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贝莱斯芽胞杆菌ZF145抑菌物质提取方法比较
及成分鉴定
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摘要：为明确贝莱斯芽胞杆菌Bacillus velezensis菌株ZF145中可有效抑制黄瓜角斑病病原菌扁桃

假单胞菌流泪致病变种Pseudomonas amygdali pv. lachrymans的主要物质，采用冻干法、酸沉法、絮

凝法、萃取法和铵沉法提取菌株ZF145发酵液中的抑菌物质，通过室内盆栽试验验证粗提物对黄瓜

角斑病的防治效果，综合比较不同方法的提取效果，并通过高效液相色谱-质谱（high performance

liquid chromatography-mass spectrometry，HPLC-MS）联用技术鉴定粗提物中的抑菌物质。结果表

明，絮凝法最适用于贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145发酵上清液中抑菌物质的提取，通过絮凝法提取的

粗提物对扁桃假单胞菌流泪致病变种的抑菌圈直径达到19.50 mm，对黄瓜角斑病的盆栽防治效果

为42.85%，且粗提物中的主要抑菌物质为C13~C16的 surfactin同系物，浓度和纯度均为最高，分别为

2.77 g/L和69.28%。表明本研究优化的絮凝法可用于芽胞杆菌发酵液中抑菌物质的提取。
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Abstract: In order to identify the substances with the main antibacterial effect in Bacillus velezensis

strain ZF145, the effects of different extraction methods were comprehensively evaluated, and the bacte-

riostatic substances in the fermentation broth of B. velezensis strain ZF145 were extracted with lyophili-

zation, acid precipitation, flocculation, extraction and ammonium precipitation, which verified the effi-

cacy of crude extract on cucumber angular leaf spot, and identified the bacteriostatic substances in

crude extract with high performance liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS). The re-

sults showed that the flocculation method was the most suitable for the extraction of bacteriostatic sub-

stances in the supernatant of B. velezensis strain ZF145 fermentation broth, the inhibition diameter of

Pseudomonas amygdali pv. lachrymans by the crude extract prepared by the flocculation method

reached 19.50 mm, the pot control effect on cucumber angular leaf spot was 42.85%, and the main bac-

teriostatic substance in the crude extract of flocculation was C13-C16 surfactin, and the concentration and-
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黄瓜角斑病是由扁桃假单胞流泪致病变种

Pseudomonas amygdali pv. lachrymans 侵染引起的

一种细菌性病害，该病在苗期和成株期均可发生，苗

期主要危害子叶，成株期主要危害叶片、叶柄以及卷

须，发生严重时还可危害茎蔓和果实，严重影响黄瓜

产量（苑宝洁等，2022）。目前，黄瓜角斑病的防治主

要依靠中生菌素、春雷霉素等药剂以及芽胞杆菌类

生物农药，长期使用单一化学药剂容易造成病菌抗

药性增强。芽胞杆菌类生物农药主要通过产生抑菌

物质抑制病菌的生长来起到预防作用。本课题组前

期筛选获得1株对黄瓜角斑病有较好防治效果的贝

莱斯芽胞杆菌ZF145，进一步明确其产生的抑菌物

质种类，评估其是否具备开发为微生物药剂的潜力。

贝莱斯芽胞杆菌Bacillus velezensis主要通过非

核糖体肽合成酶和聚酮合成酶产生一系列生物活性

次级代谢产物，如 surfactin、bacillomycin-D、fengycin

以及 bacillibactin等。Chen et al.（2009）通过对解淀

粉芽胞杆菌B. amyloliquefaciens菌株FZB42的基因

组进行分析，得出约有10%的基因专门用于脂肽和

聚酮类抗菌分子等生物活性分子的合成。Wu et al.

（2015）研究发现解淀粉芽胞杆菌菌株 FZB42 通过

difficidin和 bacillysin发挥生物防治活性，能很好地

控制由稻黄单胞菌Xanthomonas oryzae的 2个致病

变种水稻白叶枯病菌X. oryzae pv. oryzae和条斑病

菌X. oryzae pv. oryzicola引起的白叶枯病和条斑病。

对于芽胞杆菌产生的不同抑菌物质，其提取方

法也不同。目前，抑菌物质提取方法主要有硫酸铵

盐析法（兰宝锋等，2022）、有机溶剂萃取法（王皓楠

等，2016）以及酸沉淀法（乔欣蕾等，2021）等。兰宝

锋等（2022）比较了硫酸铵盐析法、酸沉淀法、甲醇抽

提法和乙酸乙酯萃取法提取抑菌物质的效果，结果

显示硫酸铵盐析法最适用于解淀粉芽胞杆菌菌株

A13中抑菌物质的提取。王皓楠等（2016）比较了有

机试剂萃取法、酸沉淀法和硫酸铵沉淀法，结果显示

萃取法最适合解淀粉芽胞杆菌菌株HAB-6中抑菌

物质的提取。Zhang et al.（2014）研究结果表明，采

用以磷酸氢二钠和氯化钙作为絮凝剂的絮凝法可以

将脂肽类抑菌物质 surfactin富集在沉淀中。本研究

通过不同方法提取贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145发酵

上清液中的抑菌物质，利用杯碟法测试不同粗提物

在不同浓度下对扁桃假单胞流泪致病变种的抑制

效果，通过盆栽试验验证粗提物对黄瓜角斑病的生

防效果，利用高效液相色谱-质谱（high performance

liquid chromatography-mass spectrometry，HPLC-MS）

联用技术鉴定抑菌活性组分中的主要抑菌物质，以

期为揭示贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145的生防机理提

供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株和植物：贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145

（苑宝洁等，2022）和扁桃假单胞流泪致病变种菌株

NM002（Chai et al.，2020），均由中国农业科学院蔬

菜花卉研究所蔬菜病害综合防治课题组筛选、鉴定

并保存。黄瓜品种为中农 6号，种子购自中蔬种业

科技（北京）有限公司，在日光温室自然条件下生长

至2叶1心期供试。

供试培养基：LB（Luria-Bertani）液体培养基成

分为胰蛋白胨10 g、酵母提取物5 g、NaCl 10 g、蒸馏

水 1 L，pH为 7.2±0.1；LB液体培养基中添加 15 g琼

脂可制备得到 LB 固体培养基；营养肉汤（nutrient

broth，NB）培养基成分为蛋白胨 10 g、牛肉粉 3 g、

NaCl 5 g、蒸馏水1 L，pH为7.2±0.1；NB培养基中添

加20 g琼脂可制备得到营养琼脂（nutrient agar，NA）

培养基；改良 MS（minimal salt）培养基成分为葡萄

糖20 g、胰蛋白胨5 g、Na2HPO4 2.8 mg、KH2PO4 1 g、

（NH4）2SO4 0.5 g、MgCl2 53 mg、EDTA-2Na 0.5 mg、

FeSO4·7H2O 0.2 mg、ZnSO4·7H2O 0.01 mg、MnCl2·

4H2O 0.003 mg、H3BO3 0.03 mg、CoCl2·6H2O 0.02 mg、

NiCl2·6H2O 0.002 mg、Na2MoO4·2H2O 0.003 mg、Cu-

Cl2·2H2O 0.001 mg，蒸馏水1 L，pH为7.2±0.1。

药剂、试剂和仪器：3%中生菌素（zhongsheng-

mycin）可湿性粉剂，江西正邦作物保护股份有限公

司。surfactin 标准品，上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；其他试剂均为国产分析纯和色谱纯。FE28-

Standard pH计，梅特勒-托利多（中国）公司；1200LC

高效液相色谱仪、Agilent 6470三重四极杆液质联用

系统，美国安捷伦公司；Sigma 1-16 台式高速离心

purity were the highest, reached 2.77 g/L and 69.28%. The flocculation method optimized in this study

could be used for the extraction of bacteriostatic substances from bacillus fermentation broth.

Key words: Bacillus velezensis; cucumber angular leaf spot; flocculation method; biocontrol effect;

bacteriostatic substance
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机，德国Sigma公司。

1.2 方法

1.2.1 贝莱斯芽胞杆菌ZF145粗提物的提取方法

取-80 ℃甘油保藏的贝莱斯芽胞杆菌菌株

ZF145置于37 ℃水浴器中，待菌液呈半融状态时用

接种环蘸取菌悬液于 LB 固体平板上划线培养，

37 ℃培养 12~16 h。挑取单菌落接种至 50 mL LB

液体培养基中，于 37 ℃、200 r/min条件下振荡培养

12 h，即获得培养液。按体积比 1%接种至 100 mL

改良 MS 培养基中，于 37 ℃、180 r/min 条件下振荡

培养 36 h，即获得发酵液，再于 4 ℃、8 000 r/min 条

件下离心10 min，去除菌体沉淀，收集上清液用于提

取菌株ZF145中的抑菌物质。

冻干法：取 200 mL发酵上清液，预冻后置于冷

冻干燥机中，待其形成冻干粉后取出，加入 200 mL

甲醇在磁力搅拌器上抽提 6 h（李方舟，2020），再于

4 ℃、8 000 r/min条件下离心 10 min，去除沉淀获得

上清液。通过37 ℃旋转蒸发仪将甲醇溶液蒸发后，

使用 20 mL甲醇复溶，再过 0.22 μm无菌滤膜，用氮

气吹干，称重后加入 5 mL甲醇溶解所有物质，计算

初始浓度，过0.22 μm无菌滤膜，于-40 ℃储存备用。

铵沉法：取200 mL发酵上清液，将112.2 g硫酸

铵缓慢加入其中，使硫酸铵饱和度为 80%（兰宝锋

等，2022），在25 ℃下充分溶解后，转移至10 ℃冷库

搅拌过夜，使用0.22 μm无菌滤膜进行抽滤，将滤纸

放入50 mL离心管中，分批次加入甲醇振荡抽提，直

至甲醇溶液无色，加入总量不超过 200 mL。通过

37 ℃旋转蒸发仪将甲醇溶液蒸发，后续试验步骤同

冻干法。

酸沉淀法：取 200 mL发酵上清液置于烧杯中，

用浓盐酸将pH调至2.0（刘安等，2019），于4 ℃放置

过夜。以8 000 r/min离心10 min，去除上清液，向沉

淀中加入甲醇进行抽提，直至甲醇无色，加入总量不

超过200 mL。通过37 ℃旋转蒸发仪将甲醇溶液蒸

发，后续试验步骤同冻干法。

萃取法：将 200 mL 发酵上清液置于分液漏斗

中，按乙酸乙酯与发酵上清液体积比为 3∶1进行萃

取（王皓楠等，2016），室温放置过夜，倒出有机相并

于37 ℃旋转蒸发仪中蒸发有机溶剂，后续试验步骤

同冻干法。

絮凝法：将 200 mL发酵上清液置于烧杯中，加

入Na2HPO4 5 g搅拌至完全溶解，再加入CaCl2 3 g搅

拌至完全溶解（Zhang et al.，2014），调节 pH 至 6.4，

室温放置过夜，以 8 000 r/min 离心 10 min，收集沉

淀，使用少量异丙醇将沉淀洗出，倒入 250 mL烧杯

中，加入 100 mL异丙醇，在磁力搅拌器上于 37 ℃、

300 r/min 条件下搅拌 2 h，再以 8 000 r/min 离心

10 min，去除沉淀，将上清液通过 37 ℃旋转蒸发仪

蒸发有机试剂，后续试验步骤同冻干法。

1.2.2 贝莱斯芽胞杆菌ZF145粗提物抑菌效果的测定

使用甲醇分别将1.2.1不同方法提取的抑菌粗提

物浓度梯度稀释至4 000、2 000、1 000 和500 mg/L，

并保留1组原始浓度粗提物。将保存的扁桃假单胞

流泪致病变种菌株NM002在NA平板上划线培养，

于28 ℃暗培养24 h后，用接种环蘸取适量菌体接种

到50 mL NB培养基中，于28 ℃、180 r/min条件下振

荡培养 24 h，制成菌悬液。取 12 mL菌悬液加入到

200 mL 50 ℃的NA培养基中，轻微混匀，倒入90 mm

塑料培养皿中，制得混合平板。使用杯碟法测定各

粗提物对菌株NM002的抑制效果，取1个牛津杯放

在混合平板上，往牛津杯中加入 100 μL 粗提物样

品，盖上皿盖放入 4 ℃冰箱中静置 3 h，取出后于

28 ℃暗培养24 h，测量抑菌圈直径（黄伟等，2022），

评价各粗提物的抑菌效果。每个浓度处理重复3次。

1.2.3 贝莱斯芽胞杆菌ZF145抑菌物质的鉴定

采用HPLC-MS联用技术对1.2.1不同方法提取

的贝莱斯芽胞杆菌ZF145粗提物中的抑菌物质进行

鉴定。HPLC检测时样品上机浓度均为4 000 mg/L，

使用1 000、2 000、3 000和4 000 mg/L的 surfactin标

准品建立标准曲线。流动相选择含 0.1%甲酸的水

（流动相A）和甲醇（流动相B），0~2 min，90%流动相

A+10% 流动相 B；2~20 min，流动相 A 梯度递减+

流动相 B 梯度递增；20~28 min，100% 流动相 B；

28.5~35.0 min，90%流动相A+10%流动相B。超声

脱气处理 15 min 后备用。选用反相 C18色谱柱（长

250 mm×直径 4.6 mm，填充物粒径 5 μm），柱温为

25 ℃，紫外检测器VWD1检测波长为 210 nm，流速

为1 mL/min，样品进样量为10 μL。在样品进样前，

HPLC仪以预处理过的流动相运行 35 min，平衡C18

色谱柱并减小基线噪音。待基线稳定在±10 mAU时

开始进样分析（Biniarz & Łukaszewicz，2017）。使用

三重四极杆液质联用系统对HPLC仪洗脱峰进行分

析，采用电喷雾离子源正离子模式检测，操作电压为

3 500 V，操作温度为300 ℃，流速为1 mL/min，质量

扫描范围为40~2 500 m/z。利用碰撞诱导解离技术

获得化合物的典型碎片离子，碰撞池中碰撞气体为

氮气。通过比对文献数据及目标物质分子量来判断

物质种类。
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1.2.4 贝莱斯芽胞杆菌ZF145粗提物防治效果的测定

将 1.2.1 不同方法提取的贝莱斯芽胞杆菌

ZF145粗提物均稀释至4 000 mg/L备用。将扁桃假

单胞流泪致病变种菌株 NM002 接种至 NB 培养基

中，于28 ℃、180 r/min条件下摇培24 h，即获得菌悬

液，用水稀释至浓度为 1×108 CFU/mL，备用。采用

喷雾法等量均匀地将制备的菌悬液喷施在2叶1心

期黄瓜幼苗叶片表面，每株喷施 10 mL。于温度

28 ℃、相对湿度 75%条件下保湿培养 24 h，再采用

喷雾法均匀地将4 000 mg/L粗提物稀释液喷施在黄

瓜幼苗叶片表面，每株喷施10 mL，以喷施等量蒸馏

水为病原菌对照，以喷施等量 3%中生菌素可湿性

粉剂 1 000倍液为药剂对照，每个处理重复 3次，每

个重复为 8株黄瓜幼苗。保湿培养 7~14 d后，待病

原菌对照完全发病后，调查发病情况并确定病级，并

计算病情指数和防治效果。黄瓜角斑病病级分类

标准：0级，不发病；1级，0%<病斑面积占叶片面积

的比例≤5%；3级，5%<病斑面积占叶片面积的比例≤
25%；5级，25%<病斑面积占叶片面积的比例≤50%；

7级，50%<病斑面积占叶片面积的比例≤75%；9级，

75%<病斑面积占叶片面积的比例≤100%（Chai et

al.，2020）。病情指数=Σ（各级病叶数×病级数）/（调

查总叶数×9）×100；防治效果=（空白对照病情指数-
处理病情指数）/空白对照病情指数×100%。

1.3 数据分析

采用Excel 2016软件对试验数据进行处理，利

用 SPSS 21.0 软件对试验数据进行统计分析，应用

Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 不同方法提取的贝莱斯芽胞杆菌ZF145粗提物

采用冻干法、酸沉法、絮凝法、萃取法、铵沉法从

200 mL贝莱斯芽胞杆菌菌株 ZF145 发酵上清液中

提取到的粗提物的初始浓度分别为443 120、25 200、

88 460、70 840和37 260 mg/L，其中冻干法提取的粗

提物浓度最高。

2.2 贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145粗提物的抑菌效果

不同提取方法提取的粗提物均对扁桃假单胞流

泪致病变种菌株NM002有抑制作用（表 1），其中采

用冻干法提取的粗提物的抑菌效果最佳，抑菌圈直

径达到 29.50 mm，其次为萃取法提取的粗提物，抑

菌圈直径为 23.00 mm，酸沉法、絮凝法和铵沉法提

取的粗提物的抑菌圈直径分别为 20.67、19.50 和

19.67 mm（表1）。

将 5种方法提取的贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145

粗提物分别稀释至 4 000、2 000、1 000和 500 mg/L，

在最高浓度 4 000 mg/L处理下，酸沉法提取的粗提

物对扁桃假单胞流泪致病变种菌株NM002的抑制

效果最好，抑菌圈直径达 20.00 mm，其次为絮凝法

提取的粗提物，抑菌圈直径为18.17 mm，冻干法、萃

取法和铵沉法提取的粗提物的抑菌圈直径分别为

11.67、14.33和14.00 mm（表1）。

表1 贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145不同浓度粗提物对扁桃假单胞流泪致病变种菌株NM002的抑菌圈直径

Table 1 Diameter of the inhibition circle of Bacillus velezensis ZF145 crude extract with different concentrations

on Pseudomonas amygdali pv. lachrymans NM002

提取方法
Extraction method

冻干法Lyophilization

酸沉法Acid precipitation

絮凝法Flocculation

萃取法Ethyl acetate extraction

铵沉法Ammonium sulfate precipitate

抑菌圈直径Diameter of the inhibition circle/mm

初始浓度
Initial concentration

29.50±1.87 a

20.67±0.82 bc

19.50±0.84 c

23.00±2.37 b

19.67±1.60 c

4 000 mg/L

11.67±0.57 b

20.00±0.63 a

18.17±1.83 a

14.33±1.63 b

14.00±0.00 b

2 000 mg/L

8.50±0.54 c

16.00±0.00 a

17.17±2.56 a

16.67±0.52 a

11.17±0.75 b

1 000 mg/L

9.00±0.00 c

15.00±0.89 a

13.33±1.86 ab

14.00±1.10 b

8.17±0.41 c

500 mg/L

7.67±0.51 d

12.83±0.75 b

11.17±0.98 c

15.67±1.51 a

8.17±0.41 d

表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±

SD. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

2.3 贝莱斯芽胞杆菌ZF145抑菌活性组分鉴定结果

HPLC-MS 分析结果显示，主要信号峰出现在

22.80、23.02、23.20 和 23.54 min，对这 4 个信号峰进

行质谱分析，[M+H]+质荷比分别为1 009.1、1 023.4、

1 037.4 和 1 051.4，[M+Na]+质荷比分别为 1 031.1、

1 045.4、1 059.4和1 073.3（图1）。4种物质之间的分

子量均相差 14 Da，与CH2的分子量大小一致，说明

相差一个亚甲基。与 C13~C16 的 surfactin 同系物的

[M+H]+、[M+Na]+质荷比吻合，由此判断贝莱斯芽胞

杆菌菌株 ZF145 的抑菌活性组分中存在 C13~C16 的
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surfactin同系物。

a: C13 surfactin; b: C14 surfactin; c: C15 surfactin; d: C16 surfactin.

图1 贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145中抑菌活性组分的一级质谱图

Fig. 1 Primary mass spectrometry of the bacteriostatic active components of Bacillus velezensis ZF145

2.4 菌株ZF145粗提物中 surfactin的纯度

surfactin 标准样品有 3 种同系物，分别为 C13

surfactin、C14 surfactin和C15 surfactin，因此在保留时

间22~24 min区间共有3个吸收峰（图2），通过HPLC

积分结果，建立 surfactin 的标准曲线为 y=63.89x-
8.34（R2=0.996）。经计算，絮凝法提取的粗提物中

surfactin 的浓度及纯度均最高，分别为 2.77 g/L 和

69.28%；其次为酸沉法提取的粗提物，surfactin浓度

为2.56 g/L，纯度为63.91%；萃取法提取的粗提物中

surfactin 的浓度为 1.87 g/L，纯度为 46.76%；冻干法

提取的粗提物中 surfactin的浓度为1.56 g/L，纯度为

39.01%；而铵沉法提取的粗提物中 surfactin的浓度

为1.24 g/L，纯度为30.96%（表2）。

2.5 贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145粗提物的生防效果

通过 5 种方法提取的贝莱斯芽胞杆菌菌株

ZF145粗提物对黄瓜角斑病均有一定的防治效果，

其中通过酸沉法提取的4 000 mg/L粗提物对黄瓜角

斑病的防治效果最好，为 47.86%；其次为絮凝法提

取的 4 000 mg/L粗提物，防治效果为 42.85%；3%中

生菌素可湿性粉剂1 000倍液对黄瓜角斑病的防治

效果为 35.93%；而通过冻干法、萃取法和铵沉法提

取的4 000 mg/L粗提物对黄瓜角斑病的防治效果很

低，分别为24.62%、33.09%和11.86%（表3）。

3 讨论

芽胞杆菌通过产生抑菌物质来抑制病原菌生长

是其最主要的生防机理之一，芽胞杆菌能产生多种

抑菌物质，包括脂肽类、多肽类和抑菌蛋白类。针对

不同的抑菌物质可采用不同的提取方法。酸沉法作

为目前芽胞杆菌抑菌物质最常用的提取方法之一，

不分各物质的等电点，而是通过降低所有蛋白质及

脂肽类物质的溶解度来获得发酵液中几乎所有种类

的抑菌物质。但由于许多发酵培养基配方中会存在

缓冲离子对，如磷酸氢根和磷酸二氢根，要将发酵液

pH调节至 2.0，需要加入大量盐酸，生产成本高，且

废液处理困难（乔欣蕾等，2021）。铵沉法会破坏发

酵液中具有二级结构的蛋白质，使蛋白质及其他物

质絮凝沉淀（兰宝锋等，2022）。萃取法多采用有机

溶剂对发酵液（体积比 2∶1或 3∶1）中抑菌物质进行

萃取，在蒸发结晶或者旋转蒸发过程中过多的有机

相会耗费大量的能源，优点是有机相可以重复使用

（王皓楠等，2016）。絮凝法主要利用脂肽类物质碱
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溶酸沉、脂溶性以及磷酸钙冷析热解的特性提取发

酵液中的抑菌物质。磷酸氢二钠和氯化钙反应会形

成磷酸钙，在操作过程中先加入磷酸氢二钠至完全

溶解，随后加入氯化钙，在氯化钙加入的过程中会逐

渐生成磷酸钙，该生成过程中会包裹和吸附发酵液

中的物质（Zhang et al.，2014）。在实际生产中，絮凝

法已经被用于提取发酵残渣中的吩嗪-1-羧酸。从

生产实际分析，絮凝法大幅度减少了处理体积，从液

体处理转化到固体处理，极大程度上减轻了提取工

艺对储罐的需求，并且更加节约能源。本研究结果

表明，5 种提取方法均可从贝莱斯芽胞杆菌 ZF145

发酵液中提取抑菌物质，其中絮凝法提取获得的粗

体物中 surfactin的纯度最高，酸沉法次之，铵沉法最

低；另外酸沉法与絮凝法提取获得的粗提物的生防

效果无显著差异。相同浓度下酸沉法提取的粗提物

样品对黄瓜角斑病的防治效果为47.86%，絮凝法提

取获得的粗提物对黄瓜角斑病的防治效果达到

42.85%，而铵沉法提取获得的粗提物对黄瓜角斑病

的防治效果仅为 11.86%。后续研究中可改进酸沉

法及絮凝法，以提高抑菌物质的提取率。

a：2 500 mg/L surfactin标准品；b~f：分别为冻干法、酸沉法、絮凝法、萃取法和铵沉法提取的4 000 mg/L粗提

物。a: 2 500 mg/Lsurfactin standard; b-f: 4 000 mg/Lcrude extracts obtained by using lyophilized, acid precipita-

tion, flocculation, extraction and ammonium, respectively.

图2 不同方法提取的贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145粗提物的高效液相色谱图

Fig. 2 HPLC characterization of Bacillus velezensis ZF145 crude extract at different methods
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表2 不同方法提取的贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145粗提物中 surfactin浓度和纯度

Table 2 Comparison of surfactin content and purity of Bacillus velezensis ZF145 crude extracts prepared

by different extraction methods

提取方法 Extraction method

冻干法Lyophilization

酸沉法Acid precipitation

絮凝法Flocculation

萃取法Ethyl acetate extraction

铵沉法Ammonium sulfate precipitate

浓度Concentration/(g/L)

1.56±0.32 bc

2.56±0.28 a

2.77±0.18 a

1.87±0.30 b

1.24±0.16 c

纯度Purity/%

39.01±8.02 bc

63.91±7.09 a

69.28±4.43 a

46.76±7.50 b

30.96±3.88 c

表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±

SD. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

表3 不同方法提取的贝莱斯芽胞杆菌菌株ZF145粗提物对黄瓜角斑病的防治效果

Table 3 Effect of crude extracts prepared by different methods of Bacillus velezensis strain ZF145

on cucumber angular leaf spot disease

处理
Treatment

冻干法粗提物Crude extract prepared by lyophilization

酸沉法粗提物Crude extract prepared by acid precipitation

絮凝法粗提物Crude extract prepared by flocculation

萃取法粗提物Crude extract prepared by ethyl acetate extraction

铵沉法粗提物
Crude extract prepared by ammonium sulfate precipitate

3%中生菌素可湿性粉剂 3% zhongshengmycin WP

病原菌对照Pathogen control

使用浓度
Applied concentration

4 000 mg/L

4 000 mg/L

4 000 mg/L

4 000 mg/L

4 000 mg/L

1 000×

-

病情指数
Disease index

43.03±2.04 bc

29.76±1.74 d

32.62±0.57 d

38.20±3.47 cd

50.31±2.48 ab

36.57±4.58 cd

57.08±7.34 a

防治效果
Control effect/%

24.62±3.58 c

47.86±3.05 a

42.85±0.99 ab

33.09±6.08 bc

11.86±4.35 d

35.93±8.03 bc

表中数据为平均数±标准差。同列不同小写字母表示经Duncan氏新复极差法检验差异显著（P<0.05）。Data are mean±

SD. Different lowercase letters in the same column indicate significant difference by Duncan’s new multiple range test (P<0.05).

HPLC-MS分析技术已经广泛用于芽胞杆菌抑

菌物质的分析鉴定，通过HPLC-MS、MS/MS等分析

技术可以发掘芽胞杆菌代谢产物中更多的具有抑菌

活性或诱导植物抗性能力的新型活性物质。本研究

通过 HPLC-MS 分析发现贝莱斯芽胞杆菌菌株

ZF145产生的抑菌物质主要为C13~C16 surfactin同系

物。Sarwar et al.（2018）研究结果表明枯草芽胞杆

菌B. subtilis菌株NH-100及 surfactin A制剂对由念

珠藻 Nostoc punctiforme 引起的水稻恶苗病表现出

显著的拮抗活性。Jin et al.（2020）从贝莱斯芽胞杆

菌菌株HN-2中获得了对水稻白叶枯病菌有拮抗作

用的物质，经鉴定为 C15 surfactin A。surfactin 因其

多样的生物活性不断被开发为具有不同功能的制

剂，包括抗菌剂（Heerklotz & Seelig，2007）、抗真菌

剂（Zanotto et al.，2019）、抗病毒剂（Kracht et al.，

1999）、防癌剂（Zanotto et al.，2019）、抗支原体剂

（Shaligram & Singhal，2010）、抗致病菌黏附剂（Zer-

aik & Nitschke，2010）和植物防御诱导子（Jourdan et

al.，2009）。surfactin 主要作用于细菌的细胞壁，使

细胞壁出现穿孔，导致细胞死亡，如可以增加痤疮丙

酸杆菌Propionibacterium acnes细胞壁的渗透性，使

碱性磷酸酶渗入细胞外环境（Shan et al.，2021）。另

一方面，surfactin 可以成功防止金黄色葡萄球菌

Staphylococcus aureus 黏附及其表面生物膜形成

（Liu et al.，2019）。

本研究通过活体生测方式验证了不同提取方法

获得的粗提物对黄瓜角斑病的防治效果，其中酸沉

法和絮凝法提取获得的样品中 surfactin含量较高，

同时对黄瓜角斑病的防治效果也较好，说明 surfac-

tin的浓度与生防效果呈正相关关系，这表明芽胞杆

菌产生的 surfactin对病原菌的抑制作用是防治黄瓜

角斑病的主要机理之一。
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