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摘要!制备大肠杆菌细胞膜固定相"KC&:4%:755272_A3=7;X3X4@=3ACB63;7!0Z*Mf$!研究其对辣木籽

抗菌肽的萃取效果& 研究超声时间%超声功率对大肠杆菌破壁效果的影响!分析大肠杆菌细胞膜与

大孔硅胶的吸附特征及0Z*Mf对辣木籽抗菌肽的吸附效果!明确萃取前后抑菌活力变化及反相$

高效液相色谱" f̂$PfRZ$差异峰& 结果表明'在超声功率 +"" Q%超声时间 '" 24= 条件下!大肠

杆菌破壁效果较好#大孔硅胶对大肠杆菌细胞膜的饱和吸附值"1

;
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DF2D%吸附常数
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#

$为 #%#<"!

!

DF2R#萃取前后抗菌肽对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制效果差异明显!

f̂$PfRZ分析表明萃取前后出现了 ' 个差异峰& 研究结果可为辣木籽抗菌肽的后续开发利用提

供理论基础和应用参考&
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活性的小分子肽#一般含 + g#"" 个氨基酸(# $!)

% 抗

菌肽的作用机制不同于抗生素#不产生耐药性#能够

替代传统抗生素#是近年来国内外的研究热点(' $+)

%

目前#对抗菌肽筛选&分离的方法有超滤法(I)

&凝胶

色谱层析法(% $&)

&高效液相色谱法(()等% 抗菌肽的

筛选&分离较为复杂#往往需要几种方法结合使用%

贺浪冲等(#")首次报道了细胞膜色谱法#该方法是将

具有活性的细胞膜固定在硅胶载体表面#形成载体

细胞#将液相色谱&细胞生物学与受体药理学相结合

形成一种能模仿药物与靶体相互作用的色谱系

统(##)

% 细胞膜色谱法借助大孔硅胶的刚性作用和

细菌的细胞膜#更加真实地模拟了细胞膜结构%

P@?

(#!)

&Q3=D

(#')等将细胞膜色谱法进行推广并成

功运用到中药资源活性物质的筛选#带动了该技术

的发展% 肖建辉(#J)利用细胞膜色谱技术从麻疯树

籽粕中有效分离出 TZB7B% 和 TZB7B&!唐亚丽(#+)同

样利用此技术从家蝇中分离筛选出了 *dB7B+ 和

*dB7B(% 因此#细胞膜色谱法有望成为一种快速&

有效的抗菌肽筛选方法%

辣木"U:"%'7# :42%=2"#$为云南特色植物资源#

辣木籽富含多种营养物质#具有营养保健作用#但目

前对于辣木籽抗菌肽的研究报道较少% 本文对大肠

杆菌进行超声破壁#利用大肠杆菌细胞膜与大孔硅

胶进行吸附制备细胞膜固定相#采用大肠杆菌细胞

膜固定相联合反相$高效液相色谱" f̂$PfRZ$筛

选辣木籽抗菌肽#研究萃取前后抑菌活性变化并明

确 f̂$PfRZ差异峰#为后续抗菌肽的靶向筛选提

供依据%

;<材料与方法

#<#/实验材料

辣木籽#云南天佑科技开发有限公司!氯化钠&

盐酸&氢氧化钠&磷酸氢二钠&磷酸二氢钠#均为分析

纯#天津市风船化学试剂科技有限公司!牛血清白蛋

白&乙腈&甲醇#均为色谱纯#德国默克股份两合公

司!三羟甲基氨基甲烷&R\肉汤培养基#M4D23公

司!考马斯亮蓝V$!+"#上海康朗生物科技有限公

司!大孔硅胶#分析级#苏州赛分科技股份有限公司!

大肠杆菌ZSZZ#"""'&金黄色葡萄球菌 ZSZZ#"'&J#

中国工业菌种保藏中心%

OD457=X#!"" 型高效液相色谱仪#安捷伦公司!

he$#&""Zf型紫外分光光度计#上海美谱达仪器

有限公司!MZW$(!"#& 数控加热超声波清洗机#上

海声彦超声波仪器有限公司!PP$I 数显恒温水浴

锅#国华电器有限公司!Zf#+' 电子天平#奥豪斯仪

器有限公司!dL+ $! 离心机#上海安亭科学仪器厂!

PS((#I#BP计#意大利哈纳仪器有限公司!0:54B;7

0!"" 型显微镜#上海奋业光电仪器设备有限公司%

#<!/实验方法

#<!<#/辣木籽蛋白的提取

参考王雪峰等(#I)的方法#稍作修改% 辣木籽脱

脂粕
(

"<' 2@5FR的 U3Z5溶液溶解 "料液比

#q#"$

(

用 "<# 2@5FRU3]P调节 BP至 %<#+

(

电动

搅拌仪搅拌 '" 24=

(

抽滤#去除残渣#收集滤液
(

+"m浓缩至总体积的 #F'

(

真空冷冻干燥
(

辣木籽

蛋白粉
(

$!"m保存备用%

#<!<!/辣木籽多肽的制备

参考王雪峰等(#I)的方法#稍作修改% 辣木籽蛋

白粉
(

纯水溶解混匀"料液比 #q'"$

(

加入 +<+b碱

性蛋白酶于 ++m水浴酶解 J<+ 6

(

沸水浴灭酶

#" 24=

(

离心"+ """ AF24=##+ 24=$

(

收集上清

液
(

超滤截留"' Gd3$

(

收集滤液透析 I g#! 6"透

析袋分子质量 #"" g+"" d3$

(

真空冷冻干燥
(

辣

木籽多肽
(

$!"m保存备用%

#<!<'/大肠杆菌细胞膜 "KC&:4%:755272_A3=7#

0Z*$的制备

参考杨文博(#%)的方法并进行适当调整% 取大

肠杆菌活化至对数期后用生理盐水离心洗涤 ' 次%

取沉淀悬浮于 +" 22@5FR&BP%<! 的LA4;$PZ5溶液

中#取菌体悬浮液于反应管中#于 Jm以一定超声功

率超声破碎一定时间"每次超声时间 ( ;#间隔时间

I ;$#在显微镜下观察其形态#破碎到一定程度后离

心"' """ AF24=##" 24=$#取上清液#并于 Jm下离

心"#" """ AF24=#!" 24=$#取沉淀加入 # 2DdUO酶

后用LA4;$PZ5重悬#'%m培养 # 6后以 J +"" AF24=

离心 #" 24=#收集上层液体#将上层液体以 #" """

AF24= 离心 #" 24=#取沉淀用LA4;$PZ5缓冲溶液洗

涤 ' 次#即得大肠杆菌细胞膜%

参照康洁(#&)的方法并做适当调整#采用显微镜

检测法和番红溶液染色法对细胞形态进行观察% 吸

取少量破壁后的菌液用番红溶液染色## 24= 后用

清水清洗#用酒精灯烘干#通过显微镜观察比较细胞

内容物的渗出情况#确定其破壁效果%

#<!<J/大肠杆菌细胞膜固定相"0Z*Mf$的制备

参照李连连(#()的方法并进行调整对大孔硅胶

载体进行活化% 取 # D大孔硅胶加到 !"" 2R

# 2@5FR的PZ5溶液中#+" PH条件下超声 #+ 24=#

II
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搅拌回流 ! 6 后#重复洗涤至上清液 BP中性#滤纸

过滤#将大孔硅胶于 #!"m下活化 % 6#大孔硅胶需

要制备现用%

参考肖建辉(#J)的方法并进行适当调整制备

0Z*Mf% 取等量活化后的大孔硅胶与 #+"

!

DF2R

0Z*悬液混匀
(

Jm下振荡吸附 #! 6

(

+" PH条件

下超声研磨 !" 24=

(

加入适量去离子水离心"J """

AF24=#!" 24=$

(

取沉淀洗涤获得0Z*Mf%

#<!<+/0Z*Mf性质分析

#<!<+<#/0Z*吸附等温线的绘制

参考 \45D454

(!") 的方法并进行适当修改绘制

0Z*吸附等温线% 取等量活化后的大孔硅胶和不

同质量浓度的0Z*悬液混匀#在 Jm&#+" AF24= 条

件下振摇 #! 6#再加入等体积的纯水#于 +" PH超声

!" 24=并离心% 采用考马斯亮蓝法测定初始 0Z*

悬液中蛋白质的质量浓度和上清液中 0Z*蛋白质

的质量浓度#并计算单位质量的大孔硅胶吸附的

0Z*的蛋白质质量% 以单位质量的大孔硅胶吸附

的0Z*的蛋白质质量为纵坐标#初始 0Z*悬液中

的蛋白质质量浓度为横坐标#绘制吸附等温线% 根

据实验结果#对上述方程进行线性回归#按R3=D2?4A

吸附等温线方程 #81

;

k"# NT

#

1

2

$8"1

;

23E

T

#

1

2

$

k#8"1

$

23E

T

#

1

2

$ N#81

;

23E

"1

;

为单位质量大孔硅

胶吸附的 0Z*的蛋白质质量#

!

DF2D!1

2

为初始

0Z*悬液中蛋白质质量浓度#

!

DF2R!1

;

23E为单位

质量大孔硅胶吸附的 0Z*的最大蛋白质质量#

!

DF2D!T

#为吸附常数#

!

DF2R$#计算得到大孔硅

胶表面0Z*的饱和吸附值和吸附常数%

#<!<+<!/蛋白质含量的测定(#I)

采用考马斯亮蓝法测定蛋白质含量% 蛋白质标

准溶液'称取 ##<' 2D牛血清白蛋白#用 "<(b的

U3Z5定容至 # 2R#制成 ##<' 2DF2R的标准储备溶

液#再逐级稀释#得到系列质量浓度的蛋白质标准溶

液% 考马斯亮蓝V$!+"""<"#b$染液'称取 "<# D

考马斯亮蓝V$!+"#溶于 +" 2R("b乙醇中#加入

#"" 2R"<&+ DF2R的磷酸后用蒸馏水定容至 # """

2R% 标准曲线的绘制'取 % 支 #" 2R具塞试管#分

别进行 # g% 编号后#依次加入 # 2R不同质量浓度

的蛋白质标准溶液和 + 2R考马斯亮蓝 V$!+" 染

液#盖塞后混匀#于 +(+ =2波长处测定吸光值#以

"<(b的 U3Z5代替蛋白质标准溶液作空白对照#以

蛋白质标准溶液质量浓度为横坐标#+(+ =2波长处

吸光值为纵坐标#绘制标准曲线#得到标准曲线方程

为Gk"<"IJ %JN"<"'J ("I

!

k"<((( I$%

取 # 2R0Z*悬液或滤液于 #" 2R试管中#加

入 + 2R考马斯亮蓝V$!+" 染液#混匀#室温静置 +

24=后测定其在 +(+ =2处的吸光值#空白组用蒸馏

水代替0Z*悬液或滤液#再根据标准曲线方程得到

初始0Z*悬液及滤液0Z*上的蛋白质含量%

#<!<+<'/0Z*Mf的表面特征观察

取适量固定相或载体硅胶于载玻片上#用番红

染色## 24=后用清水清洗#用酒精灯烘干后在显微

镜下观察其表面特征%

#<!<I/0Z*Mf对辣木籽抗菌肽的萃取

以0Z*Mf作为细胞膜色谱法的固定相% 配制

质量浓度 "<+ 2DF2R的辣木籽多肽#将等量的辣木

籽多肽和 0Z*Mf加到反应管中#于 '%m下振荡反

应 # 6后用 "<!!

!

2的微孔滤膜过滤#收集滤液#并

将滤出物用f\M缓冲液"+" 22@5FR#BP%<!$洗涤 '

次#合并所有滤液#对抗菌肽萃取前后 f̂$PfRZ

差异峰及其抑菌活力变化进行分析%

#<!<%/辣木籽抗菌肽的抑菌率测定

参考唐文婷(!#)的方法测定抑菌率% 将金黄色

葡萄球菌和大肠杆菌培养至对数期#离心收集菌

体沉淀#用 f\M 洗涤 ' 次后重悬至 #"

+

ZKhF2R%

取 +"

!

R经倍比稀释后的抗菌肽母液&#""

!

R待

测菌液和 #""

!

R灭菌后的 R\肉汤培养基混匀#

在 '%m培养 #! 6#用酶标仪在 I"" =2下测定吸光

值#以 f\M 缓冲液作为对照组% 抑菌率">$按式

"#$计算%

>k"*

"

$*$8*

"

p#""? "#$

式中'*为样品的吸光值#*

"

为对照的吸光值%

#<!<&/辣木籽抗菌肽 f̂$PfRZ测定

f̂$PfRZ条件'O27X6C;XZ#& 色谱柱 "!+"

22pJ<I 22#+

!

2$!进样量 #"

!

R!柱温 J+m!流

速 "<+ 2RF24=!检测波长 !#+ =2!流动相O相为体积

分数 "<#b的三氟乙酸乙腈溶液#\相为体积分数

"c#b的三氟乙酸水溶液!梯度洗脱条件如表 #所示%

表 ;<流动相的梯度洗脱条件

时间F24= O相Fb \相Fb

""<"# #" ("

#+<"" +" +"

!"<"" #" ("

#<!<(/数据分析

所有实验均进行 ' 次#采用 0E:75!"#"&S\*

MfMM MX3X4;X4:;!+ 对数据进行统计分析%

%I
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=<结果与分析

!<#/超声破壁参数的选择

!<#<#/超声功率对大肠杆菌破壁效果的影响

按 #<!<' 方法#将一定量的菌体悬浮液置于反

应管中#设定每次超声时间 ( ;&间隔时间 I ;#固定

超声时间为 !+ 24=#考察超声功率""&!""&'""&J""&

+""&I"" Q$对大肠杆菌破壁效果的影响#结果见

图 #%

图 ;<超声功率对大肠杆菌破壁效果的影响

//由图 # 可知#随着超声功率的增加#菌体的破壁

效果提高% 当超声功率增加到 J"" Q时#细胞开始

有明显断裂的现象#局部出现了一些细胞碎絮!当超

声功率为 +"" Q时#破壁效果明显#菌体整体出现

破碎现象!当超声功率增加至 I"" Q时#大肠杆菌

细胞出现絮状现象#原因可能是产生超声热效应#细

胞发生炭化沉底#影响了破壁效果(!!)

% 因此#最佳

超声功率为 +"" Q%

!<#<!/超声时间对大肠杆菌破壁效果的影响

按 #<!<' 方法#将一定量的菌体悬浮液置于反

应管中#设定每次超声时间 ( ;&间隔时间 I ;#固定

超声功率 +"" Q#考察超声时间""&#+&!"&!+&'"&

'+&J"&J+ 24=$对大肠杆菌破壁效果的影响#结果见

图 !%

由图 ! 可知#随着超声时间的延长#菌体的破

壁效果提高% 当超声时间为 '" 24= 时#大肠杆菌

细胞的破壁率明显提高#这主要是因为随着超声

时间的延长#超声稳流振荡及空化效应积累增多#

有利于细胞的破碎% 然而#能量的增多会引起超

声波的化学效应#即能量会将溶出的大分子打断

或使其变性(!!)

#超声时间为 '+ gJ+ 24= 时#极可

能出现超声波的化学效应% 因此#选取最佳超声

时间为 '" 24=%

图 =<超声时间对大肠杆菌破壁效果的影响

!<!/0Z*Mf性质分析

!<!<#/0Z*吸附等温线

0Z*为悬液状态#不能直接作为固定相#需要

将其固定在一定的载体上% 研究表明#硅胶表面硅

羟基"M4*]P$的吸附作用很强#硅胶自身具备一定

的刚性#因而可以利用硅胶与大肠杆菌细胞膜形成

载体细胞膜#作为色谱固定相(!')

% 裸露的大孔硅胶

对0Z*的吸附等温线如图 ' 所示%

图 ><@$P吸附等温线

//由图 ' 可知#当初始0Z*悬液中蛋白质质量浓

度"1

2

$大于 #+"

!

DF2R时#其吸附量随着 1

2

的进

一步增加变化平缓#说明吸附趋于饱和% 即当初始

0Z*悬液中蛋白质质量浓度大于 #+"

!

DF2R时#

0Z*完全覆盖整个大孔硅胶表面% 根据 R3=D2?4A

吸附等温线方程求出吸附在大孔硅胶表面 0Z*的

最大蛋白质质量浓度"1

;

23E

$为 (<(&

!

DF2D#吸附常

数"T

#

$为 #%#<"!

!

DF2R%

!<!<!/0Z*Mf的表面特征

将载体与0Z*Mf经过番红染色#镜检观察#结

果见图 J%

从图 J 可以看出#裸露的大孔硅胶表面光滑#而

0Z*Mf表面是粗糙的#说明 0Z*已经完全覆盖在

硅胶表面% 研究表明#在水溶液中硅胶表面硅氧桥

"M4*]*M4$和硅羟基"M4*]P$等活性基团能强烈

&I
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并不可逆转地吸附在细胞膜上的蛋白质和脂类等大

分子物质上(!J)

#表明 0Z*能被牢固地吸附固定在

大孔硅胶表面% 除此之外#由于大肠杆菌细胞膜具

有磷脂双分子层结构#脂质分子极性头间的离子相

互作用以及膜内部烷基链间的疏水相互作用#能使

吸附在硅胶表面的细胞膜碎片之间彼此靠近而融合

并自动形成闭合结构#完全覆盖在硅胶表面(!')

%

图 ?<载体硅胶$8%和@$PQ̂ $\%显微镜图

!<'/0Z*Mf对辣木籽抗菌肽的萃取效果

0Z*Mf对辣木籽抗菌肽的萃取效果见图 +%

图 D<@$PQ̂ 萃取前后抗菌肽的抑菌活力变化

//由图 + 可知#0Z*Mf对辣木籽抗菌肽萃取前后

的抑菌活力发生显著变化#萃取前辣木籽抗菌肽对

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌率分别为

J'c#'b和 '"<'+b# 萃取后的抑菌率分别为

!'c%'b和 #!<+"b#说明 0Z*Mf对辣木籽蛋白肽

中具有抑菌活性的抗菌肽产生有效吸附#造成萃取

前后的抑菌活力出现差异%

!<J/0Z*Mf萃取前后辣木籽抗菌肽的 f̂$PfRZ

分析

采用0Z*Mf萃取辣木籽抗菌肽#对萃取前后的

抗菌肽进行 f̂$PfRZ分析#结果如图 I 所示%

图 G<@$PQ̂ 萃取前$+%后$0%抗菌肽的 [̂ JR̂ N$图谱

//由图 I 可知#萃取前后辣木籽抗菌肽的色谱峰

发生了明显变化#其中 K#&K!&K' 均消失#说明 ' 个

差异峰被0Z*Mf有效吸附#对比 0Z*Mf对辣木籽

抗菌肽萃取前后的抑菌活力变化情况#表明这 ' 个

差异峰中有潜在抗菌肽#有待进一步的分离鉴定%

><结<论

对大肠杆菌进行超声破壁以制备 0Z*#在超声

功率 +"" Q&超声时间 '" 24= 条件下#破壁效果较

好% 大孔硅胶对0Z*的饱和吸附值"1

;

23E

$为 (<(&

!

DF2D#吸附常数"T

#

$为 #%#<"!

!

DF2R% 0Z*Mf

对辣木籽抗菌肽的吸附效果明显#0Z*Mf萃取前抗

菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌率分别为

J'<#'b和 '"<'+b#0Z*Mf萃取后的抑菌率分别为

!'<%'b和 #!<+"b% f̂$PfRZ分析表明#辣木籽

抗菌肽经0Z*Mf萃取前后出现了 ' 个明显差异峰#

这 ' 个差异峰可能是 ' 种潜在的抗菌肽#有待进一

步的分离鉴定% 该研究可为后续抗菌肽的靶向筛选

提供重要依据%
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(#) f0L0̂ M \*# MPŜLRSKK*0# TO\̂ O$̂ S-.*O# 7X

35<O=X424:A@_435B7BX4[7;' BA427̀352@57:?57;@AY?X?A7

[A?D;/ (TF]R)<fR@M f3X6@D# !"#"#I "#"$' 7#""#"I%

(!"!# $"' $"& )<6XXB;'FF[@4<@ADF#"<#'%#F>@?A=35<

BB3X<#""#"I%<
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价报告#且评价报告中试剂盒评价结果均显示符合

.T!"#%"&+食用油中黄曲霉毒素 \

#

的快速检测 胶

体金免疫层析法,性能指标要求% 前期调研情况与

质量评价结果的差异更体现了开展质量评价工作的

必要性% 评价考察发现#胶体金标记的抗原抗体是

决定检测效果的关键% 后期市场调研发现#Z&d品

牌公司具有较好的自主研发能力#能自主研发生产

抗原抗体#有品类齐全的抗原抗体库#而 O&\品牌

公司使用的抗原抗体全靠外购% 为确保食用油中黄

曲霉毒素\

#

的快检监管效果#结合试剂盒评价结果

和市场调研情况#建议快检试剂盒产品须经质量评

价合格再投入使用#并不定期对产品进行跟踪评价%
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