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一株抗真菌解淀粉芽孢杆菌的分离鉴定及其发酵条件的初步研究
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摘 要：从堆肥中分离到一株对植物病原菌尖孢镰刀菌（!"#$%&"’ ()*#+(%"’）具有强烈抗菌活性并具有较广抗菌谱

的细菌 A5#$ 菌株。通过形态观察、生理生化实验、#"B +CDE 同源性序列分析以及部分特异性基因序列分析，鉴定

该菌为解淀粉芽孢杆菌。该菌的最适培养基组成为：葡萄糖 6FGH，DI!J3 #FGH，牛肉膏 %K4FGH，氯化镁 6FGH。最适培

养温度为 00L，最适培养 MI 为 "K%，最适培养时间为 !%N。
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据联合国粮农组织（(EO）统计，每年因遭受植物

病害引起的减产平均损失为总产量的 #%P ’ #6P［#］，

其中 4%P以上的植物病害是由真菌引起的［$］。目前

真菌防治主要以化学农药为主，而化学农药引起的环

境污染已经对人类健康造成潜在的威胁。并且大多

数引起植物病害的病原菌寄生于土壤中，一般化学农

药难以从根本上控制其危害［0］，亟待有新的、高效的

微生物农药新品种或新剂型投放市场，以满足该领域

的需求。堆肥中含有大量的植物病原菌拮抗菌，而且

这些菌适应环境的能力较强，因而从中寻找可用作生

物农药或者生物肥料的菌种成为可能。

本文从堆肥中分离到一株对尖孢镰刀菌具有强

烈抗性的菌株，经鉴定该菌为解淀粉芽孢杆菌。该菌

株营养要求较简单，环境适应能力强，有望用作生物

农药或生物肥料，具有很高的开发应用前景。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：A5#$ 菌株在本研究中筛选分离得到。

用于筛选实验的植物病原菌尖孢镰刀菌 #（!"#$%&"’
()*#+(%"’ Q ? RM? #+&,$-&$. O5$&），尖孢镰刀菌 $（! ?
()*#+(%"’ Q ? RM? /$0&-&#5 1*-(+.%#&-& O50!），立枯丝核菌

（23&4(-5(,&$ #(1$,& ;SN< O5$4）由日本广岛大学生物生

产学部太田钦幸教授惠赠。用于测定抑菌谱的其它

菌种由广岛大学工学部菌种保藏中心提供。

!"!"# 培养基：分离筛选用培养基为马铃薯固体培

养基（TCE），其组成为：每升含马铃薯 $%%F，葡萄糖

$%F，琼脂 #6F，MI 自然。A5#$ 菌的基础培养基为 UTV
培养基，其组成为：每升含葡萄糖 6F，蛋白胨 #F，牛肉

膏 6F，酵母粉 6F，氯化钠 6F，MI &K%。

!"!"$ 主要试剂和仪器：CDE 凝胶回收纯化试剂盒

（W)+ $K%）、TJX 反应用的各种试剂均购自大连 2-Y-X-
公司；CDE 提取用试剂盒购自 UZO5XEC；ETZ 试剂盒

（6% JIUG$% 8）和 ETZ 培 养 基（6% JIUG8）购 自

*:[\]+:),7；蛋白胨、牛肉膏、D-J3、葡萄糖、阿拉伯糖

等购自上海生物工程技术服务有限公司。光学显微

镜（OHV\T^B UI5$）。

!"# 菌种的分离纯化

从大连地区收集了 $%% 份堆肥样品，分别称取

%K6F样品悬浮在 !K69H 生理盐水中，剧烈振荡。将

$%9H TCE 培养基均匀地注入一个直径为 /@9 的平皿

中，待培养基凝固，在其正中间放置一片圆形滤纸片

（T-M)+ >:R;），然后把 $%!H 上述土壤样品悬浮液滴入

圆形滤纸片中。接着在距平皿中心 $K6@9 处对称地

接上病原菌，将平板置于 $4L培养 0 ’ & > 并观察抑

菌圈的形成。挑选出有明显抑菌圈的平板，将生长在

圆形滤纸片周围的菌落用划线法接种到营养琼脂平

板上。纯菌通过反复划线接种并培养单菌落而获得。

!"$ 菌的鉴定

!"$"! 形态观察与染色：在光学显微镜下观察个体

形态并测量菌体大小；参照文献［!］进行 _+-9 染色、

芽孢染色。



!"#"$ !"# 试剂条法对 $%&’ 菌株鉴定：将培养 ’()
的菌体用无菌生理盐水洗两次后，加入 !"# *+ ,-./0
培养基（或 +12*3生理盐水）混匀，然后将混有菌体的

!"# *+ ,-./0 培养基（或 +12*3生理盐水）分别加入

相应试剂盒各孔内，456静置培养 (2)，观察试剂盒各

孔颜色的变化。

!"#"# $%&’ 菌的 &78 9:;! ",< 扩增和序列测定：

&78 9:;!的扩增反应参考文献［*］，得到的 ",< 产物

用 :;! 凝胶回收纯化试剂盒（=>9 ’1+）纯化并委托大

连宝生物工程有限公司测序。将所得 &*(*?@ 序列

（::.A 登 录 号 !.&BB4&5）与 CDE9F8>G CDE9F?DHI
#J>KLDMDEHLDFK 8NOL>P OFMLQH9> =R&1(1& 中核酸数据进行

同源性分析，并构建系统发育树。

!"#"% $%&’ 菌与枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌部

分特异性基因序列分析：从中国普通微生物菌种保藏

中心购得模式菌枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’ !8
&1&&*B）和解淀粉芽孢杆菌（!"#$%%&’ "*+%,%$-&./"#$.0’
!8 &1&&4&），采用 ,S!. 法［7］提取上述 4 种菌的染色

体 :;!，并将其作为 ",< 反应的模板 :;!。采用常规

",< 反应的方法，所用的引物为 TNHUV W/S>L. V < 和

TNH<V W/S>L. V < 两对引物，引物序列分别为：TNHUV

W，*X%YY!!,,!YS,,!,!YYYSSYSYY%4X；TNH<V W，*X%
,Y!SSY!YSYYY,<!!YY!Y!!S,!SSSZSYTYYS %4X；
S>L. V <，*X%,,!S!S!Y!Y,SYSS,,!!SYY!Y!!Y %4X。

",<反应条件为：B(6变性 &PDK；B(6变性 &PDK、*’6
引物复性 &PDK、5’6延伸 &PDK，4+ 个循环；最后 5’6
延伸 5PDK。所得 ",< 产物用 ’1+3琼脂糖凝胶电泳

在标准条件下进行检测。

!"% 最适发酵条件的研究

!"%"! 最适培养基组成的确定：保持基础培养基其

它成分和浓度不变，依次改变培养基的碳源、氮源和

金属离子的种类，接种 $%&’ 菌，于 4+6、’++9/PDK 摇

床培养 4J，离心收集上清夜，测 1277+和抑菌活性。

!"%"$ 最适 @- 值、培养温度的确定：调节培养基的

@- 值为 ’1+ [ B1+，并向不同 @- 值的培养基中接种

$%&’ 菌，于 4+6、’++9/PDK 摇床培养 4J，离心收集上

清夜，测 77+KP 下的吸光度和抑菌活性。单一地改

变培养温度，并以同样的方法确定最适培养温度。

!"%"# 培养时间对 $%&’ 菌生长及其抑菌活性的影

响：按已确定的最适培养基组成和浓度配制培养基，

调 @- 至最适值。按上述方法接种 $%&’ 菌，于最适

培养温度下进行培养。每隔 () 测定菌体量（1277+）

和抑菌活性。

!"& 活性的测定方法

采用牛津杯定量扩散法测试发酵液对指示菌

3 R ,4+’5,6&* 等的抑菌活性。

$ 结果

$"! 菌种的分离与筛选

从堆肥样品中筛选出了 &+ 株对 7 R ’,%"0$ \])K
U%’2， 3 R ,4+’5,6&* M R O@ R O@DKHEDH> U%’5 和 3 R
,4+’5,6&* M R O@ R %"8$#$’% %+#,5.6’$#$ U%4( 形成较明显抑

菌圈的菌株，其中 $%&’ 菌株不仅对 3 R ,4+’5,6&* M R
O@ R ’5$0"#$". U%’5 和 3 R ,4+’5,6&* M R O@ R %"8$#$’%
%+#,5.6’$#$ U%4( 有很高的抑菌活性，并对 7 R ’,%"0$
9:;0 U%’2 也有较高的抑菌活性。因此，$%&’ 菌株被

选用于进一步的研究工作。$%&’ 菌产生的抗菌物

质对多种霉菌均有抗性，但只对部分细菌和酵母菌

具有抑菌活性，见表 & 所示。

表 ! ’(!$ 菌的抑菌谱

SH?I> & !KLDPDE9F?DHI O@>EL9^P FM OL9HDK $%&’

S>OL PDE9FF9_HKDOP ZDJL) FM DK)D?DLDFK
‘FK>/PP

7;$<,#),0$" ’,%"0$ \])K U%’2 ’*
3&’"6$&* ,4+’5,6&* M R O@ R O@DKHEDH> U%’5 ’5
3&’"6$&* ,4+’5,6&* M R O@ R IHJDEDO%INEF@>9ODED U%4( ’7
7,’.%%$0$" 0.#")6$4 &*
=’5.6>$%%&’ /%"?&’ aDK\ W9D>O M_??FOFO &2
=’5.6>$%%&’ /%"?&’ aDK\ W9D>O bH9 H9N‘H> &7
=’5.6>$%%&’ KD_>9 bH9 R SD> O)>P &2
@&#,6 ;$.*,%$’ Z>)P>9 MD)D>PHIDO 2
A.0$#$%%$&* #;6+’,>.0&* S)FP &+
7;$<,5&’ ,6+<". Z>KL c "9DKO>K Y>>9DK_O 5
B"08$8" "%($#"0’（<F?DK）.>9\?FKL &*
B6+),#,##&’ *.,/,6*.0’（8HK M>IDE>）=HDII>KDOP +
A$#;$" *.*(6"0". MHED>KO -HKO>K +
C"##;"6,*+#.’ #.6.?$’$". C>N>9 >d -HKO>K +
D’#;.6$#;$" #,%$ +
!"#$%%&’ ’&()$%$’ +
C"%*,0.%%" O@R &4

$"$ ’(!$ 菌株的分类鉴定

$"$"! 菌体特征及菌落特征：菌体呈短杆状，染色

均匀，具运动性，兼性厌氧，可形成内生芽孢，芽孢囊

膨大，呈椭圆形，游离芽孢表面着色弱，Y9HP 染色阳

性。在 a. 培养基上呈白色不透明菌落，表面粗糙，

菌落边缘不规则，在多种培养基上均不产色素。

$"$"$ !"# 生化试验条法：!"# 生化试验条法对 $%
&’ 菌的鉴定结果（表 ’）与反应鉴定表比对，并参考

文献［5］，可 判 断 $%&’ 菌 为 枯 草 芽 孢 杆 菌（ ! R
’&()$%$’）或解淀粉芽孢杆菌（! R "*+%,%$-&./"#$.0’）。

2 $e!; ,)^K%O)HK .) "% R /=#)" @$#6,($,%,>$#" C$0$#"（’++7）(7（&）



图 ! 以 !"# $%&’ 序列为基础的 ()!* 菌系统发育树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 -’+ 1-/2", 34%5 621+7 *, %89 /:;< 1+=>+,.+

;>?6+/1 ", @2/+,-’+1+1 /+@/+1+,- -’+ 1+=>+,.+1’2..+11"*, ,>?6+/ ", A+,B2,C$ D’+ ,>?6+/ 2- +2.’ 6/2,.’ @*",-1

"1 -’+ @+/.+,-2#+ 1>@@*/-+7 6( 6**-1-/2@$ B2/，% E 1+=>+,.+ 7"F+/#+,.+$

表 * ()!* 菌的主要生理学特性

D26)+ 5 &’(1"*)*#".2) .’2/2.-+/"1-".1 *0 1-/!! 2", 34%5
B"*.’+?".2) 2112(1 G+1>)- B"*.’+?".2) 2112(!! 1 G+1>)-

!!H*,-/*) I AJK.+/*) L

!!MGK-’/"-*) L :4</26",*1+ I

!!J4</26",*1+ I G"6*1+ I

!!:4N()*1+ L J4N()*1+ L
<7*,"-*) L !!! 4O+-’()4:4N()*1"7+ L

!!A2)2.-*1+ I A)>.*1+ I

!!!/>.-*1+ I O2,,*1+ L

!!9*/6*1+ L G’2?,*1+ L

!!:>)."-*) I P,*1"-*) I

!!O2,,"-*) I 9*/6"-*) L
"4O+-’()4:4?2,,*1"7+ I "!! 4O+-’()4:4#)>.*1"7+ I

!!;4<.+-()4A)>.*12?",+ I <?(#72)", I

!!</6>-", I M1.>)", I

!!92)".", I H+))*6"*1+ I

!!O2)-*1+ L J2.-*1+ I

!!O+)"6"*1+ I 9>./*1+ I

!!D/+’2)*1+ I P,>)", L

!!O+)+Q"-*1+ I G200",*1+ I

!!9-2/.’ I A)(.*#+, L

!!N()"-*) I A+,-"*6"*1+ I

!!:4D>/2,*1+ L :4J(R*1+ L

!!:4D2#2-*1+ L :4!>.*1+ L

!!J4!>.*1+ L :4</26"-*) L

!!J4</26"-*) L A)>.*,2-+ L
54S+-*4:4A)>.*,2-+ L T4S+-*4:4A)>.*,2-+

*+*+, %89 /:;< 同 源 性 的 鉴 定：34%5 菌 染 色 体

:;< 用 &HG 扩增出单一条带，&HG 产物回收纯化

后，经 :;< 测序，序列长度为 %TUT6@，在 ::BV 中的

序列登记号为 <B%WWX%Y。以 %89 /G;< 序列同源性

为基础构建系统发育树如图 %。菌株 34%5 与 ! $
"#$%&%’()*+",’*-. 位 于 同 一 分 支 中，与 ! $ .)/0’%’.

9>61@$ .)/0’%’. 相 似 性 为 WWZU[E，与 !1*2’/",0*1’)#
3"%&0&%*1"-. 和! $ #&4"2*-.’. 相似性为 WWZ5WE，与 ! $
"01&53"*). 相似性为 WWZ%8E。

*+*+- 34%5 菌与枯草芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌

部分 特 异 性 基 因 序 列 的 分 析：! $ .)/0’%’. 和 ! $
"#$%&%’()*+",’*-. 含有很多相同或相似的基因，但是

通过基因比较发现，! $ .)/0’%’. 1>61@$ .)/0’%’. 和 ! $
"#$%&%’()*+",’*-. 的部分基因顺序明显不同［[］。 ! $
.)/0’%’. 和 ! $ "#$%&%’()*+",’*-. 均含有能够编码转运

蛋白的基因 0*0!4 0*06。在 ! $ .)/0’%’. 中，基因 $$"7
（功能未知）位于 0*0!4 0*06 的下游 5\\X6@ 处，而基因

$$"8（功能未知）位于 0*0!（ 6）的上游并与之相邻；

在 ! $ "#$%&%’()*+",’*-. 中，$$"7 位于 0*0!4 0*06 的上游

并且与之相邻。据此设计两对引物 K(2]L ! ^D+-BL

G 和 K(2GL ! ^D+-BL G 用于 &HG 扩增，其中正向引物

K(2]L ! 和 K(2GL ! 分别源自 $$"8 和 $$"7 两个基

因的 X_末端，反向引物 D+-BL G 源自基因 0*0! 的 T_
末端［[］。])+# 等已经成功地利用这两对引物对多个

可能为枯草芽孢杆菌或者解淀粉芽孢杆菌的菌种进

行了鉴定。分别用上述两对引物对 34%5、! $ .)/0’%’.
<9 %Z%%TW 以及 ! $ "#$%&%’()*+",’*-. <9 %Z%%X% 进行

扩增，结果表明当以 K(2]L !^D+-BL G 作为引物时，

! $ .)/0’%’. <9 %Z%%TW 能 够 扩 增，而 34%5 和 ! $
"#$%&%’()*+",’*-. <9 %Z%%X% 不能扩增；以 K(2GL ! ^

D+-BL G 作为引物时，! $ .)/0’%’. <9 %Z%%TW 不能被扩

增，而 34%5 和 ! $ "#$%&%’()*+",’*-. <9 %Z%%X 能够扩

增（图 5）。结合%89 /:;<的鉴定结果可以确定 34%5
菌为解淀粉芽孢杆菌。

W权春善等：一株抗真菌解淀粉芽孢杆菌的分离鉴定及其发酵条件的初步 $ ^微生物学报（5\\8）U8（%）



图 ! "#$ 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图

!"#$% &’( ’(’)*+,-.,+’/"/ ,0 *.’ 123 -+,45)* ,0 *.’ *.+’’ /*+6"7/ 5/"7#

*.’ -+"8’+/ 9:63; ! <=’*>; 3 674 9:6?; !<=’*>; 3

@：86+A’+ BCCD- (644’+；B 674 E：FGB%；% 674 H：! $ "#$%&’&" IJ

BKBBHL；M 674 N：! $ ()*’+’&,#-.(/&-0" IJ BKBBMBK

B O M：I8-("0")6*",7 -’+0,+8’4 P"*. *.’ -+"8’+ -6"+ ,0 9:63; ! <=’*> ; 3；

E O N：I8-("0")6*",7 -’+0,+8’4 P"*. *.’ -+"8’+ -6"+ ,0 9:6?; !<=’*> ; 3$

!%& 确定最适发酵条件

!%&%’ 确定培养基组成：FGB% 菌均能利用葡萄糖、乳

糖、蔗糖、麦芽糖、淀粉、木糖、果糖、柠檬酸钠等碳源，

以乳糖为碳源时菌体生长最旺盛，但以麦芽糖作为碳

源时产生的活性物质的活性最高，葡萄糖次之。麦芽

糖市场价较高，考虑到以后工业化生产的成本，选择

葡萄糖为碳源。

有机类的氮源有利于菌体的生长，但不利于活性

物质的产生。当以 QRE2( 为氮源时抑菌活性最高，并

能保证菌的正常生长，故选用 QRE2( 为氮源（图 M）。

图 & 不同氮源对菌体生长及其抗菌物质产生的影响
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以葡萄糖为碳源，氯化氨为氮源，以不同一价或

二价 金 属 离 子（@#%U ，@7%U ，V"U ，!’% U ，25%U ，Q"U ，

Q6U ，WU ）代替培养基中的 Q6U ，研究了不同金属离子

对抑菌活性物质产生和菌体生长的影响。当培养基

中加入 @#%U 时生成的菌体量最多、抑菌活性最强，

Q6U 次之。因此选择 @#2(% 替代原培养基中的 Q62(。

培养基中只加入酵母粉，FGB% 菌能生长但不产

生抑菌活性物质；而当培养基中只加入牛肉膏，FGB%
菌既能生长又能产生抑菌活性物质，且抑菌活性较

高。牛肉膏的浓度的高低对菌体的生长几乎没有影

响，但直接影响抑菌活性物质的生产量，如图 E 所示，

牛肉膏浓度较低时抑菌活性随牛肉膏浓度的增加逐

渐提高，当牛肉膏浓度为 CKXY时抑菌活性达到最高

值。

图 ( 牛肉膏浓度对菌体生长及其抗菌物质产生的影响
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!%&%! 确定最适培养条件：FGB% 菌对环境酸碱度有

较强的适应能力，在 -R%KC O XKC 的范围内均能生长，

而在 -R HKC O XKC 范围内生长能力较强且产生较多的

抗菌活性物质，其最适培养 -R 值为 NKC。

FGB% 菌对温度也有较强的适应能力，在 BCKC O
[CKC\的范围内均能生长，在温度 %XKC O ECKC\范围

内菌的生长量和抑菌活性基本保持不变。将数据用

SZ)’(作图，并 % 阶回归分析得出最适培养温度为

MM\。

图 ) 培养时间对菌体生长及其抗菌物质产生的影响
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在确定培养基组成、培养温度及培养基初始 !"
的基础上，测定了 #$%& 菌的最适培养时间。如图 ’
所示，该菌培养 () 开始进入对数生长期，培养 %*) 进

入平衡期。在培养进行 +) 时开始产生抑菌活性物

质，随后随着培养时间的增加抑菌活性直线上升，在

培养 %,) 时抑菌活性达到最高值并进入平衡期。

! 讨论

芽孢杆菌内生芽孢，繁殖能力强，有利于工业化

生产，又是自然界中广泛存在的非致病细菌，对人畜

无害，不污染环境。因此自 %-(’ 年 ./)01/0 等报道枯

草芽孢杆菌产生抗菌物质后［-］，近半个世纪以来各国

的研究工作者对它可望成为一种生物控制因素而寄

予极大的兴趣和关注。芽孢杆菌产生的抗菌活性物

质大多为低分子抗生素以及蛋白或多肽类化合物。

芽孢杆菌产生的多肽类的抗生素主要包括 2345041、
67859:78501 及 ;:7<585=501 等，具有线状或环状结构。

它们分子量小，热稳定性好，含有 >$氨基酸，能耐受

蛋白酶的水解作用［%*］。这些抗菌肽对许多危害严重

的病原真菌都表现出很强的抑菌活性，在农牧业中有

很好的应用前景；另外由于它们能够在细菌质膜上形

成离子通道，破坏膜势，引起胞内物质泄漏而杀死细

菌，因此一般不易产生耐药性和交叉抗性，很可能成

为新药的来源［-］。近年来对解淀粉芽孢杆菌产抗真

菌活性物质的研究较多，其产的抗真菌活性物质与枯

草芽孢杆菌近似，主要有抗真菌蛋白［%%］、表面活性

素［%&，%?］、伊枯草菌素［%(，%’］、几丁质酶［%,］等。

枯草芽孢杆菌与其相近菌种具有很高的同源性。

根据同源性分析，目前已从枯草芽孢杆菌中分化出

!"#$%%&’ "()*+,"-&’， !"#$%%&’ .*/"0-1’$’ 和 !"#$%%&’
0"%%$’.*)($’ ? 个菌种，并且将枯草芽孢杆菌分为 ! @
’&2($%$’ 1AB1!@ ’&2($%$’ 和 ! @ ’&2($%$’ 1AB1!@ ’+$3$3-1$$ 两

个亚种。大量的实验只是将枯草芽孢杆菌及其相近

菌种确定为枯草芽孢杆菌，而没有更深入的研究它们

的同源性。而能够产生抗菌蛋白、胞外植酸酶以及几

丁质酶的菌株大部分是特异性的，甚至可能只与某一

特定菌种或者某一菌种的亚种相关，因而对枯草芽孢

杆菌及其相近菌种进行精确的分类鉴定是很有必要

的。

本文从堆肥中分离、筛选出对尖孢镰刀菌具有强

烈抑菌活性的菌株 #$%&，通过生理生化实验以及

%,C :>DE同源性分析以及部分基因特异性序列分析，

确定该菌株为解淀粉芽孢杆菌。解淀粉芽孢杆菌和

枯草芽孢杆菌表型相似，很容易混淆，仅从同源性上

很难精确确定它的分类地位。目前已有多种基因如

45)6、#,-6 以及!$7<F3714［+］等已经用于枯草芽孢杆菌

和解淀粉芽孢杆菌的分类研究，但是通过单个基因对

细菌分类其准确性受到了限制。解淀粉芽胞杆菌和

枯草芽胞杆菌同源性高，内含很多相同或相似的基

因。但是经研究发现，这两个菌种某些相同或相似基

因的排列顺序不同，因而可以利用这一差别通过同时

鉴定多个基因来区分这两个菌种。本文利用基因

55"7、55"8、(-(9、(-(! 在解淀粉芽胞杆菌和枯草芽胞

杆菌中排列顺序的差异，对这两个菌进行分类鉴定，

结果表明 #$%& 菌为解淀粉芽孢杆菌。

通过对 #$%& 菌的发酵条件进行初步研究，发现

该菌对环境的要求不苛刻，在营养贫瘠的培养基中，

很宽的温度及 !" 值范围内均能很好地生长。菌体内

生孢子，有利于储存和运输，有望用作生物农药或者

生物肥料。#$%& 菌的发酵液对多种植物病原菌有较

强的抑制作用，并且对某些人类致病真菌也有抑制作

用，有很好的应用前景。
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