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1 株广谱拮抗植物病原真菌的芽孢杆菌 HNA3
的鉴定及其活性成分分析

徐菱菱 王 丽 陈龙男 谢福莉 李友国

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉430070

摘要 采用形态观察、16SrDNA序列和部分特异基因排列分析鉴定从植物根际土壤中分离的1株根际细

菌 HNA3;采用平板对峙试验和抑菌率计算方法测定其对供试植物病原真菌的拮抗谱和拮抗能力;通过摇瓶发

酵和酸沉淀方法研究相关抗菌活性物质的产生条件及其分离方法;采用表面活性检测和有关功能编码基因的序

列分析初步鉴定抗菌活性物质成分的性质。结果表明:HNA3菌株为1种解淀粉芽孢杆菌Bacillusamyloliq-
uefaciens;BPY(牛肉膏蛋白胨酵母粉)培养基是适合 HNA3生长和产生相关抗菌活性物质的适宜培养基;活性

物质存在于发酵除菌液中,可通过酸沉淀方法分离获得。活性物质具有较高的稳定性和抗逆性,属于脂肽类物

质。本研究结果表明 HNA3具有较广谱的拮抗植物病原真菌的能力,具备研发成为一种表面喷施型微生物杀

菌剂的特性和应用前景。
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  植物病原体引起的病害时常发生,导致农林作

物的产量与质量下降,造成很大的经济损失。在近

代,在农业生产过程使用化学农药起到了较好的防

治病害的作用,但化学农药的使用引起了病原物的

抗性,且长期使用造成了环境污染,对人类的健康与

生存造成了不小的危害,因此需要寻找新的、无污染

的、更有效的微生物农药来抑制植物病害的发生。
病原体侵染会使植物根际有益微生物产生诱导防卫

反应,诱导系统抗性(ISR)就是其中一种防卫机制,
它是由植物根际促生微生物(PGPR)诱导植物产生

的对植物病原微生物的抗性反应[1];PGPR能够通

过产生抗病原微生物的代谢产物来拮抗病原菌侵入

植物,因而可以从植物根际中寻找具有拮抗植物病

原菌能力的微生物。芽孢杆菌因能以抗逆休眠

体———芽孢存在而具有很高的存活能力,它们的繁

殖能力强,在自然界中广泛存在:常见于根际土壤及

根际中,可纯化培养。许多试验表明芽孢杆菌具有

抗植物病原真菌[2-3]和促进植物生长的作用[4],芽孢

杆菌能产多种胞外抗菌物质。
华中农业大学农业微生物学国家重点实验室生

物固氮课题组从植物根际土壤中分离到1株芽孢杆

菌HNA3,具有广谱拮抗植物病原真菌的能力。本

研究对该菌的分类地位、发酵条件、活性物质性质、
分离、稳定性及抗逆性等进行系统的研究,以期为进

一步优化其发酵生产工艺和条件,将其研发成为一

种植物表面喷施型的农用微生物杀菌剂奠定工作

基础。

1 材料与方法

1.1 试验菌株

根际细菌 HNA3由笔者所在实验室筛选分离

所得。
供试植物病原真菌包括:拟盘菌(Pyrenopeziza

medicaginis),核盘菌(Sclerotiniasclerotiorum),
纹枯菌(Pelliculariasasakii),稻瘟病菌(Magna-
porthegrisea),棉花枯萎病菌(Fusariumoxyspo-
rumf.sp.vasinfectum),尖 孢 镰 刀 菌(Fusarium
oxysporum),小麦赤霉菌(Gibberellazeae),草莓灰

霉病菌(Botrytiscinerea),甜瓜枯萎病菌(Fusari-
umoxysporumf.sp.melonis),玉米小斑病病原菌
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(Bipolarismaydis),苹果轮纹病病原菌(Botryo-
sphaeriaberengerianaf.sp.piricola),甘蔗凤梨病

病原 菌 (Thielabiopsisparadoxa),叶 枯 丝 核 菌

(Rhizoctoniasolani Kühn),柿 子 黄 萎 病 病 原 菌

(Verticilliumdahliae)。转化所用感受态细胞为

E.coliDH5α。
1.2 培养基

试验中用到LB、NB、BPY(牛肉膏蛋白胨酵母

粉)、完全、基本等5种液体培养基。细菌培养采用

LB固体培养基。植物病原真菌培养采用马铃薯固

体培养基。
1.3 抑菌谱测定和抑制率计算

1)平皿对峙法。LB平皿中心接种供试真菌菌

块,于距平皿中心2.5cm 处对称放置4张直径

6mm的小滤纸片,每张纸片上滴加5μLHNA3,重
复2个平皿;对照为 LB琼脂平皿只接真菌[5-6]。

28℃培养待观察。待对照组真菌长满平板或长至

纸片 时 取 出 平 皿,测 量 真 菌 直 径[7-8],计 算 抑 制

率[9-10]。

2)平皿扩散法。于马铃薯平皿中心接种供试真

菌菌块,在距平皿中心2.5cm处对称打直径9mm
的4个孔,每个孔中加100μLHNA3发酵过滤除

菌液,重复2个平皿;对照为马铃薯琼脂平皿上接真

菌菌块,孔中加100μL无菌水。28℃培养待观察。
待对照组真菌长满平皿时取出试验平板,测量真菌

直径[5-6],计算抑制率[9-10]。
1.4 16S rDNA 分析

以HNA3总DNA为模板,采用16SrDNA通

用引物27F/1492R进行PCR扩增,得到PCR扩增

产物,0.8%琼脂糖凝胶电泳得到目的条带,采用

DNA凝胶回收试剂盒纯化目的条带,然后进行TA
克隆、转化后送交金思特生物科技公司测序,测序结

果于NCBI数据库中Blast比对分析。
1.5 部分特异基因 PCR 扩增

以 HNA3总 DNA为模板,分别用 YyaO_F/

TetB_R和YyaR_FL/TetB_R两对引物PCR扩增。
引物序列为YyaO_F:5′-GGAACCAGTCCACAG
GGTTGTGG-3′;YyaR_FL:5′-AAGGA GAATC
ATTTA TGCGG TC-3′;TetB _ R:5′-CCATA
TAGAGCTGTTCCAATGGAGAAG-3′[11-12]。

PCR反应条件:94℃预变性5min,94℃变性

30s、55℃退火30s、72℃延伸40s,30个循环;再

72℃延伸8min,16℃降温5min。PCR扩增产物

电泳胶回收后进行TA克隆、转化和测序,测序结果

经Blast比对分析。
1.6 HNA3 发酵条件的优化

1)培养基优化。接种 HNA3于100mLLB、

NB、BPY、完全、基本等5种液体培养基中,置于

28℃、180r/min摇床培养4d后,重复3次,测发酵

液D600nm值,观测其菌体生长情况,同时发酵液离

心,上清过滤、除菌,用平皿扩散法做抑制纹枯菌试

验,依据菌体生长量与抑菌能力确定最适培养基。

2)pH值优化。调节BPY液体培养基pH2.0~
10.0(梯度为1.0),接种 HNA3后置于28℃、180
r/min摇床培养4d,重复3次,按本文“1.6”中1)的
方法确定适宜HNA3生长的pH值。

3)培 养 时 间 优 化。接 种 HNA3于100 mL
BPY培养基中,置于28℃、180r/min摇床培养,每
隔8h取1次样,按本文“1.6”中1)的方法确定合适

的培养时间。
1.7 抗菌活性物质的稳定性

将HNA3单菌落接至BPY培养基中,28℃、

180r/min摇床培养4d后,9500r/min、15min离

心得上清液,经孔径0.22μm的滤膜过滤除菌得到

发酵除菌液,以纹枯菌作为指示菌进行抗植物病原

真菌活性物质的稳定性分析。

1)传代对抗菌活性物质的影响。从斜面划线接

种HNA3至LB平板上作为 HNA3第1代,置于

28℃培养箱中培养,第2天从HNA3第1代平板上

挑取单菌落划线接至新的LB平板上,依次接菌直

至第11代,后分别挑取HNA3第1代和第11代的

单菌落至100mLBPY液体培养基中于28℃、180
r/min摇床培养4d,重复3次,得到发酵除菌液用

平皿扩散法做抑菌试验:第1代发酵除菌液样品的

抑菌活性作为对照,定为100%,第11代发酵除菌

液样品抑菌活性为其与对照抑菌活性的比值的百

分数。

2)温度对抗菌物质活性的影响。分装500μL
发酵除菌液于1.5mL离心管中,30~100℃(梯度

为10℃)中分别保持1h及于121℃30min和

-20℃48h后,重复3次,处理完成后用平皿扩散

法做抑菌试验:不经过任何处理的发酵除菌液样品

抑菌活性作为对照,定为100%,处理样品抑菌活性

为其与对照抑菌活性的比值的百分数,下同。

3)蛋白酶K对抗菌物质活性的影响。分装500

μL发酵除菌液于1.5mL离心管中,加入质量浓度

22
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1mg/mL的蛋白酶K,于37℃水浴中保持3h,后
于80℃水浴保持30min使蛋白酶K变性而终止其

作用,重复3次。处理完成后用平皿扩散法做抑菌

试验。

4)pH值对抗菌物质活性的影响。分装500μL
发酵除菌液于1.5mL离心管中,调节pH5.0~
11.0(梯度为1.0),室温放置24h,重复3次,用平

皿扩散法做抑菌试验。

5)有机溶剂对抗菌物质活性的影响。分装500

μL发酵除菌液于1.5mL离心管中,分别加500μL
乙醚、乳酸、异戊醇、正丁醇、乙酸、乙酸乙酯、二甲

苯、三氯甲烷、异丙醇、丙三醇、乙二醇、乙醇、甲醇颠

倒混合,室温放置5h,重复3次,离心浓缩至500

μL以下,处理完成后用平皿扩散法做抑菌试验。

6)紫外线照射对抗菌物质活性的影响。装10
mL发酵除菌液至灭菌的培养皿中,于无菌操作台

的紫外灯下直接照射2、4、6、8、10、12h,重复3次,
处理完成后用平皿扩散法做抑菌试验。
1.8 生物表面活性的检测

1)液滴坍塌试验。于封口膜(parafilm 石蜡封

口膜)上轻轻滴加20μL蒸馏水、发酵除菌液、发酵

除菌液酸沉淀后离心的上清液、发酵除菌液酸沉

淀后离心的沉淀pH8.0磷酸缓冲液的溶解液,
重复3次,观察所加液滴形态(坍塌或是保持球

形)。

2)排油试验。注入40mL蒸馏水于直径为8.5
cm的干净培养皿中,分别滴加4mL液体石蜡,待
水面上油膜分布均匀稳定后,于油膜中心分别滴加

1mL蒸馏水、发酵除菌液、发酵除菌液酸沉淀后离

心的上清液、发酵除菌液酸沉淀后离心的沉淀pH
8.0磷酸缓冲液的溶解液,重复3次,观察是否出现

油膜排向四周的现象[13]。
1.9 芽孢杆菌 HNA3 脂肽类合成的功能基因分析

根据NCBI上登录的3种主要脂肽类型(sur-
factin,iturin,fengycin)[14]的合成酶基因srfA[15]、

ituA[16]和fenB[17]序 列 设 计 引 物,以 芽 孢 杆 菌

HNA3总DNA为模板,PCR扩增脂肽合成的部分

基因片段,测序比对后推测HNA3遗传学上能生产

的抗植物病原真菌的脂肽类型。引物序列为srfA_

F:5′-CTGCTCGCCGCCTATTTGTA-3′,srfA_

R:5′-TGGTGAGTTTCCCAGTATCCC-3′(目
的片 段:418bp);ituA_F:5′-CATTC GTCGA
GGTGGGACA-3′,ituA_R:5′-TCGGGCAAGT

TCGTAGCG-3′(目的片段:545bp);fenB_F:5′-
TCGGGTTGACCGTAT GCC-3′,fenB_R:5′-CCT-
GAAATCGGCGGGAAG-3′(目的片段:408bp)。

2 结果与分析

2.1 HNA3 拮抗植物病原真菌的抑菌谱

采用 平 皿 对 峙 法 于 LB 培 养 基 平 板 上 检 测

HNA3菌体抑菌谱,发现其对所有供试植物病原真

菌的生长具有抑制作用。进一步研究发现,HNA3
摇瓶发酵后的除菌液也具有抑制植物病原真菌生长

的能力,在马铃薯培养基上用平皿扩散法测得除菌

液的抑菌谱和抑制能力结果(表1)显示,发酵除菌

液具有抑菌活性,表明HNA3所产的抗菌活性物质

可分泌到胞外。
表1 HNA3菌体及其发酵除菌液的抑菌谱和抑制能力

Table1 Antifungalspectrumandinhibitionabilityof

HNA3strainanditsculturefiltrate

供试病原真菌

Pathogenicfungi
strainstested

活菌抑菌率/%
Inhibition
rate

发酵滤液抑菌率/%
Inhibitionrate
ofculturefiltrate

尖孢镰刀菌F.oxysporum 44.58 14.41
核盘菌S.sclerotiorum 81.25 52.35

甘蔗凤梨病病原菌

T.paradoxa
62.13 65.88

苹果轮纹病病原菌

B.berengerianaf.sp.piricola
61.76 55.00

玉米小斑病病原菌

B.maydis
62.68 59.41

甜瓜枯萎病菌

F.oxysporumf.sp.melonis
56.25 21.76

小麦赤霉菌G.zeae 45.63 55.59
棉花枯萎病菌

F.oxysporumf.sp.vasinfectum
61.86 12.65

稻瘟病菌 M.grisea 62.50 34.33
纹枯菌 P.sasakii 53.87 48.82
柿子黄萎病病原菌

V.dahliae
51.56 14.70

叶枯丝核菌 R.solaniKühn 38.13 24.41
草莓灰霉病菌 B.cinerea 34.21 27.65
拟盘菌 P.medicaginis 46.30 17.65

2.2 HNA3 菌株的种属鉴定

1)个体形态和菌落特征。HNA3在LB平板上

生长的幼龄单菌落颜色半透明、湿润、隆起、边缘完

整、形态圆形,培养后期单菌落颜色乳白、干燥、褶
皱、边缘完整。光学显微镜下观察 HNA3细菌个体

呈杆状,成对或链状排列。芽孢染色观察显示,芽孢

内生且其呈椭圆形。

2)16SrDNA 分析。以 HNA3总 DNA 为模

板,采用16SrDNA通用引物27F/1492R进行PCR

32



  华 中 农 业 大 学 学 报 第32卷 

扩增,克隆、测序得到1509bp的16SrDNA序列

(GenBank登录号:HM030988),经Blast比对分析,其
与解淀粉芽孢杆菌Bacillusamyloliquefaciens和枯草

芽孢 杆 菌 Bacillussubtilis 的 同 源 性 极 高,如 与

B.amyloliquefaciensPEBA0801和B.subtilisX-01的

同源性均达到99%。

 A:无菌水对照ddH2Ocontrol;B:HNA3菌体对甜瓜枯萎病菌的抑制作用 HNA3bacteria’santagonisticcapacitytowardF.oxyspo-
rumf.sp.melonisontheplate;C:无菌水对照ddH2Ocontrol;D:HNA3发酵除菌液对玉米小斑病病原菌的抑制作用 HNA3culturefil-
trate’santagonisticcapacitytowardB.maydisontheplate.

图1 HNA3菌体及其发酵除菌液的抑菌试验

Fig.1 AntifungalbioactivitytestsofHNA3bacteriaanditsculturefiltrate

  3)部分特异性基因序列排列分析。B.amyloliq-
uefaciens是从B.subtilis中分离出来的,二者具有极

高的同 源 性。在 B.subtilis 中,基 因 yyaO 邻 近

tetB-tetL 上游,tetB-tetL 下游2003bp处是基因

yyaR,而 yyaR 在 B.amyloliquefaciens 中 邻 近

tetB-tetL 上 游。以 此 为 基 础 设 计 2 个 引 物 对

YyaO_F/TetB_R和 YyaR_FL/TetB_R分别扩增

HNA3总DNA,电泳结果显示以YyaO_F/TetB_R
为引物的PCR扩增无任何条带,而以 YyaR_FL/

TetB_R为引物的PCR扩增得到600bp左右的条

带(图2)。其测序结果Blast分析表明,与之同源性

较高的是B.amyloliquefaciensUCMB-5113(同源

性为94%)和 B.amyloliquefaciensUCM B-5044
(同 源 性 为 93%),说 明 HNA3 菌 株 属 于 B.
amyloliquefaciens。
2.3 芽孢杆菌 HNA3 发酵条件的优化

1)培养基的优化。通过测定D600nm观察HNA3
在5种液体培养基的生长情况,菌体生长量由大到

小依次为完全培养基、LB培养基、BPY培养基、NB
培养基、基本培养基。而抑菌试验显示所产抗真菌

物质抑菌能力由大到小依次为BPY培养基、完全培

养基、LB培养基、NB培养基、基本培养基。综合此

两项结果,说明采用BPY液体培养基,既有利于菌

体生 长 (培 养 48h 时 其 活 菌 数 量 为 25.0×
108/mL),又利于抗真菌活性物质产生。

 M:1kbmarker;1,2:利用引物YyaO_F/TetB_R的PCR扩增

产物PCRamplificationwithprimersofYyaO_F/TetB_R;3,4:利

用引物 YyaR_FL/TetB_R的扩增产物 PCRamplificationwith

primersofYyaR_FL/TetB_R.

图2 tetB-tetL上下游功能基因的PCR扩增检测

Fig.2 PCRdetectionofthefunctiongeneslocated
intheupstreamanddownstreamoftetB-tetL

  2)pH值的优化。调节BPY培养基的pH值至

5.0~9.0,HNA3菌体生长和抑菌活性没有差别。
而HNA3在pH2.0~4.0及pH10.0的BPY培养

基中菌体没有生长,将此时的培养基液体涂布于LB
平板上培养后可观察到有 HNA3菌落生长,说明

HNA3在此pH值下没有死亡,同时检测到 HNA3
在pH2.0~4.0及pH10.0培养基中培养的除菌

液没有抑菌活性。表明培养基pH5.0~9.0适合

HNA3菌体生长(培养48h时其活菌数量为25.0×
108/mL)和代谢产生抗真菌活性物质。
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3)培养时间的优化。摇瓶培养8hHNA3菌体

有生长但无抑菌活性,培养16h菌体量继续增加且

开始有抑菌活性,之后,随着培养时间增加其菌体量

和发酵除菌液抑菌能力慢慢升高,48h时其菌体生

长量(活菌数达25.0×108/mL)和抑菌能力达到最

大值,且趋于稳定。
2.4 抗菌活性物质的稳定性

1)传代、温度、蛋白酶K和紫外线对 HNA3除

菌液抗菌活性的影响。HNA3连续传代11次后其

发酵除菌液对纹枯菌的抑制能力没有变化,说明其

产抗真菌活性物质能力具有遗传稳定性,合成抗菌

成分的功能基因不易丢失。90℃以内水浴中保持

1h其抑菌能力无变化;于100℃水浴中保持1h其

抑菌能力下降,降至90%左右;121℃30min活性

下降更多,降至70%左右。蛋白酶K处理发酵除菌

液后,对 指 示 真 菌 的 抑 菌 活 性 没 有 变 化,说 明

HNA3所产抗真菌主要活性成分不是蛋白质类物

质。同时发现,发酵除菌液在照射紫外线12h之后

抑菌活性没有变化,表明HNA3所产抗真菌活性物

质有很强的抗紫外线能力,显示其能在阳光直射环

境下使用。

2)pH值对抗菌物质活性的影响。发酵除菌液

在pH5.0~9.0抑菌活性没有变化。调节pH值至

5.0时发酵除菌液出现沉淀,离心后沉淀有抗菌活

性而上清无活性,酸沉淀保持抑菌活性说明其抗菌

成分的生物化学结构在加酸形成沉淀分离出来的过

程中没有发生变化,其功能结构未被破坏,因而可用

该方法分离 HNA3发酵所产抗真菌活性物质。调

节发酵除菌液pH值至10.0以上时,其对真菌的抑

菌能力消失了,说明强碱对HNA3所产的抗菌活性

物质有影响,可能改变了该物质的生物化学结构而

使其丧失抗真菌功能,不能应用于高碱土壤中生长

的植物上防治植物真菌病害。

3)有机溶剂对抗菌物质活性的影响。发酵除菌

液1∶1混合各有机溶剂后,加入乙醚和乳酸后出现

沉淀,沉淀有抑菌活性但抑菌活性明显下降;加入异

戊醇、正丁醇、乙酸乙酯、二甲苯和三氯甲烷之后出

现分层,一层为无色,另一层为发酵液颜色,分别吸

取上下2层进行离心浓缩后发现无色层液体很快消

失,表明该层应为有机溶剂;而另一层具发酵液颜色

的液体除加有异戊醇和正丁醇的没有抑菌能力之

外,其他3种有机溶剂处理后还保留有85%以上的

活性,说明这几种有机溶剂对抗真菌活性物质有影

响且抗真菌活性物质疏水性较弱;加入其他有机溶

剂时,发酵除菌液与之互溶,除加入乙二醇抑菌活性

降低至70%左右、加入甲醇其抑菌活性无变化外,
其他处理抑菌活性只稍有下降,降至90%左右。
2.5 生物表面活性的检测结果

1)液滴坍塌试验。蒸馏水和 HNA3发酵除菌

液加酸出现沉淀后离心得到的上清滴加在封口膜

上,这2种液滴保持球形;而 HNA3发酵除菌液及

HNA3发酵除菌液加酸出现沉淀后离心得到的沉

淀经pH8.0磷酸缓冲液溶解后的液体滴加到封口

膜上 液 滴 均 未 保 持 球 形,而 是 发 生 坍 塌,说 明

HNA3发酵代谢产生了具有表面活性的化合物,且
很可能是具有抗植物病原真菌活性的脂肽类成分。

2)排油试验。蒸馏水和 HNA3发酵除菌液加

酸出现沉淀后离心得到的上清加到油膜中央,没有

油膜往四周推挤现象,而发酵除菌液及酸沉淀经

pH8.0磷酸缓冲液溶解后液体加到油膜中央,油膜

很快自滴加处开始往四周推挤,进一步说明 HNA3
发酵代谢产生了具有表面活性的脂肽类物质。
2.6 HNA3 脂肽类合成功能基因的序列分析

分别设计引物以PCR扩增 HNA3总DNA,电
泳结果显示:只有以ituA_F/ituA_R为引物的扩增

获得了目的条带;以srfA_F/srfA_R和fenB_F/

fenB_R为引物扩增没有得到目的条带(图3)。将
获得的目的条带进行克隆、测序及Blast比对,结果

 M:100bpladdermarker;1,2:利用引物srfA_F/srfA_R对目

标基因srfA 的PCR扩增 PCRamplificationforthetargetgene

srfAwithprimersofsrfA_F/srfA_R;3,4:利用引物ituA_F/

ituA_R对目标基因ituA 的PCR扩增 PCRamplificationforthe

targetgeneituAwithprimersofituA_F/ituA_R;5,6:利用引物

fenB_F/fenB_R对目标基因fenB 的PCR扩增PCRamplification

forthetargetgenefenBwithprimersoffenB_F/fenB_R.

图3 脂肽类合成功能基因的PCR检测

Fig.3 PCRdetectionofthefunctiongenes
forlipopeptidebiosynthesis
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显示:与其具有同源性的都是Iturin合成相关基因,

说明HNA3基因组上存在着Iturin合成有关的操

纵元。

3 讨 论

本研究对从植物根际土壤中筛选获得的、能抑

制植物病原真菌的拮抗细菌菌株 HNA3进行了菌

种鉴定,通过培养与形态观察将 HNA3归类为芽孢

杆菌。通过16SrDNA扩增和序列分析,进一步归

类其为枯草芽孢杆菌或解淀粉芽孢杆菌。为了精确

鉴定HNA3,再根据这2种细菌共有的tetB-tetL 基

因上下游序列排序分析,参考已有文献的引物序列

以及NCBI上相关基因序列设计了适宜引物,PCR
扩增HNA3总DNA,经序列分析,鉴定其为解淀粉

芽孢杆菌。

HNA3发酵条件优化结果显示BPY液体培养

基(pH7.0)适合 HNA3生长和产生相关抗菌活性

成分,为进一步优化发酵条件及生产工艺奠定了基

础。芽孢杆菌 HNA3的发酵除菌液对供试植物病

原真菌的生长具有抑制作用,表明它能生产胞外抗

真菌活性成分。将发酵除菌液调至pH5.0时出现

具有抗真菌活性的沉淀(上清无抑菌活性),沉淀经

磷酸缓冲液或甲醇溶解的溶液还具有抑菌活性,表

明可用酸沉淀法分离抗菌成分,且该抗菌成分可再

溶解,因而可应用酸沉淀法分离 HNA3生产的抗真

菌活性物质,以利于进行下一步分离纯化。试验结

果还显示HNA3产抗菌物质的能力具有遗传稳定

性;抗菌物质耐热、耐紫外线,可应用在日晒高温条

件下;对pH值、有机溶剂、不同浓度的供试金属离

子和非金属离子有不同程度的耐受性,可作为其实

际应用的参考条件。本研究中酸沉淀提取含Iturin
成分的抗菌物质方法与陈华等[18]加酸调节pH2.0
轻微搅动或过夜才能得到含有IturinA沉淀的方法

不同 之 处 在 于:加 酸 调 节 HNA3 发 酵 滤 液 至

pH5.0时能即刻得到拮抗植物病原真菌的沉淀,说

明HNA3的拮抗成分更容易分离,具有较好的应用

前景。HNA3作为易存活、易繁殖、易培养、易贮

藏、能形成抗逆性内生芽孢的芽孢杆菌,应用何种方

式提高 HNA3作为PGPR生防植物真菌病害的效

率是值得进一步研究的课题。
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IdentificationofBacillusstrainHNA3anditsbioactivecompounds
withabroadspectrumofantifungalactivity

XULing-ling WANGLi CHENLong-nan XIEFu-li LIYou-guo

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract ThisstudyaimstoidentifyaBacillusstrainHNA3isolatedfromtherhizospheresoiland
characterizeitsbroadantagonisticcapacitytowardsvariousplantpathogenicfungi,andtooptimizethe
conditionsforthefermentationandthebioactivecomponentseparation,therefore,toestablishasolidba-
sisfordevelopingtheHNA3strainintoapromisingbioactiveagentwithabroadspectrumofantifungal
activity.Inthepresentwork,theclassificationstatusoftheHNA3wasidentifiedthroughmorphological
observation,16SrDNAsequenceandtheorderofspecies-uniquegenesarrangementanalysis.Thespec-
trumandcapacityoftheHNA3’santifungalactivitywasidentifiedbytheplatedual-cultureantagonistic
experimentandtheantimicrobialinhibitionrate,respectively.Theflaskshakingfermentationandacid
precipitationmethodwereusedtodeterminetheoptimalconditionsfortheHNA3’santimicrobialcom-
poundproductionandseparation.Byusingthemethodsofsurfaceactivityexaminationandtheanalysis
onthearrangementofcandidatefunctiongenesandsequences,thebasicpropertiesofthebioactiveanti-
microbialcompoundweredetermined.TheresultsshowedthattheHNA3wasidentifiedasBacillus
amyloliquefaciens,andtheBPYwastheappropriatemediumforHNA3’sculturegrowth,aswellasfor
theproductionofbioactiveantifungalcompound.Itwasalsofoundthatthebioactiveantifungalcom-
poundexistedintheHNA3’sculturefiltratesanditcouldbeseparatedthroughacidprecipitation.Fur-
thermore,thebioactivecompoundcouldbeascribedtothecategoryoflipopeptideandpossessedthe
propertiesofhighstabilityandstressresistance.Inconclusion,thestrainHNA3demonstratesabroad
spectrumofantifungalactivity,andindicatesapromisingapplicationprospectivebydevelopingitintoa
typeofspraying,agriculturalmicrobialfungicidesinthefuture.

Keywords BacillusstrainHNA3;plantpathogenicfungi;antifungalactivity;stability;lipopep-
tide
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