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摘 要 植物提取物对于冰核活性细菌表达冰核活性蛋白具有明显的促进作用。通过添加适量

的芥菜籽热水抽取物培养冰核活性细菌（!"#$%&’&#"("’)*+,#"%&’"(），细菌的冰核活性比原来
提高了!)*+,，菌体的生物量提高了!(*’,。芥菜籽抽提物作为一种效应物分子激活启动子，在
冰核蛋白基因的表达中起到了重要作用，从而显著地提高了细菌高水平表达冰核活性蛋白的能

力。
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冰核活性细菌（12345263781.47281918:;72<
83=17，简称>-?细菌）是可以在较高的温度下
促使水结冰的一类细菌［#］。根据这一特点，可

将其应用于食品的冷冻浓缩［’］。细菌冰核活

性的高低主要与细菌表达冰核活性蛋白的多少

有关［!］。#@@$年［$］，日本学者 A78747;3等人
报道，在培养基中加入植物提取物可以促进冰

核活性细菌表达冰核活性蛋白。#@@#年［+］，日
本 的 厚 生 省 已 经 批 准 将 !"#$%&’&#"(
-"’)*($.,(>-BC<#经高压灭菌后应用在食品
生产领域。本实验所用的菌种（/0"’)*+,#"）
与其同属。此外，该菌种还具有呈冰核活性强，

不易变异等优点。

# 材料与方法

!"! 实验菌种

!"#$%&’&#"("’)*+,#"%&’"(冰核活性
细菌（本实验室从天津地区蔬菜表面分离）。该

菌种的特性见参考文献［(］。

!"# 主要仪器和药品

D’<’#型低温冷冻离心机（E32FG74公司）；

HIJ<!型回转式恒温调速摇瓶柜；H2’#""(低
温恒温器；DI@’<"超声波细胞粉碎机（宁波新
芝科器研究所）；核酸蛋白质检测仪（上海泸西

分析仪器厂）；E%"#<#""恒流泵（兰格恒流泵
有限公司）。&3KL7=.M3$E（#""##"""""F5）购
自NL7=G7217公司；芥菜籽（光头芥，购于天津
市蔬菜种子公司）。

!"$ 芥菜籽抽提物的制备
称取一定量的芥菜籽，碾碎后用乙醚脱脂，

残渣（称取#O）用)"P的热水（#"GQ）抽提#"
G14（剧烈振荡），将抽提液在+"""=／G14下离
心’"G14后取上清液，将上清液冷冻干燥制成
粉末。

!"% 培养基
斜面培养基：见参考文献［)］。
液态种子培养基：见参考文献［’］。
发酵培养基：见文献［’］。

!"& 芥菜籽抽提物作为添加物的发酵培养方
法

在发酵培养基中分别加入"、#$"、’/"、

$’"、+("GO／Q的芥菜籽抽热水抽提物。其他
的培养方法见参考文献［)］。

!"’ 分析指标与测定方法

#*(*# 冰核活性的测定方法［/］

测定温度为0!P，时间为"*+G14，分析指
标是冻滴率（,）。
冻滴率R冻结液滴数S#""／!"。
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!"#"$ 菌体生物量的测定方法
用菌体干重法测定细菌发酵生物量［%］。

!"# 冰核活性蛋白的分离纯化方法
将获得的发酵液用缓冲液洗涤后悬浮，用

超声波破碎菌体细胞，离心除去细胞碎片，低温

下透析浓缩上清液，离心取沉淀，用少量缓冲液

悬浮沉淀，利用凝胶（&’()*+,-’./）过滤方法分
离纯化，收集含冰核蛋白质吸收峰的洗脱液。

$ 实验结果

$"! 芥菜籽抽提物的制备结果
称取芥菜籽!$01，按!"2节的方法处理后

得到产品!21，芥菜籽热水抽提物的提取率仅
为!3".4［.］。

$"$ 芥菜籽抽提物对冰核活性菌的影响
按照!"0节的培养法，对 !"#$%&’&#"(

"’)*+,#"5&$3#进行发酵培养，结果见图!和
图$。

图! 芥菜籽抽提物对!"#$%&’&#"(
"’)*+,#"5&$3#冰核活性的影响

图$ 菜籽抽提物对!"#$%&’&#"(
"’)*+,#"5&$3#生物量的影响

由图!和$可知，在培养基中添加芥菜籽
抽提物对!"#$%&’&#"("’)*+,#"5&$3#的生

物量和冰核活性均有明显的促进作用。当菜籽

抽提物的加入量为!361／%367时对生物量的
促进作用最明显，菌体质量可达0"!$1／7（干物
质），比空白增加了2#8$4。冻滴率为92824
（3806:;内测得），比空白增加了2%"04。

$"% 芥菜籽抽提物对细胞形态特征的影响
对菜籽抽提物具有促进 !"#$%&’&#"(

"’)*+,#"5&$3#的高水平的表达冰核活性蛋
白质的现象，进行了发酵培养物的细胞形态的

显微观察，试验结果见图2和图.。

图2 培养基中未添加菜籽抽提物（<!333）

图. 培养基中添加菜籽抽提物（<!333）

通过在显微镜下观察冰核细菌的细胞形

态，从图2和图.的比较可知，在发酵培养基中

加入菜籽抽提物后，菌体细胞的形态发生了明

显的变化，胞外分泌物增多，细胞粘连的现象增

强。而且在培养基中添加了菜籽抽提物后培养

出的细菌的冰核活性远远高于培养基中未添加

芥菜籽抽提物培养出的细菌的冰核活性，所以

形成=型冰核活性蛋白的可能性明显增加。因
此可以推测出发酵中的培养物的菌体细胞形态

跟冰核活性蛋白的过量表达有关。
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!"# $%&’()*+%#,凝胶层析柱分离纯化冰核
活性蛋白

将按!"#节方法制备的待分离纯化的含冰
核活性蛋白质的发酵悬液，作$%&’()*+%,-凝
胶层析柱分离纯化，实验结果见图.和图/。

图. 未加菜籽抽提物蛋白的凝胶层析图谱

图/ 添加菜籽抽提物蛋白
的凝胶层析图谱

图.和/所出现的峰的形状相同，但加入
芥菜籽抽提物的蛋白溶液在层析时的吸收峰的

最大值和峰的积分面积比没有添加芥菜籽抽提

物有了明显的提高，这说明加入芥菜籽抽提物

后细菌分泌的冰核活性蛋白的量有显著地增

加。

0 讨 论

在培养基中加入芥菜籽抽提物不但可以促

进冰核活性细菌表达冰核活性蛋白质，而且也

可以提高细菌的生物量，该现象对大量制备冰

核活性蛋白质具有重大意义。这种现象是因为

芥菜籽抽提物在冰核蛋白基因表达中扮演了重

要的角色，它可能作为一种效应物分子激活启

动子，增强转录的起始。从而显著地增加了细

菌分泌冰核活性蛋白的量，提高了细菌高水平

表达冰核活性蛋白的能力。
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澳大利亚利用葡萄渣制作保健食品

香醇的葡萄酒不仅口感好，还有健体强身的作用。最近，澳大利亚科学家利用从加工葡萄酒剩下的残渣中提取的抗氧化剂制

成有益健康的椒盐脆饼。

在澳大利亚南部的巴罗萨葡萄酒加工区，每年都会产生大约P万4葡萄渣，研究者从葡萄渣里挑出葡萄籽，再将富含抗氧化剂
的葡萄籽皮熔化成液体，经过烘干就制成了黄色粉末状的抗氧化剂。将这种抗氧化剂添加到休闲食品中，可制成各种有益健康的

小食品。
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