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摘要:贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus
 

velezensis)
 

BR01菌株对水稻细菌性条斑病菌(Xanthomonas
 

oryzae
 

pv.
oryzicola,Xoc)具有较好的拮抗作用。为了提高该菌株的抗菌肽发酵产量和生防价值,对其产抗菌肽培养基

进行了优化,并初步鉴定了其抗菌肽的成分。以B.velezensis
 

BR01菌株无菌发酵滤液对Xoc的抑菌圈直径

为评价指标,从7种常见培养基中筛选出最适培养基,通过单因素试验优化初始培养基各组分含量和发酵条

件,再利用PlackettBurman
 

(PB)试验筛选出影响发酵滤液抑菌活性的显著因素,运用响应面分析法获得最优

发酵条件。利用PCR分析B.velezensis
 

BR01基因组中抗菌肽合成相关基因;使用液相色谱质谱联用(Liq-
uid

 

ChromatographyMass
 

Spectrometer,LCMS)技术鉴定其产生的抗菌肽。结果表明,B.velezensis
 

BR01
菌株最佳抗菌肽培养基配方与发酵条件为麦芽糖11.89

 

g/L、酵母提取物13.54
 

g/L、NaCl
 

5
 

g/L、KH2PO4
 

1
 

g/L、初始pH值为7、发酵时间48
 

h、发酵温度32.3
 

℃。该优化方案下,B.velezensis
 

BR01菌株的无菌发

酵滤液对Xoc 的抑菌圈直径为(42.5±0.2)
 

mm,显著高于优化前的(28.0±0.9)
 

mm,比优化前增大

51.79%。抗菌肽主要成分初步鉴定为溶杆菌素(Bacilysin)、表面活性素(Surfactin)、伊枯草菌素(Iturin)和丰

原素(Fengycin)。本研究为B.velezensis
 

BR01菌株用于快速、批量发酵制备生防菌液,以及其抗菌肽的分离

纯化、结构鉴定、田间生防利用等后续研究提供了理论基础。
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  水稻(Oryza
 

sativa
 

L.)是三大主要粮食作物之

一,是全世界接近一半人口的主食,也是重要的工业

原料之一[1]。水稻细菌性条斑病(Rice
 

bacterial
 

leaf
 

streak)简称条斑病,俗称红叶病,是由稻黄单胞菌稻

生致病变种[水稻细菌性条斑病菌(Xanthomonas
 

oryzae
 

pv.oryzicola,Xoc)]侵染引起的一种细菌性

病害。水稻发病后,造成条形叶斑、叶尖枯,光合作用

下降,影响谷粒灌浆,一般减产15%-25%,严重时

可达40%-60%[2]。该病已经成为我国黄河以南多

个稻区的主要水稻病害之一,严重影响水稻的安全生

产。Xoc属于外来入侵物种,是我国重要的检疫对象

之一[3]。鉴于目前尚缺少高抗细菌性条斑病的水稻

品种[3],该病的防控主要依靠农业措施和化学防治。
尽管化学防治以其方便、快速、效果显著等特点在水

稻病害防治中发挥着重要作用,然而许多化学制剂有

不可忽视的副作用,如化学残留物、环境污染和害虫

抗性,显然不符合农业可持续发展的要求。而生物防

治是一种可持续的、实用的植物病害管理方法,是水

稻病害防治的一种很有前途的替代策略[4]。

  芽孢杆菌是一种厌氧或兼性厌氧、杆状、内生孢

子的细菌,广泛分布于整个环境中,是水稻生产中常

用的生物防治剂,一般通过产生抑菌蛋白或抗菌肽等

发挥其 生 防 作 用[5,6]。解 淀 粉 芽 孢 杆 菌(Bacillus
 

amyloliquefaciens)Lx11能够产生表面活性素(Sur-
factin)、杆菌霉素(Bacillomycin)和丰原素(Fengy-
cin)

 

3类脂肽类抑菌物质,盆栽实验证明Surfactin
在控制Xoc侵染的过程中发挥了关键作用[7]。黄梦

桑等[8]从辣椒根际土壤中分离筛选到对Xoc和水稻

白叶枯病菌(X.oryzae
 

pv.oryzae,Xoo)具有拮抗活

性的高 地 芽 孢 杆 菌(B.altitudinis)
 

1817。An-
tiSMASH软件预测结果显示,1817菌株中含有多

个抑菌活性代谢产物基因簇,包括地衣杆菌素(Li-
chenysin)、溶杆菌素(Bacilysin)、Fengycin、细菌素

(Bacteriocin)等。贝莱斯芽孢杆菌(B.velezensis)
 

504对黄单胞菌属的细菌具有较好的抑菌活性,基因

预测结果显示,B.velezensis
 

504含有fenA、dhbA、

sfrAA、bmyA、beaS、dfnA 及bacA 等编码脂肽类和

聚酮糖类抑菌化合物的基因簇[5]。B.velezensis 是

芽孢杆菌属的一个新种[9]。研究表明,B.velezensis
的许多菌株具有抑制水稻病原菌生长和促进植物生

长的能力。这些能力在很大程度上依赖于其产生的

次级代谢产物,如环脂肽(Surfactin、Bacillomycin
 

D、

Fengycin等)和聚酮类化合物[大环内酰亚胺(Mac-

rolactin)、杆 菌 烯 (Bacillaene)和 地 非 西 丁

(Difficidin)等][1012]。

  生防菌从研究成果转化为应用产品需要阶梯式

的试验与开发。发酵是影响生防菌研究与应用的重

要因素,在微生物发酵过程中,不同的培养基成分和

发酵条件对其生长速度、菌体量及抗菌活性物质的产

出等具有显著影响。石慧敏等[13]通过优化发酵工

艺,使 B.velezensis
 

YH18 的 芽 孢 产 量 较 LB
 

(LuriaBertani)初始培养基提高9.48倍。张晓云

等[14]使用熊果苷作为菌株B.subtilis
 

BAB1产Sur-
factin的碳源,其Surfactin产量达到以葡萄糖为碳源

时的3倍。乔俊卿等[15]利用响应曲面法优化菌株

B.subtilis
 

t500的产抗菌肽培养基后,成功检测到

菌株在初始发酵培养基中不能生产的Fengycin。此

外,即使是同一个种、属的不同菌株,其最适发酵条件

也往往因为菌株不同的遗传背景、生理生化特性及环

境适应性而存在差异[16,17]。以近年来报道的 B.
velezensis菌株最适发酵条件为例,杨可[18]优化B.
velezensis

 

TCS001菌株的最佳发酵条件为温度25
 

℃、发酵培养时间36
 

h;黎燕珊等[16]报道B.velezen-
sis

 

HC8菌株的最佳发酵条件为温度37
 

℃、发酵培

养时间 48
 

h;郭艳霞等[19]研究发现 B.velezensis
 

YB19菌株的最适培养温度和时间分别为32
 

℃和28
 

h。目前,国内外已经有许多关于生物防治水稻细菌

性条斑病的研究,但是详细的发酵条件研究还比较

缺乏。

  本课题组前期研究发现,从中药材土贝母块茎内

分离获得的B.velezensis
 

BR01菌株对Xoc具有良

好的拮抗效果,但还需要发酵数据支持下一步的研究

与开发。本研究以B.velezensis
 

BR01菌株无菌发

酵滤液对Xoc的抑菌圈直径为因变量,通过提高发

酵滤液的抑菌活性来间接提高抗菌肽的浓度,并使用

液相色谱质谱联用(Liquid
 

ChromatographyMass
 

Spectrometer,LCMS)技术鉴定抗菌肽,为该菌株进

一步的理论研究及后续的大田生防实验提供理论

基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株

  水稻细菌性条斑病菌(X.oryzae
 

pv.oryzicola)

GX01,由亚热带农业生物资源保护与利用国家重点

实验室提供。贝莱斯芽孢杆菌(B.velezensis)BR01
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菌株分离自中药土贝母的块茎组织,在前期的实验中

已证明其对水稻细菌性条斑病菌具有较好的拮抗效

果,菌株由本实验室筛选、保存及鉴定。

1.1.2 供试培养基

  LB培养基:酵母提取物5.0
 

g/L、蛋白胨10.0
 

g/L、NaCl
 

5.0
 

g/L;NB
 

(Nutrient
 

Broth)培养基:牛
肉膏3.0

 

g/L、酵母提取物
 

1.0
 

g/L、蛋白胨5.0
 

g/L;

PDB
 

(Potato
 

Dextrose
 

Broth)培养基:马铃薯浸粉

3.0
 

g/L、葡萄糖20.0
 

g/L;Landy培养基:L谷氨酸

5.0
 

g/L、酵母提取物1.0
 

g/L、L苯丙氨酸2
 

mg/L、
葡萄糖20.0

 

g/L、KH2PO4
 1.0

 

g/L、KCl
 

0.5
 

g/L、

MgSO4·7H2O
 

0.5
 

g/L、FeSO4·7H2O
 

0.15
 

g/L、

CuSO4·5H2O
 

0.16
 

mg/L、MnSO4
 5

 

mg/L;YSP
 

(Yeast
 

Sucrose
 

Peptone)培养基:蛋白胨2.0
 

g/L、酵
母提取物 1.0

 

g/L、蔗糖 4.0
 

g/L;CM
 

(Complete
 

Medium)培养基:葡萄糖5.0
 

g/L、(NH4)2SO4
 2.0

 

g/L、柠檬酸钠1.0
 

g/L、MgSO4·7H2O
 

0.2
 

g/L、

K2HPO4
 4.0

 

g/L、KH2PO4
 6.0

 

g/L;NYBD
 

(Nutri-
ent

 

Yeast
 

Beef
 

Dextrose)培养基:牛肉膏8.0
 

g/L、酵
母提取物5.0

 

g/L、葡萄糖10.0
 

g/L。以上培养基的

pH值控制在7.0-7.2,固体培养基额外添加1.5%
琼脂粉。

1.2 方法

1.2.1 B.velezensis
 

BR01菌株发酵滤液离体抑菌

活性测定

  以 Xoc 为指示菌,采用牛津杯法和十字交叉法

测定B.velezensis
 

BR01菌株发酵滤液离体抑菌活

性[20]。取4
 

℃低温离心后获得的B.velezensis
 

BR
01菌株发酵上清液,通过孔径0.22

 

μm的细菌过滤

器得到无菌发酵滤液。为保证培养皿底部平整,首先

在培养皿底部铺一层1
 

mm厚度的水琼脂,再放置牛

津杯。将加热融化的NB固体培养基冷却至45
 

℃,
以0.5%的体积分数加入108

 

CFU/mL的指示菌液,
摇晃均匀后倒入平皿中。冷却后取出牛津杯,每孔加

入0.1
 

mL无菌发酵滤液,以加入等量发酵培养基上

清液为对照,重复3次处理。28
 

℃恒温培养箱中倒

置培养2
 

d,观察并测量抑菌圈直径。

1.2.2 B.velezensis
 

BR01菌株初始发酵培养基

筛选

  从-80
 

℃冰箱中取出B.velezensis
 

BR01甘油

保藏菌液,分别接种到1.1.2节各初始固体培养基平

板上。28
 

℃培养48
 

h后,挑取单菌落接种至对应的

液体培养基中,28
 

℃、200
 

r/min条件下培养48
 

h。

参照1.2.1节制备各初始培养基发酵滤液并测定其

离体抑菌活性,各试验重复3次处理。

1.2.3 单因素试验

  以1.2.2节最优培养基为初始发酵培养基,通过

改变各组分种类及浓度或设置不同的培养条件,试验

各因素对B.velezensis
 

BR01菌株发酵滤液抑菌活

性的影响,每次优化后的结果进入随后的条件优化试

验。(1)碳源:将初始发酵培养基中的碳源(酵母提取

物)分别等质量替换为玉米粉、淀粉、蔗糖、麦芽糖、糊
精和葡萄糖,并调整最适碳源浓度。(2)氮源:将初始

发酵培养基中的氮源(蛋白胨)分别等质量替换为花

生饼粉、牛肉膏、酵母提取物、豆粕粉、胰蛋白胨、尿
素,并调整最适氮源浓度。(3)无机盐:在初始发酵培

养 基 的 基 础 上 分 别 添 加 CaCl2、MgCl2、CaCO3、

MnSO4、K2HPO4,添加量为0.1%(W/V),以不添加

无机盐为对照。(4)pH 值:设置初始发酵培养基初

始pH值为4-9,设置6个梯度。(5)发酵时间:设
置发酵时间为12-72

 

h,设置6个梯度。(6)温度:设
置摇床培养温度为26-36

 

℃,设置6个梯度。上述

培养基配制后按每瓶100
 

mL分装到250
 

mL三角瓶

中,初始发酵条件为28
 

℃、200
 

r/min培养48
 

h。参

照1.2.1节制备各处理组发酵滤液并测定其离体抑

菌活性,各试验重复3次处理。

1.2.4 PlackettBurman
 

(PB)试验

  根据单因素试验结果,采用DesignExpert
 

12软

件PB设计法进行试验设计,以B.velezensis
 

BR01
菌株发酵滤液抑菌圈直径为响应值,设置培养基组分

及发酵条件中各个单因素的高(+1)、低(-1)两个水

平,每组处理重复3次。参照1.2.1节制备各处理组

发酵滤液并测定其离体抑菌活性,使用DesignEx-
pert

 

12软件处理试验数据,通过方差分析判断各因

素对发酵结果的重要程度,试验设计见表1。
表1 PB试验因素与水平设计

Table
 

1 Factors
 

and
 

levels
 

design
 

of
 

PB
 

experiments

因素
Factors

编号
Symbols

水平Level

低(-1)
Low

 

(-1)
高(+1)
High

 

(+1)

Maltose/(g/L) A 6 12

Yeast
 

extract/(g/L) B 8 16

KH2PO4/(g/L) C 1 2

Initial
 

pH
 

value D 6.0 7.5

Time/h E 36 48

Temperature/℃ F 26 32
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1.2.5 最陡爬坡试验

  根据PB试验得到影响发酵结果的显著因素,根
据前期单因素试验数据设计步长。显著因素步长方

向应与其效应方向一致,非显著因素取单因素最优水

平,通过最陡爬坡试验逼近发酵结果最优值。

1.2.6 响应面优化试验

  通过最陡爬坡试验确定主要影响因子的最优组

合,以B.velezensis
 

BR01菌株发酵滤液对 Xoc 的

抑菌圈直径为响应值,通过DesignExpert
 

12软件设

计3因素3水平BoxBehnken试验(表2),建立最优

发酵条件并验证。
表2 BoxBehnken试验因素与水平设计

Table
 

2 Factors
 

and
 

levels
 

design
 

of
 

BoxBehnken
 

experiments

因素
Factors

编号
Symbols

水平Levels

-1 0 +1

Maltose/(g/L) X1 11 12 13

Yeast
 

extract/(g/L) X2 13 14 15

Temperature/℃ X3 31 32 33

1.2.7 抗菌肽合成相关基因的检测

  根据文献[2124]的方法,利用特异性引物检测

Iturin、Bacillomycin
 

D、Surfactin、Fengycin、和Bacil-
ysin

 

5种抗菌肽的合成相关基因。PCR反应体系:

1
 

μL模板DNA,10
 

μL
 

5×PCR
 

buffer,5
 

μL
 

dNTPs
 

(2
 

mmol/L),1.5
 

μL上下游引物(10
  

μmol/L),0.6
 

μL
 

DNA
 

polymerase,ddH2O 补足最终体积为 50
 

μL。PCR扩增条件:95
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,30个循环;72
 

℃
 

5
 

min。PCR产

物用1.5%的琼脂糖凝胶电泳检查大小。

1.2.8 液相色谱质谱法分析抑菌肽

  参照Xu等[25]的方法从B.
 

velezensis
 

BR01菌

株发酵上清液中纯化获得抗菌肽粗提物。采用LC
MS检测和分析技术,利用Thermo

 

Xcalibur
 

4.0软

件根据样品的质量电荷比(m/z)测定目标物质的相

对分子量,并通过比较初步确定菌株产生的脂肽

类型[26]。

  色谱条件:ACQUITY
 

UPLC
 

BEH
 

C18色谱柱

(50
 

mm×2.1
 

mm,1.7
 

μm),柱温30
 

℃;自动进样

器温度为10
 

℃;正离子(ESI+)模式下流动相A为

0.1%甲酸水,B为甲醇。样品梯度洗脱程序:0.0-
2.0

 

min,95%
 

A-95%
 

A;2.0-13.0
 

min,95%
 

A-
5%

 

A;13.0-16.0
 

min,5%
 

A-5%
 

A;16.0-16.1
 

min,5%
 

A-95%
 

A;16.1-18.0
 

min,95%
 

A-

95%
 

A,流速为0.3
 

mL/min,进样体积为2
 

μL。质

谱条件:离子源为加热型电喷雾(HESI),温度为300
 

℃;正离子模式下喷雾电压为3.0
 

kV;传输毛细管温

度320
 

℃,鞘气压力30
 

psi,辅助气压力10
 

psi;扫描

模式为Full
 

MS/ddMS2,质量为200-2
 

000
 

m/z,一
级扫描和二级扫描分辨率分别为70

 

000
 

(FWHM)
和17

 

500
 

(FWHM)。碰撞气:高纯氮气。

1.2.9 数据分析

  每个试验至少独立重复3次,结果以“平均值±
标准差”表示。使用DesignExpert

 

12软件进行PB
试验设计和BoxBehnken试验设计并进行数据分

析,得到拟合回归方程,进行试验方差分析。使用

SPSS
 

20.0软件对最佳初始培养基和单因素试验结

果进行统计分析,并使用Duncan法进行显著性检验

(P<0.05)。

2 结果与分析

2.1 适用于B.velezensis
 

BR01菌株的发酵培养基

筛选

  B.velezensis
 

BR01菌株由不同的初始培养基

发酵培养,所获得的发酵滤液的抑菌活性会有明显的

变化(图1)。B.velezensis
 

BR01菌株以LB培养基

和Landy培养基作为初始发酵培养基时,其发酵滤

液的抑菌活性显著优于其他培养基,抑菌圈直径分别

为(27.9±0.7)
 

mm和(28.0±0.9)
 

mm,两者无显

著差 异。综 合 考 虑 成 本 因 素,LB 培 养 基 为 B.
velezensis

 

BR01菌株最适初始发酵培养基。

Different
 

letters
 

show
 

significant
 

difference
 

at
 

0.05
 

level.

  图1 不同初始培养基培养获得的B.velezensis
 

BR01
菌株发酵滤液对水稻细菌性条斑病菌抑菌活性的影响

  Fig.1 Effects
 

of
 

different
 

initial
 

media
 

on
 

the
 

antibacte-

rial
 

activity
 

of
 

B.velezensis
 

BR01
 

fermentation
 

filtrate
 

a-

gainst
 

Xoc

2.2 培养基及发酵条件的单因素优化

  在单因素试验中,以麦芽糖为碳源、以酵母提取
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物为氮源时,B.velezensis
 

BR01菌株发酵滤液对

Xoc的抑菌圈直径分别取得最大值[图2:(a)、(b)],
且随着麦芽糖浓度和酵母提取物浓度的提高,抑菌圈

直径呈先增加后减小的趋势[图2:(c)、(d)]。与空

白对照组(CK)相比,添加 MgCl2 对发酵滤液抑菌活

性影响不显著,添加CaCl2、MnSO4 和CaCO3 反而

会不同程度地降低发酵滤液抑菌活性,只有添加

KH2PO4 可 以 略 微 提 高 发 酵 滤 液 抑 菌 活 性 [图

2(e)]。B.velezensis
 

BR01菌株在初始pH值为7、

32
 

℃条件下发酵培养48
 

h得到的发酵滤液对 Xoc
的抑菌圈直径取得最大值[图2:(f)、(g)、(h)]。单

因素试验结果表明,B.velezensis
 

BR01菌株的最适

碳源为麦芽糖,最适碳源浓度为11
 

g/L,最适氮源为

酵母提取物,最适氮源浓度为14
 

g/L,最适无机盐为

KH2PO4,最适pH值为7,最适发酵时间48
 

h,最适

发酵温度32
 

℃。

Different
 

letters
 

show
 

significant
 

difference
 

at
 

0.05
 

level.
图2 单因素条件下B.velezensis

 

BR01菌株发酵滤液对水稻细菌性条斑病菌抑菌活性的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

single
 

factor
 

on
 

antibacterial
 

activity
 

of
 

B.velezensis
 

BR01
 

fermentation
 

filtrate
 

against
 

Xoc

2.3 培养基及发酵条件的响应面优化

2.3.1 PB试验结果

  PB试验设计与结果见表3。由方差分析可知,
不同的因素对发酵结果的作用大小不同。其中麦芽

糖(A)、酵母提取物(B)、温度(F)影响作用显著(P<
0.05)且都为正效应,3因素按影响作用大小排序为

温度(F)>酵母提取物(B)>麦芽糖(A)(表4),选取

这3个因素进入下一步试验。
表3 PB试验设计与结果

Table
 

3 Design
 

and
 

results
 

of
 

PB
 

experiments

序号
Number

A:麦芽糖/
(g/L)

A:maltose/
(g/L)

B:酵母提取物/
(g/L)

B:yeast
 

extract/
(g/L)

C:磷酸二氢钾/
(g/L)

C:KH2PO4/
(g/L)

D:初始pH值
D:initial

 

pH
 

value
E:时间/h
E:time/h

F:温度/℃
F:temperature/℃

抑菌圈直径/mm
Diameter

 

of
 

inhibition
 

zone
/mm

1 6 16 2 7.5 36 26 37.2±0.5
2 6 8 1 7.5 36 32 38.6±0.9
3 12 8 2 7.5 36 32 39.0±0.6
4 6 8 1 6.0 36 26 34.0±1.0

5 6 8 2 6.0 48 32 38.4±0.3
6 6 16 1 7.5 48 26 39.0±0.7
7 12 8 2 7.5 48 26 38.3±1.2
8 12 16 2 6.0 36 26 39.6±0.2
9 12 16 1 6.0 36 32 41.5±1.0

10 12 16 1 7.5 48 32 41.7±0.6
11 6 16 2 6.0 48 32 39.8±0.6
12 12 8 1 6.0 48 26 36.8±0.7
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表4 PB试验统计分析

Table
 

4 Statistical
 

analysis
 

of
 

PB
 

experiments

编号
Symbols

因素
Factors

效应值
Effect

 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
重要性排序

Importance
 

ranking

A Maltose/(g/L) 0.825
 

0 9.56 0.027
 

1 3

B Yeast
 

extract/(g/L) 1.141
 

7 18.30 0.007
 

9 2

C KH2PO4/(g/L) 0.058
 

3 0.05 0.835
 

6 6

D Initial
 

pH
 

value 0.308
 

3 1.34 0.300
 

0 5

E Time/h 0.341
 

7 1.64 0.256
 

5 4

F Temperature/℃ 1.175
 

0 19.40 0.007
 

0 1

2.3.2 最陡爬坡试验结果

  最陡爬坡试验结果见表5,最优发酵条件组合为

麦芽糖12
 

g/L、酵母提取物14
 

g/L、培养温度32
 

℃。

在此发酵条件下,B.velezensis
 

BR01菌株发酵滤液

对Xoc的抑菌圈直径最大,为42.1
 

mm,取该组合为

响应中心点,进入下一步试验。
表5 最陡爬坡路径试验设计与结果

Table
 

5 Design
 

and
 

results
 

of
 

the
 

steepest
 

uphill
 

experiments

序号
Number

麦芽糖/(g/L)
Maltose/(g/L)

酵母提取物/(g/L)
Yeast

 

extract/(g/L)
温度/℃

Temperature/℃
抑菌圈直径/mm

Diameter
 

of
 

inhibition
 

zone/mm

1 10 12 28 37.0±1.1

2 11 13 30 40.1±0.5

3 12 14 32 42.1±0.4

4 13 15 34 35.3±0.9

5 14 16 36 29.5±0.5

2.3.3 BoxBehnken试验结果

  BoxBehnken试验设计与结果见表6。使用De-
signExpert

 

12软件对BoxBehnken
 

试验数据进行

多元回归拟合,得到B.velezensis
 

BR01菌株发酵滤

液抑菌圈直径(Y)对麦芽糖(X1)、酵母提取物(X2)、
温 度 (X3)的 回 归 方 程:Y =42.07-0.58X1 -
0.26X2+ 0.71X3 + 0.43X1X2 + 0.13X1X3 -

0.50X2X3-2.23X12-0.41X22-1.76X32。方差分析

结果显示,该模型回归拟合度P 值<0.000
 

1,回归

显著;模型失拟值P=0.240
 

0>0.05,失拟项不显

著,模 型 稳 定 误 差 小。该 模 型 的 决 定 系 数 R2 =
0.992

 

5,校正决定系数R2=0.979
 

0,模型拟合度较

好,预测可信度较高(表7)。

表6 BoxBehnken试验设计与结果

Table
 

6 Design
 

and
 

results
 

of
 

BoxBehnken
 

experiments

序号
Number

X1:麦芽糖/(g/L)
X1:maltose/(g/L)

X2:酵母提取物/(g/L)
X2:yeast

 

extract/(g/L)
X3:温度/℃

X3:temperature/℃
Y:抑菌圈直径/mm

Y:diameter
 

of
 

inhibition
 

zone/mm

1 0 -1 -1 38.8±1.4

2 -1 0 -1 38.0±0.7

3 -1 0 1 39.2±1.1

4 1 0 -1 36.7±0.6

5 -1 1 0 39.2±0.8

6 1 1 0 38.8±0.6

7 0 1 -1 39.6±0.5

8 0 -1 1 41.2±0.8
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续表

Continued
 

table

序号
Number

X1:麦芽糖/(g/L)
X1:maltose/(g/L)

X2:酵母提取物/(g/L)
X2:yeast

 

extract/(g/L)
X3:温度/℃

X3:temperature/℃
Y:抑菌圈直径/mm

Y:diameter
 

of
 

inhibition
 

zone/mm

9 -1 -1 0 40.9±1.2

10 0 0 0 41.9±0.4

11 0 1 1 40.0±0.1

12 0 0 0 42.2±0.6

13 1 0 1 38.4±0.9

14 0 0 0 42.1±0.7

15 1 -1 0 38.8±0.3

表7 BoxBehnken
 

试验统计分析

Table
 

7 Statistical
 

analysis
 

of
 

BoxBehnken
 

experiments

来源
Source

平方和
Sum

 

of
 

square
自由度

Degree
 

of
 

freedom
均方

Mean
 

square
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value

Model 36.86 9 4.10 73.36 <0.000
 

1

X1 2.65 1 2.65 47.37 0.001
 

0

X2 0.55 1 0.55 9.87 0.025
 

6

X3 4.06 1 4.06 72.74 0.000
 

4

X1X2 0.72 1 0.72 12.94 0.015
 

6

X1X3 0.06 1 0.06 1.12 0.338
 

5

X2X3 1.00 1.00 1.00 17.91 0.008
 

2

X12 18.42 1 18.42 329.85 <0.000
 

1

X22 0.62 1 0.62 11.03 0.021
 

0

X32 11.42 1 11.42 204.46 <0.000
 

1

Residual
 

error 0.28 5 0.06

Lack
 

of
 

fit 0.23 3 0.08 3.32 0.240
 

0

Pure
 

error 0.05 2 0.02

Total 37.14 14

R2 0.992
 

5

Adjusted
 

R2 0.979
 

0

  采用DesignExpert
 

12软件,根据上述拟合方程

绘制显著因子间相互作用的响应面曲线图(图3)。
由结果可知,响应面曲线图均为凸面图,存在抑菌率

获得最大值的发酵条件组合。通过软件求解回归方

程得到以下最优解决方案:麦芽糖(X1)11.82
 

g/L、
酵母提取物(X2)13.42

 

g/L、温度(X3)32.3
 

℃,最大

抑菌圈直径预测为42.3
 

mm。
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图3 各培养因素对抑菌圈直径交互影响的响应面

Fig.3 Response
 

surface
 

diagram
 

of
 

interaction
 

of
 

culture
 

factors
 

on
 

inhibition
 

zone
 

diameter

2.4 响应面最优条件验证

  按照BoxBehnken试验预测值优化发酵条件显

著因素,按照单因素试验优化发酵条件非显著因素,
得到全部发酵条件如下:麦芽糖11.89

 

g/L、酵母提

取物13.54
 

g/L、NaCl
 

5
 

g/L、KH2PO4
 1

 

g/L、初始

pH值为7、发酵时间48
 

h、培养温度32.3
 

℃。为验

证响应面最优条件的可行性,在该优化方案下制备

B.velezensis
 

BR01菌株发酵滤液并测定其对 Xoc
的离体抑菌活性,试验重复3次处理。结果显示,B.
velezensis

 

BR01菌株发酵滤液对 Xoc 的抑菌圈直

径为(42.5±0.2)
 

mm(图4),与回归模型预测的最

大抑菌圈直径42.3
 

mm 相近,表明回归模型合理、
可信。

  Values
 

given
 

are
 

the
 

means±standard
 

deviations
 

of
 

tripli-

cate
 

measurements.

  图4 各培养因素优化前后B.velezensis
 

BR01菌株发

酵滤液抑菌活性对比

  Fig.4 Comparison
 

of
 

antimicrobial
 

activity
 

of
 

B.

velezensis
 

BR01
 

fermentation
 

filtrate
 

before
 

and
 

after
 

optimi-

zation
 

of
 

each
 

culture
 

factor

  优化前使用LB培养基制备的B.velezensis
 

BR
01菌株发酵滤液对 Xoc 的抑菌圈直径为(28.0±
0.9)

 

mm,优化后制备的B.velezensis
 

BR01菌株发

酵滤液对 Xoc 的抑菌圈 直 径 相 比 优 化 前 增 加 了

51.79%,表明采用优化发酵方案可以有效提高B.
velezensis

 

BR01 菌株发酵滤液的抑菌活性物质

浓度。

2.5 抗菌肽合成相关基因的检测

  本研究从B.velezensis
 

BR01菌株中成功扩增

到与Iturin合成相关的基因ituA 和ituD,与Bacil-
lomycin

 

D合成相关的基因bmyB 和bmyC,与Sur-
factin合成相关的基因srfAA,与Fengycin合成相

关的基因fenB 和fenD,与Bacillysin合成相关的基

因bacA 和bacD(图 5)。结果表明,B.velezensis
 

BR01菌株具有产生多种抗菌肽的潜力。

  Hole
 

M
 

represents
 

Maker,hole
 

1-10
 

represent
 

ituA,

ituD,bmyC,bmyB,srfAA,fenB,fenD,bacD,bacA
 

and
 

nontemplate
 

control
 

in
 

sequence.
图5 B.velezensis

 

BR01菌株抗菌肽合成基因的扩增

  Fig.5 Amplification
 

of
 

antimicrobial
 

peptide
 

synthesis
 

gene
 

of
 

B.velezensis
 

BR01

2.6 LCMS技术分析抑菌肽

  芽孢杆菌可以代谢多种类型的抗菌肽,相当数量

的抗菌肽具体组成和相对分子质量已经确定[2628]。
本研究采用LCMS检测技术分析B.velezensis

 

BR
01菌株抗菌肽粗提取物的成分,结合对应于质谱的

色谱图中每个时间段出现的峰,根据相对分子质量和

“-CH2-”脂肪链的结构特征分析质谱中的一系列

单峰,结合2.5节抗菌肽合成相关基因的检测结果作

出以下推测:(1)推测m/z
 

271.15为抗菌二肽Bacil-
ysin

 

[图 6(a)];(2)推 测 m/z
 

1
 

008.66、m/z
 

1
 

022.67 和 m/z
 

1
 

036.69 为 Surfactin 同 系 物

[图6(b)];(3)推测 m/z
 

1
 

044.66、m/z
 

1
 

058.67、

m/z
 

1
 

072.69和m/z
 

1
 

086.70为Iturin同系物[图

6(c)];(4)推测m/z
 

1
 

463.80、m/z
 

1
 

477.82和m/
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z
 

1
 

491.83为Fengycin同源物[图6(d)]。基于上

述结果,推测该菌株可能产生4种抗菌肽:Bacilysin、
Surfactin、Iturin和Fengycin

 

(表8)。

  (a)
 

Bacilysin,MS
 

spectra
 

of
 

m/z
 

271.15;
 

(b)
 

Surfactin,MS
 

spectra
 

of
 

m/z
 

1
 

008.66,m/z
 

1
 

022.67
 

and
 

m/z
 

1
 

036.69;
(c)

 

Iturin,MS
 

spectra
 

of
 

m/z
 

1
 

044.66,m/z
 

1
 

058.67,m/z
 

1
 

072.69
 

and
 

m/z
 

1
 

086.70;(d)
 

Fengycin,MS
 

spectra
 

of
 

m/z
 

1
 

463.80,m/z
 

1
 

477.82
 

and
 

m/z
 

1
 

491.83.
图6 抗菌肽脂粗提物的LCMS分析

Fig.6 LCMS
 

analysis
 

of
 

antibacterial
 

peptides
 

extracts
表8 抗菌肽脂粗提物的LCMS分析

Table
 

8 LCMS
 

analysis
 

of
 

antibacterial
 

peptides
 

extracts

质量测定值/(m/z)
Measured

 

mass
 

value/(m/z)
离子结形式

Ion
 

junction
 

form
抗菌肽类型

Antibacterial
 

peptide
 

type

271.15 [M+H]+ Bacilysin

1
 

008.66 [M+H]+ C13
 

Surfactin
 

A
 

or
 

C14
 

Surfactin
 

B
 

or
 

C13
 

Surfactin
 

C

1
 

022.67 [M+H]+ C14
 

Surfactin
 

A
 

or
 

C15
 

Surfactin
 

B
 

or
 

C14
 

Surfactin
 

C

1
 

036.69 [M+H]+ C15
 

Surfactin
 

A
 

or
 

C16
 

Surfactin
 

B
 

or
 

C15
 

Surfactin
 

C

1
 

044.66 [M+H]+ C14
 

Iturin
 

B

1
 

058.67 [M+H]+ C15
 

Iturin
 

B

1
 

072.69 [M+H]+ C16
 

Iturin
 

B

1
 

086.70 [M+H]+ C17
 

Iturin
 

B

1
 

463.80 [M+H]+ C14
 

Fengycin
 

A
 

or
 

C16
 

Fengycin
 

A
 

or
 

C14
 

Fengycin
 

B

1
 

477.82 [M+H]+ C15
 

Fengycin
 

A
 

or
 

C17
 

Fengycin
 

A
 

or
 

C15
 

Fengycin
 

B

1
 

491.83 [M+H]+ C18
 

Fengycin
 

A
 

or
 

C16
 

Fengycin
 

B

3 讨论

  贝莱斯芽孢杆菌因其丰富的抗菌肽产物被广泛

应用于多种植物病害的生物防治。Cao等[29]分析了

对尖 孢 镰 刀 菌(Fusarium
 

oxysporum)和 青 枯 菌

(Ralstonia
 

solanacearum)有 拮 抗 作 用 的 两 株 B.
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velezensis的抗菌代谢产物,共鉴定到3种脂肽化合

物(Surfactin、Iturin和Fengycin),其中Iturin在防

御病原真菌方面起主要作用。B.velezensis
 

IP22菌

株能够显著减轻野油菜黄单胞菌辣椒斑点病致病变

种(X.
 

campstris
 

pv.vesicatoria)侵染造成的辣椒细

菌性斑点病,利用高效液相色谱质谱技术可检测到该

菌株抗菌代谢产物中的Fengycin和Locillomycin家

族[30]。Wu等[31]报道B.velezensis
 

FZB42中的Dif-
ficidin和Bacilysin对水稻黄单胞菌具有拮抗活性。
本研究利用特异性引物PCR扩增B.velezensis

 

BR
01菌株的基因组DNA,并使用LCMS技术初步将

B.velezensis
 

BR01菌株抗菌肽成分鉴定为Bacily-
sin、Surfactin、Iturin和Fengycin。其中Surfactin和

Bacilysin被认为具有抗细菌的功能[32,33],可能对水

稻细菌性条斑病菌具有拮抗活性。

  抗菌肽在农业病虫害防控领域具有广阔的应用

前景,利用微生物生产抗菌肽是一个现实可行的选

择。但是微生物生产抗菌肽是一个复杂的发酵过程,
只有合适的发酵环境,才能让目标菌株的生产性能得

到充分的释放[34]。本研究以B.velezensis
 

BR01菌

株无菌滤液对 Xoc 的抑菌圈直径为因变量,通过提

高发酵滤液的抑菌活性来间接提高抗菌肽的浓度。
在碳源筛选试验中B.velezensis

 

BR01菌株对麦芽

糖、葡萄糖等速效碳源利用率较高,而对淀粉、玉米粉

等迟效碳源利用率较低,这与黎燕珊等[16]研究结果

相近,但与赵晓燕等[35]研究发现菌株B.amyloliq-
uefaciens

 

XLA03的最佳碳源为玉米淀粉不同。在

氮源筛选试验中B.velezensis
 

BR01菌株几乎不能

利用无机氮源尿素,在有机氮源范围内更偏好酵母提

取物、蛋白胨等速效氮源,对迟效氮源花生饼粉利用

效率较差,这与张晓勇等[36]的研究结果相近。肖靓

等[37]研究报道菌株B.subtilis
 

P5添加CaCl2 时对辣

椒炭 疽 病 抑 菌 活 性 最 强;张 冬 冬 等[38]研 究 表 明

MnSO4、CaCl2 对菌株B.malacitensis
 

Z5的生长有

显 著 的 促 进 作 用;侯 美 如 等[39] 发 现 菌 株 B.
amyloliquefaciens

 

SSYB以CaCO3 为无机盐时产纤

维素酶发酵中药材黄芪的能力最强;张志焱等[40]报

道添加KH2PO4 后菌株B.subtilis
 

BL0006的抗菌

肽杀菌价效最高。本研究中只有 KH2PO4 对 B.
velezensis

 

BR01菌株发酵滤液的抑菌活性有一定的

促进作用,但效果不显著,可能是因为培养基中的酵

母提取物和NaCl已经满足B.
 

velezensis
 

BR01菌

株发酵产抗菌肽对无机盐的营养代谢需求。在发酵

条件优化方面,发现B.
 

velezensis
 

BR01菌株最适

pH值为7,其在中性偏弱碱性环境下抑菌活性较高,
与张晓勇等[36]的研究结果相近,但与 Ye等[41]研究

发现菌株B.amyloliquefaciens
 

S1适合在偏弱酸性

或中性环境下生长不同。B.
 

velezensis
 

BR01菌株

在32.3
 

℃条件下培养48
 

h后其抑菌活性最强,其中

发酵时间与郭艳霞等[19]的研究结果相近,发酵温度

与黎燕珊等[16]的研究结果相近。

  为提高B.velezensis
 

BR01菌株产抗菌肽的能

力,增加其对水稻细菌性条斑病的生防价值,本研究

在单因素试验的基础上,对培养基成分与培养条件设

计了多因素的组合试验。微生物发酵因素优化的常

规方法是正交试验设计,正交试验设计能够同时兼顾

多因素对发酵结果的影响,寻求各因素最佳水平的组

合。但正交试验设计无法构建微生物发酵响应值的

回归方程,从而无法通过数学模型获得最优解[42,43]。
本研究利用响应面分析法优化B.

 

velezensis
 

BR01
菌株产抗菌肽培养基和发酵条件,与正交试验设计相

比,响应面分析法试验次数少,试验精度高,能够综合

考虑多因素间的交互作用并构建回归方程,是近年来

微生物发酵参数优化和工艺考察的首选[4446]。

  结合文献分析和本研究结果,发现不同来源的贝

莱斯芽孢杆菌菌株在不同的培养条件下产生的抗菌

肽的成分与含量存在一定差异,这种差异是贝莱斯芽

孢杆菌菌株间拮抗能力、拮抗谱多样性的基础。B.
 

velezensis
 

BR01菌株的分离与研究为水稻细菌性条

斑病的生物防治提供了新的微生物资源与理论基础。

4 结论

  B.velezensis
 

BR01菌株高产抗菌肽培养基配

方为麦芽糖11.89
 

g/L、酵母提取物13.54
 

g/L、NaCl
 

5
 

g/L、KH2PO4
 1

 

g/L。最适发酵条件为初始pH值

7、发酵时间48
 

h、发酵温度32.3
 

℃。抗菌肽主要成

分初步鉴定为Bacilysin、Surfactin、Iturin和Fengy-
cin。该方案可用于快速、批量发酵制备B.velezensis

 

BR01菌株生防菌液。本研究结果为该菌株抗菌肽

的分离纯化、结构鉴定及田间生防利用等后续研究提

供了理论基础。
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on
 

Xanthomonas
 

oryzae
 

pv.oryzico-
la

 

(Xoc).In
 

order
 

to
 

improve
 

the
 

antimicrobial
 

peptide
 

fermentation
 

yield
 

and
 

biocontrol
 

value
 

of
 

the
 

strain,

407



周健平等.贝莱斯芽孢杆菌BR01菌株高产抗菌肽培养基的优化及其抗菌肽的鉴定

the
 

medium
 

for
 

producing
 

antimicrobial
 

peptides
 

was
 

optimized,and
 

the
 

components
 

of
 

antimicrobial
 

peptides
 

were
 

preliminarily
 

identified.The
 

diameter
 

of
 

the
 

inhibition
 

zone
 

of
 

B.velezensis
 

BR01
 

sterile
 

fermentation
 

filtrate
 

against
 

Xoc
 

was
 

used
 

as
 

the
 

evaluation
 

index,and
 

the
 

optimal
 

medium
 

was
 

selected
 

from
 

7
 

common
 

media.The
 

content
 

of
 

each
 

component
 

of
 

the
 

initial
 

medium
 

and
 

the
 

fermentation
 

conditions
 

were
 

optimized
 

by
 

single
 

factor
 

test.Plackett
 

Burman
 

(PB)
 

test
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

out
 

the
 

significant
 

factors
 

affecting
 

the
 

antibacterial
 

activity
 

of
 

the
 

fermentation
 

filtrate,and
 

the
 

optimal
 

fermentation
 

conditions
 

were
 

obtained
 

by
 

re-
sponse

 

surface
 

analysis.The
 

genes
 

related
 

to
 

antimicrobial
 

peptide
 

synthesis
 

in
 

B.velezensis
 

BR01
 

genome
 

were
 

analyzed
 

by
 

PCR.Liquid
 

ChromatographyMass
 

Spectrometer
 

(LCMS)
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

antimi-
crobial

 

peptides.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

optimal
 

antimicrobial
 

peptide
 

medium
 

and
 

fermentation
 

condi-
tions

 

of
 

B.velezensis
 

BR01
 

strain
 

were
 

as
 

follows:maltose
 

11.89
 

g/L,yeast
 

extract
 

13.54
 

g/L,NaCl
 

5
 

g/L,

KH2PO4
 1

 

g/L,initial
 

pH
 

value
 

is
 

7,fermentation
 

time
 

48
 

h,and
 

fermentation
 

temperature
 

32.3
 

℃.Under
 

this
 

optimization
 

scheme,the
 

inhibition
 

zone
 

diameter
 

of
 

the
 

sterile
 

fermentation
 

filtrate
 

of
 

B.velezensis
 

BR
01

 

strain
 

against
 

Xoc
 

was
 

(42.5±0.2)
 

mm,which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

before
 

optimization
 

(28.0±0.9)
 

mm,which
 

was
 

51.79%
 

higher
 

than
 

that
 

before
 

optimization.The
 

main
 

components
 

of
 

the
 

anti-
microbial

 

peptide
 

were
 

preliminarily
 

identified
 

as
 

Bacilysin,Surfactin,Iturin
 

and
 

Fengycin.This
 

study
 

pro-
vides

 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

rapid
 

and
 

batch
 

fermentation
 

of
 

B.velezensis
 

BR01
 

strain
 

for
 

the
 

preparation
 

of
 

biocontrol
 

bacterial
 

liquid,and
 

provides
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

subsequent
 

research
 

on
 

the
 

separation
 

and
 

purification,structural
 

identification
 

and
 

field
 

biocontrol
 

utilization
 

of
 

its
 

antimicrobial
 

peptides.
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