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摘  要: 以从红树林土壤分离并经紫外线和亚硝基胍复合诱变获得的 SC27 突变菌株作为目标菌, 

对其胞外代谢产物的活性与成分进行分析。结果表明: 芽孢杆菌 SC27 产生乳酸, 产量为 5.04 g/L; 

发酵液蛋白酶、淀粉酶和纤维素酶活力分别为 1 316.6、513.3 和 176.2 U/mL, 未检测出脂肪酶; 胞

外代谢产物对革兰氏阳性菌的抑菌活性强, 且抑菌活性物质可耐受高温及木瓜蛋白酶、蛋白酶 K 和

胰蛋白酶处理; 发酵液二氯甲烷萃取物的主要化学成分及相对含量为二丁基羟基甲苯(10.28%)、

二甲基二氧基硅烷(7.87%)、2,4-二叔丁基苯酚(2.92%)和 2 个未确定化合物(4.47%、2.36%)。 
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Analysis of activity and components on extracellular  
metabolites of Bacillus SC27 

LIU Ying  XU Chun-Hou* 
(Guangdong Ocean University, Zhanjiang, Guangdong 524088, China) 

Abstract: The activities and components of extracellular metabolites of a mutant Bacillus SC27 which 
was isolated from mangrove soil and was mutated via combined nitrosoguanidine (NTG) and UV were 
analyzed. The results showed that the Bacillus SC27 produced lactic acid of 5.04 g/L. The activities of 
protease, amylase, cellulase in the fermentation fluid were 1 316.59 U/mL, 176.2 U/mL and 513.3 U/mL, 
respectively, while no lipase activity was detected. The extracellular metabolic products showed higher 
anti-bacteria activities against Gram-positive bacteria than those against Gram-negative bacteria, and the 
anti-bacterial products of Bacillus SC27 could withstand treatment of high temperature, enzymes of papain, 
proteinase K and trypsin. Main chemical compositions of fermentation fluid extracted by dichloromethane 
were hydroxytoluene of 10.28%, dimethoxydimethylsilane of 7.87%, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-phenol of 
2.92% and 2 unidentified compounds of 4.47% and 2.36%. 
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益生素是一种可通过改变肠道菌群平衡而对动

物施加有利影响的活的微生物饲料添加剂, 其中益

生芽孢杆菌在不利的环境中可形成芽胞, 能够耐高

温、酸碱以及机械挤压等不利因素, 便于加工成饲

料, 进入胃肠道后可迅速萌发, 在体内能够进行繁

殖代谢并发挥其益生功能 , 如分泌和激活蛋白酶 , 

提高饲料的消化利用率 , 促进组织器官生长发育 , 

提高动物的健康水平[1−2]。同时, 芽孢杆菌还可通过

免疫抑制、竞争性吸附及合成抗菌物质等多方面的

作用, 有效地调节动物肠道的微生态环境, 减少肠

道疾病的发生, 所以 Bacillus 属的许多菌种已被用

做饲料添加剂[3−4]。但目前具有较好抗菌活性、产酶

量丰富、酶活性高以及抗逆性强等益生特性的芽孢

杆菌菌株较少, 且能产生乳酸的芽孢杆菌菌株更少, 

限制了芽孢杆菌类益生素在饲料工业和畜牧生产中

的应用。产乳酸芽孢杆菌 SC27 是作者从红树林土

壤中分离、鉴定、诱变和筛选出的一株益生菌[5−6], 

为了将来开发和利用该菌株, 对其胞外代谢产物中

酸物质种类、产酶活性、抑菌活性以及主要成分进

行了分析, 以期获得有益的试验数据, 为安全、优

质、高效的饲料用芽孢杆菌发酵剂及活菌制剂的研

制和开发提供理论依据、微生物资源及技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
供试菌株芽孢杆菌 SC 是从红树林土壤中分离

获得 , 并通过形态染色特性观察、Biolog 系统鉴

定及 16S rRNA 碱基序列分析 , 鉴定为芽胞杆菌

属 (FJ627944-1), 未定出种名[5]; 通过紫外线和亚硝

基胍复合诱变, 筛选出一株芽孢杆菌 SC27 正向突

变株[6]。 

指示菌金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、

大 肠 埃 希 氏 菌 (Escherichia. coli)、 鸡 白 痢 沙 门 菌

(Salmonella pullorum)、多杀性巴氏杆菌(Pasteurella 

multocide)和枯草芽胞杆菌 (Bacillus subtilis), 均购

于中国兽医药品监察所。 

1.2  培养基 
1.2.1  GYP培养基(g/L): 葡萄糖 20, 蛋白胨 10, 酵

母膏 5, pH 6.8−7.0, 1×105 Pa 灭菌 20 min。 
1.2.2  酶发酵培养基: 蛋白酶发酵培养基(g/L): 玉

米粉 40, 豆粕粉 30, 蛋白胨 2, 葡萄糖 5, K2HPO4 
1.5, (NH4)2SO4 1.5, CaCl2 0.3, MgSO4·7H2O 0.6, 
MnSO4 0.1, NaCl 2.0, 吐温-80 0.3 mL/L, pH 8.0; 纤

维素酶发酵培养基(g/L): 玉米粉 40, 麸皮 30, 豆粕

粉 20, 蛋白胨 3, NaCl 5.0, KH2PO4 1.0, Na2HPO4 1.0, 

MgSO4·7H2O 0.5, pH 7.0; 淀粉酶发酵培养基(g/L): 

玉米粉 40, 豆粕粉 30, CaCl2 0.2, MgSO4·7H2O 0.2, 

NaCl 2.5, K2HPO4 2.0, 柠 檬 酸 钠 2.0, (NH4)2SO4 

0.75, Na2HPO4 2.0, pH 7.0; 脂肪酶发酵培养基(g/L): 

玉米粉 30, 豆粕粉 20, 橄榄油 50 mL/L, K2HPO4 

10.0, MgSO4 7H2O 1.0, (NH4)2SO4 1.0, NaCl 5.0, 
pH 7.5。 

1.3  胞外代谢产物酸性物质测定  
以色谱纯的乳酸标准品作为对照, 采用高效液

相色谱仪(日本岛津, LC-20A)测定芽孢杆菌 SC27 培

养物上清液。 

1.4  胞外代谢产物酶活性测定 
1.4.1  待测粗酶液的制备: 将芽孢杆菌 SC27 接种

到 GYP 培养基上, 37 °C、130 r/min 振荡培养 24 h, 

将该培养物按 3%接种到不同的酶发酵培养基中 , 

37 °C、130 r/min 振荡培养 24 h 后静置培养 24 h, 将

培养物 4 000 r/min 离心 30 min, 收集上清液, 用滤

纸过滤即为待测粗酶液。 

1.4.2  酶活力测定: 待测粗酶液中的蛋白酶活力测

定采用 Folin 酚法[7]; 淀粉酶活力测定采用 3,5-二硝

基水杨酸法[7]; 纤维素酶活力测定采用 CMCA-DNS

法[7]; 脂肪酶活力测定采用指示剂滴定法[8]。 

1.5  胞外代谢产物不同处理的抑菌活性 
1.5.1  指示菌及指示菌液的制备: 将 5 种指示菌, 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、大肠埃希

氏菌(Escherichia. coli)、鸡白痢沙门菌(Salmonella 

pullorum)、多杀性巴氏杆菌(Pasteurella multocide)

和枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)分别接种到营养肉
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汤培养基, 37 °C 培养 18 h, 配制成 106 CFU/mL 的菌

悬液即为指示菌液。 

1.5.2  代谢产物不同处理样品的制备 : 将芽孢杆

菌 SC27 接种到 GYP 培养基中, 37 °C、130 r/min 振

荡培养 24 h 后静置培养 24 h, 将培养物离心, 上清

液即为待测样品 1, 编号为 No.1; 将上清液置于

100 °C 处理 30 min, 即为待测样品 2, 编号为 No.2; 

将上清液分别置于木瓜蛋白酶溶液(1.0 g/L)、蛋白

酶 K 溶液(1.0 g/L)和胰蛋白酶溶液(1.0 g/L)中, 37 °C
孵育 1 h, 即分别为待测样品 3、4、5, 编号分别为

No. 3、No. 4、No. 5。 
1.5.3  抑菌活性测定: 采用杯碟法[9]测定抑菌活性, 

用抑菌圈直径的大小表示抑菌活性的高低 ; 同时 , 
用空白培养基同上处理作为对照。 

1.6  胞外代谢产物成分分析 
1.6.1  菌株培养: 芽孢杆菌 SC27 经活化后, 按 3%
接种到 GYP 培养基中, 37 °C、130 r/min 振荡培养

24 h 后静置培养 24 h, 将培养物 4 000 r/min 离心

30 min, 取上清液过滤, 即得菌株培养液。 
1.6.2  胞外代谢产物的萃取: 取菌株培养液, 用二

氯甲烷在中性、酸性、碱性条件下萃取, 共萃取 3
次, 即为菌株液; GYP 培养基的二氯甲烷萃取物作

为空白对照液。 
1.6.3  气相色谱条件: 采用 CMS-QP2010 气相色

谱质谱仪进行测定。石英毛细管柱 DB-5 (30 m× 
0.25 mm×0.25 µm), 色谱柱程序升温条件: 初始温

度 60 °C, 保持 4 min 后, 以 5 °C/min 的速率升温至

300 °C 并保持 5 min; 载体: 氦气, 不分流; 柱前压: 
123.3 kPa; 进样口温度 310 °C。质谱条件: EI 源电

子轰击能, 70 eV; 离子源温度: 320 °C; 扫描质量范

围: 100−400 amu; 扫描间隔: 0.5 s。 

2  结果与分析 

2.1  酸性物质测定 
如图 1 所示, 芽孢杆菌 SC27 高效液相色谱图谱

中一峰值的保留时间为 2.633 min, 与色标乳酸的保

留时间(2.628 min)相近 , 判断该物质为乳酸 , 产乳

酸量为 5.04 g/L, 该菌株为一株能产生乳酸的芽孢

杆菌。 

 

 

图 1  乳酸标准液(A)与菌株 SC27 发酵液(B)的高效液相

色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatogram of lactic acid (A) and bacte-
rial strain SC27 fermented liquid (B) 
 

2.2  活性测定 
2.2.1  酶活性测定: 芽孢杆菌 SC27 在 37 °C 培养

48 h 时, 蛋白酶活力为 1 316.6 U/mL, 淀粉酶活力

为 513.3 U/mL, 纤维素酶活力为 176.2 U/mL, 未检

测出脂肪酶, 说明该菌株能产生多种酶, 并且产生

的蛋白酶活力较高。 

2.2.2  抑菌活性测定: 由表 1 可见, 芽孢杆菌 SC27

胞外代谢产物对 5 种指示菌均有一定的抑菌活性, 

其中对 2 种革兰氏阳性菌的抑菌活性明显高于 3 种

革兰氏阴性菌; 发酵上清液经高温处理后除对鸡白

痢沙门菌的抑菌圈直径稍有提高外, 对其它 4 种指

示菌抑制均有所下降, 但抑菌圈直径下降幅度最大

的大肠埃希氏菌也只有 5.5%, 说明该菌株代谢物的

抑菌活性物质可耐受一定程度的高温处理; 上清液

经木瓜蛋白酶溶液处理后, 对 5 种指示菌抑菌圈直

径依次下降了 5.6%、1.2%、1.6%、3.0%、0.9%; 经

蛋白酶 K 溶液处理后, 对 5 种指示菌抑菌圈直径依

次下降了 4.7%、2.4%、4.1%、0%、0.9%; 经胰蛋

白酶溶液处理后, 对 5 种指示菌抑菌活性依次下降 
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表 1  菌株 SC27 发酵液不同处理的抑菌活性(抑菌圈直径, mm) 
Table 1  Anti-bacterial activity of strain SC27 different treated culture (Diameter of inhibition zone, mm) 

样品编号 
Sample No. 

金黄色葡萄球菌 
S. aureus 

大肠埃氏菌 
E. coli 

鸡白痢沙门菌 
S. pullorum 

多杀性巴氏杆菌 
P. multocide 

枯草芽孢杆菌 
B. subtilis 

No 1 23.2 16.5 12.3 13.5 21.4 

No 2 22.6 15.6 12.5 12.9 20.5 

No 3 21.9 16.3 12.1 13.1 21.2 

No 4 22.1 16.1 11.8 13.5 21.2 

No 5 22.3 16.2 12.3 12.5 20.7 

 

了 3.9%、1.8%、0%、7.4%、3.3%; 从 3 种蛋白酶

处理后活性下降情况分析, 芽孢杆菌 SC27 代谢物

中的抑菌活性物质可耐受蛋白酶的处理。 

2.3  胞外代谢产物成分分析 
2.3.1  对照液与菌株液二氯甲烷萃取物的 GC-MS
分析: 采用二氯甲烷分别对空白培养基及菌株发酵

液进行萃取, 其萃取物用 GC-MS 分析得总离子流图

(图 2)和主要化学成分(表 2)。经计算机内存的标准

质谱库检索, 如表 2 所示, 确定出对照液有 40 种成

分, 其中相对含量在 2.0 以上的成分有 13 种, 相似

度在 80%以上的成分有 13 种; 菌株液的成分有 30
种, 其中相对含量在 2.0 以上的成分有 12 种, 相似

度在 80%以上的成分有 10 种。 

2.3.2  菌株液与对照液 GC-MS 检测的主要成分比

较: 比较表 2 中菌株液与对照液化合物的相对含量

可以看出, 由于菌株的生长与代谢作用, 空白培养

基的部分成分消失或相对含量降低了, 而菌株液中

有的化合物含量较对照液大幅度增加, 并且出现了

一些对照液中没有的化合物。经比较发现, 菌株发

酵液中的主要化合物二丁基羟基甲苯、二甲基二甲

氧基硅烷经发酵后含量大幅度增加 , 分别增加了

634.6%与 610.1%, 同时表 2 中序号为 18 与 19 的 2

种化合物对照液中没有 , 它们分别与已知化合物

贝美格、4-氯-2-硝基苯甲醇最近似, 其相似度分别

是 78%、75%, 确定它们是何种物质尚有待于进一

步鉴定。 
 

 

图 2  对照液(A)与菌株液(B)的 GC-MS 总离子流图 
Fig. 2  GC-MS total ion chromatogram on contrast liquid (A) and strain SC27 fermented liquid (B) 
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表 2  菌株液与对照液 GC-MS 检测的主要成分与含量比较 
Table 2  Comparison of main constituents and contents between strain SC27 and contrast liquid by GC-MS 

保留时间 
Retention time (min) 

相对含量 
Relative content (%) 

相似度 
Comparability (%)

序 
号 
No. 

菌株液 
Strain 

对照液
Contrast 

化合物 
Compound 

分子式 
Molecular

formula 菌株液
strain 

对照液 
contrast 

菌株液 
strain 

对照液 
contrast

1 10.60 10.62 二甲基二甲氧基硅烷 
Dimethoxydimethylsilane 

C4H12O2Si  9.09  1.28 97 97 

2 19.99 19.99 二丁基羟基甲苯 
Butylated hydroxytoluene 

C15H24O 11.90  1.62 97 97 

3 20.21 20.22 2,4-二叔丁基苯酚 
2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-phenol 

C14H22O 11.96  9.04 95 97 

4 27.90 27.91 
邻苯二甲酸二异丁酯 
1,2-benzenedicarboxylic acid, 
bis(2-methylpropyl) ester 

C16H22O  2.64  5.66 96 95 

5 28.89 28.93 六氢-2-氢下半吡啶(1,2-a)-3-四氢吡唪 
Hexahydro-2H-pyrido(1,2-a)pyrazin-3(4H)-one 

C8H14N2O  3.66  3.35 92 92 

6 29.27 29.30 
六氢-3-(2-甲基丙基)-吡咯并[1,2-α 吡嗪-1,4 二酮
[1,2-a]pyrazine-1,4-dione,hexahydro-3-(2-methyl
propyl)-pyrrolo 

C11H18N2O2  5.13  4.89 88 92 

7 29.78 29.79 邻苯二甲酸二丁酯 
Dibutyl phthalate 

C16H22O4  2.72  5.36 93 97 

8 37.14 37.16 

六氢-3-(苯甲基)-吡咯并[1,2-α] 
吡嗪-1,4 二酮 
[1,2-a]pyrazine-1,4-dione,  
hexahydro-3-(phenylmethyl)-Pyrrolo 

C14H16N2O2  1.56  1.60 94 94 

9 39.61 39.62 邻苯二甲酸二异辛酯 
1,2-benzenedicarboxylic acid, diisooctyl ester 

C24H3804  5.40  6.33 97 96 

10 50.91 50.92 2,3-二氢-1-甲基-1-丙基-1-氢茚
2,3-dihydro-1-methyl-1-propyl-1H-1-silaindene 

C12H18Si  4.54  4.38 73 73 

11 56.44 56.46 3-氨基地弗他酮 
3-aminodiftalone 

C16H13N3O2 15.72 14.22 70 70 

12 − 24.53 2-乙基苯 
(2-iodoethyl)-benzene 

C8H9I −  2.56 − 89 

13 − 24.63 
2,2′,5,5′-四甲基-1,1′-联苯 
2,2′,5,5′-tetramethyl-1,1′-biphenyl 

C16H18 −  2.13 − 85 

14 − 26.73 (1-甲基十一烷基)-苯 
(1-methylundecyl)-benzene 

C18H3O −  2.64 − 94 

15 − 27.03 3,5-二甲基苯酚 
3,5-dimethoxy-phenol 

C8H10O3 −  2.31 − 91 

16 − 28.80 3,4-二氯双环(3.2.1)辛二烯 
3,4-dichlorobicyclo[3.2.1]oct-2-ene 

C8H10Cl2 −  5.79 − 71 

17 19.58 − 贝美格 
Bemegride 

C12H13NO2  2.36 − 78 − 

18 28.78 − 4-氯-2-硝基苯甲醇 
4-chloro-2-nitrobenzyl alcohol 

C7H6ClNO3  4.47 − 75 − 

注: −: 相应数据没有检测出. 
Note: −: Corresponding compound had been not detected. 
 

3  讨论  

芽孢杆菌 SC27 能产生乳酸, 亦能形成芽孢, 故

具有乳酸菌和芽孢菌的特性。Ohara 报道了芽孢杆

菌 SHO-1、蜡样芽孢杆菌、凝结芽孢杆菌、苏云金

芽孢杆菌等不仅可以产生保护性内生孢子, 还可以

在厌氧条件下产生更多的乳酸[10]。从印度东北部的

阿萨姆邦土壤中分离到一株碱性纤溶蛋白酶生产菌

(AS-S20), 经多相分类方法鉴定为芽孢杆菌 [11]。一

株能产生 5 种碱性且耐热性淀粉酶的分离株也被鉴
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定为芽孢杆菌属[12]。芽孢杆菌 SC27 是从红树林特

殊的生态环境中分离到的, 并经人工反复诱变后选

育出的一株芽孢杆菌突变株 , 它不仅能产生乳酸 , 

而且也能产生蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶和抑菌活

性物质 , 且活性物质能抵抗高温和蛋白酶的处理 , 

这些生物特性在开发微生态制剂方面具有一定的

优势, 该菌株的出发菌株在和其它 2 种芽孢杆菌制

成的益生素进行一系列研究时 , 发现能够显著提

高三黄鸡的平均日增质量 , 对三黄鸡的血清钙、

磷、球蛋白等指示均有提高, 同时也能不同程度地

提高脾脏、胸腺和法氏囊指数[5], 但要真正成为能

够 安 全 使 用的益生菌 , 还需对菌株在体内定居状

态、是否产毒、遗传毒性等进行相关的生物安全评

价的研究[13−14]。 

经 GC-MS 分析, 测定出芽孢杆菌 SC27 的胞外

代谢产物主要成分是二丁基羟基甲苯、二甲基二甲

氧基硅烷, 且与计算机内存的标准质谱库比较相似

度在 95%以上。其中二丁基羟基甲苯用于药剂、化

妆品、食品中油和脂肪的抗氧剂, 可延迟或防止油、

脂肪氧化酸败, 并能防止脂溶性维生素失活。二甲

基二甲氧基硅烷可用作结构控制剂、扩链剂, 改善

机械加工性能, 延长混炼胶的储存时间[15]。没有测

出已知的抗菌化合物, 但 GC-MS 测出 2 种化合物分

别与贝美格和 4-氯-2-硝基苯甲醇相似 , 相似度为 
78%和 75%, 其 中 4-氯 -2-硝 基 苯甲 醇有 抑 菌作 用 , 

可用于防腐剂。该菌的胞外代谢产物的抑菌作用是

否与这两种物质有关, 并且它们是何种物质尚有待

于进一步研究与鉴定。 
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