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解淀粉芽孢杆菌 NK10.BAhjaWT 抑真菌 
作用的研究 
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摘  要: 芽孢杆菌属以多产抗菌素闻名。通过筛选几十株不同来源的芽孢杆菌, 获得 1 株具有强

抑真菌活性的芽孢杆菌。经过 16S rDNA 检测与 Biolog 分析, 确定此株菌为解淀粉芽孢杆菌。本

实验对摇瓶发酵的条件进行了优化, 经过对发酵上清液硫酸铵盐析、透析、真空冷冻干燥获得粗

提蛋白。并对粗蛋白的热稳定性、pH 稳定性、抗蛋白酶水解能力、离子稳定性以及抑真菌谱进行

了研究, 最后使用扫描电镜对抑真菌机制进行了探索。 
关键词: 解淀粉芽孢杆菌, 抑真菌蛋白, 稳定性, 抑真菌谱 

Exploring the Antifungal Activity of Bacillus  
amyloliquefaciens NK10.BAhjaWT 
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BAI Yan-Ling  ZHANG Xiu-Ming  QIAO Ming-Qiang*

(Institute for Molecular Biology, College of Life Science, NanKai University, Tianjin 300071) 

Abstract: Bacillus are well known antibiotic producers. In this study, dozens of Bacillus strains from dif-
ferent sources were screened. Among them, a strain with strong antifungal activity was found. With 16S 
rDNA test and Biolog assay, this strain was identified to be Bacillus amyloliquefaciens. The fermentation 
conditions were optimized in small conical flasks. After ammonium sulfate salting out, dialysis, freezing 
vacuum dehydration, the crude protein extracts were obtained. The thermal stability, pH stability, protease 
stability, ion stability and antifungal spectrum of this protein were studied further. Scanning electronic mi-
croscope was also used to explore the antifungal mechanism. 
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真菌几乎无处不在, 它无时无刻不在影响我们

的生活。真菌可引发多种人类和动植物病害, 如人

牛皮癣、兔霉菌病、水稻纹枯病和番茄早疫病等。

寻找抑真菌物质, 对于保卫人类的健康和减少动、

植物病害造成的经济损失 ,  都具有非常重要的 

意义。 

目前市场上常用的抑真菌制剂, 都为化学制剂, 

虽然疗效确切, 但存在副作用, 而且生产的成本较
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高, 严重的还会造成化学成分的残留, 污染环境。因

此，寻找副作用小、不污染环境、来源于生物的抑

真菌制剂是非常有意义的。 

目前已经从动物, 植物和细菌中分离出如凝集
素、植物防卫素、几丁质酶、葡聚糖酶、伊枯草菌

素等多种抑真菌蛋白。在众多产抑真菌蛋白的生物

中, 芽孢杆菌非常有代表性。目前报道的具有抑真
菌活性的芽孢杆菌就有枯草芽孢杆菌[1]、地衣芽孢

杆菌[2]、短小芽孢杆菌[3]和解淀粉芽孢杆菌[4,5]等。

由于芽孢杆菌易于发酵, 且会将抑真菌蛋白分泌到
胞外, 抑真菌蛋白又具有性质稳定, 水溶性等优点, 
便于应用为生物制剂。 

本实验以实验室自主分离的 1 株解淀粉芽孢杆
菌为研究对象, 对抑真菌粗蛋白的获得, 稳定性和
抑菌谱进行了研究, 同时对抑制真菌的作用机制进
行了初步研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 NK10.BAhjaWT(Bacillus 

amyloliquefaciens NK10.BAhjaWT)为本实验室保存; 
茄病镰刀菌 (Fusarium solani)、水稻纹枯病菌
(Rhizoctonia solani Ktihn)、黑曲霉(Aspergillus niger)
以及黑痘病菌(葡萄痂圆孢 Sphaceloma ampelina de 
Bary)均为天津市植保所惠赠, 人絮状表皮癣菌(Epi- 
dermophyton floccosum)为天津市长征医院惠赠。 

1.2  培养基 
LB培养基：胰蛋白(Oxoid公司)10 g/L, 酵母抽

提物(Oxoid公司)5 g/L, NaCl 10 g/L琼脂 1.5% (W/V, 
固体培养基); 调至 pH 7.0。  

PSA培养基：土豆 200 g/L, 蔗糖 20 g/L, 琼脂
1.7% (W/V, 固体培养基)。 

沙氏培养基：蛋白胨 10 g/L, 葡萄糖 40 g/L, 琼
脂 1.5% (W/V, 固体培养基)。 

1.3  酶和试剂 
蛋白酶 K 购自宝生物工程(大连)有限公司, 化

学试剂(分析纯)购自天津大学化学试剂厂。 

1.4  仪器 
Eppendorf 离心机 5810R, 真空冷冻干燥机

CHRiST ALPHA1-4与扫描电镜(Scanning Electronic 
Microscope, SEM)FEI Quanta 200均为南开大学生物
实验中心公用仪器。 

1.5  芽孢杆菌的抑真菌活性检测 
牛津杯检测法(用于植物病原真菌检测)：真菌

孢子悬液(使用含 0.5% NaCl, 15%甘油, 1%吐温 20

的溶液清洗真菌斜面获得) 200 μL均匀涂布于固体

PSA平板表面, 30℃培养 3 h, 4℃培养 1 h, 成为检测

平板。检测时在平板放置牛津杯, 每杯中点 280 μL

芽孢杆菌发酵上清液(液体 LB, 30℃, 180 r/min, 培

养 24 h后 4℃, 12000 r/min, 20 min)或粗蛋白溶液, 

30℃温箱培养 2 d后, 观察抑菌圈大小。滤纸片检测

法(用于人病原真菌检测)：直径 0.5 cm的圆形滤纸

片在粗蛋白溶液中浸泡直至不能再吸收为止, 放置

沙氏培养基表面, 并在四周接种真菌块, 30℃温箱

培养 2 d后, 观察真菌生长状态。 

1.6  菌种鉴定 
筛选得到的芽孢杆菌通过 16S rDNA[6]和Biolog

检测[7]进行菌种鉴定。16S rDNA检测用引物forward 

primer 5′-ATGGATCCGAGAGTTTGATCCTGGCTC 

AG-3′, reverse primer 5′-TATCTGCAGTGGTGTGA 

CGGGCGGTGT-3′。将获得的 16S rDNA序列在

GenBank中对比, 获得鉴定结果。将过夜培养的液体

菌悬液滴在载玻片表面, 加盖玻片后用定性滤纸吸

干边缘, 在 1000倍显微镜下观察细胞形态。 

1.7  抑真菌活性曲线的测定 
将新转接的芽孢杆菌单菌落接入 200 mL 液体

LB 培养基, 30℃, 180 r/min 振荡培养, 每隔 6 h 取 

1 mL培养基, 记录OD600光吸收值后 4℃, 12000 r/min
离心 10 min获得上清液, 进行抑真菌活性检测。 

1.8  抑真菌粗提蛋白的获得 
将新转接的芽孢杆菌单菌落接入液体LB培养基, 

30℃ 180 r/min 振荡培养 2 d后 4℃ 12000 r/min 离

心 10 min获得上清液。0℃ 60%硫酸铵沉淀 3 h, 4℃

12000 r/min 离心 10 min 沉淀溶于 1 mmol/L 

Tris-HCl pH7.4获得粗提蛋白溶液。3 kD透析袋于  

0℃ 1 mmol/L Tris-HCl pH7.4溶液中透析 6 h, 所得

溶液真空冷冻干燥 48 h即获得粗提蛋白粉末。粗提

蛋白溶液的 SDS-PAGE以及考马斯亮蓝染色法依据

《蛋白质技术手册》。 

1.9  解淀粉芽孢杆菌 NK10.BAhjaWT 抑真菌谱 
使用茄病镰刀菌、水稻纹枯病菌、黑曲霉、黑

痘病菌以及人絮状表皮癣菌进行抑真菌检测, 构建

抑真菌谱。 
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1.10  抑真菌蛋白的稳定性 
在不同温度(−20℃、30℃、60℃、75℃、100℃

和 121℃)处理蛋白粗提物溶液 15 min后观测抑真菌
效果; 加 6 mol/L HCl或NaOH固体颗粒调节蛋白粗
提物溶液pH值(至 3、4.5、7、9.5和 11)后观测抑真
菌效果; 使用蛋白酶K (50 μg/mL) 37℃处理蛋白粗
提物溶液 30 min后观测抑真菌效果; 在蛋白粗提物
溶液中加入 1 mmol/L Fe2+, Zn2+后观测抑真菌效果。 

1.11  抑真菌作用的扫描电镜分析 
使用粗提蛋白对茄病镰刀菌(Fusarium solani)

进行抑真菌实验, 选取牛津杯抑真菌圈内(无菌丝生
长), 外(菌丝生长良好)以及内外结合部处的固体培
养基进行处理, 然后进行扫描电镜分析。 

2  结果 

2.1  抑真菌芽孢杆菌的筛选 
使用抑真菌检测的方法, 在培养真菌平板 2 d

后会看到在牛津杯附近不生长菌丝 , 形成抑菌圈 , 
抑菌圈的直径约 2 cm, 对照组 60%饱和度的硫酸铵
和粗提蛋白沉淀后的上清液都没有抑真菌活性(见
图 1)。 

2.2  菌种鉴定 
经序列扩增、基因克隆、测序, 获得 16S rDNA

序列。将此序列在 GenBank 中对比, 确定分离出的 

菌属于芽孢杆菌属 , 且与枯草芽孢杆菌 BCRC 

17366, AU30, MO2, BZ15 等都有 99%的相似性 , 

GenBank注册号 DQ658169。 

经过 Biolog 系统鉴定生理生化反应, 实验用菌

与解淀粉芽孢杆菌有 0.66的相似性。菌种 Biolog鉴

定结果见表 1。 
 

 
 

图 1  解淀粉芽孢杆菌 NK10.BAhjaWT 对茄病镰刀菌生

长的抑制作用 
Fig. 1  Antifugal activity toward Fusarium solani of Bacil-
lus amyloliquefaciensNK10.BAhjaWT 
注：A: 粗提蛋白溶液; B: 60%饱和度硫酸铵溶液; C: 粗提蛋白沉淀
后的上清液 
Note: A: Crude protein extract; B: 60% saturated solution of ammonium 
sulfate; C: Supernatant  

 

表 1  Biolog 鉴定 
Table 1  Biolog identification 

No. Species Similarity Distance Type 
1 Bacillus amyloliquefaciens B 0.66 4.73 GP-ROD SB 
2 Bacillus subtilis B 0.02 5.85 GP-ROD SB 
3 Bacillus amyloliquefaciens A 0.00 7.65 GP-ROD SB 
4 Bacillus subtilis C 0.00 8.34 GP-ROD SB 
5 Bacillus licheniformis 0.00 9.18 GP-ROD SB 

注：Similarity: 菌株与标准菌株的相似度; Distance: 菌株与标准菌株的距离; Type GP-ROD SB: 进行 Biolog检测所用的板子型号是革兰氏阳
性细菌杆状芽孢杆菌 
Note: Similarity: The most important determinant of species; Distance: The distance between the tested strain and the model strain; Type 
GP-ROD SB: The Biolog plate we used in test is gram-positive Bacillus’ type 
 

在 1000倍显微镜下观察发现, 该菌细胞呈杆状
(见图 2)。 

经过 16S rDNA与 Biolog鉴定以及菌株的形态
学观察最终确定此菌株为解淀粉芽孢杆菌。命名为

解淀粉芽孢杆菌 NK10.BAhjaWT(Bacillus amylo- 
liquefaciens NK10.BAhjaWT)。 

2.3  解淀粉芽孢杆菌 NK10.BAhjaWT 的抑真菌

曲线 
 解淀粉芽孢杆菌NK10.BAhjaWT培养 30 h以后, 

OD600值开始下降, 菌株生长进入衰亡期, 而抑菌圈

直径大小相对稳定。48 h以后, 抑菌圈直径开始逐渐

变小, 为使抑真菌蛋白达到最佳产量, 摇瓶发酵最

好控制在 30 h至 48 h之间(见图 3)。 

2.4  粗提蛋白的 SDS-PAGE 
粗提蛋白的 SDS-PAGE电泳图中有多条清晰的

蛋白质条带, 显示粗提蛋白是含有多种蛋白的混合

物, 还有待于近一步分离纯化才能得到抑真菌纯蛋 
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图 2  解淀粉芽孢杆菌 NK10.BAhjaWT 的细胞学形态(在
10×100 倍显微镜下) 
Fig. 2  Morphological test of Bacillus amyloliquefaciens 
NK10.BAhjaWT(under micrsoscope 1000 times) 
 

 
 

图 3  解淀粉芽孢杆菌 NK10.BAhjaWT 针对茄病镰刀菌

的抑真菌活性曲线 
Fig. 3  Antifungal activity curve toward Fusarium solani of 
Bacillus amyloliquefaciens NK10.BahjaWT 
 
白(见图 4)。 

2.5  抑真菌谱 
粗提蛋白能够抑制茄病镰刀菌、水稻纹枯病菌、 

黑曲霉、黑痘病菌以及人絮状表皮癣菌的生长(见 
图 5)。 

2.6  抑真菌粗提蛋白的稳定性 
抑真菌粗提蛋白具有很好的热稳定性 ,  在 

−20℃~100℃范围内都保持了抑真菌活性 ,  只在 
1×105 Pa(高压灭菌)处理后失去活性。抑真菌粗提
蛋白在pH 4.5~11的范围内保持了抑真菌活性, 仅在
极酸的条件下(pH 3)失去活性。在蛋白质溶液中加入
1 mmol/L Fe2+和Zn2+也不影响蛋白的抑真菌活性。

蛋白酶K处理后粗提蛋白也保持了抑真菌活性。 

2.7  抑真菌机制的扫描电镜分析 
在电镜观察中发现, 在抑真菌粗提蛋白的作用

下, 真菌菌丝生长受到抑制, 出现 3种情况: 菌丝生
长畸形(图 6B); 菌体细胞壁被溶解, 脱落(图 6C); 
菌体穿孔(图 6D)。 
 

 
 
图 4  粗提蛋白的 SDS-PAGE 
Fig. 4  SDS-PAGE of crude protein extract 
注：1-4: 粗提蛋白溶液; M: 蛋白质 marker 
Note: 1-4: Crude protein extract; M: Protein marker 

 

 
 

图 5  解淀粉芽孢杆菌 NK10.BAhjaWT 的抑真菌谱 
Fig. 5  Antifungal spectrum of Bacillus amyloliquefaciens NK10.BAhjaWT 

注：A: 对茄病镰刀菌的抑制; B: 对水稻纹枯病菌的抑制; C: 对黑曲霉的抑制; D: 黒对 痘病菌的抑制; E: 对人絮状毛癣菌的抑制(菌丝未能长
过滤纸片) 
Note: A: Inhibit Fusarium solani; B: Inhibit Rhizoctonia solani Ktihn; C: Inhibit Aspergillus niger; D: Inhibit Sphaceloma ampelina de Bary; E: In-
hibit Epidermophyton floccosum 
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图 6  粗提蛋白对茄病镰刀菌抑制作用的扫描电镜分析 
Fig. 6  SEM analysis of crude protein extract antifungal 
activity toward Fusarium solani 
注：A: 正常生长菌丝(×2000); B: 菌丝生长畸形(×5000); C: 菌体
细胞壁被溶解, 脱落(×10000); D: 菌体穿孔(×5000) 
Note: A: Normal mycelium (×2000); B: Mycelium deformed (×
5000); C: Cell wall dissolved, shedded (×10000); D: Cell wall 
perforated (×5000) 
 

3  讨论 

16S rRNA大小在1500 bp左右, 是进行分类研

究的理想材料 。根据GenBank中存在的芽孢杆菌属

多个 16S rDNA序列设计了本实验的一对引物。

[8]

16S 
rDNA分析表明本实验室分离的菌株属于芽孢杆菌

属, Biolog检测显示菌株NK10.BAhjaWT与解淀粉芽

孢杆菌的相似性为 0.66(相似性越接近 1.0越可信[9]), 

细胞形态学观察发现细菌呈杆状, 综合这几点结果

确定本实验菌株为解淀粉芽孢杆菌。最早发现的来

源于芽孢杆菌的抑真菌物质是伊枯草菌素(Iturin)[10], 

其后又从枯草芽孢杆菌中分离到一系列伊枯草菌素, 

命名为伊枯草菌素A、D、E等, 形成了伊枯草菌素

家族[11,12]。从芽孢杆菌中分离出的抑真菌物质多为

类似伊枯草菌素的小肽[4,6], 分子量均在 1 kD左右。

近来发现的大分子蛋白多为酶类, 如几丁质酶和葡

聚糖酶[13,14]。本实验通过透析除去了小于 3 kD的蛋

白, 推测抑真菌蛋白的分子量大于  3 kD。芽孢杆

菌抑真菌蛋白是在细菌生长进入平稳期一段时间后

逐渐达到最大产量, 这可能与抑真菌蛋白产量的积

累 需 要 一 定 时 间 有 关 。 对 照 实 验 表 明 , 

粗提蛋白制备过程中使用的硫酸铵以及硫酸铵沉淀

后的上清液都无抑真菌活性, 说明所使用的硫酸铵
沉淀法可以将此种抑真菌蛋白完全沉淀下来。实验

还使用超声波破碎的方法将培养后的细胞沉淀打碎, 
同样溶于 1 mmol/L Tris-HCL pH7.4的缓冲液中, 此
溶液没有抑真菌活性。证明抑真菌蛋白是被分泌到

细胞外。该蛋白具有良好的稳定性, 离子的存在不
仅不影响活性反而可能增大抑菌活性, 实验中增大
离子浓度确实观察到了这一现象(数据未列出)。近
年来显微镜照相技术以及形态学观察 [15,16] 逐渐被
用来研究芽孢杆菌的抑真菌机制, 本实验首次将高
分辨率扫描电镜应用于抑真菌机制的研究, 发现抑
真菌作用是在孢子萌发阶段使真菌新生菌丝畸形 , 
细胞壁溶解脱落, 甚至穿孔。综上所述, 此抑真菌粗
蛋白易生产 , 性质稳定 , 抑制真菌萌发 , 抗真菌谱
广, 非常适合作为一种新的抑真菌试剂开发应用。 
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