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抗菌蛋白

(57)摘要

本发明提供了一种包含含有Blad或其活性

变体的抗菌多肽的组合物，用于通过治疗或预防

手段对人或动物体治疗的方法中，例如用于被微

生物感染的个体体内或体表的治疗或预防的方

法。本发明还提供了一种包含含Blad或其活性变

体的抗菌多肽的组合物的应用，用以杀死或抑制

对人类或动物致病的微生物的生长，该作用位点

不在人或动物体体内或体表。
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1.一种包含抗菌多肽的组合物在制备用于治疗或预防个体体内或体表细菌感染的药

物中的应用，其中所述抗菌多肽为SEQ  ID  NO:4所示的Blad序列，所述个体为人类或动物，

所述细菌是革兰氏阳性菌，所述革兰氏阳性菌是李斯特菌属、芽孢杆菌属、葡萄球菌属、引

起脑膜炎的细菌、引起肺炎的细菌或引起链球菌性喉炎的细菌。

2.根据权利要求1所述的应用，其中所述组合物进一步包括药学可接受的载体或稀释

剂。

3.根据权利要求1或2所述的应用，其中所述组合物进一步包含螯合剂。

4.根据权利要求1或2所述的应用，其中所述个体有较弱的免疫系统或为病危。

5.一种包含抗菌多肽的组合物在杀死，或抑制其作用位点不在人体或动物体表或体内

的对人类或动物致病性细菌的生长中的用途，其中，所述抗菌多肽为SEQ  ID  NO:4所示的

Blad序列，并且所述细菌是革兰氏阳性菌，所述革兰氏阳性菌是李斯特菌属、芽孢杆菌属、

葡萄球菌属、引起脑膜炎的细菌、引起肺炎的细菌或引起链球菌性喉炎的细菌。

6.根据权利要求5所述的用途，其中所述组合物针对人或动物致病性细菌，对由人类或

动物摄入或者直接置于人或动物体表或体内的物品或有需要的表面进行消毒。

7.根据权利要求6所述的用途，其中所述物件为食物或医疗器件或仪器。

8.根据权利要求6所述的用途，其中所述表面为位于以下的环境中：

a进行健康检查，诊断或治疗的环境；

b制作食品或处理食物或储存食物的环境；

c进行个人清洗和/或个人卫生的环境；和/或

d具有特殊风险的人所在的环境

i具有获得细菌感染风险的人；和/或

ii具有离开医疗干预便无法清除细菌感染的风险的人。

9.根据权利要求5-8任意一项所述的用途，其中，所述组合物进一步包括螯合剂。

10.根据权利要求1,2任意一项所述的应用或5-8任意一项所述的用途，其中所述细菌

为以下种属的其中一种病原种类：李斯特菌，芽孢杆菌和葡萄球菌。

11.一种杀死或抑制对人类或动物致病性细菌生长的方法，其作用位点不在人或动物

体体表或体内，所述方法包括给所述位点施用含有效剂量的抗菌多肽的组合物，其中，所述

抗菌多肽为SEQ  ID  NO:4所示的Blad序列，并且所述细菌是革兰氏阳性菌，所述革兰氏阳性

菌是李斯特菌属、芽孢杆菌属、葡萄球菌属、引起脑膜炎的细菌、引起肺炎的细菌或引起链

球菌性喉炎的细菌。
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抗菌蛋白

技术领域

[0001] 本发明涉及抗菌剂领域，特别是作用于人或动物的病原体的抗菌剂。

背景技术

[0002] 细菌感染

[0003] 细菌是至今为止最普遍的人类感染的病因。全球大于三分之一的人口有可能被细

菌性病原体感染，并且每年两百万人死于细菌性病原体感染。根据疾病控制中心(CDC)和世

界健康组织(WHO)的记载，现今全球最普遍的感染性疾病包括以下细菌感染：

[0004] 霍乱：该疾病主要通过被污染的饮用水和不卫生条件进行传播。该疾病是印度次

大陆，俄罗斯，和南撒哈拉非洲的地方性疾病，它是一种霍乱弧菌(Vibrio  cholerae)引起

的急性肠道感染病。其主要症状是大量腹泻。5％到10％的感染者会呈现严重症状，包括呕

吐和腿痛性痉挛。在这些严重的表现症状中，霍乱会导致脱水致死。每年世界健康组织

(WHO)约有200,000例相关报道。

[0005] 脑膜炎：也称为脊膜炎，这是一种脊髓感染疾病。通常是由病毒或细菌感染的结

果。细菌性脑膜炎比病毒性脑膜炎更为严重，并可能引发大脑损伤，听力损失，以及学习障

碍。该疾病可能是由以下细菌引起，比如，B型流感嗜血杆菌(Haemophilus  influenzae)，脑

膜炎奈瑟菌(Neisseria  meningitidis)，或肺炎链球菌(Streptococcus  pneumoniae)。每

年约有120万个细菌性脑膜炎病例，其中死亡率大于十分之一。症状包括剧烈头痛，高烧，恶

心，呕吐，嗜睡，谵妄，畏光，和僵颈。

[0006] 肺炎：该疾病有许多可能病因，但通常是链球菌或支原体细菌感染。这些细菌可以

在人体内存活若干年而不引发感染，并仅在其他疾病降低了人体对疾病的免疫力的时候显

现出来。最普遍的类型是肺炎链球菌(Streptococcus  pneumoniae)引发的比支原体性肺炎

更为严重的链球菌性肺炎。每年高于100 ,0 0 0的肺炎住院治疗是由肺炎链球菌

(S.pneumoniae)引起的，以及6,000,000的中耳炎和高于60,000的侵袭性疾病比如脑膜炎

也是由链球菌性肺炎引起的。

[0007] 志贺杆菌病：该感染每年全球大约引发600,000例死亡。在卫生条件欠佳的发展中

国家非常普遍。志贺杆菌可以引起细菌性痢疾，或志贺杆菌病。症状包括伴有血便的痢疾，

呕吐，以及腹绞痛。

[0008] 脓毒性咽喉炎：该疾病是由链球菌引起。每年会发生数百万例脓毒性咽喉炎。其症

状包括咽喉肿痛，高烧，头痛，疲劳，以及恶心。

[0009] 结核病：该疾病每年引起将近两百万死亡例，根据WHO预计，在2000到2020年之间，

如果不采取更有效的预防措施，将会有近十亿人感染该病。结核杆菌(比如分枝杆菌

(Mycobacterium  tuberculosis))最常发现于肺中，可以引发胸部疼痛以及引起血痰的剧

烈咳嗽。其他症状包括疲劳，体重减轻，食欲不振，寒战，高烧，以及盗汗。

[0010] 伤寒：伤寒热是由伤寒杆菌引起，每年在12,000,000-17,000,000个病例中，大约

有600,000例死亡例。该疾病通常通过感染的食物或水传播。其症状包括突然和持续高烧，
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剧烈头痛，恶心，严重食欲不振，便秘，以及有时会有腹泻。

[0011] 但是，准确的病例数量难以确定，尤其是多数该类疾病是发展中国家的地方性疾

病，许多人无法得到现代医疗。每年由感染性疾病引起的死亡中，其中大约一半仅是由三种

疾病引起：结核病，疟疾，以及艾滋病。总之，这些疾病每年引起超过300,000,000例病患并

导致超过5,000,000例死亡。

[0012] 现代时期抗生素的使用始于19世纪和20世纪早期，伴随由青霉(Penicillium 

notatum)产生的具有有效的抗菌活性的青霉素活性成分的鉴定而产生。但是，在1955年之

前，其销售未受控制，过度无控制的使用导致耐药菌的出现。抗生素耐药性便成为主要问

题，葡萄球菌耐药感染流行病开始在医院中出现。

[0013] 20世纪早期已经可见抗生素的发展，比如磺胺，链霉素，新霉素，氯霉素，头孢菌

素，以及四环素。许多这些化合物至今仍在使用，但所有这些抗生素都面临抗药性发展的挑

战，以及其中一些面临存在毒性问题。例如，链霉素会引起肾脏损伤和耳聋，而氯霉素会引

起严重的副作用(比如，严重的血液疾病，包括贫血和白血病)。

[0014] 对抗生素的进一步研究发生于上世纪60年代，导致了第二代抗生素的发展。其中

包括青霉素的半合成衍生物甲氧西林，这是特别针对青霉素的耐药性问题而生产的。甲氧

西林被誉为对抗青霉素细菌耐药性战争中的一个主要突破，但是不幸的是，事实并非如此，

现在已经存在耐甲氧西林的细菌。氨苄青霉素也是青霉素衍生物。其开发为扩大青霉素可

治疗的感染的范围，并如今在很大程度上取代了青霉素。在治疗包括呼吸道和泌尿道感染

全范围感染中，该药物往往是第一选择。阿莫西林是另外一个广泛应用的青霉素衍生物。如

同氨苄青霉素，该药物具有广谱活性。庆大霉素与链霉素(于1943年发现的抗结核药物)一

样，属于相同的抗生素家族。该药物因为对耳朵和肾脏有严重的毒副作用，通常保留用于治

疗严重感染。

[0015] 最近，药物实验室开发了一种叫做喹诺酮类药物的抗生素家族，也称为氟喹诺酮

类药物。除了对广范围的细菌有效之外，该类抗生素口服便可以在血液中达到高浓度。这意

味着更多曾经需要住院治疗的感染现在可以在家治疗。氟喹诺酮类药物仅用于严重疾病的

病人和/或需要长期使用抗生素情况(几周或几个月)的病人。

[0016] 除了这些第二代化合物的发展，不断涌现的抗性问题仍然是个问题。典型的是使

用后的药物抗性，尤其是药物的广泛使用或误用，最终导致该药物在治疗人类疾病中的有

效性丧失。抗微生物药物的持续使用增加了选择性压力，这些选择性压力有利于耐药菌株

的出现，倍增，以及传播。其原因是抗微生物药物的不合理使用和不加控制的使用，包括处

方用药过量，亚适量给药，治疗时间不足，导致药物的选择不当的误诊，以及在家中和学校

等地方使用(尤其是过量使用)抗菌家用产品。

[0017] 在某些情况下，抗性迅速显现(比如，金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)

对恶啉(OXALIN)的抗性仅在几年内形成)，但是在其他情况下，可能需要更长时间才出现

(比如，屎肠球菌(Enterococcus  faecium)对万古霉素的抗性经过30年才形成)。这时间帧

差异的原因尚不清楚，但很可能是多因素导致。但是，细菌对抗菌药物的杀伤作用的规避能

力已经明显的阻碍了其在治疗个体病人中的能力以及控制传染病大爆发的能力。例如，WHO

评估每年有将近500,000耐多药结核(MDR-TB)的新例，大约在9.000.000所有类型的结核病

例中占了5％。
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[0018] 一些耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)菌株尤其容易在医院传播。美国的很多医

院，高于70％的从病人中分离的金黄色葡萄球菌(S.aureus)为耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌，并且这些菌株往往对除万物霉素，利奈唑胺，达托霉素和替加环素以外的所有许可类药

物都有抗性。最近，美国在病人中分离出完全耐万古霉素金黄色葡萄球菌菌株，这将进一步

增加治疗难度。耐甲氧西林金黄色葡萄球菌在很多医院已经高度流行，该微生物一旦被引

入到医院，将很难根除。

[0019] 根除问题在耐万古霉素屎肠球菌(E.faecium)菌株(VRE)中也存在，该菌株通常也

对各种其他临床许可药物具有抗性。屎肠球菌中的万古霉素耐性经常是质粒介导的，并可

能是多种特殊的耐受因素的结果。屎肠球菌中耐青霉素和耐糖肽的结合会引发无法有效治

疗的感染。但幸运的是，多数耐万古霉素屎肠球菌引发定植而非感染。当感染发生时使用抗

生素是无法治疗的。喹诺酮类药物耐性甚至在治疗期间会快速形成。

[0020] 现今，一些细菌已经取得“超级细菌”的地位，比如耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，耐

万古霉素肠球菌，耐喹诺酮类肺炎链球菌。针对这些病原体仅有少量或根本没有可以用于

治疗的抗生素，但是，令人吃惊的是，在过去的40年里，且均从1999年开始，仅引入了少数几

类新型抗生素，包括链霉杀阳菌素组合，奎奴普丁/达福普丁(共杀素)，恶唑烷酮利奈唑酮，

和脂肽达托霉素。

[0021] 对用来治疗细菌病原体诱发的疾病的新型抗生素的需求不断增长，尤其是由于抗

菌素耐药性问题。如上所述，许多病原体都显现对用于治疗的强效抗生素的抗性。令人吃惊

的是，耐药性通常不仅局限于单一药物，而是可能涉及多重药物耐药性。寻找新的和更有效

的药物至今仍在继续，尤其是寻找针对谱抗生素来规避多药耐药性的机制。但是，这种探索

的进程非常缓慢，因为如今制药公司获得新药许可越来越困难。此外，其中涉及的费用以及

从实验室中新型抗生素的鉴定到产品商业化生产许可之间的延时非常大，这已经使许多公

司完全放弃了该市场。

[0022] 真菌感染

[0023] 真菌感染的发生率在过去的三十年中一直增长，在某种程度上是因为免疫系统失

调的病人数量的增加的结果。真菌感染是近年来医学进步的直接结果，尤其是在癌症治疗

中，导致免疫抑制患者数量增加。真菌感染数量增加的一些其他原因也已经提出，其中包括

肠外营养和中心静脉导管，广谱抗生素治疗，怀孕，非控制糖尿病患者，实体器官移植受体，

艾滋病患者，接受细胞毒性化疗的癌症患者，烧伤或中性粒细胞减少症患者，以及胃肠道疾

病。

[0024] 最严重的真菌感染是伴随高死亡率的侵袭性真菌感染(IFI)(比如，血液感染)。念

珠菌属(Candida)是侵袭性真菌感染最常见的致病物，其平均死亡率为30％。50％的侵袭性

念珠菌感染是由白色念珠菌(Candida  albicans)引起，但是非白色念珠菌引发感染的相对

频率也在稳步增长，也即光滑念珠菌(Candida  glabrata)，近平滑念珠菌(Candida 

parapsilosis)，热带念珠菌(Candida  tropicalis)和克柔念珠菌(Candida  krusei)。曲霉

(Aspergillus)属真菌是最常分离的侵袭性霉菌，其中主要种类为烟曲霉(Aspergillus 

fumigatus)。如同念珠菌感染，侵袭性曲霉病通常伴随危重患者，虽然依赖于特异个体感染

情况考虑，但该病的死亡率更高：比如，85％或更高的为侵染性或中央神经系统疾病，以及

60％的为弥散性肺病。
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[0025] 侵袭性真菌感染的流行和死亡率在过去的三十年中持续增长。美国数据显示，

1980年有828例死亡例是由该疾病引起，该病是致死感染病中第十大主要原因。1997年，同

样数据资料显示，死亡数量已经上升至2370并且已经成为终极感染中第七大最主要原因。

最近数据显示，念球菌已经比大肠杆菌(Escherichia  coli)和假单胞菌(Pseudomonas)更

广泛流行，如今已成为美国第四大最普遍的致死感染。

[0026] 念珠菌侵袭性真菌感染在医院环境中增加，并且可以预计这些感染的危险因素的

增加会进一步增长。美国每年8％-10％的医院中的侵袭性真菌感染是由念珠菌引起，并且

每年发生率为每100,000个人中有6-23人感染。侵袭性念珠菌病的主要问题并不仅是它的

高死亡率，而是感染病人3-10天的过长的住院时间，美国每年治疗念珠菌病的预算估计大

约为一亿美元。最近发表的关于葡萄牙人口的研究显示，病房真菌血症的发生率为每1,000

个住院者中有2.7例，死亡率为39.3％。据另一个发表的关于欧洲侵袭性真菌感染发生率的

最近研究表明，该数量仿佛与欧洲其他国家的发生率更相近，但是比美国人口中发现的发

生率要低很多。另一项近期报告显示，苏格兰念珠菌血症的发生率为每年每100,000人口中

有4.8例。

[0027] 自二十世纪五十年代末，对威胁生命的真菌感染的治疗护理标准一直是两性霉素

B。该化合物以真菌细胞膜中的固醇类为靶点并与之结合，从而产生离子通道，导致膜电位

的损失并之后瓦解。尽管该类药物仍然是最广谱有效的杀真菌剂，其高毒性和需要肠胃外

给药限制了该类药物的使用。

[0028] 1990年代见证了两性霉素B脂质体的制备，以及三唑，氟康唑和伊曲康唑的引入。

三唑通过抑制CYP-450依赖的羊毛甾醇14α-去甲基化酶，其可以干扰细胞生长，从而影响麦

角固醇的合成从而发挥作用并最终导致细胞死亡。这些药物与两性霉素B相比具有明显优

势，但其仍受限于制备，活性谱和/或增长的耐药性。

[0029] 自2000年以来，新型抗真菌药物持续发展，以克服现有药物的局限性，比如广谱三

唑类(伏立康唑和泊沙康唑)，以及棘白菌素(卡泊芬净、米卡芬净、阿尼芬净)。棘白菌素抑

制β-1，3-D-葡聚糖的合成，导致真菌细胞壁的不稳定、细胞裂解、以及细胞死亡。该药在体

外对白色念珠菌(Candida)和曲霉菌(Aspergillus)类也具有活性，但是对大范围的其他新

出现的病原真菌并不具有活性。即使在这些新药物中，仍具有如药物不良反应(尤其是伏立

康唑)，伴随三唑药物的药物之间相互作用，以及缺乏替代制剂(如，静脉制剂缺乏泊沙康

唑，而口服制剂缺乏棘白菌素)等局限。

[0030] 现今有效的抗真菌药物对白色念珠菌(Candida  albicans)定植的预防性根除也

是低效的。事实上，这种酵母具有生物膜生长的能力，该生物膜生长表现出对抗真菌剂的天

然耐性的增加，该类抗真菌剂如唑类，多烯类和5-氟胞嘧啶。因此，念珠菌经常与内置的医

疗器械相关(比如，牙种植体、导管、心脏瓣膜、血管旁路移植术、眼晶状体、人工关节、以及

中枢神经系统分流器)，此类器械都是可以作为生物膜的生长基质。在427例念珠菌血症患

者的多中心研究中，与导管相关的念珠菌血症患者的死亡率为41％。因此，尽管新的抗菌药

物在持续发展，病房真菌感染的死亡率仍然相当高。此外，新出现的真菌病原体也越来越

多，包括念珠菌属非白色念珠菌(Candida)和曲霉属非烟曲霉(Aspergillus)，该类真菌通

常更难诊断治疗，从而引发更高的死亡率。

[0031] 本发明的发明目的在于试图解决所述问题，其目的尤其在于，例如，提供一种对
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人/动物病原体具有有效和广谱活性并同时低毒性的可替代的抗菌剂。

发明内容

[0032] 发明人惊讶的发现，源自羽扇豆属(Lupinus)的Blad多肽(Blad  polypeptide)对

大量不同的对人或动物体致病的细菌和真菌生物体均显示出有效的抗菌活性。本发明还发

现，该Blad多肽对动物体是无毒的，因此该多肽作为针对人和动物病原体的抗菌剂，是一种

非常好的化合物，广泛应用于各个领域。

[0033] 因此，本发明提供了一种含Blad或其活性变体的抗菌多肽的组合物，通过治疗或

预防手段用于人或动物体的治疗方法。本发明还提供了所述组合物在被微生物感染的个体

体内或体表的治疗或预防的方法中的应用。在优选实施例中，该组合物进一步包含一个药

学可接受的载体或稀释剂和/或螯合剂。优选的，该组合物应用于上述方法中，其中，所述个

体为免疫系统缺乏的个体或重病个体。

[0034] 本发明还提供了一种包含含Blad或其活性变体的抗菌多肽的组合物的应用，用以

杀死或抑制对人类或动物致病的微生物的生长，该作用位点不在人或动物体体内或体表。

优选的，所述组合物用于针对人或动物病原微生物，对由人类或动物摄入或者直接置于人

或动物体表或体内的物品或有需要消毒的表面进行消毒，优选地，其中所述物品为食物或

医疗器件或其中所述的表面位于以下的环境中：

[0035] (a)进行健康检查，诊断或治疗的环境；

[0036] (b)制作食物或处理食物或储存食物的环境；

[0037] (c)进行个人清洗和/或个人卫生的环境；和/或

[0038] (d)具有特殊风险的人所在的环境

[0039] (i)具有获得微生物感染风险的人；和/或

[0040] (ii)具有离开医疗干预便无法清除微生物感染的风险的人。

[0041] 在这些应用的优选实施例中，所述组合物还进一步包含一个螯合剂。

[0042] 在优选实施例中，所述微生物体为细菌或真菌，其中优选的：

[0043] -所述细菌是以下属中的其中一种病原菌属：

[0044] 假单胞菌(Pseudomonas)，李斯特菌(Listeria)，芽孢杆菌(Bacillus)，葡萄球菌

(Staphylococcus)和沙门氏菌(Salmonella)；或者

[0045] -所述真菌是以下属中的其中一种病原菌属：

[0046] 念珠菌(Candida)，曲霉菌(Aspergillus)，链格孢菌(Alternaria)，镰孢菌

(Fusarium)，隐球菌(Cryptococcus)，和毛孢子菌(Trichosporon)，优选的其中所述真菌能

引发侵袭性真菌感染，优选的为白色念珠菌(C.albicans)，烟曲霉(A.fumigatus)或互隔交

链格孢菌(Alternaria  alternata)。

[0047] 发明人还提供了：

[0048] -一种人或动物的治疗方法，包括向有需要的个体施用含有治疗有效剂量的抗菌

多肽的组合物，该抗菌多肽包含Blad或其活性变体；

[0049] -一种预防或治疗微生物感染的方法，包括给有需要的个体施用含有治疗有效剂

量的抗菌素多肽的组合物，该抗菌多肽包含Blad或其活性衍生物；以及

[0050] -一种杀死或抑制对人或动物致病的微生物生长的方法，其作用位点不在人或动
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物体体表或体内，所述方法包括在所述作用点施用含有治疗有效剂量的抗菌多肽的组合

物，该抗菌多肽包含Blad或其活性衍生物。

附图说明

[0051] 本发明将参考附图进行说明，其中：

[0052] 图1，显示单核细胞增生李斯特菌(Listeria  monocytogenes)和铜绿假单胞菌

(Pseudomonas  aeruginos)的时间-杀菌曲线；

[0053] 图2，显示金黄色葡萄球菌(Staphylococcus  aureus)，枯草芽孢杆菌(Bacillus 

subtilis)，铜绿假单胞菌(P.aeruginosa)和单核细胞增生李斯特菌(L.monocytogenes)的

抑菌圈；

[0054] 图3A，显示白色念珠菌(C.albicans)的时间-杀菌曲线；

[0055] 图3B和图4，显示白色念珠菌(C.albicans)的生长曲线；

[0056] 图5至图8共同显示白色念珠菌(C .albicans)、新型隐球菌(Cryptococcus 

neoformans)和烟曲霉(A.fumigatus)的抑菌圈；

[0057] 图9显示单核细胞增生李斯特菌(L .m o n o c y t o g e n e s) 、铜绿假单胞菌

(P.aeruginosa)和白色念珠菌(C.albicans)的时间-杀菌曲线；

[0058] 图10显示白羽扇豆(Lupinus  albus)β-球蛋白前体编码序列(SEQ  ID  NO：1)；以及

[0059] 图11显示对应于Blad的β-球蛋白前体的内部片段的编码序列，(SEQ  ID  NO：3)。

具体实施方式

[0060] Blad

[0061] Blad(″banda  de  Lupinus  albus  doce″-band  from  sweet  L.albus，名称源自白

花羽扇豆)是以β-球蛋白的稳定的中间的分解产物命名的，是羽扇豆属(Lupinus)的种子中

主要的储存蛋白。Blad为一个20kD的多肽，由173个氨基酸残基组成，并由羽扇豆中的β-球

蛋白前体的编码基因(1791个核苷酸，GenBank中储存的收录编号为AAS97865)的内部片段

(519个核苷酸，GenBank中储存的收录编号为ABB13526)所编码。当编码Blad末端序列的引

物用于扩增羽扇豆DNA基因组序列时，可以得到一个大约620bp的产物，表明在编码Blad的

基因片段中有一个内含子存在。天然形成的Blad是210kD的低聚糖的主要成分，该低聚糖在

开始发芽之后的4-12天，特异的聚集于羽扇豆的子叶中(随后β-羽扇豆球蛋白发生密集的

限制性蛋白水解)。同时，所述低聚物被糖基化，天然形成的Blad是非糖基化的。含Blad的寡

聚糖由多个多肽组成，其中主要的几个分子量分别为14、17、20、32、36、48和50kD。该20kD的

多肽Blad，是至今为止低聚物中最丰富的多肽，并且可能是唯一一个具有凝集素活性的多

肽。天然形成的Blad在8天龄植物子叶总蛋白中占大约80％。

[0062] 图10显示所述白花羽扇豆β-球蛋白前体的编码序列(SEQ  ID  NO：1)。β-球蛋白母

亚基编码序列位于70-1668位残基。编码的533氨基酸残基β-球蛋白母亚基(SEQ  ID  NO：2)

为：

[0063] MGKMRVRFPTLVLVLGIVFLMAVSIGIAYGEKDVLKSHERPEEREQEEWQPRRQRPQSRREEREQEQEQ

GSPSYPRRQSGYERRQYHERSEQREEREQEQQQGSPSYSRRQRNPYHFSSQRFQTLYKNRNGKIRVLERFDQRTNRL

ENLQNYRIVEFQSKPNLILPKHSDADYVLVVLNGRATIIVNPDRRQAYNLEYGDALRIPAGSSYILNPDDNQKLRWK
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LAIPINNPGYFYDFYPSSKDQQSYFSGFSRNTLEAFNTRYEEIQRIILGNEDEQEYEEQRRGQEQSDQDEGVIVIVS

KKQIQKLTKHAQSSSGKDKPSDSGPFNLRSNEPIYSNKYGNFYEIPDRNPQVQDLNISLTYIKINEGALLLPHYNSK

AIYWWDEGEGNYELVGIRDQQRQQDEQEEKEEEVIRYSARLSEGDIFVIPAGYPISINASSNLRLLGFGINADENQR

NFLAGSKDNVIRQLDRAVNELTFPGSAEDIERLIKNQQQSYFANGQPQQQQQQQSEKEGRRGRRGSSLPF

[0064] 图11显示了对应Blad的β-球蛋白前体内部片段的编码序列(SEQ  ID  NO：3)。该

Blad多肽(SEQ  ID  NO：4)为：

[0065] RRQRNPYHFSSQRFQTLYKNRNGKIRVLERFDQRTNRLENLQNYRIVEFQSKPNTLILPKHSDADYVLV

VLNGRATIIVNPDRRQAYNLEYGDALRIPAGSSYILNPDDNQKLRWKLAIPINNPGYFYDFYPSSKDQQSYFSGFSR

NTLEAFNTRYEEIQRIILGNED

[0066] 本发明涉及一种包含含有Blad或其活性变体的抗菌多肽的组合物。因此，其涉及

一种含抗菌多肽的组合物，该抗菌多肽含SEQ  ID  NO：4的多肽序列或其活性变体。在其中可

选的具体实施例中，该组合物主要由含blad或其活性变体的抗菌多肽组成，和/或所述抗菌

多肽主要由blad或其活性变体组成。在进一步的具体实施例中，所述含(或主要包含)blad

或其活性变体的抗菌多肽可能以单独的方式使用。

[0067] Blad的活性变体是指保持了作为抗菌剂的能力(即具有抗菌活性-参照以下关于

该活性水平和如何测量的说明)的Blad变体。“blad的活性变体”包括在其范围内的一个SEQ 

ID  NO：4片段。在优选的具体实施例中，SEQ  ID  NO：4片段为选自为SEQ  ID  NO：4序列长度的

至少10％，优选的为至少其长度的20％，优选的为至少其长度的30％，优选的为至少其长度

的40％，优选的为至少其长度的50％，优选的为至少其长度的60％，优选的为至少其长度的

70％，优选的为至少其长度的80％，优选的为至少其长度的90％，以及最优选的为至少SEQ 

ID  NO：4序列长度的95％。Blad或其变体通常具有至少10个氨基酸残基的长度，如至少20

个、25个、30个、40个、50个、60个、80个、100个、120个、140个、160个或173个氨基酸残基的长

度。

[0068] “Blad的活性变体”还包括在其范围内的一个与SEQ  ID  NO：4同源的多肽序列，比

如至少40％相同，优选的至少60％相同，优选的至少70％相同，优选的至少80％相同，优选

的至少85％相同，优选的至少90％相同，优选的至少95％相同，优选的至少97％相同，以及

最优选的至少99％相同，例如，超过全序列或超过至少20个连续氨基酸残基区域，优选的超

过至少30个连续氨基酸残基区域，优选的超过至少40个连续氨基酸残基区域，优选的超过

至少50个连续氨基酸残基区域，优选的超过至少60个连续氨基酸残基区域，优选的超过至

少80个连续氨基酸残基区域，优选的超过至少100个连续氨基酸残基区域，优选的超过至少

120个连续氨基酸残基区域，优选的超过至少140个连续氨基酸残基区域，以及最优选的超

过至少160或更多的连续氨基酸残基的区域。测量蛋白同源性的方法是本领域公知常识，而

且在本文内容中本领域技术人员可以理解同源性是基于相同氨基酸而计算的(有时也称为

“硬同源”)。

[0069] 具有同源活性的Blad变体典型的是通过取代，插入或缺失从而与SEQ  ID  NO：4多

肽序列区别开来的，例如，通过1、2、3、4、5到8或更多位取代，缺失或插入的方式。该取代更

多为“保守的”，也即，一个氨基酸可能被另一个相似氨基酸取代，相似氨基酸可以借由为以

下组的其中一个：芳香残基(F/H/W/Y)，非极性脂肪族残基(G/A/P/I/L/V)，极性不带电脂肪

族残基(C/S/T/M/N/Q)和极性带电脂肪族残基(D/E/K/R)。优选的亚族包括：G/A/P；I/L/V；
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C/S/T/M；N/Q；D/E；和K/R。

[0070] 一种含Blad或其活性变体的抗菌多肽(如上所述)可能由在N末端和/或C末端添加

了任意数量的氨基酸的Blad或其活性变体组成，并且该抗菌多肽保持了抗菌活性(再次参

照以下关于所述活性水平和如何测量的说明)。优选的，不超过300个氨基酸残基添加至

Blad或其活性变体的一个末端或者两个末端，更优选的，不超过200个氨基酸残基添加至

Blad或其活性变体的一个末端或者两个末端，更优选的，不超过150个氨基酸残基添加至

Blad或其活性变体的一个末端或者两个末端，更优选的，不超过100个氨基酸残基添加至

Blad或其活性变体的一个末端或者两个末端，更优选的，不超过80、60、或40个氨基酸残基

添加至Blad或其活性变体的一个末端或者两个末端，最优选的，不超过20氨基酸残基添加

至Blad或其活性变体的一个末端或者两个末端。

[0071] 一种包括(或主要包括)Blad或其活性变体的抗菌多肽(如上所述)可以以纯化的

形式(例如，从植物、动物或微生物来源中提取)和/或重组蛋白形式。重组形式的产品使得

能够产生Blad的活性变体。

[0072] 本领域已经公开了纯化天然形成的Blad的方法(如，Ramos  et  al.(1997)Planta 

203(1)：26-34和Monteiro  et  al.(2010)PLoS  ONE  5(1)：e8542)。天然形成的Blad的一个

合适的来源为一种羽扇豆属植物，如白色羽扇豆(Lupinus  albus)，优选的，所述为所述植

物的子叶，优选的，取在发芽开始后大约4到14天收获，更优选的，取在发芽开始后大约6到

12天收获(如，发芽开始后的8天收获)。本领域已经公开了获得含Blad的粗提的全蛋白提取

物的方法，以及对上述提取物纯化从而获得部分纯化提取物的蛋白纯化方法，如包含Blad

的低聚糖构成的Blad。

[0073] 可以用聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)法和/或，优选的，采用C-18柱反相高效液

相色谱法(RP-HPLC)分离Blad本身。

[0074] 另一种获得含Blad的低聚糖的部分纯化提取物的方法是利用了Blad的甲壳素绑

定活性。所述低聚糖与甲壳素柱以强有力的形式结合，作为甲壳素亲和色谱纯化的一部分，

以0.05N  HCl洗脱。所述纯化方法的实施例详细说明如下：

[0075] 收获8天龄的羽扇豆植物的子叶并在含10mM  CaCl2和10mM  MgCl2的Milli-Q  plus

中加水匀浆(pH调至8.0)。匀浆通过粗棉布过滤并30,000转，4℃离心1小时。随后取沉淀物

并悬浮于pH7.5的100Mm三羟甲基氨基甲烷-盐酸(Tris-HCl)缓冲液中，该缓冲液含重量体

积比为10％(w/v)的NaCl，10mM  EDTA和10mM  EGTA，4℃搅拌1小时，并在4℃，3000转离心1小

时。上清中的总球蛋白片段用硫酸铵(561g/L)沉淀，低温搅拌1小时并在4℃，3000转离心30

分钟。所得的颗粒沉淀物溶解在pH  7.5，50mM的Tris-HCl缓冲液中，在用相同缓冲液平衡过

的PD-10柱中脱盐并通过在相同缓冲液中预平衡了的甲壳素亲和层析柱。该柱用pH7 .5，

50mMTris-HCl缓冲液冲洗，并且将该结合蛋白用0.05NHCl洗脱。该洗脱物片段立即用2M 

Tris中和，并用SDS-PAGE收集其峰值区的洗脱物片段，冻干并分析。

[0076] 甲壳素柱的制备，从Sigma公司购买粗甲壳素并做以下处理：甲壳素样品用Milli-

Q  plus加水充分洗涤，然后用0.05NHCl充分洗涤。然后用重量体积比为1％(w/v)的碳酸钠

洗涤，之后用乙醇洗涤，直至洗到光吸收度小于0.05。将甲壳素装入移液管端部并用pH7.5，

50mMTris-HCl平衡。

[0077] 生产重组蛋白的方法为本领域公知常识。其在本发明中使用的方法涉及将编码含
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Blad或其活性变体的多肽的多核苷酸插入到合适的表达载体上，使得所述多核苷酸与一个

或多个启动子(如诱导性启动子，如T7lac)以及其他目的多核苷酸或目的基因并置，将表达

受体引入到合适的细胞或者组织中(比如，大肠杆菌E.Coli)，在转化细胞或组织中表达该

多肽，并将表达的重组多肽从细胞或组织中提取。表达载体可以包含多核苷酸额外编码的

构建以辅助纯化，例如，一个末端标签可以辅助纯化：例如，用于亲和纯化的一个组氨酸残

基标签。一旦该重组多肽被纯化，纯化标签可以从多肽中去除。比如，通过溶蛋白性裂解。

[0078] 在一个包含含有(或主要含有)Blad或其活性变体的抗菌多肽的组合物中，所述多

肽优选的为以部分纯化的形式，更优选的以纯化的形式。当在缺少一种或多种天然与之相

连的多肽的环境中和/或为至少10％总蛋白的多肽代表时，所述多肽为部分纯化形式。当在

一个缺少全部，或多数与之天然相连的其他多肽的环境中时，所述多肽为纯化的形式。例

如，纯化的Blad是指组合物中Blad代表了至少50％的总蛋白，至少60％、至少70％、至少

75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少97％、至少98％、至少99％的总蛋白。

[0079] 在一个包含含有(或主要含有)Blad或其活性变体的抗菌多肽的组合物中，所述羽

扇豆蛋白含量可能主要由含多肽的Blad-低聚糖组成，该多肽含(或主要包含)Blad或其变

体。

[0080] 一个含(或主要包含)Blad的抗菌多肽的组合物其也可以是包含由本领域技术人

员添加了其他化合物的配方。在优选具体实施例中，所述配方为包括一个含(或主要包含)

Blad的抗菌多肽和一个药学可接受的载体或稀释剂的制药配方。

[0081] 目标微生物

[0082] 本发明涉及Blad作为抗菌化合物的应用，即，抑制对人或动物致病的微生物的生

长，或杀死该微生物。所述微生物尤其包括细菌和真菌，该病原微生物能引起人和/或动物

中的传染病或任意其他健康不佳(例如，食物中毒，过敏)，并可能影响并感染以下部位包括

眼睛，皮肤，烧伤，伤口，上呼吸道，肺，胃肠道，泌尿生殖道，肾脏，肝脏，神经系统和/或心血

管系统(比如血液)。所述病原微生物可能是天生致病的或可能机会性致病(即在健康宿主

中不引发疾病，但对免疫系统欠佳的宿主致病)。该病原微生物可能通过释放对人或动物有

毒的化合物，从而也导致或选择性引起健康不佳。

[0083] Blad可以作为抗菌剂针对革兰氏阳性和革兰氏阴性细菌性病原体。尤其优选的目

标细菌包括假单胞菌属病原菌(Pseudomonas)，如铜绿假单胞菌(P.aeruginosa)，栖稻假单

胞菌(Pseudomonas  oryzihabitans)和变形假单胞菌(Pseudomonas  plecoglossicida)(最

优选的铜绿假单胞菌(P.aeruginosa)，李斯特菌属病原菌(Listeria)，如单核细胞增生李

斯特菌(L.monocytogenes)和伊氏李斯特菌(Listeria  ivanovii)(最优选的是单核细胞增

生李斯特菌(L .monocytogenes))，芽孢杆菌属病原菌(Bacillus)，如枯草芽孢杆菌

(B.subtilis)，炭疽芽孢杆菌(Bacillus  anthracis)和蜡状芽孢杆菌(Bacillus  cereus)

(最优选枯草芽孢杆菌(B.subtilis))，葡萄球菌属病原菌(Staphylococcus)，如金黄色葡

萄球菌(S .aureus) (包括耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(Methicillin-resistant 

S ta p h y l o c o c c us  a u r e u s)【MR S A】) ，伪中间型葡萄球菌(Sta ph y l o c o c c u s 

pseudintermedius)，表皮葡萄球菌(Staphylococcus  epidermidis)，腐生葡萄球菌

(Staphylococcus  saprophyticus)，里昂葡萄球菌(Staphylococcus  lugdunensis)，施氏

葡萄球菌(Staphylococcus  schleiferi)和山羊葡萄球菌(Staphylococcus  caprae)(最优
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选金黄色葡萄球菌(S .aureus))，沙门氏菌属病原菌(Salmonella)，如沙门氏菌亚种

(Salmonella  enterica)如亚利桑那沙门菌(Salmonella  arizonae)，猪霍乱沙门氏菌

(Salmonella  choleraesuis)，肠炎沙门氏菌(Salmonella  enter  itidis)，甲型副伤寒沙

门氏菌(Salmonella  paratyphi  A)，乙型副伤寒沙门氏菌(Salmonella  paratyphi  B)，伤

寒沙门氏菌(Salmonella  typhi)，鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella  typhimurium)，都柏林沙

门氏菌(Salmonella  dublin)，猪伤寒沙门氏菌(Salmonella  typhisuis)和勃兰登堡沙门

氏菌(Salmonella  brandenburg)(最优选肠炎沙门氏菌(S.enteritidis)、伤寒沙门氏菌

(S.typhi)，以及弯曲菌属病原菌(Campylobacter)，比如空肠弯曲菌(Campylobacter 

jejuni)和大肠杆菌弯曲菌(Campylobacter  coli)(最优选空肠弯曲菌(Campylobacter 

jejuni)，在优选的具体实施例中，Blad用来对抗病原菌，所述病原体能引发普通炎症的和

败血症的(如铜绿假单胞菌(P.aeruginosa)，霍乱(如霍乱弧菌(V.cholerae)，脑膜炎(如单

核细胞增生李斯特菌(L.monocytogenes)，乙型流感嗜血杆菌(Haemophilus  influenzae 

type  b)，脑膜炎奈瑟菌(Neisseria  meningitidis)，肺炎链球菌(Streptococcus 

pneumoniae)，肺炎(如肺炎链球菌(S .pneumoniae)，无乳链球菌(Streptococcus 

agalactiae)或金黄色葡萄球菌(S.aureus)，痢疾(如鲍氏痢疾杆菌(Shigella  boydii)，痢

疾志贺菌(Shigella  dysenteriae)，弗氏志贺菌(Shigella  flexneri)，宋内志贺菌

(Shigella  sonnei)，链球菌性喉炎(如酿脓链球菌(Streptococcus  pyogenes)，肺结核(如

结核分枝杆菌(Mycobacterium  tuberculosis)，牛型分枝杆菌(Mycobacterium  bovis)，结

核分枝杆菌(Mycobacterium  ajricanum)，氏分支杆菌(Mycobacterium  canetti)和田鼠分

枝杆菌(Mycobacterium  microti)，伤寒(鼠伤寒沙门氏菌(S.typhi)或食物中毒(如以下种

属中的一种病原种类：李斯特菌(Listeria)，葡萄球菌(Staphylococcus)和沙门氏菌

(Salmonella)。

[0084] Blad可以用作一种针对单细胞(酵母)和多细胞(丝状病原真菌，霉菌)，真菌病原

菌的抗菌剂。尤其优选的目标真菌包括念珠菌属(Candida)真菌病原菌，如白色念珠菌

(C.albicans)，光滑念珠菌(Candida  glabrata)，葡萄牙念珠菌(Candida  lusitaneae)，近

平滑念珠菌(Candida  parapsilosis)，热带念珠菌(Candida  tropicalis)，克柔念珠菌

(Candida  krusei)和都柏林念珠菌(Candida  dubliniensis)，交链孢菌属病原菌

(Alternaria)，如链格孢菌(A.alternata)和心虫链格孢菌(Alternaria  molesta)，曲霉属

真菌病原菌(Aspergillus)，如烟曲霉(A.fumigatus)，黑曲霉(Aspergillus  niger)，黄曲

霉(Aspergillus  flavus)和棒曲霉(Aspergillus  clavatus)，镰孢菌属真菌病原体

(Fusarium)，如腐皮镰刀霉(Fusarium  solani)，尖孢镰刀霉(Fusarium  oxysporum)，轮枝

镰孢菌(Fusarium  verticillioides)，再育镰孢菌(Fusarium  proliferatum)，隐球菌属真

菌病原菌(Cryptococcus)，如新型隐球菌(Cryptococcus  neoformans)，罗伦隐球菌

(Cryptococcus  laurentii)，浅白隐球菌(Cryptococcus  albidus)和gattii隐球菌

(Cryptococcus  gattii)，以及毛孢子菌属真菌病原菌(Trichosporon)，如卵圆形毛孢子菌

(Trichosporon  ovoides)，因肯毛孢子菌(Trichosporon  inkin)，阿萨希毛孢子菌

(Trichosporon  asahii)，粘状毛孢子菌(Trichosporon  mucoides)，星状毛孢子菌

(Trichosporon  asteroides)，和皮状丝包酵母(Trichosporon  cutaneum)(全部按照白色

毛孢子菌的一般命名先前考虑)，以及真皮毛孢子菌(Trichosporon  dermatis)，
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Trichosporon  dohaense，和Trichosporon  loubieri。在优选的具体实施例中，Blad用作对

抗引起侵袭性真菌感染(IFI)的病原菌，该侵袭性真菌感染通常定义为系统的，广义的以及

内脏性真菌感染，(与表面的，局部的，两性的，自限性的真菌疾病相反)，该感染往往是严重

的和/或危及生命的。特别优选的，引发IFI的真菌包括念珠菌属病原菌(Candida)，曲霉属

(Aspergillus)，链格孢属(Alternaria)均属于上述所定义，优选的白色念珠菌

(C.albicans)，烟曲霉(A.fumigatus)和交链孢菌(A.alternata)，最优选的为白色念珠菌

(C.albicans)和烟曲霉(A.fumigatus)。

[0085] 本领域技术人员能够通过常规方法，用含(或主要含)Blad(或其活性变体)的抗菌

多肽用来在任何特定情况下的抗菌剂，确定一个合适的剂量浓度。优选的，例如，Blad的浓

度至少为1μg/ml，浓度至少为5μg/ml，浓度至少为10μg/ml，浓度至少为20μg/ml，浓度至少

为50μg/ml，浓度至少为100μg/ml，直到浓度为500μg/ml，直到浓度为600μg/ml，直到浓度为

1mg/ml，直到浓度为2.5mg/ml，直到浓度为5mg/ml，直到浓度为10mg/ml。优选的，使用Blad

的浓度选自10μg/ml和5mg/ml之间，更优选的50μg/ml和2.5mg/ml之间，更优选的100μg/ml

和1mg/ml之间，以及更优选的100μg/ml和600μg/ml之间(如大约250μg/ml)。本发明提供证

据证明了Blad直到浓度至少为400μg/ml，对宿主无毒(参照例4和5)。

[0086] 本发明惊讶的发现，将Blad与螯合剂(如EDTA)结合能产生协同抗菌作用。因此，优

选的螯合剂用于改善所述含(或主要包含)Blad(或其活性变体)多肽的抗菌活性，以及该螯

合剂的使用可能降低达到抗菌活性特定水平所需的抗菌多肽的浓度。螯合试剂(也称螯合

剂，络合剂或多价螯合剂)可以是与金属离子结合的以形成非共价复合物以及减少离子活

性的任意组合物。合适的螯合剂包括多胺羧酸盐，如EDTA(乙二胺四乙酸)和EGTA(乙二醇-

双-(β-氨基乙醚)-N，N，N’，N’-四乙酸)。优选的，螯合剂为EDTA，优选的EDTA浓度至少为10μ

g/ml，至少为50μg/ml，至少为100μg/ml，至少为500μg/ml，直到浓度为1mg/ml，直到浓度为

5mg/ml，直到浓度为10mg/ml，直到浓度为20mg/ml。优选的，EDTA的浓度在0.1mg/ml和1mg/

ml之间。

[0087] 实验结果

[0088] 所述含(或主要包含)Blad(或其活性变体)的抗菌多肽可用于抑制人或动物病原

微生物的生长(这意味着其具有抑菌活性)或者用于杀死该微生物(意味着其具有杀菌剂活

性)。本领域技术人员能够确定一个合适的剂量和/或浓度从而实现生长抑制或杀死该微生

物的特定的需要。

[0089] 优选的，当作为抑菌剂使用时，与相同条件下但无抗菌多肽时相比，所述抗菌多肽

降低了10％的生长率，更优选的降低了50％的生长率，更优选的降低了75％的生长率，更优

选的降低了90％的生长率，更优选的降低了95％的生长率，更优选的降低了98％的生长率，

更优选的降低了99％的生长率，以及更优选的降低了99.9％的生长率。最优选的，抗菌多肽

能防止任何微生物的生长。

[0090] 优选的，当用作杀菌剂时，与相同条件下无抗菌多肽时相比，该抗菌多肽能杀死微

生物总数的10％，更优选的，能杀死微生物总数的50％，更优选的，能杀死微生物总数的

75％，更优选的，能杀死微生物总数的90％，更优选的，能杀死微生物总数的95％，更优选

的，能杀死微生物总数的98％，更优选的，能杀死微生物总数的99％，以及更优选的，能杀死

微生物总数的99.9％，最优选的，抗菌多肽杀死所有的微生物。
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[0091] 当用于预防或治疗人或生物体体内或体表的感染，所述抗菌多肽优选的使用治疗

有效剂量，也就是说，该剂量水平是指能够杀死和/或抑制微生物生长，能达到预防感染或

消除感染的临床可检测水平。优选的，所述抗菌多肽的治疗有效剂量对人或动物个体是无

毒的。也即，治疗有效剂量的抗菌多肽在作为含抗菌多肽的组合物的一部分给药时，是治疗

有效的。

[0092] 发明人惊讶的发现，在相似的浓度(质量浓度)下，Blad对白色念珠菌和烟曲霉(在

杀真菌和抑真菌活性方面)与两性霉素B的效力大致相当，且比氟康唑更为有效。这是一个

惊人的结果，使得(i)与相对更小的两性霉素B和氟康唑有机分子相比，Blad有更大的分子

质量，以及(ii)Blad对人类和其他动物是无毒和可食用的。

[0093] 医学应用和方法

[0094] 本发明提供了一种包含含有Blad或其活性变体的抗菌多肽的组合物，通过治疗或

预防手段用于人或动物体的治疗方法。为此，本发明还提供了人或动物的治疗方法，其中包

括给有需要的个体施用含治疗有效剂量抗菌多肽的组合物，其中所述抗菌多肽含Blad或其

活性变体。

[0095] 本发明还提供了一种含抗菌多肽的组合物在人体或动物体体内或体表的预防或

治疗微生物感染的方法中的应用。其中所述抗菌多肽含Blad或其活性变体。为此，本发明还

提供了：

[0096] -一种预防或治疗微生物感染的方法，其中包括对有需要的个体施用含治疗有效

剂量抗菌多肽的组合物，其中所述抗菌多肽含Blad或其活性变体，及

[0097] -一种含抗菌多肽的组合物在制备用于人体或动物体体内或体表的预防或治疗微

生物感染的药物中的应用，其中所述抗菌多肽含Blad或其活性变体。

[0098] 所述组合物可以以注射(如真皮内注射，皮下注射，肌肉注射，静脉注射，骨内注

射，以及腹腔注射)，真皮内颗粒输送，吸入，局部施用，口服或粘膜施用(如鼻，舌下，阴道或

直肠)的方式给药。

[0099] 优选的，所述组合物包括一个药学可接受载体或稀释剂。这种药学组合物能以常

规药学方法制备。本领域技术人员可以通过利用标准药学配方化学物和方法完成。例如，含

Blad(或其活性变体)的抗菌多肽可以与一种或多种药学可接受载体或稀释剂结合从而制

备液体药剂。其中也可以包含辅助物质，如湿润剂及或乳化剂，pH缓冲物质等。

[0100] 所述载体，稀释剂和辅助物质为一般药学制剂，其给药无异常毒性，以及对接受该

组合物的个体本身不会引起免疫应答。药学可接受载体包括但不仅限于，液体如水，盐水，

聚乙二醇，透明质酸，甘油和乙醇。也可以包括药学可接受的盐，比如，无机酸盐如盐酸盐，

溴酸盐，磷酸盐，硫酸盐等；以及如乙酸盐，丙酸盐，丙二酸盐，苯甲酸盐等有机酸盐。优选的

但不必需的，该制备包含药学可接受的载体作为稳定剂，尤其对含有多肽(如Blad)的组合

物特别有利。也可以作为多肽的稳定剂的合适的载体的例子包括，但不仅限于，药物等级的

葡萄糖，蔗糖，乳糖，海藻糖，甘露醇，山梨醇，肌醇，葡聚糖等。其他适合的载体包括但也不

仅限于，淀粉，纤维素，磷酸钠盐或钙盐，柠檬酸，酒石酸，甘氨酸，高分子量的聚乙二醇

(PEG)，和以上物质的组合。

[0101] 一经制备，所述组合物可以以现有的各种途径和方法体内给个体给药。例如，液体

药剂能作为可注射溶液，悬浮液或乳剂并通过胃肠外，皮下，皮肤，肌肉，静脉，骨内或腹腔
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注射，以常规针头和注射器或使用液体喷射注射系统，给个体给药。液体药剂也可以在眼

睛，皮肤，头发或粘膜组织(例如，鼻，舌下，阴道或直肠)部位局部给药，或作为精细喷雾适

用于呼吸道或肺部给药。其他给药方法包括，口服，栓剂，以及主动或被动透皮给药技术。在

优选的具体实施例中，该抗菌多肽以化合物的形式制备，适合作为外用洗液，护手霜，滴眼

液，洗发水或护发素。

[0102] 需要该抗菌多肽的个体可以是任何人或动物个体。在优选的具体实施例中，该抗

菌多肽可用于预防具有获得微生物感染的特定风险的个体的感染和/或用于治疗具有离开

医疗干预便无法清除微生物感染的特定风险的个体的感染，例如年轻人，(如小于16岁的个

体，如小于5岁的个体，小于3岁的个体，小于2岁的个体，小于6个月的个体，或小于1个月的

个体)，老年人(如大于70岁的个体，如大于80岁或大于90岁的个体)，免疫系统较弱的个体

(如有原发性免疫缺陷的个体，有获得性免疫缺陷的个体如艾滋病患者，和因为化疗或免疫

抑制药物导致的免疫系统抑制的个体)，病危个体，或者可能特定的高度暴漏于微生物病原

菌的个体(如医疗专业人员)。

[0103] 其他的抗菌剂的应用和方法

[0104] 本发明还提供了一种包含抗菌多肽的组合物在用来杀死或抑制对人或动物致病

的微生物生长中的应用，其中，所述抗菌多肽含Blad或其活性变体，所述组合物的作用位点

不在人或动物体体内或体表。为此，本发明还涉及一种杀死或抑制对人类或动物致病的微

生物生长的方法，其中，所述组合物的作用位点不在人或动物体体内或体表，所述方法包括

在所述作用位点，施用含有效剂量的含Blad或其活性变体的抗菌多肽的组合物的给药方

法。所述有效剂量是能够抑制微生物生长和/或杀死微生物的，能达到预防或消除微生物定

殖的可检测的剂量水平。优选的，所述抗菌多肽的有效剂量是对人或动物个体无毒的。其目

的是，所述抗菌多肽的有效剂量当作为含抗菌多肽的组合物的一部分进行给药的时候，是

有效的。

[0105] 该类具体实施例目的在于说明，所述抗菌多肽可以用做消毒剂以预防物品上微生

物病原体的生长和/或杀死物品上微生物病原体，所述物品为可以被人或动物摄入，或直接

放置于人或动物体体表或体内的，或有需要消毒的物体表面(如可能直接或间接与人或动

物接触的表面)，以致减少了如下所述的风险：

[0106] (i)人或动物被所述微生物病原体感染的风险；或

[0107] (ii)人或动物与微生物病原体释放的毒素接触的风险。

[0108] 在优选的具体实施例中，所述抗菌多肽用在食品之中或之上，来预防该食品之上

或其中人/动物微生物病原体的生长，或杀死已经存在于食品之上或之中的人/动物微生物

病原体。以这种方式抗菌多肽能用来减少由于摄取该食品而导致的人或动物被微生物病原

体感染的风险，或减少摄取该食品导致的人或动物摄入微生物病原体释放的毒素的风险。

在这些具体实施例中，特别优选的，所述微生物病原体能够导致食物中毒(如直接或通过释

放的毒素)。通过食品是指任何因为营养或令人愉悦的消费的液体或固体物质。所述含抗菌

多肽的组合物例如能在食品制造过程中与其他食品成分混合或能应用于食品表面(如作为

液体薄膜或喷雾)。尤其是，具体实施例中考虑的食品包括，水，软饮料如果汁，含酒精饮料，

生肉，煮熟的家禽肉，蛋，牛奶，奶油，冰激凌，奶酪，生蔬菜和水果，加工食品(尤其与单核细

胞增生李斯特菌(L .monocytogenes) ，霍乱弧菌(V .cholerae) ，病原葡萄球菌
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(Staphylococcus)，病原沙门氏菌(Salmonella)和病原弯曲菌(Campylobacter)种类相关

的加工食品)，以及坚果和含淀粉的食物如面包，大米以及马铃薯(尤其是与致病性曲霉菌

(Aspergillus)种类相关的)。

[0109] 在另一个优选的具体实施例中，所述抗菌多肽用在医疗设备或仪器之中或之上，

所述设备为放置在身体之内或身体之上进行诊断，治疗或手术功能的任意设备，如人工机

体组织，心脏起搏器，导管，支架，阀门，温度计，注射器，皮下注射针头，监控设备，呼吸机，

心脏电击器，心肺机，心电波室(EEG室)和脑电波室(ECG室)，超声设备，钻头，锯，刀，解剖

刀，舌簧片，剪刀，夹子和针等。所述抗菌多肽可以以上述方式用来预防在医疗过程中与设

备或仪器接触的身体感染。

[0110] 在另一个优选的具体实施例中，所述抗菌多肽用在有需要的表面(如可能直接或

间接接触人类或动物的表面)。可以使用抗菌多肽的表面为位于以下的环境中：

[0111] (a)进行健康检查，诊断或治疗的环境；

[0112] (b)制造食物或处理食物或储存食物的环境；

[0113] (c)进行个人清洗和/或个人卫生的环境；和/或

[0114] (d)具有特殊风险的人所在的环境

[0115] (i)具有受到微生物感染风险的人；和/或

[0116] (ii)具有离开医疗干预便无法清除微生物感染的风险的人(具有该风险的个人在

上文已有说明)。

[0117] 该表面包括任何工业食品厂内涉及的表面和食品超市的货架/工作台的表面。

[0118] 该可以使用抗菌多肽的表面可以是建筑物的地板或墙壁(如其一个房间)或所述

房间或建筑物内的物体表面。

[0119] 可设想的特别的建筑包括，医院和其他医疗建筑，学校和其他儿童护理中心，老年

护理大厦，餐厅和其他餐馆，食品制造地，处理地和/或储存地(如市场，食品商店，超市，和

食品工业工厂)，以及私人住宅。可设想的特别房间包括，医疗环境中所有房间，尤其是手术

室，事故和紧急部门，重症监护病房，以及厨房，卫生间，厕所，餐馆和食品制造/处理大厅。

[0120] 实施例

[0121] 在以下的例子中，BLAD是指天然形成的含Blad的低聚糖，其包含20kD的Blad多肽，

按“per  Ramos  et  al.(1997)Planta  203(1)：26-34”中的方法纯化，参照该文献中材料和

方法部分的“植物材料和生长条件”以及“蛋白纯化”的内容。

[0122] 定义：

[0123] MIC-最小抑制浓度：抑制微生物可见生长的抗菌剂的最低浓度

[0124] MFC/MBC-最低杀真菌浓度/最低杀细菌浓度(或最小致死浓度)：在标准化条件下

24小时后，杀死99.9％初始接种菌数所需的最低杀菌剂浓度。

[0125] 时间-杀菌曲线-在控制条件下测定一种或多种抗菌剂在不同时间下杀死的隔离

体即为杀菌分析方法。这是一种基于液体培养基的方法，固定菌落的杀死率通过测定一定

时间间隔的对照样品(有机体，无药物)和含杀菌剂的试管或烧瓶，并将每个样品涂在琼脂

平板上测定存活菌落数来测定(cfu/ml)。

[0126] 实施例1  Blad的杀菌活性

[0127] 不同种类的细菌的BLAD的MIC和MBC(使用Mueller-Hinton培养基)
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[0128]

[0129] (A)单核细胞增生李斯特菌的BLAD时间-杀菌曲线和(B)铜绿假单胞菌的BLAD杀菌

曲线：参照图1

[0130] 针对单核细胞增生李斯特菌和铜绿假单胞菌，BLAD在浓度为100μg/ml时具有抑菌

作用，浓度为250μg/ml时具有杀菌作用。

[0131] (A)金黄色葡萄球菌，(B)枯草芽孢杆菌，(C)铜绿假单胞菌，和(D)单核细胞增生李

斯特菌的BLAD抑菌圈：参照图2

[0132] 随处理盘中BLAD的量的增加，PCA所有检测的所有种类微生物的生长抑制也增加，

从20μg(右下处理盘)到100μg(左下处理盘)和到200μg(上方处理盘)(24小时培养后的若干

天均可观察到其效果)。

[0133] 实施例2-BLAD的杀真菌活性

[0134] 念珠菌属BLAD的MIC和MFC(RPMI培养基)

[0135]

[0136] 念珠菌属BLAD的MIC和MFC(使用pH  7.5的PDB培养基)
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[0137] 各种丝状真菌BLAD的MIC和MFC(使用RPMI培养基)

[0138]

[0139] 新型隐球菌(Cryptococcus  neoformans)的NB-MIC在0.25-1.0μg/ml浓度下测量。

[0140] PDB培养基中白色念珠菌的BLAD的时间-杀菌曲线(A)和生长曲线(B)参照图3。

[0141] 针对白色念珠菌，BLAD在浓度为10μg/ml时具有抑真菌作用，浓度为100μg/ml时具

有杀真菌作用。

[0142] pH7的PDB培养基中白色念珠菌的BLAD的生长曲线：参照图4

[0143] 针对白色念珠菌，BLAD和两性霉素B在浓度10μg/ml时具有抑菌作用。在浓度100μ

g/ml氟康唑下仅延缓生长。

[0144] 针对白色念珠菌，BLAD的抑菌圈(A和B)，和两性霉素B或氟康唑的抑菌圈(C)：参照

图5

[0145] 随处理盘中BLAD的量的增加，白色念珠菌在pH7.5的马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养

基中的生长被抑制，从20μg(A，下方处理盘)到50μg(B，下方处理盘)和到200μg(A，上方处理

盘)(培养3天)。该结果与20μg两性霉素B(C，上方处理盘)和25μg氟康唑(C，下方处理品)的

抑制作用相比，该抑制抑制结果更好。

[0146] 针对新型隐球菌，BLAD在PDA培养基中的抑菌圈(A)，和在pH7.5的PDA培养基中的

抑菌圈(B)(培养3天)：参照图6

[0147] 随处理盘中BLAD的量的增加，在两个培养基中培养的新生隐球菌的生长都被抑

制，但在PDA培养基中抑制更明显。I-上方处理盘200μg，下方处理盘10μg；II-左上方处理盘
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50μg，右上方处理盘20μg，下方处理盘100μg。

[0148] 针对烟曲霉的BLAD在Mueller-Hinton培养基中的抑菌圈(A)(量尺M44-A)，在PDA

培养基中的抑菌圈(B)，和在在pH7.5的PDA培养基中的抑菌圈(C)(培养3天)：参照图7.左板

为显示俯视观察的培养板；右板为仰视观察的培养板。

[0149] 随处理盘中BLAD的量的增加，在所有培养基中培养的烟曲霉的生长都被抑制，但

在pH7.5的PDA培养基中抑制更明显。I-上方处理盘200μg，下方处理盘10μg；II-左上方处理

盘50μg，右上方处理盘20μg，下方处理盘100μg。

[0150] 在pH7.5的PDA培养基中，针对烟曲霉的BLAD的抑菌圈(A和B)，针对烟曲霉的两性

霉素B或氟康唑的抑菌圈(C)(培养6天)：参照图8.

[0151] 随处理盘中BLAD的量的增加，pH7.5的PDA培养基中的烟曲霉的生长被抑制，从20μ

g(A，下方处理盘)到50μg(B，下方处理盘)到100μg(B，上方处理盘)和到200μg(A，上方处理

盘)。该结果与10mg两性霉素B(C，上方处理盘)和100mg氟康唑(C，下方处理品)的抑制作用

相比，该抑制抑制结果更好。皮状丝包酵母(Trichosporon  cutaneum)实验结果与之相似

(数据未显示)。

[0152] 实施例3-EDTA和BLAD对人病原体的杀菌活性和杀真菌活性的协同作用

[0153] 对单核细胞李斯特菌(A)，，对铜绿假单胞菌(B)，和对白色念珠菌(C)的BLAD和/或

EDTA的时间-杀菌曲线参照图9。

[0154] 对单核细胞李斯特菌，BLAD在浓度为10μg/ml时，以及EDTA在浓度为0.1mg/ml时均

不能抑制细菌生长，但两者结合具有抑菌作用。对铜绿假单胞菌，BLAD在浓度为50μg/ml时，

或者EDTA在浓度为1mg/ml时均抑制生长(即，都具有抑菌作用)，但两者结合具有杀菌作用。

对白色念珠菌，BLAD在浓度为10μg/ml时，或者EDTA在浓度为0.1mg/ml时均抑制生长(即，都

具有抑真菌作用)，但两者结合具有杀真菌作用。

[0155] 实施例4-BLAD在豚鼠中的皮肤毒性研究

[0156] 里斯本理工大学兽医系高等农学院以Instituto  Superior  de  Agronomia的名义

(2006年6月18日-2006年8月1日)进行了保密研究，根据国际经济合作与发展组织(OECD)化

学物质测试指南，No.402，急性皮肤毒性。该实验室按照实验室管理规范和动物福利进行实

施的。

[0157] 分别将单独剂量的BLAD给豚鼠给药之后，检测其急性皮肤毒性，豚鼠为皮肤毒性

研究中广泛接受的合适的实验动物。将200μg/ml和400μg/ml的BLAD分别对两组实验动物中

给药，每组10只。BLAD给药之后监测实验动物15天，并记录包括体重，病状和死亡数。

[0158] 材料和方法：

[0159] 1.材料

[0160] 试验项目：5mg/ml的BLAD(淡黄色不透明液体，0-4℃)并在-80℃储存。

[0161] 实验动物：白化豚鼠；品系：顿金哈德莱豚鼠(HsdPoc：DH)(来源：Harlan  Iberica，

巴塞罗那)。

[0162] 使用动物数量：30；动物体重：400-449克；动物年龄：6周。

[0163] 动物住所：所述动物单独的置于含灭菌木屑的聚乙烯箱(Lignocel)。

[0164] 周围环境：

[0165] a)光照期：采用每12小时进行光照/黑暗周期循环。
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[0166] b)受控的环境：平均温度19/22℃和平均湿度60％。

[0167] 适应：实验开始前将所述动物在实验环境条件下保持7天。

[0168] 食物：2014全球饮食，巴塞罗那Harlan  Iberica提供的啮齿类动物常规饮食；水任

意。

[0169] 2方法

[0170] 给药：试验前48小时将动物剃光，仅选取无皮肤损伤的动物用于试验。用1ml小份

(浓度为200μg/ml或400μg/ml)施用于每只动物的剃光的皮肤上。

[0171] 实验设计：试验的30只动物分成4组，其中两组每组10只动物，另外两组每组5只动

物。其中一组10只动物的组暴露在200μg/ml的BLAD下(实验组1)，另外一组10只动物的组暴

露在400μg/ml的BLAD下(实验组2)。每组5只动物的两组作为对照：一组暴露在水中(1ml量)

同时另一组不加任何处理但与其他组同时处理。

[0172] 结果：在暴露之后，每天观察所有动物15天以记录病状或甚至死亡的任何表象。其

中关于病状尤其关注暴露位点的皮肤损伤的可能症状，以及一般毒性的可能表象，如正常

行为模式的变化。在暴露之前和测试期结束时分别测量动物的体重。

[0173] 结果：

[0174] BLAD以以上任何浓度给药后，皮肤给药区域均没有任何物理变化、或饮水/进料、

或一般行为也没有发生变化。BLAD给药后没有发生不良反应或死亡。所有组中体重增加相

似(并且与该青年实验动物的正常生长的预期体重增加一致)。

[0175] 结论：

[0176] BLAD在直到400μg/ml(并可能更高)的浓度时不显现皮肤毒性。

[0177] 实施例5-白化大鼠中BLAD的口服实验

[0178] 里斯本理工大学兽医系高等农学院以Instituto  Superior  de  Agronomia的名义

进行了保密研究，根据国际经济合作与发展组织(OECD)化学物质测试指南，No.401，急性口

服毒性。该实验室按照实验室管理规范和动物福利进行实施的。

[0179] 分别将单独剂量的BLAD给大鼠施用之后，分别检测其急性皮肤毒性，大鼠为口服

毒性研究中广泛接受的合适的实验动物。将200μg/ml和400μg/ml的BLAD分别采用填喂法给

两组实验动物给药，每组10只。给药之后监测观察实验动物15天，并在此期间记录体重，病

状和死亡数。观察期之后，将动物安乐处死并进行解剖。

[0180] 材料和方法-

[0181] 1材料

[0182] 试验项目：5mg/ml的BLAD(浅黄色不透明液体，0-4℃)并在-80℃储藏。

[0183] 动物：褐家鼠；品种：Wistar  Hannover大鼠，(来源：里斯本理工大学兽医系饲养室

从巴塞罗那Harlan  Iberica获得)

[0184] 使用动物数量：30；动物的体重：250-300g；动物的年龄：10周。

[0185] 动物住所：所述动物单独的放置在含灭菌木屑的聚乙烯箱子中(Lignocel)。

[0186] 周围环境：

[0187] a)光周期：采用每12小时进行光照/黑暗周期循环。

[0188] b)受控的环境：平均温度19/22℃和平均湿度60％。

[0189] 适应：实验开始前将所述动物在实验环境条件下保持7天。
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[0190] 食物：(2014全球饮食，巴塞罗那Harlan  Iberica提供的啮齿类动物常规饮食；水

任意。

[0191] 2方法

[0192] 给药：将1ml(浓度为200μg/ml或者400μg/ml)的药物以插管口服(口-食管)的方

式，也即填喂法给实验动物给药，采用适合该动物品种的金属探针进行给药实验。实验动物

在给药之前需18小时禁食，给药之后3小时进料。

[0193] 实验设计：试验的30只动物分成4组，其中两组每组10只动物，另外两组每组5只动

物。其中一组10只动物的组暴露在200μg/ml的BLAD下(实验组1)，另外一组10只动物的组暴

露在400μg/ml的BLAD下(实验组2)。每组5只动物的两组作为对照：一组暴露在水中(1ml量)

同时另一组不加任何处理但与其他组同时处理。

[0194] 结果：在暴露之后，每天观察所有动物15天以记录病状或甚至死亡的任何表象。在

暴露之前和测试期结束时分别测量动物的体重。观察期之后，将动物安乐处死(通过饱和二

氧化碳环境窒息致死)随后进行解剖实验。

[0195] 结果：

[0196] BLAD以以上任何浓度给药后，没有任何物理变化表征、或饮水/进料、或一般行为

也均没有发生变化。BLAD给药后没有发生不良反应或死亡。所有组中体重增加相似(并且与

该青年实验动物的正常生长的预期体重增加一致)。此外胸腔和腹腔通过解剖实验/肉眼观

察组织均未发生变化。

[0197] 结论：BLAD在直到400μg/ml(并可能更高)的浓度时不显现口服毒性。
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