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摘要　研究了萝卜溶菌酶对白色葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、枯草杆等 3种革兰氏阳性菌和变形

菌、大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏杆菌、多杀巴斯德氏杆菌、雏白痢沙门氏菌、产气杆菌等 6种革兰氏

阴性菌及酿酒酵母、总状毛霉、黑根霉、黑曲霉、青霉等 5种真菌的抑菌效果。同时还研究了萝卜

溶菌酶对白菜软腐病菌、柑橘溃疡病菌、番茄青枯病菌、水稻细条病菌、水稻白叶枯病菌及烟草

青枯病菌等 6种植物病原细菌的抑菌效果。实验证明: 萝卜溶菌酶对上述参试的菌种都有不同程

度的抑菌作用 ,表明萝卜溶菌酶的抑菌谱较鸡蛋清溶菌酶更为广泛。
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　　植物溶菌酶现已得到了较广泛的研究 ,已分别从木瓜、无花果、三叶橡胶等植物中分离

得到了溶菌酶 ,并对这些不同来源的植物溶菌酶的理化性质和酶学性质进行了研究 ,已发现

植物溶菌酶与鸡蛋清溶菌酶 ( HEW L)有所不同 ,如:木瓜、无花果和橡胶溶菌酶的相对分子

质量分别为 28、 29、 36; pI值分别为 10. 5、 9. 0、 9. 0;最适 pH分别为 4. 5、 4. 6、 5. 0( Howa rd et

al , 1976; Glazer et al, 1969; Tata et a l, 1983) ,而 HEWL的相对分子质量、 p I值和最适 pH

值分别为 13. 7、 11. 0和 6. 2(船津胜等 , 1982)。植物溶菌酶活性与 HEWL也不相同:以溶壁微

球菌 Micrococcus lysodeikt icus为底物时 , HEWL的活性高而植物溶菌酶活性低 ;以 N-乙

酰葡萄糖胺 ( GlcN Ac)多聚体和甲壳质为底物时 ,植物溶菌酶活性高而 HEW L低 (船津胜

等 , 1982)。

Audy等 ( 1990)对 116科的 410种植物进行了普查 ,发现 168种植物中含有溶菌酶。1991

年 ,对我国华南地区的 50多科 120多种植物进行了普查 ,发现 11科的 27种植物含有溶菌酶 ,其

中十字花科植物中 ,萝卜的溶菌酶含量最高 (结果待发表 )。研究表明 ,单独的 HEWL对革兰

氏阳性菌 ( G
+
)起抑制作用 ,而对革兰氏阴性菌 ( G

-
)、真菌多不起作用 (船津胜等 , 1982)。至

于植物溶菌酶的溶菌性质 ,尚未见报道。鉴此 ,采用萝卜溶菌酶对一些细菌 ( G
+ 和 G

- )、真菌

以及植物病原菌的抑菌效果进行了初步研究。

1　材料与方法

1. 1　材料

　　革兰氏阳性菌 3种:白色葡萄球菌 Staphylococcus albus、金黄色葡萄球菌 Staphylococcus

aureus、枯草杆菌 Bacil lus subtilis;革兰氏阴性菌 6种:普通变形菌 Proteus vulgaris、大肠杆

菌 Escherichia coli、鼠伤寒沙门氏菌 Salmonel la typhimurium、多杀巴斯德氏杆菌
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Pasteurel la multocida、雏白痢沙门氏菌 Salmonella pollorum、产气杆菌 Bacterium aero-

genes;真菌 5种:酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae、总状毛霉 Mucor racemosus、黑根霉 Rhi-

zopus niger、黑曲霉 Aspergil lus niger、青霉 Penicill ium glaucum。上述微生物材料由华南农

业大学动物医学系微生物教研室提供。

　　植物病原菌 5种:白菜软腐病菌 Erwinia carotovora var. carotovora、柑橘溃疡病菌 Xan-

thomonas citri ( Hasse ) Dow son、番茄青 枯病菌 Pseudomouas solanacearum ( Smith )

Dow son、水稻细条病菌 Xanthamonas panici Bergey、水稻白叶枯病菌 Xanthomonas

campestris pv. oryzae、烟草青枯病菌 Pseudomonas solanacearum ,由广东省农科院植保所提

供。

　　植物材料: 萝卜 Raphanus sativus叶 ,华南农业大学光合作用研究室土壤栽培。

1. 2　方法

1. 2. 1　萝卜溶菌酶的制备　按卢顺舵等 ( 1995)方法。酶经 SDS- PAGE圆盘电泳检测显

示单一蛋白带 ,酶活力为 1. 56× 106 U /L,每 g蛋白质含 4. 2× 107 U ,活力回收为 65% 。

1. 2. 2　萝卜溶菌酶活性的测定　采用 Sh uga r( 1952)的方法 ,以每 min在 450 nm波长下光

密度下降 0. 001个单位的酶量为 1个酶活力单位 ( U)。

1. 2. 3　蛋白质含量测定　按 Bradfo rd( 1976)的方法 ,以牛血清白蛋白为标准蛋白。

1. 2. 4　萝卜溶菌酶对细菌的抑菌作用　以金黄色葡萄球菌等 3种 G
+ 菌 ,及大肠杆菌等 6种

G
-菌为抑菌对象 ,分别取其 24 h培养的悬浊液 1个接种环 ,接种到 5 mL肉汤培养基中 ,并各

加入 1 mL酶液 ( 1. 56× 106 U /L)摇匀 ,各以等量无菌蒸馏水代替酶液 (其它处理相同 )为对

照 ,于 37℃培养 24 h后观察各菌液的浊度变化 ,并于 450 nm波长下测定光密度值。重复 3次。

1. 2. 5　萝卜溶菌酶对真菌的抑制作用　以酵母等 5种真菌为抑菌对象 ,分别取 0. 1 mL上述

各真菌悬浊液 ,加到无菌培养皿中 ,倒入融化 ( 50～ 55℃ )的马铃薯 - 葡萄糖琼脂培养基 ,并

加入 1 mL酶液 ( 1. 56× 10
6
U /L)混匀 ,迅速放平待凝固 ,同时以 1 mL无菌蒸馏水代替酶液

(其它处理相同 )的为对照 ,于 37℃培养 24 h后观察各真菌的生长情况。重复 3次。

1. 2. 6　萝卜溶菌酶对植物病原菌的抑制作用　以白菜软腐病菌等 6种植物病原菌为抑菌对

象 ,在将细菌培养基冷却至 45～ 50℃时 ,分别加入上述病原菌至 0. 5 mL /L,混匀后倒入培养

皿中 ,冷却后用吸管在培养基上打洞 ,在洞中加入溶菌酶 25μL( 1. 56× 10
6
U /L) ,以缓冲液

为对照 ,于 37℃培养过夜 ,观察抑菌圈发生 ,并测直径。重复 3次。

2　结果

2. 1　萝卜溶菌酶对细菌的抑菌作用

从浊度 ( A450表示 )的变化来看 ,萝卜溶菌酶对白色葡萄球菌、金黄色葡萄球菌及枯草杆

菌 3种 G
+的抑菌效果较好。在 6种 G

-菌中 ,萝卜溶菌酶对大肠杆菌的抑菌效果最好 ,对雏白

痢沙门氏菌次之 ,对变形杆菌和产气杆菌又次之 ,而对鼠伤寒沙门氏杆菌和多杀巴斯德氏杆

菌的抑菌效果相对较差 (表 1)。

2. 2　萝卜溶菌酶对真菌的抑制作用

菌卜溶菌酶对酿酒酵母、总状毛霉的抑菌效果较好 ,对黑曲霉和黑根霉次之 ,对青霉的

抑制效果相对较差 (表 2)。
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表 1　萝卜溶菌酶对 3种 G+ 和 6种 G-的抑制作用

　　细菌 A450 (对照 ) A450 (处理 ) A450降低百分率 /(% )

白色葡萄球菌 0. 587 0. 103 82. 4

金黄色葡萄球菌 0. 401 0. 072 82. 1

枯草杆菌 0. 585 0. 082 86. 3

普通变形菌 0. 881 0. 512 41. 8

大肠杆菌 0. 770 0. 078 89. 8

产气杆菌 0. 976 0. 526 46. 1

多杀巴斯德氏杆菌 1. 224 0. 946 22. 5

鼠伤寒沙门氏杆菌 0. 788 0. 540 31. 5

雏白痢沙门氏菌 0. 589 0. 211 64. 2

2. 3　菌卜溶菌酶对植物病菌的抑制作用

萝卜溶菌酶作用于白菜软腐病菌等 6种植物病菌 ,从抑菌圈的大小 (表 3)可看出:萝卜溶

菌酶对参试的植物病原菌都有一定的抑菌效果 ,其中对白菜软腐病菌、柑橘溃疡病菌较为有

效 ,对烟草青枯病菌和水稻白叶枯病菌次之 ,对水稻细条病菌和蕃茄青枯菌病相对较差。
表 2　萝卜溶菌酶对真菌的抑菌效果 1)

菌名 对照 处理

酿酒酵母 - + + + +

总状毛霉 - + + + +

黑根霉 - + + +

黑曲霉 - + + +

青霉 - +

　 1) - : 真菌生长没有被抑制: + : 其数目代表真菌

受抑制的程度

表 3　萝卜溶菌酶对植物病菌的抑制效果

菌名 抑菌圈 /cm

烟草青枯病菌 1. 50

番茄青枯病菌 1. 00

水稻白叶枯病菌 1. 40

水稻细条病菌 1. 10

柑橘溃汤病菌 1. 75

白菜软腐病菌 1. 79

3　讨论

不同来源的溶菌酶 ,其溶菌专一性不同 ,即使同是来自微生物的溶菌酶 ,其抑菌谱及抑

菌能力也表现出很强的种属差异性 (船津胜等 , 1982;张树政等 , 1984) ,目前国内外市场上销

售最多、用途最广的溶菌酶制剂是鸡蛋清溶菌酶 ( HEW L)。一般认为 HEWL对革兰氏阴性

菌、真菌等的杀菌能力较差 ,只有与其它物质 (如:甘氨酸等 )混合作用才表现一定的杀菌效

果 (船津胜等 , 1982)。寻找杀菌更广谱的溶菌酶以满足不同应用的需求 ,乃是溶菌酶研究领

域中一个重要的课题。有关植物溶菌酶的溶菌性质的研究尚未见报道 ,作者对萝卜溶菌酶抑

菌作用的初步研究 ,实验结果表明对参试的 3种 G
+菌、 6种 G

-菌、 5种真菌以及 6种植物菌都

有一定的杀菌效果 ,这为萝卜溶菌酶将来在食品防腐保鲜、医药、生物工程及植物保护上的

应用提供了一定的基础性资料。
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Abstract

The inhibi tion ef fects o f ly so zyme from Raphanus sat ivus on three kinds of G
+
bacteria

( Staphylococcus albus、 Staphylococcus aureus、 Bacillus subtilis ) , six kinds o f G
-
bacteria

( Proteus vulgaris、 Escherichia coli、 Salmonel la typhimurium、 Pasteurella mul tocida、

Salmonella pullora、 Bacterium aerogenes ) , fiv e kinds of fungi ( Saccharomyces cerev isiae、

Mucor racemosus、Rhizopus niger、 Aspergillus niger、Penicill ium glaucum )a nd six kinds o f

plant pathogenic bacteria ( Erwinia carotovora var. carotovora、Xanthomonas ci tri ( Hasse)

Dow son、 Pseudomouas solanacearum ( Smi th) Dow son、 Xanthamonas panici Bergey、 Xan-

thomonas campestris pv . oryzae、Pseudomonas solanacearum were studied. It w as found tha t

the g row th of bacteria and fungi mentioned above could be inhibited by ly so zyme from

Raphanus sativus in v arying deg rees. The results indica ted tha t the ly so zyme from

Raphanus sativus had w ider antibio tic spectrum than the lysozyme from eggwhite.

Key words　 Raphanus sativus lyso zyme; bacteria; fungus; plant pathogenic bacteria; inhibi-

tion
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