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摘  要：【背景】附子白绢病是由齐整小核菌(Sclerotium rolfsii)引起的一种土传细菌性病害，该病

原菌严重影响附子的生产。【目的】筛选出对附子白绢病具有生防效果的菌株，并将其用于病害防

治。【方法】利用平板涂布法和划线法从黄粉虫蛹体分离菌株，平板对峙法筛选对齐整小核菌具有

较强拮抗能力的菌株，通过形态学观察、生理生化试验、16S rRNA 基因测序分析确定其分类地位；

以单因素试验对发酵条件进行优化，并初步测定拮抗菌的菌悬液、挥发性气体和发酵液对齐整小

核菌菌丝的抑制效果。【结果】筛选出的拮抗菌株将其编号为 N2，初步鉴定为暹罗芽孢杆菌(Bacillus 
siamensis)；菌株 N2 最佳培养基配方(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉 5.0，蔗糖 20.0；最佳培养条

件：初始 pH 6.0，温度 36 ℃，转速 240 r/min，装液量 30 mL，接菌量 0.05%；其菌悬液、挥发性

气体和发酵液均能有效抑制白绢病菌菌丝的生长；胞外酶测定结果显示该菌株可产生蛋白酶和纤

维素酶，不产嗜铁素。【结论】菌株 N2 对附子白绢病具有较好的抑制效果，在生物防治中具有较

好的应用潜力和较高的研究价值。 
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Identification, fermentation condition optimization, and effect 
of a strain against Sclerotium rolfsii in Aconitum carmichaeli 
TANG Yongyu, WU Guoxing, ZHU Guoyuan, LI Ran, SHI Chunlan, WANG Sijie,  
YANG Yantong, GAO Xi* 

College of Plant Protection, Yunnan Agricultural University, Kunming 650201, Yunnan, China 
 
Abstract: [Background] Southern blight of Aconitum carmichaeli is a soil-borne bacterial 
disease caused by Sclerotium rolfsii, which seriously affects the production of the medicinal 
plant. [Objective] To screen a strain against the S. rolfsii in A. carmichaeli and use it for disease 
control. [Methods] The strains were isolated from Tenebrio molitor pupae by plate coating 
method and streak plate method. The strain with strong ability against S. rolfsii was identified 
by plate confrontation assay, and the taxonomic status was determined based on morphological 
observation, physiological and biochemical tests, and 16S rRNA sequencing. Fermentation 
conditions were optimized by single factor test. The inhibitory effect of suspension, volatile gas, 
and fermentation broth of the antagonistic strain on the mycelia of S. rolfsii was determined. 
[Results] An efficient antagonistic strain N2 was screened out and identified as Bacillus 
siamensis. The best medium formula (g/L) of strain N2 is tryptone 10.0, yeast extract 5.0 and 
sucrose 20.0. The optimum culture conditions were as follows: initial pH 6.0, temperature 
36 ℃, rotating speed 240 r/min, liquid volume 30 mL, and inoculum 0.05%. The suspension, 
volatile gas, and fermentation broth of the strain all can effectively inhibit the growth of      
S. rolfsii mycelia. The results of extracellular enzyme assay showed that the strain could produce 
protease and cellulase but failed to synthesize siderophore. [Conclusion] Strain N2 has ideal 
inhibitory effect on S. rolfsii of A. carmichaeli, which has a good application potential and high 
research value in biological control. 
Keywords: southern blight of Aconitum carmichaeli; Bacillus siamensis; optimization of 
fermentation conditions; inhibitory effect; biological control 
 
 
 

附子(Aconitum carmichaeli)又叫乌头或附

片，最初记载于《神农本草经》[1]，具有镇痛、

强心、抗炎、提高免疫力的作用 [2]。附子白绢

病是对附子危害最严重的病害之一，病原为半知

菌亚门无孢目的齐整小核菌(Sclerotium rolfsii)，
由其引起的病害发生在附子根部，因而很难进

行防治，直接导致附子的产量和品质下降[3]。

近年来，由于附子被列入药食同源名录，市场

多元化导致附子需求量逐年增加，附子种植规

模也逐年攀升，这为附子致病菌繁衍和传播创

造了有利条件，病害问题愈发突显，对附子产

量及品质威胁较大[4]。通过选择合适的低毒高

效农药防治白绢病效果并不理想，同时长期大

量使用农药会造成土壤污染，农产品质量和安

全性下降[5]。国家《中药材生产质量管理规范》

标准中有具体条例规定，应使用高效、低毒、

低残留的农药对药用植物病害进行防治，并且

鼓励使用生防菌剂[6]，因此筛选具有高效生防

效果的拮抗菌株并将其运用到药用植物生产上

显得尤为重要。 
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芽孢杆菌在植物病害防控方面具有显著

的效果，具有促进植物生长发育和抑制植物病

害等生防作用 [7]。已报道用于花生、白术和茉

莉等植物白绢病的生防菌有蜡样芽孢杆菌 [8]、

解淀粉芽孢杆菌 [9]、枯草芽孢杆菌、荧光性假

单胞菌、类芽孢杆菌、黄杆菌 [10]和木霉属 [11]

等不同菌种，且大部分都来源于植物根际土 
壤[12]和植物内生细菌[13]。相较而言，有关附子

白绢病的生物防治报道较少。然而在应用生防

芽孢杆菌进行植物病害防治时，生防菌株能否

成功定殖往往决定着最终防效 [14]。发酵条件

优化可为生防菌找到一个较为适宜的培养条

件，有利于其定殖并大大提升发酵液浓度，提

高防效。 
本研究利用稀释涂布法和平板划线法分离

拮抗菌、平板对峙法测定菌株的抑菌效果，结

合形态学、生理生化特性和 16S rRNA 基因序

列测定确定菌株的分类学地位；通过单因素试

验对菌株的最适发酵培养基和最佳发酵条件

(温度、初始 pH、接种量、发酵时间、装液量、

转速)进行优化，筛选其最佳发酵条件并探究其

发酵产物抑菌效果，同时进行抑菌机理研究，

以期为利用该菌对附子白绢病进行生物防控提

供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

病原菌：附子白绢病病原菌齐整小核菌由

本课题组前期分离自患病附子，保存于云南农

业大学昆虫毒理学实验室。 
拮抗菌：供试附子白绢病菌拮抗菌从室内

自然饲养的黄粉虫蛹体中分离得到，经分离纯

化后待用，将其编号为 N2，现保存于云南农业

大学农药药理学实验室。 

1.1.2  培养基 
LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉

5.0，NaCl 10.0，pH 自然；蛋白胨酵母蔗糖培

养基(YSP, g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉 5.0，
蔗糖 20.0，pH 自然；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，pH 自然；营养琼脂培养基(NA, g/L)：
牛肉膏 3.0，胰蛋白胨 10.0，氯化钠 5.0，pH 自

然；完全培养基(CM, g/L)：葡萄糖 5.0，(NH4)2SO4 
2.0，柠檬酸钠 1.0，MgSO4∙7H2O 0.2，K2HPO4 
4.0，KH2PO4 6.0，pH 自然；马铃薯葡萄糖培养

基(PDA, g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，琼

脂 15.0−20.0，pH 自然。 
胞外酶活性测定培养基参考文献[15]配制。 
蛋白酶鉴定培养基(g/L)：脱脂牛奶：15.0，

琼脂 20.0，121 ℃灭菌 20 min。 
纤维素酶鉴定培养基(g/L)：(NH4)2SO4 2.0，

MgSO4 0.5，KH2PO4 1.0，NaCl 0.5，纤维素粉

20.0，刚果红 0.2，琼脂 20.0，pH 自然，121 ℃
灭菌 20 min。 

嗜铁素检测培养基(CAS, mg/L)：铬天青

60.5，十六烷基三甲基溴化铵(HDTMA) 72.9，
六水氯化铁 2.645，二水磷酸二氢钠，295.25，
十二水磷酸氢二钠 1 213.5，氯化铵 125，磷

酸二氢钾 37.5，氯化钠 62.5，琼脂 9 000，     
pH 6.8±0.1。 

称取 CAS 培养基 10.87 g 加入 1 L 蒸馏水

中，加热煮沸 1 min 以上使溶解，115 ℃灭菌

20 min，冷至 50−55 ℃，备用。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

酵母浸粉、胰蛋白胨等生化试剂，北京生

物科技有限公司；琼脂，北京索莱宝科技有限

公司；牛肉膏，广东环凯微生物科技有限公司；

蔗糖、葡萄糖、氯化钠等，天津市大茂化学试

剂厂。 
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智能型人工气候箱，宁波东南仪器有限公

司；恒温摇床，易晨仪器制造有限公司；分光

光度计，岛津仪器(苏州)有限公司，超净工作台，

苏州安泰空气技术有限公司；立式蒸汽灭菌锅，

江苏登冠医疗器械有限公司；电热鼓风干燥箱，

上海一恒科学有限公司。 

1.2  拮抗菌的分离 
将黄粉虫蛹用 75%酒精冲洗 3 次后再用无

菌水冲洗 3 次，放入无菌离心管中，加入 1 mL
无菌水，充分研磨进行梯度稀释(10−6、10−7、

10−8、10−9)，分别涂布于 LB 平板上，28 ℃培养

2−4 d，将所得单菌落划线培养[16]。 

1.3  拮抗菌的抑菌效果测定 
采用平板对峙的方法，使用 5 mm 的灭菌

打孔器在已培养 3 d 的附子白绢病菌平板上打

孔，用无菌镊子取菌饼接种于新的 PDA 平板中

央。用接种环蘸取菌株 N2 单菌落接种于该 PDA
平板的四周距离菌饼相同距离处，然后放入

28 ℃培养箱中培养 2−4 d，待对照长满整个平

板后取出计算抑菌率。空白对照只接种病原菌，

重复 3 次[16]。 
抑菌率 (%)=(对照组菌落直径‒处理组菌落直

径)/对照组菌落直径×100                (1) 

1.4  拮抗菌的鉴定 
1.4.1  形态结构及生理生化特性 

将分离纯化的 N2 菌株接种于固体 LB 培养

基上，28 ℃培养 2−3 d 后观察长出的单菌落形

态。刮取单菌落进行革兰氏染色，在油镜下观

察染色成功的载玻片，记录染色结果。生理生

化特性测定参照《常见细菌系统鉴定手册》[17]

方法进行。 
1.4.2  分子鉴定 

用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 N2 的

基因组 DNA 作为模板，选择细菌通用引物 27F 
(5′-AGAGTTGACCTGGCTCA-3′)对菌株的 16S 

rRNA基因和gyrB基因和1492R (5′-GGTTACCTT 
GTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反应体

系(50 μL)：2×Taq PCR Mix 25 μL，上游引物  
(10 μmol/L) 2 μL，下游引物(10 μmol/L) 2 μL，

DNA 模板(200 ng/μL) 3 μL，ddH2O 18 μL。PCR
反应条件：94.8 ℃ 2.5 min；98 ℃ 10 s，55 ℃  
10 s，72 ℃ 20 s，30 个循环；72 ℃ 2 min。采

用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物，然后

将产物送昆明擎科生物有限公司进行测序，将

测序结果提交 NCBI 基因库，进行 BLAST 比对，

确定亲缘关系，下载相似度最高的序列。使用

MEGA 7 软件采用邻接法构建菌株的系统发育

树，确定菌株的系统分类学地位[16]。 

1.5  探究拮抗菌的培养条件 
1.5.1  种子液的制备 

在装有 100 mL LB 液体培养基的锥形瓶中

接种菌株 N2 的单菌落，28 ℃、180 r/min 培养

1 d 后备用。 
1.5.2  不同培养基对菌体量的影响 

配制 LB、NA、YSP、CM、NYBD 这 5 种

液体培养基各 100 mL 于锥形瓶中，每个培养基

各接入种子液 50 μL，28 ℃、180 r/min 振荡培

养 1 d 后用分光光度计测定菌液的 OD600 值，每

个处理设置 3 个重复，下同。 
1.5.3  不同碳源对菌体量的影响 

以 1.5.2 筛选出的最适培养基为基础，用麦

芽糖、葡萄糖、蔗糖、乳糖和淀粉作为该培养

基的碳源，保持其他组分及培养条件不变，1 d
后测量菌液的 OD600，以此确定最佳碳源。 
1.5.4  不同氮源对菌体量的影响 

以筛选出的最适培养基为基础，保持除氮

源外的其他组分和培养条件不变，在培养基中

加入 NH4Cl、酵母浸粉、NH4NO3、甘氨酸和胰

蛋白胨作为该培养基的氮源，培养 1 d 后测量

菌液的 OD600，确定最佳氮源。 
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1.5.5  初始 pH 对菌体量的影响 
配制 pH 值为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0

和 10.0 的 100 mL 筛选出的培养基，分别接种

50 μL 种子液于各培养基中，培养 1 d 后测量

不同初始 pH 菌液的 OD600 值，以此确定最适

初始 pH。 
1.5.6  温度对菌体量的影响 

以上述条件为基础，分别设置恒温摇床的

温度为 20、24、28、32、36 和 40 ℃进行 1 d
的发酵，振荡培养后于分光光度计中测量各不

同温度下的菌液的 OD600 值，以此确定最佳发

酵温度。 
1.5.7  转速对菌体量的影响 

以上述筛选结果为基础，保持优化后培养

条件不变，分别调整恒温摇床转速为 120、150、
180、210 和 240 r/min，培养 1 d 后测量各不同

转速下菌液的 OD600 值，以此确定摇床培养的

最适转速。 
1.5.8  不同装液量对菌体量的影响 

以上述研究结果为基础，在 250 mL 锥形瓶

中分别配制 30、60、90、120 和 150 mL 的优化

液体培养基，于各培养基中接种种子液，培养

1 d 后于分光光度计中测量各不同装液量菌液的

OD600 值，以此确定菌株培养的最适装液量。 
1.5.9  不同初始接菌量对菌体量的影响 

以上述探究结果为基础培养基，分别接种

0.05%、0.1%、0.5%、1%、2%的种子液。培养

1 d 后测定不同初始接菌量菌液的 OD600，以确

定最适的初始接菌量。 
1.5.10  发酵时间对菌体量的影响 

以上述探究结果为基础培养基，在 0−1 d
内每间隔 2 h 测量一次，1 d 后每间隔 12 h 测量

一次，直至测到 120 h，于分光光度计中测量各

发酵时间下菌液的 OD600 值。根据所得数据绘

制细菌的生长曲线。 

1.6  菌悬液对附子白绢病菌丝生长的影响 
将细菌接入优化后的液体 YSP 培养基中，

28 ℃、180 r/min 培养 2 d，吸取 50 μL 菌液在

PDA 平板上进行涂布，将附子白绢病菌 5 mm

的菌饼接种到涂布好的 PDA 平板中央，对照培

养基只接入附子白绢病病原菌，设置 3 个重复。

采用十字交叉法测量病原菌生长直径，运用公

式(1)计算抑菌率。 

1.7  无菌发酵液对附子白绢病菌丝生长的

影响 
将经 YSP 液体培养基 28 ℃、180 r/min 培

养 2 d 后的菌株发酵液于 4 ℃、8 000 r/min 离

心 20 min，使用 0.22 μm 滤菌膜将菌体过滤，

得到无菌发酵滤液。将无菌发酵滤液原液分别

稀释 2 倍和 4 倍待用，将无菌发酵液与 PDA 培

养基按照 1:4的比例混合均匀，配制成带毒 PDA

平板，然后将活化好的 5 mm 附子白绢病菌菌

饼接种在平板中央。以不接菌的 YSP 液体培养

基代替无菌发酵滤液为对照。28 ℃培养 3 d，

转速采用优化后的最适转速，每个处理设置 3 个

重复。待 CK 布满整个平板时，十字交叉法测

量菌落直径，运用公式(1)计算菌株无菌发酵滤

液原液、稀释 2 倍液和 4 倍液对附子白绢病菌

的抑菌率。 

1.8  挥发性气体对附子白绢病菌丝生长的

影响 
参考彭启超等[18]方法进行改进，选取 2 个

培养皿底，一侧倒入 YSP 固体培养基，另一侧

倒入马铃薯培养基(PDA)，在 YSP 培养基一侧

用 N2 菌株划线，马铃薯培养基(PDA)侧接种附

子白绢病菌菌饼，然后将 2 个培养基底用封口膜

密封培养。以未划线的培养基作为对照，3 次重

复，28 ℃恒温培养，待对照长满平板时测量菌

落直径，运用公式(1)计算抑菌率。 
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1.9  菌株产胞外酶活性测定 
将拮抗菌株分别接种于蛋白酶、纤维素酶、

嗜铁素检测培养基平板，于 28 ℃恒温培养箱中

培养 3 d，观察是否产生透明圈。纤维素酶检测

培养基采用刚果红染色 20−30 min 后，再用    
1 mol/L 氯化钠浸泡 15 min，然后观察是否产生

透明圈。 

1.10  数据处理 
采用 Excel 2016 对试验数据进行整理，

Excel 2016、GraphPad 8.02 制作图表；运用 SPSS 
20.0 对试验数据进行统计及差异显著性分析。 

2  结果与分析 
2.1  拮抗菌的分离与抑菌效果 

自黄粉虫蛹体共分离得到 4 株形态不同的

菌株，其中菌株 N2 对附子白绢病病原齐整小

核菌具有较好拮抗作用，平板对峙试验对齐整

小核菌的抑制率为 68.39% (图 1)。 

2.2  拮抗菌的鉴定结果 
2.2.1  拮抗菌的形态特征及生理生化特性 

将菌株在 LB 培养基上划线培养 2−3 d 后，

形成的单菌落表面凹凸不平，边缘有褶皱且中 
 

 
 
图 1  拮抗菌株 N2 对附子白绢病菌的抑菌作用   
A：对照组. B：拮抗菌 N2 平板对峙对附子白绢

病的抑制效果 
Figure 1  Antifungal effect of antagonistic strain 
N2 on Sclerotium rolfsii. A: Control group. B: 
Inhibitory effect of antagonistic N2 plate confrontation 
on Sclerotium rolfsii. 

心褶皱呈波浪状凸出，不透明，颜色为乳白色

(图 2A)。革兰氏染色结果表明，菌体呈杆状，

能产芽孢，为阳性菌(图 2B)。生理生化试验显

示，N2 菌株淀粉水解、石蕊牛奶、明胶液化、

尿素试验、H2S 试验、伏普试验、柠檬酸盐试

验结果为阳性，油脂水解、葡萄糖发酵、乳糖

发酵、吲哚、甲基红试验结果为阴性，不能利

用葡萄糖和乳糖(表 1)。 
 

 
 
图 2  菌株 N2 的形态特征及革兰氏染色(100×)   
A：平板上的菌落形态. B：革兰氏染色 
Figure 2  Morphological characteristics and Gram 
staining of strain N2 (100×). A: Colony morphology 
on the plate. B: Gram stain. 
 
表 1  菌株 N2 的生理生化特性 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics 
of strain N2 
Items Results 
Starch hydrolysis + 
Oil hydrolysis – 
Litmus milk + 
Gelatin liquefaction + 
Urea solution + 
Glucose fermentation – 
Lactose fermentation – 
Hydrogen sulfide + 
Indole – 
Methyl red test – 
Voges-proskauer test + 
Citric acid decomposition + 
+：阳性；–：阴性 
+: Positive; –: Negative. 
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2.2.2  拮抗菌分子鉴定结果 
将菌株 N2 的 16S rRNA 基因测序结果与

GenBank 数据库中已有序列进行 BLAST 比对，

发现该菌与 Bacillus siamensis strain (NR 117274.1)
具有高度相似性，相似度达 99.39%。构建菌株

N2 的系统发育树，结果显示N2 菌株与B. siamensi
聚在同一系统分支上(图 3)。结合形态特征和生

理生化结果，初步鉴定该菌为暹罗芽孢杆菌 
(B. siamensis)。 

2.3  拮抗菌最适培养条件优化结果 
2.3.1  最佳培养基 

如图 4A 所示，菌株 N2 在 5 种培养基上都

能生长，并且菌株菌体量具有显著差异性。在

摇床上振荡培养 1 d 后，菌株 N2 在 YSP 培养基

中菌体量最大，OD600 值达到 2.008；其次为 LB、

NYBD、NA，在 CM 培养基上生长最慢，OD600

值最小。因此，菌株 N2 的最佳培养基为 YSP。 
2.3.2  最佳碳源 

以筛选出的最佳培养基 YSP 为基础培养基

筛选碳源，如图 4B 所示，菌株 N2 在 5 种碳源

中均可以生长，但菌株 N2 在以蔗糖为碳源时

菌体量最大，OD600 值可以达到 2.049；麦芽糖

为碳源时菌液浓度仅次于蔗糖，差异不显著；

淀粉作为碳源时，细菌浓度最低，生长最慢。 
2.3.3  最佳氮源 

如图 4C所示，菌株在 5种氮源中均能生长，

但当以蛋白胨为氮源时细菌的菌体量最大，菌

液浓度最高，以酵母粉、氯化铵、硝酸铵为氮

源时细菌生长也较好，但与蛋白胨相比有显著

差异；当以甘氨酸为氮源时，菌株基本不能生

长，说明甘氨酸无法作为氮源。因此选择蛋白

胨作为最佳培养基的氮源。 
2.3.4  最适 pH 的优化 

如图 4D 所示，不同的 pH 对菌株 N2 生长

具有很大的影响。当初始 pH 值为 6.0 时，菌株

N2 菌体量最大，经摇培 1 d 后，测得菌液 OD600

为 2.226；菌株 N2 在初始 pH 值为 5.0、7.0 和

8.0 时菌体量也较大，OD600 分别为 2.066、2.105、
2.066；当 pH 值为 4.0、9.0 和 10.0 时菌株菌体

量较小，OD600 仅为 0.042、0.019 和 0.190。这

说明菌株在偏酸或偏碱的环境都不利于生长，

因此菌株 N2 的最适 pH 值为 5.0−8.0。 

 

 
 
图 3  菌株 N2 基于 gyrB 基因序列构建的系统发育树   括号内为基因的 GenBank 序列号；分支点上

的数据代表 bootstrap 的支持率，代表分类单位被聚在一起的概率，bootstrap 次数设置为 1 000；标尺

刻度 0.05 是序列进化的分支差异 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain N2 based on gyrB gene sequence. The GenBank sequence number of 
the gene is in brackets; The data on the branch point represents the support rate of bootstrap, representing the 
probability that classification units are gathered together, and the number of bootstrap times is set to 1 000; 
Scale 0.05 is the branch difference of sequence evolution. 
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图 4  不同培养条件对菌株 N2 生长速度的影响   A：不同培养基. B：不同碳源. C：不同氮源. D：不

同 pH. E：不同温度. F：不同转速. G：不同装液量. H：不同接菌量. 不同小写字母表示经 Duncan 氏新

复极差法检验在 P<0.05 水平差异显著 
Figure 4  Effects of different culture conditions on the growth rate of strain N2. A: Culture medium. B: 
Carbon source. C: Nitrogen source. D: pH. E: Temperature. F: Rotating speed. G: Liquid loading. H: 
Inoculation amount. Different lowercase letters show significant differences at P<0.05 level by Duncan՚s new 
repolarization method. 
 
2.3.5  最适温度优化 

如图 4E 所示，在不同环境温度下，菌株

N2 均能生长，在温度为 36 ℃时，菌株 N2 生长

速度相对较快；从 20–36 ℃，菌株菌体量逐渐 
增大，当温度升高到 40 ℃时，菌体量又开始减

小。细菌体内相关酶的活性随着温度的变化而

变化，从而影响菌株的生长发育和代谢。较高

或较低的温度都能影响 N2 菌株的生长，因此，

菌株 N2 的最适生长温度为 36 ℃。 
2.3.6  最适转速的优化 

如图 4F 所示，摇床的不同转速对菌株 N2 的

生长具有一定影响。当摇床转速为 240 r/min 时，
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培养 1 d 后菌株菌体量最大，OD600 为 2.382；
其次是转速为 210 r/min；当转速为 120 r/min
时菌液浓度最低，OD600 为 1.965。经恒温摇床

培养，培养基溶解氧气的含量增大，从而提供

更多的氧气供菌株生长繁殖。 
2.3.7  最适装液量的优化 

如图 4G 所示，不同装液量对菌株 N2 的生

长具有一定影响。当用 250 mL 三角瓶装液   
30 mL 时，经恒温摇床振荡培养 1 d 后菌株菌体

量最大，OD600 达 2.344；随着装液量的不断增

大，菌体量逐渐减少，当装液量为 150 mL 时，

OD600 达 2.018。 
2.3.8  最适接菌量的优化 

如图 4H 所示，当初始接菌量为 0.05%时，

经振荡培养 1 d 后菌株 N2 菌体量最大，OD600

达 2.307；其次为接菌量 2%。不同接菌量之间

差异不显著，说明不同的接菌量对菌株生长影

响不大。 
2.3.9  最适发酵时间的优化 

如图 5 所示，随着培养时间的延长，N2 菌

株的菌体量变化呈现“S”型曲线。0−6 h，菌体

量较小，细菌 OD600 值无显著变化，表明该段

时间为菌株的生长迟缓期；6 h 以后，菌体量随

时间的延长而逐渐增大，16 h 时菌液浓度最大，

OD600 值最高为 2.379，因此 6−16 h 为细菌的对

数生长期，细菌在该段时间菌体量最大，生长

速度最快，16−120 h 为细菌的平稳期，该段时间

菌体量缓慢增大，菌液浓度趋于平稳；120 h 后，

细菌浓度逐渐开始下降，该时间段为细菌的生

长衰亡期。 

2.4  拮抗菌菌悬液、无菌发酵液和挥发性

气体对附子白绢病菌丝生长的影响 
由图 6A 可见，菌株 N2 菌悬液对附子白绢

病菌菌丝生长具有显著的抑制效果。培养 3 d
时 N2 菌悬液处理的白绢病菌仅有菌饼周围有

菌丝生长，菌饼整体直径为 5.40 mm，而 CK 则

长满整个培养皿，菌落直径为 84.38 mm (图 B)。
由表 2 可知，N2 菌悬液对白绢病菌菌丝生长的

抑制率达到 99.53%。 
由图 6C 可以看出，N2 菌株无菌发酵液对

附子白绢病菌丝生长有一定的抑制效果。培养

3 d 时稀释 4 倍的 N2 无菌发酵液处理附子白绢

病菌菌落增长直径为 39.68 mm，稀释 2 倍液处

理后附子白绢病菌落直径为 12.91 mm，原液处

理过的菌落不生长，CK 菌落增长直径为 77.26 mm 
(图 6D)。N2 无菌发酵液原液对附子白绢病菌菌 

 

 
 
图 5  菌株 N2 生长曲线 
Figure 5  Growth curve of strain N2. 
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图 6  菌株 N2 不同组分对附子白绢病菌菌丝生长的抑制效果   A、C、E：分别为经菌悬液、无菌发

酵液(稀释 4 倍)和挥发性气体处理后的菌落. B、D、F：分别为菌悬液、无菌发酵液(稀释 4 倍)和挥发

性气体的 CK 
Figure 6  Inhibitory effect of different components of strain N2 on mycelial growth of Sclerotium rolfsii. A, 
C and E: The colonies treated by bacterial suspension, sterile fermentation broth (diluted 4 times) and volatile 
gas, respectively. B, D and F: The control of bacterial suspension, aseptic fermentation broth (dilution 4 times) 
and volatile gas, respectively.  
 
丝生长的抑制率为 100%，稀释 2 倍液对菌丝生

长抑制率为 83.29%，稀释 4 倍液对菌丝生长的

抑制率为 48.64% (表 2)。 
由图 6E 可见，菌株 N2 挥发性气体对附子

白绢病菌菌落生长具有较好的抑制效果。培养

3 d 时，N2 处理附子白绢病菌菌落增长直径为

24.84 mm，CK 增长直径为 83.84 mm (图 6F)，
N2 挥发性气体对附子白绢病菌菌丝生长抑制

率为 70.38%；从整体效果看，N2 无菌发酵液

原液抑制效果>N2 菌悬液涂布抑制效果>稀释 
2倍的无菌发酵液抑制效果>挥发性气体抑制效

果>平板对峙抑制效果>稀释 4 倍无菌发酵液抑

制效果(表 2)。 

2.5  拮抗细菌产胞外酶活性测定结果 
三种胞外酶结果显示(图 7)，菌株 N2 能产 

表 2  菌株N2不同组分对附子白绢病菌菌丝生长

的抑制率对比 
Table 2  Comparison of inhibition rates of different 
components of strain N2 on hypha growth of 
Sclerotium rolfsii 
Mode of action Inhibition rate 

(%) 

Flat confrontation 68.39±1.59c 

Suspension coating 99.53±0.05a 

Sterile fermentation broth (original) 100.00±0.00a 

Sterile fermentation broth (dilution 2 times) 83.29±0.42b 

Sterile fermentation broth (dilution 4 times) 48.64±1.91d 

Volatile gas 70.38±1.78c 

同列数据后不同小写字母表示经 Duncan 氏新复极差法检

验在 P<0.05 水平差异显著 
Different lowercase letters in the same column indicated 
significant difference by Duncan’s new multiple range test 
(P<0.05). 
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图 7  拮抗菌株产胞外酶检测   A、C、E：分别为蛋白酶、纤维素酶和嗜铁素检测平板 CK. B、D、

F：分别为蛋白酶、纤维素酶和嗜铁素检测平板处理 
Figure 7  Detection of extracellular enzymes produced by antagonistic strains. A, C and E: Protease, 
cellulase and siderophore detection plates CK. B, D and F: Treated by protease, cellulase and siderophore 
detection plates, respectively. 
 
生蛋白酶和纤维素酶，有透明圈出现，其降解

圈的直径均大于 10 mm，但不能分泌嗜铁素 
(表 3)。 

3  讨论与结论 
芽孢杆菌是一类好氧的革兰氏阳性菌，广

泛存在于自然界中。研究表明，芽孢杆菌具有

促进植物生长、固定氮元素及防治植物病害等 
 

表 3  菌株 N2 产胞外酶活性 
Table 3  Extracellular enzyme activity of strain N2 
Extracellular enzyme Diameter of degradation ring 
Protease ++ 
Cellulase +++ 
Siderophore – 
–：降解圈直径=0 mm，+：0 mm<降解圈直径≤10 mm；

++：10 mm<降解圈直径≤20 mm；+++：降解圈直径>20 mm 
–: Diameter of degradation ring=0 mm, +: 0 mm<diameter 
of degradation ring≤10 mm; ++: 10 mm<diameter of 
degradation ring≤20 mm; +++: The diameter of degradation 
ring is >20 mm. 

多方面的生物学作用[19]。由于芽孢杆菌生长速

度快、营养要求较简单，同时自身具有较强的

抗逆性，因此是目前具有开发应用前景的一类

生防菌[20]。本文通过平板对峙法和菌丝生长速

率法筛选到一株对附子白绢病菌具有拮抗活性

的细菌菌株 N2，该菌的平板对峙试验对附子白

绢病菌丝生长抑制率达到 68.39%。利用细菌形态

特征、生理生化特征及 16S rRNA 基因序列分析，

将该菌株鉴定为暹罗芽孢杆菌(B. siamensis)。这

不仅增加了生防菌的来源，还为利用昆虫来源

生防菌进行生物防治提供了参考依据。 
已有研究表明暹罗芽孢杆菌是一种重要的

生防细菌，具有较广的抑菌谱，能够防治禾谷

镰刀菌(Fusarium graminearum)[21]、马铃薯干腐病

菌(Fusarium spp.)[22]、尖孢镰刀菌(F. oxysporum)、
水稻稻瘟病菌(Magnaporthe grisea)、棉花立枯病

菌(Rhizoctonia solani)、葡萄座腔菌(Botryosphaeria 
dothidea)、灰葡萄孢(Botrytis cinerea)[23]等多种
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植物真菌病害和青枯假单胞杆菌(Pseudomonas 
solanacearum)等细菌病害[24]。张霞等[25]从土传

病害发生严重的花生田中分离细菌，经平板对

峙获得了一株拮抗细菌暹罗芽孢杆菌 ZHX-10，
其菌悬液、挥发性气体和发酵液均能有效抑制

花生白绢病菌菌丝的生长。徐晓裕等[26]对暹罗

芽孢杆菌分离纯化得到具有拮抗作用的抗菌

肽，该抗菌蛋白可用于果蔬采后病害防治。 
对生防细菌发酵条件优化有利于菌株的培

养和规模化生产。本研究采用单因素试验对菌

株 N2 的最适培养基和发酵条件进行了优化，

结果表明，YSP 为菌株 N2 的最适培养基，优化

后的培养基配方为胰蛋白胨 10.0 g/L、酵母粉

5.0 g/L、蔗糖 20.0 g/L、蒸馏水 1 L；最适培养

条件为初始 pH 6.0、发酵温度 36 ℃、最适转速

240 r/min、250 mL 的三角瓶装液 30 mL、初始

接菌量 2%、发酵时间 16 h。这与徐晓裕等[27]

报道的暹罗芽孢杆菌 G2 优化后的发酵条件为

初始接种量 3%、初始 pH 7.0、发酵温度 33 ℃、

转速为 160 r/min、培养时间为 33 h 相比，初始

接菌量、初始 pH 和发酵时间比其低，发酵温

度和转速比其高；与曹云娥等[28]报道的暹罗芽

孢杆菌 WQ-6 优化后的 pH 6.0、转速 236.2 r/min
等结论接近，初始接菌量比其 4%少，培养时间

比其 1 d 少；比王寒影等[29]报道的暹罗芽孢杆

菌 D1 最佳发酵培养时间 48 h 和李晨霞等[30]报

道的暹罗芽孢杆菌 B-6578 最佳发酵时间 36 h
短，且在 16 h 后进入稳定生长期，表明 N2 菌

株能在较低的培养要求下得到较多发酵产物，

此差异出现的原因也可能是菌株来源于昆虫虫

体。经过培养条件的优化，菌株 N2 的菌液浓

度显著增大，该试验结果为菌株 N2 工厂化应

用提供了良好的试验基础。但菌株的抑菌物质

具体来源于菌株代谢产物或是菌体尚不明确，

还需进行深入挖掘。 

本研究中，暹罗芽孢杆菌 N2 的菌体、菌

悬液、无菌发酵液和挥发性气体对附子白绢病

菌菌丝生长具有明显的拮抗作用，这与张霞  
等[25]、彭启超等[18]研究发现暹罗芽孢杆菌菌悬

液、无菌发酵液、挥发性气体能有效抑制白绢

病菌菌丝和菌核生长，以及潘梦诗等[31]研究的

贝莱斯芽孢杆菌对花生白绢病菌菌丝具有显

著抑制作用的结果类似。相较于 N2 挥发性气

体，无菌发酵液更能抑制白绢病菌菌丝的生

长，无菌发酵液浓度越高，抑制率效果越好；

同样地，相较于菌体，无菌发酵液和菌悬液抑

制效果更好。推测 N2 对附子白绢病菌菌丝的

抑菌活性物质主要来源于发酵液中的代谢产

物。据相关文献报道，生防芽孢杆菌能产生细

菌素[32]、酶类、肽类[33]、大环内酯类、抗菌蛋

白类、聚酮类和脂肽类化合物等[34]多种抗菌抑

菌活性物质。许本宏[35]对暹罗芽孢杆菌 JFL15
抑菌代谢物进行分离鉴定，共检测出 25 种不

同的化合物，对其归类分析发现，主要为酮类

化合物，碳氢化合物和醇类化合物次之，含少

量的酯类和其他代谢物。本研究通过对暹罗芽

孢杆菌生防机理的初步研究发现，其可产生蛋

白酶、纤维素酶等细胞壁水解酶，与 You 等[36]

报道的暹罗芽孢杆菌能产生纤维素酶和蛋白

酶结果一致。这些次级代谢产物均可抑制植物

病原菌的生长，这与其无菌发酵滤液具有抑菌

活性的试验结果相吻合。 
上述研究结果为利用暹罗芽孢杆菌进行生

物防治提供了更多参考依据，同时也为附子白

绢病病害的防治提供菌种资源，丰富了对昆虫

来源生防细菌的利用和研究，表明菌株 N2 是

一株具有较大潜力的生防菌株。在后续的研究

中，应对其代谢产物进行分离，并探究该菌活性

物质的主要种类、特性及其稳定性，进一步验证

其生防效果，为其商业化生产提供理论支持。 
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