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　　摘要：为获得在高原生态农牧业中具有研究应用潜力的根围促生菌，从极端环境生境筛选出具有耐盐、耐低温适
生性的菌株，并对其进行生理生化及分子鉴定。通过ｇｙｒＢ及１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析，将菌株ＴＳ１鉴定为萎缩芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｔｒｏｐｈａｅｕｓ），菌株ＴＳ３鉴定为解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）；平板对峙试验发现，菌株ＴＳ１、ＴＳ３均
具有拮抗植物病原真菌及细菌的活性（抑菌圈直径≥８ｍｍ）；经Ｌａｎｄｙ培养基发酵提取的菌株脂肽类化合物可在血平
板上形成直径≥１１ｃｍ的透明圈；通过基质辅助激光解吸附－离子化飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）分析所产生
的脂肽类化合物，菌株ＴＳ１可产生表面活性素（Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ）、泛革素（Ｆｅｎｇｙｃｉｎ），菌株 ＴＳ３可产生表面活性素、伊枯草菌
素（ＩｔｕｒｉｎＡ），推测菌株的拮抗活性与脂肽类化合物合成有关；羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）法检测发现，菌株具有降解
纤维素活性；３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）法测定菌株解纤维素酶活性分别为１１６．７６、１５０．１２Ｕ／ｍＬ；菌株 ＴＳ１可在含
ＮａＣｌ浓度为１３％的ＬＢ培养基平板上及４、１０℃低温条件下正常生长，表现出良好的耐低温及耐盐性。２株耐盐、耐
低温适生芽孢杆菌兼具多种功能特性，在高原生态农牧业中具有一定的研究应用潜力，有望进一步研究并开发成为微

生物肥料生产菌种。
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　　中图分类号：Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）１９－０２７７－０５

收稿日期：２０１７－１１－２２
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１６６０５４３）；青海省科技厅应用
（基础）研究项目（编号：２０１５－ＺＪ－７３２）。

作者简介：吴晓晖（１９９４—），女，青海西宁人，硕士研究生，主要从事
资源微生物研究。Ｅ－ｍａｉｌ：３７７８９０１６４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：谢永丽，博士，副教授，主要从事资源微生物研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：９８６２３７３４２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　芽孢杆菌是一类重要的植物生长促生菌，因其能产生抑 制病原菌生长的化合物而成为生防菌研究的热点，芽孢杆菌

拮抗活性常被作为筛选生防芽孢杆菌的重要指标，生防菌分

泌的胞外代谢产物可直接抑制病原物的生长、杀死病原物或

形成不利于病原物的环境条件，间接抑制病原物的生长，从而

促进植物生长［１－２］。同时，芽孢杆菌可通过抑制病原菌的滋

生，提高饲料的卫生品质。因此，芽孢杆菌在生态农业及生态

畜牧业发展中具有很好的研究意义和应用潜力。产生抗生素

是芽孢杆菌具有拮抗作用的重要原因之一，芽孢杆菌产生的
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抗生素包括由核糖体合成的小分子细菌素［３］、非核糖体合成

的肽类物质及其他一些抗菌活性物质。非核糖体合成的抗生

素中，伊枯草菌素（Ｉｔｕｒｉｎ）［４］、表面活性素（Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ）［５］及泛
革素（Ｆｅｎｇｙｃｉｎ）［６］为主要的脂肽类化合物，其中Ｉｔｕｒｉｎ主要抑
制真菌生长，Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ能够抑制细菌、病毒和支原体生长，
Ｆｅｎｇｙｃｉｎ可抑制丝状真菌生长并降低作物病害的发生。部分
芽孢杆菌还可产生内切葡聚糖酶（ｅｎｄｏ－１，４－β－Ｄ－
ｇｌｕｃａｎｏｈｙｄｒｏｌａｓｅ）、外切葡聚糖酶（ｅｘｏｇｌｕｃａｎａｓｅ）、木聚糖酶
（ｘｙｌａｎ）、甘露聚糖酶（β－ｍａｎｎａｎａｓｅ）等纤维素活性酶，可有
效降解纤维素，将纤维转化为糖类或其他营养产物［７］。

青海省秸秆纤维素资源丰富，利用却十分有限，若应用芽

孢杆菌分泌的纤维素酶加速对草料、秸秆木质纤维素的降解，

可使养分有效释放，不仅能缓解家畜饲草料短缺，还能通过秸

秆还田改善土壤的结构、提高土壤肥力、降低环境污染［８］。

本研究在青海省托素湖畔骆驼蓬（ＰｅｇａｎｕｍｈａｒｍａｌａＬ．）根围
土壤中分离筛选出２株耐盐及低温适生芽孢杆菌菌株，通过
１６ＳｒＤＮＡ及ｇｙｒＢ基因序列分析鉴定菌株，测定菌株拮抗病
原细菌、病原真菌活性及菌株降解纤维素活性，利用基质辅助

激光解吸附－离子化飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）分
析菌株产生脂肽类化合物的种类以期为适用高原生态环境的

生物菌肥研发提供耐逆性生防芽孢杆菌菌源，为生态农业和

生态畜牧业研究提供优质的研发菌源。

１　材料与方法

１．１　试验材料及供试菌株
试验于２０１６年在青海大学高原草地资源与生态省部共

建重点实验室进行。菌株分离自青海省海西州托素湖边骆驼

蓬根围土壤。由青海大学高原草地资源与生态省部共建重点

实验室保存。细菌ＮＡ固体培养基、ＬＢ固体培养基参考 Ｗｕ
等方法［９］配制；真菌ＰＤＡ培养基参考薛鹏琦等方法［１０］配制；

低温１Ｃ培养基参考刘芳等方法［１１］配制；ＣＭＣ培养基参考张
楠等方法［１２］配制。扩增引物由南京金斯瑞生物技术有限公

司合成；ＰＣＲ扩增反应试剂购自宝生物工程（大连）有限公
司；ＰＣＲ产物纯化试剂盒购自爱思进生物技术（杭州）有限
公司。

１．２　菌株分子鉴定
１．２．１　１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定　１６ＳｒＤＮＡ序列扩增引物
为正向引物２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，反向
引物１４９２Ｒ：５′－ＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。ＰＣＲ扩增
条件为９５℃４ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５０℃１ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ，３４
个循环；７２℃１０ｍｉｎ［１３］。将１６ＳｒＤＮＡ扩增产物回收纯化后
测序，测序所得序列通过 ＮＣＢＩ数据库进行 Ｂｌａｓｔ比对，并采
用ＭＥＧＡ３．１软件［１４］对分离芽孢杆菌及模式菌进行系统发

育分析。

１．２．２　ｇｙｒＢ基因序列分析鉴定　ｇｙｒＢ基因扩增引物序列为
正向引物 ＵＰ１：５′－ＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＧＡＣＣＧＴＴＣＴＧＣＡＹＧＣＮＧ
ＧＮＧＧＮＡＡＲＴＴＹＧＡ－３′，反向引物 ＵＰ２ｒ：５′－ＡＧＣＡＧＧＧＴＡＣ
ＧＧＡＴＧＴＧＣＧＡＧＣＣＲＴＣＮＡＣＲＴＣＮＧＣＲＴＣＮＧＴＣＡＴ－３′。ＰＣＲ
扩增条件为９５℃４ｍｉｎ；９８℃１０ｓ，６２℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，
３０个循环；７２℃８ｍｉｎ［１５］。将ｇｙｒＢ基因扩增产物纯化测序，
所测序列通过 ＮＣＢＩ数据库进行 Ｂｌａｓｔ比对，并采用 ＭＥＧＡ

３１软件［１４］对分离芽孢杆菌及模式菌进行系统发育分析。

１．３　菌株耐逆性测定
１．３．１　耐盐性测定　将供试菌株分别接种到含ＮａＣｌ浓度梯
度分别为３％、５％、７％、９％、１１％、１３％、１５％的 ＬＢ培养基中
过夜培养１２ｈ，吸取５０μＬ菌液涂板于相应的固体ＬＢ培养基
上，置于３７℃下培养，每个处理３次重复，培养５ｄ后，每天
观察菌落生长情况并记录菌株的耐盐特性［１５］。

１．３．２　耐低温测定　用灭菌牙签挑取供试菌株长势优良的
单菌落接种到低温 １Ｃ液体培养基中过夜培养 １２ｈ，吸取
１０μＬ菌液接种于 １Ｃ固体培养基平板上，设置 １８、１４、１０、
４℃ 等４个温度梯度进行培养，每个处理３次重复。每天观
察菌落生长情况，测定菌株的耐低温特性［１５］。

１．４　菌株拮抗活性测定
１．４．１　拮抗病原真菌活性　分别在油菜菌核菌（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ
ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）、小麦赤霉菌（ＦｕｓａＨｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍＳｅｈｗ）、瓜类
枯萎病菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）的 ＰＤＡ平板边缘打取直径为
０．７ｃｍ的菌碟，接种在新的 ＰＤＡ平板中央。在距离菌块
２．５ｃｍ处，呈“十”字形分布的 ４个接种点上放置直径为
４ｍｍ的滤纸小圆片，将供试芽孢杆菌在３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ条
件下培养１４ｈ后，吸取５μＬ菌液接种于滤纸片上，每个处理
重复３次，放入２６℃恒温培养箱中培养２～３ｄ后取出，观察
并记录供试芽孢杆菌抑制病原真菌生长的结果［１６］。

１．４．２　 拮抗病原细菌活性 　 将大白菜 软腐 病菌
（Ｐｅｃｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｃａｒｏｔｏｖｏｒｕｍ）菌悬液与冷却到５０℃左右的ＮＡ
培养基按体积比１∶３０混匀，制成含菌平板，在距离平板中心
２．５ｃｍ处，呈“十”字形分布的４个接种点上分别放置直径为
４ｍｍ的滤纸小圆片。将供试菌株接种于 ＬＢ液体培养基中，
３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ过夜振荡培养１４ｈ后，吸取５μＬ菌液接种
于滤纸片上，每个处理重复３次。置于２８℃培养箱中培养
２～３ｄ，观察并记录供试芽孢杆菌抑制病原细菌生长的
结果［１６］。

１．５　脂肽类化合物的测定及分析
１．５．１　脂肽类化合物粗提　将供试菌株 ＴＳ１、ＴＳ３单菌落接
种于ＬＢ液体培养基中过夜振荡活化，将菌液以３％的接菌量
转接于Ｌａｎｄｙ培养基中，３０℃发酵３８ｈ，发酵条件参见王帅
等方法［１７］。发酵培养结束后，将培养物在２００ｒ／ｍｉｎ的条件
下离心２ｍｉｎ取上清，在上清液中加入６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调 ｐＨ值
至２．０，轻微搅动，置于 ４℃ 冰箱中过夜培养。离心收集沉
淀，加入甲醇，用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节 ｐＨ值至７．０，再次用甲
醇抽提并混合抽提液，获得脂肽类化合物粗提物［１７］。

１．５．２　脂肽类化合物活性测定　在血（羊血）平板距中央
２５ｃｍ处，呈“十”字形分布的 ４个接种点上，放上直径为
４ｍｍ的滤纸小圆片，取待测脂肽类化合物粗提物５μＬ点在
滤纸片中央，试验以甲醇点在滤纸片中央为对照，每个处理重

复３次。将血平板放入２６℃恒温培养箱中过夜培养，观察透
明圈大小并记录透明圈直径［１４］。

１．５．３　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ质谱分析　利用基质辅助激光解
吸附－离子化飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）分析菌株
Ｌａｎｄｙ发酵产生的脂肽类化合物种类，基质为 α－氰 －４－羟
肉桂酸。
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１．６　解纤维素活性分析
在ＣＭＣ－Ｎａ筛选培养基平板呈“十”字形分布的４个接

种点上，放置直径为４ｍｍ的滤纸小圆片。将供试菌株置于
ＬＢ液体培养基中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养１２ｈ后，取待测
菌液５μＬ点在滤纸片中央，每个处理重复３次，将平板倒置
于３７℃恒温培养箱中培养２ｄ后，将革兰氏碘液注入并淹没
平板表面，静置４ｍｉｎ倒去染液，观测并记录试验结果。若菌
株将培养基中的纤维素大分子降解为小分子糖类，即可在滤

纸片周围观察到圆形的透明圈。测定并记录透明圈直径、菌

落直径，并计算两者比值Ａ［１５］。
１．７　木聚糖酶活性测定

将芽孢杆菌菌液以２％的接菌量转接至 ＣＭＣ诱导产酶
培养 基 中，３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ培 养 ４８ｈ；将 培 养 液 在
４０００ｒ／ｍｉｎ、４℃下离心１０ｍｉｎ，上清液即为粗酶液［１７］。取灭

菌的２ｍＬ离心管，加入２００μＬ１％木聚糖（均溶于ｐＨ值７．０
ＰＢＳ）作为反应底物（测定各菌株的木聚糖酶活性），将各反应
底物在３７℃金属浴上保温。吸取２００μＬ上述稀释至合适浓
度的粗酶液与底物涡旋混合，３７℃金属浴 ３０ｍｉｎ；加入
５００μＬ３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）试剂终止反应，并于沸水
中煮沸５ｍｉｎ，冷却后，加入１ｍＬｄｄＨ２Ｏ；吸取反应液至分光
光度计中测定吸光度Ｄ５４０ｎｍ；按照绘制的木糖标准曲线，计算
反应液中对应还原糖的含量，扣除粗酶液和底物中所含的还

原糖含量，计算得出各菌株木聚酶活性［１８］。１ｍｉｎ催化生成
１μｍｏｌ还原糖为１个酶活性单位，记作１Ｕ。每个样品测定３
次，取平均值［１９］。

２　结果与分析

２．１　菌株分子鉴定
以菌株ＴＳ１、ＴＳ３基因组 ＤＮＡ为模板扩增１６ＳｒＤＮＡ片

段，扩增到大小约 １５００ｂｐ的特征性条带。将测序结果在
ＮＣＢＩ中与ＧｅｎＢａｎｋ中的己知序列进行Ｂｌａｓｔ比对，比对结果
见表１。菌株ＴＳ１与萎缩芽孢杆菌（Ｂ．ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ）ＢＫＳ１－４５
的１６ＳｒＤＮＡ序列相同（或一致）性为９９％；菌株 ＴＳ３与解淀
粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）ＪＳ的 １６ＳｒＤＮＡ序列相同
（或一致）性为１００％。

以菌株ＴＳ１、ＴＳ３基因组 ＤＮＡ为模板扩增 ｇｙｒＢ基因片
段，扩增到大小约１３００ｂｐ的ＰＣＲ特征性条带。将ＰＣＲ产物
纯化后测序，将测序结果在ＮＣＢＩ中用 Ｂｌａｓｔ软件与ＧｅｎＢａｎｋ
中己知序列进行比较，比对结果表明，菌株ＴＳ１与萎缩芽孢杆
菌ＬＳＳＣ３的ｇｙｒＢ基因序列相同（或一致）性为９９％；菌株ＴＳ３
与解淀粉芽孢杆菌ＦＺＢ４２的ｇｙｒＢ基因序列相同（或一致）性
为１００％。

通过１６ＳｒＤＮＡ及 ｇｙｒＢ基因测序分析，最终将菌株 ＴＳ１
鉴定为萎缩芽孢杆菌，菌株ＴＳ３鉴定为解淀粉芽孢杆菌。

表１　菌株的１６ＳｒＤＮＡ及ｇｙｒＢ序列比对结果

菌株 １６ＳｒＤＮＡ序列比对 ｇｙｒＢ序列比对 鉴定结果

ＴＳ１ 萎缩芽孢杆菌ＢＫＳ１－４５（９９％） 萎缩芽孢杆菌ＬＳＳＣ３（９９％） 萎缩芽孢杆菌

ＴＳ３ 解淀粉芽孢杆菌ＪＳ（１００％） 解淀粉芽孢杆菌ＦＺＢ４２（１００％） 解淀粉芽孢杆菌

２．２　菌株的抗逆性
２．２．１　菌株抗盐性　菌株ＴＳ１、ＴＳ３耐盐性测定结果见表２，
菌株ＴＳ１、ＴＳ３均可在添加３％、５％、７％、９％ ＮａＣｌ的ＬＢ培养
基上生长良好，在含 ＮａＣｌ浓度为１３％的培养基上，菌株 ＴＳ１
可缓慢生长，菌株ＴＳ３无法生长；在含ＮａＣｌ浓度为１５％的培
养基上，菌株ＴＳ１、ＴＳ３均不能生长，２株菌株显示出良好的耐
盐性，菌株ＴＳ１耐盐性略高于菌株ＴＳ３。
２．２．２　菌株低温适生性　分别测定菌株ＴＳ１、ＴＳ３在１８、１４、

１０、４℃低温条件下的生长情况。结果（表 ２）显示，在 １８、
１４℃ 条件下，菌株 ＴＳ１、ＴＳ３生长良好，在培养１ｄ后均长出
菌苔；在１０℃条件下，菌株 ＴＳ１生长良好、菌株 ＴＳ３缓慢生
长，菌株ＴＳ１表现出更强的扩展性，培养１ｄ后即可出现明显
的菌苔，菌株ＴＳ３培养２ｄ后长出菌苔；在４℃低温条件下，
菌株ＴＳ１可缓慢生长，在培养３～４ｄ后出现菌苔，菌株 ＴＳ３
无法生长。２株菌株均表现出良好的低温适生性，菌株 ＴＳ１
表现出更好的低温适生性。

表２　菌株的耐盐性及低温适生性

菌株
菌株耐盐性

３％ ５％ ７％ ９％ １１％ １３％ １５％
菌株

菌株低温适生性

１８℃ １４℃ １０℃ ４℃
ＴＳ１ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － ＴＳ１ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋
ＴＳ３ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ － － ＴＳ３ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ －

　　注：＋＋＋表示生长良好；＋＋表示正常生长；＋表示缓慢生长；－表示不能生长。

２．３　菌株的拮抗活性
２．３．１　抑病原真菌活性　以油菜菌核菌、瓜类枯萎病菌及小
麦赤霉菌为指示菌来检测菌株拮抗病原真菌活性。结果（图

１、表３）表明，菌株 ＴＳ１、ＴＳ３对油菜菌核病菌抑菌圈直径≥
１３ｍｍ，对瓜类枯萎病菌抑菌圈直径 ≥１０ｍｍ，对小麦赤霉菌
抑菌圈直径≥１５ｍｍ，表现出良好的拮抗活。
２．３．２　抑病原细菌活性　以大白菜软腐病菌为指示菌检测
菌株拮抗病原细菌的活性。检测结果（图１、表３）表明，菌株
ＴＳ３对病原细菌的拮抗活性较为明显，其拮抗大白菜软腐病菌
的抑菌圈直径为１３ｍｍ；而菌株ＴＳ１拮抗大白菜软腐病病原细
菌的抑菌圈直径为８ｍｍ，菌株ＴＳ３表现出更高的拮抗活性。

２．４　脂肽类化合物的鉴定
脂肽类化合物是芽孢杆菌产生的最主要的抗菌物

质［２０－２１］，芽孢杆菌产生的脂肽类化合物分子量在 ９００～
２０００ｂｐ中范围内［２２］。选择菌株 ＴＳ１、ＴＳ３通过 Ｌａｎｄｙ发酵
获得脂肽类化合物，对脂肽类化合物粗提物进行 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ分析。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ图谱显示，菌株ＴＳ１在质
荷比（ｍ／ｚ）为１０３０．９２、１０４４．８３、１０５８．９２处有离子峰出现，
这３个离子峰均对应于 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ的分子质量；在 ｍ／ｚ为
１４３５．１７、１５１３．６７处有离子峰出现，这２个离子峰均对应于
Ｆｅｎｇｙｃｉｎ的分子质量。菌株 ＴＳ３在 ｍ／ｚ为 １０３０．７５、
１０４４．７５、１０５８．８３处有离子峰出现，这３个离子峰均对应于
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表３　芽孢杆菌抑菌活性特征

菌株
油菜菌核病菌 小麦赤霉菌 瓜类枯萎病菌 大白菜软腐病菌

抑菌圈直径（ｍｍ） 抑菌活性 抑菌圈直径（ｍｍ） 抑菌活性 抑菌圈直径（ｍｍ） 抑菌活性 抑菌圈半直径（ｍｍ） 抑菌活性
ＴＳ１ １３ ＋＋＋ １５ ＋＋＋ １０ ＋＋＋ ８ ＋＋
ＴＳ３ １４ ＋＋＋ １７ ＋＋＋＋ １０ ＋＋＋ １３ ＋＋＋

　　注：＋表示抑菌圈直径大于等于０ｍｍ小于等于５ｍｍ；＋＋表示抑菌圈直径大于５ｍｍ小于等于１０ｍｍ；＋＋＋表示抑菌圈直径大于１０ｍｍ
小于等于１５ｍｍ；＋＋＋＋表示抑菌圈直径大于１５ｍｍ。表４同。

Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ的分子质量；在ｍ／ｚ为１１３３．４２处有离子峰出现，这
个离子峰对应于 ＩｔｕｒｉｎＡ的分子质量。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ质
谱分析结果表明，菌株 ＴＳ１能产生脂肽类化合物 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ、
Ｆｅｎｇｙｃｉｎ，菌株 ＴＳ３能产生脂肽类化合物 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ、ＩｔｕｒｉｎＡ。
推断拮抗菌株抑制病原真菌及病原细菌生长可能与其产生抗

菌作用的脂肽类化合物有关。

２．５　脂肽类化合物抗生素活性分析
２．５．１　血平板试验　通过血平板检测菌株 ＴＳ１、ＴＳ３产生的
脂肽类化合物的抗生素活性。结果（图２－Ａ、表４）显示，２株
菌株提取的脂肽类化合物粗提物可在血平板上形成透明圈，

其中菌株ＴＳ１形成的透明圈直径为１１．５ｍｍ，菌株 ＴＳ３形成
的透明圈直径为１４．０ｍｍ，表明菌株 ＴＳ１、ＴＳ３产生的脂肽类
化合物具有抗生素活性，可通过与红细胞膜上的磷脂双分子

层相互作用形成离子通道，破坏膜结构，使细胞内容物释放，

引起血细胞死亡。

２．５．２　抑病原细菌活性　测定菌株 ＴＳ１、ＴＳ３产生的脂肽类

化合物对病原细菌大白菜软腐病的拮抗活性。结果（图２－
Ｂ、表４）显示，脂肽类化合物在含菌平板上产生抑菌圈，其中
菌株ＴＳ３产生的脂肽类化合物粗提物对病原细菌的抑菌效果
非常明显，抑菌圈直径为１６ｍｍ，表明脂肽类化合物具有明显
的抑制病原细菌的活性，推测菌株的拮抗活性与其产生的脂

肽类化合物有关。

表４　生防菌株产生的脂肽类化合物活性检测

菌株 产生的脂肽类化合物
血平板活性 抑病原细菌活性

透明圈直径（ｍｍ） 抑菌活性 透明圈直径（ｍｍ） 抑菌活性

ＴＳ１ Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ、Ｆｅｎｇｙｃｉｎ １１．５ ＋＋＋ １０ ＋＋
ＴＳ３ Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ、ＩｔｕｒｉｎＡ １４．０ ＋＋＋ １６ ＋＋＋＋

２．６　降解纤维素活性
２．６．１　降解纤维素活性　检测菌株 ＴＳ１、ＴＳ３降解纤维素活
性。结果（图２－Ｃ、表５）显示，在 ＣＭＣ－Ｎａ固体培养基上，
菌株ＴＳ１、ＴＳ３均可产生透明圈，表明菌株可利用培养基中的
唯一碳源ＣＭＣ－Ｎａ，并将其降解形成降解透明圈，更确切的
说是菌株可产生纤维素活性酶，将 ＣＭＣ培养基中的 ＣＭＣ－
Ｎａ进行酶促降解，使其革兰氏碘液染色后无法附着染料而形
成透明圈，通过透明圈直径的大小可以初步反映降解纤维素

活性的大小。菌株 ＴＳ１、ＴＳ３产生的降解纤维素透明圈直径
分别为２３、１７ｍｍ，Ａ值分别为３．１５、２．３３，表现为明显的降解
纤维素活性。

２．６．２　菌株产木聚糖酶活性的测定　酶活性计算公式为酶
活性（Ｕ／ｍｇ）＝（葡萄糖含量×稀释倍数×５．５６）／反应液中

表５　菌株解纤维素活性测定及酶活测定

菌株
透明圈直径

（ｍｍ）
菌落直径

（ｍｍ） Ａ值
ＣＭＣ酶活性

Ｄ５４０ｎｍ酶活性值（Ｕ／ｍＬ）
ＴＳ１ ２３ ０．７３ ３．１５ ０．０３６ １１６．７６
ＴＳ３ １７ ０．７３ ２．３３ ０．０６５ １５０．１２

酶加入量×时间）。酶活性测定结果（表５）表明，菌株ＴＳ１酶
活性 值 为 １１６．７６ Ｕ／ｍＬ，菌 株 ＴＳ３的 酶 活 性 值 为
１５０．１２Ｕ／ｍＬ。　

３　结论与讨论

青藏高原极地环境微生物资源具有十分广阔的研究和开

发前景。芽孢杆菌是一类重要的植物根围促生菌及生防菌，

与植物之间存在有益的互作关系。芽孢杆菌通过多途径机制
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与植物相互作用，刺激植物产生诱导系统抗病性，抑制植物病

害发生、促进植物生长，是生物农药和生物肥料研发和应用的

理想菌源［２３］。芽孢杆菌可通过非核糖体肽途径合成具有抑

真菌、细菌、病毒、菌原体等生物活性的脂肽类化合物和聚酮

化合物，在农牧业生产中具有良好的应用潜力［２４］。与营养细

胞相比，芽孢杆菌的抗逆芽孢壁中有皮质层，对高温、紫外线

及抗菌素等具有很强的抗性，可以耐受饲料加工、饲料储藏和

牲畜胃的酸性环境，饲用后在肠道酸性环境中具有高度的稳定

性，在畜牧业及饲料产业中同样具有重要的应用价值［２５－２８］。

本研究从青海省托素湖畔骆驼蓬根围土壤中分离筛选到

耐盐耐低温芽孢杆菌 ＴＳ１、ＴＳ３，具有明显的拮抗植物病原细
菌和病原真菌活性，Ｌａｎｄｙ发酵法提取到菌株 ＴＳ１、ＴＳ３的脂
肽类化合物；ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析结果表明，菌株 ＴＳ１可
产生脂肽类化合物 Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ、Ｆｅｎｇｙｃｉｎ，菌株 ＴＳ３可产生脂肽
类化合物Ｓｕｒｆａｃｔｉｎ、ＩｔｕｒｉｎＡ，推测芽孢杆菌的拮抗活性与其产
生的脂肽类化合物有关。ＣＭＣ法测定结果表明，菌株 ＴＳ１、
ＴＳ３具有降解纤维素活性，２株菌株可在以 ＣＭＣ－Ｎａ为唯一
碳源的培养基上形成降解透明圈，具有解纤维素活性，其酶活

性分别达到１１６．７６、１５０．１２Ｕ／ｍＬ。菌株 ＴＳ１可在４℃低温
条件下生长，菌株ＴＳ３在１０℃温度条件下和含 ＮａＣｌ浓度为
１１％的ＬＢ平板上生长，表明２株菌株具有明显的耐盐、耐低
温适生特性。目前，耐盐菌是具有重要研究开发价值的微生

物资源，耐盐菌的耐盐基因分离及耐盐机制研究，在农业生

产、环境修复等方面均有应用潜力；同时，也可研发耐盐生物

菌肥，改良盐碱地土壤。本研究分离筛选的菌株 ＴＳ１、ＴＳ３具
有拮抗病原真菌和病原细菌活性及纤维素降解活性，具有一

定的耐盐及低温适生特性，适应高原生态环境，可作为适应高

原气候条件的耐盐耐低温生物菌肥和生物农药的研发菌源，此

外，在饲料加工生产及作物秸秆还田领域具有一定的研究潜力。
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