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摘  要：【目的】分析枯草芽孢杆菌纳豆菌亚种 Bna05 菌株代谢产物中脂肽类物质的存在情况，

并探讨它们在抗霉功能中所发挥的作用。【方法】利用特异性引物对 Bna05 菌株进行脂肽合成酶类

基因片段扩增、测序和 BLAST 比对分析；通过平板抑菌圈区域取样法获得 Bna05 菌株的高抗霉活

性代谢产物，对该产物进行反相高效液相色谱(RP-HPLC)分离；用琼脂微稀释法测定分离物的抗霉

活性，并对活性分离物进行质谱鉴定。【结果】Bna05 菌株含有 sfp 和 srfAA 基因，未检测到 ituC、

ituD、fenD、fenACE、bymB、bymC 基因；RP-HPLC 分离得到 3 组抗霉活性物质 F2、F3和 F4，F2

中未检测到脂肽类物质，从 F3和 F4中分别鉴定出两类 Surfactin 同系物：V7-surfactin 和 I/L7-surfactin。

两类 Surfactin 分别与 F2组合使用时，均表现出抗霉协同作用；此外，与 Surfactin 单独使用相比，

两类 Surfactin 混合物与 F2组合后的协同抗霉活性得到进一步增强。【结论】Bna05 菌株所产脂肽类

物质主要是 V7-surfactin 和 I/L7-surfactin，Surfactin 与 Bna05 菌株所产其它活性物质之间存在抗霉协

同作用，而 V7-surfactin 和 I/L7-surfactin 的同时存在，对于增强这种协同抗霉作用是有利的。 
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Abstract: [Objective] To isolate and identify lipopeptides in metabolites of Bacillus subtilis subsp. 
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natto Bna05 and to assess antifungal activity of the identified lipopeptides. [Methods] Primers 
specific for lipopeptide synthetases were used to amplify DNA fragments from strain Bna05 by PCR. 
The amplified DNA fragments were sequenced and analyzed using BLAST against GenBank 
database. The antifungal metabolites were obtained from the inhibition zone formed between Bna05 
and Aspergillus niger on modified PDA plate and separated by RP-HPLC. Antifungal activity of 
fractions separated by RP-HPLC was determined by micro-dilution method and the active molecules 
were identified by mass spectrum analysis. [Results] Genes for srfAA and sfp were identified in 
strain Bna05. However, genes encoding for ituC, ituD, fenD, fenACE, bymB and bymC were not 
detected. Three active fractions F2, F3 and F4 were isolated by RP-HPLC. Lipopeptide was not 
detected in F2. Two kinds of surfactin variants were identified from F3 and F4: V7-surfactin variants 
in F3 and I/L7-surfactin variants in F4. Synergistic effect against Aspergillus niger was observed 
when F2 was used together with either V7-surfactins or I/L7-surfactins. The best antifungal activity 
was obtained when all three fractions were used together. [Conclusion] V7-surfactins and 
I/L7-surfactins were the main lipopeptides secreted by B. subtilis natto Bna05. Synergistic antifungal 
effect was found against Aspergillus niger when surfactins were used together with other active 
compounds such as F2. The greatest synergistic effect was obtained when both V7-surfactins and 
I/L7-surfactins were used together with F2. 

Keywords: Bacillus subtilis natto, Lipopeptide, Antifungal, Surfactin 

芽孢杆菌(Bacillus)因其能产生广谱抗菌活性

的脂肽类物质，在食品、环境、医药等多个领域中

具有重要应用价值。报道较多的产抗菌脂肽的芽孢

杆菌主要有枯草芽孢杆菌(B. subtilis) [1-2]、蜡样芽孢

杆 菌 (B. cereus)[3-4] 、 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 (B. 

amyloliquefaciens)[5-6] 、 地 衣 芽 孢 杆 菌 (B. 

licheniformis)[7-8]等，它们所产抗菌脂肽的种类主要

有 表 面 活 性 素 类  (Surfactins)[2,9-10] 、 丰 原 素 类 

(Fengycins)[11-12]、伊枯草菌素类 (Iturins)[2,9]及一些

结构类似物如抗霉枯草菌素(Mycosubtilin)[13]、杆菌

抗霉素(Bacillomycin)[14-15]、地衣素(Lichenysin)[7-8]

等。关于这些脂肽类物质的分子结构、功能特性及

应用等已引起众多研究者的广泛关注，并逐渐成为

近年来的研究热点。 

枯草芽孢杆菌纳豆菌亚种 (B. subtilis subsp. 

natto)常简称纳豆芽孢杆菌或纳豆菌，其代谢产物具

有较强的抗菌活性。由于该菌来源于传统发酵食品

纳豆，因而在安全性方面比其它芽孢杆菌更加值得

信赖，近年来，已被用于新型食品防腐保鲜剂[16-18]

及抗菌药物[19]的研发。研究[20-21]认为，纳豆芽孢杆

菌之所以具有较强的抗菌活性，与其代谢产物中含

有脂肽类物质有关，然而，关于纳豆芽孢杆菌所产

脂肽的种类及分子结构，至今未见有确凿的资料  

报道。 

在前期研究工作中，我们从市售的纳豆中分离

到具有高抗霉活性的 Bna05 菌株，该菌株在改良马

铃薯葡萄糖琼脂(Potato dextrose agar，PDA) 平板上

对 黑 曲 霉 (Aspergillus niger) 、 黄 曲 霉 (Aspergillus 

flavus)、烟曲霉(Aspergillus funigatus) 等都具有良好

的 抑 制 作 用 ， 并 且 对 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus)、大肠杆菌(Escherichia coli)

等多种细菌也有明显的抑制效果(数据未报道)。本

文利用特异性引物对该菌 DNA 进行脂肽合成酶类

相关基因片段扩增、测序和 BLAST 比对分析；同

时，对该菌的高抗霉活性代谢产物进行反相高效液

相 色 谱 (Reversed phase high performance liquid 

chromatography，RP-HPLC)分离和质谱鉴定，旨在

分析该菌所产抗菌脂肽的种类并探讨它们在抗霉

活性中所发挥的作用，为开发新型、安全、高效的

食品防腐剂或抗霉药物提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌种及培养基 

Bna05 菌株：采用常规平板划线分离法从市售

纳豆中分离得到。16S rRNA 基因序列分析及生理
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生化鉴定的结果表明(数据未报道)，该菌株为枯草

芽孢杆菌纳豆菌亚种。  

黑曲霉：购自中国普通微生物菌种保藏管理中

心(CGMCC 3.6469)。 

改良 PDA 培养基(g/L)：新鲜的去皮马铃薯

200.0，葡萄糖 20.0，琼脂 20.0，酵母浸出粉 3.0，

Na2HPO4 1.5，KH2PO4 1.0，丙氨酸 0.3，谷氨酸    

0.3 g，天冬氨酸 0.3，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

改良 MM 培养基(g/L)：NaNO3 20.0，葡萄糖

20.0，Na2HPO4 1.5，KH2PO4 1.0，酵母浸出粉 3.0，

琼脂 15.0，1×105 Pa 灭菌 20 min；葡萄糖单独   

灭菌。 

1.2  其他材料、主要试剂和仪器 

96 孔 PCR 产物纯化板，Millipore 公司；12 孔

平底细胞培养板，美国 Corning 公司。脂肽合成酶

类基因片段特异性引物由北京六合华大基因科技 

股份有限公司武汉分公司合成；乙腈、甲醇和三氟

乙酸为 Tedia 色谱纯试剂；酵母浸出粉为国产生物试

剂 ； 其 它 试 剂 均 为 国 产 或 进 口 分 析 纯 试 剂 。

LYNX6000 型高速冷冻离心机、LTQ Velos Pro 质谱

仪，美国 Thermo Scientific 公司；9700 型 PCR 扩增

仪、3730XL 型 DNA 测序仪，美国 Applied Biosystems

公司；冷冻干燥机，美国 GOLD-SIM 公司；20A 半

制备型 HPLC 系统，日本 Shimadzu 公司。 

1.3  抗菌脂肽合成酶类基因片段的检测方法 

Bna05 菌株在 LB 培养基中培养过夜，4 °C、

10 000 r/min 条件下离心 10 min 得菌体，参考

Athukorala 等[22]报道的方法提取菌体 DNA。所检测

的抗菌脂肽合成酶类基因片段及对应的特异性引

物如表 1 所示。PCR 过程及条件按照 Mora 等[23]报

道的方法。PCR 产物经 96 孔纯化板纯化和 DNA 测

序 仪 测 序 ， 在 NCBI (National Center for 

Biotechnology Information)中通过 BLAST 将所测得

序列与文库中现有序列进行相似性比对分析。 
 

表 1  所检测的脂肽合成酶类基因片段及其引物 
Table 1  The primers for biosynthetic genes of several antibiotic lipopeptides synthetases 

脂肽名称 

Lipopeptide 

基因 

Gene 

引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequence (5′→3′) 

产物长度 

Product length (bp) 

参考文献 

References 
Iturin A ituC ITUCF GGCTGCTGCAGATGCTTTAT 423 [23-24] 

  1TUCR TCGCAGATAATCGCAGTGAG   

 ituD ITUDF ATGAACAATCTTGCCTTTTTA 1 203 [25-26] 

  ITUDR TTATTTTAAAATCCGCAATT   

Fengycin fenD FEND1F TTTGGCAGCAGGAGAAGTTT 964 [27] 

  FEND1R GCTGTCCGTTCTGCTTTTTC   

 fenACE FENACEF CCCATCCGACYGTAGAAG 820 [28] 

  FENACER GTGTAAGCRGCAAGYAGCAC   

Surfactin sfp Sfp-f ATGAAGATTTACGGAATTTA 675 [28-29] 

  Sfp-r TTATAAAAGCTCTTCGTACG   

 srfAA SRFAF TCGGGACAGGAAGACATCAT 201 [23-24] 

  SRFAR CCACTCAAACGGATAATCCTGA   

Bacillomycin bymB BYMBF  GAATCCCGTTGTTCTCCAAA 370 [23] 

  BYMBR GCGGGTATTGAATGCTTGTT   

 bymC BACC1F GAAGGACACGGCAGAGAGTC 875 [27] 

  BACC1R CGCTGATGACTGTTCATGCT   
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1.4  Bna05 菌株高抗霉活性代谢产物的制备  

方法 

采用平板抑菌带区域取样法制备 Bna05 菌株的

高抗霉活性代谢产物。具体方法为：在直径 15 cm

的无菌培养皿中倒入灭菌后冷却至 45 °C 左右的改

良 PDA 培养基 20 mL，待其冷却凝固后，将活化好

的 Bna05 菌株点接于平板上距边缘约 2.5 cm 的圆周

区域，28±1 °C 倒置培养 24 h，再在平板中心部位

接入 106 CFU/mL 的黑曲霉孢子悬液 10 μL，静置待

干后，继续倒置于 28±1 °C 培养 4−6 d，可观察到在

Bna05 菌株的菌落周围形成了对黑曲霉生长有明显

抑制作用的抑菌带(图 1)。以相同条件下只接种黑曲

霉的平板为对照。用无菌刀片将图 1 所示抑菌带区

域及对照区域的培养基取下，分别以 50% (体积比)

的甲醇为溶剂浸提 30 min (溶剂用量与所取培养基

重量相同)，所得浸提液经 0.22 μm 超滤膜过滤，供

RP-HPLC 分离使用。 

1.5  RP-HPLC 分离方法 

采用 Waters Symmetry C18 4.6 mm×150 mm、

粒径 5 μm 色谱柱。流动相 A 为超纯水，流动相 B

为乙腈:甲醇=5:1 (体积比)的混合溶液，A、B 中均

含 0.04% (体积比)三氟乙酸；洗脱梯度为：0−8 min，

10% B；8−48 min，10%−96% B；48−55 min，96% 

B；55−56 min，96%−10% B。比较样品组和对照组

的 HPLC 图谱，收集样品中与对照组不同的各洗脱

峰，冻干，供抗霉活性分析和质谱鉴定使用。 
 

 
 

图 1  Bna05 菌株在改良 PDA 平板上对黑曲霉形成的抑

菌区域 
Figure 1  The inhibition zone formed between strain 
Bna05 and A. niger on modified PDA plate 

1.6  琼脂微稀释法(Agar micro-dilution method)

测定 RP-HPLC 分离物的抗霉活性 

传统的琼脂稀释法是测定抗霉活性的一种准

确和有效的方法，然而该方法需要的试剂量大，

不适用于待测试剂量较少的情况。因此，采用琼

脂微稀释法[30]测定 RP-HPLC 分离物的抗霉活性：

在平底 12 孔板的各孔中依次加入经 2 倍连续稀释

的待测物水溶液 20 μL 和 980 μL 改良 MM 培养基，

使第一个孔中待测物的浓度为 200 μg/mL，其它孔

中的待测物浓度依次两倍递减，以待测物浓度为 

0 的孔作为对照。待培养基冷却凝固后，在各孔的

中心点加入浓度为 106 CFU/mL 的黑曲霉孢子悬

液 5 μL，静置待干，倒置于 28±1 °C 恒温培养箱

中培养 48 h，测定各孔中黑曲霉的菌落直径，按

下式计算霉菌生长抑制率 (Fungal inhibition rate，

FIR)： 

FIR%=[(dc–dx)/dc]×100 

dc：对照孔中霉菌菌落直径(mm)；dx：样品孔

中霉菌菌落直径(mm)。 

FIR%≥50%时所对应的样品浓度中的最低值即

为该样品的 MIC50，实验重复 3 次。 

1.7  抗霉活性成分的鉴定方法 

具有抗霉活性的 RP-HPLC 各分离物经质谱鉴

定以确定其成分。采用配置 HESI-II 探针的 LTQ 

Velos Pro 质谱仪对 RP-HPLC 分离得到的抗霉活性

物质进行鉴定。分析程序设置、上样和数据收集通

过 LTQ Tune 软件实现。通过 Xcalibur 软件进行实

验数据分析。 

对 于 质 谱 分 析 无 法 直 接 鉴 定 出 其 成 分 的

RP-HPLC 分离物，则通过 LC-MS/MS 进行鉴定。

液相分离采用 Acclaim PepMap RSLC C18 柱，液相

及串联质谱分析均参考刘静等[31]的方法。所得串联

质谱数据通过 MASCOT 搜索 Uniprot 数据库。搜索

条件：Trypsin 消化，遗漏酶切位点 1 个，一级质谱

误差 5×10−6，二级质谱误差 0.25 Da，固定修饰

Carbamidomethyl (C)，可变修饰 Oxidation (M)，显

著性阈值 0.05。 
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1.8  抗霉活性成分间的抗霉协同作用测定 

将 RP-HPLC 所分离到的各抗霉活性成分，参

考它们在抑菌带区域中的含量之比(约等于各分离

物冻干后的质量比)进行组合，按照上文中的琼脂微

稀释法测定各组合的 MIC50，分析各组分间的抗霉

协同作用。 

2  结果与分析 

2.1  脂肽合成酶类基因片段检测结果 

8 对引物中，只有 Sfp-f/Sfp-r 和 SRFAF/SRFAR

两对引物的 PCR 产物出现了预期的条带，纯化、测

序后，在 NCBI 中通过 BLASTx 进行相似性分析，

结果表明，这两对引物的扩增产物与 Bacillus 来源的

多个不同登录号的相应序列都具有很高的相似性 

(表 2)。BACC1F/BACC1R 和 FENACEF/FENACER

两 对 引 物 的 扩 增 产 物 为 非 特 异 性 条 带 ，

BMYBF/BMYBR、FEND1F/FEND1R、ITUCF/ITUCR

和 ITUDF/ITUDR 四对引物的 PCR 产物电泳检测结

果无条带显示。因此，可以判断 Bna05 菌株含有

Surfactin 合成的相关基因，未检测到 IturinA、

Fengycin 及 Bacillomycin 合成相关基因片段的存在。 

2.2  RP-HPLC 分离物及其抗霉活性 

采用抑菌圈区域取样法制得的 Bna05 菌株代谢

产物经 RP-HPLC 分离后，依次得到 F1、F2、F3、

F4 共四组峰。其中 F1 为样品组和对照组的共有峰，

因此仅收集后三组峰，冻干，用于抗霉活性测定和

质谱分析。 

采用琼脂微稀释法测得 F2、F3、F4 对黑曲     

霉 的 MIC50 分 别 为 22.3±3.5 、 172.7±12.6 和

136.2±10.7 μg/mL。 

2.3  抗霉活性物质的质谱鉴定结果 

质谱检测的结果，未发现 F2 中存在已知的抗菌

脂肽，也未鉴定出 F2 中的其它抗霉活性物质。在 F3

中检测到 M/Z 为 1 008.65 的两种 V7-surfactins，分别

为 C14-V7-surfactin 和 C13-E1(CH3)-V7-surfactin (图 2)。

在 F4 中检测到了 m/z 分别为 1 008.65、1 022.65 和   

1 036.68 的 3 种 I/L7-surfactin 同系物 (图 3)。所鉴定

出的 Surfactin 同系物的种类及氨基酸序列见表 3。 

2.4  LC-MS/MS 检测结果 

采用 LC-MS/MS 对样品 F2 进行了进一步的检

测 。 MASCOT 检 索 的 结 果 表 明 ： F2 中 含 有 与

Nattokinase、Subtilisin、Fibrinolytic enzyme 等多种

活性蛋白相匹配的成分，其中，可能与抗霉活性有

关的成分见表 4。表 4 所列活性物质中，Subtilisin

通常是由芽孢杆菌产生的一种蛋白酶，有研究证实

其结构类似物具有抗霉活性 [32]，Serine alkaline 

protease 对多种病原真菌具有良好的抑制作用[33]，

Fibrinolytic enzyme 也已被证实可能与抗霉活性有

关[34]。这些抗霉蛋白的存在，可能是样品 F2 表现出

较强抗霉活性的原因。F2 中抗霉蛋白的分离纯化和

抗霉活性测定，有待于进一步的研究。 
 

表 2  脂肽合成酶类基因片段特异性引物 PCR 扩增产物序列的 BLAST 结果 
Table 2  Blast results of the sequenced products obtained from PCR amplification using specific primers for biosynthetic 

genes of lipopeptides synthetases 
引物 

Primer 

扩增产物长度 

Product length (bp) 

匹配酶类 

Obtained match 

NCBI 登录号 

Accession No. 

一致性 

Identities (%) 

E 值 

E-value 
Sfp-f 675 Sfp [Bacillus subtilis] AEK64474.1 97 1e–144 

Sfp-r  Sfp [Bacillus subtilis] ACN67521.1 99 8e–140 

  Sfp [Bacillus subtilis] ACN67523.1 97 2e–134 

  Sfp [Bacillus subtilis] ACN67522.1 98 4e–128 

SRFAF 201 Surfactin synthase subunit1 [Bacillus] WP_010886402.1 100 3e–25 

SRFAR  Surfactin synthetase 
[Bacillus subtilis] 

BAA02522.1 100 3e–25 

  srfA1 [Bacillus subtilis] CAA49816.1 100 3e–25 

  Surfactin family lipopeptide synthetase A 
[Bacillus subtilis] 

SEN92599.1 96 7e–24 
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图 2  F3中 V7-surfactins 的二级质谱图 
Figure 2  MS2 spectrum of V7-surfactins in F3 

 

 
 

图 3  F4中 I/L7-surfactins 的二级质谱图 
Figure 3  MS2 spectrum of I/L7-surfactins in F4 

注：A：C13-I/L7-surfactin 的二级质谱图；B：C13-E1(CH3)-I/L7-surfactin 的二级质谱图；C：C14-E1(CH3)-I/L7-surfactin 的二级质谱图. 

Note: A: MS2 spectrum of C13-I/L7-surfactin; B: MS2 spectrum of C13-E1(CH3)-I/L7-surfactin; C: MS2 spectrum of C14-E1(CH3)-I/L7-surfactin. 
 

表 3  Bna05 菌株所产 Surfactin 同系物 
Table 3  The identified surfactin variants secreted by strain Bna05 

质荷比 

[M+H]+ (m/z) 

结构 

Structure 

表面活性素 

Surfactins 
1 008.65 CH3-(CH2)10-CH-CH2-CO-E1-I/L2-I/L3-V4-D5-I/L6 -V7

O
C14-V7-surfactin 

1 008.65 CH3-(CH2)9-CH-CH2-CO-E1(CH3)-I/L2-I/L3-V4-D5-I/L6 -V7

O
C13-E1(CH3)-V7-surfactin 

1 008.65 CH3-(CH2)9-CH-CH2-CO-E1-I/L2-I/L3-V4-D5-I/L6 -I/L7
O

C13-I/L7-surfactin 

1 022.65 CH3-(CH2)9-CH-CH2-CO-E1(CH3)-I/L2-I/L3-V4-D5-I/L6 -I/L7
O

C13-E1(CH3)-I/L7-surfactin 

1 036.68 CH3-(CH2)10-CH-CH2-CO-E1(CH3)-I/L2-I/L3-V4-D5-I/L6 -I/L7
O

C14-E1(CH3)-I/L7-surfactin 
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表 4  LC-MS/MS 检测到的样品 F2中可能与抗霉活性有关的蛋白质 
Table 4  The antifungal activity related proteins identified by LC-MS/MS in sample F2 

蛋白名称 

Protein name 

Uniprot 登录号 

Uniprot accession No. 

分子量 

Mass (Da) 

Mascot 分值

Mascot score

序列覆盖率 

Sequence coverage (%) 

来源微生物 

Origin organism 
Subtilisin Q7WVA6 39 547 271 29 Bacillus subtilis 

Fibrinolytic enzyme A4USB1 37 115 220 32 Bacillus subtilis 

Thermostable serine  
alkaline protease 

L8AEF2 39 479 258 26 Bacillus subtilis 
BEST7613 

 

2.5  活性成分间的抗霉协同作用 

将 F2、F3、F4 参照它们在平板抗霉区域中的含

量之比(约等于它们冻干后的质量比 3:1:1)，进行组

合，F2:F3、F2:F4 的质量比均为 3:1，F3:F4 的质量比

为 1:1。为了比较在 Surfactins 总量不变的情况下，

两类 Surfactins 共存时的协同抗霉活性有无变化，

将组合 F2:F3:F4 的比例设定为 3:0.5:0.5。所测得各

组合的 MIC50 值如表 5 所示，由表 5 可见，F2:F3、

F2:F4、F2:F3:F4 三个组合的 MIC50 值与它们各自的

MIC50 相比，降低幅度均在 50%以上。方差分     

析(P<0.05)表明，F2:F3 与 F2:F4 的 MIC50 值之间差异

不显著，F2:F3:F4 的 MIC50 值分别与 F2:F3 和 F2:F4 的

MIC50 值相比，均有显著的降低。说明 V7-surfactins

与 F2、I/L7-surfactins 与 F2 之间都有一定的抗霉协

同作用，而两类 Surfactins 共同存在时能有效增强

其抗霉协同作用。F3:F4组合的 MIC50值无明显变化，

说明两类 Surfactins 之间无协同作用。 

3  讨论 

芽孢杆菌抗菌脂肽的制备和分离通常是以发

酵上清液为原料，采用加酸沉淀法[35-36]实现的。然 
 

表 5  各活性分离物组合对黑曲霉的 MIC50值  
Table 5  The MIC50 of different combinations of the 

active fractions against A. niger 

组合 

Combinations 

比例 

Ratio (m/m) 

MIC50 
(μg/mL, total 
concentration) 

F2:F3 3:1 10.2±2.1 

F2:F4 3:1 11.1±3.5 

F3:F4 1:1 >100 

F2:F3:F4 3:0.5:0.5 8.9±2.7 

而纳豆芽孢杆菌发酵上清液中大分子蛋白类物质

的含量较高，因此所得酸沉淀物中大部分是蛋白类

物质，不利于脂肽的分离纯化。本研究采用抑菌圈

区域取样法，既保证了样品中含有有效的抗霉活性

物质，同时也避免了与抗霉活性无关的大分子代谢

产物的干扰，有利于样品的后期分离和成分鉴定。 

分子鉴定的结果表明，Bna05 菌株含有 srfAA

和 sfp 基因，两者都是 Surfactin 合成所不可缺少的。

其中 srfAA 是 srfA 操纵子中的结构基因之一。srfA

操 纵 子 通 常 在 对 数 生 长 期 的 后 期 依 赖 于

ComA-ComP 复合物的调节作用启动[37]，comA 是早

期发现的一种与细菌竞争性发展有关的基因[38]，其

产物 ComA 的活性受蛋白激酶 ComP 作用下的磷酸

化调节。磷酸化后的 ComA 能与 ComP 形成复合物

并作为正向调节因子结合到 srfA 操纵子上，从而使

转录启动[39]。srfA 操纵子的表达同时还受培养基中

葡萄糖浓度和谷氨酰胺浓度的调节[37,39]，当培养基

中葡萄糖含量过高时，srfA 操纵子会通过另一种不

依赖于 ComP 的方式表达[37]，而培养基中谷氨酰胺

过量时，会对表达产生抑制作用[39]。sfp 是位于 srfA

操纵子下游 4 kb 处与 Surfactin 合成相关的另一个基

因 [37] ， 负 责 编 码 磷 酸 泛 酰 巯 基 乙 胺 基 转 移 酶

(Phosphopantetheinyl transferase)，该酶可激活参与

Surfactin 合成的多酶复合体[40]，因而对于 Surfactin

的生物合成具有重要意义。 

在 Uniprot 和 NCBI 数据库中对纳豆芽孢杆菌的

多个菌株，如 BEST195 菌株等的蛋白质库及基因文

库进行检索的结果表明：这些菌株也只含有 Surfactin

合成酶类及相关基因，未检索到 Iturin、Fengycin 合

成酶类或基因。这说明只合成 Surfactin 而不能合成
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Iturin 和 Fengycin 并不是 Bna05 菌株的独有特性，很

可能是多数纳豆芽孢杆菌菌株的共同特征。 

与抗菌脂肽 Iturin 和 Fengycin 相比，Surfactin 本

身的抗菌活性通常较弱，但它能与 Iturin、Enrofloxacin

等多种抗霉活性物质一起表现出较强的协同作    

用[41-42]，这与本研究中发现 F3、F4 均与 F2 存在抗霉

协同作用的结果是一致的。Surfactin 因其两性分子特

性，很容易与蛋白、脂类等多种物质相结合。

Maget-Dana 等[42]在研究 Surfactin 与 Iturin 协同作用时

发现，Iturin 能结合到 Surfactin 形成的单分子膜上，

并借助 Surfactin 极强的表面活性，从而可以更容易靠

近目标细胞并破坏其细胞膜。本研究中 Surfactin 与

F2 协同作用的机理虽然还不明确，但 Surfactin 的特性

决定了它能与 F2 中的抗霉活性蛋白结合，从而增强抗

霉活性蛋白与霉菌细胞的亲和力，更加容易接近和进

入霉菌细胞，这可能是 Surfactin 与 F2 之间协同效应

的一个主要原因。至于 V7-surfactin 和 I/L7-surfactin 同

时存在时可增强 Surfacin 抗霉协同作用的原因，可能

与 V7-surfactin 相对较好的亲水性及利于在水相中的

分散有关，具体原因有待进一步的深入研究。 

Surfactin 与其它抗菌药物的协同作用能降低药

物的有效使用浓度，缓解病原菌逐年增加的抗药性问

题，具有较大的研究价值。目前，关于 Surfactin 协

同抗菌活性的研究多是以常见的 I/L7-surfactin 为研

究对象，而关于 V7-surfactin 及两类 Surfactin 共同存

在时与其它抗菌药物协同作用的研究还未见有文献

报道。本研究发现 V7-surfactin 具有与 I/L7-surfactin

相似的协同抗霉活性，且两类 Surfactins 共同存在时

能增强 Surfactin 的协同抗霉作用。这对于 Surfactin

在抗菌药物中的应用具有理论指导意义。 
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