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摘要： 旨在针对牛无绿藻对大多数抗生素不敏感的痛点， 开发抗菌肽， 为牛无绿藻感染导致的奶牛乳腺炎提供潜在治疗方案。 通过构建 ｐＥＴ－

３２ａ－ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 重组质粒， 经 ＩＰＴＧ 诱导表达后获得重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７； 通过体外抑菌试验、 最小抑菌浓度测定， 评价该抗菌肽对牛

无绿藻的体外抑制效果； 建立小鼠牛无绿藻乳腺炎模型， 通过乳腺组织 ＨＥ 染色、 乳腺组织菌落计数和白细胞介素 １β、 白细胞介素 ６ 及肿瘤坏死

因子 α 的 ｍＲＮＡ 表达量测定， 评价该抗菌肽在小鼠牛无绿藻乳腺炎的治疗效果。 结果： 体外试验中， 重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 抑菌圈直径达

４􀆰 ０ ｃｍ， 最小抑菌浓度为 ３􀆰 ８７５ μｇ ／ ｍＬ， 表明其在体外对牛无绿藻具有良好的抑制作用。 在小鼠试验中， 重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 治疗组的小

鼠乳腺组织 ＨＥ 染色切片显示， 乳导管及腺泡周围结缔组织增生的病理变化程度显著弱于未治疗的感染组； 治疗组乳腺组织菌落计数极显著低于

感染组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示， 治疗组小鼠乳腺组织中炎性因子白细胞介素 １β 和白细胞介素 ６ 的 ｍＲＮＡ 表达量较感染组均显

著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 综上， 本研究表明重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 在体内外均有良好的抑藻效果， 有望为牛无绿藻奶牛乳腺炎的治疗提供新思路。
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　 　 奶牛乳腺炎是制约奶牛养殖业持续健康发展的常

见疾病， 造成经济损失的同时还会影响公共卫生安

全。 奶牛乳腺炎的病因复杂， 其最主要原因是病原微

生物感染。 牛无绿藻 （Ｐｒｏｔｏｔｈｅｃａ ｂｏｖｉｓ） 在 １９５２ 年被

首次确定为奶牛乳腺炎的病原微生物［１］。 牛无绿藻

是绿藻目、 绿藻科、 无绿藻属的一种无叶绿素的酵母

样藻类， 其在温暖、 湿润的环境和动物肠道内等广泛

存在［２］， 经其感染后奶牛会出现产奶量下降、 乳汁

呈水样等症状。 近年， 由牛无绿藻所引起的奶牛乳腺

炎在世界上被广泛关注， 在厄瓜多尔［３］、 日本［４］、
波兰［５］、 巴西［６］ 等国家均出现过牛无绿藻性奶牛乳

腺炎的报道， 在我国北京［７］、 湖北［８－９］、 江苏［１０］ 等

地也有病例出现。
牛无绿藻性奶牛乳腺炎的治疗是困扰养牛业的世

经难题， 该病原对 β－内酰胺类、 大环内酯类等常用

抗生素并不敏感［１１］， 目前临床上尚无特效药物可有

效治疗该病， 奶牛一旦感染很难治愈， 给奶牛养殖和

生鲜乳质量安全造成较大威胁， 因此迫切需要新的治

疗方法。 抗菌肽具有安全性高、 毒副作用小等优势，
在抗菌、 抗病毒方面具有良好的生物活性［１２］， 是防

治病原体的有效生物制剂［１３］， 但是天然抗菌肽存在

易水解、 溶血性高、 稳定性差等弊端［１４］， 限制了其

临床应用， 因此对天然抗菌肽进行优化设计及重组是

近几年的研究热点。 有研究表明， 抗菌肽化合物培西

加南 （Ｐｅｘｉｇａｎａｎ）、 人乳铁蛋白衍生肽 （ｈ－Ｌｆ１－１１）、
人源抗菌肽 （ＬＬ－３７）、 天蚕素 Ｂ （ｃｅｃｒｏｐｉｎ Ｂ） 均在

体外试验中抑制牛无绿藻活性［１５］， 初步表明抗菌肽

有望应用于临床治疗牛无绿藻性奶牛乳腺炎。 本研究

开发一种重组抗菌肽并通过体内外试验来研究其抑藻

效果， 进一步为牛无绿藻性奶牛乳腺炎的高效防控提

供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 质粒、 菌株及试验动物

大肠杆菌 ＤＨ５α、 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 及临床分离并保

存的牛无绿藻菌株均为本实验室保存， 表达载体

ｐＥＴ－３２ａ 由本实验室保存。 ８～９ 周龄雌性 ＳＰＦ 级 ＫＭ
小鼠 １２ 只， 购自华中农业大学实验动物中心， 伦理

编号： ＨＺＡＵＭＯ－２０２３－０２１５。
１􀆰 ２　 主要试剂

沙氏葡萄糖琼脂培养基 （ＳＤＡ）、 沙氏葡萄糖液

体培养基 （ＳＤＢ） 购自青岛海博生物技术有限公司；
胰蛋白胨、 酵母浸出物购自 ＯＸＯＩＤ 公司； 琼脂、 氨

苄西林、 Ｔｒｉｓ、 咪唑购自 Ｂｉｏｆｏｘｘ 公司； １ ×ＰＢＳ 购自

Ｃｙｔｉｖａ 公司； Ｅｘ Ｔａｑ、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自宝日医生物有

限公司； ＥｃｏＲⅠ、 ＸｈｏⅠ、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 ＮＥＢ
公司； ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ （＋ｇＤＮＡ ｗｉｐ⁃
ｅｒ）、 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自南京诺

唯赞生物科技有限公司； 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ 购自赛默飞公

司； ＤＮＡ 凝胶电泳回收试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司； 质

粒小提试剂盒购自天根公司； Ｐｅｘｉｇａｎａｎ 购自上海鸿

肽生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 抗菌肽生信分析、 选择与表达

选取牛源性抗菌肽 ＢＭＡＰ－２７ （ＰＤＢ： ２ＫＥＴ＿Ａ）
与人源性抗菌肽 ＬＬ－３７ （ＰＤＢ： ７ＳＡＹ Ｆ）， 根据密码

子偏好性进行基因序列优化， 并通过使用重叠延伸

ＰＣＲ 扩增目的片段， 构建新的融合抗菌肽， 引物信

息见表 １。 第一轮 ＰＣＲ 反应体系： Ｅｘ Ｔａｑ Ｍｉｘ ２５ μＬ，
Ｓｅｑ１ ２ μＬ， Ｓｅｑ２ ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ２１ μＬ； ＰＣＲ 反应程

序： ９５ ℃ ５ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ， ７０ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ，
３５ 次循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 第二轮 ＰＣＲ 反应体系： Ｅｘ
Ｔａｑ Ｍｉｘ ２５ μＬ， Ｓｅｑ１ ２ μＬ， Ｓｅｑ３ ２ μＬ， 第一轮 ＰＣＲ
产物 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬ； 反应程序： ９５ ℃ ５ｍｉｎ；
９５ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３５ 次循环；
７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 构建完成后对其理化性质进行分析， 包

括氨基酸数量、 分子质量、 理论等电点等； 使用软件

ＳＯＰＭ 和 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分析抗菌肽。 通过构建重组 ｐＥＴ－
３２ａ－ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 质粒， 将其转化至大肠杆菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３） 感受态细胞中诱导表达 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７， 经镍

柱亲和层析纯化和 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测， 获得纯化的重

组抗菌肽。
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表 １　 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ ＰＣＲ 引物

引物 序列 （５′→３′）

Ｓｅｑ１ ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＧＣＣＧＣＴＴＣＡＡＡＣＧＣＴＴＴＣＧＣＡＡＡＡＡＡＴＴＴＡＡＡＡＡＡＣＴＧＴＴＣＡＡＡＡＡＡＣＴＧＡＧＣＣＣＧＧＴＧＡＴＴＣＣＧＣＴＧＣＴＧＣＡＣＣＴＧＧＧＣ

Ｓｅｑ２ ＧＣＧＣＴＧＣＡＣＡＡＴＧＣＧＴＴＴＡＡＡＴＴＣＴＴＴＧＣＣＡＡＴＴＴＴＴＴＣＴＴＴＧＣＴＴＴＴＧＣＧＡＡＡ ＡＡＡＡＴＣＧＣＣＣＡＧＣＡＧＧＣＣＣＡＧＧＴＧＣＡＧＣＡＧＣＧＧＡＡＴ

Ｓｅｑ３ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＣＴＴＴＣＧＧＴＧＣＧＣＧＧＣＡＣＣＡＧＧＴＴＧＣＧＣＡＧＧＡＡＡＴＣＴＴＴＡＡＴＧ ＣＧＣＴＧＣＡＣＡＡＴＧＣＧＴＴＴＡＡＡ

１􀆰 ４　 牛津杯法药物敏感性试验

将牛无绿藻菌液培养至 ＯＤ６００ ｎｍ 值为 ２， 吸取

１００ μＬ 的牛无绿藻菌液接种于 ＳＤＡ 培养基上涂布均

匀； 使用无菌眼科镊夹取 ３ 个牛津杯分别放置于 ３ 个

ＳＤＡ 培养基上均匀分布； 取 １００ μＬ 抗菌肽溶液

（ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ， Ｐｅｘｉｇａｎａｎ 浓度为

５０ μｇ ／ ｍＬ）， 以及 １００ μＬ 无菌 ｄｄＨ２Ｏ 分别加入至 ３
个牛津杯中； ３７ ℃培养 ２４ ～ ４８ ｈ； 观察并测定抑藻

圈直径。
１􀆰 ５　 最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 法药物敏感性试验

将牛无绿藻菌液培养至 ＯＤ６００ ｎｍ值为 ２， 调整菌

液浓度为 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 吸取 １００ μＬ 的牛无绿藻菌

液接种于 ９６ 孔板中； 将抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 溶液

稀 释 为 ３１􀆰 ０００、 １５􀆰 ５００、 ７􀆰 ７５０、 ３􀆰 ８７５、 １􀆰 ９３８、
０􀆰 ９６９ μｇ ／ ｍＬ 这 ６ 个浓度梯度； 分别吸取 ６ 个浓度梯

度的抗菌肽溶液 １００ μＬ 于 ９６ 孔培养板上， 每个浓度

梯度设 ３ 个重复孔， 同时设置阴性对照孔； 将 ９６ 孔

培养板置于 ３７ ℃培养箱中培养 ４８ ｈ； 观察抗菌肽对

牛无绿藻菌液的 ＭＩＣ。
１􀆰 ６　 抗菌肽对牛无绿藻的体内试验

将 １２ 只产后 ５ ～ ７ ｄ 的 ＫＭ 小鼠平均分成 ３ 组，
空白组、 感染组和抗菌肽治疗组， 每组 ４ 只。 小鼠麻

醉后， 仰卧位固定， 第 ５ 对乳腺消毒后用眼科剪减去

乳尖， 空白组不做灌注处理， 剩余 ２ 组灌注 ５０ μＬ 浓

度为 １×１０６ＣＦＵ ／ ｍＬ 的牛无绿藻悬液。 ２４ ｈ 后， 抗菌

肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 治疗组按照 ０􀆰 ２ ｍＬ ／ ２０ ｇ 的剂量腹

腔注射浓度为 ０􀆰 ７８ μｇ ／ ｍＬ 的抗菌肽。 ４８ ｈ 后， 所有

小鼠脱颈处死， 采集乳腺组织， 取一部分组织进行匀

浆， 通过平板计数法计算各组乳腺组织中细菌载量；
利用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测乳腺组织中白细胞介

素 １β （ＩＬ－１β）、 肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ－α） 和白细

胞介素 ６ （ＩＬ－６） 的水平。 另一部分乳腺在 ４％多聚

甲醛溶液固定后制成组织切片， ＨＥ 染色后观察乳腺

组织病理学变化。
１􀆰 ７　 数据统计与分析

结果以 “平均值±标准差” 形式来表示， 利用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件对试验数据进行统计学分析

（Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ） 并进行数据处理， Ｐ＜０􀆰 ０５ 视为

具统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 抗菌肽生信分析

选择 ＢＭＡＰ－２７ 和 ＬＬ３７ 构建重组抗菌肽， 其抗

菌肽序列为： ＧＲＦＫＲＦＲＫＫＦ ＫＫＬＦＫＫＬＳＰＶ ＩＰＬＬＨＬ⁃
ＧＬＬＧ ＤＦＦＲＫＳＫＥＫＩ ＧＫＥＦＫＲＩＶＱＲ ＩＫＤＦＬＲＮＬＶＰ
ＲＴＥＳ。 对其理化性质进行分析， 氨基酸数量为 ６４，
预测分子质量为 ７ ７５８􀆰 ４６ Ｄａ， 理论等电点为 １１􀆰 ６１，
不稳定系数为 ２２􀆰 ５３， 大肠杆菌半衰期 （体内） 大于

１０ ｈ 等。 结果该抗菌肽较为稳定， 预测可以经大肠

杆菌表达。
使用在线软件 ＳＯＰＭ Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

分析抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 二级结构， 其主要为 α 螺

旋结构。 利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 进行抗菌肽的亲水和疏水性

分析， 结果显示其具有两性， 提示有较好的抑菌

效果。
２􀆰 ２　 重组抗菌肽的表达与纯化

由图 １ 可知， ＩＰＴＧ 诱导后在 ３０ ｋＤａ 附近处出现

诱导目的条带， 条带大小与预期大小相符。 重组抗菌

肽在最佳表达条件下诱导后， 经低温高压破碎菌体，
在上清液和沉淀中均检测到目的条带。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 未诱导； ２􀆰 诱导后上清液； ３􀆰 诱导后沉淀；
４􀆰 纯化后重组蛋白 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７。

图 １　 重组蛋白 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分析

２􀆰 ３　 抗菌肽对牛无绿藻的体外试验

在 ＳＤＡ 平板上接种牛无绿藻， 放置牛津杯， 添

加 ２ 种抗菌肽溶液， 结果如图 ２ 所示， 重组抗菌肽
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ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 抑藻圈直径为 ４􀆰 ０ ｃｍ， Ｐｅｘｉｇａｎａｎ 抑藻

圈直径为 １􀆰 ０ ｃｍ。 使用 ９６ 孔板对 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的

牛无绿藻进行 ＭＩＣ 药物敏感性试验， 重组抗菌肽

ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 的 ＭＩＣ 为 ３􀆰 ８７５ μｇ ／ ｍＬ。

Ａ． ｄｄＨ２Ｏ； Ｂ． 重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７； Ｃ． Ｐｅｘｉｇａｎａｎ。

图 ２　 重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 对牛无绿藻体外抑制效果

２􀆰 ４　 小鼠乳腺组织 ＨＥ 染色

如图 ３ 所示， 空白组的小鼠乳腺腺泡结构完整，
腺泡细胞形态完整， 无病理变化， 腺泡直径约为 ６０～
８０ μｍ。 与空白组相比， 感染组的小鼠乳腺组织病理

切片中乳腺腺泡结构破坏， 乳腺腺泡上皮细胞大量坏

死脱落， 乳导管及腺泡周围结缔组织增生， 腺泡内充

满炎性细胞， 腺泡肿胀， 直径约为 １２０ ～ １５０ μｍ。 抗

菌肽治疗组的乳导管和腺泡周围结缔组织增生的病理

变化程度低于感染组， 腺泡组织结构部分恢复， 直径

约为 ８０ ～ １００ μｍ， 且炎性细胞数量较感染组有所

减少。

图 ３　 小鼠乳腺组织 ＨＥ 染色 （标尺＝５０ μｍ）

２􀆰 ５　 小鼠乳腺组织菌落计数

将小鼠乳腺组织研磨后， 经梯度稀释， 接种于培

养基上进行菌落计数， 计数结果如图 ４ 所示， 空白组

的菌落计数为 ０， 感染组的菌落计数达到 １􀆰 ６ × １０５

ＣＦＵ ／ ｇ， 而抗菌肽治疗组小鼠乳腺组织菌落计数为

４×１０４ ＣＦＵ ／ ｇ， 极显著低于感染组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示

重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 能有效降低乳腺组织中牛

无绿藻的增殖。
２􀆰 ６　 小鼠乳腺组织荧光定量 ＰＣＲ 检测

通过对 ＩＬ－１β、 ＴＮＦ－α 和 ＩＬ－６ 的 ｍＲＮＡ 水平进

行检测， 利用 ２－ΔΔＣｔ方法对 ３ 种炎性因子的相对表达

量进行计算。 如图 ５ 所示， 与空白组相比， 牛无绿藻

感染乳腺组织后， ＩＬ－１β、 和 ＩＬ－６ 的 ｍＲＮＡ 水平分

别为极显著和显著上升。 在抗菌肽治疗后， ＩＬ－１β 和

ＩＬ－６ 的 ｍＲＮＡ 水平均显著下降 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 各组

ＴＮＦ－α 的 ｍＲＮＡ 水平没有显著差异， 但感染组相较

空白组仍呈上升趋势， 抗菌肽治疗组相较感染组存在

下降趋势。

与感染组相比， ∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 下同。

图 ４　 小鼠乳腺组织牛无绿藻计数
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与感染组相比， ∗表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｎｓ 表示没有显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ５　 小鼠乳腺组织炎性因子表达水平

３　 讨论

牛无绿藻是引起奶牛乳腺炎的重要病原微生物之

一， 由其造成的奶牛乳腺炎已在世界上二十几个国家

或地区先后报道。 有研究对我国湖北省部分奶牛场中

患有乳腺炎的奶牛进行病原分离鉴定， 结果显示主要

病原微生物为牛无绿藻、 金黄色葡萄球菌、 乳房链球

菌， 牛无绿藻的分离率可达 ６５％［１１］； 在后续研究中

对牛场进行了 ５ 个月的跟踪检测， 分离到的主要病原

微生物有牛无绿藻、 不动杆菌属、 链球菌属、 葡萄球

菌 属 等， 其 分 离 率 分 别 为 ３３􀆰 ７６％、 ２５􀆰 ３４％、
１５􀆰 ６５％、 １５􀆰 ６５％， 对混合感染病例进行统计后发现

牛无绿藻几乎出现在每一例混合感染的患牛上， 其单

纯感染的比例为 ５％［９］。 牛无绿藻引起的奶牛乳腺炎

严重危害了奶牛健康， 发病的奶牛出现产奶量下降、
乳房肿胀疼痛并且伴有体细胞数 （ＳＣＣ） 显著上升等

临床症状［１６］， 目前除早期淘汰外， 没有很好的治疗

方案， 对全球的养殖业带来巨大的经济损失［１７］。
当前对牛无绿藻治疗的研究方向主要在于抗生素

药物的筛选以及新药物的开发。 牛无绿藻对喹诺酮

类、 β－内酰胺类、 林可霉素类等常见抗生素药物不

敏感， 仅对制霉菌素 Ｂ、 庆大霉素、 卡那霉素具有一

定敏感性［１８－１９］， 但是抗菌药物在临床应用中效果并

不理想； 聚六亚甲基双胍 （ＰＨＭＢ）、 二葡萄糖酸氯

己定、 聚维酮碘、 二氯异氰脲酸钠和次氯酸钠共 ６ 种

奶牛场常用的消毒剂可抑制牛无绿藻的生长， 其中

ＰＨＭＢ 的抑菌和杀菌力最强， ＭＩＣ９０ 达 ２ μｇ ／ ｍＬ、
ＭＡＣ９０可达 ４ μｇ ／ ｍＬ［２０］， 但是消毒剂只能作用于环境

消毒， 无法应用于治疗； 高溶解性聚吡咯 （Ｐｐｙ） 是

一种已知具有抗菌活性的分子， 对无绿藻属菌株具有

良好的杀藻作用［２１］， 在体外试验中 Ｐｐｙ 在 １５􀆰 ６２５ ～

６２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 具有溶藻作用［２２］， 然而目前该药物缺乏

体内试验， 无法验证其效果及安全性； Ｓｐｅｒｏｔｔｏ 等［１５］

发现抗菌肽化合物 Ｐｅｘｉｇａｎａｎ、 ｈ －Ｌｆ１ － １１、 ＬＬ － ３７、
ｃｅｃｒｏｐｉｎ Ｂ 均在体外试验中抑制牛无绿藻活性， Ｐｅｘｉ⁃
ｇａｎａｎ 的最低抑菌浓度范围为 ５～１０μｇ ／ ｍＬ， ｈ－Ｌｆ１－１１
的最低抑菌浓度范围为 １０ ～ ８０ μｇ ／ ｍＬ， ＬＬ － ３７ 为

２０～８０ μｇ ／ ｍＬ， ｃｅｃｒｏｐｉｎ Ｂ 为 ４０ ～ １６０ μｇ ／ ｍＬ， 这一

发现为治疗牛无绿藻感染和抑制其生长提供了一种有

前景的新选择， 但是仍缺少体内试验进行验证， 距离

临床应用仍有一段距离； 此外刘泽虎等［２３］ 成功利用

５－氨基酮戊酸光动力抗感染化学疗法在体外抑制牛

无绿藻的生长。 以上方案都为治疗牛无绿藻性奶牛乳

房炎奠定了基础， 但是至今还没有真正应用到临床治

疗上的方案。
本研究通过构建 ＢＭＡＰ２７ 和 ＬＬ３７ 的重组抗菌

肽， 并使用原核表达系统进行表达纯化。 本试验的重

组抗菌肽在体外体内对牛无绿藻均有明显的抑制作

用。 通过牛津杯药敏试验及 ＭＩＣ 药敏试验证明， 本

试验构建的重组抗菌肽在体外可明显抑制牛无绿藻活

性， 并且重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 在牛津杯药敏试

验中的抑藻效果要优于抗菌肽 Ｐｅｘｉｇａｎａｎ。 使用重组

抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７ 对感染牛无绿藻的小鼠进行腹

腔注射治疗， 通过组织病理切片观察、 组织载菌量的

计数和炎症因子变化证明： 重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７ －
ＬＬ３７ 对牛无绿藻对感染引起的小鼠乳腺炎具有一定

程度的治疗作用， 能够降低组织载菌量、 下调炎性因

子表达水平。
综上， 本研究开发的重组抗菌肽 ＢＭＡＰ２７－ＬＬ３７

在体外和小鼠体内均有效抑制牛无绿藻增殖， 虽需进

一步验证其安全性和体内稳定性， 但结果初步证实其

可通过减少乳腺组织病理损伤发挥保护作用， 为防治
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牛无绿藻性乳腺炎提供了潜在治疗策略。
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