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摘  要: 通过测定大肠杆菌K12 (Escherichia coli K12)菌悬液的OD260的变化, 研究了多粘类芽孢

杆菌(Paenibacillus polymyxa)Cp-S316 抗细菌活性物质对其细胞膜完整性的影响, 结果表明Cp-S316
抗细菌活性物质可损伤大肠杆菌K12 的细胞膜, 从而引起胞内RNA、DNA等大分子物质的泄漏。

为获得抗细菌活性物质高产菌株, 以Cp-S316 为出发菌株, 通过紫外诱变以及对自身产生的抗细

菌活性物质的抗性筛选法进行预筛、摇瓶初筛和复筛, 获得突变株多粘类芽孢杆菌A17, 其发酵效

价比出发菌株Cp-S316 提高 91%, 该突变株的高产遗传性状稳定。 
关键词: 多粘类芽孢杆菌 Cp-S316, 活性物质, 抗菌机理, 诱变育种 

Inhibition of Antibacterial Active Substances from  
Paenibacillus polymixa Cp-S316 on Escherichia coli  

and Breeding of Higher-yield Mutant 
YANG Shao-Bo1  WANG Juan2  ZHANG Nan1  ZHOU Qi-Sheng1  CAO Ning-Ning1   

JIANG Wei1  LIU Xun-Li1*

(1. Shandong Agricultural University, Taian, Shandong 271018, China)  
(2. Shandong Vocational College of Water Conservancy, Rizhao, Shandong 276826, China) 

Abstract: The effect of antibacterial active substances from Paenibacillus polymyxa Cp-S316 on the integ-
rity of Escherichia coli K12 membrane was studied by determining the variation of OD260 values of bacterial 
suspensions. The results showed that the antibacterial substances could damage the Escherichia coli K12 
membrane which leaded to the leakage of RNA, DNA and other cytoplasmic macromolecules. As an original 
strain, Paenibacillus polymyxa Cp-S316 was treated by ultraviolet mutagenesis. The mutated strain of A17 
was obtained by prescreening of antibacterial active substances, screening and re-screening of shake flask 
culture. Compared with Cp-S316, the yield of antibacterial substances obtained from mutant A17 was in-
creased by 91%. The subculture experiments indicated that the hereditary characteristic of high productivity 
of Paenibacillus polymyxa A17 was stable. 
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多粘类芽孢杆菌(Paenibacillus polymyxa)为革
兰氏阳性好氧或兼性厌氧杆状细菌, 原属芽孢杆菌
属(Bacillus)。1994年, Ash等[1]根据分子生物学研究

结果, 建立了类芽孢杆菌属(Paneibacillus), 并将多
粘类芽孢杆菌立为该属的模式菌种。多粘类芽孢杆

菌对人和动物没有致病性, 某些菌株可产生抗菌活
性物质, 因此, 该菌作为拮抗菌和它所产生的抗菌
活性物质在植物病害防治以及人和动物疾病治疗方

面具有广阔的应用前景。 
多粘类芽孢杆菌 Cp-S316(GenBank 登录号为

AY292989)由本实验室从泰山林地土壤中分离获 
得[2], 该菌可产生对大肠杆菌(Escherichia coli)、金
黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、鸡白痢沙门
氏菌 (Salmonella pullorum)、出血 性巴氏 杆 菌
(Pasteurella multocida)、烟草赤星菌(Alternaria al-
ternate)、立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)、黄瓜枯萎
病菌(Fusarium oxysporium f.sp.cucumerinum)等多种
动、植物病原细菌和真菌具有较强拮抗作用的活性

物质。并且, 在不同的发酵培养基中, 抗细菌活性物
质和抗真菌活性物质的产量有很大差异[3]。多粘类

芽孢杆菌Cp-S316 可产生至少 5 种线环状多肽类抗
细菌活性物质及 1 种抗真菌活性物质, 其中有 2 种
抗细菌活性物质组份分别为多粘菌素E、多粘菌素
E1, 其它组分有可能为新的抗细菌活性物质[3]。本实

验研究了抗细菌活性物质对大肠杆菌K12 的抑制作
用, 并以野生型Cp-S316 菌株为出发菌株, 通过紫
外诱变和在含有该菌株产生的抗细菌活性物质的

PDA平板上进行抗性筛选, 以期获得高产性状能稳
定遗传的突变菌株。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试菌株: 多粘类芽孢杆菌 Cp-S316 由本实
验室分离; 大肠杆菌 K12 由山东农业大学微生物实
验室提供。 
1.1.2  菌株发酵培养基: 土豆 200 g, 牛肉膏 5.0 g, 
葡萄糖 20 g, MgSO4 1.0 g, (NH4)2SO4 1.0 g, KH2PO4 
0.6 g, CaCO3 3.0 g, 蒸馏水定容至 1000 mL。 
1.1.3  肉汤培养基 : 牛肉膏  5 g, 蛋白胨  10 g, 

NaCl 5 g, 蒸馏水定容至 1000 mL。 
1.1.4  PDA培养基: 土豆 200 g, 牛肉膏 5.0 g, 葡
萄糖 20 g, 琼脂 15 g, (NH4)2SO4 1.0 g, MgSO4  

1.0 g, KH2PO4 0.6 g, CaCO3 3.0 g, 蒸馏水定容至
1000 mL。 
1.1.5  抗细菌活性物质的活性检测培养基: 底层培
养基: 琼脂 18 g, 蒸馏水定容至 1000 mL; 上层培
养基: NaCl 10 g, 蛋白胨 10 g, 酵母浸膏 5 g, 琼脂 
15 g, 蒸馏水定容至 1000 mL, pH 6.8。 

1.2  方法 
1.2.1  发酵液效价生物测定方法的建立: 生物检测
平板的制备: 采用双层平板法。底层: 在直径为 90 mm
的无菌平皿中加入 15 mL融化的抗细菌活性物质活
性检测培养基底层培养基, 置水平台冷却。上层: 取
灭菌冷却到 50°C~55°C的上层培养基, 加入 3%的大
肠杆菌 K12 菌悬液, 按照 10 mL/皿加入培养皿中, 
冷凝后备用。在每个平板上以等距离均匀放置牛津

杯(内径 6 mm±0.1 mm, 高 10 mm±0.1 mm, 外径 
8 mm±0.1 mm)4个。向每个杯中准确加入 250 µL不
同浓度的标准液, 每个浓度设 3 个重复。37°C 培养
18 h后用游标卡尺测量抑菌圈直径。 

发酵液效价生物测定工作曲线的制作: 准确称
取抗细菌活性物质配制成浓度分别为 500 µg/mL、
1000 µg/mL、1500 µg/mL、2000 µg/mL、2500 µg/mL
和 3000 µg/mL的溶液, 进行生物测定。以抗细菌活
性物质浓度的对数值为横坐标, 以抑菌圈直径为纵坐
标制作的标准曲线, 如图 1 所示。可见, 浓度的对数 
 

 
 

图 1  杯碟法测定效价工作曲线 
Fig. 1  The curve for working of portency mensuration by 
means of cylinde-plate method  
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值与抑菌圈直径呈线性关系 ,  其决定系数  

R2=0.9935, 可以满足效价测定的要求。由此, 可得

到发酵液效价计算方程: Y=10(x+4.0913)/6.0594×n [Y: 发

酵液效价 (µg/mL); x :  抑菌圈直径 (12.3 mm<x< 

17.0 mm); n: 发酵液稀释倍数]。 

发酵液效价的测定及效价单位定义: 发酵结束

后, 迅速将摇瓶连同发酵液 100°C 水浴加热灭菌 

10 min, 12000 r/min离心 5 min, 取上清液, 用无菌

水稀释至合适浓度后利用杯碟法进行生物测定, 测

量落在效价测定有效区间内的抑菌圈直径, 将数值

代入效价计算方程, 计算发酵液效价。发酵液中抗

细菌活性物质的效价单位定义为: 1 U＝1 µg/mL。 

1.2.2  Cp-S316 菌株的摇瓶发酵: 将培养好的液体

种子按 2%的接种量接种于装有 50 mL 发酵培养基

的 250 mL 三角瓶中, 28°C、200 r/min, 振荡培养 

72 h。灭菌、离心、测定效价。 

1.2.3  Cp-S316抗细菌活性物质的制备: Cp-S316菌

株发酵液经大孔吸附树脂处理后 [4], 再经 CM 

Sepharose FF离子交换层析和Sephadex G-25分子筛

层析获得抗细菌活性物质, 冷冻干燥后备用。 
1.2.4  Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌K12 最

低抑菌浓度(MIC)和最低杀菌浓度(MBC)的测定: 
采用试管肉汤二倍稀释法测定[5]。将Cp-S316抗细菌

活性物质溶于蒸馏水, 用肉汤培养基稀释, 使其浓

度分别为 100 µg/mL、50 µg/mL、25 µg/mL、 

12.5 µg/mL和 6.25 µg/mL, 1×105 Pa灭菌 30 min后 

分别接种大肠杆菌 K 1 2 ,  使接种的终浓度为 

105 CFU/mL~106 CFU/mL。30°C振荡培养 18 h后观

察结果, 以完全无细菌生长的最低药物浓度作为大

肠杆菌K12 对该抗细菌活性物质的敏感度, 即最低

抑菌浓度(MIC)。 

将高于最低抑菌浓度的清亮管进行平板菌落计

数, 平板培养基上出现的细菌数少于 5 个菌落者的

最低浓度, 为该抗细菌活性物质的MBC[5]。 
1.2.5  Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌K12 杀

菌曲线的测定: 将大肠杆菌K12 接种于肉汤培养基, 

30°C振荡培养 18 h, 转接于抗细菌活性物质浓度分

别为 2倍MIC和 4倍MIC的肉汤培养基中, 使细菌最

终浓度为 105 CFU/mL~106 CFU/mL, 以只接种大肠

杆菌K12 而不含抗细菌活性物质的肉汤培养基作为

对照, 30°C振荡培养, 分别在 1 h、2 h、4 h、6 h、8 h、

12 h和 24 h取培养液进行平板菌落计数, 绘制杀菌

曲线。 
1.2.6  Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌K12 细

胞膜完整性的影响: 将大肠杆菌K12 接种于肉汤培

养基, 30°C振荡培养 18 h, 12000 r/min离心后悬浮于

生理盐水, 接种于 2倍、4倍MIC浓度的抗细菌活性

物质溶液, 并使大肠杆菌K12 接种的终浓度为 105 

CFU/mL~106 CFU/mL。充分混合后立即用紫外分光

光度计测定并记录 260 nm处的吸光值随时间的变

化。 

1.2.7  Cp-S316 菌株的紫外诱变处理: 将Cp-S316

菌悬液(107 CFU/mL)置于电磁搅拌器上, 放在紫外

线灯(15 W)正中下方照射。取不同照射时间的菌悬

液进行平板菌落计数, 以未经照射的菌悬液为对照

计算致死率, 致死率=(1−照射菌液活菌数/未照射菌

液活菌数)×100%, 根据致死率选择最佳照射时间。 

1.2.8  利用抗自身次生代谢产物法对抗细菌活性物

质高产菌株进行预筛: 将诱变处理后的菌液稀释适

当倍数, 涂布于含抗细菌活性物质浓度为 2000 µg/mL 

(Cp-S316菌株发酵效价为 650 µg/mL)的固体PDA平

板培养基上。30°C培养 36 h, 在平板上随机挑选生

长迅速、菌落直径大的单菌落做初筛[6]。 

1.2.9  抗细菌活性物质高产菌株的初筛: 将预筛选

出的突变菌株及 Cp-S316 菌株摇瓶发酵, 测定发 

酵液效价, 挑选发酵效价比出发菌株高的菌株进行

复筛。 

1.2.10  抗细菌活性物质高产菌株的复筛: 将初筛

挑选出的突变株及 Cp-S316 菌株摇瓶发酵, 测定发

酵液效价, 筛选高产菌株。 

2  结果与分析 

2.1  Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌 K12 的

MIC 和 MBC 
按 1.2.4 节试管肉汤二倍稀释法进行的测定发

现 , 在抗细菌活性物质浓度分别为 100 µg/mL、 

50 µg/mL、25 µg/mL、12.5 µg/mL和 6.25 µg/mL的

试管中, 浓度≥12.5 µg/mL 的试管中无细菌生长, 

故确定 Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌 K12 

的 MIC为 12.5 µg/mL。平板菌落计数结果显示, Cp- 

S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌 K12 的 MBC 为 

25 µg/mL。 
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2.2  Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌 K12 的

杀菌曲线 
Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌 K12 的杀

菌曲线如图 2所示, 2倍和 4倍MIC浓度的抗细菌活
性物质对大肠杆菌 K12 显示杀菌作用; 当以 2 倍
MIC 浓度的抗细菌活性物质处理大肠杆菌 K12 时, 
8 h 可将细菌杀死; 当以 4 倍 MIC 的抗细菌活性物
质处理大肠杆菌 K12时, 4 h可将细菌杀死, 显示强
烈的杀菌作用。 
 

 
 
图 2  Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌 K12 的杀菌 
曲线 
Fig. 2  The lethal time of Escherichia coli K12 under dif-
ferent concentrations of antibacterial substances from 
Cp-S316 
 
2.3  Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌 K12 细

胞膜完整性的影响 
已有报道指出胞内物质外渗可作为评价细胞膜

完整性的指标[7], 当细菌细胞膜的完整性被破坏时, 
就会造成胞内大分子物质如DNA、RNA等物质的泄
漏, DNA、RNA等大分子在 260 nm处有强吸收, 因
此, 对菌液DNA、RNA等大分子物质的检测被应用
于测定细胞膜的完整性。 

图 3 为经Cp-S316 抗细菌活性物质处理后, 大
肠杆菌K12 菌悬液 260 nm吸光值随时间的变化曲
线。当大肠杆菌K12 菌悬液以 2 倍MIC浓度的
Cp-S316抗细菌活性物质处理后, 2 h内OD260迅速增

加, 然后增加速度有所减慢, 直至 8 h达到最大值, 这
是由于Cp-S316 抗细菌活性物质破坏了大肠杆菌
K12 的细胞膜, 导致胞内DNA、RNA等大分子物质
的泄漏。以 4 倍MIC浓度的Cp-S316 抗细菌活性物
质处理大肠杆菌K12菌悬液时, OD260在 4 h内达到最
大值, 这说明Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌
K12 细胞膜的破坏受抗细菌活性物质浓度的影响,  

 
 
图 3  大肠杆菌K12 菌悬液OD260变化曲线 
Fig. 3  The OD260 value of Escherichia coli K12 suspensions 
at different time 
 
这个结果与 Cp-S316 抗细菌活性物质对大肠杆菌
K12的杀菌曲线的结果相一致。 

2.4  最佳诱变时间的选择 
取不同照射剂量处理的菌悬液, 稀释适当倍数

进行平板菌落计数, 以未经照射的菌悬液为对照计

算致死率。图 4 为紫外线对多粘类芽孢杆菌Cp-S316
的致死曲线。可以看出该菌株对紫外线非常敏感 , 
在 20 s时致死率为 99.4%, 为保证较高的突变率, 选
用 20 s为照射时间的效果比较理想。 
 

 
 
图 4  Escherichia coli K12 诱变效应−诱变时间曲线 
Fig. 4  The relationship between UV radiation time and 
lethal rates 
 

2.5  初筛结果 
因为抗生素生产菌对自身所产的次生代谢物质

的耐受水平与其产生抗生素的水平直接相关 [8], 因
此, 通过Cp-S316 菌株自身产生的抗细菌活性物质
预筛更有利于高产菌株的筛选。为了筛选掉发酵效

价低的突变株, 将通过预筛获得的突变株进行摇瓶
初筛, 共获得发酵效价为出发菌株发酵效价 130%
以上的突变株 17株。初筛结果如图 5所示, 对照为
出发菌株多粘类芽孢杆菌Cp-S316。 
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图 5  突变菌株的发酵效价 
Fig. 5  The fermentation potency of different mutant strains 

 
2.6  复筛结果 

为了确认并筛选出发酵效价高的突变株 , 将
2.6 中筛选得到的 17 株正突变株再进一步复筛。通
过复筛, 共获得 5 株发酵效价较高的突变株。复筛
结果如图 6所示, A17、E13、E18、E33和 F28菌株
发酵效价分别为出发菌株 Cp-S316 发酵效价的
191%、167%、163%、160%和 162%。为考察突变
株的遗传稳定性, 将菌株 A17 连续转接 4 次, 并摇
瓶发酵, 从表 1可以看出, 转接第 3代的发酵效价下
降不超过 4.9%, 第 4 代的发酵效价比第 1 代的发酵
效价高 0.05%, 说明该菌株的高产性能遗传特性稳定。 
 

 
 
图 6  突变菌株的发酵效价 
Fig. 6  The fermentation potency of different mutant 
strains 
 

表 1  A17 菌株的遗传稳定性 
Table 1  Genetic stability of A17 

传代次数 
Passage times 

发酵效价 
Potency (U) 

1 1172.28 

2 1190.84 

3 1115.16 

4 1172.88 

 

3  讨论 

抗生素主要是通过阻止微生物新陈代谢的某些

环节, 抑制某些酶活性的方式达到抗菌作用。概括
来讲, 其作用方式主要包括如下几种: 抑制细菌细
胞壁合成、改变细菌细胞质膜结构、抑制细菌蛋白

质或核酸合成等。多粘菌素等多肽类抗生素分子内

含有游离的氨基, 可以与细胞膜脂蛋白中的磷酸基
结合, 引起细胞膜损伤, 破坏细胞膜的正常渗透屏
障功能, 导致细胞内 DNA、RNA 等大分子物质泄 
漏[9]。本研究前期研究结果表明, Cp-S316抗细菌活
性物质为至少由 5 种活性组分组成的环肽类抗菌物
质 [3], 这些活性组分的分子结构与多粘菌素相似 , 
分子中含有游离的氨基。因此, 大肠杆菌K12 菌悬
液经Cp-S316抗细菌活性物质处理后OD260逐渐增大, 
说明该抗细菌活性物质可损伤大肠杆菌K12 的细胞
膜, 引起胞内核酸类大分子物质的泄漏, 具体的杀
菌机理还需要进一步研究。 

多粘类芽孢杆菌 Cp-S316 及其产生的抗细菌活
性物质对动、植物安全且菌株发酵性状好, 抗细菌
活性物质抗菌谱广、性质稳定, 具备一定的应用潜
力。但是, 野生型菌株的产素水平难以满足工业生
产的要求 , 为了获得抗细菌活性物质的高产菌株 , 
本试验采用了传统的紫外诱变育种技术对出发菌株

进行诱变处理, 并且根据抗生素产生菌对其自身次
生代谢产物的耐受程度与其所产抗生素水平有直接

关系的原理, 设计了以提高 Cp-S316 菌株对自身产
生的抗细菌活性物质耐受性的方法进行高产突变株

的筛选, 在一定程度上提高筛选的效率。通过初筛、
复筛获得的突变株 A17菌株的发酵效价比出发菌株
Cp-S316提高 91%, 且该菌株的高产遗传性状稳定。 
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