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研究报告 

疮痂链霉菌拮抗菌株 BU396 的分离鉴定与抗菌性质分析 
申永瑞  向君亮  王佳琦  刘爽  李章雷  刘权  殷奎德* 
黑龙江八一农垦大学生命科学技术学院  黑龙江 大庆  163319 

摘  要：【背景】随着马铃薯种植面积的扩大，疮痂病的发生也日益严重，且化学防治存在环境污染

等诸多弊端，因此利用安全和高效的生物防治手段对该病害进行防治成为研究热点。【目的】对疮痂

链霉菌(Streptomyces scabies)拮抗菌株进行分离、鉴定和功能基因分析，对抗菌物进行分离及抗菌特

性的研究。【方法】从马铃薯疮痂病的病害土壤中分离、筛选并鉴定得到拮抗菌株，采用 PCR 法对

菌株进行抗菌物合成基因检测。通过硫酸铵沉淀法分离得到抗菌物，进行抗菌谱和稳定性检测，并

通过盆栽试验进一步验证该菌株的生防效果。【结果】通过抗菌试验筛选得到拮抗细菌 BU396，根

据形态学、生理生化性质和分子生物学鉴定结果，确定其为贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus velezensis)。功能

基因分析表明 BU396 中含有表面活性素等 4 种抗菌物的合成相关基因。采用硫酸铵沉淀法对其培养

液上清进行分离，当硫酸铵的饱和度为 75%时，抗菌物在沉淀中析出。抗菌谱试验结果显示该抗菌物

对多种动植物病原菌均具有抗菌效果。稳定性试验表明该抗菌物耐热，不易被酶解，对多种金属离子

不敏感，具有宽泛的 pH 活性范围，盆栽试验结果显示菌株 BU396 处理能够明显降低马铃薯疮痂病的

发病率。【结论】分离并鉴定了一株对疮痂链霉菌具有显著拮抗作用的贝莱斯芽孢杆菌 BU396。该菌

株含有多种抗菌物合成的相关基因，其抗菌物具有广谱的抗菌活性和良好的稳定性，对马铃薯疮痂病

的生防效果显著。本研究为马铃薯疮痂病的生物防治及后续抗菌物质的深入研究奠定了基础。 
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Isolation, identification and antimicrobial properties of a 
biocontrol strain BU396 against Streptomyces scabies 
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LIU Quan  YIN Kui-De* 
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Abstract: [Background] With the expansion of potato planting area, the occurrence of potato scab disease 
becomes more and more serious. Chemical control of potato scab caused a serial of problems like 
environmental pollution. Therefore, biological control with safety and efficiency becomes the focus of the 
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current research. [Objective] To isolate and identify an antagonistic strain against Streptomyces scabies, 
and analyze its functional genes. To isolate the antimicrobial substance and characterize its antimicrobial 
features. [Methods] The antagonistic strain was screened and identified from the soil with potato scab 
disease, and the functional genes were analyzed by PCR. The antimicrobial substance was separated by 
ammonium sulfate precipitation method, and its antimicrobial spectrum and stability were tested. The 
biocontrol effect of the antagonistic strain was further verified by pot assay. [Results] An antagonistic 
strain BU396 was obtained by antimicrobial tests, which was identified as Bacillus velezensis according to 
its morphological characteristics, physiological and biochemical properties and molecular identification 
results. Functional genes analysis showed that BU396 contained four antimicrobial peptide synthesis 
related genes. The antimicrobial substance was precipitated from the supernatant of culture medium by 
ammonium sulfate precipitation with 75% saturation. The antimicrobial spectrum test showed that the 
antimicrobial substance could inhibit several plant and animal pathogens. The stability tests showed that 
the antimicrobial substance had good stability with thermal, protease, metal ions and wide pH value. Pot 
assay result showed that the incidence of potato scab was significantly reduced by BU396 treatment. 
[Conclusion] In this study, Bacillus velezensis BU396 with significant antagonism against Streptomyces 
scabies was isolated and identified, which was further detected containing several antimicrobial peptide 
related genes. The antimicrobial substance of BU396 had broad-spectrum antimicrobial activity and good 
stability. Moreover, it was also proved that BU396 had remarkable biocontrol effect against potato scab. This 
study lays the foundation for biological control of potato scab and further study of antimicrobial substances. 

Keywords: Streptomyces scabies, Bacillus velezensis, Antimicrobial substance, Antimicrobial spectrum, 
Biocontrol 

马铃薯作为我国主要粮食作物之一，在多个地

区广泛种植，且逐渐成为云南、四川、甘肃和黑龙

江等省份的重要经济来源。随着种植面积的扩大，

马铃薯疮痂病的发生也日益严重[1]。该病是由疮痂

链霉菌 (Streptomyces scabies)引起的一种土传病

害，其发病症状主要为薯块上产生褐色的凸起病 
斑[2]，危害马铃薯的品质，严重时还会导致其产量

的下降，对马铃薯产业造成了巨大的经济损失[3]。

施用化学农药虽然能对病害产生一定的防治效果，

但化学防治不仅会导致土壤微生态失衡，还会破坏

环境，因此利用安全高效的生物学手段对马铃薯疮

痂病进行防治显得十分重要。 
目前越来越多的生防菌株被研究并初步应用

到生物防治中[4-6]。芽孢杆菌是一类常见的生防细

菌，其不仅具有耐高温、繁殖速度快、在自然界

中普遍存在等优点[7]，还能够在生态位竞争中占

据有利的位置[8]，对相关病害进行有效防治。因

此，芽孢杆菌逐渐成为生防菌筛选的主要材料及

研究热点，发展前景广阔。现阶段已经有多种具

有生防作用的芽孢杆菌被研究和报道[9-12]，如枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、贝莱斯芽孢杆菌

(Bacillus velezensis)和 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
amyloliquefaciens)等。研究表明，芽孢杆菌产生的

多种抗菌物成为影响其抗菌活性强弱的关键因素，

其中丰原素(Fengycin)、表面活性素(Surfactin)、枯

草菌素(Subtilin)和伊枯草菌素(Iturin)等抗菌肽已

经被鉴定[13-16]，但近年来又陆续发现了多种类型的

抗菌蛋白，如 EP-2 和 β-1,3-1,4-葡聚糖酶[17-19]等。

但由于芽孢杆菌的种类众多，其生防效果及产生的

抗菌物均存在较大差异，因此抗菌效果优良的芽孢

杆菌及抗菌物仍有待进一步挖掘。 
针对上述情况，本研究从马铃薯疮痂病病土中

筛选到一株对疮痂链霉菌具有显著抗菌效果的生

防细菌，对其进行形态特征、生理生化指标和分子

生物学鉴定，并采用 PCR 法对该菌株的抗菌物合

成基因进行分析，随后对抗菌物进行活性测试和稳

定性分析，并通过盆栽试验检测该菌株对马铃薯疮

痂病的防病效果。本文旨在寻找高效抑制马铃薯疮

痂病的生防菌株，掌握其抗菌物的基本性质和作

用条件，为马铃薯疮痂病害的生物防治提供参考



申永瑞等: 疮痂链霉菌拮抗菌株 BU396 的分离鉴定与抗菌性质分析 2603 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

和依据。 

1  材料与方法  
1.1  材料 

供试植物病原菌：疮痂链霉菌(S. scabies)、立

枯 丝 核 菌 (Rhizoctonia solani) 和 稻 瘟 病 菌

(Magnaporthe grisea)均为本实验室保存。 
供 试 动 物 病 原 菌 ： 大 肠 杆 菌 CMCC44568 

(Escherichia coli CMCC44568) 、 大 肠 杆 菌 K88 
(Escherichia coli K88)、猪霍乱沙门氏菌(Salmonella 
choleraesuis) 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus 
aureus)均由黑龙江八一农垦大学动物科学技术学

院预防兽医学实验室提供。 
生理生化鉴定所用对照菌株贝莱斯芽孢杆菌

(B. velezensis)购自中国普通微生物菌种保藏管理

中心(CGMCC1.923)。 
LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，胰蛋白胨

10.0，氯化钠 10.0，pH 7. 0。YME 培养基(g/L)：
酵母提取物 4.0，麦芽提取物 10.0，葡萄糖 4.0，   
pH 7.2。 

PCR 扩增试剂，合肥博美生物科技有限责任

公司；细菌基因组提取试剂盒、DNA 分子量标准

和胶回收试剂盒，北京天根生化科技有限公司。

PCR 仪，上海超敏生物科技有限公司；凝胶成像

系统，上海天能科技有限公司。 
试验所用引物均由生工生物工程(上海)股份

有限公司合成，引物序列详见表 1。 

1.2  目的菌株的分离与筛选 
菌株的分离与筛选参照宋利沙等[20]方法，稍

加改进。从黑龙江省大庆市红骥牧场按五点取样法

采集马铃薯疮痂病的病害土壤，称取 10.0 g 置于内

含玻璃珠和无菌水的三角瓶中，于 28 °C、170 r/min
振荡 40 min，以此为原液进行梯度稀释，取 10−2、

10−4 和 10−6 梯度各涂布于 LB 固体平板上，于 37 °C
培养 24 h。观察菌落生长状况，选取密度适中的平

板，挑取单一的菌落进行划线纯化，以疮痂链霉菌

为指示菌株采用抑菌圈法[21]进行抑菌效果测试。

比较各测试菌株的抑菌效果，随后进行复筛，选取

最优的菌株进行后续试验。 

1.3  目的菌株的鉴定 
1.3.1  形态学及生理生化性质鉴定 

将筛选得到的最优拮抗菌株划线接种在 LB 固

体培养基上，于 37 °C 培养 12 h 后，对其菌落形

态进行观察，并参照《常见细菌系统鉴定手册》[22]

进行该菌株的生理生化性质鉴定。 
1.3.2  分子生物学鉴定 

分子鉴定参照王春伟等[23]方法，稍加改进，

根据细菌基因组 DNA 提取试剂盒的操作方法获取

菌株的基因组 DNA，并以基因组 DNA 为模板，

采用通用引物 27F 和 1492R 进行 16S rRNA 基因扩

增。PCR 反应体系：2×EsTaq Master Mix 25 µL，

基因组 DNA 2 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各
1 µL，加 dd H2O 至 50 µL。PCR 反应条件：95 °C  

 

表 1  PCR 扩增所需引物 
Table 1  The primers for PCR amplification 

引物名称 
Primers name 

引物序列 
Primers sequence (5′→3′) 

片段大小 
Size (bp) 

扩增基因 
Amplification genes 

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1 465 16S rRNA 
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 
srfAA-F TCGGGACAGGAAGACATCAT 201 srfAA 
srfAA-R CCACTCAAACGGATAATCCTGA 
fenD-F GGCCCGTTCTCTAAATCCAT 269 fenD 
fenD-R GTCATGCTGACGAGAGCAAA 
bacC1-F CAGCTCATGGGAATGCTTTT 498 bacC1 
bacC1-R CTCGGTCCTGAAGGGACAAG 
ituD-F GATGCGATCTCCTTGGATGT 647 ituD 
ituD-R ATCGTCATGTGCTGCTTGAG 
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5 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 2 min，35 个

循环；72 °C 10 min。随后将扩增产物进行纯化，

连接到 pGEM-T 载体，转至 E. coli DH5α 感受态细

胞后，将转化产物涂布于含有 Amp (100 µg/mL)、
X-Gal 和 IPTG 的 LB 固体平板上，37 °C 培养 16 h，

挑取阳性克隆，送至上海生物工程股份有限公司进

行测序，将测定的序列在 NCBI 上进行 BLAST 比

对，运用 MEGA 5.0 软件进行序列分析并构建进化

树，确定菌株的分类地位。 

1.4  拮抗菌株的功能基因分析   
参照 1.3.2 的方法提取菌株基因组 DNA，以基

因组 DNA 为模板，根据 Joshi 等[24]方法，设计

srfAA-F/R、fenD-F/R、bacC1-F/R 和 ituD-F/R 四对

引物(表 1)，随后进行生防功能基因的 PCR 扩增。

PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，

72 °C 1 min，35 个循环；72 °C 8 min。PCR 反应

体系同 1.3.2。随后将扩增产物进行电泳检测，利

用胶回收试剂盒进行 PCR 产物纯化后，送出测序。

将得到的核苷酸序列在 NCBI 上进行 BLAST 比

对，并进行功能基因的同源性分析。 

1.5  抗菌物的制备与活性测试 
将生防菌接种在 5 mL YME 液体培养基中，于

37 °C、175 r/min 培养过夜。将培养液按照 1:100
的比例再次接种至 250 mL YME 液体培养基中，于

28 °C、170 r/min 培养 22 h。4 °C、12 000×g 离心

20 min，获得培养液上清。取 100 mL 培养液上清，

向其中缓慢地加入硫酸铵固体颗粒进行梯度盐析

至 75%饱和度，随后 10 000×g 离心 30 min 得到沉

淀，用 20 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0)进行溶

解，4 °C 下透析脱盐，收集粗提物。以疮痂链霉

菌为指示菌株，采用牛津杯法[25]对抗菌粗提物进

行活性检测。 

1.6  抗菌物对链霉菌菌丝形态的影响  
采用牛津杯法进行抗菌试验，使用已灭菌的接

种环刮取具有明显抑制条带的边缘菌丝，随后制成

装片，在光学显微镜下观察菌丝变化并拍照。以链

霉菌的正常菌丝作为对照。 

1.7  抗菌物的抗菌谱测定  
为了综合检验抗菌物的活性，采用牛津杯法

对其进行抗菌谱检测，以疮痂链霉菌、立枯丝核

菌 、 稻 瘟 病 菌 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌 、 大 肠 杆 菌

CMCC44568、大肠杆菌 K88 和猪霍乱沙门氏菌为

病原菌来进行抑菌试验，测量抑菌圈直径，观察抑

菌情况并拍照。 

1.8  抗菌物的稳定性检测 
1.8.1  热稳定性检测 

将抗菌物分别在 40、60、80、100 °C 下处理

20 min，随后采用牛津杯法检测抗菌活性，并测

量抑菌圈直径，以未进行温度处理的抗菌物作为

对照。 
1.8.2  蛋白酶稳定性检测 

在抗菌物中分别加入浓度为 20、50、100、500
和 1 000 µg/mL 的胰蛋白酶与胃蛋白酶，28 °C 条

件下温育 2 h 后，用牛津杯法测定抗菌活性，并测

量抑菌圈直径。以未进行蛋白酶处理的抗菌物作为

对照。 
1.8.3  金属离子稳定性检测  

在抗菌物中分别等体积加入 0.1 mol/L KCl、
NaCl、CaCl2、MgCl2 和 FeCl2 溶液(Cl–对抗菌物无

影响)，充分混匀静置 2 h 后，检测抗菌效果，并

测量抑菌圈直径。以未进行金属离子处理的抗菌物

作为对照。 
1.8.4  pH 稳定性检测    

用 0.1 mol/L HCl 和 0.1 mol/L NaOH 对抗菌物

的 pH 进行梯度调节至 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0、10.0 和 11.0，30 °C 恒温水浴锅中温育 2 h，

随后将不同 pH 的抗菌物用 HCl 和 NaOH 调至中

性，牛津杯法测定抗菌活性，并测量抑菌圈直径。 

1.9  盆栽试验法验证生防菌株的功能 
盆栽试验根据宋烨等[26]方法，稍加改进，采

用直径为 20 cm 的聚乙烯塑料盆，选取健康的马铃

薯块茎，用 75%乙醇溶液对其进行消毒处理，并

用无菌水清洗，在 28 °C 温箱中放置，进行催芽处

理。将健康有芽的马铃薯块茎切成三角块，选择芽
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长相近的两个马铃薯薯块(牙尖向上)播至花盆中，

室温下进行培养，马铃薯苗生长一段时间后，从中

选取长势相同的植株进行试验。采用灌根法将   
30 mL 疮痂链霉菌菌悬液(1×109 CFU/mL)分别接

种于花盆中，10 d 后接入菌株 BU396 的生防菌菌

悬液(1×109 CFU/mL)，试验共设置 3 组处理，每个

处理重复 8 次，处理 1 中加入 30 mL 生防菌，处理

2 中加入 60 mL 生防菌(充分混匀)，对照组不加生

防菌(CK)，待马铃薯成熟后，根据疮痂病的病害

分级标准，统计各组的发病情况，计算发病率、病

情指数和相对防效。 
发病率(%)=每组发病种薯粒数×100/每组收获

种薯粒数； 
病 情 指 数 (%)=∑( 病 级 种 薯 粒 数 × 代 表 值 )× 

100/(每组收获种薯粒数×最高级代表值)； 
相对防效(%)=(对照组病情指数−处理组病情

指数)×100/对照组病情指数。 

2  结果与分析 

2.1  生防菌株的分离与筛选 
采用平板稀释法从马铃薯疮痂病的病害土壤

中分离得到 53 株细菌，将分离得到的细菌进行抑

菌试验，初步筛选得到 5 株对疮痂链霉菌具有抑制

作用的菌株，随后进行复筛并从中选出一株生防效

果突出的菌株，将其编号为 BU396 (图 1)。 

2.2  生防菌株的鉴定 
2.2.1  形态学及生理生化性质分析  

将拮抗菌株 BU396 接种在 LB 固体培养基上

培养 12 h，随后对其进行形态学观察，发现 BU396
在 LB 培养基上的菌落形态为圆形、乳白色，不透

明，表面有褶皱和凸起、无光泽，边缘整齐(图 1B)。
生理生化性质鉴定结果显示 BU396 为革兰氏阳性

菌，具有过氧化氢酶活性；在唯一碳源(葡萄糖、

甘露醇和蔗糖)、唯一氮源(硫酸铵和硝酸钾)和厌氧

条件下均能够生长，能够分解淀粉和明胶；硝酸盐

还原、吲哚试验、产氨试验、甲基红试验和柠檬酸

试验反应均呈阳性；糖酵解试验(葡萄糖，D-甘露

糖，甘露醇和蔗糖)呈酸阳性，但在代谢过程中不

产气；石蕊牛乳试验呈现酸凝状态。此外，从表 2
中可以看出 BU396 与对照菌株贝莱斯芽孢杆菌[27]

的生理生化性质相似，因此初步将该菌株归为芽孢

杆菌属。 
2.2.2  分子生物学鉴定分析  

生防菌株 BU396 筛选完成后，通过试剂盒成

功获取菌株基因组 DNA，以基因组 DNA 为模板，

采用通用引物对其进行 PCR 扩增，片段长度约为

1 500 bp，PCR 产物纯化后，进行连接和转化，挑

取阳性克隆，将产物送出测序，将测序得到序列在

NCBI 上进行 BLAST 比对，通过 MEGA 5.0 软件

构建系统发育树。菌株 BU396 (MK743933)与 B. 
velezensis CR-502T(MG846018) 的 相 似 性 达 到

99%，亲缘关系最近(图 2)。因此，在结合形态学

及 生 理 生 化 性 质 分 析 结 果 的 基 础 上 最 终 鉴 定

BU396 为贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis)。 
 

 
 

 
 

图 1  菌株 BU396 对疮痂链霉菌的抑制作用 
Figure 1  The inhibition of strain BU396 against S. scabies 
注：A：对照(疮痂链霉菌)；B：BU396. 
Note: A: Control (S. scabies); B: BU396. 
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表 2  菌株 BU396 的生理生化性质分析 
Table 2  Physiological and biochemical properties of strain BU396 

试验指标 Test indexes 大肠杆菌 E. coli 贝莱斯芽孢杆菌 B. velezensis BU396 
Only carbon source tests    

Glucose + + + 
Mannitol + + + 
Sucrose − + + 

Only nitrogen source tests    
Ammonium sulfate − + + 
Potassium nitrate − + + 

Glycolysis tests    
Glucose + + + 
Mannitol + + + 
Sucrose − + + 
D-mannose + + + 

Indole test + − − 
M-R test + − − 
Gram stain − + + 
Citrate test − + + 
Contact enzyme test − + + 
Ammonia production test + + + 
Amylohydrolysis test − + + 
Anaerobic growth test + + + 
Nitrate reduction test + + + 
Gelatin liquefaction test + + + 
Litmus milk test Enzyme coagulation Acid coagulation Acid coagulation 

注：+：阳性；−：阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 

 

 
 

图 2  基于菌株 BU396 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 2  The phylogenetic tree based on strain BU396 16S rRNA gene sequence 
注：T：模式菌株；括号中数值为 GenBank 登录号；采用邻接法构建系统发育树；分支处标注有自展值，标尺 0.005 代表核苷酸替换率. 
Note: T means type strain; Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; The phylogenetic tree is constructed by Neighbor-Joining 
method; The bootstrap values are shown at the node and the scale bar indicates 0.005 substitutions per nucleotide position. 

 

2.3  菌株 BU396 的生防基因检测与分析 
参照 Joshi 等[24]方法设计 4 对引物，以菌株

BU396 的基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增，对

其是否含有抗菌物质合成的相关基因进行筛选，主

要包括 srfAA 基因(表面活性素)、fenD 基因(丰原

素)、bacC1 基因(溶杆菌素 Bacilysin)和 ituD 基因(伊
枯草菌素)。通过电泳检测分析，共得到 4 条 DNA
条带，目的片段大小正确，与预期相符(图 3)，对 
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图 3  菌株 BU396 功能基因的检测分析 
Figure 3  The detection of functional genes from strain 
BU396  
注：M：DNA 分子量标准；1：fenD 基因；2：ituD 基因；3：

bacC1 基因；4：srfAA 基因；5：阴性对照(模板为 ddH2O). 
Note: M: DNA marker; 1: fenD gene; 2: ituD gene; 3: bacC1 
gene; 4: srfAA gene; 5: Negative control (ddH2O as template). 

 
扩增产物进行纯化并送出测序。将得到的核苷酸序

列在 NCBI 上进行 BLAST 比对，对其进行同源性

分析可知，菌株 BU396 的扩增产物 srfAA 与 B. 
subtilis ATCC 55079 (KC454625)的表面活性素合

成酶相关基因 srfAA 相似性达到 98%，fenD 与 B. 
amyloliquefaciens Q-426 (JQ271536)的丰原素合成

酶相关基因 fenD 相似性达到 97%，bacC1 与 B. 
velezensis R1B (MK174675)的溶杆菌素合成酶相

关基因 bacA 相似性达到 99%，ituD 与 Bacillus sp. 
CY22 (AF534917)的伊枯草菌素合成酶相关基因

ituD 相似度达到 97%。以上结果显示菌株 BU396
中含有丰原素、表面活性素、伊枯草菌素和溶杆菌

素等抗菌物质的合成相关基因。 

2.4  抗菌粗提物的分离 
采用 YME 液体培养基对菌株 BU396 进行培

养，发酵液离心后获得培养液上清，随后加入硫酸

铵固体对上清液进行梯度盐析，当饱和度为 75%
时，抗菌物从沉淀中析出。透析脱盐后获得粗提

液，将其浓度调整至 1 mg/mL，随后取出 150 µL
样 品 加 入 牛 津 杯 中 进 行 抑 菌 检 测 ， 结 果 表 明

BU396 的粗提物对疮痂链霉菌具有较好的拮抗

作用(图 4)。 

 
 

图 4  菌株 BU396 抗菌物对疮痂链霉菌的活性检测 
Figure 4  The activity detection of strain BU396 
antimicrobial substance against S. scabies 
注：A：对照(20 mmol/L Tris-HCl 缓冲液)；B：75%的硫酸铵

分离得到的抗菌物. 
Note: A: Control (20 mmol/L Tris-HCl buffer); B: 
Antimicrobial substance separated from 75% ammonium sulfate. 
 

2.5  抗菌物对链霉菌菌丝的抑制作用  
以疮痂链霉菌为病原菌，将 BU396 的抗菌物

浓度调整至 1 mg/mL，随后取出 150 µL 样品加入

牛津杯中进行抑菌试验，于 28 °C 培养 20 h，随后

使用接种环(已灭菌)刮取具有明显抑制条带的边

缘菌丝，制成装片，并对菌丝变化进行观察(以未

处理菌丝作为对照)，如图 5 所示，对照组菌丝生

长正常，经 BU396 的抗菌物处理后的菌丝不能正

常生长，呈现出自溶、断裂等现象，结果表明 BU396
的抗菌物对链霉菌的菌丝生长具有较强的抑制  
作用。 

2.6  抗菌物的抗菌谱分析 
以稻瘟病菌等 7 种病原菌为指示菌株，将

BU396 的抗菌物浓度调整至 1 mg/mL，随后取出

150 µL 样品加入牛津杯中进行抗菌谱检测(图 6)，
发现 BU396 的抗菌物对 7 种病原菌均具有拮抗作

用(疮痂链霉菌见图 4)，其中对猪霍乱沙门氏菌的

抑制作用最好，抑菌直径达到 28.42 mm (表 3)。抗

菌谱试验结果表明 BU396 的抗菌粗提物具有比较

广谱的抗菌活性，且在生防领域具有良好的应用

前景。 
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图 5  菌株 BU396 抗菌物对疮痂链霉菌菌丝生长的抑制

情况 
Figure 5  The inhibition of strain BU396 antimicrobial 
substance against S. scabies on the growth of hyphae 
注：A：疮痂链霉菌正常菌丝；B：抗菌物处理后的菌丝. 
Note: A: Normal mycelia of S. scabies; B: Mycelia treated with 
antimicrobial substance.  

 

 
 

图 6  菌株 BU396 抗菌物的抗菌谱分析 
Figure 6  The antimicrobial spectrum analysis of 
antimicrobial substance from strain BU396  
注：A：稻瘟病菌；B：大肠杆菌 CMCC44568；C：立枯丝核

菌；D：金黄色葡萄球菌；E：猪霍乱沙门氏菌；F：大肠杆菌

K88. 
Note: A: M. grisea; B: E. coli CMCC44568; C: R. solani; D: S. 
aureus; E: S. choleraesuis; F: E. coli K88. 

表 3  BU396 抗菌物对 7 种病原菌的抑制作用 
Table 3  The inhibition antimicrobial substance from 
strain BU396 against seven pathogens 

病原菌 
Pathogens 

抑菌圈直径 
The diameter of 

inhibition zone (mm) 
Plant 
pathogens 

S. scabies 24.00±0.23b 

M. grisea 13.19±0.35g 

R. solani 14.43±0.25f 

Animal 
pathogens 

E. coli 
CMCC44568 

18.20±0.15d 

E. coli K88 19.62±0.26c 

S. choleraesuis 28.42±0.21a 

S. aureus 17.15±0.44e 

注：不同小写英文字母表示同列数据在 P<0.05 水平上差异

显著. 
Note: The different small letters in the same column figures 
indicate significant difference at P<0.05 level. 
 

2.7  抗菌物的稳定性检测 
2.7.1  热稳定性检测 

将盐析得到的抗菌物分别在不同温度下处理

20 min 后，以疮痂链霉菌作为指示菌株，检测其

抗菌活性，并测量抑菌圈直径。图 7 结果显示，处

理温度在 40−60 °C 之间粗提物的抑菌活性差异较

小，80−100 °C 时虽然活性有所下降，但仍对疮痂

链霉菌具有抑制作用，结果表明该抗菌物耐热效果

较好。 
 

 
 

图 7  不同处理温度下抗菌物的稳定性分析 
Figure 7  The stability analysis of antimicrobial substance 
at different treatment temperature 
注：CK：未进行温度处理的抗菌物. 
Note: CK: Antimicrobial substance not treated with temperature. 
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2.7.2  蛋白酶稳定性检测 
在抗菌物中分别加入不同浓度的胰蛋白酶和

胃蛋白酶，37 °C 条件下温育 2 h 后，用牛津杯法

检测抗菌活性，并测量抑菌圈直径。结果显示，经

过不同浓度的蛋白酶处理后，抗菌物的活性变化不

明显(图 8)，进一步表明该抗菌物对胰蛋白酶和胃

蛋白酶较不敏感。 
2.7.3  金属离子稳定性检测 

在抗菌物中分别等体积加入 0.1 mol/L KCl 和

NaCl 等溶液，充分混匀静置 2 h 后检测活性，观

察抑菌情况。加入金属离子后，抗菌物活性变化不

明显(图 9)，这表明抗菌物对金属离子不敏感，进

而推测该抗菌物不属于金属酶类。 
 

 
 

图 8  不同浓度蛋白酶处理下抗菌物的稳定性分析 
Figure 8  The stability analysis of antimicrobial substance 
treated with different concentrations of protease 
注：CK：未进行蛋白酶处理的抗菌物.  
Note: CK: Antimicrobial substance not treated with protease. 

 

 
 

图 9  不同金属离子处理下抗菌物的稳定性分析 
Figure 9  The stability analysis of antimicrobial substance 
treated with different metal ions 
注：CK：未进行金属离子处理的抗菌物.  
Note: CK: Antimicrobial substance not treated with metal ions. 

2.7.4  pH 稳定性检测 
将盐析得到的抗菌物分别在不同 pH 下处理，

然后将待测样品均调回中性，以疮痂链霉菌作为指

示菌株，检测其抗菌活性，并测量抑菌圈直径。在

pH<4.0 或 pH>10.0 (强酸强碱条件下)时，抗菌物完

全失去活性，中性条件下抗菌物活性较为稳定，抗

菌活性最高(图 10)。 

2.8  盆栽试验法验证生防菌株的功能 
采用灌根法进行盆栽试验，将 30 mL 疮痂链

霉菌菌悬液(1×109 CFU/mL)分别接种于花盆中，

10 d 后接入 BU396 的生防菌菌悬液(1×109 CFU/mL)，
处理 1 中加入 30 mL，处理 2 中加入 60 mL，对照

组不加生防菌，每组处理重复 8 次。不同处理的马

铃薯成熟后，对其进行发病率和相对防效分析。从

表 4 中可以看出，对照组中马铃薯疮痂病发病情况

十分严重，发病率达到 87.5%，病情指数为 65.63%；

处理组 1 中疮痂病的发病率为 64.71%，病情指数

为 45.10%，发病情况低于对照组(P<0.05)；处理组

2 中马铃薯疮痂病发病情况较轻，发病率和病情指

数均达到最低，相对防效达到 76.18%，防治效果

显著(P<0.05)，进一步说明马铃薯疮痂病得到了较

好的控制。 
 

 
 

图 10  不同 pH 处理下抗菌物的稳定性分析 
Figure 10  The stability analysis of antimicrobial substance 
treated with different pH 
注：CK：未进行 pH 处理的抗菌物.  
Note: CK: Antimicrobial substance not treated with pH.  



2610 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 4  菌株 BU396 对马铃薯疮痂病的盆栽防治试验分析 
Table 4  The potted control experiment of strain BU396 
against S. scabies 

不同处理 
Different 

treatments 

发病率 
Occurrence 

rate (%) 

病情指数 
Disease index 

(%) 

相对防效 
Relative control 

effects (%) 
Control 87.50±2.32a 65.63±1.07a  
Treatment 1 64.71±0.48b 45.10±2.45b 31.28±2.96b 
Treatment 2 25.00±1.36c 15.63±1.54c 76.18±2.04a 

注：不同小写英文字母表示同列数据在 P<0.05 水平上差异

显著. 
Note: The different small letters in the same column figures 
indicate significant difference at P<0.05 level. 

 

3  讨论与结论 

本研究从马铃薯疮痂病的病害土壤中分离

得到多株细菌，经抑菌试验进行复筛后，最终获得

一 株 对 疮 痂 链 霉 菌 具 有 显 著 拮 抗 效 果 的 菌 株

BU396。随后，本研究结合形态学特征、生理生化

性质和 16S rRNA 基因分子鉴定共 3 个方面的分析

结果，确定生防菌株 BU396 为贝莱斯芽孢杆菌。

芽孢杆菌能产生多种抗菌肽和抗菌蛋白，被认为是

影响其抗菌效果的重要因素。本研究对菌株 BU396
进行了 PCR 扩增，发现 BU396 基因组中存在 srfAA、

fenD、bacA 和 ituD 这 4 种抗菌物的合成关键基因，

进而推测 BU396 在代谢过程中可能会分泌表面活

性素、丰原素、溶杆菌素和伊枯草菌素等抗菌活性

物质。抗菌物合成基因的 PCR 检测为后续 BU396
抗菌物的分离纯化、成分鉴定以及抑菌机理的研究

提供了参考依据。 
前期研究表明，菌株 BU396 产生的抗菌活性

物质主要存在于培养液上清中。本研究采用硫酸

铵沉淀法从培养液上清中初步分离得到了抗菌粗

提物，并进行了抗菌活性检验。经抗菌物处理

后，链霉菌的菌丝不能正常生长，呈现出断裂、自

溶等现象，进一步印证了其对疮痂链霉菌具有良

好的抑制作用，与前期研究结果相符。抗菌谱分

析显示该抗菌物不仅对疮痂链霉菌等植物病原菌

具有抗菌效果，对猪霍乱沙门氏菌等动物病原菌

也具有良好的抑制作用。由此可见，BU396 的抗

菌谱广泛，不仅可以开发为应用于植物病害的生

防菌剂，还具有动物病害防治的潜力，应用前景

广阔。 
稳定性试验显示，BU396 抗菌物的耐热效果

较好，对蛋白酶和多种金属离子均不敏感，有较宽

泛的最适 pH 区间。这表明该抗菌物的性质相对稳

定，不会因加热变性，不易被酶解，不依赖金属离

子发挥功能，且对酸碱环境有一定的耐受能力。这

些稳定的特性会为 BU396 后续的产品加工和田间

应用提供便利条件。 
通过盆栽试验来验证贝莱斯芽孢杆菌 BU396

对马铃薯疮痂病的生防作用，结果显示加入低浓

度的生防菌(生防菌与病原菌的比例为 1:1)，马铃

薯的发病率和病情指数明显降低，加入高浓度(生
防菌与病原菌的比例为 2:1)的生防菌，马铃薯表

面 几 乎 不 产 生 明 显 的 病 斑 ， 病 情 指 数 降 至

15.63%，相对防效达到 76.18%，进一步证明了菌

株 BU396 对马铃薯疮痂病具有良好的防治效果，

为马铃薯疮痂病的有效防治奠定基础。 
本研究分离并鉴定了一株对疮痂链霉菌具有

显著拮抗作用的贝莱斯芽孢杆菌 BU396，对其抗

菌物合成相关基因进行了检测，初步分离获得了抗

菌物，并对抗菌物的抗菌谱和稳定性进行了检测，

最后通过盆栽试验再次验证菌株 BU396 对马铃薯

疮痂病良好的防治效果。在今后的研究中，我们将

对贝莱斯芽孢杆菌 BU396 的抗菌物进行进一步的

分离和纯化，鉴定主要抗菌活性成分，为马铃薯疮

痂病害的生物防治提供参考和依据。 
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