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宫 霞%!! 乐国伟%!! 施用晖%!!付景春!
!%)江南大学 食品学院 营养与生物技术研究室"江苏 无锡!%1#$"#!)无锡市疾病预防控制中心
检验部"江苏 无锡 $

摘!要!通过体壁损伤法诱导家蝇幼虫产生免疫血淋巴!经沸水浴热变性!透析浓缩处理!后经

567879:-;2;-<4=3得到诱导前后家蝇幼虫血淋巴中蛋白差异表达带!将该条带电泳回收!复性!
抗菌活性检测等步骤!分离纯化得到$种抗菌肽">2?-%#>2?-!#>2?-$)研究结果表明">2?-%
分子中富含=(@!相对分子质量为"!##!对革兰氏阴性菌!"#$%&有较强抗性$>2?-!分子中富含

<6’!相对分子质量为%%###!对革兰氏阴性菌!"#$%&和革兰氏阳性菌’"()*+),均有抗性$>2?-$
分子中富含=(@!相对分子质量为%1###!对革兰氏阳性菌’"()*+),有较强抗性$$种抗菌肽具有
很强的温度耐受性!均没有凝血活性和溶血活性)同时电泳制备抗菌肽的实验方法为此类微量生
物活性物质的分离纯化提供了有效的途径)
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!!昆虫体内没有R和5淋巴系统这种完善的免
疫体系!但昆虫具有高效的自我防御机制来抵抗病
菌的传染)%,]!年!瑞典科学家R’ZC9"%#首先从天

蚕蛹中发现抗菌肽!以惜古比天蚕$F@C(’YJ’6C-
8:86’Y7C%为实验材料!注射蜡状芽孢杆菌$RC87((DT
8:6:DT%诱导产生抗菌肽$8:86’Y79T%!后又从家蚕&
柞蚕&蓖麻蚕及多种昆虫中均分离得到抗菌肽"!#!
从此昆虫防御机制的研究进入了一个崭新的发展

时期)
由于昆虫抗菌肽具有相对分子质量低&热稳定

和广谱高效抗菌活性!而且不同于现有的抗生素的
抗菌机理!已成为昆虫学&生理学及药理学等生命
科学研究的热点"$!"#)目前根据抗菌肽的氨基酸组
成和结构特点分为0类""#’天蚕素类$8:86’Y79T%&昆
虫防御素$79T:8OQ:P:9T79T%&富含脯氨酸的抗菌肽
$Y6’(79:-678JY:YO7Q:T%&富含甘氨酸的抗菌肽$I(@-
879:-678JY:YO7Q:T%&抗 真 菌 肽 $C9O7-PD9IC(Y:Y-
O7Q:T%)这些抗菌肽的发现和结构的阐明!为肽类抗
菌药物的研究及其应用开辟了广阔前景)家蝇
$-),#(.$/+,0&#(1%属于双翅目&环裂亚目&蝇科&
家蝇属的昆虫!从幼虫到成虫都生活在杂菌横生的
污浊环境中!有着极强的适应恶劣环境的生存能
力!预示着它们体内存在着独特的免疫防御机制!
具有很高的理论和潜在的应用价值)但长期以来由
于人们对家蝇认识偏见!再者家蝇个体小!经济价
值未被深入开发等原因!国内外对其研究较少!我
们经过血淋巴的电泳制备&回收&复性等实验从家
蝇幼虫中得到了$种新的抗菌肽!并对其氨基酸组
成&生物活性及性质进行了检测)

C!材!料

CDC!家蝇幼虫
三龄幼虫’无锡昆龙生态生物环保有限公司

提供)
CDE!菌株
大 肠 杆 菌 45XX!0,!! $!,#3+*&#3&(

#$%&45XX!0,!!%&金黄色葡萄球菌45XX"0$.
$’0(43&%$#$##),()*+),45XX"0$.%由无锡市疾病
预防控制中心提供(大肠杆菌MZ%#,$!,#3+*&#3&(
#$%&MZ%#,抗氨苄青霉素型%由作者所在实验室保
存菌株)
CDF!仪器

2H-4电泳仪’上海生化所西巴斯生物技术有
限公司生产(高速组织捣碎机’上海标本模型厂产
品(VCO:6T"##)0##高效液相色谱仪’美国 VCO:6T

公司生产(4I%%##氨基酸色谱仪’美国 4I7(:9O公
司生产(L&]00R紫外分光光度计’上海精密仪器有
限公司制造(=?-%"=-GG冷冻离机’上海安亭科学
仪器厂制造)
CDF!试剂
丙烯酰胺’XC9C(CN产品(*!*̂-甲叉双丙烯酰

胺$分析纯%’R7’Z’(公司产品(567879:’4Z6:T8’
公司产品(过硫酸铵和 53>32’RGR产品(标准相
对分子质量上海生化所监制(胰岛素$1#L)Z?%’
上海生物化学制药厂(透析袋’;7IZC公司产品)

E!方!法

EDC!抗菌肽的分离纯化

E)C)C!家蝇幼虫的免疫!用沾有大肠杆菌和金黄
色葡萄球菌的小针斜刺幼虫的腹腔!刺伤后继续饲
养!1J!同时设立对照组$只饲养不进行诱导%)将
虫体与饲料剥离!立即放入液氮速冻)
E)C)E! 血淋巴的提取!将一定量虫体放入高速组
织捣碎机中!按/$ZI%_5$Z?%比为%_$加入提
取液$#)#0Z’()?乙酸铵缓冲液!YF0)#!$0"I)

Z?<>;K%!充分捣碎!匀浆用%!###6)Z79高速冷
冻离心$#Z79!取上清液!重复$次!合并上清液(
用1##目纱网过滤!得滤液)将滤液于沸水浴中搅
拌加热0Z79!迅速冷却后!1.##6)Z79离心$#
Z79!上清液相对分子质量用!###透析袋透析浓
缩!将浓缩液‘!#a冰箱保存备用)
E)C)F!抗菌肽的电泳制备!寻找家蝇幼虫诱导前
后蛋白表达差异条带!将免疫的血淋巴和对照组未
免疫的血淋巴分别与上样缓冲液$未加巯基乙醇%
加热处理后!进行 567879:-;2;-<4=3电泳)其参
照;8JCII:6"]#的方法并进行改进!分离胶质量浓度

%")0I)Q?!间隙胶质量浓度")!I)Q?!浓缩胶质
量浓度1I)Q?!交联度$b!胶厚%)0ZZ!电压"#
&!电流$#Z4!电泳"J!将凝胶银染色)

$%%回收’将蛋白凝胶剪碎!加入适量的 567T-
FX(缓冲液YF])#!浸泡!然后放入!###透析袋
进行洗脱电泳!电压"#&!时间$J!1##目纱网过
滤!得滤液(向滤液中滴加乙酸使YF 值为0)0!然
后离心得抗菌肽!室温干燥)但部分肽已变性!其水
溶性较差!必需进行复性)$!%复性’将干燥的肽中
加入YF.)#!53缓冲液和终浓度为#)0Z’()?的
盐酸胍!振荡均匀!静止!1J!肽得以复溶&复性后!
再经抗菌活性及纯度的检验)
$种抗菌肽制备都按以上步骤直接进行操作)
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EDE!抗菌活性的检测
采用!种方法!%"抑菌圈测量法#采用?R培

养基$通过测定抑菌圈直径表示定性检测抑菌活
力%!!"比浊法#用#)%Z’(&?YF")0磷酸盐缓冲
液冲洗固体斜面上的检测菌$配成一定浓度的悬浊
液!6c#)$!#)0"$取该悬浊液置于冰浴中$再加入

%##"?淋巴液或纯化抗菌肽$混匀$测其保温前在

"##9Z波长处的光密度值6#$然后将其放入$]a
恒温水浴中%J$取出后立刻置冰浴中0Z79$终止
反应$测其"##9Z处的光密度值6$按FD(OZC6\’$(

的方法计算抗菌活力$Lc6#‘6&6#$L为抑菌活
力单位)
EDF!蛋白及抗菌肽的测定

R6CQP’6Q’.(方法测定$以牛血清白蛋白为标准$
考马斯亮蓝=-!0#染色$0,09Z比色测定)抗菌肽
的测定#参照;O:79:6’,(的实验方法)
EDG!抗菌肽的初步性质

E)G)C!纯度鉴定!采用 F<?X与 567879:-;2;-
<4=3分别进行鉴定)

F<?X鉴定#采用分析型 X%.反相柱$流动相

4#体积分数#)#0b5K4$R#体积分数]#b乙晴!含

#)#0b5K4"$线性梯度洗脱$流速%Z?&Z79$检测
波长!c!!#9Z)
E)G)E!抗菌肽相对分子质量测定!采用 567879:-
;2;-<4=3不连续电泳测定$分离胶质量浓度%1
I&Q?$间隙胶质量浓度"I&Q?$浓缩胶质量浓度1
I&Q?$交联度$b$胶厚#)]ZZ)标准相对分子质量
!%11##!,]1##"为上海生化所监制$考虑到抗菌
肽相对分子质量实际情况$在测定时添加胰岛素亦
为相对分子质量标准)
E)G)F!氨基酸组成分析!样品加"Z’(&?盐酸真
空封管$水解!1J后$用氨基酸分析仪测定)
E)G)G!凝血和溶血试验!取新鲜家兔血液$用生
理盐水$###6&Z79离心%#Z79反复洗涤多次$保
存于生理盐水中备用$取血细胞!##"?滴加到载
玻片上$在加入纯化的抗菌肽0#"?!#)0"I&"?"显
微镜下观察血细胞凝集现象$以麦胚凝集素为阳性
对照$同时观察有无溶血现象)
E)G)H!对温度的稳定性试验!分别将$种抗菌肽
溶于53缓冲液中$经‘!#a冰箱反复冻融数次和
沸水浴中处理%#Z79$然后分别测定其抗菌活性)

F!结!果

FDC!抗菌肽的纯化及抑菌活性
为了准确快速得到抗菌肽$在分离纯化的主要

试验步骤中都进行定性)定量抗菌活性的跟踪检
测$免疫血淋巴对大肠杆菌)金黄色葡萄球菌)大肠
杆菌MZ%#,均有抑菌活性见图%!$)

图C!血淋巴对金黄色葡萄球菌抑菌圈检测

I+3DC!>%0+?&80.$+&’.((.80"(+@@#%+=.64.@"’194

&3&+%/0/0%"-)"#

图E!血淋巴对大肠杆菌抑菌圈检测

I+3DE!>%0+?&80.$+&’.((.80"(+@@#%+=.64.@"’194

&3&+%/010$’+2

图F!血淋巴对大肠杆菌!@CJK抑菌圈检测

I+3DF!>%0+?&80.$+&’.((.80"(+@@#%+=.64.@"’194

&3&+%/010$’+2!@CJK
经567879:-;2;-<4=3电泳得到"条差异表达

蛋白条带!图1")将这"条条带回收)复性后$做抗
菌活性检测$得到$种抗菌谱和抗菌活性不同的抗
菌多肽!图1中所示")1)$条带"$分别命名为

>2?-%)>2?-!)>2?-$$具体结果见表%)
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4! R

!!!!?C9:4!7ZZD97U:QJ:Z’(@YJ

!!!!?C9:R!D97ZZD97U:QJ:Z’(@YJ

图G!家蝇诱导蛋白表达差异电泳

I+3DG!:$"0.+%6+((.$.%0+&’.*9$.//+"%.’.80$"94.$"3$&@

"(!"#$%3’()#*+$2%-.%)4.@"’1@94

表C!家蝇幼虫血淋巴!抗菌肽的抗菌活性

L&?DC!>%0+?&80.$+&’&80+-+01+%4.@"’1@94&%6&%0+?&80.$+&’

9.90+6./"(!"#$%3’()#*+$%2%-.%)

样品
蛋白质
质量浓度"
#ZI"Z?$

抗大肠
杆菌活
力"L

比活
力"
#L"I$

抗金黄色
葡萄球菌
活力"L

比活
力"
#L"I$

未加
热血淋巴 $)! #)!]" #)#." #)$1! #)%#"

加热
血淋巴 #)] #)!#0 #)!,! #)$%$ #)11]

透析浓缩
血淋巴 %)1 #)0$% #)$], #).#" #)0]0

>2?-% #)#$1 #)#1%# %)!#0 #)###! #)#0#

>2?-! #)#!0 #)#$## %)!## #)#!%. #).]!

>2?-$ #)#%. #)###% #)##0 #)#]$# 1)#0"

!!从表%中得出%>2?-%对大肠杆菌有强烈的抗
菌活性%而对金黄色葡萄球菌几乎没作用#图0$&

>2?-!对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均有较强的
抗菌活性#图"’]$&>2?-$对金黄色葡萄球菌有强
烈的抗菌活性%而对大肠杆菌没有作用#图.$)

图H!MN2OC对大肠杆菌的抑制作用

I+3DH!>%0+?&80.$+&’.((.80"(MN2OC&3&+%/010$’+2

图P!MN2OE对金黄色葡萄球菌的抑制作用

I+3DP!>%0+?&80.$+&’.((.80"(MN2OE&3&+%/0QD&#$.#/

图R!MN2OE对大肠杆菌的抑制作用

I+3DR!>%0+?&80.$+&’.((.80"(MN2OE&3&+%/010$’+2

图S!MN2OF对金黄色葡萄球菌的抑制作用

I+3DS!>%0+?&80.$+&’.((.80"(MN2OF&3&+%/0/0%"-)"#

FDE!纯度检测
电泳制备得到$种抗菌肽!>2?-%’>2?-!’

>2?-$%经 F<?X检测均为单一峰%567879:-;2;-
<4=3后银染均得到单一条带%因此认为$种抗菌
肽达到均一程度#图,$)
FDF!抗菌肽的相对分子质量
经567879:-;2;-<4=3不连续电泳%测定标准

相对分子质量的7P值%计算出家蝇幼虫抗菌肽相对
分子质量!>2?-%"!##&>2?-!%%###&>2?-$
%1####图%#$)
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图K!抗菌肽纯度鉴定

I+3DK!:#$+01&%&’1/+/"(&%0+?&80.$+&’9.90+6./MN2OC!

MN2OE!MN2OF

!!?C9:4!>2?-%">2?-!">2?-$

!!?C9:R!79TD(79%##"8JC794$0##"8JC79R!"##

图CJ!抗菌肽相对分子质量测定

I+3DCJ!L$+%8+%.OQNQO:>T7+%6+8&0+%3@"’.8#’&$B.+340
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FDG!抗菌肽氨基酸组成分析"

$种抗菌肽均不含有甲硫氨酸和半胱氨酸"

>2?-%氨基酸组成分析结果见表!"此肽由0%个
氨基酸组成"富含碱性氨基酸和甘氨酸)>2?-!氨
基酸组成分析结果见表$"此肽由%#"个氨基酸组
成"富含脯氨酸"其质量分数达$.b)

表E!MN2OC氨基酸组成
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表F!MN2OE氨基酸组成
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!!>2?-$氨基酸组成分析结果见表1"此肽由

%%%个氨基酸组成"富含碱性氨基酸和甘氨酸)
FDH!凝血与溶血活性检测
通过显微镜观察$种抗菌多肽对家兔的红细

胞均没有凝集作用和溶血作用"而作为凝集阳性对
照的麦胚凝集素使兔红细胞相互聚集形成簇状)

表G!MN2OF氨基酸组成
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FDP!对温度稳定性实验

$种抗菌肽经‘!#a冻融多次"其溶解性能良
好"抗菌活性没有任何改变)沸水浴%#Z79处理后"

>2?-%抗菌活力未发生变化">2?-!’>2?-$抗菌
活力略有下降"但不显著)

G!讨!论

用蘸有菌液的针损伤体壁的方法诱导家蝇幼

,!!第"期 宫 霞等!电泳制备家蝇幼虫抗菌肽及其性质
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虫产生抗菌肽和抗菌蛋白!通过离心获得的血淋巴
中含有大量的杂蛋白!因抗菌肽具有很高的热稳定
性特点!经沸水浴使大部分杂蛋白变性除去!再用
透析袋浓缩脱盐!使后续电泳制备得以顺利进行)
由于昆虫在创伤或注射感染细菌后诱导抗菌

肽基因表达!合成大量抗菌多肽!因此依据诱导前
后家蝇幼虫血淋巴中蛋白表达差异的电泳图谱迅

速得到$种有不同抗菌活性的多肽!免去了繁琐的
凝胶色谱纯化步骤!不仅节省时间!更重要的是通
过制备电泳可以快速"准确寻找这些含量较少的生
物活性物质并且得到高度均一产品!为抗菌肽的分
离纯化提供一种行之有效的方法)
从这$种抗菌肽的氨基酸组成分析可知!$种

抗菌肽分子中没有含硫的氨基酸即 >:O和X@T!而
碱性氨基酸比例较高!因此$种抗菌肽不属于防御
素类!>2?-%与 >2?-$富含 =(@!>2?-%相对分
子质量相对小!且对革兰氏阴性细菌抗性较强!推
测 >2?-%可能属于天蚕素类!>2?-$属于富含甘
氨酸型!>2?-!富含<6’!比率高达$.b!但与常规
的富含脯氨酸型抗菌肽比较!相对分子质量偏小!
抗菌谱较广!是否属于富含脯氨酸型抗菌肽类型目
前不能完全肯定)
凝集素也是昆虫体液防御的组成因子之一!昆

虫凝集素相对分子质量一般较大!家蝇凝集素由一
个单体组成!相对分子质量为$$###!而得到的抗
菌肽相对分子质量较小!且凝血实验表明其均没有
凝血活性!因此推测$种抗菌肽不是凝集素类)
迄今为止!国内外学者在双翅目蝇类中的肉

蝇#%]$%’(*#$48(8(4+*+8*&9(&"绿蝇#%]$%:3$*/&(

0+**(9$*(+&"果蝇#%]$%;*$,$43&%(/+%(9$8(,0+*&"
地中海实蝇#%#$%<+*(0&0&,#(4&0(0(&"厩螫 蝇#%%$

%’0$9=$>?,4$*+8*&99&中分离到具有不同抗菌活
性的抗菌肽!但以家蝇为试验对象分离抗菌肽的研
究我们经计算机联网检索和翻阅大量资料发现国

外未见报道!我国对家蝇抗菌物质的研究进展缓
慢!长期停留在免疫应答#%!$及血淋巴理化性质#%$$

的阶段)本世纪初国内学者陈留存#%1$"柏鸣#%0!%"$通
过离子交换和凝胶过滤层析从家蝇中各分离得到

一种抗菌肽!前者得到抗菌肽的相对分子质量为

%###!未进行氨基酸组成和结构分析’后者得到抗
菌肽的相对分子质量为%!"##!%#"个氨基酸残基!
富含<6’和!个X@T!通过电泳得到的$种抗菌肽
分子中不含X@T和 >:O残基!且相对分子质量与氨
基酸组成分析比较与他们得到的抗菌肽均不相同!
最近将$种抗菌肽进行了圆二色谱和红外光谱分
析!目前推断该$种抗菌肽是新型的抗菌肽)并且
证明蝇类抗菌肽组分较复杂!表现在一方面随着蝇
种类不同抗菌肽类型有明显不同!分离活性成分的
难易程度亦有很大不同’另一方面同一物种在不同
诱导源诱导下产生的抗菌物质的活性大小有所不

同!达到最大活性时间也不同!不同的分离方法可
以分离到不同的抗菌肽)
综上所述!家蝇免疫血淋巴通过电泳纯化得到

的$种新型抗菌肽!具有很强的热稳定性和抗菌活
性!不具凝血活性!亦不能引起血细胞溶血!但它们
究竟属于哪种类别抗菌肽!还有待于对其一级结
构"高级结构!生理生化性质"得到其2*4序列后
分析等深入研究后证实)
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香菇应在.0)04!.8)#4气调保鲜贮藏效果较好)
!!平菇"香菇气调包装的条件为%)04!

!)#45!6%04!!#475!时较好#在此条件下可延
长货架期"!8Q$处理过浸泡液%%#b8E&YA纳米

银##)#0E&QA山梨醇##)#0E&QA山梨酸钾##)%E&

QA泥泊金乙脂!可有效控制酸度及抑制其褐变#提
高平菇"香菇的感官值)

图H!不同含水率对平菇贮藏过程中酸度的影响
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图I! 不同含水率对香菇贮藏过程中酸度的影响
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