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甘氨酸和多粘菌素 B拮抗内毒素活性及其机制的研究 

暨南大学医学院病理生理教研室(广卅l 510632) 

戚仁斌 陆大祥 颜 亮 胡巢风 王彦平 王华东 李楚杰 

摘 要 目的和方法：通过 改良基质显色法和紫外光谱法观察甘氨酸／多牯菌素 B(pMa)合剂体外拮抗内毒 

索的机制。结果：测定了各拈抗剂与内毒素中和后剩余内毒素的浓度(活性)，结果表明甘氨酸／PMB台剂组、PhIB组和 

甘氨酸组均显著低于内毒素组(P<O 01)，并且甘氨酸／PMB台剂组显著低于单独使用 PMB组和甘氨酸组(P‘O．B1)。 

从紫外光谱图上可看到两种拮抗剂中和内毒索的作用是明显不同的：PMB可以降低内毒索的吸收峰值(2O6 r帅和 257 

tim处)，而甘氨酸与内毒索的吸收峰值则相加(212脚 和257 nm处)。结论：1)内毒素脂质A上磷酸基团及相连的氨 

基葡萄糖双糖结构在甘氨酸、PMB作用下发生了变化．从而失去了对鲎试剂中C因子的激活作用，并且甘氨酸、pMB联 

台应用比单独使用效果要好；2)提示甘氨酸和 PMB可能是分别作用在内毒索分子的不同结构部位。 

败血症期间(特别是 G一菌感染)，使用抗生素不 

当，不仅不能杀死细菌，反而会引起内毒素(endotoxin， 

ET)大量释放人血，即便杀死了细菌，也同样会引起内 

毒素的释放，进而使机体出现内毒素血症，接着病情 

迅速恶化，出现休克、DIC、甚至死亡⋯ 所以目前人 

们对一些严重的内毒素性疾病仍缺乏有效的治疗手 

段。近30年来，学者们～直在寻找较为理想的内毒 

素拮抗剂，观察了上百种药物对内毒素的拮抗作用， 

但多因拮抗效果差、本身毒性或副作用等方面的限制 

而不能广泛应用于临床。因此，结合国内外的研究经 

验及本室l2．]j的研究结果．我们认为内毒素拮抗剂的 

作用机制之一是与内毒素的活性部分类脂 A相互作 

用形成复合物，从而使内毒素失活，如果选择分别作 

用于内毒素分子结构中的不同部位的两种拮抗剂同 

时应用．或者利用两种拮抗剂同时阻断内毒素作用的 

多个环节，可能会取得更理想的效果，所以我们在研 

究中选定了甘氨酸(gtycine，Gly)与多牯菌素 B 

(polvnlv)【in B，PMB)进行了重点观察，研究它们联合或 

单独拮抗内毒素的机制 

材 料 和 方 法 

一

、实验材料和仪器： 

Gb．，分子量 75．07，广东汕头新宁化工厂出品； 

PMB，美国生命技术公司出品；内毒素国家标准品和 

无热原水，中国药品生物制品检定所出品；鲎试剂 

(0 5 mL／支)，厦门鲎试剂厂 出品；Tris由 FARCO 

*广东省”五十一科教兴医工程 重点科研项目基金资助 

Chemical Supplie8提供；显色基质 s—2423(鲎三肽)， 

由瑞典 M~lrtdal公司提供；M一750B型多功能紫外可 

见分光光度计，江苏泰州无线电仪器厂制造；UK一．260 

型紫外光谱仪，日本岛津公司制造。 

二、防污染措施： 

实验室及工作台，使用前经紫外线照射消毒 1 h， 

实验中所用耐高温物品均干热200℃ 6 h，不耐热物 

品则用 l5磅高压蒸汽灭菌30 rain 

三、实验步骤： 

(一)Gly、PMB对内毒素活性的影响： 

1．溶液的配制：称取 Tris、MgCI~加入无热原水溶 

解，用盐酸词 DH至 8．0．配制成 Tris—HCI—MgC~2缓 

冲液(Tris—HC1 0．4 mol／L，MgC12 0．04 mol／L)；称取 s 

一 2423加无热原水溶解，配成 4mmol／L的溶液；LAL 

在使用前用 Tris—HCI—MgC12缓冲液溶解。 

2．定量标准曲线绘制：将 ET溶解于适量无热原 

水中。配成6种溶液，编号№l～晰 ，其中内毒素终浓 

度为：№l(0 u／ⅡlL)；NO2(25 U／mL)；NO3(50 U／mL)； 

NO4(100 U／mL)；№5(150 U／mL)；NO6(200 U／mL)；按 

文献 J报道 LAL改良基质显色进行操作，将测定结果 

以内毒素浓度为横坐标，测得的各吸光度 为纵 

坐标，以空白管为零点作定量标准曲线。 

3．各试验组内毒素浓度(活性)的测定：将 ET溶 

解于适量无热原水中，加入 Gly和／或 PMB溶液，分为 

8个试验组，编号为NOl～№8，其中试剂或药物的终浓 

度依次 为：No1：ET 0 U／mL；No2：ET 100 U／mL、PMB 

30 000 U／ⅡlL、Gh 75~ng／mL；№3：ET 100 U／mL、PMB 

30 000 U／mL；No4：ET 100 U／mL、GIr 75 mg／mL；No5： 
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PMB 30 000 U／mL、Gly 75 mg／mL；№6：PMB 30 000 U／ 

n1【_；№7：Gly 75l n1【_；No8：ET100 U／mL。其中ET与 

PMB、GIy在37℃作用30 min，然后按文献 4̈J报道方法 

进行操作，测定结果按以下公式计算：吸光度(A一 ) 

= △OD( 定管)——△OD(对照管)——△OD(试剂空白昔)，再根据定 

量标准曲线，查出 A4呖 相对应内毒素含量，即可得 

实际内毒素活性水平；将上述操作每组每天重复测定 

2次，5天内连续重复 5次。 

4．统计处理：所有数据均以 i± 表示，经方差 

齐性检验后，对各组均数的差异用方差分析进行显著 

性检验，进一步用 SNK检验各组两两比较差异的显著 

性。 

(二)Gly、PMB对内毒素光谱特性的影响： 

1．实验步骤：将 ET溶解于适量无热原水中，加人 

Gly、PMB溶液，配得 6种溶液，编号为3bl—No6，其中 

药物的终浓度依次为：№1：无热原水；№2：PMB 30 000 

U／mL；№3：Gly 75 mg／mL； 4：ET0．05 vg／mL；№ 5：ET 

0．05 vg／mL 、PMB 30 000 U／mL；№6：ET0．05 t~g／mL 、 

Gly 75I,~／mL。以上溶液于37℃作用3omln。 

2．用无热原水调零后，依次将各组溶液进行紫外 

光谱扫描，绘制光谱图(比色皿于实验前须用 15％硝 

酸浸泡 4～6 h)。 

3．结果分析：根据光谱图分析 ET分子结构在 

Gly、PMB作用下的变化。 

结 果 

一

、 Gly、PMB合剂对内毒素活性的影响： 

(一)定量标准曲线：将测定结果以田 浓度为横 

坐标，测得的各吸光度 mn为纵坐标，以空白管为 

零点作定量标准曲线，见图1。 
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Fig 1 Quantitative Stal~lalx]Curve for endotoxq．n 

围 1 El"定量标准曲线 

(二)Gly和 PMB对 ET活性的影响 
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由表 l所示，对 Gly和／或 PMB与ET作用后的溶 

液中剩余 ET活性结果如下( ± ，U／mL)：空白对照 

(无热原水)组 3．66±1．53，G】y／PMB台剂拈抗组 

38．63±5．34，PMB拮抗组 68．78±4．96，Gly拮抗组 

73．60±8．02，Gly／PMB合剂对照组 5．65±1．15，PMB 

对照组 4．I9±0．38，Gly对 照组 5．57±1．91，田 组 

109．O0±7．97。用方差分析对各组实验结果进行统计 

学分析表明：各拮抗组 ET活性明显低于 ET组(P( 

0．O1)，并且 Gly／PMB台剂拮抗组 田 活性明显低于 

Gly对照组、PMB对照组(P(0．叭)。 

表 1 Gly、PMB与Ⅱ 作用后的活性比较 

Tab1 ( D叮iⅫ of activity of residua1．endotoxin after 

Gly，PMB neun'alifing endoto~r,(± I =10) 

Gmup Conommati~ of residual口do【o n(U 【nI_) 

田  

田 +GIv+pMB 

ET+av 

ET+ PMB 

Glv+PMB 

Glv 

咖  

Ĥ 0 

109∞ ±7．卯 

38． ±5．34 

73．6o±8．02 

68．78±4．96△ 

5．65±1 15 

5．57±1 91 

4．19±0 3 

3 66±1 53 

△P(0．01，甜 田 group；* P<0 01，噼 马o group；带JD< 

0．O1． E'r+Cly+PMB group 

(三)Gly、PMB对 ET光谱特性的影响： 

如图2所示：无热原水组基本无吸收峰；而 PMB 

对照组则有 4个吸收峰：222．4Ⅲ 吸收值 2．364， 

25I．4 illn吸收值 0．337，257．4 nl'n吸收值 0．357， 

263．2 l1m吸收值 0．304；Gly对照组有 1个吸收峰： 

204．2 mn吸收值0．737；盯 组有2个吸收峰：206．O nm 

吸收值 1．470，257．2 nl'll吸收值0．950；PMB拮抗组有 

2个吸收峰：223．8 nl'n吸收值2．414，257．6 llm吸收值 

0 760；Gly拮抗组有 2个吸收峰：212．0 illn吸收值 

2 414，257．2 l1m吸收值 O．967。由图 2(e)可见 PMB 

与 ET作用后，PMB的 4个吸 收峰变为 2个，其 

222．4·一处吸收峰未受影响， 的206 illn处吸收峰 

消失，257．2 llm处吸收峰值亦由0．950降到0．760，提 

示 PMB作用部位与 ET分子的紫外吸光基团有关，而 

PMB自身结构较稳定。而图2(f)可见 Gly与 作用 

后的吸收峰表现为 Gly、ET两者吸收峰略有偏移且峰 

值简单相加，提示 Gly与 ET作用的部位对于 ET分子 

的紫外吸光性结构基本上无影响。 
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Fig 2 The ultraviolet spectrometer gn,ph of endotoxin neutralized glrcine and polymTAn B 

图 2 G 、PMB与 ET作用后的紫外光谱图 

讨 论 

内毒素(脂多糖，LPs)能发挥多种生物学效应，其 

作用方式首先是与脂多糖结合蛋白(1ipopolysaccharide 

— binding protein，LBP)结台形成复台物，然后 LBP将 

LPS传递给可溶性 CD14(soluble CA)⋯sCD】4)或细胞膜 

结台 CD】4( Inher CD14，mCDl4)，再通过一些复台物来 

启动细胞内的激活，这一过程可能通过 G蛋白的偶 
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联，刺激细胞产生第二信使——三磷酸肌醇和甘油二 

酯，井通过它们引起细胞内c丑2 浓度的变化 及澈 

活蛋白激酶 c(protein kinase c，PKC)，在 PKC的作用 

下细胞内功能蛋白依次完成磷酸化，引起 IL一1、TNF 

—  等细胞因子和其他介质的释放，最终与靶细胞作 

用产生生物学效应 J。因此，针对 ET的作用环节及 

机制，需要从多个方面人手，如加速循环中LPS灭活， 

阻断LPS对宿主细胞的激活，阻止细胞因子产生和阻 

断细胞因子对靶细胞的作用等 

根据这个思路，我们在先前的研究中选定了 Glv 

与PMB进行了重点观察，实验证实 Gly与 PMB联用 

在体外与ET作用后有较为明显的协同拮抗 ET致热 

性的作用，那么这种协同作用的机制如何?本研究第 
一 部分实验利用鲎三肽显色基质法对此进行了初步 

探讨。因为鲎试剂中的 c因子可以被 ET激活，活化 

的c因子又激活 B因子，接着B因子再去激活鲎试剂 

的凝固酶原，使之转化成活化的凝固酶，该酶水解显 

色基质鲎三肽中精氨酸肽链，释放出显色物质——对 

硝基苯胺L4 J。我们知道ET脂质 A上磷酸基团及相连 

的(口1，6)一氨基葡萄糖双糖是鲎试剂中c因子的激 

活所必需的结构 6，如果这一结构被破坏将失去激活 

C因子的能力，鲎三肽的显色能力将随之降低，这一 

结果又可通过 ET的浓度反映出来，因此，通过 ET浓 

度的变化可以判断脂质 A上磷酸基团和氨基葡萄糖 

是否受到影响。本实验结果证实：PMB、Gly在体外与 

ET作用后，可以有效降低内毒素浓度。根据上述原 

理，我们推测 ET浓度的降低可能是 PMB、Cay破坏了 

磷酸基团或与其相连的氨基葡萄糖双糖结构，使 ET 

脂质A活性(致热性和对鲎试剂中c因子的激活作用 

等)降低或者消失所致。这一推测在第二部分实验中 

得到进一步证实。此外，本实验结果还提示了 PMB 

和 GIv联合使用比单一使用一种拮抗剂效果要好 

我们知道 ET是一种具有三维空间结构的大分子 

物质，电镜下观察其呈较规则的网络状结构，经 PMB 

作用后，此结构变成散乱分布的残破网状、点段状结 

构 一，Glv亦有相似的作用 3 2。PMB，cJv对 ET结构破 

坏结果相同，均由规则的网络状结构变成残破点段状 

结构，那么PMB，Gly与 盯 分子相互作用的部位是否 

电是相似的呢?第二部分我们通过紫外光谱图对 

PMB，ay与 ET分子间的作用机制进行 了研究。从 

1081 

PMB，Gly与 Er作用前后的紫外光谱图上，可以看到 

PMB与 ET作用后，口、的某些吸光基团Lg,9 (可能主要 

是 LPS磷酸根和与氨基葡萄糖相连的酰胺基或脂酰 

基长链脂肪酸)受到明显的影响，这与我们已知的带 

正电的多肽抗生素 PMB与 ET的带负电的磷酸根结 

合，从而破坏其正常的结构的结果 J相吻合。而 G 

对这些吸光性基团的影响却不明显，仅表现为 LPS分 

子中与氨基葡萄糖相连的酰胺基或脂酰基长链脂肪 

酸吸光基团略有偏移，而对磷酸根的吸光性没有明显 

改变。提示 PMB、Gly对 ET分子结构及活性的影响可 

能是通过作用于 ET分子结构的不同部位来实现的。 

同时进一步证实了磷酸基团、氨基葡萄糖及其相连的 

长链脂肪酸是PMB和Gly的主要作用部位。 
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Anti—endotoxic activity of glycine and polymyxin B and its mechanism 

Q1 Ren—Bing，LU Da—Xiang，YAN l,iang，HU Chao—Feng， 

WANG Yah—Ping，WANG Hua—Dong，LI Chu— e 

DLopartrttent ofPathophysiology，Medical College ofJinan Unioers ，GaangZhou(510632) 

Al~tract AIM andMETItOD：IVlodifiedLimttlus Amebocyte Lvsate(LAL)testwith e~ nie substrate and ul· 

ls-av~et s~ ter was usedto investigatethemechanism of anti—endotQxin of glycine and polymyxin B ／n v／tro．RE- 

SULTS：Concentration of residual endotoxin(RE)was determined after antagonists neutralized∞dotoxin：In glyeine／ 

polymr~n Bmixture group， n B group，glyeine groupREwere significantlylowerthanthat of eiidotoxin group(P( 

O．O1)，andin glycine／pDl 'm Bmixture groupREw踮sig~ cantlylowerthanthat of polymyxin B，glycine group(P( 

O．O1)．Obsereed the graph ofvalious groul~with ultraviolet spectrometer，it w踮obvious that there were diffemlee between 

action of two antagonists to neutralize endotoxin：polymyxin B decreased absorption peak value of endotoxin(at 206 nm and 

257 nm)，however，absorpt~ peak values of glycine and endotoxin cRirl be add up(at 212 nm and 257 nm)．CONCLU- 

SIONS：The restllt suggestedthat：1)phosphoiie acid unit and amino—bi0一gluco~ oflipidA wa8 changed after endotQxin 

wa8 neutralized by glyc~ ，polymyxin B and lost the activating C factor in LAL， 日re0ver，glyeine／polymyxin B mixture 
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