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摘 要：采用 75%乙醇沉淀、阴离子交换色谱层析和阳离子交换色谱层析等方法，分离并纯化侧孢芽孢杆菌

(Bacillus laterospours) 2−Q−9 菌株外泌抗菌肽 BL2Q9。结果表明，BL2Q9 的相对分子质量为 7 800，等电点为 10.2。

Edman 降解测序发现其 N 末端封闭，串联质谱测序结果表明其与细菌第Ⅳ类鞭毛合成蛋白 pilQ 的前体蛋白以及

转录抑制子 CodY 蛋白的部分序列相似，但与已知抗菌肽的序列相似性较低。 
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Abstract: Bacillus laterosporus stranin 2−Q−9 secreted a high level of antimicrobial peptides when cells were grown in 
liquid NB media at 28 ℃ for 24  h. Purification was carried out by protein precipitation with 75% ethanol, anion- 
exchange chromatography and cation-exchange chromatography sequentially. The relative molecular weight and isoletric 
point of antimicrobial peptide BL2Q9 were 7 800 and 10.2 respectively. The sequencing results of MS/MS showed that 
the antimicrobial peptide was a new antimicrobial peptide (AMP) with low amino acid sequence similarity among the 
known AMPs in database. 
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针对青枯病菌的生物防治主要包括利用无致

病力青枯菌预先接种植物和利用芽孢杆菌、假单胞

杆菌、链霉菌等与青枯病菌竞争生长位点或抑制青

枯病菌的生长。芽孢杆菌具有很强的抗逆和抗菌、

防病能力，可分泌种类丰富的抗菌肽、抗生素或抗

菌蛋白[1−2]。依据合成途径的不同，可将抗菌肽和

抗 菌 蛋 白 分 为 核 糖 体 合 成 和 非 核 糖 体 合 成 两

类[3−6]，已有一些抗菌肽或抗菌蛋白在农业和食品

工业中被广泛应用[7]

从湖南省茄科作物青枯病发病较重地区的土壤

中分离得到 1 株侧孢芽孢杆菌(Bacillus laterospours)
菌株 2−Q−9，平板拮抗试验证明，2−Q−9 对青枯病

。 
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菌的 3 个生理小种均有强烈的抑制作用[8]；2005 年

在湖南省 3 个烟草青枯病高发区的大田试验结果表

明，它对烟草青枯病的防治效果达 65%。菌株 2−Q−9
的发酵培养条件得到优化[9]，初步分析了抑菌物质

的理化性质[8]，研究了它对烟草幼苗根系活力的影

响[10]

1 材料与方法 

。笔者通过乙醇沉淀、高效液相色谱层析、

Tricine-SDS-PAGE凝胶电泳分析及质谱测序等方

法，纯化并鉴定了 2−Q−9 外泌抗菌肽BL2Q9。 

1.1 材  料 

侧孢芽孢杆菌菌株 2−Q−9 为湖南农业大学生

物安全科学技术学院植物病理研究室筛选保存；青

枯病菌菌株 PO41 为中国农业科学院蔬菜花卉研究

所冯兰香研究员惠赠。拮抗菌和青枯病菌菌株的培

养及平皿拮抗试验均参照文献[8]方法进行。 

1.2 方  法 

1.2.1  拮抗菌外泌蛋白质组粗提液的制备  

挑取在 NB 固体培养基划线活化的 2−Q−9 单菌

落，接种于含 40 mL NB 液体培养基的 250 mL 三

角瓶中过夜培养．第 2 天分别取 10 mL 新鲜培养的

菌液接种于 2 个含 400 mL NB 液体培养基的 1 L 三

角瓶中，250 r/min、28 ℃、24 h 后离心取上清液。

以下操作若非特别注明，均在 4 ℃下进行。 
1 份上清液中加入预冷至 0 ℃的无水乙醇至终

体积分数为 75%，磁力搅拌子缓慢搅拌 10 min 后，

静置 40 min。收集所有溶液于 13 000 r/m 离心 10 
min，弃上清；沉淀用 2 mL 70%乙醇漂洗，再在

13 000 r/m 离心 10 min，吸干上清，待乙醇完全挥

发后 ，用 2 mL pH 8.0 的 20 m mol/L Tris-HCl 溶液

溶解，得外泌蛋白粗提溶液，－20 ℃ 短期保存或

真空冷冻干燥后，置－80 ℃长期保存。 
另 1 份上清液中加入硫酸铵直至饱和后静置 2 

h，其余操作同上。 
1) 阴离子交换柱处理。先用 50 mmol/L pH8.0

的 Tris-HCl 溶液平衡阴离子交换柱至少 5 倍柱床体

积，当紫外吸收值为 0 时，取 1 mL 经乙醇沉淀的

蛋白质组粗提液上柱，分别收集各穿透峰；当紫外

吸收值恢复到 0 时用 KCl 溶液梯度洗脱，KCl 梯度

区间为 0~2 mol/L，梯度为 10%。分别收集各浓度

梯度下的洗脱峰，取 40 μL 与青枯病菌拮抗培养，

另各取适量穿透峰和洗脱峰经脱盐柱脱盐后 , 用

SDS- PAGE 凝胶电泳检测。 
2) 阳离子交换柱处理。用 20 mmol/L 磷酸缓冲

液平衡阳离子交换柱至紫外吸收值为 0 时待用。将

有抑菌活性的穿透峰经脱盐柱脱盐后上已预平衡

的阳离子交换柱，每次上样量为 1 mL。用 KCl 梯

度洗脱，梯度区间为 0~1 mol/L，梯度为 10%。收

集洗脱峰和穿透峰凝胶电泳检测，同时进行平板拮

抗试验。 

1.2.2  抗菌肽的分离纯化  

抗菌肽的分离纯化使用Amersham Biosciences
公司的AKTATM  FPLC TM 

1.2.3  SDS-PAGE 电泳分析 

[Monitor UPC-900；Pump 
P-920；Frac-900]系统。 

采用常规凝胶电泳分析 2−Q−9 的外泌蛋白质

组(乙醇粗提液)；小分子量多肽的电泳分析使用

Tricine-SDS-PAGE [11]

1.2.4  等电点测定  

。 

使用Pharmacia公司pH为 9.0～1.0 的两性电解

质测定抗菌肽等电点。凝胶配制参照文献[12]

1.2.5  抗菌肽N端 Edman 降解测序和串联质谱测序 

。 

抗菌肽 Tricine-SDS-PAGE 电泳后，用 Bio-Rad
半干转膜仪将蛋白条带转至 Bio-Rad 测序专用

PVDF 膜上，送中国军事医学科学院生物医学分析

中心测序。 
采 用对小分 子质量蛋 白 (肽 )分辨 率更高 的

Tricine-SDS-PAGE 凝胶电泳分离抗菌肽，切取目的

条带送北京市生命科学研究所进行串联质谱测序。

所得谱图用 MASCOT“MS/MS Ion Search”模式在数

据库 NCBInr 内搜索。 

2 结果与分析 

2.1  拮抗菌外泌抗菌肽抑菌活性 

用硫酸铵沉淀的方法，得到拮抗菌外泌蛋白质

组粗提液(图 1−1)及上清(图 1−2)，分别与青枯病菌

拮抗培养，均未观察到抑菌圈。这说明硫酸铵可能
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破坏了外泌抗菌肽的抑菌活性。乙醇沉淀的蛋白质

组粗提液经 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液重悬后表现

出强烈的抑菌活性(图 1−3)，而上清液无抑菌活性(图

1−4)，这说明外泌抗菌肽在 75%的乙醇溶液中被完

全沉淀，它的抑菌活性未受到破坏。 
 

 
1、3 分别为硫酸铵和乙醇沉淀的外泌蛋白与 PO41 的拮抗培养结果；2、4 分别为硫酸铵和无水乙醇沉淀后的上清液与 PO41 拮抗培养结果。 

图 1  两种沉淀方法对抗菌肽活性的影响 

Fig. 1  Pattern of activity of antibiotic peptide precipitated by (NH4 )2SO4 

2.2  2−Q−9 外泌抗菌肽的相对分子质量 

and ethanol 

分别收集经过阴离子交换柱的穿透峰和不同

浓度 KCl 洗脱的洗脱峰与青枯病菌平板拮抗培养，

发现抑菌活性物质存在于穿透峰，未被阴离子柱吸

附，说明该抑菌物质在 pH 为 8.0 时带正电荷或不

带电荷，其等电点高于或等于 8.0。将收集的穿透

峰再过阳离子交换柱，在 KCl 为 0.20～0.29 mol/L
出现 1 个洗脱峰，将洗脱峰与青枯病菌拮抗培养，

表现出明显抑菌效果。抗菌肽经脱盐柱脱盐并冷冻

干燥后用 Tricine-SDS-PAGE 凝胶电泳分析其组分

及相对分子质量，结果表明，该洗脱峰中只含单一

的肽，其相对分子质量约为 7 800。将该抗菌肽命

名为 BL2Q9。 
BL2Q9 在变性凝胶 Tricine-SDS-PAGE 上为 2

条带，但在非变性醋酸-PAGE 凝胶上为单一条带，

推测该抗菌肽可能是由 2 个亚基组成的二聚体，当

SDS 存在时抗菌肽变性，解离成 2 个小肽(图 2)。 

2.3  抗菌肽 BL2Q9 的电荷属性  

阴离子交换色谱层析时，抗菌肽未能被经

pH8.0 的 50 mmol/L Tris-HCl平衡的阴离子柱吸附；

在之前的试验中发现，抗菌肽在pH 分别为 9.0、10.0
和 11.1 时性质最稳定，对青枯病菌的抑制效果最

好[8]

 

。据此推测，抗菌肽的等电点高于 8.0，因此选

用pH为 9.0~11.0 的等电聚焦凝胶检测抗菌肽的 

1  拮抗菌外泌蛋白质组的 SDS-PAGE 电泳；BL2Q9 为一弥散条带

(P)；2  抗菌肽 BL2Q9 的 Tricine-SDS-PAGE 电泳；3  抗菌肽 BL2Q9
的非变性醋酸-PAGE 电泳。 

图 2  抗菌肽 BL2Q9 的凝胶电泳结果 

Fig. 2  Gel patterns of aantibiotic peptide BL2Q9 

等电点，结果表明，其等电点为 10.2。根据以上结

论，推测BL2Q9 在生理pH 条件下带正电荷，结合

到携带大量负电荷的青枯菌的细胞膜上，形成孔洞

或破坏细胞膜的完整性，使细胞内含物外渗，导致

青枯病菌菌体死亡，Brodgen总结了这类抗菌肽详

细的作用机理[4]

2.4  N 端 Edman 降解测序结果 

。 

对抗菌肽进行N端Edman降解测序，发现抗菌

肽N端封闭，尝试对其进行去封闭化处理，但未获

成功。外泌蛋白/肽的末端封闭是生物在进化过程中

形成的一种自我保护机制，可以避免外泌蛋白的快

速降解。外泌抗菌肽或蛋白N末端修饰的机制非常

3 2 1 

p 

    
1                                2                                3                               4 
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复杂，已发现 200 多种可能的末端修饰方式[13]

表 1 抗菌肽的串联质谱测序 

。由

于无法准确地判断抗菌肽BL2Q9 的N端封闭类型，

转而采用串联质谱(MS/MS)分析抗菌肽的氨基酸序

列(表 1)。MS/MS 测序结果表明，BL2Q9 与pilQ 的

前体蛋白及转录抑制蛋白CodY的部分序列相同，

Mascot程序给出的分值分别为 59 和 58，与其他 3

个蛋白的相似性稍低，分值分别为 57、54 和 51。

对 5 个匹配氨基酸序列进行分析，发现性质为极性

正电荷的氨基酸(K，R和H)明显多于极性负电荷的

(D和E)，肽链的整体电荷属性为正电荷，这也与前

期的试验结果及预测相符。 

Table 1   MS/MS sequence results of antimicrobial peptide BL2Q9 

蛋白 gi 编号 功    能 来源 相对分子质量 分值 匹配的氨基酸序列 
gi|62287139 pilQ 前体蛋白，抑菌物质进入

的通道 
Neisseria meningitidis 933.64 59 KISAAQNSSRA 

gi|28210946 CodY 转录抑制子，调节大量细

菌基因的表达 
857.33 Clostridium tetani E88 58 RLGTLLLARF 

gi|20516700 Phenylalanyl-tRNA 合成酶的 β
亚基 

Thermoanaerobacter 
tengcongensis MB4 

1 228.40 57 KALEEKLGAKLR 

gi|16763919 可能的内膜蛋白 Salmonella typhimurium LT2 961.19 54 KAGDKVTLEKT 

gi|46395073 NifN-B Clostridium beijerinckii 2 212.05 51 KGSVFENMPLTSNKEIMDLRK 
 

3  讨  论  

芽孢杆菌能产生种类丰富的包括抗生素和抗

菌肽在内的抗菌物质[14]。抗生素的作用机理主要是

破坏代谢过程，其作用靶标多为代谢过程中的酶，

容易诱导选择性抗性的产生[15]；抗菌肽的主要作用

机理是破坏靶标生物的细胞膜，不易产生诱导性抗

性[16−17]，因而抗菌肽具有更好的开发与利用前景。

目前这些多肽或其制剂已被广泛应用于抗真菌、抗

病毒、抗阿米巴细胞和抗支原体等生物制药及临床

应用[18−19]。通过分离纯化芽孢杆菌的发酵产物，得

到了一些拮抗植物病原菌的抗菌蛋白和低分子质

量的抗菌多肽，并进行了一些氨基酸序列测定，在

此基础上，一些抗菌蛋白或抗菌肽的编码基因已被

克隆，为作物抗病基因工程提供了有潜在应用价值

的基因资源[20−21]

笔者发现经乙醇沉淀的 BL2Q9 的抑菌活性未

受影响，但硫酸铵沉淀的抗菌肽的抑菌活性几乎丧

失，推测可能是硫酸铵中痕量的金属离子与 BL2Q9
互作，破坏了其抑菌能力，或者是因为高浓度的硫

酸铵破坏了 BL2Q9 的构象。对于微生物分泌至体

外的抗菌肽，可以尝试有机溶剂沉淀、硫酸铵沉淀

和等电点沉淀等，以选择沉淀效率高、活性损失少

的方法。 

。 

分离的抗菌肽先后经阴离子和阳离子亲和柱纯

化后，利用凝胶电泳鉴定其相对分子质量为 7 800，

利用等电聚焦电泳确定BL2Q9 等电点为 10.2. 串联

质谱(MS/MS)测序结果表明，肽链中性质为极性正电

荷的氨基酸明显多于极性负电荷的，肽链的整体电

荷属性为正电荷。与数据库中的蛋白质比对结果表

明，BL2Q9 与已知抗菌肽的序列相似性较低，可能

为一种新的抗菌肽。目前已经报道的被分离鉴定的

抗菌肽有 1 628 种，通过对已知抗菌肽的比对分析

(http://aps.unmc.edu/AP/)，发现抗菌肽之间的序列相

似性很低。对于决定抗菌肽活性的关键因子又有新

的假设被提出，即抗菌肽的抑菌活性并非由其特定

的氨基酸序列决定，而是由其氨基酸组成及理化特

性所决定[22]

笔者将根据 MS/MS 测序的结果设计 PCR 简并

引物，以克隆该抗菌肽的编码基因并分析其调控机

理，为对拮抗菌 2−Q−9 进行遗传改良并利用 BL2Q9
的编码基因进行抗病分子育种奠定基础。 

，这一假说对抗菌肽研究有现实的指导

价值。 
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