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摘要:【目的】筛选对球孢白僵菌(Beauveria bassiana)具有较强拮抗作用的细菌菌株及检测菌株脂肽类代谢产
物的拮抗活性。【方法】通过形态学观察、生理生化实验、16S rＲNA 和 gyrA 基因序列分析鉴定目标菌株;用滤
纸片扩撒法(K-B 法)测定抑菌圈的直径;采用甲醇萃取菌株发酵液以提取脂肽类代谢产物，并显微观察提取物
对白僵菌分生孢子及菌丝的拮抗作用;高效液相色谱-质谱联用方法及靶基因克隆技术检测菌株脂肽类代谢产
物的主要成分和基因。【结果】从植物盾叶薯蓣(Dioscorea zingiberensis C． H． Wright)组织内分离得到了一株
对球孢白僵菌具有较强拮抗活性的菌株 SWB16，该菌株属于解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)，其脂
肽类提取物对球孢白僵菌分生孢子的发芽和菌丝生长均具有明显的抑制作用，质谱检测表明提取物的主要成
分是芬枯草菌素和伊枯草菌素，从菌株基因组中克隆到编码芬枯草菌素和伊枯草菌素的 fenB 基因和 ituA 基因。
【结论】解淀粉芽孢杆菌(B． amyloliquefaciens) SWB16 菌株能产生脂肽类抗生素并对球孢白僵菌具有拮抗作
用，拮抗活性显示该菌株对防治家蚕等经济昆虫的白僵病具有潜在的应用价值。
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芽孢杆菌(Bacillus)作为生防菌是一类应用较
广的细菌，主要应用于植物病原菌的防治，而在动物
病原菌的防治方面报道较少［1］，解淀粉芽孢杆菌
(Bacillus amyloliquefaciens)是芽孢杆菌属中的重要
种类，研究表明对多种植物病原真菌具有防治作
用［2 － 6］。芬 枯草 菌素 ( fengycin ) 和伊枯草 菌 素
( iturin)是芽孢杆菌分泌的一类重要的抑菌活性物
质，主要由枯草芽孢杆菌分泌产生，其次是解淀粉芽

孢杆菌，这 2 种脂肽类抗生素在抑制植物病原真菌
方面的研究较多，而对昆虫病原真菌球孢白僵菌拮
抗活性的研究尚未见报道。

球孢白僵菌(Beauveria bassiana)是一种重要的
昆虫病原真菌，具有寄主广泛以及致病性和适应性很
强的特点，易引起昆虫流行病的发生［7］，其中许多菌

株对经济昆虫家蚕也存在严重的威胁并导致蚕桑产
业遭受巨大的经济损失［8 － 10］。近年来在深入研究物
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理和化学药物防治措施外，探索对家蚕白僵病的生物
防治途径和策略也逐渐受到研究者的关注。盾叶薯
蓣(Dioscorea zingiberensis C． H． Wright)为药用植物，
其内生菌的研究已取得一些进展［11 － 12］，最近我们筛
选到一株对家蚕具有安全性而对球孢白僵菌具有高
拮抗活性的菌株 SWB16，并开展了该菌株的分类、微
生物间的拮抗试验以及具有拮抗作用的脂肽类抗生
素的活性与基因检测等，期望为防治家蚕白僵病应用
微生物制剂探索到一条可能的途径。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种:菌株 SWB16 是从植物盾叶薯蓣
(Dioscorea zingiberensis C． H． Wright)中分离得到，
与其他试验菌株 SW41、SW82、标准枯草芽孢杆菌
(Bacillus subtilis ATCC 6633)、粘质沙雷氏菌 SCQ1
(Serratia marcescens)均保存于西南大学家蚕病理生
理及应用微生物学研究室;球孢白僵菌株 GXtr1009
和 GXtr1010 是生防白僵菌感染家蚕后从蚕体分离
得 到，球 孢 白 僵 菌 株 SCsk1006， YNsk1106 和
GXsk1011 分离自不同地区自然感染发病的蚕体，5
株白僵菌菌株经鉴定后保存于本实验室［10］。
1. 1. 2 培养基:PDA 培养基;LB 培养基;SDAY 萨
氏培养基。
1. 1. 3 化学药物:多菌灵(有效含量为 50% )，江苏
蓝丰生物化工股份有限公司生产，使用时按 1:200
倍稀释，用作抗真菌药物阳性对照。
1. 2 菌株鉴定
1. 2. 1 菌体特征观察与试验:参考文献［13］的方
法对 SWB16 菌株进行形态观察和生理生化实验。
1. 2. 2 SWB16 菌株分子鉴定:首先分析保守的
16S rＲNA 序列，进一步选择高变异性蛋白酶促旋酶
gyrA 基因序列进行分析及构建系统发育树。提取
基因组后，根据文献报道的 16S rＲNA 序列和 gyrA
基因的引物序列合成引物［14 － 15］，分别进行 PCＲ 扩
增，引物序列如表 1 所示。PCＲ 反应条件: 94℃
5 min;94℃ 40 s，55℃ 40 s，72℃ 60 s，30 个循环，
72℃ 10 min。二者 PCＲ 产物由 GenScript 公司 (南
京)测序，序列经 BLAST 比对分析，其中 gyrA 基因
序列用 MEGA 软件(5. 1)进行系统发育树构建应用
于芽孢杆菌属种的鉴定。

表 1． 16S rＲNA 与 gyrA 基因引物列表

Table 1． Primers list of 16S rＲNA and gyrA gene．

primer sequence (5'→3')
16S rＲNA-F GAGTTTGATCCTGGCTCAG
16S rＲNA-Ｒ CGGTTACCTTGTTACGACTT
p-gyrA-f CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT
p-gyrA-r CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT

1. 3 SWB16 菌株的抑菌试验及抑菌圈的测定
用滤纸片法［16］ 进行抑菌圈的测定，将含有

SWB16 纸片(φ-6 mm)贴在涂布有 5 种球孢白僵菌
的平板培养基上进行拮抗试验，另外 4 种细菌菌株:
SW41、SW82、标准枯草芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis
ATCC 6633 )、粘 质 沙 雷 氏 菌 SCQ1 ( Serratia
marcescens)参与拮抗作用试验，28℃培养 72h 后测
量抑菌圈直径，同一试验重复 3 组，分别统计抑菌圈
平均直径;并以灭菌的 ddH2O 做阴性对照，多菌灵
做阳性对照。
1. 4 菌株发酵液中脂肽类产物的提取与抑菌活性
的检测
1. 4. 1 脂肽类产物的提取:将在 LB 固体培养基上
活化的 SWB16 菌株在小试发酵罐中以温度 30℃，
转速 150 r /min 的条件下发酵培养 72 h，根据文献
报道芽孢杆菌的脂肽抗生素对真菌具有抑制作用，

并按提取代谢产物中脂肽类抗生素的方法进行活性
物质的分离。取培养 72 h 的发酵液在大容量冷冻
离心机 9100 × g 离心 20 min，收集上清液;加入
7 mol /L HCl 溶液，调节 pH = 2，4℃过夜沉淀;并进
行 9100 × g 离心 20 min，去上清液，向每管沉淀中
加入 50 mL pH 为 7 的甲醇，合并洗出的沉淀并混合
均匀，萃取 8 h。然后将装有萃取物的 50 mL 离心
管，4℃，10500 × g 离心 10 min，收集上清液;以同样
方法萃取两次，合并上清液。之后用旋转蒸发仪将
合并的上清液蒸发浓缩，得到浓缩液 20 mL，将其用
0. 2 μm 微孔滤膜(偏氟乙烯膜)过滤，即获得具有
活性产物的甲醇粗提液，保存备用。
1. 4. 2 发酵液提取物抑制孢子萌发的试验:向六孔
板内每个孔中加入 1. 5 mL 固体萨氏培养基，使其布
满孔底，隔夜待用。分别用移液枪取适量等体积浓
度为 106 个 /mL 的五株球孢白僵菌孢子悬液与已制
备的甲醇粗提液混合均匀，并分别取 100 μL 不同混
合液依次加入到已准备好的六孔板的每一孔内，涂
布均匀。对照孔内用无菌甲醇代替活性产物甲醇粗
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提液，其他操作同处理组。28℃ 培养过夜，用倒
置显微镜观察孢子萌发情况。每个处理设置 3

个重复。
1. 4. 3 发酵液提取物抑制菌丝生长的试验:分别取
100 μL 孢子浓度为 106 个 /mL 的五种球孢白僵菌

孢子悬液依次加入到准备好培养基的六孔板内，涂
布均匀。28℃培养过夜，用倒置显微镜观察孢子萌
发情况，待孢子大部分都萌发后，加入 100 μL 活性
产物甲醇粗提液到六孔板内，涂布均匀。对照孔加
入无菌甲醇。28℃培养过夜，用倒置显微镜观察菌
丝生长情况。每个处理设置 3 个重复。

图 1． 菌株 SWB16 基于 gyrA 基因构建的系统发育树
Figure 1． Phylogenetic analysis of the strain SWB16 based on gene gyrA nucleotide sequences． Strain SWB16 ( JX861880 ) of
phylogenetic tree indicated gene gyrA nucleotide sequence obtained from the strain SWB16 in this study． Bootstrap values ( ＞ 50% )
represent nucleotide substation rate，and the scale bar represents 1% estimated sequence divergence．

1. 5 发酵液提取物的检测及相关抑菌活性代谢产
物基因的克隆

利用 HPLC 系统(Agilent 1100 HPLC)和 MS 系
统(Agilent 1956B MSD)对 SWB16 菌株发酵液粗提
活性物质进行高效液相色谱-质谱联用的粗定量和
定性检测，确定提取物的主要成分和含量。

fenB 基因是参与芬枯草菌素( fengycin)合成的
必须基因，ituA 基因表达伊枯草菌素( iturin)，2 种
抑菌肽基因存在于可抗真菌的芽孢杆菌 DNA 基因
组中，检测靶基因以证实 SWB16 菌株是否存在此 2

种抑菌肽的 fenB 基因和 ituA 基因。引用参考文献
［17］克隆 fenB 基因和 ituA 基因的引物，并参考
1. 2. 2 的反应体系及反应条件进行 PCＲ 扩增，产物
送至 GenScript 公司(南京)测序。

2 结果和分析
2. 1 菌株鉴定
2. 1. 1 形态观察:SWB16 菌株在 LB 培养基上培养
48 h 后，颜色由乳白逐渐变黄，边缘不规则，菌落表
面突起呈嵴状或扁平的网格状;革兰氏染色阳性，菌
体呈杆状，需氧或兼性需氧，可形成内生芽孢。
2. 1. 2 生理生化特征:菌株 SWB16 的生长温度范
围是 10 － 50℃，最适温度 32℃ ;耐受 NaCl 浓度最高
可以达到 9% ;由 pH 实验得出，菌株 SWB16 生长
pH 范围为 6. 0 － 9. 0;底物实验结果表明，菌株
SWB16 可以利用麦芽糖、甘露醇、葡萄糖、蔗糖和海
藻糖等碳源，不能利用乳糖。
2. 1. 3 16S rＲNA 及 gyrA 基因同源性分析:PCＲ扩
增菌株 SWB16 的 16S rＲNA 基因，得到 1455bp 序列
(GenBank 登录号:JX861885)，BLAST 结果表明菌株
SWB16 的 16S rＲNA 序列与枯草芽孢杆菌(Bacillus
subtilis)、解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)、

地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis)、以及 Bacillus
velezensis 和类芽孢杆菌(Paenibacillus Ash，Priest ＆
Collin)有 99%的相似性，16S rＲNA 基因序列分析可以
确定该菌属于芽孢杆菌属(Bacillus)，但难以利用此基
因序列进行菌株种间的区分。

扩增菌株 SWB16 的 gyrA 基因，得到长 1003 bp

的序列 (GenBank 登录号: JX861880)，BLAST 序列
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比对及系统发育树分析表明该菌株与解淀粉芽孢杆
菌(Bacillus amyloliquefaciens)亲缘关系最近，与其他
芽孢杆菌聚类为不同的分支(图 1)。

根据该菌的形态、生理生化特征、16S rＲNA 序列
和 gyrA 基因的分析结果，菌株 SWB16 鉴定为解淀粉
芽孢杆菌，记录为 Bacillus amyloliquefaciens SWB16。
2. 2 菌株 SWB16 对球孢白僵菌的抑菌活性

菌株 SWB16 对 5 株球孢白僵菌均有抑制作用，

稀释 200 倍的多菌灵溶液对球孢白僵菌也有一定的
抑制作用，但参与试验的另外 4 株细菌菌株 SW41、
SW82、标准枯草芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis ATCC
6633)、粘质沙雷氏菌 SCQ1 ( Serratia marcescens)均
不表现抑制球孢白僵菌的作用(图 2)，抑菌圈大小
的测定结果显示 SWB16 菌株对 5 株不同地区分离
的球孢白僵菌菌株均有较强的抑制作用，抑菌圈直
径均显著大于抗真菌的化学药物多菌灵(图 3)。

图 2． 菌株 SWB16 及其他试验菌株对 5 株球孢白僵菌的拮抗试验
Figure 2． The antagonism test of strain SWB16 and other testing strains against five Beauveria bassiana strains． Five target Beauveria bassiana
strains，A，B，C，D and E，represent the Beauveria bassiana strains GXtr1010，GXtr1009，SCsk1006，GXsk1011 and YNsk1106，respectively;
control and tested bacterial strains，1，2，3，4，5，6 and 7，represent sterile ddH2 O control，strain SWB16，strain Bacillus subtilis ATCC 6633，

strain Serratia marcescens，strain SW41，strain SW82 and Carbendazim control，respectively．

图 3． 菌株 SWB16及多菌灵对 5株球孢白僵菌的抑制活性
Figure 3． Inhibition activity of strain SWB16 and Carbendazim to five
Beauveria bassiana strains．

2. 3 菌株发酵液提取物对孢子及菌丝的抑制作用
菌株 SWB16 的脂肽类粗提物对五株球孢白僵菌

表现出抑制作用，如图 4-A 以球孢白僵菌 GXtr1009，
GXtr1010 和 YNsk1106 为试验菌株所示，提取物处理
孔内无任何菌落生长。菌株 SWB16 的活性粗提物处
理球孢白僵菌菌株分生孢子时，该粗提物对孢子发芽
及生长具有明显的抑制及破坏作用，绝大多数分生孢
子裂解，出现内容物外溢现象，均失去原有的细胞形
态(图 4-B)，同时也观察到其分生孢子在出现裂解前
的孢子膨大现象，其中少数的分生孢子虽在显微镜下
被观察到可保持其细胞形态，但呈不发芽状态;而提
取溶剂对照组分生孢子没有发生形态改变，在 18 h
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内均完成萌发，进行正常的生长(图 4-C)。当菌株
SWB16 的活性粗提物作用于球孢白僵菌的菌丝时，
显微镜下观察到在一些分生孢子萌发后产生的菌丝

前部生长端出现膨大现象，已生长的菌丝在活性粗提
物的处理下菌丝上多处出现瘤状畸形(图 4-D);且其
菌丝的生长受到明显抑制。

图 4． 菌株 SWB16 活性粗提物对球孢白僵菌的抑制作用
Figure 4． The inhibition of strain SWB16 lipopeptide extracts against the condia and hypae of Beauveria bassiana strains． A represents the

antagonism of SWB16 lipopeptide extracts against three Beauveria bassiana strains; B and C，represent the condia of Beauveria bassiana strain

GXtr1010 treated with SWB16 lipopeptide extracts and methanol control，respectively; D represents the mycelium of the Beauveria bassiana strain

YNsk1106 treated with SWB16 lipopeptide extracts; 1，2，3 represent Beauveria bassiana strains GXtr1009，GXtr1010 and YNsk1106 treated with

SWB16 strain lipopeptide extracts，and 4，5，6 represent sterile methanol control． The figures B，C and D are micrographs (400 × ) ．

2. 4 抑菌活性产物的检测
将菌株 SWB16 发酵液的粗提物进行高效液相

色谱-质谱联用检测，经 HPLC 分析，得到了 3 组主
要的物质峰，通过质谱结果确定前 2 组物质峰属于
伊枯草菌素及芬枯草菌素的同系物，为含有分子量
相差 14Da(CH2) 的代谢同系物，图 5 所示为脂肽类
粗提物的高效液相色谱图，质谱实测值分别为
1042. 6， 1056. 6， 1070. 7， 1084. 7， 1449. 8，
1463. 9，1477. 9，1491. 9，1505. 9，分别与脂肽类抗
生 素 C14-C17Iturin A， C15-C18Fengycin A，

C17Fengycin B 分子量 的理 论预 测 值 1042. 54，
1056. 55，1070. 57，1084. 61，1448. 77，1462. 79，
1476. 8，1490. 82，1504. 84 相吻合。另一方面，从
菌株 SWB16 基因组中分别扩增得到了 1306bp 和
1047bp 的合成芬枯草菌素 B，伊枯草菌素 A 的基因
fenB 和 ituA，已提交 NCBI 数据库，登录号分别为:
KF765803，KF765804。产物检测与靶基因克隆检
测结果表明:菌株 SWB16 可分泌芬枯草菌素和伊枯
草菌素，在对球孢白僵菌的抑制作用中发挥了重要
作用。
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图 5． 菌株 SWB16 活性粗提物的高效液相色谱图
Figure 5． The figures of liquid chromatography for strain SWB16 lipopeptide extracts．

3 讨论

芽孢杆菌属 Bacillus 的分类在形态学上均是基
于菌体产生芽孢，而属种的鉴定主要根据生理生化
特性和 16S rＲNA 序列分析，但从具体分类实践看
仍然难于区分芽孢杆菌的近缘种，如枯草芽孢杆菌
Bacillus subtilis、解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 Bacillus
amyloliquefaciens 以及地衣芽孢杆菌等［18］，近年来，
高变异性的蛋白编码基因逐渐被研究者作为系统分
析的一 个 有力 辅助工 具，如促旋酶亚 基 alpha
( gyrA ) ［15］以 及 ＲNA 核 酸 聚 合 酶 beta 亚 基
( rpoB)［19］和超氧化物岐化酶( sodA) ［20］等，本研究
采用 16SrＲNA 序列分析不能对 SWB16 菌株准确鉴
定，但应用促旋酶 gyrA 基因序列分析将相关近缘种
进行了有效区分，SWB16 菌株鉴定为解淀粉芽孢杆
菌 Bacillus amyloliquefaciens SWB16，我们研究另外
提出的 1 个新的分子标尺角鲨烯合酶基因 yisP 序
列分析也得到了相同的分类结果，即 SWB16 菌株同
样 被 鉴 定 为 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 Bacillus
amyloliquefaciens ［21］。属种的准确鉴定奠定了对分
离菌株特性及特殊基因应用分析的基础。

试验表明解淀粉芽孢杆菌 SWB16 菌株对 5 株
球孢白僵菌均具有较强的拮抗作用，从抑菌圈分析
菌株所发挥拮抗作用的代谢产物可能有多种物质，
本研究对脂肽类代谢产物的检测显示该产物对球孢
白僵菌的孢子发芽及菌丝生长是具有较强抑制作用
的，抑菌效果充分显示该菌株对防治家蚕等经济昆

虫的白僵病存在潜在的应用价值。球孢白僵菌的感
染通常是通过分生孢子发芽穿过昆虫体壁侵入体
内，防治实践中一般在体表撒布防僵粉消毒药物予
以阻断和杀灭分生孢子［22］，最近的研究表明球孢白

僵菌的分生孢子也有机会通过食下进入肠道感
染［23 － 24］，防僵粉消毒剂对食下感染的途径难以发挥

防治作用，抗真菌药物的口服使用如多菌灵则存在
使用浓度的限制及对昆虫的安全性问题，而菌株
SWB16 经我们多次试验证实对蚕安全，即使高浓度
使用对蚕也不表现为病原性。

解淀粉芽孢杆菌 SWB16 菌株的粗提物经高效
液相色谱-质谱联用检测及 fenB 基因和 ituA 基因的
扩增结果表明:菌株 SWB16 的基因组中由 fenB 基
因及 ituA 基因参与编码合成的抗真菌物质芬枯草
菌素( fengycin)和伊枯草菌素( iturin)为 SWB16 菌
株脂肽类粗提物的主要成分，对球孢白僵菌分生孢
子的发芽和菌丝生长具有显著的抑制作用，与抑制
其他植物病原真菌有类似的结果［25 － 27］，且从显微观

察初步判断芬枯草菌素或伊枯草菌素的活性靶点可
能发生在球孢白僵菌孢子及菌丝的胞壁和细胞膜
上，怎样发挥作用尚不得而知。迄今关于芬枯草菌
素和伊枯草菌素对病原真菌抑制作用机制的研究还
不够深入，相关作用机制有待于进一步研究。

致谢:感谢重庆前沿生物技术有限公司技术人员闵
文杰博士在高效液相色谱-质谱联用检测技术方面
提供的帮助。
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Antagonism against Beauveria bassiana by lipopeptide
metabolites produced by entophyte Bacillus amyloliquefaciens
strain SWB16

Jingjie Wang1，Dongyang Zhao1，Yonggui Liu1，Xiang Ao1，Ｒui Fan1，Zhengqiao
Duan1，Yanping Liu1，Qianqian Chen1，Zhixiong Jin2，Yongji Wan1*

1 Laboratory of Invertebrate Pathology and Applied Microbiology， College of Biotechnology， Southwest University，

Chongqing 400715，China
2 Institute of Basic Medical Sciences，Hubei University of Medicine，Shiyan 442000，Hubei Province，China

Abstract:［Objective］ We screened bacterial strains that have strong antagonism against Beauveria bassiana， an

important pathogen of silkworm industry，and detected the antagonistic activity of lipopeptide metabolites． ［Methods］We

identified bacterium SWB16 by morphological observation，physiological and biochemical experiments，16SrＲNA，and

gyrA gene sequence analysis，tested antagonistic activity of strain SWB16 against Beauveria bassiana by measuring the

inhibition zone diameter using filter paper diffusion method (Kirby-Bauer method)，obtained lipopeptide metabolites of the

strain using methanol extraction and observed the antagonism of strain SWB16 lipopeptide extracts against the conidia and

hyphae of Beauveria bassiana，detected main ingredients and genes of lipopeptide metabolites by high-performance liquid

chromatography-mass spectrometry and PCＲ amplification． ［Ｒesults］ SWB16 isolated from tissue of plant Dioscorea

zingiberensis C． H． Wright belongs to Bacillus amyloliquefaciens and showed high antagonistic activity to Beauveria

bassiana，and the lipopeptide extracts of isolate SWB16 exhibited significant inhibition to conidial germination and

mycelial growth of Beauveria bassiana． The result of mass spectrometric detection indicated main component of the

lipopeptide metabolites were fengcin and iturin，and genes fenB，ituA involved in the synthesis of them were amplified in

the genome． ［Conclusion］ Bacillus amyloliquefaciens strain SWB16 could produce lipopeptide antibiotics with strong

antagonism to the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana，and the results suggested that strain SWB16 has potential

application value for controlling white muscardine of economic insects including silkworm．

Keywords: Dioscorea zingiberensis C． H． Wright， Bacillus amyloliquefaciens， antagonism， Beauveria bassiana，

lipopeptide antibiotics
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