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摘要（小五黑体）：目的  超声波方法提取林蛙表皮多肽, 对其氨基酸组成和抑菌活性进行分析。方法  以pH 4.5醋酸-醋酸钠缓冲液为提取溶剂, 超声波方法提取林蛙表皮多肽, 超高效液相色谱(UPLC)方法分析其氨基酸组成, 同时采用活菌计数和滤纸片方法测定其抑菌活性。结果  超声波方法提取林蛙多肽, 提取率为19.81%, 多肽分子量在3000~5000 Da, 该活性多肽作用2 min对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠菌、铜绿假单胞菌抑菌率均可达85%以上, 作用5 min抑菌率可达100%; 其对4株菌抑菌圈直径均可达10 mm以上。结论  采用超声波方法可以从中国林蛙皮中提取抗菌肽物质, 该抗菌肽为碱性多肽, 对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌均具有很强的抑菌活性。（小五宋体）
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Abstract（小五黑体）：Objective Active peptides from the epidermis of Rana chensinensis were extracted by ultrasonic wave, amino acid and antibacterial activity were researched. Methods With ultrasonic wave and pH 4.5 acetic acid-sodium acetate buffer as extraction solvent, skin peptides from the frog were extracted, the amino acid composition and antibacterial activity of polypeptides were analyzed by ultra performance liquid chromatography, colony counting and filtering paper. Results Under ultrasonic wave conditions, extraction rate and molecular weight of polypeptides was 19.81% and 3000~5000 Da. The antimicrobial rate of polypeptides to Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Candida albicans and Pseudomonas aeruginosa were more than 85% when acting 2 min, and 100% when 5 min., the predictive best diameter of the inhibitory zone for the antimicrobial peptides was 1812 mm. Conclusion Ultrasound method can be used to extracted antibacterial peptide from Rana chensinensis skin material. The antibacterial peptides were alkaline polypeptides, and had a better inhibition for both gram-positive bacteria and gram-negative bacteria .（小五Times New Roman）
Key words（小五黑体）：antimicrobial peptides; ultrasonic extraction; amino acid; antimicrobial activity（小五Times New Roman）
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（五号宋体）食品腐败变质主要由于微生物因素导致食品质量下降或失去食用价值引起[1], 目前食品防腐剂主要有化学防腐剂和天然防腐剂两种, 化学防腐剂因其成本低、原料广泛成为目前主要食品防腐剂, 但化学防腐剂对人们身体健康存在较大危害, 寻找新的高效、安全的天然防腐剂成为目前食品研究领域热点[2]。
中国林蛙(Rana chensinensis)是我国重要经济蛙类, 主产于东北地区, 东北林蛙, 亦称为哈什蚂, 是我国集药用、食补、美容功能于一体的珍稀类两栖动物[3]。研究过程中, 人们发现中国林蛙皮肤具有破损后不易感染、自愈速度快、修复能力强等特点[4]。随着分子生物学研究深入, 证实这些现象都与中国林蛙皮肤中所含有的活性肽有关, 林蛙抗菌肽提取分离纯化及作为食品保鲜剂研究已有报道[5], 但目前林蛙抗菌肽提取工艺复杂, 严重限制了其产业化应用。
超声波辅助提取法是利用机械效应、空化效应及热效应加强胞内物质的释放、扩散及溶解[6,7], 提取时间短、提取温度低、回收率高、氧化损耗小, 在中草药等天然物质有效成分提取中应用广泛[8-10], 目前超声波技术已广泛应用于电子、机械、轻工等行业[11]。
本研究采用超声波工艺提取制备林蛙表皮多肽, 深入分析多肽氨基酸组分及抑菌活性, 为林蛙抗菌肽产业化应用提供理论基础。
1  材料与方法（四号宋体）
1.1  仪  器
精密酸度计(pHs-2c, 上海第三仪器分析厂); 恒温水浴锅(GSY−II, 北京市医疗设备厂); 紫外可见分光光度计(752, 上海分析仪器厂); 超声清洗仪(KS-500D, 宁波科技仪器厂); 超净工作台(VS1300V, 苏州安泰空气技术有限公司); 自动高压灭菌锅(MLS−3750, 日本SANYO公司); 全温振荡培养箱(HZQ−F160, 哈尔滨东联电子公司); 全自动菌落分析计数仪(杭州迅数公司); 循环水式多用真空泵(SHB-III, 郑州长城科工贸公司); 高速冷冻离心机(CentrifuGe5810R, 德国Eppendorf公司)。
1.2  实验菌株（五号黑体）
铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginos, CMCC(B)10 104)
大肠杆菌(Escherichia coli, CMCC(B) 44 102 )
金黄色葡萄球菌(Staphyloccocus aureus, CMCC(B)26 003)
白色念珠菌(Candida albicans, CMCC(F) 98 001)
2.3  试  剂（五号黑体）
氢氧化钠、碳酸钠、冰乙酸、NaCl、硫酸铜、钼酸钠、硫酸锂、酒石酸钾钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 蛋白胨、酵母浸粉、琼脂(生化试剂, 北京奥博星生物技术有限公司); 磷酸、盐酸(分析纯, 北京化工厂)。
2.4 实验方法
2.4.1  林蛙抗菌肽的制备
取林蛙干皮, 按液料比(mL:g)为50:1比例加入5%醋酸溶液超声波提取1 h, 过滤, 收集滤液, 煮沸10 min, 提取液5000 r/min, 离心10 min, 收集上清液, 37 ℃减压浓缩, 冻干, 得林蛙抗菌肽干粉, 干粉提取率为19.81%。
2.4.2  林蛙抗菌肽多肽含量测定[12]
取林蛙抗菌肽干粉, 采用去离子水溶解, 制备得1 mg/mL抗菌肽溶液, 采用Follin法测定溶液中多肽含量, 计算林蛙抗菌肽干粉多肽含量为37.5%, 经Tricine-SDS-PAGE测定, 其多肽分子量在3000~5000 Da(图1)。
[image: ]
图1  蛙抗菌肽电泳实验结果（小五宋体）
    Fig. 1 Electrophoresis experiment of antimicrobial peptide
(图题和表题需中英对照) (图题和表题需中英对照)
2.4.3  林蛙抗菌肽氨基酸含量分析[13]
称取样品1 mL(蛋白质含量5~10 mg/mL)于水解瓶中, 1 mL过甲酸(纯甲酸:30%过氧化氢=9:1)处理后, 加入1 mL盐酸110 ℃水解22~24 h, 水解物采用UPLC方法测定氨基酸含量。
2.4.4  林蛙抗菌肽抑菌活性测定
分别采用平板活菌计数法[14]和滤纸片方法[15]测定林蛙抗菌肽对临床常见四种致病菌抑菌活性进行测定。
(1)平板活菌计数法测定林蛙抗菌肽抑菌率。将试验菌24 h斜面培养物用PBS洗下, 制成菌悬液(要求的浓度为: 用100 µL滴于5 g样品上, 回收菌数(1~9)×104 cfu/mL取林蛙抗菌肽提取液样品(去离子水稀释至多肽浓度为1 mg/mL, 采用醋酸维持提取液原始pH值4.0, 灭菌处理)和对照样品(不含抗菌材料的pH为4.0的醋酸水溶液, 且经灭菌处理)各4管。 
取上述菌悬液, 分别在每个被试样品和对照样品内均匀滴加100 uL, 均匀混匀, 开始计时, 作用2、5、10、20 min, 往被试样品内投入5 mL PBS, 充分混匀, 做适当稀释, 然后取其中2~3个稀释度, 分别吸取0.5 mL, 置于2个平皿中, 用冷却至40 ℃~45 ℃的营养琼脂培养基(细菌)或沙氏琼脂培养基(真菌)15 mL作倾注, 转动平皿, 使其充分均匀, 琼脂凝固后翻转平板, (35±2) ℃培养48 h(细菌)或72 h(白色念珠菌、黑曲霉), 作活菌菌落计数。 
试验重复3次, 按下式计算抑菌率: 


式中: X为抑菌率, %; NC为对照样片平均菌落数, cfu/片; NS为被试样品平均菌落数, cfu/片。
(2)滤纸片测定林蛙抗菌肽抑菌圈直径[15]。采用5 mm直径滤纸片进行。
3  结果与分析 (四号宋体)
3.1  林蛙皮抗菌肽的氨基酸组分分析
由图2可以看出, 对比标准氨基酸图谱, 林蛙抗菌肽中氨基酸主要有: His、Ser、Arg、Gly、Asp、Glu、Thr、Ala、Pro、Cys、Lys、Tyr、Met、Val、Ile、Leu、Phe, 其中含量最高的为碱性氨基酸Lys、Ser、His与Arg含量也显著高于其余14种氨基酸, 因此, 判断林蛙抗菌肽为碱性多肽。
3.2  林蛙抗菌肽抑菌实验结果分析
林蛙抗菌肽样品作用2 min, 对四种致病菌抑菌率均可达85%以上, 作用5 min, 对四种致病菌抑菌率可达100%, 抑菌效果显著, 具有很高应用前景(见表1)。
滤纸片结果显示(图3), 林蛙抗菌肽提取液对四株菌抑菌圈直径均大于10 mm(4组平行滤纸片), 而相同pH醋酸水溶液无抑菌圈出现(中间滤纸片), 证明林蛙抗菌肽对四株菌均有很强的抑菌活性。

[image: 李兰洲t2w]
图2  林蛙抗菌肽水解液氨基酸分析（小五宋体）
Fig. 2  Composition of amino acid from peptide hydrolysate of antibacterial forest frog (图题和表题需中英对照)

表1  林蛙抗菌肽对抑菌率实验结果
Table 1  Bacteriostatic rate of the antimicrobial peptide (图题和表题需中英对照)
	作用时间(六号宋体)
	2 min
	5 min
	10 min
	20 min
	抑菌圈直径(mm)

	白色念珠菌
	89.75%
	100%
	100%
	100%
	10.55

	铜绿假单胞菌
	93.92%
	100%
	100%
	100%
	18.12

	大肠杆菌
	90.58%
	100%
	100%
	100%
	13.54

	金黄色葡萄球菌
	99.13%
	100%
	100%
	100%
	15.57
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4  结论
本研究采用超声波方法提取林蛙多肽, 保证多肽高抑菌活性前提下, 显著提高提取率, 为林蛙多肽产业化推广提供了可靠的实验基础。
抗菌肽原指昆虫体内经诱导而产生的一类具有抗菌活性的碱性多肽物质。这类活性多肽多数具有强碱性、热稳定性以及广谱抗菌等特点[16]。采用UPLC对林蛙表皮多肽氨基酸组成进行分析, 结果发现, 林蛙多肽含有17种氨基酸, 其中三种碱性氨基酸Lys、Ser、Arg含量最高, 这与先前林蛙抗菌肽为碱性多肽研究一致[17]。卢学敏[18]蛋白酶降解获得活性抑菌肽进一步证明抗菌肽为碱性多肽。
论文采用平板活菌计数法和滤纸片方法对超声波方法制备林蛙多肽抑菌活性进行分析, 结果表明, 林蛙多肽作用5 min条件下抑菌率即可达100%, 保证醋酸水溶液无抑菌活性前提下, 相同pH林蛙抗菌肽提取液对大肠杆菌、金葡萄球菌、白色念珠菌、铜绿假单胞菌抑菌圈直径均达10 mm以上, 证明林蛙抗菌肽为活性多肽, 具有很高抑菌活性, 适合产业化应用。
在食品安全日益紧张的今天, 天然食品防腐剂是目前研究热点, 林蛙多肽是从东北林蛙表皮提取的活性多肽, 安全无毒且抗菌性强, 超声波辅助提取方法简化林蛙多肽制备工艺, 为林蛙多肽产业化应用提供可靠保障, 林蛙多肽在未来食品工业领域中必将扮演重要角色。
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              A 白色念珠菌抑菌实验结果                        B 铜绿假单孢菌抑菌实验结果
            A. Bacteriostatic ring of Candida albicans              B. Bacteriostatic ring of Pseudomonas aeruginosa
[image: ]               [image: ]
C 大肠杆菌抑菌实验结果                            D 金黄色葡萄球菌抑菌实验结果
C. Bacteriostatic ring of Escherichia coli                D. Bacteriostatic ring of Staphyloccocus aureus
图3  林蛙抗菌肽抑菌实验结果
Fig. 3  Bacteriostatic ring of the antimicrobial peptide
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