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鳀鱼抗菌肽脂质体的制备与抗单增李斯特菌生物 

被膜活性研究 
 

蒲传奋，唐文婷 

（青岛农业大学食品科学与工程学院，山东青岛 266109） 

摘要：本文采用薄膜蒸发法制备得到鳀鱼抗菌肽 AAP 脂质体，分析了脂质体的平均粒径、形态结构、包封率和贮存稳定性，研

究了其对单增李斯特菌及其生物被膜的抑制活性。结果表明制备得到的 AAP 脂质体平均粒径为（131.65±1.63） nm，包封率为 69.75%，

AAP 有效载量为 4.17%，为内部呈环形层状分布的近球形。脂质体在 4 ℃下的贮存稳定性高于其在 25 ℃下的稳定性。脂质体型 AAP

和未包封 AAP 均能抑制单增李斯特菌的生长，但因脂质体的控释作用，两者对指示菌生长曲线的改变历程略有差异。脂质体型 AAP

抗单增李斯特菌生物被膜活性高于未包封 AAP。结晶紫染色和银染实验结果表明 AAP 脂质体能抑制单增李斯特菌生物被膜的形成。

扫描电镜和激光共聚焦显微镜形态观察表明 AAP 脂质体可引起细菌细胞结构的明显坍塌、细胞膜破损和胞内物质外溢，从而抑制生

物被膜的形成。 
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Anchovy Antibacterial Peptide Liposome Preparation and Antibiofilm 

Activity against Listeria monocytogenes 
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(Food Science & Engineering College, Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109, China) 
Abstract: Anchovy antibacterial peptide (AAP) liposomes were prepared via thin film evaporation technique in this work. The average 

particle diameter, morphological structure, encapsulation efficiency, and stability of the prepared liposomes were analyzed, and the antibacterial 

and antibiofilm activities against Listeria monocytogenes were also evaluated. The results showed that the average particle size of AAP 

liposomes was 131.65±1.63 nm, the encapsulation efficiency was 69.75%, and the effective load of AAP was 4.17%. The liposomes were nearly 

spherical with an annular lamellar distribution. The storage stability of the liposomes under 4 ℃ was higher than that of those under 25 ℃. AAP 

and its liposomes could inhibit the growth of L. monocytogenes, but free AAP and AAP liposomes affected the growth curves in a slightly 

different way, because of the controlled release effect of the liposome. The antibiofilm activity of the liposomes was higher than that of free AAP. 

Crystal violet and silver staining experiments showed that the AAP lipid could inhibit L. monocytogenes biofilm formation. Scanning electron 

microscope and confocal laser scanning microscopy showed that AAP liposomes could cause the collapse of bacterial cell structure, and result in 

cell membrane damage and expulsion of intracellular material, further inhibiting biofilm formation. 
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单核细胞增生李斯特菌是世界卫生组织定义的四

大食源性致病菌之一。该菌能通过污染的食物进入人

畜体内，引发败血症、脑膜炎、流产和单核细胞增多

等症状，致死率达 20~30%[1]。单增李斯特菌可黏附在 
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食品或食品加工设备表面，形成生物被膜。生物被膜

是与浮游细胞相对应的一种微生物细胞在生物或非生

物表面的生长方式，是细胞分泌的多糖、纤维蛋白和

脂质蛋白等具有保护性和吸附性的多聚基质将其自身

包裹而形成的结构性微生物群落。已形成的生物被膜

还是其它多种致病菌及腐败微生物的藏身之处，增加

食品本身和加工环境的污染或再污染风险。被膜态与

浮游态单增李斯特菌在细胞结构和生物学特性上的差

异，导致前者比后者抗性更强、危害更严重且更难清

除[2]。 
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国内外学者在单增李斯特菌及其生物被膜的控制

方法上进行了相关探索。李燕杰等采用超声波清除单

增李斯特菌生物被膜[3]。蒲月华发现纳豆菌抗菌肽

AMPNT-6 能减少单增李斯特菌生物被膜的形成[4]。

Ayebah 等发现电解质水可以使减少浮游态和被膜态

单增李斯特菌 4~5 个对数单位[5]。Oliveira 等发现柠檬

草和香茅复方精油能抑制其生物被膜的生成[6]。然而，

这些方法主要采用化学消毒剂、天然精油、抗菌肽和

物理方法。这些方法能否应用于食品领域需要考虑其

安全性、有效性和经济性。致病菌易对化学消毒剂产

生耐药性，且化学品的潜在毒性及其残留会降低食品

安全性。精油类较强的天然风味可能会干扰食品本身

的感官性状，且其疏水特性会阻碍其从生物被膜表面

向内部的扩散。一些物理手段如超声波、高压脉冲电

场等，成本较高且有一定的局限性。因此，有必要开

发新型、安全和高效的控制/清除单增李斯特菌及其生

物被膜的方法。 
抗菌肽是一类具有广谱抗菌活性的小分子短肽，

其具有不同于传统抗生素的杀菌机制，不易产生病原

菌耐药性和交叉抗性。少部分抗菌肽已被证实具有抑

制单增李斯特菌及其生物被膜的作用[7]。鳀鱼抗菌肽

(anchovy antimicrobialpeptide，AAP)属阳离子型抗菌

肽，其氨基酸序列为 GLSRLFTALK，该肽能作用于

细菌细胞膜，破坏其完整性而导致胞内物质溢出胞外

而死亡[8]。本文采用薄膜分散法制备 AAP 脂质体，分

析制备条件对脂质体粒径及包封率的影响，并考察了

最终制备的脂质体在不同温度下的贮存稳定性。以未

包封 AAP 未对照，研究了 AAP 脂质体对单增李斯特

菌生长曲线的影响，并从干扰生物被膜形成和清除已

形成生物被膜角度，分析了其抗单增李斯特菌生物被

膜活性。通过结晶紫染色、银染结合光学显微镜以及

扫描电子显微镜、激光共聚焦显微镜观察 AAP 脂质

体作用前后单增李斯特菌生物被膜的形态结构变化。

研究结果为开发消除食源性致病菌生物被膜的新型手

段提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

卵磷脂（粉末）和胆固醇，生工生物工程（上海）

股份有限公司；鳀鱼抗菌肽（GL），上海吉尔生化有

限公司；单增李斯特菌（ATCC19114）和TSB培养基，

青岛海博生物技术有限公司；TritonX-100，Sigma。
LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit，美国

Molecular Probes公司。其它所用化学试剂均为分析

纯。 

1.2  仪器设备 

YXQ-LS-50SII全自动立式电热压力蒸汽灭菌锅，

上海博讯实业有限公司；BSC-1500IIA2-X 生物安全

柜，山东博科生物产业有限公司；Free Zone 2.5 冷冻

干燥机，美国 Labconco；JEOL 7500F 扫描电子显微

镜，日本 JEOL 公司；HT 7700 透射电子显微镜，日

本 Hitachi 公司；BX41 光学显微镜，TCS SP5 激光共

聚焦显微镜，德国徕卡公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  脂质体的制备 
采用薄膜分散法制备，按胆固醇与磷脂质量比为

1:7 的比称取卵磷脂、胆固醇置于圆底烧瓶中，加入

20 mL 氯仿溶解，之后采用 40 ℃水浴旋转蒸发除去有

机溶剂，使混合脂质在圆底烧瓶内壁形成均匀薄膜。

将 AAP（AAP 与磷脂质量比为 1:3）溶入 PBS（0.05 M，

pH 为 7.2）缓冲液（磷脂与 PBS 质量/体积比为 7.5 
mg/mL）中，加入圆底烧瓶中，水化一定时间后，350 
W 条件下冰浴探头超声 5 min，即得 AAP 脂质体混悬

液。混悬液于-18 ℃冰箱冷冻 24 h，之后室温下解冻，

反复冻融 3 次，冷冻干燥后得 AAP 脂质体冻干粉。 
1.3.2  脂质体的性质表征 
1.3.2.1  脂质体粒径的测定 

脂质体的平均粒径及其分布采用动态光散射

（dynamic light scattering，DLS）测定，脂质体混悬液

经 PBS 缓冲液稀释适当后，移入比色皿中，25 ℃保

温 2 min，测定平均粒径及多分散指数 PDI。 
1.3.2.2  脂质体形态观察 

将AAP脂质体经PBS缓冲液适当稀释后，吸取少

量滴加至铜网正面，用滤纸吸去多余样品，经2%磷钨

酸钠溶液负染3 min后自然晾干，采用透射电子显微镜

下观察其形态结构。 
1.3.2.3  包埋率及有效载量的测定 

1 mL 样品加入 1 mL 去离子水，4 ℃离心法（8000 
r/min，20 min）分离脂质体和未包埋的肽。分离上清

液，沉淀采用去离子水洗涤 2 次，收集所有上清液，

稀释至 10 mL，以备测定未包埋肽的量。沉淀分散于

去离子水中，定容至 5 mL。2 mL 分散液加入 2 mL、
2% TritonX-100，以破坏脂质体并释放出抗菌肽。抗

菌肽的定量采用 HPLC 法，色谱条件为：分析柱，

Waters symmetry C18 柱，250×4.6 mm；柱温，25 ℃；

进样量，10 μL；流动相流速，0.5 mL/min；流动相，

溶剂 A，含 0.1%（V/V）TFA 的水溶液，溶剂 B，100%
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乙腈；洗脱程序，线性梯度洗脱（0~26 min，10%~80%
溶剂 B）；检测器波长，215 nm。精确称取 AAP 5.0 mg，
置于50 mL容量瓶中，加10%乙腈溶解并稀释至刻度，

得 100 µg/mL 标准溶液。精密移取对照品溶液适量，

稀释成 5、10、20、25 和 50 µg/mL 系列浓度的标准溶

液，按上述色谱条件进行 HPLC 分析，以峰面积对肽

质量做标准曲线。 
包埋率（Encaosulation efficiency，EE %）和有效

载量分别按下式计算： 
EE（%）=包埋的抗菌肽质量/（未包埋的抗菌肽

质量+包埋的抗菌肽质量）×100% 
有效载量（%）=被包埋的 AAP 质量/脂质质量

×100% 
1.3.3  AAP 脂质体贮存稳定性研究 

分别在 4 ℃和 25 ℃下，将冻干 CA 脂质体于 4 ℃
和 25 ℃放置 90 d，于 0、30、60 和 90 d 分析脂质体

的粒径、多分散指数和渗漏率。渗透率的计算公式为： 
渗透率=（贮存前包封 AAP 量-贮存后包封 AAP

量）/贮存前包封药量×100% 
1.3.4  抗菌活性的测定 
1.3.4.1  最小抑菌浓度 MIC 的测定 

将 APP 溶液经灭菌 PBS 缓冲液倍比稀释。单增

李斯特菌菌液接种于无菌 TSB 培养液中 37 ℃培养过

夜，所得菌体重悬至 OD600 在 0.1~0.3 之间。依次将

100 μL TSB 培养基、100 μL 受试菌液和 50 μL 不同浓

度的 AAP 溶液加入到灭菌平底 96 孔板，37 ℃培养

18 h。酶标仪于 630 nm 处测定每孔吸光值。对照组采

用 PBS 代替 APP 溶液。与初始值相比，OD630不再增

加的肽的最小浓度为 AAP 的最小抑菌浓度（MIC）。 
1.3.4.2  对生长曲线影响的测定 

单增李斯特菌菌液接种于无菌 TSB 培养液中

37 ℃培养过夜，采用 PBS 缓冲液洗涤 3 遍后重悬为

至 OD630为 0.083。在菌悬液中加入 APP 及其脂质体

（AAP 有效终浓度为 0.5 MIC、1 MIC）。细菌生长对

照组加入等体积的 PBS 缓冲液。混匀后于 37 ℃培养，

每隔 0.5 h 测定其 OD630值。实验设置 3 个重复，结果

取平均值。 
1.3.4.3  抑菌圈实验 

将1.3.4.2中制成的菌悬液均匀涂布至营养琼脂培

养基上。将直径6 mm的灭菌滤纸片分别浸泡于1 MIC
的 AAP 及其脂质体溶液中，取出置于涂菌平板上，

37 ℃培养箱倒置培养 18 h，已灭菌生理盐水为对照。 
1.3.5  抗生物被膜活性 
1.3.5.1  对单增李斯特菌生物被膜形成的抑制 

向灭菌平底 96 孔板每孔依次加入 100 μL TSB 培

养基、100 μL 菌悬液和不同浓度的 AAP 或其脂质体

混悬液，37 ℃培养，分别培养 1、2、4、6、8、10、
12 和 14 h 后，弃去板中培养液。灭菌 PBS 缓冲液清

洗 3 次，30 ℃干燥 30 min。采用 0.2%结晶紫 200 μL
染色 45 min，30 ℃干燥 30 min 干燥后加入 200 μL 
95%的乙醇，酶标仪于 595 nm 处测其吸光度值，实

验平行 3 次。 
1.3.5.2  对单增李斯特菌生物被膜的清除 

向灭菌平底 96 孔板每孔依次加入 100 μL TSB 培

养基、100 μL 菌悬液，37 ℃培养 72 h。弃去培养

液，灭菌 PBS 缓冲液清洗 3 次，每孔加入 200 μL 不

同浓度的 AAP 或其脂质体混悬液。作用 1、2、4、
6、8、10、12 和 14 h 后，弃去抗菌肽脂质体。灭菌

PBS 缓冲液清洗 3 次，55 ℃固定 30 min。采用 0.2%
结晶紫 200 μL 染色 45 min，干燥后加入 200 μL、95%
的乙醇，酶标仪于 595 nm 处测其吸光度值，实验平

行 3 次。 
1.3.5.3  银染法表征AAP脂质体的抗单增李斯特菌生

物被膜作用 
向直径9 cm的灭菌培养皿中注入15 mL TSB培养

基、1 mL菌悬液和4 mL抗菌肽脂质体溶液（终浓度为1 
MIC），并放入无菌盖玻片，培养72 h。参考文献方法[9]，

培养结束后取出盖玻片，经灭菌生理盐水多次充分漂

洗，去掉浮游菌，并采用2.5%戊二醛溶液固定1 h，灭

菌生理盐水清洗后，采用饱和氯化钙溶液结合15 min，
再经灭菌生理盐水清洗，5%硝酸银溶液反应15 min，
之后采用1%对苯二酚溶液显色2 min，漂洗后经5%硫

代硫酸钠溶液固定2 min，漂洗后采用普通光学显微镜

观察。以4 mL灭菌生理盐水代替4 mL抗菌肽脂质体溶

液作为对照。 
1.3.5.4  结晶紫法表征AAP脂质体的抗单增李斯特菌

生物被膜作用 
采用1.3.5.3的方法在盖玻片上培养单增李斯特菌

生物被膜。培养72 h后取出盖玻片，经灭菌生理盐水

多次充分漂洗，去掉浮游菌，加入甲醇固定15 min，
清洗后室温下自然晾干，之后采用2%结晶紫染色15 
min，清洗后室温下自然晾干，再加入33%冰醋酸脱色，

自然晾干后光学显微镜下观察单增李斯特菌生物被膜

的形态。以4 mL灭菌生理盐水代替4 mL抗菌肽脂质体

溶液作为对照。 
1.3.5.5  扫描电镜表征AAP脂质体的抗单增李斯特菌

生物被膜作用 
采用1.3.5.3的方法在盖玻片上培养单增李斯特菌

生物被膜。培养72 h后取出盖玻片，洗去浮游菌，经2.5%
戊二醛PBS溶液固定过夜后，采用灭菌PBS溶液冲洗3
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遍，再经30%、50%、70%、80%、90%和95%浓度的

乙醇梯度脱水各15 min，100%乙醇脱水两次，每次30 
min，经醋酸异戊酯置换，临界点干燥仪干燥后喷金，

扫描电子显微镜观察生物被膜微观形态结构。以4 mL
灭菌生理盐水代替4 mL抗菌肽脂质体溶液作为对照。 
1.3.5.6  激光共聚焦显微镜表征AAP脂质体的抗单增

李斯特菌生物被膜作用 
采用1.3.5.3的方法在盖玻片上培养单增利斯特菌

生物被膜。培养72 h后取出盖玻片，用灭菌生理盐水

漂洗。参照 LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability 
Kit 说明书，配制荧光染料 PI 和 SYTO 9 溶液，并对

样品进行染色，室温避光孵育 15 min，弃去染液，盖

玻片用灭菌生理盐水洗涤，将盖玻片避光置于吸水纸

上晾干，采用激光共聚焦显微镜采集图像[10]。以 4 
mL灭菌生理盐水代替4 mL抗菌肽脂质体溶液作为对

照。 

1.4  数据处理 

采用 Origin 8.0 和 SPSS 17.0 对实验数据进行分

析。所有实验平行 3 次，结果以其平均值±标准差表

示。 

2  结果与分析 

2.1  AAP脂质体粒径及结构 

采用薄膜分散法制备所得 AAP 脂质体，冻干复

溶后稀释，经激光散射粒度分析仪测定脂质体粒径及

分布(图 1)。结果表明，空白脂质体和 AAP 脂质体粒

度分布较均匀，平均粒径分别为(115.6±3.32) nm 和

(131.65±1.63) nm，多分散性指数 PDI 分别为 0.434 和

0.367。该结果说明 AAP 的载入增大了脂质体的粒径。

PDI 反映脂质体粒径的分布情况[11]，结果暗示着脂质

体的粒径分布较集中，AAP 的载入并未影响体系的均

一性。此条件下，制得的 AAP 脂质体的包封率为

69.75%，AAP 有效载量为 4.17%。 
AAP脂质体混悬液适当稀释后，经2%磷钨酸负

染，于透射电镜下观察形态，结果见图2。图中表明

AAP脂质体外观光滑及圆整，为近球形结构，呈环形

层状分布，可见脂质体内部空心。 

 
图1 空白脂质体及AAP脂质体粒径分布图 

Fig.1 Particle size distributions of blank liposomes and AAP 

liposomes 

 
图2 AAP脂质体透射电子显微镜照片 

Fig.2 Transmission electron microscopic photograph of AAP 

liposomes 

2.2  AAP脂质体贮存稳定性 

 
表1 AAP脂质体贮存稳定性指标变化 

Table 1 Changes in liposome storage stability indices 

时间/d 
粒径/nm PDI 泄漏率/% 

4 ℃ 25 ℃ 4 ℃ 25 ℃ 4 ℃ 25 ℃ 

0 135.16±2.34 132.58±1.39 0.39±0.02 0.32±0.02 0 0 

30 139.76±3.17 178.29±2.08 0.41±0.03 0.47±0.03 0.28±0.01 0.69±0.05 

60 161.09±5.78 230.57±3.37 0.50±0.04 0.61±0.02 2.63±0.02 6.87±0.01 
90 195.73±5.60 261.28±2.75 0.68±0.03 0.96±0.03 5.12±0.05 11.08±0.07 

脂质体在贮存过程中易发生聚集、沉淀和分解等

失稳性变化，从而导致被包埋物的泄漏[12]。将脂质体

粉末置于 4 ℃和 25 ℃条件下贮存不同时间，测定其粒

径、PDI 和泄漏率。由表 1 可见，相同贮存时间下，

AAP 脂质体在 4 ℃的粒径、PDI 和泄露率的变化率低

于其在 25 ℃条件下的变化率；相同贮存温度下，三个

指标均随贮存时间的延长而增大，AAP 脂质体于 4 ℃
和 25 ℃条件贮存 90 d 后平均粒径增长了 44.81%和
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97.07%，PDI 分别由(0.39±0.02)和(0.32±0.02)增长至

(0.68±0.03)和(0.96±0.03)。结果表明 AAP 脂质体在

4 ℃条件下的贮存稳定性优于其在 25 ℃条件下的相

应指标。 

2.3  AAP脂质体抗单增李斯特菌活性的测定 

 

 
图3 AAP及其AAP脂质体(1MIC)对单增李斯特菌的抑制作用 

Fig.3 Anti-L. monocytogenes effect of AAP and AAP liposomes 

(1 MIC) 

注：a，生长曲线；b，抑菌圈。 

实验测定 AAP 对单增李斯特菌的 MIC 为 128 
μg/mL。不同浓度的 AAP 及其脂质体对其生长曲线的

影响如图 3a 所示，其中 AAP 脂质体的浓度按其有效

载量进行折算。指示菌于 37 ℃孵育，菌液吸光值在

2.5 h 后迅速增大，至 8 h 后达（0.609±0.002）。加入不

同浓度的 AAP 及其脂质体后，菌液吸光值及其增加

速度均减小，且这种作用效果均呈浓度依赖性关系。

相同有效 AAP 浓度条件下，抗菌剂作用 3 h 即表现出

明显的抑制作用。加入 0.5 MIC 的 AAP 脂质体孵育 8 
h 后的菌液吸光值为对照的 76.19%；而加入 1 MIC 以

上浓度的 AAP 脂质体孵育 8 h 后的菌液吸光值均在

0.145 以下。结果说明 AAP 及其脂质体对单增李斯特

的生长均有抑制作用；在 0~7 h 时间范围内，相同有

效作用浓度下，脂质体型 AAP 的抑制作用稍滞后于

游离型 AAP，这可能与脂质体的控释作用和细胞融合

特性有关，AAP 需要一定的时间从脂质体囊泡中释放

出来之后才可与指示菌发生作用。图 3b 通过抑菌圈实

验反映了浓度为1MIC的AAP及其脂质体对单增李斯

特菌的抑制作用，图中可见，对照纸片周围无透明圈

出现，AAP 纸片周围出现直径为 8.9 mm 的透明圈，

AAP 脂质体纸片周围出现 12.2 mm 的透明圈，结果表

明灭菌生理盐水无抑菌作用，AAP 脂质体对单增李斯

特菌的抑制作用要强于 AAP，该结果与生长曲线的测

定结果相一致。 

2.4  AAP 脂质体的抗单增李斯特菌生物被膜

形成活性 

 
图4 AAP及其脂质体的抗单增李斯特菌生物被膜形成作用 

Fig.4 Anti-L. monocytogenes biofilm effects of AAP and AAP 

liposomes 

不同浓度的 AAP 及其脂质体对单增李斯特菌生

物被膜形成的影响，结果见图 4。由图可见，对照组

中 0~12 h OD595值逐渐增加，生物被膜处于形成阶段，

12 h 后处于稳定状态。在相同的孵育时间，AAP 及其

脂质体处理组的 OD595值要显著低于对照（p<0.05）；
同一有效浓度的脂质体型 AAP 抑制被膜形成效果优

于游离型 AAP；两者的作用浓度越大，生物被膜生成

量越小。 

2.5  AAP 脂质体的清除单增李斯特菌生物被

膜活性 

不同浓度的 AAP 及其脂质体对经 72 h 培养的单

增李斯特菌生物被膜的清除效果如图 5 所示。由图可

见，不同浓度的 AAP 及其脂质体对已形成生物被膜

有显著清除作用，随着浓度的增加，处理时间的延长，

样品 OD595值显著低于对照组（p<0.05）。相同作用时

间下，相同有效浓度的脂质体型 AAP 比游离型 AAP
处理的样品的 OD595 值低。生物被膜是由细菌分泌的

多糖、蛋白等物质形成的网络结构，脂质体能够定向

吸附于生物被膜表面，实现了 AAP 的靶向传输，因
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此提高了其抗生物被膜的有效性[13]。 

 
图5 AAP及其脂质体清除单增李斯特菌生物被膜活性 

Fig.5 L. monocytogenes biofilm-clearing effects of AAP and 

AAP liposomes 

2.6  银染法表征 AAP 脂质体对单增李斯特菌

生物被膜的清除 

  
图6 AAP脂质体处理前(a)后(b)单增李斯特菌生物被膜的银染

显微镜图(×100) 

Fig.6 Microscopic images of silver-stained L. monocytogenes 

biofilm before (a) and after (b) AAP liposome treatment (×100) 
银染法是一种可以定性鉴定和检测细菌生物被膜

的方法，操作简单且对设备要求不高。文中采用银染

法直观反映AAP脂质体对单增李斯特菌生物被膜的

抑制作用。图6a为TSB培养基中培养48 h后的对照盖

玻片银染后光学显微镜照片，图中黑染部分且呈絮状

的膜样物为生物被膜，表明生物被膜已明显形成。图

6b为添加1 MIC的抗菌肽脂质体的样品培养48 h后的

照片，与对照相比，视野中仅显示有少量散落的黑点

或黑斑，并无黑染的絮状膜样物，表明抗菌肽脂质体

具有较好的抗单增李斯特菌生物被膜作用。 

2.7  结晶紫法表征 AAP 脂质体对单增李斯特

菌生物被膜的清除 

结晶紫染色也是一种常用的鉴定细菌生物被膜的

方法，通过染色后样品颜色的深浅，可以测定生物被

膜的总量。图 7 为采用结晶紫染色、普光学显微镜观

察到的单增李斯特菌生物被膜，其中 a为培养 72 h后
的样品照片，图中可见载体上附着大量菌体，局部菌

体较为密集且菌体相连呈现出紫色网状结构；b 为添

加 AAP 脂质体培养后观察到的显微镜照片，仅有少

量菌体可附着于载体表面，已无明显紫色的染色物。

实验结果表明 AAP 抗菌肽脂质体能够抑制单增李斯

特菌在载体表面形成生物被膜。 

  
图7 AAP脂质体处理前(a)后(b)单增李斯特菌生物被膜的结晶

紫染色显微镜图(×100) 

Fig.7 Microscopic images of L. monocytogenes biofilm via 

crystal violet staining before (a) and after (b) AAP liposome 

treatment (×100) 

2.8  扫描电子显微镜表征 AAP 脂质体对单增

李斯特菌生物被膜的清除 

 

图8 AAP脂质体处理前(a)后(b)单增李斯特菌生物被膜的扫描

电子显微镜图 

Fig.8 Scanning electronic microscopic images of L. 

monocytogenes biofilm before (a) and after (b) AAP liposome 

treatment 

扫描电子显微镜电镜具有比普通显微镜更高的放

大倍数，能更为清晰的观察到生物被膜的微观形态结
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构。生物被膜在形成过程中，菌体本身不断分泌多糖

基质、纤维蛋白和脂质蛋白等，并将其自身包绕其中

而形成细菌聚集膜样物[14]。从图8可见，培养72 h的
单增李斯特菌已完全被自身所分泌的膜样物质包裹，

但仍可见杆状的菌体轮廓。而经 1 MIC 的 AAP 脂质

体作用后的载体表面生物量减少，已无生物被膜包裹

的菌体聚集物，残存的部分菌体可见明显坍塌、胞内

物质外溢等形变，表明 AAP 脂质体具有较好的抑制

单增李斯特菌在介质表面形成生物被膜的能力，并可

破坏菌体细胞膜。L. monocytogenes 可黏附在常见食

品接触材料表面形成生物被膜；已形成的生物被膜还

是其它多种致病菌及腐败微生物的藏身之处，菌落间

的互感效应引发各微生物的协同共生，增加食品本身

和加工环境的污染或再污染风险，给食品安全带来极

大危害。扫描电镜实验结果表明 AAP 脂质体可用于

控制/清除单增李斯特菌生物被膜。 

2.9  激光共聚焦显微镜表征 AAP 脂质体对单

增李斯特菌生物被膜的清除 

  
图9 AAP脂质体处理前(a)后(b)单增李斯特菌生物被膜的激光

共聚焦显微镜 

Fig.9 Confocal laser scanning microscopic images of L. 

monocytogenes biofilm before (a) and after (b) AAP liposome 

treatment 

为进一步深入研究AAP脂质体对单增李斯特菌

生物被膜内菌体存在状态的影响，采用PI、SYTO 9荧
光双标记法结合激光共聚焦显微镜（Confocal Laser 
Scanning Microscope，CLSM）技术分析其作用前后被

膜的变化。PI和SYTO 9是两种具有不同光谱特征和细

胞渗透性的核酸染料。SYTO 9能渗透进入膜完整和膜

受损的细胞膜并与DNA结合，在激发波长490 nm和发

射波长635 nm附近发出绿色荧光；而PI仅能进入破损

细胞膜且会竞争SYTO 9的结合位点，在激发波长480 
nm 和发射波长 500 nm 附近发出红色荧光。

LIVE/DEAD Baclight染色技术即是基于荧光染料与

DNA结合，使活/死菌在488 nm激发波长下分别发射绿

/红色荧光的原理，实现监测样品中活/死菌水平的试

验目的，也即在488 nm激发波长下，完整的细菌细胞

膜将发出绿色荧光，而被破坏的细胞膜发红色荧光，

由图9可见，单增李斯特菌培养72 h的生物被膜为大片

绿色隆起，发射出的绿色荧光表明被膜内细菌为存活

状态，细胞膜完整，PI不能进入。视野中所见的细胞

团，主要是由于生物被膜形成过程中细菌菌体的富集

和堆叠所造成的，细胞粘附在介质表面之后不断增殖，

并富集环境中的游离菌体，共同被胞外基质所包裹，

形成细胞团。AAP脂质体作用后的样品则呈现红色，

表明此时细菌细胞膜破损，分子探针PI进入胞内与

SYTO 9竞争并最终取代DNA结合位点，细菌为死菌；

且样品厚度减少，表明生物量减少明显。由图可知，

AAP脂质体可能是通过破坏细菌细胞膜来抑制单增

李斯特菌生物被膜的形成，该结果与扫描电镜的结果

相一致。 

3  结论 

采用薄膜分散法制备制得鳀鱼抗菌肽 AAP 脂质

体，其包封率为 69.75%，AAP 有效载量为 4.17%，平

均粒径为(131.65±1.63) nm，多分散性指数 PDI 为

0.367。AAP 脂质体外观光滑、圆整，为近球形结构，

内部呈环形层状分布。AAP 脂质体在 4 ℃条件下贮存

90 d 的粒径、PDI 和泄露率的变化率低于其在 25 ℃条

件下的变化率。相同有效浓度的脂质体型 AAP 对单

增李斯特菌的抑制作用稍滞后于未包封 AAP。脂质体

型 AAP 干扰单增李斯特菌生物被膜形成及清除 72 h
单增李斯特菌生物被膜的有效性高于未包封 AAP。结
晶紫染色和银染实验结果表明 AAP 脂质体能有效抑

制单增李斯特菌生物被膜的形成。扫描电镜和激光共

聚焦显微镜形态观察表明 AAP 脂质体能引起细菌细

胞结构的明显坍塌、细胞膜破损及胞内物质外溢，从

而抑制生物被膜的形成。以上实验结果表明，AAP 脂

质体可用作食源性致病菌生物被膜的新型抑制剂。 
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