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蛙类皮肤分泌物中小分子多肽的活性研究

罗  迅 1，张业涛 1，安乐乐 1,2，杨海红 1，赵永清 1,2*

（1. 西北民族大学生命科学与工程学院，兰州 730100；2. 西北民族大学生物医学研究中心，兰州 730100）

摘 要：目的 探究西北地区四种蛙类（花背蟾蜍、中国林蛙、中华大蟾蜍、非洲爪蟾）皮肤分泌物中小分子

多肽的抗菌活性，评估其对病原菌及 huh7 癌细胞的抑制作用，挖掘其抗菌、抑癌潜力及分子机制。方法 通过

物理刺激法收集皮肤分泌物，经高效液相色谱分离鉴定抗菌肽成分，优化试验条件，采用纸片扩散法检测其对

七种病原菌的抑菌活性，并利用 CCK–8 试剂盒评估其对 huh7 细胞的增殖抑制作用。结果 中华大蟾蜍皮肤分

泌物中抗菌肽种类最丰富（15 种），对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌等五种病原菌的抑菌圈直径均超 20 mm，

显著优于其他蛙类；其对 huh7 细胞的抑制效果亦最强，100 μg/mL 浓度下细胞凋亡率显著上升。花背蟾蜍次之，

而中国林蛙和非洲爪蟾效果较弱。结论 不同蛙类皮肤分泌物中抗菌肽在成分、抗菌及抑癌活性上存在显著差

异，中华大蟾蜍抗菌肽展现出最强潜力，为新型抗菌、抗癌药物研发提供了重要分子资源及理论依据。
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0  引  言

两栖类动物长期生活在潮湿环境中，其裸露的皮肤在

进化过程中形成了独特的防御机制，以抵御病原微生物的

入侵。皮肤分泌物作为这一机制的重要组成部分，富含生

物胺及活性抗菌多肽，是生物胺与抗菌肽的巨大储库。抗

菌肽作为生物免疫系统产生的多肽类物质，具有广谱的抗

菌、抗真菌、抗病毒及抗肿瘤活性，已成为当前抗病原微

生物药物研究的热点 [1-4]。本研究聚焦于西北地区不同蛙

类（花背蟾蜍、中国林蛙、中华大蟾蜍及非洲爪蟾）的皮肤

分泌物，旨在探讨其小分子多肽的抗菌肽活性及其对病原

菌和癌细胞生长的影响。通过高效液相色谱法（HPLC）分

离鉴定蛙类皮肤分泌物中的抗菌肽成分，并采用纸片扩散

法和细胞活力检测法评估其抑菌及抑癌活性。本研究不仅

有助于揭示蛙类皮肤分泌物中抗菌肽的多样性及其生理适

应性差异，更为新型抗菌、抗癌药物的研发提供了重要的

分子资源和理论依据。

1  材料与方法

1.1  实验动物及材料

实验动物采集于西北兰州地区，包括花背蟾蜍、中国

林蛙、中华大蟾蜍及非洲爪蟾（实验室自有饲养动物），

huh7 细胞为西北民族大学生物医学研究中心提供细胞株；

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、地衣杆菌、沙门氏菌、绿脓

杆菌、葵肠杆菌、枯草芽孢杆菌 [5]。

1.2  主要试剂与器材

高效液相色谱仪、酶标仪、灭菌锅、细胞培养箱、

空冷冻干燥机、摇床、恒温培养箱、乙醚、去甲肾上腺

素、三氟乙酸、乙腈、营养肉汤、营养琼脂、CCK–8 试

剂盒（塞维尔生物科技有限公司），活细胞动态观测仪。

1.3  方法

1.3.1 蛙类皮肤分泌物的收集

采用两种方法诱导皮肤分泌物分泌：①背部淋巴囊注

射去甲肾上腺素（0.1 mg/g 体重）；②乙醚蒸气刺激（将蛙

置于含乙醚的密闭容器中 5 min）。后续采用浓度为 0.05%

的三氟乙酸溶解分泌物，离心后取上清液，再进行真空冷

冻干燥获得其干粉，−20 ℃ 保存待用。

1.3.2 抗菌肽的成分检测

用含 0.05% 三氟乙酸（TFA）的去离子水按 1 mg/mL

的比例对四种抗菌肽的冻干粉进行稀释，搅拌 30 min 充

分溶解后离心（4 ℃，10000 × g，20 min），收集上清液用

0.22 μm 的滤膜过滤，准备检测抗菌肽中的有效成分 [6]。

采用反相高效液相色谱法（RP-HPLC），经过试验条件
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优化，选用 C18 色谱柱，乙腈为流动相进行洗脱，采用乙

腈 – 水 – 三氟乙酸作为洗脱系统，实施 4% 到 70% 的梯度

洗脱，流速控制在 1 mL/min，收集 214 nm 下的洗脱峰，

获得小分子多肽的组分。

1.3.3 抗菌肽对抑菌活性研究

采用纸片扩散法，以大肠杆菌、地衣杆菌、金黄色葡

萄球菌、枯草芽孢杆菌、葵肠杆菌、绿脓杆菌和沙门氏菌

七种常见病原菌为对象开展抑菌实验。将 0.22 μm 滤膜过

滤好的抗菌肽溶液，稀释至同等浓度 1 mg/mL。制作抗菌

肽试纸：将滤纸剪成小圆片（直径 10 mm），在低温下浸

泡于不同蛙类获得的抗菌肽溶液中 24 h（对照为无菌水浸

泡的滤纸）[7-9]。病原菌的培养：选取大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌、沙门氏菌等七种病原菌株在 37 ℃ 下进行振荡培

养，并观测其生长状况。抑菌试验：不同菌株的菌液涂布

于营养琼脂培养基上，并在中央贴上已经浸泡了多肽 12 h

的滤纸片，同时以无菌水滤纸片作为对照，同时进行培

养。分别观测 24 h 的抑菌圈情况。

1.3.4 抗菌肽对 Hela 细胞生长活力的影响研究

取传代好的 huh7 细胞，放置于二氧化碳培养箱中

在 37 ℃ 下进行培养，二氧化碳浓度为 5%，观测其 12、

24、48 h 细胞生长状态和活力进行记录。

huh7 细胞正常传代，当细胞汇合率达到 90% 时加入

胰酶消化细胞，用血球计数器在显微镜下进行计数，将细

胞密度调整至 2 × 104/100 μL 接种 100 μL 于 96 孔板培养

过夜之后， 加入 6 种不同浓度的四种不同种类多肽使其

终浓度为 200、100、50、25、12.5、6.25 μg/mL，放置于

37 ℃ 培养箱中继续孵育，每组设 5 个复孔，并设立空白

对照组，多肽分别作用于 huh7 细胞 12、24 h 和 48 h 后向

96 孔板中每孔分别加入 10 μL CCK–8 溶液。

酶标仪 450 nm 处检测各孔吸光值（OD），记录结果，

求其平均值，同时计算细胞生长增殖率（%）。细胞相对活

力（%）= 加药组平均 A 值 / 对照组平均 A 值 × 100%[10]。

2  结果与分析

2.1  四种不同抗菌肽的成分检测

结果显示，中华大蟾蜍皮肤分泌物中检测到 15 种有

效抗菌肽成分，非洲爪蟾有 8 种，花背蟾蜍有 12 种，而

中国林蛙则有 7 种。这些成分的存在不仅丰富了蛙类皮肤

分泌物中抗菌肽的多样性，也为后续研究提供了丰富的物

质基础。通过对比不同蛙类抗菌肽的种类和数量，可以初

步推测它们在进化过程中可能形成了各自独特的防御机

制，以适应不同的生存环境。

2.2  抗菌肽对七种病原菌的抑制效果

实验表明，不同蛙类皮肤分泌物抗菌肽对七种病原菌

抑制作用有别。中华大蟾蜍皮肤分泌物抗菌肽对金黄色葡

萄球菌、枯草芽孢杆菌等五种病原菌抑制效果突出，抑菌

圈直径超 20 mm；非洲爪蟾皮肤分泌物抗菌肽对枯草芽孢

杆菌、绿脓杆菌、沙门氏菌抑制作用较明显；花背蟾蜍和

中国林蛙皮肤分泌物抗菌肽虽对部分病原菌有抑制作用，

但整体效果稍弱。表 1 详细列出了不同蛙类皮肤分泌物多

肽对七种病原菌生长抑制的抑菌圈直径数据。通过对比分

析，可以进一步确认中华大蟾蜍皮肤分泌物中的抗菌肽在

抗菌活性方面具有显著优势。这些结果不仅揭示了不同蛙

类皮肤分泌物中抗菌肽种类的差异，也反映了物种间在遗

传生理适应性上的差异。

表 1 不同蛙类皮肤分泌物多肽对七种病原菌生长抑制抑菌圈的直径

不同蛙种类 大肠杆菌 /mm 地衣杆菌 /mm 金黄色葡萄球菌 /mm 枯草芽孢杆菌 /mm 葵肠杆菌 /mm 绿脓杆菌 /mm 沙门氏菌 /mm

中华大蟾蜍 17.59±0.73 15.42±2.48 23.24±3.98 22.22±0.94 27.24±1.98 21.94±1.34 19.22±0.94

非洲爪蟾 12.2±2.51 11.21±5.23 14.09±1.28 22.69±3.08 13.09±1.28 22.98±2.15 23.69±3.08

花背蟾蜍 11.13±1.23 10.25±3.04 11.09±0.66 16±1.73 12.09±0.66 11.69±0.72 13±1.73

中国林蛙 13.19±0.31 19.3±1.32 12.06±1.91 25.37±2.11 22.86±1.91 20.94±2.18 11.37±2.11

2.3  抑癌活性的测定

实验结果显示，随着抗菌肽浓度的增加，huh7 细胞的

凋亡率显著上升。在 12 h 实验中，中华大蟾蜍和花背蟾

蜍皮肤分泌物中的抗菌肽对 huh7 细胞的抑制效果尤为显

著。随着作用时间的延长（24 h 和 48 h），这种抑制效果更

加明显。特别是中华大蟾蜍皮肤分泌物中的抗菌肽，在较

高浓度下几乎完全抑制了 huh7 细胞的生长。

通过显微镜观察发现，中华大蟾蜍和花背蟾蜍来源的

小分子多肽（100 μg/mL）显著抑制了 huh7 细胞的生长，细

胞数量减少，并呈现死亡特征（如体积缩小、细胞碎片增

多）。相比之下，中国林蛙和非洲爪蟾皮肤分泌物中的抗

菌肽虽然也对 huh7 细胞有一定的抑制作用，但效果相对

较弱。这些结果表明，不同蛙类皮肤分泌物中的抗菌肽在

抑癌活性方面存在显著差异。

2.4  四种小分子多肽对 Huh7 细胞的影响

综合以上实验结果，可以初步探讨抗菌肽成分与其抗

菌、抑癌活性之间的关系。首先，从成分种类来看，中华

大蟾蜍皮肤分泌物中抗菌肽的种类最为丰富，这可能与其
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在进化过程中形成的独特防御机制有关。丰富的抗菌肽

种类为中华大蟾蜍提供了更广泛的抗菌谱和更强的抗菌

能力。

其次，从抗菌活性来看，中华大蟾蜍皮肤分泌物中的

抗菌肽对多种病原菌均表现出显著的抑制作用，这与其抗

菌肽成分的多样性和复杂性密切相关。不同种类的抗菌肽

可能通过不同的作用机制来抑制病原菌的生长和繁殖，从

而形成协同作用，提高整体的抗菌效果。

最后，从抑癌活性来看，中华大蟾蜍皮肤分泌物中的

抗菌肽对 huh7 细胞具有最强的抑制潜力。这可能与抗菌

肽成分中的某些特定结构或功能域有关。这些结构或功能

域可能通过与癌细胞表面的特定受体结合，触发细胞内的

信号传导途径，导致癌细胞凋亡或生长抑制。然而，需要

注意的是，抗菌肽成分与其活性之间的关系并非简单的线

性关系。不同种类的抗菌肽可能具有不同的作用机制和靶

点，因此其活性也会受到多种因素的影响。

3  讨论与结论

本研究聚焦于西北地区四种蛙类（花背蟾蜍、中国林

蛙、中华大蟾蜍、非洲爪蟾）皮肤分泌物中小分子多肽的

抗菌及抑癌活性，通过高效液相色谱分离鉴定抗菌肽成

分，并采用纸片扩散法和 CCK–8 试剂盒评估其对病原

菌及 huh7 细胞的抑制作用。研究结果显示，不同蛙类皮

肤分泌物中抗菌肽在成分、抗菌及抑癌活性上存在显著

差异。

中华大蟾蜍皮肤分泌物中抗菌肽种类最为丰富，达到

15 种，对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌等五种病原菌的

抑菌圈直径均超过 20 mm，显著优于其他蛙类。同时，其

对 huh7 细胞的抑制效果亦最强，在 100 μg/mL 浓度下细

胞凋亡率显著上升。花背蟾蜍次之，而中国林蛙和非洲爪

蟾效果较弱。这些结果表明，中华大蟾蜍皮肤分泌物中的

抗菌肽具有最强的抗菌和抑癌潜力。

从抗菌活性来看，中华大蟾蜍皮肤分泌物中的抗菌肽

对多种病原菌均表现出显著的抑制作用，这与其抗菌肽成

分的多样性和复杂性密切相关。不同种类的抗菌肽可能通

过不同的作用机制来抑制病原菌的生长和繁殖，从而形成

协同作用，提高整体的抗菌效果。从抑癌活性来看，中华

大蟾蜍皮肤分泌物中的抗菌肽对 huh7 细胞具有最强的抑

制潜力，这可能与抗菌肽成分中的某些特定结构或功能域

有关。

本研究不仅揭示了蛙类皮肤分泌物中抗菌肽的多样

性及其生理适应性差异，更为新型抗菌、抗癌药物的研

发提供了重要的分子资源和理论依据。未来研究应进一

步深入探讨抗菌肽成分与其活性之间的关系，以及抗菌

肽在生物体内的代谢途径和作用机制。同时，需对中华

大蟾蜍分泌物多肽的有效组分、二级结构、活性中心和

重要基团进行深入研究，研究分析各种组分的相应生物

活性功能，以期获得显著且具有应用开发价值的小分子

活性肽。
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