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化和其性质的研究
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摘 要 内芽孢杆菌属细菌（:+%$#;+0#,,)& 9+%<%($%$&#&）HH$!，是一株能强烈抑制玉米纹枯菌（="#>(0/($#+ 0%*%+,#&）、白色念珠菌
（!+$9#9+, 8+1#$#/#&）等病害真菌的拮抗菌株。HH$!菌株培养液经硫酸铵分级盐析，H0;@D40X TM%&凝胶柱层析和 =N:NM"!纤维素
柱层析分离纯化出一种抗菌蛋白，命名为 H=!!。蛋白电泳分析结果表明，此蛋白分子量为 &9$$$，等电点为 9>#。此蛋白对热
和紫外线稳定，对蛋白酶部分敏感。纯化后的 H=!!对玉米纹枯菌（="#>(0/($#+ 0%*%+,#&）、油菜菌核病（ 40,%*(/#$#+ &0,%*(/#(*)6）、苹
果轮纹病菌（:"2&+,(&?(*+ ?#*#0+,+）、绿色木霉（@*#0"(9%6+ 8#*#9%）、绿色粘帚霉（A,#(0,+9#)6 8#*#9%）、弯孢霉菌（!)*8),+*#+ ,%+- &?(/）、
镰刀霉菌（B)&+*#)6 &? *）、赤霉菌（B)&+*#)6 "%+9 ;,#1"/）、球孢白僵菌（.%+)8%*#+ ;+&&#+$+）、大肠杆菌（C&0"%*#0"#+ 0(,#）、金黄色葡萄
球菌（4/+?"2,(M 0(00)& +)*%)&）、枯草芽孢杆菌（.+0#,,)& &);/#,#&）、白色念珠菌（!+$9#9+, 8+1#$#/#&）、冬瓜枯萎菌（B)&+*#)6 (D2&?(*)6
40", * %6%$9 * 4$29%* E F+$&%）等菌有很强的抑制作用。
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真菌病害是造成农业生产损失的主要原因之

一，近年来由于不合理使用各种农药，给人类及环境

带来极大的危害，而抗生素使用的泛滥导致人类的

抗药性迅速增强，急需开发新的替代产品。因此利



用生物技术防治植物病原真菌，动物病原细菌是近

年来研究热点。

我们最近从内芽孢杆菌属细菌（ !"#$%&"’%(()*
+"#,#-$#$*%*）!!"# 代谢产物中分离纯化出一种抗菌
蛋白，命名为 !$##，它具有广谱的抗菌特性，对玉米
纹枯菌、白色念珠菌、油菜菌核病、赤霉菌、金黄色葡

萄球菌等病菌等有很强的抑制作用。本文将对该抗

菌活性物质———抗菌蛋白 !$##的分离纯化及其性
质的研究做报道。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 菌株：内芽孢杆菌属细菌（ !"#$%&"’%(()*
+"#,#-$#$*%*）!!"# 由本实验室筛选分离。冬瓜枯萎
病 菌 （ .)*"/%)0 -12*3-/)0 4’5( % #0#$+ %
4$2+#/67"$*#0）、玉米纹枯菌（ 85%9-’:-$%" ’#/#"(%*）、
油菜菌核病（ 4’(#/-:%$%" *’(#/-:%-/)0）、苹果轮纹病菌
（ !52*"(-*3-/" 3%/%’"("）、绿 色 木 霉 （ ;/%’5-+#0"
<%/%+#）、绿色粘帚霉（ =(%-’("+%)0 <%/%+#）、弯孢霉菌
（>)/<)("/%" (#"? *3-:）、镰刀霉菌（.)*"/%)0 *3 %）、赤霉
菌（ .)*"/%)0 5#"+ &(%@5:）、球孢白僵菌（ A#")<#/%"
&"**%"$"）、金黄色葡萄球菌（ 4:"352(-&’-’’)* ")/#)*）、
大肠杆菌（B*’5#/%’5%" ’-(%）、枯草芽孢杆菌（A"’%(()*
*)&:%(%*）、白色念珠菌（>"$+%+"( <"@%$%:%*）为本实验室
保存。

!"!"# 试剂：!’()*+’, -&./为 0)*12*34*公司产品，
$565&7#、标准分子量蛋白、标准等电点蛋白、考马
斯亮蓝、8595$、聚丙烯酰铵、蛋白酶 : 为 621’;3<
公司产品，胰蛋白酶为 =>3?<@’ 公司产品，透析膜为
进口分装，其他为国产试剂。

!"!"$ 培养基：细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基，病
原真菌用 0$6培养基［7］。
!"# 方法
!"# %! 培养条件的优化：将 !!"# 菌株接种在牛肉
膏蛋白胨液体培养基里，分别用不同温度，不同 (=
值，不同培养时间振荡培养，测定其抗菌活性［A］。

!"# %# 抗菌蛋白的制备与纯化：
供试品的制备：将发酵液于 AB，C# """1D24@离

心 C/24@取上清液，加入 #"E饱和度的（F=A）# !GA，

AB静置过夜，分别收集上清液和沉淀，将沉淀溶于
适量磷酸缓冲液（ #"22<?DH F*#=0GA&F*=#0GA，

(=IJK），蛋白浓度稀释至 C2LD2H，检测其抑菌活性。
上清液用同样的方法制备 7"E M A"E，A"E M /"E，
/"E M I"E，I"E M ."E，."E M K"E，K"E M N"E

（F=A）# !GA 盐析蛋白溶液，稀释至相同的蛋白浓度，

分别检测抑菌活性，根据抑菌活性确定分级盐析的

两个饱和度。将分级盐析后得到的粗蛋白液加入透

析袋（##22，CA """$）内，在蒸馏水中静置 #A)透析
脱盐后，水浴 A"B浓缩得浓缩粗蛋白液。以牛肉膏
蛋白胨液体培养基相同方法的提取液为空白对照。

分离纯化：根据供试品和凝胶的性质，将供试品

过 !’()*+’,-&./色谱柱，用 #"22<?DH (= IJK磷酸缓
冲液洗脱，将收集到的活性组分过 $5657#&纤维素
色谱柱，用 "J#2<?DH F*O?溶液洗脱，收集活性组分，
透析浓缩至合适体积。

!"#"$ 分子量测定：按文献［/］方法进行 !$!&06-5
电泳，分离胶浓度为 C"E，浓缩胶浓度为 /E。
!"#"& 等电点测定：聚丙烯酰胺凝胶等电聚集电泳
（06-5&P5Q）参见文献［I］。
!"#"’ 对温度的敏感性：将纯化抗菌蛋白（C2LD2H）
分别置于 7" M C#"B处理 #"24@，每 C"B为一个梯
度，其中 C""B，CC"B用灭菌锅处理 #"24@。用没经
处理的样品作为对照，重复 7组，检测其抑菌活性，
将对照的抑菌活性定为 C""E［.］。
!"#"( 抗紫外辐射测定：#/R 紫外灯距离约 /32
分别照射处理 C M C#)后，按 CJ#JN方法测定其抗菌
活性。

!"#") (=耐受性测定：用 "JC2<?DH柠檬酸&"J#2<?D
H磷酸氢二钠缓冲液（(=#JI M .JI）和 "J#2<?DH甘氨
酸&"JC2<?DH F*G=缓冲液（(=.JI M C"JI）调节样品
(=值后按 CJ#JN方法测定抗菌活性。
!"#"* 对蛋白酶敏感性：将提纯蛋白（C2LD2H）与蛋
白酶 :、胰蛋白酶、胃蛋白酶在最适酶促条件下 7.B
反应 N"24@（酶解反应浓度均为 C!LD2H），按 CJ#JN方
法测其抑菌活性，不用酶液处理作对照，定其抑菌活

性为 C""E。
!"#"+ 抑菌谱：用杯碟法分别检测抗菌蛋白（C2LD
2H）对各种病原菌的抑菌活性。对病原真菌抑制作
用测定：在 0$6培养基平板均匀涂布测试菌孢子液
后插入牛津杯后加入 C2LD2H纯化蛋白溶液注入孔
内，在 #KB恒温培养箱内培养 AK)，测量抑菌圈大
小，以无菌水处理为对照。对病原细菌抑制作用测

定：取 #KB培养 #A)的病原细菌，用 FS培养基制成
带菌平板，在平板上中央插入牛津杯后加入 C2LD2H
纯化蛋白溶液注入孔内，在 #KB箱内培养 #A)，测量
抑菌圈大小，每平板重复 7 组，以无菌水处理为对
照。
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! 结果

!"# 内生细菌 $$%!培养条件的优化
由图 !可知，""#$菌株在牛肉膏蛋白胨液体培

养基培养，当 %&为 ’(#，培养温度为 )$*，转速为
!+#,-./0振荡培养 ’$1 后抗菌活性相对处于最高。

图 ! 培养条件优化
2/34! 5%6/./789 :;<6/=>6/03 :?09/6/?0@

!"! $&!!的分离纯化
!"!"# 硫酸铵盐析：由图 $可知，在 A#B以上饱和
度条件下，抑菌活性不再加强，在 $#B饱和度以下，
抑菌活性较小，由此确定（C&D）$ "5D 分级饱和度为

$#B和 A#B。为了方便纯化，先在发酵上清液中加
入（C&D）$ "5D 至 $#B饱和度，D*过夜去沉淀，上清
液补加（C&D）$ "5D 至 +#B饱和度，收集沉淀用于进
一步纯化。

图 $ （C&D）$ "5D 饱和度与提取抗菌抑菌蛋白活性的关系

2/34$ E8<>6/?0 ?F >..?0/;. @;<F>68 @>6;,>6/?0
?0 >06/F;03>< %,?68/0 >:6/=/6G

!"!"! "8%1>98H IJ’A柱层析：在分离过程中收集两
个蛋白峰，以油菜菌核病和白色念珠菌为指示菌，分

别检测两个峰的抑菌活性。结果表明，峰!显示出
很强的抑菌活性，而峰"无抑菌活性。以活性最大
与最小一半处为上、下限，合并收集峰!，浓缩后低
温保存（图 )）。
!"!"’ KLML)$J纤维素柱层析：用磷酸缓冲液平衡
KLML )$柱，然后把 "8%1>98H IJ’A柱层析收集的活
性峰"浓缩处理后上样，用 #($.?<-N C>O< 洗脱，结
果如图 D所示，分离得到 D个主峰，经检测峰"，#，

图 ) 抗菌活性物质 "8%1>98H IJ’A柱层析图
2/34) L<;6/?0 %,?F/<8 ?F >06/F;03>< @;P@6>0:8 PG

@8%1>98H IJ’A，:1,?.>6?3,>%1G

$均无抑菌活性，而峰!显示出极强的抑菌活性。
将收集得到活性组分命名为 "K$$蛋白。用蒸馏水
透析脱盐，浓缩后于 Q $#*保存。

图 D 抗菌活性物质 KLML)$J纤维素层析图
2/34D L<;6/?0 %,?F/<8 ?F >06/F;03>< @;P@6>0:8

PG KLMKJ:8<<;<?@8 :1,?.>6?3,>%1G

!"’ $&!!的性质鉴定
!"’"# 十二烷基硫酸钠—聚丙烯酸胺凝胶电泳
（"K"JRMIL）分子量的测定：经 "K"JRMIL鉴定此抗
菌蛋白 "K$$ 为单一的蛋白带，其表观分子量为
A+ ###（图 A）。

图 A 抗菌蛋白 "K"JRMIL图谱
2/34A M06/F;03>< %,?68/0 "K"JRMIL @%8:6,;.

!"’"! 聚丙烯酰胺凝胶等电聚集电泳（RMILJSL2）
等电点的测定：选择 %S ) T !#标准参照蛋白与抗菌
蛋白 "K$$ 进行。RMILJSL2结果如图 +，"K$$ 为单
一条带，%S约为 +(D。
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图 ! 抗菌蛋白 "#$%&’%(图谱
()*+! #,-)./,*01 234-5), "#$%&’’%( 6257-3/8

!"#"# 9:;;对温度的敏感性：得 ;< = ><<?抑菌活
性为 ><<@。纯化蛋白 9:;;热稳定性良好。
!"#"$ 9:;;抗紫外辐射测定：由表 > 数据得抗菌
蛋白 9:;;的抑菌效果与受紫外线辐射时间无必然
关系，说明该蛋白对紫外线不敏感。

!"#"% 2A耐受性：由表 ; 可知，抗菌蛋白 9:;; 在
2A!BC = DB<之间抑菌活行最强。
!"#"& 9:;;对蛋白酶敏感性：经胰蛋白酶酶解的
9:;;和对照重复三组，得可使 9:;; 的抑菌活性分
别下降 E<@，见图 D。而蛋白酶 F 和胃蛋白酶对
9:;;影响不明显。由此说明，该抗菌蛋白对胰蛋白
酶敏感，而具抗蛋白酶 F和胃蛋白酶的特性。

表 ’ 紫外线对抗菌蛋白 ()!!抗菌活性的影响
*+,-. ’ */. +01232456,2+- 207-8.04. 67 8-15+926-.1 5+:2+1260 60 +012780;+- <561.20 ()!!

G)85 4. /1-30H)145- 30I)0-)4, < <BC > ; J E >;
:)085-53 4. ),K)L)-)4, M4,5 N<BO ;EBO ;OBC N<B> N;B! N<BN ;OBO

表 ! <=对抗菌蛋白 ()!!抗菌活性的影响
*+,-. ! */. +01232456,2+- 207-8.04. 67 <= 60 +012780;+- <561.20 ()!!

2A ; N J CB< CBC !B< !BC DB< DBC E O ><
:)085-53 4. ),K)L)-)4, M4,5 D DBN EBC ;; ;NBN ;EBN N;BJ N;BE N< EBO DB; DB;

!"#"> 抗菌蛋白 9:;; 的抑菌谱图：经测定，9:;;
对玉米纹枯菌、油菜菌核病、苹果轮纹病菌、冬瓜枯

萎病菌、绿色木霉菌、绿色粘帚霉、弯孢霉菌、镰刀霉

菌、赤霉菌、球孢白僵菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌，有很强的抑菌效果，见表 N。

表 # 抗菌蛋白 ()!!的抑菌谱
*+,-. # ?012,+41.52+- @<.41583 67 +012780;+- <561.20 ()!!

P)734MQ85 0,-)&L07-53)01 07-)H)-Q

!"#$%$"& ’"(%#%)%* R R

"0-K4*5,5-)7 L07-53)/8 0,-)&L07-53)01 07-)H)-Q

+*,-./%,-%" ,0&% R R R

1)"2-3&0& ,0,,4* "4/.4* R R R

5",%&&4* *46)%&%* R R R

"0-K4*5,5-)7 52)2KQ-5 0,-)&L07-53)01 07-)H)-Q

7-%80,)0#%" ,./."&%* R R R

1,&./0)%#%" *,&./0)%0/49 R R R

:-3*"&0*20/" 2%/%,"&" R R R

;4*"/%49 0<3*20/49 1,-& + .9.#$ + 1#3$./ = >"#*.9 R R R

?&%0,&"$%49 ’%/%$. R R
!4/’4&"/%" 150. 624- R R R
;4*"/%49 62+ R R
;4*"/%49 K50I L1)*K- R R R
5."4’./%" 6"**%"#" R R

图 D 9:;;对蛋白酶敏感性
()*BD GK5 65,6)-)H)-Q 4. 9:;; -4 5,MQ85

>：),K)L)-)4, M4,5 4. 9:;;；;：),K)L)-)4, M4,5 4. 9:;; LQ 5,MQ80-)7
KQI341Q6)6+

# 讨论
内芽孢杆菌属 99<; 分泌产生的蛋白通过硫酸

铵分级沉淀，952K0I5S $&DC 柱层析和 :%#%N;&纤维
素柱层析后得到纯化蛋白，9:9&"#$%电泳表明该蛋
白分子量约为 C! <<<，等电点电泳表明该蛋白等电
点约为 !BJ，通过对该蛋白抗紫外线活性测定，2A
稳定性以及该蛋白对蛋白酶敏感性实验表明该蛋白

是一种相当稳定的蛋白。抑菌实验证实该蛋白对玉

米纹枯菌、油菜菌核病、苹果轮纹病菌、冬瓜枯萎病

菌、绿色木霉菌、绿色粘帚霉、弯孢霉菌、镰刀霉菌、

赤霉菌、球孢白僵菌大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等具

有很强的抑菌效果，说明它是一种广谱抗菌蛋白，在

JE! !-%#.*. @04/#"& 0A 5%0).,-#0&0(3 生物工程学报 ;<<D，T41B;N，U4BJ



生物农药和抗生素生产中具有很好的应用前景。

目前对于从微生物中分离纯化抗菌成分的成果

主要集中在小分子水平上［!］，国外的研究主要是从

放线菌中分离得到抗生素［"］，而国内目前尚未见到

有关从内生细菌资源中分离得到抗菌蛋白以及性质

研究的相关报道。我们的研究证实 #$%%蛋白是一
种广谱的抗病害的抗菌蛋白，对植物病害真菌，动物

病原细菌和酵母菌等都显示出了强烈的抑制作用，

并具有一些特殊性质，以及显示出该抗菌蛋白在以

后的抗真菌转基因植物研究中的良好应用前景。目

前该实验只完成了抗菌蛋白的分离纯化和抗菌作用

的初步研究，下一步我们需进一步明确抑菌机制，为

生物农药和新抗生素应用奠定基础。
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重 要 通 知

《生物工程学报》从 %::F年起出版英文版

为了加快期刊的国际化进程，扩大国际交流，本刊与国际知名的出版公司爱思唯尔（TB615A1E）达成协议，合作出版英文刊
《?8A.161 @()E.-B (D KA(3128.(B(=9》（电子版），该刊与中文版同步，双月刊。出版后置于爱思唯尔庞大的 #2A1.21$AE123网络平台上
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爱思唯尔是国际著名的出版公司，《细胞》等知名杂志便出自该公司。#2A1.21$AE123是爱思唯尔建立的世界上最全面的服

务于多学科研究型图书馆的电子数据库。研究人员通过它能在线访问超过 &!::种期刊和 H::万篇电子版全文。《生物工程
学报》英文版借助这个庞大而成熟的平台，将可以大大地提高文章的浏览量，扩大期刊及作者在国内外的影响，提高文章的被

引频次。同时，出版英文电子版将可克服与国外文字沟通的障碍，使作者的科研成果能在第一时间内为国际同行所了解。

我刊的栏目有综述、研究报告、研究简报和技术与方法等，范围包括基因工程、细胞工程、酶工程、蛋白质工程、发酵工程、

生化工程、代谢工程、组织工程、生物制药、生物芯片、生物反应器及生物信息学等，涉及生物技术各个领域，非常欢迎广大科

研人员踊跃投稿。直接投英文稿件而被录用的，也将同时以中文形式发表在中文印刷版上。英文版不再另收版面费。

具体做法是：每期从中文版中精选出 &:篇稿件译成英文，凡具备以下条件之一者即可入选：&0在理论方面有新发现或新
见解。%0 在应用方面取得新进展，达到新水平。I0 在技术方面建立新方法或改进已有的方法。选中后通知作者译成英文，
经编辑部审核送爱思唯尔出版公司进行文字加工，再返回作者进行内容确证。

投稿时请注意以下事项：&0稿件撰写时，应力求叙述清楚，避免语法错误和用词不当。%0 突出创新点，用具体材料 、数据
加以说明与论证。I0加强图表注释，使读者在不读正文的情况下能正确理解图表的涵义。

欲了解更详细的信息，请登陆我刊网站（W337：‘‘U()E.-B60 AL0 -20 2.）点击“英文版”，或直接联络编辑部：
电话‘传真：:&:aFH!:VG:" TaL-AB：2UCb AL0 -20 2.
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