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植物内生菌作为植物微生态系统的重要组成部

分，在宿主应对外界环境的应激耐受性、宿主的生长

及有效活性成分产生等方面均具有重要影响。枯草

芽胞杆菌 Bacillus subtilis 作为代表物种，可产生一

系列抗菌活性物质，对多种植物病原菌均有良好的

拮抗活性（周金伟等，2016）。本课题组从玉米健康

植株中分离到1株具有广谱抗菌活性的枯草芽胞杆

菌YY1（候美玲，2012)，该菌株可通过产生脂肽类物

质从而抑制病菌菌丝及分生孢子发育。本研究利用

高速逆流色谱系统对其脂肽类物质进行分离，并结

合生物学活性评价，建立基于高速逆流色谱系统的

芽胞杆菌脂肽类物质分离方法，以期为细菌活性物

质的分离纯化提供新思路。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：玉米大斑病菌 Setosphaeria turcica

01~23 菌株、枯草芽胞杆菌 YY1 菌株，均由本实验

室保存。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：葡萄糖 20 g、马铃薯 200 g、琼脂

粉 13 g、蒸馏水 1 000 mL；LB（Luria-Bertani）培养

基：酵母提取物 5 g、胰蛋白胨 10 g、NaCl 10 g、

ddH2O 1 000 mL，pH 7.0；发酵培养基：可溶性淀粉

3.0%、蛋白胨 2.0%、KH2PO4 0.02%、MnCl2 0.01%。

试剂及仪器：甲醇为色谱纯，美国Thermo Fish-

er Scientific公司。Agilent 1200高效液相色谱仪，安

捷伦科技（中国）有限公司；HSCCC-TBE300A 高速

逆流色谱仪，上海同田生物技术股份有限公司。

1.2 方法

最适检测波长的确定：按照候美玲（2012）方法

提取枯草芽胞杆菌YY1菌株的脂肽类物质。利用

高效液相色谱对脂肽类提取物进行初步分析。以

80%甲醇为溶剂，流速1 mL/min，进样量20 µL，柱温

25℃；检测波长分别设置为214、246、280、313 nm，检

测样品不同波长下的出峰情况。

溶剂体系的确定：配制 16 个不同的溶剂体系

（丁琼，2014），脂肽类提取物分别溶解于各溶剂体

系，静置过夜。分别收集各溶剂体系的上相和下相，

溶解于 1 mL甲醇。在含有浓度为 1.0×104 个/mL玉

米大斑病菌分生孢子的 PDA 平板上打 4 个直径为

6 mm的孔，孔中注入待测溶液，50 μL/孔，25℃恒温

培养 3 d，测定抑菌圈面积以确定分配系数K，K=上

相抑菌圈面积/下相抑菌圈面积。当 0.5<K<2 则符

合要求。每个处理重复3次。

脂肽类物质分离及活性检测：配制最佳溶剂体

系 2 L，静置将上下相分开，超声脱气 20 min。高速

逆流色谱 25℃水浴，泵上相至其从检测器流出为

止，流速50 mL/min。高速逆流色谱正转900 r/min，

泵下相，流速为2 mL/min，收集检测器处流出上相，

量取体积，计算保留率R=（320－V 上）/300×100%，R>

40%可使用。等体积上相下相样品进样。当出现吸

收峰时，分段收集分离物并标明序号及出峰时间，分

离物风干后溶解于 1 mL色谱甲醇中。按照上述溶

剂体系的确定方法测定分离物的抗菌活性。每个处

理重复3次。

活性组分的高效液相色谱分析：对抗菌活性最
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高的分离物进行高效液相色谱分析。以 80%甲醇

为溶剂，流速1 mL/min，进样量20 µL，柱温25℃，检

测波长为214 nm。

1.3 数据分析

试验数据采用SPSS17.0软件进行统计分析，应

用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 高效液相色谱条件的确定

当检测波长为 214 nm 时吸收峰最大，峰值达

2 500 mAU，而其它检测波长的吸收峰峰值均在

800 mAU以下，故将 214 nm作为最佳检测波长。

在16个溶剂体系中上相的抑菌活性逐渐增加，

下相的抑菌活性逐渐减小，分配系数 K 依次增大。

其中，1~11号体系K值均小于0.5，13~16号体系的K

值在2.0~2.5之间，12号体系的分配系数K为1.6，分

配系数0.5<K<2即为符合要求，即乙酸乙酯∶正丁醇∶

水体积比为4∶1∶5。

2.2 脂肽类物质分离及活性检测

枯草芽胞杆菌YY1菌株的脂肽类提取物经高

速逆流色谱分离，共获得 14 个分离物，按出峰顺

序分别标记为 1~14 号，其中 4 个分离物具有抑菌

活性，9 号分离物的抑菌圈最大，平均面积为

520.24 mm2，显著大于其它分离物的抑菌圈，其出峰

时间为114.41 min（图1）。

图1 枯草芽胞杆菌YY1菌株的脂肽类提取物高速逆流色谱谱图

Fig. 1 The spectrogram of high-speed counter-current chromatography of lipopeptides from YY1 strain

2.3 9号分离物的高效液相色谱分析

9号分离物高效液相色谱分析结果显示，在保

留时间 5.27 min处出现一峰形较为对称的吸收峰，

推测其为单一物质，为分离物9的主要组分。

3 讨论

本研究初步确定了利用高速逆流色谱分离枯草

芽胞杆菌YY1菌株脂肽类物质的最佳溶剂体系为

乙酸乙酯∶正丁醇∶水=4∶1∶5。进一步对其中抑菌

活性最强的分离物进行高效液相色谱检测，发现该

分离物的主要组分出峰时间为 5.27 min，其保留时

间与叶云峰等（2011）在相同检测条件下伊枯草菌素

A保留时间 5.39 min的结论极为相近，推测其可能

为伊枯草菌素A的结构类似物，在后续的研究中应

对主要活性物质做进一步纯化和结构鉴定。
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