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枯草芽胞杆菌MG-4抑制小麦全蚀病菌物质
及其性质分析

陈晓萌 王亚杰 李 佳 高同国 张冬冬* 朱宝成*

（河北农业大学生命科学学院，保定 071000）

摘要：为明确本实验室筛选并鉴定的枯草芽胞杆菌Bacillus subtilis 菌株MG-4分泌物对小麦全蚀

病菌的抑制作用及其性质，采用生长速率法检测了菌株 MG-4 发酵无菌上清液（cell-free superna-

tant，CFS）中抑菌物质的稳定性，并通过PCR扩增抑菌物质合成相关基因，利用基质辅助激光解吸

飞行时间质谱鉴定抑菌物质结构。结果表明，菌株MG-4分泌的抑菌物质在中性及酸性条件下稳

定，在 pH 2~7 时 CFS 相对活性为 98.8%~100.0%；热稳定性强，100℃处理 30 min 后相对活性仍为

88.5%；利用胃蛋白酶和胰蛋白酶处理120 min后相对活性为98.8%；CFS中抑菌物质不能被氯仿、

乙醚和乙酸乙酯萃取，且对这 3 种有机溶剂不敏感；Na+、K+、CO3
2-和 I-对 CFS 活性无影响，Mg2+、

Ca2+、NO3
-、SO4

2-、H2PO4
2-和 Mn2+显著抑制 CFS 活性。菌株 MG-4 基因组中含有 srfAB、yndJ、bamC、

fenD、ituC和 ituD共6种抑菌物质合成基因；将菌株MG-4分泌的抑菌物质鉴定为C14~C15伊枯草

菌素A、C14~C18芬荠素A和C14~C17芬荠素B。

关键词：枯草芽胞杆菌；抑菌物质；MALDI-TOF-MS；伊枯草菌素A；芬荠素

Characterization of antifungal substances of Bacillus subtilis MG-4 against

Gaeumannomyces graminis var. tritic causing wheat take-all

Chen Xiaomeng Wang Yajie Li Jia Gao Tongguo Zhang Dongdong* Zhu Baocheng*

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

Abstract: To identify the properties of antifungal substances of biocontrol bacterium Bacillus subtilis

MG-4, the stability of MG-4 culture cell-free supernatant (CFS) were detected though the growth rate

method, the genes related to the synthesis of antifungal substances were amplified using PCR, and the

composition of the antimicrobial substance was identified using matrix-assisted laser desorption/ionisa-

tion time-of-flight mass spectrometry (MALDI- TOF- MS). The results showed that the antifungal sub-

stance was stable in acidic and neutral environment and remained 98.8%-100.0% of the relative activity

in pH 2-7. Meanwhile, MG-4 CFS was relatively thermally stable with 88.5% of the antifungal activity

after heated at 100°C for 30 min. The relative activity remained 98.8% when CFS treated with pepsin and

trypsin for 120 min. The antifungal substance was not transferred to the organic solvent phase and the ac-

tivity did not decrease after treated with organic extraction agents of ether, ethyl acetate and chloroform.

The activity of the antifungal substance was not significantly affected by Na+, K+, CO3
2-, and I- but signifi-

cantly inhibited by Mg2+, Ca2+, NO3
-, SO4

2-, H2PO4
2-, Mn2+. The genome of MG-4 strain contain six kinds

of antibiotic synthesis genes including srfAB, yndJ, bamC, fenD, ituC and ituD. The antifungal substanc-

es include C14-C15 iturin A, C14-C18 fengycin A and C14-C17 fengycin B.
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小麦全蚀病又称小麦立枯病、黑脚病，由禾顶囊

壳小麦变种 Gaeumannomyces graminis var. tritic 侵

染引起，是一种分布广泛的土传病害，严重危害世界

各小麦产区（刘冰等，2007；Keenan et al.，2015）。目

前，对全蚀病抗性较好的小麦品种还未发现，也缺乏

有效的化学防治方法（Huang et al.，2012；罗晶等，

2013）。从目前大力提倡发展可持续农业来看，生物

防治具有良好的发展前景，应用枯草芽胞杆菌Ba-

cillus subtilis 控制植物土传病害日益受到关注

（Yánez-Mendizábal et al.，2012）。枯草芽胞杆菌具

有分布广、繁殖速度快、环保安全、营养需求简单、分

泌多种广谱抑菌物质且可产生抗逆耐热的芽孢等优

点（Vater et al.，2002；张冬冬等，2012），还能够在植

物微环境中有效定殖以防止病原体感染或诱导植物

抗性（Guo et al.，2014；Wang et al.，2014）。Yang et al.

（2015a）用枯草芽胞杆菌YB-05防治小麦全蚀病，效

果优于化学农药；Liu et al.（2009）的田间试验表明，

与接种病原菌的对照相比，枯草芽胞杆菌E1R-j可

使小麦全蚀病的病情指数降低55.3%。

枯草芽胞杆菌能产生多种脂肽类化合物

（Falardeau et al.，2013；Liu et al.，2014）和非脂肽类化

合物如抗菌蛋白（Hamdache et al.，2011；Wise et al.，

2012）、挥发有机酸类（Gong et al.，2015）及聚酮类化

合物（Yang et al.，2015b）等。目前研究比较详细的是

低分子量（1.0~1.5 kD）的脂肽类化合物，已经分离出

来的有表面活性素、伊枯草菌素和芬荠素（Moyne et

al.，2004；Ramkumar et al.，2013；Torres et al.，2016）。

这些脂肽类化合物对真菌性植物病原体有直接或间

接的抑制作用，但是对植物本身并没有毒性（Stein，

2005；Ongena & Jacques，2008）。Patel et al.（2011）

和Guo et al.（2014）报道，伊枯草菌素和芬荠素对真

菌性植物病原体表现出强烈的抑制活性，而表面活

性素主要对细菌起抑制作用（罗楚平等，2011；Zeri-

ouh et al.，2011；Gordillo & Maldonado，2012）。

目前利用芽胞杆菌进行生物防治的研究较多，

但利用其代谢产生的抑菌物质直接进行植物病害防

治的研究报道较少。利用抑菌物质可以直接发挥其

抑菌抗病作用，所受限制和影响因素较少（Zhang et

al.，2017）。本研究以从小麦根际土壤筛选出的对小

麦全蚀病菌有显著抑制活性的枯草芽胞杆菌菌株

MG-4 为材料，检测其发酵上清液中抑菌物质性质

及合成抑菌物质相关基因，利用基质辅助激光解吸

飞行时间质谱（matrix-assisted laser desorption ion-

ization time - of - flight mass spectrometry，MALDI -

TOF-MS）对抑菌物质进行鉴定，以期为直接利用抑

菌物质防治植物病害和开发防治小麦全蚀病的新型

生物农药提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌种：枯草芽胞杆菌菌株MG-4由河北农

业大学制药工程实验室分离并保存，小麦全蚀病菌

菌株BD-7由河北农业大学植物保护学院植物病理

实验室惠赠。

培养基：种子培养基：蛋白胨10 g、葡萄糖10 g、

NaH2PO4 · 2H2O 2 g、MgSO4 · 7H2O 0.5 g、ddH2O 1 L，

pH 7.2~7.4；营养琼脂（nutrient agar，NA）固体培养基：

牛肉膏 5 g、蛋白胨 10 g、NaCl 5 g、琼脂 20 g、ddH2O

1 L，pH 7.2~7.4；营养肉汤（nutrient broth，NB）培养

基：NA固体培养基中不加琼脂；马铃薯葡萄糖琼脂

（potato dextrose agar，PDA）培养基：马铃薯200 g、葡

萄糖20 g、琼脂20 g、ddH2O 1 L。

试剂：胃蛋白酶（1∶10 000），美国 Sigma 公司；

胰蛋白酶（1∶250），美国Amresco公司；硫酸链霉素，

深圳华药南方制药有限公司；琼脂糖，西班牙Biow-

est公司；DNA聚合酶，北京康为世纪生物科技有限

公司；PCR引物，生工生物工程（上海）股份有限公

司；色谱级甲醇，天津市科密欧化学试剂有限公司；

α-氰基-4 -羟基肉桂酸，美国Sigma-Aldrich公司；其

余试剂均为国产分析纯。

仪器：ABI4700基质辅助激光解吸飞行时间质

谱仪和 2720 PCR 扩增仪，美国 Applied Biosystems

（ABI）公司；DYY-6C型电泳仪，北京市六一仪器厂；

RE-52型旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 菌株MG-4无菌上清液抑菌活性检测

将-80℃保存的菌株MG-4接种到NA斜面培养

基，37℃恒温培养过夜，将活化的菌株MG-4接种到

NB培养基中，37℃振荡培养过夜，按照10%接种量

将发酵液接种到种子培养基中，37℃振荡培养48 h，

发酵液以8 000 r/min离心10 min，回收上清液，0.22 μm

微孔滤膜过滤，回收滤液即为无菌上清液（cell-free

supernatant，CFS）。用生长速率法检测CFS对小麦

全蚀病菌的抑制活性（Zhao et al.，2010)。分别将3、

Key words: Bacillus subtilis; antifungal substance; MALDI-TOF-MS; iturin A; fengycin
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5、10、15 mL MG-4菌株CFS与 100 mL PDA培养基

混合，倒平板待凝固后将直径7 mm的BD-7菌片置

于平板中央，28℃培养7 d后采用十字交叉法测量菌

落直径，分析CFS对小麦全蚀病菌的抑制活性。以

加无菌水的PDA平板作对照，每个处理3次重复。

1.2.2 菌株MG-4无菌上清液稳定性检测

对pH稳定性检测：分别取CFS 5 mL，用2 mol/L

的 HCl 或 NaOH 调节 pH 为 2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11、12，于37℃水浴保温1 h。对温度的稳定性检测：

分别取 CFS 5 mL 在 40、60、80、100℃水浴处理 30、

60 min，迅速放入4℃冰箱冷却。对蛋白酶稳定性检

测：分别在5 mL CFS中加入终浓度为1 mg/mL的胃

蛋白酶和胰蛋白酶，37℃水浴分别保温 30、60、90、

120 min。对有机溶剂的稳定性检测：分别向 5 mL

CFS中加入等体积氯仿、乙醚、乙酸乙酯进行萃取，

萃取相用旋转蒸发仪将有机溶剂蒸干，用等体积的

无菌水悬浮，分别测定萃取相和萃余相的抑菌活性。

对无机离子稳定性检测：取 5 mL CFS，分别加入不

同 量 的 NaCl、KCl、MnCl2、MgCl2、CaCl2、KNO3、

KCO3、K2SO4、KI 和 KH2PO4，使 10 种无机盐在 CFS

中终浓度分别为5、25、50 mg/mL，37℃水浴保温1 h。

上述5种处理，以不作处理的5 mL CFS为阳性对照

（CK1），无菌水为阴性对照（CK0），采用 1.2.1方法测

量各处理菌落直径并计算其相对活性（relative ac-

tivity，RA）。每个处理 3次重复。RA=（阳性对照菌

落面积-不同处理菌落面积）/（阳性对照菌落面积-
阴性对照菌落面积）×100%。

1.2.3 菌株MG-4合成抑菌物质基因检测

采用常规方法提取菌株 MG-4 基因组 DNA 为

模板，扩增选用的引物序列根据已报道的相关基因

设计得到（表1）。根据设计引物的退火温度和扩增

片段大小设计 PCR反应程序。反应体系：10×PCR

Buffer 5 μL、2.5 mmol/L dNTP 4 μL、10 μmol/L上下

游引物各 2 μL、5 U/μL DNA 聚合酶 0.25 μL、DNA

1 μL，加ddH2O至50 μL。PCR反应结束后，用1%琼

脂糖凝胶电泳检测。PCR 产物由北京华大基因有

限公司进行测序。基因序列在NCBI上利用BLAST

进行同源性比较。

表1 菌株MG-4基因组中抑菌物质合成相关基因引物

Table 1 Related gene primes of antifungal material synthesis from Bacillus subtilis MG-4 genome

脂肽抗生素
Antibiotic

表面活性素
Surfactin

Yndj

芬荠素
Fengycin

伊枯草菌素
Iturin

枯草杆菌素
Subtilosin

杆菌抗霉素
Bacillomycin

引物
Primer

110F

110R

147F

147R

FNDF1

FNDR1

ITUCF1

ITUCR3

ituD2F

ituD2R

Sbo1F

Sbo1R

bamC2F

bamC2R

序列（5'-3'）
Sequence（5'-3'）

GTTCTCGCAGTCCAGCAGAAG

GCCGAGCGTATCCGTACCGAG

CAGAGCGACAGCAATCACAT

TGAATTTCGGTCCGCTTATC

CCTGCAGAAGGAGAAGTGAAG

TGCTCATCGTCTTCCGTTTC

TTCACTTTTGATCTGGCGAT）

CGTCCGGTACATTTTCAC

GATGCGATCTCCTTGGATGT

ATCGTCATGTGCTGCTTGAG

TCGGTTTGTAAACTTCAACTGC

GTCCACTAGACAAGCGGCTC

CTGGAAGAGATGCCGCTTAC

AAGAGTGCGTTTTCTTCGGA

合成酶基因
Target gene

srfAB

yndJ

fenD

ituC

ituD

sboA

bamC

扩增片段大小
Amplicon size（bp）

308

212

293

575

647

334

850

引用文献
Reference

Joshi & Gardener，

2006

Mora et al.，2011

1.2.4 菌株MG-4无菌上清液粗提物活性检测

取 50 mL CFS，用 6 mol/L HCl 溶液调 pH 至 2，

4℃冰箱放置过夜，10 000 r/min离心20 min，弃上清

液，用pH 2的去离子水洗涤沉淀2次，并用甲醇萃取

2次（Guo et al.，2014），即得到粗提物。CFS甲醇粗

提物采用旋转蒸发仪将甲醇蒸干，用等体积无菌水

悬浮，通过对峙培养法检测抑菌物质的活性（Clarke

et al.，2010；Pretorius et al.，2015）。将PDA培养基融

化后加入终浓度为40 μg/mL的硫酸链霉素，倒平板

待凝固后在距离平板中间2.5 cm位置均匀打4个直

径7 mm的孔。将直径7 mm的BD-7菌片置于平板

中央，在其中 3个孔分别加入 30 μL粗提物水悬液，

另外1个孔加入等体积无菌水为对照，重复3次。

1.2.5 菌株MG-4抑菌物质的MALDI-TOF-MS鉴定

菌株 MG-4 的 CFS 甲醇提取物采用 MALDI-

TOF-MS进行检测，通过分析抑菌物质的分子量，推
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测其抑菌物质的成分。质谱条件：使用337 nm氮激

光源解吸附电离，以α-氰基-4 -羟基肉桂酸饱和溶液

为基质，采用反射模式，正离子谱测定样品质谱信息

（Velho et al.，2011）。

1.3 数据分析

利用DPS 6.5软件对试验数据进行单因素方差

分析，应用最小显著差数（LSD）法检验差异显著性。

2 结果与分析

2.1 菌株MG-4无菌上清液的抑菌活性

菌株 MG-4 的 CFS 对小麦全蚀病菌菌株 BD-7

的抑制作用显著（图 1）。PDA 培养基中不加入

CFS，28℃培养7 d，菌丝能够长满平板，菌落直径为

9.0 cm。向 100 mL PDA 培养基中加入 3 mL CFS，

在相同培养条件下菌落直径为 4.3 cm，加入 5 mL

CFS 时菌落直径为 3.8 cm，加入 10 mL CFS 时菌落

直径为3.4 cm，加入15 mL CFS时菌落直径为3.0 cm。

CFS加入量越大，菌株BD-7的菌落直径越小，表明

CFS能够抑制小麦全蚀病菌的生长，并且随着CFS

加入量的增加，其抑制活性增强。

2.2 菌株MG-4无菌上清液的稳定性

pH 5~7条件下，菌株MG-4 CFS的相对活性为

100.0%；pH 2~4时相对活性为 98.8%；从 pH 8到 pH

12，相对活性由 98.8%迅速降至 2.1%；表明 CFS 在

中性及酸性条件下稳定，对碱敏感（表 2）。在热稳

定性方面，加热温度越高时间越长 CFS 越易失活，

40、60、80℃下分别加热 15 min，CFS保留全部抑菌

活性；80℃加热 30 min 相对活性为 98.8%，100℃加

热 15、30 min，CFS 的相对活性显著下降，分别为

92.6%和88.5%（表2）。

胃蛋白酶和胰蛋白酶对CFS活性影响不显著。

胃蛋白酶和胰蛋白酶处理 30、60、90 min，CFS的相

对活性均未发生显著改变，处理 120 min 后相对活

性为 98.8%。用等体积的氯仿、乙醚和乙酸乙酯萃

取 CFS，萃余相的相对活性均为 100.0%，萃取相均

无抑菌活性，表明抑菌物质不能被氯仿、乙醚和乙酸

乙酯萃取，且对这3种有机溶剂不敏感。

用不同浓度的无机离子处理 CFS，Na+和 K+对

CFS活性无显著影响，Mn2+完全抑制CFS的抑菌活

性，Ca2+和Mg2+均不同程度抑制CFS的活性，Mg2+浓

度从5 mg/mL增加至50 mg/mL时，CFS相对活性从

88.5%下降至 62.1%，Ca2+浓度为 5 mg/mL时CFS相

对活性为 74.6%，50 mg/mL 时相对活性为 34.9%。

CO3
2-和 I-对 CFS 的活性无显著抑制作用，SO4

2-、

NO3-和 H2PO4
2-显著抑制 CFS 活性，其中 H2PO4

2-的

抑制作用最强，50 mg/mL时CFS相对活性为37.2%，

50 mg/mL SO4
2- 处理下 CFS 相对活性为 46.0%，

50 mg/mL NO3-处理下CFS相对活性为56.2%。

图1 不同体积的菌株MG-4无菌上清液对小麦全蚀病菌的抑制作用

Fig. 1 Antifungal activity of different volumes of the cell-free supernatant from Bacillus subtilis MG-4 against

Gaeumannomyces graminis var. tritici

1~5：分别为 100 mL PDA培养基中添加无菌上清液0、3、5、10、15 mL。1-5：0，3，5，10 and 15 mL of cell-free supernatant

was added to 100 mL of PDA medium，respectively.
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表2 温度、pH、蛋白酶、有机溶剂及无机离子对菌株MG-4无菌上清液活性的影响

Table 2 Effects of temperature，pH，protease，organic solvent and inorganic ions on antifungal activity

of Bacillus subtilis MG-4 cell-free supernatant

-：无相对活性。表中数据为平均数±标准差。同一处理组中同列数据后不同字母表示经LSD法检验在P<0.05水平差异

显著。-：No relative activity；CD：colony diameter；RA：relative activity；OSP：organic solvent phase；AP：aqueous phase. Da-

ta are means±SD. Different letters in the same column in the same treatment indicate significant difference at P<0.05 level by LSD test.

不同处理

Different treatment

pH

温度

Temperature

蛋白酶

Protease

有机溶剂

Organic

solvent

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

40℃

60℃

80℃

100℃

CK0

CK1

胃蛋白酶

Pepsin

胰蛋白酶

Trypsin

CK0

CK1

氯仿

Ether

乙醚

Ethylacetate

乙酸乙酯

Chloroform

CK0

CK1

15 min

30 min

15 min

30 min

15 min

30 min

15 min

30 min

30

60

90

120

30

60

90

120

萃余相OSP

萃取相AP

萃余相OSP

萃取相AP

萃余相OSP

萃取相AP

菌落直径

CD（cm）

3.9±0.1 e

3.9±0.1 e

3.9±0.1 e

3.8±0.1 e

3.8±0.0 e

3.8±0.1 e

3.9±0.0 e

4.6±0.0 d

7.2±0.1 c

8.5±0.1 b

8.9±0.1 a

3.8±0.1 d

3.8±0.1 d

3.8±0.1 d

3.8±0.1 d

3.8±0.0d

3.9±0.1 d

4.4±0.1 c

4.7±0.0 b

9.0±0.1 a

3.8±0.0 d

3.8±0.1 b

3.8±0.0 b

3.8±0.1 b

3.9±0.1 b

3.8±0.0 b

3.8±0.1 b

3.8±0.1 b

3.9±0.1 b

9.0±0.0 a

3.8±0.0 b

3.8±0.1 b

9.0±0.0 a

3.8±0.0 b

9.0±0.0 a

3.8±0.1 b

9.0±0.0 a

9.0±0.0 a

3.8±0.0 b

相对活性

RA（%）

98.8

98.8

98.8

100.0

100.0

100.0

98.8

89.9

43.8

13.1

2.7

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

98.8

92.6

88.5

-
-

100.0

100.0

100.0

98.8

100.0

100.0

100.0

98.8

-
-

100.0

0.0

100.0

0.0

100.0

0.0

-
-

不同处理

Different treatment

无极阳离子

Inorganic

cation

（mg/mL）

无极阴离子

Inorganic

anion

（mg/mL）

KCl

NaCl

MgCl2

CaCl2

MnCl2

CK0

CK1

KNO3

K2CO3

KI

K2SO4

KH2PO4

CK0

CK1

5

25

50

5

25

50

5

25

50

5

25

50

5

25

50

5

25

50

5

25

50

5

25

50

5

25

50

5

25

50

菌落直径

CD（cm）

3.8±0.1 h

3.8±0.1 h

3.8±0.2 h

3.8±0.0 h

3.8±0.1 h

3.8±0.0 h

4.7±0.1 g

5.1±0.1 f

6.3±0.1 d

5.6±0.1 e

7.1±0.1 c

7.6±0.1 b

9.0±0.0 a

9.0±0.0 a

9.0±0.0 a

9.0±0.0 a

3.8±0.0 h

6.4±0.1 d

6.5±0.2 d

6.6±0.2 d

3.8±0.1 e

3.8±0.1 e

3.8±0.1 e

3.8±0.0 e

3.8±0.1 e

3.9±0.0 e

7.1±0.1 c

7.2±0.2 c

7.1±0.2 c

7.6±0.1 b

7.6±0.1 b

7.5±0.1 b

9.0±0.0 a

3.8±0.0 e

相对活性

RA（%）

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

88.5

82.6

62.1

74.6

46.0

34.9

0.0

0.0

0.0

-
-

60.2

58.2

56.2

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

98.8

46.0

43.8

46.0

34.9

34.9

37.2

-
-
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2.3 菌株MG-4合成脂肽类抗生素相关基因

本试验检测的7种合成脂肽类抗生素相关基因

中，菌株MG-4含有 srfAB、yndJ、bamC、fenD、ituC和

ituD共 6种基因，不含 SboA（图 2）。BLAST比对结

果显示，其中菌株MG-4的 yndj与解淀粉芽胞杆菌

B. amyloliquefaciens FZB42 编码 YndJ 蛋白的基因

yndj 同源性为 98%；srfAB 与解淀粉芽胞杆菌 UC-

MB5036 编码表面活性素合成酶的基因 srfAB 同源

性为 99%；ituC与解淀粉芽胞杆菌UCMB5036编码

伊枯草菌素 A合成酶C的基因 ituC同源性为 99%；

ituD与解淀粉芽胞杆菌YNM-3编码丙二酸单酰辅

酶A酰基转移酶的基因 ituD同源性为 99%；fenD与

枯草芽胞杆菌 QST713 编码芬荠素合成酶的基因

fenD 同 源 性 为 100%；bamC 与 枯 草 芽 胞 杆 菌

ATTCAU195 编码短杆菌素合成酶 C 的基因 bamC

同源性为98%。

图2 菌株MG-4合成脂肽类抗生素相关基因的PCR扩增检测结果

Fig. 2 Testing results of PCR detection of lipopeptiedes related genes of strain MG-4

1：srfAB；2：yndJ；3：bamC；4：fenD；5：ituC；6：ituD；7：sboA；8：marker.

2.4 菌株MG-4的CFS粗提物活性及物质结构鉴定

将CFS进行粗提取，抑菌物质易在酸性条件下

析出，CFS及其粗提物均能显著抑制小麦全蚀病菌

菌株BD-7的增殖（图 3）。MALDI-TOF-MS检测结

果显示，当质荷比在 1 000~1 200范围内，主要的分

子离子峰有 1 043.54和 1 057.56对应不同长度碳链

脂肪 酸 [M + H]+ ；1 065.53 和 1 079.54 对 应 [M +

Na]+，1 095.53对应[M+K]+，以上物质峰与C14~C15

伊枯草菌素A离子加成峰一致。当质荷比在1 400~

1 600 范围内，主要的分子离子峰为 1 435.77、

1 449.75、1 463.81、1 477.84、1 491.85和 1 505.88对

应不同长度碳链脂肪酸[M+H]+，1 471.78、1 485.81、

1 499.82、1 513.85和 1 527.87对应[M+Na]+，以上物

质峰与不同长度碳链脂肪酸的 C14~C18 芬荠素 A

和C14~C17芬荠素B及其离子加成峰一致（图 4）。

综上所述菌株 MG -4 代谢产生的抑菌物质为

C14~C15 伊 枯 草 菌 素 A、C14~C18 芬 荠 素 A 和

C14~C17芬荠素B。

图3 菌株MG-4无菌上清液（A）及其粗提物（B）对小麦全蚀病菌的抑制效果

Fig. 3 Antifungal activity of the cell-free supernatant（A）and its crude extract（B）from Bacillus subtilis MG-4 against

Gaeumannomyces graminis var. tritici

3 讨论

生物防治是植物病害防治的发展趋势（杨蕾等，

2014），芽胞杆菌耐热、耐干旱，还可以在植物微环境

中定殖，防止病原体感染或诱导植物抗性，许多芽胞

杆菌用于防治植物病害，特别是真菌引起的植物病
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害。但芽胞杆菌的田间防治效果受多种因素影响，

如能否在植物根系土壤中有效定殖，在土壤环境中

能否大量产生抑菌物质等。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，安全环保且与环境相容性好，是一种很好

的微生物农药资源（Zhang et al.，2017）。本研究系

统检测了枯草芽胞杆菌菌株MG-4发酵无菌上清液

的活性及其中抑菌物质的性质，菌株MG-4无菌上

清液热稳定性好，在中性及酸性环境中稳定，对

Na+、K+、CO3
2- 和 I-不敏感，这与王静等（2007）和

Wang et al.（2014）的研究结果相似；菌株MG4无菌

上清液对胃蛋白酶和胰蛋白酶及有机溶剂乙醚、氯

仿和乙酸乙酯不敏感，这与Cui et al.（2012）的研究

结果一致。菌株MG-4无菌上清液性质稳定，有利

于其工业生产，也为其田间施用时能稳定发挥防治

效果提供了保障。

图4 枯草芽胞杆菌MG-4抑菌物质MALDI-TOF-MS分析

Fig. 4 MALDI-TOF-MS analysis of antifungal substances from Bacillus subtilis MG-4

利用抗生素合成相关基因的特异性引物对菌株

MG-4基因组DNA进行PCR扩增，发现该菌基因组

中存在抗生素合成相关基因 srfAB、yndJ、bamC、

fenD、ituC和 ituD。MALDI-TOF-MS对抑菌物质的

分子量进行鉴定，结合 PCR 扩增结果，推测菌株

MG-4所产的抑菌物质中含有C14~C15伊枯草菌素

A，可能含有芬荠素A、芬荠素B中的1种或2种。但

由于相同质荷比的芬荠素A和芬荠素B只相差2个

[-CH2-]，故无法通过此一级质谱的分析结果来判定

芬荠素的类别，需要进一步研究。据报道，伊枯草菌

素和芬荠素具有强抗真菌活性（鲁小城等，2007），其

中伊枯草菌素有广谱拮抗真菌活性而对细菌拮抗作

用很小，对病毒无作用。如对绿霉病及灰霉病（Am-

brico & Trupo，2017）、小麦赤霉病（Gong et al.，

2015）、柑橘褐斑病、苹果干腐病和芒果炭疽病（Ar-

rebola et al.，2010）均有很强的抑制现象。而芬荠素

对丝状霉菌有良好的抑制作用，而对酵母和细菌无

效；如在棉苗猝倒病（Guo et al.，2014）、小麦赤霉病

（Dunlap et al.，2011）及苹果轮纹病（Fan et al.，2017）

的防治中起重要作用。结合前人的研究结果，推测

本研究中菌株MG-4分泌的伊枯草菌素A和芬荠素

对植物病原真菌有广泛的抑菌活性，这将为伊枯草

菌素A和芬荠素分离提取的后续试验提供重要的理

论支撑。

MALDI-TOF-MS具有高灵敏度、高准确度及高

分辨率等特点（谢永丽等，2012），MALDI将检测成

分转换为离子信号时，被检测物吸收单一光子使其

离子带单一电荷，这为被检测物的分析提供了很大

的便捷。当形成的离子进入飞行时间质量分析仪分

析得到此物质的质荷比时只需要与数据库保存的不

同物质的质荷比进行比对，便可以得出鉴定结果

（Sandrin et al.，2013）。另外，MALDI产生的是低电

荷的完整气相大分子，可用于检测纯度不高的生物

分子。待测组分（包括蛋白质、脂类、多肽等）中含有

一些杂质（如较高浓度的盐、非挥发性成分等）并不

影响目标物质的测定（Vater et al.，2003）。本研究通过

MALDI-TOF-MS进行抑菌物质鉴定时，只经过盐酸

沉淀和甲醇萃取等少量纯化步骤，简单提取或者不

提取直接进行物质检测分析，可以最大限度保留活

性成分，避免其在纯化过程中丢失，使试验结果更加



准确、全面。也有研究者将发酵液过滤后直接进行

MALDI-TOF-MS 检测分析（Bright et al.，2002）。可

见MALDI-TOF-MS分析信息直观、操作简单、快速

准确，是一种非常便利的鉴定物质的方法。

总之，MG-4 菌株发酵上清液对小麦全蚀病菌

有强拮抗作用，含有高抑菌活性的伊枯草菌素A和

芬荠素，且性质稳定，这使MG-4菌株发酵上清液在

小麦全蚀病防治中有很好的应用前景，为开发新型

生物农药及进行工业化生产提供有力的理论依据及

物质支持。
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