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摘要：【目的】利用荧光显微镜和激光共聚焦扫描显微镜技术初步探讨解淀粉芽孢杆菌 (Bacillus 

amyloquefaciens) B15菌株发酵液中的抑菌混合物质伊枯草菌素 A (iturin A)和芬芥素(fengycin)对葡萄灰

霉病病原菌灰葡萄孢(Botrytis cinerea)的抑菌机理。【方法】采用琼脂稀释法讨论解淀粉芽孢杆菌 B15发

酵液对灰葡萄孢的抑菌活性。利用台盼蓝(trypan blue)染色、4′,6-二脒基-2-苯基吲哚(DAPI)、双氢罗丹

明 123 (DHR123)、钙离子探针 fluo-3/am和 Annexin V-PI探针染色来观察解淀粉芽孢杆菌 B15发酵液对

灰葡萄孢细胞膜和菌丝形态、细胞核、活性氧、钙离子和磷脂酰丝氨酸层的影响。【结果】抑菌活性实

验发现解淀粉芽孢杆菌 B15 发酵液对灰葡萄孢具有良好抑菌效果。荧光显微镜台盼蓝染色观察发现，

经 B15 发酵液处理过的灰葡萄孢出现菌丝畸形、菌丝体粗大、尖端肿胀并被染成蓝色和明显的液泡化

现象。同时未在处理组中观察到细胞内容物泄漏，说明处理组菌丝细胞膜未发生破损。该结果表明在此

次试验中，B15发酵液中的抑菌有效物质不以破损细胞膜的方式直接导致灰葡萄孢的死亡。激光共聚焦

显微镜观察结果发现，处理组的灰葡萄孢菌丝出现典型的细胞凋亡现象、染色质固缩、细胞核裂解、磷

脂酰丝氨酸层外翻、活性氧和钙离子积累。【结论】该实验表明解淀粉芽孢杆菌 B15发酵液以诱导细胞

凋亡的形式来抑制灰葡萄孢菌丝的生长。 
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由真菌引起的葡萄病害每年都会造成不同程

度的经济损失[1]。灰葡萄孢 Botrytis cinerea是葡萄

等多种植物灰霉病的病原菌，它除了感染葡萄之

外，还可以感染多种树木、花草和蔬菜[2–3]。灰霉

病是在葡萄的植保中比较难以防治的一种病害，

灰葡萄孢以菌核的形式在作物残留物中生存很长

时间，使其有效防治变得困难[4]。目前，人们普遍

使用化学试剂作为葡萄灰霉病的主要控制手段，农
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药的频繁使用带来环境污染、农药抗性和农药残留

等问题[5]。与传统化学农药相比，生物农药具有对

人畜安全、环境兼容性好、毒性低、不易产生抗性、

易于保护生物多样性和来源广泛等众多优点，因此

高效生物农药的开发应用对人类健康、环境保护和

农业可持续发展都具有重要意义[6–8]。 

解淀粉芽孢杆菌通过非核糖体途径合成分子量

小、热稳定性好、抗高温高压、抗逆和具有较强耐

受蛋白酶水解及有机溶剂作用的脂肽类物质[9–10]。

解淀粉芽孢杆菌分布广、繁殖速度快、营养条件

要求简单等特点使其成为十分具有研发前景的生

物农药菌种。与化学杀菌剂相比，脂肽物质具有

广谱抗菌性、低毒性、良好稳定性、易降解的能

力，且不易使病原菌产生抗性菌株[11]。脂肽根据

其结构主要分为表面活性素(surfactin)、伊枯草菌

素(iturin A)和芬芥素(fengycin)等三大类。其中伊

枯草菌素和芬芥素对细菌、真菌具有广谱抑菌性，

而表面活性素是很好的表面活性剂，并具有抗病

毒、抗肿瘤和抗支原体活性[12–14]。 

有研究表明伊枯草菌素 A 可通过影响真菌细

胞膜的表面张力，导致细胞膜微孔的形成和促使

重要离子的渗漏，最后引起细胞死亡[15]。脂肽抑

菌的机制可能不仅仅局限于此，近几年不断有研

究报道脂肽能诱导细胞凋亡。有文章提出在低浓

度的情况下，以诱导细胞凋亡的方式抑制黑根霉

菌的生长[16]。细胞死亡方式分为被动死亡即细胞

坏死，和主动死亡即细胞凋亡。细胞凋亡是一种

程序性细胞死亡类型，涉及一系列基因的激活、

表达以及调控等的作用，在丝状真菌的发育、繁

殖、衰老等过程中具有重要的作用[17–18]。丝状真

菌细胞凋亡有和动物细胞相似的典型凋亡特征，

如活性氧的累积、染色质固缩和核裂解、细胞膜

上的磷脂酰丝氨酸层从细胞膜内侧翻到外侧、线粒

体膜电位的变化以及线粒体结构的改变等[17–18]。 

为了区别凋亡和其他类型的细胞死亡，在丝

状真菌中常采用几种方法联合检测凋亡特征。在

凋亡的早期细胞都会出现活性氧的累积现象，活

性氧的累积可以通过多种荧光染色物质，例如双

氢罗丹明 123(DHR123)和 2′,7′-二氯荧光黄双乙酸

盐(DCFH-DA)，进行检测[19]。染色质固缩、细胞核

裂解也可通过吖啶橙(AO)或 4′,6-二脒基-2-苯基吲

哚(DAPI)染色后使用荧光显微镜观察[20]。Annexin V

是一种可以特定地与磷脂酰丝氨酸层结合发出绿

色荧光的重组蛋白，因而 Annexin V 可以用来检

测磷脂酰丝氨酸层的外翻[17]。菌丝死亡可以用台

盼蓝(trypan blue)染色或平板计数法来检测[21]。 

朱弘元[22]通过对本课题组前期筛选出的一株

解淀粉芽孢杆菌 B15 菌株的发酵液进行抑菌活性

测定和 MALDI-TOF 分析，发现其发酵液对灰葡

萄孢具有明显抑制效果，MALDI-TOF分析结果表

明其发酵液中的抑菌有效物质为C14-16伊枯草菌

素 A和芬芥素[22]。本次研究通过琼脂稀释法讨论

B15 发酵液对灰葡萄孢的抑菌活性。并通过荧光

染色法对菌丝细胞核、活性氧、钙离子和磷脂酰

丝氨酸层进行染色，并使用激光共聚焦显微镜和

荧光显微镜以初步研究 B15 菌株发酵液中的抑菌

物质对植物病原菌灰葡萄孢的抑菌机理。 

1  材料和方法 

1.1  材料和设备 

1.1.1  菌株：解淀粉芽孢杆菌 B15 (Bacillus 

amyloquefaciens B15)由中国食品发酵工业研究院

酿酒部提供；灰葡萄孢(Botrytis cinerea)由中国典

型培养物保藏中心(CCTCC)提供； 

1.1.2  主要仪器和试剂：PDA 培养基，NB 培养
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基，Landy培养基，双氢罗丹明 123 (Sigma公司)，

台盼蓝(北京博奥拓达科技有限公司)，fluo-3/am (百

灵威科技有限公司)，DAPI (北京博奥拓达科技有

限公司)，Annexin V-PI试剂盒(Sigma公司)，纤维

素酶(北京博奥拓达科技有限公司)，蜗牛酶(北京博

奥拓达科技有限公司)，0.22 μm微孔滤膜，Olympus

荧光显微镜，Zeiss 激光共聚焦显微镜 LSM710 

3-channel，冷冻离心机，LRH-250生化培养箱。 

1.2  解淀粉芽孢杆菌 B15无菌发酵液的制备 

将保存于 4 °C的 B15菌种接种于 NB液体培

养基(250 mL锥形瓶，装液量 100 mL)，37 °C、

120 r/min 摇床培养 24 h。按 4%接种量接种于

Landy发酵培养基(250 mL锥形瓶，装液量 100 mL)

中，于 30 °C、180 r/min振荡培养 48 h。随后将发

酵液在 4 °C、10000 r/min下离心 10 min，收集上

清液；将上清液过 0.22 μm微孔滤膜过滤除菌，收

集无菌滤液于 4 °C下保存备用。 

1.3  解淀粉芽孢杆菌 B15抗菌活性的测定 

本实验采用琼脂稀释法探讨 B15 无菌发酵液对

灰葡萄孢的抑菌活性，将保存于 4 °C的灰葡萄孢接

种到 PDA平板于 28 °C培养 4 d进行活化，随后将

直径为 7 mm的灰葡萄孢菌饼接种到含 B15无菌发

酵液(1：20)的 PDA平板中央，并以菌饼接种在不含

B15 发酵液的 PDA 平板上做对照。所有平板放在

28 °C恒温培养箱中培养 4 d，观察菌种生长情况。 

1.4  台盼蓝染色分析 

挑取灰葡萄孢菌丝于载玻片上，用 PBS洗 2遍，

然后用 B15无菌发酵液处理 6 h，PBS洗 2遍后用

台盼蓝染色 30 min，置于荧光显微镜下观察。 

1.5  激光共聚焦显微镜观察 

1.5.1  DAPI染色：接种灰葡萄孢于附有薄层 PDA

培养基的载玻片上，28 °C培养 18 h以形成菌丝，

然后用 B15无菌发酵液处理菌丝 6 h，并以滴加 PBS

的处理作为对照。处理完后 PBS冲洗菌丝 2遍，

用固定液(PBS，5.0%二甲基亚砜，3.7%甲醛)固定

10 min，PBS清洗以除去固定液。再用 10 μg/mL

的 DAPI染色 3 min。染色完后用 PBS洗菌丝 2遍，

滴加 50%甘油封片，用激光共聚焦显微镜在 350 nm

激发波长和 461 nm发射波长下观察。 

1.5.2  活性氧积累的检测：B15 无菌发酵液在室

温下处理灰葡萄孢菌丝 6 h，以滴加 PBS处理的菌

丝作为对照。用 PBS洗菌丝 2遍，1%的蜗牛酶和

纤维素酶在 30 °C、180 r/min下处理 4 h。PBS洗

菌丝 2遍，离心收集原生质体，用 5 μmol/mL的双

氢罗丹明 123室温下染色 30 min。PBS洗涤菌丝

2 遍后，50%的缓冲甘油封片，激光共聚焦显微镜

在激发波长 507 nm、发射波长 529 nm下观察。 

1.5.3  Annexin V-PI试剂盒检测：按上述方法制

得原生质体后，按照试剂盒操作方法对菌丝进行

染色，染色完后 PBS 洗涤菌丝 2 遍，50%的缓冲

甘油封片，激光共聚焦显微镜下观察。 

1.5.4  钙离子水平检测：按上述方法获得灰葡萄孢

菌丝后，用 B15无菌发酵液处理菌丝 6 h，以滴加

PBS处理的菌丝做对照，PBS洗菌丝 2遍，5 μmol/L 

fluo-3/am于 37 °C下避光染色菌丝 30 min，PBS漂

洗 3次，用 50%的缓冲甘油封片。将盖玻片置于激

光共聚焦显微镜载物台上，选择激发波长 506 nm，

发射波长 526 nm。 

2  结果和分析 

2.1  B15无菌发酵液抗菌活性的测定 

从图 1可观察到灰葡萄孢菌丝对照组(图 1-A)

生长形势良好，而处理组(图 1-B)灰葡萄孢菌丝的 
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图 1.  B15 无菌发酵液对灰葡萄孢的抑菌活性 

Figure 1.  In vitro interaction between B. amyloquefaciens B15 and B. cinerea on PDA plate at 4th day after incubation 
at 28 °C. A: a 7 mm agar plug of B. cinerea on center of PDA plate; B: a 7 mm agar plug of on center of PDA plate 
containing B15 culture supernatant at the concentration of 1:20. 
 

生长遭到明显抑制，说明 B15 无菌发酵液能有效

抑制灰葡萄孢的生长。 

2.2  台盼蓝染色结果 

台盼蓝可以透过丧失活性细胞的破损细胞膜

将菌丝染成蓝色，而正常的活细胞不能被染色，

因为活细胞的完整细胞膜排斥台盼蓝，使其不能

够进入胞内[23]。从图 2-B、2-C中可看出处理组菌

丝体膨胀，顶端膨大明显，并被染成蓝色，液泡

化严重，菌丝皱缩，然而并未在图中观察到细胞

内容物的溢出。图 2-A 对照组则未被染色。处理 

 

图 2.  荧光显微镜下观察灰葡萄孢台盼蓝染色结果 

Figure 2.  Observation of B. cinerea stained with trypan blue under fluorescence microscopy. A: untreated control 
group; B, C: treated group. 
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组虽观察到了明显被染色的膨大菌丝顶端，然而

菌丝的其他部分未被染色。此结果可能说明处理

组的膨大菌丝顶端细胞膜通透性增大，但细胞膜

仍是完整的。由于未观察到细胞内容物的溢出现

象，可判断在本试验中，B15 无菌发酵液中的伊

枯草菌素 A组分对灰葡萄孢细胞膜无明显作用。 

2.3  激光共聚焦显微镜观察结果 

2.3.1  DAPI染色分析：DAPI能透过凋亡细胞的

细胞膜对细胞核进行染色。经 B15 无菌发酵液处

理的灰葡萄孢(图 3-B)细胞核被 DAPI 染成较强的

蓝色荧光，可见致密浓染的颗粒、新月体或环状荧

光。另外处理组浓缩的细胞核数目明显多于对照

组，这可能说明处理组细胞核可能发生了断裂而使

细胞核的数目增多(图 3-B)。而对照组(图 3-A)荧光

较弱，呈现分散均匀的圆形或椭圆形荧光。 

2.3.2  活性氧积累的检测：过量活性氧的积累会

损伤细胞，细胞中的活性氧能将本身没有荧光的

双氢罗丹明 123 转换成具有红色荧光的罗丹明

123 (Rh123)。从图 4可看出，对照组(图 4-A)呈现

很弱的红色荧光，说明对照组有较少或无活性氧

积累。处理组细胞(图 4-B)有很强烈的红色荧光，

说明经无菌发酵液处理后的细胞内活性氧有明显

的积累。活性氧水平的升高破坏菌丝的正常生理活

性，导致菌丝的代谢速率降低，菌丝生长速率降低。 

2.3.3  Annexin V-PI探针检测磷脂酰丝氨酸层外

翻现象：细胞凋亡与细胞坏死的最关键区别是细

胞膜的完整性，坏死细胞的细胞膜完整性被破

坏，出现细胞内物质释放现象，随后引起明显的

炎症反应。发生细胞凋亡的细胞在凋亡早期细胞

膜仍保持完整，而在凋亡中晚期的细胞和死细胞

则细胞膜通透性增大，碘化丙啶(PI)可通过破损

细胞膜将细胞核染成红色。磷脂酰丝氨酸层从细胞

膜的内侧移位到外层的现象是细胞凋亡的早期特

征[24]。因此 Annexin V和 PI对菌丝的同时染色可

以区分正常(FITC−、PI−)、早期凋亡(FITC+、PI−)

和晚期凋亡或坏死的菌丝(FITC+、PI+)。Annexin 

V-PI 探针对灰葡萄孢原生质体染色结果显示处理

组有很明显的绿色荧光，而红色荧光很浅，说明灰

葡萄孢细胞处于凋亡的早期阶段，所以菌丝细胞

膜完整，未被碘化丙啶染色，亦或是碘化丙啶正

准备穿透处于细胞凋亡晚期或坏死细胞的细胞膜

(图 5-B)。此外，在对照组菌丝中观察到微弱的绿

色荧光和红色荧光(图 5-A)，说明对照组菌丝正常

生长，未发生细胞凋亡。 

 

图 3.  B15 无菌发酵液对灰葡萄孢细胞核的影响 

Figure 3.  Observation of B. cinerea strained with DAPI under LCSM. A: untreated control group; B: treated group. 
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图 4.  B15 无菌发酵液对灰葡萄孢细胞内活性氧积累的影响 

Figure 4.  The effect of B15 culture supernatant on the level of ROS in B. cinerea. A: untreated control group; B: 
treated group. 
 

 

 

图 5.  B15 无菌发酵液对灰葡萄孢细胞膜磷酯酰丝氨酸层的影响 

Figure 5.  The effect of B15 culture supernatant on PS externalization of B. cinerea. A: untreated control group; B: 
treated group. 
 
 

2.3.4  细胞内钙离子 fluo-3/am 染色分析：

fluo-3/am是一种检测细胞内钙离子的荧光探针。

当其以游离配体形式存在时是不发出任何荧光

的，但是当它进入细胞后与钙离子结合后可发出

较强绿色的荧光。在外界刺激因素作用下，内质

网释放出钙离子，然后线粒体摄取钙离子，线粒

体钙超载导致线粒体损伤，细胞色素 C释放，活

化半胱天冬酶，进而诱导细胞凋亡，升高的钙离

子水平参与了凋亡早期信号转导和凋亡的执行

阶段[25]。在激光共聚焦显微镜下能观察到处理组

(图 6-A)的菌丝发出明显的绿色荧光，这说明钙

离子大量积累在处理组灰葡萄孢细胞内。而对照

组(图 6-B)的菌丝发出微弱绿色荧光，说明对照组

钙离子水平正常。 
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图 6.  B15 无菌发酵液对 B. cinerea 细胞内钙离子累积的影响 

Figure 6.  The effect of B15 culture supernatant on the level of Ca2+ in B. cinerea. A: treated group; B: untreated 
control group. 
 
 

3  讨论 

因时间问题，本实验并未分离纯化 B15 发酵

液中的抑菌混合物伊枯草菌素 A 和芬芥素，以及

分别讨论纯化抑菌物质对灰葡萄孢的抑菌机理，

而是使用 B15 的无菌发酵液初步探讨发酵液中的

抑菌混合物质对葡萄灰霉病病原菌的抑菌机理。 

台盼蓝染色结果发现经 B15 发酵液处理过的

菌丝细胞膜完整，未观察到细胞内容物泄露现象，

因此判断 B15发酵液中的伊枯草菌素 A对灰葡萄

孢菌丝细胞膜未产生影响。此结果与前人对伊枯

草菌素 A 抑菌机制的研究结论，即其能影响菌丝

细胞膜并导致菌丝死亡，并不冲突。朱弘元[22]通

过对 B15菌株产生的伊枯草菌素 A和芬芥素的脂

肽浓度测定发现，当解淀粉芽孢杆菌 B15 菌株于

Landy培养基中发酵时间为 48 h时，芬芥素和伊枯

草菌素A在发酵液中的脂肽浓度分别约为 30 mg/L

和 32 mg/L [22]。B15菌株产脂肽物质对灰葡萄孢最

小抑菌浓度的测定结果是：C14–C16 伊枯草菌素

A的最小抑菌浓度分别为 100.0、50.0、12.5 mg/L，

而芬芥素的最小抑菌浓度为 5 mg/L。虽然在本实验

中，B15发酵液里的伊枯草菌素 A浓度为 30 mg/L，

已经达到了 C16伊枯草菌素 A的最低抑菌浓度，但

是在前期试验中朱弘元[22]并未测定C16伊枯草菌素

A组分在伊枯草菌素A中所占比例和其在发酵液里

的浓度[22]，因此可能因为 C16伊枯草菌素 A在发酵

液里浓度太低以致于伊枯草菌素A组分对灰葡萄孢

细胞膜未产生作用。结合上述讨论，本次试验结果

或由以下 2个原因共同造成：(1) 伊枯草菌素 A中

的 C14伊枯草菌素 A和 C15伊枯草菌素 A组分浓

度太低未达到对灰葡萄孢的最小抑菌浓度；(2) C16

伊枯草菌素 A组分在发酵液中浓度太低。 

激光共聚焦扫描显微镜观察结果显示，经B15

无菌发酵液处理的灰葡萄孢菌丝出现了明显的细

胞核裂解、活性氧积累、钙离子积累和磷脂酰丝

氨酸层外翻这些典型的细胞凋亡特征，这说明B15

无菌发酵液可以诱导细胞凋亡的方式抑制灰葡萄

孢的生长。但并不能判断灰葡萄孢的细胞凋亡现
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象是由 B15发酵液中的伊枯草菌素 A或芬芥素，

或是两种物质的共同作用引起的。 

在细胞凋亡中，钙离子是多种死亡信号转导

的第二信使，与线粒体功能及活性氧之间有着错

综复杂的关系[2]。活性氧和钙离子都可诱发线粒体

通透性转换孔的(MPTP)开放，而 MPTP开放一方

面使活性氧大量升高，另一方面也使线粒体外膜

破裂导致膜间腔钙离子释放，而钙离子的大量升

高作为第二信使，启动多条信号转导途径，亦会

使活性氧升高[3]。本试验并未讨论在细胞凋亡中钙

离子与活性氧之间的关系，以及钙离子和活性氧

分别在细胞凋亡中扮演的角色。下一步实验则可

通过分别使用钙螯合剂，例如 BAPTA/AM，和活

性氧清除剂，例如 n-乙酰半胱氨酸(NAC)，处理

处于细胞凋亡阶段的菌丝，结合荧光染色法和激

光共聚焦显微镜观察来讨论这些问题。 

由于发酵液中的有效物质往往有多个作用机

制，在研究中需考虑其他拮抗机制存在的可能性。

例如，纯化伊枯草菌素 A 和芬芥素是否对不同植

物病原菌具有不同的抑菌机制，亦或者是不同浓

度的脂肽物质呈现不同的作用机制。这些问题都

需要通过进一步的实验来解决。该问题可通过分

离纯化 B15无菌发酵液中的伊枯草菌素 A和芬芥

素，并于不同浓度的条件下分别讨论其对灰葡萄

孢的作用方式。目前，对解淀粉芽孢杆菌抑菌机

制的研究仍然有限，同时关于丝状真菌细胞凋亡

的信息也很片面。需更多的研究从丝状真菌细胞

凋亡的角度来探讨解淀粉芽孢杆菌对灰葡萄孢的

抑制作用，发现更多的凋亡因子，了解凋亡基因

在丝状真菌中的作用，讨论解淀粉芽孢杆菌 B15

抑菌有效物质诱导的灰葡萄孢细胞凋亡的信号传

导途径。 
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Inhibition of antifungal substances from Bacillus amyloquefaciens 

B15 against Botrytis Cinerea—the agent of “gray mold” of grape 

Hongyu Pan1, Weiyun Jin1, Xiaomeng Zhang1, Xulei Song1, Yinzhuo Yan1*, Bin Yan2, 
Jie Xue1* 
1 Brewing Department, China National Research Institute of Food and Fermentation Industries, Beijing 100015, China 
2 Technology Department, COFCO Huaxia Great Wall Wine Co., Ltd., Qinhuangdao 710068, Hebei Province, China 

Abstract: [Objective] The present study aimed to investigate the inhibition of cyclic lipopeptides (iturin A and 

fengycin) produced by Bacillus amyloquefaciens B15 against Botrytis cinerea by using laser confocal scanning 

microscopy and fluorescence microscopy. [Methods] The agar diffusion method was applied to investigate the 

antifungal activity of B15 strain against Botrytis cinerea. A 7-mm agar plug of Botrytis cinerea was placed on the 

PDA plate containing B15 culture supernatant at the concentration of 1:20. The hyphal viability was determined by 

staining the hyphae of Botrytis cinerea with trypan blue. Then the classical cell apoptotic assay was applied by 

staining cell nucleus, reactive oxygen species, calcium ions, and phosphatidylserine of hyphae with DAPI, 

Dihydrorhodamine 123, fluo-3/am and Annexin V-PI probe. [Results] The antagonistic assay showed that the B15 

strain displayed evident antifungal activity against Botrytis cinerea. From the trypan blue assay, it was evident to 

observe the distorted hyphal structure of Botrytis cinerea in treated group, including conglobation of branch tips, 

swollen hyphae, hyphal vacuolation, and shrinkage under fluorescence microscopy. The laser confocal scanning 

microscopy observation of Botrytis cinerea showed that the typical cell apoptosis pattern appeared in the treated 

group, including the nuclear fragmentation and condensation, accumulation in reactive oxygen species and Ca2+, 

and the flip-flop of phosphatidylserine. [Conclusion] The combined results of the trypan blue assay and cell 

apoptotic assay indicated that B15 culture supernatant inhibited the growth of Botrytis cinerea in the way of 

inducing apoptotic-like cell death in Botrytis cinerea, instead of damaging the cell membrane and directly 

contributing to the death of mycelium. 

Keywords: Bacillus amyloquefaciens B15, apoptotic-like programmed cell death, mechanisms of inhibition, laser 

confocal scanning microscopy, Botrytis cinerea 
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