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枣炭疽病菌拮抗芽孢杆菌的筛选鉴定及其抑菌
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摘  要：从冬枣果实中分离芽孢杆菌，通过对峙培养法筛选对炭疽病菌有显著拮抗活性的菌株，利

用冬枣果实检测拮抗菌对炭疽病的防治效果并对拮抗菌进行种属鉴定，采用抑菌圈法及液相色谱—质谱

联用技术分别对拮抗菌合成抑菌物质进行抑菌活性检测和结构鉴定。获得 1 株对枣炭疽病菌有显著拮抗

活性的芽孢杆菌 Tj-19，经鉴定为解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）。Tj-19 菌体及其发酵上清

液对冬枣果实炭疽病的防治效果分别达到 74.9%和 75.8%，主要抑菌物质为伊枯草菌素 A和伊枯草菌素B。 
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LI Jiawei，XU Lanyi，WANG Dongshuang，LÜ Lijie，CHEN Xiaomeng，and ZHANG Dongdong* 

（College of Life Science，Agricultural University of Hebei，Baoding，Hebei 071000，China） 

Abstract：Bacillus strains isolated from jujube fruits with significant antagonistic activity against 

anthracnose was screened by confrontation culture method. The control effect of antagonistic bacteria 

against anthracnose was tested by in vivo experiment using winter jujube fruits. The activity and structure 

of the antifungal substance from the fermentation supernatant of the antagonistic bacterium were tested by 

inhibition zone method and liquid chromatography-mass spectrometry（LC–MS），respectively. Strain 

Tj-19 which exhibited significant antagonistic activity against jujube anthracnose was identified as 

Bacillus amyloliquefaciens based on the morphological observation，physiological and biochemical 

characteristics and 16S rDNA and gyrB sequence analysis. The biocontrol effect of Tj-19 bacteria cell and 

its fermentation supernatant on anthracnose of winter jujube fruit reached 74.9% and 75.8%, respectively. 

The main antifungal substances from the fermentation broth of strain Tj-19 were Iturin A and Iturin B. 
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枣（Ziziphus jujuba Mill.）炭疽病（Anthracnose）在河北、山西、山东、河南等枣生产区多有发

生（魏书艳 等，2017），多在枣接近成熟时发病，感病后的枣品质下降，严重者丧失经济价值（李  
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坤英 等，2006）。枣炭疽病病原菌为真菌半知菌亚门的刺盘胶孢炭疽菌（Colletotrichum gloeosporioides 

Penz.），菌丝体在果肉内生长旺盛，病菌以菌丝体潜伏于枣头、枣吊、枣股及病果、僵果内越冬。

翌年分生孢子借助风雨从自然孔口、伤口或直接穿透表皮侵入（常慧红 等，2011）。 

目前，枣炭疽病的防治尚缺乏抗病品种和有效的化学药剂，而轮作在大面积种植中较难实现（魏

书艳 等，2017）。芽孢杆菌在自然界中广泛存在，为非致病细菌，对人畜无毒无害，可在植物根际

土壤及植株体内有效定殖，对多种植物病原菌有拮抗活性（Khan et al.，2018）。芽孢杆菌突出的特

征是生长活力旺盛，极易分离培养，能产生抗逆耐热的芽孢，有利于菌种筛选和菌剂制备（Sun et al.，

2013）。 

脂肽抗生素是芽孢杆菌合成的重要抗菌物质。表面活性素（Surfactin）、伊枯草菌素（Iturin）和

泛革素（Fengycin）为主要的脂肽类抗生素（Liu et al.，2014）。表面活性素具有抗病毒、抗肿瘤、

抗支原体活性，并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，特别是伊枯

草菌素的抗真菌活性有显著增强效果（Pérez-García et al.，2011）。表面活性素还能促进生防菌在植

物根部定殖并形成生物膜，保护植物根部免受病原菌侵染（Bais et al.，2004）。伊枯草菌素对植物病

原真菌有较强的抑制作用，对大多数致病酵母和霉菌有强烈地拮抗作用，没有抗细菌和抗病毒的活

性，家族成员包括伊枯草菌素 A、B、C、D、E，杆菌霉素 D、F、L、LC 和抗霉枯草菌素等（Stein，

2005）。Vanittanakom 等（1986）发现，Bacillus subtilis F-29-3 能产生抑制多种丝状真菌生长的脂肽

类抗生素，将其命名为泛革素（Fengycin）。泛革素对真菌尤其是丝状真菌的拮抗活性强烈（Guo et al.，

2014）。 

本研究中从冬枣果实分离筛选对炭疽病菌有显著拮抗活性的芽孢杆菌，检测其对冬枣炭疽病的

防治效果，并对筛选的拮抗菌进行种属鉴定，利用液相色谱—质谱联用仪对拮抗菌产生的抑菌物质

进行鉴定，在国内外文献中尚未见报道。 

1  材料与方法 

1.1 � 试验材料与芽孢杆菌的分离、筛选 

2017 年 10 月从河北农业大学校园超市购买红熟期‘沾化冬枣’果实，枣炭疽病菌刺盘胶孢炭

疽菌（C. gloeosporioides）由河北农业大学制药工程实验室保存，分离自河北省黄骅市冬枣种植园

感染炭疽病的冬枣果实。 

将健康冬枣果实依次用 5% H2O2 表面消毒 3 min，75%乙醇处理 30 ~ 60 s，无菌水冲洗 3 次，在

无菌研钵中碾碎，放入装有玻璃珠和 50 mL 蒸馏水的三角瓶中，摇床振荡 30 min，80 ℃水浴加热

15 min，进行系列梯度稀释后涂板分离芽孢杆菌单菌落。 

采用对峙培养法筛选对刺盘胶孢炭疽菌有显著拮抗效果的芽孢杆菌（陈晓萌 等，2018）。挑

取活化的刺盘胶孢炭疽菌片接种到马铃薯葡萄糖琼脂（Potato dextrose agar，PDA）培养基平板中央，

在距离病原菌 3 cm 处接种分离的芽孢杆菌，每个平板接种 4 株，25 ℃培养箱倒置培养 5 d，观察抑

菌带生成情况。每个菌株设置 3 个平行，试验共重复 3 次。 

1.2  拮抗芽孢杆菌对枣果实炭疽病防治效果检测 

拮抗菌的培养及发酵上清液的制备参照王亚杰等（2018）的方法。将拮抗菌菌体用无菌水悬浮，

制成活菌含量为 1 × 108 cfu · mL-1 的菌悬液；拮抗菌发酵上清液用 0.22 μm 微孔滤膜过滤，回收滤液。
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选取健康冬枣果实进行表面消毒，用灭菌针在表面均匀扎 4 个小孔，分别在拮抗菌悬液和其发酵上

清液中预处理 10 s 后在超净工作台内晾干。用灭菌针将少量炭疽病菌菌丝接入冬枣小孔中，将未经

预处理只接种炭疽病菌的作为对照。每个处理 5 次重复，每次重复 5 个冬枣果实，分别用塑料盒密

封，28 ℃培养箱中培养 7 d。试验共重复 3 次。根据冬枣果实炭疽病的分级标准（陆德玲 等，2017）

记录冬枣果实的病级，计算病情指数。防病效果（%）=（对照病情指数–处理病情指数）/对照病

情指数 × 100。用 SPSS 17.0 软件的 ANOVA 程序进行方差分析，使用 Duncan’s 新复极差法进行差

异显著性比较。 

1.3  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。 

1.4  拮抗菌发酵上清液中抑菌物质的抑菌活性检测和结构分析 

用 6 mol · L-1 盐酸溶液调节拮抗菌发酵上清液至 pH 2.0，并于 4 ℃保存过夜；8 000 r · min-1 离

心 20 min，去除上清液，沉淀用 pH 2.0 的去离子水冲洗 2 遍，并用甲醇萃取 2 遍，将萃取液合并用 0.22 

μm 疏水滤膜过滤。将甲醇萃取液通过旋转蒸发去除甲醇，剩余粗提取物用等体积的无菌水悬浮用

于检测抑菌活性（Zhang et al.，2017b）。 

通过琼脂扩散法检测拮抗菌发酵上清液粗提取物对枣炭疽病菌的抑制活性（Che et al.，2015）。

将病原菌接种到 PDA 斜面，25 ℃恒温培养 7 d。将 10 mL 无菌水加入病原菌斜面，用无菌玻璃棒

轻刮病原菌，使孢子悬浮。用无菌水调整悬浮液中孢子数量使其浓度为 1 × 106 个 · mL-1，孢子数量

通过血球计数板进行计数。将 10 mL 病原菌孢子悬浮液和 100 mL PDA 培养基混合后倒平板，凝固

后在距离平板中心 2.2 cm 的位置均匀打 4 个直径为 0.7 cm 的孔，在 3 个孔中各加入 30 µL 粗提取物，

另外 1 个孔中加入 30 µL 无菌培养基作为对照，试验共重复 3 次。将平板置于 25 ℃恒温培养箱，5 

d 后测量抑菌圈直径。 

1.5  拮抗菌发酵上清液抑菌物质结构分析 

将甲醇萃取液通过 LC-MS 分析，鉴定其中抑菌物质结构。采用安捷伦 1200 系列高效液相色谱

仪（Santa Clara，USA）和 MS-C18 反相柱（50 mm × 2.1 mm，1.8 μm）进行分离。流动相为（A）

0.1%甲酸水溶液和（B）乙腈以 60︰40 比例混合，流速为 0.8 mL · min-1，柱温为 25 ℃，检测波长

为 210 nm。高效液相分离的化合物分子量利用安捷伦 6410 三重四极杆质谱仪进行测定，电离方式

采用电喷雾离子源，质量检测器为四级质量分析器，喷雾电压为 4.5 kV，毛细管温度为 300 ℃，检

测方式为正离子（Waseem et al.，2009）。 

2  结果与分析 

2.1  刺盘胶孢炭疽菌拮抗细菌的筛选 

从冬枣果实中共分离获得芽孢杆菌 248 株，其中 83 株呈现对刺盘胶孢炭疽菌的拮抗活性。选

择对炭疽病菌抑菌活性最强的 12 个菌株，利用其发酵上清液进行刺盘胶孢炭疽菌拮抗活性检测，最
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图 1  芽胞杆菌 Tj-19 对刺盘胶孢炭疽菌（Cg）的拮抗作用 

Fig. 1  The antagonism of Bacillus Tj-19 against Colletotrichum 

gloeosporioides（Cg） 

 

表 1  芽胞杆菌拮抗菌 Tj-19 及其发酵上清液对冬枣炭疽病的防

治效果 

Table 1  The control effects of Bacillus antagonist Tj-19 and its 

fermentation supernatant against jujube fruit anthracnose 

disease 

处理 Treatment 
病情指数 
Disease index 

防治效果/% 
Control efficiency

对照 Control 84.6 ± 4.3 a – 
Tj-19 菌体  
Tj-19 bacteria cells 

21.2 ± 2.7 b 74.9 

Tj-19 发酵上清液  
Tj-19 fermentation supernatant

20.5 ± 2.2 b 75.8 

注：表中数值为平均值 ± 标准差，不同字母表示处理间差异

显著（P < 0.05）。 

Note：The data were average ± SD，different letters indicate 

significant difference at 0.05 level. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  芽胞杆菌拮抗菌 Tj-19（A）及其发酵上清液（B）预处理

对冬枣炭疽病的防治效果 

Fig. 2  The control effects of Bacillus antagonist Tj-19（A）and its 

fermentation supernatant（B）against jujube fruit anthracnose 

disease 

终获得 1 株拮抗活性最强的菌株，编号为 Tj-19

（图 1）。 

2.2  拮抗菌对冬枣刺盘胶孢炭疽菌的防治效

果 

在接种刺盘胶孢炭疽菌 7 d 后对各处理进

行病情指数和防治效果调查（图 2，表 1）。只

接种刺盘胶孢炭疽菌的对照处理发病严重，病

情指数为 84.6。Tj-19 菌体及 Tj-19 发酵上清液

预处理发病显著低于对照，其中 Tj-19 菌体处

理病情指数为 21.2，防治效果为 74.9%，Tj-19

发酵上清液处理病情指数为 20.5，防治效果为

75.8%。 

 

2.3  拮抗菌种属鉴定 

在 NA 培养基上，拮抗菌 Tj-19 培养初期菌落呈圆形，白色不透明，边缘不整齐，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。菌体呈短杆状，芽孢中生且呈椭圆形，革

兰氏染色呈阳性，可产生异染粒。 

生理生化指标检测中过氧化氢酶试验、产氨试验、V-P 试验、甲基红试验、糖醇发酵（葡萄糖、

乳糖、甘露糖）试验、吲哚试验、柠檬酸盐利用试验、丙二酸盐利用试验、硝酸还原试验、明胶液

化试验、硫化氢试验及淀粉水解试验结果均为阳性。亚硝酸盐还原试验、脲酶试验、苯丙氨酸脱氨

酶试验、荧光色素试验、酒石酸盐利用试验结果均为阴性。将拮抗菌 Tj-19 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，初步鉴定其为芽孢杆菌属（Bacillus spp.）。 

将 Tj-19 菌株 16S rDNA 和 gyrB 序列与 GenBank 中序列进行比较，获得相近的芽孢杆菌属标准

菌株的 16S rDNA 和 gyrB 序列，得到 Tj-19 及相关菌株的进化距离并构建系统发育树（图 3，图 4）。
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图 5  B. amyloliquefaciens Tj-19发酵上清液粗提取物对刺盘胶孢

炭疽菌的抑制活性 

Fig. 5  Antifungal activity of the crude extract from 

B.amyloliquefaciens Tj-19 fermentation against Colletotrichum 

gloeosporioides Penz. 

Tj-19 菌株 16S rDNA 序列与解淀粉芽孢杆菌 NBRC 3035T 菌株的同源相似性为 99.85%，gyrB 序列

与解淀粉芽孢杆菌 BCRC 14193T菌株的同源相似性为 96.84%。根据 16S rDNA 和 gyrB 序列相似性

分析，确定 Tj-19 为解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  基于 16S rDNA 序列的拮抗菌 Tj-19 及相关菌株的系统发育树 

Fig. 3  Neighbor-joining tree showing relationship between Tj-19 and related strains based on the 16S rDNA sequence 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  基于 gyrB 序列的拮抗菌 Tj-19 及相关菌株的系统发育树 

Fig. 4  Neighbor-joining tree showing relationship between antagonist Tj-19 and related strains based on the gyrB sequence 

2.4  拮抗菌抑菌物质鉴定 

B. amyloliquefaciens Tj-19发酵无菌上清液

粗提取物对枣炭疽病菌抑制效果显著（图 5）。

采用 LC-MS 鉴定了Tj-19 发酵上清液中抑菌物

质结构，根据 LC-MS 的阳离子流谱图（图 6），

选取保留时间分别为 0.67、0.92、1.15、1.58、

2.36 和 3.24 min 的质谱图进行分析。结果表明，

分子离子峰其 m/z 为 1 043.79 对应的[M + H]+

为 C14 伊枯草菌素 A（图 7，A）；1 057.82 对

应的[M + H]+为 C15 伊枯草菌素 A（图 7，B）；

1 058.17对应的[M + H]+为C15伊枯草菌素B，

1 079.76 对应的[M + Na]+为 C15 伊枯草菌素

A，1 095.19 对应的[M + K]+为 C15 伊枯草菌
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素 A（图 7，C）；1 071.83 对应的[M + H]+为 C16 伊枯草菌素 A（图 7，D）；1 068.66 对应的[M + 

K]+为 C13 伊枯草菌素 B，1 085.76 对应的[M + H]+为 C17 伊枯草菌素 A，1 109.86 对应的[M + K]+

为 C16 伊枯草菌素 A（图 7，E）；1 071.94 对应的[M + H]+为 C16 伊枯草菌素 A，1 108.93 对应的

[M + K]+为 C17 伊枯草菌素 B（图 7，F）。综上所述，Tj-19 菌株合成 C14 ~ C17 伊枯草菌素 A 和

C13、C15、C17 伊枯草菌素 B 等脂肽抗生素。 
 

 
 

图 6  Bacillus amyloliquefaciens Tj-19 菌株发酵液粗提取物液质联用阳离子流谱图 

Fig. 6  The positive ion flow spectra of LC-MS for the crude extract from Bacillus amyloliquefaciens Tj-19 fermentation broth 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 7  保留时间分别为 0.67（A）、0.92（B）、1.15（C）、1.58（D）、2.26（E）和 3.24（F）min 的质谱图 

Fig. 7  Mass spectrum at the retention time of 0.67（A），0.92（B），1.15（C），1.58（D），2.26（E）and 3.24（F）min 
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3  讨论 

许多研究表明生防菌能够有效地抑制炭疽病菌的生长。美极梅奇酵母（Metschnikowia pulcherrima）

能够有效防治炭疽病菌对杧果果实的侵染，抑制果皮颜色、果实硬度、可溶性固形物、总酸和维生

素 C 含量的变化，保持果实的贮藏品质（Tian et al.，2017）。萎缩芽孢杆菌（Bacillus atrophaeus）

B5 能够有效防治收获后的刺果番荔枝（Annona muricata）和油梨（Persea americana）果实炭疽病

（Guardado-Valdivia et al.，2018）。从葡萄酒中分离的酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）能够分

泌抗菌物质抑制炭疽病菌分生孢子萌发，产生 β-1,3–葡聚糖酶和几丁质酶，可在葡萄果实中定殖并

有效防治收获前葡萄炭疽病（Liu et al.，2018）。不同水果炭疽病的微生物防治为利用生防菌进行

枣炭疽病的防治提供了可靠的理论和技术支撑。 

目前已经报道从作物的根际土壤、根表、植株及叶片上分离筛选出的解淀粉芽孢杆菌菌株对不

同作物的多种病害具有拮抗作用，如粮食作物、蔬菜、水果等（Wang et al.，2016；王亚杰 等，2018）。

解淀粉芽孢杆菌 S1 对由密执岁棍状杆菌（Clavibacter michiganensis）引起的番茄细菌性溃疡病防治

效果显著，并具有溶解无机磷能力及产生吲哚乙酸促进植株生长（Gautam et al.，2019）。从人参根

围土壤分离的解淀粉芽孢杆菌 TB6 能够降低人参根际土壤真菌的丰度和多样性，提高脲酶、过氧化

氢酶和磷酸酶活性，降低纤维素酶活性；此外，菌株 TB6 能够增加多酚氧化酶和过氧化氢酶活性，

促进根的生长，增加根的鲜质量（Tian et al.，2018）。Bacillus amyloliquefaciens FZB42 通过产生脂

肽抗生素 Bacillomycin D 抑制禾谷镰刀菌（Fusarium graminearum）菌丝和分生孢子；扫描电镜和透

射电镜分析表明，Bacillomycin D 导致禾谷镰刀菌菌丝和分生孢子质膜和细孢壁的形态产生改变；

荧光显微镜观察显示，Bacillomycin D 诱导禾谷镰刀菌菌丝和分生孢子中活性氧的积累，并导致细

孢死亡（Gu et al.，2017）。本研究中解淀粉芽孢杆菌 Tj-19 对枣炭疽病的防治效果达到 74.9%，能够

有效防治炭疽病的发生，为利用该菌株进行枣炭疽病的防治提供了可靠的物质基础。 

分泌次生代谢产物抑制或者杀灭植物病原菌，是芽孢杆菌防控植物病害最直接的体现（Caulier et 

al.，2019），产生抗菌活性物质是其防病促生的主要机制（Calvo-Garrido et al.，2019），脂肽抗生

素是主要抑菌物质。芽孢杆菌的田间防治效果受多种因素影响，而利用抑菌物质可以直接发挥其拮

抗效应，所受限制因素较少，并且在环境中易分解，安全环保，是一种很好的微生物农药资源（Zhang 

et al.，2017b）。从番茄中分离的内生细菌 Bacillus subtilis B47 分泌产生的伊枯草菌素 A2 能显著抑

制玉米小斑病菌的生长，经过部分纯化后，田间防效达 64.2%，明显优于百菌清（Ye et al.，2012）。

Caldeira 等（2011）利用 LC-ESI-MS 和抗菌活性检测相结合的方法快速鉴定了 B. amyloliquefaciens 

CCMI 1051 合成的伊枯草菌素脂肽，并且应用中不需要进行提纯，显示了较高的效率和应用前景。

Tj-19 发酵上清液对枣炭疽病防治效果显著，其主要抑菌物质为伊枯草菌素。伊枯草菌素的热稳定性

好，在中性及酸性环境中稳定，能够耐受多种蛋白酶及有机溶剂，有利于其工业生产，也为其田间

施用时稳定发挥防治效果提供了保障（陈晓萌 等，2018）。 

Tj-19 菌株及其发酵上清液在枣炭疽病的防治中有很好的应用前景，为开发新型生物农药提供有

力的理论依据及物质支持。 
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