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菌株 BS-3 的鉴定及其真菌抑制活性的初步研究 
 

胡云广，柴海云，崔堂兵 
（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 

摘要：从土壤中分离得到一株对多种植物病原真菌具有抑制作用的菌株，将其命名为 BS-3。该菌株对水稻纹枯病、稻瘟病、苦

瓜枯萎病等病原真菌均有较强抑制作用。通过对菌株 BS-3 的 16S rDNA 的序列测定和同源性比对，发现它与 Bacillus licheniformis、

Bacillus subtilis、Bacillus amyloliquefaciens 等的 16S rDNA 有高达 100%的同源性，结合形态和生理生化鉴定指标，将其鉴定为地衣芽

孢杆菌 Bacillus licheniformis。选用受其抑制作用较明显的水稻纹枯病病原真菌瓜亡革菌（Thanatephorus cucumeris）作为指示菌，牛

津杯法检测 BS-3 菌株发酵产物的抑菌活性。结果表明 BS-3 菌株的发酵上清液滤液、硫酸铵处理离心沉淀对水稻纹枯病菌有较强抑

菌活性。此外，该抗真菌物质具有较强热稳定性。 
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Abstract: A strain of inhibition to many kinds of plant pathogenic fungi, named BS-3, was isolated from soils. The strain had quite strong 

fungistatic activities on plant pathogenic fungi such as rice sheath blight, rice blast. It had 100% homologous to Bacillus licheniformis, Bacillus 

subtilis and Bacillus amyloliquefaciens by 16S rDNA sequences BLAST analysis plus the results of morphological and biochemical parameters. 

It was confirmed as a strain of Bacillus licheniformis. Using rice sheath blight fungus Thanatephorus cucumeris as the indicator bacteria, 

inhibition zone method was chosen to detect antifungal activity of fermentation product belong to the strain BS-3. The results showed that the 

fermentation liquor after the treatment of centrifuging and 50% saturated ammonium sulfate had quite strong fungistatic activities. In addition, 

the antifungal substances had strong thermostability. 
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地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）是一种土

壤常见细菌，革兰氏阳性，嗜热。该菌最适生长温度

大约为 50 ℃，并且能在更高的温度下存活。该菌能

产多种蛋白酶，酶分泌的最适温度为 37 ℃。它是芽

孢杆菌中最具应用潜力的菌种之一，被广泛应用于医

药、农药、食品、饲料加工、环境污染治理等各个行

业[1]。它也是常用工业微生物生产菌种，在纸浆发酵、

高温淀粉酶生产、蛋白酶生产和氨基酸生产等领域发

挥重要作用[2]。该菌可促使机体产生抗菌活性物质、

杀灭致病菌，并具有独特的生物夺氧作用机制，能抑

制致病菌的生长繁殖，调整菌群失调，因此作为“整肠

生”的主要成分而被广泛使用。由于地衣芽孢杆菌具有

广泛且重要的应用价值，因此值得深入研究。 
目前对地衣芽孢杆菌的研究主要集中在饲料加工 
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及医药应用等方面，而对植物病害防治等方面的研究

还较欠缺。本实验分离到的地衣芽孢芽孢 BS-3 对多

种植物病原真菌有较强生长抑制作用，经检验，其对

水稻纹枯病、稻瘟病、苦瓜枯萎病、黑曲霉等真菌能

起到有效的生长抑制。本实验就选用受其抑制作用较

为明显、对水稻危害严重的水稻纹枯病作为指示菌检

测其真菌抑制活性。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
BS-03 菌株分离自广州大学城华南理工大学附近

土壤；水稻纹枯病病原菌瓜亡革菌（Thanatephorus 
cucumeris）为省农科院水稻研究所保存。 
1.2  菌株鉴定 

本实验鉴定过程严格参照《伯杰细菌鉴定手册》

（第九版）[3]、《常见细菌系统鉴定手册》[4]、《分子克
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隆实验指南》（第三版）[5]等对该菌株的形态特性、群

体特征、生理生化特征以及 16S rDNA 序列分析结果

对其进行鉴定。 
其中 16S rDNA 测序过程中 PCR 反应体系、PCR

反应程序等如表 1 所示[6]： 
表1 PCR反应体系（50 μL） 

Table 1 PCR reaction system (50 μL) 
成分 终浓度 实际用量

浓缩反应缓冲液(10×buffer) 1×工作浓度 5 μL 

dNTP 混合物(10 mmol) 各 0.2 mol/L 1 μL 

Taq DNA 聚合酶(5 U/μL) 0.5-1.0 U/50 μL 0.5 μL

氯化镁(MgCl2)(25 mmol) 1.5 mmol/L 5 μL 

上游引物(10 pmol/μL) 1 μmol/L 1 μL 

下游引物(10 pmol/μL) 1 μmol/L 1 μL 

模板 102~105 拷贝/50 μL 1 μL 

无菌水 将反应体积补足至 50 μL 35.5 μL
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反应引物分别为 F27 （5’-AGAGTTTGATCCTG 
GCTCAG-3’）及 R1522 （5’-AAGGAGGTGATCCA 
GCCGCA-3’）。PCR 反应程序：94 ℃变性 5 min 后进

入循环：94 1℃  min→56 1℃  min→72 2℃  min，共 30
个循环，最后 72 ℃延伸 7 min[5]。然后将扩增产物送

上海英骏生物技术有限公司进行测序，最后将测得的

碱基序列与通过 Genbank 数据库搜索到的同源序列，

用 ClustalX 进行序列比对，然后用 Phylipwy 3.65 软件

进行系统发育分析[2,6]。 
1.3  培养基和发酵条件 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）和马铃薯葡萄

糖培养液（PD）分别用于水稻纹枯病病原菌的培养[7]。

发酵培养基成分和发酵条件为：葡萄糖 15.0 g/L、大

豆蛋白胨 5.0 g/L、KCl 0.5 g/L、MgSO4 0.7 g/L、吐温

~80 1.0 g/L、初始 pH 7.5、接种量 7.5%、摇床转速 200 
r/min、发酵温度 28 ℃。 
1.4  BS-3 号菌发酵液处理与抑菌活性测定 

BS-3 菌株发酵液经 6000 r/min 4 ℃离心 20 min，
上清液用微孔滤膜过滤（滤膜孔径 0.45 μm），滤液即

为发酵上清液滤液[6]。将该滤液用 50%饱和度硫酸铵

沉淀，过夜，6000 r/min 4 ℃离心 20 min，沉淀溶于

0.02 mol/L pH 6.8 磷酸盐缓冲溶液中，该沉淀溶解液

即为硫酸铵处理离心沉淀，上清液即为硫酸铵处理离

心上清液。用改进的牛津杯法[8,9]分别测定发酵上清液

滤液、硫酸铵处理后离心沉淀和上清液的抑菌活性。

其中改进的抑菌圈法方法如下：用含 15%甘油和 0.5% 
NaCl 的吐温-60 缓冲液冲洗长满水稻纹枯病菌孢子的

PDA平板，制成孢子悬液后分装成5 mL每份于-20 ℃
保存。PDA 平板中加入 200 μL 水稻纹枯病孢子悬液，

涂布均匀后倒置于 30 ℃恒温培养箱培养孵化孢子

3~5 h 后取出，将已灭菌的牛津杯等间隔置于接种有

真菌孢子的 PDA 平板上，然后分别将发酵上清液滤

液、硫酸铵处理后离心沉淀和上清液 200 μL 加入牛津

杯中，30 ℃恒温培养箱中培养 2~3 d 后观察抑菌圈大

小。 
1.5  抗菌物质热稳定性实验 

分别测定不同处理温度和处理时间对硫酸铵处理

离心沉淀热稳定性的影响。 
处理温度热稳定性实验方法：将抗真菌物质分别

经 50 ℃、60 ℃、70 ℃、80 ℃和 90 ℃处理 30 min，
使用牛津杯法测定处理后抗菌物质的抑菌活性，以未

经处理的抗真菌物质为对照（CK），将对照的抑菌率

定为 100%。 
处理时间热稳定性实验方法：将抗真菌物质置于

70 ℃水浴锅中分别处理 2、4、6、8 h，然后测定处理

产物的抑菌活性，以未经处理的抗真菌物质为对照

（CK），同样将对照的相对抑菌率定为 100%[10,11]。 

2  结果与分析 

2.1  BS-3 的生物学特性及生理生化特征 
BS-3 菌株菌落表面干燥皱缩，不透明，中间向上

隆起，菌落边缘乳白色，不整齐，呈锯齿状（见图 1）。
其液体培养基表面形成醭。革兰氏染色呈紫色（见图

2），杆状，有芽孢（见图 3），菌体单个或成对排列。 

 
图1 BS-3菌株菌落形态 

Fig.1 Colonial morphology of BS-3 

 
图2 BS-3菌株革兰氏染色图（1000×） 

Fig.2 Gram stain figure of BS-3 
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2.4  抑菌活性测定 
在涂布有水稻纹枯病病原真菌孢子的 PDA 平板

上等间隔立 3 个牛津杯，牛津杯内分别加入 200 μL 地

衣芽孢杆菌 BS-3 菌株的发酵上清液滤液、硫酸铵处

理后离心沉淀和上清液进行抑真菌实验，结果表明地

衣芽孢杆菌 BS-3 菌株的发酵上清液滤液、硫酸铵处

理后离心沉淀具有较强抑真菌功能[12,13]，抑菌圈平均

直径分别为 30.5 mm 和 24.6 mm，而硫酸铵处理后离

心上清液未观察到有抑菌圈，实验结果见图 5。由此

说明，50%饱和度硫酸铵能使抗真菌物质几乎完全沉

淀。 

图3 BS-3菌株芽孢染色图（1000×） 

Fig.3 Spore staining figure of BS-3 
随后，通过菌种鉴定生理生化实验对 BS-3 菌株

依次进行属和种的鉴定，实验结果分别见表 2 和表 3。 
表2 BS-3菌株生理生化特性(属) 表 3 BS-3菌株生理生化特性（种） 

Table 2 Physio-biochemical characteristics of BS-3 (Generic) Table 3 Physio-biochemical characteristics of BS-3(Specific) 

生理生化特征 测定结果 

革兰氏染色 G+ 

接触酶实验 + 

氧化酶实验 - 

厌氧生长试验 - 

V-P 试验 + 

硝酸盐还原试验 + 

生理生化特征 测定结果 

淀粉水解实验 + 

明胶液化实验 + 

糖、醇类发酵试验：  

D-葡萄糖 + 

L-阿拉伯糖 + 

D-甘露醇 + 

D-木糖 + 

葡萄糖产气 - 

运动性 + 

苯丙氨酸脱氨酶试验 - 

耐盐性试验：  

2%NaCl + 

5%NaCl + 

7%NaCl - 

10%NaCl - 

柠檬酸盐利用 + 

生长 PH 值试验：  

pH 6.8 营养肉汤 + 

pH 5.7 营养肉汤 + 

卵磷脂酶试验 - 

吲哚试验 - 

生长温度：  

30 ℃ + 

40 ℃ + 

50 ℃ + 

60 ℃ - 

酪素水解试验 + 

酪氨酸水解试验 - 

丙酸盐利用试验 + 

注：“+”阳性反应；“-”阴性反应 
根据以上形态特征观察结果及部分生理生化实验

结果（表 2），查《常见细菌系统鉴定手册》可知，菌

种属于芽孢杆菌属（Bacillus sp.）。根据此类菌的生理

生化特性继续做生理生化试验以鉴定到种。 
根据表 3 形态特征进行观察及生理生化试验结

果，查《伯杰细菌鉴定手册》及《常见细菌系统鉴定

手册》可知，菌种 BS-3 与地衣芽孢杆菌（Bacillus 
licheniformis）最相似。 
2.2  BS-3 菌株的 16S rDNA 同源性比对 

根据ClustalX序列比对结果，BS-3菌株与Bacillus 
Subtilis 、 Bacillus amyloliquefaciens 、 Bacillus 
licheniformis 、 Bacillus mucilaginosus 、 Bacillus 
velezensis、Bacillus polyfermenticus、Bacillus vallismortis
具最高同源性达 100%。 
2.3  系统发育分析 

对BS-3菌株及与它同源性最高的芽孢杆菌的16S 
rDNA全序列进行遗传距离计算（BS-3菌株 16S rDNA
在 Genbank 中 Accession No. JN867130），并根据遗传

距离得到系统发育树（图 4），可见与 BS-3 菌株在进

化上距离相近的菌株很多，他们分别是 Bacillus 
subtilis、Bacillus amyloliquefaciens、Bacillus velezensis、
Bacillus mucilaginosus、Bacillus licheniformis、Bacillus 
vallismortis、Bacillus polyfermenticus，因此可以判定

BS-3 菌株属于芽孢杆菌属 Bacillus sp.。 
注：“+”阳性反应；“-”阴性反应 
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图4 BS-3菌株的系统发育树 

Fig.4 Phylogenetic tree of BS-3 

 
图5 抑真菌活性实验结果 
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Fig.5 The results of antifungal activity 

注：1，2 为硫酸铵处理后离心沉淀；3 为无菌水。 

2.5  抑真菌物质热稳定性 
分别测定温度以及热处理时间对 BS-3 菌株抗菌

物质热稳定性的影响，使用牛津杯法进行抑菌活性的

测定，结果如表 4、表 5 所示。 
表4 温度对抗真菌物质热稳定性的影响 

Table 4 The influence of temperature to the thermostability of 

the antifungal substance 

处理温度/℃ 抑菌圈直径/mm 相对抑菌率/%

50 24.4 98.8 

60 24.1 97.6 

70 24.0 97.2 

80 20.4 82.6 

90 16.5 66.8 

CK 24.7 100 

由表 4 可知，BS-3 菌株抗真菌物质在 50 ℃、60 ℃
和 70 ℃加热 30 min 后，其相对抑菌率均在 95%以上；
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在 80 ℃加热 30 min 后，其相对抑菌率稍有降低；当

加热温度升高到 90 ℃时，其相对抑菌率降至 66.8%。

如表 5 所示，在 70 ℃水浴中分别处理 2、4、6、8 h
后，发酵液中的抗菌物质的抗菌活性均有所下降，但

是随着处理时间的不断增加，其抗菌活性没有显著变

化。综上所述，可以看出该抗真菌物质热稳定性较好，

对高温具有较强耐受性。 
表5 处理时间对抗真菌物质热稳定性的影响 

Table 5 The influence of treatment time to the thermostability 

of the antifungal substance 

处理时间/h 抑菌圈直径/mm 相对抑菌率/%

2 16.4 66.4 

4 16.1 65.2 

6 15.8 64.0 

8 16.0 64.8 

CK 24.7 100 

3  讨论 

目前对地衣芽孢杆菌的研究还甚少，尤其是对其

具有抑菌活性的发酵产物的研究，因此研究其抑菌产

物意义重大。通过形态学观察，生理生化特性和 16S 
rDNA序列的分析得出该革兰氏阳性杆状细菌BS-3为
地衣芽孢杆菌。该菌发酵产物有较强的抑菌活性，且

具有较强热稳定性，因此可以作为良好的生防菌。但

该抗真菌物质的性质还不能确定，因此尚需进一步的

实验对其进行分离纯化，以获得该物质的结构特征及

生理生化特性。 
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