
微生物学通报                                              JUL 20, 2010, 37(7): 986−991 
Microbiology China                                      © 2010 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：福建省发改委资助项目(No. 2002153); 福建省青年人才项目(No. 2008F3011) 
* 通讯作者：Tel: 86-591-83789439; : linqy908@163.com 
收稿日期：2010-01-18; 接受日期：2010-04-14 

研究报告 

拮抗菌 SB1 的鉴定及其抗菌物质的分析 
连玲丽 1,3  谢荔岩 1,2  郑璐平 1,2  林奇英 1,2* 

(1. 福建农林大学植物病毒研究所  福建 福州 350002) 

(2. 生物农药与化学生物学教育部重点实验室  福建 福州  350002) 

(3. 福建农林大学生命科学学院  福建 福州  350002) 

 
 

摘  要: 对番茄根系菌株 SB1 的抗菌活性进行测定, 结果表明该菌株对多种植物病原真菌、细菌

具有明显的抑制作用, 表现出广谱抗菌活性。通过菌体形态、生理生化反应及 16S rDNA 序列分

析, 鉴定菌株 SB1 为枯草芽孢杆菌内生亚种。以青枯雷尔氏菌为指示菌, 测定了菌株 SB1 抗菌物

质的理化性质及组成。结果表明, 其抗菌物质表现出良好的热稳定性、水溶性和醇溶性, 且对紫

外线照射和蛋白酶 K 处理不敏感。高效液相色谱分析结果进一步显示菌株 SB1 的抗菌物质中含有

抗菌肽 Surfactin。 
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Abstract: A bacterial strain SB1, isolated from tomato roots, was tested for its antimicrobial activities. 
Results indicated that strain SB1 showed strong inhibitory activities against various plant pathogenic fungi 
and pathogenic bacteria, exhibiting wide antimicrobial spectrum. Strain SB1 was identified as Bacillus 
subtilis subsp. endophyticus based on its morphological, physiological characteristics and 16S rDNA se-
quence. In addition, properties of antibacterial substances of strain SB1 were examined using Ralstonia 
solanacearum as an indicator. The results showed that antibacterial substances were heat-stable, water- 
soluble, alcohol-soluble, and resistant to ultraviolet radiation and protease K. High performance liquid 
chromatography (HPLC) results further suggested that one of the antibacterial substances was surfactin. 
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芽孢杆菌是一类在土壤和植物根际广泛分布的

有益微生物, 在植物病害的生防控制中起重要作用, 

同时这类细菌具有良好的抗逆性和耐热性, 对人畜

无害, 不污染环境, 因而备受植病生防研究者的青

睐 。 目 前 , 已 商 品 化 生 产 的 菌 株 包 括 FZB24 、

GBO3、MBI600 和 QST713 等, 它们被广泛用于镰
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刀枯萎病、立枯病和曲霉病等多种植物病害的防

治 [1]。研究表明, 芽孢杆菌可通过拮抗活性、定殖

竞争和诱导抗性等多种方式防治病害 [2], 其中 , 拮

抗作用是生防菌株通过产生抑菌物质 , 影响病菌

生长, 甚至杀死病菌的现象。迄今已发现这类细菌

可分泌蛋白质类、脂肪肽类及细菌素等抗菌物质多

达几十种 [2], 这些物质的产生与菌株的防病效果密

切相关[3−4]。 
本研究从番茄根系分离到一株对细菌性青枯病

有较好防治效果的菌株 SB1, 通过常规生理生化及

16S rDNA 序列分析对该菌株进行了鉴定, 并对其

分泌的抗菌物质的理化性质及组成进行了研究。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株及病原物 
供试拮抗菌 SB1 和供试病原物(表 1)均由本实

验室分离保存。 

1.2  培养基 
肉汁胨培养基(NA)和马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(PDA)分别用于病原细菌和真菌的固体培养 , 相应

的培养液用于两类病原物的液体培养, PDA 及其对

应的液体培养基(PDB)用于拮抗菌 SB1 培养。 

1.3  菌株 SB1 的抗菌活性测定 

将菌株 SB1 接种于 PDB 培养基发酵培养 48 h

后, 于 12000 r/min 离心 10 min, 制得发酵上清液。 

对病原细菌抑制作用的测定: 将 300 μL 病菌新

鲜培养物(浓度为 108 CFU/mL)涂布于 NA 平板, 在

标记点打孔后, 加入 50 μL 拮抗菌发酵上清液, 于

28°C 培养 48 h 后测量抑菌圈大小。 

对病原真菌抑制作用的测定 : 在 PDA 平板中

间打孔 , 加入 50 μL 拮抗菌发酵上清液 , 于距离平

板中央 3 cm 处接种病菌菌丝圆片 , 在 28°C 培养

24−48 h 后测量抑菌圈大小。 

采用半叶法 [5]测定拮抗菌发酵上清液对 TMV

病毒的体外抑制活性。以上 3 种活性测定试验均以

灭菌培养液处理为对照。 

1.4  菌株 SB1 的鉴定 

1.4.1  常规鉴定: 参照文献[6−7]的方法对菌株进行

形态和生理生化鉴定, 包括革兰氏染色、接触酶、

淀粉水解、厌氧生长等指标。 
1.4.2  16S rDNA 序列分析: 采用细菌 16S rDNA 的

通用引物(P1: 5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′, 
P2: 5′-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3′) 扩 增 菌 株

SB1 的 16S rDNA 序列。PCR 反应体系为: 2.0 μL 细

菌 DNA, 0.5 μL Taq DNA 聚合酶 , 1.0 μL dNTPs 
(每份 2.5 mmol/L), 2.5 μL 10 × PCR 缓冲液 , 1.5 μL 

25 mmol/L MgCl2, 1.0 μL 引物(10 μmol/L), 补充水

至总体积为 25 μL。反应条件为: 94°C 5 min; 94°C 

50 s, 55°C 50 s, 72°C 2 min, 循环 30 次; 72°C 10 min。

PCR 产物经 UltraCleanTM 15 DNA 纯化试剂盒回收

后 , 与克隆载体 pMD18-T 连接 , 转化入大肠杆菌

DH5α, 获得的阳性克隆送至上海基康生物技术有

限公司进行序列测定。采用 ClustralX 软件进行序列

比对, MEGA 软件的 Neighbour-joining 方法进行系

统进化分析。 

1.5  菌株 SB1 产抗菌物质的培养基条件优化 
选择 PDB、NB、LB、BPY 和 KMB 5 种培养基, 

分别接种菌株 SB1 后, 于 30°C、180 r/min 振荡培养, 

每隔 12 h 取样 1 次, 以青枯雷尔氏菌为病原指示菌

测定抗菌活性。 

1.6  菌株 SB1 的抗菌物质的理化性质分析 
以青枯雷尔氏菌为病原指示菌, 测定菌株 SB1

的抗菌物质对高温、高压、紫外线、蛋白酶及酸碱

条件的耐受性 , 同时测定抗菌物质在不同溶剂中

的溶解性。 

1.6.1  高温高压对抗菌物质的影响 : 取等量拮抗

菌发酵上清液 , 分别于 60°C、80°C、100°C 处理

30 min 和 1 × 105 Pa 处理 20 min 后, 12000 r/min 离

心 10 min 去除变性物质, 然后各取 50 μL 上清液, 

依照 1.3 的方法测定其抗菌活性。以 25°C 的发酵上

清液为阳性对照, 灭菌培养基为阴性对照。 

1.6.2  紫外线和蛋白酶 K 处理对抗菌物质的影响: 
取适量发酵上清液于 40 W 紫外灯下(距离约 10 cm), 

照射处理 4 h 后, 测定其抗菌活性; 再取 1 mL 发酵

上清液加入蛋白酶 K (终浓度为 100 mg/L), 37°C 温

育 3 h 后, 检测抗菌活性, 分别以未处理发酵上清液

和蛋白酶 K 为阳性对照和阴性对照。 

1.6.3  酸碱度对抗菌物质的影响: 取适量发酵上清

液, 分为 11 份, 分别用稀酸或稀碱调节酸碱度为 2、

3、4、5、6、7、8、9、10、11、12, 处理后的发酵

液于 12000 r/min 离心 10 min, 沉淀物用磷酸缓冲液

(pH 7.2)重悬溶解, 上清液移入新管, 并调 pH 值至
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中性, 分别测定各处理沉淀及上清部分的抗菌活性, 
以培养基和磷酸缓冲液的酸碱处理液为阴性对照。 
1.6.4  不同溶剂对抗菌物质的溶解性及抗菌活性的

影响: 取等量发酵上清液的冻干粉, 分别用水、甲

醇、乙醇、丙酮、氯仿、乙醚和石油醚等溶剂溶解, 

反复萃取数次后, 12000 r/min 离心 10 min, 将上清

液移至新管备用 , 沉淀物用磷酸缓冲液(pH 7.2)重

悬溶解, 分别测定各处理沉淀重悬液和上清液的抗

菌活性, 以相应的溶剂及磷酸缓冲液为阴性对照。 

1.7  抗菌物质的提取及组成分析 
将菌株 SB1 接种于 PDB 培养液中, 于 30°C 发

酵培养 60 h 后, 12000 r/min 离心 20 min, 收集上清

液。以 2 mol/L HCl 调节 pH 至 2.0, 搅拌 2 h 后 , 

12000 r/min 离心 20 min, 收集沉淀。以甲醇抽提 3

次, 旋转蒸发浓缩抽提液, 随后过硅胶柱 600 mm × 

50 mm 层析 , 以甲醇 /氯仿梯度洗脱 , 收集活性部

分 , 制得抗菌粗提物。采用岛津 10A 液相色谱仪

分析抗菌粗提物 , 色谱条件为: ODS 柱 4.6 mm × 

150 mm, 流动相为甲醇 :乙酸(1%) = 60:40, 流速

1.0 mL/min, 20 μL 进样量, 210 nm 检测。 

2  结果与分析 

2.1  菌株 SB1 的拮抗活性 
结果显示(表 1), 菌株 SB1 对供试的 20 种病原

物均有不同程度的抑制作用。其中, 对青枯雷尔氏

菌、大肠杆菌等革兰氏阴性菌的拮抗作用较强, 而

对巨大芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌等革兰氏阳性菌

的抑制效果相对较弱; 同时, 该菌株对黄瓜枯萎病

菌、黄瓜灰霉、辣椒疫霉等真菌的抑制活性较强, 抑

菌圈直径分别达 25.3 mm、28.3 mm 和 21.6 mm。另

外, 拮抗菌还对 TMV 表现出较高的钝化活性。由

此可见, 菌株 SB1 具有广谱的抗植物病原微生物的

活性。 

2.2  菌株 SB1 的鉴定 
形态观察和生理生化测定结果表明, 菌株 SB1

为革兰氏阳性菌, 菌体呈杆状, 产芽孢, 兼性厌氧, 

7% NaCl 和 pH 5.7 生长, 接触酶和 V. P 反应呈阳性, 

能以阿拉伯糖、木糖和甘露醇代替葡萄糖产酸, 淀

粉水解反应和硝酸还原反应呈阳性 , 参照文献 [6]

的芽孢杆菌特征表, 鉴定菌株 SB1 为枯草芽孢杆菌

(B. subtilis)。 

比较菌株 SB1 和 GenBank 数据库中已登录芽孢

杆 菌 的 16S rDNA 序 列 , 结 果 表 明 , 菌 株 SB1 

(DQ463427)与枯草芽孢杆菌 (AB232386)的同源性

最高 , 达 99.7%; 系统进化树分析(图 1)进一步显

示, 菌株 SB1 和 B. subtilis (AB232386)及 B. subtilis 

subsp. endophyticus (AF399911)归于同一分支 , 说

明菌株 SB1 为枯草芽孢杆菌的内生亚种。 
 

表 1  菌株 SB1 的拮抗活性 
Table 1  Antimicrobial activities of strain SB1 

病原细菌 
Pathogenic bacteria 

抑菌圈 
Inhibition zone (mm) 

病原真菌 
Pathogenic fungi 

抑菌圈 
Inhibition zone (mm)

Ralstonia solanacearum 20.5 ± 0.7 Alternaria brassicae var. phaseoli 15.0 ± 0.4 

Pseudomonas syringae pv. tabaci 10.8 ± 1.2 Pyricularia oryzae 16.3 ± 0.6 

Xanthomonas axonopodis pv. glycines 19.8 ± 0.7 Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum 25.3 ± 1.1 

X. oryzae pv. oryzae 20.4 ± 0.6 F. oxysporum f. sp. phaseoli 17.0 ± 0.7 

Escherichia coli 23.5 ± 0.9 F. oxysporum f. sp. cubense 17.9 ± 0.5 

Bacillus subtilis  5.7 ± 0.5 Pythium aphanidermatum 10.5 ± 1.3 

B. megaterium  7.9 ± 0.4 Phytophthora capsici Leonian 21.6 ± 0.6 

Staphylococcus aureaus  8.0 ± 1.1 Colletotrichum musae 11.4 ± 1.1 

  Botrytis cinerea 28.3 ± 0.7 

病毒 
Virus 

抑制率 
Inhibition rate (%) 

Bipolaris maydis 18.7 ± 0.3 

Tobacco mosaic virus 89.3 Rhizoctonia solani 17.3 ± 0.9 
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图 1  拮抗菌株 SB1 与其他芽孢杆菌的系统进化树图 
Fig. 1  Phylogenetic tree of antagonistic strain SB1 and other strains of Bacillus spp. 

Note: The bootstrap values presented at corresponding branches were determined from 1000 replications, those with values of < 50% are not 
indicated. The numbers in the brackets represent Genbank accession numbers. 
 

2.3  菌株 SB1 产抗菌物质的培养基条件优化 
结果显示(图 2), 菌株 SB1 在不同培养基条件下

均能产生抗菌物质, 但各处理的抗菌物质分泌量存

在较大差别, 以 PDB、KMB 和 BPY 培养物的抗菌活

性较强, 且持续时间较长, 而 LB 和 NB 培养物的抑

菌活性仅出现在发酵培养的 36−72 h。比较 PDB 和

KMB 培养物, PDB 培养物活性高峰(60 h)的出现明

显早于 KMB 培养物(108 h), 由此选取 PDB 培养基

振荡培养 60 h 为菌株 SB1 产抗菌物质的最适条件。 

2.4  菌株 SB1 抗菌物质的理化性质 
经不同温度处理后, 菌株 SB1 发酵上清液的抗

菌活性发生变化。其中 , 60°C 和 80°C 处理 30 min

对 发 酵 上 清液 的 活 性 影响 不 大 ;  而 100°C 处 理  
 

 
图 2  菌株 SB1 在不同培养基条件下的抗菌活性 
Fig. 2  Antibacterial activities of strain SB1 in different 
media 

30 min 和 1 × 105 Pa 处理 20 min 后 , 发酵上清液

的活性分别为常温对照的 83.71%和 73.53%, 说明

抗菌 物质具有较 好的热稳定 性 , 对高压环境也有

一定的耐受性。 

经 蛋白 酶 K 处 理 的发酵 上清 液的抗 菌活性

(21.8 mm)与阳性对照的活性(22.5 mm)相当; 而经紫

外线处理 4 h 的发酵上清液的抗菌活性也未出现下降, 

可见抗菌物质对蛋白酶 K 和紫外线不敏感。 

经酸碱处理的发酵上清液中出现絮状沉淀, 抗

菌活性也受到较大的影响。由图 3 可见, 抗菌物质

在中性及弱碱性条件下(pH 7−9)处于溶解状态, 且

活性较好; 在强碱性条件下(pH > 10)易被破坏而失

去活性; 在强酸性条件下(pH < 4)形成沉淀物, 且沉

淀物重新溶解后仍有很强的活性, 说明抗菌物质在 
 

 

图 3  pH 值对菌株 SB1 抗菌活性的影响 
Fig. 3  Effects of pH value on the antibacterial activities of 
strain SB1 
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酸性条件下不稳定, 易形成可逆沉淀物。 
抗菌物质的溶解性试验结果显示(图 4), 抗菌物

质在水中的溶解性最好, 同时易溶于甲醇、乙醇和

丙酮 , 微溶于氯仿和乙醚 , 不溶于石油醚 , 说明抗

菌物质具有较好的水溶性和醇溶性。 

2.5  抗菌物质的初步鉴定 
比较菌株 SB1 抗菌粗提物和抗菌肽 Surfactin

标准品的 HPLC 谱图, 结果显示, 标准品中检测到

两个峰, 其保留时间分别为 7.569 min 和 8.453 min 
(图 5A 箭头所示 ); 而抗菌粗提物的谱图中也出

现 2 个相近的峰 , 保留时间分别为 7.585 min 和

8.431 min (图 5B 箭头所示), 说明菌株 SB1 的抗菌物

质中含有 Surfactin 成分。 

 

 

图 4  菌株 SB1 抗菌物质在不同溶剂中的溶解性 
Fig. 4  Solubility of antibacterial substance of strain SB1 in 
different solvents 

 

   

图 5  Surfactin 标准样品(A)和菌株 SB1 抗菌物质(B)的 HPLC 层析图谱 
Fig. 5  HPLC chromatogram of standard surfactin (A) and active compounds of strain SB1 (B) 

 

3  讨论 

枯草芽孢杆菌是一类能产生多种抗菌物质、具

有广谱抗菌活性和极强的抗逆能力的杆状细菌。目

前已从不同来源的菌株中分离到多肽类、脂肽类、

细菌素和蛋白质等多种类型的抗菌物质, 这些抗菌

物质大多对病原真菌表现出强烈的拮抗活性, 如刘

永锋等[8]分离的枯草芽杆菌菌株 B-916 产生一种对

水稻纹枯病菌有抑制活性的蛋白质; 邱思鑫 [9]分离

的辣椒内生芽孢杆菌 TB2 菌株产生的蛋白类物质对

辣椒 炭 疽 病 和 西 瓜 枯 萎 病 都 有 强 烈 的 抑 制 作 用 ; 

此外, 包括表面活性素(Surfactin)、伊枯草菌素和芬

枯草菌素等在内的脂肪肽也对病原真菌有抑制作

用[10]。相比而言, 靶向植物病原细菌的抗菌物质分

离和鉴定的研究则鲜见报道[11]。本研究以植物致病

细菌青枯雷尔氏菌为靶标分析枯草芽孢杆菌内生

亚种 SB1 菌株的抗菌活性, 结果表明, 该菌株分泌

的抗菌物质具有较强的耐热性、醇溶性、对蛋白酶

处理不敏感等特性, 这与枯草芽孢杆菌分泌的脂肪

肽类物质的性质[12]较为相符。 

脂肽是枯草芽孢杆菌产生的一类主要抗菌物

质, 包括表面活性素、芬枯草菌素和伊枯草菌素 3

个家族成员。其中, 芬枯草菌素和伊枯草菌素对真

菌有强烈的拮抗作用 [2], 而表面活性素具有抗菌、

抗肿瘤、抗病毒活性及表面剂活性等多种生物功

能 [12]。在本研究中, 我们首先采用分子杂交技术检

测到菌株 SB1 含有表面活性素和伊枯草菌素基

因[13], HPLC 分析进一步从菌株 SB1 的抗菌粗提物
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中检测到 2 个与表面活性素具有相近保留时间的同

系物, 说明该菌株的广谱抗细菌、抗病毒活性与其

分泌的表面活性素密不可分, 而该菌株对多种真菌

的强烈抑制作用是仅取决于表面活性素, 还是表面

活性素与伊枯草菌素协同作用的结果, 还有待进一

步的试验分析来加以阐明。 
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