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培养条件对枯草芽孢杆菌 G8抗菌蛋白含量的影响
及蛋白液对黄瓜菌核病的生防效果
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摘  要:为确定不同培养条件对枯草芽孢杆菌 G 8抗菌蛋白含量的影响,用硫酸铵沉淀法提取了不

同 pH,以及不同温度、装液量和培养时间下获得的发酵液中的抗菌粗蛋白,测定了其浓度和对黄瓜

菌核病菌 Sclero tinia sc lero tio rum ( L ib. ) de B ary的抑制活性。结果表明, 在 Luria B ertan i培养基

条件下,适宜发酵产生抗菌蛋白的 pH值、温度、装液量、培养时间和摇床转速分别为 7. 0、37e 、

75 mL /250 mL ( 250mL容器中装 75 mL液体 )、36 h和 180 r /m in。在此优化条件下, 1 L发酵液

经硫酸铵沉淀后的蛋白量达 48. 4m g。对在上述条件下获得的 G 8抗菌粗蛋白进行了温室及田间

试验。结果表明, 浓度为 310. 5 Lg /mL 的 G 8对黄瓜菌核病的保护效果和防治效果分别为

76. 14%和 69. 30% ; G 8抗菌粗蛋白与高岭土 1B2(V BW )制成的膏剂对田间黄瓜茎部菌核病斑的

治愈率为 65. 07%。
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Abstract: To determ ine the facto rs o f affecting production o f antifunga l pro te in from Bacillus subtilis

stra in G 8, the fermentation bro th cultured under d if ferent pH, tem perature, inocu la ted size, incubat ion

t ime w as precip itated respective ly by ammon ium su lfate, and then the concentration o f pro te in and the

inh ib it ion activ ity on Sclero tinia sclero tiorum ( L ib. ) de Bary w ere determ ined. The re sults show ed tha t

the ant ifunga l pro te in display ed op timum activ ity w ith Luria B ertan iM edium ( pH 7. 0) and shak ing

under 180 r /m in a t presence o f 30% ( 75 mL in 250 mL fla sk) bro th con tent fo r 36 hours at 37e .
U nder th is optim al condition s, pro te in content ach ieves 48. 4mg in 1 L prec ip itated bro th by ammon ium

sulfate. U sing crude antifungal pro te in prepared under the above ferm en tation conditions at the

concen trat ion o f 310. 5 Lg /mL, the pro tective and cura tiv e eff icacy on cucumber sc lero tia l b light w as
76. 14% and 69. 30%, respective ly. The resu lts o f f ield tria l indicated that the curative rate o f am ix ture

of crude antifungal pro tein and kao lin [ 1B2(V BW ) ] on d isease spo t o f cucum ber shoo tw as 65. 07%.
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  枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis是自然界广泛

存在的一类非致病细菌, 环境相容性好, 能产生广

谱抗菌次生代谢产物, 在植物病害生物防治中已

被广泛应用
[ 1 ~ 3 ]
。迄今为止,美国已有 4株枯草芽

孢杆菌生防菌获得环保局 ( EPA )商品化和有限商

品化生产许可;澳大利亚开发的 B. subtilis A-13对

麦类和胡萝卜有很好的防病和增产作用
[ 4]
; 日本

东京技术研究所的 B. subtilis RB14和 NB22分别

对立枯丝核菌、镰刀菌和荧光假单孢杆菌引起的

番茄病害有良好的防效
[ 5]
。我国利用枯草芽孢杆

菌防治植物病害的应用也达到了世界先进水平,

现已开发并成功投入生产的商品制剂有亚宝、百

抗、麦丰宁、纹曲宁等, 主要用于防治小麦和水稻

病害
[ 6]
, 而用于蔬菜病害防治的研究和报道尚不

多见。

黄瓜菌核病是为害保护地黄瓜的重要土传病

害, 笔者以黄瓜菌核病菌为指示菌,从连续多年发

生黄瓜菌核病的日光温室土壤中分离得到一株枯

草芽孢杆菌 G 8, 该菌对黄瓜菌核病菌具有较高拮

抗活性,且对其他病原菌具有广谱抑制活性。前

期研究表明, G 8的抑菌作用机制为产生高度耐热

的抗菌蛋白
[ 7]
, 鉴于抗菌蛋白的含量对于进一步

研究和应用影响较大, 因此有必要针对抗菌蛋白

的含量及活性进行培养条件的优化。笔者研究了

影响抗菌粗蛋白发酵的部分因素, 并使用所得抗

菌蛋白进行了生防试验。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

拮抗菌株: 枯草芽孢杆菌 B. subtilis G 8, 本研

究室分离, 其 16SrDNA序列在 G enB ank登录号为

EF491625;指示菌株: 黄瓜菌核病菌 S. sclero tio rum ,

本室保存。

LB培养基: 胰蛋白胨 10 g、氯化钠 10 g、酵母

粉 5 g、去离子水 1 000 mL, 用氢氧化钠调节 pH

为 7. 5, 以此作为拮抗菌 G 8的种子培养基和发酵

培养基; PDA培养基: 马铃薯 (去皮 ) 200 g、葡萄糖

10 g、琼脂 17~ 20 g、去离子水 1 000 mL。

主要试剂及仪器:考马斯亮蓝 G-250( Am resco

公司 ) , 标准牛血清蛋白 ( S igm a公司 )。 CR22高

速冷冻离心机 (日本日立 ) , UV-2201紫外分光光

度计 (日本岛津 )。

1. 2 抗菌蛋白的提取及活性测定
抗菌蛋白的提取采用盐析法

[ 8 ]
。将发酵液在

4e 下于 10 000 r /m in离心 25 m in后,过 0. 22 Lm

滤膜除去菌体, 向发酵上清液中加硫酸铵至 40%

饱和度, 于 4e 下过夜沉淀, 10 000 r/m in下离心

20 m in收集沉淀, 用 20 mm o l/L Tr is-HC l( pH

7. 5)缓冲液溶解, 用量为发酵上清液体积的 1 /20。

用透析袋 (M wCO: 8 000~ 14 000 D a)在相同缓冲

液中 4e 脱盐过夜得抗菌粗蛋白, 4e 下保存备用。

抗菌粗蛋白含量的测定采用 B radfo rd法
[ 9 ]
,

以 BSA作为标准蛋白。

活性测定采用琼脂孔扩散对峙法
[ 10 ]
。将黄瓜

菌核病菌菌饼 ( Á = 8 mm )接种于 PDA平板中央,

在菌饼周围 2 cm处均匀打 3个孔 ( Á = 8mm ), 将

待测物注入孔内, 每孔约 60 LL, 24e 下培养 72 h,

测量抑菌圈半径, 以评价抑菌效果。

1. 3 培养条件对抗菌蛋白含量的影响

以 LB培养基为基础培养基,在装液量 100mL、

转速 180 r/m in和 37e 下分别改变培养基的初始

pH值 ( 3、4、5、6、7、8、9、10、11 )、培养温度 ( 17、

20、25、28、30、34、37、40、42e )和培养时间 ( 12、

24、36、48、60、72、84 h ) , 以发酵液抗菌粗蛋白含

量和对黄瓜菌核病菌的抑菌作用为指标, 确定最

佳 pH值、培养温度和培养时间, 在筛选出的最佳

pH值、培养温度和培养时间条件下以 180 r /m in

的转速改变装液量 ( 250 mL三角瓶每瓶分别装液

50、75、100、125、150、175 mL ), 以 100 mL的装液

量改 变 摇 床 转 速 ( 140、160、180、200、220、

240 r/m in)进行培养, 评价指标同上, 确定适宜的

发酵条件。每组试验重复 3次。

将在上述优化条件下发酵培养获得的抗菌粗

蛋白用与发酵液同体积的 20 mm o l/L T ris-HC l

( pH 7. 5)缓冲液溶解,用于室内盆栽及田间试验。

1. 4 室内盆栽防效

1. 4. 1 黄瓜菌核病接种方法 [ 11]  叶片接菌, 在培
养好的黄瓜菌核病病菌上打取 Á 8 mm 的菌饼, 反

接在黄瓜叶片正面, 于 24e 光照培养箱中保湿培
养。

1. 4. 2 叶片处理防效  选取培养 30 d、生长一致
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的黄瓜幼苗, 将 G 8抗菌粗蛋白溶液用 20 mm o l /L

T ris-HC l( pH 7. 5)缓冲液依次稀释成 0、5、10、20、

40、80倍液,分别在接种前 24 h和接种后 24 h用

毛笔涂抹在叶片表面, 每片约 1mL, 每处理 5株幼

苗, 每株选取叶龄一致的一片真叶进行处理。以

T ris-HC l缓冲液与 50%多菌灵可湿性粉剂 600倍

液按同样方法处理叶片作为对照, 每处理重复

3次。4 d后参照朱建兰的黄瓜菌核病分级标

准
[ 11]
进行调查并计算病情指数和防治效果。

病情指数 =
6 (病级叶数 @级数 )

叶片总数 - 最高级数

防治效果 (% ) =
对照组病情指数 -处理组病情指数

对照组病情指数
@ 100

1. 5 田间防效

试验时大棚的相对湿度为 60% ,温度为 30e ,

黄瓜菌核病处于发病中期。将用 T ris-HC l溶解的

抗菌粗蛋白与高岭土 1B2(VBW )混合制成含菌膏

剂, 在黄瓜菌核病发病初期涂抹于茎基发病部位,

涂抹面积稍大于发病面积。以 T ris-HC l缓冲液与

高岭土 1B2(VBW )混合制成的缓冲液膏剂和 50%

多菌灵可湿性粉剂 600倍液与高岭土 1B2 (V BW )

混合的膏剂为对照。每处理 4次重复, 每重复

25个病点。 7 d后检查治愈点数, 计算治愈率和防

效。

治愈率 (% ) =
治愈点数

处理点数
@ 100

防效 (% ) =
处理治愈率 -对照治愈率

100- 对照治愈率
@ 100

2 结果与讨论

2. 1 培养液 pH值对抗菌蛋白含量的影响

培养液 pH值对抗菌蛋白产生量的影响较大,

pH值为 3. 0时蛋白产生量较低, 随 pH的升高蛋

白含量逐渐增加, 至 pH 7. 0时蛋白量最多, 活性

较强,抗菌粗蛋白浓度为 935. 2 Lg /mL, 抑菌圈半

径为 10. 5 mm (图 1 ) , 之后随 pH的继续升高, 蛋

白含量又逐渐下降。总体上看适宜的 pH范围为

6~ 8。

2. 2 培养温度对抗菌蛋白含量的影响
G 8菌株在供试的 17 ~ 42e 范围内培养均可

产生抗菌蛋白, 在 37e 下随温度的升高蛋白含量

增加,至 37e 达到最大值, 之后随温度升高蛋白含

量下降。从蛋白含量上分析, 适宜的温度范围为

34~ 40e ,其中最适发酵温度为 37e ,此时的蛋白

浓度为 954. 3 Lg /mL,抑菌圈半径为 12. 7mm (图 2)。

2. 3 培养时间对抗菌蛋白含量的影响

图 3所示, 抗菌粗蛋白产量随培养时间延长而

增加, 抑菌活性也随之提高,培养 36 h的抗菌粗蛋

白浓度为 952. 4 Lg /mL, 抑菌圈半径为 13. 1 mm,

其后抑菌活性没有随时间的延长发生明显变化。

2. 4 装液量对抗菌蛋白含量的影响

装液量为 75 mL /250 mL ( 250 mL容器中装

75 mL液体 )时抗菌粗蛋白浓度为 961. 4 Lg /mL,

抑菌圈半径为 13. 25 mm。随着装液量的增加, 抗
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菌粗蛋白产量和抑菌活性降低, 这可能是因为瓶

中空气量减少, 菌体生长受到了影响。因此确定

75mL /250mL为最适装液量 (图 4)。

2. 5 摇床转速对抗菌蛋白含量的影响

转速在 140~ 180 r/m in时随转速增加抗菌蛋白

产量和抑菌活性均增加,当转速为 180 r/m in时,抗菌

蛋白浓度达 968. 6 Lg /mL, 抑菌圈半径为 12. 8 mm。

转速大于 180 r/m in后,抗菌蛋白产生量和抑菌活

性均呈下降趋势,这可能是由于随转速增加, 营养

成分消耗过快或者机械损伤对菌体生长造成了影

响。故最适摇床转速为 180 r /m in (图 5 )。

2. 6 G8抗菌蛋白对黄瓜菌核病的室内盆栽防效

叶面处理防效见表 1。涂抹抗菌粗蛋白溶液

24 h后再接种病原菌以及先接种病原菌 24 h后再

涂抹抗菌粗蛋白溶液两种处理对黄瓜菌核病的防

效均随着抗菌蛋白含量的提高而提高。其中, 先

涂抹抗菌粗蛋白溶液再接种病原菌, 蛋白浓度为

310. 5 Lg /mL时防效最高, 达到 76. 14% , 接种病

原菌 24 h后再涂抹相同浓度蛋白溶液的治疗效果

为 69. 30% , 防治效果均明显高于其他浓度处理,

但均显著低于对照杀菌剂多菌灵。同时也可以看

出,所有处理的治疗效果均低于保护效果。

图 5 摇床转速对 G8抗菌蛋白含量的影响

F ig. 5 E ffect o f ro tate speed on ant ifungal

pro te in produc tion o f G 8

2. 7 G8抗菌蛋白对黄瓜菌核病的田间防效

含 G 8抗菌粗蛋白膏剂对黄瓜植株茎杆菌核

病病斑的治愈率为 65. 07% , 50%多菌灵可湿性粉

剂 600倍液膏剂对黄瓜菌核病斑的治愈率为

67. 5%, 两者效果差异不显著。

3 讨论

自 1945年 Johnson等率先报道了枯草芽孢杆

菌可以产生抗菌蛋白以来, 人们从枯草芽孢杆菌

的不同菌株中发现了 60多种抗菌蛋白, 分别对小

麦
[ 12]
、棉花

[ 13]
、水稻

[ 14]
、烟草

[ 15]
、大豆

[ 16]
、油菜

[ 17]
等

作物上的致病菌具有强烈的抑制作用, 但将抗菌

蛋白应用于防治黄瓜菌核病的研究尚未见报道。

本研究中的枯草芽孢杆菌 G 8是针对黄瓜菌核病

菌筛选出的拮抗菌, 其产生的抗菌蛋白具有广谱

抗菌活性
[ 7]
。

生防枯草芽孢杆菌菌剂的生产关键在于寻找

适宜的发酵条件, 发酵条件的优化改良可以提高

菌体繁殖力和抗菌物质的分泌量。本研究中, 在

pH 6~ 8、温度 34e ~ 40 e 、转速 180 r/m in和装

液量 75 mL /250mL等条件下培养 36 h,枯草芽孢

杆菌 G 8可产生抑菌活性较强的抗菌蛋白。除 pH

值变化对抗菌蛋白的产生量影响较大外, G 8菌株

对温度、培养时间、装液量和摇床转速均具有广泛

的适应性, 这为该菌今后进一步的开发应用提供

了便利。
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表 1 G8抗菌蛋白对黄瓜菌核病的防效

T ab le 1 E ff icacy o f ant ifungal pro tein G 8 aga instS. sclero tio rum

处理

T reatm en t

浓度

C oncen tration

/ ( Lg /m L )

保护效果 Pro tective eff icacy(% ) 治疗效果 C urativ e eff icacy(% )

病情指数

D isease index

防治效果

C on tro l eff icacy

病情指数

D isease ind ex

防治效果

C on tro l eff icacy

G8抗菌蛋白 3. 9 70. 3 7 9. 52 g 77. 78 8. 70 g

A n tifun gal protein o fG 8 7. 8 62. 9 6 19. 05 f 72. 56 14. 82 fg

15. 5 55. 5 6 28. 57 e 62. 33 26. 83 e

31. 1 40. 7 1 47. 66 d 48. 15 43. 48 d

62. 1 25. 9 3 66. 67 c 33. 33 60. 88 c

50% 多菌灵可湿性粉剂 310. 5 18. 5 6 76. 14 b 26. 15 69. 30 b

50% carbendaz im W P 833. 0 7. 4 1 90. 47 a 14. 81 82. 62 a

CK - 77. 7 8 - 85. 19 - 

  注:同列数据后不同字母表示邓肯氏新复极差检验在 5%水平上差异显著,下同。

N ote: D ata in a co lum n fo llow ed by d ifferen t letters in dicate sign if ican t d if ference betw een th e data at 0. 05 lev el by D uncancs n ew m u ltip le

range m ethod. The sam e as b elow.

表 2 G8抗菌蛋白对黄瓜菌核病的田间防效

T ab le 2 F ield ef f icacy o f an tifunga l pro te in o f G 8 againstS. sclero tio rum

处理

T reatm en t

处理点数

N um ber o f treatin g spo ts

发病点数

N um ber of d isease spo ts

平均治愈率

Cu rative ef ficacy (% )

防治效果

C on tro l eff icacy(% )

G 8抗菌蛋白

A n tifun gal protein o fG 8
25 6. 0 75. 3 65. 1 a

50% 多菌灵可湿性粉剂

50% carben daz im W P
25 5. 5 78. 2 67. 5 a

CK 25 17 33. 1 -

  将不同种类的生防芽孢杆菌发酵液直接用于

田间防治是病害生物防治中一种简便易行的方

法, 国内报道了其对西瓜枯萎病
[ 18]
、大豆根腐

病
[ 19]
、番茄灰霉病

[ 20]
、黄瓜霜霉病

[ 21]
黄瓜枯萎

病
[ 22]
等均有一定的防治效果。但发酵液通常含有

一些无机盐等其他营养物质, 不适合直接使用。

本研究证实枯草芽孢杆菌 G 8发酵液中粗提的抗

菌蛋白对黄瓜菌核病有较好的保护和治疗效果,

可以加工成一定规格的制剂应用。进一步的工作

将集中在菌株的驯化或改造、抗菌蛋白的加工和

田间应用技术以及抗菌蛋白的防病机理的研究等

方面,以便为该菌的产业化开发提供依据。
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#专利介绍#

专利名称 :蜘蛛体内消化酶活性的快速检测方法 ) ) ) 四维信息法

专利申请号: CN 200610031346. 3  公开号: CN101038291

申请日: 2006. 03. 14  公开日: 2007. 09. 19  申请人 :王智

本发明公开了一种农药对捕食性天敌体内消化酶活性影响的快速检测方法 ,即四维信息动态监测法。该方法是

一个由网络 /频谱 /阻抗分析仪、电子计算机和金电极等组成的检测架, 在农药的影响下 ,对捕食性天敌体内消化酶活

性进行快速检测。利用本方法实时动态监测拟环纹豹蛛中肠蛋白消化酶对酪蛋白的酶促水解过程及三大类农药对酶

活性的影响,结果表明这三大类农药的合适低剂量可显著地增强蛋白消化酶的活性, 较高剂量的农药可显著抑制蛋白

酶的活性 ,且水解过程稳态频移值可准确地反映酶活性与农药浓度的关系, 证实该法比传统的紫外分光光度分析法优

势明显, 可广泛用于生物酶的活性检测。

(王元荪  供稿 )
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