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摘  要 : 为提高猪溶菌酶 (Sus scrofa lysozyme，SSL) 的抗革兰氏阴性菌活性，将其进行了不同蛋白酶的水解，

选择抗革兰氏阴性菌效果最好的水解产物，利用凝胶过滤色谱和反相制备色谱进行分离，对其功能成分进行液

质联用鉴定。对分离得到的物质进行抗菌活性验证和生物信息学的分析，并在此基础上对抗菌物质的杀菌机理

进行了探讨。结果表明，胰蛋白酶的水解产物具有较高的杀灭革兰氏阴性菌的活性，进一步分离纯化得到了具

有抗革兰氏阴性菌活性的六肽 A-W-V-A-W-K。经化学合成验证，该六肽既保留了 SSL 的部分抗菌活性，也具

备杀灭多种革兰氏阴性菌的能力。进一步分析发现其位于 SSL 分子 C 端的一个螺旋-回环-螺旋的结构中，并

由此推测其杀菌机理是通过改变细胞膜的渗透性，进而使细胞内溶物流出而造成细胞死亡，而抗菌实验也验证

了这一推测。该抗菌肽的发现为后续提高 SSL 的抗菌活性提供了理论依据。 

关键词 : 猪溶菌酶，大肠杆菌，抗菌肽，抗生素，膜渗透性  

 

 

·生物技术与方法· 
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Purification, identification and characterization of an 
anti-microbial hexapeptide from Sus scrofa lysozyme 
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Abstract:  Sus scrofa lysozyme (SSL) was digested by different proteases to find peptides with enhanced antibacterial 

activity against gram-negative bacteria. Hydrolysate with the highest anti-bacterial activity was loaded onto a gel filtration 

chromatography column followed by a reversed-phase one. The obtained substance was identified by liquid 

chromatography-mass spectrometry, synthesized to test its antibacterial spectrum and analyzed for bioinformatics. The 

hydrolysate of trypsin showed the highest antibacterial activity. By purification and identification, the functional peptide 

with sequence of A-W-V-A-W-K was obtained. The peptide was synthesized and proved to retain partial function of SSL 

and had activity against gram-negative bacteria. By bioinformatics analysis, the peptide was found to locate in a 

helix-loop-helix structure, suggesting that the peptide may kill cells by penetrating cell membrane and cause the outflow of 

cell contents. The discovery of the peptide could lay the foundation for improving the antibacterial activity of SSL. 

Keywords:  Sus scrofa lysozyme, Escherichia coli, antibacterial peptide, antibiotics, membrane penetrating 

由于近年来食品安全事件的频发以及饲用

抗生素滥用问题的日益凸显，寻求安全高效的

饲用抗生素替代品已经刻不容缓。溶菌酶是一

种天然的盐基碱性蛋白质，已经被广泛应用于

食品、医药、生物工程以及饲料等领域[1]。而作

为 C 型溶菌酶的一种，猪溶菌酶 (Sus scrofa 

lysozyme，SSL) 是猪体内抵抗外源性疾病的一

道重要屏障[2-3]。鉴于猪在畜牧行业中的重要地

位，它的发酵生产为解决饲用抗生素的滥用问

题提供了选择[4]。然而，SSL 对革兰氏阴性菌的

杀菌效果并不明显，这也限制了其应用的范围。

因此，提高 SSL 的抗菌活性，尤其是对革兰氏

阴性菌的杀灭作用，对其进一步的生产应用有

着重要意义。 

目前，提高溶菌酶抗革兰氏阴性菌活性的

方法主要包括：热变性[5-6]、化学修饰[7-8]、抗菌

肽的分离[9-10]以及融合表达[11-12]。其中，热变性

的方法可以提高溶菌酶抗革兰氏阴性菌的活

性，但是会失去其原有的抗革兰氏阳性菌能力；

化学修饰的方法获得的产品其稳定性不能保

证，而且生产过程较为繁琐；目前融合表达的

方法虽然可获得多功能的产物，但是与 SSL 分

子进行融合的都是外源蛋白，可能会成为动物

体内免疫系统或消化酶的作用对象进而影响其

在动物体内的作用；抗菌肽的分离虽然暂时将

溶菌酶的分子破坏，但是它对进一步提高 SSL

的抗菌活性具有重要指导价值。比如从 SSL 分

子中分离出对革兰氏阴性菌有抗菌功能的肽

段，利用其他分子生物学手段 (如融合表达) 强

化 SSL 中该抗菌肽的杀菌能力，既可以保持 SSL

原有的抗菌能力，又能得到性能稳定的发酵产

品，是提高 SSL 抗菌性能的理想途径。 

本研究采用多种蛋白酶对 SSL 进行酶解。

在分析其水解产物的抗革兰氏阴性菌活性的基
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础上，利用凝胶过滤色谱、反相制备色谱的分

离手段，从水解产物中分离得到 SSL 中对革兰

氏阴性菌具有杀菌作用的肽段。对此肽段进行

生物信息学的分析以及抗菌特性的研究，为进

一步强化该肽段在 SSL 中的作用、增强其抗菌

能力提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种与质粒 

SSL 的原核表达菌株 BL21(DE3)-pET28a(+)- 

SSL，由本实验室构建。SSL 抗菌活性测试菌种

大肠杆菌 Escherichia coli ATCC 25922、金黄色

葡萄球菌 Staphylococcus aureus ATCC 25923、克

雷伯氏肺炎菌 Klebsiella pneumoniae CMCC(B) 

46117、铜绿短杆菌Pseudomonas aeruginosa ATCC 

15442 以 及 沙 门 氏 杆 菌 Salmonellaenteritidis 

CMCC(B) 50335，购自无锡赛维贸易有限公司；

溶壁微球菌 Micrococcus luteus ATCC 4698，购

自南京建成生物科技有限公司；枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis (Wild Strain，WS)和解淀粉芽孢

杆菌 Bacillus amyloliquefaciens (WS) 由本实验

室保藏。 

1.1.2  试剂与培养基 

胃蛋白酶 (Pepsin)、胰蛋白酶 (Trypsin)、

梭菌蛋白酶 (Clostripain)、色谱纯甲醇、乙腈，

购自 Sigma-Aldrich 公司；凝胶色谱柱 Superdex 

peptide 10/300GL 购自美国 GE 公司；反相制备

色谱柱 XBridge Prep C18 购自美国 Waters 公司。

酵母提取物与胰蛋白胨，购自 Oxiod 公司；其

他试剂均为分析纯，购自国药集团有限公司。

LB 培养基 (g/L)：酵母提取物 5，胰蛋白胨 10，

NaCl 10，琼脂 20 (固体培养基)，自然 pH，121 ℃

灭菌 20 min。TSB 培养基 (g/L)：胰蛋白胨 15，

大豆蛋白胨 5，NaCl 5，pH 为 7.2±0.2，121 ℃

灭菌 20 min。 

1.1.3  仪器与设备 

Dimension® IconTM 原子力显微镜，美国

Bruker 公司；Spectra Max Plus 384 光吸收酶标

仪，美国 Molecular Devices 公司；AKTATM avant 

25 蛋白纯化系统，美国 GE 公司；IKARV10 旋

转蒸发仪，德国 IKA 公司；Partec PAS IIIi 流式

细胞仪，法国 PARTEC 公司；Scientz-10N 冷冻

干燥机，宁波新芝生物科技股份有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  SSL 的发酵及其复性 

SSL 的发酵及其复性参照文献[4]进行。SSL

表达宿主在 IPTG 浓度为 0.1 mmol/L、25 ℃、

200 r/min 条件下诱导表达 8 h 后，离心弃上清。

超声波破碎细胞后，采用氧化还原体系的方法

进行复性。复性后经过一步的超滤纯化可得到

纯度为 90%以上的 SSL 产品。纯化后的产品经

冷冻干燥后于–20 ℃保存备用。 

1.2.2  SSL 的蛋白酶水解 

分别称取4份1.2.1中得到的SSL产品70 mg，

用 1 mL 0.03 mol/L NaCl 溶液 (pH 7.0) 溶解，

前 3 组分别加入 4 mL 的蛋白酶溶液 (50 mg/mL

胃蛋白酶，pH 2.0；50 mg/mL 胰蛋白酶，pH 10.0；

或 10 U/mL 梭菌蛋白酶，pH 7.5)，于 37 ℃条件

下过夜酶解。第 4 组试验中，先加入 4 mL 的胃

蛋白酶溶液，37 ℃反应过夜之后，调节溶液 pH

至 10.0，加入 200 mg 的胰蛋白酶继续反应 12 h。

80 ℃保温 30 min 将酶灭活之后，10 000 ×g 离心

5 min，取上清液过 0.22 μm 滤膜之后进行抗菌

活性测定，选择抗菌活性最高的水解液进行下

一步的分离纯化。其中，每个实验组中的空白
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为不加 SSL 的蛋白酶溶液。 

1.2.3  抗菌活性测试以及抗菌肽的最低抑菌浓

度 (Minimal inhibitory concentration，MIC) 

水解液的抗菌活性测试参照文献[9]的方法

进行。在前期的分离过程中，以大肠杆菌 E. coli 

ATCC 25922 为测试菌进行抗菌活性分析。合成

抗菌肽的抗菌谱测定时，对 1.1.1 中涉及的所有

测试菌都进行分析。测定时设 3 组平行，结果

以 x ±s 的形式表示。对实验组与对照组的结果

进行 t 检验，分析实验结果的差异显著性。 

抗菌肽的 MIC 测定参照文献[13]进行。测

试抗菌肽的浓度梯度从 1 到 100 μmol/L (250 μL 

TSB 培养基溶解)。其中不加抗菌肽的测试菌为

阳性对照，不加测试菌的抗菌肽溶液为阴性对

照，MIC 定义为相对于阳性对照组 OD600 无明

显变化的测试组所对应的抗菌肽浓度。测定时

设 3 组平行，结果以 x ±s 的形式表示。 

1.2.4  凝胶过滤色谱分离 

抗菌活性分析后选择的水解液，经过 0.22 μm

的滤膜过滤，然后上样至凝胶过滤色谱 Superdex 

peptide 10/300GL。流速为 0.5 mL/min，流动相

为 20 mmol/L 的 PBS 缓冲液 (pH 7.0)，每 1 mL

的洗脱液收集到一个采样管。用酶标仪对收集

的样品进行蛋白浓度 A225 测定，同时进行抗菌

活性分析 (用大肠杆菌进行)。 

1.2.5  反相制备色谱分离 

选择凝胶过滤分离后的样品，用反相制备

色谱 Agilent 1100 series 结合色谱柱 Phenomenex 

luna C18 column (7.8 mm×150 mm，5 μm)。流动

相为含 0.1% TFA 的无菌 Milli-Q 水 (A) 和含

0.1% TFA 的乙腈 (B)，系统流速为 10 mL/min。

梯度洗脱程序为 0−5 min，5% B；5−30 min，

5%−50% B；30−35 min，50%−80% B。紫外检

测器，检测波长为 225 nm。收集 HPLC 洗脱峰

对应的采样管，旋转蒸发之后用 0.03 mol/L NaCl

溶液 (pH 7.0) 补充至采样管中的原体积，并测

定其抗菌活性 (用 E. coli 进行)。 

1.2.6  液质联用 (Liquid chromatography-mass 

spectrometry，LC-MS) 鉴定 

对反相制备色谱得到的具有抗菌活性的洗

脱峰进行 LC-MS 的分析[14]。LC 条件为色谱柱

Phonomenex luna C18 (4.6 mm×250 mm)，乙腈

(3)∶水 (97)∶甲酸 (0.1) 作为流动相 A；乙腈 

(70)∶水 (30)∶甲酸 (0.1) 作为流动相 B。洗脱

程序为：0–10 min，100% A，0% B；20 min，

70% A，30% B；30 min，0% A，100% B；35 min 

100% A，0% B；流速，1 mL/min；柱温，30 ℃。

质谱分析条件为：毛细管电压，3.88 kV；圆锥

体电压，20 V；离子源温度，120 ℃；去溶温度，

300 ℃；流速，1 mL/min；分流比，50∶1。用

MassLynx 软件 (version 4.1) 对质谱结果进行

分析。将软件分析得到的氨基酸序列按照可能

性从高到低排序；同时根据胰蛋白酶的作用位

点[15]列出其水解 SSL 后可能产生的肽段序列。

两组序列一一比对，最终确定抗菌肽的氨基酸

序列。 

1.2.7  生物信息学分析与 Swiss-modelling 建模 

经 LC-MS 鉴定后的抗菌肽，提交至抗菌肽

数据库  (http://aps.unmc.edu/AP/main.html) 进

行比对分析，根据同源或类似序列的分析推测该

抗菌肽的生物学特性。抗菌肽的三维结构模拟是

借助 Swiss-Model (http://swissmodel.expasy.org) 

在线模拟分析软件进行，选择蛋清溶菌酶作为

模板。由于抗菌肽的序列较短，因此选择了包

含抗菌肽序列及其上下游共 30 个氨基酸残基进

行模拟。 
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1.2.8  抗菌肽作用后细胞形态的扫描 

将 LC-MS 鉴定得到的抗菌肽进行化学合成，

并作用于靶细胞。将抗菌肽处理 (0.2 mg/107 细胞，

37 ℃处理 20 min，0.1 mol/L、pH 7.2 的 PBS 缓

冲液作对照 ) 过后的微生物  (E. coli ATCC 

25922 进行，下同) 离心 (5 000×g，5 min) 收

集并洗涤，按参考文献[16]的方法用玻璃板固

定，然后用原子力显微镜进行观察。 

1.2.9  抗菌肽作用后细胞荧光强度的检测 

将抗菌肽 (终浓度 1 mg/L) 与靶细胞大肠

杆菌 (约 108 CFU/mL) 混合后，于 37 ℃条件下

培养 30 min，10 000 ×g 离心 10 min，用 0.22 μm

滤膜过滤后的 0.1 mol/L PBS 缓冲液 (pH 7.2) 

重悬至原体积，用超声仪对细胞进行分散。参

照 Budde[17]的方法进行染色，每毫升的细胞悬浮

液中加入 10 mL 的染色液 (10 mmol/L cFDA 染

料溶于丙酮中)，37 ℃温浴 30 min，置于避光的

冰上保存至流式细胞仪分析。 

2  结果与分析 

2.1  SSL 的蛋白酶水解物的抗菌活性 

图 1 中显示了不同的蛋白酶作用于 SSL 后

的水解液的抗菌活性，其中胃蛋白酶的水解液

对革兰氏阴性菌大肠杆菌 E. coli ATCC 25922基

本没有杀菌效果，主要是因为 SSL 对胃蛋白酶

的降解作用具有抗性[18] (SDS-PAGE 结果未显

示)，而自然状态下的 SSL 对大肠杆菌并没有明

显的杀菌作用。梭菌蛋白酶的水解产物具有一

定的抗革兰氏阴性菌能力，但是效果有限 (抗菌

系数为 0.25，即杀菌率约为 56%)；而胰蛋白酶

对 SSL 的水解物具有最强的抗革兰氏阴性菌活

性，其抗菌系数可达 2.81 (可杀死 99%以上的靶

细胞)；胃蛋白酶结合胰蛋白酶对 SSL 的水解 

 
 

图 1  不同蛋白酶对 SSL 水解产物的抗菌活性 

Fig. 1  Anti-bacterial activity of SSL hydrolysates by 
different proteases.  

 

产物杀菌效果 (抗菌系数为 1.02，杀菌率 90%)

要弱于单独使用胰蛋白酶的水解液。一方面胃

蛋白酶的存在可能会作为底物竞争性影响胰蛋

白酶对 SSL 的降解活性；另一方面，胃蛋白酶

会使 SSL 水解产物中抗菌活性成分的纯度有所

降低，进而可能影响其杀菌效果。在后续的试

验中，采用胰蛋白酶单独对 SSL 进行水解。然

后对其水解产物中的具体抗菌物质进行分离纯

化和鉴定。 

2.2  SSL 水解物中抗菌肽的分离纯化 

2.2.1  凝胶过滤色谱分离 

用凝胶过滤色谱 Superdex peptide 10/300GL 对

SSL 的胰蛋白酶水解液进行分离纯化，洗脱峰

如图 2 所示。水解液经过凝胶过滤分离，得到

了 6 个明显的洗脱峰 (编号Ⅰ–Ⅵ)。分别对其进

行抗菌活性分析，其结果如图中的虚线部分所

示。结果表明，对测试菌大肠杆菌具有抗菌活

性的水解片段集中在分子量较小的区间，其中

洗脱峰Ⅴ和Ⅵ的抗菌活性较高；而洗脱峰Ⅴ的

抗菌系数可达 0.85，约是洗脱峰Ⅵ抗菌活性的 2

倍。因此，在后续的试验中，选择洗脱峰Ⅴ的
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收集管作为研究对象，进行下一步的反相制备

色谱的分离纯化。 

2.2.2  反相制备色谱的分离纯化 

用反相制备色谱 HPLC 对上一步凝胶过滤

色谱中的洗脱峰Ⅴ进行分离纯化，结果如图 3

所示。结果显示，经过反相制备色谱的分离，

可得到 7 个明显的洗脱峰 (编号Ⅰ– )Ⅶ ，对其洗 

 

 
 

图 2  胰蛋白酶对 SSL 水解产物的凝胶过滤分离 

Fig. 2  Gel filtration purification of SSL hydrolysate 
by trypsin. : ▁ A225; …: Anti-bacterial activity. 

 

 
 

图 3  抗菌物质的反相制备色谱分离 

Fig. 3  Reversed phase chromatography of anti-bacterial 
substrate.  

脱峰收集液旋转蒸发后冷冻干燥。用同体积的

PBS 溶液 (0.02 mol/L，pH 7.0) 溶解，并进行

抗菌活性分析，其结果如图中的虚线部分所示。

结果表明，洗脱峰Ⅱ和Ⅲ的抗菌活性较高，其

抗菌系数分别为 0.48 和 1.25。在后续的试验中，

选择抗菌效果较高的洗脱峰Ⅲ的收集管作为研

究对象，进行 LC-MS 鉴定。 

2.3  抗菌物质的鉴定及其生物信息学分析 

2.3.1  抗菌物质的 LC-MS 鉴定 

对 2.2.2 中反相制备色谱得到的洗脱峰Ⅲ的

收集液进行旋转蒸发和冷冻干燥，用无菌水溶

解后进行 LC-MS 分析。其 LC 图谱如图 4A 所

示，而其质谱鉴定的结果如图 4B 所示，这与文

献 [14] 的部分结果一致。经软件 MassLynx 

(version 4.1) 分析，结合 SSL 的一级结构以及

胰蛋白酶的酶切位点，得到了该抗菌肽的氨基

酸序列 A-W-V-A-W-K，命名为 SP。此抗菌肽

的氨基酸序列分别对应于 SSL 一级结构中的

第 108–113 位的氨基酸残基，其分子量为  

(759.91±0.5) Da。 

2.3.2  抗菌肽的生物信息学分析 

将抗菌肽 SP 的氨基酸序列导入抗菌肽数据

库进行比对分析，发现其分子的疏水性比率为

83% (疏水性对抗菌肽的抗菌活性有着重要作

用)，同时其 Boman 系数 (此性质表征抗菌肽与

蛋白结合的能力) 为–1.12 kcal/mol。此外，该抗

菌肽属于碱性肽，其等电点 pI 为 9.70。序列比

对结果显示，抗菌肽 SP 与来源于 Xenopus laevis 

的抗菌肽 PGLa-H (AP01814)[19]有着 40%的相似

性，后者既能够杀灭革兰氏阳性菌，也能够抗

革兰氏阴性菌。为了验证 SP 的抗菌功能与活性，

化学合成了此抗菌肽进行后续实验。 
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图 4  抗菌肽的 LC-MS 鉴定 

Fig. 4  LC-MS identification of anti-bacterial peptide. (A) LC purification. (B) MS identification. 
 

2.4  抗菌肽 SP 的抗菌活性验证 

表 1 中列出了纯化得到的抗菌肽 SP 以及合

成的 SP 对多种革兰氏阳性菌和革兰氏阴性测试

菌的抗菌活性及其 MIC。本实验中纯化得到的

抗菌肽与化学合成的 SP 抗菌活性类似，基本可

以确认为同一物质。SSL 的抗菌能力主要是针

对革兰氏阳性菌；而抗菌肽 SP 不仅具有抗革兰

氏阴性菌的能力，同时也部分保留了 SSL 的抗

革兰氏阳性菌的效果。SP 的抗菌效果与其同源

性最高的 PGLa-H (AP01814)[19]的抗菌效果较一

致，推测此类抗菌肽的框架 (++A+VA+K++) 可

能是一种对革兰氏阳性菌和阴性菌都有杀菌效

果的功能结构域。SSL 与抗菌肽 SP 的抗菌效果

的差异主要是由它们的作用机理决定的。SSL

的杀菌机理是由其分子中 E35 的参与下与细胞

壁中肽聚糖的糖苷键形成碳正离子中间体，然

后在 D53 的参与下对该中间体进行分离，进而

完成对肽聚糖的水解[20]。抗菌肽 SP 属于阳离子

肽，而阳离子肽按其二级结构可分为 α 螺旋、

拓展结构、Loop 结构以及 β 折叠 4 大类[21]。为

进一步了解 SP 的性质，有必要对其作用方式进

行研究。 
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表 1  抗菌肽 SP 的抗菌谱检测 
Table 1  Antimicrobial activities of peptides obtained in this study 

Strain 
Antimicrobial activity a (logN0/N1) MIC (μmol/L) 

SSL Purified SP Synthesized SP Synthesized SP 

Bacillus licheniformis WS (+) b 3.31±0.12 3.21±0.18* 3.12±0.15* 5.67±0.44 

Bacillus subtilis WS (+) 3.51±0.22 3.20±0.19** 3.03±0.18** 7.33±0.44 

Micrococcus lysodeikticus ATCC 4698 (+) 2.61±0.18 0.44±0.05** 0.41±0.05** 51.00±0.67 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (+) 0.22±0.03 0.15±0.03** 0.11±0.02** 72.33±0.44 

Escherichia coli ATCC 25922 (–) 0.10±0.02 0.75±0.05** 0.52±0.04** 24.67±0.44 

Klebsiellar pneumonia CMCC (B) 46117 (–) 0 0.61±0.03** 0.52±0.03** 23.00±0.00 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (–) 0.11±0.02 0.65±0.06** 0.65±0.05** 19.33±0.44 

Salmonella enteritidis CMCC (B) 50335 (–) 0 0.09±0.01** 0.10±0.02** 92.00±0.67 
a The peptide or SSL concentrations were 2.5×10–7 mol per assay. The assays were performed in triplicate, and t-tests were 
used to compare the differences of peptide to natural SSL; b Gram-positive bacteria (+) and gram-negative bacteria (–); 
*P<0.05; **P<0.01. 

 

2.5  抗菌肽 SP 的作用机理 

2.5.1  抗菌肽 SP 在 SSL 中的结构模拟 

SP 及其在 SSL 中两端部分序列 (共 30 个

氨基酸残基，对应于 SSL 一级结构的 86−115 位

的氨基酸残基的肽段的 3D 结构模拟如图 5 所

示。从模拟图可以看出，该抗菌肽处在一超二

级结构模体 Helix-Loop-Helix (HLH) 中的一段

螺旋之中 (SP的位置在 Helix 2 中)。而结构 HLH 

 

 
 

图 5  抗菌肽在 SSL 中的结构模拟 

Fig. 5  Structure modelling of anti-bacterial peptide in 
SSL. 

存在于多种抗菌肽中[22-23]，被证明是与抗菌肽

对靶细胞膜的渗透性破坏有关，其作用方式可

以是形成孔洞或者地毯式模型[24]等。因此，我

们推测，此种抗菌肽的作用机理也是通过破坏

靶细胞膜的渗透性，从而导致细胞死亡。 

2.5.2  抗菌肽 SP 对靶细胞细胞形态的影响 

为了进一步验证抗菌肽 SP 的作用方式，采

用原子力显微镜扫描的手段对其作用后的细胞

进行检测，其结果如图 6 所示。从图中可以明

显看出，经过抗菌肽 SP 作用后的靶细胞的细胞

完整性遭到了破坏，细胞大小没有明显变化，

但是部分细胞膜已经破落，细胞内溶物也有流

出。经初步判断，靶细胞遭到抗菌肽 SP 作用后，

其细胞膜的完整性被破坏，细胞膜的渗透性也

有所改变，其作用方式与具备 HLH 结构的抗菌

肽类似。SP 可通过破坏靶细胞的细胞膜渗透性 

(或结构完整性) 进而杀死革兰氏阴性菌，但是

在天然的 SSL 中它们并没有发挥出这种功能。

这可能是因为它们都被 SSL 的表面结构所包

裹，并没有足够的机会去接触靶细胞的细胞膜。 
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图 6  抗菌肽 SP 作用后的大肠杆菌原子力显微镜扫描图 

Fig. 6  Atom force microscopy of E. coli cells treated by anti-bacterial peptide. (A) Control cells. (B) SP treated 
cells. 

 

因此，除了通过改变 SSL 的表面结构，使其疏

水性提高，SSL 的作用位点更能够接触其作用

底物-肽聚糖层之外；我们提出，利用相应的技

术手段，将抗菌肽 SP 暴露在其结构表面，从而

直接利用抗菌肽的杀菌作用进行杀菌，是 SSL

增效研究的另一新的途径。 

2.5.3  抗菌肽 SP 对靶细胞细胞膜渗透性的影响 

图 7 表示了抗菌肽 SP 处理过后的靶细胞

E. coli 细胞表面的荧光强度 (FI) 的变化，FI 降

低主要是由于细胞外膜的破裂而导致荧光染料

外流所致，可用于表征膜电势的变化情况[25]。

结果显示，抗菌肽 SP 作用后的细胞膜表面的平

均荧光强度由 253 减少到了 125，降低幅度达

50.6%。说明被 SP 处理过后的细胞膜的结构受

到了破坏，导致其通透性得到提高，细胞内溶

物流出而导致细胞死亡。Budde 等[17]在利用细

菌素 Bacteriocin 作用于 Lb. sakei NCFB 2714 细

胞时，得到了类似的结果，其平均荧光强度由

1.55 降至 0.40，降低幅度可达 74%。 

 
 

图 7  抗菌肽处理对大肠杆菌细胞膜荧光强度的影响 

Fig. 7  Effect of antibacterial peptide on the fluorescence 
intensity of E. coli cell membrane. Line : PBS buffer; Ⅰ

line : peptide treated Ⅱ E. coli cells; line : control Ⅲ  
E. coli cells. 

 

3  结论 

通过对 SSL 进行蛋白酶水解以及抗菌活性

分析，发现 SSL 对胃蛋白酶的水解具有抗性，
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同时胰蛋白酶的水解物具有最强的抗革兰氏阴

性菌活性，本实验条件下的抗菌系数为 2.81，

可杀灭 99%以上的测试菌。通过凝胶过滤色谱

和反相分离色谱的分离纯化，结合 LC-MS 的分离

与鉴定，得到了一种对革兰氏阴性菌具有抗菌活

性的小肽，其氨基酸序列为 A-W-V-A-W-K (SP)。 

经化学合成以后进行抗菌谱的测定，发现

SP 既可以杀灭革兰氏阴性菌，也部分保留了 SSL

的抗革兰氏阳性菌的能力。通过 Swiss-modeling

结构模拟、原子力显微镜检测以及细胞膜渗透

性实验，发现 SP 具有 α 螺旋结构，在 SSL 中位

于 N 端的一段 HLH 的超二级结构模体中。 

抗菌肽 SP 的发现，表明 SSL 中存在对革兰

氏阴性菌有杀菌作用的片段或结构，但是由于

其分子表面的空间位阻等作用，导致这些结构

的功能没有在自然状态下得以展现。后续研究

中，可以通过改善 SP 等结构周围的环境或者通

过基因融合的手段提高 SP在 SSL中的比重等方

法强化 SP 的杀菌作用，对提高 SSL 的抗菌谱具

有理论指导价值。 
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