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摘要：传统杀菌剂和抗生素的长期大量使用不但导致部分病原微生物和环境害虫产生耐药性，同时也存在着严重的环境和健康

风险。因此继续寻找和开发不易产生耐药性的新型抗菌物质显得非常迫切，也具有重要意义，天然抗菌肽是一类小分子阳离子肽，是

机体天然防御系统的重要组成部分。它们具有较宽的抗菌活性和不同于传统抗生素的作用机制。部分抗菌肽对革兰氏阳性菌和革兰氏

阴性菌、真菌、寄生虫、包膜病毒和癌细胞均不同程度的抑制和杀伤作用。抗菌肽在抑制病原微生物方面的特性使其有望成为传统杀

菌剂和抗生素的替代物，在医疗工业和食品添加剂行业具有很好的应用前景。抗菌肽的分离纯化本文对抗菌肽研究进行了概述，其中

重点分析了抗菌肽在提取分离及抑菌机理领域的研究进展。 
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Abstract: Long-term use of antiseptic and antibiotics has led to the development of resistance among pathogens and other pests as well as 

the increase of environmental and health risks. Thus, there is a significant and urgent need to find new antibiotics which hardly to induce 

resistance. Natural antimicrobial peptides, which are the critical component of the natural defense system, are kinds of small cationic peptides 

with broad antimicrobial activity, and possess a different mode of action compared to traditional antibiotics. Several antimicrobial peptides can 

inhibit and kill Gram-positive and Gram-negative bacteria, fungi, parasite, enveloped virus and cancer cells. Antimicrobial peptides are 

considered as new substitutes for conventional antimicrobials and antibiotics because of their efficiency in fighting against pathogens, and have a 

very good application prospect in pharmaceuticals and food additive industries. In this paper, we reviewed the research progress of antimicrobial 

peptides，and emphatically analyzed the extraction, isolation of the peptides and their antibacterial mechanism. 
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在医疗保健行业，抗生素的耐药性已对公众健康

造成重大危害[1]，而在现代食品工业以及种植、养殖业

中，化学防腐剂、杀虫剂及抗生素的不规范使用及残

留隐患已越来越引起消费者关注，人们更倾向于消费

天然来源的食品资源。因此，开发不易产生耐药性且

无残留隐患的新型抗菌物质具有重要的现实意义，而

作为天然来源的抗菌肽有望成为急需的替代品。 

抗菌肽又称抗微生物肽（antimicrobialpeptides）或

肽抗生素（peptide antibiotics），来源于微生物的抗菌
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食品开发 

肽又称细菌素[2]，是机体先天防御系统的重要组成部

分。自上世纪七十年代，瑞典科学家Boman[3]研究小组

从惜古比天蚕(Hyatophoya cecropia)中发现第一种抗菌

肽天蚕素Cecropins以来，每年都有大量新的抗菌肽被

发现。目前发现的多数抗菌肽具有较宽的活性谱，可

有效杀死细菌、真菌、寄生虫甚至包膜病毒[4~5]，更为

重要的是，抗菌肽可以有效抑制对抗生素产生耐药性

的细菌[6]，因此抗菌肽又被誉为“天然超级抗生素”。

同时，抗菌肽还具有杀菌速度快、不易被蛋白酶水解

等特点[7]。 

从来源广泛、成分复杂的原料中分离纯化抗菌肽

是抗菌肽研究中的关键环节，因为足够量的抗菌肽单

体是进一步对抗菌肽进行结构分析、理化特性分析和

作用机理深入研究的前提[8]。然而，目前关于抗菌肽的
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报道中，部分研究仍然是以混合物的形式进行[9]。因此，

研究合理的分离纯化手段分离抗菌肽与发现新的抗菌

肽来源同样重要。 

由于抗菌肽不是一类均一的物质，使其抑菌机制

不同于传统抗生素且不易产生耐药性，关于抗菌肽抑

菌机理的研究成为近年来研究的热点。目前已报道的

研究抗菌肽作用机制的技术手段有多种，且提出了抗

菌肽对靶细胞膜的攻击作用模型及细胞内大分子代谢

抑制等抑菌机理理论。伴随着越来越多新的抗菌肽资

源被发现，深入研究其作用机理有助于抗菌肽快速投

入实际应用。 

本文对抗菌肽进行了综述，其中重点分析了抗菌

肽在分离鉴定及抑菌作用机理领域的研究进展，将为

抗菌肽的研究和应用提供一些详细的资料。 

1  抗菌肽概述 

抗菌肽是生物机体产生的一种自我防御的小分子

多肽，根据来源不同分为植物源抗菌肽[10]、动物中的

无脊椎动物抗菌肽和脊椎动物源抗菌肽[11]、微生物源

抗菌肽[12]等。抗菌肽肽链相对较短，一般少于60个氨

基酸残基，其中具有代表性的抗菌肽氨基酸残基多为

12~50个。抗菌肽一般带有2~9个正电荷（多数4~6个正

电荷），带正电荷的多少取决于肽链中赖氨酸、精氨酸

和组氨酸残基含量[13]。一般认为这些阳离子肽倾向于

同表面或细胞膜带负电荷的菌体磷脂双分子层作用
[14]。此外，它们通常拥有约50%的疏水残基，因此，这

些抗菌肽在空间结构上存在疏水区和亲水区，并且对

细胞膜显现出两亲特性[15]。 

2  抗菌肽的分离纯化及结构鉴定 

由于天然抗菌肽在自然环境或有机体组织中含量

较低，这给抗菌肽的分离纯化带来一定困难。同时多

数抗菌肽结构复杂，不但给结构鉴定带来困难，也导

致化学合成这些物质存在技术困难且费用昂贵。因此，

从自然界中成功提取分离到足量抗菌肽，并对抗菌肽

结构组成进行分析是抗菌肽研究中的关键环节，它是

进一步人工合成抗菌肽和深入开展抗菌肽作用机理研

究的前提。 

2.1  抗菌肽的分离纯化 

2.1.1  确定抗菌肽来源 

在分离纯化目标抗菌肽前，首要的任务是确定抗

菌肽的最初来源，这是大量、高效提取分离抗菌肽的

前提和保障。一般认为，对于有机体，若抗菌肽存在

于血细胞提取物、淋巴液或体腔液中， 此类抗菌肽多

来自于有机机体的免疫系统[16]；若存在于机体暴露于

外环境的组织（如皮肤或鱼鳃等）或肠胃等消化道组

织中，那么此类抗菌肽很大可能来自于膳食衍生物或

共生菌、寄生虫的分泌物。例如，1989年从猪小肠中

分离得到cecropin P1，当时认为它是由机体细胞合成
[17]，但14年后发现此抗菌肽的真正产生者是是猪小肠

内的一种寄生线虫[18]。对于存在于食品原料中的抗菌

肽，多来源于微生物发酵过程中的次级代谢物[19]。 

2.1.2  分离纯化 

2.1.2.1  原料前处理 

在分离纯化过程中，选取适当的样品前处理方法

对活性肽的提取率起着至关重要的作用，尤其是对于

含量较低的天然抗菌肽样品（比如海洋无脊椎动物中

活性肽的浓度含量通常低于湿重的10-6%）[20]。对于体

积较大的有机体，若目标肽产生或存在于某个组织或

器官，在提取前应解剖分类成不同的组织、器官或体

液[21~22]，但有机体太小而难以分割成更小组分时，则

需要将整个有机体作为提取分离的对象。对于液态发

酵样品，抗菌肽多存在于水相中，需通过离心获取上

清液做进一步分离分离纯化[23]。 

同时，许多前处理因素如实验原料的储藏（温度、

时间）、离心（速度、时间、温度）、缓冲液（类型、

pH、离子强度、温度）、干燥（温度）等都会潜在的

影响到后续所得活性肽的得率、稳定性及实验操作的

可重复性。同时需防止提取分离过程中人为加入的试

剂或药品对实验结果产生误导，如一些抗凝血剂和蛋

白酶抑制剂本身具有一定的抗菌活性，应防止其在纯

化过程中产生假阳性对实验结果产生干扰作用。 

2.1.2.2  分离纯化步骤选择 

实验原料的性质状态和原料中活性肽浓度的差

异，导致目前研究者提取分离抗菌肽的方法也各不相

同，尚未形成一套标准化的纯化方法。 

多数菌肽的分离纯化方案都是基于抗菌肽分子量

较小、带正电荷和两亲性等特性，采用多级纯化手段，

部分抗菌肽的具体纯化步骤参见表1。综合目前已报道

的抗菌肽分离纯化方法，多级纯化步骤归纳起来主要

包含以下3个部分：1）提取\沉淀阶段：通过提取/沉淀

步骤结合离心和/或超滤方法去除样品中颗粒物和大分

子蛋白；2）预纯化阶段：通常采用尺寸排阻色谱（SEC，

也称为凝胶渗透色谱法或凝胶过滤法）、离子交换色

谱（IEC）和固相萃取（SPE）等手段，去除样品中无

机物（盐），阴离子性的蛋白质，脂肪和其他生物测

定干扰物；3）一步或多步的分析纯化阶段：根据疏水

性差异，采用反相高效液相色谱法（RP-HPLC）将生

物活性肽与非活性肽分开。 
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表1 部分抗菌肽纯化步骤概述 

Table 1 Overview of the purification of some antimicrobial peptides s 

抗菌肽 纯化步骤 

Penaeidins[24] 1）提取：5%乙酸；2）固相萃取（C18）；3）亲和色谱；4）1-4×反相高效液相色谱 

SSAP[25] 1）提取：10%乙酸；2）透析；3）离子交换色谱（阳离子）；4）超滤；5）2×反相高效液相色谱 

Arenicins[26] 1）提取：15%乙酸；2）超滤；3）酸性尿素聚丙烯酰胺凝胶电泳；4）反相高效液相色谱 

Scygonadin[27] 1）提取：15%乙酸+0.1% 三氟乙酸；2）离子交换色谱（阳离子）；3）反相高效液相色谱 

Homarin[28] 1）提取：10% 乙酸；2）2×固相萃取（亲水亲油）；3）离子交换色谱（阳离子）；4）超滤；5）SDS-PAGE 

以上分离纯化过程中，通过活性测定试验确定包

含活性肽的组分，以便下一步再进行细分，直到得到

纯的单一活性肽为止，因此此类纯化方法又称作“活

性制导纯化”。 

2.2  抗菌肽的结构鉴定 

抗菌肽一级结构解析通常采用还原和烷基化，氨

基酸分析，蛋白水解处理后通过RP-HPLC纯化肽片段，

Edman降解，和/或通过质谱测定获得抗菌肽的碎片信

息等技术手段。 

目前研究者已对大量新发现抗菌肽的一级结构进

行了成功解析，但研究发现也存在部分抗菌肽采用上

述传统方法并不能得到很好地解析。（1）肽聚合物：

比如二聚肽centrocins[29]、dicynthaurin[30]和halocidin[31]，

在Edman降解过程中显示强度相似的双重信号，最初被

误判为肽样品不纯，但将随后将两条肽链分开纯化单

独测序后，肽链氨基酸序列才最终得以确定。（2）N-

末端封闭或包含有其它残基被修饰的多肽：此类抗菌

肽可能会阻止或中断Edman降解测序过程，并且在氨基

酸分析时可能一点都检测不到，除非采用特定的渐变

和使用不寻常的氨基酸标准。在海洋无脊椎动物中发

现部分翻译后修饰的抗菌肽，对于这类抗菌肽的结构

解析有必要采用MS分析，以获得完整的结构鉴定信

息。Styelin D[32]是分离自海鞘类动物血细胞的抗菌肽，

被证明有大量显着的翻译后修饰结构，如含有像

dihydroxyarginine、dihydroxylysine、6-溴色氨酸和3,4-

二羟基苯丙氨酸等不寻常氨基酸，同时由于其赖氨酸

残基的单羟基化和二羟基化以及C-末端酰胺化，使该

抗菌肽的序列测定变得异常困难。callinectin[33]是分离

自青蟹血细胞的3.7 kDa的抗菌肽，由于其N-末端含有

一个被氧化的色氨酸而导致一级结构测序无法顺利进

行。虽然目前不太了解此类抗菌肽翻译后修饰的发生

过程，但此过程可能是为了保护这些多肽在生物体内

合成、分泌时不被自身內源蛋白酶进一步降解，或不

被细菌蛋白酶水解攻击，延长抗菌肽在体内的存在时

间，该特性虽然在一定程度上增大了抗菌肽结构解析

的难度，但同时也增大了它们开发成为多肽药物的可

能性[34]。 

3  抗菌肽作用机理研究 

3.1  研究抗菌肽作用机理的技术手段 

目前有多种技术手段用于研究抗菌肽的作用机

制，但每种方法对抗菌肽作用机制提供的视角有所不

同，同时，往往需要多种技术手段才能全面充分的确

定抗菌肽的作用机制[35]。 

3.1.1  显微镜观察法 

通过扫描电镜、透射电镜或激光扫描共聚焦显微

镜等技术手段观察抗菌肽对菌体细胞的作用效果，进

而可视化的确定抗菌肽对微生物细胞的总体作用靶位

是目前多数抗菌肽机理研究中采用的方法。激光扫描

共聚焦显微镜表明，magainin 2可以结合到菌体细胞表

面，而buforin II则进入细胞内部，并且在细菌胞质内积

累[36]。扫描电镜和透射电子显微镜被用来证明抗菌肽

如SMAP29对微生物细胞超微结构的损伤作用。微观分

析表明，不同的抗菌肽对菌体细胞作用效果不同，这

表明不同的肽具有不同的靶位或活性机制，如已经证

明的SMAP29和CAP18对铜绿假单胞菌的影响[37]。 

3.1.2  模型膜研究法 

与显微镜观察法相比，用磷脂模型膜评估抗菌肽

与磷脂的相互作用更具有针对性。该方法通过制备单

一或混合脂质模拟细胞膜或囊泡并与抗菌肽一起温

育，使抗菌肽与模型膜相互作用。抗菌肽的吸引，附

着，插入和定位，以及脂质的定位和脂质双分子层的

厚度和完整性通过 X-射线晶体学，核磁共振光谱（检

测在溶液和脂双分子层中的肽）及傅立叶变换红外光

谱（FTIR），拉曼光谱，荧光或 CD 光谱测定。这些

方法与抗菌肽作用微生物活性的相关性随着技术的变

化而变化。 

3.1.3  荧光染料标记法 

天蚕素 A、蛙皮素 2、indolicidin、蜂毒肽、兔中

性粒细胞防御素和其他渗透膜囊泡的抗菌肽的作用效

果可以通过检测经荧光标记的葡聚糖、免疫球蛋白、

钙黄绿素或其他探针的释放情况来确定[38~42]。作用时
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间，肽浓度和模型膜的组成对已标记探针释放效果的

影响可以检测到[43]。 

3.1.4  检测细胞膜上形成的离子通道 

监测细胞膜双分子层中形成的电压依赖性通道是

评估抗菌肽诱导膜孔形成和稳定性的另一有效技术。

抗菌肽附着并穿透双分子层的能力可以通过分析通过

膜孔电流的电导率来测定。通过此技术发现，0.1~10 

μM的天蚕素可以使菌体细胞膜形成4 nm的随时间和

电压依赖性变化的离子通道，此判断结果与通过电镜

观察的天蚕素处理大肠杆菌结果可以很好地吻合[44]。 

3.1.5  圆二色谱和定向圆二色谱测定法 

抗菌肽的二级结构和对脂质双分子层的定向结合

情况可以在可控的湿度环境下通过圆二色谱检测
[45~46]。圆二色谱分析发现，鲎素Ⅰ在20 mM Tris-HCl, 

100 mM NaCl(pH 8.0)缓冲液中不是两亲性的，但在磷

脂酰胆碱脂质体存在下呈两亲性[47]，LL-37在溶剂[48]

和脂质中[49]分别呈现随机的无规则卷曲和α-螺旋构象。

这些例子表明，细菌的外表面和细胞膜的局部环境对

抗菌肽的作用效果有重要影响，可以诱导抗菌肽的构

象发生变化，而这些变化可以直接影响到抗菌肽插入

细胞膜内部。 

3.1.6  固态核磁共振波谱法 

固态核磁共振波谱可用于检测抗菌肽的二级结

构、在细胞膜上的定位及对脂质双分子层的渗透性
[50~52]。固态核磁共振波谱分析发现，抗菌肽Protegrin

与双分子层表面呈约55°倾斜角[53]，protegrin的疏水性

主链与磷脂双分子层的疏水性核心相互作用，使其阳

离子精氨酸侧链与双分子层上阴离子磷酸基团相互作

用。抗菌肽RTD-1与 Protegrin的初级和次级结构均较

为相似，然而在抗菌肽Protegrin中，精氨酸残基位于β-

发夹的尾部使其成为一个两亲性分子，而在RTD-1中，

它们存在于整个分子，RTD-1不对称地与双分子层外侧

的磷脂头结合，诱导细胞膜形成弱的曲率，导致形成

柱状膜[54]。这些数据有助于确定抗菌肽与细菌细胞膜

的相互作用，以及肽和膜组成对抗菌肽活性的影响。 

3.1.7  其他技术 

除上述提到的技术手段外，中子反射法[55]、X-射

线衍射法[56]等技术也被用于抗菌肽与细胞壁膜的作用

机理研究中。 

3.2  抗菌肽作用机制 

3.2.1  导致细胞膜功能紊乱 

病原微生物的细胞质膜肩负着多种基本的生理职

能，包括选择透过性，维持细胞能量驱动的电子传递

和氧化磷酸化，合成和交联肽聚糖或其他的生物大分

子等。抗菌肽引起的菌体外膜或质膜功能障碍可能干

扰到这些功能中的一个或多个，进而直接或间接地导

致细胞死亡。研究表明，部分抗菌肽可在 2~3 min 内

杀死病原微生物 [57]，这主要是由于菌体细胞膜去极

化，离子和代谢产物泄露，并且呼吸作用等其他基本

功能丧失导致[58~59]。在革兰氏阴性菌中，抗菌肽先后

与菌体外膜和质膜相互作用，而导致菌体快速死亡的

决定因素是抗菌肽对其质膜的扰动作用。对于革兰氏

阳性菌细胞，抗菌肽可以快速导致菌体细胞渗透调节

异常及胞内内容物泄漏[60]。Yeaman 等[61]研究发现，

抗菌肽可以敏感地影响到菌体细胞膜表面的能量分

布，而膜表面能量分布变化与细胞膜去极化、膜孔形

成和杀伤细胞有直接联系。 

 
图 1 抗菌肽对细胞膜的作用方式

[67]
 

Fig.1 The action mode of antimicrobial peptides to cell 

membrane 

同时，关于抗菌肽对细胞膜的作用方式，目前至

少存在四种经典模型（图 1），分别是（1）环孔模型：

即抗菌肽垂直插入磷脂双分子层，与双分子层亲水头

结合，形成环孔，导致细胞跨膜电位和渗透调节功能

遭到破坏，呼吸作用被抑制，最终导致菌体死亡。（2）

毯式模型：该模型认为，两亲性的抗菌肽分子与细胞

膜表面磷脂双分子层的磷脂头相结合, 而亲水性朝向

水溶液，导致大量抗菌肽覆盖在磷脂双分子层表面，

当浓达到一定阈值时磷脂双分子层内外受力不均而变

形，最终导致细胞膜破裂。抗菌肽杀灭革兰氏阴性菌

和寄生虫多属于该作用机制，如抗菌肽Pln149a、LL37

和 aurein 1.2[62~63]。（3）桶板模型：抗菌肽垂直插入

磷脂双分子层，疏水部分与双分子层内部相互作用，

亲水部分朝向内部形成通道，因其排列形似水桶上的

木排而得名。抗菌肽SK84 和 Ctx-Ha 均是此作用机制
[64~65]。（4）聚集通道模型：抗菌肽最初竞争性取代

与脂多糖关联的二价金属离子（镁离子和钙离子），

扰乱了细胞膜表面大分子组装，进而有机会同时接触

到磷脂双分子层的内外两层膜。通过特殊的脂-肽结合

区域进而形成细胞膜表面的离子泄露通道。从澳大利
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亚树蛙中分离到的抗菌肽 Maculatin1.1 即是此种作用

机制[66]。 

3.2.2  与菌体细胞生物大分子的作用 

抗菌肽抑菌的另一重要作用机制就是抑制菌体细

胞生物大分子合成及表达，包括抑制细胞外基质生物

大分子合成与表达和抑制细胞内生物大分子合成及功

能两大部分[68]，具体作用方式见图2。 

 

图2 抗菌肽与菌体细胞生物大分子的相互作用 

Fig.2 The interactions of antimicrobial peptides with biological 

macromolecules in bacteria  

（1）抑制细胞外基质生物大分子合成与表达。包

括抑制肽聚糖、几丁质，或其它大分子的合成。阳离

子抗菌肽或其它肽可干扰细胞膜以及肽聚糖等大分子

的前体的合成，转运，和交联，而肽聚糖等生物大分

子的合成与膜的完整性和功能密切相关。对于细菌而

言，革兰阳性菌含有较多的肽聚糖，可能更容易受这

种作用机制的影响，但这种推断有待进一步验证。目

前已证明来自于牛科动物精液中的一种抗菌蛋白，可

以抑制大肠杆菌肽聚糖的合成[69]。同样地，抗菌肽可

能会以同样或者特异的方式抑制真菌内部几丁质等生

物大分子的合成。 

（2）抑制细胞内生物大分子合成及功能。DNA、

RNA和胞内蛋白质作为菌体细胞内重要的生物大分

子，对细胞生理功能的正常发挥起着至关重要的作用。

抗菌肽与菌体胞内DNA、RNA和蛋白质的相互作用已

引起人们广泛关注。Pleurocidin和dermaseptin等螺旋肽，

PR-39和indolicidin 等富含脯氨酸和精氨酸的抗菌肽，

防御素HNP-1等抗菌肽可以有效抑制DNA、RNA和蛋

白质的合成，在最低抑菌浓度下，pleurocidin 和 

dermaseptin 可以在不损害大肠杆巨细胞质膜情况下抑

制核酸和蛋白质合成[70~72]。PR-39 (25 μM)可以阻止蛋

白合成并且诱导在DNA复制过程中起关键走用的部分

蛋白质降解[73]。HNP-1和HNP-1 (50 μg/mL)可以抑制

DNA、RNA和蛋白质的合成，同时也可有效抑制周质β-

半乳糖苷酶[74]。Indolicidin (100 μg/mL)可以完全抑制大

肠杆菌DNA和RNA的合成，但对蛋白质的的合成没有

任何作用，当抗菌肽浓度达到150~200 μg/mL时，菌体

蛋白质的合成被明显抑制[75]。富含脯氨酸的短链抗菌

肽Pyrrhocoricin, drosocin 和 apidaecin等可以特异性地

绑定一种分子量为70 kDa的热休克蛋白DnaK。

Pyrrhocoricin降低ATP酶的活力，导致DnaK重组过程受

到抑制，同时Pyrrhocoricin和drosocin均可导致DnaK蛋

白出现错误折叠[76]。 
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