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产酶溶杆菌 L-43的筛选及其抑菌物质的初步鉴定 
 

贾紫伟，刘洋，刘丹丹，封成玲，宁亚维，王志新
*
 

（河北科技大学食品与生物学院，河北石家庄 050018） 

摘要：采用透明圈法和琼脂扩散法筛选具有抑菌活性的菌株，通过形态观察、理化分析及 16S rDNA 序列比对鉴定菌株，采用

胞外酶活测定、蛋白酶水解、硫酸铵沉淀与膜分析、稳定性研究鉴定菌株所产抑菌物质。结果表明，从农田土壤中获得一株抑菌活性

较好且没有溶血性的产酶溶杆菌（Lysobacter enzymogenes）L-43。该菌所产抑菌物质抑菌谱较广，对 G+细菌具有良好的抑制作用，

抑菌圈直径大于 10 mm。对抑菌物质进行分析，其不具有溶菌酶活性、不含过氧化氢；对蛋白酶 E、蛋白酶 K、胃蛋白酶、胰蛋白酶

敏感，抑菌活性回收率为 73.43%~79.00%；经过膜分析，透析袋截留分子量为 3 500 u 和 10 000 u 时，抑菌活性回收率分别为 93.43%

和 59.82%，初步判定抑菌物质主要是分子量在 3 500~10 000 u 之间的多肽类物质；抑菌物质具有良好的热、酸碱、金属离子、化学

试剂和储存稳定性，121 ℃处理 30 min 活性回收率为 85.66%，pH 值 2~10 时活性回收率高于 80%，进一步确定抑菌物质为多肽。综

上，L. enzymogenes L-43 所产抑菌物质为抑菌谱广且稳定性好的多肽。该研究为抗菌菌株及其代谢物的开发奠定了基础。 
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Abstract: A bacterial strain exhibiting antimicrobial activity was identified in farmland soil and screened using the transparent circle and 

agar diffusion methods. The strain was identified through morphological observation, physical and chemical analysis, and 16S rDNA sequence 

alignment, and the antimicrobial substances produced by the strain were identified using extracellular enzyme activity assay, protease hydrolysis, 

ammonium sulfate precipitation, membrane analysis, and stability analysis. The results showed that the identified strain was Lysobacter 

enzymogenes L-43, which demonstrated good antibacterial activity and no hemolysis. The antibacterial substances produced by L. enzymogenes 

L-43 had a broad antimicrobial spectrum and maintained a good inhibitory effect on Gram-positive bacteria. The diameter of the inhibition zone 

exceeded 10 mm. The antibacterial substances had no lysozyme activity and did not contain hydrogen peroxide. They were sensitive to protease E, 

protease K, pepsin, and trypsin, and the antibacterial activity recovery rate was 73.43%~79.00%. After membrane analysis, when the molecular 

weight cut-off of the dialysis bag was 3 500 u and 10 000 u, the antibacterial activity recovery rates were 93.43% and 59.82%, respectively. It was 

preliminarily determined that the antibacterial substances were mainly polypeptides with molecular weights between 3 500~10 000 u. The 

substances showed good thermal, acid-base, metal ion, chemical reagent, and storage stability, and the antibacterial activity recovery rate was 

85.66% after treatment at 121 ℃ for 30 min. The antibacterial recovery rate was higher than 80% at pH 2~10, further confirming that the 

antibacterial substance was a polypeptide. In conclusion, the antibacterial substances produced by L. enzymogenes L-43 are stable peptides with a 

broad antibacterial spectrum. The findings of this study provide a foundation for the development of antibacterial strains and their metabolites. 

引文格式： 

贾紫伟,刘洋,刘丹丹,等.产酶溶杆菌 L-43 的筛选及其抑菌物质的初步鉴定[J].现代食品科技,2023,39(3):138-146. 

JIA Ziwei, LIU Yang, LIU Dandan, et al. Screening of Lysobacter enzymogenes L-43 and preliminary identification of the antibacterial 

substances [J]. Modern Food Science and Technology, 2023, 39(3): 138-146. 

 

收稿日期：2022-03-25 

基金项目：河北省自然科学基金项目（C2020208014）；河北省省级科技计划资助（22327107D） 

作者简介：贾紫伟（1995-），女，研究生，研究方向：发酵工程，E-mail：jiaziwei1221@163.com 

通讯作者：王志新（1980-），女，博士，教授，研究方向：生物工程，E-mail：zhxwang0311@163.com 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2023, Vol.39, No.3 

139 

Key words: Lysobacter enzymogenes; screening; antibacterial substances; identification 

 

近年，食品防腐剂、化学农药和抗生素的不恰当

使用已经对环境造成了不可逆的污染，而且对人们的

健康也有着不可忽视的不良影响。随着生物技术的发

展，利用微生物或其代谢产物开发天然抑菌物质的研

究越来越多，这些天然抑菌物质具有低毒、高效、无

残留且生产周期短、成本低等特点，引起了国内外学

者的密切关注[1]。 

1978 年，溶杆菌属（Lysobacter）首次由 Christens

和 Cook 提出并命名，是一种新型的生物防治细菌[2]，

具有很强的溶菌和抗菌作用。产酶溶杆菌（Lysobacter 

enzymogenes）是该属四大典型种中的一种，研究较多

的产酶溶杆菌有产酶溶杆菌 C3、产酶溶杆菌 3.1T8、

产酶溶杆菌 OH11，其中产酶溶杆菌 OH11 是我国分

离到的第一株产酶溶杆菌菌株[3-7]。产酶溶杆菌所产抑

菌代谢物质主要有胞外酶（如几丁质酶、蛋白酶、脂

肪酶、β-1,3-葡聚糖酶、磷酸酶、溶菌酶等）、热稳定

抗真菌因子（HSAF）和小分子脂肽类化合物（如

WAP-8294A、Lysobactins、Tripropeptins 等）[8-12]。L. 

enzymogenes 3.1T8、L. enzymogenes OH11 可以分泌葡

聚糖酶、蛋白酶等胞外酶，以水解腐皮镰刀菌、黄瓜枯

萎病菌等病原真菌的细胞壁，从而抑制菌体生长[13,14]。

HSAF 是一类大环内酰胺类抗生素，由 L. enymogenes 

OH11 和 L. enzymogenes C3 产生，可以抑制真菌中神

经酞胺合成酶的活性，从而引起真菌菌丝细胞膜中鞘脂

类化合物组成的改变，导致病原真菌菌丝去极化[15,16]。

研究发现，产酶溶杆菌除了分泌水解酶和 HSAF 两类

代谢物外，还产生一类环脂肽，最早发现的环脂肽是

11 个氨基酸，开环后活性丧失，此后又得到了 2 个脂

基环脂肽，命名为 WAP-8294A，WAP-8294A 包含 12

个氨基酸和 β-羟基脂肪酸链，对大多数革兰氏阳性细

菌均具有拮抗作用，但该化合物热稳定性差[17-19]。目

前研究的产酶溶杆菌主要用于抑制植物病害真菌，抑

制细菌的较少，可见，开发广谱、高效的产酶溶杆菌

具有较好的应用前景。 

本研究通过透明圈法和琼脂扩散法从土壤中分离

得到具有抑菌特性、且安全性较高的菌株，并进行了

菌株鉴定以及菌株所产抑菌代谢物质的抑菌谱和抑菌

特性分析，并进一步通过酶敏感性、硫酸铵沉淀、膜

分离、稳定性等研究对抑菌物质进行初步分析与鉴定。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  样品 

分别从河北省曲周县、海兴县、威县、藁城市和

江苏省泰兴市的农田土壤中采集土壤样品 40 个。 

1.1.2  指示菌 

金黄色葡萄球菌（Staphyloccocus aureus ATCC 

25923）、枯草芽孢杆菌（Bacillussubtilis ATCC 6051）、

蜡样芽孢杆菌（Bacilluscereus ATCC 11778）、单核细

胞增生李斯特菌（ Listeria monocytogenes ATCC 

10403s）、藤黄微球菌（Micrococcus luteus ATCC 

10240）、大肠杆菌（Escherichiacoli ATCC 44752）、鼠

伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium ATCC 14028）、

荧光假单胞菌（ Pseudomonas fluorescens ATCC 

13575）、产黄青霉（Penicillium chrysogenum ATCC 

10106）、黑曲霉（Aspergillus niger ATCC 16404）、毛

霉（Mucor ATCC 22364）、白假丝酵母（Candida 

albicans ATCC10231 ）、胶红酵母（ Rhodotorula 

mucilaginosa CICC 33374）。上述菌株均为河北科技大

学酶工程实验室保存。 

1.1.3  培养基 

营养肉汤（NB）培养基：蛋白胨 10 g/L，牛肉膏

15 g/L，氯化钠25 g/L，pH值7.2~7.4，121 ℃灭菌15 min。 

营养琼脂（NA）培养基：蛋白胨 10 g/L，牛肉膏

15 g/L，氯化钠 25 g/L，琼脂粉 15 g/L，pH 值 7.2~7.4，

121 ℃灭菌 15 min。 

马铃薯琼脂培养基（PDA）：37 g/L，煮沸，pH

自然，分装，121 ℃灭菌 15 min。 

1.2  仪器与设备 

Evolution 220 紫外可见分光光度计，美国 Thermo

公司；LABDANCERS25 旋涡震荡器，广州仪科实验

室技术有限公司；SHP-250 生化培养箱，上海一恒科

技有限公司；3-18K 高速冷冻离心机，德国 SIGMA

公司；CX31 显微镜，日本奥林巴斯株式会社；PHS-3C 

pH 计，梅特勒-托利多仪器上海有限公司；Scan1200

全自动菌落计数仪，法国 Interscience 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  初筛 

参照文献[20]制备指示菌平板。将土壤样品按采集

顺序编号，用无菌生理盐水进行系列梯度稀释，并分

别涂布于含有指示菌（金黄色葡萄球菌）的 NB 平板，

37 ℃恒温培养 24 h，挑取透明圈大的菌落，进一步进

行菌株纯化和保藏。 
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1.3.2  复筛 

1.3.2.1  广谱抑菌菌株筛选 

将初筛获得的具有抑菌活性的菌株在 NB 培养基

中进行摇瓶发酵，接种量为 3%，37 ℃，200 r/min 培

养 18~24 h。发酵液于 8 000 r/min 离心 20 min，得到

发酵上清液。分别以蜡样芽孢杆菌、单核细胞增生李

斯特菌、鼠伤寒沙门氏菌为指示菌，采用牛津杯琼脂

扩散法[21]进行菌株的复筛，筛选出抑菌谱较广的菌株。 

1.3.2.2  溶血性测定 

菌株溶血性：分别将菌株划线于 5%绵羊血琼脂

平板，37 ℃培养 24 h，观察是否出现溶血环。 

菌株发酵上清液溶血性：取体积分数为 8%的健

康小鼠的血红细胞悬浮液，与发酵上清液等量混合，

37 ℃培养 1 h，1 500 r/min 离心 5 min，取上清，在波

长为 540 nm 下检测吸光值，按照公式 1 计算溶血率。

以终浓度为 0.1%（V/V）的 Triton X-100 为阳性对照，

PBS 缓冲液为阴性对照。每组实验设 3 个平行。 

540( )540( )

540( 100) 540( )

100%
PBS

TritonX PBS

OD OD
A

OD OD


 



样品           （1） 

式中： 

A——溶血率，%； 

OD540（样品）——波长 540 nm 下样品的吸光值； 

OD540（PBS）——波长 540 nm下 PBS 缓冲液的吸光值； 

OD540（TritonX-100）——波长 540 nm 下 TritonX-100 溶液的吸

光值。 

1.3.3  菌株鉴定 

参照文献[22,23]对菌株进行形态特征观察和生理生

化鉴定。菌株的 16S rDNA 序列测定由上海生物工程

有限公司完成。测序结果上传至 NCBI 上进行 BLAST

分析，使用MEGA 7.0.26 软件ClustalX 进行多序列同

源性比对分析，采用Neighbor-Joining 构建系统发育树。 

1.3.4  菌株抑菌谱的测定 

选取金黄色葡萄球菌、单核细胞增生李斯特菌、

蜡样芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、藤黄微球菌、大肠杆

菌、鼠伤寒沙门氏菌、荧光假单胞杆菌为细菌指示菌，

按照 1.3.1 的方法制备指示菌平板，采用牛津杯琼脂扩

散法测定 L. enzymogenes L-43 发酵上清液的抑菌谱。 

选取产黄青霉、黑曲霉、毛霉、白假丝酵母、胶

红酵母作为真菌指示菌。获取上述真菌的孢子悬浮液，

用生理盐水调整浓度为每毫升 1×10
6
~5×10

6个，以 1%

（V/V）的添加量加入 PDA 培养基中，制成含有真菌

的指示菌平板。采用牛津杯琼脂扩散法测定 

L. enzymogenes L-43 发酵上清液的抑菌谱。 

1.3.5  抑菌物质的初步鉴定 

1.3.5.1  溶菌酶活力测定 

在 25 ℃、pH 值 6.2 的溶菌酶最适反应条件下，

以 L. enzymogenes L-43 发酵上清液与藤黄微球菌的反

应溶液体系在 450 nm 下每一分钟内吸光度下降 0.001

为一个活力单位，测定 L. enzymogenes L-43 发酵上清

液的溶菌酶活性[24]。 

1.3.5.2  酶处理 

将胰蛋白酶、蛋白酶 K、蛋白酶 E、胃蛋白酶、

过氧化氢酶用相应的缓冲溶液溶解，与L. enzymogenes 

L-43 发酵上清液等量混合，酶液终浓度为 10 mg/mL，

置于 37 ℃水浴反应 2 h，沸水处理 5 min 终止酶反应，

以去离子水为空白对照，测定抑菌活性变化。 

1.3.5.3  硫酸铵沉淀与膜分离 

取 100 mL 发酵上清液，添加硫酸铵至饱和度为

60%，4 ℃静置过夜，将沉淀溶于 5 mL 的 PBS（pH

值 7.0）中，同时用饱和度m=60%的硫酸铵和PBS作对

照，采用牛津杯琼脂扩散法测其抑菌活性。将复溶于

PBS 中的沉淀物质，用透析袋进行透析，测定透析前后

抑菌物质活性的大小，初步判定抑菌物质的分子量。 

1.3.6  抑菌物质稳定性研究 

1.3.6.1  热稳定性 

将L. enzymogenes L-43发酵上清液分别在40、60、

80、100、121 ℃热处理 30 min，以未经热处理的发酵

上清液为对照，分别测定其抑菌活性。 

1.3.6.2  pH 稳定性 

将菌株的发酵上清液用 0.1 mol/L HCl 和 0.1 mol/L 

NaOH 溶液调节 pH 值分别为 2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、

7.0、8.0、9.0、10.0、11.0 和 12.0，37 ℃水浴 2 h，调

回至发酵上清液初始 pH 值，测其抑菌活性。 

1.3.6.3  金属离子稳定性 

将发酵上清液与 NaCl、KCl、CaCl2、MgSO4、

MnSO4、CuSO4、FeCl3和 ZnSO4混匀，金属离子终浓

度为 0.01 mol/L，37 ℃恒温水浴 2 h，以发酵上清液为

阳性对照，以金属离子溶液为阴性对照，测定其抑菌

活性。 

1.3.6.4  储存稳定性 

将发酵上清液在 4 ℃条件下分别储存 30、60、90、

120、160 和 180 d，测定其抑菌活性。 

1.3.6.5  化学试剂稳定性 

氯仿、甲醇、乙醇、异丙醇、丙酮、三氯甲烷、

乙酸乙酯、DMSO 和甘油与发酵上清液按 1:1 混合，

Tween-20、Tween-80、冰乙酸与发酵上清液按 1:9 混

合。37 ℃恒温水浴 2 h，以发酵上清液为阳性对照，

有机溶剂为阴性对照，测定其抑菌活性。 

1.3.7  数据分析 

每组实验进行 3次平行，并取其平均值，采用 IBM 
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SPSS 26.0 进行数据分析，沃勒-邓肯进行显著性分析，

P＜0.05。采用 Origin 软件进行绘图。 

2  结果与分析 

2.1  抑菌菌株的筛选 

以金黄色葡萄球菌为指示菌，经过筛选，从 40

个农田土壤样品中获得 45 株具有抑菌圈的菌株。初筛

中部分菌株抑制金黄色葡萄球菌的平板如图 1 所示。 

对抑菌圈明显的菌株进一步进行复筛，获得 4 株

抑菌范围较广且抑菌活性较好的菌株，编号为 L-18、

L-22、L-42 和 L-43，其对指示菌的抑菌结果见表 1。

菌株 L-18、L-22、L-42 对表 1 中的指示菌株均具有抑

制作用，菌株 L-43 虽然对大肠杆菌和鼠伤寒沙门氏菌

没有抑制效果，但对其他 3 株革兰氏阳性指示菌均表

现出较强的抑制效果。 

选取抑菌性较好的菌株 L-18、L-22、L-42 和 L-43，

进一步进行溶血性研究。 

  

L-18              L-22 

  

L-42              L-43 

图 1 菌株 L-18、L-22、L-42、L-43抑制金黄色葡萄球菌的平

板图 

Fig.1 Antimicrobial activities of the strains of L-18, L-22, L-42, 

L-43 against of Staphylococcus aureus 

表 1 复筛菌株的抑菌性 

Table 1 Antimicrobial activities of there-screened strains 

菌株编号 
对金黄色葡萄球菌 

的抑菌圈/mm 

对蜡样芽孢杆菌 

的抑菌圈/mm 

对单核细胞增生李斯特菌 

的抑菌圈/mm 

对大肠杆菌 

的抑菌圈/mm 

对鼠伤寒沙门氏菌 

的抑菌圈/mm 

L-18 15.28±0.24 9.85±0.11 7.50±0.02 16.30±0.20 7.70±0.02 

L-22 11.48±0.17 13.10±0.23 7.50±0.05 0 0 

L-42 13.75±0.32 13.35±0.18 11.90±0.12 17.05±0.26 11.70±0.13 

L-43 17.45±0.44 16.55±0.47 17.78±0.25 0 0 

2.2  菌株的溶血活性分析 

  

L-18                L-22 

  

L-42                L-43 

图 2 菌株在血琼脂平板上的溶血图 

Fig.2 Hemolysis of thestrains on blood agar plates 

参照郝彦利等[23]和闫肃等[25]方法对2.1筛选出的菌

株 L-18、L-22、L-42、L-43 分别进行菌株及其发酵上

清液溶血性分析。菌株在血琼脂平板上的溶血情况见 

图 2，结果显示，菌株L-18、L-42、L-43 均不溶血，属

于无毒的 γ-溶血，不会引发败血症；而菌株 L-22 的菌

落周围形成界限分明、完全透明的溶血环，属于 β-型溶

血，其分泌的溶血素能够溶解细胞，引发机体内红细胞

内在缺陷等生理反应，从而导致机理罹患败血症[26]。 

 

图 3 菌株发酵液的溶血性 

Fig.3 Hemolytic properties of the fermentation broth of the 

strains 
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进一步研究菌株发酵上清液的溶血率，图 3 显示，

菌株 L-18、L-22、L-42 发酵上清液的溶血率均高于

80%，而菌株 L-43 发酵上清液的溶血率仅为 7.13%。 

综合上述，结合抑菌特性和溶血性分析，本研究

选择菌株 L-43 作为后续的研究菌株。 

2.3  菌株鉴定 

2.3.1  菌落形态与生理生化鉴定 

  

24 h               36 h 

 

48 h 

图 4 菌株 L-43在营养琼脂平板上的菌落形态 

Fig.4 Colony morphology of the strain L-43 on nutrient agar 

plate 

菌株 L-43 在 NA 平板上的菌落形态如图 4 所示，

培养 24 h 后菌落呈现圆形白色，36 h 后菌落呈现微黄

色，48 h 后菌落边缘出现轮廓清晰的扩散边缘，属于

细菌滑行运动，是溶杆菌属细菌的重要特征。菌株

L-43 经革兰氏染色后的显微形态如图 5 所示，为革兰

氏阴性菌，菌体为细小杆状，无芽孢产生。本研究与

陈丹梅[27]筛选到的 Lysobacter enzymogenes LE16 菌落

形态和显微形态一致。 

 

图 5 菌株 L-43革兰氏染色的显微形态 

Fig.5 Micromorphology of the strain L-43 by Gram staining 

菌株 L-43 的生理生化特征见表 2。菌株 L-43 的

氧化酶和过氧化氢酶阳性；可以水解蛋白、几丁质、

明胶，不可水解淀粉和纤维素；可以利用柠檬酸盐。 

表 2 菌株 L-43的生理生化特征 

Table 2 Physiological and biochemical characteristics of the 

strain L-43 

生理生化实验指标 实验结果 

氧化酶反应 + 

过氧化氢酶 + 

蛋白水解 + 

几丁质水解 + 

淀粉水解 - 

纤维素水解 - 

柠檬酸盐利用 + 

M.R 试验 - 

V.P 试验 - 

明胶液化试验 + 

注：+，阳性；-，阴性 

2.3.2  菌株的分子鉴定 

 

图 6 菌株 L-43的系统发育树 

Fig.6 Phylogenetic tree of the strain L-43
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为了进一步确定菌株 L-43 的种属，经 16S rDNA

分子测序，菌株 L-43 的 16S rDNA 序列长为 1 481 bp，

将菌株 L-43 的 16S rDNA 序列上传至 GeneBank，获

得序列号为 MT229166。 

构建菌株 L-43 的系统发育树，其与产酶溶杆菌同

源性高，进一步将菌株 L-43 的 16S rDNA 序列与产酶

溶杆菌的标准菌株进行比对，结果显示菌株 L-43 与

Lysobacter enzymogenes DSM2043
T（AJ298291）的同

源性为 99.19%，进一步确定菌株 L-43 属于产酶溶杆

菌，命名为 Lysobacter enzymogenes L-43。 

2.4  L. enzymogenes L-43 抑菌物质的抑菌谱 

指示菌选用 5 株 G
+阳性细菌、3 株 G

-阴性细菌和

5 株真菌，进行 L. enzymogenes L-43 抑菌物质抑菌谱

的测定，结果见表 3。由表 3 可知，L. enzymogenes L-43

所产抑菌物质对革兰氏阳性细菌具有良好的抑制效

果，对部分真菌也具有较好的抑制作用。 

表 3 L. enzymogenes L-43所产抑菌物质的抑菌谱 

Table 3 Antimicrobial spectrum of antimicrobial substances produced by L. enzymogenes L-43 

指示菌类型 指示菌名称 抑菌圈直径/mm 

G+细菌 

金黄色葡萄球菌 ATCC 25923 17.45±0.55 

蜡样芽孢杆菌 ATCC 11778 14.55±0.30 

枯草芽孢杆菌 ATCC 6051 21.30±0.26 

单核细胞增生李斯特氏菌 ATCC 10403s 16.65±0.38 

藤黄微球菌 ATCC 10240 18.93±0.78 

G-细菌 

大肠杆菌 ATCC 44752 0 

鼠伤寒沙门氏菌 ATCC 14028 0 

荧光假单胞菌 ATCC 13575 0 

丝状真菌 

产黄青霉 ATCC 10106 0 

黑曲霉 ATCC 16404 13.20±0.13 

毛霉 ATCC 22364 0 

酵母菌 
白假丝酵母 ATCC 10231 0 

胶红酵母 CICC 33374 14.15±0.13 

2.5  L. enzymogenes L-43 抑菌物质的初步鉴定 

2.5.1  水解酶活性测定 

产酶溶杆菌可以通过分泌胞外酶水解细胞壁来达

到抑菌的目的。陈丹梅 [27] 筛选的 Lysobacter 

enzymogenes LE16，其发酵液中的蛋白酶、磷酸酶、

溶菌酶、铁载体以及次级代谢产物均能够有效拮抗植

物病原真菌和卵菌。张子玉等[28]使用 Stonie 双层培养

法从白菜根际土壤中分离得到一株对白菜黑腐病菌具

有显著拮抗作用的产酶溶杆菌 CX03，同时菌株在代

谢过程中产生的纤维素酶、蛋白酶、几丁质酶，使其

具有广谱的抑菌特性。本研究中的 L. enzymogenes 

L-43 主要抑制细菌，因此测定其溶菌酶活性。通过测

定，L. enzymogenes L-43 发酵上清液不具有酶活性，

排除其抑菌物质为溶菌酶的可能。 

2.5.2  蛋白酶水解 

表 4 显示，L. Enzymogenes L-43 发酵上清液采用

过氧化氢酶处理后活性没有损失，说明发酵液中不含

有过氧化氢。经过胰蛋白酶、胃蛋白酶、蛋白酶 K、

蛋白酶 E 处理后，L. enzymogenes L-43 发酵上清液的

抑菌活性均有所损失，说明 L. enzymogenes L-43 所产

抑菌物质含有蛋白质或多肽类物质。武昌俊等[29]报道，

经胰蛋白酶、胃蛋白酶和蛋白酶 K 处理后的抑菌物质

抑菌活性明显下降，并初步判定抑菌物质为蛋白质。 

表 4 酶处理后 L. enzymogenes L-43发酵上清液的抑菌活性回

收率 

Table 4 Recovery rate of antimicrobial activity of fermentation 

broth produced by L. enzymogenes L-43 after treatment with 

enzymes 

酶名称 抑菌活性回收率/% 

胰蛋白酶 79.00±2.07 

胃蛋白酶 77.05±2.65 

蛋白酶 K 78.74±0.45 

蛋白酶 E 73.43±1.13 

过氧化氢酶 100.00±0.96 

2.5.3  硫酸铵沉淀与膜分析 

在 L. enzymogenes L-43 发酵上清液中加入饱和度

为 60%的硫酸铵溶液，静置过夜后产生明显的沉淀，将

沉淀用 PBS 复溶后进行膜透析分析。表 5 显示，当透

析袋截留分子量为 500~3 500 u 时，活性回收率均高于
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90%，说明所产抑菌物质的分子量大于 3 500 u；当透析

袋截留分子量为10 000 u时，活性回收率降低为59.82%，

说明一部分物质被透析出去了，一部分被截留下来，因

此，初步鉴定L. enzymogenes L-43 发酵产生的抑菌物质

为分子质量在 3 500~10 000 u 以及大于 10 000 u的蛋白

或多肽。罗曼[30]报道，枯草芽孢杆菌 JYM35 产生的具

有抑菌特性的发酵液经过硫酸铵沉淀和膜透析，初步判

断抑菌物质属于蛋白类。郝彦利等[23]用同样的方法初步

鉴定枯草芽孢杆菌所产的抑菌物质为蛋白质，其分子质

量为 2类，一类 7~8 ku，一类大于 8 ku。 

表 5 透析前后 L. enzymogenes L-43发酵上清液的抑菌活性回

收率 

Table 5 Recovery rate of antimicrobial activity of fermentation 

broth produced by L. enzymogenes L-43 before and after 

dialysis 

透析袋截留分子量/u 抑菌活性回收率/% 

500 98.08±0.25 

1 000 98.33±0.66 

2 000 95.46±0.35 

3 500 93.43±1.08 

10 000 59.82±1.87 

2.6  L. enzymogenes L-43抑菌物质的稳定性研究 

L. Enzymogenes L-43 发酵上清液经不同温度处理

后，其抑菌活性回收率如图 7a 所示，L. enzymogenes 

L-43 所产抑菌物质具有较好的热稳定性，40 ℃~100 ℃

处理其活性没有损失，121 ℃处理后活性稍有下降。

陈丹梅[27]报道产酶溶杆菌 LE16 的发酵抑菌物质经

100 ℃处理 30 min，其抑菌活性无显著变化，本实验

结果与已报道结果相比，热稳定性结果一致。综合分

析，L. enzymogenes L-43 所产抑菌物质为耐热性较好

的多肽物质。 

探究 L. enzymogenes L-43 所产抑菌物质对酸碱的

耐受性。由图 7b 可知，pH 值在 2~10 之间，发酵上清

液抑菌活性回收率均在 80%以上，其中 pH 值为 9 时活

性回收率为 100%，pH 值超过 11 后，活性回收率显著

下降，pH 值为 12 时活性回收率仅为 55.7%，相比于碱

性环境，L. enzymogenes L-43 所产抑菌物质在非强碱环

境下更稳定。该结果与朱润杰[31]报道的变棕溶杆菌

OH23 产生的抑菌物质的抑菌活性稳定性结果一致，抑

菌物质在高温和非强碱条件下抑菌活性较稳定。 

在 L. enzymogenes L-43 发酵上清液中分别加入

Mg
2+、Fe

3+、Ca
2+、Mn

2+、Na
+、K

+、Cu
2+、Zn

2+，研究

金属离子对抑菌活性的影响，结果如图 7c。由结果可知，

Ca
2+、Mn

2+、Na
+、K

+、Cu
2+对抑菌活性均没有影响；

加入 Mg
2+、Fe

3+后抑菌活性分别损失了 10%和 30%左

右，加入 Zn
2+后抑菌活性提升约 20%，刘婷[32]的研究

结果表明，金属离子会影响抑菌物质的抑菌活性，枯草

芽孢杆菌H5 产生的抑菌物质同样会受到Mg
2+的抑制，

且Zn
2+会提高其抑菌活性，与本研究的结果一致。 

 

 

 

 

图 7 L. enzymogenes L-43抑菌物质的稳定性 

Fig.7 Stability of antimicrobial substances produced by  

L. enzymogenes L-43 

注：显著性差异 P<0.05。 
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L. Enzymogenes L-43 发酵上清液储存 150 d 内活

性回收率都保持在 90%以上，到 180 d 回收率才有所

下降，约为 87.32%（图 7d），表明 L. enzymogenes L-43

所产抑菌物质具有良好的储存稳定性。 

如表 6 所示，L. enzymogenes L-43 所产抑菌物质

对各种化学试剂都具有良好的稳定性，但是 Tween-20

和 Tween-80 和发酵上清液混合后对抑菌物质活性造

成一定损失。 

表 6 L.enzymogenes L-43抑菌物质的化学试剂稳定性 

Table 6 Chemical stability of antimicrobial substances 

produced by L. enzymogenes L-43 

有机溶剂 终体积分数(V/V)/% 活性回收率/% 

氯仿 50 100.00±0.15 

甲醇 50 100.00±0.31 

乙醇 50 100.00±0.63 

异丙醇 50 95.73±0.60 

丙酮 50 100.00±0.96 

三氯甲烷 50 100.00±0.32 

乙酸乙酯 50 100.00±0.76 

Tween-20 10 86.80±0.82 

Tween-80 10 84.92±0.50 

冰乙酸 10 100.00±0.52 

DMSO 50 100.00±0.68 

甘油 50 95.96±0.28 

3  结论 

本研究从土壤样品中筛选到一株具有广谱抑菌作

用且不具有溶血性的菌株，经过鉴定，该菌株为产酶

溶杆菌，命名为 L. enzymogenes L-43。L. enzymogenes 

L-43 所产抑菌物质对金黄色葡萄球菌、藤黄微球菌、

蜡样芽孢杆菌、单核细胞增生李斯特氏菌等革兰氏阳

性菌，以及黑曲霉、胶红酵母等真菌具有较好的抑制

作用，抑菌圈直径大于10 mm。初步鉴定L. enzymogenes 

L-43 所产抑菌物质为多肽，且具有良好的热稳定性、

pH 稳定性、金属离子稳定性、储存稳定性及化学试剂

稳定性。L. enzymogenes L-43 具有无溶血性、抑菌谱

广和抑菌物质稳定性高的特性与优势，为抗菌肽的资

源开发和应用奠定了基础。 
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