
微生物学通报 Oct. 20, 2016, 43(10): 2197−2206 
Microbiology China http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 
tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.150857 
 

                           

Foundation item: Youth Foundation of Educational Commission of Sichuan Province, China (No. 13ZB0288); 
Science and Technology Planning Project of Sichuan Province (No. 2014NZ0004) 

*Corresponding author: Tel: 86-835-2882281; E-mail: shenghuishen@163.com 
Received: November 01, 2015; Accepted: March 22, 2016; Published online (www.cnki.net): April 08, 2016 
基金项目：四川省教育厅青年基金项目(No. 13ZB0288)；四川省科技支撑计划项目(No. 2014NZ0004) 

*通讯作者：Tel：86-835-2882281；E-mail：shenghuishen@163.com 
收稿日期：2015-11-01；接受日期：2016-03-22；优先数字出版日期(www.cnki.net)：2016-04-08 

研究报告 

一株蜂粮源拮抗细菌的分离鉴定及其抑菌物质特性 
申光辉*  冯孟  张志清  黎杉珊  秦文  刘书亮 

(四川农业大学食品学院  四川 雅安  625014) 

 
 

摘  要：【目的】为发掘和利用蜂粮中拮抗菌资源，对分离获得的拮抗细菌菌株 PC2 进行分类

鉴定，并测定其发酵液抑菌物质基本特性。【方法】采用改良牛津杯双层平板法测定菌株发酵

液抑菌谱及温度、pH、紫外线和蛋白酶对其抑菌活性稳定性的影响，菌株鉴定结合形态学、生

理生化特征和 16S rRNA 基因序列分析，硫酸铵沉淀法和盐酸沉淀有机溶剂提取法进行抑菌活

性物质的初步分离。【结果】从 3 种蜂粮中分离筛选得到 17 株拮抗菌株，其中 1 株细菌 PC2
以马铃薯葡萄糖液体培养基发酵制备的无菌发酵液对 7种供试菌株具有较强抑制作用，经形态、

生理生化特征及 16S rRNA 基因序列分析，将其初步鉴定为解淀粉芽胞杆菌 (Bacillus 
amyloliquefaciens)。菌株发酵液抑菌活性对温度、酸和紫外线具有较强的稳定性，对蛋白酶 K、

胃蛋白酶、碱性蛋白酶处理敏感。菌株发酵液存在抑菌蛋白和脂肽类物质。【结论】菌株 PC2
在食品保鲜和农业生防中具有潜在的开发应用价值。 

关键词：蜂粮，解淀粉芽胞杆菌，抑菌活性，稳定性 

Isolation, identification of an antagonistic bacteria from bee bread 
and characteristics of antimicrobial substances 

SHEN Guang-Hui*  FENG Meng  ZHANG Zhi-Qing  LI Shan-Shan  QIN Wen   
LIU Shu-Liang 

(College of Food Science, Sichuan Agricultural University, Ya’an, Sichuan 625014, China) 

Abstract: [Objective] To explore potent antagonistic microorganisms in bee bread, an antagonistic 
strain PC2 isolated from bee bread was identified, and its antimicrobial characteristics were 
evaluated. [Methods] Antagonistic spectrum and effect of thermal, pH, UV irradiation and protease 
on fermentation broth inhibitory activity were assessed by Oxford cup plate assay; strain 
identification was based on morphology, physiological and biochemical characteristics and 16S 
rRNA gene sequence analysis. The antimicrobial protein and lipopeptide compounds were separated 
by ammonium sulfate precipitation and acid-precipitate organic solvent extraction method, 
respectively. [Results] A total of 17 antagonistic microorganisms were isolated from 3 different bee 
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bread samples. Strain PC2 fermentation broth cultured in Potato Dextrose Broth showed excellent 
antimicrobial activity against 7 tested microorganisms. Strain PC2 was preliminary identified as 
Bacillus amyloliquefaciens by morphological, physiological and biochemical characteristics 
combined with 16S rRNA gene sequence analysis. The antimicrobial activity of fermentation broth 
was not sensitive to temperature, acidity and UV irradiation. However, fermentation broth treated 
with pepsin, alkaline proteinase and protease K lost antimicrobial activity. Proteins and lipopeptides 
were the main antimicrobial compounds. [Conclusion] Strain PC2 isolated from bee bread has potent 
applications in food preservation and agricultural biological control. 

Keywords: Bee bread, Bacillus amyloliquefaciens, Antimicrobial activity, Stability 

蜂粮，也称蜂面包、蜂巢花粉，是采粉蜂将腺

体分泌物混入花粉团进行初步加工后，在多种有益

微生物的作用下，经过复杂的生理生化过程自然发

酵而成的蜂花粉酿制产物[1]。蜂粮作为幼蜂的全价

营养源[2]，较新鲜蜂花粉具有良好的耐储藏性。已

有研究发现蜂粮中的微生物种类丰富，其代谢产物

有机酸、蛋白水解酶、碳水化合物分解酶类能有效

抑制蜂粮中杂菌的生长繁殖，在蜂粮的贮藏过程中

具有十分重要的防腐作用[3-4]。蜂粮作为多种微生物

参与的自然发酵产物，其耐储藏性与其中的微生物

密切相关，但目前对蜂粮中拮抗性微生物的研究较

少。因此，分离研究其中的抑菌活性菌株对揭示蜂

粮的抑菌作用机理及拮抗微生物资源开发利用均

具有重要意义。 
本研究对益母草花、荷花及油菜花天然成熟老

巢脾蜂粮中的拮抗性微生物进行分离筛选，获得 
17 株抑菌活性微生物，其中 1 株细菌 PC2 具有抑
菌活性较强、抑菌谱广、发酵培养基成分简单的特

点。本文主要通过形态学特征、生理生化特性和 16S 
rRNA基因序列对菌株 PC2进行分类鉴定，并测定
无菌发酵液中抑菌活性物质对温度、pH、紫外线、
蛋白酶的稳定性，初步分析其抑菌活性成分，旨在

为菌株 PC2 发酵液抑菌活性成分分离鉴定及菌株
资源的开发利用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  蜂粮：益母草花、荷花及油菜花天然成熟老

巢脾蜂粮，由湖南省益阳市南县蜂农梦蜜蜂园养蜂

场提供。 

1.1.2  供试菌株：金黄色葡萄球菌(Staphyloccocus 
aureus)、大肠杆菌(Escherichia coli)、藤黄微球菌
(Micrococcus luteus) 、 酿 酒 酵 母 (Saccharomyces 
cerevisiae)、枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)、红酵母
(Rhodotorula sp.)、番茄镰刀果腐病菌 (Fusarium 
oxysporum)、番茄绵腐病菌(Pythium aphanidermatum)、
番茄青霉果腐病菌(Penicillium expansum)，均保存
于四川省农产品贮藏与加工重点实验室。 
1.1.3  培养基：分离培养基：营养琼脂培养基(NA)、
马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)、MRS 培养基[5]。

发酵培养基：其中马铃薯葡萄糖液体培养基

(PDB)、营养肉汤培养基(NB)、MRS液体培养基、
牛肉膏酵母葡萄糖液体培养基(NYDB)参照文献[5]

配制，发酵培养基 1 (Culture media 1，g/L)[6]：可

溶性淀粉 18.8，牛肉膏 17.6，酵母膏 7.4，KH2PO4 
2.5，K2HPO4 1.0， (NH4)2SO4 0.8；发酵培养基      
2 (Culture media 2，g/L)[7]：玉米粉 32.0，蛋白胨 9.0，
MnCl2 0.005，初始发酵 pH 5.0。其他培养基：LB
液体培养基[5]。所有培养基均 1×105 Pa灭菌 20 min。 
1.1.4  主要试剂和仪器：细菌基因组 DNA 提取试

剂盒(DP302)、PCR 试剂盒及蛋白酶 K，天根生化

科技(北京)有限公司；胃蛋白酶、碱性蛋白酶，上

海源叶生物科技有限公司。MyCyclerTM Thermal 

Cycler PCR仪和 Gel Doc XR+凝胶成像分析仪，美

国 Bio-Rad公司；S-4800型冷场发射扫描电镜，日

本 Hitachi公司。 

1.2  方法 
1.2.1  蜂粮拮抗菌株的分离筛选：取蜂粮分别用

NB、PDB、MRS 液体培养基于 30 °C、120 r/min
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进行增菌培养 24 h，采用稀释平板法分别在 NA、
PDA、MRS固体平板上 28 °C培养 2−3 d，根据菌
落的形态、颜色、透明度等特征，挑取不同形态

单菌落进行划线纯化 3−4次，相应斜面 4 °C保存
备用。 
将待筛菌株分别接种于 NB、PDB、MRS液体

培养基，于 37、28、32 °C条件下 180 r/min摇瓶发
酵培养 24 h，取发酵液于 4 °C条件下 8 000 r/min
冷冻离心 20 min，收集上清液经 0.22 μm微孔滤膜
过滤得无菌发酵液，4 °C保存备用。改良牛津杯双
层平板法进行抗菌活性初筛，以金黄色葡萄球菌作

指示菌，以 15 mL NA培养基作下层培养基，凝固
后距离平板中央 2.5 cm 处均匀放置 4 个灭菌牛津
杯，最后倒入 10 mL混有金黄色葡萄球菌的 LB培
养基作上层培养基。牛津杯中加入 150 μL无菌发酵
液，置 37 °C培养 24 h，观察抑菌圈的有无并测量
其直径大小。 
将初筛得到的菌株分别用大肠杆菌、酿酒酵

母、藤黄微球菌为指示菌进行抑菌活性复筛，选择

抑菌谱最广、抑菌圈最大的菌株进一步研究。 
1.2.2  拮抗菌株 PC2 抑菌谱测定：将筛选得到的拮

抗作用最强的菌株 PC2用 PDB培养基 37 °C发酵
24 h，按 1.2.1方法获得无菌发酵液并测定其对金黄
色葡萄球菌、大肠杆菌、藤黄微球菌、枯草芽胞杆

菌、酿酒酵母、红酵母、番茄镰刀菌果腐病菌、番

茄绵腐病菌、番茄青霉果腐病菌等菌株的抑菌效

果。其中细菌 37 °C恒温培养，真菌 28 °C恒温培
养，24−48 h 后观察抑菌圈的有无，并采用十字交
叉法测量抑菌圈直径大小，各处理重复 3次。 
1.2.3  拮抗菌株 PC2 发酵培养基的筛选：将菌株

PC2 分别用 PDB、NB、MRS 液体、NYDB、发酵
培养基 1、发酵培养基 2于 37 °C条件下 180 r/min
摇瓶发酵培养 24 h。按 1.2.1 方法获得无菌发酵液
对酿酒酵母的抑菌活性，观察抑菌圈的有无并测量

其直径大小，每个处理重复 3次。 
1.2.4  拮抗菌株 PC2 分类鉴定：参照《常见细菌系

统鉴定手册》[8]对拮抗菌株进行形态特征观察和生

理生化试验，参考张艳群等[9]方法制备样品，用日

立 S-4800扫描电镜观察菌体和芽胞形态。 
菌株 PC2 的 16S rRNA 基因序列测定：采用

细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株基因组

DNA，以 16S rRNA 基因通用引物 27F 和 1492R
扩增。25 μL PCR反应体系：2×Taq Plus PCR Master 
Mix 12.5 μL，引物(10 μmol/L)各 1 μL，基因组 DNA 
1 μL，加 ddH2O补至 25 μL。PCR反应程序：94 °C 
4 min；94 °C 1 min，57 °C 55 s，72 °C 2 min，     
30个循环；72 °C 10 min。PCR产物交由上海立菲
生物技术有限公司进行纯化测序。将测序结果提交

到 NCBI数据库进行基因序列相似性搜索比对，选
择相似度较高的模式菌株序列，用 ClustalX 1.83与
MEGA 5.1 软件，采用 NJ 法 (Neighbor-Joining 
method)构建系统发育树。 
1.2.5  无菌发酵液抑菌活性稳定性测定：按照 1.2.1
制备菌株无菌发酵液。热稳定性：取无菌发酵液

10 mL于无菌具塞试管，分别在 40、60、80、100、
121 °C下处理 30 min。 
酸碱稳定性：取无菌发酵液 10 mL于无菌具塞

试管，分别用 1 mol/L HCl或 1 mol/L NaOH溶液调
至不同 pH (1.0、3.0、5.0、8.0、10.0、12.0、14.0)。
25 °C静置 2 h后调回发酵液初始 pH 7.0，以无菌水
定量各处理至同一体积，保证各处理抑菌物质浓度

相同。 
紫外线稳定性：取无菌发酵液 10 mL于 90 mm

灭菌培养皿，分别在 15 W紫外灯下 30 cm处开盖
照射 10、20、30、40、50、60 min。 
蛋白酶稳定性：取无菌发酵液 2 mL分别加入

蛋白酶 K、胃蛋白酶、碱性蛋白酶，酶最终质量浓
度为 0.01 g/mL，37 °C处理 1 h，经 0.22 μm微孔滤
膜过滤。 
以番茄绵腐病菌为指示菌，按 1.2.2 方法检测

上述不同处理无菌发酵液的抑菌活性，以未处理发

酵液为对照，37 °C培养 48 h，测定抑菌圈直径，
各处理重复 3次。 
1.2.6  无菌发酵液抑菌活性物粗提取分离：采用
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2种方法对发酵液抑菌活性物质进行粗提取分离。
硫酸铵沉淀法提取抑菌粗蛋白：取 10 mL无菌发
酵液，缓慢加入硫酸铵，分别调节饱和度至 30%、
40%、50%、60%、70%、80%和 90%，4 °C静置
12 h后 10 000 r/min、4 °C离心 20 min，收集沉淀，
加入 0.02 mol/L pH 7.0磷酸盐缓冲液 5 mL溶解，
透析 12 h除盐，获得不同饱和度抑菌粗蛋白提取
物，同时将上清液透析 12 h除盐，获得相应除盐
上清液。 
盐酸沉淀有机溶剂抽提法提取抑菌粗脂肽：取

10 mL无菌发酵液，用 6 mol/L盐酸调 pH值至 2.0，

4 °C静置 12 h后 10 000 r/min、4 °C离心 20 min，

取上清液用 2 mol/L NaOH调 pH至 7.0得盐酸沉

淀上清液，沉淀分别加入 2 mL 甲醇、乙醇、正

丁醇、丙酮、乙酸乙酯、石油醚抽提 3 次，合并

抽提液，冻干后用 5 mL 0.02 mol/L pH 7.0磷酸盐

缓冲液溶解，0.22 μm微孔滤膜过滤，得不同有机

溶剂提取物。 

分别以大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和酿酒酵母

为指示菌，按 1.2.2 方法检测抑菌粗蛋白提取物和

对应除盐上清液的抑菌活性，及不同溶剂提取物和

盐酸沉淀上清液抑菌活性。 

1.2.7  数据统计分析：实验数据以平均值±标准偏

差表示，采用 DPS 7.5 软件，用 Duncan 法进行多

重比较。 

2  结果与分析 

2.1  蜂粮拮抗菌株分离筛选 
从 3 种蜂粮中共分离得到 85 株菌，其中 NA

平板上 28 株，PDA 平板上 28 株，MRS 平板上

29 株。通过菌落形态和细胞形态，初步确定从   

3 种培养基上分离到的微生物主要是细菌、酵母

菌和放线菌。采用牛津杯双层平板法筛选出 17株

对金黄色葡萄球菌具有较明显抑菌圈的菌株，其

中分离自 PDA 平板的一株细菌菌株 PC2 对金黄

色葡萄球菌的抑菌圈最大，直径达 27.04 mm，且

抑菌圈透明(图 1)。 

 
 

图 1  菌株 PC2 无菌发酵液对金黄色葡萄球菌的抑菌圈 
Figure 1  Inhibitory zone of cell-free fermentation broth of 
strain PC2 against S. aureus 
 

2.2  菌株 PC2 抑菌谱 
采用摇瓶发酵法，将菌株 PC2 接种于 PDB 液

体培养基，于 37 °C条件下 180 r/min发酵 24 h，进
行抑菌试验，由表 1可见菌株 PC2无菌发酵液对金
黄色葡萄球菌、大肠杆菌、酿酒酵母、藤黄微球菌、

番茄镰刀果腐病菌、番茄绵腐病菌、番茄青霉果腐

病菌有抑菌效果，其中对酿酒酵母抑菌作用最强，

抑菌圈直径达 40.44 mm (图 2B)，但对枯草芽胞杆
菌和红酵母无抑菌作用。菌株 PC2产生的抑菌物质
对革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌及丝状真菌均

有抑菌效果，表明菌株 PC2无菌发酵液具有较宽的
抑菌谱。 
 

表 1  菌株 PC2 的抑菌活性 
Table 1  Inhibitory effect of strain PC2 
指示菌株 

Tested strains 
抑菌圈直径 

Inhibition zone diameter (mm) 
Staphyloccocus aureus 27.04±0.98 

Escherichia coli 23.04±0.99 

Saccharomyces cerevisiae 40.44±0.26 

Micrococcus luteus 15.74±0.50 

Bacillus subtilis − 

Rhodotorula sp. − 

Fusariu oxysporum 17.54±0.68 

Pythium aphanidermatum 21.51±0.62 

Penicillium expansum 17.33±0.62 
注：−：无拮抗作用. 
Note: −: No inhibitory effect. 
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图 2  菌株 PC2 无菌发酵液的抑菌作用效果 
Figure 2  Inhibitory effect of cell-free fermentation broth of strain PC2 against four test strains 

注：A：大肠杆菌；B：酿酒酵母；C：藤黄微球菌；D：番茄镰刀果腐病菌. 
Note: A: Escherichia coli; B: Saccharomyces cerevisiae; C: Micrococcus luteus; D: Fusarium oxysporum. 
 

2.3  菌株 PC2 发酵培养基的选择 
通过比较 6种不同培养基发酵液抑菌活性试验

发现，PDB发酵培养基获得菌株 PC2发酵液对酿酒

酵母的抑菌活性最强，达 40.44 mm (表 2)。 

2.4  菌株 PC2 分类鉴定 
2.4.1  形态特征：拮抗菌 PC2在 PDA平板上 37 °C

培养 36 h后，菌落呈圆形或椭圆形，边缘不规则，

乳白色不透明，表面粗糙(图 3A)；液体静置培养有

菌膜产生。菌体细胞呈杆状，革兰氏染色阳性，芽

胞椭圆形，中生或次端生(图 3B)。扫描电镜观察可

见菌体(图 3C)表面光滑，两端钝圆。 

2.4.2  生理生化特性：菌株 PC2能发酵葡萄糖、蔗
糖、甘露糖产酸，不发酵麦芽糖、半乳糖、乳糖；

硫化氢试验呈阴性；能够水解明胶、淀粉；赖氨酸

脱羧酶试验阳性；不能形成吲哚；不能分解尿素。

根据形态及生理生化特征初步鉴定菌株 PC2 属于
芽胞杆菌属 Bacillus。 
表 2  菌株不同培养基发酵液对酿酒酵母的抑菌活性

Table 2  Inhibitory activity of cell-free fermentation 
broth of strain PC2 cultured in different media against 

Saccharomyces cerevisiae 
发酵培养基 

Culture media 
抑菌圈直径 

Inhibition zone diameter (mm) 
PDB 40.44±0.26 
NB 17.04±0.30 
MRS − 
NYDB − 
Culture media 1 − 
Culture media 2 − 

注：−：无拮抗作用. 下同. 
Note: −: No inhibitory effect. The same below. 

 

 
 

图 3  菌株 PC2 形态特征 
Figure 3  Morphology of strain PC2 

注：A：PDA平板上菌落形态；B：革兰氏染色菌体和芽胞形态(1 000×)；C：菌体扫描电镜照片(2 500×). 
Note: A: Colony morphology on PDA plate; B: Gram staining thalli and spore (1 000×); C: Thalli scanning electron microscope (2 500×). 
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2.4.3  16S rRNA 基因同源性鉴定：对菌株 PC2提
取基因组 DNA 后，利用 16S rRNA 基因通用引物
PCR扩增 16S rRNA基因，将回收的 16S rRNA基
因片段进行序列测定，得到全长 1 437 bp 序列
(GenBank登录号：KP219718)。将测得的 16S rRNA
基因序列用 BLAST 程序比对，对其进行同源分类
鉴定，发现与 NCBI数据库中芽胞杆菌属多个种的
序列相似度均>99%，进一步选择相关模式菌株序列
构建系统发育树(图 4)，发现 PC2 菌株与 Bacillus 
amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 (GenBank
登录号：CP000560)聚在同一分支，且分支支持率
为 91%，同时与解淀粉芽胞杆菌的另外 3株标准菌
株亲缘关系较近。综合菌株形态学特征、生理生化

特性及 16S rRNA基因序列分析，将菌株 PC2鉴定
为解淀粉芽胞杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)。 

2.5  PC2 无菌发酵液抑菌活性物质稳定性 
2.5.1  热稳定性：由图 5可知，菌株 PC2无菌发酵
液分别在经不同温度处理后对番茄绵腐病菌仍具

有较强的抑菌活性，其抑菌活性随着热处理时间的

延长和处理温度的升高而下降，经 121 °C 处理   
30 min其抑菌圈直径仍有 13.54 mm，是未处理发酵
液抑菌圈直径的 71.19%，表明菌株 PC2 发酵液中

抑菌物质成分具有较强的热稳定性。 
2.5.2  酸碱稳定性：由图 6可知，菌株 PC2发酵液
在 pH 1.0−7.0范围内，对番茄绵腐病菌的抑菌圈直
径在 21.19 mm 左右，抑菌活性与对照相比无显著
性差异(P>0.05)，表明其对酸稳定性好；随着 pH增
大，其抑菌活性快速显著下降(P<0.01)，当 pH≥12.0
时，抑菌活性完全丧失，可能是碱性环境改变了发

酵液中活性物质结构导致抑菌活性下降。表明菌株

PC2发酵液抑菌物质成分对碱性环境比较敏感，但
能适应较强的酸性环境。 
2.5.3  紫外线稳定性：由图 7可知，与对照样品相比，
菌株发酵液在紫外光下照射 10 min内对番茄绵腐病
菌的抑菌活性无显著差异，照射 20−60 min抑菌圈直
径明显降低(P<0.01)，但仍有 19.13 mm，是未处理发
酵液抑菌圈直径的 88.89%，表明菌株 PC2发酵液抑
菌物质成分具有较好的紫外线照射稳定性。 
2.5.4  蛋白酶稳定性：试验结果发现，对照组的抑

菌圈直径为 19.02 mm，而经蛋白酶处理后的无菌发
酵液对番茄绵腐病菌无明显的抑菌圈，表明 PC2发
酵液抑菌活性物质对蛋白酶 K、胃蛋白酶、碱性
蛋白酶敏感，初步判断抑菌物质可能为抑菌蛋白

质成分。 
 

 
图 4  基于 16S rRNA 基因序列的 PC2 菌株系统发育树 

Figure 4  Phylogenetic tree based on the partial 16S rRNA gene sequence of PC2 and type strains 
注：分支处数值表示 Bootstrap 值；括号内数字表示序列 GenBank登录号；标尺为进化距离. 
Note: Numbers at branch nodes present bootstrap value; The GenBank accession number of aligned sequences are shown in the brackets; Bar: 
Nucleotide divergence. 
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图 5  不同温度处理无菌发酵液对番茄绵腐病菌的抑菌

活性 
Figure 5  Inhibitory activity of cell-free fermentation broth 
of strain PC2 treated with different temperature against 
Pythium aphanidermatum 
注：图中不同小写字母表示 0.05水平上差异显著. 下同. 
Note: The different letter means significant difference (P<0.05). 
The same below. 
 

 
 

图 6  酸碱处理无菌发酵液对番茄绵腐病菌的抑菌活性 
Figure 6  Inhibitory activity of cell-free fermentation broth 
of strain PC2 treated with different pH against Pythium 
aphanidermatum 
 

2.6  无菌发酵液抑菌活性粗提取物抑菌活性 
2.6.1  抑菌粗蛋白抑菌活性：对菌株发酵液不同饱

和度硫酸铵获得的沉淀粗蛋白及上清液的抑菌活

性进行检测。由表 3可见，50%−70%饱和度硫酸铵
沉淀蛋白对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌及酿酒酵母

均有较强的抑菌活性，其中饱和度为 60%对金黄色 

 
 

图 7  紫外照射处理无菌发酵液对番茄绵腐病菌的抑菌

活性 
Figure 7  Inhibitory activity of cell-free fermentation broth 
of strain PC2 treated with ultraviolet irradiation against 
Pythium aphanidermatum 
 
葡萄球菌和酿酒酵母的抑菌圈直径最大，分别为

32.45 mm和 35.14 mm；而 70%饱和度对大肠杆菌
抑菌活性最强，抑菌圈达 26.82 mm，但与 60%饱和
度差异不大。表明 60%硫酸铵饱和度可较完全沉淀
抑菌蛋白，为最佳的饱和度。 
为了更加全面地了解菌株发酵液抑菌活性物

质的组成，对硫酸铵沉淀后的上清液抑菌活性进行

检测。由表 4可知，30%−70%饱和度硫酸铵处理后
上清液仍有一定的抑菌活性，饱和度 30%−50%硫
酸铵处理后上清液对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和

酿酒酵母均有抑菌活性，但其抑菌活性较未处理无

菌发酵液(表 1)的抑菌活性弱，同时也低于粗蛋白的
抑菌活性。表明菌株 PC2抑菌活性成分较为复杂，
抑菌蛋白是菌株发酵液中主要的抑菌活性成分，还

存在其他类型抑菌成分。 
2.6.2  抑菌粗脂肽抑菌活性：芽胞杆菌抑菌活性物

质种类丰富，脂肽类化合物是芽胞杆菌中一类重要

的抑菌活性成分，实验采用盐酸沉淀有机溶剂提取

法获得抑菌脂肽的粗提物，并检测其抑菌活性。由

表 5可知，甲醇、乙醇、丙酮和乙酸乙酯提取物对
3 株指示菌均有抑菌活性，其中甲醇和乙醇提取物 
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表 3  不同饱和度硫酸铵沉淀蛋白的抑菌活性 
Table 3  Inhibitory zone diameter of the precipitation by ammonium sulphate precipitation method (mm) 

指示菌株 
Tested strains 

硫酸铵饱和度 
Ammonium sulfate saturation (%) 

30 40 50 60 70 80 90

Staphyloccocus aureus 22.31±0.90 25.56±0.89 28.91±0.72 32.45±0.86 20.08±0.47 − − 

Escherichia coli − − 23.87±0.64 25.12±0.85 26.82±1.03 20.43±0.80 − 

Saccharomyces cerevisiae 36.33±0.95 41.54±0.76 43.53±0.91 35.14±0.73 26.70±0.65 − − 

 
表 4  不同饱和度硫酸铵上清液的抑菌活性 

Table 4  Inhibitory zone diameter of the supernatant by ammonium sulphate precipitation method (mm) 

指示菌株 
Tested strains 

硫酸铵饱和度 
Ammonium sulfate saturation (%) 

30 40 50 60 70 80 90

Staphyloccocus aureus 16.50±1.01 15.44±0.94 12.56±0.59 18.53±0.84 16.78±0.69 − − 

Escherichia coli 18.23±0.96 16.80±0.82 10.45±0.93 − − − − 

Saccharomyces cerevisiae 18.18±0.57 12.63±0.84 12.82±0.77 19.33±0.64 10.21±0.88 − − 

 
表 5  不同有机溶剂提取物和盐酸上清液的抑菌活性 

Table 5  Inhibitory zone diameter of different solvent extracts from precipitation and supernatant by hydrochloric acid 
precipitation method (mm) 

指示菌株 
Tested strains 

有机溶剂 
Organic solvent 盐酸上清液

Supernatant甲醇

Methanol 
乙醇 

Ethanol 
正丁醇 

N-butyl alcohol
丙酮

Acetone 
乙酸乙酯 

Ethyl acetate 
石油醚 

Petroleum ether 
Staphyloccocus 
aureus 

18.59±0.73 20.33±0.68 − 16.28±0.90 12.88±0.84 − 20.58±0.59 

Escherichia coli 12.51±0.87 10.76±0.74 − 9.22±0.94 16.78±0.72 − 16.47±0.76 

Saccharomyces 
cerevisiae 

23.54±0.55 26.38±0.83 − 18.19±0.73 16.23±0.80 − 35.20±0.81 

 
抑菌活性较强，对发酵液抑菌脂肽提取作用最强。

同时发现，盐酸沉淀后的上清液仍具有较强的抑菌

活性，且高于有机溶剂提取物的抑菌活性。表明菌

株发酵液抑菌活性物质中存在脂肽类化合物，可能

还存在其他抑菌化合物，进一步表明了该菌株抑菌

活性物质组成的复杂性。 

3  讨论 

蜂粮是蜂花粉的发酵产物，较蜂花粉具有良好

的耐储藏性。已有研究表明，蜂粮耐储藏性主要与

其中的乳酸菌发酵成熟后蜂粮呈现较强的酸性有

关[10-11]。此外，贺春玲等[12]发现从长木蜂蜂粮中分

离的 68株菌株中有 12株具有较强抑菌活性。本实
验从 3种蜂粮中也分离获得了 17株抑菌活性菌株。 

因此，蜂粮的防腐能力与其中的抑菌活性微生物也

有一定关系，本研究结果也为蜂粮中拮抗功能菌株

资源的筛选利用提供了依据。 

芽胞杆菌是植物病害生物防治研究中较多的

一大类细菌，其中解淀粉芽胞杆菌具有较强次生代

谢能力，能产生种类繁多的抑菌活性物质，且繁殖

速度快、抗逆性强、易保存、有利于工业化生产、

且对人畜无害、不污染环境，是近年来生物拮抗菌

研究利用的热点[13-16]。蜂粮作为蜂花粉自然发酵产

物，含有丰富的微生物。目前对其研究较多的是

其中的乳酸细菌[4,12]，而对其中的拮抗细菌资源研

究较少。本实验从荷花蜂粮中筛选获得 1 株广谱

拮抗解淀粉芽胞杆菌 PC2 菌株，其无菌发酵液对
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常见的金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、酿酒酵母及

番茄采后腐败真菌也表现出较强的抑菌活性，在

生物防治和食品抑菌保鲜方面具有潜在的开发利

用价值。 

解淀粉芽胞杆菌在自然界中分布广泛，代谢产

物种类丰富，不同来源的菌株发酵培养条件各异。

发酵培养基一定程度上限制了不同来源分离株在

生产中的应用推广。本实验分离的解淀粉芽胞杆菌

PC2菌株产抑菌活性物质培养基比较特殊，其在马
铃薯葡萄糖液体培养发酵 24 h 即可产生较强的胞
外抑菌活性代谢产物，而利用已报道的拮抗解淀粉

芽胞杆菌发酵培养基[6-7,15]获得的发酵液抑菌活性

较低，甚至无抑菌活性代谢产物产生。这可能与本

菌株独特的抑菌物质合成代谢途径及其所需底物

有关，有待进一步研究。实验筛选获得的 PC2菌株
产抑菌活性物质速度快，营养要求简单，可利用马

铃薯废弃渣、液一类成本低廉的原料，在规模化工

业生产上具有潜在的成本优势。而本研究仅选用了

6 种发酵培养基进行初步筛选，为进一步提高发酵
液抑菌物质的活性和产量，还需在马铃薯葡萄糖液

体培养基的基础上对 PC2 菌株的最适发酵培养基
及发酵条件进一步优化。 
解淀粉芽胞杆菌代谢产物具有广泛的抑菌活

性，包括对革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌、

酵母菌和植物病原真菌。抑菌蛋白[15,17-19]和抑菌

多肽 [20-22]是芽胞杆菌代谢产物中很重要的抑菌活

性物质。本研究通过对发酵液抑菌物质的高温、强

酸(碱)及蛋白酶敏感性实验及抑菌活性物质初步分
离实验结果，推测菌株发酵液可能存在抑菌蛋白和

抑菌脂肽类化合物。对于这两类化合物的进一步分

离纯化及抑菌机理有待进一步研究。 
本实验所获菌株 PC2 发酵液抑菌物质具有较

强的热稳定性，经121 °C处理30 min仍保持71.19%
的抑菌活性；发酵液酸稳定性很好，在 pH 1.0−7.0
范围内抑菌活性基本不变；紫外照射稳定性较好，

紫外照射时间 1 h 后抑菌活性仍保持原来的
88.89%。上述结果表明，该菌株发酵代谢产物稳定

性好，具有很好的应用潜力，同时该结果也为发酵

液抑菌活性代谢物质的进一步分离、纯化鉴定及在

生产中选择适宜的应用方式提供了依据。 
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