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植物乳杆菌素 !"# 对单核细胞增生李斯

特氏菌作用机理的研究

周 伟，刘国荣，李平兰"，戴蕴青，周 康
（中国农业大学食品科学与营养工程学院 北京 -$$$.,）

摘 要：以凝胶层析纯化的植物乳杆菌素作用单核细胞增生李斯特氏菌，结果表明该细菌素可以导致能量化的敏

感细胞胞内 BC 、无机磷离子、乳酸脱氢酶、紫外吸收物质和 ’0D 发生不同程度的泄漏，相应地破坏了膜!"和部分

!(E，引起 DFG 的耗散，结果导致细胞的死亡。综合所测指标，可以推测植物乳杆菌素 H2- 对单增李斯特氏菌的作

用目标主要是细胞膜，通过形成非选择性孔洞使得选择性离子和小分子生命物质外泄，从而打破原有平衡，最终引

起细胞的衰亡。
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植物乳杆菌素 H2- 理化特性稳定，具有杀菌作

用，且对食品加工中的主要外界影响因素表现出良

好的耐受性［-］，可以抑制多种病原菌和腐败菌，尤其

对单核细胞增生李斯特氏菌（ !"#$%&"’ ()*)+,$)-%*%#）
和假单胞菌（ .#%/0)()*’#）的抑制作用使其具有广

阔的应用前景，但在食品防腐中发挥有效的应用还

需要深入了解该细菌素的作用机理。一般来说，大

部分乳酸菌细菌素都是通过在敏感菌的细胞膜上形

成孔洞，使胞内的离子外泄，最终引起质子驱动势的

耗散［#］。然而，不同的细菌素达到这一目标的机制

有所不同，目前有两种模型阐述了细菌素和细胞膜

之间的相互作用：去污剂破坏模型认为细菌素单体

随机插入细胞膜，导致磷脂双层破坏；孔道模型则认

为细菌素单体结合并插入到膜中，其它细菌素单体

相继插入，形成桶2板模式，这种交互作用导致膜上

孔道的形成［,］。根据饱和动力学和细菌素抑菌机

理，两种模型都和膜的破坏及质子动力势（DFG）的

耗散有关。本研究以即食食品和低温冷藏肉制品中

常见的单核细胞增生李斯特氏菌为受试菌，拟在前

人研究的模型基础上，通过检测细菌素作用过的细

胞膜上一些指标变化来阐明该细菌素对单核细胞增

生李斯特氏菌的作用机理，从而为进一步研究该细

菌素的应用及其构效关系奠定基础。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌种：植物乳杆菌（!’+$)1"+"22/# 32’*$’&/(）H2-
分离 自 宣 威 火 腿，已 申 请 专 利 保 藏，保 藏 号 为

JKFJJ L8;-,/"；单核细胞增生李斯特氏菌 /!$$#，

购于中国药品生物制品鉴定所。

#$#$% 主要试剂和仪器：L2（J2羟乙基）哌嗪2L2# 乙

烷磺酸（E3D3M）、#’，"’2N*72（#2<5)N8OP21Q9P+）/（5RS2
%2）2<5)N8OPT+:8)17<1*R（ UJ3JG ）、尼 日 利 亚 菌 素

（ R*V1)*<*R ）、,，,2S*()82(P+Q9*52S*<5)N8<P5R*R1 *8S*S1
（S*MJ,2/）、缬氨霉素（W5+*R84P<*R）等购自 M*V45 公

司；’0D 分析试剂盒购自 D)841V5 公司；乳酸脱氢酶

试剂盒购自南京建成生物工程公司。="$JX0 型荧

光分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）；0’M2
=.% 型原子吸收光谱仪（北京普析通用仪器有限责

任公司）；KH2#$U 冷冻离心机（上海安亭科学仪器

厂）；YZ2#-$$ 紫外可见分光光度计（YL[J\ 上海光

谱仪器有限公司）；其它化学试剂均为国产分析纯。

#$% 生理分析用菌悬液的制备

对数生长期的单核细胞增生李斯特氏菌液，

%$$$)]4*R 离 心 -$4*R，沉 淀 用 (E"A$ 的 #A/448+]H
E3D3M 缓冲液洗涤一次，重悬浮在该缓冲液中，制

成 -$"JGY]4H 的菌悬液，备用。下列试验所用缓冲



液均为 !"#$% 的 &$’(()*+, "-.-/ 缓冲液。

!"# 细胞内外 $% 和无机磷浓度的变化

上述菌悬液分成两份，分别加入 0%(()*+, 和

0%%(()*+, 的葡萄糖能量化。加入植物乳杆菌素 ,1
0，终 浓 度 为 2345+(,。6#7 下 温 育，隔 0%(89 取

0(,，立即放在冰上冷冻。菌液在 %7下 0%%%%:+(89
离心 #(89。上清测胞外 ;< 含量，菌体细胞用 0(,
’=（>+?）的三氯乙酸悬浮，1&%7下冷冻过夜。解

冻后 @’7温育 0%(89，每个样品加 3(, 去离子水，

0%%%%:+(89 离心 0’(89，上清测胞内 ;< 含量。采用

A’ 型原子吸收光谱仪测定 ;< 浓度。无机磷的处理

同上，用钼锑抗比色法来测定［3］。

!"& 胞外乳酸脱氢酶和紫外吸收物质的测定

菌悬液加入 0%(()*+, 的葡萄糖和植物乳杆菌

素 ,10，6#7温育，间隔 0%(89 取样，用 %$&&!( 孔径

的无菌硝酸纤维素膜过滤，滤液测胞外乳酸脱氢酶

含量和紫外吸收物质。乳酸脱氢酶测定步骤参照南

京建成乳酸脱氢酶试剂盒说明书，紫外吸收物质在

&2%9( 下测定光吸收值。

!"’ 胞内外 ()* 含量的测定

上述菌悬液用 0%(()*+, 的葡萄糖能量化，分成

两份。6#7下培育 6(89，一份经植物乳杆菌素作用

后，每 ’(89 取 %$’(,，0&%%%:+(89 离心 &(89（37），上

清测胞外 4B. 的量。菌体加入 0%%!, 细胞裂解液，

室温放置 0%(89，0&%%%:+(89 离心 &(89（37），上清测

胞内 4B. 量。取 %$0(, 荧光素1荧光素酶试剂和样

品混合，反应立即被启动。用生物发光计测定反应

启动后 0%C D 6%C 内的光子数。在此条件下，细胞内

的 4B. 在 &!()* D &%%!()* 内与测定的光子数成线

性关系。

!"+ !"的测定

将含 有 0%(()*+, 葡 萄 糖 的 细 胞 悬 浮 液 和

%$3!()*+, E8/F61’ 混 合，直 到 E8/F61’ 达 到 最 大 吸

收。然后加入 0%%(()*+, ;F* 来平衡细胞外和胞内

的 ;< 浓度，各取 0(, 细胞悬浮液，分别加入0!()*+,
98GH:8I89、0!()*+, JK*89)(LI89、2345+(, 植物乳杆菌

素，立即测其荧光读数，HM N 2&&9(，H( N 2#%9(，扫描

0%(89。由于细胞膜受到破坏，最大吸收荧光量将上

升。用细胞和染料的混合物做空白调零。

!", !-. 的测定

经 0%(()*+, 葡萄糖能量化的菌悬液分成 3 管

（&%!,+管 ）。 加 入 0!, ’%(G+(,（ 0%(()*+,）的

OF-FP，混匀，室温下放置 ’(89，然后加入 0(, 缓冲

液摇匀，0&%%%:+(89 离心 0(89，沉淀含有一定数量的

OF-FP（通过黄色程度可判断）。加入 & D 6!, 的 "F*
处理后，用 0(, 缓冲液洗 3 次，摇匀后离心，最终悬

浮于 &%%!, 缓冲液中。0 管做对照，其他 6 管分别

加入 0!()*+, 98GH:8I89、0!()*+, ?K*89)(LI89、2345+(,
植物乳杆菌素，立即用荧光光度计测其胞内 OF-FP
的荧光值，用 ’9( 的狭缝，HM N ’%&9(，H( N ’&’9(，

扫描 ’(89。

!"/ 统计分析

采用 /4/Q$& 统计软件进行方差分析。

0 结果

0"! 细胞内外 $% 和无机磷浓度的变化

为了测定植物乳杆菌素是否引起胞内离子的泄

漏，用植物乳杆菌素作用经 0%(()*+, 和 0%%(()*+,
葡萄糖能量化的单核细胞增生李斯特氏菌。由图 0
和图 & 可以看出，植物乳杆菌素引起胞内 ;< 和无机

图 ! 胞内外 $% 的浓度变化

P8GR0 BSH ;< HTT*UM T:)( H9H:G8VHE ! R "#$#%&’#()$)* ’3%%& IH**CR
/)*8E CL(W)*C：0%%(()*+, G*UI)CH；H(!XL CL(W)*C：0%(()*+, G*UI)CHR
-MX:KIH**U*K: ;< I)9IH9X:KX8)9（!"）；89X:KIH**U*K: ;< I)9IH9X:KX8)9

（#$）R ?K*UHC K:H (HK9 Y CXK9EK:E EHJ8KX8)9 )T XZ) :H!*8IKXH CK(!*HCR

图 0 胞内外无机磷浓度的变化

P8GR& BSH !S)C!SKXH 89):GK98I HTT*UM T:)( H9H:G8VHE ! R "#$#%&’#()$)*
’3%%& IH**CR /)*8E CL(W)*C： 0%%(()*+, G*UI)CH； H(!XL CL(W)*C：
0%(()*+, G*UI)CHR -MX:KIH**U*K: .8 I)9IH9X:KX8)9（!"）；89X:KIH**U*K:
.8 I)9IH9X:KX8)9（#$）R ?K*UHC K:H (HK9 Y CXK9EK:E EHJ8KX8)9 )T
XZ) :H!*8IKXH CK(!*HCR
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磷浓度大幅度下降，相应的胞外两种离子的浓度则

快速上升，两种无机离子在半个小时内即迅速降到

较低水平，可见植物乳杆菌素可以快速地引起敏感

菌株 胞 内 物 质 的 泄 漏。 两 种 浓 度（!"##$%&’ 和

!""##$%&’）的葡萄糖对细菌素的作用影响差异并不

显著，所以后面的试验均采用 !"##$%&’ 的葡萄糖对

指示菌能量化。

图 ! 胞外紫外吸收物质的泄漏

()*+ , -./ 012345$64)7* #38/6)3%5 /99%:; 96$# /7/6*)</= ! +

"#$#%&’#()$)* >,""? @/%%5+

图 " 胞外乳酸脱氢酶的测定

()*+A -./ ’BC /99%:; 96$# /7/6*)</= ! + "#$#%&’#()$)* >,""? @/%%5+

#$# 胞外乳酸脱氢酶和紫外吸收物质的测定

乳酸脱氢酶（ %3@8)@ =/.D=6$*/735/，’BC）是存在

于细胞浆内参与糖酵解最后一步即丙酮酸和乳酸相

互转化时的一种转化酶，正常情况下，胞外含有少

量，但在细胞受损的情况下，就会由细胞漏出至胞

外［>］。有关细菌素引起乳酸脱氢酶外泄的研究国内

外均未见报道，由图 A 显示，经植物乳杆菌素 ’2! 处

理过的单核细胞增生李斯特氏菌在前 ?. 内胞外乳

酸脱氢酶活力略有上升，在第 A 小时则明显上升，说

明该细菌素对其造成一定的伤害，导致胞内乳酸脱

氢酶的部分外泄。值得说明的是，’BC 的分子量一

般在 A"""B3 左右，胞外含量的上升说明植物乳杆菌

素对单核细胞增生李斯特氏菌的破坏作用较大，在

其膜上形成的孔洞有可能在 "E>7# 左右。紫外吸收

物质表现出同样的趋势（图 ,），和对照相比，处理过

的指示菌有一部分紫外吸收物质渗出，随着时间延

长，量也增加，A. 时渗出量趋于缓和。此结果从一

个方面验证了植物乳杆菌素对单核细胞增生李斯特

氏菌的膜损伤作用。

#$" 胞内外 %&’ 的变化

在最佳条件下，一个光子可以产生一个 F-G 分

子［H］。经植物乳杆菌素作用后的单核细胞增生李斯

特氏菌细胞在 A"#)7 内发生了 F-G 的泄漏（图 >），

图 >2F 所示为胞外 F-G 量的变化，对照在半小时内

有轻微的上升，细菌素作用过的样品胞外 F-G 含量

则明显上升，约是对照的 ?E> 倍；相应的，对照的胞

内 F-G 量相对稳定，保持在 >" 个光子左右，而细菌

素作用过的呈下降趋势，由最初的 IJ 降至 A> 个光

子（图 >2K）。由此可以看出，植物乳杆菌素可以引

起敏感菌株胞内 F-G 的部分外泄，这也从一个方面

验证了细胞膜的破坏作用。

图 ( 胞内外 %&’ 变化趋势

()*+ > L99/@8 $9 M%37836)@)7 ’2! $7 8./ )7863@/%%:%36 37= /;863@/%%:%36 F-G

%/N/%5 )7 @/%%5 $9 ! + "#$#%&’#()$)* >,""? @/%%5+

#$! !"的变化

本试验通过荧光探针 =)OPA2> 来定量测定!"，

如果膜受到破坏，膜电势将消散，=)OPA2> 将释放到

培养基中，引起荧光量上升。在 QR &CR 离子交换剂

7)*/6)@)7（!E"##$%&’）存在的情况下，单核细胞增生李

斯特氏菌细胞可以维持最大的!"，而 QR 离子载体

N3%)7$#D@)7（!E"##$%&’）可以完全破坏!"。和对照相

比，植物乳杆菌素 ’2! 的添加引起荧光量的迅速上

升，>#)7 后即达到和 N3%)7$#D@)7 一样的破坏效果，

可以说导致!"的完全耗散（图 H）。

?H? SCT0 U/) )’ +, + &-%’+ ./%0#1/#,#(/%+ 2/$/%+（?""I）,I（?）



图 ! 膜上!"的变化

!"#$% &’()*(+",") -./ 0"11"2(*3 *+()14345+()3 3’3,*+",(’ 26)*"(’（!"）")

! $ "#$#%&’#()$)* 7899: $

"#$ !%& 的变化

胞内 ;<=<! 的含量变化可以引起荧光值的变

化，所以 ;<=<! 可以作为一种荧光探针监测跨膜

2> 的变化［?］。/@9#46’A- 的 )"#3+",") 可以迅速破坏

胞内外的!2>，导致胞内 2> 和外界环境的 2> 趋

同。为了确定!2> 是唯一变量，加入 /@9#46’A- 的

B(’")64C,") 将!"转化为最大量的!2>。如图 ? 所

示，加入 B(’")64C,") 和对照的荧光量接近，表明!2>
维持在正常水平，未受到破坏。植物乳杆菌素作用

过的单核细胞增生李斯特氏菌胞内荧光量 :4") 内

迅速上升到最大值并保持稳定，但没有 )"#3+",") 引

起的荧光量大，说明植物乳杆菌素引起!2> 的部分

耗散而不是完全丧失。

图 ’ !%& 的变化

!"#$? DE3 3FF’GH 6F *E3 F’G6+31,3),3 0C3 ;<=<! ,(G130 5C &’()*(+",")

-./ $

( 讨论

本研究初步探讨了植物乳杆菌素 -./ 的作用机

理，结果表明植物乳杆菌素通过增加敏感细胞的膜

通透性来诱导细胞死亡，通透性的改变导致了钾离

子和无机磷酸盐及紫外吸收物质的流出，这种作用

的进一步结果是引起构成质子动力势的成分!"和

!2> 的消耗。I31 等［J］在对$类细菌素的研究中报

道了相对具体孔洞的形成，这些孔洞都具有消耗跨

膜 &K! 的可能性。K6)*B"’’ 等［L］报道了来自乳杆菌

的细菌素也通过相似的作用机理来消耗质子动力

势。但是，已经在多种抑菌系统中观察到一些例外，

二肽类细菌素 ’(,*",") M/:? 和 ’(,*6,6,,") N 能够有选

择性的消耗膜电势和水解内部的 OD& 从而导致最

后的 2> 梯 度 崩 溃［/9，//］；另 一 些 二 肽 类 细 菌 素 如

2’()*(+",")1 =!、2’()*(+",")1PQ 及 (,"06,") P//M: 使目标

细胞增加了渗透性从而以一种非选择性方式消耗了

跨膜电势和 2> 梯度。

和其他乳酸菌素一样，植物乳杆菌素 -./ 作用

的主要部位在细胞膜上，经葡萄糖活化后的指示菌，

增强了植物乳杆菌素的抑菌作用，也就是在质子动

力势发生改变后，细菌素插入到细胞膜中，而这一结

果与孔洞形成相类似［/:］。植物乳杆菌素对低水平

能 量 化（ /9446’A- 葡 萄 糖 ）和 高 水 平 能 量 化

（/99446’A- 葡萄糖）的细胞诱导死亡的效率一样，

K,OG’"FF3 等［/9］比较了 ’(,*",") M/8? 在能量化和非能

量化细胞中的作用效果，发现对能量化的敏感菌作

用效果更好。细菌素发挥抑菌活性对能量的需求对

其在食品防腐上的应用具有直接影响，因为复杂并

且营养丰富的环境给食品中的腐败菌和病原菌提供

了充足的能量。

植物乳杆菌素对单核细胞增生李斯特氏菌细胞

的作用也引起内部磷酸盐的释放，QR 也很快通过非

选择性孔洞外泄，对不同能量化的细胞，两种离子的

渗透量没有很大差异。&(*+","(［/M］认为这两种主要

离子的损失可能会引起 OD& 水解，也就是依赖于

OD& 的摄取系统试图通过水解 OD& 重新积累 QR 和

无机磷离子，这种无效的水解最终导致了!2> 的崩

溃。值得注意的是，本研究首次测定了胞外乳酸脱

氢酶的变化，增加了对细胞膜损伤程度的定性，这在

国内外未见有同类的报道。

现有的数据显示，植物乳杆菌素的杀菌作用通

过在细胞膜上形成孔洞结构而产生，此过程消耗了

质子梯度，从而导致了对目标菌的抑制作用。这些

结果都在经葡萄糖能量化的敏感细菌中观察到，因

此这些参数与其他食品成分共同对细菌素的活性产

生相当有意义的影响。

M%:周 伟等：植物乳杆菌素 -./ 对单核细胞增生李斯特氏菌作用机理的研究 $ A微生物学报（:99?）8?（:）
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