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青刺果抗菌肽组分的分离及其稳定性分析
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摘要：旨在高值化利用青刺果榨油后副产物青刺果粕中的蛋白质，以青刺果粕为原料，提取青刺果

蛋白并制备蛋白酶解物，采用活菌吸附法联合反相高效液相色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）从蛋白酶解物中筛
选出抗菌肽组分，评价其抑菌活性，并对抑菌活性最好的组分进行稳定性分析。结果表明：筛选出

的３个抗菌肽组分（Ｆ１、Ｆ２和Ｆ３）中，Ｆ２组分抑菌活性最好，当其质量浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时对金黄
色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌活性分别达到４５．５％和３９．１％；抗菌肽组分 Ｆ２抑菌活性随温度升
高和盐溶液浓度增加均降低，最适ｐＨ为６．０，在酸性环境中极不稳定，对酸性蛋白酶、碱性蛋白酶、
胃蛋白酶和胰蛋白酶的耐受性均较差，对中性蛋白酶耐受性较好。综上，青刺果粕中的蛋白酶解物

具有抑菌活性，具有开发青刺果抗菌肽的潜力。
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　　青刺果（ＰｒｉｎｓｅｐｉａｕｔｉｌｉｓＲｏｙｌｅ）又称打油果，为
多年生扁核木属蔷薇科植物，主要分布于我国云南、

四川等西南地区，是一种常见的食药两用的木本油

料植物［１－２］。青刺果中含有丰富的营养物质，如脂

肪、蛋白质、酚类等，其中蛋白质含量高达４６．９７％［３］，

可作为优良植物蛋白的来源。此外，青刺果具有护

肤和保健等功能价值［４］。目前对青刺果的研究主

要集中于油脂，对青刺果蛋白的研究相对较少，导致

榨油后青刺果粕中的蛋白质资源存在利用率低的情

况，因此对粕中蛋白质进一步的开发利用具有重要

意义。

随着抗生素的广泛使用，越来越多的菌株对抗

生素产生了耐药性，导致抑制病原菌的难度越来越

大，寻找新的抗菌物质来替代抗生素成为未来健康

发展的必然选择。在选择抗菌物质的过程中，抗菌

肽由于作用迅速、不会产生污染和耐药性而被人们

广泛关注，其作为抗生素替代物具有良好的开发前

景和应用潜力［５－７］。王兴妮等［８］研究发现，从青刺

果粕中提取的粗蛋白，经酶解后得到的蛋白水解物

对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑制率分别为

８３．５７％ 和６４．３８％。和丽等［９］以青刺果粕为原料，

通过复合酶酶解制备的蛋白水解物对金黄色葡萄球

菌的抑制率为３１．６２％。上述研究表明青刺果粕中
含有抗菌肽组分，有望成为开发抗菌肽的潜在原料。

本文以青刺果粕为原料，采用酶法制备了青刺

果蛋白酶解物，通过活菌吸附法联合反相高效液相

色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）从蛋白酶解物中筛选出抗菌肽组
分，并测定了抗菌肽组分的抑菌活性和稳定性，以期

为青刺果抗菌肽的开发利用提供参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

青刺果粕，香格里拉碧罗雪山生物科技公司；金

黄色葡萄球菌 ＣＩＣＣ１０００３、大肠杆菌 ＣＩＣＣ１０３８４，中
国工业菌种保藏中心；乙腈，德国默克股份有限公

司；三氟乙酸（ＴＦＡ），上海阿拉丁生化科技股份有限
公司；木瓜蛋白酶、胰蛋白酶、复合蛋白酶，上海源叶

生物科技有限公司；盐酸、氯化钠、氢氧化钠，天津市

风船化学试剂科技有限公司；ＰＢＳ缓冲液，赛默飞世
尔科技有限公司；ＬＢ肉汤，广东环凯微生物科技有
限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＴＧＬ２０Ｍ高速冷冻离心机；ＲＥ－５２Ａ１Ａ旋转蒸

发仪；ＳＣＩＥＮＴＺ－１８Ｎ真空冷冻干燥机；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧｏ
酶联免疫检测仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；

Ａｇｌｉｅｎｔ１２００高效液相色谱仪，美国安捷伦公司；
ＤＨＰ－６００电热恒温培养箱；ＬＤＺＭ－６０ＫＣＳ立式压
力蒸汽灭菌锅；ＵＶ－１８００ＣＰ紫外分光光度计，上海
美谱达仪器有限公司；ＳＴＡＲＴＥＲ３１００ｐＨ计；Ｍｅｒｃｋ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超滤杯。
１．２　实验方法
１．２．１　青刺果蛋白的提取

参考王雪峰等［１０］的方法并稍加修改。将青刺

果粕磨成粉，称取１００ｇ青刺果粕粉，加入１ＬＮａＣｌ
溶液（０．３ｍｏｌ／ｍＬ），将 ｐＨ调至７．１５，在３０℃水浴
下充分搅拌３０ｍｉｎ后过滤，收集滤液，在４０℃下旋
转蒸发滤液至原滤液体积的１／３，然后置于 －８０℃
下进行预冻，再采用真空冷冻干燥技术进行脱水，得

到青刺果蛋白粉，置于４℃冰箱保存备用。
１．２．２　青刺果蛋白酶解物的制备

青刺果蛋白的酶解方法参考文献［１１－１３］并
稍加修改，具体的操作流程：称取青刺果蛋白粉→
加入超纯水溶解（料液比１∶３０）→加入复合蛋白酶
（４．５％）→匀浆搅拌５ｍｉｎ→５５℃水浴酶解４．５ｈ
并保持ｐＨ为７→沸水浴灭酶１０ｍｉｎ→离心（４０００
ｒ／ｍｉｎ，１５ｍｉｎ）→收集上清液→超滤（３ｋＤａ）→透析
（透析袋 ＭＷ１００～５００Ｄａ）１２ｈ→收集透析液，浓
缩→真空冷冻干燥→青刺果蛋白酶解物。将青刺果
蛋白酶解物置于－２０℃冰箱保存备用。
１．２．３　青刺果抗菌肽组分的分离
１．２．３．１　吸附菌体的确定

（１）菌体活化
将１ｍＬ菌种（大肠杆菌、金黄色葡萄球菌）分别接

种到已灭菌的培养基中，放入摇床培养（３７℃、２４ｈ）得
到第一代大肠杆菌和金黄色葡萄球菌菌体悬浮液；第

二代菌体悬浮液的培养则采用１ｍＬ的一代菌体悬浮
液，按照获取第一代菌体悬浮液的方法进行操作，以此

类推，得到第四代菌体悬浮液，储存在４℃冰箱备用。
（２）菌体对抗菌肽组分的吸附
参照和丽等［９］的方法并稍加修改。分别取对

数期的第四代大肠杆菌和金黄色葡萄球菌悬浮液离

心２ｍｉｎ（４０００ｒ／ｍｉｎ），用生理盐水洗涤菌体３次，
然后在３７℃下用不同质量浓度（５、１０、２０ｍｇ／ｍＬ）
青刺果蛋白酶解物溶液和菌体振荡反应２ｈ，离心后
取上清液过０．２２μｍ滤膜，滤出物用 ＰＢＳ缓冲液冲
洗３次，合并滤液，用酶标仪在６００ｎｍ波长下测定
其吸光值，以不加菌体的青刺果蛋白酶解物溶液作

为对照组，按公式（１）计算菌体吸附后抑菌组分保
留率（Ｒ）。根据大肠杆菌和金黄色葡萄球菌抑菌组
分保留率选择抗菌肽吸附菌体。
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Ｒ＝Ａ１／Ａ０×１００％ （１）
式中：Ａ０为对照组的吸光值；Ａ１为样品组的吸

光值。

１．２．３．２　抗菌肽组分分离
对１．２．３．１中确定的抗菌肽菌体吸附前后的青

刺果蛋白酶解物溶液进行 ＲＰ－ＨＰＬＣ分析，使用半
制备柱分离抗菌肽组分。ＲＰ－ＨＰＬＣ条件：Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ－Ｃ１８色谱柱（分析柱 ２５０ｍｍ×４．６ｍｍ×５
μｍ；半制备柱 ２５０ｍｍ×９．４ｍｍ×５μｍ）；柱温
２５℃；紫外检测波长２１５ｎｍ；流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ（分
析柱）、２ｍＬ／ｍｉｎ（半制备柱）；最大压力３ＭＰａ；上
样量１０μＬ（分析柱）、１ｍＬ（半制备柱）；采用５％流
动相Ａ（０．１％ＴＦＡ＋１００％乙腈）和 ９５％流动相 Ｂ
（０．１％ＴＦＡ＋１００％水）开始运行保持０．０１ｍｉｎ，２５
ｍｉｎ内线性梯度上升至９５％流动相Ａ和５％流动相
Ｂ至结束。
１．２．４　青刺果抗菌肽组分抑菌活性的测定

参照Ｚｈａｏ等［１４］的方法取对数期的第四代大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌菌体悬浮液离心２ｍｉｎ（４０００
ｒ／ｍｉｎ），收集菌体，用生理盐水洗涤至上清液无浑浊
时，离心收集菌体，用ＰＢＳ缓冲液悬浮稀释３倍至菌
液浓度为１０６ＣＦＵ／ｍＬ。取５０μＬ抗菌肽组分溶液（５、
１０ｍｇ／ｍＬ）、１９０μＬＬＢ肉汤和１０μＬ待测菌液于９６
孔板混匀，对照组选用ＰＢＳ缓冲液。将９６孔板放置
于３７℃的恒温培养箱培养２４ｈ后，用酶标仪在６００
ｎｍ波长下测定吸光值，按公式（２）计算抑菌活性（Ｙ）。

Ｙ＝（Ａ０－Ａ１）／Ａ０×１００％ （２）
式中：Ａ０为对照组的吸光值；Ａ１为样品组的吸

光值。

１．２．５　抗菌肽组分稳定性的测定
用无菌水配制质量浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的抗菌肽溶

液，参考文献［１５－１７］的处理方法考察抗菌肽溶液的
稳定性，其中：热稳定性，抗菌肽溶液分别经 －２０、４、
２０、４０、６０、８０℃处理３０ｍｉｎ后，迅速冷却至室温；酸碱
稳定性，分别调节抗菌肽溶液 ｐＨ至２．０、４．０、６．０、
８．０、１０．０，静置１ｈ后将ｐＨ调回至７．２；离子强度稳
定性，在抗菌肽溶液中分别加入等体积质量分数为

５％、１０％和１５％的 ＮａＣｌ、ＫＣｌ和 ＭｇＣｌ２溶液；蛋白酶
水解能力的稳定性，抗菌肽溶液中分别加入等体积质

量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的胃蛋白酶、胰蛋白酶溶液，在
３７℃水浴处理１ｈ，分别加入等体积质量浓度为１
ｍｇ／ｍＬ的酸性、中性、碱性蛋白酶溶液，于４５℃水浴
处理１ｈ，沸水浴灭酶１０ｍｉｎ后迅速冷却至室温。分
别取５０μＬ处理后的抗菌肽溶液、１９０μＬＬＢ肉汤培
养基和１０μＬ稀释好的金黄色葡萄球菌测试液于９６

孔板中，于３７℃下孵育１２ｈ，用酶标仪在６００ｎｍ波长
下测定吸光值。以无菌水作为空白对照，按公式（２）
计算抑菌活性，并以未处理的抗菌肽溶液的抑菌活性

为１００％，计算各处理组抗菌肽溶液的相对抑菌活性。
１．２．６　数据统计与分析

本文所有实验均重复３次，利用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅ
Ｅｘｃｅｌ２０１９进行数据收集整理，利用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ２５对数据进行统计学分析，用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８绘图。
２　结果与分析
２．１　菌体对青刺果抗菌肽组分的吸附效果

菌体对青刺果抗菌肽组分吸附效果如图１所示。

图１　菌体对青刺果抗菌肽组分的吸附效果

　　由图１可知，随着酶解物质量浓度的升高，抑菌
组分保留率呈升高的趋势，表明菌体对抗菌肽组分的

吸附效果越来越弱，在酶解物质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ
时，菌体对抗菌肽组分的吸附效果最强，这可能是因

为在酶解物质量浓度５ｍｇ／ｍＬ时，菌体的吸附已经
达到饱和状态。在酶解物质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ和
１０ｍｇ／ｍＬ时，金黄色葡萄球菌的抑菌组分保留率始
终大于大肠杆菌的，表明大肠杆菌对抗菌肽组分的

吸附效果强于金黄色葡萄球菌的，因此选择大肠杆

菌作为抗菌肽吸附菌体。

２．２　大肠杆菌吸附前后青刺果蛋白酶解物溶液的
ＲＰ－ＨＰＬＣ分析

大肠杆菌吸附前后青刺果蛋白酶解物溶液的

ＲＰ－ＨＰＬＣ谱图如图２所示。

图２　吸附前后青刺果蛋白酶解物溶液的ＲＰ－ＨＰＬＣ图

　　由图２可以看出，菌体吸附后青刺果蛋白酶解
物溶液中组分 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３的峰强均减小，说明３个
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组分被大肠杆菌有效吸附。通过半制备色谱对其进

行分离，考察３个组分对大肠杆菌和金黄色葡萄球
菌的抑菌活性。

２．３　青刺果抗菌肽组分的抑菌活性
青刺果抗菌肽组分 Ｆ１、Ｆ２和 Ｆ３对大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌的抑菌效果如图３所示。

　　　　
注：不同字母代表组内存在显著性差异（ｐ＜０．０５）。下同
图３　青刺果抗菌肽组分Ｆ１、Ｆ２和Ｆ３的抑菌效果

　　由图３可知，随着抗菌肽组分Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３质量浓
度的升高，对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌效果

增加。青刺果抗菌肽组分 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３质量浓度为１０
ｍｇ／ｍＬ时，其对大肠杆菌的抑菌活性分别为１３．２％、
３９．１％和２１．３％，对金黄色葡萄球菌的抑菌活性分别
为１８．４％、４５．５％和３１．４％。青刺果抗菌肽组分Ｆ１、
Ｆ２和Ｆ３对金黄色葡萄球菌的抑制效果强于大肠杆
菌，组分Ｆ２对金黄色葡萄球菌的抑菌效果优于Ｆ１和
Ｆ３（ｐ＜０．０５）。研究表明，抗菌肽的抑菌活性不仅与
其疏水性有关［１８］，也与其肽链组成有关［１９］。基于上

述分析，选择青刺果抗菌肽组分Ｆ２研究其稳定性。
２．４　抗菌肽组分Ｆ２的稳定性
２．４．１　热稳定性

青刺果抗菌肽组分 Ｆ２的热稳定性分析结果如
图４所示。

图４　青刺果抗菌肽组分Ｆ２的热稳定性

　　由图４可知，抗菌肽组分 Ｆ２在 －２０℃时的相
对抑菌活性为９０．７４％，２０℃时相对抑菌活性降低
至８６．７３％，８０℃时相对抑菌活性下降至５１．２３％，
可见抗菌肽Ｆ２的抑菌活性随着温度升高有所降低，
经高温处理后仍具有一定的抑菌活性，在使用过程

中为了保持其活性应尽可能低温保存。

２．４．２　酸碱稳定性
青刺果抗菌肽组分 Ｆ２的酸碱稳定性分析结果

如图５所示。

图５　青刺果抗菌肽组分Ｆ２的酸碱稳定性

　　由图５可知，青刺果抗菌肽组分Ｆ２的相对抑菌
活性随着ｐＨ的增加呈先增加后减小的趋势，在酸性
和碱性环境中的相对抑菌活性较低，在ｐＨ为６．０～
８．０时相对抑菌活性较好，在ｐＨ为６．０时稳定性最
佳，此时相对抑菌活性为 ７５．５１％。这与宋贤娟
等［２０］对辣木籽抗菌肽的研究结果相似，可能是因为

过酸和过碱的环境使抗菌肽的结构发生变化从而导

致其抑菌活性下降。

２．４．３　离子强度稳定性
盐溶液环境对抗菌肽的抑菌效果会产生一定的

影响［２１］。青刺果抗菌肽组分Ｆ２的离子强度稳定性
分析结果如图６所示。

图６　青刺果抗菌肽组分Ｆ２的离子强度稳定性

　　由图６可知，盐溶液显著影响抗菌肽组分Ｆ２的
相对抑菌活性，随着离子浓度的升高，相对抑菌活性

呈下降趋势，在高浓度的 ＫＣｌ、ＮａＣｌ、ＭｇＣｌ２环境中仅
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能保持一定的抑菌活性，其中抗菌肽组分 Ｆ２对
ＭｇＣｌ２溶液的敏感度最高。
２．４．４　蛋白酶水解能力稳定性

青刺果抗菌肽组分 Ｆ２的蛋白酶水解能力稳定
性分析结果如图７所示。

图７　青刺果抗菌肽组分Ｆ２的蛋白酶水解能力稳定性

　　由图７可知，抗菌肽组分Ｆ２的相对抑菌活性受
酸性蛋白酶（木瓜蛋白酶）的影响最大，酸性蛋白酶

作用后其相对抑菌活性仅为１８．４％。抗菌肽组分
Ｆ２对其他蛋白酶同样不耐受，除了中性蛋白酶，抗菌
肽组分Ｆ２在其他酶作用下的相对抑菌活性均低于
５５％，在中性蛋白酶作用下相对抑菌活性为７７．６％。
这表明抗菌肽组分Ｆ２受酶解影响较大，在实际应用
中应注意酶解对抗菌肽的影响。

３　结　论
本研究以青刺果粕为原料，经青刺果蛋白提取、

酶解后得到青刺果肽，从中筛选出抑菌活性较好的

抗菌肽组分Ｆ２，并研究了抗菌肽组分 Ｆ２在不同温
度、ｐＨ、盐溶液和蛋白酶处理条件下的稳定性。结
果表明：抗菌肽组分 Ｆ２质量浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时，
对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑制效果最好，抑

菌活性分别达到４５．５％和３９．１％；抗菌肽组分 Ｆ２
在－２０℃下的相对抑菌活性最佳，达到９０．７４％；当
ｐＨ为６．０时，抗菌肽组分Ｆ２的相对抑菌活性最好，
其在酸性环境中最不稳定；随着 ＮａＣｌ、ＫＣｌ和 ＭｇＣｌ２
溶液浓度的升高，抗菌肽组分Ｆ２的相对抑菌活性下
降，且Ｆ２对ＭｇＣｌ２溶液最为敏感；抗菌肽组分Ｆ２对
中性蛋白酶耐受性较好，其相对抑菌活性达到

７７．６％，而经酸性蛋白酶处理后的相对抑菌活性最
低。以上结果为青刺果抗菌肽的后续开发利用提供

一定的理论依据。
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ｐｅｐｔｉｄｅｓ，ａｍｉｎｉｒｅｖｉｅｗ［Ｊ／ＯＬ］．Ｔｏｘｉｎｓ，２０１８，１０（１１）：
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