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大豆球蛋白碱性肽对黑曲霉和青霉的
抑制效果研究
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摘要：以大豆球蛋白碱性肽（ＧＢＰ）为研究对象，考察了 ＧＢＰ对黑曲霉和青霉的
抑制效果．实验结果表明，ＧＢＰ对两种霉菌均具有显著的抑菌作用，且随着
ＧＢＰ质量浓度的增大，抑菌效果愈加明显；ＧＢＰ能够抑制孢子的萌发和菌丝的
生长，且随着其质量浓度增大，抑制作用增强；电导率测定结果表明ＧＢＰ能够增
大霉菌细胞膜的通透性．因此，ＧＢＰ可以作为一种天然防腐剂应用于食品保解．
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＴｈｅａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＧＢＰａｇａｉｎｓｔＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．ａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＧＢＰｈａｄｓｔｒｏｎｇａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔｔｈｅｔｗｏｔｅｓｔｅｄｆｕｎｇｉ．Ｔｈｅａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＧＢＰｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ＧＢＰｃｏｕｌｄｄｉｒｅｃｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｍｙｃｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｐｏｒｅ
ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ．ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＧＢＰａｇａｉｎｓｔＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．ａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＧＢＰ．ＴｈｅｏｂｖｉｏｕｓｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｅｌｅｃｔｒｉｃｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙｏｆｈｙｐｈａｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＧＢＰ
ｃｏｕｌｄｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．ａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ＧＢＰｃｏｕｌｄｓｅｒｖｅａｓａ
ｎａｔｕｒａｌｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｕｓｅｄｉｎｆｏｏｄｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ．

０　引言

大豆球蛋白碱性肽（ＧＢＰ）是从大豆球蛋白

中分离提取的一种碱性多肽，属于阳离子肽，其

分子量将近２０ＫＤａ，通过１个二硫键与大豆球

蛋白酸性肽链接［１－３］．ＧＢＰ具有很好的热稳定

性、安全性和抗菌性．已有研究表明，质量浓度

为５０μｇ／ｍＬ的 ＧＢＰ对李斯特菌、肠炎沙门氏

菌、芽孢杆菌等致病微生物有显著的抑制作

用［４］．霉菌是引起食物腐败变质的主要菌种之

一，在食品中添加防腐剂来抑制霉菌生长是食

品保鲜的重要途径．而我国目前允许使用的防

腐剂大多是化学防腐剂，对人体健康可能产生

不良影响，所以研制天然的防腐剂用于食品保

鲜具有重要意义．本文拟研究ＧＢＰ对霉菌的抑

菌效果，以判别其能否作为一种天然的防腐剂

应用于食品保鲜，延长食品的货架期．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
主要材料：ＧＢＰ，实验室制得；察氏培养基：

硝酸钠，氯化钾，磷酸二氢钾，硫酸镁，硫酸铁，

蔗糖，均为分析纯，购于天津市科密欧化学试剂

有限公司；琼脂（生化试剂），购于蓝宇科技试

剂公司；黑曲霉、青霉，从米饭中分离、培养

得到．

主要仪器：立式压力蒸汽灭菌器，上海博讯

实业有限公司医疗设备厂产；ＡＬ２０４型电子天

平，梅特勒 －托利多仪器（上海）有限公司产；

ＳＷ－ＣＪ－２Ｆ型双人双面净化工作台，苏州净

化设备有限公司产；ＤＨＺ－Ｃ型大容量恒温振
荡器，上海福玛实验设备有限公司产；ＴｏｐＰｅｔｔｅ
移液枪，大龙兴创实验仪器（北京）有限公司

产；ＤＤＳ－３０７电导率仪，上海精密科学仪器有
限公司产；牛津杯（内径 ６ｍｍ×８ｍｍ×
１０ｍｍ），购于蓝宇科技试剂公司；打饼器，购于
蓝宇科技试剂公司；ＣＸ４１ＲＦ光学显微镜，血球
计数板７４ｍｍ×３５ｍｍ×５ｍｍ，上海市求精生
化试剂仪器有限公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　孢子悬浮液的制备　取已培养好的斜
面菌种１支，加入５ｍＬ无菌水，轻轻将琼脂表
面的孢子刮下，将该孢子悬浮液置于已灭菌的

５０ｍＬ三角瓶内，瓶中预先放置数粒无菌玻璃
球，充分振摇后用灭菌的脱脂棉（灭菌的４层纱
布或擦镜纸）进行过滤，并用无菌水冲洗滤渣

２—３次，最终得到质量浓度为１×１０５孢子／ｍＬ
的孢子悬浮液．
１．２．２　抑菌圈实验　采用牛津杯法［５］评价

ＧＢＰ对黑曲霉和青霉的抑制效果，用无菌镊子
向培养皿中加入约２０ｍＬ察氏培养基，冷却后，
取１００μＬ质量浓度为１×１０５孢子／ｍＬ的孢子
悬浮液于培养皿表面，用涂布器均匀涂布，用无

菌镊子将无菌牛津杯放在涂完菌液的培养基表

面，每个培养皿放置３个牛津杯，呈正三角形，
向其中２个牛津杯中注入１５０ｍＬ相同质量浓
度的ＧＢＰ溶液作为实验组，另一个牛津杯中加
入１５０ｍＬ无菌蒸馏水作为对照，不同培养皿实
验组中的牛津杯被注入的 ＧＢＰ溶液浓度分别
为 ０．４ｍｇ／ｍＬ，０．８ｍｇ／ｍＬ，１．２ｍｇ／ｍＬ，
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１．６ｍｇ／ｍＬ，２．０ｍｇ／ｍＬ，２．４ｍｇ／ｍＬ，将培养

皿置于恒温培养箱中，２８℃培养３ｄ．观察、测

量抑菌圈直径大小．

１．２．３　孢子萌发率的测定［６］　制备黑曲霉孢

子悬浮液，备用．取６个５０ｍＬ三角瓶，倒入一

定量的察氏液体培养基，然后向其中５个三角

瓶中加入 ＧＢＰ，使 ＧＢＰ最终质量浓度分别为

０．２ｍｇ／ｍＬ，０．４ｍｇ／ｍＬ，０．８ｍｇ／ｍＬ，１．６ｍｇ／

ｍＬ和 ３．２ｍｇ／ｍＬ，作为实验组，另一个不加

ＧＢＰ的三角瓶作为对照组．向每个三角瓶中分

别接入黑曲霉孢子悬浮液，使其浓度为 １×

１０５孢子／ｍＬ，然后在恒温（２８℃）摇床中振动

培养２０ｈ，每个质量浓度做３个平行，以孢子抽

出芽管、长出菌丝作为孢子萌发的标志，用血球

计数板在显微镜下观察孢子萌发的情况，计算

孢子的萌发率．青霉孢子萌发率的测定方法与

上述方法相同．

１．２．４　菌丝生长抑制率的测定　将程婵娟［７］

的方法做一些合理改变以测定 ＧＢＰ对黑曲霉

和青霉菌丝的抑制生长率．取两种霉菌的孢子

悬浮液１００μＬ涂布于直径为９ｃｍ的察氏培养

基平板上，并将其放置于霉菌培养箱中，２８°Ｃ

条件下培养３ｄ，备用．将察氏培养基和ＧＢＰ溶

液均匀混合，使混合液中ＧＢＰ的最终质量浓度

为 ０．０ｍｇ／ｍＬ，０．４ ｍｇ／ｍＬ，０．８ ｍｇ／ｍＬ，

１．２ｍｇ／ｍＬ，１．６ｍｇ／ｍＬ，２．０ｍｇ／ｍＬ和２．４ｍｇ／

ｍＬ，趁热倒入直径为９ｃｍ的培养基平板中，冷

却．用灭菌打孔器在培养３ｄ的霉菌察氏培养

基上沿平板边缘大孔得到直径为１ｃｍ的菌栓，

将菌栓放置在已冷却的混合培养基中央，菌丝

面朝下，然后放入霉菌培养箱，２８°Ｃ条件下培

养７ｄ，观察菌丝覆盖的面积，测量直径，菌丝

生长抑制率／％用下式计算：

菌丝生长抑制率＝（对照组菌丝直径－

实验组菌落直径）／对照组菌落直径×１００％

１．２．５　电导率测定　参照 Ｓ．Ｐａｕｌ［８］描述的方

法测定ＧＢＰ作用于黑曲霉、青霉后电导率的变

化，以评价 ＧＢＰ对黑曲霉、青霉细胞膜通透性

的影响．将 １００μＬ霉菌孢子悬浮液（１×

１０５孢子／ｍＬ）于 ２０ｍＬ液体察氏培养基中，

２８℃ 下培养４８ｈ，将其菌液在４０００ｒ／ｍｉｎ条

件下离心１０ｍｉｎ，并用无菌蒸馏水洗涤两次；菌

丝体再次悬浮在２０ｍＬ无菌蒸馏水．将不同质

量浓度（０．０ｍｇ／ｍＬ，０．２ｍｇ／ｍＬ，０．４ｍｇ／ｍＬ，

０．８ｍｇ／ｍＬ，１．６ｍｇ／ｍＬ，３．２ｍｇ／ｍＬ）的ＧＢＰ溶

液分别加入上述菌悬液，用无菌水代替ＧＢＰ作

为对照组．用电导率仪分别测定黑曲霉混合菌

液在 ０ｍｉｎ，３０ｍｉｎ，６０ｍｉｎ，９０ｍｉｎ，１２０ｍｉｎ，

１５０ｍｉｎ的电导率值．

２　结果与讨论

２．１　ＧＢＰ对霉菌的抑制效果
采用牛津杯方法，通过有无抑菌圈和抑菌

圈直径大小来评价ＧＢＰ的抑菌效果，抑菌圈直

径越大，其抑菌效果越显著．图１和图２分别为

ＧＢＰ处理黑曲霉、青霉的抑制效果图．从图１和

图２中可以看出，黑曲霉和青霉培养基中对照

组牛津杯周围都长满了霉菌，没有出现抑菌圈，

而１．２ｍｇ／ｍＬＧＢＰ的牛津杯周围出现抑菌圈，

且抑菌圈较明显．表１为 ＧＢＰ对黑曲霉、青霉

抑菌圈直径．从表１可知，随着 ＧＢＰ质量浓度

从０．０ｍｇ／ｍＬ增加到２．４ｍｇ／ｍＬ，黑曲霉中牛

津杯抑菌圈直径从０ｍｍ增大到约２０ｍｍ，青霉

中牛津杯抑菌圈直径从０ｍｍ增大到约２２ｍｍ．

与其他质量浓度相比，经２．４ｍｇ／ｍＬＧＢＰ处理

的抑菌圈直径最大，说明２．４ｍｇ／ｍＬＧＢＰ对黑

曲霉和青霉的抑菌效果最好．由此得出结论：

ＧＢＰ对黑曲霉和青霉均有较明显的抑制作用；

ＧＢＰ质量浓度越大，其抑菌效果越明显．

２．２　ＧＢＰ对霉菌孢子萌发的影响
图３和图４分别为不同质量浓度 ＧＢＰ对

黑曲霉和青霉孢子萌发的影响．由图３和图４
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　２０１６年５月 第３１卷 第３期

图１　ＧＢＰ处理黑曲霉的抑制效果图

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｏｔｏｏｆａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＧＢＰ

图２　ＧＢＰ处理青霉的抑制效果图

Ｆｉｇ．２　Ｐｈｏｔｏｏｆａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＧＢＰ

表１　牛津杯法测定不同质量浓度ＧＢＰ对黑曲霉和青霉抑菌圈直径

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｄｉａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｓｗｉｔｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓＧＢＰａｇａｉｎｓｔＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．ａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｍｍ

霉菌
ＧＢＰ质量浓度／（ｍｇ·ｍＬ－１）

０．０ ０．４ ０．８ １．２ １．６ ２．０ ２．４
黑曲霉 ０ ８±０．３ １０±０．１ １３±０．５ １６±０．１ １８±０．４ ２０±０．２
青霉 ０ ９±０．２ １２±０．１ １５±０．３ １８±０．３ １９±０．１ ２２±０．３

图３　不同质量浓度的ＧＢＰ对

黑曲霉孢子萌发的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧＢＰ

ｏｎｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．

图４　不同质量浓度的ＧＢＰ对

青霉孢子萌发的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧＢＰ

ｏｎｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

可以看出，对照组中所有孢子都产生萌发，萌发

率为１００％，而实验组中孢子萌发率与对照组

相比明显下降，且随着 ＧＢＰ质量浓度的增加，

黑曲霉和青霉孢子萌发率均逐渐降低．当 ＧＢＰ

质量浓度为３．２ｍｇ／ｍＬ时，黑曲霉的孢子萌发

率低于３０％，青霉的孢子萌发率低于２０％．上

述结果表明：ＧＢＰ能抑制黑曲霉和青霉孢子的

萌发；随着 ＧＢＰ质量浓度的增大，其对黑曲霉
和青霉孢子的萌发抑制效果愈加显著．
２．３　ＧＢＰ对菌丝生长的影响

经不同质量浓度 ＧＢＰ处理的黑曲霉和青
霉菌丝抑菌率的变化见图５，菌落直径大小见
表２．从图５和表２中可知，ＧＢＰ对黑曲霉和青
霉菌均具有明显的抑制作用，在较低质量浓度

（０．４ｍｇ／ｍＬ）条件下，黑曲霉的菌落直径约为
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表２　不同质量浓度ＧＢＰ处理黑曲霉和青霉的菌落直径

Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒｓｏｆＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．ａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓＧＢＰ ｃｍ

霉菌
ＧＢＰ质量浓度／（ｍｇ·ｍＬ－１）

０．０ ０．４ ０．８ １．２ １．６ ２．０ ２．４
黑曲霉 ３．０±０．２ ２．５±０．３ ２．３±０．１ ２．１±０．５ １．８±０．１ １．６±０．４ １．３±０．２
青霉 ３．０±０．１ ２．０±０．２ １．６±０．１ １．５±０．３ １．４±０．３ １．２±０．１ １．１±０．３

图５　不同质量浓度ＧＢＰ的菌丝生长抑制率

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆＧＢＰｏｎｔｈｅｍｙｃｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｏｆ

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．ａｎｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

２．５ｃｍ，低于对照组（３．０ｃｍ），其抑菌率为
１６．７％；青霉的菌落直径约为２．０ｃｍ，也低于
对照组，其抑菌率为３３．３％．随着ＧＢＰ质量浓
度的增大，抑菌率增大．当 ＧＢＰ质量浓度为
２．４ｍｇ／ｍＬ时，黑曲霉菌落直径约为１．３ｃｍ，
青霉菌落直径约为１．１ｃｍ，此时黑曲霉抑菌率
升高到５６．７％，青霉抑菌率升高到６３．３％．上
述研究结果表明：ＧＢＰ对黑曲霉和青霉有明显
的抑菌作用；ＧＢＰ质量浓度越大，其抑菌效果越
明显．
２．４　ＧＢＰ对霉菌电导率的影响
２．４．１　ＧＢＰ对黑曲霉电导率的影响　通过测
定黑曲霉、青霉的电导率变化，研究不同质量浓

度ＧＢＰ对霉菌细胞膜通透性的影响．添加不同
质量浓度 ＧＢＰ后黑曲霉的电导率变化如图６
所示．由图６可以看出，随着时间的增加，对照
组电导率变化较小；而经ＧＢＰ处理的黑曲霉的

电导率随着处理时间的增加逐渐增大．在同一

时间条件下，黑曲霉的电导率随着ＧＢＰ质量浓

度的增大而增大，其中用１．６ｍｇ／ｍＬ，３．２ｍｇ／

ｍＬＧＢＰ处理的黑曲霉的电导率变化较明显．

因此，ＧＢＰ对黑曲霉细胞膜通透性有影响，随着

其质量浓度的增大，对黑曲霉细胞膜通透性的

影响也增大；同一质量浓度下，在一定时间范围

内，随着时间的增加，ＧＢＰ对黑曲霉细胞膜通透

性的影响增大．

图６　不同质量浓度ＧＢＰ对

黑曲霉电导率的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧＢＰ

ｏｎｔｈｅｅｌｅｃｔｒｉｃｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．

２．４．２　ＧＢＰ对青霉电导率的影响　添加不同

质量浓度 ＧＢＰ后青霉的电导率变化如图７所

示．由图７可以看出，随时间的增加，对照组中

青霉的电导率变化较小，而经ＧＢＰ处理的青霉

的电导率随着时间的延长而增大．在同一时间

条件下，青霉的电导率随着ＧＢＰ质量浓度的增

大而增大，其中用１．６ｍｇ／ｍＬ，３．２ｍｇ／ｍＬＧＢＰ

处理的青霉的电导率增加较显著．前３０ｍｉｎ经

ＧＢＰ处理的青霉的电导率增加较快，１２０ｍｉｎ
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之后趋于平稳．因此，ＧＢＰ对青霉细胞膜的通透

性有影响，随着其质量浓度增大，影响效果增

强；同一质量浓度下，在一定时间范围内，随着

时间的增加，ＧＢＰ对青霉细胞膜的通透性的影

响增大．

图７　不同质量浓度ＧＢＰ对青霉电导率的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧＢＰ

ｏｎｔｈｅｅｌｅｃｔｒｉｃｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

上述结果表明，用不同质量浓度的 ＧＢＰ处

理黑曲霉、青霉，其电导率变化趋势相似：随着

时间延长，霉菌电导率增大；ＧＢＰ质量浓度越

大，霉菌电导率变化越明显．由此可见 ＧＢＰ能

增大霉菌细胞膜的通透性．

３　结论

本文研究了 ＧＢＰ对黑曲霉和青霉的抑制

效果．牛津杯实验结果表明，ＧＢＰ对两种霉菌均

具有显著的抑菌作用，且随着ＧＢＰ质量浓度的

增大，抑菌效果愈加明显．菌丝生长抑制率和孢

子萌发率的测定结果表明，ＧＢＰ能够抑制孢子

的萌发和菌丝的生长，且随着其质量浓度增大，

抑制作用增强．电导率测定结果表明，ＧＢＰ能够

增大霉菌细胞膜的通透性．因此，ＧＢＰ的上述抑

菌效果证明，它可以作为一种天然防腐剂应用

于食品保鲜．
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