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香蕉枯萎病菌粗毒素对地衣芽胞杆菌 
生长和培养液上清蛋白组成的影响 

黎永坚  杨紫红  陈远凤  陈燕红  程  萍  喻国辉* 
(珠海市农业科学研究中心  广东 珠海  519075) 

 
 

摘  要: 本文研究了香蕉枯萎病菌 4 号生理小种湛江菌株(Foc 4-zj)产生的粗毒素对地衣芽胞杆菌

R21 菌株生长及其培养液中蛋白组成变化的影响。实验结果表明, Foc 4-zj 的粗毒素能够抑制 R21
菌株的生长, 缩短其生长周期; 减少培养液上清蛋白含量以及改变蛋白质的种类; 低剂量的粗毒

素有利于拮抗蛋白的积累, 而高剂量的粗毒素则相反。 
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Abstract: The effects of the crude toxin of Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4 (Foc 4-zj) on the 
growth of Bacillus licheniforms R21 strain and its protein secretion were studied. The results showed 
that the growth of R21 strain was inhibited by the crude toxin produced by Foc 4-zj, and its growth cy-
cle was shorten. The protein contents were decreased and the kinds of protein in the supernatant fluid 
had changed significantly after treated with crude toxin. High dose of the crude toxin greatly decreased 
the contents of antagonistic proteins, whereas lower one increased. 
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strain, Growth curve, Supernatant protein 

由尖孢镰刀菌古巴专化型[Fusarium oxysporum 
f. sp. cubense (E. F. Smith) Snyder et Hasen, Foc] [1] 
引起的香蕉枯萎病是一种毁灭性病害 , 在我国广
东、广西、海南、云南、福建、台湾等香蕉种植地

区均有发生。香蕉枯萎病菌被划分成 4个生理小种, 
其中 4号小种(Foc 4)几乎对所有香蕉栽培品种致病, 
严重地威胁着香蕉产业的可持续健康发展, 国内外
纷纷开展了香蕉枯萎病的生物防治研究。 
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在生物防治的研究中, 笔者发现数种具有广
谱抗真菌能力的芽胞杆菌, 对香蕉枯萎病有较好
的防治效果, 其中对巴西蕉的最好田间防治效果
达 82.40%, 并能维持较高防效到次年(另文报道); 
但在室内平板对峙试验中, 拮抗作用却很微弱。
香蕉枯萎病菌在培养过程中能够产生毒素 [2], 毒
素对香蕉乃至多种作物均有明显的毒害作用[3,4]。

为探明香蕉枯萎病菌毒素对平板拮抗测定及生防

芽胞杆菌生长的影响, 本文首先测定了尖孢镰刀
菌古巴专化型 4 号生理小种湛江菌株(简称 Foc 
4-zj)粗毒素对不同生防芽胞杆菌的平板抑制作用, 
然后以一株分离自石斛兰(Dendrobium spp.), 对
由串珠镰刀菌(Fusarium moniliforme)引起的石斛
兰叶斑病(Dendrobium Leaf Spot)具有较好防效的
地衣芽胞杆菌 R21菌株为对象[5], 测定了 Foc 4-zj
粗毒素对 R21菌株生长、培养液蛋白含量和组成、
拮抗蛋白含量等的影响, 以期揭示病原菌毒素干
扰生防菌株拮抗功能的现象, 为今后拮抗菌株的
筛选与改良提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
生防菌株 : 凝结芽胞杆菌 Bacillus coagulans 

R14、环状芽胞杆菌 B. circulans R38、地衣芽胞杆菌
B. licheniforms R21、R26、R31、R37、R39、R47
以及铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa LK; 上
述菌株由珠海市农业科学研究中心农业微生物实验

室分离保藏。香蕉枯萎病菌 4 号生理小种湛江菌株
(Foc 4-zj), 由广东海洋大学易润华博士惠赠。 

1.2  供试培养基 
LB(细菌培养基)[6], PDA(真菌培养基)[6], Rich-

ard培养液[7]。 

1.3  菌株培养方法 
1.3.1  生防菌株的培养 : 接种于 LB 培养液中 , 
37°C、180 r/min振荡培养至 OD600为 1.0后备用。 
1.3.2  香蕉枯萎病菌粗毒素的制备: 参照黎永坚 [4]

报道的方法进行培养。将 Foc 4-zj菌株在 PDA平板
上 28°C扩大培养 4 d, 用直径为 0.6 cm的打孔器沿
菌落边缘打菌片, 接种 8 块菌片到 Richard(pH 6.0)
培养液中 , 28°C、140 r/min 振荡培养 15 d。培养
液用四层纱布滤除菌丝, 滤液常温下 5200 r/min 离

心 25 min, 上清液用细菌过滤器作无菌处理即为粗
毒素。 

1.4  粗毒素对不同生防菌株生长的影响 
吸取 100 μL各生防菌株培养液的 100倍稀释液

于 LB平板中, 涂布均匀, 吹干; 在平板上放置无菌
牛津杯, 加入 200 μL粗毒素, 37°C培养 2 d后以十
字交叉法测量抑菌圈直径。以加 200 μL Richard培
养液作对照。每株生防菌株做 3个重复, 每个重复 1
个平板。 

1.5  粗毒素对地衣芽胞杆菌 R21 菌株生长和培养

液上清蛋白组成的影响 
1.5.1  粗毒素处理 R21 菌株方式: 于装有 97 mL LB

培养液的三角瓶(容量为 250 mL)中分别加入 1 mL、

2 mL、3 mL粗毒素, 并用 Richard培养液补足, 使

瓶中液体总体积为 100 mL, 然后接种 200 μL的 R21

菌株培养种液(方法参见 1.3.1), 37°C、180 r/min振

荡培养 12 h、24 h、48 h、72 h后进行各项指标测试。

每个处理 3次重复, 以加 3 mL Richard培养液为对

照(预实验证明, 97 mL LB培养液中加入 3 mL或以

下的 Richard 培养液对 R21 菌株的各项生理生化指

标均无影响)。 

1.5.2  粗毒素对R21菌株生长的影响: 在 12 h、24 h、

48 h和 72 h时间段将各处理的 R21菌株培养液稀释

10倍后测 OD600, 每个处理各测 3次。 

1.5.3  粗毒素对 R21 菌株培养上清液蛋白含量及种

类的影响: 将各时间段、各处理的 R21 菌株培养液

4°C、10000 r/min离心 25 min以去除菌体, 细菌过

滤器过滤后得到R21菌株培养上清液, −20°C贮存备

用。上清液蛋白质含量采用双缩脲法进行测定[8], 每

个处理各测 3次; 并对上清液进行 SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳(浓缩胶为 4%, 分离胶为 12%, 初始电压

为 80 V, 最终电压为 120 V, 银染法染色), 分析蛋白

质种类的变化。 
1.5.4  粗毒素对 R21 菌株培养上清液拮抗蛋白含量

的影响: 祎参照张 [9]报道的方法提取拮抗蛋白。分别

准确量取 50 mL各处理的 R21菌株培养上清液, 4°C
下边搅拌边缓慢加入硫酸铵, 使硫酸铵饱和度达到
20%, 4°C下沉淀过夜; 4°C、15000 r/min离心 30 min, 
去除上清, 沉淀用 1 mL pH 6.8的 20 mmol/L磷酸缓
冲溶液重溶后, 100°C加热处理 30 min使杂蛋白变
性, 然后 4°C、15000 r/min离心 30 min去除变性杂
蛋白, 上清即为 R21菌株拮抗蛋白溶液, −20°C贮存
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备用。采用双缩脲法[9]测定拮抗蛋白的含量, 每个处
理各测 3次。 

1.6  数据分析方法 
用软件 SPSS13.0 中的单因素方差分析程序分

析实验数据, 用LSD法检验不同处理的差异显著性, 
分析后的数据在 Excel 软件中作图, 所有图形中的
正偏差均表示平均数的正标准偏差(＋s)[10]。 

2  结果与分析 

2.1  粗毒素对不同生防菌菌株生长的抑制 
Foc 4-zj 粗毒素对供试 8 株生防芽胞杆菌菌株

的生长具有明显的抑制作用(表 1), 在 LB 平板上能
够形成明显的抑菌圈(图 1), 但对铜绿假单胞菌 LK
的生长没有抑制。 

 
表 1  香蕉枯萎病菌粗毒素对生防菌菌株生长的抑制
Table 1  Growth inhibition of biocontrol agents by Foc 

4-zj crude toxin 
菌株编号 

Strain 
抑制圈直径 

Inhibition zone diameter (mm) 
R14 15.50±0.21 bc 

R21 18.83±0.12 a 

R26 15.67±0.11 bc 

R31 14.00±0.14 d 

R37 16.50±0.10 b 

R38 17.67±0.06 a 

R39 15.42±0.05 c 

R47 14.75±0.19 cd 

LK 0.0±0.00 e 

注: 表中数据为平均数±标准偏差, 同列数据后的不同小写
字母表示数据经 LSD法检验差异显著, P＜0.05. 
Note: The data in the table are mean±s and the different small 
letters in the same column show significantly differences 
among strains using LSD test at P < 0.05. 
 

 

图 1  粗毒素对 R21菌株生长的影响 
Fig. 1  Influence of the crude toxin on the growth of R21 
strain 
注: A: 空白对照; B: 粗毒素处理. 
Note: A: Treated without crude toxin; B: Treated with crude toxin. 

粗毒素对不同生防芽胞杆菌菌株的抑制作用存

在显著性差异, 对 R21 菌株的抑制作用最强, 抑菌
圈直径达 18.83 mm±0.12 mm。 

2.2  粗毒素对 R21 生长的影响 
粗毒素处理导致 R21菌株比对照提前 24 h衰亡

(图 2)。对照 24 h进入对数生长期, 48 h后才进入衰
亡期 , 而不同剂量粗毒素处理的 R21 菌株则均在  
24 h后进入衰亡期。 

12 h, 对照 OD600 为 0.198, 显著高于各处理  
(1 mL、2 mL、3 mL 粗毒素处理的 OD600 分别为

0.127、0.135、0.0942); 24 h, 对照 OD600与各处理之

间差异不显著; 48 h, 对照 OD600为 0.349, 显著高于
各处理(1 mL、2 mL、3 mL粗毒素处理的 OD600分

别为 0.203、0.199、0.216); 72 h, 对照 OD600为 0.151, 
1 mL、2 mL、3 mL粗毒素处理的分别为 0.113、0.094、
0.133, 各处理间的差异如图 2所示。 

 

 

图 2  粗毒素对 R21菌株生长的影响 
Fig. 2  Influence of the crude toxin on the growth of R21 
strain 
注: 图中相同处理时间段柱形图上方的不同小写字母表示数
据经 LSD法检测差异显著, P＜0.05, 下同. 
Note: The different small letters upon the column at the same 
treatment time of R21 strain show significant differences 
among treatments using LSD test at P < 0.05 (the same below). 
 
2.3  粗毒素对 R21 菌株培养上清液蛋白含量及种

类的影响 
不同剂量粗毒素处理的 R21菌株培养上清液蛋

白含量在各时间段存在差异, 但均低于对照。在 24 h 
~72 h 期间, 蛋白含量随着粗毒素剂量的增大而降
低(图 3)。 

12 h 后对照上清液蛋白含量(1.465×103 μg/mL)
比粗毒素处理的(1 mL、2 mL、3 mL粗毒素处理分
别为 1.324 × 103 μg/mL、1.238 × 103 μg/mL、1.297 × 
103 μg/mL)高, 但差异不显著; 24 h后对照上清液蛋
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白质含量为 1.315 × 103 μg/mL, 显著高于 1 mL 
(1.182 × 103 μg/mL)、2 mL(1.096 × 103 μg/mL)和 3 mL
粗毒素处理 (9.950 × 102 μg/mL); 48 h 后 1 mL、2 
mL和 3 mL粗毒素处理的上清液蛋白质含量(分别
为 1.016 × 103 μg/mL、9.090 × 102 μg/mL、8.435 × 102 
μg/mL)均低于对照(1.078 × 103 μg/mL), 各处理间的
差异如图 3 所示; 72 h 后对照处理的蛋白质含量为
1.006 × 103 μg/mL, 1 mL、2 mL粗毒素处理的分别为
9.867 × 102 μg/mL、1.022 × 103 μg/mL, 显著高于 3 
mL粗毒素处理(9.539 × 102 μg/mL)。 
 

 

图 3  粗毒素对 R21菌株培养上清液蛋白含量的影响 
Fig. 3  Influence of the crude toxin on the protein contents 
of R21 strain in its supernatant fluid 

 
SDS-PAGE 电泳显示, 粗毒素引起 R21 菌株培

养上清液的蛋白种类发生明显变化(见表 2), 这种变
化表现在 3个方面。 

首先, 不同时间段不同处理的蛋白组成不同。
12 h时对照上清蛋白电泳只出现 2条带 , 而 1 mL、
2 mL、3 mL粗毒素处理的则分别出现 6条、9条和
12条带; 24 h时对照蛋白带增至 17条, 而粗毒素处
理的均为 12条; 48 h时对照蛋白带减少至 13条, 粗
毒素处理的则分别增加至 14条、17条和 16条; 72 h
时对照及粗毒素处理的蛋白条带数量与种类不存在

差异, 均为 17条。 
其次 , 不同时间段不同处理出现特异性蛋白

带。12 h时 1 mL和 2 mL粗毒素处理均出现分子量
为 44.54 kD的特异性蛋白带, 3 mL粗毒素处理则出
现分子量为 51.23 kD的特异性蛋白带; 24 h时对照
出现分子量分别为 140.70 kD、97.11 kD、49.79 kD
的特异性蛋白带, 3 mL 粗毒素处理出现分子量为
26.46的特异性蛋白带。这些特异的蛋白条带在其它
的时间段和处理中都不再出现。 

再次, 粗毒素处理导致一些蛋白条带提前出现, 

且主要集中在 12 h。12 h时, 1 mL、2 mL、3 mL粗

毒素处理共同出现分子量为 42.39 kD、24.45 kD的

蛋白带; 2 mL粗毒素处理出现分子量为 27.73 kD的

蛋白带; 3 mL粗毒素处理则出现分子量为 80.53 kD、

38.94 kD、27.73 kD的蛋白带。这些条带对照都要

到 24 h才会出现。 

2.4  粗毒素对 R21 菌株培养上清液拮抗蛋白含量

的影响 
随着培养时间的延长 ,  对照及粗毒素处理的

R21 菌株培养上清液中拮抗蛋白(分子量为 36.62 kD, 

见表 2)产量呈减少趋势, 含量最高峰均出现在 24 h; 

低剂量的粗毒素处理有利于拮抗蛋白的积累, 而高

剂量的粗毒素处理不利于拮抗蛋白的积累(图 4)。

12 h后各处理未检测出拮抗蛋白; 24 h后 1 mL和 2 

mL 粗毒素处理 R21 菌株产生的拮抗蛋白量(分别为

6.738 × 102 μg/mL、6.970 × 102 μg/mL)略比对照

(6.123 × 102 μg/mL)高, 差异不显著, 但三者显著高

于 3 mL粗毒素处理(3.803 × 102 μg/mL); 48 h后, 对

照的拮抗蛋白含量为 2.787 × 102 μg/mL, 1 mL、2 mL、

3 mL粗毒素处理的分别为 3.435 × 102 μg/mL、2.784 

× 102 μg/mL、1.481 × 102 μg/mL, 各处理间差异  

显著 ; 72 h 后 , 对照处理的拮抗蛋白含量(2.796 × 

102 μg/mL)与 1 mL粗毒素处理(2.761 × 102 μg/mL)

之间差异不显著, 但显著高于 2 mL和 3 mL粗毒素

处理(拮抗蛋白含量分别为 2.110 × 102 μg/mL、1.021 

× 102 μg/mL)。 

3  结论与讨论 

香蕉枯萎病菌产生的毒素在香蕉枯萎病的发病

过程中起重要的作用, 尤其在病菌侵染寄主后, 毒

素可引起维管束细胞产生褐变、坏死等病理变化。

目前关于香蕉枯萎病菌毒素的研究, 主要集中在应

用粗毒素测定寄主品种抗性或筛选抗病品种、研究

毒素对蕉类的致病性分化之间的关系等[3,11,12]。本研

究发现, 香蕉枯萎病菌 4 号小种的粗毒素对多种广

谱抗真菌芽胞杆菌的生长具有抑制作用; 利用其中

一株地衣芽胞杆菌R21菌株做靶标研究的结果显示, 

培养液中添加不同剂量的粗毒素, 不仅抑制了菌株

的正常生长, 使菌株提前进入衰退期, 还使其上清

液蛋白质含量减少, 不同时相的蛋白组成发生变化; 
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表 2  粗毒素对 R21 菌株培养上清液蛋白种类的影响 

Table 2  Influence of the crude toxin on the types of protein of R21 strain in its supernatant fluid 

 
处理时间 
Treatment 

time 
12 h 24 h 48 h 72 h 

 
处理方式 
Treatment 
methods 

CK 

1 mL 
粗毒素 
1 mL 
crude 
toxin 

2 mL 
粗毒素 
2 mL 
crude 
toxin

3 mL 
粗毒素 
3 mL 
crude 
toxin 

CK 

1 mL
粗毒素
1 mL
crude
toxin

2 mL
粗毒素
2 mL
crude
toxin

3 mL
粗毒素
3 mL
crude
toxin

CK

1 mL
粗毒素
1 mL
crude
toxin

2 mL
粗毒素
2 mL
crude
toxin

3 mL 
粗毒素 
3 mL 
crude 
toxin 

CK 

1 mL 
粗毒素 
1 mL 
crude 
toxin 

2 mL
粗毒素
2 mL
crude
toxin

3 mL
粗毒素
3 mL
crude
toxin

140.70     +            

97.11     +            

80.53    + + + + + + + + + + + + + 

72.42     + + +      + + + + 

67.85     + + +          

63.06    + + + + +   +  + + + + 

59.88   +  +   + + + + +     

56.69 + + + + + + + + + + + + + + + + 

53.29     + + + + + + + + + + + + 
51.23    +             
49.79     +            
49.32         + + + + + + + + 
47.13  + + + + + +    + + + + + + 
44.54  + +              
42.39  + + + + + + + + + + + + + + + 
38.94    + + + + + + + + + + + + + 
36.62 + + + + + + + + + + + + + + + + 
32.82    +             
31.72          + + + + + + + 
31.43   + + +   + + + + + + + + + 
28.26         + + + + + + + + 
27.73   + + + + + + + + + + + + + + 
26.46        +         
25.23         + + + + + + + + 
24.45  + + + + + + + + + + + + + + + 

蛋
白
质
分
子
量

(k
D

) P
ro

te
in

 m
ol

ec
ul

ar
 w

ei
gh

t (
kD

) 

20.53           + + + + + + 

注: +: 电泳图上存在此分子量蛋白质条带. 
Note: +: The corresponding protein band in the SDS-polyacrylamide gel electrophoretogram. 

 

 

图 4  粗毒素对 R21菌株培养液拮抗蛋白含量的影响 
Fig. 4  Influence of the crude toxin on the antagonistic 
proteins content of R21 strain in its supernatant fluid 

同时发现, 低剂量的粗毒素有利于拮抗蛋白的积累, 
而高剂量则抑制拮抗蛋白的积累。 

本文的研究结果确定了香蕉枯萎病菌 4 号生理
小种粗毒素对多种生防芽胞杆菌具有明显的影响 , 
而已有研究表明香蕉枯萎病菌毒素主要成分为镰刀

菌酸(Fusaric acid, FA), 该成分对寄主或非寄主植物
都能产生毒害作用[4], 那么, 是否也意味着 FA 也是
本试验中抑制生防芽胞杆菌生长的主因呢？关于

FA 对生防菌株的影响 , 国外已有相关研究报道 : 
Wang 等认为镰刀菌酸对真核生物和原核生物都有
毒害作用[13]; 镰刀菌酸能够影响假单胞杆菌的生物
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防治效果, 其主要通过抑制吩嗪生物合成基因操纵
子以及群体感应调控基因 phzl和 phzR的表达, 导致
吩嗪 -1-羧酸含量水平的下降 , 影响假单胞杆菌
PCL1391 对引起番茄果实和根部腐烂尖孢镰刀菌的
防治效果[14]; Keel 等研究表明, 镰刀菌酸通过抑制
DAPG(2,4-二乙酰基间苯三酚)的产生而影响了荧光
假单胞杆菌 CHA0的生防效果[15]。为探明香蕉枯萎

病菌 4 号生理小种粗毒素对不同生防芽胞杆菌菌株
表现出的广谱抑制效果是否与镰刀菌酸有关, 笔者
初步测定了纯品镰刀菌酸对供试生防菌株的平板抑

制效果, 发现镰刀菌酸对上述生防芽胞杆菌菌株也
表现出抑制效果, 表明粗毒素的抑制可能由镰刀菌
酸引起, 但镰刀菌酸通过何种途径影响生防芽胞杆
菌的生长, 还需要进一步研究。同时, 本文只针对粗
毒素对生防芽胞杆菌R21菌株的生长影响开展研究, 
而粗毒素中除镰刀菌酸外, 还有其它的物质成分存
在 [4], 这些成分在抑制生防芽胞杆菌的过程中起到
怎样的作用, 粗毒素中镰刀菌酸的含量要达到何种
程度才起到抑制 R21菌株生长的作用等问题尚不清
楚 ; 因此 , 还需要对粗毒素进行提取与纯化分析 , 
以明确粗毒素中各组分在抑制生防芽胞杆菌生长过

程中所起到的作用。 
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