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　　摘要：为构建解淀粉芽孢杆菌丰原素合成酶基因ｆｅｎＣ缺失突变株，研究丰原素在苹果采后青霉病防治中所起的
作用。根据同源重组的原理，采用ＰＣＲ扩增ｆｅｎＣ基因上、下游的同源序列，将其连接至穿梭质粒 ｐＭＡＤ，构建含有壮
观霉素抗性基因（ｓｐｃ）的同源重组质粒ｐＭＡＤ－Δｆｅｎ，通过电转化技术，将其转至解淀粉芽孢杆菌 ＢＡ－１６－８，通过抗
生素抗性筛选、蓝白斑筛选和高温培养筛选出解淀粉芽孢杆菌ｆｅｎＣ基因敲除突变株ＢＡ－１６－８－Δｆｅｎ。通过高效液
相色谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＨＰＬＣ）分析、质谱鉴定和抑菌性试验检测敲除ｆｅｎＣ基因对解淀粉
芽孢杆菌防治青霉病的影响。结果表明，与野生株相比，突变株菌株细胞及其所产抗生素脂肽对扩展青霉的防治效果

显著降低。说明丰原素在解淀粉芽孢杆菌ＢＡ－１６－８防治青霉病中发挥主要作用。
　　关键词：解淀粉芽胞杆菌；青霉病；丰原素；突变株；同源重组；扩展青霉菌
　　中图分类号：Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）０３－００８０－０６

收稿日期：２０１６－０８－２６
基金项目：国家农业科技成果转化资金（编号：２０１２ＧＢ２Ｇ０００４５１）；河
南省科技计划（编号：１３２１０２３１０２５３）；河南省高等学校重点科研项
目（编号：１５Ｂ１８０００２）；陕西省重大科技创新项目 （编号：
２００９ＺＫＣ０４－１６）；河南省基础与前沿技术研究项目（编号：
１５２３００４１００９２）；河南教育学院青年科研课题（编号：２０１００１０３）。
作者简介：付瑞敏（１９８１—），女，河南郑州人，博士研究生，讲师，主要
从事农业及食品微生物研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ａｎｇｅｌａｍｉｎｍｉｎ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：陈五岭，硕士，教授，博士生导师，主要从事农业、环境及食

品微生物研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ａｎｇｅｌａｍｉｎｍｉｎ＠１６３．ｃｏｍ。

　　苹果青霉病是苹果采后最为常发的病害，其致病菌是扩
展青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｅｘｐａｎｓｕｍ）［１］。由于在果实的贮藏时期
或运输途中，不可避免会造成果实相互之间的碰撞而导致机

械损伤，此时原本潜伏于果实表面的扩展青霉菌孢子会从伤

口入侵果实，产生菌丝体，不仅会引起果实腐烂，其次级代谢

产物展青霉素还会危害人体健康，造成极为严重的食品安全

问题［２］。通常采用喷洒克霉净、氟硅唑等化学杀菌剂防治苹

果采后青霉病，这种方法具有见效快、效果好等优点，但长期

使用易使病菌产生抗药性，并危害食品安全，污染环境。随着

人们环保意识的不断增强，越来越多的生物农药被用于植物

病害的防治中［３－４］。其中，芽孢杆菌以其对环境的高度耐受

性和产生各种多肽类、脂肽类和细菌素等抑菌性物质的特点，

成为当前生物农药的研究热点。解淀粉芽孢杆菌可以产生多

种抗生素，其中，通过非核糖体多肽合成酶合成的分子量小于

２０００ｕ的脂肽类抗生素发挥重要的抗菌作用。根据其氨基
酸构型不同，将解淀粉芽孢杆菌所产的脂肽抗生素分为表面

活性素（ｓｕｒｆａｃｔｉｎ）、伊枯草菌素（ｉｔｕｒｉｎ）、丰原素（ｆｅｎｇｙｃｉｎ）等
３个家族。丰原素、伊枯草菌素具有极强的抗真菌活性，特别
是丰原素，可以显著抑制丝状真菌的生长。表面活性素具有

很强的表面活性，其乳化和发泡能力都很强，可以有效降低液

体表面的张力。此外，表面活性素还有溶血、抗病毒、抗细菌

等生物学活性［５－７］。由于具有重要的生物活性，很多脂肽已

从芽孢杆菌的菌株中得以分离和鉴定，并从遗传水平阐明了

其生物功能。

解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）ＢＡ－１６－８
是笔者所在实验室前期分离选育的，可以有效抑制扩展青霉

的拮抗菌［８］。采用高效液相色谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＨＰＬＣ）和基质辅助激光解析电离飞行时
间质谱（ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ
ｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，简称ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）分析该菌的
代谢产物，发现该菌株可以产丰原素、表面活性素等２类脂肽
抗生素。通过检测这２种物质拮抗扩展青霉菌的性能，发现
丰原素是解淀粉芽孢杆菌 ＢＡ－１６－８抑制扩展青霉菌的主
要物质。为进一步验证这一结论，本研究采用分子遗传学技

术，通过构建解淀粉芽孢杆菌ＢＡ－１６－８的丰原素缺失突变
体并结合抑菌试验和果实生防试验，以证实丰原素在解淀粉

芽孢杆菌抑制扩展青霉菌中所起的作用，从而为探讨解淀粉

芽孢杆菌的抑菌机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌株与质粒　试验所用菌株、质粒的详细信息如表１
所示。

１．１．２　主要试剂　试验所用试剂的详细信息如表２所示。
１．１．３　试验仪器　Ａｇｉｌｎｔ１１００ｓｅｒｉｅｓ高效液相色谱系统，购
自美国安捷伦公司；液相色谱 －电喷雾质谱仪由 Ｗａｔｅｒｓ
Ａｌｌｉａｎｃｅ２６９０高效液相色谱仪（购自美国Ｗａｔｅｒｓ公司）和ＴＳＱ
ＱｕａｎｔｕｍＤｉｓｃｏｖｅｒｙ三级四极杆质谱仪（购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）组成。
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表１　试验所用菌株及质粒

菌株／质粒 来源 特征

解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）ＢＡ－１６－８ 笔者所在实验室选育 野生株

解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ 本试验构建 丰原素基因表达缺失突变株

扩展青霉菌（Ｐ．ｅｘｐａｎｓｕｍ） 陕西省微生物研究所 青霉病致病菌

大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α ＴａＫａＲａ公司 用于构建基因的工程菌

ｐＭＡＤ ＴａＫａＲａ公司 温度敏感型穿梭质粒，携带ｌａｃ基因

ｐＭＡＤ－Δｆｅｎ 本试验构建 含有删除ｆｅｎＣ及其启动子结构的解淀粉芽
孢杆菌，其上也携带ｐＭＡＤ

表２　主要试剂及厂家

试剂 厂家

基因组提取试剂盒 ＮＥＢ公司
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、限制性内切酶、ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、Ｔ载体ｐＥＡＳＹ－Ｔ１ ＮＥＢ公司
ＰＣＲ产物纯化试剂盒 ＴａＫａＲａ公司
质粒抽提试剂盒 Ｐｒｏｍｅｇａ公司
乙腈、三氟乙酸、甲醇 ＳＩＧＭＡ公司

１．１．４　引物　本试验所用来扩增解淀粉芽孢杆菌的 ｆｅｎＣ基
因（７６４７ｂｐ）上下游臂的引物根据 ＮＣＢＩ上的解淀粉芽孢杆
菌Ｑ４２６菌株基因组序列设计，抗性基因 ｓｐｃ的引物根据质粒

ＰＵＳ１９设计，设计工作由Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件完成，具体信
息如表３所示，引物合成及序列测定由生工生物工程（上海）
股份有限公司完成。

表３　试验所用引物的信息

目标片段
片段长度

（ｂｐ） 引物名称
引物序列

（５′→３′）
限制性内切酶

ｆｅｎＣ上游臂 １８４４ Ｐ１ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＡＧＡＴＡＣＧＣＣＧＡＡＧＣＡＣ ＢａｍＨⅠ
Ｐ２ ＣＧＣＡＣＧＣＧＴＣＣＧＣＡＡＣＧＡＣＧＣＣＡＴＴＡＧ ＭｌｕⅠ

ｆｅｎＣ下游臂 １６４５ Ｐ３ ＣＧＣＡＣＧＣＧＴＡＡＡＡＣＡＧＧＴＣＴＧＣＣＧＣＴＡＴ ＭｌｕⅠ
Ｐ４ ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＧＧＴＧＡＣＡＡＡＣＧＣＡＧＴＧＡＡＴ ＥｃｏＲⅠ

ｓｐｃ基因 １１４６ Ｐ５ ＣＧＣＡＣＧＣＧＴＴＡＧＴＣＡＣＴＧＴＴＴＧＣＣＡＣＡＴＴＣＧ ＭｌｕⅠ
Ｐ６ ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＴＧＧＴＴＣＡＧＣＡＧＴＡＡＡＴＧＧＴＧＧ ＥｃｏＲⅠ

ｆｅｎＣ基因 ７６４７ Ｐ７ ＴＣＴＡＡＴＡＣＧＡＡＴＣＧＡＴＡＣＡＣ
Ｐ８ ＡＡＡＧＧＡＧＴＧＡＴＴＡＴＧＧＣＴＣＴ

　　注：引物序列下划线是限制性酶切位点，用于基因连接。

１．１．５　培养基　牛肉膏蛋白胨培养基（ＢＥＰ）的具体配方参
照文献［９］，ＢＥＰＡ为固体培养基，ＢＥＰＢ为液体培养基，该培
养基主要用于拮抗菌的培养。马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（ＰＤＡ）及马铃薯葡萄糖液体培养基（ＰＤＢ）的具体配方参照
文献［９］，该培养基主要用于病原菌的培养。
１．２　试验方法
１．２．１　解淀粉芽孢杆菌丰原素基因的生物信息学分析　根
据解淀粉芽孢杆菌 Ｑ４２６全基因组序列（ＪＱ２７１５３６），找到丰
原素基因ｆｅｎＣ及其编码的蛋白序列，采用 Ｂｌａｓｔ在线软件对
编码蛋白丰原素合成酶Ｃ的同源性及蛋白功能域进行分析。
１．２．２　穿梭质粒ｐＭＡＤ构建缺失突变株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ
１．２．２．１　突变载体的构建　采用基因组ＤＮＡ提取试剂盒提
取解淀粉芽孢杆菌ＢＡ－１６－８的基因组ＤＮＡ，以其为模板以
Ｐ１、Ｐ２为引物扩增 ｆｅｎＣ上游片段。扩增片段长度约为
１８４４ｂｐ，将其作为上游同源臂；以Ｐ３、Ｐ４为引物扩增下游片
段，扩增长度约为１６４５ｂｐ，将其作为下游同源臂。参照文献
［１０－１２］，以质粒 ＰＵＳ１９序列为模板，设计壮观霉素抗性基
因的引物Ｐ５、Ｐ６，并扩增壮观霉素抗性基因 ｓｐｃ，扩增长度约
为 １１４６ｂｐ，将ＰＣＲ扩增所得到的产物经限制性内切酶酶切
后用琼脂糖凝胶电泳回收，连入 ｐＭＡＤ质粒的相关限制性酶

切位点，将其转入大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α，经筛选最终获得
ｐＭＡＤ－ΔｆｅｎＣ，将其进行测序分析，并验证所构建突变体序列
的正确性，同源重组过程如图１所示。

１．２．２．２　突变子的筛选　所得ｐＭＡＤ－ΔｆｅｎＣ突变子经测序
验证其正确性后，参照 Ａｒｎｕａｄ的方法［１２］，采用电转化法（条

件为电压２ｋＶ，电容２５μＦ，电阻１００Ω）将其转入解淀粉芽
孢杆菌ＢＡ－１６－８中，并筛选 ｆｅｎＣ基因缺失突变体。ｐＭＡＤ
是温度敏感型穿梭质粒，可同时在大肠杆菌和芽孢杆菌中复

制，该质粒中含有用来编码 β－半乳糖苷酶的 ＬａｃＺ基因，它
可以分解５－溴－４－氯 －３－吲哚 －β－Ｄ－半乳糖苷（Ｘ－
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ｇａｌ）产生蓝色菌落。此外，质粒中存在温度敏感复制子，当温
度低于３０℃时，该质粒可以稳定存在于革兰氏阳性菌的细胞
中，质粒上所携带的基因可以通过菌株染色体上的同源序列

进行交换甚至双交换；而当温度升高至４０℃及以上时，该质
粒就容易丢失，因此，阳性突变子的筛选先经过３０℃的基因
交换，再经过４０℃的质粒丢失。

当基因敲除突载体ｐＭＡＤ－Δｆｅｎ转入感受态细胞大肠杆
菌ＤＨ５α后，将其涂布于含有１００μｇ／ｍＬＸ－ｇａｌ的 ＢＥＰ平
板，３０℃培养２４ｈ，此时 ｐＭＡＤ－Δｆｅｎ或是游离在细胞中或
是发生了单交换，感受态细胞可以表达 ＬａｃＺ基因，因此平板
上长出的蓝色菌落就是转化成功的转化子。

将选出的蓝色菌落转接入解淀粉芽孢杆菌 ＢＡ－１６－８
的液体培养基中，４２℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养２４ｈ；将培
养菌液转接至新鲜的含５０μｇ／ｍＬ壮观霉素的ＢＥＰ液体培养
基中，４２℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养１２ｈ；将温度降至３０℃，
１８０ｒ／ｍｉｎ继续摇床振荡培养１２ｈ。将培养菌液转接至含有
１００μｇ／ｍＬＸ－ｇａｌ和 ５０μｇ／ｍＬ壮观霉素的 ＢＥＰ平板中，
３０℃ 培养２４ｈ，选取白色菌落分别接于含３μｇ／ｍＬ红霉素
的ＢＥＰ平板上，挑选红霉素敏感菌株，即为构建的 ｆｅｎＣ基因
缺失突变的突变菌株，为ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ菌株。

１．２．２．３　突变子的鉴定　以ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ菌株为模板，分
别以Ｐ１／Ｐ４、Ｐ７／Ｐ８为引物进行 ＰＣＲ扩增，并以 ＢＡ－１６－８
菌株为阴性对照，把所得产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，比对

目的条带的大小是否与预测的大小一致，若一致，则说明 ｓｐｃ
基因成功替代了ｆｅｎＣ基因，即构建突变子成功，反之，则不成
功。最后，将ＰＣＲ扩增产物回收并进行测序验证。
１．２．３　野生菌株ＢＡ－１６－８和突变菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ的
ＨＰＬＣ分析
１．２．３．１　菌株代谢产物脂肽粗提液的制备　将培养２４ｈ的
野生菌株和突变菌株的菌体发酵液于常温下８０００ｒ／ｍｉｎ离
心 ２０ｍｉｎ，弃沉淀，将所得上清液置于无菌锥形瓶中，用
７ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液将其 ｐＨ值调为 ２．０，无菌条件下分装至
１０ｍＬ的无菌离心管中（每管１０ｍＬ），４℃过夜，１００００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，取沉淀，在沉淀中加入０．５ｍＬ中性甲醇溶液，以
此方法操作２次，将所得萃取液合并，并将其浓缩至５倍浓
度，经０．２μｍ滤膜过滤后即为菌株代谢产物的脂肽粗提液。
１．２．３．２　ＨＰＬＣ分离纯化脂肽类抗生素　本试验检测波长
为２８０ｎｍ，柱子温度为３０℃，进样量为１０μＬ，等梯度洗脱进
行样品分析，洗脱条件如表４所示，手动收集各组分，将收集
液经旋转蒸发仪浓缩待用。

表４　高效液相色谱洗脱条件

时间

（ｍｉｎ）

表面活性素 丰原素

乙腈含量

（含０．１％三氟乙酸）
水含量

（含０．１％三氟乙酸）
流速

（ｍＬ／ｍｉｎ）
乙腈含量

（含０．１％三氟乙酸）
水含量

（含０．１％三氟乙酸）
流速

（ｍＬ／ｍｉｎ）

０ ２０％ ８０％ ０．８ ６０％ ４０％ １
５ ５０％ ５０％ ０．８ ６０％ ４０％ １
１５ ６５％ ３５％ ０．８ ９０％ １０％ １
２５ ６５％ ３５％ ０．８ ９０％ １０％ １

１．２．３．３　野生菌株ＢＡ－１６－８和突变菌株 ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ
对扩展青霉菌抑制活性的检测　取野生菌株和突变菌株经
ＨＰＬＣ分离纯化的浓缩液各２００μＬ，采用牛津杯法检测野生
菌株ＢＡ－１６－８和突变菌株 ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ的脂肽拮抗扩
展青霉菌的能力，培养温度为２８℃，培养时间为５ｄ，测量并
记录牛津杯周围出现的抑菌圈直径，以无菌水作为对照，每个

处理重复３次。
１．２．４　野生菌株ＢＡ－１６－８和突变菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ对
苹果青霉病的防效测定

１．２．４．１　扩展青霉菌孢子液的制备　参照文献［１３］，制备
扩展青霉菌孢子液。

１．２．４．２　防效测定　采用果实生防试验［１４－１５］，对野生菌株

ＢＡ－１６－８和突变菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ防治苹果青霉病的效
果进行测定。试验样本为１００个红富士苹果，所选苹果大小
及成熟度均一致。将苹果经７５％乙醇消毒并经清水洗净后，
用无菌打孔器在每个苹果表面打孔，孔径６ｍｍ，孔深５ｍｍ。
试验共分为５组：处理１为１０μＬ野生菌株ＢＡ－１６－８菌悬
液＋１０μＬ扩展青霉菌孢子液，处理 ２为 １０μＬ野生菌株
ＢＡ－１６－８脂肽粗提液 ＋１０μＬ扩展青霉菌孢子液，处理３
为１０μＬ突变菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ菌悬液＋１０μＬ扩展青霉
菌孢子液，处理４为１０μＬ突变菌株 ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ脂肽粗
提液＋１０μＬ扩展青霉菌孢子液，处理５（对照）为１０μＬ无
菌水＋１０μＬ扩展青霉菌孢子液。将各组处理液分别加于苹

果的孔洞中，每个处理重复２０次。将处理后的苹果分别装入
培养箱中，温度为２８℃，湿度为９５％，９６ｈ后观察苹果的染
病情况，并统计菌丝生长情况。

２　结果与分析

２．１　解淀粉芽孢杆菌的丰原素合成酶生物信息学分析
通过对解淀粉芽孢杆菌 Ｑ４２６菌株全基因组序列

（ＪＱ２７１５３６）分析，发现 Ｑ４２６的丰原素合成酶基因簇序列与
解淀粉芽孢杆菌 ＤＳＭ７菌株（ＦＮ５９７６４４）的丰原素合成酶基
因序列的同源性高达 ９６％，与解淀粉芽孢杆菌 Ｙ２菌株
（ＮＣ１７９１２）的同源性达 ９３％，与枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）１６８的丰原素合成酶操纵子（ＡＬ００９１２６）序列的同源
性为８８％。丰原素操纵子包含５个开放阅读框，它们分别是
ｆｅｎＣ、ｆｅｎＤ、ｆｅｎＥ、ｆｅｎＡ、ｆｅｎＢ，这５个操纵子分别编码合成酶的５
个单体酶，即ＦｅｎＣ、ＦｅｎＤ、ＦｅｎＥ、ＦｅｎＡ、ＦｅｎＢ［１６］。
２．２　解淀粉芽孢杆菌ＢＡ－１６－８ｆｅｎＣ基因缺失突变子的构
建筛选

２．２．１　ｆｅｎＣ基因缺失突变载体 ｐＭＡＤ－Δｆｅｎ的构建　根据
ＮＣＢＩ上已知菌株解淀粉芽孢杆菌Ｑ４２６的第１个丰原素合成
酶操纵子 ｆｅｎＣ基因的上下游序列，设计出４条引物，并以解
淀粉芽孢杆菌ＢＡ－１６－８菌株的基因组为模板，对ｆｅｎＣ的上
游序列（上游臂）和下游序列（下游臂）进行扩增。测序结果

表明，ＰＣＲ扩增分别获得长度约为 １８４４ｂｐ的上游序列、
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１６４５ｂｐ的下游序列。为构建缺失突变载体，选用壮观霉素
抗性基因ｓｐｃ取代ｆｅｎＣ基因，通过设计ｓｐｃ基因的引物并进行
ＰＣＲ扩增，得到１条大小为１１４６ｂｐ的条带，将 ＰＣＲ扩增得
到的这３个条带分别用限制性内切酶酶切，并用连接酶逐一
按上游臂、ｓｐｃ、下游臂的顺序连接至ｐＭＡＤ载体上，构建 ｆｅｎＣ
基因缺失突变载体 ｐＭＡＤ－Δｆｅｎ。分别以 ｐＭＡＤ－Δｆｅｎ、
ｐＭＡＤ为模板，以 Ｐ１／Ｐ２、Ｐ３／Ｐ４、Ｐ５／Ｐ６为引物对载体进行
ＰＣＲ鉴定，结果显示，以 ｐＭＡＤ－Δｆｅｎ为模板的 ＰＣＲ产物中
有上游臂、下游臂和ｓｐｃ抗性基因，而以ｐＭＡＤ为模板的ＰＣＲ
产物中没有，说明构建载体成功。

２．２．２　菌株ＢＡ－１６－８的 ｆｅｎＣ基因缺失突变体 ＢＡ－１６－
８－Δｆｅｎ的构建与鉴定　参照 Ａｒｎｕａｄ的方法［１２］，采用电转化

法将其转入解淀粉芽孢杆菌ＢＡ－１６－８中，经过抗生素筛选
和蓝白斑筛选，挑选阳性菌株，对其进行质粒提取和酶切鉴

定，经３０℃双交换及高温质粒丢失，最终筛选出ｆｅｎＣ基因缺
失突变体。为鉴定突变子的构建是否成功，以 ＢＡ－１６－
８Δｆｅｎ菌株为模板，以Ｐ１／Ｐ４、Ｐ７／Ｐ８为引物，分别进行ＰＣＲ扩
增，并以ＢＡ－１６－８菌株为阴性对照，所得产物进行琼脂糖凝
胶电泳检测。由图２可知，采用引物Ｐ１／Ｐ４，在ＢＡ－１６－８菌
株上得到大小约为１１ｋｂ（ｕｐ－ｆｅｎＣ－ｄｏｗｎ）的片段，在 ＢＡ－
１６－８ΔｆｅｎＣ菌株上得到大小约为４．６ｋｂ（ｕｐ－ｓｐｃ－ｄｏｗｎ）的片
段；采用引物 Ｐ７／Ｐ８，在 ＢＡ－１６－８菌株上得到大小约为
７．６ｋｂ（ｆｅｎＣ）的片段，在ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ菌株上没有扩增出片
段。上述结果初步表明，突变菌株 ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ的 ｆｅｎＣ基
因已经被敲除，将ＰＣＲ产物纯化并测序，所得结果进一步证实

了ＢＡ－１６－８菌株中的ｆｅｎＣ基因已经被ｓｐｃ基因所替代。
２．３　解淀粉芽孢杆菌 ＢＡ－１６－８野生型及突变子的 ＨＰＬＣ
分析结果

对野生菌株 ＢＡ－１６－８和突变菌株 ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ的
粗提液进行 ＨＰＬＣ分离纯化。由图３可知，野生菌株 ＢＡ－
１６－８主要分离出 ２组物 质，ａ物质的保 留时 间为
２１．３６０ｍｉｎ，ｂ物质的保留时间为４１．２６０ｍｉｎ；突变菌株ＢＡ－
１６－８Δｆｅｎ主要分离出１组物质，其保留时间为２１．３７０ｍｉｎ。
对照同一洗脱条件下的表面活性素、丰原素标样，推测野生菌

株ＢＡ－１６－８中分离出的物质为表面活性素、丰原素，突变
菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ中分离出的物质为丰原素。

　　将ＨＰＬＣ分离纯化出的物质分别经收集、浓缩并定容至
１ｍＬ，用牛津杯法检测各片段的抑菌活性。由表５可知，只有
ｂ物质有明显的拮抗活性。与野生株相比，失去了丰原素合
成能力的突变株抑制扩展青霉菌的能力显著下降，它的无细

胞发酵液几乎丧失了抑菌性能。

表５　野生菌株及突变子的脂肽蛋白抗扩展青霉菌效果

菌株
抑菌圈直径（ｍｍ）

物质ａ 物质ｂ
ＢＡ－１６－８ ０．１０±０．２５ ６．６８±０．１２
ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ ０．１０±０．１７ —

２．４　解淀粉芽孢杆菌 ＢＡ－１６－８野生型及突变子脂肽类产
物质谱分析结果

ＢＡ－１６－８经飞行时间质谱检测分析，获得了粗提液中
各脂肽的相对分子质量，所得质谱图如图４所示，所得分析结
果如表６所示。图４－ａ中有２个系列的离子峰，结合表６中

的［Ｍ＋Ｈ］＋、［Ｍ＋Ｎａ］＋、［Ｍ＋Ｋ］＋离子分析结果，可知它们
分别为表面活性素、丰原素家族的同系物。图４－ｂ中只有１
个系列的离子峰，结合表６中的［Ｍ＋Ｈ］＋、［Ｍ＋Ｎａ］＋、［Ｍ＋
Ｋ］＋离子分析结果，可知它们是表面活性素家族的同系物。
将质谱分析结果、ＰＣＲ检测结果和ＨＰＬＣ结果结合起来可知，
野生菌株ＢＡ－１６－８的发酵液中提取的抗菌性脂肽为丰原
素、表面活性素，而突变子 ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ的发酵液中提取
的抗菌性脂肽为表面活性素，这说明突变子没有产生丰原素，

说明ｆｅｎＣ基因缺失突变子构建成功。综合ＨＰＬＣ、ＭＳ和抑菌
性能分析结果，可以确定丰原素在ＢＡ－１６－８菌株抑制扩展
青霉菌的过程中发挥着关键作用。

２．５　野生菌株ＢＡ－１６－８和突变菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ对苹
果青霉病的防效测定

由表７可知，９６ｈ后，野生菌株 ＢＡ－１６－８的菌悬液及
无细胞发酵液均可以对扩展青霉菌在苹果表面的生长产生较
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表６　野生菌株及突变子的质谱分析结果

菌株 片段 实测质荷比 理论质荷比
强度

（％） 结构判断

ＢＡ－１６－８ 表面活性素 １０３０．５４ １０３０．４０ ４７ Ｃ１３－Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ，［Ｍ＋Ｎａ］＋

１０４４．６７ １０４４．５６ ２４ Ｃ１４－Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ，［Ｍ＋Ｎａ］＋

１０５８．７８ １０５８．８８ ４９ Ｃ１５－Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ，［Ｍ＋Ｎａ］＋

丰原素　　 １４３５．６１ １４３５．５８ ３６ Ｃ１４－ＦｅｎｇｙｃｉｎＡ，［Ｍ＋Ｎａ］＋

１４４９．７４ １４４９．７４ ７４ Ｃ１５－ＦｅｎｇｙｃｉｎＡ，［Ｍ＋Ｎａ］＋

１４６３．７５ １４６３．７８ ５６ Ｃ１６－ＦｅｎｇｙｃｉｎＡ，［Ｍ＋Ｈ］＋

１４７７．７８ １４７７．８２ ５８ Ｃ１７－ＦｅｎｇｙｃｉｎＡ，［Ｍ＋Ｈ］＋

１４９１．８２ １４９１．８３ ６６ Ｃ１６－ＦｅｎｇｙｃｉｎＢ，［Ｍ＋Ｈ］＋

１５０５．６４ １５０５．６５ ４０ Ｃ１７－ＦｅｎｇｙｃｉｎＢ，［Ｍ＋Ｈ］＋

１５１９．９１ １５１９．９０ １６ Ｃ１８－ＦｅｎｇｙｃｉｎＢ，［Ｍ＋Ｈ］＋

ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ 表面活性素 １０３０．５４ １０３０．４０ ５５ Ｃ１３－Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ，［Ｍ＋Ｎａ］＋

１０４４．６７ １０４４．５６ ４５ Ｃ１４－Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ，［Ｍ＋Ｎａ］＋

１０５８．７８ １０５８．８８ ５８ Ｃ１５－Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ，［Ｍ＋Ｎａ］＋

强的抑制作用。然而被敲除了 ｆｅｎＣ基因的突变菌株
ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ的防治效果明显低于野生菌株，特别是突变
菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ的无细胞发酵液处理组，其病斑直径几
乎和对照一致，这表明野生菌株 ＢＡ－１６－８的菌株细胞和脂
肽提取物可以较好地防治苹果采后青霉病，而突变子

ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ在丧失了丰原素合成能力之后，对青霉病的
防治能力也显著降低，该结论再次表明了解淀粉芽孢杆菌

ＢＡ－１６－８拮抗扩展青霉菌病原菌及防治青霉病的主要物
质是丰原素。

表７　不同处理对苹果青霉病的抑制效果

处理
病斑直径

（ｃｍ） 病原菌生长状况

１０μＬ野生菌株ＢＡ－１６－８菌悬液＋１０μＬ扩展青霉菌孢子液 ０．０１±０．００２ 无菌丝　　
１０μＬ野生菌株ＢＡ－１６－８脂肽粗提液＋１０μＬ扩展青霉菌孢子液 ０．０２±０．００６ 无菌丝　　
１０μＬ突变菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ菌悬液＋１０μＬ扩展青霉菌孢子液 １．３６±０．０１１ 有明显菌丝

１０μＬ突变菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ脂肽粗提液＋１０μＬ扩展青霉菌孢子液 １．４８±０．０２４ 有明显菌丝

对照 １．５０±０．０３６ 有明显菌丝

３　结论与讨论

芽孢杆菌属是重要的生防菌，其模式菌株是枯草芽孢杆

菌，而解淀粉芽孢杆菌与枯草芽孢杆菌的亲缘关系极为接近，

同枯草芽孢杆菌一样，它也可以表达多种抗菌性多肽，包括核

糖体合成途径合成肽和非核糖体合成途径合成肽［１７］。这些

多肽或是协同或是独立发挥着抑制病原菌的作用。

针对苹果采摘后青霉病的生物防治，笔者所在实验室前

期选育出１株可以高效抑制青霉病致病菌扩展青霉菌的解淀
粉芽孢杆菌ＢＡ－１６－８，通过分离纯化该菌株的抑菌活性物
质并对比其抑菌活性，了解到丰原素对扩展青霉菌的抑制效

果显著高于表面活性素，因此，推测丰原素可能是解淀粉芽孢

杆菌抑制扩展青霉菌的主要物质。为证实该推测，本研究以

菌株ＢＡ－１６－８为试验对象，根据同源重组原理，借助温度
敏感型质粒ｐＭＡＤ构建了１个丰原素合成酶基因功能缺陷突
变菌株ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ，经 ＰＣＲ扩增、电泳分析及序列测定，
最终确定ｆｅｎＣ基因被成功敲除。通过检测突变菌株和野生
菌株所产脂肽蛋白体内和体外的抑菌活性，结果显示，解淀粉

芽孢杆菌的突变子 ＢＡ－１６－８Δｆｅｎ不仅丧失了合成丰原素
的能力，也失去了抑制扩展青霉菌和防治苹果青霉病的能力，

因此确定抑制扩展青霉菌的主要物质是丰原素。

报道显示，丰原素可以抑制多种植物病原菌特别是丝状

真菌［１８］，但其具体作用机制仍是众说纷纭。Ｔａｎａｋａ等的研究
表明，丰原素可以破坏细菌胞膜的结构及渗透性，丰原素可以
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通过破坏病原真菌细胞壁的类脂层，从而使其细胞结构遭到

破坏［１９］。Ｔａｏ等的研究表明，丰原素可以作用于病原真菌的
胞内物质，如核酸等［２０］。这些说法尚有待于进一步考察、

确定。

据报道，解淀粉芽孢杆菌的基因组中有大量成簇的基因

用于编码抗菌肽等抑菌物质，包括细菌素和脂肽类抗生素

等［２１］。但是，这并不代表同一种菌在生长代谢过程中就可以

同时产生所有抑菌物质，某些用来编码或启动抗生素合成的

基因必须在某种特定的条件或阶段才会正常表达［２２］。解淀

粉芽孢杆菌基因组中就存在多种编码脂肽抗生素的基因簇，

如编码表面活性素的ｓｆｐ、编码伊枯草菌素的 ｉｔｕ、编码丰原素
的ｆｅｎ等。

通过检测解淀粉芽孢杆菌ＢＡ－１６－８的脂肽抗菌性，结
果显示，丰原素对扩展青霉菌有明显的抑制效果，然而由于菌

株细胞本身也具有抑菌性，因此，单纯通过ＨＰＬＣ分离纯化的
片段很难明确丰原素在解淀粉芽孢杆菌抑制扩展青霉菌的过

程中发挥的作用。因此，采用分子遗传学手段，构建丰原素表

达缺失突变菌株，通过对比野生型和突变型的抗菌性能及防

治青霉病的效果，最终确定解淀粉芽孢杆菌ＢＡ－１６－８在抑
制扩展青霉菌过程中发挥关键作用的物质是丰原素。除了扩

展青霉菌感染所致的苹果青霉病，丰原素也是抑制桃褐腐病

和番茄枯萎病的主要物质。丰原素究竟是如何发挥其抑菌作

用的？这种抑菌作用有没有作用对象的特异性？在确定了丰

原素防治扩展青霉菌所致的青霉病中的主导地位之后，接下

来将就丰原素对扩展青霉菌的抑菌机制展开研究，以期为抗

生素脂肽的开发及利用提供理论依据。
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ｓｅｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｏｒｐｒｏｔｅｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｃｅｌｌｗａｌｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰａｔｅｎｔＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，２０１４，３１８
（１）：１３０－１３１

［１９］ＴａｎａｋａＫ，ＩｓｈｉｈａｒａＡ，ＮａｋａｊｉｍａＨ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆａｎｔｅｉｓｏ－Ｃ１７，ｉｓｏ－
Ｃ１７，ｉｓｏ－Ｃ１６，ａｎｄｉｓｏ－Ｃ１５ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎＤ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＳＤ－３２ａｎｄｔｈｅｉｒａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｇａｉｎｓｔｐｌａｎｔ
ｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１４，６２
（７）：１４６９－１４７６．

［２０］ＴａｏＹ，ＢｉｅＸＭ，ＬｖＦＸ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ
ｆｅｎｇｙｃｉｎｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅａｎｄａｂｓｅｎｃｅｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｓｕｒｆａｃｔｉｎａｇａｉｎｓｔ
Ｒｈｉｚｏｐｕｓｓｔｏｌｏｎｉｆｅｒ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１１，４９（１）：
１４６－１５０．　

［２１］ＬｅｍｍｅｒＫ，ＭｉｅｌｋｅＭ，ＰａｕｌｉＧ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｆｒｕｉｔｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ
ｄｉｓｅａｓｅｓ：ｏｌｄ ｉｓｓｕｅｓａｎｄ ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅａｐｐｒｏａｃｈｅｓ［Ｊ］． Ｓｔｅｗａｒｔ
ＰｏｓｔｈａｒｖｅｓｔＲｅｖｉｅｗ，２０１４，１０（１）：３８０５－３８１６．

［２２］ＪｉＳＨ，ＰａｕｌＮＣ，ＤｅｎｇＪＸ，ｅｔａｌ．ＢｉｏｃｏｎｔｒｏｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＣＮＵ１１４００１ａｇａｉｎｓｔｆｕｎｇａｌｐｌａｎｔｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．
Ｍｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，４１（４）：２３４－２４２．
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