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摘  要: 【目的】研究人工合成的 PlnA (Plantaricin A)诱导类植物乳杆菌 L-XM1 细菌素

合成的功能及环境条件对其诱导效果的影响。【方法】制备类植物乳杆菌 L-XM1 Bac−培

养物, 用人工合成的 PlnA 对其进行诱导, 确定 PlnA 在类植物乳杆菌 L-XM1 细菌素合成

中的作用, 并通过比较不同温度、pH 以及 NaCl 浓度、乙醇浓度条件下 PlnA 的诱导活性, 

研究环境条件对 PlnA 诱导效果的影响。【结果】在不同温度及 pH 条件下, 自诱导肽 PlnA

的诱导活性有很大的差异, 较高的培养温度及 pH 有利于其诱导活性的发挥。不同浓度

的 NaCl 对 PlnA 的诱导活性影响不大。乙醇可以减弱 PlnA 的诱导活性, 高浓度的乙醇

完全抑制 PlnA 的诱导活性。6%乙醇对细菌素合成的抑制可以被 700 μg/L 的 PlnA 消除, 

含有 8%乙醇的培养基中, 恢复细菌素的合成需要浓度高达 1 000 μg/L 的 PlnA。【结论】

环境条件可以影响 PlnA 的诱导活性, 乙醇对细菌素合成的抑制可以通过增大 PlnA 的浓

度消除。 
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Effects of PlnA on bacteriocin production in Lactobacillus 
paraplantarum: influence of environmental factors 
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Abstract: [Objective] Function of PlnA in bacteriocin production of Lactobacillus paraplanta-
rum L-XM1 and the influences of environmental conditions on its inducing effect were studied. 
[Methods] The function of PlnA was determined by adding synthesis PlnA to Bac− cultures of L. 
paraplantarum L-XM1. Induction activity of PlnA was detected at different temperature, pH, NaCl 
and ethanol concentrations for investigating the effects of environmental conditions on PlnA. 
[Results] Variabilities for induction activity of PlnA were detected for different temperature and 
pH value, higher incubation temperature or relatively higher pH is helpful for its induction activity. 
No significant differences in PlnA induction activity were found among different concentrations of 
NaCl. The presence of ethanol was found to reduce the induction activity of PlnA, and at higher 
concentration of ethanol, its activity is inhibited. The inhibitory of bacteriocin production by 6% 
ethanol could be attenuated by simultaneously addition of high concentraion of PlnA (700 μg/L), 
while restoring bacteriocion production in medium containing 8% ethanol need up to 1 000 μg/L 
PlnA. [Conclusion] The induction effects of PlnA could be affected by environmental factors, the 
inhibition effects of bacteriocin synthesis by ethanol could be eliminated by increasing PlnA con-
centrations. 

Keywords: Bacteriocin, Lactobacillus paraplantarum, Inducing peptide, Quorum sensing 

调 控 II 类 细 菌 素 合 成 的 群 体 感 应 系 统

(Quorum sensing, QS)由自诱导肽、组氨酸蛋白激

酶以及感应调节蛋白组成, 因此被称为三组分系

统[1]。自诱导肽是调控 II 类细菌素合成的群体感

应系统的信号分子。自诱导肽与组氨酸蛋白激酶

的结合是启动细菌素合成的重要步骤。 

细菌素的合成有很强的条件依赖性, 受到温

度、pH、离子强度等的影响。另一方面, 对许多

菌株来说, 细菌素基因的表达受到群体感应机制

的调控。环境条件可能通过影响群体感应调控系

统来影响细菌素的合成[2−4]。Nilsen 等认为[5]环境

因子可能会通过影响自诱导肽与组氨酸蛋白激

酶的结合或者影响磷酸化水平来影响 QS 调控。

pH、NaCl 以及乙醇影响 EntF 诱导 Enterococcus 
faecium CTC492 细菌素合成的活性[5]。Hauge 等[6]

则认为溶剂种类以及溶质浓度等因素会影响自

诱导肽的空间结构, 进而影响其诱导活性。 

类植物乳杆菌(Lactobacillus paraplantarum) 

L-XM1 是中国农业大学食品科学与营养工程学

院应用微生物实验室从那不勒斯风味萨拉米香
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肠中分离到的一株 IIb 类细菌素产生菌, 前期的

研究结果表明, 该菌细菌素的合成具有菌体密

度依赖效应, 在接种量低于 105 CFU/mL 时该菌

失去细菌素合成能力; PCR 扩增及测序结果表

明 , 该 菌 存 在 群 体 感 应 调 控 系 统 编 码 基 因

plnABCD 以及细菌素编码基因 plnEF 和 plnJK, 

并初步认定该菌细菌素的合成受到群体感应机

制调控[7]。本研究根据 L. paraplantarum L-XM1

的自诱导肽基因(plnA)编码序列, 人工合成 PlnA

肽, 系统地研究了温度、pH 值等环境因素对诱

导肽 PlnA 作用效果的影响, 为进一步解析环境

条件如何通过影响群体感应组分进而影响细菌

素合成奠定基础。  

1  材料与方法  

1.1  实验材料 
26 个氨基酸残基小肽 PlnA (KSSAYSLQMG 

ATAIKQVKKLFKKWGW)由上海强耀生物科技

有限公司合成, 纯度(HPLC)>95%。 

1.2  菌种及培养基 
L. paraplantarum L-XM1、L. plantarum B12

均由中国农业大学应用微生物学实验室分离并

保存。 

MRS 固、液体培养基配方参照文献[8]。 

1.3  合成肽 PlnA 功能的确定 
将过夜培养的 L. paraplantarum L-XM1 以

104 CFU/mL 接种量接种到新鲜的 MRS 培养基中, 

获得不产细菌素的细胞表型(Bac−)。添加合成肽

PlnA 至终浓度为 50 μg/L (A 组), 同时以不添加

PlnA 组作为对照(B 组), 37 °C 培养 14 h。将上述

培养物 4 °C、10 000×g 离心 10 min, 收集发酵上

清液, 用 2.5 mol/L NaOH 调节 pH 6.0−6.5, 以

L. plantarum B12 为指示菌, 参照文献[9]用杯碟

法测定细菌素活性。同时检测 50 μg/L PlnA (C 组)

的抑菌活性以及 PlnA (终浓度 50 μg/L)+B 组发酵

上清液(D 组)的抑菌活性作为对照。并用 20、50、

100、300、500、700 以及 1 000 μg/L PlnA 进行

抑菌实验。 

1.4  合成肽 PlnA 诱导活性的测定 
基于上述实验结果, 确定诱导活性测定方法

如下: 制备 L. paraplantarum L-XM1 Bac−培养物, 

添加诱导物 PlnA, 37 °C 继续培养至设定菌密度, 

4 °C、10 000×g 离心 10 min, 收集发酵上清液, 

用 60%饱和度硫酸铵过夜沉淀, 4 °C、10 000×g
离 心 10 min 收集沉淀 , 溶于 0.02 mol/L 的

Na2HPO4-NaH2PO4 (pH 7.0) 缓 冲 溶 液 中 , 用

500 Da 超滤膜超滤除盐, 制备细菌素粗提物。调

整粗提物浓度 为 10 mL/100 mL 发酵液 , 以

L. plantarum B12 为指示菌, 用杯碟法测定细菌

素活性, 计算诱导活性。诱导活性定义: 诱导

Bac−表型培养物产生 1 个细菌素活力单位的诱导

物浓度为 1 个诱导活力单位(IU)。 

1.5  环境条件对合成肽 PlnA 诱导效应的影响 
将过夜培养的 L. paraplantarum L-XM1 以

104 CFU/mL 的接种量分别接种到以下培养基中: 
(1) 初始 pH 值分别为 4、5、6、7、8、9、10 的

MRS 培养基中; (2) 含 0、2%、4%、6%、8%、

10%乙醇的 MRS 培养基中; (3) 含有 0、2%、4%、

6%、8% NaCl 的 MRS 培养基中。37 °C 培养至

OD600≈0.6。或将过夜培养的 L. paraplantarum 

L-XM1 以 104 CFU/mL 的接种量接种到新鲜 MRS

培养基中, 分别置于 28 °C、30 °C、37 °C、42 °C

培 养 至 OD600≈0.6 。 将 合 成 肽 PlnA ( 终 浓 度

20 μg/L)添加到上述培养物中, 每个处理设 3 个

重复, 继续培养至 OD600≈1.5, 收集发酵上清液, 

按 1.4 方法制备细菌素粗提物并测定诱导活性, 

比较环境条件对 PlnA 诱导活性的影响。 

1.6  提高合成肽 PlnA 的浓度减弱乙醇对细菌

素合成的影响 
将过夜培养的 L. paraplantarum L-XM1 以
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104 CFU/mL 的接种量接种到含有 6%和 8%乙醇

的新鲜 MRS 液体培养基中, 分别置于 37 °C 培养

至 OD600≈0.6。将合成肽 PlnA 添加到上述培养物

中, 使得 PlnA 终浓度分别为 20、500、700、

1 000 μg/L, 以不含有乙醇的培养物作为对照, 继

续培养至 OD600≈1.5, 按 1.4 方法制备细菌素粗提

物并测定细菌素活性。 

2  结果与讨论 

2.1  合成肽 PlnA 诱导功能的确定 
本文根据对 L. paraplantarum L-XM1 自诱导

肽基因的测序结果, 人工合成自诱导肽 PlnA, 添

加到 Bac−表型的 L. paraplantarum L-XM1 培养物

中, 确定其功能。细菌素活性检测结果(图 1)显示: 

添加合成肽 PlnA 进行诱导的实验组(A), 抑菌效

果显著。对照 B 组未检测到抑菌活性。而对照 C

组(50 μg/L PlnA 100 μL)、对照 D 组(终浓度为

50 μg/L PlnA+B 组发酵上清液)都未检测到抑菌 

 
图 1  不同处理组的抑菌活性  
Fig. 1  Antibacterial activity of different treatment 
groups 
注: A: 经 50 μg/L PlnA 诱导的类植物乳杆菌 L-XM1 Bac−表

型培养物; B: 未经诱导的类植物乳杆菌 L-XM1 Bac−表型培

养物; C: 50 μg/L PlnA; D: B 组无细胞发酵上清液+50 μg/L 

PlnA (终浓度). 
Note: A: The Bac− culture of L. paraplantarum L-XM1 after 
being induced by 50 μg/L PlnA; B: The Bac− culture of L. 
paraplantarum L-XM1 without being induced; C: 50 μg/L 
PlnA; D: The cell-free supernatant of treatment B+50 μg/L 
PlnA (final concentration). 

活性。因此, 抑菌活性不是来自 PlnA 本身, 也与

PlnA 以及对照 B 组的协同抗菌效果无关。以上

结果提示 PlnA 可以诱导 L. paraplantarum L-XM1

合成细菌素。L. paraplantarum L-XM1 的 plnA 基

因 (Accession number JQ974918) 编 码 区 与

L. plantarum C11 的 plnA 编码序列同源性为

100%, 而 L. plantarum C11 的 plnA 编码肽 PlnA 

(Plantaricin A)已经证实具有信号分子功能[10], 可

以调控 L. plantarum C11 细菌素的合成, PlnA 对

L. paraplantarum L-XM1 细菌素的合成具有诱导

调控功能尚属首次报道。 

本文以 L. plantarum B12 作为指示菌, 用 20、

50、100、300、500、700 及 1 000 μg/L PlnA 进行

抑菌实验, 均未观察到抑菌圈出现, 因此, 本文

所涉及到的细菌素活性与 PlnA 自身的抑菌活性

无关。前人的研究认为[10−11], PlnA 是一个抗菌活

性较弱、抗菌谱较窄的抗菌肽。Anderssen 等[10]

的研究表明, PlnA 对某些指示菌如 L. plantarum 

965 等表现出抑菌活性, 而本文的研究结果显示, 

PlnA 对 L. plantarum B12 无抑制作用, 所以, PlnA

的抑菌活性能否呈现可能与指示菌的选择有关。 

2.2  温度对合成肽 PlnA 诱导活性的影响 
在不同温度条件下, 自诱导肽 PlnA 的诱导

活性有很大的差异(图 2)。在 28 °C 培养条件下, 

PlnA 未呈现诱导活性; 在 30 °C−42 °C, 随着培

养温度的升高, PlnA 的诱导活性增强; 42 °C 培养

时, 诱导活性可以达到 852.18 IU/μg。可见, PlnA

的诱导活性随着温度的升高而增强。自诱导肽与

受体之间的相互作用涉及静电相互作用[12−13]。随

着温度的升高, 静电相互作用增强, 提高了信号

的传递效率, 因而 PlnA 的诱导活性也随之增强。 

2.3  pH 对合成肽 PlnA 诱导活性的影响 
pH 对合成肽 PlnA 诱导效应的影响见图 3。

在 L. paraplantarum L-XM1 可以生长的 pH 范围

内(pH 4−10), 自诱导肽 PlnA 的诱导活性有很大
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的差异。在 pH<5 时, PlnA 不能诱导 L. para-

plantarum L-XM1 Bac−表型培养物产生细菌素。

在 5≤pH≤10 的环境条件下, PlnA 均呈现诱导活

性。在 pH 5 时, PlnA 的诱导活性较弱。在 pH 7

条件下, PlnA 诱导活性较高, 为 785.97 IU/μg。在

pH 10 时 , PlnA 诱 导 活 性 最 高 , 达 到

874.70 IU/μg。Diep 等认为 pH 影响自诱导肽与组

氨酸蛋白激酶的亲和力[14]。也有研究认为, pH

等条件影响自诱导肽与受体之间的静电相互作

用[12−13]。pH 如何影响 PlnA 及其受体的解离状态, 

如何影响其与受体之间的相互作用, 进而影响

PlnA 的活性还有待于进一步研究。 

 
图 2  培养温度对 PlnA 的诱导活性的影响 
Fig. 2  Effect of temperature on the induction activity 
of PlnA 

 
图 3  pH 对 PlnA 诱导活性的影响 
Fig. 3  Effect of pH on the induction activity of PlnA  

2.4  NaCl 对合成肽 PlnA 诱导活性的影响 
NaCl 对合成肽 PlnA 诱导效应的影响见图 4。

对于 L. paraplantarum L-XM1, 在其可以生长的

NaCl 浓度范围内, NaCl 不会抑制 PlnA 的诱导活

性(P>0.05) , 低浓度的 NaCl 反而会对其诱导活性

有促进作用, 如 2% (W/V)的 NaCl 则可提高 PlnA

的诱导活性(P<0.05)。 

本文的研究结果显示, 高达 8%的 NaCl 对

L. paraplantarum L-XM1 细菌素合成并未造成显

著 影 响 , 这 与 前 人 的研 究 报 道不 一 致 。对 于

Carnobacterium piscicola A9b, 添 加 细 菌 素

Carnobacteriocin B2 作为诱导肽诱导其自身合成

作用可以被 NaCl 所抑制[15]。Nilsen 等的研究表

明, 肠球菌较为耐盐, 但是 E. faecium CTC 492

产 Enterocins A 和 B 也可被 NaCl 抑制[5]。 

2.5  乙醇对合成肽 PlnA 诱导活性的影响 
乙醇对合成肽 PlnA 诱导效应的影响见图 5。

与对照相比, 添加乙醇可以影响 PlnA 的诱导活

性, 2%以及 4%乙醇显著抑制 PlnA 的诱导活性

(P<0.01), 6%乙醇则完全抑制了 PlnA 的诱导活性。 

高浓度的乙醇可能会影响诱导肽 PlnA 的空

间结构, Hauge 等[6]也认为在不同种类的溶剂中, 

自诱导肽的空间结构会有差异。高浓度的乙醇对 

 
图 4  不同浓度的 NaCl 对 PlnA 诱导活性的影响 
Fig. 4  Effects of different concentrations of NaCl on 
the induction activity of PlnA 
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图 5  不同浓度的乙醇对 PlnA 诱导活性的影响 
Fig. 5  Effects of different concentrations of ethanol on 
the induction activity of PlnA 
 
PlnA 诱导活性的负面影响可能是通过影响 PlnA

的空间结构, 进而影响诱导肽 PlnA 与其受体组

氨酸蛋白激酶的特异性结合所致, 这与易华西

(2010)的观点一致[16]。 

鉴于 6%乙醇浓度并不影响细菌的生长速度, 

但是 PlnA 的诱导活性完全被抑制, 所以本实验

选取乙醇这一个因素进行后续的研究。 

2.6  提高合成肽 PlnA 的浓度减弱乙醇对细菌

素合成的影响 
提高合成肽 PlnA 的浓度可以弥补乙醇对细

菌素合成的抑制, 结果见图 6。乙醇对细菌素合

成的影响可以通过提高 PlnA 浓度来消除。而且

乙醇浓度越高, 恢复细菌素合成所需要的 PlnA

的浓度就越大, 700 μg/L PlnA 即可在含 6%乙醇

的培养基中启动细菌素合成, 但在含有 8%乙醇

的培养基中, 恢复细菌素合成所需要的 PlnA 浓

度要高达 1 000 μg/L, 而这个浓度的 PlnA 对照组

已经达到诱导饱和。 

不利的环境条件, 如乙醇对细菌素合成的影

响可通过增加合成肽 PlnA 的添加量来弥补, 这

与 Nilsen 等[5]的研究相类似。乙醇会造成 PlnA 的

变性。变性 PlnA 可与 PlnA 竞争结合组氨酸蛋白

激酶受体位点, 因此需要更高浓度的 PlnA, 才能 

 
图6  提高合成肽PlnA的浓度减弱乙醇对细菌素合成

的影响 
Fig. 6  Attenuation of the effect of ethanol upon bacte-
riocin production by increasing PlnA concentration 
 
在这一竞争过程中占据优势, 才能消除变性 PlnA

对群体感应调控的干扰, 启动细菌素合成。 

3  结论 

本文以类植物乳杆菌 L-XM1 Bac−培养物为

检测对象, 研究了 PlnA 诱导细菌素合成的功能

及环境条件对其诱导效果的影响, 结果发现 PlnA

具 有 诱 导肽 的 功 能 , 可 以 诱 导类 植 物 乳杆 菌

L-XM1 细菌素的合成, 其诱导作用受到温度、

pH、乙醇等的影响, 但对 NaCl 浓度不敏感。在

较高的乙醇浓度下, 可以通过增大诱导肽 PlnA

的浓度, 恢复细菌素的合成。 

本研究结果对于认识环境条件对自诱导肽诱

导效果的影响以及作用机制有重要的参考价值, 

对揭示环境条件如何通过影响群体感应组分进

而影响细菌素合成, 以及全面解析细菌素合成的

群体感应调控机制, 具有重要的理论意义。 

运用细菌素产生菌作为食品发酵剂, 有助于

保障食品安全和传统发酵食品的标准化生产。但

是食品的处理技术以及食品生产的环境因素会

对细菌素的合成造成一定的影响, 了解食品发酵

相关的环境因子对细菌素合成诱导调控系统的



1630 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.9 

  

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

影响, 有利于更好地将菌株用于生产。 
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