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［摘要］ 对实验室自主分离的芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 进行多相分类和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序， 确定其种属； 通过

乙酸乙酯萃取法、 高效液相色谱纯化、 高分辨四极杆飞行时间质谱联用、 扫描电子显微镜和碱性磷酸酶泄

露等方法， 确定抑菌物质， 探究其抑菌机理。 实验结果表明， 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 纯化产物可以抑制金黄

色葡萄球菌、 单核增生李斯特菌等革兰氏阳性菌， 大肠杆菌、 福氏志贺氏菌、 鼠伤寒沙门氏菌、 副溶血弧

菌等革兰氏阴性菌， 以及总状毛霉、 黑根霉等真菌的生长， 有效抑菌物质的相对分子质量为 １ ０７２􀆰 ６８６ ２，
１ ０５８􀆰 ６６７ ２， １ ０４４􀆰 ６５１ １， １ ０３０􀆰 ６３９ ５ ｕ的表面活性素同系物。 此外， 实验结果还表明， 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃
０１ 的抑菌机理可能是破坏细菌细胞壁。 可见， 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 是一株贝莱斯芽孢杆菌， 有效抑菌物质

是 １４ ～ １６ 个碳原子的表面活性素， 能抑制多种革兰氏阳性菌、 革兰氏阴性菌和真菌的生长。
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０　 引言
芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ） 是一类好氧性或兼性厌氧的革兰氏阳性细菌， 广泛存在于土壤、 空气、 水

体、 植物体内及动物肠道等环境中， 易于从土壤和植株中分离获得。 １９４５ 年， Ｊｏｈｎｓｏｎ 等［１］ 报道了枯

草芽孢杆菌能分泌抗菌活性物质， 而后， 研究者们又陆续从不同的芽孢杆菌中发现了 ６０ 多种抗菌物

质。 随着细菌对抗生素耐药性的提高， 寻找新的抗菌药物日益迫切。 芽孢杆菌产生的抑菌物质抑菌谱

广泛、 作用 ｐＨ 值范围大［２］ 。 与常规化学抗生素相比， 此类抗菌物质更容易降解， 不会产生有害残留

物， 且致病菌对其产生耐药性的难度更大［３ － ４］ 。 芽孢杆菌的代谢产物已被应用于医疗、 食品、 农业和

环境保护等领域， 作为抗生素候选物受到越来越多研究者的关注［５］ 。
芽孢杆菌能够产生肽类［６］ 、 脂肽类［７］ 、 抗菌蛋白［８］ 和细菌素［９］ 等多种抑菌物质， 这些抑菌物质

不仅可以使病原真菌的菌丝发生消融、 扭曲， 还能够抑制病原菌菌丝的生长及菌核的形成， 也会破坏

细胞结构、 抑制其孢子的增生［１０］ 。 芽孢杆菌最主要的抑菌物质是脂肽类物质［１１］ ， 包括表面活性素

（ｓｕｒｆａｃｔｉｎ）、 丰源素 （ｆｅｎｇｙｃｉｎ） 和伊枯草菌素 （ｉｔｕｒｉｎ）， 它们均是由非核糖体途径合成的脂肽类化合

物。 据报道， 芽孢杆菌发酵产生的具有抑制作用的代谢产物占总基因组的比例可高达 ５％ ～ ８％ ［１２］ 。
环状脂肽 （ｃｙｃｌｉｃ ｌｉｐｉｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ， ＣＬＰｓ） 具有抗菌活性好、 抗菌谱广、 毒性低及在极端条件下仍有高

效性等优点， 与常规抗生素相比， ＣＬＰｓ 能通过渗透作用破坏致病菌的细胞膜， 从而对致病菌生长、
繁殖产生致命的影响， 而且致病菌对 ＣＬＰｓ 产生耐药性的难度会更大［３］ ， 因此， ＣＬＰｓ 也被认为是常规

抗生素的强有力替代品。 Ｍｅｅｎａ 等［１３］ 发现 Ｂ􀆰 ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＫＬＰ２０１６ 通过发酵能产生具有抑菌活性作用的

Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ， 能对发动机机油进行降解， 解决发动机油污染问题。 生防芽孢杆菌的研究开发与应用目前

已经取得了许多成果， 但其发展过程仍然存在着不少问题， 如目前大多数研究都是集中在讨论生防菌

产生的抑菌物质分类及鉴定， 很少讨论该类抑菌物质的抑菌机理、 应用价值及应用的可行性。 因此，
本文利用实验室自主筛选的芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 进行多相分类， 确定其具体种属， 通过对其发酵、 纯

化并表征分析， 得到有效抑菌物质为含有 １４ ～ １６ 个碳原子的表面活性素， 同时测量芽孢杆菌 ＺＹ⁃
ＣＨＨ⁃０１ 的抑菌谱， 探究有效抑菌物质的抑菌机理， 为芽孢杆菌在食品工业、 水产品饲料及医疗卫生

等领域的应用奠定理论基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 菌种、 试剂与培养基

实验室自主筛选的芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１［１４］ ， 专利保藏号为 ＣＧＭＣＣ Ｎｏ􀆰 ２６７５８。 革兰氏阳性菌金黄色

葡萄球菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ） ＣＭＣＣ （Ｂ） ２６００３、 单核增生李斯特菌 （Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ） ＡＴＣＣ
１４０２８， 革兰氏阴性菌大肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ＡＴＣＣ ２５９２２、 福氏志贺氏菌 （Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ） ＣＭＣＣ
（Ｂ） ５１５７２、 鼠伤寒沙门氏菌 （Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ） ＡＴＣＣ １９４３０ 购自上海鲁维科技有限公司； 革兰

氏阴性菌副溶血弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ５２０５ 由集美大学鄢庆枇教授惠赠； 真菌黑根霉 （Ｒｈｉｚｏｐｕｓ

·９０３·
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ｎｉｇｒｉｃａｎｓ） ＡＳ３􀆰 ３１ 和总状毛霉 （Ｍｕｃｏｒ ｒａｃｅｍｏｓｕｓ） ＣＩＣＣ３１１６ 购自上海鲁维科技有限公司。
氯化钠、 胰蛋白胨、 酵母提取物、 牛肉浸膏购自上海生工生物工程有限公司； 乙酸乙酯、 无水乙

醇购自西陇化工； 豆粕粉、 碘化丙啶 （ＰＩ） 购自北京索莱宝科技有限公司； 碱性蛋白酶 （ ＡＫＰ） 活

性检测试剂盒购自南京建成生物工厂研究所； 琼脂购自白鲨生物科技有限公司； ＰＤＡ 琼脂粉购自北

京陆桥技术股份有限公司； 二氯甲烷、 甲醇购自上海星可高纯溶剂有限公司； 戊二醛购自上海麦克林

生化科技有限公司。
ＬＢ 培养基： 胰蛋白胨 １０ ｇ， 酵母提取物 ５ ｇ， 氯化钠 １０ ｇ， 定容至 １ ０００ ｍＬ， 调 ｐＨ 值为 ７􀆰 ０ ～ ７􀆰 ２；

发酵培养基： 牛肉浸膏 ３ ｇ， 蛋白胨 １０ ｇ， 氯化钠 ５ ｇ， 葡萄糖 ４ ｇ， 豆粕粉 ４ ｇ， 定容至１ ０００ ｍＬ； ＬＢ 固

体培养基： 胰蛋白胨 １０ ｇ， 酵母提取物 ５ ｇ， 氯化钠 １０ ｇ， 琼脂 １５ ｇ， 定容至 １ ０００ ｍＬ， 调 ｐＨ 值为

７􀆰 ０ ～ ７􀆰 ２； 牛肉膏蛋白胨固体培养基： 牛肉浸膏 ３ ｇ， 蛋白胨 １０ ｇ， 氯化钠 ５ ｇ， 琼脂 １５ ｇ， 定容至

１ ０００ ｍＬ。
１􀆰 ２　 仪器与设备

ＮＵ⁃５４３⁃ ４００ｓ 型生物安全柜 （Ｎｕｉｒｅ （美国） 有限公司）； ＺＱＰＺ⁃１７ 型摇床 （天津市莱玻特瑞仪器

设备有限公司）； Ｖｅｌｏｃｉｔｙ１４Ｒ 型台式高速离心机 （天美集团）； ＳＣＩＥＮＴＺ⁃ＩＩＤ 型超声破碎仪 （新芝生

物有限公司）； Ｎ⁃１３００Ｖ⁃Ｗ 型旋转蒸发仪 （埃朗科技国际贸易 （上海） 有限公司）； Ｓｅｑ３０５０ 型制备

型高效液相色谱 （上海通微分析技术有限公司）； １２９０⁃６５４５⁃ＸＴ 型超高效液相色谱高分辨四极杆飞行

时间质谱联用仪 （安捷伦 （美国） 科技有限公司）； ＦＤＵ⁃１２００ 型冷冻干燥机 （埃朗科技国际贸易

（上海） 有限公司）； Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＩＭＦ 型多功能酶标仪 （伯腾 （美国） 仪器有限公司）； ＲＶＬ⁃１００ 型正

置倒置一体荧光显微镜 （ＥＣＨＯ （美国） 有限公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 多相分类

在 ＬＢ 固体培养基上对保存的 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 进行划线， ３７ ℃培养 １２ ｈ， 观察其菌落形态特征。 培养菌

株多相分类测试参考 《常见细菌系统鉴定手册》 ［１５］和文献［１６］报道的研究方法并稍作修改， 将方法中的

固体斜面试管改为液体培养基或平板培养基培养： 对于液体培养基， 进行 １％ 接种并用 ＬＢ 培养基培养；
对于平板培养基， 进行穿刺接种培养， 并进行形态学观察及生理生化特征的研究。

挑取 ＬＢ 固体培养基上的 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 单菌落， 送至生工生物工程 （上海） 有限公司， 采用通用引

物 ２７Ｆ （５􀆳⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３􀆳） 和 １４９２Ｒ （５􀆳⁃ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３􀆳） 进行测序。
测得的序列在 ＮＣＢＩ 网站进行比对， 使用 ＭＥＧＡ １１ 软件， 采用邻近法进行系统发育树构建， 判断 ＺＹ⁃
ＣＨＨ⁃０１ 的种属类型。
１􀆰 ３􀆰 ２　 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 抑菌成分来源的制备

１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 １　 发酵液的制备

参考文献 ［１４］ 的方法， 取 ＬＢ 培养基进行平板划线， 活化芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 菌种。 取 ＬＢ 培

养基制取种子液于 ３７ ℃ 、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培养 ２４ ｈ。 接种 １％ 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 种子液至发酵培

养基中， ３７ ℃ 、 １９０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下培养 ２７􀆰 ５ ｈ， ４ ℃ 、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 分离沉淀和上清液，
上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤制备发酵液， 备用。
１􀆰 ３􀆰 ２􀆰 ２　 菌体胞内可溶物溶液的制备

参照大肠杆菌表达重组蛋白的纯化流程［１７］ ， 收集节 １􀆰 ３􀆰 ２􀆰 １ 的菌体沉淀， 每 １ ｇ 湿重的菌体加入

５ ｍＬ 的 １ × ＰＢＳ 溶液重悬。 在超声破碎仪作用下 （ ２００ Ｗ， ６０ ｍｉｎ） 破碎细胞， 离心 （ ４ ℃ ，
８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， １０ ｍｉｎ） 收集上清液， 获得胞内可溶物溶液， 备用。
１􀆰 ３􀆰 ３　 抑菌物质的纯化

１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 １　 发酵液纯化

参考文献 ［１８］ 的方法， 取 ４００ ｍＬ 发酵液， 加入等体积乙酸乙酯溶液， 振荡萃取并重复 ３ 次，
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合并 ３ 次萃取液， 旋转蒸发浓缩至 ２０ ｍＬ， 得到乙酸乙酯萃取液。
１􀆰 ３􀆰 ３􀆰 ２　 纯化及抑菌物质的测定

采用制备型高效液相色谱进行分泌物的制备纯化。 色谱柱： Ｚ⁃４０ 硅胶柱 （４０ μｍ， ３０ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）；
流动相为 Ｖ（二氯甲烷）∶ Ｖ（甲醇） ＝８∶ ２； 流速为 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 检测波长为 ２５４ ｎｍ。 收集不同洗脱时间的样品

进行抑菌圈的测定。
有抑菌作用的成分用超高效液相色谱高分辨四极杆飞行时间质谱联用仪 （ ＵＰＬＣ Ｑ⁃ＴＯＦ ＭＳ） 进

行检测， 并对目标峰进行二级质谱检测， 解析抑菌物质的结构。
１􀆰 ３􀆰 ４　 抑菌物质的性质表征

取 １００ μＬ 的指示菌液涂布于相应培养基平板， 轻置牛津杯于平板表面。 加入 １００ μＬ 待测液、 生

理盐水或卡那霉素 Ｋ ＋ （３３ ｍｇ ／ Ｌ）， ４ ℃静置 ４ ｈ 后， ３７ ℃静置培养 ８ ｈ［１６］ ， 测量并记录抑菌圈大小。
采用牛津杯法测定芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 提取物对细菌的抑菌活性。 将各保存的细菌菌株甘油管按 １％
浓度接种到相应的培养基中， 其中： 大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 单核增生李斯特菌用 ＬＢ 培养基

３７ ℃ 、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ２４ ｈ； 副溶血弧菌、 鼠伤寒沙门氏菌、 福氏志贺氏菌用牛肉膏蛋白胨培养基

３７ ℃ 、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ２４ ｈ。 取各细菌菌株的菌液涂布于相应的固体培养基上， 并在牛津杯中加入

１００ μＬ 的待测液， 在 ３７ ℃下培养 １２ ｈ。 观察是否出现抑菌圈， 并测量抑菌圈的直径。
参考王小娟等［１８］的方法测定芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 提取物对真菌的抑菌率。 黑根霉、 总状毛霉用

点种法接种在 ＰＤＡ 固体培养基。 在点种点两侧 １􀆰 ５ ｃｍ 处放置牛津杯， 牛津杯中加入 １００ μＬ 的待测

液。 黑根霉点种后在 ２８ ℃恒温培养 ２ ｄ， 总状毛霉点种后在 ２８ ℃ 恒温培养 ５ ｄ， 并观察菌落生长情

况， 计算抑菌率。 抑菌率的计算公式为

抑菌率 ／ ％ ＝ ［（对照组菌落直径 － 实验组菌落直径） ／ 对照组菌落直径］ × １００。 （１）
１􀆰 ３􀆰 ５　 电镜表征

参照高亚惠等［１９］ 报道的方法， １０ μＬ 指示菌加入 １０ ｍＬ 相应培养基中培养 １２ ｈ 后， 实验组加入

１ ｍＬ 液相色谱纯化后的流出峰溶液， 对照组加入 １ ｍＬ 液相色谱流动相 （Ｖ（二氯甲烷）∶ Ｖ（甲醇） ＝
８∶ ２）， 培养 １２ ｈ。 菌液４ ℃、 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心１０ ｍｉｎ， 沉淀加入２０ ｍＬ 质量分数为２􀆰 ５％的戊二醛溶液，
４ ℃固定 １２ ｈ。 ４ ℃、 ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 去除戊二醛溶液。 用超纯水洗涤沉淀物 ３ 次， 依次加入

８ ｍＬ不同体积分数的乙醇水溶液 （３０％ ， ５０％ ， ８０％ ， ９５％ ， １００％ ）。 细菌脱水后， 在 － ４０ ℃下冻干

２ ｄ， 喷金涂层 １００ ｓ， 用扫描电子显微镜进行形貌表征。
１􀆰 ３􀆰 ６　 细胞膜渗透性的测定

根据 Ｌｉ 等［２０］报道的方法， 用液相色谱纯化后的乙酸乙酯萃取液处理金黄色葡萄球菌、 单核增生李

斯特菌、 大肠杆菌、 沙门氏菌、 副溶血弧菌和福氏志贺氏菌。 用碘化丙啶染色进一步证实孢杆菌 ＺＹ⁃
ＣＨＨ⁃０１ 代谢产物对指示菌细胞膜的损伤。 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 萃取液与指示菌混合培养 ８ ｈ， 然后使用

碘化丙啶染料 （１ ｍｇ ／ Ｌ） 在黑暗中对指示菌染色 ２０ ｍｉｎ。 洗涤和离心后， 在荧光显微镜下观察。
１􀆰 ３􀆰 ７　 细胞壁渗透性的测定

参照 Ｗａｎｇ 等［２１］报道的方法。 取 １ ｍＬ １ × １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ 指示菌悬浮液， 处理组加入 １００ μＬ 液相色

谱纯化后的流出峰溶液， 分别处理指示菌 ０， ４， ８ ｈ， 对照组加入等体积的流动相， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ， 取上清液用 ＡＫＰ 试剂盒测定 ＡＫＰ 酶活性。
１􀆰 ４　 统计学处理

所有实验测定均做 ３ 个平行， 测定结果以平均值 ± 标准差表示。 使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２２ 软件进行图像

处理。 实验组和对照组用 ＳＰＳＳ 统计软件处理， 采用 Ｔｕｋｅｙ ｓ⁃ｂ 检验或独立 ｔ 值检验进行分析， Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 表示具有显著性差异。
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２　 实验结果与分析
２􀆰 １　 菌株的生理生化特征鉴定

形态观察发现， 菌株 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 菌落呈圆形， 凸起， 表面较湿润光滑 （见图 １ａ）。 革兰氏染色阳

性， 短杆状， 两侧钝圆， 有芽孢。 长 ０􀆰 ３９ ～ ０􀆰 ６０ μｍ， 宽 ０􀆰 １２ μｍ （见图 １ｂ）。 对菌株 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 进

行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列测序， 在 ＮＣＢＩ 网站进行比对， 选择相应模式菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列使用

ＭＥＧＡ １１ 构建系统发育树， 结果显示， 菌株 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 类聚到一个分支上 （见图 ２）， 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ􀆰
ｓｔｒａｉｎ ｙ２ 相似， 相似度达到 ９９􀆰 ５７％ 。 将上述 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列数据上传到国家微生物科学数据中心

（ｎａｔｉｏｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ｄａｔａ ｃｅｎｔｅｒ， ＮＭＤＣ）， 获得序列号为 ＮＭＤＣＮ０００１ＣＱＨ。

图 1 菌株 ZYCHH鄄01 的菌落和菌体的形态特征

Fig.1 Colonial and cellular morphology of ZYCHH鄄01 strain

a） 菌落 b） 菌体

图 2 菌株 ZYCHH鄄01 的系统发育树

Fig.2 Phylogenetic tree of ZYCHH鄄01 strain

实验结果显示， 菌株 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 可以利用糖原、 蔗糖、 Ｄ⁃海藻糖、 乳糖、 山梨醇、 Ｄ⁃甘露醇和肌

醇作为碳源， 耐受 ０％ ～ １０％ ＮａＣｌ 和 ２０ ～ ４０ ℃环境， 耐受 ｐＨ 值为 ６ ～ ９ （见表 １）。 与对照组相比，
菌株 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 能使明胶液化， 利用硝酸盐、 牛奶、 柠檬酸和吲哚， Ｍ􀆰 Ｒ􀆰 实验结果为阳性。 以上结

果与文献［２２ － ２３］报道的 Ｂ􀆰 ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ 生理生化特性相似， 因此判断菌株 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 为 Ｂ􀆰 ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ。
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表 １　 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 的生理生化特征
Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＺＹＣＨＨ⁃０１ ｓｔｒａｉｎ

组别 　 检测项目 Ａ６００ 阴阳性 组别 检测项目 Ａ６００ 阴阳性

Ａ１ 空白（阴性对照） ０􀆰 １２ ± ０􀆰 ０２ － Ｃ１０ ４ ℃ ０􀆰 ０３ ± ０􀆰 ０１ －

Ａ２ Ｄ⁃葡萄糖 １􀆰 ９０ ± ０􀆰 １０ Ｗ Ｄ１ １０ ℃ ０􀆰 ０８ ± ０􀆰 ０７ －

Ａ３ Ｄ⁃纤维二糖 １􀆰 ７８ ± ０􀆰 ０３ Ｗ Ｄ２ ２０ ℃ ２􀆰 ８０ ± ０􀆰 ０１ ＋

Ａ４ 糖原 ２􀆰 ９９ ± ０􀆰 ０５ ＋ Ｄ３ ２５ ℃ ２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ０１ ＋

Ａ５ Ｄ⁃棉籽糖 １􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０２ Ｗ Ｄ４ ２８ ℃ ２􀆰 ８３ ± ０􀆰 ００ ＋

Ａ６ Ｌ⁃鼠李糖 ０􀆰 １７ ± ０􀆰 ０７ － Ｄ５ ３７ ℃ ２􀆰 ６０ ± ０􀆰 １８ ＋

Ａ７ 蔗糖 １􀆰 ９９ ± ０􀆰 １４ Ｗ Ｄ６ ４０ ℃ ２􀆰 ２３ ± ０􀆰 ０８ ＋

Ａ８ Ｄ⁃核糖 １􀆰 ２４ ± ０􀆰 ７１ Ｗ Ｄ７ ４５ ℃ １􀆰 ９８ ± ０􀆰 ７３ Ｗ

Ａ９ Ｌ⁃山梨糖 ０􀆰 ０９ ± ０􀆰 ０１ － Ｄ８ ５０ ℃ ０􀆰 ０２ ± ０􀆰 ０１ －

Ａ１０ Ｄ⁃木糖 ０􀆰 ８８ ± ０􀆰 １６ － Ｄ９ ｐＨ ＝ ６ ２􀆰 ８１ ± ０􀆰 ０１ ＋

Ｂ１ Ｄ⁃半乳糖 １􀆰 ５１ ± ０􀆰 ８５ Ｗ Ｄ１０ ｐＨ ＝ ８ ２􀆰 ７７ ± ０􀆰 ００ ＋

Ｂ２ Ｄ⁃海藻糖 ２􀆰 ７１ ± ０􀆰 ０４ ＋ Ｅ１ ｐＨ ＝ １０ ０􀆰 ０１ ± ０􀆰 ０１ －

Ｂ３ 乳糖 ２􀆰 ５９ ± ０􀆰 １１ ＋ Ｅ２ 氧化酶 — ＋

Ｂ４ 麦芽糖 １􀆰 ８０ ± ０􀆰 ３６ Ｗ Ｅ３ 过氧化氢酶 — ＋

Ｂ５ 甘露糖 ２􀆰 ６５ ± ０􀆰 ０１ ＋ Ｅ４ 脲酶 — －

Ｂ６ 赤藓糖醇 ０􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０５ － Ｅ５ 吐温⁃２０ — ＋

Ｂ７ 山梨醇 ２􀆰 ６２ ± ０􀆰 ０６ ＋ Ｅ６ 吐温⁃ ４０ — ＋

Ｂ８ Ｄ⁃甘露醇 ２􀆰 ５５ ± ０􀆰 １５ ＋ Ｅ７ 吐温⁃８０ — ＋

Ｂ９ 甘油 １􀆰 ７１ ± ０􀆰 １８ Ｗ Ｅ８ 明胶 — ＋

Ｂ１０ 淀粉 ０􀆰 ４２ ± ０􀆰 ００ － Ｅ９ 淀粉酶 — ＋

Ｃ１ 肌醇 ２􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０４ ＋ Ｅ１０ 纤维素酶 — －

Ｃ２ Ｌ⁃丙氨酸 １􀆰 ０９ ± ０􀆰 ３２ Ｗ Ｆ１ 硝酸盐 — ＋

Ｃ３ Ｌ⁃半胱氨酸 ２􀆰 ２３ ± ０􀆰 ８０ － Ｆ２ 硫化氢 — ＋

Ｃ４ ０％ ＮａＣｌ ２􀆰 ８０ ± ０􀆰 ０１ ＋ Ｆ３ 黑色素 — －

Ｃ５ ２％ ＮａＣｌ ２􀆰 ４３ ± ０􀆰 ３７ ＋ Ｆ４ Ｖ⁃Ｐ — ＋

Ｃ６ ４％ ＮａＣｌ ２􀆰 ８２ ± ０􀆰 ０４ ＋ Ｆ５ Ｍ􀆰 Ｒ􀆰 — －

Ｃ７ ６％ ＮａＣｌ ２􀆰 ８２ ± ０􀆰 ０２ ＋ Ｆ６ 牛奶分解 — ＋

Ｃ８ ８％ ＮａＣｌ ２􀆰 ７９ ± ０􀆰 ０１ ＋ Ｆ７ 柠檬酸利用 — ＋

Ｃ９ １０％ ＮａＣｌ ２􀆰 ６２ ± ０􀆰 １２ ＋ Ｆ８ 吲哚 — ＋

　 　 说明： 定义 Ａ６００ ＞ ２ 为阳性 （ ＋ ）； １ ＜ Ａ６００ ＜ ２ 为弱阳性 （Ｗ）； Ａ６００ ＜ １ 为阴性 （ － ）。
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表 ２　 胞内、 胞外物质抑菌成分来源

的抑菌圈实验结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

　 　 项目 抑菌圈直径 ／ ｍｍ

生理盐水 ０ｄ

卡那霉素 １８􀆰 ６６ ± ０􀆰 ３７ｃ

胞内可溶物 ０ｄ

发酵液 １０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ７９ｂ

乙酸乙酯 ０ｄ

乙酸乙酯萃取液 １７􀆰 ９０ ± ０􀆰 ９３ｃ

２􀆰 ２　 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 抑菌成分来源的测定

用卡那霉素作为阳性对照， 生理盐水作为阴性对照，
测试其胞内、 胞外物质对李斯特菌的拮抗效果。 用胞内

可溶物作李斯特菌抑菌圈实验， 结果 （见表 ２） 表明，
芽孢杆菌胞内可溶物不含抑菌物质。 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃
０１ 发酵液的抑菌圈明显， 表明发酵液即胞外液中含有浓

度较高的抑菌物质。 用乙酸乙酯萃取细胞发酵上清液获

得萃取液， 该萃取液为抑菌圈实验组， 乙酸乙酯为对照

组。 抑菌圈实验结果表明， 乙酸乙酯对照组无抑菌圈，
萃取液抑菌圈直径较发酵液组更大， 说明乙酸乙酯无抑

菌效果， 且浓缩萃取后抑菌效果更强。 因此， 选取发酵

液进行下一步纯化。
２􀆰 ３　 抑菌物质的纯化、 鉴定及抑菌谱

２􀆰 ３􀆰 １　 抑菌物质的纯化

将乙酸乙酯萃取液旋蒸浓缩后用硅胶柱制备型液相色谱进行纯化， 纯化结果如图 ３ 所示。 由图 ３
可见， 保留时间为 ２５， ２９， ３２， ３４ ｍｉｎ 左右有流出峰。 分别收集峰流出物进行抑菌圈实验， 确认有

效抑菌物质所在的峰位置。 抑菌圈实验结果 （见表 ３） 表明， 保留时间为 ２９， ３２ ｍｉｎ 的峰有明显的

抑菌效果， 所以， 取保留时间为 ２９， ３２ ｍｉｎ 的峰流出物溶液进行质谱表征。

图 3 硅胶柱纯化乙酸乙酯萃取液色谱图

Fig.3 The chromatography of ethyl acetate
extraction purified by silica gel column

信
号

强
度
/m
AU

表 ３　 不同保留时间峰流出物抑菌成分

来源的抑菌圈实验结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ｐｅａｋ ｅｆｆｌｕｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

保留时间 ／ ｍｉｎ 抑菌圈直径 ／ ｍｍ

２５ ２４􀆰 １１ ± １􀆰 ２４ｂ

２９ ３２􀆰 ９１ ± ４􀆰 ８４ａ

３２ ３２􀆰 ４１ ± ２􀆰 ５７ａ

３４ ２７􀆰 ７６ ± １􀆰 ５２ａｂ

２􀆰 ３􀆰 ２　 抑菌物质的鉴定

将保留时间为 ２９， ３２ ｍｉｎ 的峰流出物进行质谱检测， 一级质谱图结果 （见图 ４） 表明， 有

１ ０７２􀆰 ６８６ ２， １ ０５８􀆰 ６６７ ２， １ ０４４􀆰 ６５１ １， １ ０３０􀆰 ６３９ ５ ｕ ４ 个特征峰， ４ 个特征峰相对分子质量相差约

１４ ｕ， 可能是相差 － ＣＨ２的同系物。 保留时间为 ２９ ｍｉｎ 的一级质谱图还有 １ ０３６􀆰 ６８６ ９， １ ０２２􀆰 ６７３ ８ ｕ
２ 个特征峰， ２ 个特征峰相对分子质量相差 １４ ｕ。 根据已有报道， １ ０３６􀆰 ６８６ ９， １ ０２２􀆰 ６７３ ８ ｕ 可能是

表面活性素异构体的同系物［２４ － ２５］ 。 对 ５ 个特征峰进行二级质谱鉴定， 结果见图 ５。 由图 ５ 可见， ５ 个

特征峰作为母离子得到的碎片规律类似， 都含有 ４ 个亮氨酸 （Ｌｅｕ）、 １ 个缬氨酸 （Ｖａｌ）、 １ 个天冬氨

酸 （Ａｓｐ） 和 １ 个谷氨酸 （Ｇｌｕ）， 这 ７ 个氨基酸组成环状结构， 尾部有 １４ ～ １６ 个碳原子组成的脂肪

链 （ＦＡ）。 该质谱结果、 分析结构与研究发现的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ 分泌的次级代谢产物类似， 并与表面

活性素标准品的质谱进行对照， 可以确认芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 的有效抑菌成分是表面活性素及其异构

体。 表面活性素是一类脂肽化合物， 由亲水的环状或寡肽及疏水的长链脂肪酸组成， 是由非核糖体途

·４１３·



　 第 ４ 期 蔡巧贤， 等： 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 的鉴定与分泌产物纯化及其抑菌机理

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

径合成的抑菌物质［２６］ 。 肽环中的氨基酸顺序为： Ｌ⁃Ｇｌｕ － Ｌ⁃Ｌｅｕ － Ｄ⁃Ｌｅｕ － Ｌ⁃Ｖａｌ － Ｌ⁃Ａｓｐ － Ｄ⁃Ｌｅｕ － Ｌ⁃
Ｌｅｕ， 首位的 Ｌ⁃Ｇｌｕ 和第 ７ 位的 Ｌ⁃Ｌｅｕ 连接形成七肽环［２７］ 。 根据实验结果并结合已有的文献报道， 芽

孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 的抑菌作用应为表面活性素及其异构体的协同抑菌作用。

图 4 乙酸乙酯提取物的一级质谱图

Fig.4 The MS of ethyl acetate extraction
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图 5 乙酸乙酯提取物的二级质谱图

Fig.5 The MS鄄MS of ethyl acetate extraction

a) 母离子为 1 023.670 7 u b) 母离子为 1 031.630 9 u c) 母离子为 1 037.690 4 u

d) 母离子为 1 045.652 4 u e) 母离子为 1 059.671 3 u
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２􀆰 ３􀆰 ３　 抑菌谱

将医疗卫生、 食品工业和水产养殖等行业主要的致病菌作为指示菌测试提取物质的抑菌谱， 其中

包括 ２ 株革兰氏阳性菌 （ Ｇ ＋ ）、 ４ 株革兰氏阴性菌 （ Ｇ － ） 和 ２ 株真菌。 实验结果 （见图 ６ ～ ７） 表

明， 提取物对革兰氏阴性菌的抑菌作用优于对革兰氏阳性菌的抑菌作用， 这与细菌细胞壁的结构有
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关。 革兰氏阳性菌的细胞壁较厚， 且肽聚糖成分含量较高， 不利于芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 的提取物进入

细菌内部， 使得抑菌圈较商业抗生素小。 但细菌抑菌谱结果 （见表 ４） 表明， 提取物的抑菌性和商业

抗生素硫酸卡那霉素相当， 甚至对于部分水产致病菌效果优于商业抗生素。 对于选取的 ２ 株真菌菌

株， 芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 的提取物有明显的抑菌效果 （见表 ５）， 说明该提取物的抑菌范围广， 可以

作为潜在的抗生素替代物。

a) 金黄色葡萄球菌

图 6 提取物的抑菌圈实验结果

Fig.6 The results of antibacterial zone

f) 副溶血弧菌e) 鼠伤寒沙门氏菌d) 福氏志贺氏菌

c) 大肠杆菌b) 单核增生李斯特菌

图 7 提取物的抑菌率实验结果

Fig.7 The results of antifungus rate

对照组 实验组

a) 黑根霉 b) 总状毛霉

对照组 实验组

表 ４　 提取物的细菌抑菌谱

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

菌株
抑菌圈直径 ／ ｍｍ

提取物 Ｋ ＋ 硫酸卡那霉素 生理盐水

金黄色葡萄球菌 １３􀆰 ０１ ± １􀆰 １６ｂ １７􀆰 ９１ ± １􀆰 ３２ａ ０ｃ

单核增生李斯特菌 １４􀆰 ９４ ± ２􀆰 ９４ｂ １８􀆰 ６６ ± ０􀆰 ３７ｂ ０ｃ

大肠杆菌 １５􀆰 ００ ± １􀆰 ０６ｂ １６􀆰 １２ ± ０􀆰 ６４ｂ ０ｃ

福氏志贺氏菌 ２５􀆰 ０９ ± ２􀆰 ３１ｂ ２２􀆰 ９１ ± ０􀆰 ８２ｂ ０ｃ

鼠伤寒沙门氏菌 １４􀆰 ８８ ± １􀆰 ２３ｂ １６􀆰 ４２ ± ０􀆰 ５９ｂ ０ｃ

副溶血弧菌 ２８􀆰 ０８ ± ２􀆰 ４８ａ ２１􀆰 ０５ ± １􀆰 ３５ｂ ０ｃ
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表 ５　 提取物的真菌抑菌谱

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ａｎｔｉｆｕｎｇｕｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

菌株
菌落直径 ／ ｍｍ

提取物 生理盐水

抑菌率 ／ ％

提取物 生理盐水

　 　 　 黑根霉 １８􀆰 ０５ ± ３􀆰 ７１∗∗ ４５􀆰 １３ ± ４􀆰 ２３∗∗ ６０􀆰 ０ —

　 　 　 总状毛霉 １０􀆰 ３６ ± ０􀆰 ６８∗∗ ２９􀆰 １９ ± ３􀆰 ２０∗∗ ６４􀆰 ５ —

　 　 说明：∗∗表示 Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

２􀆰 ４　 抑菌机理探究

２􀆰 ４􀆰 １　 扫描电子显微镜表征指示菌

６ 种指示菌在对照组 （只加生理盐水） 和实验组 （加提取物） 的电镜结果见图 ８。 由图 ８ 可见，
对照组的指示菌菌株较为饱满且分散均匀， 实验组的指示菌菌株发生皱缩现象， 且培养 ２４ ｈ 后菌液

较为澄清， 离心后的菌体沉淀很少。 结合实验结果和文献［２８］报道， 推测可能的抑菌机理是， 提取

物与细菌的细胞壁相互作用使菌体裂解， 导致细菌死亡。 具体提取物如何与细菌细胞壁相互作用， 还

需进行更深层次的研究。

图 8 各种指示菌的电镜实验结果

Fig.8 Scanning electron microscope of indicator bacteria

对照组 实验组 对照组 实验组

a) 金黄色葡萄球菌

f) 副溶血弧菌e) 鼠伤寒沙门氏菌

d) 福氏志贺氏菌c) 大肠杆菌

b) 单核增生李斯特菌

２􀆰 ４􀆰 ２　 代谢产物中抑菌物质对细菌细胞膜的影响

碘化丙啶是一种荧光 ＤＮＡ 嵌入染料， 不能进入具有完整质膜的细胞， 通常用作质膜破裂的检测

指标。 碘化丙啶染色实验结果如图 ９ 所示。 可见， 革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌在纯化物处理后观察

到红色荧光， 表明纯化物会破坏细菌细胞膜完整性， 碘化丙啶进入细胞内与 ＤＮＡ 结合染色； 而 ４ 种

革兰氏阴性菌大肠杆菌、 福氏志贺氏菌、 鼠伤寒沙门氏菌和副溶血弧菌在纯化物处理后没有观察到红

色荧光， 说明纯化物并没有破坏其细胞膜。

·７１３·
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图 9 各种指示菌的碘化丙啶染色结果

Fig.9 The results of PI staining of indicator bacteria
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b) 单核增生李斯特菌

２􀆰 ４􀆰 ３　 代谢产物中抑菌物质对细菌细胞壁的影响

ＡＫＰ 是一种存在于细菌细胞壁和细胞膜之间的酶， 若细菌细胞壁完整性遭到破坏， ＡＫＰ 会发生

泄露， 通过检测其活力可探究 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 代谢产物中抑菌物质对细菌细胞壁的影响。 ＡＫＰ 泄露实验

结果如图 １０ 所示。 可见， 随着培养时间的延长， 大肠杆菌、 鼠伤寒沙门氏菌、 副溶血弧菌和福氏志

贺氏菌中测得的 ＡＫＰ 活力显著增加 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 证实 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 代谢产物中的抑菌物质可以有效破

坏这 ４ 种细菌的细胞壁。

图 10 各种指示菌的 AKP 测试结果

Fig.10 AKP test results of various indicator bacteria
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３　 结论
对实验室自主筛选的芽孢杆菌 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 进行多相分类， 结果表明， 适合芽孢杆菌增殖代谢的碳
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源有糖原、 蔗糖、 Ｄ⁃海藻糖、 乳糖、 山梨醇、 Ｄ⁃甘露醇和肌醇， 适合芽孢杆菌增殖代谢的氮源有 Ｌ⁃
半胱氨酸， 最佳 ＮａＣｌ 质量浓度为 １％ ， 最佳发酵温度为 ２８ ℃ ， 最佳发酵 ｐＨ ＝ ７。 通过乙酸乙酯萃取、
制备型高效液相色谱和质谱等表征方法， 确定 ＺＹＣＨＨ⁃０１ 的有效抑菌物质主要为含有 １４ ～ １６ 个碳原

子的表面活性素。 抑菌谱结果表明， ＺＹＣＨＨ⁃０１ 的分泌物对常见的革兰氏阳性菌、 革兰氏阴性菌和真

菌有一定的抑菌作用。 扫描电子显微镜、 碘化丙啶染色和 ＡＫＰ 泄露实验结果表明， 提取物作用后的

大肠杆菌、 鼠伤寒沙门氏菌、 副溶血弧菌和福氏志贺氏菌细胞壁破裂， 对于革兰氏阳性菌金黄色葡萄

球菌， 分泌物还可使其细胞膜受损。 可见， 表面活性素在生物医药、 食品工业和水产饲料等方面具有

一定的应用前景。
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