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摘要    本研究比较了蜂毒肽对 4 种不同病原菌生长的影响及其抑杀菌作用的差异, 并利用电子

显微镜观察了蜂毒肽抑杀菌过程中超微结构的变化. 结果表明, 蜂毒肽对白菜软腐病菌的杀菌作

用最强, 而且速效; 对酵母菌和番茄叶霉病菌孢子同样具有很强的杀灭作用, 但作用时间延长; 
对金黄葡萄球菌为低浓度抑菌, 高浓度杀菌作用. 实验中观察到, 蜂毒肽在抑杀菌过程中超微结

构的变化有 3 种方式致死细胞: 一是膜孔洞式, 即蜂毒肽作用后在细胞膜区形成小空泡, 随之由

内向外扩展穿透细胞壁形成孔洞, 引起菌体内容物泄漏死亡, 显示了膜孔洞的形成过程; 二是质

壁分离式, 小空泡以横向扩展使细胞产生类似质壁分离样空腔, 最后细胞裂解死亡; 三是细胞质

空腔式, 蜂毒肽进入细胞后与细胞质中的类膜系统的膜结合引起解体, 细胞质固缩, 出现空腔, 
细胞死亡. 值得注意的是蜂毒肽抑杀菌作用的强弱及速效性与其不同杀菌方式相关. 综上结果, 
蜂毒肽各种抑杀菌方式的共同点是蜂毒肽与膜磷脂分子结合相互作用所致.    
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抗菌肽是瑞典科学家 Boman 等人[1]从天蚕蛹中

发现的一种具有抗菌活性的小分子多肽, 并定名为

抗菌肽(cecropins). 近年来药物学家认为抗菌肽是未

来研制不易产生耐药性抗生素的候选者[2]. 关于抗菌

肽抑杀菌机理已有一定的研究工作, Benachir[3]提出

了“全或无”的观点, 认为细胞质渗漏可能是使膜的透

性增加, 而不是在膜上形成一个个完整的孔洞; Ma-
tsuzak 等人[4~8]生化研究结果表明, 抗菌肽通过与膜

磷脂分子结合而形成孔洞; Zasloff[3]归纳了抗菌肽抑

杀菌作用机理的 5 种假说. 上述机理研究都以蚕抗菌

肽为实验材料, 而针对其他种类抗菌肽的研究甚少.  
蜂毒肽是一种杀菌作用最强的昆虫抗菌肽之一, 

此前在蜂毒肽药物研究中发现, 蜂毒肽不仅对医学

病原菌有抑杀作用, 而且对农作物病原菌均有抑杀

作用, 并具有广谱、速效、高效等特点, 显示了其作

为生物农药的应用潜力[9]. 作者已从事多年蜂毒肽基 
因工程生物农药的研究工作[10~13]. 细胞超微结构的

观察是研究抗菌肽杀菌机理不可缺少的直接证据 . 
本文试图研究蜂毒肽抑杀农作物病原菌过程中, 菌
体细胞超微结构变化, 比较细菌、酵母菌和真菌等不

同菌种的差异, 为阐明抗菌肽杀菌机理提供依据, 同
时也为研制蜂毒肽生物农药打下理论基础. 

1  材料和方法  

1.1  实验材料  

(1) 菌 株 . 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus 
aureaus)由中国医学菌种保藏中心提供 , 酵母菌

GS115 由大连 TaKaRa 生物公司提供, 农作物病原菌

白菜软腐病菌 (Erwinia carotovora), 番茄叶霉病菌

(Fulvia fulva)由中国农业科学院及沈阳农业大学提供.  
(2) 试剂.  蜂毒肽购自大连医药公司(由大连白

云山制药厂生产, 药准字 000568 号), 针剂注射液, 
单位 0.25 mg/mL, 并将蜂毒肽注射液冷冻干燥制成

粉末, 低温保存, 再用 0.09% NaCl 配制成不同浓度
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组合.  

1.2  实验方法 

(1) 生长曲线的绘制.  实验分成对照组和加药

组, 对照组为不加蜂毒肽的 4 mL LB 液体培养基, 加
药组中加入蜂毒肽浓度为 0.125 mg/mL 的相同培养

基. 两组均分别加入已培养至对数生长期的白菜软

腐病菌、金黄色葡萄球菌、酵母菌及番茄叶霉菌孢子

菌液各 0.4 mL. 两组于试管中同步振荡培养 0, 1, 2, 
4, 8和 12 h 后分别检测各菌株的A600值, 并统计分析

杀菌率[杀菌率=(0 h 的 A600 值－x h 的 A600 值)/0 h 的

A600 值×100%]. 上述实验均重复 3 次, 各数据均为平

均值. 数据用 SPSS(10.0)统计软件进行分析和比较, 
以平均数±标准误差表示( x ±SE).  

(2) 样品的制备.  每种病原菌分别取 0.4 mL 培

养至对数生长期的菌液加入到含 0.125和 0.25 mg/mL
蜂毒肽的新配制 LB 液体培养基中, 振荡培养 1, 4, 8
和 12 h 后取样, 离心收集菌体, 供电子显微镜制样, 
并设置对照组.  

(3)  扫描电子显微镜样品的制备.  将浓缩的菌

液涂布在盖玻片上, 经戊二醛固定, 乙醇逐级脱水处

理. 在处理好的样品玻片表面喷金备用[13].   
(4) 透射电子显微镜超薄切片的制备.  按文献

[14]制备超薄切片.   

2  结果与分析 

2.1  蜂毒肽对不同菌种抑杀作用比较 

实验中观察到对照组的 4 种病原菌培养 24 h 后

均呈现正常生长曲线, 加药组各菌种都不能形成正

常的生长曲线, 表现出药物对菌株的抑杀作用. 为比

较不同菌种对蜂毒肽作用的敏感性, 实验测试了蜂

毒肽作用后对各菌种培养液 A600值的变化, 并计算抑

杀菌率. 从图 1 可见, (i) 白菜软腐病菌加入蜂毒肽培

养 1 h 后, 其 A 值从 0.24 下降至 0.01, 抑杀菌率为

95.8%, 12 h 后 A 值保持在 0.01(可能是菌体残渣所致, 
实际杀菌率为 100%); (ii) 金黄葡萄球菌培养 1 h 后 A
值为 0.10, 抑杀菌率为 50.5%, 4 h 后 A 值为 0.04, 抑
杀菌率为 85.1%, 但 8 h 后 A 值为 0.07, 呈上升趋势, 
抑杀菌率减少到 60.3%, 12 h 后杀菌率为 0, 表现了细

菌恢复其生长状态. 这表明, 在该低浓度蜂毒肽下只

是抑菌作用, 但当加入的蜂毒肽浓度提高一倍时, 则
无恢复生长现象, 杀菌率 95%以上; (iii) 酵母菌培养

1 h 后抑杀菌率 25.2%, 4 h 后 50.5%, 8 h 后为 92.2%, 
无恢复现象; (iv) 番茄叶霉病菌孢子培养 1 h 后抑杀

菌率为 19.4%, 4 h 后为 46.6%, 12 h 后为 94.1%, 24 h
后亦无恢复现象.  

由此可见, 蜂毒肽对白菜软腐病菌的杀菌作用

强而速效, 对金黄葡萄球菌作用较快, 但低浓度表现

为抑菌作用, 其杀菌浓度高于其他菌种, 酵母菌和番

茄叶霉病菌孢子均能被杀灭, 无恢复现象, 但作用时

间较长.  

2.2  蜂毒肽抑杀细菌的超微结构变化 

(1) 蜂毒肽抑杀白菜软腐菌的超微结构变化 .  
白菜软腐病菌是十字花科蔬菜四大病害之一腐烂病

的病原菌. 透射电子显微镜观察可见(图 2(A)~(C)), 
菌体经蜂毒肽作用 1 h 后, 在细胞膜区出现直径约 30 
nm 的小空泡(箭头), 并由内向外扩展呈喇叭口形, 

 

 
 

图 1  蜂毒肽对 4 种菌的杀菌率比较 
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在胞质内侧直径约 70 nm, 外侧直径约 30 nm, 并逐

渐扩大, 贯穿细胞壁, 形成直径约 70 nm 边缘清晰的

圆柱状孔洞(图 2(B)和(C)). 但此时菌体细胞质中的

类膜系统仍然比较完整, 充满整个细胞. 随作用时间

延长细胞内的类膜结构逐渐减少、呈降解状态(图 
2(C)). 当作用 8 h 后细胞形态存在, 膜上孔洞扩展裂

开, 细胞壁瓦解, 细胞内容物泄漏(箭头), 菌体崩解, 
而且在细胞外介质中充满外泄的结构残体(图 2(A)).   

扫描电子显微镜下观察到正常的白菜软腐病菌

细胞表面光滑, 菌体饱满, 呈两端钝圆的长杆状(图 
4(A)). 在蜂毒肽作用 1 h 后, 菌体开始变形, 表面粗

糙凹陷, 有洞形小孔和裂口(箭头), 而后细胞破裂解

体, 细胞质及内容物外泄, 镜下可观察到许多细菌裂

解死亡后的残体. 菌体被包埋在溢出的胞浆中, 表面

折光率明显下降(图 4(B)). 
(2) 蜂毒肽抑杀金黄色葡萄球菌的超微结构变

化. 研究以常规人体致病菌金黄葡萄球菌为比较试

材. 正常的金黄色葡萄球菌菌体饱满近圆形, 表面光

滑, 细胞质分布均匀(图 3(A)). 蜂毒肽作用 1 h 后, 位
于细胞膜区出现一些小的空泡, 相邻排列, 随后逐渐

呈横向扩散, 最后在细胞壁与细胞质之间形成环绕式

空腔, 类似于质壁分离形态, 但实际上是细胞膜全部

被降解所致(图 3(B)和(C)). 经蜂毒肽作用 8 h 后, 金
黄色葡萄球菌细胞质收缩, 质壁分离状态加剧, 空腔

增大, 细胞质内出现许多个空腔, 菌体死亡(图 3(C)), 
但在细胞壁上未出现像白菜软腐菌那样的孔洞.  

扫描电子显微镜下观察可见正常的金黄葡萄球

菌细胞呈圆球形, 表面光滑, 大小均一. 在蜂毒肽作

用 1h 后菌体变形, 大小不均, 但菌体表面仍光滑平

整. 有的菌体膨大肿胀, 并出现多个细胞黏合现象. 
菌体周围未出现像白菜软腐病菌那样有些多细胞破

裂的外泄物和细胞残体(图 5(A)和(B)). 
 

 
 

图 2  透射电子显微镜下白菜软腐病菌的形态结构 
(A) 蜂毒肽作用 1 h 后的白菜软腐病菌(×8000); (B) 蜂毒肽作用 1 h 后的白菜软腐病菌(×300000);  

(C) 蜂毒肽作用 4 h 后的白菜软腐病菌(×500000) 
 

 
 

图 3  透射电子显微镜下金黄色葡萄球菌的形态结构 
(A) 正常的金黄色葡萄球菌(×20000); (B) 蜂毒肽作用 1 h 后的金黄色葡萄球菌(×20000);  

(C) 蜂毒肽作用 4 h 后的金黄色葡萄球菌(×10000) 
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图 4  扫描电子显微镜下白菜软腐菌的形态结构 
(A) 正常的白菜软腐菌(×10000); (B) 蜂毒肽作用 1 h 后的白菜软

腐菌(×10000) 
 

 
 

图 5  扫描电子显微镜下金黄色葡萄球菌的形态结构 
(A) 正常金黄色葡萄球菌 (×10000); (B) 蜂毒肽作用 1 h 后的金黄

色葡萄球菌(×10000) 

2.3  蜂毒肽抑杀酵母菌的超微结构变化  

研究以酵母菌为真核细胞的典型试材. 透射电

子显微镜下可见酵母菌细胞膜、细胞壁平滑、完整, 
细胞结构规则致密, 细胞内容物分布均匀(图 6(A)). 
蜂毒肽作用 1 h 后, 细胞膜上出现微小孔洞(图 6(B)
箭头), 4 h 后孔洞由内向外穿破细胞壁, 向内外扩张

造成细胞质喷流外泄(图 6(C)), 细胞内出现空腔, 菌
体裂解死亡(图 6(D)).   

扫描电子显微镜下同样观察到正常的酵母菌近

圆形, 细胞表面光滑, 菌体饱满(图 7(A)). 经蜂毒肽

一直作用 8 h 后, 菌体表面粗糙, 呈现凹凸不平, 镜
下可见酵母菌表面凹陷的井口样孔洞(箭头), 内容物

外泄, 菌体死亡(图 7(B)).   

2.4  蜂毒肽抑杀番茄叶霉病菌(Fulvia fulva)孢子
的超微结构变化  

透射电子显微镜观察可见, 正常的番茄叶霉病

孢子切面近圆形, 非常规则, 细胞壁厚, 并且外被脊

状突起, 细胞质分布均匀有序, 充满网状的结构(图 8 
(A)). 蜂毒肽作用 24 h 后, 孢子皱缩变形, 细胞质固

缩, 出现空腔, 质壁分离, 细胞质浓缩成团块状, 内
部结构消失, 细胞壁破裂, 细胞质泄露而死亡, 外表

面脊状突起也被降解 (图 8(B)).   
扫描电子显微镜下, 对照组的番茄叶霉病菌孢

子结构完整, 形状规则, 表面脊状颗粒有序分布(图 
9(A)); 但蜂毒肽作用 24 h 后, 菌体形态改变严重, 呈 

 

 
 

图 6  透射电子显微镜下酵母菌的形态结构 
(A) 正常的酵母菌 (×6000); (B) 蜂毒肽作用 1 h 后的酵母菌(×10000); (C) 蜂毒肽作用 4 h 后的酵母菌(×10000); 

 (D) 蜂毒肽作用 8 h 后的酵母菌(×10000) 
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不规则状, 外表的脊状颗粒消失, 细胞壁出现凹陷样

孔洞或裂缝(箭头), 细胞内容物外泄, 致使孢子表面

皱缩死亡(图 9(B)). 

3  讨论  

3.1  蜂毒肽膜打孔假说的分析 

在抗菌肽杀菌机理的 5 种假说中, 膜打孔假说受

到多数生物化学研究者的支持, 但迄今膜孔形成过

程的细胞超微结构证据甚少[4]. 本文通过透射和扫描

电子显微镜实体观察到经蜂毒肽作用后, 细胞膜区

出现 30 nm小空泡, 接着由内向外穿透细胞壁形成 70 
nm 孔洞, 并逐渐扩大造成细胞质外流, 菌体裂解死

亡的过程. 这一现象显示了膜孔洞的形成过程, 进一

步证实了抗菌肽 “膜打孔”假说的正确性. 此外, 实
验中还观察到不同菌种的杀菌方式有一定差异. 在
蜂毒肽抑杀金黄葡萄球菌过程中未见有“膜打孔”现

 

 
 

图 7  扫描电子显微镜下酵母菌的形态结构 
(A) 正常的酵母菌(×10000); (B) 蜂毒肽作用 4 h 后的酵母菌(×10000) 

 

 
 

图 8  透射电子显微镜下番茄叶霉孢子的形态结构 
(A) 正常的番茄叶霉孢子(×40000); (B) 蜂毒肽作用 12 h 后的番茄叶霉孢子(×30000) 

 

 
 

图 9  扫描电子显微镜下番茄叶霉孢子的形态结构 
(A) 正常的番茄叶霉孢子(×9000); (B) 蜂毒肽作用 12 h 后的番茄叶霉孢子(×9000) 
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象, 而形成类质壁分离样空腔, 引起细胞死亡. 蜂毒

肽作用番茄叶霉孢子后, 出现细胞质空腔, 最终孢子

死亡. 这 3 种方式(打孔式、质壁分离式及细胞质空腔

式)的现象表明, 蜂毒肽破坏细胞膜的方式有菌种差

异性. 有研究表明, 就抗菌肽膜打孔方式还有“板桶

模型”和“环孔模型”之说[15], 故抗菌肽杀菌机理尚需

进一步深入研究.  

3.2  不同菌种抑杀菌方式差异与杀菌作用强弱的
相关性 

上述研究结果表明, 蜂毒肽对不同菌种的杀菌

方式有一定差异. 更值得重视的是还观察到, 蜂毒肽

对这 4 种菌的抑杀强弱同样有一定差异, 白菜软腐病 

菌作用 1 h杀菌率 95.8%; 金黄葡萄球菌作用 1 h杀菌

率为 50.5%, 而且 12 h 后杀菌率为 0, 出现恢复状态, 
表现出抑菌作用; 酵母菌杀菌作用时间较长, 在 8 h
后杀菌率 92.2%; 番茄叶霉病孢子杀菌作用时间更长, 
24 h 后杀菌率 95%, 但无恢复趋势. 由此可见, 蜂毒

肽对不同菌种杀菌方式的差异与其杀菌作用的强弱

及速效性有直接关系. 打孔方式杀菌作用强、速效、

高效, 质壁分离式杀菌弱, 细胞质空腔式杀菌强, 但
作用缓慢. 该现象是否具有普遍性及其机理尚需进

一步研究.  
综上研究结果可见, 蜂毒肽各种抑杀细胞方式

的共同点是蜂毒肽与膜磷脂分子结合相互作用所致[3]. 
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