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摘  要: 本实验从营养丰富的土壤中经初筛分离到 60 株具有抑菌活性的细菌, 在此基础上通过琼

脂打孔扩散法进行复筛, 获得一株具有广谱抑菌活性的菌株, 经理化指标及 16S rDNA 序列测定

和同源分析鉴定为侧孢短芽孢杆菌, 命名为 S62-9. 
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Abstract: 60 strains which have antimicrobial activity had been isolated from nutritious soil in China in the 
study. We have further selected 1 strain which product broad-spectrum antibiotics using agar well-diffusion 
method. The strain was identified Brevibacillus laterosporus after physiological biochemical characteristic 
experiments, sequencing of 16S rDNA and cluster analysis, named S62-9. 
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近年来, 天然防腐剂的研究和开发利用成为食
品工业的一个热点。在各种微生物天然食品防腐剂

中, 对乳酸菌细菌素的研究最多, 也比较成熟。其中
乳酸链球菌分泌的短肽分子Nisin是目前应用最广
且已经得到商业化生产的纯天然防腐剂[1]。但是由

于Nisin的抑菌谱相对较窄, 稳定性受到许多物理和
化学因素如pH值、盐和温度等的影响, 在一定程度
上限制了它的应用[2]。因此, 寻找一种新型、高效的
天然防腐剂具有十分重要的意义。 

目前国内已有多篇文献报道芽孢杆菌可以产生

多种具有抑菌活性的物质, 而且多数芽孢杆菌的抑
菌物质具有抑菌谱广, 对酸碱度要求不高, 热稳定

性好等优点 [3−5], 这些都为开发新型天然防腐剂以
及生防制剂提供了很好的条件。本实验筛选出的侧

孢短芽孢杆菌S62-9 所产抑菌物质具有广谱拮抗性, 
对多种革兰氏阳性、革兰氏阴性细菌、霉菌均表现

出不同程度的抑制作用, 特别是食品中常见病原菌
和腐败菌如金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌、大肠

杆菌、沙门氏菌、志贺氏菌等有明显的抑菌效果, 显
示了较好的开发前景。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  土壤样品：分别从全国 16个省市自治区采集
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各类土壤样品, 并按采集顺序编号。 
1.1.2  指示菌：金黄色葡萄球菌 14458、大肠杆菌、
福氏志贺 51107、福氏志贺 51571、鼠伤寒沙门氏菌
50115、蜡样芽孢杆菌 63302、李斯特氏菌、假单胞
杆菌、黑曲霉、克鲁维酵母均由本实验室保存。 
1.1.3  培养基：1) 筛选培养基 : 营养肉汤培养基
(NB)[6]。 2) 指示细菌培养基 : 营养琼脂培养基
(NA)[6]; 李斯特氏菌培养基为胰酪胨大豆酵母浸膏
琼脂(TSA-YE)(购于北京陆桥技术有限责任公司)。
3) 指示真菌培养基: 黑曲霉、PDA培养基[6]。 

1.2  方法 
1.2.1  样品的采集：采用多点采集的方法[7], 分别从
全国 16个省市自治区采集各类土壤样品 156个, 并
将各地采集的土壤样品编号。 
1.2.2  初筛：初筛采用双层平板法[8], 将适当稀释的
土壤悬液加入上层培养基中, 下层培养基中混有金
黄色葡萄球菌。用灭菌牙签挑取在初筛双层平板上

产生透明圈的菌落, 进行复筛。 
1.2.3  复筛：将初筛所得的具有抑菌活性的细菌采

用琼脂打孔扩散法 [9]进行二级复筛, 一级复筛以金
黄色葡萄球菌 14458 和大肠杆菌为指示菌进行抑菌
活性测定, 选择对两种指示菌均有抑菌作用且抑菌
圈较大的菌株进行二级复筛。二级复筛分别测定筛

选所得菌株对不同指示菌的抑菌活性, 筛选出抑菌
谱较广的菌株作为试验菌株。 
1.2.4  抑菌物质的初步鉴定：(1) 发酵液中有机酸
碱作用的排除：测定培养 24 h 后发酵液 pH 值, 与
发酵前NB的初始 pH值(pH 7.2~7.4)做比较, 判断该
菌株在发酵过程中是否产生有机酸或碱。 

(2) 将所筛选菌株的 5 mL 发酵液用终浓度为
65%的硫酸铵进行盐析, 将沉淀溶于 500 μL的磷酸
盐缓冲液(25 mmol/L pH 7)中, 进行抑菌活性测定。
同时用 65%的硫酸铵和磷酸盐缓冲溶液作对照。 

(3) 将 5 mL发酵液用透析袋(8000 D~140000 D)
进行透析, 将其保留液用 PEG2000 浓缩, 并用磷酸
盐缓冲液调节其体积到 5 mL, 进行抑菌活性测定。 

(4) 将蛋白酶 K和胃蛋白酶配成 5 mg/mL的溶
液, 分别取 0.l mL 于离心管中, 分别加入发酵液 
0.4 mL, 使酶的终浓度为 l mg/mL, 蛋白酶 K调 pH
至 7.0左右, 胃蛋白酶 pH值调至 2~3, 同时以 0.l mL
双蒸水加入 0.4 mL发酵液作为对照, 37°C温育 4 h, 
观察抑菌活性的变化。 

1.2.5  菌株形态鉴定及生理生化特性鉴定：挑取培

养 24 h的纯培养物做革兰氏染色, 显微镜下观察其
菌体形态; 将该菌在NA平板上划线培养, 观察其菌
落形态。各项生理生化指标的鉴定均参照文献[10,11]。 
1.2.6  菌株 16S rDNA 序列分析：菌株 S62-9 基因
组的提取、PCR 扩增、产物回收、重组连接、转 
化及阳性克隆筛选均参照文献 [12 ,13 ] ,  引物： 
27f: 5′-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′; 1541r: 
5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′。测序交由上
海生工完成。所得 16S rDNA序列在 GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)数据库中与已有细菌
16S rDNA序列 进行同源性比对, 利用DNAMan软
件构建系统进化树, 并将该菌株 16S rDNA序列提
交GenBank进行注册。 

2  结果与分析 

2.1  菌种筛选 
2.1.1  菌株的初筛：从不同地区采集 156个土样, 采
用双层平板法进行筛选, 得到 97株产明显透明圈的
菌株, 经初步鉴定, 细菌 60株, 放线菌 37株。 
2.1.2  菌株的复筛：(1)一级复筛。通过初筛得到的
60株细菌进行抑菌活性测定, 得到 12株高产抑菌物
质的产生菌。部分菌株活性测定如图 1所示。 

 

图 1  部分菌株抑菌活性比较 
Fig. 1  Inhibitory activity compared of some strains 

 

(2)将 12 株高产抑菌物质的菌株进行二级复  
筛, 获得一株具有广谱抗性的菌株, 将此菌株编号
为 S62-9。该菌株对 10 株指示菌中的多种革兰氏   
阳性菌、革兰氏阴性菌、霉菌均表现出不同程度   
的抑菌效果, 特别是对革兰氏阳性菌如金黄色葡萄
球菌、蜡样芽孢杆菌的作用显著。S62-9的抗菌谱见
表 1。 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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用显微镜观察如图 2所示, 该菌呈G+、杆状, 部分菌
体已出现芽孢, 其芽孢侧生, 大多数为椎形或椭圆
形。单菌落形态如图 3所示, 为乳白色, 圆形, 隆起, 
不透明。其理化鉴定特征见表 3。 

表 1  S62-9 的抗菌谱 
Table 1  Antibiotic-spectrum of S62-9 

指示菌 
Indicator 

抑菌直径 (mm) 
Antibiotic-diameter (mm) 

金黄色葡萄球菌 14458 
Staphlococcus aureus 14458 

20.62 ± 0.24 

蜡样芽孢杆菌 63302 
Bacillus cereus 63302 

20.42 ± 0.18 

单核增生李斯特氏菌 
Listeria monocytogenes 

− 

大肠杆菌 Escherichia coli  12.67 ± 0.03 

福氏志贺菌 51575 
Shigella flexneri 51575 

12.17 ± 0.07 

福氏志贺菌 51571 
Shigella flexneri 51571 

11.54 ± 0.14 

假单胞菌 Pseudomonas spp. − 

鼠伤寒沙门氏菌 50115 
Salmonella typhimurium 50115 

10.06 ± 0.08 

黑曲霉 Aspergillus niger 11.42 ± 0.22 

 

图 2  S62-9 革兰氏染色形态(×1000) 
Fig. 2  Morphology of S62-9 by gram staining (×1000) 
 注: 孔直径: 6 mm; −: 不产抑菌圈. 

 

Note: The well diameter: 6mm;  −: No antimicrobial activity. 
 
2.2  抑菌物质的初步鉴定 

S62-9 经发酵培养后的发酵上清液 pH 值为 7.5
左右, 与发酵前初始 pH值(7.2~7.4)相比没有明显改
变, 故可以排除该菌在发酵过程中产生有机酸或碱
对抑菌效果的影响。S62-9发酵液经盐析、透析以及
蛋白酶处理后抑菌活性变化如表 2 所示, 由表 2 可
知发酵液经硫酸铵盐析后的蛋白粗提液明显高于盐

析前发酵液的抗菌活性。发酵液经透析袋处理后抑

菌活性无明显变化, 说明该抑菌物质不能透过透析
袋(8 kD~140 kD), 分子量较大。此外该抑菌物质对
蛋白酶 K 不敏感, 但对胃蛋白酶具有部分敏感性, 
活性下降 28.9%, 由以上试验结果综合分析, 初步
判定该抑菌物质可能为蛋白质或多肽类物质 ,  对
于其结构、性质的进一步鉴定, 有待于分离纯化后, 
对其纯品做深入分析。 

图 3  S62-9 的菌落形态 
Fig. 3  Morphology of the colony of S62-9 
 

菌株 S62-9 的 16S rDNA 序列在 GenBank 中  
比对 , 与 Brevibacillus laterosporus strain BPM3 
(EU159585)同源性为 99%。利用 DNAMan软件构建
系统进化树, 如图 1所示。该菌株 16S rDNA序列已
在 GenBank进行注册, 注册序列号为 EU709016。结
合该菌株生理生化特性, 将菌株 S62-9 初步鉴定为
短芽孢杆菌属侧孢短芽孢杆菌。 

2.3  菌种鉴定 
S62-9的菌学特征: 24 h培养物经革兰氏染色后 

 
表 2  不同处理对抑菌活性的影响 

Table 2  Antimicrobial activity after different treatment 

不同处理 
Different treatment 

对照(发酵液) 
CK(Culture supernatant) 

盐析 
Salt out

透析 
Dialysis

蛋白酶处理对照 
CK(Proteinase hydrolyze) 

蛋白酶 K 
Proteinase K 

胃蛋白酶 
Pepsin 

抑菌直径 (mm) 
Antibiotic-diameter (mm) 

18.82 ± 0.12 28.42 
± 0.24

18.59 
± 0.23 18.64 ± 0.08 18.57 ± 0.11 13.26 ± 0.16

 



692 微生物学通报 2009, Vol.36, No.5 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 3  生理生化实验结果 
Table 3  Result of physiological and biochemistry 

experiments 

生理生化试验 
Physiological and biochemistry experiments 

结果 
Result 

Anaerobic growth ＋ 

Catalase production ＋ 

V-P reaction − 

Nitrate reduction ＋ 

Citrate utilization − 

Hydrolyze: casein ＋ 

Glutin ＋ 

Starch − 

Growth in/at: pH 5.5 − 

pH 9.0 ＋ 

15°C − 

55°C − 

Acid from: glucose ＋ 

Arabinose − 

Mannitol ＋ 

Xylose − 

 

 

图 4  菌株 S62-9 系统进化树 
Fig. 4  Phyletic evolution tree of S62-9 

 

3  讨论 

芽孢杆菌在自然界分布非常广泛, 芽孢杆菌产
生的拮抗物质主要有肽类抗生素、细菌素、细胞壁

降解酶类和其它抗菌蛋白及挥发性抗菌物质[14]。短

芽孢杆菌属是近年来刚刚从芽孢杆菌属独立出来的

一个新属, 短芽孢杆菌(Bacillus brevis)产生的肽类
抗生素如短杆菌肽 (Gramicidin)和短杆菌肽 S 
(Gramicidin S)已应用于临床, 主要治疗由革兰氏阳

性细菌引起的疾病[15,16]。本实验筛选出的菌种S62-9
经理化鉴定及 16S rDNA序列分析鉴定为侧孢短芽
孢杆菌, 属于短芽孢杆菌属。目前国内关于侧孢短
芽孢杆菌抑菌作用的研究普遍集中在植物病害防治, 
如张楹(2006 年)研究了侧孢芽孢杆菌产生的抑真菌
蛋白酶对尖孢镰刀菌和立枯丝核菌菌丝的抑制作用, 
黎定军、陈武等(2007年)研究了侧孢芽孢杆菌 2-Q-9
分泌的抑菌物质对青枯病菌抑制, 而对常见病原菌
及腐败菌抑制作用报道较少。S62-9所产抑菌物质具
有广谱拮抗性, 不仅对多种革兰氏阳性细菌具有明
显的抑菌作用, 而且对部分革兰氏阴性细菌、霉菌
也表现出不同程度的抑制作用, 可见侧孢短芽孢杆
菌S62-9 所产抑菌物质作为广谱防腐剂具有广阔的
发展潜力。本实验室将进一步对该菌株所产抑菌物

质的纯化及性质进行深入研究。 
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征 稿 简 则 
3.4  摘要写作注意事项 
3.4.1  英文摘要:  

1) 建议使用第一人称, 以此可区分研究结果是引用文献还是作者得出的; 2) 建议用主动语态, 被动语态表达拖拉
模糊, 尽量不用, 这样可以避免好多长句, 以求简单清晰; 3) 建议使用过去时态, 要求语法正确, 句子通顺; 4) 英文摘
要的内容应与中文摘要一致, 但可比中文摘要更详尽, 写完后务必请英文较好且专业知识强的专家审阅定稿后再返回
编辑部。5) 摘要中不要使用缩写语, 除非是人人皆知的, 如：DNA, ATP等; 6) 在英文摘要中, 不要使用中文字体标点
符号。 
3.4.2  关键词：应明确、具体, 一些模糊、笼统的词语最好不用, 如基因、表达…… 
4  特别说明 
4.1  关于测序类论文 

凡涉及测定DNA、RNA或蛋白质序列的论文, 请先通过国际基因库 EMBL (欧洲)或GenBank (美国)或DDBJ(日本), 
申请得到国际基因库登录号  (Accession No.)后再投来。 
4.2  关于版权 
4.2.1  本刊只接受未公开发表的文章, 请勿一稿两投。 
4.2.2  凡在本刊通过审稿、同意刊出的文章, 所有形式的  (即各种文字、各种介质的)版权均属本刊编辑部所有。作者
如有异议, 敬请事先声明。 
4.2.3  对录用的稿件编辑部有权进行文字加工, 但如涉及内容的大量改动, 将请作者过目同意。 
4.2.4  文责自负。作者必须保证论文的真实性, 因抄袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果, 由作者自负。 
4.3  审稿程序及提前发表 
4.3.1  来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的稿件将及时发出录用通知, 对不录用的稿件, 一般在收稿 1个月之
内通过 E-mail说明原因, 打印稿不退。稿件经过初审、终审通过后, 作者根据编辑部返回的退修意见进行修改补充, 然
后以投稿时的用户名和密码登陆我刊网址上传电子版修改稿, 待编辑部复审后将给作者发送稿件录用通知单, 请作者
将修改稿纸稿和签字盖章后的承诺书一并寄回编辑部, 按照稿号顺序进入排队发表阶段。 
4.3.2  对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量为唯一标准, 对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前发表, 
请在投稿的同时提出书面报告, 说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性, 经过我刊的严格审查
并通过后, 可予提前刊出。 
5  发表费及稿费 
论文一经录用, 将在发表前根据版面收取一定的发表费并酌付稿酬、赠送样刊及单行本。 

6  联系我们 
地址: 北京市朝阳区北辰西路 1号院 3号中国科学院微生物研究所《微生物学通报》编辑部 (100101)  
Tel: 010-64807511                 
E-mail: tongbao@im.ac.cn    
网址: http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn
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