
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2021, 61(3): 644–654  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20200281  

 Research Article 研究报告 
 

                           

基金项目：国家自然科学基金(15205597)；四川省应用基础重点(2018JY0045)；四川省重大科技专项(2018SZDZX0021) 
*通信作者。Tel/Fax：+86-28-87725899；E-mail：biounicom@mail.xhu.edu.cn 

收稿日期：2020-05-02；修回日期：2020-07-06；网络出版日期：2020-11-10 

甲基营养型芽孢杆菌拮抗玉蜀黍尾孢菌、链格菌和灰葡萄孢菌

及环脂肽分析 

祝林，向文良*，张楠笛，许琴，赵秋欢 

西华大学食品与生物工程学院，四川省食品生物技术重点实验室，西华大学古法酿造生物技术研究所， 

四川 成都  610039 

 

摘要：【 目 的 】 探 究 甲 基 营 养 型 芽 孢 杆 菌 (Bacillus methylotrophicus) 对 植 物 病 原 菌 玉 蜀 黍 尾 孢 菌

(Cercospora zeae-maydis Tehon et Daniels)、链格菌(Alternaria alternate)和灰葡萄孢菌(Botrytis cinerea)的

拮抗作用并鉴定抗菌物质，为其病害防治提供优良生防菌。【方法】平板对峙法初筛和杯碟法筛选拮抗

菌株；微生物形态学和 16S rRNA 基因鉴定拮抗菌株；薄层色谱(TLC)和编码基因分析鉴定抗菌物质；

玉米田间生防试验评估拮抗菌对 3 种病原菌的防治效果。【结果】筛选到一株能够明显拮抗玉蜀黍尾孢

菌、链格菌和灰葡萄孢菌的甲基营养型芽孢杆菌 B-1841，抑制率分别为 65.95%、71.04%和 46.69%，抑

菌物质为伊枯草菌素类脂肽。玉米田间生防试验表明，菌株 B-1841 对玉蜀黍尾孢菌、链格菌和灰葡萄

孢菌感染的玉米病害均有防治效果，相对防效分别为 60.25%、69.89%和 45.21%。【结论】甲基营养型

芽孢杆菌 B-1841 对玉蜀黍尾孢菌、链格菌和灰葡萄孢菌引起的病害有防治作用，在农作物真菌病害防

治方面具有潜在应用价值。 
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植物病害是威胁农业生产的主要自然灾害之

一。对植物病害的防治，通常采用化学方法，其

见效快、成本低，但长期大量使用会造成环境污

染，导致农产品农药残留超标以及增加病原菌抗

药性等不利因素[1–2]。随着生物技术发展，植物病

害的生物防治因对人畜环境安全性高，具有改善

环境[3]、促进植物生长发育等潜在价值，而受到越

来越多的关注[4]。植物病害生物防治的机制主要有

拮抗、诱导抗病性、竞争、重寄生、交叉保护以

及捕食等，其中拮抗是植物真菌病害防治中最具

应用潜力的生防机制。 

玉蜀黍尾孢菌(Cercospora zeae-maydis Tehon 
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et Daniels)是引发玉米灰斑病的病原真菌，在全球

广泛传播，是导致玉米产量严重下降的主要病害

菌之一[5]。链格菌(Alternaria alternate)是农作物的

主要病原菌之一，能引起包括玉米叶枯病在内的

多种植物疾病，给农业生产带来巨大损失[6]。灰葡

萄孢菌(Botrytis cinerea)可以使 200 多种植物产生

灰霉病，是世界范围内危害最为严重的真菌病害

菌[7]。这些病原菌引发的植物病害严重影响了农业

生产，阻遏了种植业发展。因此，寻求玉蜀黍尾

孢菌、链格孢菌和灰葡萄孢菌病害的安全、有效

的防治方法显得十分重要且紧迫。 

甲 基 营 养 型 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

methylotrophicus)是 Madhaiyan 等在 2010 年发现的

芽孢杆菌属新成员[8]，是一种植物根系促生菌，同

时也是植物病害生物防治中重要的生防菌[9–10]。芽

孢杆菌作为最有前途的生防菌，能产生重要的抗菌

环脂肽(antifungal cyclic lipopeptides, ACLs)[11–12]。

目前，有关产 ACLs 芽孢杆菌属的研究主要集中在

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)[13]、解淀粉芽孢杆菌

(Bacillus amyloliquefaciens)[11,14–15]、短小芽孢杆菌

(Bacillus brevis)[16] 和 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

thuringiensis)[17]等，对甲基营养型芽孢杆菌的研究

鲜有报道。因此，本研究以玉蜀黍尾孢菌、链格菌

和灰葡萄孢菌为指示菌，筛选甲基营养型芽孢杆菌

拮抗菌，研究拮抗能力，分析拮抗物质，并通过田

间试验评估生防效果，以期为甲基营养型芽孢杆菌

防治植物真菌病害的深入研究和应用提供理论基

础和科学依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株来源：分离自污水中的 20 株芽孢杆菌，

本 实 验 室 –20 °C 保 藏 。 玉 蜀 黍 尾 孢 菌 T1 

(Cercospora zeae-maydis Tehon et Daniels T1)、链

格菌 T2 (Alternaria alternata T2)和灰葡萄孢菌 T3 

(Botrytis cinerea T3)均为实验室保藏菌株。 

1.1.2  培养基：营养肉汤酵母膏培养基(NBY)[18]、

马铃薯葡萄糖培养基 (PDA/PDB)[18]和麦粒培养

基[19]。 

1.2  芽孢杆菌拮抗菌筛选 

1.2.1  平板对峙法筛菌：芽孢杆菌接种于 NBY 液

体培养基中，30 °C、140 r/min 活化 48 h 后，沿

PDA 平板上边长为 65 mm 的正方形边划线接种。

同时，分别接种直径为 5 mm 的病原真菌菌饼于正

方形对角线交点，30 °C 培养 72 h。单独接种病原

菌的平板作空白对照，当对照组病原菌爬满整个

平板时计算抑制率(公式 1)。 

100%



照菌落直 理菌落直

抑制率
照菌落直

对 径 处 径

对 径
  (1) 

1.2.2  杯碟法复筛：挑选抑菌效果明显的菌株接

种于 70 mL NBY 液体培养基中，30 °C、140 r/min

振荡培养 48 h 后，4 °C、10000 r/min 离心 5 min，

收集上清液备用。玉蜀黍尾孢菌 T1 和链格菌 T2

分别接种于 50 mL PDB 液体培养基中，30 °C、

140 r/min 振荡培养 48 h 后，取 100 µL 菌液涂布

于 PDA 平板。100 µL 上述上清液加入 PDA 平板

中心放置的牛津杯中，30 °C、静置培养 72 h，十

字交叉法测量抑菌圈直径。 

1.3  脂肽的分析鉴定 

1.3.1  脂肽粗提物制备：l00 mL NBY 液体培养基

中，接种 1%的复筛种子液，30 °C、140 r/min 培

养 48 h 后，4 °C、10000 r/min 离心 15 min。上清

液用 6 mol/L HCl 调至 pH 值 2.0，4000 r/min 离

心 5 min。取上清液，0.45 μm 无菌滤膜过滤，滤
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液备用。同时，向离心的脂肽沉淀中加入甲醇，

抽提 4–8 h。抽提液经旋转蒸发仪真空浓缩后，

0.02 mol/L、pH 7.4 的磷酸盐缓冲液溶解，冷冻干

燥得脂肽粗提物。 

1.3.2  环 脂 肽 鉴 定 ： 薄 层 色 谱 (Thin-layer 

chromatography，TLC)分离纯化粗脂肽，原位酸水

解茚三酮显色法鉴定环脂肽[11,20]。取两块活化的

TLC 薄板，点样后在三氯甲烷:甲醇:水=65:25:4 

(V/V/V)的溶液中展开 40 min。待溶剂挥发后，其

中一个 TLC 板以 0.3%茚三酮丙酮溶液显色。另一

板放入盛有 2 mL 浓盐酸的密封瓶，110 °C 原位酸

水解 2 h，冷却后吹去盐酸，茚三酮试剂显色。 

1.3.3  脂肽编码基因鉴定：FastDNA® Spin Kit for 

Soil (MP Biomedicals, 美国)提取菌株总 DNA，

–80 °C 保存。微量核酸蛋白分析仪 (NanoDrop 

Technologies Inc，美国)测定 DNA 浓度和纯度。

PCR 扩增 Surfactin、Fengycin 和 Iturin 脂肽的编码

基因片段[21–22]，引物设计如表 1。 

1.4  菌株的鉴定 

1.4.1  形态学观察：拮抗性能良好的菌株划线于

NBY 固体平板上，观察菌落表面形态、边缘形态、

隆起形状、透明度等，并革兰氏染色镜检。 

1.4.2  16S rRNA 分析：菌株总 DNA 为模板，采

用通用引物(Eu27F: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCT 

CAG-3′；1492R: 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)，

PCR 扩增 16S rRNA 基因。扩增条件：95 °C 5 min；

95 °C 1 min，50 °C 1 min，72 °C 2 min，30 个循

环；72 °C 10 min。电泳检验合格的 PCR 产物连接

到 pGEM-T 载体上，克隆入感受态细胞 E. coli 

DH5α 中，提取重组质粒测序。16S rRNA 基因序

列提交至 GenBank 数据库中分析菌株的分类学地

位，MEGA 5.0 绘制 16S rRNA 基因的系统发育树。 

1.5  田间生防试验 

1.5.1  玉米种子选择、拮抗菌菌液及病原菌接种

体制备：选择登海 11 号玉米种子，经精选、催芽，

选择发芽一致的种子备用。将拮抗性能良好的菌

株菌悬液稀释至 107 CFU/mL 左右备用。将 3 种直

径为 5 mm 的病原真菌菌饼分别接种到麦粒培养

基中，30 °C 培养 4 d，待菌丝在麦粒上充分生长

后，备用。 

1.5.2  田间生防试验：选择中等肥沃度的土壤作

为试验地，面积为 36 m2，窝距 50 cm，行距 50 cm。

按每窝 15 g 分别将 3 种病原菌麦粒均匀加入窝内

表层 6 cm 土壤后，每窝播种 2 粒在拮抗菌菌液中 

 

表 1.  引物序列 

Table 1.  Sequences of primers 
Lipopeptides Target gene Sequences (5′→3′) 

Surfactin sfp ATGAAGATTTACGGAATTTA 

TTATAAAAGCTCTTCGTACG 

Fengycia fenB CCTGGAGAAAGAATATACCGTACCY 

GCTGGTTCAGTTKGATCACAT 

Iturin A ituD TTGAAYGTCAGYGCSCCTTT 

TGCCCTTCATAACCTTCT 

Bacillomycin D bamC AGTAAATGAACGCGCCAATC 

CCCTCTCCTGCCACATAGAG 

bamD TTGAAYGTCAGYGCSCCTTT 

TGCGMAAATAATGGSGTCGT 
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搅拌 1 h 后的种子，以不拌拮抗菌液的种子作为对

照组。待玉米植株长到 4 叶期、拔节前期以及喇

叭口期，分别用清水、拮抗菌菌液均匀喷施植株

基部。 

1.5.3  病情调查：参照国标[23]对 3 种病原菌病害

程度及防治效果进行调查统计。试验地随机取 5

点，每点取 5 株调查全部叶片，根据叶片病害程

度计算病情指数和防治效果(公式 2)。 

( )
100%

 



各级病叶数 相对级数值

病情指数
调差总叶数 最高级数

  (2) 

2  结果和分析 

2.1  芽孢杆菌拮抗菌的筛选 

结果显示，20 株芽孢杆菌中，菌株 B-1841

和 B-1560 对 C. zeae-maydis T1、A. alternata T2 和

B. cinerea T3 三种病原菌都具有明显拮抗作用  

(图 1)。总体而言，两株菌对 A. alternata T2 拮抗

作用最好，抑制率达到 70%左右；对 C. zeae-maydis 

T1 拮抗作用次之，为 60%左右；对 B. cinerea T3 拮

抗作用相对较弱，为 40%左右(表 2，图 2)。芽孢 

 

 

 
图 1.  菌株 B-1841 和 B-1560 对 C. zeae-maydis T1 (A)、A. alternata T2 (B)和 B. cinerea T3 (C)的拮抗作用 

Figure 1.  Antagonistic effects of B-1841 and B-1560 on C. zeae-maydis T1 (A), A. alternata T2 (B) and B. 
cinerea T3 (C).  
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表 2.  菌株 B-1841 和 B-1560 对病原真菌的拮抗作用 

Table 2.  Antagonistic effects of B-1841 and B-1560 on pathogenic fungi 

Strains 
C. zeae-maydis T1 A. alternata T2 B. cinerea T3 

Colony diameter/mm Inhibition rate/% Colony diameter/mm Inhibition rate/% Colony diameter/mm Inhibition rate/%

CK 72.56±0.46 – 30.25±0.85 – 41.27±0.50 – 

B-1841 24.71±0.28 65.95aAB 8.76±0.01 71.04aA 22.00±1.35 46.69bB 

B-1560 28.30±0.12 60.99abAB 8.82±0.37 70.84aA 25.10±1.02 39.18bB 

Superscript lower case letters indicate extremely significant differences (P<0.05); superscript upper case letters indicate extremely 
significant differences (P<0.01). 
 

 
 

图 2.  菌株 B-1841 和 B-1560 对致病真菌的拮抗作用 

Figure 2.  Antagonistic effects of strain B-1841 and 
B-1560 on pathogenic fungi. ***: indicate extremely 
significant differences (P<0.01). 

 

杆菌类的生防菌通常产生可溶性环脂肽于发酵上

清液中[11–12]，为进一步研究拮抗菌是否产生环脂

肽，选择 A. alternata T2 和 C. zeae-maydis T1 作为

病原指示菌，对菌株 B-1841 和 B-1560 发酵上清

液的抑菌能力进行分析。 

复筛结果表明，菌株 B-1841 和 B-1560 的发

酵上清液对 C. zeae-maydis T1 和 A. alternata T2 均

有拮抗作用(图 3)，其中菌株 B-1841 的发酵上清

液抑制作用更明显(表 3)，表明菌株能产生可溶性

的抑菌物质。 

2.2  抑菌物质的分析鉴定 

菌株 B-1841 和 B-1560 的发酵上清液经盐酸沉

淀、甲醇抽提、真空干燥后得到抗菌粗提物产率分

别为 386 mg/mL 和 243 mg/mL。粗提物分别溶解于

与 上 清 液 等 体 积 的 甲 醇 和 水 溶 液 ， 杯 碟 法 探 

 
 

 

图 3.  菌株 B-1841 和菌株 B-1560 发酵上清液对 C. 

zeae-maydis T1 (A)和 A. alternata T2 (B)的抑制作用 

Figure 3. Inhibition effects of fermentation 
supernatants of B-1841 and B-1560 on C. zeae-maydis 
T1 (A) and A. alternata T2 (B). 

 
 

表 3.  菌株 B-1841 和 B-1560 发酵上清液抑制作用 

Table 3.  Inhibition effects of fermentation 
supernatants of strain B-1841 and B-1560 

Strains 
Colony diameter/mm 

C. zeae-maydis T1 A. alternata T2 

B-1841 27.71±0.25aAB 30.36±0.04aA 

B-1560 23.45±0.03bB 26.82±0.13aAB 

Superscript lower case letters indicate extremely significant 
differences (P<0.05); superscript upper case letters indicate 
extremely significant differences (P<0.01). 
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讨经盐酸沉淀后的上层清液、粗提物甲醇液和粗提

物水溶液对 A. alternata T2 的抑菌活性。结果如  

图 4 所示，两株菌的盐酸沉淀上清液、粗提物甲醇

液和粗提物水溶液对 A. alternata T2 均表现出抑菌

作用，其中盐酸沉淀上清液的抑菌效果弱于粗提物

甲醇液和粗提物水溶液，表明大量抑菌物质能够被

盐酸沉淀；粗提物甲醇液的抑菌效果优于水溶液。  

薄层色谱(TLC)是分离和定性鉴定混合物的

重要手段之一，原位酸水解茚三酮显色法是鉴定

环脂肽的方法之一[11,20]。菌株 B-1841 抗菌粗提物

经 TLC 分离后，色谱带中的分离物与茚三酮显色

反应强，而菌株 B-1560 显色相对较弱(图 5)，表 
 

 
 

图 4.  菌株B-1841 (A)和B-1560 (B)芽孢杆菌脂肽粗提

物对 A. alternata T2 抑制作用 

Figure 4.  Inhibition effect of crude extract of two 
strains of Bacillus lipopeptide on A. alternata T2. 1: 
methanol control solution; 2: supernatant after 
hydrochloric acid precipitation; 3: methanol extract 
from lower layer precipitation; 4: distilled water; 5: 
solid after vacuum drying dissolved in distilled water. 
A: Antagonistic effect of crude extract of strain B-1841 
lipopeptide on A. alternata T2; B: Antagonistic effect 
of crude extract of strain B-1560 lipopeptide on A. 
alternata T2. 

明两株菌均能产生环脂肽类抗菌物质。脂肽类物

质为环型结构，不含氨基末端，酸解后环型结构

被打开，游离氨基会暴露出来与茚三酮发生显色

反应，因而在 TLC 板中出现显色斑点，同时显色

强度与含量呈正相关[3,20,24]。因此，菌株 B-1841

产生环状脂肽类抗菌物质能力高于菌株 B-1560。 

选择环脂肽产生能力强的菌株 B-1841，分析

环脂肽种类。PCR 扩增表 1 中脂肽的编码基因，

结果如图 6 所示。Sfp 基因编码 Surfactin，FenB

基因编码 Fengycia，ItuD、BamC 和 BamD 基因编

码 伊 枯 草 菌 素 (Iturin A) 和 类 似 物 杆 菌 霉 素

(Bacillomycin D)[21–22]。在琼脂糖凝胶电泳中仅检

测到了 ItuD、BamC 和 BamD 基因，表明 B-1841

产生了伊枯草菌素和杆菌霉素。 
 

 
 

图 5.  抗菌粗提物的薄层色谱(TLC)分离及酸水解茚

三酮显色 

Figure 5.  Thin layer chromatography (TLC) 
separation of crude antibacterial extract and color 
development of acid hydrolyzed ninhydrin. A: plates are 
unacidified samples; B: plates are acid treated samples. 
1: crude peptide crude extract of strains B-1841; 2: 
crude peptide crude extract of strains B-1560. 
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图 6.  脂肽编码基因的 PCR 检测 

Figure 6.  PCR detection of lipopeptide encoding 
gene. 
 

2.3  菌株 B-1841 的鉴定 

在 NBY 平板上，菌株 B-1841 菌落表面干燥，

无粘性，呈乳白色、圆形、扁平、边缘齿状(图 7-A)。

细胞呈杆状[(0.63–0.64) µm×(1.8–2.7)µm]，革兰氏

阳性，芽孢椭圆形(图 7-B)。 

16S rRNA 分析结果表明，菌株 B-1841 的 16S 

 
 

图 7.  菌株 B-1841 的形态学特征 

Figure 7.  Morphological characteristics of strain 
B-1841. A: colony morphology; B: gram staining. 
 

rRNA 基因(NCBI 登录号为 PCCU6E0001R)与甲基

营养型芽孢杆菌(Bacillus methylotrophicus)的 16S 

rRNA 基因(NCBI 登录号为 KC790265.1)的序列相

似度达到 100%。Stackebrandt 等[25]认为细菌 16S 

rRNA 序列同源性≥98%时可以认为是一个种。结

合形态学观察，初步认定菌株 B-1841 为甲基营养

型芽孢杆菌。基于 Neighbor-joining 算法绘制 16S 

rRNA 系统发育树进一步表明菌株 B-1841 属于芽

胞杆菌属，甲基营养型芽孢杆菌种，与枯草芽孢

杆菌亲缘关系较近(图 8)。 

 

图 8.  菌株 B-1841 的 16S rRNA 序列系统发育树 

Figure 8.  Phylogenetic tree of the 16S rRNA sequence of strain B-1841. Numbers in parentheses represent 
accession number in RPD. Number at each branch point represent the bootstrap values on Neighbor-joining 
analysis of 1000 replication data sets. Bar: 0.5% sequence divergence. 
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2.4  田间生防效果 

甲 基 营 养 型 芽 孢 杆 菌 B-1841 对  C. 

zeae-maydis T1、 A. alternata T2 以及 B. cinerea T3

引起的玉米病害均有一定的防治效果(表 4)。其中，

对 A. alternata T2 病害的防效最佳，相对防效为

69.89%， 对 C. zeae-maydis T1 的 相 对 防 效 为

60.25%，对 B. cinerea T3 防治效果最差，相对防

效为 45.21%。 

3  讨论 

植物真菌病害是导致农作物减产的主要原因

之一。其中，玉蜀黍尾孢菌(C. zeae-maydis)、链

格菌(A. alternata)和灰葡萄孢菌(B. cinerea)病原

菌引发的农作物病害是全球农业生产广泛关注

的问题[5–7]。玉蜀黍尾孢茵(Cercospora zeae-maydis 

Tehon Daniels)是玉米灰斑病的病原菌，感染玉米

会导致减产，严重时甚至绝收，极大影响玉米产

业发展。链格菌(Alternaria alternata)能产生多种非

宿主特异性毒素，感染 100 多种农作物，如棉花

叶片轮纹斑病 [26]、烟草赤星病 [27]。灰葡萄孢菌

(Botrytis cinerea)是十大农作物病原真菌之一，感

染农作物范围广，对作物生长及后期粮食储藏均

会造成严重损害。因此，寻找最佳的防治方法，

控制其危害性，十分紧迫。 

农作物真菌病害的生物防治已成为研究热

点。目前应用的生防菌主要包括荧光假单胞菌

(Pseudomonas flurescens) 、 链 霉 菌 属

(Streptomyces)、木霉菌属(Trichoderma)，但它们对

病原菌的抑制率较低，普遍在 30%–50%[28]。芽孢

杆菌属是一类潜在的生防菌资源，能合成伊枯草

菌 素 (iturin) 、 表 面 活 性 素 (surfactin) 和 丰 原 素

(fengycin)等环脂肽。环脂肽由非核糖体多肽合成

酶(non-ribosomal peptide synthetases，NRPSs)识别

特定的氨基酸直接连接形成，对植物病原菌具有

很强的抑制作用，具有抗菌谱广、低残留和低毒

的特点，在农作物真菌病害的生物防治领域具有

巨 大 的 研 究 价 值 和 应 用 潜 力 [24,29–32] 。

Cryptosporiopsis ericae Cc-HG-7 对 C. zeae-maydis

抑菌率为 36.11%[33]；Bacillus subtilis 330-2 对    

A. alternata 和 B. cinerea 的抑菌率分别为 47.96%

和 44.57%[34] 。 甲 基 营 养 型 芽 孢 杆 菌         

(B. methylotrophicus)是近年来报道的一种新型生

防菌，能产生环脂肽，对植物病原菌具有较好的

抑制作用，如 B. methylotrophicus 39b 能抑制根癌

农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)引起的番茄冠

状胆瘤[35]；B. methylotrophicus H8 能抑制稻生黄

单胞菌(Xanthomonas oryzae pv. oryzae)引起的水

稻 白 叶 枯 病 [36] 。 分 离 菌 株 B. methylotrophicus 

B-1841 对 C. zeae-maydis、A. alternata 和 B. cinerea

的抑菌率分别为 65.95%、71.04%和 46.69%，优于

Cryptosporiopsis ericae Cc-HG-7 和 Bacillus 

subtilis 330-2。 

 

表 4.  菌株 B-1841 对 3 种病原菌的田间防效 

Table 4.  Field control effect of strain B-1841 on three pathogens 

Strains 
C. zeae-maydis T1 A. alternata T2 B. cinerea T3 

Diseas index Relative control effect/% Diseas index Relative control effect/% Diseas index Relative control effect/%

CK 75.62 – 70.69 – 61.84 – 

B-1841 30.06 60.25aAB 21.28 69.89aA 33.88 45.21bB 

Superscript lower case letters indicate extremely significant differences (P<0.05); superscript upper case letters indicate extremely 
significant differences (P<0.01). 
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试验表明，B. methylotrophicus B-1841 拮抗病

原真菌的抑菌物质为伊枯草菌素和类似物杆菌霉

素，属于 Iturin 类环脂肽，能在病原菌细胞膜上形

成微孔，导致钾离子和其他离子渗漏，使细胞内

外渗透压改变，从而导致病原菌死亡[30–32]。伊枯

草菌素是 Iturin 家族中最具抑菌效果的成分之一，

能抑制 A. alternate[37]，但对 C. zeae-maydis 和    

B. cinerea 的抑制作用未见报道。杆菌霉素对病原

真菌孢子和菌丝的细胞壁和细胞膜均会造成严重

破坏，其纯化后对孢子形成和萌发的抑制能力明

显提高[38]。B. methylotrophicus B-1841 能产生伊枯

草菌素和类似物杆菌霉素，不仅在平板试验中对

A. alternata、C. zeae-maydis 和 B. cinerea 表现出良

好的抑制作用，在玉米田间生防试验中，也具有良好

的防治效果。其研究结果奠定了 B. methylotrophicus

作为生防菌的应用基础，为防治农作物真菌病害

的研究和应用提供了基础数据，同时丰富了农作

物真菌病害的生防菌资源。 
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Antagonism of Bacillus methylotrophicus against Cercospora 
zeae-maydis Tehon et Daniels, Alternaria alternate and Botrytis 
cinerea 

Lin Zhu, Wenliang Xiang*, Nandi Zhang, Qin Xu, Qiuhuan Zhao 
Key Laboratory of Food Biotechnology of Sichuan, College of Food and Bioengineering, Institute of Traditional Brewing 

Technology, Xihua University, Chengdu 610039, Sichuan Province, China 

Abstract: [Objective] To provide biocontrol bacteria to control various plant fungal diseases, this study aimed to 

explore the antagonistic compounds from Bacillus methylotrophicus against Cercospora zeae-maydis Tehon et 

Daniels, Alternaria alternate and Botrytis cinerea. [Methods] Plate method was used for prescreening, and the cup 

and saucer method was applied for rescreening. The antagonistic strains were identified by cell morphology and 

16S rRNA gene. Antagonistic compounds were analyzed by thin-layer chromatography and their coding genes were 

amplified by the polymerase chain reaction. Corn field trial of biocontrol was used to assess the control effect of 

antagonistic strain on three pathogenic microorganisms. [Results] Bacillus methylotrophic B-1841 inhibited A. 

alternata, C. zeae-maydis and B. cinerea with 65.95%, 71.04% and 46.69% , respectively. The antagonistic 

compounds were identified as iturin-like lipopeptide. The corn field trial showed that strain B-1841 had significant 

control effects on diseases infected by C. zeae-maydis, A. alternate and B. cinerea, with relative control effects of 

69.89%, 60.25% and 45.21%, respectively. [Conclusion] B. methylotrophic B-1841 has a potential application 

prospect in the prevention and treatment of fungal diseases of crops. 

Keywords: Bacillus methylotrophicu, biological control, lipopeptide, Cercospora zeae-maydis Tehon et Daniels, 

Alternaria alternate, Botrytis cinerea 
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