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摘   要：【目的】利用枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)发酵凡纳滨对虾(Penaeus vannamei)加工废弃物，

并从发酵液中鉴定出一种新型抗菌肽(命名为 BCE3)，探究其对蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)的抑菌

作用和机制。【方法】通过超高效液相色谱-质谱联用技术(ultra performance liquid chromatography 
tandem mass spectrometry, UPLC-MS)对发酵液中的小分子多肽序列进行鉴定，并进一步通过生物信

息学筛选潜在抗菌肽；通过微量稀释法和平板涂布法分析 BCE3 对蜡样芽孢杆菌的最低抑菌浓度

(minimum inhibitory concentration, MIC)、最低杀菌浓度(minimum bactericidal concentration, MBC)和
时间 -杀伤曲线 (time-kill curve)；通过碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase, AKP)泄漏、碘化丙啶

(propidium iodide, PI)染色分析、核酸和蛋白质泄漏实验以及流式细胞术分析 BCE3 对细菌细胞壁和

细胞膜的影响；通过 DNA 凝胶阻滞实验、与 EB 竞争性结合的荧光光谱实验以及分子对接模拟实

验探究 BCE3 对细菌 DNA 的影响；通过菌落计数法探究 BCE3 在米饭中的抑菌作用。【结果】利

用生物信息学筛选出潜在抗菌肽 BCE3，其对蜡样芽孢杆菌的 MIC 和 MBC 分别为 62.5 μg/mL 和

125.0 μg/mL，其可在 3 h 内使细菌数减少 86.0% (62.5 μg/mL)，与乳酸链球菌素(nisin)相比具有更好

的杀菌效果。BCE3 破坏细菌细胞壁和细胞膜，导致细胞胞内核酸和蛋白质泄漏，并与细菌 DNA
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结合并导致细菌死亡。另外，BCE3 (125.0 μg/mL)对米饭中蜡样芽孢杆菌的生长具有明显的抑制作

用。【结论】BCE3 能够改变蜡样芽孢杆菌细胞膜的通透性，同时与细菌的 DNA 结合导致细菌死亡。

这些发现为 BCE3 应用于蜡样芽孢杆菌的防治提供了理论基础。 

关键词：凡纳滨对虾加工废弃物；抗菌肽 BCE3；蜡样芽孢杆菌；抑菌机制 
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and application in rice 
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Abstract: [Objective] To study the inhibitory effect and mechanism of a novel antimicrobial 
peptide (BCE3) isolated from Penaeus vannamei processing waste fermented with Bacillus 
subtilis against Bacillus cereus. [Methods] The small peptide sequences in the fermentation 
broth were identified by ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrometry 
(UPLC-MS), and the potential antimicrobial peptides were screened by bioinformatics. The 
minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and 
time-kill curve of BCE3 against B. cereus were determined by the microdilution method and 
plate colony counting method. Then, the alkaline phosphatase release assay, propidium iodide 
(PI) staining, nucleic acid and protein leakage assays, and flow cytometry were employed to 
examine the effects of BCE3 on the cell wall and cell membrane of B. cereus. The effect of 
BCE3 on bacterial DNA was explored by the gel retardation assay, fluorescence spectroscopy, 
and molecular docking. Finally, the antimicrobial effects of BCE3 in rice were evaluated by the 
colony counting method. [Results] The potential antimicrobial peptide BCE3 screened out 
showed the MIC of 62.5 μg/mL and MBC of 125.0 μg/mL against B. cereus. The time-kill 
curve revealed that BCE3 reduced the bacterial count by 86.0% within 3 h (62.5 μg/mL), 
outperforming nisin. BCE3 caused damage to the bacterial cell wall and membrane, leading to the 
leakage of cell contents. Moreover, it can bind with DNA to kill the bacteria. In addition, BCE3 
(125.0 μg/mL) exerted a significant inhibitory effect on the growth of B. cereus in rice. 
[Conclusion] BCE3 inhibits B. cereus by altering the permeability of the cell membrane and 
binding to DNA, thus leading to bacterial death. These findings provide a theoretical basis for 
application of BCE3 in the control of B. cereus. 
Keywords: Penaeus vannamei processing waste; antimicrobial peptide BCE3; Bacillus cereus; 
antimicrobial mechanism 
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蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)是一种重要

的革兰氏阳性食源性病原菌，可通过产生毒素

而引起呕吐或腹泻性食物中毒[1]。此外，蜡样

芽孢杆菌具有强大的生存能力能够在食品生产

和加工过程中存活，甚至抵御食品加工中的大

多数清洁步骤，因此其广泛分布于淀粉类、肉

制品、乳制品等富含碳水化合物和蛋白质的食

物中[2]。其中，由于煮熟的米饭富含碳水化合

物并具有接近中性 pH 值的特性，为蜡样芽孢

杆菌的生长和毒素的产生提供了最佳环境，因

此蜡样芽孢杆菌易污染米饭及其制品，引起食

物中毒[3-4]。目前针对蜡样芽孢杆菌污染食物常

采用的措施是添加苯甲酸、山梨酸钾和脱氢乙

酸钠等化学防腐剂，但是随着消费者对食品添

加剂安全需求的增加，寻找新的食品防腐剂以

确保米饭及其制品的安全是非常必要的[5-6]。抗

菌肽(antimicrobial peptide, AMPs)主要是一类

带正电荷、具有两亲结构的小分子多肽，具有杀

菌速度快、不易产生耐药性和更高的安全性等优

点，被认为是传统化学防腐剂潜在的替代品[7-8]。 
全球对海产品的消费需求增长迅速，尤其

是对虾类的消费。据 2023 年中国渔业统计年鉴

的统计数据显示，2022 年我国海水养殖中凡纳

滨对虾产量达 134.028 万 t，占虾类养殖总产量

的 80%左右[9]。然而，在加工食用对虾时约有 50% 
(主要是虾头和硬壳)被作为废弃物丢弃[10]。对

虾加工废弃物中富含蛋白质、虾青素以及其他

多种营养物质，可用于生产高价值产品[11]。例

如，Zhou 等[12]研究从酶解 Kuruma 虾头中发现

具有显著抑菌性能的抗菌肽 VTVP。枯草芽孢杆

菌是一种广泛存在于自然界的革兰氏阳性菌，能

分泌蛋白酶降解蛋白质，常用于动物饲料和发

酵工业。研究表明枯草芽孢杆菌在发酵过程中可

产生不同的蛋白酶，使富含蛋白质的食品降解

产生一系列的生物活性肽，其中包括抗菌肽[13]。

例如，Cheng 等[14]从枯草芽孢杆菌 E20 发酵豆

粕中鉴定出能有效抑制溶藻弧菌和副溶血性弧

菌的抗菌肽。 
本研究通过枯草芽孢杆菌发酵凡纳滨对虾

加工废弃物，鉴定了一种新型抗菌肽 BCE3，发

现其对蜡样芽孢杆菌表现出很强的抑菌活性。

因此，对抗菌肽 BCE3 的抑菌机理进行了深入

研究，并进一步探索其在米饭防腐中的应用。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)由本实验室

(集美大学福建省食品微生物与酶工程重点实

验室)前期从凡纳滨对虾中分离、鉴定后保藏；

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) 168 由本实验室

提供；实验前，所有细菌均在营养肉汤培养基或

LB 培养基中 37 ℃培养至对数期；多肽 BCE3
由北京中科亚光生物科技有限公司合成。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

营养肉汤(nutrient broth, NB)培养基、LB 培

养基和琼脂粉均购自厦门兰博利德生物技术有

限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒购自天根

生化科技(北京)有限公司；核酸染料、10×DNA
上样缓冲液、碘化丙啶(propidium iodide, PI)、溴

化乙锭(ethidium bromide, EB)和 Annexin V-异硫

氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate, FITC)/PI
凋亡试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公司；

碱性磷酸酶检测试剂盒购自南京建成生物工程

研究所有限公司；大米和凡纳滨对虾加工废弃

物购自厦门市嘉农农贸市场。 
超滤膜，密理博仪器(上海)有限公司；超高

效液相色谱仪，沃特世科技(上海)有限公司；质

谱仪、多功能酶标仪和超微量分光光度计，赛

默飞世尔科技(中国)有限公司；流式细胞仪，贝
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克曼库尔特商贸(中国)有限公司；凝胶成像系

统，莫纳(苏州)生物科技有限公司；模态智能显

微成像系统，上海徕卡仪器有限公司。 

1.2  发酵液的制备及抗菌肽的筛选 
将凡纳滨对虾加工废弃物用无菌水冲洗 3 遍，

并按料液比 1:3 (质量比)加入无菌蒸馏水，于无

菌条件下研磨成匀浆，置于 250 mL 锥形瓶中作

为发酵培养基。然后，接入 1×108 CFU/mL 的

枯草芽孢杆菌，接种量 4%，37 ℃、160 r/min
发酵 3 d。发酵结束后，取发酵液于 3 000 r/min
离心 5 min 进行固液分离并收集上清液，并用

截留分子量为 3 000 Da 的超滤管对发酵上清液

进行超滤处理，收集分子量为 3 000 Da 以下的

部分。利用超高效液相色谱 -质谱联用 (ultra 
performance liquid chromatography tandem mass 
spectrometry, UPLC-MS)技术对发酵液中的多肽

序列进行鉴定[15]。最后使用蛋白组学搜库软件

(MaxQuant v1.6.5.0)搜 UniProt Penaeus vannamei
蛋白库，对比得到虾肽段序列。 

1.3  抗菌肽的筛选及合成 
利用在线软件 APD3 (https://aps.unmc.edu/)

计算多肽的电荷数和疏水性，并筛选出电荷数

从+2−+9，疏水性从 30%−55%的肽段[16]。多肽

采用固相法合成，Agela C18 柱纯化后，利用液相

色谱-质谱联用仪(LC-MS)测定合成肽的纯度[17]。 

1.4  抑菌活性的测定 
为了探究 BCE3 的抑菌活性，测定蜡样芽

孢杆菌的最低抑菌浓度 (minimum inhibitory 
concentration, MIC)和最低杀菌浓度(minimum 
bactericidal concentration, MBC)[18]。将生长对数

期的菌液(OD600至 0.8)用无菌 NB培养基稀释至

1×105−1×106 CFU/mL，在 96 孔板中将 100 μL
稀释后的菌液与 100 μL 不同浓度的多肽混合均

匀，每个梯度做 3 个平行，37 ℃混合孵育 16 h。
MIC 定义为抑制细菌可见生长的最低多肽浓度。

为了测定 MBC，从每个孔中取出 20 μL 菌悬液

涂布于平板上。MBC 定义为平板在 37 ℃孵育

24 h 后，无细菌菌落生长的最低多肽浓度。设置

等量磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS) 
(0.01 mol/L，pH 7.2；下同)与菌液混合作为阴

性对照组，等量乳酸链球菌素(nisin) (250 μg/mL)
与菌液混合作为阳性对照组，实验重复 3 次取

平均值。 

1.5  时间-杀伤曲线的分析 
将对数期的蜡样芽孢杆菌(OD600 为 0.8)用

无菌 PBS 稀释至 1×105−1×106 CFU/mL。将肽

BCE3 与菌液等体积混合至最终浓度为 1×MIC、

2×MIC、4×MIC，于 37 ℃恒温生化培养箱孵育

3 h。在不同的时间点(即 0、0.5、1.0、1.5、2.0、
2.5 和 3.0 h)，分别取 20 μL 混合液，于平板上

均匀涂布，并在 37 ℃生化培养箱中培养 24 h
后进行菌落计数。设置等量 PBS 与菌液混合作

为阴性对照组，等量 nisin (250 μg/mL)与菌液混

合作为阳性对照组，实验重复 3 次取平均值。 

1.6  BCE3 对细胞壁的影响 
为了评价细胞壁的完整性，进行了细菌上

清液中碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, AKP)
活力的测定 [19]。将培养至对数期的细菌菌液

(OD600 为 0.8)经 10 000 r/min 离心 1 min，用无菌

PBS 清洗 3 次，调节菌液浓度为 1×108 CFU/mL，

与BCE3等体积混合均匀至终浓度分别为1×MIC、

2×MIC、4×MIC，置于 37 ℃、160 r/min 孵育 3 h。
以等量 PBS 作为阴性对照，同时设置了等量

nisin (250 μg/mL)作为阳性对照。孵育结束后在

3 500 r/min 条件下离心 10 min，获得上清液。

根据碱性磷酸酶检测试剂盒说明书测定上清液

中 AKP 活力。 

1.7  BCE3 对细胞膜的影响 
1.7.1  PI 染色实验 

采用 PI 染色分析 BCE3 对蜡样芽孢杆菌细
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胞膜通透性的影响[20]。将对数生长期的菌液经

离心、重悬并调节浓度至 1×105−1×106 CFU/mL，
加入等体积 BCE3 至终浓度为 1×MIC、2×MIC、

4×MIC，于 37 ℃孵育 3 h，以 PBS 和 nisin    
(250 μg/mL)分别作为阴性对照和阳性对照。孵

育结束后取出 100 μL 混合液离心弃上清，加入

等量 PI (终浓度 30 μmol/L)染料，混匀后避光孵

育 15 min。孵育结束后，用无菌 PBS 清洗并重

悬至 100 μL，使用多功能酶标仪测定样品在激

发波长 535 nm 及发射波长 570–750 nm 处的荧

光光谱。 
参考 Li 等[21]的方法并进行了修改。将培养

至 对 数 期 的 菌 液 (OD600 为 0.8) 稀 释 到

1×105−1×106 CFU/mL，加入等体积的 BCE3 至

终浓度为 2×MIC，于 37 ℃孵育 3 h，以等量 PBS
作为对照组。孵育结束后取 100 μL 混合液加入

等量 PI (终浓度 30 μmol/L)染料，25 ℃涡旋混

匀，避光孵育 15 min。待染色完成后洗涤并重

悬于无菌 PBS 中以除去过量的染料，制片后使

用荧光显微镜，选择 PI 通道捕获图像。 
1.7.2  核酸蛋白质泄漏 

通过测定细菌胞内核酸和蛋白质的泄漏情况

判断细胞膜的完整性[22]。将浓度为 1×108 CFU/mL
的菌液与肽 BCE3 等体积混合至终浓度为

1×MIC、2×MIC、4×MIC，等量 PBS 和 nisin  
(250 μg/mL)分别作为阴性对照和阳性对照，于

37 ℃恒温孵育，分别在 0、1、2、3 h 取样，     
10 000 r/min 离心 2 min，使用多功能酶标仪测

定上清液的 OD260 和 OD280。 

1.8  AnnexinV-FITC/PI 双标记法 
按照 Ravichandiran 等[23]的方法稍作修改，

使用 Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒

探究 BCE3 对蜡样芽孢杆菌的影响。将培养至

对数期的细菌菌液 (OD600 为 0.8)浓度调节至

1×105−1×106 CFU/mL，加入等体积的 BCE3 至

终浓度为 1×MIC、2×MIC，于 37 ℃孵育，分别

处理 1、2、3 h，用等量 PBS 和菌液混合作为

对照组。接下来，按照细胞凋亡检测试剂盒说

明书进行处理，并使用配备有 CytExpert 软件

(version 2.4.0.28)的流式细胞仪分析。 

1.9  BCE3 与菌体 DNA 的相互作用 
1.9.1  DNA 凝胶阻滞实验 

菌体 DNA 的提取：将蜡样芽孢杆菌接种于

50 mL NB 培养基中，在 37 ℃、160 r/min 条件

下培养 12 h 后，10 000 r/min 离心 1 min 收集菌

体。按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书的

步骤提取细菌基因组 DNA。使用超微量分光光

度 计 测 定 所 提 DNA 的 质 量 浓 度 和 纯 度

(1.7≤OD260/OD280≤1.9)。 
参考 Yang 等[24]的方法并稍作修改，采用琼

脂糖凝胶电泳技术研究 BCE3 与菌体 DNA 在体

外的相互作用。在微量离心管中分别加入 BCE3
与蜡样芽孢杆菌基因组 DNA，等体积混合，使

其质量比分别为 0、10:1、10:2、10:4、10:6、
10:8、10:10，混匀后置于 37 ℃下孵育 90 min。
随后对各个处理组的 DNA 溶液进行琼脂糖凝胶

电泳分析，取 8 μL DNA 溶液与 1 μL 的 10×DNA
上样缓冲液吹打混匀后，在质量分数为 1%的琼

脂糖凝胶上进行电泳(电压 110 V)分离。电泳结

束后，将电泳胶置于凝胶成像仪中，在紫外灯

下曝光 20 s 成像来检测 DNA 的迁移情况。 
1.9.2  与 EB 竞争性结合 DNA 的荧光光谱实验 

参考杨昆等[25]所述的方法略作修改，采用

BCE3 与 EB 竞争性结合 DNA 的荧光光谱实验

进一步分析 BCE3 与菌体 DNA 的相互作用。菌

体 DNA 的提取方法与 1.9.1 相同。在 96 孔板中

加入 5 μL 稀释后的 DNA 溶液(50 μg/mL)和 10 μL 
EB 溶液(100 μg/mL)，混匀后于 37 ℃避光孵育

10 min，使 EB 和 DNA 结合形成 EB-DNA 复合物。

接着加入 BCE3 至终浓度分别为 1×MIC、2×MIC、
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4×MIC，用等体积无菌去离子水替代 BCE3 作为

对照组，混匀后于 37 ℃避光孵育 30 min。利用多

功能酶标仪测定样品在激发波长 535 nm 及发

射波长 570–750 nm 处的荧光光谱。 
1.9.3  分子对接 

BCE3 与 DNA 的分子对接通过 AutoDock 
Vina 进行。蜡样芽孢杆菌 DNA 从 PDB (ID: 
3U3W)下载，去除配体、水分子、加氢，并设

为受体分子[26]。用 ChemDraw 21.0.0 软件预测

肽段的二维(2D)结构，然后通过 Chem3D 21.0.0
能量最小化生成其三维(3D)结构，并添加极性

氢原子，设置为配体分子。通过 AutoDock Vina
软件将配体分子对接到设置的受体分子中，对

接结果使用 PyMOL 2.5 可视化。 

1.10  BCE3 在米饭中的应用 
将培养至对数期的蜡样芽孢杆菌(OD600 为

0.8)用 PBS 洗涤并重悬至浓度为 1×104 CFU/mL，
然后取 1 mL 稀释后的菌液接种在准备好的无

菌米饭(30 g/每份)中，分别加入等体积的 BCE3
至终浓度为 2×MIC、4×MIC，对照组用无菌 PBS
替换，样品于 25 ℃放置 8 h。每隔 2 h 称取 5 g
样品，加入 45 mL 无菌生理盐水进行均质处理

并进行 10 倍梯度稀释，选取 3 个合适的稀释度，

每个稀释度设 3 个平行，最后倾注平板计数琼

脂培养基并混合均匀。待琼脂凝固后，培养皿

倒置并于 37 ℃恒温培养 48 h，以便菌落生长及

后续的计数分析。 

1.11  数据统计分析 
采用 GraphPad Prism 软件(8.0.2)对数据进

行分析并绘图，以 P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 
2.1  抗菌肽的筛选 

通过对凡纳滨对虾加工废弃物的发酵液进

行质谱鉴定，共得到 393 个多肽。所鉴定的多肽

分子量范围在 772–2 881 Da，电荷数为−6−+2.5，
疏水性分布于 10%–73%。其中一条多肽序列

GSFRYAWVLDKLK (命名为 BCE3)的分子量为

1 582.87 Da，其净电荷为+2，疏水性为 45%，

符合抗菌肽的典型特征，因此对其抑菌活性进

行进一步研究。 

2.2  BCE3 的抑菌活性分析 
MIC 和 MBC 是用来评估抗菌肽对细菌的

抑制和杀死效果的常见指标。肽 BCE3 对蜡样

芽孢杆菌的 MIC 和 MBC 分别为 62.5 μg/mL 和

125.0 μg/mL，而 nisin 对蜡样芽孢杆菌的 MIC
和 MBC 分别为 250 μg/mL 和 500 μg/mL。结果

表明 BCE3 对蜡样芽孢杆菌具有较好的抑菌效

果，其抑制效果强于 nisin。 
通过时间-杀伤曲线进一步确证 BCE3 的抑

菌效果，结果如图 1 所示。与阴性对照组相比，

经 BCE3 处理后的蜡样芽孢杆菌的数量迅速减

少。经 1×MIC 的 BCE3 处理蜡样芽孢杆菌 1 h
后，细菌数量减少了约 43.5%；3 h 后，细菌数

量减少了 86.0%；经 2×MIC 的 BCE3 处理 3 h
后，细菌全部被杀死。然而，当浓度为 250 μg/mL  

 

 
 
图 1  肽 BCE3 对蜡样芽孢杆菌的时间-杀伤曲线 
Figure 1  Time-kill curve of peptide BCE3 against 
Bacillus cereus. Data represent the mean±SD of 
three biological replicates. 
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(1×MIC)的 nisin 处理细菌 3 h 后，其杀菌率为

68.0%。结果表明 BCE3 对蜡样芽孢杆菌的抑制

作用呈浓度和时间依赖性，其杀菌速度和杀菌

效果强于 nisin。 
2.3  BCE3 对细胞壁的影响 

AKP 是一种位于细胞壁和细胞膜之间的胞

内酶，在细胞正常状态下被严格地限制在细胞

内；当细胞壁受损时，AKP 则会泄漏到细胞外

的环境中[27]。因此，可通过检测 AKP 的活力判

断肽 BCE3 对细胞壁的破坏情况。如图 2 所示，

与阴性对照组相比，1×MIC、2×MIC 和 4×MIC
处理组的 AKP 活力分别约为阴性对照组的 1.6、
2.5 和 3.6 倍。这一结果表明 BCE3 可能作用于细

胞壁，诱导细胞壁损伤并导致胞内的 AKP 泄漏。 

2.4  BCE3 对细胞膜的影响 
研究表明，PI 是一种仅能通过受损细胞膜

与核酸结合而发出强烈荧光的核酸染料，因此 PI
荧光信号强弱能够反应细胞膜的破坏程度[28]。如

图 3 所示，与对照组相比，不同浓度的 BCE3 作

用于细菌 3 h 后，其荧光强度随 BCE3 浓度的增 
 

 
 
图 2  BCE3 对蜡样芽孢杆菌胞外 AKP 活力的影响 
Figure 2  Effect of BCE3 on extracellular AKP 
activity of Bacillus cereus. Data represent the 
mean±SD of three biological replicates. ***: P<0.001; 
****: P<0.000 1. 

 
 
图 3  BCE3 对蜡样芽孢杆菌的 PI 荧光染色的影响 
Figure 3  Effects of BCE3 on PI fluorescence 
staining of Bacillus cereus. 
 
加而增加；而阳性对照组的荧光强度高于 BCE3 
(1×MIC 和 2×MIC)处理组，表明 nisin (250 μg/mL)
对细菌细胞膜有更强的破坏作用。利用 PI 作为

荧光探针，在荧光显微镜下进一步观察细胞膜的

损坏情况。由图 4 可知，对照组在显微镜下仅有

少量微弱的红色荧光，推测其为细菌细胞的正常

死亡所导致的；经 2×MIC 的 BCE3 处理后的大部

分细菌细胞发出强烈红色荧光。结果表明肽

BCE3 对蜡样芽孢杆菌细胞膜的完整性具有破坏

作用，是对 PI 荧光强度的数值结果的证明。 
通过检测细菌上清液在 260 nm 和 280 nm

处吸光度的变化，进一步探究 BCE3 对细胞膜

完整性的影响。如图 5 所示，阴性对照组的

OD260 值和 OD280 值随着时间的增加无明显变

化；BCE3 处理组(1×MIC、2×MIC 和 4×MIC)
的核酸、蛋白质泄漏量比空白组增加，呈时间

依赖性。研究表明 BCE3 能破坏细胞膜的完整

性，导致胞内的核酸和蛋白质泄漏，同时也进

一步地证实了上述实验的结论。 

2.5  Annexin V-FITC/PI 双标记法分析 
当细菌细胞受到损伤时，位于细胞膜内侧

的磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine, PS)会从膜 
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图 4  BCE3 处理后蜡样芽孢杆菌的荧光显微镜分析   A：对照组的明场图. B：对照组的荧光图. C：对

照组的叠加图. D：BCE3 处理组的明场图. E：BCE3 处理组的荧光图. F：BCE3 处理组的叠加图. BCE3
处理浓度为 2×MIC 
Figure 4  Fluorescence microscopy analysis of Bacillus cereus treated with BCE3. A: Bright field image of 
control. B: Fluorescence image of control. C: Merged image of control. D: Bright field image treated with 
BCE3. E: Fluorescence image treated with BCE3. F: Merged image treated with BCE3. The concentration of 
BCE3 used was 2×MIC. 
 

 
 
图 5  BCE3 对蜡样芽孢杆菌的核酸(A)和蛋白质(B)泄漏含量的影响 
Figure 5  Effects of BCE3 on nucleic acid (A) and protein leakage (B) of Bacillus cereus. Data represent the 
mean±SD of three biological replicates. 
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内翻转到膜外，PS 外翻可以通过 Annexin V 进

行检测[29]。因此使用带有 FITC标记的Annexin V
和 PI 进行双重染色，对不同浓度 BCE3 处理的

蜡样芽孢杆菌进行流式细胞仪分析(图 6)。当浓

度为 1×MIC 和 2×MIC 的肽 BCE3 作用于蜡样

芽孢杆菌 1 h 后，细菌活细胞比例分别降至

81.66%、75.92%；孵育 3 h 后，1×MIC 和 2×MIC
的活细胞率降至 38.62%、16.94%。因此，根据

以上实验结果表明肽 BCE3 损坏蜡样芽孢杆菌

细胞膜，并导致细菌死亡，其抑菌效果具有时

间-浓度依赖性。 

2.6  BCE3 对菌体 DNA 的影响 
通过 DNA 凝胶阻滞实验探究肽 BCE3 与蜡

样芽孢杆菌基因组 DNA 在体外的相互作用。如

图 7A 所示，经过不同质量比的肽(0、10:1、10:2、
10:4、10:6、10:8、10:10) BCE3 处理后的条带

随着肽 BCE3 浓度的增加，部分被阻滞在孔洞

中，部分仍能迁移到凝胶中；当 BCE3 与 DNA
质量比为 10:4 时，电泳条带完全被阻滞在孔洞

中；当 BCE3 与 DNA 质量比为 10:1 时，孔洞中 
 

 
 
图 6  流式细胞术探究 BCE3 对蜡样芽孢杆菌细胞膜完整性的影响 
Figure 6  Effects of BCE3 on the integrity of Bacillus cereus cell membranes assessed with flow cytometry. 
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图 7  凝胶阻滞分析 BCE3 (A)和 nisin (B)与蜡样芽孢杆菌 DNA 的相互作用 
Figure 7  Gel retardation analysis of BCE3 (A) and nisin (B) with the genomic DNA of Bacillus cereus. 
Lane 1: DNA marker; Lane 2−7: Peptide BCE3 (A) and nisin (B) DNA weight ratios of 10:1, 10:2, 10:4, 10:6, 
10:8, and 10:10, respectively; Lane 8: Control. 
 
的亮度变暗。然而，从图 7B 可以看出，随着 nisin
浓度增加(条带 8−条带 2)，蜡样芽孢杆菌基因组

DNA仍能迁移到凝胶中，且条带亮度无明显变化。 
EB 作为一种高灵敏、高选择性的 DNA 荧

光探针，与具有类似效应的其他分子同时存在

时，会与 DNA 形成竞争性结合，从而改变

EB-DNA 复合体系的荧光强度[30]。因此，利用

肽 BCE3 与 EB 竞争性结合 DNA 的荧光光谱进

一步探究 BCE3 与蜡样芽孢杆菌基因组 DNA 的

相互作用。如图 8 所示，对照组中的相对荧光

强度最高，随着 EB-DNA 复合体系中 BCE3 浓

度升高，相对荧光强度明显降低。 
通过分子对接法模拟肽 BCE3 与蜡样芽孢

杆菌 DNA 的相互作用，对接结果如图 9 所示。

对接结合自由能为−5.3 kcal/mol，表明这个对接

结构是稳定的。从对接模型可以看出，肽 BCE3
嵌插到 DNA 双螺旋链上的碱基对中，在结合过

程中通过氢键分别与 A6、A17、T16、G5 相互

作用。根据以上实验结果，推测肽 BCE3 可能

以嵌插碱基对的方式作用于菌体 DNA，从而影

响细菌正常的生理功能，导致菌体死亡。 

 
 
图 8  BCE3 与 EB 竞争性结合蜡样芽孢杆菌 DNA
的荧光光谱 
Figure 8  Fluorescence spectra of BCE3 competing 
with EB for binding to Bacillus cereus DNA. 

 
2.7  BCE3 在米饭中的应用 

通过测定米饭中的菌落总数评估 BCE3 在

被蜡状芽孢杆菌污染的米饭中的抑菌效果。如

图 10 所示，对照组中蜡样芽孢杆菌的菌落总数

在 8 h 内升至 4.8 lg (CFU/g)。经 2×MIC 的 BCE3
处理后，菌落总数减少了约 1.3 lg (CFU/g)；相

同时间内经 4×MIC 的 BCE3 处理后则减少了约

1.5 lg (CFU/g)。上述结果表明，BCE3 处理可 
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图 9  BCE3 对蜡样芽孢杆菌 DNA 的分子对接模型 
Figure 9  Molecular docking pattern of BCE3 with Bacillus cereus DNA. 
 

 
 
图 10  米饭中蜡样芽孢杆菌活菌数的变化 
Figure 10  The viable count change of Bacillus 
cereus in rice. Data represent the mean±SD of three 
biological replicates. 
 
有效抑制米饭中蜡样芽孢杆菌的生长，降低食

品安全风险。 

3  讨论与结论 
抗菌肽具有各种物理化学特征，包括净电

荷和疏水性等，这些特征在其发挥抑菌活性方

面起着关键作用[31]。一般来说，抗菌肽的净正

电荷为+2–+9，可以与细胞膜上带负电荷的脂多

糖和少部分阴离子脂质或细胞壁中带负电荷

的磷壁酸通过静电作用相结合，干扰细胞膜或

细胞壁，这可能是其抑菌活性的主要机制[32]。

此外，抗菌肽的疏水性氨基酸残基的占比一般

为 30%–55%，这同样利于抗菌肽干扰细胞膜，

改变细胞膜通透性，使细胞内容物泄漏或允许

抗菌肽进入细胞内与 DNA 结合，从而导致细

菌死亡[33]。因此，通过生物信息学分析，筛选

得到一条具有潜在抑菌活性的多肽 BCE3 
(GSFRYAWVLDKLK)。 

BCE3 是一条源自延伸因子 1α (elongation 
factor 1 alpha, EF1α)蛋白的肽段。EF1α 是一种

重要的多功能蛋白，在不同的物种中它的基因

及表达调控具有高度保守性[34]。EF1α 除了参与

多肽链的延伸外，还参与细胞凋亡、免疫防御、

应激保护等过程[35]。研究表明 EF1α 在虾头的

肝胰腺组织和鳃组织中高度表达，当虾受到胁迫

时，EF1α 蛋白水平上调以保护或修复细胞[36]。

此外，BCE3 的组成氨基酸中含有带正电荷的精
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氨酸(R)残基和赖氨酸(K)残基，它们的存在可

以提高肽的抑菌活性：精氨酸和赖氨酸因带正

电荷可与细胞膜上带负电荷的分子产生静电相

互作用，精氨酸的胍基能与细胞膜表面的磷脂

分子形成双氢键，增强肽段 BCE3 与细胞膜的

结合能力 [37]。疏水性氨基酸残基(即苯丙氨酸

F、丙氨酸 A、缬氨酸 V、亮氨酸 L)有助于肽

BCE3 插入细胞膜的磷脂双分子层，甚至穿过细

胞膜，从而发挥抑菌活性[8]。 
Nisin 是一种从乳酸链球菌发酵产物中提

取的由 34 个氨基酸组成的带正电荷的多肽类物

质，分子量约 3.5 kDa，对革兰氏阳性菌具有较

强的抑菌效果，已广泛应用于食品防腐保鲜[38]。

在本研究中，抑菌实验结果发现源自发酵凡纳

滨对虾加工废弃物的肽 BCE3 对蜡样芽孢杆菌

的 MIC 为 62.5 μg/mL，抑菌效果强于 nisin 
(MIC=250 μg/mL)。这可能是因为革兰氏阳性菌

细胞壁含 40–80 nm 厚的多孔网眼，推测分子量

小的抗菌肽相对容易通过，BCE3 的分子量仅为

1 582.87 Da，远小于 nisin 的分子量，因此 BCE3
更容易穿过细胞壁，进而与细胞膜发挥作用[39]。

细胞壁对于革兰氏阳性菌在自然环境中的生

存起着关键作用，因此细胞壁完整性是细胞存

活的必要条件 [40]。本研究利用上清液中 AKP
活力作为探究细胞壁完整性的指标，结果显示

经 BCE3 处理后胞外的 AKP 活力呈明显上升

趋势。这一结果表明 BCE3 可能先作用于细胞

壁，诱导细胞壁损伤导致 AKP 泄漏。 
细胞膜对维持细胞渗透压、控制物质交换、

信号传导和能量生成等生化过程有重要作用，

其受损后会导致胞内物质外泄或胞外物质进入

胞内，对细胞正常生理功能产生严重影响并诱

导细胞死亡[41]。当细菌细胞壁被破坏时，细胞

膜会进一步受损。因此，通过 PI 染色分析，核

酸蛋白质泄漏以及流式细胞术等实验分析发

现，随着 BCE3 作用时间和浓度的增加，蜡样

芽孢杆菌的细胞膜受到损伤，细胞膜通透性增

大，导致胞内大分子物质泄漏，造成细菌死亡。

类似地，Zhao 等[42]研究发现甘氨酸碱性肽严重

破坏大肠杆菌细胞壁和细胞膜的完整性，导致

细胞内容物外流，释放出 AKP、还原糖等，从

而对大肠杆菌表现出较强的抑菌效果。在比较

nisin 和 BCE3 对蜡样芽孢杆菌细胞壁和细胞膜

的作用效果时，浓度为 1×MIC 的 nisin 对细胞

壁和细胞膜的破坏作用更强。然而，BCE3 的抑

菌浓度更低，推测是与 BCE3 不止一个作用靶

点有关。 
研究表明，一些抗菌肽除了破坏细菌细胞

膜，还可以穿过细胞膜结合基因组 DNA 导致细

菌快速死亡 [43]。DNA 是最重要的遗传物质之

一，抗菌肽能够通过与 DNA 结合，造成 DNA
损伤，进而影响基因的表达，阻碍酶及受体蛋

白的合成，引起细菌死亡[44]。通过 DNA 凝胶

阻滞实验、与 EB 竞争性结合 DNA 实验以及分

子对接模拟实验探究肽 BCE3 对蜡样芽孢杆菌

DNA 的作用。在 DNA 凝胶阻滞实验中，随着

BCE3 浓度增加，滞留在孔洞中的 DNA 条带亮

度逐渐变暗。说明肽 BCE3 在低浓度时能与

DNA 部分结合，影响菌体 DNA 的正常迁移率，

因此条带部分未迁移到凝胶中；同时由于肽

BCE3 在高浓度时完全竞争了核酸染料与 DNA
的结合位点，造成孔洞中 DNA 条带变暗[45]。

然而，随着 nisin 浓度增加，蜡样芽孢杆菌基因

组 DNA 仍能迁移到凝胶中，并且条带亮度无明

显变化，这可能是 nisin 的抑菌活性弱于 BCE3
的原因。通过 BCE3 与 EB 竞争性结合 DNA 的

荧光光谱实验，进一步探究 BCE3 与细菌 DNA
的相互作用。结果表明，与对照组相比，BCE3
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处理组的相对荧光强度明显降低，随着 BCE3
的浓度增加，EB-DNA 的相对荧光强度下降趋

势越明显，这可能与 EB 被 BCE3 竞争性取代有

关。BCE3 与 EB 相比有更强的结合力，能够通

过嵌入碱基对的形式取代 EB，并使得 EB-DNA
复合物的荧光强度降低[46]。此外，结合分子对

接模拟结果可知，BCE3 可嵌入 DNA 的碱基对

中并形成 6 个氢键，氢键能增加分子间的接触

面积，提高分子间的相互作用能，从而使分子

结合更紧密；同时带正电荷的抗菌肽 BCE3 与

带负电荷的 DNA 磷酸骨架可以通过静电引力

相结合，因此 BCE3 对蜡样芽孢杆菌 DNA 具有

较 强 的 结 合 作 用 力 。 类 似 地 ， 抗 菌 肽

TroHepc2-22 改变细菌细胞膜通透性，穿透细胞

膜进入细胞后与基因组 DNA 相互作用，导致细

菌死亡[47]。由此可知，BCE3 的作用机制涉及

多个靶点共同作用[48]。BCE3 除了膜损伤机制，

还能通过嵌入 DNA 碱基对的方式与 DNA 结

合，影响 DNA 正常复制，进而起到抑菌效果，

其抑菌效果优于 nisin。 
本研究从枯草芽孢杆菌发酵对虾加工废弃

物的发酵液中鉴定出一种名为 BCE3 的肽，序列

为 GSFRYAWVLDKLK，研究显示其对蜡样芽孢

杆菌表现出较强的抑菌效果，MIC 为 62.5 μg/mL，

在 3 h 内可杀死 86.0%细菌，抑菌效果优于 nisin 

(MIC=250 μg/mL)。BCE3 首先以细胞壁和细胞

膜为目标靶点，改变细胞膜的通透性，使细胞

内容物外泄，对细胞正常生理功能产生严重影

响；其可穿过细胞膜，通过氢键与 DNA 碱基

对结合，从而干扰细菌的基因功能，使细菌死

亡。另外，BCE3 对米饭中蜡样芽孢杆菌的生

长具有较好的抑制作用。这些结果表明 BCE3

在食品防腐、生物防治领域显示出良好的应用

潜力。 
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