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条斑紫菜蛋白酶解多肽的抑菌活性* 
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摘要    以条斑紫菜为原料，分别提取水溶、酸溶、碱溶、盐溶性蛋白质，并用 6 种蛋白酶酶解，将所

得 24 种酶解物采用琼脂孔穴扩散法对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、四联微球菌(Micrococcus 

tetragenus)、枯草杆菌(Bacillus subtilis)以及大肠杆菌(Escherichia coli) 4 种菌进行抑菌活性测定。结果显

示，水溶性胃蛋白酶酶解物的抑菌活性最优。将水溶性蛋白质经硫酸铵沉淀以及超滤分级，比较不同饱

和度硫酸铵沉淀所得蛋白质酶解物以及不同分子量多肽的抑菌效果。结果显示，水溶性蛋白在硫酸铵饱

和度为 40%、50%时沉淀所得蛋白的胃蛋白酶酶解物中，相对分子质量小于 5 kDa 的级分抑菌效果最为

明显。此外，对该级分进行了抑菌活性影响因素的初步研究，结果表明该级分热稳定性以及酸碱稳定性

均较好，有望开发为天然的食品防腐剂。 
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紫菜(Porphyra)属红藻门(Rhodophyta)、红毛菜科

(Bangiacea)，广泛分布于从寒带到亚热带的潮间带水

域(Niwa et al, 2009)。条斑紫菜(Porphyra yezoensis)

是我国重要的经济海藻之一。研究表明，条斑紫菜主

要成分是蛋白质(含量高达 36.31%)和多糖(冯琛等 , 

2004; 范晓等, 1993; 高淑清等, 2004)。目前，国内外

有关紫菜营养与活性功能的研究主要集中在紫菜多

糖，对于紫菜蛋白的关注相对较少(朱晓君等, 2008; 

闫建忠等, 2005; 刘青梅等, 2005)。 

随着致病菌抗药性问题日益突出，寻找全新类

型的抗生素是解决抗药性问题的一条有效途径。由

于目前已发现的抗菌肽存在资源有限、活性不足或

合成成本高等问题(刘石宝等 , 2011; Li et al, 2013)，

部分抗菌肽具有抵抗胰蛋白酶或胃蛋白酶水解的能

力(刘静等, 2006)，由特定酶降解蛋白质已明确成为

生物活性肽的来源(Hend et al, 2012)。目前，国内外

对条斑紫菜的加工还主要停留在初加工上，亟待进行

高值化利用。本研究拟从条斑紫菜中提取不同溶解性

蛋白质，并在初步纯化的基础上，进行酶解多肽的抑

菌活性筛选及其影响因素研究，为条斑紫菜蛋白作为

食品防腐剂的新来源提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

条斑紫菜购自江苏连云港，供试菌种：金黄色葡萄

球菌(Staphylococcus aureus)、四联微球菌(Micrococcus 

tetragenus)、枯草杆菌(Bacillus subtilis)以及大肠杆菌

(Escherichia coli)均由青岛大学生命科学学院微生物

学实验室提供。胃蛋白酶为 Solarbio 产品，活力单位

为 800–2500 U/mg。 

1.2  主要仪器与设备 

DXF-10A 型多功能摇摆式粉碎机(广州市大祥电

子机械设备有限公司)、JY92-II 超声波细胞粉碎机(宁

波新芝科器研究所 )、GL-20G-II 高速冷冻离心机

(Hitachi)、Labscale 小型切向流超滤系统(Millipore)、

Sartorius PB-10(赛多利斯科学仪器有限公司，北京)、

真空冷冻干燥机(丹麦 Scanlaf 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  条斑紫菜预处理    将干紫菜用粉碎机粉碎

后过 40 目筛、密封，4℃避光保存。 
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1.3.2  条斑紫菜蛋白粗提液制备    准确称取一定

量的紫菜粉，按 1: 50(w/w)加入蒸馏水，溶胀 1−2 d，

−20℃、4℃反复冻融两次，机械搅拌，超声波破碎后

高速冷冻离心 15 min，上清液即为水溶性蛋白粗提

液；沉淀物加入适量 0.1 mol/L NaCl 溶液，搅拌 10 min

后离心，上清液即为盐溶性蛋白粗提液。按照相同方

法依次提取酸溶性和碱溶性蛋白粗提液。各蛋白质粗

提液分别以 20%−80%饱和度硫酸铵沉淀其中蛋白

质，过滤，将沉淀透析除去硫酸铵，冻干得 4 种目的

蛋白。 

1.3.3  条斑紫菜蛋白酶解多肽抑菌活性初筛    准

确称取等量 4 种条斑紫菜蛋白，分别溶于等体积不同

pH 磷酸盐缓冲液中，80℃水浴 10 min 以破坏蛋白质

的空间结构，使其变得松散易于酶切 (刘石宝等 , 

2011)。分别用胃蛋白酶、木瓜蛋白酶、中性蛋白酶、

胰蛋白酶、酸性蛋白酶和复合蛋白酶在各自最适的酶

解条件下(表 1)酶解 3 h，采用琼脂孔穴扩散法分别将

酶解物进行抑菌活性测定，筛选出最佳指示菌和具最

佳抗菌活性酶解物对应蛋白质和蛋白酶。 

 
表 1  6 种蛋白酶最适反应条件 

Tab.1  The best reaction conditions of the six proteases 

酶 Enzymes 
胰蛋白酶 
Trypsin 

胃蛋白酶
Pepsin 

复合蛋白酶 
Compound protease

中性蛋白酶 
Neutral protease

木瓜蛋白酶 
Papain 

酸性蛋白酶 
Acid protease

pH 8.1 1.8 6.0 6.5 6.5 2.5−3.5 

温度 Temperature(℃) 50 37 55 50 55 40−50 

反应时间 Reaction time(h) 3 3 3 3 3 3 

 
1.3.4  硫酸铵盐析分级和活性筛选    条斑紫菜蛋

白质的硫酸铵盐析分级方法参照张龙翔等(1997)进

行。将上述筛选出的条斑紫菜蛋白质溶液进行硫酸铵

分级沉淀(硫酸铵饱和度分别为 20%、30%、40%、

50%、60%、70%、80%)，4℃静置过夜，离心得沉淀。

将蛋白沉淀再经透析除盐，制成冻干粉。取适量分别

酶解后进行抑菌活性测定，筛选出最佳抑菌活性酶解

多肽对应的分级蛋白质。 

1.3.5  超滤分级和活性筛选    采用 Labscale 小型切

向流超滤系统(Labscale TFF System)对上述分级蛋白质

的酶解液进行超滤，按相对分子质量<5 kDa、5−10 kDa、

10−50 kDa、50−100 kDa 和>100 kDa 分级，将各相对

分子质量段酶解多肽液冷冻干燥得冻干粉，筛选出对

指示菌的抑菌活性最强的肽段(抗菌多肽)。 

1.4  条斑紫菜抗菌多肽抑菌活性 

1.4.1  不同温度处理对条斑紫菜蛋白抗菌多肽抑菌

效果的影响    将浓度为 50 mg/ml 的条斑紫菜抗菌

多肽液分别放入 10、30、50、70、90 和 100℃的恒

温水浴中处理 30 min，以室温 18℃为对照，处理后

立即冷却到 4℃，10000 r /min 离心 20 min，取上清

液，采用琼脂孔穴扩散法测定不同温度处理后对金黄

色葡萄球菌的抑制作用。每个样品设 3 个平行实验，

结果取平均值。 

1.4.2  不同 pH 对条斑紫菜蛋白抗菌多肽抑菌效果的

影响    将浓度为 50 mg/ml 的多肽溶液分别调节 pH

至 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0，

采用琼脂孔穴扩散法测定不同 pH 处理后对金黄色葡

萄球菌的抑制作用。每个样品设 3 个平行实验，结果

取平均值。 

1.4.3  条斑紫菜蛋白抗菌多肽液浓度对抑菌效果的影

响    多肽液初始浓度为 80 mg/ml，采用二倍稀释法

依次稀释(冯自立等, 2014)，至最小浓度为 10 mg/ml，

采用琼脂孔穴扩散法测定抑菌活性，37℃恒温培养。

设平行 3 个平行实验，结果取平均值。 

2  结果与分析 

2.1  条斑紫菜中不同溶解性蛋白质酶解物的抑菌活性 

条斑紫菜中蛋白质种类很多。本研究将原料经超

声波处理后，依次用水、盐、酸和碱溶液提取，对金

黄色葡萄球菌、四联微球菌、枯草杆菌以及大肠杆菌

4 种实验细菌的抑制结果见图 1−图 4。不同溶解性蛋

白质采用不同蛋白酶酶解所得酶解多肽液对 4 种受

试菌均有一定的抑制作用，但以胃蛋白酶酶解水溶性

蛋白所得多肽液对金黄色葡萄球菌的抑菌效果最为

明显。因此，后续实验选取胃蛋白酶作为水解酶，金

黄色葡萄球菌作为指示菌，对条斑紫菜水溶性蛋白进

行初步纯化及其酶解多肽进行分级和活性影响因素

研究。 

2.2  硫酸铵盐析分级及抑菌活性筛选结果 

不同饱和度中性盐对同一种蛋白质具有不同的

盐析效果。条斑紫菜水溶性蛋白质硫酸铵盐析结果如 
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图 1  水溶性蛋白酶解多肽抑菌效果 
Fig.1  The antibacterial effects of peptides from water-soluble proteins 

 

 
 

图 2  盐溶性蛋白酶解多肽抑菌效果 
Fig.2  The antibacterial effects of peptides from salt-soluble proteins 

 

 
 

图 3  酸溶性蛋白酶解多肽抑菌效果 
Fig.3  The antibacterial effects of peptides from acid-soluble proteins 

 
图 5 所示。由图 5 可以看出，不同硫酸铵饱和度下盐

析分级所得条斑紫菜水溶性蛋白以胃蛋白酶水解所

对应的酶解液抑菌活性差别较大，以硫酸铵饱和度分

别为 40%、50%沉淀所得水溶性蛋白酶解物抑菌效果

最好，二者差别不明显；而当硫酸铵饱和度继续增大

至 60%以上或减小至 30%以下时，抑菌活性呈迅速下

降趋势。因而硫酸铵饱和度是影响酶解物抑菌活性的

重要因素。后续将就硫酸铵饱和度为 40%、50%获得 
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图 4  碱溶性蛋白酶解多肽抑菌效果 
Fig.4  The antibacterial effects of peptides from alkali-soluble proteins 

 
的水溶性蛋白酶解物进行分子量分级和活性影响因

素研究。 

2.3  酶解物的超滤分级以及不同级分酶解多肽的抑

菌活性测定结果 

将条斑紫菜水溶性蛋白质胃蛋白酶酶解物超滤

分成如下 5 个级分，分别为级分 I (Mr＜5 kDa)、级分

II (5 kDa<Mr<10 kDa)、级分 III (10 kDa＜Mr<50 

kDa)、级分 IV(50 kDa＜Mr<100 kDa)和级分 V (Mr＞

100 kDa)。它们对金黄色葡萄球菌的抑菌效果见表 2。

由表 2 可见，上述 5 个级分对金黄色葡萄球菌均有较

强抑制活性，且抑菌圈直径均在 12 mm 以上。其中，

级分 I (Mr＜5 kDa)的抑菌圈直径最大(18.70 mm)，其

活性优于其他级分，该级分即为条斑紫菜抗菌多肽；

抑菌活性随分子量的增大而减小，这与关于抗菌肽分

子量大小与抗菌活性的文献报道结果一致(Bulet et al, 

2004; Reddy et al, 2004)。以下就级分 I 作为抗菌多肽

进行活性影响因素研究。 

2.4  条斑紫菜抗菌多肽活性的影响因素 

2.4.1  温度的影响    不同温度处理对抑菌活性的影

响结果如图 6 所示，从图 6 可以看出，在 10–100℃温

度范围内处理 30 min 对抗菌多肽的抑菌效果无明显

影响。推测这可能是因为抗菌多肽为小分子，不具备

蛋白质复杂的空间结构，因而不容易受到热效应对其

结构的影响，亦即该抗菌多肽的热稳定性较好，与刘

蕾等(2011)报道结果相近。 

2.4.2  pH 的影响    介质 pH 值对抗菌多肽抑菌活

性的影响见图 7。由图 7 可见，在介质 pH 3–6 及 pH 

10–11 范围内，条斑紫菜抗菌多肽均保持最高活性(抑

菌圈直径大于 14 mm)。这种现象可以用 Hancock 等

(1997)的研究结果加以解释，即有些抗菌肽对较大的

离子强度和较低及较高的 pH 都具有较强的抗性。但 

 
 

图 5  不同硫酸铵饱和度所得蛋白酶解多肽抑菌效果 
Fig.5  Effects of different ammonium sulfate saturation on 

the antibacterial activity of protein hydrolysates 

 
表 2  各分级级分对金黄色葡萄球菌的抑菌活性 

Tab.2  The antimicrobial activity of polypeptides with 
different molecular-weight to S.aureu 

级分 Fraction I II III IV V

抑菌圈直径 
Inhibitory zone diameter (mm) 

18.70 17.75 15.75 14.95 12.14

 

 
 

图 6  处理温度对条斑紫菜抗菌多肽抑菌活性的影响 
Fig.6  Effects of temperature on the antimicrobial activity of 

polypeptides to S.aureus 
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图 7  不同介质 pH 对抗菌多肽抑菌活性的影响 
Fig.7  Effects of different pH values on the antimicrobial 

activity of polypeptides to S.aureus 

 
是，值得注意的是，当介质 pH 在 7.0–9.0 亦即中性

偏碱范围内则未发现抑菌活性。近几年研究表明，抗

菌肽等电点一般大于 7 (冯兴军等 , 2006; 刘琳等 , 

2008)，多肽处于等电点时，所带净电荷为零，溶解

度最小(郑集等, 2007)。因此，可以推测条斑紫菜抗

菌多肽等电点应在 pH 7.0–9.0 之间。 

2.4.3  条斑紫菜抗菌多肽浓度对金黄色葡萄球菌抑菌活

性的影响    浓度分别为 10.0、20.0、40.0、80.0 和

100.0 mg/ml 的条斑紫菜抗菌多肽对金黄色葡萄球菌

的抑菌活性结果见图 8。从图 8 可以看出，随着多肽浓

度的增加，其抑菌圈直径逐渐增大(从 6.0 mm 增加至

20.5 mm)，表明其抑菌活性与浓度呈现量效依赖关系。 
 

 
 

图 8  不同浓度抗菌多肽对金黄色葡萄球菌的抑菌活性 
Fig.8  The antimicrobial activity of polypeptides at different 

concentration to S.aureus 
 

3  结论 

本研究首先提取条斑紫菜不同溶解性蛋白质并

进行硫酸铵分级沉淀，再经酶解、超滤分级得到对金

黄色葡萄球菌具有最佳抑制活性的抗菌多肽级分(分

子量小于 5 kDa)。对其进行的抑菌活性影响因素研究

结果表明，条斑紫菜抗菌多肽热稳定性好，100℃以

下处理 30 min 其抑菌活性无变化；在介质 pH 3–6 及 pH 

10–11 范围内稳定性好；其抑菌活性在 10–100 mg/ml

浓度范围内呈现量效依赖关系。 

上述研究结果为今后条斑紫菜抗菌多肽的进一

步纯化，进而明确其氨基酸序列提供了基础。同时，关

于条斑紫菜抗菌多肽的抑菌机理的研究也有待进行。 
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The Antibacterial Activity of Peptides From Porphyra yezoensis 

SONG Huiping, YU Jia, LI Shan, WEI Yuxi①, WANG Wenxiu, XU Lina, HAN Dan 
(College of Life Sciences, Qingdao University, Qingdao  266071) 

Abstract    Enriched in proteins and with similar amino acid compositions to the terrestrial vegetables, 

Porphyra has become an important economic marine algae with high nutritional and medical values in 

China. In order to obtain peptides holding antibacterial activity, Porphyra yezoensis was utilized as raw 

material and water, NaCl, HCl and NaOH were used as the solvents. Water-dissolved, salt-dissolved, 

acid-dissolved and alkaline-dissolved proteins were prepared by the extraction, ammonium sulfate 

salting-out, dialysis and freeze-drying, respectively. The four types of proteins were hydrolyzed 

respectively by pepsin, papain, neutral protease, trypsin, acid protease and compound protease under the 

optimum conditions for each enzyme. Twenty-four hydrolysates were selected to evaluate the antibacterial 

activity to Staphylococcus aureus, Micrococcus tetragenus, Bacillus subtilis and Escherichia coli that 

were used as the indicator bacteria. Moreover, the proteins were divided into 7 portions by fractional 

precipitation with different saturation degree of ammonium sulfate; and their hydrolysates were fractioned 

to peptide fragments with different molecular weights by ultrafiltration. The best antibacterial peptides 

were evaluated by comparing the inhibitory effects of hydrolysates to the indicator bacteria. The result 

showed that the zymolyte of water-soluble proteins hydrolyzed by pepsin presented the strongest 

antibacterial activity. Thus, antimicrobial peptides were achieved via fraction precipitation by ammonium 

sulfate for the proteins, ultrafiltration for their zymolyte, and the ammonium sulfate saturation at 

40%−50%, and the range of molecular-weight was less than 5 kDa. In addition, factors (such as 

temperature, medium pH and antimicrobial peptides concentration) that affect the antibacterial activities 

were also studied. The results indicated that the antimicrobial peptides from Porphyra yezoensis 

possessed good thermal and acid-base stability, which may be candidate for a safe food preservative. 

Key words    Porphyra yezoensis; Antibacterial peptide; Staphylococcus aureus; Antibacterial activity 
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