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抗菌肽F1高产菌株筛选鉴定及其对多重耐药菌

生物膜形成的抑制作用

王群，吴嘉诺，叶铸明，刘静乐，王娟，杨志杰，曹庸*

（华南农业大学食品学院，广东广州 510642）

摘要：该研究以 L. paracasei subsp. Tolerans FX-6 为出发菌株，经过
60Co γ 射线辐照诱变，筛选出一株高产抗菌

肽 F1 的突变菌株（菌 26）。对菌 26 进行 16S rDNA 序列比较分析发现其与 FX-6 具有高度相似性。进一步对菌 26 的

牛奶发酵粗提物进行分离纯化，成功富集抗菌肽 F1。通过抑菌实验发现，菌 26 的牛奶发酵粗提物对 E. coli 的最低抑

菌质量浓度（Minimum Inhibitory Concentration, MIC）为 3.16 mg/mL，较 FX-6 牛奶发酵粗提物的 MIC 降低了 75%，

同时抗菌肽 F1 的产量也提高了 3.03 倍，初步推断抗菌肽 F1 质量浓度与菌株的抑菌活性之间可能存在正相关关系。

前期研究已经发现抗菌肽 F1 对黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 的 MIC 为 320.0 μg/mL，该实验进一步研究表明当抗菌肽

F1 的质量浓度达到 2×MIC 时，可抑制 50% 以上的黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 生物膜的形成。基于以上研究结果表明，

菌 26 比出发菌株具有更高的产抗菌肽 F1 能力，且抗菌肽 F1 对黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 的生物膜形成具有显著的

抑制作用。该研究为高产抗菌肽菌株的获得提供研究思路，并有望为多重耐药细菌感染的防控提供物质基础。

    关键词：抗菌肽 F1 ；辐照诱变；黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 ；抑菌活性；生物膜
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Abstract: Lactobacillus paracasei subsp. tolerans FX-6, as the original starting strain, was mutated through 60Co γ-ray 

irradiation. A strain (Strain 26) producing antimicrobial peptide F1 at high yield was identified from the mutated strains. High 

similarity between FX-6 and strain 26 was revealed through comparative analysis of their 16S rDNA sequences. The crude 

extract of milk fermented by Strain 26 was further purified to successfully enrich antimicrobial peptide F1. Bacteriostatic 

experiments showed that the minimum inhibitory concentration (MIC) of the crude extract of milk fermented by Strain 26 on 

Escherichia coli was 3.16 mg/mL, which was 75% lower than the MIC of the crude extract of milk fermented by FX-6, and the yield 
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抗生素的误用和滥用，致使多重耐药性革兰氏

阴性细菌感染问题日益严重，亟需安全有效的防控

手段 [1] 。抗菌肽是一类具有高生物活性的小分子肽

类 [2] ，具有广泛的抗菌谱 [3] 、高抗菌活性、不易产

生耐药性 [4] 、独特的作用机理、热稳定、良好的水

溶性以及对高等动物正常细胞无毒害作用等显著优

点 [5] 。抗菌肽的杀菌机理多种多样，主要包括破坏

细菌细胞膜、干扰细菌 DNA 和 RNA 的合成、抑制

蛋白质合成等。其中 α- 螺旋型抗菌肽以垂直膜表面

的方式插入细菌细胞膜，形成孔道或导致膜破坏，

从而使泄露细胞内容物的细菌死亡；β- 折叠抗菌肽

能在平行方向上与细菌细胞膜结合，干扰膜的完整

性，导致细胞死亡 [6] 。目前许多研究也报道了多种

抗菌肽的杀菌模型，用以解释抗菌肽通过改变细菌

细胞膜通透性的杀菌机理，包括桶板模型、毯式模

型、环形孔模型等 [7] 。总体而言，抗菌肽通过多种

机制对抗细菌的生长和繁殖，具有广泛的抗菌活性，

有望成为解决多重耐药防控问题的理想活性物，有

着广阔的开发应用前景 [8,9] 。2015 年，我国发现了一

株从猪粪便中分离得到的含有 mcr-1 基因的大肠杆

菌—黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45，其基因 mcr-1 以

质粒的形式在不同菌株之间水平转移，导致其他细

菌获得含 mcr-1 基因的质粒，从而赋予细菌对多黏菌

素类抗生素的抵抗能力，这不仅对人类健康构成严

重威胁，也给全球公共卫生带来全新挑战 [10,11] 。因此，

开发天然安全、对黏菌素耐药细菌有强抑制作用且不

易产生耐药性的新型抗菌物质具有重要意义，而作为

天然来源的抗菌肽有望成为行之有效的候选物。

在前期的研究中，从可食性西藏开菲尔粒中分

离出安全的产抗菌肽菌株 L. paracasei FX-6（简称：

菌株 FX-6），通过活性追踪法，经液相色谱分离得

到天然安全的抗菌肽单体 F1 [12] ，并经 MALDI-TOF-

MS 等方法分析确定其为含四个非正常氨基酸的新

型多肽，氨基酸序列为 Thr-DAP-Asn-Thr-PEA-Gln-
Ala-Arg-Ser-Lys-Gln-Asp- PEA-CySH-Val-Asn-PEA-
Tau [13] 。抗菌肽 F1 的抗菌谱广，对大多数细菌和霉

菌具有抑菌作用，同时具有极高的耐热性、耐酶性

和耐酸碱性 [14] ，并且能有效抑制细菌产生耐药性的

能力 [15] 。在前期研究中，发现抗菌肽 F1 能破坏黏

菌素耐药大肠杆菌 SHP45 的磷脂双层结构，从而

显著抑制其生长 [16] 。然而，出发菌株 FX-6 的抗菌

肽 F1 产率极低（约占 FX-6 牛奶发酵粗提物质量的

1‰），并且目前仅对抗菌肽 F1 在抑制黏菌素耐药

大肠杆菌 SHP45 生长方面进行了研究 [16] ，其对黏

菌素耐药大肠杆菌 SHP45 生物膜形成的影响仍然未

知。为了解决上述问题，拟采用 60Co γ 射线辐照诱

变技术对菌 FX-6 进行处理，以期获得高产抗菌肽

F1 菌株，并对其进行了分离和纯化，富集抗菌肽

F1。进一步研究抗菌肽 F1 对黏菌素耐药大肠杆菌

SHP45 生物膜形成的抑制作用。该研究将为高产抗

菌肽菌株筛选及多重耐药细菌感染的防控提供解决

策略和研究方向。

1  材料与方法 

1.1 材料与试剂

菌株 FX-6（L. paracasei subsp. Tolerans FX-6），
由西藏开菲尔粒中分离纯化获得，-80 ℃保存于华

南农业大学食品学院；指示菌 E. coli ATCC 25922，
保存于华南农业大学食品学院；指示菌株黏菌素耐

药大肠杆菌 SHP45，由华南农业大学兽医学院动物

微生物抗药性国家风险评估实验室储存。

MHB 肉汤、MRS 肉汤、MRS 琼脂、LB 肉汤、

蛋白胨、牛肉膏、酵母粉，广东环凯生物技术有限

of antimicrobial peptide F1 by Strain 26 was 3.03-fold that by FX-6. The results preliminarily indicate a possible positive 

correlation between the concentration of antimicrobial peptide F1 and the antimicrobial activity of the strain. Our 

preliminary results have shown that the MIC of antimicrobial peptide F1 against colistin-resistant E. coli SHP45 was 

320.0 μg/mL, and the results of this study further demonstrated that the biofilm formation in colistin-resistant E. coli SHP45 

was inhibited by over 50% when the concentration of antimicrobial peptide F1 reached 2× MIC. These findings indicate 

that Strain 26 exhibited a stronger ability to produce antimicrobial peptide F1 than FX-6 and that antimicrobial peptide F1 

significantly inhibited biofilm formation in colistin-resistant E. coli SHP45. This study offers insights into obtaining strains 

producing antimicrobial peptide F1 at high yield and is expected to serve as a material basis for the prevention and control of 

multidrug-resistant bacterial infections.

Key words: antimicrobial peptide F1; radiation mutagenesis; colistin-resistant E. coli SHP45; inhibitory activity; biofilm
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公司；伊利牛奶，伊利集团；葡萄糖、φ=33% 冰乙酸，

天津福晨化学试剂厂；TFA，Aladdin® 公司；分析

纯乙腈、分析纯甲醇，天津富宇精细化工；色谱纯

乙腈、色谱纯甲醇，美国 J.T.Baker 公司；结晶紫，

上海源叶生物科技有限公司。

1.2 仪器与设备

BS200S万分之一天平，德国Sartorous公司；F-90
千分之一天平，浙江台州粮仪厂；KDDC-40 十分之

一天平，科大创新股份有限公司；LC-15C 高效液相

色谱分析仪，岛津（中国）有限公司。冷冻干燥机，

北京德天佑科技发展有限公司；R204B3/RE-52AA
旋转蒸发仪，上海申生科技有限公司；500E 超声波

清洗器，江苏昆山市超声清洗器厂；HH-S 数显恒温

水浴锅，江苏省金坛市医疗仪器厂；SYDLAB-TFC
通风橱，青岛仪航实验设备有限公司；电热恒温鼓风

干燥机，厦门德仪设备有限公司；SW-CJ-2FD 超净工

作台，苏州净化；LDZM-40KCS 高压灭菌锅，上海

申安；UV3010 紫外可见分光光谱仪，日立；HZQ-C
摇床，常州澳华仪器厂；Enspire 2300 多功能酶标仪，

美国 PE 公司；磁力水浴锅，上海析达仪器有限公司。

1.3 实验方法

1.3.1 菌株FX-6的60Co γ射线辐照诱变

将保藏于 -80 ℃甘油管中的菌株 FX-6 接种到

MRS 液体培养基中，在 37 ℃摇床中过夜活化。将活

化后的菌株再次接种于新鲜的 MRS 液体培养基中，

在 37 ℃摇床中培养 12 h。将新鲜无菌 MRS 液体培

养基稀释菌悬液至 OD600 nm=0.1，放入培养皿中备用。

分别使用 300、500、700 Gy 的 60Co γ 射线进行

30 min 的辐照诱变，辐照结束后取 100 µL 涂布于

MRS 琼脂培养基，在二氧化碳培养箱中恒温培养

24 h 待单菌落长出。

1.3.2 高抑菌活性菌株的筛选

1.3.2.1 菌株培养、发酵及抗菌肽粗提物制备

分别将 1.3.1 中所得的单菌落菌株，进行编号，

并接种到 MRS 液体培养基中，于 37 ℃摇床中过夜

活化后，用新鲜无菌 MRS 液体培养基稀释菌悬液

至 OD600 nm=0.2，转接至纯牛奶中，条件为：接种量

为质量分数 9%，葡萄糖添加量为质量分数 3.44%，

酵母粉添加量为质量分数 2%，混匀并调节其 pH 值

为 6.84，放置于 32 ℃的培养箱中密封静态发酵 72 h。
发酵结束后，取发酵液离心（4 000 r/min，15 min），
除去沉淀。上清液用抽滤装置过 0.45 µmol/L 的滤

膜后，真空冷冻干燥处理得到冻干样品（称：抗菌

肽粗提物）待用。其制备流程如图 1 所示。

1.3.2.2 发酵产物的抑菌活性评价

从 4 ℃保存的试管斜面指示菌（E. coli ATCC 
25922）中挑取单个菌落，加入 5 mL LB 肉汤培养

基中，并在 37 ℃下恒温摇床（150 r/min）中过夜培

养。将过夜培养活化的指示菌液稀释至菌质量浓度

为 1×108 CFU/mL，备用。用无菌水将冻干样品配置

成 50.0 mg/mL 母液过 0.22 µmol/L 滤膜，转移到 96
孔板第 1 列板孔中，每孔加入 100 µL，在第 2-10 列

中加入 100 µL 无菌水，接着在第 2 列中加入 100 µL
母液混合均匀后取 100 µL 混合液至第 3 列中，如此

类推，直到第 10 列，第 10 列取出的 100 µL 丢弃。

在第 1~10 列和第 12 列加入 100 µL 1×108 CFU/mL
待测菌液并在第 12 列中补加 100 µL 无菌水。11 列

中只加入 MH 肉汤培养基 200 µL。加样后加盖振荡

1 min，于 37 ℃培养箱培养 6~8 h。用酶标仪检测在

600 nm 处光密度（OD）值。光密度值表示被检测

物吸收的光密度，可以反映菌液中细菌的数量。在

实验中，OD 值越小，说明抑菌效果越好，即菌液

中的细菌数量越少。

1.3.3 高产抗菌肽F1菌株的确定

根据 1.3.2.2 抑菌活性评价方法挑选出抑菌效

果好的菌株，按 1.3.2.1 中所述方法进行发酵后，

将发酵粗提物配置成 20  mg/mL 的水溶液，经

0.22 µmol/L 滤膜过滤，上分析型高效液相色谱

（LC-10A，Shimadzu）分析。

色谱条件如表 1 所示。

通过对比相同浓度菌 FX-6 与高抑菌活性菌株

发酵粗提物的液相图谱，进而确定该高抑菌活性菌

株是否为高产抗菌肽 F1 菌株。

1.3.4 高产抗菌肽F1菌株的稳定性研究

将高产抗菌肽 F1 菌株进行 8 次稳定传代，并

根据 1.3.2.2 所述方法评价发酵粗提物的抑菌活性，

分析菌株产抗菌肽 F1 能力的稳定性。

1.3.5 高产抗菌肽F1菌株鉴定

将高产抗菌肽 F1 菌株送往上海美吉生物医药

科技有限公司进行 16S rDNA 测序，使用 DL2000 
DNA Marker 进行分析。序列测定结果经 Vector.NTI.
Advance.v11 软件分析，通过 NCBI（http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/）的 Blast （Basic Local Alignment Search 
Tool）程序将得到的 16S rDNA 序列与 GenBank 中

已知的菌 FX-6 的 16S rDNA 序列进行对比分析。
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图 1 抗菌肽粗提物制备流程图

Fig.1 The extraction process of crude antimicrobial peptide

表 1  鉴别高抑菌活性菌株的色谱条件

Table 1 Determine the chromatographic conditions for strains with high antibacterial activity

色谱柱 流动相 进样量 流量 检测波长 洗脱条件

ECOSIL C18（4.6 mm×250 mm，
5 µmol/L，Lubex，Japan）

A：水（含 0.1% TFA）
B：甲醇

20 µL 0.5 mL/min 280 nm
214 nm

水 100%
（45 min）

表 2  分离纯化及富集抗菌肽F1的色谱条件

Table 2 Chromatographic conditions for isolation, purification and enrichment of the antimicrobial peptide F1

次序 色谱柱 流动相 进样量
流量

 /(mL/min)
检测波长

 /nm 洗脱条件

1
自组装玻璃柱 20 mm×450 mm，
C18 填料（10 µmol/L，300 Å，

Macherey Nagel，France）

A：水（含 0.1% TFA）
B：乙腈

5 mL 10 280
214

4%~10% 乙腈
（60 min）

2
Shimadzu PRC-ODS(K) 柱

（30 mm×250 mm，15 µmol/L，
Shimadzu）

A：水（含 0.1% TFA）
B：甲醇

0.5 mL 10 280
214

甲醇 5.5%
（80 min）

3 ECOSIL C18 钢柱（300 mm×
20 mm，10 µmol/L，Germany）

A：水（含 0.1% TFA）
B：甲醇

5 mL 10 280
214

超纯水 100%
（40 min）

4 ECOSIL C18（4.6 mm×250 mm，
5 µmol/L，Lubex，Japan）

A：水（含 0.1% TFA）
B：甲醇

20 µL 1 280
214

水 100%
（45 min）

1.3.7.1 制备型高效液相色谱一次分离纯化抗菌活

性组分

抗菌肽粗提物用超纯水溶解，配置成 100 mg/mL
的溶液，经 0.45 µmol/L 滤膜过滤后，用制备型高效

液相色谱（LC-8A，Shimadzu）对抗菌肽 F1 进行初步

分离。收集抑菌活性峰 1，55 ℃旋转浓缩后冻干，待用。

1.3.7.2 制备型高效液相色谱二次分离纯化抗菌活

性组分

将第一次分离获得的冻干样品，用超纯水溶

1.3.6 抗菌肽F1粗提物制备

高产抗菌肽 F1 菌株经活化后，参考 1.3.2.1 所

述方法制备抗菌肽粗提物。

1.3.7 抗菌肽F1的分离纯化及富集

参考曹庸 [17] 、Miao 等 [18] 的方法稍作修改，对

1.3.2.1 中所制备的抗菌肽粗提物进行分离纯化得到

抗菌肽 F1，每一步都采用 1.3.2.2 所述方法进行活

性筛选，具体分离纯化参数如下：
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解，配置成 50 mg/mL 的溶液，经 0.45 µmol/L 滤膜

过滤后，用高效制备液相色谱（LC-8，Shimadzu，
Japan）进行二次分离。收集抑菌活性峰 2，55 ℃旋

转浓缩后冻干，待用。

1.3.7.3 制备型高效液相色谱三次分离纯化抗菌活

性组分

将第二次分离获得的冻干样品，用超纯水溶

解，配置成 50 mg/mL 的溶液，经 0.45 µmol/L 滤

膜过滤后，用制备型高效液相色谱进行第三次分

离纯化。收集抑菌活性峰 3，55 ℃旋转浓缩后冻干，

待用。

1.3.7.4 分析型高效液相色谱分离纯化抗菌活性组分

将第三次分离获得的冻干样品，用超纯水溶解，

配置成 20 mg/mL 的溶液，经 0.22 µmol/L 滤膜过滤

后，用分析型高效液相色谱（LC-10A，Shimadzu）
分析。

四次分离色谱条件分别如表 2 所示。

1.3.8 抗菌肽F1对黏菌素耐药大肠杆菌SHP45生
物膜形成的影响

取对数生长期的待测菌液（黏菌素耐药大肠杆

菌 SHP45），4 000 r/min 离心 5 min 收集菌体，PBS
缓冲液清洗 3 次后，用新鲜无菌的 MB 肉汤培养基

重悬至 OD600 nm=0.2。将 100 µL 的菌液加入无菌 96
孔板中，再加入不同浓度的抗菌肽 F1（用无菌 MH
配置），使抗菌肽的终浓度分别为 8 MIC、4 MIC、
3 MIC、2 MIC 和 1 MIC。使用 200 µL 菌液作为阳

性对照组，200 µL 的 MH 肉汤作为阴性对照组。将

96 孔板置于恒温培养箱中培养 24 h 后弃除培养液，

用无菌水小心洗去细胞培养板中的浮游态细菌和培

养液，共清洗 2 次，每孔加入 200 µL 的甲醇进行固

定，固定时间为 15 min，然后吸出培养孔中的甲醇，

自然风干。每孔添加质量分数为 0.1% 的结晶紫染液

200 µL，进行生物膜染色，染色时间为 30 min。注意

避光。用无菌水洗去多余的结晶紫染液，洗涤 3 遍，

于 37 ℃条件下烘干 / 自然晾干（0.5 h）。每孔添加

质量分数为 33% 的冰乙酸溶液 200 µL，将 96 细胞

培养板转移至微孔振荡器中使结晶紫染料充分溶

解 20 min。利用酶标仪测定波长 590 nm 条件下各

孔的 OD 值，与阳性对照的 OD590 nm 进行对比分析，

计算出抗菌肽 F1 对黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 生

物膜生成的抑制率。

1.3.9 数据统计分析

所有试验均重复三次及以上，取测量结果的平

均值。采用 Excel 2019、SPSS 软件处理数据，采用

Origin 2018（Origin Lab，MA，USA）、GraphPad 
Prism 8 绘制图表。P ＜ 0.05 时表示具有统计学意义。

2  结果与讨论

2.1 菌株FX-6的60Co γ射线辐照诱变
60Co γ 射线是一种高能电磁波，通过不同辐照时

间和剂量，能够产生电离作用，从而改变 DNA 的

结构。因此 60Co γ 射线被广泛应用于微生物育种

中 [19] 。陈龙等 [20] 使用 60Co γ 射线对酵母菌进行辐照

诱变，结果显示其胞内谷胱甘肽产率比出发菌株提

高了 45.8% 以上。而费笛波等 [21] 则利用 60Co γ 射线

对芽孢杆菌进行辐照诱变，发现其 β- 葡聚糖酶活性

比出发菌株提高了 30% 以上。为了改良 FX-6 菌株

并提高其产抗菌肽 F1 的能力，本实验用 300、500、
700 Gy 剂量的 60Co γ 射线对 FX-6 菌株进行辐照诱

变以引发遗传变异并筛选出具有改良特性的突变菌

株。实验结果表明，500 Gy 剂量组共获得 59 株单

菌落，700 Gy 剂量组获得 21 株单菌落，300 Gy 剂

量组因致死率太低而放弃。因此，对 FX-6 菌株进

行 60Co γ 射线辐照诱变后共得到 80 株单菌落，标号

为 Gy 500 菌 1-59、Gy 700 菌 1-21。

2.2 高产抗菌物质的菌株筛选

2.2.1 辐照所得菌株的牛奶发酵粗提物的抑菌活

性评价

评价辐照诱变后得到的菌株所产抗菌物质的抑

菌效果，可筛选获得高产抗菌物质的菌株。本实验先

将辐照诱变所得菌株在牛奶中进行发酵，得到发酵粗

提物，经 96 孔板微量稀释法测定粗提物对 E. coli 的
OD600 值，来评估菌株对 E. coli 的抑菌效果。通过对

比辐照所得菌株发酵粗提物和 FX-6 菌株发酵粗提物

对 E. coli 的抑菌活性，可以筛选出抑菌效果明显优

于 FX-6 的菌株，本实验初步挑选出的高产抗菌物质

的菌株为 Gy 500 菌 1-59 中的菌 26 号，以及 Gy 700
菌 1-21 中的菌 10、15、16 和 18 号（图 2 中用 * 标

出）。这些菌株的发酵粗提物在抑菌活性方面表现出

明显优于菌 FX-6 发酵粗提物的效果。
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图 2 辐照所得菌株对 E.coli 的抑菌活性

Fig.2 Antibacterial activity of irradiated strains against E. coli

2.2.2 高产抗菌物质菌株的发酵牛奶粗提物对 

E. coli的最低抑菌浓度

通过第一次筛选，得到了 5 株高产抗菌物质的

菌株，分别是 10、15、16、18、26 号。为了确定

这些菌株的牛奶发酵粗提物对 E. coli 的最低抑菌

浓度（Minimum Inhibitory Concentration, MIC），进

一步评估菌株的抑菌效果。本实验通过测定菌 10、
15、16、18、26 号牛奶发酵粗提物对 E. coli 的 MIC（如
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表 3 所示），发现菌 26 在这五种菌株发酵粗提物

中具有最低的 MIC。再将菌 26 与菌 FX-6 发酵粗

提物进行对比，发现菌 26 发酵粗提物对 E. coli 的
MIC（3.16 mg/mL）相比菌 FX-6发酵粗提物对E. coli
的 MIC（12.50 mg/mL）降低了 75%，说明菌 26 发酵

粗提物在抑制 E.coli 生长方面表现出更强的效果。因

此本实验最终筛选出菌 26 作为高产抗菌物质的菌株。

表 3  所挑菌株发酵粗提物对E. coli 的MIC

Table 3 MIC of the selected strains fermented the crude 
extracts to E. coli

菌株 MIC/(mg/mL)

10 6.25

15 6.25

16 6.25

18 6.25

26 3.16

FX-6 12.50

2.3 高产抗菌肽F1菌株的确定

图 3 菌 26 发酵粗提物与 FX-6 发酵粗提物液相色谱图对比图

Fig3 Comparison of liquid chromatograms between the 

crude fermentation extract of strain 26 and the crude 

fermentation extract of FX-6

为了验证高产抗菌物质的菌株菌 26 具有比出

发菌株菌 FX-6 更强的产抗菌肽 F1 的能力，本实验

采用液相色谱法分析菌 FX-6 和菌 26 牛奶发酵粗提

物中抗菌肽 F1 的产量 [22] 。通过使用抗菌肽 F1 单体

标品进行外标法对比分析，可以将菌 FX-6 发酵粗

提物和菌 26 发酵粗提物中的抗菌肽 F1 浓度与已知

浓度的标准物质进行比较，以确定菌 FX-6 发酵粗

提物和菌 26 发酵粗提物中抗菌肽 F1 的相对含量。

根据液相图谱的分析结果（如图 3 所示），发现菌

26 的抗菌肽 F1 产量相比菌 FX-6 提高了 3.03 倍。

因此，确定菌 26 为高产抗菌肽 F1 菌株。结合 2.2
的实验结果：菌株 26 牛奶发酵粗提物的抑菌效果优

于菌株 FX-6 发酵粗提物，且对 E. coli 的 MIC 最低，

可以初步推断抗菌肽 F1 浓度与菌株的抑菌活性之

间可能存在正相关关系。

2.4 高产抗菌肽F1菌株的稳定性研究

由于诱变菌株存在遗传性能不稳定的潜在风

险，随着传代次数的增加，其产生抗菌肽的能力可

能出现下降趋势 [23] ，而菌株在传代过程中的抗菌活

性不稳定可能会降低其在抗菌肽开发和应用中的可

靠性。为了评估菌株在连续传代过程中特定遗传性

状的稳定性，本实验对菌 26 进行遗传稳定性测定，

经 8 次传代后，测定其牛奶发酵粗提物对 E. coli 的
抑菌活性，发现菌 26 发酵粗提物对 E. coli 的最低

抑菌浓度稳定在 3.16 mg/mL。这表明菌株菌 26 是

一株遗传性状非常稳定的突变菌株，这增加了菌 26
在抗菌肽 F1 开发和应用中的可靠性和可行性。

2.5 高产抗菌肽F1菌株的鉴定

为了探究菌株 26 和菌株 FX-6 在基因组上的差

异，利用 GenBank 数据库的 Blast 程序，将测得的

16S rDNA 序列与已知菌株 FX-6 的 16S rDNA 序列进

行比对。如图 4 可知，菌 26 与菌 FX-6 在 16S rDNA
水平具有 100% 的相似度，这表明它们在基因组水

平上基本一致，可能属于同一物种或亚种。然而，

16S rDNA 只是细菌分类和进化研究中的一种标记

基因，它在菌株之间具有高度保守性。但抗菌肽的

产生和调控涉及多个基因和途径，而这些基因可能

在 16S rDNA 检测范围之外 [24] 。因此，菌株 26 和菌

株 FX-6 可能在其他基因上存在差异，这些基因可

能参与了抗菌肽的合成、调控或分泌，从而导致菌

26 具有明显高于菌 FX-6 的产抗菌肽 F1 能力。进

一步的研究可以考虑分析这些基因或调控因子的差

异，以探究菌 26 产抗菌肽 F1 能力高于菌 FX-6 的

作用机制。
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图 4 菌 26 与 FX-6 电泳条带、BLAST 及序列同源性比对图

Fig.4 Comparison of electrophoretic bands, blast and sequence homology between strain 26 and FX-6

备钢柱进行第二次分离纯化时，液相图谱出现了五

个波峰（如图 6），对分离得到的各组分进行抑菌活

性分析，发现目标峰 2 表现出最强抑菌活性，因此

选择其组分作为冻干样品，用于第三次分离纯化。

用 ECOSIL C18 制备水柱进行第三次分离纯化时，

液相图谱出现了四个波峰（如图 7），我们对分离得

到的各组分进行抑菌活性分析，发现目标峰 3 表现

出最强抑菌活性，因此选择其组分作为冻干样品，

并与抗菌肽F1单体进行比对。通过这三次分离步骤，

成功分离纯化出抗菌肽 F1 活性单体 400 mg。该抗

菌肽 F1 单体是通过选取液相色谱分离过程中抑菌

2.6 抗菌肽F1的分离纯化及富集

为了富集抗菌肽 F1，本实验改良了 Miao
等 [12] 的方法，用于纯化菌 26 牛奶发酵粗提物中的

抗菌肽 F1。为了评估其抗菌活性，采用了活性追踪

法和 96 孔板微量稀释法，并以 E. coli 作为指示菌，

根据 1.3.7 分离方法和色谱条件，逐步分离抗菌活

性组分。在使用 C18 玻璃层析柱进行第一次分离纯

化时，液相图谱出现了两个波峰（如图 5），对分离

得到的各组分进行抑菌活性分析，发现目标峰 1 表

现出最强抑菌活性，因此选择其组分作为冻干样品，

用于第二次分离纯化。用 Shimadzu PRC-ODS(K) 制
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活性最强的组分得到的。观察发现，在所有组分中

抗菌肽 F1 的抑菌活性最强，且其含量最高。结合

2.3 的推断，可以得出结论：在菌 26 牛奶发酵粗提

物中，抑菌活性主要来自抗菌肽 F1，而非其他抑

菌活性物质。

图 5 抗菌肽粗提物过 C18 玻璃柱层析柱后液相色谱图

Fig.5 HPLC spectrogram of crude antimicrobial peptide 

after C18 glass column chromatography

图 6 抗菌肽粗提物过 PRC-ODS(K) 制备柱后液相色谱图

Fig.6 HPLC spectrogram of crude antimicrobial peptide 

after passing PRC-ODS(K) preparative column

图 7 抗菌肽粗提物过 ECOSIL C18 制备柱后液相色谱图

Fig.7 HPLC spectrogram of crude antimicrobial peptide 

after C18 glass column chromatography

图 8 抗菌肽单体 F1 的液相色谱图

Fig.8 HPLC spectrogram of antibacterial peptide F1

2.7 抗菌肽F1对黏菌素耐药大肠杆菌SHP45
生物膜形成的抑制作用

在前期的研究中，已经发现抗菌肽 F1 对黏

菌素耐药大肠杆菌 SHP45 的最低抑菌质量浓度

为 320.0 μg/mL，并且发现抗菌肽 F1 可通过破坏

细菌的内外膜结构，显著抑制黏菌素耐药大肠杆

菌 SHP45 的生长  [16] 。但是细菌通常以聚集成菌落

的形式存在，并在菌落表面形成生物膜，这种生

物膜可以保护细菌免受抗菌肽等抗菌活性物质的

攻击，从而增强细菌的耐药性  [25] 。因此除了研究

抗菌肽 F1 对单个黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 的

抑制作用外，还需要探究抗菌肽 F1 是否能够抑制

黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 的生物膜形成，以进

一步验证其作为潜在的抗多重耐药细菌策略的有

效性。本实验采用结晶紫生物膜测定方法研究抗

菌肽 F1 对黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 形成的生

物膜的抑制作用，结果显示抗菌肽 F1 可显著抑

制黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 生物膜的形成，作

用效果与抗菌肽 F1 的质量浓度呈正相关，当抗

菌肽 F1质量浓度达到 2×MIC 及以上时，能抑制

50% 以上的细菌生物膜的形成（如图 9 所示）。因

此，抗菌肽 F1 不仅对单个黏菌素耐药大肠杆菌

SHP45 的生长具有很强的抑制作用  [16] ，还推测抗

菌肽 F1 的作用机制之一可能是通过抑制细菌的

繁殖来减少生物膜的形成，因为生物膜的形成通

常需要细菌的繁殖和聚集。为了验证这一推测还

需要进一步研究，并探究抗菌肽 F1 对细菌繁殖

以及生物膜形成的抑制机制，这将有助于更深入

地理解抗菌肽 F1 的抑菌机制和其在抗菌治疗中

的潜在应用。
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图 9抗菌肽 F1 对黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 生物膜

形成抑制作用

Fig.9 Antimicrobial peptide colistin-resistant E. coli

F1 inhibits SHP45 biofilm formation

注：不同上标字母表示的均值为显著差异（P ＜ 0.05）。

3  结论

经过 60Co γ 射线辐照诱变后，从 L. paracasei 
subsp. Tolerans FX-6 获得了 80 株单菌落。通过对这

些菌株的发酵粗提物与菌 FX-6 发酵粗提物进行抑

菌活性评价和液相图谱对比，筛选出一株高产抗菌

肽 F1 的菌株，命名为菌 26。菌 26 发酵粗提物中抗

菌肽 F1 含量较 FX-6 发酵粗提物提高了 3.03 倍，同

时对 E. coli 的最低抑菌质量浓度也降低了 3.96 倍。

这些实验结果表明，突变菌株（菌 26）相比出发菌

株（菌 FX-6）在产抗菌肽 F1 方面具有更高的能力。

菌 26 通过发酵牛奶，获得了抗菌肽粗提物。抗菌

肽粗提物通过 C18 玻璃层析柱、Shimadzu PRC-
ODS(K) 制备钢柱、ECOSIL C18 制备水柱的分析纯

化，成功富集得到了抗菌肽 F1 活性单体 400 mg，
为后续实验提供物质保证，以便进一步研究抗菌肽

F1 的性质和应用。通过结晶紫生物膜测定方法研究

抗菌肽 F1 对黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 形成的生

物膜的抑制作用。结果显示，当抗菌肽 F1 的质量

浓度达到 2×MIC 及以上时，能够抑制 50% 以上的

细菌生物膜的形成。这些发现表明，抗菌肽 F1 不

仅对黏菌素耐药大肠杆菌 SHP45 的生长具有抑制作

用，而且还能影响其形成具有抵御作用的生物膜。

这为抗菌肽 F1 在抗菌治疗和生物膜控制方面的应

用提供了重要的依据。
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