard unit, 相当于

108 CFU/ml）；弓形虫RH强毒株（北京大学医学部寄生

虫学研究所提供），本实验室液氮保存，常规保种，参照

俞乃勋[4]的方法将弓形虫速殖子进行分离纯化。
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【摘要】 目的 从家蝇幼虫血淋巴中分离纯化出有抗弓形虫作用的抗菌肽，观察其对弓形虫速殖子DNA的损伤作

用。方法 通过损伤加感染的方法诱导家蝇幼虫大量表达抗菌肽，然后经过研磨、离心和层析等过程，分离纯化并筛选出

抗弓形虫作用的抗菌肽，采用流式细胞术（FCM）分析其对弓形虫速殖子DNA含量的影响。结果 通过DNA含量直方图

可以看出，实验组的速殖子数少于对照组，且两组分布参数存在较明显差异。正常的弓形虫速殖子处于M1期的较M2期
的少，抗菌肽组则相反，处于M1期的较M2期的多，且M1峰值明显前移。结论 家蝇幼虫血淋巴中存在抗弓形虫作用的

抗菌肽，其可通过抑制弓形虫DNA的合成杀伤弓形虫。
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【Abstract】 Objective To observe the injury of the antimicrobial peptides with anti ⁃Toxoplasma activity isolated from
housefly larvae on the DNA of T.gondii tachyzoites. Methods The antimicrobial peptides of housefly larvae were induced largely
by infection and injury, which were isolated and purified by trituration, centrifugalization and column chromatography. Then the
antimicrobial peptides with anti ⁃ Toxoplasma activity were sieved by methyl thiazolyl tetrazolium colorimetric method and
haemacytometry. The DNA contents of T.gondii tachyzoites were detected by flow cytometry（FCM）. Results From the bar chart
of DNA contents, it showed that the difference of distribution between the control group and the experimental group, and
tachyzoites in the experimental group were fewer than that in the control group. The tachyzoites in M1 phase were fewer than that
in M2 phase in the control group, but the condition was on the contrary in the antimicrobial peptide group. Furthermore, the peak
in the M1 stage had an obvious antedisplacement. Conclusion The antimicrobial peptide isolated from housefly larvae could kill
T.gondii by inhibiting the synthesis of DNA.
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1.1.3 试剂 苯甲基磺酰氟（PMSF）（美国 Sigma 公

司）；MTT（美国 Sigma公司）溶于 0.15 mol/L磷酸缓冲

液（PBS，pH值 7.4），配制成工作浓度 5 mg/ml，过滤除

菌，4 ℃避光保存。十二烷基磺酸钠（SDS）（美国

Amersco公司），10 g SDS 溶于 100 ml 双蒸水中配成

10%SDS，加入 1 g KCl；DMEM培养液（美国 Gibco公
司）；胎牛血清（杭州四季青）；碘化丙啶（Propidium
Iodide, PI）、RNase、Triton X⁃100（美国Sigma公司）。

1.1.4 器材 AKTATM purifier、Resource S（1 ml）阳离子

层析柱和Superdex G75 HR10/30凝胶分子筛层析柱（瑞

典 Amersham Pharmacia公司）；ZS⁃2板式酶标仪（北京

新风机械厂）；生物显微镜BH⁃2型（日本Olympus公司）；

FD⁃1⁃50真空冷冻干燥机（北京博医康实验仪器有限公

司）；流式细胞仪（FACSCalibur, B.D Corp, USA）。
1.2 方法

1.2.1 抗菌肽粗提物的制备 将3日龄家蝇幼虫间断

地放在冰盘上，用蘸有大肠埃希菌液的昆虫针刺伤幼

虫，然后将其放回新鲜麸皮饲料中饲养，诱导抗菌肽的

产生。24 h后将幼虫置于研钵中，冰浴下1 g幼虫加入

0.5 ml生理盐水（内含1 mmol/L PMSF）研磨，取匀浆液

于 4 ℃，12 000 r/min（10 786×g）离心 30 min，重复 2
次，除去大分子杂蛋白，取上清液即为血淋巴提取

物，-20 ℃保存备用。

1.2.2 抗菌肽的筛选和纯化 将抗菌肽粗提物依次进

行阳离子柱层析和Superdex G75凝胶分子筛层析。阳

离子柱层析条件为：平衡缓冲液为 20 mmol/L，pH值

6.0的磷酸缓冲液，洗脱液为含 0.5 mol/L NaCl的磷酸

缓冲液，采用梯度洗脱，流速为 0.5 ml/min；Superdex
G75 凝胶分子筛层析条件为：采用平衡缓冲液为

20 mmol/L，pH 值 6.0 的磷酸缓冲液洗脱，流速为

0.35 ml/min。测定 280 nm处的紫外吸收值，收集各峰

经血细胞计数法和MTT法进行抗弓形虫活性检测[5，6]，

发现在保留体积分别为19和25 ml处收集的峰有抗弓

形虫活性，后者活性较强，用于下步实验。

1.2.3 弓形虫速殖子DNA含量的测定 将筛选的抗

菌肽进行真空冷冻干燥，用 PBS 重溶调整浓度为

50 μg/ml，PBS作为对照组，每组设 3个平行组，50 μl/
组，加入500 μl浓度为2×107/ml的弓形虫速殖子悬液

中，置于 4 ℃冰箱。24 h后加入 4 ml PBS，1000 r/min

（111×g）离心 5 min，弃上清，加入适量 PBS再离心

洗涤 1次，用 5 ml注射器注入 70%冰乙醇固定，每组

2 ml，防止结成团块。置于 4℃冰箱固定 4 h后，离心

弃乙醇，PBS离心洗涤1次，加入PI染液（含PI 50 μg/ml,
RNase 10 μg/ml, 0.1% Triton X⁃100），常温避光孵育 30
min后，采用FCM进行测定。

1.3 统计学分析 数据采用 SPSS 11.5软件录入并分

析，结果以x-±s表示，采用独立样本 t 检验。

2 结果

应用 FCM对 2组弓形虫速殖子DNA含量进行测

定，通过Cellquest软件获取数据，采用Midfit软件分析

得出DNA含量的直方图。从图1可以直观的看出对照

组速殖子数多于实验组，两组图中均有2个集中趋势，

但两组分布参数存在较明显的差异。从表1中可以看

出，对照组中处于M1期的速殖子百分比为（26.57±
0.89）％，实验组中为（91.89±0.67）％，实验组的M1期
速殖子百分比要大于对照组，二者差异具有统计学意

义（t＝-102.00，P＜0.01）；对照组中处于M2期的速殖

子百分比为（73.47± 0.89）％，实验组中为（8.35±
1.08）％，实验组的M2期速殖子百分比要小于对照组，

二者比较差异具有统计学意义（t＝80.51，P＜0.01）。

为了反映出M2期速殖子数与M1期速殖子数的关系，

用M2/M1计算得出对照组中二者的值为 2.77±0.12，
实验组中二者的值为 0.09±0.01，差异具有统计学意

义（t＝36.98，P＜0.01），进一步说明对照组中M2期的

速殖子数较M1期要多，而在实验组中结果正好相反，

停留在M1期的速殖子数较多。

由于横坐标中的道数与荧光强度成正比，而荧光

表1 弓形虫速殖子DNA含量的分布参数

组别

PBS对照组

抗菌肽组

注：* P＜0.01。

速殖子数（x-±s）
M1（%）

26.57±0.89
91.89±0.67*

M2（%）

73.47±0.89
8.35±1.08*

M2/M1
2.77±0.12
0.09±0.01*

道数（x-±s）
M1（%）

176.47±1.77
137.38±4.32*

M2（%）

477.19±7.09
463.04±11.61

M2/M1
2.70±0.02
3.37±0.19*
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强度与速殖子DNA含量也成正比，因此可用道数反映

速殖子的DNA含量。从表 1可以看出，对照组M1期

出现峰值的道数为 176.47±1.77，在实验组中出现的

道数为 137.38±4.32，二者比较差异具有统计学意义

（t＝14.49，P＜0.01），说明M1峰出现了明显的前移；对

照组M2期出现峰值的道数为477.19±7.09，在实验组

中出现的道数为463.04±11.61，二者比较差异无统计

学意义（t＝1.80，P＞0.05），说明M2峰变化不明显。对

照组中M2期和M1期2个时相的DNA含量比为2.70±
0.02，实验组中二者比为 3.37±0.19，差异也具有统计

学意义（t＝6.20，P＜0.01）。

3 讨论

目前，抗弓形虫药物以磺胺嘧啶、乙胺嘧啶等化学

药物为主，但由于其毒副作用，难以达到彻底治愈。因

而，有关弓形虫病治疗的研究成为国内外学者关注的

焦点，也是迫在眉睫的问题。抗菌肽是一类小分子免

疫多肽，具有多种生物学活性，研究者已发现数种具有

抗弓形虫作用的抗菌肽[7,8]。抗菌肽的纯化多采用几种

层析方法的相互结合 [9]，本实验在前一段研究的基础

上，采用AKTA purifier层析系统，将家蝇幼虫血淋巴粗

提 物进行纯化。根据抗菌肽为碱性阳离子小肽，分子

质量多在20×103以下等特点，我们设计了阳离子柱和

Superdex G75凝胶柱两步层析分离出了有抗弓形虫活

性的抗菌肽，并采用FCM 对其抗弓形虫作用进行了进

一步探索。

FCM 是一种自动分析大量群体细胞的新技术，近

年来在细胞生物学领域应用十分广泛，目前也被应用

于寄生虫学方面的研究。国内陈发凯和徐秉锟[10]首先

应用 FCM系统对卡氏肺孢子虫包囊进行探索性研

究。1995年，陈观今等 [11]应用FCM系统对RH株弓形

虫速殖子的群体DNA进行分析。本实验也尝试采用

FCM对弓形虫速殖子的DNA进行分析，从直方图中可

以看出有2个明显的分布峰，说明弓形虫速殖子具有2
个不同 DNA含量的群体，也就是存在 2个生物学时

相。将纯化后的抗菌肽作用于弓形虫速殖子，发现其

DNA含量分别发生了明显的改变。正常的弓形虫速

殖子处于M1期的较M2期的少，抗菌肽组则相反，处于

M2期的较M1期的少，说明大量速殖子停留在M1期，

无法进入M2期。另外，抗菌肽组速殖子M1期DNA含

量比对照组显著减少，导致 2个时相的DNA比例发生

变化，与文献报道的一致[12]。

弓形虫速殖子M1期DNA含量的显著减少表明其

群体水平DNA含量减少，提示抗菌肽可能是通过抑制

DNA的合成，引起其遗传过程的中断和生长发育异

常。因此，有理由相信抗菌肽在弓形虫病的治疗方面

具有非常好的应用前景。
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