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摘要：牛乳铁蛋白肽是由牛乳铁蛋白经消化酶水解产生的一类具有广谱抑菌活性的短肽；乳酸乳球菌

作为食品级微生物，既有天然的益生作用，又是理想的表达牛乳铁蛋白肽的载体。【目的】探究重组

乳酸乳球菌pAMJ399-LFcinBA/MG1363表达牛乳铁蛋白肽的抑菌活性。【方法】利用牛乳铁蛋白肽标

准品绘制定量标准曲线来确定重组牛乳铁蛋白肽的含量，利用牛津杯法及微量肉汤稀释法测定重组

牛乳铁蛋白肽对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等35株细菌的抑菌活性及最小抑菌浓度，利用扫描电镜、

透射电镜、荧光显微镜、凝胶阻滞试验、黏附试验来探究重组牛乳铁蛋白肽对菌体结构、细菌DNA

及黏附力的影响，利用CCK-8检测其对RAW 264.7细胞的毒性作用，并对小鼠红细胞溶血率进行测定。

【结果】重组乳酸乳球菌上清中牛乳铁蛋白肽的浓度为24.39 μg/mL，重组牛乳铁蛋白肽对测试的    

25株致病菌均有不同程度的抑制作用，抑菌浓度范围在16–128 μg/mL，但对9株乳酸菌以及粪肠球菌

没有明显的抑制作用，对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、多杀性巴氏杆菌、鸡白痢沙门菌的菌体完整性

具有不同程度的破坏作用，其主要作用靶点为细菌的细胞膜，可以与细菌DNA结合并抑制细菌对

Caco-2、IPEC细胞的黏附作用，重组牛乳铁蛋白肽对小鼠红细胞及RAW 264.7细胞没有明显的细胞毒

性。【结论】乳酸乳球菌表达重组牛乳铁蛋白肽的抑菌活性与牛乳铁蛋白肽标准品相一致，通过直接

作用于细菌细胞膜、胞内核酸或抑制细菌对正常细胞的黏附作用等多方面实现抑制或杀死细菌，发挥

广谱的抗菌活性，且对真核细胞没有明显的细胞毒性作用。 
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牛乳铁蛋白肽是牛乳铁蛋白在酸性环境下

经胃蛋白酶水解，从 N 端释放出的一类具有多种

生物学活性的短肽，具有抗菌、抗病毒、抗寄生

虫、免疫调节等多种功能[1]。牛乳铁蛋白肽应用

于食品中，安全无毒副作用、没有残留的隐患、

更不会对环境造成潜在威胁，被广泛用作食品防

腐剂、营养添加剂等[2–5]。由于牛乳铁蛋白肽广谱

的抑菌活性，以及其对抗生素耐药菌株的杀伤作

用，使其在新型抗菌肽类药物领域具有广阔的发

展前景。但是牛乳铁蛋白肽的来源受限，纯化方

法复杂，生产成本高，因此借助外源基因表达系

统可以显著降低牛乳铁蛋白肽的生产成本，为其

应用于生产实践提供了基础。 

乳酸乳球菌作为表达外源蛋白的宿主菌具有

诸多优势：第一、乳酸乳球菌是安全的食品级微生

物[6]；第二、抗原性弱，作为载体本身不会引起强

烈的免疫应答；第三、不产生任何细胞外蛋白酶，

有利于外源蛋白的完整性及功能的正常发挥[7–9]。

已有研究表明，乳铁蛋白肽的抑菌特性与铁离子饱

和度有关，缺铁乳铁蛋白肽对耐药菌株均有不同程

度的抑制生长作用，而不抑制乳酸菌的生长[10–12]。

因此，乳酸乳球菌是理想的表达牛乳铁蛋白肽的载

体，利用乳酸乳球菌表达牛乳铁蛋白肽，既能降低

牛乳铁蛋白肽的生产成本，又能发挥乳酸菌的益生

性和牛乳铁蛋白肽的生物学活性。 

本研究利用实验室构建的表达牛乳铁蛋白肽

(LFcinB 和 LFampinB)的乳酸乳球菌[13]，对其抑菌

活性及抑菌浓度范围进行测定，利用电镜及荧光

显微镜观察其对细菌菌体结构的影响，利用凝胶

阻滞试验和黏附试验，探究其对细菌 DNA 及黏附

力的影响，并通过细胞毒性试验明确其对真核细

胞的毒性作用，旨在阐明乳酸乳球菌表达的牛乳

铁蛋白肽的抑菌活性，为重组乳酸乳球菌表达牛

乳铁蛋白肽在生产实践中的应用提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  菌株和细胞 

表 达 牛 乳 铁 蛋 白 肽 的 重 组 乳 酸 乳 球 菌

pAMJ399-LFcinBA/MG1363 由东北农业大学动

物医学学院微生物与免疫实验室构建并保存；金

黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) CVCC546、

金黄色葡萄球菌(Staph. aureus) CMCC26003、金

黄色葡萄球菌(Staph. aureus) ATCC6538、金黄色

葡萄球菌(Staph. aureus) ATCC43300、酿脓链球菌

(Streptococcus pyogenes) ATCC21059、猪链球菌

(Str. suis) YBS3、猪链球菌(Str. suis) T9、李氏杆

菌(Listeria monocytogenes) CVCC0583、干酪乳杆

菌(Lactobacillus casei) ATCC393、副干酪乳杆菌

(Lac. paracasei) KLDSI.0652、乳酸乳球菌(L. lactis) 

NZ900、乳酸乳球菌(L. lactis) PNZ8112、罗伊氏

乳杆菌 (Lac. reuteri) CO21、德式乳杆菌 (Lac. 

delbrueckii) 、 戊 糖 乳 杆 菌 (Lac. pentosus) 

KLDSI.0344 、 植 物 乳 杆 菌 (Lac. plantarum) 

ATCC8014、粪肠球菌(Enterococcus faecalis)、短

小乳杆菌(Lac. brevis) HF1.7、大肠杆菌(Escherichia 

coli) CVCC10141 、 产 肠 毒 素 性 大 肠 杆 菌

(Enterotoxigenic E. coli) ATCC25922、禽致病性大

肠杆菌(Avian pathogenic E. coli) CVCC1551、禽

致 病 性 大 肠 杆 菌 (Avian pathogenic E. coli) 

CVCC1553、禽致病性大肠杆菌(Avian pathogenic 

E. coli) CVCC1562 、 副 溶 血 性 弧 菌 (Vibrio 

parahemolyticus) ATCC17802 、 溶 藻 性 弧 菌     

(V. alginolyticus) ATCC33787、霍乱弧菌(V. cholerae) 

569B、拟态弧菌(V. mimicus) ATCC33653、费氏柠
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檬酸杆菌(Citrobter freumdii) ATCC43864、鸡白痢沙

门菌(Salmonella pullorum) CVCC528、鼠伤寒沙门

菌 (S. typhimurium) SL1344、猪霍乱沙门氏菌    

(S. choleraesuis) CVCC79102、粘质沙雷氏菌

(Serratia marcescens) ATCC8100、小肠结肠炎耶

尔森氏菌(Yersinia enterocolitica) ATCC9610、多杀

性巴氏杆菌(Pasteurella multocida) P1059、福氏志

贺氏菌(Shigella flexneri) ATCC12022，以及 RAW 

264.7 细胞株、Caco-2 细胞株、IPEC 细胞株、分

泌抗牛乳铁蛋白肽 LFampinB 单克隆抗体的细胞

株 2C6[14]，均由东北农业大学动物医学学院微生

物与免疫实验室保存。 

1.2  主要试剂 

牛乳铁蛋白肽标准品(LFcinB，LFampinB)购

自武汉星皓医药有限公司；Calcein-AM 购自江苏

凯基生物技术股份有限公司；LB 培养基(酵母提

取物 5 g、胰蛋白胨 10 g、氯化钠 10 g，去离子水

定容至 1 L)；碱性蛋白胨水、胰蛋白胨大豆肉汤、

葡萄糖肉浸液肉汤、MRS、M17 培养基均购自青

岛海博生物技术有限公司；CCK-8 检测试剂盒购自

上海碧云天生物技术有限公司；DMEM 细胞培养

基购自 Thermo Fisher Scientific 公司；胎牛血清购

自于 Gbico 公司；辣根过氧化物酶(HRP)标记的山

羊抗小鼠 IgG 购自 Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.3  表达牛乳铁蛋白肽的重组乳酸乳球菌的鉴定 

参考已报道的方法[13]，将重组菌 pAMJ399- 

LFcinBA/MG1363 (LFcinBA)接种于 GM17 培养基

中，于 30 °C 静置培养 24 h (OD600≈3.0)。收集细菌

细胞沉淀和上清液，将上清液用三氯乙酸(TCA)浓

缩，细胞沉淀用溶菌酶作用。将处理好的上清和沉

淀样品，采用 Tricine-SDS-PAGE 进行电泳分析，

并以同样条件培养和处理的 pAMJ399/MG1363 乳

酸乳球菌作为对照。将蛋白转移到 PVDF 膜上，用

鼠源抗 LFampinB 单克隆抗体 2C6 进行孵育，使用

辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗小鼠 IgG 抗体

(1︰10000)作为二抗，利用化学发光底物显影。 

1.4  重组乳酸乳球菌表达牛乳铁蛋白肽的定量

分析 

通过间接酶联免疫吸附试验[15] (ELISA)分析

重组牛乳铁蛋白肽的含量：将 LFampinB 标准品

用 PBS 稀释至不同浓度(10、20、30、40、50、

60、70、80、90 和 100 μg/mL)。将不同浓度

LFampinB 溶液包被酶标板，用含有 5%脱脂奶粉

的 PBS 封闭，一抗为鼠源抗 LFampinB 单克隆抗

体 2C6，二抗为 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 抗体

(1︰10000)，利用 TMB 显色液进行显色，用酶标

仪检测在 450 nm 处的吸光度。用相同的方法检

测重组菌 LFcinBA 上清液的吸光度，pAMJ399/ 

MG1363 的上清液用作阴性对照。 

1.5  牛津杯法测定牛乳铁蛋白肽的抑菌活性 

采用文献[16]介绍的方法，将病原菌培养至

OD600=1.0，进行活菌计数，用无菌 PBS 稀释成

106 CFU/mL，取 1 mL 稀释后的菌液，均匀涂布

于固体平板中，将平板平均分为 4 个区，每区放

置一个牛津杯，将过滤除菌后，将 pH 为 7.0 的

重组菌 LFcinBA上清(根据 1.4方法确定上清中牛

乳铁蛋白肽的浓度)、空载体菌 pAMJ399/MG1363

上清、无菌 PBS、氯霉素(0.01 g/mL)各 100 μL 加

入牛津杯中，根据不同细菌的最适生长温度分别

培养 12 h。利用游标卡尺测量抑菌圈直径。 

1.6  微量肉汤稀释法测定牛乳铁蛋白肽最小抑

菌浓度(MIC) 

微量肉汤稀释法[17]步骤为：利用 TCA 浓缩

重组菌 LFcinBA 上清，用 PBS 重悬，调节 pH 为
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7.0，使其牛乳铁蛋白肽浓度为 256 μg/mL (根据

1.4 测定的重组牛乳铁蛋白肽的浓度以及浓缩倍

数计算得到)，过滤除菌后倍比稀释，使重组牛乳

铁蛋白肽的终浓度分别为 256、128、64、32、16、

8、4、2 μg/mL，pAMJ399/MG1363 上清处理方

式相同，病原菌用培养液稀释成 105 CFU/mL 的

菌悬液，96 孔板每孔加 100 μL 菌悬液，分别加

入 100 μL 含不同浓度重组牛乳铁蛋白肽的重组

菌 LFcinBA 上清，并设 pAMJ399/MG1363 上清

对照、PBS 对照、氯霉素(0.01 g/mL)对照，根据

不同细菌的最适生长温度培养 12 h，用酶标仪检

测 OD600，根据吸光值以及肉眼观察无显在菌落

于孔板底部，判定其最小抑菌浓度。 

1.7  电镜法检测牛乳铁蛋白肽的抑菌效果 

1.7.1  扫描电镜观察：将大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌、多杀性巴氏杆菌、鸡白痢沙门菌用培养基稀释

成 105 CFU/mL 细菌悬液，加入最小抑菌浓度的重

组牛乳铁蛋白肽、牛乳铁蛋白肽标准品，加入相同

体积的 pAMJ399/MG1363 上清、无菌 PBS 作为对

照，37 °C 培养 12 h，收集菌体，依次进行固定、

脱水等步骤，将样品进行冷冻干燥，用 E-1010 

(HITACHI)型离子溅射镀膜仪在样品表面镀上一层

厚 100–150 Å 的金属膜，利用扫描电镜观察。 

1.7.2  透射电镜观察：菌体处理方式同 1.7.1，收

集菌体依次进行固定、脱水、包埋、聚合和修块，

利用超薄切片机切片、醋酸铀-枸橼酸铅双染色、

透射电镜观察。 

1.7.3  荧光显微镜观察：参照文献[18]的方法，

将大肠杆菌、金黄色葡萄球菌培养至对数生长

期，用培养液将其稀释成 105 CFU/mL 细菌悬液，

取 1 mL 菌液加入 1 μL Calcein-AM 混合均匀，

37 °C 避光作用 20 min，PBS 清洗菌体沉淀 3 次，

稀释后放入 96 孔板中，分别利用 0.6 mg/mL 的牛

乳铁蛋白肽标准品、重组菌 LFcinBA 上清(重组牛

乳铁蛋白肽的浓度为 0.6 mg/mL)作用标记后的大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌，同时设置 PBS 及

pAMJ399/MG1363 上清对照，计时，大肠杆菌组每

分钟 1 次，金黄色葡萄球菌组每 30 s 一次观察荧光

变化。利用 Image J 软件分析平均荧光强度的变化。 

1.8  凝胶阻滞试验 

利用细菌基因组提取试剂盒提取大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌基因组 DNA，配置结合缓冲液

[5%甘油、10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)、1 mmol/L 

EDTA、1 mmol/L β-巯基乙醇、20 mmol/L KCl、

50 μg/mL 牛血清白蛋白]，将重组牛乳铁蛋白肽与

细菌基因组分别按照 2︰1、4︰1、8︰1、16︰1、

32︰1 和 64︰1 的比例加入 20 μL 体系中，利用结

合缓冲液补齐 20 μL 体系，分别设置重组牛乳铁

蛋白肽组、牛乳铁蛋白肽标准品组、pAMJ399/ 

MG1363 上清对照组及基因组阳性对照组，37 °C

孵育 1 h，用 1%琼脂糖凝胶电泳，观察结果[19]。 

1.9  重组牛乳铁蛋白肽对细菌黏附作用的影响 

将大肠杆菌、鸡白痢沙门菌、金黄色葡萄球

菌、酿脓链球菌用无菌 PBS 制备成活菌数为   

105 CFU/mL 的细菌悬液，培养 Caco-2 及 IPEC

细胞，分别将含有 105 个细胞的完全 DMEM 培养

液移入 24 孔板中，5% CO2、37 °C 培养箱培养

24 h，待细胞长满至 80%融合时，更换完全 DMEM

培养液，将 100 μL 细菌悬液加入到 24 孔板中[20]，

分别加入最小抑菌浓度的重组牛乳铁蛋白肽、牛

乳铁蛋白肽标准品、pAMJ399/MG1363 上清及

PBS 溶液，37 °C 孵育 4 h，用无菌 PBS 清洗      

3 次，利用革兰氏染色方法进行染色，显微镜观

察，随机选取 20 个视野进行细菌计数。 
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1.10  牛乳铁蛋白肽的细胞毒性检测 

1.10.1  溶血率测定：参照文献介绍的方法[19]，

制备红细胞悬液终浓度为 1%，取 90 μL 红细胞

悬液加入 10 μL 不同浓度(256、128、64、32、16、

8、4、2、1 μg/mL)的牛乳铁蛋白肽，分别设置重

组 牛 乳 铁 蛋 白 肽 组 、 相 同 处 理 方 法 的

pAMJ399/MG1363 上清组、牛乳铁蛋白肽标准品

组、空白对照 PBS 以及阳性对照 0.5% Triton 

X-100，37 °C 孵育 30 min，然后 4 °C、1000 r/min

离心 5 min，各吸取 50 μL 上清，用酶标仪测定

各孔在 405 nm 和 562 nm 下的吸光度，分别得到

OD405、OD562 和 ODDelta 值，通过公式(1)计算重组

牛乳铁蛋白肽对小鼠红细胞的溶血率。 

Delta Delta

Delta Delta

=

×100%
OD OD

OD OD




红细
试验孔 值 空白孔 值

阳性孔 值 空白孔 值

胞溶血率
公式 (1) 

1.10.2  体外细胞毒性试验：参照 CCK-8 检测试剂

盒说明书进行，在 96 孔板中配置 100 μL 的 RAW 

264.7 细胞悬液，5% CO2、37 °C 培养箱培养 12 h，

向培养板加入 10 μL 不同浓度(256、128、64、32、

16、8、4、2、1 μg/mL)的重组牛乳铁蛋白肽，分

别设重组牛乳铁蛋白肽组、相同处理方法的

pAMJ399/MG1363 上清组、牛乳铁蛋白肽标准品

组、PBS 对照组以及无细胞的空白孔，加入待测重

组牛乳铁蛋白肽后，5% CO2、37 °C培养箱培养12 h，

各孔加入 10 μL CCK-8 溶液，将培养板于培养箱中

孵育 1 h，用酶标仪测定各孔在450 nm下的吸光度。

根据公式计算牛乳铁蛋白肽对 RAW 264.7 细胞的

抑制率，抑制率=[(Ac–As)/(Ac–Ab)]×100%，其中

As：实验孔(含有细胞的培养基、CCK-8、待测物质)，

Ac：对照孔(含有细胞的培养基、CCK-8)，Ab：空

白孔(不含细胞和待测物质的培养基、CCK-8)。 

2  结果和分析 

2.1  重组牛乳铁蛋白肽的鉴定及定量分析 

免疫印迹试验结果显示，重组菌 LFcinBA 的

上清和菌体沉淀均出现约 13 kDa 的目的条带   

(图 1-A)，根据标准曲线确定重组菌 LFcinBA 上清

液中的牛乳铁蛋白肽浓度为 24.39 μg/mL (图 1-B)。 

 

 
 

图 1.  重组乳酸乳球菌 pAMJ399-LFcinBA/MG1363 表达牛乳铁蛋白肽的鉴定及定量分析结果 

Figure 1.  Identification and quantification of recombinant L. lactis pAMJ399-LFcinBA/MG1363 expressing 
bovine lactoferrin peptide. A: the result of Western blotting. M: Trans2K Plus II DNA marker; line 1: the 
supernatants of pAMJ399/MG1363; line 2: the supernatants of pAMJ399-LFcinBA/MG1363; line 3: the bacterial 
pellets of pAMJ399-LFcinBA/MG1363; line 4: the bacterial pellets of pAMJ399/MG1363. B: the standard curve of 
the standard of lactoferrin peptide. X: the concentration of LFampinB. Y: the optical density at 450 nm. 
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2.2  重组牛乳铁蛋白肽的抑菌活性 

利用牛津杯法测定重组牛乳铁蛋白肽的抑

菌活性，结果如表 1 所示。对于金黄色葡萄球菌、

链球菌、李氏杆菌等革兰氏阳性病原菌，重组菌

LFcinBA 组抑菌圈直径与 pAMJ399/MG1363 组 

抑菌圈直径存在显著差异，但对于乳酸菌没有明

显的抑制效果；对于大肠杆菌、沙门氏菌等革兰

氏阴性病原菌，重组菌 LFcinBA 组抑菌圈直径与

pAMJ399/MG1363 组抑菌圈直径存在显著差异，

证明重组牛乳铁蛋白肽对所测试的病原菌均具 

 

表 1.  重组牛乳铁蛋白肽的抑菌圈直径(cm) 

Table 1.  Inhibition diameter of the recombinant bovine lactoferrin peptide (cm) 
Strains PBS LFcinBA pAMJ399/MG1363 Chloromycetin (0.01 g/mL) 

Gram-positive bacteria     
Staph. aureus CMCC26003 – 0.86±0.04* 0.74±0.01 2.63±0.09 
Staph. aureus CVCC546 – 0.79±0.03* 0.70±0.01 3.50±0.10 
Staph. aureus ATCC6538 – 0.82±0.02* 0.74±0.01 2.51±0.01 
Staph. aureus ATCC43300 – 0.98±0.06* 0.80±0.03 4.40±0.13 
Str. pyogenes ATCC21059 – 0.88±0.01** 0.83±0.01 2.33±0.03 
Str. suis YBS3 – 1.73±0.02** 0.87±0.02 3.04±0.01 
Str. suis T9 – 1.11±0.02* 0.79±0.01 2.50±0.02 
Lis. monocytogenes CVCC0583 – 0.99±0.01** – 4.50±0.01 
L. casei NZ900 – – – 5.29±0.17 
L. lactis PNZ8112 – – – 1.83±0.01 
Lac. casei ATCC393 – – – 5.81±0.01 
Lac. paracasei KLDSI.0652 – – – 5.74±0.08 
Lac. reuteri CO21 – – – 4.91±0.03 
Lac. delbrueckii – – – 5.81±0.03 
Lac. pentosus KLDSI.0344 – – – 4.44±0.01 
Lac. plantarum ATCC8014 – – – 6.30±0.01 
Lac. brevis HF1.7 – – – 4.45±0.03 
Ent. faecalis – – – 4.52±0.01 

Gram-negative bacteria     
E. coli CVCC10141 – 0.79±0.03* 0.69±0.03 1.27±0.09 
Enterotoxigenic E. coli ATCC25922 – 0.81±0.02* 0.69±0.04 1.27±0.04 
Avian pathogenic E. coli CVCC1551 – 0.99±0.01** – 2.27±0.01 
Avian pathogenic E. coli CVCC1553 – 0.95±0.02** – 3.73±0.02 
Avian pathogenic E. coli CVCC1562 – 1.03±0.01** – 2.30±0.01 
V. parahemolyticus ATCC17802 – 0.87±0.01* 0.82±0.01 2.50±0.07 
V. alginolyticus ATCC33787 – 0.90±0.04* 0.81±0.05 2.80±0.13 
V. cholerae 569B – 0.84±0.01** 0.76±0.02 2.01±0.08 
V. mimicus ATCC33653 – 0.91±0.04* 0.80±0.02 2.72±0.10 
C. freumdii ATCC43864 – 0.92±0.01** 0.82±0.01 2.64±0.05 
S. pullorum CVCC528 – 1.10±0.07* 0.86±0.04 2.80±0.03 
S. typhimurium SL1344 – 0.86±0.02* 0.77±0.03 2.60±0.15 
S. choleraesuis CVCC79102 – 0.86±0.01** – 2.12±0.02 
Ser. marcescens ATCC8100 – 1.00±0.06* 0.80±0.02 1.69±0.14 
Y. enterocolitica ATCC9610 – 0.80±0.01** 0.74±0.01 1.50±0.14 
P. multocida P1059 – 0.87±0.03* 0.77±0.02 2.94±0.17 
Sh. flexneri ATCC – 0.82±0.03* 0.73±0.02 2.37±0.07 

–: no obvious zone of inhibition; *: the diameter of the inhibition zone of the LFcinBA group and pAMJ399/MG1363 group is 
significantly different (0.01<P<0.05); **: the diameter of the inhibition zone of the LFcinBA group and pAMJ399/MG1363 group 
is extremely significantly different (P<0.01). 
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有广谱的抑菌活性，但对乳酸菌无明显抑菌作

用，推测乳酸菌的特有成分可能会影响牛乳铁蛋

白肽发挥其抑菌功能。 

2.3  重组牛乳铁蛋白肽的最小抑菌浓度 

利用微量肉汤稀释法测定重组牛乳铁蛋白

肽对细菌的最小抑菌浓度，结果如表 2 所示。对

病原菌的抑菌浓度范围在 16–128 μg/mL，在检测

浓度范围内，对乳酸菌没有明显的抑制作用，此

结果与抑菌圈直径测定结果相一致，进一步证明

了重组牛乳铁蛋白肽具有广谱的抑菌活性，但是

对于乳酸菌的抑制效果不明显。 

2.4  电镜法检测重组牛乳铁蛋白肽的抑菌效果 

2.4.1  扫描电镜观察结果：利用扫描电镜观察结

果如图 2 所示，pAMJ399/MG1363 组和 PBS 对照

组菌体形态完整、形状规则、细胞膜表面光滑，

经最小抑菌浓度的重组牛乳铁蛋白肽作用后，重

组菌 LFcinBA 组及牛乳铁蛋白肽标准品组菌体

表面出现了不同程度的凸起、破损或凹陷，表明

重组牛乳铁蛋白肽对细菌结构具有一定的破坏

作用。 

2.4.2  透射电镜观察结果：利用透射电镜观察

结果如图 3 所示，pAMJ399/MG1363 组和 PBS

对照组菌体细胞膜结构完整，菌体表面超微结

构致密均匀，而标准品组及重组菌 LFcinBA

组，其菌体内出现空泡化区域，细胞部分区域

结构不明显、呈弥散状，细菌细胞壁和细胞膜

结构破损甚至脱落，可见内容物外泄，说明重

组牛乳铁蛋白肽对细菌的细胞膜具有一定的

破坏作用。 

表 2.  重组牛乳铁蛋白肽的最小抑菌浓度 

Table 2.  Minimal inhibitory concentrations of the 
recombinant bovine lactoferrin peptide 

Strains MIC/(μg/mL) 

Gram-positive bacteria  

Staph. aureus CMCC26003 16 

Staph. aureus CVCC546 32 

Staph. aureus ATCC6538 64 

Staph. aureus ATCC43300 16 

Str. pyogenesATCC21059 32 

Str. suis YBS3 64 

Str. suis T9 64 

Lis. monocytogenes CVCC0583 128 

L. lactis NZ900 – 

L. lactis PNZ8112 – 

Lac. casei ATCC393 – 

Lac. paracasei KLDSI.0652 – 

Lac. reuteri CO21 – 

Lac. delbrueckii – 

Lac. pentosus KLDSI.0344 – 

Lac. plantarum ATCC8014 – 

Lac. brevis HF1.7 – 

Ent. faecalis – 

Gram-negative bacteria  

E. coli CVCC10141 16 

Enterotoxigenic E. coli ATCC25922 32 

Avian pathogenic E. coli CVCC1551 32 

Avian pathogenic E. coli CVCC1553 64 

Avian pathogenic E. coli CVCC1562 32 

V. parahemolyticus ATCC17802 32 

V. alginolyticus ATCC33787 32 

V. cholerae 569B 16 

V. mimicus ATCC33653 64 

C. freumdii ATCC43864 64 

S. pullorum CVCC528 128 

S. typhimurium SL1344 64 

S. choleraesuis CVCC79102 64 

Ser. marcescens ATCC8100 32 

Y. enterocolitica ATCC9610  64 

P. multocida P1059 64 

Sh. flexneri ATCC 32 

–: no obvious antibacterial effect in the experiment. 
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图 2.  扫描电镜观察结果 

Figure 2.  Observation results of scanning electron microscope. A: PBS; B: pAMJ399/MG1363; C: pAMJ399- 
LFcinBA/MG1363; D: the standard of bovine lactoferrin peptide. 1: E. coli CVCC10141; 2: Staph. aureus 
CMCC26003; 3: P. multocida P1059; 4: S. pullorum CVCC528. 
 

 
 

图 3.  透射电镜观察结果 

Figure 3.  Observation results of transmission electron microscope. A: PBS; B: pAMJ399/MG1363; C: 
pAMJ399-LFcinBA/MG1363; D: the standard of bovine lactoferrin peptide. 1: E. coli CVCC10141; 2: Staph. 
aureus CMCC26003; 3: P. multocida P1059; 4: S. pullorum CVCC528. 
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2.4.3  荧光显微镜观察结果：对于大肠杆菌，标

准品组与重组菌 LFcinBA 组作用 6 min，每 1 min

拍照观察，其荧光强度逐渐减弱，作用 6 min 后其

荧光基本消失，而 PBS 组及 pAMJ399/MG1363 对

照组，其荧光强度略有降低，但变化不明显；对

于金黄色葡萄球菌，标准品组与重组菌 LFcinBA

组作用 3 min，每 30 s 拍照观察，其荧光强度逐渐

减弱，作用 3 min 后其荧光基本消失，而 PBS 组

及 pAMJ399/MG1363 对照组，其荧光强度略有降

低，可能是受到曝光等条件的影响，但整体变化

不明显(图 4)，推测重组牛乳铁蛋白肽对大肠杆菌

及金黄色葡萄球菌的质膜具有损伤作用。 
 

 
 

图 4.  荧光显微镜观察结果 

Figure 4.  Observation results of fluorescence microscopy. A: E. coli CVCC10141; B: Staph. aureus 
CMCC26003; C: gray value of E. coli CVCC10141; D: gray value of Staph. aureus CMCC26003. 
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2.5  重组牛乳铁蛋白肽对细菌 DNA 的影响 

凝胶阻滞试验结果表明，当重组牛乳铁蛋

白肽与大肠杆菌基因组 DNA 的质量比为 16︰1

时，完全抑制大肠杆菌 DNA 的迁移，且随着质

量比的增加，其抑制迁移的效果越明显；当重

组牛乳铁蛋白肽与金黄色葡萄球菌基因 组

DNA 的质量比为 64︰1 时，完全抑制金黄色葡

萄球菌 DNA 的迁移(图 5)，说明重组牛乳铁蛋

白肽可能通过抑制细菌 DNA 的迁移，发挥抑制

细菌生长的作用。 

2.6  重组牛乳铁蛋白肽对细菌黏附作用的影响 

细菌黏附试验结果显示，对于大肠杆菌、鸡

白痢沙门菌、金黄色葡萄球菌、酿脓链球菌，重

组菌 LFcinBA 组与 pAMJ399/MG1363 组细菌数

量存在极显著差异(P<0.01)，与 PBS 组细菌数量

也存在极显著差异(P<0.01)，重组菌 LFcinBA 组

与牛乳铁蛋白肽标准品组没有明显差异(P>0.05) 

(图 6)，证明重组牛乳铁蛋白肽能够抑制以上    

4 种细菌对 Caco-2 细胞和 IPEC 细胞的黏附，从

而阻碍了病原菌侵入正常细胞。 

 

 
 

图 5.  重组牛乳铁蛋白肽对细菌 DNA 的影响效果 

Figure 5.  Effects of the recombinant bovine lactoferrin peptide on bacterial DNA. A: effects of the recombinant 
bovine lactoferrin peptide on the DNA of E. coli CVCC10141; B: effects of the standard of bovine lactoferrin 
peptide on the DNA of E. coli CVCC10141; C: effects of the recombinant bovine lactoferrin peptide on the DNA 
of Staph. aureus CMCC26003; D: effects of the standard of bovine lactoferrin peptide on the DNA of Staph. 
aureus CMCC26003. M: Trans2K Plus II DNA marker; line 1: the ratio of bovine lactoferrin peptide to DNA was 
2:1; line 2: the ratio of bovine lactoferrin peptide to DNA was 4:1; line 3: the ratio of bovine lactoferrin peptide 
to DNA was 8:1; line 4: the ratio of bovine lactoferrin peptide to DNA was 16:1; line 5: the ratio of bovine 
lactoferrin peptide to DNA was 32:1; line 6: the ratio of bovine lactoferrin peptide to DNA was 64:1; line 7: DNA 
positive control; line 8: pAMJ399/MG1363 control. 
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图 6.  黏附试验结果 

Figure 6.  The results of adhesion test. A: E. coli CVCC10141; B: S. pullorum CVCC528; C: Staph. aureus 
CMCC26003; D: Str. pyogenes ATCC21059. 
 

2.7  重组牛乳铁蛋白肽的细胞毒性 

溶血率试验结果显示，牛乳铁蛋白肽标准品

组、重组菌 LFcinBA 组、pAMJ399/MG1363 组对

小鼠红细胞的溶血率很低，均小于 2%，且无剂

量依赖性(图 7-A)，表明重组牛乳铁蛋白肽对红

细胞没有明显的毒性；抑制率结果显示，牛乳铁 

蛋 白 肽 标 准 品 组 、 重 组 菌 LFcinBA 组 、

pAMJ399/MG1363 组细胞生长抑制作用较小，抑制

率均小于 10%，且没有明显的剂量依赖性(图 7-B)，

显微镜下观察细胞形态与对照组细胞形态没有

明显的差异，说明重组牛乳铁蛋白肽没有明显的

细胞毒性。 
 

 
 

图 7.  重组牛乳铁蛋白肽对真核细胞的细胞毒性 

Figure 7.  Cytotoxicity of the recombinant bovine lactoferrin peptide on eukaryotic cells. A: hemolysis rate;       
B: inhibitory rate. 
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3  讨论 

牛乳铁蛋白肽作为一种多功能活性肽，已广

泛应用于婴幼儿乳品领域，但其高成本限制了在

大众食品尤其是动物生产领域的应用。降低牛乳

铁蛋白肽成本的最佳生产方式是以基因工程技

术进行生产，揭示重组牛乳铁蛋白肽是否仍具有

抑菌活性具有重要意义。 

对重组牛乳铁蛋白肽的抑菌活性进行分析，

抑菌试验结果表明，重组牛乳铁蛋白肽对测试的

25 株革兰氏阳性及革兰氏阴性细菌均有不同程

度的抑制作用(表 1、表 2)。Bellamy 等利用 28 株

致病菌研究证实，牛乳铁蛋白肽具有广谱的抑菌

活性[21]。本研究表明，重组牛乳铁蛋白肽对乳酸

菌和粪肠球菌没有明显的抑制作用，这与 Oda  

等 [22]报道的牛乳铁蛋白肽对特定益生菌(如双歧

杆菌和乳酸菌)没有抑制作用相一致。有研究显

示，粪肠球菌在生长过程中释放一种蛋白酶(明胶

酶)，与 M4 肽酶家族相似，可以水解含有特定疏

水性氨基酸的蛋白；铜绿假单胞菌分泌的蛋白酶

也属 M4 肽酶家族，可以水解抗菌肽 LL-37，使

抗菌肽 LL-37 失去活性[23]。由于牛乳铁蛋白肽与

抗菌肽 LL-37 均属于阳离子抗菌肽，且都含有大

量疏水性氨基酸，据此我们推测，重组牛乳铁蛋

白肽可能被粪肠球菌蛋白酶降解，从而失去对粪

肠球菌的抑菌活性。LFcinB 对特定益生菌(如双歧

杆菌和乳酸菌)具有促生长作用，其可能的机制

为，LFcinB 与益生菌表面某些蛋白结合[10,22–23]，

如双歧杆菌膜表面的蛋白可以与乳铁蛋白相结

合，该蛋白还可以调节 GAPDH 的活性，在细菌

生长过程中，乳铁蛋白与 GAPDH 相结合从而调

节氧化应激活性[24]。乳铁蛋白肽还可以上调某些

糖蛋白，而后者也是益生菌生长中的必要成分。

此外，乳铁蛋白肽的二硫键或半胱氨酸残基被认

为可能是益生菌的营养载体。我们推测，牛乳铁

蛋白肽可以调节氧化应激反应，并为益生菌生长

提供必要的营养物质，从而可以促进益生菌的生

长而不发挥抑菌活性。 

牛乳铁蛋白肽发挥抑菌活性主要通过非特

异性地作用于细菌的细胞膜 [18]，本研究结果  

(图 2、图 3)证明，经重组牛乳铁蛋白肽作用后，

菌体结构完整性受到破坏，菌体内部出现空泡化

区域，细胞膜出现破损、脱落，可见有内容物外

泄；而图 4 结果显示，经牛乳铁蛋白肽作用后，

细胞内的钙黄绿素大量渗漏，证明重组牛乳铁蛋

白肽对细菌菌体结构破坏的主要作用靶点为细

菌的细胞膜，这与已报道的牛乳铁蛋白肽主要作

用机制 [25]一致。这种作用机制可能是由于牛乳

铁蛋白肽的阳离子性使得细菌细胞膜中的负电

荷与之结合，其两亲性结构可以插入细胞膜内，

引起细胞膜上孔洞的形成或膜的破坏。也有研究

证明，疏水性氨基酸可能是抗菌肽结合细胞膜的

重要靶点。Vogel 等研究证明，牛乳铁蛋白肽中

的色氨酸和精氨酸在发挥抑菌活性方面起到重

要作用，因为将这两个位点突变后，其抑菌活性

大大降低[26]。 

除了作用于细胞膜外，Moniruzzaman 等[27–28]

证明，牛乳铁蛋白肽可能通过细胞内的作用机制

来发挥抑菌活性，如牛乳铁蛋白肽可以与细菌

DNA 相结合，抑制大分子蛋白质的合成等。本研

究结果证明，重组牛乳铁蛋白肽可以结合细菌
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DNA，并抑制 DNA 的迁移(图 5)，虽然目前还未

证实牛乳铁蛋白肽通过何种机制作用于 DNA，但

广泛认为，牛乳铁蛋白肽的阳离子性可以与带负

电荷的 DNA 以静电方式相结合。Yonezawa 等[29]

证明，抗菌肽 Tachyplesin I 可以借助自身反向平

行的 β 折叠结构与 DNA 双链的小沟相结合，而

LFcinB 在溶液中也呈现反向平行的 β折叠结构，

因 此 我 们 推 测 ， LFcinB 可 能 与 抗 菌 肽

Tachyplesin I 具有相似的机制。当牛乳铁蛋白肽

与细菌 DNA 结合后，可能会影响 DNA 的复制、

RNA 转录以及蛋白质翻译等过程，阻碍了细菌

的正常生命代谢活动，从而抑制细菌生长或直接

杀死细菌。图 6 结果显示，重组牛乳铁蛋白肽可

以抑制细菌对 Caco-2、IPEC 细胞的黏附，由于

细菌黏附作用主要依靠黏附素以及细胞内的

ECM 蛋白[30]，因此我们推测，牛乳铁蛋白肽可

能对细菌黏附相关蛋白有一定的作用，从而影响

细菌对细胞的黏附作用。 

抗菌肽在生产应用中除了发挥良好的抑菌活

性外，其安全性也是非常重要的。有研究证实，游

离状态下的 LFcinB 没有明显的细胞毒性作用[19]，

而本研究的体外细胞毒性试验结果也显示，重组

牛乳铁蛋白肽对小鼠红细胞及 RAW264.7 细胞等

正常真核细胞没有明显的细胞毒性作用，且不呈

剂量依赖性(图 7)，因此，重组牛乳铁蛋白肽具有

非常广阔的应用前景。但是牛乳铁蛋白肽的细胞

毒性存在选择性，LFcinB 对多种癌细胞具有较强

的细胞毒性作用，如乳腺癌、结肠癌及卵巢癌细

胞系等，但是对于正常人的淋巴细胞及成纤维细

胞等没有明显的不利影响[31]。目前 LFcinB 的选

择性机制尚不明确，可能的机制认为，LFcinB 作

为具有两亲性的阳离子肽可以与癌细胞带负电

荷的膜相互作用，而正常细胞的细胞膜为电中

性，从而影响了 LFcinB 对膜的作用[31]。与传统

化疗药物对细胞的非特异性毒性相比，LFcinB 对

细胞的选择性细胞毒性，使其在治疗某些癌症等

方面具有广阔的发展前景，对于牛乳铁蛋白肽的

细胞毒性的影响因素以及选择性毒性的作用机

制，还需要我们进一步的研究，以确保其可以更

加安全且高效地应用于生产中。 

综上结果表明，重组牛乳铁蛋白肽对真核细

胞没有明显的细胞毒性，且抑菌活性与牛乳铁蛋

白肽标准品一致，既可以直接作用于细菌细胞

膜，导致细胞膜破损，又可以透过细胞膜进入细

胞内，作用于胞内核酸或抑制大分子物质合成，

还可以抑制细菌对正常细胞的黏附作用，从而多

方面地抑制细菌的生长，发挥其广谱的抗菌活

性。因此，重组牛乳铁蛋白肽具有非常广阔的应

用前景。 
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Antibacterial activity of the recombinant bovine lactoferrin 
peptide expressed by Lactococcus lactis 
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Abstract: Bovine lactoferrin peptides are short peptides with broad spectrum antimicrobial activity produced by 
hydrolysis of bovine lactoferrin by pepsin. As a food-grade microorganism, Lactococcus lactis has a natural 
probiotic effect, and it is an ideal bacterial vector for expressing bovine lactoferrin peptide. [Objective] To 
investigate the antibacterial activity of bovine lactoferrin peptide expressed by the recombinant L. lactis 
pAMJ399-LFcinBA/MG1363. [Methods] We used the standard of bovine lactoferrin peptide to determine a 
quantitative standard curve to determine the concentration of the bovine lactoferrin peptide expressed in the 
supernatants of the recombinant strain, and used the Oxford Cup method to determine the inhibitory effects of the 
recombinant bovine lactoferrin peptide on 35 strains of bacteria including Escherichia coli and Staphylococcus 
aureus. And we used the broth microdilution method to determine the minimal inhibitory concentrations. We 
explored the effects of the recombinant lactoferrin peptide on a number of pathogenic bacteria using scanning 
electron microscopy, transmission electron microscopy, and fluorescence microscopy. We used gel retardation 
assay and adhesion test to investigate the effects of the recombinant lactoferrin peptide on bacterial DNA and 
adhesion. We used CCK-8 to detect its toxic effects on RAW 264.7 cells and to determine the hemolytic rate of 
red blood cells in mice. [Results] The results showed that the concentration of the bovine lactoferrin peptide 
expressed in the supernatants of the recombinant strain was 24.39 μg/mL and the recombinant lactoferrin peptide 
showed inhibition on 25 strains of pathogenic bacteria used in the experiment. Its antibacterial concentration 
range was 16–128 μg/mL, but had no obvious inhibitory effect on 9 kinds of lactic acid bacteria and 1 strain of 
Enterococcus faecalis. It destroyed the integrity of E. coli, Staph. aureus, Pasteurella multocida and Salmonella 
pullorum, targeting the bacterial membranes. It could bind to bacterial DNA and inhibit bacterial adhesion to 
Caco-2 and IPEC cells. The recombinant lactoferrin peptide had no obvious cytotoxic effect on mouse red blood 
cells and RAW 264.7 cells. [Conclusion] The recombinant bovine lactoferrin peptide had the same antibacterial 
activity as the standard of bovine lactoferrin peptide. It could inhibit or kill bacteria by targeting the membranes 
of bacteria, intracellular nucleic acids and inhibiting the adhesion of bacteria to normal cells, exerting its 
broad-spectrum antibacterial activity, and had no obvious cytotoxicity to eukaryotic cells. 
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