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　　摘要：以抑菌率为指标，采用单因素试验和响应面法对枯草芽孢杆菌 Ｓ－１６菌株产抗菌蛋白的发酵条件进行优
化。结果表明，以可溶性淀粉为碳源，大豆蛋白胨为氮源，初始ｐＨ值为７．５的ＬＢ液体培养基，接种量为４．７４％，在温
度为３４℃条件下振荡培养 ５３ｈ，转速为 ２００ｒ／ｍｉｎ为菌株最佳发酵条件。在此条件下纯化得到的抗菌蛋白分子量约
为３５ｋｕ，对向日葵核盘菌抑菌率达５８．６％，比优化前提高了３．１９倍。稳定性试验结果表明，抗菌蛋白０～８０℃、ｐＨ
值为２～１０时均有抑菌活性，说明该蛋白具有很好的热稳定性和酸碱稳定性。
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　　 向 日 葵 菌 核 病 是 由 核 盘 菌 ［Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ
ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ（Ｌｉｂ．）ｄｅＢａｒｙ］引起的真菌病害，是世
界范围向日葵生产上危害重大并且具有毁灭性的

病害之一［１－３］。向日葵核盘菌是一种兼性寄生菌，

寄主范围广，侵染形式多样，带菌的种子和菌核为

初侵染来源，可侵染向日葵的根、茎、叶、花盘等各

个部位，造成植株局部或整体腐烂死亡，在我国发

病最严重的是盘腐和根茎腐［４］。菌核病的有效控

制包括使用以下１种或多种方法的组合：抗病品种、
栽培控制和化学控制。种植抗病品种是控制土传

病害最经济且有效的措施，但至今没有发现对菌核

病免疫和高抗的向日葵材料［１，５］。目前对于该病害

的防治主要依靠化学农药，然而杀菌剂的大量使用

导致了潜在危害人类和环境的有毒化合物的积累，

也导致了病原体耐药性的增强［６］。鉴于此，研究和

应用生物防治是一种很有前途的方法。根际细菌

是控制土传植物病原菌的优良药剂［７］，细菌种类如

芽孢杆菌、假单胞菌、沙雷氏菌和节杆菌等已被证

明能控制真菌病害［８］。

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）是一种广泛存
在于自然生态系统的非致病根际土壤细菌，具有发

达的分泌系统、很强的环境适应能力和抗逆能力，

具有促进植物生长和生物防治的双重功效。能够

产生多种次生代谢产物，包括蛋白质［９］、脂肽类［１０］

和挥发性物质［１１］等。这些物质通过抑制病原菌的

生长，抑制孢子的萌发以及诱导激发植物自身的防

御系统发挥抑菌作用［１２］。抗菌蛋白是枯草芽孢杆

菌分泌的主要活性物质，关于抗菌蛋白功能的研究

也受到人们广泛关注。刘伊强等从枯草芽孢杆菌

ＴＧ２６中分离的抗菌蛋白对禾谷镰孢菌（Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ
ｚｅａｅ）有较强的抑菌活性［１３］。刘永峰等从枯草芽孢

杆菌Ｂｓ－９１６中分离的抗菌蛋白对水稻纹枯病病菌
（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）和水稻恶苗病病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）具有较强的抑菌活性［１４］。彭兵等从枯

草芽孢杆菌菌株 Ａ发酵液中分离得到一种抗真菌
活 性 蛋 白 ＦＶ，可 抑 制 玉 米 小 斑 病 病 菌
（Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍｍａｙｄｉｓ）孢子萌发和附着胞形成，
并影响菌丝细胞的形态结构［１５］。研究表明，枯草芽

孢杆菌及其分泌物对多种土传病害的田间防效显

著。例如，Ｓｈａ等在几个不同地点进行的２年田间
试验中，使用枯草芽孢杆菌ＳＹＸ０４和ＳＹＸ２０可将水
稻叶瘟病发病率降低７３．５％ ～８３．５％，穗瘟病发病
率降低６４．０％ ～８５．６％［１６］。马新等用枯草芽孢杆

菌的微囊剂防治番茄立枯病，防效明显，可达到

７２７６％。枯草芽孢杆菌Ｂ９０８（百抗）对水稻纹枯病
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的大田防效达７０％以上［１７］。陈延熙等研制的增产

菌，其有效成分是枯草芽孢杆菌，在全国１０多个省
（市、区）５０多种作物中使用增产率达１０％ ～５０％，
主要用于防治水稻稻瘟病、小麦纹枯病、油菜菌核

病等土传病害［１８］。然而，由于抗菌蛋白是枯草芽孢

杆菌的次级代谢产物，产量低，使其在生物防治中

的应用受到很大限制［１７］。

提高抗菌代谢物的产量对后续抗菌机制的研

究和抗菌蛋白制剂的研制至关重要。因此，对发酵

条件的优化是非常有必要的。响应面法已经成功

应用于多种微生物培养条件的优化。王全等采用

响 应 面 法 对 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）的发酵条件进行优化，优化后抗菌
蛋白对棉花黄萎病菌（ＶｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｄａｈｌｉａｅＫｌｅｂ．）的
抑菌圈面积从优化前的 １７１．９５ｍｍ２提高至
３２０．３ｍｍ２［１９］。杨洁等采用响应面法将枯草芽孢杆
菌Ｅ１Ｒ－ｊ分泌的抗菌脂肽产量提高了２倍［２０］。全

鑫等利用响应面法优化全蚀病生防菌 ＹＢ－８１的发
酵条件，优化后该菌株对全蚀病病菌的抑制率达到

８７２％，较优化前提高了３２．５％［２１］。

本研究选用从向日葵根际土壤中分离得到的１
株枯草芽孢杆菌菌株 Ｓ－１６。前期研究发现，该菌
株的无菌培养滤液对向日葵核盘菌具有拮抗作用，而

且大田防效明显。本研究利用单因素法和响应面法

对菌株发酵产生抗菌蛋白的条件进行优化，旨在提高

抗菌蛋白的产量，并在此条件下分离纯化抗菌蛋白，

为后续生物农药的研发和应用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌种　枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
Ｓ－１６和向日葵核盘菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ），均
由内蒙古农业大学植物病理实验室提供。

１．１．２　培养基　ＬＢ基础培养基：５ｇ／Ｌ酵母粉，
１０ｇ／Ｌ蛋白胨，１０ｇ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值为７．０。
１．２　试验方法
１．２．１　种子液制备及其生长曲线绘制　用灭菌牙
签挑取枯草芽孢杆菌菌株Ｓ－１６单菌落，接种于ＬＢ固
体培养基上，在温度为２８℃条件下活化培养２４ｈ后备
用。将活化培养好的单菌落接入 ＬＢ液体培养基
（６ｍＬ／１００ｍＬ），置于 ３７℃摇床培养，转速为
２００ｒ／ｍｉｎ。分别于 ０、１２、２４、３６、４８、７２ｈ取样测定
Ｄ６００ｎｍ，并绘制生长曲线以确定种子液的最佳接种

时间。

１．２．２　发酵上清液制备　将培养好的种子液按
６％（体积比）的接种量接入 ＬＢ液体基础培养基
（１５０ｍＬ／２５０ｍＬ），置于３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养
４８ｈ。发酵液于４℃，４８００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，然后
用细菌过滤器（直径为 ０．２２μｍ）过滤后，收集上
清液。

１．２．３　发酵液最佳硫酸铵浓度的确定及抗菌蛋白
的制备　发酵上清液用不同饱和度的（ＮＨ４）２ＳＯ４
分级盐析，（ＮＨ４）２ＳＯ４饱和度分别为 ３０％、４０％、
５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％，在４℃冰箱中
静置２４ｈ。于４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，弃
上清液，将沉淀用磷酸盐缓冲液（０．０２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值
为６．８）溶解，经透析袋透析４８ｈ去盐，取出样品，于
４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后去除沉淀，收集上
清液，即为蛋白质粗提液。由于７０％饱和度下蛋白
质沉淀量最大，因此，后续试验均选择 ７０％
（ＮＨ４）２ＳＯ４来沉淀上清液。
１．２．４　单因素试验设计　本试验以王祺等报道的
枯草芽孢杆菌Ｓ－１６的培养条件为基础［２２］，选取影

响微生物发酵的７个主要因素：培养基碳源、培养基
氮源、培养温度、培养时间、初始 ｐＨ值、接种量和摇
床转速进行单因素试验，考察各因素对粗蛋白抑菌

活性的影响，从而确定响应面试验的因素及水平。

每个试验处理设置 ３次重复，结果采用统计软件
ＳＰＳＳ进行分析。不同因素的梯度条件见表１。

表１　单因素试验水平设计

因子 水平

温度（℃） ２５、２８、３０、３７、４０

时间（ｈ） １２、２４、３６、４８、６０、７２

培养基碳源 葡萄糖、乳糖、酵母提取物、可溶性淀粉、蔗糖

培养基氮源 大豆蛋白胨、胰蛋白胨、硫酸铵、硝酸铵

初始ｐＨ值 ５．０、６．０、６．５、６．８、７．０、７．５、８．０、９．０

接种量（％） ２、４、６、８、１０

转速（ｒ／ｍｉｎ） １２０、１４０、１６０、１８０、２００、２５０、３００

１．２．５　响应面法设计　基于单因素试验结果，采用
中心组合试验Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计方案，以发酵温度
（℃）、时间（ｈ）和接种量（％）为自变量因素，以抑
菌率（Ｙ）为响应值。自变量分别用 Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３来表
示，变量水平用１、０、－１表示（表２）。按方程ｘｉ＝
（Ｘｉ－Ｘ０）／ΔＸ对自变量进行编码，其中，ｘｉ表示变
量的编码值，Ｘｉ表示变量的真实值，Ｘ０表示试验中
心点变量的真实值，ΔＸ表示变量的步长变化。
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表２　响应面试验因素及水平

因素
水平

－１ ０ １

Ｘ１：温度（℃） ２８ ３０ ３７

Ｘ２：时间（ｈ） ３６ ４８ ６０

Ｘ３：接种量（％） ２ ４ ６

１．２．６　稳定性试验
１．２．６．１　温度对抗菌蛋白活性的影响　取 ４支
１０ｍＬ的离心管，每支离心管加入５ｍＬ抗菌蛋白，
分别置于０、１０、２０、３０、４０、６０、８０、１００℃水浴中处理
１ｈ，以未处理的样品置于室温作对照，冷却后若液
体有挥发，用无菌水补液至５ｍＬ，然后采用平板对
峙法，以核盘菌为指示菌分别测定其抑菌活性。

１．２．６．２　ｐＨ值对抗菌蛋白活性的影响　取１０支
离心管，每支管中加入 ５ｍＬ抗菌蛋白，用 ＨＣｌ
（１ｍｏｌ／Ｌ）和ＮａＯＨ（１ｍｏｌ／Ｌ）将其 ｐＨ值分别调为
２．０、３．０、４．５、５．５、６．５、６．８、７．５、８．０、９．０、１０．０，置
于室温培养２ｈ后，在温度为 ４℃条件下过夜，次日
再分别将 ｐＨ值调至 ７，以未处理的蛋白粗提液为
对照，然后采用“１．２．６．１”节中的平板对峙法测定
其抗菌活性。

１．２．６．３　紫外线对抗菌蛋白活性的影响　取５个
培养皿，开盖，向每个培养皿中加入１０ｍＬ抗菌蛋
白，在距离紫外灯 ２０ｃｍ处分别处理 １５、３０、６０、
１２０ｍｉｎ，以日光灯处理为对照，然后采用“１．２．６．１”
节中的平板对峙法测定其抗菌活性。

１．３　数据分析
试验数据利用ＳＰＳＳ１７．０统计软件和 Ｄｅｓｉｇｎ－

Ｅｘｐｅｒｔ（ｖｅｒｓｉｏｎ８．０．６）软件进行处理分析。
１．４　抗菌蛋白的分离纯化

将培养好的种子液按照优化后的培养条件培

养，用细菌过滤器（直径为０．２２μｍ）过滤后，收集
上清液。按照“１．２．３”节的方法提取蛋白质。将获
得的粗蛋白进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）（１２％分离胶，４％浓缩胶）检测。
预先在透析袋中加入１ｍＬ电洗脱缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ、５０ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸、０．１％ ＳＤＳ，ｐＨ值 ８．９），再
用刀片切下目的蛋白条带，放入透析袋中。将收集

有目的蛋白条带胶块的透析袋放在 ＢｉｏＲａｄ电泳槽
的上槽中，上、下槽均加入电洗脱缓冲液，在 ＢｉｏＲａｄ
小型电泳槽中稳压１００Ｖ电泳 ２ｈ，洗脱目的蛋白。
最后取出透析袋中的胶块，经过透析和冻干，得到

纯化的目的蛋白，通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测纯化结果。
１．５　抗菌蛋白对核盘菌的抑制作用

采用平板对峙法，用７ｍｍ打孔器，将活化好的
核盘菌在边缘打取菌饼，接于马铃薯葡萄糖琼脂

（ＰＤＡ）培养基平板中央。培养至菌落直径大小为
２ｃｍ时，在距离中央３ｃｍ处用打孔器（７ｍｍ）打取
２个孔，取灭菌后的３片滤纸片蘸取抗菌蛋白，放入
其中一个孔中，另取滤纸片３片蘸取磷酸缓冲液，放
入等距的另外一个孔中作为空白对照，每个处理重

复３次，培养３ｄ，每天用十字交叉法测定１次抑菌
圈直径，连续测定３ｄ，取平均值，计算抑菌率。

２　结果与分析

２．１　种子液生长曲线
由图１可知，在１２～４８ｈ菌体数量增加速度较

快，处于对数生长期，４８ｈ后进入稳定期，菌体数量
基本保持稳定。因此，选取摇床培养４８ｈ的菌液，
用无菌水调Ｄ６００ｎｍ至１．８作为种子液。
２．２　单因素试验
２．２．１　不同发酵温度对粗蛋白抑菌活性的影响　
由图２可知，随着温度升高，抑菌率呈先升后降的趋
势，当培养温度为３０℃时，抑菌活性最强，抑菌率为
５３％。说明温度过低或过高均不适合细菌的生长繁
殖及分泌蛋白的产生。显著性测验结果表明，发酵

温度对抗菌蛋白的产生影响极显著（Ｐ＜０．０１）。
２．２．２　不同碳源对粗蛋白抑菌活性的影响　由图
３可知，各碳源的抑菌率表现为可溶性淀粉 ＞酵母
提取物＞葡萄糖＞蔗糖 ＞乳糖。结果表明，以可溶
性淀粉为碳源时，粗蛋白的抑菌能力最强，抑菌率

为５２．２％，明显高于其他碳源，因此可溶性淀粉为
最佳碳源。显著性测验结果表明，不同碳源对粗蛋

白的抑菌活性影响不显著。

２．２．３　不同氮源对粗蛋白抑菌活性的影响　由图
４可知，各氮源的抑菌率表现为大豆蛋白胨 ＞胰蛋
白胨＞硝酸铵＞硫酸铵。以大豆蛋白胨为氮源时，
粗蛋白的抑菌能力最强，抑菌率为５１３％，明显高
于其他氮源，因此大豆蛋白胨为最佳氮源。显著性

测验结果显示，不同氮源对粗蛋白的抑菌活性影响

不显著。

２．２．４　不同 ｐＨ值对粗蛋白抑菌活性的影响　由
图５可知，粗蛋白抑菌活性随着 ｐＨ值升高呈先增
加后下降的趋势。ｐＨ值在５．０～７．５之间，蛋白产
量逐渐增加，且ｐＨ值在７．５时抑菌活性达到最高，
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抑菌率为５１．７％；随着ｐＨ值的增加，蛋白产量逐渐
降低。结果表明，蛋白质分泌在过酸过碱条件下影

响较大。显著性测验结果表明，ｐＨ值在６．０～８．０
时对粗蛋白的抑菌活性影响不显著。

２．２．５　不同接种量对粗蛋白抑菌活性的影响　由图

６可知，以２％为最低接种量，粗蛋白抑菌活性随着接
种量的增加呈先增加后逐渐降低的趋势，接种量在

４％时抑菌率最大，为５４％。结果表明，接种量为４％
时，粗蛋白的抑菌活性最大。显著性测验结果表明，

接种量对粗蛋白的抑菌活性影响极显著（Ｐ＜０．０１）。

２．２．６　不同转速对粗蛋白抑菌活性的影响　由图
７可知，粗蛋白抑菌活性受到摇床转速的影响，在转
速为２００ｒ／ｍｉｎ时，抑菌率最大，为５２．５％。显著性
测验结果表明，摇床转速对粗蛋白的抑菌活性影响

不显著。

２．２．７　不同发酵时间对粗蛋白抑菌活性的影响　
由图８可知，在发酵初期，菌株没有产生大量代谢
物。随着发酵时间的不断延长，粗蛋白抑菌活性不

断增加，并在４８ｈ时达到最大，抑菌率为５３．３％，
４８ｈ后抑菌活性开始降低。显著性测验结果表明，发
酵时间对粗蛋白的抑菌活性影响极显著（Ｐ＜００１）。

２．３　响应面优化试验
２．３．１　响应面试验设计与结果分析　根据单因素
试验结果，对发酵条件影响显著的因素有发酵温

度、接种量、发酵时间；因此，选择上述３个因素进行
响应面试验。
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２．３．２　模型的建立和方差分析　在单因素试验的
基础上，利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ（ｖｅｒｓｉｏｎ８．０．６）软件
对表３中试验数据进行多元回归分析，获得抑菌率
（Ｙ）对发酵温度（Ｘ１）、时间（Ｘ２）和接种量（Ｘ３）的二
次多项回归模型为 Ｙ＝５５．６＋１０．５７５×Ｘ１＋０．４×
Ｘ２＋６．５５×Ｘ３－２２２５×Ｘ１Ｘ２＋４．４７５×Ｘ１Ｘ３＋
１３０７５×Ｘ２Ｘ３ －１５４１２５×Ｘ

２
１ －１．３１２５×Ｘ

２
２ －

１３．４６２５×Ｘ２３。
从表４中可知，模型Ｆ值为７２．６６，Ｐ＜０．０１，达

到极显著水平，可用此模型预测枯草芽孢杆菌抗菌

蛋白发酵条件对抑菌率的影响。回归方程系数显

著性检验结果：Ｘ１（温度）和 Ｘ３（接种量）的一次项
影响极显著（Ｐ＜０．０１），Ｘ１、Ｘ２和 Ｘ３的二次项影响
极显著（Ｐ＜０．０１），交互项 Ｘ１Ｘ２（温度和时间组合）
和Ｘ２Ｘ３（接种量和时间组合）影响极显著（Ｐ＜００１），
Ｘ１Ｘ３（温度和接种量组合）影响显著（Ｐ＜００５）。由
Ｆ值得出，试验各因素对抑菌活性影响的主次顺序表
现为Ｘ１＞Ｘ３＞Ｘ２，即温度＞接种量＞时间。

表３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计方案及抑菌率

试验编码
编码水平

Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３
抑菌率

（％）

１ １ １ ０ ４４．４

２ －１ －１ ０ ２８．９

３ ０ ０ ０ ５１．１

４ ０ １ １ ４９．６

５ ０ ０ ０ ５３．７

６ １ ０ －１ ２６．７

７ １ －１ ０ ３５．０

８ ０ －１ １ ３１．１

９ －１ ０ －１ １７．８

１０ ０ １ －１ ２４．４

１１ １ ０ １ ４２．４

１２ －１ １ ０ ２２．２

１３ ０ ０ ０ ５８．１

１４ ０ ０ ０ ５２．６

１５ ０ －１ －１ ３７．８

１６ －１ ０ １ ２０．０

１７ ０ ０ ０ ５５．６

表４　二次回归模型的方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ 显著性

模型 ２９４０．５１ ９ ３２６．７２ ７２．６６ ＜０．０００１ 
Ｘ１ ４４４．０２ １ ４４４．０２ ９８．７４ ＜０．０００１ 
Ｘ２ ７．６１ １ ７．６１ １．６９ ０．２３４６

Ｘ３ １６５．６２ １ １６５．６２ ３６．８３ ０．０００５ 
Ｘ１Ｘ２ ６４．８０ １ ６４．８０ １４．４１ ０．００６７ 
Ｘ１Ｘ３ ４５．５６ １ ４５．５６ １０．１３ ０．０１５４ 
Ｘ２Ｘ３ ２５４．４０ １ ２５４．４０ ５６．５７ ０．０００１ 

Ｘ２１ ９８５．３２ １ ９８５．３２ ２１９．１１ ＜０．０００１ 

Ｘ２２ １６６．９８ １ １６６．９８ ３７．１３ ０．０００５ 

Ｘ２３ ６２６．４４ １ ６２６．４４ １３９．３１ ＜０．０００１ 

残差 ３１．４８ ７ ４．５０

失拟项 １．８９ ３ ０．６３００ ０．０８５２ ０．９６４５

纯误差 ２９．５９ ４ ７．４０

总和 ２９７１．９８ １６

　　注：、分别表示在０．０５、０．０１水平上影响显著。

２．３．３　响应面分析结果　根据二次多项模型并利
用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件绘制出响应面分析结果（图
９、图１０、图１１），每个响应面分别表示２个独立变量
之间的相互作用，第３个变量保持在０水平，图９是
发酵温度与时间对抑菌率的交互效应，图１０是发酵
温度和接种量对抑菌率的交互效应，图１１是发酵时
间和接种量对抑菌率的交互效应。利用响应面优

化器，得到优化后的发酵条件：发酵时间为５３ｈ，发
酵温度为３４．０℃，接种量为４．７４％，预测最大抑菌

率为５６．５％。
２．４　回归模型的验证试验

为验证预测值，用以上最优培养条件重复试验

５次，抑菌率分别为 ５１．５％、５８．６％、５７．７％、
５６２％、５４．１％，平均值为５５．６％，与预测值有较好
的拟合性，证明利用响应曲面法优化抗菌蛋白发酵

条件是可行的。在最优培养条件下，抗菌蛋白最高

抑菌活性可达５８．６％，比试验设计初期的抗菌蛋白
最低抑菌活性提高３．１９倍。
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２．５　稳定性试验
２．５．１　温度对抑菌蛋白活性的影响　由图１２可
知，抗菌蛋白在０～３０℃抑菌活性与对照相比变化
很小，其中２０℃时抑菌活性最接近对照；抗菌蛋白
在 ４０～５０℃处理３０ｍｉｎ后，其抑菌效果与对照比，
变化不大；蛋白经８０℃水浴处理 ３０ｍｉｎ后，与对照
相比其抑菌活性下降２１％，但仍有抑菌作用，且抑
菌率接近３０％；经 １００℃ 水浴处理 ３０ｍｉｎ后抑菌
活性明显下降。结果表明，该抗菌蛋白在０～８０℃
时具有良好的热稳定性，温度适应范围广。

２．５．２　ｐＨ值对抑菌蛋白活性的影响　由图１３可
知，处理后的抗菌蛋白与对照相比，ｐＨ值在６．５～

８．０范围内抑菌活性有微小变化，ｐＨ值为２．０、１０．０
时仍分别保留原有活性的３５．２％、４７．１％。结果表
明，该抗菌蛋白的ｐＨ值适应范围较宽，同时也说明
其具有良好的酸碱稳定性。由此说明，该蛋白在实

际应用中，对土壤酸碱环境适应范围较广。

２．５．３　紫外线对蛋白抑菌活性的影响　由图１４可
知，经过不同时间紫外线照射处理后，抗菌蛋白抑

菌作用有明显变化，未经紫外线照射时，抗菌蛋白

对核盘菌的抑制效果最好，抑菌率达到最大，为

５５１％。经过紫外线照射后，短时间内抑菌圈减小
不明显，抑菌活性稍有减弱，但随着时间的增长，抑

菌活性越来越低，经过１２０ｍｉｎ紫外照射后其抑菌
活性基本消失。
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２．６　抗菌蛋白的分离纯化
对分离纯化的抗菌蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测表

明，在分子量约３５ｋｕ处有１条单一条带（图１５）。
２．７　抗菌蛋白对核盘菌的抑菌活性

采用平板对峙法培养３ｄ后，观察发现，纯化的
抗菌蛋白对核盘菌有明显的抑菌效果，采用优化后

的培养条件比优化前抑菌圈的直径明显增加，抑菌

率增加了３．１９倍（图１６）。

３　结论与讨论

向日葵是我国东北和内蒙古中西部地区的主

要经济作物，近年来连作现象普遍，使土壤中养分

消耗过度，病虫害越来越严重。化学农药施用量不

断增加，土壤污染严重，地力难恢复，亟待采用合理

的栽培方法，科学的防治措施，以便提高作物产量，

推进向日葵产业的可持续发展。大量研究表明，枯

草芽孢杆菌能够促进植物生长发育，增加产量，能

够改善盐碱地土壤理化性状，使土壤微生物数量增

多。此外，由于枯草芽孢杆菌无致病性，并且可以

分泌多种酶和抗生素，可以起到防病促生产的

作用［２３－２５］。

本研究所用枯草芽孢杆菌Ｓ－１６菌株经过室内
抑菌测验、盆栽试验、种子处理试验已验证其对向

日葵菌核病有较好的抑制作用，并且发现该菌株可

在向日葵根际土壤中大量定殖［２２，２６］。抗菌蛋白是

芽孢杆菌的次生代谢产物，其产量通常受到培养基

营养成分、发酵条件和高度复杂的代谢调节机制的

影响。本研究旨在探究提高抗菌蛋白产量的最佳

发酵条件，以纯化出目的蛋白。许多研究表明，合

理地使用优化方法可以显著提高微生物代谢物的

产量［２７－３１］。本试验首先选择７个对抗菌蛋白抑菌

活性有影响的因素进行单因素试验，结果筛选出３
个因素对抑菌活性有显著影响，分别是发酵温度、

发酵时间、接种量。然后，进一步针对上述３个因素
做响应面试验，最终得出该菌株产生抗菌蛋白的最

佳发酵条件：可溶性淀粉为碳源，大豆蛋白胨为氮

源，初始 ｐＨ值为７．５，接种量为４７４％，培养温度
为３４℃，培养时间为 ５３ｈ，转速为 ２００ｒ／ｍｉｎ，并且
通过验证，在此最佳发酵条件下，抗菌蛋白的抑菌

活性比之前提高３．１９倍。
据报道，枯草芽孢杆菌抗菌蛋白具有抗真菌和

细菌等特性，其抗菌谱广、稳定性高、对热不敏

感［３２］。在本研究中，Ｓ－１６菌株所产抗菌蛋白经热
稳定性测验发现，在 ０～８０℃热稳定性良好，在
１００℃ 条件下处理 ３０ｍｉｎ，抑菌活性明显下降，且
该抗菌蛋白具有较宽的 ｐＨ值适应范围，说明其酸
碱稳定性好。另外，该蛋白经紫外线照射３０ｍｉｎ以
内，对抑菌活性影响小，处理１、２ｈ，抑菌活性明显下
降。根据上述试验数据，说明该蛋白对温度、ｐＨ值
和短时间的紫外线不敏感。这些结果将为抗菌蛋

白后续的抗菌机制研究和生防制剂的研制提供理
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论依据，也将为其应用于向日葵菌核病的生物防治

提供参考。
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