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　　摘要：以金黄色葡萄球菌为研究对象，探讨西藏牧民酸奶中乳酸菌发酵产抑菌物质的抑菌活性及抑菌机制。结果
显示，乳酸菌产抑菌物质具有较强的抑菌活性，随着浓度升高，抑菌活性不断增强；乳酸菌产抑菌物质对温度和紫外线

的耐受力较强；ＮａＣｌ和蔗糖对乳酸菌产抑菌活性物质的影响不大；当ｐＨ值降低时，乳酸菌产抑菌活性物质的抑菌活
性增强。乳酸菌产抑菌活性物质的抑菌机制主要是破坏菌体的细胞壁或膜的结构。
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　　目前，影响人类公共健康和食品安全的最大食源性疾病
是由细菌污染引起的，其中引起食源性疾病的主要病原菌有

金黄 色 葡 萄 球 菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、沙 门 氏 菌
（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）和大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）［１－２］。细菌污染食
品后不但降低了食品的营养价值和品质，还会产生一些令人

难以接受的感官性状和毒素。目前，我国常用的传统食品防

腐剂分为有机防腐剂和无机防腐剂２种，有机防腐剂主要有
山梨酸钾、苯甲酸钠、对羟基甲酸酯类等；无机防腐剂主要有

亚硫酸盐、硝酸盐、亚硝酸盐和二氧化硫等。传统防腐剂由于

具有潜在的致癌性、致畸性、环保问题等，其安全性正越来越

受到人们的关注。随着人们生活水平的不断提高和对健康的

日益关注，人们对防腐剂类的食品添加剂在安全性能上提出

了更高的要求，所以，人们开始把目光投向天然防腐剂。天然

防腐剂和化学合成防腐剂相比具有无毒、无副作用并有一定

的保健作用等特性，己经成为国内外研究的重要课题。此外，

天然防腐剂不仅为食品工业所需，医药、化妆品、饲料等行业

均需要天然防腐剂，因此其市场前景非常好［３－４］。

高原产酸奶中含有多种天然抑菌物质，具有维持肠道菌

群平衡、提高机体免疫力、促进营养物质的吸收等功能［５］。

本试验拟从我国西藏地区高原自然发酵酸奶中定向筛选产抑

菌物质的乳酸菌，通过优化发酵条件，生产抑菌物质，并进行

纯化、鉴定［６－７］。目前，关于酸奶中获得的抑菌物质对微生物

作用机制的报道很少。本研究选取金黄色葡萄球菌为试验对

象，研究乳酸菌产抑菌物质抑制细菌生长的作用机制，旨在为

乳酸菌产抑菌物质在饲料、食品、药品等领域的应用提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
乳酸菌产抑菌物质：由笔者所在实验室从高原酸奶中分

离得到乳酸菌，经添加营养物质、发酵优化、分离、纯化和冷冻

干燥等制成乳酸菌产抑菌物质冻干粉［６－７］。将乳酸菌产抑菌

物质冻干粉配制成浓度为３．１３ｍｇ／ｍＬ的水溶液，于４℃保
藏备用。指示菌：金黄色葡萄球菌，由陕西师范大学食品工程
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与营养科学学院微生物发酵实验室提供；乳酸菌产抑菌活性

物质的保加利亚乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｕｌｇａｒｉｃｕｓ）、溶血性链球
菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、单增李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、枯
草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、荧光假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）、藤黄微球菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｕｔｅｕｓ）、蜡样芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）、乙 醇 酵 母 （ａｌｃｏｈｏｌｙｅａｓｔ）、啤 酒 酵 母
（ＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＨａｎｓｅｎ）等由西北农林科技大学提
供；小肠结肠炎耶尔森氏菌、番茄灰霉病病菌、香蕉炭疽病病

菌、水稻纹枯病病菌、油菜菌核病病菌、嗜热链球菌、嗜酸乳杆

菌、黑曲霉、黄曲霉等由陕西省微生物研究所提供。细菌培养

采用牛肉膏蛋白胨琼脂培养基，酵母菌培养采用酵母浸出粉

胨葡萄糖培养基（简称ＹＰＧ培养基），霉菌培养采用马铃薯葡
萄糖琼脂培养基（简称ＰＤＡ培养基）［８］。

ＴＱＨＺ－２００２Ａ恒温振荡培养箱，太仓市华美生化仪器
厂；ＧＨＰ－２５０恒温培养箱，扬州市三发电子有限公司；
ＳＢ－３Ｓ－１无菌操作台，上海博迅实业有限公司；ＣＬ－３２Ｌ高
压灭菌锅，上海医用核子仪器厂；ＣＲ２１Ｇ冷冻离心机，日本日
立；ＤＥＬＴＡ－３２０ｐＨ计，Ｍｅｔｔｌｅｒ－Ｔｌｅｌｏｄ公司；调温电热器，通
州市申通电热器厂；ＰＬ－２００２电子天平，Ｍｅｔｔｌｅｒ－Ｔｌｅｌｏｄ公
司；ＳＰＭ－９５００Ｊ３型原子力显微镜（ａｔｏｍｉｃｆｏｒｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，简
称ＡＦＭ），日本岛津公司。

本试验于２０１３年９月至２０１５年６月在陕西师范大学食
品工程与营养科学学院微生物发酵实验室和畜产品实验室

完成。

１．２　试验方法
１．２．１　原子力显微镜下观察乳酸菌产抑菌物质　原子力显
微镜具有分辨率高、原位成像、不破坏样品、对材料的导电性

无要求等特点，可以获得测量材料的微观形貌、表面粗糙度、

表面电荷和微观力学性能等参数，是微观分析的常用工具

之一。

（１）ＡＦＭ制样。将乳酸菌产抑菌物质加入双蒸水中溶
解，配成１μｇ／ｍＬ溶液，取５μＬ浓度为１μｇ／ｍＬ的溶液，滴
在新剥离的云母表面上，于室温、空气中干燥后，用原子力显

微镜观测［９］。

（２）原子力显微镜观测。在室温大气环境中测量乳酸菌
产抑菌物质的分子形态。采用轻敲模式，氧化硅探针材料为

Ｓｉ３Ｎ４（微悬臂长为 ２００μｍ，弹性系数为 ０．１２Ｎ／ｍ），所有
力－距离曲线均采用同一探针在同一载荷速率下测量得到。
１．２．２　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定［１０］　用二倍稀释法对
１００ｍｇ／ｍＬ乳酸菌产抑菌物质溶液进行稀释，吸取２ｍＬ乳酸
菌产抑菌物质溶液和１８ｍＬ融化的培养基同时放入灭菌的培
养皿中，调节ｐＨ值为２．５，充分混匀，使乳酸菌产抑菌物质的
最终浓度为 ０．７９、１．５７、３．１３、６．２５、１２．５０、２５．００、５０．００、
１００．００ｍｇ／ｍＬ８个梯度。待冷却后，用接种针划线在培养基
上涂上浓度为１０６ＣＦＵ／ｍＬ的金黄色葡萄球菌菌液，以无菌
水作为空白对照组，每个浓度设３个重复。观察菌体的生长
情况，培养皿中无菌生长的，此皿的乳酸菌产抑菌物质浓度即

为其ＭＩＣ值。
１．２．３　乳酸菌产抑菌物质抑菌谱测定［１１］　将供试菌种接种
培养（细菌在 ３７℃培养 ２４ｈ，酵母菌和霉菌在 ２８℃培养
４８～７２ｈ）后，用血细胞计数板对活化的菌液进行计数，用无

菌水将菌液浓度调至１０６ＣＦＵ／ｍＬ。
将配制好的培养基及培养皿、直径约为６ｍｍ的滤纸片

放入高压锅内进行灭菌（１２１℃，２５ｍｉｎ），灭菌后取出，放入
无菌操作室内冷却至约５０℃时，点燃乙醇灯，在乙醇灯周围
进行操作。将培养基倒入已灭菌培养皿中，在无菌条件下用

移液枪吸取适量菌悬液于培养皿中，用刮铲均匀涂布；用镊子

夹取浸过乳酸菌产抑菌物质的滤纸贴于接种了菌种的培养皿

中，设３次重复，以无菌水作为空白对照。细菌在恒温３７℃
条件下培养 ２４ｈ，酵母菌和霉菌在恒温 ２８℃条件下培养
４８～７２ｈ，采用十字交叉法测量抑菌圈的直径。
１．２．４　不同影响因素对乳酸菌产抑菌物质抑菌活性的影响
１．２．４．１　ｐＨ值对抑菌作用的影响　以金黄色葡萄球菌作为
供试菌种，用酸碱溶液调节待测乳酸菌产抑菌物质溶液的ｐＨ
值分别为２．０、３．０、４．０、５．０、６．０、７．０。以未调 ｐＨ值的乳酸
菌产抑菌物质作为对照（ｐＨ值为３．６５），于３７℃培养箱中培
养金黄色葡萄球菌２４ｈ，测量抑菌圈直径。
１．２．４．２　温度对乳酸菌产抑菌物质抑菌作用的影响　将待
测乳酸菌产抑菌物质分为 ２组，Ａ组分别置于 ７０、８０、９０、
１００℃ 水浴及１２１℃高压湿热条件下处理３０ｍｉｎ后调节ｐＨ
值为２．５，以金黄色葡萄球菌为供试菌种，测量抑菌圈直径；Ｂ
组先调 ｐＨ值为 ２．５，再分别置于 ７０、８０、９０、１００℃水浴及
１２１℃ 高压湿热条件下处理３０ｍｉｎ，以室温下不经处理的乳
酸菌产抑菌物质作为对照，于３７℃培养箱中培养金黄色葡萄
球菌２４ｈ，以金黄色葡萄球菌作为指示菌，测量抑菌圈直径。
１．２．４．３　不同 ＮａＣｌ、蔗糖浓度对抑菌作用的影响　在乳酸
菌产抑菌物质水溶液中加入 ＮａＣｌ并分别调节其浓度为 ０、
０．１％、０．２％、０．３％、０．４％、０．５％、０．６％；加入蔗糖并分别调
节其浓度为０、１％、２％、３％、４％、５％，以金黄色葡萄球菌作
为指示菌，以无菌水作为空白对照，于３７℃培养箱中培养金
黄色葡萄球菌２４ｈ，测量抑菌圈直径。
１．２．４．４　紫外线照射对乳酸菌产抑菌物质抑菌作用的影响
　将乳酸菌产抑菌物质水溶液分别在紫外线下照射 ５、１０、
１５、２０、２５、３０ｍｉｎ。以金黄色葡萄球菌作为指示菌，以无菌水
作为空白对照，于３７℃培养箱中培养金黄色葡萄球菌２４ｈ，
测量抑菌圈直径。

１．２．５　乳酸菌产抑菌物质的抑菌机制
１．２．５．１　乳酸菌产抑菌物质对金黄色葡萄球菌生长曲线的
影响　将金黄色葡萄球菌接种到牛肉膏蛋白胨液体培养液中
进行振荡培养，用血球计数板计数，取生长量为１０６ＣＦＵ／ｍＬ
的金黄色葡萄球菌菌液作为指示菌悬液，向其中加入浓度为

ＭＩＣ的乳酸菌产抑菌物质，每隔３ｈ取样，然后用紫外－可见
分光光度计在６５０ｎｍ下测定Ｄ６５０ｎｍ，连续测定３６ｈ。以时间
为横坐标、以抑菌圈直径和Ｄ６５０ｎｍ为纵坐标，分别绘制对照组
和加药组的生长曲线。

１．２．５．２　乳酸菌产抑菌物质对金黄色葡萄球菌细胞形态的
影响　用２．５％戊二醛固定细菌后，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓
冲液（ｐＨ值为７．２）洗涤３次，每次１０ｍｉｎ；然后依次用３０％、
５０％、７０％、８０％、９０％、９５％、１００％的乙醇梯度脱水各１次，
每次１０ｍｉｎ；再用无水乙醇脱水２次，每次１０ｍｉｎ；用包埋剂
Ｅｐｏｎ８１２定向包埋，用超薄切片机进行超薄切片，厚度为
５０ｎｍ左右；用醋酸铀－柠檬酸铅双染色各３０ｍｉｎ，再用蒸馏
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水冲洗，于 ３７℃烘干，用 Ｈ－６００透射电子显微镜观察、
拍照［１２］。

２　结果与分析

２．１　原子力显微镜观察分析
由图１可以看出，在室温下观测乳酸菌产抑菌物质的分

子图像清晰、稳定，分子形貌呈现出大小不一的树状结构，支

链直径在６．０１～２１．４６ｎｍ之间，键高为６５．１９～７７．３５ｎｍ。
此外，从对乳酸菌产抑菌物质的 ＡＦＭ三维形貌观察可以看

出，其树状结构上具有很多峰状突起，推测乳酸菌产抑菌物质

分子链可能具有较多分支。经综合分析，推测乳酸菌产抑菌

物质可能通过肽键先形成双螺旋，后缠绕形成较大的聚集体。

２．２　乳酸菌产抑菌物质最小抑菌浓度的测定结果
由表 １可以看出，当乳酸菌产抑菌物质的浓度为

３．１３ｍｇ／ｍＬ时，金黄色葡萄球菌不能生长，而当乳酸菌产抑
菌物质的浓度为１．５７ｍｇ／ｍＬ时，有金黄色葡萄球菌生长，因
此可知，乳酸菌产抑菌物质对金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ
为 ３．１３ｍｇ／ｍＬ。

表１　乳酸菌产抑菌物质抑制金黄色葡萄球菌最小
抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定结果

乳酸菌产抑菌物质浓度

（ｍｇ／ｍＬ） 金黄色葡萄球菌生长情况

１００．００ －
５０．００ －
２５．００ －
１２．５０ －
６．２５ －
３．１３ －
１．５７ ＋
０．７９ ＋
０ ＋

　　注：“－”“＋”分别表示无、有金黄色葡萄球菌生长。

２．３　乳酸菌产抑菌物质的抑菌谱测定结果
本试验选择革兰氏阳性菌（金黄色葡萄球菌、链球菌、保

加利亚乳杆菌、单增李斯特菌、藤黄微球菌）、革兰氏阴性菌

（大肠杆菌、荧光假单胞菌）、酵母菌和霉菌作为检测指示菌，

测定乳酸菌产抑菌物质对各指示菌的抑菌活性。从表２可以
看出，乳酸菌产抑菌物质具有较广的抑菌谱，对革兰氏阳性菌

有很好的抑制作用，对部分革兰氏阴性菌有抑制作用，对酵母

菌、霉菌没有抑制作用。从表２还可以看出，乳酸菌产抑菌物
质对食源性致病菌，如金黄色葡萄球菌和小肠结肠炎耶尔森

氏菌等具有很好的抑制作用；对食品腐败菌，如藤黄微球菌、

蜡状芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、荧光假单胞菌等的抑制作用较

好，显示其在食品防腐作用中的应用潜力。但是乳酸菌产抑

菌物质对霉菌和酵母菌没有作用。此外，乳酸菌产抑菌物质

对很多植物的致病菌如香蕉炭疽病病菌、番茄灰霉病病菌、水

稻纹枯病病菌、油菜菌核病病菌等有很好的抑制作用，说明它

在植物疾病的防治方面也有很好的作用。

表２　乳酸菌产抑菌物质的抑菌谱

供试菌种
抑菌圈

直径
供试菌种

抑菌圈

直径

金黄色葡萄球菌 ＋＋＋ 嗜热链球菌 ＋＋
大肠杆菌 － 嗜酸乳杆菌 ＋＋
保加利亚乳杆菌 ＋ 蜡状芽孢杆菌 ＋＋
溶血链球菌 ＋ 枯草芽孢杆菌 ＋＋＋
单增李斯特菌 ＋＋ 荧光假单胞菌 ＋＋
小肠结肠炎耶尔森氏菌 ＋＋ 藤黄微球菌 ＋＋
番茄灰霉病病菌 ＋ 酒精酵母 －
香蕉炭疽病病菌 ＋ 啤酒酵母 －
水稻纹枯病病菌 ＋ 黑曲霉 －
油菜菌核病病菌 ＋ 黄曲霉 －

　　注：“－”表示抑菌圈直径 ＜０．６ｃｍ；“＋”表示抑菌圈直径为
０．６～１．１ｃｍ；“＋＋”表示抑菌圈直径为１．１～１．４ｃｍ；“＋＋＋”表示
抑菌圈直径＞１．４ｃｍ。

　　据报道，乳酸乳球菌菌株产生的抗菌物质主要对革兰氏
阳性菌起作用［１３－１４］。而本研究中的乳酸菌产抑菌物质不但

对革兰氏阳性菌有效，而且对部分革兰氏阴性菌也有较强的

抑制作用，显示其在食品保鲜防腐和植物疾病防治方面的应

用潜力，也说明乳酸菌产抑菌物质具有较广谱的抗菌活性。

２．４　乳酸菌产抑菌物质抑菌活性影响因素研究
２．４．１　ｐＨ值对乳酸菌产抑菌物质活性的影响　由图２可以
看出，在ｐＨ值为２～６的范围内，随着 ｐＨ值的上升，乳酸菌
的抑菌活性逐渐降低，当 ｐＨ值为６．０～７．０时，乳酸菌产抑
菌物质活性很低，这与Ｊｉａｎｇ等报道的结果［４，１５］相似。因此可

知，乳酸菌产抑菌物质适用于酸性食品或在酸性条件下食品

的防腐保存。

２．４．２　不同温度处理对抑菌作用的影响　如图３所示，对于
先经不同温度热处理，再将乳酸菌产抑菌物质溶液的 ｐＨ值
调回到２．５的试验组，随着温度升高，乳酸菌产抑菌物质的抑
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菌活性迅速下降，当温度达到１００℃时基本失去活性。对于
先调各组的ｐＨ值为２．５，再经不同温度热处理的试验组，随
着处理温度的升高，抑菌活性逐渐降低，整个变化过程缓慢，

当处理温度达到１００℃时，其抑菌活性略有降低，这与许多关
于乳酸菌产细菌素的理化特征的报道相符，细菌素是蛋白类

物质，而一般高温会使蛋白质变性，使蛋白类细菌素失活，但

是由于小分子肽类物质的分子量要比蛋白质小，结构相对简

单，因此其稳定性和抗性比蛋白质强，由此推测乳酸菌产抑菌

物质可能属于小分子肽类物质［１６］。

２．４．３　不同ＮａＣｌ、蔗糖浓度对抑菌作用的影响　从图４、图
５可以看出，在乳酸菌产抑菌物质溶液中添加盐、糖后，能提
高其抑菌活性，添加０．３％ＮａＣｌ或２％蔗糖时，其抑菌活性最
强，抑菌能力最强，表明０．３％ＮａＣｌ或２％蔗糖对乳酸菌产抑
菌物质的活性具有一定的增强作用，这可能是由于盐、糖能够

影响微生物生长的渗透压，从而抑制微生物的生长。

２．４．４　紫外线照射对抑菌作用的影响　从图６可以看出，乳
酸菌产抑菌物质水溶液在经过紫外线照射后，表现出较为稳

定的抑菌活性，与未经紫外线照射的乳酸菌产抑菌物质抑菌

活性相比，经过紫外线照射３０ｍｉｎ的乳酸菌产抑菌物质的抑
菌圈直径仅仅缩小了１．０７ｍｍ。说明紫外线照射对乳酸菌产
抑菌物质的影响很小，乳酸菌产抑菌物质对紫外线的照射表

现出较好的稳定性。可见在食品生产中，在使用乳酸菌产抑

菌物质进行防腐的同时，可采用紫外线进行相应的杀菌处理。

２．５　乳酸菌产抑菌物质抑菌机制研究
２．５．１　乳酸菌产抑菌物质对金黄色葡萄球菌生长曲线的影
响　从图７可以看出，对照组从 ３ｈ开始进入对数生长期，
１８～２４ｈ进入细菌稳定生长期，２７ｈ进入衰亡期。而加入
ＭＩＣ浓度的乳酸菌产抑菌物质后，其生长曲线发生明显改变，
金黄色葡萄球菌的生长受到抑制，菌体的生长一直处于较低

水平，未出现菌体大量生长的对数期，说明乳酸菌产抑菌物质

能够抑制金黄色葡萄球菌对数生长期的菌体分裂。

２．５．２　乳酸菌产抑菌物质对金黄色葡萄球菌细胞形态的影
响　由图８－Ａ看出，在透射电镜下，正常的金黄色葡萄球菌
细胞壁与细胞膜完整，结构紧密，细胞膜紧贴细胞壁，基本无

空隙存在，胞质均匀，核区明显。由图８－Ｂ可以看出，经乳
酸菌产抑菌物质作用３ｈ后，菌体有些变形、溶胀，位于细胞
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膜区出现一些小的空泡。由图８－Ｃ可以看出，经乳酸菌产
抑菌物质作用９ｈ后，细胞质皱缩，导致细胞壁与细胞膜间空
隙明显增宽，质壁分离，细胞壁疏松并出现皱褶，部分细胞壁

与隔膜模糊不清，细胞质内出现许多空腔，这可能是由于乳酸

菌产抑菌物质浸入细胞壁后使细胞膜蛋白遭到破坏，细胞膜

收缩，从而导致细胞质固缩。可以看出，乳酸菌产抑菌物质能

够导致金黄色葡萄球菌细胞质固缩，形成空洞，使细胞代谢无

法正常进行，最终导致菌体死亡。

３　结论

乳酸菌产抑菌物质抑菌或杀菌活性高，抑菌谱宽，对食源

性致病菌，如金黄色葡萄球菌［１７－１８］、小肠结肠炎耶尔森氏菌

和溶血链球菌等具有很好的抑制作用，对食品腐败菌，如藤黄

微球菌、蜡状芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、荧光假单胞菌等的抑

制作用较好，显示其在食品防腐作用中的应用潜力。此外，乳

酸菌产抑菌物质对很多植物的致病菌如香蕉炭疽病病菌、番

茄灰霉病病菌、水稻纹枯病病菌、油菜菌核病病菌等有很好的

抑制作用，说明它在植物疾病的防治方面也有很好的作用。

乳酸菌产抑菌物质对紫外线和温度耐受力较强，表明乳

酸菌产抑菌物质所含活性较为稳定；抑菌活性受 ｐＨ值影响
较大，在一定范围内，酸性越强，抑菌效果越好；ＮａＣｌ和蔗糖
对乳酸菌产抑菌物质的活性有一定的增强作用。出现以上结

果，可能是由于盐、糖能够影响微生物生长的渗透压，从而抑

制微生物的生长。

抑菌机制研究显示，经过乳酸菌产抑菌物质处理后的菌

体细胞膜通透性、细胞壁及内容物均受到损害，导致细菌生长

曲线发生变化。
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