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摘要：对从健康果树际土壤中分离得到的一株有较强的抑制荔枝病原菌活性的菌株（ＯＮ－６）进行鉴定，以荔枝霜

疫霉和荔枝炭疽菌作为指示菌，对该菌株的拮抗能力进行测定，并对其发酵条件进行初步研究。结果表明，菌株

ＯＮ－６鉴定为枯草芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ），其无菌发酵液对荔枝霜疫霉菌、炭疽菌有明显抑制作用，抑制率

分别为９２．３％和７０．３％，其产拮抗物质的最佳培养条件为：碳源为葡萄糖、氮源为牛肉膏和蛋白胨、温度为３２～
３４℃、初始ｐＨ值为７．０～７．５、培养时间为７ｄ、装液量为２５ｍｌ／２５０ｍｌ。
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　　我国荔枝采收后的主要贮运病害是由荔枝霜疫

霉菌（Ｐｅｎｏｒｏｐｈｙｔｈｏｒａ　ｌｉｔｃｈｉ　Ｃｈｅｎ　ｅｘ　ｋｏ）引起的 霜

疫霉病、由 白 地 霉（Ｇｅｏｔｒｉｅｈｕｍ　ｃａｄｉｄｕｍＬｉｎｋ）引 起

的酸 腐 病、由 炭 疽 菌（Ｃｏｌｌｅｔｒｉｃｈｕｍ　ｇｌｏｅｏｓｐ　ｏｒｉｏｄｅｓ
Ｐｅｎｚ）引起的炭疽病［１］。荔枝霜疫霉病主要危害荔枝

的花和果实。花期发病，造成大量的花干枯；幼果期

发病，造成落果；成熟期发病，导致果实腐烂［２］。炭疽

病可以危害荔枝的叶、梢、花穗和果实。荔枝在幼果

期遭受炭疽菌侵染可能不立即表现症状，病菌潜伏在

果皮中，到荔枝采收后在贮运期间才表现症状［３］。
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　　目前，荔枝采收后，运用得比较多的保鲜、防病方

法是冷藏、气调贮藏，化学药剂、物理处理等或几种方

法的结合。长期使用化学药剂处理荔枝果实，会引起

病菌的抗性和环境的污染，甚至危害人类的健康。因

此寻求安全、无毒、高效的防治荔枝采收后腐烂的技

术，对于促进荔枝产业的健康发展尤为重要。筛选有

拮抗作用的有益微生物，并从中提取相关抗菌化学物

质，用于抑制或灭杀使水果致病的病原微生物，以延

缓果实有机物的水解，达到延长果实贮藏期和保鲜的

目的，是２０世纪８０年代以来生物防治研究的热点，
也是解决荔枝采收后烂果问题的一种有效和安全的

方法。

　　本研究对从健康荔枝果树根际土壤中筛选出的

一株芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）进行鉴定，以荔枝

霜疫霉菌和荔枝炭疽菌作为指示菌，对该芽孢杆菌菌

株的拮抗能力进行测定，并对其发酵条件进行初步研

究，为以抗菌活性物质为主要成分的微生物杀菌剂的

研制和应用提供理论依据和技术支撑。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌种

　　菌株 ＯＮ－６（按实验室编号），筛 选 于 荔 枝 果 树

根际土壤 ，现为实验室保存。

　　荔枝霜疫霉菌株和荔枝炭疽菌株由华南农业大

学环资学院提供。

１．１．２　培养基

　　ＮＢ 培 养 基：牛 肉 膏 ３．０ｇ、蛋 白 胨 １０．０ｇ、

ＮａＣｌ５．０ｇ、葡萄糖１．０ｇ、水１０００ｍｌ，ｐＨ值７．４。

　　ＮＡ 培 养 基：牛 肉 膏 ３．０ｇ、蛋 白 胨 １０．０ｇ、

ＮａＣ１５．０ｇ、葡 萄 糖１．０ｇ、琼 脂 粉１５．０ｇ、水１０００ｍｌ，

ｐＨ值７．４。

　　ＰＤＡ培养基：马 铃 薯２００．０ｇ、葡 萄 糖２０．０ｇ、琼

脂粉１５．０ｇ、水１０００ｍｌ，ｐＨ值７．０～７．２。

１．２　菌株ＯＮ－６无菌发酵液对荔枝病原真菌的拮抗

能力的测定

　　将 筛 选 的 拮 抗 细 菌 活 化 后 接 种 于 ＮＢ培 养 基，

１８０ｒ／ｍｉｎ、３０℃ 振 荡 培 养 ７ｄ，４℃、９０００ｒ／ｍ 离 心

１５ｍｉｎ，去除菌体，用０．２２μｍ滤膜抽滤，滤液即为拮

抗菌无菌发酵液。

　　将１ｍｌ无菌发酵液加入９ｍｌ　ＮＡ培养基中，混匀

后制成平板，取直径６ｍｍ的荔枝病原菌菌块（２８℃、
已用ＰＤＡ平板 培 养４ｄ）菌 面 朝 下 置 于 平 板 上，２８℃
培养４８ｈ，用十字交叉法测定病原菌菌落直径。同时

以ＮＢ作对照。每处 理 设 三 次 重 复 计 算 抑 菌 率。抑

制率＝（对照真菌生长面积－拮抗作用后真菌生长面

积）／对照真菌生长面积×１００％。

１．３　菌株的鉴定

　　菌体形态、培养特征的观察及生理生化指标的测

定参考文献［４，５］中的检测方法及检索表要求依序检

测及鉴定。

　　１６ＳｒＤＮＡ基因序列的测定及进化树的构建：
采用细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ公司

生产）提 取 细 菌 基 因 组 ＤＮＡ，以 基 因 组 ＤＮＡ 为 模

板，采用细菌通用引物进行ＰＣＲ扩增。引物序列：

　　１６ＳＰ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；

　　１６ＳＦ：５′－ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′。

　　ＰＣＲ反 应 体 系：１０×Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μｌ、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ　２μｌ、１６ＳＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μｌ、１６ＳＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）

１μｌ、模板ＤＮＡ　２μｌ、Ｔａｑ聚合酶０．５μｌ、双蒸水１６２μｌ。

　　ＰＣＲ反应条件：①９４℃预变性４ｍｉｎ；②９４℃变

性１ｍｉｎ；③５３℃退 火１ｍｉｎ；④６８℃延 伸１．５ｍｉｎ；⑤
４０个循环；⑥６８℃延伸１０ｍｉｎ。

　　ＰＣＲ扩增产物用１．０％琼脂糖凝胶进行电泳分

离。ＰＣＲ产物纯化与序列测定在北京三博志远生物

技术有限责任公司进行。将所测得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中已有的细菌１６ＳｒＤＮＡ序列进行相似性比

较 分 析。以 相 似 性 为 基 础 利 用 ＣｌｕｔａｌＸＶ２．０、

ＭＥＧＡ４．１软件进行序列比较、系统发育分析以及进

化树构建。

１．４　菌株ＯＮ－６产拮抗物质条件的研究

　　设置影响菌株 ＯＮ－６产 生 抑 菌 活 性 物 质 的 不 同

的碳源、氮源、温度、时间、初始ｐＨ值、通气量等培养

条件进行培养。培养结束后，测定不同处理发酵液的

ＯＤ６２５ 值，并按１．２的方法，以荔枝 炭 疽 菌 为 目 标 菌

测定无菌发酵液的抑菌活性，计算抑制率。

１．４．１　不同碳源对菌体生长及抑菌活性的影响

　　初 始 培 养 基 为：蛋 白 胨１０．０ｇ、ＮａＣｌ　５．０ｇ、水

１０００ｍｌ，ｐＨ值７．０。在初始培养基中分别加入不同

的唯一 碳 源：葡 萄 糖、蔗 糖、果 糖、麦 芽 糖、可 溶 性 淀

粉、马 铃 薯 淀 粉、玉 米 粉、乳 糖，浓 度 均 为

１．０％ （ｍ／Ｖ），每 个 处 理 设 三 个 重 复，３０℃、１８０ｒ／

ｍｉｎ振荡培养１２０ｈ，测定菌体生物量和抑制率。

１．４．２　不同氮源对菌体生长及抑菌活性的影响

　　在最佳碳源的培养基中分别加入不同的唯一氮

源：牛肉 膏、酵 母 膏，浓 度 均 为０．１％ （ｍ／Ｖ）；蛋 白

胨、（ＮＨ４）２ ＳＯ４、ＮａＮＯ３、ＮＨ４ Ｃｌ，浓 度 均 为

１．０％ （ｍ／Ｖ），每个处理设三个重复，３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ
培养１２０ｈ，测定菌体生物量和抑制率。
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１．４．３　不同温度对菌株生长及抑菌活性的影响

　　将 菌 株 ＯＮ－６接 入 ＮＢ培 养 基 中，在 不 同 的 温

度：１０℃、１５℃、２０℃、２５℃、２８℃、３０℃、３２℃、３４℃、

３７℃、４０℃、４５℃ 和 ５０℃ 条 件 下，１８０ｒ／ｍｉｎ 培 养

１２０ｈ，每个 处 理 设 三 个 重 复，测 定 菌 体 生 物 量 和 抑

制率。

１．４．４　不同初始ｐＨ值对菌体生长及抑菌活性的

影响

　　将菌株ＯＮ－６分别接入ｐＨ 值为４．５、５．０、５．５、

６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．５和１０．０的ＮＢ培养

基中，每个处理设三个重复，１８０ｒ／ｍｉｎ培养１２０ｈ，测

定菌体生物量和抑制率。

１．４．５　不同培养时间对菌体生长及抑菌活性的影响

　　将菌株 ＯＮ－６接 种 于 ＮＢ液 体 培 养 基 中，３０℃、

１８０ｒ／ｍｉｎ分别培养１ｄ、２ｄ、３ｄ、４ｄ、５ｄ、６ｄ、７ｄ、８ｄ、９ｄ、

１０ｄ、１１ｄ、１２ｄ，每 个 处 理 设 三 个 重 复，测 定 菌 体 生 物

量和抑制率。

１．４．６　不同通气量对菌体生长及抑菌活性的影响

　　将菌株ＯＮ－６分 别 接 种 于 含２５ｍｌ、５０ｍｌ、７５ｍｌ、

１００ｍｌ、１２５ｍｌ　ＮＢ培 养 基 的２５０ｍｌ三 角 瓶 中，３０℃、

１８０ｒ／ｍｉｎ培养１２０ｈ，每 个 处 理 设 三 个 重 复，测 定 菌

体生物量和抑制率。

２　结果与分析

２．１　菌株ＯＮ－６无菌发酵液对荔枝病原真菌的抑制

作用

　　菌株 ＯＮ－６对荔枝霜疫霉菌的抑制效果最好，菌
丝生长抑制率 达 到９２％以 上；对 荔 枝 炭 疽 菌 菌 丝 生

长抑制率为７０．３％（表１）。
表１　菌株ＯＮ－６无菌 发 酵 液 对 荔 枝 霜 疫 霉 菌 和 炭 疽 菌 菌 丝

生长的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｚｙｍｏｔｉｃ　ｆｌｕｉｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｍｙ－
ｃｅｌｉａ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　Ｐ．ｌｉｔｃｈｉｉ　ａｎｄ　Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｄｅ

病原真菌
Ｄｉｓｅａｓｅ　ｆｕｎｇｕｓ

对照组
直径菌饼
Ｄｉａｍｅｔｅｒ　ｏｆ
ＣＫ（ｃｍ）

处理组
直径菌饼
Ｄｉａｍｅｔｅｒ　ｏｆ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐ（ｃｍ）

菌丝生长
抑制率
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

荔枝霜疫霉菌
Ｐ．ｌｉｔｃｈｉｉ ４．６　 １．４　 ９２．３

荔枝炭疽菌
Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｄｅ ５．８　 ３．２　 ７０．３

２．２　菌株ＯＮ－６的鉴定

２．２．１　生理生化特性

　　将菌株ＯＮ－６的生理生化特征与《伯杰氏细菌鉴

定手册》中的相关内容进行对比，发现其特性与枯草

芽孢杆菌最为接近（表２）。

２．２．２　１６ＳｒＤＮＡ序列分析

　　以菌株ＯＮ－６的基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增

得到菌株ＯＮ－６的１６ＳｒＤＮＡ片段，大小约１５００ｂｐ。
回收该片段并进行测序，发现序列长度为１４２２ｂｐ（图

１）。将菌株ＯＮ－６的１６ＳｒＤＮＡ序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中

表２　菌株的生理生化特征

Ｔａｂｌｅ　２　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ

ＯＮ－６

实验项目
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ

菌株
ＯＮ－６
Ｓｔｒａｉｎ
ＯＮ－６

枯草芽
孢杆菌

Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ

实验项目
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ

菌株
ＯＮ－６
Ｓｔｒａｉｎ
ＯＮ－６

枯草芽
孢杆菌

Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ

明胶液化
Ｇｅｌａｌｉｏｎ　ｌｉｑ－
ｕｅｆａｃｔｉｏｎ

＋ ＋ 甲基红试验
Ｍ．Ｒ．ｔｅｓｔ － －

淀粉水解
Ｓｔａｒｃｈ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

＋ ＋
５０℃生长
Ｇｒｏｗｔｈ　ａｔ　５０
℃

＋ ＋

接触酶
Ｃｏｎｔａｃｔｅｄ
ｅｎｚｙｍｅ

＋ ＋

硝酸盐还原
Ｈｙｄｒｏｇｅｎ　ｎｉ－
ｔｒｉｄｅ
ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ

＋ ＋

氧化酶
Ｏｘｉｄａｓｅ ＋ ＋ 葡萄糖

Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ＋

最高耐盐性
Ｓａｌｉｎｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

７％ ７％ 果糖
Ｆｒｕｃｔｏｓｅ ＋ ＋

Ｖ－Ｐ测定
Ｖ－Ｐ　ｔｅｓｔ ＋ ＋ 蔗糖

Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ ＋

图１　菌株ＯＮ－６的１６ＳｒＤＮＡ基因序列

Ｆｉｇ．１　１６ＳｒＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＯＮ－６

８９３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．１８Ｎｏ．４，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２０１１



的序列比较，确定菌株ＯＮ－６与枯草芽孢杆菌的同源

性为１００％。以相 似 性 为 基 础，另 外 选 取１４株 细 菌

以及３株 实 验 室 分 离 出 的 芽 孢 杆 菌（ＯＲ－１、ＯＲ－２、

ＯＲ－３）构建系统发育进 化 树。结 果 发 现，菌 株 ＯＮ－６
与枯草芽孢 杆 菌ＥＵ８８３７８６、ＧＱ８６１４５８位 于 进 化 树

的同一分支上（图２），说明菌株ＯＮ－６与枯草芽孢杆

ＥＵ８８３７８６、ＧＱ８６１４５８的同源关系最近。依据《伯杰

氏细菌鉴定手册》，菌株 ＯＮ－６在 形 态 特 征 和 生 理 特

征上与枯草芽孢杆菌相似，再根据１６ＳｒＤＮＡ基因序

列比对结果和构建的系统进化树，将菌株ＯＮ－６鉴定

为枯草芽孢杆菌。

　　图２　依据１６ＳｒＤＮＡ基 因 序 列 构 建 的 菌 株 ＯＮ－６的 系

统发育树

　　Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＯＮ－６ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６Ｓ

ｒＤＮＡ　ｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．３　菌株ＯＮ－６产拮抗物质条件的研究

　　菌株ＯＮ－６对荔枝病原 真 菌 霜 疫 霉 菌 和 炭 疽 菌

菌丝生长有较 强 的 抑 制 作 用。推 测 菌 株 ＯＮ－６主 要

是通过分泌拮抗物质来抑制荔枝病原菌菌丝的生长。

在此基础上，对 菌 株 ＯＮ－６进 行 不 同 培 养 条 件 的 研

究，以期获得该菌株产生抑菌活性物的最适条件。

２．３．１　不同碳源对菌体生长及抑菌活性的影响

　　菌株ＯＮ－６能 利 用 葡 萄 糖、蔗 糖、果 糖、麦 芽 糖、
可溶性淀粉、马铃薯淀粉、玉米粉、乳糖等作为碳源。

以乳糖为碳源时，菌体生长最旺盛，但是产生的抗菌

活性物质的活性并不是最高的；以可溶性淀粉、马铃

薯淀粉、玉米粉或乳糖为碳源时，产生的抗菌活性物

质的活性相对于菌体量来说较低；而以麦芽糖作为碳

源时，菌体量最高，产生的抗菌活性物质的活性也最

高，以葡萄糖的次之（图３）。考虑到以后工业化生产

的成本，选择葡萄糖作为碳源。

２．３．２　不同氮源对菌体生长及抑菌活性的影响

　　以牛肉 膏、酵 母 膏 和 蛋 白 胨 等 有 机 物 作 为 氮 源

时，菌体生长旺盛，其中以蛋白胨作为氮源时的菌体

量最高，其抑菌物质的活性也最高。而相对于有机氮

源，无机氮源并不利于菌株的生长。以无机氮源培养

时，菌体生长速度缓慢、菌体量较低，虽然产生的抑菌

物质的活性相对于菌体量来说较高，但都低于有机碳

源的。因而不选择无机化合物作为氮源。可选用牛

肉膏和蛋白胨的组合作为该菌株的氮源（图４）。

图３　不同碳源对菌株ＯＮ－６拮杭物质活性的影响

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃａｒｂｏｎ　ｓｏｕｒｃｅ　ｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＯＮ－６ａｎａｉｎｓｔ

ｐａｔｈｏｇｅｎ

　　ａ．葡萄糖，ｂ．蔗糖，ｃ．果糖，ｄ．麦芽糖，ｅ．可溶性淀粉，ｆ．马

铃薯 淀 粉，ｇ．玉 米 粉，ｈ．乳 糖。ａ．Ｇｌｕｃｏｓｅ，ｂ．Ｓｕｃｒｏｓｅ，ｃ．Ｆｕｃ－
ｔｏｓｅ，ｄ．Ｍａｌｔｏｓｅ，ｅ．Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｓｔａｒｃｈ，ｆ．Ｐｏｔａｐｏ　ｓｔａｒｃｈ，ｇ．Ｃｏｒｎ

ｐｏｗｄｅｒ，ｈ．Ｌａｃｔｏｓｅ．

　　—■—：ＯＤ６２５，—○—：抑制率。—■—：ＯＤ６２５，—○—：Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ．

２．３．３　不同温度对菌体生长及抑菌活性的影响

　　菌株 ＯＮ－６在１０～５０℃内 均 能 生 长，并 且 都 能

产生活性物质；在２２～３２℃内，随着温度的升高菌株

的菌体量不断增大，所产的活性物质的抑菌活性也不

断增大；当温度 升 高 到３２℃时，菌 体 量 达 到 最 大 值，
其后随 着 温 度 的 升 高 菌 株 生 长 量 逐 渐 下 降。但 在

３４℃时，菌株所产的活性物质的抑菌活性才达到最大

值，超过３４℃后 所 产 的 拮 抗 物 质 的 抑 菌 活 性 才 随 着

温度的升高呈下降趋势（图５）。这说明，菌株生长量

与其产生抗菌物质的活性有一定关系，但不一定呈正

相关。

图４　不同氮源对菌株ＯＮ－６拮杭物质活性的影响

　　Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｓｏｕｒｃｅ　ｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ

ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＯＮ－６ａｎａｉｎｓｔ

ｐａｔｈｏｇｅｎ

　　ａ．牛 肉 膏，ｂ．酵 母 膏，ｃ．蛋 白 胨，ｄ．（ＮＨ４）２ＳＯ４，ｅ．

ＮａＮＯ３，ｆ．ＮＨ４Ｃｌ。ａ．Ｂｅｅｆ　ｅｘｔｒａｃｔ，ｂ．Ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ，ｃ．Ｐｅｐ－
ｔｏｎｅ，ｄ．（ＮＨ４）２ＳＯ４，ｅ．ＮａＮＯ３，ｆ．ＮＨ４Ｃｌ．

　　—■—：ＯＤ６２５，—○—：抑 制 率。—■—：ＯＤ６２５，—○—：Ｉｎｈｉｂｉ－
ｔｉｏｎ．
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图５　不同温度对菌株ＯＮ－６拮杭物质活性的影响

　　Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＯＮ－６ａｎａｉｎｓｔ　ｐａｔｈｏｇｅｎ

　　—■—：ＯＤ６２５，—○—：抑 制 率。—■—：ＯＤ６２５，—○—：Ｉｎｈｉｂｉ－
ｔｉｏｎ．

２．３．４　不同起始ｐＨ值对菌体生长及抑菌活性的

影响

　　培养基不同的起始ｐＨ 值 对 菌 株 ＯＮ－６的 生 长

和活性物质的 产 生 有 一 定 的 影 响。当ｐＨ 值 为４．５
～９．０时，菌株能够正常生长；当ｐＨ值为６．０～７．０
时，菌体量随着ｐＨ 值的升高 而 增 大，菌 株 产 生 的 活

性物质的活性也呈相同趋势；当ｐＨ值７．０时菌体量

达到最大值，之后菌体量随 着ｐＨ 值 的 升 高 而 减 小。
菌株在ｐＨ值６．５～８．５内产生的活性物质的活性趋

于稳定，之后 活 性 随 着ｐＨ 值 的 升 高 而 降 低（图６）。
因此最适合菌株ＯＮ－６产生拮抗物质的ｐＨ值为６．５

～８．５。

２．３．５　不同培养时间对菌体生长及抑菌活性的影响

　　菌株ＯＮ－６在 培 养 液 中，３０℃恒 温 振 荡 培 养，在

１～７ｄ内，菌体量和拮抗物质的活性随培养天数的增

加而增大，拮抗物质的活性在第６ｄ达到最大值，菌体

量在第７ｄ达到最大值。当培养天数超过７ｄ以后，菌
体量 和 所 产 的 拮 抗 物 质 的 抑 菌 活 性 均 趋 于 稳 定

（图７）。

　　图６　不同ｐＨ值对菌株ＯＮ－６拮杭物质活性的影响

　　Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ａｎｔｉ－
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　ＯＮ－６ａｎａｉｎｓｔ　ｐａｔｈｏｇｅｎ

　　—■—：ＯＤ６２５，—○—：抑 制 率。—■—：ＯＤ６２５，—○—：Ｉｎｈｉｂｉ－
ｔｉｏｎ．

２．３．６　不同通气量对菌体生长及抑菌活性的影响

　　菌株 ＯＮ－６在 ＮＢ培养基不同 装 液 量 的 三 角 瓶

中的生长及拮抗物质抑菌活性测定结果表明，菌株的

生长量及其产生的拮抗物质的活性，随装液量的增加

而降低，即装液量越少，通气量越大，菌株生长越好，
菌量越大，拮抗物质的活性越高（图８）。这说明菌株

为好气菌，培养时通气条件对菌株生长和抗菌物质的

产生有较大的影响，通气条件越好，对菌株生长及其

抗菌物质的分泌越有利。

图７　不同培养时间对菌株ＯＮ－６拮抗物质活性的影响
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　　图８　不同通气量对菌株ＯＮ－６拮抗物质活性的影响
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３　讨论

　　本研究中菌株 ＯＮ－６是 从 荔 枝 果 树 根 际 土 壤 中

筛选得到的一株生防细菌。其无菌发酵液对荔枝病

原真菌的抑制实验表明，该生防菌对荔枝霜疫霉菌、
炭疽菌具有较 强 的 拮 抗 作 用。说 明 菌 株 ＯＮ－６的 代

谢产物具有明显的抑制荔枝病原菌菌丝生长的作用，
其生防机制主要是分泌拮抗物质。根据对菌株的形

态学、生理生化 试 验 结 果，初 步 断 定 菌 株 ＯＮ－６为 枯

草芽孢杆菌。通过将其１６ＳｒＤＮＡ 序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中的序列比较，确定菌株ＯＮ－６与枯草芽孢杆菌的同

源性为１００％ 。目前，基于１６ＳｒＤＮＡ序列分析来进

行细菌的 鉴 定 是 国 际 上 通 用 的 技 术。一 般 认 为，若

１６ＳｒＤＮＡ序列 同 源 性 大 于９８％，便 可 以 认 为 是 同

种；若 同 源 性 大 于９３％～９５％，便 可 以 认 为 是 同

属［６］。根据这一结论，将菌株ＯＮ－６鉴定为枯草芽孢

杆菌。

　　枯草芽孢杆菌是一种嗜温性好氧或兼性厌氧的

革兰氏阳性杆状细菌，其营养细胞受营养缺乏或者代

００４ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．１８Ｎｏ．４，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２０１１



谢产物积累，或者温度变化等外部环境因子的触发，
在细胞内形成能 够 对 辐 射、热、干 燥、极 端ｐＨ 值、静

水压和一些有毒化学物品等有很强抵抗能力的内生

孢子［７，８］。枯草 芽 孢 杆 菌 能 抑 制 范 围 很 广 的 植 物 病

原菌，对包括植物根部、枝干、叶、花和收获后的果品

在内的多种 植 物 真 菌 和 细 菌 性 病 害 具 有 拮 抗 作 用。
枯草芽孢杆菌能够拮抗超过３０种的植物病原菌［９］。
枯草芽孢杆 菌 在 自 然 界 中 分 布 广 泛，对 人 畜 无 毒 无

害，不污染环境，容易分离培养，具有广谱抗菌活性和

极强的抗逆能力，能产生肽类、脂肽类、多烯类、氨基

酸类等多种 抗 菌 素 和 酶［１０］，是 目 前 生 物 防 治 和 水 果

保鲜中研究得最多的一种有益微生物。

　　通过对枯草芽抱杆 菌 ＯＮ－６菌 株 发 酵 条 件 的 研

究，得出该菌株产拮抗物质的最佳条件为：碳源为葡

萄糖、氮源为牛 肉 膏 和 蛋 白 胨、温 度 为３２～３４℃、初

始ｐＨ 值 为７．０～７．５、培 养 时 间 为７ｄ、装 液 量 为

２５ｍｌ／２５０ｍｌ。

　　培养条件对拮抗菌生长量及抗菌物质的活性有

较大影响［１１～１５］。本文着重考察了菌体生长量与抗菌

物质的产生之间的相关性。结果表明，菌株生长量与

其产生的抗菌物质的活性有一定关系，但不一定呈正

相关。说明虽然抗菌物质的产生是以菌体生长为前

提的，但产 生 抗 菌 物 质 的 培 养 条 件 会 有 所 不 同。因

此，鉴于本研究中筛选出的枯草芽孢杆菌ＯＮ－６菌株

对荔枝病原菌有较强的拮抗作用，具有良好的理论研

究价值和应用前景。在今后的研究中，可以对该菌株

的发酵培养基进行进一步优化试验，为以后规模化生

产进行有益的探索。
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