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摘要：对虾“玻璃苗”病的暴发，会导致对虾幼苗大批死亡，给水产养殖带来巨大损失。 利用本实

验室最近鉴定的“玻璃苗”致病菌副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ｖｐ⁃ＨＬ，从海洋来源芽孢杆

菌中筛选拮抗菌，获得一株能够高效抑制 ｖｐ⁃ＨＬ 菌株的贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）
ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５。 经分离鉴定与活性测定，其有效抑菌物质为蛋白类，该蛋白抑菌谱较广，对包

括多种弧菌病原在内的 １７ 种病原微生物有抑制作用。 经 Ｑ Ｓｅｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 阴离子柱层析、聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）及液相色谱⁃质谱联用技术（ＬＣ⁃ＭＳ）分离纯化鉴定，确定活性蛋

白组分中的有效抑菌物质为枯草杆菌素（ ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ）、未知蛋白（ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ）及 α⁃淀粉酶

（Ａｌｐｈａ⁃ａｍｙｌａｓｅ）。 蛋白类物质具有高生物安全性，本研究为后续益生菌的开发利用提供了理论

基础。
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　 　 随着我国水产养殖业的快速发展，高密度的

水产养殖模式带来巨大经济效益的同时也带来严

重的病害问题［１⁃２］ 。 对虾养殖业的发展伴随着传

染病的周期性暴发，除已知病原体流行外，新的病

原体不断出现，造成严重的生产损失［３⁃４］ 。 自 ２０１９
年底以来，我国多地虾场发生了一种新的对虾致

死疾病，通常被称为“玻璃苗”病。 该病影响凡纳

滨对虾（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ） ６ ～ １２ 日龄幼苗，在
出现异常个体后 ２４ ～ ４８ ｈ 内死亡率超过 ９０％ ［１］ 。
典型的临床体征包括消化道空，肝胰脏苍白或无

色，病变动物呈半透明外观［５］ 。 ２０２２ 年 Ｙａｎｇ 等确

定该病致病原菌为一种特殊的副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ［１］ 。

海水无抗养殖是健康无公害养殖的重要内容。
通过益生菌调控水质、抑制病原菌，是无抗养殖的重

要途径。 亟待发掘海洋微生物资源，用来缓解海水

养殖业频繁面临的病害难题。 为此，在前期海洋微

生物资源研究基础上，针对致“玻璃苗”弧菌新病

原，从实验室筛选获得的一批海洋来源芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｐ．） ［６⁃８］中，发现一株对“玻璃苗”病原弧

菌具有高效拮抗作用，经鉴定属于贝莱斯芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ） ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５。
芽孢杆菌作为生防细菌，被广泛应用于农作

物、畜、禽、水产动物的病害防控［９⁃１０］ 。 贝莱斯芽孢

杆菌是芽孢杆菌属的一个种，能够产生多种次级

代谢产物，具有广谱抑菌活性和促生长作用，自发

现以来已有不少文章报道其能够防治多种弧菌，
被广泛应用于动植物病害的生物防治［１１⁃１２］ ，有较

好的发展前景。 研究发现，贝莱斯芽孢杆菌在抑

制副溶血弧菌、改善水质、提高对虾自身抵抗力方

面具有良好效用［１３］ 。 贝莱斯芽孢杆菌通过其分泌

的多种抑菌活性物质，如脂肽类物质、抗菌蛋白、
聚酮化合物等拮抗病原微生物［１４］ 。 王青华等从深

海分离获得一株贝莱斯芽孢杆菌，产生的活性物
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质主要是抗菌蛋白，可以抑制多种水产来源病原

菌［１５］ 。
为进一步评价海洋来源贝莱斯芽孢杆菌在抗

“玻璃苗”弧菌病原方面的应用开发潜力，有必要研

究其 抑 菌 机 制。 为 此， 本 研 究 对 菌 株 ＭＣＣＣ
１Ａ１５６９５ 的抑菌物质进行了分离、鉴定，研究结果将

为后续益生菌剂的开发利用提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１ 菌株

供试菌株：ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５，分离自福建省龙海

市九龙江口红树林保护区，通过基因组测序鉴定为

贝莱斯芽孢杆菌（Ｂ． ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ），并保藏于中国海洋

微生物菌种保藏管理中心（Ｍａｒｉｎｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ Ｃｈｉｎａ， ＭＣＣＣ）。 供试病原菌：副溶血弧菌 （ Ｖ．
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ｖｐ⁃ＨＬ，分离自凡纳滨对虾幼苗；
副溶血弧菌 ＭＣＣＣ １Ａ０２６０９，分离自银鱼（ ｓｈｉｒａｓｕ ／
ｗｈｉｔｅｂａｉｔ）食品中毒者；创伤弧菌（Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ） ＭＣ⁃
ＣＣ １Ｈ０００６６ 分离自人体血液；哈氏弧菌 （ Ｖ． ｈａｒ⁃
ｖｅｙｉ） ＭＣＣＣ １Ａ００２３２ 分离自浅水贝类；费氏弧菌

（Ｖ． ｆｕｒｎｉｓｓｉｉ） ＭＣＣＣ １Ｋ０２６６２ 分离自底层海水；河流

弧菌（Ｖ． ｆｌｕｖｉａｌｉｓ） ＭＣＣＣ １Ａ０２７６１ 分离于底表水；拟
态弧菌（Ｖ． ｍｉｍｉｃｒｙ） ＭＣＣＣ １Ｈ０００７８ 分离自人耳；
非 Ｉ 型 霍 乱 弧 菌 ［ Ｖ． ｃｈｏｌｅｒａｅ （ Ｎｏｎ⁃１ ）］ ＭＣＣＣ
１Ａ０２６０８ 和费氏另类弧菌（Ａｌｉｉｖｉｂｒｉｏ ｆｉｓｃｈｅｒｉ） ＭＣＣＣ
１Ｈ０００２０ 分离自海水；迟缓爱德华菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ
ｔａｒｄａ） ＭＣＣＣ １Ｋ００２４６ 分离自大菱鲆（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ
ｍａｘｉｍｕｓ）；大肠埃希氏菌 （ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） ＣＩＣＣ
１０３０２、铜绿假单胞杆菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）
ＣＩＣＣ １０３５１、 枯 草 芽 孢 杆 菌 （ Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ ） ＣＩＣＣ
１０２７５、肠炎沙门氏菌（ Ｓａｍｏｍｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ） ＣＩＣＣ
２１４８２、金 黄 色 葡 萄 球 菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ）
ＣＩＣＣ １０３８４ 和白色假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ）
ＣＩＣＣ １９４３ 购自中国工业微生物菌种保藏管理中

心；单核细胞增生李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）
ＡＴＣＣ １９１１１ 购自美国 ＡＴＣＣ 菌种保藏中心。

１．１．２　 培养基

２２１６Ｅ 液体培养基（１ Ｌ）：酵母膏 ５．０ ｇ、蛋白胨

１０．０ ｇ、牛肉膏 １．０ ｇ、过滤海水，ｐＨ ７．０；ＴＣＢＳ 培养

基（１ Ｌ）：酵母浸粉 ５．０ ｇ、蛋白胨 １０．０ ｇ、硫代硫酸钠

１０．０ ｇ、枸橼酸钠 １０． ０ ｇ、牛胆粉 ５． ０ ｇ、牛胆酸钠

３．０ ｇ、蔗糖 ２０．０ ｇ、氯化钠 １０．０ ｇ、柠檬酸铁 １．０ ｇ、溴
麝香草酚兰 ０．０４ ｇ、麝香草酚兰 ０．０４ ｇ，ｐＨ ８．６。

１．２　 方法

１．２．１　 菌株发酵液制备及药敏实验测定

将贝莱斯芽孢杆菌ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 从 ７０％甘油

保存管中取出，划线于 ２２１６Ｅ 琼脂平板上，２８ ℃恒

温培养箱培养 ２４ ｈ；待菌落发育良好，用灭菌牙签挑

取菌落转接于 ２２１６Ｅ 液体培养基，后于摇床 ２８ ℃、
１５０ ｒ ／ ｍｉｎ 震荡培养 ７２ ｈ 得到发酵液。 药敏实验测

定：取活化的培养液制成 ＯＤ６００为 ０．４ 的菌悬液，取
１００ μＬ 均匀涂布于 ２２１６Ｅ 固体培养基上，无菌镊子

取卡那霉素等 ２１ 种浓度为 ３０ μｇ ／片的抗生素圆片

均匀置于琼脂平板上，５ 个为一组，２８ ℃培养 ２４ ｈ
后取出观察、记录药敏实验结果。
１．２．２　 菌株发酵液抑菌物质提取

①抗菌粗蛋白提取：菌株发酵液 ４ ℃、１０ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心 １０ ｍｉｎ，取上清；４ ℃环境下加入硫

酸铵，沉淀并过夜；上清 ４ ℃、１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０
ｍｉｎ，弃上清，收集沉淀；蒸馏水复溶沉淀，４ ℃环境

下于 ３ ０００ Ｄａ 透析袋中除盐；透析完成后冻干。
②脂肽提取：发酵液于 ４ ℃、８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心

１５ ｍｉｎ，收集上清；上清调至 ｐＨ 为 ２，静置过夜；过
夜上清 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心 １０ ｍｉｎ，收集沉淀；
甲醇复溶，超声处理１５ ｍｉｎ；上清旋蒸至干即得脂

肽粗提物。 ③乙酸乙酯提取物：发酵液 ４ ℃、
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心１０ ｍｉｎ，取上清；上清调至 ｐＨ 为

２，加入等体积乙酸乙酯超声 ２０ ｍｉｎ，分液漏斗分

离水相、有机相，取上部分有机相，４ ℃ 环境静置

１０ ｈ；上清旋蒸至干即得粗提物。 ④多糖提取：取
无水乙醇 １ ∶ １ 比例缓慢添加到发酵液中，搅拌均

匀，４ ℃ 环 境 静 置 过 夜， 后 取 出 在 ４ ℃ 环 境、
６ ３００ ｒ ／ ｍｉｎ条件下离心 １５ ｍｉｎ，收集沉淀，即为多

糖粗提物。

１．２．３　 抗菌粗蛋白相关性质测定

①硫酸铵分级沉淀：菌株发酵液高速离心取上

清，后分别进行 ３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、
９０％饱和度的硫酸铵沉淀，经离心取沉淀得到不同

饱和度的抗菌粗蛋白。 ②抗菌粗蛋白最小抑菌浓度

测定：将制得的抗菌粗蛋白配制成浓度分别为 ５、
１０、３０、５０、８０、１００ ｍｇ ／ ｍＬ 的蛋白溶液，以菌株 ｖｐ⁃
ＨＬ 为指示病原菌，打孔法（孔径均为９ ｍｍ）检测抑

菌效果、确定最小抑菌浓度。 ③抗菌粗蛋白稳定性

测定：配制浓度为 ８０ ｍｇ ／ ｍＬ 的抗菌粗蛋白溶液，
并做以下 ４ 个方面的处理。 抗菌粗蛋白溶液分别

在 １５、 ２８、 ３７、 ４５、 ６０、 ８０、 １００ ℃ 环 境 下 处 理

６０ ｍｉｎ；将抗菌粗蛋白溶液调至 ｐＨ 分别为 ２． ０、
４．０、６．０、８．０、１０．０、１２．０ 及 １３．０；抗菌粗蛋白溶液
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用紫外分别照射 ０．０、０．５、１．０、２．０、３．０ ｈ；取 １００ μＬ
抗菌粗蛋白溶液用 ２０ ｍｏｌ ／ Ｌ 的蛋白酶 Ｋ 于 ２８ ℃
环境下孵育 ６０ ｍｉｎ，将未处理的抗菌粗蛋白溶液

作为对照。 以副溶血弧菌 ｖｐ⁃ＨＬ 为指示病原菌，
将上述经过处理的抗菌粗蛋白溶液各取 １００ μＬ
进行抑菌活性检测。 ④抗菌粗蛋白抑菌谱测定：
选取“１．１．１”所列的 １７ 株不同病原菌作为指示菌，
分别制成 ＯＤ６００为 ０．４ 的菌悬液，取 １００ μＬ 均匀涂

布于 ２２１６Ｅ 固体培养基上，各取 １００ μＬ 菌株发酵

液及８０ ｍｇ ／ ｍＬ的粗蛋白溶液，打孔法分别检测其

对不同病原菌的拮抗作用。

１．２．４　 抗菌蛋白分离纯化及鉴定

①弱阴离子交换层析： Ｑ Ｓｅｈａｒｏｓｅ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ 柱

装柱、上样［１５］，上样量为 １ ｇ ／ ７ ｍＬ，蒸馏水洗脱，流
速为 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 用蒸馏水及分别含 ０、０．２、０．４、０．６、
０．８、１．０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液

梯度洗脱，流速为 ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 分别收集 ７ 个组分，
旋蒸浓缩、超纯水复溶后透析脱盐、冻干。 ②抗菌蛋

白聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）：将活性组分

经浓缩处理后离心取上清进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ，选用

１０％分离胶和 ５％浓缩胶，电泳结束后用考马斯亮蓝

染色液将蛋白胶染色 ３０ ｍｉｎ，后用脱色液在脱色摇

床上脱色，直至蛋白条带清晰可见。 ③考染条带质

谱鉴定：考染条带反复脱色，加入胰蛋白酶酶解，水
浴过夜。 酶解后取上清加萃取液后离心浓缩干燥，
待做质谱分析。 配制流动相 Ａ（０．１％甲酸 ／水）及流

动相 Ｂ（８０％乙腈，０．１％甲酸）并进行 ＬＣ⁃ＭＳ 分析。
溶解后的样品上样 ２ μＬ 到预柱上，冲洗脱盐，再经

反相色谱柱分离。 ④ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 回收抑菌蛋白及抑

菌活性检测：首先进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 检测抗菌蛋白，而
后用无菌刀片切下目的蛋白所在的凝胶条带，蒸馏

水水析蛋白，反复抽提后冻干。 回收冻干蛋白用蒸

馏水配制成浓度为３０ ｍｇ ／ ｍＬ的蛋白溶液，以 ｖｐ⁃ＨＬ
为指示病原菌，每组设置 ３ 个重复，分别进行抑菌活

性检测。

２　 结果与分析

２．１　 药敏试验结果

将培养处理后的药敏试验平板取出，观察菌株

拮抗抗生素的活性，并及时测量、记录抑菌圈大小

（表 １）。 结果表明，菌株 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 只对甲硝

唑、四环素和多粘菌素 Ｂ 不敏感，对大多数抗生素

如氨卡西林、万古霉素、卡那霉素及多西环素等敏

感，不存在耐药性。

表 １　 菌株 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 药敏试验结果

Ｔａｂ． １　 Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５
ｔｏ ｖａｒｉｏｕｓ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

抗生素 抑菌圈直径 ／ ｍｍ 抗生素 抑菌圈直径 ／ ｍｍ

氨卡西林 ２６．３±１．５ 头孢氨苄 ２９．７±１．５

万古霉素 ２３．３±１．５ 多粘菌素 Ｂ ０．０±０．０

卡那霉素 １９．３±１．２ 甲硝唑 ０．０±０．０

多西环素 １５．３±１．５ 环丙沙星 ２１．３±１．５

青霉素 ２６．７±１．５ 苯唑西林 ２２．３±１．２

新霉素 １９．７±１．５ 红霉素 ２８．０±１．０

头孢曲松 ３０．３±１．５ 四环素 ０．０±０．０

利福平 １９．３±１．２ 丁胺卡那 １７．７±１．５

链霉素 １１．７±１．５ 庆大霉素 ２０．０±１．０

氯霉素 ２７．３±１．２ 新生霉素 ２７．０±１．０

米诺环素 ２０．７±２．１

２．２　 粗蛋白、脂肽、小分子化合物、多糖的抑菌活性

分析

研究发现，不同菌株所产的有效抑菌代谢产

物包括抗菌蛋白、脂肽、小分子化合物、多糖等多

种不同类型。 本研究将菌株 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 的

２２１６Ｅ 液体培养基发酵液分别制备粗蛋白、脂肽、
小分子化合物和多糖。 经打孔法检测其抑制副溶

血弧菌 ｖｐ⁃ＨＬ 的活性，并与菌株发酵液的抑菌效

果进行对比。 结果发现制备的粗蛋白具有抑制副

溶血弧菌 ｖｐ⁃ＨＬ 作用，抑菌圈直径达到了（３１．０ ±
３．６）ｍｍ，发酵液抑菌圈直径则稳定在（２８．３±１．５）
ｍｍ。 而制备的脂肽、小分子化合物和多糖则均未

检测到抑菌活性。
２．３　 菌株抗菌粗蛋白相关特性分析

２．３．１　 最佳硫酸铵饱和度确定

将菌株 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 发酵液进行不同饱和度

硫酸铵沉淀，获得的蛋白用打孔法检测其抑制副溶

血弧菌 ｖｐ⁃ＨＬ 的活性。 各级硫酸铵饱和度获得的

粗蛋白具体的抑菌圈大小如图 １ 所示，经 ７０％饱和

度的硫酸铵沉淀得到的粗蛋白抑菌效果最好，其他

不同饱和度的硫酸铵沉淀制得的粗蛋白抑菌效果相

对较弱。
２．３．２　 抗菌粗蛋白最小抑菌浓度测定

经抑菌检测发现，在一定的浓度范围内，粗蛋白

的抑菌活性呈现浓度依赖的特点（图 ２）。 当粗蛋白

浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 时，已经具有抑制副溶血弧菌 ｖｐ⁃
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ＨＬ 的微弱效果，当浓度达到 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ 以上时，已
具有 较 好 的 抑 菌 活 性， 而 当 粗 蛋 白 浓 度 达 到

８０ ｍｇ ／ ｍＬ时，粗蛋白抑菌活性达到最大。

图 １　 不同硫酸铵饱和度获得的菌株

ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 抗菌蛋白的抑菌圈

Ｆｉｇ． １　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ
ｆｒｏｍ ｓｔｒａｉｎ ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｍｏｎｉｕｍ

ｓｕｌｆａｔｅ ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ

图 ２　 菌株 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 不同浓度抗菌粗蛋白的抑菌圈

Ｆｉｇ． ２　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ
ｆｒｏｍ ｓｔｒａｉｎ ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．３．３　 抗菌粗蛋白稳定性实验结果分析

图 ３ 为抗菌粗蛋白分别经不同温度、ｐＨ 及紫外

光照射处理后的抑菌圈大小。 根据粗蛋白稳定性实

验结果，粗蛋白溶液在分别经 １５ ～ １００ ℃不同温度

处理后仍有较好的抑菌活性［图 ３（ａ）］。 粗蛋白在

ｐＨ 值为 ３～１２ 的条件下均有较好的抑菌活性，其中

ｐＨ 值为 ８ 的条件下抑菌活性最好，ｐＨ 值为 ２ 的情

况下抑菌活性有所下降，当 ｐＨ 值达到 １３ 的时候，
粗蛋白丧失其抑菌活性［图 ３（ｂ）］。 粗蛋白在经紫

外光分别照射不同时长后仍具有稳定的抑菌活性

［图 ３（ｃ）］。 抗菌粗蛋白在经蛋白酶 Ｋ 孵育后，粗
蛋白抑菌圈直径（３０．３±２．０）ｍｍ 与未经处理的粗蛋

白抑菌圈直径（２９．０±１．０）ｍｍ 相当。

图 ３　 温度、ｐＨ、紫外照射对 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 抗菌

粗蛋白抑菌活性的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｆｏｒ ｓｔｒａｉｎ ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ ｃｒｕｄｅ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐＨ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

２．３．４　 抗菌粗蛋白抑菌谱

用打孔法检测菌株 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 发酵液及粗

蛋白对 １７ 株不同病原菌的拮抗效果。 发酵液和粗

蛋白对不同病原菌的具体抑菌圈数据如表 ２ 所示，
菌株粗蛋白具有广泛的抑菌谱，对 １７ 种病原菌都具

有一定程度的抑菌活性，与发酵液抑菌活性也基本

一致。 其中，对副溶血弧菌 ｖｐ⁃ＨＬ、河流弧菌及迟缓

爱德华菌的抑制效果比较好，抑菌圈直径都达到

２５．０ ｍｍ以上；对费氏另类弧菌、拟态弧菌及铜绿假



２ 期 付　 欢，等：贝莱斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ） ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 抑菌蛋白分离纯化及应用研究 ·２２１　　 ·

单胞杆菌的抑制效果相对其他 １４ 种病原菌较差，抑 菌圈直径基本都在 １８．０ ｍｍ 以下。

表 ２　 菌株 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 发酵液及粗蛋白抑菌谱

Ｔａｂ． ２　 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ａｎｄ ｃｒｕｄｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５

病原菌 发酵液抑菌圈直径 ／ ｍｍ 粗蛋白抑菌圈直径 ／ ｍｍ

副溶血弧菌 ＭＣＣＣ １Ａ０２６０９ ２６．３±１．５ １３．３±１．５

创伤弧菌 ＭＣＣＣ １Ｈ０００６６ ２６．３±１．５ ２６．３±１．５

哈氏弧菌 ＭＣＣＣ １Ａ００２３２ １９．３±１．５ １７．３±１．５

副溶血弧菌 ｖｐ⁃ＨＬ ２７．７±１．５ ２９．０±１．０

费氏弧菌 ＭＣＣＣ １Ｋ０２６６２ １７．７±０．６ １４．７±１．５

河流弧菌 ＭＣＣＣ １Ａ０２７６１ ２８．３±１．５ ２６．３±１．５

拟态弧菌 ＭＣＣＣ １Ｈ０００７８ １０．７±１．５ ９．７±１．５

非 Ｉ 型霍乱弧菌 ＭＣＣＣ １Ａ０２６０８ １６．０±１．０ １５．３±０．６

费氏另类弧菌 ＭＣＣＣ １Ｈ０００２０ １２．０±１．０ １５．３±１．５

大肠埃希氏菌 ＣＩＣＣ １０３０２ １７．７±１．５ １６．０±１．０

铜绿假单胞杆菌 ＣＩＣＣ １０３５１ １２．０±１．０ １６．７±１．５

枯草芽孢杆菌 ＣＩＣＣ １０２７５ ２０．０±１．０ １３．３±１．５

肠炎沙门氏菌 ＣＩＣＣ ２１４８２ １６．７±１．５ ２０．０±１．０

单核细胞增生李斯特菌 ＡＴＣＣ １９１１１ ２０．０±１．０ １６．３±１．５

金黄色葡萄球菌 ＣＩＣＣ １０３８４ ２１．３±１．５ ２６．３±１．５

迟缓爱德华菌 ＭＣＣＣ １Ｋ００２４６ ３０．３±１．５ ２５．７±１．２

白色假丝酵母菌 ＣＩＣＣ １９４３ ２１．３±１．５ １７．３±０．６

２．４　 抗菌蛋白的分离、纯化及鉴定

２．４．１　 抗菌蛋白阴离子柱层析结果分析

将缓冲液梯度洗脱下来的 ７ 个组分旋蒸、脱盐、
冻干的粉末配制置成浓度为 ５０ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液，以
菌株 ｖｐ⁃ＨＬ 为指示病原菌，打孔法检测抑菌活性。
实验结果表明用超纯水（ＤＤＷ）及含 ０、０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ 的１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 洗脱组分抑菌活性最

好，其抑菌圈直径分别达到了（１５．３±１．５）、（２６．７±
１．２）、（２７．３ ± １．５） ｍｍ，即为目标抑菌物质所在组

分；而含 ０．４、０．６、０．８、１．０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 洗脱组分均没有抑菌活性，即不含抑菌

物质。

２．４．２　 抗菌活性粗蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析

将具有抑菌活性的 ＤＤＷ 和含 ０、 ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ 的 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ ３ 个洗脱组分进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 检测，共检测到 ５ 条不同的条带，其分子大小

分别约为 ２７、３０、３５、３８、４０ ｋＤａ。

２．４．３　 粗蛋白主要组分的液质联用质谱鉴定

将电泳条带回收后进行质谱鉴定，回收蛋白胶

条返回的氨基酸序列与基因组数据检索比对，初步

推测其为 ３ 种抑菌物质，其中条带 １ 和条带 ２ 检测

为 α⁃淀粉酶（Ａｌｐｈａ⁃ａｍｙｌａｓｅ），条带 ３ 检测为未知蛋

白（ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ），条带 ４ 和条带 ５ 检测为枯

草杆菌素（ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ），且此 ３ 种物质成分检测出的

分子量大小分别为 ５４ ０７７、４４ ０３８、３９ １１７ Ｄａ。

２．４．４　 抗菌活性粗蛋白主要组分的抑菌活性测定

将回收的蛋白与电泳胶条作对照，根据抑菌检

测结果，回收的 ３ 种蛋白即枯草杆菌素、未知蛋白及

α⁃淀粉酶均具有较好的拮抗副溶血弧菌 ｖｐ⁃ＨＬ 效

果，其抑菌圈直径分别达到了（２７．０±１．０）、（２５．７±
０．６）、（２８．３±０．６） ｍｍ，而不含蛋白成分的空白对照

电泳胶条均没有抑菌活性（图 ４）。 说明该 ３ 种蛋白

对 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 的副溶血弧菌拮抗活性有贡献，
甚至可能有协同增效作用。



·２２２　　 · 应 用 海 洋 学 学 报 ４３ 卷

图 ４　 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 抗菌活性粗蛋白 ３ 个主要组分的抑菌活性测定

Ｆｉｇ． ４　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｄｈｅｓｉｖｅ ｂａｎｄ
（ａ）１、３、４ 为条带 １、３、４ 回收的蛋白组分抑菌圈，（ｂ）ＣＫ 为不含蛋白成分的空白对照电泳胶条抑菌圈。

３　 讨论

畜牧业及水产养殖业的抗生素滥用对健康养殖

构成巨大危害［１６⁃１８］。 益生菌因其能够产生有效抑

菌物质，且生态、经济和社会效益优异，受到诸多学

者关注［１９⁃２１］。 芽孢杆菌因其发酵生产性能好等优

点被广泛关注与开发利用。 例如，在水产养殖应用

方面，一些芽孢杆菌被开发为益生菌制剂应用于对

虾养殖，以提高对虾的存活率，前人将芽孢杆菌作为

益生菌投喂给对虾后，发现对虾存活率显著提

高［２２⁃２３］。
贝莱斯芽孢杆菌总体研究报道不多，抑菌机制

有待深入研究。 Ｔｒｉｎｈ 等曾报道，贝莱斯芽孢杆菌可

拮抗疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ） ［２４］。 Ｙｉ 等则发现该菌可

拮抗嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） ［２５］。 此

外，Ｚｈａｎｇ 等发现该菌可抑制哈氏弧菌［２６］，Ｌｉ 等也

发现该菌可有效抑制溶藻弧菌 （ Ｖ． ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃ⁃
ｕｓ） ［２７］。 本研究中贝莱斯芽孢杆菌 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５
也展现了优异的拮抗多种病原菌的能力，且能够显

著提高感染病原菌的对虾存活率。 抑菌活性分析发

现，菌株产的粗蛋白能抑制多种病原菌，除“玻璃

苗”病原外，还包括哈氏弧菌、创伤弧菌、河流弧菌、
迟缓爱德华菌、非 Ｉ 型霍乱弧菌、铜绿假单胞杆菌及

白色假丝酵母菌等病原菌。 相关研究将为水产养殖

行业对虾“玻璃苗”疾病控制提供抗生素替代方案。
采用酸沉淀、硫酸铵沉淀及有机溶剂萃取等方

法，对贝莱斯芽孢杆菌 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 进行不同抑

菌物质提取，经“玻璃苗”病原抑菌活性检测，确定

其有效抑菌物质为蛋白类。 抑菌谱检测显示，可有

效抑制副溶血弧菌、创伤弧菌、哈氏弧菌及河流弧菌

等多种病原。 经硫酸铵分级沉淀后发现粗蛋白的最

佳硫酸铵饱和度为 ７０％，这与姜威等研究的芽孢杆

菌 Ｈｇ１８ 盐析粗蛋白最佳硫酸铵饱和度 ５０％［２８］有一

定差异，与王青华等研究的贝莱斯芽孢杆菌 ＤＨ８２
盐析粗蛋白所需的硫酸铵最佳饱和度［１５］ 一致。 经

过分离纯化及数据比对，初步推测 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５
具体的抑菌物质成分为枯草杆菌素、未知蛋白及 α⁃
淀粉酶。 李津津等经系统分离纯化及全基因组数据

比对，发现芽孢杆菌 ＤＨ８４０３ 产生的有效抑菌物质

为 ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ Ｌ，且能有效抑制蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ） ［２９］。 Ｆａｋｈｏｕｒｙ 等发现一种分子量为 ３６ ｋＤａ
的 α⁃淀粉酶竞争性抑制剂，能抑制包括黄曲霉（Ａｓ⁃
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｌａｖｕｓ）在内的几种真菌［３０］。 这些与本研究

发现的贝莱斯芽孢杆菌 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 有效抑菌蛋

白成分枯草杆菌素及 α⁃淀粉酶相一致。 此外，本研

究还分离得到一种未知活性蛋白，对其抑菌机制等

相关研究还有待进一步深入。

４　 结论

经抑菌物质分离鉴定与抑菌活性测定，发现贝

莱斯芽孢杆菌 ＭＣＣＣ １Ａ１５６９５ 的有效抑菌物质为抗

菌蛋白。 该活性粗蛋白抑菌谱广、对 １７ 株不同的病

原菌均具有拮抗能力。 经质谱鉴定，分离纯化的抑

菌物质为枯草杆菌素、未知蛋白、α⁃淀粉酶。 研究结

果为贝莱斯芽孢杆菌作为“玻璃苗”病原等对虾病

害防控的益生菌开发利用提供了参考。
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