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一株抗灰霉病解淀粉芽孢杆菌的筛选鉴定
及抑菌蛋白的分离

王晓辉，王贵鹏，张庆芳，迟乃玉*，石淑钰

（大连大学辽宁省海洋微生物工程技术研究中心，辽宁 大连 116622）
摘 要：【目的】为研究一株筛选自大黑山林间土壤下的生防细菌，以形态学、16S rDNA进行鉴定。同时对

其抑菌蛋白进行分离。【方法】采用对峙平板法进行初筛、复筛，用抑菌圈法测定抑菌效果，并镜检菌丝效果。

通过形态学观察，生理生化及 16S rDNA 基因序列分析研究其分类。以 SephacryI S-200分离抑菌蛋白。【结果】

生防细菌K1对灰霉病具有稳定的抑菌效果，抑菌直径达到 45 mm；16S rDNA鉴定为解淀粉芽孢杆菌。无菌发

酵液通过 SephacryI S-200分离得到一种抗菌蛋白。SDS-PAGE显示其分子量为 55kDa。【结论】筛选出一株生防

解淀粉芽孢杆菌K1，分离得到一种分子量为 55kDa的抗菌蛋白。
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Isolation, identification of an anti-Botrytis cinerea Bacillus amyloliquefaciens

and Separation of Antimicrobial Protein
WANG Xiao-hui, WANG Gui-peng, ZHANG Qing-fang, CHI Nai-yu*,SHI Shu-yu

( Liaoning Center of Marine Microbial Engineering and Technology, Dalian University, Dalian 116622, China)
Abstract：[Objective] In order to study the bio-control bacteria screened from forest soil in Dahei Mountain.

Bacteria were identified by morphological, 16S rDNA, and its antimicrobial protein was separated. [Method] The
plate-confrontation method and antibacterial circle method were used for preliminary screening and antimicrobial
testing in vitro, respectively. The taxonomic identification of strain K1 was studied by analyzing its morphology char⁃
acteristics, physiological and biochemical characteristics, and 16S rDNA gene sequence. Protein was separated by
SephacryI S-200. [Results] K1 had a stable inhibitory effect against Botrytis cinerea. Inhibition zone diameter was
45mm. From the taxonomic identification result, this bacterium was identified as Bacillus amyloliquefaciens. An anti⁃
microbial protein was isolated by SephacryI S-200. And SDS-PAGE results showed that molecular weight of protein
was about 55 kDa. [Conclusion] A bio-control Bacillus amyloliquefaciens K1 was screened. An antibacterial protein
with 55kDa was isolated.

Keywords：Bacillus amyloliquefaciens; Botrytis cinerea; Inhibition effect; Physiological and chemical property;
SephacryI S-200

灰霉病广泛存在于番茄、草莓、黄瓜等农作物

中，其由灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea Pers.）侵染所

致。灰霉病孢子在 7～15℃便可以萌发，从寄主伤

口、衰老器官、枯死组织或表皮上侵入从而引发

病变 [1]。极易使农作物在贮藏和运输中染病，并
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造成严重的损失。防治灰霉病的主要方法是传统

的喷洒化学农药 [2]。但是这种方法不仅带来环境

污染，同时也威胁着人类健康。随着化学农药的

使用，病原菌抗药性不断增加，使防效降低。与

传统的化学农药相比，生物农药具有成本低，无

污染，无残留，不产生抗药性等优点。目前关于生

防菌株的研究主要包括生防真菌和生防细菌[3]。生

防真菌中木霉菌可以寄生于多种植物病原真菌，

具有广谱的抑菌效果 [4]。生防细菌主要包括芽孢

杆菌、土壤放射杆菌、假单胞杆菌等。芽孢杆菌
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属中的解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefa⁃

ciens）抑菌广谱性强，对炭疽病（Anthracnose）[5]、灰

霉病 (Botrytis cinerea) [6]、青霉病 (Penicillium itali⁃

cum)[7]、柑桔绿霉菌（Penicilliumdigitatum）[3]等都有

抑制作用。解淀粉芽孢杆菌大多分离自根系附近

土壤，在自然界分布广，易于分离，且可产生植酸

酶、几丁质酶、葡聚糖酶、蛋白酶、淀粉酶、凝乳酶

等多种抗菌蛋白 [1，8-9]和伊枯草菌素、丰原素等多

种脂肽类抗生素 [9-12]，因此在生物防治中有广阔的

应用前景。

本实验室筛选鉴定出一株解淀粉芽孢杆菌，

抑菌实验，对峙平板法，菌丝镜检等证明其抑菌

效果较好。并对其抗菌蛋白分离，得到一分子量

为 55 kDa的抑菌蛋白。对孢子萌发，菌丝生长均

有较好的抑制效果。

1 材料和方法

1.1 材料

菌株筛选自大连市开发区大黑山，林间地下

10～20 cm处的土壤中。

1.2 菌株及培养基

灰霉病菌株（Botrytis cinerea）。

初筛培养基：牛肉膏 0.3 g；蛋白胨 1 g；NaCl
0.5 g；pH 7.0；ddH2O 100 mL。

种子培养基：酵母膏 0.3 g；蛋白胨 1 g；NaCl
0.5 g；pH7.0；ddH2O 100 mL。

PDA 培养基：马铃薯 20 g；葡萄糖 2 g；水 100
mL；pH自然。

1.3 菌株的筛选和鉴定

1.3.1 菌株的初筛

将 1 g 土壤加入 100 mL 蒸馏水中，制备悬浊

液，分别稀释获得浓度为 10-6，10-7，10-8（W/V）的

样品溶液，分别移取 0.1 mL涂布于固体初筛培养

基平板上，30℃培养 24 h。
1.3.2 菌株的复筛

以对峙平板法复筛 [13]，从上述初筛平板上挑

取形态不同的菌落在灰霉病菌琼脂块两侧划线，

以两侧不划线的作为对照组，培养 96 h测其抑菌

率。

抑菌率（%）=[（对照组灰霉菌直径-处理灰霉

菌直径）/对照组灰霉菌直径]×100%
1.3.3 抑菌效果的验证

抑菌实验，用打孔器在 PDA培养基上打孔,然
后将灰霉病孢子悬液均匀涂布到培养基上 (避开

洞口),最后将所筛菌发酵液滴加到洞孔(注意避免

溢出洞口),27℃培养 96 h，测其抑菌直径。

抑菌直径=（最大抑菌直径+最小抑菌直径）/2
将抑菌圈边沿受抑制的菌丝和正常菌丝以孔

雀石绿染色后镜检。

1.3.4 形态学特性

将有抑菌效果的菌株接种于固体初筛培养基

平板中，27℃培养，观察单菌落的形状、大小、颜色

等形态特征。采用革兰氏染色法，观察菌体形

状、革兰氏染色反应。

1.3.5 生理生化鉴定

参照《伯杰氏细菌手册》第 8版相关内容，菌

株对应生理生化进行验证 [14]。

1.3.6 菌株的分子生物学鉴定

采用酚氯仿抽提法提取菌株的 DNA。以

16SrDNA 引物进行 PCR 扩增。Forward primer P1

（5′-CAGAGTTTGATCCTGGT- 3′）；Reverse primer
P2（5′-AGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′）进行 PCR
扩增 [15]。扩增反应体系 Ex Taq（5U/μL）0.25μL，
Buffer 5.0μL，dNTP mixture 5.0μL，Forward primer
0.5μL，Reverse primer 0.5μL，补 加 ddH2O 到 50
μL。扩增程序为：94℃预变性 5 min；94℃变性 1
min，55℃复性 1 min，72℃延伸 1.5 min，30个循环；

72℃延伸 5 min。 PCR 产物测序，与 NCBI 进行

BLAST比对，并以MEGA5软件进行系统发育树的

构建。

1.4 拮抗物的分离

将K1接种于种子培养基中，27℃培养 24 h后

以 1%的接种量接种于 PDA培养基中培养 48 h后

待用。

先将 SephacryI S-200（Φ1.6 cm×50 cm）以 pH
7.4 的 PBS 缓冲液平衡，将发酵液 6000 r/min 离心

除菌体后上样 3 mL，以相同的缓冲液洗脱，以蛋

白检测仪（OD280）记录洗脱液蛋白含量，收集吸收

峰处的蛋白，以透过分子量 3 kDa的透析膜 4℃过

夜透析除盐。将所得蛋白溶液以孢子萌发抑制率

实验和抑菌圈实验检测蛋白抑菌效果。抑菌圈实

验采用孟加拉红土豆培养基，防止杂菌干扰。将

所得透析蛋白冷冻干燥浓缩，并以电泳检测。

2 结果与分析

2.1 筛选结果

自落叶下土壤中筛选出一株灰霉病拮抗菌，

命名为K1。菌落为圆形，白色，表面初始光泽，几

天后变为褶皱，边缘翘起，中间凹陷。菌落粘稠

且菌株生长旺盛，易凝聚成菌斑。平板中可获得
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2.3 菌株鉴定

2.3.1 生理生化结果

K1的部分生理生化特征见表 1。

2.3.2 16S rDNA序列分析

经 1%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统下显示

的图像如图 4。测序结果表明，扩增的 16S rDNA
序列全长 1442 bp。16S rDNA鉴定结果为解淀粉

芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefacien)，系统发育树结

果见图 5。K1与解淀粉芽孢杆菌亲缘最近。

2.4 拮抗物的分离

2.4.1 SephacryI S-200 柱分离

通过 SephacryI S-200的分离结果及与对应蛋

白吸收峰的孢子萌发抑制率如图 6。从图 6可以

得出，蛋白主要集中在 100～250 min之间。出现

3个峰，按出峰顺序命名为 A峰、B峰、C峰，通过

直径为 15 mm 的大菌落，如图 1（A）。通过革兰

氏染色验证为革兰氏阳性，菌体呈现椭圆形，两

端紫色，中间较透明。如图 1（B）（10×100oil）。

2.2 抑菌效果验证

2.2.1 抑菌效果的平板验证

通过对峙平板法检验K1的抑菌效果，结果如图

2（A为对照组，B为实验组）。其抑菌率为57%。抑

菌实验得到抑菌直径为43 mm，如图2（C）。
2.2.2 抑菌效果的镜检

镜检结果如图 3，正常菌丝（B）粗壮，孢子浓

密，有明显的孢子束。受抑制的菌丝（A）出现弯

曲、褶皱、断裂、畸形等现象，且没有孢子囊和孢

子束。因细胞膜通透性的增加，细胞质基质外

流，使菌丝明显变细，并影响染色效果。

表 1 K1的生理生化特征

特征

葡萄糖产酸

淀粉酶

厌氧生长

Tween 80
脲酶

注：+：阳性；-：阴性

K1
+
+
-
-
+

特征

明胶液化

过氧化氢酶

甲基红

V-P
蔗糖酵解

K1
-
+
-
-
+

 

 

A B 

图 1 K1形态学观察
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图 2 K1对灰霉病菌的抑菌效果
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图 3 K1对灰霉病菌丝的作用效果

 
图 4 K1的 16S rDNA PCR扩增电泳分析结果
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图 5 菌株K1系统发育进化树
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孢子萌发抑制率实验证明C峰的孢子萌发抑制率

最高。以 A、B、C三个吸收峰处的蛋白溶液做抑

菌实验，C峰处所得到蛋白有抑菌效果。A、B峰

处无抑菌效果。说明 C 峰处为有抑菌活性的蛋

白。并通过 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳检测蛋白的

分子量。12% SDS-PAGE蛋白电泳结果如图 7，C
峰的蛋白分子量为 55kDa左右。

3 结论与讨论

本实验室从大连大黑山林间土壤中筛选出一

株灰霉病拮抗菌。通过形态学、16S rDNA鉴定该

菌株为解淀粉芽孢杆菌。经对峙平板法，抑菌圈

法，菌丝镜检证明其有良好的抑菌效果。根据结

果推测：解淀粉芽孢杆菌可分泌多种抑菌物质，

破坏灰霉菌菌丝的细胞壁，改变细胞膜通透性，

细胞质基质外流。使受抑制的灰霉病菌丝无法完

成菌丝生长、孢子萌发等代谢过程，最终死亡。

芽孢杆菌作为生防细菌的重要组成部分，早

已得到广泛的重视。已报道的解淀粉芽孢杆菌代

谢拮抗物质主要有：几丁质酶、β1-3葡聚糖酶、纤

维素酶、蛋白酶、氢氰酸、嗜铁素等。嗜铁素主要

结合铁离子，使灰霉菌缺铁而死亡。蛋白酶、几

丁质酶等主要是裂解灰霉菌细胞壁。从而抑制菌

丝的发育。解淀粉芽孢杆菌代谢产生的抑菌物质

较多，抑菌效果是多种抑菌物质协同作用的结果。

解淀粉芽孢杆菌抑菌机理复杂，其详尽的抑

菌机理需经进一步研究得到。但因解淀粉芽孢杆

菌有良好的抑菌效果，国外已经进行了半商业化

的实验，有的拮抗菌已经制成商品投放市场 [16-17]，

其在生物防治领域有广阔的应用前景。
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图 6 SephacryI S-200凝胶柱层析洗脱结果

图 7 SDS-PAGE电泳结果

注：1：Marker；2：C峰
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