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Abstract: Objective: This study was designed to produce the defensin peptide SPDef1 (Scorpiops pocoki defensin 1) via the 

air oxidation method, evaluate its antibacterial activity, and preliminarily investigate its antibacterial mechanism. Methods: 

SPDef1-O was obtained through the air oxidation method. Molecular weight and structural characterization of the prepared 

peptides using Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF/MS) and 

circular dichroism spectroscopy. The minimum inhibitory concentration (MIC) of SPDef4 was determined using the broth 

dilution method. The antibacterial mechanism was preliminarily explored using DMAO/PI dual staining in conjunction with 

confocal microscopy and Transmission Electron Microscopy (TEM). Results: SPDef1-O prepared via the air oxidation method 

exhibits significant antibacterial activity against the Gram-positive bacterium Staphylococcus aureus strain AB94004, MIC as 

low as 0.25 μM, also exhibits moderate antibacterial activity against the Gram-negative bacterium Escherichia coli ATCC 

25922 (MIC = 4 μM). DMAO/PI dual staining and TEM revealed that SPDef1-O disrupts cell membrane integrity to exert its 

antibacterial effect. Discussion: The defensin SPDef1 emerges as a novel member of scorpion-derived antimicrobial peptides 

with notable antibacterial activity. Future investigations should expand its antibacterial spectrum assessment and explore its 

potential as a broad-spectrum antimicrobial agent. 
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摘要：目的：本研究旨在利用空气氧化法制备西藏波氏琵蝎毒腺中防御素多肽SPDef1（Scorpiops Pocoki defensin 1，

SPDef1），并检测其抗菌活性，初步探究其抗菌机制。方法：通过空气氧化法制备获得 SPDef1-O，利用

MALDI-TOF/MS及圆二色谱对制备多肽进行分子量及结构鉴定，利用肉汤稀释法测定SPDef1-O的最小抑菌浓度

（MIC），DMAO/PI双染色结合共聚焦显微镜及透射电镜检测初步探究抗菌机制。结果：通过空气氧化法制备获得的

SPDef1-O对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌S.aureus AB94004表现出明显的抗菌活性，MIC低至0.25 μM，对革兰氏阴性

菌大肠杆菌E.coli ATCC25922也具有中等抗菌活性（MIC = 4 μM）。DMAO/PI双染及电镜检测结果提示SPDef1-O通过



 Science Discovery 2025; 13(6): 159-165  160 

 

 

破坏细胞膜完整性起到抗菌作用。讨论：西藏波氏琵蝎防御素SPDef1是蝎源抗菌肽家族的新成员，并展现出较为良好

的抗菌活性，未来研究可对其抗菌谱范围进行扩大检测，发掘其作为新型广谱抗菌肽的潜力。 

关键词：西藏波氏琵蝎，防御素，抗菌肽，抗菌活性 

 

1．引言 

随着抗生素耐药性问题日益严重，全球医药领域开始

积极寻找新型抗菌剂，抗菌肽因其广谱、高效的抗菌活性

和低耐药性，成为研究热点之一[1]。防御素是一类富含

半胱氨酸的小分子阳离子抗菌肽，广泛存在于生物体的不

同组织和细胞中，是生物免疫系统中的重要调节分子[2]。

自1985年加州大学的Dr. Robert Lehrer首次发现并命名防

御素起[3, 4]，已经鉴定出了四百余种防御素，根据来源

不同，可分为虫防御素、无脊椎动物防御素、植物防御素、

脊椎动物防御素和未分类的防御素[5]。防御素通常由

18-45个氨基酸组成，其核心特征为含有6个保守的半胱氨

酸残基，可形成3对分子内二硫键，这种特殊结构使防御

素具有稳定的三维构象和强大的病原体结合能力[6]。 

防御素在体内和体外都表现出广谱抗菌活性，能有效

对抗革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌。此外，部分防御素在

抑制真菌和病毒方面也表现出良好效果[7]。防御素作为

抗菌肽，主要通过与细菌细胞质膜相互作用发挥抗菌活性，

其抗菌机制包括通过静电作用破坏膜屏障[8]、抑制细菌

细胞壁的生物合成[9]、抑制细菌生物膜的形成[10]、在细

菌周围形成捕获纳米网[11]等，与传统抗生素通常只针对

特定细菌蛋白或通路不同，防御素的作用机制更加多元化。

这种机制多样性使得细菌难以对其产生抗性，从而不易诱

发耐药性。 

蝎子作为一种古老的节肢动物，毒液中含有丰富的生

物活性肽，数亿年的自然进化选择使蝎毒素多肽表现出高

活性、高特异性、结构多样性[12]，成为药物开发和设计

的潜在资源库。随着分子生物学技术的发展，研究人员对

蝎源防御素结构及功能的研究取得了显著进展，同时也设

计出了许多具有良好药理活性的衍生肽。从非洲皇帝蝎中

分离出的Scorpine，不仅具有抗菌活性，还具有抗疟疾效

果[13]；Scorpion衍生肽GK8以多模式方式杀死铜绿假单

胞菌细胞（包括临床耐药菌株），并在小鼠皮肤皮下感染

模型中，对铜绿假单胞菌感染表现出良好的体内活性[14]。

东亚钳蝎来源的防御素BmKDfsin4对革兰氏阳性菌和革

兰氏阴性菌均表现出良好的抗菌活性，同时也是首个被证

实可阻断钾通道（Kv1.1/Kv1.3）的无脊椎动物防御素[15, 

16]；BmKDfsin4衍生环肽Buthicyclin具有显著的镇痛效果，

在急性和炎症疼痛模型中均表现出比吗啡更强且更持久

的镇痛作用，同时具有低毒性和良好的安全性[17]。 

为进一步推动对防御素及其抗菌机制的深入理解，本

研究从课题组构建的西藏波氏琵蝎毒腺转录组cDNA文库

中筛选到一条毒素多肽编码基因SPDef1，通过对其氨基酸

序列进行分析，发现其与已知防御素具有较高同源性，同

时6个保守半胱氨酸也与防御素典型结构特征相符，推测

其可能属于蝎源防御素。由于从天然毒液中提取的产量极

低，为对其生物活性进行研究，我们通过空气氧化法获得

活性多肽，并对其最小抗菌浓度（MIC）进行了测定，对

细胞膜完整性影响进行了评估，初步探究了SPDef1的抗菌

活性及机制。 

2．材料与方法 

2.1．材料与试剂 

MHB培养基（Mueller-Hinton Broth，Solarbio）；金

黄色葡萄球菌 S. aureus AB94004、大肠杆菌E. coli 

ATCC25922菌株均由湖北工业大学曹志贱教授课题组提

供，96孔板、一次性无菌接种环（Biosharp）；细菌死活

染色试剂盒(DMAO/PI，Beyotime)；其他化学试剂均为国

产分析纯。 

2.2．空气氧化法制备多肽 

将1 mg SPDef1还原型多肽粉末（上海源肽有限公司）

溶解于2 mL Tris-HCI缓冲溶液中(0.1 mol/L，PH 9.0)，在

25°C的恒温摇床中以50 rev/min中速度持续震荡孵育48 h.

氧化后的多肽在4°C下以10000 rev/min转速离心10 min，

上清液通过RP-HPLC进行分离纯化，主峰收集后经

MALDI-TOF-MS （autoflex™ speed，德国）鉴定分子量。 

通过圆二色光谱测定氧化型多肽的二级结构。将多肽

以大约 100 μg/mL 的浓度溶解在 Milli-Q水中。其中，圆

二色谱（Chirascan qCD，英国）在室温 25°C下在 190 nm 

至 260 nm 的波长下获得，扫描速度为 50 nm/min，分辨

率为 1 nm，响应时间为2 s。每个读数重复3次，结果显

示为平均残留摩尔椭圆率u。 

2.3．抗菌活性检测 

按照临床和实验室标准协会（CLSI）指南采用微量

肉汤稀释法测定最小抑菌浓度（MIC）。将对数生长期的

E. coli ATCC25922和S. aureus AB94004菌株用MHB调整

至5×10⁶ CFU/mL，多肽SPDef1-O以0.0625-32μM的浓度进

行梯度稀释，以多肽100μL+菌液100μL比例分别接种于96

孔板。对照组包括：PC：阳性对照（含细菌但不含Amp

的 MHB）；NC：阴性对照（含Amp但不含细菌的 MHB）。

在37°C孵育16小时后，测定OD值，以明显无细菌生长的

最低药物浓度为MIC值。每次平行3组，重复三次。使用

GraphPad Prism 9.0进行数据分析（Mean±SEM），组间差

异采用单因素方差分析（One-way ANOVA），p<0.05为

显著差异。 

2.4．细菌细胞膜完整性检测 

细菌群落的存活能力采用双荧光染色法结合共聚焦

激光扫描显微镜（ZEISS LSM900，德国）进行定量评估。

将对数生长期的S. aureus AB94004和E. coli ATCC25922

菌株用MHB调整至5×10⁶ CFU/mL，在37°C下与SPDef1-O

以梯度浓度（1xMIC、2xMIC）共培养12h，使用细菌死

活染色试剂盒(DMAO/PI，Beyotime)根据制造商的方案进
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行用双荧光染色。采用标准化参数进行共聚焦激光扫描显

微镜（CLSM）成像：DMAO使用488 nm激发光，500–550 

nm发射光收集；PI使用543 nm激发光，600–650 nm检测

光。图像定量分析使用 ImageJ分析软件完成。使用

GraphPad Prism 9.0进行数据分析（Mean±SEM），组间差

异采用单因素方差分析（One-way ANOVA），p<0.05为

显著差异。 

为更加直观地观察SPDef1-O对S.aureus形态的影响，

采用负染法制备样品并进行透射电镜（Talos F200X 

STEM，美国）检测。将对数生长期的S. aureus AB94004

菌株用MHB调整至5×10⁶ CFU/mL，在37°C下与1xMIC 

SPDef1-O共培养12h，经过抗菌肽处理与未处理的细菌悬

液分别滴加在Formvar/carbon支持膜铜网上，静置数分钟

使菌体吸附。用滤纸从边缘吸除多余液体后，随即用

1%-2%的磷钨酸溶液对样品进行负染，固定菌体结构。静

置约1分钟后，再次用滤纸吸除残留染液，并在室温下自

然晾干。制备好的样品直接在透射电子显微镜下观察并拍

摄图像。 

3．结果 

3.1．SPDef1的一级结构分析 

SPDef1的编码基因信息由实验室所构建的西藏波氏

琵蝎毒腺转录组cDNA文库中筛选中获得，SPDef1先导

cDNA序列全长572 bp，分别由5’未翻译区（5’ UTR）、

开放阅读框（ORF）和3’未翻译区（3’ UTR）3部分组成，

其中5’ UTR区长88 bp，3’ UTR全长298 bp，在3’ UTR区

可见AATAAA加尾型号（图1A）。ORF编码区编码62个

氨基酸残基的前肽，SignalPV5.0在线预测提示SPDef1前

肽中含有24个氨基酸残基构成的信号肽，其后为38个氨基

酸残基构成的成熟肽，成熟肽中氨基酸序列显示具有4对

二硫键用于其空间结构的维持。根据同源序列比对结果可

发现，SPDef1的成熟肽一级结构与已报道防御素具有较高

的同源性，且二硫键配对方式也一致（图1B），提示其

可能是一种防御素多肽，可能属于防御素家族。 

 

图1 SPDef1一级结构解析。 

A.SPDef1一级结构解析；（单下划线：信号肽；双下划线：加尾信号aataaa；

数字：氨基酸残基位次）；B. SPDef1成熟肽同源序列比对（百分比：

序列一致性） 

3.2．SPDef1的空气氧化制备与鉴定 

由于利用重组表达方法无法获得较为理想产量和纯

度的SPDef1，因此我们考虑通过在弱碱性条件下，利用空

气氧化法对化学合成的线性肽进行氧化，得到具有生物活

性的环肽。氧化后的样品经RP-HPLC分离在13min和

18min左右出现两个峰（图2A），对其进行收集，利用

MALDI-TOF/MS鉴定分子量，分子量分别为4544.583和

4538.904（图2B和2C），表明在弱碱性条件下，多肽中的

半胱氨酸失去6个氢原子，形成分子内二硫键，完成多肽

折叠，获得活性多肽SPDef1-O，可进行后续鉴定。 

 

A. 氧化后SPDef1的HPLC分离纯化；B. SPDef1-R的MADLI-TOF-MS分子量鉴定；C. SPDef1-O的MADLI-TOF/MS分子量鉴定 

图2 合成SPDef1的制备与质谱鉴定。 
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圆二色性分析表明， SPDef1-O在207 nm显示最小吸

收（负峰），而在190 nm处显示最大吸收（正峰），表明

SPDef1-O折叠成类似于其他具有半胱氨酸稳定的α-螺旋

和β-片状结构的天然构象。与SPDef1-O相比，SPDef1-R

的二级结构主要以不规则的线圈为主（图3A）。此外，

SPDef1-O在水、0.9%氯化钠、PBS等不同溶液中表现出的

二级结构几乎相同（图3B），说明SPDef1-O在不同的溶

液中具有稳定的结构，可用于进行后期的功能鉴定。 

 

A. SPDef1-R和SPDef1-O的二级结构分析；B. 不同溶液中SPDef1-O的二级结构分析 

图3 合成SPDef1的结构鉴定。 

3.3．抗菌活性检测 

利用肉汤稀释法测定SPDef1-O的MIC值，结果如图4

所示，SPDef1-O对金黄色葡萄球菌S. aureus AB94004的

MIC值为0.25μM，对大肠杆菌E. coli ATCC25922的MIC

值为4μM（图4）。SPDef1-O对革兰氏阳性菌S. aureus 

AB94004表现出较好的抗菌效果，同时对革兰氏阴性菌E. 

coli ATCC25922也有一定的抗菌能力，提示其可能具有较

好的广谱抗菌潜力。高正电荷特性有利于抗菌肽通过静电

相互作用，靶向结合带负电的细菌细胞膜[18]，疏水性结

构域可协助肽分子在结合至膜表面后，插入并穿透磷脂双

分子层的疏水核心，破坏膜完整性，最终导致细胞内容物

泄漏和细菌死亡[19]。这种疏水性与正电荷的协同作用，

是抗菌肽发挥抗菌活性的结构基础。分析SPDef1的氨基酸

序列可发现，SPDef1含有8个精氨酸和1个赖氨酸，理论等

电点为10.53，属于强阳离子肽，含有8个疏水性氨基酸（如

Phe、Leu和Ile等），但也含有大量亲水性/极性氨基酸，

因此SPDef1整体具有中等疏水性，革兰氏阳性（G+）菌

没有外膜，细胞壁富含磷壁酸和脂磷壁酸等大量的带负电

荷分子，SPDef1的强阳离子特性使其能够精准菌体表面，

其中等疏水性和刚性结构促进了抗菌作用的发挥；然而革

兰氏阴性（G-）菌拥有一个额外的高度疏水性外膜[20]，

SPDef1的强阳离子性维持了其抗菌的发生，但疏水性不足

造成突破外膜时抗菌效率有所减弱，因此综合表现为中等

抗菌活性。SPDef1对G+菌和G-菌的活性差异，也恰好体

现了细菌细胞结构差异对抗菌肽活性的筛选作用。 

 

图4 肉汤稀释法测定SPDef1-O的MIC值。 

A. 不同浓度SPDef1-O处理16h后金黄色葡萄球菌S. aureus AB94004和大肠杆菌E. coli ATCC25922的生长情况；B. 不同浓度SPDef1-O处理前后S. 

aureus AB94004（上）和E. coli ATCC25922（下） 的OD600变化（n=3, mean±SEM） 
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3.4．抗菌活性检测 

在MIC值测定中，SPDef1-O表现出了较好的抗菌活性，

为了进一步对其抗菌机制进行研究，我们采用DMAO和PI

染色结合共聚焦激光扫描显微镜（CLSM）方法，初步评

估了SPDef1-O对细菌细胞膜完整性的影响。PI是一种红色

核酸结合染料，仅能穿透细胞膜受损的细胞，而DMAO

是一种绿色荧光核酸染色剂，可同时染色活体和死亡细菌。

如图5和6所示，空白对照组中的细菌仅被DMAO染色而未

被PI染色，表明大多数细胞处于活体状态。而在多肽处理

的细菌中，红色荧光点数量和强度呈现浓度依赖性增加趋

势。提示SPDef1-O对细菌细胞膜具有破坏作用。 

 

图5 SPDef1-O对金黄色葡萄球菌S. aureus AB94004细胞膜完整性的影

响。 

A. 不同浓度SPDef1-O处理12h后金黄色葡萄球菌S. aureus AB94004的

DMAO/PI染色情况；B. 使用ImageJ软件对显微镜图像进行量化分析，

并计算DMAO和PI双染叠加（Merge）黄色荧光的比值（n=3，mean±SEM，

*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 0.001） 

 

图6 SPDef1-O对大肠杆菌E.coli ATCC25922细胞膜完整性的影响。 

A. 不同浓度 SPDef1-O处理 12h后大肠杆菌E. coli ATCC25922的

DMAO/PI染色情况；B. 使用ImageJ软件对显微镜图像进行量化分析，

并计算DMAO和PI双染叠加（Merge）黄色荧光的比值（n=3，mean±SEM，

*p < 0.05，**p < 0.01，***p < 0.001） 

在MIC值测定中，SPDef1-O对金黄色葡萄球菌S. 

aureus AB94004表现出了更为明显的抗菌作用，通过透射

电镜（TEM）进行进一步的检测，对比未经抗菌肽处理的

菌体（图7），可以更加直观的看到经SPDef1-O处理后的

菌体形态发生变化，菌膜发生了一定程度的皱缩与破损。

TEM检测结果再次验证了SPDef1-O对细菌细胞膜的破坏

作用。 

 

图7 SPDef1-O处理菌体的透射电镜（TEM）图像。 

A. 未经抗菌肽处理的S. aureus AB94004 TEM 图像；B. 经抗菌肽处理

的S. aureus AB94004 TEM图像 

4．结论 

由于临床治疗中传统抗生素的滥用使细菌对抗生素

的耐药性不断升级，多重耐药细菌的增加在全球范围内构

成了严重威胁，抗生素耐药性问题目前已经成为一个迫切

需要解决的问题[21, 22]。防御素抗菌肽作为生物体天然

免疫系统的核心效应分子，兼具广谱杀菌、低耐药性与免

疫调节等多重功能，为开发新一代抗感染药物提供了突破

口。首先，防御素并非依赖单一靶点，而是通过多模式协

同攻击病原体：其阳离子结构可利用静电作用吸附于细菌

膜表面，通过“桶板模型”或“地毯模型”形成跨膜孔道，导

致离子失衡和胞质泄漏，直接破坏膜完整性[23]；部分防

御素可穿透细胞膜，与DNA、RNA或关键酶结合，抑制

核酸合成或酶活性[24]；此外，某些防御素可干扰群体感

应系统，阻断生物被膜形成，从而削弱病原体的环境适应

力[10]。抗菌机制的多样性极大降低了耐药性产生的概率。

其次，防御素作为生物免疫系统中的重要调节分子，可通

过激活宿主模式识别受体（如TLRs、NODs），触发下游

MAPK与NF-κB通路，诱导细胞因子（如IL-1β、TNF-α）

和趋化因子的释放，招募巨噬细胞、中性粒细胞等免疫细

胞，形成系统性防御网络，在杀灭病原体的同时，可通过

调节宿主氧化应激水平与炎症反应，避免过度免疫损伤，

维持组织稳态。 

本研究围绕西藏波氏琵蝎毒腺转录组中新发现的防

御素类多肽SPDef1展开，从基因筛选、制备到抗菌活性验

证，系统揭示了它作为潜在抗菌剂的生物学特性与应用前

景。研究发现，SPDef1-O对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球

菌的MIC低至0.25 μM，对革兰氏阴性菌大肠杆菌亦表现

出中等活性（MIC = 4 μM）。众所周知，细菌细胞表面

通常带负电荷，静电相互作用可以促进阳离子抗菌肽吸附

到细菌膜表面上，同时，疏水性结构域可协助肽分子插入

并穿透细菌细胞膜，破坏膜完整性，最终导致细胞内容物

泄漏和细菌死亡，因此，阳离子电荷密度和疏水性是影响

抗菌肽抗菌活性的关键因素[25]，此外，G+菌和G-菌的结

构差异也会影响抗菌肽发挥抗菌作用。SPDef1的强阳性和

中等疏水性使其能够较好地吸附于G+菌发挥抗菌作用，

但进入G-菌外膜受到一定的阻碍，使其对S. aureus 

AB94004和E. coli ATCC25922表现出抗菌活性差异。 

同时，我们也对SPDef1的抗菌机制进行了初步研究，

DMAO/PI双染色结合共聚焦显微镜结果显示，SPDef1-O

处理后S. aureus AB94004和E. coli ATCC25922细胞膜完
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整性显著破坏，红色荧光强度随浓度升高而增强，同时

TEM结果也验证了其对S. aureus AB94004膜的破坏性，表

明其主要通过膜破坏机制杀菌，这一机制与近年报道的多

种蝎源防御素一致，但膜破坏并非防御素抗菌的唯一机制，

因此，未来有必要进一步深入研究其破膜机制，通过转录

组测序与蛋白互作实验等进一步解析SPDef1是否存在多

重杀菌机制。尽管SPDef1初步表现出抗菌活性，但对其抗

菌谱检测范围较窄，后期可扩大其抗菌谱检测，进一步探

究其G+/-菌选择性，同时可通过突变等手段验证其多肽性

质是否是发挥抗菌功能及抗菌特异性的关键。此外，蝎源

防御素在抗菌之外可能具备其他生物活性，SPDef1在未来

可进一步挖掘其潜在功能。 
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