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解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034 抗真菌活性物质的初步研究
 

宗志友，王海宽，肖瑞峰，闫艳华 
(工业发酵微生物教育部重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：对解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)IMAUB1034 活性物质的理化性质和盆栽实验中对甜瓜疫霉菌

引起的病害的防治效果进行研究．结果显示，解淀粉芽孢杆菌发酵液对由甜瓜疫霉菌引起的病害具有一定防病效果，

病情指数为 40.22，生防效果达到 35.9%．另外，其发酵液还能抑制甜瓜枯萎病菌(Fusarium oxysporum)、灰葡萄孢霉

菌(Botrytis cinerea)、番茄早疫病菌(Alternaria solani)、甜瓜疫霉菌(Phytophthora drechsleri Tucker)、苹果炭疽病菌

(Glomerella cingulate)的生长．无菌上清液中的活性物质能耐高温、耐酸碱，在 pH,2～10 仍然能检测到很高的抑菌活

性．但经过酶处理后抑菌活性降低程度不同． 
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Preliminary Research on Antifungal Bioactive Substance of  

Bacillus amyloliquefaciens IMAUB1034 

ZONG Zhiyou，WANG Haikuan，XIAO Ruifeng，YAN Yanhua 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology，Ministry of Education，College of Biotechnology， 

Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：The characteristics of bioactive substance and biocontrol effect of Bacillus amyloliquefaciens IMAUB1034 were

studied. The results showed that the fermentation broth of B. amyloliquefaciens IMAUB1034 can reduce the incidence of the 

disease. The disease index was 40.22 and the biocontrol effect was 35.9%. Besides，its fermentation broth can inhibit the 

growth of Fusarium oxysporum，Botrytis cinerea，Alternaria solani，Phytophthora drechsleri Tucker，and Glomerella cingu-

late. The bioactive substance can survive heat stable and the antifungal activity was still obvious in pH 2-10. When 

pracessed by protease，the antifungal activity was reduced inordinately.  
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植物真菌病害是造成农业生产损失的一个重要

原因[1–2]．甜瓜疫病是农业生产中的主要灾害性病 

害[3]，其病原菌能严重侵蚀作物的叶片和果实，减产

幅度达 40%～60%，重者绝收，极大地影响了农业的

生产[4]．长期以来，化学制剂如苯并咪唑等在防治植

物真菌病，降低农业生产损失中发挥了重要作用，在

很长一段时间内得到了人们的认可[5]．但是研究[6]发

现，长期频繁的使用化学制剂很容易使病原菌产生抗

药性，同时会有药物残留在植物上对人和动物的健康

造成危害．因此，选择一种无害的适合可持续发展农

业的防治植物真菌病害的新方法迫在眉睫． 

目前人们越来越多的把工作重心转向了利用生

物方法防治植物真菌病害．Chen 等[7]利用枯草芽孢

杆菌(Bacillus subtilis)B579 在防治黄瓜枯萎病中取

得了良好的效果． 珺管 等 [ 8 ]研究了蜡样芽孢杆菌

(Bacillus cereus)CMCC63305 的生物防治能力，结果

发现蜡样芽孢杆菌 CMCC63305 代谢液对小麦纹枯

病有很好的抑制效果，对蔬菜灰霉病的抑制率也 

很高． 

解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034
[9]是首次从中国内
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蒙古天然酸粥(naturally fermented congee)中分离出

来，其能在极端酸性条件下生长．本文对其性质进行

研究后发现，其无菌上清液还能抑制疫霉菌的生长，

在盆栽实验中能有效降低甜瓜疫霉病的发生，为解淀

粉芽孢杆菌在生物防治植物真菌病害方面的应用提

供依据． 

1 材料与方法 

1.1 菌种来源 

解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034 菌株，由内蒙古农

业大学乳品生物技术与工程教育部重点实验室提

供． 

指 示 菌 ：甜 瓜 疫 霉 菌(Phytophthora drechsleri 

Tucker)、灰葡萄孢霉菌(Botrytis cinerea)、番茄早疫

病 菌(Alternaria solani)、甜 瓜 枯 萎 病 菌(Fusarium 

oxysporum)、苹果炭疽病菌(Glomerella cingulate)来

源于天津市植物保护研究所． 

1.2 培养基 

种子培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母浸出汁 5，

NaCl,10． 

发酵培养基：同上． 

上述培养基均在 121,℃灭菌 20,min． 

1.3 培养方法 

种子培养：接种解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034 于

装有 30,mL 种子培养基的 250,mL 三角瓶中，在

37,℃、180,r/min 培养 24,h． 

发酵培养：取 2%的种子液接种于装有 100,mL

发酵培养基的 500,mL 三角瓶中，在 37,℃、180,r/min

培养 42,h． 

1.4 抑菌活性测定方法 

以甜瓜疫霉菌为指示菌，马铃薯葡萄糖琼脂培养

基(PDA 培养基)作为指示菌的培养基．将发酵好的

解淀粉芽孢杆菌菌液经 4,℃、8,000,r/min 离心 20,min

后弃掉沉淀．上清液用 0.22,µm 微孔滤膜过滤，取其

1,mL 与 20,mL 的 PDA 培养基混匀，倒入直径均为

90,mm 的平板中．等培养基凝固后将直径为 5,mm 的

霉菌菌块打入 PDA 平板中央．将平板放于 28,℃恒

温箱中培养 4～6,d．将没有混入发酵液的 PDA 平板

作空白对照．每个处理 3 次重复，观察抑菌圈直径

(d，mm)，取平均值．按下式计算抑菌率． 

   抑菌率＝(d空白－d抑菌圈)/(d空白－d霉菌菌块)×100% 

1.5 生长时间与抑菌率关系曲线的绘制 

将解淀粉芽孢杆菌种子液分别转接到多个装有

30,mL 发 酵 培 养 基 的 250,mL 三角瓶中 ，37,℃、

180,r/min 条件下摇瓶培养，每隔 2,h 取出 1 个三角

瓶，在 600,nm 下测定吸光度，并用 1.4 所述方法以甜

瓜疫霉为指示菌测定其抑菌活性．以培养时间为横

坐标，以吸光度和抑菌率为纵坐标绘制曲线． 

1.6 抗菌谱的确定 

采用 1.4 所述方法，测定解淀粉芽孢杆菌无菌上

清液的抗菌谱．指示菌采用同样会引发植物真菌病

害的霉菌属真菌，例如灰葡萄孢霉菌、甜瓜疫霉菌、

甜瓜枯萎病菌、番茄早疫病菌、苹果炭疽病菌． 

1.7 性质实验 

1.7.1 加热对活性物质抑菌活性的影响 

将无菌上清液分别在 40、60、80、100,℃水浴

60,min，121,℃处理 20,min 后，用 1.4 所述方法测定

其抑菌活性，以未处理的无菌上清液为空白对照． 

1.7.2 酶处理对活性物质抑菌活性的影响 

无菌上清液 pH 为 7.0，分别加入胰蛋白酶、中性

蛋白酶和蛋白酶 K 于 37,℃水浴处理无菌上清液

2,h，煮沸灭活 3,min 终止酶反应，用 1.4 所述方法测

定其抑菌活性，以未处理的无菌上清液为对照． 

1.7.3 ,pH 对活性物质抑菌活性的影响 

将原始 pH 为 7.0 的无菌上清液，用 1,mol/L 的

NaOH 和 HCl 分别调至 2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0、10.0．用 1.4 所述方法测定其抑菌活性． 

1.8 盆栽实验 

实验用甜椒苗为 5～6 叶，将解淀粉芽孢杆菌无

菌上清液浇灌甜椒根部，每株 10,mL．对照灌清水，

24,h 后伤根接种甜瓜疫霉菌每株 5,mL，菌液中孢子

囊个数为 10
4,
mL

–1．接种后将植株置于 25,℃左右，保

持植株根部湿润的环境．接种后 5～8,d 调查全部植

株的病情并计算病情指数和防治效果[10]．每处理 30

株，重复 2 次．其病情分级标准见表 1． 

  病情指数＝
( ) 100

3

∑ × ×
×

病叶数 相对级数

调查总叶数
 

  防治效果＝ ×100
对照病情指数 处理病情指数

对照病情指数

-

%  

表 1 病情分级标准 

Tab.1 Standards of disease grades 

分级  病情特征  

0级 无病斑 

1级 茎基部病斑水浸状，稍褐变；叶片轻度萎蔫 

2级 全部叶片萎蔫，根及茎部分褐变 

3级 叶片枯死，茎基部大部分褐变或枯死 
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2 结果与讨论 

2.1 生长时间与抑菌率的关系 

生长时间与抑菌率关系曲线如图 1 所示．解淀

粉芽孢杆菌在 10,h 左右进入对数期，当 24,h 左右时

对数期结束，进入稳定期．同时抑菌率随着时间成线

性增加，当在稳定期 35,h 左右时其无菌上清液的抑

菌活性达到最大值为 78%．在 42,h 稳定期基本结束

进入衰亡期，抑菌率也逐步下降． 

 

图 1 解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034抑菌率与其生长时间的关系 

Fig.1  Relation of bacteriostatios ratio of B. amyloliquefa-

ciens IMAUB1034 and its growth time  

2.2 抗菌谱的测定 

抗植物致病真菌谱的测定结果见表 2．解淀粉芽

孢杆菌无菌上清液对甜瓜疫霉病菌的抑制效果最好，

达到 78.3%，对甜瓜枯萎病菌、番茄早疫病菌、苹果炭

疽病菌和灰葡萄孢霉菌也具有很高的抑菌活性．这

说明解淀粉芽孢杆菌的抑菌活性物质具有很广的抗

菌谱，能抑制多种植物致病真菌． 

表 2 解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034抗植物致病真菌谱的测 

定结果 

Tab.2 Results of anti-plant pathogenic fungal spectrum of 

B.,amyloliquefaciens IMAUB1034 

植物致病真菌 抑菌率/% 

甜瓜疫霉病菌 78.3±1.5 

甜瓜枯萎病菌 76.3±2.5 

灰葡萄孢霉菌 66.9±1.6 

苹果炭疽病菌 71.0±1.6 

番茄早疫病菌 73.6±1.2 

2.3 抑菌活性物质的性质 

2.3.1 温度对活性物质抑菌活性的影响 

经过不同温度处理的实验结果(图 2)发现，活性

物质在 80,℃处理 60,min 后抑菌活性为 65%；100,℃

处理 60,min 后抑菌活性为 54%．这表明活性物质在

高温下仍能保持较高的抑菌活性． 

 

图 2 温度对解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034抑菌活性的影响 

Fig.2  Effect of the temperature on the antifungal activity 

of B.,amyloliquefaciens IMAUB1034 

2.3.2 酶处理对活性物质抑菌活性的影响 

经过酶处理实验的结果(图 3)发现，活性物质经

蛋白酶 K、胰蛋白酶处理后，活性降低很多，但是中

性蛋白酶处理后抑菌活性损失很少．这表明无菌上清

液中除了可能含有一定的蛋白类抑菌物质外还可能

含有其他类的抑菌活性物质，这有待进一步的研究． 

 

图 3 蛋白酶对解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034抑菌活性的 

影响 

Fig.3 Effect of protease on the antifungal activity of 

B.,amyloliquefaciens IMAUB1034 

2.3.3 酸碱对活性物质抑菌活性的影响 

经不同 pH 处理活性物质的实验结果(图 4)显

示，活性物质在 pH,2～12 时仍具有很高的抑菌活

性，在 pH,6.5～8.0 抑菌活性最高．这表明无菌上清

液中的活性物质耐酸碱，能适应极端环境． 

 

图 4 pH对解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034抑菌活性的影响 

Fig.4 Effect of pH on the antifungal activity of 

B.,amyloliquefaciens IMAUB1034 
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2.4 盆栽实验 

盆栽实验结果见表 3．由表 3 可以看出，在甜椒

疫 霉 病 的 生 物 防 治 中 ，用 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌

IMAUB1034 无菌上清液浇灌甜椒根部的病情指数为

40.22，病株率为 82.24%，防治效果为 35.9%．清水对

照的病情指数为 62.75，病株率为 93.88%．可见解淀

粉芽孢杆菌 IMAUB1034 无菌上清液对甜椒疫霉病

具有一定的抑制作用． 

表 3 解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034对甜瓜疫霉病的防治 

效果 

Tab.3 Biocontrol effect of B.,amyloliquefaciens IMAUB 

1034 against the disease caused by Phytophthora 

drechsleri Tucker 

处理 病情指数 病株率/% 防治效果/%

解淀粉芽孢杆菌菌液 40.22 82.24 35.90 

清水对照 62.75 93.88  

3 结 论 

(1)解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034 无菌上清液具

有较强的抑菌活性，其抑菌活性随着培养时间的延长

成线性增加，在 35～42,h 时抑菌活性达到最大值，这

为解淀粉芽孢杆菌培养时间的确定提供了依据． 

(2)解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034 无菌上清液能

抑制 5 种植物致病霉菌，具有很广的抗菌谱，能够防

治多种植物真菌病害． 

(3)解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034 无菌上清液中

的活性物质能耐高温、耐酸碱，在 pH,2～10 环境下

也发挥其生物防病功能．同时在酶处理活性物质的

实验中发现，当经蛋白酶 K、胰蛋白酶处理后，抑菌

活性降低很多，这说明活性物质多为蛋白类物质． 

(4)盆栽实验证明，解淀粉芽孢杆菌 IMAUB1034

无菌上清液对甜椒疫霉病的防治效果达到 35.90%，

具有一定的抑制植物真菌病害的作用． 
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