
!" 卷 #期
$%%"年 &%月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
’()*!"
+,-(./0

1(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%"

基金项目：国家自然科学基金（"%&2%3$"）
作者简介：高学文（&43# 5），男，副教授，博士，从事植物与病原物互作分子机理和植物病害生物防治研究。6/)：
738$#8!"43%2$；98:;<)：=;(>?/@AB;C((* ,(:
收稿日期：$%%$8&$8$%，修回日期：$%%"8%38"%

枯草芽孢杆菌 !"菌株产生的表面活性素
变异体的纯化和鉴定

高学文& 姚仕义& D?(E= FC;:$ G(;,C<: ’;-/0$ 王金生&

（&南京农业大学 农业部病虫监测与治理重点开放实验室 南京 $&%%4#）

（$柏林理工大学生物化学和分子生物学研究所 柏林 &%#72）

摘 要：利用 3 :()HI DJ)沉淀枯草芽孢杆菌 K$菌株的去细胞培养液，甲醇抽提获得脂肽类
抗生素粗提物，过 L/MC;N/> ID8$%层析柱获得粗纯化物，经 OPIQR86+S8OL检测表明 K$菌株
仅含有表面活性素一种脂肽类抗生素。利用 DFIJ LOPT6 LUL69O，将粗纯化物过!TFJ J$H
J&7层析柱对表面活性素变异体进行分离后获得纯化物。经 OPIQR86+S8FLQ8OL对纯化物的
结构分析表明，K$菌株的表面活性素变异体由 &"、&!和 &#个碳原子的脂肪酸链以及 I8V)?8I8
I/?8Q8I/?8I8’;)8I8PWM8Q8I/?8I8I/?七环肽组成。
关键词：枯草芽孢杆菌，基质协助激光解吸附离子化8飞行时间质谱，OPIQR86+S源后衰变质
谱，表面活性素变异体，纯化，鉴定
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枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）产生的脂肽类抗生素有表面活性素（L?0X;,-<E）、伊枯草
菌素（R-?0<EW）和 S/E=B,<E "大类。表面活性素由于其卓越的表面活性剂性质最初由 P0<:;
等鉴定和命名［&］，其化学结构由 Y;Z<E?:;等［$］确定为含有 2个"8氨基酸和具有 &"、&!或
&#个碳原子的#8羟基脂肪酸构成的大环内酯型脂肽类化合物，被称为标准表面活性素
（L-;EN;0N W?0X;,-<E）。此后表面活性素家族的成员不断增加，分别来源于天然的、生物合成
的或基因工程产生的肽链或脂肪酸链的变异体［"］。

表面活性素不仅是高活性的生物表面活性剂，同时也是具有广泛用途的生物活性物

质。它表现出抗病毒［!，#］、抗肿瘤［3］、抗支原体［2］、抗真菌［7］活性和一定程度的抗细菌［4］活

性。它的作用机制包括其能够与细胞膜上的磷脂（FC(WMC()<M<NW）互作引起离子通道的形
成［&%］，螯合一、二价阳离子［&&］从而抑制多种酶类如 JB,)<, POF MC(WMC(N</W-/0;W/［&$］和胞质
FIP$
［&"］的活性。而膜活性的表面活性素还可以与病毒脂膜（’<0?W )<M<N :/:.0;E/）互作来
破坏病毒脂膜和衣壳［!］，从而具有抗病毒活性。由此可见，表面活性素在医学和农业生物

防治领域具有广阔的应用前景，是很有希望开发的环保型生物源农药。

枯草芽孢杆菌 K$菌株是 4%年代本实验室王金生教授开发的“K”系列（!"#$%%&’ ’&()$*
%$’）生防菌之一，多年来用于防治大白菜软腐病和油菜菌核病，具有很好的防治效果。明
确 K$菌株产生的脂肽类抗生素种类是进一步开发和利用该类生防菌剂的基础，本研究确
定了 K$菌株产生的脂肽类抗生素种类，并对表面活性素变异体进行了纯化和鉴定。



! 材料和方法

!"! 材料
本研究使用的枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）!"菌株为本实验室保存，#$!%&’来自

于文献［(］。)*+,-.*/ 012"&葡聚糖和!345 5"65%7 )5"8%6%&层析柱购于 4,-9:-;<- !<=>?>2
@*:>公司（A9*<BC9D，A3E）。甲醇、乙酸和乙腈等试剂皆为分析纯或色谱纯。表面活性素
纯品由德国柏林理工大学 F9G H=-;,<: I-@*9实验室提供。
!"# 菌体培养和脂肽类化合物的粗制备
枯草芽孢杆菌 !" 和 #$!%&’ 菌株的培养使用 0-J.? 培养基［%(］。菌株在含 ’&&:0

0-J.?培养基的 "0三角瓶中，在 KKL %7& 96:<J条件下培养 K&,。培养结束后，将培养物离
心去除菌体细胞，上清液加入 M:=N60 15N调 +1至 "8&，然后轻微搅动 ",或过夜。离心收
集沉淀，加入甲醇后用 %:=N60 O-#1调 +1至 P8&，再用甲醇抽提两次并将抽提液合并。将
表面活性素甲醇粗提物过 )*+,-.*/ 012"&（";: Q ’&;:）层析柱，收集表面活性素组分即为
粗纯化物。放入 R "&L冰箱备用。
!"$ 表面活性素变异体的分离和浓度确定
已过 012"&层析柱的粗纯化物，再利用 1405 )ST3U )V)UWS过!345 5"65%7层析柱

来分离表面活性素变异体，梯度洗脱，洗脱液 T为含 &8%X甲酸的水溶液，!为含 &8%X三
氟乙酸的乙腈溶液，历经梯度洗脱的条件是 &X Y %&&X !液 ’’:<J，共收集 (7 管，每管
%&&!0，检测波长为 "%&J:。表面活性素浓度的测定是将待测样品和配制成浓度为 %:D6:0
的纯品以上述同样梯度条件作 1405检测，表面活性素在 (( Y (7:<J被洗脱出来，通过待
测样品和纯品在该时间段的峰面积比值来确定待测样品浓度。

!"% 表面活性素的质谱分析
利用 ST0FZ2U#A2S)分析 !"产生的脂肽类化合物种类，ST0FZ2U#A2S)以 !9C[*9 3*2

\N*/ ST0FZ2U#A仪记录，使用 KKPJ:氮激光源解吸附和电离，基质为"2氰2(2羟肉桂酸（"2
;?-J=2(2,?.9=/?;<JJ-:<; -;<.）。利用 ST0FZ2U#A源后衰变（4=>@ >=C9;* .*;-?，4)F）质谱分
析 !"产生的表面活性素变异体。

# 结果和分析

#"! 枯草芽孢杆菌 &#的生长和表面活性素产量
在 0-J.?液体培养基中，KKL %7&96:<J的条件下，用分光光度计（’’%) ]I6IZ)，4*9[<J2

WN:*9）和 +1仪（415K&&M0，3-.<=:*@*9 TJ-N?@<;-N）每隔 %,测定一次 !" 的 *+ 值和 +1值
（图 %）。结果显示，!"的 *+ 值从第 P小时进入对数生长期，在第 %7小时进入对数生长
末期；+1值从最初 M8&开始不断下降到对数生长初期的 ’8’，然后在对数生长期不断升
高，至稳定期为 P8"，最高升至 P8(。利用 1405 )ST3U )V)UWS测定表面活性素的产量表
明（图 %），在对数生长期的培养液中表面活性素的产量不断增加，在稳定期产量达到最高
水平为 "7&:D60，之后在所测范围内未见显著增加。
#"# 枯草芽孢杆菌 &#产生的脂肽类抗生素种类
将粗纯化物进行 ST0FZ2U#A2S)分析，枯草芽孢杆菌产生的脂肽类抗生素的相对分
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子质量应在 !"" # $""" 范围内［%&］。’()*+,-./,’0谱显示（图 $），1$ 仅在 234 值为 %"5%
处有离子峰（簇）出现，该离子峰相对应于表面活性素的质量（理论计算值为 %"&!67），说明
1$只含有表面活性素一种脂肽类抗生素。

图 ! "#的生长曲线、$%值曲线
和表面活性素产量
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图 # "#脂肽类抗生素粗纯化物的
&’()*+,-.+&/质谱图
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#01 枯草芽孢杆菌 "#产生的表面活性素变异体分离

图 1 "#产生的表面活性素
变异体的 %2(3色谱图
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利用 EO)P 0’(Q- 0R0-S’，将粗纯化物过

!QOP P$3P%T层析柱，表面活性素变异体在 77 #
7T 28G 处依次出现 N 个主峰（检测波长为
$%"G2），分别收集于 7" # 7N管中（图 N）。
#04 枯草芽孢杆菌 "#产生的表面活性素变异
体的分子结构分析

’()*+,-./,O0*,’0 分析脂肽类化合物分
子结构的原理是通过源后衰变（O0*）产生的质
子化或碱金属加合的离子片段值与理论计算相

应产生的离子片段值进行比较，来确定其分子

结构［%&］。将经 EO)P 0’(Q- 0R0-S’ 分离的表
面活性素变异体 N个主峰收集液做 ’()*+,-./,
O0*,’0分析。第 %峰（第 7"管）产生的 ’()*+,-./,O0*,’0质谱图如图 7所示，图下部各
峰上的数字是实验测定的质子化或碱金属加合的离子片段质量，而推测的分子结构以及

源后衰变产生的理论计算相应值列于图中上部，实际测定值与理论计算值二者之间的差

异在仪器误差 "6$U范围内，因而可以确定第 %峰的表面活性素变异体为含 %N个碳原子
的脂肪酸链以及 ),VMB,),)<B,*,)<B,),WFM,),(ID,*,)<B,),)<B 七环肽组成，简称为 P%N 表
面活性素变异体。同样方法分析了第 $和第 N峰（OF=<G@8>G 234分别为 %"77和 %"&T），分
别鉴定为 P%7和 P%& 表面活性素变异体。因此，1$产生的表面活性素变异体由 %N、%7和
%&个碳原子的脂肪酸链以及 ),VMB,),)<B,*,)<B,),WFM,),(ID,*,)<B,),)<B 七环肽组成。
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图 ! "#产生的表面活性素变异体$%&’()*+,)-.’)$.质谱图
!"#$% &’()*+,-!+./) 0122 23456780 9: ;< 287:156"= "29:970
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/ 讨论
本文通过 &’()*+&/分析，确定了枯草芽孢杆菌 ;<菌株产生的脂肽类抗生素为表面

活性素，并且确定了表面活性素变异体的分子结构。&’()*+&/是近来作为功能强大的
新技术引入生物科学的多个领域，其突出优点是快速简便和高灵敏度，可在数分钟内检测

309@甚至 :09@浓度的样品［MN］。在微生物的分类领域可以利用 &’()*+&/技术通过分析
微生物产生的次生代谢产物来划分微生物的属、种和菌株［MN］。已有的研究显示该技术还

可以区分致病和非致病细菌，检测食品病原物，在活体条件下鉴定细胞成份和代谢物的结

构等。

表面活性素的生物合成是以非核糖体途径由组件（&9B8@42）组成的多酶复合体（表面
活性素合成酶）催化的，非核糖体途径中氨基酸参入的严谨性降低，常受培养基、温度等外

界条件的影响发生改变，从而形成表面活性素肽链变异体［MO］。本研究中 ;<产生的表面
活性素变异体是自然培养条件下的标准型（/61=B17B 287:156"=），若培养条件改变将可能产
生新的变异体。已有研究结果显示肽链部分只有在 <、%和 P位的 (+氨基酸是可以被替换
的，并且 %位表现得更易变化，而 Q、O位 )构像的氨基酸是严格保守的，原因是 )构像的
氨基酸在肽链闭合时起关键作用［Q］。不同的表面活性素变异体的生物学活性是不同的，

不仅表现在其表面活性能力发生改变［MP］，而且在抗病毒活性上也存在明显差别，如脂肪

酸链为 MN个碳原子和具一个负电荷的表面活性素表现了最高的抗病毒活性［N］。而 ;<产
生的表面活性素中 MN个碳原子的变异体比重很大，具有很好的失活衣壳病毒 R/R（R42"5+
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!"#$ %&’(#&)&)% *)$!%）、+,-./（+!)0 1!(#2 13$43% *)$!% &543/）和 +6-（+3(")7) 8’$3%& *)$!%）的作用
（将另文发表）。在分离和鉴定表面活性素变异体的基础上，可以对不同变异体的功能进

行研究，并在基因水平上对肽链的氨基酸顺序和组成进行改造以符合不同的需要。正是

由于非核糖体途径合成酶的组件（9’0!"3%）结构，才提供了通过重新组合组件来创造新的
生物活性物质的可能性［/:］。
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!;;W年《中国酿造》改为月刊

欢迎订阅 邮发代号 !>*!W

《中国酿造》应广大读者的要求，自 !;;W年起由双月刊正式改为月刊！改刊后的《中国酿造》将会以
更大的信息量、更丰富的内容、更强的实用性、更精美的印刷质量展现在您的面前，不仅能够使您得到知

识上的满足，而且还会感到精神上的愉悦，这也正是我们一直在追求的目标。

《中国酿造》为中文核心期刊；是学位与研究生教育的中文重要期刊；被美国《化学文摘》（AO）列入重
点收录期刊（自 *<?!年至 !;;!年共被收录 WW=篇文章）；已加入《中国学术期刊（光盘版）》、《万方数据
库》期刊；是《中国期刊网》重点收录期刊。

《中国酿造》立足于传统酿造与现代技术相结合，为酿造业的权威杂志，主要栏目有：专论与综述、研

究报告、创新与借鉴、酿造技术、科学管理等，以刊登酱油、醋、酱类、酱腌菜、酒类、酶制剂及呈味核苷酸

等方面的内容为主。是从事酿造事业的科技人员、大专院校及酿造企业技术管理人员必备的国家一级

科技期刊。

《中国酿造》为月刊，每月 !;日出版，大 *G开本，内文 =G页，单价 ?\;;元，全年 *!期订价 <G\;;元。
国际标准刊号：Q,,Y ;!=W>=;@* 国内统一刊号：AY**>*?*?HL,
汇款请寄：北京市宣武区右安门内大街 @<号南楼三层（红旗大学院内）
邮 编：*;;;=W 电 话：（;*;）?V=W!<<* 传 真：（;*;）GV=V*V!V

!=G 微 生 物 学 报 WV 卷




