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Abstract 
A Bacillus strain, isolated from soil of Songyuan (Daxinganling Forest) with antagonism against plant 
pathogen from pear tree with black spot disease, was identified by morphology, physiology & bio-
chemistry as well as 16 srDNA and designated as Bacillus subtilis Z58. Furthermore, B. subtilis Z58 
was confirmed to possess broad-spectrum antagonism against 17 kinds of plant pathogens. Then, pa-
rameters for spore formation were designed by both single factors and orthogonal experiment and 
the results showed the optimal parameters were: fermentation broth: adsorbent of 4:1 (v/m), cell 
amounts of 6 × 109/g and temperature of 32˚C. Spore proportion kept above 98% from 15 d to 90 d 
after adsorbing to corncob powder. Thus, B. subtilis Z58 was expected to develop as a biocontrol agent. 
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摘  要 

从大兴安岭松苑原始森林林区分离得到的一株对梨黑斑病菌具有拮抗作用的芽孢杆菌，经形态学、生理

生化和分子生物学鉴定为枯草芽孢杆菌，命名为Bacillus subtilis Z58；平板对峙实验结果表明B. subtilis 
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Z58对17种植物病原菌均具有拮抗作用；单因素和正交设计得出B. subtilis Z58生成芽孢的最适条件为：

发酵液体积：吸附材料质量为4:1，菌体量6 × 109/g和温度为32℃，且该菌株芽孢形成率在15 d达到98%
以上，到90 d时基本无营养体存在，该菌株有望开发成农用生防微生物菌剂。 
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1. 引言 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis, B. subtilis)是一种优良的植物病原菌拮抗微生物，B. subtilis 可通过位

点和营养竞争、拮抗物质产生、溶菌作用、诱导抗性及引发根际促生菌的诱导抗性等拮抗植物病原菌[1] [2] 
[3]，同时 B. subtilis 也是典型的植物生长促生菌(PGPR)，可为植物提供其生长过程中所需要的重要物质

而避免使用化学品[4] [5]；同时 B. subtilis 生长速度快、营养要求简单、其芽孢抗逆性强，十分有利于工

业过程的生产、剂型加工、产品保存及在环境中的存活和定殖，芽孢也为微生物对抗各种极端环境提供

了生理保障，作为商品具有更长的货架期，也是该种属微生物广泛应用于农业生产的重要原因[6]。细菌

芽孢的形成是营养体细胞转化成休眠体的过程[7]，国内外研究及调节机制最深入的为 B. subtilis。芽孢形

成过程受诸多条件的控制，比如营养缺乏、高浓度矿物元素、pH、温度、水分、高细胞密度和辐射等多

种因素都可引发营养体细胞的分化并形成芽孢[8]，同时，芽孢的形成受多种调控因子如 Spo0A、σH、σF、

σE 和 σG 等的调控[9] [10]，从而启动下游相关基因的表达调控，下游基因表达后，细胞开始一系列形态变

化最终完成芽孢的形成。然而，不同的微生物形成芽孢的机制并不相同，对特定的微生物而言，需要探

索其合适的条件控制其芽孢的形成。本文作者从黑龙江大兴安岭林区土壤中分离得到一株具有广谱拮抗

植物病原菌的芽孢菌，对其进行了分类鉴定并建立了该菌的进化树；同时研究了该菌株对 17 种植物病原

菌的抑制率；在研究其形成芽孢时发现在发酵过程中并不能形成芽孢，因此研究了该菌吸附到固体基质

上形成芽孢的条件，为该菌在农业生产中的开发应用奠定基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 培养基  

LB 液体培养基：酵母浸膏粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，NaCl 10 g/L，pH 自然，121℃灭菌 20 min；固

体 LB 培养基中加入琼脂 25 g/L。 
PDA 培养基：马铃薯浸粉 6 g/L，葡萄糖 20 g/L，琼脂 20 g/L，pH5.6 ± 0.2 (购自海博生物技术有限

公司，生产编号 HB0233)，121℃灭菌 20 min。 

2.2. 试验方法 

2.2.1. 芽孢杆菌的分离纯化 
从大兴安岭松苑原始森林林区采集土壤样品并用无菌取样袋带回。称取土样 1 g 并加入到 50 ml 无菌水中

(无菌水中加入直径为 20 mm 玻璃珠 20 粒) 180 rpm 振荡 20 min。将振荡后的样品静置，5 min 后将上清转移
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至 2 ml 灭菌离心管中，将离心管置于 75℃水浴中热激处理 10 min，将热激后的溶液逐级梯度稀释到 10−1~10−7，

取100 µl涂布于LB固体平板培养上，37℃培养3~4 d至单菌落直径达到2~3 mm。选取每个平板上生长50~100
个单菌落的稀释梯度的平板，用牙签挑取单菌落，三段划线纯化菌落。将纯化后的菌落点接种于已接种梨黑

斑病菌的 LB 固体培养基上，选择对梨黑斑病菌具有较强拮抗作用的菌株，对其进行菌株鉴定。 

2.2.2. 芽孢杆菌对植物病原菌的拮抗 
用灭菌的打孔器取病原菌菌块并置于 LB 固体培养基上，将芽孢杆菌置于 LB 固体培养基上植物病原

菌菌块的两侧，距离病原菌菌块约 10 mm，将培养皿置于 28℃培养箱中正置培养 5~6 天，测定植物病原

菌菌苔直径大小，并计算芽孢杆菌对植物病原菌的抑菌能力大小，对照植物病原菌菌苔直径为 D1，拮抗 

平板上与芽孢杆菌平行位置的植物病原菌直径为 D2，则抑菌率大小为 1 2

1

D D
D
−

。 

2.2.3. 芽孢杆菌的鉴定 
显微形态鉴定：芽孢杆菌的显微形态通过革兰氏染色并通过光学显微镜观察获得。 
生理生化鉴定：生理生化鉴定方法按照微生物实验指导书中常规方法进行。 
分子生物学鉴定：挑取对梨黑斑病菌具有显著拮抗作用的菌落接种于 LB 液体培养基中，37℃、180 rpm

震荡培养 20 h，1.5 ml 菌液于 10,000 g 离心 2 min 并收集菌体，按照 Tiangen 细菌 DNA 提取试剂盒方法提取芽

孢杆菌总 DNA，并利用 27F 和 1492R 通用引物进行 PCR 扩增 16srDNA，扩增后使用琼脂糖凝胶电泳检测扩

增结果，并将条带正确的 PCR 产物送至北京三博致远进行测序，利用测序后的序列建立该菌株的系统进化树。 

2.2.4. 芽孢杆菌芽孢形成工艺优化 
将LB培养基中发酵得到的芽孢杆菌菌液，10,000 g 离心 10 min，并重悬于一定体积的LB培养基中，

得到不同浓缩倍数的芽孢杆菌菌悬液。将菌悬液与一定质量的灭菌玉米芯粉(60 目)混合均匀后保存于三

角瓶中，瓶口覆盖透气膜，定期进行芽孢形成的检测。对芽孢杆菌芽孢形成率影响因素首先设计温度、

发酵液体积：载体质量与吸附菌体量单因素实验，在单因素结果基础上进行芽孢形成条件的正交设计，

得出最佳条件；同时定期检测保存三个月的芽孢情况。 

3. 结果与讨论 

3.1. 拮抗梨黑斑病菌芽孢杆菌菌株的分离和鉴定 

分离纯化的芽孢杆菌对梨黑斑病的拮抗如图 1，表明该芽孢菌对梨黑斑病具有显著的抑制效果。 
 

 
Figure 1. Antagonism against plant pathogen from pear tree with 
black spot disease by the isolate, a plant pathogen from pear tree 
with black spot disease, b Bacillus-plant pathogen 
图 1. 芽孢杆菌对梨黑斑病菌的拮抗，a 梨黑斑病菌，b 芽孢

杆菌-梨黑斑病菌平板对峙 
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然后对芽孢杆菌进行鉴定，菌落的形态：该菌株在 LB 固体培养基上培养至直径 2~3 mm 时的菌落形

态为：圆形、凸起、表面光滑湿润、边缘整齐、菌落半透明，乳白色。染色后利用光学显微镜观察该菌

株呈现革兰氏阳性、杆状、能产生芽孢，营养体大小为(0.6 − 1.0) × 1.2 − 2.5 µm；根据《伯杰氏细菌手册》

对菌株进行生理生化鉴定(表 1)，初步判断该菌株属于芽孢杆菌属。 
 
Table 1. Characterization (physiology & biochemistry) of the isolate 
表 1. 菌株的生理生化特性 

特征 菌株 特征 菌株 

芽孢染色 + 色素 - 

葡萄糖 + 精氨酸水解酶 + 

淀粉 + 亚硝酸盐 - 

蔗糖 + 硫化氢 - 

 

提取芽孢杆菌的总 DNA，并扩增其 16 srDNA，将测序正确的序列利用邻接法制作芽孢杆菌系统进

化树(图 2)，结果表明该分离的菌株与 B. subtilis CS10 同源性为 100%，因此将该菌株归类为枯草芽孢杆

菌，命名为 B. subtilis Z58。 
 

 
Figure 2. Phylogenetic tree of B. subtilis Z58 
图 2. B. subtilis Z58 的系统进化树 

3.2. B. subtilis Z58 对植物病原菌的拮抗 

为了解 B. subtilis Z58 对植物病原菌拮抗是否具有广谱性，研究了 B. subtilis Z58 对 17 种植物病原菌

的抑制效果(图 3)，结果表明 B. subtilis Z58 对茶叶白星病菌抑制率最高，可达到 84.9%，对番茄叶霉抑制

率最低(50%)，对 11 种植物病原菌的抑制率达到 70%以上，因此表明 B. subtilis Z58 的植物病原菌拮抗具

有广谱性，有望将其开发成一种生物防治微生物菌剂。 
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Figure 3. Inhibition to 17 kinds of plant pathogens by B. subtilis Z58 
图 3. B. subtilis Z58 对 17 种植物病原菌抑制率 

3.3. B. subtilis Z58 的芽孢形成研究 

3.3.1. 温度对 B. subtilis Z58 芽孢形成的影响 
由于 B. subtilis Z58 在设计的数种产孢培养基中都不产孢，因此设计将 B. subtilis Z58 发酵液浓缩后

吸附到玉米芯粉载体上以期促使其芽孢生成。首先研究了不同温度条件对B. subtilis Z58芽孢形成的影响，

当吸附于载体后，于室温保存基本无芽孢生成，当温度分别提升至 32℃和 40℃时，有芽孢生成(图 4)，
结果表明室温、32℃和 40℃时的芽孢形成率分别达到 5.7%、43.9%和 71.0%，结果显示温度低于 32℃或

室温影响 B. subtilis Z58 的芽孢形成。 
 

 
Figure 4. Spore formation of B. subtilis Z58 after adsorbing on corncob with different temperatures. a 
control, b Room temperature, c 40℃. Red arrow indicated spore and green indicated vegetable cells 
图 4. 吸附于玉米芯粉载体上在不同温度条件下保存 48 h 的芽孢形成情况。a 对照(未吸附时，发

酵液)，b 室温，c 32℃， d 40℃。红色箭头：芽孢，绿色箭头：营养体 

https://doi.org/10.12677/amb.2019.81001


张戈 等 
 

 

DOI: 10.12677/amb.2019.81001 6 微生物前沿 
 

3.3.2. 发酵液体积吸附材料质量之比对 B. subtilis Z58 芽孢形成的影响 
由于温度对 B. subtilis Z58 芽孢形成影响显著，且单因素实验中 40℃条件下芽孢形成率最高，因此选

择 40℃作为水分含量对 B. subtilis Z58 芽孢形成影响的基础温度。将 8 ml 发酵液离心并倾倒掉相应的上

清，剩余体积悬浮细胞保证起始的菌数一致，结果表明发酵液体积：吸附材料质量为 4:1 时芽孢形成率

最高可达到 83.3% (图 5)。 
 

 
Figure 5. Effect of broth volume: adsorbent on spore 
formation 
图 5. 发酵液体积与吸附材料质量之比对 B. subtilis 
Z58 芽孢生成的影响 

 

3.3.3. 起始菌体数量对 B. subtilis Z58 芽孢形成的影响 
根据温度、发酵液体积与吸附材料质量之比对 B. subtilis Z58 芽孢形成的影响结果，在研究菌体数量

对 B. subtilis Z58 芽孢形成的影响时设定温度和发酵液体积：吸附材料质量分别为 40℃和 4:1，结果表明

吸附在载体的 B. subtilis Z58 起始菌数为 6 × 109/g 时，B. subtilis Z58 芽孢形成率最高，可达到 77.1%，随

着吸附菌数的增加芽孢形成逐渐降低，但是芽孢形成都在 70%以上，差异不明显(图 6)。 
 

 
Figure 6. Effect of initial cell numbers of B. subtilis 
Z58 on spore formation  
图 6. B. subtilis Z58 活菌数对其芽孢生成率的影响 

3.3.4. 温度、发酵液体积：吸附材料质量和菌体量的正交实验 
根据单因素实验结果分别将其进行正交设计，确定的正交因素水平表为(表 2)。 
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Table 2. Orthogonal factor levels for spore formation of B. subtilis Z58 
表 2. B. subtilis Z58 芽孢形成正交因素水平表 

水平 因素 A (发酵液体积:吸附材料质量) 因素 B (菌体数量/g) 因素 C (温度/℃) 

1 2:1 6 × 109 RT 

2 4:1 8 × 109 32 

3 8:1 1 × 1010 40 

 
Table 3. Results of orthogonal experiment and visual analysis  
表 3. L9(33)正交实验结果与直观分析表 

因素 发酵液体积:吸附材料质量 菌体量 温度 芽孢形成率% 

1 1 1 1 38.2 

2 1 2 2 61.1 

3 1 3 3 38.7 

4 2 1 2 81.8 

5 2 2 3 63.6 

6 2 3 1 2.3 

7 3 1 3 59.9 

8 3 2 1 2.8 

9 3 3 2 84.8 

K1 0.460 0.600 0.144  

K2 0.492 0.425 0.759  

K3 0.492 0.419 0.541  

R 0.032 0.181 0.615  

 

正交实验结果的极差分析表明影响 B. subtilis Z58 芽孢形成的主次影响因素为：温度>菌体量>水分；

根据分析结果综合未来在应用过程中的可行性，则对于 B. subtilis Z58 吸附固形物材料芽孢形成的最佳条

件为：A2B1C2，即发酵液体积：吸附材料质量为 4:1，菌体量 6 × 109/g 和温度为 32℃ (表 3)。 

3.3.5. 保存时间对 B. subtilis Z58 芽孢形成的影响 
按照正交实验最佳条件，B. subtilis Z58 发酵液与玉米芯粉混合后保存，分别记录 15 d，60 d 和 90 d

的芽孢率(图 7)，结果表明从 15 d 到 3 个月芽孢率基本没有发生变化，一直维持在 98%以上，表明 B. subtilis 
Z58 吸附于固体基质促进芽孢生成是可行的芽孢生成途径，同时也能稳定维持芽孢率达到微生物菌剂行

业标准的货架期。 

4. 结论 

本文筛选得到的一株芽孢杆菌经形态学、生理生化和分子生物学鉴定为枯草芽孢杆菌，并命名为 B. 
subtilis Z58，该菌株对 17 种植物病原菌均具有拮抗作用，对茶叶白星病病菌的抑制率可达到 87.5%；通

过单因素和正交设计得到该菌株吸附于玉米芯粉载体促进孢子生成的最佳条件为：发酵液体积：吸附材 
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Figure 7. Spore formation of B. subtilis Z58 after adsorbing 
on corncob with different storage time. Date shown in 
Figure was mean ± SD and all data were from triplicates 
图 7. 15~90 天 B. subtilis Z58 的芽孢率情况，图中数

据为平均值 ± SD，为三次重复试验数据 
 

料质量为 4:1，初始菌体量 6 × 109/g 和温度为 32℃，该菌株生成芽孢后，3 个月内芽孢率基本不发生变化，

维持在芽孢率 98%以上，该菌株有望开发成为广谱性的植物病原菌拮抗菌剂。 
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