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野生大黑蚁中抗菌肽类物质的分离纯化及其耐热性
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摘要：以野生大黑蚁为原料，采用索氏抽提法除脂后，经乙醇浸提法粗提，再利用透析法分离纯化，得到对细菌具有抑制作

用的抗菌肽类物质，并对该抗菌肽类物质进行氨基酸分析和耐热性检测。结果表明：分离得到的抗菌肽类物质对枯草芽胞杆

菌具有抑制作用，其抑菌圈直径为 24 mm；结合索氏抽提除脂，乙醇浸提和透析法所得到的粗提物氨基酸含量较高；蚂蚁抗菌

肽类物质表现出较高的热稳定性，80 ℃下加热 50 min后抑菌活性下降。
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Isolation，purification and heat resistance of antibacterial peptides from
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Abstract：The wild black ant Polyrhachis vicina Roger was used as raw material，which was degreased by Soxhlet
extraction. After crude extraction by ethanol，it was separated and purified by dialysis method to obtain antimicrobial pep⁃
tides with antibacterial effect. Amino acid analysis and heat resistance detection of the antimicrobial peptide substances
were performed. The results showed that the isolated antibacterial peptide had an inhibitory effect on Bacillus subtilis，and
the diameter of its bacteriostasis was 24 mm. The ant antibacterial peptide obtained by Soxhlet extraction combined with
ethanol extraction and dialysis had higher amino acid content，and showed higher thermal stability，the antibacterial activi⁃
ty decreased after heating at 80 ℃ for 50 min and more.
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0 引 言

抗菌肽是生物防御系统产生的一类对抗外源性

病原体的小分子肽类物质［1］，最早发现的抗菌肽来

自植物的硫素，试验表明它可在体外抑制细菌和真

菌的生长。较早引起人们广泛关注的抗菌肽是天蚕

素［2］，它是一种通过阴沟通杆菌及大肠杆菌的诱导，

由惜古化天蚕蛹产生的一种具有抗菌活性的多肽物
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质。在细菌、真菌、两栖类、高等植物、哺乳动物及人

类中也陆续发现多种性质类似的抗菌肽［3，4］。近年

来，国内外在抗菌肽方面的研究取得了很大进展，其

高效的抗菌活性和独特的作用机制，使其有望成为

抗生素最理想的替代品［5］。抗生素的滥用会导致耐

药性细菌的加速进化［6］，与作用于细胞壁的传统抗

生素相比，抗菌肽作用于细胞膜，不存在耐药性和变

异等问题［7］。

蚂蚁（Pheidole megacephala）属于膜翅目（Hy⁃
menoptera），蚁科（Formicidae），目前人们已经探知

的有约 11 700种，是一个数量庞大的类群。蚂蚁具

有较高的药用价值，具有明显的抗炎、护肝、平喘、镇

痛等功效，并具有一定的抗癌作用［8］。蚂蚁还具有

适世代周期短，适应能力和繁殖能力强等特点，因此

研究蚂蚁抗菌肽的分离纯化工艺对开拓蚂蚁抗菌肽

资源具有重要意义［9，10］。野生大黑蚁（Polyrhachis
vicina Roger）属于蚂蚁的一种，本实验通过对野生

大黑蚁抗菌肽的分离纯化工艺、抑菌作用以及耐热

性研究，为抗菌肽的相关研究奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料与试剂

蚂蚁材料由抚松县老家特产有限公司提供，经

自贡白蚁防治科学研究所殷建新研究员鉴定为野生

大黑蚁（Polyrhachis vicina Roger）。枯草芽胞杆菌

（Bacillus subtilis）、大肠杆菌（Escherichiacoli）、酵母

菌（Saccharomyces）由四川理工学院微生物实验室

提供。

乙醇（分析纯）、柠檬酸、柠檬酸钠（四川西陇化

工有限公司）；石油醚（成都市科龙化工试剂厂）；乙

二胺四乙酸二钠（广州市新港化工有限公司）；

MV3500透析袋（美国 Viskase公司）；MD10MM透

析 袋（截 留 分 子 量 为 4 000 D，SCIENTIFIC RE⁃
SEARCH）。

LB固体培养基、LB液体培养基、PDA固体培

养基、PDA液体培养基。

1. 2 仪器设备

202⁃1AB热恒温干燥箱，成都晟杰科技有限公

司；小型粉碎机，合肥荣事小家店有限公司；索氏抽

提器，上海垒固仪器有限公司；TG⁃16高速离心机，

南京秒尊仪器设备有限公司；RE⁃1002旋转蒸发仪，

郑州科达仪器设备有限公司；LRH⁃800F生化培养

箱，上海一恒科学仪器有限公司；DZKW⁃4电子恒温

水浴锅，北京中兴伟业仪器有限公司；日立 L⁃8900

氨基酸分析仪，日本日立公司。

1. 3 方法

1. 3. 1 粗提物的制备

称取 20 g野生大黑蚁，放入托盘中摊平，放入烘

箱，于 50 ℃下烘干至质量恒重。用小型粉碎机将其

粉碎，过 60目筛后得黑蚂蚁粉。将黑蚂蚁粉用滤纸

包好，用长镊子放入索氏抽提器中［11］，加入适量石油

醚，于 80 ℃恒温水浴中抽提 4 h，用滤纸点滴检查无

油迹为止。抽提完毕后取出滤纸包，置于通风处至石

油醚完全挥发。称取 10 g除脂后的黑蚂蚁粉按 1∶30
（m/V）加入 60%乙醇，用电动匀浆机匀浆后于 4 ℃
下浸提 24 h，滤纸过滤，将滤液于 4 ℃，7 000 r/min离
心 20 min，取上清，得黑蚂蚁粗提液。将粗提液旋转

蒸发挥去乙醇，得黑蚂蚁初提浓缩液。

1. 3. 2 黑蚂蚁粗提液的纯化

将透析袋剪成 20 cm 长的小段，放入 500 mL
2%（m/V）的碳酸氢钠溶液和 1 mmol的 EDTA溶

液中煮沸 10 min。将处理好的MV3500透析袋用蒸

馏水冲洗干净，装入适量的黑蚂蚁浓缩液，放入 pH
为 7的柠檬酸 ⁃柠檬酸钠缓冲液中进行透析，每 2 h
换一次缓冲液，重复透析 5次，透析完成后的透析液

装 入 MD10 的 透 析 袋 中 ，然 后 将 其 外 面 套 上

MV3500的透析袋，一起透析，重复上述步骤，取

MV3500和MD10型透析袋之间的截留的黑蚂蚁提

取液。

1. 3. 3 提取液抑菌活性的检测

采用牛津杯法［12］，分别以枯草芽胞杆菌、大肠杆

菌和酵母菌为受试菌。将枯草芽胞杆菌和大肠杆菌

接种至 LB固体培养基，37 ℃恒温培养箱中培养 24
h；酵母菌接种至 PDA固体培养基，30 ℃恒温培养箱

中培养 24 h，活化 2次。将明显的单菌落分别接种

于 LB液体培养基和 PDA液体培养基，分别于 37 ℃
（枯草芽胞杆菌和大肠杆菌）和 30 ℃（酵母菌）恒温

双层摇床培养 48 h。取培养完成的菌液 1 mL，加入

9 mL无菌生理盐水中，梯度稀释至每毫升 1×106

CFU。取 3种受试菌 200 μL注入到有加热融化后的

LB（枯草芽胞杆菌和大肠杆菌）和 PDA（酵母菌）培

养基的平皿中［13］，混匀，凝结后放上牛津杯，牛津杯

内加入 100 μL的黑蚂蚁提取液，分别置于 37 ℃（枯

草芽胞杆菌和大肠杆菌）和 30 ℃（酵母菌）下恒温培

养 24 h，观察抑菌效果，测量抑菌圈直径。以 75%
酒精为阳性对照，实验重复 3次，计算平均值。

1. 3. 4 提取液耐热性检测

① 不同温度加热 30 min
取相同浓度的黑蚂蚁提取液，分别于 60、80和 100 ℃恒温水浴锅中加热 30 min，对枯草芽胞杆菌进

·· 537



李仁奇 等：野生大黑蚁中抗菌肽类物质的分离纯化及其耐热性的研究

行抑菌实验，观察抑菌圈直径变化。以未加热的黑

蚂蚁提取液为对照，实验重复 3次，计算平均值。

② 80 ℃下加热不同时间

研究表明，高温条件，对抗菌肽活性有影响［7，8］，

取相同浓度的黑蚂蚁提取液，于 80 ℃恒温水浴锅中

分别加热 50、70、90 min，对枯草芽胞杆菌进行抑菌

实验，观察抑菌圈直径变化。以未加热的黑蚂蚁提

取液为对照，实验重复 3次，计算平均值。

1. 3. 5 总氨基酸分析

样品的前处理：取 3 mL黑蚂蚁提取液样品于

25 mL 的水解管中，加入 3 mL 浓盐酸和 4 mL 6
mol/L盐酸，滴入苯酚，并在冷冻条件下用高纯氮充

分置换空气后用酒精喷灯封管。将封管后水解管置

于恒温箱内，在 110 ℃条件下恒温水解 22 h，冷却至

室温后开管并转移至 100 mL容量瓶中，定容至 100
mL后均匀混合，用移液枪取 1 mL于安培瓶中。将

安培瓶置于真空干燥箱中，58 ℃条件下真空干燥，

完全干燥后再加入 1 mL纯净水再次真空干燥直至

溶液完全挥发。向干燥后的样品中加入 pH 2. 2的
柠檬酸钠缓冲溶液 1 mL，充分震荡摇匀后用带过滤

头（过滤头膜孔径为 0. 22 μm）的一次性针管移取至

自动进样瓶在氨基酸分析仪中进行分析。

2 结果与分析

2. 1 提取液中抗菌肽类物质的抑菌效果

抗菌肽类物质分子量一般为 2 000到 7 000左

右［1］，对提取物经透析后，可初步确定 MV3500和
MD10型透析袋之间的截留的黑蚂蚁提取液含有抗

菌肽类物质。通过抑菌实验可见，黑蚂蚁提取液对

枯草芽胞杆菌（革兰氏阳性菌）有明显的抑菌圈（图

1），抑菌圈平均直径为（24. 0±0. 5）mm（表 1），而对

大肠杆菌（革兰氏阴性菌）和酵母菌（真菌）均无明显

抑菌圈，阳性对照 75%酒精抑菌圈直径为（12. 0±
0. 5）mm。黑蚂蚁提取液的抑菌作用，表明本试验

方法成功分离出了对革兰氏阳性菌枯草芽胞杆菌有

抑菌效果的抗菌肽类物质。

2. 2 黑蚂蚁抗菌肽类物质耐热性

不同温度下加热 30 min后对黑蚂蚁抗菌肽类物

质抑菌活性无显著差异（图 2），说明黑蚂蚁抗菌肽

类物质在短时间加热后其抗菌活性没有受到明显影

响，表明其有耐热性。由图 3可见，在 80 ℃下分别加

热不同时间，与 30 min相比，加热 50 min后黑蚂蚁

抗菌肽类物质活性显著下降，可见随着加热时间的

增加，黑蚂蚁抗菌肽类物质的活性会明显下降。

2. 3 黑蚂蚁抗菌肽类物质的氨基酸分析

利用氨基酸分析仪对黑蚂蚁抗菌肽类物质提

取液进行分析，结果如图 4。由图 4和表 2可见，黑

蚂蚁抗菌肽类物质氨基酸含量较高的种类依次为

表 1 黑蚂蚁抗菌肽类物质的抑菌活性

Table 1 Antibacterial activity of antimicrobial peptides
from black ants

/mm

实验组

1
2
3

抑菌圈直径

枯草芽胞杆菌

B. subtilis

24
24
25

大肠杆菌

E. coli

─
─
─

酵母菌

S. cerevisiae

─
─
─

注：“─”无抑菌效果

Note："—"no bacteriostatic effect

图 1 黑蚂蚁抗菌肽类物质提取物对枯草芽胞杆菌（A）、大肠杆菌（B）和酵母菌（C）的抑菌效果

Fig. 1 Antibacterial effect of ant antibacterial peptide on Bacillus subtilis（A），Escherichia coli（B）and Saccharomyces（C）
注：1和 2为阳性对照；3. 蚂蚁抗菌肽类物质

Note：1 and 2 are positive controls；3. ant antibacterial peptide extract

·· 538



生物资源

谷 氨 酸（Glu） 561. 2 mg/L，赖 氨 酸（Lys） 410. 6
mg/L，天冬氨酸（Asp）396. 0 mg/L，脯氨酸（Pro）
324. 4 mg/L，精氨酸（Arg）310. 7 mg/L，其它氨基

酸含量较低。

3 讨 论

滥用抗生素所造成的致病菌的进化加速，造成

了耐药菌的大量出现，使得抑制变异菌传播的新药

物的研发迫在眉睫。抗菌肽具有广谱抑菌效果［14］，

且不产生耐药性［15］，有望成为抗生素最佳的替代品，

应用前景广阔。

昆虫由于其机体的免疫功能，是丰富的抗菌肽

资源库［16］，而国内外从蚂蚁中提取抗菌肽的研究并

不多，并且尚未有对抗菌肽纯化鉴定序列的相关研

究。国内苏翔［8］利用层析法从蚂蚁中分离得到过抗

菌肽类物质；国外有科学家从蚂蚁毒液［17］，蚂蚁旋毛

图 2 不同温度加热 30 min对黑蚂蚁抗菌肽类物质抑菌活

性的影响

Fig. 2 Heating effects at different temperatures for 30
min on the antibacterial activity of dark ant antibacterial

peptides

图 3 80 ℃下加热不同时间对黑蚂蚁抗菌肽类物质抑菌活

性的影响

Fig. 3 Heating effect at 80 °C for different time on anti⁃
bacterial activity of dark ant antibacterial peptide

注：* P<0. 05，与不加热对照比较，有显著差异

Note：* P<0. 05，a significant difference compared with the
unheated control

表 2 黑蚂蚁抗菌肽类物质的氨基酸分析结果

Table 2 Amino acid analysis results of dark ant antibacterial peptide

数目

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

简称

Asp
Thr
Ser
Glu
Gly
Ala
Cys
Val
Met
Ile
Leu
Tyr
Phe
Lys
His
Arg
Pro

中文名称

天冬氨酸

苏氨酸

丝氨酸

谷氨酸

甘氨酸

丙氨酸

半胱氨酸

缬氨酸

甲硫氨酸/蛋氨酸

异亮氨酸

亮氨酸

络氨酸

苯丙氨酸

赖氨酸

组氨酸

精氨酸

脯氨酸

氨基酸浓度

（mg ·L－1）

396.0
199.9
200.6
561.2
281.3
239.3
19.0
221.1
36.1
232.7
269.2
164.6
126.4
410.6
141.0
310.7
324.4
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虫［18］中分离出抗菌肽。总的来说，目前抗菌肽的提

取与相关作用机理还在研究阶段，提取工艺繁杂且

产量甚微，难以大规模生产，从而限制了抗菌肽的广

泛应用。本文采用多层透析提取方法，通过对分子

量的限定能够很好地分离抗菌肽类物质，具有方便

快捷，成本低的特点；对蚂蚁抗菌肽耐热性的进一步

研究，拓展了其实际应用范围，对以后工厂化生产工

艺方面提供了有利的材料。虽然本实验筛选的抗菌

肽表现出对革兰氏阳性菌的抑菌效果，但是否为单

一种类的革兰氏阳性抗菌肽，还是多种革兰氏阳性

抗菌肽，在抗菌肽的靶向性问题上还有待进一步研

究；另外，虽然通过多层透析方法能够稳定得到分子

量在特定区间的抗菌肽类物质，便于节约时间、成本

以及推广，然而由于抗菌肽的序列信息还未确定，故

其分子量序列信息等理化性质仍有待进一步验证。
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