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研究报告 

多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 对林木病原菌物的拮抗作用

及代谢产物的稳定性 

解星丽 1,2  吴小芹*1,2 
1 南京林业大学林学院 南方现代林业协同创新中心  江苏 南京  210037 

2 江苏省有害生物入侵预防与控制重点实验室  江苏 南京  210007 

摘  要：【背景】伯克霍尔德氏菌(Burkholderia)是一类重要的植物根际促生细菌，许多菌株具有抑制

植物病原菌生长和促进植物生长等功能。【目的】探究高效解磷促生细菌多噬伯克霍尔德氏菌     

(B. multivorans) WS-FJ9 对不同林木病原菌物的抑菌作用。【方法】采用平板对峙法检测菌株 WS-FJ9

对 5 株林木病原真菌和卵菌的抑制效果；基于比色法检测经菌株 WS-FJ9 处理后病原菌菌丝细胞内

含物的变化；使用 antiSMASH 5.0 在线预测网站对其次生代谢物质进行预测；通过菌丝生长抑制速

率法对其无菌发酵滤液的抑菌活性和稳定性进行研究。【结果】菌株 WS-FJ9 对 5 种林木病原菌均具

有不同程度的抑制作用，其中菌悬液对樟疫霉(Phytophthora cinnamomi)的抑制作用最好，抑菌带宽度

为 14.82±0.20 mm，无菌发酵滤液对真菌拟茎点霉(Phomopsis macrospore)和松杉球壳孢(Sphaeropsis 

sapinea)的抑制效果显著，抑菌率分别为 62.22%和 62.78%；经无菌发酵滤液处理后的病原菌菌丝内

的丙二醛含量增高，还原糖和可溶性蛋白含量显著降低。WS-FJ9 菌株的基因组中含 27 个不同的次

级代谢产物编码基因簇，其中包含编码嗜铁素、细菌素和抗生素等抑菌基因簇；该菌株发酵液在

高温、紫外照射和强酸强碱环境条件下及经蛋白酶处理后，其抑菌活性均未受到影响。【结论】多

噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 对林木病原菌物具有很好的生防潜力。 

关键词：多噬伯克霍尔德氏菌，病原真菌和卵菌，发酵液，稳定性 

Antagonism against forest pathogens and stability of fermentation 
broth of Burkholderia multivorans WS-FJ9 
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Abstract: [Background] Some Burkholderia are important plant rhizosphere growth-promoting bacteria, 
which can inhibit plant pathogens and promote plant growth. [Objective] This study is to investigate the 
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antagonistic ability of phosphate solubilizing and growth-promoting bacteria B. multivorans WS-FJ9 
against different forest pathogens. [Methods] The antagonistic effect of WS-FJ9 strain against five 
forest pathogenics, the changes of mycelial contents of pathogenic fungi and oomycetes treated by strain 
WS-FJ9, the prediction of secondary metabolites and the antagonistic activity and stability of the 
fermentation broth were studied by using dual culture, colorimetric method, antiSMASH 5.0 online 
prediction site and mycelium growth inhibition rate method, respectively. [Results] The strain WS-FJ9 
had different inhibitory effects against the five forest pathogens, in which the suspension had the best 
inhibitory effect against Phytophthora cinnamomi with the inhibitory zone width up to 14.82±0.20 mm. 
The fermentation broth of WS-FJ9 had significant inhibitory effect against Phomopsis macrospore and 
Sphaeropsis sapinea, and the inhibition rates were 62.22% and 62.78%, respectively. The contents of 
malondialdehyde (MDA), reducing sugar and soluble protein in the mycelia of pathogenic bacteria were 
increased after the treatment of sterile fermentation filtrate. The genome of the WS-FJ9 strain contained  
27 different gene clusters encoding secondary metabolites, including genes encoding siderophores, 
bacteriocins and antibiotics. The antifungal activity of the fermentation broth of the strain was not 
affected under high temperature, ultraviolet irradiation, protease treatment, extreme acid and alkali 
treatment. [Conclusion] B. multivorans WS-FJ9 could be potentially used as biocontrol agent against 
forest pathogens. 

Keywords: Burkholderia multivorans, pathogenic fungi and oomycetes, fermentation broth, stability 
 

植物病原菌是引起植物病害的主要病原，如疫

霉属(Phytophthora)、镰刀菌属(Fusarium)和丝核菌

属(Rhizoctonia)等是常见的植物病原菌[1]，给农林

业生产造成严重损失。目前化学农药仍然是防治植

物病害的主要方法，但化学农药的长期大规模滥

用，不仅导致土壤中的有益微生物受到危害、生态

环境遭到破坏，而且还严重影响人类健康[2]。生物

防治作为一种环境友好型的植物病害控制措施已

成为国内外的研究热点[3]。 

植物根际促生细菌 (Plant Growth Promoting 

Rhizobacteria，PGPR)可通过产生氰化氢(HCN)、

抗生素及真菌细胞壁水解酶等代谢物质来抑制植

物病原真菌的生长和繁殖 [4]。芽孢杆菌(Bacillus 

spp.)菌株可产生多黏菌素(Polymyxin)、环杆菌素

(Circulin)和黏菌素(Colistin)等抗生素，对革兰氏

阳性和阴性细菌以及一些致病性真菌具有拮抗活

性[5]。Hill 等[6]研究发现由荧光假单孢菌(Pseudomonas 

fluorescens) BL915 菌 株 产 生 的 硝 吡 咯 菌 素

(Pyrrolnitrin，PRN)对引起棉花枯萎的立枯丝核菌

(Rhizoctonia solani)具有抑制作用。Gao 等[7]报道了

由瓦雷兹芽孢杆菌(B. velezensis) ZSY-1 产生的挥

发性化合物对植物病原真菌具有拮抗活性。除此之

外，PGPR 还可通过竞争和寄生作用及诱导抗性等

机制来抑制植物病原菌。 

洋葱伯克霍尔德氏菌群(Burkholderia cepacia 

Complex，Bcc)是一组表型相近但基因型不同的复

合物，许多 Bcc 种类为植物根际促生菌，可产生

不同的抗菌化合物来抑制植物病原菌[8]，如产生

抗生素和铁载体等代谢物质来抑制腐霉(Pythium 

spp.)、立枯丝核菌和镰刀菌(Fusarium spp.)的孢

子 萌 发 和 菌 丝 生 长 [9]。 Deng 等 [10]报 道 了 菌 株   

B. contaminans MS14 具有广谱的抗菌活性，并显

示出其在生物农药开发方面的巨大潜力。 

本实验室前期从松树根际筛选获得一株可促

进林木生长的多噬伯克霍尔德氏菌(Burkholderia 

multivorans) WS-FJ9[11]，研究表明，该菌株具有良

好的溶磷特性，并可明显促进林木生长[12-13]。然而

关于该菌株对林木病原菌物的拮抗活性未见报道。

为进一步了解该菌株的抗菌特性，本研究针对多噬

伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 对几种林木病原菌的拮抗

活性、抗菌特性以及代谢产物的稳定性进行探究，

以期为今后该菌株 WS-FJ9 在植物病害生物防治中
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的开发和应用提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

根 际 促 生 细 菌 多 噬 伯 克 霍 尔 德 氏 菌

(Burkholderia multivorans) WS-FJ9，由本实验室前

期从福建官庄林场 28 年生湿地松树根际土壤分离

筛选获得[11]，现保藏于中国典型培养物保藏中心

(CCTCC)，保藏编号为 M2011435。 

植物病原菌立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)、

樟 疫 霉 (Phytophthora cinnamomi) 、 金 黄 壳 囊 孢

(Cytospora chrysosperma) 、 拟 茎 点 霉 (Phomopsis 

macrospore)、松杉球壳孢(Sphaeropsis sapinea)均保

存于南京林业大学森林病理实验室。 

1.2  主要试剂和仪器及培养基 

硫代巴比妥酸、考马斯亮蓝 G250、3,5-二硝

基水杨酸，国药集团化学试剂有限公司；三氯乙酸、

刚果红、K2HPO4、MgSO4、CaCl2 等，天津风船化

学试剂科技有限公司。pH 计，梅特勒-托利多仪器

(上海)有限公司；紫外分光光度计，珀金埃尔默股

份有限公司；恒温生化培养箱，上海一恒实业有限

公司。 

LB 培养基和 PDA 培养基的配制方法见参考

文献[14]；嗜铁素检测培养基：根据 Schwyn 等的

方法制作铬天青(Chromeazurol S，CAS)定性检测

培养基[15]；蛋白酶检测培养基和纤维素酶检测培

养基的配制方法见参考文献[16]。 

1.3  WS-FJ9 抑菌谱的测定 

WS-FJ9 抑菌谱的测定采用平板对峙法[17]：用

无菌打孔器(直径 5 mm)在已活化好的立枯丝核菌、

樟疫霉、金黄壳囊孢、拟茎点霉和松杉球壳孢平板

上打孔，将菌碟接入 PDA 平板中央；取一环细菌，

在距离平板中央圆心左右各 3 cm 处分别划线接种

WS-FJ9，于 28 °C 恒温培养 3−4 d，待空白对照长

满整个培养皿时，用游标卡尺测量抑菌圈宽度，判

断拮抗效果。每个处理 3 个重复。抑菌带宽度为病

原菌菌落边缘到细菌菌苔边缘之间的距离(mm)。 

1.4  菌株 WS-FJ9 无菌发酵滤液的抑菌谱测定 

1.4.1  无菌发酵滤液的制备 

于固体 LB 平板上活化菌株 WS-FJ9，用接种

环挑取菌株 WS-FJ9 单菌落于 20 mL 液体 LB 培养

基中，在 28 °C、200 r/min 的摇床中振荡培养 24 h

获得种子液。参考丁森等[18]的方法制备无菌发酵

滤液：按照 1%的接种量将种子液重新转接至 LB

液体培养基中，在 28 °C、200 r/min 的摇床中振荡

培养 72 h 后获得发酵液。将发酵液 10 000 r/min

离心 20 min 后获取上清液，用 0.22 μm 滤膜过滤，

即获得无菌发酵滤液。 

1.4.2  无菌发酵滤液的抑菌活性检测 

按照 10%的比例将无菌发酵滤液加入 PDA 培

养基中，摇匀后倒入培养皿中制成带毒平板。将病

原菌菌碟接种至带毒平板的中央，以加入等量的液

体 LB 培养基为对照，每个处理重复 3 次，置于

28 °C 条件下培养 3 d。用十字交叉法测量病原菌

的直径大小。抑菌率的测定公式为：抑菌率=(对照

菌落直径–处理菌落直径)/(对照菌落直径–菌饼直

径)×100%[19]。 

1.5  无菌发酵滤液对 3 株林木病原菌代谢的影响 

1.5.1  酶液的制备 

挑取樟疫霉、拟茎点霉和松杉球壳孢 3 株植物

病原菌菌块于 20 mL 液体 PDA 中，25 °C、180 r/min

条件下培养 4 d 后加入菌株 WS-FJ9 的无菌发酵

滤液，继续培养 48 h 后将病原菌菌丝取出，用

无菌水进行反复清洗后滤纸吸干滤液，称重并记

录。将菌丝移至研钵中，加入 Tris-HCl 提取液

(0.05 mol/L，pH 7.8)，冰浴下研磨至糊状。将研

磨液于 4 °C、12 000 r/min 离心 15 min，取上清

液备用。 

1.5.2  丙二醛含量的测定 

参考梁军等[20]的方法对病原菌菌丝内的丙二

醛含量进行测定。 

1.5.3  还原糖含量的测定 

参考梁军等[20]的方法对病原菌菌丝内的还原

糖含量进行测定。 
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1.5.4  可溶性蛋白含量的测定 

参考 Chou[21]的方法对病原菌菌丝内的可溶性

蛋白含量进行测定。 

1.6  菌株 WS-FJ9 产抑菌活性物质的测定 

1.6.1  产嗜铁素能力的测定 

使用 CAS 定性检测培养基检测菌株产嗜铁素

能力，将菌株 WS-FJ9 点接到培养基上，28 °C 培

养 4 d，若产生透明圈则表明有嗜铁素产生。 

1.6.2  产蛋白酶能力的测定 

使用蛋白酶检测培养基检测菌株产蛋白酶的

能力，将菌株 WS-FJ9 点接到培养基上，28 °C 培

养 4 d，若产生透明圈则表明有蛋白酶产生。 

1.6.3  产纤维素酶能力的测定 

使用纤维素酶检测培养基检测菌株产纤维素

酶的能力，将菌株 WS-FJ9 点接到培养基上，28 °C

培养 4 d，若产生透明圈则表明有纤维素酶产生。 

1.7  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 次生代谢物

质的预测 

根据菌株 WS-FJ9 的全基因组序列[22]，通过

antiSMASH 5.0 在线预测网站对其次生代谢物质

进行预测[23]。 

1.8  无菌发酵滤液抑菌作用的稳定性检测 

1.8.1  温度对无菌发酵滤液抑菌稳定性的影响 

无菌发酵滤液置入 4、40、60、80、100 °C 不

同温度的水浴锅中处理 1 h，处理完毕后将其冷却

至室温，根据 1.4.2 的方法测定无菌发酵滤液对   

3 株病原菌的抑菌作用，对照组为未经处理的

28 °C 无菌发酵滤液，每个处理 3 个重复。  

1.8.2  紫外光对无菌发酵滤液抑菌稳定性的影响 

取 0.5 mL 的无菌发酵滤液于直径为 9 cm 的无

菌培养皿中，揭开皿盖放置于距 30 W 紫外灯 30 cm

处，分别照射 15、30、60、180、360 min 后，检

测无菌发酵滤液对 3 株病原菌的抑菌作用，对照组

为未经紫外线照射的无菌发酵滤液，每个处理   

3 个重复。 

1.8.3  pH 对无菌发酵滤液抑菌稳定性的影响 

用 1 mol/L 的 HCl 溶液和 1 mol/L 的 NaOH 溶

液调节无菌发酵滤液的 pH 为 2.0、4.0、6.0、8.0、

10.0、12.0，静置 24 h 后调回至无菌滤液的原始值

(pH 8.67)，分别测定无菌发酵滤液对 3 株病原菌的

抑菌作用，对照组为未经酸碱溶液处理的无菌发酵

滤液，每个处理 3 个重复。 

1.8.4  蛋白酶对无菌发酵滤液抑菌稳定性的影响 

在无菌发酵滤液中分别加入终浓度为 1 mg/mL

的蛋白酶 K 和胰蛋白酶，混匀后于 37 °C 条件下

静置 1 h，检测无菌发酵滤液对 3 株病原菌的抑菌

作用，对照组为未加入蛋白酶处理的无菌滤液，每

个处理 3 个重复[24]。 

1.9  数据处理 

试验数据利用 Microsoft Excel 进行处理，采用

SPSS 21.0 统计软件中的方差分析程序进行差异显

著性分析，处理间差异多重比较采用 Duncan 新复

极差法(P<0.05)。 

2  结果与分析  

2.1  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 对 5 种不同

林木病原菌的拮抗作用 

如图 1 所示，菌株 WS-FJ9 对金黄壳囊孢、樟

疫霉、拟茎点霉、立枯丝核菌和松杉球壳孢 5 种

林木病原菌均有不同程度的拮抗作用，其中菌株

WS-FJ9 对樟疫霉的抑制效果最好，与对照组相

比，在接种 WS-FJ9 的平板上可以看出樟疫霉的

菌丝生长受到抑制，靠近细菌一侧的菌丝逐渐萎

缩 ， 形 成 明 显 的 抑 菌 带 ， 抑 菌 带 宽 度 达 到 了

14.82±0.20 mm；菌株 WS-FJ9 对拟茎点霉的抑制效

果次之，抑菌带宽度达到了 9.31±0.20 mm。松杉

球壳孢的抑菌带宽度虽然较小，但与对照组相比菌

丝明显稀疏；菌株 WS-FJ9 对金黄壳囊孢和立枯丝

核菌的抑制效果则较弱。 

2.2  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 无菌发酵滤

液对 3 株林木病原菌的抑菌作用 

菌株 WS-FJ9 的无菌发酵滤液对樟疫霉、拟茎

点霉和松杉球壳孢 3 株林木病原菌的抑菌效果如

图 2 所示，菌株 WS-FJ9 对拟茎点霉和松杉球壳孢

的菌丝生长抑制效果明显，与对照组相比，在含有 
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图 1  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 与 5 种不同植物病原菌的对峙培养结果 
Figure 1  The results of confrontation culture between B. multivorans WS-FJ9 and five different plant pathogens 

 
 

菌株 WS-FJ9 发酵液的培养基上 2 株病原菌生长缓

慢，抑菌率分别为 62.22%和 62.78%；菌株 WS-FJ9

的无菌发酵滤液对樟疫霉的菌丝生长抑制作用较

弱，抑菌率为 22.78%。 

2.3  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 无菌发酵滤

液对 3 株林木病原菌代谢的影响 

樟疫霉、拟茎点霉和松杉球壳孢 3 种林木病原

菌经菌株 WS-FJ9 的无菌发酵滤液处理后，它们菌

丝内丙二醛含量均明显高于对照组(图 3A)，说明 

 

 
 
图 2  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 无菌发酵滤液对林

木病原菌的拮抗作用 
Figure 2  The antagonistic effect of fermentation broth of 
B. multivorans WS-FJ9 on forest pathogens 

这些病原菌的细胞膜均受到影响；同时，3 种病原

菌菌丝内的还原糖和可溶性蛋白含量均要低于对

照组(图 3B 和图 3C)，表明菌株 WS-FJ9 的无菌滤

液可影响病原菌菌体的代谢合成，从而导致菌丝细

胞壁水解受损，使得菌体生长受到影响。 

2.4  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 产抑菌活性

物质的测定 

如图 4 所示，将菌株 WS-FJ9 接种在嗜铁素、

蛋白酶及纤维素酶检测培养基上均出现了明显的

透明圈，这表明该菌株具有产生嗜铁素、蛋白酶和

纤维素酶的能力。 

2.5  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 次生代谢物

质预测 

使用 antiSMASH 对 WS-FJ9 的基因组进行分

析，发现 27 个不同的次级代谢产物编码基因簇   

( 表 1) 。 包 括 12 个 非 核 糖 体 肽 合 成 酶 基 因 簇

(Non-Ribosomal Peptide Synthetase Cluster，NRPS)，

其中包含编码抗生素如 Lysocin、Atratumycin、

Malleilactone、Myxochelin 等基因簇，以及编码

嗜铁素 Ornibactin 和 Coelibactin 基因簇，这与  

2.4 节中 WS-FJ9 能够在嗜铁素检测培养基上产生

透明圈结果一致。除此之外，WS-FJ9 基因组中还 
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图 3  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 无菌发酵滤液对林木病原菌菌丝代谢的影响 
Figure 3  Effect of fermentation broth of B. multivorans WS-FJ9 on hyphae metabolism of forest pathogens 
注：A：丙二醛；B：还原糖；C：可溶性蛋白 

Note: A: MDA; B: Reducing sugar; C: Soluble protein 

 

 
 
图 4  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 产抑菌活性物质测定 
Figure 4  Determination of antifungal active compounds of B. multivorans WS-FJ9 
注：A：嗜铁素检测培养基；B：蛋白酶检测培养基；C：纤维素酶检测培养基 

Note: A: Siderophore detection medium; B: Protease detection medium; C: Cellulase detection medium 

 
有编码硝吡咯菌素(Pyrrolnitrin，PRN)、细菌素

(Bacteriocin)、四氢嘧啶(Ectoine)、萜类(Terpene)

基因簇，以及编码高丝氨酸内酯(Hserlactone)类、

β-内酰胺类、环二肽合酶(CDPS)类、聚酮合酶

(T1PKS)产物基因簇等。在发现的 27 个基因簇中，

最小的基因簇 3 008 bp，为 CDPS 类基因簇；最

大的基因簇 43 376 bp，为杂合聚酮/非核糖体聚肽

类基因簇。其中有 10 个生物合成基因簇都是在其

他菌株中被证实有功能的次生代谢产物合成基因

簇，但大多数次级代谢产物基因簇与已发表的基 

因簇存在较大差异，相似度最低只有 7%。该预测

结果表明菌株 WS-FJ9 具有较强的次级代谢产物

合成潜能，可能产生有效的抑菌活性物质来拮抗

植物病原物。 

2.6  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 胞外代谢产

物的稳定性 

2.6.1  无菌发酵滤液的热稳定性 

将菌株 WS-FJ9 的无菌发酵滤液进行 4 °C 低 
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表 1  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 次生代谢物质预测 
Table 1  Prediction of secondary metabolites of B. multivorans WS-FJ9 

Cluster type Most similar known cluster Similarity (%) Location ORF name

NRPS Lysocin 9 1–11 475 Contig2 
NRPS Atratumycin 7 1–6 821 Contig3 
NRPS Cyclic depsipeptide+Polyketide (Macrolide) 33 1–18 917 Contig12 
NRPS Cyclic depsipeptide+Polyketide (Macrolide) 9 1–11 614 Contig14 
NRPS; T1PKS; transAT-PKS Malleilactone 92 1–43 376 Contig16 
NRPS Ornibactin 33 1–22 736 Contig45 
NRPS-like Coelibactin 18 1–16 074 Contig159 
NRPS Myxochelin A/Myxochelin B 33 1–16 880 Contig585 
NRPS   1–11 433 Contig4 
NRPS   1–8 054 Contig700 
NRPS-like   1–8 176 Contig701 
NRPS   1–8 991 Contig1106
hglE-KS   1–13 000 Contig141 
Terpene   1–6 489 Contig143 
Terpene   1–11 912 Contig167 
Terpene 12-epi-hapalindole J isonitrile 

ambiguine (A, B, C, D, E, K, L, I, J) isonitrile 
6 1–9 273 Contig678 

Terpene   1–6 910 Contig910 
Hserlactone   1–5 324 Contig246 
Bacteriocin   1–7 899 Contig714 
Ectoine   1–3 912 Contig1364
Blactam (2S,6R)-diamino-(5R,7)-dihydroxy-heptanoic acid 6 1–11 211 Contig456 
CDPS   1–3 008 Contig465 
T1PKS   1–5 252 Contig624 
TransAT-PKS-like   1–4 662 Contig832 
TransAT-PKS-like   1–13 883 Contig885 
TransAT-PKS-like   1–14 183 Contig947 
Other Pyrrolnitrin 50 1–3 064 Contig390 

 
温处理以及 40−100 °C 高温处理，处理后其抑菌效

果如图 5A 所示。与对照组(28 °C)相比，经过 5 种

不同温度处理的无菌滤液对樟疫霉抑菌活性无影

响；当对无菌滤液进行 60−100 °C 高温处理时，随

着温度的逐渐升高，对拟茎点霉和松杉球壳孢的抑

菌率逐渐降低，但抗菌物质在 100 °C 时仍保持 40%

左右的抑菌率，表明无菌滤液中的抗菌物质具有良

好的热稳定性。 

2.6.2  无菌发酵滤液的紫外线稳定性 

菌株 WS-FJ9 的无菌发酵滤液经紫外线照射

后，对 3 株植物病原菌的抑菌活性如图 5B 所示。

可以看出无菌滤液经不同时长的紫外线照射后，

与对照组相比，3 株病原菌的抑菌率没有发生明

显的变化，这表明菌株 WS-FJ9 具有良好的紫外

线稳定性。 

2.6.3  无菌发酵滤液的酸碱稳定性 

菌株 WS-FJ9 的无菌发酵滤液在不同 pH 条件

下，对 3 株植物病原菌的抑菌活性如图 5C 所示。

与对照组(原始 pH 8.67)相比，当无菌滤液在 pH 为

2.0−12.0 时，对松杉球壳孢、樟疫霉和拟茎点霉的

抑菌活性均较稳定，当 pH=8.0 时其抑菌活性达到

最佳。表明菌株 WS-FJ9 无菌滤液中的抑菌活性物

质具有较强的酸碱稳定性，最适 pH 为 8.0−9.0。 

2.6.4  无菌发酵滤液的蛋白酶稳定性 

如图 6 所示，菌株 WS-FJ9 的无菌滤液经蛋白

酶 K 和胰蛋白酶处理后，对 3 株病原菌的抑菌活

性与对照组相比无明显变化，说明无菌滤液中的抑

菌 物 质 对 这 2 种 蛋 白 酶 均 不 敏 感 ， 推 测 菌 株

WS-FJ9 的抑菌物质活性部位不存在蛋白酶 K 和胰

蛋白酶的敏感区域，是一类非蛋白类物质。 
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图 5  不同条件下多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 无菌发

酵滤液的稳定性 
Figure 5  Stability of fermentation broth of B. multivorans 
WS-FJ9 under different conditions 
注：A：温度；B：紫外线；C：酸碱度。小写字母表示差异

显著(P<0.05) 

Note: A: Temperature; B: Ultraviolet light; C: pH. The difference 
of small letters is significant (P<0.05) 

 
 
图 6  多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 无菌发酵滤液的蛋

白酶稳定性 
Figure 6  Protease stability of fermentation broth of    
B. multivorans WS-FJ9 
注：小写字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: The difference of small letters is significant (P<0.05) 

 

3  讨论与结论 

对植物有益的伯克霍尔德氏菌是一类较为重

要的根际促生菌，它们普遍存在于土壤中，能够在

多种植物的土壤中大量定殖，而且具有生物固氮、

解磷和抗菌等促生功能[25-28]。伯克霍尔德氏菌能够

合成多种抗菌物质，部分菌株在 20 世纪 90 年代已

被批准用于如 Deny®、Blue Circle®及 Intercept®等

多种植物病原真菌防治的菌剂当中[29]。宫安东等[30]

研究发现溶磷吡咯伯克霍尔德菌 WY6-5 能高效抑

制镰刀菌属、灰霉属、曲霉菌属、炭疽菌属等     

8 种病原真菌的生长，为潜在的高效抑菌生物制

剂。本研究对实验室前期筛选的高效解磷菌——多

噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 的抑菌活性进行检测，

发现菌株 WS-FJ9 的菌体对植物病原真菌金黄壳囊

孢、拟茎点霉、松杉球壳孢、立枯丝核菌和植物病

原卵菌樟疫霉均具有拮抗活性，其中对樟疫霉、拟

茎点霉和松杉球壳孢的拮抗效果最为显著，樟疫霉

的抑菌带宽度达 14.82 mm，表明多噬伯克霍尔德

氏菌 WS-FJ9 具有较广泛的抑菌谱。 
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进一步观察菌株 WS-FJ9 的无菌发酵滤液对

病原菌菌丝生长的影响，发现无菌滤液对拟茎点

霉和松杉球壳孢的菌丝生长的抑制率为 62.22%和

62.78%，对樟疫霉的菌丝生长抑制率为 22.78%，

结果与前面描述的 WS-FJ9 菌液的抑制结果有所不

同，表明 WS-FJ9 菌株对卵菌和真菌的拮抗机制可

能存在差异。从目前的研究结果来看，菌株 WS-FJ9

的无菌发酵滤液对 2 株林木病原真菌拟茎点霉和

松杉球壳孢的拮抗效果较好，可能是其代谢产物中

存在一些抑菌活性物质。对于樟疫霉而言，对峙培

养的抑制效果要优于无菌滤液，说明 WS-FJ9 菌株

除了分泌抑菌物质外，可能在与病原菌共培养时还

存在空间位点和营养的竞争，这些拮抗机制可能综

合提高了拮抗菌株的抑制效率。李亚男等[31]发现萎

缩芽孢杆菌(Bacillus atrophaeus)的无菌发酵液对稻

瘟病菌丝生长抑制较强，在抑制孢子萌发试验中发

现，菌悬液的抑制效果优于无菌发酵液。其次，一

些生防细菌在与病原菌物相互接触后才能诱导其

分泌抗菌物质，如唐菖蒲伯克霍尔德菌(B. gladioli) 

NGJ 在与植物病原菌相互接触的条件下通过三型

分泌系统分泌多种抑菌物质来拮抗植物病原真菌

和卵菌[32]。关于 WS-FJ9 菌株是否存在或可通过 

三型分泌系统分泌抑菌物质来拮抗樟疫霉有待进

一步深入研究。 

细胞膜的完整性是菌体正常生长代谢的一个

主要影响因素，还原性糖、蛋白质等大分子物质贯

穿于整个细胞膜和细胞质中，是维持生命活动最重

要的物质。丙二醛是脂质过氧化作用产生的一种细

胞毒素，不仅会导致脂质膜的损伤，还会引起核酸、

蛋白质等生命大分子的交联聚合，可通过检测丙二

醛含量间接反应脂质过氧化程度和膜系统受损程

度[33]。本研究使用 WS-FJ9 的无菌发酵滤液处理  

3 株植物病原菌，发现检测到病原菌菌丝的丙二醛

含量明显增加，表明其细胞膜受损。在正常条件下

微生物能主动从环境中摄取所需营养物质，而当膜

结构遭到破坏时，细胞内物质包括糖类则发生泄

漏，通过测定病原菌菌丝中可溶性总糖质量浓度变

化可检测菌体膜结构的完整性[34]。本研究发现经

WS-FJ9 菌株的胞外代谢产物处理 48 h 后病原菌菌

丝内的还原糖和可溶性蛋白含量均有所降低，该结

果与马利平等[35]报道的枯草芽孢杆菌 B96-II 使细

胞膜的通透性增加，造成糖类、蛋白质等细胞内容

物的渗漏导致膜受损的结果一致。由此推测，菌株

WS-FJ9 的发酵液对供试几种病原菌的抑菌作用可

能主要是对细胞膜结构造成破坏，细胞内容物流

出，使菌体代谢紊乱，菌体的生长繁殖受到阻碍和

抑制。 

据报道，生防菌的胞外代谢产物可以抑制多种

植物病原真菌的生长，是生防菌发挥抑菌作用的重

要因子。基于上述多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 的

抑菌特性，本研究进一步发现该菌株可分泌嗜铁

素、蛋白酶和纤维素酶。有研究表明，在缺铁的

情况下，拮抗细菌能产生一系列的铁螯合物或铁

载体，这些铁螯合物螯合了根际中有限的可利用

铁，使病原菌不能获得生长所需的铁，从而阻碍

病原菌的生长[36]。孔维亮等研究发现水拉恩氏菌

(Rahnella aquatilis) JZ-GX1 可以产生羧酸盐和异

羟肟酸型的复合型铁载体，其嗜铁素发酵液对樟疫

霉和立枯丝核菌的抑制率均达到 100%[37]；枯草芽

孢杆菌 ZL2-70 的抗菌蛋白具有较强的纤维素酶和

几丁质酶活力，推测通过抑制病原菌的孢子萌发和

菌 丝 溶 解 断 裂 来 抑 制 大 丽 轮 枝 菌 (Verticillium 

dahliae)[38]。对多噬伯克霍尔德氏菌 WS-FJ9 的基

因组进行挖掘，发现该菌株具有多种抑菌功能的代

谢产物生物合成基因簇，如合成细菌素、环肽类抗

生素 Atratumycin[39]、PRN[40]、大环类抗菌物质

Myxochelin[41]和萜类和聚酮类[42]等基因簇。PRN

广泛存在于假单胞菌属、伯克霍尔德氏菌属及沙

雷氏菌属(Serratia)中，能抑制多种植物病原菌的

生长[43]，其作用的主要靶位点位于细胞膜上，以

阻止蛋白质、RNA 和 DNA 的合成[44]。娄海博等[45]

从番茄根际筛选出对番茄青枯病有很强抑制作用
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的荧光假单胞菌 SN15-2 能产生 PRN、藤黄绿脓菌

素 (Pyoluteorin ， Plt) 和 嗜 铁 素 等 物 质 。 来 源 于     

B. gladioli pv. cocovenenans 的聚酮化合物毒素为

线粒体 ATP 酶抑制剂，具有强烈的细胞毒性和抑

菌作用[46]。本实验中菌株 WS-FJ9 的无菌发酵液既

能够抑制病原菌菌丝的生长，又能够破坏菌体膜结

构的完整性，说明菌株 WS-FJ9 可能产生了嗜铁素、

抗生素和水解酶类等物质单独或同时作用于植物

病原菌。有关 WS-FJ9 菌株抑菌物质的成分确定和

抑菌机理还有待进一步研究。 

为了探究菌株 WS-FJ9 发酵滤液的稳定性，本

研究发现该菌株在 4−100 °C 温度范围内其抑菌活

性几乎无变化，pH 2.0−12.0 酸碱处理和蛋白酶处

理后也仍能保持较高的抑菌活性。崔文会等[47]研

究发现贝莱斯芽孢杆菌(B. velezensis) CX-2 的无菌

发酵液在经过高温和强酸强碱处理后，其抑菌活

性显著下降。贾淑颖等[48]发现对苏云金芽孢杆菌

Bt185 和 HD-1 菌株发酵上清液在 50 °C 以上抑菌

活性逐渐下降，80 °C 以上抑菌活性丧失，当发酵

上清液 pH 值为 10.0 时几乎没有抑菌活性。林业上

施用的生物防治剂和常规有机合成农药一样，都

要 受 到 环 境 的 影 响 [49] ， 多 噬 伯 克 霍 尔 德 氏 菌

WS-FJ9 的无菌发酵滤液具有很好的热和酸碱等稳

定性，说明该菌株分泌的抗菌物质能更好地适应

多种生境，应用范围更广。 
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