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  乳链菌肽( Nisin) 亦称为乳酸链球菌素, 是由乳酸乳球菌

( Lactococcus l actis) 或乳酸链球菌( Streptococcus lactis) 产生的一

种由34 个氨基酸组成的多肽类抗菌物质[ 1] , 目前作为天然

食品防腐剂已经在欧盟( EU) 、美国、中国、巴西等50 多个国

家和地区得到广泛应用[ 2] 。它对大多数革兰氏阳性菌如金

黄色葡萄球菌、肉毒梭菌、李斯特氏菌、芽孢杆菌等多种腐败

菌和食物致病菌有强烈的抑制和杀灭作用。作为天然的多

肽类食品添加剂 , 它可以在人体内被消化酶所消化[ 3] , 不会

对人体健康造成影响,是一种安全高效的天然食品防腐剂。

Nisin 定量分析最初的方法为1934 年Cox G A .等建立的

甲基蓝还原法[ 4] 。琼脂扩散法是最早被广泛采用的 Nisin 效

价测定方法。琼脂扩散法操作简单、成本很低 ,但耗时较长、

灵敏度较低。研究者在不断对其条件进行优化的同时 ,也在

不断开发新的测定方法。其中包括96 孔聚乙烯板生物测定

法、分光光度法、MTT 法、免疫法、生物荧光法和生物发光法

等。这些方法在测定速度和灵敏度等方面均较琼脂扩散法

有不同程度的改善。笔者对各种方法的特点和研究进展进

行综述。

1  基于抑菌作用的测定方法

1 .1 琼脂扩散法 

1 .1 .1 管碟法。管碟法又称牛津杯法, 是被各国药典所广

泛采用的抗生素生物鉴定方法, 也是 Nisin 效价测定中应用

最早、最广泛的生物测定方法。目前 Nisin 的效价测定中所

使用的琼脂扩散法是由 Tramer 等于1964 年建立起来的[ 5] ,

对Nisin 敏感的指示菌在含有 Nisin 的培养基上会形成透明

的抑菌圈, 抑菌圈的大小与样品的效价成正比 ,通过测量抑

菌圈的直径来计算样品的效价。这种方法操作简单并且测

定成本较低。

1 .1 .2 打孔法。首先制作含指示菌的平板,4 ℃预处理以便

于打孔, 用打孔器在平板上打出所需的孔数, 用镊子小心挖

去孔中的琼脂块, 向孔中加入一定量的样品溶液,4 ℃过夜预

扩散, 培养适当时间后测量抑菌圈直径, 然后根据标准曲线

方程计算样品的效价。

1 .1 .3 影响因素。①指示菌。不同的菌种对Nisin 的敏感性 �
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不同,因此以不同的菌种作指示菌对 Nisin 效价测定的灵敏

度有 较大 影响。T . Pongtharangkul 等 对 Brochot hri x t her mo-

sphac、Lact obacill us sakei 、Micrococcus l uteus 3 株菌进行了研究 ,

结果表明 ,以 L . sakei 做指示菌进行效价测定,测定结果的灵

敏度和准确度较其他2 株菌高[ 6] 。②琼脂浓度。张国只等

研究了琼脂浓度对 Nisin 的扩散程度的影响, 结果显示, 琼脂

浓度对Nisin 的灵敏度影响不大 , 但是对测定的准确度有较

大的影响, 在琼脂浓度0 .75 % 时, 具有较高的精确度[ 7] 。③

表面活性剂。许多研究发现表面活性剂对 Nisin 的扩散有促

进作用。张国只等的研究发现, 在培养基中添加浓度为

0 .5 %的Tween 20 能显著增加抑菌圈的清晰度, 提高结果的

准确性。④预扩散。T . Pongtharangkul 等研究发现 ,样品在检

验平板上经过4 ℃预扩散24 h 后 ,Nisin 效价测定的灵敏度有

明显的提高。同时发现4 ℃预处理对指示菌的生长没有影

响, 这为测定工作提供了较大的方便。

1 .1 .4 应用特点。琼脂扩散法测定Nisin 效价的结果受主观

因素影响较大,但随着 CCD 技术在抑菌圈测定上的应用, 操

作过程大大简化, 因主观因素造成的误差也大为减小。琼脂

扩散法操作简单、成本较低,经过多年的改进与提高 ,在准确

度和灵敏度方面也已经得到了很大的改善和提高 ;但是指示

菌的选择、测定中的误差等各种影响因素对测定效果的影响

是很难避免的,同时,琼脂扩散法的灵敏性和准确性有限, 加

上测定周期较长, 所以, 近年来涌现出一些灵敏度较高,或测

定周期相对较短的鉴定和测定方法。

1 .2 96 孔聚乙烯板生物测定法  该方法是对传统浊度方

法的改进, 传统的浊度测量法, 是一种半定量的测定方法, 通

过找到最低抑制浓度( MIC) 或半致死浓度( ID50) , 然后以此浓

度作为基准, 通过稀释倍数来估算原溶液中 Nisin 的效价。

浊度法简单易行 , 所以应用广泛。但因这种方法浓度不连

续, 且测定结果受主观因素影响较大, 所以易产生较大误差。

随着96 孔聚乙烯板的使用 ,浊度法更加快捷方便。Carl Tur-

cotte 等对96 孔聚乙烯板生物测定法进行了系统的改进[ 8] ,

通过梯度稀释,由两种标准溶液2、1 .5 μg/ ml 得到16 个标准

样,其浓度在3～500 ng/ ml ,然后接种100 μl 乳酸片球菌指示

菌悬液( 1×108 CFU/ ml) 。30 ℃培养3～4 h 后在波长650 nm

下测定样品的 OD 值, 最终在20～130 ng/ ml 的范围内获得了

较好的回归方程。用已知效价的样品对该方法进行验证, 结

果表明 ,这种测定方法的精确度和准确度都较琼脂扩散法有
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较大提高。最为重要的是将测定时间从琼脂扩散法的20 h

以上缩短到了3～4 h。

1 .3  分光光度法 为解决琼脂扩散法测定 Nisin 效价时间

长的问题,吴兆亮等引进了分光光度法 ,通过Nisin 浓度与指

示菌吸光度间的函数关系测量 Nisin 的效价[ 9] 。首先, 确定

标准曲线 A= aInY+ b ;并经检测培养基对指示菌活化 ,制备

菌悬液, 然后将菌悬液在检测培养液中培养, 在600 nm的波

长下以空白检测培养基为参比, 测定培养后的检测培养液吸

光值 A ,然后根据吸光值与溶液中 Nisin 效价的标准曲线关

系,计算出样品效价。试验证明指示菌藤黄微球菌指数期的

中后期作为接种期, 接种量10 % , 加入待检样品后在33 ℃、

150 r/ min 摇培5 h , 在600 nm波长下测定吸光度值,可获得比

较理想的结果。经验证,该方法的重复性良好 ,同时, 对同一

批样品多次检测所得结果相对误差均小于5 % , 符合工业检

测的要求。分光光度法测定效价所用时间从琼脂扩散法的

20 h 以上缩短到了5 h。

1 .4  四甲基偶氮唑盐比色法( MTT)  MTT 是一种�唑盐,

化学名3-( 4 ,5- 二甲基-2- �唑)- 2 ,5- 二苯基溴化四唑, 水溶液为

黄橙色。在细胞内线粒体琥珀酸脱氢酶作用下MTT ,形成蓝色

的甲月赞( Formazan) 颗粒沉积于细胞内或细胞周围, 经溶解成为

蓝色溶液,在特定波长下测定溶液的 OD 值。根据 OD 值的大

小计算反应体系中细胞增殖程度。王芳等[ 10] 利用 MTT 法,在

指示菌与样品共培养4 h 后加入MTT,再培养2 h ,离心出甲月赞

( Formazan) 颗粒,用DMSO 溶解后, 在波长510 nm下测定其 OD

值,以此来计算指示菌的数量, 从而达到测量 Nisin 效价的目

的。这种方法最低检测浓度在3 .125 ng/ ml 。测定时间从琼脂

扩散法的20 h 以上减少到了6 h 左右。

2  基于免疫学的测定方法

从20 世纪70 年代起, 以免疫学为基础的特异性检测方

法以其高效、高灵敏的特点被广泛应用。随着对细菌素研究

的深入, 研究者在利用免疫学方法进行 Nisin 的鉴定方面做

了大量研究。在应用免疫法检测 Nisin 的发展历程中, 抗体

的制备经历了由多克隆抗体到单克隆抗体的发展过程。

Bouksai m等[ 11] 采用 Nisin Z 多克隆抗体( pAb) 的 ELISA 法 ,

Falahee 等[ 12] 采用羊多克隆抗体的夹心式( Sandwich) 酶联免

疫吸附分析法测定Nisin A 的方法,Suarez 等[ 13] 采用老鼠血清

和腹水多克隆抗体和源于稳定融合细胞的单克隆抗体( mAb)

的竞争型直接 ELISA( CD- ELISA) 测定 Nisin A 的方法。各种

免疫学方法都表现出了较高的灵敏度。但是应用免疫法所

测定的结果与实际情况之间存在着一定的偏差, 因为所用的

抗体与 Nisin 的相关组分会发生交叉反应, 影响测定的结果。

Daoudi 等研究了 Nisin Z 的单克隆抗体与 Nisin Z 的活性形

式、非活性形式的反应性[ 14] 。结果显示在应用免疫学方法

检测Nisin 含量的时候, 降解失活的组分也被计算在内。免

疫学方法的精确度较高, 但操作繁琐, 且成本较高, 所以目前

其应用并不广泛。

3  基于 Nisin 基因自诱导特性的测定方法

Nisin 的生物合成具有自诱导特性。即亚抑制浓度的

Nisin 可以作为诱导剂促进Nisin 的生物合成, 同时也可以使

Nisin 的免疫基因启动, 增强菌体对 Nisin 的免疫功能。根据

这种特性,Wahlstr�m等提出了Nisin 的生物荧光测定法 ,设计

出了质粒pLEB535 ,其中包含有以 Nisin 的一个免疫基因启动

子PnisF 做启动子的莹光素酶基因 l uxHb , 质粒被转移进不产

Nisin 的菌株 L . l actis MG1614 中[ 15] 。以其为指示菌, 将待检

样品加入其中, 培养3 h 后, 加入荧光素酶底物, 检测荧光强

度,以此来计算 Nisin 的活性。这种方法的最低检测浓度低

至0 .012 5 ng/ ml , 在牛奶中其最低检测浓度可以达到0 .075

ng/ ml , 具有相当高的灵敏度。Reunanen 等随后对这种方法进

行了改进,设计了质粒pLEB599 ,其中以GFP 基因作为指示基

因, 使得测定中无需再加入底物, 同时使得可测定时期也大

大延长[ 16] ,但这种方法没有 Wahlstr�m 所使用的荧光素酶方

法敏感性高。Nina I mmonen 等将荧光素酶操纵子 l uxABCDE

置于Nisin A 的控制下 ,转入到质粒pNZ8048 中, 然后把构建

的质粒转入到 Lact ococcus l actis 菌株 NZ9800、NZ9000 中, 得到

两株指示菌,在环境中有 Nisin 存在的情况下会自动发光, 通

过对活细菌所发出光的测定就可以确定Nisin 的量[ 17] 。在整

个测定过程中无需加入荧光素酶底物, 且整个测定过程只需

要3 h ,并且整个测定过程也相对简化, 其灵敏度在 Nisin 溶

液中可以达到0 .1 pg/ ml , 在牛奶中, 可以达到3 pg/ ml , 这是

目前所有报道的测定方法中灵敏度最高的。

4  其他方法

除以上所介绍的各种测定方法之外,研究者也开发现了

很多其他测定Nisin 效价的方法, 比如流式细胞仪测定( Fc m)

法[ 18] 、ATP 生物荧光[ 19] 、毛细管区带电泳法[ 20] 等, 不同的测

定方法涉及到不同的方法和技术, 但基本上都是以 Nisin 的

抑菌作用为基础的, 只是对指示菌的检测方法所使用技术各

有不同。有些方法需要使用到一些特定的仪器和设备 ,所以

并没有得到广泛的应用。

5  结语

目前为止 ,琼脂扩散法仍然是 Nisin 效价测定中使用最

为广泛的方法。琼脂扩散法成本较低、操作简单, 在样品吸

光度较高的时候, 依旧是不可替代的测定方法 ,但其步骤较

为繁琐 ,耗时较长, 并且灵敏度较低。在各种新开发的测定

方法中, 分光光度法虽然灵敏度较低, 但可以快速的测量样

品效价 ,主要应用于工业快速检测。96 孔聚乙烯板生物测定

法、MTT 法、生物荧光法和生物发光法都具有较高的灵敏度 ,

测定时间也大大缩短, 但不能用于光密度较大的样品, 要在

工业上投入使用, 仍有待进一步的研究。免疫学方法的灵敏

度高, 但是因为抗体的交叉反应, 其测量的准确度存在着一

定的偏差,所以如果能够制备高特异性的抗体将会对免疫法

测定技术的提高起到很大的推动。
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地PYF 因子的酵母超前絮凝活性没有发生变化。

图1 不同添加量的A 型复合酶对PYF 因子水解的影响

Fig .1 Effects of different addition amount of compound enzyme A

on hydrolysis ability of PYFfactor

2 .2 B 型复合酶对PYF 因子水解程度的影响 在该酶制剂

推荐较适宜的添加量范围内进行PYF 因子水解试验。由图

2 可知, B 型 复 合酶 同 A 型复 合酶 均不 能因 其 存在 而

导致PYF因子发生水解反应。酶添加量从0 .005 % 升高到

图2 不同添加量的B 型复合酶对PYF 因子水解的影响

Fig .2 Effects of different addition amount of compound enzyme B

onhydrolysis ability of PYFfactor

0 .015 % ,溶液中PYF 因子絮凝活力平均值达78 .52±0 .30 , 与

对照组PYF 因子絮凝活力值无显著性差异( P > 0 .05) , 说明

该复合酶不能水解麦芽中诱导酵母超前絮凝的PYF 因子。

3  讨论

啤酒复合酶制剂主要由β- 葡聚糖酶、木聚糖酶、戊聚糖

酶、纤维素酶、中性蛋白酶、淀粉酶等组成, 能促进β- 葡聚糖、

木聚糖、戊聚糖和纤维素、半纤维素及淀粉等大分子的水解 ,

但对麦芽中PYF 因子不具有水解作用。因此, 可以推断 PYF

因子不同于这些大分子 ,是一种具有特殊结构、不能被麦芽

自身酶系和一般复合酶制剂水解的多糖或糖蛋白大分子。

从另一个角度来看, 由于PYF 因子在复合酶的作用下不能被

降解为小分子聚合体 ,因此有必要利用生物大分子研究的最

新技术和现代分离手段实现对异常麦芽中PYF 因子的分离

纯化及其结构表征, 并在此基础上开发出水解PYF 因子的新

型酶制剂,以避免麦芽PYF 因子引起的酵母超前絮凝异常发

酵, 最终为啤酒酿造行业提供有力的技术支持。
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