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摘  要：通过对峙培养法筛选对灰葡萄孢菌有显著拮抗性的产芽胞细菌，利用番茄果实检测拮抗菌

及其发酵上清液对灰霉病的防治效果，采用 ESI-MS 检测拮抗菌发酵上清液粗提取物中主要抑菌物质并利

用 PCR 检测合成抑菌物质的相关基因，通过菌体菌落形态观察、生理生化试验、16S rDNA 及 gyrB 分析

对拮抗细菌进行种属鉴定。结果表明，分离筛选的拮抗菌 fqhm-13 及其发酵上清液对番茄果实灰霉病防治

效果分别达到 69.0%和 78.1%。fqhm-13 发酵上清液粗提取物中主要抑菌物质为脂肽抗生素 C14 ~ C16 的

surfactin A 和 C15 ~ C17 的 iturin A。fqhm-13 基因组中含有脂肽抗生素合成基因 ituC、ituD、fenD 和 srfAB。

fqhm-13 菌株为解淀粉芽胞杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）。该研究为利用芽胞杆菌及其代谢产物防治

番茄果实灰霉病奠定了材料基础。 
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Abstract：Gray mold caused by Botrytis cinerea has been found to be the main fungal disease of 

tomato fruit. The dual culture method was used to screen for Bacillus strains with significant antagonistic 

activity to B. cinerea. Further testing of control efficiency was completed by spraying the antagonistic 

bacterium and its fermentation supernatant on tomato fruits. ESI-MS was utilized to detect main antifungal 

substances in the antagonistic bacterium’s fermentation supernatant crude extract. Further analysis using 

PCR allowed for the detection of genes related to antimicrobial substances synthesis. The species of the 

antagonist bacterium was identified through its colony and cell morphology，physiological and 

biochemical tests，and 16S rDNA and gyrB analysis. The control effect of the screened antagonist fqhm-13 

and its fermentation supernatant on gray mold of tomato fruit was identified to be 69.0% and 78.1%，

respectively. The main antimicrobial substances in the qhm-13 fermentation supernatant crude extract 

include lipopeptide antibiotics of C14–C16 surfactin A and C15–C17 iturin A. PCR detection showed 
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that the genome of fqhm-13 contained genes related to antibiotic synthesis，such as ituC，ituD，fenD and 

srfAB. Through species identification techniques，strain fqhm-13 was identified as Bacillus amyloliquefaciens. 

This study laid the foundation for the use of B. amyloliquefaciens and its metabolites to prevent and 

control gray mold on tomato fruit. 

Keywords：tomato；fruit；gray mold；Botrytis cinerea；Bacillus amyloliquefaciens；lipopeptide 

antibiotics 

 

番茄（Solanum lycopersicum）灰霉病是由半知菌亚门灰葡萄孢菌（Botrytis cinerea Pers.）引起的

真菌病害（Ahmed et al.，2017），在中国绝大多数番茄种植区均有发生，给番茄生产造成巨大损失，

以花期和果实膨大期最为严重（Xie et al.，2017）。Gong 等（2017）报道，粉红粘帚霉（Clonostachys 

rosea）能够抑制灰葡萄孢菌的增殖并有效防治番茄灰霉病的发生，增加 3–吲哚乙酸、水杨酸和 NO

的水平，促进苯丙氨酸解氨酶和多酚氧化酶的合成。罗伦隐球酵母（Cryptococcus laurentii）能够诱

导番茄的防卫反应，并增强过氧化物酶、苯丙氨酸脱氨酶、β–1,3–葡聚糖酶和超氧化物歧化酶的

活性（Zhang et al.，2013）。从健康番茄植株根际土壤中分离筛选的假单胞菌（Pseudomonas sp.）

WXCDD51 对番茄灰霉病的防治效果达 66.23%，对番茄种子萌发及幼苗生长均具有促进作用（石玉

莹 等，2017）。绿针假单胞菌（Pseudomonas choloeaphtis）HL5-4 对番茄苗期灰霉病的防治效果为

62.88%，且在番茄果实和叶片保持一定的定殖密度（申顺善 等，2016）。 

芽胞杆菌（Bacillus spp.）在自然界中广泛分布，为非致病菌和植物内生细菌，通过多种机制发

挥抑制植物病害的作用。芽胞杆菌能够形成抗逆耐热的芽胞，赋予它长期生存能力且容易开发利用

（Sun et al.，2013）；其分泌产生多种次生代谢产物而具有显著的抗病促生作用。因此，它是理想的

生防菌筛选对象（Falardeau et al.，2013）。脂肽抗生素具有广谱抗真菌活性，是芽胞杆菌发挥生防

作用的主要因素（Velho et al.，2011；Yang et al.，2015）。脂肽抗生素根据其碳原子数以及氨基酸种

类不同分为 3 大家族：表面活性素（surfactins）、丰革素（fengycins）和伊枯草菌素（iturins）。枯草

芽胞杆菌（B. subtilis）B-FS06 发酵无菌上清液能抑制黄曲霉的生长和孢子萌发，其主要抑菌物质为

表面活性素和 bacillomycin D（Zhang et al.，2008）。枯草芽胞杆菌 YB-05 对小麦全蚀病的防治效果

优于化学试剂，主要抑菌物质为伊枯草菌素 A 和表面活性素（Yang et al.，2015）。 

本研究从番茄果实中分离筛选对灰霉病菌有显著拮抗活性的内生芽胞杆菌，检测拮抗菌及其发

酵上清液对番茄灰霉病的防治效果，利用质谱检测拮抗菌发酵上清液粗提取物中的主要抑菌物质，

为番茄灰霉病的生物防治及采摘后番茄果实的储存奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  番茄材料及产芽胞细菌的分离 

红熟期‘千禧’樱桃番茄果实从河北农业大学校园超市购买，番茄灰霉病病原菌，即灰葡萄孢

菌保存于河北农业大学制药工程实验室，分离自保定市满城区番茄大棚感染灰霉病的番茄果实。 

将健康的番茄果实依次用 5% H2O2 表面消毒 3 min，75%酒精处理 30 ~ 60 s，无菌水冲洗 3 次，

然后在无菌研钵中碾碎，放入装有玻璃珠和 50 mL 蒸馏水的灭菌三角瓶中，摇床振荡 1 h，80 ℃水

浴加热 15 min，进行系列梯度稀释后涂板分离单菌落。 
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1.2  拮抗灰葡萄孢菌的产芽胞细菌筛选及其对番茄果实灰霉病的防治检测 

采用对峙培养法进行拮抗灰葡萄孢菌的产芽胞细菌的筛选。挑取活化的灰葡萄孢菌菌片接种到

马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）培养基平板中央，在距离菌片 3 cm 处接种分离的产芽胞细菌，每个平板

接种 4 株（图 1），27 ℃培养箱倒置培养 5 d，观察抑菌带生成情况（Zhang et al.，2017a）。 

将拮抗菌接种到营养琼脂（NA）斜面上，37 ℃恒温培养过夜，挑取活化的菌苔转接到 50 mL

营养肉汤（NB）培养基中，37 ℃摇床 220 r · min-1 振荡培养过夜。将发酵液按照 10%接种量转接到

基础培养基（蛋白胨 1%，葡萄糖 1%，NaH2PO4 · 2H2O 0.2%，Na2HPO4 · 2H2O 0.4%，MgSO4 · 7H2O 

0.05%，pH 7.0 ~ 7.2），37 ℃摇床 220 r · min-1 振荡培养 48 h（Zhang et al.，2017b）。分别回收菌体和

上清液，将菌体用无菌水悬浮，制成活菌含量为 1 × 108 cfu · mL-1 的菌悬液；将上清液采用 0.22 μm

微孔滤膜过滤，回收滤液。选取健康番茄果实进行表面消毒，用灭菌针在果实表面均匀扎 4 个小孔，

分别放入菌悬液和上清液中放置 10 s 后在超净工作台内晾干。用灭菌针将少量灰葡萄孢菌丝接入番

茄小孔中，将只接种灰葡萄孢菌的处理作为病原菌对照，将只扎孔的处理作为空白对照。每个处理

5 个平行，每个平行 5 个番茄果实，分别用塑料盒密封，28 ℃培养箱中培养 5 d。试验共重复 3 次。

根据番茄果实灰霉病的分级标准（Lima et al.，2013）记录番茄果实的病级。病情指数 = 100 × ∑（各

级发病果实数量 × 相对级数值）/（调查总数 × 最高级数值）。防病效果（%）= 100 ×（对照区病

情指数–处理区病情指数）/对照区病情指数。 

用 SPSS 17.0 软件的 ANOVA 程序进行方差分析，差异显著性比较使用 Duncan’s 新复极差法。 

1.3  拮抗菌发酵上清液的粗提取及质谱检测 

将在基础培养基培养 48 h 的拮抗菌发酵上清液用 6 mol · L-1 盐酸调节至 pH 2.0 并于 4 ℃保存过

夜，8 000 r · min-1 离心 20 min 去除上清，沉淀用 pH 2.0 盐酸溶液冲洗 2 遍，用甲醇萃取 2 遍。萃取

液用 0.22 μm 疏水微孔滤膜过滤，化合物分子量利用安捷伦 6410 质谱仪进行测定，电离方式采用电

喷雾离子源，喷雾电压为 4.5 kV，毛细管温度为 300 ℃，检测方式为负离子（Waseem et al.，2009）。 

1.4  拮抗菌抑菌物质合成相关基因的检测 

以 CTAB 法提取的拮抗菌基因组 DNA 为模板进行脂肽抗生素合成基因 ituC、ituD、srfAB 和 fenD

的 PCR 检测，引物分别采用 ITUCF1/ITUCR3、ituD2F/ituD2R、110F/110R 和 FNDF1/FNDR1（Joshi 

& Gardener，2006）。基因序列与 GenBank 数据进行比对分析。 

1.5  拮抗菌种属鉴定 

参考《伯杰氏细菌鉴定手册》的方法进行菌落、菌体形态观察和生理生化指标检测（Buchanan & 

Gibbons，1994）。利用通用引物 27F/1495R（Robertson et al.，2001）和 UP-1S/UP-2Sr（Yamamoto & 

Harayama，1995）分别扩增拮抗菌 16S rDNA 和 gyrB 序列。PCR 产物测序结果在 NCBI 数据库中用

BLAST 进行分析，与模式菌株序列进行同源性比较，用 MEGA5.0 软件构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  拮抗灰葡萄孢菌的芽胞杆菌的筛选 

从番茄果实中共分离获得产芽胞细菌 186 株。经对峙培养检测，有 68 株呈现对灰葡萄孢菌的
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拮抗活性，占分离菌株的 36.56%。选择 10 株对灰葡萄孢菌抑菌活性最强的菌株，利用其发酵上清

液进行灰葡萄孢菌拮抗活性检测，最终筛选出 1 株拮抗活性最强的菌株，命名为 fqhm-13（图 1）。 
 

 
图 1  拮抗菌 fqhm-13 对灰葡萄孢菌的拮抗作用 

Fig. 1  The antagonism of antagonist fqhm-13 against Botrytis cinerea 

 

2.2  拮抗菌对番茄果实灰霉病的防治效果 

在接种灰霉病菌灰葡萄孢菌 5 d 后对各处理进行病情指数和防治效果调查（表 1），只接种病原

菌的对照处理发病严重，病情指数为 79.3。拮抗菌 fqhm-13 及其发酵上清液处理发病显著低于病原

菌处理，病情指数分别为 24.6 和 17.4，防治效果为 69.0%和 78.1%；发酵上清液处理防治效果优于

拮抗菌处理。 

 
表 1  拮抗菌 fqhm-13 及其发酵上清液对番茄果实灰霉病的防治效果 

Table 1  The control effects of antagonist fqhm-13 and its fermentation supernatant against tomato fruit gray mold disease 

处理  
Treatment 

病情指数  
Disease index 

防治效果/%  
Control efficiency 

病原菌 Pathogenic fungi 79.3 ± 5.7 a — 

拮抗菌 Antagonistic bacteria 24.6 ± 2.1 b 69.0 

发酵上清液 Fermentation supernatant 17.4 ± 1.9 c 78.1 

注：表中数值为平均值 ± 标准差。不同字母表示处理间存在显著差异（P < 0.05）。 

Note：The data were average ± SD. Different letters indicate significant difference at 0.05 level. 

 

2.3  拮抗菌发酵上清液粗提取物质谱检测 

将拮抗菌 fqhm-13 发酵上清液粗提取物利用 ESI-MS 进行分析，分别发现 m/z 值为 1 020.6591、

1 034.6719、1 048.6887、1 077.5125、1 091.5284 和 1 105.5442 的化合物（图 2）。其中 1 020.6591、

1 034.6719 和 1 048.6887 之间分子量相差 14，恰好为 1 个–CH2–，表明 3 种化合物为同系物，与

报道的脂肽抗生素——表面活性素（surfactin）家族的相对分子量一致，为 C14 ~ C16 的 surfactin A。

m/z 为 1 077.5125、1 091.5284 和 1 105.5442 的化合物之间分子量也相差 14，与报道的脂肽抗生素

——伊枯草菌素（iturin）家族的相对分子量一致，为 C15 ~ C17 的 iturin A。 
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图 3  琼脂糖凝胶电泳检测拮抗菌 fqhm-13 合成脂肽 

抗生素基因 PCR 产物 

Fig. 3  Agarose gel-electrophoresis detection of PCR products 

for lipopeptide antibiotic biosynthesis genes from  

antagonist fqhm-13 

 

图 2  拮抗菌 fqhm-13 发酵上清液的粗提取物 ESI-MS 检测图谱 

A 图方框部分放大为 B 图。 

Fig. 2  ESI-MS analysis of antagonist fqhm-13 fermentation supernatant crude extract 

The frame section of figure A is figure B. 

 

2.4  拮抗菌合成脂肽类抗生素基因检测 

用 PCR方法检测了拮抗菌 fqhm-13合成脂肽

类抗生素的 ituC、ituD、fenD 和 srfAB 基因，结

果如图 3 所示。 

将测序结果在 NCBI 上分别进行 BLAST 同

源性分析，比对结果表明，srfAB 编码 surfactin

合成酶亚基 2，ituC 编码 iturin A 合成酶 C，ituD

编码丙二酸单酰辅酶 A 酰基转移酶，fenD 编码

fengycin 合成酶。其中 ituC 和 ituD 合成 iturin A，

srfAB 合成 surfactin，fenD 合成 fengycin。 

2.5  拮抗菌种属鉴定 

在 NA 培养基上，拮抗菌 fqhm-13 培养初期

菌落乳白色，圆形，表面湿润粘稠；培养后期表

面干燥有皱褶，中央凹陷，呈火山口状。菌体呈

杆状，常成串出现，可形成椭圆形的中生芽胞，

革兰氏染色呈阳性。 

 



王亚杰，高  宇，陈晓萌，刘梦灵，张冬冬. 
解淀粉芽胞杆菌防治番茄果实灰霉病及其抑菌物质分析. 
园艺学报，2018，45 (7)：1296–1304.                                                                                  1301 

 

生理生化指标检测如表 2 所示。接触酶试验、3–酮基乳糖、脓青素、丙二酸利用、酒石酸盐

利用、甲基红和苯丙氨酸脱氨酶试验结果均为阴性。V-P 试验、硝酸盐及亚硝酸盐还原试验、淀粉

水解试验、吲哚试验、柠檬酸盐试验、脲酶试验、硫化氢试验、糖醇发酵（葡萄糖、乳糖、甘露糖）

试验和产氨试验结果均为阳性。 

将拮抗菌 fqhm-13 菌体形态、菌落特征及生理生化试验与《伯杰氏细菌鉴定手册》进行对照，

初步鉴定其为芽胞杆菌属（Bacillus spp.）。 

 
表 2  拮抗菌 fqhm-13 生理生化试验结果 

Table 2  Results of physiological and biochemical experiments of antagonist fqhm-13 

项目 
Item 

试验结果 
Result 

项目  
Item 

试验结果 
Result 

接触酶试验 Catalase test – 甘露糖酵解 Mannose fermentation + 

硝酸盐还原试验 Nitrate reduction test + 3–酮基乳糖 3-keto lactose – 

亚硝酸盐还原试验 Nitrite reduction test + 脓青素 Pyocyanine – 

淀粉水解试验 Starch hydrolysis test + 吲哚试验 Indole test + 

V-P 试验 V-P test + 产氨试验 Ammonia production test + 

柠檬酸盐试验 Citrate test + 丙二酸利用 Malonate utilization – 

脲酶试验 Urease test + 酒石酸盐利用 Tartrate utilization – 

硫化氢 Hydrogen sulfide + 甲基红 Methyl red – 

葡萄糖酵解 Glucose fermentation + 苯丙氨酸脱氨酶试验 Phenylalanine deaminase test – 

乳糖酵解 Lactose fermentation +   

注：+ 为阳性，–为阴性。 

Note：+ means positive，– means negative. 

 

将 fqhm-13 菌株的 16S rDNA 和 gyrB 序列与 GenBank 序列进行比较，获得相近的芽胞杆菌属标

准菌株的 16S rDNA 和 gyrB 序列，得到 fqhm-13 及相关菌株的进化距离并构建系统发育树（图 4，

图 5）。 

根据 16S rDNA 和 gyrB 序列相似性分析，确定 fqhm-13 为解淀粉芽胞杆菌（Bacillus 

amyloliquefaciens）。 

 

图 4  基于 16S rDNA 序列的拮抗菌 fqhm-13 及相关菌株的系统发育树 

Fig. 4  Neighbor-joining tree showing relationship between fqhm-13 and related strains  

based on the 16S rDNA sequence 
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图 5  基于 gyrB 序列的拮抗菌 fqhm-13 及相关菌株的系统发育树 

Fig. 5  Neighbor-joining tree showing relationship between antagonist fqhm-13 and related strains based on the gyrB sequence 

3  讨论 

已经分离获得多种芽胞杆菌菌株，对不同植物的多种病害呈现显著的拮抗作用，这些菌株大多

来源于植物的根际土壤、根系表面及植株体内（张霞 等，2007；王伟 等，2010； Liu et al.，2011；

Wang et al.，2016）。B. pumilus SQR-N43 能够诱导立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）Q1 菌丝发生变

形，细胞质液泡膨大和细胞质泄露。盆栽试验表明，SQR-N43 能够降低土壤中 R. solani 的数量（Huang 

et al.，2012）。B. licheniformis N1 制剂显著降低番茄植株及花朵的灰霉病的发生，效果优于化学试

剂，并且具有促生活性（Lee et al.，2006）。在本研究中，B. amyloliquefaciens fqhm-13 能够抑制灰

葡萄孢菌在番茄果实的增殖，减轻番茄果实灰霉病的发生，便于制备芽胞菌剂进行应用，但其抗病

机理尚需进一步研究。 

通过分泌次生代谢产物抑制或者杀灭植物病原菌，是芽胞杆菌防控植物病害最直接的体现

（Touré et al.，2004），产生抗菌活性物质是其防病促生的主要机制（Leclère et al.，2005）。芽胞杆菌

产生的脂肽抗生素具有广谱抗菌活性，对植物体内、体表及土壤中有害微生物有广泛而显著的抑制效

果。此外，脂肽类物质在自然条件下易分解，对环境友好（Baysal et al.，2013；Hamdache et al.，2013）。 

Surfactin 具有一定程度的抗细菌作用，本身没有抗真菌活性，但对其他脂肽特别是 iturin 的抗

真菌活性有显著增强效果（Pérez-García et al.，2011）。Surfactin 还能促进生防菌在植物根部有效定

殖并形成生物膜，保护植物根部免受病原菌侵染（Bais et al.，2004）。C13 ~ C15 surfactin A 和羊毛

硫抗生素 subtilosin 是枯草芽胞杆菌 fmbR 产生的主要抗菌物质（别小妹 等，2006）。 

伊枯草菌素有强溶血活性，但和表面活性素不同的是对于植物病原真菌有强抑制作用，对大多

数的致病酵母和霉菌有强烈的拮抗作用，但无抗细菌和抗病毒活性（Stein，2005）。从番茄中分离

的内生细菌 B. subtilis B47 分泌产生的 iturin A2 能显著抑制玉米小斑病菌的生长，经部分纯化后，田

间防效达 64.2%，优于百菌清（Ye et al.，2012）。Caldeira 等（2011）利用 LC-MS 和抗菌活性检测

相结合的方法快速鉴定了 B. amyloliquefaciens CCMI 1051 合成的伊枯草菌素，而不需要进行提纯，

显示了较高的效率和应用前景。 

本试验中，利用 B. amyloliquefaciens fqhm-13 发酵上清液防治番茄果实灰霉病，效果优于菌体，

其活性成分为脂肽抗生素。直接利用芽胞杆菌的代谢产物进行生物防治的报道较少。本研究为直接
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利用脂肽抗生素防治番茄果实灰霉病提供了参考。抑菌物质的产生受多种因素影响，这往往导致实

验室条件下和实际应用中的效果不一致，直接利用抑菌物质可以减少干扰。利用 fqhm-13 发酵上清

液的 surfactin A 和 iturin A 为防治番茄果实灰霉病及采摘后番茄的储存提供了良好的应用前景。 
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