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摘要：【目的】以从冬枣分离的内生枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis St-zn-34)为供试菌株，明确反复冻融

对菌体形态及其发酵滤液抑制枣缩果病初侵染病菌(Alternaria alternata)活性的变化。【方法】对供试菌

株分批发酵后进行反复冻融，采用梯度稀释计数法、滤纸片法分别测定活菌数量和芽孢含量、发酵滤液

抑菌活性，对供试菌株的形态变化进行电镜观察。【结果】发酵培养中pH值、活菌量、芽孢量及抑菌活

性随发酵时间的增加均呈先上升后下降的趋势，其中发酵60 h发酵滤液抑菌活性最大，对此时的发酵液

反复冻融，冻融3次枯草芽孢杆菌活菌量和发酵滤液抑菌活性依次减少，以后再冻融差异不显著

(P>0.05)，电镜观察发现随冻融次数增加，菌体变小，表面凹陷、扭曲，胶状物流出。抑菌谱检测发现

发酵滤液对12种植物病原菌具有抑菌能力。不同温度和蛋白酶处理发酵滤液表明，低于60 °C以下，抑菌

活性与对照相比差异不显著；80 °C以上抑菌活性随温度上升而下降，与对照相比差异显著；蛋白酶K可

降低抑菌活性。【结论】反复冻融影响细菌形态并降低发酵滤液的抑菌活性。
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芽孢杆菌种类丰富，生物学功能各异，适应

环境能力强，目前对该菌的研究集中在分类和

鉴定[1]、生理与机制[2]、营养体细胞以及代谢物

质[3]、防治以及功能发掘[4–5]、发酵条件优化[6]等方

面。该菌菌体在裂殖生长的过程中会产生枯草菌

素、杆菌肽等许多种抗菌活性物质，这些活性物

质能对多种病原物起到显著的抑制作用。由于芽

孢杆菌可以产生抗逆性较强的芽孢，因此，芽孢

杆菌制剂目前在植物病害生物防治中应用广泛。

芽孢杆菌的发酵培养是工业化大规模生产芽孢杆

菌制剂的前提，其主要受培养基营养成分与发酵

条件的影响，但在发酵过程中pH值、活菌量、芽

孢量及抑菌活性等变化规律尚未见报道。

反复冻融主要用于细胞的破碎研究[7–8]和对生
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物制品的稳定性研究[9]，国内外许多研究也利用

反复冻融来促进胞内物质的释放。如Sode等[10]、

Zhang等[11]利用反复冻融法分别提取聚球藻、铜绿

微囊藻的藻蓝蛋白；王雪青等[12]利用反复冻融法

提取微藻中的活性物质；Berks等[13]、刘立新等[14]

利用反复冻融法分别提取绿脓假单胞菌和金黄葡

萄球菌内的β-内酰胺酶；Rovati等[15]利用反复冻融

法评估真菌的蛋白水解活性；Weibel等[16]利用反

复冻融优化酵母细胞抽提物。但是反复冻融作为

一种可以促进胞内产物释放的常用方法，是否影

响枯草芽孢杆菌胞内产物的释放而影响抑菌物质

活性，以及反复冻融后枯草芽孢杆菌形态的变化

均未见报道。

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) St-zn-34菌株

是本课题组在冬枣体内分离到的1株内生菌，经前

期试验在离体条件下该菌对多种植物病原菌有拮

抗活性。本研究拟采用分批发酵法，研究枯草芽

孢杆菌St-zn-34随发酵时间pH值、活菌量、芽孢

量与发酵滤液抑菌活性的变化规律，以此为基

础，研究发酵后反复冻融对发酵滤液抑菌活性的

影响，并利用环境扫描电镜观察菌体反复冻融前

后形态的变化。本研究旨在了解枯草芽孢杆菌发

酵过程中的生长规律，为今后能否利用反复冻融

提取枯草芽孢杆菌胞内活性产物提供理论依据。

1    材料和方法

1.1    试验菌株

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) St-zn-34，为

本课题组在枣树体内分离所得，经前期试验对多

种植物病原菌有抑菌活性。

活性指示菌：链格孢菌(Alternaria alternata)

CN193，由河北农业大学林木病理实验室提供。

抑菌谱试验所用菌株：茎点霉菌 ( P h o m a
spp.)由河北农业大学林木病理实验室提供，梨黑

斑病菌(Alternaria kikuchiana)、玉米小斑病菌

(Bipolaris maydis)、番茄灰霉病菌(Botrytis cinerea)、

蒜苔炭疽病菌(Colletotrichum gloeosporioides)、玉

米大斑病菌(Exserohilum turcicum)、禾谷镰刀菌

(Fusarium graminearum)、棉花褐斑病菌(Phyllosticta
gossypina) 、水稻纹枯病菌(Rhizoctonia solani)、
苹果腐烂病菌(Valsa mali)、白菜软腐病菌(Erwinia
carotovora)及水稻白叶枯病菌(Xanthomonas
campestris)均由河南科技学院资源与环境学院植

物病理实验室提供。

1.2    培养基

种子培养基采用LB培养基，配方为胰蛋白胨

10 g，酵母提取物5 g，NaCl 10 g，蒸馏水1000 mL。

发酵培养基配方为：马铃薯30 g，葡萄糖10 g，蛋

白胨6 g，硫酸镁0.6 g，蒸馏水1000 mL，pH值自

然。病原菌培养和拮抗试验采用PDA培养基。

1.3    种子培养液的制备

用灭菌后的接种环取2环已活化的枯草芽孢杆

菌接种于盛有80 mL已灭菌的PD培养基250 mL三

角瓶中，置摇床振荡培养，28 °C、150 r/min条件

下培养1 d作为种子液。

1.4    发酵培养

按5%的接菌量从种子培养液加入发酵培养基

中，28 °C、150 r/min振荡培养。

1.4.1    不同发酵时间培养液pH值、活菌量和芽孢

量的测定：分别从发酵培养基中取培养0、12、

24、48、60、72、84、96 h的发酵液，测定其

pH值、活菌含量、活芽孢含量。pH测定用精确

pH试纸，活菌含量测定采用梯度稀释计数法[17]，

活芽孢含量测定参考Pabakaran等[18]的方法，具体

做法为：将发酵液用无菌蒸馏水稀释10倍，于

80 °C加热15 min，冷却到室温后用平板菌落计数

法测定活菌含量，平板上长出的菌落全部视为由

芽孢形成。

1.4.2    不同发酵时间培养液抑菌活性的变化：发

酵滤液提取方法。将发酵液于4 °C下10000 r/min
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离心20 min，取上清液，用0.22 μm微孔滤膜过

滤，得发酵滤液。抑菌活性测定采用滤纸片法，

具体做法为：在PDA平板中央接种链格孢菌，生长

1 d后，把灭菌滤纸圆片 (直径为5 mm)沾取发酵滤

液后放置与离菌落边缘20 mm处，以无菌水作为

空白对照，28 °C培养3 d后测量抑菌带宽度 (mm)，
根据抑菌带宽度判断抑菌活性的高低。

1.5    反复冻融对枯草芽孢杆菌St-zn-34的活菌量

及抑菌活性的影响

采用反复冻融法，即取培养60 h的培养液在

–40 °C冰箱中冷冻2 h，融化1 h为一个循环，冻融

5次。每次冻融后，测定活菌量和抑菌活性。同时

测定60 h培养液在–40 °C冰箱中冷冻24 h和48 h后
再融化1 h，然后测活菌量和抑菌活性。

1.6    反复冻融对枯草芽孢杆菌形态的影响

每个冻融循环后取样，做相应处理，然后在

环境扫描电镜下观察细菌形态。样品处理方法为：

取培养60 h的枯草芽孢杆菌菌液1 mL，4000 r/min
离心20 min，取沉淀，加5%的戊二醛固定，过

夜。4000 r/min离心3 min，去上清，用10%、20%、

30%、50%、70%、90%乙醇梯度脱水，每次脱水

10 min，4000 r/min离心3 min。最后用无水乙醇脱

水2次后放于4 °C冰箱中备用。用毛笔蘸取少许，

点在载玻片大小的载物台上，喷金，电镜观察。

1.7    发酵滤液抑菌生物活性检测

1.7.1    发酵滤液抑菌谱的测定：对真菌的抑菌谱

测定方法同1.4。对不同细菌的抑菌谱测定参考马

桂珍等[19]的方法。

1.7.2    不同温度对发酵滤液抑菌活性的影响：取

5 mL除菌后的发酵滤液于试管中，放置于40、
60、80、100、121 °C条件下处理30 min，冷却至

室温后采用滤纸片法测定处理液对活性指示菌的

抑菌活性，以未经处理过的发酵滤液为对照组。

1.7.3    蛋白酶处理对发酵滤液抑菌活性的影响：

将发酵滤液与浓度为l mg/mL的蛋白酶K等量混

合，37 °C水浴保温1 h，然后放置于100 °C水浴中

处理5 min使酶灭活，冷却至室温后测定处理液对

指示菌的抑制能力，以未经处理过的发酵滤液为对

照组。

1.8    数据处理

活菌量、芽孢量的数据进行对数转换，其余

为实际值采用SPSS 16.0软件Duncan氏新复极差法

进行多重比较。

2    结果和分析

2.1    不同发酵时间培养液的pH值、活菌量、芽孢

量及抑菌活性变化

由图1可知，随枯草芽孢杆菌发酵时间的增

加，发酵液中活菌量、pH值、芽孢量和抑菌活性

均有先升高后降低的过程，其中活菌量在发酵

48 h时最大，达到(692.00±7.48)×108 CFU/mL (图1-
A)，其后迅速降低，说明此时大量营养细胞死

亡。发酵96 h后其含量与芽孢量相差不大，由于

活菌含量统计的为活的营养细胞和芽孢数量的总

和，可以认定此时营养细胞全部转化为芽孢。pH值、

芽孢量和抑菌活性均为发酵60 h时达到最大值，

pH值初始为5.5，偏酸性，随发酵时间延长慢慢升

高，60 h时发酵液pH 7，呈中性，随后pH值又逐

渐降低(图1-B)。芽孢量随发酵时间升高，发酵60 h
时达到最大值 (1.37±0.09)×108 CFU/mL，其后芽

孢量与60 h时差异不显著(图1-C)。抑菌活性由表

中抑菌带宽度表示，数据显示抑菌活性60 h达到

最高(11.97±0.12) mm，然后逐步下降(图1-D)。

2.2    反复冻融法对枯草芽孢杆菌活菌数量的影响

枯草芽孢杆菌在发酵培养60 h时抑菌活性最

大，因此，我们选用发酵60 h的发酵液进行反复

冻融试验。由表1可知，随冻融次数的增加，活菌

量逐步减少，每冻融1次其活菌含量降低为前一次

菌量的7.22%，22.3%，2.20%，85.6%，89.1%。

说明冻融3次对细菌活菌数影响很大，3次以后活

菌数较稳定，可能此时已大多为芽孢。发酵滤液
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的抑菌活性随冻融次数的增加而降低，冻融3次后

抑菌活性降为原来的79.9%，但冻融4次及5次与

冻融3次差异不显著。发酵滤液 直接冷冻24 h和48

h融化后测量其抑菌活性结果与冻融一次的结果差

异不显著，说明冷冻时间对抑菌活性影响不大，

主要在于冻融的次数。

2.3    反复冻融对枯草芽孢杆菌形态的影响

枯草芽孢杆菌发酵60 h后，扫描电镜观察其

图 1.  不同时间培养液活菌量、pH值、芽孢量及抑菌活性的变化规律

x̄ ± s

Figure 1.   The changing pattern of the living bacteria count (A) pH value (B) bacterial endospore count (C) and
inhibitory activity (D) of filtrate at differenttime. The data are the average of three replicates and presented as the

 error. Different lowercase letters means significant difference at 0.05 level.

表1.  反复冻融对枯草芽孢杆菌活菌量和抑菌活性的影响

Table 1.  Effects of repeated freeze-thaw cycles on the living bacteria count and inhibitory activity of Bacillus subtilis
strain St-zn-34

Treatment Control
Freeze-thaw times

24 h 48 h
1 2 3 4 5

Living bacteria
count/(CFU/mL)

(3.88±0.25)
×1010

(2.80±0.37)
×109

(6.23±0.17)
×108

(1.37±0.12)
×107

(1.20±0.08)
×107

(1.07±0.05)
×107

(3.1±0.12)
×109

(2.83±0.09)
×109

Logarithmic
transformation

10.59 a 9.44 b 8.79 c 7.13 d 7.08 de 7.04 e 9.49 b 9.45 b

Width of
inhibition
band/mm

11.97±0.05 a 11.43±0.17 b 10.37±0.12 c 9.57±0.12 d 9.50±0.08 d 9.33±0.05 d 11.47±0.12 b 11.47±0.09 b

The data are the average of three replicates and presented as the means±standard error. Different lowercase letters in the same row
means significant difference at 0.05 level.
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形态，发现此时大部分枯草芽孢杆菌表面较光

滑，呈杆状，大小为2.447 μm×0.6416 μm，菌量

较多，可明显看到有菌体正在裂殖生成相同的子

细胞，部分菌体表面不光滑，有消融迹象(图2-A)。

冻融1次后，发现菌体形态开始变为不规则，菌体

长度差异较大，部分菌体细胞表面出现凹陷，菌

体有消融现象，已有少量芽孢产生，菌体长度变

短，为1.2600 μm × 0.6825 μm (图2-B)。冻融2次后，

菌体表面凹陷增多，部分菌体扭曲，视野内芽孢

增多，菌体大小为1.2530 μm × 0.5990 μm (图2-C)。

冻融3次后，已经看到菌体破损，流出胶状物，大

量芽孢产生(图2-D)。冻融4次后，发现菌体极少

量存在，几乎完全变成芽孢(图2-E)。冻融5次

后，菌量稀少，和冻融4次时差别不明显(图2-F)。

直接冷冻24 h融化后，菌体变短，菌体凹陷少，

芽孢较少，大小为1.2500 μm × 0.6304 μm (图2-G)；

冻融48 h后，菌体大小为1.1200 μm × 0.6429 μm，

其余特征与冻融24 h差别不明显(图2-H)。

2.4    枯草芽孢杆菌St-zn-34发酵滤液抑菌生物活

性检测

由表2可知，枯草芽孢杆菌St-zn-34发酵滤液

对12种植物病原菌(其中Erwinia carotovora和

Xanthomonas campestri为细菌，其余为真菌)均有

抑制效果，说明其具有广谱抑菌能力，但对不同

病菌的抑制效果有差异，对番茄灰霉病菌的抑制

作用最强，抑菌带宽度达到(10.33 ± 0.09) mm，对禾

谷镰刀菌的抑制作用最弱，为(1.30 ± 0.06) mm。

枯草芽孢杆菌发酵60 h后，采用滤纸片法测

定不同温度处理发酵滤液后的抑菌效果。由图3-A

可知，40 °C和60 °C处理与对照相比差异不显著，

80 °C以上抑菌活性随温度上升而下降，与对照相比

差异显著，121 °C抑菌活性较对照降低18.13%。

枯草芽孢杆菌发酵60 h后，采用滤纸片法测

定蛋白酶K处理发酵滤液后的抑菌效果。由图3-B

可知，蛋白酶K处理后抑菌活性与对照相比差异

显著，抑菌活性降低11.47%。

图 2.  反复冻融对枯草芽孢杆菌St-zn-34菌株形态的影响

Figure 2.   Effect of repeated freeze-thaw cycles on the shape of Bacillus subtilis strain St-zn-34. A: the shape of cells
with non freeze-thaw (Bar=3 μm); B: the shape of cells after freeze-thaw one time (Bar=2 μm); C: the shape of cells
after freeze-thaw two times (Bar=2 μm); D: the shape of cells after freeze-thaw three times (Bar=4 μm); E: the shape
of cells after freeze-thaw four times (Bar=4 μm); F: the shape of cells after freeze-thaw five times (Bar=4 μm); G: the
shape of cell after being freezed for 24 h (Bar=4 μm); H: the shape of cells after being freezed for 48 h (Bar=2 μm).
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3    结论和讨论

本研究以枯草芽孢杆菌为目标，研究了其在

发酵过程中pH值、活菌量、芽孢量和抑菌活性的

变化规律，并且研究了反复冻融对活菌量和抑制

枣缩果病菌活性的影响，以及反复冻融后菌体形

态的变化。在发酵过程中，发酵液的pH值是不断

变化的，总体是一种先上升后下降的趋势，活菌

量在发酵48 h达到最大，pH值、芽孢量和抑菌活

性均为发酵60 h时达到最大值。发酵液反复冻融

研究得出，反复冻融3次对活菌量和抑菌活性有较

大的影响，冷冻时间对活菌量和抑菌活性的影响

不显著，主要在于冻融的次数。对其形态的扫描

电镜观察发现，菌体表面较光滑，可以看到在进

行正常的裂殖繁殖，随着反复冻融次数的增加，

菌体表面出现的凹陷和扭曲向内翻卷的状态也越

来越严重，活菌量越来越少，芽孢量越来越多，

菌体表面不平整，有胶状物质流出。

本研究中发酵液的pH值由酸性缓慢升高为中

性，然后再缓慢下降，这与巨向红[20]的研究结果

不一致，这是由于其并未测定发酵前期pH值，仅

测定了发酵第5 d和7 d的pH值，后期pH值下降，

分析应为后期产生酸导致。本研究发现，pH 7时

发酵滤液的抑菌活性最强，这与Li和Xu[6]对枯草

芽孢杆菌发酵条件优化的结果是一致的，但不同

的是，本研究发酵滤液初始pH值自然，随发酵时

间延长变为7，而Li和Xu的研究中初始pH为7时抑

菌活性最大，分析可能在中性时可以使抑菌物质

达到最大值。徐慧等[21]研究了枯草芽孢杆菌HB-

32产3-羟基丁酮分批发酵动力学，发现产3-羟基

丁酮在80 h内一直在增长，但趋于平稳，80 h后产

量如何并未研究，这与本研究是不一致的，该文

表2.  枯草芽孢杆菌St-zn-34对12种植物病原菌的抑制
作用

Table 2.  The width of inhibition band of endophytic
Bacillus subtilis strain St-zn-34 on 12 plant pathogens

Plant pathogen Width of inhibition band/mm

Alternaria kikuchiana 7.87±0.15 d

Bipolaris maydis 6.93±0.09 e

Botrytis cinerea 10.33±0.09 a

Colletotrichum gloeosporioides 7.20±0.06 e

Exserohilum turcicum 6.03±0.19 f

Fusarium graminearum 1.30±0.06 g

Phyllosticta gossypina 7.13±0.12 e

Phoma spp. 9.20±0.06 b

Rhizoctonia solani 9.33±0.09 b

Valsa mali 6.33±0.09 f

Erwinia carotovora 8.33±0.09 c

Xanthomonas campestris 9.03±0.19 b

Different lowercase letters means significant difference at 0.05
level.

图 3.  不同温度和蛋白酶处理对发酵滤液抑菌活性的影响

Figure 3.   Effect of different temperature (A) and proteinase (B) treatment on the inhibition activity of filtrate.
Different lowercase letters means significant difference at 0.05 level.
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得出3-羟基丁酮的合成与葡萄糖的消耗成正比，

出现差异的原因可能是培养基成分不一致，尤其

是葡萄糖含量的不一致有关。而培养基成分不同

对代谢产物的影响是较大的[22]。本研究60 h后发

酵液抑菌活性降低，分析因为长时间发酵泡沫产

生，抑菌物质流失有关[23–24]。

芽孢杆菌产生的代谢产物很多，可用来抑制

病原菌的生长从而获取营养和空间而倍受关注[25]。

本文所用枯草芽孢杆菌发酵产生的抗菌物质，经

研究抑菌谱广，对热较稳定，符合脂肽类抗生素

抑菌耐热的特性[26]；蛋白酶K处理会降低其抑菌

活性，说明其具有蛋白质的性质。因此，该抑菌

物质应是抑菌蛋白和脂肽类抗生素的混合物，从

中纯化出关键抑菌物质，将是今后研究的重点。

许多学者就反复冻融对抗生物质抑菌活性的影响

做了有益的探索，如郝晓娟等[27]和Maxwell等[28]发

现反复冻融对抗生物质活性无显著影响，而司钊

等[29]利用反复冻融对油松毛虫血淋巴粗提液抗菌

活性的影响，发现反复冻融1–5次抗菌物质的活性

降低4.3%–14.9%。出现这些情况的原因，分析可

能是由于不同菌株产生的抑菌物质不同导致。本

研究发现反复冻融对枯草芽孢杆菌的活性是有影

响的，反复冻融3次活菌量与抑菌活性减少，与对

照相比差异显著，说明其对抑菌物质(抑菌蛋白)

有破坏作用，这与Asadishad等[30]和Eilertsen等[31]的

发现是一致的，但抑菌活性并未完全丧失，说明

抑菌物质应不限于一种，或者在反复冻融的逆境

胁迫下产生了一类特殊的物质而抑制了活性。而

反复冻融4–5次后，活菌量与冻融3次后差异不显

著，因为此时已全为芽孢所致，而芽孢对反复冻

融具有较高的抗性[32]。冻融4–5次后，抑菌活性与

冻融3次同样差异不显著，分析应为剩下的抑菌物

质(脂肽类抗生素)对冻融不敏感，结合活菌量数

据分析，芽孢数量与抑菌活性是否具有一定相关

性有待进一步的研究。本试验仅冻融5次，继续增

加冻融次数对抑菌活性的影响是否依旧如此有待

进一步的试验研究。而张帅[33]用反复冻融法对嗜

酸乳杆菌分离细菌素显示，反复冻融可以增加抑菌活

性，与本研究结果不同，可能与菌株不同有关。

供试菌株形态的电镜观察结果说明反复冻融

有助于加速细菌的消融和裂解，可能是因为环境

剧烈变化，其细胞内部产生溶解酶之类的物质，

让其细胞壁形变和破裂，但结合活菌量与抑菌活

性的数据，并不能得出胞内产物是否可以增加抑

菌活性的结论。具体在这些过程中细胞内部化学

物质成分的变化及其作用，有待将来进一步试验

和观察。
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St-zn-34 to Alternaria alternata
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Abstract: [Objective] The effects of repeated freeze-thaw cycles(F-Tc) on cell shape of fermented Bacillus subtilis
and the inhibitory activity to Alternaria alternata, the primary infection pathogen of jujube fruit shrunken disease,
were determined using an endophytic B. subtilis strain St-zn-34 isolated from winter jujube. [Methods] The fermented
broth was freeze-thawed after batch fermentation of the test strain. The population of living bacteria and bacterial
endospores were determined by dilution methods of plate counting, and the inhibitory activity to A. alternata was
tested by filter paper disks with filtrate of fermented broth. The shape of B. subtilis with different freeze-thaw cycles
was observed under environment scanning electron microscope. [Results] Changes of pH, living bacteria, bacterial
endospore counts in the fermentation broth and the inhibitory activity of filtrate at different time generally increased
first and decreased afterwards. The inhibitory activity at 60 h was higher than other time points. The bacterial cells
fermented for 60 h were treated with F-Tc, and the living bacteria count and inhibitory activity decreased gradually
when cells of B. subtilis were freeze-thawed for 3 cycles, but it had no significant difference (P>0.05) after being
freeze-thawed for more than 3 times. With the increase of freeze-thawing times, the bacteria cells became smaller than
the normal cells, the surface twisted with one or more depressions, and the jelly flowed out under environment
scanning electron microscope. The inhibitory activity of filtrate was determined and it showed a broad-spectrum
inhibitive capability against twelve species of plant pathogens. The treatment of different temperature and proteinase
to the filtrate showed that the temperature below 60 °C did not affect the inhibitive activity and had no significant
difference compared with that of the control. However, the inhibition decreased with increasing of the temperature
above 80 °C and was significantly lower than that of control. The inhibitory activity of filtrate to A. alternata
decreased by treatment with proteinase K. [Conclusion] Repeated freeze-thaw cycles could affect the shape of B.
subtilis and reduced the inhibitory activity of filtrate to A. alternata.

Keywords: Alternaria alternata, Bacillus subtilis, bacterial endospores count, freeze-thaw cycles, jujube fruit
shrunken disease, living bacteria count
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