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摘要: 为了能够快捷地分离纯化出单一的抗菌肽，实验采用不同 pH值( 离子交换流动相 pH
3． 0、4． 0、5． 0 ; 反相液相层析流动相 pH 2． 0、4． 5、7． 0 ) 缓冲液，不同色谱柱( 离子交换和凝
胶过滤层析柱分别与反相液相层析柱) 联用对日本鳗鲡肝脏抗菌肽分离纯化效果进行了比

较，并分析了琼脂板扩散法和微孔液体培养法检测抗菌活性的优缺点。结果显示: pH 4． 0
缓冲液为最佳离子交换流动相，蛋白提取率为 16． 43%，得到 2 个洗脱峰; 反相液相层析 3
种 pH缓冲液分离效果均不理想，凝胶过滤层析柱与反相液相层析柱联用能明显改善日本
鳗鲡肝脏抗菌肽分离纯化效果，洗脱峰数量较多，峰形单一且尖锐狭窄，基线平而低。琼脂
板扩散法检测抗菌活性操作简单，实验结果直观，但所需蛋白量较多，可用于蛋白粗提物抗

菌活性的检测; 微孔液体培养法检测抗菌活性灵敏，所需蛋白较少，可用于后期色谱分离纯

化蛋白抗菌活性的检测。
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抗菌肽作为非特异性免疫的一个重要因子，

广泛分布于动植物、细菌和病毒内。它们具有广
谱的抗菌抗病毒活性，对包括抗革兰氏阳性菌、阴
性菌、真菌、病毒、寄生虫甚至肿瘤也有很好的杀
灭效果，同时也有免疫调节、或直接作为免疫佐
剂、灭活疫苗等［1 － 3］。近年来，抗生素的大量使用
导致耐药菌群的出现，且耐药性越来越强，人们希

望能找到一种抗生素的替代品，抗菌肽攻击细菌

细胞膜的作用方式使人们相信细菌不易对其产生

抗性，它对耐药菌株良好的抑杀效果被证实后，被

认为是传统抗生素最佳替代品，围绕它的理论研

究与实践应用不断开展，已有多种抗菌肽进入临

床试验或应用。
抗菌肽的获得主要有天然材料的提取和分子

克隆两种方法。分子克隆技术比较成熟，获得抗
菌肽相对比较简单、快捷，但所得抗菌肽均是已知
的; 天然材料提取有利于发现新的抗菌生物活性

物质，不失为一种好的创新方法，但其分离程序繁

琐。天然材料提取抗菌肽仍是学术界一个研究热
点。本实验探讨了采用不同分离纯化条件对日本
鳗鲡肝脏抗菌肽分离纯化效果的影响，以及相应

的抗菌活性检测技术，以期为今后抗菌肽的分离

纯化提供重要的技术参考，同时也丰富了抗菌肽

研究的基础资料。
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1 材料与方法

1． 1 实验材料
冰冻的日本鳗鲡肝脏采集于福建东源烤鳗有

限公司( 中国福建莆田) ，－ 80 ℃保存备用。菌株
迟钝爱德华氏菌 ( E． tarda，B09 ) 、气单胞菌
( Aeromonas sp，B18 ) 、嗜 水 气 单 胞 菌 ( A．
hydrophila，B27) 为农业部公益性行业( 农业) 科
研专项菌种库提供，编号均为本库编号。乙腈，三
氟乙酸( TFA) 为色谱纯，其它药品为分析纯。
1． 2 肝脏蛋白样品的制备
肝脏抗菌活性物质的初提 称取肝脏 150

g，用剪刀剪碎，生理盐水清洗，加入 900 mL 10%
冰醋酸，匀浆 10 min( 6 000 r /min) 。匀浆液用磁
力搅拌器 4 ℃搅拌过夜，次日 4 ℃，10 000 × g 离
心 35 min，收集上清液; 沉淀物加入 500 mL 10%
冰醋酸，4 ℃搅拌 3 h，于 4 ℃，10 000 × g 离心 35
min，收集上清液，沉淀弃掉，合并收集的上清液冻
干，备用。
肝脏抗菌活性物质的次提 初提冻干品加

入 500 mL 10%冰醋酸，磁力搅拌器 4 ℃搅拌 3 h，
再于 4 ℃，10 000 × g 离心 35 min，收集上清液。
沉淀加入 300 mL 10%冰醋酸，于 4 ℃，10 000 × g
离心 35 min，收集上清液。合并收集的上清液，沸
水浴 10 min，迅速置于冰水中冷却，于 4 ℃，
10 000 × g离心 35 min，收集上清液冻干，备用。
超滤次提的醋酸提取物 将次提冻干品溶

于 500 mL Milli-Q水中，10 000 × g离心 10 min，取
上清液，置于冰上，并用 10 ku 超滤纤维柱切向流
超滤，整个系统压力保持 8 ～ 10 Psig，收集分子量
小于 10 ku的样品，冻干，－ 80 ℃保存备用。
1． 3 不同 pH 缓冲液对离子交换层析分离纯化
蛋白效果的影响

Milli-Q水溶解小于 10 ku 冻干样品，4 ℃，
10 000 × g离心 10 min，上清液用预装柱( HiTrapTM

CM FF 5 mL ) 离子交换层析分离。纯化系统:
KTA Purifier 100。流动相: 缓冲液 A［0． 1 mol /L
乙酸钠( pH 3． 0、4． 0、5． 0 ) ］; 缓冲液 B［4 mol /L
乙酸铵］。色谱条件: 未结合的样品用 20 mL A液
洗脱; 结合的样品用 100 mL 4 mol /L 乙酸铵 0 ～
100%线性洗脱，流速 1 mL /min，检测波长: 280
nm。比较 3 种 pH 值对蛋白提取得率的影响，蛋
白提取得率 =洗脱峰面积 /总峰面积，及峰形和峰

保留体积。
1． 4 不同 pH 缓冲液对反相液相色谱分离纯化
蛋白效果的影响

将离子交换层析分离洗脱峰样品，用 Source
5R RPC-ST-4． 6 /150 预装柱反相液相层析分离。
预装柱预先用 5 mL A 液洗脱，A 液包括: A1 ( pH
2． 0，0． 1% TFA，2%乙腈 ACN) 、A2 ( pH 4． 5，0． 01
mol /L乙酸钠，2% ACN) 、A3( pH 7． 0，0． 01 mol /L
磷酸钾，2% ACN) ，再用 45 mL B液( 70% ACN) 0
～ 100%梯度洗脱。纯化系统: KTA Purifier 100，
流速: 1 mL /min，检测波长: A280 nm。比较 3 种 pH
值洗脱峰色谱图分离效果。
1． 5 凝胶过滤和反相液相层析柱联合对分离纯
化蛋白效果的影响

Milli-Q水溶解小于 10 ku 冻干样品，4 ℃，
10 000 × g离心 10 min，上清液用凝胶过滤层析柱
Sephadex G-25 凝胶过滤层析分离。纯化系统:
KTA Purifier 100。样品上样后用 300 mL乙酸铵
缓冲液( 10 mmol /L，pH 6． 6 ) 洗脱，流速 1 mL /
min，检测波长: A280 nm。
将凝胶过滤层析洗脱峰样品，用 Source 5R

RPC-ST-4． 6 /150 预装柱反相液相层析分离。预
装柱预先用 5 mL A 液( pH 2 0． 1% TFA，2%
ACN) 洗脱，再用 45 mL B 液 ( 70% ACN ) 0 ～
100%梯度洗脱。纯化系统: KTA Purifier 100，流
速: 1 mL /min，检测波长: A280 nm。观察洗脱峰色谱
图分离效果。
1． 6 两种方法检测抗菌活性的比较
琼脂板扩散法检测抗菌活性 蛋白浓度测

定参照 Bradford 方法，牛血清白蛋白做标准对
照［4］。取对数生长期的细菌用生理盐水调至浓
度为 1 × 108 cfu /mL，再制作成 20 mL含细菌浓度
为 1 × 105 cfu /mL的混菌平板。待平板冷却后，每
个平板打 4 个孔径为 3 mm的孔，前 3 个孔内分别
加入 16 μL 500 μg /mL 的样品，第 4 个孔内加入
16 μL Milli-Q水，28 ℃培养 24 h，观察并测定抑
菌圈大小，抑菌半径指示抗菌活性大小。将蛋白
样品稀释，终浓度为 250、125、62． 5、31． 25 μg /
mL，同种方法检测抗菌活性。
微孔液体培养法检测抗菌活性 参考

Anderson等［5］的方法略加改动。将对数生长期的
细菌悬液用生理盐水调至浓度为 1 × 105 cfu /mL，
同时将小于 10 ku 的样品稀释为浓度 500、250、
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125、62． 5、31． 25 μg /mL 备用。抗菌活性的检测
采用 96 孔板检测，实验组中加入 16 μL待检测样
品和等体积的细菌悬液，样品空白组中加入 16
μL待检测样品和等体积的 0． 85%生理盐水; 细
菌组中加入 16 μL 细菌悬液和等体积的 0． 85%
生理盐水，细菌空白组加入 32 μL 0． 85%生理盐
水。而后将 96 孔培养板置于 28 ℃培养，3 h后每
孔中加入 50 μL 无菌的 MHB 培养基，28 ℃培养
21 h，在酶标仪上检测 OD620的值。实验重复 2
次，按下列公式计算杀菌指数( Ki% ) 。
杀菌指数 Ki% =〔1 － ( 实验组 OD620 －样品

空白 OD620 ) / ( 细菌 OD620 －细菌空白 OD620 ) 〕×
100%

2 结果

2． 1 不同 pH 缓冲液对离子交换层析分离纯化
蛋白效果的影响

在同样洗脱的条件下，3 种 pH ( 3． 0、4． 0、
5． 0) 缓冲液的蛋白提取得率分别为 11． 82%，
16． 43%，6． 59%，其中 pH 4． 0 缓冲液的蛋白提取
率最高( 图 1) 。pH 3． 0 和 pH 4． 0 缓冲液分离纯
化蛋白得到 2 个洗脱峰，pH 5． 0 缓冲液只得到一
个洗脱峰，说明 pH 3． 0 和 pH 4． 0 缓冲液分离纯
化蛋白更灵敏。综合考虑 pH 4． 0 缓冲液分离纯
化蛋白效果最好，定为离子交换层析的流动相。
2． 2 不同 pH 缓冲液对反相液相色谱分离效果
的影响

离子交换层析洗脱峰样品( 图 1-b) 用反相液
相层析预装柱 Source 5R RPC-ST-4． 6 /150 经 3 种
不同的 pH 缓冲液分离。3 种 pH 缓冲液洗脱效
果均不理想，洗脱峰基线很高，并没有单一的峰出

现，说明日本鳗鲡肝脏可能含有大量疏水性相近

的物质，如果要分离到单一的物质，必须要采用其

他分离方法。缓冲液 A1( 图 2-a) 洗脱峰出峰时间
为 12． 60 ～ 23． 02 min，洗脱乙腈浓度为11． 82% ～
28． 03% ; 缓冲液 A2 ( 图 2-b) 洗脱峰出峰时间为
13． 19 ～ 33． 95 min，洗脱乙腈浓度为 12． 74% ～
45． 03% ; 缓冲液 A3 ( 图 2-c) 洗脱峰出峰时间为
35． 15 ～ 46． 03 min，洗脱乙腈浓度为 46． 90% ～
63． 82%。其中缓冲液 A1 洗脱峰出现时间最早，
洗脱乙腈浓度最低。TFA是目前应用最为广泛的
离子对试剂，其优点包括可挥发性，易通过冷冻干

燥除去，在肽和蛋白质的检测波长范围内具有低

吸收性，长期的实验证实了其具有良好的稳定

性［6］，因此如果后续实验采用其他分离方法，此

实验可选择缓冲液 A1 洗脱。笔者应用此流动相
结合反相高效液相分析色谱成功分离到一抗菌

肽 AJHbα［7］。

图 1 不同 pH值缓冲液用于离子交换层析
分离分子量小于 10 ku蛋白样品的效果

( a) pH 3． 0 0． 1 mol /L乙酸钠缓冲液; ( b) pH 4． 0 0． 1 mol /L

乙酸钠缓冲液; ( c) pH 5． 0 0． 1 mol /L乙酸钠缓冲液。星号表

示流穿峰，箭头表示洗脱峰。

Fig． 1 Effect of different pH solvent in cation
exchange chromatography for isolation of

the protein sample of MW ＜10 ku
( a) solvent of 0． 1 mol /L sodium acetate，pH 3． 0; ( b) solvent of

0． 1 mol /L sodium acetate，pH 4． 0; ( c ) solvent of 0． 1 mol /L

sodium acetate，pH 5． 0． The asterisk indicates flow peak，the

arrow indicates elution peak．
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图 2 不同 pH值缓冲液用于反相液相层析
分离离子交换洗脱峰的效果

( a) 缓冲液 A1( pH 2． 0 0． 1% TFA，2%乙腈) ; ( b) 缓冲液 A2

( pH 4． 5 0． 01 mol /L 乙酸钠，2%乙腈) ; ( c) 缓冲液 A3 ( pH

7． 0 0． 01 mol /L 磷酸钾，2%乙腈) 。

Fig． 2 Effect of buffer solution with different
pH in reversed phase chromatography for
isolation of the fractions obtained from

cation-exchange chromatography
( a) solvent A1( 2% ACN/0． 1% TFA，pH 2． 0 ) ; ( b) solvent A2

( 2%ACN/0． 01 mol /L sodium acetate，pH 4． 5) ; ( c) solvent A3

2% ( ACN) /0． 01 mol /L potassium phosphate，pH 7． 0) ．

2． 3 凝胶过滤和反相液相层析柱联合对日本鳗
鲡肝脏抗菌肽分离纯化效果的影响

小于 10 ku 样品用凝胶柱 Sephadex G-25 和
反相液相色谱层析柱分离( 图 3-a，图 3-b) ，收集
凝胶柱液相层析洗脱峰( 图 3-a) 经反相液相层析

洗脱，几乎没有流穿峰( 图 3-b) ，可以判定经凝胶
柱洗脱的样品与反相液相色谱柱结合非常好，洗

脱峰较多，大多数峰形单一且尖锐狭窄，基线平而

低，尽管峰形左右不对称，但其上升和下降的趋势

都呈现明显的直线形状。因此，对于日本鳗鲡肝
脏抗菌肽分离纯化，凝胶柱与反相液相层析柱联

用要比离子交换与反相液相层析柱联用分离效果

好( 图 1，图 2) 。

图 3 凝胶过滤层析柱和反相液相色谱层析
柱联用对日本鳗鲡肝脏小于 10 ku蛋白

样品分离纯化的效果

( a) 凝胶过滤层析分离小于 10 ku蛋白样品; ( b) 反相液相层

析分离凝胶过滤层析洗脱峰样品的效果。

Fig． 3 Effect of Sephadex G-25 gel permeation
chromatography and reverse-phase liquid

chromatography for isolation of the
protein sample of MW ＜10 ku

( a ) Elution profile for Sephadex G-25 gel permeation

chromatography of the protein sample of MW ＜10 ku; ( b) Elution

profile for reversed phase chromatography of the fractions obtained

from Sephadex G-25 gel permeation chromatography．

2． 4 琼脂板扩散法检测抗菌活性
采用琼脂板扩散法检测分子量小于 10 ku 不

同蛋白量样品对 1 ×105 cfu /mL B09、B18和 B27菌
株的抗菌活性，除 8 μg蛋白样品有抗菌活性外，其
余蛋白量样品均未被检测出抗菌活性( 表 1) 。
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表 1 琼脂板扩散法检测分子量小于 10 ku不同量蛋白样品对 1 ×105cfu /mL B09、B18 和 B27 菌株的抗菌活性
Tab． 1 Antibacterial activity of different quantity protein sample of MW ＜10 ku against 1 ×105 cfu /mL

B09，B18 and B27 with agar plate diffusion method( radius of inhibition zone，mm)

菌株
bacterial strains

不同蛋白量样品抑菌半径 /mm
different quantity protein sample bacteriostatic radius

8． 0 μg 4． 0 μg 2． 0 μg 1． 0 μg 0． 5 μg

B09 11． 00 ± 0． 85 0 0 0 0

B18 13． 20 ± 1． 27 0 0 0 0

B27 15． 50 ± 3． 11 0 0 0 0

2． 5 微孔液体培养法检测抗菌活性
采用微孔液体培养法检测分子量小于 10 ku

不同量蛋白样品抗菌活性，不同蛋白量样品对1 ×

105 cfu /mL B09、B18 和 B27 菌株的抗菌活性如表
2 所示，5 种不同蛋白量样品对 1 × 105 cfu /mL
B09、B18 和 B27 菌株均能检测出抗菌活性。

表 2 微孔液体培养法检测分子量小于 10 ku不同量蛋白样品对 1 ×105 cfu /mL B09、B18 和 B27 菌株的抗菌活性
Tab． 2 Antibacterial activity of different quantity protein sample of MW ＜10 ku against 1 ×105 cfu /mL

B09，B18 and B27 with microtiter liquid culture method

菌株
bacterial strains

不同蛋白量样品杀菌 /抑菌指数 Ki%
different mass protein sample bactericidal /bacteriostasis index

8． 0 μg 4． 0 μg 2． 0 μg 1． 0 μg 0． 5 μg

B09 100% 100% 79． 75% ±1． 83% 65． 27% ±2． 00% 28． 05% ±2． 33%

B18 100% 100% 85． 04% ±3． 13% 73． 35% ±4． 39% 30． 79% ±3． 19%

B27 100% 100% 96． 38% ±3． 49% 87． 47% ±2． 71% 45． 07% ±2． 35%

3 讨论

3． 1 不同 pH 缓冲液对离子交换层析提取得率
的影响

蛋白质分子所带电荷的种类和数量并非常

数，而是与溶液的 pH 值直接相关。当 pH 小于
等电点 pI时蛋白质带净的正电荷，而当 pH ＞ pI
时蛋白质带净的负电荷。合理选择溶液的 pH
能保证目的分子带上一定电荷而发生吸附，同

时杂质分子尽可能少地被吸附。鱼类抗菌物质
多为阳离子蛋白 /肽，纯化过程中常采用阳离子
交换柱。Noga 等［8］应用阳离子交换柱，以 pH
5． 5 缓冲液为流动相，从杂交的条纹鲈( white
bass，Morone chrysops，female， × striped bass，
Morone saxatilis，male ) 纯 化 得 到 Piscidin 4。
Wang等［9］应用阳离子交换柱，以 pH 5． 0 缓冲
液为流动相，从篮子鱼( Siganus oramin) 血浆纯
化得到一个对刺隐核虫( Cryptocaryon irritans) 有
致死作用的蛋白。本实验以 pH 4． 0 缓冲液作为
流动相，样品与阳离子柱结合的蛋白最多，有 2
个洗脱峰，同时我们也能推断出该样品中有多

数蛋白等电点大于 4． 0。

3． 2 不同 pH 缓冲液对反相液相色谱分离效果
的影响

反相色谱 ( reversed phase chromatography，
RPC) 是基于溶质、极性流动相和非极性固定相表
面间的疏水效应建立的一种色谱模式。强大的分
离效率使其成为蛋白质和多肽纯化的非常有利工

具。反相色谱分离通常在低 pH 条件下进行，一
般在 pH 2 ～ 4，使用较低 pH可以增加样品的溶解
性，抑制酸性侧链和硅基支持物上剩余硅羟基的

离子化。但中性磷酸盐也不失为一种好的方法，
且在此条件下蛋白可保持生物活性。pH 值的较
大变化往往会对分析结果产生很大影响，因此流

动相 pH值的调节也是分析过程中至关重要的一
个环节。宋永康等［10］分析了流动相 pH值对 9 种
有机酸分离效果的影响，结果发现不同 pH 值对
分析结果影响很大，不仅会大大改变各有机酸的

保留值，甚至会导致无法将各有机酸分离。梁
英［11］比较了几种不同 pH值缓冲液在反相柱上对
日本鳗鲡脾脏样品分离纯化效果的影响，结果发

现 pH 9． 0 缓冲液( 0． 01 mol /L Tris-HCl 2%乙腈)
获得较好的分离效果，表现为峰更多，更尖锐，保

留时间更长。Jiravanichpaisal 等［12］采用0． 05%的

816



http:∥www． scxuebao． cn

4 期 张东玲，等: pH和色谱柱对日本鳗鲡肝脏抗菌肽分离纯化效果的影响及抗菌活性检测

TFA从小龙虾( Pacifastacus leniusculus) 的血淋巴
中分离得到一个富含脯氨酸和精氨酸的抗菌肽

astacidin 2。本实验我们只摸索了 pH 2． 0，4． 5，7．
0 的缓冲液，当 pH达到 7． 0 时，峰数量极少，乙腈
浓度接近 100%，说明随着 pH 值的增大，肝脏同
反相柱结合力越强，且结合的多为疏水性相似的

物质，因此没必要继续摸索 pH 大于 7． 0 的缓
冲液。
3． 3 不同色谱柱对日本鳗鲡肝脏抗菌肽分离纯
化效果的影响

对于蛋白或多肽的分离纯化一般选择分离原

理差异比较大的色谱柱联用分离，因为这样可以

将某一方面性质相似的蛋白或多肽有效分离。实
验开始选择阳离子交换柱，收集到阳离子蛋白，再

用反相液相层析，收集到疏水性蛋白，同时也起到

脱盐的作用。但是反相液相层析分离效果并不
好，因此我们探索凝胶过滤层析和液相反相层析

联用分离纯化日本鳗鲡肝脏抗菌肽的效果。这两
种柱子分离原理也不同，凝胶 Sephadex G-25 分离
得到 1 ～ 5 ku 分子量蛋白，实验证明此方法分离
效果远比离子交换和反相液相层析联用分离效果

好，日本鳗肝脏 1 ～ 5 ku 分子量蛋白与反相液相
层析柱结合非常好，几乎没有流穿峰( 图 3) ，事实
上很多抗菌肽也是通过此方法分离得到的［13 － 15］。
反相柱也有采用不同规格的，如 C18、C8、C4 等。
3． 4 两种抗菌活性检测方法的选择
在抗菌肽的分离纯化过程中，如何保证抗菌

活性是至关重要的。因此，在抗菌肽分离纯化的
每一步均需要检测抗菌活性，否则就失去了分离

纯化的意义。初始的抗菌物质初提，蛋白量非常
多，即有非常多的蛋白可用于抗菌活性检测，而随

着后续的色谱分离纯化，所得蛋白量越来越少，尤

其是最后单一肽时，蛋白量达到微克级，检测抗菌

活性的蛋白量也随之减少。因此，选择有效的抗
菌活性检测方法，也是抗菌肽分离纯化的重要技

术。本实验比较了琼脂板扩散法和微孔液体培养
法检测抗菌活性技术，发现微孔液体培养法远比

琼脂板扩散法检测灵敏，节约样品。微孔液体培
养法检测小于 10 ku 样品，蛋白量达到 0． 625 μg
时仍然能对 1 × 106 cfu /mL B09、B18 和 B27 菌株
表现出抗菌活性，而琼脂板扩散法蛋白量达到

4 μg时即对三种菌株表现不出抗菌活性。当然琼
脂板扩散法也有优点，如操作简单，实验结果直

观，实验比较经济实用。因此在实验初期，蛋白粗
提时应用琼脂板扩散法检测抗菌活性，而后期蛋

白量较少，选择应用微孔液体培养法检测抗菌

活性。
目前对于抗菌活性检测技术的研究也有一些

的报道。Birkemo等［16］用微孔液体培养法和琼脂
板扩 散 法 检 测 了 合 成 抗 菌 肽 hipposin 和
pleurocidin的抗菌活性，发现微孔液体培养法更
加灵敏。而且两种方法检测结果不完全一致，微
孔液体培养法检测出 Hipposin 对李斯特氏菌( L．
ivanovii) 要比对其它细菌灵敏。而琼脂板扩散法
检测出 Hipposin 则是对鸟肠球菌( E． avicum) 、荧
光假 单 胞 菌 ( P． flourescences ) 、鳗 弧 菌 ( V．
anguillarum) 更加灵敏。这表明不同抗菌活性检
测方法可能会影响抗菌肽对细菌的抑菌或杀菌能

力。邬晓勇等［17］也报道抗菌肽的分子结构较抗
生素来说比较复杂，并且实现其生物活性还需其

特定的空间结构，而琼脂板由于其网状结构的特

点可能会影响抗菌肽的空间结构，而不能真正发

挥出抗菌肽的抑菌作用。抗菌肽抗菌活性检测方
法还有很多，如杯碟法、贴纸片法、涂板法、微量液
体培养法等等，实际应用时要根据实际情况选择

具体工具。
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Effects of pH and chromatographic column on isolation，
purification of antibacterial peptide from Japanese eel liver，

and determination of antibacterial activity
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Abstract: In order to quickly isolate and purify antimicrobial peptide，different flow phase pH values( cation-
change pH 3． 0，4． 0，5． 0，and reverse-phase liquid chromatography pH 2． 0，4． 5，7． 0 ) ，and different
chromatographic columns ( cation-change and gel chromatography coupled with reverse-phase liquid
chromatography respectively ) were used to isolate and purify antibacterial peptide from Anguilla japonica
liver，and the results were analysed and compared． The merits and drawbacks of agar plate diffusion and
microporous liquid culture methods on determination of antibacterial activity were analysed． The results
showed that pH 4． 0 buffer solution was the best flow phase in three-pH-value buffer solutions，which had
16． 43% extraction ratio and isolated two elution peaks;We did not obtain perfect result from reverse-phase
liquid chromatography ( RPC ) in three-pH-value buffer solutions; Sephadex G-25 gel coupled with RPC
significantly improved the isolation effect，elution peak amounts were greater，peaks were sharper and
narrower，baseline was flatter and low than those of cation exchange coupled with RPC． Agar plate diffuse
method to determine antibacterial activity was simple to operate，and experimental result was intuitional． It
required much protein，so it should be used to determine antibacterial activity during protein crude extraction
period; Microporous liquid culture method to determine antibacterial activity was sensitive． It required little
protein，so it should be used to determine antibacterial activity during isolation and purification of protein in
chromatography period．
Key words: Japanese eel; antibacterial peptide; pH; chromatographic column; antibacterial activity
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