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暗纹东方鱼精蛋白的纯化及抑菌活性研究
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摘要#采用葡聚糖凝胶!

K,

N

P.6,*_O%"

"层析和羧甲基琼

脂糖凝胶
88
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"离子交换层析对

暗纹东方鱼精蛋白进行纯化#利用精氨酸显色反应鉴

定鱼精蛋白#并测定了鱼精蛋白对金黄色葡萄球菌(大肠

杆菌和沙门氏菌的最小抑菌浓度(抑菌圈直径和生长曲

线的影响&结果表明#暗纹东方鱼精蛋白在
!#4

#

!4&/3

处各有
#

个吸收峰且
!#4/3

处的吸收峰较高#

经
K7KOL<_A

电泳发现纯化后的鱼精蛋白白条带较纯化

前的细且无拖尾现象'暗纹东方鱼精蛋白对革兰氏阴

性菌!沙门氏菌和大肠杆菌"和革兰氏阳性菌!金黄色葡

萄球菌"均具有抑制作用#可以延缓菌种的生长#对金黄

色葡萄球菌(大肠杆菌和沙门氏菌的最小抑菌浓度分别

为
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#
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#
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关键词#暗纹东方'鱼精蛋白'纯化'紫外吸收峰'抑

菌性
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鱼精蛋白是一种主要存在于鱼类精巢组织中的碱性

蛋白质!分子量较小!具有广谱抑菌性$降血压$抑制肿瘤

生长和促消化等功能!还可以恢复肝素的抗凝血作用!是

美国食品和药物管理局批准的唯一一种逆转心脏或血管

手术后聚阴离子肝素的抗凝血作用的药物0

#]&

1

"鱼精蛋

白的抑菌性早在
#$&4

年就被
;1=E,./

等0

5

1发现!随后被

人们广泛研究"由于鱼精蛋白的特殊组成!并且具有较

好的生物活性!其在食品和医学领域都有较好的应用

前景"

数据0

%

1显示!膳食鲑鱼鱼精蛋白可以改善高脂血

症$动脉粥样硬化和肥胖症等症状"但鱼精蛋白的来源

有限!大多从鲱鱼和鲑鱼等鱼类中分离提取!而中国鲱

鱼和鲑鱼的产量并不高"此外!不同种类的鱼精蛋白对

菌种的抑制效果也存在一定差异"律海伦等0

D

1采用离

子交换层析法对粗粉红马哈鱼鱼精蛋白进行分离纯化!

研究发现该蛋白对金黄色葡萄球菌%革兰氏阳性菌&具

有较好的抑菌效果!但未涉及其对革兰氏阴性菌的抑菌

效果研究"曹文红等0

4

1研究发现!中巨石斑鱼鱼精蛋白

对枯草芽孢杆菌的抑菌活性较大肠杆菌显著"刘淑集

等0

'

1对菊黄东方鱼精蛋白的提取工艺进行优化!在最

优条件下提取率为
#$)"4[

!但并未探究其抑菌活性"

目前!鲜有报道河鱼精蛋白的纯化方法及抑菌活性"

因此!为获得纯度高和活性好的暗纹东方鱼精蛋白!

试验拟采用葡聚糖凝胶层析和羧甲基琼脂糖凝胶
88

离

子交换层析对该精蛋白进行纯化!并通过测定其对金黄

!'!
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#
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色葡萄球菌$大肠杆菌和沙门氏菌的最小抑菌浓度$抑

菌圈直径以及菌种的生长曲线来探究暗纹东方鱼精

蛋白的抑菌效果!旨在为暗纹东方鱼精蛋白的高效利

用提供参考依据"

#

!

材料与方法
#)#

!

材料与试剂

暗纹东方鱼精蛋白'上海海洋大学食品学院实验

室自制%暗纹东方精巢由江苏中洋集团股份有限公司

提供&#

葡聚糖凝胶
_O%"

%

K,

N

P.6,*_O%"

&'美国
_A>,.E-P

公司#

羟甲基琼脂糖凝胶
88

%

=;K,

N

P.I2F,8.F-8E2(

&$透

析袋'上海源叶生物有限公司#

B,.EJ./6

蛋白预染
;.IW,I

'

JH2J.FH1?/1

%

JJ?

&#

K7KOL<_A

预制胶%

5[

#

!"[

&'上海碧云天生物技

术有限公司#

三氟乙酸$盐酸$氢氧化钠'分析纯!国药集团上海化

学试剂有限公司"

#)!

!

仪器与设备

紫外检测仪'

>7O&

型!上海沪西仪器厂有限公司#

电泳仪'

7CCOD=

型!北京六一仪器厂#

紫外可见分光光度计'

aZO!5%"

型!日本岛津公司#

高速分散均质机'

8UO!""

型!上海标本模型厂#

立式高速冷冻离心机'

_MO!D;

,

;?

型!上海赵迪生

物科技有限公司"

#)&

!

方法

#)&)#

!

暗纹东方鱼精蛋白最大紫外吸收峰检测
!

为确

定暗纹东方鱼精蛋白的最大紫外吸收波长!先将暗纹

东方鱼精蛋白配制成
")#[

的溶液!再于波长
!""

#

%""/3

下进行吸收光谱扫描"

#)&)!

!

葡聚糖凝胶层析
!

参照徐明生等0

$

1的方法!稍作

修改"称取
#%

0

K,

N

P.6,*_O%"

!轻轻搅拌!充分溶胀"

用
!%332E

,

M

的乙酸.乙酸钠缓冲液%

N

>e%)5

&浸泡

&

次后装入层析柱%

4

#)#13k%"13

&!恒流泵流速为

#)"I

,

3H/

!调整紫外检测记录仪波长为
!!"/3

!灵敏度

")%

!用约
!

#

&

个柱体积的乙酸.乙酸钠缓冲液平衡凝胶

柱!待基线平衡后上样"每
&3H/

收集一管!合并相同组

分!坂口反应检测目标蛋白"冷冻干燥浓缩"

#)&)&

!

羧甲基琼脂糖凝胶
88

离子交换层析
!

参照胡晓

璐等0

#"

1的方法!稍作修改"羧甲基琼脂糖凝胶作为填料!

先用纯水清洗
5

#

%

次!以去除填料内的酒精!再用

%"332E

,

M

的甘氨酸.氢氧化钠缓冲液%

N

>e')"

&浸泡

!

#

&

次后!将填料装入层析柱%

4

#)D13k&%13

&!用
5

#

%

个柱床体积的甘氨酸.氢氧化钠缓冲液平衡柱子!调整

紫外检测仪波长为
!!"/3

!灵敏度
")%

!恒流泵流速

&)!I

,

3H/

!待基线平稳后上样"用甘氨酸.氢氧化钠缓

冲液%

N

>e')"

&配置的
")&

#

#)'32E

,

M

的
@.=E

进行梯度

洗脱!

&3H/

,管!合并相同组分后进行坂口反应检测!将目

标溶液透析脱盐!冷冻干燥浓缩"

#)&)5

!

坂口反应
!

取
!3M

的离心管!加入
")%3M

待检

测蛋白溶液!再依次加入
!%"

/

M#"[

氢氧化钠溶液和

%"

/

M")![

"

O

萘酚!充分混匀!加入
%"

/

M

次氯酸钠溶

液!观察溶液颜色变化!同时取
")% 3M

精氨酸溶液

%

")"#[

&!重复上述操作!作为对照观察"含有鱼精蛋白

的溶液会由无色变为红色"

#)&)%

!

K7KO

聚丙烯酰胺凝胶电泳分析
!

采用
K7KO

聚丙

烯酰胺凝胶电泳%

K7KOL<_A

&对暗纹东方鱼精蛋白进

行鉴定"

#)&)D

!

细菌生长曲线的测定
!

取鱼精蛋白溶液!分别加

入含有金黄色葡萄球菌$大肠杆菌和沙门氏菌的试管中!

用无菌水作对照!

&4i

$

#%"I

,

3H/

摇床培养!每隔
!P

取

样一次!测定
D""/3

处的吸光值"以
O*

D""/3

作为纵坐

标!培养时间为横坐标!绘制生长曲线0

##

1

"

#)&)4

!

鱼精蛋白的最小抑菌浓度%

;?=

&

!

采用试管法测

定鱼精蛋白的最小抑菌浓度"取
")#3M

细菌量为
#"

%

#

#"

D

=8a

,

3M

的各菌悬液!加入到含有
#)53M

液体培养基

的试管中!加入不同浓度的鱼精蛋白溶液
#3M

!混匀"

&4i

培养
!5P

!无菌水做空白对照!测定
D""/3

处的吸

光值"

#)&)'

!

抑菌圈直径的测定
!

用无菌生理盐水配成一定浓

度的菌悬液!细菌量约为
#"

%

#

#"

D

=8a

,

3M

"准备直径

为
%33

的圆形滤纸片若干!灭菌后用不同浓度的鱼精蛋

白溶液浸泡
#%3H/

!沥干备用"将灭菌的培养基放入超

净工作台中冷却至
5"

#

%"i

后倒入含有
")#3M

的各菌

种菌悬液的平板中!每皿约
!"3M

!与菌悬液充分混匀后

冷却凝固"将制备的滤纸片贴在含菌平板上!每个平板

中贴
5

张滤纸片"无菌水浸泡的滤纸片作为对照组"

&4i

培养
!5P

!测定抑菌圈直径大小0

#!]#&

1

"

!

!

结果与讨论
!)#

!

暗纹东方鱼精蛋白紫外吸收光谱

从图
#

可以看出!在波长
!#4

!

!4&/3

处各有一个吸

收峰且
!#4/3

处的吸收峰较高!主要原因是该蛋白中肽

键引起的紫外吸收较芳香氨基酸明显0

#5

1

"而且
#4

种氨

基酸在
!!"/3

附近均有较大的吸收峰0

#%

1

!因此选择蛋白

检测波长为
!!"/3

"

!)!

!

暗纹东方鱼精蛋白的纯化

!)!)#

!

葡聚糖凝胶层析
!

根据鱼精蛋白的大致分子量!

选择葡聚糖凝胶...

K,

N

P.6,*_O%"

作为层析填料!暗纹

东方鱼精蛋白凝胶层析分析图谱如图
!

所示!图谱中

有两个蛋白峰!合并相同组分!坂口反应检测目标蛋白!

"'!

提取与活性
AbXB<=X?9@ : <=X?Z?XC

总第
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期
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年
#

月
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图
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暗纹东方鱼精蛋白紫外吸收光谱图
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图
!

!

暗纹东方鱼精蛋白葡聚糖凝胶层析图谱
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结果表明峰
2

出现红色显色反应!峰
1

未出现显色反应!

因此峰
2

为目标峰!它也是葡聚糖凝胶层析的主峰"将

目标蛋白组分冷冻干燥"

!)!)!

!

羟甲基琼脂糖凝胶
88

离子交换层析
!

鱼精蛋白

是一种碱性蛋白!所以选择阳离子交换层析填料...羟

甲基琼脂糖凝胶为离子交换层析填料!暗纹东方鱼精

蛋白离子交换层析紫外吸收图谱如图
&

"从图
&

可以看

出!

#

#

!"

管为穿透峰!不做分析!

!"

#

#""

管是用含
")&

#

#)'32E

,

M

的
@.=E

缓冲液进行线性洗脱!出现
&

个峰!分

别命名为峰
2

$峰
1

和峰
*

!鉴定后发现峰
2

和峰
1

无显

色反应!峰
*

坂口反应显著!因此峰
*

为目标蛋白峰"将

目标蛋白组分冷冻干燥"

!)&

!

暗纹东方鱼精蛋白的鉴定

!)&)#

!

坂口反应
!

经坂口反应鉴定!含鱼精蛋白的组分

呈现红色!其余为无色"说明葡萄糖凝胶层析图谱中!峰

2

为目标峰#羟甲基琼脂糖凝胶
88

离子交换层析图谱

中!峰
*

为目标峰"

!)&)!

!

K7KOL<_A

凝胶电泳
!

从图
5

可以看出!纯化后

的暗纹东方鱼精蛋白仍出现两个条带!说明该纯化方

法并不能很好地将其分离开!但得到的条带较原条带细!

图
&

!

暗纹东方鱼精蛋白羟甲基琼脂糖凝胶
88

离子交换层析图谱
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峰

图
5

!

纯化暗纹东方鱼精蛋白
XIH1H/,OK7KOL<_A

电泳图谱
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颜色较浅且无拖尾现象"

!)5

!

鱼精蛋白溶液对细菌生长曲线的影响

由图
%

#

4

可知!各组的生长情况均呈现
K

型!且鱼

精蛋白溶液处理组较对照组迟滞!始终处于较低水平状

态!可见其抑菌效果明显"

!)%

!

鱼精蛋白的最小抑菌浓度

从表
#

可以看出!鱼精蛋白对金黄色葡萄球菌的最

小抑菌浓度为
%""3

0

,

M

!对大肠杆菌和沙门氏菌的最小抑

菌浓度为
#"""3

0

,

M

"刘燕妮0

#D

1研究得出鲑鱼鱼精蛋白

对金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度为
!%"3

0

,

M

!对大肠杆

菌的最小抑菌浓度与试验结果一致!为
#"""3

0

,

M

"总的

来看!鱼精蛋白对革兰氏阳性菌的最小抑菌浓度明显小

于革兰氏阴性菌"可能是由于革兰氏阳性菌的细胞壁表

面带有较多的负电荷具有较强的负电性!具有正电性的

鱼精蛋白更容易通过静电作用扰乱革兰氏阳性菌的细胞

壁!实现抑菌作用0

#4

1

"

#'!

"

Z2E)&D

!

@2)#

张家源等#暗纹东方鱼精蛋白的纯化及抑菌活性研究
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暗纹东方鱼精蛋白对沙门氏菌生长曲线的影响
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图
D

!

暗纹东方鱼精蛋白对金黄色葡萄球菌

生长曲线的影响
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图
4

!

暗纹东方鱼精蛋白对大肠杆菌生长曲线的影响
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抑菌圈直径

抑菌圈直径
#

433

可判定为有抑菌效果0

#'

1

"通过

对沙门氏菌$金黄色葡萄球菌和大肠杆菌
&

种细菌的抑

菌圈直径测定%见表
!

&发现!

!"3

0

,

3M

的鱼精蛋白溶液

对金黄色葡萄球菌的抑菌效果最好!抑菌圈直径为

')$33

"该蛋白抑菌效果的差异可能是由菌种的细胞壁

组成和构造差异引起的"

表
#

!

鱼精蛋白的最小抑菌浓度l

X.QE,#

!

7,-,I3H/.-H2/2R3H/H3+3H/PHQH-2I

S

12/1,/-I.-H2/2R

N

I2-.3H/,

鱼精蛋白浓度,

%

3

0

-

M

]#

&

沙门氏菌 金黄色葡萄球菌 大肠杆菌
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#""")" ] ] ]

%"")" ` ] `
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D!)% ` ` `

!

l

!

(

]

)表示无菌体生长#(

`

)表示有菌体生长"

表
!

!

鱼精蛋白的抑菌圈直径

X.QE,!

!

?/PHQH-2I
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鱼精蛋白浓度,
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-
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抑菌圈直径,
33

沙门氏菌 金黄色葡萄球菌 大肠杆菌
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#")"" %)$ D)! D)#

%)"" %)4 ] %)$

!)%" ] ] ]

#)!% ] ] ]
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]

)表示培养基中无抑菌圈产生!滤纸片直径为
%33

"
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结论
采用葡聚糖凝胶层析和羟甲基琼脂糖凝胶

88

离子交

换层析对粗提的暗纹东方鱼精蛋白进行纯化!然后通过

精氨酸特征反应确定了羟甲基琼脂糖凝胶
88

离子交换层

析的峰
*

为目标蛋白峰!收集目标蛋白峰!依次进行透析除

盐$减压蒸馏浓缩和冷冻干燥后得目标蛋白"经
XIH1H/,O

K7KOL<_A

电泳后发现!纯化前后的电泳条带中!后者的鱼

精蛋白条带较纯化前细且无拖尾现象"但未能得到单条

带的蛋白组分!说明纯化效果不理想"鱼精蛋白对金黄色

葡萄球菌$沙门氏菌和大肠杆菌的最小抑菌浓度分别为

%""

!

#"""

!

#"""3

0

,

M

!可有效延缓金黄色葡萄球菌$沙门

氏菌和大肠杆菌的生长且对金黄色葡萄球菌的抑制效果

最好"但其抑菌机理与差异有待进一步研究"
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