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黄粉虫幼虫小分子量抗菌肽的分离纯化#
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摘!要!昆虫抗菌肽具有良好的抑菌效果!有望开发成新一代抗生素& 本文以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌混合
液作为诱导源!采用针刺法使黄粉虫@%$%9*#(3(,#2(*4P幼虫感染微生物产生抗菌肽!并对抗菌肽进行了提取’色谱
分离纯化及抑菌活性检测& 结果显示!诱导组和对照组的三氟乙酸粗提物无抑菌活性+经 :0A;6C0kL(#’:5A0HC0k
X0A>9C0凝胶色谱分离后!从诱导组和对照组均可获得对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌’枯草芽孢杆菌有抑菌作用
的组分!而且诱导组活性明显高于对照组+通过V0=?5HE0$(VXK反相色谱分离纯化!从诱导组获得一具有明显抑
制革兰氏阳性菌的组分!质谱检测该组分为混合肽!主要由分子量为 $ Y*)P"$ 5’$ &#%P"$ 5 的小肽组成!可能是
一种比S;616>91分子量更低的昆虫抗菌肽&
关键词!黄粉虫! 抗菌肽! 凝胶色谱! 质谱
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!!昆虫作为地球上种类最多’数量最大的生物
类群!有其独特的防御系统!在受到某些物理刺激
或被微生物感染后!会引起免疫反应产生一系列
抗菌物质!其中最重要的就是抗菌肽& 昆虫抗菌
肽主要由脂肪体产生!含 $# ](# 个氨基酸!大多
数为阳离子肽!具有水溶性好’热稳定高’活性广
泛’细菌不易产生耐药性等优点 " 6̂1E?ER 61C

40;H0H! $&&Y+Q5B0>%2+,6! $&&&+U6=B?@@! "##"+吴
甜甜和杨洁! "##&#!极有可能成为新一代抗生素
的候选药物!因而成为生命科学’药学和免疫学研
究的热点之一& 目前昆虫抗菌肽主要通过 ’ 种途
径获得$天然来源’化学合成以及基因工程"刘建
涛等! "##)#!通过研究从虫体中提取的天然来源
抗菌肽的性质!是化学合成抗菌肽和基因工程表
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达抗菌肽的基础& 天然来源的昆虫抗菌肽一般是
从整体匀浆或血淋巴抽提获得!由于昆虫抗菌肽
种类繁多!不同的诱导和分离方法有可能获得不
同的抗菌肽& 因此!从虫体中提取分离仍然是抗
菌肽研究的基础和不可或缺的部分&

黄粉虫 @%$%9*#(3(,#2(*4P!别名黄粉甲’大黄
粉虫!俗称面包虫!属于鞘翅目拟步甲科拟步甲
属!因其繁殖力强’饲养简单’蛋白质含量高!已成
为开发利用较好的资源昆虫之一!主要用于饲用
和食用& 国内对黄粉虫的研究主要集中在营养成
分"谢保令! $&&%+杨兆芬等! $&&&#’饲养技术"白
耀宇和程家安! "##’ #’保健用途 "杨兆芬等!
$&&Y+王文亮和孙爱东! "##(#以及防御物质"杨
兆芬等! "##%+强承魁等! "##)#等方面!虽然近些
年有一些抗菌肽的报道!但仅限于诱导源和诱导
条件的探索"黄文等! "##(+王立新等! "##&+陶淑
霞等! "#$##’初步分离和电泳方面的分析"王立
新等! "##Y+陶淑霞等! "##&#!还未见纯化产品及
理化性质的报道& 国外韩国学者曾以大肠杆菌为
诱导源!从其血淋巴中分离到一种含 %’ 个氨基酸
残基碱性多肽!命名为S010E91 $!对革兰氏阳性菌
尤其是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌有较好的抑制
作用"8??1 %2+,6! $&&%#& 本文以金黄色葡萄球
菌和大肠杆菌混合菌液为诱导源!对诱导和非诱
导条件下的黄粉虫幼虫抗菌肽进行了分离纯化和
抑菌活性研究!获得了一分子量低于 " ### 5 的混
合肽!为昆虫抗菌肽研究和进一步深入发掘黄粉
虫的药用功能奠定基础&

9:材料与方法
9K9:材料
9K9K9 试虫!黄粉虫幼虫购自云南省昆明市景星
花鸟市场!室温下人工饲养!备用&
9K9K;:菌种:革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌
"I2+/"5,(;(;;)&+)*%)&#’枯草芽孢杆菌 "J+;#,,)&
&)92#,#&#和革兰氏阴性菌大肠杆菌 "1&;"%*#;"#+
;(,##’绿脓杆菌"7&%)0(3($+&+%*)4#$(&+#菌株购自
云南大学微生物研究所!%\ 斜面低温保藏&
9K9K@:主要仪器和试剂!-_S-0kAB?H0H$## 型
全自 动 层 析 仪’ :0A;6C0k3L(# 填 料’ :5A0HC0k
X0A>9C0’V0=?5HE0$(VXK预装层析柱 "美国 LD
0̂6B>;K6H0医疗集团#+d73Y## 型紫外可见分光光
度计"美国 Q0ERO613K?5B>0H公司#+KS)#0型真空

冷冻干燥仪"丹麦 0̂>?3̂?B>01 公司#+基质辅助激
光解析电离w飞行时间质谱仪 "86>H9k36==9=>0C
46=0Hd0=?HA>9?1 <?19J6>9?1 S9O03.@3/B92;>86==
:A0E>H?O0>HF!8-4d<3S./8:# "日本岛津公司#+
蛋白酶抑制剂 -AH?>9191’黑化抑制剂苯基硫脲
"X;01FB>;9?5H06!XS7# "美国 :92O6公司#+三氟乙
酸’乙腈为色谱纯"德国80HER 公司#!其他试剂均
为国产分析纯&

9K;:方法
9K;K9:免疫诱导!供试幼虫分为对照组"dU#和
诱导组",d#& 大肠杆菌和金黄色葡萄球菌斜面
培养 $Y ]"% ;!超净工作台内分别用无菌生理盐
水调至 #[( 个麦氏比浊度"$ ~$#Y K/7wO4#!将 "
种菌液等体积混合!作为诱导源& 诱导组黄粉虫
幼虫表面剔除饲料!% 号昆虫针蘸取混合菌液!从
虫体腹部刺入!一针一条!室温下继续饲喂 "% ;&
对照组未用菌液诱导!其他处理同诱导组&
9K;K;:提取!称取适量的对照组和诱导组幼虫!
迅速加入液氮!研钵研磨!转入预冷的 ( 倍体积
#[$Z三氟乙酸"IzI#提取液中"含 -AH?>9191 和
XS7!终浓度分别为 ( (2wO4和 "( (2wO4#!冰水
浴中提取 ’# O91!期间缓慢搅拌!%\条件下 ) ###
HwO91离心 $( O91以除去血细胞及组织碎片!取上
清!冰箱过夜!%\条件下 $" ### HwO91 离心 "#
O91!冷冻干燥得粗提物!检测抑菌活性&
9K;K@:分离纯化
9K;K@K9:H3$2%43UR‘BO 凝胶柱纯化:取冻干的
对照组和诱导组抗菌肽粗提物各 $ 2!"# O4#[$Z
三氟乙酸复溶!$" ### HwO91 离心 "# O91!分批加
入到 :0A;6C0k3L(# 柱顶部"$ ### OO~") OO#!
#[$Z 三氟乙酸液洗脱!流速 #[* O4wO91!$# O91w
管!"Y# 1O波长下隔管检测吸光度!收集各主峰冷
冻干燥!检测抑菌活性&
9K;K@K;:H5$3/43U E3$’043凝胶柱纯化!对
$["[’[$ 洗脱峰中有活性的组分用少量 #[$Z三
氟乙酸液复溶!离心后上样!#[$Z三氟乙酸液洗
脱!#[( O4wO91!"$( 1O波长下检测吸光度!收集
各组分冷冻干燥!检测抑菌活性&
9K;K@K@ : D3()5/&39BDEJ反相柱纯化:对
$["[’[" 洗脱峰中有活性的组分用少量 #[$Z三
氟乙酸液复溶!离心后上样!#[$Z三氟乙酸 ]
’#Z乙腈"含 #[#Y(Z三氟乙酸#梯度洗脱!#[(
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O4wO91!"$( 1O波长下检测吸光度!收集各组分
冷冻干燥!检测抑菌活性&
9K;KA:[6PS"RFT<质谱测定!对 $["[’[’ 中
活性组分进行质谱检测!$ (4样品与 $ (4基质+3
氰基3%3羟基苯甲酸混合!点板!线性模式下测样&
9K;KB:抑菌活性测定:采用滤纸片法以大肠杆菌
"L+#’绿脓杆菌"L+#’金黄色葡萄球菌"L�#’枯
草芽孢杆菌"L�#%种菌为指示菌株进行抑菌试验!
方法参照文献"叶英妩等! "##)#并作适当改进& 具
体步骤为将供试菌株斜面过夜培养!生理盐水调至
#[(个麦氏比浊度"$ ~$#Y K/7wO4#!各取 ’(# (4
加入已倒好培养基的平皿中"直径 & EO#!无菌棉签
涂布均匀!贴入已灭菌的滤纸片!每片滤纸片加入 ’
]( (4待测样品液!每皿设一个空白对照"#[$Z三
氟乙酸#!’)\倒置培养 $Y ]"% ;!测量抑菌圈的大
小!每个样品重复 ’次!取平均值&

;:结果与分析
;K9:抗菌肽粗提

本文以 ( 倍体积的 #[$Z三氟乙酸液对黄粉

虫幼虫抗菌肽进行提取!离心后上清液和冷冻干
燥物作抑菌活性实验!结果显示上清液及冷冻干
燥物对指示菌株均无抑制作用& 但粗提物经后续
分离纯化后!检测到了明显的抑菌活性& 分析原
因可能由于采用全虫匀浆!虫体所含杂蛋白种类
较多’含量较高!而抗菌肽相对含量较低!大量杂
蛋白的存在使抗菌肽有效浓度太低!致使其不能
发挥抑菌作用&

;K;:抗菌肽分离纯化及抑菌活性
对照组和诱导组抗菌肽粗提物经 :0A;6C0k3

L(# 凝胶柱后!得到 " 个组分"图 $#!其中第 " 个
峰dUX" 和 ,dX""图 $ 中箭头标记#对革兰氏阳
性菌金黄色葡萄球菌’枯草芽孢杆菌均表现出明
显的抑制作用!但对革兰氏阴性菌大肠杆菌和绿
脓杆菌无活性+诱导组,dX" 组分在较低浓度时对
革兰氏阳性菌的抑菌圈直径大于对照组"表 $#!
表明黄粉虫幼虫经诱导后!抗菌肽的活性有所增
强&

表 9:ScE; 和dSE; 抑菌活性
F%-,39:61’0#0&/)-0%,%&’0?0’8 )*ScE; %14dSE;

组分
/H6E>9?1=

抑菌浓度
<1;9M9>?HF
E?1E01>H6>9?1
"O2wO4#

抑菌圈直径"OO#
<1;9M9>9?1 J?10C96O0>0H

大肠杆菌
16;(,#

绿脓杆菌
76+%*)4#$(&+

枯草芽孢杆菌
J6&)92#,#&

金黄色葡萄球菌
I6+)*%)&

dUX" "*)[# % % &[# $%["

,dX" ")([( % % $’[’ $*[)

注$% 表示未观察到抑菌圈& 下表同&
% 91C9E6>0=1?6E>9I9>F6H0C0>0E>0CPS;0=6O0M0B?NP

!!采用 :5A0HC0kX0A>9C0凝胶柱对有活性的
dUX" 和,dX" 组分进一步纯化!各得到 ) 个组分
"图 "#& 各组分冷冻干燥后检测抑菌活性!结果
显示!对照组和诱导组各组分对革兰氏阴性菌大
肠杆菌和绿脓杆菌无抑制活性+对照组中除第 )
峰外!其余 ( 个组分对金黄色葡萄球菌’枯草芽孢
杆菌均有抑制作用!其中以第 " 峰dUX"3""箭头标
记#活性最强+诱导组前 " 个组分对上述 " 种菌具
有明显活性!活性以第 " 峰,dX"3""箭头标记#较

强& 由dUX"3" 和 ,dX"3" 抑菌活性比较可见!诱
导组抗菌肽经 " 步纯化后活性仍高于对照组
"表 "#&

对活 性 较 强 的 dUX"3" 和 ,dX"3" 采 用
V0=?5HE0$(VXK反相柱纯化!洗脱曲线见图 ’!"
个活性组分峰 dUX"3"3$’ ,dX"3"3$"图 ’ 中箭头
标出#对金黄色葡萄球菌’枯草芽孢杆菌具有明显
的抑制作用&
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图 9:黄粉虫幼虫抗菌肽H3$2%43UR‘BO洗脱曲线
<0+=9:E5/0*0&%’0)1)*%1’0#0&/)-0%,$3$’043(*/)#,%/?%3)*>242?"’# /#(’0#"-8 H3$2%43UR‘BO

-$对照组E?1>H?B+Q$诱导组91C5E0CP

图 ;:ScE; 和dSE; 经H5$3/43U E3$’043柱后洗脱曲线
<0+=;:E5/0*0&%’0)1)*ScE; %14dSE; -8 H5$3/43U E3$’043

-$对照组E?1>H?B+Q$诱导组91C5E0CP

表 ;:ScE; 和dSE; 经H5$3/43U E3$’043柱后各峰抑菌活性
F%-,3;:61’0#0&/)-0%,%&’0?0’8 )**/%&’0)1()*ScE; %14dSE; -8 H5$3/43U E3$’043

组分
/H6E>9?1=

抑菌圈直径"OO#
<1;9M9>9?1 J?10C96O0>0H=

大肠杆菌
16;(,#

绿脓杆菌
76+%*)4#$(&+

枯草芽孢杆菌
J6&)92#,#&

金黄色葡萄球菌
I6+)*%)&

dUX"3" % % $$[" $"["
,dX"3" % % $"[) $*[*

;K@:质谱
将,dX"3"3$ 脱盐后!进行 8-4d<3S./质谱

检测!结果见图 %& 由图 % 可知!,dX"3"3$ 主要由
分子量为 $ Y*)["$’$ &#%["$ 5的 " 种小肽组成&

@:讨论
@K9:抗菌肽的诱导与非诱导

通常来说!昆虫在非诱导状态下!抗菌肽只有
少量或基础表达!受到外界刺激或被感染后才有

高水平表达"K;012%2+,6! "##)#!因此昆虫抗菌
肽提取前都要先进行人工诱导& 人工诱导的方法
主要有紫外线照射’超声波诱导’微生物感染’异
物注射等!每种方法各有优缺点& 紫外线照射’超
声波诱导方法简便易行!可效果欠佳!应用范围有
限+微生物感染’异物注射步骤繁杂费时!但效果
明显!仍为国内外绝大多数研究者采用& 起初!研
究者一直认为昆虫抗菌肽的表达谱与诱导源的性
质无关!所以实验时并未刻意选择诱导源& 然而
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图 @:ScE;R; 和dSE;R; 经D3()5/&39BDEJ反相柱的洗脱曲线
<0+=@:E5/0*0&%’0)1)*ScE;R; %14dSE;R; -8 /3?3/(3R$2%(3D3()5/&39BDEJ

-$对照组E?1>H?B+ Q$诱导组91C5E0CP

图 A:dSE;R;R9 [6PS"RFT<质谱图
<0+=A: [6PS"RFT<#%((($3&’/5#)*dSE;R;R9

近来有研究表明!昆虫免疫抗菌肽具有特异性!不
同的微生物能特异地激活特定的抗菌肽基因表
达!从而表现为在不同诱导源刺激下!昆虫机体会
诱导产生不同的抗菌肽!同时产生的抗菌肽的强
度也不同"刘建涛等! "##)#!如分别用革兰氏阳
性菌’真菌’革兰氏阴性菌作诱导源时!果蝇抗菌
肽的表达谱是不同的"89E;0B%2+,6! "##$+L?>>6H
%2+,6! "##"#& 鉴于此!本文采用了革兰氏阳性菌
和阴性菌的混合液作为诱导源& 从分离纯化过程
中的凝胶和反相色谱分离曲线看!诱导组与对照
组峰数相同’峰值不同!说明两者在种类上基本一
致!含量有所不同+结合抑菌试验!诱导组活性明
显高于对照组!表明混合菌种感染可增强黄粉虫
幼虫抗菌肽的诱导表达&

研究表明昆虫抗菌肽的种类较多!分属不同
的基因家族! 0̂>H5 等""##’#曾在果蝇体内鉴定出
* 种不同基因家族的抗菌肽!而且它们对革兰氏阳
性菌’革兰氏阴性菌’真菌活性各不相同& 本文研
究发现在黄粉虫幼虫抗菌肽 :5A0HC0kX0A>9C0柱分
离阶段!对照组的前 ( 个峰都有抑菌活性!而诱导

组只有前 " 个峰表现出活性的!对于这一现象!国
内外还未见相关文献报道& ,612等""#$$#认为
家蚕抗菌肽基因组存在着(主功能基因的免疫一
致性)!即抗菌肽基因组由主功能基因和其他基因
组成!主功能基因的基础表达较弱!形成虫体的初
次防御!诱导后表达活性增强!发挥主要防御作
用+而其他基因诱导表达活性很低!与主功能基因
构成协同防御!主要起辅助作用!有时只针对某些
特定微生物表现出抗菌活性& 据此分析!本文分
离纯化获得的对照组和诱导组前 " 个峰有可能为
主功能基因编码的抗菌肽!未诱导时!抗菌肽主功
能和其他基因成员均为基础表达!具有一定的抑
菌活性+诱导后主功能基因表达上调!活性增强!
其他基因表达较弱!在本文实验条件下未能检测
出来&

@K;:抗菌肽的提取
天然昆虫抗菌肽主要提取自昆虫全虫体或血

淋巴& 一般来说!个体较大的昆虫!血淋巴较多!
可以直接收集其血淋巴+体积较小或血淋巴抽取
困难时!采用全虫液氮速冻!匀浆后加入合适的缓
冲液提取" :;6@0H! $&&*#& 蛋白质在不同缓冲液
中的溶解度有很大不同!影响其溶解度的因素很
多!主要包括 A^值’离子强度’温度’溶剂的极性
等"86H=;6R %2+,6! $&&&#!合适的提取缓冲液对蛋
白质的分离纯化至关重要& 缓冲液的 A^值是一
个关键性参数!多数抗菌肽为碱性!理论上在酸性
条件下有较大的溶解度& 考虑到分离纯化过程需
要进行多次冷冻干燥处理!挥发性溶液具有极大
的优势!所以本文选择 #[$Z三氟乙酸为提取溶
液& 许多文献都报道!从虫体收集的血淋巴原液
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具有抑菌活性!但是本文中抗菌肽粗提物并未检
测到抑菌活性!分析其原因可能是直接收集的血
淋巴中杂蛋白较少!抗菌肽的有效浓度"或含量#
相对较高+而黄粉虫幼虫含有较多的粗蛋白!含量
可达干体的 (%["(Z"谢保令!$&&%#!虫体匀浆后
所有的蛋白质混合在一起!杂蛋白种类’数量远远
超过血淋巴!直接导致抗菌肽的有效浓度大大低
于血淋巴!使其不能发挥抑菌活性& 这可能是昆
虫整体匀浆提取抗菌肽遇到的共同问题&

@K@:抗菌肽的抑菌活性
昆虫的种类繁多!不同种类的抗菌肽对细菌

的抑菌活性不同!有的只对革兰氏阳性菌起作用!
有的仅对革兰氏阴性菌有效果!还有的对这 " 种
菌都有活性" 6̂JB0>>61C ‘5! "#$$#& 防御素是抗
菌肽家族中的重要组成部分!其结构共性是分子
内含有 ) 个半胱氨酸并形成 ’ 个二硫键!主要对
革兰氏阳性菌有抑制作用" ?̂@@O611 61C 0̂>H5!
$&&"+‘?12%2+,6! "##*#& 已经从黄粉虫中分离
到的S010E91 $!就属于防御素类抗菌肽!但它分子
量较大"% ’## 5左右#& 本文所得小分子肽类!也
对革兰氏阳性菌"金黄色葡萄球菌’枯草芽孢杆
菌#有活性!但质谱检测其分子量低于 " ### 5!不
到S010E91 $ 分子量的一半!比昆虫防御素家族中
最小的S;616>91"/0;BM65O%2+,6! $&&)#分子量还
低 %## 5 左右& 从文献报道和公开的抗菌肽数据
库检索来看!在鞘翅目昆虫中还未发现如此低分
子量的抗菌肽& 该活性肽属于哪个抗菌肽家族以
及其结构和功能等尚待进一步研究&
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