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卵白蛋白源抗菌肽的分离纯化与结构鉴定
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摘要!以卵白蛋白为原料!采用胃蛋白酶水解制备具有抑

菌活性的蛋白肽"通过超滤和
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凝胶色谱分离技术获得高抑菌性组分!以抗菌肽对大肠

杆菌和沙门氏菌的抑菌性为试验指标!筛选最佳抑菌性

组分!再进行反相高效液相色谱分离!测定分离得到的

1

个组分抑菌活性!发现
*)

组分的抑菌活性和得率最高!

其中大肠杆菌及沙门氏菌抑菌圈直径分别为$
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"最后采用高效液相色谱&电

喷雾&质谱鉴定抗菌肽的结构!显示氨基酸序列为
F7

G

.

H?=.F7=.I@<.J7?.+KL.I:?.F7L

$

FH3-JM&N

%"该肽经固相

合成纯度为
10;$(O

!其抑菌活性与
*)

组分无显著性差

异$

I

"

";"0

%!从而证明卵白蛋白源抗菌肽发挥抑菌活性

的成分主要是肽段
FH3-JM&N
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关键词!卵白蛋白源抗菌肽'分离纯化'氨基酸序列
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卵白蛋白是由
)$0

个氨基酸组成的球蛋白'因其具

有良好的功能特性+

#

,

'如起泡性-胶凝性-持水性和成膜

性能等'被广泛应用于补铁剂-酶处理剂-肽制剂-蛋白口

服剂等领域'同时因其具有良好的成胶性和乳化性'也被

广泛应用于烘焙-甜点和肉制品加工中+

!

,

(随着蛋清深

加工-综合利用的深入研究'鸡蛋清中活性肽的提纯技术

日趋完善'卵白蛋白作为鸡蛋清蛋白中含量最高的蛋白'

其生物活性肽的生理活性受到广泛关注'成为食品-医药

保健品中重要的功能性肽原料(

抗菌肽作为一种新型食品防腐剂'因其抑菌谱广'不

易产生耐药性'且有较高热稳定性和低温贮藏稳定性'而

受到国内外研究者的广泛关注+

)

,

(目前抗菌肽的来源较

广'

U<=

等+

(

,从家蝇幼虫中提取出
US.#

'并发现其对食源

性致病菌有较强抑制作用(孟婷等+

0

,研究发现经酶解的

伴大豆球蛋白对沙门氏菌具有抑制作用(杨瑜等+

2

,采

用蛋白酶水解法制备的黄鲫蛋白抗菌肽与葡萄糖进行美

拉德反应'发现其产物与大肠杆菌作用
#:

即可造成细胞

膜损伤(而禽蛋因其富含蛋白质成为分离天然或制备抗

菌肽的研究对象+
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,
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/<Q5

G

5K:6

等+

$

,用链霉蛋白酶处理

卵黏蛋白'制得的水解物能与大肠杆菌特异性结合'进而

发挥抑菌作用(卵白蛋白水解物的抑菌性也得到研究'

其中唐文婷等+

1

,发现水解物对大肠杆菌和沙门氏菌有抑

制性'其中对大肠杆菌的抑菌效果更为显著(
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等+
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,将卵白蛋白肽段与丝氨酸蛋白酶抑制剂进行序列对

比'发现两者有同源性的肽段序列(该序列对枯草芽孢

杆菌具有很强的抑制性'对支气管炎博德特菌-绿脓假单

胞菌和黏质沙雷氏菌有一定强度的抑制性(

目前关于抑菌机理的研究较多'大致可以归纳为以

下几类$破坏细胞膜蛋白'抗菌肽阻断细胞膜的合成或者

抑制分子主动运输+

##

,

&胞质凝结'抗菌肽穿过破坏的细胞

壁及细胞膜与胞内目标组分特异性结合'抑制蛋白-

'M+

等合成+

#!

,

&胞内成分渗透+

#)

,

'破坏细胞正常繁殖代谢(

本试验拟探究对卵白蛋白源抗菌肽抗菌活性有显著

贡献的寡肽结构'通过胃蛋白酶酶解卵白蛋白制备具有

抑菌活性的粗酶解物'进而通过超滤-凝胶色谱及反相液

相色谱技术对其进行分离纯化'得到最佳抑菌效果的组

分并分析其氨基酸序列'旨在为卵白蛋白源抗菌肽的开

发利用提供理论依据(

#

!

材料与方法
#;#

!

材料与试剂

卵白蛋白$实验室自制'纯度
1);(O

&

大 肠 杆 菌 #

A;7.08*7.*: 712*

%-沙 门 氏 菌

#

6:2C1+022:

%$实验室保存菌株&

牛肉膏-蛋白胨-营养琼脂$生化试剂'北京奥博星生

物技术有限公司(

#;!

!

仪器与设备

冷冻干燥机$

3%3H+&'\.##""

型'日本
,6]5]6]56

公司&

恒温水浴锅$

'/.1$

电热型'天津市泰斯特仪器有限

公司&

精密
>

U

计$

>

U-.)*

型'上海精密科学仪器有限

公司&

分子筛$

-=

>

?@A?BI?

>

C6A?#".)""

型'美国
F3U?57

G

.

:95@?

公司&

质谱仪$

HPN.̂ ?7<K

型'美国
P:?@4<&6LL6

V

5L

公司&

电热鼓风干燥箱$

'UF.1#!)+

型'上海精宏实验设

备有限公司&

电导率仪$

''-.)"E

型'上海伟业仪器厂&

手提式压力灭菌锅$

%_.#2"̀

型'上海医用核子仪

器厂(

#;)

!

方法

#;);#

!

卵白蛋白酶解
!

采用胃蛋白酶制备卵白蛋白源抗菌

肽'依据本课题组预试验+

#(

,

'确定卵白蛋白源抗菌肽酶解最

适条件为底物浓度
)O

'

>

U!;"

'水解时间
(:

'反应温度

)Ea

'此时水解度为
$);0!O

(将得到的水解物在
b)"a

条

件下预冻
!;0:

处理'在
b$!a

'

";"#]I5

条件下真空冷

冻干燥(冷冻干燥处理后于
(a

条件下贮存备用(

#;);!

!

卵白蛋白源抗菌肽的分离纯化

#

#

%超滤分离$依次采用截留分子质量为
#"

'

)]'5

超滤膜对粗酶解得到的水解物进行分离'根据文献+

#0

,

修改如下$其中料液温度
)0 a

'压力
";#0 YI5

'超滤

0"46L

为
#

个周期(得到
)

个组分'分别编号为
+#

'

+!

'

+)

'其中
+#

#

"

#"]'5

%'

+!

#

)

"

#"]'5

%'

+)

#

$

)]'5

%(

将得到的组分进行冷冻干燥处理'测其对大肠杆菌和沙

门氏菌抑菌圈及细胞膜通透性的影响(

#

!

%凝胶色谱分离$取超滤分离得到'具有最佳抑菌

性的组分'经过
";"!

#

4

微超滤过滤后在蛋白纯化系统

中经
-=

>

?@A?B

>

?

>

C6A?#"

*

)""

#

#"c)""44

%凝胶色谱分

离'分离条件根据文献+

#2

,修改如下$柱温为室温'检测波

长
!#0L4

&流动相
";"04<7

*

H

磷酸盐缓冲溶液'

>

UE;"

'等

梯度洗脱'样品浓度
#"4

V

*

4H

'进样体积
";04H

(收集

各洗脱峰(将得到的组分进行冷冻干燥处理后测其对大

肠杆菌和沙门氏菌的抑菌圈及细胞膜通透性的影响(

#

)

%反相液相色谱分离$取凝胶色谱分离得到'并具

有最佳抑菌性组分利用反向柱进一步纯化'色谱条件$柱

温为室温'检测波长
!0(L4

&流动相
+

为
!O

乙腈)水

#含
";#OP&+

%'流动相
`

为乙腈#含
";#OP&+

%'洗脱梯

度$

"O

"

("O `

'样 品 浓 度
";0 4

V

*

4H

'进 样 体 积

";04H

(多次收集合并各尖峰'测定其对菌液的抑菌性'

选择活性较高的组分进行序列分析+

#E

,

(

#

(

%二级质谱结构鉴定$采用二级色谱确定最终卵白

蛋白源抗菌肽一级结构'色谱条件$

*

#$

柱#

";#044c

#0"44

%&洗脱液
+

#

";#O

甲酸%-

`

#含
";#O

甲酸的
$0O

乙腈溶液%'流速
2"

#

4

*

46L

(质谱条件根据文献+

!

,修

改如下$喷雾电压
);(]̂

'源温
#E"a

'扫描范围
(""

"

!"""'5

'动态排除时间
#;046L

(

#;);)

!

抗菌肽合成及活性
!

根据质谱对氨基酸序列分析

结果'委托旭帆生化公司采用
&4<9

固相合成法'合成多

肽(合成肽与步骤
#;);!

#

)

%中制得的最佳抑菌肽段进行

抑菌性对比(

#;);(

!

抗菌肽抑菌性测定

#

#

%抑菌圈直径测定$将培养至对数期的大肠杆菌和

沙门氏菌配成
#"

0

*&\

*

4H

的悬浊液'均匀涂布至琼脂

培养基上(直径为
244

的无菌滤纸片在卵白蛋白-卵白

蛋白水解物及各步骤分离纯化得到的组分溶液中#蛋白

浓度
!;"4

V

*

4H

%浸泡
#"K

后'置于培养基表面'在
)Ea

培养箱内倒置培养
!(:

'培养结束后测定样品的抑菌圈

直径+

#$

,

(

#

!

%菌液电导率的测定$取
#"

0

*&\

*

4H

大肠杆菌或

沙门氏菌菌液
";04H

于
#04H

无菌试管中'加入
#"4H

去离子水'分别添加质量浓度为
#"4

V

*

4H

的卵白蛋白-

卵白蛋白水解物及各步骤分离纯化得到的组分
04H

'在

#046L

时测定其电导率+

#1

,

(

#

)

%菌液还原糖含量的测定$取
#"

0

*&\

*

4H

大肠杆

菌或沙门氏菌
!;"4H

及
!4H

样品溶液#

#"4

V

*

4H

%至

"

基础研究
&\M'+Y3MP+H,3-3+,*U

总第
!#)

期
#

!"#1

年
E

月
#



乳糖胆盐培养基中'

)E a

恒温培养
):

后取出'于

2"""@

*

46L

离心
#046L

'取上层清液采用直接滴定法+

!"

,

测定还原糖含量(

#

(

%菌液可溶性蛋白的测定$取
#"

0

*&\

*

4H

大肠杆

菌或沙 门 氏 菌 菌 液
#" 4H

'分 别 添 加 质 量 浓 度 为

#"4

V

*

4H

的样品溶液
!4H

'处理
$:

后'取
)4H

各处

理组的菌液'在
b!"a

冰箱中冷冻
#!:

'加入
";"#4<7

*

H

P@6K.U*7

#

>

U$;"

%缓冲液'采用牛血清蛋白浓度)吸光度

标准曲线法测定可溶性蛋白+

!#

,

'吸取
";#4H

各处理组菌

液于
#"4H

试管中'加入
04H

考马斯亮蓝
F!0"

染色

剂'混匀后放置
!46L

'在
010L4

测定其吸光值'从标准

曲线查得相应样品的蛋白含量(

#;);0

!

统计分析
!

本试验涉及的试验均设计为
)

次平

行'结果用平均值及标准差形式表示#

%

DD6

%'组件差异显

著性采用
9

检验分析#显著
I

$

";"0

%(数据统计分析利

用
-I--#E;"

软件的统计功能处理(

!

!

结果与分析
!;#

!

卵白蛋白水解物的纯化及其分离组分的抑菌性

!;#;#

!

超滤分级及其分离组分的抑菌性
!

当微生物受到

外界作用'细胞膜结构遭到破坏'细胞内小分子的离子

#

/

d

-

*5

!d

-

M5

d等%从细菌细胞中大量渗出'电解质的渗

漏会致使菌液电导率上升+

!!

,

&当细胞膜被破坏至一定程

度'较大分子量的还原糖会渗出'导致菌液中可溶性含量

增加&可溶性蛋白是细胞生长的必要营养素之一'其数值

的变化可反映菌体蛋白质合成的情况+

!)

,

(卵白蛋白水解

物通过两步超滤依次透过
#"

'

)]'5

超滤膜+

#E

,

'得到
)

个

组分分别为
+#

#
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"
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$
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和
+)

#

E8
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%(

从图
#

可知'抑菌圈直径显示
+)

相比粗水解物及其

他组分对大肠杆菌和沙门氏菌的抑菌性最为明显#

I

$

";"0

%(通过电阻率可知'粗水解物及其
)

种组分均可造

成两种菌体内容物的渗漏'改变菌体的细胞膜通透性'从

而使得菌液培养基的电阻率增加(且
+)

对两种菌体的

通透性影响显著高于其他组分#

I

$

";"0

%'并对大肠杆菌

细胞膜通透性影响高于沙门氏菌(从可溶性蛋白和还原

糖的含量变化可知'在相同浓度下
+)

对大肠杆菌蛋白合

成的抑制作用最为明显'且菌液渗透到胞外的还原糖最

多'再次说明
+)

对大肠杆菌和沙门氏菌有破坏作用(在

相同浓度条件下'分子量小的组分'表现为较高的抑菌

性'与
*:?L

等+

!

,研究结果一致(因此选择
+)

组分进行

下一步分离纯化(其中
+#

-
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-
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肽得率分别 为
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凝胶色谱分离及其分离组分的抑菌性
!

将
+)

组

分经过
#"

*

)""

凝胶色谱分离'结果如图
!

所示'测分离得

到的
(

个主要峰的抑菌性'分别标记为
#̀

-
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-
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图
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超滤分离组分的抑菌活性比较
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由图
!

可知'

)̀

峰面积最大'所占比例最多(其中
(

个组

分对两种菌的抑制作用'如图
)

所示(由图
)

可知'

)̀

相

比其他组分对两种菌的抑菌性最为明显'对比抑菌圈直

径'

)̀

组分抑菌效果显著超过粗水解物及其经过凝胶色

谱分离得到的其他组分#

I

$

";"0

%(通过对比电阻率可

知'在相同浓度条件下
)̀

组分对两种菌体的细胞膜通透

性改变最显著#

I

$

";"0

%'其次为
#̀

组分'最差为
!̀

组

分(其中添加了
)̀

的两种菌液培养基内可溶性蛋白和

还原糖的含量最高'对大肠杆菌通透性影响最为明显(

再次证明
)̀

对两种菌的细胞膜破坏作用最为明显(因

此选择
)̀

组分进行下一步分离纯化(其中
#̀

-
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-
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和
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肽得率分别为
!#;)$O

'

#2;20O

'

(E;"#O

'

#(;10O

(

图
!

!

-=

>

?@A?B

>

?

>

C6A?#"

#

)""

对
+)

组分的分离曲线
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反相高效液相色谱分离及其分离组分的抑菌性

将凝胶色谱柱
#""

*

)""

分离得到的抗菌活性最高的

)̀

组分经过反相色谱进一步纯化(得到
1

个主要的吸收

峰'如图
(

所示'分管收集洗脱液'测定各组分对大肠杆

菌和沙门氏菌的抑菌性'结果如图
0

所示(

由图
(

可知'

*)

峰面积最大'所占比例最多(从图
0

可知'不同洗脱组分呈现出不同的抑菌能力'在所收集的

1

个组分中'

*)

和
*2

的抑菌圈直径明显超过其他组分

#

I

$

";"0

%(通过对比电阻率可知'在相同浓度条件下'

*)

对两种细菌细胞膜通透性的影响最显著#

I

$

";"0

%'其

菌液中可溶性蛋白和还原糖的含量变化也最为显著'并

图
(

!

反相液相色谱对
)̀

组分的分离曲线
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图
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反相色谱柱分离组分的抑菌活性比较
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对大肠杆菌细胞膜通透性影响高于沙门氏菌'证明
*)

对

两种菌的抑制作用最为明显(而
*2

的抑菌能力略低

于
*)

(

!!

试验证明卵白蛋白水解物对全蛋液中常见的大肠杆

菌和沙门氏菌均会破坏其细胞膜的通透性'抑制其蛋白

质合成'使菌液中的还原糖渗透出细胞'从而起抑制作

用'与唐文婷等+

1

,

-
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,的研究结果一致(
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卵白蛋白源抗菌肽的质谱鉴定和分析
!

图
2

为经

,I.UIH*

分离得到的
*)

组分在总离子图中分别提取基

峰得到
Y-

*

Y-

图谱(

*)

组分进行
3-J.Y-

*

Y-

分析'

图
2

!
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组分的串联二级质谱图
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通过测序的方法得到一个具有很高抑菌性的肽段'氨基

酸序列为
F7

G

.H?=.F7=.I@<.J7?.+KL.I:?.F7L

'预测分子质

量为
$1$;(!'5

(

!;!

!

卵白蛋白源抗菌肽的固相合成及活性验证

在得到
*)

组分的 氨 基 酸 序 列 后'合 成 抗 菌 肽

FH3-JM&N

'其纯度为
10;$(O

'相对分子质量实际为

$$E;$)'5

(

!!

由图
E

可知'经过固相合成的抗菌肽与
*)

组分对大

肠杆菌及沙门氏菌的抑制能力无显著性差异#

I

"

";"0

%'

从而证明卵白蛋白源抗菌肽发挥抑菌活性的成分主要为

FH3-JM&N

肽段(

)

!

结论
本研究通过酶解卵白蛋白制备具有抑菌活性的粗酶

解物(通过超滤-凝胶色谱分离技术得到具有较强抑菌

性的
)̀

组分'进而采用反相高效液相色谱纯化
)̀

组分'

得到纯化的
1

个组分'其中
*)

组分抑菌性最强(最终鉴

定出 氨 基 酸 序 列 为
F7

G

.H?=.F7=.I@<.J7?.+KL.I:?.F7L

#

FH3-JM&N

%的抑菌肽是卵白蛋白源抗菌肽发挥抑菌活

性的主要成分'其分子质量为
$$E;$)'5

(该肽经固相合

成纯度为
10;$(O

'合成肽抑菌活性与
*)

组分无显著性

差异(为卵白蛋白的深度开发及其抗菌肽的综合利用提
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供理论依据(本研究仅限于卵白蛋白源抗菌肽对大肠杆

菌和沙门氏菌活性的抑制效果'而未探讨制备的抗菌片

段对革兰氏阳性菌的抑制影响'后续可研究抗菌片段对

金黄色葡萄球菌等食品中常见的革兰氏阳性致病菌的抑

制作用(
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