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摘  要: 目前，我国饲料中全面禁止添加抗生素，寻找新型的抗生素替代物成为科学研究的热点之一。为获得新

的细菌素，本研究以大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、藤黄微球菌和单增李斯特氏菌为指

示菌，通过牛津杯扩散法从羊驼粪便中筛选到高产抑菌物质的芽孢杆菌。基于菌落特征、革兰氏染色和 16S rRNA

的鉴定结果，将分离到的产抑菌物质菌株命名为地衣芽孢杆菌 SXAU06 株。采用硫酸铵沉淀、氯仿抽提、分子

截留和 SDS-PAGE 等技术对所产抑菌物质进行分离纯化，经 LC-MS/MS 和生物信息学分析发现，抑菌物质为分

子量约 14 kDa 的类细菌素，将其命名为 BLIS_SXAU06。耐受性试验结果显示，BLIS_SXAU06 具有耐高温、耐

酸碱和耐蛋白酶 K 的特性。利用大肠杆菌表达系统对 BLIS_SXAU06 进行重组表达，所获得的重组 BLIS_SXAU06

具有抑制金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、藤黄微球菌和单增李斯特氏菌生长的活性。综上所述，BLIS_SXAU06

具有优良的特性，可进一步在农业生产、生物医药和食品加工领域开展研究。 

关键词: 地衣芽孢杆菌，类细菌素，抑菌活性，热稳定，pH 稳定  

Isolation, identification and prokaryotic expression of a 
bacteriocin-like substance from Bacillus licheniformis 
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Abstract:  The ban on addition of antibiotics in animal feed in China has made the search for new antibiotics substitutes, e.g. 

bacteriocin, a hot topic in research. The present study successfully isolated an antibacterial substance producing strain of 

Bacillus sp. from alpaca feces by agar diffusion method, using Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus and Listeria monocytogenes as indicator bacteria. The isolated strain was 

named as B. licheniformis SXAU06 based on colony morphology, Gram staining and 16S rRNA gene sequence. The 
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antibacterial substance was isolated and purified through a series of procedures including (NH4)2SO4 precipitation, chloroform 

extraction, molecular interception and SDS-PAGE analysis. Bioinformatics analysis of the LC-MS/MS data indicated that the 

antibacterial substance was a bacteriocin-like substance (BLIS) with an approximate molecular weight of 14 kDa, and it was 

designated as BLIS_SXAU06. BLIS_SXAU06 exhibited high resistance to treatment of proteinase K, high temperature, high 

acidity and alkalinity. BLIS_SXAU06 was heterologously expressed in E. coli and the recombinant BLIS_SXAU06 exhibited 

effective antibacterial activity against S. aureus, S. epidermidis, M. luteus, and L. monocytogenes, showing potential to be 

investigated further. 

Keywords:  Bacillus licheniformis, bacteriocin-like, antibacterial activity, thermal stability, pH stability 

 

细菌素是一类通过某些细菌的核糖体合成产

生的具有抑制亲缘微生物生长的多肽、蛋白类抗

菌 物 质 。 通 过 细 菌 素 数 据 库 BACTIBASE 

(http://bactibase.pfba-lab.org) 和蛋白质结构数据

库 PDB (http://www.rcsb.org/) 对已知细菌素的比

较，结果显示，不同细菌素的氨基酸组成、电荷

数、疏水性和极性、空间排列和构象存在很大的

差异[1]。细菌素的多样性特征为其在抗菌领域的

应用提供了丰富的选择材料[2]。近年来，随着抗

生素残留和耐药菌在卫生、食品、养殖等领域的

不断出现，新型抗生素替代品的研究备受关注[3]，

细菌素因其有别于抗生素的抑菌作用机制、不易

产生耐药性和无毒无害的特点，成为最有可能替

代抗生素的物质之一[4]。 

芽孢杆菌产生的细菌素是继乳酸菌细菌素

之后的又一类重要的细菌素，与乳酸菌细菌素相

比，芽孢杆菌细菌素抗菌谱更广，并具有较强的

耐高温、耐酸碱等特性 [5-6]，这些优良特性提示

芽孢杆菌产生的 (类) 细菌素具有广泛的应用前 

景 [7-8]。截至目前，已分离到的芽孢杆菌细菌素

有 80 余种，类细菌素 20 余种，分别是由地衣芽

孢杆菌 Bacillus licheniformis、枯草芽孢杆菌 

Bacillus subtilis 、 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 Bacillus 

amyloliquefaciens 、 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 Bacillus 

thuringiensis、蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus 和凝

结芽孢杆菌 Bacillus coagulans 等属的菌株产生。

研究过程中发现，(类) 细菌素是细菌产生的天然

成分，其分子量虽小，但伴随其合成往往需要   

一簇基因的共同表达才可以完成[9-11]，且与众多

物质混合，存在产量低、分离纯化难度大等问题。

利用基因工程技术合成细菌素是一条高效、低成

本的生产途径 [12]。据现有文献报道，鲜有从获

取细菌素的基因序列入手，通过体外表达系统获

取细菌素的研究。本文旨在从羊驼粪便中筛选具

有高产细菌素的芽孢杆菌，通过细菌素的分离纯

化和质谱分析获得 (类) 细菌素的氨基酸序列，

利用大肠杆菌表达系统对细菌素进行体外表达

并检测其抑菌活性，同时对该类细菌素的生物学

特性进行鉴定，为细菌素的获取和应用奠定理论

基础。 

1  材料与方法 

1.1  指示菌与试剂 

指 示 菌 ： 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 

CMCC44102、甲型副伤寒沙门氏菌 Salmonella 

paratyphi A CMCC(B)50001、金黄色葡萄球菌 

Staphylococcus aureus CMCC26003、表皮葡萄球菌

Staphylococcus epidermidis CMCC(B)26069、藤黄微

球菌 Micrococcus luteus CMCC(B)28001、单增李

斯特氏菌 Listeria monocytogenes ATCC19111，保

存于山西农业大学羊驼生物工程实验室。 

牛津杯扩散法所用双层培养基：下层板为 2%

琼脂培养基，上层板为 15 mL 含 107 CFU/mL 指

示菌的 0.75% TSA 培养基 (胰蛋白胨 15.0 g，大

豆蛋白胨 5.0 g，氯化钠 30.0 g，琼脂 7.5 g，加蒸

馏水至 1 L) 或者 0.75% BHI 培养基 (38.5 g 脑心
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浸液肉汤颗粒，琼脂 7.5 g，加蒸馏水至 1 L)。氯

化钠、氯仿等生化试剂购自中国医药集团有限公

司；硫酸铵、革兰氏染色试剂盒和 SDS-PAGE 凝

胶制备试剂盒等购自北京索莱宝科技有限公司；

3 kDa、10 kDa 超滤离心管和 0.22 μm 无菌滤器

购自 Millipore 公司。 

1.2  产细菌素芽孢杆菌的筛选和鉴定 

在山西农业大学羊驼养殖基地，随机采取  

10 头羊驼的粪便，参照研究报道的方法[4]进行分

离，按照 0.2 g/头用 PBS 将羊驼粪便制成均匀的

悬液，37 ℃孵育 1 h 后，进行 10 倍梯度稀释，涂

布于 LB 平板，37 ℃培养 12 h，观察菌落形态、

大小和颜色等特征，结合革兰氏染色情况，挑选

菌落并进行编号。划线纯化 4 次后，牛津杯扩散

法测定挑选菌株发酵上清液的抑菌活性。 

通过抑菌效果的比较，获得一株抑菌活性最

佳的菌株，对其进行 16S rRNA 菌种鉴定，步骤

如下：以提取的菌体 DNA 作为模板，利用通用

引物进行 16S rRNA 全长序列的 PCR 扩增。所用

的引物序列如表 1 所示。1%琼脂糖凝胶电泳鉴定

PCR 产物大小。将扩增产物送至北京六合华大基

因科技有限公司进行 16S rRNA 分子鉴定。运用

NCBI 的 BLAST 进行核苷酸序列的比对，使用

Cluster Omega 在线分析软件，构建系统发育树，

分析分离菌株的同源性和菌种归属。 

1.3  细菌素的分离纯化 

硫酸铵沉淀：用饱和度为 60%的硫酸铵对 1 L

无细胞上清液进行盐析，室温下磁力搅拌器低速

搅拌 6 h 后，10 000×g、4 ℃离心 20 min，1/40 体

积的 PBS 重悬沉淀；氯仿抽提：硫酸铵沉淀所获

溶液与氯仿按照 1︰1 体积比混合，振荡 15 min 

 
表 1  16S rRNA 鉴定所用引物 
Table 1  Primers used for 16S rRNA identification 

Primer name Sequence (5′−3′) 

27f AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT

后静置 10 min，4 500g、4 ℃离心 10 min，收集

中间相，真空浓缩仪进行干燥，PBS 重悬沉淀物；

分子截留：利用 3 kDa 和 10 kDa 超滤离心管进行

分子截留，获得＞10 kDa、3–10 kDa 和＜3 kDa

的蛋白液；SDS-PAGE 分析：一个泳道进行考马

斯亮蓝染色，另两个泳道用 0.1% Tween 80 清洗  

3 次，30 min/次，之后 MilliQ 水清洗 30 min 除去

SDS，一个泳道的整条胶、另一泳道的分段胶移

至 LB 平板，在其上倾倒含有 107 CFU/mL 金黄色

葡萄球菌的 0.75% TSA 培养基，37 ℃培养过夜，

测定其抑菌效果。分离纯化的每一步后均进行抑

菌活性检测。 

1.4  细菌素对温度、pH、人工胃液和人工肠液

的耐受性测定 

将纯化后的细菌素溶液，分别在 70 ℃、80 ℃、

90 ℃、100 ℃条件下处理 30 min，121 ℃高压处

理 30 min，4 ℃放置 6 个月。待处理溶液冷却后

采用牛津杯扩散法测定其抑菌活性，以未处理的

类细菌素溶液作为对照。 

将纯化后的细菌素溶液分别调 pH 值至 2.0、

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

12.0，37 ℃下孵育 6 h 后将 pH 值调至 7.0，检测

其抑菌活性，以 pH 7.0 的类细菌素溶液作为对照。 

纯化后的细菌素溶液用 1 mg/mL 的蛋白酶

K、胰蛋白酶、DNase、RNase 和链霉蛋白酶 E，

37 ℃处理 1 h，测定不同酶处理后的细菌素的抑

菌活性，以未处理的类细菌素溶液作为对照。 

参考中华人民共和国兽药典的方法[13]，配置

人工胃液 (Simulated gastric fluid，SGF) (配置 pH

值为 2.0、3.0、4.0 的稀盐酸溶液，高压灭菌。在

无菌条件下，1 g/100 mL 比例加胃蛋白酶) 和人

工肠液 (Simulated intestinal fluid，SIG) (磷酸二氢

钾 6.8 g 加入 500 mL 水摇匀后用 NaOH 调 pH 至

6.8，另加水溶解胰酶 10 g，将两液混合后定容至

1 000 mL。在制好的溶液中加入猪胆盐，配置含

有 0.1%、0.3%、0.9%猪胆盐的肠液)。取 10 mL
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的细菌素溶液分别与 90 mL 的不同 pH 的人工胃

液或不同浓度胆盐的人工肠液混合，37 ℃条件下

作用 6 h，采用牛津杯扩散法测定其抑菌活性，细

菌素溶液与 PBS 按照体积比 1︰9 混合作为对照。 

1.5  质谱及生物信息学分析 

将具有抑菌活性的 SDS 电泳胶条送至北京六

合华大基因科技有限公司，进行质谱分析。通过

UltiMate3000 (Dionex) 和 Q Exactive (Thermo 

Fisher Scientific) LC-MS/MS 质谱仪系统进行蛋白

分析。运用 Mascot 软件 (Matrix Science)、NCBI

和 ExPASy-ProtParam tool 进行 UniProt、比对、

覆盖率等生物信息学分析，预测分离菌 SXAU06

所产细菌素的氨基酸序列。根据大肠杆菌密码子

偏好性，优化合成预测抗菌蛋白的基因序列。 

1.6  类细菌素的原核表达与纯化 

重组质粒的构建：根据优化后的类细菌素基因

序列，设计构建表达载体的特异性引物，上、下游

引物分别引入 BamHⅠ和 SalⅠ酶切位点。所设计

的引物序如表 2 所示。以优化序列为模板，PCR

扩增基因序列。PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳检

测和回收纯化后，用限制性内切酶 BamHⅠ和   

SalⅠ进行双酶切，与同样经过双酶切的 pCold-Ⅰ

表达质粒进行连接构建重组质粒，通过测序和酶

切鉴定重组质粒的正确性。 

原核表达：将重组质粒转化至 E. coli 感受态

细胞，次日挑单菌落，37 ℃培养 12 h，按 1% (V/V)

转接入含氨苄青霉素 (Ampicillin，Amp)的 LB 培

养基中，在 37 ℃培养至 OD600 为 0.6 时，加入诱

导剂 IPTG，同时设定不加诱导剂的对照组，15 ℃、

150 r/min 诱导 12 h。离心收集菌体，用 PBS 重 

 
表 2  表达的类细菌素基因引物序列 
Table 2  Primers of BLIS gene to be expressed 

Primer 
name 

Sequence (5′−3′) 

F TAACGGGATCCAAAAAGATCTTCGTGAGCCT

R TTGATGTCGACTTAATTACTAAATTCCGAAA

悬菌体，吹打均匀，超声破碎，离心收集超声后

的上清和沉淀，进行 SDS-PAGE 检测。 

蛋白纯化：利用 NI-IDA-Sepharose Cl-6B 镍

亲和层析柱在 AKTA Pure 进行纯化。条件为：波

长 280 nm，流速 1 mL/min；平衡缓冲液为      

20 mmol/L Tris-HCl，20 mmol/L 咪唑，0.15 mmol/L 

NaCl，pH 8.0；洗脱缓冲液为 20 mmol/L Tris-HCl，

250 mmol/L 咪唑，0.15 mol/L NaCl，pH 8.0。收

集洗脱峰蛋白溶液至透析袋中，PBS 透析过夜。

样品进行 SDS-PAGE 和 Western blotting 分析。 

1.7  重组蛋白的抑菌活性检测 

以金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、藤黄微

球菌和单增李斯特氏菌为指示菌，采用牛津杯扩

散法对重组蛋白的抑菌活性进行检测。同时设定

Amp 为阳性对照，PBS 为阴性对照。分别在孔中

加入 180 μL 的待测样品，将抑菌平板放置到培

养箱中 37 ℃条件下培养 12 h，观察并记录抑菌

效果。 

2  结果与分析 

2.1  分离株发酵上清的抑菌作用 

通过菌落形态观察和革兰氏染色镜检初步筛

选到 20 株疑似芽孢杆菌 (编号为 SXAU01-20)。分

离株发酵上清的抑菌结果显示：分离株 SXAU06

的无细胞上清液的浓度为 1.568 μg/μL，对金黄色

葡萄球菌、表皮葡萄球菌、藤黄微球菌和单增李

斯特氏菌具有较好的抑菌活性 (表 3)。 

2.2  分离株的鉴定 

分离株 SXAU06 菌落呈灰白色，菌落边缘不

整齐呈不规则，菌落表面不光滑不透明，中等大小，

形成“粘液状的花形”菌落 (图 1A)；经革兰氏染色

后呈紫色短杆状，细胞单个或成对存在，不呈链状

排列 (图 1B)；琼脂糖电泳结果显示其 PCR 扩增产

物大小为 1 386 bp，与预计大小一致 (图 1C)；16S 

rRNA 鉴定结果显示：SXAU06 菌在系统发育进化

树上与地衣芽孢杆菌为同一簇，且与地衣芽孢杆 
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表 3  分离株 SXAU06 发酵上清的抑菌活性检测 
Table 3  Antibacterial activity assay using the cell-free supernatant of strain SXAU06 

 The diameter of the inhibition zones (mm) 

Strain E. coli Salmonella S. aureus S. epidermidis M. luteus L. monocytogenes

SXAU06 0 0 22.38±0.08 21.40±0.15 20.08±0.13 17.51±0.10 

 

 
 
图 1  分离株 SXAU06 的鉴定 
Fig. 1  Identification of the isolate SXAU06. (A) Growth morphology. (B) Gram staining morphology. (C) 16S rRNA 
amplification electrophoresis. (D) Phylogenetic tree. 
 

菌  (NR_118996.1) 相似度高达 99% (图 1D)，   

因此，将其命名为地衣芽孢杆菌 B. licheniformis 

SXAU06。 

2.3  细菌素的纯化结果 

对 B. licheniformis SXAU06 产生的细菌素进

行分离纯化。1 L 无细胞发酵上清液通过 60%饱

和硫酸铵盐析获得 25 mL 粗提液，粗提液通过氯

仿抽提、真空干燥、PBS 重悬获得与粗提液相同

体积的抽提液，抽提液进行分子截留后，获得分

子量＜3 kDa、3–10 kDa 之间和＞10 kDa 的粗蛋

白液，分别测定粗提液、抽提液和粗蛋白液的抑

菌活性。抑菌结果如图 2 所示，与分子量＜3 kDa、

3–10 kDa 粗蛋白液的抑菌活性相比，＞10 kDa

的粗蛋白液具有较强抑菌活性。在 SDS-PAGE 凝

胶 10–15 kDa 的位置有明显的抑菌区域。结果表

明，B. licheniformis SXAU06 所产抗菌物质是

10–15 kDa 的蛋白质。 

2.4  质谱和生物信息学分析 

B. licheniformis SXAU06 的 LC-MS/MS 质谱

分析得到 85 种蛋白，肽段覆盖率＞10%的蛋白如

表 4 所示。通过 NCBI 比对和 ExPASy-ProtParam

分析，结合 SDS-PAGE 分析和抑菌活性鉴定结果

初步判定 B. licheniformis SXAU06 所产生的抑菌

物质可能是蛋白大小约为 14 kDa 的未知蛋白，根

据该蛋白的氨基酸序列和结构特点，该蛋白属于

类细菌素的一种，其序列的 NCBI 登录号为：

tr|A0A0D7XDH3|A0A0D7XDH3_BACAM。将其

命名为 BLIS_SXAU06。 
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图 2  地衣芽孢杆菌 SXAU06 产生的抑菌物质在分离纯化过程中的抑菌活性检测 

Fig. 2  Antibacterial activity assay of the antibacterial substance produced by B. licheniformis SXAU06 during the 
purification process. (A) Antibacterial activity after ammonium sulfate precipitation. (B) Antibacterial activity after 
chloroform extraction. (C) Negative control. (D) Antibacterial activity after ultrafiltration collection. (E) SDS-PAGE 
analysis of purified protein (>10 kDa) solution and detection of antibacterial activity on gel. (a) Gel overlaid with     
S. aureus showed a clearing inhibitory zone, indicating antibacterial activity was associated with the band <5 kDa.    
(b) SDS-PAGE. M: protein ladder; 1: sample. (c) Gel overlaid with S. aureus showed a clearing inhibitory zone, 
indicating antibacterial activity was associated with the 10–15 kDa band. 

 
表 4  抑菌蛋白 LC-MS/MS 鉴定结果 
Table 4  LC-MS/MS identification of antibacterial 
substance 

Description Mass Score 
Coverage 

(%) 
Stress response protein 
YvgO 

19.834 1 168 27 

Glucuronoxylanase 47.259 1 151 37 

Uncharacterized protein 14.047 1 022 34 

Beta-glucanase 26.809 884 33 

Endo-14-beta-xylanase 
A 

48.669 792 16 

Uncharacterized protein 17.032 769 38 

Spore cortex-lytic 
enzyme SleL 

49.995 696 35 

Uncharacterized protein 60.560 622 24 

Arabinoxylan 
arabinofuranohydrolase  

46.880 558 13 

2′,3′-cyclic nucleotide 
2′-phosphodiesterase 

14.885 427 12 

 

2.5  类细菌素的温度、pH、人工胃液和人工肠

液稳定性 

BLIS_SXAU06 具有较好的热稳定性和 pH 稳

定性。该细菌素在 100 ℃条件下处理 30 min 后抑

菌活性为 100%，121 ℃处理 30 min 后抑菌活性为

50%，4 ℃放置 6 个月，仍保持 100%的抑菌活性。

该细菌素在 pH 2.0–12.0 条件下，抑菌活性稳定，

保持原有活性。BLIS_SXAU06 对蛋白酶 K 不敏

感，对胰蛋白酶较为敏感，保留抑菌活性的 40%，

对链霉蛋白酶 E (Pronase E) 最敏感，抑菌活性完

全丧失 (表 5)。BLIS_SXAU06 具有较强的耐胆碱

和耐胃蛋白酶能力，在 pH 2.0 条件下胃蛋白酶作

用 6 h 后抑菌活性为 55%，抑菌活性随着 pH 值的

上升而增加。在 0.9%胆盐浓度条件下作用 6 h 后

抑菌活性为 45.6%，抑菌活性随着胆盐浓度的下

降而增加 (图 3)。 
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表 5  温度、pH 和酶对 BLIS_SXAU06 抑菌活性的

影响 

Table 5  Effects of temperature, pH and enzyme on 
the antimicrobial activity of BLIS_SXAU06 

Treatment 
Residual 
activity 

(%)* 
Treatment 

Residual 
activity 

(%)* 

Heat  pH  

70 °C, 30 min 100 2.0 100 

80 °C, 30 min 100 3.0 100 

90 °C, 30 min 100 4.0 100 

100 °C, 30 min 100 5.0 100 

121 °C, 30 min 50 6.0 100 

4 °C, 6 months 100 7.0 100 

Enzymes  8.0 100 

Proteinase K 100 9.0 100 

Trypsin 40 10.0 100 

RNase/DNase 100 11.0 100 

Pronase E 0 12.0 100 

*Residual activity compared with antimicrobial activity 
before the treatment. 
 

2.6  BLIS_SXAU06 的表达和纯化 

SDS-PAGE 分析结果显示，外源诱导表达的

BLIS_SXAU06 是以可溶性上清蛋白和包涵体蛋

白两种形式表达 (图 4A)。重组 BLIS_SXAU06

经过纯化后，SDS-PAGA 分析结果显示，纯化后的

类细菌素蛋白为单一条带 (图 4B)。Western blotting 

 
 
图 3  SGF 和 SIF 对 BLIS_SXAU06 抑菌活性的影响 
Fig. 3  Effect of SGF and SIF on the antimicrobial 
activity of BLIS_SXAU06. 
 
结果表明，重组 BLIS_SXAU06 能够与鼠抗 His

单克隆抗体特异性结合，蛋白大小与预计大小相

符 (图 4C)。 

2.7  重组 BLIS_SXAU06 的抑菌活性检测 

重组 BLIS_SXAU06 具有抑制金黄色葡萄球

菌、表皮葡萄球菌、藤黄微球菌和单增李斯特氏菌

生长的活性 (图 5A–D)，PBS 阴性对照孔周围的细

菌生长未受到抑制 (图 5E)，Amp 阳性对照孔周围

的细菌生长受到了明显的抑制 (图 5F)。结果表明，

由原核表达系统表达的重组 BLIS_SXAU06 具有

良好的抑菌活性。 

 

 
 
图 4  重组 BLIS_SXAU06 的表达纯化 
Fig. 4  Expression and purification of the recombinant BLIS_SXAU06. (A) SDS-PAGE analysis of the recombinant 
BLIS_SXAU06. M: protein marker; 1: non-induced; 2: induced; 3: supernatant; 4: pellet. (B) SDS-PAGE analysis of the 
purified recombinant BLIS_SXAU06. M: protein marker; 1: samples after ultrasonic lysis; 2: flow-through; 3: elution. 
(C) Western blotting analysis of the recombinant BLIS_SXAU06. M: protein marker; 1: purified recombinant 
BLIS_SXAU06. 
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图 5  重组 BLIS_SXAU06 的抑菌活性检测 
Fig. 5  Antibacterial activity of the recombinant 
BLIS_SXAU06. (A) S. aureus. (B) S. epidermidis. (C)  
M. luteus. (D) L. monocytogenes. (E) PBS (negative 
control). (F) Ampicillin (positive control). 
 

3  讨论 

芽孢杆菌作为动植物微生态的优势菌之一，

不仅种类繁多，来源广泛，具有易培养、抗逆性

好、加工损失少等特点[14-15]，而且孕育着丰富的

细菌素资源。分离和筛选具有拮抗功能的芽孢杆

菌菌株及其细菌素，并对其作用、生物特性和应

用进行研究，不仅可以拓展芽孢杆菌及其细菌素

的研究范围，而且可以为细菌素的利用提供更丰

富的选择。近年来，有研究者从多种样品中分离

到具有不同功能的芽孢杆菌及其 (类) 细菌素。

Xin 等[16]从藏猪肠道中筛选到芽孢杆菌菌株 TS，

并分离到具有抑制大肠杆菌和金黄色葡萄球菌生

长的细菌素 TP。Sharma 等[17]从土壤样品中筛选

到产细菌素的 B. subtilis GAS101，其所产细菌素

对大肠杆菌和表皮葡萄球菌的生长具有抑制作

用，且具有耐高温、耐酸碱的特性。Chauhan 等[18]

筛选到有效抑制抗甲氧西林金黄色葡萄球菌生长

的芽孢杆菌 BLIS TSH58。 

本研究从羊驼粪便中筛选到 B. licheniformis 

SXAU06，该菌的发酵上清对金黄色葡萄球菌、

表皮葡萄球菌、藤黄微球菌和单增李斯特氏菌的

生长具有明显的抑制作用。进一步运用硫酸铵沉

淀、氯仿抽提、分子截留和 SDS-PAGE 以及牛

津杯扩散法对 B. licheniformis SXAU06 发酵上

清中细菌素的进行分离和鉴定，经质谱和生物

信息学分析预测细菌素的氨基酸序列，初步判

断，B. licheniformis SXAU06 所产抑菌物质可能

为分子量约 14 kDa 的蛋白。据文献报道，芽孢杆

菌细菌素分为以羊毛硫菌素或环状为特征的Ⅰ类

细菌素、以 0.77–10.00 kDa 的小分子线性肽为特

征的Ⅱ类细菌素和以大于 30 kDa 分子量蛋白为

特征的Ⅲ类细菌素。而其他许多中等大小的抗菌

多肽 (10–30 kDa) 和其他由杆菌产生的大分子抗

菌蛋白，由于在遗传、分子或氨基酸结构等方面

缺乏数据，无法按照分类法进行分类，被统称为

BLIS[19]。根据芽孢杆菌细菌素分类法和数据库的

比对、分析，本研究分离到的抗菌蛋白属于芽孢

杆菌 BLIS 的一种。 

细菌素应用在医药、农业和食品加工领域中，

由于热加工是加工过程中最常用的方法，首先要

考虑其热稳定性。Lim 等研究表明，解淀粉芽孢

杆菌 RX7 所产细菌素 100 ℃处理 30 min，活性保

留 80%，具有良好的热稳定性[20]。本文分离到的

BLIS_SXAU06 可耐受 121 ℃处理 30 min，具有

耐高温特性。乳酸链球菌素 (Nisin) 在酸性环境

下有很强的活性，但在中性和碱性环境时，活性

丧失，这个特征限制了其应用[21-23]。芽孢杆菌细

菌素在耐酸碱方面表现突出，Ayed 等[24]从解淀

粉芽孢杆菌 An6 发酵产物中分离到 BLIS 在     

pH 4.0–10.0 条件下仍具有抑菌活性。Minnaard  

等 [25]从蜡样芽孢杆菌分离到的 BLIS m6c 和

BLIS m387，在 70 ℃处理 30 min 活性稳定，在       

pH 3.0–7.0 范围内活性稳定。B. licheniformis 

SXAU06 所产的 BLIS_SXAU06 在 pH 2.0–12.0

条件下抑菌活性稳定。不同细菌素对蛋白酶的敏

感性不同。地衣素 50.2 可被链霉蛋白酶 E 和蛋

白酶 K 完全失活，可被胰蛋白酶部分失活[26]。

B. licheniformis SXAU06所产 BLIS_SXAU06可被
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链霉蛋白酶 E 完全失活，可被胰蛋白酶和胃蛋白

酶部分失活，而对蛋白酶 K 不敏感，这些优良特

性使得 BLIS_SXAU06 在饲料加工、药物治疗等

方面具有潜在的应用前景。 

根据 B. licheniformis SXAU06 发酵上清对革

兰氏阴性菌基本没有作用的特点，选择大肠杆菌表

达系统作为 BLIS_SXAU06 的表达体系。低温诱导

能改变折叠动力学，从而有效地提高可溶性蛋白的

比例，减少中间折叠体的聚集，从而降低包涵体的

表达比例[27-29]，因此，为提高重组 BLIS_SXAU06

的表达量和分泌表达蛋白的比例，本研究按照大

肠杆菌的密码子偏好性对预测蛋白的基因序列进

行了密码子优化[30]，并以 pCold-Ⅰ作为表达质粒，

进行低温低速诱导，最终获得了良好的表达效果。 

综上所述，本研究从羊驼粪便中筛选到产类

细菌素的 B. licheniformis SXAU06，所产类细菌

素不仅表现良好的抑菌活性、热稳定性、酸碱稳

定性，且对人工胃液和人工肠液具有一定的耐受

性。通过大肠杆菌表达系统获得了具有抑菌活性

的重组 BLIS_SXAU06。后续可对 B. licheniformis 

SXAU06 和 BLIS_SXAU06 的生物学功能进行研

究，开发其在农业生产、生物医药和食品加工领

域的应用。 
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