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伯克霍尔德菌 HQB-1 抑制香蕉枯萎病菌的活性化合物 
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摘  要：【背景】伯克霍尔德菌 HQB-1 对香蕉枯萎病菌(Fusarium oxysporum f. sp. cubense Tropical 

Race 4，Foc TR4)具有良好的防治效果。【目的】从菌株 HQB-1 发酵液中分离活性化合物并通过超高

效液相联用质谱进行检测，获得该菌株具有良好生防作用的单体化合物。【方法】以 HQB-1 为目标

菌株，大批量发酵并进行发酵液分离、提纯，通过超高效液相联用质谱法与核磁共振波谱法鉴定活

性化合物。【结果】 HQB-1 菌株发酵液中的蛋白对 Foc TR4 无抑制作用；HQB-1 菌株产生儿茶酚型

铁载体，而不产生异羟肟酸型铁载体；对 HQB-1 菌株发酵液离心、浓缩、干燥，获得乙酸乙酯浸膏

(粗提物)，经过大孔树脂柱的充分吸附，在 30%、60%及无水甲醇的洗脱下获得组分 1−3，对 Foc TR4

的抑菌率分别为 10.06%、27.82%和 51.40%；选择抑菌率最大的组分 3 过硅胶柱层析，获得黄绿色

晶体。该化合物在 365 nm 波长下具有最大吸收峰，将核磁共振图谱与 SciFinder 和 SDBS 信息数据

库进行图谱比对，将该抑菌活性化合物鉴定为吩嗪-1-羧酸(Phenazine-1-Carboxylic Acid，PCA)。PCA

对 Foc TR4 的最小抑菌浓度最低，仅为 1.563 μg/mL，说明 PCA 对 Foc TR4 的抑制效果较强。【结论】

从 HQB-1 菌株中分离得到活性化合物 PCA，PCA 的发现为香蕉枯萎病的生物防治奠定了良好的理

论基础。 
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Abstract: [Background] Burkholderia HQB-1 has good control effect on banana fusarium wilt 
(Fusarium oxysporum f. sp. cubense tropical race 4 (Foc TR4)). [Objective] The active compound was 
separated from the fermentation broth of HQB-1 strain, and the active compound was detected by 
HPLC-MS to obtain the monomer compound with good biocontrol effect. [Methods] HQB-1 strain was 
fermented in large quantities, and then the fermentation broth was separated and purified. The active 
compounds were identified by HPLC-MS and NMR. [Results] The protein from fermentation broth of 
HQB-1 strain had no inhibitory effect on Foc TR4. The catechol type iron carrier rather than hydroxamic 
acid type iron carrier was produced from HQB-1 strain. HQB-1 strain fermentation broth was 
centrifuged, concentrated and dried to obtain ethyl acetate extract (crude extract), which was then fully 
adsorbed by macroporous resin column. The components 1−3 were obtained after eluting by 30%, 60% 
and anhydrous methanol, and the corresponding inhibitory rate to Foc TR4 was 10.06%, 27.82% and 
51.40% respectively. The component with the highest inhibitory rate was selected, and the yellow green 
crystal was obtained through silica gel column chromatography. The compound had a maximum 
absorption peak at 365 nm wavelength. The antibacterial activity compound was identified as 
phenazine-1-carboxylic acid (PCA), after the comparative analysis of NMR spectrum with SciFinder and 
SDBS information database. The minimum inhibitory concentration (MIC) of PCA to Foc TR4 was the 
lowest, only 1.563 μg/mL, indicating that PCA had a strong inhibitory effect on Foc TR4. [Conclusion] 
The active compound PCA isolated from HQB-1 strain had the biocontrol effect on banana fusarium 
wilt. 

Keywords: burkholder, HQB-1 strain, antibacterial compound, separation and purification, phenazine-1- 
carboxylic acid 

伯克霍尔德菌作为生防菌剂，防治植物病原

菌已有报道[1-2]。研究发现该菌可产生复杂而丰富

的次级代谢产物，包括非核苷酸多肽类、铁载体

以及抗生素类(如聚酮等)天然活性物质，这些物质

在拮抗植物病原菌的生物防治中具有重要作用[3-4]。

研究发现，伯克霍尔德菌株 WP40 和 WP42 起决定

作用的生物活性物质是合成铁载体[5]。任嘉红等[6]

认为吡咯伯克霍尔德菌 (Burkholderia pyrrocinia) 

JK-SH007 菌 株 对 杨 树 溃 疡 病 菌 金 黄 壳 囊 孢

(Cytospora chrysosperma) 、 拟 茎 点 霉 (Phomopsis 

macrospore)、七叶树壳梭孢(Fusicoccum aesculi)起

抑制作用的蛋白组分是 A-Ⅱ-2。洋葱伯克霍尔德

菌 CF-66 对真菌类病原菌具有强烈的抑制作用，其

发酵液经分离纯化得到一种生物活性成分——环

二肽 Cyclo(Phe-Pro)[7]。 

香蕉(Musa spp.)是重要的经济作物，也是全球

贸易量最大的水果，与柑橘、葡萄、苹果共同被

联合国粮农组织列为世界四大水果。2019 年，我

国香蕉种植面积超过 32 万 hm2，产量超过 1 000 万 t 

(数据来源于 2019 年香蕉产业体系)，香蕉产业已

成为我国南方地区重要的农业经济支柱。然而，

由尖孢镰孢菌(Fusarium oxysporum f. sp. cubense，

Foc)引起的香蕉枯萎病发病严重，导致香蕉组织死

亡、树体连片枯萎，严重影响我国香蕉产业的健
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康发展[8]。 

本 实 验 室 前 期 筛 选 出 1 株 伯 克 霍 尔 德 菌

HQB-1，该菌株发酵液对香蕉枯萎病菌具有良好

的抑制效果[9]。尽管该菌株表现出良好的生防效

果，但其抑制香蕉枯萎病菌的生物活性物质依然

不清楚。本研究对伯克霍尔德菌 HQB-1 发酵液中

的抑菌活性化合物进行分离、提纯，并通过超高

效液相联用质谱法对其化学结构进行鉴定，以确

定伯克霍尔德菌 HQB-1 发酵产物中的主要抑菌活

性成分。本研究的开展，将进一步明确伯克霍尔

德菌 HQB-1 的生防机理，可为香蕉枯萎病的防治

提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

HQB-1 菌株来自华侨大学园艺植物生物学实

验室，伯克霍尔德菌，革兰氏阴性，菌落形态呈

白色，圆形，表面光滑，有光泽，边缘整齐，不

透明，不产生荧光。细菌形态呈直杆状，菌体大

小为(1.2−2.5) μm×(0.5−1.0) μm。 

供试病原菌：尖孢镰孢菌古巴专化型 4 号生理

小种(Fusarium oxysporum f. sp. cubense Tropical 

Race 4，Foc TR4)，由广东省农业科学院果树研究

所提供。 

试剂均为国产分析纯，厦门绿茵试剂玻仪有

限公司；超高效(压)液相色谱仪、超高效(压)液

相色谱/四极杆飞行时间质谱仪，Agilent 公司；

核磁共振波谱仪，Bruker 公司；即用型透析袋  

(2 000 Da)，北京索来宝科技有限公司。 

钼酸盐溶液：NaNO2 10 g，Na2MoO4 10 g，去

离子水定容至 100 mL。 

FeCl3-HClO4 溶液：1 mL 0.5 mol/L FeCl3，50 mL 

35% HClO4，混合均匀。 

CAS 检 测 液 的 配 制 ： 1 mmol/L 铬 天 青

(CAS)，0.1 mmol/L FeCl3，4 mmol/L 十六烷基三

甲 基溴化胺(HDTMA)。CAS 检测培养基：蔗糖   

0.2 g，酸水解 酪蛋 白 0.3 g， 1 mmol/L CaCl2 

100 μL，1 mmol/L MgSO4 2 mL，琼脂 1.8 g，在

约 60 °C 时 缓 慢 加 入 0.1 mol/L PBS 缓 冲 液      

(pH 6.8−7.0)和 CAS 检测液各 5 mL，即得蓝色检测

培养基。以上所有溶液均用去离子水配制。 

NB 培养基(g/L)：牛肉膏 3.0，蛋白胨 5.0，pH 

7.0−7.2。 

KMB 液体培养基参考龙云川等[10]方法配制。 

发 酵 培 养 基 (g/L) ： 牛 肉 膏 5.0 ， 酵 母 浸 粉

10.0，NaCl 5.0。 

1.2  方法 

1.2.1  HQB-1 菌株发酵液中蛋白酶类物质的抑菌

活性检测 

HQB-1 菌株发酵上清液制备：以 1%的接种

量接种 NB 培养基，27 °C、200 r/min 培养 36 h，

10 000 r/min 离心 15 min，取上清备用。 

采用硫酸铵沉淀法分离抑菌活性物质[11]，有

改动。取 HQB-1 菌株发酵上清液 5 mL，分别通过

10%、30%、50%、70%和 80%的硫酸铵分级沉淀

后，于 4 °C 静置过夜，以 80%饱和硫酸铵的空白

培养液作为对照，经 12 000 r/min 离心 20 min 后分

别收集上清和蛋白质沉淀，通过平板对峙法分别

对上清和沉淀进行抑菌活性测试。 

抑菌率(%)=(对照菌落直径−处理菌落直径)/对

照菌落直径×100。 

透析法：将透析袋剪成 10−20 cm 的小段，在

大体积的 2%碳酸氢钠和 1 mmol/L EDTA (pH 8.0)

中将透析袋煮沸 10 min，用蒸馏水彻底清洗透   

析袋；再放在 1 mmol/L EDTA (pH 8.0)中煮沸   

10 min，冷却后存放于 4 °C，并确保透析袋始终浸

没在溶液内，使用前在透析袋内装满蒸馏水然后

排出，将之清洗干净。 

取 HQB-1 菌株发酵上清液 5 mL 装入透析袋，

放在加入适量(500 mL)透析液(PBS 缓冲液，pH 

7.2−7.4)的空白烧杯中，4 °C 过夜，中间更换透析

溶液 3−4 次。经 12 000 r/min 离心 20 min 后，分别

收集上清和蛋白质沉淀，通过上述的平板对峙法

分别对上清和沉淀进行抑菌活性测试。 
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1.2.2  HQB-1 菌株发酵液中的铁载体检测 

铁载体定性检测：HQB-1 菌株产铁载体检测

采 用 改 进的 CAS 检 测 平 板 法 [12-13] 。 将 活 化的

HQB-1 菌株接种至冷却后的蓝色检测平板中，置

于 27 °C 培养箱中培养 24 h，定期观察菌株生长情

况及培养基颜色变化，拍照记录结果。 

铁载体类型鉴定参考文献[14-15]：将 HQB-1

菌株接种于 KMB 液体培养基，在 27 °C、200 r/min

发酵 3 d，取菌株 MKB 发酵液 4 mL，于 10 000 r/min

离心 10 min 保留上清液。 

采用 Arnow 法检测儿茶酚型铁载体：取 HQB-1

菌株发酵上清液 1 mL，依次加入 1 mL 0.5 mol/L 的

HCl 和 1 mL 钼酸盐溶液至颜色变黄，再加入 1 mL 

0.5 mol/L 的 NaOH，当溶液由黄变红并保持 15 min

不变色，则证明存在儿茶酚型铁载体。 

FeCl3-HClO4 试验检验异羟肟酸型铁载体：

取 HQB-1 菌株发酵上清液 0.5 mL，加入 2.5 mL 

5 mmol/L 高氯酸铁溶液，若颜色变红则说明存在

异羟肟酸型铁载体，若颜色变黄则说明不存在。

以上试验均以无菌培养液和蒸馏水作为对照组，

其他步骤相同。 

铁 载 体 定 量 检 测 参 考 赵 翔 等 [13] 方 法 。 取

HQB-1 菌株发酵液，10 000 r/min 离心 10 min，利

用 0.22 μm 针式过滤器过滤，将上清液稀释与等体

积的 CAS 检测液混合；充分反应后检测 OD630，得

到吸光值 A；以去离子水与 CAS 检测液等体积混

合测得的 Ar 为对照，A/Ar 值越低，表明铁载体含

量越高。 

1.2.3  HQB-1 菌株批量发酵与抑菌物质粗提 

将 HQB-1 菌株接入发酵培养基进行批量发

酵，初始接种量为 1% (体积比)，转速 200 r/min，

培养温度 27 °C，pH 为 7.0。以 1%的接种量接种至

装有 40 L 培养基的 200 L 发酵罐中进行发酵，每隔

12 h 取样，观察菌体生长情况，并进行 OD600 值检

测。经过 36 h 发酵后，收集样品。将上述收集到

的 40 L HQB-1 菌株发酵液置于抽滤机中，以流速

为 10 L/h 将菌体与上清液分离开，并分别收集于新

的空桶中，再通过 200 nm 陶瓷膜进行二级抽滤和

浓缩，共获得发酵上清浓缩液 5 L。 

抑菌物质初步提取：采用有机试剂萃取法，

将发酵上清浓缩液与等量乙酸乙酯混合均匀，置

于分液漏斗中萃取，重复 3 次，合并乙酸乙酯层；

再通过 40 °C 旋转蒸发仪浓缩至蒸干水分，经真空

干燥箱 40 °C 干燥 2 h 后置于干燥皿中称重备用。 

1.2.4  抑菌物质的柱层析分离 

将乙酸乙酯粗提物溶解于水中，过大孔吸附

树脂[16]，分别以 30%、60%及无水甲醇进行洗脱，

收集洗脱组分 1−3，并通过毒力平板法检测不同组

分的抑菌活性。对抑菌效果最强的组分 3 进行硅胶

柱层析[17]，收集亚组分 1−3，并通过毒力平板法检

测不同亚组分的抑菌活性。 

采用薄层层析(Thin Layer Chromatography，

TLC)生物活性自显影法对抑菌活性化合物进行定

性检测，用紫外分析仪进行观察并标记化合物的

位置。 

1.2.5  抑菌化合物的化学结构解析 

取少量抑菌活性化合物溶解于无水甲醇中，

通过紫外可见分光光度计进行不同波段的扫描

(200−800 nm)，确定其最大吸收波长。 

取少量抑菌活性化合物进行抑菌化合物高效液

相色谱(High Performance Liquid Chromatography，

HPLC)检测，色谱柱冲洗程序为：初始流动相(5%

甲醇，体积比) 0.1 min，线性梯度(至 95%甲醇，体

积比)洗脱 6 min，在 6−8 min 内降至 5%甲醇。其他

分析参数为：进样量为 5 μL，流动相 A 为水(含 0.1%

乙酸)，流动相 B 为无水甲醇，体积比为 30:70，流速

为 0.4 mL/min，紫外检测波长为 365 nm。 

采用超高效液相联用质谱(Q-TOF)检测抑菌活

性物质，检测条件为：干燥气为高纯N2，毛细管电

压 4 kV，雾化器压力 35 psig，碎裂电压 140 V，干

燥器温度 200 °C，干燥气流速 9 L/min，鞘气温度

350 °C，鞘气流速 10 L/min，离子扫描范围为

100−1 100 m/z。二级质谱参数中碰撞能量设定为

10−40 eV。通过 Mass Hunter Qualitative Analysis 
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(B.07.00)软件进行数据处理和分析。 

使用核磁共振波谱仪 Avance  500 MHzⅢ ，

30 °C 条 件 下 用 5 mm 探 针 进 行 样 品 的 氢 谱

(1H-NMR)和碳谱(13C-NMR)检测。核磁共振波谱

检测结果用 MestReNova (6.1.1-6384)软件处理和

分析。 

1.2.6  活性化合物的最小抑菌浓度检测 

采用 96 孔板微量滴定法[18]检测 PCA 对香蕉枯

萎 病 菌 (Foc TR4) 、 炭 疽 病 菌 (Colletotrichum 

gloeosporioides)、灰霉病菌(Botrytis cinerea)及香

蕉叶斑病菌(Curvulatia fallax)等多种常见植物病

原 真 菌 的 最 小 抑 菌 浓 度 (Minimum Inhibitory 

Concentration，MIC)。 

2  结果与分析 

2.1  HQB-1 菌株发酵液中蛋白酶类物质的检测 

采用硫酸铵分级沉淀法及透析法提取 HQB-1

菌株发酵液中的蛋白酶类物质，然后通过平板对

峙法分别对上清和蛋白沉淀进行抑菌活性测试。

结果表明，30%与 50%硫酸铵沉淀对 Foc TR4 菌丝

有微弱的抑菌效果，但均不超过 5%，而 10%、

70%、80%硫酸铵沉淀及透析法获得的蛋白提取液

均未显示抑菌活性，初步推断 HQB-1 菌株对 Foc 

TR4 起拮抗作用的是非蛋白酶类物质。 

2.2  HQB-1 菌株发酵液中铁载体的检测 

由图 1 可知，HQB-1 菌株在 30 °C、蓝色检测

平板中生长良好，培养约 12 h 菌落周围便形成明

显晕圈；培养 24 h 后周围产生半径约为 1.2 cm 的

橘 黄 色 晕 圈 ， 产 铁 载 体 圈 与 菌 落 直 径 比 约 为

3.5:1。表明 HQB-1 菌株在生长过程中可分泌产生

铁载体，能螯合 CAS 染液中的 Fe3+，从而导致培

养基颜色由蓝变橙，在 CAS 检测平板上形成铁载

体分泌圈，并且在相同条件下，晕圈直径越大的

细菌产铁载体能力越高。 

Arnow 检测结果显示，HQB-1 菌株发酵液试

管中出现一定程度的变红现象(图 2A)，并且保持

在 15 min 内颜色无变化，表明 HQB-1 菌株发酵液

中含有儿茶酚型铁载体。高氯酸铁试验结果如图

2B 所示，反应颜色呈黄色而未变红，表明 HQB-1

菌株不产生异羟肟酸型铁载体。 

一般情况下，高产铁载体细菌的 A/Ar 低于

0.5[19]。表 1 中不同稀释倍数样品的 A/Ar 值均在

0.99−1.03 之间，说明 HQB-1 菌株虽能产生一定量

的铁载体以保证自身生长发育所需，并非高产铁

载体菌株。 

2.3  HQB-1 抑菌物质的柱层析分离 

对 HQB-1 菌株发酵液离心、浓缩、干燥，共

获得 36 g 乙酸乙酯浸膏(粗提物)。乙酸乙酯浸膏经

过大孔树脂柱的充分吸附，在 30%、60%及无水甲

醇的洗脱下获得组分 1−3 (图 3)。各组分抑菌率分 
 

 
 

图 1  HQB-1 菌株铁载体检测结果 
Figure 1  The siderophore detection of strain HQB-1 
 

 
 

图 2  HQB-1 菌株产铁载体类型检测 
Figure 2  Detection of siderophore type of strain HQB-1  

注：A：儿茶酚型铁载体检测；B：异羟肟酸型铁载体检测 

Note: A: Detection of catechol type; B: Detection of hydroxamic 
acid type 
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表 1  HQB-1 菌株发酵液中铁载体的定量检测 
Table 1  Quantitative detection of siderophore in 
fermentation broth of strain HQB-1 

稀释倍数 

Dilution Ratio 

CK (Ar) HQB-1 (A) A/Ar

4 2.483 2.507 1.009

6 2.536 2.529 0.997

8 2.456 2.531 1.031

10 2.528 2.513 0.994

注：A/Ar 比值越小，铁载体含量越高 

Note: The smaller the A/Ar ratio, the higher the content of iron 
carrier 

 
别为 10.06%、27.82%和 51.40%，表明 HQB-1 菌株

产生的抑菌活性物质在甲醇中的溶解度随甲醇浓

度升高而增大。 

将组分 3 过硅胶柱层析，以氯仿/甲醇体系进

行梯度洗脱，其中 1:9 (体积比)洗脱获得的亚组分

3 显示出较强的抑菌活性。同时，亚组分 3 的 TLC

结果证明在展开剂(氯仿:甲醇=1:9)下有良好的展开

效果，在 254 nm 下有一特征性主斑点(图 4)，推测

该斑点物质可能为 HQB-1 菌株发挥抑菌作用的主

要活性组分。将该组分通过旋转蒸发仪去除有机

试剂，真空干燥后称重，获得约 35.20 mg 的黄绿

色晶体，得率约为 73.17%。 

该黄绿色晶体配制成溶液，其对 Foc TR4 的 

最小抑菌浓度为 1.563 μg/mL，同时，5、25 和  

50 μg/mL 浓度的溶液对 Foc TR4 抑菌率分别达到

78.88%、87.72%和 100%。 

2.4  抑菌化合物的化学结构解析 

抑菌化合物在200−800 nm的紫外吸收光谱结果

表明，该化合物在 365 nm 波长下具有最大吸收峰，

推测该化合物化学结构中可能存在吩嗪环结构。 

不同浓度抑菌化合物溶液 365 nm 吸光值检

测结果表明，抑菌化合物浓度与吸光值呈良好线

性关系。以吸光值为纵坐标 Y，抑菌化合物的质

量 浓 度 (μg/mL) 为 横 坐 标 X ， 得 回 归 方 程  

Y=0.069 22+0.061 71X，其中 R2>0.999，表明拟合

程度较好。因此，以该最大吸收波长 365 nm 作为

HPLC 的检测波长。 

该抑菌化合物在高效液相色谱 365 nm 检测波

长下分离效果良好，单一最大吸收峰的保留时间

为 1.617 min。抑菌化合物分子的 Q-TOF 一级质谱

图显示存在 2 个较强的离子峰，分别为[M-H]− m/z 

223.048 8 和 m/z 179.058 8。 

通过对分子式预测功能，得到抑菌化合物假

定 得 分 最 高 的 分 子 式 为 C13H8N2O2 ， 理 论 值 为

[M-H]− m/z 223.051 3，实测值为 m/z 223.051 2，偏

差为−1 mg/L，小于 5 mg/L 的化合物结构分析最小

误差。在负离子模式下，二级质谱中出现一个丰

度较大的特征碎片离子峰[M-H]− m/z 179.057 6，与

吩嗪环的质谱信息相近，推测该碎片可能由化合

物丢失一个羧基(−COOH)而形成。根据文献报道

并与相关数据库对比，推断抑菌化合物可能为吩

嗪-1-羧酸(Phenazine-1-Carboxylic Acid，PCA)。 

 
 

 

 
图 3  不同浓度甲醇洗脱下各组分的抑菌效果 
Figure 3  Antifungal effect of fraction 1–3 eluted by different concentrations of methanol 

注：1：30%甲醇洗脱；2：60%甲醇洗脱；3：无水甲醇洗脱；4：对照 

Note: 1: Eluted by 30% methanol; 2: Eluted by 60% methanol; 3: Eluted by 100% methanol; 4: Control 



王明元等: 伯克霍尔德菌 HQB-1 抑制香蕉枯萎病菌的活性化合物分离鉴定 1971 

 

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

 
 

图 4  亚组分 3 TLC 检测结果 
Figure 4  TLC of subcomponent 3 

 

抑菌化合物的核磁共振波谱检测结果如图 5、

图 6 所 示 ， 各 峰 形 积 分 情 况 如 下 ： 13C-NMR    

(126 MHz ， CDCl3) δ 165.93 (s) ， 137.42 (s) ，  

135.11 (s)，133.24 (s)，131.75 (s)，130.28 (s)，

130.07 (s)，127.96 (s)，77.30 (s)，77.04 (s)，76.79 (s)。
1H-NMR (500 MHz，CDCl3) δ 15.58 (s，30H)，

8.98 (dd，J=7.0，1.3 Hz，28H)，8.98 (dd，J=7.0，

1.3 Hz，33H)，8.53 (dd，J=8.7，1.3 Hz，28H)，

8.64−8.34 (m ， 47H) ， 8.38−8.32 (m ， 28H) ，

8.42−8.11 (m ， 60H) ， 8.32−8.25 (m ， 30H) ，

8.09−7.97 (m ， 87H) ， 8.11−7.86 (m ， 90H) ，   

7.27 (s，12H)，7.27 (s，9H)，0.00 (s，6H)，0.00 

(s，7H)。 

在 1H-NMR、13C-NMR 图谱中，分别获得 8 个

和 13 个高分辨信号。由图 5 可知，化学位移 δH 

7.30−9.00 区域的 7 个峰为芳香质子峰，δH 15.58 处

的 峰 为 羧 酸 质 子 峰 ， 验 证 了 质 谱 中 存 在 羧 基

(−COOH)的推测。在 13C-NMR 图谱中(图 6)，δC 

124.91−144.07 区域的 12 个峰处于芳香碳的检测范

围，这表明该分子可能具有对称的化学结构。δC 

165.93 处的峰值明确地表明化合物分子结构中存在

羰 基 碳 。 同 时 ， 将 核 磁 共 振 图 谱 与 SciFinder 

(http://scifinder.cas.org) 和 SDBS 信 息 数 据 库

(https://SDBS.db.aist.go.jp/)进行图谱比对，将该抑

菌活性化合物鉴定为 PCA (图 7)。 
 

 
图 5  抑菌化合物的核磁共振氢谱 
Figure 5  1H-NMR spectrum of antifungal compound 
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图 6  抑菌化合物的核磁共振碳谱 
Figure 6  13C-NMR spectrum of antifungal compound 
 

表 2 为 96 孔板微量滴定试验的结果，从中可

知 PCA 对 Foc TR4、炭疽病菌、灰霉病菌和香蕉叶

斑病菌的 MIC 值分别为 1.563、6.125、1.563 和

3.125 (表 2)，均低于多菌灵处理组，表明 PCA 抑

菌效率比多菌灵更强。其中，PCA 对 Foc TR4 的

MIC 值最低，仅为 1.563 μg/mL，说明 PCA 对 Foc 

 

 
 

图 7  PCA 的化学结构式 
Figure 7  Chemical structure of PCA 

表 2  PCA 拮抗多种病原菌的 MIC 值 
Table 2  MIC values of PCA against pathogenic fungi 

病原菌 

Pathogenic fungi 

PCA 
(μg/mL) 

多菌灵 

Carbendazim  
(μg/mL) 

0.1% 
DMSO 
(μg/mL) 

Foc TR4 ≥1.563 ≥3.125 − 

炭疽病菌 

Colletotrichum 
gloeosporioides 

≥6.125 ≥12.5 − 

灰霉病菌 

Botrytis  
cinerea 

≥1.563 ≥6.25 − 

香蕉叶斑病菌 

Curvulatia  
fallax 

≥3.125 ≥6.25 − 

注：−：没有抑菌效果 

Note: −: No antimicrobial effects 
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TR4 的抑制效果较强。同时，0.1% DMSO 处理对

供试病原菌均无抑制作用。 

3  讨论与结论 

通过对抑菌化合物的化学结构进行鉴定，能

够清晰地分析伯克霍尔德菌 HQB-1 的主要抑菌组

分。UV 结果显示，抑菌化合物在 365 nm 波长下具

有最大吸收，推测其分子结构中可能存在吩嗪环

的结构。超高效液相联用质谱技术兼顾了液相色

谱的分离能力和质谱的分辨能力，利用各元素、官

能团之间数目不同所导致的分子量差异进行推测，

再分别进行质谱碎片分析，能够有效地预测未知物

的分子量和化学结构。 
1H-NMR 氢谱显示，抑菌化合物中存在 8 个芳

香质子，并且芳香环中 ABCD 对称的结构特征通

常存在于吩嗪衍生物中。13C-NMR 碳谱显示，化

合物中存在 1 个明显的羰基碳，证明化合物中含  

1 个羧基，而 13 个芳香碳表明目标分子具有高度对

称的结构[11]。同时，将核磁检测图谱与数据库对

比，最终确定抑菌化合物为吩嗪-1-羧酸(PCA)。

Bilal 等 [20] 同 样 利 用 大 孔 树 脂 从 绿 针 假 单 胞 菌

(Pseudomonas chlororaphis)菌株中分离得到 PCA，

本研究与前人研究结果一致。 

PCA 是一种杂环活性化合物，对土传病原菌

具有良好的生防作用[21-22]。研究认为荧光假单胞

菌 HC1-07 和 HC9-07 的主要生防机制分别是产生

PCA 和 环 脂 肽 [23] 。 产 PCA 的 荧 光 假 单 胞 菌

LBUM223 对马铃薯疮痂病菌具有良好的生物防治

效果[24]。绿针假单胞菌 30-84 因产生 PCA，被认为

是抑制小麦根际真菌病原菌的生物防治剂 [25]。

Mavrodi等[26]则在小麦和大麦根系或根际发现 68株

产 PCA 的荧光假单胞菌。 

已有研究表明，伯克霍尔德菌具有明显的抑

制病原菌作用[27]。宫安东等[28]认为，伯克霍尔德

菌 WY6-5 产生的活性成分主要是二甲基二硫，对

黄曲霉抑菌率高达 95%。另有研究表明，伯克霍

尔德菌 JK-SH007 对杨树溃疡病防治效果良好，进

一步分析发现挥发性有机物(二甲基二硫醚等)起主

要贡献[29-30]。在本研究中，伯克霍尔德菌 HQB-1

生防活性成分是 PCA，此发现进一步完善了伯克

霍尔德菌生防活性成分，为生物农药的研制提供

了新的思路。同时，我国香蕉枯萎病的生防菌多

以芽孢杆菌[31]和链霉菌[32-33]等为主。本研究丰富

了我国农业生防菌资源库，为香蕉枯萎病的防治

提供了新的选择。 

研究认为，PCA 对真核生物和细菌的影响是

由于它们能够使保护生物体免受氧化应激的蛋白

质失活[34-35]。研究表明，绿脓杆菌 LV 菌株产生的

PCA 可导致番茄灰霉病菌(Botrytis cinerea)菌丝扭

曲变形，损伤严重[36]。此外，PCA 通过诱导活性

氧的积累导致水稻黄单胞杆菌细胞死亡，从而达

到生防作用[37]。 

本研究发现，伯克霍尔德菌 HQB-1 可产生一

定量儿茶酚型的铁载体，但定量试验证明 HQB-1

并非高产铁载体菌株。因此，推测微生物产生铁

载体并不是简单的累积效应，而是与其生长状态

密切相关的。研究表明，菌株分泌铁载体受培养

条件、培养时间等因素影响。韩立荣[38]探究了培

养条件对菌株铁载体分泌的影响，发现培养基碳

源、氮源、pH、培养温度等条件影响着铁载体的

合成。赵翔等[13]发现亚铁离子可严格抑制荧光脓

菌素的合成，但也可诱导儿茶酚型铁载体的分

泌。因此，菌株分泌铁载体受多因素影响，其产

铁载体调控机制还需进一步研究。 

综上所述，基于伯克霍尔德菌发酵液具有生物

活性成分的前提，本研究成功从 HQB-1 菌株中分

离鉴定出 PCA 组分，结合以往研究报道，推测 PCA

是伯克霍尔德菌 HQB-1 抑制香蕉枯萎病菌的主要

活性成分，这为香蕉枯萎病的防治提供了理论依

据，但 PCA 的生防分子机制还需要进一步研究。 
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