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类细菌素产生菌的筛选及发酵条件的研究

李 凛，罗俊成，胡欣洁，王忠彦，胡 承

（四川大学生命科学学院，四川 成都 .%"".$）

摘 要： 用滤纸片法从酒糟与黄水中初筛得到 %#" 株抗菌物质产生菌，再用杯碟法复筛得到一

株类细菌素产生菌 //%01$，经鉴定为枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）。//%01$ 产类细菌素最适条

件为：以 % 2葡萄糖为碳源，! 2牛肉膏为氮源，% 2酒糟浸出液为生长因子，培养基初始 34.)#，&5
6静置培养 7. 8，最适条件下效价为 %.$ 9 : ;/。对该类细菌素生物学特性进行初步研究，该类细

菌素对蛋白酶 < 敏感，酸性条件下热稳定性强，中性或碱性条件下不具备热稳定性，抑菌活性 34
范围是 #)#=5)#。
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枯草芽孢杆菌是自然界广泛存在的一种细菌，它能

产生杆菌肽、大环脂、环脂、类噬菌体颗粒等十几种抗菌

物质_%‘，长期以来被广泛地运用于水产养殖 _!‘、畜禽业生

产_&‘、食品工业_$‘、医药行业_#‘等方面。类细菌素是细菌在

代谢过程中生成的具有抑菌活性的多肽或蛋白质，它能

抑制革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌和真菌_.，5‘。目前国内

关于枯草芽孢杆菌产抗菌物质的研究已经达到分子水

平 _0‘，但绝大多数是针对枯草芽孢杆菌产抗菌物质抑制

真菌的研究 _7‘，关于枯草杆菌产类细菌素同时抑制细菌

及真菌的研究国内目前尚没有报道。笔者从酒糟与黄水

中筛得一株产类细菌素的菌株，经鉴定为枯草芽孢杆

菌，并对其发酵条件及所产类细菌素作了初步的研究。

% 材料和方法

%)% 材料

%)%)% 样品来源

四川某浓香型酒厂新鲜酒糟及黄水。

%)%)! 供试指示菌

金黄色葡萄球菌；金黄色葡萄球菌 @&"7（青霉素敏

感型）；大肠杆菌；绿脓杆菌；黑曲霉（本实验室保存）；鸟

链球菌；表皮葡萄球菌；粪链球菌（华西附二院保存）。

%)%)& 培养基

筛选培养基（I : /）：牛肉膏 #)"，蛋白胨 %")"，氯化钠
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!"#，自然 $%。

指示菌培养基（& ’ (）：牛肉膏 )"!，酵母膏 *"#，葡萄

糖 )"#，蛋白胨 )#"#，自然 $%。

种子培养基（& ’ (）：牛肉膏 !"#，酵母膏 *"#，葡萄糖

)"#，蛋白胨 )#"#，氯化钠 !"#，自然 $%。

)"+ 方法

)"+") 初筛方法

将样品用无菌水适当稀释，取一定量涂布于固体筛

选培养基上，,# -倒置培养 .+ /，待长出单菌落后用无

菌牙签挑取单菌落接种于装有 ) 0( 筛选培养基的 )"!
0( 12 管中密封，,# -静置培养 .+ /，用滤纸片法 3)#4进

行初筛，挑取滤纸片周围具有较大抑菌圈且抗菌谱较广

的菌株进行复筛。

)"+"+ 复筛方法

初筛菌种用平板涂布法纯化，挑出单菌落接入装有

!# 0( 种子培养基的 )!# 0( 锥形瓶中，,# -静置培养

.+ /，按 ) 5的接种量接种于装有 !# 0( 筛选培养基的

)!# 0( 锥形瓶中，,# -静置培养 .+ /，取发酵上清液测

效价。

)"+", 类细菌素效价的定义及测定

以对金黄色葡萄球菌具有相同抑菌效果的硫酸庆

大霉素标准品的效价来定义此类细菌素的效价。取 .+ /
发酵液 )#### 6 ’ 078 离心 )# 078，取上清液以杯碟法 3)#4

测效价。

)"+"9 排除酸及过氧化氢干扰

采用中和法排除有机酸的干扰，采用过氧化氢酶法

排除过氧化氢的干扰3))4。

+ 结果与讨论

+") 菌种筛选

从 : 批 酒 糟 和 黄 水 中 共 分 离 得 到 +!## 多 个 单 菌

落，通过初筛得到 )!# 株抗菌物质产生菌，再经过复筛

得到一株对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌及真菌都具有

抑制作用，特别是对金黄色葡萄球菌具有强抑制作用的

菌株，将此菌株编号 (():;9。(():;9 的抗菌谱见表 )。

+"+ 菌种鉴定

(():;9 的形态特征和培养特征为：菌体细胞呈 <=

杆状，胞内原生质均匀，中生芽孢，孢囊不膨大，芽孢椭

圆，细胞大小为 #".>#": !0?+"#>+"+ !0。,# -培养 +9
/，菌落圆形，表面粗糙，质地皱褶，边缘波浪形，不透明，

液体培养产生菌膜。经过进一步的生理生化试验（见表

+），将此菌鉴定为枯草芽孢杆菌3)+，),4。

+", (():;9 产类细菌素发酵条件的优化

+",") 碳源对 (():;9 产类细菌素的影响

以筛选培养基为基础，各加入 + 5葡萄糖、乳糖、麦

芽糖、蔗糖、马铃薯淀粉、可溶性淀粉作碳源，,# -静置

培养 .+ / 测效价，结果见表 ,。由表 , 可知，以葡萄糖为

碳源产类细菌素效价最高，测得效价为 :+ @ ’ 0(。

+","+ 氮源对 (():;9 产类细菌素的影响

以筛选培养基为基础，以 + 5葡萄糖为碳源，各加

入 + 5牛肉膏、蛋白胨、豆粉、尿素、硫酸铵、氯化铵、硝

酸钠作氮源，,# -静置培养 .+ / 测效价，结果见表 9。由

表 9 可知，以牛肉膏为氮源产类细菌素效价最高，测得

效价为 :! @ ’ 0(。

+",", 生长因子对 (():;9 产类细菌素的影响

¡ 1 LL18-4 ¡¢£¤ 
¡¢£ LL18-4 

¡¢£¤¥¦§¨Staphlococcus aureus¡ +++ 
¡¢£¤¥¦§ A309¡ Staphlococcus aureus 
A309¡ 

++ 

¡¢£¤¥Escherichia coli¡ + 
¡¢£¤¥Pseudomonas pyocyanea¡ + 
¡¢£¤¥Streptococcus avium¡ + 
¡¢£¤¥¦§Staphylococcus epidermidis¡ ++ 
¡¢£¤¥Streptococcus faecalis¡ + 
¡¢£¤Aspergillus niger¡ + 

 

¡ 2 ¡¢£¤¥¦§¨© 
¡¢£¤¥¦ LL18-4¡¢ 

¡¢£¤¥ + 
¡¢£¤¥ + 
¡¢£¤¥ ¡ 
V¡P + 
¡¢£¤¥¦§ + 
¡¢£¤ ¡ 
¡¢£¤¥ ¡¢£¤ 
¡¢£¤ + 
¡¢£¤ + 
¡ ¡ + 
¡¢£ + 
7%NaCl ¡¢ 
¡¢£¤ + 
¡¢£¤ + 
¡¢£¤ ¡¢£¤¥¦§¨©ª 
H2S + 
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¡ 3 ¡¢£ LL18-4 ¡¢£¤¥¦§¨  ¡u/mL¡ 
¡¢£¤ ¡¢ ¡¢£¤ ¡¢ 
¡¢£ 82 ¡¢ 75 
¡ ¡ 69 ¡¢£¤¥ 73 
¡¢£ 77 ¡¢£¤¥ 0 

 

¡ 4 ¡¢£ LL18-4 ¡¢£¤¥¦§¨   ¡u/mL¡ 
¡¢£¤ ¡¢ ¡¢£¤ ¡¢ 
¡¢£ 85 ¡¢£ 0 
¡¢£ 75 ¡¢£ 0 
¡ ¡ 0 ¡¢£ 0 
¡ ¡ 0  0 
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图 $ 不同接种量对 ..%/0$ 产类细菌素的影响

图 % 不同温度对 ..%/0$ 产类细菌素的影响

以筛选培养基为基础，以 ! 1葡萄糖为碳源，以 ! 1
牛肉膏为氮源，各加入 ! 1酵母膏、麦芽浸膏、玉米膏、

酒糟浸出液作生长因子。由于 ..%/0$ 是从酒糟中筛得，

因此将酒糟浸出液作为生长因子的一种。&" 2静置培养

3! 4 测效价，结果见表 #，由表 # 可知，以酒糟浸出液为

生长因子产类细菌素效价最高，效价为 5/ 6 7 8.。

!)&)$ 正交实验

通过上述单因素实验，可以看出葡萄糖、牛肉膏、酒

糟浸出液对 ..%/0$ 产类细菌素有较大影响。运用正交

实验对以上 & 个因素进行处理，采用 .5（&&）正交表安排

实验（见表 9），结果显示葡萄糖 % 1，牛肉膏 ! 1，酒糟

浸出液 % 1，’:;, ")# 1为最佳配方，测得效价为 %"# 6 7
8.。

!)&)# 不同培养温度对 ..%/0$ 产类细菌素的影响

以最佳配方培养基，% 1接种量，于不同温度下静置

培养 3! 4 测效价，结果如图 %。由图 % 可知，&3 2为

..%/0$ 产类细菌素的最佳培养温度。

!)&)9 不同的初始 <= 对 ..%/0$ 产类细菌素的影响

将最佳配方培养基的 <= 分别调 至 #>5，% 1接 种

量，另用自然 <=9)# 做对照，&3 2静置培养 3! 4 测效

价，结果见图 !。由图 ! 可知，自然 <=9)# 为 ..%/0$ 产

类细菌素的最佳初始 <=。

!)&)3 不同供氧量对 ..%/0$ 产类细菌素的影响

在 !#" 8. 锥形瓶中分别装入不同量的最佳配方培

养基，自然 <=，% 1接种量，&3 2静置培养 3! 4 测效价，

结果见图 &。由图 & 可知，最佳供氧量为 !#" 8. 锥形瓶

装 %"" 8. 培养基。..%/0$ 是从酒糟中筛得，白酒发酵

过程是一个厌氧发酵过程，因此 ..%/0$ 是枯草芽孢杆

菌的兼性厌氧菌株。

!)&)/ 不同接种量对 ..%/0$ 产类细菌素的影响

在 !#" 8. 锥形瓶中装入 %"" 8. 最佳配方培养基，

自然 <=，以不同接种量接种，&3 2静置培养 3! 4 测效

价，结果见图 $。由图 $ 可知，最佳接种量为 % 1。

!)&)5 不同培养时间对 ..%/0$ 产类细菌素的影响

以最佳配方培养基，自然 <=，% 1接种量，!#" 8.
锥形瓶装量 %"" 8.，&3 2静置培养不同时间测效价，结

果见图 #。由图 # 可知，59 4 为 ..%/0$ 产类细菌素的最

佳培养时间。

!)$ ..%/0$ 产类细菌素的生物学特性

!)$)% ..%/0$ 产类细菌素对蛋白酶 ? 的敏感性

取两份等量发酵液，一份将 <= 调至蛋白酶 ? 的最

¡ 6 ¡¢£¤¥¦§¨©ª«¬      ¡%¡ 
A B C ¡¢ 

¡¢£ ¡¢£ ¡¢£¤¥ 
1 1 1 1 
2 2 2 2 
3 3 3 3 

 

图 ! 不同初始 <= 对 ..%/0$ 产类细菌素的影响

图 & 不同供氧量对 ..%/0$ 产类细菌素的影响

¡ 5 ¡¢£¤¥ LL18-4 ¡¢£¤¥¦§¨ ¡u/mL¡ 
¡¢£¤¥¦ ¡¢ ¡¢£¤¥¦ ¡¢ 
¡¢£ 86 ¡¢£ 62 
¡¢£¤ 78 ¡¢£¤¥ 98 

 



!，"，# 为对照样，$，%，& 为处理样

图 & 类细菌素对蛋白酶 ’ 的敏感性

适作用 ()*+&，按 ,+# -. / -0 加入蛋白酶 ’，"* 1下培养

! 2，再调回原 ()，另一份作对照，见图 &，结果显示

00!34% 所产类细菌素经蛋白酶 ’ 处理后，几乎完全丧

失抑菌活性。

$+%+$ 00!34% 产类细菌素的热稳定性

取两份等量的发酵液调 () 至 *，一份 !$! 1保温

$, -56，另一份作对照，测效价，结果显示经过热处理的

样品几乎完全丧失抑菌活性。证明该类细菌素中性条件

下热稳定性很差。

取两份等量的发酵液调 () 至 &，一份 !$! 1保温

$, -56，另一份作对照，测效价，结果显示经过热处理的

样品仍保持 &, 7左右的抑菌活性。证明该类细菌素在

酸性条件下热稳定性较好。

$+%+" 不同 () 对发酵液抑菌活性的影响

将发酵液 () 分别调至 #+,83+,，以空白样做对照，

测效价，重复 " 次，结果见表 *。由表 * 可知，发酵液抑

菌活性的最适 () 为 &+#，当 () 上升或下降时，抑菌活

性随之下降，当 () 达到 #+, 和 3+, 时，抑菌活性几乎完

全丧失，结果显示抑菌活性的 () 范围是 #+#8*+#。

" 小结

枯草芽孢杆菌 00!34% 所产的抑菌物质可以抑制革

兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌及真菌，抑菌结果经试验排

除了酸及过氧化氢的作用，该抑菌物质对蛋白酶 ’ 敏

感，酸性条件下热稳定性好，因此可以初步认为该菌株

产生的是类细菌素物质。

通过对 00!34% 发酵条件的研究，获得了 00!34%

产类细菌素的最佳发酵条件：以 ! 7葡萄糖为碳源，以 $
7牛肉膏、! 7酒糟浸出液为氮源，培养基初始 ()&+#，接

种量 ! 7，"* 1静置培养 9& 2，发酵产物抑菌活性最高，

效价达到 !&% : / -0。

由于该类细菌素在酸性条件下热稳定性强，中性或

碱性条件下热稳定性差，可以初步推测该类细菌素至少

由两种或两种以上的成分组成，笔者目前正在就该类细

菌素的具体组成情况进行研究。
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图 # 不同培养时间对 00!34% 产类细菌素的影响

¡ 7 ¡¢ pH ¡¢£¤¥¦§¨©ª« 
¡¢£¤¥¦§¨mm¡ pH 
¡¢£ ¡¢£¤ 

5.0 0 0 
5.5 9.94 0 
6.0 11.86 0 
6.5 13.54 0 
7.0 10.80 0 
7.5 8.54 0 
8.0 0 0 

¡¢£¤¥¦§ 13.52 0 
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