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摘要：以我国主要经济海产品中国对虾（!"#$% &’(#"#%(%）为研究对象，通过 ()*+,-). /0&$、1203245 等

技术分离纯化到 250!系列中国对虾天然抗菌肽。经初步鉴定，该系列抗菌肽对革兰氏阴性和革兰氏阳性菌都

表现出程度不一的抑菌活性，且不同程度地影响小白鼠离体回肠肌收缩，但无丝氨酸蛋白酶抑制剂活性。用

674890:;< 质谱对样品进行分析，检测到分子量分别为 ! $=! 8, 和 ! #!! 8, 的两种抗菌肽。这些抗菌肽对对虾

抵御微生物的侵袭具有重要的作用。
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抗菌肽（,EFGHGIJDKG,L *)*FG-)M），也称为肽类

抗生素（*)*F)-) ,EFGKGDFGIM），是一类小分子短肽，

具有抗菌力强、抗菌谱广、活性稳定、可以中和细

菌内毒素、很难产生耐药性等特点。抗菌肽是 ZD0
H,E [ (F)GE)J（!%B!）首 次 从 惜 古 比 天 蚕（ B;M
48,F’,74 &"&7,F(4）中发现的，命名为 I)IJD*GE。之

后国内外许多研究者相继在其他生物如昆虫（1))M
)F ,L，!%%=；4D*)V )F ,L，"$$#；/DEQ )F ,L，"$$@）、

哺乳 动 物（7E-)JMDE [ \N，"$$#；<DQ,I, )F ,L，
"$$@；],EQ )F ,L，"$$@）、两 栖 动 物（4,G )F ,L，
"$$",，K，I；6,J)E,+ )F ,L，"$$@）、植物（7MG)QKN
)F ,L，"$$#）以及微生物（7+)JE )F ,L，"$$#；4GN )F
,L，!%%%）中均发现 I)IJD*GE 类似物，表明抗菌肽

广泛存在于细菌、植物、脊椎和无脊椎动物中，是

先天免疫系统中的重要因子。至今报道的抗菌肽已

经超过 &$$ 种（3DEQ )F ,L，"$$@）。
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关于海洋生物抗菌肽的研究始于 !"## 年，日

本学者 $%&%’()% *+ %,（!"##）从亚洲鲎（ !"#$%&
’()*+ ,-./)0,",*+）中发现抗菌肽，但是直到 -. 世纪

". 年代中期才真正得以迅速发展，如从凡纳对虾

（1)0")*+ 2"00"3).）、柄海鞘（ 4,%)(" #("2"）等多

种海洋生物中分离到 /%,,01*2+01、3*1%*04015、/,%6
7%1015 等 数 种 抗 菌 肽（891: *+ %,，-..;），最 近

<*)1%14*5 *+ %,（-..;）又从虹鳟鱼（50#6-$%0#$*+
3%7.++）中分离到 9129)=>1201!抗菌肽。

中国对虾（ 1)0*+ #$.0)0+.+）是我国重要经济

海产品之一。虽然我国学者根据南美白对虾抗菌肽

基因从中国对虾血细胞中克隆到一种中国对虾肽

（8$’）基 因 片 段（?%1: *+ %,，-..-）；@(9 *+ %,
（-..;）还研究了养殖期中国对虾抗菌肽的表达，

并认为该基因为组成型表达。然而至今还没有从中

国对虾中分离到天然抗菌肽的报道。本文以中国对

虾为研究对象，通过 A*B=%4*C @6D.、E3683F/ 等

技术分离纯化到 3/6"系列中国对虾天然抗菌肽，

为中国对虾抗菌肽的深入研究奠定了一定的基础，

同时为中国对虾的疾病预防提供了基础数据。

! 材料与方法

! "! 实验材料

中国对虾（ 1)0*+ #$.0)0+.+）采自江苏省连云

港市赣榆县对虾养殖场，小白鼠购自南京市江宁区

青龙 山 动 物 繁 殖 场，A*B=%4*C @6D. 为 G’*)5=%’
H09520*12*5 产品，电泳用试剂均为 A0:’% 产品；实

验用菌株 大 肠 杆 菌（ 9+#$)-.#$." #6(.）、枯 草 杆 菌

（:"#.((*+ +*;,,.(.+）、金黄色葡萄球菌（ 4,"’$%(6##*+
"*-)*+）、白色念珠菌（8"0/./" "(;.#"0+）由南京农

业大学动物生物学实验室保存。

! "# 实验仪器设备

实验仪器设备有上海亚荣生化仪器厂生产的

- IJ 2’ K !.. 2’ 层析柱、8F6-H 数显恒流泵、HA6
!..G 自动部分收集器，LBB*149)M 公司 D#!.E 高速

冷冻离心机，宁波莱福科技有限公司 3AN 智能型

恒温恒湿培养箱，北京微星斯达 32,%O6PL 生物医

学信号采集处理系统，北京六一仪器厂微型垂直电

泳槽及电泳仪，上海光谱仪器有限公司 QD! 紫外分

光光度仪，惠普公司 G:0,,*1+ !!.. 高效液相色谱

仪，大连伊利特 8>B*)50, /!# 反相柱。质谱仪器为

GHR 公司产品，由西安华辰生物技术有限公司提

供。

! "$ 方 法

! IS I ! 中国对虾体液的收集 将中国对虾断尾后

从头提起，让其体液自然流出或手工辅助捋出，所

收集的样品立即在 LBB*149)M D#!.E 高速冷冻离心

机 ; T !. ... < 离心 !. ’01，上清液分装备用。

! IS I - 中国对虾中抗菌肽的分离纯化 A*B=%4*C
@6D. 用蒸馏水煮沸 - = 溶胀，装入 - IJ 2’ K !.. 2’
层析柱，用 . I.D ’9, U F V)0568/, 含 . I! ’9, U F $%/,
缓冲液（B8 Q I#）平衡、洗脱，流速 . IS ’F U ’01，

每管收集 S ’F，测定 G-#.和 G--.。收集各洗脱峰时

综合考虑 G-#.和 G--.，当 G--.低于 . I! 时该管不予

收集。

将冷冻干燥后 A*B=%4*C @6D. 所收集的第 S 峰

（3/6"）溶 解 上 样，用 反 相 高 效 液 相 色 谱（E36
83F/）进行分离纯化，注射 !..#F 目标峰于 8>6
B*)50, WXA-（/!#）反相柱，按下列程序进行梯度

洗脱：流动相 G（. I!Y三氟乙酸水溶液），流动相

H（. I!Y三氟乙酸水溶液 Z !..Y乙腈），如图 ! 所

示进行梯度洗脱。

图 ! 中国对虾体液 A*B=%4*C @6D. 凝胶过滤图谱

<0: [ ! A*B=%4*C @6D. :*, M0,+)%+091 2=)9’%+9:)%B=> 9M 1 = #$.0)0+.+ O94> ,0\(04
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! "# " # 抗菌活性检测 采用抑菌圈法检测多肽的

抗菌活性。在 $% 平板培养基中分别涂布大肠杆

菌、枯草杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌，在

直径为 ! &’ 的滤纸片上分别滴加 ()!$ 体液上清

液和经上述分离纯化得到的多肽（分离峰），以无

菌水（*+!）、相应缓冲液（*+(）为对照，#, -恒

温培养，观察滤纸片周围是否有抑菌圈，并度量抑

菌圈的大小。抗菌活性用抑菌圈直径表示（数值等

于抑菌圈外径减滤纸直径），每次纯化都跟踪检测

抗菌活性。

! "# " . 分 子 量 测 定 飞 行 质 谱［’/01234/5525067
8/561 76591:029; 29;2</029; 02’649=4=82>?0（@A$BC4DEF）

’/55 5:6&019’601G］用于测定纯化的中国对虾 H*4"
抗菌肽的分子量和纯度，该对虾抗菌肽的溶解液为

!))I的乙腈，其中含有#4&G/;94.4?G7193G&2;;/’2&
/&27（J**A）。

! "# " K 丝氨酸酶抑制剂活性检测 依次在 ! &’ L
) "K &’ 玻 璃 比 色 杯 中 加 入 ) ")K ’98 M $ D1254J*8

（:J , "N）.!)!$，) ".I（O M P）D1G:52; K)!$，抗

菌肽 ()!$，迅速计时，在室温下保温 K ’2; 后，

加入 ) "(I（O M P）发色底物苯甲酰 Q $ Q 精氨酸硝

酸还原酶氢氯化物（R%$AR）.)!$，迅速置入比

色池，在 .)K ;’ 波长下扫描 ( ’2;，以缓冲液代替

样液为对照，通过比较!A 值检测丝氨酸酶抑制剂

活性。

! "# " S 小白鼠离体回肠收缩实验 解剖小白鼠，

截取部分回肠，回肠一端通过手术线与北京微星斯

达 H&8/T4UV 生物医学信号采集处理系统相连，另

一端固定于保温容器，回肠在 #, -保温的 DG1976
液中收缩，当收缩信号稳定时加实验样品，观察并

记录信号变化。

! 结 果

! "# 分离纯化

中国对虾的体液上清液 W6:?/763 X4K) 凝胶层

析 图 谱 如 图 !，分 别 收 集 到 K 个 峰， 即 H*4$
（K!—,.）、H*4%（,K—!)S）、H*4"（!),—!.N）、

H*4&（!.Y—!N(）、H*4’（!N#—(()）峰。

选择 H*4"峰用 ZH4JH$*（*!N）进一步分离

纯化，共收集 !! 个峰，分别命名为峰 !、(、#、

.、K、S、,、N、Y、!)、!!，分离图谱见图 (。

! "! 分子量测定

中国对虾 H*4"系列抗菌肽经 @A$BC4DEF 检

测，得到分子量分别为 ! ),! B/（图 #/）和 ! #!!
B/（图 #T）的两种抗菌肽。

! "$ 抗菌活性

上清液经 W6:?/763 X4K) 收集到的 K 个峰的抗

菌活性如表 !，H*4"峰经 ZH4JH$* 分离到的 !!
个峰的抗菌活性如表 ( 所示。

! "% 丝氨酸酶抑制剂活性

对有抗菌性的分离物 H* Q"中的峰 K、,、N、

Y、!)、!! 均进行了丝氨酸酶抑制剂活性检测，但

没有明显的抑制效应，即我们分离到的 H* Q"系

列抗菌肽不具备丝氨酸酶抑制剂活性。

图 ( 中国对虾体液 W6:?/763 X4K) 凝胶过滤蛋白峰 H*4" 的反相高压液相图谱

F2> [ ( Z6P6156 :?/56 ?2>? :61=91’/;&6 82\]27 &?19’/09>1/:?G 9= H*4" =19’
! " #$%&’&(%( T97G 82\]27
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图 ! 中国对虾体液 "#$!系列抗菌肽飞行质谱分析图谱

%&’ ( ! )*+,&-$*..&.+/0 1*./, 0/.2,3+&24 &24&5*+&24 +&6/$27$71&’8+（)9:;<$=>%）6*.. .3/?+,26/+,@
27 "#$! 7,26 ! " #$%&’&(%( A20@ 1&BC&0

表 ! 中国对虾抗菌肽的抗菌活性检测

"#$ % ! "&’ #()*+*,-.$*#/ #,)*0*)1 .2 !"#$% &’(#"#%(%

菌种 D+,*&4.
体液上清液

#,C0/.
"#$" "#$# "#$! "#$$ "#$% #EF #EG

)(#$’*%#$%+ #,-% H I I HHH HH HH I I

.+#%--/( (/011%-%( H I I H H H I I

21+3$4-,##/( +/*’/( H I I H HH H I I

5+&6%6+ +-0%#+&( H I I HH HHH HHH I I

H 、 HH 、 HHH 和 HHHH 分别表示抑菌圈直径 J K LM 66、K LM—F LK 66、 N F LK—!F LM 66 和 N F LM 66； I 表示无抗菌活性。

H ， HH ，HHH ，*40 HHHH &40&?*+/0 +8/ 0&*6/+/,. 27 &48&A&+2,@ 524/ J K LM 66，K LM—F LK 66，N F LK—!F LM 66，*40 N F LM
66，,/.3/?+&O/1@； I 6/*4+ 42 *4+&6&?,2A&*1 *?+&O&+@ (

表 3 中国对虾 456!系列抗菌肽的抗菌活性检测

"#$ % 3 "&’ #()*+*,-.$*#/ #,)*0*)1 .2 456! 2-.+ !"#$% &’(#"#%(%
菌种 D+,*&4. "#$! F G ! P M Q R S T FK FF

)(#$’*%#$%+ #,-% HHH I I I I I I HH HHHH HHH HHHH H

.+#%--/( (/011%-%( H I I I I I I H HH H H HHHH

21+3$4-,##/( +/*’/( H H I I I I H H I H HH HH H HHH

5+&6%6+ +-0%#+&( H I I I I I I I HHHH HH HH H

H 、 HH 、 HHH 、 HHHH 和 I 的含意同表 F。

H ，HH ，HHH ，HHHH *40 I *,/ .*6/ *. &40&?*+/0 &4 =*A ( F (

3 78 小白鼠离体回肠收缩

"# U!中的峰 M、R、S、T、FK、FF 用于测定

对小白鼠回肠收缩的影响，结果表明峰 FK 和峰 FF
能够促进小白鼠回肠的收缩运动，而其他分离物均

抑制收缩。

9 分析与讨论

我们采用 V"$W":# 技术从 "#$!分离出来的各

个峰对小白鼠回肠离体收缩具不同程度的影响，其

中峰 FK、FF 对回肠收缩具有一定的促进作用，表

明这两个峰中可能含有对哺乳动物血管有舒张和降

压作用的缓激肽等活性成分。而未经 V"$W":# 分

离的 "#$!样品对小白鼠回肠收缩的影响不大，暗

示其中可能含有对舒张作用相拮抗的抑制成分；本

实验结果中 "#$!其他各峰对回肠收缩有一定的抑

制作用，较好支持这一猜测。本实验发现了中国对

虾体液中具有对回肠收缩产生作用的物质，并对这

些物质进行了初步的研究；而要了解其结构、功能

以及作用机理则需要更深入的研究。

尽管在南美白对虾血液中已经发现了既有抗真

菌、抗 细 菌 活 性 的 一 组 抗 菌 肽 "/4*/&0&4.
（;/.+2C6&/C-，/+ *1，FTTR），但中国对虾体液中相

关抗菌肽的抗菌活性尚未见报道。我们所发现的

"#$!系列抗菌肽对革兰氏阴性、阳性菌以及真菌

等都表现出程度不一的抑菌活性。从 "#$!中分离

出来的峰 M、R、S、T、FK、FF 都表现出不同程度

的抑菌效果，其中峰 S、T、FK、FF 对大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌、白色念珠菌和枯草杆菌均有较好
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的抑制作用。深入的研究有望从中国对虾体液中得

到一系列具有广谱抑菌效果的抗菌多肽。

!"#$ %& "’（())(）通过克隆中国对虾的抗菌肽

基因片段推导出中国对虾肽（*+,）成熟肽的分子

量为 - .-( /0 1"，而我们得到的两种抗菌肽，它们

的分子量分别为 2 )32 1" 和 2 422 1"，这说明本报

道的中国对虾天然抗菌肽不同于 *+,。这两种抗菌

肽理论上应含有 2) 个左右的氨基酸，这暗示两种

抗菌肽的结构可能比较简单，有利于日后的大规模

生产。

中国对虾一直是我国重要的海洋经济养殖品

种。近年来大规模爆发的对虾病使得该种的养殖遭

受了巨大的损失。如 2554 年对虾暴发病的肆虐，

使我国的对虾产量由 255( 年的 () /.5 万吨骤降至

6 /36 吨，造成了 2- 亿元以上的年经济损失（!"#$
%& "’，())(）。中国对虾体液中抗菌肽的发现让我们

可以通过微生物的高通量表达来实现对中国对虾病

害的生物防治。这种新的安全有效的防治措施和控

制手段，对中国对虾养殖业的发展无疑具有重要的

意义。

致谢：感谢江苏省省委组织部江苏省“444”
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