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海洋侧孢短芽孢杆菌 !"#$ 抗菌活性物质的分离及特性研究
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摘 要：采用超滤、)=2=4 I*JK;L*< 2$0 和 6M4I*JK;.H?* :: 离子交换层析及 NOP6 反相层析等步骤得到了海洋侧孢

短芽孢杆菌（!"#$%&’(%))*+ )’,#"-+.-"*+）PK4& 的抗菌活性物质，命名为 Q4&。NOP6 纯化出的抗菌物质经质谱测定其分子

量为 &#%1R%$/ );，STU4Q2) 等电聚焦测得其 JT 为 1R00，氨基酸分析表明该物质由 P*@、7C.、V;8、T8*、PC?、W8C、M*X、I*.、
28; ’ 种氨基酸组成。该抗菌物质具有极强的耐热、耐酸碱特性，在 JN &&R% ( &$R% 条件下，&$&Y处理 &K，其活力保

持在 "0Z以上。经 / 种蛋白酶（碱性蛋白酶、胰酶、胃蛋白酶）处理后，活性保持在 1%Z以上。茚三酮反应阳性。推

测 Q4& 可能是低分子量的脂肽。抑菌试验表明对食品腐败菌、致病性革兰氏阴性、阳性菌及少数真菌均有抑菌

活性。
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随着陆栖微生物在抗生素、酶、酶抑制剂、多糖

等生物活性物质方面的大量开发和应用，通过寻找

新种属的微生物或特殊性状的微生物来开发新型微

生物天然活性物质的难度越来越大，于是人们把目

光转向具有更大开发前景的海洋微生物［&］。海洋面

积不仅占地球面积的 "%Z，而且其区域环境具有多

样性和特殊性，高盐、高压、低温、低营养和无光照等

特殊区域生态环境共同造就了海洋微生物种类的丰

富多样性和特殊性。这不仅使海洋微生物具有独特

的代谢途径和遗传背景，而且能产生有特殊结构和

功能的活性物质。已报道的海洋微生物活性物质有

&%% 多种，其中很多具有化学结构和生物活性多样

化的特点［$］，但由于其含量较低，生物量有限，使得

许多研究成果的应用推广受到一定的限制。因此，

目前人们把注意力转向海洋微生物的培养与发酵技

术以及其代谢产物的研究上［/］。

本实验室从海泥中分离出了一株有抑菌效果的

芽孢杆菌，经鉴定为侧孢短芽孢杆菌（ !"#$%&’(%))*+
)’,#"-+.-"*+）。该菌的代谢产物对多种细菌有抑菌作

用，在此基础上，我们进一步对该菌的代谢产物进行

分离，并对其性质进行了研究。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌 株：!指 示 菌：溶 壁 微 球 菌（ /%("-(-((*+
)0+-1#%2,%(*+）2766 \HR!#’1 购自 I>],; 公司。"检测

菌：大肠埃希氏菌（3+(4#"%(4%’ (-)%）、金黄色葡萄球菌

（5,’.40)-(-((*+ ’*"#’*+）、枯 草 芽 孢 杆 菌（ !’(%))*+
+*&,%)%+）、短小芽孢杆菌（!’(%))*+ .*6%)*+）、变形链球

菌（ 5,"#.,-(-((*+ 6*,’7+ ）、白 色 念 珠 菌（ 8’71%1’
’)&%(’7+）、蜡状芽孢杆菌（!’(%))*+ (#"#*+）均由中国生

物制品检定所提供；粪链球菌（37,#"-(-((*+ 9’#(’)%+）、

肺炎链球菌（ 5,"#.,-(-((*+ .#7’6-7%’#）、副溶血弧菌

（:%&"%- .’"’4’#6-)0,%(*+）等临床分离致病菌由青岛大

学医 学 院 提 供；肉 毒 梭 状 芽 孢 杆 菌（ 8)-+,"%1%76
&-,7)%776）、巴 氏 固 氮 梭 状 芽 孢 杆 菌（ 8)-+,"%1%*6
.’+,#*"%’7*6）、酪 酸 梭 状 芽 孢 杆 菌（ 8)-+,"%1%*6
&*,0"%(*6）、腐败假单胞菌（;+#*1-6-7’+ .*,"#9’(%#7+）、

热 解 糖 梭 状 芽 孢 杆 菌 （ 8)-+,"%1%*
,4#"6-+’((4’"-)0,%(*6 ）、 致 黑 梭 状 芽 孢 杆 菌

（8)-+,"%1%*6 7%<"%9%(’7+）等食品常见腐败菌株由本实

验室保存。

$%$%& 主要试剂和仪器：I6M 杯式超滤系统（中科



院上海应用物理研究所）；!"#$%$& 恒温层析冷柜

（瑞 典 !"# 公 司）；高 速 冷 冻 离 心（’()*+’ $%,-.
/$0）；1,!+（*2345672）；’,!+（879345 $:;%）；制备型

等 电 聚 焦 仪（ #(<.-*0）；氨 基 酸 自 动 分 析 仪

（’()*+’( =>/），薄层层析板（海洋化工研究院）；+?.
@3A674B53 11、0C*C.@3A67D3E *$/（,67427FG7）；胰 酶

（0GHFB 产品分装），胃蛋白酶（@GI27），碱性蛋白酶系

本实验室制备纯化。

!"!"# 培养基：营养肉汤培养基、真菌培养基及庖

肉培养基按常规方法配制。

!"$ 测活方法

采用管碟法［J］进行测定。

!"# 抗菌物质的分离纯化

!"#"! 粗样品的制备：将离心除菌的发酵上清液经

@+? 杯式超滤系统超滤，用截流分子量 &%K07 的滤

膜超滤，再以 JK07 膜浓缩。

!"#"$ 1,!+ 离子交换层析：将超滤浓缩液上样于

%L%/2BMN! "’$,<J—O7$’,<J 缓冲液（A’ :L=）充分

平衡的 0C*C @3A67D3E *$/ 层析柱（&P22 Q =/22），

用含 % R &L%2BMN! O7+M 的缓冲液梯度 洗 脱，流 速

&L%2!N2GS，收集活性峰。得到活性样品再经 +?.
@3A674B53 11（&P22 Q ;%22）柱层析，处理方法与上

面的相同，收集到样品超滤脱盐。

!"#"# 高压液相色谱（’,!+）反相分析：用超纯水

平衡 879345 ’,!+ +&= +BMT2S5（>L;22 Q &/%22），将

经 +?.@3A674B53 11 层析后收集的脱盐活性样品进

行分 离，用 % R &%%U 的 乙 腈 梯 度 洗 脱，流 速 为

%LJ2!N2GS，收集活性峰。

!"% 性质研究

!"%"! 抗菌物质分子量测定：’,!+ 分离后冻干的

样品委托中科院生物化学研究所使用 ?*!(0.)<1.
?@ 测定。

!"%"$ 等电点分析：使用 -B9BHB4 +3MM 制备型等电聚

焦（#(<.-*0）进行分析。

!"%"# 氨基酸组成分析：委托中国海洋大学药物所

使用日立 =>/ 型氨基酸分析仪测定。

!"%"% 温 度 和 A’ 稳 定 性 研 究：在 %L%/2BMN!、A’
$L: R &$L% 的广泛范围缓冲液［/］中，分别在 J%V、

:%V、=%V、&%%V、&$&V下保温 &6，测定活性。

!"%"& 对蛋白酶敏感性研究：> 种蛋白酶活性如

下：碱性蛋白酶（ W &%%%%XN2I）、胰酶（ W &%%%XN2I）、

胃蛋白酶（& Y>%%%），用 )4G5.’+M（A’ =L%）缓冲液配制

碱性蛋白酶（$2IN2!）和胰酶（/2IN2!），同时用 "+M.
’+M（A’ $L%）溶液配制胃蛋白酶（/2IN2!），与抗菌物

质反应 J6 后，终止蛋白酶活性，测定抗菌物质活力

保持情况。

!"%"’ 抑菌谱测定：取对数生长期的各菌株分别涂

布平板，菌体浓度为 &%/ 个N2!，使用管碟法检测 -.&
抗菌物质对指示菌是否有抑菌活性。

!"%"( 茚三酮反应性试验：参照文献［:］进行。

$ 结果和分析

$"! 抗菌物质的分离纯化

$"!"! 1,!+ 离 子 交 换 层 析：将 超 滤 浓 缩 样 品 经

1,!+ 0C*C.@3A67D3E *$/ 分离，得到 J 个透过峰，经

测定透过峰 & 中有活性（图 &）。将此样品再经 1,!+
+?.@3A674B53 11 分离，进行梯度洗脱，得到两个洗脱

峰，经活性检测峰 $ 有抑菌活性（图 $）。

图 ! )*! 抗菌物质 +,-,*./0123/4 -$& 层析图

1GIZ& ,T4GHGF79GBS BH 7S9G2GF4B[G7M 5T[597SF3 BS 0C*C.@3A67D3E *$/Z

图 $ )*! 抗菌物质 56*./012789/ :: 层析图

1GIZ$ ,T4GHGF79GBS BH 7S9G2GF4B[G7M 5T[597SF3BS +?.@3A674B53 11Z

$"!"$ ’,!+ 反相色谱：经 1,!+ +?.@3A674B53 11 层

析所得的除盐样品进行 ’,!+ 反相色谱分析（图 >），

得到 J 个洗脱峰，经活性检测，在洗脱浓度 P%U左

右（峰 $）得到活性。收集峰 $ 样品，冷冻干燥，得到

高压液 相 纯 的 样 品，该 样 品 呈 白 色 粉 末 状，水 溶

性差。

=;; -CO \67B.]63SI !" #$ Z N%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（$%%P）JP（:）



图 ! "#$ 抗菌物质 %&’( 层析图

!"#$% &’(")"*+,"-. -) +.,"/"*(-0"+1 2’0’2,+.*3 -. 456 7&84 *-1’/.$

)*) "#$ 抗菌物质的性质研究

)*)*$ 抗菌物质分子量测定：7&84 分离得到的样

品经 9:8;<=>?!=9@ 测定后，结果见图 A，可见 B=5
抗菌物质经 7&84 分离后纯度较高，推测其分子量

为 5CD6EDF%;+。

图 + "#$ 抗菌物质的质谱分析结果

!"#$A 9:8;<=>?!=9@ G(-)"13 -) B=5 $

)*)*) 等电点分析：使用 B-,-)-( 4311 制备型等电聚

焦（H<?=B:;）和 G7 %ED I 5DED 与 G7 6ED I 5DED 的两

性电介质测定的 B=5 抗菌物质的等电点为 6EJJ。

表 $ "#$ 抗菌物质的氨基酸分析结果

!!>+013 5 :/".- +*"K *-/G-.3., -) B=5
:/".- +*"K B31+,"L3 *-.,3.,MN :/".- +*"K B31+!! ,"L3 *-.,3.,MN

!!83’ FFEF% O1P 6E%C

!!>P( 5JE%Q 93, REDJ

!!S+1 5AERC @3( JE56

!!<13 55E%5 :1+ JE5R
8P2 5DEFA

)*)*! 氨基酸组成分析：委托中国海洋大学药物所

进行测定。氨基酸组成表明（表 5），B=5 含有 Q 种氨

基酸。其中疏水氨基酸居多，这对其与细胞膜的脂

质双分子层结合提供了条件；同时，其中多数为中性

氨基酸，仅 8P2 为碱性氨基酸，这与测定的等电点偏

碱性相符合。)*)*+ 温度和 G7 稳定性研究：抗菌

活性物质 B=5 的温度和 G7 稳定性试验表明：B=5 抗

菌物质随着处理温度的提高，抑菌能力变化不大，即

使高温至 5F5T保温 5U，活性仍保持在 QJN以上；在

G7 FEC 下，5F5T处理 5U，抑菌活性保持在 QDN 以

上；在 G7 55ED I 5FED 时，5F5T处理 5U，其活力保持

在 RJN以上，表明该物质对温度、G7 具有良好的稳

定性。

)*)*, 抗菌物质对蛋白酶敏感性：结果显示（图 J），

VB=5 抗菌物质经 % 种蛋白酶作用后，其抑菌活性均

保持在 6DN以上，说明该抗菌物质对蛋白酶具有一

定的耐受性。

图 , 胰酶、胃蛋白酶、碱性蛋白酶对 "#$ 活性影响结果

!"#$J W))3*, -) &+.*(3+,".，&3G2". +.K :1X+1".3 &(-,3".+23 -. +*,"L",P -)

,U3 +.,"/"*(-0"+1 2’02,+.*3 B=5 $

)*)*- 抑菌谱测定：取对数生长期的各菌株分别涂

布平板，菌体浓度为 5DJ 个M/8，使用管碟法检测 B=5
抗菌 物 质，在 牛 津 杯 内 注 入 FD!8 经 !&84 49=
@3GU+(-23 !! 分离除盐的抗菌物质，检测其对指示菌

是 否有抑菌活性。结果表明（表F），该抗菌物质溶

表 ) 抗菌物质 "#$ 的抑菌谱结果
>+013 F :.,"/"*(-0"+1 2G3*,(’/ -) B=5

@,(+".2 Y"K,U -) Z-.3 ".U"0","-.M//
!"#$%&’()())*+ #*,-#*+ 56E%

.#)/’’*+ +*0"/’/+ 5CEF
!",-$"()())*+ 1*"#2+ 5AEC
32"-,()())*+ 4#-)#’/+ 5AER

3+)%-,/)%/# )(’/ 5REJ
5’(+",/6/21 0("2’/221 5FE%
5’(+",/6/*1 0*"&,/)*1 5AEJ

5’(+",/6/*
"%-,1(+#))%#,(’&"/)*1 5JEC

.#)/’’*+ $*1/’*+ 5%EJ
.#)/’’*+ )-,-*+ 5CE6

!",-$"()())*+ $-2#1(2/#- 5REA
7/0,/( $#,#%#-1(’&"/)*+ 5JEQ

5#26/6# #’0/)#2+ 5RE6
5’(+",/6/*1 $#+"-*,/#2*1 5JEQ
8+-*6(1(2#+ $*",-4#)/-2+ 5RE%
5’(+",/6/*1 2/9,/4/)#2+ 5REF

QQQ任召珍等：海洋侧孢短芽孢杆菌 8U=5 抗菌活性物质的分离及特性研究 $ M微生物学报（FDDR）AR（C）



菌谱广泛，对溶壁微球菌、金黄色葡萄球菌、梭菌等

革兰氏阳性菌和大肠杆菌、腐败假单胞菌等!变形

细菌具有抑菌活性，并且对白假丝酵母菌具有抑制

作用。具有广泛的应用前景。

!"!"# 茚三酮反应性试验：抗菌活性物质 !"# 的茚

三酮反应呈现阳性，推测有""氨基的存在。

$ 讨论

乳酸链球菌素是目前国内食品防腐研究的热

点，它是一种多肽抗菌素类物质，但是它只对革兰氏

阳性菌有作用，对革兰氏阴性菌及真菌无抑制作

用［$］。蜡 样 芽 孢 杆 菌 %&’(()( 产 生 的 *+"),,#-(
和 *+"),,#-.，对包括耐药菌株在内的葡萄球菌和

肠球菌有抗菌活性，但对革兰氏阴性菌没有活性［-］。

富含次生代谢物的海洋细菌 !"#$%&’&"( ’)*$+)##"%)"
产生的抗菌蛋白 /012345236，具有相对热稳定性，对

许多水解酶（如糖苷酶、脂肪酶、蛋白酶）有抵抗力。

其抗菌谱包括革兰氏阴性菌和阳性菌，但对真菌无

抑制作用［7］。本实验室从海洋细菌侧孢短芽孢杆菌

89"# 代谢产物中分离得到的抗菌物质 !"# 对革兰氏

阴性、阳性菌及白假丝酵母均有抑菌作用，推测该抗

菌物质为一新的天然抗菌活性物质。

国内外许多实验室通过分离纯化芽抱杆菌的发

酵产物，得到了一些高分子量蛋白类的抗菌物质和

低分子量的抗菌肽。如 *6:12; 等［#<］从苏云金芽抱杆

菌的发酵液中纯化得到一类新的多肽 =>1?:0@23?，主

链是由 , 种不同的氨基酸组成。刘颖等［##］从一株

芽孢杆菌中分离到了抗真菌的肽 8A"#，由 B 种氨基

酸组成，对热稳定。刘静等［#)］从枯草芽孢杆菌 CD
分离得到的抗菌肽由 $ 种氨基酸组成，对热和蛋白

酶均有一定的耐受性。!"# 抗菌物质具有极强的温

度及 EF 稳定性，分子量小，而且仅有 7 种氨基酸组

成，推测 !"# 是一种肽类物质。

环肽研究起源于人们对天然产物组分的研究，

#7.. 年 # 种环十肽短杆菌肽 G10/252H23 I 被从细菌

中分离出来，这是一种对 JK 细菌有很强的拮抗作

用的环肽。)<<( 年 !4?0 等［#(］通过培养海绵共生细

菌获得了一类具有生物活性的环二肽类化合物。同

年 *03G 等［#.］ 从 海 洋 微 生 物 ,"-&."/$--0( -$+&#"-$(
*I(#<, 的代谢物中提取出一系列环二肽和环六肽，

具有温和的抗真菌和抗肿瘤活性。在已发现的天然

环二肽中，只有约 #< 种氨基酸或其衍生物。按出现

频率 高 低，他 们 依 次 是 A14、86>、L0M、DM0、NM6、OP1、
A96、JMP、JM3、+6: 和 F2? 等［#B］。!"# 抗菌物质含有九

种氨基酸，而且其组成中有 86>、OP1、L0M、NM6、JMP、
+6:、DM0 $ 种氨基酸与上面的相同，由其性质稳定性

及氨基酸组成与环肽的相似性推测该物质有环状结

构的存在。

脂肽多由芽孢杆菌产生，芽孢杆菌因能形成芽

孢而具有很高的抗逆境能力，常能耐受较高的温度

等极端环境。献报道的芬枯草菌肽 D［#,］（Q63GP523
D）不溶于水，含有脂链，分子量为 #..$R0。海洋侧

孢短芽孢杆菌 89"# 代谢产物经 FA8S 分离时，当乙

睛浓度达 $<T时才能被洗脱，说明 !"# 具有强疏水

性。!"# 冻干后水溶性较差。推测 !"# 的强疏水性

及弱的水溶性可能与存在脂链有关。!"# 是否为是

新的抗菌物质还需要通过元素分析、质谱、核磁共振

等综合分析进行确定。
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更正

在《微生物学报》>??A 年 BA 卷第 I 期王小芬等文章“苜蓿青贮用乳酸菌复合系 H=> 的组成多样性”中三处出现错误，特请

更正！

（!）TAJ 页“!0I 0>”节第 T 行中的 I!T# 序列有误，应改为“H++H\\/\//\+/\+//”；

（>）TAK 页“>_> (//U 结果”种的第 B 行括号内（图 > 泳道 !）应改为（图 ! 泳道 !）；

（"）TAK 页“>_" !A’ .(NH 克隆文库的结果”中的第 !> 行括号内（图 > D&-2IR!!，表 !）应改为（图 ! D&-2IR!!，表 !）。
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