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抗菌肽 Met-Ala-Lys 对铜绿假单胞菌细胞膜的 

作用机制 
 

刘映君，李素芬，王琴，刘袆帆 
（仲恺农业工程学院轻工食品学院，广东广州 510000） 

摘要：以抗菌肽 Met-Ala-Lys（MAK）和铜绿假单胞菌为研究对象，采用 NPN 荧光探针法，圆二色谱法以及原子吸收光谱测定

测定铜绿假单胞菌细胞膜结构的变化，探讨 MAK 对目标菌生长的影响作用机制。结果表明：随着 MAK 对铜绿假单胞菌作用时间的

增加，MAK 的二级结构尤其是无规则卷曲结构发生变化明显，细胞内膜（吸附速率从 54.03%降至 27.33%）和外膜（荧光强度在前

30 min 持续增强，30 min 后基本稳定在 45 左右）受到影响，通透性明显增强，导致钾离子（从处理 10 min 时迅速增加）和蛋白质泄

漏量（从 4.65 μg/mL 到 10.25 μg/mL）以及细胞膜的疏水性随之增加，细胞表面膜电位发生变化。表明 MAK 能改变铜绿假单胞菌的

表面特性，抑制其生长，进而起到抗菌作用。本研究为抗菌肽 MAK 的抗菌机理制研究奠定一定的理论基础。 
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Abstract: The present study investigated the antibacterial effected of the peptide Met-Ala-Lys (MAK) on the structure of Pseudomonas 

aeruginosa based on the NPN fluorescence method, the circular dichroism spectroscopy analysis, and the level of potassium ions and protein 

were employed respectively to characterize the extracellular membrane permeability, the variation of secondary structure, and the cell surface 

hydrophobicity and its endometrial permeability induced by the MAK. The results showed that with the increase of time, the secondary-structure, 

specially the Random coil, of MAK changed, resulting in the leakage of potassium (getting rapidly from the first 10 min) and protein were 

significantly high (from 4.65 μg/mL to 10.25 μg/mL), indicating that the inner (from 54.03% to 27.33%) and outer (increase rapidly in the first 

30 min and basically stable at around 45 after 30 min ) membrane permeability were changed, thus, MAK can change the surface characteristics 

of Pseudomonas aeruginosa and contribute to the inhibition of bacterial growth. These results may provide some information for further study of 

antibacterial peptide, especially in the aspect of the mechanism of antibacterial peptide Met-Ala-Lys. 
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由于全球抗生素药物的滥用，越来越多的细菌可

能发展成为对传统抗生素耐药的菌株。人们迫切地寻

找能够代替传统抗生素的药物，使得抗菌肽受到广泛

的重视。目前，全球科研人员对抗菌肽的作用机制、

药物疗效、安全性等正进行深入研究[1]。 
抗菌肽(AMPs)又称宿主防御肽，存在于从微生物 
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到人类的各种生命形式中，是生物机体在抵御病原微

生物的防御反应中所产生的一类抗微生物与一些恶性

细胞的短肽[2]。它具有广谱抗菌活性，可以快速查杀

靶标，并且其中很多是纯天然的肽，因此，抗菌肽被

广泛应用于治疗药物中。 
兜唇石斛（Dendrobium aphyllum (Roxb.) C.E.C. 

Fisch）为兰科中石斛附属植物，其主要化学成分包括

蛋白质、糖类、联苄类、菲类等[3]，是一种名贵的中

药材，广泛分布在我国广西、贵州和云南地区[4]。有

研究发现从豆腐乳中分离的菌株 L6 对兜唇石斛进行

固态发酵 [5]，得到的粗多肽 [6]产率可达 18.23%± 
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0.064%[7]。此后用 DEAE Sepharose-FF 阴离子交换层

析的方法对此粗多肽进行分离纯化，经过 HPLC-ESI- 
MS/MS 鉴定，得到一种具有抗氧化性的短肽 Met-Ala- 
Lys（以下简称“MAK”）。本研究选用 MAK 肽和铜绿

假单胞菌作为研究对象，研究 MAK 对铜绿假单胞菌

细胞膜的抑制作用。 
目前，抗菌肽对致病菌的抑制作用机理具有以下

几种假设：瓦解细胞膜结构；抑制胞内大分子的合成；

损伤细胞器；抑制细胞内各种酶的活性等[8]。本研究

通过探讨 MAK 对细胞膜的作用机制，从而为进一步

探究 MAK 的抗菌机理提供理论基础，对 MAK 抗菌

机理的研究深远的意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 

1.1.1  材料 
兜唇石斛来源于云南省西双版纳傣族自治州勐海

县，由华南农业大学生命科学学院教授鉴定合格；铜

绿假单胞菌株从华南理工大学食品科学与工程实验室

分离得到；胰大豆胨液体培养基，广东环凯微生物科

技有限公司；PBS 磷酸盐缓冲液，北京雷根生物技术

有限公司；氯化钠，上海泰坦化学有限公司；考马斯

亮蓝、琼脂粉，齐云生物技术有限公司；正十六烷，

上海麦克林生化科技有限公司；十二烷基磺酸钠

（SDS）、邻硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷（ONPG）、N-
苯基-1-萘胺（NPN），大连美仑生物技术有限公司。 
1.1.2  主要设备 

超净工作台，上海跃欣实业有限公司，型号 SZX；

高压灭菌锅，上海博迅实业有限公司，型号 SS-325；
低速离心机，上海安亭科学仪器厂，型号 TDL-2B；
超纯水系统，Millipore 公司，型号 Academic A10；双

光束紫外可见分光光度计，TU-1900 型；恒温振荡孵

育器，美国 ABSON 公司，TMC 型；原子光谱仪 Perkin 
Elmer Nexion 公司，型号 300；圆二色谱仪 Chirascan 
Applied Photophysic 公司；马尔文激光粒仪 Malvern 
Zetasizer Nano 公司，型号 Z；高效液相色谱仪

SHIMADZU Inertsil 公司，型号 ODS-SP(4.6×250 
mm×5 μm)；荧光光度计，tecan Infinite 公司，型号 200 
pro；质谱仪，waters 公司，型号 2695；恒温培养振荡

器，天津市欧诺仪器仪表有限公司，型号 HNY-111B。 

1.2  实验方法 

1.2.1  MAK 的合成 

参照郑少萌[9]等人的方法并稍作修改，利用 Fmoc

法进行合成，具体实验步骤如下：根据目标多肽的重

量计算每种原料的重量后，将 5 g 树脂放入 150 mL 反

应器中，加入 50 mL DCM 浸泡 2 h。浸泡后用 DMF
洗涤树脂，然后抽干，如此重复四次，将树脂抽干。

称取 0.02 mol Fmoc- Lys(tBu)-OH（C 端第一个氨基

酸）、10 mL DCM 和 10 mL DIEA，置于 30 ℃的摇床

中反应 2 h，用 50 mL 甲醇溶液封闭（甲醇:DIEA: 
DCM=1:1:2）30 min，然后用 DMF 洗涤四次，抽干。

随后加入 20%哌啶溶液（哌啶/DMF=1:4），脱去 Fmoc
保护基团，再用 DMF 洗涤四次，抽干。取少量树脂，

用茚三酮法检测，若树脂有颜色，说明脱保护成功。 
称取 0.06 mol Fmoc-Ala(otbu)-OH（C 端第一个氨

基酸）、20 mL HOBT 和 10 mL DIC，置于 30 ℃的摇

床中反应 1 h。取少量树脂检测，用茚三酮法检测，若

树脂有颜色，说明缩合不完全，继续反应。若树脂为

无色，说明反应完全；待反应完全后，用 DMF 洗涤

树脂四次，抽干。随后加入一定量的 20%哌啶（哌啶

/DMF=1:4），放在脱色摇床上摇晃 20 min，以此脱去

树脂上的 Fmoc 保护基团。脱完保护后用 DMF 洗涤四

次，然后抽干检测保护是否脱去。取少量树脂用茚三

酮法检测，树脂有颜色，说明脱保护成功。按照前述

步骤使用 Fmoc-Met(otbu)-OH+HOBT+DIC 原料，连

接氨基酸。用切割试剂将多肽保护基团全部切除，并

从树脂上切割下来，然后纯化。 
1.2.2  MAK 的结构鉴定 

本实验采用质谱仪对合成 MAK 进行结构鉴定，

质谱的条件如下： 
溶解方法：5% HAC+8% ACN+87% H2O；注入体

积：0.2 μL；电离方式：离子电喷雾（ESI）模式；偏

离周期+4.5 kV；鞘气温度 250 ℃；雾化气流量 1.5 
L/min。 
1.2.3  MAK 的纯度鉴定 

通过高效液相色谱仪，将目标肽段进行鉴定。在

流速为 1 mL/min 的条件下，以 0.1%三氟乙酸水溶液

和 0.1%三氟乙酸乙腈溶液作为洗脱剂，进行洗脱，处

理后在 214 nm 下进行高效液相色谱检测。 
1.2.4  菌种的培养 

将斜面保藏的铜绿假单胞菌接种到 200 mL 的胰

大豆胨液体培养基中，在 37 ℃，摇床中培养 24 h，
将菌种活化。活化后的细菌接种到胰大豆胨培养基（平

板）中，在 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h。挑取单菌

落于 4 mL 胰大豆胨液体培养基中，在 37 ℃，摇床中

培养 14 h。将 1 mL 已培养的单菌落接种进已经稀释

100 倍的胰大豆胨液体培养基中，在 37 ℃，摇床中培

养 6 h。枯草杆菌和大肠杆菌的培养方法与前述一致。 
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1.2.5  MAK 抑菌效果 

将不同剂量的铜绿假单胞菌、枯草杆菌和大肠杆

菌加入融化并使温度降至 50 ℃左右的定量 MH 琼脂

中，制成含不同递减浓度抗菌药物的平板[10]，进行受

试菌，培养观察细菌生长情况，以抑制细菌生长的琼

脂平板所含最低药物浓度为 MIC。 
1.2.6  MAK 对细菌细胞表面疏水性的影响 

首先将铜绿假单胞菌菌液用 4000 r/min 离心机离

心 15 min 后，用 PBS 溶液洗涤对数期的铜绿假单胞

菌菌体，加入硝酸钠溶液（浓度为 0.1 mol/L）重悬，

使菌液浓度达到 108 CFU/mL。分别移取浓度为

1×MIC、1/2×MIC、1/4×MIC、1/8×MIC 的 MAK 溶液，

与铜绿假单胞菌悬液等体积混合，对照组为等量 PBS
溶液，放在 37 ℃恒温 150 r/min 震荡培养 30 min 后用

分光光度计于450 nm处测定OD值（记吸光值为A0）。

吸取体积为 1.2 mL 的菌悬浮液加入 200 μL 的正十六

烷，在 25 ℃下用摇床混合处理 2 min 将两者混合均

匀。静置 15 min 使菌悬液和有机相完全分层，吸取水

相与 405 nm 处测定其吸光度（记录吸光值为 A1）。铜

绿假单胞菌表面疏水性可通过以下公式来表示： 
吸附率%=100×（1-A1/A0） 

1.2.7  MAK 对细菌细胞外膜渗透性的影响 

MAK 对细菌细胞外膜渗透性的影响是通过荧光

探针 NPN 测定的。将培养 12 h 的铜绿假单胞菌液转

移到胰酪大豆胨培养基中培养至于600 nm处OD值为

0.5~0.6 的环境中，用 pH 为 7.24 的 HEPES 缓冲液清

洗，重悬于 5 mM 的 pH 为 7.24 HEPES 缓冲液中至吸

光值度为 0.5。取 3 mL 悬液，加入 60 μL 浓度为 500 
μmol/L 的 NPN(正苯基萘胺)溶液，30 s 后加入浓度为

1×MIC 的 MAK 溶液。在激发波长为 315 nm 和发射

波长为 400 nm 条件下，用荧光光度计测量每孔的相

对荧光强度，测定时间为 0、2.5、7.5、10、12.5、15、
17.5、20、22.5、25、27.5、30 h。阳性对照和阴性对

照分别为等量 Triton-X-100 溶液和 HEPES 溶液。 
1.2.8  MAK 对细菌细胞内膜渗透性的影响 

将铜绿假单胞菌菌液培养至生长对数期，取 1 mL
在 4000 r/min 转速离心 15 min 后取上清液，用无菌生

理盐水复洗两次。将离心洗涤后的菌液加入体积为 10 
mL 的 M9 乳糖培养基中，于 37 ℃摇床中培养 8 h 后

离心、洗涤，重悬于 β-半乳糖苷酶缓冲溶液中，使其

在 405 nm 处 OD 值约为 0.2，备用。移取 100 μL 浓度

为 1 mg/mL 的邻硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷（ONPG）

和 100 μL 1×MIC 浓度的抗菌肽 MAK 溶液均匀混合，

水浴锅水浴于 37 ℃的条件下震荡培养，同时设阴性

对照为 PBS，阳性对照为 Tirtion-X-100。每隔 1 h 测

定一次，记录五次数据。 
1.2.9  MAK 对细菌细胞内 K+的泄漏影响 

分别用浓度为 1 MIC 的 MAK 溶液与 1×106 
CFU/mL 的铜绿假单胞菌溶液混合在一起，在 37 ℃
的条件下培养一定的时间。将培养后的悬液于 4000 
r/min 离心 10 min，用原子光谱仪对上清液的 K+浓度

变化情况进行测定，每隔 10 min 记录一次，记录 5 次。 
1.2.10  MAK作用于细菌细胞膜时二级结构的

变化 

将 MAK 用 30 mmol/L SDS 溶液配置 0.2 mg/mL
的溶液，在比色皿中加入一定体积的肽溶液，用圆二

色谱仪对对照品和样品于 190~250 nm 远紫外扫描，

扫描带宽为 1.0 nm，速度为 50 nm/min。对扫描后的

图谱用软件（CDNN）进行减噪处理并对对照品和样

品的二级结构进行拟合计算。 
1.2.11  MAK 对细菌细胞表面电位的影响 

以无菌水处理为对照组，在 pH 为 6.5 的条件下用

MAK 处理的铜绿假单胞菌。用马尔文激光粒仪测定

其表面电荷的变化，每隔 10 min 记录一次。 
1.2.12  可溶性蛋白的测定 

本实验利用考马斯亮蓝法测定蛋白质含量。以无

菌水为对照组，用0.5% MAK溶液处理CFU约为9 log
的铜绿假单胞菌溶液。菌液于震荡速度为 150 r/min ，
温度为 37 ℃的震荡培养箱中培养，每隔 1 h 进行一次

取样（取样次数为 6 次），于 4000 r/min 的转速下迅速

离心，测定上清液蛋白含量。 
1.2.13  数据分析 

以上所有实验设 3 个平行，实验结果用平均值±
标准差(mean ±SD)表示。采用美国 IBM 公司的 SPSS 
19.0 软件进行单因素方差分析(one-way ANOVA)。 

2  结果与讨论 

2.1  MAK 的鉴定 

 
图1 MAK质谱图 

Fig.1 MS Spectrum of MAK 
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图2 MAK色谱图 

Fig.2 Chromatogram of MAK 
经过图 1 的质谱分析可知，MAK 相对分子质量

为 348.46。经高效液相色谱法处理后，可得其色谱图，

由图 2 可见只有一个波峰，面积达到 98.35%，即得率

为 98.35%，合成的 MAK 纯度很高。 

2.2  MAK 的抑菌效果 

实验验证，MAK 只对铜绿假单胞菌具有良好的

抑菌效果，而对大肠杆菌和枯草杆菌没有抑菌作用。

MAK 对铜绿假单胞菌的最小抑菌浓度（MIC）为 48.75 
mg/mL。 

表1 MAK对三种菌的最小抑菌浓度 

Table 1 MIC of MAK 

致病菌种类 MAK MIC/(mg/mL) 

铜绿假单胞菌 48.75 

大肠杆菌 NAa* 

枯草杆菌 NAa 

注：*NAa 表示本实验中的相关检测没有发现其具有抑菌

作用。 

2.3  MAK 对细菌细胞表面疏水性的影响 

正十六烷是一种有机相，铜绿假单胞菌表面对有

机相和水相的吸附率不同[10]，因此，本实验采用 BATH
法，选用正十六烷为吸附化合物，根据铜绿假单胞菌

对正十六烷的吸附率的改变，可得出铜绿假单胞菌细

胞表面疏水性的变化情况，从而分析 MAK 对铜绿假

单胞菌细胞表面疏水性的影响。 
由图 3 可看出，对照组的值（起始值）为 54.03%，

经过 MAK 处理后，1 MIC 值降至 27.33%。随着 MAK
溶液浓度的不断增加，铜绿假单胞菌细胞对正十六烷

的吸附率呈下降趋势。这表明 MAK 浓度越大，铜绿

假单胞菌细胞表面的疏水性越小。 
细胞表面疏水位点主要是蛋白质脂类、糖脂类等

[11]，导致这一结果的原因可能是由于 MAK 与铜绿假

单胞菌细胞表面相互作用，吸引电负性基团造成重排，

从而导致铜绿假单胞菌细胞表面电负性增强，疏水性

下降[12]。因此 MAK 与细胞膜的结合以及抑菌机理可

能与其诱导细胞表面的疏水性有关[13]。 

 
图3 抗菌肽MAK对铜绿假单胞菌细胞表面疏水性的影响 

Fig.3 The effect of peptide MAK on the cell surface 

hydrophobicity of Pseudomonas aeruginosa 

2.4  MAK 对细菌细胞外膜渗透性的影响 

NPN 是一种疏水性的荧光物质，当 NPN 处于水

环境时几乎没有荧光性，但当其处于疏水性介质中的

时候，就会显现出一定的荧光强度[14]。本实验使用

NPN法测定MAK对铜绿假单胞菌细胞外膜渗透性影

响，NPN 在此作为一种荧光探针。正常细胞的细胞膜

对外部物质具有一定的选择透过性，一般疏水性物质

和大分子物质会被排除在外，当细胞受到外部侵扰或

损伤时，细胞膜的选择透过性被破坏，外部物质容易

进入细胞。此实验通过 NPN 荧光强度的变化来观察

MAK 对细菌细胞外膜渗透性的影响[15]。 

 
图4 抗菌肽MAK对铜绿假单胞菌细胞外膜渗透性的影响 

Fig.4 The effect of peptide MAK on the outer membrane 

permeation of Pseudomonas aeruginosa 

由图 4 可以看出，MAK 作用于铜绿假单胞菌细

胞时，NPN 荧光强度在前 30 min 持续增强，30 min
后荧光强度基本稳定在 45 左右。此外，阳性对照组

Trition-X-100 荧光强度随时间的增加而增大，荧光强

度与作用时间呈正比关系。而对于没有加入 MAK 肽

的阴性对照组，其荧光值基本为 0.5 左右，不随时间



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.6 

60 

发生变化。由此可知，抗菌肽 MAK 会造成铜绿假单

胞菌细胞外膜损伤，从而引起细胞外膜渗透性增大，

使其通透性增强。徐灿等人的报道中指出[16]，试验菌

株在 YM30 黑色素（一种抗菌物质）处理后，荧光强

度随黑色素浓度的增加而增加，这与我们的实验结果

一致。 

2.5  MAK 对细菌细胞内膜渗透性的影响 

α半乳糖苷酶是一种催化 α-D-半乳糖苷末端非还

原性 α-D-半乳糖残基水解的酶，其水解乳糖后生成一

种黄色的产物，因此可以通过颜色的变化来判断这种

酶的活性。当细菌细胞被乳糖诱导时，便会产生这种

酶，本实验使用 β-D-半乳糖苷（ONPG）作为乳糖的

替代物[17]。当细胞受到侵害时，细胞膜的通透性发生

改变，ONPG 会迅速进入细胞内，诱导细胞产生半乳

糖苷酶对其进行分解，产生黄色产物，使反应体系的

OD 值迅速升高，我们可以通过反应体系 OD 值的改

变来观察 MAK 对铜绿假单胞菌细胞内膜的影响。 
如图 5 所示，MAK 作用于铜绿假单胞菌细胞时，

反应体系的 OD 值呈上升趋势，在时间达到 3 h 后，

OD 值基本稳定在 0.7 左右。此外，阳性对照组

Trition-X-100 的 OD 值随时间的增加而迅速增大，OD
值与作用时间基本呈现正比关系。而对于没有加入

MAK 肽的阴性对照组，其 OD 值基本为 0.6 左右，不

随时间发生变化。由此可知，抗菌肽 MAK 会造成铜

绿假单胞菌细胞内膜损伤，从而引起细胞内膜渗透性

增大，使其通透性发生一定的改变。 
在赵广旭等人的研究中[18]，使用 α-螺旋型多肽处

理大肠杆菌细胞，随着多肽浓度的增加，ONPG 进入

细胞也明显增多，乳酸脱氢酶在刺激下呈迅速上升的

趋势，本研究与此结果一致。说明此肽通过破坏细胞

膜的方式进入细胞使细胞内容物外流，达到杀死细胞

的效果。 

 
图5 抗菌肽MAK对铜绿假单胞菌细胞质膜通透性的影响 

Fig.5 The effect of peptide MAK on the cytoplasmic membrane 

permeabilization of Pseudomonas aeruginosa 

2.6  MAK 对细菌细胞内 K+的泄漏影响 

 
图6 抗菌肽MAK诱导铜绿假单胞菌细胞内钾离子释放的数量 

Fig.6 Amount of potassium ion released by MAK from 

Pseudomonas aeruginosa 

K+的泄漏情况可反应细胞膜通透性的变化程度
[19]，图 6 表示 MAK 处理过程中，铜绿假单胞菌细胞

钾离子泄漏浓度的变化情况。K+泄漏量从处理 10 min
时迅速增加，随时间的增加，钾离子的浓度呈指数曲

线的趋势快速上升，可见 MAK 对铜绿假单胞菌细胞

膜的透化作用的影响十分显著。 
钾离子的泄漏是离子泄露的一个典型代表，其泄

漏的程度也说明抗菌肽 MAK 作用于铜绿假单胞菌会

造成其内部其他离子的泄露。从乳酸菌中筛选的抗菌

肽 T1 和 Q7 作用于李斯特菌时，钾离子快速泄漏[20]。

细胞膜上的钾离子通道受损，泄漏钾离子，破坏细胞

的 ATP 泵运行，这些离子通道在必须的生理过程中起

着十分重要的作用，一旦被破坏将使离子浓度无法达

到平衡，膜功能受损[21]。MAK 与细胞膜的结合过程

以及抑菌活性的发挥可能与其损伤细胞膜上离子通道

有关。 

2.7  MAK 作用于细菌细胞膜时二级结构的变

化 

MAK 二级结构的变化与其对铜绿假单胞菌细胞

膜的作用活性是相互联系的[22]。圆二色光谱是应用最

为广泛的测定蛋白质二级结构，研究稀溶液中蛋白质

构象的一种快速、简单、较准确的方法[23]。而且测定

方法快速简便，对构象变化灵敏，广泛应用于蛋白质

的构象研究中。本实验利用用圆二色谱法，检测出

MAK处于PBS溶液体系和SDS疏水环境中的二级结

构。从表 2 可知，当 MAK 处于 PBS 溶液体系中时其

二级结构含量分别为 α-螺旋(7.5%)；反平行(95.3%)；
平行(14%)；β-转角(29%)；无规则卷曲(32.5%)；处于

SDS 疏水环境中时其二级结构含量分别为 α-螺旋
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(5.3%)；反平行(95.8%)；平行(20%)；β-转角(27%)；
无规则卷曲(49.8%)。结果表明，MAK 处于这两种环

境中时，二级结构产生差异，其中无规则卷曲结构变

化最大。 
在陶立国等人的研究中[24]，淀粉多肽 KKKGLMD 

DVVLA 作用后二级结构信号强度明显增强，且 β 结

构消失，其他二级结构比例发生变化，本实验结果与

其具有相似的变化。MAK 的二级结构的变化反映了

其对铜绿假单胞菌细胞膜作用的活性变化[25]，对机理

的进一步探究有重要意义。 
表2 抗菌肽MAK的二级结构含量 

Table 2 Secondary structure prediction of peptide MAK 

抗菌肽 MAK 在不同溶液体系中 二级结构 

MAK 在 PBS 缓冲液中 α-螺旋(7.5%)，反平行(95.3%)，平行(14%)，β-转角(29%)，无规则卷曲(32.5%) 

MAK 在 SDS 缓冲液中 α-螺旋(5.3%)，反平行(95.8%)，平行(20%)，β-转角(27%)，无规则卷曲(49.8%) 

 
图7 抗菌肽MAK在 PBS缓冲液和SDS溶液中的CD光谱 

Fig.7 Circular dichroism spectra of peptide MAK in buffer and 

in the presence of 30 mM SDS 

Note: All spectra were recorded at a peptide concentration of 

8 M at room temperature. 

2.8  MAK 对细菌细胞表面电荷的影响 

如图 8 所示，纵坐标表示用 MAK 肽处理后，通

过马尔文激光粒度仪测量得到的铜绿假单胞菌细胞的

表面电位，其对照组为等量无菌水。可以看出，经

MAK 处理，膜电位的电负性随着时间的增加而减小，

而经无菌水处理的对照组电负性则呈上升趋势，表明

MAK 处理对铜绿假单胞菌细胞膜电位影响严重。 

 
图8 抗菌肽MAK处理后对铜绿假单胞菌细胞表面电荷的影响 

Fig.8 The effect of peptide MAK on the surface-charges of 

Pseudomonas aeruginosa 

由于微生物细胞表面含有大量的脂多糖、糖蛋白

等，带有大量的负电基团，因此细胞表面电荷为负，

由于抗菌肽 MAK 为阳离子肽，干扰了细胞膜电位，

使其通透性发生改变[26]。孙杰等人通过检测 ATA 处理

细菌前后膜电位变化探究其抗菌机理[27]，发现随着

ATA 浓度的增加，相对膜电位迅速降低，推测膜电位

的迅速降低导致细菌细胞正常生理功能受损，本研究

与其结果一致。 

2.9  可溶性蛋白的测定 

蛋白质是机体三大营养素之一，也是一切细胞的

重要组成成分，可溶性蛋白的含量可反应细胞的健康

状态[28]。如图 9 所示，纵坐标为可溶性蛋白的泄漏量，

可以看出随着时间的增加，MAK 和无菌水处理后的

铜绿假单胞菌细胞可溶性蛋白的泄漏量均有增加，但

无菌水对照组的增加量不大，而 MAK 处理后的可溶

性蛋白泄漏量从一开始的 4.5 μg/mL 左右到 6 h 时的

10 μg/mL，迅速明显增加。说明 MAK 对铜绿假单胞

菌作用后其可溶性蛋白泄漏严重。 

 
图9 MAK处理后铜绿假单胞菌蛋白渗漏情况 

Fig.9 Leakage of protein from pseudomonas aeruginosa cells 

treated with MAK 
在常丽等人的研究中发现[29]，季鏻盐改性聚丙烯

腈纤维作用于细菌后，使细菌细胞膜的通透性增加，

蛋白质的泄漏量随作用时间的延长而逐渐增加，与本

实验的结果一致。MAK 对铜绿假单胞菌处理后，影

响其细胞膜通透性，使离子以及大分子物质等流出，
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使细菌不能进行正常的生理代谢活动，甚至导致细菌

的死亡。 

3  结论 

本研究以 Met-Ala-Lys（MAK）为研究对象，系

统研究了经其处理后铜绿假单胞菌生成情况的作用规

律。结果表明经 MAK 处理后，铜绿假单胞菌细胞内

外膜的渗透性改变，钾离子和可溶性蛋白的溶出增加，

表明 MAK 对铜绿假单胞菌的生长具有抑制作用，表

现出一定的抗菌作用，本研究为进一步研究 MAK 的

抗菌机理具有一定的理论指导意义。 
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