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摘要: 对海洋侧孢短芽孢杆菌(Brevibacillus laterosporus) Lh-1 所产多肽 R-1 的性质及作用机理进行了

研究。R-1 对温度和 pH 稳定, 在 pH 11.0~12 条件下, 121 ℃处理 1 h, 其活力保持在 75%以上。经 3 种

不同浓度的蛋白酶(碱性蛋白酶、胰蛋白酶、胃蛋白酶)处理 4 h 后, 活性保持在 80%以上。与常见的金

属离子和化学试剂在一起反应, 对抗菌肽 R-1 的活性无明显影响, 可以配合一起使用, 仅吐温和 SDS

对其影响较大。氨基酸分析表明, 抗菌肽 R-1 由亮氨酸(Leu)、酪氨酸(Tyr)、缬氨酸(Val)、异亮氨酸(Ile)、

赖氨酸(Lys)、甘氨酸(Gly)、蛋氨酸(Met)、丝氨酸(Ser)、丙氨酸(Ala)9 种氨基酸组成, 其中疏水氨基酸

居多。抑菌试验表明 R-1 的抑菌谱广泛, 对经培养分离出来的大肠杆菌及白假丝酵母菌的扫描电境超

微结构观察表明,  R-1 的杀菌机制主要是通过含有带正电荷的 Lys 与带负电荷的磷脂分子结合, 然后

R-1 的疏水端插入到指示菌的疏水区, 改变膜的构象, 从而导致菌体的死亡。 
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海洋覆盖着地球表面积的 70％, 是生命的发源

地, 其生物多样性远远超过陆地生物的多样性。在海

洋生物中发现了许多具有特殊结构和功能的生物活

性物质, 包括抗肿瘤化合物、肿瘤促进剂、抗菌、抗

病毒化合物、生物毒素等, 目前世界上至少已有 15

个以上海洋抗癌物进入临床或临床前研究阶段, 其

中相当部分生物活性物质是陆地生物所没有的[1,2] 。

同时海洋微生物活性物质可以利用现代微生物发酵

等技术实现的产业化 , 因此 , 海洋微生物生物活性

物质的研究已成为开发海洋资源的重要内容之一 , 

显示了广阔的应用前景[3.4]。 

本研究从海洋极端环境中分离到一株具有抗菌

活性的侧孢短芽孢杆菌, 其产生的肽类抗菌物质R-1

对多种革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌和少数真菌有

抑制作用[5]。在此基础上本工作对 R-1的理化性质和

作用机理进行了初步研究, 为 R-1 的实际应用提供

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

1.1.1  指示菌 
溶壁微球菌 (Micrococcus lysodeikticus ATCC 

No.4698)购自 Sigma公司。 

1.1.2  检测菌 

大肠杆菌 (Escherichia coli)、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureaus)、枯草芽孢杆菌 (Bacillus 

subtilis)、短小芽孢杆菌(Bacillus pumilus)、变形链球

菌(Streptococcus mutans)、白色念珠菌(Candida al-

bicans)、蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)均由中国生物

制品检定所提供; 粪链球菌(Streptococcus Faecium)、

肺炎链球菌(Streptococcus penamoniae)、副溶血弧菌

(Vibrio parahaemolyticus)等临床分离致病菌由青岛

大学医学院提供 ; 肉毒梭状芽孢杆菌 (Clostridinm 

botnlinnm)、巴氏固氮梭状芽孢杆菌 (Clostridium 

pasteurianum)、酪酸梭状芽孢杆菌(Clostridium bu-

tyricum)、腐败假单胞菌(Pseudomonas putrefaciens)、

热解糖梭状芽孢杆菌(Clostridiu thermosaccharolyti-

cum)、致黑梭状芽孢杆菌(Clostridium nigrificans)等
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程实验室实验室保存。 

1.1.3  培养基 

营养肉汤培养基、真菌培养基及庖肉培养基按

常规方法配制。 

1.2  主要试剂 

 R-1 由黄海水产研究所海洋酶与酶工程实验室

提供; 胰酶(Difco 产品分装); 胃蛋白酶(Sigma); 碱

性蛋白酶系本实验室制备纯化。 

1.3  测活方法 

参照文献[6]管碟法。在混有适量溶壁微球菌的

固体培养基平板上放上不锈钢制的小管 (牛津杯 ), 

在牛津小杯内加入抗菌物质 20 μL, 以抑菌圈直径表

示抑菌活性的大小。 

1.4  R-1 理化性质研究 

以下实验样品的质量浓度均为 10 mg/mL。 

1.4.1  温度和 pH稳定性研究 

Glulino Bernal等[7]的研究表明: Bacillus subtilis

产生的抗菌物质经过 100℃/15min和 121℃/20min处

理后活性无明显变化。胡剑等[8]报道的一种对芦笋茎

枯病等植物病原菌有抑菌作用的抗菌蛋白, 在高温

酸性环境中具有良好的稳定性, 但是在 pH12、121

℃下该抗菌蛋白活性几乎全部损失了。本实验在 0.05 

mol/L、pH 2.6~12.0的广泛范围缓冲液, 分别在 40、

60、80、100、121 ℃下保温 1 h, 测定抑菌活性, 并

与 25 ℃ pH 6.0时 R-1的抑菌活性相比较, 进行 R-1

在不同 pH和温度条件下的稳定性研究。 

1.4.2  蛋白酶敏感性研究 

3种蛋白酶浓度如下: 碱性蛋白酶(15 000 U/mg), 

胰蛋白酶(1 500 U/mg), 胃蛋白酶(1: 3 000)。 

用 Tris-HCl (pH 8.0)缓冲液配制不同浓度的碱性

蛋白酶和胰蛋白酶, 同时用 KCl-HCl(pH 2.0)溶液配

制不同浓度的胃蛋白酶, 与R-1 37 ℃水浴反应 4 h后, 

之后再 80 ℃水浴 5 min终止酶活, pH调回 6.5。以不

加酶液和缓冲液的样品为对照, 测定抗菌物质活力

保持情况。 

1.4.3  金属离子和化学试剂对 R-1活性的影响 

在 R-1 中加入含各种金属离子的化学试剂(0.01 

mol/L)和不同浓度的山梨酸钾、柠檬酸、氯化钠、磷

酸氢二钠、磷酸二氢钾和 EDTA, 30 ℃下反应 4 h, 测

定 R-1抑菌活性变化。 

1.5  氨基酸组成分析 

委托中国海洋大学药物所李桂玲老师对 R-1 的

氨基酸组成进行分析(835250 型氨基酸自动分析仪, 

日本日立公司)。精密称量 10 mg样品, 加 10 mL 6 

mol/L的盐酸溶液封管, 于 110 ℃反应 22 h冷却后, 

开管, 减压过滤, 滤液定容至 10 mL。取 1 mL滤液

60℃减压蒸干, 用 0.02 mol/L 的盐酸溶液定容到 10 

mL, 上机测定。 

1.6  抑菌谱的测定 

取对数生长期的各菌株分别涂布平板, 菌体浓

度为 105个/mL,使用管碟法检测 R-1对指示菌是否有

抑菌活性, 活性大小以抑菌圈直径表示(mm)。 

1.7  作用原理研究 

按照透射电镜制备方法 [7]制备大肠杆菌和白假

丝酵母样品; 未加 R-1 的大肠杆菌和白假丝酵母菌

同上制备做空白。 

2  结果与分析 

2.1  R-1 的理化性质研究 

2.1.1  温度和 pH稳定性  

R-1 经如表 1 所示的 pH 和温度条件处理后, 其

抑菌活性与 25 ℃pH 6.0 时 R-1 的抑菌活性相比较, 
 
表 1  不同 pH、温度处理下 R-1 的相对抑菌活力  
Tab. 1  Effects of pH and temperature on the antimicrobial activity of R-1 

相对 25 ℃pH 6.0条件下 R-1的抑菌活性(%) 

pH 
热处理 

( )℃  
2.6 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 

40 99.80 99.82 99.85 99.94 100.00 100.01 100.03 99.93 99.87 99.85 99.74 

60 98.93 99.06 99.26 99.78 99.83 100.00 100.01 99.20 98.77 98.28 98.05 

80 96.90 97.97 98.65 98.97 99.19 99.38 99.52 99.04 98.99 94.10 90.18 

100 95.00 97.74 97.94 98.36 98.98 99.00 99.34 98.79 96.22 89.61 87.37 

121 94.81 97.30 97.66 97.92 98.29 98.31 98.34 98.18 95.32 87.27 79.32 
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其结果由表 1可以看出, 在 pH 3.0~10.0下, R-1随着

处理温度的提高 , 抑菌能力变化不大 , 即使高温至

121 ℃保温 1 h, 抑菌活性仍保持在 95%以上; 在 pH 

2.6 下, 随着温度的提高, 抑菌能力下降, 但是抑菌

活性保持在 90%以上; pH 为 11~12时, 随着温度升

高, 抑菌活性下降, 但高温 121 ℃处理 1 h, 其活力

保持在 75％以上, 表明该物质对温度、pH具有良好

的稳定性。 

2.1.2  蛋白酶对 R-1活性的影响 

R-1经 3种不同浓度的蛋白酶作用后, 其相对抑

菌活性依然保持在 80％以上(图 1), 可见 R-1对蛋白

酶不敏感, 不会被蛋白酶降解。 

2.1.3  金属离子对 R-1活性的影响 

由表 2数据可知, R-1对 Ba2+、Li+、Mg2+、Mn2+、

Fe2+、Cu2+、Sr2+、Pb2+、Zn2+、Ca2+离子都是稳定的, 

而且这些金属离子还对抗菌活性有促进作用, 说明

R-1 在有这些金属离子存在的情况下还能保持很好

的抑菌活性, 可以和含有这些金属离子的化学试剂

配合使用。 

2.1.4  化学试剂对 R-1活性的影响 

R-1 经不同浓度的化学物质作用后的结果表明, 

山梨酸钾、柠檬酸、氯化钠、磷酸氢二钠、磷酸二

氢钾和 EDTA对 R-1活力无影响; 吐温对 R-1的活性

有促进作用; SDS有抑制作用(图 2)。 

2.2  氨基酸组成 

经分析, R-1含有 9种氨基酸。其中疏水氨基酸

居多 , 而且含有带正电荷的碱性氨基酸 , 这对其跟

细胞膜的脂质双分子层结合提供了条件。R-1的氨基

酸组成见表 3。 

 

图 1  蛋白酶对 R-1活力的影响 

Fig. 1  Effects of proteases on the antimicrobial activity of R-1 
 

表 2  金属离子对 R-1 活力的影响 
Tab. 2  Effects of metal ions on the antimicrobial activity of R-1 

离子浓度(1×102mol/L) 对照 Ba2+ Li+ Mg2+ Mn2+ Fe2+ Cu2+ Sr2+ Pb2+ Zn2+ Ca2+ 

相对活性(%) 100.00 121.66 119.29 111.87 117.21 117.80 116.62 118.69 118.69 118.69 119.59

 
图 2  吐温和 SDS对 R-1活力的影响 

Fig. 2  Effects of chemical agents on the antimicrobial activity of R-1 
 
表 3  R-1 的氨基酸组成 
Tab. 3  Amino acid composition of R-1 

氨基酸组成 亮氨酸 酪氨酸 缬氨酸 异亮氨酸 赖氨酸 甘氨酸 蛋氨酸 丝氨酸 丙氨酸

相对质量分数(%) 22.23 15.39 14.76 11.31 10.24 8.36 7.05 5.18 5.17 
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2.3  R-1 抑菌谱 

由表 4 可知 R-1 溶菌谱广泛, 对多种革兰氏阳

性、阴性菌及部分真菌均有抑菌活性, 尤其是对金黄

色葡萄球菌、肺炎链球菌、大肠杆菌和白假丝酵母

菌等致病菌及腐败假单胞菌、致黑梭状芽孢杆菌等

食品腐败菌有较强的作用。 

2.4  R-1 作用原理的初步分析 

由图 3 可以看出,  R-1 对大肠杆菌和白假丝酵

母菌的作用机理不完全相同。R-1对大肠杆菌作用一

段时间后, 深色颗粒及胞浆内容物成囊状大量外泄,  

最终细胞完全解体; R-1对白假丝酵母菌作用一段时

间后 , 菌体内形成空泡 , 胞内内容物发生絮凝至菌

体死亡。推测是由于细菌和真菌的细胞壁和细胞膜

不完全相同, 所以 R-1的作用方式也不尽相同。 
 
表 4  R-1 的抑菌谱 
Tab. 4  Antimicrobial spectrum of R-1 

指示菌 
抑菌直

径(mm) 
指示菌 

抑菌直径
(mm) 

金黄色葡萄球菌 18.3 短小芽孢杆菌 13.5 

枯草芽孢杆菌 16.2 蜡状芽孢杆菌 16.8 

变形链球菌 14.6 肺炎链球菌 17.4 

粪链球菌 14.7 副溶血弧菌 15.9 

大肠杆菌 17.5 白假丝酵母菌 17.8 

肉毒梭菌 12.3 巴氏固氮梭菌 15.9 

酪酸梭菌 14.5 腐败假单孢菌 17.3 

热解糖梭菌 15.6 至黑梭状芽孢杆菌 17.2 

 

3  讨论 

通过对 R-1 的性质研究发现: 该物质对温度和

pH 稳定 , 不易被蛋白酶降解 , 结合其氨基酸组成 , 

可以得出 R-1 是一种肽类物质。关于抗菌肽的抑菌

机理, 从目前研究成果来看主要是通过作用于细菌

的细胞膜, 具体的作用过程是[9~11]: 抗菌肽首先平铺

在细胞膜上, 通过其所带的正电荷与脂双层外侧带

负电荷的磷脂结合 , 然后取代脂类分子的位置 , 使

脂双层外侧发生扭曲 , 细胞膜产生了相变 , 并且出

现了短暂的离子通道, 从而导致菌体死亡。 

R-1的氨基酸组成主要为疏水氨基酸, 而且含有

带正电荷的 Lys, 推测是通过带正电荷的 Lys与带负

电荷的磷脂分子结合, 然后 R-1 的疏水端插入到指

示菌的疏水区 , 改变膜的构象 , 从而导致菌体的死

亡。有研究表明, 吐温可改善原生质膜的通透性。吐

温 20、吐温 80能增加 R-1的活性, 而且随吐温浓度

的增加抑菌能力增强, 这与吐温能提高膜的通透性

有关, 也为 R-1作用与细胞膜提供了证据[12]。 

 

图 3  透射电镜下正常大肠杆菌和白假丝酵母与 R-1作用

后的大肠杆菌和白假丝酵母的形态结构 

Fig. 3  Structure of normal E.coli and Candida albicans 
compared with E.coli and Candida albicans effected 
by the R-1 under transmission electron microscope 

 
关于抗菌肽的作用机制研究还有种学说 [13]: 孔

道的形成、开启和关闭都依赖于膜的电势, 只有当膜

的电势高于 110 mV时, 孔道才能形成或处于开启状

态。最近, Lockey等[14]通过电镜直接观察到抗菌肽在

细胞膜上造成孔道, 为电势依赖通道的形成提供了

直接证据。金属离子 Ba2+、Li+、Mg2+、Mn2+、Fe2+、

Cu2+、Sr2+、Pb2+、Zn2+、Ca2+对 R-1的抑菌活性有促

进作用, 推测是其能提高膜的电势, 从而提高 R-1的
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抑菌活性; 同时 SDS对 R-1的抑菌活性有抑制作用, 

因为 SDS 是一种阴离子表面活性剂, 减弱了膜的电

势, 从而降低了 R-1的抑菌活性。 

综上所述, R-1通过含有带正电荷的 Lys与带负

电荷的磷脂分子结合, 然后 R-1 的疏水端插入到指

示菌的疏水区 , 改变膜的构象 , 从而导致菌体的死

亡, 同时能够提高细胞膜电势和提高细胞膜通透性

的物质可以提高 R-1的抑菌活性。 
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Abstract: We reported the properties and bacteriostatic mechanism of the antimicrobial peptide R-1from marine Breviba-
cillus laterosporus. R-1 was very stable to keep the antibacterial activity even after incubation at 121 ℃ and in the pH rang 
of 11.0~12.0 for 1 hours. In addition, R-1 was insensitive to trypsin, chymotrypsin, and alkaline proteinase. R-1 activity was 
slightly enhanced by Ba2+, Li+, Mg2+, Mn2+, Fe2+, Cu2+, Sr2+, Pb2+, Zn2+, and Ca2+. R-1 showed good compatibility to many 
common chemical reagents, including EDTA and KH2PO4. Tween and SDS showed obvious effects. Amino acid analysis of 
R-1 showed that R-1 was composed of Leu, Tyr, Val, Ile, Lys, Gly, Met, Ser, and Ala. R-1 had broad-spectrum against many 
bacteria including a number of pathogens. Observation by scanning electron microscopy suggested that the bioactivity 
mechanism of R-1 lied in pertoration of cell membrane, leading to bacterium lysis and death. 
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