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摘  要: 从玉米小斑病叶片上分离到一株细菌(CGMCC No. 1982)。拮抗谱测定结果表明, 该菌株

对常见致病真菌均具有不同程度的拮抗作用, 表现广谱抗真菌活性。对该菌株的菌落、菌体形态

观察, 生理生化特性分析及 16S rDNA 序列测定结果表明, 该菌株为一株枯草芽孢杆菌。以玉米小

斑病菌做为指示真菌, 对拮抗物的理化特性进行了研究, 结果表明, 在硫酸铵饱和度为 60%时获

得的拮抗物沉淀具较好的抗真菌活性, 并且该拮抗物对热、酸和碱较稳定; 对蛋白酶、氯仿敏感; 
对紫外线部分敏感。该菌株表现出较好的微生物杀菌剂开发前景。 
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Abstract: A strain of bacterium (CGMCC No. 1982) was isolated from a corn leaf spot infected by Bipolaris 
maydis. The strain exhibited extensive antagonistic effect on quite a number of plant pathogenic fungi such 
as Bipolaris maydis, Magnaporthe grisea, Fusarium graminearum and so on. The strain was identified as 
Bacillus subtillis based on the 16S rDNA sequence homology, and the physiological and biochemical char-
acteristics and morphological observation. The antagonistic substances prepraed by adding 60% saturation of 
ammonium sulfate to cultivating medium of the strain exhibited higher antifungal activity. The physical and 
chemical character of the antagonists was tested using Bipolaris maydis as indicator. The results suggested 
that the antagonists were of thermal stability and acidic-basic stability. However, the antagonists were sensi-
tive to protease and chloroform, partially sensitive to Ultraviolet. Therefore, the strain has a bright develop-
mental prospect as a novel biocontrol bacterium. 
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目前, 化学杀菌剂在农业生产上仍是控制真菌
病害的主要农药。但化学杀菌剂的毒性大、污染环

境、易产生抗药性等缺点已逐渐被人们所认识。随

着人们环保意识和健康理念的增强, 开发代替化学
杀菌剂的新型生物杀菌剂已成为必然。在众多的生

物杀菌剂中, 枯草芽孢杆菌类杀菌制剂是最具开发
潜力的生物杀菌剂。枯草芽孢杆菌种类很多, 功能
也各不相同, 是一类广泛存在于自然界的腐生细菌, 
具有生长快、营养简单、极易分离培养等优点[1]。

该属细菌能产生抗逆能力较强的芽孢, 有利于生物
杀菌剂的生产、剂型的加工及在所处环境中存活、

定殖与繁殖。美国已有 4 株枯草芽孢杆菌生防菌株
获得环保局(EPA)商品化或有限商品化生产应用许
可, 它们分别是 GBO3、MBI600、QST713和 FZB24, 
已广泛用于蔬菜、瓜果及粮食作物的病害防治[2]。

澳大利亚开发的 Bacillus subtilis A-13对麦类和胡萝
卜立枯病以及其他土传病害具有很好的防治和增产

作用[3]。我国利用生防细菌防治植物病害的应用研

究也达到了世界先进水平, 现已开发成功并投入试生
产的商品制剂有亚宝、百抗、麦丰宁[4]、纹曲宁[5]等。 

本研究从玉米小斑叶片上分离到一株具广谱抗

真菌活性的细菌菌株。已完成了对该菌的鉴定及拮

抗物的理化特性等分析, 报道如下。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
玉米小斑病叶片, 采自河北农林科学院玉米试

验田。玉米小斑病菌(Bipolaris maydis)、水稻稻瘟病
菌 (Magnaporthe grisea)、小麦赤霉病菌 (Fusarium 
graminearum)、棉花枯萎病菌(Fusarium oxysporum 
f.sp.vasinfectum)、辣椒炭疽病菌 (Colletotrichum 
capsici)、辣椒疫霉病菌(phytophora capsici)、黄瓜炭
疽病菌(Colletotrichum lagenarium)、大蒜菌核病菌
(Sclerotinia allii)、棉花黄萎病菌(Verticillium dahl-
iae)、烟草赤星病菌(Alternaria longipes)均为本实验
室保存的菌种。pUCm-T vector、T4 DNA连接酶购
自上海生工生物技术有限公司; Taq DNA 聚合酶、
PCR 产物纯化试剂盒、IPTG、X-Gal、琼脂糖等购
自 TaKaRa公司。 

TSA培养基：胰蛋白胨 15 g, 大豆蛋白胨 5 g, 
NaCl 5 g, pH 7.3, 水 1000 mL。 

测定需氧性的培养基：酪素水解物 20 g, NaCl  

5 g, 巯基醋酸钠 2 g, 甲醛次硫酸钠 1 g, 琼脂 15 g, 
蒸馏水 1000 mL。 

V-P测定培养基：蛋白胨 5 g, 葡萄糖 5 g, NaCl 
5 g, 水 1000 mL, pH 7.0~7.2。 

卵磷脂酶测定培养基：10 mL 卵黄的生理盐水
悬浊液加入到融化的、约 50°C~55°C 的 200 mL 肉
汁胨琼脂中, 混合均匀后倒入培养皿内。制成的卵
黄平板过夜后即可使用。 

利用丙二酸盐实验所需的培养基：丙二酸钠 
3 g, NaCl 2 g, K2HPO4 0.6 g, 溴百里酚蓝(溶于蒸馏
水)0.025 g, 酵母膏 1 g, (NH4)2SO4 2 g, KH2PO4 0.4 g, 
蒸馏水 1000 mL, pH 7.4。 

淀粉水解所需培养基：牛肉浸膏 2.0 g, 蛋白胨
17.5 g, 淀粉 1.5 g, 琼脂 17.0 g, 蒸馏水 1000 mL,  
pH 7.0。 

1.2  实验方法 
1.2.1  拮抗菌株的分离：将玉米病叶片用 75%酒精
擦拭, 表面灭菌, 剪取病斑部位的组织块, 在 70% 
酒精中浸泡 15 s, 然后在 0.1% 升汞溶液中消毒 
1 min, 立即用无菌水清洗 3次。加 10 mL无菌水研
碎, 上清液用无菌水分别稀释至 10−2、10−3、10−4。

分别取各个浓度稀释液 100 μL, 在 LB培养基涂布, 
每浓度 3个重复, 30°C培养 2 d。挑取单菌落细菌在
LB平板上划线进一步纯化, 筛选其中拮抗活性最高
的菌株, 做成甘油菌, 置于−20°C冰箱中保存。 
1.2.2  分离菌株拮抗真菌活性测定：采用对峙培养

法[6]。菌株 A 在 LB 平板上活化, 病原真菌在 PDA
平板上活化。把病原真菌的菌丝块接到 PDA平板中
央, 同时在距菌落边缘 1 cm处点接分离菌株, 观察
生长情况, 记录拮抗菌落半径(R1)、抑菌带宽度(R2), 
并用 R2/R1表示抑菌活性强弱

[7]。 
1.2.3  分离菌株的鉴定：1) 分离菌株的菌落菌体形
态特征观察及革兰氏染色。将活化的分离菌株在

TSA培养基上划线, 于 30°C培养箱中培养 2 d~3 d
后观察菌落形态, 显微镜下观察菌体形态特征。采
用革兰氏染液观察分离菌株革兰氏染色结果。 

2) 分离菌株的生理生化测试[8]。①需氧性的测

定：将拮抗菌穿刺接种到测定需氧性的培养基底部, 
于 30°C培养 3 d后观察结果。②接触酶：将培养 24 h
后的斜面菌种用接种环涂布于已滴有 3%过氧化氢
的玻片上, 观察有无气泡产生。③耐盐性和需盐性：
向 TSA 液体培养基中分别加入 2%、7%氯化钠, 取 
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对数生长期菌种液接种培养, 分别培养 3 d 和 7 d, 
与未接种的对照管比较, 目测生长情况。④V-P 测
定：取对数生长期菌液和 40% NaOH等量混合, 加
少许 0.3%肌酸, 10 min后观察是否呈现红色。⑤卵
磷脂酶测定：取斜面中培养 24 h的菌种接种到卵黄
平板上, 每个平板分点 4株菌, 30°C培养 24 h后, 观
察是否出现不透明区域。⑥丙二酸盐的利用：取对

数生长期菌液接种到利用丙二酸盐实验所需的培养

基中, 30°C培养 1 d~2 d, 观察培养基的颜色变化。
⑦淀粉水解：取斜面中培养 24 h的菌种接种到淀粉
水解所需培养基平板, 30°C培养 2 d。形成明显菌落
后, 在平板上滴加卢戈氏碘液, 观察颜色变化。 

3)  16S rDNA序列同源性测定[9] 
提取分离菌株的总 DNA, 根据原核微生物 16S 

rDNA 保守序列 , 设计合成上游引物为  5'-AGAG 
TTTGATCATGGCTCAG-3', 下游引物为 5'-TACGGT 
TACCTTGTTACGACTT-3'。PCR 反应体系(25 μL)
为：10×PCR 缓冲液 2.5 μL, MgCl2 2 μL, dNTPs 
(2.5 mmol/L) 0.25 μL, 上、下游引物各(10 μmol/L)  
0.25 μL, Taq酶(5 U/mL) 0.25 μL, 模板 DNA 1 μL, 
超纯水 18.5 μL。PCR扩增条件为：94°C 5 min; 94°C 
1 min, 55°C 30 s, 72°C 1 min, 30 个循环; 72°C 
10 min。 

PCR产物的回收、克隆[10]。克隆载体为 pUCm-T
载体。DNA序列测定由上海英骏生物技术有限公司
完成。DNA 序列分析采用 www.ncbi.nlm.nlh.gov 网
站中 Blast工具进行。 

1.3  分离菌株拮抗物的提取及理化性质研究 
1.3.1  提取拮抗蛋白硫酸铵饱和度的确定：分离菌

株在 LB液体培养基中摇瓶培养, 转速为 200 r/min, 

温度 30°C。培养 48 h后离心去菌体, 上清液分别加

入不同量的硫酸铵, 使其饱和度分别为 30%、45%、

60%、75%、90%, 4°C冰箱静置过夜, 12000 r/min离

心 25 min, 得到不同饱和度的拮抗蛋白[11]。采用透

析方法脱盐后, 于冷冻真空干燥器中干燥。以玉米

小斑病菌为指示菌, 用对峙打孔法测不同硫酸铵饱

和度的拮抗蛋白的抑菌活性 ,  确立最适盐析饱 

和度。 

1.3.2  拮抗蛋白稳定性实验：1) 热稳定性。取浓度
为 1 mg/mL 的拮抗蛋白溶液 100 μL, 至于
30°C~100°C (10°C间隔)条件下处理 10 min。采用平

板对峙法, 测定经不同温度处理的拮抗蛋白对玉米
小斑病菌的抑菌活性。 

2) pH的稳定性。用 pH值为 2.2、3.0、4.0、5.0、
6.0、7.0、8.0、9.0、10.0的缓冲液溶解拮抗蛋白, 浓
度为 1 mg/mL。pH 2.2~8.0采用磷酸氢二钠-柠檬酸
缓冲液; pH 9.0~10.0采用甘氨酸-氢氧化钠缓冲液。
采用平板对峙法, 测定不同 pH 值处理的拮抗蛋白
对玉米小斑病菌的抑菌活性。 

3) 对蛋白酶的稳定性。取 3 mg/mL拮抗蛋白溶
液 0.5 mL两份, 分别加入 10 mg/mL胰蛋白酶溶液
和 10 mg/mL蛋白酶 K溶液 50 μL, 在 37°C水浴下
处理 90 min。采用平板对峙法, 测定对玉米小斑病
菌的抑菌活性。 

4) 对氯仿的稳定性。取浓度为 1 mg/mL的拮抗
蛋白溶液 100 μL 与等体积氯仿混合 ,  振荡抽提 
60 min 后离心, 分层后取上层水相, 残留氯仿挥发
后, 采用平板对峙法, 测定其对玉米小斑病菌的抑
菌活性。 

5) 对紫外线的稳定性。将浓度为 1 mg/mL的拮
抗蛋白溶液 100 μL置于 30 W 紫外灯下照射 8 h, 距
离为 10 cm。采用平板对峙法, 测定处理后溶液对玉
米小斑病菌的抑菌活性。 

以上稳定性实验均设有空白对照, 3次重复。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗细菌的分离及拮抗谱 
通过平板对峙法对分离到的细菌进行筛选, 得

到一株对玉米小斑病菌具有强拮抗能力的细菌, 命

名为菌株 A(菌种保藏编号为 CGMCC No. 1982)。 

测定了菌株 A 对 10 种病原真菌的拮抗活性(表 
1), 结果表明, 菌株 A 对所有测试的病原真菌均具
有不同程度的拮抗作用, 菌株 A 表现出广谱抗病原
真菌特性。其中以对黄瓜炭疽病菌、大蒜菌核病菌、

小麦赤霉病菌、烟草赤星病菌、水稻稻瘟病菌、玉

米小斑病菌、辣椒炭疽病菌较强。后面的研究利用玉

米小斑病菌作为指示真菌, 对拮抗物进行活性鉴定。 

2.2  菌株 A 的鉴定 
2.2.1  菌株 A 的菌落及菌体特征：在 TSA培养基上
菌落呈浅黄色 , 近圆形 , 表面干燥 , 有褶皱 , 不透
明。显微镜下观察, 菌株 A 菌体杆状, 产生芽孢。
革兰氏反应为阳性。 
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表 1  菌株 A 的拮抗谱 
Table 1  The antagonistic spectrum of strain A to  

pathogens 

病原菌 
Pathogens 

R2/R1 
拮抗活性 

Antagonistic activity

黄瓜炭疽病菌 
Colletotrichum lagenarium 

1.826 ++ 

辣椒疫霉病菌 
Phytophora capsici 

0.343 + 

大蒜菌核病菌 
Sclerotinia allii 

4.934 ++ 

小麦赤霉病菌 
Fusarium graminearum 

2.319 ++ 

烟草赤星病菌 
Alternaria longipes 

1.616 ++ 

水稻稻瘟病菌 
Magnaporthe grisea 

1.878 ++ 

棉花枯萎病菌 
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

1.350 + 

玉米小斑病菌 
Bipolaris maydis 

1.776 ++ 

辣椒炭疽病菌 
Colletotrichum capsici 

1.957 ++ 

棉花黄萎病菌 
Verticillium dahliae 

1.379 + 

注：++：R2/ R1>1.5; +：1.5> R2/ R1>0; R2：抑菌带宽度; R1：拮抗菌

落半径. 

Note：R1: Diameter of strain A colony; R2: Distance between the rim 
of strain A and mycelial colony; ++: R2/ R1>1.5; +: 1.5> R2/ R1>0. 

 
表 2  供试细菌的鉴定特征 

Table 2  Characteristic comparison of Strain A in dif-
ferent physiological or biochemical reaction 

鉴定特征 
Characteristic 

菌株 A 
Strain A 

枯草芽孢杆菌 
Bacillus subtilis

需氧性 
Aerobism 

+ + 

接触酶 
Catalase test 

+ + 

耐盐性和需盐性 
Salt resistance and requisite 

+ + 

V-P测定 
V-P test 

+ + 

卵磷脂酶试验 
Lecithovitellin reaction 

− − 

丙二酸盐利用试验 
Malonate utilization test 

− − 

淀粉水解 
Starch hydrolysis test 

+ + 

注：+：反应呈阳性或者可以生长、利用; −：反应呈阴性或者不可以
生长、利用. 
Note: +: Positive reaction; −: Negative reaction. 

2.2.2  菌株 A 的生理生化特征：生理生化实验鉴定

结果如表 2所示。由表中可看出, 菌株 A为好氧菌, 
接触酶阳性, V-P 实验阳性, 能产生淀粉酶, 对盐有
一定的耐受性 ;  不能利用丙二酸盐 ;  不产生卵磷 
脂酶。 
2.2.3  16S rDNA 序列的测定：以菌株 A总 DNA为
模板, PCR扩增出一条约 1.5 kb DNA片段。回收该
片段, 用 PCR 产物克隆试剂盒进行克隆, 以重组质
粒为模板进行 PCR检测也得到大小为 1.5 kb的片段, 
表明菌株 A 的 16S rDNA 片段已经成功克隆到

pUCm-T载体中。 
菌株 A 16S rDNA 片段测序结果表明, 该片段

全长为 1514 bp。将测定的序列用 Blast 软件与
GenBank中的已知的 16S rDNA进行同源性比较, 通
过比对发现与 Bacillus subtilis(登录号：AY887082、
EF417872、EF221612 和 AY971527)的同源性都为
100%。 

通过菌落、菌体形态特征的观察, 革兰氏染色、
生理生化测试及 16S rDNA 序列分析结果, 菌株 A
和枯草芽孢杆菌相吻合, 因此鉴定菌株 A 为枯草芽
孢杆菌(Bacillus subtilis)。 

2.3  适合提取拮抗蛋白的硫酸铵饱和度 
结果如图 1 所示：不同饱和度的拮抗蛋白均有

抑菌活性, 30%饱和度拮抗蛋白抑菌活性最低, 60%
饱和度拮抗蛋白抑菌活性最高 , 以后活性逐渐下
降。由此确定提取拮抗蛋白最佳硫酸铵饱和度为

60%。以下实验采用的拮抗蛋白均为在硫酸铵饱和
度为 60%时获得的。 
 

 
 
图 1  不同硫酸铵饱和度粗蛋白的拮抗活性 
Fig. 1  Antagonistic activity to Bipolaris maydis of antim-
icrobial substance deposited by different (NH4)2SO4 satura-
tions 
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2.4  菌株 A 拮抗蛋白的稳定性 
2.4.1  热稳定性：拮抗蛋白溶液分别在不同温度下

处理 10 min后, 拮抗活性如图 2所示。随着处理温
度的升高, 拮抗蛋白对玉米小斑病菌的拮抗能力呈
下降趋势。在 30°C~70°C 之间, 拮抗蛋白的抑菌活
性受温度影响较小, 且不同温度之间的抑菌活性没
有显著差异。当温度上升到 80°C以上时, 拮抗蛋白
的活性显著下降, 但仍有部分活性, 说明菌株 A 产
生的拮抗物质对热较稳定。 
 

 
 

图 2  抗菌肽经不同温度处理后对玉米小斑病菌的抗菌

效果 
Fig. 2  Effects of temperature on the antagonistic activity 
to Bipolaris maydis of antimicrobial substance deposited by 
60% (NH4)2SO4 saturations  
 
2.4.2  对酸碱的稳定性：拮抗蛋白经以不同 pH 值
的缓冲溶液溶解后, 测定抑菌活性的结果如图 3。由
表可以看出, pH值为 8.0时, 拮抗蛋白对玉米小斑病
菌的抑菌活性最强, 在 pH 5.0~9.0 之间, 抑菌活性
没有显著差别, 说明在这个 pH范围内, 拮抗蛋白的
活性受 pH 值的影响较小。当 pH 值为 2.2~4.0 或
9.0~10.0 时, 拮抗蛋白的活性显著下降, 但仍具有
拮抗活性, 说明菌株 A 粗提拮抗物质对酸碱具有比
较高的耐性。 
2.4.3  对蛋白酶的稳定性：用蛋白酶 K、胰蛋白酶
处理后的拮抗蛋白的抑菌活性检测结果如图 4。从

图中可以看出, 经蛋白酶 K 处理的拮抗蛋白的拮抗
活性仅为对照的 28.5%; 用胰蛋白酶处理的拮抗蛋
白的抑菌活性为对照的 64.3%。说明拮抗蛋白对蛋
白酶 K敏感, 对胰蛋白酶部分敏感。 
 

 
 
图 3  抗菌肽在不同 pH 下对玉米小斑病菌的抗菌效果 
Fig. 3  Effects of different pH on the antagonistic activity 
to Bipolaris maydis of antimicrobial substance deposited by 
60% (NH4)2SO4 saturations 
 

 
 
图 4  抗菌肽经不同蛋白酶处理后对玉米小斑病菌的抗

菌效果 
Fig. 4  Effects of different proteinase treatment on the an-
tagonistic activity to Bipolaris maydis of antimicrobial sub-
stance deposited by 60% (NH4)2SO4 saturations 
 
2.4.4  对氯仿的稳定性：表 3 表明, 拮抗蛋白经氯
仿处理后, 对玉米小斑病菌的抑菌圈直径为 4.67 mm, 
而未经氯仿处理的拮抗蛋白抑菌圈直径为 21 mm, 
拮抗活性下降了约 78%, 说明菌株 A 产生的拮抗蛋
白对氯仿敏感。 

 
表 3  菌株 A 拮抗物质经氯仿处理后对玉米小斑病菌的抗菌活性 

Table 3  Effect of chloroform treatment for 60 min on the antagonistic activity to Bipolaris maydis  
of antimicrobial substance deposited by 60% (NH4)2SO4 saturations 

处理 
Treatment 

等量氯仿处理 60 min 
Treated by isometric chloroform for 60 min 

未处理 
Untreated 

抑菌直径 
Diameter of inhibition ringsA 

4.67±0.58b 21.00±0.58a 

Note: A Means followed by the same letter do not indicate a significant difference at P > 0.05. 
 
2.4.5  对紫外线的稳定性： 拮抗蛋白经紫外线处 
理后, 对玉米小斑病菌的抑菌圈直径为 14.5 mm, 
而未经紫外线处理的拮抗物的抑菌圈直径为 19 mm, 

拮抗活性下降了约 24%, 但仍表现部分活性 (图 
5)。说明菌株 A 产生的拮抗物质对紫外线部分 
敏感。 
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图 5  拮抗物质经紫外线处理后对玉米小斑病菌的拮抗

作用(右图为对照) 
Fig. 5  Effects of UV treatment on the antagonistic activity 
to Bipolaris maydis of antimicrobial substance deposited by 
60% (NH4)2SO4 saturations 
 

3  讨论 

自然界中, 大多数细菌可以产生对其它微生物
有抑制作用的拮抗物质, 这有利于提高其自身在自
然界中的竞争能力, 具有重要的生态学意义。同时, 
由于细菌具有繁殖快、便于培养等优点, 日益成为
人们研究和开发拮抗物质的一种重要资源。至今 , 
人们已从不同细菌类型和细菌菌株中分离得到拮抗

物质, 其中一部分是低分子量的抗生素, 也有一些
分子量较大的蛋白抗菌物质。 

本实验从玉米病叶片上分离到了一株菌株, 该
菌株对玉米小斑病菌等多种致病真菌都有拮抗作

用。研究表明, 该菌株为一株枯草芽孢杆菌, 并可产
生蛋白性质的拮抗物质, 且这种拮抗物质对温度、
酸碱度较稳定, 对紫外线、胰蛋白酶部分敏感, 对蛋
白酶 K、氯仿敏感, 说明该拮抗蛋白有稳定的性能
及很好的环境适应性, 这些性质有利于拮抗蛋白应
用于植物病害生物防治。尽管需要深入探讨的问题

还很多, 但通过现阶段的研究, 已经显示了一定的
开发前景。一方面可以将拮抗蛋白制成制剂, 在农
业生产中应用; 或者可以分析抗菌蛋白氨基酸序列, 
反推 DNA核苷酸顺序, 设计引物, 克隆编码该蛋白

的基因, 然后构建载体将此基因转入植物体内, 获
得抗病植株。另一方面可以直接利用菌株 A, 进一
步研究高效价发酵工艺及剂型等 , 制成活菌制剂 , 
直接在农业生产中应用。 
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