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一种芽孢杆菌广谱细菌素的分离纯化及其性质研究

张海林　刘占燕　张梦宇　谭可心　张礼丛　张玉然△

（济宁医学院生物科学学院，日照 ２７６８２６）

　　摘　要　目的　筛选产细菌素的芽孢杆菌，研究纯化后的细菌素的性质。方法　首先采用双层琼脂牛津杯
法，从高温酒曲中筛选产细菌素的芽孢杆菌；然后利用加热法、ｐＨ沉淀法、盐析法等纯化细菌素；最后使用不同
ｐＨ、温度、蛋白酶等条件处理细菌素，测定抑菌活性，分析其 ｐＨ稳定性、热稳定性、抗酶解性及抗菌谱特性。结
果　分离得到一株产细菌素的芽孢杆菌菌株 ＰＬ２，经 １６ＳｒＤＮＡ序列比对鉴定为贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）。纯化后的细菌素，在ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ电泳中得到的单一条带，分子量约为１０ｋＤａ。该细菌素在ｐＨ
２．０～１４．０处理４ｈ，抑菌活力最大降幅为５％；经１２０℃保温３０ｍｉｎ，抑菌活力仅降低１８％；能抵抗蛋白酶Ｋ、胃蛋
白酶等多种蛋白酶水解；对革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌、真菌均有较强的抑制能力。结论　Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ
ＰＬ２产生的细菌素具有优良的特性，可进一步开展其在食品加工、生物防治以及医疗领域等方面的应用研究。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎ；ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰＬ２；Ａｎｔｉｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ

　　细菌素是一类由细菌核糖体编码合成，对同种
亲缘的微生物具有高效抑制的一类多肽或前体多

肽［１］，绿色环保、安全高效，被视为抗生素的理想

替代品。乳酸链球菌素（Ｎｉｓｉｎ）是唯一通过 ＦＤＡ／
ＷＨＯ双认证，商业化应用于食品领域的细菌素。
Ｎｉｓｉｎ在碱性条件下不稳定，以及仅能抑制革兰氏
阳性菌，对革兰氏阴性菌和真菌等抑制作用效果较

差［２］等因素，限制了其应用范围。芽孢杆菌可以
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代谢产生多种细菌素，与 Ｎｉｓｉｎ相比，大部分芽孢
杆菌细菌素具有耐高温、耐酸碱、广谱抑菌的特

性［３４］，具有较高的应用前景。

本文拟从高温酒曲中筛选产细菌素的芽孢杆

菌，研究其生物学特性，拟开发一种在食品、医药领

域具有应用价值的细菌素。

１　材料与方法

１．１　实验材料与仪器
１．１．１　样品来源　高温酒曲，由山东梁山县儒匠
酒曲有限公司提供。

１．１．２　菌株　指示菌：金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＣＭＣＣ２６１１２）。实验菌：大肠杆菌
（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２），铜绿假单胞杆菌
（ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａＡＴＣＣ２７８５３），白色念珠
菌（ＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓＡＴＣＣ１４０５３），痢疾志贺氏菌
（Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｄｙｓｅｎｔｅｒｉａｅ ＣＭＣＣ ５１２５２），黑 曲 霉
ＡＴＣＣ１６４０４。以上菌株均由济宁医学院生物科学
实验中心提供。

１．１．３　主要仪器与试剂　全温叠加式摇床（天津
市莱玻特瑞仪器设备有限公司）；ＰＣＲ仪（ＢＩＯ
ＲＡＤ公司）；电泳仪（北京六一公司）；全自动免染
凝胶成像分析系统（ＢＩＯＲＡＤ公司）。

ＬＢ培养基（上海生工生物工程有限公司）；细
菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（北京天根生化科技有
限公司）；ＴａｑＤＮＡ聚合酶（北京宝日医生物技术有
限公司）；蛋白酶 Ｋ（北京索莱宝科技有限公司）；
胰蛋白酶（北京索莱宝科技有限公司）；ＰａｇｅＲｕｌｅｒ
预染蛋白分子（上海赛默飞世尔科技有限公司）；

其它试剂均为日照国药分析纯试剂。

１．２　方法
１．２．１　产细菌素芽孢杆菌的筛选　将１０ｍｌ无菌
水中加入１ｇ高温酒曲，于７０℃保温３０ｍｉｎ，取５ｍｌ
悬浮液于 ＬＢ培养基中，３７℃、２００ｒｐｍ振荡培养
２４ｈ。稀释适当倍数涂布于 ＬＢ平板，于３７℃培养
２４ｈ。挑选单菌落菌株接种于 ＬＢ培养基中，３７℃、
２００ｒｐｍ振荡培养 ２４ｈ。８×１０３ｒｐｍ离心去菌体，发
酵上清液中缓慢加入固体硫酸铵，至其终浓度为

６０％，并置于４℃冰箱中隔夜处理，再经１×１０４ｒｐｍ
离心１０ｍｉｎ，获得盐析沉淀，并将其溶于原体积 １／
５０的０．０２ｍｏｌ／ＬｐＨ７．０磷酸钠缓冲液中，制成细
菌素溶液，进行抑菌活性测定。

１．２．２　产细菌素芽孢杆菌的种属鉴定　参考文献

方法［５６］，以细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒提取的菌
株基因组ＤＮＡ为模板，采用１６Ｓ区通用引物２７Ｆ／
１４９２Ｒ，进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ体系：菌基因组 ＤＮＡ
提取物０．５μｌ，１０×ＰＣＲ缓冲液 ２．５μｌ，ｄＮＴＰＭｉｘ
ｔｕｒｅ２μｌ，引物 ２７Ｆ／１４９２Ｒ对各 １μｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合
酶０．５μｌ，补无菌水至２５μｌ。ＰＣＲ反应条件：９４℃
预变性３ｍｉｎ；９４℃变性 ４５ｓ，５３℃退火 ４５ｓ，７２℃延
伸９０ｓ，循环扩增 ３４个循环；７２℃延伸 ７ｍｉｎ；ＰＣＲ
产物经１％琼脂糖凝胶电泳验证后，送至生工生物
工程（上海）股份有限公司测序，将测得的１６ＳｒＤ
ＮＡ基因序列在 ＮＣＢＩ网站上进行同源性比对，鉴
定菌株种属。

１．２．３　细菌素的分离纯化　将发酵液加热至
１００℃，保温 ５ｍｉｎ，１×１０４ｒｐｍ离心 １０ｍｉｎ，留上清，
调节ｐＨ为 ２．０使蛋白絮凝沉淀，１×１０４ｒｐｍ离心
１０ｍｉｎ。将获得的蛋白沉淀溶于原体积１／５０的０．
０２ｍｏｌ／ＬｐＨ７．０磷酸钠盐缓冲液中，而后加入固体
硫酸铵，至其终浓度为 ８％，４℃冰箱静置 ２ｈ，１×
１０４ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，将获得的蛋白沉淀溶于等体积
０．０２ｍｏｌ／ＬｐＨ７．０磷酸钠缓冲液中。重复上述盐
析步骤 ２次，将得到的细菌素溶液按 １．３．２中
ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ方法进行电泳。
１．２．４　细菌素对 ｐＨ、温度、蛋白酶耐受性的测定
　将纯化的细菌素溶液 ｐＨ分别调节为２．０、３．０、
４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、１０．０、１１．０、１２．０、１３．
０、１４．０，然后置于３７℃处理４ｈ，再将ｐＨ调至７．０，
按１．３．１方法测定抑菌活性。

将纯化的细菌素溶液，分别置于 ４０℃、５０℃、
６０℃、７０℃、８０℃、９０℃、１００℃条件下处理 ３０ｍｉｎ，
以及１００℃、１１０℃、１２０℃分别处理 １０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ、
３０ｍｉｎ，按１．３．１方法测定抑菌活性。

向０．２ｍｌ纯化的细菌素溶液中（预先调整至
各个酶的最适合ｐＨ，胃蛋白酶样品 ｐＨ２．５），分别
加入０．０５ｍｌ浓度为 ５ｍｇ／ｍｌ的蛋白酶溶液（胃蛋
白酶、酸性蛋白酶、碱性蛋白酶、胰蛋白酶），然后

置于３７℃处理６ｈ，再将 ｐＨ调至７．０，按１．３．１方
法测定抑菌活性。以未加蛋白酶处理的样品为对

照。

１．３　检测方法
１．３．１　细菌素抗菌活性的测定　采用双层琼脂牛
津杯法［７］，指示菌（金黄色葡萄球菌）菌浓为 １×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ。通过测定抑菌圈直径大小（ｍｍ），表
观细菌素抑菌活性。
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１．３．２　凝胶原位电泳活性检测　参考Ｓｃｈａｇｇｅｒ的
ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ方法［８］，在凝胶两侧平行上样，

电泳结束后，将凝胶一分为二。一半用于染色，另

一半置于１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液中，振荡２０ｍｉｎ，并
水洗２次，去除凝胶中ＳＤＳ，再以０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７．０
磷酸钠缓冲液浸泡平衡１０ｍｉｎ，然后转移至无菌培
养皿中，加入２０ｍｌ含指示菌（菌浓为１×１０６）ＬＢ培
养基（含 ０．７％琼脂，４５℃），待其完全凝固后，于
３７℃培养２４ｈ，观察抑菌圈位置。

２　结果和讨论

２．１　菌株的鉴定
从高温酒曲中分离得到一株芽孢杆菌 ＰＬ２，

其发酵液经 ６０％硫酸铵盐析得到的蛋白质溶液，
经双层琼脂牛津杯法检测，可显著抑制指示菌生

长。ＰＬ２菌株１６ＳｒＤＮＡ序列比对结果见表１。

表１　基于菌株ＰＬ２１６ＳｒＤＮＡ序列的比对分析

　　　菌株名称 相似度／％

ＰＬ２ １００

ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＳＲＣＭ１０２７４７ １００

ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＬＰＬＫ１０３ １００

ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＬＢ００２ １００

ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＬ１ １００

ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＴＢ１５０１ １００

ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＤＢ１ １００

ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＨＡＢ２ １００

经１６ＳｒＤＮＡ序列比对，ＬＰ２菌株鉴定为 Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ，命名为ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰＬ２。
２．２　细菌素的纯化及活性鉴定

经高温煮沸、ｐＨ沉淀、盐析等步骤，得到纯度
较高的蛋白质溶液，然后利用 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ
电泳以及凝胶原位电泳抑菌活性检测方法，检测其

纯度和抑菌活性。与 ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ电泳条带
相对应的位置处出现指示菌抑菌圈，证明该条带蛋

白具有抑菌能力，可初步确定 Ｂａｃｉｌｌｕｓ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ
ＰＬ２产生的抑菌物质为细菌素（蛋白类物质），分
子量 约 １０ｋＤａ，而 非 有 机 酸、过 氧 化 氢 等。
Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰＬ２发酵液只需经过简单的纯化步
骤，即可获得纯度较高的细菌素，有利于后续规模

化提取。见图１。

２．３　细菌素的ｐＨ稳定性
分别调整细菌素溶液 ｐＨ并于 ３７℃条件下维

持４ｈ，采用双层琼脂牛津杯法，分析其抑菌活性的
变化。在 ｐＨ３．０～１４．０范围内，抑菌活性变化均
很小，最大降幅为５％。当ｐＨ为２．０时，细菌素发
生絮凝沉淀，但沉淀复溶后仍能完全保留其抑菌活

性。Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰＬ２生产的细菌素具有宽泛的
ｐＨ耐受性。见图２。

注：泳道，１，３ｍａｒｋｅｒ，２，４，５纯化的细菌素

图１　细菌素的ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳＰＡＧＥ电泳图和

凝胶原位电泳抑菌活性检测图

图２　细菌素的ｐＨ稳定性

２．４　细菌素的热稳定性
ｐＨ７．０条件下，分别以不同温度对细菌素进

行处理，分析其抑菌活性的变化。分别以 ３０℃～
１００℃温度处理细菌素溶液，其抑菌活性基本维持
不变；１１０℃、１２０℃处理３０ｍｉｎ，均未见蛋白絮凝析
出，其抑菌活性仅分别降低 １０％和 １８％。Ｂ．
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰＬ２生产的细菌素具有很强的温度耐受
性，为其在食品、医药等领域的应用奠定基础。见

图３。
２．５　细菌素的蛋白酶稳定性

分别以不同的蛋白酶处理细菌素，以未加蛋白

·３２３·
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酶的细菌素样品为空白对照，分析蛋白酶对其抑菌

活性的影响。目前报道的细菌素中，大部分因不能

抵抗蛋白酶Ｋ、胃蛋白酶的降解而丧失抑菌活性，
而Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰＬ２产的细菌素均能抵御蛋白酶
Ｋ、胃蛋白酶等 ５种蛋白酶的水解，保持较高的抑
菌活性。因其具有较强的蛋白酶稳定性，可初步判

断为一种抗酶解细菌素。见图４。

图３　细菌素的热稳定性

图４　细菌素的蛋白酶稳定性

２．６　细菌素的抑菌菌谱
采用双层琼脂牛津杯法，分析Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰＬ

２生产的细菌素对不同菌属菌株的抑制活性。Ｂ．
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰＬ２生产的细菌素具有广谱抑菌特性，
即可抑制革兰氏阴性菌，也可抑制革兰氏阳性菌，

对真菌（白色念珠菌、黑曲霉）也具有较强抑制活

性，但对大肠杆菌没有抑制作用，有待进一步研究。

见表２。

表２　细菌素抑菌菌谱

指示菌 抑制活性 菌属类别

金黄色葡萄球菌 ＋＋＋ 革兰氏阳性菌

大肠杆菌 － 革兰氏阴性菌

铜绿假单胞杆菌 ＋＋＋ 革兰氏阴性菌

痢疾志贺氏菌 ＋＋＋ 革兰氏阴性菌

白色念珠菌 ＋＋＋ 真菌酵母

黑曲霉 ＋＋ 真菌

　　注：＋表示有抑制；表示无抑制

３　结论

Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ是芽孢杆菌属一个新种，直至
２００５年才被报道和正式命名，但其在抑制病原菌
和生物防治方面具有显著的优点，已成为关注的焦

点。本文中 Ｂ．ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＰＬ２菌株产生的细菌素
分子量约为１０ｋＤａ，具有贝莱斯芽孢杆菌细菌素共
有特性（广谱抗菌特性）。相对于文献报道的 Ｂ．
ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ菌株产生的细菌素［９１０］，该细菌素具有较

强的热稳定，可耐受１００℃高温，即使在１２０℃高温
下处理３０ｍｉｎ，其抑菌活性也仅降低 １８％。此外，
该细菌素既可耐受强酸环境，也可耐受强碱的环

境，宽泛的ｐＨ耐受性也优于目前文献报道的贝莱
斯芽孢杆菌细菌素。后续可对该细菌素的生理毒

性进行研究，开发其在食品加工、生物医药领域的

应用。
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（收稿日期　２０２００７０９）
（本文编辑：石俊强）
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（上接第３２０页）展历史上占有重要位置。

金元时期河北籍医家针灸临床学术思想及其

特点对针灸学的发展有着极其深远的影响，深入研

究金元时期河北籍医家针灸的学术思想和临床应

用经验，可不断促进当代针灸学术思想的传承和创

新发展。
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