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　　摘要：采用１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析法对笔者所在实验室分离的芽孢杆菌Ｂ３、Ｇ１和Ｇ４菌株进行鉴定，构建系统
发育树。结果表明：Ｇ１菌株与枯草芽孢杆菌模式菌株１６８聚类在一起，说明Ｇ１菌株为枯草芽孢杆菌；Ｂ３、Ｇ４菌株与
解淀粉芽孢杆菌模式菌株ＦＺＢ４２聚类在一起，表明它们为解淀粉芽孢杆菌。平板拮抗活性检测试验结果表明：Ｂ３、Ｇ１
和Ｇ４菌株对油菜菌核病菌和水稻白叶枯病菌具有良好的抑菌活性，其中 Ｂ３菌株对油菜菌核病菌的抑制作用较明
显，平均抑菌圈面积为２．０１ｃｍ２，Ｇ４菌株对水稻白叶枯病菌的抑制作用较明显，平均抑菌圈面积为３．１４ｃｍ２。ＭＡＬＤＩ
－ＴＯＦ－ＭＳ分析结果表明，菌株Ｇ４能够产生表面活性素、伊枯草菌素和泛革素３种脂肽类化合物，说明Ｇ４的拮抗活
性与脂肽化合物的合成及分泌有关。
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　　芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ．）是自然界广泛存在的一类革兰
氏阳性细菌，在土壤生态系统中占有重要地位，由于它们可以

形成芽孢，具有很强的环境适应性和环境友好性，被广泛应用

于农业、工业、医药、卫生、环保等领域。作为新型微生物肥料

和生物农药，芽孢杆菌可以显著促进植物生长，有效防治植物

病害，提高植物抗逆性［１－３］。对芽孢杆菌菌株进行分离鉴定是

生物农药和生物肥料研发的基础，传统的鉴定方法仅基于表型

特征和理化反应，存在特异性差、准确性低等缺点，随着分子生

物学技术的发展，基于１６ＳｒＤＮＡ序列的鉴定方法已成为微生
物种类和遗传多样性分析的一种新型分析手段［４－７］。本研究

对实验室保存的芽孢杆菌菌株在分子水平上进行鉴定，通过平

板拮抗活性筛选和脂肽类化合物检测研究其抑菌功能和机制，

为进一步研究该菌株的遗传背景、菌株间的亲缘关系以及生防

机理提供基础数据，同时为生物农药的研发提供菌株资源。

１　材料与方法

１．１　供试菌株及培养条件
枯草芽孢杆菌模式菌株１６８（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ１６８）、芽孢

杆菌Ｇ１、芽孢杆菌 Ｇ４和芽孢杆菌 Ｂ３等菌株由南京农业大
学生防与细菌分子生物实验室保存。芽孢杆菌１６８、Ｇ１、Ｇ４、
Ｂ３在 ３７℃下于 ＬＢ培养基上生长。蓝白斑筛选平板为
ＬＢ／Ａｍｐ／ＩＰＴＧ／Ｘ－ｇａｌ，其中Ａｍｐ含量为１００μｇ／ｍＬ、ＩＰＴＧ含

量为２４μｇ／ｍＬ、Ｘ－ｇａｌ含量为２０μｇ／ｍＬ。
１．２　主要试剂及仪器

Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、ｐＭＤ１８－Ｔ载体、蛋白酶 Ｋ、限制性内切酶
购于ＴａＫａＲａ公司，凝胶回收试剂盒购自 Ｖ－ｇｅｎｅ公司，质粒
试剂盒购自上海申能博彩生物科技有限公司，引物由上海赛

百盛基因技术有限公司合成。ＯＴＣ－２００型 ＰＣＲ仪（美国
ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司），紫外透射反射分析仪（上海康华生化仪器
制造厂），Ｂｉｏ－ＲＡＤ凝胶成像仪。
１．３　芽孢杆菌基因组提取

ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ溶液：４．１ｇＮａＣｌ溶解于８０ｍＬ水，缓慢加入
１０ｇＣＴＡＢ，加水至１００ｍＬ。其他试剂：氯仿－异戊醇混合液
（体积比为２４∶１），酚 －氯仿 －异戊醇混合液（体积比为
２５∶２４∶１），异丙醇，７０％乙醇，ＴＥ，１０％ ＳＤＳ，蛋白酶 Ｋ
（２０ｍｇ／ｍＬ液剂或粉剂），５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ。
１．４　１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定

１６ＳｒＤＮＡ扩增引物：正向引物２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ
ＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′），反向引物 １４９２Ｒ（５′－ＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴ
ＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）。ＰＣＲ扩增条件：９５℃ ４ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，
５０℃１ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ，３４个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。将 １６Ｓ
ｒＤＮＡ扩增产物回收纯化送到上海英俊生物技术有限公司测
序，所得序列通过 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／）进行ＢＬＡＳＴ比对，通过 ＭＥＧＡ４软件对芽孢杆菌及模
式菌序列进行系统发育分析。

１．５　芽孢杆菌Ｂ３、Ｇ４平板拮抗活性检测
１．５．１　对油菜菌核病菌的平板拮抗活性检测　以油菜菌核
病菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）为指示菌，用纸碟法检测芽孢杆
菌Ｂ３、Ｇ４菌株的抑菌活性。具体方法如下：使用打孔器从活
化的菌核病菌上打取直径为７ｍｍ的菌碟，接种在新的 ＰＤＡ
平板中央，在中央及距中央２．５ｃｍ处呈“十”字形分布的４个
接种点放置直径为４ｍｍ的滤纸片，在滤纸片中央滴加 Ｂ３、
Ｇ４菌液各５μＬ，对照不接种测试菌、用无菌水代替，每个处
理重复３次，放入２６℃恒温培养箱中培养２～３ｄ后，取出观
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测并记录抑菌结果。

１．５．２　对水稻白叶枯病菌的平板拮抗活性检测　以水稻白
叶枯病菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ）为指示菌，在ＮＡ培
养基上２８℃过夜培养，待平板上长出单菌落后，挑取少许接
种到ＮＡ液体培养基中，２８℃振荡培养 ２４～４８ｈ后，按照
１∶３０的体积比加入冷却到５０℃左右的ＮＡ液体培养基中混
匀，制成含菌平板；在距离中心２．５ｃｍ处“十”字垂直放置４
个直径为４ｍｍ的滤纸片，吸取待测菌液５μＬ接种于滤纸片
上，对照不接种测试菌、用无菌水代替，每个处理重复３次，置
于２８℃ 恒温培养箱中培养２～３ｄ后，观察并记录结果。
１．６　Ｇ４菌株脂肽类化合物粗提物的制备和分析

将Ｇ４菌株首先接种于ＬＢ培养基中过夜培养，第２天将
菌株转接入含有 Ｌａｎｄｙ培养基的三角瓶中，在 ３０℃、
２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养３８ｈ。培养结束后，将培养物离心取上
清液，在上清液中加入６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调ｐＨ值至２．０，然后轻微
搅动２ｈ或过夜。离心收集沉淀，加入甲醇后用 １ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ调节ｐＨ值至７．０，再用甲醇抽提２次并将抽提液合并，
获得脂肽类化合物粗提物。利用基质协助激光解吸附离子化

飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）分析 Ｇ４菌株 Ｌａｎｄｙ发酵
产生的脂肽类化合物种类，基质为 α－氰 －４－羟肉桂酸
（α－ｃｙａｎｏ－４－ｈｙｄｒｏｘｙ－ｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ）。　

２　结果与分析

２．１　芽孢杆菌不同菌株１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定
提取芽孢杆菌Ｂ３、Ｇ１、Ｇ４菌株基因组 ＤＮＡ，并以其为模

板，扩增 １６ＳｒＤＮＡ片段，结果扩增到大小约为 １５００ｂｐ的

ＰＣＲ特异性条带，与枯草芽孢杆菌１６ＳｒＤＮＡ的理论值基本
相符（图１）。将测序结果在ＮＣＢＩ中与ＧｅｎＢａｎｋ中已知序列
进行ＢＬＡＳＴ比对，结果表明：Ｇ１菌株的１６ＳｒＤＮＡ与枯草芽
孢杆菌菌株１６８的同源性为１００％；菌株 Ｂ３、Ｇ４与解淀粉芽
孢杆菌菌株 ＦＺＢ４２的同源性为９９％。目前，Ｂ３菌株的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ序列已经登录到了ＧｅｎＢａｎｋ上，登录号为ＥＦ４９２８８５。

２．２　芽孢杆菌菌株的系统发育分析
在１６ＳｒＤＮＡ序列分析的基础上，应用ＭＥＧＡ４软件对这

些序列进行分析，构建了系统发育树。从图２可以看出，Ｇ１
菌株与枯草芽孢杆菌模式菌株菌株１６８聚类在一起，说明Ｇ１
菌株为枯草芽孢杆菌，Ｂ３、Ｇ４菌株与解淀粉芽孢杆菌模式菌
株ＦＺＢ４２聚类在一起，表明它们为解淀粉芽孢杆菌。
２．３　芽孢杆菌菌株对油菜菌核病菌和水稻白叶枯病菌的平
板拮抗活性

试验结果（图３）表明，芽孢杆菌Ｂ３、Ｇ４菌株均能够明显
抑制油菜菌核病菌和水稻白叶枯病菌的生长。其中，Ｂ３菌株
对油菜菌核病菌的抑制较明显，Ｇ４对水稻白叶枯病菌的抑制
较明显，Ｂ３、Ｇ４菌株对油菜菌核病菌的平均抑菌圈面积分别
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为２．０１、１．５４ｃｍ２，对水稻白叶枯病菌的平均抑菌圈面积分别
为１．７８、３．１４ｃｍ２，差异显著性分析结果表明各处理抑菌圈面
积在０．０５水平与对照有显著差异。

２．４　芽孢杆菌 Ｇ４菌株产生脂肽化合物的 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－
ＭＳ分析

通过Ｌａｎｄｙ发酵后获得Ｇ４菌株脂肽化合物，对脂肽化合
粗提物进行ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析，结果（图４）表明，菌株
Ｇ４在 ｍ／ｚ为 ２００～２０００的范围内可以产生伊枯草菌素
（ｂａｃｉｌｌｏｍｙｃｉｎｓＤ）、表面活性素（ｓｕｒｆａｃｔｉｎ）和泛革素（ｆｅｎｇｙ
ｃｉｎ）３种脂肽类化合物。

３　讨论与结论

１６ＳｒＲＮＡ／ＤＮＡ碱基测序分子生物学技术已成为普遍接
受的方法，扩增１６ＳｒＤＮＡ序列使用通用引物容易获得扩增
片段，且大小适中，序列能够体现不同菌属之间的差异。目

前，很多研究采用１６ＳｒＤＮＡ测序方法来鉴定芽孢杆菌的种
属，其准确性有待探讨，如采用１６ＳｒＤＮＡ测序方法就无法将
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｕｌｖａ和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｒａｍｉｎｅａ区分开［８］。近年

来，ｇｙｒＢ基因序列分析已应用于芽胞杆菌属细菌的分类鉴定
中，特别是在１６ＳｒＤＮＡ序列分析较难区分的芽孢杆菌组群
中［９－１０］，也有研究采用ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ质谱方法作进一步
鉴定。本研究采用１６ＳｒＤＮＡ测序方法对生防菌株进行鉴定，
Ｇ１菌株与枯草芽孢杆菌模式菌株１６８聚类在一起，说明Ｇ１菌
株为枯草芽孢杆菌，Ｂ３、Ｇ４菌株与解淀粉芽孢杆菌模式菌株
ＦＺＢ４２聚类在一起，表明它们为解淀粉芽孢杆菌。

Ｂ３、Ｇ４对油菜菌核病菌和水稻白叶枯病菌的平板拮抗
试验结果表明，Ｂ３、Ｇ４可以形成清楚明显的抑菌圈，其中 Ｇ４
对水稻白叶枯病菌的抑制效果较明显。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ
分析结果表明，Ｇ４菌株可以产生伊枯草菌素、表面活性素和
泛革素３种脂肽类化合物，推测 Ｇ４菌株的抑菌活性与其产
生有抑菌活性的脂肽类化合物密切相关。本研究通过 ＭＡＬ
ＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ对 Ｇ４菌株产生的脂肽类化合物进行分析鉴
定，为其生防机理提供解释，同时分离和纯化 Ｇ４菌株产生的
脂肽类化合物可能作为新型生物杀菌剂，为开发防治水稻白

叶枯病的生物农药提供资源。
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