
芽孢杆菌HAB-2活性成分分离鉴定与抑菌机理研究



 化学农药是保障粮食生产的重要农业物资, 每年能挽回

大量的农作物损失。但大量化学农药的使用，引起了众多的

环境、农产品质量安全以及大量的抗药性强的病原菌株等一

系列的社会和环境问题，农药是一把双刃剑，它在保障人类

获得丰厚农产品的同时，也给环境和生态带来了严重的污染

与危害(卜元卿等，2014) 。

随着人们认识的进步，在安全、环保、绿色农药的理念

指引下，催生了绿色环保的生物农药的研发进程。生物防治

是目前最有效最环保清洁的病害的治理方式之一，人们逐渐

接受了利用生物与生物之间相互作用的方式作为防治病虫害

的方法（Pierre, 2000; Wagner, 1999）。因此绿色农药生物防

治值得深入研究。



       生防菌的类型繁多，目前主要应用的有细菌、真菌和放线菌等，其中生防细菌主要是由芽孢杆菌属

(Bacillus spp.)和假单胞菌属（Pseudomonas spp.）的一些亚种组成(秦刚等，2012)。

芽孢杆菌的应用 



生防芽孢杆菌

        芽孢杆菌是一类好氧或兼
性好氧、棒杆状且能形成内生
芽抱的革兰氏阳性细菌，广泛
存在于自然界中。芽孢杆菌可
以产生大量有生物活性的次生
代谢产物(抑菌、抗病毒和促
进植物生长)，并且能与植物
形成良好的互作关系，易于在
植物根围土壤、根部以及地上
部的叶片或茎等组织中定殖，
在一定程度上防控植物病害。
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芽孢杆菌生防机理 



枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis

70个

NCBI查询

芽孢杆菌

全基因组数目

解淀粉芽孢杆菌

Bacillus 
amyloliquefaciens

23个

多粘芽孢杆菌

Bacillus polymyxa

11个

蜡状芽孢杆菌

Bacillus cereus

47个

巨大芽孢杆菌

 Bacillus
Megaterium

6个

地衣芽孢杆菌
Bacillus 

licheniformis

13个

        由NCBI查询可知，目前完成全基因组测序并

注释的芽孢杆菌主要集中在枯草芽孢杆菌（70

个）、蜡状芽孢杆菌（47个）和解淀粉芽孢杆菌

（23个）；其余为多粘芽孢杆菌（11个）、巨大

芽孢杆菌（6个）、地衣芽孢杆菌（13个）；且主

要集中在近10年内，由此可知目前芽孢杆菌的研

究热点基于全基因组数据，已处于分子水平和机

理研究的层面当中。
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Fig. 1. Circular representation of the HAB-2 genome. Genome circular representation can fully display the 
characteristics of the genome. From outer to inner circle: 1st and 2nd circle mean positive chain gene and negative 
chain gene, all genes in colour code according to their functions by COG annotation. 3rd circle means ncRNA (black 
indicates tRNA, red indicates rRNA). 4th circle means GC content (red indicates greater than average value, blue 
indicates less than average value). 5th circle means GC skew (GC Skew=(G-C)/(G+C); purple indicates greater than 0, 
and orange indicates less than 0).

        2018年6月，我们对HAB-2菌株进行了基
因组测序，在测序和组装后，组装了143,574个
片段，总共1,350,725,830个碱基对。我们获得
了大约3,894,648bp（3.89M）的基因组大小，
GC含量为46.64％，共预测了3,929个蛋白质编
码基因，其中最大基因为16,302 bp，最小基因
为114 bp。此外，在基因组中预测了86种tRNA
和9种16s-23s-5s核糖体RNA操纵子。同时，我
们把HAB-2菌株与模式菌株FZB42菌株进行了
基因组层面的差异比较。
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        根据我们对HAB-2测序结果分析，
我们比较并列举了一部分功能基因
簇的大小和相似度以及代谢途径，
发现HAB-2菌株中有许多与模式菌
株FZB42相似的基因簇序列，相似
度可以达到98-99%，与另一个模式
菌株DSM7T的相似度就没有那么高
了，相似度在92-95%，这可能是同
一个种的种间差异没有那么大，而
与另一个种的枯草芽孢杆菌168菌
株的相似度就比较低了，相似度在
79-85%。这些我们比较的这些基因
簇都是与抑菌、抑藻和抗病毒等与
表型相关的基因簇，这也与目前我
们的实验结果相吻合。



         芽胞杆菌次生代谢产物主要通过两

种途径产生。 :

(1)核糖体途径，该途径为常规的蛋白质

核糖体合成过程，合成聚酮化合物;

(2)非核糖体途径，由非核糖体多肽合成

酶（NRPS）通过“多载体硫模板机制”

的方式进行合成，产生环状表面活性素

（Surfactin）、伊枯草素（Iturin）和泛

革 素 （ F e n g y c i n ） 、 罗 克 霉 素

（Locil lomycin）等酯肽类抗生素。

（Chen et al., 2008；Strieker et al., 2010； 

Luo et al., 2017 ）Secondary metabolites with biocontrol and plant 
growth–promoting activities (Chen et al., 2008)



脂肽类物质合成与调控关键基因

       根据2007年Rainer Borriss在Nature Biotechnology上报道的sfp基因在合成Surfactin、BacillomycinD、

Fengycin、Bacillibactin、Macrolactin、Bacillaene 和Difficidin等脂肽类物质上都有不可缺少的作用(Xiao 
Hua Chen et al.,2008)。

          sfp基因编码4´-磷酸泛酰巯基乙胺基转移酶（4´-phosphopantetheinyl transferase）(Lambalot et al., 1996)，
是芽孢杆菌非核糖体途径合成脂肽类化合物的关键基因（Tsuge et al., 1996）。该酶使无活性的合成酶从脱辅

基蛋白转化成有活性的全酶形式。模式菌株B. subtillis 168虽然含有完整的脂肽类合成酶基因簇，但由于合成

脂肽物质的非核糖体途径中所需的sfp基因，长期传代有一个碱基突变，因此不能合成任何抗菌物质（Nakano 
et al., 1992；Tsuge et al., 1996，李响等，2015）。

The key genes about antibiotic 
synthesis and regulation (Chen et al., 2008)



     HAB-2菌株基因组上含有脂肽类物质surfactin、
fengycin、iturin、bacillomycin的合成基因，能
产生脂肽类物质。

M:2000Marker A:HAB-2-ituA B: B.subtilis 168-ituA C: HAB-2-ituD D: B.subtilis 
168-ituD E: HAB-2-lpa14 F: B.subtilis 168-lpa14 G: HAB-2-sfp H: B.subtilis 168-
sfp I: HAB-2-mycB J: B.subtilis 168-mycB K: HAB-2-fenB L: B.subtilis 168-fenB

M:2000DNA marker1:ituC 2:srfAB 3: sboA 4: ituD 5:qk 6: fenD 
7: bamC 8: yndj 9: ituB 10: fenB 11:ituA基因片段

     HAB-2菌株中基因组中含有ituA基因（1100bp）、lpa基因

（675bp）、mycB基因（2024bp）、fenB基因（1400bp）等调节
基因。

Analysis lipopeptides of B. amyloliquefaciens HAB-2 
and B. subtilis 168 

HAB-2 B.s168

        模式菌株B. subtilis 168仅含有sfp基因，但sfp基因由于

长期传代导致一个碱基错配，因此不能产生任何脂肽类物

质。然而HAB-2菌株基因组中同样也没有sfp基因，但是经

过飞行时间质谱和分离技术发现了HAB-2菌株代谢产生脂

肽类物质，并且具有抑菌活性。采用基因敲除的手段，对

关键基因lpaH2进行敲除，发现lpaH2基因在脂肽类物质合

成中起到关键性的作用。

   A                       B                         A                     B

 C                       D                         C                     D

本课题组的研究 The key genes about antibiotic synthesis and regulation



lpa基因也编码4′-磷酸泛酰巯基乙胺基转

移酶, 调节Iturin A模板酶复合物的形成，

该基因也可以调控合成与sfp基因类似的

磷酸泛酰巯基乙胺基转移酶。(Tsuge et 

al., 2001)

Jin等发现存在lpa基因，可在模式菌株B. 

subtillis 168中代替sfp作为重要合成酶基

因，是调控脂肽类物质的关键基因。

(Jin et al., 2017)

The lipopeptides pathways

Except sfp and 
lpa，anyone 

else???

 

脂肽类物质合成与调控关键基因 The key genes about antibiotic 
synthesis and regulation



        伊枯草素（Iturin）是由7个氨基酸残基多肽链与β-氨基脂肪酸链（C14-C17）通

过酰胺键相连而成的化合物。根据氨基酸组成和脂肪酸链结构的不同，分为伊枯草素

Iturin、抗霉枯草菌素Mycosubtilin、杆菌霉素Bacillomycin三类。1984-1985年
Peypoux 先后发现BacillomycinD、BacillomycinF、BacillomycinL；1995年 Eshita发现

BacillomycinLc。 2017年Jin等从解淀粉芽孢杆菌菌株HAB-2中分离鉴定出一个新的杆

菌霉素，命名为BacillomycinDC。（ Essa et al., 1994; Duitman et al., 1999; Eshita et al., 
1995;  Peypoux et al., 1984; Peypoux et al., 1985; Tsuge et al., 2001; Koumoutsi A et al., 
2007; Lee et al., 2008; Jin et al., 2017 ）Structures of Iturin peptidolipid antibiotics 

from Bacillus (Peypoux et al., 1984)

Gene cluster of  the lipopeptide antibiotics Structures of Bacillomycin DC from HAB-2 (Jin et al., 2017)



       杆菌霉素DC结构

        

       杆菌霉素DC浓度低于22.191 mg/L时，在不同时间段对
斑马鱼均没有毒害作用，没有发现心包囊肿、卵黄囊中、色
素退化和畸形等形态学现象。美国环保署的分类，农药的毒
性分为剧毒（0.1mg/ L <LC50 <1 mg/L），中等毒性（1 mg/ 
L <LC50 <10 mg/L），微毒（10 mg/ L <LC50 <100 mg/L，G
杆菌霉素DC属于微毒（OECD）。



杆菌肽（ Bacitracin ）

抗生素 Lipopeptide antibiotics

        杆菌肽（ Bacitracin ）是一种主要
由枯草芽胞杆菌和地衣芽胞杆菌产生的
广谱性抗生素，由11 种氨基酸残基组成，
包括Orn、D-Phe、His、D-Asp、Asn、
Lys、D-Glu、Cys、Leu、Ile 和Val。杆
菌肽是一种广谱性抗生素。目前本实验
室从HN-5菌株中分离得到bacitracin A。
       根据超显微观察的结果结合目前的
杆菌肽的抑菌机理，设计引物（ftsZ基
因产物参与细胞分裂; glmS基因编码葡
糖胺-6-磷酸合成酶，其对于肽聚糖生物
合成是重要的 ;  gumD基因的存在负责
EPS生物合成。）对施加杆菌肽后12h和
24h的泛菌进行荧光定量PCR检测，发现
筛选出来的三对基因表达情况为12h时
三个基因均上调（1.1-1.7倍），而到24h
三个基因快速下调表达。
        因此，我们根据以上结果确定杆菌
肽能通过抑制细菌细胞壁的合成从而抑
制革兰氏阴性菌的生长。

       



 

协同机制 Synergistic mechanism

Maget Dana等(1992)发现在IturinA中

适当添加没有活性浓度的surfactin可

以增强IturinA的溶血活性（右图），

这种作用是IturinA和surfactin两者相

互协同作用的效果。

研究表明，表面活性素与伊枯草素，

表明活性素与泛革素，伊枯草素与

泛革素，相互之间均具有一定的协

同作用，能够增强后者的抑菌活动。

Except sfp and 
lpa，anyone 

else???

█  i t u r i n  A ( 2  x  1 0 - 5  M )；●  s u r f a c t i n  ( 2  x  1 0 - 5  M )；
◆surfactin/iturin A mixture1：1 (4 x 10-5 M)；□ sequential 
addition of iturin A (2 x10-5 M) then suffactin (2 x 10-5 M) after a 
time lag of 30 min;○ sequential addition of suffactin (2 x 10-5 M) 
then iturin A (2 x !0 -s M) after a time lag of 30 rain. The arrow
indicates the addition of the second lipopeptide.

 Haemolysis of human erythrocytes by the lipopeptides.



芽孢杆菌的应用 Application of Bacillus

A：无菌水 B：HAB-2发酵液（CFU=5×108） C:HAB-2发酵上清液 

荧光显微镜下的标记HAB-2菌株定殖烟草根系
A：HAB-2发酵液（CFU=5×108，白光） B：HAB-2发酵液（CFU=5×108，荧光）

激光共聚焦显微镜下的标记HAB-2菌株 

 定殖与促生作用

21 d



芽孢杆菌的应用 Application of Bacillus

Except sfp and 
lpa，anyone 

else???

A:HAB-2杀菌剂成品 B:对照苦瓜 C:施用HAB-2杀菌剂的苦瓜
HAB-2生物杀菌剂使用于苦瓜

A. B：正丁醇提取物处理；C-D：杆菌霉素DC处理；
E-F：三唑酮处理；G-H：CK处理；

（标尺：图B、D、F、H=20 μm）
HAB-2菌株提取物对橡胶树白粉病防治试验




