
农药学学报  2007, 9( 1): 92-95

Ch inese Journa l o f Pestic ide Sc ience

#研究简报 #

枯草芽孢杆菌 Bs-916的抑菌活性及其抑菌物质初探
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摘  要:为了揭示从土壤中分离出的拮抗菌 ) 枯草芽孢杆菌 B s-916的抑菌作用和抑菌机理, 采用

管蝶法、平板涂抹法及孢子盟发法测定了 Bs-916及其代谢液对水稻纹枯病菌、蚕豆枯萎病菌等8种

病原菌的抑菌活性, 结果表明其对供试的大多数病原菌均具有较强的抑菌活性, 如 Bs-916及其代

谢液对水稻纹枯病菌的抑制率分别为 95. 4%和 70. 7% ,对水稻稻曲病菌的抑制率均为 100%。为

了探索 Bs-916胞外物质的种类及特性,分别采用丙酮沉淀、PEG沉淀、等电点沉淀和超微浓缩等方

法从 Bs-916代谢液中获得了沉淀物或截留物,它们均具有抑菌活性。沉淀物经蛋白酶 K处理后,

活性减弱,说明 Bs-916胞外抗菌物质具有蛋白质的性质。
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Abstract: Bacillus subtilis strain Bs-916 wh ich w as iso lated from rice fie ld so il w as used in contro lling

rice shealth b light and rice false smu.t Bs-916 and its ex tract exh ib ited h igh antifungal ( antibacterial)

activ ity tow ard Rhizoctonia so lani, Fusarium moniliform e, Fusarium oxy sporum, P icularia grisea,

Ustilag inoidea virens, X anthomonas campestris pv. oryzae and Xanthomonas campestris pv. oryzicola.

Inh ib ition rate o f Bs-916 and its ex tract were 95. 4% and 70. 7% tow ard R. solani, 100% and 100%

tow ard U. virens, respectively. The extract o f Bs-916 w as deposited by acetone, PEG6000, ammonium

su lfate and different pH value, the ex tractw ere also draw n byU ltra-4 centrifugal dev ices, and the above
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distilled substances show ed high an tifungal act iv ity towardRhizocton ia solani. The antifunga l activ ity of the

extract w as decreased when it w as treated w ith protease K. The results implied that an antifungal protein

ex isted in the ex tract of Bs-916.

Key words: Bacillus subtilis; B s-916; extrac;t antifungal substance; ant ifungal act iv ity

  利用枯草芽孢杆菌防治植物病害是目前植物

病害生物防治的研究热点
[ 1 ~ 10 ]

。枯草芽孢杆菌代

谢系统发达, 胞外抗菌物质丰富,从其中分离和纯

化抗菌物质, 克隆与抗病物质相关基因的研究为

植物病害的生物防治和高效外源抗病基因的克隆

提供了新的研究思路
[ 6 ~ 10]

。枯草芽孢杆菌 B s-916

是从土壤中分离获得的对水稻纹枯病菌具有较好

拮抗作用的菌株, 近几年在大面积防治水稻纹枯

病中取得了比较理想的效果
[ 8]
。为了揭示其抑菌

作用和抑菌物质, 笔者研究了 B s-916对几种植物

病原菌的抑菌活性及其毒力效果, 初步探索了 B s-

916胞外抗菌物质的种类及其特性。

1 材料和方法

1. 1 供试材料

生防菌株: 枯草芽孢杆菌 B s-916 ( Bacillus

subtilis)。

病原菌:水稻纹枯病菌 Rhizoctonia solan i、水稻

恶苗病菌 Fusarium m oniliform e Sheld. 、蚕豆枯萎病

菌 Fusarium oxysporum Schlech.t .f fabae Yu et Fang

、西瓜枯萎病菌 Fusarium oxysporum ( Sch.l ) .f sp.

nieveum ( E. F. Sm ith) SnyderetH ansen、水稻稻瘟病

菌 Pyricu laria grisea、水稻稻曲病菌 U stila-g ino idea

v irens、水稻白叶枯病菌 X anthomonas oryzae p v.

oryzae ( Ish iyama ) Zoo和水稻细菌性条斑病菌

X anthomonas oryzaepv. oryzica laD ow son均由江苏省

农科院植保所保存。

蛋白酶 K 由 M erck公司生产。超微浓缩离心

管 (Ultra-4 centrifugal devices, M illip ore生产 )。葡萄

糖、酵母膏、胰蛋白胨由北京奥博星生物技术有限

责任公司生产。试剂均为分析纯。

1. 2 Bs-916培养液及其代谢液的制备

将 Bs-916移入 400 mL YPG (内含葡萄糖 5 g,

酵母膏 5 g,胰蛋白胨 5 g)培养液中, 在 28e 下振

荡 ( 150 r /m in)培养 48 h得到 Bs-916培养液 (菌含

量为 1 @ 10
9
cfu /mL) , 取其 200 mL用细菌过滤器

滤掉菌体得 B s-916代谢液。

1. 3 对不同病原菌的的毒力测定

分别测定原液、原液稀释 100倍和 500倍的

Bs-916及其代谢液对不同病原菌的毒力。采用管

碟法
[ 11 ]
测定其对水稻纹枯病菌、水稻恶苗病菌、西

瓜枯萎病菌、蚕豆枯萎病菌的毒力, 按 ( 1 )式计算

其抑制率。用平板涂抹法结合管碟法测定其对水

稻白叶枯病菌、细菌性条斑病菌、稻曲病菌的毒

力,即在相应的培养基平板上涂抹上述菌液 (稻曲

病菌为孢子液 ) ,再用管碟法测定 Bs-916对病原菌

的毒力, 按 ( 2)式计算其抑制率。采用孢子萌发抑

制法
[ 11 ]
测定其对稻瘟病菌的毒力, 每处理重复 3

次。按 ( 3)式计算其抑制率。

抑制率 (% ) = (对照菌落直径 -处理后菌落直径 ) / (对照菌落直径 - 8 mm) @ 100 ( 1)

抑制率 (% ) = (处理后抑菌圈直径 -杯碟直径 ) /(对照菌落直径 -杯碟直径 ) @ 100 ( 2)

抑制率 (% ) = (对照孢子萌发数 -处理孢子萌发数 ) /对照孢子萌发数 @ 100 ( 3)

1. 4 B s-916胞外物质的提取及抑菌活性测定

采用不同方法分别获得 B s-916胞外物质, 用

文献 [ 11, 12]方法测定其对水稻纹枯病菌的抑菌

活性。

1. 4. 1 丙酮沉淀法  取 Bs-916代谢液 10 mL, 按

照体积比为 1B5的比例加入 - 20e 的丙酮 20 mL,

并在 - 20e 下放置 10 m in, 10 000 r /m in下离心

10 m in。弃上清液, 沉淀风干后用 2倍体积的

0. 067 mo l/L的磷酸缓冲液 ( pH 6. 95, 下同 )溶解,

测定其抑菌活性。

1. 4. 2 聚乙二醇 ( PEG6000 )沉淀法  取 Bs-916

代谢液 50 mL, 加入 75 mL 质量分数为 50 % 的

PEG6000, 搅拌 30~ 60 m in, 直至 PEG完全溶解,

10 000 r /m in下离心 10 m in。弃上清液, 沉淀用

2倍体积的 01067 mo l/L的磷酸缓冲液 ( pH 6195)
溶解后测定其抑菌活性。

1. 4. 3 硫酸铵沉淀法  取 Bs-916代谢液 100 mL,

加入硫酸铵使溶液达到 饱和, 4e 下过夜, 于
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10 000 r /m in下离心 20 m in后得沉淀物, 沉淀用

上述磷酸缓冲液溶解, 透析 48 h后取袋内物质, 测

定其抑菌活性。

1. 4. 4 超微浓缩提取  将 11413节得到的 B s-

916胞外抗菌物质利用超微浓缩离心管浓缩, 截留

相对分子质量为 10 kDa的物质, 浓缩后分别测定

离心后的滤液和截留物的抑菌活性。

1. 415 不同 pH 值沉淀  取 11413节得到的 B s-

916胞外抗菌物质 10 mL,滴加 0. 2mo l /L的盐酸,

出现沉淀后摇匀, 直至沉淀不再溶解为止。在

10 000 r /m in下离心 20m in, 测定上清液的 pH值,

沉淀用 01067 mo l/L的磷酸缓冲液缓慢溶解, 即得

该 pH 值时 Bs-916的胞外蛋白质; 上清液中滴加

0. 2 mo l/L的盐酸, 同法获取不同 pH 值下的蛋白

质, 直至加入酸后不再有蛋白质沉淀析出为止。

同法将 0. 2 mo l/L的氢氧化钠加入到上清液中, 分

别获取碱性条件下的沉淀物质。分别测定所得各

物质对水稻纹枯病菌的抑菌活性。

11416 蛋白酶 K对胞外抗菌物质抑菌活性的影

响  取 11413节得到的 Bs-916胞外抗菌物质 100 LL

与浓度为 1 mg /mL的蛋白酶 K等量混合, 在恒温

37e 下反应 30 m in。测定蛋白酶处理后的胞外抗

菌物质对水稻纹枯病菌的毒力。

2 结果与分析

2. 1 Bs-916培养液及其代谢液对不同病原菌的

毒力

结果 (表 1 )表明: Bs-916培养液在原液、

1B100和 1B500倍稀释液对供试的病原菌表现出

不同的抑制作用。对大多数供试病原菌的抑制率

随稀释倍数的增加而减弱; 但对稻曲病菌和白叶

枯病菌, 在不同的稀释浓度下,抑制率均为 100%。

各浓度的 B s-916代谢液对水稻稻曲病菌的抑

制率均为 100%; 对水稻纹枯病菌和水稻稻瘟病菌

的抑制率随稀释倍数的增加而降低; 对水稻恶苗

病菌、蚕豆镰刀病菌、西瓜枯萎病菌、水稻白叶枯

病菌和细菌性条斑病菌无抑制作用。

T able 1 Inh ib it ion effect of Bs-916 and its ex tract tow ard d ifferent pathogens at different concentration

Pa thogen s      
Inh ib ition rate of B s-916

1B0 1B100 1B500

Inh ib ition rate of B s-916cs ex tract(% )

1B0 1B100 1B500

R. so lan i 95. 4 88. 9 88. 1 23. 5 21. 7 19. 9

F. m on iliform e 87. 6 87. 4 87. 2 0 0 0

F. oxyspo rum f. faba e 74. 0 69. 6 70. 0 0 0 0

F. oxyspo rum f. n iveum 49. 7 43. 2 40. 7 0 0 0

P. grisea 100 74. 0 42. 3 49. 5 48. 7 44. 9

U. v iren s 100 100 100 100 100 100

X. cam pestris pv. o ryzae 100 100 100 0 0 0

X. cam pestris pv. oryz icola 100 60. 2 34. 8 0 0 0

2. 2 不同方法获得的 B s-916胞外物质对水稻纹

枯病菌的抑菌活性

用丙酮、PEG6000和硫酸铵沉淀所得的 B s-

916胞外物质对水稻纹枯病菌均有一定的抑菌活

性。经超微浓缩后的截留液有抑菌活性, 而滤液

无活性,说明对水稻纹枯病菌具有抑菌活性的物

质的相对分子质量不小于 10 kDa。不同等电点沉

淀获得的沉淀物质对水稻纹枯病菌都有抑菌活性

(见图 1 )。经过碱沉淀未获得沉淀物, 说明枯草

芽孢杆菌胞外具有抑菌活性的物质为酸性物质。

2. 3 蛋白酶 K对胞外抗菌物质抑菌活性的影响

结果见图 2, 经蛋白酶 K处理后, Bs-916胞外

物质的抑菌活性下降, 说明 Bs-916胞外抗菌物质

具有蛋白质的特点。

F ig. 1 Antifunga l activ ity of crude proteins

w hich w ere drawn w ith different

pH toR. solani

3 讨  论

目前有关枯草芽孢杆菌防治植物病害的机理
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F ig12 Influence of protease K on the inh ib ition

activ ity o f B-916 ant ifungal substance

( to R. solani )
A: B-916 an tifungal sub stan ce [ d raw n w ith ( NH 4 ) 2 SO 4 ] + p ro tease

K; B: B-916 an tifungal substance [ draw n w ith ( NH
4
)
2
SO

4
] ;

C: contro l

或机制的研究报道不多。已有的研究结果表明,

B s-916具有耐高温, 对酸碱适应度宽, 对盐敏感性

不强的特点
[ 2 ]
。本研究结果表明, B s-916具有广

谱抑菌的特性, 其胞外抗菌物质可被硫酸铵、丙

酮、PEG6000和酸沉淀,超微浓缩显示其相对分子

质量大于 10 kDa, 蛋白酶 K对 B s-916抗菌物质的

抑菌活性有影响。这些特点显示 Bs-916胞外抗菌

物质具有蛋白质性质, 说明 Bs-916可分泌产生胞

外抗菌蛋白质。本研究为进一步分离和纯化 B s-

916胞外抗菌蛋白质奠定了基础。
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