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摘 要 拮抗菌枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’’&()$%$’）67258分泌产生的小肽经两次盐酸沉淀、丙

酮分级沉淀和9:2;’/.反相柱两次纯化，分离得到一种新的抗真菌的小肽，命名为<=2$。经

>?<@A26*B质谱鉴定，分子 量为$%#4C!，等电聚焦测得其;A为3C4#。<=2$对温度有较高

的稳定性，$%%D保温!%E:F，仍能保持4#G的活性。抑菌谱表明，该抗菌肽对瓜果腐霉

（*+),$&-".,"/$012-")&-）、玉 蜀 黍 赤 霉 病 菌（3$((121%%"41"1）、长 柄 链 格 孢（5%)12/"2$"
%6/7$.1）和番茄蔫萎座镰孢霉（8&’"2$&-69+’.62&-H)%+#6.12’$#$）等植物病原真菌有很强的抑

制作用。:*;$可造成绿色木霉（<2$#,6012-"=$2$01）菌丝生长形态异常：菌丝端部膨大，菌丝

扭曲，分支加剧，菌丝内细胞质分布不均匀，发生凝聚。茚三酮反应以及测序结果均证实其为

环肽。
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植物真菌病害是造成农业损失的主要原因之一［$］，施用杀真菌化学农药尽管有一定

效果，但价格昂贵，而且长期使用也会增加病原菌的抗性。另外，农药的大量使用还会造

成环境污染。利用微生物来抑制植物病原真菌为真菌病害的防治提供了新的可能。通过

研究细菌所产生的抗真菌肽的抗菌机理，可望找到低污染乃至无污染的有效的生物防治

途径。本室从丝瓜根部分离到一株强烈抑制玉蜀黍赤霉病菌的拮抗菌（!"#$%%&’’&()$%$’）

6758，并从中分离到两种抗真菌蛋白J!、J"，这两种蛋白除对玉蜀黍赤霉病菌多个生

理小种表现出强烈抑制作用外，对水稻稻梨孢、长柄链格孢、玉米小斑病菌及绿色木霉也

有强烈的抑制作用［5#3］。本文报道6758菌株产生的另一种抗菌肽<=2$的分离纯化及

其性质研究，它是一种与J!和J"不同的小分子量广谱抗菌环肽。

$ 材料和方法

$%$ 菌株

拮抗菌!"#$%%&’’&()$%$’<358由本室筛选得到；玉蜀黍赤霉（3$((121%%"41"1）来自江

苏省；长柄链格孢（5%)12"2$"%6/7$.1）、稻梨孢（*$2$#&%"2$"62+4"1）和绿色木霉（<2$#,6;
012-"=$2$01）来自中国科学院微生物研究所；梨黑腐皮壳（>"%’""-($1/’）、番茄蔫萎座镰

孢霉（8&’"2$&-69+’.62&-H)%+#6.12’$#$）、黑曲霉（5’.127$%%&’/$712）和瓜果腐霉（*+),$;
&-".,"/$012-")&-）来自本室。



!"# 主要仪器及试剂

高速冷冻离心机（!"#$%!"%&’(）；高压液相色谱系统（)*+,&-./+.0123’）；冰冻干

燥机（4-56+76+）；/$48",#9:质谱仪；倒置显微镜（;*<+7）；=>(?分光光度计（上海）；小

型等电聚焦电泳槽（)*+,&-./+.01(((）；!*,@+A0#/反相柱（)*+,&-.）；等电聚焦标准蛋白

（@B-AC-6*-D!E,(3）；两性电解质)*+,4FG0E／(3（)*+,&-.）；茚三酮（H*IC-）。

!"$ #?,#%菌株的培养

参照文献［2］。

!"& 抗菌肽的分离纯化

!"&"! 粗样品的制备：将发酵培养液离心去除菌体，向上清液中加入浓盐酸，调节D!至

’J>，K333A／C*7离心(>C*7，，弃去上清。沉淀用L3M乙醇抽提三次，抽提液直空抽

干［>］，将所得干粉悬浮在少量去离子水中，用’C+1／4;-9!调至D!=，3，使其全部溶解。

再次用(C+1／4的!%1调至D!’N>，(’333A／C*7离心(3C*7，收集沉淀，向沉淀中加入少

量(M的碳酸氢铵溶液，使其全部溶解。将此溶液冷冻干燥，得到淡黄色粉末状粗样品。

!"&"# 丙酮分级沉淀：将粗样品溶解在3J3’C+1／4D!ONL磷酸缓冲液中（3J(I／C4），加

入O倍体积冰浴的丙酮，(’333A／C*72P离心(3C*7，弃去沉淀。在上清中继续加入原体

积(3倍的预冷的丙酮，(’333A／C*72P离心(3C*7，收集沉淀［O］，溶解于少量3J3’C+1／4
D!OJL磷酸缓冲液中。

!"&"$ 高压液相色谱（!@4%）反相分析：将经丙酮沉淀得到的样品溶液用经3J3’C+1／4
D!OJL磷酸缓冲液平衡的)*+,&-.!*,D+A0反相柱吸附，用3M!(33M的乙腈梯度洗脱，

流速(C4／C*7，收集有抗菌活性的色谱峰。冻干后，重新溶解于少量3J3’C+1／4D!=J>
碳酸氢铵缓冲液中，再次用以3J3’C+1／4D!=J>碳酸氢铵缓冲液平衡的!*,D+A0反相柱

吸附，3M!(33M的乙腈梯度洗脱，流速(C4／C*7，收集有抗菌活性的色谱峰，即为4@,(，

将其冷冻干燥备用。

!"’ 抗菌肽的性质

!"’"! 蛋白质浓度的测定：采用4+QAF法［=］，以牛血清白蛋白为标准蛋白。

!"’"# 平板抑菌实验：接种指示真菌于含马铃薯葡萄糖琼脂培养基（@8$）的K6C培养

皿中，’LP培养至菌落大小为26C左右，在菌落前方3N>6C处滴加>"4待测样品，置

’LP下培养(3B，观察抑菌圈形成，测量抑菌圈直径。

!"’"$ 分子量的测定：采用/$48",#9:/H（/-GA*R-SS*SG0.1-S0A.0S+ADG*+7／*+7*T-G*+7
G*C0+UU1*IBGC-SSSD06GA+C0GAF）仪，以=3M乙腈水溶液为溶剂。

!"’"& 等电点的测定：具体方法参照)*+,&-.(((型小型等电聚焦电泳槽使用手册。

!"’"’ 氨基酸组成分析：样品经OC+1／4!%1于((3P氮气保护下水解’2B，用)06<C-7
(’(/)氨基酸分析仪分析。

!"’"% 热稳定性实验：纯化的4@,(（溶于3N3’C+1／4D!ONL磷酸缓冲液中，3JECI／C4）

分别置23P!(33P处理E3C*7，检测对绿色木霉（!"#$%&’(")*+#+#’(）的抑菌活性。以

未经处理的样品作对照，其抑菌活性定为(33M，按抑菌圈大小，换算成活性百分比［2］。

!"% 最低抑制浓度测定

以绿色木霉为指示菌，将3JECI／C4的4@,(水溶液做’倍系列稀释后，进行抑菌活
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性测定，相同样品重复!次，能产生肉眼可见抑菌圈的最小浓度即为最低抑制浓度。

!"# 抑菌谱的测定

将指示真菌接种于含"#$培养基的%&’平板中，()*培养至菌落大小为+&’左右，

在菌落前方,-.&’处滴加.!/,-!’0／’/的溶于,-,(’12／/345-)磷酸缓冲液中的

/"67，同时以无菌水、相同的磷酸缓冲液为对照，()*继续培养7,8，测量抑菌圈的直径。

!"$ /"6!对真菌菌丝形态的影响

将绿色木霉接种于含"#$培养基的%&’透明培养皿中，()*培养至菌落大小为!&’
左右，在菌落前方,-.&’处滴加.!/,-!’0／’/的/"67，置()*下继续培养，从开始出

现抑菌圈起，定时将平皿置于倒置显微镜下观察。

!"% 茚三酮反应性实验

参照文献［)］进行。

& 结果和讨论

&"! 抗真菌小肽的分离纯化

经过两次酸沉淀后，冷冻干燥得到淡黄色粉末状粗样品，含有很多色素物质，丙酮分

级沉淀能有效地去除这些杂质。

第一次49631:;反相柱层析后，分离出很多峰，仅峰5具有抗真菌活性（图7）。第二

次反相柱层析时，得到的几个峰也只有峰(有活性（图(）。第二次用49631:;反相柱纯化

样品时，改变缓冲液很关键，仍用原来的磷酸缓冲液，样品在改变洗脱梯度的情况下也不

发生分离，色谱图上仅表现为一个尖锐的单峰，这表明34<=.的碳酸氢铵缓冲液能有效

改变图7中峰5中一些组份的疏水性，促进它们的分离。

图7 第一次用49631:;反相柱分离/"67的

色谱图（345=)磷酸缓冲液）

>90=7 ?@12AB91C1D/"671C49631:;:;E;:@;F38A@;

&12G’C（9C381@381:AB9&HGDD;:1D345=)）

图( 第二次用49631:;反相柱分离/"67的

色谱图（34<=.碳酸氢铵缓冲液）

>90=( "G:9D9&AB91C1D/"671C49631:;:;E;:@;F

38A@;&12G’C（9CA’’1C9G’H9&A:H1CAB;HGDD;:1D

34<=.）

最后得到的样品/"67为白色粉末状，7/发酵的细菌培养液可得到(’0/"67纯品。
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表! 抗菌小肽!"#!的氨基酸组成

$%&’() *+,-.%/,0/.+1.2,3,.-.4

%-3,45-6%’1(13,0(!"#)

氨基酸

*+,-.%/,0

含量

7.-3(-3／+.’8

残基数

9.:.4;(2,05(2!

天冬氨酸*21 <<:=> ?:@A（<）

谷氨酸B’5 )>:CD ):<>（)）

丝氨酸E(; ?>:>? ?:<=（?）

苏氨酸$F; A:DG C:A?（)）

酪氨酸$H; )D:)C ):G?（?）

!$F(I%’5(2J(;(/%’/5’%3(0.-3F(&%2,2.43F(

+.’(/5’%;J(,6F3)C>AK0(3(;+,-(0&HLE:

!"#)易溶于水、甲醇、乙醇和乙腈，不溶于丙酮和乙醚。在水溶液中，当1M低于=N>时，

!"#)发生沉淀。

"#" 抗菌肽$%&!的部分理化性质

"#"#! 分子量测定：经L*!KO#$PQ质谱仪测定，!"#)样品为单一分子组份，分子量为

)C>AN<K（图<）。由于!"#)的分子量较小，用常规的EKE#"*BR或者凝胶过滤色谱无法

测定。

图< 抗菌肽!"#)L*!KO#$PQ质谱图谱

Q,6:< L*!KO#$PQLE1;.4,’(.4!"#)

"#"#" 等电点测定：经薄层聚丙烯酰胺凝

胶等电聚焦测定，!"#)的等电点为=NA>（图

=）。因为!"#)溶于甲醇，等电聚焦的考马

斯蓝染液以及脱色液中均含有甲醇，染色和

图= 抗菌肽!"#)"*B#ORQ图谱

Q,6:= "*B#ORQ%-%’H2,2.4!"#)

):标准等电点蛋白E3%-0%;01O1;.3(,-2；

?:抗菌肽!"#)*-3,45-6%’1(13,0(!"#):

脱色时间过长都会导致条带消失，所以染色

仅用了?C+,-，脱色也只用了)>+,-。

"#"#’ 氨基酸组成分析：氨基酸组成（表)）

表明，!"#)仅含>种氨基酸，氨基酸残基数

为@。天冬氨酸的含量最高，达<<8，另外还

含)>8的谷氨酸，可能正是由于!"#)富含

酸性氨基酸，才使它的等电点偏酸性。

"#"#( 热稳定性实验：抗菌肽!"#)的热稳

定性实验表明，随着处理温度的提高，活性逐

渐下降，但很缓慢。在)CCS下处理<C+,-，

活性仍能保持原有活性的A>8（图>）。

"#"#) 最低抑制浓度测定：通过二倍系列稀

释法测得!"#)最低抑制浓度CNC)@+6／+!，

表明!"#)在较低浓度下即具有抗菌活性。
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表! 抗菌肽!"#"抗菌谱

$%&’() $*(%+,-./+0%’12(3,4/56.!"#7

指示菌

8+9-3%,641,4%-+1
抗菌活性

:+,-./+0%’%3,-;-,<
长柄链格孢

!"#$%&’%(’")&*(+$, ===

黑曲霉

!,+$%*(""-,&(*$% ===

番茄蔫萎座镰孢霉

.-,’%(-/)01,+)%-/.>
"12)+$%,(2(

===

玉蜀黍赤霉3.4?
5(66$%$""’7$’$3.4? ===

玉蜀黍赤霉.47@
5(66$%$""’7$’$.47@ ===

玉蜀黍赤霉84)A
5(66$%$""’7$’$84)A ===

稻梨孢

9(%(2-"’%(’)%17’$ =

瓜果腐霉

91#:(-/’+:’&(;$%/’#-/ =====

绿色木霉

<%(2:);$%/’=(%(;$ ===

梨黑腐皮壳

>’",’’/6($&, ==

!$*(%+,-./+0%’%3,-;-,<-1(B24(11(9&<
,*(9-%5(,(46.-+*-&-,-6+C6+(，=：?!D55，=
=：D!7E55，===：7E!7D55，====：

7D!)E55，

=====：")E55

图D 温度对!"#7抑菌活性的影响

F-0>DG..(3,6.,(52(4%,/4(6+,*(-+*-&-,64<%3,-;-,<6.!"#7

!#!#$ 平板抑菌实验：选择7E种不同的植物病

原真菌为指示菌，检测!"#7的抗真菌活性，抗菌

谱见表)。抗菌肽!"#7对检测的7E种植物病原

真菌均表现出不同程度的抑制活性，其中对瓜果

腐霉的生长抑制最强；对玉蜀黍赤霉的?个生理

小种、长柄链格孢、黑曲霉、番茄蔫萎座镰孢霉和

绿色木霉都有很强的抑制作用；对梨黑腐皮壳作

用居中；对稻梨孢的抑制活性较小。

!#!#% 对真菌菌丝形态的影响：待观测绿色木霉

于)AH下培养I*后，当菌丝生长至点样部位，抑菌圈刚出现时，菌丝顶端膨大，出现泡状

物（图J#:）；当培养至)I*，抑菌圈部位的菌丝变得短而细，出现扭曲，分支加剧，一些菌丝

顶端仍存在泡状物，菌丝内原生质体分布不均匀，发生凝集（图J#K）。这同L3*4(-&(4等人

报道的KL7所造成的菌丝形态异常很相似［M］。对照未点样部位菌丝光滑、均匀（图J—

N）。

!#!#& 茚三酮反应性实验：!"#7的茚三酮反应呈阴性，氨基酸自动测序结果也证实!"#
7无自由O端，因此，可基本确定!"#7为一环肽。

自从7MD)年P>K%&%9等人从枯草芽孢杆菌培养液中分离出抗真菌肽以来［M］，又陆续

分离出多种抗真菌肽［7E!7D］。这些小肽有许多共同特征：分子量很小，仅7EEEQ左右；基

本都是环状结构；含有一些特殊氨基酸，如Q#氨基酸，"#氨基酸。!"#7是否含Q#氨基酸和

"#氨基酸，还需进一步验证。从已知的性质来看，!"#7同文献报道的各种小肽类抗生素

都有一定差别。芬枯草菌素:（F(+0<3-+#:）不溶于水，而且分子量为7II@Q，同!"#7有很

大区别［77］；尽管!"#7与伊枯草菌素:（8,/4-+:）［J，7)］、杆菌霉素Q（K%3-’’65<3-+Q）［7?］和

杆菌霉素F（K%3-’’65<3-+F）［7I］接近，但有一显著差别：!"#7不含脯氨酸，而后三者均含一

脯氨酸；7MMD年R%S-5/4%等人分离得到的杆菌肽素（K%3-’’62(2,-+）［7D］在氨基酸组成上同

DIID期 刘 颖等：抗真菌肽!"#7的分离纯化及特性分析



图! 在"#$%作用下绿色木霉菌丝形态的变化

&’()! *++,-./0+"#$%01.2,23425670842060(30+!"#$%&’(")*+#"#’(
9)9:10875623425670842060(30+!,+#"#’(5+.,8-;6.;8,<+08=20;8/；>)9:10875623425670842060(30+

!,+#"#’(5+.,8-;6.;8,<+08?=20;8/；@)A0875623425670842060(30+!,+#"#’(（>58/8,48,/,1.B)%77）)

"#$%最为相似，但即使是三种杆菌肽素中分子量最大的杆菌肽素@，也只有%B=CD，与

"#$%相差ED，而质谱测量精度可达千分之一D，不可能是由质谱误差造成的，所以两者

肯定不是同一种物质。综上所述，"#$%为一种新的抗真菌小肽。

"#$%的抗菌谱表明它是一种广谱的抗植物病原真菌的抗菌小肽，对许多危害严重的

病原真菌都表现出很强的抗菌活性，在农业中有很好的应用前景。"#$%的抗真菌机理还

有待进一步研究。

参 考 文 献

［%］ @081,6’//,1>，F,6-2,8/")-.*/0-%12#&.，%EEG，!"!（G）：HBE!H%?)
［?］ 王雅平，刘伊强，潘乃!等)植物学报，%EEG，#$（G）：???!??C)
［G］ 刘伊强，王雅平，潘乃!等)植物学报，%EE=，#%（G）：%EH!?BG)

!== 微 生 物 学 报 GE卷



［!］ 王雅平，刘伊强，潘乃!等"生物化学与生物物理学报，#$$%，!"（!）：%$#!%$&"
［’］ ()*++,-.，/+0112--，345+236"!"#$%&’$"%(%)#，#$78，#$（9）：#%8!#%$"
［8］ :+55;,<，3+2=;4><，(0)?+1@*$’(+,-.$/0/%$/12，#$&8，!%（#A）：#A!%!#A!$"
［&］ 6;BC2DE，/;5+FC;4G?HI，<JCCK6*$’(+,3/%(4"*5，#$’#，&%’（#）：98’!9&’"
［7］ 李建武，肖能"，余瑞元等"生物化学实验原理和方法"北京：北京大学出版社，#$$!"#’A!#’’"
［$］ L?C+0F+C6/，@C+G;C2@<，*CJ45+-/*$’(+4’.,3%$，#$77，$$（##）：9%%7!9%!8"
［#A］:JFJMI，30,5N2K，O4C,+CP@CJQQ/*$’(+6’$78*，#$’9，&#(（!%97）：8#7!8#$"
［##］RJ,0SSJ,JN;TH，6;+QQ1+CU",-.$/0/%$/12，#$78，’%（&）：777!$A#"
［#9］3+2=;4><，@40,J,M(，(0)?+1@*$’(+3/%1"*5，#$&7，&#（#$）：%$$9!%$$8"
［#%］3+2=;4><，:+55;,<，(0)?+1@",-.$/0/%$/12，#$7A，’’（#A）：##!8!##!$"
［#!］(?JTT+M0K，3+2=;4><，:+55;,<*$’(+,-.$/0/%$/12，#$79，’"（%）：%A8!%##"
［#’］*JV0T4CJW，L4G02JTJ(，*J,+MJ(",-.$/0/%$/12，#$$’，)*（#A）：#A$’!##A%"

+,-./.012.34145061-1027-.812.343/
142./,491:+7+2.57:+;#!

604W0,G X4Y0,G -?+,Z?J,G10J,G
（6’$/%.’(9’0%8’$%8#%:!8%$*/.;.)/.**8/.)’.<!(’.$=*.*$/1;.)/.**8/.)，!*>/.)?./@*82/$#，

3*/A/.)#AA7&#）

1<=>?@A> K,J,S0Q4,GJ1=+=S0M+63P#QC;T3’1/((72270$/(/2O@985SCJ0,BJ5=4C0Q0+MF2J)0M=C+P
)0=0SJS0;,，J)+S;,+=C+)0=0SJS0;,J,ME0P=;C+C+[+C5+M=?J5+);14T,)?C;TJS;GCJ=?2"O?+T;1+)41JC
B+0G?S;Q63P#05#A’&"%.J5M+S+CT0,+MF2(K6.\POD<TJ555=+)SC;T+SC2，J,M0S5=\05!"&’
F23K@P\]<"\SBJ5J15;Q;4,MS;F+S?+CT;5SJF1+"\S5J,S0Q4,GJ15=+)SC4T5?;B+MS?JS63P#?J5
5SC;,G0,?0F0S;C2J)S0[0S2JGJ0,5STJ,2=1J,S=JS?;G+,0)Q4,G0，54)?J5!#$"/75’&"’./<*85’$75，

=/00*8*((’B*’*，-($*8.’8/’(%.)/&*，C72’8/75%D#2&%875Q"(#1%&*82/1/，+S)""O?+JF,;CTJ1?2P
=?J1GC;BS?;QE8/1"%<*85’@/8/<*)J45+MF263P#54)?J55B;11+,S0=5，SB05S+M，5?;CSGC;BS?J,M
)2S;=1J5T);,M+,5JS0;,BJ5J15;;F5+C[+M":;S?,0,?2MC0,C+J)S0;,J,M=+=S0M+5+̂4+,)0,G54GG+5S+M
S?JS63P#05J)2)10)=+=S0M+"
BCDEF?G= 3’1/((72270$/(/2O@P98，K,S0Q4,GJ1=+=S0M+，K,S0Q4,GJ15=+)SC4T，-2)10)=+=S0M+

!O?053C;V+)SBJ53JCS0J112L4==;CS+MF23C;PC+5+JC)?<;4,MJS0;,;Q3+N0,G_,0[+C50S2

&!!’期 刘 颖等：抗真菌肽63P#的分离纯化及特性分析




