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产宽谱 pH细菌素乳酸菌的筛选鉴定、毒力
检测及细菌素特性研究

周  佳，刘书亮 *，胡欣洁，张元娥

(四川农业大学食品学院，四川 雅安      625014)

摘   要：采用琼脂扩散法从分离自川西高原奶渣的 34 株疑似乳酸球菌中筛选细菌素产生菌，初筛检测发酵上清液

抑菌活性，复筛排除有机酸和 H2O2 干扰，检测蛋白酶敏感性，测定抑菌物质盐析液和粗提液抑菌活性，确定菌

株 SAU-2 为细菌素产生菌。根据形态、生理生化指标和 16S rDNA 序列系统发育分析，将其鉴定为 Enterococcus。

肠球菌 SAU-2 溶血素表型阴性，agg、gelE、cylM、cylB、cylA、esp、efaAfm、cpd、cob、ccf、cyILL、cyILS、

fsrB和 hyLEfm等毒力因子基因型阴性，表明肠球菌SAU-2是安全的。所产细菌素可耐受 121℃条件 20min；在 pH2.0～

12.0 有抑菌活性；对胰蛋白酶和蛋白酶 K 敏感，对木瓜蛋白酶和胃蛋白酶不敏感；主要对近缘乳酸菌和 G+ 细菌有

抑菌活性，除对 1 株铜绿假单胞菌和 1 株红酵母有抑菌活性外，对其余 G －细菌和真菌无抑制作用。
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Screening, Identification and Toxicity of a Strain of Wide pH Spectrum Bacteriocin-Producing Lactic
Acid Bacteria and Characterization of Bacteriocin Produced by It

ZHOU Jia，LIU Shu-liang*，HU Xin-jie，ZHANG Yuan-e
(College of Food Science, Sichuan Agricultural University, Ya’an      625014, China)

Abstract ：SAU-2, a bacteriocin-producing strain, was screened out of 34 strains isolated from milk residue in West Sichuan

plateau. The strain was identified as Enterococcus based on colonial morphology, physiological and biochemical characteristics

and 16S rDNA sequence phylogenetic analysis. SAU-2 had no hemolytic activity. All the virulence factors of agg, gelE, cylM,

cylB, cylA, esp, efaAfm, cpd, cob, ccf, cyILL, cyILS, fsrB and hyLEfm were negative. These results indicate that SAU-2 is safe. In

addition, bacteriocin produced by SAU-2 could tolerate heat treatment at 121 ℃ for 20 min, and exhibited antibacterial activity at

pH 2.0—12.0, but was sensitive to trypsin and proteinase K. It showed strong inhibitory effect on relative strains of SAU-2 and

Gram-positive bacteria, and could also inhibit one strain of Pseudomonas aeruginosa and one strain of Rhodotorula glutinis, but

had no inhibitory effect on other Gram-negative bacteria and fungi.
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乳酸菌素是“公认安全(GRAS)”的乳酸菌在代谢

过程中通过核糖体合成的一类有抑菌活性的多肽或前体

多肽，其不仅对亲缘关系较近的乳酸菌产生抑制，还

对其他 G+ 菌有一定抑制作用[1]。因其具有安全、高效、

无残留、无毒副作用和无耐药性等特点，引发了研究

热潮。迄今已逾百种乳酸菌素被发现[2]，但广泛应用的

乳酸菌素仅有 Nisin。而 Nisin 只在酸性条件下才有抑菌

活性，严重限制了它的应用。因此，开发高效、广

谱、稳定性良好的乳酸菌素具有重要意义。

产细菌素乳酸菌的来源广泛[3-10]，但对我国藏区和

内蒙古地区日常生活的必备食品——奶渣中乳酸菌产细菌

素的研究尚鲜见报道。目前，对奶渣的研究还很缺乏。
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对奶渣中微生物的研究只停留在分离鉴定酥油奶渣中的

乳杆菌[11]。本研究以分离自川西高原奶渣的 34 株疑似乳

酸球菌为实验材料，筛选产耐酸碱性细菌素的乳酸菌，

并进行鉴定；检测该菌株的溶血素表型和毒力因子基因

型；研究细菌素的生物学特性。这不仅可为深入研究细

菌素提供基础材料，还可为其作为天然食品保鲜剂提供

参考数据。

1 材料与方法

1.1 菌株

供试菌株：分离自川西高原奶渣的 34 株疑似乳酸

球菌；指示菌：藤黄微球菌(Micrococcus luteus)10209；
抑菌谱测试菌：9 株 G+ 细菌(4 株金黄色葡萄球菌及藤黄

微球菌、热死环丝菌、单核细胞增生李斯特氏菌、枯

草芽孢杆菌和苏云金杆菌各 1 株)，13 株 G －细菌(2 株假

单胞菌、7 株沙门氏菌、2 株大肠杆菌、沙雷氏菌和发

根农杆菌各 1 株)、7 株乳酸菌(2 株戊糖乳杆菌、2 株植

物乳杆菌、弯曲乳杆菌、保加利亚乳杆菌和嗜酸乳杆

菌各 1 株)，2 株酵母菌(红酵母和啤酒酵母各 1 株)和 5 株

霉菌(2 株米曲霉及黑曲霉、青霉和毛霉各 1 株)，均由

四川农业大学食品微生物实验室保存。

1.2 培养基与试剂

MRS 培养基用于乳酸菌培养和发酵液制备；H2S 实

验、V - P 实验、动力实验、马尿酸盐水解实验、精氨

酸产氨实验、精氨酸双水解酶实验、糖(醇)发酵实验等

培养基用于乳酸菌鉴定；营养琼脂培养基用于一般细菌

培养；P D A 培养基用于真菌培养。

胰蛋白酶(250U/mg)    美国 Amersco 公司；木瓜蛋

白酶(6000U/mg)、胃蛋白酶(3000U/mg)    美国 Sigma 公
司；蛋白酶 K    德国 Merck 公司；Bacteria DNA out 抽
提试剂盒    四川省绵阳天泽基因工程有限公司；R10T1M
PCR 反应试剂、DL2000 DNA Marker    宝生物工程(大
连)有限公司；琼脂糖    英国 Oxoid 公司；脱纤维羊血

成都奥克公司。

1.3 引物

细菌鉴定通用引物：正向引物 5＇-AGAGTTTGATC
CTGGCTCAG-3＇、反向引物 5＇-CTACGGCTACCTTGTT
A C G A - 3＇。扩增的肠球菌毒力基因分别为 a g g (聚合

物)、gelE(编码明胶酶)、cylM(溶血素的转录后修饰)、
cylB(溶血素的运输)、cylA(溶血素的激活)、esp(肠球菌

表面蛋白)、efaAfm(屎肠球菌在血清中的细胞壁黏附素表

达)、cpd(性信息素)、cob(性信息素)、ccf(性信息素)、
cyILL(溶血素前体)、cyILS(溶血素前体)、fsrB(毒力因子

调节)和 hyLEfm(透明质酸酶)，其扩增引物见表 1。以上

引物均由上海英俊生物技术有限公司合成。

基因 引物(5′→3′) 参考文献

agg
上游：AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC

Eaton 等[12]

下游：AAACGGCAAGACAAGTAAATA

gelE
上游：AGTTCATGTCTATTTTCTTCAC

Mannu 等[13]

下游：CTTCATTATTTACACGTTTG

cylM
上游：CTGATGGAAAGAAGATAGTAT

Eaton 等[12]

下游：TGAGTTGGTCTGATTACATTT

cylB
上游：ATTCCTACCTATGTTCTGTTA

Eaton 等[12]

下游：AATAAACTCTTCTTTTCCAAC

cylA
上游：TGGATGATAGTGATAGGAAGT

Eaton 等[12]

下游：TCTACAGTAAATCTTTCGTCA

esp
上游：TTGCTAATGCTAGTCCACGACC

Eaton 等[12]

下游：GCGTCAACACTTGCATTGCCGAA

efaAfm
上游：AACAGATCCGCATGAATA

Eaton 等[12]

下游：CATTTCATCATCTGATAGTA

cpd
上游：TGGTGGGTTATTTTTCAATTC

Eaton 等[12]

下游：TACGGCTCTGGCTTACTA

cob
上游：AACATTCAGCAAACAAAGC

Eaton 等[12]

下游：TTGTCATAAAGAGTGGTCAT

ccf
上游：GGGAATTGAGTAGTGAAGAAG

Eaton 等[12]

下游：AGCCGCTAAAATCGGTAAAAT

cyILL
上游：GATGGAGGGTAAGAATTATGG

Semedo 等[14]

下游：GCTTCACCTCACTAAGTTTTATAG

cyILS
上游：GAAGCACAGTGCTAAATAAGG

Semedo 等[14]

下游：GTATAAGAGGGCTAGTTTCAC

fsrB
上游：TTTATTGGTATGCGCCACAA

Kolodjieva 等[15]

下游：TCATCAGACCTTGGATGACG

hyLEfm
上游：ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG

Vankerckhoven等[16]

下游：GACTGACGTCCAAGTTTCCAA

表 1 肠球菌毒力因子扩增引物

Table 1   Primers used for virulence factors detection

1.4 仪器与设备

TE412-L 精密电子天平、PB-2B pH 计    德国 Sarto-
rius 公司；SW-CJ-1F 洁净工作台    苏州安泰空气技术有

限公司；B4i-BR4i 冷冻离心机    美国 Thermo 公司；

1kD 透析袋    上海 Green Bird 公司；游标卡尺    成都量具

刃具总厂乐兴商贸公司；HJ-3 型磁力搅拌器    常州国华

电器有限公司；显微镜    日本 Olympus 公司；HWS24
电热恒温水浴锅    上海一恒科技有限公司；MyCycler
PCR 仪、PowerPac Basic 电泳仪、凝胶成像系统    美国

Bio-Rad 公司。

1.5 方法

1.5.1 乳酸菌发酵上清液的制备

将待测乳酸菌的 18h 种龄种子液以 5% 接种量接入

MRS 肉汤，30℃静置培养 36h，离心收集上清，待用。

1.5.2 产细菌素菌株的筛选

初筛采用打孔法检测发酵上清液活性(指示菌终浓度

为 106CFU/mL)。复筛排除有机酸(调 pH 值至 6.0)和 H2O2

干扰，检测蛋白酶敏感性，具体操作参见文献[17]。采
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用牛津杯双层琼脂法检测盐析液(硫酸铵沉淀)和粗提液

(透析浓缩处理)抑菌活性。盐析液和粗提液的制备参见

文献[18]，其中所用缓冲液为 20mmol/L 柠檬酸 - 磷酸钠

缓冲液(pH6.0)。

1.5.3 产细菌素乳酸菌的鉴定

1.5.3.1 菌体形态和生理生化实验

MRS 琼脂平板上观察菌落形态；革兰氏染色后观

察菌体形态；各项生理生化实验参照《乳酸菌分类鉴定

及实验方法》[ 1 9 ]。

1.5.3.2 16S rDNA 序列分析

以基因组 D N A 为模板，P C R 扩增待测菌的 1 6 S
rDNA 片段。PCR 反应体系：10μmol/L 上下游引物各

1μL、模板 DNA 1μL、2.5U/mL Taq 酶 0.5μL、10 ×

PCR Buffer 2.5μL、25mmol/L MgCl2 1.5μL、dNTP Mix-
ture 2μL、ddH2O 补足 25μL，设阴性对照。PCR 扩

增程序：95℃预变性 5min；94℃变性 45s，56℃退火

45s，72℃延伸 90s，30 个循环；72℃延伸 10min。PCR
产物送宝生物工程(大连)有限公司测序。序列通过 Blast
在 GenBank 中进行同源性分析，选取与该序列相似度高

的序列，采用 MEGA4 软件的 ClustalX2 子程序进行多序

列比对后构建系统发育树。

1.5.4 肠球菌的毒力检测

1.5.4.1 溶血实验

具体操作参见文献[20]。

1.5.4.2 PCR 检测毒力因子

以基因组 DNA 为模板，PCR 扩增待测菌的毒力因

子。PCR 反应体系同 1.5.3.2 节。PCR 扩增条件，参见

文献[12-16]。PCR 产物送宝生物工程(大连)有限公司测

序。序列通过 Blast 在 GenBank 中进行同源性分析。

1.5.5 细菌素的生物学特性研究

1.5.5.1 细菌素对 p H 值、温度和酶的敏感性

用 HCl 和 NaOH 将细菌素发酵上清液、盐析液和粗

提液分别调至 pH2.0～12.0，采用牛津杯双层琼脂法检测

抑菌活性。细菌素样品分别于 6 0、8 0、1 0 0、1 1 5、
121℃处理 20min 后，检测抑菌活性。模拟人体内环境

条件下，测定细菌素发酵上清液和粗提液的酶敏感性，

具体操作参见文献[18]。粗提液做水浴 4h 和 6h 的酶解

实验。于酶最适作用 pH 值和最适作用温度下，测定粗

提液的酶敏感性。将其酶解 2h 后调回对照 pH6.0，检

测抑菌活性。

1.5.5.2 抑菌谱测定

霉菌采用涂布法制备检测平板，其他菌株采用倾注

法制备检测平板。加样后，置于适宜温度培养 16～48h(培
养时间根据菌的生长情况而定)，测定抑菌圈直径大小。

2 结果与分析

2.1 产细菌素菌株的筛选

通过打孔法确定 34 株疑似乳酸球菌中有 16 株菌的

发酵上清液对指示菌有抑制作用，产抑菌物质的菌株占

测试菌株的 47.06%。将 16 株菌的发酵上清液调 pH 值

至 6.0 后，仅有 SAU-2 对指示菌有抑制作用，抑菌圈直

径为 9.26mm。菌株 SAU-2 的发酵上清液排除 H2O2 后，

抑菌活性无变化。该抑菌物质能被胰蛋白酶和蛋白酶 K
完全降解，确定该抑菌物质为蛋白质。经 8 0 % 饱和度

(NH4)2SO4 沉淀的盐析液和粗提液抑菌圈直径约为 17mm，

抑菌活性显著高于发酵上清液，证明该抑菌物质的蛋白

质特性。以上表明菌株 SAU-2 为细菌素产生菌。

2.2 菌株 SAU-2 的鉴定

2.2.1 菌体形态和生理生化实验结果

菌株 SAU-2 在 MRS 琼脂平板上为大小约 1mm、露

滴状、光滑、低凸起、边缘整齐、圆形、无光泽、

质地松软、乳白色、不透明菌落；革兰氏染色显示其

为成对或成堆排列的 G ＋球菌。菌株 SAU-2 的生理生化

特征如表 2 所示。综合形态特征及生理生化特征，根据

《乳酸菌分类鉴定及实验方法》[19]，初步将菌株 SAU-2
鉴定为 Enterococcus。

2.2.2 菌株 SAU-2 基于 16S rDNA 基因的分子生物学

鉴定

采用 NCBI 数据库中的 Blast 程序比对菌株 SAU-2 的

16S rDNA 序列(登录号为 JF825531)和 GenBank 中的核酸

数据，发现菌株 SAU-2 与肠球菌(Enterococcus  sp . )
SL02、SL03、SL04 的相似性为 98%，与芒地肠球菌

(E.mundii) ATCC 43186、芒地肠球菌 SS 1232、海氏肠

球菌(E.hirae)NRIC 0109 及屎肠球菌(E.faecium)SH 632 的

相似性为 98%。因其 16S rDNA 序列与确定种名的菌株

相似度最高仅为 9 8 %，故不能确定该菌的种名，仅能

将菌株 SAU-2 鉴定为 Enterococcus。菌株 SAU-2 在系统

注：＋ . 阳性；－ . 阴性。

指标 结果 指标 结果 指标 结果

pH9.6 + 马尿酸盐水解 + 蔗糖 +
10℃ + 精氨酸产氨 + D-木糖 +
45℃ － 精氨酸双水解酶 － 松三糖 +

6.5% NaCl + 葡萄糖 + 甘露醇 +
接触酶 － 乳糖 + 山梨醇 －

产 H2S － 棉子糖 － 甘油 +
V-P反应 + 蜜二糖 +
运动性 － 鼠李糖 +

表 2 菌株 SAU-2 的生理生化特征

Table 2   Physiological and biochemical characteristics of SAU-2
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发育树上与 SL02 等肠球菌处于发育树的同一分支；与副

肠系膜明串珠菌 NCFB 2973(L.paramesenteroides)等近缘

乳酸菌亲缘关系较远，基于 16S rDNA 的系统发育树如

图 1 所示。

2.3 肠球菌 SAU-2 的毒力检测

2.3.1 溶血性实验

将肠球菌 SAU-2 划线于含体积分数 5% 脱纤维羊血

的哥伦比亚琼脂上，于 37℃培养 24 h 后，未出现溶血

圈，表明其不产溶血素。

2.3.2 PCR 检测肠球菌 SAU-2 的毒力因子

2.4.1 细菌素的作用 pH 值范围

由图 3 可知，细菌素发酵上清液、盐析液和粗提

液显示活性的 pH 值范围很广，发酵上清液显示活性的

pH 值为 2～9，盐析液为 2～10，粗提液为 2～12。表

明随着纯化的进行，肠球菌素 SAU-2 的活性 pH 值范围

不断扩大。随着 p H 值升高，发酵上清液、盐析液和

粗提液的抑菌活性都呈下降趋势。当 pH 值为 2～5 时，

细菌素抑菌活性随 pH 值升高快速下降；当 pH ＞ 5 时，

细菌素抑菌活性缓慢下降。

2.4.2 细菌素的热稳定性

由图 4 可知，随着处理温度的升高，细菌素发酵

上清液、盐析液和粗提液活性丧失很少。经 121℃处理

20min，细菌素发酵上清液、盐析液和粗提液残留的活

性分别为原液(对照)的 92%、97% 和 96%。表明肠球菌

素 SAU-2 对热很稳定。

2.4.3 细菌素的酶敏感性

由图 5 可知，模拟人体内环境条件下，细菌素发酵

上清液经胰蛋白酶和蛋白酶 K 处理后抑菌活性完全丧

失；经木瓜蛋白酶和胃蛋白酶处理后，活性基本无变

M. DL2000  DNA Marker；1 .  SAU-2  16S
rDNA PCR 产物；2～15. 毒力因子 PCR 产物。

图 2 肠球菌 SAU-2 的毒力因子扩增产物电泳

Fig.2   Eelectrophoresis of PCR amplification products of virulence
factors
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图 3 SAU-2 所产肠球菌素的活性 pH 值范围

Fig.3    Effect of pH on the antimicrobial activity of bacteriocin
produced by SAU-2
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图 1 菌株 SAU-2 的系统进化树

Fig.1   Phylogenetic tree of SAU-2 based on 16S rDNA sequence
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由图 2 可知，肠球菌 SAU-2 未扩增出 agg、gelE、

cylM、cylB、cylA、esp、efaAfm、cpd、cob、ccf、
cyILL、cyILS、fsrB 和 hyLEfm 等毒力因子的特异性片

段。说明肠球菌 SAU-2 不存在以上毒力因子，肠球菌

SAU-2 是安全的。

2.4 SAU-2 所产肠球菌素的生物学特性

a、b、c 分别为上清液、盐析液和粗提

液经 6 0、8 0、1 0 0、1 1 5、1 2 1℃处理。

图 4 肠球菌素 SAU-2 的热处理结果

Fig.4   Effect of heat on the antimicrobial activity of bacteriocin
produced by SAU-2

60℃

100℃

115℃121℃

80℃

对照
对照

60℃

100℃

115℃121℃

80℃ 60℃ 80℃

100℃

115℃121℃

对照

a b c



     2012, Vol. 33, No. 11 食品科学 ※生物工程198

化。粗提液经胰蛋白酶和蛋白酶 K 处理 2、4、6 h 后，

抑菌活性有所下降；经木瓜蛋白酶和胃蛋白酶处理

2 、4 、6 h 后，活性几乎无损失。表明模拟人体内

环境条件下，细菌素发酵上清液和粗提液对胰蛋白

酶、蛋白酶 K 有一定的敏感性，对木瓜蛋白酶和胃

蛋白酶不敏感。

指示菌
抑菌效果

发酵上清液 盐析液 粗提液

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) 001 ＋ ＋＋ ＋＋

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)007 ＋ ＋ ＋＋

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)024 ＋ ＋＋ ＋＋

藤黄微球菌(Micrococcus luteus)10209 ＋＋ ＋＋ ＋＋

热斯环丝菌(Brocithrix thermosphactaz) ＋ ＋＋＋ ＋＋＋

单增李斯特氏菌 (Lysteria monocytogenes) GIM1.228 ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) ＋＋ ＋＋ ＋＋

苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis) ＋＋ ＋＋ ＋＋

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa )ATCC 27853 ＋＋ ＋＋ －

戊糖乳杆菌(Lactobacillus pentosus)C50-6 ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

戊糖乳杆菌(Lactobacillus pentosus) 8 － ＋＋ ＋＋

植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)P158 ＋＋ ＋＋ ＋＋＋

植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)9 ＋＋ ＋＋ ＋＋

弯曲乳杆菌(Lactobacillus curvatus) ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

保加利亚乳杆菌(Lactobacillus bulgaricus) Lb ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

嗜酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus)Lc ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

红酵母(Rhodotorula sp.) － － ＋＋

注：－ .  无抑制作用；＋、＋＋、＋＋＋、＋＋＋＋ .  抑菌圈直径

范围分别为 8～9mm、9～20mm、20～30mm、30～40mm。

表 3 肠球菌素 SAU-2 的抑菌谱

Table 3    Antibacterial spectrum of enterocin SAU-2

由表 3 可知，肠球菌素 SAU-2 对测试的 9 株 G+ 细

菌中的 8 株有抑菌活性，抑菌率为 89%(8 株 /9 株)。其

对单核细胞增生李斯特氏菌 GIM1.228 表现出很强的抑菌

活性(粗提液抑菌圈为 35.02mm)；对 2 株芽孢杆菌有抑制

作用；对铜绿假单胞杆菌 ATCC 27853 有抑菌活性；对

测试的 7 株近缘乳酸菌均具有较强的抑菌活性；粗提液

对 1 株红酵母也具有一定的抑菌活性。对测试的其他细

菌和真菌无抑制作用(表 3 未列出，具体菌种见 1.1 节)。
以上表明该细菌素主要对近缘乳酸菌和 G+ 细菌有抑菌作

用，与大多数乳酸菌素的抑菌谱类似。粗提液对 1 株红

酵母产生抑制作用，而发酵上清液和盐析液未表现出抑

菌活性，表明随着细菌素纯度的提高，有可能会拓宽

其抑菌谱。

3 讨  论

3.1 产细菌素乳酸菌的筛选

迄今，除 Nisin 之外，已逾百种乳酸菌素被发现[2]。

而多数乳酸菌素仅在酸性或中性 p H 值条件下才稳定。

因此，筛选宽谱 pH 细菌素具有重要意义。本实验采用

调节发酵上清液 pH 值至 6.0 来筛选产宽谱 pH 细菌素的

潜力菌株，优于敖灵[4]、张艾青[17]等调 pH4.5(仅排除有

机酸干扰)及李悦[21]、吴荣荣[22]等调 pH 值至 5.0 筛选细

菌素产生菌。

3.2 肠球菌的益处和潜在危害

肠球菌广泛存在于自然界，其对地中海奶酪等发酵

食品形成独特风味具有重要作用。肠球菌还被作为益生

菌应用于婴儿配方食品、食品发酵剂和饲料添加剂。一

些肠球菌还能产细菌素，从而抑制李斯特氏菌等致腐菌

和致病菌，延长食品保质期。但是某些肠球菌携带毒

力因子。而且耐万古霉素肠球菌(VRE)菌株数量不断上

升，随着菌株的使用，可能会增加耐药基因的传播。

因此，将肠球菌用于食品工业前，必须确保该菌株不

含任何毒力因子和可传递的耐药基因。本实验对肠球菌

SAU-2 进行了毒力评价，结果显示肠球菌 SAU-2 为溶血

素表型阴性和毒力因子基因型阴性，表明其是安全的，

可作为食品发酵剂的后备菌种。

3.3 肠球菌素的特性

细菌素在适宜 pH 值环境下，才表现出抑菌活性；

pH 值过高或过低都会影响细菌素结构，从而降低或丧

失抑菌活性。目前，发现的大多数肠球菌素具有较好

的 pH 值稳定性[9,23-25]。本研究的肠球菌素 SAU-2 活性 pH
值范围很广，能够适应不同食品的 p H 值要求。

乳酸菌素对热的稳定性因种类不同有一定差异。而

发现的大部分肠球菌素都能耐受巴氏杀菌( 6 5～8 0℃，

15min)及以上温度[9,23-27]。本研究的肠球菌素 SAU-2 经 121
℃处理 20min，抑菌活性几乎无降低。表明该细菌素对热

A. 发酵上清液(人体内环境作用 2h)；B. 细菌素粗提液(人体内环境作用

2h)；C. 细菌素粗提液(人体内环境作用 4h)；D. 细菌素粗提液(人体内

环境作用 6h)；E. 细菌素粗提液(酶最适作用 pH 值和最适作用温度 2h)。
图 5 肠球菌素 SAU-2 的酶敏感性

Fig.5   Antimicrobial activity of bacteriocin produced by SAU-2 after
treatment with various proteases
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在酶最适作用 pH 值和最适作用温度下，细菌素粗

提液经胰蛋白酶处理后抑菌活性有部分降低；经蛋白酶

K 处理后活性损失殆尽；经木瓜蛋白酶和胃蛋白酶处理

后活性无变化。表明在酶处于最适作用 pH 值和最适作

用温度下，粗提液对蛋白酶 K 敏感性强，对胰蛋白酶

有一定的敏感性，对木瓜蛋白酶和胃蛋白酶不敏感。

2.4.4 细菌素的抑菌谱
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很稳定，能够满足食品加工过程对添加物质耐热的要求。

细菌素基本属于蛋白质或多肽范畴，往往能被蛋白

酶类分解。其若能被酶类分解，就不会在体内蓄积，

对评价细菌素的安全性具有重要意义。少数细菌素还能

被淀粉酶和脂肪酶分解失活 [ 2 8 - 2 9 ]。本研究的肠球菌素

SAU-2 对蛋白酶 K 和胰蛋白酶敏感，说明其作为食品防

腐剂使用的安全性。而酶处于不同作用条件，对细菌

素的降解能力有一定差异。本研究的细菌素粗提液在模

拟人体内环境条件下，只能被蛋白酶 K 部分降解；而

在酶最适作用 pH 值和最适作用温度下，能被蛋白酶 K
完全降解。

目前发现的肠球菌素主要抑制 G + 细菌，少数肠球

菌素还能抑制大肠杆菌、沙门氏菌和假单胞等 G －菌[9]。

已发现的肠球菌素能抑制真菌和病毒很少。岳喜庆等[27]

的屎肠球菌 BC-3 所产细菌素能抑制米曲霉，Wachsman
等[30]的屎肠球菌素 CRL35 能抑制疱疹病毒。本研究的肠

球菌素 SAU-2 主要对近缘乳酸菌和 G+ 细菌有抑菌作用，

与大多数乳酸菌素的抑菌谱类似。其对 G －菌和真菌几

乎无抑菌性，可以通过添加其他抑菌物质协同抑制得以

改 善 。

本研究从川西高原奶渣中筛选到 1 株产宽谱 pH 细菌

素的肠球菌 SAU-2。肠球菌 SAU-2 溶血素表型阴性，

agg 等 14 个毒力因子基因型阴性，表明肠球菌 SAU-2 是

安全的。肠球菌素 SAU-2 具有较宽的 pH 值作用范围、

良好的热稳定性和较广谱的抑菌性，具有作为天然食品

防腐剂的潜在应用价值。
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