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纯化及其生物学特性研究* 

纪  勇1  王晓露1  苏永全2  覃映雪1  邹文政1  

 邢颜丽1  徐晓津1  鄢庆枇1① 
(1. 集美大学水产学院  福建省高校水产科学与食品安全重点实验室  厦门  361021;  

2. 厦门大学海洋学系  厦门  361005) 

提要     以致病性溶藻弧菌为指示菌 , 通过酸粗提、固相萃取、Sephadex G-25 柱凝胶层析和

RP-HPLC 等分离纯化技术, 从大黄鱼胃肠组织中分离纯化抗菌肽。结果表明, 大黄鱼肠道组织中存

在着多种抗菌物质, 并最终得到一种高纯度的新型抗菌肽 AMP-W3。AMP-W3 由 10 种氨基酸组成, 

其中天冬氨酸、谷氨酸和甘氨酸的含量较高。AMP-W3 对溶藻弧菌的最低抑菌浓度介于 1.25—

2.5g/ml, 对人血红细胞的溶血浓度为 1.25g/ml, 在酸性条件下的抗菌活性更强, 对革兰氏阳性细

菌, 革兰氏阴性细菌以及真菌表现出广谱的抗菌活性。本文是首次从鱼类胃肠组织中分离得到抗菌

肽, 有助于更全面了解鱼类的抗菌肽及抗感染免疫。 
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抗菌肽(Antimicrobial peptides, AMP)广泛地分布

于动植物体内(Zaslo, 2002), 具有非特异性广谱抗细

菌、真菌和病毒的作用, 被认为是宿主防御系统第一

防线的一个主要组成(Hancock et al, 2000a, b; 邹文政

等, 2010)。除了抗菌活性外, 某些抗菌肽还含有多种

功能 , 如加快伤口的自愈和促进单核细胞的趋化

(Matsuzaki et al, 1995)。 

大黄鱼(Pseudosciaena crocea)是我国海水网箱养

殖单一产量最高的鱼类(Ma et al, 2005)。随着大黄鱼

养殖规模的不断扩大 , 各种传染性疾病日趋严重

(Hubert et al, 1998; 倪海儿等, 2009)。传统的抗生素

和化学药物防治措施造成致病菌耐药性、环境污染和

药物残留等问题的不断加剧。虽然疫苗能有效预防某

些鱼病, 但是其只能对特定病原产生特异性的免疫, 

而且不能对胞内病原体发挥作用(Kajita et al, 1990)。

抗菌肽的广谱抗菌活性和不易产生耐药性的特性有

望在今后鱼类疾病防治中发挥重要作用 , 故而成为

近期的研究热点。近年来, 已经从多种水生生物特别

是鱼类中分离出不同的抗菌肽: misgurin (Park et al, 

1997)、pleurocidin (Lee et al, 1998)、paradaxins (Oren 

et al, 1996)、parasin I (Park et al, 1998)等, 并对抗菌

肽的生物学特性作了较为深入的研究(Gerwick et al, 

2007)。Zhang等(2009)从大黄鱼的头、肾组织分离得

到一种新型抗菌肽, 但是, 有关大黄鱼胃肠组织抗菌

肽的分离纯化仍未见报道。 

本文以大黄鱼致病菌——溶藻弧菌(Vibrio algi-

nolyticus, ND-01)作为指示菌, 利用酸提、固相萃取、

Sephadex G-25和 RP-HPLC分离、纯化大黄鱼的胃肠

组织中的抗菌肽, 进而分析其氨基酸组成, 测定其抗

菌谱和溶血性等生物学特性 , 旨在分离纯化一种新

的抗菌肽 , 了解抗菌肽在大黄鱼抗感染免疫中的作

用。同时, 也为大黄鱼的新的广谱疫苗的研发提供一
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个新思路。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和实验鱼 

病原菌: 致病性溶藻弧菌分离自患病大黄鱼, 经

回归感染确定有较强毒性(鄢庆枇等, 2001), 保存于

本实验室的80℃超低温冰箱。该菌株用于整个分离

纯化过程的抗菌活性测定。 

其它菌株 : 奇异变形杆菌 (Proteus mirabilis, 

ATCC12453)购自美国菌种保藏中心; 金黄色葡萄球

菌(Staphylococcus aureus, As.1.879)、枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis, As.1.88)、副溶血弧菌 (V. para-

haemolyticus, As.1.1614)、嗜水气单胞菌(Aeromonas 

hydrophia, As.1.927)、大肠杆菌 (Escherichia coli, 

As.1.90)、黑曲霉(Aspergillus niger, As.3.769)、产黄青

霉(Penicfillium chrysogenum, As.3.3871)购自中国科

学院微生物研究所, 上述菌株用于抗菌谱测定。 

50 尾体重 400—500g 的健康大黄鱼购自宁德大

黄鱼养殖网箱。 

1.2  抗菌活性检测 

采用改良 Lehrer等(1991)的琼脂扩散法测定抗菌

活性。配制 0.8% (W/V)琼脂, 1/10营养的 TSA和 108 

CFU/ml的菌悬液, 用混皿法制成终浓度为 105 CFU/ml

的平板。冷却凝固后用打孔器在平板上打若干直径为

3mm的小孔。待测样品(25l)加于各小孔, 4℃培养 3h, 

然后 30℃过夜培养。抗菌效果用抑菌圈直径(mm)表

示。以 50U/ml 的链霉素为阳性对照; 以不含样品的

溶剂为阴性对照。 

1.3  抗菌物质粗提 

冷冻的胃肠样品在等体积 10%醋酸中匀浆 10min, 

随后用磁力搅拌器 4℃过夜搅拌。4℃、10000g 离心

20min, 收集上清液 , 往沉淀物中加入同等体积的

10%醋酸, 重复上述搅拌、离心步骤, 收集上清液。

合并 2 次收集的上清液, 沸水浴 10min。冷水中退热

后, 4℃, 10000g离心 20min。取上清夜冻干、称重, 溶

于 500ml的超纯水(Ultra Purity Water, UPW), 0.45m

滤膜 (Millipore)过滤 , 考马斯亮蓝法测定蛋白浓度 , 

20℃保存。取少量沸水浴前后的提取液经冻干、重

溶后测定抗菌活性, 以 UPW为阴性对照。 

1.4  固相萃取 

粗提样和等体积 0.2%(V/V)的三氟乙酸(TFA)混

合后 , 上样于经 0.1% TFA 平衡的 Sep-Pak C18 柱

(Waters公司)。然后分别用含 0、10%、15%、20%、

25%和 30%乙腈(ACN)的 0.1% TFA溶液洗脱柱子, 收

集各组分的洗脱液, 冻干后分别溶于 200ml 10mmol/L

醋酸铵(NH4Ac, pH 6.6), 过滤, 测定蛋白质浓度, 20℃

保存。以 10mmol/L 醋酸铵为阴性对照, 直接测定各

组分的抗菌活性。 

1.5  凝胶过滤 

取活性最高的组分, 用 26/370 Sephadex G-25 F

柱(Amersham公司), 配合ÄKTA蛋白纯化仪(GE公司)

进一步分离抗菌活性成分。5.0ml样品上样于 Sephadex 

G-25 F柱, 等基线稳定后用 10mmol/L NH4Ac, 1ml/min

洗脱, 收集器每 1min收集一组分, 215nm处测定吸光

度值, 以 10mmol/L 醋酸铵为阴性对照, 直接测定各

收集管的抗菌活性和蛋白浓度后, 活性组分于20℃

保存。 

1.6  RP-HPLC纯化 

50l抗菌组分和 0.2% TFA等体积混合, 然后用

反相高效液相色谱仪(RP-HPLC, Agilent 1100)进一步

纯化。100l加样至反相 C18柱(4.6mm×250mm, 5m, 

Agilent), 柱温 30℃, A液为: 0.1% TFA; B液为: 0.08% 

TFA, 50% ACN, 1ml/min三梯度洗脱, 每分钟收集一

管, 将各组分冻干, 重溶于 100l的 UPW中。以 UPW

为阴性对照, 测各组分的抗菌活性。 

取活性成分进行第二次 RP-HPLC 纯化, 不同梯

度洗脱, 其余条件同上。 

1.7  氨基酸分析 

参考 Nagashima 等(2003)的方法, 准确称取活性

纯品 0.1mg, 于 10ml容量瓶中, 加入 10.0ml 6.0mol/L

盐酸, 置液氮中冷冻, 然后抽真空至 7Pa, 封口置于

(110±1)℃恒温干燥箱中水解 24h。冷却、过滤后取 1ml

水解液至上样瓶, 放入 L-8900 全自动氨基酸分析系

统(日立)测定, 以UPW为空白, 利用标准峰单点外标

比较法计算样品含量。 

1.8  生物学活性测定 

1.8.1  抗菌肽最低抑菌浓度 (Minimum Inhibition 

Concentration, MIC)的测定    取 RP-HPLC 纯化的

样品配制成 40μg/ml的溶液, 以 1∶1倍比稀释 7次, 

采用 1.2 方法测定 AMP-W3 对溶藻弧菌的最低抑菌 

浓度。 

1.8.2  不同 pH处理对抗菌肽AMP-W3的抑菌活性的

影响    用 pH 为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 的磷酸盐

缓冲液, 配制浓度为 10g/ml的 AMP-W3粗提液, 按

1.2 检测抑菌活性, 以相应 pH 的磷酸盐缓冲液为对

照。设三个重复。 
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1.8.3  抗菌谱测定    采用 1.2所述琼脂扩散法测定

AMP-W3对 6株细菌和 2株真菌的抗菌效果, 每株菌

设三个平行。 

1.9  溶血性测定 

参考 Tincu等(2003)的方法, 用 pH 7.2 PBS配制

不同浓度(2 倍稀释)的抗菌肽溶液 , 加入终浓度为

2.8% (V/V)人血红细胞悬液(采自厦门市第二医院), 

不加抗菌肽的红细胞悬液为阴性对照(0%溶血); 加

入 1% Triton X-100 的红细胞悬液为阳性对照(100%

溶血)。将上述溶液在 37℃震荡温育 1h 后, 900g, 离

心 10min, 测定上清液 A540 值, 用下式计算溶血率: 

溶血率(%) = [(A 样品A 阴性对照) / (A 阳性对照A 阴性对照)]× 

100%。 

2  结果与分析 

2.1  抗菌物质初提 

从 50尾健康大黄鱼解剖分离得到约 250g胃肠组

织, 经酸提, 加热冻干后得到 10.8g样品, 溶于 500ml

的 UPW 中, 过滤后用考马斯亮蓝法测得粗样的蛋白

浓度为 8.2mg/ml。抗菌实验结果显示: 热处理前粗提

液的抑菌圈直径为(19±1)mm, 热处理后样品抑菌圈

直径为(20±1)mm。 

2.2  固相萃取 

热处理后的活性样品经 Sep-Pak C18 柱分离, 得

到 6 个洗脱样品, 实验检测都有一定的抗菌活性, 其

中 15% ACN的洗脱样品的抗菌活性最高, 蛋白质浓

度最低。选择 15% ACN的洗脱样品进行进一步的分

离纯化。见图 1。 

 

 
 

图 1  样品经固相萃取后各组分的抗菌效果和蛋白浓度 

Fig.1  Antimicrobial activity and protein concentration of the 
different eluates from the solid state extraction 

 
2.3  Sephadex G-25纯化 

活性组分(15%ACN)经 Sephadex G-25 柱分离, 

波长 215nm 下, 得出三个蛋白峰(XL1、XL2、XL3), 

其中 XL2 和 XL3 对溶藻弧菌有明显的抑菌作用, 而

XL1没有表现出抗菌活性。XL2和 XL3的 UV215图

形与其抗菌活性相吻合, 说明 15%ACN 洗脱成分中

至少含有 2 种不同的抗菌活性物质。由于第 26 管处

于 XL3 的峰顶 , 而且其抗菌活性最强 , 因此选择

Fr.No.26进行 RP-HPLC进一步纯化。在 XL2和 XL3

之间, 洗脱液的 pH 值急剧下降, 而电导率则出现一

个高峰 , 说明在该部分的洗脱液中存在极性较强的

带酸性的物质。抗菌活性最高的 Fr.No.26的 pH值为

4.0, 电导率为 1%, 说明其中的成分带酸性, 且极性

较高。 

2.4  活性样品的 RP-HPLC纯化 

Fr.No.26经 RP-HPLC分离后其 UV215图谱出现

较多峰, 其中在 15.8、33.7和 58.1min出现 3个峰(W1、

W2 和 W3)具有抗菌活性。由于 W3 的侧峰较少, 且

OD215值较高, 所以取 W3进入下一步纯化。W3经二

次 RP-HPLC分离, 在 14.6min收集到抗菌肽W3的单

一峰。该峰有些许拖尾, 两侧无杂峰, 可认为此时的

W3 已达到 HPLC 纯, 将其命名为 AMP-W3, 用于生

物学特性分析。 

2.5  AMP-W3的氨基酸组成 

AMP-W3 含有 10 种氨基酸, 其中天冬氨酸、谷

氨酸和甘氨酸所占摩尔数比约为 15%, 颉氨酸、丝氨

酸、酪氨酸、半胱氨酸含量约为 10%, 丙氨酸、苏氨

酸和异亮氨酸等 3种氨基酸的含量在 5%左右(图 2)。 
 

 
 

图 2  AMP-W3的组成氨基酸组成(占总摩尔数的比例%) 

Fig.2  Amino acid composition of AMP-W3 

 
2.6  AMP-W3的抗菌生物学活性 

2.6.1  最低抑菌浓度    AMP-W3 浓度达到 2.5g/ml

时表现出对溶藻弧菌的抗菌活性 , 其抑菌圈直径随

着浓度的升高而增大(图 3), 因此其最低抑菌浓度介

于 1.25—2.5g/ml。 

2.6.2  pH 值对抗菌肽 AMP-W3 抑菌活性的影响    

抗菌肽AMP-W3在不同 pH处理下表现出不同的对溶

藻弧菌的抗菌活性, 由图 4可知, 在酸性条件(pH 5—

7)下的抗菌活性高于碱性条件(pH = 7—9)。 
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图 3  不同浓度的 AMP-W3对溶藻弧菌的抑菌效果 

Fig.3  Antibacterial activities of AMP-W3 to V. alginolyticus at 
different concentrations 

 

 
 

图 4  不同 pH处理后 AMP-W3对溶藻弧菌的抑菌效果 

Fig.4  Antibacterial activities of AMP-W3 to V. alginolyticus 
under different pH conditions 

 

2.6.3  抗菌谱测定    从表 1可以看出, 大黄鱼胃肠

中提取的 AMP-W3对 3株革兰氏阴性菌、3株革兰氏

阳性菌和 2株真菌都具有抗菌活性, 对 6株细菌的抑

菌圈直径大于对 2株真菌的抑菌圈直径。 
 

表 1  AMP-W3 的抗菌图谱 
Tab.1  Antimicrobial spectrum of AMP-W3 

菌株 
革兰氏染色 

结果 
抑菌圈直径 

(mm) 

奇异变形杆菌(P. mirabilis) + 6.7±0.1 

金黄色葡萄球菌(S. aureus) + 5.4±0.1 

枯草芽孢杆菌(B. subtilis) + 6.3±0.1 

副溶血弧菌(V. parahaemolyticus)  6.9±0.1 

嗜水气单胞菌(A. hydrophia)  5.5±0.1 

大肠杆菌(E. coli)  8.2±0.1 

黑曲霉(A. niger)  4.2±0.2 

产黄青霉(P. chrysogenum)  3.9±0.2 

 

2.7  AMP-W3的溶血性 

AMP-W3 的浓度为 2.5g/ml 时就表现出对人血

红细胞的溶血性, 此时的溶血率为 1.90%。随着浓度

的升高, AMP-W3的溶血率也逐渐升高, 当浓度达到

40g/ml时, 其溶血率达到 100%(图 5)。 

3  讨论 

鱼类的胃肠道是与外界环境相通的内环境 , 食

物与水体中的微生物能够进入胃肠道 , 其中有一部 

 
 

图 5  AMP-W3对人血红细胞的溶血性 

Fig.5  Hemolytic activity of AMP-W3 

 
分能在胃肠道中定植、繁殖。据研究, 鱼类肠道中的

细菌数量可高达 108 CFU/g (覃映雪等, 2007), 远远高

于水体中的细菌浓度。通常认为海水鱼肠道中的细菌

以弧菌数量最多 , 而弧菌中的许多种类都是鱼类的

条件致病菌。已有研究表明, 鱼类的肠道是病原菌入

侵的主要门户之一(鄢庆枇等, 2006)。因此, 在鱼类的

肠道组织中可能含有多种抗菌物质以抵抗病原微生

物的入侵。目前已经从哺乳动物 (Agerberth et al, 

1991)、扁虱(Nakajima et al, 2005)等动物的肠组织提

取到多种抗菌肽, 并且, Cole 等(1997)从美洲黄盖鲽

(Pseudopleuronectes americanus)胃肠 cDNA文库中克

隆得到了 317bp的 Pleurocidin基因序列, 但是尚未见

从鱼体胃肠提纯抗菌肽的相关报道。本文研究发现大

黄鱼肠道提取物的多个分离组分都表现出明显的抗

菌活性 , 说明在大黄鱼肠道组织中存在着多种抗菌

物质。 

10%醋酸和 PB 常用于从动物组织中提取抗菌活

性物质。本实验室预实验发现大黄鱼胃肠组织的 PB

提取液没有抗菌活性, 而 10%醋酸提取液有较强的

抗菌活性, 因此本研究采用 10%醋酸提取大黄鱼胃

肠组织中的抗菌物质。Lauth 等(2002)以 10%醋酸粗

提从石斑鱼体表黏液得到高纯度的抗菌肽 moronecidin, 

Nakajima 等(2005)利用 10%醋酸和 100℃粗提, 最终

从扁虱胃肠分离得到抗菌物质。本文利用 10%醋酸粗

提从大黄鱼胃肠中提取出抗菌活性物质 , 说明这些

抗菌物质易溶于有一定非极性的有机酸溶液中。目前

已知多种抗菌肽具有很高的热稳定性(Shinnar et al, 

1996), 因此加热处理可以消除热稳定性较差的抗菌

活性物质的干扰。在本研究中, 加热可以使粗提液中

一部分物质沉淀, 能够去除一部分杂质, 并且没有降

低抗菌活性。 

固相萃取 Sep-Pak C18小柱能够吸附样品中的疏

水性蛋白 , 然后利用极性高于吸附柱的不同浓度洗

脱液分离样品中疏水性不同的成分。Mitta 等(1999)
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以 C18 小柱作为前处理 , 分离纯化出新型抗菌肽

Myticin。本实验中粗提物经 Sep-Pak C18小柱分离得

到的各收集管的蛋白浓度和抗菌活性各不相同 , 而

且抗菌活性与蛋白浓度之间没有对应关系 , 说明各

收集管的组分不同 , 也说明粗提物得到了较好的分

离。15% ACN洗脱的组分抗菌活性较高, 蛋白浓度低, 

说明其中含有的抗菌物质含量较大或抗菌物质的活

性最强, 有利于下一步分离、纯化。15% ACN洗脱液

的蛋白质回收率低 , 说明经过固相萃取后去除了绝

大部分的杂质。固相萃取洗脱范围的确定也有利于下

一步 RP-HPLC的分离洗脱条件的摸索。 

由于凝胶过滤层析时选用分级范围是 1000—

5000Da的 Sephadex G-25作为填料, 具抗菌活性样品

在 Sephadex G-25纯化过程中出现三个峰(XL1, XL2, 

XL3), 根据分子量越小的蛋白越迟洗脱的原理 , 可

以说明第 26管是分子量小于 5000Da的多肽。在活性

峰 XL3处洗脱出来的物质, pI值约为 4, 说明所分离

的活性肽属于强阳离子肽。而有相关报道表明阳离子

抗菌肽的电荷可直接影响其活性与选择性毒性(Van 

et al, 2003)。当阳离子抗菌肽的电荷小于+5时, 抗菌

性随正电荷数增加而增加; 当电荷大于+7 时, 增加

正电荷对活性影响不大。同时, 在活性峰 XL3处, 电

导率降低(小于 1%), 说明 XL3 中的成分极性较小, 

带电荷数少。 

RP-HPLC 是现阶段纯化抗菌肽最后的通用途径, 

Fr.No.26经过 RP-HPLC分离, 其谱图的 UV215峰远

远多于凝胶过滤, 说明 RP-HPLC 的分离效果较好, 

这是由于样品在 C18反相柱中, 固定相的极性小于流

动相, 根据不同溶质分子的疏水性顺序洗脱, 疏水越

强的物质在柱中保留时间越长, 分离效果较好。因此, 

Fr.No.26经过 2次RP-HPLC分离, 最后得到色谱纯的

抗菌活性肽 AMP-W3。 

虽然由于 N-端封闭暂时无法测定 AMP-W3的氨

基酸序列, 但从氨基酸组成来分析 AMP-W3 是富含

天冬氨酸和谷氨酸的肽类, 该结论支持了过 Sephadex 

G-25柱时等电点为 4.0的结论, 并且甘氨酸的富集为

AMP-W3提供了多个疏水性残基。与目前鱼体中分离

的富含丝氨酸、精氨酸、亮氨酸等抗菌肽(Yoonkyung 

et al, 2008)不同, 是一类从鱼体胃肠组织中分离的新

型多肽。假设 AMP-W3含有一个异亮氨酸, 则可推断

该肽含有 20 个氨基酸, 分子量约为 2400, 这与本文

所得凝胶柱洗脱的最后一个峰的分子量较小相符。 

抗菌肽对细菌和真菌都具有一个抑菌浓度的最

低临界值, 当抗菌肽的浓度低于这个值时不表现抗菌

活性。AMP-W3 对溶藻弧菌的最低抑菌浓度为 1.25—

2.5g/ml, 低于 Moronecidin 对霍乱弧菌的最低抑菌

浓度 2.5—5g/ml (Lauth et al, 2002)和Myticin对溶藻

弧菌 20g/ml的 MIC值(Mitta et al, 1999), 说明该抗

菌肽较其它抗菌物质具有较高的抗菌活性。不同 pH

值处理的AMP-W3对溶藻弧菌具有不同的抗菌活性。

Tincu 等(2003)的研究表明从瘤海鞘分离出的抗菌肽

Plicatamide 在 pH 5.5的条件下对大肠杆菌的抑菌效果

低于在 pH 7.4的条件。然而, 实验表明 AMP-W3在酸

性环境中表达出较强的抗菌活性, 区别于 Plicatamide。 

目前已知的大部分抗菌肽都具有广谱抗细菌和

真菌的活性。Lauth 等(2002)从杂交斑纹鲈鱼体表和

腮分离得到两种抗菌物质对金黄色葡萄球菌(+)、橙

黄微球菌(+)、嗜水气单胞菌()、大肠杆菌()、鼠伤

沙门氏菌()、烟曲霉等细菌和真菌生长具有一定抑

制作用。本文得到的 AMP-W3 也对细菌和真菌表现

出广谱抗菌活性, 符合抗菌肽的特征。 

从溶血性测定结果可以得出 , 该抗菌肽低于

1.25g/ml时, 对人红细胞不表现溶血性, 与 Iijima等

(2003)测得真鲷抗菌肽 chrysophsin-3对人体红细胞悬

液的最低溶血值 1g/ml的结果相近。 

从本文的研究结果可以看出, 利用酸粗提、固相

萃取、凝胶层析和 RP-HPLC 柱从大黄鱼的胃肠组织

中分离、纯化出高纯度的抗菌肽 AMP-W3; AMP-W3

由天冬氨酸和谷氨酸等 10 种氨基酸组成, 明显区别

于已知的鱼类抗菌肽, 分子量约为 2400Da; 该抗菌

肽对革兰氏阳性菌 , 革兰氏阴性菌以及真菌表现出

广谱的抗菌活性; 在浓度高于 1.25g/ml时, AMP-W3

能引起人血红细胞溶血, 其溶血率随浓度升高而增大。 
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF A NOVEL ANTIMICROBIAL PEPTIDE 
FROM THE GASTROINTESTINAL TRACT OF LARGE YELLOW CROAKER 

PSEUDOSCIAENA CROCEA 

JI Yong1,  WANG Xiao-Lu1,  SU Yong-Quan2,  QIN Ying-Xue1,  ZOU Wen-Zheng1, 

XING Yan-Li1,  XU Xiao-Jin1,  YAN Qing-Pi1 
(1. Fisheries College of Jimei University, Key Laboratory of Science and Technology for Aquaculture and Food Safety, Xiamen, 361021; 

2. Department of Oceanography, Xiamen University, Xiamen, 361005) 

Abstract    The purpose of this study was to obtain antimicrobial peptide from the gastrointestinal tract of Pseudo-

sciaena crocea. Our results showed that a novel antimicrobial peptide to Vibrio alginolyticus was isolated and purified 

using acid extraction, solid phase extraction, Sephadex G25 and reverse phase high performance liquid chromatography. 

The antimicrobial peptide, which was named AMP-W3, contained 10 different amino acids and was enriched in Glu, Gly 

and Asp. Minimal inhibition concentrations of the peptide were at 1.25—2.5g/ml. Moreover, AMP-W3 were hemolytic 

for human red blood cells when its concentration was higher than 1.25g/ml. In the acid condition, this peptide showed 

higher antimicrobial activity than in the alkaline solution, and displayed a broad spectrum of antimicrobial activity against 

Gram-negative, Gram-positive bacteria and fungi, including Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Aspergillus niger, 

etc. This is the first time that an antimicrobial peptide was isolated from the gastrointestinal tract of fish, and it may help us 

to understand antimicrobial peptides and the innate anti-infective defense system of fish. 

Key words    Antimicrobial peptide,  Purification,  Biological activity,  Pseudosciaena crocea 


