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摘!要!乳铁素4是牛乳铁蛋白经胃蛋白酶酶解后得到的最重要的抗菌肽!具有较强抗菌活性)
研究表明!乳铁素4对大肠杆菌的最小抑菌质量浓度为#5$67"68!对金黄色葡萄球菌的最小抑

菌浓度 为#5"67"68#葡 萄 糖$蔗 糖$麦 芽 糖$牛 血 清 白 蛋 白%49:&$尿 素$硫 酸 铵 在#!.#
67"68!乳糖$可溶性淀粉在#!"67"68的质量浓度范围内!对乳铁素4的抗菌活性影响不大#
当*,;(或<;(的浓度为!$!.##66’("8!+7;(!或;,;(!的浓度为.5#!$5#66’("8时!乳铁

素4的抗菌活性就会大大降低#随着缓冲盐浓度和有机酸浓度%!$!.##66’("8&的增大!乳铁素

4的抗菌活性呈下降趋势!且在微碱性环境下乳铁素4表现出较强的抗菌活力)
关键词!乳铁素4#抗菌作用#影响因素
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PG,PPGN +L;’Q8QFMB14-NO-NCCMB7!5"#$%,BV&5’()*(+MC#5$67&68,BV#5" 67&68%

-NCONFPMSN(T)@(EF’CN%CEF-’CN%6,(P’CN%49:%E-N,%,66’BME6CE(OG,PN,PF’BFNBP-,PM’B#!.#
67&68%,BV(,FP’CN%CP,-FG,PF’BFNBP-,PM’B#!"67&68G,SNB’NQQNFP’BPGN,BPMU,FPN-M,(
,FPMSMPT’Q8QFMB14)=GN,BPMU,FPN-M,(NQQNFPMSNBNCCW,C-NVEFNVMBO-NCNBFN’Q*,;(’-<;(,P
F’BFNBP-,PM’B!$!.## 66’(&8%+7;(! ’-;,;(!,PF’BFNBP-,PM’B.5#!$5# 66’(&8%’-MB
O-NCNBFN’QS,-M’ECUEQQN-C,(PC)=GNNQQNFPMSNBNCCVNF(MBNVWMPGF’BFNBP-,PM’BCMBF-N,CNC’Q
S,-M’ECUEQQN-CC,(PC’-F,-U’XT(MF,FMVCWMPGMBPGN-,B7N’Q!$P’.##66’(&8)IE-PGN-6’-N%PGN
O-’PNMBW,C6’CPNQQNFPMSNEBVN-C(M7GP(T,(Y,(MBNF’BVMPM’BCMBN,FGF,CN5
;.3<"$*9!(,FP’QN--MFMB4#8QFMB14$",BPMU,FPN-M,(,FPMSMPT"MBQ(ENBPM,(Q,FP’-C

!!乳铁蛋白#8,FP’QN--MB%简称8Q$是富含在初乳 中的一种功能因子%具有抗菌活性等多种生物学功
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能5近代研究表明!8Q虽然具有抗菌活性!但酶解

8Q得到的抗 菌 肽 的 抗 菌 活 性 远 远 高 于8Q!有 若 干

种抗菌肽已从8Q的酶解液中获得5乳铁素 "8,FP1
’QN--MFMB#就是胃蛋白酶酶解8Q所得到的最重要的

抗 菌 肽!8Q降 解 生 成 乳 铁 素 后 抗 菌 活 性 大 大 增

强$.%)=’6MP,等$!%研究了牛乳铁蛋白"简称48Q#经
蛋白酶酶解后 的 活 性 多 肽 的 抗 菌 性 能5利 用 胃 蛋

白酶酶解牛乳或人乳8Q!分别产生乳铁素4"(,FP’1
QN--MFMB4’SMBN!简 称8QFMB14#和 乳 铁 素 ?"8,FP’1
QN--MFMB?E6,B!简称8QFMB1?#两种58QFMB14有!$
个氨基酸残基组成!相对分子质量为%.!/!8QFMB1?
有"0个 氨 基 酸 残 基 组 成!氨 基 酸 顺 序 也 已 测 出)
8QFMB14和8QFMB1?均不易被胃蛋白酶进一步酶解!
均具 有 很 强 的 杀 菌&抑 菌 能 力!且 抗 菌 活 性 超 过 天

然8Q$%%5由于乳铁素具有广谱抗菌特性!对很多食

品病原细菌有杀灭效果!有望作为一种天然抗菌组

分获得广泛应用)为此!作者开展了8QFMB14的抗菌

活性的研究!确立了8QFMB14对大肠杆菌"!,"#$%#和
金黄色葡萄球菌"&5’()*(+#的最小抑菌浓度!研究

了不同的碳 源&氮 源&无 机 盐&有 机 酸&缓 冲 液 及 不

同O?值对其抗菌活性的影响!为其在食品及医药

行业应用提供依据5

=!材料与方法

=>=!材料与仪器

牛乳铁蛋白’纯 度2#Z以 上!天 津 商 学 院 生 化

实验室制备(营养琼脂’化学纯(胃蛋白酶’9M76,公

司产品!华 美 生 物 工 程 公 司 进 口 分 装(胰 蛋 白 胨’

[\[LA 8=A!4:9L*@9=[<]!?:+D9?L̂ ]!

]*@8:*A产 品(牛 血 清 白 蛋 白’49:!华 美 生 物

工程公 司 产 品(其 它 试 剂 均 为 分 析 纯!大 肠 杆 菌

"!5"#$%#&金 黄 色 葡 萄 球 菌"&5’()*(+#’天 津 商 学

院微生物教研室保藏)
&L910!%型可见光 分 光 光 度 计’上 海 精 密 科 学

仪器 有 限 公 司 生 产(电 热 恒 温 水 浴 锅’北 京 市 医 疗

设备总厂生 产(??14..型 电 热 恒 温 培 养 箱’上 海

市跃 进 医 疗 器 械 一 厂 生 产(J,PN-O-’’QO?9F,B!
=NCPN-O? 计’新 加 坡 产 品(低 温 离 心 机’4];<1
+]*公司产品)
=>?!方法

=>?>=!8QFMB14的制备!将48Q溶于蒸馏水中!质

量浓度 为$#7)8!调O? 值 到%5#5加 入 质 量 分 数

%Z的胃蛋白酶!%0_恒温反应"G!然后2#_!.$
6MB终止反应5调O? 值到052!离心".$###-#!
取上清液调整O? 值至中性!用截留相对分子质量

为.####的 超 滤 膜 进 行 超 滤!反 复 超 滤%!"次)
相对分子质量小于.####的产品用 截 留 相 对 分 子

质量为/###的 膜 再 进 行 超 滤!相 对 分 子 质 量 低 于

/###的透过液 立 即 进 行 冷 冻 干 燥"8QFMB14的 相 对

分子质量为%.!/#!于"_保存备用$"%)
=>?>?!确 定8QFMB14对!>"#$%和&>’()*(+的 最

小抑菌 质 量 浓 度!活 化 菌 种!制 备 菌 悬 液!调 菌 浓

为.#0个)685 配 制 质 量 浓 度 分 别 为#!.5#!!5#!

%5#!"5#!$5#!/5#!05#!25#!35#!.#!.$!!#!%#
67)68的8QFMB14溶液5取无菌的装有268DK@
培养基"蛋 白 胨 67)V8!葡 萄 糖.67)V8!酵 母 膏

#5$67)V8!O?值/52#试管!分别加入.68;IH
为.#0 个)68 的 菌 悬 液 及.688QFMB14 溶 液!使

8QFMB14的 最 终 质 量 浓 度 为#!#5.!#5!!#5%!#5"!

#5$!#5/!#50!#52!#53!.5#!.5$!!5#!%5#67)685
每一质量浓度的8QFMB14溶液平行做!次5将试管

置于恒温培 养 箱 中%0_培 养3G!另 将 一 支 不 加

8QFMB14的 试 管 置 于 冰 箱 保 存 作 空 白!然 后 在$/#
B6处测定.5其 中. 为#的DK@培 养 基 中 所 加

的最小8QFMB14质量浓度即 是8QFMB14的 最 小 抑 菌

质量浓度"+L;#5
=>?>@!不同影响因素对8QFMB14抗菌活性的影响

.#不同碳源对8QFMB14抗菌活性的影响’实验

中选取的碳 源 包 括’葡 萄 糖&蔗 糖&麦 芽 糖&乳 糖&
可溶性 淀 粉5 制 备 质 量 浓 度 分 别 为#!!!!#!.##!

!##67)68的各种碳源溶液"乳糖和可溶性淀粉质

量浓度为#!#52!2!"#!2#67)68#5取 无 菌 的05$
68基础培养基"胰蛋白胨07)8!O?值/52#试管!
分别加入#5$68碳源溶液!.68;IH为.#0个)

68的菌悬液及.68最终浓度为最小抑菌质量浓

度下的8QFMB14溶 液!使 各 种 碳 源 的 最 终 质 量 浓 度

为#!#5.!.!$!.#67)68"乳糖和可溶性淀粉为#!

#5#"!#5"!!!"67)68#5每一质量浓度的碳源溶液

平行做!次5 将试管置于恒温培养箱中%0_培养

3G!另将一支不加碳源溶液的试管置于冰箱保存用

作空白!然后测定.值5
!#不同氮源对8QFMB14抗菌活性的影响’实验

中选取的氮源包括’牛血清白蛋白"49:#&尿素&硫

酸铵)各 种 氮 源 的 最 终 质 量 浓 度 为#!#5.!.!$!.#
67)68!其它方法同.#5
%#离子强度对8QFMB14抗菌活性的影响’实验

中选 取 的 盐 类 包 括’*,;(!<;(!;,;(!!+7;(!)
*,;(及 <;(溶 液 的 最 终 浓 度 为#!!$!$#!0$!.##
66’()8!;,;(! 及 +7;(! 溶 液 的 最 终 浓 度 为#!

.5!$!!5$!%50$!$5#66’()8!其它方法同.#5
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"!缓冲盐及其O?值对8QFMB14抗菌活性的影

响"实 验 中 选 取 的 缓 冲 盐 包 括"*,!?D["1
*,?!D["#=-MC1?;(5*,!?D["1*,?!D["及 =-MC1
?;(缓 冲 液 溶 液 的 最 终 浓 度 为 ##!$#$##.##
66’($8#其它方法同.!5
$!有机酸及其O?值对8QFMB14抗菌活性的影

响"实验中选取的有机酸包 括"柠 檬 酸%乳 酸)有 机

酸溶液的最 终 浓 度 为##!$#$##.##66’($8#其 它

方法同.!5

?!结果与分析

?>=!:(,-%A/最小抑菌质量浓度的确定

测定培 养3G后 的!5"#$%培 养 物 和&5’()*(+
培养物的光密度&$/#B6!#根据各自的平均值做出

.18QFMB14质量浓度曲线&见图.!)

图=!不 同 质 量 浓 度:(,-%A/对!>"#$%及&>’()*(+生

长量的影响

)-2B=!C((.,0"(01.:(,-%A/,"%,.%0$&0-"%"%01.2$"<01

"(!>"#$%"$&>’()*(+

!!由图.曲线可知#随着8QFMB14质量浓度增加#

!5"#$%培 养 物 及&5’()*(+培 养 物 的. 值 逐 渐 下

降#表 明 其 抗 菌 活 性 逐 渐 增 强#在 其 质 量 浓 度 达 到

#5$67$68时#!5"#$%基本停止了生长#当8QFMB14
质量浓度"#5$67$68时#!5"#$%培 养 物 的. 值

几乎 都 为#)由 此 可 知#8QFMB14对!5"#$%的 +L;
为#5$67$68#同理#8QFMB14对&5’()*(+的 +L;
为#5"67$685另外#8QFMB14对&5’()*(+的 +L;
比对!5"#$%对 +L;小#这 可 能 源 于 两 种 菌 细 胞 壁

的组 成 不 同#&5’()*(+比!5"#$%对 8QFMB14 更

敏感)
?B?!不同因素对:(,-%A/抗菌活性的影响

?)?)=!不同碳源对8QFMB14抗菌 活 性 的 影 响!测

定培养3G后!5"#$%培养物的光密度&$/#B6!#根
据其平均值做出.质量浓度曲线)

由于碳水化合物是食品中的主要成分#所以实

验中分析了几种常见碳源对8QFMB14抗菌活性的影

响)从图!和图%中可以看出#随着碳源质量浓度

的增加&#!.#67$68!#!5"#$%培养物的. 值几乎

不变#说明所 加 碳 源 对8QFMB14的 抗 菌 活 性 基 本 没

有影响5另外#由于所加的8QFMB14质量浓度为8Q1
FMB14对!5"#$%的 +L;#根据添加碳源后培 养 物 的

.值仍然几乎为#也可知#实验中所选的几种碳水

化合物对8QFMB14的抗菌活性基本没有影响)

图?!葡萄糖!蔗糖!麦芽糖对:(,-%A/抗菌活性的影响

)-2B?!C((.,0"(2’#,"9."9#,$"9.&%*D&’0"9."%01.&%A

0-6&,0.$-&’&,0-7-03"(:(,-%A/

图@!乳糖!可溶性淀粉对:(,-%A/抗菌活性的影响

)-2B@!C((.,0"(’&,0"9.&%*90&$,1"%01.&%0-6&,0.$-&’

&,0-7-03"(:(,-%A/

?>?>?!不 同 氮 源 对8QFMB14抗 菌 活 性 的 影 响!测

定培养3G后!5"#$%培养物的光密度&$/#B6!#根
据其平均值做出.1质量浓度曲线)

由图"可知#49:%尿素%硫酸铵在质量浓度为

#!.#67$68的 范 围 内#!5"#$%培 养 物 的. 值 几

乎不变#接近 于##8QFMB14完 全 保 留 其 原 有 抗 菌 活

性#这说明所 加 氮 源 对8QFMB14的 抗 菌 活 性 基 本 没

有影响5
?>?>@!离 子 强 度 对8QFMB14抗 菌 活 性 的 影 响!测

定培养3G后!5"#$%培养物的光密度&$/#B6!#根
据其平均值作出.1质量浓度曲线)

由图$%图/中曲线可以得出#当有浓度为!$!
.## 66’($8 的 *,;(或 <;(#或 者 .5!$!$5#
66’($8的;,;(!或+7;(!存在时#!5"#$%培养物的

.值随离子 强 度 增 大 而 增 加#表 明8QFMB14的 抗 菌

活性受到离子强度的影响而减弱#而且随着离子强

度的增大#8QFMB14的抗菌活性逐渐降低#而且二价

阳离子比一价阳离子影响更大&;,!‘#+7!‘"<‘#

*,‘!5这可 能 是 因 为 高 浓 度 的 盐 类 会 增 强 疏 水 反
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应!促 进 蛋 白 类 抗 菌 肽 的 高 分 子 聚 合 反 应!从 而 改

变了8QFMB14的分子构象!使其抗菌活性降低5

图E!/+5!尿素!硫酸铵对:(,-%A/抗菌活性的影响

)-2BE!C((.,0"(/+5"#$.&&%*&DD"%-#D9#’F1&0."%

01.&%0-6&,0.$-&’&,0-7-03"(:(,-%A/

图G!H&I’!;I’对:(,-%A/抗菌活性的影响

)-2BG!C((.,0"(H&I’&%*;I’"%01.&%0-6&,0.$-&’&,A

0-7-03"(:(,-%A/

图J!I&I’?!K2I’?对:(,-%A/抗菌活性的影响

)-2BJ!C((.,0"(I&I’?&%*K2I’?"%01.&%0-6&,0.$-&’

&,0-7-03"(:(,-%A/

?>?>E!缓 冲 盐 及 其O? 值 对8QFMB14抗 菌 活 性 的

影响

.".1O?值曲线#用*,!?D["1*,?!D["缓冲

液 测 定 培 养 3G 后 !5"#$% 培 养 物 的 光 密 度

$$/#B6"!根据其平均值做出.1O?值曲线)
由图0中曲线可知!随着 *,!?D["1*,?!D["

缓冲液浓度的增大!!5"#$%培养物的. 值 增 加!这

说明8QFMB14的 抗 菌 效 果 呈 现 下 降 趋 势!随 着O?
值从$5$增加到05$!!5"#$%培养物的. 值逐渐降

低!说明酸性环境对8QFMB14抗菌活性影响较大!在

微碱性O?值环境下8QFMB14抗菌活性影响较小)

图L!H&?MNOEAH&M?NOE缓 冲 液 及 其 不 同 的FM值 对

:(,-%A/抗菌活性的影响

)-2BL!C((.,0"(H&?MNOEAH&M?NOE6#((.$&%*FM"%

01.&%0-6&,0.$-&’&,0-7-03"(:(,-%A/

!!!"=-MC1?;(缓 冲 液#测 定 培 养3G后!5"#$%
培养物的 光 密 度$$/#B6"!根 据 其 平 均 值 做 出.1
O?值曲线)

由图2可 知!随 着 =-MC1?;(缓 冲 液 浓 度 的 增

大!8QFMB14的抗菌效果呈现下降趋势!酸性环境比

微碱性O? 值 环 境 对8QFMB14的 抗 菌 活 性 影 响 大!
在微碱性O?值环境下8QFMB14表现出较强的抗菌

活性5

图P!4$-9AMI’及其不 同 的FM值 对:(,-%A/抗 菌 活 性

的影响

)-2BP!C((.,0"(4$-9AMI’6#((.$&%*FM"%01.&%0-6&,A

0.$-&’&,0-7-03"(:(,-%A/

?>?>G!有 机 酸 和O? 值 对 8QFMB14抗 菌 活 性 的

影响

."柠檬酸#测定培养3G后!5"#$%培养物的光

密度$$/#B6"!根据其平均值做出.1O?值曲线)
由图3可 知!随 着 柠 檬 酸 浓 度 的 增 大!!5"#$%

培养物的. 值增加!这说明8QFMB14的抗菌效果呈

现下降趋势!随 着O? 值 从$5$增 加 到05$!!5"#$%
培养物的. 值 逐 渐 降 低!说 明 酸 性 环 境 对8QFMB14
抗菌活性影响较大!8QFMB14在微碱性O?值环境下

表现较强的抗菌活性)
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图Q!柠檬酸及其不同的FM值对:(,-%A/抗 菌 活 性 的

影响

)-2BQ!C((.,0"(,-0$-,&,-*&%*FM"%01.&%0-6&,0.$-&’

&,0-7-03"(:(,-%A/

!!!!乳酸"测定培养3G后!5"#$%培养物的光密

度#$/#B6!$根据其平均值做出.1O?值曲线)
由图.#可知$随着乳酸浓度的增大$8QFMB14的

抗菌活性呈现下降趋势$酸性环境比微碱性O? 值

环境对8QFMB14影响较大58QFMB14在微碱性O?值

环境下表现出较强的抗菌活性)

图=R!乳酸及 其 不 同 的FM值 对:(,-%A/抗 菌 活 性 的

影响

)-2B=R!C((.,0"(’&,0-,&,-*6#((.$&%*FM"%01.&%0-A

6&,0.$-&’&,0-7-03"(:(,-%A/

!!在缓冲液和有机酸为酸性的环境中$介质中的

阳离子会中和细胞表面的负电荷$降低了具有亲膜

活性的8QFMB14与 细 胞 表 面 致 死 靶 位 的 亲 和 性$从

而使其抗菌活性降低%$&5所以$在8QFMB14与细胞表

面的致死靶位的结合中$离子性的反应起着至关重

要的作用)

@!结!论

实验 表 明$8QFMB14 对 !5"#$%的 +L; 为#5$
7’68$对&5’()*(+的+L;为#5"7’685实验中所

选 的 碳 源 和 氮 源 多 数 是 食 品 中 的 常 见 组 分$其 对

8QFMB14的抗菌活性影响不大$葡萄糖(蔗糖(麦芽

糖(牛血 清 白 蛋 白#49:!(尿 素(硫 酸 铵 在#!.#
7’68$乳糖(可溶性淀粉在#!"7’68的质量浓度

范围内$对8QFMB14的 抗 菌 活 性 几 乎 没 有 影 响5高

浓度的盐类 会 增 强 疏 水 反 应$从 而 促 进8QFMB14的

高分子 聚 合 反 应$会 影 响 到 其 抗 菌 活 性5当 *,;(
或<;(的浓度为!$!.##6’(’8$+7;(!或;,;(!的

浓度为.5#!$5#6’(’8时$8QFMB14的抗菌效果就

会大大降低5随 着 缓 冲 液 和 有 机 酸 浓 度#!$!.##
6’(’8!的增大$8QFMB14的抗菌活性呈现下降趋势$
酸性环境比微碱性O?环境对8QFMB14的抗菌活性

影响大5所以$8QFMB14作为天然的抗菌组分可以有

选择性地应 用 到 相 关 食 品#低 盐(均 相 食 品 等!中$
但有关其抗 菌 图 谱 和 在 食 品 中 的 最 适 添 加 量 还 有

待于进一步的研究5
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