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摘　要：为分析短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中的活性物质成分，对其提取方法进行了优化，大孔树

脂提取法为最佳的提取方法，其活性物质得率为１．５９３ｇ·Ｌ－１，且抑菌活性高于氯仿萃取法所得的活性物质的

活性。确定了短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物活性物质收集的最佳方案为：将短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－
０８０９－ＧＬＸ发酵液常温３　６００ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ，取上清液，按比例与４０ｇ·Ｌ－１大孔树脂ＡｍｂｅｒｌｉｔｅＸＡＤ１６混

合，２８℃、１６０ｒ·ｍｉｎ－１振荡４ｈ后，填柱，并用水洗柱后，采用３倍洗脱体积的丙酮洗脱，收集丙酮洗脱液，

４０℃旋转蒸发进行浓缩，所得物质即为短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物的活性物质。
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　　关于不同生防菌活性物质的提取方法有许多
种，包括硫酸铵沉淀法、大孔树脂吸附法以及有机
溶剂萃取法等［１－６］。采用有机溶剂萃取法是根据不
同物质成分在不同有机溶剂中的溶解度差异而把不

同物质分离出来。杨利珍等研究疣孢青霉菌ＹＬ－５２
的发酵液粗提物时发现，对苹果干腐、苹果腐烂、
番茄早疫病菌具有抑菌效果的是该菌株的乙酸乙酯

提取部分［２］。朱立等［３］发现经氯仿－甲醇提取后得
到的链霉菌 ＹＨ－ＵＶ－２红褐色抑菌物质粗提物的

ＭＩＣ为６８．３μｇ·ｍＬ
－１。李一青等采用生物活性

追踪结合色谱分离的方法，从藤黄灰链霉菌

ＥＣＯ００００１的菌丝体丙酮粗提物中分离得到２个活
性化合物［４］。姬生宝等通过大孔树脂吸附等方法对
藤黄灰链霉菌 Ｈ１０３发酵液的抗真菌活性成分进行
了分离和纯化，得到纯度较高的活性物质结晶［５］。
本研究小组筛选到１株短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－

０８０９－ＧＬＸ （Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ　 ＦＪＡＴ－０８０９－
ＧＬＸ），该菌株对不同的病原菌具有很好的抑制作

福建农业学报２６（４）：５２８～５３２，２０１１
Ｆｕｊｉａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ

文章编号：１００８－０３８４ （２０１１）０４－５２８－０５



用［７－９］，为了进一步分析短短芽胞杆菌 ＦＪＡＴ－
０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活性物质的成分，本研究对
活性物质提取方法进行了优化，以期为后续活性物
质的大量收集和主要功能成分分析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
菌株：短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ和大肠

杆菌Ｋ８８；培养基均为 ＮＡ培养基；试剂：氯仿、
丙酮和二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）均为分析纯。大孔树
脂ＡｍｂｅｒｌｉｔｅＸＡＤ１６购自百迪信 （北京）科技有限
公司。

１．２　试验方法

１．２．１　短短芽胞杆菌代谢产物中活性物质提取方
法的筛选　菌株培养：挑取１环新鲜培养的短短芽
胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ至１　０００ｍＬ液体 ＮＡ培
养基中，２８～３０℃、１８０ｒ·ｍｉｍ－１振荡培养４８ｈ
后，用于活性物质的提取。
短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活

性物质的大孔树脂提取法：将短短芽胞杆菌

ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ发酵液常温３　６００ｒ·ｍｉｍ－１离心

３０ｍｉｎ，取上清液，与３０ｇ大孔树脂 Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ－
ＸＡＤ１６混合，２８℃、１６０ｒ·ｍｉｍ－１振荡４ｈ后，
填柱，丙酮洗脱，收集丙酮洗脱液，４０℃旋转蒸发
进行浓缩。
短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活

性物质的萃取法：将短短芽胞杆菌 ＦＪＡＴ－０８０９－
ＧＬＸ发酵液常温３　６００ｒ·ｍｉｍ－１离心３０ｍｉｎ，取
上清液，加入等体积的氯仿萃取３次，合并所有萃
取液，浓缩。
短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活

性物质的抑菌活性检测：采用抑菌圈法。将大孔树
脂法和氯仿萃取法提取的活性物质分别用二甲基亚

砜 （ＤＭＳＯ）溶解成不同浓度 （５００、２５０和１００
ｍｇ·ｍＬ－１）备用。将在ＮＡ培养基培养的大肠杆
菌Ｋ８８目标菌株单菌落挑至装在２５０ｍＬ三角瓶中
的２５ｍＬ　ＮＡ培养液中，３０℃、１６０ｒ·ｍｉｍ－１，培
养２４ｈ，吸取培养液１ｍＬ，加入到熔化并冷却到

５０℃的６ｍＬ　０．７％琼脂的 ＮＡ培养基内，混合均
匀后，作为上层培养基，倾覆在预先已凝固的ＮＡ
平板上。待上层培养基凝固后，在每块平板上打
孔，用移液器分别向每个孔中加入５０μＬ提取物，
然后将平板放置在３０℃培养箱培养４８ｈ后，测定
抑菌圈直径。阳性对照为１００ｍｇ·ｍＬ－１硫酸链霉
素。

１．２．２　短短芽胞杆菌代谢产物中活性物质大孔树
脂提取法的优化　不同振荡时间对短短芽胞杆菌

ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活性物质得率的影响：
将２Ｌ短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ发酵液常温

３　６００ｒ·ｍｉｍ－１离心３０ｍｉｎ，取上清液，与６０
ｇ·Ｌ－１大孔树脂 ＡｍｂｅｒｌｉｔｅＸＡＤ１６ 混合，２８℃、
静置４ｈ、１６０ｒ·ｍｉｍ－１振荡２、４、８和１６ｈ后，
填柱，并用水洗柱后，丙酮洗脱，收集丙酮洗脱
液，４０℃旋转蒸发进行浓缩，测定所得物质的重
量，比较提取条件特点。
不同洗脱体积对短短芽胞杆菌 ＦＪＡＴ－０８０９－

ＧＬＸ代谢产物中活性物质得率的影响：将２Ｌ短
短芽胞杆菌 ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ 发酵液常温３　６００
ｒ·ｍｉｍ－１离心３０ｍｉｎ，取上清液，与６０ｇ·Ｌ－１大
孔 树 脂 ＡｍｂｅｒｌｉｔｅＸＡＤ１６ 混 合，２８℃、１６０
ｒ·ｍｉｍ－１振荡４ｈ后，填柱，并用水洗柱后，采用

１倍、２倍、３倍、４倍和５倍洗脱体积的丙酮进行
洗脱，收集丙酮洗脱液，４０℃旋转蒸发进行浓缩，
测定所得物质重量，比较提取条件的特点。
不同大孔树脂量对短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－

ＧＬＸ代谢产物中活性物质得率的影响：将２Ｌ短
短芽胞杆菌 ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ 发酵液常温３　６００
ｒ·ｍｉｍ－１离心３０ｍｉｎ，取上清液，按比例与２０、

４０、６０、８０和１００ｇ·Ｌ－１大孔树脂 Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ－
ＸＡＤ１６混合，２８℃、１６０ｒ·ｍｉｍ－１振荡４ｈ后，
填柱，并用水洗柱后，采用４倍洗脱体积的丙酮洗
脱，收集丙酮洗脱液，４０℃旋转蒸发进行浓缩。短
短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活性物质
得率＝所得物质重量 （ｇ）／ ［发酵液体积 （Ｌ）×
大孔树脂用量 （ｇ·Ｌ－１）］。

２　结果与分析

２．１　短短芽胞杆菌代谢产物中活性物质提取方法
的筛选

２种方法提取的短短芽胞杆菌 ＦＪＡＴ－０８０９－
ＧＬＸ代谢产物中活性物质的得率有所不同，大孔
树脂法提取的物质得率较高，为１．５９ｇ·Ｌ－１，氯
仿萃取法提取的物质得率为０．２７ｇ·Ｌ－１ （图１）。
从对大肠杆菌 Ｋ８８的抑菌效果来看，大孔树

脂提取法提取的物质抑菌效果大于氯仿萃取法，

１００ｍｇ·ｍＬ－１大孔树脂提取法提取的活性物质抑
菌圈直径为２７．３３ｍｍ，而氯仿萃取法提取的相同
浓度的活性物质抑菌圈直径则为１５．００ｍｍ，由于
氯仿萃取后的水相也具有较大的抑菌活性，抑菌圈
直径为２５．９６ｍｍ （图２、图３、表１），推测采用
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图１　不同提取方法提取的短短芽胞杆菌 ＦＪＡＴ－０８０９－
ＧＬＸ代谢产物中活性物质得率比较

Ｆｉｇ．１　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅｓ　ｏｆ　ａｃｔｉｖｅ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　ｆｒｏｍ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

ｏｆ　Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ　 ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ　ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ

氯仿萃取法不能将短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ
活性物质全部提取出来，因而采用大孔树脂提取法
更为合适。

图２　氯仿萃取法提取的短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ
代谢产物中粗提物的抑菌活性

Ｆｉｇ．２　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｆｒｏｍ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ　ｏｆ

Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　 ｂｒｅｖｉｓ　 ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ　 ｗｉｔｈ

ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

２．２　短短芽胞杆菌代谢产物中活性物质大孔树脂
提取方法的优化

２．２．１　不同振荡时间对短短芽胞杆菌代谢产物中
活性物质得率的影响　 不同振荡时间对短短芽胞
杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活性物质得率的
影响不同 （Ｐ＜０．０５），随着振荡时间的延长，活
性物质得率呈现先增加后减少的趋势。振荡４ｈ，

得率最高，为１．６５ｇ·Ｌ－１，当振荡０ｈ（静置４ｈ）

时，得率最少，为１．０７ｇ·Ｌ－１ （图４）。当延长振
荡时间时，由于上清液比较容易污染其他细菌，从

图３　大孔树脂提取法提取的短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－
ＧＬＸ代谢产物中粗提物的抑菌活性

Ｆｉｇ．３　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｆｒｏｍ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ　ｏｆ

Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　 ｂｒｅｖｉｓ　 ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ　 ｗｉｔｈ

ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ　ｒｅｓｉｎ　ｃｏｌｕｍｎ

而导致大孔树脂成团而不容易洗脱。因而，在进行
短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活性物
质收集时，最佳振荡时间为４ｈ。

图４　不同振荡时间对短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代

谢产物中活性物质得率的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｓｈａｋｉｎｇ　ｔｉｍｅ　ｉｎ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅｓ　ｏｆ　ａｃｔｉｖｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　ｆｒｏｍ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ　ｏｆ　Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ

ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ

２．２．２　不同洗脱体积对短短芽胞杆菌代谢产物中
活性物质得率的影响　不同洗脱体积对短短芽胞杆
菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活性物质得率的影
响有所不同，随着洗脱体积的增加，活性物质得率
呈先增加后减少的趋势。当采用１倍洗脱体积时，
得率最低，为１．４５ｇ·Ｌ－１，当采用３倍洗脱体积
时，活性物质得率最高，为１．６ｇ·Ｌ－１，当洗脱
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体积增加到５倍时，活性物质得率有所减少，为

１．５７ｇ·Ｌ－１ （图５），但采用３、４和５倍洗脱体积
时，活性物质得率差异不大 （Ｐ＜０．０５）。因而，
在进行短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中
活性物质收集时，最佳丙酮洗脱体积为３倍洗脱体
积。

图５　不同洗脱体积对短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代

谢产物中活性物质得率的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｌｕｔｉｏｎ　ｖｏｌｕｍｅ　ｉｎ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｒａｔｅｓ　ｏｆ　ａｃｔｉｖｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　ｆｒｏｍ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ　ｏｆ　Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ

ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ

２．２．３　不同大孔树脂量对短短芽胞杆菌代谢产物
中活性物质得率的影响　不同大孔树脂量对短短芽
胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活性物质得率
影响有所不同，随着大孔树脂量的增加，活性物质

得率先增加后减少。大孔树脂量为２０ｇ·Ｌ－１时，
得率为每克大孔树脂吸附得到０．０２３ｇ活性物质，
大孔树脂量为２０、６０和１００ｇ·Ｌ－１的得率差异不
显著 （Ｐ＞０．０５）。大孔树脂量为４０ｇ·Ｌ－１时，得
率最大，与其他处理差异显著 （Ｐ＜０．０５），为每
克大孔树脂吸附得到０．０３１ｇ活性物质 （图６）。因
而，在进行短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产
物中活性物质收集时，最佳大孔树脂用量为４０
ｇ·Ｌ－１。

图６　不同大孔树脂量对短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ
代谢产物中活性物质得率的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ　ｒｅｓｉｎ　ａｍｏｕｎｔ　ｉｎ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅｓ　ｏｆ　ａｃｔｉｖｅ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　ｆｒｏｍ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ　ｏｆ

Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ　ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ

表１　不同提取方法提取的短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中粗提物的抑菌效果

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｅｘｔｒａｃｔ　ｆｒｏｍ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ　ｏｆ　Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｂｒｅｖｉｓ　ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ（ｍｍ）

提取方法
１００

（ｍｇ·ｍＬ－１）
２５０

（ｍｇ·ｍＬ－１）
５００

（ｍｇ·ｍＬ－１）
水相

大孔树脂提取法 ２７．３３　 ２９．３３　 ３０．３３ －

氯仿萃取法 １５．００　 １８．０２　 ２０．４５　 ２５．９６

３　讨　论

大孔树脂是一种有机高分子聚合物，不溶于有
机溶剂，应用大孔树脂进行不同物质的分离技术是
继离子交换树脂后的主要分离新技术之一［１０］。大

孔树脂具有吸附容量大、物理化学稳定性高、选择
性好、吸附速度快、使用周期长和用量节省等诸多
优点［１１］。大孔树脂纯化技术作为医药、食品等工
业中极具发展前景的实用新技术之一，在生物碱
类、黄酮类和微生物药物等主要活性成分的提取与
分离中得到广泛应用［１２－１５］。

对大孔树脂提取方法的优化可为微生物药物和

中药材等主要活性成分的工业化生产提供理论依

据。徐清萍等以吸附量、吸附率、解吸量和解吸率
为指标，确定了大孔树脂ＸＡＤ－１６对甘草黄酮的最
佳分离工艺条件［１６］。在本研究中，为了确定短短
芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中活性物质的
成分，对其活性物质提取方法进行了优化，结果表
明其代谢产物中活性物质收集的最佳方案为：将短
短芽胞杆菌 ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ 发酵液常温３　６００
ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ，取上清液，按比例与４０

ｇ·Ｌ－１大孔树脂 ＡｍｂｅｒｌｉｔｅＸＡＤ１６ 混合，２８℃、

１３５第４期 黄素芳等：短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＸＬ代谢产物活性物质提取方法的优化



１６０ｒ·ｍｉｎ－１振荡４ｈ后，填柱，并用水洗柱后，
采用３倍洗脱体积的丙酮洗脱，收集丙酮洗脱液，

４０℃旋转蒸发进行浓缩，所得物质即为短短芽胞杆
菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物中的活性物质。
对于短短芽胞杆菌ＦＪＡＴ－０８０９－ＧＬＸ代谢产物

中的活性物质提取方法的优化，可为进行活性物质
的工业化生产提供一定的依据，当然在进行大规模
生产时，还需要进一步对其更为详细的工艺参数进
行优化。
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