
 娄秋莉 等/具有抗菌效应的聚羟基脂肪酸酯生物塑料的制备与功能表征 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn August 25, 2016, 32(8): 1052−1059 

DOI: 10.13345/j.cjb.150488 ©2016 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: November 17, 2015; Accepted: February 1, 2016 

Corresponding authors: Xiaoxia Sun. Tel: +86-591-83789367; E-mail: joesxiaox@163.com 
Haoqian Zhang. Tel: +86-10-62757544; E-mail: zhanghaoqian@bluepha.com 

1052 生 物 工 程 学 报  

                                                               

具有抗菌效应的聚羟基脂肪酸酯生物塑料的制备与

功能表征 

娄秋莉 1，马一鸣 2，车雪梅 2，钟瑾 3，孙小霞 1，张浩千 2 

1 福建农林大学 生命科学学院，福建 福州  350002 

2 蓝晶 (北京) 生物科技有限公司，北京  100084 

3 中国科学院微生物研究所，北京  100101 

娄秋莉 , 马一鸣 , 车雪梅 , 等 . 具有抗菌效应的聚羟基脂肪酸酯生物塑料的制备与功能表征 . 生物工程学报 , 2016, 

32(8): 1052–1059. 
Lou QL, Ma YM, Che XM, et al. Preparation and characterization of polyhydroxyalkanoate bioplastics with antibacterial 
activity. Chin J Biotech, 2016, 32(8): 1052–1059. 

摘  要 : 聚羟基脂肪酸酯 (Polyhydroxyalkanoates, PHAs) 作为一类新型的生物高分子材料，因其多样的材料

性质与高度的生物可降解性日益受到关注。使用乳酸链球菌素 (Nisin)，一种被公认为安全的天然食品防腐剂，

制备了具有高效、持久抗菌效应的 PHA 塑料。首先采用溶剂浇铸的方法将 Nisin 整合到正 3-羟基丁酸-3 羟基

己酸共聚酯 (PHBHHx)，一种具备高度生物相容性的 PHA 中，从而获得了具有抗菌效应的 PHBHHx 薄膜。激

光共聚焦显微镜观察表明 Nisin 在 PHBHHx 中呈颗粒状均匀分布。随后以条件致病菌藤黄微球菌 Micrococcus 

luteus 为测试菌株，通过琼脂扩散法，测定 PHBHHx 薄膜抗菌效应对 Nisin 含量的依赖关系；在液体培养条件

下测量 PHBHHx 薄膜的 Nisin 释放效果与抗菌效应。结果表明 Nisin 可从 PHBHHx 薄膜顺利释放且 Nisin 的含

量高于 25 μg/g 时即表现出显著的抑菌效果且可长时间维持。该研究为工业化生产具有抗菌效应的 PHA 奠定

了重要的技术基础，拓展了 PHA 在医学和食品领域的应用潜力。 

关键词 : 聚羟基脂肪酸酯，乳酸链球菌素，抑菌塑料，藤黄微球菌  
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Abstract:  Polyhydroxyalkanoates (PHAs), as a novel class of biopolymer, are attracting more attention due to their 

diverse material properties and environment-independent biodegradability. Here we report the preparation of PHA 

exhibiting efficient antibacterial activity by embedding Nisin, a food additive generally recognized as safe, into 

poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) (PHBHHx), a type of PHA with high biocompatibility. We first prepared 

Nisin-containing PHBHHx films using solvent casting method. Confocal laser scanning microscopy analysis showed that a 

well-mixed integrated structure of the films with an even distribution of the Nisin particles in the PHBHHx matrices. Then 

the antimicrobial activity of PHBHHx/Nisin films against Micrococcus luteus was quantified on agar plate by measuring 

the size of inhibition zone. Cultivation in liquid media further confirmed the releasing of Nisin from the films and the 

long-time antibacterial activity. Results showed that the threshold of Nisin concentration for long-time and effective 

inhibition against bacteria growth is 25 μg/g. These results altogether establish a technological foundation for the 

application of PHA in biomedicine and food industry. 

Keywords:  polyhydroxyalkanoate, Nisin, antibacterial plastics, Micrococcus luteus 

随着石油资源的不断消耗和石化产品尤其

是不可降解的传统塑料所造成的白色污染日益

严重，可天然降解的绿色生物塑料正在受到越

来越多的关注[1]。不同于生产过程仍需化工缩聚

反应的聚乳酸 (Polylactic acid，PLA)，聚羟基

脂肪酸酯 (Polyhydroxyalkanoates，PHAs) 作为

1 种新型的可降解生物塑料可由微生物利用可

再生的生物质原料进行全程的发酵生产，其环

境污染指数低，更为环保[2-3]。更为重要的是，

PHA种类繁多 (仅其单体就超过 150种)，化学

性质和材料性能差异极大，在不同的环境中均

表现出很高的生物可降解性，其潜在的应用前

景因此更为广泛[4-5]。特别是在医疗和食品领域，

聚 (3-羟基丁酸-3-羟基己酸酯)[6]和聚 (3-羟基丁

酸酯-co-4-羟基丁酸酯 ) (Poly(3-hydroxybutyric 

acid-co-4-hydroxybutyric acid), P(3HB-co-4HB)) 

这两种 PHA因其极强的生物相容性和人体可植

入性展现出极大的应用潜力，可用作手术缝合

线、骨钉、人造骨骼、食品包装等，其相关研

究亟需展开[7-9]。 

乳酸链球菌素  (Nisin) 是由乳酸乳球菌 

Lactococcus lactis subsp. lactis产生的一种阳离

子多肽，可以有效抑制多种引起食品腐败和医

学感染的革兰氏阳性菌 [10-11]，对沙门氏菌 

Salmonella 等部分革兰氏阴性菌同样有抑制效

果[12]。Nisin可被人体肠道分泌的 α-胰凝乳蛋白

酶有效降解，因此对人体安全无毒，是目前唯

一大规模商业化应用的高效天然防腐剂[10,13]，

被广泛应用于欧盟、中国、美国等多个国家和

地区的食品行业中[14-15]。特别值得注意的是，除
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了作为食品防腐剂之外 Nisin 亦可被应用到多种

材料中以达到抗菌效果。Qi等[16]利用 PEG 1000

将 Nisin稳固结合到碳纳米管上，从而使碳纳米

管具备了抗菌活性。Jin 等[17]则将 Nisin 整合入

聚乳酸 (PLA) 以生产具有抗菌效应的食品包装

袋。进一步研究表明，在带有 Nisin-PLA 涂层的

牛奶灌装瓶中，李斯特菌 Listeria monocytogenes

的生长被显著抑制，并且抑制效果在 4 ℃保存

条件下可维持 70 d[18]。 

在本试验中，我们首先利用溶剂浇铸的方

法将 Nisin整合入 PHA (PHBHHx)，从而获得了

具有抗菌效应的 PHBHHx 薄膜；激光共聚焦显

微镜的观察表明 Nisin 在 PHBHHx 薄膜内部呈

颗粒状均匀分布[19]；随后的功能实验表明，仅

仅 25 μg/g的 Nisin浓度就足以使得 PHBHHx薄

膜对于典型条件致病菌——藤黄微球菌

Micrococcus luteus NCIB 8166的生长起到显著

抑制，且抑制效果可长时间持续。本试验成功

使用乳酸链球菌素制备了具有高效、持久抗菌

效应的 PHA塑料，并且通过详细的功能表征与

显微镜观察，为 PHA生物塑料在医学与食品领

域的应用打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与试剂 

用于抗菌效应检测的菌株为藤黄微球菌

Micrococcus luteus NCIB 8166。培养基为 SI培

养基，培养条件为 30 ℃，静置或 200 r/min。

PHBHHx 塑料粉料由北京蓝晶生物科技有限公

司提供。乳酸链球菌素 (Nisin) 样品由中国科学

院微生物研究所提供，纯度为 2.5%，剩余杂质为

无机盐和蛋白粉。其余所需试剂均购自

Sigma-Aldrich公司。 

1.1.2  含有 Nisin的 PHBHHx塑料薄膜 

选取二氯甲烷作为溶剂浇铸的溶剂；这是

因为二氯甲烷具备化学惰性和高挥发性且已有

工作表明 PHA在二氯甲烷中可高效溶解[20]。称

取不同质量梯度的 Nisin，各自加入一份溶解了

1 g PHBHHx粉料的 15 mL二氯甲烷中；Nisin

样品的用量分别是 0.01、0.1、1、4、16、64和

256 mg，换算为 Nisin 纯净物则为 0.25 μg、   

2.5 μg、25 μg、100 μg、400 μg、1.6 mg和 6.4 mg 

(后文中 Nisin 浓度与用量皆指纯净物)。用磁棒

搅拌直至 Nisin 样品粉末完全分散到聚合物溶

液中，将混匀的溶液浇铸到 9 cm的玻璃培养皿

中，通风橱内静置 24 h。待二氯甲烷完全挥发，

PHBHHx成膜；塑料膜的厚度约 1 mm，面积约

为 63.5 cm2，因此 Nisin在薄膜中的分布浓度为 

(x×2.5%) μg/63.5 cm2即 (x×0.394) μg/cm2，x代

表含有 Nisin 的混合物样品的质量的数值 (以

mg单位记)。用 6 mm直径的打孔器将塑料膜加

工为圆形薄膜，保存在密闭容器中待用。 

1.2  方法 

1.2.1  利用琼脂扩散法测试 PHBHHx-Nisin 薄

膜的抑菌效应 

将藤黄微球菌单克隆菌落接种到 5 mL SI液

体培养基中；30 ℃、200 r/min条件下培养 16 h，

获得种子液 (OD600=1.9)。取 500 μL种子液加到

50 mL SI固体培养基中，混匀以制备琼脂扩散

法所需的平板，每个平板含有约 25 mL的 SI固

体培养基。将 6 mm 直径的 PHBHHx-Nisin 圆

形薄膜平放在 SI 固体培养基表面，每种 Nisin

含量的薄膜有 6个重复，30 ℃静置培养 24 h；
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对照组为不含 Nisin、等直径的 PHBHHx薄膜。

用卡尺测量每个抑菌圈的大小并记录。 

1.2.2  Nisin在 PHBHHx薄膜中的物理分布 

将直径 6 mm的 PHBHHx-Nisin薄膜固定在

载玻片上，Nisin 的浓度分别为 100 μg/g 和    

25 μg/g。PHBHHx-NaCl 薄膜和 PHBHHx 薄膜

分别作为对照组；PHBHHx-NaCl薄膜中的 NaCl

浓度为 0.975 mg/g (与 25 μg/g Nisin含量的膜片

所对应的非 Nisin量相同)。采用 Leica TCS SP2

激光共聚焦显微镜，层扫观察 Nisin 的分布情

况。Nisin 在 425 nm 波长的激发光 (EX) 下可

发出 475 nm波长 (EM) 的自发荧光[17]。 

1.2.3  液体培养条件下测量 PHBHHx-Nisin 的

抑菌效应 

获得种子液的方法同琼脂扩散法。所用

Nisin 的浓度为 100、25 和 2.5 μg/g。将种子液

稀释 104倍，即每毫升稀释过的菌液约含 105个

菌落形成单位 (Colony-forming unit，CFU)，加

入 3片加工好的 PHBHHx-Nisin薄膜到 5 mL SI

液体培养基中，30 ℃、200 r/min培养。每隔一

段时间取样，从培养液中取出 200 μL菌液测量

OD600，根据 OD600数值用新鲜的 SI培养基将取

出样品进行不同倍数的稀释后涂板，30 ℃静置

培养 20 h后计算活菌数目得出统计结果。每种

Nisin 含量的薄膜进行 3 次实验重复，对照组为

不含Nisin的 PHBHHx薄膜和不含Nisin的纸片。 

2  结果与分析 

2.1  琼脂扩散法测定 PHBHHx-Nisin 薄膜的

抑菌效应 

藤黄微球菌是一种广泛分布于空气、土壤、

水及动植物表面的条件致病菌，被用作抑菌素 

(如 Nisin) 的指示菌株 [21-22]。使用纸片和不含

Nisin的 PHBHHx薄膜的对照组并没有抑菌效应 

(图 1A和图 1B的 0 μg/g)，说明抑菌效应的来源

正是 Nisin。Nisin含量达到 25 μg/g以上时表现

出稳定大小的抑菌圈  (图 1A)；Nisin 含量在  

2.5 μg/g及以下时的抑菌效果则不稳定 (图 1B)；

这暗示 Nisin 在 PHBHHx 薄膜内部的分布并不

均匀，因此 Nisin浓度越低则抑菌效果平行性越

差。随着 Nisin浓度的增加，PHBHHx薄膜抑菌

效果显著增强，详细统计的变化趋势见图 2。 
 

 
图 1  琼脂扩散法测量含有乳酸链球菌素的 PHBHHx 膜片的抑菌效应 

Fig. 1  Antibacterial activity of Nisin-embedded PHBHHx films quantified using agar diffusion method. (A) 
Inhibition of Micrococcus luteus (NCIB 8166) growth using PHBHHx films containing Nisin at six different 
concentrations (0, 25, 100, 400, 1 600, and 6 400 μg/g, respectively). (B) The inhibitory effect of PHBHHx films 
containing Nisin at three different concentrations (0, 0.25, and 2.5 μg/g, respectively). The diameter of the films is 6 mm. 
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2.2  Nisin 在 PHBHHx 薄膜中的物理分布 

图 3展示了 100 μg/g和 25 μg/g两种 Nisin

浓度的 PHBHHx 薄膜的显微成像结果。图中的

绿色亮点即为 Nisin蛋白质颗粒的自发荧光，直

径约 10–70 μm，密度随掺入的 Nisin 浓度增加

而增大。图中直径较大的暗色斑点可能是随 

 

 

 
图2  PHBHHx膜片抗菌效应对Nisin含量的依赖关系 

Fig. 2  Nisin-dependent antibacterial activity of 
PHBHHx films. The Nisin concentrations are 0.25, 2.5, 
25, 100, 400, 1 600 and 6 400 μg/g, respectively. Error 
bars represent the standard deviation of the mean from 
six separate tests.  

Nisin一起掺入的无机盐等杂质：仅向 PHBHHx中

掺入 NaCl 即可使其具有相同的显微特征 (结果未

列出)。 

2.3  PHBHHx 薄膜中 Nisin 的释放情况 

根据琼脂扩散法的实验测量结果，选取 4

种 Nisin 浓度 (100、25、2.5、0.25 μg/g) 的

P H B H H x 薄膜做液体培养抑菌实验。将

PHBHHx-Nisin 薄膜加到藤黄微球菌生长所需

的 SI液体培养基中进行细菌培养，在特定时间

点取样后用新鲜 SI培养液将样品稀释不同的倍

数后涂板，30 ℃静置培养 20 h，统计平板上的

活菌数目。结果图 4所示，对照组 (加入了不含

Nisin的 PHBHHx薄膜的培养基) 在培养 22 h时

达到稳定期 (约 8.8 log CFU/mL)。含有 2.5 μg/g 

PHBHHx-Nisin薄膜的样品中，菌的密度在早期

生长中急速下降约 3 个数量级，原因可能是大

量菌体被薄膜释放的 Nisin杀死；但由于含量不

高的 Nisin被耗尽，少数幸存的活菌导致 8 h后菌

体密度迅速上升，在 22 h也达到了稳定期 (图 4)。

25 μg/g与 100 μg/g的 PHBHHx-Nisin薄膜所在

培养液没有出现藤黄微球菌菌体复苏的现象，说 

 

 
 

图 3  激光共聚焦显微镜观察 Nisin 颗粒在 PHBHHx 膜片内部的物理分布 

Fig. 3  The distribution of Nisin particles in PHBHHx matrices imaged by confocal laser microscopy in 
cross-section view. The green dots are Nisin particles. (A) 25 μg/g Nisin. (B) 100 μg/g Nisin.  
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图 4  液体培养条件下 PHBHHx-Nisin 膜片的抗菌

活性随时间的变化 

Fig. 4  Inhibitory effect of PHBHHx-Nisin on the 
growth of Micrococcus luteus in liquid media. Note 
that when Nisin concentration is higher than 25 μg/g, 
the bacterial growth was inhibited throughout the 
incubation time, so the corresponding curves overlap 
with the horizontal axis. Error bars represent the 
standard deviation of the mean from three separate 
tests.  

 

明薄膜释放的 Nisin 可以在细菌生长早期就将

其完全杀灭 (图 4)。这些结果证明了分布在薄

膜中的 Nisin 可以被顺利释放出来且抑菌效应

能得到长时间的维持。 

3  讨论 

本研究首次将 Nisin 经过溶剂浇铸的方法

嵌入到 PHBHHx中，使得 PHBHHx具有抗菌活

性，其生产方法简便，极易应用于工业放大。

当前国内外的同类研究将目光集中在 PLA 和

PBS 系列的生物塑料上，而针对性能更为多样

化、生物降解性与相容性更高的 PHA系列的工

作则是空白。为了进一步说明本文方法对于

PHA 系列的通用性，我们采用另外 3 种 PHA 

(PHB 、 PHBV 、 P3HB4HB) 分 别 制 备 了

PHB-Nisin、PHBV-Nisin与 P3HB4HB-Nisin共 3

种抗菌 PHA材料，并进行了琼脂扩散法实验。

实验结果表明，虽然不同的材料间表现出一定

的差异，但 3 种含有 Nisin 的 PHA 材料均呈现

出灵敏的、显著的抗菌活性 (结果未列出)。 

Nisin可以通过共价和非共价的方式整合到

其他介质中。考虑到 Nisin需要被充分释放才能

最大程度发挥抑菌活性，因此我们选择溶剂浇

铸这一非共价结合的方法将 Nisin 整合到 PHA

中。本研究中 Nisin 以“不溶颗粒”的形式混在

PHA中；实验结果也表明利用此种方法，在 5 mL

液体培养基中仅仅 0.33 μg 的 Nisin (换算为

Nisin浓度则为 0.07 μg/mL) 就足以抑制细菌的

生长；这是截止到目前已报道的抑菌活性最高

的抗菌塑料。 

验证 PHA-Nisin 薄膜在液体培养条件下的

抑菌情况时我们观察到，25 μg/g 和 100 μg/g 

Nisin 含量的 PHA 薄膜在藤黄微球菌生长初期

就没有了生长迹象。然而，当 Nisin 的含量为

2.5 μg/g时，在生长前 8 h活菌数急剧下降后，

菌体密度反而出现复苏现象。这说明此时被释

放到液体中的 Nisin尚不足以杀灭全部的菌体，

且后续释放乏力。因此，2.5 μg/g的 Nisin含量

对于液体培养条件下的抑菌来说是不够的。关

于固体与液体之间的抑菌浓度差别，有两个潜

在的影响因素：一是 Nisin的扩散方式不同，在

液体振荡的条件下Nisin比在固体平板上更容易

扩散稀释；二是不同的生长条件导致细菌的代谢

物不同，而后者会显著影响 Nisin的活性[23]。 

Nisin 是由 34 个氨基酸组成的、硫醚键形

成 5 个内环的短肽，常为二聚体或四聚体[24]。

Nisin作为食品防腐剂的实践经验表明其在偏酸

性条件下保存时间长，高压处理后活性保持良

好，在合适的条件下甚至可以忍受一定程度的
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高温。前人报道，在 pH 5–7时，经历巴氏消毒

后 Nisin可保持至少 80%的活性[10]。在偏酸性条

件下，常规高压蒸汽灭菌后 Nisin的活性仍能保

持 50%以上；一些 Nisin 突变体甚至可以忍受

100 ℃及以上的高温处理 10 min而保持 80%抑

菌活性[25]。这些物理条件符合工业实践中 PHA

的加工窗口，因此抗菌 PHA塑料的工业生产过

程 Nisin的降解失活很可能不是难题。 

本研究为工业化生产具有抗菌效应的生物

可降解塑料 PHA提供了重要参考。特别值得注

意的是，这里使用 Nisin这一被公认为安全食品

防腐剂的天然产物作为抗菌成分，可以有效遏

制食品腐败菌和条件致病菌的生长。因此抗菌

PHA 塑料在医学和食品领域可预见的应用范围

相当可观，包括食品包装袋、饮水机接口、电

冰箱内置塑料等等。 
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