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中国林蛙皮抗菌肽的提取纯化及抑菌活性检测
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摘   要：采用酸化甲醇法提取中国林蛙皮肤中的抗菌肽，并采用凝胶色谱的方法对提取物进行纯化。结果表明：

采用 Sephadex G-50和 Sephadex G-25串联凝胶层析法获取的 F2组分，即纯化后的抗菌肽的抑菌率可达 90%以上。

抗菌肽对革兰氏阴性菌和阳性菌以及真菌均有一定抑制效果。对各受试菌株的最小抑菌浓度(MIC)分别为：金黄

色葡萄球菌和链球菌为 0.2mg/mL；枯草芽孢杆菌和大肠杆菌为 0.4mg/mL；蜡样芽孢杆菌为 0.8mg/mL；白色念

珠菌为 1.2mg/mL；酿酒酵母和毛霉为 1.5mg/mL；根霉为 2.0mg/mL。
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Abstract  ：Rana chensinensis skin was extracted using acidified methanol for preparing anti-bacterial peptides and the resulting

crude extract was then purified by gel filtration chromatography. Purified anti-bacterial peptides were found to be rich in F2

fraction up to 90% by tandem Sephadex G-50 and G-25 column chromatography. The purified anti-bacterial peptides could

effectively inhibit the growth of Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria and fungus. The minimum inhibitory concentra-

tions (MIC) were 0.2 mg/mL against Staphylococcus aureus and Streptococcus, 0.4 mg/mL against Bacillus subtilis and Escherichia

coli, 0.8  mg/mL against Bacillus cereus, 1.2 mg/mL against Candida albicans, 1.5 mg/mL against Saccharomyces cerevisia and

Mucor, and 2.0 mg/mL against Rhizopu.
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抗菌活性肽是生物界中广泛存在的一类生物活性小

肽，一般具有抗细菌或真菌作用，有些还具有抗原虫、

病毒或肿瘤细胞的功能。两栖动物皮肤在自然进化过程

中形成了防御病原微生物的三套防御系统，相应地具有

与这些防御系统相适应的特定结构。两栖动物皮肤抗菌

肽是其中先天防御系统的主要组成部分。两栖动物皮肤

抗菌肽具有高效、广谱、不易产生耐药性等特点[ 1 - 2 ]。

这使其在耐抗生素病原菌株大量涌现的今天有望成为新

一代的临床抗菌药物[ 3 - 4 ]，并成为当前的研究热点。

中国林蛙(Rana chensinensis)是我国传统的名贵药用

动物，俗称哈士蟆，其药用部分主要是雌性个体的输

卵管。东北地区年产林蛙 10亿余只，大量的蛙皮尚未

被有效的开发应用。林蛙皮肤湿润、裸露，为抵御环

境有害因子侵袭，在自然选择的过程中，经长期进化，其

皮肤分泌液中含有大量具有防御功能的抗菌活性物质[5-6]。

本研究纯化出林蛙皮中的抗菌肽组分，并进行体外抗菌

作用研究，通过对一些具有代表性的菌株进行考察，以

了解其抗菌谱范围及抗菌强度，为进一步探讨其抗菌作

用机理，将其开发为低毒、高效药用资源或食物保鲜

剂提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 材料、试剂与菌种

取林蛙油后的中国林蛙干品由抚顺市东星林蛙精品

研究所提供。从取林蛙油后干燥的中国林蛙个体上剥取

蛙皮，尽量除去肌肉等杂质，用剪刀将林蛙干皮剪碎，
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蒸馏水清洗，自然干燥，备用。

Sephadex G-50、Sephadex G-25    Pharmacia公司；

BCA protein assay kits    华特生生物技术有限公司；其

他试剂均为国产分析纯。

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、枯草芽

孢杆菌(Bac il lu s  subt i l is )、蜡样芽孢杆菌(Bac il lu s

c e r e u s )、大肠杆菌( E s c h e r i c h i a  c o l i )、链球菌

(Streptococcus)、白色念珠菌(Candida albicans)、酿酒

酵母(Saccharomyces cerevisiae)、根霉(Rhizopus)、毛

霉(Muc or )，以上菌种均为本实验室保藏菌种。

1.1.2 仪器与设备

MF99-3自动液相色谱分离层析仪    上海沪西分析仪器

厂；ALPHA-1-2冻干机    德国Chaist公司；RE-52A/52AA

旋转蒸发仪     上海亚荣生化仪器厂；PH4000 型电

热恒温培养箱     天津泰斯特仪器有限公司；H Z Q -

Q X 全温振荡器     哈尔滨东联电子技术开发公司；

YXQ.SG46.280型手提式压力灭菌器    上海华线医用核子

仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 抗菌肽的提取纯化

将预处理的样品使用酸化甲醇(无水甲醇使用盐酸调

节 pH 5.0所得)按料液比为 1:25(m/V)于－ 20℃提取 24h。

浸提液减压蒸馏，再经冷冻干燥，得到抗菌肽粗提物。

取适量粗提物溶于少量蒸馏水中，直接加样于

SephadexG-50柱(1.6cm× 48cm)，用 0.5%甲醇洗脱，流

速在 3mL/10min，自动收集每管 3mL，波长 280nm处检

测紫外光密度(OD280nm)收集吸收峰部分并冷冻干燥。

取适量粗提物溶于少量蒸馏水中，上样于

SephadexG-50(1.0cm× 48cm)和 SephadexG-25(1.0cm×

48cm)的串联柱(注意使两根柱子连接处保持最小的柱外体

积)，以 0.5%的甲醇溶液进行洗脱，用流速在3mL/10min，

自动收集每管 3mL，波长 280nm处检测光密度，收集

具有紫外吸收峰的部分并冷冻干燥。

1.2.2 抑菌率的测定

以大肠杆菌为受试菌，接种于 LB 液体培养基中，

37℃恒温培养 24h。将适量纯化后冻干所获得的抗菌

肽样品用 1mL蒸馏水溶解，取 100μL，加 LB培养基

30μL和菌液 70μL(菌液浓度为 5× 103CFU/mL)并混匀，

37℃、150r/min摇床孵育 1h，取 100μL涂布于 LB平板，

37℃培养过夜，计算菌落数。以蒸馏水为对照组。计

算抑菌率。实验重复 3 次，计算平均值。

                      
对照组菌落数－实验组菌落数

抑菌率 /%=——————————————× 100

                                  
对照组菌落数

1.2.3 抗菌肽产率及蛋白质量浓度的测定

收取具有抑菌活性的分离组分，冷冻干燥，计算

抗菌肽产率。

                                   
 冻干组分质量

抗菌肽产率 /%=—————————× 100

                                
浸提用林蛙皮质量

蛋白质量浓度测定采用BCA法，使用华特生 BCA

protein assay kits测定。

1.2.4 抗菌肽的抑菌效果

将所有供测试的菌种移接入相对应的培养基(细菌和

酵母菌使用 LB培养基；真菌使用 PDA培养基[7])，细菌

置于 37℃恒温培养箱内培养 24h，霉菌、酵母菌于 28℃

培养 48h。用接种环挑取菌体或孢子置于 50mL无菌生理

盐水中，混匀制成菌体悬液或孢子悬液。

采用杯碟法测定抑菌效果，菌体悬液或孢子悬液均

匀涂布于相应的平板培养基, 将牛津杯放置平皿菌层上，

每杯加入0.2mL质量浓度为0.5mg/mL的抗菌肽溶液，恒温

培养箱中培养(细菌 37℃，24h；霉菌、酵母菌 28℃，

48h)，观察培养结果，测定平皿内抑菌圈直径大小，实

验重复 3 次，计算平均值。

抗菌肽最小抑菌浓度(MIC)的测定[8]：将样品配制成

一系列浓度梯度的溶液。向对应固体培养基平板中分别

移取不同浓度的稀释液各 1.0mL，再分别移取各菌悬液

0.2mL，均匀涂布后，在适宜温度下培养，以不长菌的

最低浓度为最小抑菌浓度。

2 结果与分析

2.1 抗菌肽的提取纯化

图1   SephadexG-50凝胶层析图谱

Fig.1   Sephadex G-50 gel filtration chromatogram of acidified

methanol extract of Rana chensinensis skin
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将甲醇浸提所得的粗提物冻干品溶于 2mL蒸馏水

中，加入于 SephadexG-50柱(1.6cm× 48cm)进行层析，

分离得到 2个吸收峰(A1和 A2)，如图 1所示。将粗提

物冻干品溶于 2m L 蒸馏水中，经 S e p h a d e xG - 50 和

SephadexG-25 (均为 1.0cm× 48cm)串联凝胶层析。如图

2所示，分离得到 5个吸收峰(F1、F2、F3、F4和 F5)。
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测定组分
                         抑菌率 /%

1 2 3 均值

粗提物 71.4 67.6 73.1 70.7

A1 － － － －

A2 73.4 79.2 77.5 76.7

F1 － － － －

F2 89.4 92.4 88.9 90.2

F3 7.3 4.4 5.1 5.6

F4 29.4 37.5 32.8 33.2

F5 － － － －

表1   各组分抑菌率测定结果

Table 1   Inhibitory rate of resulting purification fractions in

Sephadex  G-50  chromatography and tandem Sephadex G-50 and

G-25 column chromatography

注：－.表示无抑菌现象发生，即抑菌率为 0。

测定组分 蛋白质量浓度 /(mg/mL) 液体体积 /mL 抗菌肽产率 /%

粗提液 3.1 200 6.2

G50的A2组分 7.2 60 4.3

G50+G25的 F2组分 5.8 9 0.7

G50+G25的 F4组分 5.0 12 0.9

表2   收集到的组分的蛋白质量浓度和抗菌肽产率

Table 2   Protein concentrations and yield of anti-bacterial

peptides in resulting purification fractions in Sephadex G-50

chromatography and tandem Sephadex G-50 and G-25 column

chromatography

测试菌种
                   抑菌圈直径 /mm

D1 D2 D3 D均值

金黄色葡萄球菌 21 18 19 19.3

枯草芽孢杆菌 17 14 13 14.7

蜡样芽孢杆菌 15 13 15 14.3

大肠杆菌 11 13 9 11.0

链球菌 22 24 23 23.0

白色念珠菌 12 9 11 10.7

酿酒酵母 11 13 10 11.3

根霉 9 14 13 12.0

毛霉 11 13 8 10.7

表3   抗菌肽对不同菌种的抑菌直径

Table 3   Mean inhibitory diameters of fraction F2 (shown in Fig. 2)

with optimal antibacterial activity against different species of

microbes (from three replicates)

由表 1可知，单独使用 SephadexG-50进行分离所得

的两个吸收峰中，A 2 峰具有抑菌活性，而使用

SephadexG-50 和 SephadexG-25进行串联凝胶层析时，分

离效果明显优于单独使用 SephadexG-50的分离结果。所

得的 5个吸收峰中 F2和 F4峰有明显抑菌活性，其中 F2

峰活性较强。抑菌率可达 90% 以上，为林蛙皮抗菌肽

的主要抑菌组分。F3峰也有微弱抑菌活性，但很可能

是未完全分离的 F2峰或 F4峰组分带来的结果。因此以

SephadexG-50和 SephadexG-25进行串联凝胶层析法纯化

抗菌肽的方法较好，其中的 F2组分可作为抗菌肽组分。

2.3 抗菌肽的产率

收集到的组分的蛋白质量浓度及抗菌肽产率如表 2

所示。

2.4 抗菌肽对不同菌种的抑菌结果

综上选取抑菌效果最好的组分即 SephadexG-50和

SephadexG-25进行串联凝胶层析所得的 F2组分作为抗菌

肽组分进行抑菌实验。抗菌肽对不同微生物的抑菌效果

见表 3 。

由表 3 可知，抗菌肽对所测试的各种革兰氏阳性

菌、阴性菌以及真菌均有一定的抑制效果，对于金黄

色葡萄球菌和链球菌的抑菌效果最为显著。对受试革兰

氏阳性菌有较强抑制作用，对受试革兰氏阴性菌的抑制

作用相对较弱，对真菌的抑制效果相对最弱。

注：－.无菌生长；+.有少量菌落生长；++.有不超过 1/3 平皿面积的菌

落生长；+++.有不超过 1/2  平皿面积的菌落生长；++++.有超过 1/2平

皿面积的菌落生长。

测试菌种
    抗菌肽粗提物质量浓度 /(mg/mL)

2.0 1.5 1.2 1.0 0.8 0.4 0.2 0.1 0

金黄色葡萄球菌 － － － － － － － + ++++

枯草芽孢杆菌 － － － － － － + ++ ++++

蜡样芽孢杆菌 － － － － － + ++ +++ ++++

大肠杆菌 － － － + +++ ++++

链球菌 － － － － － － － + ++++

白色念珠菌 － － － + + ++ +++ +++ ++++

酿酒酵母 － － + + ++ +++ +++ ++++ ++++

根霉 － + + + ++ +++ +++ ++++ ++++

毛霉 － － + ++ +++ +++ ++++ ++++ ++++

表4   抗菌肽最小抑菌浓度的测定

Table 4   Minimum inhibitory concentrations of fraction F2 (shown

in Fig.2) with optimal antibacterial activity against different

species of microbes

由表 4 可知，对各供试菌株的最小抑菌浓度：金

黄色葡萄球菌和链球菌为 0.2mg/mL；枯草芽孢杆菌和大

肠杆菌为 0.4mg/mL；蜡样芽孢杆菌为 0.8mg/mL；白色

念珠菌为 1.2mg/mL；酿酒酵母和毛霉为 1.5mg/mL；根

霉为 2.0mg/mL。

2.2 各组分抑菌率测定结果

图2   Sephadex G-50和 Sephadex G-25串联凝胶层析图谱

Fig.2   Tandem Sephadex G-50 and G-25 gel filtration chromato-

gram of acidified methanol extract of Rana chensinensis skin
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3 结  论

本研究采用酸化甲醇法提取中国林蛙皮肤中的抗菌

肽并对采用凝胶色谱的方法对提取物进行纯化。提取方

法工艺简单，成本较低。采用 Sephadex G-50和 Sephadex

G-25串联凝胶层析法获取的抗菌肽的抑菌率可达 90%以

上。抗菌肽对常见的革兰氏阴性菌和阳性菌以及真菌均

有一定抑制效果，因此在食品防腐和医药领域具有一定

的开发前景。
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