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摘要：本研究探讨了马铃薯胰蛋白酶抑制剂（PTI）抑菌活性及其抑菌机理。采用滤纸片扩散法测定抑菌圈直径，微量二倍稀释

法测定最低抑菌浓度（MIC）、最低杀菌浓度（MBC），以此评价 PTI 的抑菌性。通过扫描电镜观察并测定胞膜通透性、胞膜完整性、

胞内活性氧含量及对细菌蛋白酶的抑制率等实验，探讨了 PTI 的抑菌机理。结果表明：PTI 对枯草芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌和铜绿假

单胞菌有较明显的抑制作用，其抑菌圈直径分别为12.56 mm、12.35 mm和11.76 mm，MIC为1.88~3.75 mg/mL，MBC均为3.75 mg/mL。

PTI 破坏了菌体细胞的形态，导致菌悬液中相对电导率升高和核酸的泄漏，影响了细菌的膜通透性；通过荧光显微镜观察，1 MIC 的

PTI 使菌体胞膜的完整性遭到破坏并促进胞内 ROS 的产生，造成了菌体氧化损伤；PTI 对菌体蛋白酶的活性表现出一定的抑制作用。

通过实验得出 PTI 可能通过这种多靶点协同增效作用达到其抑菌效果。 
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Abstract: In this study, the antibacterial activity and underlying mechanism of the potato trypsin inhibitor (PTI) was investigated. To 

evaluate the antibacterial activity of PTI, the inhibition zone diameter (DIZ) was determined through the filter paper diffusion method, and the 

minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were determined by the double microdilution method. 

The antibacterial mechanism of PTI was explored through observations by scanning electron microscopy, and measurements of cell membrane’s 

permeability and integrity, intracellular reactive oxygen content as well as inhibition rate of bacterial protease. The results showed that PTI 

exhibited significant inhibitory effects against Bacillus subtilis, Bacillus cereus and Pseudomonas aerimonas with the corresponding diameters 

of bacteriostatic zone as 12.56 mm, 12.35 mm and 11.76 mm, respectively, MIC ranging from 1.88 to 3.75 mg/mL, and MBC being the same 

for the three bacteria (3.75 mg/mL). PTI destroyed the morphology of bacterial cells and led to the increases of relative conductivity and leakage 

of nucleic acid in the bacterial suspension, which affected the membrane permeability of bacteria. Fluorescence microscopic images showed that 

PTI at the concentration of MIC destroyed the integrity of the bacterial cell membrane, promoted the production of intracellular ROS, causing 

oxidative damage to the bacterial cells. PTI showed a certain inhibitory effect on the activity of bacterial protease. Based on the experimental 

results, it is concluded that PTI probably exerts its antibacterial activity through such a multi-target synergistic effect. 
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成分的包埋 

植物体在长期的进化中为抵御病原微生物侵袭会

合成一系列抗菌化合物，这些化合物包括皂角苷、酚

类化合物、黄酮类植保素、单糖以及多种抗菌蛋白等

物质[1]。抗菌蛋白又主要分为蛋白硫堇、植物防御素、

脂转移蛋白、蛋白酶抑制剂、核糖体失活蛋白等[2]。 
近年来，随着化学防腐剂的滥用和超量使用以及 

微生物对抗生素耐药性的产生，天然抗菌蛋白的分离
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和作用方式引起了人们极大的兴趣。胰蛋白酶抑制剂

作为其中重要的一类，普遍存在于块茎和植物种子中，

它们通常被认为是植物体内的贮藏蛋白，并通过抑制

消化蛋白酶的活性发挥抵御病原体的作用[3]。大豆、

玉米、花生等多种植物来源的胰蛋白酶抑制剂均具有

抵抗黄曲霉侵染的作用[4-6]。Satheesh[7]从常青藤葫芦

（Coccinagrandis）分离得到的胰蛋白酶抑制剂对多种

致病细菌和真菌都表现出显著的抑制作用。而 Silva 
Bezerraa 等[8]从印加维拉种子（Inga vera）中提取的胰

蛋白酶抑制剂仅对布氏念珠菌、大肠杆菌有抑制作用，

对肺炎链球菌和金黄色葡萄球菌等并无抑制作用。

Dabhade 等[9]从 Albiziaamara Boiv 种子中得到的胰蛋

白酶抑制剂可以抑制铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、

白色念珠菌，而对炭疽病菌、银叶菌、葡萄孢菌无抑

制性。此外，许多学者对胰蛋白酶抑制剂的抗菌机制

也进行了深入研究[10,11]。Silva 等[12]通过研究甜椒种子

（Capsicum Annuum）胰蛋白酶抑制剂对炭疽杆菌的

抑制作用发现胰蛋白酶抑制剂能够破坏菌体细胞膜结

构并诱导胞内活性氧的产生，从而达到抑菌效果。另

有研究表明，胰蛋白酶抑制剂具有抑制细菌菌体内蛋

白酶活性的作用[13,14]。胰蛋白酶抑制剂作为植物源抗

菌蛋白的一种，可以有效抑制多种病原菌和真菌的生

长，是开发新型抗菌药物的先导化合物。 
马铃薯，茄科一年生草本植物，作为全球第四大

重要的粮食作物，其含有丰富的蛋白质，有文献报道

以马铃薯蛋白代替抗生素在饲料中的使用能有效减少

大肠杆菌的数量，这种抑菌作用主要源于马铃薯蛋白

中含有胰蛋白酶抑制剂[15]。目前关于马铃薯胰蛋白酶

抑制剂（PTI）功能的研究主要集中在抗癌，抗虫，饱

腹感等方面，虽然有部分文献报道了其抑菌性[16,17]，

但关于PTI抑菌机理的研究还未见报道。本实验以PTI
为原料测定其对不同菌种的抑菌圈直径、 低抑菌浓

度（MIC）和 低杀菌浓度（MBC），并在此基础上

探究了PTI对细菌生长的影响及抑菌机理，以期为PTI
在抑菌性质方面的应用提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

供试菌株：大肠杆菌（Escherichia coli）、金黄色

葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、枯草芽孢杆菌

（Bacillus subtilis）、铜绿假单胞菌（Pseudomonas 
aeruginosa）、蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）以及白

色念珠菌（Candida albicans）购自于上海鲁微科技有

限公司，菌种存于琼脂斜面，4 ℃保存。 

培养基：LB琼脂和LB液体培养基用于细菌培养，

酵母膏胨葡萄糖（YPD）琼脂培养基和 YPD 液体培

养基用于真菌培养。 
试验材料：新鲜马铃薯，购于当地超市。 

1.2  主要仪器设备 

倒置荧光显微镜（IX73），日本 OLYMPUS 公司；

扫描电镜（EM-30AX Plus），韩国 COXEM 公司；酶

标仪（CYTATIONI5），美国 BioTek 公司；分光光度

计（722SP），美国 Spectrumlab 公司；电导率仪

（DDS-307A），上海雷磁公司；Zeta 电位粒度仪

（Malvern Zetasizer Nano ZS），英国 Malvern 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  PTI 的制备 

根据实验室前期优化的提取工艺制备 PTI，称取

1000 g 马铃薯块茎，清洗后削成丝并按料液比为

2.5:1.0 的比例浸泡在亚硫酸氢钠溶液中，于室温下榨

汁，再离心过滤收集滤液；调节 pH 值至 3，静置 20 min
后离心后收集上清液；向上清液中缓慢加入 25%浓度

的 NaCl 并不断搅拌直至 NaCl 全部溶解，放入 4 ℃冰

箱静置过夜，离心取沉淀用蒸馏水重悬； 后经中空

纤维超滤膜分离浓缩，截留分子量为 10 ku，将浓缩后

的溶液冷冻干燥，得到的固体粉末即为 PTI 样品，其

抑制剂含量为 81.81%，含糖量为 2.80%，抑制活力为

3275 U/mg，将其保藏于干燥皿中备用。 
1.3.2  受试菌的活化及菌悬液的制备 

取斜面保存的供试细菌于 LB 固体培养基上划线

培养，37 ℃倒置培养 24 h 后，挑取单菌落接种于新鲜

灭菌的 LB 液体培养基中，37 ℃、200 r/min 摇床扩大

培养 24 h。以 1%的接种量转接至另一新鲜的 LB 液体

培养基中，37 ℃摇床过夜培养，此时菌株生长达到对

数期，采用平板计数法确定菌液浓度，待用。其中，

白色念珠菌采用 YPD 培养基，且培养温度和培养时

间为 28 ℃和 48 h。 
1.3.3  抑菌圈直径的测定 

通过滤纸片扩散法测定抑菌圈直径[18]。以壳聚糖

做阳性对照，无菌水做阴性对照，每皿重复三个。细

菌置于 37 ℃培养箱中倒置培养 24 h，白色念珠菌置于

28 ℃培养箱中倒置培养 48 h。采用十字交叉法测量每

个滤纸片周围的抑菌圈直径。 
1.3.4  MIC 和 MBC 的测定 

分别采用微量二倍稀释法和琼脂平板传代法测定

MIC 和 MBC[19]。采用 96 孔板对供试菌进行培养，通

过二倍稀释法（图 1）调整各孔的样品终浓度至 7.5 
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mg/mL~0.015 mg/mL，以壳聚糖作为阳性对照，空白

对照组为等体积不含抑菌剂的菌悬液，仅含 LB 液体

培养基的孔为参比进行测定，每个样品重复三次。 
 

 
图1 96孔板中二倍稀释法示意图 

Fig.1 Schematic diagram of double dilution method in 96-well plate 

1.3.5  PTI 对供试菌生长曲线的影响 
取过夜培养至对数期的菌悬液稀释浓度至 1×106 

cfu/mL，吸取 100 μL 菌液至 24 孔板的各个孔中，加

入 PTI 溶液使其在菌悬液中终浓度分别为 0 MIC、1/4 
MIC、1/2 MIC 和 1 MIC，密封好孔板置于 37 ℃培养

24 h，分别在 0、2、4、6、8、10、12、24 h 时测定

OD600值监测细菌生长，以培养时间为横坐标，OD600

值为纵坐标作抑菌曲线，0 MIC 的曲线为细菌正常生

长曲线。 
1.3.6  扫描电子显微镜（SEM） 

收集培养至对数期的菌悬液，4500 r/min 离心 5 
min，0.067 M 磷酸缓冲液（PBS，pH=7.2）洗涤沉淀

3 次并用 LB 液体培养基重悬，加入终浓度为 1 MIC
的 PTI，置于 37 ℃摇床振荡培养 4 h。收集菌液用 PBS
洗涤 3 次后用预冷的 2.5%戊二醛溶液重悬，4 ℃冰箱

中固定 12 h，然后 4500 r/min 下离心 5 min，弃去上清

液，使用不同浓度的乙醇溶液（30%、50%、70%、

80%、90%、100%）进行梯度脱水，每次都各静置 10 
min，离心收集菌体，后用无水乙醇重悬，稀释菌液

至适宜浓度后滴于锡箔纸上，用导电胶贴于电镜载物

台上，喷金后观察。以加无菌水的菌悬液为空白对照。 
1.3.7  PTI 对供试菌细胞膜通透性的影响 

1.3.7.1  对电导率的影响 
参照 Zhang 等[20]的方法，取对数期菌液离心，用

5%葡萄糖溶液洗至菌液的电导率与 5%葡萄糖溶液的

电导率相当，此菌液作为等渗菌。向 5%葡萄糖溶液

中分别加入 0 MIC、1/2 MIC 和 1 MIC 的 PTI，混均测

其电导率记为 L1。取等渗菌液分别加入 0 MIC、1/2 
MIC 和 1 MIC 的 PTI，37 ℃下振荡培养 3 h，每 1 h
取样离心测其上清液电导率，记为 L2。将培养 3 h 后

的菌悬液沸水浴 30 min，冷却后离心，测定电导率记

为 L0。菌液的相对电导率可通过计算得到： 

%100-%
0

12
×=

L
LL

）相对电导率（
 

1.3.7.2  对核酸物质含量的影响 
将对数期菌悬液离心，PBS 洗涤沉淀 3 次，LB

液体培养基重悬调至菌液浓度为 1×108 cfu/mL。分别

加入 0 MIC、1/2 MIC 和 1 MIC 的 PTI，37 ℃摇床培

养 3 h，每 1 h 取样离心测定其上清液在 260 nm 处的

吸光度。 
1.3.8  PTI 对细胞膜完整性的影响 

取对数期菌悬液离心，收集沉淀，PBS 洗涤 3 次，

重悬调至菌液浓度为 1×108 cfu/mL。再向菌悬液中添

加 PTI 溶液，使其终浓度为 1 MIC。37 ℃摇床中培养

4 h 后吸取 200 μL 的细胞悬液于微量离心管中，加入

100 μL碘化丙锭（PI）染液，保证PI 终浓度为1.5 mM，

常温下避光染色 30 min，PBS 洗涤 2 次去除细胞外多

余的染液，菌液制片后在倒置荧光显微镜明场和荧光

中分别观察细菌生长和染色情况，荧光的 大激发波

长和发射波长分别为 535 nm 和 615 nm，以加无菌水

的菌液为空白对照。 
1.3.9  PTI 对活性氧的影响 

菌液处理方法同上。取 200 μL 菌液与 H2DCFDA
（终浓度为 20 μM）混合并孵育 1 h，PBS 洗涤 2 次去

除细胞外多余的染液，菌液制片后在倒置荧光显微镜

明场和荧光中分别观察细菌生长和染色情况，荧光的

大激发波长和发射波长分别为 495 nm 和 525 nm，

以加无菌水的菌液为空白对照。 
1.3.10  PTI 对细菌蛋白酶的体外抑制作用 

根据 Lim[13]的方法提取细菌蛋白酶。具体操作是

将细菌培养至对数期离心，收集沉淀重悬于提取液中

（HCl 0.1%，Tris 5 mM，CaCl 25 mM，Triton X-100 
0.1%，pH 7.5），冰浴孵化 15 min。然后在 4500 r/min，
4 ℃条件下离心 5 min，收集的上清液即为细菌细菌蛋

白酶提取液。参照闵杰[21]的方法并稍以改进测其抑制

率：以 Tris-HCl（50 mM，pH 8.0）缓冲液为溶剂配制

2%的偶氮酪蛋白作为酶解底物，向试管中加入 0.2 mL
酶液和 0.5 mL上述底物以及 0.3 mL的PTI（2 mg/mL），
混匀并于 40 ℃反应 30 min，加入 4.0 mL 三氯乙酸

（5.0%）终止反应，4 ℃静置 10 min 后离心，取 l mL
上清液加入 3 mL NaOH（0.5 M）显色，以不加酶液

的样品作为空白测定 OD440 值（OD1）。同时，以

Tris-HCI（50 mM，pH 8.0）缓冲液代替 PTI 测得 OD440

值（OD0）。 

%100
OD

OD-OD%
0

10
×=抑制性/

 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.12 

46 

1.3.11  数据分析 
以上实验均重复三次，数据以平均值±标准差

（x±sd）来表示，用 origin 9.1 软件作图和 SPSS 24.0
软件进行方差和组间差异分析，以 p<0.05 作为显著性

差异标准。 

2  结果与讨论 

2.1  PTI 的抑菌活性 

    

    

    
图2 PTI对不同微生物的抑制作用 

Fig.2 Inhibitory activity of potato trypsin inhibitor against 

different microorganisms 

注：a：金黄色葡萄球菌；b：枯草芽孢杆菌；c：蜡样芽

孢杆菌；d：大肠杆菌；e：铜绿假单胞菌；f：白色念珠菌。位

置 1：PTI；位置 2：壳聚糖；位置 3：无菌水。 
表1 PTI的抑菌圈直径 

Table 1 Diameter of bacteriostatic zone of potato trypsin 

inhibitor 

菌株 
抑菌圈直径/mm 

PTI 壳聚糖 

金黄色葡萄球菌 8.04±0.13 12.69±0.42 

枯草芽孢杆菌 12.56±0.57 13.51±0.74 

蜡样芽孢杆菌 12.35±0.84 14.51±0.45 

大肠杆菌 7.93±0.25 12.43±0.63 

铜绿假单胞菌 11.76±0.33 12.89±0.81 

白色念珠菌 7.00±0.00 10.88±0.67 

注：实验中所用的滤纸片直径为 7.0 mm。 
以具有广谱杀菌效果的壳聚糖为阳性对照[22]，

PTI 对不同微生物的抑菌圈效果如图 2 所示，PTI 对枯

草芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌和铜绿假单胞菌具有较明

显的抑制作用。结合表 1 可知对这三种细菌的抑菌圈

直径分别为 12.56 mm、12.35 mm 和 11.76 mm。而对

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑制性较弱，抑菌圈直

径分别为 7.93 mm 和 8.04 mm，且对白色念珠菌并未

表现出抑制作用。因此，本文选择枯草芽孢杆菌、蜡

样芽孢杆菌和铜绿假单胞菌作为供试菌进行后续研究。 

2.2  PTI 对供试菌 MIC 和 MBC 的测定 

滤纸片扩散法能很好的比较出在同一浓度下活性

物质抑菌能力的强弱，而 MIC 可以直接反应抑制微生

物生长所需的 低浓度。以壳聚糖为阳性对照，测定

了PTI对不同供试菌MIC和MBC的影响。由表2知，

PTI 对枯草芽孢杆菌的抑菌性 强，MIC 为 1.88 
mg/mL，蜡样芽孢杆菌和铜绿假单胞菌的 MIC 均为

3.75 mg/mL。Kumaresan 等[23]研究结果也表明鱼中提

取的胰蛋白酶抑制剂在众多供试菌株中对枯草芽孢杆

菌的抑制性 强，其 MIC50值 低达到 15 μM。另外，

PTI 对三种细菌的 MBC 均为 3.75 mg/mL。 
表2 PTI对供试菌的MIC和 MBC 

Table 2 MIC and MBC of potato trypsin inhibitor against the 

tested bacteria 

菌株 
MIC/(mg/mL)  MBC/(mg/mL) 

TI 壳聚糖  TI 壳聚糖

枯草芽孢杆菌 1.88 0.12  3.75 0.26 

蜡样芽孢杆菌 3.75 0.47  3.75 0.94 

铜绿假单胞菌 3.75 1.88  3.75 3.75 

2.3  PTI 对供试菌生长曲线的影响 
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图3 不同浓度PTI下细菌的生长曲线 

Fig.3 Bacterial growth curves under different concentrations of 

potato trypsin inhibitor 

注：a：枯草芽孢杆菌；b：蜡样芽孢杆菌；c：铜绿假单

胞菌。 

生长曲线通常被分为滞后期、对数期、稳定期和

衰亡期，可以反映 PTI 对菌体生长周期的影响。从图

3 可以看出，在前 4 h 内未添加 PTI 的三种菌液浊度增

加较慢，属于菌体生长的滞后阶段，4 h 后菌体生长速

率加快进入对数生长期，12 h 后进入稳定期，这符合

细菌生长曲线的典型特征。与对照组相比，当 LB 培

养基中 PTI 添加浓度为 1/4 MIC 时，细菌生长滞后时

间延长，表明细菌的正常生长受到一定程度的抑制，

但整体上仍保持典型的生长规律。当添加浓度为 1/2 
MIC 时，细菌的生长受到更显著的抑制，铜绿假单胞

菌甚至未出现明显的对数生长期， 终枯草芽孢杆菌，

蜡样芽孢杆菌和铜绿假单胞菌三种细菌的菌体量分别

为对照的 75.46%，51.67%和 35.08%；当添加浓度为

1 MIC 时，细菌生长被完全抑制，三种细菌都未出现

菌体大量生长的对数期，菌体浓度几乎无变化。 

2.4  PTI 对供试菌微观形貌的影响 

枯草芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌和铜绿假单胞菌经

PTI 处理前后的微观形貌变化情况见图 4，可以看出，

对照组的三种菌体细胞外观饱满，表面较为光滑平整，

无缺损，且枯草芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌呈典型的杆

状结构，表明菌体结构完整，生长状态良好。当加入

1 MIC 的 PTI 时，枯草芽孢杆菌菌体细胞表面出现褶

皱，细胞膜变得粗糙不平整；蜡样芽孢杆菌细胞出现

形态扭曲皱缩的现象；铜绿假单胞菌菌体表面外壁不

全导致边缘不清晰，多个菌体细胞粘成一团甚至出现

大量塌陷，有消融迹象，细菌原有形态遭到破坏。 

2.5  细菌细胞膜通透性分析 

目前发现的绝大多抗菌蛋白和抗菌肽的抗菌机制

基本都是以菌体细胞膜作为靶点，当细胞膜受到破坏

时细胞内容物会如磷酸盐、碳酸盐、DNA 与 RNA 等

会被释放出来导致菌液电导率上升，核酸大分子物质

在 260 nm 处有很强的紫外吸收。因此，菌悬液相对

电导率和紫外吸收值可反映细菌细胞膜通透性的变化。 

  

  

  
图4 PTI对供试菌形态结构的影响 

Fig.4 Effect of potato trypsin inhibitor on morphological 

structure of the tested bacteria 

注：a、b：B. subtilis，c、d：B. cereus，e、f：P. aeruginosa；

a、c、e：未处理，b、d、f：加胰蛋白酶抑制剂。 

2.5.1  电导率测定 
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图5 PTI对供试菌对细菌菌液电导率的影响 

Fig.5 Effect of potato trypsin inhibitor on conductivity of the 

tested bacteria 

注：a：枯草芽孢杆菌；b：蜡样芽孢杆菌；c：铜绿假单

胞菌。 
PTI 对菌液相对电导率的影响如图 5 所示。对照

组中 3 种菌液的相对电导率随培养时间的延长略有上

升，3 h 后枯草芽孢杆菌，蜡样芽孢杆菌和铜绿假单胞

菌细胞膜的相对电导率达到 18.37%、9.32%、17.78%。

而经 1/2 MIC 和 1 MIC 胰蛋白酶抑制剂处理后菌悬液

的相对电导率有显著提高，其中添加 1 MIC 浓度胰蛋

白酶抑制剂的菌悬液相对电导率也明显高于 1/2 MIC
浓度的一组。PTI 处理破坏了枯草芽孢杆菌，蜡样芽

孢杆菌和铜绿假单胞菌细胞膜的通透性，使胞内电解

质渗出，从而导致菌液中的相对电导率升高[24]，并且

随着胰蛋白酶抑制剂浓度的增大，细胞膜的通透性也

增大。值得注意的是，枯草芽孢杆菌，蜡样芽孢杆菌

菌悬液相对电导率的增加趋势较铜绿假单胞菌更为显

著，这可能是由于革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的结

构区别所致[25]。 
2.5.2  紫外吸收测定 

如图 6 所示，与对照组相比，处理组中 3 种菌悬

液的 OD260 值均显著增大，进一步说明经胰蛋白酶抑

制剂处理增加了菌体细胞膜的通透性，导致正常状态

下不能透过细胞膜的核酸大分子物质泄漏到胞外，与

PTI 作用于菌体时电导率结果变化趋势相同。 

 

 

 
图6 PTI对供试菌对细菌菌液核酸大分子泄漏的影响 

Fig.6 Effect of potato trypsin inhibitor on nucleic acid leakage 

of the tested bacteria 

注：a：枯草芽孢杆菌；b：蜡样芽孢杆菌；c：铜绿假单

胞菌。 
据报道[11]从玉米种子中提取的具有抑制 α-淀粉

酶和胰蛋白酶活性的 Zeamatin 蛋白也是能使植物的

病原性真菌细胞膜的通透性发生改变，OD260 值随蛋

白添加量的增加而增大，这与本试验所得结果一致。 

2.6  PTI 对供试菌细胞膜的完整性的影响 

PI 作为一种核酸荧光探针只能穿过受损的细胞

膜与胞内 DNA 结合染色使细胞核呈红色[10]。因此，

检测 PI 对细菌细胞的染色情况可以反映胰蛋白酶抑

制剂对细菌细胞膜完整性的影响。从图 7 光学显微镜

观察可以看出对照组细菌长势良好，细胞个体丰富，

数量较多，在荧光显微镜下进一步观察可以发现对照

组细菌细胞核染红色较少，几乎无红色，表明受损坏

死细胞均很少。经胰蛋白酶抑制剂处理后，光学显微

镜下枯草芽孢杆菌，蜡样芽孢杆菌和铜绿假单胞菌都

趋向团聚，荧光显微镜下细菌细胞核染红色较多，表

明细菌细胞膜完整性被破坏，细胞的正常生长受到抑

制，凋亡严重。 
该结果类似于甜椒胰蛋白酶抑制剂对炭疽杆菌细

胞膜的影响，研究显示当细胞经过胰蛋白酶抑制剂处

理 24 h 后可以观察到显著的 Sytox 绿色荧光，证明甜 
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椒胰蛋白酶抑制剂作用于炭疽杆菌的质膜，破坏了膜

的完整性，导致标记染料的渗透[12]。Martins 等[10]在黑

木耳中纯化的Bowman-Birk型蛋白酶抑制剂对金黄色

葡萄球菌细胞膜完整性影响的研究中同样观察到，经

胰蛋白酶抑制剂处理后的菌体可观察到显著的 PI 红

色荧光。因此，植物胰蛋白酶抑制剂抑菌活性的发挥

可能与其对菌体细胞膜完整性的影响有关。 

 
图7 荧光显微镜观察PTI作用供试菌细胞 

Fig.7 The tested bacteria treated with potato trypsin inhibitor 

were observed by fluorescence microscope 

2.7  PTI 作用下细菌的氧化损伤 

H2DCFDA 可以透过细胞膜被胞内酯酶水解成

DCFH，细胞中的活性氧（ROS）可以进一步将其氧

化成带有荧光的 DCF，因此观察 DCF 的荧光可以判

定菌体内 ROS 的水平[26]。如图 8 所示，对照组中枯

草芽孢杆菌细胞的几乎不显示荧光，蜡样芽孢杆菌和

铜绿假单胞菌显示了较弱的荧光，而经 1 MIC 的 PTI
处理的细胞显示较强的 DCF 荧光，表明胰蛋白酶抑制

剂的处理促进了胞内 ROS 的产生。宁厚齐等[27]研究

表明较低浓度的大豆蛋白抗菌多肽诱导金黄色葡萄球

菌产生较低浓度的 ROS，这有助于细胞内代谢的正常

进行，然而当产生的 ROS 浓度过高超过菌体抗氧化能

力阈值时会破坏细菌结构和其在细胞内介导的功能，

从而导致细胞死亡，表明活性氧的积累可以作为抗菌

蛋白发挥抑菌作用引发细胞凋亡的第二个指标。在本

研究中，1 MIC 胰蛋白酶抑制剂明显超过细菌抗氧化

能力阈值，促进 ROS 的产生，损害细胞，这种氧化应

激会促进细胞死亡。Oliveira[28]指出胰蛋白酶抑制剂诱

导菌体细胞内 ROS 的生成可能是为了增加结构的能

量代谢，从而维持膜电位。 

 
图8 荧光显微镜观察PTI作用细菌细胞的氧化应激结果 

Fig.8 The oxidative stress of the bacteria treated with potato 

trypsin inhibitor were observed by fluorescence microscopy 

2.8  PTI 对细菌蛋白酶的抑制作用 

胰蛋白酶抑制剂作为一类重要的抗菌蛋白，它的

抑菌作用被认为与其对微生物蛋白酶的抑制性有关
[29]。图 9 显示的是 PTI 对牛胰蛋白酶和不同细菌中提

取的蛋白酶的抑制率。以未添加 PTI 的蛋白酶活性为

100%，在加入等剂量的 PTI 后，胰蛋白酶的活性被抑

制 84.67%，枯草芽孢杆菌，蜡样芽孢杆菌和铜绿假单

胞菌蛋白酶的活性分别被抑制了 76.44%，75.19%和

45.87%。因此，可以得出本文提取的胰蛋白酶抑制剂

对枯草芽孢杆菌，蜡样芽孢杆菌和铜绿假单胞菌三种

菌分泌的蛋白酶均有一定的抑制作用。 
在麻疯树籽饼胰蛋白酶抑制剂对金黄色葡萄球菌

和肠沙门氏菌的抑制性研究中发现了类似的现象[14]，

结果表明胰蛋白酶抑制剂对两种细菌中提取的蛋白酶

的抑制率分别为 84.6%和 100%。李游山[30]阐明了家

蚕丝氨酸蛋白酶抑制剂能够以多聚体形式与枯草杆菌

蛋白酶结合，从而具有很强的抗微生物蛋白酶活性，

并推测它们可能是昆虫免疫反应的一个重要组成部分，
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参与应答潜在的病原微生物。综上表明胰蛋白酶抑制

剂作用于微生物时可能会与菌体蛋白酶结合，影响蛋

白酶的正常功能，从而抑制细胞的生长，甚至导致细

胞死亡。 

 
图9 PTI对细菌蛋白酶的抑制作用 

Fig.9 Inhibition assays of potato trypsin inhibitor against 

bovine and the bacteria serine proteinases 

3  结论 

本实验对 PTI 的抑菌效果进行了研究，发现 PTI
对枯草芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌和铜绿假单胞菌具有

较明显的抑制作用。另外，本文从多方面探讨了 PTI
的抑菌机理：PTI 首先作用于菌体细胞膜表面，通过

破坏菌体胞膜的通透性和完整性，使小分子物质泄漏

导致相对电导率增加，核酸等大分子物质被释放，菌

体生长繁殖受阻；PTI 促进菌体内 ROS 的产生，损害

细胞，这种氧化应激加速细菌凋亡；PTI 可抑制菌体

蛋白酶的活性，影响了蛋白酶的正常功能，从而抑制

细菌的生长， 终导致细胞死亡。本研究结果表明 PTI
可作用于菌体的多个靶点，形成一种多效协同的作用

机制， 终达到抑菌的效果。因此，PTI 在天然产物

抑菌剂开发方面具有一定的前景。 
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