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一种微生态制剂中抑菌物质的分离与鉴定
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摘 要植物轧杆菌发酵产生的抑菌物质经乙碎浸提、Sephadexι15层析、氨基酸组成分析、反相液相色谱分

离反鉴定，发现该植物乳杆菌产生的抑商物质为 类分子量较小(小们脚时，目比较接近，极性不同的多

肤。
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Purification and identification of antibacterial substance 

in a kind of microecological modulator 
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( Co/1ege if F，伸d Scú>.nce，轨a唱阳i Fisheries Un也JeT'sl1:y，劫明'ghai 2α刀90， Chirut) 

Abs甜oct咀"缸归bacülus plan归rum studied was previo田lyfo山ld to produce wid←spectn皿antibacter.ial

substance. Purification m呻叫ls of the ant也 acterial substance were 吠udied in this paper. Ethanol extraction， 

sephad.阻ι15 gel 'chromato伊.phy皿d reverse phase chromatography we陀 used to purify趾剧ibacterial

substance. Amino配id com阴:'i;;ition of出e 皿tibacterial suhstance was detected. According to the result， it eould be 

concluded出at the L. Plaruω1Dn produ巳ed several kinds of low-weight molecular， polyp叩tide-like 副IDacterial

substance 

E叮响曲剧也配terial sub血nce;L 卢n阳酬 gel chromat，嘈甲峙reverse ph臼e chroma旬锣呻hy

乳酸 菌是 类 可发酵利用碳水化合物而产生大 量乳酸的细菌的且称，乳酸 菌产生的有机酸 、过氧化

氧 、细 菌素等活性物质 ，可阻I1或主持灭病原做生物在体内的定植，因而乳酸 菌 制品对人体具有良好保健
作用。 很多乳酸 菌都能产生细菌素，细菌素(00由riocin)是某且细商在代谢过程中产生的 英具有抑菌

活性的多肤，抑菌革固不是仅局限于同掘的几种细菌，产生菌对且细 菌素有自身免疫性。 提取旦分离纯

化是关系到细 菌素的功效评价和结构鉴定的非常关键的 环。细 菌素 般为多肤或蛋白质，蛋白质的

分离纯化方法常用 来分离提纯细 菌素。 已经发现本文所研究的 植物乳杆菌能够产生广谱 的抑南物

质�1]。 根据其性质 推测该抑菌物质可能为乳酸茵细菌素英抑菌物质 ，本试验在已有的研究基础上，对抑

菌物质进行分离纯化井进行组成鉴定。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

S叩，hadexι15，抖田_rn 原产;透析袋，8阻x:lDa，lC嗣Da，华主生物」二程公司;6曲Da超法膜 ，购自上

海医药工业研究院哑东核级树脂有限公司。
指示菌为BaciIlus咄咄"由本校微生物教研室提供，植物乳杆菌发酵液冻干粉 ，自制。

1.2 试验方法

1.2.1 抑菌活性检测方法

抑菌活性 检测果用杯碟法 见文献[2J。

1.2.2 抑菌物质的初步分离

发酵液冻干粉用 959毛乙醇浸泡厨离心，收集上清液， 37'C*浴条件下使乙醇完全挥发，残留物用水

(加入革的体积为原发酵液体积的 1150)榕解，离 心收集上清液(以后简称为S1)。 用Folin酣法 [3J来检
测引中是否吉有肤类物质。
1.2.3 抑菌物质分于置范围的确定

S1用截留值为1删Da透析袋和截留值为酬Da的超滤膜进行处理[3J时比处理前后其活性变化。
1.2.4 凝胶柱层析法分商抑茵物质

S1经Sephadexι15柱 ( 16nunx曲cm)分离[4，5J洗脱 液为pH4.0的磷酸缓冲液 ，流血O.4mL1min.用

核酸蛋白检测仪 在280nm处检测，每lOmin 收集 管。 将各峰的组分合并，检测其抑菌活性。

1.2.5 抑菌物质的氨基酸组成分析

凝胶柱层析法分离出的活性组分经酸 水解( 6moνL HC1， 110'C水解 18川，水解前后分别用氨基酸分

析 仪分析氨基酸的组成及吉量的变化。
1.2.6 &相色谱法分离抑菌物质

凝股柱层析法分离出的活性组分用反相色谱法进行分离，色谱柱为ODS柱 ，检测波长280nm;用L
B两种缓冲液进行梯度洗脱，A 液为pH4.4的甲酸锻缓冲液，B液由80%甲晖，20%A液组成，流速为
l旺mL!mino时间程序为B液 在前30min的含量为5%，在30nún内 B由5%上升到95%， 维持80min，

接着在两分钟内B液 由959毛降至5%，然后维持到mmo

2 结果与讨论

2.1 抑菌物质的初步分离

发酵液冻干粉经乙醉浸提后，活性成份存留在S1巾， Folin盼法 检测结果在明白中含有蛋白类物

质。

2.2 抑菌物质分子量范围的确定

膜过滤试验结果表明，截留值为HXXJDa的透析袋和截留值为6OOD.的超滤膜未能将抑菌物质阻
留。 因为膜耐不同分子量大小的分子截留情况不同 ，因此时以推断待测抑菌物质的分于量很小 ，可能小
于1(阴阳，以此为依据，选用 Sephadexι15对抑菌物质进行分离c

2.3 凝胶层析法分离抑菌物质

试样经出ph adexι15凝胶层析后，共有五个峰 出现，如图1所示洗脱时间分别为129，192，224，

266 ，335min ，按先后顺序分别将其 表)"J\"为 1，2，3，4，5。收集各组分浓缩10倍后测其抑菌活性，抑菌 试验

结果见回-2所币， 其中的数字分别代表相应峰的组分，6为pH4.0的磷酸缓冲液。 结果表明 2， 3组分
(分别用A、B表示)表现出 抑菌活性。 植jJ\活性的的 两种组分的洗脱时间比较接近， A为192m叽
224mioo 
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固2 SI的Sephadex G-15层析各组分抑菌试验结果
Fig.2 h副bitoηacti回ty of five醉放s elutecl bv 

Sephadex G-15 chromatogra卢y
其中1，2，3，4，5分别代表相应僻的组分

6代表相应浓度的硫酸馁榕液

到的旬萨回应�15凝胶居析圆

Fi!!;. 1 Gel du回回嘈"3IIl of Slby Sephadexι15 

五个组分的洗脱时间(单位mID)如上图所示，

按先后次序分别用1，2，3，4，5袤示。

图1

两种抑菌物质的氨基酸组成分析

2.4.1 A组分氨基酸分析

A组分氨基酸分析结果见图宝、图4且表LA组分经准解后氨基酸组成有非常明显的变化。其

中 ，丝氨酸，谷氨酸 ，脯氨酸，甘氨酸，丙量酸，鸟氨酸，脱氨酸，缅氨酸，组氨酸九种氨基酸的吉量明显增

加 ，且水解后样品的 抑菌活性完全消失。由此可以推断A组分中的抑 菌物质主要是由以上九种氨基酸

组成的事肤类物质。
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A组分酸水解后氨基酸分析图
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图4

Fig.3 

A组分酸水解前氨基酸分析阳

Chro<田间目m of amino acid in 

A hefore ac挝hydro阳

图3

Fig.3 

2.4.2 B组分氨基酸分析

B组分组基酸分析结果见图5和图6及 表-2" B组分准解后谷氨酸，甘氨酸 ，丙氨酸，脱氨酸，缅氨
酸，革丙氨酸，组氨酸t种氨基酸的古量明显增加。 推断B组分的抑菌物质主要是由以上七种氨基酸

组成的事肤类物质。
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表1 A组分水解前后备类氨基酷含量的重化
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Fig.6 

B组分酸水解前氨基酣分析图
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Fig.5 

表2 B组分水解前后各类氨基酸含量的蛮化

由皿"" 0'甜跑回皿="甜00 0'皿Iino acids in B af加问曲曲回Tab.2 

氨主在向2 水解前 水解后 氨基陇精加星 氨基酸 水解前 水解后 氨基酸增加量

大冬氨酸 o 0.014 0.014 颓氨酸 。 o α)62 0.0062 

谷氨酸 。 0.14 0.14 醋氨峻 。 0.0031 0αm 

u氨殴 o 0.016 0.016 苯丙氨酸 0.062 0.012 0.012 

丙氨酸 。 。 但6 0.026 组氨酸 。 Q.æl 0.031 

胧氨酸 。 0.013 0.013 精氨酸 。 0.002 0.002 

游离氨基阪总赣 0.0日

水解后的氨基酸总销 0.350 

氨基酸增加最 0.0凹

(mg!mL) 

综合以上试验结果可知，虽然用Sephadexι15到抑 自5物质进行分离时， A、B两组分洗脱时间非常

接近，即它们的分于量比较接近，但它们的组成却有较大差异，并可推测A、B中的抑菌物质均为多肤，
即它们为乳酸 菌细菌素类抑菌物质。

反相色谱法分离抑菌物质

经Sephdp.J!:ι15分离得到的A、B两组分 以相同的洗脱条件经 过ODS柱进行分离，色谱图且图7，

2.5 
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图-80 A经ODS分离后分别 在2.45，57.4咀，63.965m皿处出现3个较为明显的吸收峰;B经005分离后

在59.443 和面回5皿n处出现 2个较为明显的吸收峰。这表明，A、B组分是分子量相近但极性耳之间，

且氨基酸组成也不同的寡肤类物质。

陈有容等:→种微生在制剂中抑菌物质的分离与鉴定

m『
的
-vm

配
S
m
v

∞叫
N
『
的

N 
m 

FS 
5罢ey

gg 

句F内
可
N

卡
咱俩
。MW

N
O嘲
。可

的
3
6

u
。可

42

性叫
N
♂川【

h
ON
N
→
 

创
岱mw
d
叫

4期

A组分反相色谱图

Rβ'eæe chr回国同....，>fA

图7

Fig.7 

←
g
h
n
 

m-v
ω
-v
盯

的N
叫
町

h
N-
mdv
 

h二
币
。
∞
吼

η
h
w
 

町」q
o
p
d

【
守
旧

m
⑤
窝N
伺
寻

吧

凹
∞g向
Nq哺

N-唰?
击
-
叮

饲§划
o♀喃

h【
-T
n

ψmw i
N
问

B组分反相色谱圄

Reve:r百. du四m细锣= ofB 

圄8

Fig.8 

结论

经乙醇浸提，Sephaclo阻G-15层析，J](解前后的氨基酸分析及反相液相色谱分离对抑菌物质进行分离

及鉴定，推测该植物 乳忏菌产生的 抑菌物质为一类分子量较小(小 于l000r时，且分子量接近，而极性不

同的多肤，即细 菌素类物质。时 该 类 抑菌物质的 结构进行进一步深入研究，将有利 于阐明其活性功能与

结构的关系。
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