
微生物学通报 Dec. 20, 2021, 48(12): 4636−4648 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.210334 

tongbao@im.ac.cn 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation items: Science and Technology Planning Project of Yunnan Tobacco Company (2020530000242026); 
Construction Project of Scientific and Technological Innovation Team in Colleges of Yunnan 
Province 

∆These authors equally contributed to this work 
*Corresponding author: E-mail: xiaohui3615@163.com 

Received: 09-04-2021; Accepted: 20-05-2021; Published online: 24-06-2021 
基金项目：云南省烟草公司科技计划项目(2020530000242026)；云南省高校科技创新团队建设项目 

∆对本文贡献相同 

*通信作者：E-mail：xiaohui3615@163.com 

收稿日期：2021-04-09；接受日期：2021-05-20；网络首发日期：2021-06-24 

研究报告 

一株烟草疫霉拮抗菌 MC4-2 的鉴定、发酵条件优化及防效

测定 
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摘  要：【背景】烟草黑胫病是由烟草疫霉(Phytophthora parasitica var. nicotianae)引起的真菌性病害，

给我国烟叶生产带来了巨大损失。【目的】在美洲大蠊肠道中分离并获得一株对烟草疫霉具有拮抗

作用的菌株 MC4-2，拟进一步明确该菌株的分类地位、优化发酵条件及对真菌性病害的防治效果。

【方法】通过形态特征、生理生化特征和 16S rRNA 基因序列等方法对菌株 MC4-2 进行鉴定；以细

菌发酵液在波长为 600 nm 时的 OD 值为指标，采用单因素和正交试验的方法对菌株 MC4-2 的发酵

培养基和发酵条件进行优化；通过在温室内进行盆栽防效试验，明确了该菌株对烟草黑胫病的防治

效果。【结果】通过平板对峙试验发现菌株 MC4-2 对烟草疫霉有较好的抑制效果，抑制率可达到

64.04%；16S rRNA 基因序列分析表明菌株 MC4-2 与枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)相似度达到 99%，

形态特征和生理生化特征与该菌也基本符合；其优化培养基配方为：蛋白胨 1.0 g、酵母浸粉 1.0 g、

蔗糖 1.5 g、蒸馏水 100 mL；最佳发酵条件为接种量 8%、装液量 30 mL、初始 pH 6.0、转速 210 r/min、

温度 32 °C、培养时间 60 h、光照时间 12 h/d；室内盆栽试验结果表明，菌株 MC4-2 对烟草黑胫病

的平均防效可达到 63.86%。【结论】为利用枯草芽孢杆菌 MC4-2 进行生物防治提供了重要参考依据。 

关键词：美洲大蠊肠道内生菌，枯草芽孢杆菌，烟草疫霉，发酵条件，防效 
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Identification, fermentation condition optimization and control 
effect of an antagonistic strain MC4-2 against Phytophthora 
parasitica var. nicotianae 
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Abstract: [Background] Tobacco black shank is a fungal disease caused by Phytophthora parasitica var. 
nicotianae, which has brought great losses to tobacco production in China. [Objective] In this study, a 
strain MC4-2 was isolated from Periplaneta americana intestinal tract, which had antagonistic effect on   
P. parasitica var. nicotianae. [Methods] The strain MC4-2 was identified by morphological 
characteristics, physiological and biochemical methods and 16S rRNA gene sequencing. The fermentation 
medium and fermentation conditions of strain MC4-2 were optimized by single factor and orthogonal 
experiment using the OD value of bacterial fermentation broth at the wavelength of 600 nm as the index. 
The control effect of this strain on tobacco black shank was confirmed by potted experiment in 
greenhouse. [Results] Through the plate confrontation test, it was found that strain MC4-2 had a good 
inhibitory effect on P. parasitica var. nicotianae, and the inhibition rate could reach 64.04%; 16S rRNA 
gene sequence analysis showed that the similarity between strain MC4-2 and Bacillus subtilis reached 
99%, and the morphological and physiological and biochemical characteristics were basically consistent 
with that of strain MC4-2; The optimal medium formula was peptone 1.0 g, yeast extract 1.0 g, sucrose  
1.5 g, distilled water 100 mL. The results showed that the optimal fermentation conditions were 
inoculation amount of 8%, liquid volume of 30 mL, initial pH of 6.0, rotation speed of 210 r/min, 
temperature of 32 °C, culture time of 60 h and light time of 12 h/d. The results of indoor pot experiment 
showed that the average control effect of strain MC4-2 on tobacco black shank could reach 63.86%. 
[Conclusion] This study provides an important reference for the biological control of B. subtilis MC4-2. 

Keywords: intestinal bacteria of Periplaneta americana, Bacillus subtilis, Phytophthora parasitica var. 
nicotianae, fermentation conditions, control effect 
 

烟草黑胫病(Tobacco Black Shank)是由烟草疫

霉(Phytophthora parasitica var. nicotianae)引起的

真菌性病害，俗称“腰烂病” “穿大褂”。该病广泛

分布于我国各大烟区，是我国烟草上最具毁灭性的

病害之一[1]。在较长时间里，防治烟草黑胫病主要

靠农业措施和化学防治等手段。然而由于化学农药

的滥用和不科学使用，以及烟草品种的单一性种植

等原因，形成了环境污染、农残超标和烟草抗病品

种退化等问题[2]，所以生产方式亟需向绿色化生产

的方向转变。生物防治相较于化学防治而言，兼具

无毒、低残留、选择性强等优点，近年来越来越被

关注[3]。研究发现，烟草黑胫病的生物防治方法

所利用的生防微生物主要包括细菌、真菌、放线

菌等，其中以细菌居多[4]。例如已有报道的枯草

芽孢杆菌[5]、多粘芽孢杆菌[6]、青霉菌、木霉菌[7]

及链霉菌[8]等。 

目前，用于烟草黑胫病生物防治的细菌主要来

源于植物根际土壤[6,9]，其次是植物内生细菌[10]。

相比之下，其他来源的细菌几乎空白，特别是利用

昆虫肠道分离的枯草芽孢杆菌进行病害防治也未

见相关报道。常见的昆虫肠道微生物研究多集中在

对昆虫本身的影响等方面，对植物病害防治方面的

相关研究较少[11-12]。然而食腐昆虫例如家蝇、美洲

大蠊、蜣螂等生存于真菌等病原体大量存在的环境
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中，其肠道内进化出大量用于对病原真菌产生免疫

作用的共生细菌[13]，例如在美洲大蠊成虫肠道中

发现存在着丰富的细菌多样性[14]。因此，这类昆

虫是潜在的烟草疫霉拮抗细菌库，其定殖能力强且

应用前景较广。 

本课题组前期在食腐昆虫美洲大蠊肠道中分

离并筛选出一株对烟草黑胫病有较好拮抗效果的

细菌 MC4-2。通过平板对峙试验发现该菌对烟草

疫霉抑制率可达到 64.04%，通过形态特征、生理

生化特征和 16S rRNA 基因序列分析的方法初步鉴

定该菌为枯草芽孢杆菌，明确了其最佳发酵条件并

测定了该菌对烟草黑胫病的室内防治效果。为后续

枯草芽孢杆菌 MC4-2 的利用提供重要的依据，同

时下一步也将开展更多关于菌株 MC4-2 进行植物

病害防治的相关研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株   

该菌株由本课题组前期从美洲大蠊肠道内分

离得到，编号为 MC4-2，现保存于云南农业大学

昆虫毒理学实验室。 

1.1.2  供试培养基   

蛋白胨酵母蔗糖培养基(YSP) (g/L)：蛋白胨

10.0，酵母浸粉 5.0，蔗糖 20.0。牛肉膏酵母葡萄

糖培养基(NYBD) (g/L)：牛肉膏 8.0，酵母浸粉 5.0，

葡萄糖 10.0。营养琼脂培养基(NA) (g/L)：牛肉膏

3.0，蛋白胨 10.0，氯化钠 5.0。细菌基础培养基(LB) 

(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母浸粉 5.0，氯化钠 10.0。

完全培养基(CM) (g/L)：葡萄糖 5.0，硫酸铵 2.0，

柠檬酸钠 1.0，七水合硫酸镁 0.2，磷酸氢二钾 4.0，

磷酸二氢钾 6.0。燕麦培养基(OA) (g/L)：燕麦 30.0，

琼脂 18.0 [15]。以上培养基均在 1×105 Pa 灭菌    

30 min。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

蛋白胨、牛肉膏、葡萄糖、酵母浸粉、NaCl

等分析纯试剂，广东环凯微生物科技有限公司；杀

毒矾可湿性粉剂(64%噁霜·锰锌)，先正达(苏州)作

物保护有限公司；Biospin Bacteria Genomic DNA 

Extraction Kit，杭州博日科技有限公司。PCR 仪，

Biometra 公司；微生物培养箱，上海一恒科学仪器

有限公司；恒温摇床，上海知楚仪器有限公司；紫

外可见分光光度计，岛津仪器(苏州)有限公司。 

1.2  拮抗菌的分离 

美洲大蠊成虫体表用 75%乙醇漂洗 3−4 次，

每次 2−3 min，用无菌水漂洗 3−4 次后进行解剖，

获得完整的美洲大蠊消化道以备用。将美洲大蠊消

化道放入无菌离心管中，加入 1 mL 无菌水，用研

磨棒充分研磨后进行梯度稀释[16]。取 10−4、10−5、

10−6、10−7 稀释后的菌悬液 0.1 mL 分别涂布于 NA

平板上，然后倒置平板于 28 °C 恒温培养箱中培养   

3−5 d，每组设置 3 次重复[17]。待单菌落形成后用

接种环挑取各单菌落至新制备的 LB 平板上进行划

线培养，多次重复划线培养后待无杂菌产生为止，

最后将纯化好的菌株保存于 4 °C 冰箱备用[16]。 

1.3  拮抗菌抑菌效果测定 

采用平板对峙的方法，使用灭菌后的打孔器  

(6 mm)在已活化的烟草疫霉平板上打孔，再用无菌

镊子取一菌饼接种于另一新的 OA 平板的中央。 

挑取分离得到的菌株 MC4-2 单菌落接种于该 OA

平板的四周 2.5 cm 处，接种完毕后放入 28 °C 恒

温培养箱中培养 3−5 d，最后取出平板计算抑菌率。

以不接拮抗菌作为空白对照，每个处理设置 3 个 

重复[6]。 

抑菌率(%)= 

100



对 径 处 径

对 径

照平板菌落直 理平板菌落直
照平板菌落直

。 

1.4  拮抗菌的鉴定 

1.4.1  形态结构及生理生化特征 

挑取分离纯化后的菌株 MC4-2 单菌落接种于

LB 固体培养基上，在 28 °C 恒温培养箱中培养  

2−3 d 以获得单菌落，待在平板中长出单菌落后观

察其形态。然后在载玻片中央加一滴无菌水，用接

种环挑取 MC4-2 单菌落于中央无菌水中并将其涂
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成一均匀薄层，再进行革兰氏染色。将已完成革兰

氏染色的玻片放在油镜下观察，最后测定菌体形态

大小并记录革兰氏染色结果。生理生化特征相关检

测参照沈萍等[18]方法进行，并以本实验室保存的

ZLSY2 菌株作为参考。 

1.4.2  系统发育树构建  

提取菌株 MC4-2 基因组 DNA 为模板，选择

细菌通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCT 

CAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTAGACTT-3′)

进行 PCR 扩增。纯化后的产物送昆明擎科生物有

限公司进行测序，得到菌株的 16S rRNA 基因测序

结果后，将序列提交至 NCBI (GenBank)中进行

BLAST 比对。最后，使用 ClustalX 1.83 和 MEGA 7

软件分析其系统发育进化关系[6]。 

1.5  拮抗菌发酵条件筛选 

1.5.1  种子液的制备 

挑取菌株 MC4-2 单菌落于 100 mL LB 液体培

养基中，28 °C、180 r/min 振荡培养 24 h 后备用。 

1.5.2  发酵培养基对细菌的影响 

分别制备 100 mL 的 YSP、NYBD、NA、LB、

CM 这 5 种液体培养基，再分别接种 50 μL MC4-2

种子液于不同液体培养基中。28 °C、180 r/min

振荡培养 24 h 后，测量菌液在波长为 600 nm 时

的 OD 值。每组设置 3 个重复，下同。 

1.5.3  碳源对细菌的影响 

以上述试验筛选出的最佳发酵培养基为基础，

固定除碳源外的其他组分，分别加入麦芽糖、乳糖、

葡萄糖、蔗糖和淀粉作为该培养基的碳源，28 °C、

180 r/min 振荡培养 24 h 后测量细菌浓度，确定最

佳碳源。 

1.5.4  氮源对细菌的影响 

以上述试验筛选出的最佳发酵培养基为基础，

固定除氮源外的其他组分，分别加入 NH4Cl、酵母

浸粉、NH4NO3、甘氨酸和蛋白胨作为该培养基的

氮源，28 °C、180 r/min 振荡培养 24 h 后测量细菌

浓度，确定最佳氮源。 

1.5.5  培养基组分的正交试验 

根据上述碳氮源单因素试验结果，设置 3 因素

3 水平正交试验，对蔗糖、酵母浸粉和蛋白胨的最

佳用量进行优化，以确定最佳培养基组分配方，正

交试验因素如表 1 所示。 

1.5.6  初始接菌量对细菌的影响 

在上述优化培养基中，分别接种含量为 2%、

4%、6%、8%、10%的种子液。28 °C、180 r/min

振荡培养 24 h 后，测量在不同初始接菌量下的各

培养基中细菌浓度，以确定最佳的初始接菌量。 

1.5.7  装液量对细菌的影响 

在 250 mL 三角瓶中分别配置 30、60、90、120、

150 mL 的优化培养基，再在各培养基中接种种子

液，28 °C、180 r/min 振荡培养 24 h 后测定菌液浓

度，确定最佳装液量。  

1.5.8  初始 pH 对细菌的影响 

分别配置 pH 为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、

10.0 的 100 mL 上述优化培养基，并在各培养基中

分别接种 50 μL 种子液，28 °C、180 r/min 振荡培

养 24 h 后，测定不同 pH 环境中细菌生长情况，以

确定最佳初始 pH。 

1.5.9  转速对细菌的影响 

按照上述优化结果配制培养基，并采用上述优

化培养条件，分别调整转速为 120、150、180、210、

240 r/min，培养 24 h 后测量菌液浓度，确定最佳

摇床转速。 

1.5.10  温度对细菌的影响 

在上述优化培养基和发酵条件的基础上，分别

设置温度至 20、24、28、32、36、40 °C 进行发酵

培养 24 h，测定不同温度下的菌液浓度。 

 
表 1  正交试验因素 
Table 1  Orthogonal test factors 

处理 

Treatment 

蔗糖 

Sucrose (%) 

酵母浸粉 

Yeast powder (%) 

蛋白胨 

Peptone (%)

1 1.5 0.5 1.0 

2 2.0 1.0 1.5 

3 2.5 1.5 2.0 
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1.5.11  发酵时间对细菌的影响 

采用上述优化培养基及发酵条件，分别在 12、

24、36、48、60、72、96、108 h 测量细菌浓度，

在 0–24 h 内每间隔 2 h 测量 1 次，24 h 后每间

隔 12 h 测量 1 次。根据所得数据绘制细菌的生

长曲线。 

1.5.12  光照时间对细菌的影响 

采用上述优化培养基及发酵条件，分别设定光

照为 0、4、8、12、16、20、24 h/d，测定不同光

照条件细菌浓度的大小。 

1.6  烟草黑胫病室内盆栽防效测定 

1.6.1  拮抗菌株悬浮液的制备 

将菌株 MC4-2 接入 100 mL LB 液体培养基中

28 °C、180 r/min 振荡培养 24 h 后得到细菌菌悬液，

再对菌悬液进行梯度稀释并进行平板计数将浓度

调节至约为 1×108 CFU/mL。 

1.6.2  烟草疫霉游动孢子悬浮液的制备 

将烟草疫霉在 OA 培养基上培养 21 d，刮取菌

丝置于 0.1% KNO3 溶液中浸润 72 h，产孢后加无

菌水捣碎，然后置于 4 °C 冰箱中处理 40 min，再

置于 25 °C 恒温箱内放置 20 min，取出后将其配置

成浓度为 1×104 个/mL 的游动孢子悬浮液，并加入

1%葡萄糖溶液待用[19]。  

1.6.3  室内防效测定 

以拮抗细菌处理土壤后，再移栽烟苗接种烟

草黑胫病病原体。以土壤不做任何处理的盆栽苗

为空白对照，以杀菌剂处理为阳性对照。按照烟

草黑胫病分级标准调查病株数和发病级数，计算

发病率、病情指数及防治效果。设置 3 个重复，

每处理 15 盆烟苗。 

病害分级标准：调查发病分级标准参考《中华

人民共和国国家标准农药田间药效实验准则(二) 

GB/T23222–2008》。 

0 级 全株无病； 

1 级 茎部病斑不超过茎围的 1/3，或 1/3 以下

叶片凋萎； 

3 级 茎部病斑环绕茎围 1/3−1/2，或 1/3−1/2 

叶片轻度凋萎，或下部少数叶片出现病斑； 

5 级 茎部病斑超过茎围的 1/2，但未全部环绕

茎围，或 1/2−2/3 叶片凋萎； 

7 级 茎部病斑全部环绕茎围，或 2/3 以上叶

片凋萎； 

9 级 病株基本枯死。 

相关计算公式如下： 

(%) 100 
发 数

发
调 总 数

病株
病率 ；

查 株
 

Σ( )
100

9


 


级 级

数
调 总 数

各 病株 各 代表值
病情指 ；

查 株
 

(%) 100


 
对 数 处 区 数

对 数

照病情指 理 病情指
防效 。

照病情指
 

1.7  数据处理 

采用 Microsoft 2010 对试验数据进行处理以及

图表制作；DPS 软件对数据进行显著性分析，根

据 Duncan’s 新复极差法进行检验。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗菌的抑菌效果 

拮抗菌 MC4-2 的平板对峙试验结果如图 1 所

示，经测量和计算，处理组平板疫霉菌落平均半

径为 10.00±0.50 mm，抑制率可达到 64.04%±3.30%。

菌株 MC4-2 对烟草疫霉抑制性效果明显且稳定，

因此值得将菌株 MC4-2 作为一株生防菌进行开发

利用，并进行后续的研究。 

 

 
 
图 1  拮抗菌 MC4-2 的抑菌效果 
Figure 1  Antibacterial effect of antagonistic MC4-2 
注：A：对照组；B：处理组 

Note: A: Control group; B: Treatment group 
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2.2  拮抗菌鉴定结果 

2.2.1  拮抗菌形态特征及生理生化特征 

菌株 MC4-2 在 LB 固体培养基上 28 °C 培养

2−3 d 后，形成菌落的直径为 0.86−2.41 mm，菌落

为圆形，呈乳白色，表面干燥且边缘突起有皱纹，

边缘完整。菌体杆状，大小为 0.57 µm×1.70 µm，

产生椭圆形芽孢，革兰氏阳性菌，染色结果如图 2

所示。与标准菌株进行对比后，生理生化特征结果

如表 2 所示。 

 

 
 
图 2  菌株 MC4-2 菌落形态及革兰氏染色结果 
Figure 2  Colony morphology of strain MC4-2 and the 
result of Gram staining  
注：A：菌落形态；B：革兰氏染色结果。B 图中蓝紫色部分为

MC4-2 菌株的菌体和芽孢(阳性)，红色部分为对照菌株(阴性) 

Note: A: Colony morphology of MC4-2 strain; B: The result of 
Gram staining. The blue and purple part in the figure B is the 
bacteria and spore of MC4-2 strain (positive), and the red part is 
the control strain (negative) 

 
表 2  菌株 MC4-2 生理生化特征 
Table 2  Physiological and biochemical characteristics of 
strain MC4-2 
测试项目 

Test items 

结果 

Results 

标准菌株 ZLSY2 

Standard strain ZLSY2

MC4-2

Starch hydrolysis + + 
Grease decomposition – – 
Litmus milk  + + 
Gelatin liquefaction + + 
Urea decomposition + + 
Glucose fermentation – + 
Lactose fermentation + + 
H2S hydrolysis – – 
Indole test – – 
Methyl red test – + 
V-P test + – 
Citric acid decomposition + + 

Note: +: Positive; −: Negative 

2.2.2  拮抗菌分子鉴定结果 

经测序所得菌株 MC4-2 的 16S rRNA 基因序

列长度为 1 451 bp，将序列提交至 GenBank 中并

上传该序列(GenBank 登录号：MW82274)，在数

据库中进行 BLAST 比对，分析表明菌株 MC4-2

和枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) NJ1 (GenBank

登录号：KT588643.1)相似度最高，达到了 99%。

再使用 MEGA 7 等软件分析其系统发育进化关

系，并结合细菌形态和生理生化特征，初步鉴定

菌株 MC4-2 为枯草芽孢杆菌 B. subtilis。结果如

图 3 所示。 

2.3  发酵条件优化结果 

2.3.1  培养基对细菌生长的影响 

如图 4 所示，菌株 MC4-2 在 5 种培养基中均

能生长，并且存在显著性差异。经 24 h 振荡培养

后，菌株 MC4-2 在 YSP 中生长最快，OD600 值可

达 到 2.265； 其 次 为 牛 肉 膏 酵 母 葡 萄 糖 培 养 基

(NYBD)、细菌基础培养基(LB)、营养琼脂培养基

(NA)，在完全培养基(CM)中生长最慢。因此，菌

株 MC4-2 的最佳基础培养基为 YSP。 

2.3.2  不同碳源对细菌生长的影响 

固定上述试验结果，YSP 培养基组分中蛋白

胨 1.0 g、酵母浸粉 0.5 g、蒸馏水 100 mL 的配方，

筛选最佳碳源。如图 5 所示，5 种碳源中皆可以生

长，但在以蔗糖为碳源时最适合菌株 MC4-2 生长，

OD600 值可以达到 2.231。菌株 MC4-2 对麦芽糖和

葡萄糖的分解能力相似；淀粉作为碳源时，细菌浓

度最低，这说明该菌株分解淀粉的能力相较于其他  

4 种碳源弱。 

2.3.3  不同氮源对细菌生长的影响 

如图 6 所示，菌株 MC4-2 在 5 种不同氮源中

均可以生长，当以酵母膏为氮源时细菌生长最好，

菌液浓度最高，其次是以蛋白胨作为氮源。从图 6

中可以看出，当以甘氨酸为氮源时，细菌浓度最低，

仅为 0.993，这表示菌株 MC4-2 对部分氨基酸的分

解能力有限或不能分解。因此，选择酵母膏和蛋白

胨作为 MC4-2 发酵培养基氮源。 
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图 3  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 MC4-2 及相关菌株系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain MC4-2 and related strains constructed based on 16S rRNA gene sequence 
注：Bootstrap 次数设置为 1 000；分支点上的数字表示 Bootstrap 的支持率；括号内表示 GenBank 登录号；左下角标尺表示 0.02%

的序列进化差异 

Note: Bootstrap times are set to 1 000; The numbers on the branch points indicate the support rate for Bootstrap; The parentheses 
represent the GenBank login number; Ruler represents 0.02% of sequence evolutionary differences 
 

2.3.4  培养基组分正交试验结果 

以蔗糖、酵母浸粉和蛋白胨为因素的正交试验

结果如表 3 所示，根据表中 R 值的大小排序得出  

3 种因素对细菌生长的影响顺序为蛋白胨>蔗糖>

酵母浸粉；根据表中 K 值的大小，得出最佳培养 

 

 
 
图 4  培养基对菌株 MC4-2 生长的影响 
Figure 4  Effect of medium on the growth of strain 
MC4-2 
注：图中不同小写字母表示在 P<0.05 水平差异显著，下同 

Note: The different lowercase letters in the figure indicate that 
the P<0.05 level was significantly different, the same below 

基水平组合为蔗糖(1.5%)、酵母浸粉(1.0%)、蛋白

胨(1.0%)，即优化培养基配方为蔗糖 1.5 g、酵母浸

粉 1.0 g、蛋白胨 1.0 g、蒸馏水 100 mL。 

2.3.5  初始接菌量对细菌生长的影响 

如图 7 所示，当初始接种量为 8%时，菌株

MC4-2 在经过 24 h 振荡培养后细菌浓度最高，

OD600 值为 2.613，其次为接种量 10%和 6%等。 

 

 
 
图 5  碳源对菌株 MC4-2 生长的影响 
Figure 5  Effect of carbon sources on the growth of strain 
MC4-2 
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图 6  氮源对菌株 MC4-2 生长的影响 
Figure 6  Effect of nitrogen sources on the growth of 
strain MC4-2 

 
表 3  正交试验结果 
Table 3  Orthogonal test results 
处理 

Treatment 

因素 Factors OD600

蔗糖 

Sucrose 
(%) 

酵母浸粉 

Yeast powder 
(%) 

蛋白胨 

Peptone (%)

1 1.5 0.5 1.0 2.792 

2 1.5 1.0 1.5 2.753 

3 1.5 1.5 2.0 2.706 

4 2.0 0.5 1.5 2.738 

5 2.0 1.0 2.0 2.605 

6 2.0 1.5 1.0 2.739 

7 2.5 0.5 2.0 2.644 

8 2.5 1.0 1.0 2.828 

9 2.5 1.5 1.5 2.665 

K1 2.750 2.724 2.786  

K2 2.694 2.729 2.718  

K3 2.712 2.703 2.651  

R 0.056 0.025 0.135  

 

 
 
图 7  接菌量对菌株 MC4-2 生长的影响 
Figure 7  Effect of inoculation amount on the growth of 
strain MC4-2 

2.3.6  装液量对细菌生长的影响 

如图 8 所示，不同装液量对细菌生长的影响存

在显著差异。当在 250 mL 三角瓶中装液量为 30 mL

时，菌株 MC4-2 振荡培养 24 h 后细菌浓度最高，

OD600 值为 2.695。随着装液量的不断加大，细菌

生长受到了影响，菌液浓度逐渐降低，当装液量为

150 mL 时，OD600 值为 2.050。这说明菌株 MC4-2

为好氧型细菌，液体培养基中溶解氧气含量越高，

该菌生长越好。 

2.3.7  初始 pH 对细菌生长的影响 

如图 9 所示，不同初始 pH 对菌株 MC4-2 的影

响存在显著差异。当初始 pH 为 6.0 时，菌株 MC4-2

生长最快，24 h 振荡培养后 OD600 值为 2.885。菌株

MC4-2 在 pH 为 5.0 和 7.0 时生长也较好，OD600 值

分别为 2.823 和 2.692。当 pH 为 8.0 和 9.0 时，菌液

浓度相对较低；当 pH 为 4.0 和 10.0 时，菌株 MC4-2 

 

 
 
图 8  装液量对菌株 MC4-2 生长的影响 
Figure 8  Effect of loading volume on the growth of 
strain MC4-2 

 

 
 

图 9  初始 pH 对菌株 MC4-2 生长的影响 
Figure 9  Effect of initial pH on the growth of strain 
MC4-2 
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基本不生长，OD600 值仅为 0.443 和 0.104。这说明

过酸或过碱的环境对菌株 MC4-2 的生长都有抑制

作用，菌株 MC4-2 的生长最适 pH 范围为 5.0−7.0。 

2.3.8  转速对细菌生长的影响 

如图 10 所示，摇床设置不同的转速对菌株

MC4-2 生长的影响具有显著性差异。当摇床转速为

210 r/min 时，培养 24 h 后细菌浓度最高，OD600 值

为 2.515，其次是转速为 240 r/min 和 180 r/min。

通过振荡培养，增大了液体培养基的溶氧量，从而

促进细菌的生长。 

2.3.9  温度对细菌生长的影响 

如图 11 所示，在不同的环境温度下，菌株

MC4-2 均能生长，在温度为 32 °C 时，菌株 MC4-2

生长相对较快。温度自 20 °C 梯度升高至 32 °C，

细菌菌液浓度总体呈现逐渐上升趋势；再逐渐升

高环境温度至 40 °C，菌液浓度又逐渐降低。温度

的变化影响了细菌酶的活性，从而影响其代谢和

生长。温度过高或过低对菌株 MC4-2 的生长均有

不良的影响，因此菌株 MC4-2 的最佳发酵温度 

为 32 °C。 

2.3.10  发酵时间对细菌生长的影响 

如图 12 所示，菌株 MC4-2 的菌液浓度随时间

变化呈现“S”型曲线。0−6 h，细菌浓度较低，基本

无变化，该时段为细菌生长的迟缓期。从 6 h 开始，

细菌生长速度开始加快，细菌浓度随时间的延长而

逐渐增大。因此，6−36 h 为细菌的对数生长期， 
 

 
 
图 10  转速对菌株 MC4-2 生长的影响 
Figure 10  Effect of rotate speed on the growth of strain 
MC4-2 

 
 
图 11  温度对菌株 MC4-2 生长的影响 
Figure 11  Effect of temperature on the growth of strain 
MC4-2 

 

 
 
图 12  菌株 MC4-2 生长曲线 
Figure 12  Growth curve of strain MC4-2 

 
细菌在该时期生长速度最快。36−72 h 为细菌生长

的稳定期，在该时段细菌生长放缓，菌液浓度趋于

平稳。在 60 h 时，菌株 MC4-2 菌液浓度最大，OD600

值为 2.611。72 h 后，细菌浓度开始逐渐下降，该

时段为细菌生长的衰亡期。 

2.3.11  光照时间对细菌生长的影响 

如图 13 所示，不同光照时间对菌株 MC4-2

生长影响存在显著性差异。当光照时间为 12 h/d

时，菌液浓度最高，OD600 值为 1.569。与无光照

的情况相对比，可以发现在有一定光照的情况下，

细菌生长相对较好，说明光照促进了菌株 MC4-2

的生长。 

2.4  菌株 MC4-2 对烟草黑胫病的室内防效 

室内盆栽试验结果如表 4 所示，先接种拮抗菌

MC4-2 48 h 后再人为用烟草黑胫病致病菌侵染烟 
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图 13  不同光照时间对菌株 MC4-2 生长的影响 
Figure 13  Effect of different light duration on the 
growth of strain MC4-2 

 
表 4  菌株 MC4-2 对烟草黑胫病室内防效结果 
Table 4  Results of indoor control effect of strain MC4-2 
on tobacco black shank 

处理 

Treatment 

病情指数 

Disease 
index 

平均防效 

Average control 
effect (%) 

MC4-2 optimized 
fermentation broth 

29.63±3.70b 63.86±4.64b 

64% oxadixyl·mancozeb 18.51±3.71c 77.36±4.93a 

CK 82.01±1.84a – 

Note: –: No data 

 
苗，这样处理对烟草黑胫病的平均防效可以达到

64%，病情指数从空白对照的 82.01 降低至 29.63，

对烟草黑胫病能够起到较好的防治效果。通过先接

种拮抗菌 MC4-2 再接种病原菌的试验方法，可以

发现 MC4-2 对烟草黑胫病有一定的预防效果。 

3  讨论与结论 

枯草芽孢杆菌(B. subtilis)作为芽孢杆菌中的

模式菌株，具有使用安全、生长速度快、营养要求

简单及能够产生具有抗逆性和耐高温的芽孢等特

点[20]。枯草芽孢杆菌对病原菌的抑菌机制主要为

拮抗、竞争和溶菌作用等[20]，该菌能产生诸多对

病原菌有抗生作用的物质[21]，例如脂肽类物质、

胞外蛋白、蛋白酶、葡聚糖酶等[22-24]。除了对病害

的防治，枯草芽孢杆菌对植物的生长还表现出一定

的促进作用[25-26]。在已有的研究中，具有拮抗作用

的枯草芽孢杆菌常从土壤和植物中分离得到，从昆

虫体内分离的报道较少。然而微生物与宿主昆虫之

间有着密切的关系，昆虫的生活和进化等各方面在

某种程度上都依赖于各种有益微生物[11]，两者是

相互影响的，所以丰富的昆虫肠道微生物在利用方

面有着巨大的研究前景[16,27]。本试验从食腐昆虫美

洲大蠊的肠道中分离得到一株细菌 MC4-2，通过

平板对峙试验发现该菌对烟草疫霉抑制率可达到

64.04%，通过对该菌的形态特征、生理生化特征

和 16S rRNA 基因序列等进行分析和对比，初步鉴

定该菌为枯草芽孢杆菌(B. subtilis)。这不仅丰富了

昆虫肠道内生菌的研究，还为利用昆虫内生枯草芽

孢杆菌进行生物防治提供了参考依据。 

由于枯草芽孢杆菌在生长过程中能产生多种

活性物质和芽孢，因此对于该菌发酵培养的条件进

行筛选和优化就显得非常重要。在营养物质和外界

条件都适宜的情况下，细菌产生的抑菌物质往往较

为丰富[28]。本研究采用单因素和正交试验的方法

对菌株 MC4-2 的基础培养基和发酵条件进行了优

化，结果表明菌株 MC4-2 在 YSP 培养基上生长最

好，并以蔗糖为最佳碳源，以酵母膏和蛋白胨为最

佳氮源，优化培养基配方为：蛋白胨 1.0 g、酵母

浸粉 1.0 g、蔗糖 1.5 g、蒸馏水 100 mL，最佳发酵

条件为接种量 8%、装液量 30 mL、初始 pH 6.0、

转速 210 r/min、温度 32 °C、培养时间 60 h、光照

时间 12 h/d。将菌株 MC4-2 的最佳发酵条件与路

妍等[29]从土壤中分离得到的枯草芽孢杆菌 S-16 和

叶云峰等 [28]从植物内分离得到的枯草芽孢杆菌

B47 的最佳发酵条件相比，可以发现三者在发酵温

度的选择上相似，都集中在 30−34 °C 之间；最适

pH 集中在 6.0−7.0 之间，为中性偏微酸性；MC4-2

与 B47 都表现出对蔗糖和酵母的选择，而且培养

基正交试验结果相似；MC4-2 与 S-16 都对蛋白胨

有较好的选择性。将 MC4-2 与本实验室保存的枯

草芽孢杆菌 ZLSY2 菌株的生理生化特征对比，两

者在葡萄糖分解、甲基红试验和 V-P 试验中结果不

相同，这可能是由于 2 株菌对葡萄糖的分解能力有
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差异造成的。综上所述，可以发现即使是同为枯草

芽孢杆菌，但是由于菌株的来源、生境等不相同，

其生理生化和对发酵条件的选择也各不相同。 

本试验对真菌性病害烟草黑胫病进行了室内

盆栽防效测定，结果发现优化发酵后的菌株 MC4-2

菌 悬 液 对 烟 草 黑 胫 病 的 盆 栽 平 均 防 效 达 到 了

63.86%。该试验结果与李苗苗[30]在烟田土壤中分

离得到拮抗菌和常栋等[10]从植物茎组织中分离筛

选得到的内生拮抗菌的室内盆栽的防效结果相比

较，可以发现不同来源的枯草芽孢杆菌对于烟草黑

胫病的盆栽防治效果也存在着差异。当然，除了对

烟草疫霉进行防治外，不同来源的枯草芽孢杆菌对

其他植物病害同样在盆栽防效试验中表现出较好

的防治效果，而且存在着差异[31-32]。 

上述研究结果为枯草芽孢杆菌的生物防治提

出更多的参考和依据，并丰富了昆虫肠道细菌的利

用研究，同时也证明菌株 MC4-2 是一株具有较大

潜力的生防菌株。在下一步的研究中，应加强对该

菌的生防机制、代谢产物的分离及对防治其他植物

病害的筛选等方面的探究。 
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