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摘 要本文以 种市售微生态制剂为试材，对其产生的抑菌活性物质的生化性质做了研究，发现该抑菌物质

思示活性的pH范围为4.0-6.0，pH值变化对其活性影响较大，pH值为7.0时活性全部消失，该洁性物质对

热不敏感，121"c处理30min后，其活性无明显变化，紫外光照射也不能使它失活，随发酵时间的延长，发酵液

中的抑菌活性物质逐渐培加。 根据其生化性质可以判断该抑商物质是一种分子量较小，结掏较简单的多肤，

具有广谱抑菌性，对 也常且的食物腐败菌和致病菌均有较好的抑制作用。 它不仅能抑制革兰民阳性菌，而

且对革兰氏阴性商也有较好的抑制作用e
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Detection of antibacterial Substance from Microecological Modulator 

U Shu�xia， QI Feng-lan， CHEN You-rong， XI Rui-hua， ZHANG Wei 
( Co/kge of F ood Scif脚， SFU， SIw.哨llai 200:酬，China) 

Abs位沮.ct: A kind of antibacterial suhstance produced by Lact巾削llu8 plantarum from miCI咽cological盯KÞdulator WlIS 

studied in血"阳lper. Some biochemicalι:haracteristÎcs of it was studied. It was pH-dependent皿d heat-stable 回e
皿tibacterial substance was found lo be stable betw晴n pH 4 and 6 and under strong heating conditions (121 't: for 

30 min). Antimicrobial activity of the 呻Istance wlIsn' t 108t after treatrnent wi血Ultraviolet li阳 Antimicrobial

缸'"时gradualJy inc陀a居d during the fennentatioß. The antibacterial substance showed wide range of action， 

inhibiting the grow由of several food-oorne pathog阿18 and food spoilage bacteria incluc\ing Bacillus cer曹旧，8αcillus

subtilis ，ι阳，毛diwn pé如1gefl1l， Enteroc阳us colì， listeria spp .， Salnwne也spp.. anù Sta;υhJ缸剧时【刷刷

K叮wo时s: Microecol，咱al modulator; inhibition zone; probioti白

微生态制剂，也称微生态调节剂，用来调整微生态失衡，提高宿主(人或动物等 )健康点平或增进健

康状态的益生菌及其代谢产物和生拉促进物质的制品。 按其成分主要分为.益生菌、益生元、合生剂C>J。

近年来，微生态制剂的保健、住寿和美容作用等功效，不断为现代医学所揭示，它作为嗜好性食品迅速发

展[2-4J。 嗷生态制剂通常以乳酸菌为主酵起始菌种。 明酸菌作为橄生态制剂中的成员越来越引起重

视。 乳酸菌是 类可发酵利用碳水化合物而产生大量乳酸的 革兰氏阳性菌。 乳酸菌代谢产生的有机

酸、低罪糖、多糖、细菌素是它具有特酷的保健功能的原因所在，其中细菌素与它的多种保健功能息息相

关。 细菌素是细菌代谢过程中合成并分泌到环境中的 类对同种的亲源关系比较近的种有抑制作用的

蛋白类抑菌物质。 到目前为止已描述了40余种乳酸菌细菌素，它们是 种复杂的搞抗物，其分子量、生

化特性、敏感范围、及其作用方式具有较大差异。 近年来随着分f生物学和生物技乖的发展，有关细菌
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章尤其是乳酸菌细菌素的研究引起了广大的关注，成为研究的执点。 本文以 种市售微生态制剂为材

料，时其产生的细菌素的咕:化性质做了初步研究。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂

考马斯亮盘ι 250-- F1uka进口分装，上海化学试剂站分装厂;乳酸 化学纯，武汉市无机盐化

工厂，过氧化氢 分析纯，上海桃浦化工厂;牛津杯 8�，国家药典 1995年版，上海化学试剂供应

站。

1.1.2 菌种和培养基

本试验选用g种常见的食物污染菌和致病菌

以且3种用于食品发酵工业的乳酸菌作为检验抑

菌能 力的指示菌，菌种名陈且培养基见表 10

1.2 方法

1.2.1 抑菌作用测定方法

抑商活性测定检测来用杯碟法[51。

1.2.2 有机酸的检测与排除

发酵液对指示甫的抑制作用，可能是酸的作

用。 来用气相色谱法[6分析样品中的有机酸，根

据分析结果来用pH值4.0的乳酸做对照以排除

有机酸的干扰。

1.2.3 过氧化氢的检测与排除

根据丈献[7J检测试样中是否有过氧化氢的

存在以排除吨句对抑商作用的影响c

1.2.4 抑菌谱的测定

褒1 指示菌种和培养基

Tab.t b时1"嗣， .. 皿阳扭 扭td Media 

菌 种 菌种来撒 精养基

A二肠怦菌&.heridiia roli EMB琅脂

金黄色筒葡球菌岛呐，ka煎W� BPA醋脂

枯草芽咱村商B由，，[，缸"ωd回 钟 MYP琼脂

蜡样芽抱丰1商品旷.illu.\ <:<'rt咄 ?岭 MYP琼脂

产气夹膜搜捕αl<!r，呻阳同"""W ?恰 'l>iC琼脂

嗜酸乳归菌úlCwbaciU"..配讪抽品a 9峰 MRS赢脂

保加利亚乳轩菌μ血血"'"田归拉田归且 9盼 MRS琼脂

嗜然链球菌S�阳即回仇""'"岗山 提 MRS琼腊

沙门氏菌&如咽耐�'P 排 梯 田琼脂

四尔李斯特氏菌μ阳也seeligeri 持 接 1SA- YE 

绵羊4萨斯特民菌'"'阳也ioonovü 择 排 1SA- YE 

注 椅卒校徽，+物实验2在提供川替t海市商枪局提供。

以表 i所列的菌种且指示菌，检测样液对各种指示菌的抑菌能力大小。

1.2.5 抑菌活性随pH值变化的敏感性

将抑菌物质粗提液的pH值分别调至4.0，5.0、6.0，7.0，测定其残存的细菌素活性。

1.2.6 抑商活性对热的敏感性

将pH值 4 .0的抑菌物质粗提液分别在37'C、6O'C、 1ωt、 1 21 'c下加热处理，测残存的抑菌活性。

1.2.7 紫外照射对抑菌活性的影晌

将抑菌物质粗提檀倒入-010菌平皿中 ，置于 紫外灯下lh后测抑菌活性，以未经照射的样品为对

照。

1.2.8 发酵过程中生化垂数的变化

发酵液接人适量(约3∞μL/5∞mL)种子液，置37'C恒温培养箱中静置培养，每隔 2h取一次样，测

定发酵液的pH值，溶砸中的可溶性蛋白的量[8J(OD用)，菌浓(OD，嗣)[9]，抑菌活性(旧)生化垂数的变化。

2 结果与讨论

2.1 不同浓度条件下的抑菌活性

未浓缩样液和由主酵液浓缩，离心(4'C，8C剧r/ min， lSmin)而得的旅缩2.5倍5倍、 10倍样液测抑

菌活性。 试验结果表明抑菌活性随浓缩倍数变化而变化，浓缩倍数越大，抑菌活性也越大，反之则越小，
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未浓缩样液则不显示抑菌括性。从抑菌圈大小的适宜程度及样品被缩的经济角度号虑，以后实验中所

用的样品浓缩倍数均且10倍(牵引。

表2 不同浓度条件下拥菌洁性的大小

Tab.2 The趾也ibitoηacti讨ty at differ宅nt concentration 

指示自由神 培养基
抑两圈平均在径(�)

10倍样液 5俏样被 2.5倍样被 未浓缩样

蜡样芽泡仔菌 MYP琼:�� 21.9 

2.2 比0，的检测与排除

样液中H，o，的肯量小于3 xlO-6，不产生抑

菌作用，所以可排除H，o，对抑菌作用产生的影响

(表3)。

2.3 酸的检测与排除

试样中所古的有机酸主要为乳酸(表的，样

品浓缩为原幸浓度的10倍后 pH值为 4.0.所以

用pH值为4.0的乳酸溶液作对照，检测有机酸对

抑菌作用的影响。 í式验结果表明样品中的有机酸

对拥菌作用无影响，闵此可排除酸对押菌作用的

影响(表5)。

18.7 16 3 0 

表3 1宅电的检酬结果

才E￥b.3 τbe result of H2Ûj test 

标准屿乌溶液( X 10-6) 

样品 5 3 浓缩10俏发酵液

.包反应结果 • • 

棚前在每仲 24.20 0 。 革L二二

注 . .加入淀粉后显立包 入淀粉才、届兰色υ

表4 离机酸含量

1rab.4 content of organic副姐s

j;机酸 甲酸 乙酸 冈殴 J酸 乳酸

综合 2 .2 和 2 .3 的试验结果，可以排除了酸

和 盹0，对抑菌作用的影响，由此也可以推断产牛

抑菌作用的是其它类型的物质。

含量(wL) 0.1516 0.15面 。即73 痕量 2.5194 

2.4 抑菌谱

将培养 24h指示菌斜面，稀辑到菌悬液的浓

度约:h 107/mLö 将lmL菌悬液加入1∞mL培养

基中，摇匀后倒干极，加入浓缩 10倍抑菌物质粗

提液，观察时各种指示菌的抑菌作用。 该拥菌物

质时蜡样芽抱杆商、枯草芽抱杆菌、产气夹膜梭

菌、大肠杆菌、李斯特菌、沙门氏菌以及金黄色葡

萄球菌等常见的食品腐败菌和 致病菌均有显著的

抑制作用，对几食品发酵工业的乳酸菌，如嗜酸乳

杆菌、保加利亚乳杆菌以及嗜热链球菌则无抑制

作用。该抑菌物质量 种广谱的抑菌物质，其抑

菌范围不仅限于亲缘关系较近的菌株，对革兰氏

阳性菌和革戈氏阴性菌均有较好的抑制作用(在

5)。

表5 粗提液的拥菌谱

Tab.5 The a皿量""'<riaI蟹萨皿nnn of 

伽e拥"'烟cterial substance 

仰菌圈斗严均直径(�)
指示出南

pH值4.0样破 pH值40现酸

大肠杆菌 28.3 

金黄色葡萄球曲 30.8 

枯草牙砸忏曲 23.2 

腊样 w抱忏曲 m.8 

产气火脏搜曲 27.3 

"门民菌 3归6

绵羊李斯特氏菌 25.8 

由电1李斯特氏菌 281 

嗜酸乳杆菌

保bu利亚乳杆菌

嗜热链球菌

由实验结果的直观性、对比性和 操作的简便程度，选用腊样芽抱杆菌作为指示菌。 因为腊样芽抱杆

菌做指示菌，抑菌困较大(平均 21 - 22mm)便于观察和 测量，且37'C培养不需赚操作俑日厌氧)。

2.5 抑菌物质在不同pH值条件下对热的敏感性

粗提液的抑菌活性对 pH值变化敏感，随着pH值的升高，仰菌活性下降，粗提液显示活性的范围为

pH值4.0ω6.0，pH值 7.0时，活性完圭丧失c 可以认为该抑菌物质是多肤费物质，发挥活性要有 3定
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的pH范围，所以其活性圭pH值变化的影响较大(图1)。

2.6 抑制物质在不同pH值条件下对热的敏感

pH值4.0的浓缩 10倍粗提液分别在37吧、6O'C、1∞℃和1 2'C的事浴中处理30min后，其抑菌活性

无明显变化，粗提液的抑菌活性对热平敏感(图 2)。

" 

" 

重
::t. 

髦高祖 " 
" 

5 

。

'.0 0.0 7 ， 5.0 
OH值

图1 不问pH值下的抑制菌括性

Fig.l 1由ibitory activity a此dl肌白明忧pH

2.7 紫外照射对抑菌活性的影响

样品在紫外灯下照射出后，其抑菌活

性与未经照射的样品相比井无明显差异，

说明其活性不受紫外照射的影响(表肘。

2.8 发酵过程中生化参数的变化

30 
ê 25 

0
5
0

 

3
U
圈
植
军

。

"' 00 '"0 121 
温度;r:

因2 抑E毒活性对热的敏感性

Fig.2 Sensitivity of inhibitOl哼饭吃ivity 10 Jw..a民

表6 靠外光照射对抑菌活性的影晌

1rab.6 II副M协ηu对.vity aft'C(加娘byUV

指示幽 培养基 仰菌团于均直径(mrn)

蜡样缉二于包杆菌 MYF琼脂 经紫外照射样品 未经紫外照射对照液
22.2 22.8 

该微生态制剂的发酵起始菌种L

p缸"=生长较快，发酵6h后即进入稳定期，但发酵掖中蛋白质浓度还在不断增加，抑菌物质的浓度

也不断增加，且其抑菌活性与蛋白质浓度变化、pH值变化紧密相关，即随着pH值的降低而不断增加，随

着蛋白质被度的增加其抑菌活性增强，可以认为该抑菌物质可能是一种蛋白类物质，其产生及活性均受

pH值的调节，因而发酵达到一定的pH值后表现出最大的活力(图3)。

3 结论 25 r 0.6 
___m -.一OH

\ ê 20 
-x-口0600 --E←- OD595 o 5 

(1 ) 该做生 态 制 剂 在 发 酵 过程中• L 

p如阳rom代谢产生 种广谱的抑菌物质，时一

筝斗~丘~
0.4 

恒E噩军
15 

03 z 些常见的食物腐败菌和致病菌均有较好的抑制
10 

作用，对乳酸杆菌和乳链球菌人体有益菌则无 0.2 

抑制作用。 b 
0.1 

( 2)抑菌物质粗提液的生化性质①粗提液 。 。

显示抑菌活性的pH值范围为4.0-6.0.pH值

变化对其活性影响较大，pH值为 7.0时活性全

部消失，②粗提液对热不敏感，121 'c加热处理

30min后，粗提液的抑菌活性元明显变化，③紫

外光照射也不能使该活性丧失。

由 该抑菌物质的上述生化性质可以推断它可能是一种分子量比较小，结构比较简单的细菌素，因而

。 2 10 12 1 6 

发酵时间!h
日

图3 发酵过程中雨，011m， 00"， ，旧的变化

Fig. 3 Detection of pH， 0阳，0马施，IHdur吨位附刷刷m
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对环境因素变化的抗性很大。

(3)随发酵时间的延茬，发酵液中的抑菌活性物质逐渐增加 。

(4)该活性物质不仅能抑制革兰氏阳性菌，而且对革兰氏阴性菌也有较奸的抑制作用c

化学防腐剂潜在的安全隐患愈束愈不容想视，寻找一种新的代用品以减少化学防腐剂所造成的潜

在危险已为各国科研工作者所瞩目，这也是本主的研究目的所在。乳酸菌产生的细菌素以其对动物的

无毒性，无抗原性，可杀死一些食品腐败菌和致病菌，对热稳定，且易被人体消化道的 -曲蛋白酶所破

坏，不会在人体引起不良反应等特性而被认为具有广阔前景。 细菌素将会在食品发酵、食品保藏和肠道

生态等方面盎挥越来越重要的作用。
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