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摘  要：【背景】美人鱼发光杆菌(Photobacterium damselae)是一种海洋条件致病菌，能够引起多种

海洋生物和人类疾病。因此，探究美人鱼发光杆菌的生物防治技术具有重要意义。【目的】探究枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)中 bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌的抑菌活性及其可能的抑菌机理。【方

法】利用高效液相色谱法从枯草芽孢杆菌 fmb60 发酵液中制备 bacilosarcin B，采用分光光度法测定

bacilosarcin B 对多种致病菌的最小抑菌浓度及其对美人鱼发光杆菌的时间 -抑菌曲线。测定

bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌生物被膜、胞外核酸、蛋白质和胞内碱性磷酸酶含量的影响，结合

荧光显微镜、扫描电镜和透射电镜检测美人鱼发光杆菌细胞膜通透性和细胞壁完整性，并研究

bacilosarcin B 对细菌运动能力和胞内 DNA 的作用。【结果】Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌最小抑

菌浓度为 8 µg/mL。抑菌机理研究表明 bacilosarcin B 通过破坏细菌细胞壁和细胞膜的完整性使细胞

膜通透性增强，造成细胞内成分渗出。此外，bacilosarcin B 还可与胞内 DNA 结合，且结合方式与

溴化乙锭(ethidium bromide, EB)插入 DNA 结构类似。【结论】Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌具有显

著的抑菌效果，具有研发成新型抑菌剂的潜力，对海洋养殖业的健康发展具有一定的意义。 
关键词：bacilosarcin B；美人鱼发光杆菌；细胞膜；抑菌机理 
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Abstract: [Background] The marine pathogenic bacterium, Photobacterium damselae, causes 
various diseases in marine organisms and humans. Therefore, it is of great significance to 
investigate the approaches for the biocontrol of P. damselae. [Objective] To investigate the 
activity and mechanism of bacilosarcin B from Bacillus subtilis in inhibiting P. damselae. 
[Methods] Bacilosarcin B was prepared from the fermentation broth of B. subtilis fmb60 by 
high-performance liquid chromatography. The minimum inhibitory concentration of 
bacilosarcin B against various pathogenic bacteria and the time-kill curve against P. damselae 
were determined using a spectrophotometer. The impacts of bacilosarcin B on the biofilm, 
extracellular nucleic acids, proteins, and intracellular alkaline phosphatase content of P. 
damselae were assessed. Fluorescence microscope, scanning electron microscope, and 
transmission electron microscope were employed to examine the cell membrane permeability 
and cell wall integrity of P. damselae. Finally, the effects of bacilosarcin B on bacterial motility 
and intracellular DNA were studied. [Results] The minimum inhibitory concentration of 
bacilosarcin B against P. damselae was 8 µg/mL. Bacilosarcin B disrupted the integrity of 
bacterial cell walls and cell membranes and increased membrane permeability to cause the 
leakage of cellular components. Additionally, it bound to intracellular DNA by the manner 
similar to the insertion of ethidium bromide into DNA. [Conclusion] Bacilosarcin B exhibits a 
significant inhibitory effect on P. damselae and has the potential to be developed as a novel 
antibacterial agent, which is of significance for the healthy development of marine aquaculture. 
Keywords: bacilosarcin B; Photobacterium damselae; cell membrane; antibacterial mechanism 

美人鱼发光杆菌作为一种致病性海洋弧菌，

在银鲳[1]、舌鳎[2]和脊尾白对虾[3]等海洋生物中

陆续被报道。该菌可引起鱼类表皮溃疡，还可导

致细菌性败血症[4]。2017 年 5 月，浙江省三门县

一养殖场发生拟穴青蟹感染美人鱼发光杆菌的

大规模死亡事件，给养殖厂带来了严重的经济损

失[5]。此外，美人鱼发光杆菌还可在人体中引起

机会性感染，如果受伤的皮肤暴露于海水或海岸

环境中感染该细菌后就会造成坏死性筋膜炎，严

重者甚至死亡[6-7]。因此，对美人鱼发光杆菌的

防治显得尤为重要。 
枯草芽孢杆菌是一般公认安全的微生物

(generally recognized as safe, GRAS)[8]。在漫长的

进化过程中，枯草芽孢杆菌为了应对各种环境胁
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迫形成了丰富的遗传多样性，其基因组上

4%−5%的基因被预测与天然活性物质的合成相

关[9]，能够产生多种抗菌物质，在水产养殖领域

中应用广泛[10-11]。其中，bacilosarcin B 是 2008 年

Azumi 等[12]从枯草芽孢杆菌 TP-B0611 发现的

一种 amicoumacins 类抗生素，其结构中含有天

然产物中罕见的 2-羟基吗啉环。Bacilosarcin B
对金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、蜡样芽孢

杆菌和荧光假单胞菌具有良好的抑制作用，尤

其对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓

度 (minimal inhibitory concentration, MIC) 为
3.13 µg/mL[13]。然而有关 bacilosarcin B 在水  
产养殖病害菌的防治和抑菌机理的研究鲜见相

关报道，这限制了 bacilosarcin B 的深入研究和

应用。 
Yang 等从枯草芽孢杆菌 fmb60 发酵液中分

离鉴定出 bacilosarcin B[14]。本研究以海洋病原

菌美人鱼发光杆菌为抑制对象，测试 bacilosarcin 
B 对其生长的影响，并探究 bacilosarcin B 对其

细胞膜通透性、细胞壁完整性，以及菌体细胞形

态、运动能力和对 DNA 的作用等指标，初步探

讨 bacilosarcin B对美人鱼发光杆菌的作用机理，

以期为 bacilosarcin B 在海洋病害菌的防治奠定

理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

枯草芽孢杆菌 fmb60、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus) CICC 23656、蜡样芽孢

杆菌(Bacillus cereus) CICC 23828、副溶血弧菌

(Vibrio prahaemolyticus) CICC 21618、美人鱼发

光杆菌美人鱼亚种 (Photobacterium damselae 
subsp. damselae) MCCC 1A00223、哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi) MCCC 1A00232、坎氏弧菌

(Vibrio campbellii) MCCC 1A02605、腐败希瓦氏

菌(Shewanella putrefaciens) ATCC 49138 和大肠

杆菌(Escherichia coli) CICC 10003 均保藏于江

苏海洋大学海洋食品与生物工程学院实验室。 
1.1.2  培养基和主要试剂、仪器 

TSB 培养基、BPY 培养基、MHB 培养基、

PBS 和碘化丙啶，北京索莱宝科技有限公司；

Landy 培养基，北京酷来搏科技有限公司；色谱

级甲醇、色谱级乙腈，Sigma-Aldrich 公司；C18
柱填料，北京元宝山色谱科技有限公司；碱性磷

酸酶(alkaline phosphatase, AKP)试剂盒和细菌

DNA 抽提试剂盒，南京建成生物工程研究所；

溴化乙锭(ethidium bromide, EB)和 swimming 培

养基，生工生物工程(上海)股份有限公司；环氧

树脂、醋酸铀和柠檬酸铅，上海麦克林生化科技

股份有限公司。 
全波长酶标仪、多功能酶标仪、高效液相色

谱仪、扫描电镜、透射电镜和超微量分光光度计，

Thermo Fisher Scientific 公司；色谱柱 HC-C18 
(4.6 mm×250 mm, 5 µm)、色谱柱 EC-C18 
(Poroshell 120, 2.1 mm×50 mm, 2.7 µm)、液相色

谱-G6500 系列四极杆-飞行时间质谱联用仪和

半制备型高效液相色谱，Agilent 公司；高速冷

冻型微量离心机，Labgic 公司；荧光显微镜，

Olympus 公司；超声破碎仪，无锡罡正科技有

限公司；离子溅射仪，广州竞赢化工科技有限

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  Bacilosarcin B 的制备 

Bacilosarcin B 的制备方法参照 Yang 等[14]

的方法并略加改进。挑取一环枯草芽孢杆菌 fmb60
单菌落转入 BPY 液体培养基，37 ℃、180 r/min
培养 8 h 作为种子液，以 3%的接种量转接至 10 L
的 Landy 培养基中，33 ℃、180 r/min 发酵 72 h，
8 000 r/min 离心 15 min，上清液用盐酸调节至
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pH 2.0，在 4 ℃静置过夜后 8 000 r/min 离心    
15 min 去除沉淀物。用氢氧化钠将上清液调至

pH 7.0 后，用等体积的乙酸乙酯萃取 3 次。然后，

收集有机相并在 45 ℃真空浓缩至干，获得棕黄

色粗品溶解于 10 mL 甲醇中，用 0.22 µm 滤膜过

滤后，采用 C18 反相层析技术，上样量 2 mL，

用 30%甲醇-水溶液 200 mL 和 60%甲醇-水溶液

300 mL进行分级洗脱。收集 60%甲醇-水洗脱液，

用液相色谱仪进行检测，分析条件为：色谱柱：

HC-C18；进样量：20 µL；检测波长：201、247
和 314 nm；流速：0.8 mL/min；流动相：A 相为

超纯水，B 相为色谱级乙腈；流动相变化梯度：

0‒60 min，B 相：10%‒90%。 
将收集到的 amicoumacins 类抗生素浓缩至

2 mL，利用液相色谱-G6500 系列四极杆-飞行时

间质谱联用仪进行鉴定，分析条件为：色谱柱：

EC-C18 (Poroshell 120)；进样量：10 µL；检测

波长：210 nm；流速：0.8 mL/min；流动相：A
相为超纯水，B 相为色谱级乙腈；流动相变化梯

度：0−60 min，B 相：10%−90%；离子源：电喷

雾电离(electrospray ionization, ESI)；扫描方式：

正离子扫描；Q-TOF 参数：自动调谐；碰撞电

压：275 V；干燥器：12 L/min 氮气；雾化温度：

300 ℃；雾化器压力：50 psi。确定化合物

bacilosarcin B 用半制备型高效液相色谱进行纯化。 
1.2.2  Bacilosarcin B 对 8 种病原菌活性评价 

将上述方法制备的 bacilosarcin B 溶解于

0.01 mmol/L 的 PBS 缓冲液，配制成 1 024 µg/mL
的 标 准 母 液 ， 在 96 孔 细 胞 培 养 板 中 对

bacilosarcin B 母液进行二倍倍比稀释[15]，使其

加入菌液后终浓度分别为 128、64、32、16、8、
4、2 和 1 µg/mL。28 ℃恒温培养 24 h 后用酶标

仪在波长 600 nm 处测量各组吸光值，以菌液浓

度不变的微孔中 bacilosarcin B 的最低浓度为对

该指示菌的最小抑菌浓度。 

1.2.3  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌生长的影响 
Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌生长影响

的测定参照黄运红等[16]方法并略加改进。将美

人鱼发光杆菌菌悬液浓度调至 OD600 为 0.4，分

别加入终浓度为 0、1/2×MIC、1×MIC 和 2×MIC
的 bacilosarcin B。置于全波长酶标仪中 28 ℃
恒温培养 30 h，每隔 1 h 测定菌悬液在波长为

600 nm 的吸光值。 
1.2.4  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌成熟生

物被膜的影响 
Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌成熟生物

被膜影响的测定参照周青青等[17]方法并略加改

进。取稀释至 OD600 为 0.4 的美人鱼发光杆菌菌

悬液添加到 96 孔细胞培养板中，于 28 ℃恒温培

养 24 h 形成成熟的生物膜，用 PBS 清洗除去孔

里游离的菌体。分别加入终浓度为 1/2×MIC、

1×MIC 和 2×MIC 的 bacilosarcin B，以等体积的

PBS 作为阳性对照。将培养板于 28 ℃孵育 24 h
后用 PBS 除去多余的 bacilosarcin B。经甲醇固

定 15 min 弃去甲醇。生物被膜用 0.1%的结晶紫

染色 20 min 后洗去多余的结晶紫，晾干后添加

33%的冰醋酸溶解残留的染液，通过全波长酶标

仪测定波长为 600 nm 的吸光值。根据公式

Y(%)=[(A0−AS)/A0]×100 计算清除率，其中 A0 和

As 分别为对照组和处理组的吸光值。 
1.2.5  Bacilosarcin B 类抗生素对美人鱼发光杆

菌核酸和蛋白泄漏的测定 
美人鱼发光杆菌菌体用 PBS 配制成 OD600

为 0.4 的菌悬液，分别加入终浓度为 0、1/2×MIC、

1×MIC 和 2×MIC 的 bacilosarcin B，28 ℃恒温

孵育 2 h 后 6 000 r/min 离心 5 min 取上清液用

0.22 µm 滤膜过滤。采用紫外分光光度计测定核

酸(OD260)和蛋白质(OD280)的含量[18]。  
1.2.6  Bacilosarcin B 对胞内碱性磷酸酶含量的影响 

Bacilosarcin B 对胞内碱性磷酸酶(alkaline 
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phosphatase, AKP)含量测定参照Sun等[19]方法并

略加改进，在 PBS 重悬的菌液中分别加入终浓

度为 0、1/2×MIC、1×MIC 和 2×MIC的 bacilosarcin 
B。28 ℃恒温孵育 6 h 后于 6 000 r/min 离心 5 min
弃上清收集菌体，用 PBS 洗涤 3 次。菌悬液用

超声破碎仪在冰水浴中破碎菌体 ( 功率为   
400 W，每次超声时间为 3 s，间隔 8 s，破碎时

间共为 2 min)。采用分光光度计测定经超声破碎

后菌悬液中的 AKP 活力。 
1.2.7  荧光显微镜观察细胞膜的破坏程度 

荧光显微镜观察细胞膜破坏程度的方法参

考 Mei 等[20]的方法并略加改进。在 PBS 重悬的

菌液中分别加入终浓度为 0、1/2×MIC、1×MIC
和 2×MIC 的 bacilosarcin B。置于 28 ℃分别孵育

1 h 和 3 h 后，加入终浓度为 5 µg/mL 的碘化丙

啶，28 ℃避光孵育 20 min，用 PBS 去除菌悬液

中多余的染料。在避光条件下取 10 µL 菌悬液均

匀涂至干净的载玻片并晾干，在荧光显微镜下观

察碘化丙啶的嵌入情况。 
1.2.8  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌形态的

影响 
在 PBS 重悬的菌液中加入终浓度为 2×MIC

的 bacilosarcin B，对照组加入等体积的 PBS 缓

冲液，置于 28 ℃恒温孵育 2 h 后用 PBS 除去剩

余的 bacilosarcin B。在 2.5%戊二醛的电镜固定

液中 4 ℃固定过夜。 
扫描电镜观察：用 PBS 清洗 3 次后，用

30%→50%→70%→80%→90%→100%→100%
的乙醇梯度脱水，用叔丁醇置换 3 次，待样品干

燥后用离子溅射仪给样品镀金处理，通过扫描电

镜观察细胞的形态。 
透射电镜观察：用 PBS 清洗 3 次后加入 1%

的四氧化锇固定，再用乙醇梯度脱水，每梯度处

理 20 min。然后进行环氧树脂渗透后包埋，超微

切片，用醋酸铀和柠檬酸铅双染色，通过透射电

镜观察细胞形态。 

1.2.9  软琼脂平板法测定美人鱼发光杆菌运动

能力 
美人鱼发光杆菌运动能力测定参照霍卫萍

等[21]的方法加以改进。将 swimming 培养基冷却

至 45 ℃后添加不同浓度的 bacilosarcin B，使培

养基内的 bacilosarcin B 终浓度分别为 0、

1/2×MIC、1×MIC 和 2×MIC。滴加 2 μL 美人鱼

发光杆菌菌液至冷却后的 swimming 平板上，分

别于 28 ℃静置培养 12 h 后测量菌落直径。 
1.2.10  Bacilosarcin B 与美人鱼发光杆菌双/单
链 DNA 相互作用的荧光光谱分析 

采用细菌 DNA 抽提试剂盒提取美人鱼发光

杆菌双链 DNA (double-stranded DNA, dsDNA)，随
后将双链 DNA 溶液置于 95 ℃水浴孵育 15 min 迅

速 冷 却 得 到 单 链 DNA (single-strand DNA, 

ssDNA)溶液[22]。采用超微量分光光度计将双/单

链 DNA 浓度稀释至 200 µg/mL。同时配制浓度

为 200 µg/mL 的 EB 溶液。在 96 孔细胞培养板

中加入 50 µL 的 DNA，然后分别加入 40、50、

100、150 和 200 µL 的 EB 溶液，37 ℃避光孵育

10 min 后，用多功能酶标仪测定样品在激发波长

535 nm 和发射波长 550−800 nm 范围内的荧光光

谱，确定 DNA 和 EB 结合的浓度[23]。 
Bacilosarcin B 与 EB 竞争结合 DNA：在   

96 孔细胞培养板中加入 50 µL 的 DNA 溶液和  

150 µL 的 EB 溶液，混匀后置于 37 ℃避光孵育

10 min。处理组中分别添加终浓度为 0、

1/2×MIC、1×MIC 和 2×MIC 的 bacilosarcin B，

对照组加入等体积缓冲液，混匀之后置于 37 ℃

避光孵育 30 min。测定样品在激发波长 535 nm

及发射波长 550−800 nm 范围内的荧光光谱[24]。 
1.2.11  数据统计与分析  

每组试验均重复 3 次，采用 IBM SPSS 

Statistics 27.0.1 和 Origin 2022 软件对数据分别

进行显著性分析和图表的制作。 
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2  结果与分析 
2.1  Bacilosarcin B 的制备结果 

Amicoumacins 类 抗 生 素 液 相 分 析 、

bacilosarcin B 正离子质谱和 bacilosarcin B 结构

如图 1 所示，枯草芽孢杆菌 fmb60 的发酵液经

过 C18 反相层析技术纯化后，用高效液相色谱

检测 amicoumacins 类抗生素的保留时间主要集

中在 22−35 min 时间段内，各个峰的样品经液相

色谱-G6500 系列四极杆-飞行时间质谱联用仪检 

测分析得到一个质荷比为 494.249 8 的[M+H]+离

子 峰 ， 相 对 应 的 离 子 式 准 确 元 素 组 成 为

C24H36N3O8，经与文献[13]比对，发现与化合物

bacilosarcin B 结构一致。随后利用半制备高效液

相色谱对 bacilosarcin B 进行纯化。 

2.2  Bacilosarcin B 对 8 种病原菌的最小抑

菌浓度测定结果 
Bacilosarcin B 对 8 种病原菌的最小抑菌浓

度试验结果如表 1 所示，bacilosarcin B 对 B.  
 

 
图 1  Amicoumacins 类抗生素液相分析图(A)、bacilosarcin B 正离子质谱图(B)和 bacilosarcin B 结构图(C) 
Figure 1  Liquid phase analysis of amicoumacins antibiotics (A), bacilosarcin B positive ion mass 
spectrometry (B) and bacilosarcin B structure (C). 
 

表 1  Bacilosarcin B 对 8 种病原菌的抑菌效果 
Table 1  Inhibitory effect of bacilosarcin B on eight pathogenic bacteria. 
Strains Strain No. Minimum inhibitory concentrations MICs (µg/mL) 
Vibrio parahaemolyticus CICC 21618 32 
Vibrio harveyi MCCC 1A00232 >128 
Vibrio campbellii MCCC 1A02605 >128 
Shewanella putrefaciens ATCC 49138 32 
Photobacterium damselae subsp. damselae MCCC 1A00223 8 
Escherichia coli CICC 10003 >128 
Bacillus cereus CICC 23828 2 
Staphylococcus aureus CICC 23656 2 
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cereus CICC 23828、S. aureus CICC 23656 均有较好

的抑菌效果，而对 V. harveyi MCCC 1A00232、V. 
campbellii MCCC 1A02605 和 E. coli CICC 10003
无明显的抑菌效果。另外，bacilosarcin B 对      
P. damselae MCCC 1A00223 的最小抑菌浓度为

8 µg/mL，具有显著的抑制活性，表明 bacilosarcin 
B 在美人鱼发光杆菌防治方面具有良好的应用

前景。 

2.3  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌生

长的影响 
Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌生长的影

响如图 2 所示，结果表明加入终浓度为 0 的

bacilosarcin B 中美人鱼发光杆菌生长 1 h 后进入

对数生长期，16 h 后开始进入稳定期；而浓度分

别为 1×MIC、2×MIC 的 bacilosarcin B 可以完全

抑制菌体生长，浓度为 1/2×MIC 的 bacilosarcin B
使菌体在前 8 h 生长受到完全抑制，从而导致对

数生长期和稳定期延后，最终到达稳定期时，菌

体浓度明显低于未加 bacilosarcin B的菌体浓度，

说明 bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌生长具有

显著的抑制作用。 
 

 
 

图 2  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌生长曲线

的影响 
Figure 2  Effect of bacilosarcin B on the growth 
curve of Photobacterium damselae. 

2.4  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌成

熟生物被膜的影响 
结晶紫染色是检测生物被膜的经典方法，因

此采用结晶紫染色法评估 bacilosarcin B 对美人

鱼发光杆菌成熟生物被膜的清除作用。结果如 
图 3 所示，经 1/2×MIC、1×MIC 和 2×MIC 的

bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌成熟的生物被

膜作用 24 h 后，清除率分别为 32.49%、47.88%
和 66.17%。结果表明 bacilosarcin B 具有清除成

熟生物被膜的能力。 

2.5  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌核

酸和蛋白泄漏的测定 
通过测定细胞外上清液中核酸和蛋白质含

量能反映出细菌细胞膜的完整性。结果如图 4
所示，经 1/2×MIC、1×MIC 和 2×MIC 的

bacilosarcin B 与美人鱼发光杆菌作用 2 h 后， 
 

 
 

图 3  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌成熟生物

膜的清除作用   不同小写字母表示不同浓度的

bacilosarcin B 处理美人鱼发光杆菌差异显著，

P<0.05. 下同 
Figure 3  Scavenging effect of bacilosarcin B on 
mature biofilms of Photobacterium damselae. 
Different lowercase letters indicate significant 
differences between different concentrations of 
bacilosarcin B treatment of Photobacterium 
damselae (P<0.05). The same below. 
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图 4  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌的核酸(A)和蛋白质泄漏(B)的影响 
Figure 4  Effect of bacilosarcin B on nucleic acids (A) and protein leakage (B) of Photobacterium damselae. 
 
其胞外蛋白和核酸含量较对照组显著增加，且与

浓度呈正相关。结果表明 bacilosarcin B 作用于美

人鱼发光杆菌可以引起生物大分子的外泄。 

2.6  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌细

胞壁的影响 
通过测定细胞内 AKP 含量的变化来反映细

胞壁的受损程度。结果如图 5 所示，经 6 h 培养

后，对照组 AKP 的含量有所增加，可能与美人

鱼发光杆菌少量增殖有关。在 1/2×MIC、1×MIC
和 2×MIC 的 bacilosarcin B 处理 6 h 后胞外 AKP
含量明显降低，且 bacilosarcin B 的浓度与细胞

内 AKP 含量呈负相关性。结果表明，Bacilosarcin 
B 能有效破坏美人鱼发光杆菌细胞壁，使细胞内

AKP 泄漏到细胞外。 

2.7  荧光显微镜观察细胞膜的破坏程度 
碘化丙啶能够嵌入双链 DNA 并释放红色荧

光，因此可用碘化丙啶检测细胞膜的完整性。结

果如图 6 所示，经过 1 h 和 3 h 培养后，对照组

中美人鱼发光杆菌未发出明显的红色荧光，说明

细菌细胞膜完好；而经 bacilosarcin B 处理后红

色荧光的面积随 bacilosarcin B 含量的增加而明

显增加，而且随时间增加，红色荧光面积逐渐增

多，表明 bacilosarcin B 能够使美人鱼发光杆菌

细胞膜破损，并且这种破坏呈剂量依赖性。 

2.8  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌形

态的影响 
Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌形态的影

响如图 7 所示，结果表明，未经处理的美人鱼发 
 
 

 
 
 

图 5  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌 AKP 泄漏

的影响 
Figure 5  Effect of bacilosarcin B on AKP leakage 
from Photobacterium damselae. 
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图 6  荧光显微镜观察 bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌细胞膜完整性的影响(40×) 
Figure 6  Fluorescence microscopic observation of the effect of bacilosarcin B on the cell membrane integrity 
of Photobacterium damselae cells (40×). 
 

  
 

图 7  在扫描电镜和透射电镜下 bacilosarcin B对美人鱼发光杆菌的细胞形态变化   A、B分别为用 PBS、
2×MIC 的 bacilosarcin B 处理 2 h 后美人鱼发光杆菌的扫描电镜图(箭头处为该条件下典型的细菌形态). C、

D 分别为用 PBS、2×MIC 的 bacilosarcin B 处理 2 h 后美人鱼发光杆菌的透射电镜图 
Figure 7  Changes in cellular morphology of bacilosarcin B on Photobacterium damselae under scanning and 
transmission electron microscopes. A and B are scanning electron micrographs of Photobacterium damselae 
after 2 h treatment with PBS and 2×MIC of bacilosarcin B, respectively (typical bacterial morphology under 
these conditions is indicated by arrows). C and D are transmission electron micrographs of Photobacterium 
damselae after 2 h treatment with PBS and 2×MIC of bacilosarcin B, respectively. 
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光杆菌菌体饱满呈现典型的短杆状，细胞形态完

整，内部组织致密；当用 2×MIC 的 bacilosarcin B

处理 2 h 后，许多菌体明显形变，表面破裂崩塌

并出现不规则皱缩，失去细菌形态，同时菌体细

胞质疏松，出现质壁分离的现象，细胞失去了基

本结构。以上结果表明，bacilosarcin B 能够破坏

美人鱼发光杆菌细胞的完整性，从而导致细菌死

亡。这与上述细胞膜、细胞壁的完整性试验结果

一致。 

2.9  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌运

动能力的影响 
菌体的运动能力受细菌鞭毛的介导，鞭毛运

动在菌体初期黏附和生物被膜形成过程中发挥

着重要作用[25]。结果如图 8 所示，与对照组相

比 ， 1/2×MIC 、 1×MIC 和 2×MIC 浓 度 的

bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌在 swimming 培

养基中的运动能力分别降低 24.15%、57.22%和

97.61%。表明随着 bacilosarcin B 浓度的增加，

抑制美人鱼发光杆菌的运动能力越强。 

 

 
 

图 8  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌运动能力

的影响 
Figure 8  Effect of bacilosarcin B on the motility of 
Photobacterium damselae. 

2.10  Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌

DNA 的作用 
DNA 是生物体内主要遗传物质，当抑菌物

质通过细胞膜进入菌体内部后可能会与其进一

步作用从而影响细菌生存[26]。因此，美人鱼发

光杆菌的 DNA 可能是 bacilosarcin B 作用靶点

之—。 
通过与 EB 竞争结合试验，探索 bacilosarcin 

B是否能与美人鱼发光杆菌双/单链 DNA的相互

作用。如图 9A、9B 所示，EB 与双/单链 DNA
结合后荧光信号变强，且随着 EB 量的增加，信

号强度逐渐变大。当 50 µg/mL 的 EB 为 150 µL
时，荧光强度不再增加，说明 EB 与双/单链 DNA
的结合已达到饱和。因此，选择 150 µL 的 EB
与 bacilosarcin B 进行竞争结合美人鱼发光杆菌

双/单链 DNA 的试验。如图 9C 所示，当 dsDNA
中加入 1/2×MIC 的 bacilosarcin B 后，荧光强度

相较于对照组未发生明显变化，而当 bacilosarcin 
B 浓度达 1×MIC 和 2×MIC 时，荧光强度开始下

降，这可能与 bacilosarcin B 嵌入到 DNA 分子沟

槽有关。进一步向 ssDNA 溶液中加入不同浓度

的 bacilosarcin B，结果如图 9D 所示，随着

bacilosarcin B 浓度的增加，荧光强度逐渐下降。

表明 bacilosarcin B 取代了 EB-ssDNA 体系中的

EB，验证了 bacilosarcin B 能与其 DNA 结合，

且结合方式与 EB 插入 DNA 结构类似[27]。 

3  讨论与结论 
美人鱼发光杆菌是一种能够引发人畜共患

病的病原体，特别在水产养殖领域已经导致欧

洲、亚洲和北美洲等多种海水鱼类发生严重的败

血病，造成了严重的经济损失[28]。因此，探索

新型抑菌剂应用于美人鱼发光杆菌防治具有一

定的现实意义。目前对 bacilosarcin B 抑菌活性

研究发现其对枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、 
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图 9  不同浓度 bacilosarcin B 与 EB-双/单链 DNA 的荧光光谱   A、B 分别为双/单链 DNA 与 EB 结合. 
C、D 分别为 bacilosarcin B 与 EB 竞争性结合双/单链 DNA 
Figure 9  Fluorescence spectra of different concentrations of bacilosarcin B with EB-single/double-stranded 
DNA. A and B are double/single-stranded DNA bound to EB, respectively. C and D are bacilosarcin B 
competing with EB for binding double/single-stranded DNA, respectively. 
 
香港洛克氏菌、藤黄微球菌、单增李斯特菌、蜡

样芽孢杆菌和荧光假单胞菌具有较好的抑菌效

果[29,13]。本研究发现，bacilosarcin B 对美人鱼发

光杆菌也具有较强的抑菌效果，最小抑菌浓度为

8 µg/mL，表明其在水产养殖、食品加工等领域

可能具有更广泛的适用场景。 
Bacilosarcin B 对美人鱼发光杆菌的抑菌机

理研究表明，bacilosarcin B 能损坏美人鱼发光杆

菌的生物被膜和细胞壁，导致细胞内核酸、蛋白

质和碱性磷酸酶等大分子物质泄漏；进一步通过

荧光显微镜、扫描和透射电镜更直观地发现

bacilosarcin B 能够破坏美人鱼发光杆菌细胞的

完整性，从而导致细胞死亡。细菌表面结构在细

菌的生长过程中起着重要的作用，是细胞与外界

环境进行物质交换和信号转导的唯一介质，细

胞膜和细胞壁的破坏会导致细菌的细胞内环境

的变化，影响细菌的正常生理和代谢功能[30-31]。

这与 Lama 等[32]研究 amicoumacin A 能引起金黄

色葡萄球菌细胞膜的扰动，从而影响细菌的膜通

透性，使细胞内容物外渗，进而扰乱细菌的正常
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生理和代谢功能的结果一致。 
根据生长-抑菌曲线、运动能力和结晶紫染

色结果，bacilosarcin B 还能对美人鱼发光杆菌生

长和运动能力造成影响。1/2×MIC 的 bacilosarcin 
B 对美人鱼发光杆菌成熟的生物被膜清除率为

32.49%，且运动能力降低 24.15%%。根据生长

曲线的结果，1/2×MIC 的 bacilosarcin B 导致美

人鱼发光杆菌进入对数生长期和稳定期延后，最

终到达稳定期时，菌悬液的浓度明显低于对照

组。这些结果表明，bacilosarcin B 对细菌生长

的抑制作用可通过抑制生物被膜而实现。此外，

bacilosarcin B 也能插入美人鱼发光杆菌的

DNA，且结合方式与 EB 插入 DNA 结构类似。

这与 amicoumacins 类抗生素中的 amicoumacin 
A[33]、hetiamacin E 和 hetiamacin F[34]抑菌机理一

致，都是通过干扰遗传信息传递从而影响蛋白质

翻译来发挥其抗菌作用。 
综上所述，bacilosarcin B 通过破坏细胞壁和

细胞膜的完整性使细胞膜通透性增强，造成细胞

内成分渗出，同时也能与其 DNA 结合影响 DNA
复制，从而影响美人鱼发光杆菌的生存。该研究

从细胞水平上揭示了 bacilosarcin B 对美人鱼发

光杆菌的抑菌机制。为更好地寻找美人鱼发光杆

菌的生物防治方法、开发利用 bacilosarcin B 在

防治海水养殖病害方面提供了一定的理论基础。 
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