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哈氏弧菌诱导布氏石斑鱼头肾提取物
的抗菌活性研究

陈 诏，王世锋，谢珍玉，于文媛，周永灿
( 海南省热带水生生物技术重点实验室( 海南大学) ; 海南大学 海洋学院，海南 海口 570228)

摘 要: 以致病性哈氏弧菌( Vibrio harveyi) 腹腔注射布氏石斑鱼( Epinephelus bleekeri) 18 h 后，取布氏石斑鱼

头肾制备头肾粗提物，并对该粗提物的抗菌活性进行研究，结果表明: 布氏石斑鱼经哈氏弧菌诱导后，其头肾

粗提物不仅对金黄色葡萄球菌( Staphyloccocus aureus) 等革兰氏阳性菌有良好抑制作用，而且对大肠杆菌 D31
( Escherichia coli D31) 、哈氏弧菌和溶藻弧菌( V． alginolyticus) 等革兰氏阴性菌也有良好抑制效果; 利用电泳

凝胶琼脂糖弥散法检测发现，头肾粗提物中具有多种对大肠杆菌 D31 有较强作用效果的蛋白类抗菌物质; 切

胶回收 AU-PAGE 凝胶上的抗菌组分，利用 SDS-PAGE 凝胶检测各抗菌活性组分的分子质量大小依次约为:

10． 9 KD，10． 0 KD，8． 1 KD，7． 2 KD，6． 3 KD，由于这些抗菌活性成分可被蛋白酶破坏，且分子质量均接近或

低于 10 KD，可初步将其认定为抗菌肽。
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由于抗生素在水产养殖中的滥用，水产致病菌的耐药性越来越严重，研究开发安全高效的新型抗菌

药物已成为当前水产病害控制研究的重要方向。近年来，从多种生物体中发现了一系列具有良好抗菌、
抗病毒、抗寄生虫和抗肿瘤等活性的蛋白类物质，并且，该类物质还具有对生物体本身无害和不产生耐药

性等优点，现已成为人类和水产新型药物研究的热点［1 － 2］。
目前，从生物体内发现的抗菌肽有上千种，其中主要来源于陆生生物，从水生生物中分离的抗菌肽约

200 种［3］。但已有研究表明，抗菌肽作为重要的非特异性免疫因子，其在水生生物中的数量和种类应该比

陆生动物更加丰富，活性也更强［4］。近年来，有关鱼类抗菌蛋白类物质的研究越来越多，已经从不同的鱼

类中分离或克隆出多种抗菌蛋白和多肽，如 piscidin，misgurin 和 hepcidin 等［1，5 － 7］。
石斑鱼是我国南方重要的海水养殖鱼类，具有较高的经济价值。但近年来，由于暴发性疾病的影响，

造成海南等地养殖石斑鱼的大量死亡，经济损失巨大。笔者以布氏石斑鱼( E． bleekeri) 为材料，对其经哈

氏弧菌( Vibrio harveyi) 诱导后的头肾粗提物的抗菌活性物质进行了初步研究，旨在了解石斑鱼的抗菌蛋

白类物质等非特异性免疫因子，为探索其新型的病害防治药物奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 布氏石斑鱼购自海南省海口市板桥海鲜广场，体质量为 150 ～ 200 g，在实验室暂养 1 周

后，随机选取健康个体用于实验。金黄色葡萄球菌( Staphyloccocus aureus) 和溶藻弧菌( V． alginolyticus) 购

自中国科学院微生物研究所; 哈氏弧菌为本实验室分离并保存的致病菌; 大肠杆菌 D31 ( Escherichia coli
D31) 为美国北卡罗莱纳州立大学 Noga 教授赠送。
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1． 2 实验方法

1． 2． 1 抗菌物质的诱导 实验组鱼腹腔注射密度为 1． 2 × 106 CFU ·mL －1的哈氏弧菌液，注射量为每尾
0． 15 mL; 阴性对照组鱼腹腔注射同剂量的灭菌生理盐水; 空白对照组鱼不做任何处理。腹腔注射后，各

组鱼分置于水族箱中暂养 16 ～ 18 h，用于提取抗菌活性物质。
1． 2． 2 头肾粗提物的制备 提取缓冲液的配方: φ = 1% 的醋酸、w = 1% 的蛋白酶抑制剂( PMSF) 、φ =
0． 9%的生理盐水。将经哈氏弧菌诱导的布氏石斑鱼以丁香酚麻醉，快速取其头肾放入置于冰上的烧杯

中，加入等体积的提取缓冲液，冰浴下研磨，研磨后的混合物 100 ℃水浴 5 min，4 ℃下以 12 000 r ·min －1

离心 90 min，取上清液( 头肾粗提物) ，－ 80 ℃保存备用。
1． 2． 3 头肾粗提物抗菌活性分析 采用径向扩散法( Radial Diffusion Assay，RDA) 对布氏石斑鱼头肾粗

提物进行抗菌活性分析［5］。具体方法为: 将经活化的菌种扩大培养并制备成密度为 108 CFU ·mL －1的菌

悬液，LB 固体培养基经高压灭菌后，于 48 ～ 50 ℃的水浴锅中保温，分别取 10 mL 该培养基与 0． 1 mL 菌

悬液快速混匀后倒平板。待平板冷却凝固后，在无菌条件下，以直径为 2． 5 mm 的打孔器在平板上均匀打

孔，向孔中加入待测样品，加样量为每孔 5 μL，37 ℃培养 18 ～ 24 h，然后测定各样品的抑菌圈直径。
1． 2． 4 头肾粗提物抗菌活性成分性质分析 取 50 μL 头肾粗提物和 0． 5 μL 质量浓度为 25 g·L －1的蛋

白酶 K 混匀，55 ℃孵育 1 h，然后沸水浴使蛋白酶 K 失活。以 RDA 法检测头肾粗提物经蛋白酶 K 处理前

后的抗菌活性，根据其活性变化确定该活性成分是否为蛋白类物质。
1． 2． 5 电泳凝胶琼脂糖弥散法检测头肾粗提物的抗菌活性成分 LB 固体培养基经高压灭菌后于 48 ～
50 ℃水浴锅中保温，取 20 mL 该培养基分别与密度为 108 CFU ·mL －1的大肠杆菌 D31 菌悬液 200 μL 和

质量浓度为 10 g·L －1的硫酸链霉素 200 μL 均匀混和后，制备平板，待平板冷却后，进行琼脂糖弥散抗菌

试验。
参照 Panyim 方法［8］制备 1 mm 酸性尿素聚丙烯酰胺凝胶 ( acid-urea poly-acrylamide gel electrophore-

sis，AU-PAGE) ，150 V 预电泳以除去凝胶中残余的 TEMED 和过硫酸铵，至电流恒定时结束预电泳。将样

品与上样缓冲液等体积混合后上样，每孔上样量 30 μL，150 V 恒压电泳 1 h。分别取出电泳后的 2 块凝

胶，其中一块用考马斯亮蓝 G － 250 染色以显示样品组分; 另一块凝胶经 10 mmol·L －1 的 PBS 洗涤 3 次
( 每次 10 min) 后，将其平铺于上述已制备好的含菌 LB 平板上，在平板底面用油性笔标出凝胶四周边界，

37 ℃孵育 3 h 后取出凝胶，再 37 ℃孵育 15 ～ 21 h，检测记录平板上抑菌斑的位置。
1． 2． 6 分子质量测定 按照 1． 2． 5 的方法进行 AU-PAGE 电泳，电泳结束后，切取其中一条泳道的凝胶

进行考马斯亮蓝 G －250 染色，并将染色的凝胶与未染色的凝胶进行对比，切取未染色凝胶中含有抗菌活

性物质的部分，将其放入玻璃研磨器中，加入等体积的 φ = 1% 的醋酸进行研磨匀浆。匀浆混合物 4 ℃浸

提过夜，4 ℃ 12 000 r ·min －1离心 10 min，取上清液置于截留分子质量为 3 500 Da 的超滤离心管中，4 ℃
5 000 r ·min －1离心，将该上清液浓缩至原液的 1 /10，浓缩液 － 80 ℃保存备用。

参照 Laemmli 的方法［9］进行 SDS-PAGE( denaturing polyacrylamide gel electrophoresis) 。分离胶、浓缩

胶分别为 w = 15%和 w = 3． 9%的丙烯酰胺凝胶，厚度为 1 mm，电泳缓冲液为 Tris － 甘氨酸溶液。将样品

与 5 倍样品量的上样缓冲液混合后上样，每孔上样 30 μL。90 V 恒压电泳约 10 min，当样品进入分离胶

时，电压升至 120 V 直到电泳结束。凝胶经考马斯亮蓝 G －250 染色后，再以银染方法复染［10］。根据凝胶

中标准蛋白质迁移速率构建函数，计算抗菌活性组分的分子质量。

2 结 果

2． 1 布氏石斑鱼头肾粗提物的抗菌活性 布氏石斑鱼经哈氏弧菌诱导 16 ～ 18 h 后，其头肾粗提物对大

肠杆菌 D31、金黄色葡萄球菌、哈氏弧菌和溶藻弧菌都有不同程度的抑制效果( 图 1) ，抑菌圈直径依次分

别为 8． 5 mm，7． 0 mm，6． 0 mm，6． 0 mm，说明该粗提物含有广谱抗菌活性的物质。空白对照组和阴性对

照组的头肾粗提物也有一定抑菌活性，但明显弱于经哈氏弧菌诱导的实验组( 图 1) 。实验组头肾粗提物

经蛋白酶 K 水解处理 1 h 后，对各种实验菌的抑菌活性均完全消失( 图 2) ，说明该粗提物中所含的抗菌活

性成分为蛋白类物质。
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图 1 布氏石斑鱼头肾粗提物的抗菌活性

a． 大肠杆菌; b． 哈氏弧菌; c． 金黄色葡萄球菌; d． 溶藻弧菌

1． 空白对照组; 2． 阴性对照组( 注射生理盐水) ; 3． 实验组( 注射哈氏弧菌) ; 4． φ = 1%的醋酸; 5． 灭菌生理盐水

2． 2 电泳凝胶琼脂糖弥散法分析头肾粗提物中抗菌活性 布氏石斑鱼头肾粗提物经 AU-PAGE 和考马

斯亮蓝染色的结果表明( 图 2) ，该粗提物中含有多种蛋白类成分。该粗提物经 AU-GAGE 的凝胶以 PBS
洗涤后，进行弥散抗菌试验的结果表明，在该粗提物中泳动速率较快的 5 条蛋白质电泳条带( 条带 a ～ e)

的位置有明显的抑菌斑，说明条带 a ～ e 对大肠杆菌 D31 有明显的抑菌活性，是粗提物中主要的抗菌活性

成分。

图 2 蛋白酶 K 处理前后布氏石斑鱼头肾粗提物的抗菌活性

a． 大肠杆菌; b． 金黄色葡萄球菌; c． 哈氏弧菌; d． 溶藻弧菌

1． 蛋白酶 K 处理后的头肾粗提物; 2． 灭菌生理盐水; 3． 未做蛋白酶 K 处理的头肾粗提物; 4． φ = 1%的醋酸

2． 3 抗菌活性成分的分子质量测定 切胶回收 AU-PAGE 凝胶中具有抑菌活性的组分，利用超滤离心管

浓缩并经 SDS-PAGE 电泳检测结果表明( 图 3) ，布氏石斑鱼头肾粗提物中具有抗菌活性的 5 条电泳条带
( 图 3 中的条带 a ～ e) 与标准蛋白的相对迁移率( Rf) 比较计算后，测得这些蛋白类条带的分子质量从大到

小依次分别约为: 10． 9 KD，10． 0 KD，8． 1 KD，7． 2 KD 和 6． 3 KD，均属于抗菌肽。

图 3 布氏石斑鱼头肾粗提物 AU-PAGE 电泳图谱
1． 琼脂糖弥散法测定抑菌活性区( E． coli) ; 2． 头肾粗提物
AU-PAGE 电泳条带 ( 条带 a ～ e 为对应的抗菌活性区)

图 4 布氏石斑鱼头肾粗提物 SDS-PAGE 图谱
A． 考马斯亮蓝 G －250 染色; B． 银染复染
1． 标准分子质量蛋白; 2． 抗菌活性成分凝胶
回收样品; 3． 1 g·L －1溶菌酶
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3 讨 论

与其他动物抗菌肽研究相比，鱼类抗菌肽研究起步较晚，但已有研究表明，鱼类含有丰富的具有良好

抗菌、抗病毒、抗寄生虫和抗肿瘤等活性的蛋白类成分［4 － 6］，这些成分不仅是其自身非常重要的非特异性

免疫因子，而且通过开展相关研究还可为探索新型人类和畜禽病害控制药物奠定良好基础 ［2，11］。
头肾是鱼类重要的免疫器官，含有丰富的免疫物质，是提取鱼类抗菌蛋白和抗菌多肽较为理想的组

织。在海水鱼类早期发育过程中，头肾是免疫器官中出现最早的组织，其不仅是特异性免疫防御系统中

产生抗体的器官，而且是非特异性免疫防御系统中免疫细胞和体液免疫因子的生发中心［12 － 13］。现代分

子生物学研究表明，虽然鱼类的鳃、皮肤、粘液、头肾、肝脏、肠道、脾脏、肾脏、脑、血液、心脏等多种组织器

官均可表达分泌抗菌肽［7，14］，但鱼类头肾抗菌肽的表达量要显著高于其他绝大多数组织。如杂交条纹鲈

( Hybrid striper) 经链球菌 Streptococcus iniae 刺激后，抗菌肽 Moronecidin 在各组织中的表达量以头肾最高;

金头鲷( Sparus aurata) 抗菌肽 hepcidin 表达量最高的部位为头肾和脾脏，远高于其他组织［15］。
石斑鱼是热带和亚热带地区的名贵海水养殖鱼类，但有关其抗菌肽等抗菌蛋白类物质的研究并不

多。科研工作者利用基因克隆的方法获得了斜带石斑鱼 ( E． coioides ) 的 Epinecidin-1、青石斑鱼 ( E．
awoara) 的 Hepcidin 和赤点石斑鱼( E． akaara) 的 piscidin-like ［8，16 － 17］，其中，斜带石斑鱼 Epinecidin-1 的

分子质量为 2 985． 63 Da; 赤点石斑鱼来自脾脏和头肾的 piscidin-like 的分子质量分别约为 3 441． 15 Da 和

3 476． 11 Da; 青石斑鱼 Hepcidin 的分子质量约为 2 465． 8 Da ［8，16 － 17］。在从石斑鱼直接分离抗菌肽研究

方面，目前仅张英霞等从鲑点石斑鱼( E． trimaculatus) 皮肤中分离到一种分子量约为 41 KD 的抗菌活性

蛋白［18］。李建民［19］等对已分离、鉴定出的 750 余种不同抗菌肽分子质量进行分析，发现已报道的绝大多

数抗菌肽的相对分子质量均小于 10 KD，也有少量抗菌肽的分子质量稍大于 10 KD。笔者从布氏石斑鱼

头肾中分离的 5 种抗菌活性物质的分子质量分别为: 10． 9 KD，10． 0 KD，8． 1 KD，7． 2 KD 和 6． 3 KD，其分

子质量均接近或低于 10 KD，而且，这些抗菌活性成分均可被蛋白酶破坏，可初步将其认定为抗菌肽。
笔者获得的这些抗菌肽与石斑鱼中已报道的抗菌肽或抗菌蛋白均分子质量明显不同，很可能是一些

新的抗菌肽，并且，笔者从布氏石斑鱼头肾中初步分离的这些抗菌肽对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌等多

种革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均有较好的作用效果，具有良好的研究前景。
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Study on the Antibacterial Head ＆ Kidney Extract
of Epinephelus bleekeri Induced by Vibrio harveyi

CHEN Zhao，WANG Shi-feng，XIE Zhen-yu，YU Wen-yuan，ZHOU Yong-can
( Ocean College，Hainan University，Haikou 570228，China )

Abstract: The pathogenic Vibrio harveyi was intraperitoneal injected to Epinephelus bleekeri，and after 18h，the
crude extract was prepared from the head-kidney of E． bleekeri，and the analysis results of the antibacterial activ-
ities of the crude head-kidney extract indicated that the crude head-kidney extract have good antibacterial effects
on both G + bacteria and G － bacteria． Radial Diffusion Assay ( RDA) in Agarose Gels and Acid-urea Polyacryl-
amide Gel Electrophoresis ( AU-PAGE) methods were used to detect and screen the antibacterial materials ，and
the data showed that the crude head-kidney extracts contain at least 5 kinds of antibacterial materials with good
antibacterial effects on Escherichia coli D31，and all the antibacterial materials were obtained after DNA gel ex-
traction from AU-PAGE gel ，whose molecular mass were approximately 10． 9 KD，10． 0 KD，8． 1 KD，7． 2 KD
and 6． 3 KD，respectively． Because the antibacterial materials could be destroyed and their molecular mass was
close to or lower than 10 KD，they were preliminarily considered as antibacterial peptides．
Key words: Epinephelus bleekeri; Head-kidney; Antibacterial peptide; AU-PAGE

961第 2 期 陈 诏等: 哈氏弧菌诱导布氏石斑鱼头肾提取物的抗菌活性研究


