
近年来，随着激发子类物质在植物与病原物

互作上的深入研究，其在生物农药上的应用也逐

渐兴起。激活蛋白是一类新型的微生物蛋白农药，

本身不具有杀菌作用，但可以激发植物的系统抗

病性，从而促进植物生长和提高植物抗病防虫的

能力[1]。激活蛋白可从多种病原真菌中提取获得，

本试验选取了易于获得的铰链孢属真菌，对其培

养条件进行了优化并使用超声波破碎法从中提取

蛋白，为选择提取优质激活蛋白的方法提供了理

论基础。

1 材料与方法

1.1 供试菌种
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铰链孢属真菌为吉林省农科院生物中心生物

农药实验室分离并保存。
1.2 铰链孢属真菌培养条件筛选

1.2.1 最佳培养时间

在 250 mL 三角瓶中分别加入等量 PD 液体

培养基，接种固体 PDA 上生长的铰链孢属真菌菌

块，设置培养时间分别为 48、60、72、84、96 h，然

后将各处理的菌丝真空抽干，置于 60℃烘干，称

重，选择最佳培养时间。
1.2.2 摇床转速

设 置 140、160、180、200、220 r/min 摇 床 转

速，以 1.2.1 得出的最佳培养时间培养，菌丝烘干

称重，选择最佳摇床转速。
1.2.3 培养温度

分别在 22、24、26、28、30、32℃下，以最佳培

养时间和最佳摇床转速培养，得到的菌丝烘干称

重，选择最佳培养温度。
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1.2.4 装液量

在 250 mL 三 角 瓶 中 分 别 装 入 40、60、80、
100、120、140 mL PD 液体培养基，接种后以最佳

培养时间、最佳摇床转速及最适培养温度培养，菌

丝烘干称重，选择最佳装液量。
1.2.5 综合培养条件研究最佳条件组合试验

根据 1.2.1 至 1.2.4 中得出的各个最佳培养

条件进行正交试验以考察各条件复合使用的情

况，按照表 1 设计不同的因素和水平，选用正交表

L8(27)进行正交设计，同时参照此表对培养条件进

行组合，得到表 2。铰链孢属真菌在各组合条件下

进行培养后称量各处理菌丝干重。
1.3 激活蛋白提取

在 250 mL 三角瓶中装入 PD 培养液，接种直

径为 8 mm 的铰链孢属真菌菌块 2 块，按照正交

试验得出的最佳培养条件进行培养。将培养后的

菌丝真空抽干，加适量 0.05 mol/L pH6.8 的磷酸

缓冲液，超声波破碎，8 000 r/min 离心 10 min，上

清液即为激活蛋白原液。将其分装在 1.5 mL 离心

管中，于 - 20℃保存。
1.4 SDS - PAGE 电泳检测

将激活蛋白原液分装在 1.5 mL 离心管中，放

入离心干燥机中浓缩至 1/2 体积，每次以 10 μL
浓缩后的激活蛋白上样，进行 SDS-PAGE 电泳检

测。具体方法参照《分子克隆》第二版进行。

2 结果与分析

2.1 铰链孢菌最佳培养条件的筛选

2.1.1 培养时间对菌丝干重的影响

如图 1 所示，在培养 72 h 内菌丝生长量急剧

增加，72 h 时菌丝平均干重为 0.98 g，之后菌丝平

均干重略有增加(84 h 菌丝干重为 0.99 g)，但增加

量不明显，由此判断培养 72 h 时该菌株处于对数

生长期，故最佳培养时间为 72 h。

2.1.2 培养转速对菌丝干重的影响

菌丝的最佳生长转速表明，转速为 160 r/min
时菌丝平均干重值最大，为 1.01g，160 r/min 为

该菌株的最佳培养转速(图 2)。

2.1.3 培养温度对菌丝干重的影响

从图 3 可以看出，22～26℃范围内，菌丝生长

量随温度的升高而增加，26℃时达到最高，菌丝平

均干重为 1.00 g。当温度继续升高，菌丝量逐渐下

降，高温对菌丝的生长产生了抑制作用，因此该菌

株的最佳培养温度为 26℃。
2.1.4 装液量对菌丝干重的影响

摇瓶装量实验表明，以 250 mL 三角瓶装液量

为 120 mL 为最佳，菌丝产量最高，平均干重为

1.04 g。装液量小于 120 mL/250 mL，菌体生长因

得不到充足的营养而受到限制；而装液量大于

120 mL/250 mL，因为通气量不足，菌丝生长受到

抑制。
2.1.5 培养条件综合研究

表 1 培养条件正交试验中选用因素和水平

因素水平 培养时间(h) 培养温度(℃) 转速(r/min) 装液量(mL/250mL)
1 60 26 160 100
2 72 28 180 120

表 2 培养条件正交试验组合方案

因素水平 A B A×B C A×C B×C D
1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 2 2 2 2
3 1 2 2 1 1 2 2
4 1 2 2 2 2 1 1
5 2 1 2 1 2 1 2
6 2 1 2 2 1 2 1
7 2 2 1 1 2 2 1
8 2 2 1 2 1 1 2

注：A代表培养时间，B 代表培养温度，A×B 代表培养时间和培养温

度间的互作，C 代表摇床转速，D代表装液量，A×C 代表培养时间和

摇床转速的互作，B×C代表培养温度和摇床转速的互作。

图 1 不同培养时间的菌丝干重

图 2 不同转速培养的菌丝干重

图 3 不同培养温度下菌丝干重
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从水平 1 与水平 2 的差值的绝对值来看，培

养温度及温度与摇床转速的交互作用对菌丝干重

的影响相对较大，比较 K1 与 K2 的大小，选择较

大值所对应的水平作为各因素的最佳水平，确定

培养条件最优组合为：26℃，摇床转速 160 r/min，

装液量为 120 mL/250 mL，培养 72 h，与组合 5 条

件相同(表 3)。

表 3 各培养条件正交试验结果

组合
因 素

菌丝干重(g)A B A×B C A×C B×C D
1 1 1 1 1 1 1 1 0.84
2 1 1 1 2 2 2 2 0.88
3 1 2 2 1 1 2 2 0.87
4 1 2 2 2 2 1 1 0.86
5 2 1 2 1 2 1 2 1.01
6 2 1 2 2 1 2 1 0.90
7 2 2 1 1 2 2 1 0.96
8 2 2 1 2 1 1 2 0.88
K1 3.45 3.63 3.56 3.68 3.49 3.59 3.56 -
K2 3.75 3.57 3.64 3.52 3.71 3.61 3.64 -

| K1- K2 | 0.30 0.06 0.08 0.16 0.22 0.02 0.08 -
注：K1 代表该因素第一水平和其它因素不同水平组合时菌丝干重之和，K2 代表该因素第二水平和其它因素不同水平组合时菌丝干重之和，

| K1- K2 | 代表 K1 与 K2 之差的绝对值。

图 4 不同装液量的菌丝干重

2.2 激活蛋白的 SDS - PAGE 结果

如图 5 所示，激活蛋白粗提液经 SDS- PAGE
电泳检测结果显示，1、2、3 泳道在 31kD 与 51kD
中间偏上的位置有一条清晰的条带，分子量约为

42～43kD，其超声波提取时间为 20 min。4～7 泳

道没有明显的条带，其中 4～6 泳道提取时间为

30 min，7 提取时间为 40 min。

3 小结与讨论

铰链孢属(Alternaria)，也称链格孢属真菌，是

农作物的主要致病菌之一，来源相当广泛，与同样

可以提取激活蛋白的稻瘟菌 (Pyricularia grisea)
相比，具有生长速度快，在不加入其他营养物质的

PDA 培养基上长势好，且利于培养的优点。在各

培养条件中，培养时间及培养时间与摇床转速的

交互作用对菌丝干重的影响相对较大，需严格控

制，其余因素对其影响较小。
常用的蛋白提取方法有反复冻融法、酶法及

超声波破碎法等。由于真菌具有细胞壁厚的特点，

反复冻融获得的蛋白量有限，而溶壁酶的作用也

很难获得原生质体，与之相比，超声波破碎法具有

迅速、高效的优点。本试验以激活蛋白的粗提液进

行 SDS- PAGE 电泳，其中，超声波提取时间设置

为 20 min 时，出现的条带比较单一、清晰，几乎无

杂带；提取时间为 30、40 min 时电泳条带显示不

明显，可能是由于超声波破碎时间过长导致了蛋

白降解。因此选择超声波破碎 20 min 作为激活蛋

白的最佳提取时间。
仲新华等 [2]从铰链孢属真菌中提取到分子量

为 42kD 的激活蛋白，本试验的激活蛋白粗提液

经 SDS- PAGE 电泳检测，与蛋白 Marker 相对照，

分子量约为 42～43kD，与报道的结果相吻合。可

将此蛋白提取液进一步纯化并检验其对植物抗病

性的影响。
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注：1、2、3 样品为超声波提取提取 20min；4、5、6 为提取 30min；

7 为提取 40min；M为蛋白分子标准样品

图 5 激活蛋白的 SDS - PAGE 电泳分析
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