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摘   要：枯草芽孢杆菌 fmbR 能够产生抗菌物质，对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌具显著的抑菌效果。本文研究

了该抗菌物质对温度、pH 和三种蛋白酶(胰蛋白酶、胰凝乳蛋白酶、胃蛋白酶)的稳定性。研究结果表明：抗菌

物质在 pH7.0下，在 20～120℃的范围内，抑菌活性不发生变化；此外在室温下，pH处理在 2.0～12.0范围内抗

菌物质保持稳定，抑菌活性不受影响。结果还表明：抗菌物质对胃蛋白酶的作用表现出很高的稳定性，而胰蛋白

酶和胰凝乳蛋白酶能够在一定条件下将抗菌物质降解。
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Abstract ：Bacillus subtilis fmbR is found to produce antimicrobial substance, which has exhibited significant inhibitory effect

on Gram-positive bacteria and Gram-negative bacteria. In the paper, the stability of the antimicrobial substance on temperature,

pH and three proteinases (trypsin, chymotrypsin and pepsin) was studied. The results showed that the antimicrobial substance

is very stable within the tested range from 20℃ to 120℃ under pH7.0. In addition, the antimicrobial substance show no change

from pH2.0～12.0 under 20℃. With regard to the three proteinases, the results indicated that the antimicrobial substance is

sensitive to trypsin and chymotrypsin, but it is very stable to pepsin.
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枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)在生长代谢过程中能

够产生两类抗菌物质，一类是非核糖体合成的脂肽类抗

生素(lipopeptide antibiotics)，例如surfactin，iturin，

plipastatin等[1～3]，通常对植物病原真菌具有显著的抑菌

活性，对细菌、病毒和寄生虫也有一定抑制效果；另

一类为核糖体合成的细菌素( b a c t e r i o c i n )，例如

subtilosin, sublancin，subtilin[4,5]属于类似于nisin的羊毛

硫抗生素(lantibiotics)，能够有效地杀死近缘细菌。因

此，Bacillus subtilis抗菌物质在医学、农业和食品上

具有广阔的应用前景。

在国内有关Bacillus subtilis对植物病原菌的生物防

治研究报道很多[5～8]。例如，孔建等发现Bacillus subtilis

B-903产生的抗菌物质对多种植物病原真菌有抑制作用，

对其发酵条件优化和理化特性进行了研究[9,10]；胡剑等研

究了Bacillus subtilis BS-98分泌抗菌蛋白的条件及其发

酵液特性[11]。

近年来，一直开展Bacillus subtilis抗菌物质的研

究[12～14]，已经筛选得到 Bacillus subtilis fmbR，该菌

产生的抗菌物质对食品致病菌(包括革兰氏阳性菌和革兰

氏阴性菌)具有明显抑菌效果。本论文进一步对 Bacillus

subtilis fmbR产生的抗菌物质的稳定性进行研究，为抗

菌物质的实际应用提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质的发酵生产和提取

Bacillus subtilis fmbR菌株为南京农业大学酶工程

实验室分离鉴定和保藏。取 1～2 环 fmbR菌种接种于内

装 70ml营养琼脂培养基的三角瓶(250ml)中，在 37℃ 震

荡培养(130r/min)15～16h，获得种子液。将 5%的种子

液接种于内装 100ml Landy[15]培养基的 500ml三角瓶中，

..
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于 30～33℃、180r/min条件下培养 35～40h，获得抗菌

发酵液。 将发酵液在 11000× g条件下离心 15min去除菌

体，上清液用 6mol/L HCl 调节 pH值为 2，离心后保留

沉淀。然后调 p H 值，利用甲醇萃取几次，离心保留上

清液获得抗菌提取物。将抗菌提取物冷冻离心干燥，用

少量无菌水悬浮，用于后面的抑菌实验和稳定性实验。

1.2 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质抑菌实验

选 1 0 种重要的食品致病菌作为指示细菌，其中、

大肠埃希氏杆菌(Escherichia coli) (AS1.487)，大肠埃希

氏杆菌 O157H7(Escherichia coli O157:H7) (CMCC (B)

882364)，蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)(AS1.1846)，单

核细胞增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)(54004)，

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)(AS1.2465)，藤

黄微球菌(Micrococcus aureus)(AS1.191)，副溶血性弧菌

(Vibrio parachaemolyticus)(CMCC (B) 89001)，源于中国

医药微生物保藏中心和中科院微生物研究所菌种保藏中

心；小肠结肠炎耶尔森氏菌(Yersinia enterocolitica)，

β型溶血性链球菌(β-Streptococcus hemolytic)和嗜热脂

肪芽孢杆(Bacillus stearothermophilus)源于江苏省疾病控

制中心。

1 0 种指示菌活化悬浮在无菌水中制备成浓度为

105CFU/ml菌悬液，取 0.1ml菌悬液均匀涂在营养琼脂平

板上，平板表面于酒精灯火焰旁烘干。将灭菌的滤纸

片(3层滤纸，直径 0.5cm)摆放于平板表面，用微量移液

器抗菌物提取物点样于滤纸片上，点样量以样品不溢出

滤纸片为限(17μl)，平板于 37℃恒温培养箱培养约 14h，

其中Bacillus stearothermophilus在54℃高湿度条件下培

养，β-Streptococcus hemolytic在培养时采用血平板(营

养琼脂平板中添加 8% 的羊血)。通过滤纸片周围形成的

抑菌圈大小判断抗菌物质的抑菌活性。实验重复三次。

1.3 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质稳定性研究

1.3.1 热处理    取6只刻度试管，每只试管中添加3ml

抗菌提取物(pH7.0)，分别在 20、40、60、80、100

和 120℃条件下处理 3h。冷却后，如果离心管中液体有

挥发，则补加无菌水到 2 m l。其中 2 0℃为室温作为对

照。实验重复三次。

1.3.2 pH处理    取6只刻度试管，每只试管中添加3ml

抗菌提取物，在室温(20℃)分别调 pH到 2.0、4.0、6.0、

8.0、10.0和 12.0条件下处理 5h，再依次调 pH至 7.0，

用无菌水定容至 4ml。对照为原提取物，pH 为 7.0。实

验重复三次。

1.3.3 酶处理    胰凝乳蛋白酶(＞ 1000U/mg)，胃蛋白

酶(1:3000)

①胰蛋白酶：首先用pH8.0的 Tris-HCl缓冲液将胰蛋

白酶(1:250)配成浓度为0.5、1.0、1.5、2.0和2.5(mg/ml)

的酶液。取 7 只刻度试管，每只试管中添加 3ml 抗菌提

取物，1～6 号管冷冻离心干燥。1～5 号管中加入以上

5种不同浓度酶液3ml。6(C1)不加酶液，仅加入3ml Tris-

HCl 缓冲液，作为抗菌物质经胰蛋白酶处理后活性是否

发生变化的参照。1～6 号管置 37℃水浴 6h，80℃水浴

2min终止酶活。7号管(C2)作为参照，不加酶液和缓冲

液，不进行水浴处理，p H 调到 8 . 0。实验重复三次。

②胰凝乳蛋白酶：处理方法与胰蛋白酶相同，但

是 1～5号管中加入的胰凝乳蛋白酶浓度(＞ 1000U/mg)依

次为 100、200、400、600和 800(μg/ml)，缓冲液同样

为 pH8.0的 Tris-HCl。实验重复三次。

③胃蛋白酶：胃蛋白酶(1:3000)用pH2.0 KCl-HCl缓

冲液配制，1～5 号管中加入的胃蛋白酶浓度依次为 50、

100、150、200和 250μg/ml)， 6号管(C1)中仅加入缓

冲液。1～6 号管经过水浴处理、终止酶活性后，需将

pH调回 7.0。7号管(C2)不进行任何处理，其它处理方

法与胰蛋白酶相同。实验重复三次。

在Bacillus subtilis fmbR抗菌物质稳定性实验中，

通过抑菌实验检测热处理、p H 处理和三种蛋白酶处理

前后抗菌物质的稳定性。指示菌选择革兰氏阴性菌 E s -

cherichia coli和革兰氏阳性菌Bacillus cereus，抑菌实

验方法同 1.2。

2 结果与分析

2.1 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质对食品致病菌的抑

菌作用

通过抑菌实验表明：Bacillus subtilis fmbR能够产

生的抗菌物质，该抗菌物质对 10种食品病原菌具有明显

的抑制作用(见表 1)，包括 7种革兰氏阳性菌和 3种革兰

氏阴性菌。研究证明：Bacillus subtilis产生的羊毛硫

抗生素Sublancin, subtilosin, and sublancin具有抑制细菌

的活性，同时 Bacillus subtilis产生的脂肽类抗生素

surfactin, iturin, and bacilysin通常具有抗真菌活性，有

些还具有抑制病原细菌、抗病毒和抗寄生虫的效果[16,17]

国内有关Bacillus subtilis抗菌物质的研究，目前主要认

为属于抗菌蛋白，有些抗植物病原真菌，还有的抗植

物病原细菌。 在该研究中，Bacillus subtilis fmbR能够

产生的抗菌物质对革兰氏阳性菌和种革兰氏阴性菌具有

显著的抑菌作用，但是没有检测到抗真菌活性，可以

初步确定属于细菌素类抗菌物质。

2.2 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质对热的稳定性

由图1可以看出，Bacillus subtilis fmbR抗菌物质

经过不同温度处理后，抑菌能力没有发生明显的变化。

抗菌物质(pH7.0)经过 40、60、80、100和 120℃热处理

3h后，无论是对于革兰氏阴性菌 Escherichia coli还是

对于革兰氏阳性菌 Bacillus cereus，其抑菌效果与对照
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微生物 抑菌圈直径(mm)

蜡状芽孢杆菌 26.7±0.6

单核细胞增生李斯特菌 32.7±0.6

金黄色葡萄球菌 24.3±0.5

藤黄微球菌 30.5±0.7

副溶血性弧菌 24.6±0.4

β型溶血性链球菌 23.2±0.2

嗜热脂肪芽孢杆菌 38.4±0.5

大肠埃希氏杆菌 22.3±0.4

大肠埃希氏杆菌 O157H7 23.6±0.5

小肠结肠炎耶尔森氏菌 26.2±0.6

表 1    Bacillus subtilis fmbR抗菌物质对食品致病菌的抑菌作用
Table 1      Inhibitory effect of the antimicrobial substance

produced by Bacillus subtilis fmbR on food pathogens

图 1    热处理对 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质稳定性的影响
Fig.1    Effect of temperature on stability of the antimicrobial

substance produced by Bacillus subtilis fmbR

大肠埃希氏杆菌(Escherichia coli)         蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)

1～6 代表抗菌物质处理的温度为：20、40、60、80、100 和 120℃。

(20℃)的抗菌物质没有明显的差异。

Glulino Bernal 等的研究结果则证实[18]：Bacillus

subtilis产生的抗菌物质经过100℃/15min和120℃/20min

处理后，抑菌圈大小没有变化。此外，钟青萍等报道

的对食品致病菌有抑菌作用的纳豆菌(Bacillus subtilis)抗

菌蛋白在 pH5～9 时，对 100℃热处理比较稳定[19]。

可见，不同的研究结果是有区别的，在本实验采

取的条件下，抗菌物质提取物对热表现出极高的稳定

性，特别是当热处理温度高达 100℃和 120℃的条件下

3h，抗菌物质的抑菌活性仍然没有改变，这与 Glulino

Bernal和钟青萍的报道有类似之处，但是相比之下抗菌

物质对热的稳定性要更高。

2.3 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质对pH的稳定性

图2表明：Bacillus subtilis fmbR抗菌物质在20℃

下经过不同 p H 条件处理后，抑菌活性没有显著改变。

从抑菌实验图可以看出，抗菌物质在 pH2.0、4.0、6.0、

8.0、10.0和12.0条件下处理5h，对Escherichia coli和

Bacillus cereus的抗菌效果与对照(pH7 )没有明显的差异。

研究结果表明，在 20℃下，抗菌物质对 pH 的稳定性很

好，在 pH2.0～12.0 的范围内，表现出很高的稳定性。

G. Y. YU等报道[20]：Bacillus subtilis的抗真菌物质

图 2    pH处理对 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质稳定性的影响
Fig.2    Effect of pH on stability of the antimicrobial substance

produced by Bacillus subtilis fmbR

大肠埃希氏杆菌(Escherichia coli)          蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)

1～7代表抗菌物质处理的 pH值为：2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、12.0

和 7.0。

iturin在 pH3～11条件下，20℃处理 24h，抗菌效果不

受影响。据孔建等报道[9]，B-903 菌株培养滤液也对多

种植物病原真菌有强抑制作用。在 p H 6 条件下，经高

温处理 20min，抗菌物质活性无衰减，与未经高温处理

的培养滤液无显著差异；但在 pH7～7.5 下，经高温处

理抗菌活性全部丧失。说明该物质在偏酸性条件下具热

稳定性。

本研究的结果 G. Y. YU相近，不同之处是该研究

中抗菌物质对病原细菌有抑菌活性，而且对 p H 的稳定

范围更广，在 p H 2 . 0 或 1 2 . 0 下，抗菌活性没有改变。

此外，该研究结果与孔建的报道不一致，在 pH7.0 下，

抗菌物质经 120℃高温处理抗菌活性不仅没有全部丧失，

而且没有受到任何影响。

2.4 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质对蛋白酶的稳定性

2.4.1 胰蛋白酶

图 3   胰蛋白酶对 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质稳定性的影响
Fig.3     Effect of trypsin on stability of the antimicrobial substance

produced by Bacillus subtilis fmbR

大肠埃希氏杆菌(Escherichia coli )       蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)

1～7代表胰蛋白酶作用抗菌物质的浓度(mg/ml)为：0.5、1.0、1.5、2.0、

2 . 5、C 1 和 C 2。

图3的结果表明，Bacillus subtilis fmbR抗菌物质

经过不同浓度的胰蛋白酶处理后，抑菌能力发生明显的

改变。从图 3 可以看出，胰蛋白酶作用的浓度从 1～5
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依次为 0.5、1.0、1.5、2.0和 2.5mg/ml，抗菌物质随

着胰蛋白酶作用的浓度增加，与两个没有经过胰蛋白酶

处理的对照(C1和 C2)相比抑菌作用显著下降，抑菌圈明

显变小。

从图3还可以看出，抗菌物质对Escherichia coli和

Bacillus cereus抑菌作用趋势是一致的。当胰蛋白酶浓

度达到 2.0mg/ml 以上时，抗菌物质的抑菌效果已经很

小。研究结果说明：抗菌物质对胰蛋白酶的作用不稳定

性，在一定条件下能够被其降解，从而失去抑菌活性。

此外，对照 C 1 和 C 2 的抑菌效果没有明显差异，说明

水浴条件对抗菌物质的稳定性没有影响。

2.4.2 胰凝乳蛋白酶

图 4   胰凝乳蛋白酶对B.subtilis fmbR抗菌物质稳定性的影响
Fig.4    Effect of chymotrypsin on stability of the antimicrobial

substance produced by Bacillus subtilis fmbR

大肠埃希氏杆菌(Escherichia coli)        蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)

1～7代表胰凝乳蛋白酶作用抗菌物质的浓度(μg/ml)为：100、200、

4 0 0、6 0 0、8 0 0、C 1 和 C 2。

由图 4 可以看出，与胰蛋白酶的作用相似胰凝乳蛋

白酶对抗菌物质抑菌能力同样有显著的影响。

在本实验采取的条件下，胰凝乳蛋白酶作用的浓度

从 1～5依次为 50、100、150、200和 250μg/ml，抗

菌物质随着胰凝乳蛋白酶作用的浓度增加，与对照( C 1

和 C2)相比抑菌作用逐渐下降，抑菌圈变小。当酶浓度

为 50、100和 150μg/ml时，对抗菌物质的抑菌效果作

用不明显，但是随着酶作用浓度增高，抗菌物质的抑

菌活性明显变小。抗菌物质对Escherichia coli和Bacillus

cereus抑菌作用趋势同样是一致的。研究结果表明：B.

subtilis fmbJ抗菌物质对胰凝乳蛋白酶的作用不稳定，

在一定条件下能够被其降解。

2.4.3 胃蛋白酶

图 5的结果表明，胃蛋白酶对 B.subtilis fmbR抗菌

物质的稳定性没有影响。在本实验中，由于该酶酶活

单位较高(1:3000)，采用的胃蛋白酶作用浓度 1～5依次

为 50、100、150、200、250μg/ml，作用浓度和时间

远远超过了通常应用范围。但是经过反复实验的证明，

抗菌物质经过不同浓度的胃蛋白酶处理后，抗菌物质的

图 5   胃蛋白酶对 Bacillus subtilis fmbR抗菌物质稳定性的影响
Fig.5    Effect of pepsin on stability of the antimicrobial substance

produced by Bacillus subtilis fmbR

大肠埃希氏杆菌(Escherichia coli)          蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)

1～7代表胃蛋白酶作用抗菌物质的浓度(μg/ml)为：50、100、150、

2 0 0、2 5 0、C 1 和 C 2。

抑菌效果不受影响，抑菌圈大小与对照相比没有明显区

别。因此，在本实验条件下，Bacillus subtilis fmbR

抗菌物质对胃蛋白酶的稳定性非常高，不能被其分解。

对于Bacillus subtilis抗菌物质蛋白酶稳定性国内外

的报道不尽相同。Silva的研究认为[17]：Bacillus subtilis

产生的脂肽类抗菌物质不仅对热稳定，对蛋白酶也具有

稳定性，但是Bacillus subtilis产生的细菌素类抗菌物质

对热稳定但是能够被蛋白酶分解。在国内，朱伟光等

研究了对植物病原细菌有抑菌作用的Bacillus cereus G35

蛋白类抗菌物质的酶稳定性，结果表明，该物质对蛋

白酶 K、蛋白酶 K 敏感，对胰蛋白酶部分敏感[ 2 1 ]。

该研究结果与前人研究不完全一致。研究结果清楚

地表明：Bacillus subtilis fmbR抗菌物质在一定条件下

对胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶敏感，能够被这两种酶分

解，随着酶作用浓度增高，抗菌活性逐渐减小；但是

该物质对胃蛋白酶的作用相当稳定，不能够被其降解。

3 讨  论

对于Bacillus subtilis抗菌物质稳定性研究国内外有

一些报道，通过结果与分析已经知道该研究结果与以往

的研究结论有相似之处，但也不完全一致。

首先该研究所设置的温度和 p H 范围较广，因此了

解到Bacillus subtilis抗菌物质在pH2.0或12.0温度120℃

的条件下仍然保持稳定性。对于蛋白酶设置了较宽作用

浓度范围，从该酶正常作用浓度到原远远高于正常作用

浓度，比单一作用浓度更能够准确说明抗菌物质对蛋白

酶的稳定性。这样对抗菌物质的稳定性进行研究比较全

面细致。

其次，在严格控制实验条件情况下，首次利用抑

菌实验图非常真实直观的反映出实验结果，得出准确的

相关结论。另外，由于 Bacillus subtilis产生的抗菌物

质种类较多，有脂肽类、细菌素以及蛋白质，有的抗
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真菌，有的抗细菌，还有的两者兼而有之。该研究结

论与前人结果之所以有差异，这也是其中的原因之一。
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信  息

哈佛的科学家研究称维生素 D不足会影响肺功能

俄罗斯消息报网站 5 月 2 4 日消息，哈佛大学的科学家们最近通过一项研究得出结论称，人体内维生素 D 含量

不足会影响肺功能。

科学家们在此项研究中发现，那些血液中维生素 D 含量较低的青少年肺功能要比体内维生素 D 含量正常的同龄

人要差。

从事此项研究的专家们表示，众所周知，人体内的维生素 D 是在太阳光辐射作用下形成的。许多食品中也含

有这种维生素，比如：蛋、富含维生素的奶制品、动物肝脏、鱼( 包括大马哈鱼和鲭鱼) 。维生素 D 对人体骨骼

的形成和发育至关重要：它可促使胃肠道对钙的消化吸收以及钙与骨组织的接合。但维生素 D 与肺功能的关系还是

第一次被人发现。

由简 -布恩领导的哈佛大学科学家们在本次研究中共吸纳了 2112名年龄在 16至 19岁之间的青少年作为研究对象。

最终的研究结果显示，有 35% 的孩子维生素 D 的摄入量低于 200 国际单位(专家们推荐的剂量)。那些维生素 D 摄入

量不足 157国际单位的孩子们肺功能明显比维生素 D摄入量达到专家推荐剂量的同龄孩子们要差。而且肺功能对维生

素 D 的这种依赖关系无论是在男孩子还是在女孩子中都普遍存在。

负责该项研究的科学家们表示，尽管他们目前还没有查清楚维生素 D 对功能产生影响的原理，但他们还是建议

人们多食用富含维生素 D 的食物以获取充足的维生素 D。过去科学家们已经通过研究证实，维生素 D 还会对人体免

疫系统产生影响。


