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解淀粉芽孢杆菌 HRH317菌株抗菌肽发酵条件 

优化及其抑菌活性研究 

秦  楠*, 杨金梅, 梁莹支, 乔  璐, 黄  锐, 高宇洁 

(山西中医药大学, 中药与食品工程学院, 榆次  030619) 

摘  要: 目的  优化解淀粉芽孢杆菌 HRH317 菌株产抗菌肽的发酵条件并探讨其抑菌活性。方法  采用单因

素试验和响应面法, 以抑菌圈直径为指标, 对解淀粉芽孢杆菌 HRH317 菌株产抗菌肽的发酵条件进行优化; 

采用牛津杯法测定该抗菌肽的抑菌谱活性并通过双缩脲法研究其最小抑菌浓度 (minimum inhibitory 

concentration, MIC)。结果  解淀粉芽孢杆菌 HRH317 菌株产抗菌肽的最佳发酵条件为: pH 为 7.5, 装液量为

50 mL, 接种量 3%, 培养时间 13 h、温度 38.5 ℃、转速 145 r/min, 抗菌肽含量(50.53±0.37) μg/mL。在此条件

下抗菌肽的抑菌圈直径达 15.97 mm。且针对 9 种指示菌的抑菌谱结果表明, 抗菌肽对枯草芽孢杆菌、金黄色

葡萄球菌的 MIC 为 3.45 μg/mL, 大肠杆菌、白地霉、巴氏醋酸杆菌 MIC 为 6.90 μg/mL, 禾谷镰孢菌、黄曲霉、

假丝酵母 MIC 为 55.20 μg/mL, 红酵母 MIC 为 110.40 μg/mL。结论  发酵时间、转速及接种量是影响抗菌肽

产量的主要因素。该抗菌肽具有广谱抗菌性, 尤其对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌抑制效果最好, 其次是霉

菌、酵母菌。 
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Optimization of fermentation conditions and antibacterial activity of 
antimicrobial peptides from Bacillus amylolytica HRH317 strain 

QIN Nan*, YANG Jin-Mei, LIANG Ying-Zhi, QIAO Lu, HUANG Rui, GAO Yu-Jie 

(College of Pharmaceutical and Food Engineering, Shanxi University of Chinese Medicine, Yuci 030619, China) 

ABSTRACT: Objective  To optimize the fermentation conditions of antibacterial peptide produced by Bacillus 

amylolytica HRH317 and study its antimicrobial activity. Methods  The fermentation conditions for the production 

of antimicrobial peptides by Bacillus amylolytica HRH317 strain with the diameter of the inhibition zone as an 

indicator were optimized by the single factor experiment and response surface method. The antimicrobial activity of 

the peptide was determined by Oxford Cup method and its minimum inhibitory concentration (MIC) was studied by 

biuret method. Results  The optimal fermentation conditions for producing antimicrobial peptides by Bacillus 

amylolytica HRH317 were as follows: pH was 7.5, the filling volume was 50 mL, the inoculation was 3%, the culture 
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time was 13 h, the temperature was 38.5℃, the rotation speed was 145 r/min, and the antimicrobial peptide content 

was (50.53±0.37) μg/mL. Under this condition, the inhibition zone diameter of the antimicrobial peptide was   

15.97 mm. The results of antibacterial spectrum against 9 kinds of indicator bacteria showed that the MIC of 

antimicrobial peptides against Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus was 3.45 μg/mL, against Escherichia coli, 

Geotrichum and Acetobacter pasteurella was 6.90 μg/mL, against Fusarium graminearum, Aspergillus flavus and 

Candida was 55.20 μg/mL, and the MIC of Rhodotorula was 110.40 μg/mL. Conclusion  Fermentation time, 

rotation speed and inoculum amount were the main factors affecting the yield of antimicrobial peptides. Moreover, 

the antimicrobial peptide has broad-spectrum antibacterial activity, especially for Bacillus subtilis and 

Staphylococcus aureus, followed by mold and yeast. 

KEY WORDS: Bacillus amylolytica; antimicrobial peptide; antimicrobial activity; minimum inhibitory 

concentration 
 
 

0  引  言 

抗菌肽(antimicrobial peptides, AMPs)由生物体内免疫

防御体系产生, 是一类具有抵抗外源性病原菌的多肽类活

性物质[1]。自然界中的抗菌肽以动物源抗菌肽为主, 因其

具有广谱高效抗菌活性、细胞选择性及不易产生耐药性等

特点, 一向被认为是抗生素的理想替代品[2‒3]。动物体自身

分泌的抗菌肽并没有达到抑制细菌所需浓度 , 存在产量

低、成本高的缺点, 所以利用微生物发酵生产抗菌肽成为

抗菌肽生产利用的有效途径。 

芽孢杆菌(Bacillus spp.)是拮抗细菌中的重点研究对

象。其生长迅速, 能够产生诸如抗菌蛋白、肽等抑菌有效成

分, 对人体无毒害, 不造成环境污染[4‒5]。ABDALLAH 等[6]

发现, 芽孢杆菌 32a 所产生的脂肽具有抗菌、抗黏附以及抑

制病原菌等活性 , 能够抑制根癌农杆菌产生生物膜。

AMBRICO 等[7]利用培养芽孢杆菌 ET-1 中含有 iturin A 无细

胞上清液(cell free supernatant, CFS)对青霉菌进行拮抗效果

评价, 得出 iturin A 的最低抑菌浓度(minimum inhibitory 

concentration, MIC)为 6.60 mg/L。张志焱等[8]对枯草芽孢杆

菌 BL0006 产抗菌肽最适发酵工艺进行了研究, 表明在最优

条件下抗菌肽代谢产物效价最高。剧建格[9]对菌株 S62-9 产

抗菌肽的发酵条件进行了研究, 结果表明培养起始 pH 值为

7.0, 装液量为 40 mL/300 mL, 以 3%的接种量于 37 ℃,   

250 r/min 摇床培养 22 h。芽孢杆菌及其代谢产物成为抑制

病原菌最有效的天然生物制剂[10], 在农产品防腐保鲜、病原

物防治及植株促生等方面表现出良好的前景。本研究中所采

用试验菌株解淀粉芽孢杆菌 HRH317 由课题组从玉米田地

里分离筛选得到, 前期对其所产抗菌物质、蛋白相关活性及

其抑菌机制已进行深入研究[11], 通过玉米种植与食品保鲜

试验表明, 抗菌性表现出良好效果。 

为后期更好地在实际应用中充分利用该菌株作为生

物防腐剂, 继续发掘其产肽物质及相关活性, 本研究以解

淀粉芽孢杆菌 HRH317 为出发菌株, 对发酵时间、温度、

pH、接种量、转速等条件进行单因素试验 , 并通过方

差分析从中选出影响显著的因子进行响应面设计 , 从

而获得抗菌肽的最佳发酵条件 , 同时建立了 9 种菌的

抑菌谱及其相关的抗菌肽 MIC, 为后期工业化生产和

应用提供理论依据。  

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

解淀粉芽孢杆菌 HRH317 菌株 (Bacillus amyloliq 

uefaciens HRH317, 编号: CGMCC No.7314)、枯草芽孢杆

菌 (Bacillus subtilis) 、金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus 

aureus) 、 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) 、 巴 氏 醋 酸 菌

(Acetobacter pasteurianus) 、 禾 谷 镰 孢 菌 (Fusarium 

graminearum)、白地霉菌(Geotrichum)、黄曲霉(Aspergillus 

flavu)、假丝酵母(Candida)、红酵母(Rhodotorula) (山西中

医药大学食品微生物试验室 ); HCl 、磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer saline, PBS)、乙醇、牛肉膏、蛋白胨、葡

萄糖、琼脂(分析纯, 北京索来宝科技有限公司); 营养琼脂

(nutrient agar, NA)培养基、营养肉汤(nutrient broth, NB)培

养基、马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose agar, PDA)培养基

(上海索莱宝生物科技有限公司)。 

DHP-500 型电热恒温培养箱(北京光明医疗仪器厂); 

YXQ-LS-75SII 立式压力蒸汽灭菌器、BSP-250 生化培养箱

(上海博讯实业有限公司医疗设备厂); BS210S 电子天平(北

京赛多利斯天平有限公司); BSD-WX2280 卧式智能精密型

摇床(上海博迅医疗生物仪器股份有限公司); DL-6MS 高速

离心机(成都市生科仪器有限公司)。 

1.2  试验方法 

1.2.1  发酵上清液的制备 

NB 作为种子培养基, 培养 24 h 后, 将发酵液按 3%的

接种量接入发酵培养基中, 三角瓶的装液量为 50 mL, 在

37 ℃、160 r/min 振荡培养 24 h, 离心 10 min 去除菌体细
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胞, 然后用细菌过滤器(0.22 μm)过滤, 得到发酵液的无菌

滤液, 对其进行抑菌活性的检测。 

1.2.2  指示菌菌悬液的制备 

用接种环挑取一环枯草芽孢杆菌接入装有 5 mL 无菌

水的试管中, 稀释 102倍后制成浓度为 1.0×106 个/mL 的菌

悬液, 备用。 

1.2.3  抗菌肽的制备 

在冰浴条件下取 10 mL 的发酵液, 边搅拌边缓缓地向

上清液中添 6 mol/L HCl, 将 pH 调整到 2.0。在 4 ℃下静置

过夜。沉淀的蛋白质在 10000 r/min 离心 10 min, 沉淀用 5

倍体积的乙醇抽提, 抽提后同条件离心, 收集上清液, 放

置在干净的离心管中。沉淀用同种有机溶剂再次抽提, 离

心除去沉淀。合并 2 次的抽提液, 通风橱内风干有机溶剂

后 , 即为粗提物。得到的粗提物再用与乙醇相同体积的  

20 mmol/L pH=7.0 PBS 溶解, 然后测定抑菌活性。 

1.2.4  HRH317 菌株抗菌肽的抑菌活性测定   

采用牛津杯法[12]测定。 

1.2.5  HRH317 菌株抗菌肽发酵条件的优化 

(1)单因素试验 

本试验选取不同接种量、发酵时间、pH、转速、

温度进行单因素试验 , 各处理均在培养后 , 按照 1.2.3

取浓度 50 μg/mL 的抗菌肽 100 mL 进行抑菌活性检测 , 

记录抑菌圈直径作为指标。不同因子梯度条件见表 1。  

(2)响应面法试验设计 

基 于 单 因 素 试 验 结 果 , 采 用 中 心 组 合 试 验

Box-Behnken 设计方案, 对抑菌活性影响最显著的 3 个因素

培养时间(h)、转速(r/min)、培养温度(℃), 分别用 X1、X2、

X3 来表示, 并以+1、0、-1 分别代表变量的水平, 抗菌肽的

抑菌圈直径 Y 表示响应值, 每组试验重复 3 次, 见表 2。 

1.2.6  抑菌谱测定 

取质量浓度 50 μg/mL 的抗菌肽 100 mL, 按照 1.2.4

方法, 分别对枯草芽孢杆菌等 9 株菌进行抑菌活力的测定, 

重复 3 次, 测量并记录抑菌圈的大小, 取其平均值。 

1.2.7  最小抑菌浓度的测定 

(1)肽液浓度的测定 

采用 Gly-Gly-Tyr-Arg 四肽标准品绘制标准曲线, 双

缩脲法测定肽液浓度[13‒14]。 

(2)最小抑菌浓度的测定 

将已知肽液浓度的样品溶液用 PBS 溶液进行二倍

稀释, 取 9 支试管, 依次编号为 1:2、1:4、1:8、1:16、

1:32、1:64、1:128、1:256、PBS 溶液为空白对照, 分别

吸取 200 μL 移入涂布指示菌平板牛津杯中, 每个质量浓

度 3 个重复。置于-4 ℃扩散 12 h, 37 ℃培养 24 h, 测量

抑菌圈直径, 以能出现抑菌圈的最低浓度作为最小抑菌

浓度 [15]。 

1.3  数据分析 

采用 Origin 8.5 软件绘制单因素影响菌株抗菌肽抑菌

活性的趋势图, 采用 Design-Expert (version 8.0.6)统计软件

进行响应面设计与分析。 

 
表 1  试验设计的因素和水平 

Table 1  Factors and levels of experiment design 

因子 水平 其他参数 

接种量/% 1、1.5、2、2.5、3、3.5、4 24 h、37 ℃、pH=7、160 r/min 

转速/(r/min) 120、140、160、180、200、220 24 h、37 ℃、pH=7、3% 

pH 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 24 h、37 ℃、3%、160 r/min 

时间/h 0、6、12、18、24、30 37 ℃、pH=7、3%、160 r/min 

温度/℃ 17、22、27、32、37、42 24 h、pH=7、3%、160 r/min 

 
表 2  响应面法因素水平编码表 

Table 2  Factors and levels in response surface analysis 

因素 
编码水平(Xi) 

‒1 0 1 

时间 X1/h 12 18 24 

转速 X2/(r/min) 120 140 160 

温度 X3/℃ 32 37 42 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验结果 

2.1.1  不同接种量对菌株抗菌肽抑菌活性的影响 

抑菌活性随着接种量的增加呈现出先增高后减低的

趋势, 3%时抗菌肽抑菌圈直径为最大值(17.19±0.35) mm。

这可能是由于接种量过低, 发酵培养时缺乏菌体细胞, 延

滞期过长减低发酵产率; 接种量过高, 引入发酵培养基的

细胞过多, 导致过度消耗培养基中的营养, 不利于发酵产
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物积累 [16]。不同接种量对发酵产抗菌肽的影响不显著

(P>0.05)。因此选用接种量 3%为宜。 

2.1.2  不同时间对菌株抗菌肽抑菌活性的影响 

抗菌肽抑菌活性随发酵时间延长先增强后减弱, 发

酵 18 h 时抗菌肽抑菌圈达到最大(13.9±0.41) mm。接种初

期菌体个体生长较慢, 对数期阶段菌体利用培养基碳源和

氮源大量增殖, 并在对数生长末期开始合成肽类物质, 由

于稳定期逐渐过度至降速期, 此时培养基营养匮乏、菌数

逐渐减少, 合成肽类物质能力降低从而导致抑菌活性逐渐

减弱。发酵时间对其影响极显著(P<0.01)。因此选择发酵

时间 18 h 为宜。  

2.1.3  不同 pH 对菌株抗菌肽抑菌活性的影响 

随着初始 pH 的提高, 抗菌肽抑菌活性呈现出缓慢增

强并减弱的趋势 , 在 pH=7.5 时抗菌肽抑菌圈达到最大

(13.8±0.23) mm。发酵过程较高或较低的 pH 均会抑制菌体

的生长, 使菌体生长缓慢, 发酵水平下降, 从而导致抗菌

肽产量降低。其原因可能是某些酸性或碱性条件使得抗菌

肽的转录翻译过程受阻[17]。初始 pH 影响不显著(P>0.05)。

因此选择 pH=7.5 为宜。     

2.1.4  不同转速对菌株抗菌肽抑菌活性的影响 

不同转速对抗菌肽的抑菌活性具有显著影响(P<0.05), 

随着转速的升高, 发酵液的抑菌活性不断增强, 当转速达

到 140 r/min 时, 抑菌圈直径达到最大值(14.38±0.11) mm, 

之后 , 随着转速的升高抑菌活性下降。因此选择菌株

HRH317 合成抗菌肽的最适转速为 140 r/min 为宜。  

2.1.5  不同温度对菌株抗菌肽抑菌活性的影响 

不同培养温度对抗菌肽的活性的影响较为显著

(P<0.05)。抗菌肽的抑菌活性随温度的升高而不断增强, 当

温度到达 37 ℃时, 抑菌圈直径达到最大值(17.8±0.6) mm, 

温度继续升高抑菌活性呈明显下降趋势, 原因是温度过高

不适于该菌株生长繁殖或代谢产物的积累。因此选择发酵

温度 37 ℃为宜。 

2.2  响应面分析 

2.2.1  响应面试验设计与结果 

如表 3 所示, 17 个试验点中 12 个是析因点, 5 个是零

点, 析因点是自变量取值在 X1、X2、X3 所构成的三维顶点, 

零点表示区域的中心点, 其中重复零点试验 5 次, 用以估

算试验误差。 

2.2.2  回归模型的建立与方差分析 

利用 Design Expert 8.0.6.1 软件对表中数据进行多元

回归拟合, 得到解淀粉芽孢杆菌 HRH317 菌株抗菌肽的抑

菌圈直径(Y)对培养时间(X1)、转速(X2)、培养温度(X3)的多

项回归方程:  

Y=15.74-0.066X1+0.48X2+1.24X3+1.07X1X2+0.76X1X3+
0.16X2X3‒1.21X1

2‒1.84X2
2‒2.49X3

2。 

从方差分析表 4 中得出模型 F 值为 76.18, 对应的

P<0.0001, 达到显著水平, 失拟项的 P=0.3214>0.05不显著, 

说明该模型拟合程度较好, 试验误差小, 可以用此模型预

测解淀粉芽孢杆菌 HRH317 抗菌肽发酵条件对抑菌活性的

影响。回归方程系数显著性检验结果: X2、X3 的一次项极

显著(P<0.01), X1、X2、X3 二次项极显著(P<0.01), 交互项

X1X2、X1X3 极显著(P<0.01), 其他项均不显著。由 F 值得出

试验各因素对抑菌活性影响的主次顺利为: X3>X2>X1, 即

温度>转速>时间。 

根据模型方程绘制响应面图, 见图 1 。其中每个响应

面分别代表 2个变量在恒定值(取零水平值)下, 另外 2个独

立变量之间的相互作用。 

由图 1a 可知, 在转速水平为 0 时, 培养时间与温度对抑

菌圈直径的交互影响极显著(P<0.01)。在 32~37 ℃、6~12 h

时, 抑菌圈直径呈递增趋势, 之后, 随着温度的增大, 培

养时间的延长, 抑菌圈直径随之下降。由图 1b 可知, 在培

养时间为 0 时, 转速与温度对抑菌圈直径的交互影响不显

著(P>0.05)。在 32~37 ℃、120~140 r/min 时, 抑菌圈直径呈

递增趋势, 之后, 随着温度及转速的增大, 抑菌圈直径随之

下降。由图 1c 可知, 在温度水平为 0 时, 培养时间与转速对

抑菌圈直径的交互影响极显著(P<0.01)。在 120~140 r/min、

6~12 h 时, 抑菌圈直径呈递增趋势, 之后随着转速的增大, 

培养时间的延长, 抑菌圈直径随之下降。 

 
表 3  中心组合试验方案及结果 

Table 3  Scheme and result of central composite tests 

试验编码
编码水平 

抑菌圈直径/mm 
X1 X2 X3 

1 ‒1 ‒1 0 13.23 

2 +1 ‒1 0 10.92 

3 ‒1 +1 0 12.31 

4 +1 +1 0 14.27 

5 ‒1 0 ‒1 11.23 

6 +1 0 ‒1 10.16 

7 ‒1 0 +1 12.41 

8 +1 0 +1 14.36 

9 0 ‒1 ‒1 10.08 

10 0 +1 ‒1 10.47 

11 0 ‒1 +1 12.03 

12 0 +1 +1 13.06 

13 0 0 0 15.89 

14 0 0 0 15.23 

15 0 0 0 15.92 

16 0 0 0 15.78 

17 0 0 0 15.88 
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表 4  二次回归模型的方差分析结果 
Table 4  Analysis of variance for each item of developed quadratic regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

模型 72.58 9 8.06 76.18 <0.0001 ** 

X1 0.035 1 0.035 0.33 0.5827  

X2 1.85 1 1.85 17.50 0.0041 ** 

X3 12.30 1 12.30 116.20 <0.0001 ** 

X1X2 4.56 1 4.56 43.06 0.0003 ** 

X1X3 2.28 1 2.28 21.54 0.0024 ** 

X2X3 0.10 1 0.10 0.97 0.3581  

X1
2 6.20 1 6.20 58.59 0.0001 ** 

X2
2 14.31 1 14.31 135.21 <0.0001 ** 

X3
2 26.03 1 26.03 245.86 <0.0001 ** 

剩余 0.74 7 0.11    

失拟项 0.40 3 0.13 1.61 0.3214  

纯误差 0.34 4 0.084    

R2=0.9899 R2
Adj=0.9769 

注: *P<0.05, 表示差异显著; **P<0.01 表示差异极显著。 

 

 
 

图 1  两因素交互作用对抑菌圈直径的影响 

Fig.1  Influence of interaction of two factors on the diameter of bacteriostatic zone 
 
 

2.2.3  验证性试验 

通过利用 Design Expert 8.0.6 软件分析可知, 获得解淀

粉芽孢杆菌 HRH317 菌株抗菌肽的最优培养条件为: 培养

时间 12.74 h、转速 144.89 r/min、温度 38.49 ℃, 在此条件

下抑菌圈直径为 15.95 mm。但考虑实际操作过程的简便性, 

为适应工业生产需要, 将最佳条件修改为: 培养时间 13 h、

转速 145 r/min、温度 38.5 ℃。在最适条件下进行了 3 组重

复性试验, 抑菌圈的平均直径为 15.97 mm, 与预测值相差
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0.02 mm, 拟合度良好, 无显著性差异(P>0.05), 表明试验确

定的模型条件可以用于预测实际值, 此方程有效可靠。 

产肽最适工艺条件与菌液抑菌活性的比较, 见图 2。

如图 2 所示, 通过提取得到的抗菌肽的抑菌圈直径提高了

35%。 
 

 
 

注: A 菌液; A1 抗菌肽; CK 无菌水。 

图 2  HRH317 菌株菌液与抗菌肽活性比较 

Fig.2  Comparison of bacterial fluid and activity of antimicrobial 
peptides of HRH317 strain 

 

2.3  HRH317 菌株抗菌肽抑菌谱 

抑菌圈的大小反映出测试菌对抗菌肽的敏感程度

或受抑程度 [18]。根据抗菌素抑菌圈试验结果判定标准 : 

抑菌圈直径> 20 mm 为极敏感, 在 15~20 mm 范围内为

高度敏感, 10~15 mm 为中度敏感, 7~9 mm 为低度敏感, 

小于 7 mm 无抑菌圈者为不敏感 [19‒20]。由表 5 可知, 与

对照组相比, 抗菌肽对 9 种菌均有抑菌效果, 枯草芽孢

杆菌、金黄色葡萄球菌呈高度敏感; 白地霉、黄曲霉、

大肠杆菌、巴氏醋酸杆菌均呈现出中度敏感; 禾谷镰孢

菌、假丝酵母、红酵母呈现出低度敏感, 初步说明抗菌

肽具有广谱抗菌性。 

2.4  最小抑菌浓度的测定 

2.4.1  肽液浓度 

在 540 nm 的波长下, 通过双缩脲法测得不同梯度浓度

Gly-Gly-Tyr-Arg 四 肽 标 准 品 , 回 归 方 程 为 : 

Y=0.0043X+0.019, 抗菌肽的浓度约为(441.56±1.24) μg/mL。

经过倍比稀释后的肽液浓度依次为: 1:2 (220.78 μg/mL)、1:4 

(110.40 μg/mL)、1:6 (55.20 μg/mL)、1:8 (27.60 μg/mL)、1:16 

(13.80 μg/mL)、1:32 (6.90 μg/mL)、1:64 (3.45 μg/mL)、1:128 

(1.73 μg/mL)、1:256 (0.86 μg/mL)。 

2.4.2  最小抑菌浓度 

由表 6 可知, 抗菌肽浓度逐渐减低, 受试菌被抑制效

果亦逐渐减弱。其中抗菌肽对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄

球菌的 MIC 为 3.45 μg/mL, 大肠杆菌、白地霉、巴氏醋酸

杆菌 MIC 为 6.9 μg/mL, 禾谷镰孢菌、黄曲霉、假丝酵母

MIC 为 55.20 μg/mL, 红酵母 MIC 为 110.40 μg/mL。综上

说明 , 抗菌肽抑制细菌的能力优于霉菌和酵母菌。

MOLINOS 等[21]采用肠球菌抗菌肽 Enterocin AS-48 浸洗处

理新鲜草莓果, 发现质量浓度 25 μg/mL即可显著降低草莓

果表面单核细胞增生李斯特菌的数量 (P<0.05); 高明燕  

等 [22] 研究枯草芽孢杆菌抗菌肽 RP-07 质量浓度为      

0.5 mg/mL 时, 对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门杆菌的

抑菌效果良好。杆菌肽作为一种强杀菌剂, 能明显抑制革

兰氏阳性菌, 特别对葡萄球菌、棒状杆菌有较强抑制作用, 

对部分革兰氏阴性菌、真菌有一定的抑制效果[23‒24]。 

3  结论与讨论 

杆菌肽生产菌株大多分布于芽孢杆菌属。杆菌肽合成

于细胞内, 并借助细胞膜上的转运蛋白将其分泌到胞外[25]。

发酵条件、培养基营养成分及复杂代谢调节机制是影响芽孢

杆菌次生代谢物产生的主要因素, 因此探明菌株产抗菌肽

的发酵条件是关键的步骤。张玉明等[26]对地衣芽孢杆菌产

杆菌肽发酵工艺条件进行了优化, 得到最佳条件: 接种量

9%、转速 200 r/min、发酵温度 37 ℃、pH 为 7, 经过 25 h

发酵后肽含量(783.51±7.34) U/mL。梁洁等[27]报道了利用转

基因酵母 GSCAD5 产抗菌肽研究, 最适发酵条件接种量

3%、转速 200 r/min、发酵温度 30 ℃、pH 为 6.5、时间 72 h。

本研究采用单因素与响应面法对解淀粉芽孢杆菌 HRH317

产抗菌肽的发酵条件进行了初步筛选, 研究结果表明发酵

时间、转速及接种量是影响抗菌肽产量的主要因素, 其中发

酵时间与接种量, 发酵时间与温度有极显著的交互作用。最

佳条件为: 在初始 pH 为 7.5 的 NB 培养液, 装液量为       

50 mL/250 mL, 接种量 3%, 转速 145 r/min, 38.5 ℃下振荡

培养13 h, 抗菌肽含量(50.53±0.37) μg/mL, 在此条件下抗菌

肽的抑菌圈直径达 15.97 mm。与其他相关研究比较, 该菌株

发酵时间周期缩短, 在实际生产过程中对节约能耗有着重

要的意义。张志焱等 [8]、雷波 [28]分别对枯草芽孢杆菌

BL0006、B. licheniformis 产抗菌肽发酵条件进行了研究, 其

中 pH 分别是 7.5、7.4, 其结果与本研究相一致。 
 

表 5  各供试菌种的抑菌圈直径(mm, n=3) 
Table 5  Bacteriostatic circle diameter of the antimicrobial peptide to tested strains (mm, n=3) 

菌种 大肠杆菌 巴氏醋酸菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 禾谷镰孢菌 白地霉 黄曲霉 假丝酵母 红酵母

抑菌圈 

直径 
14.87±0.35 12.05±0.22 16.29±0.42 17.32±0.29 9.17±0.26 13.13±0.41 10.08±0.16 8.12±0.13 7.95±0.24
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表 6  不同菌种的最小抑菌浓度测定(n=3) 
Table 6  Determination of the minimum inhibitory concentration of different strains (n=3) 

指示菌 
抗菌肽浓度/(μg/mL)  

220.78 110.40 55.20 27.60 13.80 6.90 3.45 1.73 0.86 

大肠杆菌 - - - - - - + + + 

巴氏醋酸菌 - - - - - - + + + 

金黄色葡萄球菌 - - - - - - - + + 

枯草芽孢杆菌 - - - - - - - + + 

禾谷镰孢菌 - - - + + + + + + 

白地霉菌 - - - - - - + + + 

黄曲霉 - - - + + + + + + 

假丝酵母 - - - + + + + + + 

红酵母 - - + + + + + + + 

注: 数据为 3 次重复试验的平均值; +表示长菌, -表示未长菌。 

 
在抗菌肽的抑菌活性研究中发现, 该抗菌肽具有广

谱抗菌性。尤其对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌抑制效

果最好, 其次是霉菌、酵母菌。这可能是由于细菌的外膜

含有较多带负电荷的分子, 如脂多糖、磷壁酸等, 阳离子

抗菌肽可通过静电吸引与膜成分相互作用, 从而与细胞膜

结合; 而真菌细胞膜结构、成分与细菌有很大差异, 与阳

离子抗菌肽亲和的负性磷脂分布于内层, 且细胞膜含有丰

富的胆固醇和膜蛋白, 两者的存在使细胞膜趋于稳定, 能

阻止或降低抗菌肽渗透进入真核细胞[29]。在最小抑菌浓度

测定试验中, 编号 1:128 的牛津杯附近, 金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌落逐渐靠近牛津杯布满, 随着抗菌肽倍比缩

小至 1:64, 牛津杯孔附近有抑菌圈出现, 据此判定, 抗菌

肽对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌的最低抑菌浓度为

3.45 μg/mL。同时对其他指示菌进行了 MIC 测定, 大肠杆

菌、白地霉、巴氏醋酸杆菌 MIC 为 6.90 μg/mL, 禾谷镰孢

菌、黄曲霉、假丝酵母 MIC 为 55.20 μg/mL, 红酵母 MIC

为 110.40 μg/mL。综合抑菌谱与 MIC 测定结果发现, 枯草

芽孢杆菌对抗菌肽耐受力强于其他菌种, 这可能是由于对

杆菌肽耐受能力越强的菌株, 其自身越有可能具备强大的

杆菌肽合成能力[30]。下一步将对抗菌肽通过 DEAE-琼脂糖

凝胶 FF (DEAE Sepharose FF)、反相高效液相色谱法多步

柱层析分离纯化及抑菌机制进行深入的研究。 
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