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Abstract： For obtaining new antibiotics and applying it to food preservation，A Streptomyce
producing high antibacterial substance was screened from a sample obtained from Xuzhou kui river
of Jiangsu. This strain was identified through it's morphological，physiological and biochemical
properties. 16S rDNA sequence analysis of HMJ-7 showed this strain was closely to Streptomyces
griseoruber to 99% ，So，it was identified as Griseorubro violaceus. The antibacterial experiment
result showed that the antibacterial substance can obviously inhibit the growth of E. coli，
Staphyloccocus aureus Rosenbach，Micrococcus luteus，Bacillus cereus and yeast. But can't inhibit
the growth of Aspergillus niger，Aspergillus flavus，Aspergillus oryzae and other fungi. The following
experiment result indicated that the antibacterial substance produced by this strain was stable at
differen temperature，pH，ultraviolet light and organic solvent condition.
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摘要： 为获得新型抗菌活性物质并应用于食品防腐，用土壤溶液悬浮法从江苏徐州奎河边上的
土壤样品中分离到了一株链霉菌菌株，命名为 HMJ-7。 采用打孔法验证其产生的抗菌物质的抗
菌能力，结果表明：该菌株对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、藤黄微球菌、蜡样芽孢杆菌等细菌以及
酵母菌都有良好的抑制作用，抑菌圈直径都在 2 cm以上。对黑曲霉、黄曲霉、米曲霉等霉菌没有
抑菌活性；通过对 HMJ-7 菌株形态特征、培养特性、生理生化性状以及 16S rDNA 序列分析，初
步将该菌株鉴定为链霉菌属灰红紫类群灰红链霉菌 （Streptomyces griseoruber）； 采用不同的温
度、pH、有机溶剂、紫外线条件处理该菌株产生的抑菌活性物质，并分别通过打孔法测定其对蜡
样芽孢杆菌的抑制活性。 结果显示，这些条件对抑制活性没有明显影响，说明该抗菌物质比较稳
定。 上述结果表明，HMJ-7菌株有较大的利用潜力，也为进一步分离纯化其抑菌物质提供了依据。
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链霉菌（Streptomyces）属于放线菌目链霉菌科

链霉菌属，是一类存在于土壤中的好氧、丝状、产孢

子的革兰氏阳性菌 [1]。 链霉菌是微生物中产抗生素

最多的种属，链霉菌产生的抗生素种类较多，如生

物碱类 [2]、环肽和多肽类 [3]、聚酮类 [4]、大环内酯类 [5]、
蒽环类[6]、萜类[7]等，并且有多种生物学功能，如很多

抗生素有抗细菌、抗真菌和抗肿瘤活性的活性。 还

能应用于医药、植保等行业[1]。
近年来，人们生活水平大大提高，对食品防腐

的要求也越来越高， 人们对食品保质保鲜要求更

高，迫切需要开发新型绿色、安全的新型抗生素 [8]来

进行食品防腐， 从而提高食品的保质期和货架期。
同时，我国微生物自然资源十分丰富，筛选产抗菌

活性物质产量较高的菌种，开发天然、安全、稳定性

较好的微生物抗菌活性物质用于食品防腐，具有很

大潜力，也将具有更好的经济效益[9]。 作者从江苏徐

州奎河边土壤中筛选到一株抑制食品腐败细菌活性

较好的链霉菌菌株，对其进行形态学特征分析、生理

生化和 16SrDNA 分子鉴定确定了其生物学地位，进

而研究了该菌株产生的抗菌活性物质的生物学特

性，对开发新型绿色安全的抗生素具有一定的意义。

1.1 材料

1.1.1 质粒与菌株 土样：采自徐州；蜡样芽孢杆

菌（Bacillus cereus）指 示 菌 株：作 者 所 在 实 验 室 保

存； pMD19-T 载体：购于大连宝生物有限公司。
1.1.2 培养基与抗生素 高氏培养基，LB 培养基，
氨苄青霉素质量浓度为 100 μg/mL。
1.1.3 主要试剂 Taq 酶等分子生物学试剂： 购自

上海生物工程技术服务有限公司；DNA Marker：购

自金斯瑞生物科技有限公司。
1.2 抑菌活性的测定

对 筛 选 到 的 链 霉 菌 于 37 ℃发 酵 24 h，3 500
r/min 离心 10min， 获得含有抗菌活性物质的上清

液，采用打孔法[10]测定抑菌物质活性。
1.3 菌株的鉴定

1.3.1 菌株的形态学特征及生理生化反应 通过

平板划线观察菌落形态，生理生化实验参照瓦克斯

曼的方法[11]。
1.3.2 16SrDNA 分子鉴定及系统发育树的构建
基因组提取采用微波法[12]。 16S rDNA 序列由生海生

物 工 程 有 限 公 司 测 定， 测 定 结 果 通 过 NCBI 网 站

blast 比对，根据同源性确定该菌株。 以 Clustal X 软

件进行多重序列比对， 再用 MEGA4.0 软件以邻接

法（neighbourjoining，NJ）构建系统发育树[13]。
1.4 抑菌活性物质稳定性研究

1.4.1 抑菌活性物质温度稳定性研究 发酵液分

别在在 60、80、100 ℃的 水 浴 锅 中 处 理 20 min（121
℃为在高压灭菌锅中灭菌 20 min），测抑菌活性。
1.4.2 抑菌活性物质 pH 稳定性研究 将含有抗菌

活性物质的上清液分别用盐酸和氢氧化钠溶液调

pH 为 3、7、9、12，放置过夜。 用蜡样芽孢杆菌作为

指示菌，用打孔法测经过处理样品的抑菌活性。
1.4.3 抑菌活性物质在有机溶剂中的溶解性 菌

株 HMJ-7 的发酵液通过旋转蒸发仪蒸干，干物质用

不同的有机溶剂抽提，测活性。

2.1 菌株 HMJ-7 形态特征观察

在高氏培养基上 37 ℃培养，2 d 后出现灰白色

致密、表面干燥的菌落，并且产黄色色素。 气生菌丝

灰色，基内菌丝浅橙红，见图 1a；在 PDA 培养基上

出现黄色菌落，产生黄褐色色素，见图 1b；在察氏培

养基上培养 2 d 后出现白色致密、表面干燥的菌落，
产浅黄色色素，见图 1c。

材料与方法1

结果与分析2
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图 1 菌株 HMJ-7 菌落形态特征

Fig. 1 Morphological properties of strain HMJ-7

2.2 菌株生理生化特征

1HMJ-7 菌株的生理生化实验结果见表 1。该菌

株能够以多种物质为惟一碳源生长， 如葡萄糖、棉

子糖、鼠李糖、阿拉伯糖和果糖、蔗糖。 液化明胶缓

慢，产酸，水解淀粉， 不能在纤维素培养基上生长，
不产硫化氢，但具有牛奶凝固和牛奶胨化的特性。

表 1 链霉菌 HMJ-7 生理生化特征

Table 1 Morphological，physiological and biochemical
properties of Streptomyce HMJ-7

注： “+ ”表示阳性；“-”表示阴性。

2.3 菌株分子生物学鉴定

PCR 扩 增 菌 株 HMJ-7 的 16S rDNA 序 列 在

NCBI 的 GenBank 进行 Blast，与其同源性较高的菌

株均属于链霉菌属， 选取 13 株模式菌株进行系统

发育分析， 用 Clustal X 软件包 M EGA 3. 1 软件构

建系统进化树，见图 2。 可以看出，菌株 HMJ-7 与

Streptomyces griseoruber （NR041086.1） 在同一进化

地位上，其相似性达到 99%。
2.4 HMJ-7 菌株抑菌活性物质特性研究

2.4.1 抑菌活性物质温度稳定性 该菌株产生的

抑菌物质活性具有较好的温度稳定性，经过 60~121
℃高温处理仍然有很好的抑菌活性 （直径能够达到

20 mm），见图 3。

图 2 菌株 HMJ-7 的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree of strain HMJ-7

1. 60 ℃；2. 80 ℃；3. 100 ℃； 4. 121 ℃
图 3 温度对抑菌活性物质稳定性的影响

Fig. 3 Impact of temperature in antibiotics stability

2.4.2 HMJ-7菌株抑菌活性物质 pH稳定性 由图

4 可以看出，pH 值对该菌株产生的抑菌物质的影响

较小，随着 pH 值的提高，抑菌物质活性基本没有发

生变化，抑菌圈直径没有明显的变化，抗菌物质在

pH 3、pH 7、pH 9、pH 12 条件下处理 30 min， 抑菌

圈直径分别为 22、23、22、21 mm。

1. pH 3； 2. pH 7； 3. pH 9； 4. pH 12
图 4 pH 对抑菌活性物质稳定性的影响

Fig. 4 Impact of pH in antibiotics stability

生理生化 结果 生理生化 结果

葡萄糖 + 明胶液化 +
蔗糖 + 产生硫化氢 -

棉子糖 + 纤维素上生长 -
鼠李糖 + 牛奶胨化 +

果糖 + 牛奶固化 +
阿拉伯糖 + 淀粉水解 +

硝酸盐还原反应 + 甲基红试验 +
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2.4.3 HMJ-7 菌株抑菌活性物质有机溶剂稳定性
菌株 HMJ-7 产生的抑菌活性物质经不同有机溶剂

抽提，结果证明该抑菌活性物质能溶解于多种有机

溶剂中，且总体稳定性较好。 但在极性较强的有机

如溶剂氯仿、乙醇中溶解性较好，在极性较差的有

机溶剂如正己烷中溶解性稍差，见图 5。

1. 甲醇； 2. 正己烷； 3. 氯仿； 4. 乙醇

图 5 不同有机溶剂对抑菌活性物质的溶解性

Fig.5 Impact of deferent organic solvent in antibiotics
stability

2.4.4 HMJ-7 菌株抑菌活性物质紫外稳定性 菌

株 HMJ-7 产生的抑菌活性物质经不同时间的紫外

线照射。 结果证明，该抑菌活性物质在紫外线照射

2 h 后抑菌活性有所降低， 但此后一直经过 12 h 的

紫外线照射，抑菌活性基本保持稳定。 说明紫外线

对该抗菌物质有一定影响，可能抗菌物质是多种组

分组成，其中某些组分对紫外线敏感，见图 6。

1. 2 h； 2. 4 h； 3. 6 h； 4. 8 h； 5. 10 h； 6. 12 h
图 6 紫外线对抑菌活性稳定性影响

Fig. 6 Impact of ultraviolet rays in antibiotics stability

放线菌的传统分类方法以形态、 培养特征为

主， 生理生化特性为辅， 通常只能初步鉴定到属。
16S rDNA 鉴定已经被广泛应用到放线菌的系统分

类与进化研究[14]。 菌株 HMJ-7 与链霉菌中的灰红链

霉菌 NBRC 12873 的同源性达到 99%，形态与培养特

征、生理生化特性等也与灰红链霉菌非常相似，但也

存在个别不同之处，如有报到灰红链霉菌不能利用蔗

糖。 最终，菌株 HMJ-7 被初步鉴定为灰红链霉菌。
目前链霉菌产生的抗菌物质已经应用到食品

方面的有 ε-聚赖氨酸[15-16]、纳他霉素等[17-20]。 ε-聚赖

氨酸做为食品防腐剂已经在日本广泛生产，但我国

尚处于试验阶段。如莫树平等研究了 ε-聚赖氨酸在

广式腊肠中的防腐效果，结果显示其防腐效果明显[21]。
目前，纳他霉素作为一种天然的生物防腐剂已被批

准用于某些乳制品、肉类、饮料、水果等许多食品的

生产和保藏之中[22]。 菌株 HMJ-7 产生的抗菌活性物

质是否是一种新型物质以及其能否被应用到食品

防腐方面还需要进一步的研究。

结 语3
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