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特基拉芽孢杆菌 JN-369 的分离鉴定

及其抑菌物质分析

周    瑚1,2,3,    邹秋霞1,2,3,    胡    玲1,    朱华珺1,2,3,    任佐华*,1,2,    刘二明*,1,2,3

(1. 湖南农业大学 植物保护学院，长沙 410128；2. 植物病虫害生物学与防控湖南省重点实验室，

长沙 410128；3. 南方粮油作物协同创新中心，长沙 410128)

摘   要：为筛选可用于防治由稻瘟病菌所致水稻稻瘟病的生防菌株资源，采用稀释涂布平板

法，从感病水稻品种湘早籼 24 号的健康植株茎叶中分离获得了 1 株拮抗细菌 JN-369，结合形

态学观察、生理生化鉴定及 16S rDNA 序列分析对其菌种进行了鉴定，采用平板对峙法研究了

JN-369 菌株的抑菌谱，并初步测定了 JN-369 中挥发性有机物 (VOCs)、蛋白类粗提物及脂肽类

粗提物对稻瘟病菌的抑制作用。结果表明：JN-369 菌株为特基拉芽孢杆菌 Bacillus tequilensis，
其对稻瘟病菌具有显著抑制作用，对菌丝生长的抑制率达 80.46% ± 0.83%；同时该菌株对供试

的辣椒胶孢炭疽菌、烟草赤星病菌及黄瓜疫病菌等植物病原真菌和卵菌均有抑制作用；但对供

试病原细菌则均无抑制作用；1 × 108 cfu/mL 的 JN-369 菌悬液产生的挥发性有机物对稻瘟病菌

的抑制效果最强，抑制率达 72.92% ± 3.01%，1.454 mg/mL 的蛋白类提取物和 1.026 mg/mL 的
脂肽类提取物对稻瘟病菌的抑制率分别为 24.68% ± 0.80% 和 14.34% ± 1.08%。研究表明，菌

株 JN-369 具有一定的开发应用潜力。
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Abstract: In order to screen the resources of biocontrol bacteria strains for the control of rice blast
caused by Magnaporthe oryzae, a bacteria JN-369 was isolated from the healthy rice plants of the
susceptible rice cultivar Xiangzaoxian 24 by dilution plate method. And its activity against mycelial
growth of M. oryzae was tested by the plate confrontation method. The strain JN-369’s taxonomic status
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was identified based on morphological characteristics, physiological, biochemical characteristics and
16S rDNA sequence analysis. The antifungal spectrum of strain JN-369 was determined by the dural
culture method, the inhibitory effects of volatile organic compounds (VOCs), crude proteins and crude
lipopeptides from strain JN-369 against M. oryzae were preliminarily determined. The results showed
that the strain JN-369 was identified as Bacillus tequilensis, with the inhibition rate of 80.46% ±
0.83% against M. oryzae. It also had obvious antifungal activity against the tested fungi, such as
Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria alternata, Phytophthora melonis, and the other plant
pathogenic fungi and oomycetes, while it exhibited no inhibition effect on the tested pathogenic
bacteria. The volatile organic compounds produced by 1 × 108 cfu/mL strain JN-369 had the strongest
inhibition rate on M. oryzae with the inhibition rate of 72.92% ± 3.01%. The inhibition rate of
1.454 mg/mL protein extract and 1.026 mg/mL lipopeptide extract against M. oryzae were only
24.68% ± 0.80% and 14.34% ± 1.08%, respectively. These results showed that the strain JN-369 had
potential for development and application.

Keywords: biocontrol  bacteria;  Magnaporthe oryzae;  Bacillus tequilensis;  JN-369; isolation and
identification; antifungal activity; biological control

稻瘟病是由稻瘟病菌 (有性世代：Magnaporthe
oryzae，无性世代：Pyricularia oryzae) 引起的一种

世界性重要水稻真菌病害[1]，严重危害水稻的产量

和品质，中国每年的产量损失约为 445 900 t[2]，已

成为水稻持续高产稳产的严重障碍。目前对稻瘟

病主要采取以减少越冬菌源为前提、选育推广抗

病丰产品种为核心，以保健栽培等农业技术为基

础以及适当利用化学农药为辅助的综合防治策

略。其中化学杀菌剂的使用虽然效果较好，但潜

在的病原菌抗药性风险及对生态环境和人类健康

的危害不容忽视[3-4]。因此，生物农药的开发和利

用得到了飞速发展，目前在植物病害防治领域研

究报道较多的微生物主要包括放线菌、真菌以及

细菌中的假单胞菌属 (Pseudomonas spp.) 和芽孢杆

菌属 (Bacillus spp.) 等[5-7]。

芽孢杆菌是土壤和植物微生态中的优势微生

物种群，已成为生物农药研发的热点，目前开发

成功并投入应用的主要有苏云金芽孢杆菌 B .
thuringiensis、球形芽孢杆菌 B. sphericus、缓病芽

孢杆菌 B. lentimorbus 及日本金龟子芽孢杆菌 B.
popilliae[8]。2004 年，由云南农业大学和中国农业

大学共同研制的产品百抗 [ 9 ]  (枯草芽孢杆菌  B .
subtilis B908 可湿性粉剂) 是中国第一个在水稻上

获准登记的芽孢杆菌杀菌剂，其对水稻纹枯病的

防效达 70% 以上，对烟草青枯病的防效可达

80% 以上。

2006 年，Gatson 等[10]首次从墨西哥哈利斯科州

的一个墓穴中分离到了特基拉芽孢杆菌 B. tequilensis。
Pradhan 等[11]研究发现，特基拉芽孢杆菌 CH 可通

过产生脂肽及生物表面活性剂等物质破坏病原菌

的生物膜，从而起到抑制作用，但目前关于特基

拉芽孢杆菌的开发利用尚处于起步阶段。笔者所

在课题组于 2015 年从感病水稻品种湘早籼 24 号

的健康植株茎叶中筛选获得 1 株拮抗细菌 JN-
369，对其菌种进行了鉴定，并初步测定了其抑菌

谱；为明确该菌中具有抑制效果的活性物质，进

一步系统研究了 JN-369 中的挥发性有机物 (VOCs)、
蛋白类粗提物和脂肽类粗提物对稻瘟病菌的抑制

作用，旨在为明确拮抗菌 JN-369 的生防潜力提供

理论依据和实践基础。

1    材料与方法

1.1    供试材料

1.1.1    水稻品种　感稻瘟病水稻品种湘早籼 24 号

乳熟期的健康植株，采集于中国湖南省桃江县石

牛江镇花田村 (28°42′55.56″N，112°15′74.24″E)。
1.1.2    菌株　特基拉芽孢杆菌 Bacillus tequilensis
(JN-369)、稻瘟病菌 Magnaporthe oryzae、水稻纹

枯病菌 Rhizoctonia solani、烟草赤星病菌 Alternaria
alternata、葡萄灰霉病菌 Botrytis cinerea、辣椒胶

孢炭疽菌 Colletotrichum gloeosporioides、棉花枯

萎病菌 Fusarium oxysporum、黄瓜疫病菌 Phytophthora
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melonis、水稻恶苗病菌 Fusarium moniliforme、细

菌性条斑病菌 Xanthomonas oryzae pv. oryzicola、
黄瓜细菌性角斑病菌 Pseudomonas syringae pv.
lachrymans、水稻白叶枯病菌 Xanthomonas oryzae
pv. oryzae 及烟草青枯病菌 Ralstonia solanacarum，

均保存于湖南农业大学植物病原微生物及水稻病

害实验室。

1.2    试验方法

1.2.1    拮抗菌的分离、筛选及鉴定　采集感病水

稻品种湘早籼 24 号的健康植株，从茎叶中分离获

得内生细菌，并采用平板对峙法[12]筛选出抑菌效

果好的拮抗菌株 (命名为 JN-369)，参照《常见细

菌鉴定手册》进行菌落形态观察。参考东秀珠等[13]

的方法对所分离出的拮抗菌株进行硫化氢试验、

明胶液化试验、淀粉水解试验、甲基红试验、

V.P 试验、硝酸盐还原试验、接触酶试验、吲哚试

验、苯丙氨酸脱氨酶试验和石蕊牛奶试验 10 项生

理生化特征分析试验。每处理重复 3 次。

将待测菌株 JN-369 接种到 NB 培养基上，于

28 ℃、180 r/min 下恒温振荡培养 18~24 h 后，于

10 000 r/min 下离心 1 min，弃上清液，保留菌

体。用细菌基因组提取试剂盒提取 DNA，细菌

16S rDNA 的通用引物为 27F：5′-AGAGTTTGATCMTGG
CTCAG-3′ 和 1 492R：5′-TACGGYTACCTTGTTAC
GACTT-3′，以拮抗菌株 JN-369 的基因组为模板

进行 PCR 扩增，扩增产物用 1% 的琼脂糖凝胶电

泳检测，样品送上海生工公司进行测序。在 NCBI
上通过 Blast 与 GenBank 中核酸数据进行比对分

析，筛选近源物种的序列，利用 MEGA 5.10 软件

构建待测菌的系统发育树。

1.2.2    菌株 JN-369 的抑菌谱测定　分别采用平板

对峙法[12]及纸碟法[14]测定菌株 JN-369 对稻瘟病

菌、黄瓜疫病菌、葡萄灰霉病菌、水稻恶苗病

菌、烟草赤星病菌、水稻纹枯病菌、辣椒胶孢炭

疽菌及棉花枯萎病菌 8 种病原真菌和卵菌，以及

水稻细菌性条斑病菌、水稻白叶枯病菌、烟草青

枯病菌、黄瓜细菌性角斑病菌 4 种病原细菌的抑

制效果。将直径为 6 mm 的菌饼接种至平板中

央，重复 3 次。待对照菌落直径达到培养皿直径

3/4 以上时，观察并测量各皿菌落直径，按 (1) 式
计算菌株 JN-369 对病原菌生长的抑制率 (I, %)。

I/% =
∆A0−∆At

∆A0−6
×100 (1)

式中：ΔΑ0 为对照组菌落直径 (mm)，ΔΑt 为

处理组菌落直径 (mm)。
1.2.3    菌株 JN-369 挥发性有机物的抑菌活性测定

　采用平板倒扣法[15]测定。吸取 20 μL JN-369 菌

悬液均匀涂布于 PDA 平板上，向另一 PDA 平板

中央接入直径为 6 mm 的供试稻瘟病菌菌饼，倒

扣于含 JN-369 菌悬液的平板上，密封，于 28 ℃
恒温培养。以未接 JN-369 菌悬液的平板作为对

照。每处理重复 3 次。按照 1.22 节方法计算抑制率。

1.2.4    菌株 JN-369 蛋白类物质的提取及其抑菌活

性测定　采用硫酸铵分级盐析法[16]提取蛋白类物

质。用接种环挑取一环 JN-369 菌株，接种于装有

50 mL 新鲜 NB 培养液的 100 mL 锥形瓶中，于

28 ℃、180 r/min 条件下振荡培养 24 h 至对数生长

期，获得种子发酵液；将种子发酵液按照体积分

数为 1% 的接种量接种于装有 200 mL 新鲜 NB 培

养液的 300 mL 锥形瓶中，于 28 ℃、180 r/min 振

荡培养 48 h，获得 JN-369 菌悬液 (菌体浓度为 1 ×
108 cfu/mL)；将该菌悬液于 4 ℃、10 000 r/min 离

心 15 min，弃菌体，取上清液；向上清液中加入

(NH4)2SO4 至 80% 饱和度，振荡混匀，于 4 ℃ 静

置 48  h，析出蛋白沉淀；再于 10  000  r /m in
离心 15 min 后，收集沉淀；用体积分数为 5% 的

PBS 缓冲液对获得的沉淀进行溶解悬浮，再置于

透析袋  (8  000~14 000 D)  中采用相同浓度的

PBS 缓冲液透析除盐，经 0.22 μm 细菌过滤器过

滤，即得菌株 JN-369 的蛋白类粗提物，于 4 ℃ 保

存。使用 Nano Drop 检测蛋白样品浓度，重复检

测 3 次。

蛋白类粗提物的抑菌活性测定：向 PDA 平

板中央接入直径为 6 mm 的稻瘟病菌菌饼，距菌

饼中央左右两侧 25 mm 处各打一直径 6 mm 的

孔，注入 JN-369 蛋白类粗提物 40 μL (蛋白质质

量浓度为 1.454 mg/mL)，以溶解剂 PBS 缓冲液

处理为对照。每处理重复 3 次。于 28 ℃ 恒温培

养 5 d，测量各皿菌落直径，按照 1.22 节方法计算

抑制率。

1.2.5    菌株 JN-369 脂肽类物质的提取及其抑菌活

性测定　采用酸沉淀和甲醇提取的方法 [ 1 7 ]提

取脂肽类物质。将 JN-369 的菌悬液于 4  ℃、

10 000 r/min 下离心 15 min，弃菌体，取上清液；

用盐酸调节上清液 pH 值至 2.0，于 4 ℃ 沉淀过

夜，10 000 r/min 下离心 25 min 后收集沉淀；用

54 农   药   学   学   报 Vol. 21



体积分数为 10% 的甲醇溶解提取沉淀 2 次，每次

2 h；合并甲醇提取物，经 0.22 μm 细菌过滤器过

滤，即得菌株 JN-369 的脂肽类粗提物，于 4 ℃ 或

–20 ℃ 保存。脂肽类粗提物的抑菌活性测定方法

同 1.2.4 节蛋白类粗提物的抑菌活性测定。重复

3 次。

2    结果与分析

2.1    拮抗菌株的分离、筛选及抑菌效果

试验中共分离获得菌株 527 株，其中 JN-
369 的拮抗效果较为显著，其抑菌带宽达 47.8 mm
(CK 稻瘟病菌直径为 65.41 mm)，对稻瘟病菌菌丝

生长的抑制率达 80.46% ± 0.83% (图 1)。
2.2    菌株 JN-369 的生物学特性

2.2.1    JN-369 菌落形态及生理生化特性　在

NA 平板上，JN-369 菌落呈不规则形态，边缘光

滑湿润，不透明，微黄色，中间颜色较深、边缘

较浅，呈革兰氏阳性。菌体呈杆状，大小为 (0.6~
1.0) μm × (2.0~4.0) μm，芽孢呈椭圆倒柱状，长

0.5~1.0 μm (图 2)。菌株 JN-369 的 10 项生理生化

特征见表 1，显示其能使淀粉水解及明胶液化，可

还原硝酸盐。

2.2.2    菌株 JN-369 的分子生物学鉴定结果　对菌

株 JN-369 的 16S rDNA 序列进行测序，得其长度

为 1 462 bp。通过 DNAstar 软件拼接得到其 16S
rDNA 部分有效序列，于 GenBank 进行 BLAST 同

源序列检索，用 MEGA 5.10 软件中的 Neighbor-
Joining Tree 法构建 16S rDNA 系统发育树 (重复抽

样 1 000 次)。结果表明：菌株 JN-369 (登陆号：

MG004174)，与特基拉芽孢杆菌 B. tequilensis (登
录号：KF036187) 的相似性为 99%；结合形态学

及生理生化特征，将菌株 JN-369 鉴定为特基拉芽

孢杆菌 (图 3)。

表 1    菌株 JN-369 的主要生理生化特征

Table 1    Physiological and biochemical characteristics of the strain JN-369

生理生化试验
Physiological and biochemical tests

结果
Result

生理生化试验
Physiological and biochemical tests

结果
Result

硫化氢试验 Hydrogen sulfide test − 硝酸盐还原试验 Nitrate reduction test +

明胶液化试验 Gelatin liquefaction test + 接触酶试验 Catalase test +

淀粉水解试验 Starch hydrolysis test + 吲哚试验 Indole test −

甲基红试验 Methyl red test + 苯丙氨酸脱氨酶试验 Phenylalanine deaminase test −

V.P 试验 V-P test + 石蕊牛奶试验 Litmus milk test +
注：“+”表示阳性，“‒”表示阴性。

Note： “+” indicated positive, “‒” indicated negative.

BA

A 为空白对照；B 为菌株 JN-369 对稻瘟病菌的抑制效果。

A was the control; B showed the effect of the strain JN-369 to
M. oryzae.

图 1    菌株 JN-369 对稻瘟病菌的抑制效果

Fig. 1    Inhibition effect of the strain JN-369 against M. oryzae

25 kV ×20, 000 1 μm 12 15 SEI

图 2    菌株 JN-369 的菌体扫描电镜图

Fig. 2    Scanning electron microscope (SEM) of the strain JN-369
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图 3    菌株 JN-369 的 16S rDNA 系统发育树

Fig. 3    16S rDNA phylogenetic tree of the strain JN-369
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2.3    菌株 JN-369 的抑菌谱

菌株 JN-369 对供试的病原真菌及卵菌均有抑

制效果，其中对稻瘟病菌的抑制效果最为显著，

抑制率达 80.46% ± 0.83%；对烟草赤星病菌和辣

椒胶孢炭疽菌的抑制率也达到 50.00% 以上；但对

水稻细菌性条斑病菌、水稻白叶枯病菌、烟草青

枯病菌及黄瓜细菌性角斑病菌 4 种病原细菌则均

无抑制作用 (表 2)。

2.4    菌株 JN-369 挥发性气体以及蛋白类和脂肽

类提取物对稻瘟病菌的抑制作用

检测结果 (图 4) 表明：菌株 JN-369 的挥发性

气体及其蛋白类和脂肽类提取物对稻瘟病菌均具

有一定的抑制作用。其中，20 μL 1 × 108 cfu/mL 的

JN-369 菌悬液产生的挥发性气体对稻瘟病菌菌丝

生长的抑制作用最为显著，抑制率可达 72.92% ±
3.01%，连续培养 45 d 后，抑制率仍可达 70% 以

上；40 μL 1.454 mg/mL 的蛋白类粗提物的抑制率

为 24.68% ± 0.80%；40 μL 1.026 mg/mL 的脂肽类

粗提物的抑制率为 14.34% ± 1.08%。表明菌株 JN-
369 所产生的抑菌物质对稻瘟病菌具有很好的生物

防治作用。

3    结论与讨论

植物内生拮抗菌是指作为植物内生菌，其本

身及 (或) 代谢产生的抗菌物质能够强烈抑制植物

病原菌而对寄主无害，因而具有生物防治效应的

一类微生物。近年来，利用植物内生拮抗菌防治

植物病害的生物防治手段已逐步受到关注并成为

研究热点[18]。翟茹环等[19]分离得到枯草芽孢杆菌

G8，并发现其粗蛋白液对黄瓜菌核病菌 Sclerotinia
sclerotiorum 具有抑制作用；徐新星等[20]分离获得的

枯草芽孢杆菌 CF-3 所产生的抑菌蛋白 γ-谷氨酰转肽

酶和胞内丝氨酸蛋白酶对复端孢霉 Cephalothecium
F 具有抑制作用；向亚萍等[21]的研究表明，解淀粉

芽孢杆菌 B. amyloliquefaciens B1619 可分泌 3 种

脂肽类抗生素，其中杆菌霉素 L 和芬芥素对番茄

枯萎病菌 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 的
生长具有较强的抑制作用，而表面活性素的抑制

表 2    菌株 JN-369 对供试病原菌的抑制效果

Table 2    Inhibitory effect of the strain JN-369 against different pathogenic microorganism

病原菌
Pathogen

抑制率
Inhibition rate/%

病原菌
Pathogen

抑制率
Inhibition rate/%

稻瘟病菌
Magnaporthe oryzae 80.46 ± 0.83

辣椒胶孢炭疽菌
Colletotrichum gloeosporioides 55.00 ± 3.23

黄瓜疫病菌
Phytophthora melonis 36.20 ± 2.50

棉花枯萎病菌
Fusarium oxysporum 34.52 ± 0.73

葡萄灰霉病菌
Botrytis cinerea 33.33 ± 1.31

水稻细菌性条斑病菌
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola ‒

水稻恶苗病菌
Fusarium moniliforme 37.04 ± 2.62

水稻白叶枯病菌
Xanthomonas oryzae pv. oryzae ‒

烟草赤星病菌
Alternaria alternata 58.30 ± 3.38

烟草青枯病菌
Ralstonia solanacarum ‒

水稻纹枯病菌
Rhizoctonia solani 38.65 ± 2.96

黄瓜细菌性角斑病菌
Pseudomonas syringae pv. lachrymans ‒

注：表中数据为平均值 ± 标准差 (n = 3); “‒”表示无抑制作用。

Note: The data in the table is average ± standard deviation (n = 3); “‒” indicated no inhibition.

A B C D

注：A 为空白对照；B、C、D 依次为挥发性有机物、蛋白类粗提物及脂肽类粗提物。

Note: A was the control; B, C and D showed the inhibitory effects of VOCs, crude proteins and crude lipopeptides against M. oryzae, respectively.

图 4    菌株 JN-369 挥发性有机物及其蛋白类和脂肽类提取物对稻瘟病菌的抑制活性

Fig. 4    Antifungal activities of VOCs, crude proteins and lipopeptides from JN-369

56 农   药   学   学   报 Vol. 21



作用较弱；Chung 等[22]从水稻中分离得到内生芽

孢杆菌 YC7007，在体外能够强烈抑制主要水稻真

菌病原菌，如黄单胞菌 Xanthomonas oryzae pv.
oryza 菌丝的生长；Gholami 等[23]从大豆根中分离

获得 1 株对大豆炭疽菌 Colletotrichum truncatum
具有抑制效果的特基拉芽孢杆菌；Li 等[24]研究报

道了解淀粉芽孢杆菌 SYBC H47 可通过产生杆菌

霉素 L、表面活性素等物质而抑制黑曲霉 Aspergillus
niger、总状毛霉菌 Mucor racemosus、尖孢镰刀

菌 Fusarium oxysporum、柑橘青霉菌 Penicillium
citrinum 以及白色念珠菌 Candida albicans 菌丝的

生长。可见，芽孢杆菌是具有较高生防潜力的生

物拮抗菌，且由于芽孢杆菌个体大，繁殖速度

快，抵抗外界有害因子的能力强，因而是一类较

理想的生防菌株。

本研究从健康水稻植株中分离得到 1 株对水

稻稻瘟病菌具有明显拮抗作用的内生菌株 JN-
369，根据菌体特征、16S rDNA 序列分析及生理

生化指标，初步鉴定该菌株为特基拉芽孢杆菌。

对其抑菌活性、抑菌谱及抑菌物质的初步分析结

果表明：菌株 JN-369 对 8 种常见植物病原菌均具

有不同程度的抑制作用，表现出广谱的抗菌活性，

同时其对水稻稻瘟病菌、烟草赤星病菌和辣椒胶

孢炭疽菌 3 种植物病原真菌的抑制作用较强。

菌株 JN-369 能够产生某些高效的抑菌活性物

质，其中其挥发性气体的抑菌效果较为显著，显

示出了较高的研究和应用价值，具有很好的开发

潜力。但关于该菌株所产生抑菌活性物质的具体

种类、结构、特性及其抑菌机理等尚不明确，其

可能是某一种或几种物质的单一作用，也可能是

多种物质的协同作用效应，具体尚需后续进一步

研究与探索。同时，由于植物病害生物防治的关

键是在田间条件下发挥作用，但由于受到各种环

境因素的影响，生防微生物在植物活体试验或田

间试验中的防治效果往往不如在平板对峙试验中

的抑制效果，亦即从室内到田间生防效果往往存

在较大差距，所以后续仍需在不同条件下进行菌

株 JN-369 对稻瘟病的田间防治效果试验，以期为

研发防治稻瘟病的生物制剂提供理论基础。
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