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简  报 

内生菌株 B16 发酵条件优化及其对人参锈腐病的防效 
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(3. 甘肃省经济作物技术推广站  甘肃 兰州  730030) 

 
 

摘  要：【目的】优化人参病害拮抗菌株 B16 的发酵条件，提高发酵液的活菌含量和抗菌活性，

检测该菌对人参病害的防效。【方法】采用单因子试验、正交试验优化菌株 B16 的发酵培养基

及发酵条件，于室内盆栽条件下研究其对人参锈腐病的防效。【结果】菌株 B16 发酵最适培养

基为：蔗糖 1.00%、酵母膏 0.50%、MgSO4·7H2O 0.05%、FeSO4·7H2O 0.06%、NaCl 1.00%；最

佳发酵条件：pH 7.5、温度 35 °C、接种量 5%、装液量 40 mL/250 mL、摇床转速 170 r/min、

发酵周期 48 h。菌株 B16 发酵液对人参锈腐病的保护作用和治疗作用防效分别达到 64.8%和

58.6%。【结论】菌株 B16 具有很强的生防潜力。 
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Abstract: [Objective] To study the optimal fermentation conditions of antagonistic strain B16 
isolated from ginseng root for improving the quantity and antibacterial activity of the bacteria, and 
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test its control effect on ginseng disease. [Methods] The single factor test and orthogonal test were 
used in optimizing the fermentation media and the conditions, and the strain’s antagonistic effects to 
ginseng pathogenic fungus Cylindrocarpon destructans were tested with pot trails. [Results] 
Optimum fermentation media for B16 was: sucrose 1.00%, yeast extract 0.50%, MgSO4·7H2O 
0.05%, FeSO4·7H2O 0.06% and NaCl 1.00%; and the optimum conditions are: pH 7.5, 35 °C, 5% 
108 CFU/mL bacterium suspension, 40 mL/250 mL, 170 r/min and 48 h fermentation. The B16 
fermentation broth shows antagonistic effect to ginseng pathogenic fungus C. destructans, the 
protection effect and curation effect are 64.8% and 58.6%, respectively. [Conclusion] Strain B16 has 
potential for C. destructans biocotrol. 

Keywords: Bacillus methylotrophicus, Ginseng Cylindrocarpon destructans, Fermentation condition 
optimization, Biocontrol bacterium 

由毁灭柱孢菌(Cylindrocarpon destructans)引发

的人参锈腐病，是中国人参主产区最普遍、危害

最大的土传病害，发病率高达 30%，严重影响人

参品质和产量[1-2]。目前，该病的防治以化学防治

措施为主，而长期使用一些高效、内吸、专一性

强的杀菌剂，导致了病原菌的抗药性、防治效果

下降[3]。同时，人参产品农药残留超标，制约了人

参生产产业现代化的发展之路[4]。利用拮抗微生物

及其代谢产物防治植物病害已成为当前的研究热

点[5-6]。芽胞杆菌是生物防治中常用的拮抗菌，具

有稳定性好、抗性强、耐高温、培养周期短、生

产方便、储藏期相对较长、可抑制病原菌繁殖等

特点，日益显示出其作为生防菌的优势 [7-9]。因

此，利用拮抗细菌来防治人参锈腐病病害将是新

的理想途径。 

甲基营养型芽孢杆菌(Bacillus methylotrophicus)

是 2010 年 Madhaiyan 等[10]从水稻根围土壤中分离

得到的芽孢杆菌属新种。2015 年底，甲基营养型

芽孢杆菌 9912 母药和制剂在我国首获登记，多年

田间试验证明，甲基营养型芽孢杆菌对黄瓜和番

茄灰霉病、晚疫病，棉花黄枯萎病及苹果树腐烂

病等防治效果显著[11]。本实验室从人参的 10 个主

产区分别采样，采用平板对峙培养法和抑菌圈法

筛选对几种人参常见病原菌具有拮抗活性的细

菌，最终获得一株对人参常见病原菌C. destructans

具有显著抑菌效果的拮抗内生细菌 B16，通过形态

观察、生理生化试验、16S rRNA 基因相似性序列

分析，鉴定为甲基营养型芽孢杆菌[12]。本试验对

B16摇瓶发酵培养基及发酵条件进行了优化，结果

提高了培养液中的活菌含量和抗菌活性。使用优

化后的 B16 菌株发酵液对人参锈腐病进行防效测

定，以期为该生防菌制剂的研发及人参锈腐病的

生物防治提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株：拮抗菌株 B16 由课题组从人参

植株根内部分离得到，经鉴定为甲基营养型芽孢

杆菌(B. methylotrophicus)，人参锈腐病病原菌 C. 

destructans 由吉林农业大学农学院植物病理教研室

提供。 

1.1.2  培养基：供试细菌的保存和培养使用营养

琼脂 NA (Nutrient agar)培养基[13]；供试细菌液体发

酵培养使用营养肉汤 NB (Nutrient broth)基础培养

基[13]；病原真菌的保存和培养使用马铃薯葡萄糖

琼脂 PDA (Potato dextrose agar)培养基[14]；种子液

培养基使用改进的 NA培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，

NaCl 5.0，1×105 Pa高压灭菌 30 min。 

1.1.3  主要仪器和试剂：YXQ-LS-100A 立式压力

蒸汽灭菌器，上海博迅实业有限公司医疗器械

厂；SW-CJ-2FD 型超净工作台，苏州净水设备有

限公司；DHP-9082 型恒培养箱，宁波海曙赛福实

验仪器厂；UVS-1 型振荡混匀器，厦门亿晨科技

有限公司；HH-6 型数显恒温水浴锅，常州中捷实

验室仪器制造有限公司；SHZ-82A 恒温振荡摇

床，上海智城分析仪器制造有限公司；3K-30 高速
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台式离心机，德国 Sigma公司。 

酵母浸膏、牛肉浸膏、蛋白胨，北京奥博星

生物技术有限责任公司；葡萄糖、蔗糖、可溶性

淀粉、麦芽糖、乳糖等，国药集团化学试剂公

司；琼脂粉和无机盐类，北京化工厂。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株B16种子液的制备：将保存的拮抗菌株

B16在 NA培养基上进行活化，取活化后的菌株一

环于装有 50 mL 种子液培养基的 250 mL 三角瓶

中，30 °C、180 r/min振荡培养 24 h，调整菌液浓

度为 108 CFU/mL，即为备用种子液。 

1.2.2  活菌数及抑菌活性的测定：活菌数的测定

采用平板计数法[15]；抑菌活性测试以人参锈腐病

菌为指示菌，采用纸片扩散-抑菌圈法进行发酵液

抑菌活性测定。将 4 °C 保存的人参锈腐病菌转接

到 PDA培养基上，25 °C恒温培养 7 d使其产生大

量孢子，用无菌水将孢子洗下，孢子浓度调至

1×106孢子/mL，将 200 µL的孢子悬浮液均匀涂布

于盛有 25 mL PDA培养基上，无菌条件下吹干后

制成带菌平板。前 1 天将滤纸片(Φ=5 mm)置于无

菌发酵滤液(将发酵液 4 °C、10 000 r/min 离心

10 min，上清液经 0.45 µm滤膜过滤后即为无菌发

酵滤液)中过夜，使其充分吸收，微风略吹干后平

放于带菌平板的中央，3 次重复，以相应的无菌培

养液处理为对照。28 °C恒温培养 3 d后用十字交

叉法测量菌落直径大小，并根据菌落直径大小计

算抑菌率。    

抑菌率(%)=(供试菌落直径−对照菌落直径)/供

试菌落直径×100。  

1.2.3  发酵培养基单因素试验：最佳碳源筛选：

选用可溶性淀粉、蔗糖、葡萄糖、玉米粉、麦芽

糖和乳糖，分别以 0.5% (质量体积比)的含量替代

NB 基础培养基中的葡萄糖。在接种量 10%、初始

pH 7.4、转速 180 r/min、温度 30 °C、30 mL/250 mL

装液量条件下培养。36 h后测定发酵液中的活菌含

量和抑菌率。 

最佳氮源筛选：选用牛肉浸膏、酵母膏、蛋

白胨、NH4NO3、(NH4)2SO4 为无机或有机单一氮

源，以牛肉浸膏+蛋白胨、酵母膏+蛋白胨、蛋白

胨+NH4NO3 (2:1)为复合氮源，分别以 1% (质量体

积比)的含量替代 NB 基础培养基中的牛肉浸膏和

蛋白胨。摇瓶发酵培养条件同最佳碳源筛选，36 h

后测定发酵液中的活菌含量和抑菌率。 

最佳无机盐筛选：分别选用含量为 0.05% (质量

体积比 )的 CaCl2、FeSO4·7H2O、MgSO4·7H2O、

MnCl2，含量为 0.1% (质量体积比)的 K2HPO4、

KH2PO4，含量为 0.5%的 NaCl，及不加无机盐的空

白配制成培养基，摇瓶发酵培养条件同最佳碳源筛

选，36 h后测定发酵液中的活菌含量和抑菌率。 

1.2.4  培养基配比正交优化：通过单因素试验将筛

选出的最优碳源、氮源和无机盐分别为蔗糖、酵

母膏、硫酸镁、硫酸亚铁、氯化钠 5个重要因素，

选用 5因素 4水平 L16(4
5)正交表进行试验，以做进

一步优化。 

1.2.5  发酵条件的优化：采用优化培养基，对菌株

B16 发酵时接种量、装液量、初始 pH、转速、温

度及时间等发酵条件进行优化。先按照基础发酵条

件，每次将优化后结果应用于下一因素的优化

中。接种量：1%、2%、5%、10%、20%；初始

pH 值：5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5；装液

量：30、40、50、60、70、80、100 mL/250 mL；

温度：28、32、35、40、45 °C；转速：110、

130、150、170、200 r/min；时间：24、36、48、

60、72、84 h。每个处理 3次重复。检测发酵液中

的活菌含量确定发酵条件。 

1.2.6  拮抗菌株 B16 对人参锈腐病的室内防效：拮

抗菌株B16用盆栽试验对优化后的发酵培养基和培

养条件进行防效检验。盆栽试验采用保护法和治

疗法对人参锈腐病进行防效测定。将来自吉林省

集安市清河镇二年生人参苗室内盆栽，按照正常

田间管理培养，待其展叶期时，采用灌根接种法

接种生防菌发酵菌液和人参锈腐病菌孢子悬浮

液，发酵菌液用优化后的发酵培养基稀释配制。

试验设保护作用测定处理：先接种拮抗菌株B16发

酵菌液，3 d后再接种 1×104孢子/mL病原菌孢子悬

浮液；治疗作用测定处理：先接种 1×104 孢子/mL
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病原菌孢子悬浮液，3 d后再接种拮抗菌株 B16发

酵菌液；以接种无菌发酵液为对照。每个处理重复

6盆，每盆 4株人参苗，每株接种量为 50 mL。接菌

20 d后随机挖取 6株观察人参锈腐病病情指数，人

参根腐病发病程度参考马凤茹等[16]分级方法。 

病情指数=∑(病情等级株数×代表数值)/(植株

总数×最高级代表值)×100； 

防病效果(%)=(对照病情指数−处理病情指数)/

对照病情指数×100。 

1.3  数据分析 

采用 Excel 2007和DPS (Data processing system) 

7.05 软件进行数据统计，LSD (Least significant 

difference)法进行差异显著性检验。 

2  结果与分析 

2.1  不同碳源对菌株 B16 生长及发酵液抗菌活

性的影响 

选择不同的碳源培养菌株 B16，结果显示，当

以蔗糖作为碳源时，最有利于菌株的生长，发酵

液的活菌数达到 2.6×108 CFU/mL，发酵滤液的抑

制率最高，为 86.7%，与其他成分相比差异达到极

显著水平(P<0.01)。可溶性淀粉次之，玉米粉最不

利于菌株B16的生长，活菌数和抑菌率均最低，仅

为 3.7×107 CFU/mL和 58.6% (图 1)，因此，选择蔗

糖作为碳源既能保证活菌产量，又有利于产生抗菌

活性物质。 

2.2  不同氮源对菌株 B16 生长及发酵液抗菌活

性的影响 

有机氮源、无机氮源及其复合氮源对菌株 B16

生长及发酵液的抗菌活性影响不同。有机氮源优

于无机氮源，其中以酵母膏作为氮源的培养基最

有利于菌株 B16 的生长，发酵液活菌数达到

2.8×108 CFU/mL时，抑制率最高为 89.3%。无机氮

源中，(NH4)2SO4 作为氮源时，发酵液活菌数和抗

菌活性最低，复合氮源中，牛肉浸膏+蛋白胨和酵

母膏+牛肉浸膏作为氮源时，活菌数和抗菌活性均

低于有机氮源中的牛肉浸膏和酵母膏，与酵母膏 

 
 

图 1  不同碳源对菌株 B16 生长及抗菌活性的影响 
Figure 1  Effects of different carbon sources on the 
growth and antimicrobial activity of strain B16  
注：1：可溶性淀粉；2：葡萄糖；3：蔗糖；4：玉米粉；5：麦

芽糖；6：乳糖. 图中小写和大写英文字母分别表示同水平下 5%

和 1%水平的差异显著性，下同. 

Note: 1: Soluble starch; 2: Glucose; 3: Sucrose; 4: Corn flour; 5: 
Maltose; 6: Lactose. The normal and capital letters indicate the 
difference in 5% and 1% level, respectively, the same as follows. 

 
的差异达到显著水平(P<0.05) (图2)，表明菌株B16

利用复合型氮源的能力较差，对人参锈腐病菌的

抑制作用也相对较弱。因此，选择酵母膏作为菌

株 B16液体发酵培养基的氮源效果最佳。 

 

 
 

图 2  不同氮源对菌株 B16 生长及抗菌活性的影响 
Figure 2  Effects of different nitrogen sources on the 
growth and antimicrobial activity of strain B16  
注：1：牛肉浸膏；2：酵母膏；3：蛋白胨；4：NH4NO3；5：(NH4)2SO4；

6：牛肉浸膏+蛋白胨；7：酵母膏+牛肉浸膏；8：蛋白胨+NH4NO3. 

Note: 1: Beef extract; 2: Yeast extract; 3: Peptone; 4: NH4NO3; 5: 
(NH4)2SO4; 6: Beef extract+Peptone; 7: Yeast extract+Beef extract; 
8: Peptone+NH4NO3. 
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2.3  不同无机盐对菌株 B16 生长及发酵液抗菌

活性的影响 

无机盐对菌株 B16 生长和发酵液抗菌活性的

影响效果显著。分别以 FeSO4·7H2O、MgSO4·7H2O

和 NaCl 作为无机盐时，发酵液活菌数分别达到

1.9×109、2.1×109和 1.8×109 CFU/mL，发酵液无菌

滤液对人参锈腐病菌的抑制率分别为 88.3%、90.2%

和 91.4%，与其他无机盐以及空白对照相比差异达

到极显著水平(P<0.01)。FeSO4·7H2O和NaCl分别作

为无机盐筛选时，发酵液活菌数差异不显著(图 3)。

因此，选择 FeSO4·7H2O、MgSO4·7H2O和 NaCl作为

无机盐进行正交试验确定最佳配比。 

2.4  培养基配比正交试验优化 

将筛选出的蔗糖、酵母膏、MgSO4·7H2O、

FeSO4·7H2O、NaCl 5 个培养基重要组分通过正交

试验设计进行配比优化，以发酵液的活菌数和无

菌滤液的抗菌活性进行评价分析，最佳活菌数的

培养基组合为 A3B2C3D3E2，由调整后的极差 R′ 值

可知，5 个组分对发酵液活菌数的影响强弱为酵母

膏>蔗糖>NaCl>MgSO4·7H2O>FeSO4·7H2O；最佳

抑菌率的培养基组合为 A3B2C4D3E2，由极差 R′ 值

可知，5 个组分对发酵液的无菌滤液的抗菌活性的

影响强弱为酵母膏>蔗糖>NaCl>FeSO4·7H2O> 

MgSO4·7H2O。综合两个因素整体来看，酵母膏、 
 

 
 

图 3  不同无机盐对菌株 B16 生长及抗菌活性的影响 
Figure 3  Effects of different salts on the growth and 
antimicrobial activity of strain B16  
Note: 1: CaCl2; 2: FeSO4·7H2O; 3: MgSO4·7H2O; 4: MnCl2; 5: 
K2HPO4; 6: KH2PO4; 7: NaCl; 8: CK. 

蔗糖、FeSO4·7H2O 和 NaCl 的 A3B2D3E2为最佳水

平(表 1)，各组试验中 Mg2+对发酵液活菌数和无菌

滤液抗菌活性的影响在 C3 水平优于 C4 水平，且

Mg2+在两因素中的影响最小，为使其在两个因素

中突出效果，因此选择 MgSO4·7H2O 的最佳水平为

C3。可以看出，无菌滤液的抗菌活性与发酵液的活

菌数呈一定的相关性，培养基组分浓度过高或过低

都不利于菌株 B16 的生长，对人参锈腐病菌的抑制

效果也较差。最终确定优化后的菌株 B16 最佳发酵

培养基组合为：1.00%蔗糖、0.50%酵母膏、0.05% 

MgSO4·7H2O、0.06% FeSO4·7H2O、1.00% NaCl。 

2.5  发酵培养条件的优化 

2.5.1  接种量和初始 pH 对菌株 B16 发酵中活菌数

的影响：菌株的生长周期与接种量的多少有关。一

般情况，接种量越小延滞期越长，反之越短。但接

种量过小，菌株的培养周期加长，不利于菌株生

长。接种量为 5%时，发酵液中活菌数量最多，为

3.9×109 CFU/mL，之后随接种量的增大活菌数量

减少，因此，发酵液的种子液接种量选择 5%。发

酵液的初始 pH为 7.0−7.5时，发酵液中菌株活菌数

量呈明显上升的趋势，pH在 7.5时达到最大，活菌

数达到 4.8×109 CFU/mL，此后随着 pH的增大活菌

数量减少(图 4)。因此菌株 B16发酵液的初始 pH控

制在 7.0−7.5时活菌数量最佳。 

2.5.2  装液量和温度对菌株B16发酵中活菌数的影

响：在 250 mL三角瓶中，装液量在 30−40 mL时，

活菌数量增加，随着装液量的增加活菌数呈明显

的递减趋势。可能装液量较低时，发酵液的蒸发量

增加，无法满足菌体生长所需的营养条件；而当装

液量较大时使得可溶解氧含量减少，影响到菌株的

生长，因此发酵液的装液量选择 40 mL。温度是菌

株发酵培养时的关键控制因素。发酵液的培养温度

在 32−40 °C 时，发酵液的活菌数量维持在

4.6×109−6.2×109 CFU/mL 范围之内；最适温度为

35 °C，活菌数量为 6.4×109 CFU/mL (图 5)。发酵液

培养温度过高或过低都不利于菌株的生长，因此

选择菌株 B16发酵液的培养温度为 35 °C。 
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表 1  菌株 B16 发酵培养基优化正交设计及试验结果 
Table 1  Optimization of orthogonal design and results of fermentation medium for strain B16 

试验号 

Test No. 

A蔗糖 

Sucrose (%) 

B酵母膏 

Yeast extract (%) 

C硫酸镁 

MgSO4·7H2O (%)

D硫酸亚铁 

FeSO4·7H2O (%)

E氯化钠

NaCl (%)

活菌数 

Cell yield (×107 CFU/mL) 

抑菌率 

Inhibition rate (%)

1 1(2.00) 1(0.80) 1(0.10) 1(0.12) 1(1.50) 28.1 46.8 

2 1(2.00) 2(0.50) 2(0.08) 2(0.09) 2(1.00) 84.0 83.4 

3 1(2.00) 3(0.30) 3(0.05) 3(0.06) 3(0.50) 121.3 82.2 

4 1(2.00) 4(0.20) 4(0.02) 4(0.03) 4(0.10) 17.6 55.7 

5 2(1.50) 1(0.80) 2(0.08) 3(0.06) 4(0.10) 93.7 82.6 

6 2(1.50) 2(0.50) 1(0.10) 4(0.03) 3(0.50) 138.0 93.2 

7 2(1.50) 3(0.30) 4(0.02) 1(0.12) 2(1.00) 117.7 96.5 

8 2(1.50) 4(0.20) 3(0.05) 2(0.09) 1(1.50) 25.4 56.8 

9 3(1.00) 1(0.80) 3(0.05) 4(0.03) 2(1.00) 186.3 97.3 

10 3(1.00) 2(0.50) 4(0.02) 3(0.06) 1(1.50) 136.0 88.6 

11 3(1.00) 3(0.30) 1(0.10) 2(0.09) 4(0.10) 103.7 89.2 

12 3(1.00) 4(0.20) 2(0.08) 1(0.12) 3(0.50) 47.3 67.6 

13 4(0.50) 1(0.80) 4(0.02) 2(0.09) 3(0.50) 125.0 90.2 

14 4(0.50) 2(0.50) 3(0.05) 1(0.12) 4(0.10) 96.3 86.1 

15 4(0.50) 3(0.30) 2(0.08) 4(0.03) 1(1.50) 52.7 78.5 

16 4(0.50) 4(0.20) 1(0.10) 3(0.06) 2(1.00) 69.3 75.3 

K1 62.75 108.27 84.77 72.35 60.55 

B>A>E>C>D 

A3B2C3D3E2 

K2 93.70 113.57 69.42 84.52 114.32 

K3 118.32 98.85 107.32 105.07 107.90 

K4 85.82 39.90 99.07 98.65 77.82 

R′ 50.02 66.31 34.11 29.45 48.40 

T1 67.02 79.22 76.12 74.25 67.67 

B>A>E>D>C 

A3B2C4D3E2 

T2 82.27 87.82 78.02 79.90 88.12 

T3 85.67 86.60 80.60 82.17 83.30 

T4 82.52 63.85 82.75 81.17 78.40 

R′ 16.78 21.58 5.96 7.13 18.40 

 

 

 
 

图 4  接种量(A)和初始 pH (B)对菌株 B16 发酵中活菌数的影响 
Figure 4  Effects of inoculum ratio (A) and initial pH (B) on the number of viable bacteria in strain B16 
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图 5  装液量(A)和温度(B)对菌株 B16 发酵中活菌数的影响 
Figure 5  Effects of medium volumes (A) and fermentation temperatures (B) on the number of viable bacteria in strain B16 

 
2.5.3  转速和发酵培养时间对菌株 B16 发酵中活

菌数的影响：发酵液摇床培养时随着转速的增

大，发酵液活菌数的含量也随之增加。但当转速

过大，即 200 r/min 时，菌株 B16 进入生长衰退

期，导致活菌数量呈减少的趋势。同时考虑摇床

的实际运行速度，选择 170 r/min 为摇床发酵的

理想转速。菌株的液体发酵培养从迟缓期到衰退

期是一个生长凋亡的过程，对数生长期为菌株发

酵培养的最佳阶段。发酵培养 48 h后，发酵液活

菌数含量呈直线上升趋势，60 h后活菌数含量达

到的最大值，为 6.1×109 CFU/mL，之后缓慢减

少，直至衰退(图 6)。为获得长势好的活性菌株，

菌株 B16的发酵培养时间选择 48 h。 

2.6  发酵液优化后的活菌含量及发酵液的无

菌滤液抗菌活性 

将 B. methylotrophicus B16采用以上筛选后

培养基和优化后的发酵条件进行培养，经检测

发酵液的活菌数含量为 6.2×109 CFU/mL，较优

化前 1.7×109 CFU/mL 的活菌数含量有了大幅的

增加，此含量达到了农业部微生物肥料的技术

标准(有效活菌数≥2.0 亿/mL)。发酵液的无菌滤

液对人参锈腐病的抑菌率也由优化前的 55.2%增

加到 98.4%。 

2.7  拮抗菌株B16发酵液对人参锈腐病的室内

防效 

施用优化后的拮抗菌株 B16发酵液对人参锈

腐病的防治效果显著。采用保护作用处理的防效

优于治疗作用处理的防效，分别达到 64.8%和

58.6%，表明菌株 B16 发酵液的预防作用效果较

好。保护作用和治疗作用处理的病情指数分别为

46.32和 57.11，均低于对照处理的 76.83，差异达

到显著水平(P<0.05)(表 2)。 

 

 
 

图 6  转速(A)和培养时间(B)对菌株 B16 发酵中活菌数的影响 
Figure 6  Effects of rotation speed (A) and fermentation time (B) on the number of viable bacteria in strain B16 
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表 2  菌株 B16 发酵液对人参锈腐病的防效 
Table 2  Control effects of fermentation liquid on 

ginseng rust root rot 
处理 

Treatment 

病情指数 

Disease index 

防病效果 

Control effects (%)

保护作用处理 

Prevention evaluate 

46.32±1.45 c 64.8±0.75 a 

治疗作用处理 

Therapy evaluate 

57.11±1.26 b 58.6±0.83 b 

CK 76.83±1.18 a − 

 

3  结论与讨论 

芽孢杆菌的液体发酵优化研究以枯草芽孢杆

菌 (Bacillus subtilis)、解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus 

amyloliquefaciens) 、 短 小 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

pumilus)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)等报道最

多。从发酵培养基成分研究来看，孙沙沙等[17]报道

B. subtilis CG24最优发酵培养基为葡萄糖 40 g/L、

酵母膏 7.55 g/L、氯化钙 0.72 g/L，抑菌圈直径比

优化前提高了 25.72%；左冰等 [18]报道 B. 

amyloliquefaciens FS6 最适摇瓶发酵培养基配方为

葡萄糖 30 g，酵母浸粉 40 g，MgSO4·7H2O 2 g，甘

油 10 mL，K2HPO4 2 g，H2O 1 000 mL。本研究通

过不同碳源、氮源和无机盐筛选优化出的 B. 

methylotrophicus B16 最佳发酵培养基成分为蔗糖

1.00%、酵母膏 0.50%、MgSO4·7H2O 0.05%、

FeSO4·7H2O 0.06%、NaCl 1.00%，与多数芽孢杆菌

属 菌 种 生 长 所 需 营 养 成 分 基 本 相 同 。 B. 

methylotrophicus 可利用大多数生物不能利用的单

碳或非 C−C 键的多碳化合物进行生长，菌株 B16

的液体发酵培养基所需的最佳碳源为蔗糖，优于

葡萄糖等其他碳源。B16菌株对复合氮源和无机氮

源利用能力较差，利用有机氮源的能力较强，以

酵母膏为氮源的培养基中，发酵液的活菌含量最

高，其抗菌活性也达到显著水平。同时，菌株 B16

发酵培养基对无机盐的需求较高，在 NB 基础培养

基中加入MgSO4·7H2O和 FeSO4·7H2O，发酵液的活

菌含量显著增加，其中 NaCl对菌株 B16的生长影

响最大，是控制其无菌发酵滤液抗菌效果的关键

成分，可能与菌体盐浓度平衡或分泌抗菌物质的

系统机制有关。 

微生物发酵的优化除设计一个好的发酵培养

基外，其发酵条件也是必须考虑的因素。温度影

响微生物细胞膜的蛋白质及液晶结构的合成与活    

性[19]，温度过高或过低直接影响芽孢杆菌营养体

的形成，进而影响抗菌物质的产生。菌株 B16最适

发酵温度为 35 °C，与向军等[20]报道的甲基营养型

芽孢杆菌CC发酵产氨肽酶的最适发酵温度 37 °C存

在一定差异，可能是研究对象的不同导致同种菌株

的最适发酵温度出现差异。pH 影响微生物的生长

和抗菌物质的形成，B. methylotrophicus B16 的最

适初始 pH 是 7.5，该菌株适宜在偏碱性环境下生

长。接种量和装液量影响菌体的生长周期和分泌抗

菌物质的生物量，李润静等[21]研究甲基营养型芽

孢杆菌 SK21.002 产果聚糖蔗糖酶的最佳接种量是

2%，装液量是 30%，接种量低于本研究的接种量

5%，装液量高于本研究的装液量 40 mL/250 mL。

过低的接种量可能使菌体的延迟期延长，而甲基

营养型芽孢杆菌是需氧型细菌，较低的装液量更

有利于菌体的生长。摇床转速影响菌体的可溶解氧

浓度，本研究优化的摇床转速为 170 r/min，与向

军等[20]研究结果相一致。菌株 B16 的发酵周期为

48 h，与多数芽孢杆菌的发酵周期相比差异较大，

考虑到实际生产和经济因素，不同的试验方法可

能也存在差异。通过以上发酵培养基和发酵条件

的优化，菌株 B16 发酵液的活菌数含量达到

6.2×109 CFU/mL，其发酵液的无菌滤液对人参锈

腐病的抑菌率增加到 98.4%，较优化前有了明显的

提高。 

近年来，甲基营养型芽孢杆菌防病效果的研究

被陆续报道。刘利强等[22]的药效试验结果表明，

甲基营养型芽孢杆菌可湿性粉剂防治黄瓜灰霉病

效果最好，与使用化学药剂防效差异极显著；黄霄

等[23]测定了甲基营养型芽胞杆菌 BM-24菜籽饼发

酵液及 BM-24LB发酵液的生防效果，结果表明，

各发酵液对粉蕉苗期枯萎病均有一定防治作用，并
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且对其植株的生长也有影响；孙卓[24]通过拮抗活

性筛选，从人参根际土壤中获得甲基营养型芽孢杆

菌 SZ-3，通过盆栽试验发现其防效均优于对照，

广谱性良好。甲基营养型芽孢杆菌在植物病害的生

物防治方面具有很大的开发和应用价值。本研究采

用温室盆栽药效试验检测发现 B. methylotrophicus 

B16对人参锈腐病的防治效果显著，保护作用和治

疗作用防效分别达到 64.8%和 58.6%，较对照差异

显著，表明菌株 B16 具有很强的生防潜力。本试

验将 B. methylotrophicus B16应用于人参锈腐病害

的防治中，证明该菌对这一病害有显著的生防效

果，有被研发成为人参锈腐病生防菌的潜质。 
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