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拮抗链霉菌 S24 抗菌物质的提取及其部分理化性质 

周启升 1，曹宁宁 1，仇念全 1，张本峰 1，张楠 2，刘训理 1 
1 山东农业大学林学院，泰安 271018 
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摘  要: 拮抗链霉菌 S24 对黄曲霉、赭曲霉、黑曲霉等粮食和饲料中常见的曲霉菌具有广谱抗性，本试验通过牛津杯

法测定抗菌物质的效价，研究了大孔吸附树脂对链霉菌 S24 产生的抗菌物质的吸附、解吸性能，筛选了解吸剂，并研

究了抗菌物质的部分理化性质。结果表明，大孔吸附树脂 AB-8 对抗菌物质的吸附及解吸性能最好，其饱和吸附量为

7.0822×104 µg/g，最佳解吸剂为 85％丙酮，以 85％丙酮进行动态解吸，解吸率达 93.82％。该抗菌物质对热稳定，对紫

外线敏感，对有机溶剂不敏感，对酸敏感，对碱稳定，紫外全波长扫描发现该抗菌物质为多烯大环内酯类抗生素。 
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Extraction and characterization of antifungal substances  
produced by antagonistic Streptomyces S24 
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Abstract:  Streptomyces S24 has broad spectrum resistance to the Aspergillus in food and feed, such as Aspergillus flavus, 
Aspergillus niger, Asperegillus alutacells and so on. We studied the adsorption and desorption properties of antifungal substance 
from Streptomyces S24 on macroporous resins, screened the best elution solution and also investigated some physical and chemical 
characters of antifungal substance by determining the antifugal activity using oxford plate assay system. According to the analysis 
results, AB-8 resin offered the best adsorption and desorption capacity for antifungal substance and its saturated absorption capacity 
was 7.0822×104 µg/g, the optimal elution solution was 85% acetone and the dynamic desorption rate could reach 93. 82%. The 
antifungal substance was stable to heat and alkali, not sensitive to organic solvents, and sensitive to ultraviolet rays and acid. Based 
on its ultraviolet spectrometry, the antifungal substance was identified as heptaene macrolide antibiotic. 
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链霉菌 Streptomyces 具有丰富的物种多样性和

代谢类型多样性，是极其重要的产生天然活性产物

的资源微生物。自 Waksman 发现链霉素以来，链

霉菌的分离及其代谢产物的研究受到微生物学家

及药学家的广泛关注。作为一类具有重要经济价值

的微生物资源，在迄今已发现的 12 000 余种微生物

来源的生理活性物质中，55％以上是由链霉菌属菌

株产生的，其中包括抗生素、免疫抑制剂和酶抑制
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剂等[1-2]。 

黄曲霉 Aspergillus flavus 属曲霉属真菌，是引

起粮食及饲料霉变的主要真菌之一，在自然界中广

泛存在，粮食和饲料在储藏过程中易受其污染 [3]。

近年来，由于黄曲霉污染粮食和饲料所导致的人畜

曲霉病病例越来越多[4-5]，而黄曲霉最大的危害是其

产生的次级代谢物黄曲霉毒素 (Aflatoxins)，黄曲霉

毒素具有诱导突变、抑制免疫和致癌作用，1993 年，

国际癌症组织  (IARC) 将其确定为一级致癌物

质[6]。近几年关于植物源与微生物源活性物质对黄

曲霉及其毒素的防治不断引起国内外研究者的重

视，相关的报道也逐渐增多。Vargas 等[7]从药用植

物三齿拉瑞阿 Larrea tridentata 中分离到对黄曲霉

产生明显抑制作用的活性物质，研究发现该活性物

质的主要成分为木质素类；Sanchez 等[8]利用不同溶

剂提取舌兰属植物糙叶龙舌兰 Agave asperrima 和线

叶龙舌兰 Agave striata 的活性物质发现，乙醇、甲

醇和水萃取物均能抑制黄曲霉在玉米上的生长及毒

素的产生；Roy 等[9]在干酪和牛奶上筛选到 6 个乳酸

菌表现出对黄曲霉的抑制活性，活性最强的 1 株经

鉴定为乳酸乳球菌乳酸亚种 Lactococcus lactis 

subsp. lactis CHD-28.3，其无菌发酵液和细胞裂解液

在 pH 6.8 时对黄曲霉的抑菌直径为 15~19 mm，并

表现出蛋白质性质；Ono 等 [10]从链霉菌中提取了

一种能抑制黄曲霉毒素产生的物质，该物质与杀

稻瘟素结构类似；章挺等 [11]从油菜地分离到一株

枯草芽孢杆菌，对黄曲霉表现出强烈的拮抗作用，

其抗菌物质粗提物对黄曲霉的最低抑菌浓度为

31.2 µg/mL。拮抗链霉菌 S24 由本实验室从泰山林

地土壤中分离获得，该菌株对黄曲霉、赭曲霉、黑

曲霉等粮食和饲料中常见的曲霉菌具有较强拮抗作

用，发酵性状优异，该菌已在 GenBank 注册，注册

号为 FJ596182，并且初步将其鉴定为白网链霉菌

Streptomyces albireticuli 近似种 [12]。本试验研究了

S24 菌株抗菌物质的提取及部分理化性质，为该菌

株及其抗菌物质的应用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌株 

拮抗菌：链霉菌 S24 由本实验室分离鉴定。现

已保藏在中国微生物菌种保藏管理委员会，专利菌

种保藏编号为 CGMCC 3503。 

抗菌物质效价测定指示菌：黄曲霉 Aspergillus 

flavus CGMCC 3.2890 由国家粮食局科学研究院提供。 

1.1.2  大孔吸附树脂 

AB-8、X-5、D3520、D4020、H103、Nka-9、

S-8 由南开大学提供。 

1.1.3  培养基 

菌株活化培养基：土豆 200 g，葡萄糖 20.0 g，

硫酸铵 1.0 g，硫酸镁 1.0 g，磷酸二氢钾 0.6 g，琼

脂 16.0 g，水 1 L。 

菌株发酵培养基：淀粉 2.5 g，葡萄糖 16.0 g，

蛋白胨 10.0 g，玉米浆 1.0 g，氯化钠 7.5 g，硫酸铵

4.0 g，水 1 L。 

抗菌物质生测培养基：同菌株活化培养基。 

1.2  方法 
1.2.1  抗菌物质效价的测定 

生测平板的制备：生测培养基熔化后，温度降

至 50 ~55℃ ℃时，加入黄曲霉孢子悬液，使孢子的

浓度为 2×104~4×104 CFU/mL，将培养基孢子悬液倒

入培养皿，20 mL/培养皿，制备混菌平板。 

效价的测定：采用牛津杯法[13]。将抗菌物质溶

液 100℃灭菌 10 min，加入牛津杯中 (250 μL/孔)，

28℃培养 18 h，十字交叉法测量抑菌圈直径，根

据抑菌圈的直径大小计算其效价，抗菌物质效价

计算公式 [12]：y=10(x+10.931)/10.797×n〔y：抗菌物质效

价(µg/mL)；x：抑菌圈直径 (10.5 mm<x<18.0 mm)；

n：稀释倍数〕。 

1.2.2  抗菌物质的发酵 

发酵培养基经 121℃湿热灭菌 20 min，种子液

以 2％的接种量接种到 50 mL/250 mL 三角瓶中，

200 r/min、30℃振荡培养 72 h。发酵液 100℃灭菌

10 min，低速大容量多管离心机 4200 r/min 离心

30 min，取上清液备用。 
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1.3  大孔吸附树脂提取 S24 菌株产生的抗菌物质 
1.3.1  大孔吸附树脂吸附性能的比较 

取处理好的吸附树脂  (AB-8、X-5、D3520、

D4020、Nka-9、H103、S-8)，1 g/份，分别加入 S24

菌株发酵液离心后的上清液 10 mL，150 r/min 振荡

吸附 4 h，测定发酵原液、吸附残液的效价，计算

吸附率，比较各种树脂的吸附性能。每个处理 2 个

重复。 

1.3.2  大孔吸附树脂解吸性能的比较  

选择吸附性能优良的树脂，1 g/份，分别加入

S24 菌株发酵上清液 10 mL，150 r/min 振荡吸附

4 h，然后分别用 50％、75％的甲醇、乙醇及丙酮，

150 r/min 振荡静态解吸 2 h。解吸液经真空旋转蒸发

除去有机溶剂，蒸馏水定容至原体积。测定发酵原

液、解吸液和吸附残液的效价，计算解吸率，比较

各种吸附树脂的解吸性能。每个处理 2 个重复。 

1.3.3  丙酮浓度对解吸效果的影响 

AB-8 树脂吸附完毕，分别以浓度为 50％、

55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％和

90％丙酮作为解吸剂，树脂与解吸剂按 1：2 (W/V)

比例混合，150 r/min 振荡静态解吸 2 h。解吸液经真

空旋转蒸发除去丙酮，蒸馏水定容至原体积，测定

发酵原液、解吸液和吸附残液的效价，计算解吸率，

选择解吸剂的最佳浓度。每个处理 2 个重复。 

1.3.4  AB-8 树脂对抗菌物质饱和吸附量的测定 

取筛选到的 AB-8 树脂，1 g/份，分别加入抗菌

物质粗物 (发酵液离心后的上清液经以上筛选到的

最佳吸附树脂及最佳解吸剂吸附、解吸后，解吸液

经旋转蒸发、冷冻干燥所得褐色粉末为抗菌物质粗

物) 5000 μg/mL 的溶液 5 mL、10 mL、15 mL、20 mL、

25 mL，150 r/min 振荡吸附 4 h，测定抗菌物质粗物

溶液和吸附残液的效价，计算吸附率，确定树脂对

抗菌物质的饱和吸附量。每个处理 2 个重复。 

1.3.5  85％丙酮动态解吸曲线及动态解吸率测定 

树脂：发酵液 (W/V) =1：10，150 r/min 振荡吸

附 4 h 后，将树脂装柱，去离子水洗脱 3 BV 后，用

85％丙酮对抗菌物质进行解吸，流速为 0.5 mL/min，

每 20 min 收集一管，每管 10.0 mL，测定发酵原液、

吸附残液及每管解吸液效价，绘制解吸曲线并计算

解吸率。 

1.4  S24 菌株抗菌物质的部分理化性质 
1.4.1  对热的稳定性 

配制抗菌物质粗物水溶液 (5000 µg/mL)，分别

在 50℃、70℃、100℃的水浴中处理 10 min、20 min、

40 min、60 min、80 min、100 min，微孔滤膜过滤

后用无菌水稀释至合适浓度，牛津杯法测定抗菌物

质的效价，比较抗菌物质效价的变化。 

1.4.2  对酸碱的稳定性 

配制 0.2 mol/L 磷酸氢二钠-0.1 mol/L 柠檬酸缓

冲液 (pH 2.2~8.0)、0.2 mol/L 甘氨酸-0.2 mol/L 氢氧

化钠缓冲液 (pH 8.6~10.6) 和 0.05 mol/L 磷酸氢二

钠-0.1 mol/L 氢氧化钠缓冲液调节，得到 pH 为 2.0、

3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0 和

12.0 的缓冲溶液。利用不同 pH 的缓冲溶液将抗菌

物质样品溶解，室温静置 2 h，比较抗菌物质效价

的变化。 

1.4.3  对紫外线的稳定性 

抗菌物质粗物水溶液置于紫外灯下 40 cm，分别

照射 1 h、2 h、3 h、4 h、5 h 和 6 h 时取出样品，进

行生测，以未经紫外线照射的样品为对照，比较抗

菌物质效价的变化。 

1.4.4  对有机溶剂的稳定性 

抗菌物质粗物水溶液分别与等体积的氯仿、丙

酮、乙醇和甲醇混合。对于氯仿以 200 r/min 振荡抽

提 90 min，离心，分层后取上层水相，设未处理对

照，比较抗菌物质效价的变化；对于丙酮、乙醇及

甲醇以 200 r/min 振荡 90 min 后，经真空旋转蒸发

除去有机溶剂，蒸馏水定容至原体积，设未处理对

照，比较抗菌物质效价的变化。 

1.4.5  抗菌物质紫外全波长光谱扫描 

取抗菌物质粗物，蒸馏水稀释一定倍数进行紫

外全波长扫描，观察抗菌物质的紫外特征吸收峰。 

2  结果与分析 

2.1  大孔吸附树脂吸附性能的比较 
7 种吸附树脂对抗菌物质均有较好的吸附效果，

其中，AB-8、X-5、D3520、D4020 树脂对抗菌物质

的吸附率均达到 90％以上 (图 1)。 
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2.2  大孔吸附树脂解吸性能的比较 
分别采用 50％、75％的不同有机溶剂 (甲醇、

乙醇、丙酮) 作为解吸剂，对抗菌物质进行解吸，

由图 2 可以看出，同一种有机溶剂，高浓度有机溶

剂的解吸效果优于低浓度有机溶剂。不同有机溶

剂以 75％丙酮作为解吸剂时，解吸效果最好，其中

4 种吸附树脂以 D4020 和 AB-8 的解吸效果较好，

AB-8 优于 D4020 的解吸效果，其静态解吸率达

56％。因此选择 AB-8 作为抗菌物质的最佳吸附树

脂，进一步筛选最佳解吸剂的浓度。 

2.3  丙酮浓度对解吸效果的影响 
以筛选到的 AB-8 树脂作为抗菌物质的最佳吸

附树脂，调节不同浓度的丙酮作为解吸剂，其静态

解吸效果如图 3 所示，丙酮浓度在 50％~85％，解

吸率逐渐升高，85％丙酮的解吸率最高，解吸率为

61.2％。 

2.4  AB-8 树脂对抗菌物质吸附量的确定 
以抗菌物质粗物的质量为横坐标，吸附率为纵

坐标，绘制的 AB-8 树脂的吸附曲线如图 4 所示。随

着抗菌物质质量的增大，吸附率逐渐降低，1 g 树脂 

 

图 1  吸附树脂的吸附性能比较 
Fig. 1  Comparison of adsorption capacity among three 
macroporous resins. 

 
图 2  吸附树脂的解吸性能比较 
Fig. 2  Comparison of desorption capacity of three macroporous 
resins. 1: 50% methanol; 2: 50% ethanol; 3: 50% acetone; 4: 
75% methanol; 5: 75% ethanol; 6: 75% acetone. 

中加入 2.5×104~5×104 µg 抗菌物质粗物时，抗菌物

质被完全吸附；l g 树脂中加入 7.5×104 µg 抗菌物质

粗物时，吸附率达到 94.43％；考虑到生产实践中应

尽量减少抗菌物质的损失，降低生产成本，取吸附

率 94.43％时树脂吸附的抗菌物质粗物的质量为其

吸附量，AB-8树脂的饱和吸附量为 7.0822×104 µg/g。 

2.5  85％丙酮的动态解吸曲线 
用 85％丙酮对抗菌物质进行动态解吸，解吸曲

线如图 5 所示，效价最高管达 204 820 μg/mL，以后

各管依次降低，解吸液效价比较集中，解吸效果较

好，根据公式计算各管的解吸率，结果总解吸率为

93.82％，其中，浓度较高部分 (2~11 管，100 mL) 的

解吸率为 89.08％。这一结果说明，试验筛选的树脂

和解吸剂都比较理想。 

2.6  S24 抗菌物质的部分理化性质 
2.6.1  对热的稳定性 

抗菌物质对热比较稳定，在 50℃和 70℃条件下

处理 10~100 min 效价无显著变化，经 100℃水浴

20 min 其效价无显著变化，加热 40 min 后效价开始

略有降低，加热到 100 min 效价降低 18.18％ (图 6)。 

 
图 3  丙酮浓度对解吸效果的影响 
Fig. 3  Effect of different acetone concentration on desorption. 

 
图 4  AB-8 树脂对抗菌物质的吸附量 
Fig. 4  Absorption quality of antibacterial substances on 
AB-8 resin. 
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图 5  AB-8 树脂的动态解吸曲线 
Fig. 5  Dynamic desorption curve of AB-8 resin. 

 

图 6  抗菌物质对热的稳定性 
Fig. 6  Heat stability of antibacterial substances. 

 
2.6.2  对酸碱的稳定性 

抗菌物质对不同 pH 的敏感程度如图 7 所示。在

碱性条件下比较稳定，对酸敏感，pH 6~9 时，抗菌

物质保持较高活性，pH 为 6 时，抗菌物质仍表现其

活性，当抗菌物质溶液的 pH＜5 时，其活性丧失。 

2.6.3  对紫外线的稳定性 

抗菌物质对紫外线的稳定性如图 8 所示，抗菌

物质对紫外线表现出不稳定性，紫外线不间断照射

6 h 后，其效价降低一半。 

2.6.4  对有机溶剂的稳定性 

抗菌物质经氯仿抽提以后，静置，在氯仿表面

呈现一层絮状沉淀，絮状沉淀用少量水溶解后生测，

无抑菌活性；取上层水溶液生测，表现抑菌活性，

且活性较对照无差异，说明抗菌物质对氯仿不敏感。

抗菌物质与丙酮，乙醇及甲醇作用后，其效价与对

照无差异，说明抗菌物质活性不受有机溶剂影响。 

2.6.5  抗菌物质紫外全波长光谱扫描结果 

经过初步纯化后的抗菌物质的紫外吸收光谱见

图 9。抗菌物质在 350.0 nm、332.6 nm、317.4 nm、

304.0 nm、290.1 nm 有特征性紫外吸收，符合多烯 

 

图 7  抗菌物质对不同 pH 的敏感程度 
Fig. 7  pH stability of antibacterial substances. 

 

图 8  抗菌物质对紫外线的稳定性 
Fig. 8  Ultraviolet radiation stability of antibacterial substances. 

 

图 9  抗菌物质粗物的紫外光区全扫描图谱 
Fig. 9  UV spectrum of crude antibacterial substance. 
 
大环内酯类抗生素四烯 (最大吸收峰波长为 (318± 

2) nm、(332±3) nm、(350±3) nm) 和五烯 (最大吸收

峰波长为(290±2) nm、(305±2) nm、(318±2) nm) 的

紫外吸收特征[14]。这说明抗菌物质的主要成分为一

组多烯大环内酯类抗生素。 

3  结论与讨论 

大孔吸附树脂 AB-8 对链霉菌 S24 抗菌物质

有较大的吸附量，且容易吸附解吸。AB-8 树脂对

抗菌物质的饱和吸附量为 7.0822×104 µg/g，最佳

解吸剂为 85％丙酮，并且该解吸剂对抗菌物质活性
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无影响，以此解吸剂进行动态解吸，解吸率可达

93.82％。大孔吸附树脂是一类多孔立体结构的非离

子型人工合成的有机高分子聚合物吸附剂，其理化

性质稳定，不溶于酸、碱及有机溶媒，对有机物有

浓缩、分离作用且不受无机盐类及强离子、低分子

化合物的干扰。其本身由于范德华力或氢键的作

用，具有吸附性；还具有网状结构和很高的比表面

积，故具有筛选性能[15-16]。大孔吸附树脂在抗生素、

维生素、生化药物的分离纯化以及中成药的制备和

质量控制研究中越来越广泛[17]。树脂法提取活性物

质，具有设备简单、操作方便、生产周期短、能耗

和成本低、不加辅料、可以成型等优点，利于工业

化扩大生产 [18-19]。本试验采用大孔吸附树脂 AB-8

提取 S24 抗菌物质，为该抗菌物质的纯化及应用提

供了理论参考。 

链霉菌是一类重要的抗生素产生菌，它所产生

的许多优良抗生素已被广泛应用。初步研究表明，

拮抗链霉菌 S24 产生的抗菌物质主要成分由四烯和

五烯两类多烯大环内酯类抗生素组成，能同时产生

此两类抗生素的菌株尚未见报道。此外，抗菌物质

经高效液相色谱分析发现，这两类物质均与已报道

的四烯和五烯类大环内酯抗生素有一定差别，因此，

要确定该抗菌物质为何种化合物还需通过进一步的

分离纯化与结构鉴别确定。该抗菌物质具有热稳定

性好、对有机溶剂不敏感、pH 耐受范围广等优点，

显示出较好的应用潜力。本试验在对抗菌物质的性

质研究中均采用抗菌物质粗物样品，一定程度上反

映了抗菌物质的理化性质，更确切的性质还需要利

用纯品进行测定。多烯大环内酯类抗生素由于化学

结构的原因，对紫外线较为敏感，不宜与阳光接触，

因此，限制了其在大田中的应用，但在医疗、兽药

及食品和饲料的防腐方面都得到了较好的应用，此

外，多烯类抗生素是一类目前临床常用药中最不容

易产生抗药性的抗真菌抗生素[20-21]，开发高效低毒

的多烯类抗真菌抗生素，是抗真菌药物研发的有效

途径之一。 

本试验和前期试验结果表明，拮抗链霉菌 S24

是一株抗菌谱广、发酵性状优异、遗传稳定的拮抗

菌，产生的抗菌物质对多种粮食和饲料中常见的能

引起人畜传染性疾病的曲霉菌有强烈的拮抗作用，

显示了很好的工业化生产与应用潜力，值得进一步

研究。S24 菌株产生的抗菌物质的结构及其作用机

制的研究正在开展。 
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