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琼脂扩散法定量测定多黏菌素对霉菌的抑菌活力 
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摘要：本文研究抗菌肽抑制霉菌的活力定量测定方法，选用多黏菌素 B 和产黄青霉作为研究对象，采用琼脂扩散法优化指示菌

浓度、抗菌肽添加量、培养时间等影响活力定量测定的条件，进一步以黑曲霉为指示菌进行方法验证；通过建立抗菌肽浓度对数值与

抑菌圈直径之间的线性方程进行抗菌肽抑菌活力的计算。研究结果显示，琼脂扩散法测定多黏菌素 B 抑制霉菌活力的最佳条件：90 mm

平板添加 PDA 培养基 15 mL，指示菌孢子浓度（1~5）×106个/mL，多黏菌素 B 添加量 100 μL，4 ℃预扩散时间 6~10 h，28 ℃培养

时间 24 h。以黑曲霉为指示菌进行方法验证时发现方法重复性好、精密度高。在此条件下，多黏菌素 B 对产黄青霉和黑曲霉的抑菌

活性分别为 524.81 U/mg 和 605.76 U/mg。该研究为抗菌肽在试验和生产过程中的活力测定提供参考和依据。 
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Abstract: The quantitative determination method of antimicrobial peptides against mold fungi was studied in this paper. The antifungal 

activity of polymyxin B against Penicillium chrysogenum was determined by agar infusion method, and the determination conditions of 

indicator concentration, peptide addition amount and culture time were then optimized. Furthermore, the quantitative determination method was 

verified with Aspergillus niger. The antifungal activity was calculated by establishing a linear equation between the antimicrobial peptide 

concentration and inhibition zone diameter. The results showed that the optimal conditions for quantitatively testing the activities of polymyxin 

B against mold fungi were as follows: The amount of PDA in 90 mm petri dish was 15 mL, the spore concentration was (1~5)×106 spores/mL, 

the addition of polymyxin B was 100 μL, the pre-diffusion time was 6~10 h at 4  and the culture t℃ ime was 24 h at 28 . The quantitative ℃

determination method was verified with Aspergillus niger, and the results indicated that this determination method had good repeatability and 

high precision. Under these conditions, the antifungal activities of polymyxin B against Penicillium chrysogenum and Aspergillus niger were 

524.81 U/mg and 605.76 U/mg, respectively. This study could provide a reference and basis for the activity determination of antimicrobial 

peptides in the process of research and production. 
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抗菌肽（Antimicrobial peptides，AMPs）是一类

来源于动物、植物、微生物中的小分子多肽，具有抵

御外界病源微生物侵害、清除体内突变细胞、提高免

疫等特性[1~4]。目前，抗菌肽广泛应用于食品[5,6]、医 
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药[7]、保健品和饲料[8]等领域，其安全无毒的特点受到

各行各业的关注。 
在食品加工、保藏等环节最主要的问题是食品腐

败变质，在引起食品腐败变质的微生物中霉菌是其中

较为重要的一类。霉菌不仅可以直接造成食品腐败，

而且部分霉菌在侵染食品的过程中产生毒素，这些毒

素的摄入会对人体产生巨大的危害[9~11]。因此，如何

有效防治霉菌污染成为一项重要的研究内容。在霉菌

污染控制中，生物源的抗菌肽作为一种天然防腐剂研
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究较多[12~16]。郝曼等[13]从大豆球蛋白中提取到一种碱

性肽，其可以抑制黑曲霉和青霉，最小抑菌浓度分别

为 1.6 和 1.2 mg/mL。黄现青等[14]报道，采用药敏纸

片法研究枯草芽孢杆菌脂肽对点青霉的抑制性，用其

处理桃子采摘后的霉变，其防腐效率达到 76.5%。孙

卉等[15]采用管碟法考察枯草芽孢杆菌发酵液抑制引

起苹果腐烂的霉菌，发现其对扩展青霉具有良好的抑

制性，抑制率可达 40%~80%。刘尊等[16]分别利用孢

子萌发抑制法和菌落生长抑制法分析亚麻籽环肽混合

物对霉菌的抑制，观察到其对宛氏拟青霉和黄曲霉具

有一定抑制活性。可见，抗菌肽在食品腐败真菌的抑

制中具有重要的作用，但研究中发现，抗菌肽的性能

测定和评价标准并没有完善的评价系统，测定方法不

统一，结果缺乏可比性。因此，如何准确的测定抗菌

肽的抗菌活性也就成为了一个重要的问题。 
在抗菌肽的活力测定中，关于抑制细菌活性的测

定方法很多，主要有管碟法[17]、浊度法、微量肉汤稀

释法[18]、平板扩散法[19]等。但在真菌的活力测定中，

尤其是对于产生孢子和菌丝的霉菌，若借鉴细菌测定

的微量肉汤稀释法或浊度法容易造成误差[20]。而针对

孢子和菌丝特性开发的孢子萌发抑制法和菌丝生长抑

制法[11,15,21,22]亦存在一定不足，孢子萌发抑制法在观察

过程中，芽管的长度无法准确测定，在计算萌发率时

会造成误差；菌丝生长抑制法试验过程中，菌饼大小

和厚度的不统一亦会导致霉菌生物量的不统一，进而

影响测量结果的准确性。因此，寻找抑制霉菌活性的

适宜测定方法较为重要。魏东东等[23]通过建立抗菌肽

浓度对数值与抑菌圈直径的线性关系来定量测定抗菌

肽对细菌的抑菌活力，该方法操作简单，结果相对准

确。基于此，本研究考察此种测定方法是否适用于抗

菌肽对霉菌的定量测定。 
本研究采用琼脂扩散法进行抗菌肽抑制霉菌的活

力定量测定，通过优化多黏菌素 B 对产黄青霉的定量

测定条件，建立抗菌肽浓度对数值与抑菌圈直径之间

的线性关系确定抗菌肽对霉菌的抑菌活力，并进一步

采用黑曲霉验证方法的可行性，以期建立适用性高的

抗菌肽抑制腐败性霉菌的定量测定方法，为抗菌肽的

活力评价方法的统一与评价标准的建立奠定一定基

础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

指示菌：产黄青霉 Penicillium chrysogenum（ATCC 
10106）、黑曲霉 Aspergillus niger（ATCC 16404），本

实验室保存。 
培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA），北

京奥博星生物技术有限责任公司。 
试剂：多黏菌素 B（polymyxin B），上海麦克林

生化科技有限公司；其他试剂均为分析纯。 
耗材：一次性平板（90 mm），江苏康健医疗用品

有限公司；牛津杯（内径 6.0 mm，外径 7.8 mm），武

汉药科新技术开发有限公司。 

1.2  仪器设备 

超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；霉菌

培养箱，上海一恒科技有限公司；紫外分光光度计，

天美科学仪器有限公司；显微镜，日本奥林巴斯株式

会社；全自动菌落计数仪，法国 Interscience 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  孢子悬液的制备 
接种环挑取 1~2 环保藏的霉菌孢子，接种于 PDA

培养基，28 ℃恒温培养 18~30 h，用生理盐水洗脱孢

子，脱脂棉过滤，血球计数板计数，采用生理盐水进

行孢子悬液的稀释与调整，备用。 
1.3.2  多黏菌素 B 溶液的配制 

采用无菌水配制浓度为 4.0 mg/mL 的多黏菌素 B
母液，然后进行二倍梯度稀释，分别制备浓度为 0.125、
0.25、0.5、1.0、2.0 和 4.0 mg/mL 的测定液。 
1.3.3  抗菌肽浓度与抑菌圈直径间线性关系的

验证 
将灭菌的 PDA 培养基冷却至 45~50 ℃，将 1.3.1

中制备的 P. chrysogenum ATCC 10106 孢子悬液按照

1%的添加量加入到 PDA 培养基中，混匀，量取 15 mL
分装至 90 mm 培养皿中，冷却后，等距离放置 6 个牛

津杯，将 1.3.2 配制的不同浓度的多黏菌素 B 溶液加

入牛津杯中，4 ℃预扩散 6~10 h 后，28 ℃培养箱中

恒温培养，使用全自动菌落计数仪测量抑菌圈直径。

以多黏菌素 B 浓度的对数值为横坐标，以抑菌圈直径

为纵坐标，绘制抗菌肽浓度对数值与抑菌圈直径间的

线性关系，验证二者之间是否存在线性关系，分析该

测定方法的可行性。 
1.3.4  抑菌测定方法的条件优化 

1.3.4.1  指示菌孢子浓度优化 
按照 1.3.1 的方法分别制备（1~5）×105、（1~5）

×106和（1~5）×107个/mL 浓度的 P. chrysogenum ATCC 
10106 孢子，以 1%的添加量加入到 PDA 培养基，制

备不同孢子浓度的含菌平板，其余条件同 1.3.3 的抑菌

测定方法。  
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1.3.4.2  抗菌肽添加量优化 
在牛津杯中分别加入 50 μL、100 μL、150 μL 不

同稀释浓度的多黏菌素 B 测定液，其余同 1.3.3 的抑

菌测定方法。 
1.3.4.3  培养时间的优化 

按照 1.3.3 的方法进行抑菌活力的测定，制备的含

菌平板经过预扩散后，放置在 28 ℃培养箱中分别培

养 18、24 和 30 h，观察抑菌平板中菌落状态，测定抑

菌圈大小。 
以上优化，每个试验 3 个平行，每个平行重复 3

次。建立抗菌肽浓度对数值与抑菌圈直径间的线性回

归方程，以回归方程的相关系数 R2、斜率、截距以及

相对标准偏差为依据，进行方法精密度、准确度和重

复性的优化。 
1.3.5  抑菌测定方法的验证 

采用 A. niger ATCC 16404 对 1.3.4 建立的抑菌测

定方法进行验证试验，建立多黏菌素 B 浓度对数值与

抑菌圈直径间的线性关系，确定抗菌肽活力测定方法。 

1.4  抗菌活力计算 

参照魏东东等[23]的活力定义公式进行抗菌活力

的计算。 

1.5  数据处理 

采用 Origin 8.0 软件分析线性回归方程、斜率、

截距、相关系数，计算平均数、标准偏差以及相对标

准偏差。采用 SPSS statistics 20 软件进行显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  抗菌肽浓度与抑菌圈直径间线性关系的

验证 

Tramer 等[24]和魏东东等[23]在进行抗菌肽活力测

定中发现，抗菌肽浓度的对数值与抑菌圈直径之间存

在线性关系，而且魏东东依据此线性关系，建立了抗

菌肽对细菌的活力定量测定方法，解决了抗菌肽由于

没有统一标准品而无法进行定量测定的现状。这种活

力定量测定方法能否适用于抗菌肽对霉菌的测定？本

文通过研究多黏菌素B对P. chrysogenum ATCC 10106
的抑菌试验进行方法的验证。结果发现，多黏菌素 B
浓度为 0.125、0.25、0.50、1.0、2.0、4.0 mg/mL 时，

其浓度的对数值与抑菌圈直径之间存在良好的线性关

系，其相关系数 R2均达到 0.99 以上（图 1），从表 1
可以看出，三次重复测定的结果相对偏差均较小，可

见其准确性和精密度较好。因此，在抗菌肽抑制腐败

霉菌的活力测定中，该测定方法具有一定可行性。且

从图 2 可以看出，采用此测定方法获得的抑菌圈呈现

圆形，且边缘整齐，测量误差小，结果直观。 

 
图1 抗菌肽浓度对数值与抑菌圈直径之间的线性关系 

Fig.1 Linear relationship between logarithm of antifungal 

peptide concentration and diameter of inhibition zone diameter 

 
图2 不同浓度多黏菌素B抑菌试验 

Fig.2 Antifungal test with different concentrations of polymyxin B  

注：1~6 分别代表多黏菌素 B 浓度为 0.125、0.25、0.5、

1.0、2.0、4.0 mg/mL。 

图 1 显示，多黏菌素 B 浓度在 0.125~4.0 mg/mL
时的线性关系良好，因此，以下研究中选择此浓度作

为多黏菌素B活力测定的适宜浓度。除了抗菌肽浓度，

抗菌肽的添加量、指示菌浓度和培养时间等因素同样

影响测定方法的准确性，需要对这些影响因素进行优

化，以获得最适的定量测定条件。 
表1 多黏菌素B抑制P. chrysogenum ATCC 10106的结果分析 

Table 1 Analysis of the inhibition of polymyxin B against P. chrysogenum ATCC 10106 

项目 斜率 RSD/% 截距 RSD/% R2 

多黏菌素 B 抑制 P. chrysogenum ATCC 10106 11.74±0.461 3.93 22.20±0.369 1.66 0.9953 
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表2 孢子浓度对多黏菌素B抑制P. chrysogenum ATCC 10106的结果分析 

Table 2 Analysis of the spore concentration on the inhibition of polymyxin B against P. chrysogenum ATCC 10106 

孢子浓度（个/mL） 斜率 RSD/% 截距 RSD/% R2 

105 12.24±0.12a 1.69 19.44±0.09b 0.79 0.9893 

106 11.45±0.11a 1.68 19.55±0.12b 0.11 0.9978 
107 11.74±0.27a 3.93 22.20±0.21a 1.66 0.9982 

注：不同字母表示同列在 p<0.05 水平上的统计差异性；相同字母表示同列差异不显著。下表同。 

2.2  测定方法的条件优化 

2.2.1  指示菌孢子浓度优化 

 
图3 孢子浓度对多黏菌素B抑制P. chrysogenum ATCC 10106

的影响 

Fig.3 Effect of the spore concentration on the inhibition of 

polymyxin B against P. chrysogenum ATCC 10106 

   

 
图4 不同孢子浓度的抑菌试验 

Fig.4 Antifungal test with different concentrations of spore 

注：a、b 和 c 分别代表指示菌孢子浓度为 105、106、107

个/mL。 

分别采用 105 、 106 、 107 个 /mL 浓度的 P. 
chrysogenum ATCC 10106 孢子制备含菌平板，进行多

黏菌素 B 的抑菌研究，绘制多黏菌素 B 对数值与抑菌

圈直径之间的线性回归方程，结果见图 3。不同的指

示菌浓度对斜率、截距及决定系数的结果见表 2。 
从图 3 和表 2 可以看出，当孢子浓度为 105个/mL

时，线性相关（R2=0.9893）较差；同时试验中还发现，

当指示菌浓度较低时，抑菌圈边缘不清晰，存在颗粒

感（如图 4），易给测量带来较大误差。孢子浓度为 106

个/mL 时，截距与斜率的相对标准偏差均较小，线性

相关度高，可见其准确度和精密度相对良好，因此，

选择 P. chrysogenum ATCC 10106 孢子浓度为（1~5）
×106个/mL 作为最佳的指示菌浓度。 
2.2.2  抗菌肽添加量条件优化 

 
图5 抗菌肽添加量对多黏菌素B抑制P. chrysogenum ATCC 

10106的影响 

Fig.5 Effect of the peptide addition amount on the inhibition of 

polymyxin B against P. chrysogenum ATCC 10106 

   

 
图6 不同抗菌肽添加量的抑菌实验 

Fig.6 Antifungal test with different peptide addition amount 

注：a、b 和 c 分别代表抗菌肽添加量 50、100、150 μL。 

采用（1~5）×106 个/mL 浓度的 P. chrysogenum 
ATCC 10106 孢子制备含菌平板，进行多黏菌素 B 的
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抑菌研究，多黏菌素 B 添加量分别为 50 μL、100 μL、
150 μL，绘制多黏菌素 B 对数值与抑菌圈直径的线性

回归方程，结果见图 5。不同的指示菌浓度对斜率、

截距及决定系数的结果见表 3。 
从图 5 和图 6 可以看出，多黏菌素 B 添加量为 50 

μL 时的抑菌效果不明显；添加量为 150 μL 时，抑菌

圈直径过大，相邻的抑菌圈相连，影响试验结果的测

定，并且抗菌肽在一定时间内不能完全扩散；当添加

量为 100 μL 时，斜率和截距的相对标准偏差均较小，

线性相关度高（R2=0.9963），可见其准确度和精密度

好（表 3）。因此，选择多黏菌素 B 添加量 100 μL 作

为试验最佳条件。 
表3 抗菌肽添加量对多黏菌素B抑制P. chrysogenum ATCC 10106的结果分析 

Table 3 Analysis of the peptide addition amount on the inhibition of polymyxin B against P. chrysogenum ATCC 10106 

多黏菌素 B 添加量/(μL) 斜率 RSD/% 截距 RSD/% R2 

50 11.08±0.517a 8.08 18.77±0.052b 5.19 0.9952 

100 12.00±0.089a 1.29 20.61±0.010a 1.05 0.9963 

150 11.66±0.478a 7.09 19.54±0.017a 1.73 0.9942 

表4 培养时间对多黏菌素B抑制P. chrysogenum ATCC 10106的结果分析 

Table 4 Analysis of the culture time on the inhibition of polymyxin B against P. chrysogenum ATCC 10106 

培养时间/h 斜率 RSD/% 截距 RSD/% R2 
18 11.14±0.44a 6.44 18.34±0.46b 3.99 0.9963 

24 11.21±0.12a 1.69 19.99±0.09a 0.08 0.9958 

30 11.39±0.24a 3.75 19.47±0.11a 1.07 0.9942 

2.2.3  培养时间条件优化 

 
图7 培养时间对多黏菌素B抑制P. chrysogenum ATCC 10106

的影响 

Fig.7 Effect of the culture time on the inhibition of polymyxin B 

against P. chrysogenum ATCC 10106 

采用 106 个/mL 浓度的 P. chrysogenum ATCC 
10106 孢子制备含菌平板，进行多黏菌素 B 的抑菌研

究，多黏菌素 B 添加量为 100 μL，培养时间 18~30 h，
绘制多黏菌素 B 对数值与抑菌圈直径的线性回归方

程，结果见图 7。不同的指示菌浓度对斜率、截距及

决定系数的结果见表 4。 
从图 7、8 以及表 4 可以看出，培养时间为 18 h

时，斜率和截距的相对标准偏差较大，且根据实际情

况，在试验过程当中，18 h 菌落还没有完全覆盖培养

基；而 30 h 已经有部分菌丝产生，在结果测量过程中，

均可能影响试验结果的准确性；培养 24 h 时，其斜率

和截距的相对标准偏差较小，线性相关性高，精密度

和准确度好，故选择培养 24 h 作为方法测定的适宜培

养时间。 
多黏菌素B对P. chrysogenum ATCC 10106的定量

测定条件为：指示菌孢子浓度为（1~5）×106 个/mL，
多黏菌素 B 添加量 100 µL，4 ℃预扩散时间 6~10 h，
28℃培养时间为 24 h，在此条件下计算多黏菌素 B 对

P. chrysogenum ATCC 10106 的抑菌活力为 524.81 
U/mg。 

   

 

图 8 不同培养时间的抑菌试验 

Fig.8 Antifungal test with different culture time 

注：a、b 和 c 分别代表培养 18、24、30 h。 

2.3  验证实验 

采用A. niger ATCC 16404对上述建立的抑菌定量

测定方法进行验证，结果见图 9 和表 5。 
从图 9 和表 5 可以看出，多黏菌素 B 对 A. niger 
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ATCC 16404 抑制试验的重复性和精密度较好，说明

建立的多黏菌素B抑制霉菌的定量测定方法具有较强

的适用性。在此条件下测得多黏菌素 B 对 A. niger 
ATCC 16404 的抑菌活力为 605.76 U/mg。 

表5 多黏菌素B抑制A. niger ATCC 16404的结果分析 

Table 5 Analysis of the inhibition of polymyxin B against A. niger ATCC 16404 

项目 斜率 RSD/% 截距 RSD/% R2 

多黏菌素 B 抑制 A. niger ATCC 16404 11.85±0.255 3.72 21.12±0.117 0.96 0.9964 

 
图9 抗菌肽浓度对数值与抑菌圈直径之间的线性关系 

Fig.9 Linear relationship between logarithm of antifungal 

peptide concentration and diameter of inhibition zone diameter 

3  结论 

采用琼脂扩散法，通过优化多黏菌素 B 抑制 P. 
chrysogenum ATCC 10106 的测定条件，获得其定量测

定的适宜条件为：指示菌孢子浓度为（1~5）×106 个

/mL，多黏菌素 B 添加量 100 µL，4℃预扩散时间 6~10 
h，28 ℃培养时间 24 h，90 mm 平板中添加 PDA 培

养基 15 mL。进一步采用 A. niger ATCC 16404 进行方

法准确性的验证，结果显示其重复性和稳定性较好。

本研究建立的基于抗菌肽浓度与抑菌圈直径之间线性

关系的定量测定方法具有成本低、操作简单、重复性

好、普适性高等特点，可以广泛应用于抗菌肽研究的

相关领域，为抗菌肽的进一步应用奠定基础。 
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