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摘  要：通过扫描电子显微镜观察草鱼肠道抗菌肽处理后的大肠杆菌、金色葡萄球菌、嗜水气单胞菌的形态结
构的变化．结果显示，经过抗菌肽处理后的细菌形态发生变化，菌体严重变形，表面变得粗糙，出现皱褶，胞膜
破裂．对草鱼肠道抗菌肽的理化性质的研究结果显示，草鱼肠道抗菌肽具有很好的热稳定性，耐胰蛋白酶特性． 
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Abstract：Morphological changes of bacteria，E.coli，S.aureus，A.hydrophila，treated with antimicrobial peptide were 

observed by scanning electron microscopy. The results showed that the cells deformed severely，the surface of bacteria 

became rough and rumply，and the cytomembrane was ruptured after treated by antimicrobial peptide from intestine of 

grass carp. Moreover，research on its physicochemical properties showed antimicrobial peptide from the intestine of 

grass carp had an excellent thermal stability and strong resistance to trypsin activity. 
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抗菌肽具有广谱抗菌和热稳定性，一些肽类在
100 ℃下加热 10~15 min，仍能保持其良好的抗菌活
性[1]．多数抗菌肽的等电点在 8.9~10.7，表现出较
强的阳离子特性，对较大的离子强度和 pH 值均具
有较强的耐受性[2]．此外，部分抗菌肽能够耐胰蛋白
酶或胃蛋白酶水解，某些抗菌肽对真菌[3]、原虫[4]、
病毒[5]及癌细胞[6]等均具有一定的杀伤作用．目前
已发现的抗菌肽广泛存在于细菌、真菌、昆虫、
被囊动物、甲壳动物、鱼类、两栖动物、鸟类、
哺乳动物以及包括植物在内的所有生命中．抗菌

肽在饲料加工业及养殖业中的应用将给人类带来
无公害绿色鱼、肉禽类产品．将抗菌肽基因导入
养殖品中表达，使其在遇到病原菌入侵等外界环
境刺激时自动表达抗菌肽防御．笔者对草鱼肠道
抗菌肽对细菌形态结构的影响进行了研究，现将
结果报道如下． 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

用 SephadexLH-20，RP-HPLC 等分离技术，从

收稿日期：2009-09-08 

基金项目：湖南省教育厅优秀青年基金项目(08B036)；中南林业科技大学青年科学基金项目(2008013B) 

作者简介：黄平(1983─)，男，湖南长沙人，硕士研究生，主要从事动物生物化学和分子生物学研究；*通讯作者，dongyizhang

@yahoo.com.cn 



 
   

70                                 湖南农业大学学报(自然科学版)                  2010 年 2 月 

 

草鱼肠道分离出的抗菌肽冻干样品；大肠杆菌、金
色葡萄球菌、嗜水气单胞菌来自湖南农业大学动物
医 学 院 基 础 兽 医 实 验 室 ； 胰 蛋 白 酶 trypsin 

(Worthington)购自上海生工生物技术有限公司；
RP-HPLC 药品均为色谱纯． 

1.2  方  法 

1.2.1  抗菌肽处理后细菌的电镜观察 

按照谢家仪等[7]的方法进行扫描电镜样品的制
作和观察．将大肠杆菌、金色葡萄球菌、嗜水气单
胞菌 37 ℃培养至菌液 OD600=0.8，取 100 μL 菌液加
入抗菌肽样品 50 μL，充分混匀后于 37 ℃条件下振
荡孵育 20 min，将细菌悬液于 8 000 r/min 离心 5 

min，弃去上清液，加入 1 mL 2.5%戊二醛固定液，
充分固定 4 h，8 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液，
加入 PBS 工作液 1 mL，重复洗涤 3 次，弃去上清
液．分别用 30%、50%、70%、85%、95%酒精进行
梯度脱水，每次 20 min，8 000 r/min 离心 5 min，
再用 100%酒精脱水 2 次，每次 20 min．将样品进
行临界点干燥，上样，真空喷金，扫描电镜观察并
照相． 

1.2.2  蛋白酶对抗菌肽作用的影响 

将 冻 干 的 蛋 白 质 溶 于 0.05 mol/L Tris-HCl 

(pH8.0)，并加入少量的 Tween-20，防止酶切后蛋
白质吸附在 Eppendorf 管壁．天然蛋白质按 1∶1(质
量比)加入 1 mg/mL Trypsin，设置空白对照，37 ℃，
16 h，酶切消化．消化完成后，置于冰上减慢反应
速度，进行 RP-HPLC 分析．RP-HPLC 条件：色谱
柱为岛津-ODS-C18，上样体积为 100 μL，Buffer A

为 0.1% TFA/H2O，Buffer B 为 0.1%TFA/ACN，洗
脱梯度为 Buffer B 浓度(5%，5 min；21%，5 min；
21%~28%，20 min；95%，5 min；0%，5 min)，流
速为 0.6 mL/min，温度为 25 ℃． 

Trypsin 酶切后经 RP-HPLC 收集样品，利用滤
纸片扩散法检测抗菌肽活性，CK1 用无菌去离子
水，CK2 用 Trypsin 酶切液． 

1.2.3  不同温度对抗菌肽活性的影响 

取纯化的草鱼小肠抗菌肽100 μL分装于5 个离
心管中，取其中 4 管，分别在 40、60、80、100 ℃

条件下孵育热处理 30 min，冰浴冷却，8 000 r/min 

离心 10 min，取上清液,对 E.coli 作抑菌试验，以无

菌水和未处理的抗菌肽样品为空白对照． 

2  结果与分析 

2.1  草鱼肠道抗菌肽对细菌形态结构变化的影响 

2.1.1  对大肠杆菌形态结构的影响 

在扫描电镜下，正常大肠杆菌呈短小棒状，直
径约 1 μm，长约 1.8~2.5 μm，外观饱满，表面光滑，
菌体完整(图 1-A)．大肠杆菌与草鱼肠道抗菌肽在
37 ℃条件下作用 30 min 后，细菌表面粗糙、皱缩、
干瘪、无饱满感、严重变形(图 1-B)． 

 

 

 

 

 

A  正常大肠杆菌；B  抗菌肽处理后的大肠杆菌． 

图 1  大肠杆菌扫描电镜观察结果 

Fig.1  Scanning electron micrograph showing of E. coli 
 

2.1.2  对金色葡萄球菌形态结构的影响 

在扫描电镜下，正常金色葡萄球菌为圆球结
构，饱满，直径约 1 μm，排列成葡萄状(图 2-A)．金
色葡萄球菌与草鱼肠道抗菌肽在 37 ℃条件下作用
30 min 后，细菌形态发生了变化，菌体皱缩，细菌
细胞膜结构出现皱褶，菌体发生破裂(图 2-B)． 

 

 

 

 

 
 

A  正常金色葡萄球菌；B  抗菌肽处理后的金色葡萄球菌． 

图 2  金色葡萄球菌扫描电镜观察结果 

Fig.2  Scanning electron micrograph showing of S. aureus 
 

2.1.3  对嗜水气单胞菌形态结构的影响 

在扫描电镜下，正常的嗜水气单胞菌为短杆状
结构，菌体饱满，无皱褶出现(图 3-A)．当嗜水气
单胞菌与草鱼肠道抗菌肽在 37 ℃条件下作用 30 

min 后，细菌形态发生了变化，细菌菌体出现皱褶，
细菌两极呈火柴头状(图 3-B)． 

A B

A B
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A  正常嗜水气单胞菌；B  抗菌肽处理后的嗜水气单胞菌. 

图 3  嗜水气单胞菌扫描电镜观察结果 

Fig.3  Scanning electron micrograph showing of A.hydrophila 
 

2.2  蛋白酶对抗菌肽作用的影响 

草鱼肠道抗菌肽经 37 ℃胰蛋白酶酶切 16 h 后，
经过 RP-HPLC 回收样品，草鱼肠道抗菌肽的保留
时间在 13.0 min 左右(图 4)．空白酶切体系(对照)，
草鱼肠道抗菌肽在 ODS-C18 柱中的保留时间没有
明显的变化(图 5)．同时，抑菌试验结果显示，酶切
后样品对大肠杆菌具有很好的抑菌活性(图 6)． 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

图 4  Trypsin 酶切后抗菌肽的保留时间 

Fig.4  Retention time of antimicrobial peptide digested by Trypsin 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  Trypsin 酶切后对照的保留时间 

Fig.5  Retention time of the control of antimicrobial peptide digested by Trypsin 
 

 

 

 

 

 

 

CK1  ddH2O；CK2  Trypsin 酶切空白；右下角为酶切后样品抑菌圈. 

图 6  Trypsin 酶切后抗菌肽样品的抑菌效果 

Fig.6  Anti-E.coli activity of antimicrobial peptide digested by Trypsin 
 

2.3  不同温度对抗菌肽活性的影响 

草鱼肠道抗菌肽分别在 40、60、80、100 ℃下

处理 30 min，依然能保持良好的抑菌活性(图 7)． 

 

 

 

 

 

 
 

1~4 分别为 40、60、80、100 ℃处理后抗菌肽；CK1 未处理抗菌
肽；CK2  去离子水. 

图 7  不同温度处理抗菌肽样品的抑菌效果 

Fig.7  Anti-E.coli activity of antimicrobial peptide treated by different 

temperature 
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3  讨  论 

苏建明等[8]利用柱层析方法，从草鱼肠道中分
离到了具有抗菌活性的多肽类物质，但对其理化特
性没有作进一步研究．笔者对抗菌肽处理后的细菌
显微观察的结果显示，草鱼肠道抗菌肽处理后的 3

种细菌(大肠杆菌、金色葡萄球菌、嗜水气单胞菌)，
细胞膜均不同程度出现变形、皱褶，进而导致细胞
破裂，这与马卫明等[9]从猪小肠提取抗菌肽，观察
抗菌肽对细菌形态的影响的结果有一定的相似性，
初步推断可能是该抗菌肽直接作用于细胞质膜的
缘故．有研究[10]表明，抗菌肽一般的作用机制是阴
阳离子作用，阳离子抗菌肽分子与组成细胞膜带负
电的磷脂分子结合，扰乱磷脂双分子结构，抗菌肽
分子插入细胞膜内部，进一步导致细胞膜破损．草
鱼肠道抗菌肽的作用机制目前尚不清楚，还有待进
一步研究．本试验结果表明，草鱼肠道抗菌肽对革
兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌都有很强的杀灭作
用．此外，草鱼肠道抗菌肽具有良好的热稳定性，
耐胰蛋白酶的特性，可能与其自身的结构有关[11]，
其具体结构还有待进一步研究． 
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