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请按照“注意事项”正确填写本表各栏  此框内容由国家知识产权局填写 

○5 专利代理机构案卷号 TPD00855A ○1 国家申请号 

○6 国际申请号 PCT/RU2018/000346  

○7 国际申请日 2018-05-29 ○2 递交日 

○8 优先权日 2017-06-08  

○9 国际公布号 WO2018/226119 ○3 费减审批 

○10 国际公布日 2018-12-13  

○11 国际公布语言 英语 ○4 挂号号码 

○12 发明名称 用昆虫抗菌肽复合物破坏细菌生物膜并防止细菌生物膜形成的方法 

○13 发明人 

发明人 1 S·I·切尔内什 不公布姓名 

发明人 2 N·A·戈迪亚 不公布姓名 

○14 第一发明人 国籍 俄罗斯联邦
居民身份证件号码 
      

 

○15  
 

 

申 

 

 

请 

 

 

人 

申

请

人 

(1) 

姓名或名称：S·I·切尔内什 用户代码      申请人类型 个人  
居民身份证件号码或统一社会信用代码/组织机构代码
       

请求费减且已完成费减资格备案 
电子邮箱      

国籍或注册国家（地区） 俄罗斯联邦  

经常居所地或营业所所在地 

俄罗斯联邦

省、自治区、直辖市  

市县  

详细地址  俄罗斯联邦圣彼得堡 

邮政编码      电话      

申 
请 
人 
(2) 

姓名或名称：      用户代码      申请人类型  
居民身份证件号码或统一社会信用代码/组织机构代码       

请求费减且已完成费减资格备案 

国籍或注册国家（地区）
 

经常居所地或营业所所在地 

省、自治区、直辖市  

市县  

详细地址        

邮政编码      电话      

○16  

联 

系 

人 

姓    名      电话      

省、自治区、直辖市  

市县  

详细地址        

邮政编码      电子邮箱      
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○17 代表人 为非第一署名申请人时声明             特声明第    署名申请人为代表人 

○18  

专 

利 

代 

理 

机 

构 

声明已经与申请人签订了专利代理委托书且本表中的信息与委托书中相应信息一致 

名称北京唐颂永信知识产权代理有限公司 机构代码11755 

代 

理 

人 

(1) 

姓    名刘伟 
代 

理 

人 

(2) 

姓    名      

执业证号1175508136.0 执业证号      

电    话010-62167650 电    话      

○19 提前处理 

自优先权日起 30 个月的期限尚未届满，请求国家知识产权局根据专利法实施细则第 111 条提前处

理和审查本国际申请。 

本国际申请尚未国际公布，请求国家知识产权局作为指定局要求国际局传送国际申请文件副本。
*自优先权日起 30 个月的期限尚未届满，申请人不要求提前处理本国际申请，请取消上述默认选项。 

○20 提前公布 根据专利法第 34 条的规定，请求早日公布该专利申请。 

○21 审查基础文本声明 

  以原始国际申请文件中的译文为审查基础      

  以下列申请文件为审查基础 

说明书 

第     页，按原始国际申请文件的中文译文 

第     页，按专利性国际初步报告（PCT 第二章）附件的中文译文 

第     页，按专利合作条约第 28/41 条提出的修改 

权利要求 

第     项，按原始国际申请文件的中文译文 

第     项，按专利合作条约第 19 条修改的中文译文 

第     项，按专利性国际初步报告（PCT 第二章）附件的中文译文 

第     项，按专利合作条约第 28/41 条提出的修改 

附图 

第     页，按原始国际申请文件的中文译文 

第     页，按专利性国际初步报告（PCT 第二章）附件的中文译文 

第     页，按专利合作条约第 28/41 条提出的修改 

核苷酸和/

或氨基酸序列

表 

第     页，按原始国际申请文件 

第     页，按专利性国际初步报告（PCT 第二章）附件 

第     页，按专利合作条约第 28/41 条提出的修改 

○22  
 

要 

求 

优 

先 

权 

声 

明 

序号 原受理机构名称 
在先申请日 在先申请号 

○23 关于遗传

资源的说明 

本国际申

请涉及的发

明创造是依

赖于遗传资

源完成的 

1 俄罗斯联邦 2017-06-08 2017120258 

2             

3             

4             

5             

6             

7             
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○24 关于援引加入的说明 

本国际申请在国际阶段含有援引加入项目或部分，提交的中文译文中未包含援引加入项目或部分。

本国际申请在国际阶段含有援引加入项目或部分，提交的中文译文中包含下列援引加入项目或部

分，请求修改相对于中国的申请日： 

    说明书     第     页，国际阶段提交援引加入的时间为     ； 

权利要求   第     项，国际阶段提交援引加入的时间为     ； 

附图       第     页，国际阶段提交援引加入的时间为     。 

○25 生物材料样品保藏 

本国际申请涉及的生物材料样品的保藏已在专利合作条约实施细则第13条之2.4规定的期限

内以下列形式作出记载： 

保藏编号 保藏日期 保藏单位代码 
说明书译文第 页 行

或 PCT/RO/134 表 
是否存活 

     

○26 不丧失新颖性宽限期声明 

已在中国政府主办或承认的国际展览会上首次展出，并在提出国际申请时作出过声明。 

已在规定的学术会议或技术会议上首次发表，并在提出国际申请时作出过声明。 

○27 复查请求 

申请人于    年  月  日收到下列通知： 

      受理局拒绝给予国际申请日         国际局按专利合作条约第 12 条（3）作出认定 

受理局宣布申请被认为撤回          

根据专利合作条约第 25 条特此向国家知识产权局提出复查请求，并且 

已请求国际局将档案中有关文件传送国家知识产权局； 

已依照专利法实施细则第 103 条的规定办理进入中国国家阶段的手续。 

○28 申请文件清单 

1.国际申请进入中国国家阶段声明（PCT） 共4页 

2.说明书摘要 共0页 

3.权利要求书 共0页 

4.说明书 共0页 

5.说明书核苷酸和氨基酸序列表 共5页 

 

权利要求的项数 15 项 

○29附加文件清单 

1.核苷酸或氨基酸序列表计算机可读载体 共0

页 

2.实质审查请求书 共1页 

3.专利代理委托书（中英文） 共2页 

 

证明文件备案编号      

○30 申请人或专利代理机构签章 

北京唐颂永信知识产权代理有限公司 

○31 国家知识产权局审核意见 

 

2020年02月06日     年  月  日
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【发明人】 

发明人 3 A·Y·雅科夫列夫 不公布姓名 
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1

请按照“注意事项”正确填写本表各栏 本框由国家知识产权局填写 

① 

专 

利 

申 

请 

申请号 PCT/RU2018/000346 
递交日 

发明创造名称 用昆虫抗菌肽复合物破坏细菌生物膜并防止细菌

生物膜形成的方法 

申请号条码 

申请人（*应当填写第一署名申请人）S• I• 切尔内什 

挂号条码 

②请求内容： 

 

根据专利法第 35 条的规定，请求对上述专利申请进行实质审查。 

 

③放弃主动修改权利 

申请人声明，放弃专利法实施细则第 51 条规定

的主动修改的权利。 

④请求延迟审查 

请求对本申请延迟审查，延迟期限为 1 年。 

请求对本申请延迟审查，延迟期限为 2 年。 

请求对本申请延迟审查，延迟期限为 3 年。 

⑤附件清单 

⑥备注 

该申请为 PCT 国际申请，实质审查费不予减免 

该申请为 PCT 国际申请，已由欧洲专利局、日本专利局、瑞典专利局作出国际检索报告，实质
审查费减免 20% 

该申请为 PCT 国际申请，已由中国作出国际检索报告及专利性国际初步报告，实质审查费减免
100% 

       

⑦申请人或专利代理机构签字或者盖章 

 

北京唐颂永信知识产权代理有限公司 

⑧国家知识产权局处理意见 

 

      

2020年02月06日     年  月  日
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请按照“注意事项”正确填写本表各栏  

专
利
申
请 

国家申请号/国际申请号：PCT/RU2018/000346 

发明创造名称：用昆虫抗菌肽复合物破坏细菌生物膜并防止细菌生物膜形成的方法 

委
托
人 

序号 中文姓名或名称 英文姓名或名称 

1 S·I·切尔内什 CHERNYSH, Sergej Ivanovich 

   

   

   

   

被
委
托
专
利
代
理
机
构 

代理机构代码 11755 

代理机构名称 北京唐颂永信知识产权代理有限公司 

代理人 1 刘伟 

代理人 2       

委托事项： 

 根据专利法第 19 条的规定，委托上述专利代理机构代为办理在中华人民共和国申请

专利以及在专利权有效期内的全部专利事宜。 

声明： 

   填写的专利代理委托信息与专利代理委托书（中英文）扫描文件是一致的。 
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【此处插入专利代理委托书扫描文件】 
 
 
 【图片描述】  专利代理委托书 

 
 



说  明  书  摘  要 

本发明涉及医学、卫生、美容和兽医领域，可用于防止细菌生物

膜形成并破坏由多种病原性和条件致病性细菌在生物体的皮肤和其他

表面、植入物和医疗装置表面上形成的生物膜。本发明的优选应用领

域是防止形成对抗生素和抗菌作用有抗性的生物膜，并破坏那些生物5 

膜。本发明基于用样品处理感染的表面，该样品包含红头丽蝇

(Calliphora vicina)(双翅目，丽蝇科)或双翅目中住区食腐动物其他物

种，特别是黑颊丽蝇(C. vomitoria)、丝光绿蝇(Lucilia sericata)、家蝇

(Musca domestica)、亮斑扁角水虻(Hermetia illucens)的抗菌肽，与抗生

素或抗菌剂联用的复合物。为此目的使用的抗生素或抗菌剂选自：氨10 

基糖苷类、β-内酰胺类、糖肽类、大环内酯类、林可酰胺类、氟喹诺

酮类、胺酰醇类（amphenicoles）和四环素类或季铵盐类，或与抗菌肽

的复合物具有协同或累加作用的其他抗菌物质。该新方法可以：减少

破坏生物膜和防止生物膜形成所需的抗生素或抗菌剂浓度；减少细菌

感染化疗的不良后果；扩展了适用于治疗生物膜感染、用于消毒植入15 

物、出于卫生目的以及从全身性施用抗生素改变为将抗生素直接局部

施用于感染性病灶的一系列抗生素。 
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权  利  要  求  书 

1. 一种破坏细菌生物膜并防止细菌生物膜形成的方法，所述方法

包括使细菌与昆虫抗菌肽和抗生素或抗菌剂联用的复合物接触的步

骤，所述肽包括防御素、天蚕素、双翅抗菌肽和富含脯氨酸的肽。 

2. 根据权利要求 1 所述的方法，其中防御素、天蚕素、双翅杀菌5 

肽和富含脯氨酸的肽的复合物是由来自丽蝇科 (Calliphoridae)、蝇科

(Moscidae)和水虻科(Stratiomyidae)的双翅目的昆虫产生的。 

3. 根据权利要求 2 所述的方法，其中来自双翅目的昆虫属于红头

丽蝇 (Calliphora vicina)、丝光绿蝇 (Lucilia sericata)、家蝇 (Musca 
domestica)或亮斑扁角水虻(Hermetia illucens)。 10 

4. 根据权利要求 3 所述的方法，其中防御素、天蚕素、双翅杀菌

肽和富含脯氨酸的肽的复合物包括氨基酸序列 SEQ ID No.1-11 或与限

定这些肽的抗菌活性的同源结构域具有至少 80%同一性的其变体。 

5. 根据权利要求 1 所述的方法，其中防御素、天蚕素、双翅杀菌

肽和富脯氨酸的肽的复合物是通过化学或基因工程合成的氨基酸序列15 

SEQ ID No.1-11 或与限定这些肽的抗菌活性的同源结构域具有至少

80%同一性的其变体而产生的。 

6. 根据权利要求 1 所述的方法，其中所述抗生素或抗菌剂由以下

一种或多种的组合代表：氨基糖苷类、β-内酰胺类、糖肽类、大环内

酯类、林可酰胺类、氟喹诺酮类、胺酰醇类和四环素类或季铵盐类。 20 

7. 根据权利要求 6 所述的方法，其中所述抗生素或抗菌剂选自与

昆虫抗菌肽的复合物组合并且在破坏细菌生物膜或防止细菌生物膜形

成的过程中具有协同或累加作用的化合物，所述肽包括防御素、天蚕

素、双翅杀菌肽和富含脯氨酸的肽。 

8. 根据权利要求 1 所述的方法，包括使昆虫抗菌肽的复合物与皮25 

肤、粘膜、伤口表面、糜烂或溃疡表面的细菌接触的步骤，所述肽包

括防御素、天蚕素、双翅杀菌肽和富含脯氨酸的肽。 

9. 根据权利要求 1 所述的方法，包括使昆虫抗菌肽的复合物与医

疗装置、导管或植入物的表面的细菌接触的步骤，所述肽包括防御素、

天蚕素、双翅杀菌肽和富含脯氨酸的肽。 30 
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10. 根据权利要求 1 所述的方法，其中将所述抗生素或抗菌剂施

加在经昆虫的防御素、天蚕素、双翅杀菌肽和富含脯氨酸的肽的复合

物处理的皮肤、伤口表面、糜烂或溃疡表面。 

11. 根据权利要求 1 所述的方法，其中将所述抗生素经肠胃外、

口服、经皮、经粘膜、吸入或以气雾剂形式施用于生物体。 5 

12. 根据权利要求 1 所述的方法，其中，所述生物膜由以下细菌

形成：金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、大肠杆菌(Escherichia 
coli)、肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae)、鲍曼不动杆菌(Acinetobacter 
baumannii)、铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)。 

13. 根据权利要求 1 所述的方法，其中防御素、天蚕素、双翅杀10 

菌肽和富含脯氨酸的肽的复合物是设计用于治疗细菌感染的药物组合

物的一部分。 

14. 根据权利要求 1 所述的方法，其中防御素、天蚕素、双翅杀

菌肽和富含脯氨酸的肽的复合物是设计施加在皮肤、粘膜、伤口表面、

糜烂或溃疡表面的医疗装置的一部分。 15 

15. 根据权利要求 1 所述的方法，其中防御素、天蚕素、双翅杀

菌肽和富含脯氨酸的肽的复合物是用于皮肤护理的化妆品一部分。 
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说  明  书 
 

用昆虫抗菌肽复合物破坏细菌生物膜并防止细菌生物膜形成的方法 
 

本发明涉及医学，卫生，美容和兽医学领域，并可用于破坏由在5 

皮肤和其他生物体表面，医疗产品表面，植入物和导管上的多种细菌

形成的致病生物膜。 

多种对细菌有毒的属于不同有机化合物类别(β-内酰胺类、大环内

酯类、四环素类、氟喹诺酮类、磺酰胺类、酰胺基糖苷类、咪唑类、

肽类化合物、季铵盐等)的抗生素和抗菌剂被用于医学和兽医学。目前10 

已知的大多数抗生素和抗菌剂在浮游生物(独立生存)细菌形式的情况

下都是有效的。当形成生物膜(被基质包围并且粘附在宿主生物或无生

命物体的外部或内部表面的一个多细胞细菌群落)时，细菌获得对抗生

素和抗菌剂的抗性[1, 2]，并且变得无法被免疫系统细胞破坏[3]。因此，

治疗和预防由生物膜促进的疾病非常困难[4, 5]。众所周知，生物膜引15 

起约 80%的人类细菌感染[6]，以及多种炎症性疾病和与之相关的自身

免疫和肿瘤性疾病、心血管系统损害。结果，生物膜成为全世界疾病

发病率和死亡率的主要原因之一。生物膜对外部作用的高抵抗力产生

了消毒医疗产品、支持个人和专业卫生、治疗农场动物和宠物的问题。

因此，开发破坏细菌生物膜的方法是现代医学、兽医和相关卫生服务20 

领域中最相关的问题之一。 

天然和合成抗菌肽的使用被认为是解决这一问题的高级趋势之一

[6-9]。但是，该想法的实际实现遇到了相当大的困难，这些困难涉及

对这些肽使用中的低效率、高成本，在细菌中对人和动物内源性抗菌

肽产生交叉耐药性的风险，以及许多其他问题[10-12]。为了提高治疗25 

效率，有人提出创建抗菌肽和常规抗生素的组合，其中所述肽和抗生

素的组合对生物膜显示出协同作用。特别是，有人提出将合成抗菌肽

与多种抗生素组合使用以治疗细菌生物膜引起的感染[13]。出于相同

的目的，建议噬菌体赖氨酸蛋白和抗生素结合使用[14]。这种破坏生

物膜的方法(RU 2014149348 A, 05.09.2013, “Method for preventing, 30 
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disrupting and processing a biofilm with bacteriophage lysine (使用噬菌体

赖氨酸预防、破坏和处理生物膜的方法)”)是本申请要求保护的发明

最接近的技术方案并被选为原型，其中蛋白质合成的肽(蛋白)产物被

用作抗生素增效剂。需要强调的是，上述两项发明都使用了一种具有

肽性质的单独化合物(合成肽[13]或天然蛋白[14])，而破坏生物膜的方5 

法是将该化合物与某种抗生素结合使用。由于开发这种组合的技术复

杂性和制造成本高，至今为止一直没有使用这种多组分的组合。同时，

众所周知，多细胞动物遗传免疫的天然机制包括抗菌肽的复合聚集体。

这提供了单个抗菌肽和抗生素所没有的多种关键优势，特别是防止了

细菌耐药性的发展[16]。 10 

本发明的技术问题在于开发一种使用抗菌肽和已知抗生素的天然

复合物的协同作用或相继作用来破坏生物膜的方法。本发明的技术方

案在于提高治疗由致病生物膜引起的人和动物疾病的效率。由于在抗

菌肽复合物的作用下增加了生物膜对抗生素的敏感性，降低了抗生素

的治疗有效浓度，从而降低了其对患者的毒性水平，因此获得了该结15 

果。为了解决该问题，有人提出了使用由双翅目昆虫的培养物合成的

抗菌肽的纯化的天然复合物。所获得的样品与选自对给定细菌种类有

毒的抗生素或抗菌剂中的抗菌手段(或抗菌手段的组合)协同或相继使

用。因此，当在给定物种的生物膜上进行体外测试时，优选与抗菌肽

复合物一起显示出协同作用的抗菌手段。 20 

要求保护的发明的实质 
已知有两种基本形式对大多数细菌具有特异性：浮游生物形式(提

供宿主生物体感染的独立生存细胞)和生物膜(浸入由这些微生物释放

的基质中的一种或多种微生物的多细胞群落，所述群落附着在多种表

面上)。作为生物膜的一部分，细菌菌落可以在宿主生物体中无限期地25 

持续存在，并在必要时形成浮游生物细胞并将感染从原发部位传播出

去[1-5]。 

治疗细菌感染(包括生物膜)的主要手段是抗生素。但是，如上所

述，与同一菌株的浮游生物形式相比，大多数抗生素针对生物膜的活

性低或为零。对抗生素具有遗传抗性的菌株广泛传播，甚至极大程度30 
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地限制了治疗生物膜感染的可能性。为了解决该问题，在文献中提出

了抗菌肽作为增效剂，以增强抗生素的抗生物膜活性[6-9，13,14]。目

前对协同作用的估计(“棋盘格方法”)主要用于开发二元组合物(1 种

肽+ 1 种抗生素)。这从本质上限制了目前可用于破坏细菌生物膜的方

法的可能性。特别地，这样的组合具有窄谱的治疗活性。因此，使用5 

噬菌体赖氨酸[14]仅适用于由金黄色葡萄球菌类型的革兰氏阳性细菌

形成的生物膜，而对革兰氏阴性细菌无效。 

与已知方法一样，本申请要求保护的破坏生物膜的方法是基于抗

菌肽和抗生素协同作用的用法。主要区别在于建议将双翅目昆虫的抗

菌肽纯化复合物用作抗生素增效剂，而不是单独的抗菌肽(例如合成阳10 

离子肽[13]或噬菌体赖氨酸[14])。该想法是基于本发明的作者在昆虫，

尤其是丽蝇幼虫红头丽蝇(Calliphora vicina)的免疫学领域的研究。作

者已经指出，这种类型的幼虫响应细菌污染，同时合成并在血淋巴中

积聚抗菌肽的复合物，所述抗菌肽包括防御素、天蚕素、双翅杀菌肽

和富含脯氨酸的肽 [15，16]。这些肽中的某些选择性地破坏了革兰氏15 

阳性(防御素)和革兰氏阴性(双翅杀菌肽、天蚕素)细菌的细胞壁，另一

些则干扰了细菌细胞中蛋白质和 RNA 的合成(富含脯氨酸的肽)。这四

个类别对于双翅目昆虫的免疫系统都是典型的[15]。因此，如实施例 1

和 2 中给出的实时测试结果所示，从多种物种获得的抗菌肽的复合物

可以用于体现本申请要求保护的发明。除了红头丽蝇外，为此目的，20 

可使用的种类包括黑颊丽蝇(C. vomitoria)、丝光绿蝇(Lucilia sericata)、

叉叶绿蝇(L. Caesar)(双翅目丽蝇科)、家蝇(Musca domestica)(双翅目蝇

科)、亮斑扁角水虻(Hermetia illucens)(双翅目水虻科)。如红头丽蝇那样，

这些物种具有独特的特征，即它们全部都属于住区食腐动物双翅类昆

虫，其生活在最大限度地充满人类、农场动物和宠物致病微生物菌群25 

的环境中。因此，就该种类的微生物菌群而言，住区食腐动物的抗菌

复合物表现出高活性[15-16]。 红头丽蝇和其他上面列出的双翅目食腐

昆虫的生态学特征，使其可以在工业规模上以廉价的饲喂基质进行培

养，这使得本申请要求保护的抗菌复合物的生物合成在技术上和经济

上都可以实现。 30 
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如红头丽蝇所示例的昆虫抗菌肽复合物的独特特征，是其组合物

的复杂性。实施例 3 中总结的所进行研究的结果表明，在该复合物的

组合物中存在不少于 11 种参与该昆虫的免疫应答的抗菌肽。该事实导

致红头丽蝇和双翅目的近似物种对于实现本申请要求保护的破坏生物

膜和防止生物膜形成的方法特别有利。然而，天然免疫机制的进化保5 

守性，允许假设其他生物体的抗菌肽复合物也可以用于实现本申请要

求保护的方法。 

众所周知，红头丽蝇的抗菌肽复合物能够破坏由多种细菌形成的

生物膜，但这需要产生高浓度的复合物(1.5-7.6 g/1，取决于细菌种

类)[18]。这一事实从本质上限制了将该复合物用于医学和其他领域的10 

可能性。从理论上讲，可以通过将抗菌肽的天然复合物和抗生素或抗

菌剂结合在一起形成协同剂对(synergist pair)来消除这种局限性。但是，

该假设没有在文献中考虑，也没有经过实验研究。分别地，基于将双

翅目昆虫的抗菌肽复合物与其他抗菌手段结合使用来破坏细菌生物膜

的方法是未知的。该问题是本发明的作者第一次提出并解决。在特定15 

的实施方案中给出了相应实验研究的结果。 

考虑到这一目标，作者研究了红头丽蝇抗菌肽的复合物(CAMP)

与来自氨基糖苷类、β-内酰胺类、糖肽类、大环内酯类、林可酰胺类、

氟喹诺酮类、胺酰醇类(amphenicoles)和四环素类的抗生素，以及来自

西曲铵类(季铵盐类)的抗菌剂联用的抗生物膜活性。实验的详细描述20 

在实施例 4-5 中给出。研究的主要技术是分析体外系统中多种抗菌手

段的相互作用，该分析被广泛用于进行类似研究(“棋盘格”技术)。

对抗生素具有抗性的生物膜被用作生物学模型，该生物膜是由细菌大

肠杆菌(Escherichia coli)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、鲍曼

不 动 杆 菌 (Acinetobacter baumannii) 、 铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 25 

aeruginosa)形成。这些细菌形成的生物膜会引起大多数临床上重要的

细菌感染。表 1 总结了显示抗菌肽复合物对抗生素和抗菌剂的抗生物

膜活性影响的数据。MBIC90 值(标准 TTC 测试中，抑制 90%代谢活性

的抗生素浓度)为抗生物膜活性的定量标准。 

在所研究的 20 种具有不同类别抗菌手段的 CAMP 组合的变体中，30 
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有 8 种组合表现出累加效应(FICI> 0.5)，有 11 种组合表现出协同效应

(FICI <0.5)。仅在一种情况下(大肠杆菌生物膜上的多粘菌素 B)，未显

示出抗生素效力增强作用。两种类型的相互作用都允许破坏生物膜并

降低抗生素的治疗有效浓度。实验研究获得的结果明显表明、证明并

证实了用于破坏生物膜的本申请要求保护的方法的独立权利要求 1 的5 

14 个从属权利要求。应根据生物膜的类型提取本发明的几个最先进的

实施方案。 

因此，金黄色葡萄球菌的生物膜对 β-内酰胺美罗培南、阿米卡星

和卡那霉素的氨基糖苷类药物(MBIC90> 500 μg/ml)、林可酰胺克林霉

素(MBIC90> 250 μg/ml)的作用绝对不敏感。那些抗生素在 CAMP 存在10 

下表现出高的抗生物膜活性(分别为 MBIC90＜0.1、1.5、3 和 12 μg/ml)。
因此，本申请要求保护的发明允许使用那些抗生素来治疗最广泛的细

菌感染组，即金黄色葡萄球菌的生物膜。在被特别危险的耐甲氧西林

(MRSA)和耐万古霉素(VRSA)的金黄色葡萄球菌污染的情况下，扩大

治疗这类感染的抗生素范围尤其重要。根据获得的数据，在 VRSA 感15 

染的情况下，CAMP +氨基糖苷的组合有望破坏 MRSA 的生物膜，还

有 CAMP + 林可酰胺类。 

在研究中使用的某些抗生素对金黄色葡萄球菌的浮游生物细胞有

毒性，当以较高的浓度使用时，对于该物种的生物膜也保持活性。在

这一组中，应该特别提及万古霉素和氨苄青霉素，它们的 CAMP 充当20 

强大的增效剂并可将抑制金黄色葡萄球菌生物膜的浓度从 38-24 降至

1 μg/ l 以下。使用 CAMP 与那些抗生素的组合抑制金黄色葡萄球菌生

物膜的便利性似乎很明显。应该注意的是，较低的放大系数值(Ca <10)

可以大大改善对金黄色葡萄球菌生物膜感染的治疗。 

因此，像其他抗菌剂一样，用于消毒伤口表面的苯扎氯铵抗菌剂25 

显示出高毒性。在保持抗生物膜活性的同时将其浓度降低 8 倍的可能

性，允许降低其对伤口周围组织的毒性作用，从而改善伤口感染治疗

方案。 

由另一种广泛的病原体肠杆菌大肠杆菌形成的生物膜对所有研究

的抗生素表现出相对的敏感性(尽管与该细菌的浮游生物细胞相比有30 
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所降低)。在这些情况下，其与 CAMP 的组合可为所有研究的抗生素

提供增强作用。但是，应注意 CAMP 与美罗培南和头孢噻肟这种 β-

内酰胺类的协同作用水平特别高(有效浓度分别降低 187 倍和 62 倍以

上)。根据该指数，CAMP 与美罗培南和其他 β-内酰胺类的组合似乎特

别有希望。 CAMP 与美罗培南的组合还显示出对由其他广泛分布的病5 

原体如铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌形成的生物膜的协同作用。 

将 CAMP 与抗生素结合也可以提供另一个技术上重要的结果，即

降低 CAMP的有效浓度。从破坏金黄色葡萄球菌的生物膜的角度来看，

将 CAMP 与阿米卡星(有效浓度降低 48 倍以上)以及万古霉素、卡那霉

素和四环素(有效浓度降低 16 倍到超过 24 倍)联合使用展示了最好的10 

结果。关于由其他研究细菌(大肠杆菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯氏

菌、鲍曼不动杆菌)形成的生物膜，根据细菌种类和抗生素类型，与多

种类别的抗生素联合使用还可以将 CAMP 的有效浓度降低 2 倍到 43

倍以上。 

除了破坏成熟的生物膜外，本申请要求保护的方法还提供了另一15 

项技术上重要的结果，即去除了细菌的独立生存(浮游生物)细胞，并

因此防止了这些细胞形成生物膜(实施例 6)。CAMP 和抗生素对浮游生

物培养物的协同或累加作用，同时采取预防措施，可显著降低防止生

物膜形成所必需的抗生素的治疗有效浓度，从而避免与施用大剂量抗

生素有关的不良后果。 20 

应当指出，抗菌肽和抗生素的复合物可以被包括在一种药物组合

物中并同时被施加到生物膜表面上。取而代之的是，可以经肠胃外、

口服或通过医学上接受的任何其他方法，将抗生素独立于包含抗菌肽

复合物的样品而引入生物体，并确保抗生素与要被破坏的生物膜接触。 

还可以通过将昆虫的抗菌肽复合物引入多种医疗装置(伤口和烧25 

伤治疗覆盖物、导管、植入物等)的组合物中来破坏致病生物膜并防止

其形成，从而实现本申请要求保护的方法。 

此外，可以通过将昆虫的抗菌肽的复合物引入皮肤护理化妆品的

组合物中以防止由生物膜形成引起的皮肤损害来实现本申请要求保护

的方法。 30 
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同样明显的是，本申请要求保护的方法可以在兽医中用于治疗类

似于人类疾病的动物细菌感染。 

总体上，本申请要求保护的方法允许全面地显著扩大用于医学和

相关领域治疗细菌感染的技术范围，并提高其效率。本申请要求保护

的方法的主要优点在于： 5 

1. 由于使用了抗菌肽的天然复合物，因此有可能产生多组分组合

物。作为这种复合物，可以使用双翅目昆虫的抗菌肽组合，该组合包

含四种不同类别的肽(防御素、天蚕素、双翅杀菌肽和富含脯氨酸的

肽)，每种肽均由几种不同形式代表。现在已知的破坏生物膜的方法受

到“一种肽加一种抗生素”方案的限制，该方案的特征是抗菌活性谱10 

窄，在细菌中产生耐药性的风险增加。 

2. 由于昆虫的抗菌肽复合物的增强(协同或累加)作用，有可能降

低破坏生物膜所需的抗生素浓度。这样可以减少抗生素的治疗剂量，

并因此降低了因施加抗生素而产生不良反应的风险。 

3. 扩大了适用于破坏生物膜的抗生素的范围。特别是，科学研究15 

的结果和具体的测试示例表明，在 CAMP 存在的情况下，β-内酰胺类

抗生素和氨基糖苷类表现出抗生物膜活性，现在认为这两种关键的抗

生素对治疗生物膜感染收效甚微。这是个新的有希望的研究领域。 

4. 改变抗生素的施用方式。目前，大多数抗生素通过肠胃外或口

服施用全身使用。抗生素的局部施用受限于临床效率不足。在全身性20 

施用中，为了在感染的病灶中产生所需的浓度，使用了大剂量的抗生

素，这会导致患者的正常菌群死亡，并有引发其他不良事件(肾毒性、

神经毒性、心脏毒性等)的风险。本申请要求保护的方法允许增加抗生

素的效率，同时直接施用于感染的病灶(例如，通过施加在生物膜表面

上)，因此在某些经实验证实的情况下可以消除其全身性施用的必要25 

性。 

5. 所研究的抗生素继而增强了昆虫的抗菌肽复合物的抗生物膜

作用，从而允许降低其治疗有效浓度并扩大了可能的应用范围。 

6. 目前，在实验上证明了 19 种 CAMP 和抗生素的组合是合理的，

并证实了所获得的结果。从实践中可以肯定的是，在以后的科学和实30 
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验研究中，此清单将从现在开始得到显著扩大。本申请要求保护的方

法还允许改变 CAMP 和抗生素的治疗剂量和施用方式之间的平衡。 

7. 总结所有上述情况，本申请要求保护的方法考虑到患者的特征

和疾病的特征，能够实质上并急剧地扩大个性化治疗细菌感染的可能

性。 5 

通过下面给出的具体的示例性实施例来证实大量测试的结果。 

 

实施例 1 

制备包含双翅目昆虫抗菌肽的精制复合物的样品，并分析其抗菌

活性。 10 

产生样品的技术与先前描述的程序相对应[16]。为此目的，使用

了来自双翅目的四种昆虫，包括来自丽蝇科红头丽蝇 (Calliphora 
vicina)、黑颊丽蝇(C. vomitoria)和丝光绿蝇(Lucilia sericata) 的三种丽

蝇以及来自蝇科的家蝇(Musca domestica)。制备样品的步骤如下。通过

将细菌细胞悬浮液引入体腔来免疫幼虫，并温育 24 小时。在那段时间15 

结束后，通过表皮的切口从幼虫中收集血淋巴，并用于释放抗菌肽的

复合物。为此目的，将收集的血淋巴用 0.1%三氟乙酸(TFA)酸化，并

通过离心除去不溶的沉淀物。将获得的上清液施加到具有用 0.05%TFA

预稳定的 C-18 吸附剂的柱子上 (Waters，35 CC SepPack 柱 )，用

0.05%TFA 洗涤并用 50%乙腈/0.05% TFA 洗脱。将洗脱液冻干，并在20 

该实施例和以下实施例中用作抗菌肽的纯化复合物。使用系列稀释技

术确定复合物的抗菌活性[19]。在三个独立的测量中，浮游生物培养

物大肠杆菌 774.1 的最小抑菌浓度(MIC)的平均值示于表 2。所有四种

复合物均表现出所表达的抗菌活性。据此，在来自红头丽蝇的复合物

中发现了最大的活性。该样品已被选择用于以下研究，作为本发明的25 

最佳实施方案。 

 

实施例 2 

亮斑扁角水虻(Hermetia illucens)样品的抗菌活性 

根据实施例 1 中描述的技术制备了包含来自亮斑扁角水虻的抗菌30 
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肽复合物的样品。使用琼脂平板的方法确定复合物的抗菌活性[19]。

为此目的，将 7.5 ml 带有琼脂糖(Invitrogen)的 Luria-Bertany 营养溶液

(1%的细菌用胰蛋白胨，0.5%的酵母提取物，1%NaCl)嵌入无菌的培养

皿中(直径 9 cm)。在固化之前，将 2×105 个细胞的相应菌株的细菌浮

游生物培养物(表 3)引入温暖的培养基中。将测试材料以 2 μl 的体积施5 

加到固化培养基的表面。将培养皿在+ 37°C 下温育 24 h，并测量细菌

生长抑制区的直径。来自红头丽蝇的样品用作参考样品。表 3 中的数

据表明，在给定实验的条件下，来自亮斑扁角水虻的样品不同于来自

红头丽蝇的样品，对铜绿假单胞菌表现出活性。因此，来自亮斑扁角

水虻的样品可以在治疗由给定细菌诱导的细菌感染方面具有优势。 10 

 

实施例 3 
抗菌肽复合物的组成分析 
根据实施例 1 中描述的技术生产包含来自红头丽蝇的抗菌肽复合

物的样品。使用较早描述的技术，如液相色谱法、质谱法和转录组分15 

析法研究抗菌肽的组合物[18]。已经确定了负责复合物抗菌活性的 11

种肽的结构(表 4)。其中，较早地表征了 5 个肽(Seq. ID No. 1、2、4、9、

11)[18, 20]，而其他 6 个肽则属于科学新发现。此外，该组合物包括分

子量 6773-6973 道尔顿的抗菌肽，其结构现在尚未被破解，并且可能

其他小组分还具有抗菌活性。根据文献[21, 22]中接受的分类，来自红20 

头丽蝇的活性组合属于四类昆虫抗菌肽：防御素(Seq. ID No. 1)、天蚕

素(Seq. ID No. 2、3)、双翅杀菌肽(Seq. ID No. 4-8)和富含脯氨酸的肽(Seq. 

ID No. 9-11)。 

 

实施例 4 25 

当与来自红头丽蝇的 CAMP 和多种抗生素接触时，致病细菌形成

的生物膜被破坏。TTC 测试 
在本研究中，使用了菌株大肠杆菌 ATCC25922、金黄色葡萄球菌

203、铜绿假单胞菌 ATCC 27583、肺炎克雷伯氏菌 145、鲍曼不动杆

菌 28，这些菌株具有增强的形成生物膜的能力[18]。生产该生物膜的30 
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技术与该出版物中描述的技术相对应。生物膜在 96 孔微孔板中产生。

用细胞浓度为 5×105 CFU / ml 的细菌悬浮液填充孔，并将该悬浮液在

37°C 下温育 24 h。LB 营养液(Invitrogen)用作阴性对照。根据实施例 1

中描述的方案来制备红头丽蝇 CAMP 样品。使用改良的交叉滴定技术

研究红头丽蝇 CAMP 与抗生素的组合在生物膜上的相互作用。为此目5 

的，将微孔板中的 24 小时生物膜用 200μl 的 PBS 溶液洗涤 3 次并干燥。

在另一个 96 孔微孔板中制备红头丽蝇 CAMP 和抗生素的组合，方法

是将样品的两倍稀释液置于水平行的孔中，并将抗生素的两倍稀释液

置于垂直行的孔中。此外，将来自该微板每个孔的 100μl 内容物转移

至带有生物膜的微板上，并在 37℃下温育 24 h。通过用氯化四唑(TTC)10 

对其进行染色来评价生物膜的形成。为此目的，将 11 μl 的 0.2%TTC

溶液添加到所述板的所有孔中。在 37°C 下温育 1 h 后，使用酶标仪

Epoch (BioTek)的读数器测量 OD540。没有经历过抗菌化合物的 48 h 生

物膜的 OD540 值作为对照。所有实验均进行两次重复。生物膜的最小

抑制浓度(MBIC)被评估为 MBIC90，即抑制 90%细胞活力的样品浓度。15 

根据以下表达式确定组合中每种序列的部分抑制浓度指数(FICI)：FICI 

= FICA + FICB，其中 FICA 等于抗生素 A 与另一种抗生素组合的最小

抑制浓度(MIC)除以单独使用抗生素 A 的 MIC，而 FICB 等于将抗生

素 B 与另一种抗生素组合的最小抑制浓度(MIC)除以单独使用抗生素

B 的 MIC。FICI 的解释如下：FICI <0.5 时的协同作用，FICI>0.5≤120 

时的累加效应，FICI> 1≤4 时无相互作用，FICI> 4 时有拮抗作用。已

使用 TTC 测试研究了总共 1470 种 CAMP 和抗生素组合的抗生物膜活

性。 

结果总结在表 5 中。金黄色葡萄球菌的实验表明，与 CAMP 的组

合对氨基糖苷类(阿米卡星和卡那霉素)、β-内酰胺类(氨苄青霉素和美25 

罗培南)、糖肽万古霉素、大环内酯红霉素、林可酰胺克林霉素、氯霉

素的抗生物膜活性具有明显的协同作用。CAMP 对苯唑西林和诸如苯

扎氯铵的抗菌剂的效力产生累加作用。因此，CAMP 在金黄色葡萄球

菌的生物膜上增强了所有研究的抗生素和抗菌剂的作用。在大肠杆菌

的实验中已经确定 CAMP 发挥了作用：美罗培南和头孢噻肟对这种生30 
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物膜的破坏具有协同作用，对庆大霉素、环丙沙星、氯霉素和四环素

的功效具有累加作用。还已经确定，当破坏铜绿假单胞菌和鲍曼不动

杆菌形成的生物膜时，CAMP 显示出与美罗培南的协同作用，以及对

肺炎克雷伯菌(K. pneumoniae)的累加作用。在所有研究的 9 种不同类

别的 15 种抗生素和抗菌剂中，CAMP 仅在多粘菌素 B 的效率上没有5 

发挥增强作用。 

因此，CAMP 实际上是增强抗生素的抗生物膜活性的通用手段。

考虑到生物膜的类型，减少抗生素治疗剂量的阈值和/或改变将其施用

于感染病灶的方法，可以以多种组合实现本申请要求保护的用 CAMP

和抗生素的组合破坏生物膜的方法。 10 

 

实施例 5 
当与来自红头丽蝇的 CAMP 和多种抗生素接触时，致病细菌形成

的生物膜被破坏。 CV 测试 
在此实施例中，使用了另一种分析抗生物膜活性的技术—结晶紫15 

对生物膜染色(CV 测试)，研究了红头丽蝇 CAMP 与抗生素之间的相

互作用。分析技术对应于先前描述的一种技术[18]。与 TTC 测试根据

细胞代谢活性降低的水平评价效果不同，CV 测试允许根据生物膜结

合的着色剂的数量评估生物膜破坏的程度(厚度)。CAMP、抗生素或其

多种组合的最小抑制浓度用作效率标准，与对照(BIC90)相比，该浓度20 

将结合的 CV 量降低了 90%。将在 96 孔板孔中培养 24 h 的生物膜用

200μl 无菌 PBS 溶液洗涤 3 次，并在空气中干燥。通过将 CAMP 和抗

生素在 PBS 中进行两次稀释来制备无菌系列，分别在每个孔中加入

100μl 的每种浓度，并将所述板在 37°C 下温育 24 h。然后，除去培养

基残留物，并将所述孔用 200μl 的 PBS 洗涤 3 次，在空气中干燥，并25 

在 2 min 内用 0.1%的 CV 水溶液(Lenreaktiv，俄罗斯)染色。将染色的

生物膜用 200μl 的 PBS 洗涤 3 次，在空气中干燥，然后在 1 h 内用 200μl 
95%的乙醇稀释着色剂。然后，在仪器 Epoch 读数器 (BioTek)上在

570nm 波长测量由生物膜结合的着色剂溶液的光密度。每次测量均进

行两次独立的重复。 30 
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获得的数据总结在表 6 中。如在 TTC 测试中(表 5)，与 CAMP 的

组合增强了针对所有研究菌株的生物膜的抗生素活性。因此，在 8 例

中增强了协同作用，在 2 例中增加了累加作用。在所有测试实施例中，

TTC 和 CV 测试中揭示的相互作用类型的评价都一致。因此，CV 测

试的数据证实了基于 TTC 测试结果得出的结论，即 CAMP 是增强抗5 

生素的抗生物膜活性的通用手段。TTC 和 CV 测试结果的比较还表明，

本申请要求保护的破坏生物膜的方法同时提供细菌细胞的去除和破坏

包括基质的生物膜成分。最后一个事实证明了所提出的方法的另一个

重要优点—加速去除细菌代谢产物的可能性，并因此减少了伴随生物

膜感染的炎症和过敏反应。 10 

 

实施例 6 
防止细菌的浮游生物形式与红头丽蝇 CAMP 和多种抗生素的接

触时生物膜的生长 
生物膜是由存在于生物或非生物物体表面的独立生存(浮游生物)15 

细菌细胞形成的。感染病灶中浮游生物细胞的去除是防止生物膜形成

的最可靠方法。目前，为此目的使用了抗生素和抗菌剂。在该实施例

中讨论的实验目的是确定来自红头丽蝇的 AMPV 与抗生素和抗菌剂

组合施用对致病细菌的浮游生物细胞的杀菌作用。在这些实验中，使

用了大肠杆菌 ATCC25922、金黄色葡萄球菌 203、铜绿假单胞菌 ATCC 20 

27583、肺炎克雷伯氏菌 145、鲍曼不动杆菌 28 的菌株，它们均具有

形成生物膜的能力[18]。浮游生物培养物是通过在 37°C 下于液体 LB

营养液(Invitrogen)中温育细胞过夜来产生的。使用交叉滴定技术研究

浮游生物培养物中红头丽蝇的 CAMP 与抗生素组合之间的相互作用。

为此目的，在 96 孔微孔板中的 50 μl液体营养液中制备红头丽蝇CAMP25 

和抗生素的组合，将样品的两倍稀释液置于水平行的孔中，然后将两

个将抗生素的两倍稀释液放置在垂直行的孔中。此外，将 50 μl 细胞浓

度为 106 CFU/ml 的细菌悬浮液与样品一起引入每个孔中，并将所述板

在 37℃下温育 24 h。通过用氯化四唑(TTC)对其进行染色来评价细胞

的生长。为此目的，将 11 μl 的 0.2%TTC 溶液添加到所述板的所有孔30 
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中。在 37°C 下温育 1 h 后，使用酶标仪 Epoch(BioTek)的读数器测量

OD540。没有经历过抗菌化合物的 48 h悬浮培养物的 OD540值作为对照。

所有实验均进行两次重复。浮游生物培养物的最小抑菌浓度(MIC)评价

为 MIC90，即抑制 90%细胞活力的样品浓度。 

结果总结在表 7 中。金黄色葡萄球菌的实验表明，与 CAMP 的组5 

合对氯霉素和四环素的抗生素活性具有明显的协同作用。CAMP 对阿

米卡星、卡那霉素、氨苄青霉素、美罗培南、万古霉素、红霉素、克

林霉素和苯扎氯铵杀菌剂有累加作用。因此，CAMP 在金黄色葡萄球

菌的浮游生物培养物中增强了几乎所有研究的抗生素和抗菌剂的作

用。在大肠杆菌的实验中已经确定，CAMP 对多粘菌素和头孢噻肟的10 

活性具有协同作用，对环丙沙星、氯霉素和四环素的功效具有累加作

用。还已经确定，CAMP 表现出与美罗培南在抑制鲍曼不动杆菌的浮

游细胞的生长中的协同作用，以及对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌

和肺炎克雷伯菌的累加作用。 

因此，CAMP 显著增强了所有研究的抗生素对细菌浮游细胞的杀15 

菌作用。 

如以实时模式和在真实条件下进行的测试结果所示，本申请要求

保护的方法允许在形成成熟生物膜之前在感染过程的早期防止生物膜

生长，如上所述，这实际上对于预防、治疗多种疾病具有重要的科学

和现实意义。 20 
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表 1. 红头丽蝇(C. vicina)抗菌肽的复合物(CAMP)对抗生素的抗

生物膜活性的影响 

抗生素 抗生素类别 放大系数 Ca (抗生素的

MBIC90 /抗生素的 MBIC90 

+ CAMP) 

金黄色葡萄球菌   

美罗培南 BL >500 

阿米卡星 AG >333 

卡那霉素 AG >167 

万古霉素 GP 32 

氨苄青霉素 BL >24 

克林霉素 LA >21 

苯唑西林 BL 11 

氯霉素 AM 8 

苯扎氯铵 BC 8 

红霉素 ML 4 

四环素 TC >1.5 

大肠杆菌   

美罗培南 BL >187 

头孢噻肟 BL 62 

庆大霉素 AG 10 

环丙沙星 FQ >3 

氯霉素 AM >6 

四环素 TC 5 

多粘菌素 B PM 1 

铜绿假单胞菌   

美罗培南 BL 8 

肺炎克雷伯菌   

美罗培南 BL 4 

鲍曼不动杆菌   
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美罗培南 BL 16 

AG-氨基糖苷类，AM-胺酰醇类，BL-β 内酰胺类，FQ-氟喹诺酮

类，GP-糖肽类，LA-林可酰胺类，ML-大环内酯类，PM-多粘菌素，

TC-四环素，BC-苯扎氯铵 

 

表 2.从双翅目不同昆虫物种获得的制剂的抗菌活性 5 

生产者物种 MIC, mg/L (均值±均值误差) 

红头丽蝇(C. vicina) 250 ± 0.0  

黑颊丽蝇(C. vomitoria) 420 ± 80 

丝光绿蝇(L. sericata) 420 ± 80 

家蝇(M. domestica) 2000 ± 0 

 

表 3. 红头丽蝇和亮斑扁角水虻的抗菌复合物的比较活性 

菌株 抑制区的直径，mm 

红头丽蝇 亮斑扁角水虻 

藤黄微球菌(M. luteus) 19 14 

大肠杆菌 D31 14 12 

金黄色葡萄球菌 203 6.5 8 

铜绿假单胞菌 ATCC27853 0 6.5 

 

表 4. 红头丽蝇中所含抗菌肽的结构 

肽 分子量，Da  

( 单 一 同 位

素的) 

UniProt  

ID 

氨基酸序列 

防御素 

Seq ID 

No.1 

4032.0 C0HJX7 ATCDLLSGTGANHSACAAHCLLRGNRGGYCNGKA 

VCVCRN 

天蚕素 

Seq ID 4156.0 C0HJX8 GGWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLAVAQQAAN
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No.2 VAATAR 

Seq ID 

No.3 

6743.7  MNFHKVFIFVALILAVFAGQSQAGWLKKIGKKIER

VGQHTRDATIQGLAVAQQAANVAATARG 

双翅杀菌肽 

Seq ID 

No.4 

 C0HJX9 DSKPLNLVLPKEEPPNNPQTYGGGGGSRKDDFD

VVLQGAQXEV...(N-末端) 

Seq ID 

No.5 

11991.0  MKFVYLLAISALCMAAMVKAQNKPFKLTLPKEEP 

KNLPQLYGGGGGSRKQGFDVSLGAQQKVWESQN 

KRHSVDVNAGYSQHLGGPYGNSRPAYNGGVGYTY 

KLVNDCTISG 

Seq ID 

No.6 

4463.3  DSKPLNLVLPKEEPKNLPQLYGGGGGSRK- 

DGFDVSLGAQQRV 

Seq ID 

No.7 

7363.5  NLPQLYGGGGGSRKDGFDVSLGAQQKVWESQNK 

RHSVDVNAGYAQHLSGPYGNSRPAYSGGASYTYRF 

G 

Seq ID 

No.8 

  MNSFIFGNLCFSVAALAKADSKPLNLVLPKEEP-

KNLPQLYGGGGGSRKDGFDVNLGAQQRVWE- 

SETNVIQ 

富含脯氨酸的肽 

Seq ID 

No.9 

 C0HJY0 FVDRNRIPRSNNGPKIPIISNP... (N-末端) 

Seq ID 

No.10 

6205.0  MCGKKFFFFVLMALMALTTQLASASPFVDRSRRP 

NSNNGPKIPIISNPPFNPNARP 

Seq ID 

No.11 

4442.2  
SRDARPVQPRFNPPPPKRERPIIYDAPIRRPGPKT 

MYA 

 

表 5. 红头丽蝇 CAMP 制剂对抗生素的抗生物膜活性的影响。 

TTC 测试 

抗生素 菌株 MBIC90 抗

生素，mg/L 

MBIC90* 抗

生 素

FICI* 相 互 作 用

类型 
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+CAMP ，

mg/L 

阿卡米星 金黄色葡萄球菌

203 

>500 1.5 0.087 协同作用 

卡那霉素 金黄色葡萄球菌

203 

>500 3.0 0.107 协同作用 

庆大霉素 大 肠 杆 菌

ATCC25922 

6.25 0.6 0.765 累加作用 

苯唑西林 金黄色葡萄球菌

203 

0.11 0.01 0.583 累加作用 

氨 苄 青 霉

素 

金黄色葡萄球菌

203 

24.0 ＜1.0 0.208 协同作用 

头孢噻肟 大 肠 杆 菌

ATCC25922 

3.75 0.06 0.179 协同作用 

美罗培南 金黄色葡萄球菌

203 

>50 ＜0.1 0.168 协同作用 

大 肠 杆 菌

ATCC25922 

3.75 ＜0.02 0.297 协同作用 

铜 绿 假 单 胞 菌

ATCC27853 

19.0 2.4 0.28 协同作用 

肺 炎 克 雷 伯 菌

145 

9.4 2.3 0.583 累加作用 

鲍曼不动杆菌 28 18.8 1.2 0.247 协同作用 

万古霉素 金黄色葡萄球菌

203 

38.0 1.2 0.165 协同作用 

红霉素 金黄色葡萄球菌

203 

9.4 2.4 0.422 协同作用 

克林霉素 金黄色葡萄球菌

203 

>250 12.0 0.355 协同作用 

多粘菌素 大 肠 杆 菌 9.4 9.4 1 无 相 互 作
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ATCC25922 用 

环丙沙星 大 肠 杆 菌

ATCC25922 

0.06 ＜0.02 0.542 累加作用 

氯 胺 苯 醇

(氯霉素) 

大 肠 杆 菌

ATCC25922 

3.0 ＜0.5 0.667 累加作用 

金黄色葡萄球菌

203 

6.0 0.75 0.417 协同作用 

苯扎氯铵 金黄色葡萄球菌

203 

12.0 1.5 0.749 累加作用 

四环素 大 肠 杆 菌

ATCC25922 

0.8 0.15 0.708 累加作用 

金黄色葡萄球菌

203 

0.15 ＜0.1 0.749 累加作用 

*-研究的 CAMP 红头丽蝇和相应抗生素组合的 MBIC90 和 FICI 的最小值 

 
 

表 6.含有红头丽蝇抗菌肽复合物的制剂对多种类型抗生素的抗生物膜活性

的影响。结晶紫测试 5 

抗生素 菌株 MBEC90*

抗生素，

mg/L 

MBEC90**

抗 生 素

+CAMP，

mg/L 

FICI** Ca*** CAMP 和抗生素

相互作用类型 

结晶紫

测试 

TTC 测

试(来自

表 5 的

数据) 

美罗培

南 

金黄色葡萄

球菌 203 

>50 ＜0.1 0.169 >500 协 同

作用 

协同作

用 

大 肠 杆 菌

ATCC25922 

1.88 0.03 0.349 62.7 协 同

作用 

协同作

用 

铜绿假单胞

菌

9.4 0.3 0.159 31.3 协 同

作用 

协同作

用 
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ATCC27853 

鲍曼不动杆

菌 28 

9.4 0.59 0.291 15.9 协 同

作用 

协同作

用 

肺炎克雷伯

菌 145 

6.25 1.17 0.687 5.3 累 加

作用 

累加作

用 

头孢噻

肟 

大 肠 杆 菌

ATCC25922 

1.88 0.12 0.397 15.7 协 同

作用 

协同作

用 

阿米卡

星 

金黄色葡萄

球菌 203 

>250 ＜1.0 0.024 >250 协 同

作用 

协同作

用 

卡那霉

素 

金黄色葡萄

球菌 203 

>500 4.0 0.137 >125 协 同

作用 

协同作

用 

环丙沙

星 

大 肠 杆 菌

ATCC25922 

0.06 ＜0.02 0.583 >3.0 累 加

作用 

累加作

用 

氯胺苯

醇 ( 氯

霉素) 

金黄色葡萄

球菌 203 

2.0 ＜0.5 0.438 >4.0 协 同

作用 

协同作

用 

*最小生物膜清除浓度 

**-研究的 CAMP 红头丽蝇和相应抗生素组合的 MBIC90 和 FICI 的最小值 

* * *扩增系数(抗生素的 MBEC90 /抗生素的 MBIC90+ CAMP) 

 

表 7. 针对浮游生物细胞，红头丽蝇 CAMP 对不同种类抗生素活5 

性的影响。TTC 测试 

抗生素 菌株 MBIC90 

抗 生 素 ，

mg/L 

MBIC90*抗

生 素

+CAMP ，

mg/L 

FICI** 相互作用类

型 

阿米卡星 金黄色葡萄球菌

203 

1.88 0.48 0.833 累加作用 

卡那霉素 金黄色葡萄球菌 3.1 ＜0.1 0.527 累加作用 
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203 

氨苄青霉

素 

金黄色葡萄球菌

203 

0.045 0.006 0.542 累加作用 

头孢噻肟 大 肠 杆 菌

ATCC25922 

0.09 0.011 0.415 协同作用 

美罗培南 金黄色葡萄球菌

203 

0.023 ＜0.002 0.667 累加作用 

铜 绿 假 单 胞 菌

ATCC27853 

0.96 0.48 0.516 累加作用 

肺 炎 克 雷 伯 菌

145 

0.012 ＜0.002 0.833 累加作用 

鲍曼不动杆菌 28 0.75 0.045 0.393 协同作用 

万古霉素 金黄色葡萄球菌

203 

0.47 0.12 0.589 累加作用 

红霉素 金黄色葡萄球菌

203 

0.94 0.03 0.589 累加作用 

克林霉素 金黄色葡萄球菌

203 

75 4.7 0.729 累加作用 

多粘菌素

B 

大 肠 杆 菌

ATCC25922 

2.4 ＜0.1 0.375 协同作用 

环丙沙星 大 肠 杆 菌

ATCC25922 

0.03 0.015 0.667 累加作用 

氯胺苯醇

(氯霉素) 

大 肠 杆 菌

ATCC25922 

4.7 0.3 0.67 累加作用 

金黄色葡萄球菌

203 

4.7 0.6 0.418 协同作用 

苯扎氯铵 金黄色葡萄球菌

203 

0.3 0.15 0.75 累加作用 

四环素 大 肠 杆 菌

ATCC25922 

0.47 0.03 0.729 累加作用 
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金黄色葡萄球菌

203 

0.12 0.03 0.416 协同作用 

*-研究的 CAMP 红头丽蝇和相应抗生素组合的 MBIC90 和 FICI 的最小值 
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说 明 书 核 苷 酸 和 氨 基 酸 序 列 表  

1 

序列表 

<110> S·I·切尔内什 

<120> 用昆虫抗菌肽复合物破坏细菌生物膜并防止细菌生物膜形成的方法 

<130> TPD00855A 

<141> 2020-02-06 

<150> 2017120258 

<151> 2017-06-08 

<160> 4 

<210> 1 

<211> 40 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Defensin（防御素）  

<400> 1 

Ala Thr Cys Asp Leu Leu Ser Gly Thr Gly Ala Asn His Ser Ala Cys  

1 5 10 15  

Ala Ala His Cys Leu Leu Arg Gly Asn Arg Gly Gly Tyr Cys Asn Gly  

20 25 30  

Lys Ala Val Cys Val Cys Arg Asn  

35 40  

<210> 3 

<211> 39 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Cecropin（天蚕素）  

<400> 2 

Gly Trp Leu Lys Lys Ile Gly Lys Lys Ile Glu Arg Val Gly Gln His  

1 5 10 15  

Thr Arg Asp Ala Thr Ile Gln Gly Leu Ala Val Ala Gln Gln Ala Ala  

20 25 30  

Asn Val Ala Ala Thr Ala Arg  



说 明 书 核 苷 酸 和 氨 基 酸 序 列 表  

2 

35  

<210> 3 

<211> 63 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<400> 3 

Met Asn Phe His Lys Val Phe Ile Phe Val Ala Leu Ile Leu Ala Val  

1 5 10 15  

Phe Ala Gly Gln Ser Gln Ala Gly Trp Leu Lys Lys Ile Gly Lys Lys  

20 25 30  

Ile Glu Arg Val Gly Gln His Thr Arg Asp Ala Thr Ile Gln Gly Leu  

35 40 45  

Ala Val Ala Gln Gln Ala Ala Asn Val Ala Ala Thr Ala Arg Gly  

50 55 60  

<210> 4 

<211> 40 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Diptericin, N-terminal sequence(双翅杀菌肽，N-末端序列)  

<400> 4 

Asp Ser Lys Pro Leu Asn Leu Val Leu Pro Lys Glu Glu Pro Pro Asn  

1 5 10 15  

Asn Pro Gln Thr Tyr Gly Gly Gly Gly Gly Ser Arg Lys Asp Asp Phe  

20 25 30  

Asp Val Val Leu Gln Gly Ala Gln...  

35 40  

<210> 5 

<211> 111 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Diptericin(双翅杀菌肽)  

<400> 5 



说 明 书 核 苷 酸 和 氨 基 酸 序 列 表  

3 

Met Lys Phe Val Tyr Leu Leu Ala Ile Ser Ala Leu Cys Met Ala Ala  

1 5 10 15  

Met Val Lys Ala Gln Asn Lys Pro Phe Lys Leu Thr Leu Pro Lys Glu  

20 25 30  

Glu Pro Lys Asn Leu Pro Gln Leu Tyr Gly Gly Gly Gly Gly Ser Arg  

35 40 45  

Lys Gln Gly Phe Asp Val Ser Leu Gly Ala Gln Gln Lys Val Trp Glu  

50 55 60  

Ser Gln Asn Lys Arg His Ser Val Asp Val Asn Ala Gly Tyr Ser Gln  

65 70 75 80  

His Leu Gly Gly Pro Tyr Gly Asn Ser Arg Pro Ala Tyr Asn Gly Gly  

85 90 95  

Val Gly Tyr Thr Tyr Lys Leu Val Asn Asp Cys Thr Ile Ser Gly  

100 105 110  

<210> 6 

<211> 42 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Diptericin(双翅杀菌肽)  

<400> 6 

Asp Ser Lys Pro Leu Asn Leu Val Leu Pro Lys Glu Glu Pro Lys Asn  

1 5 10 15  

Leu Pro Gln Leu Tyr Gly Gly Gly Gly Gly Ser Arg Lys Asp Gly Phe  

20 25 30  

Asp Val Ser Leu Gly Ala Gln Gln Arg Val  

35 40  

<210> 7 

<211> 69 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Diptericin(双翅杀菌肽)  

<400> 7 



说 明 书 核 苷 酸 和 氨 基 酸 序 列 表  

4 

Asn Leu Pro Gln Leu Tyr Gly Gly Gly Gly Gly Ser Arg Lys Asp Gly  

1 5 10 15  

Phe Asp Val Ser Leu Gly Ala Gln Gln Lys Val Trp Glu Ser Gln Asn  

20 25 30  

Lys Arg His Ser Val Asp Val Asn Ala Gly Tyr Ala Gln His Leu Ser  

35 40 45  

Gly Pro Tyr Gly Asn Ser Arg Pro Ala Tyr Ser Gly Gly Ala Ser Tyr  

50 55 60  

Thr Tyr Arg Phe Gly  

65  

<210> 8 

<211> 70 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Diptericin(双翅杀菌肽)  

<400> 8 

Met Asn Ser Phe Ile Phe Gly Asn Leu Cys Phe Ser Val Ala Ala Leu  

1 5 10 15  

Ala Lys Ala Asp Ser Lys Pro Leu Asn Leu Val Leu Pro Lys Glu Glu  

20 25 30  

Pro Lys Asn Leu Pro Gln Leu Tyr Gly Gly Gly Gly Gly Ser Arg Lys  

35 40 45  

Asp Gly Phe Asp Val Asn Leu Gly Ala Gln Gln Arg Val Trp Glu Ser  

50 55 60  

Glu Thr Asn Val Ile Gln  

65 70  

<210> 9 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Proline-rich peptide, N-terminal sequence(富含脯氨酸的肽，N-末端序列) 

<400> 9 



说 明 书 核 苷 酸 和 氨 基 酸 序 列 表  

5 

Phe Val Asp Arg Asn Arg Ile Pro Arg Ser Asn Asn Gly Pro Lys Ile  

1 5 10 15  

Pro Ile Ile Ser Asn Pro...  

20  

<210> 10 

<211> 56 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Proline-rich peptide(富含脯氨酸的肽) 

<400> 10 

Met Cys Gly Lys Lys Phe Phe Phe Phe Val Leu Met Ala Leu Met Ala  

1 5 10 15  

Leu Thr Thr Gln Leu Ala Ser Ala Ser Pro Phe Val Asp Arg Ser Arg  

20 25 30  

Arg Pro Asn Ser Asn Asn Gly Pro Lys Ile Pro Ile Ile Ser Asn Pro  

35 40 45  

Pro Phe Asn Pro Asn Ala Arg Pro  

50 55  

<210> 11 

<211> 38 

<212> PRT 

<213> Calliphora vicina（红头丽蝇） 

<220> 

<223> Proline-rich peptide(富含脯氨酸的肽) 

<400> 11 

Ser Arg Asp Ala Arg Pro Val Gln Pro Arg Phe Asn Pro Pro Pro Pro  

1 5 10 15  

Lys Arg Glu Arg Pro Ile Ile Tyr Asp Ala Pro Ile Arg Arg Pro Gly  

20 25 30  

Pro Lys Thr Met Tyr Ala  

35  
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