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摘要 以从水稻根部分离到的1株解淀粉芽孢杆菌 WH1为材料,通过红外吸收光谱对其发酵液中的抗菌

活性物质进行了鉴定,并通过平板抑制试验和离体叶片防治试验,研究其发酵液对油茶炭疽病的抑制作用。结

果表明:WH1发酵液中的抗菌活性物质为脂肽,该成分能够使油茶炭疽病菌丝畸形,高稀释倍数的发酵液对离

体油茶叶片上的炭疽病仍然有显著的防效。以 WH1作为防治油茶炭疽病的生物农药,通过Plackett-Burman
设计和田口设计对 WH1的发酵条件进行了优化,使抗菌脂肽产量大幅上升。在3、20、500L的发酵罐上进行放

大,控制溶氧在30%以上,成功的完成250mL摇瓶到500L罐的放大。500L罐上培养48h后发酵液10倍稀

释液在PDA平板上的抑菌率为50.8%,对发酵液进行喷雾干燥后药效存留率为86.2%。
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  油茶是我国特有的优良乡土树种,与油棕、油橄

榄和椰子并称为世界四大木本食用油树种[1]。茶油

具有极高的营养价值和经济效益,可媲美橄榄油,大
力发展油茶业,不仅可以提高我国食用植物油生产

能力,提高人民健康水平,还可增加农民收入以及改

善生态环境。油茶炭疽病是油茶生产上的重要病害

之一,不仅造成油茶籽产量下降,而且严重影响茶油

品质,甚至危害消费者健康,各主要油茶产区经常因

此减产10%~30%,重病区可减产40%~50%[2]。
目前,油茶炭疽病防治技术的研究还处在起步阶段,
而且主要是采用农业和化学药剂防治[3]。由于农业

防治的局限性和化学药剂对环境和食品安全的危

害,因此开发稳定高效的生物农药是油茶行业目前

的重要任务。
芽孢杆菌能产生抗逆性芽孢和种类繁多的抗菌

物质来抑制病原真菌的生长,这些抗菌物质大多被

鉴定出具有环脂肽的特征[4-5]。环状脂肽具有广谱

的抗菌效果[6],在自然条件下非常稳定,耐热、抗紫

外、耐酸碱,且由于容易被消化酶降解,因此不会产

生耐药性、残留和环境污染等问题[7]。脂肽类物质

所具有的优良特性,使之成为防治油茶炭疽病的首

选生物农药。
笔者所在实验室从水稻根部分离到的1株解淀

粉芽孢杆菌,在含豆粕的培养基中能够发酵产生高

浓度脂肽,对油茶炭疽病有良好的防治效果,有望被

开发成防治油茶炭疽病的生物农药,笔者对其抑菌

效果和发酵生产工艺进行了进一步的探索,以提高

抗菌脂肽的产量。

1 材料与方法

1.1 菌株与培养基

解淀粉芽孢杆菌 WH1(Bacillusamylolique-
faciens,WH1),笔者所在实验室从华中农业大学水

稻田分离;油茶炭疽病,笔者所在实验室从武汉市九

峰森林公园油茶中分离得到。

PDB培养基:马铃薯200g,蔗糖20g,蒸馏水

定容至1L;PDA培养基:马铃薯200g,蔗糖20g,
琼脂20g,蒸馏水定容至1L。以上培养基均采用
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121℃湿热灭菌20min。
1.2 WH1 抑菌活性物质的鉴定

将活化好的解淀粉芽孢杆菌 WH1用PDB培

养基在30℃培养2d,离心收集上清液,上清液用等

体积的乙酸乙酯萃取后取水相,再以等体积的正丁

醇萃取后收集正丁醇相,真空旋转蒸发器65℃蒸

干,再用少量的蒸馏水溶解。溶解后液体用葡聚糖

SephadexG-25柱进行分离纯化,蒸馏水洗脱,收集

各洗脱组分,并测定 D280nm和 D210nm,绘制洗脱曲

线。洗脱曲线各峰值的组分,经过滤除菌后与PDA
培养基以体积比1∶9混合后接种油茶炭疽病,进行

抗菌活性检测。在抗真菌活性分析后,对具有抗真

菌活性的样品命名为 WH1fugin。
对分离到的有抗菌活性的成分于-53℃进行

真空冷冻干燥,冻干粉末用KBr压片法测红外吸收

光谱。
1.3 WH1 发酵液抑制油茶炭疽病菌丝生长试验

将经0.22μm滤膜过滤除菌的 WH1发酵液与

PDA培养基分别按体积比为1∶50、1∶20、1∶10
的比例混合倒平板备用,以不添加发酵液的PDA
培养基作为对照。将油茶炭疽病孢子用无菌水稀释

到1×105/mL,取200μL涂布平板,37℃倒置培养

24h。取菌丝压片,显微镜下观察菌丝形态。
1.4 离体叶片上油茶炭疽病的防效

采集大小一致的新鲜油茶嫩叶,用蒸馏水冲洗

干净后放置在铺有1层湿滤纸的培养皿中,在叶柄

处盖上用蒸馏水湿润的脱脂棉。试验组用蒸馏水稀

释50倍的无菌发酵液喷洒叶片,室温自然干燥后接

种1个油茶炭疽病菌饼;对照组的叶片喷洒蒸馏水

干燥后接种1个油茶炭疽病菌饼,两组同时置于

温度为26℃,湿度为95%的光照培养箱中培养,
每24h观察1次并添加适量蒸馏水,使脱脂棉

保湿。
1.5 发酵条件优化

先采用Plackett-Burman设计,从11个因子中

选出对脂肽产量有显著性影响的因子,分别对选出

的重要因子进行优化,再利用田口设计确定最终的

培养基成分。以对油茶炭疽病的抑菌率为发酵试验

的唯一响应量。
种子液在PDB培养基中培养12h后,以5%接

种量接入装有50mL发酵培养基的250mL三角瓶

中,发酵48h。发酵液8000r/min,离心5min,收
集上清液并以0.22μm 滤膜过滤除菌后,与PDA

培养基以1∶50体积比混合倒置平板备用。将在

PDA平板中培养好的油茶炭疽病菌,用打孔器打取

直径为0.5cm的菌饼,将菌饼接种到上述含 WH1
过滤除菌发酵液的PDA平板中,以菌饼接种在不

含 WH1发酵液的PDA平板上做对照。28℃倒置

培养,待对照平皿中菌丝快要长满平皿时,测量试验

组和对照组的菌落直径,计算抑菌率。

1)Plackett-Burman设计[8-9]。把有可能影响脂

肽产量的9个培养基成分,连同发酵温度和发酵

pH值作为试验因子进行Plackett-Burman设计。
表1 Plackett-Burman设计因子水平范围

Table1 LevelofvariablesinPlackett-Burmandesign

变量

Variables
低水平变量(-)
Lowlevel

高水平变量(+)
Highlevel

豆粕粉/(g/L)Soybeanmeal 20 30

玉米粉/(g/L)Cornmeal 10 15

淀粉/(g/L)Starch 10 15

酵母粉/(g/L)Yeastpowder 0.6 0.9

NH4NO3/(g/L) 30 45

MgSO4/(g/L) 0.3 0.45

KH2PO4/(g/L) 2 3

Na2HPO4/(g/L) 8 12

CaCl2/(g/L) 0.08 0.12

pH 6.0 7.5
培养温度/℃
Fermentationtemperature

30 37

  2)田口设计及验证试验。根据Plackett-Bur-
man设计的结果,选择对脂肽产量影响较大的3个

培养基成分,与用量较大的淀粉共4个因素,各设3
个水平,进行L9(34)田口试验。根据田口试验结果

对产量较高的培养基组合进行验证。
1.6 发酵过程放大及发酵液后处理

依次在3、20、500L发酵罐中进行发酵过程的

放大,控制溶氧不低于30%,因为发酵产物本身为

表面活性剂,在发酵产脂肽阶段,密切关注气泡产生

情况,及时添加消泡剂。发酵完成后,发酵液经

65℃,0.09MPa真空浓缩为原体积的25%。浓缩

后的发酵液用喷雾干燥塔以进风口温度160℃,出
风口温度80℃,进液量10mL/min的条件进行喷

雾干燥处理。

2 结果与分析

2.1 WH1 抑菌活性物质的分离纯化与鉴定

WH1发酵液经乙酸乙酯萃取后,活性物质在

水相中,正丁醇萃取后能溶于正丁醇,经真空旋转蒸

214



 第4期 信珊珊 等:1株解淀粉芽孢杆菌发酵条件的优化及其对油茶炭疽病的防效  

发后进行葡聚糖G-25分子筛检测,能检测到5个洗

脱峰(图1),活性测定主要在第1个洗脱峰内。

图1 抑菌活性物质经葡聚糖

G-25柱分离时洗脱曲线

Fig.1 Anti-fungalsubstanceinWH1culture
wasseparatedbySephadexG-25

  经红外吸收光谱分析表明,其含有氨基、甲
基、酰胺基、羰基、亚甲基、甲基等基团,与脂肽的

功能基团和功能键一致,因此推测所分离的抗真

菌物质是一种脂肽,LC/ESI-MS分析显示其相对

分子质量为1043,推测其为Surfactin类的脂肽,
序列为:

2.2 WH1 发酵液对油茶炭疽病菌丝生长的抑制

图2显示,在培养基中加入 WH1发酵液能够

显著地抑制油茶炭疽病菌丝的生长。在含发酵液的

培养基上生长的菌丝与在普通PDA培养基上生长

的菌丝出现膨大畸形,如图3所示。

 A:油茶炭疽病孢子在PDA平板上生长24h的状态TheColle-

totrichumgloeosporioidessporegrowthinPDAplatefor24h;B,

C,D:油茶炭疽病孢子在含1/50、1/20、1/10发酵液的PDA平板

上生 长24h 的 状 态 TheColletotrichumgloeosporioidesspore

growthinPDAplatecontaining1/50,1/20,1/10WH1fermenta-

tionbrothrespectivelyfor24h.

图2 WH1发酵液对油茶炭疽病菌丝生长的抑制作用

Fig.2 FermentationbrothofWH1suppressthe

growthofColletotrichumgloeosporioides

 A:在含1/10发酵液的PDA平板上生长24h的油茶炭疽病菌

丝 TheColletotrichumgloeosporioidesmyceliumgrowthinPDA

platecontaining1/10fermentationbrothfor24h;B:在PDA平板

上生长24h的油茶炭疽病菌丝 TheColletotrichumgloeospori-
oidesmyceliumgrowthinPDAplatefor24h.

图3 WH1发酵液对油茶炭疽病菌丝的致畸作用

Fig.3 WH1fermentationbrothdeformthemycelium
ofColletotrichumgloeosporioides

2.3 WH1 发酵液对离体叶片上油茶炭疽病的防效

  在离体叶片上喷洒稀释的发酵液,同样能够有

效地抑制油茶炭疽病菌斑的蔓延,保护油茶不被病

菌侵染。用稀释50倍的 WH1发酵液喷洒油茶叶

片,5d内对油茶炭疽病的防治效果达87.5%。结

果如图4所示,中心的白色部分为接种的真菌菌饼。
图4-A中叶片上接种的病原菌基本未蔓延,图4-B
中炭疽病在叶片上迅速蔓延,在病灶边缘形成水渍

状态。

 A:喷洒稀释50倍的 WH1发酵液后,接入油茶炭疽病,培养5d

LeafwasinoculatedwithColletotrichum gloeosporioidesfor5

daysaftersprayedwith1/50WH1culture;B:喷洒蒸馏水后,接

入油茶炭疽病,培养5dLeafwasinoculatedwithColletotrichum

gloeosporioidesfor5daysaftersprayedwithwater.

图4 WH1发酵液抑制油茶炭疽病在

离体油茶叶片上生长

Fig.4 WH1fermentationbrothsuppress
Colletotrichumgloeosporioidesinvitro
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2.4 Plackett-Burman 设计结果

用软件Design-Expert7.0对各因素的显著性

进行分析,结果显示在 P<0.05范围内,豆粕粉、

NH4NO3、Na2HPO4和温度是影响脂肽产量的主要

因素,由于温度对脂肽产量为负影响,所以发酵温度

选取30℃,其他3个培养基因子用田口设计进一步

优化。
2.5 田口设计结果

田口设计结果如表2所示,借助软件 Minit-
ab15.0对试验结果进行分析,培养基各因子的最佳

水 平 组 合 为 豆 粕 粉 12g/L,NH4NO3 2g/L,

Na2HPO42g/L,淀粉20g/L,各因子对脂肽产量的

影响排秩为NH4NO3>豆粕粉>淀粉>Na2HPO4。
用最佳水平组合做验证试验,抑菌率为(74.9±
1.9)%,与实际最大值无显著差异。由于淀粉在15
和20g/L水平上差异不显著,故选用15g/L,以节

约发酵成本。
表2 田口设计试验和结果1)

Table2 Taguchiarraydesignandexperimentalresults

编号

No.

变量/(g/L)Variables
豆粕粉

Soybeanpowder
淀粉

Starch
NH4NO3 Na2HPO4

抑菌率/%
Inhibitory
rate

1 8 10 2 2 59.6±3.8de
2 8 15 2 4 56.4±0.8def
3 8 20 6 6 51.1±2.3f
4 12 20 2 4 75.6±0.6a
5 12 10 4 6 58.5±1.8de
6 12 15 6 2 61.4±1.5cd
7 16 15 2 6 72.9±3.5ab
8 16 20 4 2 66.9±6.2bc
9 16 10 6 4 53.0±1.3ef

 1)表中纵列数据后字母相同者表示差异不显著(P>0.05)。

Thedatawithinacolumnfollowedbythesameletterarenot

significantlydifferentat5%level.

2.6 发酵放大及发酵液喷雾干燥

发酵放大的过程中由于通气和搅拌方式的改

变,溶氧增强,发酵时间由原来的48h缩短为24h,
同时由于芽孢生产前期产脂肽时间缩短,脂肽产量

比摇瓶发酵下降30%。
喷雾干燥的粉末成品产量为6.5g/L,药效存

留率为发酵液的86.2%。粉末可溶性好,性质稳

定,可长期保存,同时保留了益生芽孢,可在施药过

程中直接回接到油茶叶片上和土壤中,增强药效。

3 讨 论

脂肽是一种油水两亲的小分子化合物,结构由

水溶性的环状肽和脂溶性侧链组成[10]。脂肽的侧

链能够溶解细胞壁或细胞膜,造成原生质体泄露以

及菌体断裂或畸形[11-12],同时抑制孢子的萌发。此

外,脂肽中的表面活性剂能够在植物的根部形成保

护膜,阻止病原菌的入侵[11]。Qi等[13]报道,脂肽在

低浓度时能通过诱导真菌细胞凋亡的形式抑制病原

真菌生长。脂肽类抗菌物质有广泛的抑菌谱,在准

确测定抑菌谱的基础上研制广谱的抗菌农药,有较

大的发展潜力。
通过对1株产脂肽解淀粉芽孢杆菌的抗真菌效

果进行研究,发现其能够使油茶炭疽病菌丝产生畸

形,从而抑制其生长。试验表明,高稀释倍数的发酵

液对离体油茶叶片上的炭疽病仍然有显著的防效,
对 WH1产脂肽的发酵条件进行优化,可以作为防

治油茶炭疽病的专用生物制剂。经过对培养基进行

优化,脂肽产量有了大幅增长。进行的 WH1发酵

液防治油茶炭疽病田间苗圃试验显示,发酵液相比

常用的化学农药多菌灵和托布津,防效更为显著(数
据另文发表)。本试验表明,以脂肽类物质作为防治

油茶炭疽病的生物农药是可行的。
发酵放大的过程中,脂肽在发酵罐中的发酵时

间缩短,产量较摇瓶中有明显的降低,这可能是由于

脂肽的产生阶段主要为芽孢产生前期,在发酵罐中

发酵时,溶氧量激增,WH1代谢增强,营养物质被

迅速耗尽,WH1形成芽孢速度加快所致。关于发

酵的溶氧条件需要进行进一步试验研究。
在喷洒脂肽进行油茶炭疽病的防治时,喷洒后

短期内脂肽浓度较高,可以直接杀死真菌细胞。喷

洒后一段时间,经过雨水冲刷,脂肽浓度有所降低,
依然能通过诱导凋亡的形式抑制真菌生长。由于油

茶炭疽病发病高峰在高温多雨的7-9月,为了保证

药效,最好能在雨后及时补喷,而且 WH1发酵液中

脂肽属于表面活性剂,喷洒时需要注意剂量,过量使

用容易产生烧苗现象。

WH1发酵原料价格低廉,发酵工艺简单、时间

短,脂肽产量高,并且产物均为对环境友好的无污染

绿色产品,发酵液喷雾干燥以后可以较长时间的保

存,这些特征表明脂肽可以作为高效、稳定、绿色、环
保的生物农药用于植物病害油茶炭疽病的防治。

参 考 文 献

[1] 徐学兵.茶油研究进展述评[J].中国油脂,1995,20(5):7-9.
[2] 罗万周,罗万业.油茶炭疽病及其防治方法[J].农技服务,

414



 第4期 信珊珊 等:1株解淀粉芽孢杆菌发酵条件的优化及其对油茶炭疽病的防效  

2007,24(6):70.
[3] 靳爱仙,周国英,李河.油茶炭疽病的研究现状、问题与方向

[J].中国森林病虫,2009,28(2):27-31.
[4] ONGENA M,JACQUESP.Bacilluslipopeptides:versatileweap-

onsforplantdiseasebiocontrol[J].Trends Microbiol,2008,16:

115-125.
[5] VANITTANAKOM N,LOEFFLERW,KOCHU,etal.Fengy-

cin———anovelantifungallipopeptideantibioticproducedbyBacil-
lussubtilisF-29-3[J].JAntibiot,1986,39(7):888-901.

[6] ARGUELLES-ARIASA,ONGENAM,HALIMIB,etal.Ba-

cillusamyloliquefaciensGA1asasourceofpotentantibiotics

andothersecondarymetabolitesforbiocontrolofplantpatho-

gens[J].MicrobiolCellFactories,2009,8:63.
[7] 崔艳红,黄现青.生物表面活性剂———表面活性素[J].生物技

术,2006,16(5):91-94.
[8] 褚以文.微生物培养基优化方法及其OPTI优化软件[J].国外

医药抗生素分册,1999,20(2):58-60.
[9] 胡运权.试验设计方法[M].哈尔滨:哈尔滨工业大学出版社,

1997.
[10]唐金山,高昊,戴毅,等.环脂肽类成分研究进展[J].药学学报,

2008,43(9):873-883.
[11]程洪斌,刘晓桥,陈红漫,等.枯草芽孢杆菌防治植物真菌病害

研究进展[J].上海农业学报,2006,22(1):109-112.
[12]朱发银.解淀粉芽胞杆菌 WH1抗真菌机制的研究[D].武汉:

华中农业大学生命科学技术学院,2010.
[13]QIGF,ZHUFY,DUP,etal.Lipopeptideinducesapoptosis

infungalcellsbyamitochondria-dependentpathway[J].Pep-
tides,2010,31:1978-1986.

OptimizationoffermentationconditionforBacillus
amyloliquefaciensWH1anditsbiologicalcontrol

effectonColletotrichumgloeosporioides
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Abstract TheantifungalsubstanceproducedbyBacillusamyloliquefaciensWH1,isolatedfromthe
rootofrice,wasidentifiedwithinfraredspectra.TheinhibitoryeffectofWH1towardsColletotrichum
gloeosporioideswasmeasuredbysuppressiontestsbothintheplateandleavesinvitro.Theresults
showedthattheantifungalsubstanceWH1producedwascycliclipopeptide,thefermentationbrothwas
detectedwiththeactivitytodeformthemyceliumofC.gloeosporioides,andthehighlydilutedfermenta-
tionbrothstillhadasignificantcontroleffectinvitro.InordertomakeWH1adedicatedformulationto
controlC.gloeosporioides,thefermentationconditionofWH1wasoptimizedbyPlackett-Burmandesign
andTaguchiarraydesign.Afteroptimization,thelipopeptideproductionhasincreasedsignificantly.
Keepingthedissolvedoxygenabove30%,thefermentationinfermentorof3L,20Land500Lwas
scaledupsuccessfully.Tenfolddilutedfermentationbrothoffermentationin500Lfermentorhasinhibi-
toryrateof50.8%onC.gloeosporioides,andstillkeptinhibitoryrateof86.2%onfungusafterspray
drying.

Keywords Bacillusamyloliquefaciens;cycliclipopeptide;Colletotrichumgloeosporioides;anti-
bacterialactivity;biopesticide
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