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摘  要：【背景】单核细胞增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)，简称单增李斯特菌，是一种重要

的食源性致病菌，易感人群感染后致死率可达 20%−30%。【目的】筛选高效拮抗单增李斯特菌的

乳酸菌菌株，并探究其细菌素的理化特性及对单增李斯特菌的杀伤作用。【方法】采用牛津杯法筛

选高效拮抗单增李斯特菌的产细菌素乳酸菌菌株；通过形态特征、16S rRNA 基因序列分析及平均

核苷酸一致性分析进行菌株分类学鉴定；并进一步分析其细菌素的理化特性；利用激光共聚焦显

微镜和扫描电子显微镜表征细菌素粗提物对单增李斯特菌的拮抗作用。【结果】筛选获得一株高效

拮抗单增李斯特菌的菌株 A9-1A，其抑菌圈大小为 37.56 mm，仅对李斯特菌属(Listeria)和粪肠球

菌(Enterococcus faecalis)具有拮抗作用，经形态特征、16S rRNA 基因序列分析和平均核苷酸一致

性分析鉴定为蒙氏肠球菌(Enterococcus mundtii)；其产生的细菌素粗提物能够耐受强酸强碱(pH 
2.0−11.0)、高温(37−121 ℃)环境，对淀粉酶和脂肪酶不敏感，但对蛋白酶敏感，最低抑菌浓度为

16 μg/mL，激光共聚焦显微镜和扫描电子显微镜结果表明细菌素粗提物通过损伤细胞的细胞膜并

形成孔洞，造成细胞内容物泄漏，从而杀死单增李斯特菌。【结论】分离筛选到一株高效拮抗单增

李斯特菌的产细菌素蒙氏肠球菌 A9-1A，其细菌素粗提物具有耐受强酸强碱和高温的特性，具有

在食品生产过程中高效防控单增李斯特菌污染的潜在应用前景。 
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Abstract: [Background] Listeria monocytogenes is a major food-borne pathogen, causing the 
mortality rate of 20%–30% in susceptible populations. [Objective] To screen the lactic acid bacteria 
with antagonistic effect on L. monocytogenes and explore the physicochemical properties and 
killing effect of the bacteriocin produced by the isolate on L. monocytogenes. [Methods] The 
bacteriocin-producing lactic acid bacteria with antagonistic effect on L. monocytogenes were 
screened by the Oxford cup method. The strain screened out was identified based on 
morphological characteristics, 16S rRNA gene sequencing, and average nucleotide identity 
(ANI). The physicochemical properties of the bacteriocin produced by the strain were analyzed 
and the antagonistic effect of the bacteriocin crude extract on L. monocytogenes was 
characterized by laser confocal microscopy and scanning electron microscopy. [Results] A 
strain A9-1A with strong antagonistic effect on L. monocytogenes was obtained, with the 
inhibition zone diameter of 37.56 mm and antagonistic effects on Listeria and Enterococcus 
faecalis. It was identified as Enterococcus mundtii. The bacteriocin produced by this strain 
could tolerate strong acids and alkali (pH 2.0–11.0) and high temperatures (37–121 ℃). It was 
not sensitive to amylase and lipase but sensitive to proteases. The minimum inhibitory 
concentration of the bacteriocin crude extract was 16 μg/mL. The results of confocal laser 
scanning microscopy and scanning electron microscopy showed that the bacteriocin crude extract 
damaged the cell membrane and led to the formation of holes, causing the leakage of cell contents 
and thereby killing L. monocytogenes. [Conclusion] A bacteriocin-producing strain E. mundtii 
A9-1A with strong antagonistic effect on L. monocytogenes was screened out. Its bacteriocin 
could tolerate strong acids and alkali and high temperatures, demonstrating the application 
potential in the prevention and control of L. monocytogenes contamination in food production. 
Keywords: Listeria monocytogenes; Enterococcus mundtii; bacteriocin; antagonism mechanism 

 
细菌素是一类由细菌核糖体产生的具有抑

菌活性小肽 [1]，芽孢杆菌属(Bacillus)、链霉菌

属(Streptomyces)和乳酸菌(Lactobacillus, LAB)

均可以产生细菌素[2]。乳酸菌细菌素具有安全、

高效、不易产生耐药性等优点，在食品防腐保

鲜等领域具有极大的应用潜力，受到人们的广
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泛关注[3]。根据细菌素的结构，可以将细菌素

分为三大类，分别是Ⅰ类、Ⅱ类和Ⅲ类[4-5]。其中，

Ⅱa 类细菌素含有保守的结构域，抑菌谱较窄，

主要对李斯特菌属(Listeria)具有高效的拮抗作

用[1]。Rogers 等[6]最早报道由乳酸乳球菌产生的

乳酸链球菌素(nisin)，随着温度和 pH 升高，其

抑菌活性也会下降[7]。一些大分子热不稳定细

菌素，通常在 100 ℃或更低温度处理 30 s 内即

失活，导致其应用范围具有局限性[8]。 
单核细胞增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)，

简称单增李斯特菌，是一种重要的食源性致病

菌，被世界卫生组织列为四大食源性致病菌之

一[9]。Chen 等[10]前期对我国各类食品中单增李

斯特菌进行风险识别研究发现，华南地区

2011−2012 年间 567 份零售生鲜食品样本中大

约 22%的样本呈单增李斯特菌阳性，75%阳性

样本的污染水平在 0.3−10 MPN/g。前期研究结

果显示，我国食品和临床样本中均分离出多重

耐药菌株、强毒力菌株和血清型，表明我国消

费者存在接触并感染单增李斯特菌的潜在风

险，对我国公共卫生安全构成重大威胁[11-12]。

近年来，国外因单增李斯特菌污染食品造成的

安全事件屡见不鲜，2017−2018 年，Smith 等[13]

报道南非香肠由于污染单增李斯特菌造成重大

食品安全事故，导致 1 060 人感染，造成 216 人

死亡。2016−2020 年韩国出口的金针菇造成美国

和加拿大共 48 人感染[14]，并且各种食品源的单

增李斯特菌分离株耐药性呈现上升趋势[15-18]。因

此，亟须寻找替代抗生素的绿色高效防控单增

李斯特菌新方法。 
本研究基于课题组前期建立的西藏传统发

酵食品及其环境样品的乳酸菌菌种资源库[19-21]，

利用牛津杯法筛选高效拮抗单增李斯特菌的产

细菌素乳酸菌菌株[22]，通过形态特征、16S rRNA
基因序列分析及平均核苷酸一致性分析进行菌

株分类学鉴定，并测定其细菌素粗提物的理化特

性，初步探讨其对单增李斯特菌的杀伤作用，以

期为高效绿色防控单增李斯特菌污染提供理论

基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

本研究用到的蒙氏肠球菌 A9-1A、乳酸菌

菌株、致病菌标准菌株、单增李斯特菌 ATCC 
19115、不同序列型(sequence type, ST)单增李斯

特菌及生物被膜形成能力强的单增李斯特菌

1516-2LM 均保藏于广东省科学院微生物研究所。 

1.2  培养基 
MRS 培养基、TSA 培养基和 TSB 培养基，

广东环凯生物科技有限公司。 

1.3  主要试剂和仪器 
PCR 试剂盒、细菌基因组 DNA 纯化试剂盒、

PBS 缓冲液和 FastPfu Master Mix，广东环凯生

物科技有限公司；GoldView 核酸染料，北京普

博欣生物科技有限责任公司；电泳级琼脂糖，

Biowest 公司；AMT DNA-Seq Kit，广州吉格生

物科技有限公司；NextSeq 550 Reagent Kit，
Illumina 公司；LIVE/DEAD BacLightTM 细菌活

力检测试剂盒，英潍捷基(上海)贸易有限公司；

脂肪酶、α-淀粉酶、β-淀粉酶、胃蛋白酶和胰

蛋白酶，上海源叶生物科技有限公司；过氧化

氢酶，上海腾准生物科技有限公司；蛋白酶 K，

深圳市凯联生物技术有限公司；风味蛋白酶、

复合蛋白酶和碱性蛋白酶，诺维信生物技术有

限公司；16S rRNA 基因引物由北京六合华大基

因科技有限公司合成。 
数显游标卡尺，桂林广陆数字测控有限公

司；pH 计，上海仪电仪器有限公司；PCR 仪，

Biometra 公司；高压灭菌锅，Zealway 公司；光

学显微镜，奥林巴斯有限公司；全自动酶标仪，
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伯腾仪器有限公司；荧光定量仪、场发射扫描

电子显微镜，Thermo Fisher Scientific 公司；

Agilent 2100 生物分析仪，安捷伦科技有限公司；

NextSeq 550 基因测序仪，Illumina 公司；激光共

聚焦扫描显微镜，ZEISS 公司；电子分析天平，

赛多利斯科学仪器(北京)有限公司。 

1.4  产细菌素乳酸菌的筛选 
利用牛津杯法进行产细菌素乳酸菌的筛

选 [22]。将活化好的乳酸菌菌株按 1%的接种量

接种到 MRS 液体培养基中，37 ℃静置培养

24 h，培养后的发酵液经 4 ℃、10 000 r/min 离

心 10 min 收集上清液，用 1 mol/L 的氢氧化钠调

整 pH 值至 6.0−6.2，再用 0.22 μm 滤膜过滤除菌。

将活化好的单增李斯特菌按 1%的接种量接种到

TSB 液体培养基中，37 ℃静置培养 24 h，然后用

生理盐水将浓度稀释至 1×106 CFU/mL，取 100 μL 
1×106 CFU/mL 的单增李斯特菌涂布于 TSB 固体

培养基上，向牛津杯中加入 200 μL 制备好的乳

酸菌发酵上清液，于 4 ℃扩散 4 h，然后放入

37 ℃培养箱中培养 24 h，利用游标卡尺测量抑

菌圈大小。 
对具有抑菌活性的菌株进行排除过氧化氢

和蛋白酶敏感试验，使用 1 mol/L 的氢氧化钠和

1 mol/L 的盐酸将乳酸菌发酵液上清 pH 值调至

7.0±0.1，然后加入过氧化氢酶使其终浓度为   
1 mg/mL，40 ℃处理 2 h 后 100 ℃灭活 10 min。
用 1 mol/L 的氢氧化钠和 1 mol/L 的盐酸将发酵

液上清 pH 值调至 7.5±0.1，然后加入蛋白酶 K
使其终浓度为 1 mg/mL，55 ℃处理 2 h 后 100 ℃
灭活 10 min。处理结束后将 pH 值调回 6.0−6.2，
以未做处理的发酵上清液作为对照，采用牛津

杯法测定其抑菌活性。 

1.5  产细菌素乳酸菌的鉴定 
将筛选得到的目标菌株 A9-1A 划线接种于

MRS 固体培养基，于 37 ℃倒置培养 24 h 后观

察菌株的形态并进行革兰氏染色，然后用显

微镜(油镜 100×)进行观察。将目标菌株接种于

MRS 液体培养基中，37 ℃静置培养 24 h 后于

4 ℃、10 000 r/min 离心 1 min 去除上清液，收

集菌体沉淀，然后参照细菌基因组 DNA 纯化试

剂盒操作说明书提取 DNA。以提取的基因组

DNA 为模板，用细菌 16S rRNA 基因的通用引

物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和
1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)进行

扩增。PCR 反应体系：上、下游引物(10 μmol/L)
各 1 μL，DNA 模板(50 ng/μL) 1 μL，2×FastPfu 
Master Mix 12.5 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR 反应

条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 
30 s，30 个循环[23]。将 PCR 产物送至深圳华大

基因科技有限公司进行序列测定。将获得的序

列在 NCBI 数据库中比对分析，利用 MEGA 11.0
软件基于邻接法(1 000 次 bootstrap 检验)构建系

统发育树[24]。 
使用细菌基因组 DNA 纯化试剂盒提取菌

株 A9-1A 的 DNA，随后使用 AMT DNA-Seg Kit
进行测序文库的构建，经 Agilent 2100 生物分析

仪质检合格后，使用 NextSeq 550 Reagent Kit
上机测序。将高质量的读长用 SPAdes v.3.6.2 软

件进行组装，使用 Prokka 对拼接后的基因组

序列进行注释，导出基因组信息。使用 pyani 
(https://github.com/widdowquinn/pyani) 软 件 对

组装好的全基因组数据与 NCBI 上已发表的菌

株进行全基因组平均核苷酸一致性 (average 
nucleotide identity, ANI)分析，若与参考菌株序

列的 ANI 值>95%，则判定为同一菌种[25]。 

1.6  细菌素粗提物的理化特性分析 
利用硫酸铵沉淀法[26]提取发酵液中的细菌

素，将菌株 A9-1A 活化后按照 1%的接种量接种

于 MRS 培养基中，37 ℃静置培养 24 h 获得含有

细菌素的发酵液，将发酵液于 4 ℃、10 000 r/min
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离心 10 min 收集上清液。然后向发酵液上清中

加入硫酸铵至终浓度达到 80%，于 4 ℃过夜使

细菌素沉淀，然后在 4 ℃、10 000 r/min 条件下

离心 10 min 获得细菌素粗提物沉淀，将其置于

−80 ℃冰箱预冻 2 h，然后转移至真空冷冻干燥

机中−30 ℃、0.01 mbar 干燥 48 h，获得干燥的

固体粉末状细菌素粗提物。通过牛津杯法对其

进行 pH、温度、酶的耐受性和储存稳定性分析，

利用游标卡尺测量抑菌圈大小，并计算其相对抑

菌率，相对抑菌率(%)=处理组抑菌圈直径/对照

组抑菌圈直径×100[27]。 
pH 耐受性：以 pH 6.0 处理的细菌素粗提物

溶液作为对照组，将 1 mg/mL 的细菌素粗提物

溶液分别用 1 mol/L 的盐酸和 1 mol/L 氢氧化钠

溶液调整 pH 值至 2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、
8.0、9.0、10.0、11.0、12.0、13.0，37 ℃处理      
2 h，再将 pH 值调回 6.0−6.2，利用牛津杯法测

定抑菌活性。温度耐受性：以 37 ℃处理的细菌

素粗提物溶液作为对照，将 1 mg/mL 的细菌素

粗提物溶液分别置于 37、50、60、70、80、90、
100、121 ℃处理 30 min，取出后放至室温，利

用牛津杯法测定抑菌活性。酶的耐受性：以未

经酶处理的细菌素粗提物溶液作为对照组，将 
1 mg/mL 的细菌素粗提物溶液分别用 1 mol/L 氢

氧化钠和 1 mol/L 盐酸调整 pH 至酶的最适 pH，

加入过氧化氢酶、α-淀粉酶、β-淀粉酶、脂肪

酶、蛋白酶 K、胃蛋白酶、胰蛋白酶、风味蛋

白酶、复合蛋白酶、碱性蛋白酶使溶液中酶终

浓度为 1 mg/mL，在酶的最适温度下处理 2 h，
然后 100 ℃灭活 10 min，将 pH 调回 6.0−6.2，
用牛津杯法测定其抑菌活性。储存稳定性：将

菌株 A9-1A 活化后按照 1%的接种量接种于

MRS 培养基中，37 ℃静置培养 24 h 获得含有

细菌素的发酵液，将发酵液于 4 ℃、10 000 r/min
离心 10 min 收集上清液，用 0.22 μm 滤膜过滤

除菌。将无菌的含有细菌素的发酵上清液于常

温下储存，以第 1 天的发酵上清液作为对照组，

每隔 1 d 通过牛津杯法测定其抑菌活性。 

1.7  细菌素粗提物的抑菌活性分析 
抑菌谱：选择不同的致病菌标准菌株及本实验

室前期分离的不同 ST 型单增李斯特菌作为指示

菌，将菌株活化后，调整其浓度至 1×106 CFU/mL，
在相应的平板进行涂布，利用牛津杯法测定细

菌素粗提物对不同致病菌和不同 ST 型单增李

斯特菌的抑菌活性。 
最 小 抑 菌 浓 度 (minimum inhibitory 

concentration, MIC)：将细菌素粗提物配制成

512 μg/mL 的母液，再以 2 倍稀释法配制终浓度

为 1、2、4、8、16、32、64、128、256、512 μg/mL
的溶液。以单增李斯特菌 ATCC 19115 为指示

菌，采用牛津杯法测定其抑菌活性，有抑菌效

果的最低浓度即为细菌素粗提物的 MIC。 
参照 Zhao 等[28]的方法稍作修改测定细菌

素粗提物对单增李斯特菌的时间杀伤曲线，将培

养至对数期(OD600=0.6)的单增李斯特菌用 TSB
培养基稀释至 1×106 CFU/mL 左右，实验组中加

入细菌素粗提物溶液使其终浓度为 64 μg/mL，
对照组中加入等量体积生理盐水，于 37 ℃静置

培养 6 h，每隔 1 h 取 1 mL，用生理盐水进行

10 倍梯度稀释，然后取 100 μL 稀释液涂布 TSA
培养基，培养 24 h 后进行菌落计数。以时间为

横坐标，菌体浓度为纵坐标，绘制时间-杀伤曲

线。同时进行不同处理时间下细菌素粗提物对

单增李斯特菌的抑制率分析，抑制率(%)=(对
照组的菌落数−实验组的菌落数)/对照组的菌落

数×100[29]。 

1.8  细菌素粗提物的拮抗机理 
向 TSB 液体培养基中加入细菌素粗提物，

使其终浓度为 0、16、32、64、160、320、1 600、
3 200 μg/mL，按 1%接种量接种活化好的菌株
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1516-2LM，再分别取 200 μL 加入 96 孔板中，

静置培养 24 h 后采用结晶紫染色法测定生物被

膜的形成量[19]。 
参照王凤婷等[30]的方法并稍作修改，将活

化好的菌株 1516-2LM 按 1%接种量接种至含不

同浓度细菌素粗提物的 TSB 液体培养基中作为

初始培养液。将无菌细胞爬片(Ф=14 mm)放入

24 孔板中，再加入 1.5 mL 初始培养液，37 ℃静

置培养 24 h。去除菌液，用 PBS 清洗爬片 3 次并

转移至新的 24 孔板，分别吸取 7.2 μL SYTO 9

染液和 7.2 μL 碘化丙啶(propidium iodide, PI)染

液于 4.8 mL PBS 中形成混合染液，并取 800 μL

混合染液加入 24孔板中，室温避光染色 25 min，

最后用 PBS 洗去多余染液，进行激光共聚焦显

微镜观察。 

参照 Ali 等[31]的方法利用电子扫描显微镜

分析细菌素粗提物对单增李斯特菌的拮抗作用。

将活化好的菌株 1516-2LM 按 1%接种量接种到

TSB 液体培养基中，静置培养 6 h 后加入细菌素

粗提物使其终浓度分别为 16、32、64 μg/mL，处

理 3 h 后在 4 ℃、5 000 r/min 离心 10 min，弃

掉上清液收集菌体。用 PBS 反复清洗 3 次菌体，

再用 2.5%戊二醛溶液固定过夜。固定结束后用

0.1 mol/L PBS (pH 7.0)清洗 6 次，再分别用 30%、

50%、70%、80%、90%、100%乙醇梯度脱水，

用叔丁醇置换 3 次，样品干燥后喷金，最后送

至华南应用微生物国家重点实验室进行电子扫

描显微镜表征。 

1.9  数据处理与统计分析 
所有实验均进行 3 次重复，每次重复测定

3 个平行，数据结果的表示均为平均值±标准差。

采用 GraphPad Prism 9.5.0 和 Microsoft Excel 

2022 统计分析，采用单因素方差分析进行多组

间比较，P<0.05 表示差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  产细菌素乳酸菌的筛选结果 

如图 1A 所示，利用牛津杯法筛选到一株

高 效 拮 抗 单 增 李 斯 特 菌 的 乳 酸 菌 分 离 株

A9-1A，抑菌圈大小为 37.56 mm。如图 1B 和

图 1C 所示，在将发酵液的 pH 值调整至 6.0 并

经过氧化氢酶处理后，抑菌活性未发生显著变

化，表明有效的抑菌物质不是菌株产生的有机

酸和过氧化氢。如图 1D 所示，经蛋白酶 K 处

理后，抑菌圈消失，完全失去抑菌活性。因此，

推测其主要的抑菌成分为蛋白类细菌素。 
 

 
 
图 1  产细菌素菌株的筛选及验证   A：初筛时

具有抑菌活性的发酵上清液. B：pH 6.0 的发酵上

清液. C：经过氧化氢酶处理的发酵上清液. D：经

蛋白酶 K 处理的发酵上清液 
Figure 1  Screening and verification of bacteriocin- 
producing strains. A: The antibacterial activity of 
crude fermentation supernatant. B: The antibacterial 
activity of fermentation supernatant (adjusted to pH 
6.0). C: The antibacterial activity of catalase- 
treatment fermentation supernatant. D: The 
antibacterial activity of protease k-treated fermentation 
supernatant. 
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2.2  产细菌素乳酸菌的鉴定结果 
如图 2A 和图 2B 所示，菌株 A9-1A 在 MRS

固体培养基上菌落形态较小，白色圆润光滑，

不透明，圆形凸起，边缘整齐，革兰氏染色后

油镜(100×)观察呈球形，革兰氏染色阳性。如

图 2C 所示，从 NCBI 上选取 9 株肠球菌的 16S 
rRNA 基因序列，利用 MEGA 11.0 软件构建系

统发育树，结果表明，菌株 A9-1A 为蒙氏肠球

菌(Enterococcus mundtii)。如图 2D 所示，ANI
结果表明，其与蒙氏肠球菌 15-1A 聚于同一分

支，亲缘关系较近，表明菌株 A9-1A 为蒙氏肠

球菌。 

2.3  细菌素粗提物的理化特性分析结果 
如图 3A 所示，细菌素粗提物在 pH 7.0 时

相对抑菌率最大为 105.06%，在 pH 2.0−9.0 时

抑菌活性变化不显著，在 pH 10.0 和 11.0 时，

抑菌活性降低，相对抑菌率分别为 88.29%和

64.68%。在 pH 12.0 和 13.0 时，抑菌活性完全

消失。表明细菌素粗提物对强酸具有良好的耐

受能力，但对强碱的耐受性相对较差。如图 3B
所示，相较于对照组，50−100 ℃对细菌素粗提

物的活性影响不大，抑菌活性无显著变化，在

121 ℃处理后，抑菌活性下降，但相对抑制率

仍有 81.05%，表明细菌素粗提物具有良好的耐

高温特性，且能够耐受 121 ℃高温。如图 3C 所

示，细菌素粗提物经过氧化氢酶、脂肪酶、α-淀
粉酶、β-淀粉酶处理后抑菌活性未发生显著变

化，经蛋白酶处理后抑菌活性消失，表明细菌

素粗提物对蛋白酶敏感，对其他酶类不敏感。

如图 3D 所示，含有细菌素的发酵上清液在常温

条件下储存 31 d，其抑菌活性无明显变化，均

保持在 33−36 mm 之间，相对抑菌率保持在

97.55%−104.29%之间，说明发酵上清液中的细

菌素在常温条件储存 31 d 仍保持稳定的拮抗

活性。 

2.4  细菌素粗提物的抑菌活性分析结果 
如表 1 所示，细菌素粗提物仅对李斯特菌

属和粪肠球菌(Enterococcus faecalis)有拮抗作

用，对其他致病菌无拮抗作用，其抑菌谱较窄。

对 45 种 ST 型的单增李斯特菌菌株几乎都能够

抑制，抑制率达 95% (76/80)，并且对多重耐药

的单增李斯特菌菌株仍有拮抗作用。 
如图 4A所示，随着细菌素粗提物浓度降低，

细菌素粗提物对单增李斯特菌的抑菌效果减

弱，当细菌素粗提物浓度为 8 μg/mL 时，平板上

的抑菌圈完全消失，当其浓度为 16 μg/mL 时，

可以观察到抑菌圈的直径为(10.38±0.59) mm。因

此其最低抑菌浓度为 16 μg/mL。如图 4B 所示，

经细菌素粗提物处理后的单增李斯特菌数量在

0−2 h 内迅速下降，抑制率达 99.03%，2−6 h 抑

制速率变缓，抑制率均在 99%以上，表明其对

单增李斯特菌具有良好的拮抗效果。 

2.5  细菌素粗提物的拮抗机理分析 
2.5.1  细菌素粗提物对生物被膜的拮抗作用 

如图 5 所示，当细菌素粗提物浓度低于 
160 μg/mL 时，对单增李斯特菌生物被膜无拮抗

作用，当细菌素粗提物浓度高于 160 μg/mL 时，

对单增李斯特菌生物被膜有拮抗作用，表明其

抑制单增李斯特菌生物被膜形成的效果较弱，

需要较高浓度的细菌素粗提物才能抑制单增李

斯特菌的生物被膜。 
2.5.2  激光共聚焦扫描显微镜观察 

利用激光共聚焦扫描显微镜表征细菌素粗

提物处理前后细胞膜的完整性，SYTO 9 能对所

有待测细菌进行标记，而 PI 只能渗透进入到细

胞膜受损的菌体，所以活细胞呈绿色荧光，细

胞膜损伤的细胞呈红色。如图 6 所示，对照组

的生物被膜结构致密，表现出蜂窝状结构，几

乎全都是活菌。经细菌素粗提物处理后生物被

膜数量略有减少，结构变得稀疏，生物被膜松 
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图 2  菌株 A9-1A 的鉴定   A：菌落形态. B：革兰氏染色(1 000×). C：基于 16S rRNA 基因序列构建的系

统发育树. 括号中的序号代表 GenBank 登录号；分支点上的数字代表该分支的 bootstrap 值；标尺表示

进化距离. D：平均核苷酸一致性分析 
Figure 2  Identification of strain A9-1A. A: Colony morphology. B: Gram staining (1 000×). C: Phylogenetic tree 
based on 16S rRNA gene sequence. The serial number in brackets represents the GenBank accession number; 
The number on the branch point indicates the bootstrap value of the branch; The ruler represents evolutionary 
distances. D: Average nucleotide identity. 
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图 3  不同条件下细菌素粗提物的抑菌稳定性   A：pH. B：温度. C：酶. D：储存时间. 不同小写字母

表示各处理间差异显著性(P<0.05). 下同 
Figure 3  Antibacterial stability of bacteriocin crude extracts under different conditions. A: pH. B: Temperature. 
C: Enzyme. D: Store time. Different lowercase letters indicate significant differences between treatments (P<0.05). 
The same below. 
 
表 1  细菌素粗提物抑菌谱 
Table 1  Antibacterial spectrum of bacteriocin crude extracts 
Strain No. Sequence 

type 
Diameter of 
inhibition 
circle 

Strain No. Sequence 
type 

Diameter of 
inhibition 
circle 

Bacillus cereus CMCC63301 / − Listeria monocytogenes 668-1LM 1 166 ++ 
Bacillus cereus ATCC14579 / − Listeria monocytogenes 819-1LM 155 ++ 
Bacillus subtilis ATCC6633 / − Listeria monocytogenes 819-2LM 87 +++ 
Cronobacter muytjensii ATCC51329 / − Listeria monocytogenes 834-1LM 87 +++ 
Cronobacter sakazakii ATCC25944 / − Listeria monocytogenes 849-1LM 8 ++ 
Enterococcus faecalis ATCC29212 / + Listeria monocytogenes 869-1LM 8 ++ 
Escherichia coli ATCC25922 / − Listeria monocytogenes 919-4LM 9 ++ 
     (待续) 
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     (续表 1) 
Strain No. Sequence 

type 
Diameter of 
inhibition 
circle 

Strain No. Sequence 
type 

Diameter of 
inhibition 
circle 

Klebsiella pneumoniae ATCC46117 / − Listeria monocytogenes 91LM 299 ++ 
Pseudomonas aeruginosa CMCC10104 / − Listeria monocytogenes 1452-1LM 1 +++ 
Salmonella Enterica ATCC50335 / − Listeria monocytogenes 1974-2LM 120 ++ 
Salmonella typhimurium ATCC14028 / − Listeria monocytogenes 2252-1LM 296 ++ 
Staphylococcus aureus ATCC29213 / − Listeria monocytogenes 2524-1LM 619 ++ 
Staphylococcus aureus ATCC6538 / − Listeria monocytogenes 2724-1LM 204 + 
Yersinia enterocolitica CMCC52204 / − Listeria monocytogenes 2851-1 3 ++ 
Listeria grayi ATCC19120 / +++ Listeria monocytogenes 2902-2 330 ++ 
Listeria innocua ATCC33090 / ++ Listeria monocytogenes 2972-1 87 ++ 
Listeria ivanovii ATCC19119 / +++ Listeria monocytogenes 3072-1 378 ++ 
Listeria monocytogenes ATCC19115 / +++ Listeria monocytogenes 4275-1 199 ++ 
Listeria seeligeri CICC21671 / +++ Listeria monocytogenes 801-4LM 121 ++ 
Listeria weshimeri CICC21672 / +++ Listeria monocytogenes 822-1LM 307 ++ 
Listeria monocytogenes 1188-3LM 1 +++ Listeria monocytogenes 1048-1 378 ++ 
Listeria monocytogenes 1194-3LM 804 − Listeria monocytogenes 1132-3 2 − 
Listeria monocytogenes 1194-4LM 805 − Listeria monocytogenes 1297-1 515 ++ 
Listeria monocytogenes 1584-1LM 807 ++ Listeria monocytogenes 1298-1 297 ++ 
Listeria monocytogenes 2084-1LM 120 ++ Listeria monocytogenes 1348-2 515 ++ 
Listeria monocytogenes 3239-1LM 325 ++ Listeria monocytogenes 1368-1 767 ++ 
Listeria monocytogenes 3938-2LM 429 ++ Listeria monocytogenes 1542-1 11 ++ 
Listeria monocytogenes 1219-1LM 14 ++ Listeria monocytogenes 1544-1 2 ++ 
Listeria monocytogenes 1269-1LM 7 ++ Listeria monocytogenes 1743-1 506 ++ 
Listeria monocytogenes 1299-1LM 155 ++ Listeria monocytogenes 1794-1 288 ++ 
Listeria monocytogenes 1384-1LM 310 +++ Listeria monocytogenes 1795-1 288 ++ 
Listeria monocytogenes 1384-2LM 5 +++ Listeria monocytogenes 2047-1 11 ++ 
Listeria monocytogenes 1384-3LM 310 ++ Listeria monocytogenes 2094-1 199 ++ 
Listeria monocytogenes 1386-1LM 5 ++ Listeria monocytogenes 230-3 504 +++ 
Listeria monocytogenes 1519-3LM 14 ++ Listeria monocytogenes 2392-1 391 ++ 
Listeria monocytogenes 1520-1LM 3 +++ Listeria monocytogenes 2517-1 705 ++ 
Listeria monocytogenes 1569-1LM 7 ++ Listeria monocytogenes 2644-1 705 ++ 
Listeria monocytogenes 1619-1LM 59 ++ Listeria monocytogenes 2694-1 37 ++ 
Listeria monocytogenes 1869-1LM 299 + Listeria monocytogenes 3244-2 325 ++ 
Listeria monocytogenes 1969-2LM 91 + Listeria monocytogenes 3718-1 323 +++ 
Listeria monocytogenes 1996-1 121 ++ Listeria monocytogenes 431-1 330 ++ 
Listeria monocytogenes 1997-1LM 91 + Listeria monocytogenes 897-1 307 ++ 
Listeria monocytogenes 2049-2LM 20 ++ Listeria monocytogenes 1333-2* 515 − 
Listeria monocytogenes 268-2LM 621 ++ Listeria monocytogenes 2568-1* 9 ++ 
Listeria monocytogenes 2919-1LM 224 ++ Listeria monocytogenes 1945-3* 602 +++ 
Listeria monocytogenes 3546-1LM 9 ++ Listeria monocytogenes 833-1* 9 ++ 
Listeria monocytogenes 3797-3LM 37 ++ Listeria monocytogenes 466-3* 8 ++ 
Listeria monocytogenes 3950-1LM 619 ++ Listeria monocytogenes 4245-18* 9 ++ 
Listeria monocytogenes 570-1LM 101 +++ Listeria monocytogenes 2152-1* 8 ++ 
Listeria monocytogenes 598-1LM 1 166 ++ Listeria monocytogenes 1966-1* 602 ++ 
/：未知；*：多重耐药菌；−：无抑制作用；+：10−20 mm；++：20−30 mm；+++：>30 mm 
/: Unknown; *: Multidrug-resistant bacteria; −: No inhibitory effect; +: 10−20 mm; ++: 20−30 mm; +++: >30 mm. 
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图 4  细菌素粗提物抑菌活性分析   A：最小抑菌浓度. B：时间-杀伤曲线. ns：不显著；***：P<0.001；
****：P<0.000 1 
Figure 4  Analysis of antibacterial activity of bacteriocin crude extracts. A: Minimum inhibitory concentration. 
B: Time-killing curve. ns: Non-significant; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
 

 
 
图 5  不同浓度细菌素粗提物对生物被膜的影响 
Figure 5  Effects of different concentrations of 
bacteriocin crude extracts on biofilm. 
 
散程度和死细胞数量随着细菌素粗提物浓度增

高而显著增加，表明细菌素粗提物对单增李斯

特菌生物被膜具有较好的防控作用。 

2.5.3  扫描电子显微镜观察 
如图 7 所示，未经细菌素粗提物处理的单

增李斯特菌呈规则的短杆状，细胞表面轮廓清

晰且平滑整齐，没有孔洞，菌体呈现良好的完

整性，经细菌素粗提物处理 3 h 后细胞变形，

出现褶皱，细胞膜出现空洞，部分细胞甚至出

现破裂、内容物泄漏的现象。随着细菌素粗提

物浓度的增加，细胞受损情况越严重。表明细

菌素粗提物作用具有浓度依赖性，其拮抗作用

可能通过破坏细胞膜，形成孔洞使细胞内容物

泄漏，从而造成菌体死亡。 

3  讨论 
本研究筛选获得了一株高效拮抗单增李斯

特菌的乳酸菌菌株，经过形态学鉴定、16S rRNA
基因序列分析及平均核苷酸一致性分析，鉴定

其为蒙氏肠球菌。在排除酸、过氧化氢的影响

后，发酵液仍具有较强的抑菌活性，而经蛋白

酶 K 处理后，抑菌活性消失，实验结果表明，

该抑菌活性物质为细菌素。Nisin 在酸性条件下

稳定，但在碱性条件下会失活[32]，由屎肠球菌

产生的肠球菌素 A 和肠球菌素 B 在 121 ℃处

理后失去活性[33]，耐久肠球菌产生的肠球菌素

L50A 和 L50B 在 pH 9.0 时抑菌活性显著降低，

在 pH 11.0 时，抑菌活性完全消失[34]。对蒙氏

肠球菌 A9-1A 细菌素的理化特性分析显示，在

pH 2.0−11.0 和 121 ℃条件下均有良好的抑菌活

性，并且能够在常温条件下储存 31 d 抑菌活性

也不会降低，因此表明其在拮抗单增李斯特菌具

有潜在应用潜力。 
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图 6  激光共聚焦显微镜下不同浓度细菌素粗提物处理后单增李斯特菌生物被膜的情况   A：物镜倍

数 40×. B：物镜倍数 63× 
Figure 6  The biofilm of L. monocytogenes after treatment with different concentrations of bacteriocin crude 
extracts under laser confocal microscope. A: Objective magnification 40×. B: Objective magnification 63×. 
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图 7  扫描电镜下不同浓度细菌素粗提物处理后单增李斯特菌细胞形态变化   A：对照组. B：16 μg/mL. 
C：32 μg/mL. D：64 μg/mL 
Figure 7  The morphological changes of L. monocytogenes cells treated with different concentrations of bacteriocin 
crude extracts under scanning electron microscopy. A: Control. B: 16 μg/mL. C: 32 μg/mL. D: 64 μg/mL. 
 

目前报道的一些肠球菌产生的细菌素不仅

能拮抗单增李斯特菌，并且对革兰氏阳性和革

兰氏阴性菌都具有抑菌活性[31]，相较而言本研

究报道的细菌素的抑菌谱较窄，仅对李斯特菌

属和粪肠球菌有抑菌活性，对多重耐药的单增

李斯特菌也有良好的抑菌活性。前期研究报道纯

化的细菌素 BM1029 的 MIC 为 2−32 μg/mL，对

单增李斯特菌的 MIC 为 4 μg/mL[35]，植物乳杆菌

素 LPL-1 的 MIC 为 16 μg/mL[36]，细菌素 LS2 的

MIC 在 75−90 μg/mL 之间[37]。本研究报道的细

菌素粗提物对单增李斯特菌的最小抑菌浓度为

16 μg/mL，与目前报道的一些细菌素最低抑菌

浓度相比属于中等偏上水平，这种情况可能与

本研究中采用细菌素粗提物进行 MIC 浓度测定
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有关。但利用牛津杯法测定其粗发酵液抑菌圈

大多处于 20−40 mm 之间，表明其具有良好的

拮抗单增李斯特菌的能力，纯化后的细菌素

MIC 应小于 16 μg/mL。许多细菌能够形成复杂

结构的生物被膜抵抗外界压力[38]，单增李斯特

菌生物被膜能够增强其对不利环境的耐受性，

可以有效减弱细菌素的杀伤作用，这可能是因

为生物被膜的形成使细菌素无法有效接触菌

体，从而减弱了细菌素的杀伤能力。根据激光

共聚焦显微镜和扫描电子显微镜结果可以发现

细菌素能使单增李斯特菌细胞膜形成孔洞，破

坏细胞的完整性，导致细胞内蛋白、核酸等内

容物泄漏，从而导致细胞死亡。目前研究发现

的细菌素基本都是通过这种方式对目标菌进行

抑制，但使细胞膜形成孔洞的方式却不相同，

如 IIa类的细菌素 lactococcin A可以结合细胞膜

上的甘露糖磷酸转移系统(Man-PTS)，从而在细

胞膜上形成孔洞[1]。Microcin E492 可被靶细菌

细胞膜外膜上的铁载体受体识别，通过外膜受

体 TonB 进入内膜，然后在细胞膜的内膜形成孔

洞[1,39]。本研究报道的细菌素破坏细胞膜形成孔

洞的机制尚不明确，需要进一步的研究。 

4  结论 
本研究筛选获得了一株高效拮抗单增李斯

特菌的产细菌素蒙氏肠球菌 A9-1A，其产生的细

菌素在强酸、强碱和高温条件下均保持稳定的拮

抗能力，能够有效抑制李斯特菌属和粪肠球菌，

且对多重耐药的单增李斯特菌也有良好的抑菌

效果。该细菌素高效拮抗单增李斯特菌可能通过

破坏细胞壁和细胞膜的完整性使细胞膜通透性

增强，造成细胞内容物泄漏，从而杀伤单增李斯

特菌细胞。本研究结果表明蒙氏肠球菌 A9-1A
产生的细菌素在食品生产过程中具有绿色安全

高效防控单增李斯特菌污染的潜在应用前景。 
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