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!摘要"%目的& 研究甲基营养型芽孢杆菌m&* 4&! 和 îF 不同抑菌活性部位) 方法& 采用对峙培养法及牛津

杯验证提取物抑菌活性( 菌丝形态用扫描电镜观察( 菌株发酵上清液通过低温离心及微孔滤膜过滤制备( 脂肽粗提

物通过酸沉淀方法获得( 有机溶剂萃取物分别用等量石油醚* 乙酸乙酯* 水饱和正丁醇萃取发酵上清液获得( 蛋白

粗提物通过硫酸铵沉淀结合透析法获得) 结果& 与三株甲基营养型芽孢杆菌对峙培养的人参致病菌菌丝生长均呈现

畸形& 甚至死亡( 菌株发酵液和发酵上清液也有明显的抑菌活性& 上清液中的脂肽粗提物* 蛋白粗提物及水饱和正

丁醇萃取物均对人参致病菌有不同程度的抑菌效果) 结论& 三株芽孢杆菌发酵液中含有多种抑菌活性物质& 推测其

可能单独或协同发挥抑菌作用)

!关键词"%人参( 致病菌( 甲基营养型芽孢杆菌( 抑菌物质
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人参!$0$D7308%07 )050&->0是五加科多年生

宿根植物& 我国传统名贵中药材) 人参病害严重影

响人参的产量和品质+#,

& 化学农药长期不规范使用

不仅造成自然生态环境严重破坏& 同时也导致人参

农药残留超标& 给人参用药安全带来重大安全隐

患+!,

) 生物防治是解决药用中药材病害防治及农残

问题的有效途径之一& 芽孢杆菌属是目前研究较为

成熟且应用较为广泛的重要生防微生物+F9V,

) 根据已

有研究报道& 芽孢杆菌主要通过拮抗作用* 竞争作

用* 溶菌作用* 诱导抗性和植物促生长等+E,作用形

式表现其生防作用) 其中& 芽孢杆菌合成具有抑菌

活性的次生代谢物质& 是抑制植物致病菌生长发育

的关键+U,

) 前期& 课题组从商品化微生物菌剂中分

离了三株甲基营养型芽孢杆菌& 通过对峙培养试验

证实了菌株对人参致病菌的抑菌效果& 为上述菌剂

在人参病害防治中的应用提供了理论依据) 在此基
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础上& 本研究通过光学显微镜和扫描电镜观察& 研

究了对峙培养过程中三株甲基营养型芽孢杆菌对人

参锈腐菌 ='/301+*5$+?*0 1%8#+.5#$08* 人参黑斑菌 L/B

#%+0$+3$ ?$0$D* 人参根腐菌A.8$+3.48*/$0+和人参灰

霉菌2*#+'#38530%+%$菌丝生长的影响& 并从菌株胞外

分泌物中分离提取了粗脂肽* 粗蛋白及有机溶剂萃

取物& 结合抑菌活性检测& 初步明确了三株芽孢杆

菌的抑菌活性成分的有效部位)

89材料

8;8 供试菌株

人 参 锈 腐 菌 =01%8#+.5#$08* 人 参 黑 斑 菌

L0?$0$D* 人 参 根 腐 菌 A08*/$03和 人 参 灰 霉 菌

20530%+%$以及甲基营养型芽孢杆菌 m&* 4&! 和

îF 均由本课题组保存)

8;< 供试培养基

X_5培养基' 马铃薯 !"" ?& 葡萄糖 !" ?& 琼脂

#E d!" ?& 蒸馏水 # W& P^7)

W4培养基' 蛋白胨 #" ?& 3;)2#" ?& 酵母粉

E ?& 琼脂 #" d#E ?& 蒸馏水 # W& P^7)

8;= 主要仪器及试剂

电热恒温培养箱$ _̂ U"""& 天津市泰斯特仪器

有限公司%

恒温培养振荡器$ î aG9#"" &̂ 上海智城分析

仪器制造有限公司%

超净工作台$GQ9)h9#_& 北京亚泰克科隆仪器技

术有限公司%

立式自动电热压力蒸汽灭菌锅$WI94FEW型& 合

肥华泰医疗有限公司%

光学显微镜$W-+C;&!"E)& 德国%

飞纳台式扫描电镜$X*-,':XM'I& 原产荷兰%

离心机$\6H&5& FY#E& 德国%

旋转蒸发仪$ 8̀9E!55& 上海亚荣生化仪器厂%

循环水真空泵$\ î9:_& 上海亚荣生化仪器厂%

冷冻干燥机$!9VW_P2BJ& 德国 )*M+JK冻干机有

限公司%

冷冻干燥机$WHh9#$& 北京松源华兴科技发展有

限公司%

牛津杯$内径 $ ::& 外径 D ::%

血球计数板$"0"E ::p"0"E ::& 上海市求精

生化试剂仪器有限公司%

X4\缓冲溶液' Ŷ

!

X[

V

"0!7 ?& 3;

!

X̂[

V

#0V! ?&

3;)2$ ?& Y)2"0! ?& 蒸馏水 # W& 高温灭菌后 V o

保存

<9方法

<;8 对峙培养

将供试人参锈腐菌* 人参黑斑菌* 人参根腐菌

和人参灰霉菌制成
+

U ::菌饼& 置于 X_5平板中

央& 分别将拮抗菌株接种于距培养皿边缘 #" ::处&

!E o恒温黑暗培养 E d7 () 以只接种人参致病菌的

平板作为空白对照) 每个处理 F 次重复)

<;< 菌丝形态观察

对峙培养 E d7 (后& X_5平板上出现明显的抑

菌带) 用接种针挑取靠近拮抗菌株抑菌带边缘的致

病菌菌丝于载玻片上& 放置于样品台的导电胶上&

静置片刻后置于台式扫描电镜观察盒内& 观察病菌

菌丝的显微形态)

<;= 发酵上清液的制备

挑取 #环事先活化的芽孢杆菌菌株至 #"" :W的

W4液体培养基中& FE o* #E" M!:+,

c#振荡培养

!V *作为种子液) 按 Eg接种量将种子液接种到

#"" :W的W4液体培养基中& 相同条件振荡培养V$ *&

所得发酵液于 Vo* #" """ M!:+,

c#离心!" :+,& 上清

液经 "0!!

#

:微孔滤膜过滤& 得发酵上清液)

<;> 粗脂肽提取物的制备

取 #" :W发酵上清液& 用 U :'2!W

c#的 )̂2调节

至 P !̂& V o静置过夜) V o& #" """ M!:+,

c#离心

!" :+,) 将上清液调节 P 7̂ 后即为酸化上清液&

V o保存& 备用( 所得沉淀用甲醇溶解& 抽滤两次&

合并滤液& 旋转蒸发浓缩后冷冻干燥& 所得的干燥

样品用X4\缓冲液$"0"! :'2!W

c#

& P^70!%定容至

#" :W& 经 "0!!

#

:微孔滤膜除菌& 得脂肽粗提物)

<;? 有机溶剂萃取物

取 #" :W发酵上清液 F 份& 分别加入等量的石

油醚* 乙酸乙酯* 水饱和正丁醇& 萃取两次后合并

有机相& 挥干溶剂& 用 X4\ 缓冲液$"0"! :'2!W

c#

&

P^70!%定容至 #" :W& 经 "0!!

#

:微孔滤膜除菌&

得有机溶剂萃取物)

<;@ 蛋白粗提液的制备

取 #" :W发酵上清液& 缓慢加入固体硫酸铵颗

粒& 使其饱和度分别达到 V"g* E"g* U"g* 7"g*

$"g和 D"g& V o静置过夜) V o& #" """ M!:+,

c#

离心 !" :+,& 所得沉淀用 "0"! :'2!W

c#的 X4\ 缓冲

溶液$P^70!%重悬至完全溶解& 所得溶液装入透析

袋$截留分子量 $ d#V Z_%中除盐& 直至 #g的4;)2

!

溶液滴定透析外液无沉淀生成) 将透析袋内溶液冷冻

干燥& 所得的干燥样品用X4\ 缓冲液$"0"! :'2!W

c#

&

P^70!%定容至 #" :W& 经 "0!!

#

:微孔滤膜除菌&

得粗蛋白提取液)
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<;A 抑菌活性检测

在距X_5培养基中心 ! C:处按需摆放牛津杯&

每孔加入 #""

#

W待检测溶液) 将
+

U ::人参根腐

菌菌饼接种于平板中央& 静置过夜后& 取下牛津杯&

将X_5平板 !E o倒置培养 F dE (后测量菌落半径&

根据抑菌率评价不同菌株的抑菌效果)

抑菌率l

M对照 cM待测

M对照

p#""g( M' 菌落半径

=9结果与分析

=;8 拮抗菌株对人参致病菌菌丝形态的影响

扫描电镜观察发现& 对照组的人参根腐菌$图

!6%* 人参锈腐菌$图 !66%* 人参黑斑菌$图 !

(

%和

人参灰霉菌$图 !

&

%生长正常& 菌丝表面光滑& 粗

细均匀)

与m&对峙的人参根腐菌$图 !5%菌丝生长扭曲&

且结成团块& 菌丝粗细不均& 有破损现象& 菌丝表面

有凸起& 不光滑( 与 m&对峙的人参锈腐菌$图 !4%

菌丝生长扭曲畸形& 菌丝中段膨大& 部分菌丝末端膨

大或扭曲导致不能正常延伸( 与m&对峙的人参黑斑

菌$图 !)%菌丝生长畸形& 扭曲导致不能延伸& 菌丝

表面有瘤状凸起& 部分菌丝膨大( 与m&对峙的人参

灰霉菌$图 !_%菌丝生长畸形& 表面有颗粒物或瘤状

凸起& 菌丝断裂和破裂严重& 且缠绕成团状)

注'

)

* 5* 8* &9人参根腐菌&

*

* 4* .* h9人参锈腐菌&

(

* )* H* Y9人参黑斑菌&

&

* _* *̂ W9人参灰霉菌)

图 89拮抗菌株对人参致病菌菌丝生长形态的影响
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%%与4&! 对峙的人参根腐菌$图 !8%菌丝生长扭

曲& 在中部出现断裂& 部分菌丝膨大畸形& 并且有

瘤状附着物( 与 4&! 对峙的人参锈腐菌$图 !.%菌

丝生长扭曲畸形& 缠绕成团块状& 部分菌丝膨大&

末端不能延伸( 与 4&! 对峙的人参黑斑菌$图 !H%

菌丝生长扭曲畸形& 末端膨大扭转不能延伸& 表面

不规则凸起且有大量的颗粒状物( 与 4&! 对峙的人

参灰霉菌$图 ! %̂菌丝生长畸形发生扭曲& 缠绕成

团& 且断裂严重& 表面有少量颗粒状凸起)

与 îF 对峙的人参根腐菌$图 !&%菌丝生长扭

曲成团块状& 团块内部部分菌丝断裂破损& 部分菌

丝膨大& 有瘤状凸起( 与 îF 对峙的人参锈腐菌

$图 !h%菌丝生长扭曲畸形& 菌丝末端膨大导致延伸

受阻& 表面有大量的颗粒状凸起( 与 îF 对峙的人

参黑斑菌$图 !Y%菌丝生长粗细不均& 缠绕成团& 部

分菌丝膨大* 空泡化& 末端尤为严重导致难以延伸&

表面有瘤状或颗粒状凸起( 与 îF 对峙的人参灰霉

菌$图 !W%菌丝生长畸形发生扭曲* 折叠和畸形& 表

面有颗粒状或不规则的凸起)

=;< 抑菌活性检测

对峙培养过程中& 人参根腐菌生长明显快于其

他人参致病菌& 故选择该菌作为靶标菌用于的抑菌

活性检测)

F0!0# 发酵上清液的抑菌活性%实验结果表明& 菌

株m&$图 !5%* 4&!$图 !4%和菌株 îF$图 !)%发

酵液对人参根腐菌生长有非常显著的抑制作用) 去

除菌体后& 菌株m&和 4&! 发酵上清液抑菌活性略

有下降& 说明发酵上清液中的抑菌活性成分对菌株

的抑菌作用贡献较大( 菌株 îF 发酵上清液抑菌作

用不明显& 说明发酵上清液中仅含少量抑菌活性

成分)

F0!0! 粗脂肽的制备及其活性检测%菌株发酵上清

液酸化后产生明显的絮状沉淀& 经甲醇溶解和超低

温真空冷冻干燥后得淡黄色脂肽粗提物) 实验结果

表明& 菌株 m&$图 F5%* 菌株 4&!$图 F4%和菌株

îF$图 F)%脂肽粗提物对人参根腐菌有明显的抑菌

效果& 其抑菌效果与发酵上清液接近) 三株菌的酸

化上清液几乎无抑菌效果)

注' 50m&( 404&!( )0̂ iF

图 <9发酵上清液的抑菌活性

注' 50m&( 404&!( )0̂ iF

图 =9脂肽粗提物的抑菌活性

!!D#!
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%%用对峙培养法检测脂肽粗提物对人参根腐菌的

抑菌活性) 研究发现& 相同的检测浓度下& 菌株

m&* 4&! 和 îF 抑菌率分别为 !!0FD e#0D#g*

!E0$F e#0"Fg和 F#0VU e!0"$g$表 #%)

表 89脂肽粗提物对人参根腐菌生长的抑制作用

处理 菌落半径T:: 抑菌率$g%

)Y F!0"" e"0EF 1

m& !V0$F e"0U# !!0FD e#0D#

4&! !F07U e"0V" !E0$F e#0"F

îF !#0DF e"0U7 F#0VU e!0"$

F0!0F 有机溶剂萃取物及其活性检测%用三种不同

极性有机溶剂提取菌株发酵上清液中的抑菌活性成

分) 实验结果表明& 菌株m&$图 V5%* 4&!$图 V4%

和菌株 îF$图 V)%发酵上清液的石油醚与乙酸乙酯

提取物无明显抑菌活性) 三株菌的发酵上清液的水

饱和正丁醇提取液有抑菌活性& 说明极性较大的水

饱和正丁醇能够提取有效活性物质)

F0!0V 蛋白粗提液的制备及其活性检测%实验结果

表明& V"g dD"g不同饱和度硫酸铵盐析出的粗蛋

白均有一定的抑菌效果$图 E%) 相同浓度的粗蛋白

提取物的抑菌活性与硫酸铵饱和度存在相关性& 菌

株m&$图 E5& 图 E4%* 菌株 îF$图 E8& 图 E.%和

菌株 îF$图 E8& 图 E.%的抑菌物质对人参根腐菌

的抑制率随硫酸铵饱和度的增加而提高& 饱和度为

7"g时抑菌率达到最大值& 之后随硫酸铵饱和度增

加& 蛋白提取液的活性未发生明显变化)

注' 50m&( 404&!( )0̂ iF( ;0石油醚( /0乙酸乙酯( C0水饱和正丁醇

图 >9不同有机溶剂萃取液的抑菌活性检验

注' 5* 4组0m&( )* _组04&!( 8* .组 0̂ iF

图 ?9不同饱和度的硫酸铵沉淀的抑菌作用

!FD#!
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>9讨论

根据现有研究报道& 芽孢杆菌的抑菌机制主要

有寄生* 竞争* 抗生* 溶菌作用和诱导抗病性等+7,

)

甲基营养型芽孢杆菌204%#>'/*#+*?>35.8是 &;(*;+>;,

等+$,于 !"#" 年从水稻根际土壤中分离获得的& 并确

认其为芽孢杆菌属的一个新种) 研究发现& 甲基营

养型芽孢杆菌可产生抑菌脂肽* 蛋白酶* 纤维素酶

和嗜铁素等抑菌活性物质+D9#",

) 进一步研究发现&

甲基营养型芽孢杆菌产生的抗菌蛋白对人参锈腐菌

菌丝生长也有强烈的抑制作用& 可以导致菌丝生长

过程中分支增多* 断裂和菌丝空洞+##,

)

本研究发现& 三株供试甲基营养型芽孢杆菌与

人参致病菌对峙培养时均产生明显的抑菌带& 显微

观察发现与甲基营养型芽孢杆菌对峙培养的人参致

病菌表现为菌丝表面凹凸不平* 膨大泡状* 断裂破

裂* 扭曲缠绕等现象& 推测 F 株芽孢杆菌产生了具

有抗生及溶菌作用的抑菌活性物质+#!9#V,

)

另外& 本研究还发现& 三株供试甲基营养型芽

孢杆菌发酵上清液蛋白粗提物* 脂肽粗提物以及有

机溶剂提取物均有不同程度的抑菌活性& 说明三株

芽孢杆菌胞外分泌液中的抑菌活性成分并不单一&

它们可能单独发挥抑菌作用& 也可能多种活性物质

协同抑菌& 这为揭示生防细菌的抗菌机理提供了参

考依据) 抑菌活性物质的生物学功能及其作用靶点

还有待进一步研究)
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