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枯草芽胞杆菌GB519抗菌蛋白的理化性质及生防效果 

朱 峰 1，王继春 1﹡，田成丽 1，祁山颜 1,2，王东元 2，任金平 1，王义山 3 
（1. 吉林省农业科学院植物保护研究所/农业部东北作物有害生物综合治理重点实验室，公主岭 136100；2. 吉林农业大学植物保护学院，            

长春 130118；3. 双辽市东明镇林业站，双辽 136414） 

摘要：枯草芽胞杆菌 GB519 是从土壤中分离对稻瘟病菌具有显著抑菌活性的菌株。为了明确菌株 GB519
抗菌粗蛋白的理化性质，分析了光照、紫外线、温度、pH 和酶（蛋白酶 K、胰蛋白酶和胃蛋白酶）对抑

菌活性的影响。结果表明，抗菌蛋白对光照、紫外线和 3 种酶作用稳定；40 ℃～100 ℃处理 1 h 抑菌活性

稳定，121 ℃处理 30 min 活性仅降低了 7.4%，具有较好的耐高温特性；在 pH 2.0～10.0 活性稳定，但 pH 
11.0～12.0 活性有所下降，分别降低了 14.9%和 18.1%。抗菌蛋白对多种植物病原菌具有抑菌作用，其中对

茄子菌核病菌的抑菌活性为 72.7%。在温室条件下对水稻叶瘟的防效达到 80.1%。因此，菌株 GB519 可作

为防控稻瘟病生防潜力菌进行开发。 
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Physicochemical Characteristics and Biocontrol Efficacy of Antagonistic                   
Protein from Bacillus subtilis GB519 

ZHU Feng1, WANG Jichun1*, TIAN Chengli1, QI Shanyan1,2, WANG Dongyuan2, REN Jinping1, WANG Yishan3 
(1. Key Laboratory of Integrated Pest Management on Crops in Northeast, Ministry of Agriculture Institute of Plant Protection/Jilin 

Academy of Agricultural Sciences, Gongzhuling 136100, China; 2. College of Plant Protection, Jinlin Agricultural University, 

Changchun 130118, China; 3. Forest Station of Dongming Town, Shuangliao 136414, China) 

Abstract: The strain GB519 of Bacillus subtilis was isolated from the soil and showed significant antimicrobial 
activity against rice blast caused by Magnaporthe oryzae. In order to clarify the physicochemical characteristics of 
antagonistic crude protein of strain GB519, the effects of illumination, UV, temperature, pH and enzymes 
(proteinase K, trypsase and pepsase) on antimicrobial activity were analyzed. The results showed that antagonistic 
protein was stable in illumination, UV and three kinds of enzymes; Antimicrobial activity remained stable at 40―
100 ℃ for 1 h and decreased by only 7.4% at 121 ℃ for 30 min, showing good resistance to high temperature; 
Antimicrobial activity remained stable from pH 2.0 to 10.0, and declined by 14.9% and 18.1% at pH 11.0 and pH 
12.0, respectively. Antagonistic protein had antagonistic effect on multiple crop pathogens, especially among which 
the antimicrobial activity against Sclerotinia sclerotiorum was 72.7%. Under greenhouse conditions, the biocontrol 
efficacy against leaf blast reached 80.1%. Therefore, the B. subtilis GB519 could be developed as biocontrol 
potential bacteria for the control of rice blast.  
Key words: Bacillus subtilis GB519; antagonistic protein; physicochemical properties; Magnaporthe oryzae 
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水稻是世界上最重要的粮食作物之一，稻瘟病的发生和流行，导致全球水稻不同程度的发病，每年造

成 10%～30%的产量损失[1]。种植抗病品种是防控稻瘟病最为经济、有效、环境友好的方法，但由于稻瘟

病菌变异速度快导致抗病品种在推广几年后快速丧失抗病性[2]。采用化学药剂防控，虽然具有效果显著、

成本低廉等优点，但极易产生农药残留危害健康、破坏生态环境和导致病原菌产生抗药性等问题[3]。近年

来，生防制剂替代化学药剂防控植物病害越来越受到国内外的重视。 
由于芽胞杆菌具有抗逆能力强、抗菌活性广谱、环境友好等优点[4,5]，逐渐成为稻瘟病绿色防控的重要

途径之一[6,7]。沙月霞等[8]从水稻叶片分离到 3 株对稻瘟病菌具有高效抑菌活性的细菌，其中枯草芽胞杆菌

Bacillus subtilis SYX20 对叶瘟的防治效果为 73.5%～83.5%，对穗瘟的防治效果为 64.0%～85.6%。芽胞杆

菌的抑菌作用与其分泌的多种抗菌蛋白有关，抗菌蛋白的稳定性是其发挥防效的重要因素。Wang 等[9]研

究了菌株 E1R-J 的抗菌蛋白 EP-2，在 100 ℃处理 30 min、蛋白酶 K 和强酸强碱条件下活性都不稳定。胡

晓丹等[10]从菌株 AF0907 中分离出抑制小麦赤霉病菌的 48 kD 抗菌蛋白，在低温下稳定，60 ℃以上高温、

酸碱、蛋白酶 K 和氯仿条件下都不稳定。于杰等[11]报道了菌株 B25 可分泌 38.7 kD 的抗菌蛋白，在 pH 3.0～
8.0 和 100 ℃条件下稳定，在蛋白酶 K 条件下稳定性下降。Rao 等[12]分离的抗菌蛋白 AfAFPR9 100 ℃处理

20 min 活性稳定，处理 80 min 活性完全丧失。而稳定的脂肽类物质可以加工成不同的剂型，作为农用抗生

素进行开发与应用[13]。 
生防菌 GB519 是从公主岭采集的土壤中分离并鉴定为枯草芽胞杆菌，该菌株具有广谱抑制作物病原菌

生长、促进水稻植株生长和提高植株抗病性等多重特性，通过室内盆栽和大田试验表现较高的防效，具有

潜在的生防价值，可开发成新型的生物农药（数据未发表）。试验研究了 GB519 发酵液中的抗菌粗蛋白的

理化性质、抑菌谱和生防效果，期望为该菌株有效物质的分离、鉴定及进一步应用提供理论和实践基础。 

1  材料与方法 
1.1  供试生防菌 

菌株 GB519 是本实验室分离获得的具有拮抗稻瘟病菌的活性菌株，经鉴定为枯草芽胞杆菌（专利申请

号 201810228606.9）。 
1.2  供试病原菌 

供试病原菌水稻稻瘟病菌 Magnaporthe oryzae、水稻纹枯病菌 Rhizoctonia solani、水稻恶苗病菌

Fusarium moniliforme（Sheld）、水稻立枯病菌 F. graminearum、西瓜枯萎病菌 F. oxysporum、西瓜炭疽病

菌 Colletetrichum lagenarium、茄子菌核病菌 Sclerotinia sclerotiorum、黄瓜灰霉病菌 Borrytis cinerea 由本研

究室分离、保存。 
1.3  菌株 GB519 抗菌蛋白的粗制备及活性检测 
1.3.1  GB519 种子及摇瓶培养  种子培养液（0.5%酵母提取物，1%胰蛋白胨，0.5% NaCl）经 121 ℃湿热灭

菌 30 min 备用。将新培养的平板单菌落接种于 5 mL 种子培养液中，37 ℃、150 r/min 培养 12～16 h。按 5%
接种量接种到装有 50 mL 发酵培养液（0.5%牛肉膏，1%蛋白胨，0.5% NaCl）的三角瓶（250 mL）中，30 ℃、

150 r/min 培养 48 h。发酵液经 14000 r/min 高速离心机离心 10 min，取上清液用于抗菌物质的制备。 
1.3.2  GB519 抗菌蛋白的粗制备[14]  用 6 mol/L HCl 将获得的上清液调 pH 至 2.0，在 4 ℃冰箱中静置 12 h，
在 4 ℃、14000 r/min 下离心 20 min，收集沉淀；用 5 倍体积甲醇抽提沉淀物 3 次，旋转蒸发仪旋干，无

菌水溶解；再用 2 mol/L NaOH 中和 pH 至 7.0，在 4 ℃、14000 r/min 下离心 20 min，所得上清经冷冻干燥

机干燥成粉末备用。本试验用无菌水配制抗菌蛋白溶液浓度为 10 mg/mL（现配现用），并用无菌 0.45 µm
微型过滤器过滤除菌。 
1.3.3  GB519 抗菌蛋白对稻瘟病菌菌丝的抑制作用  采用管碟法，在直径为 90 mm 的 PSA（1%蛋白胨，

1%蔗糖，2%琼脂粉）平板中央接种水稻稻瘟病菌直径为 5 mm 的菌饼，分别在距菌饼边缘 25 mm 处打直

径为 5 mm 的孔，每孔加入抗菌蛋白溶液 50 μL（10 mg/mL），置于 28 ℃恒温培养箱中培养。以相同体积

的菌株 GB519 发酵原液、酸沉后的余液（使用 2 mol/L NaOH 中和 pH 至 7.0）和无菌水作为对照，置于

25 ℃培养箱中培养，待对照处理长满培养皿时（14 d），试验重复 3 次，测量各处理菌落直径并计算抑菌 
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活性。抑菌活性（%）=100×（对照菌落直径－处理后菌落直径）/对照菌落直径。 
1.4  菌株 GB519 抗菌蛋白的理化性质测定 
1.4.1  光稳定性测定  将装有 1 mL 抗菌蛋白溶液（10 mg/mL，下同）的培养皿置于 30 W 日光灯下，分

别照射 1、2、3、4、5、6、12 和 24 h，以未处理的样品为对照，采用管碟法测量菌落直径，处理及计算

方法同 1.3.3，每处理 3 次重复。 
1.4.2  紫外线稳定性测定  将装有 1 mL 抗菌蛋白溶液的培养皿置于 30 W 紫外灯下，分别照射 1、2、3、
4、5、6、12 和 24 h，以未处理的样品为对照，测量菌落直径。每处理 3 次重复。 
1.4.3  温度稳定性测定  将装有 1 mL 抗菌蛋白溶液的试管分别置于 40 ℃、50 ℃、60 ℃、70 ℃、80 ℃、

90 ℃和 100 ℃中处理 1 h，121 ℃处理 30 min，以未处理的样品为对照，测量菌落直径。每处理 3 次重复。 
1.4.4  酸碱稳定性测定  将 1 mL 抗菌蛋白溶液分别调 pH 值为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、
11.0 和 12.0，在常温下处理 2 h 后，再调回 pH 7.0，以未处理的样品为对照，测量菌落直径。每处理 3 次

重复。 
1.4.5  酶稳定性测定  将 1 mL 抗菌蛋白溶液分别与等体积的胰蛋白酶溶液、蛋白酶 K 溶液和胃蛋白酶溶

液混匀（各种酶终浓度为 1 mg/mL），于 37 ℃水浴锅中反应 90 min，然后再 80 ℃处理 30 min，4 ℃立

即冷却。以未处理的样品为对照，测量菌落直径。每处理 3 次重复。 
1.5  菌株 GB519 抗菌蛋白的抑菌谱 

方法同 1.3.3。每一个作物病原菌的处理组加入抗菌蛋白溶液 50 μL（10 mg/mL），无菌水作对照，试

验重复 3 次。 
1.6  温室条件下对稻瘟病叶瘟的防控效果 

挑选饱满的水稻种子吉粳 88，播种于育秧盘（600 mm×300 mm×30 mm），土壤选择常规育苗土，

正常水肥管理。水稻苗长到 4～6 叶期时，用手动喷雾器喷施浓度为 10 mg/mL 的抗菌蛋白溶液，每个育秧

盘喷施 20 mL，每处理 3 次重复，清水处理作对照。抗菌蛋白溶液处理后 24 h 每个育秧盘接种浓度为 1×
105 孢子/mL 的稻瘟病菌孢子悬浮液 30 mL。接种后将育秧盘置于 25 ℃、相对湿度 100%的接种室内保温

保湿 24 h，然后置于 25 ℃温室内，使病斑显症。7 d 后调查叶瘟发病情况，计算病情指数和防效[15]。 
1.7  数据统计与分析 

采用软件 SPSS 19.0 对数据进行差异显著性分析（P＜0.05）。 

2  结果与分析 
2.1  抗菌蛋白的活性检测 

生防菌株 GB519 对水稻稻瘟病菌菌丝生长有较强的抑制作用，发酵原液的菌落直径为 49.9 mm，抑菌

活性为 42.0%；而抗菌蛋白的菌落直径为 28.6 mm，抑菌活性为 66.7%，显著高于发酵原液和余液，分别

提高了 58.8%和 100.0%（图 1）。 
2.2  抗菌蛋白的理化性质 
2.2.1  光稳定性试验  GB519 抗菌蛋白经过 24 h 的连续光照，其抑制稻瘟病菌的活性与对照相比，菌落直

径和抑菌活性无显著的变化，抑菌活性 76.0%～79.0%（图 2）。表明该抗菌蛋白对光不敏感，有较强的抗

光照的能力。 
2.2.2  紫外稳定性试验  GB519 抗菌蛋白经过 24 h 的连续紫外线照射，其抑菌活性无显著变化，抑菌活性

76.0%～80.0%（图 3），表明该抗菌蛋白对紫外线不敏感，有较强的抗紫外线的能力。 
2.2.3  热稳定性试验  试验设置从 40 ℃～121 ℃共 8 个热温度处理。随着处理温度的升高，抗菌蛋白的

抑菌活性变化不大。在 100 ℃下处理 60 min 抑菌活性为 77.3%，较对照无显著变化；在 121 ℃下灭菌 30 min
抑菌活性为 72.9%，与对照相比，活性降低了 7.4%，表明该抗菌蛋白的热稳定性很强（图 4）。 
2.2.4  酸碱稳定性试验  抗菌蛋白经 11 个不同 pH 处理后，其稳定性结果表明，在 pH 3.0～10.0 抑菌活性

差异不显著；与对照相比，pH 11.0 和 pH 12.0 处理后，抑菌活性显著降低，分别下降了 14.9%和 18.1%（图

5）。表明该抗菌蛋白在酸性、中性或偏碱性环境中都比较稳定，在强碱性环境中具有一定的稳定性。 
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注：*表示显著性差异 P＜0.05。 

Note: * indicated significant difference, P＜0.05. 

图 1  菌株 GB519 抗菌蛋白对稻瘟病菌的菌落直径和抑菌活性 

Fig. 1  Colony diameter and antimicrobial activity against M. oryzae by antagonistic protein of strain GB519  
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图 2  光照对菌株 GB519 抗菌蛋白抑菌活性的影响 

Fig. 2  Effect of illumination on antimicrobial activity of antagonistic protein of strain GB519  
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图 3  紫外对菌株 GB519 抗菌蛋白抑菌活性的影响 

Fig. 3  Effect of UV on antimicrobial activity of antagonistic protein of strain GB519  
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注：*表示显著性差异 P＜0.05。 
Note: * indicated significant difference, P＜0.05. 

图 4  温度对菌株 GB519 抗菌蛋白抑菌活性的影响 

Fig. 4  Effect of temperature on antimicrobial activity of antagonistic protein of strain GB519  
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注：*表示显著性差异 P＜0.05。 
Note: * indicated significant difference, P＜0.05. 

图 5  pH 对菌株 GB519 抗菌蛋白抑菌活性的影响 

Fig. 5  Effect of pH on antimicrobial activity of antagonistic protein of strain GB519  

2.2.5  抗酶解稳定性试验  胰蛋白酶、蛋白酶 K 和胃蛋白酶处理抗菌蛋白后，对其抑菌活性变化不显著，

表明该抗菌蛋白在以上 3 种酶中较稳定（图 6）。 
2.3  抗菌蛋白的抑菌谱 

菌株 GB519 抗菌蛋白对 7 种作物病原真菌进行抑菌谱试验，均有不同程度抑制菌丝生长的作用，其中

对茄子菌核病菌的抑制作用最明显，菌落直径为 23.5 mm，抑菌活性达到 72.7%；其次对水稻立枯病菌、

纹枯病菌和恶苗病菌的抑菌活性 49.4%～62.0%，对另外 3 种作物病原真菌抑菌活性低于 40.0%（表 1）。 
2.4  抗菌蛋白防治叶瘟试验 

温室条件下先喷雾 GB519 抗菌蛋白，然后接种稻瘟病菌，接种 7 d 后调查统计稻瘟病叶瘟病情指数，

抗菌蛋白对叶瘟的病情指数为 9.5，与对照组的病情指数 48.5 相比，对叶瘟的防效达到了 80.1%（表 2）。 

3  讨论 
水稻稻瘟病是世界范围内严重影响水稻产量和质量的主要病害[16]。利用生防菌剂防控稻瘟病，不仅能

够直接抑制稻瘟病菌菌丝的生长、侵入和扩展，而且能够促进水稻植株生长、诱导产生抗性和增强抗病能

力，从而有效减轻病害发生所造成的产量和品质的下降[17,18]。 
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图 6  酶类对菌株 GB519 抗菌蛋白抑菌活性的影响 

Fig. 6  Effect of various enzymes on antimicrobial activity of antagonistic protein of strain GB519  

表 1  菌株 GB519 抗菌蛋白对多种作物病原菌的抑菌活性 
Table 1  Antimicrobial activity against multiple crop pathogens by GB519 antagonistic protein in vitro 

病原菌 Pathogens 菌落直径 Colony diameter (mm) 抑菌活性 Antimicrobial activity (%) 

茄子菌核病 S. sclerotiorum 23.5±1.5 e 72.7 a 

水稻立枯病菌 F. graminearum 32.7±3.1 d 62.0 b 

水稻纹枯病菌 R. solani 37.0±0.5 c 57.0 c 

水稻恶苗病菌 F. moniliforme 43.5±0.9 b 49.4 d 

黄瓜灰霉病菌 B. cinerea 57.8±1.9 a 32.7 e 

西瓜炭疽病菌 C. lagenarium 58.8±0.8 a 31.6 e 

西瓜枯萎病菌 F. oxysporum 60.0±3.0 a 30.2 e 

注：表中数据为平均值±标准误，不同字母表示 0.05 水平差异显著。下同。 

Note: Data were presented as mean±SE, data with the different letters indicated significant difference at 0.05 level. The same below. 

表 2  抗菌蛋白在温室条件下对叶瘟的生防效果 
Table 2  Biocontrol efficacy of GB519 antagonistic protein on leaf blast under greenhouse condition 

处理 Treatments 病情指数 Disease index 生防效果 Biocontrol efficacy (%) 

抗菌蛋白 Antagonistic protein  9.5±1.6 b 80.1±4.6 

对照 Control 48.5±5.0 a － 

自从枯草芽胞杆菌中发现伊枯草菌素以来，越来越多的抗菌蛋白被发现。理化性质稳定的抗菌蛋白是

生产应用的关键。而不同菌株抗菌蛋白的理化性质丰富多样，具有不同的耐热性和耐酸碱性，对酶的稳定

性差异较大。本研究从枯草芽胞杆菌 GB519 胞外代谢产物中，通过酸沉的方式获得了抗菌蛋白，该蛋白对

光照和紫外线照射（0～24 h）稳定，与对紫外线照射（0～12 h）不敏感的粗蛋白相似[19]。有些已报道的

抗菌蛋白具有耐高温的特性。如刘静等[20]从菌株 JA 中获得环状脂肽，121 ℃处理 10 min 后活性没有降低，

处理 120 min 后活性仅下降 25%；Zhao 等[21]从菌株 XF-1 中分离到抗菌蛋白 PBT1，在 100 ℃处理 20 min
后保持 100%活性，121 ℃处理 20 min 后保持 60%的活性。但并不是所有的抗菌蛋白都具有耐高温的能力，

部分抗菌蛋白在 100 ℃以上高温处理后，活性部分或者全部丧失。如 Krid 等[22]研究表明菌株 F1、F-4 和

B2 的抗菌蛋白 80 ℃处理 30 min 活性无影响，100 ℃处理 30 min 活性完全丧失；还有 Li 等[23]研究发现抗

菌蛋白 B29I 在 80 ℃以下活性稳定，高于 100 ℃无活性；耐热性最不稳定的是裴韬等[24]从菌株 P72 中获

得的拮抗蛋白，仅在 60 ℃以下稳定。而菌株 GB519 产生的抗菌蛋白在 40 ℃～100 ℃处理 1 h 后活性无

变化，121 ℃高温高压处理 30 min 后活性仅下降 7.4%，比文献报道的蛋白更耐高温，可能该蛋白具有更

稳定的结构，具有进一步研究的价值。 
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不同的抗菌蛋白具有不同的耐酸碱性。抗菌蛋白 EP-2 在 pH 5 活性最高，减少或增大 pH 活性均降低，

pH 11 以上无活性[9]。菌株 P72 的抗菌蛋白在中性和酸性条件下稳定[24]，菌株 AF0907 和 B2 的抗菌蛋白只

在中性条件下比较稳定[10,22] ，而菌株 JA 和 B115 的抗菌蛋白在偏酸至偏碱条件下比较稳定[20,25] 。而菌株

GB519 的抗菌蛋白在 pH 2.0～10.0 活性稳定，pH 11.0～12.0 活性仅下降了 14.9%和 18.1%，与菌株 B034
的抗菌蛋白（pH 4～12）相似，对酸碱适应度宽[26]，比已报道蛋白更耐酸碱。 

不同菌株间的抗菌蛋白对酶稳定性差别非常明显，菌株 B115 和 B034 的抗菌蛋白仅对胰蛋白酶稳定，

对蛋白酶 K 处理后活性分别降低了 21.4%和 26.7%[25,26] 。菌株 B-916 的抗菌蛋白对蛋白酶 K 和胰蛋白酶都

不稳定，处理后活性分别下降了 75%和 20%[27]。还有菌株 E1R-J、AF0907 和 B2 对蛋白酶 K 稳定性差，

活性分别下降了 71.9%、60.68%和 100%[9,10,22] 。而菌株 GB519 抗菌蛋白对蛋白酶 K、胰蛋白酶活性比较

稳定，与环状脂肽[20]相似。 
菌株 GB519 抗菌蛋白在温室条件下对水稻叶瘟的防治效果达 80.1%。该蛋白不但对水稻稻瘟病菌具有

很好的抑制作用，而且对其他 7 种作物病原真菌均有不同程度的抑菌活性，具有抗菌谱广泛的特点。生防

菌发挥作用与其产生多种次级代谢产物如丰原素 fengycin[28]、伊枯草菌素 iturin[29]和表面活性素 surfactin[30]

等脂肽类物质相关。而脂肽类物质是研究较多的一类抑菌活性物质，具有较强的抑制真菌、细菌和病毒等

活性，从而在生物农药上具有非常广泛的应用价值[31,32]。本研究结果表明，菌株 GB519 产生的抗菌粗蛋白

是一类脂肽类物质，与已报道的抗菌蛋白相比，菌株 GB519 抗菌蛋白理化性质更稳定，即耐酸碱又耐高温，

抗酶解能力稳定，是发挥作物病害防治效果的关键因素，具有进一步开发成新型生防产品的潜力。有关菌

株 GB519 抗菌蛋白结构正在进行解析。本研究分析枯草芽胞杆菌 GB519 抗菌蛋白的特性，将为揭示该菌

株防治水稻稻瘟病的机理、提高防治效果和挖掘代谢基因奠定基础，也为该抗菌蛋白的应用提供更为广阔

的发展前景。 
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