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摘要: 防御素是一种富含半胱氨酸的小分子多肽, 对细菌等微生物具有广谱抗性, 且作用机制特殊。迄今为止, 

国内外在防御素方面进行了大量的研究, 已经从各类生物体中分离出不同种类的防御素, 并在基因工程和医药 

领域呈现广泛的应用前景。文章对防御素的分类、生物学特性, 包括哺乳动物 α-、β-、θ-防御素、昆虫以及植

物防御素的分子结构及抗菌活性进行了综述, 阐述了防御素的膜作用及与细胞内复合物结合的作用机制。总结

和归纳了防御素基因的分离、表达研究进展及动、植物防御素基因在抗病基因工程领域的应用, 并对防御素在

未来的生物制药和植物抗病基因工程方面的应用前景进行了展望。 
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Abstract: Defensin is a kind of cysteine-rich small peptide, which has a broad spectrum of resistance to bacteria with a 
special resistance mechanism. So far, a large number of studies on defensins have been reported, and the different types 
of defensins have been isolated from various organisms. A broad prospect of application on defensins has been displayed 
both in genetic engineering and medicine field. This article reviewed the classification and the biological characteristics 
of defensins, including mammalian α-, β-, θ-defensins, insect defensins, and plant defensins. The molecular structures, 
antibacterial activities, and antibacterial mechanisms of these definsins were summarized. The two mechanisms of de-
fensin, including independent membrane mechanism and targeting of intracellular compounds by defensins, are ex-
pounded. This paper also summarized the researches on isolation and expression of defensin genes and disease resistance 
genetic engineering of mammal and plant defensins. A prospect of the future applications of defensin both in biophar-
maceutical sciences and plant disease resistance genetic engineering was discussed. 
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1  防御素的种类及生物学特性  

生物在病原体侵染时, 自身会产生一系列的拮
抗物质, 以阻止病害的传播和病原微生物的进一步
侵染, 这种系统被称为防御系统。编码这些拮抗物
质的基因统称为防御基因。防御素(Defensin)就是这
样的一种拮抗物质, 在生物机体抵御病原体的防御
反应过程中产生, 是一种能抗微生物和一些恶性细
胞的短肽[1, 2]。防御素通常由 29~54 个氨基酸组成, 
其中包括 6～8个保守半胱氨酸, 可通过半胱氨酸分
子间二硫键使肽环形成反向平行的β片状结构 , 或
含有一个α螺旋结构[2]。防御素分子结构稳定且具有

广谱的抗菌活性。根据分子结构特征和来源的不同, 
动物防御素可分为α-防御素、β-防御素和θ-防御素 3
种[3~5], 除此之外, 还有昆虫防御素和植物防御素。 

1.1  动物防御素 

α-防御素: 由美国Lehrer实验室 1980 年从兔肺
巨噬细胞中首先分离得到, 是一种阳离子性极强的小
分子抗菌肽。α-防御素主要存在于哺乳动物有关组织
和细胞中[6]。α-防御素分子由 29~35个氨基酸组成, 富
含精氨酸, 6个半胱氨酸以Cys-l-Cys-6、Cys-2-Cys-4、
Cys-3-Cys-5 方式形成 3 对分子内二硫键 , 其中
Cys-l-Cys-6 对二硫键连接N端和C端的半胱氨酸形
成分子大环, 所以α-防御素的一级结构一般为圆形[7]。

体外实验显示, α-防御素具有广谱的抗菌活性, 对革
兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌、厌氧菌、某些真菌、

梅毒螺旋体和钩端螺旋体、分支杆菌等均具有很强

的抗菌活性。但α-防御素在受到盐浓度及血清成分
影响的情况下其抗菌活性会降低[8]。在兔的中性粒

细胞中共发现有 6种α-防御素, 即RabNP-1、-2、-3a、
-3b、-4、-5, 这些防御素总量占细胞蛋白质总量的
15%~20%。其中兔防御素NP-1是抗菌谱最广泛的防
御素之一 , 其多肽一级结构为 : VVCAC RRALC 
LPRER RAGFC RIRGRTHPLC CRR。高级结构中可
以形成 3对分子内二硫键。 

β-防御素: 在牛的气管黏膜上皮细胞中首先分
离出来, 后又在牛粒性白细胞中发现了 13种与其序
列高度相似的防御素, 因其共有序列与α-防御素不
同 , 故被命名为β防御素 [4]。β防御素分子一般由
38~42个氨基酸残基组成, 6个半胱氨酸残基配对形

成 3 个二硫键 , 连接方式为 : Cys-1-Cys-5、
Cys-2-Cys-4、Cys-3-Cys-6。序列中部有一个保守的
脯氨酸和一个甘氨酸, 这是α-防御素所不具有的。β-
防御素的信号序列和前体序列一样, 而α-防御素先
由信号肽合成前片段, 然后再形成成熟肽。β-防御素
分子量相对较小而且具有明显的半胱氨酸排列的特

征, 对维持此类分子的三级结构具有重要意义[9]。β-
防御素对革兰氏阳性和阴性菌均有广谱的抗菌活性, 
但研究显示, 在高盐浓度和酸性条件下, β-防御素将
失去抗菌活性。同时, 有些β-防御素对一些真菌和病
毒也有抗性作用。 

θ-防御素: 是从猕猴的白细胞中首先分离出来, 
为一种环状结构的分子, 多分布在吞噬细胞内。θ-
防御素通常由 12个氨基酸残基组成, 分子内由 6个
半胱氨酸形成 3 对二硫键 , 以 Cys-l-Cys-6、
Cys-2-Cys-5、Cys-3-Cys-4 的方式连接形成环状结 
构[10]。研究证明, θ-防御素不仅具有细菌、真菌抗性, 
而且还具有抗滤过性病原体和抗毒素的作用。此外, 
在受到盐浓度及血清成分影响下α-和β-防御素的抗
菌活性会降低, 但θ-防御素的抗菌活性几乎不受影
响, θ-防御素分子的环状结构可能是其保持稳定活
性的原因[6]。 

1.2  昆虫防御素 

昆虫防御素是 1989 年由法国学者Hoffmann等
人首先分离得到, 它与兔子肺吞噬细胞防御素分子
同源。昆虫防御素大量存在于昆虫血淋巴液中, 至
今已在昆虫纲动物体内发现了数十种防御素和抗菌

肽。成熟的昆虫防御素一般含有 34~43个氨基酸, 其
分子链中在Cys-3 与Cys-4 之间有 3 个保守的Gly残
基。此外, 其分子内的 3 对二硫键配对也与α-和β-
防御素不同 , 分别为Cys-l-Cys-4、Cys-2-Cys-5、
Cys-3-Cys-6。研究表明, 昆虫防御素能够抵抗细菌
的感染, 但仅对抗革兰氏阳性菌表现抗性, 对革兰
氏阴性菌几乎无作用; 昆虫防御素对真核细胞无作
用, 而且也未见昆虫防御素抗病毒感染的报道[7]。 

1.3  植物防御素 

植物防御素是从小麦和大麦中被首先分离获

得。目前所发现的植物防御素大量存在于植物的叶

片、果实和种子中。植物防御素分子一般含有 45~54
个氨基酸, 具有复杂的三维折叠模式, 分子内有 4
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对二硫键。植物防御素分子结构与昆虫和人的防御

素相似, 其二硫键的配对连接方式为Cys-1-Cys-8、
Cys-2-Cys-5、Cys-3-Cys-6、Cys-4-Cys-7, 其中 3 个
二硫键形成的位置是处于整条多肽链的疏水核心。植

物防御素的抗谱不够广, 目前只发现其对真菌、某
些细菌和昆虫具有抗性 , 未见抗病毒感染的报道 ; 
且有些植物防御素无论对革兰氏阳性或阴性菌均无

明显的杀伤效应[7]。 

2  防御素的作用机理 

目前对防御素的抑菌机理虽未明确定论, 两种
不同的抗菌作用机制被提出, 一种是独立的膜机制, 
另一种是防御素结合细胞内的复合物的机制。 

独立膜机制的观点认为, 带正电荷的防御素与
带负电荷的细菌细胞膜相互吸引, 并相互结合, 从
而破坏了磷脂双分子层的完整性, 引起靶细胞膜出
现裂隙。于是, 二聚或多聚的防御素进入细胞膜, 形
成了跨膜的离子通道, 细胞膜的通透性及细胞能量
状态受到了破坏, 导致细胞膜去极化, 呼吸作用受
到抑制以及细胞ATP含量下降, 离子和大分子物质
通过细菌的细胞膜, 最终导致靶细胞死亡[6, 11~13]。 

通常认为, 防御素的作用机制是由独立的膜机
制进行的。但近年的研究显示, 防御素结合细胞内
复合物的作用机制也有一定的作用。人类防御素的

杀菌机制并不能完全用简单的膜破裂模型来解释 , 
而是一种更为细微的作用模式。α-防御素选择性的
杀死革兰氏阴性细菌, 而β-防御素则对革兰氏阳性
菌的作用更有效[14, 15]。人的β-防御素带有更多的负
电荷, 因此仅仅因为防御素所带的阳离子并不能解
释这种对细菌株系的选择性作用; 且已有研究显示, 
防御素的杀菌作用并不都与肽结构有关。人类防御

素HD-5 对于大肠杆菌的抗菌活性表现出结构非特
异性, 而对金黄色葡萄球菌来说, 无结构特性的多
肽抗菌活性则大大降低[16, 17]; 通过对HNP1 和HD-5
的研究显示, 与原始状态的L-型肽分子相比, 全部
由D-型氨基酸组成的α-防御素对金黄色葡萄球菌的
抗菌活性有很大程度的降低, 但对于大肠杆菌的抗
菌活性却没有大的变化[18]。由此表明, α防御素在对
大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抗菌机制上有所不同, 
微生物的细胞膜并不是防御素唯一的结合目标, 金
黄色葡萄球菌中可能存在某种未知物质能与防御素

进行相互作用[18]。最新的研究证明, HNP1与一种前
期合成细胞壁的重要物质脂质II(Lipid II)存在功能
互作。多种抗菌物质均能结合脂质II, 从而影响细胞
壁的合成和细胞膜的功能, 如乳链菌肽(Nisin)[19]。乳

链菌肽能高度结合脂质II, 形成的复合物可以在细
胞膜上形成孔洞。当加入脂质II合成抑制剂的时候, 
乳链菌肽和HNP1的抗菌活性均大大降低。与链菌肽
类似, HNP1 也与脂质II结合, 形成的复合体在细菌
的细胞膜上形成孔洞, 从而影响细胞膜的功能[20]。 

3  防御素基因的克隆与功能研究 

防御素在自然界中广泛存在, 利用分子克隆及
基因表达等手段, 可以获得一些天然不易提取的产
物。例如, 甜椒(Capsicum annuum L.)中存在的一种
防御素CADEF1, Li等[21]通过对此防御素cDNA的克
隆, 并通过质粒转化大肠杆菌进行蛋白表达, 并证
实了其对棉花黄萎病存在着抗菌活性。 

防御素虽然为广谱抗性 ,但来源不同的防御素
存在较大的抗谱差异, 与昆虫或植物的防御素相比, 
哺乳动物的防御素具有更广的抗谱[2]。动物防御素

通常对细菌、真菌、被膜病毒,以及某些恶性肿瘤细
胞均有广谱的毒杀效应[22~25]。防御素的广谱抗菌活

性尤其是动物防御素的基因分离与功能研究更加受

到关注。曹光成等 [26]已经成功克隆出了兔防御素

NP-1 基因, 并将该基因连接在植物表达载体上, 在
不同水平上检测到防御素基因的表达。中国科学院

遗传与发育生物学研究所用转基因小球藻(Chlorella 
ellipsoide C.)为生物反应器生产兔防御素NP-1蛋白, 
并获得了成功。且已经建立了单细胞真核藻类小球

藻高效表达系统, 将抗菌谱最广泛的防御素之一的
兔防御素NP-1 基因转入小球藻, 并得到表达。经PCR
和Southern检测, NP-1 基因已整合到转基因小球藻基
因组中。抑菌实验表明表达的防御素有抑菌活性, 转
基因小球藻总蛋白提取液能够明显抑制枯草杆菌, 大
肠杆菌和镰刀菌的生长[27~29]。此研究为NP-1的大规模
提取、纯化以及抗生素类新药的开发奠定了基础。 

随着基因工程的发展, 快速合成DNA片段、定
向修改、设计生物基因的方法得到应用, 可以快速
克隆得到各种防御素的基因。已经有多种动物、植

物和昆虫防御素的基因被分离出来, 并在基因工程
上得到了应用。Mahanama等 [30]在鲍鱼 (Haliotis 
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discus H.)中发现了一种新的防御素能在血细胞、腮
和消化管中大量表达, 是无脊椎动物防御素领域中
的一个重大进步。 

近年来的一些防御素基因的分离、细胞定位与

组织表达见表 1。 
通过克隆的防御素基因构建原核表达载体, 并

利用转化将防御素基因导入大肠杆菌进行原核表达, 
可以对表达蛋白的抗菌活性进行检测。目前已经有

多种防御素基因在大肠杆菌等细菌中成功表达, 并

检测出其抗菌活性。近年来一些新防御素基因的原

核表达和抗菌情况见表 2。 

4  防御素在基因工程方面的应用 

随着人们对防御素生物学特性与功能的逐步认

识, 防御素基因的遗传转化与应用研究页取得了较
大进展。高等植物抗病基因工程的主要方法是克隆

外源相关的抗病基因, 转入植物基因组中进行表达, 

 

表 1  一些防御素基因的克隆、细胞定位及组织表达 

防御素基因 防御素种类 来 源 基因长度(bp) 细胞定位及组织表达 文献 

NP-1 α-防御素 兔子 190 中性粒细胞 [26]

pBD-1 β-防御素 猪 298 几乎所有的组织和细胞 [31]

eBD-1 β-防御素 马 151 肝脏, 心脏, 脾脏等 [32]

AiBD 动物防御素 扇贝 531 血细胞和腮 [33]

reBD-1 β-防御素 驯鹿 372 舌, 瘤胃和睾丸 [34]

DEFA1 α-防御素 马 340 小肠和潘氏细胞 [35]

鲍鱼防御素基因 无脊椎动物防御素 鲍鱼 198 血细胞, 腮和消化管 [30]

Def3 昆虫防御素 锥蝽 96 脂肪体, 肠和唾液腺 [36]

Def4 昆虫防御素 锥蝽 92 脂肪体和胃 [36]

PJD1 甲壳纲动物防御素 龙虾 656 心脏, 神经等 [37]

PJD2 甲壳纲动物防御素 龙虾 673 心脏, 神经等 [37]

GdB 植物防御素 银杏 534 果实 [38]

PsDef1 植物防御素 松树 252 幼芽 [39]
Sm-AMP-D1/ 

Sm-AMP-D2 植物防御素 繁缕 580/591 种子 [40]

PvD1 植物防御素 菜豆 314 种子 [41]

 
表 2  一些防御素基因的原核表达和抗菌情况 

基因来源 转化受体 检测方法 抗性鉴定 文献 

兔 NP-1 大肠杆菌 SDS-PAGE 未检测 [42]

人 HNP-1 大肠杆菌 ELISA 未检测 [43]

人 HNP-1 
金黄色 
葡萄球菌 

免疫杂交 无活性 [44]

人 hBD2 大肠杆菌 SDS-PAGE、Western杂交 未检测 [45]

马 DEFA1 大肠杆菌 辐射扩散实验 
抗多种革兰氏阳性和阴性菌,  
以及酵母白色念珠菌 

[35]

人 hBD3–4 大肠杆菌 SDS-PAGE 未检测 [46]

豇豆种子 大肠杆菌 HPLC, α-淀粉酶抑制试验 抑制害虫 α-淀粉酶 [47]

斑蚌 Dpd 大肠杆菌 抑菌实验 
抑制多种革兰氏 
阳性和阴性菌 

[48]

玉米 Pdc1 大肠杆菌 FTIR, 抑菌实验 能抑制镰刀菌 [49]

毛豆 TvD1 大肠杆菌 SDS-PAGE抑菌实验 
抗多种真菌, 对 Pheaoisariopsis personata  
抗性最强 

[50]

瓜蒌 TDEF1 大肠杆菌 SDS-PAGE抑菌实验 抗尖孢镰刀菌 [51]
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从而提高植物对病害的抗性。这种方法已经取得了

一定的成功 , 但也还存在一些不足 : 一方面 , 很多
抗病基因的抗谱不够广, 往往只能抗一种病害或相
近的几种病; 另一方面, 一些病原菌的抗病基因尚
未找到或已有的抗病效果不够理想。防御素具有广

谱的微生物抗性,可能赋予转化受体对细菌、真菌与
病毒病的抗性。由于防御素具有独特的抗微生物机

制, 微生物不易产生耐受性, 因此防御素基因在抗
病基因工程上有着巨大潜力。 

已有的研究证明, 兔防御素NP-1 能抗革兰氏阳
性与阴性细菌、分枝杆菌、多种真菌和一些被膜病

毒; 此外, NP-1 还表现出对一些恶性细胞的毒杀作
用。其它哺乳动物的防御素虽然也具有较广的抗谱, 
但相对于兔防御素NP-1、NP-2, 则显得要窄些。兔
的NP-1 比HNP-1 的抗菌活性强 5~10 倍, 其原因为
兔的NP-1分子中含有 9个净正电荷, 而HNP-1分子
中仅含有 3 个净正电荷[9]。兔防御素NP-1 的作用机
制非常独特, 从抗性机理来看, 兔防御素不易引起
生理小种的变异进化。Fu等[52]将兔防御素基因NP-1

导入烟草(Nicotiana tabacum L.), 证明转基因植株能
有效抵抗烟草青枯病病原菌的侵袭 , 通过Northern 
Blotting检测, 发现转基因的mRNA水平越高则其抗
性越强。赵世民等[53]通过农杆菌介导法将兔防御素

基因NP-1 导入毛白杨(Populus tomentosa C.), 体外
抑菌实验表明, 转基因毛白杨植株组织提取物对枯
草杆菌, 农杆菌LBA4404 以及立枯病原菌等多种微
生物均有不同程度的抗性, 其中对枯草杆菌和农杆
菌的抗性最为明显。Zhang等[54]通过农杆菌介导法将

NP-1基因导入番茄(Cyphomandra betacea S.), 证明转
基因植株能有效抵抗番茄青枯病(bacterial wilt of to-
mato)的侵袭。除此之外, NP-1基因还在玉米、小麦、
新疆棉、香石竹(Dianthus caryophyllus L.)等植物中进
行了表达, 并获得了一定程度的抗病性(表 3)。 

5  展 望 

防御素具有广谱的抗菌活性且由于特殊的作用

机制不会产生耐药性, 因此防御素在医药生产方面
上有着巨大潜力。 

 
表 3  防御素基因在植物抗病基因工程上的应用 

基因来源 转化受体 转化方法 分子检测 抗病性鉴定 文献 

芥子 BjD 烟草 农杆菌 Southern、Northern杂交 抗疫霉病菌和串珠镰刀菌 [55]

芥子 BjD 花生 农杆菌 Southern、Northern杂交 抗晚期叶斑病 [55]

大丽花 DmAMP1 木瓜 基因枪 ELISA, Western杂交 抗疫霉菌 [56]

大丽花 DmAMP1 水稻 农杆菌 
Southern、Northern、 
Western杂交, ELISA 

抗稻瘟病菌、 
立枯丝核菌 

[57]

人 hBD-2 拟南芥 农杆菌 PCR, ELISA 抗灰霉病菌 [58]

大丽花 DmAMP1 拟南芥 农杆菌 ELISA, Northern杂交 
Fusarium.culmorum 
抑菌活性 [59]

植物防御素 alfAFP 土豆 农杆菌 ELISA 抗 Verticillium dahliae [60]

人 HNP-1 烟草 农杆菌 Southern杂交, ELISA 抗低浓度的 TMV [61]

萝卜 RsAFP2 烟草 农杆菌 PCR免疫杂交 抗 Alternaria luteus  [62]

兔 NP-1 烟草 农杆菌 Southern、Northern杂交 抗烟草青枯病病菌 [52]

兔 NP-1 番 茄 农杆菌 Southern、Northern杂交 抗番茄青枯病 [54]

兔 NP-1 毛白杨 农杆菌 
PCR, Southern杂交 
体外抑菌实验 

抗枯草杆菌, 农杆菌 
及立枯病原菌 

[53]

兔 NP-1 菊 花 农杆菌 Southern杂交 未鉴定 [63]

兔 NP-1 香石竹 农杆菌 抗生素检测, PCR 绿色木霉抑菌活性 [64]

兔 NP-1 百 合 农杆菌 PCR 未鉴定 [65]

兔 NP-1 玉 米 基因枪 PCR, Southern杂交 抗玉米大斑病 [66]

兔 NP-1 小 麦 基因枪 PCR, Southern杂交 未鉴定 [67]

兔 NP-1 小 麦 花粉管通道 PCR, Southern杂交 
抗白粉病、条锈 
和叶锈病 

[68]
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人防御素hBD-1 是上皮组织最重要的一种抗菌
肽, 它的基因表达与 20多种人体疾病相关。最近的
研究显示, hBD-1作为一种机制特殊的抑菌剂, 以及
DEFB1的诱导剂和抑制剂, 对于一些DEFB1相关的
反应具有一定的调节作用。对于过敏反应, 感染和
癌症等DEFB1 相关的病症来说, hBD-1 是维护人体
健康的一个坚实的屏障[69]。 

从萝卜 (Raphanus sativus L.)和大丽花 (Dahlia 
merckii L.)中获得了两种植物防御素 Rs-AFP2 和
Dm-AMP1, 这些防御素除了对真菌和酵母菌有抗菌
活性外, 对人类的白色念球菌也有一定的抗性。因
此植物防御素除了在农学上的应用外, 在医药学上
也有重要作用。 

大规模生产与纯化是防御素应用面临的重要问

题。比利时Leuven大学Jan Sels[70]的研究证明, 拟南
芥的PTGS-MAR系统能够过量表达转入的防御素基
因, 包括非植物领域的人类HBD2, 并能从第一代转
基因植物的叶片中获得了可观数量的活性物质, 因
此PTGS-MAR表达系统在防御素的生产和生物制药
方面具有巨大的应用潜力。随着相关研究的不断深

入, 防御素在植物抗病基因工程和生物制药等方面
可能发挥更大的作用。 
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