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球孢白僵菌发酵液抗人体致病细菌活性研究
*
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摘要: 为了探究球孢白僵菌 YFCCFQ001 发酵液的抗菌活性以及不同培养基对其抗菌效果的影响, 用乙酸乙酯萃

取球孢白僵菌 YFCCFQ001 发酵液, 旋干后得到提取物, 采用抑菌圈法测定其对 6 种耐药性人体致病细菌以及 8
种普通人体致病细菌的抗菌活性, 并通过单菌多产物策略, 改变培养基碳氮源, 检测抗菌效果的变化。 结果表

明: 球孢白僵菌 YFCCFQ001 提取物对 4 种耐药性致病细菌 (溶血性葡萄球菌、 大肠埃希菌、 粪肠球菌、 金黄色

葡萄球菌) 和 8 种普通致病细菌均有抗菌活性 (其中关于球孢白僵菌对副溶血性弧菌、 短小芽孢杆菌、 无乳链

球菌、 福氏志贺氏菌、 乙型副伤寒沙门氏菌的抗菌活性未见文献报道)。 不同氮源对其抗菌活性影响显著, 其中

胰蛋白胨抗菌效果最好, 对 3 种耐药性致病细菌和 6 种普通致病细菌均有活性。 研究发现了球孢白僵菌对耐药

性致病细菌的抗菌活性, 以及不同培养基对球孢白僵菌发酵液抗菌活性的影响, 为真菌中新型抗菌天然产物的

寻找和利用提供新的思路。
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Abstract: In order to explore the antibacterial activity of extracts of Beauveria bassiana (YFCCFQ001) and effect
of different medium on antibacterial activity, inoculating inhibition zone was used to evaluate the antimicrobial ac鄄
tivity of ethyl acetate extracts of B郾 bassiana against 6 resistant pathogenic bacteria and 8 common human pathogenic
bacteria, and one strain鄄many compounds (OSMAC) strategy was adopted to evaluate the effect of different carbon
sources, nitrogen sources and inoculation on antibacterial activity. The results showed that the extracts of
B郾 bassiana had significant antibacterial activity against 4 resistant pathogenic bacteria (Straphylococcus haemolytic鄄
us, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli) and 8 common pathogenic bacteria (Beauveria
bassiana against Vibrio parahaemolyticus, Bacillus pumilus, Streptcococcus agalactiae, Shigella flexneri, Salmo鄄
nella paratyphi were the firstly reported). Different nitrogen sources had significant effects on antibacterial activity,
and the extracts from tryptone had the best antibacterial effect that against 3 resistant pathogenic bacteria and 6
common pathogenic bacteria. The antibacterial activity of B郾 bassiana against resistant pathogenic bacteria and the
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effect of different medium on antibacterial activity was found, and it is beneficial to the development of novel anti鄄
microbial compounds against human pathogenic bacteria.
Key words: Beauveria bassiana; OSMAC strategy; antibacterial activity; resistant pathogenic bacteria; human
pathogenic bacteria

人类多种疾病产生的重要因素之一是细菌感

染, 目前临床上主要通过使用抗生素来治疗细菌感

染。 但细菌多次与抗生素接触后, 会进化出抗生素

耐药性机制, 导致致病菌耐药性逐渐增强。 根据

2016 年中国 CHINET 细菌耐药性监测, 凝固酶阴

性葡萄球菌甲氧西林耐药株 (MRCNS) 的检出率

平均达到 77郾 1% ; 鲍曼不动杆菌 ( Acinetobacter
baumannii) 对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别

达到 68郾 6%和 71郾 4% ; 部分链球菌属对红霉素和克

林霉素耐药率甚至可达 90%以上[1]。 可见细菌耐药

性已成为威胁人类健康的一大难题。 解决这一难题

的方法之一是加快对新型抗生素的寻找和研发。
真菌具有生长迅速, 易于培养, 可产生多种新

化合物的特点, 具有巨大的开发潜能。 如从黄杨内

生真菌 (Colletotrichum sp郾 ) BS4 代谢产物中得到

的新化合物, 对大肠杆菌 (Escherichia coli)、 枯草

芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis)、 金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus) 和铜绿假单胞菌 (又称绿

脓杆菌 Pseudomonas aeruginosa) 有较好的抑菌效

果[2]。 虫 生 真 菌 贵 州 绿 僵 菌 ( Metarhizium
guizhouense) 对 蜡 样 芽 孢 杆 菌 ( Bacillus cereus
Frankland)、 缓慢芽孢杆菌 (Bacillus lentus)、 溶血

性葡萄球菌 (Straphylococcus haemolyticus) 等 13 种

人体致病细菌均有较好的抑菌活性[3]。 球孢白僵

菌 (Beauveria bassiana) 是一种昆虫病原真菌, 长

期被用于生物防治, 近来发现, 其次生代谢产物具

有抗癌[4-6]、 抗白血病[7]、 抗艾滋病毒 HIV鄄1[8]、
抗菌[9-13]等多种生物学活性。 虽然球孢白僵菌抗菌

活性已有报道, 但其对耐药性人体致病菌的抗菌活

性以及不同培养条件对其抗菌活性的影响方面还未

见报道。
单菌多产物策略 (one strain鄄many compounds,

OSMAC) 主要是通过改变培养条件、 培养方法等

手段, 激活微生物中沉默基因, 以产生大量具有活

性的代谢产物, 为新型药物的研发提供先导化合

物[14]。 为了深入探究球孢白僵菌的抗菌活性, 本

次实验选取了 6 种耐药性人体致病细菌和 8 种普通

人体致病细菌作为供试细菌, 采用 OSMAC 策略,
探究不同碳源、 氮源、 接种量对球孢白僵菌次生代

谢产物抗菌活性的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

1郾 1郾 1摇 菌丝体

实验菌株采自贵州福泉, 采用 ITS, 茁鄄tubulin
基因片段, elongation factor 1琢 基因片段对菌种进

行比对鉴定, 最终确定所获菌株为球孢白僵菌, 菌

种保存于云南大学中草药生物资源研究所云百草实

验室, 菌株编号为 YFCCFQ001。
1郾 1郾 2摇 抗菌实验所用人体致病细菌

6 种耐药性人体致病细菌摇 鲍曼不动杆菌、 绿

脓杆菌、 溶血性葡萄球菌、 金黄色葡萄球菌、 粪肠

球菌 (Enterococcus faecalis)、 大肠埃希菌 (Esche鄄
richia coli)。 购于广东省细菌耐药性监测和质量控

制中心。
8 种普通人体致病细菌摇 蜡样芽孢杆菌、 副溶

血性弧菌 (Vibrio parahaemolyticus)、 乙型副伤寒沙

门氏 菌 ( Salmonella paratyphi )、 无 乳 链 球 菌

(Streptcococcus agalactiae)、 短小芽孢杆菌 (Bacil鄄
lus pumilus)、 福氏志贺氏菌 (Shigella flexneri)、 金

黄色葡萄球菌。 由昆明市食品药品检验所赠送。
1郾 1郾 3摇 不同液体培养基成分

OMAM 培养基 摇 蔗糖 ( 20g / L ) 与葡萄糖

(20g / L) 为碳源, 酵母粉 (1g / L) 和大豆蛋白胨

(20g / L) 为氮源。
不同氮源的培养基摇 蔗糖 (20g / L) 与葡萄糖

(20g / L) 为碳源, 编号分别为 S 与 G, 分别以

40g / L 的麦芽浸粉 (M1)、 番茄浸粉 (T)、 马铃薯

浸粉 (P)、 胰蛋白胨 (Y1)、 牛肉浸粉 (B)、 酪

蛋白胨 (L) 和香蕉粉 (B1) 为氮源, 配制成碳

源相同氮源不同的液体培养基, 编号分别为

SGM1、 SGT、 SGP、 SGY1、 SGB、 SGL、 SGB1。
不同碳源的培养基摇 大豆蛋白胨 (20g / L) 与

酵母粉 (1g / L) 为氮源, 分别以 40g / L 的甘露醇、
麦芽糖、 山梨醇、 蔗糖、 乳糖、 葡萄糖、 肌醇、 果

糖、 可溶性淀粉为碳源, 配制成氮源相同碳源不同

的液体培养基, 编号分别为 man、 mal、 sor、 suc、
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luc、 glu、 ino、 fru、 sta。
1郾 2摇 方法

1郾 2郾 1摇 球孢白僵菌液体发酵培养

不同接种量 摇 无菌条件下, 取 20mg、 40mg、
60mg、 80mg、 100mg 的 YFCCFQ001 菌丝体各 3 份

研碎, 分别接种于在 OMAM 液体培养基中, 28益,
150r / min 摇床培养 10d。

不同培养基 摇 取 YFCCFQ001 菌丝体 60mg 研

碎后, 分别接种到不同碳源和不同氮源的液体培养

基中, 每种培养基接种 3 瓶, 于 28益, 150r / min
摇床培养 10d 。
1郾 2郾 2摇 发酵液的萃取浓缩

将 YFCCFQ001 发酵液过滤后, 加入等量的乙

酸乙酯振荡混匀, 超声 60min。 倒入分液漏斗静置

8h, 取上层乙酸乙酯相旋蒸浓缩致干, 称重后, 加

入二甲基亚砜 (DMSO) 配制成 100郾 00mg / mL 的

提取物溶液, 备用。
1郾 2郾 3摇 致病细菌悬浮液的制备

分别取活化后的 14 种致病菌于离心管中, 加

入无菌生理盐水混匀。 调节菌悬液的浓度至 1郾 0 伊
106-6郾 0伊106cfu / mL。
1郾 2郾 4摇 抗菌活性实验

分别吸取 300滋L 的相应供试菌悬液滴加到 Lu鄄
ria鄄Bertani 固体培养基上, 均匀涂布于培养基表面,
制成含菌平板[15]。 抗菌活性实验采用纸片法[16],
将直径 6郾 0mm 的滤纸圆片灭菌后干燥。 分别滴加

15郾 0滋L 球孢白僵菌提取物的 DMSO 溶液、 空白培

养基提取物的 DMSO 溶液于滤纸圆片上, 风干后

分别作为试验样片, 阴性对照样片。 将 2 种样片贴

放于含菌平板表面, 盖好培养皿, 于 37郾 2益 恒温

培养 10h 后取出, 测量抑菌圈直径, 记录数据。 实

验重复 3 次。
1郾 2郾 5摇 最小抑菌活性 (MIC) 的测定

采用二倍稀释法对球孢白僵菌发酵提取物进行

稀释[17], 将不同稀释倍数的提取物滴加于滤纸圆

片上, 测定发酵提取物对 14 种致病菌的 MIC 值。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 最低抑菌浓度

检测球孢白僵菌对 14 种致病细菌的 MIC, 结

果显示, 100mg / mL 的球孢白僵菌提取物对鲍曼不

动杆菌、 绿脓杆菌没有抗性, 对其他 4 种耐药细菌

均有一定的抗菌活性, MIC 值均为 100mg / mL。 对

8 种普通致病细菌的最低抑菌浓度检测结果见表 1。
提取物对副溶血性弧菌抑制效果较好, MIC 达到

6郾 25mg / mL, 对福氏志贺氏菌和金黄色葡萄球菌抑

菌效果较弱, MIC 值为 50mg / mL。

表 1摇 球孢白僵菌 YFCCFQ001 提取物对

8 种普通致病细菌的 MIC
Tab郾 1摇 The minimum inhibitory concentration of YFCCFQ001

extracts to MIC of 8 pathogenic bacteria

菌种 最小抑菌活性(MIC) / mg·mL-1

蜡样芽孢杆菌摇 摇 摇 12郾 50
副溶血性弧菌摇 摇 摇 6郾 25
乙型副伤寒沙门氏菌 25郾 00
无乳链球菌摇 摇 摇 摇 12郾 50
短小芽孢杆菌摇 摇 摇 25郾 00
福氏志贺氏菌摇 摇 摇 50郾 00
枯草芽孢杆菌摇 摇 摇 25郾 00
金黄色葡萄球菌摇 摇 50郾 00

2郾 2摇 接种量对球孢白僵菌抗菌活性的影响

按照不同接种量培养球孢白僵菌 10d, 收获提

取物进行抗菌活性测定, 结果显示, 不同接种量对

抗菌活性没有显著影响。 但接种量对提取物的收获

量有一定影响 (图 1), 随着接种量的增加, 球孢

白僵菌次生代谢产物的提取量逐渐增加, 当接种量

为 60mg 时收获的提取物最多, 为 47郾 4mg / 100mL,
之后又呈下降趋势。

图 1摇 接种量对 YFCCFQ001 次生代谢产物提取量的影响

Fig郾 1摇 Effect of inoculation quantity on the extraction of
extracts from YFCCFQ001

2郾 3摇 不同培养基对球孢白僵菌次生代谢产物抑菌

效果的影响

2郾 3郾 1摇 不同碳源对球孢白僵菌提取物抑菌效果的

影响

不同碳源提取物对 6 种耐药性致病细菌抗菌效
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果见表 2。 9 种碳源提取物在 50mg / mL 浓度下对鲍

曼不动杆菌和绿脓杆菌没有抑菌效果。 man 提取物

抗菌效果较好, 对 MRSA 抑菌圈达到 8郾 8mm, glu

次之。 ino 提取物对 6 种细菌均无抗性。 总体来说

该浓度下的不同碳源发酵提取物对 6 种耐药性致病

细菌抑菌效果都较弱。

表 2摇 不同碳源发酵 YFCCFQ001 提取物对 6 种耐药性致病细菌抑菌效果

Tab郾 2摇 Antibacterial activity of YFCCFQ001 extracts to 6 resistance pathogenic bacteria from different carbon sources

碳源 大肠埃希菌 金黄色葡萄球菌 鲍曼不动杆菌 粪肠球菌 溶血性葡萄球菌 绿脓杆菌

ino - - - - - -
luc - - - - 7郾 2依0郾 12 -
man 8郾 2依0郾 09 8郾 8依0郾 16 - 8郾 3依0郾 05 8郾 0依0郾 07 -
mal 7郾 8依0郾 18 8郾 0依0郾 20 - 8郾 2依0郾 15 7郾 3依0郾 10 -
sor - 7郾 1依0郾 04 - 7郾 0依0郾 07 7郾 2依0郾 11 -
fru 7郾 6依0郾 13 7郾 0依0郾 19 - 7郾 1依0郾 08 7郾 7依0郾 17 -
suc 7郾 5依0郾 05 8郾 1依0郾 06 - 8郾 0依0郾 22 7郾 6依0郾 13 -
sta 7郾 0依0郾 04 - - - 7郾 5依0郾 03 -
glu 8郾 3依0郾 07 8郾 0依0郾 14 - 8郾 4依0郾 21 7郾 3依0郾 04 -

图 2摇 不同碳源发酵 YFCCFQ001 提取物

对无乳链球菌抑菌效果

注: 11 为 ino, 12 为 luc, 13 为 man, 14. mal, 15 为 sor,
16 为 fru, 17 为 suc, 18 为 sta, 19 为 glu

Fig郾 2摇 Antibacterial activity of YFCCFQ001 extracts to
Streptcococcus agalactiae from different carbon sources

不同碳源培养球孢白僵菌所获得提取物在

50mg / mL 对 8 种普通人体致病细菌均有抑菌效果,
ino、 luc、 sor 3 种碳源提取物抗菌活性略弱 (抑菌

圈直径 11郾 5mm 左右), 其他 6 种碳源所得提取物

抗菌活性差异不显著 (抑菌圈直径均 15mm 左右)
(图 2)。
2郾 3郾 2摇 不同氮源对球孢白僵菌提取物抑菌活性的

影响

不同氮源提取物对球孢白僵菌抗菌活性影响显

著。 对 6 种耐药性致病细菌的抗性结果见表 3。 胰

蛋白胨 (SGY1) 发酵提取物对耐药性致病细菌大

肠埃希菌、 金黄色葡萄球菌、 粪肠球菌有抑菌活

性。 酪蛋白胨 (SGL) 提取物对耐药性致病细菌绿

脓杆菌有抑菌活性。 其余 4 种氮源提取物对 6 种耐

药性致病细菌均无活性。

表 3摇 不同氮源培养 YFCCFQ001 提取物对 6 种耐药性致病细菌抑菌效果

Tab郾 3摇 Antibacterial activity of YFCCFQ001 extracts to 6 resistance pathogenic bacteria in different nitrogen sources
SGT SGP SGY1 SGB SGL SGB1 SGM1

大肠埃希菌摇 摇 - - 7郾 0依0郾 21 - - - -
金黄色葡萄球菌 - - 8郾 0依0郾 16 - - - -
鲍曼不动杆菌摇 - - - - - - -
粪肠球菌摇 摇 摇 - - 7郾 5依0郾 14 - - - -
溶血性葡萄球菌 - - - - - - -
绿脓杆菌摇 摇 摇 - - - - 8郾 0依0郾 20 - -

对 8 种普通致病细菌的抗菌结果显示: 6 种氮

源中, 胰蛋白胨 (SGY1) 抗菌效果最好, 除对短

小芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌没有抗性外, 对其余

6 种致病细菌均有明显的抗菌活性, 且对副溶血性

弧菌效果最好, 抑菌圈达到 16郾 0mm。 香蕉粉

(SGB1) 和麦芽浸粉 (SGM1) 对 8 种细菌均无抗

菌活性 (图 3)。
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图 3摇 YFCCFQ001 不同氮源提取物对 8 种
普通致病细菌抗菌活性影响

Fig郾 3摇 Antibacterial activity of YFCCFQ001extracts to 8
pathogenic bacteria in different nitrogen sources

3摇 结论与讨论

球孢白僵菌作为常见的生防真菌, 其抗菌活性

已有报道, 球孢白僵菌中抗菌成分主要为白僵菌素。
白僵菌素对大肠杆菌、 粪肠球菌、 蜡样芽胞杆菌、
金黄色葡萄球菌、 绿脓杆菌、 溶血性葡萄球菌等多

种细菌具有抗菌活性[11-13]。 但对耐药性致病细菌的

抗菌活性还未见报道。 本研究首次发现了球孢白僵

菌对 5 种耐药性致病细菌 (绿脓杆菌、 溶血性葡萄

球菌、 金黄色葡萄球菌、 粪肠球菌、 大肠埃希菌)
具有抗菌活性, 其次对普通副溶血性弧菌、 短小芽

孢杆菌、 无乳链球菌、 福氏志贺氏菌以及乙型副伤

寒沙门氏菌也具有良好的抗菌活性, 显示出球孢白

僵菌成为新型广谱抗生素的巨大潜能。 为深入研究

球孢白僵菌的抗菌活性, 本研究还采用 OSMAC 策

略, 探究不同碳氮源对其抗菌活性的影响。
OSMAC 策略强调通过改变培养基成分、 培养

条件及添加酶抑制剂等方法, 尽可能挖掘微生物合

成次级代谢产物的能力, 从而获得更多结构类型的

次级代谢产物。 该策略的提出, 为深入开发微生物

天然产物这一资源提供了便捷有效的手段[18]。 本

研究表明, 不同碳氮源对球孢白僵菌抗菌活性确实

有影响, 尤其是氮源对球孢白僵菌 YFCCFQ001 的

抗菌活性影响十分显著。 香蕉粉和麦芽浸粉发酵粗

提物对所有供试细菌均无活性。 胰蛋白胨作为氮源

所收获的提取物对多种致病细菌有较好的抑菌效

果, 但对短小芽孢杆菌没有抑菌作用, 马铃薯粉、

牛肉浸粉在内的 4 种氮源发酵提取物虽总体抗菌效

果不如胰蛋白胨, 但对短小芽孢杆菌具有抗菌活

性。 因此可推测, 不同氮源培养的球孢白僵菌 YF鄄
CCFQ001 产生的抗菌活性成分可能不是同一种,
所以导致粗提物对几种供试细菌的抗菌活性有所差

异。 类似的情况已有报道, 如林淑婷等[19] 发现,
不同发酵条件下, 海南粗榧中一种内生真菌的代谢

产物种类和产量均有明显差异。 但本研究中所使用

样品仅为球孢白僵菌 YFCCFQ001 的发酵液粗提物,
对于起抗菌作用的成分还有待确定。 下一步, 将用

大量发酵球孢白僵菌 YFCCFQ001, 对提取物进行分

离纯化鉴定等工作, 确定提取物中抗菌活性成分。
同时采用分子手段, 探究不同氮源下球孢白僵菌

YFCCFQ001 基因表达的差异, 以期明确抗菌化合物

的合成途径, 大量获得抗菌化合物, 为球孢白僵菌

中天然抗菌产物的开发和利用提供理论依据, 也为

其他真菌中天然产物的寻找和利用提供思路。
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