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普罗旺斯类芽孢杆菌代谢物的抑菌作用及其
对南美白对虾蛋白特性的影响

管媛媛，刘颖洁，高　昕，薛　勇，赵元晖*

（中国海洋大学三亚海洋研究院，食品科学与工程学院，海南三亚 572025）

摘　要：南美白对虾在贮藏中易因微生物污染和内源酶作用腐败变质。本研究以南美白对虾为对象，微嗜酸性寡养

单胞菌（Stenotrophomonas acidaminiphila，S-1）和虾的关键品质成分肌原纤维蛋白为研究重点，多维度探究普罗

旺斯类芽孢杆菌（Paenibacillus provencensis，PP-2）代谢物对 S-1的抑制作用及对肌原纤维蛋白特性的影响。运用

非靶向代谢组学等技术，发现 PP-2代谢物中有 20种抗菌活性物质，其作用于 S-1时，可改变细胞膜通透性，致

使胞内蛋白外泄，最终细菌死亡，实现抑菌。与乳酸链球菌素（Nisin）、瑟氏哈萨克斯坦酵母菌（Kazachstani-
aservazzii，3-D）、酿酒酵母菌（Saccharomyces cerevisiae，7-C）、植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum，L. plan-
tarum）代谢物对比发现，贮藏末期 PP-2代谢物处理组蛋白浓度相对较高，巯基含量、Ca2+-ATP酶活性较高，维

持蛋白质二级结构效果最优。本研究明确了 PP-2代谢物的抑菌机制及对南美白对虾蛋白特性的影响，为南美白对

虾的生物保鲜技术开辟新路径，也为 PP-2代谢物在水产品保鲜领域的应用提供了理论依据。
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Bacteriostatic Effects of Paenibacillus provencensis Metabolites
and Their Influence on the Protein Characteristics

of Litopenaeus vannamei
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（College of Food Science and Engineering, Sanya Oceanographic Institution, Ocean University of China,
Sanya 572025, China）

Abstract：White-leg shrimp (Litopenaeus vannamei) is prone to spoilage and deterioration during storage due to microbial
contamination  and  the  action  of  endogenous  enzymes.  This  study  focused  on  white-leg  shrimp,  Stenotrophomonas aci-
daminiphila  (S-1),  and  myofibrillar  protein,  the  key  quality  component  of  shrimp,  with  the  aim  of  multidimensionally
exploring the inhibitory effect of the metabolites of Paenibacillus provencensis (PP-2) on S-1 and the effect on myofibrillar
protein properties. By using techniques such as non-targeted metabolomics, it aimed to explore the preservative effects of
the  metabolites  of Paenibacillus  provencensis  (PP-2)  on  white-leg  shrimp from multiple  dimensions.  Using  non-targeted
metabolomics and other techniques, it was found that there were 20 antibacterial active substances in the metabolites of PP-
2. When these metabolites acted on S-1, they could change the cell membrane permeability, resulting in the leakage of intra-
cellular proteins and ultimately the death of bacteria, thus achieving antibacterial effects. Compared with the metabolites of
Nisin, Kazachstania servazzii (3-D), Saccharomyces cerevisiae (7-C), and Lactobacillus plantarum,  at the end of storage,  
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the protein concentration in the group treated with PP-2 metabolites was relatively high, the sulfhydryl group content and
Ca2+-ATPase activity were relatively high, and it had the best effect in maintaining the secondary structure of proteins. This
study  clarifies  the  antibacterial  mechanism  of  PP-2  metabolites  and  their  effects  on  the  protein  characteristics  of  white-
leg shrimp, opening up a new path for the biological preservation technology of white-leg shrimp and providing a theoret-
ical basis for the application of PP-2 metabolites in the field of aquatic product preservation.

Key words：Litopenaeus vannamei；spoilage bacteria；Paenibacillus provencensis；protein properties；mechanisms of bacte-

rial inhibition

南美白对虾（Litopenaeus vannamei）因其身形较

大、肉质鲜美、生长速度快、环境适应能力强，已成

为全球重要的水产养殖品种之一。然而，因其捕捞周

期集中、虾体组织内水分含量高且富含易分解的肌

浆与肌原纤维蛋白，南美白对虾在捕捞、运输及贮藏

环节中极易因微生物污染和内源酶作用导致腐败变

质[1]，主要表现为蛋白质降解、脂质氧化和黑变等问

题[2]，产生的生物胺和其他挥发性化合物严重影响其

食用价值和经济价值[3]。

目前，南美白对虾的保鲜技术主要包括物理保

鲜、化学保鲜和生物保鲜。物理保鲜中的低温保鲜

虽能一定程度上延缓腐败[4]，但保鲜周期短、设备要

求高，且极易影响虾的品质；气调保鲜通过调控气体

环境以达到延长货架期的目的，但技术要求高；超高

压保鲜则会改变虾肉的蛋白质构象，破坏分子间相互

作用，导致结构变化[5]。化学保鲜通常是利用化学防

腐剂如苯甲酸钠、山梨酸钾等抑制微生物生长、延缓

蛋白质氧化，然而多种化学保鲜剂混合使用存在潜在

安全风险，已被多地禁止使用，并且这对虾肉品质产

生负面影响。然而，以动植物和微生物为原材料的生

物保鲜剂因其天然、安全、高效的优点而备受关注，

其中微生物源保鲜剂（如乳酸菌[6−8]、酵母菌代谢物[9]）

展现出良好的应用前景。

普罗旺斯类芽孢杆菌（Paenibacillus proven-
censis，PP-2）属类芽孢杆菌属，是一类能产生多种抗

菌活性物质的革兰氏阳性菌，其代谢产物包括抗菌

肽、有机酸和酶类，以及醛酮类和吡嗪类等抗菌活性

物质[10]，这些物质能够损害细胞的细胞壁和细胞膜，

破坏其结构完整性，致使菌体细胞裂解，对革兰氏阳

性菌、革兰氏阴性菌以及多种真菌均能产生显著抑

制效果，在食品保鲜、生物防治以及医药等领域展现

出巨大的应用潜力。已有的研究从鲟鱼子酱中成功

分离 PP-2，其代谢物中的挥发性有机化合物如丁酸、

苯甲醛等，与亚硝胺生成呈负相关，同时能减少蛋白

质降解、脂质氧化及生物胺（苯乙胺、精胺、尸胺等）

积累，较根际寡养单胞菌、枯草芽孢杆菌，PP-2代谢

物对午餐肉中的 N-亚硝胺类物质合成方面具有更为

显著抑制效果[11]。另外，鲈鱼在贮藏过程中因高水分

和脆弱肌肉组织易受腐败菌侵袭，PP-2代谢物抑制

优势腐败菌（如腐败希瓦氏菌和脆弱假单胞菌）的生

长、破坏细菌细胞膜、延缓蛋白氧化和脂质氧化，维

持肉质的品质特性[12]。但在南美白对虾保鲜方面的

研究却极为匮乏，其抑菌机制以及对虾蛋白质特性的

影响尚不明确。

本实验以南美白对虾为研究对象，采用多光谱

技术、代谢组学分析及多种理化指标测定，针对从南

美白对虾在储藏期间分离出的优势腐败菌微嗜酸性

寡养单胞菌（Stenotrophomonas acidaminiphila，S-1）
和对虾主要组成部分肌原纤维蛋白，从微生物学、生

物化学和食品品质等多维度深入探究 PP-2代谢物

的抑菌机理，并在此基础上分析 PP-2代谢物成分，

评估其对冷藏南美白对虾蛋白质稳定性和氧化性的

影响，推动南美白对虾保鲜技术的不断革新，为生物

保鲜剂在食品保鲜方面的广泛应用奠定理论根基、

提供技术支持。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

南美白对虾（长 11.5±0.5 cm，重 8.5±0.5 g）　购

于三亚市崖州第一农贸市场；PP-2（CGMCC  M
20211109）　课题组在鲟鱼鱼子酱中自筛；微嗜酸性

寡养单胞菌（Stenotrophomonas acidaminiphila，S-1）
　课题组在南美白对虾中自筛；瑟氏哈萨克斯坦酵母

菌（Kazachstaniaservazzii，3-D）、酿酒酵母菌（Saccha-
romyces cerevisiae，7-C）　课题组在牡蛎中自筛；植

物乳杆菌（Lactobacillus plantarum，L. plantarum）　

中国工业微生物菌种保藏管理中心（菌种编号：CICC
22200）；乳酸链球菌素（Nisin）、LB固体培养基、

LB液体培养基、PCA培养基、2.5%戊二醛固定液、

ATP溶液、溴化钾、总巯基含量测定试剂盒、三氯乙

酸、硫酸钼、米吐尔　北京索莱宝生物科技有限公

司；丙酮、磷酸钠、EGTA、氯化镁、氯化钠、无水硫

酸铜、酒石酸钾、氢氧化钠、氯化钙　国药集团化学

试剂有限公司；L-2-氯苯丙氨酸、二乙酸荧光素　阿

拉丁生化科技公司；Bradford蛋白浓度测定试剂盒

　碧云天生物技术有限公司；所有分离用有机溶剂均

为国产分析纯。

SpectraMax ABS PLUS酶标仪　美谷分子仪器

有限公司；LGJ-10C真空冷冻干燥机　美国 Lab-
conco公司；Acquity I-Class PLUS超高效液相色谱、

Xevo  G2-XS  QTof高 分 辨 质 谱 、 Acquity  UPLC
HSS T3（1.8 μm，2.1 mm×100 mm）色谱柱　沃特世

科技有限公司 ；Talos  F200C透射电子显微镜、

A51119500C荧光分光光度计　赛默飞世尔科技有

限公司；UV-6100紫外分光光度计　上海元析仪器
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有限公司；BRUKER TENSOR 27傅里叶变换红外光

谱仪　德国布鲁克光谱仪器公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   PP-2菌株代谢物制备及超高效液相色谱-质谱

（UPLC-MS）分析　对 PP-2菌株进行培养与代谢物

提取。取适量 PP-2菌株 LB培养基划线，于适宜条

件下培养 24~48 h。待菌落形成后，挑取单菌落接种

至液体培养基，培养 24 h，之后每隔 24 h取 1%的接

种量传代培养，连续 7 d。
将 PP-2菌液进行处理后分为三组：未处理的

菌液为 L组；在 4 ℃ 下的菌液以 8000 r/min离心

10 min，取上清液并用 0.22 μm滤膜进行过滤，记为

M组，同时可得到菌丝沉淀记为 N组。每组取

50  mg样本与 1  mL预冷提取液 （甲醇 :乙腈 :

水=2:2:1，v/v/v，含 2 mg/L L-2-氯苯丙氨酸内标，作

为质量控制（QC）标记物）混合，45 Hz研磨 10 min，
超声提取 10 min后在−20 ℃ 环境下沉淀 1 h，4 ℃
下 12000 r/min离心 15 min，取 500 μL上清液真空

浓缩干燥，加入 160  μL复合溶液（乙腈:水=1:1，
v/v），经涡旋 30 s、4 ℃ 超声处理 10 min后再次离

心，取 120 μL上清液进样，各取 10 μL样本混合成

QC样本进行超高效液相色谱-质谱检测[13]。

 1.2.1.1   超高效液相色谱分离条件　流动相 A：0.1%
甲酸水溶液 ，流动相 B： 0.1%甲酸乙腈 ，流速 ：

400 μL/min，柱温：40 ℃，进样量：2 μL。

 1.2.1.2   超高效液相色谱流动相洗脱程序　流速：

400  μL/min。流动相 A占比 98%，流动相 B占比

2%，维持 0.25 min，随后从 0.25~10.0 min，流动相 A
比例逐渐降至 2%，B比例升至 98%；10.0~13.0 min
期间，A、B比例保持 2%和 98%不变，之后花费

0.1 min时间 A比例迅速回升至 98%，B比例回落

至 2%；13.1~15.0 min，流动相 A、B比例继续保持

98%和 2%。

 1.2.1.3   质谱检测条件　扫描频率为 0.2 Da/s，毛细

管电压（正离子模式）为 2000 Pa，毛细管电压（负离

子模式）为 1500 Pa，锥孔电压为 30 V，离子源温度

为 150 ℃，脱溶剂气温度为 500 ℃，反吹气流速为

50 mL/min，脱溶剂气流速为 800 mL/min，低碰撞能

量为 2 eV，高碰撞能量区间为 10~40 eV。

 1.2.2   不同菌株代谢物对 S-1的最小抑菌浓度

（MIC）　对获得的滤液即 1.2.1中的 M组进行冷冻

干燥即得到 PP-2代谢物，并以相同的方法制备 3-
D代谢物、7-C代谢物和 L. plantarum 代谢物。以南

美白对虾优势腐败菌 S-1为实验菌株，将 Nisin、PP-
2代谢物、3-D代谢物、7-C代谢物和 L. plantarum
代谢物分别加入到 S-1发酵液中，设置代谢物浓度

为 0、50、60、70、80、90、100、150、180、200 mg/
mL，以相同浓度只含 S-1发酵液的培养基作为空白

对照组，在 30 ℃ 无菌摇床中 150 r/min培养 12 h，

测定 OD600 nm。以无抗菌物质的空白对照孔作为基

准，该孔中菌体正常生长，细胞存活率定义为 100%，

其 OD600 nm 为“基准 OD值”；对于添加不同浓度抗

菌物质的处理组，培养后测定其 OD600 nm，通过公式

计算相对存活率，绘制剂量 -效应抑菌曲线，将

OD600 nm<0.5的最低抗菌浓度定为MIC值[14]。

细胞存活率(%) =
OD处理

OD空白

×100

式中：OD处理表示不同处理组别的样品在

600 nm处测得的 OD值，OD空白表示空白对照组样

品在 600 nm处测得的 OD值。

 1.2.3   PP-2代谢物对 S-1胞内蛋白含量的影响　聚

焦于 PP-2代谢物抑菌活性的初步验证，选取具有代

表性的生物保鲜剂 Nisin为阳性对照，取 10 mL S-

1发酵液，分别加入抑菌阈值浓度的 Nisin和 PP-2

代谢物，振荡均匀后于 30 ℃、晃动频率为 150 r/min

的条件下培养。在开始培养后的第 0、6、12 h时各

取出一份样品，8000 r/min和 4 ℃ 下离心 10 min，沉

淀用 PBS溶液进行清洗后离心，重复清洗 3次后重

悬于 PBS溶液中[15]。超声 10 min破碎细菌细胞，用

碧云天 Bradford蛋白浓度测定试剂盒测定胞内蛋白

含量，每个样品设置三组平行。

 1.2.4   PP-2代谢物对 S-1细菌形态及细胞膜通透性

的影响　用 1.2.3方法进行预处理，取培养 6 h细

菌沉淀洗净，加 2.5%戊二醛于 4 ℃ 固定过夜。取

10 μL菌液滴在铜网上干燥，PBS清洗后二次干燥，

置于透射电子显微镜下观察 S-1的细胞形态变化[16]。

采用二乙酸荧光素（FDA）法，用 1.2.3方法预处

理，取 4 mL细菌培养 6 h的菌悬液，与 500 μL浓度

为 2 mg/mL的 FDA丙酮溶液混合，30 ℃ 避光培养

20  min，在 8000  r/min和 4 ℃ 下离心 10  min，PBS

清洗三次，取沉淀重悬于 PBS中。最终使用荧光分

光光度计测定荧光强度[17]。

 1.2.5   肌原纤维蛋白溶液制备　进一步引入 3-D、7-

C及 L. plantarum 等同类微生物代谢物作为横向对

照组，通过与这些菌株的系统性比较，不仅能建立新

型菌株与传统优势菌种间的性能参照系，更能通过差

异分析凸显 PP-2代谢物在蛋白稳定性、氧化延缓等

方面的独特生物学特性。新鲜南美白对虾加冰处死，

取中间虾肉，设未处理的对虾为空白对照组，其余

分别在最小抑菌浓度的 Nisin、PP-2代谢物、3-D代

谢物、7-C代谢物和 L.  plantarum 代谢物中浸泡

30 min。浸泡完成后沥干，真空包装放置于 4 ℃ 保

存，分别在第 0、1、3、5、9 d取样进行测定分析。

取 5.0 g冷藏虾肉，加入 4倍体积的 Tris-HCl

缓冲溶液（10 mmol/L磷酸三钠，0.1 mol/L氯化钠，

2  mmol/L氯 化 镁 ， 1  mmol/L  EGTA， pH7.0） ，

10000  r/min均质 30  s，在 8000  r/min和 4 ℃ 下离

心 15 min，取沉淀重复操作三次，最后向沉淀中加入
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4倍体积的 0.1 mol/L NaCl溶液，10000 r/min均质

30 s，在 5000 r/min和 4 ℃ 下离心 10 min，取上清

液，即肌原纤维蛋白溶液[18]。

 1.2.6   肌原纤维蛋白浓度测定　将 1.5 g无水硫酸

铜和 6.0 g酒石酸钾加入到 500 mL水中，搅拌使其

溶解均匀，加入 300 mL 10%氢氧化钠溶液，定容至

1 L即为双缩脲试剂[19]，配好备用。取试管分别加入

0、0.2、0.4、0.6、0.8、1 mL的 10 mg/mL标准牛血清

蛋白溶液，定容至 1 mL，加入 4 mL双缩脲试剂，

25 ℃ 避光 30 min，于 540 nm测定吸光度值。以牛

血清蛋白浓度为横坐标，吸光值为纵坐标，绘制标准

曲线，得到方程：y=0.8324x+0.1282（R2=0.998）。以

第一组作为空白对照组，取 1 mL 1.2.5中预处理的

待测样品，步骤同上，参照标准曲线完成定量分析。

 1.2.7   肌原纤维蛋白 Ca2+-ATP酶活性测定　将

1.2.5预处理的蛋白样品与 0.50 mol/L Tris-顺丁烯二

酸缓冲液，0.10 mol/L 氯化钙及 20 mmol/L ATP的

溶液通过涡旋振荡充分混匀，并使混合溶液在 37 ℃
的环境下反应 5 min后，加入 15%三氯乙酸以停止

反应。取反应后的溶液，依次加入 1.0 mL硫酸钼、

0.5 mL米吐尔及 2.5 mL去离子水，在 25 ℃ 的阴

暗处放置 45 min使溶液显色，测定 640 nm处吸光

值[20]，酶活力单位为 U。

 1.2.8   肌原纤维蛋白总巯基含量测定　使用总巯基

含量测定试剂盒测定巯基含量变化，按照说明书进行

操作，每组设置三个平行，测定 412 nm处吸光度值

记为 A，ΔA=A测定−A对照，总巯基含量参照下式计算：

总巯基含量(μmol/g) =
0.4763× (∆A+0.0042)

0.1

式中：A测定是不同处理组别的样品在 412 nm处

测得的吸光度，A对照是空白对照组样品在 412 nm处

测得的吸光度。

 1.2.9   肌原纤维蛋白二级结构的傅里叶变换红外光

谱（FT-IR）测定　将贮藏末期的肌原纤维蛋白样本

冻干处理，得到干燥的蛋白粉末。将 1.00 mg蛋白粉

末与 100.00 mg溴化钾充分混合后进行研磨，压制为

直径 15.0 mm、厚度 0.50 mm的能够透过光源的片

状物[21]。在 400~4000 cm−1 范围内，以溴化钾作为采

集背景光谱信号，使用傅里叶变换红外光谱仪以

0.20 cm/s的速度连续扫描 32次，光谱分辨率 4 cm−1，

获取光谱信号。

 1.3　数据处理

每个处理组均开展 3次独立重复实验，实验结

果用“平均值±标准差”表示，使用 Origin 9 软件绘制

实验图表，利用 IBM SPSS 17软件进行单因素方差

分析，P<0.05表示具有统计学意义。

 2　结果与分析

 2.1　PP-2代谢物成分分析

 2.1.1   PP-2代谢物分类　基于人类代谢组数据库

（HMDB）对 PP-2代谢物成分进行解析得图 1，由于

PP-2是从鱼子酱中分离出来的普罗旺斯类芽孢杆

菌，周围环境脂质类营养物质丰富，故 PP-2代谢物

中脂类（脂肪酰基、萜烯醇脂质、甘油磷脂、甘油酯）

最大，占 30.21%（155种），其次则是有机酸及其衍生

物（羟基酸及其衍生物、羧酸及其衍生物）占 27.49%
（141种），PP-2利用鱼子酱中富含的蛋白质、脂肪等

营养物质，分泌酸性代谢产物，抑制其他杂菌生长，维

持自身适宜的生存环境。
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图 1    PP-2代谢物 HMDB分类
Fig.1    HMDB classification of PP-2 metabolites

 

 2.1.2   PP-2菌株差异代谢物分析　本研究采用菌液

L、无菌上清液 M和菌沉淀 N三种样本体系，菌液

作为完整体系，能够反映微生物群体与代谢产物协同

作用的综合抑菌效应，无菌上清液可特异性表征胞外

分泌代谢物的抑菌潜能，菌沉淀可以消除胞内组分对

抑菌物质溯源的干扰，三者联合使用可实现抑菌物质

的精准定位。

如图 2所示，基于超高效液相色谱-质谱技术，在

正负离子检测模式下对 M、L、N三组样本的代谢物

进行非靶向分析。结合双离子模式数据分析发现，M
组与 L组、N组相比，分别筛选出 65种和 826种上

调差异代谢物，其种类远超以往文献所报道的情

况[22]，可能是由于微生物所处的环境条件不同，包括

营养成分、理化性质（pH、温度、渗透压）、微生物间

互作等因素，导致微生物体内的代谢调控因子发生变

化，激活或抑制相关基因的表达，显著改变代谢物的

种类和丰度，导致了不同研究间差异代谢物谱的显著

差异。

 2.1.3   PP-2代谢物的京都基因与基因组百科全书

（KEGG）注释及富集分析　基于京都基因与基因组

百科全书（KEGG）数据库注释系统，本研究对 M、L、
N三组样本的差异代谢物进行功能分类与通路富集

分析，结果如图 3、图 4所示，三组间的差异代谢物

主要分为氨基酸代谢（有机酸及其衍生物）、脂质代

谢（脂质及脂类物质）、萜类化合物和聚酮类化合物

代谢（有机杂环化合物）三大类别，其中氨基酸代谢产

生的有机酸及其衍生物在差异代谢物中富集程度最
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高，该类物质主要通过穿透细胞膜、降低胞内 pH及

破坏细胞膜电化学梯度等机制来破坏细胞膜完整性，

干扰病原菌正常代谢，进而发挥抑菌作用，在 PP-
2菌株代谢调控中可能发挥关键作用。

 2.1.4   PP-2菌株差异代谢物分析　对 PP-2菌株差

异代谢物中的抗菌物质进行分析，鉴定出 20种有抗

菌活性的物质，涵盖生物碱类（二氢辣椒素）、抗生素

类（吲哚霉素、卡那霉素）、多糖衍生物（N-琥珀酰

壳聚糖）、有机酸（甲基异柠檬酸）等多种化学类别。

其中 N-琥珀酰壳聚糖可通过其阳离子特性与细菌

细胞膜磷脂双分子层发生静电相互作用，破坏膜蛋白

结构并诱导脂质过氧化，进而导致细胞膜完整性丧

失[23]；甲基异柠檬酸则作为异柠檬酸裂解酶竞争性

抑制剂，特异性阻断乙醛酸循环关键步骤，干扰细

菌碳源代谢途径，使病原菌因能量供应中断而生长

受抑[24]。PP-2代谢物中的不同抗菌成分通过破坏细

胞膜结构、干扰能量代谢、抑制生物合成等多元途径

协同作用，抑制微生物生长繁殖，其中，甲基异柠檬酸

与 N-琥珀酰壳聚糖的细胞膜靶向协同作用可能构成

核心抑菌机制，为新型生物抗菌剂的开发提供重要理

论依据。
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Fig.2    Volcano plot of the number of differential metabolites
注：A. 阳离子模式M VS L；B. 阴离子模式M VS L；C. 阳离子
模式M VS N；D. 阴离子模式M VS N。

 

4
4

2
4

3
9

5
3
3
3
3
3
3

2
4

5
2
2

4
3

组氨酸代谢
色氨酸代谢

精氨酸和脯氨酸代谢
吩嗪生物合成

吲哚生物碱生物合成
角质、木栓质和蜡的生物合成

花生四烯酸代谢
不饱和脂肪酸的生物合成

脂肪酸生物合成
脂肪酸降解
亚油酸代谢

次级胆汁酸生物合成
α-亚麻酸代谢
ABC转运蛋白
谷胱甘肽代谢

12、14和16元大环内酯的生物合成
安莎霉素生物合成

Ⅱ型聚酮化合物的生物合成
嘌呤代谢

双组分系统

0% 10%

氨基酸代谢
其他次生代谢产物的生物合成
脂质代谢
膜转运
其他氨基酸的代谢
萜类化合物和聚酮化合物的代谢
核苷酸代谢
信号转导

A

26
25

17
45

38
28

23
20

18
16

29
34

25
17
17

48
32

27
19

25

色氨酸代谢
精氨酸和脯氨酸代谢

组氨酸代谢
新霉素、卡那霉素和庆大霉素生物合成

吲哚生物碱生物合成
各类抗生素的生物合成

各类植物次生代谢产物的生物合成
各类其他次生代谢产物的生物合成

星形孢菌素生物合成
碳青霉烯生物合成

花生四烯酸代谢
ABC转运蛋白

卟啉代谢
叶酸生物合成

烟酸和烟酰胺代谢
12、14和16元大环内酯的生物合成

Ⅱ型聚酮化合物的生物合成
二萜生物合成
Ⅰ型聚酮结构

嘌呤代谢

0% 100%

氨基酸代谢
其他次生代谢产物的生物合成
脂质代谢
膜转运
辅因子和维生素的代谢
萜类和聚酮类化合物的代谢
核苷酸代谢

B

图 3    差异代谢物 KEGG功能注释

Fig.3    KEGG functional annotation of differential metabolites
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 2.2　不同菌株代谢物对 S-1的MIC值

图 5系统展示了 Nisin、PP-2代谢物、3-D代谢

物、7-C代谢物及 L. plantarum 代谢物对水产腐败菌

S-1的剂量-效应抑菌曲线。随着各物质浓度的增加，

抑菌效能显著增强，达到特定阈值后趋于平缓，该阈

值即为最小抑菌浓度。由图 5可得，Nisin、PP-2代

谢物、3-D代谢物、7-C代谢物和 L. plantarum 代谢

物对 S-1最小抑菌浓度 MIC分别为 100、180、150、
150、 150  mg/mL，对 S-1抑菌率分别为 77.74%±
1.67%、 73.11%±1.77%、 77.57%±1.80%、 62.75%±
1.43%、66.79%±0.45%。综上所述，其他四种代谢物

的 MIC均低于 PP-2代谢物，PP-2代谢物展现出多

种机制协同作用模式，其富含的有机酸可导致细胞膜

磷脂双分子层结构变化，显著提升膜通透性。这种独

特的作用方式使得 PP-2代谢物对真菌[25]、革兰氏阴

性菌和革兰氏阳性菌[26] 等均有抑制作用，广谱性更

强。同时，有研究发现 Nisin、3-D代谢物、7-C代谢

物和 L. plantarum 代谢物处于各自对应的 MIC浓度

时，可以通过形成跨膜离子通道来干扰细菌能量代谢

与物质运输系统，降低细菌细胞膜活性，干扰细胞

正常生理生化反应，从而阻碍细菌的正常代谢活

动[27−28]。此外，代谢物抑菌存在浓度依赖性，超过

MIC后抑菌率趋于稳定，且不同微生物代谢物因成

分差异抑菌效果不同[27−28]，PP-2代谢物可能通过代

谢物（有机酸、抗菌肽）改变膜通透性，破坏细菌生长

繁殖，导致活菌数量降低。
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图 5    不同处理组条件下细菌存活率
Fig.5    Bacterial survival rates under different treatment groups
注：不同字母代表不同处理组内的差异显著性（P<0.05），图
6、图 9~图 11同。
 

 2.3　PP-2代谢物对 S-1胞内蛋白含量的影响

细胞胞内蛋白质含量正常是细胞正常生理功能

的保障，图 6呈现了空白对照组、Nisin组以及 PP-
2代谢物处理组对 S-1蛋白含量的作用情况。随着

时间的增加，胞内蛋白含量呈下降趋势，在 12 h时，

蛋白含量最低，其中 PP-2代谢物组蛋白含量为

0.44±0.02 mg/mL，显著低于空白对照组及 Nisin处

理组。PP-2代谢物中的活性成分如脂肽类部分可作

用于细胞膜磷脂双分子层，破坏细胞膜结构，影响其

发挥作用，导致膜结构溶解与通透性增加，胞内蛋白

通过受损的膜结构发生外泄，引发细胞内蛋白质含量

显著降低，与链霉菌的大环内酰胺类化合物通过破坏

香蕉枯萎病菌细胞膜的完整性，使胞内蛋白泄漏，进

而抑制细菌生长的抑菌机理相类似[29]。本研究进一

步证实，PP-2代谢物通过破坏腐败菌 S-1细胞膜完

整性导致蛋白外泄的作用机制具有显著效果。
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图 6    不同处理条件对 S-1胞内蛋白含量影响
Fig.6    Effect of different treatment conditions on the intracel-

lular protein content of S-1
 

 2.4　PP-2代谢物对 S-1细菌形态及细胞膜通透性的

影响

运用透射电镜观察不同物质处理后 S-1细胞形

态，如图 7所示，无特殊处理的菌体细胞形态完整，呈

现出饱满的杆状，边缘清晰，细胞之间没有明显的粘

连；Nisin处理后的细胞形态相对完整，没有出现明显

的变形或破裂迹象。PP-2代谢物处理后的细胞形态

与前两组相比，发生了显著变化，细胞出现了明显溶

解现象，细胞膜不再完整，细胞内容物有泄漏的迹象，

部分细胞甚至出现了空腔现象，这表明细胞受到了严

重的破坏，可能已经死亡或濒临死亡。研究发现，微

生物代谢产物可破坏微生物细胞结构，导致细胞膜破

裂、内容物释放、细胞空腔化[30−31]，反映了微生物代

谢产物对靶标菌细胞结构的破坏作用，这与本研究

中 PP-2代谢物处理后 S-1细胞出现空腔、细胞膜溶

解的现象高度一致，这证实了微生物代谢物通过破坏

细胞膜完整性实现抑菌是一种普遍机制。
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图 7    不同作用条件下 S-1透射电镜图
Fig.7    Transmission electron micrographs of S-1

under different acting conditions
注：A. 空白对照组；B. Nisin组；C. PP-2组。

 

正常具有活性的细胞内含有酯酶，当二乙酸荧

光素（FDA）进入细胞后，酯酶迅速将其上的乙酰基水

解，释放具有强荧光特性的荧光素，这种极性较大的
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荧光素难以自由通过疏水性的细胞膜磷脂双分子层，

在具有完整细胞膜的细胞中积累，发出黄绿色荧光，

当细胞膜被破坏时，原本在细胞内的荧光素会穿过细

胞膜向外流出[32]，这一过程会使荧光强度随之降低。

利用该原理，细胞膜的完整性和通透性可通过

FDA荧光强度进行反映[33]。从图 8实验数据可知，

经过 PP-2代谢物处理的 S-1在 500~530 nm波长区

间的荧光强度显著低于空白对照组和 Nisin组。荧

光强度越弱，细胞膜受损越严重，即 PP-2代谢物作

用于 S-1细胞膜，破坏其磷脂双分子层，扰乱细胞膜

的正常生理功能，致使原本被细胞膜阻隔的荧光素大

量外流。PP-2代谢物的抑菌效果与其含有的 20种

抗菌活性物质密切相关，其中 N-琥珀酰壳聚糖和富

集的有机酸及其衍生物破坏细胞膜结构，改变细胞膜

通透性、破坏屏障功能，减弱细胞膜对荧光素的阻

挡，加速荧光素流出细胞，共同发挥抑菌作用。综上

所述，PP-2代谢物含有 20种抗菌活性物质，可使腐

败菌细胞膜溶解，改变其完整性和通透性，并干扰细

菌生理活动，通过多种不同的作用机制共同实现对细

菌的抑制效果。
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图 8    不同处理条件对 S-1荧光强度的影响
Fig.8    Effect of different treatment conditions

on the fluorescence intensity of S-1
 

 2.5　不同代谢物处理对虾肉肌原纤维蛋白浓度的影响

随着冷藏时间的延长，微生物尤其是优势腐败

菌生长繁殖迅速，分泌的蛋白酶将肌原纤维蛋白分解

为氨基酸和肽，导致肌原纤维蛋白含量降低。图 9
记录了南美白对虾在不同处理条件下，肌原纤维蛋白

浓度随冷藏时间的变化情况。在第 9 d时，肌原纤维

蛋白含量达到最低，其中 PP-2代谢物处理组肌原纤

维蛋白浓度最高，为 1.06±0.05  mg/mL。Nisin、3-
D代谢物、7-C代谢物和 L. plantarum 代谢物对南美

白对虾贮藏过程中的优势腐败菌 S-1的抑制效果弱

于 PP-2代谢物，S-1大量生长繁殖，分解肌原纤维蛋

白，导致蛋白浓度明显下降。而 PP-2代谢物能够有

效破坏 S-1细胞膜，抑制其生长繁殖，维持蛋白稳定

性。有研究指出，壳寡糖-没食子酸这类有机酸复合

物浸泡凡纳滨对虾，可显著增加南美白对虾贮藏过程

中的肌原纤维蛋白留存量，组织学观察显示其可有效

保护肌肉组织的完整性和稳定性[34]。这一结果与本

研究中 PP-2代谢物的作用效果具有一致性，PP-2代

谢物富含有机酸等生物活性成分，二者均证明有机酸

在维持肌原纤维蛋白含量方面发挥关键作用。

 2.6　不同代谢物处理对虾肉肌原纤维蛋白 Ca2+-ATP
酶活性的影响

肌原纤维蛋白中 Ca2+-ATP酶定位于肌球蛋白

的球状头部，该酶通过水解 ATP获取能量，将肌浆中

的 Ca2+转运回肌质网，以此调控肌肉收缩舒张，维持

肌原纤维蛋白结构和功能稳定[35]。随着低温贮藏时

间的延长，细胞中产生的冰晶逐渐增大，破坏了细胞

结构和内部渗透压，导致肌球蛋白头部状态变化，进

而改变 ATP结合位点，再加上低温对酶活性的抑制

作用，使得 Ca2+-ATP酶活性下降。由此可得，Ca2+-
ATP酶活性高低能够体现蛋白质结构的完整水平，

反映肌原纤维蛋白的变性过程及变性情况[36]，Ca2+-
ATP酶活性越低，说明肌球蛋白头部受到的破坏越

严重，越不稳定。如图 10所示，在第 9 d时，所有处

理组的 Ca2+-ATP酶活性降至最低，其中 PP-2代谢

物组的 Ca2+-ATP酶活性为 10.21±0.09 U，高于空白

对照组和其它生物代谢物处理组。与 PP-2代谢物

组相比，其他生物代谢物针对的微生物单一，无法全

面且有效地抑制微生物的生长繁殖，导致蛋白结构

被破坏，Ca2+-ATP酶活性降低。Zhang等[35] 将贝莱

斯芽孢杆菌代谢物作用于草莓叶斑病的病原菌，发现
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图 9    不同条件对虾肉肌原纤维蛋白浓度影响

Fig.9    Effects of different conditions on the concentration
of myofibrillar protein in shrimp meat
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该代谢物可降低病菌细胞膜上 Ca2+-ATP酶活性，扰

乱依赖钙信号传导的细胞过程，与本研究选用 PP-
2代谢物（无菌上清液）一致，PP-2代谢物能破坏腐败

菌细胞膜，使胞内物质流失，抑制细菌的生长繁殖，减

少对肌原纤维蛋白的破坏，有效保护 Ca2+-ATP酶的

活性。

 2.7　不同代谢物处理对虾肉肌原纤维蛋白总巯基含量

的影响

巯基是蛋白质的重要组成部分，受到自由基攻

击时两个巯基结合形成二硫键，使得蛋白质折叠形成

特定空间构象，维持蛋白质的高级结构[37]。如图 11
所示，经过不同处理的样品的肌原纤维蛋白中巯基含

量随着贮藏时间的延长呈现下降趋势，在第 9 d时，

PP-2代谢物组中的巯基含量与初始状态相比下降

了 52.07%，与其他处理组相比下降幅度最小。在冷

藏过程中，肌原纤维蛋白中的巯基逐渐被氧化，由肌

原纤维蛋白浓度可知，PP-2代谢物处理组中 Ca2+-
ATP酶活性维持在较高水平，保证肌原纤维蛋白结

构的稳定性，并减少了巯基暴露，使得巯基保留率最

高。因此，PP-2代谢物更能抑制肌原纤维蛋白的降

解，维持蛋白稳定性。前人研究发现随着复合有机酸

物质处理浓度的增加，巯基含量降低，诱导肌原纤维

蛋白聚集，虾肉显示出更好的质地特性，进一步分析

可得，含有丰富有机酸等多种生物活性物质的 PP-
2代谢物可以提高 Ca2+-ATP酶活性，进而抑制肌原

纤维蛋白的降解，抑制巯基氧化[38]，达到维持肌原纤

维蛋白稳定性的目的。
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图 11    不同条件下虾肉肌原纤维蛋白巯基含量变化
Fig.11    Changes in sulfhydryl group content of myofibrillarpro-

tein in shrimp meat under different conditions
 

 2.8　不同代谢物处理对虾肉肌原纤维蛋白二级结构的

影响

对肌原纤维蛋白进行傅里叶红外光谱分析，呈现

出特定的红外特征吸收峰分别为肌原纤维蛋白的酰

胺 A（2800~3000 cm−1）、酰胺Ⅰ带（1600~1650 cm−1）、

酰胺Ⅱ带 （ 1300~1502  cm−1）和酰胺Ⅲ带 （ 1000~
1070 cm−1）。其中，酰胺Ⅰ带在探究蛋白质二级结

构，如 α-螺旋、β-折叠方面具有关键作用[39]。蛋白质

二级结构中 β-折叠含量的增加，对于提高蛋白质的

凝胶特性有着积极贡献[40]。

由图 12可知，PP-2代谢物处理组在 1643 cm−1

处观察到的酰胺Ⅰ带吸收峰与空白对照组和其他代

谢物处理组相比有所偏移，并且峰面积最大，其次是

7-C组，L. plantarum 组和 3-D组的峰面积最小。在

红外光谱分析中，酰胺Ⅰ带的吸收峰面积越大，说明

蛋白质二级结构中 β-折叠的占比越高，蛋白质的凝

胶特性越强，虾的弹性越大。Rui等[41] 的研究发现

植物乳杆菌发酵大豆分离蛋白，发酵产生的有机酸破

坏了蛋白分子间的氢键，导致 β-折叠结构去折叠，酰

胺Ⅰ带吸收峰向低波数偏移，β-折叠结构比例降低，

暴露更多极性基团，与本研究 PP-2代谢物的作用效

果相吻合。由此可见，维持肌原纤维蛋白酰胺Ⅰ带结

构的稳定，是确保蛋白质整体稳定性的重要环节。
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图 12    不同条件下虾肉肌原纤维蛋白二级结构变化
Fig.12    Changes in the secondary structure of myofibrillar pro-

tein in shrimp meat under different conditions
 

 3　结论
本文以南美白对虾为研究对象，研究了 PP-2代

谢物的抑菌机制及对虾蛋白特性的影响。分析发现

PP-2代谢物含 20种抗菌活性物质，作用于 S-1时可

改变细胞膜通透性，使胞内蛋白外泄致细菌死亡，与

3-D、7-C、L. plantarum 代谢物相比，贮藏末期 PP-
2代谢物处理组蛋白浓度、巯基含量、Ca2+-ATP酶活

性较高，维持蛋白质二级结构效果最佳。未来可将其

应用于实际的水产品保鲜中，通过优化工艺来降低成

本，进一步分离纯化抗菌物质以明确抑菌机制，还可

与其他保鲜技术协同构建复合体系以延长水产品货

架期和提高产品竞争力。
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