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马氏珠母贝血清抗菌肽的初步分析

朱家萍, 雷倩楠, 梁海鹰*
(广东海洋大学 水产学院, 中国广东 湛江 524088)

摘 要: 马氏珠母贝(Pinctada martensii)是生产海水珍珠的主要经济贝类, 近年来马氏珠母贝因病害频繁发生
而对我国珍珠产业造成巨大的经济损失遥因此, 对于马氏珠母贝的免疫机制研究尤为重要遥抗菌肽是贝类生物
免疫机制中最重要的一个环节, 但目前对马氏珠母贝抗菌肽的报道甚少遥 为深入了解马氏珠母贝的抗菌肽分
子组成及特征, 本实验采取多步高效液相色谱结合质谱分析, 对马氏珠母贝血清中具有抗菌活性的蛋白质分
子开展了分离纯化及鉴定研究, 得到了 5种有明显抗菌活性的蛋白, 其中 3种相对分子质量在 5 000 kD左右;
通过透射电镜进一步观察了抗菌活性蛋白对细菌的作用机制遥 上述研究为了解马氏珠母贝抗菌肽的分子多样
性及抗菌机制奠定了基础遥
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Analysis of Antimicrobial Peptides from Serum of
Pinctada martensii

ZHU Jia-ping, LEI Qian-nan, LIANG Hai-ying*
(Fisheries College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, Guangdong, China)

Abstract: Pinctada martensii is a major economic shellfish for sea pearls. Due to the diseases anually, a
large of P. martensii died every year and resulting in a huge economic losses on China’s pearl industry. The
immune system and the mechanism of P. martensii against pathogenic bacteria is not clear so far. Antimicro原
bial peptide is one of the most important immue molecular for shellfish, however, little sequence and charac原
terization of antimicrobial peptides was reported from P. martensii. In order to understand the protein com原
position and molecular diversity of P. martensii antimicrobial peptide, multi-step high performance liquid
chromatogram (HPLC) combined mass spectrometry were performed to exploring the peptides with antimicro原
bial activity. 5 components with significant anti-bacteria activity were isolated from the serum of P. marten原
sii and 3 of them were homogeneous with molecular mass of around 5 kD proved by MALDI-TOF. Further原
more, the components caused significant morphological alterations in E. coli as shown by transmission elec原
tron microscopy (TEM). These results indicated that the peptides isolated from P. martensii serum with
molecular mass of 5 kD were involved in the host immune response against bacterial infection and might
contribute to the clearance of invading bacteria.
Key words: Pinctada martensii; antimicrobial peptides; the immune system; mass spectrometry; antibacterial
experiments

(Life Science Research, 2015, 19(5): 397耀401)

第 19卷 第 5期 生命科学研究 灾燥造援员9 晕燥援5
圆园15年 10月 蕴蚤枣藻 杂糟蚤藻灶糟藻 砸藻泽藻葬则糟澡 Oct. 圆园15

mailto:lianghy258@163.com


生 命 科 学 研 究 圆园15年

抗菌肽是由宿主产生的一类能够抵抗外界病

原体感染的小分子多肽, 广泛存在于各种生物体
内, 具有非特异性抗病原体作用, 部分抗菌肽还
具抗肿瘤细胞以及抗病毒活性[1], 一直以来是研发
生物抗生素的先导分子。抗菌肽相对分子质量一

般在 10 kD以下[2], 并具有一些共同的特点: 例如
在生物体内合成迅速; 通常具有广谱抗菌活性,
对真核细胞无毒害作用等[3]。由于无脊椎动物缺
乏后天免疫系统, 因此抗菌肽对于无脊椎动物而
言具有更为重要的意义。海洋生物, 特别是海洋
无脊椎动物含有丰富的抗菌肽分子。目前对海洋

生物抗菌肽的研究多集中在双壳贝类和甲壳类等

低等生物。其中双壳贝类抗菌肽分子的研究又多

集中在贻贝属。研究者通过对紫贻贝 (Mytilus
edulis)和地中海贻贝(Mytilus galloprovincialis)的抗
菌肽的研究, 已鉴定的抗菌肽种类包括 8个家族,
分别为防御素(Defensins)[4]、贻贝肽(Myticins) [5]、贻
贝素(Mytilins)[6]、贻贝霉素(Mytimycins)[7]、大防御素
(Big defencin)[8]、Macin[9]、Myticusin[10]以及最近发现
的 Mytichitin[11]。贻贝已成为海洋生物中发现抗菌
肽家族最多的物种, 这表明双壳贝类是研究海洋
生物抗菌肽的极好材料, 但同为双壳贝类的珠母
贝属, 相关抗菌肽的研究目前尚不多见。

马氏珠母贝是我国广东、广西和海南海区主

要的经济贝类之一, 主要用于培育海水珍珠。关
于马氏珠母贝抗菌肽的研究很少, 目前仅张英霞
等报道马氏珠母贝鳃组织中存在具有肮菌活性的

组分[14]; 于文媛等比较了不同处理方法制备马氏珠
母贝外套膜和鳃组织抗菌肽粗提液的抗菌活性[15],
上述研究均为对珠母贝属抗菌肽进行纯化和鉴

定。目前美国国立医学图书馆(NCBI)的蛋白质数
据库中尚未见珠母贝属抗菌肽分子的序列报道。

本研究从马氏珠母贝血清中分离提取出具有抗菌

活性的多肽, 测定其分子组成特征和抗菌活性,
为后续开展马氏珠母贝抗菌肽的研究以及其免疫

防御机制奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 动物与试剂

1.1.1 实验动物

成体马氏珠母贝(Pinctada martensii)采集于湛
江市徐闻县承梧村珍珠养殖基地, 以洁净的海水
在充氧的情况下饲养 3 d (25 益)以适应实验室的
养殖环境后进行血清的提取。

1.1.2 试剂

色谱纯乙腈购自美国 TEDIA公司; 三氟乙酸
(TFA)、琢-氰基-4-羟基-肉桂酸 (CCA) 购自美国
Sigma公司; 配制 LB液体培养基和 PBS的试剂均
为国产分析纯试剂; 试验用去离子水由 Millipore
synergy纯水系统(法国 Millipore公司)制取; 抑菌
试验所测试的菌种购于广东省微生物研究所。

1.2 实验方法

1.2.1 马氏珠母贝的诱导与血清的收集

马氏珠母贝饲养 3 d后, 以加热灭活的大肠杆
菌(Escherichia coli)和藤黄微球菌(Micrococcus lu原
teus) 注入马氏珠母贝的闭壳肌内进行诱导, 每只
注射 30 滋L (10 滋L的 E.coli和 20 滋L的 M.luteus),
重新放入海水中饲养 12 h后用无菌的注射器从马
氏珠母贝的闭壳肌处收集血液, 离心 (4 益, 800伊g,
15 min),取上清液, 冷冻干燥置于 4 益保存。
1.2.2 马氏珠母贝血清抗菌肽的分离纯化

含 0.05%三氟乙酸(TFA)的去离子水按 1 mg/mL
的比例对马氏珠母贝的血清干粉稀释,搅拌 30 min
充分溶解后离心 (4 益, 10 000伊g, 20 min), 收集上
清液用 0.22 滋m的滤膜过滤,用于 HPLC (high per原
formance liquid chromatogram, HPLC)分离。

马氏珠母贝的抗菌肽分离纯化采用高效液相

色谱法, 在 Waters 600E型高效液相色谱仪(美国
Waters公司)上完成, 配备在线紫外检测器为 Wa原
ters2478型紫外检测器 (美国 Waters公司), 采用
280 nm和 220 nm双波长检测。

第一步: 反相色谱柱为半制备型 C18反相色
谱柱 (SunfireTMPrep, 10伊250 mm, Waters公司), 上
样后分别以含 0.05% (V/V)TFA的 5%乙腈、18%
乙腈、40%乙腈和 60%乙腈进行充分洗脱, 流速为
1 mL/min, 手动收集各浓度比例乙腈的洗脱组分,
经冷冻干燥对各组进行抑菌活性实验。测试用菌

株分别为大肠杆菌(Escherichia coli)和藤黄微球菌
(Micrococcus luteus)。

第二步: 对上述步骤中获得的具有抗菌活性
的组分进一步用分析型 C18 反相色谱柱 (Vy原
dac218, 4.6伊250 mm)进行分离, 采用含 0.1%的去
离子水(A液)和含 0.1% TFA的乙腈(B液)为洗脱
液; 洗脱梯度为: 5%~20% B液洗脱 5 min, 20%~
60% B液洗脱 35 min, 60%~95% B液洗脱 5 min。
手动收集各洗脱组分, 经冷冻干燥后开展抗菌活
性测试。测试用菌株分别为大肠杆菌(Escherichia
coli)和藤黄微球菌(Micrococcus luteus)。
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图 1 马氏珠母贝血清经反相柱色谱分离的图谱
(A)马氏珠母贝血清用 SunfireTM Prep半制备型 C18柱分离所
得色谱图遥 收集 5个洗脱组分,命名为 C1~C5; (B)具有抗菌活
性的 C4进一步用 Vydac218分析型 C18柱分离所得色谱图,
收集 6个具有抑菌活性的洗脱组分,命名为 P1~P6遥
Fig.1 Elution profile of Pinctada martensii serum sepa鄄
rated by reversed phase HPLC
(A) Chromatogram map of P. martensii serum separated by
SunfireTM Prep semi -preparative C18 column. Five compo鄄
nents were collected and named as C1~C5; (B) The compo鄄
nent C4 with antimicrobial activity was further purified by
Vydac218 analytic C18 column, and six proteins with antimi鄄
crobial activity were gained and designated as P1~P6.

1.2.3 抗菌活性的检测

参考 Charlet[6]的方法测定各洗脱组分的抗菌
活性。用 LB液体培养基培养至细菌的对数生长
期, 然后用相应培养基稀释至光密度值 OD600为
0.001; 在预先经灭菌处理的 96孔板中每个孔加
入 90 滋L菌液和 10 滋L样品溶液混合 (将干粉状
的样品粉末用超纯水稀释), 以去离子水做为阴性
对照组; 加入样品后于 37 益孵育 12 h, 以酶标仪
测定样品加入前以及加入后不同时间段的 OD600
值, 每个样品设 3组平行试验。
1.2.4 马氏珠母贝血清抗菌肽的质谱分析

用串联飞行时间质谱仪(ABI 4800 plus, 美国
ABI公司)测定蛋白精确相对分子质量。采用阳离
子模式; N2光源 337 nm;离子加速电压为 20 000 V。
基质为 琢-氰基-4-羟基-肉桂酸(CCA), 通过以下
方式制备样品: 取 1 滋L样品液加入到 9 滋L CCA
(含 0.1% TFA) 的 50%乙腈饱和溶液, 混合后取
1 滋L点样, 室温干燥后测定。
1.2.5 马氏珠母贝抗菌肽的透射电镜的观察

通过 JEM-1400 (Japan Electronics Corp)透射
电子显微镜观察抗菌肽作用细菌后的形态变化。

用去离子水溶解蛋白组分, 37 益下与处于对数期
的菌液共孵育 60 min (对照组加 PBS孵育)。1 000伊g
离心 10 min收集菌液, 用 200 滋L 3%的戊二醛固
定过夜, 加入 200 滋L 2%磷钨酸钠水溶液, 制成
混合的菌悬液; 用毛细吸管吸取混合菌悬液滴在
铜网上; 3~5 min后, 用滤纸吸去余水, 待样品干
燥后, 置透射显微镜下观察。
2 结果

2.1 马氏珠母贝血清抗菌肽的分离纯化

经分离纯化后得到结果如图 1A所示, 马氏珠
母贝血清经 5%乙腈溶液洗脱的组分吸收值较高且
峰面积较大,这表明马氏珠母贝血清中含有较多的
亲水性物质。本轮洗脱共收集 5组成分,分别命名
为 C1~C5 (图 1A)。经冷冻干燥后进行抑菌活性测
试, 结果表明 40%乙腈洗脱的组分, 即 C4组分具
有较强的抑菌活性。对该部分组分进一步经分析型

C18反相色谱柱分离,结果见图 1B。由图 1B可见,
马氏珠母贝血清 C4组分中成分复杂, 共收集超过
20种洗脱峰。所收集的各洗脱峰经冷冻干燥后分
别进行抑菌活性检测。共有 6个洗脱组分具有明显
的抑菌活性,这 6个洗脱组分均在乙腈梯度 30%~
45%之间洗脱,分别命名为 P1~P6 (图 1B)。

2.2 马氏珠母贝血清抑菌活性的检测

采用酶标仪法,对照组去离子水, 实验组为上
述经 HPLC分离后的组分,样品浓度为 100 滋g/mL。
以马氏珠母贝血清组分 P5 对藤黄微球菌和大
肠杆菌的抑制作用为例 , 结果如图 2 所示。图
2A 为藤黄微球菌在加入样品后 0 h 和 12 h 所
测得的 OD 值 , 由图 2A 可见 , 加入 P5 组分后 ,
藤黄微球菌的生长受到明显抑制 (P<0.05); 同
时, P5 组分对大肠杆菌的生长液产生明显抑制
作用(P<0.05) (图 2B)。
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图 2 马氏珠母贝血清分离组分对藤黄微球菌和大肠杆
菌生长抑制
Fig.2 Inhibition assay of Pinctada martensii serum
components for M.luteus and E.coli

2.3 马氏珠母贝血清抗菌肽的质谱鉴定

马氏珠母贝血清抑菌活性组分经质谱检测其

精确相对分子质量, 结果如图 3所示, 相对分子质
量分布见表 1。由图 3及表 1可见, 本次利用高效
液相色谱对马氏珠母贝分离后, 具有抑菌活性的
各组分相对分子质量主要分布在 3 000 ~5 500 Da
之间。其中, 组分 P1和 P2成分较为复杂, 出现多
个质谱峰 , 而 P1 的相对分子质量集中分布在
4 300 Da和 5 200 Da, 而 P2的相对分子质量集中
分布在 3 000~4 000 Da以及 6 500 Da左右; P3质
谱图中,最大强度的相对分子质量为 5 227 Da, 同
时,在 5 300~5 400 Da也出现数个质谱峰; P4组分
的质谱图表明其精确 5 357 Da, 且呈现单一峰型,
表明其纯度较高; P5的质谱图中也只出现一个相
对分子质量峰, 其精确相对分子质量为 5 286 Da;
P6的主要相对分子质量为 5 311 Da且纯度较高。
2.4 马氏珠母贝抗菌肽作用细菌的作用机制

透射电镜结果如图 4所示,对照组(图 4A)观察
到的大肠杆菌的边缘清晰完整,内部具有 3个致密
状的结构。而实验组(图 4B)可观察到大肠杆菌菌体
的两端出现部分溶解现象 (图 2B箭头所示), 内部
结构和对照组相比也发生明显改变。同时,细胞壁
表面也出现泡状结构(图 4C、D),表明其细胞壁发生
了崩解,导致细胞内容物的局部释放。
3 讨论

抗菌肽是贝类生物用以对抗外界致病微生物

入侵的主要免疫手段。马氏珠母贝的抗菌肽研究目

前尚不多见。由于贝类生物的抗菌肽主要存在于血

清中, 因此, 本研究采用高效液相色谱对马氏珠母
贝血清抗菌肽进行分离纯化和初步鉴定,发现了一
批相对分子质量在 5 000~6 000 Da之间的抗菌活
性组分。目前,在贝类生物抗菌肽研究中, 所鉴定

的主要抗菌肽分子的相对分子质量集中分布在

3 000~5 000 Da之间。例如,从贻贝属中分离鉴定
到的抗菌肽 Mytilin[6], Myticin[5]以及防御素 MGD[4, 9]

等,其相对分子质量均为 4 000 Da左右, 其序列中

图 3 马氏珠母贝血清抑菌组分 P1~P6的质谱图谱
(A)~(F)分别代表组分 P1~P6遥
Fig.3 MASS maps of Pinctada martensii serum an鄄
tibacterial component P1~P6
(A)~(F) represent the component P1~P6, respectively.

表 1 马氏珠母贝血清抑菌组分的质谱鉴定
相对分子质量分布表

Table 1 Molecular weight distribution table of Pinctada
martensii serum antibacterial components by mass

spectrometry

Components
P1
P2
P3
P4
P5
P6

Relative molecular mass/(Da)
4 294.6, 5 224.7
1 290.6, 3 102.5, 3 923.5, 4 046.1, 6 561.5
5 037.0, 5 267.9, 5 444.8, 5 385.3
5 354.1
5 286.4
5 311.8
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图 4 扫描电镜观察到的抗菌肽作用大肠杆菌的形态
(A) 对照组, 未加入实验样品在电镜下观察到的大肠杆菌的形态; (B) 实验组, 经过抗菌肽样品处理后在电镜下观察到的
大肠杆菌的形态; (C)尧(D): 图 B的放大遥
Fig.4 Morphological characteristics of E. coli to the role of antimicrobial peptides on scanning electron microscopy
(A) Control group: The morphology of control E. coli observed by scanning electron microscopy; (B) Experimental group: The morpholo鄄
gy of E. coli observed by scanning electron microscopy after treated by antimicrobial peptide; (C) and (D) denote the amplification of (B).
通常含有 3~4对二硫键,形成一个致密的 琢/茁结构
域[15]。此外,部分贻贝属抗菌肽具有较大的相对分
子质量, 例如来自厚壳贻贝的 Myticusin的相对分
子质量在 10 000 Da以上[11]。本研究获得马氏珠母
贝血清抗菌活性蛋白经质谱鉴定,发现其相对分子
质量多集中在 5 000 Da左右, 其中 P4、P5、P6 3个
组分纯度较高, 其相对分子质量分别为 5 354 Da、
5 286 Da和 5 331 Da, 但未发现有 7 000 Da以上
相对分子质量的成分存在, 这表明马氏珠母贝的
抗菌肽在相对分子质量分布上与贻贝属有较大差

异。本次研究所获得马氏珠母贝的活性组分均能

明显抑制大肠杆菌和藤黄微球菌的生长, 表明本
次研究所获得的马氏珠母贝抗菌肽对格兰氏阳性

菌和阴性菌均有抑制作用。这一点与贻贝属的抗

菌肽研究结果一致。贻贝属中的抗菌肽包括

Mytilin、Myticin等均表现出广谱的抑菌活性[4-7]。
同时, 本研究也发现, 抗菌肽在马氏珠母贝血

清中含量极低, 本实验从大约 1 000 mL马氏珠母
贝血清中分离到的抗菌活性组分总计不到 1 mg。
此外, 贝类抗菌肽多呈现出明显的蛋白多态性, 例
如贻贝属抗菌肽 Mytilin目前已鉴定的家族成员包
括 Mytilin-A、-B、-C、-D、-G等多个成员, 且不同
成员在氨基酸组成、抗菌谱等方面存在少量差异,
这种抗菌肽的多态性推测与贻贝面临不同的生存

环境和不同类型的微生物威胁有关[7, 17]。本次研究
中, 我们发现马氏珠母贝血清的 P3组分在质谱鉴
定时出现多种相对分子质量, 且相对分子质量差
异不大, 集中在 5 000~5 400 Da之间; 此外, 纯度
较高的 P4、P5、P6组分在相对分子质量方面的差
异也不大, 其差异在 1 000 Da以内, 这与杨丽佳等
对厚壳贻贝血清抗菌肽的组学分析结果[12]类似。同
时, 本研究所获得马氏珠母贝血清抗菌肽在抑菌
活性方面也非常类似。上述实验结果表明马氏珠

母贝血清抗菌肽可能也存在蛋白多态性现象。

目前对抗菌肽的研究结果表明,抗菌肽作用细
菌主要是通过两种方式,一种方式是作用于细菌细
胞膜, 即膜裂解型; 另一种方式则是进入到细菌内
部发挥作用,即非膜裂解型[17]。但多数抗菌肽是通
过作用于细菌细胞膜或者细胞壁而发挥抗菌活性,
例如,研究发现,天然爪蟾抗菌肽(Magainin)和蜂毒
肽(Melittin)通过复杂的机制抑制靶细胞壁组分的
合成, 从而杀死靶细胞[18]; 有些抗菌肽可以通过抑
制细胞呼吸, 抑制细胞外膜蛋白的合成来杀死细
菌[19]。本研究所获得的马氏珠母贝抗菌活性组分 P5
可使大肠杆菌两头的细胞壁及细胞膜结构出现溶

解现象, 同时部分细菌内的物质开始从菌体内释
放,形成附着于细菌表面的类似小泡状结构。本实
验提取到的抗菌肽作用机理是类似膜裂解型,且从
菌体的两端开始溶解。这与其他抗菌肽的作用机制

有所差别,例如,厚壳贻贝的Myticusin-1抑制大肠
杆菌的机理是在细胞壁附近有薄片状中间体生

成[12]。而麻蝇素域 (Sar-cotoxin 域)能够抑制细菌细
胞壁的形成,使细菌不能维持正常的细胞形态而生
长受阻,并使细胞壁穿孔[20]。上述结果表明马氏珠
母贝血清抗菌肽具有某种特殊的作用机制。

相对于陆生生物抗菌肽研究, 如昆虫抗菌肽
研究等, 目前从海洋生物分离纯化得到的抗菌肽
并不多, 约有 20余种报道[12~17]。但海洋生物抗菌
肽因其特殊的进化地位以及海洋生物本身生存环

境的特殊性而日益受到重视。

尽管本研究未能确定马氏珠母贝抗菌肽的分

子序列, 但本实验为马氏珠母贝的免疫研究和马
氏珠母贝病害防治提供了新的资料。本研究建立

的抗菌肽分离纯化方法以及所获得纯度较高且具

有抑菌活性的 P4、P5、P6等组分为后续的进一步
研究奠定了基础。

0.5 滋m 0.5 滋m
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