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研究报告 

一株抑真菌、对甜菜夜蛾高效的 
苏云金芽胞杆菌菌株 

韩苗苗1  肖  亮1  蔡  峻1,2  谢池楚1  陈月华1, 2*  
(1. 南开大学生命科学学院微生物学系  天津  300071) 

(2. 南开大学分子微生物学与技术教育部重点实验室  天津  300071) 

 
 

摘  要: 为了扩大苏云金芽胞杆菌的杀虫谱及生防范围, 通过抑真菌和杀虫生物活性测定, 筛选

到一株抑真菌并对甜菜夜蛾高效的菌株Bt519-1。此菌株对所测试的小麦赤霉、黄瓜灰霉等 8 种真

菌都有不同程度的抑制作用, 且完全抑制这些真菌孢子的萌发。通过室内生物测定发现该菌株对

甜菜夜蛾具有很高的杀虫活性, 半致死浓度(LC50)仅为 5.5 μg/mL。经特异引物检测, 证明该菌株

含有 6 种杀虫蛋白基因：cry1Aa、cry1Ab、cry1Ac、cry1I、cry2 和vip3A。经SDS-PAGE分析, Bt519-1
菌株分别产生分子量大约为 135 kD~130 kD、95 kD、80 kD、70 kD和 65 kD~60 kD的几种杀虫晶

体蛋白。在有无几丁质的培养基中都能产生较高活性的几丁质酶。试验证明苏云金芽胞杆菌

Bt519-1 是一株既杀虫又拮抗真菌的多功能生防菌株。 
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The Characterization of an Antagonistic Bacillus thuringiensis 
Strain Against Crop Pathogens and Pests 
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Abstract: Bacillus thuringiensis strain 519-1 was tested for the antagonistic activity against the growth of 
hyphae of eight fungi including Aspergillium niger, Botrytis cinerea, Fusarium graminearum, Fusarium ox-
ysporum, Penicillium chrysogenum, Physalospora piricola, Rhizoctonia solani, Rhizopus nigricans. It could 
notably inhibit sporangia germination of all the tested fungi. The culture of 519-1 exhibited high toxicity 
against Spodoptera exigua and Helicoverpa armigera, with LC50 values of 5.5 μg/mL and 12.5 μg/mL, re-
spectively. PCR analysis with specific primers showed that the strain contained five insecticidal protein en-
coding genes: cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1I, cry2 and a vegetative insecticidal protein gene, vip3A. Cry 
proteins with molecular weight about 135 kD~130 kD、95 kD、80 kD、70 kD and 65 kD~60 kD were de-

tected using SDS-PAGE. The chitinase was expressed from the strain independent of any chitin. The results 
showed that Bt519-1 was a strain which had high activities of broad-spectrum antagonistic and high insecti-
cidal toxicity against lepidopteran pests.  

Keywords: Bacillus thuringiensis, Antagonistic, Spodoptera exigua, Helicoverpa armigera
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苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis, 简称Bt)
作为一种重要的农业微生物, 应用于生物防治领域
已有近百年的历史。Bt作为生物农药, 主要用途是
防治害虫。甜菜夜蛾是农作物重大害虫之一, 近年
来对我国经济作物造成了严重危害[1]。但甜菜夜蛾

对大多数Bt不敏感。国内外学者们一直没有放弃筛
选对其高毒力的菌株[2−5]。 

由真菌引起的植物病害, 严重影响农作物的产
量和品质, 给农业生产带来巨大的损失。近年随着
温室种植方法的普及, 相对高湿的环境更利于真菌
的繁殖, 真菌病害日趋严重。为了拓展Bt在生防领
域的应用范围 , 国外较早开始Bt抑真菌的研究。
2000年Marrone等发现BtAQ52菌株具有广谱的抑真
菌活性[6]。随后Moar证明Bt突变菌株AU634, 不仅保
留了原菌株HD-548 对玉米螟的毒性而且还对黄姜
灰霉、早疫病链格孢和黄曲霉等植物病原真菌具有

较强的抑制作用[7]。在拮抗芽胞杆菌研究方面国内

报道很多 , 如陈红等人筛选到一株圆孢芽胞杆菌 , 
能够不同程度地抑制十几种植物病源真菌, 且对水
稻稻苞虫具有一定的毒杀作用[8]。但有关苏云金芽

胞杆菌抑真菌的研究从未见报道。 
针对大多数苏云金杆菌对害虫普遍作用谱窄、

对甜菜夜蛾活性不高且无抑制真菌作用的弱势, 本
室经筛选获得一株既广谱抑真菌又对甜菜夜蛾和棉

铃虫高效的多功能菌株 Bt519-1。本文首次报道了该
菌株在抑菌和杀虫等方面的测试结果。本研究拓展

了 Bt的生防领域, 并为开发多功能生物农药奠定了
研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株及试虫 
苏云金芽胞杆菌(Bacillus thuringiensis)Bt519-1, 

由本室分离自从云南采集的土壤样品。苏云金芽胞

杆菌科默尔亚种 (B. thuringiensis subsp. colmeri) 
15A3 菌株, 对棉铃虫、甜菜夜蛾均有较高毒力 [3], 
2004年获专利授权, 作为本文高效杀虫参比菌株。 

8 株供试病原真菌由本系刘方教授提供：黑曲
霉(Aspergillium niger)、黄瓜灰霉(Botrytis cinerea)、
小麦赤霉 (Fusarium graminearum)、尖孢镰刀菌
(Fusarium oxysporum)、产黄青霉(Penicillium chry-
sogenum)、苹果轮纹病菌(Physalospora piricola)、黑
根 霉 (Rhizopus nigricans) 及 棉 花 立 枯 病 菌

(Rhizoctonia solani)。 
供试昆虫有甜菜夜蛾(Spodoptera  exigua)和棉

铃虫(Heliothis armigera), 均为本实验室饲养。 

1.2  培养基 
细菌培养用 NB 培养基：牛肉膏 10 g, 蛋白胨

10 g, 氯化钠 5 g, 琼脂 15 g, 水 1 L, pH 7.2。真菌培
养用 PDA 培养基：马铃薯 200 g, 蔗糖 15 g, 琼脂
15 g, 水 1 L, 自然 pH。 

1.3  方法 
1.3.1  菌落对峙法测定抑真菌生物活性：挑取少量

真菌菌丝块置于 PDA平板中央, 在距菌丝块约 2 cm
处接种待测 Bt 菌株, 于 28°C 温箱中培养 3 d~4 d, 
观察并测量抑菌效果, 计算 R 值, 即抑菌圈直径与
菌落直径之比。 
1.3.2  抑制真菌孢子萌发：利用杯碟法。在 PDA平
板上放置 4 个无菌牛津杯 , 在牛津杯中依次加入 
20  μL浓度为 10 6  CFU/mL的真菌孢子悬液和 
80 μL相同浓度的Bt培养液, 设无菌水对照。将平板
置于 28°C温箱中培养 2 d~3 d后观察抑菌效果[9]。 
1.3.3  杀虫生物活性的测定：将试验菌株和参比菌

株在固体NB培养基中培养 72 h, 收集培养物制成冷
冻干燥粉作为生测样品。按标准生物测定方法进行
[10]。 
1.3.4  杀虫蛋白编码基因的鉴定：菌株全DNA提取
参照文献方法[11]。利用特异引物PCR法, 检测菌株
的 10种对鳞翅目特异活性的杀虫蛋白编码基因。被
检测基因包括：cry1Aa、cry1Ab、cry1Ac、cry1C、
cry1D、cry1E、cry1F、cry1I、cry2 和vip3A。所用
引物序列及PCR方法见表 1及文献[12]。 
1.3.5  杀虫晶体蛋白的检测：晶体蛋白制备及

SDS-PAGE均采用本实验室常规方法[13]。 
1.3.6  几丁质酶活测定方法：见文献[15]。 

2  结果 

2.1  对 8 种植物病原真菌生长的抑制作用 
以本室前期筛选的几丁质酶活性高、抑制小麦

赤霉比较明显的 Bt519-1 及其它 18 株菌株为材料, 
利用对峙法检测这些菌株对多种植物病原真菌生长

的抑制作用。发现大部分菌株抑菌效果不是很明显

(结果略)。仅有 Bt519-1菌株表现出对 8种真菌生长
有明显的抑制作用, 而高效杀虫的参比菌株 Bt15A3
抑菌效果极差。试验结果见表 2。 



1752 微生物学通报 2008, Vol.35, No.11 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  PCR 所用特异引物及特性 
Table 1  Characteristics of specific primers  

引物名称 
Primers 

引物序列(5′→3′) 
Sequence 

检测基因 
Gene 

产物大小(bp) 
Product size 

GenBank登录号 
GenBank Accession No. 

Spcry1Aa(+) 
UNcry1(−) 

ttccctttatttgggaatgc 
mdatytctakrtcttgacta cry1Aa 1286 M11250 

SPcry1Ab(+) 
UNcry1(−) 

cggatgctcatagaggagaa 
mdatytctakrtcttgacta cry1Ab 1371 M13898 

SPcry1Ac(+) 
UNcry1(−) 

ggaaactttctttttaatgg 
mdatytctakrtcttgacta cry1Ac 844 M11068 

SPcry1C(+) 
UNcry1(−) 

atttaatttacgtggtgttg 
mdatytctakrtcttgacta cry1C 1176 X07518 

SPcry1D(+) 
UNcry1(−) 

caggccttgacaattcaaat 
mdatytctakrtcttgacta cry1D 1138 X54160 

SPcry1E(+) 
UNcry1(−) 

tagggataaatgtagtacag 
mdatytctakrtcttgacta cry1E 1137 X53985 

SPcry1F(+) 
UNcry1(−) 

gatttcaggaagtgattcat 
mdatytctakrtcttgacta cry1F 967 M63897 

SPcry1I(+) 
UNcry1(−) 

acaatttacagcttattaag 
mdatytctakrtcttgacta cry1I 1000 X62821 

UNcry2(+) 
UNcry2(−) 

gttattcttaatgcagatgaatggg 
cggataaaataatctgggaaatagt cry2 701 

M31738 
X55416 
X57252 

SPvip3 A(+) 
SPvip3A(−) 

cctctatgttgagtgatgta 
ctatactccgcttcacttga vip3A 1000 AAC37036 

 

表 2  Bt519-1 菌株对 8 种真菌的抑制效果a 

Table 2  Antifungal activity of Bt strains against 8 fungi 

 小麦赤霉 
F. graminearum 

棉花立枯病菌 
R. solani 

苹果轮纹病菌
P. piricola 

黑曲霉
A. niger

产黄青霉 
P. chrysogenum

黄瓜灰霉病菌 
B. cinerea 

尖孢镰刀菌 
F. oxysporum 

黑根霉 
R. nigricans

Bt519-1 +++ ++ ++ ++ + +++ ++ ++ 
Bt15A3 − + + − + + − − 

注： +: 有轻微的抑制作用; ++: R=1.1; +++: R≥1.2; −: 没有抑制作用 

Note: +: Slight inhibition; ++: R=1.1; +++: R≥1.2; −: No inhibition 
 

2.2  抑真菌孢子萌发的活性测定 
使用杯碟法检测 Bt 菌株对真菌孢子萌发的抑

制作用。结果证明 519-1 菌株对 8 种供试真菌孢子
萌发的抑制活性非常明显, 且无强弱之分。(如图 1
所示)。培养 2 d~3 d后, 对照牛津杯中的孢子正常
萌发长成大片的菌落, 而加有 Bt519-1 菌悬液的牛
津杯周围没有任何真菌生长现象。图 1 仅展示 3 株
菌试验结果, 其它 5株菌完全相同。 

2.3  杀虫活性的生物测定 
用Bt519-1 和参比菌株Bt15A3 的菌体培养物冻

干粉为材料, 进行的室内甜菜夜蛾和棉铃虫生物测
定证明, Bt519-1 对甜菜夜蛾的毒力很高, 其LC50仅

为 5.5 μg/mL, 是 15A3菌株毒力的 3倍。该菌株对
棉铃虫也有较高的毒力, 但不如参比菌株高。结果
列于表 3。杀虫生测证明Bt519-1对鳞翅目害虫具有
很高的活性。 

 

 
 

图 1  Bt519-1 对 3 种真菌孢子萌发的抑制作用 
Fig. 1  Inhibitory effect of Bt519-1 against spore germination of three fungi 

注：A: 尖孢镰刀菌; B: 黑根霉; C: 小麦赤霉; 1: 对照(孢子悬液+无菌水); 2: 孢子悬液+Bt519-1培养液 
Note: A: Fusarium oxysporum; B: Rhizopus nigricans; C: Fusarium graminearum; 1: Control (sterilized water and spores); 2: The culture of 
Bt519-1 and spores 
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2.4  杀虫晶体蛋白编码基因检测 
10 对特异引物 PCR 检测证明, Bt519-1 菌株至

少含有 5 种晶体蛋白编码基因和一种营养期杀虫蛋
白基因, 它们是 cry1Aa、cry1Ab、cry1Ac、cry1I、

cry2 和 vip3A。这些基因都有 PCR 特异扩增产物且
大小正确(见图 2)。而另外 4 种晶体蛋白编码基因
cry1C、cry1D、cry1E和 cry1F均无特异引物的扩增
产物。 

 

表 3  Bt519-1 菌株对甜菜夜蛾和棉铃虫的LC50 

Table 3  Bioassay of strain Bt519-1 aginst S. exigua and H. armigera 

Probit分析 
Probit analysis 样品 

Samples 
供试昆虫 

Insect species 
浓度梯度 

Gradient doses (μg/mL) 
se x2 df p 

LC50(μg/mL)及 95%置信限 

LC50(μg/mL)with 95% fiducial limits

Bt519-1 
Bt15A3 S. exigua 30−3.95 

40−7.9 
0.428
0.240

2.947
1.517

3
3

0.400 
0.678 

5.5(4.1-6.7) 
18.2(15.2-22.0) 

Bt519-1 
Bt15A3 H. armigera 53.3−12.27 

40−9.2 
0.500
0.597

2.056
1.589

3
4

0.561 
0.811 

12.8(9.9-15.0) 
7.8(4.9-9.9) 

 

 
 

图 2  Bt519-1 杀虫蛋白编码基因 PCR 产物的琼脂糖电泳检测 
Fig.2  The spactram of PCR product amplification from Bt519-1 with specific primers 

M: DNA marker 
 

2.5  Bt519-1 不同培养时期杀虫晶体蛋白 SDS- 
PAGE 检测 

通过 SDS-PAGE 对杀虫晶体蛋白的电泳分析, 
发现 Bt519-1 菌株培养至 20 h 的芽胞期时, 可检测
到分子量大约为 135 kD~130 kD、95 kD、80 kD、
70 kD和 65 kD~60 kD的几种晶体蛋白, 这与以往报
道的 Cry1A类、Cry1I和 Cry2类蛋白分子量基本一
致。从图 3可以看出 130 kD~135 kD蛋白在培养至
14 h~18 h 浓度不高 ,  20 h 后表达量骤增。约 
60 kD~65 kD的蛋白也是同样, 从 18 h后表达量明显
增加。约 95 kD蛋白也是芽胞期特异蛋白。约 70 kD
和 80 kD的蛋白表达量一直很稳定, 24 h培养物中 2
种蛋白合成量也稍有增加。Bt的伴胞晶体都是在芽
胞期才开始大量合成和积累的, 因此在这一时期表
达量明显增加的蛋白大多应该是杀虫晶体蛋白。 

2.6  几丁质酶活性的测定 
采用本实验室常规检测几丁质酶活性的方法 , 

分别检测了Bt519-1菌株在有无诱导物的NB培养基 

 
 

图 3  14 h~24 h 培养物杀虫晶体蛋白的 SDS-PAGE 图谱

分析 
Fig. 3  The patterns of insecticidal crystal proteins from 
Bt519-1 14 h~24 h by SDS-PAGE  
M: Marker 
 

中几丁质酶的活性 , 并以几丁质酶活性较高的
Bt15A3菌株[15]作为酶活参比菌株。由表 4中的结果
可以看出Bt519-1 在不含几丁质的培养基中几丁质
酶活性已经很高了, 但对几丁质的诱导仍有一定的
反应, 在诱导情况下酶活性明显增加。 



1754 微生物学通报 2008, Vol.35, No.11 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 4  Bt 519-1 在不同培养基中的几丁质酶活性(U/mL)
Table 4  The chitinase activity of Bt 519-1 in different 

medium(U/mL) 

Strains NB＋chitin NB 

Bt519-1 2.53 1.71 

Bt15A3(CK) 2.0 1.63 

3  讨论 

 长期以来苏云金芽胞杆菌作为一种生防细菌主

要用于防治作物虫害, 随着农业和环境可持续发展

的需要, 对多功能 Bt菌株的筛选变得尤为重要。 

对各类拮抗芽胞杆菌及其抑菌机制的报道非常

多 , 但国内尚无有关Bt抑真菌的报道。本文证明

Bt519-1菌株对所测试的 8种植物病源真菌菌丝的生

长具有不同程度的抑制作用, 而抑制这些真菌孢子

萌发的能力却没有强弱之分, 表现为全部抑制。陈
曼等[14]发现地衣芽胞杆菌对黑腐病菌孢子萌发抑制

率高于对菌丝生长的抑制率。国外报道枯草杆菌的

抑菌物质主要作用在抑制孢子的萌发上。这些报道

与本文的结果一致。已报道的芽胞杆菌抑菌物质种

类很多, 有细菌素、脂肽、小分子蛋白及几丁质酶
等。目前我们仅发现Bt519-1菌株可以产生大量的几

丁质酶, 抑菌作用主要来自几丁质酶还是有其它物

质仍需深入研究。 

Bt519-1菌株对甜菜夜蛾、棉铃虫均有很高的活
性。依据多年的研究结果, 学者们一致认为晶体蛋

白Cry1Ac是对棉铃虫最高效的杀虫蛋白。而对于甜

菜夜蛾, 大多数学者认为Cry1C和Cry1D是较为特异

的。也有学者报道Cry1Ab[4]和Vip[16]也对甜菜夜蛾有

较高活性。另外, Thamthiankul S等人证明几丁质酶
可以使Bt对甜菜夜蛾的杀虫活性提高 1.8 倍~2.4 倍
[17]。Bt519-1 菌株不具备Cry1C和Cry1D蛋白, 推测

其毒杀甜菜夜蛾的高活性应该来自Cry1Ab、Vip和几

丁质酶的共同作用。寻找具有新的生防功能及特异

高活性的Bt菌株, 对于大力发展生物农药, 延缓害

虫对Bt的抗性都有积极的意义。 
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