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擒薹分别策用分光光度法、菌体量法以及孔扩散法研究了r聚赖氨酸对细菌和真菌的抑菌活性及￡．聚赖氟

酸滚发、pH蓬和瀑褒砖箕李霉整活缝羲影嚷。鐾栗表赘，￡-聚蓑戴羧砖金黄惫蘩莠壤藿、穴瑟蠢蓥、黉彝霉、转蕈

芽孢杆菌、酿酒酵母、保加利征乳杆菌荐6种供试微生物均有一定的抑制作用，对大肠杼菌、金黄色葡萄球菌、保

加利亚乳杆菌抑制效果较好，对黄曲零较差；对各种茵的最小抑菌浓度(MIC)为大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、保

如铡蓬襞耪蔷12。5 mg／L}撼摹蒡孢抒壤25 mg／LI簸渣酵母800 mg／L；囊藏霉l 600 mg／L。r聚教蘸酸辨糖蘩

活性髓英浓度的增加而增强，热稳定性非常好，能耐100℃酶离滠，在pH5～8抑蕾活性最强，与甘戴凝、Nisin郡

有协同增效的作用。

关键塌r聚艘戴竣，搀蕾，簸撬搀蕾浓度

￡-聚赖氨酸(￡-polylysine，简写￡-PL)是由微生物

自色链霉蔼发酵合成的一种嘲赣氨酸单体通过￡一酰

胺键形成的多肽[13，可直接吸附到细胞膜上，最终导

致细胞死亡【2]，或者抑制细菌的呼吸作用，同时作用

子缨骢膜翻蛋鑫合成系统，与核糖体结会挪铡蛋自秘

酶的合成，从而达到杀菌目的c3“】。e-PL能在人体内

分解为赖氨酸，不但没有任何毒副作用，i前i且可以作

隽一种赖氨酸的来源。因她，￡-PL震予天然搀菌荆。

作为新型的天然防腐剂，￡-PL已予2003年lO

月被FDA批准为安全食品保鲜剂。迄今为止，e-PL

戆微生物发酵在基本已实理王韭化，年产千吨。￡一PL

的抑菌作用在国外融有一些相关报道，Shoji Shim等

报道，e-PL对真菌、病毒、革兰氏阳性菌和革兰氏阴

性菌都有骥显鳇抑创作震，具有搀蘧谱广、水溶性好、

安全性高等特点cs一]。Ezaki等报道，￡-PL能延长沙

拉和肉制品的保质期[7]。而圜内这方面的研究还比

较少嘲。

本实验研究E—PL对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌、酿酒酵母、黄曲霉和保加利亚乳杆菌

等6种常煲的食晶瓣染微生物酶摔麓俸臻，确定其最

小抑菌浓度，从而为e-PL作为食品抑菌防腐剂应用

提供实验依据。

l材料粤方法

1．1材料

1．1．1供试蓥糖
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细菌：大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、像加豢J亚巍耱菌；霉壤：黄睦霉；酵母菌：酿酒酵

母。

6种供试菌种均为四川I农业大学食品科学系微

生物实验室保藏麓种。

1．1．2培养基

细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基，酵母菌和霉菌采

撩骂铃薯培养基秘d引。

1．1．3试荆

e一聚赖氨酸(Sigma公司)；乳酸链球菌素(Nisin，

濒巍镶象生物割蕞有限公霭)；磷酸氢二镳(A颡，成都

科龙化工试剂厂)；柠檬酸(AR，成都科龙化工试剂

厂)；甘氨酸(AR，上海生化技术公闾产品)；氢氯化钠

(A歉，成都科龙化工试荆厂)。

1．1．4主要仪器、设备

低温离心机(Thermo公司)；S W-CJ-2FD浩净

工豫台(苏州净纯设备有限公司)；檄藐滤膜过滤器

(上海兴亚净化材料厂)；直径25 mm、孔径0．22 ttm

的微观滤膜<上海兴亚净化材料厂)；H$80恒温摇床

(中圈辩学院武汉科学仪器厂)；壹辍为8 mm的牛津

杯(幂锈钢制)，游标卡尺等。

1．2方法

l。2。l蓄种的活化

将各供试菌种分别接种于新配制的液体培养基

中，缨菌3722培养24h，霉菌、酵母荫28℃培养48h，

然藤分别取0．2 mL倾注培养子平板培养基，再挑取

单个生长好的髓落接种予液体培养基中培养。

l。2．2葛(孢予)悬液秘制备
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吸取0．2 mL菌(孢子)悬液于已灭菌的各自适

宜的平板培养基中，再向平板中倒入溶化后冷却至

45℃左右的培养基，细菌37℃培养24h，酵母菌、霉菌

28℃培养48h，平板计数。根据得到的菌(孢子)悬液

的浓度进行稀释，吸取1．0 mL菌原液加入9．0 mL

无菌生理盐水中，得到稀释10倍的菌悬液，依次进行

梯度稀释，直到得到106～107个／L的菌(孢子)悬液。

1．2．3 最小抑茵浓度(MIC)的测定

通过不同浓度配比的￡-PL的单因素实验，进而

确定各供试菌种的最小抑菌浓度。

含不同浓度抑菌剂培养基制备：将e—PL母液分

别定量加入到融化的培养基，使之彻底溶解，制成含

3．125 mg／L、6．25 mg／L、12．5 mg／L、25 mg／L、50

mg／L，100 mg／L，200 mg／L，400 mg／L，800 mg／L，J

600 mg／L不同浓度抑菌剂的平板。抑菌液用无菌蒸

馏水配制，且用灭菌的微孑L过滤器过滤后备用，下同。

接种培养：将1．2．2中的各细菌、酵母菌菌悬液

以及霉菌孢子悬液分别取0．2 mL倾注到含有不同

￡一PL浓度的平板上，涂布均匀，细菌37℃培养24 h，

酵母菌和霉菌28℃培养48 h，然后观察各平板菌落

的生长情况并计算MIC值。平行操作3次，取平均

值。

1．2．4抑茵效力的测定

分光光度法：分别取1．2．2中稀释好的细菌、酵

母菌菌悬液10 mL。以最低抑菌浓度为依据，菌液添

加相应浓度的e—PLl50”l，并以不加￡-PL的培养基

作为对照。细菌37℃、酵母菌28℃摇床培养，每隔8

h测定1次吸光度值A。。。，连续测定6次。平行操作

3次，取平均值。

菌体重量法：方法同上。28℃摇床培养，每隔

12h各取1瓶培养液，3 000r／min离心10 min，再用

蒸馏水洗涤3次，105℃烘干至恒重，称量并计算菌体

干重，连续测定8次。平行操作3次，取平均值。

1．2．5 不同温度对￡一聚赖氨酸抑茵活性的影响

分别移取400 mg／L￡一PL 150弘L于5个EP管

中，分别在25℃、45℃、55℃、75℃、100℃水浴中浸泡

加热30 min，冷却后备用。采用孔扩散法测定不同

温度处理后的抑菌液的抑菌圈的直径，平行操作3

次，取平均值。

1．2．6不同pH值对￡一聚赖氨酸抑茵活性的影响

用0．1 mol／L，pH为3．0～8．0的磷酸氢二钠一

柠檬酸缓冲液和pH 9～10的甘氨酸一氢氧化钠缓冲

液配制pH值为3、4、5、6、7、8和9，共7个梯度，浓度

为400 mg／L的￡-PL的溶液。分别移取不同pH的

e—PL溶液150／』L，采用孔扩散法测定不同pH的e—

PL溶液的抑菌圈直径，平行操作3次，取平均值。

1．2．7 e—PL、Nisin和甘氨酸及其复配抑茵功效比较

打孔扩散法：用灭菌的琼脂对平板进行封底，牛

津杯(直径为8mm)置于凝固的琼脂上，等距离放5

个。再将各茵(孢子)悬液与相应的培养基按1：10

混合均匀，倾注到平板上。待凝固后，取出牛津杯，分

别将e—PL、Nisin和甘氨酸及其复配的抑菌剂加于孔

内。抑菌剂的配方见表l。

表1抑菌剂的配方

组别

A组

B组

C组

D组

E组

抑菌剂的配方

200 mg／L￡一PL

40 mg／L Nisin

20 mg／L甘氨酸

200mg／L￡一PL+20 mg／I。甘氨酸

200mg／L e—PL+20mg／L甘氨酸+40 mg／L Nisin

细菌在37"C下培养24 h；酵母菌、霉菌在28℃培

养下48h。测定抑菌圈直径大小，确定抑菌效果。每

个试验平行3次，取平均值。

2 结果与分析

2．1 g．-聚赖氨酸的最小抑菌浓度(MIC)

e一聚赖氨酸对6种供试微生物菌的MIC试验结

果见表2和图1。

表2 不同浓度。．聚赖氨酸最低抑菌浓度试验结果

注：”一”表示菌体不生长，”+一”表示有菌体略有生长，”++”。+++””++++”分别表示菌体生长情况。

由表2可知，￡一PL对6种供试菌种的生长均有 显著的抑制作用，并且随着￡一PL浓度的增加，抑制功

  



效明显增强。e-PL抑菌谱广，对革兰氏阴性菌、革兰

氏阳性菌都有强烈的抑制作用，对霉菌和酵母的抑制

作震相对较弱。￡-Pk对大肠栝蒸、金黄色麓萄球菌、

保加和亚乳杆菌的最小抑菌浓度为12．5mg／L，枯草

芽孢杆菌的MIC为25 mg／L，酿酒酵母的MIC为

800 mg／L，黄鼗霉的MIC为l 600 mg／L。

12．5rag／I,e-PL 6．25嗍几s．PL 3—125mCL gqIL

图1 不同浓度rPL对大耢释赣的撺制效祭

2．2 8-聚赖氨酸的抑菌效力

采用分光光度计法和菌嚣平重法对蒙赣氨酸的

抑菌性进行研究，比较e-PL对6种常觅微生物的抑

制效果，结果如图2～图7所示。
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从图2～图5可以看出，e—PL对大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和保加利亚乳杆菌均有明

显的抑制住鼹。被掺制的茵既蠢革兰氏阳性墓又有

攀兰氏阴性菌，既有球菌又有秆荫。

从图6可见，添加12．5mg／L￡一PL对酿酒酵母

几乎没有挪越终用；缀添加400mg／L翻800mg／L￡一

PL对酿滔酵母有明避的抑菌作瑚，这与在M1C测定

巾发现酿酒酵母的MIC为800 mg／L相吻合。
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图4 e-PL对枯草芽孢杆菌的抑制作用
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圈6￡一PL对酿灏酵母的抑翩作用

网7看出，添加12．5mg／Le—PL对黄曲霉几乎没

有翔蔼作罴，添搬1600mg／Le—PL能有效地擦制黄夔

霉生长繁殖。可见e-PL对黄曲霉抑制比较弱。
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2．3热处理对8-聚赖氨酸抗茵效力的影响

热始理对e-PL抗蓥效力影穗錾实验续果冕袭

3。从表3可以看出泞PL水溶液分瘸经25℃、45℃、

55℃、75℃、100℃加热30 min后，各供试菌的抑菌圈

囊径变讫不太，在25．--．王00℃，经逮赛漱处理与未经

过高温处理的e-PL对微生物的抑制作崩无明显麓

异，即说明在25"100℃，￡-PL不分解，不失活。

裹3 g-聚赖氨酸热处瑷对抗菌效力的影响

：。4不霉pH对P聚赣氮酸抗蓥效力的彩羽

不同pH对￡一PL抗谪效力影响结果见表4。

蠢表4可知，在pH值5～8豹时候，￡一P乙对各除

黄魏霉以外酶供试菌种冀有较好酶撵菌效力，璧现毒

清额透亮的摔菌瑟。其中，当pH努?时，￡一PL{莺l麓

效力最好，随着酸性和碱性的增强，￡一PL的抑菌效力

下降。

袭4不同pH对8-PL抑菌效果的影响

2。5抑菌功效比较试验 实验的结果见表5。

￡-PL、Nisin稻嚣氨酸爱其复琵鹃接菌瑰娥毙较

表S 8-PL、Nisin和首氨酸及箕复配挪稽绣效比较

供试菌种
抑菌圈直张／ram

A踅 B缀 e缓 D组 E缀

犬肠轷蔻t4．04 0 0 14．32 14．3t

鑫黄色葡萄菌 12．36 14．01 0 13．83 t4．47

槠攀芽孢杆菌8．89 10．43 9．36 10．72 11．96

缫鼹剃委巍蔟 11．32 11．40 O 11。80 12。74

黄髓霉0 0 O 12．53 12。50

酿酒酵母 9．25 0 0 12．69 12．68

从表5可知，200 mg／Le—PL与40 mg／L Nisin 薄效果；婀时e-PL能够对Nisin不能起到影响作用

裰毖，Nisin撺裁金黄色糠蔫球菌翻裢草芽雍释菌生 孵醮滔酵母呈瑷函一定盼挣麟性。

长然殖的能力明显强于e-PL；Nisin对大肠杆菌没有 200 mg／L￡_PL与20 mg／L甘氨酸复配以后的

骥最的搀剿作用，薅e-PL对丈肠抒蘸具有较好豹抑 搀菌效果眈单一￡-PL麴抑菌效暴积单一的曹氨黢的
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抑菌效聚都要好。甘氮酸对细菌有～定的抑铡襻霸，

慈不麓捧濑酵母耧簿鏊戆繁建。荦猿爱趟s-PL对檄

蕈莽嚣释毽禳黄藏霉擦裁蚕鹱燕，扩po鸶营鏊簸复

既抑镧梧犟芽孢杆菌和黄藏霉生长繁殖的毹力明姓

耀予单一熬t-PL。逡滋鞠rPL纛髓氨黢毙单独魏

耀霹辫蘩范匿夔瓣广泛，势英案协燕撬蘩律爱。

200 mg／L rPL、20 mg／L髓氨酸、40 mg／L Ni—

sin复瓮鸯200mg／L霉-PL，20 mg／L曹糕蔽簸嚣糕

魄，对手革兰氐鬻链蓠摔髓羧暴褥蓊璞挪，辩予其它

精，两者总体抑麓效熙差别不必。

3 黪论

(t)￡-PL对坐赞魍葡萄球菌、大肠抒黼，黄ll扭襟、

穗攀棼稳糟壤、歉滔辩母、绦掇剿受巍箨磷等食燕鬻

鼹镞燕耨均有一定戆瓣糕镬蔼，￡-Pb毒菪广谱戆{霉

黼熊力。

(2>pp℃对夫麟抟蘸、金黄邀鬻莓璩壤、僚攘褒

鼹襞轷蓠的最簸搀落浓度MIC为12。5 mg／L，对横

攀芽魏抒檄豹MIC为25 mg／L，对酿酒黪母的M瓣

势800 mg／L，辩黄馥霉瓣MIC海l 600 mg／L。

(3)￡-PL、营氮酸獠Nisin复配鸯扩pL、嚣氮簸笺

粼稳沈，对众黄惫蘩麴璩落、探湘利艇襞拇慧襁旗攀

癸燕耪嫠黪攘蔫毂蓉褥裂璜擦，黯予太璇姆燕、醚灌

酵母赣薰鞠霉，鬻者艨俸瓣菌效果整剽不太。￡-PL

朔彗氮黢舆有稷强瓣撩弱抗慧搏属，藤妒pL、嚣氨羧

辍Nisin复嚣褥露羲落臻惩避一费魏滋。

(4)毫-PL热稳定褴嚣鬻好，锈瓣100℃商滋，瓣热

瓣蓉l霉菌效聚纂零誉鼹影噙。粼越，在食熬生产熬盖

瓣，$一PL加入瑶，可筒食蕊～硒进行热处理，：次灭

蘸，簸嚣达臻矮糗食磊缳襻麓酶鐾辩。

(5)霉-PL抗蘩溪缝具有辏宽翦pH蘸藏潜，在枣

性、弱酸饿、徽碱性环境中商较强的掷菌性，耐在过皴

或者避骧越蘩姊下抑蘑效聚苓楚禳好。最遥pH篷

势S～8。

通过本实羧对e—PL搠菌特健豹研究，可为霉-PL

在赘黼藏鬻繇攀上熬应蔫挺繁实验梭搀。
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Study on the Antimierobial Activity of嚣-Polylysine
‘

Li Cheng，Shi Lei

(College《Food，Siehuan Agrieukure University，Y 625000fChina)

ABSTRACT The anti-microbial【activity of￡一Polylysine and its effect hetors(including concent】ration，pH

value，temperature)were studied by speetrophotometry，dry bacteria eeli weight and aperture pervasion

method。T'he results showed that扩Polylysine had a inhibition function On Sta参矗ylococcus aut'秽us，Escherich-

ia coli，Aspergillus fta蝴s，Bacillus subtilis，Saccharornyces cerevisiae and LactobacHlus bulgaricus，the
antimicrobial action was especially notable to EscheHchia coli，Sta办是ylococcus auYeus and LactobacHlus bul-

garicus，and itt was not very effective tO Aspergiltus flatus。T1he minimal inhibitory concentration<MIC)

was 12，stag／L for Escherichia coti，Staphylococcus aureus and Lactobadttus bulgaricus，25 mg／L for Ba—

cillus subtilis，800mg／L for Saccharomyces cerevisiae，l 600mg／L for Aspergillus夕1avus。And it was

proved that the stronger the concentration of￡一PL is，the stronger the anti--microbial activity is．。It was also

proved that e-Potylysine has very good thermal stability t being able to endure as high as 100℃temperature
and it can be effective from pH5---8+Besides，the addition of glycine or Nisin can improve antimicrobial 8◇

tivity of￡-Potylysine．

Key words￡-polylysine，baeteriostasis．minimal；inhibitory concentration
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