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副溶血性弧菌拮抗菌的筛选鉴定及抑菌

物质特性研究
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摘要!为获取既可抑制食源性致病菌又可抑制水产致病菌的

益生菌株!以人畜共患致病菌副溶血性弧菌&

Z+97+%

R

/7/$(

/*>%5

:

0+?DBNJ]]!#5$4

'为指示菌!采用点种法初筛以及打

孔扩散法复筛!得到
!

株来源于上海东海海水的
Y!"

菌株!

其抑菌物抑菌圈直径达&

!#/!8l$/45

'

''

"通过形态观察

及
!8LG>:N

序列分析可知!菌株
Y!"

为枯草芽孢杆菌

&

X/?+55DBBD90+5+BY!"

!

O0-\(-E

登录号$

?O6567U!

'"将菌

株
Y!"

进行抑菌谱试验!探究菌株
Y!"

抑菌物的理化性质!

并且抑菌物通过硫酸铵沉淀及不同孔径透析袋截留粗提!粗

提物经蛋白酶处理及
JG)3)-0&L>L&MNO%

蛋白质凝胶电泳可

知!该抑菌物具有广谱抑菌活性!既可抑制革兰氏阳性菌又

可抑制大部分革兰氏阴性菌!且具有较好的热%

H

Y

以及紫外

线稳定性!该抑菌物可能为
4

种新型抗菌肽!分子量分别在

8/U

"

"/UE>(

以及
4#/$

"

6U/$E>(

"由此可见!枯草芽孢杆

菌
Y!"

所产抗菌肽具有防治食源性疾病以及水产疾病的应

用潜力"

关键词!副溶血性弧菌
NJ]]!#5$4

#枯草芽孢杆菌#鉴定#新

型抗菌肽#特性
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副溶血性弧菌既是水产养殖动物细菌性疾病的主要致

"6



病菌!又是引起细菌性食物中毒的首要食源性致病菌)

!

*

"水

产养殖业中副溶血性弧菌病的防治主要是利用抗生素!但抗

生素的滥用不仅产生耐药菌株)

4

*

!破坏水产养殖环境生态平

衡!而且抗生素类药物在水产品中的残留也给人类健康带来

威胁"利用益生菌所产抗菌肽来控制副溶血性弧菌病害的

发生!投放益生菌所产抗菌肽既可以维持水产动物肠道菌群

平衡!提高水产养殖动物免疫力!又可改善养殖水体环境)

6

*

"

抗菌肽#

(-@)')3G+C)(*

H

0

H

@)10B

!

N?MB

%是指生物体内能抵御

外界微生物侵害的一类小分子多肽!是生物天然免疫防御系

统的重要组成部分"目前研究最多使用最广的微生物抗菌

肽是乳酸菌抗菌肽以及芽孢杆菌抗菌肽)

7

*

!但乳酸菌所产抗

菌肽抑菌谱比较窄!芽孢杆菌抗菌肽在应用于水产养殖方面

更具优势!是因为芽孢杆菌可产芽孢!抗逆性强!而且芽孢杆

菌可产生多种抗菌肽!抑菌谱广!使其与其他非芽孢类的抗

菌肽相比更具开发价值"

!"58

年!

_+K(B(

等)

U

*将分离自土壤中的东洋芽孢杆菌

应用于水产养殖中!用该菌株处理日本鳗鲡!结果显示!与对

照组相比!处理组的鳗鲡死亡率明显降低"而后陆续有研究

人员将枯草芽孢抗菌肽应用于副溶血性弧菌病的防治中!例

如!

<2

等)

8

*从纳豆中筛选出
!

株产抗菌肽的枯草芽孢杆菌

:J&8

!在饲料中添加适量的
:J&8

抗菌脂肽不仅可以促进凡

纳滨对虾的生长!还可以抑制副溶血性弧菌的生长)

#

*

(王娇

等)

5

*从养殖环境中筛选出
!

株可抑制副溶血性弧菌的枯草

芽孢杆菌
N7

!并改善了南美白对虾的生长状态(

:(@I

等)

"

*

从凝乳中筛选出
!

株枯草芽孢杆菌
QMJ\46

!对副溶血性弧

菌有较好的抑制作用"但是!目前报道的从海洋环境中分离

的枯草芽孢杆菌比较少!其中阮乾坤)

!$

*从大连海域中筛选

到
!

株海洋枯草芽孢杆菌
YL&N65

!可抑制副溶血性弧菌"

此外!对枯草芽孢杆菌产生的抑菌物质的性质研究也不够深

入"本试验拟从海水中筛选对副溶血性弧菌有较好抑制作

用的枯草芽孢杆菌!并对其产生的抑菌物质的性质进行

研究"

!

!

材料与方法

!/!

!

试验材料

!/!/!

!

样品

海水&上海浦东新区临港海域#

6$̀74bU/5q:

!

!4!̀U6b6!/8q%

%"

!/!/4

!

指示菌及培养条件

指示菌及培养条件详见表
4

"

!/!/6

!

培养基

分离+纯化及形态观察培养基&营养琼脂培养基)

!!

*

(

种子培养基&

X(-1

D

液体培养基)

!4

*

(

发酵培养基&

X(-1

D

液体培养基)

!4

*

(

指示菌培养基&

X\

培养基)

!6

*

+

JL\&Z%

培养基)

!6

*

+

?=L

培养基)

!6

*

+

ZM>

培养基)

!7

*

"

!/!/7

!

主要试剂

胰蛋白酶#

JG

DH

B)-

%+胃蛋白酶#

M0

H

B)-

%+木瓜蛋白酶

#

M(

H

()-

%+蛋白酶
_

#

MG+@0)-(B0_

%+中性蛋白酶#

:02@G(*

H

G+@0(B0

%&生化试剂!国药集团化学试剂有限公司(

%K2

H

柱式细菌基因组
>:N

抽提试剂盒+通用引物
4#Q

#

Uf&NONOJJJONJ]]JOO]J]NO&6f

%及
!7"4=

#

Uf&OOJ&

JN]]JJOJJN]ON]JJ&6f

%&生工生物工程#上海%股份有

限公司(

JG)3)-0&L>L&MNO%

凝胶制备试剂盒&康为世纪生物科

技有限公司"

!/!/U

!

主要仪器

可见分光光度计&

#4$$

型!尤尼柯#上海%仪器有限公司(

冷冻离心机&

Y4$U$=

型!湖南湘仪离心机仪器有限

公司(

立式压力蒸汽灭菌锅&

X>c<&6$QN

型!上海申安医疗器

械厂(

梯度
M]=

仪&

N6$$

型!杭州朗基科学仪器有限公司(

洁净工作台&

La&];&!Q

型!上海博迅实业有限公司(

H

Y

计&

MYL&6]

型!上海雷磁仪器有限公司(

恒温调速回转式摇床&

>_Z&SS

型!上海杜科自动化设备

有限公司(

电泳仪&

>ZZ&8]

型!北京市六一仪器厂(

垂直电泳槽&

;Z&L]c4

e型!北京君意东方电泳设备有限

公司"

!/4

!

方法

!/4/!

!

抗副溶血性弧菌枯草芽孢杆菌的筛选

#

!

%菌株的分离&准确量取
4U'X

海水样品!放入含有

44U'X

的
$/5UT

无菌生理盐水的锥形瓶中!均质
!$')-

#

!$

次'
B

%!

"$^

水浴
!$')-

)

!U

*

!

!$

倍系列稀释至
!$

V7

!取各

梯度稀释液
!$$

%

X

涂布营养琼脂分离培养基!

6# ^

培养

!4I

!挑取具有芽孢杆菌典型形态的菌落进行划线纯化!纯

化
6

次"

#

4

%菌株的初筛&采用点种法)

!8

*

"将副溶血性弧菌

#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%接种于
X\

培养基

中!

6#^

条件下
!U$G

'

')-

培养
!4I

!制备菌悬液使其菌浓

度达到
!$

8

]Q[

'

'X

"将纯化得到的具有芽孢杆菌典型形

态 的 菌 株 点 种 在 混 有 副 溶 血 性 弧 菌 #

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%的
X\

培养基平板上!

6#^

培养
!4I

"试验重复
6

次"对具有抑菌效果的菌株进行下

一步复筛"

#

6

%菌株的复筛&采用打孔法)

!#

*

"将初筛得到的菌株在

X\

平板上
6#^

活化培养
!5I

!并转接
4

次!接种到
X(-1

D

种子培养基中!

6#^

+

!U$G

'

')-

震荡培养
47I

!再以
6T

的

接种量接种到
X(-1

D

发酵培养基中!

6#^

+

!U$G

'

')-

震荡

培养
47I

"

!$$$$G

'

')-

+

7^

离心
!U')-

!取其上清液用无

菌
$/44

%

'

滤膜过滤!得到无细胞发酵上清液"以副溶血性

弧菌#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%+金黄色葡萄球

菌#

F0/

R

$

:

5%?%??DB/D7*DB

!

=!!

%+嗜水气单胞菌#

-*7%>%&/B

$

:

G7%

R

$+5/

!

\Z_$$U!8

%+单核细胞增生李斯特菌#

8+B0*7+/

>%&%?

:

0%

'

*&*B

!

NJ]]!"!!7

%为 指 示 菌!菌 浓 度 均 为

!$

8

]Q[

'

'X

!通过打孔扩散法#

U$

%

X

'孔%进行复筛!参照

X)2

等)

!#

*的方法进行改进!

6#^

培养
47I

!测量抑菌圈的直

$7

安全与检测
!

4$!5

年第
8

期



径"试验重复
6

次"选择对这
7

种指示菌均有抑制作用且

抑菌效果比较好的菌株进行下一步抑菌谱的测定"

!/4/4

!

菌株
Y!"

产抑菌物质的抑菌谱测定
!

将筛选获得有

抑菌效果的
Y!"

菌株制备无细胞发酵上清液!分别取
U$

%

X

无细胞发酵上清液采用打孔扩散法)

!#

*测定其对
!"

种指示

菌#水产致病菌!食源性致病菌+真菌及其培养条件见表
4

%抑

菌圈的直径!试验重复
6

次"

!/4/6

!

抗副溶血性弧菌枯草芽孢杆菌菌株的鉴定
!

根据枯

草芽孢杆菌菌落形态进行初步鉴定!再通过革兰氏染色法在

光学显微镜下观察枯草芽孢杆菌菌株的形态!之后进一步进

行
!8LG>:N

分子鉴定)

!5

*

!所得测序结果利用
:]\S

中

\XNLJ

软件比对!并在
%c\)+]*+21

网站中查找与其同源性

较近菌株的序列!最后利用
?NO%U/$

软件构建系统发

育树"

!/4/7

!

菌株
Y!"

产抑菌物质的理化性质

#

!

%菌株
Y!"

产抗菌物质的温度稳定性测定&分别取

!$'X

无细胞发酵上清液!置于
V4$

!

$

!

4$

!

7$

!

8$

!

5$

!

!$$

!

!4!^

条件下处理
!$')-

和
6$')-

!然后立即在
4U^

条件

下水浴
4I

达室温后!以副溶血性弧菌#

Z97+%

R

/7/$/*>%(

5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%为指示菌!以抑菌活性为指标!抑菌活

性的计算方法详见参考文献)

!6

*!试验重复
6

次"

#

4

%菌株
Y!"

产抗菌物质的酸碱稳定性测定&分别取

!$'X

无细胞发酵上清液!用
4 '+*

'

X

的
Y]!

溶液和

4'+*

'

X

的
:(WY

溶液调节菌株
Y!"

的无细胞发酵上清液

的
H

Y

!使其
H

Y

值为
4/$

!

6/$

!

7/$

!

U/$

!

8/$

!

#/$

!

5/$

!

"/$

!

!$/$

!

!!/$

!

!4/$

!

6#^

温浴保存
4I

!再调回其初始
H

Y#/$

!以副溶

血性弧菌#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%为指示菌!

以未处理组作为对照!以抑菌活性为指标)

!"

*

!抑菌活性的计

算方法同
!/4/7

#

!

%"试验重复
6

次"

#

6

%菌株
Y!"

产抗菌物质的紫外线稳定性测定&分别取

!$'X

无细胞发酵上清液!并置于
!$'X

离心管中距
6$a

紫外灯
"$3'

处照射处理
!$

!

4$

!

6$

!

7$

!

U$

!

8$')-

!以副溶

血性弧菌#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%为指示菌!

以未处理组作为对照!以抑菌活性为指标)

4$

*

!抑菌活性的计

算方法同
!/4/7

#

!

%"试验重复
6

次"

!/4/U

!

菌株
Y!"

产抗菌物质的初步鉴定

#

!

%抑菌物质的粗提及分子量的测定&在
4$$'X

无细

胞发酵上清液中缓慢加入硫酸铵至终饱和度为
8$T

)

4!

*

!用

磁力搅拌器在
7^

冰浴条件下缓慢搅拌约
7I

后!置
7^

冰

箱中静置沉淀
!4I

)

44

*

!在
7^

于
!$$$$G

'

')-

离心
6$')-

!得

到沉淀物和离心液!沉淀以原菌液
!

'

!$

体积的
4U''+*

'

X

的

磷酸盐缓冲液#

H

Y#/$

%悬浮"将所得悬浮液分别选取孔径

为
!

!

6/U

!

#

!

5

"

!7E>(

的透析袋进行透析!

7^

条件下透析

75I

!聚乙二醇
4$$$$

浓缩至原体积)

46

*

!得到蛋白粗提液"

以相同量的磷酸盐缓冲液为对照
!

!以未透析的悬浮液为对

照
4

!测定粗提液的抑菌效果以及初步判断
Y!"

所产抑菌物

质的分子量"试验重复
6

次"

利用低分子质量
?(GE0G

#

7/!

"

88/$E>(

共
"

条带%!取

!E>(

透析袋处理的蛋白粗提液于垂直电泳槽中进行

JG)3)-0&L>L&MNO%

蛋白质电泳)

47

*

"电泳结束后!将胶切成

两半!将带有
?(GE0G

的一半胶进行考马斯亮蓝快速染色!另

一半用灭菌的去离子水漂洗
!4I

后!小心铺在接有副溶血

性弧菌#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%的
X\

固体培

养基上#

!/$T

琼脂%!

6#^

培养
!4I

!与染色的一半作对比!

判定抑菌物质的分子质量"试验重复
6

次"

#

4

%粗提液对蛋白酶的敏感性&分别将胰蛋白酶+中性

蛋白酶+胃蛋白酶+木瓜蛋白酶以及蛋白酶
_

配制成质量浓

度均为
7'

.

'

'X

的母液!分别加入
6/UE>(

透析袋处理的蛋

白粗提液使各酶的终质量浓度为
4'

.

'

'X

)

4U

*

!调节
H

Y

值

至各酶最适作用
H

Y

值!以不加酶的
6/UE>(

透析袋处理所

得蛋白粗提液作为空白对照!

6#^

温浴保存
4I

!再调节各

酶解液
H

Y

值至
#/$

"以副溶血性弧菌#

Z97+%

R

/7/$/*>%(

5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%为指示菌!采用打孔扩散法测定各酶解

液抑菌活性"试验重复
6

次"

4

!

结果与分析

4/!

!

抗副溶血性弧菌枯草芽孢杆菌的筛选

从上海市东海采集的海水样品中分离得到菌株
U$

株!

并分别命名为
Y!

"

YU$

!初筛后有
#

株对副溶血性弧菌

#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%有抑菌活性!分别为

菌株
Y!

+

Y6

+

Y7

+

Y8

+

Y!4

+

Y!"

+

Y4!

!将初筛得到的
#

株菌

株进行复筛!并测定抑菌效果!结果见表
!

"结果显示!菌株

Y!

和
Y!4

仅 可 抑 制
NJ]]!#5$4

!菌 株
Y7

可 抑 制

NJ]]!#5$4

及
=!!

!菌 株
Y8

和
Y4!

可 抑 制
=!!

+

NJ]]!#5$4

以及
NJ]]!"!!7

!菌株
Y6

和
Y!"

对这
7

种指

示菌均有抑菌活性!但菌株
Y!"

的抑菌效果最强!且抑菌效

果稳定"因此!选择菌株
Y!"

进行后续的试验"

4/4

!

菌株
Y!"

发酵液的抑菌谱测定

通过
!"

株指示菌进行菌株
Y!"

抑菌物质的抑菌谱测

定!其中包括常见的水产致病菌+主要的食源性致病菌以及

酵母菌!由表
4

可以看出!菌株
Y!"

可抑制
#

株革兰氏阳性

菌!

"

株革兰氏阴性菌!

4

株酵母菌!即既可抑制革兰氏阳性

菌又可抑制大部分革兰氏阴性菌!且对革兰氏阳性菌抑菌效

果强于革兰氏阴性菌!

#

株革兰氏阳性菌抑菌直径为

#

!8/!8l$/$"

%

"

#

45/U6l$/!U

%

''

!

"

株革兰氏阴性菌的抑

菌直径为#

!!/!#l$/$U

%

"

#

44/$$l$/!$

%

''

(仅对革兰氏阴

性菌副溶血性弧菌#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]6657#

%

以及酿酒酵母#

F/??$/7%>

:

?*B?*7*A+B+/*

!

Y&!

%无抑制作用"

4/6

!

菌株
Y!"

的鉴定

4/6/!

!

菌株
Y!"

的菌落形态
!

由图
!

可知!菌株
Y!"

经培

养后!菌落形态为圆形!污白色!褶皱不透明!凸起!边缘不整

齐(经革兰氏染色后!通过光学显微镜观察呈蓝色!菌株
Y!"

为革兰氏阳性菌!菌体呈杆状!符合枯草芽孢杆菌的形态

特征"

!7

第
67

卷第
8

期 郝彦利等&副溶血性弧菌拮抗菌的筛选鉴定及抑菌物质特性研究
!



表
!

!

海洋抑菌枯草芽孢杆菌对
7

种致病菌的抑菌情况p

J(C*0!

!

S-I)C)@)+-0PP03@+P'(G)-0(-@)')3G+C)(*X/?+55DBBD90+5+B(

.

()-B@P+2G

H

(@I+

.

0-)3C(3@0G)(

菌号

抑菌效力

副溶血性弧菌

#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%

金黄色葡萄球菌

#

F0/

R

$

:

5%?%??DB/D7*DB

!

=!!

%

单核细胞增生李斯特菌

#

8+B0*7+/>%&%?

:

0%

'

*&*B

!

NJ]]!"!!7

%

嗜水气单胞菌

#

-*7%>%&/B$

:

G7%

R

$+5/

!

\Z_$$U!8

%

Y! ee V V V

Y6 ee ee eeee ee

Y7 e ee V V

Y8 ee ee eeee V

Y!4 ee V V V

Y!" eee eee eeee eee

Y4! eee ee eeee V

!

p

!

eeee

代表抑菌圈直径
#

4$''

(

eee

代表抑菌圈直径
!U

"

4$''

(

ee

代表抑菌圈直径
!$

"

!U''

(

e

代表抑菌圈直

径
$

!$''

(

V

代表抑菌圈直径
1

#''

"

表
4

!

枯草芽孢杆菌
Y!"

的抑菌谱p

J(C*04

!

N-@)')3G+C)(*B

H

03@G2'+PX/?+55DBBD90+5+BY!"

指示菌名称 来源 培养基 培养条件 抑菌圈直径'
''

副 溶 血 性 弧 菌 #

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%'

O

V

NJ]] X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !#/!8l$/45

副 溶 血 性 弧 菌 #

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]6657#

%'

O

V

NJ]] X\ 6# !̂U$G

'

')-

!

!4I $/$$l$/$$

副 溶 血 性 弧 菌 #

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

\Z_$$$68

%'

O

V

虾
X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !4/!#l$/4"

嗜 水 气 单 胞 菌 #

-*7%>%&/B $

:

G7%

R

$+5/

!

\Z_$$"84

%'

O

V

虾
X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !5/!8l$/45

嗜 水 气 单 胞 菌 #

-*7%>%&/B $

:

G7%

R

$+5/

!

\Z_$$U!8

%'

O

V

蟹
X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !#/!Ul$/45

腐生葡萄球菌#

F0/

R

$

:

5%?%??DBB/

R

7%

R

$

:

0+?DB

!

\!

%'

O

e

验室分离保藏
X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I 45/U6l$/!U

金黄 色 葡 萄 球 菌 #

F0/

R

$

:

5%?%??DB/D7*DB

!

=!!

%'

O

e

猪肉
X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !"/7$l$/48

大肠杆菌#

6B?$*7+?$+/?%5+

!

Q7

%'

O

V 实验室分离保藏
X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I 4$/66l$/4$

大肠杆菌#

6B?$*7+?$+/?%5+

!

\X4!

%'

O

V 工程菌
X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I 44/$$l$/!$

沙门氏菌#

F/5>%&*55/

!

Z6

%'

O

V 实验室分离保藏
X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !!/!#l$/$U

柠檬酸杆菌#

<+07%9/?0*7

!

<8

%'

O

V 实验室分离保藏
X\ 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !7/$$l$/!$

单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 #

8+B0*7+/

>%&%?

:

0%

'

*&*B

!

NJ]]!"!!4

%'

O

e

NJ]] JL\&Z% 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !"/!$l$/!$

单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 #

8+B0*7+/

>%&%?

:

0%

'

*&*B

!

NJ]]!"!!7

%'

O

e

NJ]] JL\&Z% 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I 4$/$8l$/$U

单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 #

8+B0*7+/

>%&%?

:

0%

'

*&*B

!

NJ]]!"!!#

%'

O

e

NJ]] JL\&Z% 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !8/!8l$/$"

单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 #

8+B0*7+/

>%&%?

:

0%

'

*&*B

!

NJ]]!!6"64

%'

O

e

NJ]] JL\&Z% 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !#/!#l$/!U

单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 #

8+B0*7+/

>%&%?

:

0%

'

*&*B

!

NJ]]!"!!8

%'

O

e

NJ]] JL\&Z% 6#^

!

!U$G

'

')-

!

!4I !"/!8l$/45

酿酒酵母#

F/??$/7%>

:

?*B?*7*A+B+/*

!

Y&!

% 实验室分离保藏
ZM> 6$^

!

!U$G

'

')-

!

!8I $/$$l$/$$

汉逊德巴利酵母#

,*9/7

:

%>

:

?*B$/&B*&++

!

Z&6

% 实验室分离保藏
ZM> 6$^

!

!U$G

'

')-

!

!8I !$/!8l$/45

近平滑假丝酵母#

</&G+G//59+?/&B

!

Z&U

% 实验室分离保藏
ZM> 6$^

!

!U$G

'

')-

!

!8I !!/!#l$/!"

!

p

!

,

O

e

-代表革兰氏阳性菌!,

O

V

-代表革兰氏阴性菌"
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图
!

!

菌株
Y!"

在营养琼脂平板上的菌落形态和营养肉汤

液体培养基的显微形态&

!$d!$$

'

Q)

.

2G0!

!

]+*+-)(*'+G

H

I+*+

.D

+-:N

H

*(@0(-1')3G+B3+

H

)3

'+G

H

I+*+

.D

&

!$d!$$

'

)-:\32*@2G0'01)2'+P

Y!"B@G()-

4/6/4

!

菌株
Y!"

的分子鉴定
!

提取菌株
Y!"

的总
>:N

!以

菌株
Y!"

的基因组
>:N

为模板!采用细菌
!8LG>:N

通用

引物进行
M]=

扩增!得到特异性扩增产物长度为
!$$$

"

4$$$C

H

#图
4

%!经生工生物工程#上海%股份有限公司测序!

菌株
Y!"

的
!8LG>:N

序列大小为
!!#4C

H

!菌株
Y!"

的基

因序列在
O0-\(-E

上利用
\XNLJ

软件进行序列比对!结果

显示!菌株
Y!"

与枯草芽孢杆菌
_]J]!674"

的相似度高达

""T

(结合菌株形态学特征+菌落形态学特征以及
!8LG>:N

序列!结果该菌被鉴定为枯草芽孢杆菌!命名为
X/?+55DB

BD90+5+BY!"

!简称
Y!"

"将
Y!"

在
%c\)+]*+21

网站中进行

比对!获得的相似度较高的基因序列利用
?%ONU/$

软件构

建菌株
Y!"

的系统发育树#

:0)

.

IC+G&;+)-)-

.

法%!见图
6

"

将得到的测序结果提交到
O0-\(-E

数据库中!获得登陆号

为&

?O6567U!

"

4/7

!

抑菌物质的理化性质

4/7/!

!

温度稳定性
!

由图
7

可以看出!菌株
Y!"

抑菌物质

在
V4$

"

5$^

时具有良好的稳定性!

!$$^

处理
!$')-

抑

菌活性下降为
64$N[

'

'X

!仍保留
U$T

的抑菌活性!因此!

?(GE0G/>X4$$$

!

!/

菌株
Y!"

的
M]=

产物

图
4

!

M]=

扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图

Q)

.

2G04

!

N

.

(G+B0

.

0*0*03@G+

H

I+G0B)B+PM]=

H

G+123@

PG+' Y!"B@G()-

图
6

!

基于
!8LG>:N

基因序列构建的枯草芽孢杆菌
Y!"

系统发育树

Q)

.

2G06

!

MI

D

*+

.

0-0@)3@G00+PX/?+55DBBD90+5+B Y!"3+-&

B@G23@01C(B01+-!8LG>:N

.

0-0B0

i

20-30

Y!"

抑菌物质在中低温条件下具有良好的稳定性!但不耐高

温!此温度特性为后续试验研究提供了数据支撑"

4/7/4

!

酸碱稳定性
!

如图
U

所示!相对于对照组!菌株
Y!"

抑菌活性物质在
H

Y4/$

"

"/$

时保持比较稳定的抑菌活性!

但在
H

Y!$/$

"

!4/$

时抑菌活性明显下降!仅保留微弱的活

性!由此可见
Y!"

抑菌在酸性+中性以及弱碱性条件下稳定

性较好且较稳定!而在强碱性条件下稳定性是极差的"因此

为后续
Y!"

抑菌物质的分离纯化试验中所需
H

Y

条件提供

了依据)

48

*

"

4/7/6

!

紫外线稳定性
!

由图
8

可以看出!紫外线将菌株
Y!"

抑菌物质处理
!$

"

8$')-

对其抑菌活性均无影响!表明

Y!"

抑菌活性物质具有良好的紫外线稳定性"

图
7

!

温度对
Y!"

抑菌活性的影响

Q)

.

2G07

!

%PP03@+P@0'

H

0G(@2G0+-(-@)')3G+C)(*

(3@)R)@

D

+PY!"

图
U

!H

Y

对
Y!"

抑菌活性的影响

Q)

.

2G0U

!

%PP03@+P

H

Y+-(-@)')3G+C)(*(3@)R)@

D

+PY!"
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图
8

!

紫外线对
Y!"

抑菌活性的影响

Q)

.

2G08

!

%PP03@+P[9+-(-@)')3G+C)(*(3@)R)@

D

+PY!"

4/U

!

抑菌物质的初步鉴定

4/U/!

!

抑菌物质的粗提
!

为了验证枯草芽孢杆菌所产抑菌

物质是否为抗菌肽!以及确定其分子量!抑菌物质经
!

!

6/U

!

#

!

5

"

!$E>(

透析袋处理后!得到
7

种粗提液!其抑菌活性分

别为
!45$

!

!45$

!

!45$

!

64$N[

'

'X

#图
#

%"与未透析的悬

浮液相比!用
!

!

6/U

!

#E>(

透析袋处理抑菌活性均略有提高!

但
6

组之间不存在明显差异!而当透析袋孔径增大至
5

"

!7E>(

时!抑菌活性略有降低"表明前
6

种透析袋都能将主

要抑菌成分有效截流!最后
!

种透析袋只能部分截留!初步

判断抑菌物质的分子质量在
#

"

5E>(

以及大于
5E>(

"为

防止粗提液中抗菌成分的遗漏!后续用
!E>(

透析袋处理所

得透析液进行下一步的
JG)3)-0&L>L&MNO%

蛋白电泳原位抑

菌试验"

图
#

!

不同孔径透析袋处理对
X/?+55DBBD90+5+BY!"

粗提液抑菌活性的影响

Q)

.

2G0#

!

%PP03@+P1)(*

D

B)B@G0(@'0-@+- (-@)C(3@0G)(*

(3@)R)@

D

+P3G2100F@G(3@PG+'P0G'0-@(@)+-B2&

H

0G-(@(-@+PX/?+55DBBD90+5+BY!"B@G()-

4/U/4

!

Y!"

抑菌物质分子量的测定
!

!E>(

透析袋处理的

蛋白粗提液经过
JG)3)-0&L>L&MNO%

分析!结果见图
5

"在

考马斯亮蓝染色后的电泳胶中可以看出有
U

条蛋白条带!通

过在
Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DBNJ]]!#5$4

的
X\

固体培养基

得到的
4

条抑菌条带位置与这
U

条蛋白条带进行对比可知!

Y!"

粗提物中有抑菌活性的蛋白质分子量在
8/U

"

"/UE>(

以及
4#/$

"

6U/$E>(

!同时验证了
4/U/!

的结论"

?/

蛋白质分子质量标准
!

!

+

4/

经过考马斯亮蓝染色的
4

条平行样

品条带
!

6/

副溶血性弧菌#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]!#5$4

%平

板上的抑菌活性条带

图
5

!

JG)3)-0&L>L&MNO%

分析及电泳后抑菌活性的测定

Q)

.

2G05

!

JG)3)-0&L>L&MNO%(-(*

D

B)B(-110@03@)+-+P(-@)&

C(3@0G)(*(3@)R)@

D

(P@0GJG)3)-0&L>L&MNO%

!!

枯草芽孢杆菌所产抗菌肽主要分为两大类&核糖体途径

肽和非核糖体途径肽!核糖体途径肽主要包括
B2C@)*)-

+

0G)3)-

+

'0GB(3)1)-

+

B2C*(-3)-

+

C(3)**+3)-

+

B2C@)*+B)-

和
J(BN

等!非核糖体途径肽主要包括
B2GP(3G)-

+

)@2G)-

和
P0-

.D

3)-

三

大抗菌脂肽)

4#

*

!其中细菌素
'0GB(3)1)-

)

45

*

+

B2C@)*)-[_7

)

4"

*

+

0G)3)-N

)

6$

*

+

B2C*(-3)-!85

)

6!

*

+

C(3)**+3)-44

)

64

*

+

B2C@)*+B)-N

)
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*等

的分子量为
!/5

"

6/5E>(

!大分子抗菌蛋白
J(BN

分子量大

小为
6!/$E>(

)

67

*

!

6

大抗菌脂肽分子量为
!/$

"

!/UE>(

)

6U

*

!

说明细菌素
Y!"

不在报道的枯草芽孢杆菌产生的抗菌肽范

围之内"因此!初步判断菌株
Y!"

产生的抑菌物质可能为
4

种新型抗菌肽"

4/U/6

!

粗提液对蛋白酶的敏感性
!

由
4/U/4

可知
Y!"

抑菌

物质的分子量在
8/UE>(

以上!因此选择经
6/UE>(

透析袋

处理所得的粗提液进行蛋白酶敏感性试验!将此粗提液用
U

种不同蛋白酶处理!检测其抑菌活性"如图
"

所示!经木瓜

蛋白酶+蛋白酶
_

处理后!菌株
Y!"

粗提液的抑菌活性完全

消失!而用胰蛋白酶处理剩余
87/8!T

的活性!用胃蛋白酶处

图
"

!

蛋白酶处理对
X/?+55DBBD90+5+BY!"

粗提液抑菌活性的影响

Q)

.

2G0"

!

%PP03@+P

H

G+@0(B0@G0(@'0-@+- (-@)C(3@0G)(*

(3@)R)@
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理剩余
56/$#T

的活性!对中性蛋白酶不敏感!表明
Y!"

抑

菌物质为蛋白质性质"

6

!

结论
本研究从上海市东海海水样品中筛选出既可抑制水产

致病菌又对食源性致病菌有抑制作用+产抑菌物质的枯草芽

孢杆菌"菌株
Y!"

对绝大多数指示菌具有较好的抑菌作

用!相比于
L@0)-

等)

6!

*和孙珊等)

6#

*报道的枯草芽孢杆菌产抑

菌物质的抑菌谱!菌株
Y!"

抑菌物质的抑菌谱更广!对供试

的所有革兰氏阳性菌株均具有较好的抑菌活性!对除副溶血

性弧菌#

Z97+%

R

/7/$/*>%5

:

0+?DB

!

NJ]]6657#

%以外的所有

供试革兰氏阴性菌株也都具有较好的抑菌活性!且对革兰氏

阳性菌抑菌效果强于革兰氏阴性菌!可见!

Y!"

产生的抑菌

活性物质具有广谱的抑菌作用"

Y!"

所产抑菌物质具有较

好的热稳定性!在
!$$^

处理
!$')-

后仍保留
U$T

的抑菌

活性!在
H

Y4/$

"

"/$

时仍保持较强的抑菌活性!

Y!"

抑菌

活性物质具有良好的紫外线稳定性!在紫外线下照射
!$

"

8$')-

对抑菌活性物质的抑菌效果均无影响"通过将
Y!"

抑菌物质粗提得粗提液!将粗提液进行
U

种蛋白酶处理以及

JG)3)-0&L>L&MNO%

电泳原位抑菌试验!初步鉴定此粗提液

为蛋白质性质!分子量在
8/U

"

"/UE>(

以及
4#/$

"

6U/$E>(

!

由于该抑菌物质有别于已报道的抗菌肽分子量!推断可能为

4

种新型细菌素"

本研究将会继续对
Y!"

抑菌活性物质进行分离+纯化

和结构鉴定!进一步确定
Y!"

所产细菌素的种类以及氨基

酸成分等"
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