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【摘  要】本研究选用重要的水产革兰氏阴性病原菌-嗜水气单胞菌ATCC35654与副溶血弧菌ATCC17802为指示菌，通过比

浊法测定OD600数值进行评价，筛选出安全性较高的烟酸作为外膜通透剂，并探讨其与抗菌肽的协同抑菌作用的

量效关系。结果发现：低浓度的烟酸可以协同nisin抑制两种指示菌的生长，当烟酸浓度为0.8 mg/mL、nisin浓度

为2 mg/mL时对指示菌产生相加抑菌作用，且致死率达到百分之40%以上。 
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【Abstract】In this study，the important aquatic gram-negative pathogens，Aeromonas hydrophila ATCC35654 and Vibrio 

parahaemolyticus ATCC17802 were selected as the indicator bacteria，and the OD600 value was determined by 

turbidimetric method for evaluation，and niacin with high safety was screened as the outer membrane permeabilizer，and 

the dose-response relationship between its synergistic antibacterial effect with antimicrobial peptides was discussed. The 
results showed that low concentration of niacin could inhibit the growth of the two indicator bacteria in conjunction with 
nisin，and the niacin concentration was 0.8 mg/mL and nisin concentration of 2 mg/mL，and the lethality rate reached 

more than 40%. 
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革兰氏阴性菌因外膜（OM）起着渗透屏障的保护作用

从而对抗菌肽有天然抗性；有研究认为，外膜通透剂如百里

酚和没食子酸[1]、肉桂醛[2]、树状银颗粒[3]、苯扎氯铵[4]、

phenyllactic[5]、植酸（phytic acid）[6]具有增强革兰氏阴性菌

外膜通透性的作用，从而使病原菌外膜的保护作用降低。基

于此，本试验将外膜通透剂与抗菌肽协同作用抑制革兰氏阴

性菌，筛选出较为有效的外膜通透剂与抗菌肽组合，评估抑

菌效果。为水产养殖业中抗菌药物的开发与应用提供新思

路，也为革兰氏阴性菌疾病的治疗与水产品的保鲜提供理论

依据。 

1. 材料与方法 

1.1 指示菌 

副溶血弧菌 17802；嗜水气单胞菌 ATCC35654 由中科

质检有限公司提供 

1.2 试验方法 

1.2.1 外膜通透剂的筛选 

将培养至对数期的嗜水气单胞菌 ATCC35654、副溶血

弧菌 17802 菌液吸取 80 μL（约 107 CFU/mL）加入 96 孔板

中，并分别添加外膜通透剂及抗菌肽 nisin 溶液；以仅添加

空白培养基的为对照组，另设外膜通透剂处理组、nisin 处

理组、外膜通透剂+nisin 协同处理组。按照不同处理组的需

求分别将外膜通透剂、nisin 溶液加入 96 孔板中，每孔外膜

通透剂终浓度为 1mg/mL、nisin 终浓度为 1mg/mL，每种处理

设 3 个平行，于 30℃培养 12 h， 后以酶标仪测定 OD600 值
[7]。 

1.2.2 抗菌肽与外膜通透剂对革兰氏阴性水产病原菌的

协同致死浓度 

以嗜水气单胞菌 ATCC35654、副溶血弧菌 17802 为指

示菌，将培养至对数生长期的菌液用无菌生理盐水离心

（4000 r，4 min，4℃）洗涤 1 次，重悬后向含有指示菌的

生理盐水悬液（104~ 106 CFU/mL）中添加无菌生理盐水、烟

酸及 nisin 使烟酸终浓度分别为 0.2 mg/mL、0.4 mg/mL、0.6 

mg/mL、0.8 mg/mL、1.0 mg/mL，nisin 终浓度分别为 1、2 

mg/mL，实验分组和培养条件与 1.2.1 相同，每种处理设 3

个平行， 后以酶标仪测定 OD600 值及以平板计数法计算菌

落数量[8]。 

2 结果与分析 

2.1 数据分析方法 

本研究所有数据均用 Excel2003、SPSS13.0 进行分析处

理；利用 ORIGIN 8 软件绘制柱状图及折线图。 

2.2 结果与分析 

2.2.1 外膜通透剂的初步筛选 
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选用三种外膜通透剂与抗菌肽 nisin 协同抑制革兰氏阴

性病原菌，结果如图 1、2 所示，与对照组相比，单独使用

酒石酸、烟酸时使副溶血弧菌 17802 OD600 降低，单独使用

三种外膜通透剂均使嗜水气单孢菌 ATCC35654 OD600 降低；

外膜通透剂与 nisin 共同处理组中烟酸与 nisin 的协同抑菌效

果较好，综上外膜通透剂选定烟酸。 

 

图 1  nisin 与不同外膜通透剂协同处理副溶血弧菌 17802 

 

图 2  nisin 与不同外膜通透剂协同处理嗜水气单胞菌

ATCC35654 

2.2.2 抗菌肽与外膜通透剂对革兰氏阴性水产病原菌的

协同致死浓度 

进一步筛选 nisin 与烟酸协同的适宜浓度范围，结果如

图 3 所示。对于嗜水气单胞菌 ATCC35654（图左）、副溶血

弧菌 17802（图右）来说，不同浓度的烟酸协同 1.0 mg/mL

的 nisin 皆有抑菌作用，其中 0.6 mg/mL 的烟酸协同 1.0 mg/mL

的 nisin 处理指示菌后，指示菌的生长受到了小幅度地抑制，

0.8 mg/mL 与 1.0 mg/mL 的烟酸协同 1.0 mg/mL 的 nisin 虽然

抑菌效果较好，但使用相同浓度的烟酸单独处理时抑菌效果

就已很明显，无法判断是否能够协同 1.0 mg/mL 的烟酸作用

于指示菌抑制其生长。故烟酸协同 1.0 mg/mL 的 nisin 作用

于指示菌的 小抑菌浓度为 0.6 mg/mL。在图 4 中所示，当

烟酸浓度为 0.8 mg/mL、nisin 浓度为 2 mg/mL 时对指示菌产

生相加抑菌作用，且致死率达到百分之 40%以上。 

 

 

 

图 3  不同浓度烟酸协同低浓度 nisin（1 mg/mL）处理副溶

血弧菌 17802 后 OD600 值 

 

图 4  不同烟酸浓度协同 nisin（2 mg/mL）处理后 12 h 活菌

数（cfu/mL） 

3 讨论 

相关研究表明抗菌肽的抑菌机制大致分为三类：抑制细

胞壁的合成[9]，作用于细胞质膜[10]；影响细胞基因表达和蛋

白质合成[11]，作用于细胞壁磷脂 II，干扰细胞壁的合成[12]，

或作用于细胞质膜形成孔洞，破坏细胞膜电位[13，14]，导致细

胞生长抑制或者死亡。而在本研究中发现抗菌肽 nisin 单独

处理时对指示菌均无生长抑制或者致死作用，这与部分报道

类似，即 nisin 对革兰氏阴性菌的作用有限[15]，试验显示低

浓度抗菌肽 nisin 对指示菌有小幅度的生长促进作用，目前

机理尚未明确。推测该类肽可能作为菌体生长的营养物质，

或者作为信号物质影响菌体代谢，从而促进菌体生长。 

实验中单独使用低浓度烟酸处理病原菌时菌株 OD600 数
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值下降，而当烟酸与 nisin 协同处理病原菌时，菌体的生长

进一步受到抑制，致死率显著升高，且抑制强度随着烟酸浓

度的增加而提高。有相关研究表明，有机酸作为小分子可以

穿过细菌外膜的孔道进入细胞质，作用于磷酸和脂多糖，从

而破坏细菌外膜的完整性，使细菌细胞的内容物外泄，达到

抑菌效果[16]。据此推测烟酸破坏了菌体的外膜，从而使 nisin

可以直接作用于细菌的细胞质抑制其生长，因此烟酸协同

nisin 可以达到一定的抑菌效果。 
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