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摘 要：洋葱伯克霍尔德菌 E9877能够抑制立枯丝核菌等若干植物病原菌和其它一些真菌的生长。E9877菌发酵
液的粗提液通过 F.GH:C.;82"GI、F.GH:+/@( F8%$$柱层析分离纯化，获得抗菌物质 E977J。此抗菌物质耐热性强，耐碱，
但在强酸性条件下不稳定。低浓度有机溶剂的存在有利于抑菌活性的提高。对其结构的研究表明 E977J 是以
（EK#EK#*）A为主要单元结构并带有酰氨键的化合物。
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植物真菌病害是造成农业损失的主要原因之

一。随着环保意识的提高，利用微生物来抑制植物

病原菌成为相关科技工作者注目的焦点。近年，为

防止农作物受霉菌类病原菌的侵害，国外一些研究

所利用洋葱伯克霍尔德菌等生防菌研制出各种生物

农药［%，#］。洋葱伯克霍尔德菌产生多种次级代谢产

物如硝吡咯菌素、吩嗪、E.G:-:+,>A、E.G:+>:=>C. M、
E.G:+>C>A. M以及其它未被鉴定的挥发或不挥发的
物质［3 N "］。由于这种细菌可将存在于除草剂和农药

中的氯化芳香族化合物作为炭源使用，因此亦可作

为生物修复剂去分解难以降解的除草剂和农

药［7，2］。另外，一些洋葱伯克霍尔德菌可产生降解

非营养物质如三氯乙烯的酶，而三氯乙烯用于干洗

业和作为脱脂试剂使用，是污染水源的主要原因之

一［6］。本实验室成功地分离了对立枯丝核菌

（ !"#$%&’%(#) *%+)(# ?OHA）及尖镰孢菌（ ,-*).#-/
%01*2%.-/）等真菌有强烈抑制作用的 E9877菌株，并
通过生理生化特性研究和 %7F /P0M序列分析鉴定
该菌为洋葱伯克霍尔德菌。FG+.+>.Q8QG.+>R>+ SET结
果证明该菌株不属于洋葱伯克霍尔德菌群中的

I.A’=’U:/ !或"，而是归属于 I.A’=’U:/ &。而目前
普遍认为 I.A’=’U:/#对囊肿性纤维化患者是没有
致病性的［1，%$］。

本文将详细报道抗菌活性物质 E977J的分离纯
化及其性质，其结果为开发出新型生物农药提供了

必要的前提条件。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%&% 菌株：拮抗菌：3-.4"%+56.#) &62)&#) E9877 由
本研 究 室 筛 选 分 离。检 测 菌：立 枯 丝 核 菌

（ !"#$%&’%(#) *%+)(# ?OHA），尖 镰 孢 菌（ ,-*).#-/
%01*2%.-/）均由广岛大学太田钦幸教授提供。其它
指示菌均由日本广岛大学菌种保藏中心提供。

%&%&’ 柱分离材料和分离系统：FDG./C.; 2"GI 和
F.GH:+/@( F8%$$ 为瑞典 SH:/=:+>: 公司产品；FH’C.;
MQ:H>G:? *PS8"$ 7P（%"$ V !W7 ==）系日本 5*FK*公
司产品；所用仪器为 SH:/=:+>:公司的 XY5M <;G(’/./
层析系统及日本岛津公司的 KSZE。
%&’ 抗菌物质粗提液的制备
将 E9877 菌接种到土豆汁液体培养基（S’,:,’

P.;,/’Q.）中，3$[摇瓶培养（#$$/\=>A）!6H 后，常温
6$$$/\=>A离心 3$=>A。上清液经中空纤维超滤系统
超滤浓缩后（截留分子量为 %$?P）7$$$/\=>A离心取
上清液，即得到粗提液。

%&( 抑菌活性测定方法
采用对峙法测定：在 SPM平板（中央带有牛津

杯）上，距离牛津杯 #W"+=处的四面垂直方向各接上
一块病原菌，牛津杯内注入 %$$$Z的 E9877 菌体培
养上清液，#6[培养 !6H，测量抑菌圈大小。
%&) 抗菌物质的制备和纯化
提纯步骤：粗提液 " 用旋转蒸发仪浓缩" 溶



于 !"#磷酸缓冲液中（$%""&’(#，)*+,%）!-.)/01/2
3!)4柱纯化 !冷冻干燥浓缩 !-/)56708’ -9:%%柱纯
化! *;#<鉴定!得到纯品。

-.)/01/2 3!)4 柱层析：将 -.)/01/2 3!)4 柱（$+(
+%）垂直固定于 *=#&61>? -8@A/" ! 柱架上，用
$%""&’(# )*+,%磷酸缓冲液平衡。取适量的抗菌物
质粗提液上样，然后用相同缓冲液洗脱，流速为

B"#("=C，收集活性组分供进一步纯化。
-/)56708’ -9:%% 柱层析：-/)56708’ -9:%%（:+(+%）

柱固定于 DE>D F2)’&0/0 -8@A/"上，用上述磷酸缓冲
液进行平衡。取适量的上述活性部分上样后，再用

同种缓冲液洗脱，收集活性组分，供以下实验使用。

*;#<鉴定：系统为 *G>D<*G #<9:%D，分离柱为
-5&1/2 D@65=)6H IJ;9!% +J（:!%"" K L,+""）。流动
相为 $%""&’(# 磷酸缓冲 液（ )*+,%），流 速 为
:"#("=C，检测波长为 $:%C"。
!"# 稳定性的测定
!"#"! 对温度的敏感性实验：分离纯化得到的抗菌
物质（%,!"4("#）分别置于 B%M N :%%M处理 B%"=C，
:%%H;6灭菌 B%"=C，用未处理样品为对照，检测其抑
菌活性，将对照的抑菌活性定为 :%%O。
!"#"$ 对 )*的敏感性实验：将样品用 !%%"# )* 各
为 $,!、B,%、L,%、!,%、+,%、3,%、P,%、Q,%、:%,%、::,%的
缓冲液溶解（溶解后的浓度为 %,B"4("#），室温下静
置 $L5后，检测其抑菌活性。
!"#"% 对有机溶剂的敏感性实验：将 :P%"#乙醇、
甲醇、丙酮、氯仿等四种有机溶剂分别与 $%"#抗菌
物质溶液（%,B"4("#）进行混合，在室温下静置 L5，
混匀，检测其抑菌活性。为去除有机溶剂本身对指

示菌的影响，将待测样品加样到牛津杯孔，在室温放

置一个晚上后于 $PM培养 $1。
!"& 抑菌谱的测定
用杯碟法分别检测提纯的抗菌物质（%,!"4("#）

对各种霉菌、酵母菌、细菌的抑菌活性。

!"’ 结构分析
!"’"! 紫外分光光度法：采用日本日立公司的
RS$P%%紫外可见光谱仪扫描。
!"’"$ 分子构型分析：采用红外光谱分析，用日本
日立公司的 T>GU P:%:红外光谱仪进行测定。
!"’"% 元素组成分析：采用德国贺利公司的
F’/"/CA60 SDUGI9F#元素分析仪测定 <、*、V的含量。
!"’"( :*9V?U 谱 图 分 析：采 用 日 本 电 子 的
WFI#F<; +%%核磁共振仪测定。

$ 结果

$"! 抗菌物质 )*&&+的分离纯化
$"!"$ -.)/01/2 3!)4柱层析：洗脱结果如图 :9D所
示，分离得到 B个峰，用立枯丝核菌为指示菌进行检
测，峰!有很强的抑菌活性，而峰#、峰$没有发现
抑菌活性，以活性最大与最小一半处为上、下限，合

并收集峰!，浓缩后保存。
$"!"% -/)56708’ -9:%% 柱层析：经 -.)/01/2 3!)4 柱
层析后的活性峰!浓缩液加样到预先用磷酸缓冲液
平衡的 -/)56708’ -9:%% 柱上，待上样后用磷酸缓冲
液（$%""&’(#，)*+,%）进行洗脱，洗脱结果如图 :9X
所示，分离得到两个主峰。经检测峰!有抑菌活性，
而峰#没有抑菌活性。收集活性组分峰!，浓缩后
保存。

图 ! 抗菌物质 )*&&+的层析图谱
T=4Y: Z/’ )/0"/6A=&C 750&"6A&406)58 &[ <T++G

D：-.)/01/2 3!)4 7&’."C；X：-/)56708’ -9:%% 7&’."CY

$"!"( 抗菌物质的纯度检测：从抗菌物质的高效液
相谱图看，只在 B,Q3:"=C处出现一个明显的吸收峰
（图 $）。收集该峰检测活性发现，其比活性为
B,P""("4，而上样样品的比活性为 L,%""("4，因此
可证明样品纯度较高。比活有所降低可能是因为收

集时的误差引起的。

图 $ 抗菌物质 )*&&+ 的高效液相色谱图
T=4Y$ *;#< 6C6’8@=@ &[ <T++G

$"$ 抗菌物质 )*&&+的性质
$"$"! <T++G对温度的敏感性：在 B%M N :%%M范围
内对抗菌物质加热处理 B%"=C，其活性与对照相差
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无几（表略）。在 !"!#高温高压下灭菌 $%&’(，也未
发现失活现象。

!"!"! )*++, 对 -.的敏感性：将纯化得到的抗菌
物质溶于不同 -.的缓冲液，并于室温下静置 "/0，
发现 -.值在 $1%和 !!1%范围内抗菌活性无较大变
化，而当 -.值小于 $1%时，抗菌活性明显降低。
!"!"# )*++,对有机溶剂的敏感性：将乙醇、甲醇、
丙酮、氯仿四种有机溶剂与抗菌物质溶液混合，使其

终浓度为 !%2（343），并在室温下静置 /0，检测其抑
菌活性。以相同浓度的抗菌液为对照。结果发现，

有机溶剂存在时，抗菌物质的活性均提高了 $%2，
表明低浓度有机溶剂的存在利于抗菌活性的提高。

!"!"$ 抗菌谱：)*++,对霉菌均表现很好的抑菌活
性，对酵母菌也有很强的抑菌活性，特别是对白色念

珠菌（!"#$%$" "&’%("#)）。对所有被测细菌，)*++,均
未测出抑菌活性（表 !）。

表 % 抗菌物质 &’(()的抑菌谱
56789 ! :(;’&’<=>7’68 ?-9<;=@& >A )*++,

,(B’<6;>= ?;=6’(? C’B;0 >A D>(9
’(0’7’;’>(4&&

*+%,-(.-#%" )-&"#% EF0( GH"I"+
/0)"1%02 -34)5-102 A J ?- J )5%#"(%"6 GH"K "%
/0)"1%02 -34)5-102 A J ?- J &"$%(%)H &4(-561)%(% GH$/ !/
*-)6&&%#%" #6(".1%3 !L
7)5618%&&0) 9&":0) M’(E *=’9? 98’’-)-) !I
7)5618%&&0) 9&":0) M’(E *=’9? N6= J -14,"6 !+
7)5618%&&0) #%861 N6= 5’9 ?09& !I
;0(-1 +%62-&%) C90&9= A’0’9&68’? I
<6#%(%&&%02 (+14)-86#02 50>& !%
*+%,-50) -14,"6 C9(; OP=’(?9( Q99=’(R? K
!"#$%$" "&’%("#)（S>7’(）T9=E7>(; "U
!14.-(-((0) 26-9-126#)（V6( A98’<9）36’889(’?& !I
<%(+%" 262’1"#"6 9"(%6#) .6(?9( ""
="((+"1-24(6) (616:%)%"6 W9X9= 9Y .6(?9( "%
>)(+61%(+%" (-&% %
?"(%&&0) )0’.%&%) %
=."5+41-(-((0) "60160) %

图 # &’(()的结构分析图
*’RJ$ V;=@<;@=9 6(68X?’? >A )*++,

:：Z3 ?-9<;=@&；T：,S ?-9<;=@&；)：!.H[WS ?-9<;=@&J

!"# 抗菌物质 &’(()的结构分析
!"#"% 紫外光谱分析：对抗菌物质 )*++,水溶液进
行紫外扫描，发现最大吸收峰位于 "%+1$+(&处，在
"/% \ "U%(&范围内出现较平滑而弱的吸收峰。另
外，无 "+%(&的核酸吸收峰和 "I%(&处的蛋白质吸
收峰，说明不是核酸和蛋白质（图 $H:）。
!"#"! 红外光谱分析结果：谱图的基团特征吸收峰
显示（图 $HT），此化合物含有酰氨键（$/$$1K<&] !，

!+/$1+ <&] !）、卤代烃类（L!I1U <&] !），而且还含有

醚键（!%K+1/ <&] !）。

!"#"# !.H[WS 谱图分析结果：在 %1I&R4M 和
!1"&R4M处有吸收峰，可预测含有（)."）().$ 结构，

但因其吸收非常弱，可判断此结构在整个分子结构

中只占一小部分；在 "&R4M处出现的一条很窄的吸
收峰，可判断是来源于（).$) ^ G）等的 .；$1L \
/1L&R4M处出现的复杂的吸收峰应是此化合物的特
征峰，但由于 L&R4M附近的重水吸收峰影响其分析，
初步可判断有（).")."G）(结构（图 $H)）。

!"#"$ 元素组成分析结果：元素分析结果表明，其
)、.、[含量分别是 K1"L2、"1L"2和 %1I"2。

# 讨论
近年，洋葱伯克霍尔德菌已广泛用于生物农药

和生物肥料的制作中［!!，!"］。洋葱伯克霍尔德菌能产

生多种具有抗菌活性的代谢产物如铁载体

（PX><09(8’(，PX>N9=B’(9）、吩嗪、硝吡咯菌素、苯基吡
咯、单萜生物碱、)9-6<’6&’B9 :（T）、)9-6<’B’(9 :（T）、
)9-6<’( :（T）。洋葱伯克霍尔德菌分泌的铁载体可
分为两大类：一类称 PX><09(8’(，是一种不溶水的低
分子量的噻唑衍生物，结合铁离子的能力相对弱，另

外一类称为 PX>N9=B’(9，是水溶性的黄绿色素，在
/%%(&处有一个很好的吸收峰，在紫外线的照射下

U%K"%%L，3>8J/L [>JL 权春善等：洋葱伯克霍尔德菌 )*H++抗菌物质的分离纯化及性质的研究



可以发光，还含有一个多肽链。!"#$%&$’&(" 对灰葡
萄孢菌（ !"#$%#&’ (&)*$*+）和扩展青霉（ ,*)&(&--&./
*01+)’./）等真菌具有强烈抗菌作用，是含有脂肪链
的 )*氨基 +*二乙基哌啶二酮。!"#$%&(&," 为糖肽
（-./%0#"#1&("）类物质；!"#$%&, 为乙炔类抗菌物质。
本文对洋葱伯克霍尔德菌 !2*33产生的抗菌物

质进行了分离纯化并对其化学结构进行了初步研

究。在纯化过程中曾经尝试用有机溶剂（甲醇、氯

仿、乙酸乙酯等）萃取，但均未获成功。精制得到的

化合物易溶于水，不溶于有机溶剂。双缩尿反应结

果和苯酚*硫酸法测定糖含量结果表明此抗菌物质
并非蛋白类和糖类物质。!2334耐热性强，耐碱，但
在强酸性条件下不稳定。低浓度有机溶剂的存在可

提高抗菌活性。综合紫外、红外、56*789 谱图分析
结果，可初步认定抗菌物质 !2334是以（!6+!6+:）,
为主要单元结构并带有酰氨键的化合物。这些结构

特征与上述的洋葱伯克霍尔德菌产生的具有抗菌活

性的其它代谢产物都没有相似之处，可以考虑是一

种新型代谢产物。此抗菌物质的元素分析结果表

明，其 !、6、7含量分别是 ;<+=>、+<=+>和 ?<@+>。
为了确定 !2334的分子量测定了质谱，但由于化合
物的分子组成问题没有得到满意的结果。从元素分

析和质谱测定结果判断此抗菌物质极可能含有大量

无机元素。具体化学组成和结构，以及对植物病原

微生物的抑制机理等有待于进一步鉴定。
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