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解淀粉芽孢杆菌 BI2 产抑菌物质的新型种衣剂的研制 
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摘  要：将解淀粉芽孢杆菌 BI2 发酵所产抑菌物质作为新型种衣剂的有效成分与研制的复合型成膜剂溶液混合，制成

可抑制黄曲霉孢子萌发的花生种子包衣．结果表明，选用 4%,聚乙烯醇(PVA)与 1.5%,羧甲基纤维素钠(CMC-Na)以体

积比 5∶1 混合作为种子包衣最佳成膜剂配方，经过包衣后对花生种子的发芽势和发芽率没有显著影响．含有抑菌物

质的发酵液冻干粉的 pH 稳定性和热稳定性均较好．发酵液冻干粉抑制黄曲霉孢子萌发的最小质量浓度为

1.92,mg/mL．在与花生种子混合时，发酵液冻干粉在成膜剂中的含量达到 4,mg/mL 时，黄曲霉完全被抑制． 
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A Novel Seed Coating Formula with Antifungal  
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Abstract：The antifungal substances produced from Bacillus amyloliquefaciens BI2,were for the first time used as active 

ingredients in seed coating. The fermented broth containing antifungal substances was ultrafiltered and freeze-dried to form 

lyophilized powder，and then mixed with composite film-forming agent solution. Finally，peanut seeds were coated with this 

kind of seed coating containing antifungal substances. The results showed that the best volume ratio of 4%, polyvinyl alco-

hol(PVA)to 1.5%, sodium carboxymethyl cellulose(CMC-Na)was 5∶1，which is the best film former recipe in seed 

coating，and it has no significant effect on seed germination potential and germination rate. The pH stability and thermal 

stability of the lyophilized powder of the fermentated broth containing antifungal substances are good. The MIC of the pow-

der to inhibit Aspergillus flavus spore germination is 1.92,mg/mL. When the content of that powder in the film former 

reaches 4,mg/mL，A. flavus was completely inhibited.  

Key words：Bacillus amyloliquefaciens BI2；peanut seeds；seed coating；germination potential；germination rate 

 

目前对种子进行包衣处理是使种子免受黄曲霉

等有害菌侵害的有效手段．迄今为止广泛使用的种

衣剂大部分是化学农药类种衣剂，该种衣剂在防治有

害菌的同时会有环境污染、病害菌抗药性增加、种子

本身残留农药成分等负面影响．生物种衣剂是利用

拮抗微生物的代谢产物或拮抗微生物本身加工制成

的种子包衣剂，它是将拮抗微生物或拮抗物质、成膜

剂、助剂经特定工艺加工制成的，可直接包裹在种子

表面，形成具有一定通透性的膜结构[1–2]．生物种衣

剂因其生物防治功能和零污染成为具有较好发展前

景的一类种衣剂[3]．解淀粉芽孢杆菌 BI2 是本实验室

从秸秆饲料中分离出的一株拮抗菌，其所产的两种次

级代谢产物对黄曲霉具有较强的抑制作用，其中抑菌

物质 A(已鉴定是表面活性素)对黄曲霉菌丝生长有

显著抑制作用，抑菌物质 B(待鉴定)对黄曲霉孢子萌

发具有较强抑制作用[4]．另外，其抑菌物质对玉米小
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斑病菌、小麦纹枯病菌、水稻纹枯病菌等 20 多种重

要的植物病原性菌也具有较强的抑制作用[5]．本研究

探索 BI2 除菌发酵液冻干粉与研发出的成膜剂混合

后作为一种新型种衣剂的可行性． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

解淀粉芽孢杆菌 BI2(Bacillus amyloliquefaciens 

BI2)由本实验室自秸秆饲料中分离得到，中国微生物

菌种保藏管理委员会普通微生物中心保藏，保藏号：

CGMCC No. 3413；黄曲霉(Aspergillus flavus)由天津

科技大学生化工程研究室保存；花生种子购自天津市

康佳益农农作物种植专业合作社；羧甲基纤维素钠

(CMC-Na)、海藻酸钠、壳聚糖购自上海紫一试剂厂；

聚乙烯醇(PVA)、乙酸、次氯酸钠购自天津市化学试

剂厂；两性霉素 B 和制霉菌素购自上海生工生物工

程有限公司． 

1.2 方法 

1.2.1 成膜剂配方的筛选 

分别配制质量分数 1.5%,的羧甲基纤维素钠

(CMC-Na)溶液、1.5%,海藻酸钠溶液、1.5%,壳聚糖溶

液、4%,聚乙烯醇(PVA)溶液．同时配制复合型成膜剂

溶液，选择 4%,聚乙烯醇与 1.5%,羧甲基纤维素钠分别

以体积比 3∶1、4∶1、5∶1、6∶1 的比例混合．根据

其成膜性、透水性、水溶性和溶胀性等指标[6]，筛选出

最佳成膜剂．每个处理组 3 个重复． 

(1)成膜性测定：将等体积(1,mL)的各成膜剂溶

液于干净载玻片上流动成膜，置于 30,℃下晾干．成

膜性等级：Ⅰ级：能够均匀成膜，载玻片在水中浸泡

30,min 后，膜能从载玻片上完整刮下，表示成膜性

好；Ⅱ级：能够均匀成膜，载玻片在水中浸泡 30,min

后，膜不能从载玻片上完整刮下，表示成膜性中等；

Ⅲ级：不能均匀成膜，表示成膜性差． 

(2)透水性测定：将等体积(1,mL)的各成膜剂溶

液涂布于圆形滤纸的表面并干燥．取干净的培养皿

盖称质量，将已干燥的滤纸折叠并放在培养皿盖上，

有成膜剂的一面朝下，吸取 10,mL 蒸馏水放在滤纸

片内，3,h 后称取培养皿盖的质量，计算涂抹不同成

膜剂的滤纸片渗下水的质量． 

(3)溶胀性测定：将等体积(1,mL)的各成膜剂溶

液于干净载玻片上流动成膜，干燥后取下称质量，然

后浸入水中，6,h 后取出并用滤纸吸去表面的水，再

次称质量，按照式(1)计算溶胀率，其中 m 为膜湿质

量；m0表示膜干质量． 

   溶胀率 0

0

100%
m m

m

−
= ×  (1)

 

(4)水溶性测定：将等体积(1,mL)的各成膜剂溶

液于干净载玻片上流动成膜，干燥后浸入水中，20,h

后计算载玻片上膜溶解的面积，并计算溶解面积的百

分比． 

1.2.2 成膜剂溶液的配制及除菌发酵液冻干粉的特性 

发酵液经加热离心除菌后连 续 过 30,000、

10,000、5,000 超滤膜后再过 400～600 纳滤膜，均取

透过液，经冷冻干燥得到冻干粉．成膜剂按最佳配方

进行配制，实验组加入不同质量的冻干粉，制成含抑

菌物质的种子包衣后，包衣种子，对照组不加抑菌物

质．每个处理组 3 个重复． 

(1)发酵液冻干粉的 pH 稳定性：将发酵液冻干

粉溶于水，使其质量浓度为 100,mg/mL，pH 分别用

HCl 和 NaOH 调至 5、6、8、10、12，处理 12,h 后调回

原 pH 8.5，牛津杯法[7]测定各组的抑菌活性．未经处

理的发酵液为对照，置于 30,℃培养 36,h，用十字交

叉法测量抑菌圈直径．  

(2)发酵液冻干粉的热稳定性：将发酵液冻干粉

溶于水，使其质量浓度为 100,mg/mL，分别在 50、

60、70、80、90、100,℃处理 30,min，121,℃处理

20,min，牛津杯法测定各组的抑菌活性．未经处理的

发酵液为对照，置于 30,℃培养 36,h，用十字交叉法

测量抑菌圈直径． 

1.2.3 除菌发酵液冻干粉的最小抑菌质量浓度 

除菌发酵液冻干粉的最小抑菌浓度采用 96 孔板

法[8]测定．用生理盐水将 PDA 斜面上的黄曲霉孢子

洗下．在孔中加入 4×10
6,
mL

-1 的孢子悬液 100,µL，

然后在孔中分别加入不同质量浓度的除菌发酵液冻

干粉溶液各 100,µL，使其终质量浓 度为 0.38 ～

19.15,mg/mL；阴性对照为 100,µL 无菌水，阳性对照

为 50,µg/mL 两性霉素 B，每个处理组设 3 个平

行．将 96 孔板置于 30,℃培养 48,h后，用酶标仪测定

孔板透光率，孔板透光率没有变化且孔中无可见黄曲

霉孢子萌发的浓度视为最小抑菌质量浓度． 

1.2.4 种子包衣方法 

称取形状规则、饱满的花生种子 15,g，用 1%,次

氯酸钠消毒，并用无菌水洗涤晾干置于 250,mL 三角

瓶中，吸取成膜剂溶液 3,mL，注入三角瓶中并不断摇

动，用玻璃棒搅拌种子防止种子粘连，放置 30,min，

使其在种子表面固化成膜[9]．  
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1.2.5 包衣种子萌发试验 

将包衣后花生种子在 40,℃左右的温水中浸泡

2～4,h，取出后放入干净培养皿中，用 6 层纱布盖好，

置于 25,℃培养，使其萌发，每天喷淋等量温水 2 次，

保持花生种子湿润，每个处理 3 个重复，每个重复 50

粒种子．以同浓度成膜剂包衣的种子和未包衣种子

为对照．发芽势和发芽率按照式(2)、(3)计算． 

   发芽势＝
48 h内发 数

试 数

芽种子的粒

供 种子的粒
×100%, (2) 

   发芽率＝
72 h内发 数

试 数

芽种子的粒

供 种子的粒
×100%, (3) 

 

1.2.6 种子包衣的抗黄曲霉效果 

按照 1.2.4 方法，在各个三角瓶中分别加入含有

不同含量抑菌物质的成膜剂溶液 3,mL，使除菌发酵

液冻干粉的质量分数分别为 1、2、3、4、5,mg/mL，

10,mg/mL 的制霉菌素与成膜剂混合后涂布的种子为

阳性对照，未加抑菌物质包衣后种子和未包衣种子为

空白对照，再分别在各个三角瓶中加入 2×10
4,
mL

-1

黄曲霉孢子 200,µL，后向各三角瓶中喷洒 10,mL 

PDA 液体培养基，充分摇动三角瓶使黄曲霉孢子分

散均匀，30,℃培养，观察黄曲霉生长情况[10]． 

1.2.7 数据统计分析 

采用 SPSS 19.0 中的方差分析程序(ANOVA)分

析各实验部分的差异，在图中以不同字母表示不同处

理组之间具有显著差异(P＜0.05)． 

2 结果与分析 

2.1 最佳成膜剂的筛选 

实验表明羧甲基纤维素钠(CMC-Na)和海藻酸

钠成膜性较差；聚乙烯醇(PVA)溶胀性较差；壳聚糖

具有较好的成膜性、耐水性，但透水性、溶胀性较

差．将聚乙烯醇与羧甲基纤维素钠以一定比例混合

后，其溶胀性提高，因此本研究将聚乙烯醇与羧甲基

纤维素钠以不同比例混合，与其他待试成膜剂一起测

定其各种性能指标．成膜剂的配方：A 为 4%,PVA 溶

液，B 为 1.5%,壳聚糖溶液，C、D、E、F 分别为 4%, 

PVA 与 1.5%,CMC-Na 以体积比 3∶1、4∶1、5∶1、

6∶1 的混合溶液．在图中以不同字母表示不同处理

组之间具有显著差异(P＜0.05)． 

图 1 为成膜剂的透水性测定结果．从图 1 中可

以看出，配方 E 和配方 F 的透水性相差不大，但透水

性比其他各组效果明显提高． 

 

图 1 成膜剂的透水性测定结果 

Fig. 1 Water permeability of the film former 

图 2 为成膜剂的溶胀性测定结果．从图 2 中可

以看出：配方 A和配方 B的溶胀率不大，其中配方 B

的溶胀率最低，为 70.82%,．复合型成膜剂的溶胀率

均较高，其中配方 C、D、E 的溶胀率分别为

188.08%,、180.22%,和 175.91%,． 

 

图 2 成膜剂的溶胀率测定结果 

Fig. 2 Swelling ratio of the film former 

图 3 为成膜剂的水溶性测定结果．从图 3 中可

以看出：配方 A 和配方 B 的耐水性非常好．复合型

成膜剂配方 C 和配方 D 的耐水性较差；配方 E 和配

方 F的耐水性较好． 

 

图 3 成膜剂的水溶性测定结果 

Fig. 3 Water solubility of the film former 

从成膜剂的成膜性、透水性、溶胀性和溶水性综

合考虑，配方 E(4%,聚乙烯醇与 1.5%,羧甲基纤维素

钠以体积比 5∶1 混合配制成的成膜剂)综合性能优

于其他成膜剂配方，因此选择其作为种子包衣的最佳
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成膜剂配方． 

2.2 除菌发酵液冻干粉的特性 

除菌发酵液冻干粉的 pH 稳定性和热稳定性如

图 4和图 5所示．从图 4中可以看出除菌发酵液冻干

粉在酸性条件下不稳定，在 pH 为 6～12 条件下比较

稳定． 

 

图 4 发酵液冻干粉的 pH稳定性 

Fig. 4  The pH stability of the lyophilized powder of the 

fermentated broth 

 

图 5 发酵液冻干粉的热稳定性 

Fig. 5  The thermal stability of the lyophilized powder of 

the fermentated broth 

从图 5 中可以看出除菌发酵液冻干粉在 50～ 

90,℃处理 30,min，抑菌活性保持不变；在 100,℃处理

30,min，抑菌活性下降 24.4%,；说明其具有较强的热

稳定性． 

2.3 除菌发酵液冻干粉最小抑菌浓度 

发酵液冻干粉最小抑菌浓度实验结果如图 6 所

示．当发酵液冻干粉质量浓度低于 1.92,mg/mL 时，

透光率下降，可看到黄曲霉的生长，且随着除菌发酵

液冻干粉浓度的降低，黄曲霉的生长逐渐旺盛；当除

菌发酵液冻干粉质量浓度高于 1.92,mg/mL 时，无黄

曲霉孢子萌发．因此，除菌发酵液冻干粉对黄曲霉的

最小抑菌质量浓度为 1.92,mg/mL． 

 

1. 阳性对照；2. 阴性对照；3—10. 除菌发酵液冻干粉质量

浓度依次为 19.15、9.58、6.38、3.83、1.92、0.96、0.63、

0.38,mg/mL 

图 6 发酵液冻干粉的最小抑菌浓度 

Fig. 6 MIC of the lyophilized powder of the fermentated

broth 

2.4 包衣对种子萌发的影响 

不同处理方法对种子萌发的影响见表 1．从表 1

可以看出，经种子包衣后，花生种子在发芽势和发芽

率指标方面，与对照组间无显著差异，说明经此成膜

剂包衣后不会影响种子的发芽势和发芽率． 

表 1 不同处理方法对种子萌发的影响 

Tab. 1 The effect of the different treatment on seed germination 

发芽势/%, 发芽率/%, 
处理方法 

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 平均 SD Ⅰ Ⅱ Ⅲ 平均 SD

冻干粉 80 82 80 80.7a 1.1 98 94 96 96.0b 2.0

空白包衣 84 88 82 84.7a 3.1 88 92 96 92.0b 4.0

未包衣 86 92 82 86.7a 5.0 94 92 96 94.0b 2.0

  注：平均值后注有相同字母说明处理组间无显著差异(P＞0.05)． 

2.5 种子包衣的抗黄曲霉效果 

种子包衣的抗黄曲霉效果如图 7 所示．从图 7

中可见：黄曲霉在没有任何抑菌物质存在时生长旺盛

(图 7,G、H)；在有较低质量浓度抑菌物质存在时，黄

曲霉生长受到一定抑制；随着除菌发酵液冻干粉在

成膜剂溶液中质量浓度的增加，黄曲霉的生长量逐渐

减少，当除菌发酵液冻干粉质量浓度达到 4,mg/mL 

(图 7,D)时，没有黄曲霉生长，与制霉菌素溶液包衣

种子的抑菌效果相近． 

 
A—E. 加入的成膜剂溶液中除菌发酵液冻干粉的含量分别为

1、2、3、4、5,mg/mL；F．10,mg/mL 的制霉菌素溶液包衣后种子；

G．为未加抑菌物质的包衣后种子；H．未包衣种子 

图 7 种子包衣抑制黄曲霉的效果 

Fig. 7 The inhibitory effect of seed coating on Aspergillus 

flavus 
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3 讨 论 

芽孢杆菌 BI2是一株广谱拮抗菌株，能够抑制 20

多种植物病原菌[12]，本研究期望利用芽孢杆菌 BI2发

酵液中具有高效抑菌能力的抑菌物质，旨在开发一种

新型环保生物种衣剂，实现防止种子霉变的目的．与

化学农药种衣剂相比，微生物种衣剂尤其是在其次级

代谢产物作为有效成分时，对包衣后的成膜性等要求

很高[13]．经过成膜剂配方的配制实验，最终选择 4%,

聚乙烯醇与 1.5%,羧甲基纤维素钠以体积比 5∶1 混

合配制成的成膜剂作为种子包衣的最佳成膜剂配方，

以此比例混合配制成的成膜剂，综合性能优于其他成

膜剂配方，并且对包衣后花生种子的发芽势和发芽率

没有显著影响．含有抑菌物质的发酵液冻干粉 pH 稳

定性、热稳定性均较好，可适用于种子包衣中．在抑

制黄曲霉孢子萌发方面，抑制黄曲霉孢子萌发的最小

质量浓度为 1.92,mg/mL．在抑制花生种子表面的黄

曲霉时，随着发酵液冻干粉质量浓度的增加，黄曲霉

的生长量逐渐减少，成膜剂中最小发酵液冻干粉的含

量只有 4,mg/mL． 

目前用芽孢杆菌菌剂包衣种子防治植物病害菌

方面的报道仍较少，一种新型环保生物种衣剂需要考

虑多方面的因素，比如杀菌效能、对人体的危害性、

残留量等．吴继星等[14]以苏云金芽孢杆菌(B. thur-

ingiensis)为活性成分研制出一种生物种衣剂，不仅

能防治大豆孢囊线虫病且能促进大豆生长．李春 

等[15]利用根瘤菌、固氮菌等有益微生物作为活性成

分，研制出一种能防治棉花苗期病害、促进棉花生长

及增强棉花在盐胁迫下生长能力的多功能生物种 

衣剂. 

本研究中芽孢杆菌种衣剂的活性成分自菌体发

酵产生，与化学农药类种衣剂相比具有易于生产、成

本低、环保无毒等优点．本研究研制的新型种衣剂为

菌株和生防制剂的进一步研究和发展提供了优良的

资源，有望在种子及生防领域得到应用． 
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