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枯草芽孢杆菌 !" 抗菌物特性的研究及抗菌肽的分离纯化
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摘 要：枯草芽孢杆菌 G) 分泌物中具有抑菌作用的粗提液通过 H;);2I4AJ9K&,4 88、ILMNO; /6 PQ;、I4AJ9BK?/
I2"##QN和反相 QPRO 多步柱层析分离纯化后，获得 1 种对水稻纹枯和小麦赤霉病菌均有抑菌作用的抗菌肽 )8P/、

)8P" 和 )8P1。S)RHT23L8 质谱法测得其分子量分别为 /!5"U5!6H、/!D5U17#H 和 /!7#U61#H。氨基酸组成分析结果

表明，)8P/ 和 )8P1 由苏氨酸、异亮氨酸、酪氨酸、脯氨酸等多种氨基酸组成。目标产物热稳定性好、对蛋白酶有一

定的耐受性，推断很可能是低分子量的环状脂肽。
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芽孢杆菌能产生多种抗菌物质，其中大部分是

多肽，主要抑制革兰氏阳性菌；有些多肽还能抑制革

兰氏阴性菌、霉菌和酵母。其中有一些抗菌肽已被

应用于治疗人类、动物和植物的疾病，同时也可作为

生物表面活性剂、食品防腐剂、饲料添加剂和分子生

物学的研究工具［/，"］。植物病原真菌是引起植物病

害，造成农业损失的主要原因之一；枯草芽孢杆菌能

产生多种抑制植物病原真菌的抗菌物质，且对人畜

无害，不污染环境，因而在生物防治植物病害中起着

重要的作用［1］。迄今为止，国内外多家实验室通过

分离纯化芽孢杆菌的发酵产物，得到了一些高分子

量蛋 白 类 的 抗 菌 物 质［! W 7］ 和 低 分 子 量 的 抗 菌

肽［/#，//，/1，/!］。本实验室成功分离了一株对多种植物

病原真菌都有抑制作用的 G) 菌株，并经中国科学院

微生物研究所鉴定为枯草芽孢杆菌。我们对 G) 菌

株发酵粗提液部分性质进行了研究，并且分离纯化

了粗提液的抗菌物质，研究了纯化产物的部分性质。

# 材料和方法

#$# 菌株

#$#$# 拮抗菌：枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’ G)）

为本实验室自行分离。

#$#$% 检测菌：水稻纹枯病菌（ *+$,-#)-.$" ’-%".$），

小麦赤霉病菌（/&’"0$&1 20"1$.3"0&1 ），西瓜枯萎病

菌（/&’"0$&1 -45’6-0&1 7 ( .$83&1），安徽农业大学惠

赠；番茄青枯病菌（9-1")- ("#)30$"% :$%)）安徽农业大

学惠赠；黄瓜灰霉菌（!-)05)$’ #$.303"），黄瓜菌核病菌

（;#%30-)$.$" ’#%30-)$-0&1）上海生物农药研究所保存。

#$#$& 指示菌：黑曲霉（<’6302$%%&’ .$230），本实验室

保存。

#$% 柱分离材料和分离系统

柱 层 析 填 料 H;);2I4AJ9K&,4 88、ILMNO; /6
PQ; 和 I4AJ9BK?/ I2"##QN 均为 PJ9K<9B=9 公司产品，

H=9<&C,=’3SO/$ 柱系 H=X<9 公司产品；所用仪器为

RY0 层析系统及 Z9-4K, 公司的 QPRO。

#$& 抗菌物粗提液的制备

将 !"#$%%&’ ’&()$%$’ G) 接种到 YS0［/#］液体培养基

中，1#[摇瓶培养（"##K\<=C）!$J 后，常温 $###K\<=C
离心 1#<=C，弃 沉 淀。上 清 液 经 S=’’=A&K4 公 司 的

S=C=2P4’’=B&C 切向流超滤系统超滤浓缩后（截留分子

量为 /###H）5###K\<=C 离心取上清液，即得到粗提

液。

#$’ 粗提液的抑菌活性

#$’$# 离体生测试验：管碟法［/"］测定粗提液对不同

检测菌的抑菌活性：牛津杯内加入粗提液 "##!R，以

抑菌圈直径表示抑菌活性的大小。

#$’$% 活体生测试验：在一叶期黄瓜幼苗上喷洒粗

提液，待粗提液干后将黄瓜灰霉病菌（! ( #$.303"）和

菌核病菌（ ; ( ’#%30-)$-0&1）的菌丝块（厚 #U/B<，直径

为 #U!B<）直接贴在黄瓜叶面中央，处理后的试材置



于 !"#恒温保湿箱中培养发病，$% 后考察各处理的

防治效果。该试验由上海生物农药所协助测定。

!"# 粗提液稳定性的测定

!"#"! 热稳定性：将粗提液分别经 "&’#、""$#和

"!"#高压灭菌处理，以经孔径为 &(!!!) 的微孔滤

膜过滤的样品作为对照，用管碟法测抑菌活性，对照

的抑菌活性定为 "&&*。

!"#"$ +, 稳定性：通过直接调节粗提液的 +, 值考

察环境酸碱度对抗菌物抑菌活性的影响，以未经酸

碱调节的粗提液（+, 为 -(&）作为对照，其抑菌活性

定为 "&&*。

!"#"% 蛋白酶稳定性：.-#水溶条件下，用反应浓

度均为 ")/0)1 的蛋白酶 2 和胰蛋白酶处理粗提液

不同时间，测酶处理液的抑菌活性，以不加酶处理的

粗提液作为对照，抑菌活性定为 "&&*。

!"& 抗菌肽的分离纯化

粗提液经阴离子交换柱 3454678+9:;<=8 >>、疏

水柱 7?@AB4 "$ C,4、分子筛柱 78+9:D;E" 76!&&,A
和反相 B"’ 柱多步分离纯化，得到几个对黑曲霉、小

麦赤霉病菌和水稻纹枯病菌均有抑制作用的活性组

份，将得到的活性成分冷冻干燥后进一步分析。

!"’ 抗菌肽分子量的测定

抗菌肽的分子量用两种不同的方法测定：首先

用不连续的 7376C5F4 法，分离胶浓度为 "G*，浓缩

胶的浓度为 $*，737 的浓度为 &("*，电泳后用考

马斯亮兰染色；其次用 H513I6J?> 质谱法进行抗菌

肽分子量精确地测定，由中国科学技术大学生命科

学实验中心采用 KI>14LJH III 型 H513I6J?> 协助

测定。

!"( 抗菌肽氨基酸组成的分析

分离纯化得到的样品冻干后由中国医学科学院

药物研究所采用日立 16’$&& 氨基酸分析仪协助测

定。

$ 结果

$"! 粗提液抑菌活性

离体生测试验结果表明粗提液对水稻纹枯病

菌、小麦赤霉病菌、西瓜枯萎病菌和番茄青枯病菌有

强烈的抑制作用；活体生测试验显示粗提液对黄瓜

灰霉和菌核病菌有强烈的抑菌作用，同时对红蜘蛛

有杀虫效应。

$"$ 粗提液的稳定性

粗 提 液 经 "&’#、""$# 和 "!"# 分 别 处 理

"&)MN，其 抑 菌 活 性 均 没 有 降 低，即 使 "!"# 处 理

"!&)MN 后抑菌活性也仅下降 !$*；由此表明粗提液

中的抗菌物具有较好的热稳定性；对不同酸碱度的

试验表明抗菌物的最适 +, 范围是 O(& P -($，当 +,
Q $($ 或者 +, R S(& 时抑菌活性有明显的降低；粗

提液用两种蛋白酶处理不同时间后，抑菌活性降低

不明显，说明粗提液对蛋白酶 2、胰蛋白酶具有一定

的耐受性。

$"% 抗菌肽的分离纯化

$"%"! 3454678+9:;<=8 >> 柱层析：将粗提液用 5 缓

冲液（!&))<T01 +,O(’ 磷酸盐缓冲液）充 分 透 析，

’&&&;0)MN 离心取上清液，过 5 缓冲液平衡的 34546
78+9:;<=8 >> 阴 离 子 交 换 柱，用 含 &(&! P "(&)<T01

（U,G）! 7?G 的 5 缓冲液进行线性梯度洗脱，收集对

黑曲霉、小麦赤霉病菌和水稻纹枯病菌均有抑菌作

用的活性峰，并将收集的活性洗脱液经 HMTTM+<;8 公

司的 7VM;;8% B8TT= ’&$& 超滤杯浓缩后（截留分子量为

" W3）用含 "(&)<T01（U,G）! 7?G 的 5 缓冲液充分透析。

$"%"$ 7?@AB4 "$ C,4 柱层析：将阴离子柱收集的

活性组份上 5 缓冲液预平衡过的 7?@AB4 "$ C,4
柱，5 缓冲液淋洗至基线，再用含 &(&! P "(&&)<T01

（U,G）! 7?G 的 5 缓冲液进行线性梯度洗脱，最后用

蒸馏水洗脱得到 . 个活性峰，收集合并后浓缩。

$"%"% 78+9:D;E" 76!&&,A 柱层析：浓缩后的样品过

含 &($)<T01（U,G）! 7?G 的 5 缓冲液预平衡的分子筛

78+9:D;E" 76!&&,A 柱，然后以同样的缓冲液洗脱，得

到两个洗脱峰，收集活性峰样品浓缩，再经 HMTTM6X
水充分透析。

$"%") 反相 ,C1B 分离："&&*乙腈（&("*J>5）平衡

B"’ 柱，将经分子筛后收集的活性组份上柱，用 .&*
P ’&*乙腈（&("*J>5）进行线性梯度洗脱，收集到

若干分子量在 "&&&3 至 "$&&3 左右的多肽，在乙腈

浓度达到 $&*左右时得到 . 种有活性的目标纯化

产物（图 "）。收集抗菌肽 5>C"、5>C! 和 5>C.，冷冻

干燥后得到白色粉末状的固体。

图 ! 抗菌肽的 *+,-+./ 上的分离

>M/Y" CZ;M[MD:VM<N <[ :NVM)MD;<\M:T +8+VM%8= <N AC6,C1B D<TZ)N
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!"# 抗菌肽分子量的测定

用 !"!#$%&’ 测得抗菌肽的分子量在 ()*" 左

右；经 +%,"-#./0 质谱法测定，1 种主要的抗菌肽

%0$(、%0$2 和 %0$1 均为单一组份，分子量分别为

(3425436"、(374518)" 和 (38)561)"。

!"$ 抗菌肽抑菌活性的测定

管碟法试验结果表明 1 种抗菌肽对水稻纹枯病

菌和小麦赤霉病菌都有抑制作用（图 2）。

图 ! % 种抗菌肽对试验菌的抑菌活性

09:;2 -<=9>9?@AB CD?9E9?B @F C<?9G9DA@>9CH IJI?9KJL C:C9<L? ?=J ?JL? G9DA@#
@A:C<9LGL
%; !"#$%&’%(#) *%+)(#；M; ,-*).#-/ 0.)/#(1).-/ ;

!"& 氨基酸组成分析

样品经 4G@HN, OPH 于 (()Q 氮气保护下水解

23=，采用日立 ,#R6)) 氨基酸分析仪分析。结果表

明分子量相差 2R" 的 %0$( 和 %0$1 在氨基酸组成

上相近（表 (），氨基酸组成分析表明 %0$( 由 ( 个

%HC，( 个 -HJ ，( 个 $A@，( 个 .=A，1 个 &HS（&HT 或 &H<），

2 个 .BA 和 ( 个可能存在的 /A< 组成，而 %0$1 是 %HC
由 UCH 代替，也含有 () 个氨基酸。%0$2 提取的样

品较少，尚未作氨基酸组成分析；%0$( 和 %0$1 两者

的区别只是 UCH 与 %HC 的不同。

表 ’ 抗菌肽 ()*’ 与 ()*% 的氨基酸组成

.C>HJ ( %G9<@ CD9K D@GI@L9?9@< @F C<?9G9DA@>9CH IJI?9KJL %0$( C<K %0$1

%G9<@ CD9K
P@<?J<?NG@HV W@; @F AJL9KTJL

%0$( %0$1 %0$( %0$1

.=A ()547 8548 2531（(） 2523（(）

&HS 135R1 11568 7586（1） 7577（1）

（&HT @A &H<）

-HJ R577 R546 25))（(） 25))（(）

.BA (854) (R563 3537（2） 3528（2）

$A@ ()5R( ()531 2537（(） 253(（(）

UCH ()56( ) 2521（(）

%HC ()5(R 2512（(）)

/A< -? GCB >J /A<
C? 23542G9<

-? GCB >J /A<
C? 23567G9<

% 讨论

芽孢杆菌能产生多肽类的抗生素，这些抗菌肽

包括 ’HJ9<JL，MCD9?ACD9<L 及 &ACG9D9K9<L 等，具有线状

或环状结构，它们分子量小，热稳定性好，含有 "#氨
基酸，能耐受蛋白酶的水解作用［2］。对枯草芽孢杆

菌 X% 粗提液性质的研究表明该抗菌物热稳定好且

对蛋白酶 Y 和胰蛋白酶都有一定的耐受性，这与抗

菌肽分子量小和它可能有环状结构有关。

据已知的芽孢杆菌产生的抗菌肽如 (871 年

$JBI@TS 报道的 -?TA9<［(1］；(8R4 年 "JHJT 分离纯化得

到的 0J<:BD9<［(3，(6］等，它们都是有环肽结构的脂肽，

其家族中的抗菌肽除了氨基酸组成的微小差别外，

它们的脂肪烃侧链的长度也存在较大的变化，从 X%
菌株发酵液提纯得到的抗菌肽 %0$(、%0$2 和 %0$1
其分子量大小相差 (3" 或 2R"，正好相当于一个或

两个亚甲基的分子量，因此推断它们可能属于这一

类的抗 菌 肽，因 而 %0$2 的 氨 基 酸 组 成 很 可 能 与

%0$( 和 %0$1 相似。

抗菌肽 %0$(、%0$2 和 %0$1 经 !/Z[P’ (6 $O’
柱层析时，当用蒸馏水洗脱时才得到活性组份，再用

反相 O$,P 分离目标产物，乙腈达到大约 6)V抗菌

肽才能被洗脱，说明抗菌肽具有强疏水性。推断它

们的强疏水性与可能存在脂链有关。!"!#$%&’ 测

定的分子量高于 +%,"-#./0 的测定结果，推测可能

脂肽侧链的存在影响 GN\ 从而影响抗菌肽电泳时的

迁移率，所以测得的分子量偏大。得到的 1 个抗菌

肽在测定用的 1 种检测菌的抑菌试验中均有抑菌活

性，它们的分子量均为 (3))" 以上且含有 () 个氨基

酸与 0J<:BD9<% 与 0J<:BD9<M 在分子量和氨基酸组成

上十分相似，但是理化性质不尽相同，如 1 个抗菌肽

的水溶性都非常好，文献报道的 0J<:BD9<［(3］不溶于

水。有关抗菌肽脂肪酸部分的结构有待进一步的测

定，以确定是否是新的抗菌肽。

某些抗菌肽对许多危害严重的病原真菌都表现

出很强的抑菌活性，在农牧业中有很好的应用前景；

另外抗菌肽能够在细菌质膜上形成离子通道，破坏

膜势，引起胞内物质泄漏，从而杀死细菌，一般不易

产生耐药性和交叉抗性，很可能成为新药的来源。

本实验室从 X% 菌株分离纯化得到的抗菌肽对多种

植物病原真菌有强抑制作用，并且对某些植物细菌

和人类致病真菌也有抑制作用，相关实验正在研究

中。

致谢 感谢安徽大学生命科学院肖亚中教授给予了

支持和悉心指导。
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《微生物学报》综述文章投稿说明

我刊一些综述类来稿存在一些问题，主要表现为：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。为使此栏目更加新颖并更

具可读性，特提出几点说明，欢迎大家根据要求，踊跃投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。

!1本刊主要刊登微型综述（*4%4 -,Z4,^），来稿字数最好控制在 <LLL 字以内（不包括参考文献）。

=1综述的选题要有新意，对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值。

;1参考文献应控制在 ML 篇以内，近 ; 年发表的文献不少于 !L 篇。

M1应结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展，不要泛泛罗列文献，只述不评。

<1应结合自己的研究工作，就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点。

:1欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章。
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