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摘要 :枯草芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis) B115分离自水产养殖池塘 ,对鱼类细菌性败血症致病菌具有较强的拮抗能力。

除去菌体培养液用浓盐酸沉淀 ,乙醇抽提所得的拮抗物粗提液对热不稳定 ,4℃保存不能超过两周 , - 18℃保存不

能超过 45d ,对胰蛋白酶不敏感 ,对蛋白酶 K部分敏感 ,对氯仿敏感 ,其作用活性 pH范围较广 ,对 pH不敏感。粗提

液经 CM柱离子交换层析和 P260柱层析 ,得到一个拮抗活性峰 P2。粗提物经丙酮分级沉淀及高压液相色谱分离 ,

得到较纯的 LP ,经质谱仪测定分子量为 80316D。1L发酵的细菌培养液可得到约 1mg LP纯品。
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　　水产养殖的细菌性病害是造成农业损失的主要

原因之一[1 ] ,施用化学杀菌药及抗生素等尽管有一

定效果 ,但长期使用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及药物残留。利用

微生物来抑制动物病原细菌为细菌病害的防治提供

了新的可能。近年来 ,已筛选了许多防治植物病害

的拮抗菌如芽孢杆菌 ( Bacillus sp. ) ,并阐明了其抗

菌物质对植物病原菌的抑制作用 ,抗菌机理及抗菌

物质的理化特性等[2 - 5 ]。而在水产上枯草芽孢杆菌

抗菌蛋白的性质未见报道。本室从池塘土壤中分离

到一株强烈抑制鱼类细菌性败血症病原菌嗜水气单

胞菌 (BSK210) [1 ]的拮抗菌 ( Bacillus subtilis) B115 ,并

从中分离到抗菌蛋白 ,这种物质除对鱼类出血性败

血病病菌表现出强烈抑制作用外 ,对大黄鱼致病菌、

中华绒螯蟹致病菌及金黄色葡萄球菌也有强烈的抑

制作用 ,经同步营养 ,B115 对 BSK210 的抑菌圈为

14mm ,对大黄鱼哈维氏弧菌的抑菌圈为 15mm ,对中

华绒螯蟹致病菌 CL99920的抑菌圈为 13mm ,对大黄

鱼副溶血弧菌的抑菌圈为 13mm ,对金黄色葡萄球菌

的抑菌圈为 10mm(另文报道) 。本文报道 B115菌株

产生的一种抗菌物质的分离纯化及其部分性质初步

研究。

1　材料与方法

111　菌种　供试菌种为本室分离的一株枯草芽孢

杆菌 ( Bacillus substilis) B115.

112　主要仪器及试剂　高速低温离心机 (Sigma) ;

冷冻干燥机 ( German) ;层析系统 (Biologic LP ,BIO2
RAD) ;离心真空干燥浓缩仪 ( SPD 111V , Thermo Sa2
vant ) ; CM ( Econo2Pac , Catalog No. 73220001 , BIO2
RAD) ;Bio2Gel P260 Gel (BIO2RAD) ;Waters 515 ;Bruker

Daltonisos(esquire 3000) ;蛋白酶 K(Merck Germany) ;

胰蛋白酶为 Sigma产品 ,其余试剂均为国产分析纯。

113　粗样品的制备 　将 B115菌株接种于 BPY(牛

肉膏 5g ,蛋白胨 10g ,酵母浸膏 5g ,氯化钠 5g ,葡萄糖

5g ,水 1000mL)培养基 ,28℃摇床培养 24h ,摇床转速

180r/ min ,4℃离心 30min ,6000r/ min ,收集上清液 ,以

孔径为 0145μm的细菌滤器过滤 ,得无细胞培养滤

液。向上清液中加入浓盐酸 ,调节 pH至 310 ,8000r/

min离心 15min ,弃去上清。沉淀用 80 %乙醇抽提 3

次 ,抽提液直空抽干 ,将所得干粉悬浮在少量去离子

水中 ,用 2mol/ L NaOH调至 pH710 ,使其全部溶解。

再次用 1mol/ L 的 HCl 调至 pH310 ,8000r/ min 离心

10min ,收集沉淀 ,向沉淀中加入少量 1 %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。每步实验中取少量进行抗菌活性
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检测。　

114　粗提液的稳定性测定　热稳定性 :粗提液在不

同温度下处理 30min ,100℃水浴中处理 5min、10min、

15min及样品在 4℃及 - 18℃冰箱放置 46d (每隔 2d

取样) ,各取 50μL 进行抗菌活性测定。对蛋白酶的

稳定性 :粗提液分别用胰蛋白酶和蛋白酶 K,浓度为

100μg/ mL ,在 37℃下处理 1h ,取 50μL 进行抗菌活性

检测。对氯仿稳定性 :粗提液与等量氯仿混合振荡

抽提 60min ,离心 ,分层后取上层水相 ,待残留氯仿

挥发后 ,取 50μL 进行拮抗活性检测。对 pH 稳定

性 :粗提液的 pH分别调至不同值 ,取 50μL 进行抗

菌活性检测。

115　CM离子交换层析　缓冲液A为 0102mol/ L的

醋酸2醋酸钠缓冲液 (pH510) 加 0105mol/ L 的氯化

钠 ,缓冲液 B 为 0102mol/ L 的醋酸2醋酸钠缓冲液
(pH510)加 115mol/ L的氯化钠。用缓冲液 A充分平

衡层析柱 (20cm×115cm) ,流速 6—8mL/ min。取 113

制备的粗提液上样 ,流速 1mL/ min ,用缓冲液 A洗涤

至出现基线 ,而后进行梯度洗脱 ,0～100 %B梯度洗

脱 ,流速 1mL/ min ,按每管 2mL 进行收集 ,收集在

280nm处光密度值高的部分 ,同时测定各峰抑菌活

性。保留有抑菌活性的蛋白峰。

116　Bio2Gel P260凝胶过滤层析　对 115中有抑菌

活性的部分进行纯化 :Bio2Gel P260 与 Sephadex G2
100相当 ,参照郑怡等[6 ]方法进行 ,用 0102mol/ L 的

磷酸钠缓冲液 (pH712)平衡层析柱 (100cm×115cm) ,

取 115中经抑菌检测有活性部分合并后上样 ,流速

为 014mL/ min ,使样品进入凝胶。最后用同样的缓

冲液洗脱 ,流速 014mL/ min ,自动部分收集器收集 ,

1mL/管。收集在 280nm处光密度值高的部分 ,同时

测定各峰抑菌活性。

117　高压液相色谱分离法　丙酮分级沉淀 :粗样品

溶解在 0102mol/ L pH618 磷酸缓冲液中 (011g/ mL) ,

加入 6 倍体积冰浴的丙酮 , 12000r/ min , 4℃离心

10min ,弃去沉淀。在上清中继续加入原体积 10 倍

的预冷的丙酮 ,12000r/ min 4℃离心 10min ,收集沉

淀 ,溶解于少量 0102mol/ L pH618磷酸缓冲液中。高

压液相色谱 (HPLC)反相分析 :将经丙酮沉淀得到的

样品溶液用经 0102mol/ L pH618磷酸缓冲液平衡的

Bio Rad Hi pore反相柱吸附 ,用 0～100 %的乙腈梯度

洗脱 ,流速 1mL/ min ,收集有抗菌活性的色谱峰 ,离

心真空干燥浓缩 ,再将其冷冻干燥 ,即为LP。

采用 Bruker Daltonisos(esquire 3000)质谱仪测定

分子量。取冷冻干燥的样品 LP少许 ,溶于甲醇中 ,

用微量移液器吸取溶液 ,缓慢加入到质谱仪中 ;流动

相为甲醇。

采用考马斯亮蓝染色法[7 ] ,以牛血清白蛋白为

标准蛋白。测定蛋白质浓度。

118　抑菌实验 　选用鱼类细菌性败血症病原菌嗜

水气单胞菌 (BSK210)为测定抑菌活性的指示菌 ,该

菌由本实验室保存。将 BSK210 培养于普通肉汤培

养基 ,培养 24h ,取细菌浓度为 1×107个/ mL的菌悬

液 011mL ,均匀地铺在装有 20mL LB、直径为 90mm

的培养皿上 ,用一个直径为 415mm的打孔器在培养

皿的中心及边缘均匀打 5孔 ,再分别接种 50μL处理

液于孔内 ,每处理 3个培养皿 ,用封口膜密封后培养

在 30℃,1d后测定抑菌圈的直径。

2　结　果

211　粗提物的稳定性

21111　热稳定性　粗提液分别在不同温度下处理

30min ,取 50μL检测拮抗活性 ,结果如表 1。粗提物

经 60℃- 100℃处理 30min后仍保持部分抗菌活性 ,

100℃处理时间越长 ,部分抗菌活性越弱 ,120℃处理

30min后丧失抗菌活性。样品在 4℃冰箱放置 15d

后 , - 18℃冰箱放置 44d后 ,抗菌活性完全消失 (表

2) ,说明该抗菌物质不具有耐高温性 ,4℃保存不能

超过两周 , - 18℃保存不能超过 45d。

21112　对蛋白酶的稳定性　粗提液经不同蛋白酶

处理后 ,取 50μL 检测活性 ,结果如表 3。粗提液对

胰蛋白酶不敏感 ,对蛋白酶 K部分敏感。

21113　对氯仿的稳定性　粗提液经氯仿处理后 ,用

50μL样品进行活性检测 ,结果发现抗菌圈直径为

0mm ;而未经氯仿处理的粗提液抗菌圈直径为

14mm。因此粗提液对氯仿敏感。

21114　对 pH值的稳定性　粗提液在不同 pH值下

表 1　B115粗提液经不同温度热处理后的抗菌活性

Tab. 1　Antagonistic activity of crude extract of B115 treated with various temperatures

处理温度 (t ,℃) 煮沸时间 (min)

40 60 70 80 100 120 5 10 15

抗菌圈直径 (mm) 13 10 10 9 9 - 12 12 10
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表 2　B115粗提液经不同时间保存后的抗菌活性

Tab. 2　Antagonistic activity of crude extract of B115 stored in various days

天数 (d) 1 4 7 10 13 15 17 20 23 26 29 32 35 38 41 44 46

抗菌圈直径(mm) 4℃ 14 12 11 9 8 6 - -

- 18℃ 14 13 13 12 12 12 11 11 11 10 10 10 9 9 8 6 -

　　“ - ”表示没有抑菌圈

表 3　处理后抗菌物质的抗菌活性

Tab. 3　Antagonistic activity of crude extract of B115 with various treatments

pH

4 5 9
蛋白酶 K 胰蛋白酶 氯仿 未处理

抗菌圈直径 (mm) 14 14 14 11 14 - 14

处理后 ,抗菌活性检测表明 (表 3) ,B115粗提液活性

pH范围较宽 ,无论 pH值为中性或偏酸性和偏碱性 ,

滤液均对病菌有抑制活性 ,且三种 pH值下的抑菌

活性无差异 ,说明抗菌物质对 pH不敏感。

212　分离纯化

21211　粗样品的制备　培养上清液用浓盐酸将 pH

调至 3时 ,测定样品上清及沉淀的抑菌圈直径 ,证明

大部分抑菌物质在沉淀中 ,故用调节 pH的方法可

初步浓缩抑菌物质。沉淀用 80 %乙醇抽提 3次 ,测

定每次抽提时上清及沉淀的抑菌圈直径 ,证明抑菌

物质全溶在乙醇中 ,且乙醇容易挥发。利用抑菌物

质的性质得到它的粗制样品。

21212　凝胶层析的纯化 　取 113 制备的粗提液经

CM柱离子交换层析 ,洗脱曲线见图 1 ,洗脱液经抑

菌活性检测 ,第 10—14管抑菌圈最大见图 2。收集

CM柱离子交换层析的活性部分 (图 1) ,上Bio2Gel P2
60柱 ,得到两个主要吸收峰 (图 3) 。经活性检测 ,约

1小时后出现的是没有活性的小峰 P1 ,约 515 小时

出现的是有抑菌活性的峰 P2。

图 1　抗菌物质的 CM柱离子交换层析洗脱曲线

Fig. 1　Elution pattern of antibacterial production through CM ion2　　　

exchange chromatography

21213　高压液相色谱的纯化　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。反相柱

层析时 ,得到的几个峰 ,只有峰 3有抑菌活性 (图 4)。

图 2　抑菌物质经 CM柱后的抑菌活性

Fig. 2　The antibacterial activity test of production after CM ion2exchange

　　　 chromatography

图 3　图 1中活性峰经 P260柱的色谱图

Fig. 3　Column chromatography of fig. 1 peak on P260

经分析峰 3的含量大于 80 %。经质谱测定 ,抑菌物

质LP的分子量为 80316D(图 5) 。由于LP的分子量

较小 ,用常规的 SDS2PAGE或者凝胶过滤色谱无法

测定。

最后得到的样品 LP为白色粉末状 ,1L 发酵的

细菌培养液可得到约 1mg LP纯品。

3　讨　论

从拮抗细菌B115菌株中分离纯化到抗菌物质。

其粗提液的 pH值为中性或偏酸性和偏碱性时均对

指示菌 BSK210 有抑制活性。pH为 4、5、9 时 ,滤液

抑菌活性与对照组一致 ,而当pH为3时 ,滤液中产生
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图 4　反相柱分离的色谱图

Fig. 4　Isolation of LP on reversed phase column

图 5　抗菌物质LP的质谱图谱

Fig. 5　MS profile of LP

絮凝物质 ,离心后取沉淀 ,用 pH为 7的生理盐水溶

解 ,此溶液的抑菌活性并没有减弱 ,说明此抗菌物质

对 pH不敏感。但经煮沸处理后 ,抗菌物质的抗菌

活性随着煮沸时间的延长而减弱 ,经高压灭菌后 ,完

全失去抑菌活性 ;在 4℃冰箱放置 15d及 - 18℃冰箱

放置 44d后 ,活性也完全消失 ,说明该抗菌物质不具

有耐高温性 ,4℃保存不能超过两周 , - 18℃保存不

能超过 45d。

由于本文中抗菌物质的分离是按照蛋白质的特

性进行分离纯化的 ,因此不排除该菌株同时产生其

他非蛋白物质的可能。在进行分离物质 P2的纯度

及分子量的测定时 ,对 P2 进行 SDS2PAGE电泳 ,结

果 P2在凝胶的最前缘 ,说明其分子量太小 ,不能用

此电泳法测出。故改用 HPLC及质谱法测定该物质

的纯度及分子量。对 LP样品用 Mr 截留为 1 ×103

的超滤杯超滤浓缩后 ,上清液及浓缩液中均有部分

抗菌活性 ,说明抑菌物质的分子量 (Mr)较小 ,不到

1×103。用质谱测定其分子量仅为 80316 的小肽。

抗菌谱表明它是一种广谱的抗鱼类病原细菌的抗菌

小肽 ,对许多危害严重的病原细菌都表现出很强的

抗菌活性 ,在水产养殖中有很好的应用前景。由于

抑菌物质的含量很低 ,因此 ,本文仅进行了抗菌活性

测定、分离纯化及部分理化特性研究。至于它的组

成成分、抗细菌机理等有待进一步研究。

自从 1952年 J1Babad等人从枯草芽孢杆菌培养

液中分离出抗真菌肽以来 ,又陆续分离出多种抗真

菌肽[8 ]。这些小肽有许多共同特征 :分子量很小 ,仅

1000D左右。从已知的性质来看 ,LP同文献报道的

各种小肽类都有一定差别。芬枯草菌素 A ( Fengycin

A)不溶于水 ,而且分子量为 1447D ,同分离到的 LP

有很大区别 ;但LP与刘颖等[9 ]从枯草芽孢杆菌培养

液中分离出抗真菌肽性质很相似 (分子量 105713) ,

但分子量相差 253 ;与童有仁等[12 ]从枯草芽孢杆菌

培养液中分离出抗菌肽分子量 (5013kD)相差悬殊 ,

所以 ,LP为不同于其他已发表的抗菌物质的一种抗

菌小肽。
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PURIFICATION AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF ANTAGONISTIC

SUBSTANCE FROM BACILLUS SUB TILUS B115

SHEN Jin2Yu ,YIN Wen2Lin ,CAO Zheng ,PAN Xiao2Yi and WU Ying2Lei
( Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries , Huzhou 313001)

Abstract :Bacillus subtilis B115 ,an antagonistic bacteria isolated from the mud of aquaculture pond ,strongly inhibited the growth

of Aeromonas hydrophila which caused the bacterial septicemia disease of freshwater fish. B115 bacteria were cultured in BPY

medium for 24h at 28℃. The supernatant was collected by centrifugation at 6000r/ min for 30min at 4℃,then filtered by a

0145μm filter. Crude extract of Antagonistic Substance was obtained by precipitation of the cell free supernatant of B115 with HCl

and then extracted by alcohol . Assays for crude extract inhibiting bacteria activity were done on agar plates. The results showed

that crude extract strongly inhibited Aeromonas hydrophila BSK210 and other pathogens of fish and river crab ,and it was thermal2
unstable ,resistant to trypsin ,partial sensitive to proteinase K,sensitive to chloroform and stable in various pH. Its active pH

range was wide ,from 4 to more than 9. The activity of Antagonistic Substance would lost when it kept in 4℃more than 15d and

in - 18℃more than 45d. One antagonistic peak P2 was obtained from the crude extract of B115 by CM iron exchange chro2
matography ,followed by P260 column chromatography. An antibacterial peptide LP was purified by acetone precipitation and re2
versed phase column chromatography. The molecular weight of LP is 80316 D determined by mass spectrometry. 1 mg pure LP

could be obtained from 1L supernatant of B115.

Key words :Bacillus subtilis B115 ;Antagonistic substance ; Purification ; Characterization
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