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侧孢短芽孢杆菌$62—9产抗菌物质的

分离纯化及部分特性的研究
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摘要：为开发新型天然抗菌物质，本研究采用硫酸铵盐析、DEAE-cellulose 52离子交换层析、Sephacryl S-100分

子筛层析等步骤对侧孢短芽孢杆菌(Brevibacillus laterosporus)$62—9产的抗菌物质进行分离纯化，并对其部

分特性进行研究。结果表明j该抗菌物质对热和pH值稳定性高，且抑菌谱广，可抑制多种革兰氏阳性菌、革兰

氏阴性菌和真菌，显示出该抗菌物质具有良好的应用前景。
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Study on purification and partial properties of antimicrobial

substance from Brevibacillus laterosporus S6 2·-9
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Abstract：In order to explore new natural antimicrobial substance，we purified a kind of antimi—

crobial substance from a strain of Brevibacillus laterosporus$62—·9 by using ammonium sul--

phate precipitation，DEAE一52 column and SephacrylTMS-100 column，etc．Furthermore，the

partial properties of the purified substance were studied．The antimicrobial substance was

shown thermostable，resistant to pH variation，and a broad spectrum of antagonistic activity fl—

gainst various species of Gram-positive bacteria，Gram-negative bacteria and fungi．All these

show that it has a good potential for future development and utilization．
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近年来，随着微生物产抗菌物质理论与研究的

逐步深入，发现其具有抑菌谱广、水溶性好、热稳定

性好、安全无毒等优点，先后有Magainin，Nisin和

Cecropins等在医药、工业、食品和农业中应用，抗菌

物质以其独特的性质展示出广阔的应用潜力[1]。

侧孢短芽孢杆菌(Brevibaeillus laterosporus)

最初由white等于1912年发现，人们对该菌的研究

迄今已有100多年的历史。近几年来，随着对侧孢

芽孢杆菌的深入研究，发现其能产生多种有应用潜

力的代谢产物，如抗菌物质、杀虫蛋白等。黎定军

等[23对侧孢芽孢杆菌(Brevibaeillus laterosporus)

2一Q一9研究时发现其分泌的抑菌物质对青枯病菌有
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强烈的抑制作用，并进一步对该抑菌物质的性质进

行了研究。Mari等研究发现短小芽孢杆菌对某些

真菌及病菌具有拮抗作用，是一种有开发潜力的生

防菌‘3剖。

Shoji等[51从侧孢芽孢杆菌340—19的发酵液中

分离得到一种新型的抗菌素，被称为芽胞菌胺，对革

兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌都有不同的抑制作用。

本研究以实验室前期分离出的一株侧孢短芽孢

杆菌$62—9(B．1aterosporus S62—9)[61为出发菌株，

已知其有抑菌效果，在此基础上进一步对该菌的代

谢产物进行分离纯化，并对其特性进行了研究。

1 材料和方法

I．I材料与试剂

试验菌株：侧孢短芽孢杆菌S62—9(B．1ateros-

porus$62—9)。

指示菌：金黄色葡萄球菌14458，蜡样芽孢杆菌

63302，枯草芽孢杆菌，保加利亚乳杆菌，植物乳杆

菌，大肠杆菌，福氏志贺51571，鼠伤寒沙门氏菌

50115，单核增生李斯特氏菌，变形肠杆菌，溶杆菌

S2—6b，假单胞杆菌，黑曲霉，白色念珠菌，克鲁维酵

母，毕赤酵母，疏棉状嗜热丝孢菌，放线菌均由本实

验室保存。其中溶杆菌S2—6b，白色念珠菌，克鲁维

酵母，毕赤酵母，放线菌在28。C，200 r／rain下培养；

假单胞杆菌在20℃，200 r／min下培养；黑曲霉在

29℃培养箱中培养；疏棉状嗜热丝孢菌在45℃培

养箱中培养；其余菌株在37℃，200 r／rain下培养。

培养基：乳酸菌选用MRS培养基，酵母和霉菌

选用马铃薯蔗糖培养基，其他指示菌选用营养琼脂

培养基。

试剂：牛血清蛋白(上海长阳试剂厂)，

DEAE-cellulose 52(Pharmacia)，PEG一20000

(日本进口分装)，

Sephacryl S-100(Whatman)，其他试剂均为分

析纯和化学纯。

1．2主要仪器

GL-20G-11冷冻离心机(上海安亭科学仪器

厂)；SP一756 P紫外可见分光光度计(上海光谱仪器

有限公司)；Freeze Dry System Freezone 4．5 Liter

Benchtop 77500(Labconco Corporation)；Beckman

P／ACE MDQ型毛细管电泳仪(美国Beckman-

Coulter公司，二极管阵列紫外检测器)。

1．3主要方法

1．3．1抗茵物质分离纯化

(1)粗发酵液制备。挑取几环斜面保存菌株接

入液体种子培养基(营养肉汤培养基，300 mL摇瓶

装液量50 mL)，37℃，200 r／rain条件下振荡培养
9～12 h，得到种子菌悬液，将种子菌悬液以3％转

接于液体发酵培养基(1％糊精、2％蛋白胨、0．15％

CaCl2、1．5％Tween一20)，37℃，250 r／rain条件下

振荡培养22 h。发酵液4℃10 000 r／min离心20

min，弃菌体收集上清液备用。

取发酵液上清用旋转蒸发仪进行减压分馏浓

缩，60℃，0．1 MPa。

(2)硫酸铵盐析。减压浓缩液在4℃条件下，用

60％饱和硫酸铵盐析12 h，10 000 r／rain离心除上

清，沉淀用尽量少的Tris-HCl缓冲液(pH 8．0、

0．05 tool／L)溶解。

(3)脱盐。将盐析得到的抗菌物质粗提液装人

截留分子量为3 500 Da的透析袋内，于500 mL的

烧杯中用Tris—HCl缓冲液(pH 8．0、0．05 mol／L)

透析。4℃下静置，每隔30 min换缓冲液1次，进

行多次操作，用饱和BaCI。溶液检查至硫酸根除净

为止。将透析袋中的液体倒人容量瓶中定容，即为

初步纯化的抗菌物质粗提液。

(4)离子交换层析。将脱盐后得到的粗提液加

到预先用Tris—HCl缓冲液(pH 8．0、0．05 mol／L)

平衡的DEAE-cellulose 52层析柱(雪1．6 cm×30

cm)，用o～0．8 mol／L NaCI(同样缓冲液配制)进行

线性梯度洗脱，在280 nm测紫外吸光值，收集含蛋

白各管，测定各管抑菌活性。用PECr20000浓缩抑

菌活性部分。

(5)分子筛层析。所得浓缩液加到预先用Tris—

HCI缓冲液(pH 8．0、0．05 mol／L)平衡的Sephacr-

yl S-100层析柱(①1．6 cm×80 cm)，用同样的缓冲

液洗脱，分步收集每管4 mL，洗脱液在280 llm测紫

外吸光值，收集含蛋白各管，测定抑菌活性，收集冷

藏，并进行纯度鉴定。

1．3．2分析测定方法

(1)高效毛细管电泳鉴定。分离缓冲溶液为

pH----6．5的50 mmol／L磷酸，5％乙腈，0．5 psi下

进样5 S，分离电压一20 kV，检测波长225 nm，柱温

25℃。石英毛细管柱(内径75弘m，总长50 cm，有

效长度40 cm)。

(2)抑菌活性测定。抑菌活性测定采用琼脂扩

散法‘71。以金黄色葡萄球菌为指示菌，用生理盐水

将其稀释为107 CFU／mL的菌悬液，取1 mL菌悬

液与冷却至50℃左右的营养琼脂混板，待凝固后用

打孔器在混有指示菌的培养基上打孔，孔直径为

6 mm；在孔中加入50 pL无细胞发酵上清液，超净
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工作台上放置2 h；置于37℃下进行培养12 h，用

游标卡尺测量抑菌圈直径(mm)。

1．3．3抗菌物质部分特性的研究

(1)抗菌物质的温度敏感性。取等量样品，分别

在20、60、80、100和121℃保持20 rain，用冰冷却

后做抑菌试验，按1．3．2方法检测活性。

(2)pH稳定性研究：取等量样品，分别用

1 mol／L HCI和1 mol／L NaOH分别调pH值2～

12，37℃下温育1 h，做抑菌试验，按1．3．2方法检

测活性。

(3)抑菌谱的研究。选取有代表性的革兰氏阳

性菌、革兰氏阴性菌和真菌做指示菌，取样品按

1．3．2方法进行抑菌试验。

2 结果与分析

2．1抗菌物质的浓缩与初步提纯

抗菌物质发酵液经旋转蒸发仪减压分馏浓缩

后，抑菌直径为20．41 mm，比初始发酵的上清液的

抑菌圈直径扩大了19．5％。之后经硫酸铵沉淀，除

去的主要是杂蛋白。

2．2柱层析及纯度鉴定

经减压分馏浓缩，硫酸铵盐析，脱盐后，用DE-

AE—cellulose 52纤维素离子交换柱层析进行分离，

结果显示，第1个蛋白峰表现出抑菌活性，其他蛋白

峰无抑菌活性(见图1)。抗菌物质的洗脱离子强度

在0．1"--0．18 mol／L NaCI范围，所得活性部分进一

步经Sephaeryl S-100分子筛层析，得到1个蛋白吸

收峰(见图2)，抑菌活性峰与蛋白峰有较好的重合。

浓缩后，经毛细管电泳鉴定其纯度，为单一吸收峰

(见图3)。对初始发酵的上清液，减压分馏浓缩液，

盐析沉淀液，离子交换层析活性部分，分子筛层析活

性部分，分别测定总活力，结果见图4。
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Fig．2 Sephacryl S-100 chromatography pattern of

antimicrbial snbstance produced by$62-9

Minuter

图3$62-9产抗菌物质毛细管区带电泳鉴定图谱

Fig．3 Identification pattern of antibacterial substance

produced by$62—9 by using capillary

1．初始七清液，2．分馏液I 3．盐析沉淀；4．透析脱盐；5．DEAE-celIu

lose52合并液16．S-100合并液．

图4各纯化步骤抑菌效果

Fig．4 Inhibitory effection of every purification phase

2．3抗菌物质的温度敏感性

由图5可知，在20～100℃条件下保温20 rain

抗菌物质的抑菌活性没有太大变化，在100℃以上

其活性略有下降，121℃时抑菌直径与20℃时的相

比仅下降了11．08％，结果表明该抑菌物质热稳定

性强，在微生物学上常用的杀菌温度是121℃，在这

个温度下该抗菌物质仍能保持良好的抑菌活性。
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图5温度对抗菌物质的影响

Fig．5 Influence of temperature on the

antibacterial substanee

2．4 pH稳定性研究

将抗菌物质在pH 3～12的条件下20℃处理

1 h，调回中性后抑菌试验结果见图6。从图6可

知，pH 4～6抑菌活性略有下降，pH 3一-．12的碱性

范围内有较强的抑菌活性，且抑菌效果稳定，结果表

明抑菌物质耐酸碱的性质良好，可在酸性、中性或碱

性环境中保持稳定的活性。
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图6 pH对抗菌物质的影响

Fig．6 Influence of pH on the antibacterial substance

2．5抑菌谱的研究

从表1可知，在供试的7株革兰氏阳性菌中，抗

菌物质对金黄色葡萄球菌，蜡样芽孢杆菌，枯草芽孢

杆菌，保加利亚乳杆菌，单核增生李斯特氏菌有较强

的抑制作用，对溶杆菌和植物乳杆菌也有较好的抑

制作用。在供试的5株革兰氏阴性菌中，除对假单

胞菌没有抑制作用外，对其他4株菌均有抑制作用。

此外，该抗菌物质对供试的5株真菌和放线菌也有

不同程度的抑制作用，说明该物质是一种广谱的抗

菌物质。

表1侧孢短芽孢杆菌产抗菌物质的抑菌谱

Table 1 Antimicrobial spectrum of antibacterial

substance produced by B．1aterosporus

注：NB：Nutrient Broth LBl Luria Broth；MRS：De Man，Rogo—

sa and Sharp mediumi YPD：Yeast Extract Peptone DextroseI PDA l

Potato Dextrose Agar．

3 讨论

至今人们发现的芽孢杆菌产生的抗菌物质主要

有细菌素、细胞壁降解酶类和其它抗菌蛋白等[8]，由

于其特性各不相同，所以采用的分离方法也很大的

差别。任召珍等凹3采用超滤、DEAE-Sephadex A25

离子交换层析等方法从海洋侧孢短芽孢杆菌Lh21

(B．1aterosporus Lh21)中分离出抗菌物质R21。本

试验将发酵液经减压分馏浓缩，在除去一部分杂蛋

白的同时，减少了硫酸铵盐析的处理量。与传统的

采用超滤方法相比，节约了成本而且缩短了处理时

间。纯化过程中，脱盐洗脱液与离子交换洗脱液使

用同一种缓冲液(pH 8．0、0．05 tool／L)[1引，以利于

活性物质在离子交换层析过程中样品的平衡。

本研究结果表明，经浓缩、盐析和脱盐之后，发

酵液还有5个蛋白吸收峰，第1个蛋白峰表现出抑

菌活性，其他蛋白峰无抑菌活性。经过分子筛层析

之后，活性峰与蛋白峰仍然能有较好的重合，将活性

部分收集，经过毛细管电泳鉴定为单一吸收峰，为下

～步进行结构的鉴定奠定了基础。
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通过初步特性研究，发现该抗菌物质具有良好 from the genus Bacillus xlIIEj3．Antibiot(Tokyo)，

的热和酸碱稳定性，此外，该抗菌物质具有广泛的抑 1976，29(4)：390—393-

菌谱，为侧孢短芽孢杆菌$62．9用于商业化生产提 [6]剧建格，于宏伟，韩军，等·广谱高效抑菌物质产生菌

供了理论依据。 堂罗选及鉴定[’]·微生物学通报’2009'36‘5’：689—
6了3．

[7]Tudor-nelson S M，Minsavage G V，Stall R E，et a1．
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