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解淀粉芽孢杆菌Ｘ　２７８菌株抗菌
蛋白初步分析
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摘要：为研究解淀粉芽孢杆菌Ｘ－２７８菌株所产抗菌蛋白的性质，通过饱和硫酸铵沉淀法提取Ｘ－２７８
菌株蛋白粗提液，并对蛋白粗提液进行蛋白酶稳定性试验和热稳定性试验。结果表明，当硫酸铵饱
和度为５０％时，沉淀得到的Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液对棉花黄萎病菌的抑菌作用最强，抑菌圈直径
达１８．９ｍｍ。蛋白粗提液对蛋白酶Ｋ敏感性最差，对胰蛋白酶最敏感；蛋白粗提液经４０℃处理后
抑菌活性最高，而１２１℃处理后抑菌活性最低，抑菌圈直径为１３．６ｍｍ，为对照（常温处理）的

７２％。以上结果表明，Ｘ－２７８菌株粗蛋白的部分抗菌成分属于耐热物质，并且抗菌成分间存在性质
上的差异。
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　　 解淀粉芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａ－
ｃｉｅｎｓ）在生长过程中可产生一系列代谢产物［１］，包括
低分子抗菌脂肽［２］以及抗菌蛋白［３］或多肽等活性物

质［４－５］，这些代谢产物能够抑制多种植物病原真菌和
细菌［６］，且对人畜无毒，对环境亲和友好，另外病菌
对其也不易产生抗性［７－８］，解淀粉芽孢杆菌代谢产物
的诸多优点使其受到广泛关注。对这些活性物质的
分离和纯化，使其作为高效的微生物农药新品种投
向市场，已成为相关研究的热点。
解淀粉芽孢杆菌Ｘ－２７８是河北农业大学植物保

护学院生防室从辛集市棉田健康棉株上分离筛选得

到的一株有效防治棉花黄萎病的生防细菌［９］，其通
过产生抗菌蛋白抑制大丽轮枝菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｄａｈｌｉａｅ　Ｋｌｅｂ）。本研究探索该菌株产生抗菌蛋白
的最佳条件，并分析抗菌蛋白的理化性质，为进一步
对抗菌蛋白的纯化和应用提供科学依据。

１　材料和方法

１．１　供试菌株
棉花黄萎病病原菌大丽轮枝菌由河北农业大学

植物保护学院生防室提供；解淀粉芽孢杆菌Ｘ－２７８
菌株为河北农业大学植物保护学院生防室从辛集市

棉田健康棉株分离筛选而得。

１．２　Ｘ－２７８菌株无菌滤液的制备
将Ｘ－２７８菌株在ＮＡ培养基上划线培养２４ｈ，取

单菌落接种于ＢＰＹ液体培养基，２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ条件
下摇床培养４８ｈ。对培养液离心（１２　０００ｒ／ｍｉｎ，

３ｍｉｎ），上清液经细菌过滤器（φ＝０．２２μｍ）过滤后
得无菌体培养液。

１．３　Ｘ－２７８菌株抑菌活性的测定
采用牛津杯检测法。吸取１ｍＬ大丽轮枝菌孢

子悬浮液（１．０×１０７～１．０×１０８　ｃｆｕ／ｍＬ）加入到

ＰＤＡ培养基中，混合均匀后，倒平板，放于２８℃培
养箱内过夜。每个平板上均匀放置３个牛津杯，每
个杯内注入５０μＬ无菌滤液，２８℃培养２ｄ，测量抑
菌圈直径。

１．４　培养条件对Ｘ－２７８菌株发酵液抑菌活性影响
测定

１．４．１　培养基　将 Ｘ－２７８菌株分别接种于 ＮＡ、

ＮＢ、ＬＢ、ＢＰＹ培养液中，２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ条件下摇
床培养４８ｈ，然后测定无菌体培养液对大丽轮枝菌
的抑菌活性。

１．４．２　ｐＨ值　将Ｘ－２７８菌株接种于初始ｐＨ值分
别为４、５、６、７、８、９、１０的ＢＰＹ液体培养基中，２８℃、

１６０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养４８ｈ，然后测定无菌体培养
液对大丽轮枝菌的抑菌活性，以自然ｐＨ值的ＢＰＹ液
体培养基培养获得的无菌体培养液作为对照。

１．５　Ｘ－２７８菌株抗菌蛋白粗提液的提取和性质分析

１．５．１　Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液制备及抑菌活性测
定　将 Ｘ－２７８菌株接种于 ＢＰＹ 液体培养基中，

２８℃，１６０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养４８ｈ。该培养液
经离心（１２　０００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ）去除沉淀，细菌过滤器
（φ＝０．２２μｍ）过滤后，在上清液中加硫酸铵分别至

４０％、５０％、６０％、７０％、８０％饱和度，４℃沉淀过夜，
离心（１２　０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）收集沉淀物，用少量磷
酸缓冲液（ｐＨ 值７．２）进行溶解，４℃透析除盐（透
析袋截流分子量为１４　０００Ｄａ）。透析液用细菌过滤
器（φ＝０．２２μｍ）过滤除去杂质后即为蛋白粗提液，
对该粗提液进行抑菌活性测定。

１．５．２　Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液稳定性测定

１．５．２．１　对蛋白酶的稳定性　将蛋白粗提液分别
用蛋白酶Ｋ、胰蛋白酶和链酶蛋白酶处理，每种酶质
量浓度为５００μｇ／ｍＬ，３７℃处理１ｈ。对处理后的
样品溶液测定抑菌活性，以未经蛋白酶处理的 Ｘ－
２７８菌株蛋白粗提液为对照，重复３次。

１．５．２．２　热稳定性　Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液经４０、

６０、８０、１００、１２１℃各处理３０ｍｉｎ后，测定抑菌活
性，以常温保存的Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液为对照，重
复３次。

１．５．３　Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液对棉花黄萎病菌菌
丝形态的影响　将大丽轮枝菌的菌悬液接于ＰＤＡ
培养基内，倒平板，平板上均匀放置３个牛津杯，
每个牛津杯内注入５０μＬ蛋白粗提液，放于培养箱
培养２４ｈ，在显微镜下观察受抑制菌丝的形态变
化。

２　结果与分析

２．１　Ｘ－２７８菌株无菌滤液对棉花黄萎病菌的抑制
作用

Ｘ－２７８菌株无菌滤液对棉花黄萎病菌的抑制活
性测定结果显示，无菌滤液周围出现大而清晰的抑
菌圈（图１），说明Ｘ－２７８菌株培养液中含有对棉花
黄萎病菌表现强抑制作用的物质，该物质属于

Ｘ－２７８菌株的胞外分泌物质。

９６　第７期 黎　波等：解淀粉芽孢杆菌Ｘ－２７８菌株抗菌蛋白初步分析



图１　Ｘ－２７８菌株无菌滤液对棉花黄萎病菌的抑制作用

２．２　培养条件对Ｘ－２７８菌株培养液抑菌活性的影
响

２．２．１　培养基　试验结果表明，采用不同的培养基
对菌株Ｘ－２７８进行培养，培养液的抑菌圈大小不同。
其中用ＢＰＹ培养基培养时，Ｘ－２７８菌株的无菌滤液
抑菌作用最强，抑菌圈直径达到２１．４ｍｍ，显著大
于其他３种培养基培养时的抑菌圈直径（图２）。说
明ＢＰＹ培养基最适宜Ｘ－２７８菌株产生胞外抗菌物
质。

不同小写字母表示在Ｐ＝０．０５水平差异显著，下同

图２　培养基对Ｘ－２７８菌株培养液抑菌活性的影响

２．２．２　ｐＨ 值　试验结果表明，ＢＰＹ培养基初始

ｐＨ值为５时，Ｘ－２７８菌株培养液的抑菌作用最强，
抑菌圈直径达到３２．８ｍｍ，显著大于其他ｐＨ 值培
养基培养时的抑菌圈直径（图３）。因此，培养基初
始ｐＨ值为５是Ｘ－２７８菌株产生胞外抗菌物质的最
适ｐＨ值。

图３　ＢＰＹ培养基初始ｐＨ值对Ｘ－２７８菌株培养液
抑菌活性的影响

２．３　Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液对棉花黄萎病菌的抑
制作用

提取Ｘ－２７８菌株培养液的蛋白类物质测定其抑
菌活性，发现蛋白粗提液周围出现大而清晰的抑菌
圈（图４），说明经硫酸铵盐析提取的蛋白粗提液对
棉花黄萎病菌有明显的抑菌作用。

图４　Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液对棉花黄萎病菌的抑制作用

２．４　不同饱和度硫酸铵对Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液
抑菌效果的影响

采用不同饱和度的硫酸铵对Ｘ－２７８菌株的无菌
培养液进行沉淀，抑菌活性测定结果表明，经４０％
～８０％饱和度硫酸铵沉淀得到的蛋白粗提液均有抑
菌活性，其中硫酸铵饱和度为５０％时，其沉淀的蛋
白粗提液抑菌作用最大，抑菌圈直径达１８．９ｍｍ，与
其他处理差异达到显著水平（表１）。

表１　不同饱和度硫酸铵沉淀对Ｘ－２７８菌株蛋白粗
提液抑菌效果的影响

项目
硫酸铵饱和度／％

４０　 ５０　 ６０　 ７０　 ８０

抑菌圈直径／ｍｍ　 １４．９ｃ １８．９ａ １５．７ｂ １５．０ｃ １３．４ｄ

２．５　Ｘ－２７８菌株抗菌粗蛋白对蛋白酶的稳定性

Ｘ－２７８菌株粗蛋白提取液用不同的蛋白酶在

３７℃下处理１ｈ后，对其进行抑菌活性检测，结果如
图５所示。经蛋白酶 Ｋ、链酶蛋白酶和胰蛋白酶处
理后，Ｘ－２７８菌株粗蛋白提取液的抑菌活性为未经

图５　不同蛋白酶对Ｘ－２７８菌株粗提蛋白抑菌活性的影响
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处理提取液抑菌活性的８２％、７９％和６２％，各处理
间差异显著，说明Ｘ－２７８菌株抗菌粗蛋白提取液中
抗菌物质为混合成分，其对蛋白酶 Ｋ敏感性最差，
对胰蛋白酶最敏感。

２．６　Ｘ－２７８菌株抗菌粗蛋白对热的稳定性

Ｘ－２７８菌株粗蛋白提取液经４０、６０、８０、１００、１２１
℃分别处理３０ｍｉｎ后，其抗菌活性随着处理温度的
升高而降低，４０℃处理的粗蛋白抑菌活性最高，抑
菌圈直径为１７．６ｍｍ，与其他处理间差异达显著水
平；１２１℃处理的粗蛋白抑菌活性最低，抑菌圈直径
为１３．６ｍｍ，表明经１２１℃处理后的粗蛋白仍有部
分抗菌活性，为对照的７２％（图６）。以上结果表明，

Ｘ－２７８菌株粗蛋白中抗菌物质可能是混合成分，且
部分抗菌成分属于耐热物质。

图６　不同温度对Ｘ－２７８菌株粗提蛋白抗菌活性的影响

２．７　Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液对棉花黄萎病菌菌丝
形态的影响

显微镜下观察发现，未经Ｘ－２７８菌株蛋白粗提
液处理的菌丝光滑、透明，且粗细一致（图７Ａ）。经

Ｘ－２７８菌株蛋白粗提液处理２４ｈ后，菌丝出现断
裂，变细，开始消融，成“念珠”状（图７Ｂ）。

Ａ．正常菌丝；Ｂ．经蛋白粗提液处理的菌丝

图７　Ｘ－２７８菌株粗提蛋白对大丽轮枝菌
菌丝形态的影响

３　讨论

自１９４５年Ｊｏｈｎｓｏｎ等［１０］报道枯草芽孢杆菌产
生抗菌物质后，芽孢杆菌产生的抗菌物质便引起了
广泛关注。芽孢杆菌内生芽孢，繁殖力强，具有很强
的抗逆能力和抑制植物病原真菌、细菌和线虫的作

用［１１－１２］，其抗菌物质主要包括低分子抗生素［１３］、抗
菌蛋白［１４］和一系列挥发性抗菌物质［１５－１６］。
目前对解淀粉芽孢杆菌抗菌物质的研究报道很

多，如张宝俊等［１７］研究的ＬＰ－５菌株抗菌蛋白对蛋
白酶Ｋ和胰蛋白酶不敏感，１２１℃处理３０ｍｉｎ后活
性完全丧失；孟利强等［７］研究的 ＴＦ２８菌株抗菌粗
蛋白对蛋白酶Ｋ部分敏感，１００℃处理３０ｍｉｎ后活
性部分丧失；袁洪水等［１８］研究的ＢＤＴ－２５菌株抗菌
蛋白对蛋白酶Ｋ和胰蛋白酶均敏感，经４０℃处理

２０ｍｉｎ后保留部分抗菌活性，６０℃以上处理抗菌活
性完全丧失；王军华等［１９］研究的 Ｑ－１２菌株抗菌蛋
白对蛋白酶Ｋ不敏感，１２１℃处理１５ｍｉｎ后仍保留

８０％的抑菌活性。本研究表明，解淀粉芽孢杆菌Ｘ－
２７８蛋白粗提液经１２１℃处理３０ｍｉｎ后，仍对棉花
黄萎病菌表现出很强的抑制作用，并且粗提液对蛋
白酶处理部分敏感，这与张宝俊等［１７］研究的抗菌蛋
白有一定的差别，与袁洪水等［１８］研究的抗菌蛋白不
同，与孟利强等［７］、王军华等［１９］研究的抗菌蛋白有
一定的相似性。
解淀粉芽孢杆菌Ｘ－２７８对棉花黄萎病菌有很强

的抑制作用，采用５０％饱和度的硫酸铵提取的蛋白
粗提液，对棉花黄萎病菌仍有一定的抑菌作用，因此
推测，菌株Ｘ－２７８的蛋白粗提取液中存在蛋白类抗菌
物质，同时还存在肽类抗菌物质。这些抑菌物质需要
进一步分离纯化，为克隆抗病基因、构建基因工程菌
株以及开发和应用Ｘ－２７８菌株奠定基础。
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ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ　ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ：ａ　ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｓｔｕｄｙ　ｒｅｇａｒｄ－
ｉｎｇ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ａｐｐｌｉ－
ｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｐｐｌｙ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００４，６５：１３３－
１４２．

［１５］　李宝庆，鹿秀云，郭庆港，等．枯草芽孢杆菌ＢＡＢ－１产

脂肽类及挥发性物质的分离和鉴定［Ｊ］．中国农业科

学，２０１０，４３（１７）：３５４７－３５５４．
［１６］　孟立花，李社增，郭庆港，等．枯草芽孢杆菌 ＮＣＤ－２菌

株抗菌蛋白初步分析［Ｊ］．华北农学报，２００８，２３（１）：

１８９－１９３．
［１７］　张宝俊，张家榕，韩巨才，等．内生解淀粉芽孢杆菌

ＬＰ－５抗菌蛋白的分离纯化及特性［Ｊ］．植物保护学报，

２０１０，３７（２）：１４３－１４７．
［１８］　袁洪水，马平，李术娜，等．棉花黄萎病拮抗细菌的筛

选与抗菌物分析［Ｊ］．棉花学报，２００７，１９（６）：４３６－
４３９．

［１９］　王军华，权春善，徐洪涛，等．解淀粉芽孢杆菌Ｑ－１２抗

真菌特性的研究［Ｊ］．食品与发酵工业，２００６，３２（６）：

４７－５０．
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