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　　摘要：为了筛选大肠杆菌高效诱导子的制备方法，拟通过不同的物理、化学、生物方法破碎菌体获得诱导子，测定
诱导子还原糖含量，在链霉菌７０２发酵过程中添加诱导子并测定农抗７０２的效价，采用有机溶剂萃取分离法对诱导子
的主要作用成分进行初步分析。结果表明，研磨法与冻融法结合使用，诱导子的含糖量为１．４６ｍｇ／ｍＬ，比对照提高了
２４５．１５％；溶菌酶含量为 ０．８ｍｇ／ｍＬ，保温时间为 ２４ｈ时所得诱导子诱导链霉菌 ７０２产农抗 ７０２的量为
３８０．８８μｇ／ｍＬ，比对照提高了３９．７０％，差异显著；大肠杆菌诱导子中的多糖、蛋白质以及一些非蛋白、非多糖类的小
分子物质对农抗７０２的合成具有诱导作用，并且其极性与乙酸乙酯相近。
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　　诱导子是植物抗病生理过程中能够诱发植物产生植保素
和引起植物过敏反应的因子，在植物与微生物的相互作用中，

能快速、高度专一性地诱导特定基因的表达［１］。生物诱导子

是诱导子中的一类，是植物、微生物在防御过程中为对抗其微

生物侵染而产生的物质，主要包括分生孢子（ｃｏｎｉｄｉａ）［２］、降
解细胞壁的酶类［３］、有机体细胞壁碎片［４］、有机体产生的代

谢物［５］以及培养物滤液中的成分，如真菌菌丝体和细菌的菌

体、匀浆、细胞壁成分、培养物滤液等。

目前，制备生物诱导子的方法有物理［６－７］、化学［８］方法，

真菌诱导物起作用的成分主要来自菌丝体，人们普遍用的有

３种制备方法：将菌丝体研磨成匀浆，匀浆液高压灭菌制得真
菌诱导子；将菌丝体滤去，将滤出液灭菌作为诱导子；将菌丝

体烘干后研磨成均匀的干粉制得诱导子［５，８］。

笔者所在项目组在以棉花枯萎病为靶标的农用抗生素产

生菌的分离筛选中，从棉花地土壤中分离筛选到１株链霉菌
７０２［９］；进一步从其发酵产物中分离提取的抗真菌活性物质
为多 烯 类 大 环 内 脂 抗 生 素，命 名 为 “农 抗 ７０２”
（ａｎｔｉｆｕｎｇａｌｍｙｃｉｎ７０２）［１０］，该组分对水稻纹枯病病菌、稻瘟病
病菌、稻曲病病菌等 １４种植物病原真菌有明显的抑制作
用［１１－１２］，但链霉菌７０２合成农抗７０２的量很低。笔者所在项
目组前期试验筛选出大肠杆菌制备物的诱导子，加入链霉菌

７０２发酵后，农抗７０２的产量明显提高［１３］。本试验以大肠杆

菌制备诱导子为研究对象，获得菌体，探讨研磨法、冻融法、研

磨法＋冻融法、超声波破碎法、微波破碎法、化学渗透法、自溶
法、酶溶法破碎大肠杆菌细胞获得的诱导子对链霉菌７０２发
酵效果，以确定制备高效细菌诱导子的方法，并通过有机溶剂

萃取分离法，对诱导子的主要作用成分进行初步分析。

１　材料与方法

１．１　菌种
链霉菌 ７０２（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ７０２）、桔青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ

ｃｉｔｒｉｎｕｍ）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）均为江西农业大学生物
科学与工程学院生物工程实训基地的保藏菌种。

１．２　培养基
ＬＢ培养基：１０ｇ／Ｌ蛋白胨，５ｇ／Ｌ酵母膏，１０ｇ／Ｌ氯化钠，

ｐＨ值 ７．０。ＰＤＡ培养基：２００ｇ／Ｌ马铃薯，２０ｇ／Ｌ蔗糖，
２０ｇ／Ｌ琼脂，ｐＨ值自然。ＰＤＢ培养基：２００ｇ／Ｌ马铃薯，
２０ｇ／Ｌ蔗糖，ｐＨ值自然。种子培养基：２００ｇ／Ｌ马铃薯，
２０ｇ／Ｌ蔗糖，ｐＨ值自然。以上培养基所用马铃薯均去皮煮
沸，纱布过滤，取滤液。

发酵培养基：１６．８３ｇ／Ｌ玉米淀粉，３０ｇ／Ｌ玉米粉，１５ｇ／Ｌ
大豆饼粉，２０ｇ／Ｌ葡萄糖，８．６４ｇ／Ｌ蛋白胨，０．３ｇ／Ｌ磷酸二
氢钾，５ｇ／Ｌ硝酸钾，５ｇ／Ｌ氯化钙，１０ｇ／Ｌ大豆油，起始（消
前）ｐＨ值８．０。
１．３　方法
１．３．１　制备细菌诱导子　大肠杆菌活化后，取５０ｍＬ接入
２５０ｍＬ三角瓶中培养 ２４ｈ后，按接种量 １０％装接到
２０００ｍＬ三角瓶中（总装液量４００ｍＬ），振荡培养３ｄ，离心过
滤获得菌体。将菌体与蒸馏水按１ｇ∶４ｍＬ料液比混匀，获
得的湿菌体，分别采用研磨法、冻融法、研磨法＋冻融法、超声
波破碎法、微波破碎法、化学渗透法、自溶法、酶溶法进行细胞

破碎，收集处理后的细胞破碎液，分别灭菌，４℃保存备用。
研磨法：将湿菌体用液氮研磨，反复研磨１、２、３、４、５次，

每次研磨５ｍｉｎ。
反复冻融法：将湿菌体分别于－８０、－２０、４℃冷冻后，分

别在４５℃水浴、室温（３０±２）℃下融解１０ｍｉｎ，每个处理总
共冻融４次，每次１ｈ；将６个处理按照顺序分别编号为１、２、
３、４、５、６（－８０℃冷冻 ＋４０℃水浴处理、－８０℃冷冻 ＋室温
处理分别记为处理１、处理２，以此类推）。
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研磨法＋冻融法：将湿菌体于 －２０℃冷冻后，取出于室
温融解后研磨５ｍｉｎ，反复进行５次。

超声波破碎法：将湿菌体在冰浴条件下用超声细胞破碎

仪破碎，频率为２０ｋＨｚ，每次辐射５ｓ，间隔５ｓ，１０ｍｉｎ１次，共
５次。总辐射次数为３０次。

微波破碎法：将湿菌体加入聚四氟乙烯管中，密封后放入

微波炉中，以２４５０ＭＨｚ的频率和６３０Ｗ的最大输出功率照
射３ｍｉｎ，考察重复次数为１、２、３、４、５次的水平，每次中间间
隔冷却１ｍｉｎ。

化学渗透法：向湿菌体中加入不同浓度甘氨酸（１．００、
１．５０、２．００、２．５０、３．００ｍｏｌ／Ｌ）和丝氨酸（０．５０、０．７５、１．００、
１．２５、１．５０ｍｏｌ／Ｌ），然后将其置于恒温（４５℃）摇床中振荡处
理２４ｈ。

自溶法：向湿菌体中分别加入不同质量分数（１％、２％、
３％、４％、５％）ＮａＣｌ，然后将其置于恒温（４５℃）摇床中振荡处
理２４ｈ。

酶溶法：向湿菌体中加入不同浓度（０．４、０．８、１．２、１．６、
２．０ｍｇ／ｍＬ）的溶菌酶，然后将其置于恒温（４５℃）摇床中振
荡处理不同时间（４、１４、２４ｈ）。
１．３．２　诱导子含糖量　用二硝基水杨酸（ＤＮＳ）法测定［１４］各

种诱导子的还原糖含量。以葡萄糖浓度（ｘ）为横坐标，以各
个浓度对应的Ｄ５５０ｎｍ（ｙ）为纵坐标，标准曲线为ｙ＝０．７１９１ｘ－
０．０９９０，ｒ２＝０．９９９３，查标准曲线可求出还原糖的浓度。
１．３．３　诱导子中主要活性成分分析　将制备好的诱导子于
８０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，得到沉淀部分（Ａ１），用终浓度为
９５％的预冷乙醇处理诱导子的上清液，将混合物置于４℃冰
箱内，１２ｈ后于８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，得到沉淀部分（Ａ２），
沉淀部分的主要成分是多糖、糖蛋白，去除上清中的乙醇得到

液相部分（Ｂ）［５］。液相部分（Ｂ）分别用３倍体积的石油醚、
三氯甲烷、乙酸乙酯和丁醇进行萃取，每种萃取液都用旋转蒸

发仪去除有机溶剂进行收集，得到石油醚萃取物（Ｃ）、三氯甲
烷萃取物（Ｄ）、丁醇萃取物（Ｅ）和乙酸乙酯萃取物（Ｆ）［１５］。

将这些成分在链霉菌７０２发酵３５ｈ时加入，分析诱导子的主
要诱导成分和效应，以未添加诱导子的发酵液为空白对照。

１．３．４　链霉菌７０２发酵液抑菌活性的测定　将培养６４ｈ的
链霉菌 ７０２种子液，按 １０％接种量转接到发酵培养基中，
３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，培养至３５ｈ时，将还原糖浓度为
３．１μｇ／ｍＬ的大肠杆菌诱导子加入发酵液中继续培养至７ｄ，
取样，测定发酵液的生物活性；以添加未处理过的诱导子为对

照，不同处理方法的诱导子活性测定，以及诱导子中主要活性

成分分析中的发酵液抑菌活性采用一剂量法测定效价［１６］。

发酵液效价标定以那他霉素（ｎａｔａｍｙｃｉｎ）作为对照抗生素，以
橘青霉为指示菌测定抑菌圈，以对照抗生素的各个浓度的对

数为横坐标（ｘ），以各浓度对应的抑菌圈直径校正值为纵坐
标（ｙ），制得回归方程为ｙ＝２０．３０１ｘ－９．８７８５，ｒ２＝０．９７７５，
换算出发酵液的效价。

１．４　数据分析处理
采用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ９软件、ＤＰＳ统计分析软件进行数据分析。

２　结果与分析

２．１　不同制备方法所得诱导子的还原糖含量及对农抗７０２
效价的影响

２．１．１　物理法　由表１可知，冻融法与研磨法结合使用，诱
导子的含糖量均比单一使用研磨法或反复冻融法的高，且处

理次数为３次时，含糖量达到了最高值，为 １．４６ｍｇ／ｍＬ，比
ＣＫ组提高了２５６．１０％。冻融法＋研磨法的处理次数为２次
时，诱导子诱导链霉菌７０２产农抗７０２的效果最佳，比 ＣＫ组
提高了１９．８５％。由图１可知，微波次数为３次，即９ｍｉｎ时，
诱导子含糖量比ＣＫ组提高了２３８．１１％，而诱导子诱导链霉
菌７０２产农抗７０２的最佳时间为６ｍｉｎ。由图２可知，超声破
碎总时间为３０ｍｉｎ时，诱导子含糖量最高，比 ＣＫ组提高了
１９３．３７％，此时诱导子诱导链霉菌７０２产农抗７０２的效果最
佳，比ＣＫ组提高了２３．８３％。

表１　机械破碎对诱导子的还原糖含量及农抗７０２效价的影响

研磨法 反复冻融法 冻融法＋研磨法

研磨次数

（次）

还原糖含量

（ｍｇ／ｍＬ）
农抗７０２效价
（μｇ／ｍＬ） 处理

还原糖含量

（ｍｇ／ｍＬ）
农抗７０２效价
（μｇ／ｍＬ）

处理次数

（次

还原糖含量

（ｍｇ／ｍＬ）
农抗７０２效价
（μｇ／ｍＬ）

０（ＣＫ） ０．４１±０．０６ｄＤ ２７２．６５±４．３１ｂｃＡＢ ＣＫ ０．４１±０．０６ｃＢ ２７２．６５±４．３１ｂＣＤ ０（ＣＫ） ０．４１±０．０６ｅＤ ２７２．６５±４．３１ｂＢ
１ ０．５４±０．０１ｃＣ ２５６．５４±１３．６９ｃｄＢＣ １ ０．５７±０．０４ｂＡＢ ３０１．４１±１９．４８ａＡＢＣ １ １．１３±０．０１ｃＢ ２０４．４４±１．４２ｃＣ
２ ０．５７±０．０１ｃＢＣ ２８９．７３±１９．７７ａｂＡ ２ ０．４５±０．０５ｂｃＢ ２７７．２１±１７．８０ｂＢＣＤ ２ １．１５±０．０２ｃＢ ３２６．７７±４．００ａＡ
３ ０．７４±０．０２ａＡ ３００．６２±１０．１４ａＡ ３ ０．７１±０．０７ａＡ ３１５．６６±１７．０５ａＡ ３ １．４６±０．０２ａＡ ３０６．８６±１１．５５ａＡ
４ ０．６６±０．０４ｂＡＢ ２４５．４２±１８．３６ｄＢＣ ４ ０．４５±０．０４ｂｃＢ ３１０．０６±１１．４２ａＡＢ ４ １．２３±０．０４ｂＢ ３１５．１４±１２．８９ａＡ
５ ０．６８±０．０３ａｂＡ ２３６．９１±４．６１ｄＣ ５ ０．５５±０．０８ｂＡＢ ３０６．９７±１７．９ａＡＢ ５ １．００±０．０９ｄＣ ３１２．１８±１７．６０ａＡ

６ ０．４６±０．０２ｂｃＢ ２４８．２２±１４．３３ｃＤ

　　注：表中数据为３次重复的“平均值±标准差”。同列数据后不同小写字母表示经Ｄｕｎｃａｎ氏新复极差法检验差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大
写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下表同。

２．１．２　化学渗透法　由表２可知，随着丝氨酸浓度的增加，
诱导子的含糖量增加，诱导链霉菌７０２产农抗７０２的效果增
强，当丝氨酸浓度为 ０．５０ｍｏｌ／Ｌ时，诱导子的含糖量、农抗
７０２的效价达到了最大值，分别比 ＣＫ提高了 ５６．１０％、
３７９５％；之后随着丝氨酸浓度的增加，诱导子的含糖量及诱
导效果降低。甘氨酸浓度仅为１．５ｍｏｌ／Ｌ时，处理的诱导子

含糖量及诱导产农抗７０２的量高于ＣＫ，说明丝氨酸处理的效
果明显高于甘氨酸处理。

２．１．３　酶溶法与自溶法　由图３、图４可知，不同保温时间
及不同溶菌酶浓度处理对诱导子还原糖与农抗７０２效价的影
响不同，整体而言，保温时间越长，诱导子含糖量越高，溶菌酶

浓度为１．２ｍｇ／ｍＬ，保温时间为２４ｈ时，诱导子含糖量达到
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表２　不同浓度的丝氨酸和甘氨酸处理对诱导子还原糖含量及农抗７０２效价的影响

丝氨酸处理 甘氨酸处理

浓度（ｍｏｌ／Ｌ） 还原糖含量（ｍｇ／ｍＬ） 农抗７０２效价（μｇ／ｍＬ） 浓度（ｍｏｌ／Ｌ） 还原糖含量（ｍｇ／ｍＬ） 农抗７０２效价（μｇ／ｍＬ）
ＣＫ ０．４１±０．０６ｃＣＤ ２７２．６５±４．３１ｃＢ ＣＫ ０．４１±０．０６ａＡ ２７２．６５±４．３１ａＡ
０．５０ ０．６４±０．０２ａＡ ３７６．１３±１５．６７ａＡ １．０ ０．３３±０．０４ｂＢ ２６２．９０±１２．７８ａＡ
０．７５ ０．４８±０．０２ｂＢＣ ３５０．２１±１９．７７ａｂＡ １．５ ０．４４±０．０２ａＡ ２８３．４５±１７．８０ａＡ
１．００ ０．５０±０．０５ｂＢ ３５０．０４±２１．５６ａｂＡ ２．０ ０．３２±０．０３ｂｃＢ ２６３．３１±１７．０５ａＡ
１．２５ ０．３６±０．０２ｃｄＤ ３４８．６９±３４．６１ａｂＡ ２．５ ０．２７±０．０３ｃＢ ２６８．６５±１１．４２ａＡ
１．５０ ０．３４±０．０１ｄＤ ３１８．９７±１２．６２ｂＡＢ ３．０ ０．１１±０．０２ｄＣ ２５８．７７±１７．１６ａＡ

最大值，为０．９５ｍｇ／ｍＬ，比 ＣＫ提高了１３１．９６％，差异显著；
在溶菌酶浓度为０．８ｍｇ／ｍＬ，保温时间为２４ｈ时，诱导子诱
导链霉菌７０２产农抗７０２的量最高，为３８０．８８μｇ／ｍＬ，比ＣＫ
提高了３９．７０％，差异显著。
　　由图５可知，应用自溶法处理的诱导子，随着 ＮａＣｌ浓度
增加，诱导子的含糖量随着增加，在ＮａＣｌ浓度为４％时，诱导
子的含糖量达到最大值，为０．８４ｍｇ／ｍＬ，比 ＣＫ提高了１０４．
０４％，差异明显，之后随着ＮａＣｌ浓度的增加而降低；诱导子诱
导链霉菌７０２产农抗７０２的量虽然与诱导子含糖量的变化趋
势一致，当ＮａＣｌ浓度为４％时，农抗７０２效价达到最大值，比
ＣＫ提高了１１．０３％，差异明显，但是ＮａＣｌ浓度在１％～２％间
时，农抗７０２效价低于ＣＫ。

２．２　诱导子中主要作用成分分析
由图６可知，沉淀部分Ａ１、Ａ２对农抗７０２的合成诱导活

性最好，较ＣＫ分别提高了３７．９１％、２５．８２％，差异显著；液相
部分Ｂ能够提高农抗７０２的产量，比 ＣＫ提高了１８．０４％；其
他４种萃取物和萃余液，除了乙酸乙酯萃取物 Ｆ对农抗７０２
的生物合成有诱导作用，较对照提高了１５．５２％，其他３种萃
取物几乎没有诱导活性。由结果可知，细菌诱导子中起主要

诱导活性的是蛋白、多糖类物质，此外，一些非蛋白、非多糖类

的小分子物质对农抗７０２的合成具有诱导作用，并且其极性
与乙酸乙酯相近。

３　小结与讨论

本研究通过５种物理破碎法处理大肠杆菌后制备成诱导
子，其中冻融法与研磨法结合的处理次数为３次时，含糖量达
到最高值，为１．４６ｍｇ／ｍＬ，比ＣＫ提高了２５６．１０％，这与赵亚
娥等的结果［１７］相似，可能的原因是 －２０℃使大肠杆菌细胞
迅速冻结后温度降至 －２０℃，后又突然回到常温融化，加上
研磨，这种猝冷和常温反复交替的过程，使大肠杆菌细胞壁两

侧出现很大的温差，产生热应力，引起细胞壁断裂，促使胞壁

物质大量释放。而超声破碎总时间为３０ｍｉｎ所得诱导子诱
导链霉菌 ７０２产农抗 ７０２的效果最佳，比 ＣＫ提高了
２３．８３％。这与戴佳锟等的研究结果［１８］相似。即在破碎时间
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为３０ｍｉｎ时，破碎率最高，且外源蛋白活性高。
通过加入丝氨酸、甘氨酸２种温和化学渗透剂处理大肠

杆菌后制备成诱导子，当丝氨酸浓度为０．５０ｍｏｌ／Ｌ时，诱导
子的含糖量以及农抗７０２的效价达到了最大值，分别比 ＣＫ
提高了５６．１０％、３７．９５％；丝氨酸处理的诱导子含糖量高于
甘氨酸的处理，这与李夏兰等的研究结论［１９］相反，可能的原

因是化学渗透剂作用的细胞壁结构有差异，大肠杆菌是革兰

氏阴性细菌，而李夏兰等研究的是酵母菌，属于真菌。且丝氨

酸处理的诱导子诱导农抗７０２合成的量不仅比甘氨酸处理的
高，还比物理处理法的高，可能的原因是丝氨酸本身对链霉菌

７０２合成农抗７０２具有诱导活性，具体原因有待进一步研究。
溶菌酶通过水解肽聚糖上Ｎ－乙酰葡萄糖胺和Ｎ－乙酰

胞壁酸之间的β－１，４糖苷键，进入细胞，改变细胞表面的结
构和环境，使细胞内环境的平衡被打破，随后导致细胞壁溶

解［２０］。溶菌酶浓度为１．２ｍｇ／ｍＬ，保温时间为２４ｈ时，诱导
子含糖量达到最大值，为 ０．９５ｍｇ／ｍＬ，比 ＣＫ提高了
１３１．９６％；同时在溶菌酶浓度为０．８ｍｇ／ｍＬ，保温时间为２４ｈ
时，诱导子诱导链霉菌 ７０２产农抗 ７０２的效果最好，为
３８０．８８μｇ／ｍＬ，比ＣＫ提高了３９．７０％。以上结果说明，保温
时间越长，诱导子的含糖量及诱导效果越好。这与贾艳萍等

的结果［２１］相反，虽说反应条件不同，但是溶菌酶破壁是一种

温和无公害的方法，有利于诱导子诱导农抗７０２的积累。
自溶法主要利用细胞内外渗透压的差异进行细胞破碎，

在ＮａＣｌ浓度为４％时，诱导子的含糖量达到最大值，诱导效
果最佳，这与单振秀等的研究结果［２２］一致。细菌诱导子虽能

有效地促进农抗７０２的生物合成，但具体的作用成分还不清
楚。本试验采用有机溶剂萃取分离的方法，将细菌诱导子悬

浮液进行分离，进而测定各种萃取部分对农抗７０２合成的诱
导活性。结果表明，细菌诱导子中起主要诱导活性的是蛋白、

多糖类物质，此外一些非蛋白、非多糖类的小分子物质对农抗

７０２的合成具有诱导作用，并且其极性与乙酸乙酯相近，这与
王亚洲等的研究结果［１５］相反，可能的原因是真菌代谢物与细

菌细胞壁的成分存在差异。

本研究通过物理、化学、生物法处理大肠杆菌菌体制备成

诱导子，且进一步研究了这些诱导子对链霉菌７０２合成农抗
７０２的诱导效应，为生物诱导子的制备方法体系提供了理论
依据。本试验初步研究了诱导子的主要成分的诱导活性，具

体是何种成分物质还有待进一步研究。
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