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10-HDA 对枯草芽孢杆菌的抑菌机理研究 
 

王瑞明，李俊霖，杨晓慧，王腾飞，王建彬  

（齐鲁工业大学，山东省微生物工程重点实验室，山东济南 250353） 

摘要：为了确定与分析 10-羟基-2-癸烯酸（10-HDA）的抑菌性能及其作用机制，采用牛津杯法，倍半稀释法进行抑菌性能测定

实验。以枯草芽孢杆菌为供试菌，采用凝胶阻滞实验及原子力显微镜观察 10-HDA 与菌体 DNA 结合情况，并采用DNA 琼脂糖凝胶

电泳观察 10-HDA 作用后菌体DNA 含量的变化，以及 10-HDA 对菌体基因组 PCR 的影响。结果表明，10-HDA 对多种病原细菌具有

明显的抑制作用，表现出广谱抗菌活性，且抑菌效果随着 10-HDA 浓度的增加显著提高。其中，对枯草芽孢杆菌的最小抑菌浓度（MIC）

为 0.62 mg/mL。DNA 琼脂糖凝胶电泳和原子力显微镜结果显示，当 10-HDA 浓度达到 0.62 mg/mL 时，菌体中基因组DNA 的合成量

明显减少，而且 10-HDA 与细菌基因组 DNA 紧密结合。对基因组DNA 的 PCR影响实验进一步证明，当 PCR 体系中 10-HDA 的浓

度达到 1.0 mg/mL 时，DNA 的合成被完全阻碍。通过实验，我们得出 10-HDA 通过与细菌基因组 DNA 的结合，进一步阻碍 DNA 的

合成，最终达到抑菌效果。 
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Abstract: Through oxford cup test and half dilution method for testing antibacterial activity, the preparation progress and antibacterial 

activity of 10-HDA against Bacillus subtilis were identified and analyzed in this paper. The quantity and bonding of bacteria DNA affected by 

10-HDA were analyzed by using atomic force microscope (AFM) and agarose gel electrophoresis of DNA. The results showed that, 10-HDA 

was a broad-spectrum antimicrobial agent and had obvious inhibition effects on multiple pathogenic bacteria with a concentration-depended 

mode of inhibitory effect. The minimum inhibitory concentration (MIC) of Bacillus subtilis was 0.62 mg/mL. Agarose gel electrophoresis and 

AFM analyses revealed that the synthesis of DNA was rapidly decreased due to the close combination with 10-HDA. It was further proved by its 

impact on PCR of DNA that the synthesis of DNA could be completely impeded when the mixing concentration of 10-HDA was 1.0mg/ml. 

Therefore, bacteriostatic action was inferred to be caused by the combination between 10-HDA and DNA which inhibited the replication of 

DNA. 
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10-羟基-2-癸烯酸（10-hydroxy-2-decelenic acid,

简称 10-HDA）是由德国科学家 D.J.朗格（1921）首

次在工蜂上颚腺中发现的，日本学者佐藤道夫也以大

量的数据证实，10-HDA 分泌于工蜂的上颚腺。由于

10-HDA 是蜂王浆中特有的一种不饱和脂肪酸，所以

10-HDA 又称蜂王酸或王浆酸，并且一直以来被作为

衡量蜂王浆质量及辨别其真伪的重要指标。常温时，

10-HDA为白色晶体，性质稳定，在室温或高温下长 
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时间存放，结构也不会被破坏。目前已有多种方法可

以从蜂王浆中分离提取出 10-HDA，也可进行人工合

成。现代研究表明 10-HDA 具有抗菌、灭菌[1]、强壮

机体、抑制小鼠白血病和腹水癌功能[2]、延长患癌动

物的生存期[3]、治疗急性辐射损伤[4]和化学物质所致损

伤等多种生理活性。并且也有报道，在拌刀豆蛋白 A

刺激下，10-HDA 能促进淋巴细胞增值。但是，有关

10-HDA对细菌基因组的影响的研究鲜有报道。 

目前已知的抑菌剂的作用途径较多，一般认为膜

攻击理论是常用抑菌剂的最主要作用途径[5~6]，也有抑

制细胞呼吸、阻碍细胞分裂、影响胞内蛋白质合成等

方面的报道。而对于10-HDA的抑菌性能以及其具体
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作用途径并无明确的研究报道。本文以大肠杆菌

（Escherichia colli）、金黄色葡萄球菌（Staphyloccocus 

aureus）、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）、沙门氏菌

（ Salmonella ）、绿 脓假单胞 菌（ Pesudomonas 

pyocyaneum）、藤黄微球菌（Micrococcus luteus）、白

色 念 珠 菌 （ Monilia albican ） 以 及 酿 酒 酵 母

（Saccharomycescerevisiae）为实验对象，明确 10-HDA

对常见细菌及真菌的抑制性能。同时，以枯草芽孢杆

菌为模型，研究 10-HDA发挥抑菌效果的作用机制，

为进一步探索 10-HDA应用于保健、药品等领域提供

参考，同时为多途径开发利用蜂王浆提供新的思路。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株与培养基 

大肠杆菌（Escherichia colli），金黄色葡萄球菌

（Staphyloccocus aureus），枯草芽孢杆菌（Bacillus 

subtilis），沙门氏菌（Salmonella），绿脓假单胞菌

（ Pesudomonas pyocyaneum ）， 藤 黄 微 球 菌

（Micrococcus luteus），白色念珠菌（Monilia albican），

酿酒酵母（Saccharomycescerevisiae），以上菌种均由

本实验室提供；LB 液体培养基（%）牛肉膏 0.5，蛋

白胨 1.0，NaCl 0.5，pH 7.2；YEPD 培养基（%）：酵

母膏 1.0，蛋白胨 2.0，葡萄糖 2.0。 

1.1.2  主要仪器设备 

DYY-12 电泳仪（北京市六一仪器厂）；

ChampGel5500 凝胶成像系统（北京赛智创业科技有

限公司）；柱式细菌基因组 DNA抽提试剂盒（大连宝

生物工程公司）；PCR 所用引物（生工生物工程有限

公司，上海）；原子力显微镜（德国 Bruker公司）。其

他试剂均为分析纯。 

1.1.3  菌株的培养条件 

抑菌作用研究中所有条件均为菌体生长的最适条

件，即细菌均采用 LB 培养基；真菌均采用 YEPD 培

养基。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌株的活化 

菌种经液体培养基培养过夜，取菌液进行平板划

线培养，挑取生长状况较好的单菌落进行液体培养基

扩增。 

1.2.2  抑菌性能的测定 
采用牛津杯法，在培养皿中倒入营养琼脂培养基，

待凝固后，在其上均匀放 5 个无菌牛津杯[直径

（7.8±0.1）mm]，然后将灭菌培养基冷却至50~60 ℃，

加入待测菌液 1 mL（菌悬液浓度为 1×107 CFU/mL），

迅速摇匀后，倒入上述培养皿，冷却后将牛津杯取出，

作为抑菌活性检测平板。配制梯度浓度的 10-HDA溶

液（以二甲基亚砜，即 DMSO 作为溶剂），吸取100 μL

加入到检测平板圈孔内，每种做 3 个平行试验。放在

37 ℃培养 24 h后，用游标卡尺测量抑菌圈直径，计算

平均值，进行对比研究。 

1.2.3  最小抑菌浓度（MIC）的测定 

液体倍半稀释法：用二甲基亚砜配制 10-HDA倍

比稀释液，浓度依次为 5.0 mg/mL、2.5 mg/mL、1.25 

mg/mL、0.62 mg/mL、0.31 mg/mL 0.16 mg/mL，同时

设空白对照组（DMSO 对照组）。取对数生长期的枯

草芽孢杆菌培养液稀释使其浓度为 1×107 CFU/mL，分

别加入以上稀释后含不同质量浓度 10-HDA溶液，于

37 ℃、180 r/min 培养 18~24 h后涂布平板，观察枯草

芽孢杆菌的生长情况。枯草芽孢杆菌不生长的最小稀

释浓度的 10-HDA质量浓度即为最小抑菌浓度 MIC。 

1.2.4  10-HDA 与细菌 DNA 结合凝胶阻滞实

验 

将培养至对数生长期的枯草芽孢杆菌收集，柱式

抽提试剂盒提取基因组 DNA，紫外分光光度计检测

OD260/280=1.89>1.8，符合实验要求。二甲基亚砜溶解

10-HDA，并作梯度稀释。在 1.5 mL的 EP 管中加入 5 

μL DNA溶液，再分别加入5 μL经梯度稀释的10-HDA

溶液，使其终浓度分别为 0 mg/mL、0.62 mg/mL、1.25 

mg/mL、2.5 mg/mL、5.0 mg/mL、10.0 mg/mL，空白

对照组为二甲基亚砜溶液。室温下孵育 10 min 后，进

行 1%的 DNA琼脂糖凝胶电泳，并用凝胶成像系统观

察记录结果。 

1.2.5  原子力显微镜观察 10-HDA 与 DNA 的

结合 

50 μg/mL的枯草芽孢杆菌基因组 DNA溶液中加

入 10-HDA 溶液，使其终浓度为 1×MIC(即处理液中

10-HDA的终浓度为 0.62 mg/mL)，同时设置空白对照

组，室温孵育 10 min。将10-HDA与 DNA复合物 10 

μL 滴加到新鲜剥离的裸云母片表面，倾斜 45 度，让

液滴流过整个云母片，37 ℃下静置 10 min。干燥后将

制备的样品置于原子力显微镜扫描台上成像观察。 

1.2.6  10-HDA 对细菌体内DNA 含量的影响 

将培养至对数生长后期的待测枯草芽孢杆菌进行

离心收集，用新鲜的 LB 培养基稀释成为 1×107 

CFU/mL，分别加入 10-HDA 稀释液，使其终浓度为

1×MIC（即菌液中10-HDA的终浓度为 0.62 mg/mL），

同时设置空白对照组。37 ℃作用不同时间后离心收
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集。按照柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒说明书，

提取基因组 DNA，进行 1%的 DNA琼脂糖凝胶电泳，

并用凝胶成像系统观察记录结果。 

1.2.7  10-HDA 对 PCR 反应的影响 

PCR 反应体系总体积为20 μL：0.5 μL Taq酶、0.2 

μL引物Ⅰ、0.2 μL引物Ⅱ、2.5 μL dNTP、1.0 μL模板

（枯草芽孢杆菌基因组片段），加入不同浓度的

10-HDA 溶液，使其终浓度分别为 2.0 mg/mL、1.0 

mg/mL、0.5 mg/mL、0.25 mg/mL，最后用 ddH2O 补

足体系至 20 μL。每个浓度均设平行实验，同时设置

空白对照组。PCR 扩增程序为预变性 95 ℃，5’；变性

95 ℃，30’’；退火 54 ℃，30’’；延伸 72℃，2’30’’；

继续延伸 72 ℃，10’，其中第 2-4 步循环 30次。用1%

琼脂糖凝胶进行电泳分析，使用凝胶成像仪观察，并

采集电泳照片。 

2  结果与讨论 

2.1  10-HDA抑菌性能测定结果 

本文采用牛津杯法分别测定了不同浓度的

10-HDA 对大肠杆菌，金黄色葡萄球菌，枯草芽孢杆

菌，沙门氏菌，绿脓假单胞菌，藤黄微球菌，白色念

珠菌，酿酒酵母的抗菌能力。如表 1 所示，10-HDA

对原核细菌类均有抑菌性，且抑菌效果较好，具有广

谱抑菌性。而对于白色念珠菌、酿酒酵母则无抑菌圈

出现，表明对其抑制效果不明显或无抑制性。 

表 1 10-HDA 对不同微生物的抑菌作用 

Table 1 Antibacterial activity of 10-HDA against different 

microorganisms 

菌种 
浓度/(mg/mL) 

0 2.5 5.0 10.0 20.0 

绿脓假单胞菌 - +++ +++ ++++ ++++ 

沙门氏菌 - ++++ ++++ ++++ ++++ 

藤黄微球菌 - ++++ ++++ ++++ ++++ 

枯草芽孢杆菌 - +++ ++++ ++++ ++++ 

大肠杆菌 - ++ ++ +++ ++++ 

金黄色葡萄球菌 - +++ ++++ ++++ ++++ 

白色念球菌 - - - - - 

酿酒酵母 - - - - - 

注：抑菌直径≥20 mm 为极敏感“++++”；15 mm≤抑菌直

径<20 mm 为高敏“+++”；10 mm≤抑菌直径<15 mm 为中敏

“++”；7.8 mm≤抑菌直径<10 mm 为低敏“+”；抑菌直径<7.8mm

为无效“-”[7]。 

2.2  最小抑菌浓度（MIC）的测定结果 

表 2 10-HDA对枯草芽孢杆菌的最小抑菌浓度 

Table 2 MIC of 10-HDA to Bacillus subtilis 

10-HDA 浓度/(mg/mL) 5.0 2.5 1.25 0.62 0.31 0.16 

枯草芽孢杆菌生长 - - - - + ++ 

注：++表示菌体多；+表示菌体较少；—表示无菌生长[8]。 

由表 2 结果可知，10-HDA 对枯草芽孢杆菌的生

长具有很好的抑制作用，当 10-HDA 的质量浓度为

0.62 mg/mL时枯草芽孢杆菌不生长，而当 10-HDA浓

度为 0.31 mg/mL时枯草芽孢杆菌生长，因此，10-HDA

对枯草芽孢杆菌的最小抑菌浓度（MIC）为 0.62 

mg/mL。 

2.3  10-HDA与细菌 DNA结合凝胶阻滞实验 

 
图 1 10-HDA结合凝胶阻滞电泳图 

Fig.1 Gel retardation assay of binding of DNA to 10-HDA  

注：1~6 号泳道 10-HDA 浓度分别为：0 mg/mL；0.62 

mg/mL；1.25 mg/mL；2.5 mg/mL；5.0 mg/mL；10.0 mg/mL，7

号泳道：无菌水对照组。 

提取对数期的枯草芽孢杆菌的基因组与 10-HDA

室温条件下孵育一定时间，进行 1%琼脂糖凝胶电泳，

如图 1 所示。我们发现，随着 10-HDA浓度的增加，

DNA 条带的亮度依次减弱，而留存在点样孔中的

DNA量显著增加。这就说明 10-HDA能够与细菌基因

组 DNA 进行结合，进而导致其迁移率发生变化。

10-HDA 对细菌基因组迁移率的影响可以直观地表现

出 10-HDA 与基因组 DNA 有很强烈的相互结合，且

这种结合作用与混合液中 10-HDA 的浓度有关。在

1.25 mg/mL（图 1 中 3 号泳道）时，开始有部分基因

组 DNA 因为与 10-HDA 的结合，迁移率改变而无法

跑出点样孔。当 10-HDA浓度达到 10.0 mg/mL（图 1

中 6 号泳道）时，10-HDA与 DNA的强烈结合使其完

全留在点样孔中。 

2.4  原子力显微镜观察 10-HDA与 DNA的结

合 
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我 们 采 用 原 子 力 显 微 镜 （ Atomic Force 

Microscope，AFM）技术，进一步观察并分析 10-HDA

与 DNA 的相互作用，如图 2 所示。对照组是未加

10-HDA的 DNA分子，白色的长链状物即为 DNA分

子，它舒展分布，并无蜷曲。而在实验组图中是加入

终浓度为 0.62 mg/mL的 10-HDA后的 DNA分子。在

实验组图中蜷曲的链状物即为 DNA 链，图中的小亮

点为 10-HDA 颗粒，可以清楚地看到图中有 DNA 链

上有很多的小亮点，形成串珠状复合物，由于 DNA

链上吸附了太多的 10-HDA颗粒，甚至形成突起很高

的山脊（白色突起链），而该探针无法扫描到深谷中，

因此无法看到 DNA 链，只能看到明亮的突起物，但

顺着这些突起的小亮点，就是一条 DNA 链。这个结

果也从侧面反映了 10-HDA 能与 DNA 的结合能力很

强。 

  
图 2 10-HDA 与细菌 DNA 结合的原子力显微镜观察 

Fig.2 AFM image of Bacillus subtilis genomic DNA with 

10-HDA 

2.5  10-HDA对细菌体内 DNA合成的影响 

 
图 3 10-HDA 与细菌作用后基因组 DNA 琼脂糖凝胶电泳图 

Fig.3 Agarose gel electrophoresis of DNA from bacterial cells 

treated by 10-HDA 

注：泳道M：Marker；泳道 1、2、3：二甲基亚砜分别处

理 90 min、30 min、10 min；泳道 4、5、6：10-HDA 分别处理

10 min、30 min、90 min。 

如图 3 所示。我们发现经过 0.62 mg/mL 浓度的

10-HDA处理过的实验组（图 3 中 4号、5号、6号泳

道）与 DMSO 溶剂空白对照组（图 3 中 1号、2号、

3 号泳道）相比，随着 10-HDA 作用时间的延长，实

验组的细菌基因组DNA条带（图 3 中 4 号、5号、6

号泳道）亮度逐渐减弱，表明细菌 DNA 的合成量不

断减少。 

 

图 4 10-HDA 抑制 PCR 扩增的琼脂糖凝胶电泳结果 

Fig.4 Agarose gel electrophoresis of 10-HDA inhibited the 

generation of PCR products 

注：泳道M：Marker；泳道 1：对照组；PCR 反应体系中

10-HDA 的终浓度分别为：泳道 2、3：2.0mg/mL；泳道 4、5：

1.0 mg/mL；泳道 6、7：0.5 mg/mL；泳道 8、9：0.25 mg/mL。 

为了进一步确定 10-HDA 对菌体基因组 DNA 合

成的影响，我们在 PCR 反应体系中加入不同浓度的

10-HDA溶液后观察PCR 扩增效果。如图 4所示，在

相同的PCR 反应体系中，加入不同的量的 10-HDA，

然后将扩增产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳。实验结果

表明随着加入 10-HDA浓度的增加，PCR 反应后基因

组 DNA条带的亮度明显减弱，这就说明因为 PCR 反

应体系中 10-HDA 的加入使得细菌基因组 DNA 的

PCR 扩增受到抑制，导致扩增产物显著减少。当

10-HDA浓度达到 0.5 mg/mL（图 4 中 6 号、7 号泳道）

时，扩增产物条带已明显变淡，表明细菌基因组 DNA

的扩增已有明显抑制。当10-HDA浓度达到1.0 mg/mL

（图 4 中 4 号、5号泳道）时，图 4 中 4号、5 号泳道

已无条带显示，表明该浓度的 10-HDA已完全抑制了

基因组 DNA的 PCR 扩增，而 10-HDA的溶剂二甲基

亚砜对 PCR 无明显作用（图 4 中 1 号泳道）。分析其

原因可能是10-HDA与DNA的结合使DNA聚合酶不

能够正确识别 DNA模板，进而阻止了 DNA的复制合

成。 

3  结论 

3.1  抑菌性能测定实验结果显示 10-HDA 对白色念

珠菌、酿酒酵母没有抑菌圈，表明 10-HDA对其无抑

制或抑制效果不明显。对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌、沙门氏菌、绿脓假单胞菌和藤黄微球
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菌具有明显的抑制作用。结论认为，10-HDA 有很好

的抑菌广谱性，同时对酿酒酵母等真核生物没有杀灭

作用，说明10-HDA在天然产物抑菌剂开发方面前景

广阔。本研究以枯草芽孢杆菌作为研究对象，测定其

最小抑菌质量浓度为 0.62 mg/mL。 

3.2  有研究表明某些抑菌剂可与细菌染色体 DNA 发

生相互作用，进而导致 DNA 的复制、转录、表达功

能受抑制[9,10]。本研究结果表明，细菌经 10-HDA 作

用后，随着处理时间的延长，菌体 DNA 的合成量减

少。凝胶阻滞实验及 PCR 影响实验表明 10-HDA能够

与细菌基因组 DNA结合，进而阻滞 DNA的复制，进

一步使得 DNA 的合成量减少，进而达到抑菌的效果
[11]。 
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