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摘  要 

目的：研究角蛋白KRT8在斑马鱼中的免疫相关功能，并在该蛋白的基础上筛选抗菌肽。方法：以斑马鱼

KRT8为研究对象，通过蛋白免疫印记和酶联免疫吸附实验，研究该蛋白是否具有与肽聚糖、脂多糖以及

革兰氏阴性与阳性菌结合的能力；通过脂多糖诱导斑马鱼发生炎症，探究krt8在炎症反应中的作用；通

过斑马鱼体内细菌感染实验，进一步研究KRT8对炎症的作用；在该蛋白的基础上筛选抗菌肽，然后验

证筛选出候选肽的抑菌能力。结果：本研究发现，KRT8可以与肽聚糖、脂多糖、革兰氏阴性和革兰氏

阳性细菌结合。在脂多糖诱导的斑马鱼炎症模型中，krt8的表达水平发生变化，这说明krt8可能参与

炎症反应。进一步研究发现，KRT8可缓解细菌诱导的炎症反应。从KRT8中筛选出的抗菌肽mP90-103具

有直接杀菌作用，且无溶血活性。结论：KRT8可作为模式识别受体参与斑马鱼炎症免疫调控；其衍生

肽mP90-103具有优良的抗菌活性和生物安全性。本研究为解释多种动物体内角蛋白的免疫功能提供了

新见解。 
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Abstract 
Objective: To investigate the immune-related functions of keratin KRT8 in zebrafish, and screen 
antimicrobial peptides derived from KRT8. Methods: Taking zebrafish KRT8 as the research object, 
Western blot and ELISA were performed to detect the binding capacity of KRT8 to peptidoglycan 
(PGN), lipopolysaccharide (LPS), Gram-negative bacteria and Gram-positive bacteria. An LPS-in-
duced zebrafish inflammatory model was constructed to explore the role of krt8 in inflammatory 
responses. In vivo bacterial infection assays in zebrafish were conducted to further clarify the reg-
ulatory effect of KRT8 on inflammation. Moreover, candidate antimicrobial peptides were screened 
based on the KRT8 sequence, and their antibacterial activities were verified subsequently. Results: 
KRT8 was capable of binding to PGN, LPS, Gram-negative and Gram-positive bacteria. In the LPS-
induced inflammatory model, the expression of krt8 was significantly altered, suggesting that krt8 
is involved in the inflammatory response. Further in vivo experiments confirmed that KRT8 could 
alleviate bacteria-triggered inflammatory reaction. The derived peptide mP90-103 screened from 
KRT8 exerted direct bactericidal activity with no hemolytic toxicity. Conclusion: KRT8 acts as a pat-
tern recognition receptor and participates in the regulation of inflammatory immunity in zebrafish. 
Its derivative peptide mP90-103 possesses favorable antibacterial activity and high biosafety. This 
study provides novel insights into the immunological functions of keratins among diverse animal 
species. 
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1. 引言 

细菌耐药性(AMR)的全球蔓延对公共卫生构成严重威胁，不仅给医疗体系带来沉重的经济负担，还加

剧了传染病的发病率与死亡率——每年约有 100 万人死于耐药细菌感染[1]。因此，亟需寻找抗生素替代品。 
抗菌肽(AMPs)是所有生物体都会产生的一类小分子生物活性物质(含 10 到 100 个氨基酸残基)，作为

先天免疫系统的关键组成部分可有效抑制或杀灭入侵病原体[2]。与传统抗生素不同，抗菌肽具有广谱抗

菌、抗病毒、抗肿瘤、对宿主无毒、不易诱导耐药性产生的优点[3]。因此，抗菌肽有望成为抗生素的理

想替代物。 
角蛋白(KRT)是中间丝家族中最大的亚家族，根据等电点可分为 I 型(酸性)和 II 型(碱性)角蛋白，通

常 I 型和 II 型角蛋白以异源二聚体形式存在[4] [5]。KRT8 属于 II 型角蛋白，在哺乳动物中常与 KRT18
形成异源二聚体[6]；在斑马鱼体内，二者同样共表达并在丝状结构组装过程中形成异源角蛋白二聚体[7]。
作为细胞骨架的重要组成部分，KRT8 对维持细胞完整性、保护细胞形态及调控细胞大小的具有重要作

用，此外，KRT8 还参与细胞迁移、黏附、凋亡及增殖等多种生理过程[8] [9]。然而，KRT8 在宿主中应

对细菌感染及在相关炎症调控中的作用仍鲜有研究。 
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在前期研究中，我们通过交联肽聚糖的琼脂糖凝胶柱从斑马鱼早期胚胎中分离得到一种蛋白，并鉴

定该蛋白为 KRT8 蛋白[10]。本研究以斑马鱼为模型，探讨 KRT8 是否具有模式识别活性及炎症调节功

能。同时，探究从 KRT8 中筛选到的抗菌肽 mP90-103 的抑菌活性、生物安全性，为揭示 KRT8 在宿主抗菌

免疫中的综合作用、开发新型抗耐药菌制剂提供实验依据。 

2. 实验部分 

2.1. 材料 

2.1.1. 试剂及仪器 
4%多聚甲醛，丙酮，二甲基亚砜(DMSO)，牛血清白蛋白(BSA)，Triton X-100，山羊血清，4',6-二脒

基-2-苯基吲哚(DAPI)，Trizol，RNA 提取试剂盒，大肠杆菌 BL21 (DE3)，异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)，
卡那霉素(Kana)购自索莱宝科技有限公司。抗 KRT8 小鼠单克隆抗体，Alexa Fluor 488 标记的山羊抗小鼠

IgG，DAB 显色试剂盒购自上海生工科技有限公司。Evo M-MLV 反转录预混型试剂盒，SYBR Green Pro 
Taq HS预混型 qPCR试剂盒购自艾科瑞生物工程有限公司。辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗小鼠 IgG，

加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的链霉亲和素购自碧云天生物技术公司。肽聚糖(PGN)，生物素化己酸 N-
羟基琥珀酰亚胺酯(生物素)购自西格玛奥德里奇公司。脂多糖(LPS)，LPS (大肠杆菌 O55:B5)购自阿拉丁

生化科技股份有限公司。 
共聚焦显微镜，德国徕卡公司。酶标仪，赛默飞世尔科技公司。regulus 8100 扫描电子显微镜，日本

日立株式会社。 

2.1.2. 实验动物 
野生斑马鱼购自当地养鱼场，实验操作严格遵循规定，经山东省实验动物管理伦理委员会批准。斑

马鱼在 27℃ ± 1℃下饲养、定时投喂。性成熟斑马鱼按雌雄比例 2:1 配对产卵，受精卵在 27℃ ± 1℃下

培养至使用[11]。 

2.1.3. 实验细菌 
革兰氏阳性菌：金黄色葡萄球菌 ATCC 35654、藤黄微球菌 ATCC 49732、枯草芽孢杆菌 ATCC 6633。 
革兰氏阴性菌：大肠杆菌 ATCC 25922、嗜水气单胞菌 ATCC 35654、鳗弧菌 ATCC 43308。 

2.2. 免疫荧光技术 

为探究 KRT8 在斑马鱼中的定位，进行了免疫荧光实验[12]。选取 1.25、2.25、4、6、12 及 24 hpf 斑
马鱼胚胎，经 4%多聚甲醛固定、脱壳、冷丙酮处理、0.5% PBST (1 mL PBS 加入 500 μL Triton X-100)洗
涤后，在含 1% DMSO 和 1% BSA 的 5%山羊血清中封闭。封闭结束后，将样本依次与一抗(抗 KRT8 小

鼠单克隆抗体)及二抗(Alexa Fluor 488 标记的山羊抗小鼠 IgG)孵育[12]。以 6 hpf 胚胎为对照，兔免疫前

血清替代一抗。取 6 hpf 和 24 hpf 胚胎用 4%多聚甲醛固定，脱水、包埋后制成 14 μm 冷冻切片。通过

DAPI 染色标记细胞核，PBST 洗涤后 4℃保存，使用共聚焦显微镜观察成像[13]。 

2.3. 生物信息学 

从 NCBI 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov)中获取不同物种的 krt8 染色体定位及氨基酸序列。通

过 SMART (https://smart.embl.de/)预测斑马鱼 KRT8 蛋白结构域，使用 ProtParam  
(https://www.expasy.org/search/ProtParam)分析其理化性质，采用 AlphaFold 预测其三维结构。通过 MEGA 
11 使用最大似然法构建不同物种 KRT8 的系统发育树。对不同物种的 krt8 基因进行共线性分析[14]。
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KRT8 蛋白的登录号详见表 1。 
 

Table 1. Names and accession numbers of KRT8 proteins 
表 1. KRT8 蛋白名称及登录号 

Name Accession number 

Homo sapiens KRT8 AAH73760.1 

Pan troglodytes KRT8 XP_016778841.1 

Macaca mulatta KRT8 NP_001247474.1 

Mus musculus KRT8 NP_112447.2 

Rattus norvegicus KRT8 NP_955402.1 

Ovis aries KRT8 XP_012029598.3 

Bos taurus KRT8 NP_001028782.1 

Aythya fuligula KRT8 XP_032060644.1 

Gallus gallus KRT8 isoform X1 XP_015128103.2 

Gallus gallus KRT8 isoform X2 XP_040510849.1 

Gallus gallus KRT8 isoform X3 XP_040549737.1 

Gallus gallus KRT8 isoform X4 XP_040549739.1 

Mauremys reevesii KRT8 XP_039370224.1 

Dermochelys coriacea KRT8 XP_043362591.1 

Thamnophis elegans KRT8 XP_032065796.1 

Notechis scutatus KRT8 XP_026529665.1 

Name Accession number 

Xenopus laevis KRT8 AAH44116.1 

Xenopus tropicalis KRT8 NP_001002797.1 

Astyanax mexicanus KRT8 XP_007256403.2 

Colossoma macropomum KRT8 XP_036446505.1 

Puntigrus tetrazona KRT8 XP_043080891.1 

Danio rerio KRT8 NP_956374.1 

2.4. 定量实时荧光定量 PCR (RT-qPCR) 

为分析斑马鱼组织及不同发育阶段中 krt8 的表达情况，收集斑马鱼不同组织及不同发育时期胚胎。

提取总 RNA 并反转录生成 cDNA，以 gapdh (表 2)为内参基因，通过 RT-qPCR 检测目的基因的相对表达

量。每组均设三个技术重复与生物学重复，采用 2−ΔΔCt 法[15]计算。 

2.5. 重组蛋白的表达与纯化 

利用 BamH I 和 Xho I 酶切构建重组质粒 pET-28a/krt8，转化至大肠杆菌 BL21 (DE3)中。使用 IPTG
诱导重组蛋白表达[16]，通过镍柱亲和层析法[17]进行纯化。蛋白透析复性后经 12% SDS-PAGE 电泳，并

用考马斯亮蓝 R-250 染色分析。 
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Table 2. Primer sequences 
表 2. 引物序列 

Primer Sequences (5’- 3’) 

krt8 
Forward primer GATGAAATCAACAAGCGCACAGA 

Reverse primer CTCACGGATCTCCTCCTCAAA 

β-actin 
Forward primer GCCCATCCATCGTTCACAGG 

Reverse primer ACCTCCCTTTGCCAGTTTCC 

gapdh 
Forward primer TCAGAACATCATCCCAGCCTC 

Reverse primer GGCAGGTTTCTCAAGACGGA 

tnf-α 
Forward primer CTGGATCTTCAAAGTCGGGTGTATGG 

Reverse primer TTGTTGATTGCCCTGGGTCTTATGG 

il-1β 
Forward primer ATCCAAACGGATACGACCAG 

Reverse primer TCGGTGTCTTTCCTGTCCAT 

il-6 
Forward primer GTCTGCTACACTGGCTACACTCTTC 

Reverse primer CGTCCACATCCTGAACTTCGTCTC 

2.6. 蛋白质免疫印迹(Western Blotting) 

12% SDS-PAGE 分离蛋白后，通过半干法将其转印至聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上[16]。使用 5% BSA
封闭，用 0.5% PBST 洗涤并加入一抗(抗 KRT8 小鼠单克隆抗体)，4℃孵育过夜。次日 PBST 洗涤后，加

入二抗(HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG)，室温孵育 1 h。再次洗涤后，使用 DAB 显色并进行成像[18]。 

2.7. 重组蛋白与细菌的结合实验 

将革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌培养至对数生长期，收集菌体并重悬于溶解缓冲液(100 mM Tris、
500 mM 氯化钠，pH 8.0)中。细菌悬液与 rKRT8 常温孵育，溶解缓冲液洗涤，对照组仅以溶解缓冲液替

代 rKRT8，最终样品通过 Western blotting 进行检测。 

2.8. 酶联免疫吸附试验(ELISA) 

采用 ELISA 测定 rKRT8 与 LPS 与 PGN 的结合能力[10] [19]。将 rKRT8 与 BSA 使用生物素标记。

LPS 与 PGN 包被于 96 孔板，0.2% BSA 封闭，PBST 洗涤后加入生物素化 rKRT8 或 BSA 孵育，再次洗

涤后，加入 HRP 标记的链霉亲和素孵育，使用邻苯二胺显色。 

2.9. 斑马鱼相关实验 

2.9.1. 斑马鱼炎症模型的建立 
利用 LPS 构建斑马鱼炎症模型，研究 krt8 在炎症反应中的作用。通过泄殖腔注射的方法向斑马鱼注

射 10 μL 1 mg/mL 的 LPS(大肠杆菌 O55:B5)，在注射后 0、3、6、12 和 24 h 采集肠道、肝脏和眼部组织，

冰上进行匀浆处理。提取总 RNA，反转录获得 cDNA 后，通过 RT-qPCR 定量检测炎症因子(tnf-α、il-1β
和 il-6)及 krt8 的相对表达水平。 

2.9.2. 肠道损伤的组织学分析 
LPS 注射后 12 h，采集斑马鱼肠道组织，用 4%多聚甲醛固定 24 h。冲洗后，参照 Duan 等[20]的方

https://doi.org/10.12677/hjfns.2026.154041
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法，采用梯度乙醇对组织进行脱水处理，随后进行石蜡包埋并切片。切片固定于载玻片上，经干燥、脱

蜡处理后，通过苏木精–伊红(H&E)进行染色，染色后的切片在共聚显微镜下观察并拍照。 

2.9.3. 体内细菌感染实验 
将鳗弧菌培养至对数生长期，PBS 洗涤重悬后，调整浓度为 106 CFU/mL。实验组斑马鱼腹腔注射 20 

μL rKRT8 (300 μg/mL)，对照组注射 20 μL PBS，随后每尾斑马鱼注射 10 μL 鳗弧菌。细菌注射后解剖斑

马鱼，收集肝脏和肠道组织。之后进行总 RNA 提取、反转录及 RT-qPCR 操作。 

2.10. 抗菌肽相关实验 

2.10.1. 抗菌肽筛选与定点突变 
通过 CAMPR3 (http://www.camp3.bicnirrh.res.in/prediction.php)对斑马鱼 KRT8 进行抗菌肽筛选(10~20

个氨基酸残基)，采用 SVM、RF 和 ANN 算法预测其抗菌活性[21]。筛选出的候选肽通过 CAMPR3 理性设

计工具进行定点突变及序列优化。通过 ProtParam (https://www.expasy.org/search/ProtParam)分析候选肽

的理化性质，使用 Tamarind Bio (https://app.tamarind.bio/tools/alphafold)对候选肽的亲水性、三级结构进

行分析。 
目标肽序列由上海生工通过化学方法合成，−20℃存储。 

2.10.2. 抑菌能力验证 
通过液体抑菌实验测定候选肽的抗菌活性[12]。革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌调整浓度至 105 CFU/mL。

将不同浓度的候选肽溶液、LB 培养基与细菌悬液混合后加入 96 孔板中，每组设 3 个重复孔。无菌去离子水

和 Kana 分别作为阴性和阳性对照。96 孔板于 37℃下培养，每小时使用酶标仪测定 620 nm 处的吸光度[22]。 

2.10.3. 最小抑菌浓度(MIC)测定 
将菌液浓度稀释至 105 CFU/mL 后，与多肽溶液等体积混合，取 200 μL 加入 96 孔板。无菌去离子水

和 Kana 溶液分别作为阴性和阳性对照，37℃孵育 24 h。最低抑菌浓度(MIC)定义为未观察到细菌生长的

最低浓度[23]。 

2.10.4. 扫描电子显微镜(SEM)实验 
根据先前文献[24] [25]，金黄色葡萄球菌和大肠杆菌稀释至 105 CFU/mL，多肽溶液(4 × MIC)与细菌

悬液等体积混合，37℃振荡培养 12 h。样品经离心，PBS 洗涤后，4℃戊二醛固定 3 h。再次离心洗涤，

取 10 μL 溶液滴加至硅片上，干燥后通过 SEM 进行观察。 

2.10.5. 溶血实验 
灭菌的 5 mm 滤纸片，浸泡到不同浓度的多肽溶液中。将浸泡后的滤纸片放到 7% (体积比)羊血琼脂

平板上，于 37℃培养 48 h。无菌水和 1% Triton X-100 分别作为阴性对照和阳性对照[26]。 

2.11. 数据分析 

所有实验均设置生物学重复和技术重复。统计分析采用 GraphPad Prism 9.0 软件完成。差异采用单因

素方差分析进行评估，当 p < 0.05 时认为具有统计学意义。 

3. 结果与讨论 

3.1. KRT8 在斑马鱼胚胎中的定位 

为明确 KRT8 在斑马鱼胚胎中的定位，开展了免疫荧光定位实验。结果显示，斑马鱼 KRT8 蛋白于
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胚胎发育早期的卵裂期便开始表达，并持续存在于卵裂期、长圆形期、外包期直至幼鱼孵化(图 1(A))。切

片免疫荧光表明KRT8定位于细胞质内(图1(B))；在24 hpf的胚胎中特异性分布于包被层(EVL) (图1(B))，
这一结果与之前的研究一致[27]。 

 

 
Figure 1. Immunofluorescence detection of KRT8 during zebrafish embryonic development. (A) KRT8 in zebrafish embryo 
development stages; (B) Immunofluorescence section 
图 1. 斑马鱼胚胎发育过程中 KRT8 的免疫荧光检测。(A) 斑马鱼胚胎不同发育阶段 KRT8 表达特征；(B) 免疫荧光

切片 

https://doi.org/10.12677/hjfns.2026.154041


刘龙霄 等 
 

 

DOI: 10.12677/hjfns.2026.154041 369 食品与营养科学 
 

3.2. 生物信息学分析 

斑马鱼 krt8 的 cDNA 全长 2220 bp，开放阅读框(ORF)为 1563 bp，编码了 520 个氨基酸。斑马鱼 KRT8
含有 9 个 α-螺旋，为带有负电荷的亲水性不稳定蛋白。利用 SMART 进行结构域预测，发现该蛋白主要

由中间丝结构域、Ⅱ型角蛋白头部以及一个低频率结构域组成(图 2(A))。通过 AlphaFold 进行三级结构分

析，发现斑马鱼和人类的 KRT8 结构具有较高相似性(图 2(B))。进化树结果显示，斑马鱼 KRT8 的序列

与虎皮鱼(Puntigrus tetrazona)的亲缘关系最近(图 2(C))。共线性分析表明，斑马鱼 krt8 基因定位于 23 号

染色体，且其相对于 krt18、eif4b 和 tns2 基因的排列方向，与人(Homo sapiens)、小鼠(Mus musculus)、牛

(Bos taurus)和爪蟾(Xenopus laevis)一致，这进一步证实了 krt8 基因的保守性(图 2(D))。综上，KRT8 在物

种间高度保守，这一保守性可能与其维持细胞稳态、抵御外界损伤的功能密切相关。 

3.3. krt8 在斑马鱼不同组织及不同发育阶段的表达情况 

采用 RT-qPCR 检测 krt8 在斑马鱼不同组织及不同发育阶段胚胎中的相对表达水平(图 3(A))。krt8 在

斑马鱼脾脏、尾部、肠道、心脏、肝脏、脑组织、肌肉、眼部、肾脏、皮肤及精巢中均有表达，其中睾

丸、眼睛、皮肤和尾部表达水平最高，与 KRT8 在再生尾鳍表皮中高表达的结论相符[28]，也进一步印证

了 KRT8 主要位于上皮细胞的分布特点[29]。此外，krt8 在胚胎发育过程中表达量存在显著差异，在受精

后 12 hpf 表达量最高。 

3.4. KRT8 的表达及与细菌、PGN 和 LPS 结合能力的检测 

借助重组蛋白表达与蛋白纯化技术，成功获得 rKRT8 (图 3(B)-(a)、图 3(B)-(b))。采用 Western blotting
检测了 rKRT8 与细菌的结合能力。结果显示，rKRT8 可与革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌结合(图 3(B)-(c)、
图 3(B)-(d))。ELISA 结果证实，rKRT8 以剂量依赖性方式结合 PGN 与 LPS(图 3(C))，该结果与 rANGPT4
的结果相似[30]，因此推测 KRT8 可能是斑马鱼中的模式识别受体。 

3.5. 斑马鱼实验 

3.5.1. 斑马鱼的炎症反应 
向斑马鱼体内注射 LPS 后，收集肠道、肝脏及眼组织，采用 RT-qPCR 检测炎症因子(tnf-α、il-1β 和

il-6)表达，结果如图 4(A)所示。结果显示，在肠道中，tnf-α、il-1β 和 il-6 的表达量在 3 h 时达到最大值，

之后逐渐下降(图 4(A)-(a))；在肝脏中，tnf-α 在 6 h 达到最大值，il-1β 在 3 h 达到最大值，而 il-6 表达持

续上调并在 24 h 达到最大值(图 4(A)-(b))；在眼睛中，il-6 在 6 h 达到最大值，而 tnf-α 和 il-1β 未见明显

变化(图 4(A)-(c))。说明斑马鱼在刺激后 3-6 h 发生炎症反应。 
LPS 注射 12 h 后，收集斑马鱼肠道组织制备石蜡切片并进行 H&E 染色。结果显示，肠道上皮细胞

出现坏死，杯状细胞数量增多的现象，这说明机体发生了明显的炎症损伤(图 4(A)-(g)、图 4(A)-(h))。结

合 RT-qPCR 结果推测，LPS 刺激后 12 h 炎症因子水平虽已回落，但由于组织损伤恢复缓慢，导致肠道病

理损伤仍旧存在。 
进一步检测 LPS 刺激下斑马鱼体内 krt8 的表达变化，发现 krt8 在肠道(3 h)、肝脏(6~12 h)和眼睛(6 h)

中的表达均显著上调(图 4(A)-(c)-(e))，其变化趋势与促炎细胞因子趋势高度一致，这表明 KRT8 可能参与

斑马鱼炎症应答过程，并在炎症反应进程中发挥重要作用。 

3.5.2. 细菌感染实验 
RT-qPCR 结果显示(图 4(B))：细菌感染后 6 h，PBS 组肝脏和肠道中 tnf-α、il-1β 和 il-6 的表达量显

著升高，说明此时发生炎症反应；而在 rKRT8 处理组中，仅 il-1β 的表达量在 6 h 升高，tnf-α、il-1β 的 
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Figure 2. Bioinformatics characterization of zebrafish KRT8. (A) Domain architecture; (B) 3D structures of KRT8 in zebrafish and 
human; (C) Phylogenetic tree; (D) Syntenic chromosomal localization 
图 2. 斑马鱼 KRT8 的生物信息学特征分析。(A) KRT8 结构域；(B) 斑马鱼和人 KRT8 的三维结构；(C) 系统发育树；(D) 
共线性分析 
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Figure 3. Expression of krt8 in zebrafish and the bacterial, PGN/LPS binding activity of rKRT8. (A). Expression of krt8 in zebrafish 
tissues and embryonic developmental stages. (a) Different tissues. (b) Embryos at different stages; (B) Binding of rKRT8 to bacteria. 
(a) Purified rKRT8. (b) Lane M: protein marker; Lane 1: empty vector control; Lane 2: uninduced pET28a/krt8; Lane 3: induced 
pET28a/krt8; Lane 4: purified rKRT8. (c) Western blot detection of rKRT8. (d) Binding of rKRT8 to Gram-positive bacteria (M. 
luteus, S. aureus and B. subtilis); Lanes 3, 5, 7: rKRT8 and bacteria co-incubation group; Lanes 2, 4, 6: PBS control group. (e) 
Binding of rKRT8 to Gram-negative bacteria (E. coli, V. anguillarum and A. hydrophila); Lanes 3, 5, 7: rKRT8 and bacteria co-
incubation group; Lanes 2, 4, 6: PBS control group; (C) Binding of rKRT8 to PGN and LPS. (a) Interaction with PGN. (b) Interac-
tion with LPS 
图 3. 斑马鱼中 krt8 的表达及 rKRT8 的细菌 PGN 与 LPS 结合活性。(A) krt8 在斑马鱼组织及胚胎发育阶段的表达。(a) 不同

组织。(b) 不同时期胚胎；(B) rKRT8 与细菌的结合。(a) 纯化 rKRT8。(b) 泳道 M 为蛋白标记，泳道 1 为空载体对照，泳道

2 为未诱导的 pET28a/krt8，泳道 3 为诱导后的 pET28a/krt8，泳道 4 为纯化的 rKRT8。(b) rKRT8 的 Western blot 检测。(c) 
rKRT8 与革兰氏阳性菌(藤黄微杆菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌)的结合，泳道 3、5、7 为 rKRT8 与细菌共孵育组，泳

道 2、4、6 为 PBS 对照组。(d) rKRT8 与革兰氏阴性菌(大肠杆菌、鳗弧菌和嗜水气单胞菌)的结合，泳道 3、5、7 为 rKrt8 与

细菌共孵育组，泳道 2、4、6 为 PBS 对照组；(C) rKRT8 与 PGN 及 LPS 的结合。(a) 与 PGN 的相互作用。(b) 与 LPS 的相

互作用 
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Figure 4. Inflammatory response and bacterial infection in zebrafish. (A) Inflammatory response of zebrafish. (a)-(c) Relative expres-
sion levels of inflammatory factors tnf-α, il-1β and il-6 in the intestine, liver and eye at 0, 3, 6, 12 and 24 h after LPS injection. (d)-(f) 
Relative expression levels of krt8 in the intestine, liver and eye at 0, 3, 6, 12 and 24 h after LPS injection. (g) Intestinal section of 
untreated zebrafish. h, Intestinal section at 12 h after LPS stimulation; the box marks the area of epithelial necrosis. (B) Bacterial 
infection in zebrafish. (a) Schematic diagram of bacterial stimulation. (b)-(d), Relative expression levels of tnf-α, il-1β and il-6 in the 
liver. (e)-(g), Relative expression levels of tnf-α, il-1β and il-6 in the intestine 
图 4. 斑马鱼的炎症反应与细菌感染。(A) 斑马鱼的炎症反应。(a)-(c) LPS 注射后 0、3、6、12 及 24 h 肠道、肝脏和眼睛中

炎症因子 tnf-α、il-1β 和 il-6 的相对表达水平。(d)-(f) LPS 注射后 0、3、6、12 及 24 h 肠道、肝脏和眼睛中 krt8 的相对表达

水平。(g) 未处理斑马鱼的肠道切片。(h) LPS 刺激后 12 小时的肠道切片，方框标示上皮坏死区域；(B) 斑马鱼的细菌感染。

(a) 细菌刺激示意图。(b)-(d) 肝脏 tnf-α、il-1β 和 il-6 的相对表达水平。(e)-(g) 肠道中 tnf-α、il-1β 和 il-6 的相对表达水平 
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表达量无显著变化，说明炎症反应受到抑制。这些结果表明，外源 rKRT8 可延缓机体免疫应答，通过抑

制促炎因子的异常上调，减轻炎症反应。后续将构建 KRT8 非结合突变体并增设 BSA 阴性蛋白对照，进

一步验证其作用特异性及分子机制，明确其是直接中和病原体还是通过调控宿主免疫通路发挥抗炎效应。 

3.6. 抗菌肽实验 

3.6.1. 抗菌肽的预测与生物信息学分析 
从 KRT8 中鉴定出三种抗菌肽(mP491-503、mP90-103 和 mP83-96)，理化性质见表 3。这三种肽均具有两亲

性、带有正电荷，以及典型的 α-螺旋结构，符合抗菌肽的经典结构特征[31]。 
 

Table 3. Prediction of physical and chemical properties 
表 3. 理化性质预测 

Names of candidate 
peptide Amino Acid Sequence Number of amino 

acides/piece 
Relative Molecular 

Weight (kDa) 
Isoelectric 
Point (PI) 

Net Electric 
Charge 

mP491-503 VLIIATKKKIKKI 13 1496 10.6 +5 

mP90-103 VSFFKLILKKRKGK 14 1692.17 11.39 +6 

mP83-96 VVIKIKAVKANKWL 14 1610.06 10.48 +4 

3.6.2. 液体抑菌实验 
我们通过抑菌实验来验证这 3 种肽的抗菌活性，结果如图 5 所示，这三种多肽均有广谱的抑菌能力。

其中，mP491-503 和 mP83-96 抑菌能力较弱，mP90-103 抑菌能力较强。因此，我们选择 mP90-103 进行后续实验。 

3.6.3. 最小抑菌浓度(MIC)实验 
最小抑菌浓度(MIC)实验结果显示，mP90-103 对鳗弧菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、藤黄杆菌的 MIC

值为 47.28 μM。 

3.6.4. 扫描电子显微镜(SEM) 
为探究 mP90-103 是否对细菌具有直接杀伤作用，进行了 SEM 实验。发现与对照组(图 6(A)-(a)、图 6(A)-

(b))相比，mP90-103 处理后的细菌出现了严重的膜损伤，包括表面粗糙、膜破裂、胞质渗漏及细胞粘连，这

表明该多肽可以通过破坏膜完整性直接杀伤细菌，这个结果与之前的研究一致[32] [33]。 

3.6.5. 溶血实验结果 
通过观察试纸片周围是否存在透明区域(β-溶血)、绿色区域(α-溶血)或无反应区域(γ-溶血)来判定溶血

反应[34]。如图 6(B)所示，mP90-103 未在滤纸片周围形成透明区域(β-溶血)，表明该多肽无溶血活性。 
综合上述结果可知，本研究围绕斑马鱼 KRT8 开展了两方面关联但相互独立的研究工作。一方面系

统探究了该蛋白在天然免疫与炎症调控中的生物学功能；另一方面将 KRT8 全长氨基酸序列视作抗菌肽

挖掘的潜在资源库，通过 CAMPR3 筛选并突变得到了 3 条候选肽段，经初步抑菌筛选后，仅优选活性较

优的 mP90-103 开展后续相关验证，但需要注意的是：筛选以及突变得到的抗菌肽并非 KRT8 在机体内天然

生理表达与功能调控的产物。 

4. 结论 

本研究围绕斑马鱼 KRT8 开展天然免疫与炎症功能研究，首次证实 KRT8 除维持细胞骨架结构外，

还可以作为新型模式识别受体，参与细菌识别与炎症调控。同时，从 KRT8 中筛选获得了 3 条多肽片段，

并验证了它们的抑菌能力，发现 mP90-103 具有较强的抑菌能力，可以通过破坏细菌细胞膜直接杀伤细菌， 
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Figure 5. Bacteriostatic experiments of microplate. (A)-(C) Antibacterial activity of mP491-503, mP90-103 and mP83-96 against three Gram-
negative bacteria (A. hydrophila, V. anguillarum, and E. coli) and three Gram-positive bacteria (B. subtilis, S. aureus, and M. luteus) 
图 5. 微孔板的抑菌实验。(A)-(C) 图显示 mP491-503、mP90-103 和 mP83-96 对三种革兰氏阴性菌(嗜水气单胞菌、鳗弧菌和大肠杆

菌)及三种革兰氏阳性菌(枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌和藤黄微球菌)的抗菌活性 
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Figure 6. SEM images and hemolytic activity. (A) SEM images of S. aureus and E. coli; (B) Hemolysis assay of mP90‑103 at 
concentrations ranging from 1/2 × MIC to 4 × MIC 
图 6. 扫描电子显微镜图像及溶血活性。(A) 金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的 SEM 图像。(B) mP90-103 在 1/2 × MIC 至 4 
× MIC 浓度范围内的溶血实验 

 
且无溶血毒性。综上，斑马鱼 KRT8 兼具结构维持与免疫调控双重功能，抗菌肽 mP90-103 有望成为新型抗
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