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合浦珠母贝黏液细菌F35的鉴定及其
抗菌物质分析
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摘 要：利用Zobell 2216E培养基从合浦珠母贝黏液中分离得到菌株F35，菌株对6种常见的食源性致病菌均有抑制

作用。通过对菌株F35细菌形态观察、生理生化特性并结合16S rRNA基因序列分析，鉴定该菌为甲基营养型芽孢杆

菌(Bacillus methylotrophicus)。其发酵液排除酸类物质和过氧化氢的干扰后，分别经过4种蛋白酶处理，蛋白酶酶解

发酵液对指示菌的抑制作用均有不同程度的下降，表明菌株F35抗菌成分为蛋白或多肽类物质，具有开发为新型天

然食品防腐剂的潜力。
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Abstract：Bacterial strain F35, isolated from Pinctada fucata mucus using Zobell 2216E medium, had an inhibitory effect on six 
common foodborne pathogens. The strain was identifi ed as Bacillus methylotrophicus based on its morphological, physiological 
and biochemical characteristics and 16S rRNA sequence. After removal of acids and hydrogen peroxide, its fermentation 
supernatant was treated separately with four proteases. Compared with the fermentation supernatant, all the resulting hydrolysats 
showed a decrease in inhibitory effect against Listeria monocytogenes. In conclusion, the antibacterial substances of strain F35 are 
protein or polypeptide and thus have great potential to be developed as new natural food preservatives. 
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食品微生物是影响食品安全的重要因素，近年来由

食源性致病菌引起的疾病越来越多[1]。随着经济与社会

的发展，人们对食品安全的要求越来越高，添加食品防

腐剂是当前抑制食源性致病菌的重要措施之一，因此，

现代食品工业的发展离不开防腐剂的保驾护航[2]。长期

以来，由于化学合成的食品防腐剂成本低，在食品工业

生产中一直占据主导地位，但化学合成防腐剂的超标使

用，容易对人体易产生毒副作用[3]。在人们对食品安全的

认识和要求逐步提高的背景下，这类化学防腐剂的使用

受到了越来越严峻的挑战。所以开发抗菌性强、抑菌谱

广、安全无毒的天然食品防腐剂已成为各国科技工作者

的发展方向和研究热点[4-6]。微生物源天然食品防腐剂是

利用微生物的发酵代谢产物来抑制食品腐败及病原微生

物的生长繁殖[7]，从而达到防腐保鲜的目的，目前已经应

用于食品行业的微生物源天然食品防腐剂有乳酸链球菌

素、纳他霉素等[8]。2006年Sun Lijun等[9]从内生植物中分

离到一株产类细菌素的解淀粉芽孢杆菌ES-2，对多种致

病菌有较强的抑制作用，利用电喷雾离子化碰撞诱导解

离质谱技术对抗菌物质进行了分析和鉴定，发现抑菌物

质是由抗菌肽类物质Fengcin、Surfactin系列组分组成，
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并且使用安全，已经实现产业化中试生产。芽孢杆菌抗

菌肽富含系列抗菌活性成分，克服了乳酸链球菌素抗菌

谱窄的局限性，具有更广阔的应用价值。芽孢杆菌产生

的抗菌肽将为食源性致病菌安全控制提供新的思路，成

为继乳酸链球菌素之后研究人员关注的又一热点。

本研究从合浦珠母贝黏液中筛选出一株对多种食源

性致病菌具有较强抑菌作用的菌株F35，并对其抗菌成分

进行初步分析，为下一步筛选安全性高、抑菌活性强和

抑菌谱广的天然食品防腐剂提供参考。

1 材料与方法 材料与方法

1.1 材料与试剂

菌株F35分离于合浦珠母贝黏液中。

金黄色葡萄球菌(Staphyloccocus aureus)、单核细胞

增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)、大肠埃希氏菌

(Escherichia coli)、副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、
鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)、铜绿假单胞菌

(Pseudomoas aerunginosa) 广东环凯微生物科技有限公

司；Zobell 2216E琼脂 青岛海博生物技术有限公司；

营养肉汤 广东环凯微生物科技有限公司；细菌通用引

物  深圳华大基因科技有限公司；过氧化氢酶 上海源

叶生物科技有限公司；胰蛋白酶、胃蛋白酶、菠萝蛋白

酶、木瓜蛋白酶 美国Sigma公司。

1.2 仪器与设备

DYY-7C电泳仪 北京六一仪器厂；Biometra型PCR
仪 美国Biometra公司；YXQ-LS-50SI立式压力蒸汽

灭菌锅、SW-CJ-2F洁净工作台、SPX-250B-Z生化培养

箱 上海博迅实业有限公司医疗设备厂；HZQ-R恒温摇

床 东联电子技术开发有限公司；尼康YS100双目电光

生物显微镜 日本尼康公司；T15A34高速冷冻离心机 
日本日立公司。

1.3 菌株F35抑菌活性测定

1.3.1 菌株F35发酵液的制备

将菌株F35接种于50mL营养肉汤中，并在28℃条件

下培养24h；吸取1mL活化好的菌液，接种于200mL液
体发酵培养基[10]中，于28℃培养24h，经12000r/min离心

15min，收集上清液，备用。

1.3.2 抑菌活性测定[11-12]

将已经灭菌的牛津杯摆放在倒有素琼脂的平皿中，

再倾倒含有指示菌的培养基，待凝固后，用镊子拔去牛

津杯。在牛津杯的孔中加入约200μL无细胞发酵上清液，

在4℃冰箱中扩散4h，置于培养箱培养一定时间后，观察

是否有抑菌圈，并测量其大小，抑菌圈越大，代表菌株

F35对该指示菌的抑菌能力越强。

1.4 菌株F35的鉴定

1.4.1 菌株F35形态结构及生理生化特性鉴定

将菌株F35接种于Zobell 2216E琼脂上，28℃培养 

48h，观察菌落形态特征。然后挑取单个菌落进行涂片及

革兰氏染色，用普通光学显微镜观察菌体形态。按照东

秀珠等[13]的方法，对菌株F35进行生理生化实验。

1.4.2 菌株F35的16S rRNA 基因序列测定与系统发育分析

1.4.2.1 16S rRNA基因 PCR扩增及检测

菌株F35的16S rRNA基因PCR扩增采用菌落PCR
法。采用50μL反应体系进行PCR扩增，PCR扩增采

用16S rRNA基因细菌通用引物 [14]：Eubac 27F：5 ′-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG1-3′；Eubac 1492R：

5 ′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3 ′。PCR扩增体系：

10×PCR buffer 5μL、Taq DNA polymerase(5U/μL)0.3μL、
dNTPs(10.0mmol/L)1μL、Mg 2+(2.5mmol/L)4μL、

Eubac27F(20μmol/L)及Eubac1492R(20μmol/L)各1μL、F35
微量菌体、ddH2O 35.7μL，混匀后进行16S rRNA基因PCR
扩增，其中PCR反应条件为94℃ 预变性2min；94℃变性

10s，55℃退火15s，68℃延伸 90s，循环35次；72℃总延

伸 10min。10℃保存。将菌株F35扩增产物进行琼脂糖凝胶

电泳，通过紫外灯观察，初步判断PCR产物是否为目标片

段。

1.4.2.2 16S rRNA 序列测定及系统发育树构建

将扩增成功的PCR 产物寄送深圳华大基因科技有限

公司进行测序。测序所得序列提交GeneBank注册，并将

该序列应用NCBI数据库中进行相似性分析，选取同源性

较高的模式菌株，采用MEGA 4.0软件，用邻接法进行系

统进化树构建[15-16]，重复取样 1000 次进行自展值分析以

评估系统进化树的拓扑结构稳定性[17]。

1.5 菌株F35代谢产物抗菌成分初步分析

1.5.1 酸类物质及过氧化氢抑制作用的排除[18]

将菌株F35发酵上清液中和至pH 7.0，进行抑菌实

验，将中和好的发酵液及对照液进行抗菌活性测定。以

单核增生李斯特氏菌为指示菌，用牛津杯法进行抑菌实

验，实验重复3次。

加入10mg/mL的过氧化氢酶溶液至发酵液中使过氧

化氢酶终质量浓度为2mg/mL[19]，37℃处理24h，灭菌蒸馏

水作对照，用0.22μm滤膜过滤除菌，以单核细胞增生李

斯特菌为指示菌，用牛津杯法进行抑菌实验，实验重复3
次。

1.5.2 抗菌物质对蛋白酶的敏感性实验

用1mol/L NaOH和1mol/L HCl分别调节待酶解的发酵

上清液到胰蛋白酶、胃蛋白酶、菠萝蛋白酶、木瓜蛋白

酶各自的最适作用pH值，分别为pH7.8、2.0、7.0、6.0。
按最终质量浓度2mg/mL[19]加入胰蛋白酶、胃蛋白酶、菠

萝蛋白酶、木瓜蛋白酶，37℃酶解12h，将酶解作用后的

酶解液的pH值再调回至原pH值，以单核增生李斯特氏菌

为指示菌，用牛津杯法做抑菌实验，实验重复3次。

1.5.3 活性下降率计算[20]

活性下降率反映了菌株F35发酵上清液经不同处理方
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法处理后活性变化率。菌株F35发酵上清液经上述不同方

法处理后，活性下降率按下述公式计算。

活性下降率/%=
d1－d2

d1－7.80
×100

式中：d1为原发酵液抑菌直径；d2为不同处理方式后

发酵液直径；7.80为牛津杯外径。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 菌株F35的抑菌活性测定

A

D

B

E

C

F

A. Listeria monocytogenes；B. Staphyloccocus aureus；
C. Escherichia coli；D. Salmonella typhimurium；

E. Pseudomoas aerunginosa；F. Vibrio parahaemolyticus。
图 图 1 1 菌株菌株F35F35的抑菌谱的抑菌谱

Fig.1 Antimicrobial spectrum of strain F35Fig.1 Antimicrobial spectrum of strain F35

由图1可知，菌株F35对6种食品中常见的致病菌均有

不同程度的抑制作用，其中对单核细胞增生李斯特菌的

抗菌作用最强，而对大肠杆菌的抗菌作用相对较弱，但

抑菌直径仍达(11.12±0.19)mm。可知菌株F35发酵液具有

抑菌谱广、抑菌活性强的特点。

2.2 菌株F35的鉴定结果

A B

A. 菌落形态；B. 革兰氏染色结果(40×100)。
图 2 图 2 菌株菌株F35F35形态特征形态特征 

 Fig.2 Photogram of strain F35 colonies and individual cells Fig.2 Photogram of strain F35 colonies and individual cells

菌株F35在Zobell 2216E琼脂培养24h，菌落呈白色，

边缘圆滑，湿润，表面平整，不透明，有黏性，随着培

养时间的延长，菌落表面形成褶皱，见图2A；在显微镜

(40×100)放大倍数下，细胞末端圆滑，细胞多单个，部

分呈链状排列，芽孢位于顶部，有卵圆型芽孢，包囊膨

大，为革兰氏染色阳性菌，见图2B。

菌株F35的明胶水解、硝酸盐还原、淀粉水解、酪朊

水解、V-P反应、接触酶、厌氧生长以及利用蔗糖、麦芽

糖、葡萄糖、核糖等均为阳性；苯丙氨酸脱氨酶、吲哚

产生、柠檬酸盐利用、酪氨酸水解均为阴性；菌株F35在
5℃和50℃以及5% NaCl条件下不能生长。结合菌株F35
形态学鉴定，通过东秀珠等[13]编著的《常见细菌鉴定手

册》比对，初步鉴定菌株F35为芽孢杆菌属(Bacillus)。
菌株F35的16S rRNA 基因序列分析显示的16S rRNA 

碱基为1443bp。其序列为：CTGCTAATACATGCAAGTC
GAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGC
GGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTG
TAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATA
CCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAA
AAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGC
GGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA
AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAA
CAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTA
CCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGG
GTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC
TCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC
GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCG
CCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGT
CCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
ACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGC
CAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCT
GCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATC
GCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAA
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CACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGC
CGCCGAAGGTGACAGAG。

将菌株F35的16S rRNA基因序列用RDPⅡ数据库

的Classifier程序进行归类，结果表明菌株F35为硬壁

菌门(Firmicutes)，芽孢杆菌属(Bacillus)。将该序列与

GenBank相关数据进行BLAST相似性分析，选取同源性

较高的模式菌株，用Neighbor-Joining构建系统发育树，

构建的系统进化树，见图3。菌株F35的16S rRNA基因

序列与GenBank数据库中已知序列中的模式菌株Bacillus 
methylotrophicus CBMB205T序列最相似性，相似率为

99.652%。综合形态学及生理生化鉴定，将菌株F35鉴定

为甲基营养型芽孢杆菌(Bacillus methylotrophicus)。

 Bacillus subtilis subsp. spizizenii NRRL B-23049T(AF074970) 
Brevibacterium halotoleransDSM 8802T(AM747812) 

 Bacillus tequilensis 10bT(HQ223107) 
Bacillus subtilis subsp. inaquosorum BGSC 3A28T(EU138467) 

Bacillus vallismortis DSM 11031T(AB021198) 
 Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610T(ABQL01000001) 

 Bacillus siamensis PD-A10T(GQ281299) 
 Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens DSM 7T(FN597644) 

 F35 

 Bacillus methylotrophicus CBMB205T(EU194897) 
 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42T(CP000560) 

62% 
48% 

66% 
46% 

56% 

82% 

42%
30% 

0.0005 

图 3 菌株F35的 16S rRNA 基因序列系统发育树图 3 菌株F35的 16S rRNA 基因序列系统发育树

Fig.3 Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequence of strain F35Fig.3 Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequence of strain F35

2.3 菌株F35代谢产物抗菌成分初步分析

表 1表 1 不同处理方式对菌种F35发酵产物抗菌成分的活性影响(不同处理方式对菌种F35发酵产物抗菌成分的活性影响(x±s，n=3)=3)

Table 1 Antibacterial activity of fermentation liquid of strain F35 after Table 1 Antibacterial activity of fermentation liquid of strain F35 after 

pretreated with protease, catalase or neutralization(pretreated with protease, catalase or neutralization( x±s，n=3)=3)

处理方式
处理后上清液
抑菌圈直径/mm

活性下降
率/%

酸作用的排除 24.42±0.28 2.8

蛋白酶
酶解

过氧化氢酶 24.11±0.31 4.7
胃蛋白酶 7.80±0.00 100
木瓜蛋白酶 18.62±0.11 36.7
胰蛋白酶 8.57±0.10 95.5

菠萝蛋白酶 9.39±0.25 90.7

注：原发酵液抑菌直径为 (24.91±0.18)mm。

由表1可知，菌株F35发酵液排除酸的作用后的抑菌

作用仅下降2.8%，几乎没有变化，可知菌株F35代谢产物

中主要的抗菌物质不是酸类物质；经过过氧化氢酶酶解

后，抑菌活性仅下降4.7%，抑菌活性几乎无变化，表明

此抑菌效果不是由过氧化氢引起的；菌株F35发酵液的4
种蛋白酶酶解液的抑菌活性均有不同程度的变小，其中

胃蛋白酶酶解液活性完全消失，活性下降率达100%，木

瓜蛋白酶酶解液活性下降率最低，但也达36.7%。综上可

知F35代谢产物的抑菌物质含有蛋白或多肽类物质。

3 结 论3 结 论

3.1 从合浦珠母贝黏液样品中分离得到一株抗菌能力

强、抑菌谱广的菌株F35，经分子学鉴定，结合菌株的形

态学和生理生化鉴定结果，鉴定该菌株为甲基营养型芽

孢杆菌(Bacillus methylotrophicus)。
3.2 菌株F35代谢产物对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌

都有较强的抑菌作用。在排除有机酸和过氧化氢的干扰

后，菌株F35发酵上清液仍然具有抑菌活性，可知菌株

F35发酵上清液抑菌作用不是由于酸及过氧化氢引起的，

而且抗菌物质对蛋白酶敏感，可知菌株F35发酵上清液抑

菌物质主要是蛋白或多肽类物质。

3.3 菌株F35蛋白或多肽类代谢产物虽然对多种食源性

致病菌具有较强的抑菌作用，但要想开发为一种新型的

食品防腐剂，其分子结构鉴定、毒理学及在食品中的应

用还有待于深入研究。
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