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摘要：细菌素是某些细菌通过核糖体合成机制产生的蛋白质或多肽，能够抑制与其亲源关系相同或相近的微生物，某些细菌素

在食品加工和发酵过程中能抑制致病菌和腐败菌。乳酸菌被认为是一般公认安全，其细菌素具有安全性高、稳定性好、抑菌谱广等优

点，作为一种新型食品防腐剂备受关注，但商品化的乳酸菌细菌素十分有限，仅限于 Nisin 和 Pediocin PA-1 等少数几种，合成量低是

细菌素在食品中应用受限的主要原因之一。从不同原料中筛选高产菌株、发酵培养基和发酵条件优化、诱变育种、原生质体融合、基

因工程方法、群体感应系统调控六个方面，论述了增加乳酸菌细菌素合成量的方法，以期为实现乳酸菌细菌素的工业化生产提供一定

的借鉴。 
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Abstract: Bacteriocins are antibacterial protein or polypeptide produced by ribosomal synthesis in some bacteria that are active against the 

microorganisms with common or similar genetic relationship. Some bacteriocins can inhibit the pathogenic bacteria and spoilage bacteria during 

food processing and food fermentation. Lactic acid bacteria are generally considered to be safe, more attention has been paid to bacteriocins 

produced by lactic acid bacteria (LAB) due to their potential use as a new food bio-preservatives with high safety, good stability and broad 

antibacterial spectrum. However, commercialized bacteriocins are limited in number, e.g. Nisin and pediocin PA-1, low synthetic amount is one 

of the main reasons for the limited application of bacteriocin in food. Increasing methods of bacteriocin synthesis in lactic acid bacteria were 

summarized from six aspects including screening of high yield strains from different materials, optimization of fermentation medium and 

fermentation conditions, mutation breeding, protoplast fusion, genetic engineering method, and regulation of quorum sensing system. It will 

provide some reference for realizing the industrial production of bacteriocin. 
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食品安全问题及食源性疾病均为全球性问题，近

75%的食源性疾病是由致病菌如大肠杆菌、沙门氏菌

等所引发的，物理方法、化学防腐剂、物理和化学防

腐剂相结合等被应用于食源性致病菌及腐败菌的控

制，但这些方法可能导致食品营养和感官特性的改变

及对人体产生毒害。为防止食品腐败变质、确保食品

安全、延长食品货架期，寻求天然、安全、高效的生 
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物防腐剂是目前食品研究的热点问题之一[1]。 
细菌素是某些细菌在代谢过程中通过核糖体合成

机制产生的一类具有生物活性的前体多肽、多肽或蛋

白质，当其达到一定数量时可以抑制或杀灭与之相同

或相似生境的其他微生物，通常其所产细菌素不会对

菌体本身造成伤害[2]。乳酸菌通常被认为一般公认安

全，而且大多数的产细菌素乳酸菌来源于天然食品，

因此乳酸菌细菌素更适合在食品中应用，具有良好的

pH 稳定性、热稳定性及对酸、盐、酶的耐受性[3,4]。

乳酸菌细菌素具有高效、广谱、安全等优点，能有效

地抑制食品中的致病菌和腐败菌[5~8]，是一种具有巨大

应用潜能的生物防腐剂[9]。但目前商品化的乳酸菌细
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菌素仅限于少数几种，合成量低是细菌素应用受限的

主要原因之一。因此，本文论述了增加乳酸菌细菌素

合成量的方法，为实现乳酸菌细菌素的工业化生产提

供理论参考，有利于食品安全和人民健康。 

1  筛选细菌素高产菌株 

1.1  从不同原料中筛选细菌素高产菌株 

国内外研究者对从不同原料中筛选具有优良性状

的产细菌素乳酸菌进行了大量研究。Gaaloul 等[10]从生

牛乳中筛选到可抑制乳酸乳球菌、粪肠球菌、大肠杆

菌、副溶血性弧菌、保加利亚乳杆菌、单核细胞增生

李斯特菌、沙门氏菌等的粪肠球菌 GGN7。De Carvalho
等[11]从巴西肉制品筛选到可抑制粪肠球菌、屎肠球

菌、李斯特菌、表皮葡萄球菌的清酒乳杆菌 2a。Nayyeri
等[12]从淡干酪不同生产阶段中筛选到 19 株可抑制扩

展青霉菌和胶红酵母的植物乳杆菌。刘国荣等[13]从母

乳婴儿粪便中分离出 1 株对革兰氏阴性菌和革兰氏阳

性菌均表现出较强抑菌活性的鼠李糖乳杆菌 BL-1。张
国强等[14]从泡菜中分离到 2 株对金黄色葡萄球菌和大

肠杆菌均具有强抑菌活性的短乳杆菌 SD-22。但从不

同材料中筛选到的乳酸菌所产细菌素的合成量有限，

无法满足其工业化生产的需求，可将筛选到具有良好

性状的菌株作为研究基础，通过其他方法进一步提高

细菌素合成量。 

1.2  运用不同方法筛选细菌素高产菌株 

目前国内外应用最广泛的方法是琼脂扩散法，此

法结果直观、操作简便，但筛选工作量大、准确性稍

差，难于实现高通量筛选。后来陆续出现了微孔板生

物测定法、生物荧光法、基于 PCR 技术的快速筛选方

法。微孔板生物测定法操作简单、周期短，但误差大。

生物荧光法准确快速，但不适合产广谱细菌素乳酸菌

的筛选。基于 PCR 技术的筛选方法快速灵敏，但存在

特异性差或特异性靶点较少等缺点。为了高效、快速

筛选出细菌素高产乳酸菌，寻求高通量筛选方法显得

尤为重要[15]。 

2  发酵培养基及发酵条件优化 

发酵培养基和发酵条件对乳酸菌细菌素的合成均

有不同程度的影响，大多数情况下，研究者为了更好

地提高细菌素合成量，采用单因素试验、响应面法、

旋转正交设计等多种方法对发酵培养基与发酵条件同

时优化。Turgis 等[16]从人体肠道中分离到乳酸片球菌

MM33 和乳酸乳球菌 MM19，乳酸片球菌 MM33 的细

菌素合成量优化是以 TGE 培养基为基础，20 g/L 果糖

为碳源，20 g/L 豌豆蛋白胨为氮源，45 ℃，起始 pH 6.0，
细菌素合成量达到 51237 AU/mL，较优化前的 17067 
AU/mL 提高了 3 倍，乳酸乳球菌 MM19 的细菌素合

成量优化是以 MRS 培养基为基础，20 g/L 葡萄糖为

碳源，15 g/L 小麦蛋白胨 E 430 为氮源，30 ℃，起始

pH 9.0，细菌素合成量达到 42691 AU/mL，较优化前

的 6400 AU/mL 提高了 6.7 倍。Todorov 等[17]从面团中

分离到植物乳杆菌ST31，最适温度30 ℃，最适pH 6.0，
以 MRS 培养基为基础，1.5%牛肉膏和 1.0%酵母浸膏

为氮源，2.0%葡萄糖为碳源，细菌素合成量可达 6400 
AU/mL，添加生物素、泛酸、硫胺素有利于细菌素合

成，细菌素合成量最高可达 6400 AU/mL，而甘油显

著抑制细菌素的合成。Abo-Amer 等[18]从埃及干酪中

筛选出一株嗜酸乳杆菌 AA11，通过单因素确定其细

菌素合成的适宜温度为 30 ℃，最适 pH 6.5，以 M17
培养基为基础，4%的酵母浸膏为氮源，细菌素合成量

达到 24492 AU/mL，较对照提高 4 倍，KH2PO4、CaCl2、
NH4PO4抑制细菌素合成，而 MnSO4可增加细菌素合

成，维生素添加不能使细菌素合成量提高。Kumar 等
[19]从芒果泡菜中筛选到干酪乳杆菌 LA-1，运用响应面

法建模确定最佳发酵条件，适宜pH 7.19，温度33.3 ℃，

发酵时间 22.2 h，接种量 1.82 O.D，MRS 为发酵培养

基，细菌素合成量达到 4652.15 AU/mL，提高了 2 倍。

Kanmani 等[20]从鱼肠道中筛选到屎肠球菌 MC13，通

过响应面法优化细菌素合成量，适宜温度 35 ℃，pH 
6.5，蛋白胨 40 g/L，牛肉浸膏 30 g/L，酵母浸膏 40 g/L，
乳糖 24 g/L，甘油 5.8 g/L，Tween-80 3 g/L，柠檬酸铵

1.0 g/L，K2HPO4 2.5 g/L，MgSO4·7H2O 0.10 g/L，
MnSO4·7H2O 0.05 g/L，磷酸二氢钾 2.0 g/L，细菌素合

成量达到 36100 AU/mL，提高了 2 倍。王琳琳等[21]

研究了从泡菜中分离到肠膜明串珠菌，适宜培养基为

MRS 培养基，发酵温度 30 ℃，起始 pH 6.4，接种量

3%，接种种龄 24 h，发酵时间 24 h。相关报道显示温

度和初始 pH 对乳酸菌细菌素合成具有重要影响，但

由于菌株差异导致影响的程度不尽相同。不同乳酸菌

对营养物质的种类及浓度需求不同，目前细菌素发酵

培养基的优化多以 M17、MRS、TGE 培养基为基础，

但经济成本相对较高，因此，应用某些工业副产物发

酵乳酸菌细菌素成为热点问题之一，以期降低生产成

本。综上所述，发酵条件和发酵培养基优化存在菌株

特异性，能在一定程度上提高细菌素合成量，但增幅

有限，仅能提高几倍，且不能阐明细菌素合成量增幅

的调控机制，无法从根本上提高乳酸菌细菌素的合成

量[22]。 
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3  诱变育种 

国内外研究人员通过紫外线诱变、常压室温等离

子体诱变、60Co γ射线诱变、亚硝基胍诱变、硫酸二

乙酯诱变等方法以期获得细菌素高产菌株。Han 等[23]

通过紫外线诱变提高乳酸片球菌的细菌素合成量，距

紫外线 65 cm 处诱变处理 35 s，细菌素合成量最高提

高 1.32 倍。高钰淇等[24]分别通过紫外线（照射时间

20 s）、60Co γ射线（辐照剂量 2.0 kGy）、硫酸二乙酯

（0.7%处理 10 min）分别对嗜酸乳杆菌进行诱变，诱

变菌株的细菌素合成量最高达 6230.79 U/mL，提高了

2.21 倍。王芳等[25]通过常压室温等离子体、亚硝基胍

诱变及基因组改组获得植物乳杆菌 JLA-9 的突变株

F4-2，细菌素合成量达到 7374.76 IU/mL，相对于原始

菌株提高了 2.35 倍。郑雯等[26]从自制乳酪中分离的植

物乳杆菌进行 0.5%甲基磺酸乙酯诱变，对单核增生李

斯特菌的抑菌效价由 458 μg/mL 提高到 682 μg/mL，
比诱变前提高 1.49 倍。诱变育种具有方便快捷、收效

大等优点，但只能小幅度地提高细菌素合成量，且具

有不定向性，正突变较少，所以诱变育种需与大规模

的筛选工作相配合才能获得良好效果。有些诱变菌株

具有活力差及遗传不稳定等特点，易出现衰退现象。 

4  原生质体融合 

原生质体融合属于杂交育种的方法之一，能完整

且大量传递遗传信息，重组效率高、操作简单，能克

服诱变育种出现的菌株衰退现象，育种的定向性及自

觉性均高于诱变育种，目前原生质体融合技术研究主

要集中于酵母菌和霉菌育种[27~30]，对乳酸菌育种的研

究相对较少。姜雄韬等[31]利用原生质体融合技术获得

植物乳杆菌ZJQ与植物乳杆菌ZJ316的原生质体融合

子，成功提高了细菌素合成量。石海波等[32]将副干酪

乳杆菌HD1.7和小白链霉菌通过原生质体融合技术获

得细菌素合成量增加的融合菌株。Stoyanova 等[33]将

从俄罗斯不同地区的生乳和乳制品中分离的两株低产

细菌素的乳酸菌，利用原生质体融合获得具有广谱抑

制细菌和真菌活性的菌株，同时细菌素合成量显著提

高，达到 2500~3700 IU/mL。原生质体融合方法具有

很多独特的优点，但仍存在亲本细胞核的真正融合、

遗传标记的选择、杂种的鉴定、融合菌株性状优化等

问题[34,35]。 

5  基因工程方法 

5.1  乳酸菌细菌素合成相关基因的自体过量

表达 

目前对乳酸菌细菌素合成相关基因的自体过量表

达研究主要集中于商品化细菌素 nisin。Cheigh 等[36]

通过导入多拷贝基因增加乳酸乳球菌乳酸亚种 A164
的 nisinZ 合成量，涉及与细菌素合成相关基因 nisZ（结

构基因，负责编码细菌素 nisinZ 前体肽）、nisRK（编

码双组分调控系统，负责细菌素 nisinZ 的合成调控）、

nisFEG（编码免疫蛋白，负责菌体对细菌素 nisinZ 的

自体保护）的过量表达，过量表达 nisRK 可使细菌素

合成量达到 25000 AU/mL，nothern 杂交结果显示

nisRK 的过量表达能促进 nisZ 的转录，过量表达

nisFEG 亦可使细菌素合成量达到 25000 AU/mL，提高

了 1.56 倍，但细菌素 nisinZ 的合成速度明显低于过量

表达 nisRK 的菌株。某些乳酸菌细菌素合成相关基因

的自体过量表达能在一定程度上提高细菌素的合成

量，亦与基因工程菌株的生长有关。 

5.2  乳酸菌细菌素的异源表达 

5.2.1  乳酸菌细菌素在乳酸菌中的异源表达 
目前乳酸菌细菌素的异源表达研究主要集中于乳

酸菌、大肠杆菌和酵母菌。以乳酸菌作为宿主异源表

达细菌素，表达量不高，且筛选标记可能存在安全性

问题，是研究报道相对较少的主要原因。Ni 等[37]将从

乳酸乳球菌乳酸亚种 ATCC11454 中克隆的 nisA、
nisRK 和 nisFEG 成功融合到质粒 pMG36e 中，将重组

质粒通过电转化导入乳酸乳球菌 LS01 中，以红霉素

为筛选标记，构建的基因工程菌株的 nisin 合成量达到

2470 IU/mL，提高了 1.68 倍。Martín 等[38]将从屎肠球

菌 P13 克隆的 entP（编码信号肽的基因）融合到从屎

肠球菌 PLBC21 克隆的成熟细菌素编码基因 entA 中，

连接到表达载体 pMG36c，分别导入乳酸乳球菌乳酸

亚种 IL1403 和乳酸乳球菌乳脂亚种 NZ9000 中，以氯

霉素为筛选标记，抑菌活性分别提高 2.3 倍和 2.4 倍。

选择安全的筛选标记是亟待解决的问题之一，Liu 等[39]

从屎肠球菌 LM-2 中克隆细菌素结构基因 entP，连接

到质粒 pLEB590 中，以乳酸乳球菌 MG1614 为异源

表达宿主，成功构建了食品级细菌素表达系统，纯化

细菌素的抑菌活性提高 3.9 倍，有利于乳酸菌细菌素

在食品中的应用。 
5.2.2  乳酸菌细菌素在大肠杆菌中的异源表达 

以大肠杆菌为异源宿主表达乳酸菌细菌素的研究

较多，许多第二类乳酸菌细菌素均可在大肠杆菌中表

达，如：mundticin KS[40]、divergicin V41[41]、enterocin 
P[42]、pediocin PA-1[43]、enterocin A[44]等。此方法具有
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成本低、操作简单、易于控制等优点，但表达的异源

蛋白质由于折叠不当，易形成非生产性聚集体，即包

涵体，无法成功分泌到胞外，导致提纯困难、操作步

骤复杂、成本增加，有些由于前导序列问题使细菌素

表达量较低或无活性。但也有较为成功的实例，如

Chen 等[45]应用重叠延伸 PCR 法从清酒乳杆菌中克隆

细菌素 sakacin P 编码基因，构建重组质粒

pET28a-sakP，转化到大肠杆菌 BL21（DE3）中，细

菌素 sakacin P 在异丙基-β-D-硫代半乳糖苷的诱导下，

在大肠杆菌中成功表达，采用低温诱导蛋白质表达的

方法使重组蛋白折叠最小化，37 ℃对单核细胞增生李

斯特菌ATCC35152 的抑菌圈直径仅为 5 mm，而 20 ℃
高达 20 mm。大肠杆菌作为异源表达宿主，所表达的

细菌素在食品中应用的安全性有待进一步考虑。 
5.2.3  乳酸菌细菌素在酵母中的异源表达 

以酵母作为异源宿主表达乳酸菌细菌素的研究相

对较少，主要集中于毕赤氏酵母和酿酒酵母作为宿主，

如细菌素 HirJM79、Pediocin PA-1、Enterocin P 在毕

赤氏酵母中的表达[46~48]，Plantaricin 423 在酿酒酵母中

的表达[49]。酵母菌作为宿主表达乳酸菌细菌素具有成

本低、繁殖速度快、纯化简便等优点，但常由于宿主

特异性导致表达产物-细菌素活性较低或无活性。综上

所述，基因工程方法是真正意义上的理性选育，应用

于乳酸菌细菌素高产基因工程菌的构建具有可行性，

但存在表达产物活性低、安全性等普遍问题，寻找高

效食品级表达系统有利于细菌素在食品工业中的广泛

应用。 

6  群体感应系统提高乳酸菌细菌素合成量 

群体感应亦称为细胞与细胞的交流或细胞密度依

赖的基因表达，是细菌根据菌体密度进行胞间或胞内

信息传递，调控基因表达的机制。利用信号分子感知

菌体密度，当信号分子达到一定浓度可启动相应基因

表达，以调控相应的生物学功能。群体感应系统的调

控作用通过信号分子和双组分调控系统（组氨酸蛋白

激酶和感应调节蛋白）构成的三组分系统共同实现
[50~52]。大多数Ⅱ类和小部分Ⅰ类乳酸菌细菌素的生物

合成由群体感应系统调控，乳酸菌群体感应系统大致

分为两类，一类为种内信号感应系统，另一类为种群

间信号感应系统。 

6.1  种内群体感应系统 

种内群体感应系统为寡肽介导的群体感应系统，

其信号分子为自诱导肽，目前种群内群体感应系统对

乳酸菌细菌素的调控研究主要集中于第Ⅰ类细菌素和

第Ⅱ类细菌素[53]。研究最广泛的是乳酸乳球菌所产的

乳酸链球菌素-nisin，属于第Ⅰ类细菌素，亦是目前实

现商品化并广泛应用于食品中的乳酸菌细菌素之一，

种群内群体感应系统对乳酸链球菌素合成的调控是通

过细菌素自身、组氨酸蛋白激酶和反应调节蛋白共同

实现的，乳酸链球菌素同时发挥抑菌活性和自体诱导

活性两种功能。当 Nisin 作为信号分子积累到一定的

浓度时，组氨酸蛋白激酶会感知 Nisin 并在一个保守

的组氨酸残基上发生磷酸化，将磷酸基团传递给反应

调节蛋白的一个保守天冬氨酸残基上，磷酸化后的反

应调节蛋白结合特定基因的启动子，实现细菌素合成

基因的表达[54]。种内群体感应系统对第Ⅱ类细菌素的

调控与第Ⅰ类细菌素相似，不同点在于自诱导肽是由

与细菌素结构基因相邻的基因编码，其随着细菌素编

码基因的转录形成单独的转录物，转录物以较低的速

率表达并分泌到胞外 [55]。植物乳杆菌 NC8 所产

plantaricin NC8 受种内群体感应系统的调控，其自诱

导肽为 PlNC8IF，组氨酸蛋白激酶为 PlNC8HK，反应

调节蛋白为 PlnD[56]；清酒乳杆菌 Lb706 所产细菌素

sakacin A 是由 orf4 基因编码的自诱导肽、组氨酸蛋白

激酶为 SapK、编码反应调节蛋白 SapR 实现调控[57]。 

6.2  种群间群体感应系统 

种群间群体感应系统为 AI-2/LuxS 介导的群体感

应系统，目前国内外针对种群间群体感应系统对乳酸

菌细菌素合成调控的研究相对较少。乳酸菌与某些革

兰氏阳性菌共培养可提高细菌素的合成量，该过程与

种群间群体感应系统有关，发现在共培养过程中 AI-2
与细菌素的合成量保持同步性，共培养的诱导作用通

常发生在有细菌素合成能力但无抑菌活性的乳酸菌[58]

或用于提高具有抑菌活性乳酸菌的细菌素合成量
[59,60]，诱导菌具有特异性，诱导菌和产细菌素乳酸菌

可以是亲缘关系较近或较远，诱导菌对细菌素可能具

有抗性或敏感性，例如：与植物乳杆菌 J23 共培养的

45 株菌株中有 10 株革兰氏阳性菌能诱导其细菌素合

成，其中 6 株诱导菌对细菌素具有敏感性，4 株诱导

菌对细菌素具有抗性[58]。与植物乳杆菌 NC8 共培养的

特异性革兰氏阳性菌中 55%能诱导细菌素的合成，其

中 6%的诱导菌对细菌素具有敏感性，94%的诱导菌对

细菌素具有抗性。 
诱导菌通常被乳酸菌认为是一种外部刺激，乳酸

菌可通过种群间群体感应系统调控自身行为，适应共

培养环境，产生大量细菌素。Tabasco 等研究发现嗜酸

乳杆菌 La-5 与诱导菌嗜热链球菌 STY-31 活菌共培养

在转录水平上能显著提高细菌素编码基因的表达量，
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诱导菌可能被嗜酸乳杆菌 La-5 认为是一种刺激，这种

刺激反过来激活细菌素调控机制。我们前期研究发现

植物乳杆菌 KLDS1.0391 与诱导菌瑞士乳杆菌

KLDS1.9207 活菌共培养能显著提高细菌素合成量，

约提高 20 倍，实时荧光定量 PCR 结果发现共培养中

植物乳杆菌 KLDS1.0391 中的组氨酸蛋白激酶编码基

因 plNC8HK、反应调节蛋白编码基因 plnD、AI-2 合

成关键酶编码基因 luxS、细菌素编码基因表达量均显

著上调，说明共培养后细菌素合成量增加与种群间群

体感应系统密切相关[59,60]。通过共培养可大幅度提高

乳酸菌细菌素合成量，同时在一定程度上掌握

AI-2/LuxS 介导的种群间群体感应系统对乳酸菌细菌

素合成的调控机制，有利于实现乳酸菌细菌素的工业

化生产及在食品中的广泛应用。 

7  结论 

细菌素高产菌株筛选、发酵条件优化、诱变育种

是提高乳酸菌细菌素合成量的常用方法，但提高幅度

较小、效果不明显。原生质体融合的定向性及自觉性

均高于诱变育种，但仍存在杂种鉴定、遗传标记选择

等问题。基因工程方法是真正意义上的理性选育，具

有可行性，因此备受研究人员的重视，但存在基因沉

默、表达产物活性低、安全性等问题，寻找高效食品

级表达系统有利于细菌素的广泛应用。利用群体感应

系统调控细菌素合成量是基于乳酸菌的生态和代谢，

安全性较高，这种调控被认为是在转录水平上的，是

最经济的调控方法，但目前调控机制的研究还不够透

彻，但随着基因组学、转录组学、蛋白组学等新方法

和新技术的应用，有利于调控机制的进一步明确，为

实现乳酸菌细菌素的商品化应用提供一定的理论依据

及参考价值。 
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